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 ศึกษาอัตราการติดเชื้อและระดับแอนติบอดีตอเชื้อ พลาสโมเดียม กัลลินาเซียม ดวยวิธี IFA (Immuno 
fluorescence Assay) วิธี ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) และการวิเคราะหโปรตีนแอนติเจนของเชื้อ
ดวยวิธี Western blot โดยใชไกเนื้อ จํานวน 120 ตัว แบงเปน 3 กลุมอายุ คือ 10, 20 และ 30 วัน กลุมอายุละ 40 ตัว ในแต
ละกลุมอายุแบงเปน 4 กลุมยอย ในการทดลองทําการฉีดเชื้อเขาเสนเลือดดําที่ปก ปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 เซลลเมด็
เลือดแดงที่ติดเชือ้ (infected rbc) ตามลําดับ และติดตามผลการทดลองโดยการตรวจหาเชื้อในกระแสเลอืดทุกๆ 3 วัน 
ติดตอกันเปนเวลา 30 วัน เมือ่สิ้นสุดการทดลองผลปรากฏวาไกที่ไดรับเชื้อทั้งหมดมีอัตราการติดเชื้อ 66.67% โดยไกกลุม
อายุ 10 วันและ 20 วัน ทุกกลุมยอยที่ไดรับเชือ้ มีอัตราการติดเชื้อ 100% เทากัน และไกกลุมอาย ุ 10 วัน ซึ่งไดรับเชื้อ
ปริมาณ 106 เซลล มีความไวสูงสดุ เร่ิมตรวจพบเชือ้ในกระแสเลอืดไดในวันที่ 3 หลังการฉีดเชื้อ และมีคาเฉลี่ยของระดับเชื้อ
สูงสุดในวันที่ 12 และเปนกลุมที่ไกตายสูงสุด 90% สําหรับไกกลุมอายุ 30 วัน ทุกกลุมยอยไมพบเชือ้ตลอดการทดลอง  

การทดสอบหาระดับแอนติบอดีในซีร่ัมของไกทดลองทุกกลุมตอเชือ้ พลาสโมเดียม กลัลินาเซียม ดวยวิธี IFA 
และ วิธี ELISA ผลปรากฏวาซีร่ัมไกทุกอายุใหผลบวกจากการทดสอบ 100 และ 56.67% ตามลําดับ  การทดสอบดวยวิธี 
IFA ในซีร่ัมไกกลุมอายุ 10 และ 20 วัน ทุกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อมีระดับแอนติบอดีตอเชื้อสงู 100% ไกอายุ 10 วัน กลุมยอย
ที่ไดรับเชื้อ 103 infected rbc เร่ิมตรวจพบระดับแอนติบอดีไดเร็วที่สุดในวันที่ 3 หลังการฉีดเชื้อ และพบระดับแอนตบิอดีตอ
เชื้อในซีร่ัมไก 100% ในวันที่ 6 และจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง ทีร่ะดับแอนติบอดี 1/15625 สวนไกกลุมควบคุมใหผล
แปรปรวนเลก็นอยตลอดการทดลอง สําหรับผลการทดสอบดวยวิธี ELISA ซีร่ัมของไกกลุมอายุ 10 วัน ทุกกลุมยอยให
ผลบวก 70 และ 100% ในวันที่ 12 และ 15 ของการทดลอง โดยมีคาเฉลี่ย OD ระหวาง 0.308-0.410 ซีร่ัมของไกกลุมอายุ 
20 วัน ทุกกลุมยอยใหผลบวกนอยวากลุมอาย ุ 10 วันยกเวนกลุมยอยที่ไดรับเชือ้ 10 infected rbc ขณะที่ไกกลุมอาย ุ 30 
วัน ใหผลบวกนอยและแปรปรวนมาก สวนกลุมควบคุมทุกอายุสวนใหญใหผลลบตอการทดสอบ ผลการทดสอบในซีร่ัมไกที่
เก็บมาจากแหลงที่มีการระบาด จํานวน 67 ตัวอยาง ผลปรากฏวาการทดสอบดวยวิธ ีIFA และ ELISA ไกมีระดับแอนติบอดี
ตอเชื้อ 94.03 และ 55.2% ตามลําดับ เมือ่นําผลการทดสอบดวยวธิี IFA และ ELISA วิเคราะหและเปรียบเทยีบกบัการ
ตรวจเชื้อในกระแสเลือดของไกทดลอง พบวาวิธี IFA มีความไว 56.45% และความจาํเพาะ 100% สวนวิธี ELISA มีความ
ไว 78.37% และมีความจําเพาะ 83.33%  

ทําการแยก crude P. gallinaceum antigen ดวยวิธี SDS-PAGE และนํามาวิเคราะหหาความจําเพาะของ
โปรตีนแอนติเจนของเชื้อ ดวยวิธี Western blot โดยใชซีร่ัมของไกที่ติดเชื้อและมีระดับแอนติบอดีสูง ผลปรากฏวาพบแถบ
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 เมื่อเปรียบเทียบกับผลของปฏิกิริยาทีเ่กิดจากซีร่ัมของไกที่ไมติดเชื้อและที่
ติดเชื้ออื่นๆ พบวาแถบโปรตีนแอนติเจนที่มีความจําเพาะตอแอนติบอดีของเชือ้ 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 
 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

มาลาเรียในสัตวปก (Avian malaria) เกิดจากเชื้อโปรโตซัว สกุล พลาสโมเดียม 
(Plasmodium) หลายชนิด เชน P. circumflexum, P. durae, P. cathemerium ซึ่งกอโรคในนก 
(Garnham, 1966) P. gallinaceum และ P. juxtanucleare กอโรคในไก โดยมียุงลาย (Aedes 
spp.) ยุงรําคาญ (Culex spp.) ยุงเสือ (Mansonia spp.) ยุงปา (Armigeres spp.) และยุงกนปลอง 
(Anopheles spp.) เปนพาหะนาํโรค (Huff, 1965 ; Levine, 1985 ; Soulsby, 1982) 

ในประเทศไทยโรคมาลาเรยีในไกมีสาเหตุเกิดจาก P. gallinaceum (ทัศนียและคณะ, 2538 
; ทวีและคณะ, 2543) โดยเกิดการระบาดขึ้นครั้งแรกในไกเนื้อที่เลีย้งบนเลาลอยในเขตชานเมืองกรุง
เทพฯและจังหวัดนครนายก และตอมาไดมีการระบาดอยางแพรหลายและตอเนื่องทุกปจนถึง
ปจจุบัน ทําใหเกิดความเสียหายและเปนปญหาดานเศรษฐกิจทั้งในไกเนื้อและไกไขที่เลี้ยงแบบ
ครัวเรือนและแบบอุตสาหกรรม (ชัยศิริ, 2542 ; มานพ, 2540) ไกที่เลี้ยงในบริเวณที่มีน้าํขังหรือการ
เลี้ยงบนเลาลอยมีโอกาสไดรับเชื้อจากยงุไดงาย (ชัยศิริ และคณะ, 2539) สําหรับไกติดเชื้อที่แสดง
อาการรุนแรงมักพบมีอุจจาระสีเขียว ซมึ เบื่ออาหาร โลหิตจาง และตายในที่สุด ไกเนื้อมีอัตราการ
ปวยสูงรอยละ 24.19 และอัตราการตายสงูรอยละ 19.22 (ทัศนีย และคณะ, 2538) ไกไขมีอัตราการ
ไขลดลงรอยละ10-30 และอัตราการตายรอยละ 20 (ปยนุช, 2541) 

หลังจากมีการระบาดครั้งแรกเปนตนมา ไดมีผูศึกษาวจิัยดานตางๆเกี่ยวกับโรคมาลาเรียใน
ไกทั้งในภาคสนามและในหองทดลอง โดยเฉพาะทางดานการติดเชื้อ การกอโรค การเฝาระวังโรค 
การควบคุม การรักษา การตรวจวินิจฉัย และอื่นๆ เปนตน ในดานการตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรียไก
ทางหองปฏิบัติการนั้น ปจจุบันยังคงนิยมใชเทคนิคการตรวจหาเชื้อโดยตรงจากฟลมเลือดบางยอมสี
และสองดูดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง ซึ่งเปนวิธีมาตรฐานที่ใชกันมาตั้งแตป ค.ศ. 1900 จนถึง
ปจจุบัน การตรวจตองอาศัยความรูความชํานาญสูง ตรวจไดเพียงครั้งละ 1 ตัวอยาง ใชเวลาในการ
ตรวจตอตัวอยางคอนขางนาน และบางครั้งโดยเฉพาะในกรณีที่มีปริมาณเชื้อในกระแสเลือดต่ํา อาจ
ใหผลที่คลาดเคลื่อนได (Makler et al., 1998) นอกจากนี้การตรวจหาเชื้อจากฟลมเลือดบางที่ยอมสี
นั้น อาจไมสามารถบอกไดอยางชัดเจนวาเชื้อที่ตรวจพบดวยกลองจุลทรรศนแสงสวางเปนเชื้อ 
พลาสโมเดียม ชนิดใด เนื่องจากเชื้อ พลาสโมเดียม ที่กอโรคมาลาเรียในไกมีมากกวา 1 ชนิดที่มี
ลักษณะรูปรางคลายคลึงกัน (Garnham, 1966 ; Levine, 1985 ; Van Riper et al., 1994 ; Laird, 
1998) และแมวาไดพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อโดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล คือ Polymerase 
Chain Reaction (PCR) สําหรับตรวจสารพันธุกรรมของยีนที่มีรหัสในการสราง small subunit  
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ribosomal  RNA (SSUrRNA) ที่มีความจําเพาะและมีความไวสูงตอเชื้อมาลาเรียในไกไดเปน
ผลสําเร็จแลวก็ตาม (ทวี, 2542 ; สุวรรณี และคณะ, 2543) แตเนื่องจากการตรวจดวยเทคนิค PCR 
มีคาใชจายคอนขางสูง นอกจากนี้วิธีดังกลาวสามารถนํามาใชไดในขณะที่มีเชื้อปรากฏอยูในกระแส
เลือดของไกปวยเทานั้น จงึอาจไมเหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยเพื่อการศึกษาทางระบาดวิทยาของ
โรคมาลาเรีย 

การวนิิจฉัยโรคดวยเทคนิคทางอิมมูโนวทิยาและซีร่ัมวทิยา นาจะเปนแนวทางหนึ่งที่มีความ
เหมาะสมตอการวินิจฉัยโรคมาลาเรียในไกเนื่องจากเปนวิธีทีม่ีความไวและความจาํเพาะสงู สามารถ
ตรวจการติดเชื้อไดแมวาเชือ้จะไมปรากฏอยูในกระแสเลือดก็ตาม (Voller et al., 1974 ; Voller et 
al.,1975) การแปลผลทําไดรวดเร็วและเสยีคาใชจายนอย แตปจจุบันยังไมมีรายงานการศึกษา  จึง
เปนมูลเหตุจูงใจที่จะทําการศึกษาและพฒันาเทคนิคเพื่อตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ              
P. gallinaceum โดยวิธ ี immunofluorescence  assay (IFA) และ enzyme–linked  
immunosorbent assay (ELISA) เพื่อนําไปประยุกตใชในการตรวจวนิิจฉัยโรคมาลาเรียในไกตอไป 
 
วัตถุประสงค 
1. เพื่อศึกษาความไวและความจําเพาะของเทคนิค IFA และ ELISA ในการทดสอบหาระดับ

แอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum  
2. เพื่อศึกษาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั 
3. ศึกษาโปรตีนที่จําเพาะของแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี Western blot 

analysis 
 
สมมุติฐานของการวิจัย 
1. IFA และ ELISA เปนวิธีที่มีความไวและความจําเพาะสูง มีความเหมาะสมในการใชทดสอบหา

ระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไก 
2. ไกที่มีอายุตางกันมีระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum แตกตางกนั 
3. มวลโมเลกุลของโปรตีนที่จําเพาะตอแอนตบิอดีที่มีตอเชือ้ P. gallinaceum สามารถตรวจวัดได

โดยวิธ ีWestern blot analysis 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
1. สามารถพัฒนาเทคนิค IFA และ ELISA ที่ใชทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอการติดเชื้อ                  

P. gallinaceum  ในไกไดเปนผลสําเร็จ 
2. ทราบถงึระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum  ในไกที่มีอายตุางกนั 
3. ทราบมวลโมเลกุลของโปรตีนที่จาํเพาะตอแอนติบอดีของไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum 



 บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
การจัดลําดับชั้นของเชื้อมาลาเรียไก 
 เชื้อมาลาเรียซึ่งกอโรคในคนและสัตวเปนโปรโตซัวหรือสัตวเซลลเดียว จัดอยูในสกุล          
พลาสโมเดียม (Plasmodium) การจําแนกเชื้อสามารถทําไดโดยการศึกษารูปรางลักษณะของเชื้อ
จากฟลมเลือดบางยอมสี Rowmanosky (Garnham, 1966) และปจจุบันไดเร่ิมมีการจําแนกตาม
ลักษณะทางพันธุกรรมแตยังไมสมบูรณ การจัดลําดับชั้นตามลักษณะรูปรางของเชื้อ (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 
 

การศึกษาเชื้อมาลาเรียจากชนิดของโฮสตแท ขนาดและรูปรางลักษณะของเชื้อระยะ 
schizont ที่อยูในเม็ดเลือดแดง จํานวนของ merozoites ที่อยูภายใน schizonts รูปรางของเชื้อระยะ 
gametocytes ตําแหนงและอัตราการเจริญของเชื้อระยะ exoerythrocytic schizonts ไดมีการ
จําแนกเชื้อสกุล พลาสโมเดียม ออกเปน 9 subgenera แตที่มีรายงานในสัตวปกทั้งหมดมีเพียง 4 
subgenera คือ Haemamoeba, Huffia, Giovannolaia และ Novyalla รวมทั้งสิ้น 32 ชนิด 
(species) โดยที่ P. gallinaceum  ถูกจัดอยูใน subgenus Haemamoeba (Garnham, 1966 ; 
Levine, 1985 ; Van Riper et al., 1994 ; Laird, 1998)  
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รูปรางลักษณะที่สําคัญของเชื้อมาลาเรียของสัตวปก 
โดยทั่วไปเชื้อ พลาสโมเดียม ทุกชนิดเปนปรสิตที่เจริญเติบโตอยูในไซโตพลาสซึมของเซลล

โฮสตทั้งในโฮสตแทและยุงที่เปนพาหะ การเจริญเติบโตในโฮสตแททั้งในคนและสัตวมีลักษณะ
คลายคลึงกัน แบงออกเปน 2 ระยะกวางๆ คือ ระยะที่อยูนอกเซลลเม็ดเลือดแดง (Exo-erythrocytic 
stage) และระยะที่อยูในเซลลเม็ดเลือดแดง (Erythrocytic stage) มีเพียงรายละเอียดบางประการ
เทานั้นที่แตกตางกัน  

เชื้อ พลาสโมเดียม มีลักษณะที่สําคัญของไฟลัม Apicomplexa คือ apical complex ซึ่ง
ประกอบดวย polar ring, rhoptries, micronemes, subpellicular microtubules และ conoid อยู
ดานหนาสุดของเชื้อระยะตางๆ และลักษณะเดนของเชื้อในสกุลนี้ คือ ขณะที่อยูในเม็ดเลอืดแดงเชื้อ
จะมีขบวนการเปลี่ยนแปลงฮีโมโกลบินเปน hematin และ hemozoin หรือที่มักเรียกวาเม็ดสีของ
มาลาเรีย (malarial pigment) และเชื้อระยะมีเพศ (gametocytes) เปนปรสิตอยูในเม็ดเลือดแดง
เทานั้น (Van Riper et al., 1994)  

รูปรางลักษณะเชื้อ P. gallinaceum ระยะที่อยูนอกเซลลเม็ดเลือดแดงที่พบในไกมี 2 แบบ 
คือ ในระยะแรกเชื้ออยูในไซโตพลาสซึมของแมคโครฟาจและไฟโบรบลาสที่บริเวณผิวหนัง 
เจริญเติบโตและแบงตัวเพิ่มจํานวนแบบไมมีเพศ schizonts มีขนาดเล็กมาก และพบไดยาก 
การศึกษารายละเอียดมีคอนขางนอย (Garnham, 1966 ) เชื้อที่อยูนอกเซลลเม็ดเลือดแดงในระยะที่
สอง อยูในเซลลเยื่อบุหลอดเลือด (endothelial cells) ของอวัยวะภายในทั่วรางกาย เชน ตับ มาม 
สมอง เปนตน เจริญเติบโตแบบไมมีเพศ schizonts มีขนาดใหญ สังเกตพบไดจากกลองจุลทรรศน
แสงสวาง  

เชื้อระยะที่อยูในเซลลเม็ดเลือดแดง การเจริญเติบโตเปนแบบไมมีเพศและแบบมีเพศอยูใน     
ไซโตพลาสซึม โดยเชื้อที่ไมมีเพศมี 2 แบบ คือ trophozoite และ schizonts  สําหรับ trophozoite 
ระยะแรก มีขนาดเล็ก 1 ไมครอน รูปรางรี ตรงกลางมีลักษณะทึบ ไมมีสวนของวงแหวน มักพบอยูที่
สวนหัว ทาย หรือดานขางนิวเคลียสของเม็ดเลือดแดง (Garnham, 1966 ; Laird, 1998)  เมื่อ
เจริญเติบโตมากขึ้นมีรูปรางไมแนนอน (amoeboid form) และมีเม็ดสีของมาลาเรียเกิดขึ้น สวน 
schizont เกิดจากการเจริญเติบโตและแบงตัวของ trophozoite ซึ่งเมื่อโตเต็มที่อาจมีรูปรางกลม
หรือไมแนนอน ขนาดประมาณ 8 ไมครอน ลักษณะทั่วไปประกอบดวย 16-20 merozoites 
(Garnham, 1966) สูงสุดไมเกิน 32 merozoites (Laird, 1998) และมีเม็ดสีรวมตัวเปนกระจุก 
สําหรับเชื้อระยะที่มีเพศ (gametocyte) มีลักษณะเดน คือ รูปรางกลม รี หรือบางครั้งเวาๆแหวงๆ 
ขนาด 8-9 ไมครอน อยูชิดนิวเคลียสของเม็ดเลือดแดงไก บางครั้งอาจไปเบียดนิวเคลียสใหผิด
ตําแหนงไปจากปกติ เชื้อเพศผู (microgametocyte) ไซโตพลาสซึมมีลักษณะการติดสีจาง 
นิวเคลียสไมชัดเจนติดสีชมพู เม็ดสีของมาลาเรียติดสีน้ําตาลเขมมีหลายขนาดกระจายอยูทั่ว เชื้อ



 5

เพศเมีย (macrogametocyte) ไซโตพลาสซึมติดสีฟาเทาเขม และเม็ดสีที่กระจายอยูมีขนาด
ใกลเคียงกัน 
 
วงชวีิตและการเจริญเติบโตของเชื้อ P. gallinaceum ในไก 
 โดยทั่วไปวงชวีิตและการเจรญิเติบโตของเชื้อมาลาเรยีในสัตวปกคลายคลึงกับที่พบในคน
และสัตวอ่ืน กลาวคือ ตองการโฮสต 2 ชนดิ ไดแก โฮสตซึ่งเปนสัตวมกีระดูกสันหลงั และยงุซึ่งเปน
โฮสตที่ไมมีกระดูกสันหลัง สําหรับวงชวีิตของ P. gallinaceum นั้น มีขอแตกตางจากเชื้อทีพ่บใน
สัตวปกอื่นนอยมาก  

ก. การเจริญเติบโตของ P. gallinaceum ในไก 
วงชีวิตของเชื้อ P. gallinaceum ในไก (รูปที่ 2.1) เชื้อมีการพัฒนาเปน 3 ระยะ คือ 

ระยะแรกมีการเจริญเติบโตอยูที่ผิวหนังหรือที่เรียกวา Primary exoerythrocytic stage ระยะที่สองมี
การเจริญเติบโตอยูนอกเม็ดเลือดแดง (Exoerythrocytic stage) และระยะที่สามมีการเจริญเติบโต
อยูในเม็ดเลือดแดง (Erythrocytic stage) สําหรับการเจริญเติบโตของเชื้อในยุงที่เปนพาหะมีการ
เจริญเติบโตเพียงระยะเดียว คือ Sporogony (Garnham, 1966 ; McGhee, 1988)  
 เร่ิมจากยงุปลอยเชื้อระยะ sporozoites ที่ปนมากับน้าํลายในขณะทีดู่ดเลือดไก เชื้อจะเขา
ไปเจริญเติบโตแบบไมมีเพศอยูในไซโตพลาสซึมของแมคโครฟาจและไฟโบรบลาสของผิวหนังใน
บริเวณที่ยงุกดัและดูดเลือดจํานวน  2 รอบ โดยครั้งแรกจะเจริญและแบงตัวเปนระยะ cryptozoites 
ซึ่งประกอบดวย 100-200 merozoites ภายในเวลา 48 ชั่วโมง และการเจริญครั้งที่ 2 เปนระยะ 
metacryptozoites ที่สามารถแบงตัวได merozoites เพิ่มข้ึนจํานวนมากกวาเดิมหลายเทาตวั
ภายในเวลา 36-40 ชั่วโมง เมื่อแตกออก merozoites จะกระจายไปทัว่และเขาไปอยูใน endothelial 
cells ของเสนเลือดที่ตับ มามและสมอง เจริญเติบโตเปนระยะ schizonts และแตกออกขณะเจริญ
ไดเต็มที่ จากนั้นเชื้อระยะ merozoites จะกระจายเขาสูกระแสเลือด ไปเจริญเติบโตอยูในเม็ดเลือด
แดงตอไป ดวยระยะฟกตัวเพียง 72-75 ชั่วโมงก็สามารถตรวจพบเชื้อในเม็ดเลือดแดง  
 หลังจากเชื้อเขาไปอยูในไซโตพลาสซึมของเม็ดเลือดแดงก็จะเจริญเติบโตแบบไมมีเพศ และ
พัฒนาเปนขั้นตอนจาก trophozoites เปน schizonts มีรูปรางลักษณะตามที่ไดกลาวมาแลวขางตน  
เมื่อ schizonts เจริญเติบโตเต็มที่และ merozoites แตกออก บางสวนจะกลับเขาสูเซลลเม็ดเลอืด
แดงใหมทกุวนั และเจริญเติบโตเปน schizonts ไดอีก โดยใชเวลาในการพัฒนาเพียง 36 ชั่วโมงตอ
รอบของการเจริญเติบโต สําหรับบางสวนของเชือ้ที่ออกมาจากเม็ดเลือดแดงจะเขาไปเจรญิอยูใน 
endothelial cells ของเสนเลือดที่ไปเล้ียงอวัยวะภายใน และมีอีกสวนหนึง่ทีจ่ะเจริญไปเปนระยะทีม่ี
เพศในเม็ดเลอืดแดง โดยเชื้อเพศผู และเชื้อเพศเมียทีอ่ยูในเม็ดเลือดแดงจะมีการพัฒนาขั้นตอไปได
เมื่อเชื้อเขาไปผสมพันธุกนัในยุงที่เปนพาหะของเชื้อเทานั้น (Garnham, 1966) 
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 ข. การเจริญเติบโตของเชือ้ P. gallinaceum ในยุง 
 เมื่อมียงุมาดูดเลือดไกที่มีเชือ้มาลาเรียในระยะ gametocytes เชื้อจะเขาไปอยูในกระเพาะ
อาหารสวนกลางของยุง microgametocyte 1 เซลลจะแบงตัวเปน microgamete  6-8 เซลล ทีม่ี
ลักษณะเรียวยาว ในเวลาเพียง 10-15 นาท ีสวน macrogametocyte จะเจริญเปน macrogamete 
จากนั้น microgamete จะเขาไปผสมกับ macrogamete กลายเปน zygote ซึ่งพัฒนาตอไปเปน 
ookinete ซึ่งสามารถไชทะลุผนังกระเพาะอาหารของยุงไปเจริญเปน oocyst อยูที่ดานนอกของ
กระเพาะยงุ oocyst จะเจริญและแบงตัวแบบไมอาศัยเพศให sporozoite จํานวนมาก เมื่อ oocyst 
เจริญเติบโตเต็มที่จะแตกและปลอย sporozoites ออกมากระจายอยูทั่วตัวยุง โดย sporozoites 
สวนใหญมักรวมตัวอยูที่ตอมน้ําลายของยุง เมื่อยงุไปดูดเลือดไกจะปลอยใหเชื้อระยะ sporozoites 
เขาสูไกทําใหไกไดรับเชื้อและมีการแพรระบาดของโรคมาลาเรียตอไป (Soulsby, 1982) 
 

 

รูปที่ 2.1  วงชวีิตของเชื้อมาลาเรียไก P. gallinaceum (ระยะที่อยูในโฮสตมีกระดูกสันหลงัดัดแปลง
จาก Knell, 1991 โดย ทว,ี 2543) 
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การติดตอ การระบาด และการกระจายทางภูมิศาสตร 
จากการทดลองของหลายรายงานพบวายุงที่เปนพาหะนาํที่สําคัญของโรคมาลาเรียในสัตว

ปก มีหลายชนิด ไดแก ยุงลาย (Aedes spp.) ยุงรําคาญ (Culex spp.) ยุงเสือ (Mansonia spp.) 
ยุงปา (Armigeres spp.) และ ยุงกนปลอง (Anopheles spp.) (Huff, 1965 ; Soulsby, 1982 ; 
Levine, 1985) สําหรับยุงที่มักพบวาเปนพาหะตามธรรมชาติ คือ ยุง Culex และ Aedes (Smyth, 
1994 ; Springer, 1997)  เชื้อระยะ oocyst ที่เจริญอยูในยงุไมมีผลกระทบตอการดํารงชวีติ ยุง
สามารถดูดเลอืดที่ติดเชื้อไดอีกโดยไมกอโรค เวนแตถามี oocyst เจริญมากเกนิไป และยุงอาจจะมี
แหลงอาหารทีจ่ําเปนไมเพียงพอเทานั้น 

การติดเชื้อตามธรรมชาติเร่ิมจากเชื้อระยะ sporozoites ซึ่งเปนระยะติดตอ ถูกยุงปลอย
ออกมากับน้ําลายในขณะดดูเลือด เขาไปเจริญเติบโตในตัวโฮสต โดยจะไปเจริญอยูนอกเม็ดเลอืด
แดง ในเซลลแมคโครฟาจหรือไฟโบรบลาสบริเวณผวิหนังที่ถูกยุงกัด ในเซลลเยื่อบุหลอดเลือดของ
อวัยวะภายในตางๆทัว่รางกาย และในเซลลเม็ดเลือดแดง ตามลาํดบั ดังรายละเอียดที่กลาวมาแลว 
ระยะเวลาของการฟกตวัขึ้นอยูกับชนิดของเชื้อ ปริมาณเชื้อที่ไดรับ วธิีที่ไดรับเชื้อ และชนิดของสัตว
ปก ซึ่งโดยทัว่ไปใชเวลาประมาณ 6-16 วนัหลงัไดรับเชื้อ จึงสามารถตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดได 
(Smyth, 1994)  

การกระจายของเชื้อมาลาเรยีในสัตวปกพบไดทั่วโลก ทัง้ในทวีปเอเชีย อาฟริกา อเมริกาใต 
และอเมริกาเหนือ ความชกุของเชื้อในสัตวปกตามแหลงตางๆ เชน ในภาคพืน้เอเชียตอนใตและ     
เอเชียตะวนัออกเฉียงใตพบวาเชื้อมีความชุกสูง 1-4% ในอเมริกาเหนอืบริเวณที่มีความชกุสูงคือทาง
ตะวันออกเฉียงใตของสหรัฐ และบริเวณที่มีความชุกต่าํคือตอนเหนอืและตอนกลางของแคนาดา ที่
เปนเชนนี้เนื่องจากการกระจายของยุง Culex ซึ่งเปนพาหะนําที่เหมาะสม และโฮสตที่เปนสัตวปกซึ่ง
เปนตัวกกัเชื้อ โดยมีความแตกตางกนัตามสภาพทางภูมิศาสตร ในแหลงที่อบอุนและความชืน้สงูมัก
มีความชกุสูงกวาแหลงที่หนาวจัด ความสัมพนัธระหวางโฮสตและยุงพาหะเปนปจจัยสําคัญทีจ่ะทํา
ใหเกิดการแพรระบาดของโรคมาลาเรียในสัตวปก ในฤดูกาลที่อบอุนและความชืน้สูงมกัมียงุพาหะ
จํานวนมาก พบวาเชื้อมีความชุกสงู แตในชวงทียุ่งพาหะมีจาํนวนนอยความชกุของเชื้อก็จะนอยลง
เปนสัดสวนกนั 

จนถงึปจจุบนัไดมีการตรวจพบเชื้อ พลาสโมเดียม จํานวน 35 ชนิด ในสัตวปก 1,000 กวา
ชนิด รวม 3 ลําดับ (order) คือ Anseriformes, Passeriformes และ Columbiformes (Springer 
,1997) เชื้อบางชนิดไมกอโรคหรือกอโรคนอยมาก มเีพยีงบางชนิดเทานัน้ที่สามารถกอโรครุนแรงใน
นก เปด และไก เชน P. relictum, P. cathemerium, P elongatum, P.circumflexum,              
P. juxtanucleare และชนิดที่กอโรครุนแรงที่สุดในไกเลี้ยง คือ P. gallnaceum (Smyth, 1994) 
สําหรับโฮสตแทตามธรรมชาติของเชื้อนี ้คือ ไกปา (Garnham, 1966 ; Springer ,1997) 
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Garnham (1966) รายงานวา เชื้อ P. gallnaceum มีเพียง strain เดียว คือ Brumpt’s 
strain แมวาเคยมีบางรายงานวาเชื้อนี้อาจจะมีมากกวา 1 strain แตผลจากการทดลองตางๆ พบวา
ลักษณะทางสณัฐานวิทยา (morphology) และ ชวีนิสัย (behavior) ไมแตกตางกนั แมจะชักนําให
กลายพันธุก็ตาม นอกจากนี้ยงัสามารถชักนาํใหอยูในภาวะที่ผิดปกติได ทําใหมกีารเปลี่ยนแปลง
ของลักษณะรปูราง เชื้อระยะมีเพศ เม็ดสขีองมาลาเรยี erythrocytic schizont และ phanerozoite 
เปนตน 

 
อาการทางคลินิก 

ในแหลงที่มกีารระบาดของ เชื้อ P. gallinaceum  อาการของไกมีความผนัแปรสูง ตั้งแตไม
แสดงอาการ แสดงอาการเล็กนอยและเรือ้รังมีอัตราการตายต่ํา จนถงึแสดงอาการเฉียบพลนั รุนแรง 
และมีอัตราการตายสูง ในไกที่แสดงอาการของโรคอยางเฉียบพลนั มกัจะนอนสุมอยูบริเวณมุมใด
มุมหนึ่งของเลา หนาและหงอนในระยะแรกจะมีเลือดคั่งแดง และตอมาหงอนจะมีลักษณะซดี 
ทองเสยี อาจมีสีเขียวเขม และเบื่ออาหาร ไกปวยอาจจะตายภายใน 1 สัปดาหในขณะที่มีเชื้อปรากฏ
อยูในกระแสเลือดสูง อุณหภูมิรางกายไมแนนอน ไกปวยมีอาการผอมแหงขึ้นเรื่อยๆเมื่อโรครุนแรง
ขึ้น มีภาวะเลือดจาง มามและตับมีขนาดใหญ ถาไกเปนอัมพาตจะตายในสัปดาหที ่ 2 และ 3 
เนื่องจากเชื้อระยะ exoerythrocytic ที่อยูในเซลลเยื่อบุเสนเลือดฝอยที่สมองถูกอดุตัน (Garnham, 
1966) 

ไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum มีอัตราการตายแตกตางกนัตามขนาดและอายุ ลูกไกขนาดเล็ก
น้ําหนกัต่ํากวา 250 กรัม อัตราการตายสงู 100% ไกทีม่ีน้ําหนัก 300-350 กรัม อัตราการตาย 87% 
ในขณะที่ไกใหญน้าํหนักตัว 1,000 กรัม อัตราการตายเพียง 45% (Garnham, 1966) ไกอายุนอยมี
อัตราการติดโรคและอัตราการตายสูงกวาไกที่มีขนาดใหญหรือไกที่โตเต็มวัย นอกจากนี้ไกที่อายมุาก
เมื่อมีการติดเชื้อตามธรรมชาติหรือจากการทดลอง การกอโรคมักไมรุนแรง ไมแสดงอาการปวยหรือ
ตาย ไกมกัมีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง เชื้อสามารถแฝงตัวอยูในระดับตํ่าๆไดเปนเวลานานหลายป   

นอกจากอายขุองโฮสตแลว สายพนัธุของโฮสตเปนอีกปจจัยหนึง่ที่สําคัญตอความไวของ
การติดโรค เชื้อชนิดเดียวกันหรือ strain เดียวกนัอาจกอโรคแตกตางกันในโฮสตที่ตางกนั ตามปกติ
ไกปาซึ่งเปนโฮสตธรรมชาติจะคอนขางทนทานตอเชื้อ P. gallinaceum ในขณะทีไ่กเลี้ยงมีความไว
สูง มักกอโรคคอนขางรุนแรงโดยเฉพาะในทวีปเอเชีย พบวาการระบาดของโรคในไกเลี้ยงเกิดขึ้นได
งายและอัตราการตายสงู (Levine, 1985) สัตวปกทุกชนิดที่ไดรับการฉีดเชื้อระยะตางๆในเลือดจะมี
ความไวตอเชือ้สูงกวาการติดเชื้อระยะ sporozoits จากยุงขณะที่ดูดเลือด และไกเพศเมียพบเชื้อใน
กระแสเลือดสูงกวาเพศผู 
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พยาธิกําเนิดและพยาธสิภาพ 
การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพที่เกิดจาก P. gallinaceum คลายคลึงไดกับที่เกิดขึ้นกับ

มาลาเรียชนิดอื่นๆ  ระยะทีก่อโรคของเชื้อ P. gallinaceum  ในไก  คอื ระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดง
ตามกระแสเลือดทั่วไป และระยะที่อยูนอกเม็ดเลือดในเซลลเยือ่บุเสนเลือดฝอยที่สมอง ไก
ที่แสดงอาการเฉียบพลนั มภีาวะโลหิตจางเกิดขึ้นเนื่องจากเม็ดเลือดแดงถูกทาํลาย ซึ่งอาจเปนผล
จากเชื้อมกีารแบงตัวในเม็ดเลือดแดงรวดเร็ว ทาํใหเม็ดเลือดแดงถูกทําลายเมื่อเชื้อแตกออกจาก
เซลลโดยตรง หรือเม็ดเลือดแดงที่ไมมีเชื้อมีสภาพเปราะบาง แตกงายและเร็วกวาปกติ ซึ่งโดยทั่วไป
ในสัตวปกติการทําลายเม็ดเลือดแดงดวยกลไกนี้เกิดขึน้นอยมาก แตในรายที่เปนโรคมาลาเรียจะพบ
ไดบอยและการที่เม็ดเลือดแดงถูกเซลลเมด็เลือดขาวทําลายโดยการจบักิน  (erythrophagocytosis) 
ที่มีผลมาจากกลไกของระบบภูมิคุมของสัตวตอส่ิงแปลกปลอม และพบไดสูงสุดในมาม จากการที่
เม็ดเลือดแดงจํานวนมากถกูทําลายอยางรวดเร็วและโฮสตไมสามารถสรางขึ้นทดแทนไดทัน 
ปริมาณเม็ดเลอืดแดงลดต่ําลงเหลือนอยกวา 1x106  ดังนัน้จึงเปนผลทําใหเกิดภาวะโลหิตจางขึ้นใน
ที่สุด (Garnham, 1966) ความรนุแรงของภาวะโลหิตจางนั้น ขึ้นกบัสัดสวนของจาํนวนเชื้อที่มีอยูใน
เม็ดเลือดแดง สวนมากถาคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (PCV) ต่ํากวา 20% สัตวปวยจะตายได (Van 
Riper et al., 1994 ; Springer, 1997) สําหรับพยาธิกาํเนิดของภาวะโลหิตจางที่มจีํานวนเชื้อเพยีง
เล็กนอยในเมด็เลือดแดงยังไมทราบสาเหตุแนชัด  

นอกจากนี้การที่เม็ดเลือดแดงจํานวนมากถูกทําลายอยางตอเนื่องจะทําใหพลาสมา          
มีความเปนกรดมากขึ้นและมีความหนืดสูง เนื่องจากปริมาณโปรตีนในพลาสมาโดยเฉพาะ 
gammaglobulin  macroglobulin และ fibrin เพิ่มสูงขึ้น การไหลเวียนของเลือดนอยลง เปนสาเหตุ
ทําใหเกิด phagocytosis สูงขึ้น และออกซิเจนจับเกาะกับฮีโมโกลบินลดนอยลง  

ซากของไกที่ปวยดวยโรคมาลาเรียมีลักษณะแหงน้ํา ซีดจาง รอยโรคที่ปรากฏตามอวัยวะ
ภายในตางๆทีเ่ห็นไดชัด คือ สวนใหญจะมีน้ําหรือเลือดคั่ง ตับและมามขนาดใหญและมีสีเขม ดาํ
คล้ําเนื่องจากการสะสมของเม็ดสีของมาลาเรียจํานวนมาก มามอาจมีขนาดใหญมากขึ้นกวาเดิมถึง 
20 เทา อาจมขีองเหลวคัง่อยูในถงุเยื่อหุมหัวใจ ไกที่รอดชีวิตภายหลงัการติดเชื้อพบตอมน้ําเหลอืงมี
การคั่งน้ํา ขยายใหญ (McGhee, 1988)  

ลักษณะทางพยาธิสภาพตางๆ อวัยวะสวนใหญมี degenerative change เกิดขึ้นซึ่งเปน
การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพที่สําคัญของโรค พบเซลลเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อและเม็ดสีจํานวน
มากอยูใน phagocytic cells ของตับและมาม เม็ดสีของมาลาเรียจาํนวนมากพบไดทั่วไปและมกัอยู
รวมกันเปนกระจุกใหญ  ตับมี centrilobular necrosis เกิดขึ้นเนื่องจากการอุดตันของ central vein 
และระยะปลายจะพบเซลลตับขยายขนาด มี vacuole และ fatty change เกิดขึ้น เซลลเม็ดเลอืด
ขาวแทรก กระจายอยูทัว่ไป ตอมน้ําเหลืองมีเซลลแมคโครฟาจจํานวนมาก  และที่สําคัญอยางยิง่คือ 
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พบเชื้อ P. gallinaceum ระยะ exoerythrocytic schizont กระจายอยูทัว่ไป แตจะพบมากที่มาม
และตับ สําหรับไกที่กอนตายมีอาการเปนอัมพาตเฉยีบพลัน สมองจะมีลักษณะบวม เลือดคั่ง มจีุด
เลือดออกเล็กๆ และหลอดเลือดฝอยสวนใหญถูกอุดดวย exoerythrocytic schizonts และอาจจะมี
เนื้อตายเกิดขึ้น (McGhee, 1988 ; Van Riper et al., 1994 ; Springer, 1997) 
 คา Blood Urea Nitrogen เพิ่มสูงขึ้นกวาปกต ิ เนื่องจากไตมกีารอักเสบ สวนการ
เปลี่ยนแปลงอื่นๆทางพยาธคิลินิกไมเดนชดั 
 ไกที่ติดเชื้อ ระดับเชื้อในกระแสเลือดและอาการจะผันแปรตามอายุของสัตว โดยทั่วไปใช
เวลา 9 วัน กป็รากฏเชื้อข้ึนสูง และสัตวแสดงอาการของโรค ในระยะที่มีรุนแรง ระดับเชื้อข้ึนสูงอยู
ประมาณ 10 สัปดาห จากนั้นเชื้อจะลดต่ําลงเรื่อยๆ สลับกับการพบเชื้อมากบางนอยบาง แตจะไม
เคยหมดไปอยางสิน้เชิง ไกทีม่ีอายุประมาณ 6 สัปดาห และไกที่โตเตม็ที่ปกติจะมีความตานทานตอ
เชื้อสูง การติดเชื้อไมรุนแรง มักไมตาย มีชวีติรอดไดทั้งการไดรับเชื้อตามธรรมชาติและใน
หองทดลอง และมีชีวิตอยูไดนานหลายป (Garnham, 1966) 

 
การตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน 

สําหรับการศึกษาเกีย่วกบักลไกของระบบภูมิคุมกันตอเชือ้มาลาเรียในสัตวปกมีคอนขาง
นอยแมวาจะมีการริเร่ิมมาชานานแลวกต็าม แตมักเปนการทดลองเพื่อนําไปประยุกตใชกับการ
ตอตานการตดิโรคมาลาเรียในคนเปนสวนใหญ ไกที่ติดเชื้อมาลาเรียอาจถูกกระตุนใหเกิดภูมิคุมโรค
ข้ึนไดตามธรรมชาติ และสามารถตานทานตอโรคได ภาวะภูมิคุมโรคที่ตอบสนองตอการติดเชื้อ
มาลาเรียคลายคลึงกับการติดเชื้ออ่ืน กลาวคือแบงเปน 2 แบบ คือ ภูมิคุมโรคแบบพึ่งแอนตบิอดี 
(humoral immunity) และ ภูมิคุมโรคแบบพึ่งเซลล (cell-mediated immunity) ในระหวางการติด
เชื้อมาลาเรีย แอนติเจนจากเชื้อมาลาเรียจะกระตุนใหไกเกิดการตอบสนองและสรางภูมิคุมกนัไดทั้ง 
2 แบบ แตภูมิคุมกันดังกลาวไมสามารถยบัยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียไดอยางสมบูรณ ดังนั้นไกที่
ไดรับเชื้อจึงแสดงอาการปวยและในรายทีเ่ชื้อมีความรุนแรงอาจทาํใหตายได (Garnham, 1966) 
จากการทดลองใชแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum กระตุนใหไกปลอดเชื้อเกิดภูมิคุมกันตอโรค
มาลาเรีย แลวใชเชื้อทีม่ีความรุนแรงสงูฉดีใหปรากฏวาไกสามารถมีชวีิตรอดได แมวายงัคงตรวจพบ
เชื้อมาลาเรียในกระแสเลือดไดในระดับตํ่าก็ตาม แสดงใหเห็นวาไกที่ถูกกระตุนดวยเชื้อ สามารถ
สรางภูมิคุมกนัที่เปน protective immunity ไดมากพอที่จะยับยั้งไมใหไกแสดงอาการปวยและยบัยั้ง
การเจริญของเชื้อมาลาเรยีไดในระดับหนึง่ (Todorovic et al., 1967, Todorovic et al., 1968) 
  Garnham (1966) รายงานวาเชื้อ P. gallinaceum ระยะ sporozoite และ primary 
exoerythrocytic stage นั้นไมสามารถกระตุนใหเกิดภูมิคุมได ซึง่ตรงกนัขามกับเชื้อ ระยะ 
secondary exoerythrocytic stage ที่สามารถกระตุนใหโฮสตสรางภูมิคุมข้ึนได และมีผลทาํใหเชือ้
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ระยะ phanerzoite และ merozoite ไมสามารถเขาสู endothelial cell ของหลอดเลือดฝอยได
ตามปกติ สําหรับเชื้อระยะ erythrocytic form ก็สามารถกระตุนใหโฮสตสรางภูมคิุมข้ึนไดในระดับ
หนึง่แตไมสูงพอที่จะเกิดภาวะ premunition เชื้อระยะที่อยูในเมด็เลือดยังคงมคีวามไวสงู แต 
merozoite ทีอ่ยูใน schizont มีจํานวนลดลง  สําหรับ merozoite ที่อยูอิสระในพลาสมาจะถูก
ทําลายได   

 ในไกทดลองที่ตัด bursa of fabricius ออกไป เมื่อไดรับเชื้อรุนแรง ปรากฏวา เชื้อมรีะยะ
ฟกตัวสัน้ลง ระดับเชื้อในกระแสเลือดสูง อัตราการตายสูงกวาปกต ิและระดับแอนติบอดีมีระดับที่ต่ํา
กวาปกติมาก (Congdon et al., 1969 Van Riper et al., 1994) แสดงวา humoral immunity และ 
B- lymphocyte มีบทบาทตอการติดเชือ้ดังกลาว แมวาจะไมสมบูรณก็ตาม เนื่องจากการศึกษา
ทางอิมมูโนวทิยาทัง้ซีร่ัมวิทยาและกลไกการสรางภูมิตอเชื้อ P. gallinaceum มีคอนขางนอยมาก จึง
นาจะนาํมาศกึษาในรายละเอียดใหมากขึน้ 
 
การตรวจวนิจิฉัยโรคมาลาเรียไก 

การตรวจวนิิจฉัยโรคมาลาเรยีทําไดโดยการศึกษาจากประวัติและอาการทางคลนิิกจาก
ภาคสนาม รวมกับการตรวจทางหองปฏิบตัิการเพื่อการวินิจฉยัยนืยันผลใหถูกตอง แมนยํา รวดเร็ว 
และงาย ในการตรวจทางหองปฏิบัติการ แบงออกไดเปน 2 ประเภท คือ การตรวจหาเชื้อโดยตรง 
และการตรวจทางออมเพื่อหาระดับภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรีย  
  
การตรวจหาเชื้อมาลาเรียโดยตรง  

การตรวจหาเชื้อมาลาเรียโดยตรง ไดแก การศึกษาเชื้อที่อยูในเม็ดเลือดแดงตามกระแส
เลือดทั่วไป และเชื้อระยะที่อยูนอกเม็ดเลือดแดงในเนื้อเยื่อของอวัยวะภายในโดยเฉพาะตับและมาม 
วิธีที่ใชในปจจุบัน คือ การวินิจฉัยเชื้อจากกลองจุลทรรศนแสงสวางเพื่อตรวจหาเชื้อทางปรสิตวิทยา
จากฟลมเลือดยอมสี Rowmanowsky หรือตรวจหาเชื้อทางจุลพยาธิวิทยา และการวินิจฉัยเชื้อจาก
การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ เปนตน  
 
1. การตรวจหาเชื้อมาลาเรียดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
 ก. การตรวจหาเชื้อในเมด็เลือดแดงจากกระแสเลอืดทั่วไป เปนการตรวจวินจิฉัยทาง
ปรสิตวิทยาที่ใชเปนมาตรฐานมาตัง้แตดึกดําบรรพ โดยศึกษาจากฟลมเลือดบางหรือหนาที่ยอมสี 
Romanowsky ที่นยิมใช เชน ส ีGiemsa, Wright-Giemsa, May-Grunwald Giemsa, Leishman 
และสี Field’s rapid เปนตน ซึง่สีดังกลาวมีคุณลักษณะพิเศษสามารถทําใหเชื้อมกีารติดสีแตกตาง
กัน สงัเกตเหน็เปนสฟีา มวง แดง ชมพ ูและน้ําตาลไดชัดเจน จงึสามารถจําแนกลักษณะของอวัยวะ
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สวนตางๆของเชื้อไดงาย ตรวจหาเชื้อระยะตางๆ trophozoites, schizonts หรือ gametocytes และ
นับจํานวนไดดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง แตการตรวจวินิจฉยัเชื้อในสัตวปกดวยวิธนีี้ตองอาศัย
ความรู และผูที่มีความชาํนาญเฉพาะทาง และบางครั้งอาจจะจาํแนกชนิดไดยาก ในกรณีที่มีอัตรา
การติดเชื้อในกระแสเลือดต่ําหรือมีตัวอยางจํานวนมากๆ อาจตองใชเวลาในการตรวจนานและทํา
ใหผลคลาดเคลื่อนได (Makler et al,1998) และสามารถตรวจเชื้อไดเพยีงบางระยะทีอ่ยูในเม็ดเลือด
แดงเทานัน้ ไมสามารถตรวจเชื้อระยะ sporogonic และ exoerythrocytic schizont ได จึงอาจ
จําเปนตองใชวิธีอ่ืนรวมดวย  

ข. การตรวจหาเชื้อนอกเม็ดเลือดแดงจากเนื้อเยือ่ เปนการตรวจวนิิจฉัยทางจุลพยาธิ
วิทยาเพื่อตรวจหาเชื้อมาลาเรียระยะทีเ่ชื้อเจริญอยูนอกเม็ดเลือดแดงตามอวัยวะตางๆทั่วรางกาย 
คือ ตับ มาม ปอดและสมอง วิธนีี้มักทําในกรณีที่สัตวตายเทานัน้ โดยการผาซากไกและตัดชิ้นเนื้อ
ของอวัยวะตางๆ ตามขั้นตอนที่เปนมาตรฐานทางพยาธวิิทยา ยอมส ี Haematoxylin และ Eosin 
และนํามาศึกษาเชื้อดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง (Garnham, 1966) 

 
2. การตรวจหาสารพันธกุรรมของเชือ้มาลาเรีย 
 การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อมาลาเรยี เปนการวินิจฉยัดวยวิธทีางชวีโมเลกุล 
(Molecular biology-based technique) ทีน่ยิมคือ เทคนิคการเพิ่มจํานวนสารพนัธกุรรม 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) เชน small subunit ribosomal RNA  (SSUrRNA) เปนตน 
วิธีนี้สามารถตรวจหา DNA ของเชื้อมาลาเรียทีม่ีจํานวนนอยมากๆในเลือด สําหรับการตรวจหาเชื้อ
มาลาเรียดวยวิธีนี ้ ปจจบุันไดมีการนํามาใชในการจดัจําแนกชนิดของเชื้อมาลาเรียบางชนิดในคน
และสัตว ในสตัวปกไดมีการจําแนกชนิดดวยวธิีนี้เพียง 3 ชนิด คือ P. gallinaceum, P. lophurae 
และ P. juxtanucleare เทานั้น และยังไมสามารถนํามาใชประเมินระดับของเชื้อหรือใชเพื่อการ
วินิจฉยัทัว่ไป  
 
การทดสอบทางซีรั่มวทิยาเพื่อตรวจหาระดับภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรีย  
 โดยทั่วไปการทดสอบทางซร่ัีมวิทยาขึ้นกบัปฏิกิริยาของแอนติเจนและแอนติบอดี และ
สามารถตรวจวัดได แบงออกเปน 2 ขั้นตอน คือ ขัน้ตอนแรกเปนการนําแอนติเจนและแอนติบอดีมา
รวมกันและปลอยใหมีการจบัเกาะหรือทาํปฏิกิริยากนั ขั้นตอนที่สองเปนการตรวจสอบการจบัเกาะ
หรือทําปฏิกิริยากับแอนติเจนและแอนติบอดีดวยวิธทีี่เหมาะสม ดังนั้นการตรวจหาระดับภูมิคุมกัน
ตอเชื้อมาลาเรยีจึงเปนการวนิิจฉัยดวยวิธทีางออม โดยอาศัยหลกัการทําปฏิกิริยาระหวางแอนตเิจน
และแอนติบอดี ซึ่งใชสารบางอยางติดฉลากกับแอนติบอดีเพื่อเปนตัวชี้วัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ตัวอยาง
สารติดฉลาก เชน เอนไซม สารเรืองแสง หรือสารกมัมันตภาพรังสี เปนตน การตรวจวินจิฉยัเพื่อ
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ทดสอบหาระดับภูมิคุมกันของโรคมาลาเรียสวนใหญมักมีการศึกษาในคน วธิีทีน่ยิมใชในปจจบุัน  
ไดแก  Immunofluorescence assay (IFA) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
และ Western blot analysis เปนตน  
 
1. การตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรยี ดวยวธิี IFA  

วิธี IFA เร่ิมมกีารพัฒนาโดยนําแอนติบอดีมาติดฉลากดวยสารเรืองแสง ในหองปฏิบัติการ
ตั้งแตป ค.ศ. 1941 โดย Coon และคณะ (1941) ไดรายงานถึงการนําสารเรืองแสงมาติดฉลากกับ
แอนติบอดีเพือ่ตรวจหาแอนติเจน หรือตรวจหาแอนตบิอดีในชิ้นเนื้อ หลังจากนัน้ก็เร่ิมมีผูใหความ
สนใจนาํมาพฒันาใชตรวจหาเนื้อเยื่อของสิ่งมีชวีิตอื่นๆ รวมทั้งการทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอ
เชื้อมาลาเรียในคน ลิง หนู และในสตัวปก (Zuckerman, 1969)  

วิธ ี IFA เปนวิธีทีง่าย มีความไวและความจําเพาะสงู สามารถสงัเกตเห็นเชื้อไดชดัเจน ใน
สัตวปก เทคนิค IFA สามารถนาํมาใชในการตรวจหาเชื้อ 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) นอกจากนี้มีผูรายงานวาวิธีนีน้ําไป
ประยุกตใชในการตรวจวัดระดับแอนติบอดีไดดวย (El-Nahal, 1966 ; Dooris and McGhee, 1975) 

การทดสอบดวยวธิ ี IFA มีหลักการงายๆ คือ การปลอยใหแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่
ตองการทดสอบทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีจําเพาะ และใชสารเรืองแสงประเภท fluorescein ติด
ฉลากกับแอนติบอดีเปนตัวชี้วัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ปฏิกิริยาดังกลาวศกึษาไดจากกลองจุลทรรศนทีใ่ช
แสงอัลตราไวโอเลต (UV) ซึ่งมีความยาวแสงสูงสุด 495 มิลลิไมครอนหรือนาโนเมตร ปฏิกิริยาที่
ใหผลบวกสามารถมองเหน็ไดมีสีเขียวสด ที่มี molar quantum 92% วิธีทดสอบ แบงออกเปน 2 
แบบ คือ Direct และ Indirect IFA (Nakamura and Bylund, 1997) 

Direct IFA เปนการตรวจหาแอนติเจนที่อยูในสภาพชิ้นเนื้อหรือบนสไลด และใชแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการตรวจติดฉลากดวยสารเรืองแสงทีท่ําปฏิกิริยากนัโดยตรง สาํหรบั 
Indirect IFA เปนการตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดี โดยมีหลกัการคือ ใหแอนติเจนที่ตองการ
ทดสอบทาํปฏิกิริยากับแอนติบอดีจําเพาะ และใชแอนติบอดีตัวที ่ 2 ติดฉลากดวยสารเรืองแสง เปน
ตัวทําปฏิกิริยาอีกตัวหนึง่โดยทางออม เพื่อบงชีว้าเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่
ตองการทดสอบหรือไม โดยทั่วไปมักนิยมใชตรวจสอบ antinuclear antibody (ANA) ซึ่งไดผลดีกับ
เนื้อเยื่อที่มนีิวเคลยีสมาก น้าํยาเคมี เชน acetone จะสามารถ fix แอนติเจนในเนื้อเยื่อเพื่อยับยั้งการ
สลายตัวไดดี และทําใหผนงัเซลลม ี permeability สูง ANA สามารถเขาสูเซลลได ดังนัน้ผลของการ
ทดสอบจึงเหน็ไดชัดเจน และตัวอยางซีร่ัมที่ตองการทดสอบสามารถนํามาหาคาเชิงปริมาณได 
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(quantitative technique) ผลลัพธที่ไดถือเปนความเขมขนสูงสุดทีใ่หผลบวก  ตัวอยางเชน ความ
เขมขนของซีร่ัม 1/320 ใหผล ANA นอยกวาความเขมขนของซีร่ัม 1/10240 เปนตน การไตเตรตที่
เหมาะสมของตัวอยางที่ใหผลบวกควรมีชวงของ dilution factor คือ 3.162 (√10) คาความเขมขน
ของซีร่ัมที่ควรนํามาใชในการทดลองม ี 2 ชวง และเพิ่มเปน 10 เทา ไปเร่ือยๆ ดงันี ้ 1/10, 1/32, 
1/100, 1/320, 1/1000, 1/3200, 1/10000 และตอๆไปเปนลําดับ  

ปจจุบันวิธ ี IFA นิยมใชมากสําหรับการตรวจหาแอนติบอดีในซีร่ัม โดยใหซีร่ัมที่ตองการ
ตรวจทําปฏิกิริยากับเชื้อมาลาเรียทีท่ําเปนแผนฟลมเลือดบางบนสไลด และใชแอนติบอดีตออิมมูโน
โกลบูลินใน ซีร่ัมที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงเปนตวัชี้วดัปฏิกิริยา ถาซีร่ัมนัน้มีแอนติบอดีที่จําเพาะ
กับแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียอยู เมื่อศึกษาดวยกลองจุลทรรศน UV การเรืองแสงของเชื้อจะปรากฏ
บนแผนสไลด (El-Nahal, 1966 ; Congdon et al., 1969 ; Dooris and McGhee, 1975 ; 
Manawadu and Voller, 1978) สารเรืองแสงทีน่ิยมใชคือ Fluorescein และ Rhodamine ซึ่งอยูใน
รูปของ Fluorescein isothiocyanate (FITC) และ Tetramethylrhodamine isothiocyanate 
(TRITC) ตามลําดับ สารเรืองแสงเหลานี้มีคุณสมบัตทิี่สามารถดูดซับแสงสีหนึ่งและปลอยแสงอีกสี
หนึง่ออกมา สารเรืองแสงจะดูดซับแสงที่มีความยาวคลื่นนอยซึง่มพีลังงานสูง และปลอยแสงที่มี
ความยาวคลืน่มากกวาซึง่มพีลังงานต่ํากวาออกมา สาํหรับ FITC จะดูดซับแสงที่ความยาวคลื่น 495 
นาโนเมตร และปลอยแสงความยาวคลืน่ 517 นาโนเมตร ซึ่งเปนแสงสีเขียวไดมากที่สุด (Garvey   
et al., 1977) 
   
2. การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อดวยวิธ ีELISA 

ELISA เปนวิธทีดสอบระดับภูมิคุมที่มหีลักการและขั้นตอนการทดสอบคลายคลึงกับวิธี IFA 
หลักการ คือ การใชเอนไซมเปนสารติดฉลากแอนติเจนหรือแอนติบอดีเพื่อช้ีวัดปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นบน 
solid phase และเมื่อนํามาทําปฏิกิริยากบัสารตั้งตนของเอนไซม (substrate) จะเกิดสีที่มองเหน็ได
ดวยตาเปลาหรือตรวจวัดดวยเครื่อง ELISA reader เอนไซมที่นยิมใชเปนสารติดฉลากคือ 
horseradish peroxidase และ alkaline phosphatase ระดับความเขมขนของแอนติเจนและ
แอนติบอดีที่ใชในการทดสอบที่เหมาะสมอยูในชวง 1-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร การทดสอบดวยวิธี 
ELISA  สามารถใชตรวจหาไดทั้งแอนติเจนและแอนติบอดี นิยมใช 96-well plastic microtiter plate 
เปน solid phase ในการเคลอืบ (coat) ตัวอยางแอนติเจนหรือแอนตบิอดีที่ตองการทดสอบ 

การทดสอบดวยวธิี ELISA แบงออกไดเปน 2 แบบ คือ competitive ELISA และ 
noncompetitive ELISA  

ก. Competitive ELISA เปนการทดสอบที่ใชตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่มปีริมาณ
นอยๆ แมวาโดยทั่วไปมกัจะใชเพื่อการตรวจหาแอนติเจนก็ตาม ในการทดสอบเพื่อตรวจหา
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แอนติเจน มีหลักการ คือ แอนติบอดีจะถูก coat อยูบนพืน้ผิวของ microtiter plate และใหแอนติเจน
ตัวอยางทีน่ํามาทดสอบทําปฏิกิริยาแขงขันกับแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม กรณีนี้ถาแอนตเิจน
ตัวอยางสามารถจับกับแอนติบอดีที่ coat ไว แอนติเจนที่ติดฉลากกับเอนไซมก็จะไมสามารถทาํ
ปฏิกิริยากับแอนติบอดีได ดังนัน้เมื่อเติม substrate ลงไป ก็จะไมมีสีเกิดขึ้น ในทางตรงกนัขามถา
แอนติเจนตัวอยางไมทําปฏิกริิยากับแอนตบิอดีที่ coat ไว แอนติเจนที่ติดฉลากกับเอนไซมสามารถ
ทําปฏิกิริยากบัแอนติบอดีได เมื่อเติม substrate  ก็จะเกิดสีข้ึน  
 การทดสอบดวยวธิี Competitive ELISA เมื่อเปรียบเทียบกบั Noncompetitive ELISA 
พบวา Competitive ELISA มีความจาํเพาะสูงกวาแตมีความไวต่ํากวามาก ทัง้นี้อาจข้ึนอยูกับปจจัย
หลายประการ เชน โมเลกุลขนาดเล็ก ความบริสุทธิ์ของแอนติเจนที่ใชทดสอบ เปนตน  

ข. Noncompetitive ELISA วิธนีี้มีการใชมากที่สุดโดยเฉพาะอยางยิ่งในทางคลินิก
ปฏิบัติการ เปนการทดสอบเพื่อตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีก็ได หลักการทดสอบ คือ ถาเปน
การตรวจหาแอนติบอดี แอนติเจนจะถูก coat บนผวิพลาสติกของ microtiter plate แอนติบอดีที่มี
ความจาํเพาะตอแอนติเจนจะทําปฏิกิริยากัน ซึง่สามารถตรวจสอบโดยใชแอนติบอดีตัวที่ 2 ที่ติด
ฉลากดวยเอนไซม และเติม substrate เพือ่ศึกษาปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้น ถาแอนติบอดีมคีวามจาํเพาะตอ
แอนติเจนจะปรากฏสีที่เห็นไดดวยตาเปลาหรืออานผลไดจาก ELISA Reader (Carpenter,1997) 
ในกรณีที่ตองการทดสอบหาแอนติเจนใชหลักการเดียวกัน เวนแตใหแอนติบอดีถกู coat บนผิว
พลาสติกของ microtiter plate เทานัน้  

การทดสอบดวยวธิ ีELISA ที่ใหผลบวกหรือลบโดยศึกษาจากสีที่ปรากฏนัน้ ความเขมของสี
ที่เปลี่ยนแปลงไปสามารถวดัได และเปนสัดสวนกับระดับของผลบวก ถาสทีี่เกดิขึ้นมีความเขมสูง
มากแสดงวาปริมาณของแอนติเจนและแอนติบอดีที่เกิดปฏิกิริยามีจาํนวนมาก การวัดความเขมของ
สีทําไดโดยใช absorbance ที่ specific ของ wavelenght ของ substrate และการอานผลควรทําใน
เวลาจาํกัดมิฉะนั้นอาจมีความคลาดเคลื่อนงาย  

เนื่องจาก ELISA เปนการทดสอบที่มีความหลากหลาย นาเชื่อถือ ทาํงาย สะดวก รวดเร็ว 
และมีความไวสูง สามารถนํามาใชทดสอบไดทั้งการตรวจหาแอนติเจนและแอนตบิอดี มักนิยมใช
เพื่อการตรวจวินิจฉยัโรคในหองปฏิบัติการทางการแพทย (Carpenter,1997) และประเมินระดับ
แอนติบอดีตอการติดเชื้อได จึงมีการนาํมาใชศึกษาทางระบาดของโรคมาลาเรียทั้งในคนและสัตว 
(Voller et al. 1974; Voller et al. 1975 ; Graczyk et al. 1993 ; Graczyk et al.1994)  

ในสัตวปกการทดสอบเพื่อหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อมาลาเรียดวยวิธ ี ELISA มีการศึกษา
คอนขางนอยมาก ในป ค.ศ.1993 Graczyk และคณะ ไดศึกษาและพัฒนาเทคนิค ELISA เพื่อใชใน
การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. elongatum และ P. relictum ในเปดและในนกเพนกวินโดย
ใชแอนติเจนของเชื้อ 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) 
ปรากฏวาเกิดปฏิกิริยาขามระหวาง P. elongatum และ P. relictum ตอแอนติเจนของเชื้อ            
P. falciparum ทั้ง 3 ชนิด (Graczyk et al. 1993 ; Graczyk et al.1994)  

 
3. การตรวจทางซีรั่มวทิยาของเชื้อมาลาเรยีดวยวธิ ีWestern blot analysis  

Western blot analysis เปนการจาํแนกโปรตีนแอนติเจนดวยน้ําหนักโมเลกุล และทดสอบ
หาความจาํเพาะของแอนติเจนและแอนตบิอดี โดยใชวธิีทางชวีเคมี คือ electrophoresis และวิธี
ทางซีร่ัมวทิยาคลายคลึงกับการทดสอบ ELISA ผนวกเขาดวยกัน กลาวคือ การแยกโปรตีนของ
แอนติเจนตามน้ําหนกัโมเลกลุบนแผนเจลดวยกระแสไฟฟา ใชวิธทีี่เรียกวา Sodium Dodecyl 
Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) เปนเทคนิคซึ่งมีหลักการการแยก
โปรตีนโดยการเคลื่อนที่ตามน้ําหนกัโมเลกลุโปรตีนดวยประจุไฟฟา โดยใช SDS ซึ่งมีคุณสมบัติเปน 
detergent ที่มีประจุลบ สามารถยึดเกาะกับโปรตีนโดยรอบ และทําใหโปรตีนเสยีสภาพเนื่องจากไป
ทําลายพนัธะ disulfide ของโปรตีนหลายๆขนาดที่รวมตัวกันอยู ใหสลายตัวออกเปนหนวยยอย และ
เคลื่อนที่ในสนามไฟฟาโดยอาศัยน้าํหนักโมเลกุลที่แตกตางกนัไปยังขัว้บวก โปรตีนที่แยกไดจากแผน
เจลนี้ถกูยายไปยังแผนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลสไดโดยการ blot และสามารถตรวจสอบ
ความจาํเพาะตอแอนติบอดีไดเมื่อนําไปทาํปฏิกิริยากบัแอนติบอดีตัวที่ 2 ที่ติดฉลากดวยเอนไซม ซึ่ง
ทําใหเกิดสีของปฏิกิริยาดวย substrate  ปฏิกิริยาที่ปรากฏอาจมีมากกวาน้าํหนกัโมเลกุล 1 
ตําแหนงของแอนติเจนที่สามารถจับกับแอนติบอดีได น้ําหนกัโมเลกุลของโปรตนีแตละตําแหนงนั้น
สามารถประเมินไดจากสัดสวนของระยะทางที่โปรตีนเคลื่อนที่และระยะทางของ tracker dye 
marker เคลื่อนที ่ทําใหทราบถึงปริมาณของโปรตีนเปาหมาย ขนาด น้ําหนกั และความบริสุทธิข์อง
โปรตีน (Ledue and Garfin, 1997) 

เนื่องจากปฏิกริิยาของแอนตเิจนและแอนตบิอดีที่จําเพาะจากตัวอยางทีใ่ชศึกษาสามารถ
สังเกตไดจากสีที่เกิดขึ้นชัดเจน จึงมกีารนํามาใชในการศึกษาทางชวีเคมี วทิยาศาสตรการแพทย 
วิทยาศาสตรการสัตว ในการศึกษาเกีย่วกบัโรคมาลาเรยี ไดมีการทดลองใช SDS-PAGE ในการ
วิเคราะหโปรตีนของเชื้อ P. lophurae ระยะ erythrocytic merozoites พบวา แถบของโปรตีนจาก 
merozoites แตกตางจากแถบของโปรตีนของเม็ดเลือดแดง (Hollingdale and Kilejian, 1979) และ
บางรายงานทีไ่ดนําวิธ ี Western blot analysis ไปใชในการตรวจหาความจําเพาะของการติดเชื้อ
มาลาเรีย Rocha และคณะ (1993) รายงานวา monoclonal antibody ของเชื้อ P. gallinaceum  
ระยะ sporozoite มีปฏิกิริยาขามกับแอนติเจนของ P. berghei ระยะ sporozoites  ที่มนี้ําหนัก
โมเลกุล 200 และ 54 kDa ในขณะที่แอนติเจนของ P. gallinaceum ระยะ sporozoites ไมทํา
ปฏิกิริยาขามตอแอนติเจนของ P. berghei ระยะ sporozoites ตอมา Adini and Warburg (1999) 



 17

ไดทดลองพบวา monoclonal antibody ตอ ookinete ของ P. gallinaceum surface protein 
น้ําหนกัโมเลกลุ 28 kDa มีความจาํเพาะตอ โปรตีนของ P. gallinaceum ทั้งระยะ ookinete และ 
oocyst เมื่อทาํการทดสอบดวย Western blot analysis 
 
โรคมาลาเรียไกในประเทศไทย 

อุบัติการของโรคมาลาเรียในไกและสัตวปกอื่น  
ในประเทศไทย เชื้อมาลาเรียในสัตวปกเริ่มมีการคนพบหรือมีการระบาดมาตั้งแตเมื่อไรไม

ทราบแนชัด แตจากผลการตรวจหาเชื้อมาลาเรียจากฟลมเลือดบางที่ยอมสียมิซา ที่ระบุไวใน
ระหวางป ค.ศ. 1964-1967 ไดตรวจพบเชือ้รวม 8 ชนิด คือ P. relictum, P. fallax, P. matutinum, 
P. giovannolai,    P. circumflexum, P. vaughani, P . nucleophilum และ P. rouxi ในสัตวปก
จํานวน 47 ชนิด ในทุกภาคของประเทศ (Laird, 1998) ตอมาในป พ.ศ. 2539 สุดจิตต และคณะ ได
รายงานการตรวจพบเชื้อ Plasmodium spp. ในนกไกฟาสทีอง สําหรับขอมูลการพบเชื้อมาลาเรียใน
ไกนั้นหนวยปรสิตวิทยาไดตรวจพบในไกไข 1 ราย ที่นาํฟลมเลือดมาสงตรวจ ในป 2537 แตไมได
ระบุวาเปนเชือ้ชนิดใด (Personal communication) ในป 2538 ทัศนีย และคณะ ไดรายงาน
อุบัติการของโรคมาลาเรียทีม่ีสาเหตุจาก P. gallinaceum ในไกเนื้อข้ึนเปนครั้งแรกในประเทศไทย 
โดยเกิดการระบาดขึ้นในฟารมไกเนื้อแหงหนึ่งในเขตมีนบรีุ กรุงเทพมหานคร และในเวลาใกลเคียง
ไดมีการระบาดของโรคมาลาเรียขึ้นในฟารมไกเนื้อในเขตจังหวัดนครนายกและฉะเชิงเทราเชนกัน 
(ชัยศิริ และคณะ, 2539 ; ทัศนีย และคณะ, 2538) ตอมาในป 2540 มีรายงานการระบาดของโรค
มาลาเรียในไกไขเปนครั้งแรกที่จังหวัดฉะเชงิเทรา (ปยนุช และทัศนีย, 2541) หลังจากทีพ่บวามกีาร
ระบาดของโรคมาลาเรียเกดิขึ้นในประเทศไทย และโรคนี้เปนสาเหตุหลักประการหนึง่ที่สรางปญหา
และทําความเสียหายทางเศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก จงึมกีารศึกษาทัง้ภาคสนามและใน
หองปฏิบัติการในหลายๆดาน เชน ความชุก การแพรระบาด อาการ การกอโรค การตรวจวนิิจฉัย 
การรักษา และการควบคุม  เปนตน 

 
ความชกุและการแพรระบาดของโรคมาลาเรียไก  
จากผลการสํารวจแหลงที่มีการตรวจพบเชือ้ระหวางเดือน มกราคม พ.ศ. 2540 ถึง เดือน 

มิถุนายน พ.ศ. 2542 พบวาเชื้อมีการระบาดแพรหลายสูงถึง 30 จังหวัด (ปยนุช, 2543) โดยตรวจ
พบเชื้อในไกเนื้อ 16 จังหวดั ไกไข 17 จังหวัด และไกที่ไมไดระบุชนดิอีก 10 จังหวัด แบงตามเขต
พื้นที่การปกครอง (เขตปศสุัตว) ไดดังนี้  

เขต 1 กรุงเทพมหานคร  อยุธยา  สระบุรี  อางทอง  สงิหบุรี  นนทบุรี  ปทุมธาน ี
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เขต 2 สมุทรปราการ  ชลบุรี  นครนายก  ปราจีนบุรี  ฉะเชงิเทรา 
เขต 3 นครราชสีมา  สุรินทร 
เขต 4 ขอนแกน  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) รายงานวาในระหวางป พ.ศ. 2533-2544 โรคมาลาเรียในไกมีการระบาดมาก

ที่สุดในปศุสัตวเขต 2 โดยเฉพาะจังหวดัฉะเชิงเทรา ซึ่งมกีารเลี้ยงไกไขเปนจํานวนมากราย การ
ระบาดเกิดขึ้นแพรหลายมากที่สุดในชวงฤดูฝนที่มยีุงชกุชุม ไกปวยทีม่ีเชื้อในกระแสเลือดเปนตัวแพร
เชื้อไปยังไกตัวอื่นๆในฟารมเดียวกนัหรือฟารมขางเคยีงไดตลอดเวลา เนื่องจากลักษณะที่ตัง้ของ
ฟารมเลีย้งไก โรงเรือนตั้งอยูบนบอปลา หรือบริเวณโดยรอบอาจเปนปา ทุงนา พงหญา ทีม่ีแหลงน้ํา
ขัง บึงน้ํา บอปลา ซึง่เปนแหลงเพาะพนัธุยุงที่ด ี  จงึทําใหยุงที่เปนพาหะนาํมีโอกาสแพรเชื้อไดอยาง
ตอเนื่อง (ชัยศิริ และคณะ, 2539) สอดคลองกับรายงานของ สุดจิตต และคณะ (2543) ที่ได
ทําการศึกษายุงพาหะในฟารมไกแหงหนึง่ที่เคยมกีารระบาดของโรคมาลาเรีย ระหวางเดอืน
พฤศจิกายน 2540 ถึง พฤศจิกายน 2541 รายงานวาพบยุงเปนจํานวนมากในชวงฤดฝูน รวม 7 ชนดิ 
คือ           C. gelidus, C. tritaeniorhynchus, C. quinquefasciatus, M. uniformis, M. 
Annulifera,          M. Indiana และ A. barbirostris แตตรวจไมพบเชื้อตามธรรมชาติจากยงุทุก
ชนิดดังกลาว ขณะที่ สุวรรณี และคณะ (2543b) ศึกษาในหองปฏบิัติการพบวายุง 3 ชนิด  คอื A. 
aegypti, C. gelidus และ C. tritaeniorhynchus มีอัตราการติดเชื้อสูงรอยละ 100, 60 และ 73.91 
ตามลําดับ  
 

อาการทางคลินิก 
ทัศนีย และคณะ (2538) รายงานวาจากภาวะการติดเชื้อตามธรรมชาติไกเนื้อที่ปวยดวยโรค

มาลาเรียในการระบาดครั้งแรกมีอาการ หงอย ซึม ไมกินอาหาร โลหิตจาง ขาไมคอยมีแรง คอตก 
อุจจาระเหลวมีสีเขียว อาจหายใจทางปาก อุณหภูมิรางกายสูงกวาปกติ นอนหมอบรวมกลุมหรือ
แยกจากฝูง ตอมาอีก 1-2 วัน ไกปวยก็จะตาย กอนตายมักจะมีอาการอาเจียน น้ําลายไหล ไกที่
แสดงอาการปวยมีอายุตั้งแต 18 ถึง 68 วัน อัตราการติดเชื้อ 24.19% และตาย 19.22% ขณะที่วินัย 
และคณะ  (2542) พบวาไกเนื้อพันธุสยาม-ญี่ปุน ที่แสดงปวยตั้งแต อาย ุ1 - 18 เดือน อัตราการติด
เชื้อ 65% และตาย 18% 
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สําหรับไกไขที่ติดเชื้อนั้น อัตราการไขลดลง 10-30% ไขมีขนาดเล็ก เปลือกบาง บุบและแตก
งาย ไกกินอาหารนอยลง 21% โลหิตจาง (หงอนซีด) 56% อุจจาระมีสีเขียว 53% หนาบวม 13%  
ตัวรอนผิดปกติ 10% เปนหวัดและขาไมมีแรง 8% และมีการตายผิดปกติ บางฟารมไกอาจมีอัตรา
การตายถึง 20% (ปยนุช, 2541)  

ปยะนนัท (2542) ทดลองใชเชื้อ P. gallinaceum ปริมาณ 5x103 infected rbc ฉีดเขาใต
ผิวหนังไกเนื้ออายุ 2 สัปดาห โดยพบวาไกมีอัตราการตดิโรค 100% และตาย 66.67% เร่ิมตรวจพบ
เชื้อในกระแสเลือดไดในวันที ่4 และระดับเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงสุดในวนัที่ 14 ของการทดลอง ไก
ที่ไดรับเชื้อแสดงอาการซึม 100% อุจจาระมีสีเขียว 67% และ เลือดจาง 100% ในขณะที ่ สุวรรณี 
และคณะ (2543a) ทดลองใชเชื้อปริมาณ 0.6-6x105 ฉีดเขาทางเสนเลอืดไกไขเพศผู อายุ 3 สัปดาห 
ผลปรากฏวาไกที่ไดรับเชื้อปริมาณมากจะตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดไดเร็วกวาไกทีไ่ดรับเชื้อ
ปริมาณต่ํา ไกที่รับเชื้อ 1 infected rbc อัตราการติดเชื้อ 33.33%  ไกที่ไดรับเชื้อมากขึ้นมีอัตราการ
ติดเชื้อสูงและตายสูงขึน้ ผันแปรตามปรมิาณเชื้อที่ไดรับและระดับเชื้อในกระแสเลอืด 100% และ 
100% ตามลําดับ เชนเดยีวกบัการเกิดภาวะโลหิตจาง 

 ดําเนนิ (2544) ทดลองฉีดเชื้อ P. gallinaceum ในไกเนื้อคละเพศอายุ 10 20 และ 30 วัน 
พบวาอัตราการติดเชื้อ 22% 16% และ 34% ตามลําดบั และอัตราการตาย 20% 12% และ 18% 
ตามลําดับ ไกที่ไดรับเชื้อปริมาณมากเกดิภาวะโลหิตจาง 40-60% และคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนมี
ความผนัแปรสูง ไกที่ตายทกุตัวพบวากอนตายมีคาเมด็เลือดแดงอัดแนนอยูระหวาง 15.0-24.0% 

 
พยาธิสภาพและพยาธวิิทยา 
ทัศนีย และคณะ (2539) รายงานวาจากภาคสนามไกที่ปวยและตายดวยโรคมาลาเรียมี

ลักษณะรอยโรคที่สังเกตได คือ ตับและมามขยายใหญ สมองมีเลือดคัง่ เชนเดยีวกับ วนิัย และคณะ 
(2542) ที่พบวา ตับและมามมีขนาดใหญ เลือดคั่งที่สมอง และพบมีจุดเลือดออกที่กลามเนื้อหนาอก
ของซากไกบางตัว ลักษณะทางจุลพยาธวิทิยาที่ตับ พบมีการเสื่อมของเซลลรอบๆ central vein และ
พบ hemosiderin ใน sinusoids และ Kupffer’s cell สวนที่มามพบ hyperplasia ของ red pulp 
และ hemosiderosis บริเวณสมองมีเชื้อมาลาเรยีใน brain capillaries หลายแหงถูกอุดตัน 

ผลจากการทดลองของปยะนนัท (2542) ที่ฉีดเชื้อใหไกเนื้อเพศผู พบวาเมื่อทําการผาซาก
สังเกตพบรอยโรค คือมามและตับมีสีดําคล้ํา 100%  มามจะขยายใหญ 100% มีของเหลวคั่งในถุง
หุมหวัใจ 100% และไตบวมน้ํา 66.67% ในวนัที่ 8 หลังจากไดรับเชื้อ ตรวจพบ malarial pigment 
กระจายอยูทัว่ไป โดยสะสมเปนจํานวนมากที่ตับและมาม และพบไดประปรายที่สมอง หวัใจและไต 
และตรวจพบเชื้อระยะ exoerythrocytic schizonts ในเยื่อบุหลอดเลอืดที่มาม ตบั ปอด ไต และ
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สมอง และ malarial pigment ตอมา สุทธิศักดิ์ และคณะ (2545) ไดทําการศึกษาทดลองพบวา
ใหผลคลายคลึงกัน  

 
การรกัษาโรคมาลาเรียในไก 

 จากหลายรายงานที่ไดทาํการทดลองรักษาโรคมาลาเรียในไกเนื้อและไกไข โดยประยุกตมา
จากยาที่ใชไดผลในการรักษาโรคมาลาเรียในคน (ทัศนีย และคณะ, 2538 ; ปยนุช และคณะ, 2542a 
; ปยนุช และคณะ, 2542b ; วินัย และคณะ, 2542 ; ดําเนิน, 2544)  

การรักษาโรคในภาคสนาม ในชวงตนที่มีการระบาดของโรคมาลาเรียในไกเนื้อ ทําการรักษา
ดวยยา 2 ชนดิ เชา-บาย ติดตอกันนาน 5 วนั โดยตอนเชา ใช คลอโรควิน ผสมน้ําใหกนิ 3 วัน 
ติดตอกัน โดยวันแรก ใหในขนาด 10 มิลลิกรัม ตอน้าํหนักไก 1 กิโลกรัม วันที ่2 และ 3 ในขนาด 5 
มิลลิกรัม ตอน้ําหนกัไก 1 กิโลกรัม ตอวนั สําหรับตอนบาย ใชยาซลัฟาโมโนเม็ททอกซนิ โดย 2 วัน
แรกใหในขนาด 200 มิลลิกรัม ตอน้ําหนกั 1 กิโลกรัมตอวัน  ผสมน้าํใหกนิ ในวันที่ 3-5 ในขนาด 100 
มิลลิกรัม ตอ 1 กิโลกรัมตอวัน (ทัศนีย และคณะ, 2538) ตอมาวินัย และคณะ (2542) รักษาไกเนื้อ
ดวยยาคลอโรควิน ผสมน้าํปอนปากโดยตรง ในวนัแรก ขนาด 20 มิลลิกรัมตอน้าํหนัก 1 กิโลกรัม 
และ ขนาด 10 มิลลิกรัม ตอน้ําหนกั 1 กิโลกรัม ติดตอกันอีก 3 วันหลังการรักษา พบวาใหผลดีไกมี
อัตราการติดเชื้อลดลงจนกระทั่งไมพบในที่สุด ขณะที่ปยนุช และคณะ (2542a) ทดลองรักษาการตดิ
เชื้อในไกเนื้ออายุ 49 วัน ใชยาผสมน้ําใหกนิ โดยใหคลอโรควิน ขนาด 30 มิลลิกรัมตอน้ําหนกั 1 
กิโลกรัม ติดตอกันนาน 6 วนั พบวาทําใหเชื้อในกระแสเลือดลดลง และยาดอกซีไซคลิน ขนาด 10 
มิลลิกรัมตอน้าํหนัก 1 กิโลกรัม ติดตอกนั 4 วัน และตอมา ใชขนาด 50 มิลลิกรัมตอน้ําหนกั 1 
กิโลกรัม อีก 4 วนัติดตอกัน เชื้อลดลงจนกระทั่งตรวจไมพบเมื่อส้ินสุดการทดลอง  
 ในป พ.ศ. 2544 ดําเนิน  ไดใชเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาหลอดเลือดแดงของไกเนื้ออายุ 
23 วัน และเมื่อตรวจพบเชื้อระยะ schizonts และ gametocytes ในกระแสเลือดตั้งแต 13.19-
63.71% ไดทดลองรักษาดวยยา 5 ชนิด คือ อาทิซูเนต คลอโรควิน ดอกซีไซคลิน ไพรมาควิน และ
อาทิซูเนตรวมกับไพรมาควิน ในขนาด 10, 10, 50, 0.50 และ 10+50 มิลลิกรัม ตอน้ําหนัก 1 
กิโลกรัมตอวัน ตามลําดับ โดยปอนปากใหกินวันละ 1 คร้ัง ติดตอกันนาน 5 วัน ผลปรากฏวายาคลอ
โรควิน และดอกซีไซคลินมีประสิทธิภาพสูงสุดตอการรักษาการติดเชื้อระยะ asexual blood stages 
แตไมมียาชนิดใดที่มีประสิทธิภาพสูงตอการรักษาการติดเชื้อระยะ gametocytes และ 
exoerythroschizonts ที่อยูในตับและมามของไก  

สําหรับการรักษาโรคมาลาเรยีในไกไขนั้น  ปยนุช และคณะ (2542b)  รายงานวายาคลอโร 
ควินมีประสิทธิภาพดีตอการรักษาโรคมาลาเรียในไกไข อายุ 12 สัปดาห ทําใหไกทีป่วยอยูฟารมแหง
หนึง่ในจงัหวัดฉะเชิงเทรา มีอาการดีขึ้น เมื่อใหยาคลอโรควินฟอสเฟต ผสมน้ําใหกนิ ขนาด 10 



 21

มิลลิกรัมตอน้าํหนัก 1 กิโลกรัม ติดตอกัน 5 วัน และหลังจากหยุดยาไปนาน 1 สัปดาห ใหซ้ําอีก 1 
คร้ัง นาน 5 วนัเชนกัน เชื้อในกระแสเลือดลดลงในระดับหนึง่ แตไมสามารถกําจัดใหหมดไปจาก
กระแสเลือดได แมวาไกปวยมีอาการดีข้ึน อัตราการตายลดลง อัตราการไขเพิ่มข้ึน และเปลือกไข
หนาขึ้นก็ตาม 

 
การควบคุมและปองกัน 

 การควบคุมและปองกนั เนือ่งจากประเทศไทยอยูในเขตที่มีอากาศรอนชื้น การเกษตรกรรม
หลักเปนการเพาะปลกู ทํานา และเลี้ยงสัตว จึงมีพืน้ที่ทีม่ีน้าํขังอยูทั่วไปในแหลงที่เลีย้งสัตว 
โดยเฉพาะฟารมเลี้ยงไกที่สรางโรงเรือนอยูบนบอปลา หรือบริเวณโดยรอบของเลามนี้าํขังตลอดป 
กลายเปนแหลงเพาะพันธุยงุที่ดี ไกที่เลี้ยงในโรงเรือนเปดมีการติดเชือ้มาลาเรีย เกิดการระบาดของ
โรคไดตอเนื่อง ตลอดทั้งป และเนื่องจากยาที่ใชอยูในปจจุบันยงัไมสามารถกําจัดเชื้อใหหมดไปได 
ดังนัน้การควบคุมยุงพาหะนําจงึเปนสิ่งจาํเปน ซึง่สามารถทาํไดโดยกําจัดแหลงเพาะพันธุยงุ เชน 
ขจัดแหลงน้าํขัง มีการระบายน้ํา ถางหรือตัดหญาที่อยูรอบๆเลาไกใหโลงเตียนไมใหเปนแหลง
เพาะพนัธุยงุ ใชยาพนฆายงุ ใชกับดักยุงวางรอบๆเลาไก ปองกันยุงใหเขาไปในเลาไกนอยลง  การ
กางมุงคลุมเลาลอยบนบอปลา เปนตน (ทัศนียและคณะ, 2538 ; ชัยศิริ และคณะ, 2539 ; ปยนุช 
และ ทัศนีย, 2541 ; วินยั และคณะ 2542) และหรืออาจจําเปนตองเปลี่ยนระบบการเลี้ยงเปน
โรงเรือนปดซึ่งเปนวธิีหนึ่งที่ดแีละแกปญหาไดแนนอน นอกจากนี ้ ถาเปนระบบโรงเรอืนเปดที่บริเวณ
รอบๆ มอัีตราเสี่ยงตอการเกิดโรคมาลาเรียสูง มีการเลี้ยงไกหนาแนนเปนจํานวนมากและมีการ
ระบาดของโรคมาลาเรียแพรหลาย ควรตรวจเลือดไกและสังเกตอาการเปนระยะ เปนการเฝาระวัง
โรค ทําใหทราบถึงสภาวะของการติดเชื้อ เพื่อวาจะหาทางปองกนัและรักษาไดทนัตอเหตุการณ 
  

ปญหาและความสูญเสียทางเศรษฐกจิในอุตสาหกรรมการเลีย้งไก 
ตั้งแตเร่ิมมีการระบาดของโรคมาลาเรียเปนครั้งแรกในป 2538 จนกระทั่งถึงปจจุบัน ไกที่

เลี้ยงแบบอุตสาหกรรมมีการระบาดของโรคแพรขยายออกไปในหลายๆจังหวัดทั่วทุกภาคของ
ประเทศ การปวยและตายของไกที่เปนโรคมาลาเรียมีอัตราการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว และมีอัตรา
ความสูญเสียทางเศรษฐกิจสูง ไกที่ติดเชื้อปวยและตายทําใหรายไดของเกษตรกรลดลง ซึ่งสราง
ความเสียหายใหแกเกษตรกรผูเลี้ยงไกเปนจํานวนมาก ในระยะแรกนั้นไดมีผูประเมินความเสยีหายที่
เกิดขึ้นในฟารมไกเนื้อ 4 ฟารมวาทําใหสูญเสียเงินถึงหนึ่งลานบาท และอาจเปนโรคที่สรางปญหา
และความสูญเสียมากกวาโรคติดเชื้ออ่ืน (ชิต และชัยศิริ, 2541) นอกจากนี้ไกไขที่ติดเชื้อมาลาเรียทํา
ใหไขลดลง 10-30% ตาย 20-48% (ปยนุช และทัศนีย, 2541 ; ปยนุช, 2543) ดังนั้นเพื่อเปน
ประโยชนในการวางแผนควบคุมและรักษาโรคไมใหมีการระบาดเพิ่มมากขึ้นอีก จึงนาจะหาแนวทาง
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การพัฒนาวิชาการใหมๆดานตางๆเพื่อแกปญหาทางเศรษฐกิจไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งวิธีวินิจฉัยเชื้อที่มีความถูกตองแมนยํา งาย สะดวก และรวดเร็ว 

 
การตรวจวนิจิฉัยโรคมาลาเรียไก 
ปจจุบันการวินิจฉัยเชื้อมาลาเรียที่เปนปญหาและระบาดอยูในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกของ

ประเทศ ยังมีขอจํากัดคอนขางสูง นอกเหนือจากการวินิจฉัยดวยวิธีทางสัณฐานวิทยาของเชื้อที่เห็น
จากกลองจุลทรรศนแลว การพัฒนางานดานการตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพยังมีคอนขางนอย 
การศึกษาในรายงานตางๆที่ผานมา นิยมการตรวจเพื่อหาเชื้อโดยตรง ดวยวิธีทางปรสิตวิทยาจาก
ฟลมเลือดยอมสี  ซึ่งใชเปนมาตรฐานในการประเมินอัตราการติดเชื้อ ระดับเชื้อในกระแสเลือด 
(ทัศนีย และคณะ, 2539 ; ปยนุช และคณะ, 2541 ; ปยนันท, 2542 ; ทวี, 2542 ; สุวรรณี และคณะ, 
2543a) และประสิทธิภาพของยา (ทัศนีย และคณะ, 2538 ; ปยนุช และคณะ, 2542; ดําเนิน, 2544) 
ซึ่งเปนวิธีทางสัณฐานวิทยาที่อาศัยกลองจุลทรรศนเปนสําคัญ วิธีดังกลาวมีความไวจํากัด ตรวจ
ตัวอยางเลือดไดเพียงครั้งละหนึ่งตัวอยาง ใชเวลาในการตรวจคอนขางนาน เชื้อมาลาเรียที่พบใน
สัตวปกแตละชนิดมีรูปรางคลายคลึงกัน จึงตรวจและแยกชนิดไดยากมาก ผลที่ไดอาจมีความ
คลาดเคลื่อนได ตองอาศัยผูชํานาญการในการตรวจ สําหรับการตรวจดวยวิธีทางพยาธิวิทยาจาก
ซากและเนื้อเยื่อสัตวที่ตายเปนการตรวจหาเชื้อที่อยูในเซลลเยื่อบุหลอดเลือดและเม็ดสีของมาลาเรีย        
(ปยนันท, 2542 ; ดําเนิน, 2544) มักใชวินิจฉัยกรณีที่สัตวตายเทานั้นสวนการตรวจดวยวิธีทางพันธุ
ศาสตร เชน เทคนิค PCR นั้น แมวาทวี (2542) และสุวรรณีและคณะ (2543a) ไดศึกษามาเปนเวลา
พอสมควรแลวก็ตาม แตยังอยูในขั้นการศึกษาทดลอง และความไวสูงสุดที่ตรวจไดในขณะนี้คือ ที่
ระดับการติดเชื้อ 0.5% เทานั้น (Personal communication) ในขณะนี้จึงยังไมสามารถนํามาใชเปน
บรรทัดฐานในการประเมินอัตราการติดเชื้อ ระดับเชื้อในกระแสเลือด ประสิทธิภาพของยา หรือ
แมแตระบาดวิทยาของโรคได การพัฒนาวิธีทางซีร่ัมวิทยา เชน IFA และ ELISA จึงนาจะเปน
ประโยชนตอการตรวจวินิจฉัยและเหมาะสมสําหรับการประยุกตใชเพื่อการเฝาระวังโรคนี้เปนอยาง
ยิ่ง 
  



บทที่ 3 
 

 วิธีดําเนินการวิจัย 
 

การศึกษาทดลองครั้งนี ้แบงออกเปน 9 ข้ันตอน คือ การเตรียมสัตวทดลอง (3.1) การเตรียม
เชื้อ P. gallinaceum และการประเมนิจํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อในเลือด (3.2) การเตรยีม
แอนติเจน (3.3) การเตรียมซีร่ัม (3.4) การทดลองฉีดเชือ้ P. gallinaceum ปริมาณตางๆในไกเนื้อ 
เพื่อศึกษาภาวะการติดเชื้อ อัตราการตาย ภาวะโลหิตจาง และการทดสอบระดับแอนติบอดีในไกที่
ติดเชื้อ (3.5) การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA (3.6) และวิธ ี
ELISA (3.7) การตรวจหาโปรตีนแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum ที่มีความจาํเพาะตอแอนติบอดี
ดวยวิธ ีWestern blot analysis (3.8) การวิเคราะหขอมูล (3.9) 

 
3.1  การเตรยีมสัตวทดลอง 
 สัตวที่ใชตลอดการทดลอง เปนไกเนื้อและไกไข รวมทัง้สิ้น 380 ตัว แบงใชตามลกัษณะงาน 
ดังนี ้
            3.1.1 ไกไขพันธุ Babcock B380 เพศผู ใชสําหรับเพาะเลี้ยงเชือ้มาลาเรีย จํานวนที่ใชตลอด
การทดลอง รวม 200 ตัว โดยใชในการผานเชื้อตอเนื่องครั้งละ 5 ตัว ตามวิธีในขอ 3.2.2 ไกทั้งหมด
นํามาเลี้ยงตั้งแตอายุ 1 วัน และนํามาใชในการเพาะเลีย้งเชื้อเมื่อมีอายุ 2-12 สัปดาห  
 

3.1.2 ไกเนื้อพันธุ cobb คละเพศ อาย ุ 14 วัน จาํนวน 30 ตัว ใชสําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ
มาลาเรีย เพื่อเตรียมแอนติเจน ในการทดลองที ่3.6, 3.7 และ 3.8 คร้ังละ 10 ตัว  

 
3.1.3 ไกเนื้อพันธุ Arbor Acres คละเพศ จาํนวนรวม 150 ตัว แบงเปน 2 สวน สวนที่ 1 

จํานวน 30 ตัว ที่อายุ 2-3 สัปดาห นํามาใชในการเพาะเลี้ยงและเพิม่จํานวนเชื้อมาลาเรียเพื่อใชใน
การทดลองที ่3.5 ตามขอ 3.2.2 สวนที ่2 จํานวน 120 ตัว แบงเปน 3 กลุมอาย ุกลุมอายุละ 40 ตัว 
นํามาเลี้ยงตั้งแตอายุ 1, 11 และ 21 วัน และเมื่อไกมีอายุ 10, 20 และ 30 วัน จงึใชเพื่อการทดลองที ่
3.5 

ไกที่ใชทัง้หมดตามขอ  3.1.1-3.1.3 เลี้ยงไวในหองสัตวทดลองชั้น 8  คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ขังกรงไวในหองที่กรุมุงลวดและและคลุมกรงดวยมุงผา เพือ่
ปองกันไมใหยงุกัด ใหกนิน้าํและอาหารสาํเร็จรูป และทําวัคซีน ตามมาตรฐานทีก่ําหนดไว (จิโรจ, 
2544) 
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3.2  การเตรยีมเชื้อ P. gallinaceum และการประเมินจํานวนเมด็เลือดแดงที่ติดเชื้อในเลอืด
 3.2.1 เชื้อที่ใชตลอดการทดลอง คือ P. gallinaceum สายพนัธุ MN 2543 ของหนวยปรสิต
วิทยา ภาควิชาพยาธวิิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เชื้อนี้มีการเพาะเลี้ยง
ในหองปฏิบัติการอยางตอเนื่อง โดยผานเชื้อเขาในไกไขทุก 2 สัปดาห  และผานเชื้อเขายงุลาย 
Aedes aegypti Liverpool strain ทุก 6 เดือน  เพื่อใหความรุนแรงและลักษณะทางพนัธุกรรมของ
เชื้อคงที ่(Garnham, 1966) 
 
 3.2.2 การผานเชื้อหรือการเพาะเลีย้งเชื้อในไก เจาะเลือดไกที่มีระดับเชื้อ P. gallinaceum 
ในกระแสเลือดสูงกวา 50%  จากเสนเลือดดําที่คอ  ปริมาตร 1.0-2.5 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนักบั 
Heparin 5,000 IU ฉีดเขาใตผิวหนังไกบริเวณคอ ใชเลือดปริมาตร 0.2-0.5 มิลลิลิตร ตอไก 1 ตัว ทาํ
การผานเชื้อใหไกในขอ 3.1.1 และ 3.1.3 ดวยวิธเีชนนี้ คร้ังละ 5 ตัว ทุก 2 สัปดาห หลังจากฉีดเชือ้ 5 
วัน เจาะเลือดจากเสนเลือดที่ปก ทุก 2 วนั นาํมาปายสไลด ยอมสี ตรวจหาและประเมินระดับเชือ้
ตามวิธีในขอ 3.2.3  เมื่อตรวจพบวาเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงกวา 50% จึงเก็บเลอืดเพื่อนําไปผาน
เชื้อเขาไกรุนใหมเชนเดิมตอไป 
 
 3.2.3  การตรวจหาเชื้อ การประเมินระดับเชื้อในกระแสเลือด และการคํานวณหาจํานวน
เม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อตอเลือด 1 มิลลิลิตร  

  3.2.3.1 การตรวจหาและประเมินระดับเชื้อในกระแสเลือด (%Parasitemia) ตาม
วิธีของ ทวี (2542) ใชเข็มเบอร 23 เจาะเสนเลือดที่ปก นําเลือดมาปายบนแผนสไลดเพื่อทํา
ฟลมเลือดบาง และยอมดวยสียิมซา 10% ตรวจหาเชื้อดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง ขนาด
กําลังขยาย 1,000 เทา และนับจํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อจากจํานวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 
1,000 เม็ดเลือดแดง และประเมินคารอยละของระดับเชื้อในกระแสเลือด โดยคํานวณจากสูตร  

 
  % Parasitemia   =         จํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ    x  100 

          จํานวนเมด็เลือดแดงที่นบัทั้งหมด 
 
   3.2.3.2 การคาํนวณหาจํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ ตอเลือด 1 มิลลิลิตร ทําการ
นับจํานวนเมด็เลือดแดงทั้งหมด (total red cell count) ตามวิธีของ กนกนาถ (2525) โดยใชเลือดที่
ผสม Heparin เปนสารปองกันการแข็งตัว ดูดเลือดดวย red blood cell count pipette ปริมาตร 0.5 
สวน และน้าํยา Gower’s solution 100 สวน ผสมใหเขากัน นําสวนผสมหยดลงในสไลดชนิดที่ใชนบั
จํานวนเม็ดเลอืด (hemocytometer) ตั้งทิ้งไว 5 นาท ี นับจาํนวนเมด็เลือดแดงดวยกลองจุลทรรศน
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แสงสวาง กาํลังขยาย 10 เทา ตามตําแหนงทีก่ําหนดไวในตาราง 5 ตําแหนง ( R ) ดังรูปที่ 3.1  
คํานวณคา  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 จํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงในเลือด ปริมาตร 1 มิลลิลิตร = จํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงที่นับได 
x107 เซลล และเมื่อนาํมาคณูดวย %Parasitemia คาที่ไดเปนจาํนวนของเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ ตอ
เลือดปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
 

 

รูปที่ 3.1 แสดงตําแหนงที่ใชนับจํานวนเมด็เลือดของตาราง hemocytometer 
              R = ตําแหนงที่ใชนบัเม็ดเลือดแดง 

 
3.2.3.3 การหาคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Packed cell volume, PCV) และประเมิน

ภาวะโลหิตจาง เจาะเลือดที่ปกตามวิธีขอ 3.2.3.1 ใชหลอด Hematocrit ดูดเลือด ปนดวย 
Hematocrit centrifuge ที่ความเรว็ 1,500 รอบตอนาท ีนาน 2 นาที วดัคา PCV โดยใช Hematocrit 
reader บันทกึผล และประเมินภาวะโลหติจาง ตามเกณฑมาตรฐาน คา PCV ของเลือดไกที่ต่ํากวา 
24% ถือวาไกมีภาวะโลหิตจาง (Malden et al., 1979 ; Goodwin et al., 1992) 
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3.3  การเตรยีมแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum 
            แอนติเจนที่ใชในการศึกษาครั้งนี ้มี 2 แบบ คือ แบบที่ 1 แอนติเจนเปน intact Pg infected 
rbc เตรียมไวบนสไลดเพื่อทดสอบระดับแอนติบอดีดวยวิธี IFA  ตามขอ 3.6 แอนติเจนแบบที่ 2 เปน 
Crude Pg antigen ที่เตรียมโดยบดเชื้อจนละเอียด เพื่อใชทดสอบระดับแอนติบอดีดวยวิธ ี ELISA 
ตามขอ 3.7 และ Western blot analysis ตามขอ 3.8 
  3.3.1  การเตรียมแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียเพื่อการทดสอบดวยวิธ ีIFA  

(ตามวิธีของ Manawadu and Voller, 1978) 
   ไกจากขอ 3.1.2 จํานวน 10 ตัว นํามาใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อ P. gallinaceum 

ตามขอ 3.2.2 จนกระทัง่ระดับเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงประมาณ 80% เจาะเลือดจากเสนเลือดดําที่
คอ   ปริมาตร 10  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนักับ Heparin 5,000 IU นําไปปนดวยความแรง 1,157xg 
นาน 5 นาท ี ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส ดูดชั้นพลาสมาและชัน้เม็ดเลือดขาวทิง้ นําตะกอนเม็ด
เลือดแดงมาลางดวยสารละลาย PBS pH 7.4 ปนดวยความแรง 1,157xg นาน 5 นาที ที่อุณหภูม ิ4 
องศาเซลเซยีส ทําซ้าํ 3 คร้ัง กอนเติมสารละลาย PBS ที่มีสวนผสมของ Bovine Serum Albumin 
(BSA) 3.5% ลงในตะกอนเม็ดเลือดแดง อัตราสวน 2:1 เขยาใหเขากนั ดูดมา 5 ไมโครลิตร หยดลง
บนสไลดที่สะอาด เกลี่ยเปนฟลมเลือดบาง ทิ้งใหแหง แชใน acetone ที่เยน็จัด นาน 5 นาที ทิง้ให
แหง หุมดวยกระดาษทิชชูและแผนฟอยล เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใชใน
การทดลองตามขอ 3.6 

 
3.3.2 การเตรียมแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียเพื่อใชในการทดสอบดวยวธิี ELISA และ 

Western blot analysis 
  ทําการเพาะเลีย้งเชื้อ P. gallinaceum ในไกจากขอ 3.1.2 จํานวน 20 ตัว ตามวธิี

ในขอ 3.2.2 เมื่อระดับเชื้อในกระแสเลอืดขึ้นสูงกวา 80% นํามาใชในการเตรียมแอนติเจน ตาม
ขั้นตอนดังนี ้

3.3.2.1 การเตรียมตะกอนเม็ดเลือดแดง (ตามวิธีของ Andreasen and 
Latimer,1989 ; Latimer et al, 1989) เร่ิมจากการแยกเม็ดเลือดออกเปนชัน้ดวยวิธ ี Ficoll-paque 
discontinuous gradients โดยใช Histopaque®(Sigma) ที่มีความหนาแนน 1.119 ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร ใสลงในหลอดปนกนกรวย ขนาด 15 มิลลิลิตร เติม Ficoll-paque (Amersham 
Phamacia Biotech AB) ที่มีความหนาแนน 1.077 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไป และเติมเลอืด
ปริมาตร 1.5 มล. ลงทีช่ั้นบนสุด นาํไปปนใชความแรง 2,057xg ดวย swinging bucket rotor 
(Varifuge 20  RS ; Heraeus sepatech) นาน  20 นาที ที่อุณหภูม ิ20 องศาเซลเซียส ดูดชั้นเม็ด
เลือดทุกชัน้ แตละชั้นแยกใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนที่ 1,157xg 
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นาน 5 นาท ี ดูดสวนบนทิง้ ดูดตะกอนปริมาตรเล็กนอยมาทําฟลมเลือดบาง และยอมดวยสยีมิซา 
10 % นําไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 

3.3.2.2 เติม PBS pH 7.4 ลงในตะกอนเลือด ใหมีปริมาตรรวม 1.5 มิลลิลิตร เขยา
เบาๆ ปนลาง 3 คร้ัง ที่ความแรง 1,157xg นานครั้งละ 5 นาที ตะกอนที่ไดนาํไปเก็บแชแข็งที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ทิง้ไวขามคนื และนําออกมาตั้งทิง้ไว ที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที เพื่อทาํใหเม็ดเลือดแดงแตก ดูดสวนที่อยูกนหลอดเพียงเล็กนอยนําไปหยดบนสไลด ทํา
ฟลมเลือดบางและยอมดวยสียิมซา 10 % ศึกษาดวยกลองจุลทรรศน เติม PBS pH 7.4 ลงในหลอด
ที่มีตะกอนเลอืดจนกระทัง่มีปริมาตรรวม 1.5 มิลลิลิตร ใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ นําไปปนแยกเชื้อ 
ตามวิธีในขอ 3.3.2.3  

 3.3.2.3 การแยกเชื้อออกจากสวนประกอบอื่นของเซลลเม็ดเลือดแดง ใชวิธี Ficoll-
paque discontinuous gradients โดยใช Histopaque®(Sigma) และทําเชนเดยีวกับขอ 3.3.2.1 
ดูดทิ้งชัน้ของ hemoglobin, cytosol และนิวเคลียส (บางสวน) และดูดเก็บชั้นของเชื้อและนิวเคลยีส
ของเม็ดเลือดแดง (บางสวนที่มีเชื้อเกาะตดิอยู) นาํมาใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

3.3.2.4 ปนลางสวนของเชื้อและนิวเคลียสของเม็ดเลือดแดงบางสวนทีม่ีเชื้อ
เกาะติดอยู 3 คร้ัง ตามวิธเีชนเดียวกับขอ 3.3.2.2 ตะกอนที่ไดนาํมาเกบ็แชแข็งที่อุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส ทิ้งไวขามคืน กอนนําออกมาเติมน้ํากลัน่ปริมาตร 2 เทาของตะกอน ใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ 
เปลี่ยนใสหลอดทดลองกนกรวย ขนาด 15 มิลลิลิตร  

3.3.2.5  เชื้อที่เตรียมไดตามขอ 3.3.2.4 นํามาบดใหละเอียดดวยเครื่อง Sonicator 
(Vibracell) ที่ Amplitude 40% คร้ังละ 2 วินาท ีหยุด 2 วินาท ีที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที ปนดวยความแรง 41,657xg นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส ดูดเก็บสารละลาย
สวนบน หาปริมาณโปรตีนตามวิธีในขอ 3.3.2.6 และนําไปใชเปน crude Pg antigen โดยแบงใส
หลอด microcentrifuge tube หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งไวทีอุ่ณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
จนกวาจะนาํมาใชสําหรับการทดสอบในขอ 3.7 และ 3.8  
  3.3.2.6  การตรวจหาปริมาณโปรตีนของ crude Pg antigen ทําตามวธิีของ Lowry 
และคณะ (1951) ใช BSA เปนโปรตีนมาตรฐาน ปริมาณที่ใช คือ 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร crude Pg antigen ที่เตรียมในขอ 3.3.2.5 นํามาทําใหเจือจาง 2 เทา ใช 
BSA,  crude Pg antigen และ blank ปริมาตรอยางละ 0.3 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองแตละ
หลอด เติมสารละลายดางทองแดง (Alkaline copper solution) ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร เขยาและตั้ง
ทิ้งไว 10 นาท ีเติมสารละลายโฟลินซโิอคัลโตว (Folin-Ciocalteu) ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร เขยาและ
ตั้งทิ้งไว 30 นาที นํามาวดัคาดูดกลืนแสง (absorbance) ดวย spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 750 นาโนเมตร อานคาความเขมขนของโปรตีนใน crude Pg antigen จากกราฟมาตรฐาน  
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3.4  การเตรยีมซีรั่ม 
3.4.1 วิธีเตรียมซีร่ัม 

              ซีร่ัมทุกตัวอยางในขอ 3.4.2 เตรียมโดยเจาะเลือดจากเสนเลือดดําทีค่อ ปริมาตร 1-
3 มิลลิลิตร ทิง้ใหแข็งตัวที่อุณหภูมิหอง นาน 1-2 ชั่วโมง นําไปปนดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที 
(spectrafuge, Labnet) นาน 5 นาท ีดูดซร่ัีม เก็บใสหลอด และเก็บไวที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซยีส 
จนกวาจะนาํมาใชเพื่อการทดลองในขอ 3.6, 3.7 และ 3.8  
 

3.4.2 ซีร่ัมไกที่ใชในการทดสอบ  
แบงออกเปน 3 ประเภท คือ ซีร่ัมอางอิง ซีร่ัมของไกทดลองที่ไดรับการฉีดเชื้อ             

P. gallinaceum ปริมาณตางๆ และซีร่ัมของไกที่ติดเชื้ออ่ืนนอกเหนือจาก P. gallinaceum 
3.4.2.1 ซีร่ัมอางอิง   ที่ใชในการทดลองครัง้นี้แบงเปน 2 ประเภท คือ 

   ก. Pg immune (PI) sera จํานวน 26 ตัวอยาง เตรียมจากไกที่ไดรับเชื้อ          
P. gallinaceum ตามขอ 3.1.1 และรอดชีวิต โดยระดับเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงในระยะแรก และ
ตอมาเชื้อลดต่ําลงจนกระทั่งตรวจไมพบเชือ้จากฟลมเลือดบางที่ยอมสียิมซา นาน 2 สัปดาห  
                                     ข. Non-infected (NI) sera  จํานวน 10 ตัวอยาง เตรียมจากไกในขอ 
3.1.1 อาย ุ1 เดือน ที่ไมเคยไดรับเชื้อ P. gallinaceum หรือเชื้อชนิดอื่น  

  3.4.2.2 ซีร่ัมของไกทดลองที่ไดรับการฉีดเชื้อ P. gallinaceum ปริมาณตางๆ 
เตรียมจากไกเนื้อ อาย ุ 10, 20 และ 30 วัน จากขอ 3.1.3 จํานวนรวม 120 ตัว ทีไ่ดรับการฉีดเชื้อ    
P. gallinaceum ปริมาณตางๆ ตามวิธีในขอ 3.5.1 โดยเก็บตัวอยางทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน  30 วนั   

  3.4.2.3 ซีร่ัมไกไขในฟารมทีม่ีประวัติการระบาดของโรคมาลาเรีย และตรวจพบเชื้อ
ในกระแสเลือด เก็บตัวอยางจากไกที่มีอาการอุจจาระเขยีว หนาและหงอนซีด จํานวน 67 ตัวอยาง 

3.4.2.4 ซีร่ัมของไกที่มกีารตดิเชื้ออ่ืน 
   ก. ซีร่ัมจากไกไข เพศผู อาย ุ2 สัปดาห ที่ไดรับเชื้อบิด Eimeria tenella มา

นาน 2 สัปดาห จาํนวน 18 ตัวอยาง 
   ข. ซีร่ัมจากไกพื้นเมือง  พันธุผสม  ไมทราบอายุและทีม่า  จากตลาดสัตว
ปกคลองเตย กรุงเทพมหานคร ที่ตรวจพบเชื้อ Leucocytozoon sabrazesi ในกระแสเลือดและ
ตรวจอุจจาระพบไขของหนอนพยาธหิลายชนิด เชน สกุล Capillaria, Ascaridia, Heterakis พยาธิ
กลุม Spirurids และพยาธิตัวตืด จํานวน 4 ตัวอยาง 
   ค. ซีร่ัมจากไกไข เพศผู อายุ 10 สัปดาห  ที่ไดรับเชือ้ไวรัส Newcastle  
นาน 3 สัปดาห จาํนวน 10 ตัวอยาง 
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3.5  การทดลองฉีดเชื้อ P. gallinaceum ปริมาณตางๆในไกเนือ้ เพื่อศึกษาภาวะการติดเชื้อ 
อัตราการตาย ภาวะโลหติจาง และการทดสอบระดับแอนติบอดีตอเชื้อ 
 3.5.1 ไกที่ใชในการทดลองเปนไกเนื้อ ตามขอ 3.1.3 จํานวน 120 ตัว แบงออกเปน 3 กลุม
อาย ุ 10, 20 และ 30 วัน กลุมละ 40 ตัว แตละกลุมแบงออกเปน 4 กลุมยอย กลุมยอยละ 10 ตัว 
โดยไดรับเชื้อ P. gallinaceum ครั้งเดียว ฉดีเขาเสนเลือดดําที่ปก ดังนี ้

กลุมยอยที่ 1  กลุมควบคุม ทุกตัวไมไดรับเชื้อ ฉีด PBS pH 7.4 ปริมาตร 0.2 มิลลิลติร 
กลุมยอยที่ 2  ไดรับเชื้อ P. gallinaceum   ปริมาณ 1x101  infected rbc  
กลุมยอยที่ 3  ไดรับเชื้อ P. gallinaceum   ปริมาณ1x103 infected rbc  
กลุมยอยที่ 4  ไดรับเชื้อ P. gallinaceum   ปริมาณ 1x106 infected rbc 

 
3.5.2 เชื้อที่ฉีดเขาไกทดลองในขอ 3.5.1 ใชเชื้อ P. gallinaceum ระยะที่อยูในกระแสเลือด 

เตรียมตามวธิกีารในขอ 3.2.3.1 นับจาํนวนเชื้อในเลือดตามวิธกีารในขอ 3.2.3.2 และจํานวนเชือ้ที่
ฉีดทําใหเจือจางดวย PBS pH 7.4 

 
3.5.3 บันทึกอตัราการตายของไกทุกกลุมทุกวนั 
 

 3.5.4 เก็บตัวอยางเลือดตามวิธีในขอ 3.2.3.1 และตัวอยางซีร่ัมตามวธิีในขอ 3.4.1 โดยเก็บ
จากไกทุกตัวทกุกลุม ทุก 3 วัน ติดตอกัน เปนเวลานาน 30 วัน  
 

 3.5.5 ศึกษาอัตราการติดเชื้อ  และระดับเชื้อในกระแสเลือด  โดยทําฟลมเลือดบางและยอม
สียิมซา 10% ตรวจหาเชื้อจากกลองจุลทรรศนแสงสวาง ประเมนิอตัราการติดเชื้อ และระดับเชื้อใน
กระแสเลือดตามวิธกีารในขอ 3.2.3.1 

 
3.5.6 ศึกษาภาวะโลหิตจาง โดยหาคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนเพื่อประเมินภาวะโลหิตจาง 

ตามวิธีในขอ 3.2.3.3 ไกที่มีคาเม็ดเลือดแดงอัดแนนทีต่่ํากวา 24% ถูกประเมินวามีภาวะโลหิตจาง 
(Malden et al., 1979 ; Goodwin et al., 1992)  

 
3.5.7 ทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA, ELISA และ 

Western blot analysis และประเมินผลการทดสอบระดับแอนติบอดีตอเชื้อ 
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3.6  การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอการติดเชือ้ P. gallinaceum ดวยวธิี IFA 
3.6.1   สไลดแอนติเจนซึง่เตรียมและเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ตามขอ 3.3.1 นํา

ออกมาวางไวที่อุณหภูมหิอง ประมาณ 5 นาที ผึ่งใหแหง ใชน้ํายาทาเล็บขีดแบงตารางลงบนฟลม 
สไลดแอนติเจน จาํนวน 10 ชอง ตอ 1 สไลด ดังรูปที ่3.2 และทิ้งไวใหแหง กอนนาํไปใชทดสอบตาม
ขอ 3.6.2 

 
3.6.2 ใชเทคนิค IFA ทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ตาม

ขั้นตอน โดยเริ่มจากการหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI และ PI sera และ FITC (Fluorescein 
conjugated rabbit affinity purified antibody to chicken IgG) จากนัน้จึงทําการทดสอบโดยใช   
ซีร่ัมไกทดลองที่ไดรับเชื้อตามขอ 3.4.2.2, 3.4.2.3 และ 3.4.2.4 ควบคูกับ NI และ PI sera และ 
FITC ในระดับความเขมขนทีเ่หมาะสม 

3.6.2.1 การทดสอบหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI และ PI sera  
   ก. เจือจาง NI และ PI sera ดวย PBS pH 7.4 ในอัตราสวน 1/5, 1/25, 

1/125, 1/625, 1/3125, 1/15625 และ 1/78125  
         ข. นําสไลดแอนติเจนจากขอ 3.6.1 จํานวน 2 แผน แผนที ่ 1 ใชสําหรับ

ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI sera และแผนที่ 2 ใชสําหรับทดสอบหาความเขมขนที่
เหมาะสมของ PI sera นํา sera ที่เจือจางแลว ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงในแตละชองของ
ตารางสไลดแอนติเจนตามลําดับความเขมขนจากมากไปหานอย วางไวที่อุณหภมูิหอง นาน 1 
ชั่วโมง ลางสไลดดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี นาํ FITC ที่เจือจาง 1/100 ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงในแตละชองของตาราง ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางสไลดดวยน้าํกลัน่ 
3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที การทําแตละขั้นตอนตองระวงัไมใหสไลดแหง ใชสารละลาย PBS-glycerine 
50% หยดลงบน สไลดปดดวย cover glass ขนาด 24x60 ตารางมลิลิเมตร ศึกษาการเรืองแสงของ
เชื้อ                    P. gallinaceum ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงอัลตราไวโอเลต (BH2-RECA ) 
กําลังขยาย 40 เทา ทกุตัวอยางทําซ้ํา 8 คร้ัง  

ระดับความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera ประเมินจากผลการเรืองแสง 
โดยความเขมขนที่เหมาะสม คือ ตําแหนงที่ไมพบการเรืองแสงบนสไลดของ NI ที่เจือจาง ในขณะที่
พบการเรืองแสงไดชัดเจนมากใน PI sera  
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แนวนอนแถวที่ 1

แนวนอนแถวที่ 2
 1           2         3         4         5

 
รูปที่ 3.2 ภาพแสดงการแบงตารางบนสไลด เพื่อใชในการทดสอบ IFA 

 
3.6.2.2 การทดสอบหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ FITC  

   ทําดวยวิธเีชนเดียวกับการทดสอบหาความเขมขนของ NI และ PI sera 
ตามขอ 3.6.2.1 ใช NI และ PI sera ในระดับความเขมขนที่เหมาะสมคือ 1/625 ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงในแตละชองของตารางสไลดแอนติเจนตามแนวนอนแถวที ่ 1 และ 2 ตามลําดับ 
ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางสไลดดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ีใช FITC ที่เจือจาง
ดวย PBS pH 7.4 ในอัตราสวน 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 และ 1/100000 ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงในชองที ่1-5 ตามลําดบั ทัง้ 2 แถว ทิ้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางดวย
น้ํากลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ีหยดสารละลาย PBS-glycerine 50% ลงบนสไลด ปดดวย cover 
glass ทุกตัวอยางทําซ้ํา 5 คร้ัง 

ระดับความเขมขนที่เหมาะสมของ FITC ประเมินจากผลการเรืองแสง โดยความ
เขมขนที่เหมาะสม คือ ตําแหนงที่ไมพบการเรืองแสงบนสไลดของ NI sera ที่เจือจาง ในขณะที่พบ
การเรืองแสงไดชัดเจนมากที่สุดใน PI sera  

3.6.2.3 การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ในซร่ัีมไกทดลอง 
   ซีร่ัมไกทดลองทุกตัวอยางนาํมาเจือจางดวย PBS ในอัตราสวน 1/25, 
1/125, 1/625, 1/3125 และ 1/15625 หยดลงในแตละชองของตารางสไลดแอนติเจนตามลําดับ
ความเขมขนในแนวนอน โดยใชปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอชอง ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง 
ลางสไลดดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที หยด FITC ที่ระดับความเขมขนทีเ่หมาะสม คือ 1/100 
ลงในทุกชองตาราง ทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิหอง ลางสไลด และตรวจการเรอืงแสง ตามวธิีเชนเดียวกับขอ 
3.6.2.1 ในการทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ซีร่ัมไกทดลองทกุตัวอยาง และ
ทุกครั้ง ตองใช NI และ PI sera ทําควบคูเสมอ เพื่อควบคุมความถกูตองของการทดสอบทัง้ 
negative และ positive control ตามลําดับ 

3.6.2.4 การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ในซีร่ัมไกจาก
ฟารมที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย และไกติดเชื้ออ่ืน ทําการทดสอบดวยวิธกีารเชนเดียวกับ ขอ 
3.6.2.3 
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3.7  การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ีELISA  
3.7.1  Crude Pg antigen ซึ่งเตรียมและเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซยีส ตามขอ 

3.3.2 นาํมาทาํละลายและใชเพื่อการทดสอบในขอ 3.7.2 
 
3.7.2 ใชเทคนิค ELISA (Voller, 1974) นํามาทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ        

P. gallinaceum ตามขั้นตอน โดยเริ่มจากการหาความเขมขนที่เหมาะสมของ Crude Pg antigen, 
NI และ PI sera จากนัน้จงึทาํการทดสอบโดยใชซีร่ัมไกทดลองที่ไดรับเชื้อตามขอ 3.4.2.2, 3.4.2.3 
และ 3.4.2.4 ควบคูกับ NI และ PI sera ในระดับความเขมขนที่เหมาะสม   

 
3.7.3   การตรวจหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน 

เจือจาง Crude Pg antigen ดวย 0.05 M carbonate/bicarbonate buffer pH 9.6 
ในอัตราสวน 1/100, 1/400, 1/1600, 1/6400 และ 1/25600 นาํมาหยดลงในหลุมของ microplate 
(F-96 maxisorp, NUNC, Denmark) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิง้ไวคางคืนที่อุณหภมูิ 4 
องศาเซลเซยีส ลางสวนเกนิออกดวย PBS-Tween (0.05% Tween-20 ใน PBS pH7.4) ปริมาตร 
100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ใช BSA 1% ใน PBS pH 7.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เติมลงในแตละหลุม ทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เติม NI และ PI sera ที่เจือจางดวย PBS-Tween ใน
อัตราสวน 1/100 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง ลางออกดวย 
PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง ครั้งละ 5 นาที เติม peroxidase conjugated 
(Rabbit anti-chicken IgG  horseradish peroxidase conjugated, Sigma) ที่เจือจางดวย PBS-
Tween ในอัตราสวน 1/30000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง 
ลางออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ีเติม ABTS (2,2’-
Azino-di(3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid-6) Ammonium salt, Sigma) ความเขมขน 0.25 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร และ 0.01% H2O2  ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 
30 นาที เติม 1% SDS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม เพื่อยับยัง้ปฏกิิริยาของเอนไซม นําไปอานคา 
absorbance  (Optical Density, OD) ที ่ 405 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA Reader (Titertek 
Multiskan, MCC) การทดสอบนี้ใชแอนติเจนแตละความเขมขน จาํนวน 16 หลุม และทุกตัวอยาง
ทําซ้าํ 5 คร้ัง 

ระดับความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน ประเมินจากการนําซีร่ัมของ NI และ 
PI sera มาทดสอบ พบวาคาเฉลี่ย OD ที่ไดมีความแตกตางกนัเปนอัตราสวนเฉลีย่ 3-6 เทา จากการ
ทดลองความเขมขนที่เหมาะสมและเลือกใช คือ 1/400 
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3.7.4  การทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera 
 ความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI และ PI sera ทําไดเชนเดียวกับการตรวจหาความ

เขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน ตามขอ 3.7.3 ใชแอนติเจนในระดับความเขมขนที่เหมาะสมคือ 
1/400 หยดลงใน microplate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวคางคนืทีอุ่ณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ลางสวนเกินออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี
เติม BSA 1% ใน PBS pH 7.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง 
ลางออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที  

เติม NI และ PI sera ที่เจือจาง ดวย PBS-Tween ในอัตราสวน 1/10, 1/100, 
1/1000 และ 1/10000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ลางออก
ดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี เติม peroxidase 
conjugated เจือจาง 1/30000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง 
ลางออกดวย PBS-Tween ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ีเติม ABTS ความ
เขมขน 0.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 0.01% H2O2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม ทิง้ไวที่
อุณหภูมิหอง นาน 30 นาท ี เติม 1% SDS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอานคา 
absorbance ที ่ 405 นาโนเมตร การทดสอบความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera แตละ
ความเขมขนทาํจํานวน 12 หลุม และแตละตัวอยางทดลองซ้ํา 5 คร้ัง 

ระดับความเขมขนที่เหมาะสมของของซีร่ัม ประเมินจากคาเฉลี่ย OD ของ NI และ 
PI sera มีความแตกตางกนัเปนอัตราสวนเฉลี่ย 3-5 เทา ดังนัน้ความเขมขนที่เหมาะสม คือ 1/100 

 
3.7.5 การหาคา cut off ของการทดสอบดวยวิธ ีELISA  
  ทําการทดสอบดวยวิธ ี ELISA โดยใช crude Pg antigen NI และ PI sera 

peroxidase conjugated ในระดับความเขมขนที่เหมาะสม และอานคา absorbance ที่ 405 นาโน
เมตร วิธกีารทาํเชนเดยีวกบัขอ 3.7.4 

การกําหนดคา cut off ของการทดสอบ คํานวณไดจากผลรวมของคาเฉลี่ย OD 
ของ NI sera และ 4 เทาของสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (X+4SD) สําหรับการกําหนดคาบวกและคาลบ 
ประเมินไดจากคา cut off โดยการทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum  ที่ใหผลบวก 
ตองมีคา OD มากกวาหรือเทากับคา cut off และถาคา OD ที่ไดต่ํากวาแสดงวาผลการทดสอบเปน
ผลลบ (Smith, 1995) 
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3.7.6 การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ในซีร่ัมไกทดลอง  
การทดสอบดวยวธิี ELISA ตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ซีร่ัม

ไกทดลองทุกตัวอยาง และทุกครั้ง ตองใช NI และ PI sera เปน negative และ positive control 
ตามลําดับ เพือ่ควบคุมความถูกตองของการทดสอบ  

จากการทดสอบขอ 3.7.3 และขอ 3.7.4 แอนติเจนความเขมขนทีเ่หมาะสมคือ 
1/400  NI และ PI sera และซีร่ัมของไกทดลองที่เจือจางในอัตราสวน 1/100 ทาํการทดสอบตาม
ขั้นตอนและวธิีการเชนเดยีวกับการทดสอบหาความเขมขนของ crude Pg antigen, NI และ PI sera  
 
3.8  การตรวจหาโปรตนีแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum ที่มีความจาํเพาะตอแอนติบอดี
จากซีรั่มไกทีติ่ดเชื้อ ดวยวิธี Western blot analysis  
 3.8.1 การเตรียมตัวอยางโปรตีนแอนติเจน  
  Crude Pg antigen จากขอ 3.3.2 ความเขมขน 6.96 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปผสมกบับัฟเฟอรของตวัอยาง (2X sample solubilizing solution) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน ตมในน้ําเดือดที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ทิง้ไว
จนกระทั่งเย็น นําไปปนที่ความแรง 1,157xg นาน 5 นาที นําไปใชในการแยกโปรตนีตามขอ 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 ผสมใหเขากนั นําไปเทลงใน Gel cast และเติมน้าํกลัน่ประมาณ 1 มลิลิลิตร เพื่อปดผิว
บนของเจล ตั้งทิง้ไวประมาณ 45 นาที รอใหเจลแข็งตัว 

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 ผสมใหเขากนั และหลังจาก separating gel แข็งตัวดีแลว เทน้าํสวนบนออกใหหมด แลว
เทสวนผสมของ Stacking gel ลงบน separating gel ใชหว ี(comb) เสียบลงไปทางดานบนของชุด
เตรียมเจล ทิ้งไวนาน 45 นาท ีหลงัจากทีเ่จลแข็งตัวดีแลว นําแผนเจลวางลงใน Clamp assembly 
ตามแนวตัง้ ของเครื่อง electrophoresis (Mini-PROTEAN 3 Cell®, Bio-Rad) ทั้ง 2 ขาง เติม 
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Electrode buffer ในชองกลางจนทวมแนวบนของแผนเจล และเติมลงในชองดานขางใหสูง
ประมาณ 3 เซนติเมตร 

3.8.2.2 การศึกษาโปรตนีแอนติเจน   
            ก. การแยกโปรตนีแอนติเจน โปรตีนมาตรฐานที่มีขนาดน้าํหนักโมเลกุล

ระหวาง 22-205 kDa จํานวน 1 ตัวอยาง และใช Crude Pg antigen ที่เตรียมในขอ 3.8.1 แตละ
ตัวอยางนาํมาหยอดลงในหลุมบนแผนเจล ตัวอยางละ 15 ไมโครลิตร แยกโปรตีนแอนติเจน 
separating gel 12 % และ Stacking gel 5 % โดยใช electrode buffer และกระแสไฟฟา 120 
โวลต นาน 65 นาท ี 

  ข. การศึกษาแถบโปรตีน แผนเจลที่แยกโปรตีนแอนติเจน ตามขอ ก. นาํมา
ยอมสี Coomassie Brilliant Blue R-250 0.5% นาน 1 ชั่วโมง เทสีออกและเติมสารละลาย 
Destaining solution เพื่อกําจัดสวนเกนิของสีออก แชและลางเจลเปนระยะจนแถบโปรตีนปรากฏ
ชัดเจน และเห็นสพีื้นหลงัใส บันทึกภาพ ทําใหเจลแหง วัดขนาดและน้ําหนกัของแถบโปรตีนของ 
Crude Pg antigen โดยหาระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐานที่
ทราบน้ําหนกัโมเลกุลที่อยูในเจลเดียวกนั  

 
3.8.3  การใชเทคนิค  Western blot   

แผนเจลที่แยกโปรตีนแอนติเจนของ Crude Pg antigen และยังไมยอมสี ในขอ 
3.8.2.2 (ก.) นํามา blot ลงบนแผนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส ดวยชุด Blot (Mini Trans-Blot, Bio-
Rad) โดยใชกระแสไฟฟา 350 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 3 ชั่วโมง แผนไนโตรเซลลูโลสที่ไดนํามายอม
สี Ponceau S solution (Sigma) นาน 5 นาที ลางสีสวนเกินออกดวยน้ํากลั่นปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
แถบโปรตีนที่เห็นบนแผนไนโตรเซลลูโลส ลางสีทัง้หมดออกดวย PBS-Tween แชแผนไนโตร
เซลลูโลสใน blocking solution ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชั่วโมง ทาํใหแผนไนโตรเซลลูโลส
แหงและเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีสจนกวาจะนาํมาใชในการทดสอบ 

 ตัดแผนไนโตรเซลลูโลสเปน strip แชดวย PBS-Tween ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา
นาน 5 นาท ีเททิง้ เตมิซีร่ัมที่เจือจางดวย PBS-Tween ในอัตราสวน 1/100 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทิ้ง
ไวบนเครื่องเขยา นาน 2 ชั่วโมง ที่อุณหภมูิหอง ลาง strip ดวย PBS-Tween ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 3 
คร้ัง คร้ังละ 5 นาที บนเครื่องเขยา peroxidase conjugate ที่เจือจางดวย PBS-Tween ใน
อัตราสวน 1/5000 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นาน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง ลาง strip ดวย PBS-Tween 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เชนเดิม แช strip ใน 2,6-dichloroindophenol ปริมาตร 
2 มิลลิลิตร ทิง้ไวประมาณ 3-5 นาท ีจนสังเกตเห็นแถบสี หยุดปฏิกิริยาดวยน้ํากลั่น ทิ้งใหแหง ขนาด
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ของแถบโปรตีนแอนติเจนบน strip ของไนโตรเซลลูโลสนาํมาเปรียบเทียบกับขนาดของโปรตีน
มาตรฐานที่อยูบนแผนไนโตรเซลลูโลสเดียวกัน (Weber and Osborn, 1969)  

 
3.9  การวิเคราะหขอมลู  

ทําการวิเคราะหขอมูลและคํานวณหา Sensitivity, Specificity, Accuracy  Predictive 
value positive test และ Predictive value negative test ของการทดสอบดวยวิธ ี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 ในไกเนื้อ คละเพศ จํานวน 120 ตัว  3 

กลุมอาย ุคือ 10, 20 และ 30 วัน กลุมละ 40 ตัว แตละกลุมแบงออกเปน 4 กลุมยอย กลุมยอยละ 
10 ตัว โดยฉีดเชื้อเขาเสนเลอืดในปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 infected rbc ตามลาํดับ เพื่อศึกษา
ภาวะการติดเชื้อ อัตราการตาย ภาวะโลหิตจาง และการทดสอบหาระดับแอนติบอดีในไกที่ตดิเชื้อ 
ดวยวิธ ี IFA ELISA และโปรตีนแอนติเจนของเชื้อที่มีความจาํเพาะตอแอนติบอดีดวยวธิี Western 
blot analysis มีดังนี ้

 
4.1 อัตราการติดเชื้อและอัตราการตาย 

4.1.1 อัตราการติดเชื้อ 
    จากการตรวจหาเชื้อในกระแสเลือดทุก 3 วันติดตอกันจนถงึวนัที่ 30 เมื่อส้ินสุดการ

ทดลอง ผลปรากฏวาไกเนื้ออายุ 10 วัน และอายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ซึ่งไดรับเชื้อปริมาณ 0, 10, 
103 และ 106 infected rbc มีอัตราการติดเชื้อ 0%, 100%, 100% และ 100% ตามลําดับ  สวนไก
เนื้ออายุ 30 วัน ไมพบอัตราการติดเชื้อตลอดการทดลอง อัตราการติดเชื้อของไกอาย ุ10 และ 20 วัน 
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญ (p< 0.05) กับไกกลุมอายุ 30 วนั (ตารางที่ 4.1)  

 
ตารางที ่4.1  รอยละของการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไกเนื้อ คละเพศ อาย ุ10, 20 และ 30 วนั 

(กลุมอายุละ 40 ตัว) กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103 

และ 106 infected rbc และติดตามผลเปนเวลานาน 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 

 

ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
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4.1.2  อัตราการตาย  
เมื่อส้ินสุดการทดลอง ไกอายุ 10 วัน พบวามีอัตราการติดเชื้อ 100% อัตราการตายรวม 

73.33% (22/30 ตัว) โดยไกกลุมยอยที ่2-4 ที่ไดรับเชื้อ 10, 103  และ 106 infected rbc อัตราการ
ตายสูง 60, 70 และ 90% ตามลําดบั หลงัจากไดรับเชื้อไกตายมากที่สุดในวันที่ 12(4/10 ตัว) 
12(7/10 ตัว) และ 9(5/10 ตัว) (รูปที่ 4.1) สวนไกอาย ุ20 วัน อัตราการติดเชื้อ 100% เชนกนั แตมี
อัตราการตายเพียง 40.0% (12/30 ตัว) โดยไกกลุมยอยที ่ 3 และ 4 ที่ไดรับเชื้อ 103 และ 106 
infected rbc มีอัตราการตาย 60% เทากนั ไกตายมากที่สุดในวนัที่ 9 (2/10 ตัว) และ12 (5/10 ตัว) 
ตามลําดับ (รูปที่ 4.2) ขณะที่ไกกลุมควบคุม อายุ 10 และ 20 วัน ไมพบการตายตลอดการทดลอง 
ยกเวนในวันที ่ 27 ไกอายุ 20 วัน ตาย 10% สําหรับไกอายุ 30 วัน ซึง่ไมมีการติดเชือ้พบวาในระยะ
กอนสิ้นสุดการทดลองทัง้ในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อมีอัตราการตาย 10-20% ใกลเคียงกัน 
(รูปที่ 4.3)  

 

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

ตอวัน

 
รูปที่ 4.1  รอยละของไกที่ตายตอวันของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
           P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc และ 
           ติดตามผลทกุ 3 วนั ติดตอกันนาน 30 วัน 
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Negative control
Pg infected 10 irbc
Pg infected 103 irbc
Pg infected 106 irbc

ตอวัน

 
รูปที่ 4.2   รอยละของไกที่ตายตอวนัของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
            P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc และ 
            ติดตามผลทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 

 

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

ตอวัน

 
รูปที่ 4.3   รอยละของไกที่ตายตอวนัของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 30 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
            P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc และ 
               ติดตามผลทกุ  3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
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4.2  ระดับเชือ้ในกระแสเลือดและภาวะโลหิตจาง 
4.2.1  ระดับเชื้อในกระแสเลือด  

ผลการตรวจหาเชื้อในกระแสเลือดของไกที่ไดรับการฉีดเชื้อ พบวาไกกลุมอาย ุ 10 
วัน กลุมยอยที่ 2-4 ซึ่งไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103  และ 106 infected rbc เร่ิมตรวจพบเชื้อในวันที ่6, 
3 และ 3 DPI คาเฉลี่ยของระดับเชื้อในกระแสเลือด 0.081+1.54, 0.21+0.63 และ 0.312+0.47% 
ตามลําดับ และในวนัที ่ 9, 9 และ 12 DPI ตรวจพบคาเฉลี่ยของระดับเชื้อในกระแสเลือดสูงสดุ 
58.6+26.84, 58.5+13.5 และ 58.3+28.0% ตามลําดบั  ดังรูปที ่4.4 และตารางที ่ผ1 (ภาคผนวก ก 
หนา 87) ไกกลุมอาย ุ20 วนั เร่ิมตรวจพบเชื้อไดในวันที่ 6 DPI พรอมกันทุกกลุมยอย โดยไกที่ไดรับ
เชื้อปริมาณ 10, 103  และ 106 infected rbc คาเฉลี่ยของระดับเชื้อในกระแสเลือด 0.021+0.042, 
0.33+0.66 และ 0.812+1.13% ตามลําดับ และในวนัที่ 12, 9 และ 18 DPI พบคาเฉลี่ยของระดับ
เชื้อในกระแสเลือดสูงที่สุด 7.71+10.96, 40.8+27.57 และ 38.87+40.89% ตามลําดับ ดังรูปที ่4.5 
และ ตารางที ่ผ2 (ภาคผนวก ก หนา 88)  

ไกทั้งกลุมอาย ุ10 และ 20 วนั ทกุกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ หลังจากที่ระดบัเชื้อข้ึนสูงสุด 
ไกสวนหนึง่ตาย ไกที่รอดชีวติระดับเชื้อคอยๆลดต่ําลงไมพบจนกระทัง่ตรวจไมพบในที่สุด เมื่อส้ินสดุ
การทดลอง (รูปที่ 4.6) สําหรับไกกลุมอาย ุ30 วัน ตรวจไมพบเชื้อในไกทุกตวัทกุกลุมยอย ตลอดการ
ทดลอง  (ตารางที่ ผ3 ภาคผนวก ก หนา 89) 

 

 
รูปที่ 4.4    คาเฉลี่ยของระดบัเชื้อในกระแสเลือดในไกเนือ้ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที ่1-4  
                 ที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc 

และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วนั             
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รูปที่ 4.5      คาเฉลี่ยของระดับเชื้อในกระแสเลือดในไกเนื้อ คละเพศ อายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4  
                  ทีไ่ดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc 
                  และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 

 
ผลการศึกษาความสัมพันธของระดับของเชื้อที่พบในกระแสเลือดของไกอายุ 10, 20 และ 

30 วัน กลุมยอยที่ 2-4 ซึ่งไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103  และ 106 infected rbc พบวาคาเฉลี่ยของระดับ
เชื้อในกระแสเลือดในไกอาย ุ 10 วัน peak ขึ้นสูงกวาไกอายุ 20 วัน ทุกกลุมยอยทีไ่ดรับเชื้อปริมาณ
เดียวกนั ระดับของเชื้อที่ข้ึนสูงมีความสอดคลองกัน ยกเวนในกลุมยอยที่ 4 ซึ่งไดรับเชื้อ 106 
infected rbc พบวาระดับเชื้อในกระแสเลือดขึ้นลงเปน 2 peak คลายกนั เวนแต peak ที่ขึ้นสูง
แตกตางกนั (รูปที่ 4.6) 
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ก.

 

ข.

 
ค.

 
รูปที่ 4.6     ความสมัพนัธของระดับเชื้อในกระแสเลือดในไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 และ 20 วัน ทีไ่ดรับ     

เชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือด  และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
                                ก. กลุมยอยที ่2 ไกไดรับเชื้อปริมาณ 10  infected rbc 
                                ข. กลุมยอยที ่3 ไกไดรับเชื้อปริมาณ 103  infected rbc 
                                ค. กลุมยอยที ่4 ไกไดรับเชื้อปริมาณ 106 infected rbc 
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4.2.2 ภาวะโลหิตจาง 
ผลการตรวจหาคา PCV และประเมินภาวะโลหิตจางของไกทดลองอายุ 10 วัน 

ปรากฏวาในวนัที่ 12 หลังจากไดรับเชื้อ พบภาวะโลหติจางในไกกลุมยอยที ่2-4 ที่ไดรับเชื้อ 10, 103 
และ 106 infected rbc มีคาเฉลี่ย PCV 21.33+3.88, 24.16+6.53 และ 22.83+4.91% ตามลําดับ 
และคาเฉลี่ย PCV ของไกทั้ง 3 กลุมยอยคอยๆสูงขึ้นเปนลําดับ จนกระทั่งอยูในเกณฑปกติในวนัที ่
27 หลังจากทีไ่ดรับเชื้อ ซึ่งแตกตางอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05) กับไกควบคุมกลุมยอยที ่1 ที่ไมไดรับ
เชื้อ คาเฉลี่ย PCV อยูในเกณฑปกติ ไมพบภาวะโลหิตจาง ยกเวนในวันที่ 24 และ 27 ของการ
ทดลองที่มีคาเฉลี่ย PCV 24.15+3.15% ซึ่งเปนคาเริ่มตนทีป่ระเมินวาไกอยูในภาวะโลหิตจาง 
สําหรับไกที่ไดรับเชื้อ 103  และ  106  พบวาในวนัที่ 18 และ 15 ของการทดลอง มีคาเฉลี่ย  PCV 
25.16+2.75% ซึ่งเปนคาปกติ  ดังรูปที่ 4.7 และตารางที ่ผ7 (ภาคผนวก ก หนา 93)  

ไกเนื้ออาย ุ 20 วัน กลุมยอยที่ 2-4 ซึ่งไดรับเชื้อ 10, 103 และ 106 infected rbc 
ตรวจพบภาวะโลหิตจางในวันที่ 12 เชนกนั  คาเฉลี่ย PCV 23.45+3.83, 22.30+4.89 และ 
23.71+3.66% ตามลําดับ ไกกลุมยอยทีไ่ดรับเชื้อ 106 infected rbc คาเฉลี่ย PCV ลดต่ําลงเรื่อยๆ
จนกระทั่งสิน้สุดการทดลอง ในขณะที่ไกทีรั่บเชื้อ 103 infected rbc คาเฉลี่ย PCV ในวนัที ่ 15 และ 
18 อยูในเกณฑปกต ิสวนไกที่รับเชื้อ 10 infected rbc คาเฉลี่ย PCV ในวนัที ่15, 18 และ 30 อยูใน
เกณฑปกติ ภาวะโลหิตจางของไกที่ไดรับเชื้อทุกกลุมยอยแตกตางอยางมีนยัสําคัญ (P<0.05) กับไก
ควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ ดังรูปที่ 4.8 และตารางที ่ผ8 (ภาคผนวก ก หนา 94) 

ไกเนื้ออาย ุ 30 วัน ที่ไดรับเชือ้ 10, 103 และ 106 infected rbc ตรวจไมพบเชื้อใน
กระแสเลือดของไกทุกตวัตลอดการทดลอง คาเฉลี่ย PCV อยูในเกณฑปกติ เวนแตไกกลุมยอยที่
ไดรับเชื้อ 103 infected rbc ระหวางวันที ่24-30 มีคาเฉลี่ย PCV 23.0+1.75% ซึ่งต่าํกวาคาปกต ิดัง
รูปที่ 4.9 ตารางที ่ผ9 (ภาคผนวก ก หนา 95) 

ผลจากตารางที่ 4.3 พบวาอตัราการพบภาวะโลหิตจางในไกอาย ุ10 วนั ไกควบคุม
กลุมยอยที่ 1 ที่ไมไดรับเชื้อที่มีภาวะโลหติจาง  50% ซึ่งไมแตกตางกับไกกลุมยอยที ่2-4 ที่ไดรับเชื้อ
ปริมาณ 10 และ 103 ที่มีภาวะโลหิตจาง 60% และ 70% ตามลําดับ สาํหรับไกกลุมยอยที่ 4 ที่ไดรับ
เชื้อ ปริมาณ 106 infected rbc มีภาวะโลหิตจางเพยีง 30% ซึ่งนอยกวากลุมอ่ืน เนื่องจากไกที่ติด
เชื้อสวนใหญมีระดับเชื้อในกระแสเลือดสูง ไกจาํนวนมากตายอยางรวดเร็วกอนที่มกีารเปลี่ยนแปลง
ของคา PCV  สําหรับไกอายุ 20 วัน ที่ไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103 และ 106 infected rbc พบภาวะ
โลหิตจางสูง 90%, 60% และ 80% ตามลาํดับ แตกตางอยางมีนยัสําคัญ (p<0.05) กับกลุมควบคุม
ที่ไมไดรับเชื้อซ่ึงมีภาวะโลหติจางเพียง 10% สวนไกอาย ุ30 วัน ที่ไดรับการฉีดเชื้อแตตรวจไมพบเชื้อ
ในกระแสเลือดตลอดการทดลอง พบวากลุมยอยที ่ 2-4 มีภาวะโลหติจาง 10%, 80% และ 40% 
ตามลําดับ และไกควบคุมกลุมยอยที่ไมไดรับเชื้อมีภาวะโลหิตจาง 20% โดยไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 
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103 และ 106 infected rbc มีภาวะโลหติจางแตกตางอยางมีนยัสําคัญ (p<0.05) กับกลุมควบคุม
และกลุมที่ไดรับเชื้อ 10 infected rbc  

 
ตารางที่ 4.2   รอยละของไกเนื้อ คละเพศ ที่มีภาวะโลหิตจาง (คา PCV ต่ํากวา 24%) ในกลุมอาย ุ

10, 20 และ 30 วัน (กลุมอายุละ 40 ตัว) กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ                   
P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 infected rbc และ
ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกนันาน 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 

 

  ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
 

 
รูปที่ 4.7    คาเฉลี่ย PCV ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
               P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc  
             และติดตามผลทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
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รูปที่ 4.8    คาเฉลี่ย PCV ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ      

P.gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc  
                 และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
 

 
รูปที่ 4.9    คาเฉลี่ย PCV ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 30 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ  
                P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc  
              และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 

 



 46

4.4 การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวธิี  IFA 
4.4.1   การทดสอบหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI และ PI sera  
  การหาความเขมขนของ NI และ PI sera ที่เจือจางในอตัราสวน 1/5, 1/25, 1/125, 

1/625, 1/3125, 1/15625 และ 1/78125 โดยทําการทดสอบกับสไลดแอนติเจน และใช FITC ที่เจือ
จาง 1/100 ผลปรากฏวาตรวจพบการเรืองแสงของเชื้อ P. gallinaceum ในเม็ดเลอืดแดงระยะตางๆ
บนสไลดแอนติเจน ลักษณะของการทดสอบดวยวิธ ีIFAที่ใหผลบวกตอการติดเชื้อแสดงในรูปที่ 4.10
  สําหรับการใช NI sera จํานวน 10 ตัวอยางในการทดสอบ พบวา end point ที่
ใหผลบวกมีความเขมขนตั้งแต 1/5 ถึง 1/125 สวน PI sera จํานวน 26 ตัวอยางทีน่ํามาทดสอบ ให
ผลบวกที่ความเขมขนระหวาง 1/5 ถึง 1/78125 โดย end point ทีใ่หผลบวกมีความเขมขนตั้งแต 
1/625 ถึง 1/78125 (รูปที่ 4.11) 

  ดังนัน้ความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera ในการนาํมาใชเพื่อประเมนิการ
ทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไกทดลอง ดวยวิธ ี IFA คือ 1/625 ซึ่ง
เปนคาที่สูงกวาผลของการเรืองแสงทีพ่บใน NI sera ที่ใชทดสอบทกุตัวอยาง ที่มีความเขมขนไมนอย
กวา 1/125 ฉะนั้นความเขมขนที่เหมาะสมของ NI sera ที่นาํมาใชควบคุมการทดลองสําหรบัการ
ทดสอบและประเมินผลลบตอการติดเชื้อในการศึกษาครัง้นี ้ คือ 1/625 สวนความเขมขนของ PI 
sera ที่นํามาทดสอบและใหผลบวกในการเรืองแสงตอเชื้อมีคาต่ํากวาความเขมขนของ NI sera มาก 
โดย PI sera ที่ใหผลบวกตอการติดเชื้อตํ่าที่สุด หรือมี end point ของความเขมขนที่ใชทดสอบและ
ใหผลบวกตอการติดเชื้อ ต่ําที่สุด คือ 1/625  

gametocyte

schizont

Nucleus of rbc

Non-infected

 
รูปที่ 4.10  ผลบวกตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวธิี  IFA จากการเรืองแสง

ของเชื้อระยะตางๆที่อยูในเม็ดเลือดแดงบนสไลดแอนติเจน  



 47

 
รูปที่ 4.11  ผลการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera แสดง end point ของ

ความเขมขนทีใ่ชทดสอบและใหผลบวกตอเชื้อ P. gallinaceum บนสไลดแอนติเจน           
 
4.4.2  การทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ FITC 

  ผลการหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ FITC ที่เจือจางในอัตราสวน 1/10, 1/100, 
1/1000, 1/10000 และ 1/100000 โดยทดสอบกับ PI sera จํานวน 26 ตัวอยาง และ NI sera 
จํานวน 10 ตัวอยาง ทีม่ีความเขมขน 1/625 บนสไลดแอนติเจน ปรากฏวาความเขมขนของ FITC 
1/10 และ 1/100 ใหผลบวกตอการติดเชือ้ P. gallinaceum ใน PI sera 100% (26/26) ความเขม
ของการเรืองแสงตอเชื้อชัดเจนใกลเคียงกนั สวนความเขมขนของ FITC 1/1000 ใหผลบวกตอการ
ติดเชื้อใน PI sera 15.38% (4/26) และความเขมขนของ FITC 1/10000 และ 1/100000 ทุก
ตัวอยางของ PI sera ใหผลลบทั้งหมด สําหรับ NI sera ที่นาํมาทดสอบทั้ง 10 ตัวอยาง ใหผลลบตอ
การทดสอบทกุความเขมขนของ FITC ที่ใช  

ดังนัน้ความเขมขนที่เหมาะสมของ FITC ที่นาํมาใชในการทดสอบดวยวิธี IFA ในไก
ทดลองที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ทุกกลุม คือ 1/100  
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4.4.3   การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA ในซีร่ัมไก
ทดลองกลุมอายุ 10, 20 และ 30 วัน 
  ผลการทดสอบดวยวิธ ีIFA ในไกทดลองทัง้ 3 กลุมอาย ุที่ไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103 
และ 106 infected rbc ซีร่ัมไกทดลอง NI และ PI sera ที่ใชมีความเขมขน 1/625 และ FITC 1/100 
พบวาซีร่ัมของไกอายุ 10 วัน หลังจากที่ไดรับเชื้อ 3 วัน ทุกกลุมยอยใหผลบวกตอการทดสอบ 10% 
เทากัน และตัง้แตวันที่ 9 หลังจากไดรับเชื้อจนกระทั่งสิน้สุดการทดลอง ซีร่ัมของไกทุกกลุมยอยที ่ 2-
4 ทุกตวัใหผลบวกตอการทดสอบ (100%) ซีร่ัมของไกติดเชื้อที่รอดชีวิตมีระดับแอนติบอดีสูงสุด 
1/15625 ในวนัสิ้นสุดการทดลอง ในขณะที่ซีร่ัมไกควบคุมกลุมยอยที ่ 1 ซึ่งไมไดรับเชื้อ พบวาใหผล
ลบตอการทดสอบ ยกเวนในวนัที ่  15 และ 30 ใหผลบวกตอการทดสอบ 20 และ 10% ที่ระดับ
แอนติบอดี 1/625 และ 1/625 ตามลําดับ (รูปที่ 4.12) 

ผลการทดสอบซีร่ัมของไกอายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 2-4 ซึ่งไดรับเชื้อ 10, 103 และ 
106 infected rbc พบวาใหผลบวกตอการทดสอบเปนครั้งแรก 20%, 10% และ 30% ในวันที่ 3, 6 
และ 3 หลังจากที่ไดรับเชื้อ ตามลําดับ และซีร่ัมของไกทกุกลุมยอยทกุตัว (100%) ใหผลบวกตอการ
ทดสอบ ในวนัที่ 9 หลงัจากที่ไดรับเชื้อและจนกระทัง่สิน้สุดการทดลอง ซีร่ัมของไกติดเชื้อที่รอดชีวิต
มีระดับแอนติบอดีสูงสุด 1/15625 ในวนัสิ้นสุดการทดลอง สวนซร่ัีมของไกควบคุม 5-30% ให
ผลบวกตอการทดสอบ ตั้งแตวันที ่6 ของการทดลอง (รูปที่ 4.13) 

ในไกอาย ุ30 วัน ซึ่งตรวจไมพบเชื้อตลอดการทดลอง ปรากฏวาในวนัที่ 6 หลังจาก
ไดรับเชื้อ ซีร่ัมของไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 10, 103 และ 106 และกลุมยอยที่ใชควบคมุการทดลอง  ให
ผลบวกตอการทดสอบ 20, 30 และ10% ตามลําดับ ซึง่ตลอดระยะการทดลองพบวาซีร่ัมของกลุม
ยอยที่ไดรับเชือ้ใหผลบวกตอการทดสอบ 30-85%   และไมสม่ําเสมอ  โดยระดับแอนติบอดีมี
อัตราสวนไมเกิน 1/3125 สําหรับซีร่ัมไกกลุมควบคุม พบวาใหผลบวกตอการทดสอบ 10-30% ระดับ
แอนติบอดี 1/625 ตลอดการทดลอง (รูปที่ 4.14)  
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รูปที่ 4.12  รอยละของซีร่ัมที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ี   IFA ในไกเนื้อ อายุ 10 วัน กลุม

ยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 
infected rbc และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วนั  

 

 

รูปที่ 4.13  รอยละของซีร่ัมที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ี   IFA ในไกเนื้อ อายุ 20 วัน กลุม
ยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 
infected rbc และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วนั 
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รูปที่ 4.14  รอยละของซีร่ัมที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ี   IFA ในไกเนื้อ อายุ 30 วัน กลุม

ยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อ P. gallinaceum ฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 
infected rbc และติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วนั 

 
4.4.4  การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA ในซีร่ัมไกจาก

ภาคสนามในแหลงที่มีการระบาดของโรค 
การตรวจซีร่ัมไกภาคสนาม จํานวน 67 ตัวอยาง ที่ใชซีร่ัมเจือจาง 1/25 ถึง 1/15625 

และ FITC 1/100 ผลที่ไดนาํมาประเมนิเปรียบเทียบกับ NI และ PI sera ที่เจือจาง 1/625 ผลปรากฏ
วาซีร่ัมไกภาคสนามใหผลบวกตอการทดสอบ 94.03% (63/67) โดยซีร่ัมไกฟารม TC ใหผลบวกตอ
การทดสอบ 85.7% (30/34) และฟารม SS ใหผลบวกตอการทดสอบ 100% (33/33) ดังตารางที่ 
4.3 

 
4.4.5  การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวธิี IFA ในซีร่ัมไกที่ติด

เชื้ออ่ืนๆ  
  การทดสอบดวยวธิี IFA เพือ่ศึกษาปฏิกิริยาขามของเชือ้ P. gallinaceum กับซีร่ัม
ไกที่มีการติดเชื้อบิด E. tenella จํานวน 18 ตัวอยาง เชือ้ไวรัส Newcastle จํานวน 10 ตัวอยาง และ
เชื้อ L. sabrazesi รวมกบัหนอนพยาธ ิ จํานวน 4 ตัวอยาง ผลปรากฏวาซีร่ัมไกที่ติดเชื้อดังกลาว
ทั้งหมดใหผลลบตอการทดสอบ แสดงวาแอนติเจนของเชื้อมาลาเรียไมมีปฏิกิริยาขามกับเชื้อทัง้ 3 
ดังตารางที่ 4.3 
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4.4 การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี ELISA 
4.5.1    การเตรียมแอนติเจน  

การเตรียมแอนติเจนของเชือ้ P. gallinaceum จาก whole blood ที่ตรวจพบเชือ้ใน
กระแสเลือดสูง 80% และแยกชั้นของเม็ดเลือดดวยวิธี ficoll-hypaque discontinuous gradients ที่
มีความหนาแนนของสาร Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 ตามลําดบั (รูปที่ 4.15ก) 
ตามวิธกีารในขอ 3.3.2 ผลปรากฏวาหลังจากการปน เม็ดเลือดถกูแยกเปน 3 ชั้น สังเกตเหน็ได
ชัดเจน คือ (1) ชั้นที่อยูระหวางพลาสมา และ Ficoll-paque 1.077 (2) ชั้นที่อยูระหวาง Histopaque 
1.119 และ Ficoll-paque 1.077 และ (3) ชั้นตะกอนทีก่นหลอด หลงัจากดูดชัน้ของเม็ดเลือดแตละ
ชั้นใสแยกหลอดนํามาปนลาง ศึกษาตะกอนจากฟลมเลือดบางยอมสียิมซา 10% พบวาตะกอนของ
ชั้นเม็ดเลือดทัง้ 3 ชั้น มเีชือ้ P. gallinaceum ในเม็ดเลือดแดงเจือปน  โดยในชัน้ที่อยูระหวางพ
ลาสมา และ Ficoll-paque พบวามีเม็ดเลือดขาว และเชื้อระยะ gametocytes เพศเมียที่อยูในเม็ด
เลือดแดง และเชื้อเพศผูที ่ exflagellate ออกมาจาํนวนมาก (รูปที่ 4.16ก) ในชัน้ที่อยูระหวาง 
Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 พบวามีเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อระยะ trophozoites 
จํานวนนอย schizonts จํานวนมาก  และ  gametocytes จํานวนนอย  (รูปที่ 4.16ข) ชั้นตะกอนที่
กนหลอด พบวามีเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อระยะ trophozoites และเม็ดเลือดแดงปกติที่ไมติดเชื้อ
จํานวนมาก (รูปที่ 4.16ค)  

ผลจากการนาํตะกอนแตละชั้น ทั้ง 3 ชั้น ทําใหเม็ดเลือดแดงแตกดวยวิธ ีFreeze-thaw 
และแยกเชื้อดวยวธิี ficoll-hypaque discontinuous gradients คร้ังที่ 2 และปนลาง ทาํฟลมบาง
ยอมสีเชนเดิม ตรวจหาเชื้อและศึกษาลักษณะ ปรากฏวาพบเชื้อไดสูงสุดจากตะกอนเม็ดเลือดแดง
ชั้นที่อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 เชื้อระยะ merozoites จํานวนมาก
แตกออกจากเม็ดเลือดแดงและอยูเปนอิสระ พบ schizonts ที่เกาะติดอยูกับนวิเคลยีสของเม็ดเลอืด
แดงเปนจาํนวนมากเชนกนั และมีเชื้อระยะ gametocyte ปนอยูเล็กนอย ซึ่งแตกตางอยางชัดเจนกับ
ลักษณะของเชื้อในเม็ดเลือดแดงกอนการเตรียมแอนติเจน (รูปที่ 4.17 ก และ ข) ตะกอนเม็ดเลอืด
จากชัน้อื่นนั้น พบวามีเชื้อจํานวนนอยมาก  

crude Pg antigen ที่เตรียมไดจากเม็ดเลือดทั้ง 3 ชั้น เมื่อนําไปหาปริมาณโปรตีนโดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของการหาปริมาณโปรตีนจาก BSA พบวา crude Pg antigen ที่
เตรียมจากตะกอนเม็ดเลือดแดงของชั้นเมด็เลือดที่อยูระหวางพลาสมา และ Ficoll-paque 1.077  
ชั้นที่อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 และชัน้ตะกอนทีก่นหลอด มีปริมาณ
โปรตีน 8.15, 6.96 และ 9.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สาํหรับโปรตีนแอนติเจนที่นาํไปใช
เพื่อการทดสอบหาแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ตลอดการศึกษาครั้งนี้เลือกใช crude Pg 
antigen ที่เตรียมจากจากตะกอนของชั้นที่อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 
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เนื่องจากชัน้นีต้รวจพบเชื้อไดสูงสุดและมีการปนเปอนของนวิเคลียสของเม็ดเลือดแดงและเซลลเม็ด
เลือดแดงปกตินอยที่สุด (รูปที่ 4.17ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ก

(a) whole blood

(b) Fp-1.077

(c) H-1.119

 
ข

พลาสมา
(1)

(2)
Fp-1.077

H-1.119

(3)
 

รูปที่ 4.15 การแยกเชื้อ P. gallinaceum  ออกจากเม็ดเลือดขาวโดยวิธ ี  Ficoll-paque 
discontinuous gradients (ก) การเตรียมเลือด และ Histopaque กอนการปนแยกชัน้ 
(a) whole blood  (b) Ficoll-paque (Fp) density 1.077 (c) Histopaque (H) 
density 1.119 (ข) การแยกชั้นของเลือดหลังจากปนที ่2,057xg (1) เม็ดเลือดชั้นทีอ่ยู
ระหวางพลาสมา และ Ficoll-paque 1.077 (2) เม็ดเลือดชั้นที่อยูระหวาง 
Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 และ (3) ตะกอนเม็ดเลอืดที่กนหลอด 
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(1)
(2)
(3)
(4)

(5)

(6)
 

ค  

รูปที่ 4.16  แสดงเชื้อ P. gallinaceum infected rbc ที่ทาํฟลมบางและยอมดวยสยีมิซา 10% จาก
ตะกอนเม็ดเลอืดที่แยกไดดวยการปนวิธี ficoll-paque discontinuous gradients  
ก. เม็ดเลือดขาวและเม็ดเลือดแดงติดเชื้อระยะ gametocytes จากชัน้ที่อยูระหวาง 

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

อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 1.077 (4) 
ค. เม็ดเลือดแดงติดเชื้อระยะ trophozoites และเม็ดเลือดแดงที่ไมติดเชื้อจากชัน้

ตะกอนที่กนหลอด (6) 
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รูปที่ 4.17 ฟลมเลือดบางยอมสียิมซา 10%  

ก. เลือดที่มีระดับเชื้อ P. gallinaceum 80%  
ข. ตะกอนเม็ดเลอืดแดงจากชัน้ที่อยูระหวาง Histopaque 1.119 และ Ficoll-paque 

1.077 และเม็ดเลือดแดงถูกทําใหแตกดวยวิธ ีFreeze-thaw  
G = gametocytes M = free merozoites N = นวิเคลียสของเม็ดเลือดแดง S = 
schizonts SN = schizonts ที่เกาะติดนวิเคลียสของเม็ดเลือดแดง  T = Trophozoites   
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4.5.2   การทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ crude Pg antigen 
  ในการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ crude Pg antigen ดวยวิธ ี ELISA 

ใช crude Pg antigen เจือจาง 1/100, 1/400, 1/1600, 1/6400 และ 1/25600  NI sera จํานวน 3 
ตัวอยาง และ PI sera จํานวน 3 ตัวอยาง เจือจาง 1/100  peroxidase conjugated 1/30000 และ
วัดคา OD ของปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นที่ Absorbance 405 นาโนเมตร ผลปรากฏวาคาเฉลี่ย OD ของ NI 
sera ที่วัดไดอยูระหวาง 0.026–0.118 ขณะที่คาเฉลีย่ OD ของ PI sera อยูระหวาง 0.376-0.612 
ซึ่งคาเฉลี่ยสงูกวา 0.4 และชวงระหวางคาเฉลี่ย OD ของ NI และ PI sera หางกนั 3-6 เทา ทุกความ
เขมขนของ crude Pg antigen ที่ใชทดสอบ ดังนัน้ความเขมขนทีเ่หมาะสมของ crude Pg antigen 
อยูระหวาง 1/100-1/1600  สําหรับการทดลองครั้งนี้ไดเลือก crude Pg antigen 1/400 เปนความ
เขมขนที่เหมาะสมสําหรับนาํไปใชทดสอบตลอดการศึกษา (รูปที่ 4.18 และตารางที่ ผ21 ภาคผนวก 
ก หนา 107) 

 

 
รูปที่ 4.18 คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ในการหาความเขมขนที่เหมาะสมของ 

crude Pg antigen อัตราสวน 1/100, 1/400, 1/1600, 1/6400 และ 1/25600 โดยใช  
NI sera (     ) 3 ตัวอยาง และ PI sera (     ) 3 ตัวอยาง เจือจางในอัตราสวน 1/100 
peroxidase conjugated 1/30000  
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4.5.3    การทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NI และ PI sera 
  ผลการทดสอบดวยวิธ ีELISA เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของ 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 พบวาคาเฉลี่ย OD ของ NI sera ทีว่ัดไดอยูระหวาง 
0.022–0.338 โดย OD ที่วดัไดจากการทดสอบกับ NI sera 1/10 มีคาเฉลี่ย 0.338 สวน NI sera ที่
ความเขมขนอื่นมีคาเฉลีย่ OD ต่ํามาก (รูปที่ 4.19 และตารางที ่ ผ22 ภาคผนวก ก หนา 107) 
สําหรับคาเฉลีย่ OD ของ PI sera อยูระหวาง 0.102-0.7.3 โดย OD ของ PI sera 1/100 เทานั้นที่มี
คาเฉลี่ยหางกนั 6 เทา และคาที่วัดไดสูงกวา 0.4 การทดลองครั้งนี้ไดเลือกใช NI และ PI sera 1/100 
เปนความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับนําไปใชทดสอบ ELISA ตลอดการศึกษา  

 

รูปที่ 4.19  คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบดวยวิธ ีELISA ในการหาความเขมขนทีเ่หมาะสมของ NI  
(     ) 3 ตัวอยาง และ PI sera (      ) 3 ตัวอยาง อัตราสวน 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 การทดสอบหาคา cut off ของการทดสอบดวยวิธ ีELISA 
ในการศึกษาคา cut off จากผลการทดสอบดวยวิธ ี ELISA โดยใช crude Pg 

antigen 1/400 NI และ PI sera 1/100 ใช peroxidase conjugated 1/30000 เมื่ออานคาที่
Absorbance   405 นาโนเมตร และคา cut off ประเมินจากคาเฉลีย่ OD ของ NI sera รวมกบั 4 
เทาของคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่คาํนวณไดจากการทดสอบแอนตบิอดีตอเชื้อ P. gallinaceum 
มีคาเทากับ 0.0953+4(0.053) ผลปรากฏวาไดคา cut off เทากับ 0.307 (รูปที่ 4.20) 

 

 
รูปที่ 4.20  คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบดวยวิธ ีELISA ในการประเมินคา cut off ของการทดลอง 

ใช NI 10 ตัวอยาง และ PI sera 26 ตัวอยาง ในอัตราสวน 1/100 crude Pg antigen 
1/400 peroxidase conjugated 1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโน
เมตร 

 
4.5.5 การทดสอบระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี ELISA 
 4.5.5.1 การทดสอบหาระดบัแอนติบอดีตอการติดเชื้อในซีร่ัมของไกทดลอง 3 กลุม

อายุ  
  ผลการทดสอบดวยวิธ ี ELISA เพื่อหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ         

P. gallinaceum ในซร่ัีมของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10, 20 และ 30 วนั กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชือ้ฉีด
เขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 infected rbc โดยใช crude Pg antigen 1/400 (ความ
เขมขน 17.4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ซีร่ัมไกทดลอง PI และ NI sera 1/100 และ peroxidase 
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conjugated 1/30000 อานคา Absorbance ที่ 405 นาโนเมตร พบวาไกอาย ุ 10 วนั ทุกกลุมยอย
หลังจากไดรับเชื้อ 10, 103 และ 106 infected rbc เปนเวลา 9 วัน ซีร่ัมใหผลบวกตอการทดสอบ  60, 
10  และ  20% (ตารางที ่ 4.3) คาเฉลีย่ OD 0.410+0.152, 0.386+0.114 และ 0.308+0.196 
ตามลําดับ ในวันที่ 12 หลังจากไดรับเชื้อ และคาเฉลี่ย OD พบไดสูงสุดในวันที่ 15 โดยคาเฉลี่ย OD 
ของซีร่ัมไกที่ไดรับเชื้อ 10 และ 103 infected rbc สูงกวาคา cut off ตลอดการทดลอง ในขณะที่
คาเฉลี่ย OD ของซีร่ัมไกที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc มีคาใกลเคียงหรือตํ่ากวาคา cut off ตั้งแต
วันที่ 18 ของการทดลองเปนตนไป  (รูปที่ 4.21 ตารางที ่ผ14 ภาคผนวก ก หนา 100)  รอยละของ
ซีร่ัมไกอายุ 10 วัน กลุมยอยตางๆที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธี ELISA แสดงในรูปที่ 4.24 ใน
วันที่ 12 ของการทดลอง ซีร่ัมของไกทุกกลุมใหผลบวก 70% และวันที ่15 ใหผลบวก 100% จนเกือบ
ตลอดการทดลอง ในขณะทีซ่ีร่ัมของไกควบคุมที่ไมไดรับเชื้อใหผลลบคาเฉลี่ย OD ต่ํากวาคา cut off 
ตลอดการทดลอง ยกเวนในวันที่ 6 และ 15 ซีร่ัมไกควบคุมบางตัว (40%) มีคา OD สูง 0.371-0.441 

  ในไกอาย ุ 20 วนั กลุมยอยที ่ 2-4 ไดรับเชื้อปริมาณ 10, 103 และ 106  
infected rbc ซีร่ัมใหผลบวกตอการทดสอบ 40, 40 และ 50% (ตารางที่ 4.3) คาเฉลี่ย OD 
0.334+0.128, 0.344+0.136 และ 0.419+0.254 ตามลําดับ ในวนัที ่9 หลังจากไดรับเชื้อ โดยซีร่ัม
ของไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 10 infected rbc ใหผลบวกตอการทดสอบ 100% ในวนัที ่ 15, 24 และ 
30 ยกเวนในวนัที ่18 และ 27 คาเฉลี่ย OD ต่ํากวาคา cut off ของการทดสอบเล็กนอย สวนซีร่ัมของ
ไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 103 infected rbc มีคาเฉลี่ย OD ต่ํากวา แตใหผลบวกตอการทดสอบสงูสุด 
80% ในวนัที่ 15, 18, 24 และ 30 ยกเวนในวนัที่ 21 และ 27 คาเฉลี่ย OD ต่ํากวาคา cut off สําหรับ
ซีร่ัมของไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc นั้นคาเฉลี่ย OD สวนใหญต่ํากวาคา cut off 
ยกเวนวนัที่ 9, 24 และ 30 หลังจากไดรับเชื้อ รอยละของซีร่ัมไกติดเชื้อที่ใหผลบวกตอการทดสอบ
แสดงในรูปที ่ 4.25 สําหรับที่ซีร่ัมไกควบคมุทีไมไดรับเชื้อใหผลลบตอการทดสอบ คาเฉลี่ย OD ต่ํา
กวาคา cut off ตลอดการทดลอง ยกเวนในวนัที่ 30 ซีร่ัมไกควบคุมบางตัว (20%) มีคา OD  0.432-
0.516 (รูปที่ 4.22 ตารางที่ ผ15 ภาคผนวก ก หนา 101)  
   ไกอาย ุ 30 วัน ไกกลุมยอยที ่ 2-4 ที่ไดรับเชื้อแตตรวจไมพบเชื้อในกระแส
เลือดตลอดการทดลอง ซีร่ัมใหผลบวกนอยและมีความแปรปรวนมากกวาไกอายุ 10 และ 20 วัน 
ยกเวนไกกลุมยอยที่ไดรับเชือ้ 106 infected rbc ใหผลบวกตอการทดสอบสูงสุด 82% ในวันที่ 30 
หลังจากไดรับเชื้อ และมีคาเฉลี่ย OD 0.396+0.121 ไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 10 และ 103 infected 
rbc ใหผลบวกสูง 42.85% เทากนั ในวันที่ 30 และ 24 คาเฉลี่ย OD 0.305+0.186 และ 
0.308+0.259 ตามลําดับ สําหรับซีร่ัมของไกควบคุมที่ไมไดรับเชื้อคา OD เฉลี่ย ต่ํากวา cut off 
ตลอดการทดลอง (รูปที่ 4.23, รูปที่ 4.26 และตารางที่ ผ16 ภาคผนวก ก หนา 102) 
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รูปที่ 4.21    คาเฉลี่ย OD จากผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum   ดวยวิธ ีELISA  

ในซีร่ัมของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือด
ปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
โดยใชซีร่ัมเจือจาง 1/100  crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร  

 
รูปที่ 4.22    คาเฉลี่ย OD จากผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum   ดวยวธิี ELISA    
                  ในซีร่ัมของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 20 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือด

ปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทกุ 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
โดยใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 crude Pg antigen 1/400  peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร                   
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รูปที่ 4.23    คาเฉลี่ย OD จากผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum  ดวยวิธ ีELISA  

ในซีร่ัมของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 30 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือด
ปริมาณ 0, 10, 103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกันนาน 30 วัน 
โดยใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร 

  

 
รูปที่ 4.24   รอยละของไกทดลองที่ซีร่ัมใหผลบวกตอเชือ้ P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวิธี 
ELISA ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 
103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกนันาน 30 วัน  
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รูปที่ 4.25   รอยละของไกทดลองที่ซีร่ัมใหผลบวกตอเชือ้ P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวิธี 
ELISA ของไกเนื้อคละเพศ อาย ุ 20 วัน กลุมยอยที ่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 
103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกนันาน 30 วัน 
 

 
รูปที่ 4.26   รอยละของไกทดลองที่ซีร่ัมใหผลบวกตอเชือ้ P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวิธี 
ELISA ของไกเนื้อ คละเพศ อายุ 30 วัน กลุมยอยที่ 1-4 ที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 
103  และ 106 infected rbc ติดตามผลทุก 3 วัน ติดตอกนันาน 30 วัน 
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การทดสอบหารอยละของซร่ัีมอางอิงของไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum (PI) 
จํานวน 26 ตัวอยาง และซีร่ัมอางองิที่ไมตดิเชื้อ (NI) ตอ crude Pg antigen ดวยวธิี ELISA แสดงใน
รูปที่ 4.27 โดยใชซีร่ัมอางองิ 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 1/30000 
และอานคา Absorbance ที่ 405 นาโนเมตร ผลปรากฏวาซีร่ัมอางองิของไกที่ติดเชื้อใหผลบวกตอ
การทดสอบ 96.15% (25/26) คา OD อยูระหวาง 0.334-0.874 (0.523+0.13) ซีร่ัมอางอิงของไกที่
ติดเชื้อเพียง 1 ตัวอยาง (3.85%) ที่พบวามีคา OD 0.287 ซึ่งนอยกวาคา cut off อาจเนื่องจากทํา
การเก็บซีร่ัมเร็วเกนิไป (วันที่ 3 หลังการฉีดเชื้อเขาทางผิวหนงั ซึง่ยงัไมสามารถตรวจไมพบเชื้อใน
กระแสเลือด) สําหรับซีร่ัมอางอิงที่ไมติดเชื้อ ทุกตัวอยางใหผลลบตอการทดสอบ มคีา OD 0.048-
0.225  

 

 
รูปที่ 4.27  รอยละของซีร่ัมอางอิงของไกที่ติดเชื้อ (PI) และไมติดเชื้อ P. gallinaceum (NI) ที่ใหผล

บวกตอ crude Pg antigen ในการทดสอบดวยวิธ ี ELISA โดยใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 
แอนติเจน 1/400 peroxidase conjugated 1/30000 และอานคา Absorbance ที่ 405 
นาโนเมตร    

  
 
 
 



 63

4.5.5.2 การทดสอบระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P.gallinaceum ในซีร่ัมไกภาคสนาม 
   ผลการทดสอบซีร่ัมไกภาคสนาม จํานวน 67 ตัวอยาง ดวยวธิี  ELISA โดย
ใชซีร่ัมตัวอยาง 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 1/30000 และอานคา
absorbance ที่ 405 นาโนเมตร พบวาซีร่ัมตัวอยางทีใ่หผลบวกตอการทดสอบ 55.22% (37/67) 
โดยซีร่ัมไกไขฟารม TC ใหผลบวกตอการทดสอบ 26.47% (9/34) ซีร่ัมไกไขฟารม SS ใหผลบวกตอ
การทดสอบ 84.85% (28/33) ในขณะทีผ่ลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนเพื่อหาเชือ้จากฟลมเลอืด
บางของตวัอยางเลือดไกทั้ง 2 ฟารม พบวาตรวจพบเชื้อ P.gallinaceum ระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดง
รวมทัง้สิ้น 52.24% (35/67) ตัวอยาง จากไกในฟารม TC และฟารม SS 32.4% (11/34) และ 
72.7% (24/33) ตามลําดับ (รูปที่ 4.28)  
    

 

รูปที่ 4.28   แสดงการกระจายของผลการตรวจหาเชื้อ P. gallinaceum จากไกภาคสนาม 2 ฟารม
จํานวน 67 ตัวอยาง ฟารม TC จํานวน 34 ตัวอยาง  และฟารม SS จํานวน 33 
ตัวอยาง โดยการตรวจหาเชื้อจากฟลมเลอืดบางทีย่อมสียิมซา 10% และการตรวจหา
ระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ีELISA ใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 crude 
Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 1/30000 และอานคา  
absorbance ที่ 405 นาโนเมตร 

 
 



 64

 4.5.5.3 การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P.gallinaceum ในซีร่ัมไกติดเชื้อ
อ่ืนๆเพื่อศึกษาปฏิกิริยาขาม 
   ผลการใชซีร่ัมไกที่ติดเชื้ออ่ืนนอกเหนือจาก P. gallinaceum  จํานวนรวม 
32 ตัวอยาง คอื ซีร่ัมไกที่ติดเชื้อบิด E. tenella จํานวน 18 ตัวอยาง เชือ้ไวรัส Newcastle จํานวน 10 
ตัวอยาง และเชื้อ L. sabrazesi รวมกบัและหนอนพยาธหิลายชนดิ จํานวน 4 ตัวอยาง นาํมา
ทดสอบดวยวธิี  ELISA โดยใช  ซีร่ัม 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร ปรากฏวาซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ E. tenella  และ
เชื้อไวรัส Newcastle ไมทําปฏิกิริยาขามกับ P. gallinaceum โดยใหผลลบตอการทดสอบทุก
ตัวอยาง ในขณะที่ซีร่ัมไกทีต่ิดเชื้อ L. sabrazesi รวมกับหนอนพยาธิหลายชนิด ทําปฏิกิริยาขาม
โดยใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ีELISA ทุกตวัอยาง (รูปที่ 4.29) 
 

 
รูปที่ 4.29  คาเฉลี่ย OD ของซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ E. tenella Newcastle และ L. sabrazesi จํานวน 

32 ตัวอยางตามลําดับ ทีน่าํมาทดสอบปฏิกิริยาขามตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี 
ELISA ใชซีร่ัมเจือจาง 1/100 crude Pg antigen 1/400 peroxidase conjugated 
1/30000 และอานคา absorbance ที่ 405 นาโนเมตร 

 
4.5.6  การเปรียบเทยีบผลของการตรวจหาเชื้อ P. gallinaceum จากเลือดดวย

กลองจุลทรรศน และ การทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อดวยวธิี IFA กับวิธ ีELISA  
   จากตารางที่ 4.3 เปนการเปรียบเทียบผลจากตรวจหาเชื้อโดยตรงจากฟลม
เลือดบางที่ยอมสียิมซา 10% โดยใชกลองจุลทรรศนแสงสวาง และผลจากการทดสอบหาระดบั
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แอนติบอดีดวยวิธ ี IFA และ ELISA ปรากฏวาในไกทดลองกลุมอาย ุ 10 และ 20 วัน ทุกตวัในกลุม
ยอยที่ไดรับเชือ้ P. gallinaceum ปริมาณ 10, 103 และ 106 infected rbc ตรวจพบเชื้อในกระแส
เลือดและใหผลบวกตอการทดสอบดวยวธิี IFA 100% (ตารางที่ 4.3) ซึง่ใหผลสูงกวาการตรวจดวย
วิธี ELISA ในขณะที่ไกทดลองกลุมอาย ุ 30 วัน ที่ไดรับเชื้อแตตรวจไมพบเชื้อในกระแสเลือด ให
ผลบวกตอการทดสอบดวยวิธี IFA และ ELISA 30-50% ในซีร่ัมอางอิงของไกที่ติดเชื้อ ตรวจพบเชื้อ
ในกระแสเลือด 50% พบวาการตรวจดวยวิธ ี ELISA ใหผลสูงกวา (96.15%) และ IFA ใหผลสูงสุด 
(100%) สําหรับ   ซีร่ัมอางอิงของไกที่ไมติดเชื้อ (NI)  ซีร่ัมที่ติดเชือ้ E. tenella และ Newcastle 
ใหผลลบตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ทุกวธิีที่ใชทดสอบไมแตกตางกนั สวนซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ         
L. sabrazesi ใหผลบวกแสดงถึงการมีปฏิกิริยาขามกบั P. gallinaceum ในการทดสอบดวยวิธ ี
ELISA แตไมพบปฏิกิริยาขามในการทดสอบดวย IFA และจากการวนิจิฉัยยืนยันดวยกลอง
จุลทรรศนแสงสวางตรวจพบเฉพาะ L. sabrazesi เทานั้น   

ผลการตรวจตวัอยางภาคสนามจากฟารมไก 2 ฟารมที่มีประวัตกิารระบาด
ของโรคมาลาเรีย การตรวจหาเชื้อในกระแสเลือด และการทดสอบหาระดับแอนติบอดีดวยวิธ ี IFA 
และ ELISA ปรากฏวาวิธ ี IFA ใหผลบวกตอการทดสอบสูงสุด (85.7-100%) สวนการตรวจหาเชื้อ
โดยตรงจากฟลมเลือดบาง และการทดสอบระดับแอนติบอดีดวยวธิี ELISA ใหผลใกลเคียงกัน      
(ตารางที่ 4.3) 

การวิเคราะหและประเมินผลการทดสอบทางซีร่ัมวิทยาดวยวธิี IFA และ 
ELISA จากซร่ัีมไกที่ติดเชื้อ (PI) และไมติดเชื้อ P. gallinaceum (NI) คํานวณหาคา Sensitivity, 
Specificity, Accuracy, Predictive value positive test และ Predictive value negative test ของ
การทดสอบ โดยเปรียบเทยีบกับการตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดเปนเกณฑ ผลปรากฏวาการทดสอบ
ดวยวิธี IFA มี Sensitivity 96.15%, Specificity 100%, Accuracy 100%, Predictive value 
positive test 100% และ Predictive value negative test 90.91% สวนวธิี ELISA มี Sensitivity 
100%, Specificity 100%, Accuracy 100%, Predictive value positive test 100% และ 
Predictive value negative test 100% 

ขณะที่การวิเคราะหและประเมินผลการทดสอบทางซีร่ัมวทิยาดวยวิธ ีIFA และ 
ELISA จากซร่ัีมไกทดลองทัง่ 3 กลุมอายทุี่ไดรับเชื้อ ปริมาณ 10, 103 และ 106 infected rbc เมื่อ 
คํานวณหาคา Sensitivity, Specificity, Accuracy, Predictive value positive test และ Predictive 
value negative test ของการทดสอบครั้งนี้ พบวาการทดสอบดวยวิธี IFA มี Sensitivity 56.45%, 
Specificity 100%, Accuracy 59.7%, Predictive value positive test 100% และ Predictive value 
negative test 15.6% สวนวิธ ี 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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จากผลการวิเคราะหหาความไวและความจําเพาะของการทดสอบหาระดับ
แอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในไกดวยวิธี ELISA และ IFA แสดงใหเหน็ไดวาวิธีทัง้สอง
ใหผลทีน่าพอใจ และเหมาะสําหรับนํามาใชในการตรวจวินิจฉยัการติดเชื้อมาลาเรียในไก แมวาเชื้อ
ในกระแสเลือดลดต่ํามากและจนกระทัง่ตรวจไมพบเชื้อตลอดการทดลอง สําหรับการวนิิจฉัยการติด
เชื้อมาลาเรียในไกโดยการตรวจหาเชื้อจากฟลมเลือดบางยอมสียิมซาโดยตรง พบวามีความ
เหมาะสมดีเชนกนั เวนแตใชเวลาในการตรวจวินิจฉยัคอนขางชา  

 
ตารางที่ 4.3 การเปรียบเทียบผลของการตรวจหาเชือ้ P. gallinaceum จากฟลมเลือดบางทีย่อม

สียิมซา 10% และการทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อดวยวิธ ีIFA กับวิธ ีELISA  
 

ตัวอยางซีร่ัม จํานวน % ไกที่ใหผลบวก  
  ฟลมเลือดบางยอมสี (%) IFA (%) ELISA (%) 

ไกอายุ 10 วันที่ไดรับเชื้อ Pg 
-10 infected rbc 
-103 infected rbc 
-106 infected rbc 
ไกอายุ 20 วันที่ไดรับเชื้อ Pg 
-10 infected rbc 
-103 infected rbc 
-106 infected rbc 
ไกอายุ 30 วันที่ไดรับเชื้อ 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 

ซีร่ัมอางอิงที่ติดเชื้อ Pg (PI) 26 50 100 96.15 
ซีร่ัมอางอิงที่ไมติดเชื้อ 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 
ซีร่ัมไกฟารมที่พบ 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 ที่มีความจาํเพาะตอแอนติบอดี
จากซีรั่มไกติดเชื้อดวยวธิ ีWestern blot analysis 

4.6.1  การแยกโปรตีนแอนติเจนโดยวิธี SDS-PAGE 
     ผลการแยกโปรตีนแอนติเจนของ crude Pg antigen และโปรตีนของเม็ดเลือดแดงไก

ปกติ ดวยวิธ ี SDS-PAGE และยอมดวยสี Coomassie Brilliant Blue เมื่อนํามาศึกษาเปรียบเทียบ
ระยะทางการเคลื่อนที่กับโปรตีนมาตรฐาน ผลปรากฏวาพบแถบโปรตีนของ crude Pg antigen 
จํานวน 18 แถบ ที่สามารถสังเกตเหน็ไดชัดเจน 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  สวนแถบ
โปรตีนของเมด็เลือดแดงไกปกติ 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 และแถบโปรตีนของเม็ดเลือดแดงไกปกติ 
พบวาแถบโปรตีนที่มนี้ําหนักโมเลกุล 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 ปรากฏเฉพาะในโปรตีนของเมด็เลือดแดงไกปกติ (รูปที่ 4.30  และตารางที ่4.4) 

 
A B C

 
(ก) (ข)  
รูปที่ 4.30  แถบโปรตีนของ crude Pg antigen และเม็ดเลือดแดงไกปกติ ทาํการแยกโดยวิธ ี 
               SDS-PAGE  (ก) แถบโปรตีนในเจลที่ยอมดวยสี Coomassie Brilliant Blue 

                              (ข)  ไดอะแกรมแสดงแถบโปรตีน 
                   A = Protein marker   B = เม็ดเลือดแดงไกปกติ  C = crude Pg antigen 
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 4.6.2    การทดสอบดวยวิธ ีWestern blot analysis 
  การทดสอบแถบโปรตีนของ crude Pg antigen ในเจลที่แยกไดโดยวิธ ี SDS-

PAGE และนํามา blot ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสดวยวิธี Western blot และทดสอบกับซีร่ัมที่เจอื
จางในอัตราสวน 1/100 โดยซีร่ัมดังกลาวคัดเลือกจากตวัอยางซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum ที่
ใหผลบวกสงูตอการตรวจสอบหาแอนติบอดีดวยวิธี IFA และ ELISA ในระดับความเขมขน 
1/156225-1/78125 ซึ่งจําแนกไดเปน 3 ประเภทตามลกัษณะการติดเชื้อ คือ ซีร่ัมอางอิงของไกทีต่ิด
เชื้อ ซีร่ัมไกทดลอง (ไกเนือ้ที่ไดรับการฉีดเชื้อเขาเสนเลือด) และซีร่ัมไกที่ติดเชื้อในภาคสนาม ผล
ปรากฏวาตรวจพบจํานวนแถบโปรตีนทีม่คีวามจาํเพาะตอซีร่ัมแตกตางกนัไป สําหรับแถบโปรตีนที่
พบวามีปฏิกิริยาตอการทดสอบมีน้ําหนักโมเลกุล 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) โดยพบวามีเพยีง 6 แถบ
โปรตีนเทานัน้ที่ซีร่ัมของไกทัง้ 3 ประเภทใหผลบวกตอการทดสอบตรงกัน คือแถบโปรตีนที่มนี้ําหนัก
โมเลกุล 106.6, 101.1, 53.7, 48.7, 41 และ 37.7 สวนซีร่ัมไกปกติที่นาํมาทดสอบ พบวามีแถบ
โปรตีนจํานวน 4 แถบที่แตกตาง มีน้าํหนักโมเลกุล 119, 112.2, 46.7 และ 45.7 kDa ขณะที่แถบ
โปรตีนที่มีความจําเพาะตอซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ E. tenella พบได 2 แถบน้ําหนักโมเลกุล 119 และ 112.2 
kDa แถบโปรตีนที่มีความจาํเพาะตอซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ 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
ตอซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ           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 ฉะนัน้จากการทดสอบนี้พบวาแถบ
โปรตีนที่มีความจําเพาะของแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum มีน้าํหนักโมเลกุล  106.6, 
101.1, 53.7, 48.7, 41 และ 37.7 kDa ซึ่งแตกตางแถบโปรตีนทีพ่บจากการติดเชื้ออ่ืนๆ (รูปที่ 4.31 
และรูปที่ 4.32) 
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รูปที่ 4.31 แถบโปรตีนแอนติเจนของ crude Pg antigen ที่ใหผลบวกตอการทดสอบกับซีร่ัมไกดวยวิธี  Western blot   

              A = Protein Marker 
              B = ซีร่ัมอางอิงไมติดเชื้อ (NI) 
           C-F = ซีร่ัมอางอิงติดเชื้อ Pg (PI) 
           G-I  = ซีร่ัมไกทดลองที่ฉีดเชื้อ Pg 

J-L = ซีร่ัมไกติดเชื้อ Pg ในแหลงระบาด 
  M = ซีร่ัมไกติดเชื้อ E. tenella  
  N = ซีร่ัมไกติดเชื้อ Newcastle  
  O = ซีร่ัมไกติดเชื้อ L. sabrazesi   

 

 
รูปที่ 4.32  ไดอะแกรมแสดงแถบโปรตีนแอนติเจนของ crude Pg antigen ที่ใหผลบวกตอการทดสอบกับซีร่ัมไก

ดวยวิธี  Western blot  
              A = Protein Marker 
              B = ซีร่ัมอางอิงไมติดเชื้อ (NI) 
           C-F = ซีร่ัมอางอิงติดเชื้อ Pg (PI) 
           G-I  = ซีร่ัมไกทดลองที่ฉีดเชื้อ Pg 

J-L = ซีร่ัมไกติดเชื้อ Pg ในแหลงระบาด 
  M = ซีร่ัมไกติดเชื้อ E. tenella  
  N = ซีร่ัมไกติดเชื้อ Newcastle  
  O = ซีร่ัมไกติดเชื้อ L. sabrazesi   
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ตารางที่  4.4  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแอนติเจนของเชื้อ P. gallinaceum และเม็ดเลือดแดงปกติของไกที่
ทดสอบดวยวิธี SDS-PAGE และดวยวิธี Western blot analysis ที่มีความจําเพาะตอแอนติบอดีในซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ  
นํ้าหนักโมเลกุล  SDS-PAGE ซีร่ัมท่ีนํามาทดสอบดวยวิธี 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 วิจารณและขอเสนอแนะ 
 
สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาการติดเชื้อ อัตราการตาย ภาวะโลหิตจาง และการตรวจหาระดับแอนติบอดีในไก
ที่ติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธ ี IFA, ELISA และโปรตีนแอนติเจนของเชื้อที่มคีวามจาํเพาะตอ
แอนติบอดีดวยวิธ ีWestern blot analysis ในไกเนื้อ คละเพศ พนัธุ Arbor acres จํานวน 120 ตัว  3 
กลุมอาย ุคือ 10, 20 และ 30 วัน กลุมละ 40 ตัว แตละกลุมแบงออกเปน 4 กลุมยอย กลุมยอยละ 
10 ตัว ไดรับการฉีดเชื้อเขาเสนเลือดปริมาณ 0, 10, 103 และ 106 infected rbc ตามลําดับ ติดตาม
ผลทุก 3 วัน ติดตอกันเปนเวลานาน 30 วัน ปรากฏวาไกกลุมอาย ุ10 และ 20 วัน กลุมยอยที่ไดรับ
เชื้อทุกกลุมมกีารติดเชื้อ 100% ไกอายุ 10 วันที่ติดเชื้อ อัตราการตาย 73.33% สูงกวาไกอายุ 20 วัน 
ซึ่งมีอัตราการตาย 40.0% ภาวะโลหิตจางของไกทัง้ 2 กลุมอายุคลายคลึงกนั ปรากฏชัดในวนัที่ 12 
ถึงวนัที่ 24 หลังจากไดรับเชื้อ คาเฉลีย่ PCV สวนใหญต่ํากวา 24% ไกกลุมควบคมุอาย ุ10 และ 20 
วัน ไมพบเชื้อตลอดการทดลอง อัตราการตายอยูในเกณฑปกติ และไมปรากฏภาวะโลหิตจาง ไก
อายุ 30 วัน ทุกกลุมยอยไมมีการติดเชื้อในกระแสเลือด คาเฉลี่ย PCV อยูในเกณฑปกต ิ ไกในกลุม
ควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อมีการตายเกิดขึ้น 10-20% ใกลเคียงกัน 

การทดสอบหาระดับแอนติบอดีในไกที่ตดิเชื้อ P. gallinaceum ดวยวิธี IFA สไลดแอนติเจน
ที่ใชในการทดสอบเตรียมจากเลือดที่มีระดบัเชื้อในกระแสเลือดสูง 80% ผลการทดสอบหามาตรฐาน
ของการทดลองจาก checkerboard titration ของซีร่ัมอางอิงที่ติดเชือ้ จํานวน 26 ตัวอยาง และไม
ติดเชื้อ จํานวน 10 ตัวอยาง โดยใชซีร่ัมที่ระดับความเขมขน 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  พบวาซร่ัีม
อางอิง และ FITC มี optimum dilution ที่ 1/625 และ 1/100 ตามลําดับ ในการทดสอบหาระดับ
แอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum จากซีร่ัมของไกทดลอง อาย ุ 10, 20 และ 30 วัน กลุม
ยอยตางๆที่ไดรับเชื้อฉีดเขาทางเสนเลือดและกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อทุกตัวอยาง ซีร่ัมไกไขใน
ฟารมที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย และซีร่ัมของไกที่ตดิเชื้ออ่ืนๆ  ผลปรากฏวาซีร่ัมของไกอาย ุ10 
และ 20 วนั ทุกกลุมยอยใหผลบวกตอการทดสอบ 100% ระดับของแอนติบอดีทีใ่หผลบวกตอการ
ทดสอบ 1/625–1/15625 ตั้งแตวันที่ 9 หลังจากที่ไดรับเชื้อ จนกระทัง่สิ้นสุดการทดลอง สอดคลอง
กับผลการตรวจพบเชื้อในกระแสเลือด สําหรับไกอาย ุ30 วนั ซึง่ตรวจไมพบเชื้อในไกทุกกลุมยอย แต
ซีร่ัมของกลุมที่ไดรับเชื้อใหผลบวกตอการทดสอบ 30-85% ระดับแอนติบอดีไมเกนิ 1/3125 สวนไก
กลุมควบคุมทัง้ 3 กลุม พบวาซีร่ัมใหผลบวกตอการทดสอบ 10-30% ระดับแอนติบอดีต่ํา 1/625 
ตลอดการทดลอง ผลการตรวจไกภาคสนามจากแหลงที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย 67 ตัวอยาง 
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ที่ตรวจพบเชื้อในกระแสเลือด 52.24% พบวาใหผลบวกตอการทดสอบดวยวิธ ี IFA สูงถงึ 94.03 % 
และการทดสอบกับซีร่ัมไกทีต่ิดเชื้ออ่ืน พบวาไมมีปฏิกริิยาขามตอเชือ้ Leucocytozoon sabrazesi 
(0/4),  Eimeria tenella (0/18) และ เชื้อไวรัส Newcastle (0/10)  

การวิเคราะหและประเมินผลการทดสอบดวยวธิี IFA ของซีร่ัมไกอางอิง (PI) และซีร่ัมไก
ทดลองอายุ 10, 20 และ 30 วัน ทกุกลุมยอยที่ไดรับการฉีดเชื้อปริมาณตางๆ โดยเปรียบเทยีบกบั
การตรวจหาเชื้อโดยตรงจากฟลมเลือดบางที่ยอมสี พบวาดัชนีชีว้ดัของการทดสอบซีร่ัมอางองิดวย
วิธี IFA มี Sensitivity 96.15%, Specificity 100%, Accuracy 100%, Predictive value positive 
test 100%, และ Predictive value negative test 90.91% ในขณะที่ผลการทดสอบดวยวิธ ี IFA 
ของซีร่ัมไกทดลองทุกกลุมอายุ ที่ไดรับปริมาณเชื้อตางๆนั้น ดัชนีชีว้ัดของการทดสอบดวยวิธ ี IFA ม ี
Sensitivity 56.45%, Specificity 100%, Accuracy 59.7%, Predictive value positive test 100% 
และ Predictive value negative test 15.6%  

ในการทดสอบหาระดับแอนติบอดีในไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum ดวยวธิี ELISA แอนติเจน
ที่ใชในการทดลองเปน crude Pg antigen เตรียมจากการปนแยกเชื้อดวยวิธ ี Ficoll-hypaque 
discontinuous gradients ที่แรงเหวี่ยง 2,057xg ซ้ํา 2 คร้ัง การทดสอบหามาตรฐานของการทดลอง
ดวยวิธ ี ELISA จาก checkerboard titration ของ crude Pg antigen 1/100, 1/400, 1/1600, 
1/6400 และ 1/25600  ซีร่ัมอางองิที่ติดเชื้อ จํานวน 3 ตัวอยาง และไมติดเชื้อ จํานวน 3 ตัวอยาง 
เจือจาง 1/10, 1/100, 1/1000 และ 1/10000 และ peroxidase conjugated 1/30000 วัดคา 
Absorbance ที่ 405 นาโนเมตร ผลปรากฏวา optimum dilution ของ crude Pg antigen มี
อัตราสวน 1/100-1/1600 ในการศึกษาครั้งนี้เลือกใช 1/400 (ความเขมขนของโปรตีน 17.4 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) optimum dilution ของ ซีร่ัมอางอิง 1/100 และคา cut off ที ่OD 0.307  

ผลการใชวิธี ELISA ทดสอบหาระดับแอนติบอดีตอการติดเชื้อ P. gallinaceum ในซีร่ัมของ
ไกทดลอง อายุ 10, 20 และ 30 วัน กลุมยอยตางๆที่ไดรับเชื้อฉีดเขาเสนเลือดและกลุมควบคมุที่
ไมไดรับเชื้อทุกตัวอยาง ซีร่ัมไกไขในฟารมที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย 67 ตัวอยาง และซีร่ัมของ
ไกที่ติดเชื้ออ่ืนๆ ปรากฏวาซร่ัีมของไกอาย ุ10 และ 20 วัน ทกุกลุมยอยใหผลบวกตอการทดสอบ ไก
อายุ 10 วัน กลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 10 และ 103 infected rbc ซีร่ัมใหผลบวกตอการทดสอบ ตั้งแต
วันที่ 12 หลังจากไดรับเชื้อ จนกระทั่งสิน้สุดการทดลองคาเฉลี่ย OD 0.410 และ 0.386 ตามลําดับ  
สวนคาเฉลี่ย OD ของซีร่ัมไกที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc มีคาใกลเคียงหรือตํ่ากวาคา cut off 
ตั้งแตวันที่ 18 ของการทดลองเปนตนไป  ซีร่ัมของไกอาย ุ 20 วัน กลุมยอย 2-4 ที่ไดรับเชื้อปริมาณ 
10, 103 และ 106  infected rbc ใหผลบวกตอการทดสอบ ตั้งแตวันที ่9 หลังจากไดรับเชื้อ โดยกลุม
ยอยที่ไดรับเชือ้ 10 และ 103 infected rbc ใหผลบวกตอการทดสอบเกือบตลอดการทดลอง สําหรับ
ซีร่ัมของไกกลุมยอยที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc นั้นคาเฉลี่ย OD สวนใหญใหผลลบตอการทดสอบ 
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ยกเวนวนัที่ 9, 24 และ 30 หลังจากไดรับเชื้อ สวนซีร่ัมไกอายุ 30 วัน ที่ไดรับเชื้อใหผลลบตอการ
ทดสอบเกือบตลอดการทดลอง ผลการทดสอบซีร่ัมไกภาคสนามในแหลงทีม่กีารระบาดของโรค
มาลาเรีย ปรากฏวาใหผลบวกตอการทดสอบ 55.22% (37/67) ซึ่งมีอัตราใกลเคียงกับที่ตรวจพบ
เชื้อโดยตรงจากฟลมเลือดบางยอมสี 52.24% (35/67) สวนซีร่ัมของไกที่มกีารติดเชื้ออ่ืน พบวามี
ปฏิกิริยาขามตอเชื้อ Leucocytozoon sabrazesi (4/4)  แตไมมีปฏิกิริยาขามตอเชื้อบิด Eimeria 
tenella (0/18) และเชื้อไวรัส Newcastle (0/10)  

การวิเคราะหและประเมินผลการทดสอบดวยวธิี ELISA ของซีร่ัมอางอิง และซีร่ัมไกทดลอง
ทั้ง 3 กลุมอายุ ทกุกลุมยอยที่ไดรับการฉดีเชื้อ เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจหาเชือ้โดยตรงจากฟลม
เลือดบางที่ยอมสียิมซา พบวาดัชนีชี้วัดของการทดสอบซร่ัีมอางอิง มี Sensitivity 100%, Specificity 
100%, Accuracy 100%, Predictive value positive test 100% และ Predictive value negative 
test 100% แตกตางจากดัชนีชีว้ัดของการทดสอบของซีร่ัมไกทดลองที่ไดรับเชื้อที่ม ี Sensitivity 
78.37%, Specificity 83.33%, Accuracy 80.6%, Predictive value positive test 85.3% และ 
Predictive value negative test 75.75%  

เมื่อเปรียบเทยีบผลของดัชนีชี้วัดในการทดสอบดวยวิธ ี IFA และ ELISA จะเหน็ไดวาการ
ทดสอบที่ใชซร่ัีมอางอิงใหผลแตกตางจากการทดสอบทีใ่ชซีร่ัมจากไกทดลองทั้ง 3 อายุที่ไดรับเชื้อ
ปริมาณตางๆ ซีร่ัมไกกลุมอางอิงมีดัชนีชี้วัดของการทดสอบดวยวิธี ELISA สูงกวาวิธี IFA โดยเฉพาะ
อยางยิ่ง sensitivity และ Predictive value negative test ในขณะทีซ่ีร่ัมของไกทดลองนัน้ดัชนชีีว้ัด
ของการทดสอบดวยวิธ ี IFA มี Specificity และ Predictive value positive test สูงกวาวิธี ELISA 
แตมี Sensitivity, Accuracy และ Predictive value negative test ต่ํากวาการทดสอบดวยวิธ ี
ELISA มาก  

การศึกษาโปรตีนแอนติเจนของเชื้อที่มีความจําเพาะตอแอนติบอดีดวยวิธ ี Western blot 
analysis ใช crude Pg antigen นํามาแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE เปรียบเทยีบกับโปรตีนของ
เม็ดเลือดแดงไกปกต ิและยอมดวยส ีCoomassie Brilliant Blue ผลปรากฏวาโปรตีนของ crude Pg 
antigen และเม็ดเลือดแดงไกปกติถูกแยกออกเปน 18 และ 21 แถบ ตามลําดบั แถบโปรตีนที่
แตกตางกนัและพบไดเฉพาะใน crude Pg antigen มีน้ําหนกัโมเลกลุ 130.3, 106.6, 78.5, 42.6 
และ 39.3 kDa และแถบโปรตีนที่พบไดเฉพาะเม็ดเลือดแดงไกปกติ มีน้ําหนักโมเลกุล 205, 202, 
169.8, 112, 90.1, 86, 45.7 และ 34.1 kDa เมื่อใชแถบโปรตีนของ crude Pg antigen ที่ไดจากวิธ ี
SDS-PAGE นํามาทดสอบดวยวิธ ีWestern blot analysis โดยใชซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum 
ซึ่งใหผลบวกสงูตอการทดสอบหาแอนติบอดีดวยวิธ ีIFA และ ELISA (1/156225-1/78125) เจือจาง 
1/100 ผลปรากฏวาพบแถบโปรตีนที่มีความจาํเพาะตอซีร่ัมทุกตัวอยาง มนี้ําหนกัโมเลกุล 106.6, 
101.1, 53.7, 48.7, 41 และ 37.7 kDa สวนแถบโปรตีนแอนติเจนทีม่ีปฏิกิริยาขามพบไดใน ซีร่ัมไก
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ปกติ 4 แถบ ซีร่ัมไกที่ติดเชือ้  E. tenella 2 แถบ ซีร่ัมไกที่ติดเชื้อ Newcastle 9 แถบ  และซีร่ัมไกที่
ติดเชื้อ L. sabrazesi 13 แถบ  
 
วิจารณผลการทดลอง 

จากการศึกษาและทดลองครั้งนี้แสดงใหเหน็วาไกอายนุอยมีความไวตอการติดเชื้อมากกวา  
และระดับเชื้อในกระแสเลือดและอัตราการตายสูงกวาไกอายุมากกวาที่ติดเชื้อในปริมาณเทากนั ไก
อายุ 10 และ 20 วัน มโีอกาสตดิเชื้อและตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดได 100% เทากัน แตความไวตอ
เชื้อแตกตางกนั เนื่องจากไกอายุ 10 วัน มีน้าํหนักตวัเพียง 154 กรัม ขณะเริ่มตนการทดลอง จึงมี
อัตราการตายสูง 73.33% ซึ่งแตกตางอยางมนีัยสาํคัญกับ ไกอาย ุ 20 วัน ที่มนี้ําหนักตัว 320 กรัม 
อัตราการตาย 40.0% (p < 0.05) ทัง้นี้เนื่องจากไกซึ่งมีอายนุอย และน้าํหนกันอยนั้น มีความ
ตานทานต่ํา เชื้อมีโอกาสเขาสูเม็ดเลือดแดงไดงายกวา และสามารถแบงตัวภายในเม็ดเลือดแดงได
รวดเร็วกวาไกที่มีอายุมากหรือมีน้ําหนกัมาก ระดับเชื้อที่พบในกระแสเลือดจึงมีปริมาณมาก ทาํให
เม็ดเลือดแดงถูกทาํลายเปนจํานวนมาก ไกไมอาจสรางเม็ดเลือดแดงทดแทนไดทันจงึมีอัตราเสี่ยง
ตอการติดโรคและการตายสงู (Garnham, 1966) สวนไกกลุมอายุ 30 วัน ขณะเริ่มตนการทดลองมี
น้ําหนกัตัว 790 กรัม มีอัตราการตายใกลเคียงกันทั้งในกลุมควบคมุและกลุมที่ไดรับเชื้อ ทั้งที่ไม
ปรากฏเชื้อในกระแสเลือด การตายของไกกลุมนี้จึงนาจะเกิดจากสาเหตุอ่ืน โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ความเครียดทีอ่าจเกิดจากความไมเหมาะสมของกรงที่ใชเลี้ยงสัตวซึ่งมีพื้นที่คอนขางจํากัด 
เนื่องจากการทดลองครั้งนี้กรงที่ใชเลี้ยงไกมีขนาด 2.5 x 2.5 x 1 เมตร ซึ่งเทากับ 0.625 ตารางเมตร
ตอตัว ตามปกติอัตราสวนของพืน้ที่ดงักลาวนัน้ ควรเลีย้งไกเนื้ออาย ุ30 วัน ไดไมเกิน 8 ตัว เนื่องจาก
เปนระยะที่ไกมีเจริญเติบโตอยางรวดเร็วมากและมีความเครียดสูง (คูมือการเลี้ยงไก บริษัท สห
ฟารม จํากัด, 2543) นอกจากนี้สภาพของไกเนื้อที่เลี้ยงตามธรรมชาติควรมีพื้นเรียบและมีวัสดุรอง
พื้น ดังนัน้เมื่อนํามาเลี้ยงบนพื้นกรงตะแกรงลวดจงึมีผลตอการทรงตวั ไมสามารถเหยยีบพืน้ไดเต็มที่ 
จําเปนตองปรับตัวมาก การพักผอนของไกไมเพียงพอ เกดิความเครียดงาย และไวตอการติดเชื้ออ่ืน
รวม นอกจากนีก้ารตายของไกบางตัวอาจมีผลมาจากการทดลองโดยตรงที่มีการเจาะเลือดหลาย
คร้ัง (ทุก 3 วัน) สงผลใหไกเกิดความเครียดสูงมากยิ่งขึน้  

การทดลองครัง้นี้ไกเนื้อทกุกลุมใชเชื้อ P. gallinaceum ระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดงฉีดเชื้อ
เขาเสนเลือดดาํ ในไกอายุ 10 และ 20 วัน เชื้อมีระยะฟกตัว 3-27 วัน ซึง่เร็วกวาไกเนือ้ที่ไดรับการฉีด
เชื้อเขาทางผวิหนงั (ปยะนันท, 2542) เชื้อสามารถฟกตวัในไกอายุ 10 วันไดเร็วกวาในไกอาย ุ20 วัน 
โดยจะปรากฏในกระแสเลือดไดในเวลาทีเ่ร็วกวา และระดับของเชื้อในกระแสเลือดขึ้นสูงอยาง
รวดเร็ว ทาํใหไกตายเปนจํานวนมากอยางรวดเร็วกวามาก (Garnham, 1966)  
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การศึกษาครั้งนี้สอดคลองกบัหลายรายงาน (Garnham, 1966 ; El-Nahal, 1966 ; Soni 
and Cox, 1974 ;  ปยะนนัท, 2542 ; สุวรรณี, 2543b ) ที่พบวาระยะฟกตัว อัตราการติดเชื้อ ระดับ
เชื้อในกระแสเลือด และอัตราการตาย ผนัแปรตาม ขนาด อายุสัตว ปริมาณเชื้อที่ไดรับ และ route of 
infection ไกที่โตเต็มที่มักมีความตานทานตอเชื้อสูง มักไมรุนแรง โอกาสตายนอย ทัง้การติดเชื้อตาม
ธรรมชาติและในหองทดลอง (ทัศนยี และคณะ, 2538 ; ปยะนนัท, 2542 ; สุวรรณี, 2543b ; ดําเนนิ, 
2544 ; El-Nahal, 1966 ; Smyth, 1994) ไกที่ติดเชื้อโดยการฉีดเชื้อระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดงมี
ความไวตอเชือ้สูงกวาการติดเชื้อระยะ sporozoite ซึ่งเปนระยะติดตอโดยธรรมชาติจากยงุ (Soulby, 
1982) นอกจากนี้ไกสายพนัธุตางๆที่เลีย้งในอุตสาหกรรมมีความไวแตกตางกนัและมีความไวสูงกวา
ไกปา (Garnham, 1966) และเพศเมยีมีความไวตอการติดเชื้อสูงกวาเพศผู ซึง่ในการศึกษาครั้งนี้ไก
เนื้อที่ใช คละเพศ ผลการทดลองจึงอาจแตกตางจากการการทดลองทีใ่ชไกเพศใดเพศหนึง่ (Levine, 
1985)  

การทดลองครัง้นี้ไมไดศึกษาอาการของไกที่ติดเชื้อ เวนแตภาวะโลหิตจางซึง่เปนอาการหนึ่ง
ที่สําคัญและปรากฏบอย โดยพบวาไกเนื้ออายุ 10 วัน มภีาวะโลหิตจางนอยกวาไกอายุ 20 วัน ทั้งนี้
อาจเนื่องจากไกอายุ 10 วัน มีความตานทานนอย รางกายไมสามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ
มาลาเรียไดดี การติดเชื้อและระดับเชื้อข้ึนสูงอยางรวดเรว็ ไกแสดงอาการปวย และอัตราการตายสูง 
ในขณะที่ไกอายุ 20 วัน แมวาจะมีอัตราการติดเชื้อเทากนั แตระดับเชื้อในกระแสเลอืดต่ํากวา แสดง
อาการปวยนอยกวา และอตัราการตายต่าํกวา พบวาไกมีภาวะโลหติจางสงูจํานวนกวานั้น อาจ
เนื่องจากในระยะแรกรางกายของไกยังไมสามารถสรางเม็ดเลือดที่ถูกทําลายไดทนั อยางไรก็ตามจะ
เห็นไดวาระยะกอนสิน้สุดการทดลองนั้น คา PCV เร่ิมข้ึนสูงในระดับหนึ่ง เคยมีบางรายงานไดศึกษา
ภาวะโลหิตจางในไกเนื้อทัง้จากภาคสนามและจากการทดลองโดยประเมินจากคา PCV พบวาไก
เนื้อจากภาคสนามมีคา PCV 11.6% (ชัยศิริ และคณะ, 2539) และจากการทดลองไกเนื้อมีคา PCV 
15.0-24.0% (ดําเนนิ, 2544) 

ไกอายุ 10 วันบางตัว และไกอาย ุ20 วัน ทุกกลุมยอยทีรั่บเชื้อ P. gallinaceum เชื้อปรากฏ
อยูในกระแสเลือดและขึ้นสูงเปนระยะหนึง่ ตอมาระดับเชื้อลดต่ําลงเรือ่ยๆ และในระยะ 3-9 วัน กอน
ส้ินสุดการทดลอง ไกอาย ุ 10 วัน 26.67% (จํานวน 8/30 ตัว) และไกอายุ 20 วัน 60% (จํานวน 
18/30 ตัว) ตรวจพบเชื้อระดับตํ่ามากหรือตรวจไมพบ การที่ไกอายุ 20 วัน มีอัตรารอดสูง และระดับ
เชื้อลดต่ําหรือตรวจไมพบเชือ้ในกระแสเลอืดนั้น แสดงใหเห็นวาเมือ่ไกที่ไดรับเชื้อมีอายุมากขึน้มี
ความตานทานตอเชื้อสูง ทําใหรางกายสรางภูมิคุมกนัไดสูงในระดับหนึ่ง  ซึง่อาจเพยีงพอที่จะยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรยีไดแมวาจะไมสมบูรณก็ตาม บางรายงานกลาววาเชื้อจํานวนนอยๆ
ระยะที่อยูในเม็ดเลือดแดงสามารถกระตุนใหโฮสตสรางภูมิคุมกันที่เรียกวา premunition ได 
(Garnham, 1966) จากการศึกษาทดลองทางซีร่ัมวทิยา โดยใชวิธี IFA และ ELISA ทดสอบหาระดับ
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แอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ผลการทดสอบดวยวิธ ี IFA ปรากฏวาไกเนื้ออายุ 10 วันที่ไดรับ
การฉีดเชื้อ 10 103 และ 106 infected rbc นั้น ซีร่ัมของไกทุกตวัใหผลบวกตอการทดสอบ ตั้งแตวนัที ่
9 เปนตนไป เชนเดียวกับไกกลุมอาย ุ20 วัน ซึง่มีความสัมพันธกับการปรากฏของเชื้อในกระแสเลือด
ของไกทั้ง 2 กลุม ทุกตัว และมีความสัมพนัธกับภาวะเลอืดจางเชนกนั สําหรับไกอายุ 30 วัน ที่ไดรับ
เชื้อแตเชื้อไมปรากฏในกระแสเลือดนั้น การทดสอบใหผลบวกในระดับตํ่าและผันแปรสูง แตผลที่
ปรากฏสูงกวาไกกลุมควบคมุทุกกลุมอายุ การที่ระดับแอนติบอดีขึ้นสูงในไกกลุมอาย ุ10 และ 20 วัน 
ในขณะที่เชื้อปรากฏอยูนัน้ อาจเกิดขึ้นเนื่องจากภาวะ premunition ตามที่ไดกลาวมาขางตน ซึ่ง
ภาวะนี้มักพบไดในการติดเชื้อโปรโตซัว (Garnham, 1966) โดยระดับภูมิคุมจะขึ้นสูงในขณะที่เชื้อ
ปรากฏในสัตวระดับหนึง่ อยางไรก็ตามถาระดับภูมิคุมกันลดต่ําลง เชื้อในกระแสเลือดจะสามารถ
เพิ่มปริมาณสูงขึ้น จนกระทั่งเกนิความสามารถของรางกายที่จะตอตานหรือทาํลายเชื้อไดสูงพอ 
แมวาภูมิคุมกนัตอเชื้อที่ไกสรางขึ้นไดระดับหนึง่ และถาไมสูงพอเชื้อยังคงเพิ่มจํานวนไดมากและ
รวดเร็ว อาจเขาไปทําลายเม็ดเลือดแดงจนกระทั่งไกไมสามารถสรางเม็ดเลือดแดงไดทัน ดังนัน้ใน
การติดเชื้อบางอยางและบางขณะ ระดับแอนติบอดีที่เกิดขึ้นและตรวจพบจากการทดสอบดังเชน
การศึกษานี้ อาจเปนประโยชนเฉพาะในดานการตรวจวินิจฉยัเทานัน้ (Smith et al., 1961 ; 
Todorovic et al., 1968 ; Lykins et al., 1971)  สําหรับดัชนีชี้วัดทีป่ระเมินในครั้งนี้เปนการศึกษา
เฉพาะซีร่ัมไกกลุมอางอิงและไกทดลองที่ไดรับเชื้อโดยการฉีดเขาเสนเลือดดํานั้น ยังไมไดมีการ
ประเมินผลจากภาคสนามทีอ่าจมีการติดเชื้อชนิดเดียวหรือหลายชนิดรวม ซึ่งอาจพบปฏิกิริยาขาม
กับเชื้ออ่ืนๆทีย่ังไมไดทําการศึกษานอกเหนือจากเชื้อทัง้ 3 ชนิดที่ไดกลาวมาขางตน โดยที่ดัชนชีี้วัด
ของการทดสอบในไกทดลองดวยวิธ ีIFA นั้น แมวาม ีSpecificity สูง แต sensitivity และ accuracy 
คอนขางต่ําเมือ่เปรียบเทียบกับการทดสอบดวยวิธ ีELISA  

อยางไรก็ตามในการศึกษาเพื่อหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวยวธิี ELISA 
คร้ังนี ้แมวาผลการวิเคราะหดัชนีชีว้ัดของการทดสอบของซีร่ัมไกทดลองประเมนิวาใหผลที่ดีกวา IFA 
ทั้ง sensitivity, accuracy, และ predictive negative value test แตการทดลองครั้งนี้มีขอทีน่า
สังเกตุหลายประการโดยเฉพาะ crude Pg antigen ที่ใชในการทดสอบ ซึ่งมกีารปนเปอนของ
นิวเคลียสจํานวนหนึง่ แมผลของการทดสอบปรากฏเดนชดัและคอนขางดี ซึ่งจะเห็นไดจากการใชวธิี 
western blot analysis เมื่อนํามาทดสอบกับซีร่ัมของไกที่ติดเชื้อ P. gallinaceum สามารถตรวจพบ
แถบโปรตีนทีม่ีความจาํเพาะตอเชื้อได แตแอนติเจนที่เตรียมจาก crude Pg antigen อาจไมสมบูรณ
นัก เพราะวาหลังจากที่ทาํใหเชื้อแตกสลายดวย sonicator  เมื่อนาํสวนของ supernatant มาใชใน
การทดสอบนัน้ ผูทําวทิยานพินธไมไดทาํการศึกษาสวนของตะกอนวามีเชื้อคงอยูในตะกอนมากนอย
เพียงใด นอกจากนี้สารละลายที่ใชในการเตรียมแอนติเจนครั้งนี้เปนเพยีง PBS ที่ไมไดเติม tween-
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20 หรือสารละลายอืน่ซึ่งเปน detergent  ทีท่ําใหเซลลของเชื้อแตกสลายไดดียิ่งขึน้ ดังนั้นเชื้อสวน
หนึง่อาจถูกกาํจัดไปในข้ันตอนการเตรียมแอนติเจน  

ผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อ P. gallinaceum ดวย ELISA ของการศึกษาครั้งนี ้
พบวาไกอาย ุ10 วัน ที่ไดรับเชื้อ 10 และ103 infected rbc  ใหผลตอการทดสอบ ตัง้แตวันที ่12 จน
สิ้นสุดการทดลองคอนขางดี ในขณะที่ไดรับเชื้อ 106 infected rbc ระดับแอนติบอดีคอนขางต่ําและ
พบไดเพียงระยะสั้นๆ เชนเดียวกับไกอาย ุ 20 วนั ที่ระดับแอนติบอดีใหผลบวกตัง้แตวันที่ 9 และ
ตอเนื่อง ไกที่ไดรับเชื้อ 10 ใหผลบวกตลอดการทดลอง และกลุมที่ไดรับเชื้อ 103 infected rbc มี
เพียงบางระยะที่ใหผลลบ ในขณะที่ไกไดรับเชื้อ 106 infected rbc ระดับแอนติบอดีต่ํา ใหผลบวก
บางวันเทานัน้ สําหรับไกอายุ 30 วันที่ไดรับเชื้อ ใหผลลบตอการทดสอบ เชนเดียวกับไกกลุมควบคุม
ทุกกลุมอาย ุ

การทดสอบดวยวธิี IFA และ ELISA เพื่อตรวจสภาวะการติดเชื้อ P. gallinaceum ของไกมี
การศึกษานอยมาก สําหรบัการศึกษาอ่ืนๆมีในนกจากตางประเทศ แตการทดลองดังกลาว ไดใช
แอนติเจนที่เตรียมจาก P. falciparum ซึ่งเปน monoclonal antibody ที่มีความจําเพาะตอเชื้อสกุล 
พลาสโมเดียม ซึ่งไมจําเพาะ species (Graczyk et al., 1993 ; Graczyk et al., 1994) สําหรบั 
Western blot analysis ของเชื้อ P. gallinaceum ที่ทาํการศึกษาครั้งนี้มีแถบโปรตนีจํานวน 6 แถบ
โปรตีน ที่มีความจําเพาะตอ P. gallinaceum โดยไมมปีฏิกิริยาขามกับแอนติเจนของเม็ดเลือดแดง
ปกติ หรือไมมีปฏิกิริยาขามกับซีร่ัมของเชื้อชนิดอื่น ซึง่แถบโมเลกุลที่มีน้าํหนกัโมเลกุลดังกลาวนั้น
นาจะนาํมาศกึษา monoclonal antibody สําหรับการทาํชุดทดสอบเพื่อทาํการตรวจวินิจฉัยโรค
มาลาเรียไกในประเทศไทยตอไป แถบโปรตีนทีน่าสนใจที่สุดคือ 106.6, 101.1, 53.7, 48.7, 41 และ 
37.7 kDa เนื่องจากเปนแถบที่ใหปฏิกิริยาที่เดนชดั คาดวานาจะมีปริมาณของแอนติเจนและ
แอนติบอดีมากพอสําหรับเปนจุดเริ่มตนของการศึกษาในขั้นตอไป  
 
ขอเสนอแนะ  
 โรคมาลาเรียไกมีความแตกตางจากโรคมาลาเรียในคนหลายประการ โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
การเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองที่ยงัไมประสบผลสําเร็จ (ปยะนนัท, 2542) จึงจําเปนตองศึกษาในตัว
สัตวตลอดการทดลอง ซึง่มีปจจัยหลายประการเขามาเกี่ยวของโดยเฉพาะการผานเชื้อเพื่อใหเชื้อมี
ชีวิตรอด เปนอีกปจจัยหนึง่ที่ตองใหการเอาใจใสตลอดระยะเวลาการศึกษา ดังนั้นผูที่ศึกษาเกี่ยวกับ
เร่ืองมาลาเรียตองมีการวางแผนอยางดี ในการเตรียมการดูแลสัตว การศึกษาเกี่ยวกับตัวเชื้อ และยุง 
พาหะ เพื่อใหเชื้อไมมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธกุรรมและความรนุแรง จากประสบการณของผูทํา
วิทยานิพนธในระยะแรกไมมีประสบการณในการทํางาน หลักการวางแผน ทั้งในแงของ ไก ยุง และ
เชื้อมาลาเรีย จึงทาํใหประสบกับอุปสรรคและปญหาหลายครั้งของการทดลองยอย ดังนัน้ในกรณทีี่มี
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การศึกษาในอนาคต ผูประสงคที่จะทดลองเรื่องนี ้ ควรจะเตรียมตัวใหมากพอสมควรซึ่งขอที่ควรจะ
เสนอแนะมีดังตอไปนี้ 

1. การทดลองจะตองมีกรงและหองเลีย้งสัตวทดลองที่เหมาะสม และปลอดโรค 
2. ควรมีการวางแผนและทําการทดลองลวงหนากอนนาํเสนอโครงรางเพือ่ใหการทดลองมี

ขอบกพรองนอยที่สุด  
3. ควรศึกษาเกีย่วกับแอนติเจนที่ใชเพิม่เติมและควรทดสอบใหแนใจวาม ี validity ตอการ

ทดสอบที่ใช 
4. ควรศึกษา heterogenicity /polymorphism ของเชื้อซ่ึงอาจมีผลตออัตราการติดเชื้อ ภาวะ

โลหิตจาง และภาวะภูมิคุม 
5. การศึกษาและการทดสอบระดับแอนติบอดีเพื่อการวินิจฉยัควรเขาใจถงึหลักการของ 

sensitivity, specificity,  accuracy, predictive positive value และ predictive negative 
value ใหถองแท กอนที่จะนาํมาประยุกตใชในภาคสนาม โดยทดสอบ หลายๆครั้งจนกระทั่ง
แนใจวาใหผลดีอยางแทจริง 
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ประชุมวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร คร้ังที ่ 37 ระหวางวนัที่ 3–5 กุมภาพันธ 
หนา 445-452. 
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และ ศิระวัส เหมืองแกว. 2542b. ผลของการใชยาคลอโรควินรักษาโรคมาลาเรียในไกไข. 
การประชุมสัมมนาวิชาการสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ 23-25 มิถุนายน 2542. 

ปยนุช ประสิทธิรัตน. 2543. โรคมาลาเรียในไกเนื้อและไกไข. สถาบันสขุภาพสัตวแหงชาติ  
กรมปศุสัตว กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 53 หนา. 

มานพ มวงใหญ. 2540. พลาสโมเดียม เฮโมโปรเตียส และลิวโคไซโตซูน : วิทยาสัตว เซลลเดียวทาง
สัตวแพทย. หนา 174-191. 

วินัย จะแรบรัมย, อภิรมย เจริญไชย, มานวิกา ผลภาค และ รุงสุดา ผูกพัน. 2542. รายงานสัตวปวย 
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รังสรรค. 2539. ปรสิตในเลือดของนกปา 9 ชนิดในสวนสัตวเปดเขาเขยีว จังหวัดชลบุรี. 
วารสารสัตวปาเมืองไทย. 5(2) : 127-133. 
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ภาคผนวก ก 
 
 
   ตารางที ่ ผ 1  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนือ้อายุ 10 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 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  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 20 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ 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  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 30 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ 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  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ  

10 infected rbc ตามลาํดับ 
 

ไกเนื้อ 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  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ  
103 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 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  แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐานระดับเชื้อในกระแสเลือด (% Parasitemia) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ  
106 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 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   แสดงคาเฉลี่ยของคาเม็ดเลอืดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 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    แสดงคาเฉลี่ยของคาเม็ดเลอืดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 20 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 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   แสดงคาเฉลี่ยของคาเม็ดเลอืดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 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  แสดงคาเฉลีย่ของคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั  
           ของไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 

 
ไกเนื้อ 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    แสดงคาเฉลีย่ของคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั เมื่อไดรับเชื้อ  
  10 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 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 

 
 
 
 
 

97 



 

 
 
 
 
 
 
 

ตารางที่  ผ12  แสดงคาเฉลีย่ของคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั เมื่อไดรับเชื้อ  
103 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 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  แสดงคาเฉลีย่ของคาเม็ดเลือดแดงอัดแนน  (% Packed cell volume, PCV) ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วนั เมื่อไดรับเชื้อ 
106 infected rbc ตามลําดบั 

 
ไกเนื้อ 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     แสดงคาเฉลี่ย OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA  ของไกเนื้ออายุ 10 วัน เมือ่ไดรับเชื้อ 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    แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA  ของไกเนื้ออายุ 20 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 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    แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA  ของไกเนื้ออายุ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 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  แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน ในไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 
 

วันที่ไดรับเชื้อ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

ไกอายุ 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 

ไกอายุ 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 

ไกอายุ 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  แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ีELISA ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 10 infected rbc  
 

วันที่ไดรับเชื้อ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

ไกอายุ 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 

ไกอายุ 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 

ไกอายุ 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  แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 103 infected rbc  
 

วันที่ไดรับเชื้อ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

ไกอายุ 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 

ไกอายุ 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 

ไกอายุ 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  แสดงคาเฉลีย่ OD 405 นาโนเมตร จากการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ของไกเนื้ออายุ 10, 20 และ 30 วัน เมื่อไดรับเชื้อ 106 infected rbc 
 

วันที่ไดรับเชื้อ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

ไกอายุ 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 

ไกอายุ 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 

ไกอายุ 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 คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ 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 คาเฉลี่ย OD ของการทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของ 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   คาเฉลี่ย 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   คาเฉลี่ย 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 ใหได 7.4  ทําใหปราศจากเชื้อโดยการทาํ Autoclave  เก็บไวที่อุณหภูมิ 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 ใหได 9.6 ดวย 1N NaOH  เก็บไวที่อุณหภูมิ 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 
  เก็บไวในที่มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ABTS  solution 
  ABTS   15  มิลลิกรัม 
  น้ํากลัน่   1  มิลลิลิตร 
  เก็บไวในที่มืด 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 
  ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรอง ดวยกระดาษกรอง Whatman ขนาดรู 0.45 
ไมครอน เก็บใสขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
10% SDS 
  SDS    10  กรัม 
  น้ํากลัน่    100  มิลลิลิตร 
  เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
 
1.5 M Tris-HCl buffer, pH 8.8 : Running gel buffer  
  Tris    18.15  กรัม 
  น้ํากลัน่    50  มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 8.8 ดวย 1 M HCl  
เติมน้ํากลั่นใหครบ  100  มิลลิลิตร 

  เก็บในขวดสีชา เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
 
0.5 M Tris-HCl buffer, pH 6.8 : Stacking gel buffer 
  Tris    6.06  กรัม 

น้ํากลัน่    50  มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 6.8 ดวย 1 M HCl 

เติมน้ํากลั่นใหครบ  100  มิลลิลิตร 
  เก็บในขวดสีชา เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส  
 
TEMED 

 ซื้อจากบริษทั Bio-Rad    เกบ็ไวในตูเยน็ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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10% Ammonium persulfate 
 Ammonium persulfate  0.1  กรัม 
 น้ํากลัน่    1  มิลลิลิตร 

  เตรียมใหมทุกครั้ง 
 
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 

 เติมน้ํากลั่นใหครบ   10  มิลลิลิตร 
 แบงเก็บใสหลอดๆละ 1 มิลลิลิตร เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 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 



 113

  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 
กรองผานกระดาษกรอง 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 
กรองผานกระดาษกรอง 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  แสดงความสัมพนัธระหวางคา 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 
เก็บไวในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 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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สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

Ficoll-Paque PLUS ความหนาแนน 1.077 (Phamacia) 
Histopaque ความหนาแนน 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) 
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อุปกรณและเครื่องมือที่ใช 
 

เครื่องแชเย็น –20 องศาเซลเซียส  (UE650 ; Kelvinator) 
เครื่องปนเยน็  (Varifuge 20 RS ; Heraeus sepatech) 
เครื่องปน (spectrafuge ; Labnet) 
เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส  (PHM 83 Autocal pH meter ; Radiometer) 
เครื่องเขยา  (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) 
 กลองจุลทรรศนแสงสวาง  (Olympus) 
 กลองจุลทรรศนแบบใชแสงอัลตราไวโอเลต (BH2-RECA ; Olympus ) 

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

 microcentrifuge tube 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดปนกนกรวย (Centrifuge tube) 15 มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวพัชรี ทรงประโคน  เกิดวนัที่ 15 มีนาคม พ.ศ. 2520  ทีจ่ังหวัดชัยภูม ิ สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลยั
มหาสารคาม ในปการศึกษา 2542  และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขา
พยาธิชีววิทยาทางสัตวแพทย โปรแกรมปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อ พ.ศ. 2542 
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