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  โรคบิดในไก เปนโรคโปรโตซัวมีสาเหตุมาจากเชื้อบิดในสกุล Eimeria โดยทั่วไปพื้นฐานของการตรวจแยกชนิด
เชื้อบิดในไกเปนการแยกจากลักษณะรูปรางของเชื้อบิดและบริเวณตําแหนงในลําไสของไกที่ติดเชือ้บิด ซึ่งจาก
หลักการนี้พบวาการตรวจแยกความแตกตางชนิดของเชื้อบิดในบางครั้งใหผลไมนาเชื่อถือ จึงไดมีการพัฒนานําวธิี 
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphisms (PCR-RFLP) มาใชเพื่อแยกชนิดเชื้อ
บิด โดยเพิ่มปริมาณ DNA ตรงบริเวณ 18S ribosomal RNA gene (18S rRNA gene) ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 422 
bp และนําผลิตภัณฑ PCR มาแยกชนิดเชื้อบิดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ ไดแก Alu I, Hha I, Hpa II และ Hae III โดย
ความไวของวิธี PCR นั้นอยูที่ 0.12 โอโอซีสต และความไวของวิธี PCR-RFLP อยูที่ 8 โอโอซสีต และวิธีนี้ยังมี
ความจําเพาะตอเชื้อบิด Eimeria มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ DNA ที่สกัดจากปรสิตในระบบทางเดินอาหารของไก
และแพะ ไดแก Raillietina cesticillus,R. chinobothrida, R. tetragona, Ascaridia galli, Gongylonema spp., 
Heterakis gallinae, Tetrameres spp. และTrichostronglylus spp. 

จากการศึกษาแยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38 ประกอบดวยเชื้อบิด 3 ชนิด คือ E. tenella มีปริมาณ
สัมพันธมากที่สุดคือ 64%, E. necatrix 32% และ E. maxima 4% และเชื้อบิดที่ประกอบอยูในวัคซคีเชื้อเปน  
Immucox(I) มีอยางนอย 4 ชนิด คือ E. acervulina มีปริมาณสัมพันธมากทีสุ่ดคือ 26%, E. maxima 19%, E. 
necatrix 3% และ E. tenella 3% โดยการแยกชนิดของเชื้อบิด E. tenella CB38 ที่กระจายอยูตามลําไสสวนตางๆ  
ไดแก ลําไสสวนตน พบเชื้อบิด 2 ชนิดคือ E. acervulina ปริมาณสัมพันธ 84% และ E. tenella 6% ลําไสสวนกลางที่
1 พบเชื้อบิด 4ชนิด ไดแก E. necatrix ปริมาณสมัพันธ 26%, E. acervulina 21%, E. tenella 14% และ E. maxima 
6% ลําไสสวนกลางที่2 พบเชื้อบิด 3 ชนิดคือ E. maxima ปริมาณสัมพันธ 69%, E. necatrix 7% และ E. tenella 6% 
ลําไสสวนทาย พบเชื้อบิดได 3 ชนิดคือ E. maxima ปริมาณสัมพันธ 73%, E. necatrix 16% และ E. tenella 7% 
และไสตนัพบเชื้อบิดได 3 ชนิด คอื E. tenella ปริมาณสัมพันธ 52%, E. necatrix 43% และ E. maxima 4% สวนไก
ที่ติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) สามารถแยกชนิดเชื้อบิดที่บริเวณลําไสสวนตนได 2 ชนิด คือ  
E. acervulina  ปริมาณสัมพันธ 73% และ E. maxima 3% ลําไสสวนกลางที่1 พบเชื้อบิด 2 ชนิด คือ E.maxima  
ปริมาณสัมพันธ 90% และ E. tenella 6% ลําไสสวนกลางที่2 พบเชื้อบิด 2 ชนิด คือ E. maxima  ปริมาณสัมพันธ 
94% และ E. tenella 6% ลําไสสวนทาย พบเชื้อบิด 2 ชนิดคือ E. maxima ปริมาณสัมพันธ 87% และ E. tenella 8% 
และไสตนั พบเชื้อบิด 3 ชนิด คือ E. necatrix ปริมาณสัมพันธ 45%, E. tenella 40% และ E. maxima 13%  

ดังนั้นวิธี PCR-RFLP สามารถใชแยกความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อบิดในไกได โดยมีความไวและ
ความจําเพาะที่เหมาะสมในการนํามาประยุกตใชตรวจวินิจฉัยและยังสามารถยืนยนัไดวาพบเชื้อบิด E. tenella หรือ 
E. maxima ไดทกุบริเวณของลําไสไกอีกดวย 
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  Avian coccidiosis is a protozoan disease caused by the genus Eimeria. Basically, species of Eimeria 
in chicken is distinguished by the distinct morphology and parasitic deposited sites in intestine of the infected 
animals. The criteria of Eimeria species differentiation when the disease occured is sometime unreliable. 
Polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was developed to 
differentiate species of Eimeria. The conserved region of 18S ribosomal RNA gene (18S rRNA gene) was 
amplified by PCR to yield the product of 422 bp. The RFLP patterns were analyzed by Alu I, Hha I, Hpa II and 
Hae III. The sensitivity of the PCR technique was to detect at least 0.12 oocysts and PCR-RFLP was able to 
give the RFLP patterns by using at least 8 oocysts. The specificity of PCR-RFLP was compared to DNA 
extracted from Raillietina cesticillus, R. Echinobothrida, R. Tetragona, Ascaridia galli ,Gongylonema spp., 
Heterakis gallinae, Tetrameres spp. และ Trichostronglylus spp. 
   By using the technique of PCR-RFLP, E. tenella CB38 is a mixture of at least 3 Eimeria spp.;  
E. tenella 64%, E. necatrix 32% and E. maxima 4% while Immucox(I) comprises at least 4 species;  
E. acervulina 26%, E. maxima 19%, E. necatrix 3% and E. tenella 3%. To identify Eimeria spp. of  
E. tenella CB38 isolated from the upper part of the intestine revealed the combination of species  
E. acervulina  84% and E. tenella 6%. The proximal part of the intestine was infected with E. necatrix 26%, E. 
acervulina  21%, E. tenella 14% and E. maxima 6%. The distal part of the intestine was infected with E. 
maxima 69%, E. necatrix 7% and E. tenella 6%. The lower part of the intestine was infected with E. maxima 
73%, E. necatrix 16% and E. tenella 7%. Lastly, caecum was infected with E. tenella 52%, E. necatrix 43% 
and E. maxima 4%. While the dentification of Eimeria spp. containing in the live-vaccine, Immucox(I), the 
upper part of the infected intestine revealed the combination of species; E. acervulina 73% and E. maxima 
3%. The proximal part of the intestine was infected with E. maxima 90% and E. tenella 6%. The distal part of 
the intestine was infected with E. maxima  94% and E. tenella 6%. The lower part of the intestine was infected 
with E. maxima 87% and E. tenella 8%.  Lastly, the caecum, it was infected with E. necatrix 45%, E. tenella 
40% and E. maxima 13%. 
  Therefore the technique of PCR-RFLP on 18S rRNA gene was able to perform a differential diagnosis 
of avian coccidiosis caused by Eimeria spp. Nonetheless, by using this method, E. tenella  and E. maxima 
could be found in all part of the infected intestine. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคบิดไก (Avian coccidiosis) มีสาเหตุมาจากสัตวเซลลเดียวในสกุล Eimeria พบได 
ทั้งหมด 9 ชนิด ไดแก E. acervulina, E. brunetti, E. hagani, E. maxima, E. mitis, E. mivati,  
E. praecox, E. necatrix และ E. tenella (Thebo et al., 1998; McDougald and Reid,1991) 
โดยเชื้อบิดที่สาํคัญและกอใหเกิดผลเสียตอเศรษฐกิจม ี7 ชนิด คือ E. acervulina, E. brunetti,  
E. maxima, E. mitis, E. praecox, E. necatrix และ E. tenella (Rose and Long, 1980; 
Williams,1998) และชนิดทีม่ีความสาํคัญและกอโรครุนแรงมากที่สุดมีอยู 4 ชนิดคอื E. tenella,  
E. necatrix, E. acervulina และ E. maxima ตามลําดบัความรุนแรง (Roberson, 1995) 

เชื้อบิดสามารถสงผลกระทบแตกตางกนัไปในไกแตละประเภท เชนในไกกระทง สูญเสีย
น้ําหนกัตัวที่เพิ่มข้ึนตอวนั (Average Daily Gain: ADG) ประมาณ 50-100 กรัมตอตัว และอัตรา
การเจริญเติบโตลดลง 4-10% ตอตัว เนื่องจากความสามารถในการดูดซึมอาหารในลําไสของไก
ลดลง เปนผลทําใหสูญเสียอัตราการแลกเนื้อ (Feed conversion ratio: FCR) สวนในไกไขและไก
พอแมพนัธุพบวามกีารระบาดของโรคบิดอยางตอเนื่อง ขณะที่เปนไกรุน ทาํใหระยะเวลาการวางไข
คร้ังแรกลาชา (Delayed egg production) และตายมากกวา 50% เมื่อติดเชื้อบิด รวมทัง้ทาํใหไก
สูญเสียลักษณะมาตรฐานตามพนัธุ เชน มีขนาดเล็กกวาปกติ (ถวิล, 2498; ประจักษ, 2525)   

จากปญหาโรคบิดที่เกิดขึ้นเปนประจําในอตุสาหกรรมการเลี้ยงไก ทาํใหในชวง 50 ปที่ผาน
มาวิธปีองกนัโรคบิดของฟารมไกสวนใหญ มักกระทําโดยการใชยากนับิด แตในขณะเดียวกนักพ็บ 
วาในฟารมไกที่มีการใชยากนับิด ยังคงตรวจพบไกที่เปนโรคบิดไดอยางสม่ําเสมอ  ดังนัน้การใชยา
กันบิดที่ไมไดผล อาจมีสาเหตุมาจากเชื้อบิดมีการดื้อตอยาเพิม่มากขึน้ รวมทัง้มีการจัดการภายใน
ฟารมที่ไมดี เชน วัสดุรองนอนชื้นแฉะทําใหโอโอซีสต (oocyst) สามารถพัฒนาไปเปนระยะติดโรค 
(sporulated oocyst) ได นอกจากนีก้ารมีโอโอซีสตปนเปอนในน้ําและอาหาร การระบายอากาศที่
ไมดี และความหนาแนนของการเลีย้งตอฝูงมากเกนิไป ลวนแลวแตเปนสาเหตุของการเกิดโรคบดิได
ทั้งสิน้ (Ruff, 1993) ทําใหมีการนาํวัคซนีมาใชในการปองกันโรคบิดเพิ่มมากขึ้น ซึ่งพบวาไดผลดี 
กวาการใชยาตานบิด นอกจากนี้การใชวัคซีนยังทําใหไกสามารถสรางภูมิตานทานไดนานขึ้นหลัง 
จากมกีารติดเชื้อบิดติดตอกัน 2-3  คร้ัง (Joyner and Norton, 1973; Long et al., 1986; 
Vermeulen et al., 2001) โดยวัคซนีปองกันโรคบิดมีดวยกนั 2 ประเภท คือ ประเภท virulent 
vaccine และ attenuated vaccine ที่ประกอบดวยโอโอซีสตของเชื้อบิดชนิดตางๆ (oocyst 
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vaccine หรือ lived vaccine) โดยเฉพาะอยางยิ่ง virulent vaccine ผูใชจะตองมีการควบคุม
ปริมาณของวคัซีนที่ใชอยางระมัดระวัง เพื่อไมใหเกิดโรครุนแรงหลังการใหวัคซนี (Shirley, 1992) 
เพราะไมสามารถทราบถึงปริมาณที่แทจริงของชนิดเชื้อบิดในวัคซีนได จึงทําใหในบางครั้งการเกดิ
โรคบิดในไกอาจมีผลมาจากการใหวัคซีนก็เปนได (Shirley et al., 1983)  

การควบคุมโรคบิด ประกอบไปดวย การปองกัน การรกัษา รวมทัง้การจัดการฟารม ใหได
อยางเหมาะสม ซึ่งปจจัยตางๆ เหลานี้จาํเปนตองมีวธิีการตรวจวินิจฉยัทีม่ีความไวและความ 
จําเพาะสงู โดยสวนใหญของการตรวจวนิิจฉัย เพื่อแยกชนิดของเชือ้บิด ทาํไดโดยตรวจสอบระยะ 
เวลากอนปรากฎโรค (Prepatent period) หรือแยกขนาดโอโอซสีตของเชื้อบิด และศึกษาจาก
ตําแหนงและรอยโรคของเชื้อบิดแตละชนิด รวมทัง้การขูดเนื้อเยื่อบริเวณ mucosal จากลาํไสสวน
ตางๆ และไสตัน และการศึกษาจุลพยาธวิิทยาของผนังลําไส (Mattiello et al., 2000) แตเนื่องจาก
การแยกชนิดของเชื้อบิดดวยวิธีการตางๆ เหลานี้ ยังคงใหผลการตรวจที่คลาดเคลื่อน เชน ขนาด
ของโอโอซีสตที่มีความใกลเคียงกนัในแตละชนิดของเชือ้บิด โดยเฉพาะขนาดของโอโอซีสตระหวาง
เชื้อบิด E. tenella และ E. necatrix  ที่มีขนาดและรูปรางคลายคลงึกนัมาก นอกจากนี้ตําแหนงรอย
โรคที่เกิดขึ้นบริเวณลําไสของเชื้อ E. acervulina และ E. praecox อาจเกิดขึ้นในตาํแหนงเดียวกนั 
คือ ลําไสสวนตน จงึทาํใหการตรวจวินจิฉยัแยกชนิดของเชื้อบิดอาจคลาดเคลื่อนได (Barta et al., 
1997) ซึ่งวิธีการแยกชนิดเชือ้บิดที่กลาวมาทัง้หมดนี้ จาํเปนตองอาศยัความสามารถของผูตรวจทีม่ี
ความชาํนาญสูง ในการแยกชนิดของเชื้อบิดเหลานี้ออกจากกนัได (Long and Joyner, 1984)  

ปจจุบันไดมีการนําวิธทีางดาน อณูพนัธศุาสตร (Molecular genetics) มาใชในการแยก
ชนิดเชื้อบิดไก (Ellis and Bumstead, 1990; McPherson and Gajadhar, Procunier et al., 
1993; Shirley, 1994b; Shirley, 1996; Tsuji et al., 1997; Woods et al., 2000; Gasser et al., 
2001) เพราะความรูทางดานนี้ชวยพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยใหมีความไวและความจาํเพาะ
สามารถตรวจหาและแยกความแตกตางของเชื้อบิดแตละชนิดได ซึ่งไมจําเปนตองใชเชื้อบิดที่ยงัมี
ชีวิตในปริมาณมากหรืออาจใชเชื้อบิดที่ตายแลวแตยังม ี DNA อยู (Weiss,1995) และเปนวิธกีาร
ตรวจที่ใหประสิทธิภาพสูงกวาวธิีการตรวจหาปรสิตโดยตรงดวยกลองจุลทรรศน   

ดังนัน้ความรูทางดานอณูพนัธุศาสตรของเชื้อบิด สามารถนํามาใชเปนแนวทางในการ 
ศึกษาแยกชนดิเชื้อบิดได โดยอาศัยความรูพื้นฐานของสารพนัธกุรรม (DNA) ไมวาจะเปน วิธ ีPCR 
(Polymerase chain reaction) (Stucki et al., 1993) และวิธ ี RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism) หรือวิธ ี RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA) 
(Costa et al., 2001) และสําหรับประเทศไทยยงัไมเคยมีรายงานการประยุกตใชวิธีเหลานี้ในการ 
ศึกษาการจําแนกชนิดเชื้อบิดไก หรือจําแนกชนิดเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไกทีต่ิด
เชื้อบิดแตอยางใด 
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ดังนัน้ในการศึกษาครั้งนี้มวีตัถุประสงคเพือ่จําแนกชนิดและปริมาณสัมพันธของเชื้อบิด 
จากเชื้อบิด E. tenella strain CB38 (Laboratory isolation) และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
(virulent vaccine) เปนแหลงของเชื้อบิด ซึ่งประกอบดวยเชื้อบิด 4 ชนดิ ไดแก E. acervulina,  
E. maxima, E. necatrix และ E. tenella และศึกษาการแยกชนิดเชื้อบิดที่บริเวณลําไสสวนตางๆ 
และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox (I) ดวยวิธี 
PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene เพื่อศึกษาความหลากหลาย (polymorphisms) ของเชื้อบิด
ไกชนิดตางๆ รวมทัง้ศึกษาความไวและความจําเพาะของการตรวจวินจิฉัยดวยวิธี PCR-RFLP 
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาความไวและความจําเพาะในการตรวจแยกชนดิเชื้อบิด Eimeria spp. ที่บริเวณ 
18S rRNA gene ดวยวิธ ีPCR-RFLP  

2. เพื่อศึกษาชนดิและปริมาณสัมพันธ (relative quantitative) ของเชื้อบิด จากเชื้อบิด  
E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) เปนแหลงของเชื้อ และตรวจแยกชนิด
เชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และ
วัคซีน Immucox(I) ในปริมาณแตกตางกัน 

 
1.3 สมมุติฐานของการวจิยั 

1. วิธี PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene เปนวิธทีี่มคีวามไวและความจาํเพาะสงูในการ
ตรวจแยกชนดิเชื้อบิดไกไดจริงหรือไม  

2. วิธี PCR-RFLP เปนวธิีที่มีความไวและความจาํเพาะสูงในการตรวจแยกชนิดเชื้อบิดที่
บริเวณ 18S rRNA gene ในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด  
E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในปริมาณแตกตางกนัไดหรือไม   

 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 

1. เพื่อใช 18S rRNA gene เปน genetic marker ที่มีความไวและความจาํเพาะในการ
จําแนกชนิดของเชื้อบิดในไก ดวยวิธ ีPCR-RFLP ไดในขั้นมาตรฐาน 

2. ทําใหทราบชนดิและปริมาณสัมพันธของเชือ้บิดที่อยูใน E. tenella CB38 วัคซีนเชื้อเปน 
Immucox (I)  

3. เพื่อนาํวิธ ี PCR-RFLP มาประยุกตใชในการตรวจวินจิฉัยหาโรคบิดในฟารมไก เพื่อเปน
แนวทางในการใชยาและวัคซีนในการปองกันโรคบิด ตอไปในอนาคต 



 
 

                

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 
2.1 เชื้อบิด 

เชื้อบิดไกสกุล Eimeria เปนสัตวเซลลเดียวที่จัดทางอนกุรมวิธานไดดังนี้คือ:  
Phylum: Apicomplexa 

Class: Sporozoasida 
Subclass: Coccidiasina 

Order: Eucoccidiorida 
Suborder: Eimeriorina 

Family: Eimeriidae 
Genus: Eimeria 

เชื้อบิดสกุล Eimeria มีระยะของเชื้อทีส่ามารถฝงตัวและทําลายเซลลลําไสไดหลายระยะ 
ไดแก ระยะ sporozoites (ดังรูปที่ 2.1) ระยะ merozoites และระยะอื่นๆ โดยจะใชสวนของ apical 
poles นําเขาไปในเซลลของโฮสต (Shirley, 1992) ซึ่ง apical poles ประกอบดวย polar ring 
microneme rhoptries conoid และ subpellicular microtubule (Shotyseck, 1973) โดยการ
เจริญเติบโตของเชื้อจะมทีัง้ระยะที่เกิดภายในเซลลของโฮสต (endogenous phase) คือ
schizogony และ gametogony และระยะที่เกิดภายนอกเซลลของโฮสต (exogenous phase) คือ 
sporogony ซึ่งเมื่อโอโอซีสตเจริญพัฒนาเปน sporulated oocyst ที่ประกอบไปดวย 4 sporocyst 
แตละ sporocyst ภายในม ี2 sporozoites จึงกลายเปนระยะการติดตอสูโฮสต  

เชื้อบิดในสัตวปกมีดวยกัน 9 ชนิด โดยแตละชนิดจะมีรูปราง ขนาดของโอโอซีสตและ
คุณลักษณะอื่นๆ ที่แตกตางกันไป คือ กลม เกือบกลม รูปไข หรือรูปรี โดยผนงัของโอโอซีสตมี 2 ชั้น 
มองเหน็ไดชัดเจนและใสไมมีสี แตผนงัของโอโอซีสตบางชนิดก็อาจมีสีเหลือง หรือสีเขียวได และ
ตําแหนงรอยโรคที่เกิดจากเชื้อบิดแตละชนิดก็แตกตางกัน ดงัตารางที่ 2.1 
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ตารางที ่ 2.1  เปรียบเทยีบตําแหนงรอยโรค ชนิดของเชื้อบิด ขนาดของโอโอซีสต พิสัยความยาว

และพิสัยความกวาง ทีพ่บไดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก 
ตําแหนงรอยโรค ชนิดของเชื้อบิด ขนาดโอโอซีสต พิสัยความยาว×พิสัยความกวาง  

(ไมโครเมตร) 
ลําไสสวนตน E. acervulina เล็ก (17.7-20.2 × 13.7-16.3) 
 E. hagani เล็ก (15.8-20.9 × 14.3-19.5) 
 E. praecox ใหญ (19.8-24.7 × 15.7-19.8) 
ลําไสสวนตนและสวนกลาง E. mivati เล็กมาก (11.1-19.9 × 10.5-16.2) 
ลําไสสวนกลาง E. necatrix กลาง (13.2-22.7 × 11.3-18.3) 
 E. maxima ใหญ (21.5-42.5 × 16.5-29.8) 
ลําไสสวนกลางและสวนลาง E. mitis เล็กมาก (11.7-18.7 × 11.0-18.0) 
ลําไสสวนทาย E. brunetti ใหญ (20.7-30.3 × 18.1-24.2) 
ไสตัน E. tenella กลาง (19.5-26.0 × 16.5-22.8) 

ที่มา: McDougald and Reid, 1991 
เชื้อบิดเปนปรสิตที่ตรวจพบไดในสัตวเกือบทุกชนิดและการคนพบเชื้อปรสิตในสัตวเกิกขึ้น 

มาเปนเวลานานกวา 300 ปแลว และเชื้อบิดเปนโปรโตซัวชนดิแรกที่มองเหน็ไดภายใตกลอง
จุลทรรศน โดยในป ค.ศ. 1674 นักวทิยาศาสตรชื่อ Leewenhock ไดตรวจพบโอโอซีสตของเชื้อบิด
ในอุจจาระของกระตาย ตอมาในป ค.ศ. 1865 Stieda ไดบรรยายถึงลักษณะของแตละ sporocyst 
ของ E. stiedai ซึ่งเปนระยะพัฒนาการเจริญเติบโตในชวงแรกของโอโอซีสตในป ค.ศ. 1870 Eimer 
พบวาโอโอซีสตของเชื้อบิด Gregorina  falciformis ในหนูมีดวยกนั 2 ลักษณะที่เปนสาเหตุทาํให
เกิดการติดเชือ้และแพรกระจายในหนูได ตอมาไดมีการศึกษาวงชวีิต ของเชื้อบิด E. schubergi ใน
ตะขาบ โดย Schaudinn ในป ค.ศ. 1900 หลังจากนัน้ ในป ค.ศ. 1926 Wenyon และในป ค.ศ. 
1973 Levine ไดตรวจพบ unsporulated oocyst และไดตีพิมพเอกสารของโรคบิดในไกที่เกิดจาก
เชื้อบิด E. avium เปนครั้งแรก และในป ค.ศ. 1929 พบวาเชื้อบิด E. avium เปนสาเหตุสําคัญทีท่ํา
ใหเกิดการสูญเสียอยางมากในการเลีย้งไก นอกจากนี้ยงัสามารถตรวจพบเชื้อบิดชนิดนี้ไดในไกปา
พันธุตางๆ นกกระจอกเทศ และไกงวง โดยสามารถตรวจพบเชื้อบิดทีเ่กิดขึ้นในไกไดมากกวา 1 ชนิด 
(Joyner,1985) จนกระทัง่ปจจุบันนี้ พบวาเชื้อบิดในไกมีดวยกนั 9 ชนิด ดงัไดกลาวขางตน และยัง
เปนสาเหตุทาํใหเกิดโรคบิดที่กลายเปนปญหาที่สําคัญในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกทั่วโลก (Molloy 
et al., 1998; Schnitzler et al., 1999 และ Woods et al., 2000) 
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รูปที่ 2.1 รูปราง sporozoite ของสัตวเซลลเดียวใน Phylum Apicomplexa 
 
2.2 วงชวีิต 

วงชวีิตของเชือ้บิดแตละชนิดจะไมแตกตางกันมากนกั โดยเริ่มตนจากการที่ไกกนิ 
sporulated oocyst (โอโอซสีตระยะติดตอ) ที่ปนอยูในอุจจาระ วัสดุรองพื้น น้ํา และอาหารเขาไป 
(Bains, 1979) ตอมาจะถกูกระเพาะบด (gizzard) และน้ํายอยบดผนังของโอโอซีสตใหแตกออก 
และปลอย sporocyst ออกมา เมื่อ sporocyst เดินทางไปถึงลําไสเลก็ จะถูกน้ํายอยเชน 
chymotrypsin หรือ น้าํดี (bile) และกาชคารบอนไดออกไซด (CO2) กระตุนให sporocyst แตก
ออกแลวปลอย sporozoite ออกมา sporozoite จะเขาไปฝงตัวอยูในเยื่อบุผนงัลําไสหรือไสตัน
ตามแตชนิดของเชื้อบิด (Allen and Fetterer, 2002) หลังจากที่ sporozoite ฝงตวัเขาไปในเซลล
ของชั้นเยื่อบุผวิ (epithelial cell) แลว จะเปลี่ยนเปนระยะ trophozoite ซึ่งมีขนาดเล็กและคอนขาง
กลม และจะถูกลอมรอบดวย parasitophorous vacuole ซึ่งเปนชองวางที่เกิดขึ้นระหวาง 
trophozoite และ cytoplasm ของเซลลโฮสต จากนั้น trophozoite จะเจริญเติบโตอยางรวดเร็วใน
แบบ schizogony หรือ merogony ซึ่งเปนการแบงตัวแบบไมมีเพศ โดยทีน่ิวเคลียสของ 
trophozoite จะแบงตัวเพิ่มจํานวนทําใหปรสิตมีขนาดใหญขึ้น ตอมาจะกลายเปนระยะทีเ่รียกวา 
schizont หรือ meront โดยในระยะแรกยังเจริญไมเต็มที่เรียกวา immature schizont หรือ 
immature meront และปรสิตจะเปลี่ยนรปูรางใหยาวขึ้น (spindle shape) เรียกวา merozoite ซึ่ง
เปนระยะที ่ schizont เจริญเต็มหรือเรียกวา mature schizont และในที่สุด merozoites เหลานี้จะ
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ดันโฮสตเซลลใหแตกออก ความแตกตางของจาํนวนรอบของการเจริญแบบไมมีเพศนี้อาจจะมี
ตั้งแต 2-4 รอบตามชนิดของเชื้อบิด โดยการเจริญระยะไมมีเพศครั้งที ่ 2 (second generation 
schizogony) ของเชื้อบิดชนิด E. tenella  และ E. necatrix จะเปนระยะที่สําคญัที่สุดทีท่ําใหไก
แสดงอาการของโรคอยางรุนแรงและอาจถึงตายได จากนั้นก็จะเริม่เขาสูระยะมีเพศ เรียกวา 
gametogony หรือ gamogony โดย microgametes จะแตกออกมาจาก microgametocyte แลว
เคลื่อนที่เขาไปผสมกับ macrogamete ได zygote ซึ่งเมื่อเจริญเต็มที่จะกลายเปน unsporulated  
oocyst และถกูขับปนออกมาในอุจจาระ จากนัน้จะพัฒนาเปนระยะ sporulated oocyst นอกตัวไก 
หรือตามวัสดุรองนอน ซึง่จะใชเวลาประมาณ 2-3 วัน โดยอาศัยปจจยั 3 ประการ คือ อุณหภูมทิี่
เหมาะสม ปริมาณออกซิเจน และความชืน้ ดังรูปที่ 2.2 (McDougald and Reid, 1991) 

รูปที่ 2.2 วงชวีิตของ Eimeria tenella (McDougald and Reid, 1991) 
 

2.3 อาการทางคลินกิ 
ไกที่ติดเชื้อบิดแตละชนิดจะแสดงอาการแตกตางกนัไปขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ ไดแก สาย

พันธุของเชื้อบิด จํานวนโอโอซีสตที่ไดรับ อาหาร สภาพของไก การจดัการภายในฟารม โปรแกรม
วัคซีนและการสรางภูมิคุมกนัในรางกายไดอยางเหมาะสม อายุของไก พันธกุรรมของไกและการติด
เชื้อหลายชนิดพรอมกัน (Vermeulen et al., 2001) ปจจยัเหลานี้เปนผลทําใหโรคบิดมีทั้งแบบแสดง
อาการและไมแสดงอาการ แตอาการทีพ่บไดสวนใหญในไกที่ติดเชือ้บิด คือ อาจมีอุจจาระรวงมี
เลือดปน อัตราการเจริญเตบิโตลดลง อัตราการไขลดลง หรือพบวาไกกินอาหารลดลงเนื่องจาก
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กระบวนการยอยหรือดูดซึมอาหารลดลง ซึ่งเปนผลจากผนังลาํไสถูกทาํลายจากเชื้อบิด รวมทั้งเกดิ
การสูญเสียน้าํ(dehydration) สูญเสียเลือด และไกจะมีความไวตอโรคอื่นๆ มากขึน้ เชน การติดเชื้อ 
Clostridium perfringens ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญทาํใหเกิด necrotic enteritis ได หรือเชื้อ 
Salmonella typhimurium ที่อาจเกิดรวมกับโรคบิดได (Van der Stroom and van der Sluis, 
1999) 

จากการทดลองของ McDougald และ Reid (1991) ไดทําการปอนโอโอซีสตของ  
E. tenella จํานวน 100,000 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว พบวาไกมีอัตราการปวยและอัตราการตายสงูขึ้น 
และมีน้ําหนักลดลงมาก เมือ่เปรียบเทียบกับไกที่ไดรับโอโอซีสตจํานวน 1-3,000 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
ซึ่งไมพบอัตราการตายของไก แตพบวามีอัตราการปวยและอัตราการเจริญเติบโตลดลง นอกจาก
จํานวนของเชือ้บิดที่สามารถสงผลกระทบตอไกไดแลวนั้น ยงัพบวาชนิดของเชื้อบิดก็สามารถสงผล
กระทบตอไกทีไ่ดรับเชื้อไดดวยเชนกนั และจากการศึกษาของ Williams (1998) ไดทําการทดลอง
ปอนโอโอซีสตของ E. acervulina, E. mitis และ E. praecox ชนิดละ 500,000 โอโอซีสต/ไก 1 ตวั 
พบวาไกที่ไดรับเชื้อบิด E. acervulina มีน้าํหนักลดลง 40%ตอไก 20 ตัว ในขณะที่ E. mitis และ  
E. praecox มีน้ําหนักลดลง 21% และ 25% ตอไก 20 ตัว ตามลาํดับ ในชวง 7 วนัหลังไดรับเชื้อบิด 
 
2.4 พยาธสิภาพและจุลพยาธวิิทยา 

เชื้อบิดแตละชนิดในไกกอใหเกิดพยาธิสภาพแตกตางกันออกไป เชน ตําแหนงรอยโรคที่พบ 
และการเปลี่ยนแปลงทางจลุพยาธิสภาพในแตละระยะของการติดเชือ้ ซึ่งจะพบไดบอยในชนิดของ
เชื้อบิดที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจเปนสวนใหญ โดยมีลักษณะพยาธิสภาพและจุลพยาธวิทิยา 
ดังนี้คือ 

E. tenella : ในวนัแรกหลังการไดรับเชือ้บิด และผลจากการผาซาก สามารถตรวจพบ 
sporozoite อยูใน intraepithelial lymphocyte ภายในไสตัน ตอมาในวนัที ่ 2 ของการติดเชื้อ พบ
หยอมเนื้อตายเล็กๆ ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั และในวนัที ่ 3 จะเริ่มมองเหน็จุดเลือดออกและไสตันขยาย
ใหญดวยตาเปลา และบรเิวณเยื่อบุผิวจะมีเชื้ออยูเปนจํานวนมากจึงอาจพบหยอมเนื้อตายบริเวณ
เสนเลือดฝอยที่มาเลีย้งชั้นกลามเนื้อ วนัที่ 4 พบวามีการอักเสบของไสตันและพบจุดเลือดออก
กระจัดกระจาย เนื้อเยื่อถูกทําลาย มี eosinophil, lymphocyte, monocyte และ plasma cell 
เพิ่มข้ึนจากกระบวนการเกิด second-generation ของ schizont ในการเจริญแบบไมมีเพศ ในวนัที่ 
5 พบการบวมน้ําในชัน้ใตเยื่อบุของลําไส และเหน็จุดเลือดออกชัดเจนมาก และในวนัที ่ 6 พบ 
caecal core จะมีสีเทาซึง่เปนกอนเลือดที่แข็งตัว โดยเนื้อเยื่อที่เกิดการเปลี่ยนแปลงถาไมเสยีหาย
มากจะกลับคืนสภาพปกติภายใน 10-12 วัน (McDougald and Reid, 1991) 
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E. necatrix :  ตรวจพบตําแหนงรอยโรคไดที่บริเวณลําไสสวนกลาง หลังจากไดรับเชื้อ 2-3 
วัน จะเห็นรอยโรคครั้งแรกในระยะ first generation schizogony ตอมาในวันที่ 3 และ 4 เร่ิมมีจุด
เลือดออกที่เยื่อบุผนังลําไส โดยมีเม็ดเลือดขาวแทรกตามเนื้อเยื่อลําไส ทําใหผนังลําไสหนาขึ้น และ
มีจุดขาวของ schizont ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของเชื้อบิดชนิดนี้และมีของเหลว เลือด และเศษชิ้น
เนื้ออยูภายในลําไส ในวันที่ 5-6 พบเนื้อตายและการอักเสบที่บริเวณลึกลงไปถึงชั้น lamina propria 
ของลําไสและอาจลึกถึงชั้น muscularis mucosae และในวันที่ 6 จะเห็นรอยโรคในระยะ second 
generation schizogony ที่มีการลอกหลุดของเนื้อเยื่อ และจะกลับสูสภาพปกติ ถาการหายไม
สมบูรณก็จะเกิดแผลเปนขึ้นในลําไส นอกจากนี้รอยโรคที่เกิดขึ้น อาจเกิดจากระยะ third 
generation schizogony ที่มี 6-16 merozoites จึงทําใหเกิดพยาธิสภาพเพียงเล็กนอย ซึ่งรอยโรคที่
เกิดในระยะนี้ สามารถตรวจพบไดทั้งที่ลําไสสวนกลางและไสตัน (McDougald and Reid, 1991) 

E. acervulina : จากการผาซาก สามารถตรวจพบรอยโรคไดบอยที่บริเวณผิวของลําไส
สวนตน โดยครั้งแรกที่เยื่อบุผิว จะมีจุดขาวๆ อยูเปนแนวยาวตามขวางเหมือนขั้นบันได และลําไส
อาจจะมีสีขาวซีดและภายในจะมีของเหลวที่เปนน้าํ โดยรอยโรคจะประกอบไปดวย schizonts, 
gametocytes และโอโอซีสตที่กําลงัเจริญเติบโต  (McDougald and Reid, 1991) 

E. maxima : ในชวงวนัที ่ 1-4 หลังจากไดรับเชื้อบิด สามารถตรวจพบเนื้อเยื่อของลําไส
สวนกลางที่ถกูทําลายได ในการเจริญของเชื้อบิดระยะ first generation schizonts ตอมาหลงัจาก
ไดรับเชื้อบิดมาเปนเวลานาน 5 ถึง 8 วนั จะเกิดการเจริญของเชื้อบิดระยะมีเพศทีบ่ริเวณลึกลงไป
ของเนื้อเยื่อลําไส (McDougald and Reid, 1991) ทําใหบริเวณลําไสเกิดการหนาตัวขึ้น โดยภายใน
ลําไสมีของเหลวใสไมมีสีที่อาจเปลี่ยนเปนสีสมหรือสีชมพูได และพบวาม ี eosinophil รวมกับ 
mononuclear cell ในตําแหนงปลายยอดของ villi (ผองพรรณและคณะ, 2537) 
 
2.5 การตรวจวินิจฉัย 

การตรวจแยกชนิดของเชื้อบิดสวนใหญทําไดโดย ศึกษาระยะเวลากอนปราฏโรค การวัด
ขนาดของโอโอซีสต และตําแหนงของการเกิดรอยโรคในลําไส โดยการตรวจดวยกลองจุลทรรศน
แสงสวาง และการศึกษาจุลพยาธิวทิยา (Mattiello et al., 2000) เชื้อบิดบางชนิดมขีนาดและรูปราง
คลายคลึงกนั เชน E. brunetti, E. maxima และ E. praecox  มีโอโอซีสตขนาดใหญและกลม สวน 
E. mitis และ E. mivati มโีอโอซีสตขนาดเล็กมากและเกือบกลม นอกจากนี้ยงัพบวา E. tenella 
และ E. necatrix  ซึ่งเปนเชื้อบิดชนดิที่ทําใหเกิดโรคไดมากที่สุดโอโอซีสตจะมขีนาดและรูปราง
คลายคลึงกนัมาก (ตารางที ่2.1) และยังพบวาในระยะ second generation schizont ของ  
E. tenella ทีพ่บไดภายในชั้น lamina propria ของไสตันนัน้ ในบางครั้งพบวามีเชือ้บิดชนิด 
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E. necatrix  ในระยะ third generation schizont สามารถเกิดรอยโรค ณ. ตําแหนงเดียวกนัไดกับ
เชื้อบิดชนิด E. tenella หรืออาจพบรอยโรคผิดไปจากตําแหนงทีค่าดวาจะพบตามตารางที ่ 2.1 
(McDougald and Reid, 1991) ดังนั้นการตรวจเพื่อแยกชนิดของเชื้อบิดดวยวิธดีังกลาวอาจเกิด
ความผิดพลาดและสับสนได 

ในป ค.ศ. 1975 Shirley ไดศึกษาการแยกชนิดของเชื้อบิดจากเอนไซม LDH (Lactate 
dehydrogenase), GPI (Glucose phosphate isomerase), 6PGD (6-Phosphogluconate 
dehydrogenase) และ G6PD (Glucose-6-phosphate dehydrogenase) โดยศึกษาดวยวธิี 
enzyme electrophoresis สามารถแยกเชื้อบิดได 6 ชนิด กับ 11 สายพันธุ (strain) ในป ค.ศ. 1982 
Chapman ไดศึกษาเอนไซม GPI เพื่อแยกชนิด E. acervulina, E. praecox และ E. mivati  ตอมา
ในปค.ศ. 1991 Kucera ไดใชเอนไซม LDH และ GPI แยกชนิดเชื้อบิดของประเทศ เชคโกสโลวา
เกียได และในป ค.ศ.1997 Johnston และ Fernando ไดศึกษาเอนไซม 10 ชนิด ไดแก AO 
(aldehyde oxidase), ALP (alkaline phosphatase), AMY (amylase), FUM (fumarate  
hydratase), GOT (glutamate-oxaloacetate transferase), IDH (isocitrate  dehydrogenase), 
MDH (malate dehydrogenase), PGM (Phosphoglucomutase), G6PDH และ GPI พบวา 
G6PDH, GPI, IDH, MDH และ PGM สามารถตรวจพบไดในเชื้อบิดทกุชนิด สวน G6PDH สามารถ
ตรวจแยกไดถึงในระดับสายพันธุ ซึ่งวิธีการตรวจดวย enzyme electrophoresis เปนวิธีที่ใหผล
นาเชื่อถือแตไมสะดวกในการเตรียมและตองใชโอโอซีสตจํานวนมากเพื่อมาวิเคราะหผล  

จากการศึกษาแยกชนิดเชื้อบิดจากจํานวนและขนาดของโครโมโซม ของ Shirley และคณะ 
(1990), Fernando และ Pasternak (1991) และ Shirley (1994b) ดวยวิธี PFGE (Pulsed Field 
Gel Electrophoresis) พบวาความหลากหลายของขนาดและความยาวของ genome ทัง้หมดโดย
เฉลี่ยประมาณ 7 Mbp โดยพบวาเชื้อบิดแตละชนิดจะมีจํานวนและขนาดโครโมโซมแตกตางไปคือ 
E. acervulina ม ี8 โครโมโซม E. brunetti มี 5 โครโมโซม E. maxima มี 10 โครโมโซม E. necatrix 
มี 6 โครโมโซม และ E. tenella มี 9 โครโมโซม (Fernando and Pasternak, 1991)  

ในปค.ศ. 1997 Tsuji และคณะ ไดใชวิธ ี PCR ในการแยกชนิดเชื้อบิด ดวยวิธ ี two-step 
PCR เพื่อใชเปนวิธีในการตรวจวินจิฉัยและศึกษาทางดานระบาดวทิยาของโรคบิดในไกทัง้ 8 ชนดิ 
ไดแก E. acervulina, E. brunetti,  E. mitis,  E. maxima, E. necatrix, E. praecox, E. tenella 
และ E. hagani ตอมาก็ไดมีการใชวธิ ีPCR ในการตรวจหา E. acervulina  เพื่อเปนพืน้ฐานในการ
วิเคราะหแยกชนิดและตรวจหาเชื้อบิดในไก (Molloy et al., 1998) สวน Schnitzler และคณะ 
(1999) ไดใชวิธี PCR เพิ่มสารพันธุกรรมทีต่ําแหนง ITS1 (Internal Transcribed  Spacer Region 
1) ของ ribosomal DNA เพื่อใชในการตรวจหาและแยกความแตกตางของเชื้อบิด 7 ชนิด ใน
ประเทศออสเตรเลีย ไดแก E. acervulina, E. brunetti, E. mitis, E. maxima,  E. necatrix,  
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E. praecox และ E. tenella  ดังนัน้วธิ ี PCR จึงเปนวธิีที่สะดวกและงาย เพราะสามารถนําไปใช
รวมกับเครื่อง PCR ที่มีความแมนยําในการทาํงานไดเปนอยางดี (Yao-Chi et al., 2003) รวมทั้ง
สามารถทํางานไดแมจะมีจํานวนโอโอซีสตนอยก็ตาม และเปนวิธีทีม่ีความไวมากกวาวิธ ี enzyme 
electrophoresis ทําใหปจจุบันวธิ ี PCR ไดถูกนาํมาประยุกตใชในการศึกษาทางดานวทิยาการ
ระบาดของปรสิตในสัตวอยางแพรหลาย โดยพบวาวิธนีีจ้ะสามารถจําแนกชนิดและสายพนัธุได ซึ่งมี
ประโยชนตอการนําผลที่ไดไปใชในการวางแผนการใชยาและวัคซนีตอไปในอนาคต (Shirley,1997) 
นอกจากนี้ไดมีการนาํวธิ ี RAPD-PCR มาใชเพื่อแยกความแตกตางของเชื้อบิดแตละชนิดและ
ระหวางสายพนัธุของเชื้อบิดชนิดเดียวกัน (McPherson and Gajadhar, 1993; Procunier et al., 
1993; Shirley and Bumstead, 1994; Cere et al., 1995; Guo and  Johnson, 1995; Johnston 
and Fernando, 1995; Costa et al., 2001) และไดมีการใชวิธี Recombinant DNA probe ในการ
แยกความแตกตางระหวางสายพนัธุของ E. tenella (Shirley, 1994a) และไดพัฒนาเพื่อเปน 
markers สําหรับ precocious เพื่อตรวจหาสายพันธุดื้อยา (Shirley, 1996)  
 
2.6 ชีววิทยาของ Ribosome  

Ribosome เปนออรกาเนลที่อยูในไซโตพลาสซมึทําหนาที่ในการแปลรหัสพนัธุกรรมจาก 
mRNA ของเซลลใหเปนลาํดบัโปรตีน โดยขนาดของ Ribosome สามารถวัดจากอัตราการเคลื่อนที่
ภายใตแรงเหวี่ยงและมีหนวยเปน Svedberg หรือ S (1S=10-13 วินาท)ี ซึ่ง Ribosome ของสิ่งมีชวีิต
ชั้นสูงหรือเซลลยูคาริโอต (Eukaryotic cell) มีขนาด 80S ที่ประกอบดวย 2 หนวยยอย ไดแก 40S ที่
มีน้ําหนักโมเลกุล 1.4×106 มี subunit ประกอบดวย 18S rRNA และโปรตีน 33 ชนิด และขนาด 
60S ที่มนี้ําหนกัโมเลกุล 2.8×106 มี subunit เปนสวนประกอบของ rRNA 3 ชนิด ไดแก 28S, 5.8S, 
5S และมีโปรตีน 49 ชนิด โดยแตละ subunit จะทาํหนาที่จําเพาะในการแปลรหสัจาก mRNA ให
เปนโปรตีน โดยอาศัย rRNA สําหรับการทํางาน (Campbell et al.,1999) ซึ่งประโยชนจากการใช
ยีน SSUrRNA (Small Subunit Ribosomal RNA ) มีหลายประการคือ ใชการศึกษาในระดบัชีว
โมเลกุลของ Ribosome การหาความสัมพนัธระหวางสิง่มีชีวิต และการนํามาประยุกตใชในงานการ
ตรวจวินิจฉยั เนื่องจากลําดับเบสของ 18 SSUrRNA ในสิ่งมีชวีติเดียวกนัมีความเหมือนกันและ
แตกตาง จากลําดับเบสของสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ จงึนิยมใชลําดับเบสของ SSUrRNA ของสิ่งมีชวีติ
ตางๆ มาเปรียบเทียบกันเพื่อใชในการจัดกลุมหาความสมัพันธทางวิวฒันาการของสิ่งมีชีวิต (Water 
et al., 1991; Ananias and Francisco, 1994) 
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2.7 การวินิจฉัยดวย PCR-RFLP ในปจจุบัน 

ปจจุบันไดมีการนําวิธ ี Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 
polymorphism (PCR-RFLP) มาใชในการตรวจวินิจฉัยแยกชนิดเชื้อบิดในไก โดยอาศัยพื้นฐานของ
สารพันธุกรรม (DNA) ที่สกดัไดจากเชื้อบิดระยะตางๆ เชน merozoite, schizont, gametocyte, 
zygote หรือโอโอซีสต มาใชเปนแมพิมพ (template) ในปฏิกิริยา PCR โดยม ีprimers คูที่ไดรับการ
ออกแบบใหเหมาะสมกับการเพิ่มจํานวน DNA ในตําแหนงที่ตองการศึกษา ซึ่งจากการศึกษาของ 
Yao-Chi และคณะ (2003) พบวาจากการใชวิธี PCR ทีบ่ริเวณ Internal Transcribed Spacer 1 
(ITS 1) สามารถแยกชนิดเชือ้บิดได 5 ชนดิ ไดแก E. acervulina, E. brunetti, E. maxima,  
E. necatrix  และ E. tenella  รวมทั้งการนําวิธี PCR มาใชในการแยกแตละสายพนัธุของ 
E. maxima  ทั้ง 5 สายพนัธุที่พบไดทางตอนเหนอืของอเมริกาไดอยางมีประสิทธิภาพอีกดวย 
(Barta et al., 1998) และเนื่องจากเชื้อบิดในไกมีดวยกันทั้งหมด 9 ชนิด ดังนั้นจึงมีการศึกษา
ทางดาน phylogenetic ของเชื้อบิดที่บริเวณ 18S ribosomal sequence โดยอาศัยวิธี PCR เชนกนั 
(Barta et al., 1997) และจากการศึกษาของ Jinnemen และคณะ (1996) ไดศึกษาความแตกตาง
ระหวาง Cyclospora spp. และ Eimeria spp. ที่บริเวณ 18S Ribosomal RNA gene ดวยวธิี 
PCR-RFLP ดวยเอนไซม  Mnl I นอกจากนี้ยงัมีการใช PCR-RFLP ในการแยกเชื้อบิดในไก 6 ชนิด 
ไดแก E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, E. praecox และ E. tenella  ที่
บริเวณ ITS 2 ดวยเอนไซม Cfo l, Sau3 AI และ Taq I (Woods et al., 2000) 

ดังนัน้จากขอมูลดังกลาวขางตนพบวาการใชวิธ ี PCR-RFLP เปนวิธทีี่บงบอกความ
หลากหลายทางชวีภาพที่สามารถจําแนกชนิดได โดยการตัด DNA จากผลิตภัณฑของ PCR ดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะที่เหมาะสมเพื่อใหเกิดเปนแบบแผนทีจ่ําเพาะและมคีวามแตกตางกันในระหวาง
กลุม หรือสายพันธุของสิง่มีชีวิตตาง ๆ โดยแบบแผนของชิน้สวน DNA ที่ถกูตัดดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะเหลานี้จะถกูนาํมาวิเคราะหดวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis (Brown, 1999) และ
พบวาวิธ ี PCR-RFLP เปนวิธีทีม่ีความจาํเพาะสูง (Sangster et al., 2002) ซึ่งจากผลิตภัณฑของ 
PCR-RFLP ทีไ่ด จัดไดวาเปนวิธกีารตรวจวินิจฉยัในเชงิคุณภาพ (Qualitative technique) แลวนัน้ 
ยังสามารถตรวจวนิิจฉัยโรคบิดในเชิงปริมาณ (Quantitative technique) ไดอีกดวย โดยวิธกีาร
ตรวจวินิจฉยัเชิงปริมาณที่นยิมใชกนั คือ การนับจาํนวนโอโอซีสตดวยวิธ ีMcMaster chamber ซึ่ง
ผลที่ไดมีความผันแปรมาก และไมสามารถแยกชนิดของเชื้อบิดได ยกเวนโอโอซีสตของ E. maxima  
ที่มีขนาดใหญที่สุด และจากการที่ไมสามารถแยกชนดิเชื้อบิดไดอยางแนชัด ทาํใหการประเมิน
สถานะภาพการเกิดโรคบิดของเชื้อบิดแตละชนิดจงึทาํไดยาก ดังนัน้การตรวจวินจิฉัยเพื่อใหทราบ
ชนิดของเชื้อบิดและปริมาณสัมพันธของเชือ้บิดแตละชนิด จึงชวยทาํใหสามารถประเมนิ
สถานะภาพการเกิดโรคบิดไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น  



 
 

                

บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 

แผนการทดลองครั้งนี้แบงออก 11 ขั้นตอน ดังนี ้
3.1 ไกทดลองและการเตรียมไกทดลอง 
3.2 เชื้อบิดอางอิงและการเตรียมเชื้อบิด 
3.3 การทดลอง 

แบงการทดลองเปน 2 ขั้นตอน 
 3.3.1 ศึกษาการแยกชนิดเชือ้บิดจาก stock E. tenella CB38 และจาก stock วัคซีน  

          เชื้อเปน Immucox(I) กอนปอนเชือ้บิดใหไก ดวยวิธ ีPCR-RFLP 
3.3.2 ศึกษาการแยกชนิดเชื้อบิดที่บริเวณลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่  
  สวนทาย และไสตันของไก หลงัจากไดรับ E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อ
  เปน Immucox(I) ในระดบัปริมาณที่แตกตางกนั ดวยวิธ ีPCR-RFLP 

3.4 การสกัด DNA 
3.5 การออกแบบ Primer 
3.6 การเพิ่มปริมาณ DNA ดวย PCR 
3.7 การยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 
3.8 การทดสอบความไวของ PCR-RFLP 
3.9 การทดสอบความจาํเพาะของ PCR-RFLP 
3.10 ศึกษาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิด 

  3.11 การวิเคราะหและประเมินผล 
 
3.1 ไกทดลองและการเตรยีมไกทดลอง 
 3.1.1 ไกทดลอง 

 ไกไขเพศผู พนัธุ Babcock B 380 จํานวน 200 ตัว 
3.1.2 การเตรียมไกทดลอง 
 3.1.2.1 การเตรียมหองเลีย้งไกทดลอง 
  ไกทดลองทั้งหมดทําการเลี้ยง ณ อาคารสตัวทดลองชัน้ 8 ตึก 60 ป คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ที่ผานกระบวนการทาํความสะอาดหองเลี้ยงไกและ
บริเวณใกลเคียงดังนี้คือ ขัดลางดวยน้าํยาลางหองน้าํ ลางออกดวยน้ําสะอาด ตามดวยโซดา 
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ไฟที่ผสมกบัน้าํ เพื่อขจัดสิง่สกปรกที่ติดอยูตามซอกพืน้ และถพูื้นดวยน้าํที่ผสม chlorox 
หลังจากนั้นราดพื้นและบริเวณโดยรอบดวยน้ํารอนอีกครัง้ โดย 5 วัน กอนนาํไกเขาเลี้ยงใน
หอง ทาํการฆาเชื้อดวย formaldehyde ในอัตราสวนดางทับทิม 1 สวน : ฟอรมาลนี 2 สวน 
 3.1.2.2 การทํากลองเลีย้งไกทดลอง 
  ไกทุกตัวที่ทาํการทดลองในครั้งนี้ นาํมาเลี้ยงในกลองกระดาษลูกฟูกที่ผานการ
ประดิษฐขึ้น เพื่อปองกนัการปนเปอนของเชื้อบิดจากสิง่แวดลอม (ภาคผนวกรูปภาพที ่ 1 และ 
2) โดยมีวิธีทาํกลองดงันี้คือ นํากลองกระดาษลูกฟูกขนาด 13x17x15 นิ้ว จํานวน 20 กลอง 
และขนาด 18x24x17 นิ้ว จาํนวน 4 กลอง ทาํการตัดฝากลองทั้ง 4 ดานออก และตัดบริเวณ
ขอบดานลางของกลองตามแนวยาวทางดานหนากลอง ใหมีความกวาง 1.5 นิ้ว เพือ่สอดวาง 
future board ที่คลุมดวยกระดาษหนังสอืพิมพ สําหรับเก็บอุจจาระไก และจากสวนดานลาง
กลองทีถู่กตัดทําการวัดขึ้นมา 5 นิ้ว จากพื้นกลอง ตดักลองตามแนวยาวอกีครั้ง ใหมีความ
กวาง 0.5 นิ้ว สําหรับสอดลวดที่ยืน่ออกมานอกกลอง โดยในสวนของภายในกลองกระดาษ ให
นําลวดตาขายที่มีขนาดของรูตาขายขนาดเล็กมาทําเปนที่สําหรับใหไกยืน โดยวางลวดตาขาย
ใหสูงจากพื้นกลอง 5 นิ้ว และดานบนของกลองใหคลุมดวยผาขาวบางตาถี่ที่ผานการฆาเชื้อ
ดวยหมอนึง่ความดนัไอ (autoclave) 
 3.1.2.3 การเตรียมไกทดลอง  
  นําไกอายุ 1 วัน จํานวน 400 ตัว จากโรงฟกที่ปลอดเชื้อ โดยทาํการแบงไก
ออกเปน 2 กลุมการทดลอง กลุมละ 200 ตัว และในแตละครั้งของการทดลองใหแบงเลี้ยงไกใน
กลองกระดาษลูกฟูกขนาด 13×17×15 นิ้ว จากขอ 3.1.2.2 กลองละ 10 ตัว จํานวน 20 กลอง 
โดยอาหารที่ใชเลี้ยงไกในชวง 5 วันแรกเปนอาหารสูตรมยีากนับิด และกอนปอนเชื้อบิด 2 วัน 
เปลี่ยนอาหารเปนสูตรไมมียากันบิด และใชอาหารสูตรไมมียากันบิดตลอดการทดลอง 
  ตรวจอุจจาระไกทุกกลุม ทกุวัน ตลอดการทดลอง เพือ่ตรวจหาโอโอซีสตของ
เชื้อบิด ดวยวธิี Floatation concentation (วิธีทําใหโอโอซีสตลอยตัว) ซึ่งมวีิธีดงันี้คือ เก็บ
อุจจาระจากพืน้กลองที่คลุมรองดวยกระดาษหนงัสือพิมพ โดยทาํการเปลี่ยนกระดาษหนงัสือ 
พิมพทุกวัน นําอุจจาระที่ไดทั้งหมดผสมใหเขากนั แลวตักแบงอุจจาระมาประมาณ 5 กรัม 
ผสมกับน้าํเกลืออ่ิมตัว ที่มคีาความถวงจาํเพาะ 1.12 คนใหเขากัน แลวกรองสารละลายผาน
กระชอนที่มีผากอซอยูดานบนลงมายงักระบอกพลาสติกใสเบอร 1 หลังจากนั้นนาํสารละลาย
ที่ไดเทใสกระบอกพลาสตกิใสเบอร 4 จนกระทั่งเต็มปร่ิมถึงขอบ นาํ cover glass ขนาด 
22x22 มิลลิเมตร วางปดดานบน ตั้งทิง้ไวประมาณ 5 นาที แลวนํา cover glass มาวางบน
แผนกระจกแกว ตรวจหาโอโอซีสตดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง ที่กาํลังขยายเลนสวัตถุ 10x 
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และ 40x และในกรณีที่ตรวจพบโอโอซีสตจากอุจจาระกอนการปอนเชือ้ในไกกลุมใด จะทําการ
คัดทิ้งไกกลุมนั้นทันท ี 
  นําไกอาย ุ 7 วนั มาใชในการทดลอง ขอ 3.3.2.1 และขอ 3.3.2.2 โดยกอนการ
ทดลองปอนเชือ้บิด 1 วัน แบงไกสะอาด 200 ตัว/1 การทดลอง ออกเปน 4 กลุมๆ ละ 50 ตัว/1 
กลอง เลีย้งในกลองกระดาษลูกฟูกขนาด 18×24×17 นิ้ว  
 

3.2 เชื้อบิดอางอิงและการเตรยีมเชื้อบิด 
3.2.1 เชื้อบิดอางอิง 

 3.2.1.1 เชื้อบิด E. tenella CB38 เปนเชื้อบิดที่ไดเพาะเลี้ยงตอเนื่องไวที่หนวยปรสติ 
      วิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตัง้แตป 2538 

 3.2.1.2 เชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) จากบริษัท Fort Dodge (USA)    
ประกอบดวยโอโอซีสตของเชื้อบิด 4 ชนิด คือ E. acervulina, E. maxima,  

           E. necatrix และ E. tenella 
3.2.2 การเพิม่จํานวนเชื้อบิด E. tenella  CB38 (Propagation of Parasites) 

 ใชไกอายุ 3 สัปดาห จาํนวน 20 ตัว เนื่องจากจะทาํใหไดจํานวนโอโอซีสตมากกวาไก
อายุนอย โดยนําเชื้อบิดมาปอนใหไกจาํนวน 60,000 sporulated oocysts/ไก 1 ตัว ดวยหลอด
ฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร ที่ตอกับเข็มเบอร 18 ตัดปลาย โดยนับวันปอนเชื้อบิดเปนวนัที ่1 และ
ทําการเก็บเชือ้บิดระยะโอโอซีสตในวันที ่ 7 โดยขูดเกบ็เชื้อบิดจากบริเวณไสตันเทานั้น แลวจงึ
นําสิง่ที่ขูดไดทัง้หมดมาปนดวยเครื่องปน แลวกรองผานกระชอนตาถี ่ ใสใน sedimentation 
flask ขนาด 500 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน แลวลางตะกอนซ้าํ 2-3 คร้ัง ดวยน้ํากลัน่ โดย
คร้ังสุดทายเทน้ําใสสวนบนทิ้ง ใหเหลือตะกอนประมาณ 30 มิลลิลิตร เทใสหลอดปนขนาด 50 
มิลลิลิตร นําไปปนที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาท ีตอจากนัน้ดูดน้ําออกใหมากที่สุดจนเหลือแต
ตะกอน ทาํการเติม 2.5% K2Cr2O7 ลงไป เขยาใหตะกอนภายในหลอดกระจายตวั แลวเทใส 
จานแกวขนาดใหญ และทาํใหโอโอซีสตแบงตัวพฒันาเปน sporulated oocyst ดวยการให 
ออกซิเจนโดยใชเครื่องเปาผม เปาลมเยน็ลงในจานแกวขนาดใหญ วนัละ 2-3 คร้ัง เปนเวลา 2 
วัน แลวจงึเกบ็รักษาไวในขวดแกวทีม่ีฝาปดและเก็บในตูเย็น 4 องศาเซสเซียส สาํหรับใชเปน 
stock ของ E. tenella CB38 ตลอดการทดลอง 
3.2.3 การเตรียมเชื้อบิด 
 ตรวจนับจํานวน sporulated oocysts จาก stock ของเชื้อบิด E. tenella CB38 จากขอ 
3.2.2 ที่เก็บไวใน 2.5% K2 Cr2O7 และ sporulated oocysts ของวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
ในสารละลายสําหรับเก็บรักษา ดวยวิธ ี M c M a s t e r  c h a m b e r  ( C o n w a y  a n d 
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McKenzie,1991) เพื่อหาจํานวนโอโอซสีตในสารละลาย 2.5% K2 Cr2O7 และในสารละลาย
สําหรับเก็บรักษา ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากขวด stock ของเชื้อบิด E. tenella CB38 และ
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) โดยดูดโอโอซีสตตามจํานวนที่ตองการใช ข้ึนมาปนลางดวยน้าํ
กลั่น 3 คร้ัง เพื่อเอาสารละลาย 2.5% K2 Cr2O7 และสารละลายสาํหรับเก็บรักษา ของวัคซีน
เชื้อเปน I m m u c o x   ( I )  ออก เพื่อนาํไปใชตามขอ 3 . 3 . 1  และขอ 3 . 3 . 2 

 
3.3  การทดลอง 

 3.3.1  ศกึษาการแยกชนดิเชื้อบิดจาก stock ของ E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อ
เปน Immucox(I) กอนปอนเชื้อบิดใหไก ดวยวธิ ีPCR-RFLP 
 นาํเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ที่ผานการเตรียมจาก

ขอ 3.2.3 มาตัวอยางละ 10,000 โอโอซีสต ใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และทํา
ตามขั้นตอนของขอ 3.4.1 (การสกัด DNA ดวย lysis buffer-CTAB) ถึง 3.7 (การยอยดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ) 
3.3.2 ศึกษาการแยกชนิดเชื้อบดิที่บริเวณลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ 

สวนทาย และไสตันของไก หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจาก
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยวธิ ี PCR-
RFLP 

 3.3.2.1  การปอนเชื้อบิด E. tenella CB38 
นําไกสะอาดจากขอ 3.1.2.3 (การเตรียมไกทดลอง) ที่อายุ 7 วัน จํานวน   

200 ตัว โดยแบงกลุมการทดลองออกเปน 4 กลุม กลุมละ 50 ตัว ทําการปอนเชื้อบิด 
E. tenella CB38 จากขอ 3.2.3 ที่ระดับปริมาณตางกัน ดังนี้คือ 
กลุมที ่ 1  ไดรับน้ําปริมาตร 1 มิลลิลิตร/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 2 ปอนเชื้อบิด E. tenella  CB38 ปริมาณ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 3 ปอนเชื้อบิด E. tenella  CB38 ปริมาณ 103  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 4 ปอนเชื้อบิด E. tenella  CB38 ปริมาณ 104  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
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3.3.2.2 วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
นําไกสะอาดจากขอ 3.1.2.3 (การเตรียมไกทดลอง) ทีอ่ายุ 7 วัน จาํนวน 

200 ตวั โดยแบงกลุมการทดลองออกเปน 4 กลุม กลุมละ 50 ตัว ทาํการปอนวัคซนี
เชื้อเปน Immucox(I) จากขอ 3.2.3 ที่ระดับปริมาณตางกนั ดงันี้คือ 
กลุมที ่ 1 ไดรับน้ําปริมาตร 1 มิลลิลิตร/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 2 ปอนวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 25 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 

หรือ 6,431.25 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 3 ปอนวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 50 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว

หรือ 12,862.5 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 4  ปอนวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I)ปริมาณ 100เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว

หรือ 25,725 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
3.3.2.3 การตรวจหาโอโอซีสตในอุจจาระไก ดวยวิธ ี Floatation concentation 

และการนับจาํนวนโอโอซีสตดวยวิธ ี McMaster chamber หลงัจาก
ไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน 

   ทําการเก็บอุจจาระไกจากทกุกลุมที่ทาํการทดลอง ตั้งแตวันที ่ 0 ถึงวนัที ่ 7 
หลังการติดเชือ้บิด โดยนับวันที่ทาํการปอนเชื้อเปนวนัที่ 1 นําอุจจาระไกทัง้หมดที่
เก็บไดในแตละวันของแตละกลุมผสมใหเขากัน และทาํการตรวจหาโอโอซีสตดวยวธิี 
Floatation concentation ตามขอ 3.1.2.3  และในกรณีที่กลุมการทดลองกลุมใด
ตรวจพบโอโอซีสตจากวธิ ี Floatation concentation ใหนาํอุจจาระของกลุมการ
ทดลองกลุมนัน้มานับจาํนวนโอโอซีสตดวยวิธ ีMcMaster chamber (Conway and 
McKenzie,1991) เพื่อหาจํานวนโอโอซีสตตออุจจาระ 1 กรัม 
3.3.2.4 วิธีการแบงลําไสและไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบดิ E. tenella 

CB38 และจากวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่
แตกตางกัน 
ทําการ Euthanized ไก ตามจรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง ตั้งแตวันที ่ 0 

ถึงวนัที่ 7 หลังการติดเชื้อบิด กลุมละ 3 ตัว/วัน โดย euthanized ดวยวิธีฉีด
แอลกอฮอลเขาบริเวณกระดกูขอตอคอหรือสมองไก ทําความสะอาดตัวไกดวย 70% 
แอลกอฮอล ตอจากนั้นผาเปดบริเวณชองทอง นาํเฉพาะลําไสและไสตันออกมา แลว
จึงทาํการแบงลําไสออกเปน 2 สวน โดยแบงครึ่งบริเวณรอยเหลือของถุงไขแดง แลว
แบงครึ่งลําไสแตละสวนอีกครั้ง ดังนัน้จะไดลําไสทั้งหมด 5 สวน คือ ลําไสสวนตน 1 
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สวน ลําไสสวนกลาง 2 สวน ลาํไสสวนทาย 1 สวน และไสตัน 1 สวน ดังรูปที ่ 3.1 
โดยนําแตละสวนที่ไดมาศึกษาดังนี ้

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
รูปที่ 3.1 ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลางที1่ ลําไสสวนกลางที2่ สําไสสวนทาย และไสตัน ของไก 

      เสนแสดงการแบงลาํไสแตละสวนและไสตันของไก 

ตําแหนงรอยเหลือของถงุไขแดง 
 

3.3.2.4.1 การศึกษารอยโรคจากลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลาง
ที่2 สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบดิ  

  E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ใน
ระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยตาเปลา 

               ตรวจใหคะแนนรอยโรค จากบริเวณลําไสสวนตน สวนกลางที1่ 
สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตันของไกทดลองทุกกลุมๆ ละ 3 ตัว ดวยตา
เปลา ทุกวัน เปนเวลา 8 วัน ตั้งแตวนัที ่ 0 ถึงวนัที ่ 7 หลังไดรับเชื้อบิด ตาม
วิธี Johnson และ Reid (1970) 

 
 
 

ลําไสสวนตน 

ลําไสสวนกลางที1่ 

ลําไสสวนกลางที2่ 
ลําไสสวนทาย 

ไสตัน ไสตัน 

รอยเหลือของถุงไขแดง 



    

 

   19 
 

3.3.2.4.2 การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อจากผนังลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ 
สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อ
บิด E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน สําหรับสกัด DNA 
ทําการเปดผาลําไสสวนตางๆ และไสตัน ตอจากนัน้ใช spatula 

ขูดเนื้อเยื่อบริเวณผนงัลําไสแตละสวน และไสตันมาประมาณ 20-50
มิลลิกรัม ใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ไมโครลิตร ที่ภายในหลอดมี
สารละลาย lysis buffer 60 มิลลิลิตร ซึ่งแตละขั้นตอนในการเก็บตัวอยาง
อุปกรณที่ใช เชน กรรไกร ปากคีบ และspatula จะผานการลางฆาเชือ้ดวย 
70% แอลกอฮอล และลนไฟฆาเชื้อทุกครัง้ โดยนาํเนื้อเยื่อที่ขูดไดในแตละ
วันเก็บแชที่ตูเย็น -20 องศาเซลเซยีส กอนนาํมาทําตามขั้นตอนของขอ 
3.4.2 (lysis buffer-CTAB) ถึง 3.7 (การยอยดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ) 
3.3.2.4.3 การตรวจหาเชือ้บิดจากลาํไสสวนตน สวนกลางที ่1  

  สวนกลางที ่2 สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับ
เชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชือ้ปน Immucox(I) 
ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยกลองจุลทรรศนแสง
สวาง 

  หลังจากตรวจรอยโรคและเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อตามขอ 3.3.2.4.1
และ 3.3.2.4.2 เสร็จเรียบรอยแลว ทําการขูดตรวจเนื้อเยื่อจากลาํไสสวนตน 
สวนกลางที ่ 1 สวนกลางที ่ 2 สวนทาย และไสตัน ดวย coverglass นํา
ตัวอยางแตละสวนมาผสมกบั normal saline ที่หยดอยูบนสไลด ผสมใหเขา
กันตรวจภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวางเพื่อตรวจหาระยะตางๆ ของเชื้อ
บิดในแตละวนั เปนเวลา 8 วัน ตั้งแตวนัที ่0 ถึงวนัที ่7 หลังการติดเชื้อ 

  
3.4 การสกัด DNA  
 3.4.1 การสกัด DNA จาก stock ของเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน 

Immucox(I) 
  สกัด DNA ดวยวธิ ี lysis buffer-CTAB (Cetyl - Trimethyl Ammonium Bromide) 
(Modify Zhao et al., 2001) โดยนําตวัอยางจากขอ 3.3.1 มาเติม lysis buffer (660 mM EDTA, 
1.3% N - lauroylsarcosine, 2 mg/ml proteinase K, pH 9.5) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร และ 
vortex โดยใช glass-bead ขนาด 5.5-6.5 มิลลิเมตร จํานวน 1 เม็ด และขนาด 1 มิลลิเมตร จํานวน 
20 เม็ด เพื่อทําใหผนงัของโอโอซีสตแตก แลวแชหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลติร ที่อุณหภูม ิ 65 
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องศาเซลเซยีส นาน 2 ชั่วโมง โดยทุกๆ คร่ึงชั่วโมงทาํการ vortex นานครั้งละ 3-4 นาที ตอจากนั้น
ทําการเติม 350 ไมโครลิตร CTAB buffer  และแชหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ไวที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง vortex ทุกครึง่ชั่วโมง นานครั้งละ 3-4 นาที และดูดสารละลายทัง้หมดใสใน
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้สกัด DNA ดวย phenol/chloroform/isoamyl 
(25:24:1) ที่มปีริมาตรเทากบัสารละลายที่ดูดมา จํานวน 2 คร้ัง และตกตะกอน DNA ดวย 100% 
cold ethanol ซึ่งปริมาตรทีใ่ชจะเปน 2.5 เทาของสารละลายที่ดูดมา และเติม 4 M NaCl โดยมี
ปริมาตรที่ใชจะเปน 0.04 เทาของสารละลายที่ดูดมา แชหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ภายใน
มีตะกอน DNA ที่อุณหภูม ิ –20 องศาเซลเซียส นานขามคืน ตอจากนัน้ทาํการเกบ็ตะกอน DNA 
โดยการปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 13,500 รอบตอนาท ีนาน 30 นาท ีแลวจึงลางตะกอน DNA ดวย 70% 
cold ethanol ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร จํานวน 1 คร้ัง ปนเก็บตะกอนของ DNA และละลาย 
DNA ดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เก็บสารละลาย DNA นี้ไวที ่–20 องศาเซลเซยีส 
จนกวาจะใชงาน 
 3.4.2 การสกัด DNA จากเนื้อเยื่อผนังลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ 

สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจาก
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 

  สกัด DNA ดวยวิธ ี lysis buffer-CTAB (Cetyl–Trimethyl Ammonium Bromide) 
(Modify Zhao et al., 2001) โดยนาํแตละตัวอยางจากเนื้อเยื่อผนังลาํไสสวนตน สวนกลางที่1 
สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตันจากขอ 3.3.2.4.2 มาเติม lysis buffer (660 mM EDTA, 1.3% N 
- lauroylsarcosine, 2 mg/ml proteinase K, pH 9.5) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร และvortex โดยใช 
glass-bead ขนาด 5.5-6.5 มิลลิเมตร จาํนวน 1 เม็ด และขนาด 1 มิลลิเมตร จํานวน 20 เม็ด เพื่อ
ทําใหผนงัของโอโอซีสตแตก แลวแชหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส 
นานอยางนอย 4 ชั่วโมง แลวจึงนําแตละตัวอยางมา vortex นาน 4 นาที และทําการแชหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซยีส ตออีก 1 ชั่วโมง ตอจากนัน้ทาํการเตมิ 
350 ไมโครลิตร CTAB buffer และแชหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส 
นานอยางนอย 4 ชั่วโมง แลวจึงนําแตละตัวอยางมา vortex นาน 4 นาที อีกครัง้ และทาํการแช
หลอดทดลองที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ตออีก 1 ชั่วโมง ดูดสารละลายทั้งหมดใสในหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิเมตร หลงัจากนัน้สกัด DNA ดวย phenol/chloroform/isoamyl (25:24:1) ที่
มีปริมาตรเทากับสารละลายที่ดูดมา จํานวน 2 คร้ัง และตกตะกอน DNA ดวย 100% cold ethanol 
ปริมาตรที่ใชจะเปน 2.5 เทาของสารละลายที่ดูดมา และเติม 4 M NaCl โดยมีปริมาตรที่ใชจะเปน 
0.04 เทาของสารละลายที่ดดูมา แชหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ภายในมตีะกอน DNA ที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส นานขามคนื ตอจากนั้นทําการเก็บตะกอน DNA โดยการปนเหวี่ยงที่
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ความเร็ว 13,500 รอบตอนาท ี นาน 30 นาท ี แลวจึงลางตะกอน DNAดวย 70% cold ethanol 
ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร จํานวน 1 คร้ัง ปนเกบ็ตะกอนของ DNA และละลายตะกอน DNA ดวย
น้ํากลัน่บริสุทธิ์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เก็บสารละลาย DNA นี้ไวที ่–20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ
ใชงาน 
 
3.5 การออกแบบไพรเมอร 

ออกแบบไพรเมอร 1 คู จาก conserved region ของ 18S rRNA gene โดยเปรียบเทียบลาํดับ
เบสของ 18S rRNA gene ของเชื้อบิด 8 ชนิด คือ E. acervulina (accession number U67115), 
E. brunetti (accession number U67116), E. maxima (accession number U67117),  
E. mitis (accession number U67118), E. mivati (accession number U76748),  
E. necatrix (accession number U67119), E. praecox (accession number U67120) และ  
E. tenella (accession number U67121) ที่ไดจาก GenBank ทําใหได 

Forward Primer  5’-GAGGGAGCCTGAGAAACGGCT-3’ และ 
Reverse Primer  5’-CCATGCTGCAGTATTCAGGGC-3’ PCR Product คาด
วาจะมีขนาด 422 bp 

 
3.6 การเพิ่มปริมาณ DNA ดวยวธิี PCR 
 เปนปฏิกิริยารวมใน 25 ไมโครลิตร โดยใช DNAบริสุทธิ์ จากขอ 3.4.1 (lysis buffer-CTAB) มา 
2.5 ไมโครลิตร สวน DNA จากขอ 3.4.2 (lysis buffer-CTAB) เปนการนํา DNA จากแตละตัวอยาง
ของกลุมเดียวกันและวนัเดียวกันมาตัวอยางละ 2.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัและทาํใหเจือจางดวย
อัตราสวน 1:100 คือ DNA 1 ไมโครลิตร ผสมกับน้าํกลั่นบริสทุธิ ์ 100 ไมโครลิตร ตอจากนั้นนํา 
DNA ที่เจือจางแลวมา 2.5 ไมโครลิตร สําหรับใชในการเพิ่มปริมาณ DNA Forward primer 0.2  
ไมโครโมล Reverse primer 0.2 ไมโครโมล เอ็นไซม Taq polymerase 0.3 ไมโครลิตร (0.5 unit) 
และบัฟเฟอร ที่ประกอบดวย 20 มิลลิโมล Tris-HCl (pH 8.2), 1.5 มลิลิโมล MgCl2, 100 มิลลิโมล  
KCl, 60 มิลลิโมล (NH2)SO4, 0.1% Triton x-100 และ 0.2 มิลลิโมล dNTPs โดยสารทัง้หมดถูก
บรรจุในหลอด PCR แลวนําเขาเครื่อง GeneAmp System 2700 และในแตละครั้งของการทํา PCR 
ตองประกอบไปดวย DNA ของ Eimeria spp. ที่มีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 422 bp เปน positive 
control และ negative control ที่ใชในการศึกษาครัง้นี้ คือ น้ํากลั่นบริสุทธิ์แทน DNA โดยตั้ง
โปรแกรมอุณหภูมิและเวลาดังนี ้ Initial PCR activation step ที่ 95 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที 
จํานวน 1 รอบ หลงัจากนัน้เขาสูวงรอบของการทํา PCR ที่ทาํซ้ํา 35 รอบ ดังนี ้Denaturation step 
94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที Annealing step 54 องศาเซลเซียส 30 วนิาท ี Extension step 72 
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องศาเซลเซยีส 45 วินาที Final extension step 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีแลวคงอุณหภูมิ
ของผลิตภัณฑ PCR ไวที่ 4 องศาเซลเซยีส ตอจากนัน้นาํผลิตภัณฑ PCR ไปวิเคราะห โดยวธิี 2% 
agarose gel electrophoresis และ TAE buffer (Tris-acetic-EDTA buffer) ที่ความตางศักย  100 
โวลต นาน 45 นาที โดยยอม DNA ดวย ethidium bromide และถายรูป ภายใตรังสีอัลตราไวโอ
เลต  
 
3.7 การยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ผานการตรวจสอบผลิตภัณฑมาทาํการตกตะกอน DNA และทําให
บริสุทธิ์ ดวย 4 M NaCl โดยปริมาตรที่ใชคือ 1 ไมโครลิตร และ 100% cold ethanol 40 ไมโครลิตร 
ตอผลิตภัณฑ PCR 15 ไมโครลิตร แชที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซยีส นานอยางนอย 1 ชั่วโมง และ
ทําการลางตะกอน DNA ใหบริสุทธิ์ดวย 70% cold ethanol จํานวน 2 คร้ัง ทีม่ีปริมาตรการใช
เทากับ 100% cold ethanol หลังจากนั้นทิ้งตะกอน DNA ใหแหง แลวจึงละลายตะกอน DNA ดวย
การเติมน้าํกลัน่บริสุทธิ ์ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตอผลิตภัณฑ PCR 15 ไมโครลิตร 
 สวนผสมในการยอยดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ ประกอบดวย ผลิตภัณฑ PCR 5 ไมโครลิตร 10× 
บัฟเฟอรของแตละเอ็นไซมตดัจําเพาะ 1 ไมโครลิตร น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 3.5 ไมโครลิตร และเอ็นไซมตดั
จําเพาะ 0.5 ไมโครลิตร (0.25 unit) (Promega) ดังนั้นผลรวมของปฏิกิริยารวมในการยอยดวยเอ็น 
ไซมตัดจําเพาะเปน 10 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นนําแตละตัวอยางที่ตดัในแตละเอ็นไซมตัดจําเพาะ 
แชที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานอยางนอย 1 ชั่วโมง แลวนําผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกยอยดวย
เอ็นไซมไปวิเคราะหดวย 2.5% agarose gel electrophoresis ยอมดวย ethidium bromide ตรวจ 
หาแถบ DNA ภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตและถายรปู gel นําผลิตภัณฑที่ไดมาเปรียบเทียบกับ
ตารางที่ 3.1 
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ตารางที ่3.1  ขนาดของ DNA ของเชื้อบิด E. acervulina, E. maxima, E. necatrix และ  

E. tenella หลงัการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะชนิด Alu I, Hha I, Hpa II และ Hae III 
ขนาดของ DNA หลังการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะ  (bp) 

ชนิดของเชื้อบิด Alu I 
AG’CT 
TC’GA 

Hha I 
G’CGC 
CGC’G 

Hpa II 
C’CGG 
GGC’C 

Hae III 
GG’CC 
CC’GG 

E. acervulina 38  183  201 19  39  45  93  226 68  (354) - 
E. maxima (27)  38  (56)  (100) 201 19  39  45  93  226 106  (316) - 
E. necatrix 70  (169)  183 45  (58)  93  226 48  (70) 106  (198) (130  292) 
E. tenella 38  70  (131)  183 45  93  (284) 48  106  (268) - 
( ) คือขนาดของ DNA ที่จําเพาะตอเชื้อแตละชนิด 
 
3.8 การทดสอบความไวของวิธ ีPCR-RFLP 
  จากขอ 3.4.1 (lysis buffer-CTAB) นํามาทาํ 2-fold dilution จากจาํนวนโอโอซีสตที่แตกตาง
กัน โดย DNA ที่สกัดไดเร่ิมตนมีจาํนวน 104 โอโอซสีต/ 200 ไมโครลิตร ดังนัน้เมื่อทํา 2-fold 
dilution เปรียบเทียบกับจํานวนโอโอซีสตที่ไดมีดังนี้คือ  25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 
0.195, 0.0975 และ 0.04875  โอโอซีสต/ไมโครลิตร แตละความเขมขนของ DNA ที่สกดัได 
นํามาใชเปน DNA ตั้งตนของปฏิกิริยา PCR และ RFLP 
 
3.9 การทดสอบความจําเพาะของวิธ ีPCR-RFLP 
 ความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. เปรียบเทียบกับปรสิตที่พบไดในระบบ
ทางเดินอาหารของไก ไดแก Ascaridia galli, Capillaria spp. ,Gongylonema spp.,  
Heterakis gallinae (เพศผูและเพศเมยี), Raillietina cesticillus, R. echinobothrida,  
R. tetragona, Tapeworm segment, Tetrameres spp. และปรสิตในลําไสเล็กของแพะ ไดแก 
Trichostrongylus spp. มาสกัด DNA ตามขอ 3.4.2 (lysis buffer-CTAB) ถึง 3.7 (การยอยดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ) และนาํมาทดสอบดวย primers ที่จําเพาะตอ Eimeria spp. เพื่อตรวจสอบวา 
primers นี้มีความจาํเพาะกบั DNA  ของเชื้อตางชนิดและตางโฮสตไดหรือไม 
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3.10 ศึกษาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิด  
 เปนการวัดคาโดยออมเพื่อศึกษาปริมาณสมัพันธของเชื้อบิดแตละชนิด โดยนําความเขมของ
แถบผลิตภัณฑ DNA ของเชื้อบิด E. tenella CB38 และของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) หลังจาก
แยกชนิดเชื้อบิดดวยวิธ ีPCR-RFLP ที่มีความจําเพาะตอเชื้อบิดแตละชนิดของ Eimeria spp. ดัง 
ตารางที่ 3.1 มาวัดความเขมของแถบผลติภัณฑ DNA และวิเคราะหดวยโปรแกรม Scion Image 
Software (Scion Corporation, USA) 
 
3.11 การวิเคราะหและประเมินผล 

ทําการตรวจสอบการปรากฏและไมปรากฏของผลิตภัณฑ PCR และ PCR-RFLP จากรูปที่
ถายออกมาดวยกลองถายภาพ นําผลติภัณฑที่ไดมาตรวจสอบขนาดความเขมของ DNA และ
Molecular weight (bp) หลงัจากตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะตามตารางที่ 3.1 และหาปริมาณ
สัมพันธของเชือ้บิด ตามขอ 3.10 (ศึกษาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิด) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

                

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การตรวจหาโอโอซีสตในอุจจาระไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจาก

วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั ดวยวิธ ี Floatation 
concentation และวธิี McMaster chamber  

  พบวาในกลุมควบคุม ตรวจไมพบโอโอซีสตในอุจจาระไก สวนไก 3 กลุม ที่ไดรับการปอนเชื้อบิด 
E. tenella CB38 ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั พบวาในชวง 4 วันแรกหลังการติดเชื้อบิด ตรวจไม
พบโอโอซีสต และสามารถตรวจพบโอโอซสีตจากอุจจาระไกไดคร้ังแรกในวนัที ่5 หลงัการติดเชื้อบิด 
จากกลุมที่ปอนเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สวนกลุมที่ปอนเชื้อบิดใน
ระดับปริมาณ 102 โอโอซีสต/ตัว สามารถตรวจพบโอโอซสีตไดเปนครั้งแรกในวันที ่6 หลังการติดเชือ้
บิด ดวยวธิี Floatation concentation และเมื่อตรวจนับจํานวนโอโอซสีตตออุจจาระ 1 กรัม ในวนัที่ 
5 ถึงวันที่ 7 หลังการติดเชือ้บิด ดวยวธิ ี McMaster chamber พบวากลุมที่ปอนเชื้อบิดในระดับ
ปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว มีจาํนวนโอโอซีสตมากกวากลุมที่ปอนเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 
และ 102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ดังรูปที่ 4.1 และตารางภาคผนวกที ่1 
 จากรูปที่ 4.2 ผลการตรวจอุจจาระไกหลงัจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) พบวากลุมที่
ไดรับวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I)  ในระดับปริมาณ 25 ,50 และ 100 เทาของ dose ปกต/ิไก 1 ตัว 
สามารถตรวจพบโอโอซีสตในอุจจาระไกไดวันแรก ในวนัที ่ 5 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน 
Immucox(I)  ดวยวธิี Floatation concentation  สวนการตรวจนับจํานวนโอโอซีสต ดวยวธิ ี
McMaster chamber พบวาในวนัที่ 5 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) จํานวน
โอโอซีสตของกลุมที่ไดรับวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว มี
จํานวนโอโอซสีตมากกวากลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 50 และ 25 เทาของ 
dose ปกติ/ไก 1 ตัว และในวนัที ่ 6 และ 7 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  
กลุมที่ไดรับวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 50 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว มีจาํนวนโอโอซี
สตมากกวากลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 25 และ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 
1 ตัว (ตารางภาคผนวกที่ 3) 
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4.2 การตรวจใหคะแนนรอยโรคที่บริเวณลําไสสวนตน สวนกลางที่ 1 สวนกลางที่ 2  
 สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อ

เปน Immucox(I) ในระดบัปริมาณที่แตกตางกัน ดวยตาเปลา 
  พบวาในวันที ่4 หลังการติดเชื้อบิด E. tenella CB38 เร่ิมตรวจพบรอยโรคไดที่ไสตันของกลุมที่
ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว โดยมคีะแนนรอยโรค +1 และในวนัที ่
5 และ 6 หลงัการติดเชื้อบิด พบวากลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว มี
คะแนนรอยโรคเพิ่มข้ึนเปน +2 และ +3 ตามลําดับ นอกจากนี้ในวันที่ 6 หลังการติดเชื้อบิด กลุมที่
ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว เร่ิมพบรอยโรคไดที่ไสตันเปนครั้งแรก และกลุม
ที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว พบรอยโรคที่ลาํไสสวนตน โดยทั้ง 2 สวน มี
คะแนนรอยโรค +1 สวนกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สามารถตรวจ
พบรอยโรคที่มคีะแนนนรอยโรค +1 ที่ลําไสสวนตน ไดในวนัที ่ 7 หลงัการติดเชื้อบิด ดวยเชนกนั 
(ตารางที ่4.1)  
 จากตารางที ่ 4.2 พบวาวันที่ 5 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I)  
สามารถตรวจพบรอยโรคไดจากทุกกลุมทีไ่ดรับวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ที่บริเวณลําไสสวนตน 
โดยมีคะแนนรอยโรค +1 ไดเปนวนัแรกหลังไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  และนอกจากนีย้ัง
พบรอยโรคไดในไกกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  ในระดับปริมาณ 25 และ 100 เทา
ของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ที่ลําไสสวนกลางที1่ โดยในสวนของลาํไสสวนกลางที2่ สวนทาย และ
ไสตัน ตรวจไมพบรอยโรคจากทุกกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)   
 
4.3 การตรวจหาเชื้อบิดทีบ่ริเวณลาํไสสวนตน สวนกลางที ่1 สวนกลางที ่2 สวนทาย และ

ไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
จากการปอนเชื้อบิด E. tenella  CB38 สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวนัที ่ 4 หลังการติดเชื้อ

บิด ของกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ที่บริเวณไสตันไดเปน
สวนแรกจากทัง้หมด 5 สวน สวนกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ตรวจ
พบเชื้อบิดไดเฉพาะที่ไสตันในวนัที่ 6 และวันที่ 7 หลังการติดเชือ้บิด ในขณะที่ลําไสสวนตน 
สวนกลางที1่ และสวนกลางที2่ สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวันที ่ 5 หลังการติดเชื้อบิด และใน
วันที ่ 6 หลังการติดเชื้อบิด จงึพบเชื้อบิดที่ลําไสสวนทาย โดยพบเฉพาะในกลุมที่ไดรับเชื้อบิดใน
ระดับปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ซึ่งกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
ตรวจพบเชื้อบิดที่ลําไสสวนตนและสวนกลางที1่กับสวนทาย ไดในวนัที ่6 และ 7 หลังการติดเชือ้บิด 
ตามลําดับ ดงัตารางที่ 4.3 และตารางภาคผนวกที ่2 
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 จากตารางที ่ 4.4 ตรวจพบเชื้อบิดไดวนัแรกในวนัที ่ 4 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) จากกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 25, 50 และ 100 เทา
ของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ที่ลําไสสวนตน สวนกลางที่ 1 สวนกลางที ่2 และสวนทาย สวนที่ไสตันพบ
เชื้อบิดวันแรกในวนัที่ 5 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I) และสามารถตรวจพบ
เชื้อบิดไดทุกสวนของลาํไสและไสตันไดในวันที่ 6 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox 

(I) จากทัง้ 3 กลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) (ตารางภาคผนวกที ่4) 
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กลุมควบคุม

100 โอโอซีสต/ตัว

1,000 โอโอซีสต/ตัว

10,000 โอโอซีสต/ตัว

รูปที ่4.1 คาเฉลี่ยผลการตรวจนับจาํนวนโอโอซีสตในอุจจาระไก หลังปอนเชื้อบิดE. tenella CB38  
 ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั  ดวยวิธ ีMcMaster Chamber  
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กลุมควบคุม

25 เทาของ dose
ปกติ/ตัว
50 เทาของ dose
ปกติ/ตัว
100 เทาของ dose
ปกติ/ตัว

รูปที่ 4.2 คาเฉลี่ยผลการตรวจนับจาํนวนโอโอซีสตในอุจจาระไก หลังปอนวัคซนีเชื้อเปน   
 Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั ดวยวิธ ีMcMaster Chamber 



                      

ตารางที่ 4.1 ผลการตรวจใหคะแนนรอยโรคในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากปอนเชื้อบิด E. tenella CB38 ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน  ดวยตาเปลา 
0 1 2 3 4 5 6 7 

DPI 
ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ปริมาณเชื้อทีป่อน 

(โอโอซีสต/ตัว) 
ลําไสสวนตางๆ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

กลุมควบคุม สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

100 สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 +1 0 +1 +1 +1 

1,000 สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 
 สวนกลางที่ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 +1 0 0 0 0 +1 +1 +1 +1 +1 +2 

10,000 สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 0 +1 0 
 สวนกลางที่ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 +2 +2 0 +3 +3 +2 +3 +3 +2 

DPI : Day Post Infection       ใหคะแนนรอยโรคตามวิธี Johnson และ Reid  (1970)                
28 



                      

ตารางที่ 4.2 ผลการตรวจใหคะแนนรอยโรคในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากปอนวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน  ดวยตาเปลา 
0 1 2 3 4 5 6 7 

DPI 
ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ปริมาณเชื้อทีป่อน 

(doseวัคซีน/ตัว) 
ลําไสสวนตางๆ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

กลุมควบคุม สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที ่1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที ่2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

25 เทา สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 +2 0 +1 +1 +1 +1 +1 +1 
 สวนกลางที ่1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที ่2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

50 เทา สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 +1 0 +1 +1 +1 +1 +1 +1 
 สวนกลางที ่1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที ่2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

100 เทา สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +2 +2 +1 +1 +1 +1 +1 +1 0 
 สวนกลางที ่1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 0 0 0 0 0 +1 
 สวนกลางที ่2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

DPI : Day Post Infection       ใหคะแนนรอยโรคตามวิธี Johnson และ Reid  (1970)                   
29 



                      

ตารางที่ 4.3 ผลการตรวจพบเชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากปอนเชื้อบิด E. tenella CB38  ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยวิธีกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
0 1 2 3 4 5 6 7 

DPI 
ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ปริมาณเชื้อทีป่อน 

(โอโอซีสต/ตัว) 
ลําไสสวนตางๆ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

กลุมควบคุม สวนตน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที่ 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที่ 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

100 สวนตน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที่ 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที่ 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - - - - -       

1,000 สวนตน - - - - - - - - - - - - - - - - - -   -   - 
 สวนกลางที่ 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - 
 สวนกลางที่ 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -    
 ไสตัน - - - - - - - - - - - -             

10,000 สวนตน - - - - - - - - - - - - - - -   -   -   - 
 สวนกลาที่ 1 - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - -   - 
 สวนกลางที่ 2 - - - - - - - - - - - - - - -  - -  - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - 
 ไสตัน - - - - - - - - - - - -             

DPI : Day Post Infection                          :  ตรวจพบเชื้อบิด                  
 30 



                      

ตารางที่ 4.4 ผลการตรวจพบเชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากปอนวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยวิธีกลองจลุทรรศนแสงสวาง 
0 1 2 3 4 5 6 7 

DPI 
ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ปริมาณเชื้อทีป่อน 

(โอโอซีสต/ตัว) 
ลําไสสวนตางๆ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

กลุมควบคุม สวนตน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที ่1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที ่2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

25 เทา สวนตน - - - - - - - - - - - -             
 สวนกลางที ่1 - - - - - - - - - - - -   - -         
 สวนกลางที ่2 - - - - - - - - - - - -  - -  -        
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - -  - -        
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - -  -        

50 เทา สวนตน - - - - - - - - - - - -             
 สวนกลางที ่1 - - - - - - - - - - - -             
 สวนกลางที ่2 - - - - - - - - - - - -             
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - -  -        
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - -  -        

100 เทา สวนตน - - - - - - - - - - - -  - -          
 สวนกลางที ่1 - - - - - - - - - - - -  - -          
 สวนกลางที ่2 - - - - - - - - - - - -  - -          
 สวนทาย - - - - - - - - - - - -  - -  -        
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - -          

DPI : Day Post Infection                               :  ตรวจพบเชื้อบิด             
31 
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4.4 ความไวของวธิี PCR-RFLP ที่มีกบัเชื้อบิด E. tenella CB38 
 จากผลการทดสอบหาความไวของวิธ ีPCR เมื่อเจือจาง DNA ลง (2-fold dilution) และทดสอบ
ความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. พบวาความไวของการทดสอบอยูที่จาํนวน
โอโอซีสตที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจหาไดในครั้งนี้ คือ 0.12 โอโอซีสต โดยมีผลิตภัณฑขนาด 422 
bp สวนความไวของการตรวจวินจิฉัยดวยวิธ ี PCR-RFLP พบวาใหความไวที ่ 8 โอโอซีสต ดังรูปที่ 
4.3 และ 4.4 ตามลําดับ  

รูปที่ 4.3 ความไวของวิธ ีPCR ตอเชื้อบิด E. tenella CB38 จํานวนเทียบเทา 0.12 โอโอซีสต 
Lane M : 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane1,6: Negative control (H2O) 
Lane 2 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 62.50 โอโอซีสต 
Lane 3 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน  31.25 โอโอซีสต 
Lane 4 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน  15.63 โอโอซีสต 
Lane 5 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 7.81 โอโอซีสต 
Lane 7 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 3.91 โอโอซีสต 
Lane 8 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 1.96 โอโอซีสต 
Lane 9 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 0.98 โอโอซีสต 
Lane 10 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 0.49 โอโอซสีต 
Lane 11 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 0.24 โอโอซสีต 
Lane 12 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 0.12 โอโอซสีต 

 422 bp 

1,500 bp 
 
 
  500 bp 
   
 
 
  100 bp 
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รูปที่ 4.4 ความไวของวิธ ีPCR-RFLP ตอเชื้อบิด E. tenella CB38 จํานวนเทยีบเทา 8 โอโอซีสต  
Lane M:1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB 38 ขนาด 422 bp 
Lane 2: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E.tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Alu I ขนาด 183 bp,  
  169 bp 
Lane 3: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E.tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hha I ขนาด 284 bp,  
        226 bp 
Lane 4: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E.tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hpa I ขนาด 268 bp 
Lane 5: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E.tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hae III ขนาด 422 bp,  
         292 bp, 130 bp 
 
4.5 ความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ดวยวธิี PCR-RFLP 

ผลการเพิม่จํานวน DNA ตรงบริเวณ 18S rRNA gene ของเชื้อบิด E. tenella CB38 ปรสิตใน
ระบบทางเดินอาหารของไก ไดแก หนอนพยาธิตัวกลม Ascaridia galli, Capillaria spp., 
Gongylonema spp., Heterakis gallinae (เพศผูและเพศเมีย) และ Tetrameres spp. พยาธิตดื  
Raillietina cesticillus, R. echinobothrida, R. tetragona, Tapeworm segment และหนอน 
พยาธิตัวกลม ในลําไสเล็กของแพะ ไดแก Trichostrongylus spp. พบวาไมมีผลิตภัณฑ PCR กับ 
DNA ของ Heterakis gallinae (เพศผู) R. tetragona, R. cesticillus, Ascaridia galli และ 
Capillaria spp. (รูปที่ 4.5; Lane 3, 5, 7, 12 และ 14 ตามลําดับ) และพบผลิตภัณฑ PCR จางๆ มี
ขนาด 400 bp จากตัวอยาง DNA ที่ไดจาก R. echinobothrida  และ Tapeworm segment (รูปที่ 
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4.5; Lane 6 และ 10 ตามลําดับ) สําหรับ Gongylonema spp. พบผลิตภัณฑ PCR มีขนาด
ประมาณ 400 bp และ 1,200 bp (รูปที่ 4.5; Lane 11) ในขณะที ่Heterakis gallinae (เพศเมีย) 
และ Tetrameres spp. มีขนาดประมาณ 400 bp และ 1,400 bp ตามลําดับ (รูปที่ 4.5; Lane 4, 
13 ตามลําดับ) และสุดทาย Trichostrongylus spp. มีผลิตภัณฑ PCR ที่ประมาณ 1,200 bp (รูปที่ 
4.6; Lane 4) ซึ่งพยาธิชนิดนี้เปนหนอนพยาธิในลําไสเลก็ของแพะ   

ความจาํเพาะของวิธ ีPCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ที่บริเวณ 18S rRNA gene มีสูงเมื่อ
เทียบ Trichostrongylus spp. (รูปที่ 4.6) ผลความจาํเพาะของวธิี PCR-RFLP ระหวางการทดสอบ
เชื้อบิด E. tenella CB 38 กับ Trichostrongylus spp. ที่ยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ  
Hpa II และ Hae III พบวาสามารถแยกชนดิเชื้อบิดได 2 ชนิด คือ E. tenella  มีขนาดชิ้นสวน DNA 
ที่ 106 bp และ 268 bp สวน E. necatrix  จะมีขนาดของชิน้สวน DNA 106 bp สวน 
Trichostrongylus spp. ไมพบผลิตภัณฑ PCR เมื่อยอยดวยเอน็ไซม Hpa II และเมื่อยอย
ผลิตภัณฑ PCR ดวยเอ็นไซม Hae III พบวา ชิน้สวน DNA ของ E. tenella  มีขนาด 422 bp และ 
ชิ้นสวน DNA ของ E. necatrix มี 2 ขนาด คือ 130 bp และ 292 bp ในขณะที่ผลิตภัณฑ ของ
Trichostrongylus spp. มีขนาดของชิน้สวน DNA 1,100 bp ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความแตกตางของ
รูปแบบ RFLP ระหวาง E. tenella. CB38 และ Trichostrongylus spp. ดังนั้นจากการศึกษาในครั้ง
นี้  แสดงใหเห็นวาวิธ ี PCR-RFLP สามารถใชในการแยกชนิดเชือ้บิดได โดยการวิเคราะหจาก
ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากการยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ  
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รูปที่ 4.5  ความจําเพาะของวิธี PCR ที่บริเวณ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ตอปรสิตใน

ระบบทางเดินอาหารของไก  
Lane M   : 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1,8 : Negative control (H2O) 
Lane 2,9 : Positive control (ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38) 
Lane 3    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Heterakis gallinae (เพศผู) 
Lane 4    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Heterakis gallinae (เพศเมีย) 
Lane 5    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Raillietina tetragona 
Lane 6    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Raillietina echinobothrida  
Lane 7    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Raillietina cesticillus 
Lane 10  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Tapeworm segment  
Lane 11  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Gongylonema spp. 
Lane 12  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Ascaridia galli 
Lane 13  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Tetrameres spp. 
Lane 14  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Capillaria spp 
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รูปที่ 4.6 ความจําเพาะของวิธี PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene ที่แตกตางกนัระหวาง 
  E. tenella CB38 กับ Trichostrongylus spp.  
Lane M : 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38 ขนาด 422 bp 
Lane 2 : ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38  ตัดดวยเอ็นไซม Hpa II ขนาด 268 bp 
Lane 3 : ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hae III ขนาด 130 bp,  
          292 bp, 422 bp 
Lane 4 : ผลิตภัณฑ PCR ของ Trichostrongylus spp. ขนาด 1,200 bp 
Lane 5 : ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ Trichostrongylus spp.ตัดดวยเอ็นไซม Hpa II  
Lane 6 : ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ Trichostrongylus spp.ตัดดวยเอ็นไซม Hae III ขนาด  
          1,100 bp 
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4.6 การแยกชนิดและปรมิาณสัมพันธของเชื้อบิดจาก E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อ

เปน Immucox(I) กอนปอนเชื้อบิดใหไก ดวยวธิี PCR-RFLP    
   4.6.1 เชื้อบิด E.tenella CB38 
  จากรูปที ่ 4.7 แสดงความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ในการ
แยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38 ในไก ดวยวิธ ี PCR-RFLP ที่ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 4 ชนิด 
คือ Alu I, Hha I, Hpa II และ Hae III  พบวาสามารถแยกเชื้อบิดได 3 ชนิด คือ E. maxima  มี
ขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 100 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I สวน E. necatrix  มี
ขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 292 bp และ 130 bp เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ Hae III  และ  
E. tenella  มีขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ 
Hha I และ Hpa II ตามลําดับ โดยเทยีบขนาดของผลผลิต PCR-RFLP ที่ไดตามตารางที่ 3.1 
  ในการศึกษาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิดแตละชนิด ทีพ่บรวมอยูในเชื้อบิด E. tenella 
CB38 คร้ังนี ้พบวาอัตราสวนของเชื้อบิดทัง้ 3 ชนิด  คิดเปนรอยละไดดังนี้คือ E. tenella  64%  
E. necatrix 32% และ E. maxima  4%  ตามลําดับ ดวยโปรแกรม Scion Image Software 
  4.6.2 วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
  จากรูปที ่ 4.8 แสดงความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ในการ
แยกชนิดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I) ดวยวธิี PCR-RFLP ที่ตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ 
4 ชนิด คือ Alu I, Hha I, Hpa II และ Hae III พบวาสามารถแยกเชื้อบิดได 4 ชนิด คือ  
E. acervulina มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่354 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II  
E. maxima  มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่ 100  bp และ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตดั
จําเพาะ Alu I และ Hpa II ตามลําดับ สวน E. necatrix มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่169 bp 
และ 292 bp รวมกับ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Alu I และ Hae III ตามลําดับ  และ 
E. tenella  มีขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ 
Hha I และ Hpa II ตามลําดับ และผลจากการตดัดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะชนดิ Hpa II พบ
ผลิตภัณฑที่มขีนาด 422 bp  ซึ่งเปนชิ้นสวน DNA ที่แสดงความจําเพาะตอเชื้อบิดชนดิ E. parecox  
จึงคาดวาในวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) อาจจะมีเชื้อบิดชนิด E. parecox  หรือเชื้อบิดชนิดอื่น 
เปนสวนประกอบอยูภายในวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) โดยเทยีบขนาดของผลิตภัณฑ PCR-
RFLP ที่ไดตามตารางที่ 3.1  
  จากการหาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิดแตละชนิด ดวยโปรแกรม Scion Image 
Software ที่เปนสวนประกอบในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) พบวามเีชื้อบิด E. acervulina  26%,  
E. maxima 19%, E. necatrix  3% และ E. tenella  3% ตามลาํดับ ในขณะทีอ่าจจะมีปริมาณ
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สัมพันธของ E. praecox หรือเชื้อบิดชนดิอื่นอยู 48% ที่คาดวานาจะผสมอยูภายในวัคซนีเชื้อเปน 
Immucox (I)    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7  ความจําเพาะของวิธี PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ในการ 

แยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38   
Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38  ขนาด 422 bp 
Lane 2: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP product ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Alu I ขนาด  

   183 bp, 169 bp, 100 bp 
Lane 3: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hha I ขนาด 284 bp, 
         226bp 
Lane 4: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hpa II ขนาด 268 bp,  
         106 bp 
Lane 5: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hae III ขนาด 422 bp,  
         292 bp, 130 bp 
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รูปที่ 4.8 ความจําเพาะของวิธี PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ในการ

แยกชนิดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I)   
Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: ผลิตภัณฑ PCR ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ขนาด 422 bp 
Lane 2: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ตัดดวยเอ็นไซม Alu I ขนาด 201 

bp, 169 bp 
Lane 3: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ตัดดวยเอ็นไซม Hha I ขนาด  
           284 bp, 226 bp 
Lane 4: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ตัดดวยเอ็นไซม Hpa II ขนาด  
         422 bp, 354 bp, 316 bp, 268 bp, 106bp 
Lane 5: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ตัดดวยเอ็นไซม Hae III 422 bp,  
         292 bp, 130 bp 
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4.8 การแยกชนดิและปริมาณสัมพันธของเชื้อบิดที่บริเวณลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ 

สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตันของไก หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และ
จากวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั ดวยวิธ ีPCR-RFLP 
 4.7.1 E. tenella CB38 

จากรูปที ่ 4.9 แสดงผลการตรวจหาเชื้อบิด หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 
ดวยวิธ ี PCR เพื่อตรวจหาผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 422 bp พบวากลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับ
ปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สามารถเริ่มตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ที่ไสตัน ไดวันแรกในวนัที่ 
2 หลังการติดเชื้อบิด ตอจากนัน้พบผลิตภณัฑ PCR ที่ไสตัน ในวนัที่ 4 และวันที ่5 หลังการติดเชื้อ
บิด ของกลุมทีไ่ดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ตามลําดับ ไดเปนวัน
แรก สวนที่บริเวณลําไสสวนตน สวนกลางที2่ และสวนทาย สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดวัน
แรกในวันที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด จากกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
ในขณะที่กลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ
ของ PCR ไดที่บริเวณลําไสสวนตน และสวนทาย ไดในวนัที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด เชนกนั และใน
วันที่ 6 หลังการติดเชื้อบิด สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดวันแรกที่บริเวณลําไสสวนกลางที1่ 
และสวนกลางที2่ จากกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 และ 103 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว 
ตามลําดับ และจากผลการทดลองในครั้งนีพ้บวากลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซีสต/
ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ไดในทุกสวนของลาํไส และไสตัน ไดมากกวากลุมที่
ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ที่สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดเฉพาะ
ลําไสสวนตน สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตัน และกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102 โอโอ
ซีสต/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดเฉพาะบริเวณไสตันเทานัน้ จากผลิตภัณฑของ 
PCR ที่ไดจากแตละกลุม และในแตละวนัหลงัการติดเชื้อบิด ไดทําการเลือกผลิตภัณฑ PCR จาก
วันที่ 6 หลงัการติดเชื้อบิด มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเพื่อแยกชนิดเชื้อบิดจากสําไสสวนตางๆ 
และไสตัน  เนื่องจากพบผลิตภัณฑ PCR จากทุกสวนของลําไสสวนตางๆ และไสตัน ของวันที่ 6 
หลังการติดเชือ้บิด ของกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว และมีปริมาณ 
DNA เพียงพอในการนํามาศกึษาการแยกชนิดเชื้อบิดแตละชนิด ดวยวธิี PCR-RFLP 

ดังนัน้ในการศึกษาชนิดและปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิดพบวาในลาํไสสวนตน ประกอบ
ไปดวยเชื้อบิด E. acervulina 84% และ E. tenella 6% มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่354 bp 
และ 284 bp เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ Hpa II และ Hha I  ตามลําดับ (รูปที ่4.10 A) ลําไส
สวนกลางที1่ ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. necatrix  26% มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่292 bp 
และ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hae III E. acervulina 21% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่
จําเพาะอยูที่ 354 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II E. tenella 14% มีขนาดผลิตภัณฑที่
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จําเพาะอยูที่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I และ Hae III ตามลําดบั 
และ E. maxima 6% มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที่ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa 
II (รูปที่ 4.10 B) ลําไสสวนกลางที ่2 ประกอบไปดวยเชือ้บิด E. maxima 69% มีขนาดผลิตภัณฑที่
จําเพาะอยูที ่316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II E. necatrix  7% มีขนาดผลิตภัณฑที่
จําเพาะอยูที่ 292 bp และ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hae III และ E. tenella 6% มี
ขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที ่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I และ 
Hpa II ตามลําดับ (รูปที่ 4.10 C) สวนทาย ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. maxima 73% มีขนาด
ผลิตภัณฑ ที่จาํเพาะอยูที่ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II E. tenella 16% มีขนาด
ผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I และ Hpa II 
ตามลําดับ และ E. necatrix 7% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะอยูที ่169 bp และ 292 bp รวมกับ 
130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I และ Hae III (รูปที่ 4.10 D) และไสตันประกอบไป
ดวยเชื้อบิด E. tenella 52% มีขนาดผลติภัณฑ ที่จาํเพาะอยูที ่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I และ Hpa II ตามลําดับ E. necatrix  43% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะ
อยูที่ 169 bp และ 292 bp รวมกับ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I และ Hae III และ  
E. maxima 4% มีขนาดผลติภัณฑที่จําเพาะอยูที่ 100 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I (รูป
ที่ 4.10 E) 

4.7.2 วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
 ในสวนของวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) เร่ิมตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ที่มีขนาด 

422 bp ของเชื้อบิด ไดวนัแรกในวันที ่ 1 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ที่
บริเวณไสตัน เฉพาะกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน ImmucoxI ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose 
ปกติ/ไก 1 ตัว ซึง่ตอมาพบวาไมสามารถตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ไดในชวงวนัที่ 2-4 หลงัการ
ติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) และสามารถตรวจพบผลติภัณฑของ PCR ที่ไสตัน อีก
คร้ังในวนัที่ 5-7 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) จากกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) ในระดับปริมาณ 25, 50 และ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ในขณะที่บริเวณ
ลําไสสวนตน และสวนกลางที1่ ตรวจพบไดวันแรกในวันที่ 3 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) จากทั้ง 3 กลุมที่ไดรับการไดรับวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) แตกลุมที่ไดรับวัคซีน
เชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบ
ผลิตภัณฑของ PCR ที่ลําไสสวนกลางที2่ ดวย ตอมาในวันที่ 4 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) สามารถตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ที่ลําไสสวนทายเปนวันแรก จากกลุมที่ไดรับ
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 25 และ 50 เทาของ dose ปกต/ิไก 1 ตัว และใน
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วันที่ 5 หลังตดิเชื้อบิดจากวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) สามารถตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ไดใน
ทุกสวนของลาํไสและไสตัน จากทุกกลุมทีไ่ดรับวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ดังรูปที ่4.11 

   และในการตรวจแยกชนิดและปริมาณสัมพันธของเชื้อบิดในแตละสวนของลําไส 
และไสตัน หลงัจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในครั้งนี ้ไดเลือกผลิตภัณฑ PCR ของวนัที่ 6 
หลังการติดเชือ้บิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 
ตัว มาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะเพื่อแยกชนิดเชื้อบิดจากสําไสสวนตางๆ และไสตัน พบวาในลาํไส
สวนตน มีเชื้อบิด E. acervulina 73% และ E. maxima 3% มีขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที ่354 
bp และ 316 bp ตามลําดับ เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ Hpa II (รูปที่ 4.12 A) ลําไสสวนกลางที่
1 ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. maxima  90% และ E. tenella  6% มีขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 
316 bp และ 284 bp ตามลําดับ เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ Hpa II และ Hha I ตามลําดับ (รูป
ที ่ 4.12 B) ลําไสสวนกลางที ่ 2 ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. maxima  94% และ E. tenella 6% มี
ขนาดผลิตภัณฑ ที่จาํเพาะอยูที่ 316 bp และ 284 bp ตามลําดบั เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 
Hpa II และ Hha I ตามลาํดับ (รูปที่ 4.12 C) ลําไสสวนทาย ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. maxima  
87% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะอยูที ่100 bp และ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I 
และ Hpa II ตามลําดับ และ E. tenella 8% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะอยูที ่284 bp เมื่อตัดดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I (รูปที่ 4.12 D) และไสตัน ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. necatrix 45% มี
ขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 169 bp และ 292 bp รวมกับ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะ Alu I และ Hae III E. tenella 40% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะอยูที ่284 bp และ 268 
bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Hha I และ Hpa II ตามลําดับ และ E. maxima 13% มีขนาด
ผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 100 bp และ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I และ Hpa II 
ตามลําดับ (รูปที่ 4.12 E) 
 



                      

 
 

                                                                            

                                                                     

                                                                           

                                                                                   
 
รูปที่ 4.9   ผลิตภัณฑ PCR ตั้งแตวันที่ 0-7 หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38;  + ve : Positive Control (422 bp), At : ลําไสสวนตน, M.1 : ลําไสสวนกลางที่1,  M.2 : ลําไส

สวนกลางที่2,  Pt: ลําไสสวนทาย, Cm : ไสตัน,        102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว,         103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว,        104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว

กลุมควบคุม 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

 

    +ve    At    M.1  M.2   Pt   Cm        +ve   At    M.1  M.2  Pt  Cm 

กลุมควบคุม 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

กลุมควบคุม 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

กลุมควบคุม 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

 

Day 0 

Day 2 Day 3 

Day 4 Day 5 

Day 6 Day 7 

Day 1 
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รูปที่ 4.10 ผลการแยกชนดิเชื้อบิดจากลาํไสสวนตางๆ และไสตันของไกหลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38  ดวยวิธ ี PCR-RFLP  A) ลําไสสวนตน, B) 

ลําไสสวนกลางที่1: Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38  ขนาด 422 bp, Lane 2; เอ็นไซม
ตัดจําเพาะ Alu I, Lane 3; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I, Lane 4; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II, Lane 5; เอ็นไซมตัดจําเพาะHae III , C) ลําไส
สวนกลางที ่2 : Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38  ขนาด 422 bp, Lane 2; เอ็นไซมตัด
จําเพาะ Hha I, Lane 3; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I , Lane 4; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II, Lane 5; เอ็นไซมตัดจําเพาะHae III 
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รูปที่ 4.10 (ตอ)   ผลการแยกชนิดเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไกหลงัจากไดรับเชือ้บิด E. tenella CB38  ดวยวิธี PCR-RFLP  D) ลําไสสวนทาย

, E) ไสตัน : Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; PCR product ของ E. tenella CB38  ขนาด 422 bp, Lane 2; เอ็นไซมตัด
จําเพาะ Alu I, Lane 3;  เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I, Lane 4; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II, Lane 5; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hae III   
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รูปที่ 4.11 ผลิตภัณฑ PCR ตั้งแตวันที่ 0-7 หลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox (I); + ve : Positive Control (422 bp), At : ลําไสสวนตน, M.1 : ลําไสสวนกลางที่ 1,  M.2 : 
ลําไสสวนกลางที่ 2,  Pt: ลําไสสวนทาย, Cm : ไสตัน,       25 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว,         50 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว,      100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว

กลุมควบคุม 
25 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 
50 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 

100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 
 กลุมควบคุม 

25 เทาของdoseปกติไก 1 /ตัว 
50 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 

100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 
 

กลุมควบคุม 
25 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 
50 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 

100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 
 

กลุมควบคุม 
25 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 
50 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 

100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 
 

    +ve    At    M.1  M.2   Pt   Cm        +ve   At    M.1  M.2   Pt    Cm 

Day 0 

Day 2 Day 3 

Day 4 Day 5 

Day 6 

Day 7 

Day 1 

46 



                      

    A       B       C 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                                                                                                                                
                                                                                                                                                                                                                                                                    
                        
                   
                   
                   
                  
                   
รูปที่ 4.12  ผลการแยกชนดิเชื้อบิดจากลาํไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลงัจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ดวยวิธี PCR-RFLP  A) ลําไสสวนตน,  

B) ลําไสสวนกลางที่1, C) ลําไสสวนกลางที่ 2: Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; ผลิตภัณฑ PCR ของวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox (I) ขนาด 422 bp, Lane 2; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I, Lane 3; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I, Lane 4; เอ็นไซมตดัจําเพาะ Hpa II, 
Lane 5; เอ็นไซมตัดจําเพาะHae III   
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รูปที่ 4.12 (ตอ) ผลการแยกชนิดเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไกหลงัจากไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ดวยวธิี PCR-RFLP   

D) ลําไสสวนทาย, E) ไสตัน : Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; ผลิตภัณฑ PCR ของวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ขนาด 
422 bp, Lane 2; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I, Lane 3;  เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I, Lane 4; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II, Lane 5; เอ็นไซมตัด
จําเพาะ Hae III
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

จากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาวิธ ี PCR-RFLP เปนวิธีหนึง่ที่สามารถนาํมาใชใน
การศึกษาความหลากหลาย (polymorphisms) เพื่อแยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38  และเชื้อบิด
จากวัคซนีเชื้อเปน Immucox (I) ที่บริเวณ 18S ribosomal RNA gene โดยไดรับการเพิม่จํานวน 
DNA ดวยวธิ ีPCR ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการออกแบบ Primer จํานวน 1 คู ทีม่ีความจาํเพาะ
ตอบริเวณที่เรียกวา conserved region ของ Eimeria spp. ในไก ทําใหไดผลิตภัณฑขนาด 422 bp 
และนําผลิตภณัฑ PCR มาแยกชนิดเชื้อบิดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะทีม่ีดวยกนั 4 ชนิด คือ Alu I, 
Hha I, Hpa II และ Hae III โดยวิธ ี PCR-RFLP เปนวิธีทีม่ีความไวและความจาํเพาะสงู ในการ
นํามาใชตรวจวินิจฉยัโรค (Sangster et al., 2002) และไดมีผูทําการศึกษาการแยกชนิด 
Cyclospora spp. กับ Eimeria spp ในไก ดวยวิธ ีPCR-RFLP โดยใชเอ็นไซมตัดจาํเพาะ MnI I ที่
บริเวณ 18S ribosomal RNA gene ซึ่งเชือ้บิดในไกทีน่ํามาศึกษามีดวยกัน 2 ชนิด คอื E. tenella 3 
สายพนัธุ และ E. mitis 1 สายพนัธุ พบวาวิธีนี้สามารถแยกระหวาง Cyclospora spp.กับ Eimeria 
spp. ได แตไมสามารถแยกระหวาง E. tenella 3 สายพันธุ กับ E. mitis 1 สายพนัธุ ได (Jinemen 
et al., 1996)  ในปจจุบนัพบวานอกจากการนาํวิธ ี PCR-RFLP มาใชกับงานดานการตรวจวนิิจฉัย
แยกชนิดเชื้อบิดในไกไดแลวนั้น ยงัพบวาสามารถนํามาใชกับปรสิตชนิดอื่นๆ เชน Crytosporidium 
spp. (Patel et al., 2000) และมีการนําวิธ ีPCR-RFLP มาใชประโยชนในการศึกษาดานตางๆ เชน 
Taxonomy และ Phylogeny ของเชื้อบิดในสัตวฟนแทะ (Hnida and Duszynnski, 1999) ศึกษา
การดื้อยาของเชื้อ Plasmodium falciparum (Duraisingh et al., 1998) และศึกษาการระบาด
สําหรับตรวจสอบหาความจาํเพาะของ DNA จากโอโอซีสตที่ปนเปอนในตัวอยางอุจจาระหรือ
สิ่งแวดลอมได (Woods et al., 2000) 
  จากการศึกษาการตรวจหาโอโอซีสตจากอจุจาระไก พบวาสามารถตรวจพบโอโอซีสตได
ในชวงระหวางวนัที ่ 5-6 หลังการติดเชื้อบิด E. tenella CB38 ซึง่สอดคลองกับการรายงานของ 
McDonald และ Shirley (1987) ที่สามารตรวจพบโอโอซีสตจากอุจจาระไก หลงัปอนเชื้อบิด  
E. tenella สายพันธุ Houghton ในชวงเวลา 132 ชั่วโมงหลงัการติดเชื้อบิด โดยปจจัยการตรวจพบ
เชื้อบิดขึ้นอยูกับอายุไก พนัธุไก ชนิดของเชื้อบิดและปริมาณเชื้อบิดที่ไกไดรับ (Vermeulen, 2001) 
โดยสอดคลองกับผลการทดลองครั้งนี ้พบวากลุมที่ไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 ในระดับปริมาณ 
103  และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวันที ่5 หลังการติดเชือ้บิด ซึ่งเรว็กวา
กลุมที่ไดรับเชือ้บิดในระดับปริมาณ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว อยู 1 วัน และกลุมที่ไดรับเชื้อบิดใน
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ระดับปริมาณ 104  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว มจีาํนวนโอโอซีสตที่นับไดจากอุจจาระหนัก 1 กรัม มากกวา
กลุมที่ไดรับเชือ้บิดในระดับปริมาณ 103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว และ 102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว แตในการ
ตรวจหาโอโอซีสตจากอุจจาระไกของกลุมที่ไดรับเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) พบวาไก
ทั้ง 3 กลุม ทีไ่ดรับวัคซีนเชือ้เปน  Immucox(I) สามารถเริ่มตรวจพบโอโอซีสตไดในวันที่ 5 หลัง
การติดเชื้อบิดเหมือนกนัทุกกลุม แตผลการตรวจนับจํานวนโอโอซีสตจากอุจจาระไกหนกั 1 กรัม ผล
ที่ไดไมไดสอดคลองกับจํานวนโอโอซีสตทีไ่กแตละกลุมไดรับ โดยพบวากลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) ในระดับปริมาณ 50 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว มจีํานวนโอโอซสีตที่นับไดมาก 
กวา กลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว 
ในชวงวนัที ่ 6-7 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน  Immucox(I) แสดงวาอาจเกิด crowding 
effect คือ การที่ไกไดรับปริมาณโอโอซีสตมากจนถงึระดับหนึง่และมผีลทําใหการเจริญของเชื้อหยุด
ลง ทําใหโอโอซีสตที่ปลอยออกมามีจาํนวนลดลง (Williams, 2001)  
  ในการศึกษาการตรวจใหคะแนนรอยโรค จากลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ 
สวนทาย และไสตันของไก หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน
Immucox(I) พบวาขึ้นอยูกับปริมาณและชนิดของเชือ้บิดที่ไกแตละตัวไดรับ โดยไกตัวที่ไดรับ
ปริมาณเชื้อบิดมากสามารถตรวจพบรอยโรคและมีคะแนนรอยโรคมากกวาไกตัวที่ไดรับปริมาณเชื้อ
บิดปริมาณนอย (Idris et al., 1997; Schito and Barta, 1997) ซึ่งจากผลการทดลองครั้งนี้พบวาใน
วันที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด กลุมที่ไดรับเชือ้บิด E. tenella CB 38 ในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอ
โอซีสต/ไก 1 ตัว ตรวจพบรอยโรคไดเร็วกวากลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102  โอโอซีสต/ไก 1 
ตัว โดยกลุมทีไ่ดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว มีคะแนนรอยโรคมากกวากลุมที่
ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว เมื่อทําการตรวจใหคะแนนรอยโรคในวนัเดยีว 
กันและจากสวนไสตันเหมือนกนั และในสวนการใหคะแนนรอยโรคหลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน  
Immucox(I) พบวาไกทั้ง 3 กลุมที่ไดรับวคัซีนเชื้อเปน  Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตาง
กัน สามารถตรวจพบรอยโรคไดวันแรกในวันที่ 5 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox 
(I) เหมือนกัน และคะแนนรอยโรคจาก 3 กลุมการทดลอง ใหผลใกลเคียงกนัเมื่อทําการตรวจทีว่ัน
เดียวกนัและจากบริเวณลาํไสตําแหนงเดียวกัน และจากการศึกษาในครั้งนี้ยงัพบวาไกที่ไดรับ
ปริมาณเชื้อบิด E. tenella CB 38 และวคัซีนเชื้อเปน  Immucox I ในระดับปริมาณที่เทากันแต
สามารถตรวจใหคะแนนรอยโรคตางกนั ดงัตารางที ่ 4.1 และ 4.2 เพราะวิธนีี้เปนการตรวจดวยตา
เปลาจึงกอใหเกิดความหลากหลายในการตรวจได (Kogut and Powell, 1993) นอกจากนีก้าร
ตรวจวินิจฉยัโรคบิด ดวยวธิีการใหคะแนนรอยโรค สามารถใหผลการตรวจที่มีความนาเชื่อถือได
มาก ในไกที่ตดิเชื้อบิด E. acervulina เพราะสามารถเห็นรอยโรคไดงายและชัดเจน (Idris et al., 
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1997)  แตในกรณีที่ไกติดเชื้อ E. maxima การตรวจหารอยโรคเปนสิง่ทีท่ําไดยาก เพราะระดับการ
กอโรคไมสัมพนัธกับความรนุแรงของรอยโรคที่สามารถมองเหน็ได (Conway et al., 1990) และใน
บางครั้งรอยโรคที่ปรากฏบริเวณลําไสอาจเกิดจากโรคอื่นได เชน ulcerative enteritis, necrotic 
enteritis และ botulism (Kohler, 2000) ดังนัน้ในการตรวจวินิจฉยัโรคบิดดวยการใหคะแนนรอย
โรคจําเปนตองอาศัยผูมีความชํานาญสูง เพื่อแยกชนดิเชื้อบิดเหลานี้ออกจากกนัได (Long and 
Joyner, 1984) 
  สวนผลที่ไดจากการตรวจหาเชื้อบิดจากลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ สวนทาย 
และไสตันของไก หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) พบวา
การตรวจพบเชื้อบิดขึ้นอยูกบัปริมาณการไดรับเชื้อของไก กลาวคือ ไกที่ไดรับเชื้อบิดจํานวนมาก
สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดเร็วกวาไกที่รับเชื้อบิดจํานวนนอย (Idris et al., 1997; Schito and 
Barta, 1997) ซึ่งสอดคลองกับการทดลองพบวากลุมทีไ่ดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104  
โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ตรวจพบเชื้อบิดไดในวันที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด E. tenella CB38 ซึ่งเร็วกวากลุม
ที่ปอนเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ที่สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวันที ่6 หลัง
การติดเชื้อบิด E. tenella CB38 ในขณะที่ผลการปอนวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ในระดบั
ปริมาณที่แตกตางกนัของไกทั้ง 3 กลุม สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวนัเดียวกัน คือวันที่ 4 หลังการ
ติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) แสดงวาปรมิาณวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I) ที่เพิ่ม
มากขึ้นทีละ 2 เทาของ dose ปกติ โดยเริม่ตนที่ระดับปริมาณ 25 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว  
จนถงึระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ใหผลไมแตกตางกนั ซึง่จากผลของการปอน
วัคซีนเชื้อเปน  Immucox(I) ในครั้งนี้พบวามีความสอดคลองกับผลการตรวจนับจํานวนโอโอซสีต
จากอุจจาระไกที่กลาวมาขางตน ดังนั้นผลในการทดลองสวนนีจ้ึงนาจะมีผลมาจากเชื้อบิดเกิด 
crowding effect (Williams, 2001)  

การศึกษาความไวของวิธี PCR ในครั้งนีพ้บวาใชจาํนวนโอโอซีสตนอยที่สุดอยูที่ 0.12 โอโอ
ซีสต ที่ตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ขนาด 422 bp ซึ่งตางกับการศึกษาของ Yao-Chi และคณะ 
(2003) ที่พบวาความไวของวิธ ีPCR สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ขนาด 463 bp ของ 
E. tenella ที่บริเวณ ITS-1 ไดเมื่อใชจํานวนโอโอซีสต 50 โอโอซีสต จากประเทศไตหวัน และความ
ไวของวิธ ีPCR-RFLP ที่สามารถตรวจแยกชนิดเชื้อบิดได ในครั้งนี้อยูที่ 8 โอโอซีสต ซึ่งในการศึกษา
คร้ังนี้ไดเลือกบริเวณ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. เนื่องจากในสิง่มีชวีิตเดียวกนัมีความ
เหมือนกนัและแตกตางกนัจากลําดับเบสของสิ่งมีชวีิตชนิดตางๆ จึงนิยมนํามาเปรียบเทียบกนั 
(Water et al., 1991; Ananias and Francisco, 1994) และบริเวณ 18S rRNA gene เปนบริเวณที่
มีระดับ conservation สูง (Medlin et al., 1988; Sogin, 1989) จึงเปนบริเวณที่นยิมเลือกมาใชใน
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การศึกษาทางดาน phylogenetic ของปรสิตประเภท apicomplexa (Barta et al., 1991; Water et 
al., 1991;) 
  จากผลการทดลองหาความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ที่มีกับปรสิต
ในระบบทางเดินอาหารของไกและปรสิตในลําไสเล็กของแพะในครั้งนีพ้บวา Primer ที่ใชในการ 
ศึกษามีความจําเพาะตอการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในตําแหนง 18S rRNA gene ของเชื้อบิด 
Eimeria spp. แตไมมีความจําเพาะตอปรสิตในระบบทางเดนิอาหารของไกและปรสิตในลําไสเลก็
ของแพะ ทั้งนีเ้นื่องจากพยาธิในระบบทางเดินอาหารของไก ไมวาจะเปน Gongylonema spp. และ 
Tetrameres spp. ทั้ง 2 ชนิดอาศัยอยูที่กระเพาะอาหาร และ proventriculus ตามลําดับ สวน 
Tapeworm segment เปนพยาธิที่อาศัยในลําไสเล็กของไก และพยาธิ Heterakis spp. (เพศเมยี) 
อาศัยอยูที่ไสตันเชนเดยีวกบัเชื้อบิด แตผลิตภัณฑ PCR บางๆ ของพยาธิทัง้ 2 ชนิด ทีพ่บมีขนาด
ประมาณ 400 bp ซึ่งตางกบั Eimeria spp. ที่มีผลิตภณัฑ PCR ขนาด 422 bp และจากการตรวจ 
สอบลําดับพนัธุกรรมของ Heterakis spp. ที่บริเวณ 18S ribosomal RNA gene (accession 
number คือ AF 083003) พบวา Primer ที่ออกแบบใหจําเพาะกับ Eimeria spp. ไมสามารถเกาะ
กับ DNA ของพยาธิ Heterakis spp. ได 
  ผลการตรวจแยกชนิดเชื้อบิดที่เปนสวนประกอบอยูใน E. tenella CB38 ดวยวิธี PCR- 
RFLP กอนปอนเชื้อบิดใหไกในครั้งนีพ้บวา สามารถตรวจแยกชนิดเชื้อบิดได 3 ชนิด  คือ E. tenella  
E. necatrix และ E. maxima ดังรูปที่ 4.7 โดยเชื้อบิดแตละชนิดมีปริมาณสัมพนัธคดิเปนอัตราสวน
รอยละแตกตางกันดงันี้ คือ 64%, 29% และ 4% ตามลําดับ ซึ่งจากแหลงของเชื้อบิด E. tenella 
CB 38 ที่ไดทําการเพาะเลีย้งไวอยางตอเนื่องที่หนวยปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตัง้แตป 2538 โดยเปนการเกบ็ตัวอยางเชื้อบิดเฉพาะบริเวณไสตันเทานั้น 
ซึ่งตามคาํกลาวของ McDougald and Reid (1991) ที่ไดกลาววาการตรวจเชื้อบิดบริเวณไสตัน 
สามารถตรวจพบเชื้อบิดชนดิ E. tenella และ E. necatrix ในระยะที่ 3 ของ schizogony สวน  
E. maxima สามารถตรวจพบไดที่บริเวณลําไสสวนกลางตัง้แตบริเวณดานลางของ duodenum 
loop ถึงบริเวณรอยเหลือของถุงไขแดง จากคํากลาวทีว่านี้แสดงใหเห็นวา E. maxima ไมสามารถ
ตรวจพบไดที่ไสตัน แตผลจากการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเหน็วา E. maxima สามารถตรวจพบไดที่
ไสตัน โดยดูจากผลิตภัณฑ PCR-RFLP ที่ถูกตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะชนิด Alu I พบวามีขนาด
ผลิตภัณฑที่ 100 bp ซึ่งเปนขนาดที่แสดงความจาํเพาะของเชื้อบิด E. maxima ในขณะที่  
E. tenella มขีนาดผลิตภัณฑจําเพาะที ่ 284 bp และ 268 bp โดยการตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ
ชนิด Hha I และ Hpa II ตามลําดับ และ E. necatrix มีขนาดผลิตภัณฑจําเพาะที ่ 130 bp และ 
292 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะชนดิ Hae III  
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  สวนการตรวจหาเชื้อบิด E. tenella CB38 จากเนื้อเยื่อของผนังลาํไสสวนตางๆ และไสตัน 
หลังปอนเชื้อบิดใหไกอาย ุ 7 วัน พบวาวธิี PCR เปนวธิีที่มีความไวกวาการตรวจดวยตาเปลาและ
การตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงสวางเปนอยางมาก โดยพบวาผลการตรวจรอยโรคของกลุมที่ได 
รับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว และกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว จะตรวจพบรอยโรคที่ไสตันไดในวนัที ่ 4 และวันที ่ 6 หลังการติดเชื้อบิดได
เปนวนัแรก ตามลําดับ ในขณะที่ผลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงสวางสามารถตรวจพบเชื้อบิด
ที่บริเวณไสตันไดเปนวนัแรกในวนัที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด E. tenella CB38 ของกลุมที่ไดรับเชือ้บิด
ในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สวนกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102 โอโอ
ซีสต/ไก 1 ตัว จะตรวจพบเชื้อบิดที่ไสตันไดในวันที่ 6 หลังการติดเชือ้บิดไดเปนวันแรก และเมื่อนํา
ผลการตรวจรอยโรคและผลตรวจพบเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก มาเปรียบ เทียบ
กับผลิตภัณฑ PCR ของเชื้อบิดที่มีขนาด 422 bp สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ที่บริเวณไสตัน 
ไดวันแรกในวนัที ่2 หลังการติดเชื้อบิด จากกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 
ตัว สวนกลุมที่ปอนเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ตรวจพบผลิตภัณฑ 
PCR ของเชื้อบิดที่ไสตัน ไดวันแรกในวันที ่ 4 และวันที่ 5 หลังการติดเชื้อบิด ตามลาํดับ ดังนั้นการ
ตรวจหาเชื้อบิดดวยวิธ ี PCR สามารถตรวจพบเชื้อบิดจากบริเวณลาํไสสวนตางๆ และไสตัน ไดไว
กวาการตรวจหารอยโรค ดวยตาเปลา และไวกวาการตรวจหาเชื้อบิดดวยกลองจลุทรรศนแสงสวาง 
เพราะพบวาบริเวณที่ตรวจไมพบรอยโรคและเชื้อบิด สามารถตรวจพบผลิต ภัณฑ PCR ของเชื้อบิด
ไดดวยวิธPีCR  
  และจากการศึกษาการแยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38 หลงัไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 
104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว พบวาวิธ ีPCR-RFLP สามารถแยกชนิดเชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และไสตัน
ของไกได โดยพบวาเชื้อบิดแตละชนิดที่แยกไดในแตละสวนของลําไสและไสตันไมสอดคลองกบั 
McDougald and Reid (1991) ที่กลาววาเชื้อบิดชนิด E. acervulina สามารถตรวจพบไดที่ลําไส
สวนตน เชื้อบิดชนิด E. maxima และ E. necatrix จะพบที่ลําไสสวนกลาง และเชื้อบิดชนิด  
E. necatrix และ E. tenella จะพบไดที่ไสตัน แตจากการศึกษาครั้งนีพ้บวาเชื้อบิด E. acervulina 
สามารถตรวจพบไดที่ลําไสสวนตน และลําไสสวนกลางที1่ เชื้อบิดชนิด E. maxima และ  
E. necatrix สามารถตรวจพบไดที่ตั้งแตลําไสสวนกลางที1่ ลําไสสวนกลางที2่ เร่ือยไปจนถงึลําไส
สวนทาย และไสตัน สวนเชือ้บิดชนิด E. tenella สามารถตรวจพบไดทุกสวนของลาํไส และไสตัน 
ซึ่งจากผลการศึกษาครั้งนี้พบวาการแยกชนิดเชื้อบิดจากขนาดรูปรางโอโอซีสตและตําแหนงรอยโรค
ใหผลที่คลาดเคลื่อนไดมากกวาการตรวจดวยวิธ ี PCR-RFLP ที่มีความจําเพาะสูง (Barta et al, 
1997; Sangster et al., 2002) 
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  ในการศึกษาครั้งนี้นอกจากการศึกษาเชื้อบิดจาก E. tenella CB38 ยังไดทําการศึกษาชนิด
ของเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ซึ่งเปนแหลงของเชื้อบิดที่ทราบชนิดเชื้อบิดที่เปนองค 
ประกอบภายในวัคซนีเชื้อเปน Immucox (I) พบวาผลการแยกชนิดเชื้อบิดที่ผสมอยูในวัคซีนเชื้อ
เปน Immucox(I) สามารถแยกเชื้อบิดไดทั้งหมด 4 ชนิด ดังนี้คือ E. acervulina, E. maxima , 
E.necatrix และ E. tenella โดยมีปริมาณสัมพันธคิดเปนอัตราสวนรอยละดังนี้คือ 23%, 19%, 3% 
และ 3% ตามลําดับ ในขณะที ่E. praecox  คาดวานาจะเปนเชื้อบิดอีก 1 ชนิด ที่เปนองคประกอบ
ในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ดวย เนือ่งจากขนาดผลิตภัณฑ PCR 422 bp ที่ยอยดวยเอน็ไซม
ตัดจําเพาะ Hpa II เปนขนาดที่มีความจําเพาะตอ E. praecox  ซึ่งโดยปกติทัว่ไปเชือ้บิดที่เปนสวน 
ประกอบภายในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) มีดวยกัน 4 ชนิด คือ E. acervulina, E. maxima,  
E. necatrix และ E. tenella (Vermeulen et al., 2001) สวน E. praecox เปนเชื้อบิดชนิดที่ไม
ปรากฏวาเปนสวนประกอบของวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ซึ่งจากการสืบคนขอมูลพบวายงัไมมี
ผูใดทําการศึกษาการแยกชนิดและปริมาณสัมพันธของเชื้อบิดในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) แต
ในวัคซนีเชื้อเปน Coccivac-D และ Coccivac-B You-Chi และคณะ (2003) สามารถแยกชนิดเชื้อ
บิด E.acervulina, E. brunette, E. maxima, E.necatrix และ E. tenella ที่บริเวณ ITS-1 ไดดวย
วิธี PCR  
  ดังนัน้เหตุผลของการเลือกศกึษาวัคซีนเชื้อเปน  Immucox(I) ในครั้งนี ้ เนื่องจากปจจุบัน
การนาํยากันบิดมาใชในการเลี้ยงไกลดนอยลง เพราะเชื้อบิดเกิดการดื้อยาเพิ่มมากขึ้น (drug 
resistance) (Allen et al., 1997; Chapman et al., 2002; Sangster et al., 2002) จึงทาํใหมผูี
นิยมนําวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  ซึ่งเปนวัคซนีเชื้อเปนชนิดรุนแรง (virulent vaccine) มาใชใน
การปองกนัโรคบิดในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเพิ่มมากขึ้น (Shirley, 1993; Danforth, 1998) และ
เนื่องจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) มีองคประกอบของเชื้อบิดชนิดที่มีความสาํคัญและกอโรค
รุนแรงในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก ไดแก E. tenella, E. necatrix, E. acervulina และ E. maxima 
ที่เรียงตามลําดับความรุนแรง (Roberson, 1995) จงึทาํใหในการศึกษาครั้งนี้นอกจากการศึกษา
การแยกชนิดเชื้อบิดดวยวิธ ี PCR-RFLP แลวยังทาํการศึกษาในเชงิปริมาณ(Quantitative) เพือ่หา
อัตราสวนชนดิของเชื้อบิดทีเ่ปนองคประกอบของแหลงเชื้อบิดที่นาํมาศึกษาไมวาจะเปนเชื้อบิดของ  
E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน  Immucox(I) เพราะบางครั้งการเกิดโรคบดิในไกอาจเปนผล
มาจากการใชวัคซีนกเ็ปนได (Berta et al., 1998 and Shirley et al., 1983) ดังนัน้ผูใชตองมกีาร
ควบคุมปริมาณของวัคซีนทีใ่ชอยางระมัดระวัง เพื่อไมใหเกิดโรครุนแรง (Shirley, 1992) ซึ่งจากการ 
ศึกษาพบวากลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับที่แตกตางกนั คือ 25, 50 และ 100 
เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ใหผลในการตรวจหาเชื้อบิดดวยวิธี PCR ในแตละวนัไมแตกตางกนั 
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รวมทัง้สามารถกอใหเกิดรอยโรคที่มีระดับคะแนนรอยโรคที่บริเวณลําไสสวนตนคลายคลึงกนั ซึ่ง
สอดคลองกับปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิดแตละชนิดที่เปนองคประกอบภายในวัคซีนเชื้อเปน  
Immucox(I) ที่พบวามีเชือ้บิดชนิด E. acervulina  เปนสวนประกอบมากที่สุด ดังนั้นการที่ไก
ไดรับวัคซีนในปริมาณที่มากเกินไปอาจสงผลกระทบตอผลผลิตที่ไดรับ เชน สูญเสียอัตราการแลก
เนื้อ มีอัตราการเจริญเติบโตลดลง และระยะเวลาการวางไขคร้ังแรกลาชา เปนตนั แตถาไกไดรับ
วัคซีนในระดับปริมาณทีพ่อเหมาะก็จะกอใหเกิดการสรางภูมิคุมกนัในไกไดเปนอยางดี เพราะเชื้อ
บิดแตละชนิดมีความสามารถในการกระตุนการสรางภูมคิุมกันใหกับไกเพื่อตอบสนองเชื้อบิดแตละ
ชนิดไดเทานั้น หรือที่เรียกวา Non cross-reactivities (Shirley, 1992; William, 1998) 
  ในขณะที่ผลการตรวจหาเชือ้บิดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลงัจากไดรับวัคซีน
เชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ตั้งแตวันที่ 0 ถึงวันที่ 7 หลังการติดเชื้อบิด
จากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ที่ตรวจสอบหาเชื้อบิดดวยวิธ ี PCR และนํามาเปรียบเทียบกบัผล
การตรวจรอยโรคบริเวณลําไสสวนตางๆ และไสตัน ดวยตาเปลา และการตรวจหาเชื้อบิดดวยการ
ขูดเนื้อเยื่อผนงัลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก ที่ตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง พบวาวิธี 
PCR สามารถตรวจพบเชื้อบิดหลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในลาํไสสวนตางๆ และ
ไสตันของไก ไดไวกวาการตรวจรอยโรคดวยตาเปลา โดยพบวาไกทัง้ 3 กลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน สามารถตรวจพบรอยโรคไดวันแรกในวันที่ 5 หลังการ
ติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) สวนการตรวจดวยกลองจลุทรรศนแสงสวาง พบวาผล
จากการปอนวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 25, 50 และ 100 เทาของ dose ปกติ/
ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดที่ลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ และสวนทาย ไดใน
วันที ่4 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) และพบเชื้อบิดที่ไสตันไดในวันที ่5 หลัง
การติดเชื้อบิดจากวัคซนี Immucox(I) และเมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ PCR พบวาสามารถ
ตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ขนาด 422 bp ไดวันแรกในวันที่ 1 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน 
Immucox(I) ที่ไสตนัเปนสวนแรก จากกลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 
100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว และในวันที่ 3 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปนImmucox(I) 
สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดวันแรก ที่ลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ ของกลุมทีไ่ดรับวัคซีนเชือ้
เปน Immucox(I) ในระดบัปริมาณ 25 และ 50 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว สวนกลุมที่ไดรับ
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบ
ผลิตภัณฑ PCR ได 3 สวน คือ ลําไสสวนตน สวนกลางที1่ และสวนกลางที ่ 2 ในขณะที่ลําไสสวน 
ทาย ตรวจพบเชื้อบิดไดวันแรกในวนัที ่4 หลังการปอนวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  
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  และจากการศึกษาแยกชนิดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) หลงัปอนใหไก ดวย
วิธ ี PCR-RFLP ในครั้งนี้ พบวาวิธ ี PCR-RFLP สามารถแยกชนิดเชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และ
ไสตันของไกได โดยพบวาเชื้อบิดชนิด E. acervulina  สามารถตรวจพบไดที่ลาํไสสวนตน ลําไส
สวนกลางที1่ และลําไสสวนทาย เชื้อบิดชนิด E. maxima สามารถตรวจพบไดทุกสวนของลาํไส 
และไสตัน เชื้อบิดชนิด E. necatrix สามารถตรวจพบไดที่ไสตัน และE. tenella สามารถตรวจพบได
ทุกสวนของลาํไส และไสตัน ยกเวนลาํไสสวนตน โดยเชื้อบิดแตละชนิดที่แยกไดในแตละสวนของ
ลําไสและไสตัน พบวาไมสอดคลองกับ McDougald and Reid (1991) ซึ่งจากผลการศึกษาการ
แยกชนิดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน  Immucox(I) หลังปอนใหไก ชวยยืนยันไดวาการแยกชนิดเชือ้
บิดจากขนาดรูปรางโอโอซีสตและตําแหนงรอยโรคใหผลที่คลาดเคลื่อนไดมากกวา (Barta et al, 
1997) วิธ ีPCR-RFLP ที่มีความจาํเพาะสงู (Sangster et al., 2002) 
   ในการศึกษาครั้งนี้การแกไขปญหาการปนเปอนของเชื้อบิดจากสิ่งแวดลอม ที่เปน
ผลมาจากหองเลี้ยงที่ไมไดทําความสะอาดฆาเชื้อ วัสดุรองนอน น้าํและอาหาร (Ruff, 1993) 
สามารถทําไดโดยทําหองเลีย้งไกใหสะอาดและผานกระบวนการฆาเชือ้อยางดีดวยการใชโซดาไฟที่
ผสมกับน้าํและการใชน้าํที่ผสม chlorox รวมกับการใชน้ํารอน และการฆาเชื้อดวย formaldehyde 
ในอัตราสวนดางทับทมิ 1 สวน : ฟอรมาลีน 2 สวน รวมทัง้การเลี้ยงในกลองกระดาษลูกฟูกที่ผาน
การประดิษฐข้ึน เพื่องายและสะดวกตอการเก็บตัวอยางอุจจาระ และชวยลดการปนเปอนของเชือ้
บิดที่ปลอยออกมากับอุจจาระหลังปอนเชื้อบิดที่เปนปจจยัหนึ่งที่ทาํใหไกติดเชื้อบิดได เพราะการ 
ศึกษาในครัง้นีเ้ปนการศึกษาการตรวจแยกชนิดเชื้อบิดจาก E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) หลังจากปอนเชื้อบิดใหไก ดังนัน้การทําใหไกทดลองทีเ่ลี้ยงปราศจากเชื้อบิดกอนได 
รับการปอนเชือ้บิด จะทําใหผลการทดลองมีประสิทธภิาพ และความนาเชื่อถือมากขึ้น ซึง่เหน็ได
จากหลายๆ การทดลองของการปอนเชื้อบิดในไก ปจจัยที่สําคัญ คือการทาํความสะอาดหองเลี้ยง
ไก และการใชไกทดลองที่สะอาดปราศจากเชื้อบิด (Barta et al., 1998; Fernandez et al., 2003; 
Williams et al., 2003)  
  จากการศึกษาในครั้งนี ้เปนการศึกษาวิธ ีPCR-RFLP ทีบ่ริเวณ 18S rRNA gene  เพื่อแยก
ชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) พบวาวธิ ี PCR-RFLP เปนวิธทีีม่ี
ความไวและความจาํเพาะสงูในการแยกชนิดเชื้อบิดไก ที่สามารถแยกชนิดเชื้อบิดจาก เชื้อบิด  
E. tenella CB38 ได 3 ชนิด คือ E. tenella มีปริมาณสัมพันธมากทีสุ่ดคือ 64%, E. necatrix 32% 
และ E. maxima 4%  และเชื้อบิดที่ประกอบอยูในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) มีอยางนอย 4 ชนิด 
คือ E. acervulina  มีปริมาณสัมพันธมากที่สุดคือ 26%, E. maxima 19%, E. necatrix 3% และ 
E. tenella 3%  และสามารถแยกชนิดเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลงัจากไดรับ
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เชื้อบิด E. tenella CB38  ได โดยในการศึกษาครั้งนี้สามารถพบเชื้อบิดชนิด E. tenella ไดทุกสวน
ของลําไส และไสตันของไก สวนเชื้อบิดชนิด E. maxima  สามารถพบไดทุกสวนของลําไส และ
ไสตันของไก ไดดวยเชนกัน หลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ดังนัน้จงึควรที่จะพฒันาวธิ ี
PCR-RFLP เพื่อนาํไปใชงานทางดานพยาธิกาํเนิด ดานระบาดวทิยา หรือการใชวคัซีน และการ
ตรวจหาชนิดของเชื้อบิดที่ปลอยออกมาหลงัการใหวัคซนี หรือ ศึกษาการดื้อยาของเชื้อบิด ไดอยาง
มีประสิทธิภาพตอไป 
 
ขอเสนอแนะ 
 การศึกษาการแยกชนิดเชื้อบิดในไกคร้ังนี้ไดใชเอ็นไซมตัดจําเพาะ ถงึ 4 ชนิด คือ Alu I, 
Hha I, Hpa II และHae III ซึ่งเปนเอ็นไซมที่ตัดลําดับเบส 4 ตัว ซึ่งตอไปอาจจะเลอืกใชเอ็นไซมตัด
จําเพาะชนิดอืน่ ที่มีความจาํเพาะในการแยกชนิดเชื้อบิดแตละชนิดไดอยางมีประสิทธิภาพเพิม่มาก
ขึ้น 
 จากการศึกษาในครั้งนี ้เปนการศึกษาจากตาํแหนงของสายพันธุกรรมทีบ่ริเวณ 
18S rRNA gene ของเชื้อบิดที่แยกไดจากเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) และเชื้อบิดระยะตางๆ จากบริเวณลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังปอนเชื้อบิด 
E. tenella CB38 และวัคซนีเชื้อเปน Immucox (I) สําหรับการศึกษาในครั้งตอไปควรมีการศึกษา
จากโอโอซีสตในอุจจาระไก เพื่อที่จะไดทราบถงึประสิทธิภาพความไวและความจําเพาะของวิธ ี
PCR-RFLP  
 จากการศึกษาในครั้งนี้ เปนการศึกษาการแยกชนิดเชือ้บิดแตละชนิดจากบริเวณ 18S 
rRNA gene เพียงตาํแหนงเดียวของ Eimeria spp. ดังนั้นในการศึกษาครั้งตอไปควรทําการศึกษา
เพิ่มเติมที่บริเวณสวนอืน่ของ ribosomal RNA เชน Internal Transcribed Spacer 1 (ITS 1) หรือ 
Internal Transcribed Spacer 2 (ITS 2) เพื่อจะไดทราบถึงลกัษณะของเชื้อบิดที่แยกไดเพิ่มมาก
ข้ึนและแมนยาํขึ้น 
 จากการศึกษาการตรวจแยกชนิดเชื้อบิดในไกหลังปอนเชือ้บิด E. tenella CB38 และวัคซีน
เชื้อเปน Immucox(I) ในครั้งนี้พบวา นอกจากสามารถตรวจพบผลติภัณฑ PCR ขนาด 422 bp 
บนแผนเจล ยงัสามารถตรวจพบ Non specific band ที่มีขนาดของผลิตภัณฑ PCR ประมาณ 510 
bp โดยโปรแกรม PCR ที่ใชศึกษาในครั้งนี้พบวา annealing ที่ใชคือ 54 องศาเซลเซียส ดงันัน้เมื่อ
ทําการเพิม่อุณหภูมิ annealing เปน 56 องศาเซลเซียส พบวาสามารถเพิม่ความจาํเพาะของ
ปฏิกิริยา PCR ขึ้นได  
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 และจากการศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาจากเชื้อบิดหลายชนิดผสมกนัอยู ซึง่ทาํใหยากตอ
การวิเคราะหขอมูล ดังนัน้ในการศึกษาครั้งตอไปนาจะมกีาร clone เชือ้บิดแตละชนิด เพื่อนํามาใช
เปนตัวควบคมุและชวยในการวิเคราะหผลการทดลองใหมีประสิทธิภาพดียิง่ขึ้น 
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ภาคผนวก 
 
การเตรยีม Cetyl – Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) 

CTAB   2  กรัม 
NaCl   8.2  กรัม 
β-Mercapto-ethanol 0.2  มิลลิลิตร 
EDTA   0.74  กรัม 
Tris   1.214  กรัม 
เติม sterile water จนครบ 100 มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม lysis buffer 

EDTA   24.6  กรัม 
N-lauroylsarcosine 1.3  กรัม 
ทําการเติม NaOH ลงใน lysis buffer เพือ่ปรับใหมีคา pH = 9 
เติม sterile water จนครบ 100 มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม Phenol/Chloroform/isoamyl alcohol 

Saturated Phenol   25  มิลลิลิตร 
Chloroform   24  มิลลิลิตร 
Isoamyl alcohol   1  มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม 50x Tris-acetate EDTA (TAE) 

Tris base    242  กรัม 
Glacial acetic acid  57.1  มิลลิลิตร 
EDTA    100  มิลลิลิตร 
เติม sterile water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม 1x TAE 

นํา 50x TAE 10 มิลลิลิตร มาเติมน้ํากลัน่จนครบ 500 มิลลิลิตร 
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การเตรยีม 2% Agarose gel 
ชั่ง Agarose 0.6 กรัม ละลายใน 1x TAE ใหมีปริมาตรทั้งหมด 30 มลิลิลิตร 
 
การเตรยีม 2.5% Agarose gel 
ชั่ง Agarose 0.45 กรัม ละลายใน 1x TAE ใหมีปริมาตรทั้งหมด 30 มิลลิลิตร 
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สารเคมีและแหลงที่มา 
 
สารเคมี        แหลง 
EDTA        Pharmacia Biotech 
Tris base       Amresco 
Agarose       USB 
Ethidium bromide      Bio-Red 
1.5 Kbp DNA ladder      Pacifiscience 
CTAB        Sigma 
N-laurolsarcosine      Amresco 
β-Mercapto-ethanol      Pharmacia Biotech 
Proteinase K       USB 
Phenol        Amresco 
Chloroform       Merck 
Isoamyl alcohol      Sigma 
Absolute ethanol      Merck 
Bromphenol blue      USB 
Sodium chloride      Sigma 
dNTP        eppendorf 
Taq DNA polymerase      invitrogen 
Primers        Proligo 
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เครื่องมือ 
 
เครื่อง Thermal Cycler, Gene Amp. 2700 
Gel electrophoresis apparatus, Mini-Sub Cell GT ของ BioRad 
UV Transilluminator, 3-3102; Foto Dyne Incoperated 
กลองถายรูปโพลารอยด, 5-533; Foto Dyne Incoperated 
ฟลมโพลารอยด, No.667; Fabriqu’ au Royaume-Uni par Polaroid, Ltd 
Laminar Flow, 5000E; Astecair 
หนากากกนัแสงอัลตราไวโอเลต, Foto Dyne Incoperated 
เครื่องวัดความเปนกรดดาง, PHM 83 Autocal pH meter ; Radiometer 
ตูแชเย็น –20 องศาเซลเซยีส, UE 650; Kelvinator 
ตูแชเย็น –70 องศาเซลเซยีส, Forma Scientific 
Micropipettes, Gibthai 
เครื่อง vortex, G-560E; Scientific Industries 
Magnetic stirrer, pyro-magnestir No. 1267; Lab-line instruments, Inc 
Microwave, R-4A52, Carousel; Sharp 
เครื่องชั่งแบบละเอียด, BP 310S; Sartoius 
Hair Dryer, EH5741 ; National; Matsushita Electric Work.Ltd. 
Water bath, GFL-1086 ; GESELLSCHATT Fur Labortechnik mbH 
Microcentrifuge tube 1.5 ml, Bioactive 
หลอด PCR tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร, Bioactive 
Pipette tips  0.5-10 ul, Bioactive 
Pipette tips  200 ul, Bioactive 
Pipette tips  1000 ul, Bioactive 
ชุดอุปกรณถายภาพเจล, Bio-Genomid 
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ภาคผนวกที ่ 1  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อบิด Eimeria acervulina (Accession number   

U67115) ขนาด 422 bp และตําแหนงทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก Alu I 
Hha I และ Hpa ll 

 
 
                                                  Forward primer                                                                                          Hha I             
361  attccggaga gggagcctga gaaacggcta ccacatctaa ggaaggcagc aggcgcgcaa  
 
421  attacccaat gaaaacagtt tcgaggtagt gacgagaaat aacaatacag ggcatcttat 
 
481  gctttgtaat tggaatgatg ggaatgtaaa acccttccag agtaacaatt ggagggcaag 
          Alu I 
541  tctggtgcca gcagccgcgg taattccagc tccaatagtg tatattagag ttgttgcagt 
       Alu I                        Hha I           Hha I 
601  taaaaagctc gtagttggat ttctgtcgtg gtcagcctgc gctgcccgta tgggtgtgcg 
                 Hha I 
661  cgtggtttgc cctcggcttt tttctggtag cctcctgcgc ttaattgcgt gggctggtgt  
                Hpa ll                                                       Reverse primer               
721  tccggaactt ttactttgag aaaaatagag tgtttcaagc aggcttgtcg ccctgaatac 
 
781 tgcagcatgg 
 
 

ภาคผนวกที ่ 2  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อบิด Eimeria maxima (Accession number   
U67117) ขนาด 422 bp และตําแหนงทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก Alu I 
Hha I และ Hpa ll 

 
              Forward primer                    Hha I 
361 cgattccgga gagggagcct gagaaacggc taccacatct aaggaaggca gcaggcgcgc 
 
421 aaattaccca atgaaaacag tttcgaggta gtgacgagaa ataacaatac agggcatttt 
 
481 atgctttgta attggaatga tgggaatgta aaacccttcc agagtaacaa ttggagggca 
                  Alu I 
541 agtctggtgc cagcagccgc ggtaattcca gctccaatag tgtatattag agttgttgca 
            Alu I                                Alu I        Hha I 
601 gttaaaaagc tcgtagttgg atttctgtcg tggtcagctt gcgctgcccg tatgggtgtg 
         Hha I                       Hpa ll       Alu I              Hha I 
661 cgcgtggttt gccctcggca ttcttccggt agcttgtggc gcttaattgc gtctgcaagt 
                                            Reverse primer               
721 gccctggaac ttttactttg agaaaaatag agtgtttcaa gcaggcttgt cgccctgaat 
 
781  actgcagcat ggaataatag 
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ภาคผนวกที ่ 3  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อบิด Eimeria necatrix (Accession number   

U67119) ขนาด 422 bp และตําแหนงทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก Alu I 
Hha I Hpa ll และ Hae lll 

 
    Forward primer                              Hha I 
361 ttcgattccg gagagggagc ctgagaaacg gctaccacat ctaaggaagg cagcaggcgc 
          Alu I 
421 gcaaattacc caatgaaaac agcttcgagg tagtgacgag aaataacaat acagggcatt 
 
481 ttatgctttg taattggaat gatggaaatg taaaaccctt ccagagtaac aattggaggg 
              Hpa ll 
541 caagtctggt gccagcagcc gcggtaattc cggctccaat agtgtatatt agagttgttg 
                 Alu I                                                               Hpa ll Hha I 
601 cagttaaaaa gctcgtagtt ggatttctgt cgtggtcatc cggcgccgcc cgtatgggtg 
               Hae lll        Hpa ll                       Hha I 
661 tgggcctggc atgccctcgg cttatttccg gtagccttcc gcgcttaatt gcgtgtgttg 
          
721 gtgttctgga acttttactt tgagaaaaat agagtgtttc aagcaggctt gtcgccctga 
                  Reverse primer               
781 atactgcagc atggaataat 
        
ภาคผนวกที ่ 4  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อบิด Eimeria tenella (Accession number   

U67121) ขนาด 422 bp และตําแหนงทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก Alu I 
Hha I และ Hpa ll  

  
        Forward primer          Hha I 
361 ttcgattccg gagagggagc ctgagaaacg gctaccacat ctaaggaagg cagcaggcgc 
                            Alu I 
421 gcaaattacc caatgaaaac agcttcgagg tagtgacgag aaataacaat acagggcatt 
 
481 ttatgctttg taattggaat gatgggaatg taaaaccctt ccagagtaac aattggaggg 
                     Alu I 
541 caagtctggt gccagcagcc gcggtaattc cagctccaat agtgtatatt agagttgttg 
                      Alu I                       Hpa ll 
601 cagttaaaaa gctcgtagtt ggatttctgt cgtggtcatc cggcgtcgcc cgtatgggtg 
                          Hpa ll                           Hha I 
661 tgtgcctggc atgccctcgg cttatttccg gtagccttcc gcgcttaatt gcgtgtgttg 
 
721 gtgttctgga acttttactt tgagaaaaat agagtgtttc aagcaggctt gtcgccctga 
            Reverse primer               
781 atactgcagc atggaataat
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ตารางภาคผนวกที่ 1 ผลการตรวจหาโอซีสตในอุจจาระไกดวยวิธี floatation Concentration และนับจํานวนโอโอซีสตดวยวิธี McMaster chamber หลังจากปอนเชื้อบิด E. tenella CB38  
Floatation Concentration technique McMaster chamber method (OPG) 

DPI 
กลุมควบคุม 102 โอโอซีสต/ตัว 103 โอโอซีสต/ตัว 104 โอโอซีสต/ตัว กลุมควบคุม 102 โอโอซีสต/ตัว 103โอโอซีสต/ตัว 104 โอโอซีสต/ตัว 

0 - - - - - - - - 
1 - - - - - - - - 
2 - - - - - - - - 
3 - - - - - - - - 
4 - - - - - - - - 
5 - - + + - - 1,350a 19,850a 
6 - + + + - 7,700 574,000a 4,215,000a 
7 - + + + - 109,300a 453,000a 1,108,000a 
DPI  : Day Post Infection 
OPG : Oocyst Per Gram  
+      :  ตรวจพบโอโอซีสตในอุจจาระไก 
a           :  คาเฉลี่ยของจํานวนโอโอซีสตตออุจจาระ 1 กรัม 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 ผลการตรวจพบระยะของเชื้อบิด ในลําไสเล็กสวนตางๆ และไสตันของไก ดวยวิธีกลองจุลทรรศนแสงสวาง และคะแนนรอยโรค ในลําไสเล็กสวนตางๆ และไสตันของไก 
หลังจากปอนเชื้อบิด E. tenella CB38 ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน 

กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 
DPI 

เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไส

สวนทาย 
ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไส

สวนทาย 
ไสตัน 

0 1/23 - - - - - - - - - - 
 1/22 - - - - - - - - - - 
 2/23 - - - - - - - - - - 
 2/22 - - - - - - - - - - 
 3/23 - - - - - - - - - - 
 3/22 - - - - - - - - - - 
 4/23 - - - - - - - - - - 
 4/22 - - - - - - - - - - 

1 1/21 - - - - - - - - - - 
 1/20 - - - - - - - - - - 
 1/19 - - - - - - - - - - 
 2/21 - - - - - - - - - - 
 2/20 - - - - - - - - - - 
 2/19 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 3/21 - - - - - - - - - - 
 3/20 - - - - - - - - - - 
 3/19 - - - - - - - - - - 
 4/21 - - - - - - - - - - 
 4/20 - - - - - - - - - - 
 4/19 - - - - - - - - - - 

2 1/18 - - - - - - - - - - 
 1/17 - - - - - - - - - - 
 1/16 - - - - - - - - - - 
 2/18 - - - - - - - - - - 
 2/17 - - - - - - - - - - 
 2/16 - - - - - - - - - - 
 3/18 - - - - - - - - - -- 
 3/17 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 3/16 - - - - - - - - - - 
 4/18 - - - - - - - - - - 
 4/17 - - - - - - - - - - 
 4/16 - - - - - - - - - - 

3 1/15 - - - - - - - - - - 
 1/14 - - - - - - - - - - 
 1/13 - - - - - - - - - - 
 2/15 - - - - - - - - - - 
 2/14 - - - - - - - - - - 
 2/13 - - - - - - - - - - 
 3/15 - - - - - - - - - - 
 3/14 - - - - - - - - - - 
 3/13 - - - - - - - - - - 
 4/15 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 4/14 - - - - - - - - - - 
 4/13 - - - - - - - - - - 
4 1/12 - - - - - - - - - - 
 1/11 - - - - - - - - - - 
 1/10 - - - - - - - - - - 
 2/12 - - - - - - - - - - 
 2/11 - - - - - - - - - - 
 2/10 - - - - - - - - - - 
 3/12 - - - - S/M - - - - +1 
 3/11 - - - - S/M - - - - +1 
 3/10 - - - - S/M - - - - - 
 4/12 - - - - S/M - - - - - 
 4/11 - - - - S/M - - - - +1 
 4/10 - - - - S/M - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
S/M : Schizont/Merozoite 
+1   :  มีรอยโรคเล็กนอย 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

5 1/9 - - - - - - - - - - 
 1/8 - - - - - - - - - - 
 1/7 - - - - - - - - - - 
 2/9 - - - - - - - - - - 
 2/8 - - - - - - - - - - 
 2/7 - - - - - - - - - - 
 3/9 - - - - S/M - - - - - 
 3/8 - - - - S/M - - - - - 
 3/7 - - - - S/M,Z - - - - - 
 4/9 Z - Z - Z - - - - +2 
 4/8 Z Z - - S/M,Z - - - - +2 
 4/7 - - - - S/M,Z - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
S/M : Schizont/Merozoite 
 Z    : Zygote  
+2   :  มีรอยโรคปานกลาง 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไส
สวนกลางที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

6 1/6 - - - - - - - - - - 
 1/5 - - - - - - - - - - 
 1/4 - - - - - - - - - - 
 2/6 - - - - Z.O - - - - +1 
 2/5 - - - - Z,O - - - - +1 
 2/4 - - - - Z,O - - - - - 
 3/6 Z - - - Z,O - - - - +1 
 3/5 O - - - O - - - - +1 
 3/4 - - - - O - - - - +1 
 4/6 - - - - O - - - - +3 
 4/5 Z,O - - - Z,O + - - - +3 
 4/4 Z,O - Z,O Z,O O - - - - +2 

DPI : Day Post Infection 
Z     : Zygote 
O    : Oocyst 
+1   :  มีรอยโรคเล็กนอย 
+2  :  มีรอยโรคปานกลาง 
+3  :  มีรอยโรครุนแรง 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

7 1/3 - - - - - - - - - - 
 1/2 - - - - - - - - - - 
 1/1 - - - - - - - - - - 
 2/3 - - - - O - - - - +1 
 2/2 - - - - O - - - - +1 
 2/1 - - - - O - - - - +1 
 3/3 Z - - O O + - - - +1 
 3/2 Z - - O O - - - - +1 
 3/1 - O - O O - - - - +2 
 4/3 Z O - - O - - - - +3 
 4/2 Z,O O - - O + - - - +3 
 4/1 - - - - O - - - - +2 

DPI : Day Post Infection 
Z     : Zygote 
O    : Oocyst 
+1    :  มีรอยโรคเล็กนอย 
+2  :  มีรอยโรคปานกลาง 
+3  :  มีรอยโรครุนแรง 
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ตารางภาคผนวกที่ 3  ผลการตรวจหาโอโอซีสตในอุจจาระไกดวยวิธี floatation Concentration และนับจํานวนโอโอซีสตดวยวิธี McMaster chamber หลังจากปอนวัคซีนเชื้อเปน 
       Immucox (I) 

floatation Concentration technique McMaste chamber method (OPG) 
DPI กลุมควบคุม 25 เทาของ dose 

ปกติ 
50 เทาของ dose 

ปกติ 
100 เทาของ dose 

ปกติ 
กลุมควบคุม 25 เทาของ dose 

ปกติ 
50 เทาของ dose 

ปกติ 
100 เทาของ dose 

ปกติ 
0 - - - - - - - - 
1 - - - - - - - - 
2 - - - - - - - - 
3 - - - - - - - - 
4 - - - - - - - - 
5 - + + + - 30,600a 75,800a 80,650a 
6 - + + + - 1,064,000a 2,047,000a 847,500a 
7 - + + + - 453,000a 991,000a 988,000a 

DPI  : Day Post Infection 
OPG : Oocyst Per Gram  
+      :  ตรวจพบโอโอซีสตในอุจจาระไก 
 a          :  คาเฉลี่ยของจํานวนโอโอซีสตตออุจจาระ 1 กรัม 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 ผลการตรวจพบระยะของเชื้อบิด ในลําไสเล็กสวนตางๆ และไสตันของไก ดวยวิธีกลองจุลทรรศนแสงสวาง และคะแนนรอยโรค ในลําไสเล็กสวนตางๆ และไสตันของไก 
หลังจากปอน Immucox (I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน  

กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 
DPI 

เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

0 1/1 - - - - - - - - - - 
 1/2 - - - - - - - - - - 
 2/1 - - - - - - - - - - 
 2/2 - - - - - - - - - - 
 3/1 - - - - - - - - - - 
 3/2 - - - - - - - - - - 
 4/1 - - - - - - - - - - 
 4/2 - - - - - - - - - - 

1 1/3 - - - - - - - - - - 
 1/4 - - - - - - - - - - 
 1/5 - - - - - - - - - - 
 2/3 - - - - - - - - - - 
 2/4 - - - - - - - - - - 
 2/5 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 3/3 - - - - - - - - - - 
 3/4 - - - - - - - - - - 
 3/5 - - - - - - - - - - 
 4/3 - - - - - - - - - - 
 4/4 - - - - - - - - - - 
 4/5 - - - - - - - - - - 

2 1/6 - - - - - - - - - - 
 1/7 - - - - - - - - - - 
 1/8 - - - - - - - - - - 
 2/6 - - - - - - - - - - 
 2/7 - - - - - - - - - - 
 2/8 - - - - - - - - - - 
 3/6 - - - - - - - - - - 
 3/7 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 3/8 - - - - - - - - - - 
 4/6 - - - - - - - - - - 
 4/7 - - - - - - - - - - 
 4/8 - - - - - - - - - - 

3 1/9 - - - - - - - - - - 
 1/10 - - - - - - - - - - 
 1/11 - - - - - - - - - - 
 2/9 - - - - - - - - - - 
 2/10 - - - - - - - - - - 
 2/11 - - - - - - - - - - 
 3/9 - - - - - - - - - - 
 3/10 - - - - - - - - - - 
 3/11 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
 
 



 84

ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 4/9 - - - - - - - - - - 
 4/10 - - - - - - - - - - 
 4/11 - - - - - - - - - - 

4 1/12 - - - - - - - - - - 
 1/13 - - - - - - - - - - 
 1/14 - - - - - - - - - - 
 2/12 S/M S/M S/M - - - - - - - 
 2/13 S/M S/M - - - - - - - - 
 2/14 S/M - - S/M - - - - - - 
 3/12 S/M S/M S/M - - - - - - - 
 3/13 S/M S/M S/M - - - - - - - 
 3/14 S/M S/M S/M - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
S/M : Schizont/Merozoite 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไส
สวนกลางที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

6 1/6 - - - - - - - - - - 
 1/5 - - - - - - - - - - 
 1/4 - - - - - - - - - - 
 2/6 - - - - Z.O - - - - +1 
 2/5 - - - - Z,O - - - - +1 
 2/4 - - - - Z,O - - - - - 
 3/6 Z - - - Z,O - - - - +1 
 3/5 O - - - O - - - - +1 
 3/4 - - - - O - - - - +1 
 4/6 - - - - O - - - - +3 
 4/5 Z,O - - - Z,O + - - - +3 
 4/4 Z,O - Z,O Z,O O - - - - +2 

DPI : Day Post Infection 
Z     : Zygote 
O    : Oocyst 
+1  :  มีรอยโรคเล็กนอย 
+2  :  มีรอยโรคปานกลาง 
+3  :  มีรอยโรครุนแรง 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 4/15 O O O O O +2 +1 - - - 
 4/16 Z,O O O O O +2 - - - - 
 4/17 Z,O Z,O O - O +1 - - - - 

6 1/18 - - - - - - - - - - 
 1/19 - - - - - - - - - - 
 1/20 - - - - - - - - - - 
 2/18 O O O O O +1 - - - - 
 2/19 O O O O O +1 - - - - 
 2/20 O Z,O O O O +1 - - - - 
 3/18 Z,O Z,O O O O +1 - - - - 
 3/19 Z,O O O O O +1 - - - - 
 3/20 O O O O O +1 - - - - 
 4/18 O O O O O +1 - - - - 

DPI : Day Post Infection 
Z     : Zygote 
O    : Oocyst 
+1   :  มีรอยโรคเล็กนอย 
+2   :  มีรอยโรคปานกลาง 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 4/19 O O O O O +1 - - - - 
 4/20 O O O O O +1 - - - - 

7 1/21 - - - - - - - - - - 
 1/22 - - - - - - - - - - 
 1/23 - - - - - - - - - - 
 2/21 O O O O O +1 - - - - 
 2/22 O O O O O +1 - - - - 
 2/23 O O O O O +1 - - - - 
 3/21 O O O O O +1 - - - - 
 3/22 O O O O O +1 - - - - 
 3/23 O O O O O +1 - - - - 
 4/21 O O O O O +1 - - - - 
 4/22 O O O O O +1 - - - - 
 4/23 O O O O O - +1 - - - 

DPI : Day Post Infection 
O    : Oocyst 
+1 : มีรอยโรคเล็กนอย



 88

 
 
ภาคผนวกรปูภาพที ่1 ลักษณะภายในของกลองกระดาษสําหรับเลีย้งไกทดลอง 
 
 

 
 

ภาคผนวกรปูภาพที ่2 การเลี้ยงไกทดลองในกลองกระดาษ 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวศิลมน ชูศักดิ์แสงทอง เกิดวันที ่ 6 ธันวาคม พ.ศ. 2522 ทีจ่ังหวัดนนทบรีุ สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต คณะเกษตร สาขาสัตวบาล มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร 
ในปการศึกษา 2543 และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ภาคพยาธิวทิยา 
สาขาพยาธวิทิยาทางสัตวแพทย  หนวยปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อป พ.ศ. 2544 
 
 
 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา
	1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	1.3 สมมุติฐานของการวิจัย
	1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย

	บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	2.1 เชื้อบิด
	2.2 วงชีวิต
	2.3 อาการทางคลินิก
	2.4 พยาธิสภาพและจุลพยาธิวิทยา
	2.5 การตรวจวินิจฉัย
	2.6 ชีววิทยาของ Ribosome
	2.7 การวินิจฉัยด้วย PCR-RFLP ในปัจจุบัน

	บทที่ 3 วิธีดำเนินงานวิจัย
	3.1 ไก่ทดลองและการเตรียมไก่ทดลอง
	3.2 เชื้อบิดอ้างอิงและการเตรียมเชื้อบิด
	3.3 การทดลอง
	3.4 การสกัด DNA
	3.5 การออกแบบไพรเมอร์
	3.6 การเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยวิธี PCR
	3.7 การย่อยด้วยเอ็นไซม์ตัดจำเพาะ
	3.8 การทดสอบความไวของวิธี PCR-RFLP
	3.9 การทดสอบความจำเพาะของวิธี PCR-RFLP
	3.10 ศึกษาปริมาณสัมพันธ์ของเชื้อบิด
	3.11 การวิเคราะห์และประเมินผล

	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



