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Avibacterium paragallinarum is a causative agent of avian infectious 
coryza (IC) that is an acute upper respiratory disease in chickens. The aims of this 
study were to characterise the antimicrobial susceptibility and resistance genes of 
A. paragallinarum and the expression of antimicrobial resistance characters in 
chickens. Eighteen isolates of A. paragallinarum in Thailand were tested 
antimicrobial susceptibility by the minimal inhibitory concentration (MIC) method 
with 14 antimicrobial drugs. There was a high prevalence of resistance to 
oxytetracycline, doxycycline, streptomycin, ciprofloxacin, erythromycin and 
sulfamethoxazole-trimethoprim. Twelve isolates (66.7%) were multiple 
antimicrobial drugs resistance. The resistance genes,   tet(A), tet(B), tet(M), erm(A), 
erm(B), blaROB-1 and sul2 were found and the highest number  of resistance 
genes were tet(A), tet(B) and tet(M) (66.7%). The chickens were challenged with         
A. paragallinarum isolates which sensitive to amoxicillin and doxycycline and no 
resistance genes of penicillin and tetracycline and then treated with amoxicillin 
and doxycycline, the clinical signs in all groups were reduced. So the antimicrobial 
susceptibility and resistance genes were relate with the expression of 
antimicrobial resistance in chickens. 

Department: Veterinary Medicine 

Field of Study: Veterinary Medicine 

Academic Year: 2013 

 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
 

Co-Advisor's Signature   
 

 



 ฉ 

กิตติกรรมประกาศ 
 

งานวิจัยน้ีส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยความช่วยเหลืออย่างดียิ่งของ 

รศ.น.สพ.ดร.นิวัตร จันทร์ศิริพรชัย อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ศ.น.สพ.ดร.จิโรจ ศศิปรีย
จันทร์ อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ที่ได้ให้ความช่วยเหลือ ให้ค าแนะน า และข้อคิดเห็นต่างๆ 

มาโดยตลอด และขอขอบคุณ รศ.อัจฉรา ธวัชสิน รศ.น.สพ.ดร.สมศักดิ์ ภัคภิญโญ  และ 

รศ.สพ.ญ.อินทิรา กระหม่อมทอง ส าหรับค าแนะน าต่องานวิจัย 

ขอขอบคุณรุ่นพี่นิสิตปริญญาเอก และนักวิทยาศาสตร์ที่ภาควิชาอายุรศาสตร์ ที่ให้ความรู้ 
เทคนิค และค าแนะน าในการท างานวิจัย 

สุดท้ายนี้ ขอขอบคุณ ครอบครัว ที่คอยให้ก าลังใจ ในการเรียนและท างานวิจัยอยู่เสมอ ท า
ให้งานวิจัยส าเร็จได้ 

 



สารบัญ 
  หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย ............................................................................................................................. ง 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ....................................................................................................................... จ 

กิตติกรรมประกาศ............................................................................................................................. ฉ 

สารบัญ .............................................................................................................................................. ช 

รายการอ้างอิง ................................................................................................................................. 33 

ส่วนประกอบ ................................................................................................................................... 39 

Biosate Peptone (BBL, USA) .................................................................................................. 39 

Supplement ................................................................................................................................. 39 

ประวัติผูเ้ขียนวิทยานิพนธ์ ............................................................................................................... 41 

 



บทที่ 1 
 

บทน า 

 

Avibacterium paragallinarum เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ไม่เคล่ือนท่ี รูปแท่งสั้น ขนาดของ

เซลลก์วา้ง 0.4-0.8 ไมครอน ยาว 1-3 ไมครอน เจริญไดดี้ในสภาพท่ีมีคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 

และตอ้งการ V-factor (nicotinamide adenine dinucleotide) ในการเจริญเติบโต อุณหภูมิท่ีเหมาะสม

ในการเจริญของเช้ืออยูร่ะหว่าง 34-42 องศาเซลเซียส แต่เจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 37-38 องศาเซลเซียส  

(Blackall and Soriano, 2008) โดยเช้ือ A. paragallinarum ก่อใหเ้กิดโรคหวดัหนา้บวม (infectious 

coryza) ซ่ึงเป็นโรคของระบบทางเดินหายใจส่วนตน้ในไก่ ไก่อายมุากมีความไวต่อโรคมากกว่าไก่

อายนุอ้ย โรคน้ีพบทัว่โลกและก่อใหเ้กิดความเสียหายทางเศรษฐกิจเน่ืองจากการคดัท้ิงไก่ป่วย ใน

ไก่ไข่พบอตัราการไข่ลดลงร้อยละ 10-40 อาการของโรคท่ีพบคือ มีน ้ ามกู น ้ าตาไหล หนา้บวม และ

เยือ่ตาอกัเสบ (Blackall, 1999) และพบว่าไก่ท่ีฟ้ืนตวัจากการเป็นโรค มกัเป็นพาหะของโรค เป็น

ระยะเวลามากกว่า 4 เดือน แต่ในบางฝงูอาจยาวนานถึง 2 ปี (เกรียงศกัด์ิ, 2536)  

ในประเทศโมร็อคโคพบการระบาดของโรคในฟาร์มไก่ไข่จ  านวน 10 ฟาร์ม พบว่าท าใหผ้ล

ผลิตลดลงร้อยละ 17-41 และมีการตายร้อยละ 0.7-1.0 (Mouahid et al., 1992) และในประเทศจีนพบ

การระบาดของโรคซ่ึงท าใหเ้กิดการป่วยร้อยละ 20-50 และพบการตายร้อยละ 5-20 (Chen et al., 

1993) ส่วนในประเทศไทยในปี 2549 พบรายงานการระบาดของโรคหวดัหนา้บวมจากเช้ือ  

A. paragallinarum ทั้ง 3 ซีโรวาร์ และมีการระบาดในฟาร์มไก่ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือท่ีมกีาร

ใหว้คัซีนตามโปรแกรม และพบการด้ือยาในเช้ือท่ีแยกจากไก่ป่วย เช่น amoxicillin erythromycin 

sulfamethoxazole–trimethoprim และ doxycycline เป็นตน้ (กฤดาและนิวตัร, 2550) A. 

paragallinarum เป็นเช้ือท่ีพบปัญหาการด้ือยาหลายชนิดท่ีใชใ้นการรักษาโรค Reece และ Coloe 

(1985) พบว่าในประเทศออสเตรเลีย เช้ือ A. paragallinarum บางตวัอยา่งด้ือต่อยา sulfonamides 

streptomycin และ sulfamethoxazole–trimethoprim ต่อมาในปี 1988 ท่ีประเทศออสเตรเลีย Blackall 

พบว่า เช้ือ A. paragallinarum 20 ตวัอยา่ง (จาก 75 ตวัอยา่ง) ด้ือต่อยา streptomycin  (Blackall, 

1988) การศึกษาการด้ือยาของ Poernomo และคณะ (2000) พบว่าเช้ือ A. paragallinarum ใน
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ประเทศอินโดนีเซียมีการด้ือต่อยา erythromycin neomycin และ streptomycin ค่อนขา้งมาก 

นอกจากน้ียงัพบการด้ือต่อยากลุ่ม tetracycline เช่น oxytetracycline และ doxycycline ในระดบัปาน

กลาง และในปี 2007 พบว่า เช้ือ A. paragallinarum ท่ีมาจากไตห้วนัมากกว่าร้อยละ 75 ด้ือต่อยา 

neomycin streptomycin และ erythromycin โดยพบว่าเช้ือมากกว่าร้อยละ 88.9 ด้ือยามากกว่า 2 ชนิด

ข้ึนไป และร้อยละ 72 ของเช้ือพบ Plasmid pYMH5 ซ่ึงมียนีด้ือยาต่อ streptomycin sulfonamide 

kanamycin และ neomycin (Hsu et al., 2007) ปัจจุบนัยาท่ีใหผ้ลดีในการควบคุมโรค ไดแ้ก่ 

sulfonamide oxytetracycline quinolone gentamicin amoxicillin และ erythromycin เป็นตน้ การ

รักษาโรคหวดัหนา้บวมยงัสามารถใชย้า erythromycin และ oxytetracycline หรือยา กลุ่ม 

sulfonamide ในการลดความรุนแรงของโรคได ้แต่การรักษาท่ีไม่ต่อเน่ืองหรือยงัมีตวัแพร่เช้ืออยู ่มกั

ท าใหก้ารควบคุมการระบาดของโรคไม่ไดผ้ล (Blackall and Soriano, 2008) ดงันั้นการศกึษา

คุณลกัษณะของการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพ จึงมีประโยชน์ต่อการเลือกใชย้าท่ีใชใ้นการรักษาโรคหวดั

หนา้บวมไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

  

วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

1. เพ่ือตรวจหายนีด้ือยาตา้นจุลชีพท่ีใชรั้กษาโรคหวดัหนา้บวมท่ีมีสาเหตุจากเช้ือ 
Avibacterium paragallinarum ท่ีแยกไดจ้ากไก่ในประเทศไทย 

2. เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพในไก่กบัการปรากฏของยนีด้ือยา
ในเช้ือ  Avibacterium paragallinarum 
 

ค าส าคญั : การด้ือต่อยาตา้นจุลชีพ, เอวิแบคทีเรียม พารากลัลินารุม, ยนีด้ือยา 

Keywords : Antimicrobial  resistance, Avibacterium paragallinarum, Resistance genes 

 

ค าถามส าหรับการวจิยั / สมมตฐิานการวจิยั 

1. เช้ือท่ีแยกไดจ้ากไก่ในประเทศไทยมียนีด้ือต่อยาชนิดใดบา้ง 
2. การแสดงออกของการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพในสตัวท์ดลองสมัพนัธก์ารปรากฏของยนีด้ือยา

หรือไม ่
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวจิยั   

1. ทราบความไวรับและการปรากฏของยนีด้ือต่อยาตา้นจุลชีพในเช้ือ  
Avibacterium paragallinarum ท่ีแยกไดจ้ากไก่ในประเทศไทย 

2. ทราบผลการแสดงออกของการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพในไก่กบัยนีด้ือยาท่ีปรากฏในเช้ือ 
Avibacterium paragallinarum 

3. สามารถน าผลท่ีไดไ้ปประกอบในการเลือกใชย้าในการรักษาไก่ท่ีเป็นโรคหวดัหนา้บวมได้
อยา่งเหมาะสม 
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บทที่ 2 

 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

 

1. เช้ือ Avibacterium paragallinarum 
โรคหวดัหนา้บวม หรือ infectious coryza (IC) เกิดจากเช้ือ Haemophilus paragallinarum 

จากการศึกษาในช่วงปี 1930 สาเหตุท่ีเช้ือถกูจดัใหเ้ป็น Haemophilus gallinarum เพราะเช้ือตอ้งการ

ทั้ง X-factor (haemin) และ  V-factor (nicotinamide adenine dinucleotide ; NAD) ในการ

เจริญเติบโต (Blackall and Soriano, 2008) หลงัจากนั้น Page (1962) ไดร้ายงานว่าเช้ือท่ีแยกไดจ้าก

การติดเช้ือหวดัหนา้บวมตอ้งการเพียง V-factor ในการเจริญเติบโต และตั้งช่ือใหม่ว่า Haemophilus 

paragallinarum สเตรนท่ีตอ้งการ V-factor ในการเจริญเติบโตเรียกว่า NAD-dependent ส่วนสเตรน

ท่ีไม่ตอ้งการ V-factor ในการเจริญเติบโตเรียกว่า NAD-independent ซ่ึงพบในแอฟริกาใตแ้ละ

เมก็ซิโก ในปี 2005 มีการศกึษาการจดัหมวดหมู่ดว้ยการวิเคราะห์ความสมัพนัธว์วิฒันาการ 

(Phylogenic analysis) และใชคุ้ณสมบติัทางชีวเคมี พบว่าสายพนัธุ์ Haemophilus paragallinarum 

ไม่ไดอ้ยูใ่นจีนสั Haemophilus และหลงัจากนั้นถกูเปล่ียนใหเ้ป็นจีนสั Avibacterium เช่นเดียวกบั

แบคทีเรียตวัอ่ืนๆ ในแฟมิล่ี Pasteurellaceae (Blackall et al., 2005) ไดแ้ก่ Avibacterium avium, 

Avibacterium gallinarum และ Avibacterium volantium และปัจจุบนั Haemophilus paragallinarum 

ไดเ้ปล่ียนช่ือเป็น Avibacterium paragallinarum 

โดยเช้ือน้ีเป็นแบคทีเรียแกรมลบ ไม่เคล่ือนท่ี รูปแท่งสั้น มีแคปซูล ขนาดของเซลลก์วา้ง 

0.4-0.8 ไมครอน ยาว 1-3 ไมครอน เจริญไดดี้ในสภาพท่ีมีคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 แต่ก็

สามารถโตไดใ้นสภาวะท่ีมีออกซิเจนต ่า (Rimler, 1979) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญของเช้ืออยู่

ระหว่าง 34-42 องศาเซลเซียส แต่เจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 37-38 องศาเซลเซียส การเจริญเติบโตใน

หลอดทดลองสเตรนท่ีตอ้งการ V-factor หรือ NAD-dependent ตอ้งอาศยั V-factor จากเช้ือ 

Staphylococcus spp. เช่น S. aureus (Bragg et al., 1997), S. epidermidis (Page, 1962) หรือ S. 

hyicus (Blackall and Reid, 1982) ซ่ึงใชส้ าหรับการเล้ียงเช้ือในอาหารวุน้เลือด (blood agar) ส่วนใน
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อาหารเล้ียงเช้ือชนิดอ่ืนจะใช ้ NAD เป็นรูปแบบท่ีถกูออกซิไดซห์รือ NADH ซ่ึงเป็นรูปแบบท่ีถกู

รีดิวซ ์(Page, 1962) 

 

ลกัษณะทั่วไปของเช้ือ 

ลกัษณะโคโลนี  

 โคโลนีของเช้ือ A. paragallinarum เป็นแบบ typically tiny ขนาด 0.3 มิลลิเมตร หลงัจาก

เพาะ 24 ชัว่โมง มีลกัษณะคลา้ยหยดน ้ าคา้ง และไม่เกิด hemolytic บนอาหารวุน้เลือด (blood agar) 

ส าหรับสเตรนท่ีตอ้งการ V-factor เมื่อคาดทบัดว้ย Staphylococcus spp. โคโลนีจะค่อยๆ เลก็ลงเมื่อ

ห่างจากแบคทีเรียท่ีคาดทบัเรียกรูปแบบน้ีว่า satellitic growth ส าหรับสเตรนท่ีไม่ตอ้งการ  

V-factor การเล้ียงบนอาหารวุน้เลือดไม่ตอ้งคาดทบัดว้ย Staphylococcus spp. และสร้างโคโลนี

ขนาดเลก็  1-2 มิลลิเมตร แต่ไม่เป็นรูปแบบ satellitic growth และโคโลนีมีลกัษณะคลา้ยกบัโคโลนี

ของเช้ือ Ornithobacterium rhinotracheale  (Blackall and Soriano, 2008) A. paragallinarum เป็น

แบคทีเรียท่ีไม่ทนต่อสภาพแวดลอ้ม แบคทีเรียมีชีวติอยูไ่ดบ้นอาหารวุน้เลือดแกะ โดยการเข่ียเช้ือ

อยา่งต่อเน่ืองทุกสปัดาห์ เช้ือท่ีมีล  าดบั passage นอ้ยสามารถเก็บไวใ้นโถเทียน แลว้จดัเก็บท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถมีอายไุดน้าน 2 สปัดาห์ (Blackall and Soriano, 2008) 

อาหารเล้ียงเช้ือ 

 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการเพ่ิมจ านวนเช้ือ A. paragallinarum มีหลายชนิด หากเป็นอาหาร

เล้ียงเช้ือแบบแข็ง (solid media, agar) ตอ้งบ่มภายใตส้ภาพท่ีมีคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 หรือ

บ่มในโถท่ีจุดเทียนไข (candle jar) ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือแบบน ้ า (broth) บ่มในสภาวะปกติได ้อาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีนิยมใชส้ าหรับการแยกเช้ือคือ อาหารวุน้เลือด (blood agar) ซ่ึงจะสงัเกตการเกิด satellitic 

growth โดยจะถกูเตรียมจาก blood agar base และเติมดว้ย 5% erythrocyte จากเลือดแกะ (Blackall 

and Soriano, 2008) 

การใหเ้ช้ือในไก่ 

 ไก่อาย ุ4 สปัดาห์ข้ึนไป มีความไวต่อเช้ือ A. paragallinarum การใหเ้ช้ือแบคทีเรียในไก่

สามารถใหเ้ช้ือผา่นทางจมกู (intranasal inoculation) หรือการใหเ้ขา้ไปใน infraorbital sinus 

หลงัจากใหเ้ช้ือจะพบอาการทางคลินิกภายใน 24-48 ชัว่โมง โดยเช้ือท่ีจะใหไ้ก่สามารถเตรียมและ
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เพ่ิมความรุนแรงของเช้ือไดโ้ดยการฉีดเช้ือเขา้ไข่แดงของไข่ฟักอาย ุ7 วนั โดยจ านวนเช้ือในไข่แดง

หลงัการบ่มขา้มคืนประมาณ 0.5-5x108 cfu/ml (Jacobs et al., 1992)  

การจ าแนกชนิดซีโรวาร์ 

A. paragallinarum สามารถจ าแนกได ้ 3 ซีโรกรุ๊ป ตาม Page Scheme โดยใชป้ฏิกิริยาการ

จบักลุ่ม (slide agglutination test) คือ ซีโรกรุ๊ป A, B และ C (Page, 1962) ส่วน Kume scheme ใช้

วิธีการยบัย ั้งการตกตะกอนเมด็เลือดแดง (hemagglutination inhibition test; HI) จ  าแนกไดเ้ป็น 9 ซี

โรวาร์  อยูใ่น 3 ซีโรกรุ๊ป คือ I, II และ III (Kume et al., 1983) ต่อมา Blackall และคณะ (1990) ได้

เปล่ียนช่ือ Kume scheme ท่ีเป็น Kume ซีโรกรุ๊ป  I, II และ III  ใหส้อดคลอ้งกบั Page ซีโรกรุ๊ป A, B 

และ C แลว้เรียกซีโรวาร์ท่ีอยูภ่ายใน Kume ซีโรกรุ๊ป A เป็นซีโรวาร์ A-1, A-2, A-3 และ A-4 Kume  

ซีโรกรุ๊ป B เป็นซีโรวาร์ B-1 และ Kume ซีโรกรุ๊ป C เป็นซีโรวาร์ C-1, C-2, C-3 และ C-4   

ในปัจจุบนัพบ variant type B จากการระบาดของเช้ือหวดัหนา้บวมในฟาร์มท่ีท าวคัซีนหวดัหนา้

บวมท่ีมีเช้ือซีโรวาร์ A, B และ C ซ่ึงเช้ือเป็นซีโรวาร์ B แต่ผลการป้องกนัจากวคัซีนซีโรวาร์ B ต ่า 

(Jacobs et al., 2003)  วิธีท่ีดีท่ีสุดในการจ าแนกซีโรวาร์ คือการทดสอบการยบัย ั้งการตกตะกอนเมด็

เลือดแดง (HI) ดว้ยแอนติซีร่ัมจากซีโรวาร์จ  าเพาะ ในปัจจุบนัยงัไม่มีวิธีทางโมเลกุลท่ีสามารถใช้

จ  าแนกชนิดซีโรวาร์ของเช้ือ A. paragallinarum ได ้ ถึงแมจ้ะมีการศกึษาท่ีใชว้ิธี enterobacterial 

repetitive intergenic consensus polymerase chain reaction (ERIC-PCR) ในการจ าแนกซีโรวาร์ ซ่ึง

วิธีน้ีสามารถแยกเช้ือ Kume ซีโรวาร์ทั้ง 9 กลุ่มได ้แต่ก็ไมส่ามารถจ าแนก field isolate ตาม Kume  

ซีโรวาร์ได ้(Soriano et al., 2004c) 

การป้องกนัโรคขา้มสายพนัธุ ์

ความสามารถในการป้องกนัโรคขา้มสายพนัธุ ์ พบว่าภายในซีโรกรุ๊ป A จะมีความสามารถ

ในการป้องกนัโรคขา้มซีโรวาร์ไดม้ากกว่า ซีโรกรุ๊ป C ซ่ึงภายในซีโรกรุ๊ป C มีความสามารถในการ

ป้องกนัขา้ม     ซีโรวาร์ไดน้อ้ยมาก (Soriano et al., 2004a) และไม่พบแอนติบอดีไตเตอร์ในไก่ท่ี

ไดรั้บวคัซีนซีโรวาร์ท่ีไม่ตรงกบัเช้ือท่ีไดรั้บ (Jacobs et al., 1992; Soriano et al., 2004a) การท า

วคัซีนหวดัหนา้บวมในบางพ้ืนท่ีไม่ไดผ้ลอาจเกิดจากไม่มีการป้องกนัขา้มสายพนัธุร์ะหว่าง vaccine 

strain และ field strain (Soriano et al., 2004a) 

ความสามารถในการก่อโรค 
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ความสามารถในการก่อพยาธิสภาพของเช้ือข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้มในการเจริญเติบโต
ของเช้ือ ล  าดบั passage ของเช้ือ และสภาพตวัสตัว ์  ในปี 1990 Yamaguchi และคณะ  ศึกษาเช้ือ  
A. paragallinarum  ซีโรกรุ๊ป B จ านวน 4 สเตรน พบว่า 3 ใน 4 สเตรนท าใหเ้กิดอาการทางคลินิก

ในไก่ (Yamaguchi et al., 1990) และพบว่า Hemagglutinin (HA) antigen  มีบทบาทส าคญัต่อความ

รุนแรงของเช้ือ Page ซีโรกรุ๊ป C เพราะเม่ือใหเ้ช้ือไก่ดว้ยซีโรวาร์ C และ ซีโรวาร์ C ท่ีกลายพนัธุซ่ึ์ง

ไม่มี HA antigen พบว่าไก่ท่ีไดรั้บเช้ือซีโรวาร์ C ปกติ ร้อยละ 45 แสดงอาการทางคลินิก ส่วนไก่ใน

กลุ่มท่ีไดรั้บเช้ือซีโรวาร์ C ท่ีกลายพนัธุไ์ม่มีตวัใดแสดงอาการทางคลินิก (Yamaguchi et al., 1993) 

และจากการศกึษาความรุนแรงของ Kume ซีโรวาร์ทั้ง 9 ซีโรวาร์ โดยใหเ้ช้ือในไก่ท่ีไม่ไดท้ าวคัซีน

และสงัเกตอาการทางคลินิก พบว่าซีโรวาร์ C-1 มีคะแนนอาการทางคลินิกสูงสุด ส่วน C-4 มี

คะแนนอาการทางคลินิกต ่าสุด โดยซีโรวาร์ A-1, A-4, C-1, C-2 และ C-3 มีความรุนแรงมากกว่าซี

โรวาร์ A-2, A-3, B-1 และ C-4  (Soriano et al., 2004b) ส่วนการศึกษาในแอฟริกาใต ้พบว่าซีโรวาร์ 

C-2 และ C-3 รุนแรงกว่า A1 และ B-1 (Bragg, 2005) 

 

2. โรคหวดัหน้าบวม (infectious coryza) 
ขอ้มลูทัว่ไปของโรค 

โรคหวดัหนา้บวมเป็นโรคติดเช้ือทางเดินหายใจแบบเฉียบพลนัในไก่ พบการติดเช้ือไดท้ั้ง

ในไก่เน้ือและไก่ไข่ซ่ึงเป็นโฮสตต์ามธรรมชาติของเช้ือ A. paragallinarum ไก่ทุกอายมุคีวามไวต่อ

โรคหวดัหนา้บวม แต่โรคมกัก่อใหเ้กิดความรุนแรงไดน้อ้ยในไก่อายนุอ้ย ส่วนในไก่โตเต็มวยัจะ

พบระยะฟักตวัของโรคสั้นและช่วงเวลาในการเกิดโรคค่อนขา้งยาวนาน โดยเฉพาะแม่ไก่ท่ีก  าลงัให้

ผลผลิต โรคหวดัหนา้บวมมีอตัราการป่วยสูงแต่มีอตัราการตายต ่า (Blackall and Soriano, 2008) 

การติดต่อของโรคมีไดห้ลายทาง เช่น การสมัผสักบัสตัวป่์วย การปนเป้ือนของเช้ือจากเสมหะท่ีขบั

ออกมาปะปนกบัน ้ าและอาหาร นอกจากน้ีเช้ืออาจแพร่มากบัวสัดุและอุปกรณ์ท่ีใชภ้ายในฟาร์ม ส่ิง

รองนอน และยานพาหนะ แต่ไม่แพร่เช้ือผา่นไข่ (เกรียงศกัด์ิ, 2536) โรคหวดัหนา้บวมมีระยะการ

ฟักตวัสั้น โดยการพฒันาอาการของโรคเกิดข้ึนภายใน 24-48 ชัว่โมง หลงัการไดรั้บเช้ือจากการเพาะ

เช้ือหรือจากสารคดัหลัง่ ไก่ท่ีไวรับต่อเช้ือจะพบอาการภายใน 24-72 ชัว่โมง และในกรณีท่ีไม่

รุนแรงอาการจะหายภายใน 10 วนั ส่วนกรณีท่ีรุนแรงอาการจะหายภายใน 2-3 สปัดาห์ ซ่ึงความ

รุนแรงของโรคเกิดไดจ้ากหลายปัจจยั  ไดแ้ก่ การจดัการท่ีไม่ดี ปรสิต หรือติดเช้ือทางเดินหายใจอ่ืน
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ร่วมดว้ย เช่น infectious bronchitis virus Mycoplasma gallisepticum Escherichia coli และ 

Pasteurella spp. (Blackall and Hinz, 2008)  

พยาธิก  าเนิด 

 เช้ือ A. paragallinarum เมื่อเขา้มาในรูจมกู ผา่นเขา้ไปในทางเดินหายใจไปเกาะท่ี ciliated 

mucosa ของทางเดินหายใจส่วนบน และท าใหเ้กิดรอยโรคในเยือ่เมือกจากการหลัง่สารพิษของ

แบคทีเรีย แคปซูลของแบคทีเรียจะช่วยป้องกนัการท าลายจากคอมพลีเมน้ทข์องร่างกายโฮสต์ได ้

หากเกิดการติดเช้ืออ่ืนร่วมดว้ยหรือร่างกายมีภาวะกดภูมิคุม้กนั เช้ือจะเคล่ือนท่ีไปยงัทางเดินหายใจ

ส่วนล่าง เช่น ปอด หรือ ถุงลมได ้(Blackall and Hinz, 2008) 

อาการทางคลินิก 

เม่ือมีการติดเช้ือหวดัหนา้บวมจะเกิดการอกัเสบเฉียบพลนัของระบบทางเดินหายใจส่วน

ตน้ ก่อใหเ้กิดอาการมีน ้ ามกู น ้ าตาไหล หนา้บวม เยือ่ตาอกัเสบ และเหนียงบวม (Blackall, 1999) แต่

การติดเช้ือในทางเดินหายใจส่วนล่างอาจเกิดข้ึนไดห้ากมีการติดเช้ืออ่ืนร่วมดว้ยหรือร่างกายมีภาวะ

กดภูมิคุม้กนั ไก่ท่ีติดเช้ืออาจมีอาการทอ้งเสีย กินน ้ า และอาหารลดลง ส่งผลใหเ้กิดการคดัไก่ท้ิงใน

ไก่ไข่ท่ีก  าลงัเจริญเติบโต ส่วนในฝงูไก่ไข่ พบว่าการใหไ้ข่ลดลงร้อยละ 10-40 (Blackall and Hinz, 

2008) 

พยาธิสภาพ 

การเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพจะพบประมาณ 20 ชัว่โมงหลงัการติดเช้ือและรุนแรง

สูงสุดท่ี 7-10 วนัหลงัติดเช้ือ พยาธิสภาพท่ีพบอาจมี การอกัเสบในช่องจมกู infraorbital sinus และ

เยือ่ตาแบบ catarrhal fibrinopurulent inflammation และมกัพบอาการ catarrhal conjunctivitis และ

การบวมน ้ าของชั้นใตผ้วิหนงั บริเวณหนา้และหงอน (Blackall and Soriano, 2008) การ

เปล่ียนแปลงทางจุลพยาธิสภาพอาจพบการสูญเสียซีเลียและไมโครวิลไล เซลลบ์วมน ้ า มีการเส่ือม

ของเยือ่เมือก หลงัจากนั้นเซลลเ์มด็เลือดขาว leukocyte และ mast cell จะเขา้มาในชั้น lamina propia 

ของผนงัเยือ่เมือก (Blackall and Hinz, 2008) 

การวนิิจฉยัโรค 

การวนิิจฉยัโรคหวดัหนา้บวมสามารถวินิจฉยัไดจ้ากประวติัท่ีมีการกระจายโรคอยา่ง

รวดเร็ว ไก่แสดงอาการหวดั โดยการเก็บเช้ือจาก infraorbital sinus จากการเปิดผวิหนงัท่ีปลอดเช้ือ



 9 

ดว้ยการใช ้ spatula เผาร้อนทาบบนผวิหนงัแลว้เปิดดว้ยใบมีด หรือเก็บตวัอยา่งดว้ยการตดัจะงอย

ปากบริเวณหลงัโพรงจมกู และท าการป้ายเช้ือจากไซนสั เช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดใ้หผ้ลลบกบัการ

ทดสอบแคทตาเลส และมีการเจริญแบบ satellite colonies บนอาหารวุน้เลือด ท่ีขีดคาดทบัดว้ย 

Staphylococcus spp. ในกรณีท่ีมีเช้ือปริมาณนอ้ยสามารถใชว้ิธี PCR โดยใช ้HP-2 PCR  ซ่ึงสามารถ

ใชไ้ดก้บัโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือหรือเมือกท่ีไดจ้ากโพรงจมกูของไก่ (Chen et al., 1996) ท่ี

จ  าเพาะทั้งสเตรนท่ีตอ้งการและไม่ตอ้งการ v-factor ซ่ึงปัจจุบนัเป็นวิธีท่ีใชเ้ป็นประจ าในการระบุ

เช้ือ A. paragallinarum จากการป้ายเช้ือและใชใ้นการยนืยนัเช้ือในหอ้งปฏิบติัการ (Miflin et al., 

1999) 

การวนิิจฉยัแยกโรค 

 การวนิิจฉยัโรคหวดัหนา้บวมแยกออกจากโรคอ่ืนๆ ท่ีมอีาการทางคลินิกคลา้ยกนั เช่น 

chronic respiratory disease  chronic fowl cholera  fowlpox  ornithobacteriosis  swollen head 

syndrome และ การขาดวิตามนิเอ โดยท าการวนิิจฉยัจากประวติัและอาการ ซ่ึงจะพบการกระจาย

ของโรคอยา่งรวดเร็ว ไก่แสดงอาการหวดั มีน ้ ามกู หนา้บวม เม่ือพบว่ามีอาการท่ีรุนแรงข้ึน มีอตัรา

การตายสูง ระยะการเกิดโรคนาน อาจเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียหรือไวรัสอ่ืนแทรกซอ้น 

นอกจากนั้นสามารถใชว้ิธีทางหอ้งปฏิบติัการ เช่น การเพาะเช้ือจาก infraorbital sinus บนอาหารวุน้

เลือด และคาดทบัดว้ย Staphylococcus spp. แลว้สงัเกต satellite colonies หรือท าการยนืยนัเช้ือดว้ย

วิธี PCR (Blackall and Soriano, 2008) 

การทดสอบทางซีร่ัมวิทยา 

 ปัจจุบนัวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการตรวจหาระดบัแอนติบอดีของโรคหวดัหนา้บวมคือ

วิธีการยบัย ั้งการตกตะกอนเมด็เลือดแดง  (HI test) เพราะสามารถตรวจหาระดบัแอนติบอดีไดท้ั้ง 

ซีโรวาร์ A, B และ C (Blackall and Hinz, 2008) ส่วนวิธีการอ่ืนท่ีมกีารศึกษาคือ monoclonal Ab-

base blocking enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงมีไวและความจ าเพาะในการตรวจ

สูง แต่ monoclonal antibody ท่ีใชใ้นการตรวจมีเฉพาะ Page ซีโรวาร์ A และ C ดงันั้นจึงตรวจ

แอนติบอดีไดเ้ฉพาะ Page ซีโรวาร์ A และ C อีกทั้ง monoclonal antibody น้ีก็ไม่ไดผ้ลิตมาขาย

ในทางการคา้ (Sun et al., 2007)  

การรักษาและการด้ือยา 
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 การรักษาสามารถใชย้า erythromycin และ oxytetracycline หรือยากลุ่ม sulfonamide ใน

การลดความรุนแรงของโรคได ้ (Blackall and Soriano, 2008) ปัจจุบนัยาท่ีใชใ้นการควบคุมโรค

หวดัหนา้บวม ไดแ้ก่ sulfonamide oxytetracycline quinolone gentamicin amoxicillin และ 

erythromycin เป็นตน้ อยา่งไรก็ตาม มีรายงานการด้ือของเช้ือต่อยาตา้นจุลชีพ  Reece และ Coloe 

(1985) พบว่าในปี 1985 ท่ีประเทศออสเตรเลียเช้ือ A. paragallinarum บางตวัอยา่งด้ือต่อยา 

sulfonamides streptomycin  และ sulfamethoxazole–trimethoprim ต่อมาในปี 1988 Blackall พบว่า

เช้ือ A. paragallinarum ในประเทศออสเตรเลีย 20 ตวัอยา่ง (จาก 75 ตวัอยา่ง) ด้ือต่อยา 

streptomycin (Blackall, 1988) การศึกษาการด้ือยาของ Poernomo และคณะ (2000) พบว่าเช้ือ A. 

paragallinarum ในประเทศอินโดนีเซียมีการด้ือต่อยา erythromycin neomycin และ streptomycin 

ค่อนขา้งมาก นอกจากน้ียงัพบการด้ือต่อยากลุ่ม tetracycline เช่น oxytetracycline และ doxycycline 

ในระดบัปานกลาง และในปี 2007 พบว่าเช้ือจากไตห้วนัมากกว่าร้อยละ 75 ด้ือต่อยา neomycin 

streptomycin และ erythromycin โดยพบว่าเช้ือมากกว่าร้อยละ 88.9 ด้ือยามากกว่า 2 ชนิดข้ึนไป 

และร้อยละ 72 ของเช้ือพบ Plasmid pYMH5 ซ่ึงมียนีด้ือยาต่อ streptomycin sulfonamide 

kanamycin และ neomycin (Hsu et al., 2007) ส่วนในประเทศไทยในปี 2549 พบการด้ือยาในเช้ือท่ี

แยกจากไก่ป่วยจากรายงานการระบาดของโรคหวดัหนา้บวมในฟาร์มไก่แห่งหน่ึงในภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือซ่ึงด้ือต่อยา amoxicillin ampicillin erythromycin gentamicin neomycin 

sulfamethoxazole–trimethoprim doxycycline และ penicillin (กฤดาและนิวตัร, 2550) 

 

การควบคุมและป้องกนัโรค 

การลดการระบาดของโรคหวดัหนา้บวมท าไดโ้ดยมีการจดัการท่ีดี มีระบบป้องกนัทาง

ชีวภาพท่ีดี หลีกเล่ียงการเล้ียงไก่หลายรุ่นรวมกนั ท าการก าจดัไก่ท่ีติดเช้ือหรือฝงูท่ีหายจากโรคซ่ึง

ไก่เหล่าน้ีเป็นแหล่งของเช้ือหวดัหนา้บวม ท าความสะอาด ฆ่าเช้ือ และพกัโรงเรือนอยา่งนอ้ย 1 

สปัดาห์ก่อนน าไก่ใหม่เขา้ (Blackall and Hinz, 2008 ; Blackall and Soriano, 2008 ) การป้องกนั

โรคหวดัหนา้บวม สามารถป้องกนัโดยการใหว้คัซีนฉีดเขา้ใตผ้วิหนงัหรือเขา้กลา้มเน้ือในช่วงอาย ุ

10-20 สปัดาห์ แต่เน่ืองจากขอ้จ ากดัในการป้องกนัขา้มซีโรวาร์ วคัซีนท่ีผลิตส าหรับการป้องกนัโรค

จึงประกอบดว้ยหลายซีโรกรุ๊ป เช่น bivalent vaccine (ซีโรกรุ๊ป A+C)  trivalent vaccine (ซีโรกรุ๊ป 
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A+B+C) หรือ tetravalent (ซีโรกรุ๊ป A+B+C+variant-B)  และจากการศกึษาของ Chukiatsiri และ

คณะ (2009) พบว่า autogenous vaccines ของเช้ือ A. paragallinarum  มีประสิทธิภาพในการ

ป้องกนัการเกิดโรคหวดัหนา้บวมในไก่ทุกตวัท่ีทดลอง ส่วนวคัซีนทางการคา้ (commercial 

vaccines) สามารถป้องกนัการเกิดโรคหวดัหนา้บวมในไก่ท่ีทดลองไดบ้างตวั  

 

3. กลไกที่ท าให้เกดิการดือ้ยา (มาลินี, 2525) 
กลไกท่ีท าใหเ้กิดการด้ือยาอธิบายไดเ้ป็น 2 หวัขอ้ คือ หลกัทางสรีระเคมีและหลกัของยนี 

  หลกัทางสรีระเคม ี

1) การเปล่ียนแปลงเอนไซมใ์นเซลลแ์บคทีเรีย 
 เอนไซมม์ีการเปล่ียนแปลงไปจนท าใหย้าไม่สามารถไปรวมตวักบัเอนไซมไ์ดต้ามปกติท า

ใหย้าไม่มีผลต่อแบคทีเรีย ตวัอยา่งคือการด้ือยาซลัฟา โดยมีการเปล่ียนแปลงของเอนไซมซิ์นทิเทส

ท าใหย้าซลัฟาไม่สามารถไปรวมตวัได ้

2) การซึมผา่นเขา้-ออกเซลลข์องยา  
ผวิเซลลข์องแบคทีเรียท่ีด้ือยาจะมีโครงสร้างท่ีเปล่ียนแปลงไป ท าใหย้าบางส่วนซึมกลบั

ออกมานอกเซลลแ์ละไม่สามารถสะสมยาใหอ้ยูใ่นเซลลใ์นปริมาณท่ีสูงพอท่ีจะออกฤทธ์ิต่อ

กระบวนการสร้างโปรตีนของแบคทีเรียได ้ 

3) การสร้างเอนไซมม์าท าลายยา  
แบคทีเรียหลายชนิดท่ีเกิดการด้ือยาโดยการสร้างเอนไซมม์าท าลายยาตา้นจุลชีพท าใหย้า

นั้นๆ ไม่ไดผ้ล เอนไซมท่ี์แบคทีเรียสร้างข้ึนมาในขณะท่ีไดรั้บยาแบ่งไดเ้ป็น 2 พวก คือ เอนไซมท่ี์

ท าลายยาโดยการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของยา ตวัอยา่งคือ เอนไซมเ์บตา้แลคตาเมส สามารถ

ท าลายยาในกลุ่ม penicillin และ cephalosporin และเอนไซมท่ี์สามารถเขา้ไปแทนท่ีในสูตร

โครงสร้างของยาท าใหย้าเส่ือมฤทธ์ิไป ตวัอยา่งคือ เอนไซมอ์ะดรีนิลทรานสเฟอเรส ท าใหด้ื้อต่อยา  

streptomycin และ spectinomycin 

หลกัของยนี 

1) การเปล่ียนแปลงของยนี  
การเปล่ียนแปลงส่วนของยนีตามธรรมชาติท่ีเรียกว่า mutation หรือการกลายพนัธุ ์ แต่

ปัญหา 
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การด้ือยาเกิดจากแบคทีเรียในกลุ่มนั้นๆ ไดรั้บยาตา้นจุลชีพอยูป่ระจ า และยาตา้นจุลชีพน้ีท าใหเ้กิด

สภาพ selective pressure ซ่ึงเปิดโอกาสใหเ้ซลลท่ี์กลายพนัธุเ์พ่ิมจ านวนข้ึน เน่ืองจากแบคทีเรียปกติ

ถกูยาท าลายไปจนเหลือแต่กลุ่มท่ีมีการเปล่ียนแปลงหรือเช้ือด้ือยา เรียกการด้ือยาแบบ 

Chromosomal resistance 

2) ยนีท่ีท าใหเ้กิดการด้ือยา  
ยนีน้ีอาจเป็นส่วนหน่ึงในโครโมโซม หรืออยูน่อกโครโมโซมท่ีเรียกว่า พลาสมิด (plasmid) 

ตวัอยา่งแบคทีเรียแกรมลบท่ีพบพลาสมิด เช่น E. coli  Salmonella  Enterobacter  Haemophilus  

เป็นตน้ 

การถ่ายทอดการด้ือยา  

 ยนีท่ีควบคุมการด้ือยาบนพลาสมิด ยนีด้ือยาในพลาสมิดมีความส าคญัในการถ่ายทอดการ

ด้ือยาในกลุ่มแบคทีเรีย ส่วน r-determinant บนพลาสมิดเป็นส่วนของยนีท่ีควบคุมการด้ือยา ซ่ึง

สามารถพบ r-determinant ไดม้ากกว่าหน่ึงชนิด  

วิธีการถ่ายทอดการด้ือยาระหว่างแบคทีเรียจะเกิดโดยวิธี transduction และ conjugation 

เป็นส่วนใหญ่ และเกิดโดยวิธี transformation เป็นส่วนนอ้ย วิธี transduction เกิดโดยการถ่ายทอดดี

เอน็เอจากเซลลห์น่ึงไปยงัอีกเซลลห์น่ึงโดยแบคเทอริโอฟาจเป็นตวักลางในการถ่ายทอด ส่วน 

conjugation เกิดโดยเซลลส์องเซลลเ์ช่ือมติดกนัแลว้มีการถ่ายทอดดีเอน็เอ และ transformation เกิด

โดยการถ่ายทอดดีเอน็เอจากเซลลห์น่ึงไปยงัอีกเซลลห์น่ึงผา่นทางอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงพบใน

การศึกษาในหอ้งทดลองเท่านั้น 
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บทที่ 3 

 

ระเบียบวธีิวจิยั 

 

1. การเตรียมเชือ้ Avibacterium paragallinarum  
1.1 การเพาะเช้ือแบคทีเรีย 
1.1.1 ในการทดลองจะใชเ้ช้ือ A. paragallinarum 18 isolate ซ่ึงครอบคลุมทั้งซีโรไทป์ A, B 

และ C เช้ือ 6 isolate มาจากภาคอายรุศาสตร์ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั ซ่ึงเก็บตวัอยา่งมาจากการระบาดในช่วงปี พ.ศ. 2549-2552 จากฝงูท่ีท า
วคัซีนป้องกนัโรคหวดัหนา้บวมท่ีแตกต่างกนั และเช้ือ 12 isolate มาจากสถาบนั
สุขภาพสตัวแ์ห่งชาติ (NIAH) เก็บตวัอยา่งมาจากการระบาดท่ีต่างสถานท่ีและเวลา แต่
ไม่ไดท้  าการบนัทึกไว ้ ซ่ึง Chukiatsiri และคณะ (2012) ไดท้ าการจ าแนกซีโรวาร์ดว้ย
วิธี HI ดงัแสดงในตารางท่ี 3-1 
 

ตารางที่ 3-1 แหล่งท่ีมาและชนิดซีโรกรุ๊ปของเช้ือ A. paragallinarum ทั้ง 18 isolate 

สเตรน แหล่งท่ีมาของเช้ือ ซีโรกรุ๊ป A ซีโรกรุ๊ป B ซีโรกรุ๊ป C 

B1E1 NIAH Apg A-2   

423 NIAH Apg A-2   

111492 NIAH Apg A   

746 NIAH Apg A   

112179 NIAH Apg A   

102090 NIAH Apg A   

IR1 ชยัภูมิ Apg A-2   

CHS0809 ฉะเชิงเทรา Apg A   

CMU1009 เชียงใหม่ Apg A   

1687 NIAH  Apg B  

102984 NIAH  Apg B  

211108 ชลบุรี  Apg B  
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สเตรน แหล่งท่ีมาของเช้ือ ซีโรกรุ๊ป A ซีโรกรุ๊ป B ซีโรกรุ๊ป C 

CMA0509 เชียงใหม่  Apg B  

F1CM0809 เชียงใหม่  Apg B  

102947 NIAH   Apg C-2 

115757 NIAH   Apg C-2 

102943 NIAH   Apg C 

 

1.1.2 น าเช้ือ A. paragallinarum มาขีดลงบนอาหารวุน้เลือด จนเต็ม plate ขีดคาดทบัดว้ย 
Staphylococcus aureus  เป็นรูปสามเหล่ียม เพื่อเป็นแหล่ง V-factor ท่ีจ  าเป็นต่อการ
เจริญเติบโตของเช้ือ 

1.1.3 บ่มเช้ือในโถเทียนซ่ึงมีคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 จากนั้นน าโถไปบ่มในตูบ่้มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง 

1.1.4 เลือกโคโลนีของเช้ือ A. paragallinarum โดยจะมีลกัษณะใส นูน ขอบเรียบ 
เสน้ผา่ศนูยก์ลาง 1 มิลลิเมตร และมีขนาดเลก็ลงเร่ือยๆ เมื่ออยูไ่กลจาก Staphylococcus 
aureus  จนไม่พบเช้ือเลย ซ่ึงเรียกลกัษณะน้ีว่า satellite colonies น าโคโลนีเด่ียวมาขีด
ลงบนอาหารวุน้เลือดและขีดคาดทบัดว้ย Staphylococcus aureus  บ่มเช้ือในโถเทียน 
จากนั้นน าโถไปบ่มในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง 

1.2 การเก็บเช้ือแบคทีเรีย 
1.2.1 น าเช้ือ Avibacterium paragallinarum ท่ีผา่นการลงอาหารวุน้เลือดแกะเป็นคร้ังท่ี 2 ท่ี

แยกเป็นโคโลนีเด่ียว มาขีดลงบนอาหารวุน้ GC media ท่ีมีส่วนผสม (ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร) GC agar base (Lab M) 18 กรัม soluble haemoglobin (Oxoid) 5 กรัม และ 
BBLTM IsoVitaleXTM  10 มิลลิลิตร 

1.2.2 น าอาหารวุน้ GC media ใส่ในโถเทียนบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 
ชัว่โมง หลงัจากนั้นป้ายเช้ือลงบนอาหารเหลวส าหรับเก็บเช้ือ Mist Desicans และเก็บ
ในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เพื่อรอการทดสอบต่อไป 

 

2. การตรวจหาค่าความเข้มข้นต า่สุดของยาต้านจุลชีพในการยบัยั้งเช้ือแบคทีเรีย (minimal 
inhibitory concentration ; MIC) 
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         การทดสอบ MIC จะท าการทดลองในเช้ือ A. paragallinarum 18 isolate ท่ีแยกได้
ในประเทศไทย ควบคุมคุณภาพโดยใช ้ reference strain ของเช้ือ Escherichia coli (ATCC 
25922) และวิธีการทดสอบ MIC ดดัแปลงมาจากการศึกษาของ Blackall (Blackall, 1988) 
2.1     ท าการเพ่ิมจ านวนเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลวชนิด supplemented test medium 

broth (TMB) ขา้มคืน และน าเช้ือไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 600 nm และเปรียบเทียบค่าท่ีได้
กบัปริมาณเช้ือใน ตารางท่ี 3-2 ปรับความเขม้ขน้ของเช้ือดว้ย TMB ใหม้ีความเขม้ขน้เป็น 
5x105 CFU/ml 
      

ตารางที่ 3-2  McFarland Nephelometer Standards (McFarland, 1907) 
McFarland Standard No. 0.5 1 2 3 4 
1.0% Barium chloride (ml) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 
1.0% Sulfuric acid (ml) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6 
Approx. cell density (1X108 CFU/ml) 1.5 3.0 6.0 9.0 12.0 
 % Transmittance* 74.3 55.6 35.6 26.4 21.5 
Absorbance* 0.08 - 0.1 0.257 0.451 0.582 0.669 

              *วดัท่ีความยาวคล่ืน 600 nm 
 

2.2      เตรียมยาตา้นจุลชีพ โดยยาท่ีใชใ้นการหาค่า MIC มีทั้งหมด 14 ชนิด โดยเลือกจากยาท่ี
ใชใ้นการรักษาโรคในไก่และใชใ้นการศึกษาเก่ียวกบัเช้ือ A. paragallinarum ในการศึกษา
ก่อนหนา้น้ี (Chukiatsiri et al., 2012) โดยยาตา้นจุลชีพท่ีท าการศึกษา ไดแ้ก่ ampicillin 
amoxicillin doxycycline streptomycin nalidixic acid gentamicin enrofloxacin 
ciprofloxacin erythromycin sulfamethoxazole–trimethoprim ceftiofur cephalexin   
 oxytetracycline และ spectinomycin  แลว้ท าการเตรียม stock solution ของยาตา้นจุลชีพ 

ซ่ึงค านวณปริมาณยาท่ีใชด้ว้ยสูตร    Volume (ml)   =    Weight (mg) X Potency (µg/mg) 
                                                     Concentration (µg/ml) 

        หลงัจากนั้นน ายาตามปริมาณท่ีค านวณมาผสมกบัสารท าละลาย ดงัแสดงในตารางท่ี 3-3     

แลว้น าสารละลายมากรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บท่ี -70  องศา   

เซลเซียส เพื่อใชท้ดสอบต่อไป 

http://en.wikipedia.org/wiki/Barium_chloride
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfuric_acid
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ตารางที่ 3-3 สารท าละลายยาตา้นจุลชีพท่ีใชใ้นการทดสอบ minimal inhibitory    concentration 

(MIC) (CLSI, 2011) 

ยาตา้นจุลชีพ สารท าละลาย 

amoxicillin ampicillin gentamicin 0.1 M phosphate buffer  

sulfonamides distilled water ½ ของปริมาตรท่ีใช ้เติม 2.5 M  

NaOH จนยาละลายหมด แลว้เติม distilled water 

ใหค้รบปริมาตรท่ีตอ้งการ 

tetracycline hydrochloride distilled water 

trimethoprim 0.05 M HCl 

Ceftiofur distilled water 

erythromycin spectinomycin 95% ethanol 

Quinolone distilled water ½ ของปริมาตรท่ีใช ้เติม 1 M  

NaOH จนยาละลายหมด แลว้เติม distilled water 

ใหค้รบปริมาตรท่ีตอ้งการ 

cephalexin phosphate buffer, 0.1 M 

2.3      น า stock solution ของยาตา้นจุลชีพ น ามาเจือจางดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลวชนิด  
           TMB/CM ซ่ึงเป็น TMB ท่ีเติม 0.125 M CaCl2 และ 0.1 M MgCl2 โดยท าการเจือจาง

แบบ doubling dilutions จากความเขม้ขน้ 256-0.25 µg/ml ใน 96  well plate ใหไ้ด้

ปริมาณหลุมละ 100 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นเติมเช้ือท่ีเตรียมไวจ้ากขอ้ 2.1 ปริมาณหลุม

ละ 100 ไมโครลิตร โดยท าการทดลองคร้ังละ 3 replications ท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 

24 ชัว่โมง การอ่านผล อ่านค่าของความเขม้ขน้ของยาหลุมแรกท่ีใส ซ่ึงก็คือค่าความ

เขม้ขน้ท่ีต  ่าท่ีสุดท่ียบัย ั้งการโตของเช้ือแบคทีเรีย 

 

3. การตรวจหายนีดือ้ยา โดยวธิีปฏิกริิยาลกูโซ่โพลเีมอเรส (polymerase chain reaction ; 
PCR)  

3.1      สกดัดีเอน็เอโดยป้ายเช้ือ A. paragallinarum จากอาหารวุน้ GC ท่ีบ่มขา้มคืน ใส่ลงใน  
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            eppendorf tube เติม sterile PBS ปริมาตร 200 µl เขยา่ใหเ้ขา้กนั น าไปใส่ในเคร่ือง     

            AccuBlock TM Digital Dry Bath (Labnet international, Inc., USA) ท่ีอุณหภูมิ 98 องศา  

            เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้ป่ันดว้ยเคร่ือง centrifuge ความเร็วรอบ 13,000 x g เป็น 

            เวลา 5 นาที เก็บเฉพาะส่วนใส  น าไปเก็บท่ี -20  องศาเซลเซียส เพื่อใชท้ดสอบต่อไป 

      3.2 ใช ้ oligonucleotide primers ทั้งหมด 7 ตวั ในการตรวจยนีท่ีด้ือต่อยาในกลุ่ม 

tetracycline sulfonamides erythromycin และ penicillins ยนีด้ือยาเหล่าน้ีพบไดใ้น

เช้ือแบคทีเรียในแฟมิล่ี Pasteurellaceae ซ่ึงไดแ้ก่ จีนสั Avibacterium Haemophilus 

และ Aggregatibacter (Kehrenberg et al., 2006) (ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 3-4) 

ตารางที่ 3-4   oligonucleotide primers ท่ีใชใ้นการตรวจหายนีด้ือยาตา้นจุลชีพในเช้ือ                         

                      A. paragallinarum 
Gene Primer             5’  ----->   3’ sequence Fragment 

size (bp) 

Primer design 

Tetracycline     

    tet(A) tetA-L  GGCGGTCTTCTTCATCATGC  502 Lanz et al. (2003) 

 tetA-R CGGCAGGCAGAGCAAGTAGA    

    tet(B) tetB-L  CATTAATAGGCGCATCGCTG  930 Lanz et al. (2003) 

 tetB-R TGAAGGTCATCGATAGCAGG   

    tet(M) tet1 GCTCAYGTTGAYGCAGGAA variable Barbosa et al. (1999) 

 tet 2 AGGATTTGGCGGSACTTCKA   

Sulfonamides     

    sul2 sulII-a  CGGCATCGTCAACATAACCT 721 Lanz et al. (2003) 

  sulII-b  TGTGCGGATGAAGTCAGCTC     

Erythromycin     

    erm(A) erm(A)-F  ATGAACCAGAAAAACCCTAAAG  732 Matter et al. (2007) 

 erm(A)-R TTAGTGAAACAATTTGTAACTATTG   

    erm(B) erm(B)-F  GAAAAGGTACTCAACCAAATA 639 Chung et al. (1999) 

 erm(B)-R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC   

Penicillin     

    blaROB-1 blaROB-1-F  CATTAACGGCTTGTTCGC  852  Matter et al. (2007) 

 blaROB-1-R CTTGCTTTGCTGCATCTTC   
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3.3     PCR 1 reaction มีปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดว้ย PCR Master mix 12.5   
ไมโครลิตร (Eppendorf® , USA) primer F 2 ไมโครลิตร primer R 2 ไมโครลิตร DNA  
ตวัอยา่ง 5 ไมโครลิตร และ H2O 3.5 ไมโครลิตร โดยใชน้ ้ ากลัน่เป็น negative control ใช้

เช้ือ  Escherichia coli  และ Lactobacillus ท่ีมียนีด้ือยาเหล่าน้ีเป็น Positive control 

3.4    น าเขา้เคร่ือง PCR (BIOER) เพ่ือเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอ และเก็บท่ี -20  องศาเซลเซียสเพื่อใช ้ 
  ทดสอบต่อไป 

3.5     น า PCR product ท่ีไดม้าวิเคราะห์โดยวิธี electrophoresis ใน 0.7% agarose gel 
(InvitrogenTM) ใช ้ TBE เป็นบฟัเฟอร์  ท าการผสม PCR product 10 ไมโครลิตร กบั 
loading  buffer  2 ไมโครลิตร แลว้หยอดลงหลุม และใช ้ 100 base pair ladder 
(Fermentas, Germany) 3.5 ไมโครลิตร หยอดหลุมแรก จากนั้นน าเขา้เคร่ือง 
electrophoresis โดยใช ้TBE เป็นบฟัเฟอร์ ท่ีกระแสไฟฟ้า 80 โวลท์ เป็นเวลา 30 นาที ท า
การยอ้มดว้ย Ethidium bromide เป็นเวลา 20 นาที แลว้ลา้งในน ้ ากลัน่ ส่องดูแถบ (band) 
ท่ีเกิดข้ึนดว้ยแสงอลัตร้าไวโอเลต็ 

 

4 การรักษาด้วยยาต้านจุลชีพในไก่ 
4.3 ชนิดแบคทีเรีย  

4.3.1 เลือกเช้ือ A. paragallinarum ท่ีไม่พบการด้ือต่อยากลุ่ม penicillin และ tetracycline 
จากผล MIC และการตรวจหายนีด้ือยามา 3  isolate ไดแ้ก่ 98 111492 และ B1E1 

4.3.2 เตรียมเช้ือโดยการเล้ียงเช้ือใน TMB ขา้มคืน และน าเช้ือไปวดัค่าดดูกลืนแสงท่ี    
600 nm และเปรียบเทียบค่าท่ีไดก้บัปริมาณเช้ือในตารางท่ี 3-2 เช้ือมีความเขม้ขน้
ประมาณ 5x108 CFU/ml ท าการใหเ้ช้ือในไก่ท่ีอาย ุ 5 สปัดาห์ โดยวิธีการหยอด
จมกูตวัละ  0.2 มิลลิลิตร  

4.4 ยาตา้นจุลชีพ 
ใหย้า amoxicillin (Virbac Animal Health, Thailand) และ doxycycline (Better 

Pharma Co. Ltd, Thailand) 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยวิธีป้อนปาก ติดต่อกนั 5 วนั วนัละ 1 

คร้ัง โดยท าการใหย้าหลงัการใหเ้ช้ือ 72 ชัว่โมง 

4.5 การออกแบบการทดลอง 
4.5.1 ใชไ้ก่ไข่ เพศเมีย พนัธุ ์ Isa Babcock  จากฟาร์มไก่เกิดเจริญ อาย ุ 5 สปัดาห์ โดย

ก่อนท าการทดลองท่ีอาย ุ 5 สปัดาห์ ท าการเจาะเลือดไก่ทุกตวั เพื่อน ามาตรวจหา
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แอนติบอดีต่อ A. paragallinarum ดว้ยวิธี hemagglutination inhibition test (HI 
test) โดยดดัแปลงจากวิธีการของ Garcia และคณะ (2008) ตามขั้นตอนดงัน้ี 

4.5.1.1 ป่ันแยกซีร่ัมท่ีความเร็วรอบ 3,000 x g เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นผสมซีร่ัมกบั 
10% glutaraldehyde (GA) fixed chicken erythrocyte ในอตัราส่วน 1 ต่อ 5  
เขยา่ใหเ้ขา้กนัและตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 2 ชัว่โมง เขยา่ใหเ้ขา้กนั เก็บใน
ตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง น าออกมาเขยา่ใหเ้ขา้กนั 
ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งอยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมง ขั้นตอนน้ีท าเพ่ือไม่ใหเ้กิดการ
ตกตะกอนของเซลลก์บัเมด็เลือดแดง 

4.5.1.2 น าซีร่ัมจากขอ้ 4.5.1.1 มาป่ันท่ีความเร็วรอบ 3,000 x g เป็นเวลา 10 นาที ดูด
ส่วนใสและเก็บในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชต้รวจ HI test โดย
ซีร่ัมจะมีความเขม้ขน้ 1 ต่อ 5  

4.5.1.3 น าซีร่ัมจากขอ้ 4.5.1.2 มาท า two-fold dilution ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1/5-1/160 
โดยเจือจางดว้ย PBS + 0.1% BSA ใหไ้ดป้ริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร 

4.5.1.4 น า antigen reference  ของทุกซีโรไทป์ (The Kitasato institute) มาเจือจางดว้ย 
PBS + 0.1% BSA ใหไ้ด ้4 hemaglutination (HA) unit  

4.5.1.5 หลงัจากนั้นเติม antigen ความเขม้ขน้ 4 HA unit  หลุมละ 50 ไมโครลิตร ตั้ง
ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 30-45 นาที ท า antigen control และ serum control 
เขยา่ใหเ้ขา้กนั จากนั้นเติม 1% GA-fixed chicken erythrocyte ทุกหลุม เขยา่
ใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที จึงอ่านผล  โดยความเขม้ขน้
สูงสุดของซีร่ัมท่ียบัย ั้งการตกตะกอนเท่ากบั HI titer 

4.5.2 แบ่งไก่ออกเป็น 10 กลุ่ม กลุ่มละ 10 ตวั  ซ่ึงแต่ละกลุ่มจะท าการทดลอง ดงัน้ี 
 

กลุ่มท่ี    แบคทีเรีย     ยาตา้นจุลชีพ  

1 

2 

3 

4 

5 

6 

98 

111492 

B1E1 

98 

111492 

B1E1 

amoxicillin 

amoxicillin 

amoxicillin 

doxycycline 

doxycycline 

doxycycline 
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7 

8 

9 

10 

98 

111492 

B1E1 

- 

- 

- 

- 

- 

 

Positive control 

 

     Negative control 

 

4.6 สงัเกตอาการโรคหวดัหนา้บวม (clinical sign score) ในไก่ทดลองทุกวนั เป็นเวลา 8 วนั 
หลงัการใหย้า โดยใหค้ะแนนดงัน้ี 0 = ไม่แสดงอาการ 1 = มีน ้ ามกูและหนา้บวมเลก็นอ้ย    
2 = มีน ้ ามกูและหนา้บวมปานกลาง 3 =  มีน ้ ามกูมากและหนา้บวมมาก และ 4 = มีน ้ ามกู
มาก หนา้บวม มาก และหงอน เหนียงบวม (Soriano et al., 2004b) 

4.7 หลงัจากการใหเ้ช้ือ 8 วนัจะท าการเมตตาฆาตและเก็บตวัอยา่งจากการป้ายเช้ือจากไซนสัใต้
ตา (infraorbital sinus) แลว้น ามา streak ลงบนอาหารวุน้เลือดแกะ ขีดคาดทบัดว้ย 
Staphylococcus aureus  บ่มเช้ือในโถเทียน จากนั้นน าโถไปบ่มในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง  

4.8 ตรวจยนืยนัเช้ือ  A. paragallinarum ดว้ยวิธี PCR จากตวัอยา่งจากการป้ายเช้ือจากไซนสัใต้
ตา โดยน าตวัอยา่งมาเพาะเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ และสกดัดีเอน็เอ ตามวิธีขอ้ 3.1 และใช ้
oligonucleotide primers ส าหรับ HPG-2 PCR (Chen et al., 1996) ดงัน้ี N1 5’ TGA GGG 
TAG TCT TGC ACG CGA AT 3’ , R1 5’ CAA GGT ATC GAT CGT CTC TCT ACT 
3’ โดยใชน้ ้ ากลัน่เป็น negative control และ A. paragallinarum strain 221 เป็น positive 
control น าเขา้เคร่ือง PCR (BIOER) โดยใช ้cycle ดงัน้ี 1) Initial denaturation ท่ี 98 องศา
เซลเซียส 2 นาที 30 วินาที 2) Denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 3) Annealing ท่ี 65 
องศาเซลเซียส 1 นาที 4) Extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 2 นาที 5) ท าซ ้าในขั้นตอน 2-4 
เป็นจ านวน 25 รอบ 6) Final extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 นาที เก็บท่ี -20  องศา
เซลเซียส เพื่อใชท้ดสอบต่อไป แลว้น า PCR product มาวิเคราะห์โดยวิธี electrophoresis 
ใน 0.7% agarose gel (InvitrogenTM) 

4.9 ตรวจหายนีด้ือยากลุ่ม penicillin และ tetracycline จากตวัอยา่งจากการป้ายเช้ือจากไซนสัใต้
ตา ตามวิธีขอ้ 3 

 

5 การวเิคราะห์ผล 
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ผลของค่า MIC, HI test และ การตรวจหายนีด้ือต่อยาตา้นจุลชีพน ามาวิเคราะห์ดว้ยสถิติเชิง 

พรรณนา (Descriptive Statistics) 

Clinical sign score ในแต่ละวนัและแต่ละกลุ่มการทดลอง จะค านวณเป็นค่าเฉล่ีย คือ  

mean daily clinical sign score =    ผลรวม clinical sign score แต่ละวนัของไก่ทั้งหมดในกลุ่ม 

                                                                              จ  านวนไก่ทั้งหมดในกลุ่ม 

ใช ้Kruskal-wallis test เปรียบเทียบความแตกต่างของ mean daily clinical sign score ของ 

ไก่แต่ละกลุ่ม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 22 

บทที่ 4 

 

ผลการทดลอง 

 

1. ความไวรับต่อยาต้านจุลชีพ 
เช้ือ A. paragallinarum ท่ีทดสอบส่วนมากจะด้ือต่อยา oxytetracycline (13 isolate, ร้อยละ 

72.2) รองลงมาคือ doxycycline streptomycin ciprofloxacin erythromycin sulfamethoxazole-

trimethopri (12 isolate ร้อยละ 66.7) gentamicin (10 isolate ร้อยละ 55.6) enrofloxacin, 

spectinomycin (9 isolate ร้อยละ 50) ampicillin และ ceftiofur (1 isolate ร้อยละ 5.6) ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 4-1 ทั้ง 18 isolate ท่ีท าการทดลองมีความไวต่อยา amoxicillin และพบการด้ือต่อยาตา้นจุล

ชีพมากกว่า 3 ชนิดข้ึนไป 12 isolate (ร้อยละ 66.7) สเตรน 98 และ 111492 ไม่พบการด้ือต่อยาตา้น

จุลชีพทุกชนิดในการทดลองน้ี เม่ือสงัเกตการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพแยกตามซีโรวาร์จะพบว่าซีโรวาร์ 

A มีการด้ือยานอ้ยเม่ือเปรียบเทียบกบัซีโรวาร์ B และ C ยกเวน้สเตรน CHS0809 และ CMU1009 

ซ่ึงแสดงในตารางท่ี 4-2 และซีโรวาร์ A มีช่วงของค่า MIC กวา้ง เพราะเช้ือสเตรนอ่ืนๆ ในซีโรกรุ๊ป 

A มีค่า MIC ต ่า แต่ค่า MIC ของสเตรน CHS0809 และ CMU1009 สูง ส่วนช่วงของค่า MIC ในซีโร

กรุ๊ป B แล C นั้นจะแคบเพราะเช้ือต่างๆ ในซีโรกรุ๊ปทั้งสองน้ีมีค่าท่ีสูงและใกลเ้คียงกนั (ดงัแสดง

ในตารางท่ี 4-3)               

ตารางที ่4-1 ผลการทดสอบความเขม้ขน้ต ่าสุดของยาตา้นจุลชีพในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย (MIC)               
ยาต้านจุลชีพ Breakpoints                          จ านวนสเตรนในแต่ละค่า MIC (µg/ml)                       ดื้อยา 
    ≤0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 ≥256 (%) 

ampicillina ≥8 8 6 1 1 1 1 - - - - - 5.6 

amoxicillinb ≥8 14 2 2 - - - - - - - - 0 

ceftiofurb ≥4 11 4 2 - 1 - - - - - - 5.6 

Cephalexin NDc 3 - 2 5 3 5 - - - - - NDc 

doxycyclineb ≥8 3 3 - - - - 2 - 5 5 - 66.7 

oxytetracyclineb ≥8 1 - - 1 3 - - 1 - - 12 72.2 
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ciprofloxacinb ≥2 2 3 1 1 1 - 1 - 2 3 4 66.7 

enrofloxacinb ≥1 9 - - - 2 0 5 - 1 - 1 50 

sulfamethoxazole–

trimethoprima 

≥2 4 - 2 - - - - - - 2 10 66.7 

erythromycina ≥4 2 1 2 1 - 1 1 1 3 4 1 66.7 

gentamicinb ≥8 3 2 1 - 2 2 5 2 1 - - 55.6 

spectinomycinb ≥64 2 - - - - 1 3 3 4 3 2 50 

streptomycina ≥8 3 - 2 1 - - 1 - - - 11 66.7 

nalidixic acid NDc 2 2 2 1 1 1 - 1 3 2 3 NDc 
a  breakpoints ของค่า MIC จากการศกึษาของ Blackall (1988). 
 b breakpoints ของค่า MIC จากรายงานของ CLSI (2011). 
 c Not defined. 

 

ตารางที่ 4-2 ความไวรับต่อยาตา้นจุลชีพของเช้ือ A. paragallinarum 

สเตรน ซีโรวาร์  ที่มาของเช้ือ  Antimicrobial resistant profile  

98 A NIAH  

423 A-2 NIAH ERT 

746 A NIAH OXT 

102090 A NIAH DOX/OXT/SXT/STR 

111492 A NIAH  

112179 A NIAH DOX/OXT/CIP/SXT/ERT/GEN/SPC/STR 

B1E1 A-2 NIAH STR 

IR1 A-2 ชยัภูมิ CIP/ENR 

CHS0809 A ฉะเชิงเทรา DOX/OXT/CIP/SXT/ERT/GEN/SPC/STR 

CMU1009 A เชียงใหม่ AMP/CEF/DOX/OXT/CIP/SXT/ERT/ENR/STR 

1687 B NIAH DOX/OXT/CIP/SXT/ERT/GEN/SPC/STR 

102984 B NIAH DOX/OXT/CIP/ENR/SXT/ERT/GEN/SPC/STR 

211108 B ชลบุรี DOX/OXT/CIP/ENR/SXT/ERT/GEN/SPC/STR 
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CMA0509 B เชียงใหม่ DOX/OXT/CIP/ENR/SXT/ERT/GEN/SPC/STR 

F1CM0809 B เชียงใหม่ DOX/OXT/CIP/ENR/SXT/ERT/GEN/STR 

102943 C NIAH DOX/OXT/CIP/ENR/SXT/ERT/GEN/SPC/STR 

102947 C-2 NIAH DOX/OXT/CIP/ENR/SXT/ERT/GEN/SPC/STR 

115757 C NIAH DOX/OXT/CIP/ENR/SXT/ERT/GEN/SPC/STR 

AMP: ampicillin; DOX: doxycycline; OXT: oxytetracycline; CEF: ceftiofur; CIP: ciprofloxacin; 
ENR: enrofloxacin; SXT: sulfamethoxazole–trimethoprim ;  ERT: erythromycin; GEN: gentamicin: 
SPC: spectinomycin; STR: streptomycin 

 

ตารางที่ 4-3 ช่วงของค่า MIC ในเช้ือแต่ละซีโรกรุ๊ป 

 

ยาต้านจุลชีพ ช่วงของค่า MIC ในเช้ือแต่ละซีโรกรุ๊ป 

      ซีโรกรุ๊ป A    ซีโรกรุ๊ป B       ซีโรกรุ๊ป C 

ampicillin ≤0.25-8 ≤0.25-2 0.5-1 

amoxicillin ≤0.25 ≤0.25-1 ≤0.25-1 

ceftiofur ≤0.25-≥256 ≥256 ≥256 

cephalexin ≤0.25-8 2-4 4-8 

doxycycline ≤0.25-128 64-128 64-128 

oxytetracycline ≤0.25-≥256 ≥256 ≥256 

ciprofloxacin ≤0.25-≥256 16-≥256 64-≥256 

enrofloxacin ≤0.25-≥256 ≤0.25-64 4-16 

sulfamethoxazole–trimethoprim ≤0.25-≥256 ≥256 ≥256 

erythromycin ≤0.25-64 64-128 128-≥256 

gentamicin ≤0.25-32 8-16 8-64 

spectinomycin ≤0.25-128 32-≥256 64-≥256 

streptomycin ≤0.25-≥256 ≥256 ≥256 

nalidixic acid ≤0.25-≥256 4-≥256 64-≥256 

 

2. การตรวจหายนีดือ้ยา 
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 ผลการตรวจหายนีด้ือยาพบยนี tet(A) (ภาพท่ี 4-1) tet(B) tet(M) และ erm(A) มากท่ีสุด  

(13 isolate, ร้อยละ 72.2) รองลงมาคือยนี erm(B) (12 isolate, ร้อยละ 66.7) sul2 (ภาพท่ี 4-2)   

(3 isolate, ร้อยละ 16.7) และ blaROB-1 (1 isolate, ร้อยละ 5.6) พบยนีด้ือยาอยา่งนอ้ย 1 ยนีจาก  

13 isolate (ร้อยละ 72.2) และ มียนีด้ือยาตั้งแต่ 3 ยนีข้ึนไป 12 isolate (ร้อยละ 66.7) (ตารางท่ี 4-4) 

 เม่ือมาดูท่ีความสมัพนัธร์ะหว่างแสดงความไวรับต่อยาตา้นจุลชีพและยนีด้ือยาท่ีพบ ดงั

แสดงในตารางท่ี 4-2 และ 4-4 พบว่า เช้ือ 12 isolate (ร้อยละ 66.7) ท่ีด้ือต่อยากลุ่ม tetracycline 

(doxycycline และ oxytetracycline) จากการทดสอบ MIC จะมียนี tet(A) tet(B) และ tet(M) แต่จะมี 

1 isolate ท่ีด้ือต่อยา oxytetracycline แต่ไม่พบยนี tet(A) tet(B) และ tet(M) พบการด้ือต่อยา 

erythromycin 12 isolate (ร้อยละ 66.7) ซ่ึงในจ านวนน้ีมี 11 isolate ท่ีพบยนี erm(A) และ erm(B)  

และ 1 isolate ท่ีพบเพียงยนี erm(A)  เช้ือ 11 isolate (ร้อยละ 61.1) ด้ือต่อยา sulfamethoxazole-

trimethoprim แต่มีเพียง 3 isolate (ร้อยละ 16.7) ท่ีพบยนี sul2 และเช้ือ 1 isolate (ร้อยละ 5.6) ท่ีด้ือ

ต่อยา ampicillin และพบยนีด้ือยา blaROB-1 และเม่ือสงัเกตการพบยนีด้ือยาแยกตามซีโรกรุ๊ปพบว่า 

ซีโรกรุ๊ป A มียนีด้ือยานอ้ยเม่ือเปรียบเทียบกบัซีโรกรุ๊ป B และ C ยกเวน้ สเตรน CHS0809 และ 

CMU1009 เช่นเดียวกนักบัผลการด้ือยาจากวิธี MIC 
 

ตารางที่ 4-4 ผลการตรวจพบยนีด้ือยาของเช้ือ A. paragallinarum 

 

สเตรน ซีโรวาร์  ที่มาของเช้ือ  ยนีดื้อยาที่พบ 

98 A NIAH  

423 A-2 NIAH erm(A) 

746 A NIAH  

102090 A NIAH tet(A) /tet(B)/tet(M) 

111492 A NIAH  

112179 A NIAH tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B) 

B1E1 A-2 NIAH  

IR1 A-2 ชยัภูมิ  

CHS0809 A ฉะเชิงเทรา tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B) 
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CMU1009 A เชียงใหม่ tet(A)/tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B)/blaROB-1 

1687 B NIAH tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B) 

102984 B NIAH tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B) 

211108 B ชลบุรี tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B) 

CMA0509 B เชียงใหม่ tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B) 

F1CM0809 B เชียงใหม่ tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B) 

102943 C NIAH tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B)/sul2 

102947 C-2 NIAH tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B)/sul2 

115757 C NIAH tet(A) /tet(B)/tet(M)/erm(A)/erm(B)/sul2 

 

 

 

 

ภาพที่ 4-1 การตรวจพบยนี tet(A) ของเช้ือ A. paragallinarum 

แถว 1 : 100 bp marker  แถว 2 : negative control  แถว 3 : positive control  แถว 4 : สเตรน 102090  

แถว 5 : สเตรน CHS0809  แถว 6 : สเตรน 211108  แถว 7 : สเตรน 102943  แถว 8 : สเตรน 

102947 

 

    1          2         3        4         5          6           7         8 

500 bp  
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ภาพที่ 4-2 การตรวจพบยนี sul2 ของเช้ือ A. paragallinarum 

แถว 1 : 100 bp marker  แถว 2 : negative control  แถว 3 : positive control  แถว 4 : สเตรน 102943  

แถว 5 : สเตรน 102947  แถว 6 : สเตรน 115757  แถว 7 : สเตรน CMA0509  แถว 8 : สเตรน 1687 
 

3. การรักษาด้วยยาต้านจุลชีพในไก่ 
เช้ือ A. paragallinarum ท่ีไก่ไดรั้บท าการเลือกจากเช้ือท่ีไวรับต่อยา amoxicillin และ 

doxycycline และตอ้งไม่พบยนีด้ือยาในกลุ่ม penicillin (blaROB-1) และกลุ่ม tetracycline (tet(A) 

tet(B) and tet(M)) ซ่ึงเช้ือท่ีเลือกมา 3 สเตรน คือ  98 111492 และ B1E1 

ผลการตรวจหาแอนติบอดีต่อ A. paragallinarum ดว้ยวิธี HI test จากซีร่ัมไก่ก่อนท่ีจะท า

การทดลอง พบว่าไม่พบแอนติบอดีไตเตอร์ต่อ A. paragallinarum 

อาการทางคลินิกท าการใหค้ะแนนตามภาพท่ี 4-3 หลงัจากไก่ไดรั้บเช้ือไป 24 ชัว่โมง ตรวจ

พบอาการหวดัหนา้บวมในไก่ โดยมีอาการมีน ้ ามกู หนา้บวม เยือ่ตาอกัเสบ ดงัภาพท่ี 4-4 โดย

ค่าเฉล่ียคะแนนอาการทางคลินิกของไก่ท่ีไดรั้บยา amoxicillin และ doxycycline ของเช้ือทุกสเตรน

ท่ีไก่ไดรั้บมีค่าต ่ากว่ากลุ่มควบคุมบวก (positive control) ตั้งแต่หลงัไดรั้บยา (4 วนัหลงัรับเช้ือ) 

(ตารางท่ี 4-5) ไปจนจบการทดลอง ในกลุ่มท่ีไดรั้บเช้ือสเตรน 98 และรักษาดว้ยยา amoxicillin และ 

doxycycline มีค่าเฉล่ียคะแนนอาการทางคลินิกต ่ากว่ากลุ่มควบคุมบวกอยา่งมีนยัส าคญัในวนัท่ี 4 

หลงัไดรั้บเช้ือ (p<0.05) ส่วนกลุ่มท่ีไดรั้บเช้ือสเตรน 111492 และรักษาดว้ยยา amoxicillin และ 

doxycycline มีค่าเฉล่ียคะแนนอาการทางคลินิกต ่ากว่ากลุ่มควบคุมบวกอยา่งมีนยัส าคญัในวนัท่ี 5 

    1          2         3        4         5          6           7         8 

500 bp  
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และ 6 หลงัไดรั้บเช้ือ (p<0.05) และกลุ่มท่ีไดรั้บเช้ือสเตรน B1E1 และรักษาดว้ยยา amoxicillin มี

ค่าเฉล่ียคะแนนอาการทางคลินิกต ่ากว่ากลุ่มควบคุมบวกอยา่งมีนยัส าคญัในวนัท่ี 4 หลงัไดรั้บเช้ือ 

(p<0.05) แต่กลุ่มท่ีไดรั้บยา doxycycline ค่าเฉล่ียคะแนนอาการทางคลินิกต ่ากว่ากลุ่มควบคุมบวก

แต่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั 

 

 
ภาพที่ 4-3 คะแนนอาการทางคลินิกท่ีใชใ้นการบนัทึก 0 = ไม่แสดงอาการ (ก) 

 1 = มีน ้ ามกูและหนา้บวมเลก็นอ้ย (ข) 2 = มีน ้ ามกูและหนา้บวมปานกลาง (ค) 

 3 =  มีน ้ ามกูมากและหนา้บวมมาก (ง) 

 
ภาพที่ 4-4 อาการทางคลินิกท่ีพบ มีน ้ ามกู (ก) หนา้บวมและเยือ่ตาอกัเสบ (ข) 

 

ก ข 

ง ค 

ก ข 



 29 

 ผลการเพาะเช้ือจากส่ิงคดัหลัง่จาก infraorbital sinus ในไก่ท่ีถกูเมตตาฆาตในวนัท่ี 8 หลงั

ไดรั้บเช้ือพบว่าในกลุ่มท่ีไดรั้บยา amoxicillin และ doxycycline พบเช้ือ A. paragallinarum จ านวน

นอ้ยกว่ากลุ่มควบคุมบวก แต่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั และเม่ือน าเช้ือท่ีเพาะไดน้ี้มา

ตรวจหายนีด้ือยากลุ่ม penicillin และ tetracycline ก็ไม่พบยนีด้ือยาทั้งสองกลุ่ม โดยค่าเฉล่ียคะแนน

อาการทางคลินิกและผลการแยกเช้ือจาก infraorbital sinus แสดงในตารางท่ี 4-5  

 

ตารางที่ 4-5 คะแนนอาการทางคลินิกและผลการแยกเช้ือจาก infraorbital sinus 

สเตรน ยาตา้นจุลชีพ 

Mean clinical sign scoresA 
การแยกเช้ือจาก

infraorbital 

sinusB 

จ านวนวนัหลงัไดรั้บเช้ือ 

1 2 3 4 5 6 7 

98 amoxicillin 0.8a 1.1a 1.1a 0.7b 0.5a 0.5a 0a 6/10a 

98 doxycycline 0.8a 1.1a 1.4a 0.9b 0.8a 0.3a 0.2a 8/10a 

98 - 0.8 0.8 1.2 1.6 1 0.9 0.3 9/10a 

111492 amoxicillin 0.8a 1.4a 1.2a 0.6a 0.2b 0.2b 0.2a 4/10a 

111492 doxycycline 0.8a 1.4a 1.2a 0.6a 0.2b 0.2b 0.2a 7/10a 

111492 - 0.7 0.8 1 1.1 1.2 0.9 0.6 8/10a 

B1E1 amoxicillin 1.1a 1.2a 1.6a 0.8b 0.7b 0.4a 0.3a 4/10a 

B1E1 doxycycline 0.8 1.2 1.8 1.2 0.8 0.5 0.4 6/10a 

B1E1 - 0.9 1.2 1.6 1.6 1.2 0.9 0.7 9/10a 

- - 0b 0b 0b 0b 0b 0b 0b 0/10b 
AMean clinical sign scores ในแถวเดียวกนัท่ีมีตวัยกท่ีแตกต่างกนัคือมีความแตกต่างอยา่งมี

นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และBการแยกเช้ือจาก infraorbital sinus ในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัยกท่ี
แตกต่างกนัคือมคีวามแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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บทที่ 5 

 

วจิารณ์และสรุปผล 

 

จากการศึกษาน้ี ความไวรับต่อยาตา้นจุลชีพจากการทดสอบ MIC ท่ีพบเช้ือ  

A. paragallinarum จ านวนมากด้ือต่อยา oxytetracycline doxycycline streptomycin ciprofloxacin 

erythromycin และ sulfamethoxazole-trimethoprim ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาอ่ืนๆ ก่อนหนา้น้ี 

(Reece and Coloe, 1985; Blackall, 1988; Poernomo et al., 2000; Hsu et al., 2007; Chukiatsiri et 

al., 2012) และ เช้ือ A. paragallinarum จ านวนมาก (66.7%) ด้ือต่อยาตา้นจุลชีพตั้งแต่ 3 ชนิดข้ึนไป 

ซ่ึงตรงกบัการศึกษาของ Hsu และคณะ (2007) แสดงว่าเช้ือ A. paragallinarum ท่ีพบในประเทศ

ไทยเกิดการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพหลายชนิด โดยผลความไวรับต่อยาตา้นจุลชีพในซีโรกรุ๊ป C มีค่าสูง

กว่า  ซีโรกรุ๊ป A และ B  หากจะอา้งอิงถึงความรุนแรงของซีโรกรุ๊ปนั้นจะตรงกบัการศึกษาของ 

Bragg ท่ีพบว่าซีโรกรุ๊ป C มีความรุนแรงมากกว่า ซีโรกรุ๊ป A (Bragg, 2005) และบทบาทส าคญัของ 

Hemagglutinin (HA) antigen  ต่อความรุนแรงของเช้ือ Page ซีโรกรุ๊ป C (Yamaguchi et al., 1993) 

ส่วนการท่ีซีโรกรุ๊ป A มีช่วงของค่า MIC กวา้ง เน่ืองจากค่า MIC ของสเตรน CHS0809 และ 

CMU1009 สูงต่างจากเช้ือซีโรกรุ๊ป A สเตรนอ่ืนๆ อาจเกิดจากเช้ือทั้งสองสเตรนน้ีมีแหล่งท่ีมาต่าง

จากสเตรนอ่ืน ท าใหม้ีความแตกต่างของการไดรั้บยาตา้นจุลชีพของไก่ท่ีเป็นท่ีมาของเช้ือตวัอยา่ง

เหล่าน้ี  

เมื่อท าการเปรียบเทียบกบัการศกึษาของ Chukiatsiri และคณะ (2012) ซ่ึงเป็นการศกึษา

ความไวรับต่อยาตา้นจุลชีพของเช้ือ A. paragallinarum สเตรนเดียวกนัแต่ใชว้ิธี disk diffusion 

พบว่ามีผลท่ีสอดคลอ้งกนัในยาหลายชนิดคือ ampicillin amoxicillin doxycycline streptomycin 

nalidixic acid enrofloxacin erythromycin sulfamethoxazole–trimethoprim ceftiofur cephalexin 

และ oxytetracycline และผลท่ีแตกต่างในยา ciprofloxacin gentamicin และ spectinomycin  ดงันั้น

วิธีการในการตรวจความไวรับต่อยาตา้นจุลชีพท่ีแตกต่างท าใหผ้ลท่ีไดม้าแตกต่างกนั ซ่ึงตรงกบั

การศึกษาของ Watson และคณะในปี 1991 ท่ีพบความแตกต่างของผลการทดสอบความไวรับของ
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ยาตา้นจุลชีพระหว่างวิธี MIC และ วิธี disk diffusion พบว่ามีผลการทดสอบแตกต่างกนัร้อยละ 31 

ซ่ึงอาจเกิดจากการอ่านผลของวิธี MIC จะใช ้ breakpoint ซ่ึงผลท่ีไดจ้ะมีเพียง sensitive และ 

resistant ส่วนการอ่านผลของวิธี disk diffusion ดว้ย zone diameter ซ่ึงแบ่งผลออกเป็น sensitive 

intermediate และ resistant โดยความแตกต่างก็อาจเกิดจากค่า intermediate (Watson et al., 1991) 

 ในการตรวจหายนีด้ือยาพบว่ายนีด้ือยาท่ีพบส่วนมากสอดคลอ้งกบัผลความไวรับต่อยาตา้น

จุลชีพ แต่มีเช้ือบางตวัท่ีมีการด้ือยาแต่ไม่พบยนีท่ีด้ือต่อยาในกลุ่มนั้น ในกรณีของเช้ือสเตรน 746 ท่ี

ด้ือต่อยา oxytetracycline แต่ไม่มี tet(A) tet(B) และ tet(M) อาจจะมียนีตวัอ่ืนท่ีไม่ไดน้ ามาศึกษาใน

คร้ังน้ีเป็นยนีท่ีควบคุมการด้ือต่อยากลุ่ม tetracycline หรืออาจเกิดจากการใช ้breakpoint ในการอ่าน

ผล MIC ท่ีอา้งอิงมาจากเช้ือ Haemophilus influenza ซ่ึงไม่ไดม้าจากเช้ือ A. paragallinarum 

โดยตรง ท าใหค่้าท่ีไดอ้าจเกิดการคลาดเคล่ือนได ้ส่วนเช้ือด้ือต่อยา sulfamethoxazole-trimethoprim 

แต่มีเพียง 3 isolate ท่ีพบยนี sul2 นั้นเกิดจากยา sulfamethoxazole-trimethoprim เป็นการผสม

ระหว่าง sulfamethoxazole กบั trimethoprim ดงันั้นเช้ือท่ีไม่พบยนี sul2 อาจจะด้ือต่อยา 

trimethoprim เพียงอยา่งเดียว แต่การพบยนี sul2 น้ีตรงกบัการคน้พบ Plasmid pYMH5 ในเช้ือ A. 

paragallinarum ซ่ึงควบคุมการด้ือยา sulfonamide และยาตา้นจุลชีพชนิดอื่นๆ ไดแ้ก่ streptomycin, 

kanamycin และ neomycin (Hsu et al., 2007) 

 เมื่อท าการเปรียบเทียบค่า MIC กบัจ านวนยนีด้ือยาท่ีพบในแต่ละซีโรกรุ๊ป พบว่ามี

ความสมัพนัธก์นั โดยซีโรกรุ๊ป A มีค่า MIC ต ่า จะตรวจพบปริมาณยนีด้ือยานอ้ย ส่วนซีโรกรุ๊ป B 

และ C ท่ีมีค่า MIC สูง จะตรวจพบยนีด้ือยาจ านวนมากกว่า แสดงว่าค่า MIC จะบ่งบอกไดว้่าเช้ือ

น่าจะมียนีด้ือยามากหรือนอ้ย 

 การทดลองในไก่พบว่ายาตา้นจุลชีพซ่ึงไดแ้ก่ amoxicillin และ doxycycline ช่วยลดอาการ

ทางคลินิกของไก่ท่ีไดรั้บเช้ือ A. paragallinarum ท่ีไม่มียีนด้ือยาและไม่ด้ือต่อยาทั้งสองชนิดน้ี ซ่ึง

ตรงกบัการรายงานก่อนหนา้น้ีว่า หลงัจากไก่ไดรั้บการรักษาดว้ยยาตา้นจุลชีพท่ีเหมาะสมและ

ต่อเน่ืองเป็นเวลา 5-7 วนั อาการทางคลินิกควรจะหายไป (Blackall and Hinz, 2008) และจาก

รายงานสตัวป่์วยของไก่ไข่ท่ีติดเช้ือหวดัหนา้บวม เม่ือรักษาดว้ยยาท่ีเช้ือไม่ด้ือต่อเน่ือง 7 วนั (กฤดา

และนิวตัร, 2550) พบว่าอาการมีน ้ ามกูและหนา้บวมลดลง แต่อาการทางคลินิกท่ีลดลงน้ีมีความ

แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัจากกลุ่มควบคุมบวกเพียง 1-2 วนั ของการทดลองท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเป็น
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เพราะในวนัท่ี 7 หลงัรับเช้ือไก่ก็เร่ิมไม่แสดงอาการทางคลินิกแลว้ ซ่ึงตรงกบัค าอธิบายว่าในกรณีท่ี

ไม่รุนแรงอาการทางคลินิกจะหายไปภายใน 10 วนั (Blackall and Hinz, 2008) และตรงกบั

การศึกษาของ Zhoa และคณะ (2009) ท่ีศึกษารูปแบบการติดเช้ือของโรคหวดัหนา้บวมในไก่ พบว่า

อาการทางคลินิกจะลดลงท่ี 6 วนัหลงัไดรั้บเช้ือและหมดไปท่ี 8 วนัหลงัรับเช้ือ และเม่ือดูขอ้มลูไก่

รายตวัในกลุ่มควบคุมบวกของเช้ือสเตรน 111492 จะพบว่ามีไก่หน่ึงตวัท่ีไม่แสดงอาการทางคลินิก

ตลอดระยะเวลาท่ีท าการทดลอง และไม่พบเช้ือใน infraorbital sinus แสดงว่าความสามารถในการ

แพร่กระจายของเช้ือสเตรน 111492 ต  ่า 

ในส่วนของผลการเพาะเช้ือจากส่ิงคดัหลัง่จาก infraorbital sinus ท่ีไม่ค่อยแตกต่างจากกลุ่ม

ควบคุมบวก สามารถพบเช้ือจากส่ิงคดัหลัง่จาก infraorbital sinus ถึงแมไ้ก่นั้นจะไม่แสดงอาการ

ทางคลินิก อาจเป็นเพราะตวั infraorbital sinus อยูลึ่กและมีหลอดเลือดไปเล้ียงนอ้ยท าใหย้าเขา้ไป

ถึงไดย้ากท าใหป้ริมาณยาท่ีไก่ไดรั้บเขา้ไปถึงไซนสัไดน้อ้ย ซ่ึงจากรายงานขา้งตน้ของ Blackall 

และ Hinz และ กฤดาและนิวตัร รายงานว่ายาช่วยใหอ้าการทางคลินิกหายไปไดแ้ต่ไม่ไดก้ล่าวว่าจะ

ท าลายเช้ือในไซนสัให้หมดไปได ้ดงันั้นจากผลการทดลองทั้งหมดจะเห็นว่าไก่ท่ีติดเช้ือ  

A. paragallinarum ท่ีไม่ด้ือยา และไม่มียนีด้ือยา และเม่ือไดรั้บยาอยา่งต่อเน่ือง จะช่วยรักษาอาการ

ทางคลินิกได ้(Blackall and Hinz, 2008; กฤดาและนิวตัร, 2550) แสดงว่าการแสดงออกของการด้ือ

ต่อยาในตวัไก่สมัพนัธก์บัความไวรับของยาตา้นจุลชีพและยนีด้ือยาท่ีปรากฏ และจากผลการทดลอง

ขา้งตน้ยาตา้นจุลชีพช่วยท าใหอ้าการทางคลินิกลดลง แต่เช้ือใน infraorbital sinus  ยงัมีอยู่ 

เพราะฉะนั้นในการก าจดัเช้ือไม่อาจอาศยัการใชย้าตา้นจุลชีพเพียงอยา่งเดียว ตอ้งท าควบคู่ไปกบั

การจดัการท่ีดี ท าการก าจดัไก่ท่ีติดเช้ือหรือท่ีหายจากโรคซ่ึงเป็นแหล่งของเช้ือหวดัหนา้บวมออก

จากฝงู 
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ภาคผนวก 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

อาหารวุน้เลือด 

ส่วนประกอบ 500 มิลลิลิตร 

Blood  agar base  40 กรัม 

น ้ากลัน่ เติมใหค้รบปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

เลือด 25 มิลลิลิตร 

 

 ละลาย Blood  agar base ท่ีเติมน ้ ากลัน่ใหเ้ขา้กนั หลงัจากนั้นน าไป autoclave ท่ี 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที เม่ืออาหารเล้ียงเช้ืออุณหภูมิลดลงอยูท่ี่ 45-50 องศาเซลเซียส ท าการเติมเลือด

แกะ ผสมใหเ้ขา้กนั  

 

GC agar base 

ส่วนประกอบ 500 มิลลิลิตร 

GC  agar base (Lab M) 18 กรัม 

Soluble haemoglobin (Oxoid) 5 กรัม 

BBLTM IsovitaleXTM 10 มิลลิลิตร 

น ้ากลัน่ เติมใหค้รบปริมาตร  

 

 ละลาย GC  agar base ในน ้ ากลัน่ 240 มิลลิลิตร และเตรียม 2% Soluble haemoglobin โดย

ละลาย Soluble haemoglobin 5 กรัม ในน ้ ากลัน่ 250 มิลลิลิตร แลว้น าทั้งสองขวดไป autoclave ท่ี 

121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เม่ืออาหารเล้ียงเช้ืออุณหภูมิลดลงอยูท่ี่ 45-50 องศาเซลเซียส ท า

การผสมสารละลายทั้งสองขวดเขา้ดว้ยกนัแลว้ใส่ BBLTM IsovitaleXTM 
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TMB 

ส่วนประกอบ 500 มิลลิลิตร 

Biosate Peptone (BBL, USA) 5 กรัม 

NaCl  5 กรัม 

Starch (Merk, Germany) 0.5 กรัม 

Glucose (Merk, Germany) 0.25 กรัม 

Yeast extract  0.05 กรัม 

Distilled Water 100 มิลลิลิตร 

 

 ท าการชัง่สารท่ีเป็นของแหง้ทั้งหมด แลว้เติมน ้ ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนั ปรับความเป็นกรด 

ด่างใหไ้ด ้ 7.5 น าไป autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ท าการเติม supplement ซ่ึงมี

ส่วนประกอบดงัตารางดา้นล่าง  

 

Supplement 500 มิลลิลิตร 

1% NADH (Sigma, USA) 1.25 มิลลิลิตร 

0.05% Thiamine HCl 5 มิลลิลิตร 

Heat Inactivated Chicken Serum  

(56ºC/30 นาที) 
5 มิลลิลิตร 

O-A ComplexA 25 มิลลิลิตร 
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AOleic acid-Albumin (O-A) complex                                         

ส าหรับปริมาตร 500 มิลลิลิตร ท าการเตรียม Sodium oleate solution โดยผสม Oleic 

acid0.3 มิลลิลิตร กบั 0.05 N NaOH 25 มิลลิลิตร  (0.2 กรัม ในน ้ า 100 มิลลิลิตร) และ Albumin 

solution โดยผสม Bovine serum albumin 23.75 กรัม กบั Normal saline 475 มิลลิลิตร แลว้น า

สารละลายทั้งสองมาผสมกนั ปรับความเป็นกรด ด่างใหไ้ด ้6.8 แลว้น ามากรองดว้ยกระดาษกรอง

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 

TMB/CM  

เตรียมโดยการผสม TMB 100 มิลลิลิตร กบั 0.125 M CaCl2 และ 0.01 M MgCl2 อยา่งละ 1 

มิลลิลิตร 

 

Mist Desicans 

ส่วนประกอบ ปริมาตรท่ีใช ้

ส่วนท่ี 1 

Horse serum 

 

300 มิลิลิตร 

ส่วนท่ี 2 

Glucose 

Soy peptone 

น ้ากลัน่ 

 

30 กรัม 

1.3 กรัม 

100 มิลลิลิตร 

 

น าไป autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ก่อนใชน้ าส่วนท่ี 1 และ 2 ผสมใน 

อตัราส่วน 30 : 10 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาวทิพยาพร โนนคู่เขตโขง 

 

วัน/เดือน/ปี เกิด  

 23 มกราคม พ.ศ. 2526 

 

ประวัติการศึกษา 

- จบการศึกษาระดับปริญญาตรีจากคณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

- จบการศึกษามหาบัณฑิตจากภาควิชาอายุรศาสตร์  คณะสัตวแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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