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 ศึกษาอัตราการติดเชื้อและระดับแอนติบอดีตอเชื้อ พลาสโมเดียม กัลลินาเซียม ดวยวิธี IFA (Immuno 
fluorescence Assay) วิธี ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) และการวิเคราะหโปรตีนแอนติเจนของเชื้อ
ดวยวิธี Western blot โดยใชไกเนื้อ จํานวน 120 ตัว แบงเปน 3 กลุมอายุ คือ 10, 20 และ 30 วัน กลุมอายุละ 40 ตัว ในแต
ละกลุมอายุแบงเปน 4 กลุมยอย ในการทดลองทําการฉีดเชื้อเขาเสนเลือดดําที่ปก ปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 เซลลเมด็
เลือดแดงที่ติดเชือ้ (infected rbc) ตามลําดับ และติดตามผลการทดลองโดยการตรวจหาเชื้อในกระแสเลอืดทุกๆ 3 วัน 
ติดตอกันเปนเวลา 30 วัน เมือ่สิ้นสุดการทดลองผลปรากฏวาไกที่ไดรับเชื้อทั้งหมดมีอัตราการติดเชื้อ 66.67% โดยไกกลุม
อายุ 10 วันและ 20 วัน ทุกกลุมยอยที่ไดรับเชือ้ มีอัตราการติดเชื้อ 100% เทากัน และไกกลุมอาย ุ 10 วัน ซึ่งไดรับเชื้อ
ปริมาณ 106 เซลล มีความไวสูงสดุ เร่ิมตรวจพบเชือ้ในกระแสเลอืดไดในวันที่ 3 หลังการฉีดเชื้อ และมีคาเฉลี่ยของระดับเชื้อ
สูงสุดในวันที่ 12 และเปนกลุมที่ไกตายสูงสุด 90% สําหรับไกกลุมอายุ 30 วัน ทุกกลุมยอยไมพบเชือ้ตลอดการทดลอง  

การทดสอบหาระดับแอนติบอดีในซีร่ัมของไกทดลองทุกกลุมตอเชือ้ พลาสโมเดียม กลัลินาเซียม ดวยวิธี IFA 
และ วิธี ELISA ผลปรากฏวาซีร่ัมไกทุกอายุใหผลบวกจากการทดสอบ 100 และ 56.67% ตามลําดับ  การทดสอบดวยวิธี 
IFA ในซีร่ัมไกกลุมอายุ 10 และ 20 วัน ทุกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อมีระดับแอนติบอดีตอเชื้อสงู 100% ไกอายุ 10 วัน กลุมยอย
ที่ไดรับเชื้อ 103 infected rbc เร่ิมตรวจพบระดับแอนติบอดีไดเร็วที่สุดในวันที่ 3 หลังการฉีดเชื้อ และพบระดับแอนตบิอดีตอ
เชื้อในซีร่ัมไก 100% ในวันที่ 6 และจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง ทีร่ะดับแอนติบอดี 1/15625 สวนไกกลุมควบคุมใหผล
แปรปรวนเลก็นอยตลอดการทดลอง สําหรับผลการทดสอบดวยวิธี ELISA ซีร่ัมของไกกลุมอายุ 10 วัน ทุกกลุมยอยให
ผลบวก 70 และ 100% ในวันที่ 12 และ 15 ของการทดลอง โดยมีคาเฉลี่ย OD ระหวาง 0.308-0.410 ซีร่ัมของไกกลุมอายุ 
20 วัน ทุกกลุมยอยใหผลบวกนอยวากลุมอาย ุ 10 วันยกเวนกลุมยอยที่ไดรับเชือ้ 10 infected rbc ขณะที่ไกกลุมอาย ุ 30 
วัน ใหผลบวกนอยและแปรปรวนมาก สวนกลุมควบคุมทุกอายุสวนใหญใหผลลบตอการทดสอบ ผลการทดสอบในซีร่ัมไกที่
เก็บมาจากแหลงที่มีการระบาด จํานวน 67 ตัวอยาง ผลปรากฏวาการทดสอบดวยวิธ ีIFA และ ELISA ไกมีระดับแอนติบอดี
ตอเชื้อ 94.03 และ 55.2% ตามลําดับ เมือ่นําผลการทดสอบดวยวธิี IFA และ ELISA วิเคราะหและเปรียบเทยีบกบัการ
ตรวจเชื้อในกระแสเลือดของไกทดลอง พบวาวิธี IFA มีความไว 56.45% และความจาํเพาะ 100% สวนวิธี ELISA มีความ
ไว 78.37% และมีความจําเพาะ 83.33%  

ทําการแยก crude P. gallinaceum antigen ดวยวิธี SDS-PAGE และนํามาวิเคราะหหาความจําเพาะของ
โปรตีนแอนติเจนของเชื้อ ดวยวิธี Western blot โดยใชซีร่ัมของไกที่ติดเชื้อและมีระดับแอนติบอดีสูง ผลปรากฏวาพบแถบ
โปรตีนแอนติเจนที่ทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีชัดเจน ที่น้ําหนักโมเลกลุ 186, 169.8, 106.6, 101.1, 78.5, 74.1, 57.2, 53.7, 
48.7, 46.7, 41, 37.7, 31.7, 21.3 และ 20 kDa เมื่อเปรียบเทียบกับผลของปฏิกิริยาทีเ่กิดจากซีร่ัมของไกที่ไมติดเชื้อและที่
ติดเชื้ออื่นๆ พบวาแถบโปรตีนแอนติเจนที่มีความจําเพาะตอแอนติบอดีของเชือ้ พลาสโมเดียม กัลลนิาเซียม มีน้ําหนัก
โมเลกุล 106.6, 101.1, 53.7, 48.7, 41 และ 37.7 kDa .  
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The infection rate and antibody titer against Plasmodium gallinaceum by means of IFA (Immuno 
fluorescence Assay), ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) and Western blot analysis were studied in 
experimental infected 10-, 20- and 30-day-old broilers. There were 40 chickens in each group which was 
divided into 4 subgroups, 10 chickens each. Different amount of P. gallinaceum infected rbc, 0, 10, 103 and 
106 were injected intravenously into animals. All chickens were examined by thin film Giemsa stained smear 
every 3 days for 30 days. At the end of experiment, the overall infection rate was 66.67%, all P. gallinaceum 
infected chickens in 10- and 20-day-old groups showed high infection rate 100%. Ten-day-old chickens 
infected with 106 infected rbc had shortest prepatent period, 3 days after infection, which suggested their 
highest sensitivity toward P. gallinaceum infection. They also showed highest parasitemia on the 12th day after 
infection with highest mortality rate at 90%. Parasite was not found in all 30-day-old chicken groups throughout 
the experiment. 
 Antibody against P. gallinaceum of all chicken sera were detected by IFA and ELISA showing 
different level of positive result, 100 and 56.67% respectively. Antibody detection by IFA gave a good 
satisfactory result. Experimental infected 10- and 20-day-old chickens infected with 10, 103 and 106 infected 
rbc gave 100% positive result, 10-day-old with 103 infected rbc had highest sensitivity, the antibody titre could 
be detected on the 3rd day of infection and throughout the experiment at 1/15625.  Antibody detection by 
ELISA, 10-day-old chickens infected with 10, 103 and 106 infected rbc gave positive results at 70 and 100% on 
days 12th and 15th after infection respectively (mean OD 0.308-0.410). In 20-day-old chicken groups infected 
with 10 infected rbc had less positive rate than the groups infected with 103 and 106 infected rbc. In 30-day-old 
infected chickens gave a poor positive result and highly fluctuated. Almost all chickens in the control groups 
showed negative result. Sixty seven sera of chicken from the P. gallinaceum endemic area were tested with 
IFA and ELISA showing 94.03 and 55.02% positive result respectively. In comparison with thin film stained 
smear, the results revealed that IFA showed sensitivity and specificity at 56.45% and 100% whereas 78.37% 
and 83.33% for ELISA testing.  
 The crude protein of P. gallinaceum was separated by SDS-PAGE and detected by Western blot 
analysis. The protein profiles which highly reacted with the P. gallinaceum sera had molecular weight at 186, 
169.8, 106.6, 101.1, 78.5, 74.1, 57.2, 53.7, 48.7, 46.7, 41, 37.7, 31.7, 21.3 and 20 kDa. Compared to protein 
profiles interacted with non-immune sera and chicken sera with different infection, the protein bands from       
P. gallinaceum origin which specific to those antibody in P. gallinaceum infected sera would be 106.6, 101.1, 
53.7, 48.7, 41 and 37.7 kDa.  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

มาลาเรียในสัตวปก (Avian malaria) เกิดจากเชื้อโปรโตซัว สกุล พลาสโมเดียม 
(Plasmodium) หลายชนิด เชน P. circumflexum, P. durae, P. cathemerium ซึ่งกอโรคในนก 
(Garnham, 1966) P. gallinaceum และ P. juxtanucleare กอโรคในไก โดยมียุงลาย (Aedes 
spp.) ยุงรําคาญ (Culex spp.) ยุงเสือ (Mansonia spp.) ยุงปา (Armigeres spp.) และยุงกนปลอง 
(Anopheles spp.) เปนพาหะนาํโรค (Huff, 1965 ; Levine, 1985 ; Soulsby, 1982) 

ในประเทศไทยโรคมาลาเรยีในไกมีสาเหตุเกิดจาก P. gallinaceum (ทัศนียและคณะ, 2538 
; ทวีและคณะ, 2543) โดยเกิดการระบาดขึ้นครั้งแรกในไกเนื้อที่เลีย้งบนเลาลอยในเขตชานเมืองกรุง
เทพฯและจังหวัดนครนายก และตอมาไดมีการระบาดอยางแพรหลายและตอเนื่องทุกปจนถึง
ปจจุบัน ทําใหเกิดความเสียหายและเปนปญหาดานเศรษฐกิจทั้งในไกเนื้อและไกไขที่เลี้ยงแบบ
ครัวเรือนและแบบอุตสาหกรรม (ชัยศิริ, 2542 ; มานพ, 2540) ไกที่เลี้ยงในบริเวณที่มีน้าํขังหรือการ
เลี้ยงบนเลาลอยมีโอกาสไดรับเชื้อจากยงุไดงาย (ชัยศิริ และคณะ, 2539) สําหรับไกติดเชื้อที่แสดง
อาการรุนแรงมักพบมีอุจจาระสีเขียว ซมึ เบื่ออาหาร โลหิตจาง และตายในที่สุด ไกเนื้อมีอัตราการ
ปวยสูงรอยละ 24.19 และอัตราการตายสงูรอยละ 19.22 (ทัศนีย และคณะ, 2538) ไกไขมีอัตราการ
ไขลดลงรอยละ10-30 และอัตราการตายรอยละ 20 (ปยนุช, 2541) 

หลังจากมีการระบาดครั้งแรกเปนตนมา ไดมีผูศึกษาวจิัยดานตางๆเกี่ยวกับโรคมาลาเรียใน
ไกทั้งในภาคสนามและในหองทดลอง โดยเฉพาะทางดานการติดเชื้อ การกอโรค การเฝาระวังโรค 
การควบคุม การรักษา การตรวจวินิจฉัย และอื่นๆ เปนตน ในดานการตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรียไก
ทางหองปฏิบัติการนั้น ปจจุบันยังคงนิยมใชเทคนิคการตรวจหาเชื้อโดยตรงจากฟลมเลือดบางยอมสี
และสองดูดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง ซึ่งเปนวิธีมาตรฐานที่ใชกันมาตั้งแตป ค.ศ. 1900 จนถึง
ปจจุบัน การตรวจตองอาศัยความรูความชํานาญสูง ตรวจไดเพียงครั้งละ 1 ตัวอยาง ใชเวลาในการ
ตรวจตอตัวอยางคอนขางนาน และบางครั้งโดยเฉพาะในกรณีที่มีปริมาณเชื้อในกระแสเลือดต่ํา อาจ
ใหผลที่คลาดเคลื่อนได (Makler et al., 1998) นอกจากนี้การตรวจหาเชื้อจากฟลมเลือดบางที่ยอมสี
นั้น อาจไมสามารถบอกไดอยางชัดเจนวาเชื้อที่ตรวจพบดวยกลองจุลทรรศนแสงสวางเปนเชื้อ 
พลาสโมเดียม ชนิดใด เนื่องจากเชื้อ พลาสโมเดียม ที่กอโรคมาลาเรียในไกมีมากกวา 1 ชนิดที่มี
ลักษณะรูปรางคลายคลึงกัน (Garnham, 1966 ; Levine, 1985 ; Van Riper et al., 1994 ; Laird, 
1998) และแมวาไดพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อโดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล คือ Polymerase 
Chain Reaction (PCR) สําหรับตรวจสารพันธุกรรมของยีนที่มีรหัสในการสราง small subunit  
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ribosomal  RNA (SSUrRNA) ที่มีความจําเพาะและมีความไวสูงตอเชื้อมาลาเรียในไกไดเปน
ผลสําเร็จแลวก็ตาม (ทวี, 2542 ; สุวรรณี และคณะ, 2543) แตเนื่องจากการตรวจดวยเทคนิค PCR 
มีคาใชจายคอนขางสูง นอกจากนี้วิธีดังกลาวสามารถนํามาใชไดในขณะที่มีเชื้อปรากฏอยูในกระแส
เลือดของไกปวยเทานั้น จงึอาจไมเหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยเพื่อการศึกษาทางระบาดวิทยาของ
โรคมาลาเรีย 

การวนิิจฉัยโรคดวยเทคนิคทางอิมมูโนวทิยาและซีร่ัมวทิยา นาจะเปนแนวทางหนึ่งที่มีความ
เหมาะสมตอการวินิจฉัยโรคมาลาเรียในไกเนื่องจากเปนวิธีทีม่ีความไวและความจาํเพาะสงู สามารถ
ตรวจการติดเชื้อไดแมวาเชือ้จะไมปรากฏอยูในกระแสเลือดก็ตาม (Voller et al., 1974 ; Voller et 
al.,1975) การแปลผลทําไดรวดเร็วและเสยีคาใชจายนอย แตปจจุบันยังไมมีรายงานการศึกษา  จึง
เปนมูลเหตุจูงใจที่จะทําการศึกษาและพฒันาเทคนิคเพื่อตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ              
P. gallinaceum โดยวิธ ี immunofluorescence  assay (IFA) และ enzyme–linked  
immunosorbent assay (ELISA) เพื่อนําไปประยุกตใชในการตรวจวนิิจฉัยโรคมาลาเรียในไกตอไป 
 
วัตถุประสงค 
1. เพื่อศึกษาความไวและความจําเพาะของเทคนิค IFA และ ELISA ในการทดสอบหาระดับ

แอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum  
2. เพื่อศึกษาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั 
3. ศึกษาโปรตีนที่จําเพาะของแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี Western blot 

analysis 
 
สมมุติฐานของการวิจัย 
1. IFA และ ELISA เปนวิธีที่มีความไวและความจําเพาะสูง มีความเหมาะสมในการใชทดสอบหา

ระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไก 
2. ไกที่มีอายุตางกันมีระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum แตกตางกนั 
3. มวลโมเลกุลของโปรตีนที่จําเพาะตอแอนตบิอดีที่มีตอเชือ้ P. gallinaceum สามารถตรวจวัดได

โดยวิธ ีWestern blot analysis 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
1. สามารถพัฒนาเทคนิค IFA และ ELISA ที่ใชทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอการติดเชื้อ                  

P. gallinaceum  ในไกไดเปนผลสําเร็จ 
2. ทราบถงึระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum  ในไกที่มีอายตุางกนั 
3. ทราบมวลโมเลกุลของโปรตีนที่จาํเพาะตอแอนติบอดีของไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum 



 บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
การจัดลําดับชั้นของเชื้อมาลาเรียไก 
 เชื้อมาลาเรียซึ่งกอโรคในคนและสัตวเปนโปรโตซัวหรือสัตวเซลลเดียว จัดอยูในสกุล          
พลาสโมเดียม (Plasmodium) การจําแนกเชื้อสามารถทําไดโดยการศึกษารูปรางลักษณะของเชื้อ
จากฟลมเลือดบางยอมสี Rowmanosky (Garnham, 1966) และปจจุบันไดเร่ิมมีการจําแนกตาม
ลักษณะทางพันธุกรรมแตยังไมสมบูรณ การจัดลําดับชั้นตามลักษณะรูปรางของเชื้อ (Levine, 
1985) มีดังนี้  
 
      Kingdom     Protista 
 Subkingdom     Protozoa 

Phylum     Apicomplexa 
Class     Sporozoa 

Subclass     Coccidia 
Order     Eucoccidiida 

Suborder     Haemosporina 
Family     Plasmodiidae 

Genus     Plasmodium 
(Subgenus Haemamoeba) 

 P.   gallinaceum 
 

การศึกษาเชื้อมาลาเรียจากชนิดของโฮสตแท ขนาดและรูปรางลักษณะของเชื้อระยะ 
schizont ที่อยูในเม็ดเลือดแดง จํานวนของ merozoites ที่อยูภายใน schizonts รูปรางของเชื้อระยะ 
gametocytes ตําแหนงและอัตราการเจริญของเชื้อระยะ exoerythrocytic schizonts ไดมีการ
จําแนกเชื้อสกุล พลาสโมเดียม ออกเปน 9 subgenera แตที่มีรายงานในสัตวปกทั้งหมดมีเพียง 4 
subgenera คือ Haemamoeba, Huffia, Giovannolaia และ Novyalla รวมทั้งสิ้น 32 ชนิด 
(species) โดยที่ P. gallinaceum  ถูกจัดอยูใน subgenus Haemamoeba (Garnham, 1966 ; 
Levine, 1985 ; Van Riper et al., 1994 ; Laird, 1998)  
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รูปรางลักษณะที่สําคัญของเชื้อมาลาเรียของสัตวปก 
โดยทั่วไปเชื้อ พลาสโมเดียม ทุกชนิดเปนปรสิตที่เจริญเติบโตอยูในไซโตพลาสซึมของเซลล

โฮสตทั้งในโฮสตแทและยุงที่เปนพาหะ การเจริญเติบโตในโฮสตแททั้งในคนและสัตวมีลักษณะ
คลายคลึงกัน แบงออกเปน 2 ระยะกวางๆ คือ ระยะที่อยูนอกเซลลเม็ดเลือดแดง (Exo-erythrocytic 
stage) และระยะที่อยูในเซลลเม็ดเลือดแดง (Erythrocytic stage) มีเพียงรายละเอียดบางประการ
เทานั้นที่แตกตางกัน  

เชื้อ พลาสโมเดียม มีลักษณะที่สําคัญของไฟลัม Apicomplexa คือ apical complex ซึ่ง
ประกอบดวย polar ring, rhoptries, micronemes, subpellicular microtubules และ conoid อยู
ดานหนาสุดของเชื้อระยะตางๆ และลักษณะเดนของเชื้อในสกุลนี้ คือ ขณะที่อยูในเม็ดเลอืดแดงเชื้อ
จะมีขบวนการเปลี่ยนแปลงฮีโมโกลบินเปน hematin และ hemozoin หรือที่มักเรียกวาเม็ดสีของ
มาลาเรีย (malarial pigment) และเชื้อระยะมีเพศ (gametocytes) เปนปรสิตอยูในเม็ดเลือดแดง
เทานั้น (Van Riper et al., 1994)  

รูปรางลักษณะเชื้อ P. gallinaceum ระยะที่อยูนอกเซลลเม็ดเลือดแดงที่พบในไกมี 2 แบบ 
คือ ในระยะแรกเชื้ออยูในไซโตพลาสซึมของแมคโครฟาจและไฟโบรบลาสที่บริเวณผิวหนัง 
เจริญเติบโตและแบงตัวเพิ่มจํานวนแบบไมมีเพศ schizonts มีขนาดเล็กมาก และพบไดยาก 
การศึกษารายละเอียดมีคอนขางนอย (Garnham, 1966 ) เชื้อที่อยูนอกเซลลเม็ดเลือดแดงในระยะที่
สอง อยูในเซลลเยื่อบุหลอดเลือด (endothelial cells) ของอวัยวะภายในทั่วรางกาย เชน ตับ มาม 
สมอง เปนตน เจริญเติบโตแบบไมมีเพศ schizonts มีขนาดใหญ สังเกตพบไดจากกลองจุลทรรศน
แสงสวาง  

เชื้อระยะที่อยูในเซลลเม็ดเลือดแดง การเจริญเติบโตเปนแบบไมมีเพศและแบบมีเพศอยูใน     
ไซโตพลาสซึม โดยเชื้อที่ไมมีเพศมี 2 แบบ คือ trophozoite และ schizonts  สําหรับ trophozoite 
ระยะแรก มีขนาดเล็ก 1 ไมครอน รูปรางรี ตรงกลางมีลักษณะทึบ ไมมีสวนของวงแหวน มักพบอยูที่
สวนหัว ทาย หรือดานขางนิวเคลียสของเม็ดเลือดแดง (Garnham, 1966 ; Laird, 1998)  เมื่อ
เจริญเติบโตมากขึ้นมีรูปรางไมแนนอน (amoeboid form) และมีเม็ดสีของมาลาเรียเกิดขึ้น สวน 
schizont เกิดจากการเจริญเติบโตและแบงตัวของ trophozoite ซึ่งเมื่อโตเต็มที่อาจมีรูปรางกลม
หรือไมแนนอน ขนาดประมาณ 8 ไมครอน ลักษณะทั่วไปประกอบดวย 16-20 merozoites 
(Garnham, 1966) สูงสุดไมเกิน 32 merozoites (Laird, 1998) และมีเม็ดสีรวมตัวเปนกระจุก 
สําหรับเชื้อระยะที่มีเพศ (gametocyte) มีลักษณะเดน คือ รูปรางกลม รี หรือบางครั้งเวาๆแหวงๆ 
ขนาด 8-9 ไมครอน อยูชิดนิวเคลียสของเม็ดเลือดแดงไก บางครั้งอาจไปเบียดนิวเคลียสใหผิด
ตําแหนงไปจากปกติ เชื้อเพศผู (microgametocyte) ไซโตพลาสซึมมีลักษณะการติดสีจาง 
นิวเคลียสไมชัดเจนติดสีชมพู เม็ดสีของมาลาเรียติดสีน้ําตาลเขมมีหลายขนาดกระจายอยูทั่ว เชื้อ
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เพศเมีย (macrogametocyte) ไซโตพลาสซึมติดสีฟาเทาเขม และเม็ดสีที่กระจายอยูมีขนาด
ใกลเคียงกัน 
 
วงชวีิตและการเจริญเติบโตของเชื้อ P. gallinaceum ในไก 
 โดยทั่วไปวงชวีิตและการเจรญิเติบโตของเชื้อมาลาเรยีในสัตวปกคลายคลึงกับที่พบในคน
และสัตวอ่ืน กลาวคือ ตองการโฮสต 2 ชนดิ ไดแก โฮสตซึ่งเปนสัตวมกีระดูกสันหลงั และยงุซึ่งเปน
โฮสตที่ไมมีกระดูกสันหลัง สําหรับวงชวีิตของ P. gallinaceum นั้น มีขอแตกตางจากเชื้อทีพ่บใน
สัตวปกอื่นนอยมาก  

ก. การเจริญเติบโตของ P. gallinaceum ในไก 
วงชีวิตของเชื้อ P. gallinaceum ในไก (รูปที่ 2.1) เชื้อมีการพัฒนาเปน 3 ระยะ คือ 

ระยะแรกมีการเจริญเติบโตอยูที่ผิวหนังหรือที่เรียกวา Primary exoerythrocytic stage ระยะที่สองมี
การเจริญเติบโตอยูนอกเม็ดเลือดแดง (Exoerythrocytic stage) และระยะที่สามมีการเจริญเติบโต
อยูในเม็ดเลือดแดง (Erythrocytic stage) สําหรับการเจริญเติบโตของเชื้อในยุงที่เปนพาหะมีการ
เจริญเติบโตเพียงระยะเดียว คือ Sporogony (Garnham, 1966 ; McGhee, 1988)  
 เร่ิมจากยงุปลอยเชื้อระยะ sporozoites ที่ปนมากับน้าํลายในขณะทีดู่ดเลือดไก เชื้อจะเขา
ไปเจริญเติบโตแบบไมมีเพศอยูในไซโตพลาสซึมของแมคโครฟาจและไฟโบรบลาสของผิวหนังใน
บริเวณที่ยงุกดัและดูดเลือดจํานวน  2 รอบ โดยครั้งแรกจะเจริญและแบงตัวเปนระยะ cryptozoites 
ซึ่งประกอบดวย 100-200 merozoites ภายในเวลา 48 ชั่วโมง และการเจริญครั้งที่ 2 เปนระยะ 
metacryptozoites ที่สามารถแบงตัวได merozoites เพิ่มข้ึนจํานวนมากกวาเดิมหลายเทาตวั
ภายในเวลา 36-40 ชั่วโมง เมื่อแตกออก merozoites จะกระจายไปทัว่และเขาไปอยูใน endothelial 
cells ของเสนเลือดที่ตับ มามและสมอง เจริญเติบโตเปนระยะ schizonts และแตกออกขณะเจริญ
ไดเต็มที่ จากนั้นเชื้อระยะ merozoites จะกระจายเขาสูกระแสเลือด ไปเจริญเติบโตอยูในเม็ดเลือด
แดงตอไป ดวยระยะฟกตัวเพียง 72-75 ชั่วโมงก็สามารถตรวจพบเชื้อในเม็ดเลือดแดง  
 หลังจากเชื้อเขาไปอยูในไซโตพลาสซึมของเม็ดเลือดแดงก็จะเจริญเติบโตแบบไมมีเพศ และ
พัฒนาเปนขั้นตอนจาก trophozoites เปน schizonts มีรูปรางลักษณะตามที่ไดกลาวมาแลวขางตน  
เมื่อ schizonts เจริญเติบโตเต็มที่และ merozoites แตกออก บางสวนจะกลับเขาสูเซลลเม็ดเลอืด
แดงใหมทกุวนั และเจริญเติบโตเปน schizonts ไดอีก โดยใชเวลาในการพัฒนาเพียง 36 ชั่วโมงตอ
รอบของการเจริญเติบโต สําหรับบางสวนของเชือ้ที่ออกมาจากเม็ดเลือดแดงจะเขาไปเจรญิอยูใน 
endothelial cells ของเสนเลือดที่ไปเล้ียงอวัยวะภายใน และมีอีกสวนหนึง่ทีจ่ะเจริญไปเปนระยะทีม่ี
เพศในเม็ดเลอืดแดง โดยเชื้อเพศผู และเชื้อเพศเมียทีอ่ยูในเม็ดเลือดแดงจะมีการพัฒนาขั้นตอไปได
เมื่อเชื้อเขาไปผสมพันธุกนัในยุงที่เปนพาหะของเชื้อเทานั้น (Garnham, 1966) 
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 ข. การเจริญเติบโตของเชือ้ P. gallinaceum ในยุง 
 เมื่อมียงุมาดูดเลือดไกที่มีเชือ้มาลาเรียในระยะ gametocytes เชื้อจะเขาไปอยูในกระเพาะ
อาหารสวนกลางของยุง microgametocyte 1 เซลลจะแบงตัวเปน microgamete  6-8 เซลล ทีม่ี
ลักษณะเรียวยาว ในเวลาเพียง 10-15 นาท ีสวน macrogametocyte จะเจริญเปน macrogamete 
จากนั้น microgamete จะเขาไปผสมกับ macrogamete กลายเปน zygote ซึ่งพัฒนาตอไปเปน 
ookinete ซึ่งสามารถไชทะลุผนังกระเพาะอาหารของยุงไปเจริญเปน oocyst อยูที่ดานนอกของ
กระเพาะยงุ oocyst จะเจริญและแบงตัวแบบไมอาศัยเพศให sporozoite จํานวนมาก เมื่อ oocyst 
เจริญเติบโตเต็มที่จะแตกและปลอย sporozoites ออกมากระจายอยูทั่วตัวยุง โดย sporozoites 
สวนใหญมักรวมตัวอยูที่ตอมน้ําลายของยุง เมื่อยงุไปดูดเลือดไกจะปลอยใหเชื้อระยะ sporozoites 
เขาสูไกทําใหไกไดรับเชื้อและมีการแพรระบาดของโรคมาลาเรียตอไป (Soulsby, 1982) 
 

 

รูปที่ 2.1  วงชวีิตของเชื้อมาลาเรียไก P. gallinaceum (ระยะที่อยูในโฮสตมีกระดูกสันหลงัดัดแปลง
จาก Knell, 1991 โดย ทว,ี 2543) 
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การติดตอ การระบาด และการกระจายทางภูมิศาสตร 
จากการทดลองของหลายรายงานพบวายุงที่เปนพาหะนาํที่สําคัญของโรคมาลาเรียในสัตว

ปก มีหลายชนิด ไดแก ยุงลาย (Aedes spp.) ยุงรําคาญ (Culex spp.) ยุงเสือ (Mansonia spp.) 
ยุงปา (Armigeres spp.) และ ยุงกนปลอง (Anopheles spp.) (Huff, 1965 ; Soulsby, 1982 ; 
Levine, 1985) สําหรับยุงที่มักพบวาเปนพาหะตามธรรมชาติ คือ ยุง Culex และ Aedes (Smyth, 
1994 ; Springer, 1997)  เชื้อระยะ oocyst ที่เจริญอยูในยงุไมมีผลกระทบตอการดํารงชวีติ ยุง
สามารถดูดเลอืดที่ติดเชื้อไดอีกโดยไมกอโรค เวนแตถามี oocyst เจริญมากเกนิไป และยุงอาจจะมี
แหลงอาหารทีจ่ําเปนไมเพียงพอเทานั้น 

การติดเชื้อตามธรรมชาติเร่ิมจากเชื้อระยะ sporozoites ซึ่งเปนระยะติดตอ ถูกยุงปลอย
ออกมากับน้ําลายในขณะดดูเลือด เขาไปเจริญเติบโตในตัวโฮสต โดยจะไปเจริญอยูนอกเม็ดเลอืด
แดง ในเซลลแมคโครฟาจหรือไฟโบรบลาสบริเวณผวิหนังที่ถูกยุงกัด ในเซลลเยื่อบุหลอดเลือดของ
อวัยวะภายในตางๆทัว่รางกาย และในเซลลเม็ดเลือดแดง ตามลาํดบั ดังรายละเอียดที่กลาวมาแลว 
ระยะเวลาของการฟกตวัขึ้นอยูกับชนิดของเชื้อ ปริมาณเชื้อที่ไดรับ วธิีที่ไดรับเชื้อ และชนิดของสัตว
ปก ซึ่งโดยทัว่ไปใชเวลาประมาณ 6-16 วนัหลงัไดรับเชื้อ จึงสามารถตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดได 
(Smyth, 1994)  

การกระจายของเชื้อมาลาเรยีในสัตวปกพบไดทั่วโลก ทัง้ในทวีปเอเชีย อาฟริกา อเมริกาใต 
และอเมริกาเหนือ ความชกุของเชื้อในสัตวปกตามแหลงตางๆ เชน ในภาคพืน้เอเชียตอนใตและ     
เอเชียตะวนัออกเฉียงใตพบวาเชื้อมีความชุกสูง 1-4% ในอเมริกาเหนอืบริเวณที่มีความชกุสูงคือทาง
ตะวันออกเฉียงใตของสหรัฐ และบริเวณที่มีความชุกต่าํคือตอนเหนอืและตอนกลางของแคนาดา ที่
เปนเชนนี้เนื่องจากการกระจายของยุง Culex ซึ่งเปนพาหะนําที่เหมาะสม และโฮสตที่เปนสัตวปกซึ่ง
เปนตัวกกัเชื้อ โดยมีความแตกตางกนัตามสภาพทางภูมิศาสตร ในแหลงที่อบอุนและความชืน้สงูมัก
มีความชกุสูงกวาแหลงที่หนาวจัด ความสัมพนัธระหวางโฮสตและยุงพาหะเปนปจจัยสําคัญทีจ่ะทํา
ใหเกิดการแพรระบาดของโรคมาลาเรียในสัตวปก ในฤดูกาลที่อบอุนและความชืน้สูงมกัมียงุพาหะ
จํานวนมาก พบวาเชื้อมีความชุกสงู แตในชวงทียุ่งพาหะมีจาํนวนนอยความชกุของเชื้อก็จะนอยลง
เปนสัดสวนกนั 

จนถงึปจจุบนัไดมีการตรวจพบเชื้อ พลาสโมเดียม จํานวน 35 ชนิด ในสัตวปก 1,000 กวา
ชนิด รวม 3 ลําดับ (order) คือ Anseriformes, Passeriformes และ Columbiformes (Springer 
,1997) เชื้อบางชนิดไมกอโรคหรือกอโรคนอยมาก มเีพยีงบางชนิดเทานัน้ที่สามารถกอโรครุนแรงใน
นก เปด และไก เชน P. relictum, P. cathemerium, P elongatum, P.circumflexum,              
P. juxtanucleare และชนิดที่กอโรครุนแรงที่สุดในไกเลี้ยง คือ P. gallnaceum (Smyth, 1994) 
สําหรับโฮสตแทตามธรรมชาติของเชื้อนี ้คือ ไกปา (Garnham, 1966 ; Springer ,1997) 
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Garnham (1966) รายงานวา เชื้อ P. gallnaceum มีเพียง strain เดียว คือ Brumpt’s 
strain แมวาเคยมีบางรายงานวาเชื้อนี้อาจจะมีมากกวา 1 strain แตผลจากการทดลองตางๆ พบวา
ลักษณะทางสณัฐานวิทยา (morphology) และ ชวีนิสัย (behavior) ไมแตกตางกนั แมจะชักนําให
กลายพันธุก็ตาม นอกจากนี้ยงัสามารถชักนาํใหอยูในภาวะที่ผิดปกติได ทําใหมกีารเปลี่ยนแปลง
ของลักษณะรปูราง เชื้อระยะมีเพศ เม็ดสขีองมาลาเรยี erythrocytic schizont และ phanerozoite 
เปนตน 

 
อาการทางคลินิก 

ในแหลงที่มกีารระบาดของ เชื้อ P. gallinaceum  อาการของไกมีความผนัแปรสูง ตั้งแตไม
แสดงอาการ แสดงอาการเล็กนอยและเรือ้รังมีอัตราการตายต่ํา จนถงึแสดงอาการเฉียบพลนั รุนแรง 
และมีอัตราการตายสูง ในไกที่แสดงอาการของโรคอยางเฉียบพลนั มกัจะนอนสุมอยูบริเวณมุมใด
มุมหนึ่งของเลา หนาและหงอนในระยะแรกจะมีเลือดคั่งแดง และตอมาหงอนจะมีลักษณะซดี 
ทองเสยี อาจมีสีเขียวเขม และเบื่ออาหาร ไกปวยอาจจะตายภายใน 1 สัปดาหในขณะที่มีเชื้อปรากฏ
อยูในกระแสเลือดสูง อุณหภูมิรางกายไมแนนอน ไกปวยมีอาการผอมแหงขึ้นเรื่อยๆเมื่อโรครุนแรง
ขึ้น มีภาวะเลือดจาง มามและตับมีขนาดใหญ ถาไกเปนอัมพาตจะตายในสัปดาหที ่ 2 และ 3 
เนื่องจากเชื้อระยะ exoerythrocytic ที่อยูในเซลลเยื่อบุเสนเลือดฝอยที่สมองถูกอดุตัน (Garnham, 
1966) 

ไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum มีอัตราการตายแตกตางกนัตามขนาดและอายุ ลูกไกขนาดเล็ก
น้ําหนกัต่ํากวา 250 กรัม อัตราการตายสงู 100% ไกทีม่ีน้ําหนัก 300-350 กรัม อัตราการตาย 87% 
ในขณะที่ไกใหญน้าํหนักตัว 1,000 กรัม อัตราการตายเพียง 45% (Garnham, 1966) ไกอายุนอยมี
อัตราการติดโรคและอัตราการตายสูงกวาไกที่มีขนาดใหญหรือไกที่โตเต็มวัย นอกจากนี้ไกที่อายมุาก
เมื่อมีการติดเชื้อตามธรรมชาติหรือจากการทดลอง การกอโรคมักไมรุนแรง ไมแสดงอาการปวยหรือ
ตาย ไกมกัมีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง เชื้อสามารถแฝงตัวอยูในระดับตํ่าๆไดเปนเวลานานหลายป   

นอกจากอายขุองโฮสตแลว สายพนัธุของโฮสตเปนอีกปจจัยหนึง่ที่สําคัญตอความไวของ
การติดโรค เชื้อชนิดเดียวกันหรือ strain เดียวกนัอาจกอโรคแตกตางกันในโฮสตที่ตางกนั ตามปกติ
ไกปาซึ่งเปนโฮสตธรรมชาติจะคอนขางทนทานตอเชื้อ P. gallinaceum ในขณะทีไ่กเลี้ยงมีความไว
สูง มักกอโรคคอนขางรุนแรงโดยเฉพาะในทวีปเอเชีย พบวาการระบาดของโรคในไกเลี้ยงเกิดขึ้นได
งายและอัตราการตายสงู (Levine, 1985) สัตวปกทุกชนิดที่ไดรับการฉีดเชื้อระยะตางๆในเลือดจะมี
ความไวตอเชือ้สูงกวาการติดเชื้อระยะ sporozoits จากยุงขณะที่ดูดเลือด และไกเพศเมียพบเชื้อใน
กระแสเลือดสูงกวาเพศผู 
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พยาธิกําเนิดและพยาธสิภาพ 
การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพที่เกิดจาก P. gallinaceum คลายคลึงไดกับที่เกิดขึ้นกับ

มาลาเรียชนิดอื่นๆ  ระยะทีก่อโรคของเชื้อ P. gallinaceum  ในไก  คอื ระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดง
ตามกระแสเลือดทั่วไป และระยะที่อยูนอกเม็ดเลือดในเซลลเยือ่บุเสนเลือดฝอยที่สมอง ไก
ที่แสดงอาการเฉียบพลนั มภีาวะโลหิตจางเกิดขึ้นเนื่องจากเม็ดเลือดแดงถูกทาํลาย ซึ่งอาจเปนผล
จากเชื้อมกีารแบงตัวในเม็ดเลือดแดงรวดเร็ว ทาํใหเม็ดเลือดแดงถูกทําลายเมื่อเชื้อแตกออกจาก
เซลลโดยตรง หรือเม็ดเลือดแดงที่ไมมีเชื้อมีสภาพเปราะบาง แตกงายและเร็วกวาปกติ ซึ่งโดยทั่วไป
ในสัตวปกติการทําลายเม็ดเลือดแดงดวยกลไกนี้เกิดขึน้นอยมาก แตในรายที่เปนโรคมาลาเรียจะพบ
ไดบอยและการที่เม็ดเลือดแดงถูกเซลลเมด็เลือดขาวทําลายโดยการจบักิน  (erythrophagocytosis) 
ที่มีผลมาจากกลไกของระบบภูมิคุมของสัตวตอส่ิงแปลกปลอม และพบไดสูงสุดในมาม จากการที่
เม็ดเลือดแดงจํานวนมากถกูทําลายอยางรวดเร็วและโฮสตไมสามารถสรางขึ้นทดแทนไดทัน 
ปริมาณเม็ดเลอืดแดงลดต่ําลงเหลือนอยกวา 1x106  ดังนัน้จึงเปนผลทําใหเกิดภาวะโลหิตจางขึ้นใน
ที่สุด (Garnham, 1966) ความรนุแรงของภาวะโลหิตจางนั้น ขึ้นกบัสัดสวนของจาํนวนเชื้อที่มีอยูใน
เม็ดเลือดแดง สวนมากถาคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (PCV) ต่ํากวา 20% สัตวปวยจะตายได (Van 
Riper et al., 1994 ; Springer, 1997) สําหรับพยาธิกาํเนิดของภาวะโลหิตจางที่มจีํานวนเชื้อเพยีง
เล็กนอยในเมด็เลือดแดงยังไมทราบสาเหตุแนชัด  

นอกจากนี้การที่เม็ดเลือดแดงจํานวนมากถูกทําลายอยางตอเนื่องจะทําใหพลาสมา          
มีความเปนกรดมากขึ้นและมีความหนืดสูง เนื่องจากปริมาณโปรตีนในพลาสมาโดยเฉพาะ 
gammaglobulin  macroglobulin และ fibrin เพิ่มสูงขึ้น การไหลเวียนของเลือดนอยลง เปนสาเหตุ
ทําใหเกิด phagocytosis สูงขึ้น และออกซิเจนจับเกาะกับฮีโมโกลบินลดนอยลง  

ซากของไกที่ปวยดวยโรคมาลาเรียมีลักษณะแหงน้ํา ซีดจาง รอยโรคที่ปรากฏตามอวัยวะ
ภายในตางๆทีเ่ห็นไดชัด คือ สวนใหญจะมีน้ําหรือเลือดคั่ง ตับและมามขนาดใหญและมีสีเขม ดาํ
คล้ําเนื่องจากการสะสมของเม็ดสีของมาลาเรียจํานวนมาก มามอาจมีขนาดใหญมากขึ้นกวาเดิมถึง 
20 เทา อาจมขีองเหลวคัง่อยูในถงุเยื่อหุมหัวใจ ไกที่รอดชีวิตภายหลงัการติดเชื้อพบตอมน้ําเหลอืงมี
การคั่งน้ํา ขยายใหญ (McGhee, 1988)  

ลักษณะทางพยาธิสภาพตางๆ อวัยวะสวนใหญมี degenerative change เกิดขึ้นซึ่งเปน
การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพที่สําคัญของโรค พบเซลลเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อและเม็ดสีจํานวน
มากอยูใน phagocytic cells ของตับและมาม เม็ดสีของมาลาเรียจาํนวนมากพบไดทั่วไปและมกัอยู
รวมกันเปนกระจุกใหญ  ตับมี centrilobular necrosis เกิดขึ้นเนื่องจากการอุดตันของ central vein 
และระยะปลายจะพบเซลลตับขยายขนาด มี vacuole และ fatty change เกิดขึ้น เซลลเม็ดเลอืด
ขาวแทรก กระจายอยูทัว่ไป ตอมน้ําเหลืองมีเซลลแมคโครฟาจจํานวนมาก  และที่สําคัญอยางยิง่คือ 
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พบเชื้อ P. gallinaceum ระยะ exoerythrocytic schizont กระจายอยูทัว่ไป แตจะพบมากที่มาม
และตับ สําหรับไกที่กอนตายมีอาการเปนอัมพาตเฉยีบพลัน สมองจะมีลักษณะบวม เลือดคั่ง มจีุด
เลือดออกเล็กๆ และหลอดเลือดฝอยสวนใหญถูกอุดดวย exoerythrocytic schizonts และอาจจะมี
เนื้อตายเกิดขึ้น (McGhee, 1988 ; Van Riper et al., 1994 ; Springer, 1997) 
 คา Blood Urea Nitrogen เพิ่มสูงขึ้นกวาปกต ิ เนื่องจากไตมกีารอักเสบ สวนการ
เปลี่ยนแปลงอื่นๆทางพยาธคิลินิกไมเดนชดั 
 ไกที่ติดเชื้อ ระดับเชื้อในกระแสเลือดและอาการจะผันแปรตามอายุของสัตว โดยทั่วไปใช
เวลา 9 วัน กป็รากฏเชื้อข้ึนสูง และสัตวแสดงอาการของโรค ในระยะที่มีรุนแรง ระดับเชื้อข้ึนสูงอยู
ประมาณ 10 สัปดาห จากนั้นเชื้อจะลดต่ําลงเรื่อยๆ สลับกับการพบเชื้อมากบางนอยบาง แตจะไม
เคยหมดไปอยางสิน้เชิง ไกทีม่ีอายุประมาณ 6 สัปดาห และไกที่โตเตม็ที่ปกติจะมีความตานทานตอ
เชื้อสูง การติดเชื้อไมรุนแรง มักไมตาย มีชวีติรอดไดทั้งการไดรับเชื้อตามธรรมชาติและใน
หองทดลอง และมีชีวิตอยูไดนานหลายป (Garnham, 1966) 

 
การตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน 

สําหรับการศึกษาเกีย่วกบักลไกของระบบภูมิคุมกันตอเชือ้มาลาเรียในสัตวปกมีคอนขาง
นอยแมวาจะมีการริเร่ิมมาชานานแลวกต็าม แตมักเปนการทดลองเพื่อนําไปประยุกตใชกับการ
ตอตานการตดิโรคมาลาเรียในคนเปนสวนใหญ ไกที่ติดเชื้อมาลาเรียอาจถูกกระตุนใหเกิดภูมิคุมโรค
ข้ึนไดตามธรรมชาติ และสามารถตานทานตอโรคได ภาวะภูมิคุมโรคที่ตอบสนองตอการติดเชื้อ
มาลาเรียคลายคลึงกับการติดเชื้ออ่ืน กลาวคือแบงเปน 2 แบบ คือ ภูมิคุมโรคแบบพึ่งแอนตบิอดี 
(humoral immunity) และ ภูมิคุมโรคแบบพึ่งเซลล (cell-mediated immunity) ในระหวางการติด
เชื้อมาลาเรีย แอนติเจนจากเชื้อมาลาเรียจะกระตุนใหไกเกิดการตอบสนองและสรางภูมิคุมกนัไดทั้ง 
2 แบบ แตภูมิคุมกันดังกลาวไมสามารถยบัยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียไดอยางสมบูรณ ดังนั้นไกที่
ไดรับเชื้อจึงแสดงอาการปวยและในรายทีเ่ชื้อมีความรุนแรงอาจทาํใหตายได (Garnham, 1966) 
จากการทดลองใชแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum กระตุนใหไกปลอดเชื้อเกิดภูมิคุมกันตอโรค
มาลาเรีย แลวใชเชื้อทีม่ีความรุนแรงสงูฉดีใหปรากฏวาไกสามารถมีชวีิตรอดได แมวายงัคงตรวจพบ
เชื้อมาลาเรียในกระแสเลือดไดในระดับตํ่าก็ตาม แสดงใหเห็นวาไกที่ถูกกระตุนดวยเชื้อ สามารถ
สรางภูมิคุมกนัที่เปน protective immunity ไดมากพอที่จะยับยั้งไมใหไกแสดงอาการปวยและยบัยั้ง
การเจริญของเชื้อมาลาเรยีไดในระดับหนึง่ (Todorovic et al., 1967, Todorovic et al., 1968) 
  Garnham (1966) รายงานวาเชื้อ P. gallinaceum ระยะ sporozoite และ primary 
exoerythrocytic stage นั้นไมสามารถกระตุนใหเกิดภูมิคุมได ซึง่ตรงกนัขามกับเชื้อ ระยะ 
secondary exoerythrocytic stage ที่สามารถกระตุนใหโฮสตสรางภูมิคุมข้ึนได และมีผลทาํใหเชือ้



 11

ระยะ phanerzoite และ merozoite ไมสามารถเขาสู endothelial cell ของหลอดเลือดฝอยได
ตามปกติ สําหรับเชื้อระยะ erythrocytic form ก็สามารถกระตุนใหโฮสตสรางภูมคิุมข้ึนไดในระดับ
หนึง่แตไมสูงพอที่จะเกิดภาวะ premunition เชื้อระยะที่อยูในเมด็เลือดยังคงมคีวามไวสงู แต 
merozoite ทีอ่ยูใน schizont มีจํานวนลดลง  สําหรับ merozoite ที่อยูอิสระในพลาสมาจะถูก
ทําลายได   

 ในไกทดลองที่ตัด bursa of fabricius ออกไป เมื่อไดรับเชื้อรุนแรง ปรากฏวา เชื้อมรีะยะ
ฟกตัวสัน้ลง ระดับเชื้อในกระแสเลือดสูง อัตราการตายสูงกวาปกต ิและระดับแอนติบอดีมีระดับที่ต่ํา
กวาปกติมาก (Congdon et al., 1969 Van Riper et al., 1994) แสดงวา humoral immunity และ 
B- lymphocyte มีบทบาทตอการติดเชือ้ดังกลาว แมวาจะไมสมบูรณก็ตาม เนื่องจากการศึกษา
ทางอิมมูโนวทิยาทัง้ซีร่ัมวิทยาและกลไกการสรางภูมิตอเชื้อ P. gallinaceum มีคอนขางนอยมาก จึง
นาจะนาํมาศกึษาในรายละเอียดใหมากขึน้ 
 
การตรวจวนิจิฉัยโรคมาลาเรียไก 

การตรวจวนิิจฉัยโรคมาลาเรยีทําไดโดยการศึกษาจากประวัติและอาการทางคลนิิกจาก
ภาคสนาม รวมกับการตรวจทางหองปฏิบตัิการเพื่อการวินิจฉยัยนืยันผลใหถูกตอง แมนยํา รวดเร็ว 
และงาย ในการตรวจทางหองปฏิบัติการ แบงออกไดเปน 2 ประเภท คือ การตรวจหาเชื้อโดยตรง 
และการตรวจทางออมเพื่อหาระดับภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรีย  
  
การตรวจหาเชื้อมาลาเรียโดยตรง  

การตรวจหาเชื้อมาลาเรียโดยตรง ไดแก การศึกษาเชื้อที่อยูในเม็ดเลือดแดงตามกระแส
เลือดทั่วไป และเชื้อระยะที่อยูนอกเม็ดเลือดแดงในเนื้อเยื่อของอวัยวะภายในโดยเฉพาะตับและมาม 
วิธีที่ใชในปจจุบัน คือ การวินิจฉัยเชื้อจากกลองจุลทรรศนแสงสวางเพื่อตรวจหาเชื้อทางปรสิตวิทยา
จากฟลมเลือดยอมสี Rowmanowsky หรือตรวจหาเชื้อทางจุลพยาธิวิทยา และการวินิจฉัยเชื้อจาก
การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ เปนตน  
 
1. การตรวจหาเชื้อมาลาเรียดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
 ก. การตรวจหาเชื้อในเมด็เลือดแดงจากกระแสเลอืดทั่วไป เปนการตรวจวินจิฉัยทาง
ปรสิตวิทยาที่ใชเปนมาตรฐานมาตัง้แตดึกดําบรรพ โดยศึกษาจากฟลมเลือดบางหรือหนาที่ยอมสี 
Romanowsky ที่นยิมใช เชน ส ีGiemsa, Wright-Giemsa, May-Grunwald Giemsa, Leishman 
และสี Field’s rapid เปนตน ซึง่สีดังกลาวมีคุณลักษณะพิเศษสามารถทําใหเชื้อมกีารติดสีแตกตาง
กัน สงัเกตเหน็เปนสฟีา มวง แดง ชมพ ูและน้ําตาลไดชัดเจน จงึสามารถจําแนกลักษณะของอวัยวะ
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สวนตางๆของเชื้อไดงาย ตรวจหาเชื้อระยะตางๆ trophozoites, schizonts หรือ gametocytes และ
นับจํานวนไดดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง แตการตรวจวินิจฉยัเชื้อในสัตวปกดวยวิธนีี้ตองอาศัย
ความรู และผูที่มีความชาํนาญเฉพาะทาง และบางครั้งอาจจะจาํแนกชนิดไดยาก ในกรณีที่มีอัตรา
การติดเชื้อในกระแสเลือดต่ําหรือมีตัวอยางจํานวนมากๆ อาจตองใชเวลาในการตรวจนานและทํา
ใหผลคลาดเคลื่อนได (Makler et al,1998) และสามารถตรวจเชื้อไดเพยีงบางระยะทีอ่ยูในเม็ดเลือด
แดงเทานัน้ ไมสามารถตรวจเชื้อระยะ sporogonic และ exoerythrocytic schizont ได จึงอาจ
จําเปนตองใชวิธีอ่ืนรวมดวย  

ข. การตรวจหาเชื้อนอกเม็ดเลือดแดงจากเนื้อเยือ่ เปนการตรวจวนิิจฉัยทางจุลพยาธิ
วิทยาเพื่อตรวจหาเชื้อมาลาเรียระยะทีเ่ชื้อเจริญอยูนอกเม็ดเลือดแดงตามอวัยวะตางๆทั่วรางกาย 
คือ ตับ มาม ปอดและสมอง วิธนีี้มักทําในกรณีที่สัตวตายเทานัน้ โดยการผาซากไกและตัดชิ้นเนื้อ
ของอวัยวะตางๆ ตามขั้นตอนที่เปนมาตรฐานทางพยาธวิิทยา ยอมส ี Haematoxylin และ Eosin 
และนํามาศึกษาเชื้อดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง (Garnham, 1966) 

 
2. การตรวจหาสารพันธกุรรมของเชือ้มาลาเรีย 
 การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อมาลาเรยี เปนการวินิจฉยัดวยวิธทีางชวีโมเลกุล 
(Molecular biology-based technique) ทีน่ยิมคือ เทคนิคการเพิ่มจํานวนสารพนัธกุรรม 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) เชน small subunit ribosomal RNA  (SSUrRNA) เปนตน 
วิธีนี้สามารถตรวจหา DNA ของเชื้อมาลาเรียทีม่ีจํานวนนอยมากๆในเลือด สําหรับการตรวจหาเชื้อ
มาลาเรียดวยวิธีนี ้ ปจจบุันไดมีการนํามาใชในการจดัจําแนกชนิดของเชื้อมาลาเรียบางชนิดในคน
และสัตว ในสตัวปกไดมีการจําแนกชนิดดวยวธิีนี้เพียง 3 ชนิด คือ P. gallinaceum, P. lophurae 
และ P. juxtanucleare เทานั้น และยังไมสามารถนํามาใชประเมินระดับของเชื้อหรือใชเพื่อการ
วินิจฉยัทัว่ไป  
 
การทดสอบทางซีรั่มวทิยาเพื่อตรวจหาระดับภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรีย  
 โดยทั่วไปการทดสอบทางซร่ัีมวิทยาขึ้นกบัปฏิกิริยาของแอนติเจนและแอนติบอดี และ
สามารถตรวจวัดได แบงออกเปน 2 ขั้นตอน คือ ขัน้ตอนแรกเปนการนําแอนติเจนและแอนติบอดีมา
รวมกันและปลอยใหมีการจบัเกาะหรือทาํปฏิกิริยากนั ขั้นตอนที่สองเปนการตรวจสอบการจบัเกาะ
หรือทําปฏิกิริยากับแอนติเจนและแอนติบอดีดวยวิธทีี่เหมาะสม ดังนั้นการตรวจหาระดับภูมิคุมกัน
ตอเชื้อมาลาเรยีจึงเปนการวนิิจฉัยดวยวิธทีางออม โดยอาศัยหลกัการทําปฏิกิริยาระหวางแอนตเิจน
และแอนติบอดี ซึ่งใชสารบางอยางติดฉลากกับแอนติบอดีเพื่อเปนตัวชี้วัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ตัวอยาง
สารติดฉลาก เชน เอนไซม สารเรืองแสง หรือสารกมัมันตภาพรังสี เปนตน การตรวจวินจิฉยัเพื่อ
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ทดสอบหาระดับภูมิคุมกันของโรคมาลาเรียสวนใหญมักมีการศึกษาในคน วธิีทีน่ยิมใชในปจจบุัน  
ไดแก  Immunofluorescence assay (IFA) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
และ Western blot analysis เปนตน  
 
1. การตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรยี ดวยวธิี IFA  

วิธี IFA เร่ิมมกีารพัฒนาโดยนําแอนติบอดีมาติดฉลากดวยสารเรืองแสง ในหองปฏิบัติการ
ตั้งแตป ค.ศ. 1941 โดย Coon และคณะ (1941) ไดรายงานถึงการนําสารเรืองแสงมาติดฉลากกับ
แอนติบอดีเพือ่ตรวจหาแอนติเจน หรือตรวจหาแอนตบิอดีในชิ้นเนื้อ หลังจากนัน้ก็เร่ิมมีผูใหความ
สนใจนาํมาพฒันาใชตรวจหาเนื้อเยื่อของสิ่งมีชวีิตอื่นๆ รวมทั้งการทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอ
เชื้อมาลาเรียในคน ลิง หนู และในสตัวปก (Zuckerman, 1969)  

วิธ ี IFA เปนวิธีทีง่าย มีความไวและความจําเพาะสงู สามารถสงัเกตเห็นเชื้อไดชดัเจน ใน
สัตวปก เทคนิค IFA สามารถนาํมาใชในการตรวจหาเชื้อ P. gallinaceum ในระยะ ookinetes 
(Adini and Warburg, 1999) sporozoites (Ramirez et al., 1991 ; Rocha et al., 1993) exo-
erythrocytic stage (El-Nahal, 1966 ; Ramirez et al., 1991) erythrocytic stage (Todorovic et 
al., 1968 ; Soni and Cox, 1975b ; Soni and Cox, 1975c) นอกจากนี้มีผูรายงานวาวิธีนีน้ําไป
ประยุกตใชในการตรวจวัดระดับแอนติบอดีไดดวย (El-Nahal, 1966 ; Dooris and McGhee, 1975) 

การทดสอบดวยวธิ ี IFA มีหลักการงายๆ คือ การปลอยใหแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่
ตองการทดสอบทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีจําเพาะ และใชสารเรืองแสงประเภท fluorescein ติด
ฉลากกับแอนติบอดีเปนตัวชี้วัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ปฏิกิริยาดังกลาวศกึษาไดจากกลองจุลทรรศนทีใ่ช
แสงอัลตราไวโอเลต (UV) ซึ่งมีความยาวแสงสูงสุด 495 มิลลิไมครอนหรือนาโนเมตร ปฏิกิริยาที่
ใหผลบวกสามารถมองเหน็ไดมีสีเขียวสด ที่มี molar quantum 92% วิธีทดสอบ แบงออกเปน 2 
แบบ คือ Direct และ Indirect IFA (Nakamura and Bylund, 1997) 

Direct IFA เปนการตรวจหาแอนติเจนที่อยูในสภาพชิ้นเนื้อหรือบนสไลด และใชแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการตรวจติดฉลากดวยสารเรืองแสงทีท่ําปฏิกิริยากนัโดยตรง สาํหรบั 
Indirect IFA เปนการตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดี โดยมีหลกัการคือ ใหแอนติเจนที่ตองการ
ทดสอบทาํปฏิกิริยากับแอนติบอดีจําเพาะ และใชแอนติบอดีตัวที ่ 2 ติดฉลากดวยสารเรืองแสง เปน
ตัวทําปฏิกิริยาอีกตัวหนึง่โดยทางออม เพื่อบงชีว้าเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่
ตองการทดสอบหรือไม โดยทั่วไปมักนิยมใชตรวจสอบ antinuclear antibody (ANA) ซึ่งไดผลดีกับ
เนื้อเยื่อที่มนีิวเคลยีสมาก น้าํยาเคมี เชน acetone จะสามารถ fix แอนติเจนในเนื้อเยื่อเพื่อยับยั้งการ
สลายตัวไดดี และทําใหผนงัเซลลม ี permeability สูง ANA สามารถเขาสูเซลลได ดังนัน้ผลของการ
ทดสอบจึงเหน็ไดชัดเจน และตัวอยางซีร่ัมที่ตองการทดสอบสามารถนํามาหาคาเชิงปริมาณได 
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(quantitative technique) ผลลัพธที่ไดถือเปนความเขมขนสูงสุดทีใ่หผลบวก  ตัวอยางเชน ความ
เขมขนของซีร่ัม 1/320 ใหผล ANA นอยกวาความเขมขนของซีร่ัม 1/10240 เปนตน การไตเตรตที่
เหมาะสมของตัวอยางที่ใหผลบวกควรมีชวงของ dilution factor คือ 3.162 (√10) คาความเขมขน
ของซีร่ัมที่ควรนํามาใชในการทดลองม ี 2 ชวง และเพิ่มเปน 10 เทา ไปเร่ือยๆ ดงันี ้ 1/10, 1/32, 
1/100, 1/320, 1/1000, 1/3200, 1/10000 และตอๆไปเปนลําดับ  

ปจจุบันวิธ ี IFA นิยมใชมากสําหรับการตรวจหาแอนติบอดีในซีร่ัม โดยใหซีร่ัมที่ตองการ
ตรวจทําปฏิกิริยากับเชื้อมาลาเรียทีท่ําเปนแผนฟลมเลือดบางบนสไลด และใชแอนติบอดีตออิมมูโน
โกลบูลินใน ซีร่ัมที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงเปนตวัชี้วดัปฏิกิริยา ถาซีร่ัมนัน้มีแอนติบอดีที่จําเพาะ
กับแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียอยู เมื่อศึกษาดวยกลองจุลทรรศน UV การเรืองแสงของเชื้อจะปรากฏ
บนแผนสไลด (El-Nahal, 1966 ; Congdon et al., 1969 ; Dooris and McGhee, 1975 ; 
Manawadu and Voller, 1978) สารเรืองแสงทีน่ิยมใชคือ Fluorescein และ Rhodamine ซึ่งอยูใน
รูปของ Fluorescein isothiocyanate (FITC) และ Tetramethylrhodamine isothiocyanate 
(TRITC) ตามลําดับ สารเรืองแสงเหลานี้มีคุณสมบัตทิี่สามารถดูดซับแสงสีหนึ่งและปลอยแสงอีกสี
หนึง่ออกมา สารเรืองแสงจะดูดซับแสงที่มีความยาวคลื่นนอยซึง่มพีลังงานสูง และปลอยแสงที่มี
ความยาวคลืน่มากกวาซึง่มพีลังงานต่ํากวาออกมา สาํหรับ FITC จะดูดซับแสงที่ความยาวคลื่น 495 
นาโนเมตร และปลอยแสงความยาวคลืน่ 517 นาโนเมตร ซึ่งเปนแสงสีเขียวไดมากที่สุด (Garvey   
et al., 1977) 
   
2. การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อดวยวิธ ีELISA 

ELISA เปนวิธทีดสอบระดับภูมิคุมที่มหีลักการและขั้นตอนการทดสอบคลายคลึงกับวิธี IFA 
หลักการ คือ การใชเอนไซมเปนสารติดฉลากแอนติเจนหรือแอนติบอดีเพื่อช้ีวัดปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นบน 
solid phase และเมื่อนํามาทําปฏิกิริยากบัสารตั้งตนของเอนไซม (substrate) จะเกิดสีที่มองเหน็ได
ดวยตาเปลาหรือตรวจวัดดวยเครื่อง ELISA reader เอนไซมที่นยิมใชเปนสารติดฉลากคือ 
horseradish peroxidase และ alkaline phosphatase ระดับความเขมขนของแอนติเจนและ
แอนติบอดีที่ใชในการทดสอบที่เหมาะสมอยูในชวง 1-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร การทดสอบดวยวิธี 
ELISA  สามารถใชตรวจหาไดทั้งแอนติเจนและแอนติบอดี นิยมใช 96-well plastic microtiter plate 
เปน solid phase ในการเคลอืบ (coat) ตัวอยางแอนติเจนหรือแอนตบิอดีที่ตองการทดสอบ 

การทดสอบดวยวธิี ELISA แบงออกไดเปน 2 แบบ คือ competitive ELISA และ 
noncompetitive ELISA  

ก. Competitive ELISA เปนการทดสอบที่ใชตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่มปีริมาณ
นอยๆ แมวาโดยทั่วไปมกัจะใชเพื่อการตรวจหาแอนติเจนก็ตาม ในการทดสอบเพื่อตรวจหา
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แอนติเจน มีหลักการ คือ แอนติบอดีจะถูก coat อยูบนพืน้ผิวของ microtiter plate และใหแอนติเจน
ตัวอยางทีน่ํามาทดสอบทําปฏิกิริยาแขงขันกับแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม กรณีนี้ถาแอนตเิจน
ตัวอยางสามารถจับกับแอนติบอดีที่ coat ไว แอนติเจนที่ติดฉลากกับเอนไซมก็จะไมสามารถทาํ
ปฏิกิริยากับแอนติบอดีได ดังนัน้เมื่อเติม substrate ลงไป ก็จะไมมีสีเกิดขึ้น ในทางตรงกนัขามถา
แอนติเจนตัวอยางไมทําปฏิกริิยากับแอนตบิอดีที่ coat ไว แอนติเจนที่ติดฉลากกับเอนไซมสามารถ
ทําปฏิกิริยากบัแอนติบอดีได เมื่อเติม substrate  ก็จะเกิดสีข้ึน  
 การทดสอบดวยวธิี Competitive ELISA เมื่อเปรียบเทียบกบั Noncompetitive ELISA 
พบวา Competitive ELISA มีความจาํเพาะสูงกวาแตมีความไวต่ํากวามาก ทัง้นี้อาจข้ึนอยูกับปจจัย
หลายประการ เชน โมเลกุลขนาดเล็ก ความบริสุทธิ์ของแอนติเจนที่ใชทดสอบ เปนตน  

ข. Noncompetitive ELISA วิธนีี้มีการใชมากที่สุดโดยเฉพาะอยางยิ่งในทางคลินิก
ปฏิบัติการ เปนการทดสอบเพื่อตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีก็ได หลักการทดสอบ คือ ถาเปน
การตรวจหาแอนติบอดี แอนติเจนจะถูก coat บนผวิพลาสติกของ microtiter plate แอนติบอดีที่มี
ความจาํเพาะตอแอนติเจนจะทําปฏิกิริยากัน ซึง่สามารถตรวจสอบโดยใชแอนติบอดีตัวที่ 2 ที่ติด
ฉลากดวยเอนไซม และเติม substrate เพือ่ศึกษาปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้น ถาแอนติบอดีมคีวามจาํเพาะตอ
แอนติเจนจะปรากฏสีที่เห็นไดดวยตาเปลาหรืออานผลไดจาก ELISA Reader (Carpenter,1997) 
ในกรณีที่ตองการทดสอบหาแอนติเจนใชหลักการเดียวกัน เวนแตใหแอนติบอดีถกู coat บนผิว
พลาสติกของ microtiter plate เทานัน้  

การทดสอบดวยวธิ ีELISA ที่ใหผลบวกหรือลบโดยศึกษาจากสีที่ปรากฏนัน้ ความเขมของสี
ที่เปลี่ยนแปลงไปสามารถวดัได และเปนสัดสวนกับระดับของผลบวก ถาสทีี่เกดิขึ้นมีความเขมสูง
มากแสดงวาปริมาณของแอนติเจนและแอนติบอดีที่เกิดปฏิกิริยามีจาํนวนมาก การวัดความเขมของ
สีทําไดโดยใช absorbance ที่ specific ของ wavelenght ของ substrate และการอานผลควรทําใน
เวลาจาํกัดมิฉะนั้นอาจมีความคลาดเคลื่อนงาย  

เนื่องจาก ELISA เปนการทดสอบที่มีความหลากหลาย นาเชื่อถือ ทาํงาย สะดวก รวดเร็ว 
และมีความไวสูง สามารถนํามาใชทดสอบไดทั้งการตรวจหาแอนติเจนและแอนตบิอดี มักนิยมใช
เพื่อการตรวจวินิจฉยัโรคในหองปฏิบัติการทางการแพทย (Carpenter,1997) และประเมินระดับ
แอนติบอดีตอการติดเชื้อได จึงมีการนาํมาใชศึกษาทางระบาดของโรคมาลาเรียทั้งในคนและสัตว 
(Voller et al. 1974; Voller et al. 1975 ; Graczyk et al. 1993 ; Graczyk et al.1994)  

ในสัตวปกการทดสอบเพื่อหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อมาลาเรียดวยวิธ ี ELISA มีการศึกษา
คอนขางนอยมาก ในป ค.ศ.1993 Graczyk และคณะ ไดศึกษาและพัฒนาเทคนิค ELISA เพื่อใชใน
การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. elongatum และ P. relictum ในเปดและในนกเพนกวินโดย
ใชแอนติเจนของเชื้อ P. falciparum 3 ชนิด คือ circumsporozoite (CS) protein (R32tet32)         
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P. falciparum gametocyte antigen (P.F.R27) และ crude red blood cell extract (CRBCE) 
ปรากฏวาเกิดปฏิกิริยาขามระหวาง P. elongatum และ P. relictum ตอแอนติเจนของเชื้อ            
P. falciparum ทั้ง 3 ชนิด (Graczyk et al. 1993 ; Graczyk et al.1994)  

 
3. การตรวจทางซีรั่มวทิยาของเชื้อมาลาเรยีดวยวธิ ีWestern blot analysis  

Western blot analysis เปนการจาํแนกโปรตีนแอนติเจนดวยน้ําหนักโมเลกุล และทดสอบ
หาความจาํเพาะของแอนติเจนและแอนตบิอดี โดยใชวธิีทางชวีเคมี คือ electrophoresis และวิธี
ทางซีร่ัมวทิยาคลายคลึงกับการทดสอบ ELISA ผนวกเขาดวยกัน กลาวคือ การแยกโปรตีนของ
แอนติเจนตามน้ําหนกัโมเลกลุบนแผนเจลดวยกระแสไฟฟา ใชวิธทีี่เรียกวา Sodium Dodecyl 
Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) เปนเทคนิคซึ่งมีหลักการการแยก
โปรตีนโดยการเคลื่อนที่ตามน้ําหนกัโมเลกลุโปรตีนดวยประจุไฟฟา โดยใช SDS ซึ่งมีคุณสมบัติเปน 
detergent ที่มีประจุลบ สามารถยึดเกาะกับโปรตีนโดยรอบ และทําใหโปรตีนเสยีสภาพเนื่องจากไป
ทําลายพนัธะ disulfide ของโปรตีนหลายๆขนาดที่รวมตัวกันอยู ใหสลายตัวออกเปนหนวยยอย และ
เคลื่อนที่ในสนามไฟฟาโดยอาศัยน้าํหนักโมเลกุลที่แตกตางกนัไปยังขัว้บวก โปรตีนที่แยกไดจากแผน
เจลนี้ถกูยายไปยังแผนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลสไดโดยการ blot และสามารถตรวจสอบ
ความจาํเพาะตอแอนติบอดีไดเมื่อนําไปทาํปฏิกิริยากบัแอนติบอดีตัวที่ 2 ที่ติดฉลากดวยเอนไซม ซึ่ง
ทําใหเกิดสีของปฏิกิริยาดวย substrate  ปฏิกิริยาที่ปรากฏอาจมีมากกวาน้าํหนกัโมเลกุล 1 
ตําแหนงของแอนติเจนที่สามารถจับกับแอนติบอดีได น้ําหนกัโมเลกุลของโปรตนีแตละตําแหนงนั้น
สามารถประเมินไดจากสัดสวนของระยะทางที่โปรตีนเคลื่อนที่และระยะทางของ tracker dye 
marker เคลื่อนที ่ทําใหทราบถึงปริมาณของโปรตีนเปาหมาย ขนาด น้ําหนกั และความบริสุทธิข์อง
โปรตีน (Ledue and Garfin, 1997) 

เนื่องจากปฏิกริิยาของแอนตเิจนและแอนตบิอดีที่จําเพาะจากตัวอยางทีใ่ชศึกษาสามารถ
สังเกตไดจากสีที่เกิดขึ้นชัดเจน จึงมกีารนํามาใชในการศึกษาทางชวีเคมี วทิยาศาสตรการแพทย 
วิทยาศาสตรการสัตว ในการศึกษาเกีย่วกบัโรคมาลาเรยี ไดมีการทดลองใช SDS-PAGE ในการ
วิเคราะหโปรตีนของเชื้อ P. lophurae ระยะ erythrocytic merozoites พบวา แถบของโปรตีนจาก 
merozoites แตกตางจากแถบของโปรตีนของเม็ดเลือดแดง (Hollingdale and Kilejian, 1979) และ
บางรายงานทีไ่ดนําวิธ ี Western blot analysis ไปใชในการตรวจหาความจําเพาะของการติดเชื้อ
มาลาเรีย Rocha และคณะ (1993) รายงานวา monoclonal antibody ของเชื้อ P. gallinaceum  
ระยะ sporozoite มีปฏิกิริยาขามกับแอนติเจนของ P. berghei ระยะ sporozoites  ที่มนี้ําหนัก
โมเลกุล 200 และ 54 kDa ในขณะที่แอนติเจนของ P. gallinaceum ระยะ sporozoites ไมทํา
ปฏิกิริยาขามตอแอนติเจนของ P. berghei ระยะ sporozoites ตอมา Adini and Warburg (1999) 
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ไดทดลองพบวา monoclonal antibody ตอ ookinete ของ P. gallinaceum surface protein 
น้ําหนกัโมเลกลุ 28 kDa มีความจาํเพาะตอ โปรตีนของ P. gallinaceum ทั้งระยะ ookinete และ 
oocyst เมื่อทาํการทดสอบดวย Western blot analysis 
 
โรคมาลาเรียไกในประเทศไทย 

อุบัติการของโรคมาลาเรียในไกและสัตวปกอื่น  
ในประเทศไทย เชื้อมาลาเรียในสัตวปกเริ่มมีการคนพบหรือมีการระบาดมาตั้งแตเมื่อไรไม

ทราบแนชัด แตจากผลการตรวจหาเชื้อมาลาเรียจากฟลมเลือดบางที่ยอมสียมิซา ที่ระบุไวใน
ระหวางป ค.ศ. 1964-1967 ไดตรวจพบเชือ้รวม 8 ชนิด คือ P. relictum, P. fallax, P. matutinum, 
P. giovannolai,    P. circumflexum, P. vaughani, P . nucleophilum และ P. rouxi ในสัตวปก
จํานวน 47 ชนิด ในทุกภาคของประเทศ (Laird, 1998) ตอมาในป พ.ศ. 2539 สุดจิตต และคณะ ได
รายงานการตรวจพบเชื้อ Plasmodium spp. ในนกไกฟาสทีอง สําหรับขอมูลการพบเชื้อมาลาเรียใน
ไกนั้นหนวยปรสิตวิทยาไดตรวจพบในไกไข 1 ราย ที่นาํฟลมเลือดมาสงตรวจ ในป 2537 แตไมได
ระบุวาเปนเชือ้ชนิดใด (Personal communication) ในป 2538 ทัศนีย และคณะ ไดรายงาน
อุบัติการของโรคมาลาเรียทีม่ีสาเหตุจาก P. gallinaceum ในไกเนื้อข้ึนเปนครั้งแรกในประเทศไทย 
โดยเกิดการระบาดขึ้นในฟารมไกเนื้อแหงหนึ่งในเขตมีนบรีุ กรุงเทพมหานคร และในเวลาใกลเคียง
ไดมีการระบาดของโรคมาลาเรียขึ้นในฟารมไกเนื้อในเขตจังหวัดนครนายกและฉะเชิงเทราเชนกัน 
(ชัยศิริ และคณะ, 2539 ; ทัศนีย และคณะ, 2538) ตอมาในป 2540 มีรายงานการระบาดของโรค
มาลาเรียในไกไขเปนครั้งแรกที่จังหวัดฉะเชงิเทรา (ปยนุช และทัศนีย, 2541) หลังจากทีพ่บวามกีาร
ระบาดของโรคมาลาเรียเกดิขึ้นในประเทศไทย และโรคนี้เปนสาเหตุหลักประการหนึง่ที่สรางปญหา
และทําความเสียหายทางเศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก จงึมกีารศึกษาทัง้ภาคสนามและใน
หองปฏิบัติการในหลายๆดาน เชน ความชุก การแพรระบาด อาการ การกอโรค การตรวจวนิิจฉัย 
การรักษา และการควบคุม  เปนตน 

 
ความชกุและการแพรระบาดของโรคมาลาเรียไก  
จากผลการสํารวจแหลงที่มีการตรวจพบเชือ้ระหวางเดือน มกราคม พ.ศ. 2540 ถึง เดือน 

มิถุนายน พ.ศ. 2542 พบวาเชื้อมีการระบาดแพรหลายสูงถึง 30 จังหวัด (ปยนุช, 2543) โดยตรวจ
พบเชื้อในไกเนื้อ 16 จังหวดั ไกไข 17 จังหวัด และไกที่ไมไดระบุชนดิอีก 10 จังหวัด แบงตามเขต
พื้นที่การปกครอง (เขตปศสุัตว) ไดดังนี้  

เขต 1 กรุงเทพมหานคร  อยุธยา  สระบุรี  อางทอง  สงิหบุรี  นนทบุรี  ปทุมธาน ี
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เขต 2 สมุทรปราการ  ชลบุรี  นครนายก  ปราจีนบุรี  ฉะเชงิเทรา 
เขต 3 นครราชสีมา  สุรินทร 
เขต 4 ขอนแกน  ชัยภูมิ 
เขต 5 ลําพนู 
เขต 6 พิษณุโลก  นครสวรรค  กําแพงเพชร  พิจิตร 
เขต 7 เพชรบุรี  ราชบุรี  สุพรรณบรีุ 
เขต 8 นครศรีธรรมราช  กระบี ่
เขต 9 สงขลา  ตรัง  นราธวิาส  พัทลุง 
ชัยศิริ (2545) รายงานวาในระหวางป พ.ศ. 2533-2544 โรคมาลาเรียในไกมีการระบาดมาก

ที่สุดในปศุสัตวเขต 2 โดยเฉพาะจังหวดัฉะเชิงเทรา ซึ่งมกีารเลี้ยงไกไขเปนจํานวนมากราย การ
ระบาดเกิดขึ้นแพรหลายมากที่สุดในชวงฤดูฝนที่มยีุงชกุชุม ไกปวยทีม่ีเชื้อในกระแสเลือดเปนตัวแพร
เชื้อไปยังไกตัวอื่นๆในฟารมเดียวกนัหรือฟารมขางเคยีงไดตลอดเวลา เนื่องจากลักษณะที่ตัง้ของ
ฟารมเลีย้งไก โรงเรือนตั้งอยูบนบอปลา หรือบริเวณโดยรอบอาจเปนปา ทุงนา พงหญา ทีม่ีแหลงน้ํา
ขัง บึงน้ํา บอปลา ซึง่เปนแหลงเพาะพนัธุยุงที่ด ี  จงึทําใหยุงที่เปนพาหะนาํมีโอกาสแพรเชื้อไดอยาง
ตอเนื่อง (ชัยศิริ และคณะ, 2539) สอดคลองกับรายงานของ สุดจิตต และคณะ (2543) ที่ได
ทําการศึกษายุงพาหะในฟารมไกแหงหนึง่ที่เคยมกีารระบาดของโรคมาลาเรีย ระหวางเดอืน
พฤศจิกายน 2540 ถึง พฤศจิกายน 2541 รายงานวาพบยุงเปนจํานวนมากในชวงฤดฝูน รวม 7 ชนดิ 
คือ           C. gelidus, C. tritaeniorhynchus, C. quinquefasciatus, M. uniformis, M. 
Annulifera,          M. Indiana และ A. barbirostris แตตรวจไมพบเชื้อตามธรรมชาติจากยงุทุก
ชนิดดังกลาว ขณะที่ สุวรรณี และคณะ (2543b) ศึกษาในหองปฏบิัติการพบวายุง 3 ชนิด  คอื A. 
aegypti, C. gelidus และ C. tritaeniorhynchus มีอัตราการติดเชื้อสูงรอยละ 100, 60 และ 73.91 
ตามลําดับ  
 

อาการทางคลินิก 
ทัศนีย และคณะ (2538) รายงานวาจากภาวะการติดเชื้อตามธรรมชาติไกเนื้อที่ปวยดวยโรค

มาลาเรียในการระบาดครั้งแรกมีอาการ หงอย ซึม ไมกินอาหาร โลหิตจาง ขาไมคอยมีแรง คอตก 
อุจจาระเหลวมีสีเขียว อาจหายใจทางปาก อุณหภูมิรางกายสูงกวาปกติ นอนหมอบรวมกลุมหรือ
แยกจากฝูง ตอมาอีก 1-2 วัน ไกปวยก็จะตาย กอนตายมักจะมีอาการอาเจียน น้ําลายไหล ไกที่
แสดงอาการปวยมีอายุตั้งแต 18 ถึง 68 วัน อัตราการติดเชื้อ 24.19% และตาย 19.22% ขณะที่วินัย 
และคณะ  (2542) พบวาไกเนื้อพันธุสยาม-ญี่ปุน ที่แสดงปวยตั้งแต อาย ุ1 - 18 เดือน อัตราการติด
เชื้อ 65% และตาย 18% 
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สําหรับไกไขที่ติดเชื้อนั้น อัตราการไขลดลง 10-30% ไขมีขนาดเล็ก เปลือกบาง บุบและแตก
งาย ไกกินอาหารนอยลง 21% โลหิตจาง (หงอนซีด) 56% อุจจาระมีสีเขียว 53% หนาบวม 13%  
ตัวรอนผิดปกติ 10% เปนหวัดและขาไมมีแรง 8% และมีการตายผิดปกติ บางฟารมไกอาจมีอัตรา
การตายถึง 20% (ปยนุช, 2541)  

ปยะนนัท (2542) ทดลองใชเชื้อ P. gallinaceum ปริมาณ 5x103 infected rbc ฉีดเขาใต
ผิวหนังไกเนื้ออายุ 2 สัปดาห โดยพบวาไกมีอัตราการตดิโรค 100% และตาย 66.67% เร่ิมตรวจพบ
เชื้อในกระแสเลือดไดในวันที ่4 และระดับเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงสุดในวนัที่ 14 ของการทดลอง ไก
ที่ไดรับเชื้อแสดงอาการซึม 100% อุจจาระมีสีเขียว 67% และ เลือดจาง 100% ในขณะที ่ สุวรรณี 
และคณะ (2543a) ทดลองใชเชื้อปริมาณ 0.6-6x105 ฉีดเขาทางเสนเลอืดไกไขเพศผู อายุ 3 สัปดาห 
ผลปรากฏวาไกที่ไดรับเชื้อปริมาณมากจะตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดไดเร็วกวาไกทีไ่ดรับเชื้อ
ปริมาณต่ํา ไกที่รับเชื้อ 1 infected rbc อัตราการติดเชื้อ 33.33%  ไกที่ไดรับเชื้อมากขึ้นมีอัตราการ
ติดเชื้อสูงและตายสูงขึน้ ผันแปรตามปรมิาณเชื้อที่ไดรับและระดับเชื้อในกระแสเลอืด 100% และ 
100% ตามลําดับ เชนเดยีวกบัการเกิดภาวะโลหิตจาง 

 ดําเนนิ (2544) ทดลองฉีดเชื้อ P. gallinaceum ในไกเนื้อคละเพศอายุ 10 20 และ 30 วัน 
พบวาอัตราการติดเชื้อ 22% 16% และ 34% ตามลําดบั และอัตราการตาย 20% 12% และ 18% 
ตามลําดับ ไกที่ไดรับเชื้อปริมาณมากเกดิภาวะโลหิตจาง 40-60% และคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนมี
ความผนัแปรสูง ไกที่ตายทกุตัวพบวากอนตายมีคาเมด็เลือดแดงอัดแนนอยูระหวาง 15.0-24.0% 

 
พยาธิสภาพและพยาธวิิทยา 
ทัศนีย และคณะ (2539) รายงานวาจากภาคสนามไกที่ปวยและตายดวยโรคมาลาเรียมี

ลักษณะรอยโรคที่สังเกตได คือ ตับและมามขยายใหญ สมองมีเลือดคัง่ เชนเดยีวกับ วนิัย และคณะ 
(2542) ที่พบวา ตับและมามมีขนาดใหญ เลือดคั่งที่สมอง และพบมีจุดเลือดออกที่กลามเนื้อหนาอก
ของซากไกบางตัว ลักษณะทางจุลพยาธวิทิยาที่ตับ พบมีการเสื่อมของเซลลรอบๆ central vein และ
พบ hemosiderin ใน sinusoids และ Kupffer’s cell สวนที่มามพบ hyperplasia ของ red pulp 
และ hemosiderosis บริเวณสมองมีเชื้อมาลาเรยีใน brain capillaries หลายแหงถูกอุดตัน 

ผลจากการทดลองของปยะนนัท (2542) ที่ฉีดเชื้อใหไกเนื้อเพศผู พบวาเมื่อทําการผาซาก
สังเกตพบรอยโรค คือมามและตับมีสีดําคล้ํา 100%  มามจะขยายใหญ 100% มีของเหลวคั่งในถุง
หุมหวัใจ 100% และไตบวมน้ํา 66.67% ในวนัที่ 8 หลังจากไดรับเชื้อ ตรวจพบ malarial pigment 
กระจายอยูทัว่ไป โดยสะสมเปนจํานวนมากที่ตับและมาม และพบไดประปรายที่สมอง หวัใจและไต 
และตรวจพบเชื้อระยะ exoerythrocytic schizonts ในเยื่อบุหลอดเลอืดที่มาม ตบั ปอด ไต และ
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สมอง และ malarial pigment ตอมา สุทธิศักดิ์ และคณะ (2545) ไดทําการศึกษาทดลองพบวา
ใหผลคลายคลึงกัน  

 
การรกัษาโรคมาลาเรียในไก 

 จากหลายรายงานที่ไดทาํการทดลองรักษาโรคมาลาเรียในไกเนื้อและไกไข โดยประยุกตมา
จากยาที่ใชไดผลในการรักษาโรคมาลาเรียในคน (ทัศนีย และคณะ, 2538 ; ปยนุช และคณะ, 2542a 
; ปยนุช และคณะ, 2542b ; วินัย และคณะ, 2542 ; ดําเนิน, 2544)  

การรักษาโรคในภาคสนาม ในชวงตนที่มีการระบาดของโรคมาลาเรียในไกเนื้อ ทําการรักษา
ดวยยา 2 ชนดิ เชา-บาย ติดตอกันนาน 5 วนั โดยตอนเชา ใช คลอโรควิน ผสมน้ําใหกนิ 3 วัน 
ติดตอกัน โดยวันแรก ใหในขนาด 10 มิลลิกรัม ตอน้าํหนักไก 1 กิโลกรัม วันที ่2 และ 3 ในขนาด 5 
มิลลิกรัม ตอน้ําหนกัไก 1 กิโลกรัม ตอวนั สําหรับตอนบาย ใชยาซลัฟาโมโนเม็ททอกซนิ โดย 2 วัน
แรกใหในขนาด 200 มิลลิกรัม ตอน้ําหนกั 1 กิโลกรัมตอวัน  ผสมน้าํใหกนิ ในวันที่ 3-5 ในขนาด 100 
มิลลิกรัม ตอ 1 กิโลกรัมตอวัน (ทัศนีย และคณะ, 2538) ตอมาวินัย และคณะ (2542) รักษาไกเนื้อ
ดวยยาคลอโรควิน ผสมน้าํปอนปากโดยตรง ในวนัแรก ขนาด 20 มิลลิกรัมตอน้าํหนัก 1 กิโลกรัม 
และ ขนาด 10 มิลลิกรัม ตอน้ําหนกั 1 กิโลกรัม ติดตอกันอีก 3 วันหลังการรักษา พบวาใหผลดีไกมี
อัตราการติดเชื้อลดลงจนกระทั่งไมพบในที่สุด ขณะที่ปยนุช และคณะ (2542a) ทดลองรักษาการตดิ
เชื้อในไกเนื้ออายุ 49 วัน ใชยาผสมน้ําใหกนิ โดยใหคลอโรควิน ขนาด 30 มิลลิกรัมตอน้ําหนกั 1 
กิโลกรัม ติดตอกันนาน 6 วนั พบวาทําใหเชื้อในกระแสเลือดลดลง และยาดอกซีไซคลิน ขนาด 10 
มิลลิกรัมตอน้าํหนัก 1 กิโลกรัม ติดตอกนั 4 วัน และตอมา ใชขนาด 50 มิลลิกรัมตอน้ําหนกั 1 
กิโลกรัม อีก 4 วนัติดตอกัน เชื้อลดลงจนกระทั่งตรวจไมพบเมื่อส้ินสุดการทดลอง  
 ในป พ.ศ. 2544 ดําเนิน  ไดใชเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาหลอดเลือดแดงของไกเนื้ออายุ 
23 วัน และเมื่อตรวจพบเชื้อระยะ schizonts และ gametocytes ในกระแสเลือดตั้งแต 13.19-
63.71% ไดทดลองรักษาดวยยา 5 ชนิด คือ อาทิซูเนต คลอโรควิน ดอกซีไซคลิน ไพรมาควิน และ
อาทิซูเนตรวมกับไพรมาควิน ในขนาด 10, 10, 50, 0.50 และ 10+50 มิลลิกรัม ตอน้ําหนัก 1 
กิโลกรัมตอวัน ตามลําดับ โดยปอนปากใหกินวันละ 1 คร้ัง ติดตอกันนาน 5 วัน ผลปรากฏวายาคลอ
โรควิน และดอกซีไซคลินมีประสิทธิภาพสูงสุดตอการรักษาการติดเชื้อระยะ asexual blood stages 
แตไมมียาชนิดใดที่มีประสิทธิภาพสูงตอการรักษาการติดเชื้อระยะ gametocytes และ 
exoerythroschizonts ที่อยูในตับและมามของไก  

สําหรับการรักษาโรคมาลาเรยีในไกไขนั้น  ปยนุช และคณะ (2542b)  รายงานวายาคลอโร 
ควินมีประสิทธิภาพดีตอการรักษาโรคมาลาเรียในไกไข อายุ 12 สัปดาห ทําใหไกทีป่วยอยูฟารมแหง
หนึง่ในจงัหวัดฉะเชิงเทรา มีอาการดีขึ้น เมื่อใหยาคลอโรควินฟอสเฟต ผสมน้ําใหกนิ ขนาด 10 
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มิลลิกรัมตอน้าํหนัก 1 กิโลกรัม ติดตอกัน 5 วัน และหลังจากหยุดยาไปนาน 1 สัปดาห ใหซ้ําอีก 1 
คร้ัง นาน 5 วนัเชนกัน เชื้อในกระแสเลือดลดลงในระดับหนึง่ แตไมสามารถกําจัดใหหมดไปจาก
กระแสเลือดได แมวาไกปวยมีอาการดีข้ึน อัตราการตายลดลง อัตราการไขเพิ่มข้ึน และเปลือกไข
หนาขึ้นก็ตาม 

 
การควบคุมและปองกัน 

 การควบคุมและปองกนั เนือ่งจากประเทศไทยอยูในเขตที่มีอากาศรอนชื้น การเกษตรกรรม
หลักเปนการเพาะปลกู ทํานา และเลี้ยงสัตว จึงมีพืน้ที่ทีม่ีน้าํขังอยูทั่วไปในแหลงที่เลีย้งสัตว 
โดยเฉพาะฟารมเลี้ยงไกที่สรางโรงเรือนอยูบนบอปลา หรือบริเวณโดยรอบของเลามนี้าํขังตลอดป 
กลายเปนแหลงเพาะพันธุยงุที่ดี ไกที่เลี้ยงในโรงเรือนเปดมีการติดเชือ้มาลาเรีย เกิดการระบาดของ
โรคไดตอเนื่อง ตลอดทั้งป และเนื่องจากยาที่ใชอยูในปจจุบันยงัไมสามารถกําจัดเชื้อใหหมดไปได 
ดังนัน้การควบคุมยุงพาหะนําจงึเปนสิ่งจาํเปน ซึง่สามารถทาํไดโดยกําจัดแหลงเพาะพันธุยงุ เชน 
ขจัดแหลงน้าํขัง มีการระบายน้ํา ถางหรือตัดหญาที่อยูรอบๆเลาไกใหโลงเตียนไมใหเปนแหลง
เพาะพนัธุยงุ ใชยาพนฆายงุ ใชกับดักยุงวางรอบๆเลาไก ปองกันยุงใหเขาไปในเลาไกนอยลง  การ
กางมุงคลุมเลาลอยบนบอปลา เปนตน (ทัศนียและคณะ, 2538 ; ชัยศิริ และคณะ, 2539 ; ปยนุช 
และ ทัศนีย, 2541 ; วินยั และคณะ 2542) และหรืออาจจําเปนตองเปลี่ยนระบบการเลี้ยงเปน
โรงเรือนปดซึ่งเปนวธิีหนึ่งที่ดแีละแกปญหาไดแนนอน นอกจากนี ้ ถาเปนระบบโรงเรอืนเปดที่บริเวณ
รอบๆ มอัีตราเสี่ยงตอการเกิดโรคมาลาเรียสูง มีการเลี้ยงไกหนาแนนเปนจํานวนมากและมีการ
ระบาดของโรคมาลาเรียแพรหลาย ควรตรวจเลือดไกและสังเกตอาการเปนระยะ เปนการเฝาระวัง
โรค ทําใหทราบถึงสภาวะของการติดเชื้อ เพื่อวาจะหาทางปองกนัและรักษาไดทนัตอเหตุการณ 
  

ปญหาและความสูญเสียทางเศรษฐกจิในอุตสาหกรรมการเลีย้งไก 
ตั้งแตเร่ิมมีการระบาดของโรคมาลาเรียเปนครั้งแรกในป 2538 จนกระทั่งถึงปจจุบัน ไกที่

เลี้ยงแบบอุตสาหกรรมมีการระบาดของโรคแพรขยายออกไปในหลายๆจังหวัดทั่วทุกภาคของ
ประเทศ การปวยและตายของไกที่เปนโรคมาลาเรียมีอัตราการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว และมีอัตรา
ความสูญเสียทางเศรษฐกิจสูง ไกที่ติดเชื้อปวยและตายทําใหรายไดของเกษตรกรลดลง ซึ่งสราง
ความเสียหายใหแกเกษตรกรผูเลี้ยงไกเปนจํานวนมาก ในระยะแรกนั้นไดมีผูประเมินความเสยีหายที่
เกิดขึ้นในฟารมไกเนื้อ 4 ฟารมวาทําใหสูญเสียเงินถึงหนึ่งลานบาท และอาจเปนโรคที่สรางปญหา
และความสูญเสียมากกวาโรคติดเชื้ออ่ืน (ชิต และชัยศิริ, 2541) นอกจากนี้ไกไขที่ติดเชื้อมาลาเรียทํา
ใหไขลดลง 10-30% ตาย 20-48% (ปยนุช และทัศนีย, 2541 ; ปยนุช, 2543) ดังนั้นเพื่อเปน
ประโยชนในการวางแผนควบคุมและรักษาโรคไมใหมีการระบาดเพิ่มมากขึ้นอีก จึงนาจะหาแนวทาง
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การพัฒนาวิชาการใหมๆดานตางๆเพื่อแกปญหาทางเศรษฐกิจไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งวิธีวินิจฉัยเชื้อที่มีความถูกตองแมนยํา งาย สะดวก และรวดเร็ว 

 
การตรวจวนิจิฉัยโรคมาลาเรียไก 
ปจจุบันการวินิจฉัยเชื้อมาลาเรียที่เปนปญหาและระบาดอยูในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกของ

ประเทศ ยังมีขอจํากัดคอนขางสูง นอกเหนือจากการวินิจฉัยดวยวิธีทางสัณฐานวิทยาของเชื้อที่เห็น
จากกลองจุลทรรศนแลว การพัฒนางานดานการตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพยังมีคอนขางนอย 
การศึกษาในรายงานตางๆที่ผานมา นิยมการตรวจเพื่อหาเชื้อโดยตรง ดวยวิธีทางปรสิตวิทยาจาก
ฟลมเลือดยอมสี  ซึ่งใชเปนมาตรฐานในการประเมินอัตราการติดเชื้อ ระดับเชื้อในกระแสเลือด 
(ทัศนีย และคณะ, 2539 ; ปยนุช และคณะ, 2541 ; ปยนันท, 2542 ; ทวี, 2542 ; สุวรรณี และคณะ, 
2543a) และประสิทธิภาพของยา (ทัศนีย และคณะ, 2538 ; ปยนุช และคณะ, 2542; ดําเนิน, 2544) 
ซึ่งเปนวิธีทางสัณฐานวิทยาที่อาศัยกลองจุลทรรศนเปนสําคัญ วิธีดังกลาวมีความไวจํากัด ตรวจ
ตัวอยางเลือดไดเพียงครั้งละหนึ่งตัวอยาง ใชเวลาในการตรวจคอนขางนาน เชื้อมาลาเรียที่พบใน
สัตวปกแตละชนิดมีรูปรางคลายคลึงกัน จึงตรวจและแยกชนิดไดยากมาก ผลที่ไดอาจมีความ
คลาดเคลื่อนได ตองอาศัยผูชํานาญการในการตรวจ สําหรับการตรวจดวยวิธีทางพยาธิวิทยาจาก
ซากและเนื้อเยื่อสัตวที่ตายเปนการตรวจหาเชื้อที่อยูในเซลลเยื่อบุหลอดเลือดและเม็ดสีของมาลาเรีย        
(ปยนันท, 2542 ; ดําเนิน, 2544) มักใชวินิจฉัยกรณีที่สัตวตายเทานั้นสวนการตรวจดวยวิธีทางพันธุ
ศาสตร เชน เทคนิค PCR นั้น แมวาทวี (2542) และสุวรรณีและคณะ (2543a) ไดศึกษามาเปนเวลา
พอสมควรแลวก็ตาม แตยังอยูในขั้นการศึกษาทดลอง และความไวสูงสุดที่ตรวจไดในขณะนี้คือ ที่
ระดับการติดเชื้อ 0.5% เทานั้น (Personal communication) ในขณะนี้จึงยังไมสามารถนํามาใชเปน
บรรทัดฐานในการประเมินอัตราการติดเชื้อ ระดับเชื้อในกระแสเลือด ประสิทธิภาพของยา หรือ
แมแตระบาดวิทยาของโรคได การพัฒนาวิธีทางซีร่ัมวิทยา เชน IFA และ ELISA จึงนาจะเปน
ประโยชนตอการตรวจวินิจฉัยและเหมาะสมสําหรับการประยุกตใชเพื่อการเฝาระวังโรคนี้เปนอยาง
ยิ่ง 
  



บทที่ 3 
 

 วิธีดําเนินการวิจัย 
 

การศึกษาทดลองครั้งนี ้แบงออกเปน 9 ข้ันตอน คือ การเตรียมสัตวทดลอง (3.1) การเตรียม
เชื้อ P. gallinaceum และการประเมนิจํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อในเลือด (3.2) การเตรยีม
แอนติเจน (3.3) การเตรียมซีร่ัม (3.4) การทดลองฉีดเชือ้ P. gallinaceum ปริมาณตางๆในไกเนื้อ 
เพื่อศึกษาภาวะการติดเชื้อ อัตราการตาย ภาวะโลหิตจาง และการทดสอบระดับแอนติบอดีในไกที่
ติดเชื้อ (3.5) การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA (3.6) และวิธ ี
ELISA (3.7) การตรวจหาโปรตีนแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum ที่มีความจาํเพาะตอแอนติบอดี
ดวยวิธ ีWestern blot analysis (3.8) การวิเคราะหขอมูล (3.9) 

 
3.1  การเตรยีมสัตวทดลอง 
 สัตวที่ใชตลอดการทดลอง เปนไกเนื้อและไกไข รวมทัง้สิ้น 380 ตัว แบงใชตามลกัษณะงาน 
ดังนี ้
            3.1.1 ไกไขพันธุ Babcock B380 เพศผู ใชสําหรับเพาะเลี้ยงเชือ้มาลาเรีย จํานวนที่ใชตลอด
การทดลอง รวม 200 ตัว โดยใชในการผานเชื้อตอเนื่องครั้งละ 5 ตัว ตามวิธีในขอ 3.2.2 ไกทั้งหมด
นํามาเลี้ยงตั้งแตอายุ 1 วัน และนํามาใชในการเพาะเลีย้งเชื้อเมื่อมีอายุ 2-12 สัปดาห  
 

3.1.2 ไกเนื้อพันธุ cobb คละเพศ อาย ุ 14 วัน จาํนวน 30 ตัว ใชสําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ
มาลาเรีย เพื่อเตรียมแอนติเจน ในการทดลองที ่3.6, 3.7 และ 3.8 คร้ังละ 10 ตัว  

 
3.1.3 ไกเนื้อพันธุ Arbor Acres คละเพศ จาํนวนรวม 150 ตัว แบงเปน 2 สวน สวนที่ 1 

จํานวน 30 ตัว ที่อายุ 2-3 สัปดาห นํามาใชในการเพาะเลี้ยงและเพิม่จํานวนเชื้อมาลาเรียเพื่อใชใน
การทดลองที ่3.5 ตามขอ 3.2.2 สวนที ่2 จํานวน 120 ตัว แบงเปน 3 กลุมอาย ุกลุมอายุละ 40 ตัว 
นํามาเลี้ยงตั้งแตอายุ 1, 11 และ 21 วัน และเมื่อไกมีอายุ 10, 20 และ 30 วัน จงึใชเพื่อการทดลองที ่
3.5 

ไกที่ใชทัง้หมดตามขอ  3.1.1-3.1.3 เลี้ยงไวในหองสัตวทดลองชั้น 8  คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ขังกรงไวในหองที่กรุมุงลวดและและคลุมกรงดวยมุงผา เพือ่
ปองกันไมใหยงุกัด ใหกนิน้าํและอาหารสาํเร็จรูป และทําวัคซีน ตามมาตรฐานทีก่ําหนดไว (จิโรจ, 
2544) 
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3.2  การเตรยีมเชื้อ P. gallinaceum และการประเมินจํานวนเมด็เลือดแดงที่ติดเชื้อในเลอืด
 3.2.1 เชื้อที่ใชตลอดการทดลอง คือ P. gallinaceum สายพนัธุ MN 2543 ของหนวยปรสิต
วิทยา ภาควิชาพยาธวิิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เชื้อนี้มีการเพาะเลี้ยง
ในหองปฏิบัติการอยางตอเนื่อง โดยผานเชื้อเขาในไกไขทุก 2 สัปดาห  และผานเชื้อเขายงุลาย 
Aedes aegypti Liverpool strain ทุก 6 เดือน  เพื่อใหความรุนแรงและลักษณะทางพนัธุกรรมของ
เชื้อคงที ่(Garnham, 1966) 
 
 3.2.2 การผานเชื้อหรือการเพาะเลีย้งเชื้อในไก เจาะเลือดไกที่มีระดับเชื้อ P. gallinaceum 
ในกระแสเลือดสูงกวา 50%  จากเสนเลือดดําที่คอ  ปริมาตร 1.0-2.5 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนักบั 
Heparin 5,000 IU ฉีดเขาใตผิวหนังไกบริเวณคอ ใชเลือดปริมาตร 0.2-0.5 มิลลิลิตร ตอไก 1 ตัว ทาํ
การผานเชื้อใหไกในขอ 3.1.1 และ 3.1.3 ดวยวิธเีชนนี้ คร้ังละ 5 ตัว ทุก 2 สัปดาห หลังจากฉีดเชือ้ 5 
วัน เจาะเลือดจากเสนเลือดที่ปก ทุก 2 วนั นาํมาปายสไลด ยอมสี ตรวจหาและประเมินระดับเชือ้
ตามวิธีในขอ 3.2.3  เมื่อตรวจพบวาเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงกวา 50% จึงเก็บเลอืดเพื่อนําไปผาน
เชื้อเขาไกรุนใหมเชนเดิมตอไป 
 
 3.2.3  การตรวจหาเชื้อ การประเมินระดับเชื้อในกระแสเลือด และการคํานวณหาจํานวน
เม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อตอเลือด 1 มิลลิลิตร  

  3.2.3.1 การตรวจหาและประเมินระดับเชื้อในกระแสเลือด (%Parasitemia) ตาม
วิธีของ ทวี (2542) ใชเข็มเบอร 23 เจาะเสนเลือดที่ปก นําเลือดมาปายบนแผนสไลดเพื่อทํา
ฟลมเลือดบาง และยอมดวยสียิมซา 10% ตรวจหาเชื้อดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง ขนาด
กําลังขยาย 1,000 เทา และนับจํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อจากจํานวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 
1,000 เม็ดเลือดแดง และประเมินคารอยละของระดับเชื้อในกระแสเลือด โดยคํานวณจากสูตร  

 
  % Parasitemia   =         จํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ    x  100 

          จํานวนเมด็เลือดแดงที่นบัทั้งหมด 
 
   3.2.3.2 การคาํนวณหาจํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ ตอเลือด 1 มิลลิลิตร ทําการ
นับจํานวนเมด็เลือดแดงทั้งหมด (total red cell count) ตามวิธีของ กนกนาถ (2525) โดยใชเลือดที่
ผสม Heparin เปนสารปองกันการแข็งตัว ดูดเลือดดวย red blood cell count pipette ปริมาตร 0.5 
สวน และน้าํยา Gower’s solution 100 สวน ผสมใหเขากัน นําสวนผสมหยดลงในสไลดชนิดที่ใชนบั
จํานวนเม็ดเลอืด (hemocytometer) ตั้งทิ้งไว 5 นาท ี นับจาํนวนเมด็เลือดแดงดวยกลองจุลทรรศน
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แสงสวาง กาํลังขยาย 10 เทา ตามตําแหนงทีก่ําหนดไวในตาราง 5 ตําแหนง ( R ) ดังรูปที่ 3.1  
คํานวณคา  total red cell count จากสูตร  
 Total red cell count (1 ul)  =  Actual cell count x Dilution correction factor x Volume correction factor 

        =  Actual cell count x 200 x 50 
               =  Actual cell count x 104 

ดังนัน้ จํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงในเลือด ปริมาตร 1 มิลลิลิตร = จํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงที่นับได 
x107 เซลล และเมื่อนาํมาคณูดวย %Parasitemia คาที่ไดเปนจาํนวนของเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ ตอ
เลือดปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
 

 

รูปที่ 3.1 แสดงตําแหนงที่ใชนับจํานวนเมด็เลือดของตาราง hemocytometer 
              R = ตําแหนงที่ใชนบัเม็ดเลือดแดง 

 
3.2.3.3 การหาคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Packed cell volume, PCV) และประเมิน

ภาวะโลหิตจาง เจาะเลือดที่ปกตามวิธีขอ 3.2.3.1 ใชหลอด Hematocrit ดูดเลือด ปนดวย 
Hematocrit centrifuge ที่ความเรว็ 1,500 รอบตอนาท ีนาน 2 นาที วดัคา PCV โดยใช Hematocrit 
reader บันทกึผล และประเมินภาวะโลหติจาง ตามเกณฑมาตรฐาน คา PCV ของเลือดไกที่ต่ํากวา 
24% ถือวาไกมีภาวะโลหิตจาง (Malden et al., 1979 ; Goodwin et al., 1992) 
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3.3  การเตรยีมแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum 
            แอนติเจนที่ใชในการศึกษาครั้งนี ้มี 2 แบบ คือ แบบที่ 1 แอนติเจนเปน intact Pg infected 
rbc เตรียมไวบนสไลดเพื่อทดสอบระดับแอนติบอดีดวยวิธี IFA  ตามขอ 3.6 แอนติเจนแบบที่ 2 เปน 
Crude Pg antigen ที่เตรียมโดยบดเชื้อจนละเอียด เพื่อใชทดสอบระดับแอนติบอดีดวยวิธ ี ELISA 
ตามขอ 3.7 และ Western blot analysis ตามขอ 3.8 
  3.3.1  การเตรียมแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียเพื่อการทดสอบดวยวิธ ีIFA  

(ตามวิธีของ Manawadu and Voller, 1978) 
   ไกจากขอ 3.1.2 จํานวน 10 ตัว นํามาใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อ P. gallinaceum 

ตามขอ 3.2.2 จนกระทัง่ระดับเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงประมาณ 80% เจาะเลือดจากเสนเลือดดําที่
คอ   ปริมาตร 10  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนักับ Heparin 5,000 IU นําไปปนดวยความแรง 1,157xg 
นาน 5 นาท ี ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส ดูดชั้นพลาสมาและชัน้เม็ดเลือดขาวทิง้ นําตะกอนเม็ด
เลือดแดงมาลางดวยสารละลาย PBS pH 7.4 ปนดวยความแรง 1,157xg นาน 5 นาที ที่อุณหภูม ิ4 
องศาเซลเซยีส ทําซ้าํ 3 คร้ัง กอนเติมสารละลาย PBS ที่มีสวนผสมของ Bovine Serum Albumin 
(BSA) 3.5% ลงในตะกอนเม็ดเลือดแดง อัตราสวน 2:1 เขยาใหเขากนั ดูดมา 5 ไมโครลิตร หยดลง
บนสไลดที่สะอาด เกลี่ยเปนฟลมเลือดบาง ทิ้งใหแหง แชใน acetone ที่เยน็จัด นาน 5 นาที ทิง้ให
แหง หุมดวยกระดาษทิชชูและแผนฟอยล เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใชใน
การทดลองตามขอ 3.6 

 
3.3.2 การเตรียมแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียเพื่อใชในการทดสอบดวยวธิี ELISA และ 

Western blot analysis 
  ทําการเพาะเลีย้งเชื้อ P. gallinaceum ในไกจากขอ 3.1.2 จํานวน 20 ตัว ตามวธิี

ในขอ 3.2.2 เมื่อระดับเชื้อในกระแสเลอืดขึ้นสูงกวา 80% นํามาใชในการเตรียมแอนติเจน ตาม
ขั้นตอนดังนี ้

3.3.2.1 การเตรียมตะกอนเม็ดเลือดแดง (ตามวิธีของ Andreasen and 
Latimer,1989 ; Latimer et al, 1989) เร่ิมจากการแยกเม็ดเลือดออกเปนชัน้ดวยวิธ ี Ficoll-paque 
discontinuous gradients โดยใช Histopaque®(Sigma) ที่มีความหนาแนน 1.119 ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร ใสลงในหลอดปนกนกรวย ขนาด 15 มิลลิลิตร เติม Ficoll-paque (Amersham 
Phamacia Biotech AB) ที่มีความหนาแนน 1.077 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไป และเติมเลอืด
ปริมาตร 1.5 มล. ลงทีช่ั้นบนสุด นาํไปปนใชความแรง 2,057xg ดวย swinging bucket rotor 
(Varifuge 20  RS ; Heraeus sepatech) นาน  20 นาที ที่อุณหภูม ิ20 องศาเซลเซียส ดูดชั้นเม็ด
เลือดทุกชัน้ แตละชั้นแยกใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนที่ 1,157xg 
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นาน 5 นาท ี ดูดสวนบนทิง้ ดูดตะกอนปริมาตรเล็กนอยมาทําฟลมเลือดบาง และยอมดวยสยีมิซา 
10 % นําไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 

3.3.2.2 เติม PBS pH 7.4 ลงในตะกอนเลือด ใหมีปริมาตรรวม 1.5 มิลลิลิตร เขยา
เบาๆ ปนลาง 3 คร้ัง ที่ความแรง 1,157xg นานครั้งละ 5 นาที ตะกอนที่ไดนาํไปเก็บแชแข็งที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ทิง้ไวขามคนื และนําออกมาตั้งทิง้ไว ที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที เพื่อทาํใหเม็ดเลือดแดงแตก ดูดสวนที่อยูกนหลอดเพียงเล็กนอยนําไปหยดบนสไลด ทํา
ฟลมเลือดบางและยอมดวยสียิมซา 10 % ศึกษาดวยกลองจุลทรรศน เติม PBS pH 7.4 ลงในหลอด
ที่มีตะกอนเลอืดจนกระทัง่มีปริมาตรรวม 1.5 มิลลิลิตร ใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ นําไปปนแยกเชื้อ 
ตามวิธีในขอ 3.3.2.3  

 3.3.2.3 การแยกเชื้อออกจากสวนประกอบอื่นของเซลลเม็ดเลือดแดง ใชวิธี Ficoll-
paque discontinuous gradients โดยใช Histopaque®(Sigma) และทําเชนเดยีวกับขอ 3.3.2.1 
ดูดทิ้งชัน้ของ hemoglobin, cytosol และนิวเคลียส (บางสวน) และดูดเก็บชั้นของเชื้อและนิวเคลยีส
ของเม็ดเลือดแดง (บางสวนที่มีเชื้อเกาะตดิอยู) นาํมาใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

3.3.2.4 ปนลางสวนของเชื้อและนิวเคลียสของเม็ดเลือดแดงบางสวนทีม่ีเชื้อ
เกาะติดอยู 3 คร้ัง ตามวิธเีชนเดียวกับขอ 3.3.2.2 ตะกอนที่ไดนาํมาเกบ็แชแข็งที่อุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส ทิ้งไวขามคืน กอนนําออกมาเติมน้ํากลัน่ปริมาตร 2 เทาของตะกอน ใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ 
เปลี่ยนใสหลอดทดลองกนกรวย ขนาด 15 มิลลิลิตร  

3.3.2.5  เชื้อที่เตรียมไดตามขอ 3.3.2.4 นํามาบดใหละเอียดดวยเครื่อง Sonicator 
(Vibracell) ที่ Amplitude 40% คร้ังละ 2 วินาท ีหยุด 2 วินาท ีที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที ปนดวยความแรง 41,657xg นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส ดูดเก็บสารละลาย
สวนบน หาปริมาณโปรตีนตามวิธีในขอ 3.3.2.6 และนําไปใชเปน crude Pg antigen โดยแบงใส
หลอด microcentrifuge tube หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งไวทีอุ่ณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
จนกวาจะนาํมาใชสําหรับการทดสอบในขอ 3.7 และ 3.8  
  3.3.2.6  การตรวจหาปริมาณโปรตีนของ crude Pg antigen ทําตามวธิีของ Lowry 
และคณะ (1951) ใช BSA เปนโปรตีนมาตรฐาน ปริมาณที่ใช คือ 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร crude Pg antigen ที่เตรียมในขอ 3.3.2.5 นํามาทําใหเจือจาง 2 เทา ใช 
BSA,  crude Pg antigen และ blank ปริมาตรอยางละ 0.3 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองแตละ
หลอด เติมสารละลายดางทองแดง (Alkaline copper solution) ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร เขยาและตั้ง
ทิ้งไว 10 นาท ีเติมสารละลายโฟลินซโิอคัลโตว (Folin-Ciocalteu) ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร เขยาและ
ตั้งทิ้งไว 30 นาที นํามาวดัคาดูดกลืนแสง (absorbance) ดวย spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 750 นาโนเมตร อานคาความเขมขนของโปรตีนใน crude Pg antigen จากกราฟมาตรฐาน  
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3.4  การเตรยีมซีรั่ม 
3.4.1 วิธีเตรียมซีร่ัม 

              ซีร่ัมทุกตัวอยางในขอ 3.4.2 เตรียมโดยเจาะเลือดจากเสนเลือดดําทีค่อ ปริมาตร 1-
3 มิลลิลิตร ทิง้ใหแข็งตัวที่อุณหภูมิหอง นาน 1-2 ชั่วโมง นําไปปนดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที 
(spectrafuge, Labnet) นาน 5 นาท ีดูดซร่ัีม เก็บใสหลอด และเก็บไวที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซยีส 
จนกวาจะนาํมาใชเพื่อการทดลองในขอ 3.6, 3.7 และ 3.8  
 

3.4.2 ซีร่ัมไกที่ใชในการทดสอบ  
แบงออกเปน 3 ประเภท คือ ซีร่ัมอางอิง ซีร่ัมของไกทดลองที่ไดรับการฉีดเชื้อ             

P. gallinaceum ปริมาณตางๆ และซีร่ัมของไกที่ติดเชื้ออ่ืนนอกเหนือจาก P. gallinaceum 
3.4.2.1 ซีร่ัมอางอิง   ที่ใชในการทดลองครัง้นี้แบงเปน 2 ประเภท คือ 

   ก. Pg immune (PI) sera จํานวน 26 ตัวอยาง เตรียมจากไกที่ไดรับเชื้อ          
P. gallinaceum ตามขอ 3.1.1 และรอดชีวิต โดยระดับเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงในระยะแรก และ
ตอมาเชื้อลดต่ําลงจนกระทั่งตรวจไมพบเชือ้จากฟลมเลือดบางที่ยอมสียิมซา นาน 2 สัปดาห  
                                     ข. Non-infected (NI) sera  จํานวน 10 ตัวอยาง เตรียมจากไกในขอ 
3.1.1 อาย ุ1 เดือน ที่ไมเคยไดรับเชื้อ P. gallinaceum หรือเชื้อชนิดอื่น  

  3.4.2.2 ซีร่ัมของไกทดลองที่ไดรับการฉีดเชื้อ P. gallinaceum ปริมาณตางๆ 
เตรียมจากไกเนื้อ อาย ุ 10, 20 และ 30 วัน จากขอ 3.1.3 จํานวนรวม 120 ตัว ทีไ่ดรับการฉีดเชื้อ    
P. gallinaceum ปริมาณตางๆ ตามวิธีในขอ 3.5.1 โดยเก็บตัวอยางทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน  30 วนั   

  3.4.2.3 ซีร่ัมไกไขในฟารมทีม่ีประวัติการระบาดของโรคมาลาเรีย และตรวจพบเชื้อ
ในกระแสเลือด เก็บตัวอยางจากไกที่มีอาการอุจจาระเขยีว หนาและหงอนซีด จํานวน 67 ตัวอยาง 

3.4.2.4 ซีร่ัมของไกที่มกีารตดิเชื้ออ่ืน 
   ก. ซีร่ัมจากไกไข เพศผู อาย ุ2 สัปดาห ที่ไดรับเชื้อบิด Eimeria tenella มา

นาน 2 สัปดาห จาํนวน 18 ตัวอยาง 
   ข. ซีร่ัมจากไกพื้นเมือง  พันธุผสม  ไมทราบอายุและทีม่า  จากตลาดสัตว
ปกคลองเตย กรุงเทพมหานคร ที่ตรวจพบเชื้อ Leucocytozoon sabrazesi ในกระแสเลือดและ
ตรวจอุจจาระพบไขของหนอนพยาธหิลายชนิด เชน สกุล Capillaria, Ascaridia, Heterakis พยาธิ
กลุม Spirurids และพยาธิตัวตืด จํานวน 4 ตัวอยาง 
   ค. ซีร่ัมจากไกไข เพศผู อายุ 10 สัปดาห  ที่ไดรับเชือ้ไวรัส Newcastle  
นาน 3 สัปดาห จาํนวน 10 ตัวอยาง 
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3.5  การทดลองฉีดเชื้อ P. gallinaceum ปริมาณตางๆในไกเนือ้ เพื่อศึกษาภาวะการติดเชื้อ 
อัตราการตาย ภาวะโลหติจาง และการทดสอบระดับแอนติบอดีตอเชื้อ 
 3.5.1 ไกที่ใชในการทดลองเปนไกเนื้อ ตามขอ 3.1.3 จํานวน 120 ตัว แบงออกเปน 3 กลุม
อาย ุ 10, 20 และ 30 วัน กลุมละ 40 ตัว แตละกลุมแบงออกเปน 4 กลุมยอย กลุมยอยละ 10 ตัว 
โดยไดรับเชื้อ P. gallinaceum ครั้งเดียว ฉดีเขาเสนเลือดดําที่ปก ดังนี ้

กลุมยอยที่ 1  กลุมควบคุม ทุกตัวไมไดรับเชื้อ ฉีด PBS pH 7.4 ปริมาตร 0.2 มิลลิลติร 
กลุมยอยที่ 2  ไดรับเชื้อ P. gallinaceum   ปริมาณ 1x101  infected rbc  
กลุมยอยที่ 3  ไดรับเชื้อ P. gallinaceum   ปริมาณ1x103 infected rbc  
กลุมยอยที่ 4  ไดรับเชื้อ P. gallinaceum   ปริมาณ 1x106 infected rbc 

 
3.5.2 เชื้อที่ฉีดเขาไกทดลองในขอ 3.5.1 ใชเชื้อ P. gallinaceum ระยะที่อยูในกระแสเลือด 

เตรียมตามวธิกีารในขอ 3.2.3.1 นับจาํนวนเชื้อในเลือดตามวิธกีารในขอ 3.2.3.2 และจํานวนเชือ้ที่
ฉีดทําใหเจือจางดวย PBS pH 7.4 

 
3.5.3 บันทึกอตัราการตายของไกทุกกลุมทุกวนั 
 

 3.5.4 เก็บตัวอยางเลือดตามวิธีในขอ 3.2.3.1 และตัวอยางซีร่ัมตามวธิีในขอ 3.4.1 โดยเก็บ
จากไกทุกตัวทกุกลุม ทุก 3 วัน ติดตอกัน เปนเวลานาน 30 วัน  
 

 3.5.5 ศึกษาอัตราการติดเชื้อ  และระดับเชื้อในกระแสเลือด  โดยทําฟลมเลือดบางและยอม
สียิมซา 10% ตรวจหาเชื้อจากกลองจุลทรรศนแสงสวาง ประเมนิอตัราการติดเชื้อ และระดับเชื้อใน
กระแสเลือดตามวิธกีารในขอ 3.2.3.1 

 
3.5.6 ศึกษาภาวะโลหิตจาง โดยหาคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนเพื่อประเมินภาวะโลหิตจาง 

ตามวิธีในขอ 3.2.3.3 ไกที่มีคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนทีต่่ํากวา 24% ถูกประเมินวามีภาวะโลหิตจาง 
(Malden et al., 1979 ; Goodwin et al., 1992)  

 
3.5.7 ทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA, ELISA และ 

Western blot analysis และประเมินผลการทดสอบระดับแอนติบอดีตอเชื้อ 
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3.6  การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอการติดเชือ้ P. gallinaceum ดวยวธิี IFA 
3.6.1   สไลดแอนติเจนซึง่เตรียมและเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ตามขอ 3.3.1 นํา

ออกมาวางไวที่อุณหภูมหิอง ประมาณ 5 นาที ผึ่งใหแหง ใชน้ํายาทาเล็บขีดแบงตารางลงบนฟลม 
สไลดแอนติเจน จาํนวน 10 ชอง ตอ 1 สไลด ดังรูปที ่3.2 และทิ้งไวใหแหง กอนนาํไปใชทดสอบตาม
ขอ 3.6.2 

 
3.6.2 ใชเทคนิค IFA ทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ตาม

ขั้นตอน โดยเริ่มจากการหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI และ PI sera และ FITC (Fluorescein 
conjugated rabbit affinity purified antibody to chicken IgG) จากนัน้จึงทําการทดสอบโดยใช   
ซีร่ัมไกทดลองที่ไดรับเชื้อตามขอ 3.4.2.2, 3.4.2.3 และ 3.4.2.4 ควบคูกับ NI และ PI sera และ 
FITC ในระดับความเขมขนทีเ่หมาะสม 

3.6.2.1 การทดสอบหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI และ PI sera  
   ก. เจือจาง NI และ PI sera ดวย PBS pH 7.4 ในอัตราสวน 1/5, 1/25, 

1/125, 1/625, 1/3125, 1/15625 และ 1/78125  
         ข. นําสไลดแอนติเจนจากขอ 3.6.1 จํานวน 2 แผน แผนที ่ 1 ใชสําหรับ

ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI sera และแผนที่ 2 ใชสําหรับทดสอบหาความเขมขนที่
เหมาะสมของ PI sera นํา sera ที่เจือจางแลว ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงในแตละชองของ
ตารางสไลดแอนติเจนตามลําดับความเขมขนจากมากไปหานอย วางไวที่อุณหภมูิหอง นาน 1 
ชั่วโมง ลางสไลดดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี นาํ FITC ที่เจือจาง 1/100 ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงในแตละชองของตาราง ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางสไลดดวยน้าํกลัน่ 
3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที การทําแตละขั้นตอนตองระวงัไมใหสไลดแหง ใชสารละลาย PBS-glycerine 
50% หยดลงบน สไลดปดดวย cover glass ขนาด 24x60 ตารางมลิลิเมตร ศึกษาการเรืองแสงของ
เชื้อ                    P. gallinaceum ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงอัลตราไวโอเลต (BH2-RECA ) 
กําลังขยาย 40 เทา ทกุตัวอยางทําซ้ํา 8 คร้ัง  

ระดับความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera ประเมินจากผลการเรืองแสง 
โดยความเขมขนที่เหมาะสม คือ ตําแหนงที่ไมพบการเรืองแสงบนสไลดของ NI ที่เจือจาง ในขณะที่
พบการเรืองแสงไดชัดเจนมากใน PI sera  
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แนวนอนแถวที่ 1

แนวนอนแถวที่ 2
 1           2         3         4         5

 
รูปที่ 3.2 ภาพแสดงการแบงตารางบนสไลด เพื่อใชในการทดสอบ IFA 

 
3.6.2.2 การทดสอบหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ FITC  

   ทําดวยวิธเีชนเดียวกับการทดสอบหาความเขมขนของ NI และ PI sera 
ตามขอ 3.6.2.1 ใช NI และ PI sera ในระดับความเขมขนที่เหมาะสมคือ 1/625 ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงในแตละชองของตารางสไลดแอนติเจนตามแนวนอนแถวที ่ 1 และ 2 ตามลําดับ 
ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางสไลดดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ีใช FITC ที่เจือจาง
ดวย PBS pH 7.4 ในอัตราสวน 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 และ 1/100000 ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงในชองที ่1-5 ตามลําดบั ทัง้ 2 แถว ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางดวย
น้ํากลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ีหยดสารละลาย PBS-glycerine 50% ลงบนสไลด ปดดวย cover 
glass ทุกตัวอยางทําซ้ํา 5 คร้ัง 

ระดับความเขมขนที่เหมาะสมของ FITC ประเมินจากผลการเรืองแสง โดยความ
เขมขนที่เหมาะสม คือ ตําแหนงที่ไมพบการเรืองแสงบนสไลดของ NI sera ที่เจือจาง ในขณะที่พบ
การเรืองแสงไดชัดเจนมากที่สุดใน PI sera  

3.6.2.3 การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ในซร่ัีมไกทดลอง 
   ซีร่ัมไกทดลองทุกตัวอยางนาํมาเจือจางดวย PBS ในอัตราสวน 1/25, 
1/125, 1/625, 1/3125 และ 1/15625 หยดลงในแตละชองของตารางสไลดแอนติเจนตามลําดับ
ความเขมขนในแนวนอน โดยใชปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอชอง ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง 
ลางสไลดดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที หยด FITC ที่ระดับความเขมขนทีเ่หมาะสม คือ 1/100 
ลงในทุกชองตาราง ทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิหอง ลางสไลด และตรวจการเรอืงแสง ตามวธิีเชนเดียวกับขอ 
3.6.2.1 ในการทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ซีร่ัมไกทดลองทกุตัวอยาง และ
ทุกครั้ง ตองใช NI และ PI sera ทําควบคูเสมอ เพื่อควบคุมความถกูตองของการทดสอบทัง้ 
negative และ positive control ตามลําดับ 

3.6.2.4 การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ในซีร่ัมไกจาก
ฟารมที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย และไกติดเชื้ออ่ืน ทําการทดสอบดวยวิธกีารเชนเดียวกับ ขอ 
3.6.2.3 
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3.7  การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ีELISA  
3.7.1  Crude Pg antigen ซึ่งเตรียมและเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซยีส ตามขอ 

3.3.2 นาํมาทาํละลายและใชเพื่อการทดสอบในขอ 3.7.2 
 
3.7.2 ใชเทคนิค ELISA (Voller, 1974) นํามาทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ        

P. gallinaceum ตามขั้นตอน โดยเริ่มจากการหาความเขมขนที่เหมาะสมของ Crude Pg antigen, 
NI และ PI sera จากนัน้จงึทาํการทดสอบโดยใชซีร่ัมไกทดลองที่ไดรับเชื้อตามขอ 3.4.2.2, 3.4.2.3 
และ 3.4.2.4 ควบคูกับ NI และ PI sera ในระดับความเขมขนที่เหมาะสม   

 
3.7.3   การตรวจหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน 

เจือจาง Crude Pg antigen ดวย 0.05 M carbonate/bicarbonate buffer pH 9.6 
ในอัตราสวน 1/100, 1/400, 1/1600, 1/6400 และ 1/25600 นาํมาหยดลงในหลุมของ microplate 
(F-96 maxisorp, NUNC, Denmark) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิง้ไวคางคืนที่อุณหภมูิ 4 
องศาเซลเซยีส ลางสวนเกนิออกดวย PBS-Tween (0.05% Tween-20 ใน PBS pH7.4) ปริมาตร 
100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ใช BSA 1% ใน PBS pH 7.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เติมลงในแตละหลุม ทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติม NI และ PI sera ที่เจือจางดวย PBS-Tween ใน
อัตราสวน 1/100 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง ลางออกดวย 
PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง ครั้งละ 5 นาที เติม peroxidase conjugated 
(Rabbit anti-chicken IgG  horseradish peroxidase conjugated, Sigma) ที่เจือจางดวย PBS-
Tween ในอัตราสวน 1/30000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง 
ลางออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ีเติม ABTS (2,2’-
Azino-di(3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid-6) Ammonium salt, Sigma) ความเขมขน 0.25 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร และ 0.01% H2O2  ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 
30 นาที เติม 1% SDS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม เพื่อยับยัง้ปฏกิิริยาของเอนไซม นําไปอานคา 
absorbance  (Optical Density, OD) ที ่ 405 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA Reader (Titertek 
Multiskan, MCC) การทดสอบนี้ใชแอนติเจนแตละความเขมขน จาํนวน 16 หลุม และทุกตัวอยาง
ทําซ้าํ 5 คร้ัง 

ระดับความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน ประเมินจากการนําซีร่ัมของ NI และ 
PI sera มาทดสอบ พบวาคาเฉลี่ย OD ที่ไดมีความแตกตางกนัเปนอัตราสวนเฉลีย่ 3-6 เทา จากการ
ทดลองความเขมขนที่เหมาะสมและเลือกใช คือ 1/400 
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3.7.4  การทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera 
 ความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI และ PI sera ทําไดเชนเดียวกับการตรวจหาความ

เขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน ตามขอ 3.7.3 ใชแอนติเจนในระดับความเขมขนที่เหมาะสมคือ 
1/400 หยดลงใน microplate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวคางคนืทีอุ่ณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ลางสวนเกินออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี
เติม BSA 1% ใน PBS pH 7.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง 
ลางออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที  

เติม NI และ PI sera ที่เจือจาง ดวย PBS-Tween ในอัตราสวน 1/10, 1/100, 
1/1000 และ 1/10000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางออก
ดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี เติม peroxidase 
conjugated เจือจาง 1/30000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง 
ลางออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ีเติม ABTS ความ
เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 0.01% H2O2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิง้ไวที่
อุณหภูมิหอง นาน 30 นาท ี เติม 1% SDS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอานคา 
absorbance ที ่ 405 นาโนเมตร การทดสอบความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera แตละ
ความเขมขนทาํจํานวน 12 หลุม และแตละตัวอยางทดลองซ้ํา 5 คร้ัง 

ระดับความเขมขนที่เหมาะสมของของซีร่ัม ประเมินจากคาเฉลี่ย OD ของ NI และ 
PI sera มีความแตกตางกนัเปนอัตราสวนเฉลี่ย 3-5 เทา ดังนัน้ความเขมขนที่เหมาะสม คือ 1/100 

 
3.7.5 การหาคา cut off ของการทดสอบดวยวิธ ีELISA  
  ทําการทดสอบดวยวิธ ี ELISA โดยใช crude Pg antigen NI และ PI sera 

peroxidase conjugated ในระดับความเขมขนที่เหมาะสม และอานคา absorbance ที่ 405 นาโน
เมตร วิธกีารทาํเชนเดยีวกบัขอ 3.7.4 

การกําหนดคา cut off ของการทดสอบ คํานวณไดจากผลรวมของคาเฉลี่ย OD 
ของ NI sera และ 4 เทาของสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (X+4SD) สําหรับการกําหนดคาบวกและคาลบ 
ประเมินไดจากคา cut off โดยการทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum  ที่ใหผลบวก 
ตองมีคา OD มากกวาหรือเทากับคา cut off และถาคา OD ที่ไดต่ํากวาแสดงวาผลการทดสอบเปน
ผลลบ (Smith, 1995) 
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3.7.6 การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ในซีร่ัมไกทดลอง  
การทดสอบดวยวธิี ELISA ตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ซีร่ัม

ไกทดลองทุกตัวอยาง และทุกครั้ง ตองใช NI และ PI sera เปน negative และ positive control 
ตามลําดับ เพือ่ควบคุมความถูกตองของการทดสอบ  

จากการทดสอบขอ 3.7.3 และขอ 3.7.4 แอนติเจนความเขมขนทีเ่หมาะสมคือ 
1/400  NI และ PI sera และซีร่ัมของไกทดลองที่เจือจางในอัตราสวน 1/100 ทาํการทดสอบตาม
ขั้นตอนและวธิีการเชนเดยีวกับการทดสอบหาความเขมขนของ crude Pg antigen, NI และ PI sera  
 
3.8  การตรวจหาโปรตนีแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum ที่มีความจาํเพาะตอแอนติบอดี
จากซีรั่มไกทีติ่ดเชื้อ ดวยวิธี Western blot analysis  
 3.8.1 การเตรียมตัวอยางโปรตีนแอนติเจน  
  Crude Pg antigen จากขอ 3.3.2 ความเขมขน 6.96 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปผสมกบับัฟเฟอรของตวัอยาง (2X sample solubilizing solution) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน ตมในน้ําเดือดที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ทิง้ไว
จนกระทั่งเย็น นําไปปนที่ความแรง 1,157xg นาน 5 นาที นําไปใชในการแยกโปรตนีตามขอ 3.8.2 
 

3.8.2 การแยกโปรตนีแอนติเจนโดยวิธ ีSDS-PAGE  (Laemmli, 1970) 
3.8.2.1 การเตรียมเจล 

ก. การเตรียม separating gel 12 % เตรียมโดยใช Acrylamide 30% 4 
มิลลิลิตร separating gel buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 2.5 มิลลิลิตร 10% SDS 100 
ไมโครลิตร น้าํกลั่น 3.35 มิลลิลิตร 10% ammonium persulphate 0.25 ไมโครลิตรและ TEMED 5 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นําไปเทลงใน Gel cast และเติมน้าํกลัน่ประมาณ 1 มลิลิลิตร เพื่อปดผิว
บนของเจล ตั้งทิง้ไวประมาณ 45 นาที รอใหเจลแข็งตัว 

ข. การเตรียม Stacking gel 5 % เตรียมโดยใช acrylamide 30 % 0.8 
มิลลิลิตร stacking gel buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 6.8) 1.45 มิลลิลิตร 10% SDS 50 ไมโครลิตร 
น้ํากลัน่ 2.9 มิลลิลิตร และ 10% ammonium persulphate 25 ไมโครลิตร และ TEMED 2.5 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และหลังจาก separating gel แข็งตัวดีแลว เทน้าํสวนบนออกใหหมด แลว
เทสวนผสมของ Stacking gel ลงบน separating gel ใชหว ี(comb) เสียบลงไปทางดานบนของชุด
เตรียมเจล ทิ้งไวนาน 45 นาท ีหลงัจากทีเ่จลแข็งตัวดีแลว นําแผนเจลวางลงใน Clamp assembly 
ตามแนวตัง้ ของเครื่อง electrophoresis (Mini-PROTEAN 3 Cell®, Bio-Rad) ทั้ง 2 ขาง เติม 



 35

Electrode buffer ในชองกลางจนทวมแนวบนของแผนเจล และเติมลงในชองดานขางใหสูง
ประมาณ 3 เซนติเมตร 

3.8.2.2 การศึกษาโปรตนีแอนติเจน   
            ก. การแยกโปรตนีแอนติเจน โปรตีนมาตรฐานที่มีขนาดน้าํหนักโมเลกุล

ระหวาง 22-205 kDa จํานวน 1 ตัวอยาง และใช Crude Pg antigen ที่เตรียมในขอ 3.8.1 แตละ
ตัวอยางนาํมาหยอดลงในหลุมบนแผนเจล ตัวอยางละ 15 ไมโครลิตร แยกโปรตีนแอนติเจน 
separating gel 12 % และ Stacking gel 5 % โดยใช electrode buffer และกระแสไฟฟา 120 
โวลต นาน 65 นาท ี 

  ข. การศึกษาแถบโปรตีน แผนเจลที่แยกโปรตีนแอนติเจน ตามขอ ก. นาํมา
ยอมสี Coomassie Brilliant Blue R-250 0.5% นาน 1 ชั่วโมง เทสีออกและเติมสารละลาย 
Destaining solution เพื่อกําจัดสวนเกนิของสีออก แชและลางเจลเปนระยะจนแถบโปรตีนปรากฏ
ชัดเจน และเห็นสพีื้นหลงัใส บันทึกภาพ ทําใหเจลแหง วัดขนาดและน้ําหนกัของแถบโปรตีนของ 
Crude Pg antigen โดยหาระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐานที่
ทราบน้ําหนกัโมเลกุลที่อยูในเจลเดียวกนั  

 
3.8.3  การใชเทคนิค  Western blot   

แผนเจลที่แยกโปรตีนแอนติเจนของ Crude Pg antigen และยังไมยอมสี ในขอ 
3.8.2.2 (ก.) นํามา blot ลงบนแผนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส ดวยชุด Blot (Mini Trans-Blot, Bio-
Rad) โดยใชกระแสไฟฟา 350 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 3 ชั่วโมง แผนไนโตรเซลลูโลสที่ไดนํามายอม
สี Ponceau S solution (Sigma) นาน 5 นาที ลางสีสวนเกินออกดวยน้ํากลั่นปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
แถบโปรตีนที่เห็นบนแผนไนโตรเซลลูโลส ลางสีทัง้หมดออกดวย PBS-Tween แชแผนไนโตร
เซลลูโลสใน blocking solution ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชั่วโมง ทาํใหแผนไนโตรเซลลูโลส
แหงและเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีสจนกวาจะนาํมาใชในการทดสอบ 

 ตัดแผนไนโตรเซลลูโลสเปน strip แชดวย PBS-Tween ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา
นาน 5 นาท ีเททิง้ เตมิซีร่ัมที่เจือจางดวย PBS-Tween ในอัตราสวน 1/100 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทิ้ง
ไวบนเครื่องเขยา นาน 2 ชั่วโมง ที่อุณหภมูิหอง ลาง strip ดวย PBS-Tween ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 3 
คร้ัง คร้ังละ 5 นาที บนเครื่องเขยา peroxidase conjugate ที่เจือจางดวย PBS-Tween ใน
อัตราสวน 1/5000 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นาน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง ลาง strip ดวย PBS-Tween 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เชนเดิม แช strip ใน 2,6-dichloroindophenol ปริมาตร 
2 มิลลิลิตร ทิง้ไวประมาณ 3-5 นาท ีจนสังเกตเห็นแถบสี หยุดปฏิกิริยาดวยน้ํากลั่น ทิ้งใหแหง ขนาด
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ของแถบโปรตีนแอนติเจนบน strip ของไนโตรเซลลูโลสนาํมาเปรียบเทียบกับขนาดของโปรตีน
มาตรฐานที่อยูบนแผนไนโตรเซลลูโลสเดียวกัน (Weber and Osborn, 1969)  

 
3.9  การวิเคราะหขอมลู  

ทําการวิเคราะหขอมูลและคํานวณหา Sensitivity, Specificity, Accuracy  Predictive 
value positive test และ Predictive value negative test ของการทดสอบดวยวิธ ีIFA และ ELISA 
ตามวิธีของ Smith (1995)  

 
Test % Parasitemia 

+ 
Positive 

- 
Negative 

Total 

+ 
Positive 

A 
True positive 

B 
False positive 

A+B 

- 
Negative 

C 
False negative 

D 
True Negative 

C+D 

Total A+C B+D A+B+C+D 
 
 
 Sensitivity = [A / (A+C)] x 100 
 Specificity = [D / (B+D)] x 100 
 Accuracy = [(A+D) / (A+B+C+D)] x 100 
 Predictive value positive test  = [A / (A+B)] x 100 
 Predictive value negative test = [D / (C+D)] x 100 

 
     
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
ผลจากการศึกษาทดลองฉีดเชื้อ P. gallinaceum ในไกเนื้อ คละเพศ จํานวน 120 ตัว  3 

กลุมอาย ุคือ 10, 20 และ 30 วัน กลุมละ 40 ตัว แตละกลุมแบงออกเปน 4 กลุมยอย กลุมยอยละ 
10 ตัว โดยฉีดเชื้อเขาเสนเลอืดในปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 infected rbc ตามลาํดับ เพื่อศึกษา
ภาวะการติดเชื้อ อัตราการตาย ภาวะโลหิตจาง และการทดสอบหาระดับแอนติบอดีในไกที่ตดิเชื้อ 
ดวยวิธ ี IFA ELISA และโปรตีนแอนติเจนของเชื้อที่มีความจาํเพาะตอแอนติบอดีดวยวธิี Western 
blot analysis มีดังนี ้

 
4.1 อัตราการติดเชื้อและอัตราการตาย 

4.1.1 อัตราการติดเชื้อ 
    จากการตรวจหาเชื้อในกระแสเลือดทุก 3 วันติดตอกันจนถงึวนัที่ 30 เมื่อส้ินสุดการ

ทดลอง ผลปรากฏวาไกเนื้ออายุ 10 วัน และอายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ซึ่งไดรับเชื้อปริมาณ 0, 10, 
103 และ 106 infected rbc มีอัตราการติดเชื้อ 0%, 100%, 100% และ 100% ตามลําดับ  สวนไก
เนื้ออายุ 30 วัน ไมพบอัตราการติดเชื้อตลอดการทดลอง อัตราการติดเชื้อของไกอาย ุ10 และ 20 วัน 
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญ (p< 0.05) กับไกกลุมอายุ 30 วนั (ตารางที่ 4.1)  

 
ตารางที ่4.1  รอยละของการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไกเนื้อ คละเพศ อาย ุ10, 20 และ 30 วนั 

(กลุมอายุละ 40 ตัว) กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103 

และ 106 infected rbc และติดตามผลเปนเวลานาน 30 วัน  
 

อายุไก (วัน) ปริมาณเชื้อ 
(infected rbc) 10 20 30 

0 0ax 0ax 0ax 
10 100by 100by 0ax 
103 100by 100by 0ax 
106 100by 100by 0ax 

 

ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
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4.1.2  อัตราการตาย  
เมื่อส้ินสุดการทดลอง ไกอายุ 10 วัน พบวามีอัตราการติดเชื้อ 100% อัตราการตายรวม 

73.33% (22/30 ตัว) โดยไกกลุมยอยที ่2-4 ที่ไดรับเชื้อ 10, 103  และ 106 infected rbc อัตราการ
ตายสูง 60, 70 และ 90% ตามลําดบั หลงัจากไดรับเชื้อไกตายมากที่สุดในวันที่ 12(4/10 ตัว) 
12(7/10 ตัว) และ 9(5/10 ตัว) (รูปที่ 4.1) สวนไกอาย ุ20 วัน อัตราการติดเชื้อ 100% เชนกนั แตมี
อัตราการตายเพียง 40.0% (12/30 ตัว) โดยไกกลุมยอยที ่ 3 และ 4 ที่ไดรับเชื้อ 103 และ 106 
infected rbc มีอัตราการตาย 60% เทากนั ไกตายมากที่สุดในวนัที่ 9 (2/10 ตัว) และ12 (5/10 ตัว) 
ตามลําดับ (รูปที่ 4.2) ขณะที่ไกกลุมควบคุม อายุ 10 และ 20 วัน ไมพบการตายตลอดการทดลอง 
ยกเวนในวันที ่ 27 ไกอายุ 20 วัน ตาย 10% สําหรับไกอายุ 30 วัน ซึง่ไมมีการติดเชือ้พบวาในระยะ
กอนสิ้นสุดการทดลองทัง้ในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อมีอัตราการตาย 10-20% ใกลเคียงกัน 
(รูปที่ 4.3)  

 

Negative control
Pg infected 10 irbc
Pg infected 103 irbc
Pg infected 106 irbc

ตอวัน

 
รูปที่ 4.1  รอยละของไกที่ตายตอวันของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
           P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc และ 
           ติดตามผลทกุ 3 วนั ติดตอกันนาน 30 วัน 
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Negative control
Pg infected 10 irbc
Pg infected 103 irbc
Pg infected 106 irbc

ตอวัน

 
รูปที่ 4.2   รอยละของไกที่ตายตอวนัของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
            P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc และ 
            ติดตามผลทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 

 

Negative control
Pg infected 10 irbc
Pg infected 103 irbc
Pg infected 106 irbc

ตอวัน

 
รูปที่ 4.3   รอยละของไกที่ตายตอวนัของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 30 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
            P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc และ 
               ติดตามผลทกุ  3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
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4.2  ระดับเชือ้ในกระแสเลือดและภาวะโลหิตจาง 
4.2.1  ระดับเชื้อในกระแสเลือด  

ผลการตรวจหาเชื้อในกระแสเลือดของไกที่ไดรับการฉีดเชื้อ พบวาไกกลุมอาย ุ 10 
วัน กลุมยอยที่ 2-4 ซึ่งไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103  และ 106 infected rbc เร่ิมตรวจพบเชื้อในวันที ่6, 
3 และ 3 DPI คาเฉลี่ยของระดับเชื้อในกระแสเลือด 0.081+1.54, 0.21+0.63 และ 0.312+0.47% 
ตามลําดับ และในวนัที ่ 9, 9 และ 12 DPI ตรวจพบคาเฉลี่ยของระดับเชื้อในกระแสเลือดสูงสดุ 
58.6+26.84, 58.5+13.5 และ 58.3+28.0% ตามลําดบั  ดังรูปที ่4.4 และตารางที ่ผ1 (ภาคผนวก ก 
หนา 87) ไกกลุมอาย ุ20 วนั เร่ิมตรวจพบเชื้อไดในวันที่ 6 DPI พรอมกันทุกกลุมยอย โดยไกที่ไดรับ
เชื้อปริมาณ 10, 103  และ 106 infected rbc คาเฉลี่ยของระดับเชื้อในกระแสเลือด 0.021+0.042, 
0.33+0.66 และ 0.812+1.13% ตามลําดับ และในวนัที่ 12, 9 และ 18 DPI พบคาเฉลี่ยของระดับ
เชื้อในกระแสเลือดสูงที่สุด 7.71+10.96, 40.8+27.57 และ 38.87+40.89% ตามลําดับ ดังรูปที ่4.5 
และ ตารางที ่ผ2 (ภาคผนวก ก หนา 88)  

ไกทั้งกลุมอาย ุ10 และ 20 วนั ทกุกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ หลังจากที่ระดบัเชื้อข้ึนสูงสุด 
ไกสวนหนึง่ตาย ไกที่รอดชีวติระดับเชื้อคอยๆลดต่ําลงไมพบจนกระทัง่ตรวจไมพบในที่สุด เมื่อส้ินสดุ
การทดลอง (รูปที่ 4.6) สําหรับไกกลุมอาย ุ30 วัน ตรวจไมพบเชื้อในไกทุกตวัทกุกลุมยอย ตลอดการ
ทดลอง  (ตารางที่ ผ3 ภาคผนวก ก หนา 89) 

 

 
รูปที่ 4.4    คาเฉลี่ยของระดบัเชื้อในกระแสเลือดในไกเนือ้ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที ่1-4  
                 ที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc 

และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วนั             
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รูปที่ 4.5      คาเฉลี่ยของระดับเชื้อในกระแสเลือดในไกเนื้อ คละเพศ อายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4  
                  ทีไ่ดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc 
                  และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 

 
ผลการศึกษาความสัมพันธของระดับของเชื้อที่พบในกระแสเลือดของไกอายุ 10, 20 และ 

30 วัน กลุมยอยที่ 2-4 ซึ่งไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103  และ 106 infected rbc พบวาคาเฉลี่ยของระดับ
เชื้อในกระแสเลือดในไกอาย ุ 10 วัน peak ขึ้นสูงกวาไกอายุ 20 วัน ทุกกลุมยอยทีไ่ดรับเชื้อปริมาณ
เดียวกนั ระดับของเชื้อที่ข้ึนสูงมีความสอดคลองกัน ยกเวนในกลุมยอยที่ 4 ซึ่งไดรับเชื้อ 106 
infected rbc พบวาระดับเชื้อในกระแสเลือดขึ้นลงเปน 2 peak คลายกนั เวนแต peak ที่ขึ้นสูง
แตกตางกนั (รูปที่ 4.6) 
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ก.

 

ข.

 
ค.

 
รูปที่ 4.6     ความสมัพนัธของระดับเชื้อในกระแสเลือดในไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 และ 20 วัน ทีไ่ดรับ     

เชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือด  และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
                                ก. กลุมยอยที ่2 ไกไดรับเชื้อปริมาณ 10  infected rbc 
                                ข. กลุมยอยที ่3 ไกไดรับเชื้อปริมาณ 103  infected rbc 
                                ค. กลุมยอยที ่4 ไกไดรับเชื้อปริมาณ 106 infected rbc 
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4.2.2 ภาวะโลหิตจาง 
ผลการตรวจหาคา PCV และประเมินภาวะโลหิตจางของไกทดลองอายุ 10 วัน 

ปรากฏวาในวนัที่ 12 หลังจากไดรับเชื้อ พบภาวะโลหติจางในไกกลุมยอยที ่2-4 ที่ไดรับเชื้อ 10, 103 
และ 106 infected rbc มีคาเฉลี่ย PCV 21.33+3.88, 24.16+6.53 และ 22.83+4.91% ตามลําดับ 
และคาเฉลี่ย PCV ของไกทั้ง 3 กลุมยอยคอยๆสูงขึ้นเปนลําดับ จนกระทั่งอยูในเกณฑปกติในวนัที ่
27 หลังจากทีไ่ดรับเชื้อ ซึ่งแตกตางอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05) กับไกควบคุมกลุมยอยที ่1 ที่ไมไดรับ
เชื้อ คาเฉลี่ย PCV อยูในเกณฑปกติ ไมพบภาวะโลหิตจาง ยกเวนในวันที่ 24 และ 27 ของการ
ทดลองที่มีคาเฉลี่ย PCV 24.15+3.15% ซึ่งเปนคาเริ่มตนทีป่ระเมินวาไกอยูในภาวะโลหิตจาง 
สําหรับไกที่ไดรับเชื้อ 103  และ  106  พบวาในวนัที่ 18 และ 15 ของการทดลอง มีคาเฉลี่ย  PCV 
25.16+2.75% ซึ่งเปนคาปกติ  ดังรูปที่ 4.7 และตารางที ่ผ7 (ภาคผนวก ก หนา 93)  

ไกเนื้ออาย ุ 20 วัน กลุมยอยที่ 2-4 ซึ่งไดรับเชื้อ 10, 103 และ 106 infected rbc 
ตรวจพบภาวะโลหิตจางในวันที่ 12 เชนกนั  คาเฉลี่ย PCV 23.45+3.83, 22.30+4.89 และ 
23.71+3.66% ตามลําดับ ไกกลุมยอยทีไ่ดรับเชื้อ 106 infected rbc คาเฉลี่ย PCV ลดต่ําลงเรื่อยๆ
จนกระทั่งสิน้สุดการทดลอง ในขณะที่ไกทีรั่บเชื้อ 103 infected rbc คาเฉลี่ย PCV ในวนัที ่ 15 และ 
18 อยูในเกณฑปกต ิสวนไกที่รับเชื้อ 10 infected rbc คาเฉลี่ย PCV ในวนัที ่15, 18 และ 30 อยูใน
เกณฑปกติ ภาวะโลหิตจางของไกที่ไดรับเชื้อทุกกลุมยอยแตกตางอยางมีนยัสําคัญ (P<0.05) กับไก
ควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ ดังรูปที่ 4.8 และตารางที ่ผ8 (ภาคผนวก ก หนา 94) 

ไกเนื้ออาย ุ 30 วัน ที่ไดรับเชือ้ 10, 103 และ 106 infected rbc ตรวจไมพบเชื้อใน
กระแสเลือดของไกทุกตวัตลอดการทดลอง คาเฉลี่ย PCV อยูในเกณฑปกติ เวนแตไกกลุมยอยที่
ไดรับเชื้อ 103 infected rbc ระหวางวันที ่24-30 มีคาเฉลี่ย PCV 23.0+1.75% ซึ่งต่าํกวาคาปกต ิดัง
รูปที่ 4.9 ตารางที ่ผ9 (ภาคผนวก ก หนา 95) 

ผลจากตารางที่ 4.3 พบวาอตัราการพบภาวะโลหิตจางในไกอาย ุ10 วนั ไกควบคุม
กลุมยอยที่ 1 ที่ไมไดรับเชื้อที่มีภาวะโลหติจาง  50% ซึ่งไมแตกตางกับไกกลุมยอยที ่2-4 ที่ไดรับเชื้อ
ปริมาณ 10 และ 103 ที่มีภาวะโลหิตจาง 60% และ 70% ตามลําดับ สาํหรับไกกลุมยอยที่ 4 ที่ไดรับ
เชื้อ ปริมาณ 106 infected rbc มีภาวะโลหิตจางเพยีง 30% ซึ่งนอยกวากลุมอ่ืน เนื่องจากไกที่ติด
เชื้อสวนใหญมีระดับเชื้อในกระแสเลือดสูง ไกจาํนวนมากตายอยางรวดเร็วกอนที่มกีารเปลี่ยนแปลง
ของคา PCV  สําหรับไกอายุ 20 วัน ที่ไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103 และ 106 infected rbc พบภาวะ
โลหิตจางสูง 90%, 60% และ 80% ตามลาํดับ แตกตางอยางมีนยัสําคัญ (p<0.05) กับกลุมควบคุม
ที่ไมไดรับเชื้อซ่ึงมีภาวะโลหติจางเพียง 10% สวนไกอาย ุ30 วัน ที่ไดรับการฉีดเชื้อแตตรวจไมพบเชื้อ
ในกระแสเลือดตลอดการทดลอง พบวากลุมยอยที ่ 2-4 มีภาวะโลหติจาง 10%, 80% และ 40% 
ตามลําดับ และไกควบคุมกลุมยอยที่ไมไดรับเชื้อมีภาวะโลหิตจาง 20% โดยไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 
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103 และ 106 infected rbc มีภาวะโลหติจางแตกตางอยางมีนยัสําคัญ (p<0.05) กับกลุมควบคุม
และกลุมที่ไดรับเชื้อ 10 infected rbc  

 
ตารางที่ 4.2   รอยละของไกเนื้อ คละเพศ ที่มีภาวะโลหิตจาง (คา PCV ต่ํากวา 24%) ในกลุมอาย ุ

10, 20 และ 30 วัน (กลุมอายุละ 40 ตัว) กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ                   
P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 infected rbc และ
ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกนันาน 30 วัน  

 
อายุไก (วัน) ปริมาณเชื้อ 

infected rbc 10  20  30  
0 50ax 10 ax 20 ax  

10 60 ax 90bx 10ay 
103 70 ax 60 bx 80 bx  
106 30 ax 80by 40bxy 

 

  ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
 

 
รูปที่ 4.7    คาเฉลี่ย PCV ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
               P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc  
             และติดตามผลทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
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รูปที่ 4.8    คาเฉลี่ย PCV ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ      

P.gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc  
                 และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
 

 
รูปที่ 4.9    คาเฉลี่ย PCV ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 30 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
                P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc  
              และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 

 



 46

4.4 การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวธิี  IFA 
4.4.1   การทดสอบหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI และ PI sera  
  การหาความเขมขนของ NI และ PI sera ที่เจือจางในอตัราสวน 1/5, 1/25, 1/125, 

1/625, 1/3125, 1/15625 และ 1/78125 โดยทําการทดสอบกับสไลดแอนติเจน และใช FITC ที่เจือ
จาง 1/100 ผลปรากฏวาตรวจพบการเรืองแสงของเชื้อ P. gallinaceum ในเม็ดเลอืดแดงระยะตางๆ
บนสไลดแอนติเจน ลักษณะของการทดสอบดวยวิธ ีIFAที่ใหผลบวกตอการติดเชื้อแสดงในรูปที่ 4.10
  สําหรับการใช NI sera จํานวน 10 ตัวอยางในการทดสอบ พบวา end point ที่
ใหผลบวกมีความเขมขนตั้งแต 1/5 ถึง 1/125 สวน PI sera จํานวน 26 ตัวอยางทีน่ํามาทดสอบ ให
ผลบวกที่ความเขมขนระหวาง 1/5 ถึง 1/78125 โดย end point ทีใ่หผลบวกมีความเขมขนตั้งแต 
1/625 ถึง 1/78125 (รูปที่ 4.11) 

  ดังนัน้ความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera ในการนาํมาใชเพื่อประเมนิการ
ทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไกทดลอง ดวยวิธ ี IFA คือ 1/625 ซึ่ง
เปนคาที่สูงกวาผลของการเรืองแสงทีพ่บใน NI sera ที่ใชทดสอบทกุตัวอยาง ที่มีความเขมขนไมนอย
กวา 1/125 ฉะนั้นความเขมขนที่เหมาะสมของ NI sera ที่นาํมาใชควบคุมการทดลองสําหรบัการ
ทดสอบและประเมินผลลบตอการติดเชื้อในการศึกษาครัง้นี ้ คือ 1/625 สวนความเขมขนของ PI 
sera ที่นํามาทดสอบและใหผลบวกในการเรืองแสงตอเชื้อมีคาต่ํากวาความเขมขนของ NI sera มาก 
โดย PI sera ที่ใหผลบวกตอการติดเชื้อตํ่าที่สุด หรือมี end point ของความเขมขนที่ใชทดสอบและ
ใหผลบวกตอการติดเชื้อ ต่ําที่สุด คือ 1/625  

gametocyte

schizont

Nucleus of rbc

Non-infected

 
รูปที่ 4.10  ผลบวกตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวธิี  IFA จากการเรืองแสง

ของเชื้อระยะตางๆที่อยูในเม็ดเลือดแดงบนสไลดแอนติเจน  
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รูปที่ 4.11  ผลการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera แสดง end point ของ

ความเขมขนทีใ่ชทดสอบและใหผลบวกตอเชื้อ P. gallinaceum บนสไลดแอนติเจน           
 
4.4.2  การทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ FITC 

  ผลการหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ FITC ที่เจือจางในอัตราสวน 1/10, 1/100, 
1/1000, 1/10000 และ 1/100000 โดยทดสอบกับ PI sera จํานวน 26 ตัวอยาง และ NI sera 
จํานวน 10 ตัวอยาง ทีม่ีความเขมขน 1/625 บนสไลดแอนติเจน ปรากฏวาความเขมขนของ FITC 
1/10 และ 1/100 ใหผลบวกตอการติดเชือ้ P. gallinaceum ใน PI sera 100% (26/26) ความเขม
ของการเรืองแสงตอเชื้อชัดเจนใกลเคียงกนั สวนความเขมขนของ FITC 1/1000 ใหผลบวกตอการ
ติดเชื้อใน PI sera 15.38% (4/26) และความเขมขนของ FITC 1/10000 และ 1/100000 ทุก
ตัวอยางของ PI sera ใหผลลบทั้งหมด สําหรับ NI sera ที่นาํมาทดสอบทั้ง 10 ตัวอยาง ใหผลลบตอ
การทดสอบทกุความเขมขนของ FITC ที่ใช  

ดังนัน้ความเขมขนที่เหมาะสมของ FITC ที่นาํมาใชในการทดสอบดวยวิธี IFA ในไก
ทดลองที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ทุกกลุม คือ 1/100  
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4.4.3   การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA ในซีร่ัมไก
ทดลองกลุมอายุ 10, 20 และ 30 วัน 
  ผลการทดสอบดวยวิธ ีIFA ในไกทดลองทัง้ 3 กลุมอาย ุที่ไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103 
และ 106 infected rbc ซีร่ัมไกทดลอง NI และ PI sera ที่ใชมีความเขมขน 1/625 และ FITC 1/100 
พบวาซีร่ัมของไกอายุ 10 วัน หลังจากที่ไดรับเชื้อ 3 วัน ทุกกลุมยอยใหผลบวกตอการทดสอบ 10% 
เทากัน และตัง้แตวันที่ 9 หลังจากไดรับเชื้อจนกระทั่งสิน้สุดการทดลอง ซีร่ัมของไกทุกกลุมยอยที ่ 2-
4 ทุกตวัใหผลบวกตอการทดสอบ (100%) ซีร่ัมของไกติดเชื้อที่รอดชีวิตมีระดับแอนติบอดีสูงสุด 
1/15625 ในวนัสิ้นสุดการทดลอง ในขณะที่ซีร่ัมไกควบคุมกลุมยอยที ่ 1 ซึ่งไมไดรับเชื้อ พบวาใหผล
ลบตอการทดสอบ ยกเวนในวนัที ่  15 และ 30 ใหผลบวกตอการทดสอบ 20 และ 10% ที่ระดับ
แอนติบอดี 1/625 และ 1/625 ตามลําดับ (รูปที่ 4.12) 

ผลการทดสอบซีร่ัมของไกอายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 2-4 ซึ่งไดรับเชื้อ 10, 103 และ 
106 infected rbc พบวาใหผลบวกตอการทดสอบเปนครั้งแรก 20%, 10% และ 30% ในวันที่ 3, 6 
และ 3 หลังจากที่ไดรับเชื้อ ตามลําดับ และซีร่ัมของไกทกุกลุมยอยทกุตัว (100%) ใหผลบวกตอการ
ทดสอบ ในวนัที่ 9 หลงัจากที่ไดรับเชื้อและจนกระทัง่สิน้สุดการทดลอง ซีร่ัมของไกติดเชื้อที่รอดชีวิต
มีระดับแอนติบอดีสูงสุด 1/15625 ในวนัสิ้นสุดการทดลอง สวนซร่ัีมของไกควบคุม 5-30% ให
ผลบวกตอการทดสอบ ตั้งแตวันที ่6 ของการทดลอง (รูปที่ 4.13) 

ในไกอาย ุ30 วัน ซึ่งตรวจไมพบเชื้อตลอดการทดลอง ปรากฏวาในวนัที่ 6 หลังจาก
ไดรับเชื้อ ซีร่ัมของไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 10, 103 และ 106 และกลุมยอยที่ใชควบคมุการทดลอง  ให
ผลบวกตอการทดสอบ 20, 30 และ10% ตามลําดับ ซึง่ตลอดระยะการทดลองพบวาซีร่ัมของกลุม
ยอยที่ไดรับเชือ้ใหผลบวกตอการทดสอบ 30-85%   และไมสม่ําเสมอ  โดยระดับแอนติบอดีมี
อัตราสวนไมเกิน 1/3125 สําหรับซีร่ัมไกกลุมควบคุม พบวาใหผลบวกตอการทดสอบ 10-30% ระดับ
แอนติบอดี 1/625 ตลอดการทดลอง (รูปที่ 4.14)  
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รูปที่ 4.12  รอยละของซีร่ัมที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ี   IFA ในไกเนื้อ อายุ 10 วัน กลุม

ยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 
infected rbc และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วนั  

 

 

รูปที่ 4.13  รอยละของซีร่ัมที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ี   IFA ในไกเนื้อ อายุ 20 วัน กลุม
ยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 
infected rbc และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วนั 
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รูปที่ 4.14  รอยละของซีร่ัมที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ี   IFA ในไกเนื้อ อายุ 30 วัน กลุม

ยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 
infected rbc และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วนั 

 
4.4.4  การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA ในซีร่ัมไกจาก

ภาคสนามในแหลงที่มีการระบาดของโรค 
การตรวจซีร่ัมไกภาคสนาม จํานวน 67 ตัวอยาง ที่ใชซีร่ัมเจือจาง 1/25 ถึง 1/15625 

และ FITC 1/100 ผลที่ไดนาํมาประเมนิเปรียบเทียบกับ NI และ PI sera ที่เจือจาง 1/625 ผลปรากฏ
วาซีร่ัมไกภาคสนามใหผลบวกตอการทดสอบ 94.03% (63/67) โดยซีร่ัมไกฟารม TC ใหผลบวกตอ
การทดสอบ 85.7% (30/34) และฟารม SS ใหผลบวกตอการทดสอบ 100% (33/33) ดังตารางที่ 
4.3 

 
4.4.5  การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวธิี IFA ในซีร่ัมไกที่ติด

เชื้ออ่ืนๆ  
  การทดสอบดวยวธิี IFA เพือ่ศึกษาปฏิกิริยาขามของเชือ้ P. gallinaceum กับซีร่ัม
ไกที่มีการติดเชื้อบิด E. tenella จํานวน 18 ตัวอยาง เชือ้ไวรัส Newcastle จํานวน 10 ตัวอยาง และ
เชื้อ L. sabrazesi รวมกบัหนอนพยาธ ิ จํานวน 4 ตัวอยาง ผลปรากฏวาซีร่ัมไกที่ติดเชื้อดังกลาว
ทั้งหมดใหผลลบตอการทดสอบ แสดงวาแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียไมมีปฏิกิริยาขามกับเชื้อทัง้ 3 
ดังตารางที่ 4.3 
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4.4 การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี ELISA 
4.5.1    การเตรียมแอนติเจน  

การเตรียมแอนติเจนของเชือ้ P. gallinaceum จาก whole blood ที่ตรวจพบเชือ้ใน
กระแสเลือดสูง 80% และแยกชั้นของเม็ดเลือดดวยวิธี ficoll-hypaque discontinuous gradients ที่
มีความหนาแนนของสาร Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 ตามลําดบั (รูปที่ 4.15ก) 
ตามวิธกีารในขอ 3.3.2 ผลปรากฏวาหลังจากการปน เม็ดเลือดถกูแยกเปน 3 ชั้น สังเกตเหน็ได
ชัดเจน คือ (1) ชั้นที่อยูระหวางพลาสมา และ Ficoll-paque 1.077 (2) ชั้นที่อยูระหวาง Histopaque 
1.119 และ Ficoll-paque 1.077 และ (3) ชั้นตะกอนทีก่นหลอด หลงัจากดูดชัน้ของเม็ดเลือดแตละ
ชั้นใสแยกหลอดนํามาปนลาง ศึกษาตะกอนจากฟลมเลือดบางยอมสียิมซา 10% พบวาตะกอนของ
ชั้นเม็ดเลือดทัง้ 3 ชั้น มเีชือ้ P. gallinaceum ในเม็ดเลือดแดงเจือปน  โดยในชัน้ที่อยูระหวางพ
ลาสมา และ Ficoll-paque พบวามีเม็ดเลือดขาว และเชื้อระยะ gametocytes เพศเมียที่อยูในเม็ด
เลือดแดง และเชื้อเพศผูที ่ exflagellate ออกมาจาํนวนมาก (รูปที่ 4.16ก) ในชัน้ที่อยูระหวาง 
Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 พบวามีเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อระยะ trophozoites 
จํานวนนอย schizonts จํานวนมาก  และ  gametocytes จํานวนนอย  (รูปที่ 4.16ข) ชั้นตะกอนที่
กนหลอด พบวามีเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อระยะ trophozoites และเม็ดเลือดแดงปกติที่ไมติดเชื้อ
จํานวนมาก (รูปที่ 4.16ค)  

ผลจากการนาํตะกอนแตละชั้น ทั้ง 3 ชั้น ทําใหเม็ดเลือดแดงแตกดวยวิธ ีFreeze-thaw 
และแยกเชื้อดวยวธิี ficoll-hypaque discontinuous gradients คร้ังที่ 2 และปนลาง ทาํฟลมบาง
ยอมสีเชนเดิม ตรวจหาเชื้อและศึกษาลักษณะ ปรากฏวาพบเชื้อไดสูงสุดจากตะกอนเม็ดเลือดแดง
ชั้นที่อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 เชื้อระยะ merozoites จํานวนมาก
แตกออกจากเม็ดเลือดแดงและอยูเปนอิสระ พบ schizonts ที่เกาะติดอยูกับนวิเคลยีสของเม็ดเลอืด
แดงเปนจาํนวนมากเชนกนั และมีเชื้อระยะ gametocyte ปนอยูเล็กนอย ซึ่งแตกตางอยางชัดเจนกับ
ลักษณะของเชื้อในเม็ดเลือดแดงกอนการเตรียมแอนติเจน (รูปที่ 4.17 ก และ ข) ตะกอนเม็ดเลอืด
จากชัน้อื่นนั้น พบวามีเชื้อจํานวนนอยมาก  

crude Pg antigen ที่เตรียมไดจากเม็ดเลือดทั้ง 3 ชั้น เมื่อนําไปหาปริมาณโปรตีนโดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของการหาปริมาณโปรตีนจาก BSA พบวา crude Pg antigen ที่
เตรียมจากตะกอนเม็ดเลือดแดงของชั้นเมด็เลือดที่อยูระหวางพลาสมา และ Ficoll-paque 1.077  
ชั้นที่อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 และชัน้ตะกอนทีก่นหลอด มีปริมาณ
โปรตีน 8.15, 6.96 และ 9.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สาํหรับโปรตีนแอนติเจนที่นาํไปใช
เพื่อการทดสอบหาแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ตลอดการศึกษาครั้งนี้เลือกใช crude Pg 
antigen ที่เตรียมจากจากตะกอนของชั้นที่อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 
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เนื่องจากชัน้นีต้รวจพบเชื้อไดสูงสุดและมีการปนเปอนของนวิเคลียสของเม็ดเลือดแดงและเซลลเม็ด
เลือดแดงปกตินอยที่สุด (รูปที่ 4.17ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ก

(a) whole blood

(b) Fp-1.077

(c) H-1.119

 
ข

พลาสมา
(1)

(2)
Fp-1.077

H-1.119

(3)
 

รูปที่ 4.15 การแยกเชื้อ P. gallinaceum  ออกจากเม็ดเลือดขาวโดยวิธ ี  Ficoll-paque 
discontinuous gradients (ก) การเตรียมเลือด และ Histopaque กอนการปนแยกชัน้ 
(a) whole blood  (b) Ficoll-paque (Fp) density 1.077 (c) Histopaque (H) 
density 1.119 (ข) การแยกชั้นของเลือดหลังจากปนที ่2,057xg (1) เม็ดเลือดชั้นทีอ่ยู
ระหวางพลาสมา และ Ficoll-paque 1.077 (2) เม็ดเลือดชั้นที่อยูระหวาง 
Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 และ (3) ตะกอนเม็ดเลอืดที่กนหลอด 
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(1)
(2)
(3)
(4)

(5)

(6)
 

ค  

รูปที่ 4.16  แสดงเชื้อ P. gallinaceum infected rbc ที่ทาํฟลมบางและยอมดวยสยีมิซา 10% จาก
ตะกอนเม็ดเลอืดที่แยกไดดวยการปนวิธี ficoll-paque discontinuous gradients  
ก. เม็ดเลือดขาวและเม็ดเลือดแดงติดเชื้อระยะ gametocytes จากชัน้ที่อยูระหวาง 

พลาสมาและ Ficoll-paque 1.077 (2) 
ข. เม็ดเลือดแดงติดเชื้อระยะ trophozoites, schizonts และ gametocytes จากชั้นที่

อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 (4) 
ค. เม็ดเลือดแดงติดเชื้อระยะ trophozoites และเม็ดเลือดแดงที่ไมติดเชื้อจากชัน้

ตะกอนที่กนหลอด (6) 
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รูปที่ 4.17 ฟลมเลือดบางยอมสียิมซา 10%  

ก. เลือดที่มีระดับเชื้อ P. gallinaceum 80%  
ข. ตะกอนเม็ดเลอืดแดงจากชัน้ที่อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 

1.077 และเม็ดเลือดแดงถูกทําใหแตกดวยวิธ ีFreeze-thaw  
G = gametocytes M = free merozoites N = นวิเคลียสของเม็ดเลือดแดง S = 
schizonts SN = schizonts ที่เกาะติดนวิเคลียสของเม็ดเลือดแดง  T = Trophozoites   
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4.5.2   การทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ crude Pg antigen 
  ในการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ crude Pg antigen ดวยวิธ ี ELISA 

ใช crude Pg antigen เจือจาง 1/100, 1/400, 1/1600, 1/6400 และ 1/25600  NI sera จํานวน 3 
ตัวอยาง และ PI sera จํานวน 3 ตัวอยาง เจือจาง 1/100  peroxidase conjugated 1/30000 และ
วัดคา OD ของปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นที่ Absorbance 405 นาโนเมตร ผลปรากฏวาคาเฉลี่ย OD ของ NI 
sera ที่วัดไดอยูระหวาง 0.026–0.118 ขณะที่คาเฉลีย่ OD ของ PI sera อยูระหวาง 0.376-0.612 
ซึ่งคาเฉลี่ยสงูกวา 0.4 และชวงระหวางคาเฉลี่ย OD ของ NI และ PI sera หางกนั 3-6 เทา ทุกความ
เขมขนของ crude Pg antigen ที่ใชทดสอบ ดังนัน้ความเขมขนทีเ่หมาะสมของ crude Pg antigen 
อยูระหวาง 1/100-1/1600  สําหรับการทดลองครั้งนี้ไดเลือก crude Pg antigen 1/400 เปนความ
เขมขนที่เหมาะสมสําหรับนาํไปใชทดสอบตลอดการศึกษา (รูปที่ 4.18 และตารางที่ ผ21 ภาคผนวก 
ก หนา 107) 

 

 
รูปที่ 4.18 คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ในการหาความเขมขนที่เหมาะสมของ 

crude Pg antigen อัตราสวน 1/100, 1/400, 1/1600, 1/6400 และ 1/25600 โดยใช  
NI sera (     ) 3 ตัวอยาง และ PI sera (     ) 3 ตัวอยาง เจือจางในอัตราสวน 1/100 
peroxidase conjugated 1/30000  
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4.5.3    การทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera 
  ผลการทดสอบดวยวิธ ีELISA เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera 

โดยใช NI และ PI sera เจือจาง 1/10, 1/100, 1/1000 และ 1/10000 crude Pg antigen 1/400 
และ peroxidase conjugated 1/30000 พบวาคาเฉลี่ย OD ของ NI sera ทีว่ัดไดอยูระหวาง 
0.022–0.338 โดย OD ที่วดัไดจากการทดสอบกับ NI sera 1/10 มีคาเฉลี่ย 0.338 สวน NI sera ที่
ความเขมขนอื่นมีคาเฉลีย่ OD ต่ํามาก (รูปที่ 4.19 และตารางที ่ ผ22 ภาคผนวก ก หนา 107) 
สําหรับคาเฉลีย่ OD ของ PI sera อยูระหวาง 0.102-0.7.3 โดย OD ของ PI sera 1/100 เทานั้นที่มี
คาเฉลี่ยหางกนั 6 เทา และคาที่วัดไดสูงกวา 0.4 การทดลองครั้งนี้ไดเลือกใช NI และ PI sera 1/100 
เปนความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับนําไปใชทดสอบ ELISA ตลอดการศึกษา  

 

รูปที่ 4.19  คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบดวยวิธ ีELISA ในการหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI  
(     ) 3 ตัวอยาง และ PI sera (      ) 3 ตัวอยาง อัตราสวน 1/10,  1/100, 1/1000 และ 
1/10000 ใช crude Pg antigen 1/400  peroxidase conjugated 1/30000  
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4.5.4 การทดสอบหาคา cut off ของการทดสอบดวยวิธ ีELISA 
ในการศึกษาคา cut off จากผลการทดสอบดวยวิธ ี ELISA โดยใช crude Pg 

antigen 1/400 NI และ PI sera 1/100 ใช peroxidase conjugated 1/30000 เมื่ออานคาที่
Absorbance   405 นาโนเมตร และคา cut off ประเมินจากคาเฉลีย่ OD ของ NI sera รวมกบั 4 
เทาของคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่คาํนวณไดจากการทดสอบแอนตบิอดีตอเชื้อ P. gallinaceum 
มีคาเทากับ 0.0953+4(0.053) ผลปรากฏวาไดคา cut off เทากับ 0.307 (รูปที่ 4.20) 

 

 
รูปที่ 4.20  คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบดวยวิธ ีELISA ในการประเมินคา cut off ของการทดลอง 

ใช NI 10 ตัวอยาง และ PI sera 26 ตัวอยาง ในอัตราสวน 1/100 crude Pg antigen 
1/400 peroxidase conjugated 1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโน
เมตร 

 
4.5.5 การทดสอบระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี ELISA 
 4.5.5.1 การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอการติดเชื้อในซีร่ัมของไกทดลอง 3 กลุม

อายุ  
  ผลการทดสอบดวยวิธ ี ELISA เพื่อหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ         

P. gallinaceum ในซร่ัีมของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10, 20 และ 30 วนั กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชือ้ฉีด
เขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 infected rbc โดยใช crude Pg antigen 1/400 (ความ
เขมขน 17.4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ซีร่ัมไกทดลอง PI และ NI sera 1/100 และ peroxidase 
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conjugated 1/30000 อานคา Absorbance ที่ 405 นาโนเมตร พบวาไกอาย ุ 10 วนั ทุกกลุมยอย
หลังจากไดรับเชื้อ 10, 103 และ 106 infected rbc เปนเวลา 9 วัน ซีร่ัมใหผลบวกตอการทดสอบ  60, 
10  และ  20% (ตารางที ่ 4.3) คาเฉลีย่ OD 0.410+0.152, 0.386+0.114 และ 0.308+0.196 
ตามลําดับ ในวันที่ 12 หลังจากไดรับเชื้อ และคาเฉลี่ย OD พบไดสูงสุดในวันที่ 15 โดยคาเฉลี่ย OD 
ของซีร่ัมไกที่ไดรับเชื้อ 10 และ 103 infected rbc สูงกวาคา cut off ตลอดการทดลอง ในขณะที่
คาเฉลี่ย OD ของซีร่ัมไกที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc มีคาใกลเคียงหรือตํ่ากวาคา cut off ตั้งแต
วันที่ 18 ของการทดลองเปนตนไป  (รูปที่ 4.21 ตารางที ่ผ14 ภาคผนวก ก หนา 100)  รอยละของ
ซีร่ัมไกอายุ 10 วัน กลุมยอยตางๆที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธี ELISA แสดงในรูปที่ 4.24 ใน
วันที่ 12 ของการทดลอง ซีร่ัมของไกทุกกลุมใหผลบวก 70% และวันที ่15 ใหผลบวก 100% จนเกือบ
ตลอดการทดลอง ในขณะทีซ่ีร่ัมของไกควบคุมที่ไมไดรับเชื้อใหผลลบคาเฉลี่ย OD ต่ํากวาคา cut off 
ตลอดการทดลอง ยกเวนในวันที่ 6 และ 15 ซีร่ัมไกควบคุมบางตัว (40%) มีคา OD สูง 0.371-0.441 

  ในไกอาย ุ 20 วนั กลุมยอยที ่ 2-4 ไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103 และ 106  
infected rbc ซีร่ัมใหผลบวกตอการทดสอบ 40, 40 และ 50% (ตารางที่ 4.3) คาเฉลี่ย OD 
0.334+0.128, 0.344+0.136 และ 0.419+0.254 ตามลําดับ ในวนัที ่9 หลังจากไดรับเชื้อ โดยซีร่ัม
ของไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 10 infected rbc ใหผลบวกตอการทดสอบ 100% ในวนัที ่ 15, 24 และ 
30 ยกเวนในวนัที ่18 และ 27 คาเฉลี่ย OD ต่ํากวาคา cut off ของการทดสอบเล็กนอย สวนซีร่ัมของ
ไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 103 infected rbc มีคาเฉลี่ย OD ต่ํากวา แตใหผลบวกตอการทดสอบสงูสุด 
80% ในวนัที่ 15, 18, 24 และ 30 ยกเวนในวนัที่ 21 และ 27 คาเฉลี่ย OD ต่ํากวาคา cut off สําหรับ
ซีร่ัมของไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc นั้นคาเฉลี่ย OD สวนใหญต่ํากวาคา cut off 
ยกเวนวนัที่ 9, 24 และ 30 หลังจากไดรับเชื้อ รอยละของซีร่ัมไกติดเชื้อที่ใหผลบวกตอการทดสอบ
แสดงในรูปที ่ 4.25 สําหรับที่ซีร่ัมไกควบคมุทีไมไดรับเชื้อใหผลลบตอการทดสอบ คาเฉลี่ย OD ต่ํา
กวาคา cut off ตลอดการทดลอง ยกเวนในวนัที่ 30 ซีร่ัมไกควบคุมบางตัว (20%) มีคา OD  0.432-
0.516 (รูปที่ 4.22 ตารางที่ ผ15 ภาคผนวก ก หนา 101)  
   ไกอาย ุ 30 วัน ไกกลุมยอยที ่ 2-4 ที่ไดรับเชื้อแตตรวจไมพบเชื้อในกระแส
เลือดตลอดการทดลอง ซีร่ัมใหผลบวกนอยและมีความแปรปรวนมากกวาไกอายุ 10 และ 20 วัน 
ยกเวนไกกลุมยอยที่ไดรับเชือ้ 106 infected rbc ใหผลบวกตอการทดสอบสูงสุด 82% ในวันที่ 30 
หลังจากไดรับเชื้อ และมีคาเฉลี่ย OD 0.396+0.121 ไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 10 และ 103 infected 
rbc ใหผลบวกสูง 42.85% เทากนั ในวันที่ 30 และ 24 คาเฉลี่ย OD 0.305+0.186 และ 
0.308+0.259 ตามลําดับ สําหรับซีร่ัมของไกควบคุมที่ไมไดรับเชื้อคา OD เฉลี่ย ต่ํากวา cut off 
ตลอดการทดลอง (รูปที่ 4.23, รูปที่ 4.26 และตารางที่ ผ16 ภาคผนวก ก หนา 102) 
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รูปที่ 4.21    คาเฉลี่ย OD จากผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum   ดวยวิธ ีELISA  

ในซีร่ัมของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือด
ปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
โดยใชซีร่ัมเจือจาง 1/100  crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร  

 
รูปที่ 4.22    คาเฉลี่ย OD จากผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum   ดวยวธิี ELISA    
                  ในซีร่ัมของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือด

ปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
โดยใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 crude Pg antigen 1/400  peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร                   
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รูปที่ 4.23    คาเฉลี่ย OD จากผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum  ดวยวิธ ีELISA  

ในซีร่ัมของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 30 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือด
ปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
โดยใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร 

  

 
รูปที่ 4.24   รอยละของไกทดลองที่ซีร่ัมใหผลบวกตอเชือ้ P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวิธี 
ELISA ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 
103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกนันาน 30 วัน  
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รูปที่ 4.25   รอยละของไกทดลองที่ซีร่ัมใหผลบวกตอเชือ้ P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวิธี 
ELISA ของไกเนื้อคละเพศ อาย ุ 20 วัน กลุมยอยที ่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 
103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกนันาน 30 วัน 
 

 
รูปที่ 4.26   รอยละของไกทดลองที่ซีร่ัมใหผลบวกตอเชือ้ P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวิธี 
ELISA ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 30 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 
103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกนันาน 30 วัน 
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การทดสอบหารอยละของซร่ัีมอางอิงของไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum (PI) 
จํานวน 26 ตัวอยาง และซีร่ัมอางองิที่ไมตดิเชื้อ (NI) ตอ crude Pg antigen ดวยวธิี ELISA แสดงใน
รูปที่ 4.27 โดยใชซีร่ัมอางองิ 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 1/30000 
และอานคา Absorbance ที่ 405 นาโนเมตร ผลปรากฏวาซีร่ัมอางองิของไกที่ติดเชื้อใหผลบวกตอ
การทดสอบ 96.15% (25/26) คา OD อยูระหวาง 0.334-0.874 (0.523+0.13) ซีร่ัมอางอิงของไกที่
ติดเชื้อเพียง 1 ตัวอยาง (3.85%) ที่พบวามีคา OD 0.287 ซึ่งนอยกวาคา cut off อาจเนื่องจากทํา
การเก็บซีร่ัมเร็วเกนิไป (วันที่ 3 หลังการฉีดเชื้อเขาทางผิวหนงั ซึง่ยงัไมสามารถตรวจไมพบเชื้อใน
กระแสเลือด) สําหรับซีร่ัมอางอิงที่ไมติดเชื้อ ทุกตัวอยางใหผลลบตอการทดสอบ มคีา OD 0.048-
0.225  

 

 
รูปที่ 4.27  รอยละของซีร่ัมอางอิงของไกที่ติดเชื้อ (PI) และไมติดเชื้อ P. gallinaceum (NI) ที่ใหผล

บวกตอ crude Pg antigen ในการทดสอบดวยวิธ ี ELISA โดยใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 
แอนติเจน 1/400 peroxidase conjugated 1/30000 และอานคา Absorbance ที่ 405 
นาโนเมตร    
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4.5.5.2 การทดสอบระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P.gallinaceum ในซีร่ัมไกภาคสนาม 
   ผลการทดสอบซีร่ัมไกภาคสนาม จํานวน 67 ตัวอยาง ดวยวธิี  ELISA โดย
ใชซีร่ัมตัวอยาง 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 1/30000 และอานคา
absorbance ที่ 405 นาโนเมตร พบวาซีร่ัมตัวอยางทีใ่หผลบวกตอการทดสอบ 55.22% (37/67) 
โดยซีร่ัมไกไขฟารม TC ใหผลบวกตอการทดสอบ 26.47% (9/34) ซีร่ัมไกไขฟารม SS ใหผลบวกตอ
การทดสอบ 84.85% (28/33) ในขณะทีผ่ลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนเพื่อหาเชือ้จากฟลมเลอืด
บางของตวัอยางเลือดไกทั้ง 2 ฟารม พบวาตรวจพบเชื้อ P.gallinaceum ระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดง
รวมทัง้สิ้น 52.24% (35/67) ตัวอยาง จากไกในฟารม TC และฟารม SS 32.4% (11/34) และ 
72.7% (24/33) ตามลําดับ (รูปที่ 4.28)  
    

 

รูปที่ 4.28   แสดงการกระจายของผลการตรวจหาเชื้อ P. gallinaceum จากไกภาคสนาม 2 ฟารม
จํานวน 67 ตัวอยาง ฟารม TC จํานวน 34 ตัวอยาง  และฟารม SS จํานวน 33 
ตัวอยาง โดยการตรวจหาเชื้อจากฟลมเลอืดบางทีย่อมสียิมซา 10% และการตรวจหา
ระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ีELISA ใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 crude 
Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 1/30000 และอานคา  
absorbance ที่ 405 นาโนเมตร 
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 4.5.5.3 การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P.gallinaceum ในซีร่ัมไกติดเชื้อ
อ่ืนๆเพื่อศึกษาปฏิกิริยาขาม 
   ผลการใชซีร่ัมไกที่ติดเชื้ออ่ืนนอกเหนือจาก P. gallinaceum  จํานวนรวม 
32 ตัวอยาง คอื ซีร่ัมไกที่ติดเชื้อบิด E. tenella จํานวน 18 ตัวอยาง เชือ้ไวรัส Newcastle จํานวน 10 
ตัวอยาง และเชื้อ L. sabrazesi รวมกบัและหนอนพยาธหิลายชนดิ จํานวน 4 ตัวอยาง นาํมา
ทดสอบดวยวธิี  ELISA โดยใช  ซีร่ัม 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร ปรากฏวาซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ E. tenella  และ
เชื้อไวรัส Newcastle ไมทําปฏิกิริยาขามกับ P. gallinaceum โดยใหผลลบตอการทดสอบทุก
ตัวอยาง ในขณะที่ซีร่ัมไกทีต่ิดเชื้อ L. sabrazesi รวมกับหนอนพยาธิหลายชนิด ทําปฏิกิริยาขาม
โดยใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ีELISA ทุกตวัอยาง (รูปที่ 4.29) 
 

 
รูปที่ 4.29  คาเฉลี่ย OD ของซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ E. tenella Newcastle และ L. sabrazesi จํานวน 

32 ตัวอยางตามลําดับ ทีน่าํมาทดสอบปฏิกิริยาขามตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี 
ELISA ใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร 

 
4.5.6  การเปรียบเทยีบผลของการตรวจหาเชื้อ P. gallinaceum จากเลือดดวย

กลองจุลทรรศน และ การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อดวยวธิี IFA กับวิธ ีELISA  
   จากตารางที่ 4.3 เปนการเปรียบเทียบผลจากตรวจหาเชื้อโดยตรงจากฟลม
เลือดบางที่ยอมสียิมซา 10% โดยใชกลองจุลทรรศนแสงสวาง และผลจากการทดสอบหาระดบั
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แอนติบอดีดวยวิธ ี IFA และ ELISA ปรากฏวาในไกทดลองกลุมอาย ุ 10 และ 20 วัน ทุกตวัในกลุม
ยอยที่ไดรับเชือ้ P. gallinaceum ปริมาณ 10, 103 และ 106 infected rbc ตรวจพบเชื้อในกระแส
เลือดและใหผลบวกตอการทดสอบดวยวธิี IFA 100% (ตารางที่ 4.3) ซึง่ใหผลสูงกวาการตรวจดวย
วิธี ELISA ในขณะที่ไกทดลองกลุมอาย ุ 30 วัน ที่ไดรับเชื้อแตตรวจไมพบเชื้อในกระแสเลือด ให
ผลบวกตอการทดสอบดวยวิธี IFA และ ELISA 30-50% ในซีร่ัมอางอิงของไกที่ติดเชื้อ ตรวจพบเชื้อ
ในกระแสเลือด 50% พบวาการตรวจดวยวิธ ี ELISA ใหผลสูงกวา (96.15%) และ IFA ใหผลสูงสุด 
(100%) สําหรับ   ซีร่ัมอางอิงของไกที่ไมติดเชื้อ (NI)  ซีร่ัมที่ติดเชือ้ E. tenella และ Newcastle 
ใหผลลบตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ทุกวธิีที่ใชทดสอบไมแตกตางกนั สวนซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ         
L. sabrazesi ใหผลบวกแสดงถึงการมีปฏิกิริยาขามกบั P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวิธ ี
ELISA แตไมพบปฏิกิริยาขามในการทดสอบดวย IFA และจากการวนิจิฉัยยืนยันดวยกลอง
จุลทรรศนแสงสวางตรวจพบเฉพาะ L. sabrazesi เทานั้น   

ผลการตรวจตวัอยางภาคสนามจากฟารมไก 2 ฟารมที่มีประวัตกิารระบาด
ของโรคมาลาเรีย การตรวจหาเชื้อในกระแสเลือด และการทดสอบหาระดับแอนติบอดีดวยวิธ ี IFA 
และ ELISA ปรากฏวาวิธ ี IFA ใหผลบวกตอการทดสอบสูงสุด (85.7-100%) สวนการตรวจหาเชื้อ
โดยตรงจากฟลมเลือดบาง และการทดสอบระดับแอนติบอดีดวยวธิี ELISA ใหผลใกลเคียงกัน      
(ตารางที่ 4.3) 

การวิเคราะหและประเมินผลการทดสอบทางซีร่ัมวิทยาดวยวธิี IFA และ 
ELISA จากซร่ัีมไกที่ติดเชื้อ (PI) และไมติดเชื้อ P. gallinaceum (NI) คํานวณหาคา Sensitivity, 
Specificity, Accuracy, Predictive value positive test และ Predictive value negative test ของ
การทดสอบ โดยเปรียบเทยีบกับการตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดเปนเกณฑ ผลปรากฏวาการทดสอบ
ดวยวิธี IFA มี Sensitivity 96.15%, Specificity 100%, Accuracy 100%, Predictive value 
positive test 100% และ Predictive value negative test 90.91% สวนวธิี ELISA มี Sensitivity 
100%, Specificity 100%, Accuracy 100%, Predictive value positive test 100% และ 
Predictive value negative test 100% 

ขณะที่การวิเคราะหและประเมินผลการทดสอบทางซีร่ัมวทิยาดวยวิธ ีIFA และ 
ELISA จากซร่ัีมไกทดลองทัง่ 3 กลุมอายทุี่ไดรับเชื้อ ปริมาณ 10, 103 และ 106 infected rbc เมื่อ 
คํานวณหาคา Sensitivity, Specificity, Accuracy, Predictive value positive test และ Predictive 
value negative test ของการทดสอบครั้งนี้ พบวาการทดสอบดวยวิธี IFA มี Sensitivity 56.45%, 
Specificity 100%, Accuracy 59.7%, Predictive value positive test 100% และ Predictive value 
negative test 15.6% สวนวิธ ี ELISA มี Sensitivity 78.37%, Specificity 83.33%, Accuracy 
80.6%, Predictive value positive test 85.3% และ Predictive value negative test 75.75%  
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จากผลการวิเคราะหหาความไวและความจําเพาะของการทดสอบหาระดับ
แอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไกดวยวิธี ELISA และ IFA แสดงใหเหน็ไดวาวิธีทัง้สอง
ใหผลทีน่าพอใจ และเหมาะสําหรับนํามาใชในการตรวจวินิจฉยัการติดเชื้อมาลาเรียในไก แมวาเชื้อ
ในกระแสเลือดลดต่ํามากและจนกระทัง่ตรวจไมพบเชื้อตลอดการทดลอง สําหรับการวนิิจฉัยการติด
เชื้อมาลาเรียในไกโดยการตรวจหาเชื้อจากฟลมเลือดบางยอมสียิมซาโดยตรง พบวามีความ
เหมาะสมดีเชนกนั เวนแตใชเวลาในการตรวจวินิจฉยัคอนขางชา  

 
ตารางที่ 4.3 การเปรียบเทียบผลของการตรวจหาเชือ้ P. gallinaceum จากฟลมเลือดบางทีย่อม

สียิมซา 10% และการทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อดวยวิธ ีIFA กับวิธ ีELISA  
 

ตัวอยางซีร่ัม จํานวน % ไกที่ใหผลบวก  
  ฟลมเลือดบางยอมสี (%) IFA (%) ELISA (%) 

ไกอายุ 10 วันที่ไดรับเชื้อ Pg 
-10 infected rbc 
-103 infected rbc 
-106 infected rbc 
ไกอายุ 20 วันที่ไดรับเชื้อ Pg 
-10 infected rbc 
-103 infected rbc 
-106 infected rbc 
ไกอายุ 30 วันที่ไดรับเชื้อ Pg 
-10 infected rbc 
-103 infected rbc 
-106 infected rbc 

 
30 
30 
30 

 
30 
30 
30 

 
30 
30 
30 

 
100 
100 
100 

 
100 
100 
100 

 
0 
0 
0 

  
100 
100 
100 

 
100 
100 
100 

 
50 
30 
33 

 
60 
10 
20 

 
40 
40 
50 

 
30 
30 
45 

ซีร่ัมอางอิงที่ติดเชื้อ Pg (PI) 26 50 100 96.15 
ซีร่ัมอางอิงที่ไมติดเชื้อ Pg (NI) 10 0 0 0 
ซีร่ัมติดเชื้อ E. tenella  18 0 0 0 
ซีร่ัมติดเชื้อ Newcastle  10 0 0 0 
ซีร่ัมติดเชื้อ L. sabrazesi  4 0 0 100 
ซีร่ัมไกฟารมที่พบ Pg  

- Farm TC 
- Farm SS 

67 
34 
33 

52.24 
32.4 
72.7 

94.03 
85.7 
100 

55.22 
26.5 
84.9 
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4.6  การตรวจหาโปรตีนแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum ที่มีความจาํเพาะตอแอนติบอดี
จากซีรั่มไกติดเชื้อดวยวธิ ีWestern blot analysis 

4.6.1  การแยกโปรตีนแอนติเจนโดยวิธี SDS-PAGE 
     ผลการแยกโปรตีนแอนติเจนของ crude Pg antigen และโปรตีนของเม็ดเลือดแดงไก

ปกติ ดวยวิธ ี SDS-PAGE และยอมดวยสี Coomassie Brilliant Blue เมื่อนํามาศึกษาเปรียบเทียบ
ระยะทางการเคลื่อนที่กับโปรตีนมาตรฐาน ผลปรากฏวาพบแถบโปรตีนของ crude Pg antigen 
จํานวน 18 แถบ ที่สามารถสังเกตเหน็ไดชัดเจน มนี้ําหนกัโมเลกุล 130.3, 119, 106.6, 98, 92, 
80.9, 78.5, 69.5,  60.2, 56.2, 50.1, 47.8, 42.6, 39.3, 36.8, 31.7, 21.8 และ 20 kDa  สวนแถบ
โปรตีนของเมด็เลือดแดงไกปกติ จํานวนที่พบม ี 21 แถบ น้าํหนักโมเลกุล 205, 202, 169.8, 119, 
112, 98, 92, 90.1, 86, 80.9, 69.5, 60.2, 56.2, 50.1, 47.8, 45.7, 36.8, 34.1, 31.7, 21.8 และ 20 
kDa เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของเชื้อ P. gallinaceum และแถบโปรตีนของเม็ดเลือดแดงไกปกติ 
พบวาแถบโปรตีนที่มนี้ําหนักโมเลกุล 130.3, 106.6, 78.5, 42.6 และ 39.3 kDa ปรากฏเฉพาะใน 
crude Pg antigen แถบโปรตีนที่มนี้ําหนักโมเลกุล 205, 202, 169.8, 112, 90.1, 86, 45.7 และ 
34.1 kDa ปรากฏเฉพาะในโปรตีนของเมด็เลือดแดงไกปกติ (รูปที่ 4.30  และตารางที ่4.4) 

 
A B C

 
(ก) (ข)  
รูปที่ 4.30  แถบโปรตีนของ crude Pg antigen และเม็ดเลือดแดงไกปกติ ทาํการแยกโดยวิธ ี 
               SDS-PAGE  (ก) แถบโปรตีนในเจลที่ยอมดวยสี Coomassie Brilliant Blue 

                              (ข)  ไดอะแกรมแสดงแถบโปรตีน 
                   A = Protein marker   B = เม็ดเลือดแดงไกปกติ  C = crude Pg antigen 
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 4.6.2    การทดสอบดวยวิธ ีWestern blot analysis 
  การทดสอบแถบโปรตีนของ crude Pg antigen ในเจลที่แยกไดโดยวิธ ี SDS-

PAGE และนํามา blot ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสดวยวิธี Western blot และทดสอบกับซีร่ัมที่เจอื
จางในอัตราสวน 1/100 โดยซีร่ัมดังกลาวคัดเลือกจากตวัอยางซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum ที่
ใหผลบวกสงูตอการตรวจสอบหาแอนติบอดีดวยวิธี IFA และ ELISA ในระดับความเขมขน 
1/156225-1/78125 ซึ่งจําแนกไดเปน 3 ประเภทตามลกัษณะการติดเชื้อ คือ ซีร่ัมอางอิงของไกทีต่ิด
เชื้อ ซีร่ัมไกทดลอง (ไกเนือ้ที่ไดรับการฉีดเชื้อเขาเสนเลือด) และซีร่ัมไกที่ติดเชื้อในภาคสนาม ผล
ปรากฏวาตรวจพบจํานวนแถบโปรตีนทีม่คีวามจาํเพาะตอซีร่ัมแตกตางกนัไป สําหรับแถบโปรตีนที่
พบวามีปฏิกิริยาตอการทดสอบมีน้ําหนักโมเลกุล 186, 169.8, 106.6, 101.1, 78.5, 74.1, 57.2, 
53.7, 48.7, 46.7, 41, 37.7, 31.7, 21.3  และ 20 kDa (ตารางที ่ 4.4) โดยพบวามีเพยีง 6 แถบ
โปรตีนเทานัน้ที่ซีร่ัมของไกทัง้ 3 ประเภทใหผลบวกตอการทดสอบตรงกัน คือแถบโปรตีนที่มนี้ําหนัก
โมเลกุล 106.6, 101.1, 53.7, 48.7, 41 และ 37.7 สวนซีร่ัมไกปกติที่นาํมาทดสอบ พบวามีแถบ
โปรตีนจํานวน 4 แถบที่แตกตาง มีน้าํหนักโมเลกุล 119, 112.2, 46.7 และ 45.7 kDa ขณะที่แถบ
โปรตีนที่มีความจําเพาะตอซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ E. tenella พบได 2 แถบน้ําหนักโมเลกุล 119 และ 112.2 
kDa แถบโปรตีนที่มีความจาํเพาะตอซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ Newcastle พบได 9 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 
119, 112.2, 78.5, 74.1, 64.5, 46.7, 31.7, 30.1, 21.3 และ 20 kDa แถบโปรตีนที่มีความจาํเพาะ
ตอซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ           L. sabrazesi  พบได 13 แถบ มีน้ําหนักโมเลกุล 119, 78.5, 74.1, 64.5, 
57.2, 51.05, 46.7, 36.8, 33.8, 31.7, 30.1,  21.3 และ 20 kDa ฉะนัน้จากการทดสอบนี้พบวาแถบ
โปรตีนที่มีความจําเพาะของแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum มีน้าํหนักโมเลกุล  106.6, 
101.1, 53.7, 48.7, 41 และ 37.7 kDa ซึ่งแตกตางแถบโปรตีนทีพ่บจากการติดเชื้ออ่ืนๆ (รูปที่ 4.31 
และรูปที่ 4.32) 
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รูปที่ 4.31 แถบโปรตีนแอนติเจนของ crude Pg antigen ที่ใหผลบวกตอการทดสอบกับซีร่ัมไกดวยวิธี  Western blot   

              A = Protein Marker 
              B = ซีร่ัมอางอิงไมติดเชื้อ (NI) 
           C-F = ซีร่ัมอางอิงติดเชื้อ Pg (PI) 
           G-I  = ซีร่ัมไกทดลองที่ฉีดเชื้อ Pg 

J-L = ซีร่ัมไกติดเชื้อ Pg ในแหลงระบาด 
  M = ซีร่ัมไกติดเชื้อ E. tenella  
  N = ซีร่ัมไกติดเชื้อ Newcastle  
  O = ซีร่ัมไกติดเชื้อ L. sabrazesi   

 

 
รูปที่ 4.32  ไดอะแกรมแสดงแถบโปรตีนแอนติเจนของ crude Pg antigen ที่ใหผลบวกตอการทดสอบกับซีร่ัมไก

ดวยวิธี  Western blot  
              A = Protein Marker 
              B = ซีร่ัมอางอิงไมติดเชื้อ (NI) 
           C-F = ซีร่ัมอางอิงติดเชื้อ Pg (PI) 
           G-I  = ซีร่ัมไกทดลองที่ฉีดเชื้อ Pg 

J-L = ซีร่ัมไกติดเชื้อ Pg ในแหลงระบาด 
  M = ซีร่ัมไกติดเชื้อ E. tenella  
  N = ซีร่ัมไกติดเชื้อ Newcastle  
  O = ซีร่ัมไกติดเชื้อ L. sabrazesi   
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ตารางที่  4.4  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum และเม็ดเลือดแดงปกติของไกที่
ทดสอบดวยวิธี SDS-PAGE และดวยวิธี Western blot analysis ที่มีความจําเพาะตอแอนติบอดีในซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ  
นํ้าหนักโมเลกุล  SDS-PAGE ซีร่ัมท่ีนํามาทดสอบดวยวิธี Western blot analysis 

(kDa) Std. 
protein 

Crude 
Pg ag 

Normal 
rbc 

NI  PI  Test 
sample 

Field E. tenella  Newcastle L. sabrazesi 

205 +  +        
202   +        
186     + +     

169.8   +  + +     
130.3  +         
119 + + + + + + + + + + 
112   + + + + + + +  

106.6  +   + + +    
101.1     + + +    

98 + + +   +     
92  + +  +  +    
86   +  +      

80.9  + +        
83     +      

78.5  +   + + +  + + 
74.1     + + +  + + 
69.5  + +        
64.5     +  +  + + 
60.2  + +        
57.2     + + +   + 
56.2  + +        
53.7     + + +    
52.3 +          
51.05          + 

50.1  + +        

48.7     + + +    
47.8  + +        
46.7    + + + +  + + 
45.7   + + + +     
43.6     +  +    
42.6  +   +  +    

41     + + +    
39.3  +   +  +    
37.7     + + +    
36.8 + + +  +     + 
35     +      

34.1   +        
33.8          + 
31.7  + +  + + +  + + 
30.1 +    +  +  + + 
27.7       +    
22 +          

21.8  + +        
21.3     + + +  + + 
20  + +  + + +  + + 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง วิจารณและขอเสนอแนะ 
 
สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาการติดเชื้อ อัตราการตาย ภาวะโลหิตจาง และการตรวจหาระดับแอนติบอดีในไก
ที่ติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA, ELISA และโปรตีนแอนติเจนของเชื้อที่มคีวามจาํเพาะตอ
แอนติบอดีดวยวิธ ีWestern blot analysis ในไกเนื้อ คละเพศ พนัธุ Arbor acres จํานวน 120 ตัว  3 
กลุมอาย ุคือ 10, 20 และ 30 วัน กลุมละ 40 ตัว แตละกลุมแบงออกเปน 4 กลุมยอย กลุมยอยละ 
10 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 infected rbc ตามลําดับ ติดตาม
ผลทุก 3 วัน ติดตอกันเปนเวลานาน 30 วัน ปรากฏวาไกกลุมอาย ุ10 และ 20 วัน กลุมยอยที่ไดรับ
เชื้อทุกกลุมมกีารติดเชื้อ 100% ไกอายุ 10 วันที่ติดเชื้อ อัตราการตาย 73.33% สูงกวาไกอายุ 20 วัน 
ซึ่งมีอัตราการตาย 40.0% ภาวะโลหิตจางของไกทัง้ 2 กลุมอายุคลายคลึงกนั ปรากฏชัดในวนัที่ 12 
ถึงวนัที่ 24 หลังจากไดรับเชื้อ คาเฉลีย่ PCV สวนใหญต่ํากวา 24% ไกกลุมควบคมุอาย ุ10 และ 20 
วัน ไมพบเชื้อตลอดการทดลอง อัตราการตายอยูในเกณฑปกติ และไมปรากฏภาวะโลหิตจาง ไก
อายุ 30 วัน ทุกกลุมยอยไมมีการติดเชื้อในกระแสเลือด คาเฉลี่ย PCV อยูในเกณฑปกต ิ ไกในกลุม
ควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อมีการตายเกิดขึ้น 10-20% ใกลเคียงกัน 

การทดสอบหาระดับแอนติบอดีในไกที่ตดิเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี IFA สไลดแอนติเจน
ที่ใชในการทดสอบเตรียมจากเลือดที่มีระดบัเชื้อในกระแสเลือดสูง 80% ผลการทดสอบหามาตรฐาน
ของการทดลองจาก checkerboard titration ของซีร่ัมอางอิงที่ติดเชือ้ จํานวน 26 ตัวอยาง และไม
ติดเชื้อ จํานวน 10 ตัวอยาง โดยใชซีร่ัมที่ระดับความเขมขน 1/5, 1/25, 1/125, 1/625, 1/3125, 
1/15625 และ 1/78125 และ FITC  1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 และ 1/100000  พบวาซร่ัีม
อางอิง และ FITC มี optimum dilution ที่ 1/625 และ 1/100 ตามลําดับ ในการทดสอบหาระดับ
แอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum จากซีร่ัมของไกทดลอง อาย ุ 10, 20 และ 30 วัน กลุม
ยอยตางๆที่ไดรับเชื้อฉีดเขาทางเสนเลือดและกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อทุกตัวอยาง ซีร่ัมไกไขใน
ฟารมที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย และซีร่ัมของไกที่ตดิเชื้ออ่ืนๆ  ผลปรากฏวาซีร่ัมของไกอาย ุ10 
และ 20 วนั ทุกกลุมยอยใหผลบวกตอการทดสอบ 100% ระดับของแอนติบอดีทีใ่หผลบวกตอการ
ทดสอบ 1/625–1/15625 ตั้งแตวันที่ 9 หลังจากที่ไดรับเชื้อ จนกระทัง่สิ้นสุดการทดลอง สอดคลอง
กับผลการตรวจพบเชื้อในกระแสเลือด สําหรับไกอาย ุ30 วนั ซึง่ตรวจไมพบเชื้อในไกทุกกลุมยอย แต
ซีร่ัมของกลุมที่ไดรับเชื้อใหผลบวกตอการทดสอบ 30-85% ระดับแอนติบอดีไมเกนิ 1/3125 สวนไก
กลุมควบคุมทัง้ 3 กลุม พบวาซีร่ัมใหผลบวกตอการทดสอบ 10-30% ระดับแอนติบอดีต่ํา 1/625 
ตลอดการทดลอง ผลการตรวจไกภาคสนามจากแหลงที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย 67 ตัวอยาง 
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ที่ตรวจพบเชื้อในกระแสเลือด 52.24% พบวาใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ี IFA สูงถงึ 94.03 % 
และการทดสอบกับซีร่ัมไกทีต่ิดเชื้ออ่ืน พบวาไมมีปฏิกริิยาขามตอเชือ้ Leucocytozoon sabrazesi 
(0/4),  Eimeria tenella (0/18) และ เชื้อไวรัส Newcastle (0/10)  

การวิเคราะหและประเมินผลการทดสอบดวยวธิี IFA ของซีร่ัมไกอางอิง (PI) และซีร่ัมไก
ทดลองอายุ 10, 20 และ 30 วัน ทกุกลุมยอยที่ไดรับการฉีดเชื้อปริมาณตางๆ โดยเปรียบเทยีบกบั
การตรวจหาเชื้อโดยตรงจากฟลมเลือดบางที่ยอมสี พบวาดัชนีชีว้ดัของการทดสอบซีร่ัมอางองิดวย
วิธี IFA มี Sensitivity 96.15%, Specificity 100%, Accuracy 100%, Predictive value positive 
test 100%, และ Predictive value negative test 90.91% ในขณะที่ผลการทดสอบดวยวิธ ี IFA 
ของซีร่ัมไกทดลองทุกกลุมอายุ ที่ไดรับปริมาณเชื้อตางๆนั้น ดัชนีชีว้ัดของการทดสอบดวยวิธ ี IFA ม ี
Sensitivity 56.45%, Specificity 100%, Accuracy 59.7%, Predictive value positive test 100% 
และ Predictive value negative test 15.6%  

ในการทดสอบหาระดับแอนติบอดีในไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวธิี ELISA แอนติเจน
ที่ใชในการทดลองเปน crude Pg antigen เตรียมจากการปนแยกเชื้อดวยวิธ ี Ficoll-hypaque 
discontinuous gradients ที่แรงเหวี่ยง 2,057xg ซ้ํา 2 คร้ัง การทดสอบหามาตรฐานของการทดลอง
ดวยวิธ ี ELISA จาก checkerboard titration ของ crude Pg antigen 1/100, 1/400, 1/1600, 
1/6400 และ 1/25600  ซีร่ัมอางองิที่ติดเชื้อ จํานวน 3 ตัวอยาง และไมติดเชื้อ จํานวน 3 ตัวอยาง 
เจือจาง 1/10, 1/100, 1/1000 และ 1/10000 และ peroxidase conjugated 1/30000 วัดคา 
Absorbance ที่ 405 นาโนเมตร ผลปรากฏวา optimum dilution ของ crude Pg antigen มี
อัตราสวน 1/100-1/1600 ในการศึกษาครั้งนี้เลือกใช 1/400 (ความเขมขนของโปรตีน 17.4 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) optimum dilution ของ ซีร่ัมอางอิง 1/100 และคา cut off ที ่OD 0.307  

ผลการใชวิธี ELISA ทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในซีร่ัมของ
ไกทดลอง อายุ 10, 20 และ 30 วัน กลุมยอยตางๆที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดและกลุมควบคมุที่
ไมไดรับเชื้อทุกตัวอยาง ซีร่ัมไกไขในฟารมที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย 67 ตัวอยาง และซีร่ัมของ
ไกที่ติดเชื้ออ่ืนๆ ปรากฏวาซร่ัีมของไกอาย ุ10 และ 20 วัน ทกุกลุมยอยใหผลบวกตอการทดสอบ ไก
อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 10 และ 103 infected rbc ซีร่ัมใหผลบวกตอการทดสอบ ตั้งแต
วันที่ 12 หลังจากไดรับเชื้อ จนกระทั่งสิน้สุดการทดลองคาเฉลี่ย OD 0.410 และ 0.386 ตามลําดับ  
สวนคาเฉลี่ย OD ของซีร่ัมไกที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc มีคาใกลเคียงหรือตํ่ากวาคา cut off 
ตั้งแตวันที่ 18 ของการทดลองเปนตนไป  ซีร่ัมของไกอาย ุ 20 วัน กลุมยอย 2-4 ที่ไดรับเชื้อปริมาณ 
10, 103 และ 106  infected rbc ใหผลบวกตอการทดสอบ ตั้งแตวันที ่9 หลังจากไดรับเชื้อ โดยกลุม
ยอยที่ไดรับเชือ้ 10 และ 103 infected rbc ใหผลบวกตอการทดสอบเกือบตลอดการทดลอง สําหรับ
ซีร่ัมของไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc นั้นคาเฉลี่ย OD สวนใหญใหผลลบตอการทดสอบ 
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ยกเวนวนัที่ 9, 24 และ 30 หลังจากไดรับเชื้อ สวนซีร่ัมไกอายุ 30 วัน ที่ไดรับเชื้อใหผลลบตอการ
ทดสอบเกือบตลอดการทดลอง ผลการทดสอบซีร่ัมไกภาคสนามในแหลงทีม่กีารระบาดของโรค
มาลาเรีย ปรากฏวาใหผลบวกตอการทดสอบ 55.22% (37/67) ซึ่งมีอัตราใกลเคียงกับที่ตรวจพบ
เชื้อโดยตรงจากฟลมเลือดบางยอมสี 52.24% (35/67) สวนซีร่ัมของไกที่มกีารติดเชื้ออ่ืน พบวามี
ปฏิกิริยาขามตอเชื้อ Leucocytozoon sabrazesi (4/4)  แตไมมีปฏิกิริยาขามตอเชื้อบิด Eimeria 
tenella (0/18) และเชื้อไวรัส Newcastle (0/10)  

การวิเคราะหและประเมินผลการทดสอบดวยวธิี ELISA ของซีร่ัมอางอิง และซีร่ัมไกทดลอง
ทั้ง 3 กลุมอายุ ทกุกลุมยอยที่ไดรับการฉดีเชื้อ เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจหาเชือ้โดยตรงจากฟลม
เลือดบางที่ยอมสียิมซา พบวาดัชนีชี้วัดของการทดสอบซร่ัีมอางอิง มี Sensitivity 100%, Specificity 
100%, Accuracy 100%, Predictive value positive test 100% และ Predictive value negative 
test 100% แตกตางจากดัชนีชีว้ัดของการทดสอบของซีร่ัมไกทดลองที่ไดรับเชื้อที่ม ี Sensitivity 
78.37%, Specificity 83.33%, Accuracy 80.6%, Predictive value positive test 85.3% และ 
Predictive value negative test 75.75%  

เมื่อเปรียบเทยีบผลของดัชนีชี้วัดในการทดสอบดวยวิธ ี IFA และ ELISA จะเหน็ไดวาการ
ทดสอบที่ใชซร่ัีมอางอิงใหผลแตกตางจากการทดสอบทีใ่ชซีร่ัมจากไกทดลองทั้ง 3 อายุที่ไดรับเชื้อ
ปริมาณตางๆ ซีร่ัมไกกลุมอางอิงมีดัชนีชี้วัดของการทดสอบดวยวิธี ELISA สูงกวาวิธี IFA โดยเฉพาะ
อยางยิ่ง sensitivity และ Predictive value negative test ในขณะทีซ่ีร่ัมของไกทดลองนัน้ดัชนชีีว้ัด
ของการทดสอบดวยวิธ ี IFA มี Specificity และ Predictive value positive test สูงกวาวิธี ELISA 
แตมี Sensitivity, Accuracy และ Predictive value negative test ต่ํากวาการทดสอบดวยวิธ ี
ELISA มาก  

การศึกษาโปรตีนแอนติเจนของเชื้อที่มีความจําเพาะตอแอนติบอดีดวยวิธ ี Western blot 
analysis ใช crude Pg antigen นํามาแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE เปรียบเทยีบกับโปรตีนของ
เม็ดเลือดแดงไกปกต ิและยอมดวยส ีCoomassie Brilliant Blue ผลปรากฏวาโปรตีนของ crude Pg 
antigen และเม็ดเลือดแดงไกปกติถูกแยกออกเปน 18 และ 21 แถบ ตามลําดบั แถบโปรตีนที่
แตกตางกนัและพบไดเฉพาะใน crude Pg antigen มีน้ําหนกัโมเลกลุ 130.3, 106.6, 78.5, 42.6 
และ 39.3 kDa และแถบโปรตีนที่พบไดเฉพาะเม็ดเลือดแดงไกปกติ มีน้ําหนักโมเลกุล 205, 202, 
169.8, 112, 90.1, 86, 45.7 และ 34.1 kDa เมื่อใชแถบโปรตีนของ crude Pg antigen ที่ไดจากวิธ ี
SDS-PAGE นํามาทดสอบดวยวิธ ีWestern blot analysis โดยใชซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum 
ซึ่งใหผลบวกสงูตอการทดสอบหาแอนติบอดีดวยวิธ ีIFA และ ELISA (1/156225-1/78125) เจือจาง 
1/100 ผลปรากฏวาพบแถบโปรตีนที่มีความจาํเพาะตอซีร่ัมทุกตัวอยาง มนี้ําหนกัโมเลกุล 106.6, 
101.1, 53.7, 48.7, 41 และ 37.7 kDa สวนแถบโปรตีนแอนติเจนทีม่ีปฏิกิริยาขามพบไดใน ซีร่ัมไก
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ปกติ 4 แถบ ซีร่ัมไกที่ติดเชือ้  E. tenella 2 แถบ ซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ Newcastle 9 แถบ  และซีร่ัมไกที่
ติดเชื้อ L. sabrazesi 13 แถบ  
 
วิจารณผลการทดลอง 

จากการศึกษาและทดลองครั้งนี้แสดงใหเหน็วาไกอายนุอยมีความไวตอการติดเชื้อมากกวา  
และระดับเชื้อในกระแสเลือดและอัตราการตายสูงกวาไกอายุมากกวาที่ติดเชื้อในปริมาณเทากนั ไก
อายุ 10 และ 20 วัน มโีอกาสตดิเชื้อและตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดได 100% เทากัน แตความไวตอ
เชื้อแตกตางกนั เนื่องจากไกอายุ 10 วัน มีน้าํหนักตวัเพียง 154 กรัม ขณะเริ่มตนการทดลอง จึงมี
อัตราการตายสูง 73.33% ซึ่งแตกตางอยางมนีัยสาํคัญกับ ไกอาย ุ 20 วัน ที่มนี้ําหนักตัว 320 กรัม 
อัตราการตาย 40.0% (p < 0.05) ทัง้นี้เนื่องจากไกซึ่งมีอายนุอย และน้าํหนกันอยนั้น มีความ
ตานทานต่ํา เชื้อมีโอกาสเขาสูเม็ดเลือดแดงไดงายกวา และสามารถแบงตัวภายในเม็ดเลือดแดงได
รวดเร็วกวาไกที่มีอายุมากหรือมีน้ําหนกัมาก ระดับเชื้อที่พบในกระแสเลือดจึงมีปริมาณมาก ทาํให
เม็ดเลือดแดงถูกทาํลายเปนจํานวนมาก ไกไมอาจสรางเม็ดเลือดแดงทดแทนไดทันจงึมีอัตราเสี่ยง
ตอการติดโรคและการตายสงู (Garnham, 1966) สวนไกกลุมอายุ 30 วัน ขณะเริ่มตนการทดลองมี
น้ําหนกัตัว 790 กรัม มีอัตราการตายใกลเคียงกันทั้งในกลุมควบคมุและกลุมที่ไดรับเชื้อ ทั้งที่ไม
ปรากฏเชื้อในกระแสเลือด การตายของไกกลุมนี้จึงนาจะเกิดจากสาเหตุอ่ืน โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ความเครียดทีอ่าจเกิดจากความไมเหมาะสมของกรงที่ใชเลี้ยงสัตวซึ่งมีพื้นที่คอนขางจํากัด 
เนื่องจากการทดลองครั้งนี้กรงที่ใชเลี้ยงไกมีขนาด 2.5 x 2.5 x 1 เมตร ซึ่งเทากับ 0.625 ตารางเมตร
ตอตัว ตามปกติอัตราสวนของพืน้ที่ดงักลาวนัน้ ควรเลีย้งไกเนื้ออาย ุ30 วัน ไดไมเกิน 8 ตัว เนื่องจาก
เปนระยะที่ไกมีเจริญเติบโตอยางรวดเร็วมากและมีความเครียดสูง (คูมือการเลี้ยงไก บริษัท สห
ฟารม จํากัด, 2543) นอกจากนี้สภาพของไกเนื้อที่เลี้ยงตามธรรมชาติควรมีพื้นเรียบและมีวัสดุรอง
พื้น ดังนัน้เมื่อนํามาเลี้ยงบนพื้นกรงตะแกรงลวดจงึมีผลตอการทรงตวั ไมสามารถเหยยีบพืน้ไดเต็มที่ 
จําเปนตองปรับตัวมาก การพักผอนของไกไมเพียงพอ เกดิความเครียดงาย และไวตอการติดเชื้ออ่ืน
รวม นอกจากนีก้ารตายของไกบางตัวอาจมีผลมาจากการทดลองโดยตรงที่มีการเจาะเลือดหลาย
คร้ัง (ทุก 3 วัน) สงผลใหไกเกิดความเครียดสูงมากยิ่งขึน้  

การทดลองครัง้นี้ไกเนื้อทกุกลุมใชเชื้อ P. gallinaceum ระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดงฉีดเชื้อ
เขาเสนเลือดดาํ ในไกอายุ 10 และ 20 วัน เชื้อมีระยะฟกตัว 3-27 วัน ซึง่เร็วกวาไกเนือ้ที่ไดรับการฉีด
เชื้อเขาทางผวิหนงั (ปยะนันท, 2542) เชื้อสามารถฟกตวัในไกอายุ 10 วันไดเร็วกวาในไกอาย ุ20 วัน 
โดยจะปรากฏในกระแสเลือดไดในเวลาทีเ่ร็วกวา และระดับของเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงอยาง
รวดเร็ว ทาํใหไกตายเปนจํานวนมากอยางรวดเร็วกวามาก (Garnham, 1966)  
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การศึกษาครั้งนี้สอดคลองกบัหลายรายงาน (Garnham, 1966 ; El-Nahal, 1966 ; Soni 
and Cox, 1974 ;  ปยะนนัท, 2542 ; สุวรรณี, 2543b ) ที่พบวาระยะฟกตัว อัตราการติดเชื้อ ระดับ
เชื้อในกระแสเลือด และอัตราการตาย ผนัแปรตาม ขนาด อายุสัตว ปริมาณเชื้อที่ไดรับ และ route of 
infection ไกที่โตเต็มที่มักมีความตานทานตอเชื้อสูง มักไมรุนแรง โอกาสตายนอย ทัง้การติดเชื้อตาม
ธรรมชาติและในหองทดลอง (ทัศนยี และคณะ, 2538 ; ปยะนนัท, 2542 ; สุวรรณี, 2543b ; ดําเนนิ, 
2544 ; El-Nahal, 1966 ; Smyth, 1994) ไกที่ติดเชื้อโดยการฉีดเชื้อระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดงมี
ความไวตอเชือ้สูงกวาการติดเชื้อระยะ sporozoite ซึ่งเปนระยะติดตอโดยธรรมชาติจากยงุ (Soulby, 
1982) นอกจากนี้ไกสายพนัธุตางๆที่เลีย้งในอุตสาหกรรมมีความไวแตกตางกนัและมีความไวสูงกวา
ไกปา (Garnham, 1966) และเพศเมยีมีความไวตอการติดเชื้อสูงกวาเพศผู ซึง่ในการศึกษาครั้งนี้ไก
เนื้อที่ใช คละเพศ ผลการทดลองจึงอาจแตกตางจากการการทดลองทีใ่ชไกเพศใดเพศหนึง่ (Levine, 
1985)  

การทดลองครัง้นี้ไมไดศึกษาอาการของไกที่ติดเชื้อ เวนแตภาวะโลหิตจางซึง่เปนอาการหนึ่ง
ที่สําคัญและปรากฏบอย โดยพบวาไกเนื้ออายุ 10 วัน มภีาวะโลหิตจางนอยกวาไกอายุ 20 วัน ทั้งนี้
อาจเนื่องจากไกอายุ 10 วัน มีความตานทานนอย รางกายไมสามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ
มาลาเรียไดดี การติดเชื้อและระดับเชื้อข้ึนสูงอยางรวดเรว็ ไกแสดงอาการปวย และอัตราการตายสูง 
ในขณะที่ไกอายุ 20 วัน แมวาจะมีอัตราการติดเชื้อเทากนั แตระดับเชื้อในกระแสเลอืดต่ํากวา แสดง
อาการปวยนอยกวา และอตัราการตายต่าํกวา พบวาไกมีภาวะโลหติจางสงูจํานวนกวานั้น อาจ
เนื่องจากในระยะแรกรางกายของไกยังไมสามารถสรางเม็ดเลือดที่ถูกทําลายไดทนั อยางไรก็ตามจะ
เห็นไดวาระยะกอนสิน้สุดการทดลองนั้น คา PCV เร่ิมข้ึนสูงในระดับหนึ่ง เคยมีบางรายงานไดศึกษา
ภาวะโลหิตจางในไกเนื้อทัง้จากภาคสนามและจากการทดลองโดยประเมินจากคา PCV พบวาไก
เนื้อจากภาคสนามมีคา PCV 11.6% (ชัยศิริ และคณะ, 2539) และจากการทดลองไกเนื้อมีคา PCV 
15.0-24.0% (ดําเนนิ, 2544) 

ไกอายุ 10 วันบางตัว และไกอาย ุ20 วัน ทุกกลุมยอยทีรั่บเชื้อ P. gallinaceum เชื้อปรากฏ
อยูในกระแสเลือดและขึ้นสูงเปนระยะหนึง่ ตอมาระดับเชื้อลดต่ําลงเรือ่ยๆ และในระยะ 3-9 วัน กอน
ส้ินสุดการทดลอง ไกอาย ุ 10 วัน 26.67% (จํานวน 8/30 ตัว) และไกอายุ 20 วัน 60% (จํานวน 
18/30 ตัว) ตรวจพบเชื้อระดับตํ่ามากหรือตรวจไมพบ การที่ไกอายุ 20 วัน มีอัตรารอดสูง และระดับ
เชื้อลดต่ําหรือตรวจไมพบเชือ้ในกระแสเลอืดนั้น แสดงใหเห็นวาเมือ่ไกที่ไดรับเชื้อมีอายุมากขึน้มี
ความตานทานตอเชื้อสูง ทําใหรางกายสรางภูมิคุมกนัไดสูงในระดับหนึ่ง  ซึง่อาจเพยีงพอที่จะยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรยีไดแมวาจะไมสมบูรณก็ตาม บางรายงานกลาววาเชื้อจํานวนนอยๆ
ระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดงสามารถกระตุนใหโฮสตสรางภูมิคุมกันที่เรียกวา premunition ได 
(Garnham, 1966) จากการศึกษาทดลองทางซีร่ัมวทิยา โดยใชวิธี IFA และ ELISA ทดสอบหาระดับ
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แอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ผลการทดสอบดวยวิธ ี IFA ปรากฏวาไกเนื้ออายุ 10 วันที่ไดรับ
การฉีดเชื้อ 10 103 และ 106 infected rbc นั้น ซีร่ัมของไกทุกตวัใหผลบวกตอการทดสอบ ตั้งแตวนัที ่
9 เปนตนไป เชนเดียวกับไกกลุมอาย ุ20 วัน ซึง่มีความสัมพันธกับการปรากฏของเชื้อในกระแสเลือด
ของไกทั้ง 2 กลุม ทุกตัว และมีความสัมพนัธกับภาวะเลอืดจางเชนกนั สําหรับไกอายุ 30 วัน ที่ไดรับ
เชื้อแตเชื้อไมปรากฏในกระแสเลือดนั้น การทดสอบใหผลบวกในระดับตํ่าและผันแปรสูง แตผลที่
ปรากฏสูงกวาไกกลุมควบคมุทุกกลุมอายุ การที่ระดับแอนติบอดีขึ้นสูงในไกกลุมอาย ุ10 และ 20 วัน 
ในขณะที่เชื้อปรากฏอยูนัน้ อาจเกิดขึ้นเนื่องจากภาวะ premunition ตามที่ไดกลาวมาขางตน ซึ่ง
ภาวะนี้มักพบไดในการติดเชื้อโปรโตซัว (Garnham, 1966) โดยระดับภูมิคุมจะขึ้นสูงในขณะที่เชื้อ
ปรากฏในสัตวระดับหนึง่ อยางไรก็ตามถาระดับภูมิคุมกันลดต่ําลง เชื้อในกระแสเลือดจะสามารถ
เพิ่มปริมาณสูงขึ้น จนกระทั่งเกนิความสามารถของรางกายที่จะตอตานหรือทาํลายเชื้อไดสูงพอ 
แมวาภูมิคุมกนัตอเชื้อที่ไกสรางขึ้นไดระดับหนึง่ และถาไมสูงพอเชื้อยังคงเพิ่มจํานวนไดมากและ
รวดเร็ว อาจเขาไปทําลายเม็ดเลือดแดงจนกระทั่งไกไมสามารถสรางเม็ดเลือดแดงไดทัน ดังนัน้ใน
การติดเชื้อบางอยางและบางขณะ ระดับแอนติบอดีที่เกิดขึ้นและตรวจพบจากการทดสอบดังเชน
การศึกษานี้ อาจเปนประโยชนเฉพาะในดานการตรวจวินิจฉยัเทานัน้ (Smith et al., 1961 ; 
Todorovic et al., 1968 ; Lykins et al., 1971)  สําหรับดัชนีชี้วัดทีป่ระเมินในครั้งนี้เปนการศึกษา
เฉพาะซีร่ัมไกกลุมอางอิงและไกทดลองที่ไดรับเชื้อโดยการฉีดเขาเสนเลือดดํานั้น ยังไมไดมีการ
ประเมินผลจากภาคสนามทีอ่าจมีการติดเชื้อชนิดเดียวหรือหลายชนิดรวม ซึ่งอาจพบปฏิกิริยาขาม
กับเชื้ออ่ืนๆทีย่ังไมไดทําการศึกษานอกเหนือจากเชื้อทัง้ 3 ชนิดที่ไดกลาวมาขางตน โดยที่ดัชนชีี้วัด
ของการทดสอบในไกทดลองดวยวิธ ีIFA นั้น แมวาม ีSpecificity สูง แต sensitivity และ accuracy 
คอนขางต่ําเมือ่เปรียบเทียบกับการทดสอบดวยวิธ ีELISA  

อยางไรก็ตามในการศึกษาเพื่อหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวธิี ELISA 
คร้ังนี ้แมวาผลการวิเคราะหดัชนีชีว้ัดของการทดสอบของซีร่ัมไกทดลองประเมนิวาใหผลที่ดีกวา IFA 
ทั้ง sensitivity, accuracy, และ predictive negative value test แตการทดลองครั้งนี้มีขอทีน่า
สังเกตุหลายประการโดยเฉพาะ crude Pg antigen ที่ใชในการทดสอบ ซึ่งมกีารปนเปอนของ
นิวเคลียสจํานวนหนึง่ แมผลของการทดสอบปรากฏเดนชดัและคอนขางดี ซึ่งจะเห็นไดจากการใชวธิี 
western blot analysis เมื่อนํามาทดสอบกับซีร่ัมของไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum สามารถตรวจพบ
แถบโปรตีนทีม่ีความจาํเพาะตอเชื้อได แตแอนติเจนที่เตรียมจาก crude Pg antigen อาจไมสมบูรณ
นัก เพราะวาหลังจากที่ทาํใหเชื้อแตกสลายดวย sonicator  เมื่อนาํสวนของ supernatant มาใชใน
การทดสอบนัน้ ผูทําวทิยานพินธไมไดทาํการศึกษาสวนของตะกอนวามีเชื้อคงอยูในตะกอนมากนอย
เพียงใด นอกจากนี้สารละลายที่ใชในการเตรียมแอนติเจนครั้งนี้เปนเพยีง PBS ที่ไมไดเติม tween-
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20 หรือสารละลายอืน่ซึ่งเปน detergent  ทีท่ําใหเซลลของเชื้อแตกสลายไดดียิ่งขึน้ ดังนั้นเชื้อสวน
หนึง่อาจถูกกาํจัดไปในข้ันตอนการเตรียมแอนติเจน  

ผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวย ELISA ของการศึกษาครั้งนี ้
พบวาไกอาย ุ10 วัน ที่ไดรับเชื้อ 10 และ103 infected rbc  ใหผลตอการทดสอบ ตัง้แตวันที ่12 จน
สิ้นสุดการทดลองคอนขางดี ในขณะที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc ระดับแอนติบอดีคอนขางต่ําและ
พบไดเพียงระยะสั้นๆ เชนเดียวกับไกอาย ุ 20 วนั ที่ระดับแอนติบอดีใหผลบวกตัง้แตวันที่ 9 และ
ตอเนื่อง ไกที่ไดรับเชื้อ 10 ใหผลบวกตลอดการทดลอง และกลุมที่ไดรับเชื้อ 103 infected rbc มี
เพียงบางระยะที่ใหผลลบ ในขณะที่ไกไดรับเชื้อ 106 infected rbc ระดับแอนติบอดีต่ํา ใหผลบวก
บางวันเทานัน้ สําหรับไกอายุ 30 วันที่ไดรับเชื้อ ใหผลลบตอการทดสอบ เชนเดียวกับไกกลุมควบคุม
ทุกกลุมอาย ุ

การทดสอบดวยวธิี IFA และ ELISA เพื่อตรวจสภาวะการติดเชื้อ P. gallinaceum ของไกมี
การศึกษานอยมาก สําหรบัการศึกษาอ่ืนๆมีในนกจากตางประเทศ แตการทดลองดังกลาว ไดใช
แอนติเจนที่เตรียมจาก P. falciparum ซึ่งเปน monoclonal antibody ที่มีความจําเพาะตอเชื้อสกุล 
พลาสโมเดียม ซึ่งไมจําเพาะ species (Graczyk et al., 1993 ; Graczyk et al., 1994) สําหรบั 
Western blot analysis ของเชื้อ P. gallinaceum ที่ทาํการศึกษาครั้งนี้มีแถบโปรตนีจํานวน 6 แถบ
โปรตีน ที่มีความจําเพาะตอ P. gallinaceum โดยไมมปีฏิกิริยาขามกับแอนติเจนของเม็ดเลือดแดง
ปกติ หรือไมมีปฏิกิริยาขามกับซีร่ัมของเชื้อชนิดอื่น ซึง่แถบโมเลกุลที่มีน้าํหนกัโมเลกุลดังกลาวนั้น
นาจะนาํมาศกึษา monoclonal antibody สําหรับการทาํชุดทดสอบเพื่อทาํการตรวจวินิจฉัยโรค
มาลาเรียไกในประเทศไทยตอไป แถบโปรตีนทีน่าสนใจที่สุดคือ 106.6, 101.1, 53.7, 48.7, 41 และ 
37.7 kDa เนื่องจากเปนแถบที่ใหปฏิกิริยาที่เดนชดั คาดวานาจะมีปริมาณของแอนติเจนและ
แอนติบอดีมากพอสําหรับเปนจุดเริ่มตนของการศึกษาในขั้นตอไป  
 
ขอเสนอแนะ  
 โรคมาลาเรียไกมีความแตกตางจากโรคมาลาเรียในคนหลายประการ โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
การเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองที่ยงัไมประสบผลสําเร็จ (ปยะนนัท, 2542) จึงจําเปนตองศึกษาในตัว
สัตวตลอดการทดลอง ซึง่มีปจจัยหลายประการเขามาเกี่ยวของโดยเฉพาะการผานเชื้อเพื่อใหเชื้อมี
ชีวิตรอด เปนอีกปจจัยหนึง่ที่ตองใหการเอาใจใสตลอดระยะเวลาการศึกษา ดังนั้นผูที่ศึกษาเกี่ยวกับ
เร่ืองมาลาเรียตองมีการวางแผนอยางดี ในการเตรียมการดูแลสัตว การศึกษาเกี่ยวกับตัวเชื้อ และยุง 
พาหะ เพื่อใหเชื้อไมมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธกุรรมและความรนุแรง จากประสบการณของผูทํา
วิทยานิพนธในระยะแรกไมมีประสบการณในการทํางาน หลักการวางแผน ทั้งในแงของ ไก ยุง และ
เชื้อมาลาเรีย จึงทาํใหประสบกับอุปสรรคและปญหาหลายครั้งของการทดลองยอย ดังนัน้ในกรณทีี่มี
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การศึกษาในอนาคต ผูประสงคที่จะทดลองเรื่องนี ้ ควรจะเตรียมตัวใหมากพอสมควรซึ่งขอที่ควรจะ
เสนอแนะมีดังตอไปนี้ 

1. การทดลองจะตองมีกรงและหองเลีย้งสัตวทดลองที่เหมาะสม และปลอดโรค 
2. ควรมีการวางแผนและทําการทดลองลวงหนากอนนาํเสนอโครงรางเพือ่ใหการทดลองมี

ขอบกพรองนอยที่สุด  
3. ควรศึกษาเกีย่วกับแอนติเจนที่ใชเพิม่เติมและควรทดสอบใหแนใจวาม ี validity ตอการ

ทดสอบที่ใช 
4. ควรศึกษา heterogenicity /polymorphism ของเชื้อซ่ึงอาจมีผลตออัตราการติดเชื้อ ภาวะ

โลหิตจาง และภาวะภูมิคุม 
5. การศึกษาและการทดสอบระดับแอนติบอดีเพื่อการวินิจฉยัควรเขาใจถงึหลักการของ 

sensitivity, specificity,  accuracy, predictive positive value และ predictive negative 
value ใหถองแท กอนที่จะนาํมาประยุกตใชในภาคสนาม โดยทดสอบ หลายๆครั้งจนกระทั่ง
แนใจวาใหผลดีอยางแทจริง 
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ภาคผนวก 



 

 
 
 

ภาคผนวก ก 
 
 
   ตารางที ่ ผ 1  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนือ้อายุ 10 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 0, 10, 103 และ 106  

            infected rbc  ตามลําดับ 
 

วันที่ได 
รับเชื้อ 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

0 0.0+0.0 0.0+0.0a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 

10 0.0+0.0 0.0+0.0a 0.81+1.54 a 58.6+26.84 b 37+32.9 b 18.0+19.0 b 4.36+6.8 a 0.2+0.44 a 0.0025+0.005 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 

103 0.0+0.0 0.21+0.63 a 10.91+10.95 a 58.5+13.5 b 37.0+33.51 b 14.66+17.0 ab 3.33+4.93 a 0.033+0.05 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.003+0.005 a 

106 0.0+0.0 0.312+0.47 a 33.3+27.84 b 45.8+26.93 b 58.33+28.0 b 45.33+4.73 c 45.66+11.93 b 47.0+0.0 b 33.0+0.0 b 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 
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ตารางที่  ผ2  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 20 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ 0, 10, 103  และ 106  
        infected rbc ตามลําดบั 
 

วันที่ได 
รับเชื้อ 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

0 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 

10 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.021+0.042 b 6.5+12.04 a 7.71+10.96 a 1.42+2.20 ab 0.14+0.30 a 0.012+0.03 a 0.01+0.031 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 

103 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.33+0.66 ab 40.8+27.57 b 18.0+17.87 b 1.60+3.57 ab 1.2+2.16 a 0.2+0.44 a 0.02+0.043 a 0.0+0.0 a 0.0025+0.005 a 

106 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.812+1.13 b 16.0+24.7 a 3.044+5.83 a 10.44+18.98 b 38.87+40.89 b 21.0+31.33 b 8.02+16.25 b 1.25+2.49 b 0.0025+0.005 a 
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ตารางที่  ผ3  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 30 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ 0, 10, 103 และ 106  
       infected rbc ตามลําดบั 
 

วันที่ได 
รับเชื้อ 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 

10 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 

103 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 

106 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 
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ตารางที่  ผ4  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ  

10 infected rbc ตามลาํดับ 
 

ไกเนื้อ 0 DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 12 DPI 15 DPI 18 DPI 21 DPI 24 DPI 27 DPI 30 DPI 
อายุ 10 วัน 0.0+0.0 0.0+0.0 0.81+1.54a 58.6+26.84b 37+32.9b 18.0+19.0b 4.36+6.8b 0.2+0.44 a 0.0025+0.005 a  0.0+0.0 a  0.0+0.0 a 
อายุ 20 วัน 0.0+0.0 0.0+0.0 0.021+0.042 a 6.5+12.04 a  7.71+10.96 a 1.42+2.20 a  0.14+0.30 a  0.012+0.03 a 0.01+0.031 a  0.0+0.0 a  0.0+0.0 a  
อายุ 30 วัน 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 a  0.0+0.0 a  0.0+0.0 a  0.0+0.0 a  0.0+0.0 a  0.0+0.0 a  0.0+0.0 a  0.0+0.0 a  0.0+0.0 a  
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ตารางที่  ผ5  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ  
103 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 0 DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 12 DPI 15 DPI 18 DPI 21 DPI 24 DPI 27 DPI 30 DPI 

อายุ 10 วัน 0.0+0.0 0.21+0.63 a 10.91+10.95 b 58.5+13.5 c 37.0+33.51 b 14.66+17.0 b 3.33+4.93 b 0.033+0.05 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 0.003+0.005 a 
อายุ 20 วัน 0.0+0.0 0.0+0.0 a 0.33+0.66 a 40.8+27.57 b 18.0+17.87 a b 1.60+3.57 a 1.2+2.16 a b 0.2+0.44 a 0.02+0.043 a 0.0+0.0 0.0025+0.005 a 
อายุ 30 วัน 0.0+0.0 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 0.0+0.0 a 
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ตารางที่  ผ6  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ  
106 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 0 DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 12 DPI 15 DPI 18 DPI 21 DPI 24 DPI 27 DPI 30 DPI 

อายุ 10 วัน 0.0+0.0 0.312+0.47 b 33.3+27.84 b 45.8+26.93 b 58.33+28.0 b 45.33+4.73 b 45.66+11.93 b 47.0+0.0 b 33.0+0.0 c 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 
อายุ 20 วัน 0.0+0.0 0.0+0.0 a 0.812+1.13 a 16.0+24.7 a 3.044+5.83 a 10.44+18.98 a 38.87+40.89 b 21.0+31.33 a 8.02+16.25 1.25+2.49 a 0.0025+0.005 a 
อายุ 30 วัน 0.0+0.0 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 0.0+0.0 a 
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ตารางที่  ผ7   แสดงคาเฉลี่ยของคาเม็ดเลอืดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 0, 10, 103  
    และ 106 infected rbc ตามลําดับ 

 
วันที่ได 
รับเชื้อ 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

0 28.45+2.10ab 30.25+1.35ab 30.95+2.16b 31.85+1.68c 30.30+1.32b 27.45+1.04b 29.10+1.58b 27.90+1.31 24.15+3.15 23.70+2.36 28.00+2.30 

10 27.45+2.37a 28.6+2.76a 29.85+2.01ab 28.00+2.83b 21.33+3.88a 22.0+0.84a 22.66+7.63ab 24.1+2.77 23.63+3.33 25.87+2.09 27.5+3.94 

103 29.65+2.46b 29.25+2.02a 29.15+1.45ab 24.1+2.13a 24.16+6.53a 22.66+3.21a 25.16+2.75ab 22.16+2.36 20.83+1.04 29.0+1.32 29.5+1.32 

106 29.15+2.37b 31.55+1.71b 27.85+1.9a 25.3+0.975a 22.83+4.91a 24.67+3.21a 19.83+0.28a 22.5+0.00 21.5+0.00 25.0+0.00 27.0+0.00 
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ตารางที่  ผ8    แสดงคาเฉลี่ยของคาเม็ดเลอืดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 20 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 0, 10, 103  
และ 106 infected rbc ตามลําดับ 

 
วันที่ได 
รับเชื้อ 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

0 29.65+2.47a 31.45+1.48a 34.55+2.44b 30.85+2.31 27.15+1.62 28.45+1.91 a 31.95+2.01 c 28.85+1.65 b 26.80+2.54 b 27.22+2.09 c 27.22+1.80 c 

10 31.05+2.73a 30.55+2.98a 31.95+1.34a 27.6+2.27 23.45+3.83 24.95+2.18 a 24.9+2.86 b 23.2+3.20 a 21.35+2.93 a 25.35+2.99 bc 26.75+1.99 bc 

103 29.05+1.94a 29.6+2.77a 30.25+3.16a 23.55+2.79 a 22.3+4.89 a 25.5+4.53 ab 25.4+3.38 b 23.5+1.62 a 20.6+1.39 a 21.75+6.12 ab 23.75+4.25 ab 

106 29.6+2.16a 29.8+2.06a 31.5+2.38a 24.87+2.75 a 23.71+3.66 23.0+3.59 a 20.71+4.18 a 20.58+3.4 a 18.4+3.8 a 18.38+0.95 a 21.13+3.47 a 
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ตารางที่  ผ9   แสดงคาเฉลี่ยของคาเม็ดเลอืดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 0, 10, 103  
และ 106 infected rbc ตามลําดับ 

 
วันที่ได 
รับเชื้อ 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

0 27.80+2.79a 29.40+2.85a 31.80+3.33a 34.45+3.94 b 30.05+3.09 a 28.85+3.12 ab 29.27+2.72 a 28.33+2.96 ab 27.25+3.85 a 27.00+3.31 b 25.81+2.17 ab 

10 26.55+1.85a 28.7+1.47a 31.3+3.67a 29.4+1.43 a 29.7+0.82 a 30.0+1.60 bc 33.16+3.33 b 31.63+6.01 b 25.93+4.36 a 27.78+4.84 b 27.71+3.24 b 

103 28.25+2.65a 29.3+1.55a 32.9+1.94a 31.6+2.06 a 28.75+2.73 a 26.9+2.54 a 29.0+3.07 a 24.75+2.88 a 23.0+1.75 a 21.6+1.92 a 22.9+3.25 a 

106 27.85+2.79 a 28.17+3.29 a 30.67+3.94 a 29.94+3.47 a 30.5+3.69 a 31.83+3.37 c 32.67+3.06 b 28.56+4.10 ab 25.44+5.25 a 26.67+4.5 b 26.58+5.57 ab 
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ตารางที่  ผ10  แสดงคาเฉลีย่ของคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั  
           ของไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 

 
ไกเนื้อ 0 DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 12 DPI 15 DPI 18 DPI 21 DPI 24 DPI 27 DPI 30 DPI 

อายุ 10 วัน 28.45+2.10 a 30.25+1.35 ab 30.95+2.16 a 31.85+1.68 a 30.30+1.32 b 27.45+1.04 a 29.10+1.58 a 27.90+1.31 a 24.15+3.15 a 23.70+2.36 a 28.00+2.30 b 
อายุ 20 วัน 29.65+2.47 a 31.45+1.48 b 34.55+2.44 b 30.85+2.31 a 27.15+1.62 a 28.45+1.91 a 31.95+2.01 b 28.85+1.65 a 26.80+2.54 a 27.22+2.09 b 27.22+1.80ab 
อายุ 30 วัน 27.80+2.79 a 29.40+2.85 a 31.80+3.33 a 34.45+3.94 b 30.05+3.09 b 28.85+3.12 a 29.27+2.72 a 28.33+2.96 a 27.25+3.85 a 27.00+3.31 b 25.81+2.17 a 
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ตารางที่  ผ11    แสดงคาเฉลีย่ของคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั เมื่อไดรับเชื้อ  
  10 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 0 DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 12 DPI 15 DPI 18 DPI 21 DPI 24 DPI 27 DPI 30 DPI 

อายุ 10 วัน 27.45+2.37 a 28.6+2.76 a 29.85+2.01 a 28.00+2.83 a 21.33+3.88 a 22.0+0.84 a 22.66+7.63 a 24.1+2.77 a 23.63+3.33ab 25.87+2.09 a 27.5+3.94 a 
อายุ 20 วัน 31.05+2.73 b 30.55+2.98 a 31.95+1.34 a 27.6+2.27 a 23.45+3.83 a 24.95+2.18 b 24.9+2.86 a 23.2+3.20 a 21.35+2.93 a 25.35+2.99 a 26.75+1.99 a 
อายุ 30 วัน 26.55+1.85 a 28.7+1.47 a 31.3+3.67 a 29.4+1.43 a 29.7+0.82b 30.0+1.60 c 33.16+3.33 b 31.63+6.01 b 25.93+4.36 b 27.78+4.84 a 27.71+3.24 a 
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ตารางที่  ผ12  แสดงคาเฉลีย่ของคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั เมื่อไดรับเชื้อ  
103 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 0 DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 12 DPI 15 DPI 18 DPI 21 DPI 24 DPI 27 DPI 30 DPI 

อายุ 10 วัน 29.65+2.46 a 29.25+2.02 a 29.15+1.45 a 24.1+2.13 a 24.16+6.53 ab 22.66+3.21 a 25.16+2.75 a 22.16+2.36 a 20.83+1.04 ab 29.0+1.32 b 29.5+1.32 b 
อายุ 20 วัน 29.05+1.94 a 29.6+2.77 a 30.25+3.16 a 23.55+2.79 a 22.3+4.89 a 25.5+4.53 a 25.4+3.38 a 23.5+1.62 a 20.6+1.39 a 21.75+6.12 a 23.75+4.25 a 
อายุ 30 วัน 28.25+2.65 a 29.3+1.55 a 32.9+1.94 b 31.6+2.06 b 28.75+2.73 b 26.9+2.54 a 29.0+3.07 a 24.75+2.88 a 23.0+1.75 b 21.6+1.92 a 22.9+3.25 a 
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ตารางที่  ผ13  แสดงคาเฉลีย่ของคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั เมื่อไดรับเชื้อ 
106 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 0 DPI 3 DPI 6 DPI 9 DPI 12 DPI 15 DPI 18 DPI 21 DPI 24 DPI 27 DPI 30 DPI 

อายุ 10 วัน 29.15+2.37 a 31.55+1.71 b 27.85+1.9 a 25.3+0.975 a 22.83+4.91 a 24.67+3.21 a 19.83+0.28 a 22.5+0.00 21.5+0.00 25.0+0.00 27.0+0.00 
อายุ 20 วัน 29.6+2.16 a 29.8+2.06 ab 31.5+2.38 b 24.87+2.75 a 23.71+3.66 a 23.0+3.59 a 20.71+4.18 a 20.58+3.4 18.4+3.8 18.38+0.95 21.13+3.47 
อายุ 30 วัน 27.85+2.79 a 28.17+3.29 a 30.67+3.94 b 29.94+3.47 b 30.5+3.69 b 31.83+3.37 b 32.67+3.06 b 28.56+4.10 25.44+5.25 26.67+4.5 26.58+5.57 
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ตารางที่  ผ14     แสดงคาเฉลี่ย OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA  ของไกเนื้ออายุ 10 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ 0, 10, 103   
และ 106  infected rbc ตามลําดับ  

 
วันที่ได 
รับเชื้อ 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

0 . 0.3921 + 
0.2895 b 

0.2623 + 
0.1178 a 

0.2149 + 
0.1160 a 

0.1983 + 
0.0911 a 

0.2584 + 
0.1065 a 

0.1770 + 
0.0494 a 

0.1262 + 
0.0427 

0.1655 + 
0.0895 

0.1336 + 
0.0496 

0.1887 + 
0.0371 

10 . 0.3173 + 
0.3033 ab 

0.2076 + 
0.0989 a 

0.3097 + 
0.0959 a 

0.4108 + 
0.1529 b 

0.8875 + 
0.2632 b 

0.5270 + 
0.1555 c 

0.5602 + 
0.2494 

0.7295 + 
0.2410 

0.2870 + 
0.1269 

0.6480 + 
0.1630 

103 . 0.2240 + 
0.1310 ab 

0.2263 + 
0.1186 a 

0.2556 + 
0.1553 a 

0.3866 + 
0.1149 ab 

0.8510 + 
0.0945 b 

0.3660 + 
0.0472 b 

0.4723 + 
0.1425 

0.6953 + 
0.1028 

0.3813 + 
0.2255 

0.5633 + 
0.0479 

106 . 0.1479 + 
0.0606 a 

0.2033 + 
0.0997 a 

0.2288 + 
0.0774 a 

0.3083 + 
0.1968 ab 

0.6243 + 
0.3251 b 

0.2743 + 
0.1226 ab 

0.128 0.331 0.145 0.343 
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ตารางที่  ผ15    แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA  ของไกเนื้ออายุ 20 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 0, 10, 103   
และ 106 infected rbc ตามลําดับ 

 
วันที่ได 
รับเชื้อ 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

0 0.1282 + 
0.0500 a 

0.0948 + 
0.0265 a 

0.1104 + 
0.0423 a 

0.1923 + 
0.1235 a 

0.1429 + 
0.0533 a 

0.1954 + 
0.0701 a 

0.1000 + 
0.0305 a 

0.1130 + 
0.0412 a 

0.2062 + 
0.0984 a 

0.0978 + 
0.0604 a 

0.2822 + 
0.1870 a 

10 0.1317 + 
0.0166 a 

0.1077 + 
0.0215 ab 

0.1733 + 
0.0809 b 

0.3347 + 
0.1286 ab 

0.3491 + 
0.1183 b 

0.6007 + 
0.2091 b 

0.2701 + 
0.0534 b 

0.3947 + 
0.1084 c 

0.9218 + 
0.1100 c 

0.2859 + 
0.0809 c 

0.6998 + 
0.1156 c 

103 0.1330 + 
0.0515 a 

0.1061 + 
0.0309 ab 

0.1289 + 
0.344 ab 

0.3440 + 
0.1366 ab 

0.3168 + 
0.1120 b 

0.6482 + 
0.3144 b 

0.3070 + 
0.1244 b 

0.2836 + 
0.1565 bc 

0.3942 + 
0.1292 b 

0.1645 + 
0.0353 ab 

0.4180 + 
0.0950 ab 

106 0.1586 + 
0.0302 a 

0.1356 + 
0.0518 b 

0.1394 + 
0.0344 ab 

0.4196 + 
0.2544 b 

0.2157 + 
0.0959 a 

0.2104 + 
0.1802 a 

0.1537 + 
0.0423 a 

0.2696 + 
0.1320 b 

0.4084 + 
0.3260 b 

0.2267 + 
0.1118 bc 

0.5427 + 
0.3549 bc 
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ตารางที่  ผ16    แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA  ของไกเนื้ออายุ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 0, 10, 103   
และ 106 infected rbc ตามลําดับ 

 
วันที่ได 
รับเชื้อ 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

0 0.3040 + 
0.2264 a 

0.1432 + 
0.0549 b 

0.1138 + 
0.0288 a 

0.2131 + 
0.1069 a 

0.1476 + 
0.0750 ab 

0.1758 + 
0.1060 ab 

0.2181 + 
0.1728 a 

0.1002 + 
0.0258 a 

0.2081 + 
0.1108 a 

0.1158 + 
0.0751 a 

0.2290 + 
0.1181 a 

10 0.3592 + 
0.1131 a 

0.0410 + 
0.0179 a 

0.1135 + 
0.0235 a 

0.2556 + 
0.0859 a 

0.1433 + 
0.0763 ab 

0.1492 + 
0.0595 a 

0.1627 + 
0.1098 a 

0.1682 + 
0.1725 a 

0.2272 + 
0.0897 a 

0.1081 + 
0.0504 a 

0.3047 + 
0.1866 a 

103 0.3850 + 
0.1967 a 

0.0286 + 
0.0166 a 

0.1387 + 
0.0582 a 

0.3064 + 
0.1909 a 

0.0977 + 
0.0622 a 

0.3297 + 
0.2490 bc 

0.1298 + 
0.0906 a 

0.0893 + 
0.0348 a 

0.3085 + 
0.2592 a 

0.1764 + 
0.0562 a 

0.2500 + 
0.1486 a 

106 0.3330 + 
0.1348 a 

0.1094 + 
0.0518 b 

0.1915 + 
0.0745 b 

0.3178 + 
0.1581 a 

0.2034 + 
0.1454 b 

0.3450 + 
0.1782 c 

0.1447 + 
0.0544 a 

0.0933 + 
0.0383 a 

0.2510 + 
0.1792 a 

0.1523 + 
0.1487 a 

0.3960 + 
0.1217 a 
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ตารางที่  ผ17  แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน ในไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 
 

วันที่ไดรับเชื้อ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

ไกอายุ 10 วัน . 0.3921 + 
0.2895 b 

0.2623 + 
0.1178 a 

0.2149 + 
0.1160 a 

0.1983 + 
0.0911 a 

0.2584 + 
0.1065 a 

0.1770 + 
0.0494 a 

0.1262 + 
0.0427 

0.1655 + 
0.0895 

0.1336 + 
0.0496 

0.1887 + 
0.0371 

ไกอายุ 20 วัน 0.1282 + 0.0500 

a 
0.0948 + 
0.0265 a 

0.1104 + 
0.0423 a 

0.1923 + 
0.1235 a 

0.1429 + 
0.0533 a 

0.1954 + 
0.0701 a 

0.1000 + 
0.0305 a 

0.1130 + 
0.0412 a 

0.2062 + 
0.0984 a 

0.0978 + 
0.0604 a 

0.2822 + 
0.1870 a 

ไกอายุ 30 วัน 0.3040 + 0.2264 

a 
0.1432 +  
0.0549 b 

0.1138 + 
0.0288 a 

0.2131 + 
0.1069 a 

0.1476 + 
0.0750 ab 

0.1758 + 
0.1060 ab 

0.2181 + 
0.1728 a 

0.1002 + 
0.0258 a 

0.2081 + 
0.1108 a 

0.1158 + 
0.0751 a 

0.2290 + 
0.1181 a 
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ตารางที่  ผ18  แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ีELISA ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 10 infected rbc  
 

วันที่ไดรับเชื้อ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

ไกอายุ 10 วัน . 0.3173 + 
0.3033 ab 

0.2076 + 
0.0989 a 

0.3097 + 
0.0959 a 

0.4108 + 
0.1529 b 

0.8875 + 
0.2632 b 

0.5270 + 
0.1555 c 

0.5602 + 
0.2494 

0.7295 + 
0.2410 

0.2870 + 
0.1269 

0.6480 + 
0.1630 

ไกอายุ 20 วัน 0.1317 + 
0.0166 a 

0.1077 + 
0.0215 ab 

0.1733 + 
0.0809 b 

0.3347 + 
0.1286 ab 

0.3491 + 
0.1183 b 

0.6007 + 
0.2091 b 

0.2701 + 
0.0534 b 

0.3947 + 
0.1084 c 

0.9218 + 
0.1100 c 

0.2859 + 
0.0809 c 

0.6998 + 
0.1156 c 

ไกอายุ 30 วัน 0.3592 + 
0.1131 a 

0.0410 + 
0.0179 a 

0.1135 + 
0.0235 a 

0.2556 + 
0.0859 a 

0.1433 + 
0.0763 ab 

0.1492 + 
0.0595 a 

0.1627 + 
0.1098 a 

0.1682 + 
0.1725 a 

0.2272 + 
0.0897 a 

0.1081 + 
0.0504 a 

0.3047 + 
0.1866 a 
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ตารางที่  ผ19  แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 103 infected rbc  
 

วันที่ไดรับเชื้อ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

ไกอายุ 10 วัน . 0.2240 + 
0.1310 ab 

0.2263 + 
0.1186 a 

0.2556 + 
0.1553 a 

0.3866 + 
0.1149 ab 

0.8510 + 
0.0945 b 

0.3660 + 
0.0472 b 

0.4723 + 
0.1425 

0.6953 + 
0.1028 

0.3813 + 
0.2255 

0.5633 + 
0.0479 

ไกอายุ 20 วัน 0.1330 + 
0.0515 a 

0.1061 + 
0.0309 ab 

0.1289 + 
0.344 ab 

0.3440 + 
0.1366 ab 

0.3168 + 
0.1120 b 

0.6482 + 
0.3144 b 

0.3070 + 
0.1244 b 

0.2836 + 
0.1565 bc 

0.3942 + 
0.1292 b 

0.1645 + 
0.0353 ab 

0.4180 + 
0.0950 ab 

ไกอายุ 30 วัน 0.3850 + 
0.1967 a 

0.0286 + 
0.0166 a 

0.1387 + 
0.0582 a 

0.3064 + 
0.1909 a 

0.0977 + 
0.0622 a 

0.3297 + 
0.2490 bc 

0.1298 + 
0.0906 a 

0.0893 + 
0.0348 a 

0.3085 + 
0.2592 a 

0.1764 + 
0.0562 a 

0.2500 + 
0.1486 a 
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ตารางที่  ผ20  แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 106 infected rbc 
 

วันที่ไดรับเชื้อ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

ไกอายุ 10 วัน . 0.1479 + 
0.0606 a 

0.2033 + 
0.0997 a 

0.2288 + 
0.0774 a 

0.3083 + 
0.1968 ab 

0.6243 + 
0.3251 b 

0.2743 + 
0.1226 ab 

0.128 0.331 0.145 0.343 

ไกอายุ 20 วัน 0.1586 + 
0.0302 a 

0.1356 + 
0.0518 b 

0.1394 + 
0.0344 ab 

0.4196 + 
0.2544 b 

0.2157 + 
0.0959 a 

0.2104 + 
0.1802 a 

0.1537 + 
0.0423 a 

0.2696 + 
0.1320 b 

0.4084 + 
0.3260 b 

0.2267 + 
0.1118 bc 

0.5427 + 
0.3549 bc 

ไกอายุ 30 วัน 0.3330 + 
0.1348 a 

0.1094 + 
0.0518 b 

0.1915 + 
0.0745 b 

0.3178 + 
0.1581 a 

0.2034 + 
0.1454 b 

0.3450 + 
0.1782 c 

0.1447 + 
0.0544 a 

0.0933 + 
0.0383 a 

0.2510 + 
0.1792 a 

0.1523 + 
0.1487 a 

0.3960 + 
0.1217 a 
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ตารางที่ ผ21 คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ crude Pg antigen 
 

Antigen dilution NI1 NI2 NI3 PI1 PI2 PI3 
1/100 0.104 0.14 0.112 0.744 0.461 0.632 
1/400 0.122 0.072 0.075 0.708 0.426 0.542 

1/1600 0.069 0.034 0.052 0.613 0.419 0.423 
1/6400 0.057 0.032 0.041 0.574 0.398 0.355 
1/2560 0.037 0.018 0.025 0.489 0.344 0.297 

 
 
ตารางที่ ผ22 คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera 
 

serum dilution NI1 NI2 NI3 PI1 PI2 PI3 
1/10 0.317 0.323 0.376 0.847 0.756 0.508 

1/100 0.122 0.072 0.075 0.708 0.542 0.426 
1/1000 0.036 0.022 0.042 0.226 0.225 0.287 

1/10000 0.017 0.007 0.015 0.079 0.102 0.127 
 
 

ตารางที่ ผ23   คาเฉลี่ย OD ของ Non-infected sera (NI) 
 

NI OD NI OD 
 6.1 
 6.2 
6.3 
6.4 
6.5 

0.048 
0.049 
0.125 
0.125 
0.225 

16.1 
16.2 
16.3 
16.4 
16.5 

0.072 
0.082 
0.073 
0.073 
0.081 
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ตารางที่ ผ23   คาเฉลี่ย OD ของ Pg immune sera (PI) 
 

PI OD PI OD 
19.2 
18.2 
27/1 
15.2 
20.2 
20.3 
18.1 
18.3 
19.3 
16.2 
22.3 
22.2 
22.1 

0.357 
0.334 
0.337 
0.434 
0.445 
0.418 
0.287 
0.607 
0.454 
0.365 
0.568 
0.580 
0.470 

31/5 
20.1 
8/2 
8/4 
8/7 
8/9 
8/10 
21/1 
21/2 
21/3 
10.2 
10.3 
10.4 

0.398 
0.607 
0.504 
0.618 
0.672 
0.523 
0.522 
0.535 
0.551 
0.733 
0.874 
0.518 
0.645 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมีสําหรับ  ELISA 

 
Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 
  NaCl   8.0  กรัม 
  KCl   0.2  กรัม 
  KH2PO4  0.2  กรัม 
  Na2HPO4  2.9  กรัม 
  น้ํากลัน่   1,000  มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 7.4  ทําใหปราศจากเชื้อโดยการทาํ Autoclave  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส 
 
0.05 M Carbonate-bicarbonate buffer : Coating buffer  
  Na2CO3  1.59  กรัม 

NaHCO3  2.93  กรัม 
NaN3  20%  1.0  มิลลิลิตร 

  น้ํากลัน่   1000  มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหได 9.6 ดวย 1N NaOH  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 

 
0.05% Tween 20 in PBS, pH 7.4 : Washing buffer 
  PBS, pH 7.4  1,000  มิลลิลิตร 
  Tween 20  0.5  มิลลิลิตร 
 
1% BSA in PBS, pH 7.4 : Blocking solution 
  BSA   1  กรัม 
  PBS, pH 7.4  100  มิลลิลิตร 
 
Citrate buffer 
  Citric acid   1.05   กรัม 

 น้ํากลัน่   100  มิลลิลิตร 
  เก็บไวในที่มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ABTS  solution 
  ABTS   15  มิลลิกรัม 
  น้ํากลัน่   1  มิลลิลิตร 
  เก็บไวในที่มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ABTS  solution buffer 
  Citrate buffer  10  มิลลิลิตร 
  ABTS  solution  200  ไมโครลิตร 
  30% H2O2  10  ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ค 
การเตรียมสารเคมีสําหรับ  SDS-PAGE 

 
Acrylamide-Bis-Acrylamide solution  
  Acrylamide    30  กรัม 
  N’N-methylene-bis-acrylamide  0.8  กรัม 
  น้ํากลัน่     100  มิลลิลิตร 
  ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรอง ดวยกระดาษกรอง Whatman ขนาดรู 0.45 
ไมครอน เก็บใสขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
10% SDS 
  SDS    10  กรัม 
  น้ํากลัน่    100  มิลลิลิตร 
  เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
 
1.5 M Tris-HCl buffer, pH 8.8 : Running gel buffer  
  Tris    18.15  กรัม 
  น้ํากลัน่    50  มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 8.8 ดวย 1 M HCl  
เติมน้ํากลั่นใหครบ  100  มิลลิลิตร 

  เก็บในขวดสีชา เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
 
0.5 M Tris-HCl buffer, pH 6.8 : Stacking gel buffer 
  Tris    6.06  กรัม 

น้ํากลัน่    50  มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 6.8 ดวย 1 M HCl 

เติมน้ํากลั่นใหครบ  100  มิลลิลิตร 
  เก็บในขวดสีชา เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส  
 
TEMED 

 ซื้อจากบริษทั Bio-Rad    เกบ็ไวในตูเยน็ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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10% Ammonium persulfate 
 Ammonium persulfate  0.1  กรัม 
 น้ํากลัน่    1  มิลลิลิตร 

  เตรียมใหมทุกครั้ง 
 
Electrode buffer, pH 8.3 
  Tris    3  กรัม 
  Glycine    14.4  กรัม  
  SDS    1  กรัม 
  น้ํากลัน่    1,000  มิลลิลิตร 
 
Sample buffer 

 0.5 M Tris-HCl buffer, pH 6.8  1.875  มิลลิลิตร 
  SDS     0.69  กรัม 

 Glycine     3  มิลลิลิตร 
  0.1% Bromophenol blue  0.3  มิลลิลิตร 

 เติมน้ํากลั่นใหครบ   10  มิลลิลิตร 
 แบงเก็บใสหลอดๆละ 1 มิลลิลิตร เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

  
13.5% separating gel 
  น้ํากลัน่    3.35  มิลลิลิตร 
  1.5 M Tris, pH 8.8  2.5  มิลลิลิตร 
  10% SDS   100  ไมโครลิตร 
  Acrylamide-bis   4  มิลลิลิตร 

10% Amm. Persulfate  50  ไมโครลิตร 
TEMED    5  ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม   10  มิลลิลิตร 

 
5% stacking gel 
  น้ํากลัน่    2.9  มิลลิลิตร 
  1.5 M Tris, pH 8.8  1.45  มิลลิลิตร 
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  10% SDS   50  ไมโครลิตร 
  Acrylamide-bis   0.8  มิลลิลิตร 

10% Amm. Persulfate  25  ไมโครลิตร 
TEMED    2.5  ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม   5  มิลลิลิตร 

 
Stock 0.5% Coomassie brilliant blue R-250 

Coomassie  blue   0.5  กรัม  
Absolute methanol  100  มิลลิลิตร 
กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1  

 
Staining  solution  
  Stock 0.5 % Coomassie  blue 22.5  มิลลิลิตร 

 Absolute methanol  22.5  มิลลิลิตร 
  Glacial acetic acid  10  มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่    45  มิลลิลิตร 
ปริมาตรรวม   100  มิลลิลิตร 

 
Destaining solution 
  Absolute methanol  90  มิลลิลิตร 

 Glacial acetic acid  20  มิลลิลิตร 
 น้ํากลัน่    90  มิลลิลิตร 

ปริมาตรรวม   200  มิลลิลิตร 
 
Stock 0.5% Bromophenol blue 
  Bromophenol blue  0.05  กรัม 
  Methanol   1  มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่    50  มิลลิลิตร 
กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1  
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ตารางที ่ผ 25    แสดงน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน 
 

Broad range Molecular Weight Standard (Bio-Rad®) 
Protein Molecular Weight (daltons) 

Myosin 
β-galactosidase 
Bovine serum albumin 
Ovalbumin 
Carbonic anhydrase 
Soybean trypsin inhibitor 
Lysozyme 

205,000 
119,000 
  98,000 
  52,300 
  36,800 
  30,100 
  22,000    

 
 

 
รูปที่ ผ1  แสดงความสัมพนัธระหวางคา log น้าํหนักโมเลกุลและระยะทางที่โปรตีนมาตรฐานเคลื่อนที ่ 
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ภาคผนวก ง 
การเตรียมสารเคมีสําหรับ Western blot 

 
Transfer buffer  
  Tris   3.03  กรัม 
  Glycine   14.4  กรัม 

Methanol  200  มิลลิลิตร 
น้ํากลัน่   1,000  มิลลิลิตร 
เก็บไวในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
 

Blocking solution (0.5% BSA in PBS, pH 7.4) 
  BSA   0.5  กรัม 
  PBS, pH 7.4  100  มิลลิลิตร 
 
Washing buffer (0.05% Tween 20 in PBS, pH 7.4) 
  PBS, pH 7.4  1,000  มิลลิลิตร 
  Tween 20    0.5  มิลลิลิตร 
 
Substrate solution / Peroxidase (2,6-dichloroindophenol ; DCIP) 
  DCIP   0.2  กรัม 
  PBS, pH 7.4  10  มิลลิลิตร 
  30% H2O2  10  ไมโครลิตร 
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สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

Ficoll-Paque PLUS ความหนาแนน 1.077 (Phamacia) 
Histopaque ความหนาแนน 1.119  (SIGMA)  
ABTS  (SIGMA) 
rabbit anti-chick IgG conjugate horseradish peroxidase enzyme   (SIGMA) 
FITC  (ICN Pharmaceuticals) 
Heparin  (LEO) 
Tween 20  (BDH)   
Sodium bicarbonate   (SIGMA) 
BSA  (SIGMA) 
Acrylamide  (SIGMA) 
N’N-methylene-bis-acrylamide  (Phamacia) 
SDS  (Phamacia) 
Tris  (Amresco) 
Ammonium persulfate  (SIGMA) 
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylenediamine) (Bio-Rad) 
Glycine   (SIGMA) 
Bromophenol blue (USB) 
Mercaptoethanol  (Phamacia) 
Coomassie Brilliant blue R-250  (Bio-Rad) 
Methanol  (Merck) 
Sodium chloride  (BDH) 
Potassium chloride  (Merck) 

 Potassium phosphate  (Merck) 
Sodium phosphate  (SIGMA) 
Ponceau S  (SIGMA) 

 
 
 
 



 117

อุปกรณและเครื่องมือที่ใช 
 

เครื่องแชเย็น –20 องศาเซลเซียส  (UE650 ; Kelvinator) 
เครื่องปนเยน็  (Varifuge 20 RS ; Heraeus sepatech) 
เครื่องปน (spectrafuge ; Labnet) 
เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส  (PHM 83 Autocal pH meter ; Radiometer) 
เครื่องเขยา  (Nahita) 
เครื่อง Vortex  (G-560E ; Scientific Industries) 
ELISA Reader (Titertek Multiskan MCC) 
ชุด Blot  (Mini Trans-Blot ; BIORAD) 
ชุดอิเล็คโตรโฟริซิส  (Mini-Protean 3 cell & Power pac 300 ; Bio-Rad)  
เครื่องกรองสาร (PHC 340 ; PHAMACIA) 

 เครื่องชั่งแบบละเอียด (BP310S ; Sartoius) 
 กลองจุลทรรศนแสงสวาง  (Olympus) 
 กลองจุลทรรศนแบบใชแสงอัลตราไวโอเลต (BH2-RECA ; Olympus ) 

Micropipettes  (BIOHIT) 
microplate (F-96 maxisorp, NUNC) 

 microcentrifuge tube 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดปนกนกรวย (Centrifuge tube) 15 มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวพัชรี ทรงประโคน  เกิดวนัที่ 15 มีนาคม พ.ศ. 2520  ทีจ่ังหวัดชัยภูม ิ สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลยั
มหาสารคาม ในปการศึกษา 2542  และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขา
พยาธิชีววิทยาทางสัตวแพทย โปรแกรมปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อ พ.ศ. 2542 
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