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สุรีรัตน  หนูมี : ประสิทธิภาพของวัคซีนชนิดเชื้อตายในสื่อนํ้ามันที่เตรียมขึ้นจากซัลโมเนลลา    
เอนเทอริติดิส ในการปองกันการติดเชื้อของอวัยวะภายใน และการแพรเชื้อผานไขในไกไข 
(EFFICACY OF THE EXPERIMENTAL Salmonella Enteritidis OIL-EMULSION   
BACTERIN  IN  PREVENTING  SYSTEMIC  INFECTION   AND  VERTICAL 
TRANSMISSION  IN  LAYING  HENS) อ .ที่ ป รึกษา  : ศ .น .สพ .ดร .จิ โรจ   ศศิป รียจันทร ,           
อ.ที่ปรึกษารวม : รศ.สพ.ญ อินทิรา กระหมอมทอง จํานวน 77 หนา. ISBN : 974-17-7084-7 

ทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนเชื้อตายในสื่อน้ํามัน ที่เตรียมขึ้นจากซัลโมเนลลา เอนเทอริติดิส 
(EXBAC) ในการปองกันการติดเชื้อของอวัยวะภายในและการแพรเชื้อผานไขในไกไข แบงการทดลองออก
เปนสองการทดลอง ในการทดลองแรก เมื่อไกอายุ 4 สัปดาห แบงไกออกเปน 4 กลุมๆละ 20 ตัว     ให
วัคซีนโดยการฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ โดยไกกลุมที่ 1 และ 2 เปนกลุมควบคุม กลุมที่ 3 และ 4 เปน
กลุมที่ไดัรับวัคซีนเพื่อการคา (COMBAC) และไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น (EXBAC) ตามลําดับ เมื่อไกอายุ      
8 สัปดาห ปอนเชื้อพิษทับดวยเชื้อสายพันธุเดียวกันกับที่ใชในการผลิตวัคซีน แกไกทุกตัว ความเขมขน 
1.5x106 colony forming unit (cfu.) ผลการเพาะเชื้อทางแบคทีเรียพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) ระหวางกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นกับกลุมควบคุม จากตัวอยางมามและไสตัน 
สําหรับการตรวจแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวาไกทดลองกลุมที่ 3 ที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา มีระดับ
แอนติบอดีสูงกวาไกทดลองทุกกลุม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ที่อายุ 6 และ 8 สัปดาห แตไม
พบความแตกตางระหวางไกในกลุมดังกลาวกับไกในกลุมที่ 4 ที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น  ในการทดลองที่สอง 
แบงไกทดลองออกเปน 5 กลุมๆละ 20 ตัว ไกกลุมที่ 1 เปนกลุมควบคุม กลุมที่ 2 และ 3 ใหวัคซีนเพื่อการ
คา ที่อายุ 8 สัปดาห ครั้งเดียว และใหสองครั้งที่อายุ 8 กับ 12 สัปดาห ตามลําดับ กลุมที่ 4 และ 5   ให
วัคซีนที่ผลิตขึ้น ที่อายุ 8 สัปดาห ครั้งเดียว และใหสองครั้งที่อายุ 8 กับ 12 สัปดาห ตามลําดับ เมื่ออายุ   
23 สัปดาห ปอนเชื้อพิษทับแกไกทดลองทุกตัว ความเขมขน 2x108 cfu. ผลการเพาะเชื้อ S. Enteritidis      
ในไสตันของไกกลุมที่ไดรับวัคซีน พบจํานวนตัวอยางที่ใหผลบวกตอการตรวจพบเชื้อนอยกวาไกกลุมที่ไม
ไดรับวัคซีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลการเพาะเชื้อจากเปลือกไข และ ถุงไขแดง            ไม
พบความแตกตางระหวางกลุมทดลอง การตรวจแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวา ไกที่ไดรับวัคซีน     เพื่อ
การคาและไกที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น มีระดับแอนติบอดีที่สูงกวาไกกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ   ทาง
สถิติ (p<0.05) ตั้งแต 2 สัปดาหหลังไดรับวัคซีนจนสิ้นสุดการทดลอง และไมพบความแตกตาง       ของ
ระดับแอนติบอดีระหวางไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาและไกที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น  
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An experimental Salmonella Enteritidis (SE) oil emulsion bacterin (EXBAC) were 
prepared and tested for its efficacy in preventing systemic infection and vertical transmission 
in laying hens. Two experiments were conducted. Bacterin was vaccinated subcutaneously at 
the nape of the neck. The first experiment, chickens were divided into 4 groups, 20 birds of 
each at 4-week-old. Groups 1 and 2 were served as controls. Groups 3 and 4 were vaccinated 
with commercial vaccine (COMBAC) and EXBAC, respectively. All chickens were challenged 
at 8-week-old with broth containing 1.5x106  colony forming unit (cfu.) of nalidixic acid 
resistance SE (nalSE) by oral drop. The results revealed that rate of nalSE isolated from 
spleens and ceca of both vaccinated groups were significantly lower than the controls 
(p<0.05). Antibody against SE performed by ELISA shown that the COMVAC group              
had significantly higher response than other group at 6 and 8-week-old (p<0.05). No 
differences were observed on isolation rate and antibody response between vaccinated 
groups. In the second experiment, chickens were divided into 5 groups, 20 birds of each: 
group 1  served as a control, groups 2 and 3 were vaccinated with COMVAC at 8-week-old 
and 8 and 12-week-old, respectively, groups 4 and 5 were vaccinated with EXBAC at 8-week-
old and 8 and 12-week-old, respectively. All hens were challenged with broth containing 2x108 

cfu of nalSE by oral drop at 23-week-old. The results revealed that rate of nalSE isolated from 
ceca of all vaccinated groups were lower than control group. The rate of nalSE isolated from 
shell and yolk membrane were very low and not significantly difference between groups. 
Antibody against SE of the COMVAC and EXBAC groups were significantly higher than control 
group     2 weeks postvaccination til the end of the experiment. There were no differences 
observed on antibody response among vaccinated groups. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมา และความสําคัญของปญหา 
 

 ในชวงยี่สิบปหลังของศตวรรษที่ 20 มีการสํารวจพบวาเชื้อซัลโมเนลลา เปนเชื้อที่สราง
ความเสียหายตออุตสาหกรรมการผลิตไกคอนขางสูง โดยสามารถกอใหเกิดโรคติดเชื้อในไก และ
ปนเปอนในผลผลิตที่ไดจากไก อีกทั้งยังกอใหเกิดภาวะอาหารเปนพิษในผูบริโภค วธิีในการปองกัน
การติดเชื้อซัลโมเนลลาในฝูงไกที่เลี้ยงเพื่อเปนอาหาร นอกเหนือจากการปรับปรุงสุขศาสตรของโรง
เรือน  ส่ิงแวดลอม การจัดการและการเฝาระวังฝูงแลว ยังพบวามีวิธีในการลดอุบัติการณของความ
รุนแรง  ในการติดเชื้อและการแพรระบาดของเชื้อที่สําคัญ คือ การใชยาปฏิชีวนะ การใชผลิตภัณฑ
ในรูปของโปรไบโอติก และการใหวัคซีน (McIlroy et al., 1989) 

เชื้อในสกุล Salmonella  ประกอบดวยเชื้อ 2 ชนิด (species) คือ Salmonella enterica 
และ Salmonella bongori  ซึ่งเชื้อ  Salmonella enterica ยังแบงยอยได อีก  6 subspecies คือ 
subspecies I (enterica), II (salamae), IIIa (arizonae), IIIb (diarizonae), IV (houtenae) และ 
VI (indica) พบวา subspecies I คือ enterica  มีมากกวา 2,500 ซีโรวาร  และมีบทบาทสําคัญที่
สุดในการกอผลเสียตอสุขภาพของคนและสัตว  (Altmeyer et al., 1993)  สัตวหลายชนิดเปนพาหะ
นําโรคได  แตไกถูกจัดวาเปนแหลงกักเก็บ (reservoirs) เชื้อที่สําคัญที่สุดแหลงหนึ่ง       (Gast, 
1997b; Bangtrakulnonth et al., 2004)  ทั้งนี้เพราะไกมีการเลี้ยงเปนจํานวนมากเพื่อการบริโภค
ทั่วโลก  ในทางการแพทย   Salmonella Pullorum และ Salmonella Gallinarum   ถูกจัดวาเปน
พาหะและกอใหเกิดโรคในสัตว  ไมกอโรคหรือเปนพาหะในคน แตจะมีผลกระทบตอคนเมื่อมีการใช
ยาปฏิชีวนะรักษาการติดเชื้อในสัตวซึ่งสงผลใหเกิดปญหาการติดเชื้อดื้อยาในคนดวย      (ศศิปรีย
จันทร, 2544)  สวนซีโรวารที่สําคัญที่พบวาเปนปญหาไดทั้งในสัตวปกและสัตวอ่ืนๆ รวมถึงคนดวย 
ไดแก Salmonella Enteritidis และ Salmonella Typhimurium (Gast, 1997a)   เปนตน   

การเกิดโรคในไกพบไดทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง  ความเสียหายที่พบในลูกไกมักเปน
แบบเฉียบพลันและมีอัตราการตายสูง  ไกที่รอดตายจะแคระแกร็น  การเจริญเติบโตไมสม่ําเสมอ  
และเปนพาหะของโรค  สวนไกใหญที่เปนโรคหรือเปนพาหะของโรคจะพบวามีเปอรเซ็นตไขลดลง  
เปอรเซ็นตฟกเปนตัวลดลง  และมีการแพรเชื้อโรคผานไข  โดยไขอาจติดเชื้อโรคมาจากรังไขโดยตรง
หรือเชื้อโรคจากลําไสติดเปอนมากับเปลือกไข  และเชื้อโรคผานรูของเปลือกไขเขาไป (จิโรจ, 2544)  
สําหรับการเกิดโรคในคนนั้นพบวา จะทําใหปวดทอง  ทองเสีย  อาเจียน  และมีไข   (Horrox, 1995)  
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หรืออาจรุนแรงจนทําใหเกิดอาการโรคกระเพาะอาหารและลําไสเล็กอักเสบ  ภาวะมีแบคทีเรียใน
เลือด  หรือมีการอักเสบจากการติดเชื้อเฉพาะที่ เชน กระดูกอักเสบ  ขออักเสบ หรือเยื่อหุมสมอง
อักเสบ  เปนตน  (อํานาจ, 2543) 

ในปจจุบัน ผูบริโภคใหความสนใจในความปลอดภัยดานอาหาร (food safety) กันมากขึ้น  
โดยเฉพาะผูบริโภคในสหภาพยุโรป  ดังจะเห็นไดวา สหภาพยุโรปไดมีการยกเลิกการใชยาปฏิชีวนะ
บางตัวที่เคยอนุญาตใหใชผสมในอาหารสัตว เพื่อเปนสารเรงการเจริญเติบโต (growth promoter)  
กลาวคือ การยกเลิกการใชอะโวพารซิน  (avoparcin) ในป  พ .ศ. 2540 และยกเลิกการใชยา
ปฏิชีวนะอีก   4 ชนิด   ไดแก    ไทโลซิน  (tylosin)  สะไปรามัยซิน  (spiramycin)  แบซิตราซิน 
(bacitracin)  และเวอรจิเนียมัยซิน (virginiamycin) ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2541  โดยใหเหตุผลวา 
ยาเหลานี้มีโครงสรางใกลเคียงกับยาตานจุลชีพที่ใชในมนุษย (Wegener et al., 2000)      

ดังนั้นแนวทางในการปองกันการแพรระบาดของเชื้อซัลโมเนลลาที่เปนสาเหตุสําคัญในการ
กอใหเกิดปญหาอาหารเปนพิษในคนไดดีที่สุดมีหลายวิธี และหนึ่งในนั้น คือ การใหวัคซีน 

Timms  และคณะ (1990) ไดทําการทดลองเพื่อพัฒนาการใชวัคซีนเชื้อตายที่ผลิตจากเชื้อ           
S. Enteritidis ‘phage type’(PT4) ที่มีปริมาณเชื้อเทากับ 1011 cfu/ml. ใน 50% oil adjuvant โดย
การใหเขากลามในไกอายุ 3 สัปดาห พบวาใหผลดีในการปองกันการติดเชื้อชนิดเดียวกันเมื่อมีการ
ใหเชื้อเขากลามเนื้อและเขาเสนเลือดดํา ในขนาด 108 cfu/ml. ที่ 5 และ 8 สัปดาห หลังการให
วัคซีน   และในการทดลองครั้งตอมา Timms และคณะ (1994) ไดพัฒนาการใชวัคซีนเชื้อตายใน
การควบคุม S. Enteritidis และนําไปทดลองใชกับไกในพื้นที่จริงและไดผลเปนที่นาพอใจ  

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึงประสิทธิภาพของวัคซีนเชื้อตายที่ผลิตจากเชื้อ S. Enteritidis 
อีกเปนจํานวนมาก และพบวาวัคซีนใหผลในการควบคุมการติดเชื้อ  S. Enteritidis ในฝูงไกไดเปน
อยางดี (Gast et al.,1992; Gast et al.,1993; Nakamura et al.,1994) 

S. Enteritidis ถือไดวาเปนเชื้อแบคทีเรียที่มีความสําคัญในดานสาธารณสุขมาก คือ 
สามารถกอใหเกิดการติดเชื้อในไก ปนเปอนในผลผลิตที่ไดจากไก และมีผลกระทบถึงผูบริโภค โดย
เปนสาเหตุสําคญัของโรคติดเชื้อจากการบริโภคอาหาร  

 Bangtrakulnonth และคณะ (2004) ไดทําการสาํรวจและรวบรวมซีโรวาร (serovars) ของ
ซัลโมเนลลาทีเ่ปนสาเหตุสําคัญของโรคติดเชื้อจากการบริโภคอาหารดังกลาวขางตน  โดยแยกเชื้อ
ที่เปนสาเหตุของการเกิดภาวะอาหารเปนพิษในคนและแยกเชื้อจากสตัวที่เปนแหลงกักเก็บโรคที่
สําคัญในประเทศไทย ระหวางป 2536 – 2545 โดยแยกเชื้อทีเ่ปนสาเหตุของภาวะอาหารเปนพษิใน
คนไดถึง 44,087 isolates และในจํานวนนีม้ีเชื้อซัลโมเนลลาอยูถงึ 118 ซีโรวาร โดยซีโรวารทีพ่บได
มาก 5 อันดับแรก ไดแก  S. Weltevreden, S. Enteritidis, S. Anatum, S. Derby, S. 1,4,5,12:I 
และโอกาสในการพบ S. Enteritidis มีแนวโนมลดลงในป 2544 จาก 14% เหลือ 9% แตมีการเพิ่ม
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ขึ้นอีกครั้งในป 2545 เปน 12.6% ในการเกบ็ขอมูลจากการแยกเชื้อ จากสัตวที่เปนแหลงกักเก็บโรค
นั้น พบวา ไก มีเปอรเซ็นตการพบ S. Enteritidis ไดสูงที่สุดคิดเปน 19.9%  และในอาหารทะเล พบ
วา  S. Weltevreden  เปนซีโรวารทีพ่บไดเปนสวนใหญ คิดเปน 26% 

การพบ S. Enteritidis ในเนื้อไก ทําใหมีการตระหนักถึงความสําคัญของสัตวที่เปนแหลง
กักเก็บโรค ซึ่งสงผลใหเกิดโรคติดเชื้อจากการบริโภค และมีการศึกษาถึงแนวทางการ         แก
ปญหาและการปองกันการปนเปอนของเชื้อในผลิตภัณฑเพื่อการบริโภคกันอยางกวางขวางใน
ประเทศตางๆ (Guard, 2001)  อยางไรก็ตาม จากการรวบรวมขอมูลของ Bangtrakulnonth และ
คณะ (2004) ในป 2545 พบวา S. Enteritidis  ยังคงเปนสาเหตุสําคัญของการเกิดภาวะอาหารเปน
พิษในคน   นอกจาก S. Enteritidis จะกอปญหาในการปนเปอนผลิตภัณฑประเภทเนื้อไกแลว ยัง
พบวา ไข ก็เปนผลิตภัณฑจากไกอีกประเภทหนึ่งที่สงผลใหเกิดโรคติดเชื้อในทางเดินอาหารใน
หลายๆประเทศ (Rodrigue  et al., 1990) พบวาในสหรัฐอเมริกาเกิดโรคระบาดจากการบริโภค
อาหาร   46  คร้ัง ในชวงป 2530 - 2535 ปรากฏวา ไก ไกงวง และไข เปนสาเหตุของโรคอาหารเปน
พิษ 8.6%, 4.7% และ 4.3% ตามลําดับและพบวา S. Enteritidis เปนสาเหตุใหเกิดโรคระบาด และ
มีผูปวยเสียชีวิตบอยคร้ังมากที่สุด (Bean et al., 1997) โดยมูลเหตุสําคัญในการปนเปอนเชื้อ     
ซัลโมเนลลาดังกลาว มาจากการแพรเชื้อผานไข (vertical transmission) จากแมไกที่ไดรับเชื้อ และ
การปนเปอนของเชื้อจากแมไกมากับมูลไกที่เปรอะเปอนเปลือกไข (Borland, 1975; Timoney et 
al., 1989) โดย เชื้ อสามารถที่ จะแทรกผ านรู   (pores) ของเปลื อกไขปกติ  (Williams and 
Whittemore, 1967; Williams et al., 1968) หรือไขที่มีการแตกราวในระหวางกระบวนการผลิต 
(Borland, 1975)  จากการศึกษาของ  Keller และคณะ  (1995) พบวาป ริมาณของเชื้ อ  S. 
Enteritidis ในมูลไกที่มาจากแมไกที่ติดเชื้อดังกลาว มีความสัมพันธโดยตรงกับผลการเพาะเชื้อทาง
แบคทีเรียที่ไดจากเปลือกไขของแมไกนั้น โดยหากมูลไกหรือ cloacal  tissue พบปริมาณเชื้อมาก 
การปนเปอนของเชื้อมายังเปลือกไข ก็จะใหผลเปนบวก และหากการตรวจทางแบคทีเรียจากมูลไก 
หรือ  cloacal  tissue พบเชื้อในปริมาณนอยมาก  การตรวจสอบการปนเปอนเชื้อจากเปลือกไขก็
จะใหผลเปนลบ 

แนวทางในการลดความเสี่ยงที่จะเกิดขึ้นกับไกและไขไก ดังกลาว คือการพยายามพัฒนา
วัคซีนปองกันโรคซัลโมเนลโลซิส โดยเฉพาะซัลโมเนลลา เอนเทอริติดิส  ในปจจุบัน ประเทศไทย ได
มีการวางแนวทางในการปองกันการติดเชื้อซัลโมเนลลาในไกที่เล้ียงเปนอุตสาหกรรม โดยนิยมให
วัคซีนปองกันในไกพอแมพันธุ ทั้งพอแมพันธุไกเนื้อ และพอแมพันธุไกไขที่จะมีการสงออกขายในสห
ภาพยุโรป หรือ EU และเนื่องจากเงื่อนไขการนําเขาของสหภาพยุโรป  ระบุไววาไกหรอืไขทีจ่ะนาํเขา
นั้น จะตองปราศจากการปนเปอนของเชื้อซัลโมเนลลา โดยมีรายละเอียดในสวนของเนื้อสัตวปก แช
แข็ง จะตองไมพบ S. Typhimurium และ S. Enteritidis ในตัวอยางที่สุมตรวจ 25 กรัม (ศศธิรและสุ
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ปราณี, 2546)  ดังนั้น หากประเทศไทยยังต องการเปนหนึ่งในประเทศผูผลิตและ          ผูสงออก
รายใหญของโลก และโดยเฉพาะมีสหภาพยุโรปเปนตลาดสงออกที่สําคัญ จําเปนตองมีการปรับ
เปลี่ยนกลยุทธในการผลิต เพื่อใหไดสินคาตรงตามความตองการของตลาด ซึ่งนอกจากจะกอให
เกิดความปลอดภัยตอผูบริโภคทั้งภายในและตางประเทศแลว ยังเปนการสรางมูลคาเพิ่มใหแกสิน
คาอีกดวย  

ปจจุบัน วัคซีนที่ใชในการปองกันการติดเชื้อซัลโมเนลโลซิสในประเทศไทยนั้น ยังคงเปน
วัคซีนที่นําเขามาจากตางประเทศ โดยวัคซีนที่ใชมีทั้งวัคซีนเชื้อเปนและเชื้อตาย ซึ่งการเลือกใชจะ
ขึ้นอยูกับปจจัยหลายๆประการ อาทิ  ความรุนแรงของโรคในพื้นที่ ความชุกของการเกิดโรค  และ
เพื่อการสงออก เปนตน  

การคิดคนนําเชื้อซัลโมเนลลา ซีโรวารที่มักพบวาเปนปญหาและกอความรุนแรงมาผลิต
เปนวัคซีน จึงเปนการวางแนวทางในการปองกันการระบาดและลดความรุนแรงของการเกิดโรคซึ่ง
จะเปนประโยชนอยางมากในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก  ลดปญหาสารเคมีตกคางในเนื้อสัตวและ
ผลิตภัณฑที่ไดจากสัตว  ลดปญหาการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาสัตวที่สามารถสงผลใหเกิดการ
ดื้อยาในคน  อีกทั้งยังใชเปนขอมูลพื้นฐานในการพัฒนาการผลิตวัคซีนขึ้นใชเองภายในประเทศเพื่อ
ลดการนําเขาจากตางประเทศ 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
1.2.1  เตรียมวัคซีนปองกันโรคซลัโมเนลโลซิสเชือ้ตายในสื่อน้าํมันที่เตรียมจาก Salmonella  

enterica serovar Enteritidis (inactivated oil-adjuvant bacterin)  
1.2.2   ศึกษาประสทิธิภาพของวัคซนีปองกันโรคซลัโมเนลโลซิส ที่ผลิตขึ้นตอการปองกนั  

การติดเชื้อของอวัยวะภายใน (systemic infection) ของไกไข ที่ไดรับวัคซีนเมื่ออายุ           
4 สัปดาห 

1.2.3 เปรียบเทยีบวคัซีนปองกนัโรคซัลโมเนลโลซิสที่ผลิตขึ้น กบัวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคา เกีย่วกับ 
คุณสมบัติเบื้องตนของวัคซีน คือ ความหนืด ความคงตัว และปฏิกิริยาของวัคซีนตอ
เนื้อเยื่อ และระดับแอนติบอดีในไกระยะกอนไข 

1.2.4 ศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีนตอการปองกันการแพรเชื้อผานไข และการถายเชื้อจากแมไก
สูส่ิงแวดลอมผานมูลไก โดยทําการศึกษาในไกไข อายุ 22 สัปดาห  
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1.3 สมมติฐานงานวิจัย 
 

1.3.1 เมื่อทําการเปรียบเทียบคุณสมบัติเบื้องตนของวัคซีน ระหวางวัคซีนชนิดเชื้อตายที่ผลิต
ขึ้นกับวัคซีนเชื้อตายที่ผลิตเพื่อการคา ไมควรมีความแตกตางกัน  

1.3.2 วัคซีนสามารถใหผลในการปองกันการติดเชื้อ S. Enteritidis ของอวัยวะภายใน  
1.3.3 วัคซีนสามารถปองกันการการติดเชื้อในรังไข โดยสงผลตอการลดการแพรเชื้อผานไข 

ลดการถายเชื้อจากแมไกสูสิ่งแวดลอมผานมูลไก  
 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย  
 

1.4.1 สามารถผลิตวัคซีนปองกันโรคซัลโมเนลโลซิสชนิดเชื้อตายที่ เตรียมขึ้นจากซีโรวาร         
เอนเทอริติดิส ที่มีประสิทธิภาพไมแตกตางจากวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคา สามารถใหผลใน
การปองกันการติดเชื้อ S. Enteritidis ของอวัยวะภายใน  ลดการแพรเชื้อผานไข   และลด
การถายเชื้อจากแมไกสูสิ่งแวดลอมผานมูลไก 

1.4.2 เปนขอมูลพื้นฐานในการพัฒนาการผลิตวัคซีนขึ้นใชเองภายในประเทศ ลดการนําเขาจาก
ตางประเทศ  
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1.5 กรอบแนวคิดงานวจิัย (Conceptual framework) 
 

    THE EXPERIMENTAL Salmonella Enteritidis OIL-EMULSION BACTERIN 
 

                            
 

 ไกไขอายุ 4 สัปดาห          ไกไขอายุ 8 สัปดาห 
                        
 
      ปอนเชื้อพิษทับ (S.E.)  ใหวัคซีนครั้งเดียว                     ใหวัคซีน 2 ครั้ง 
        (อายุ 8 สัปดาห)   (อายุ 8 สัปดาห)     (อายุ 8,12 สัปดาห) 

                                 
        ปอนเชื้อพิษทับ (S.E.) 

                                                               
          รังไข                                     ไสตัน 

                   
  อวัยวะภายในและทางเดินอาหาร                  

• ตับ     
• มาม  
• ไสตัน             ไขไก                                เปลือกไข 

           
      

                       Salmonella Enteritidis  
     Vertical transmission    Fecal Shedding 

                                              
             Salmonella Enteritidis 
  
 
 
 
 







































บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
ไกทดลอง   

การทดลองที่ 1 ใชไกไขเพศเมีย อายุ 1 วัน  จํานวน 80 ตัว  เมื่ออายุ 4 สัปดาห สุมแบงไก
ออกเปน 4 กลุมๆ ละ 20 ตัว (sampling randomization) ใหอาหารและน้ําแบบเต็มที่ (ad libitum)  
ใชเวลาเลี้ยงทั้งหมด 9 สัปดาห  โดยเลี้ยงในกรงตาขายยกพื้น  พื้นที่การเลี้ยงคิดเปน  8 ตัว            
ตอ       0.6  ตารางเมตร 

การทดลองที่ 2 ใชไกไขเพศเมีย อายุ 1 วัน จํานวน 100 ตัว เมื่ออายุ 8 สัปดาห สุมแบงไก
ออกเปน  5 กลุมๆ ละ 20 ตัว ใหอาหารและน้ําแบบเต็มที่  ใชเวลาเลี้ยงทั้งหมด  26 สัปดาห          
โดยเลี้ยงในกรงตาขายยกพื้น  พื้นที่การเลี้ยงคิดเปน 8 ตัวตอ  0.6 ตารางเมตร และเมื่อไกอายุ     
18 สัปดาห นําขึ้นเลี้ยงบนกรงตับ จนกระทั่งเสร็จสิ้นการทดลอง 
อาหาร 
 ใชอาหารไกไขสําเร็จรูปของบริษัท ตามชวงอายุของไก 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
3.1 การเตรยีมวัคซีนซัลโมเนลลาเชื้อตาย ดัดแปลงจากวธิีของ Stone และคณะ (1978) 
 1.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

1.1.1 ใชเชื้อแบคทีเรีย Salmonella Enteritidis (nalidixic-acid-resistance)    
ที่เก็บเปน stock agar ในภาควิชาอายุรศาสตร นาํมาเพิ่มจาํนวนใน 
blood agar จํานวน 5 plates นําไปเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง จากนัน้กวาดเชื้อที่ขึ้นบน agar ใหมากทีสุ่ด 
ใสลงใน tryptone soya broth (TSB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวดูดของ
เหลวใน TSB นั้นมาปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองทีม่ี TSB 
ปริมาตร  9 มิลลิลิตร เพื่อทาํ ten fold dilution โดยทําการเจือจางตั้งแต
ความเขมขน 10-1-10-11 

1.1.2 นํา dilution ดังกลาวมาเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
1 คืน จากนั้นนําความเขมขนที่ 10-5-10-11 มาทดสอบโดยดูดของเหลวใน
หลอด ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน XLT4 agar แลวทําการ spread 
plate จากนั้นนํา plate ไปเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา  1 คืน 
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1.1.3 ตรวจนับปริมาณโคโลนีที่ข้ึนใน plate แลวคํานวณกลับไป จะไดความเขม
ขนของเชื้อต้ังตน หนวยเปน cfu/ml. โดยปริมาณเชื้อต้ังตนที่จะนํามาใช
ในการทดลองจะปรับใหไดความเขมขนที่ 1011 cfu/ml. 

1.1.4 ใช เชื้ อแบคที เรีย  Salmonella Enteritidis (nalidixic-acid-resistance)   
ที่มีความเขมขนเทากับ  1011 cfu/ml. ใน  TSB แบงออกเปน  aliquots 
ขนาด 1 มิลลิลิตร นํามาปนดวยเครื่องปนแยกของเหลว (centrifuge) 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 4,000 g นาน 2 นาที เพื่อใหเชื้อ
แบคทีเรียเปนลักษณะแบบ pellet 

1.1.5 นําแตละ pellet ที่ไดมาทาํการลาง 2 คร้ังใน phosphate buffered 
saline (PBS)  

1.1.6 นํา pellet ของเชือ้แบคทีเรียที่ละลายใน PBS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มา
ทําการ inactivate โดยการเติม 40% formalin ปริมาตร 0.2 มลิลิลิตร ลง
ไป นาํไปเขยาใหเขากนั แลวทิง้ไวที่อุณหภูมิหองนานประมาณ  8 ชั่วโมง 
จากนั้นจงึนาํมาเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส  1  คืน  

1.1.7 นําเชื้อแบคทีเรียที่ inactivate แลวดังกลาวมาทําการปนลาง 1 คร้ังดวย 
PBS  

1.1.8 เก็บไวในลกัษณะของเชื้อแบคทีเรียที่ละลายใน PBS ที่อุณหภูมิ 4     
องศาเซลเซยีส  เพื่อนาํมาใชเปน stock solution ในขั้นตอนตอไปของการ
ผลิตวัคซีน (แตหากตองการเก็บไวเปนเวลานาน ใหเก็บในไวในรปูแบบ 
pellet)   

1.1.9 ในการทดสอบความ  sterile ของเชื้ อ  จะนํ า  aliquots ดั งกล าวมา 
incubate ใน TSB   

1.2 การเตรียม oil emulsion bacterin (aqueous:oil, ,1:4) ปริมาตร 50 ml.  
1.2.1 ผสม stock solution ปริมาตร 9.6 มิลลิลิตร กับ Tween 80 

(polysorbate 80) ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร จะไดสวนของ aqueous 
phase ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

1.2.2 ผสม mineral oil (Ondina oil,Shell®) ปริมาตร 36 มิลลิลิตร กับ arlacel 
80 (sorbitan monooleate) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask 
แลวปนดวย magnetic stirrer เปนเวลา 2 นาที ไดเปน oil phase 
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 
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1.2.2 คอยๆผสม aqueous phase ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับ oil phase 
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 

1.2.3 จากนั้นนําสวนผสมทั้งหมดมาผสมใหเปนเนื้อเดียวกันอีกครั้งใน beaker 
โดยการใชแรงดันจากการอัดฉีดสวนผสม ดูดขึ้น-ลงในกระบอกฉีดยา
ขนาด 10 มิลลิลิตร โดยขั้นตอนนี้ใชเวลา 90 นาที จึงจะสามารถทําให
สวนผสมทั้งหมดเปนเนื้อเดียวกัน 

1.2.4 เก็บวัคซนีเชื้อตายในสื่อน้ํามันที่ไดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จนกวา
จะนาํมาใช 

 
3.2 การใหวคัซีน (bacterin administration) 
 การทดลองที่ 1  ใหวัคซีนที่ผลิตขึ้น ดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ใหในไกอายุ 4 สัปดาห  คร้ังเดียว โดยวัคซีนมีความเขมขนของเชื้อ S. Enteritidis  
(nalidixic-acid-resistance)  เทากับ 109 cfu/ml. 
 การทดลองที่ 2  ใหวัคซีนที่ผลิตขึ้นดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร  เร่ิมใหวัคซีนครั้งแรก เมื่อไกทดลองอายุ 8 สัปดาห และใหวัคซีนเดียวกันซ้ําอีกครั้งในไก
กลุมที่ใหวัคซีน 2 ครั้ง เมื่อไกอายุ 12 สัปดาห ปริมาตรที่ใหคือ 0.5 มิลลิลิตร และวัคซีนที่ใหใน    
แตละครั้งมีความเขมขนของเชื้อ  S. Enteritidis  (nalidixic-acid-resistance) เทากับ 109 cfu/ml. 
 
3.3 การเตรยีมเชื้อเพื่อใชทดสอบ 
 เตรียมสารละลายเชื้อ (PBS) ใหมีความขุนเทากับ McFarland nephelometer standards 
0.5 ซึ่งมีเชื้อโดยประมาณเทากับ 108 cfu/ml. จากนั้นนํามาเจือจางดวย PBS ไดเชื้อความเขมขน 
3x106 cfu/ml. เพื่อใชในการทดลองที่ 1 และใชความเขมขน 2x108 cfu/ml. เพื่อใชในการทดลอง   
ที่ 2 นําไปทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนในตัวไก  
 
3.4 การปอนเชื้อพิษทับแกไก (Salmonella Enteritidis challenge) 

การทดลองที่ 1  เมื่อไกอายุ 8 สัปดาห ใหเชื้อ S. Enteritidis (nalidixic-acid- resistance) 
ดวยวิธปีอนปาก ขนาด 106 cfu/ml. ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรแกไกทุกตัว  

การทดลองที ่ 2  เมื่อไกอาย ุ 23 สัปดาห ใหเชื้อ S. Enteritidis (nalidixic-acid- 
resistance) ดวยวิธปีอนปาก ขนาด 108 cfu/ml. ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแกไกทุกตัว (Shivaprasad 
et al., 1990) 
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3.5 การเพาะแยกเชื้อ Salmonella  (กอนทาํการปอนเชื้อพิษทับ) 
ตัวอยางที่เก็บในชวงกอนการปอนเชื้อพิษทับ ซึ่งไดแก cloacal swab และ อุจจาระ นํามา

ตรวจการปนเปอนเชื้อ Salmonella  Enteritidis โดยขั้นตอนในการเพาะแยกเชือ้   มีดงันี ้
ขั้นตอนในการเพาะแยกเชื้อนั้น เบื้องตนไดดัดแปลงวิธขีอง Corrier และคณะ (1994)  โดย

นํา cloacal swab และ อุจจาระ เติม buffered peptone water (BPW)   pH 7.5  ในอัตราสวน    
1 : 10 (ตัวอยาง(g) : BPW(ml)) นําเขาตูบมเพาะเชื้อ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง 

สําหรับชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อและขั้นตอนในการเพาะแยกเชื้อ S. Enteritidis ในลําดับ
ตอไป  ไดดัดแปลงจากวิธีที่แนะนําไวโดย Bangtrakulnonth และคณะ (1995); Suthienkul และ
คณะ (1995) และ Bangtrakulnonth และคณะ (2002)  

นําตัวอยางออกมาจากตูบมเพาะเชื้อ  ใชปเปตดูดถายของเหลวจํานวน 100 ไมโครลิตร  
หยดลงบน modified semi-solid rappaport-vassiliadis (MSRV) medium แลวกลิ้งของเหลวรอบ
จาน และ อีก 1000 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดทดลองที่มี tetrathionate broth (TTB) จากนั้นนํา
อาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิดเขาบมในตูบมเพาะเชื้อ  อาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV ใชอุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส  นาน 18-24 ชั่วโมง ตัวอยางที่ใหผลบวก จะทําใหสีของ MSRV medium เปล่ียนจากสี
เขียวแกมน้ําเงินใส เปนสีขาวขุนรอบๆจุดที่หยดเชื้อ เนื่องจากเชื้อ S. Enteritidis ที่มีแฟลกเจลลา 
จะสามารถเคลื่อนที่ไปรอบๆจุดที่หยดเชื้อ   จากนั้นใชเข็มเขี่ย (straight wire) แตะเชื้อ ณ จุดที่แผ
ไป ไกลที่ สุ ด  นํ า ไป  streak ลงบน  brilliant green agar (BGA) ที่ เติ ม  novobiocin  (DifcoTM, 
France) ข น า ด  0.01 mg./ml. แ ล ะ  xylose lysine tergitol 4 (XLT4) ที่ เ ติ ม  nalidixic acid  
(DifcoTM, France) ขนาด 0.025 mg./ml. โดยควร streak เชื้อใหกระจาย เพื่อใหเชื้อสามารถขึ้น
เปนโคโลนีเดี่ยวๆ จากนั้น นํา BGA และ XLT4 agar เขาตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 
18-24 ชั่วโมง 

ของเหลวจาก TTB หลังจากนําเขาตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส18-24 ชั่วโมง 
ใหนําลูป  (loop) ที่ผานการฆาเช้ือแลวจุมของเหลวจาก  TTB แลว streak ลงบน  BGA ที่ เติม 
novobiocin ขนาด 0.01 mg./ml. และ XLT4  ที่เติม nalidixic acid ขนาด 0.025 mg./ml.  โดยจะ 
streak เชื้อใหกระจาย เพื่อใหเชื้อสามารถขึ้นเปนโคโลนีเดี่ยวๆ จากนั้นนํา BGA และ XLT4 agar 
เขาตูบมเพาะเชื้อ อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง  โคโลนีของเชื้อ S. Enteritidis ที่ได 
สวนใหญ 91.6%  ที่ขึ้นบน XLT4 agar  มีรูปรางกลม สีออกชมพูแดง  ขนาดปานกลาง ตรงกลางมี
สีดําเนื่องจากมีการสรางไฮโดรเจนซัลไฟด (Ewing and Ball, 1996 cited in Bangtrakulnonth, 
2002) โคโลนีของเชื้อ S. Enteritidis ที่ข้ึนบน BGA มีสีลักษณะกลม สีชมพูแดง ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สีออกแดง เลือกลักษณะโคโลนีดังกลาวนําไปเพาะยืนยันใน  triple sugar iron agar slant (TSI) 
และ motility indole lysine medium (MIL) (37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง) 
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ขั้นตอนตอไปจะนาํ TSI และ MIL ไปตรวจยนืยนัดวยวิธทีางซรัีมวิทยาและหาซีโรกรุปของ
เชื้อที่ตรวจพบ  ตามวธิีของ Bangtrakulnonth (2002) โดยลักษณะของ TSI และ MIL ที่จะนําไป
ตรวจตอจะพจิารณาดังนี ้

คุณสมบัติเฉพาะของ S. Enteritidis คือ เปลี่ยนสีของ TSI agar ใหสีเหลืองที่กนหลอด 
(acid butt)  และมีสีแดงทีผิ่วหนา slant  (alkaline slant) มีการสรางกาซไฮโดรเจน ซัลไฟดที่
บริเวณกนหลอด และ ใน MIL ตัวอยางที่ใหสีมวงขุนจากการที่เชื้อสามารถใช glucose กับ amino 
acid (lysine decarboxylation) และเชื้อมีการเคลื่อนที่ออกจากแนว stap (motile)รวมทั้งเมื่อใช 
Kovac’s reagent หยดลงใน MIL เพื่อทดสอบการสราง indole ของเชื้อ แลวปรากฏสีเหลืองของ 
reagent บนผวิดานหนาของ media แสดงถึงเชื้อไมสามารถใช tryptophan ได ผลสรุปปรากฏดัง
ตารางการแปลผลการทดสอบทางชีวเคม ี
การแปลผลการทดสอบทางชีวเคม ี

การทดสอบ Salmonella Enteritidis 
TSI acid from glucose 
TSI gas from glucose 
TSI acid from lactose 
TSI acid from sucrose 

TSI hydrogen sulfide produced 
lysine decarboxylation 
production of indole 

motile 

+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
- 
+ 

ขอมูลจาก คูมือวิธีมาตรฐานสําหรับการทดสอบเชื้อซัลโมเนลลา International standard ISO 6579:2002(E) 
เรียบเรียงโดย น.สพ. วิษณุ วรรณแสวง  บริษัทสหฟารม จํากัด 

 
3.6 การนับจาํนวนโคโลนขีองเชื้อ Salmonella  Enteritidis 

นําตัวอยางมาทําการตรวจนับจํานวนโคโลนีของเชื้อ S. Enteritidis ซึ่งไดดัดแปลงวิธีการ
ตรวจนับมาจาก Gast และคณะ (1993) โดยขั้นตอนการเก็บตัวอยางจะเก็บดวยวิธีปราศจากเชื้อ 
จากนั้นนําตัวอยางที่ตองการตรวจนับจํานวนโคโลนีมาชั่งน้ําหนัก แยกรายตัวใสในถุงพลาสติกที่
ปราศจากเชื้อ ใชกรรไกรตัดชิ้นเนื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว ตัดยอยตัวอยางใหเปนชิ้นเล็กๆ หรือนําตัว
อยางไปบดดวยแทงบด (homoginizer) เติม PBS ในอัตราสวน 1:10 (น้ําหนักตัวอยาง (g.) : PBS 
(ml.) ) นําตัวอยางดังกลาวมาทําการเจือจาง 10 เทา (ten fold dilution) ดูดของเหลวปริมาตร 100 
ไมโครลิตร จากแตละ dilution ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ XLT4 ที่เติม nalidixic acid ขนาด     0.025 
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mg./ml. แลวทําการ spread เชื้อใหกระจายทั่วจานเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวเขา
ตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง  

นําจานเลี้ยงเชื้อที่มาจากแตละความเขมขน (dilution) มาทําการนับจํานวนโคโลนีของเชื้อ
ซัลโมเนลลา โดยในการคํานวณจํานวนโคโลนี จะคิดเปนหนวย cfu (colony forming unit)  
 
3.7 การเพาะแยกเชื้อ Salmonella Enteritidis (หลังทาํการปอนเชื้อพิษทบั) 

ตัวอยางอวัยวะที่เกบ็ในชวงหลังทําการปอนเชื้อพษิทับของในแตละการทดลองไดแก ไสตัน 
ตับ  มาม และรังไข นาํมาทําการเพาะแยกเชื้อ S. Enteritidis โดยขั้นตอนในการเพาะแยกเชื้อนัน้ 
เบื้องตนไดดัดแปลงวิธีของ Corrier และคณะ (1994)  โดยเก็บตัวอยางใสถุงพลาสติกที่ปราศจาก
เชื้อ  จากนั้นใชกรรไกรตัดชิ้นเนื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว  ตัดยอยไสตันใหเปนชิ้นเล็กๆ  เติม BPW  
pH 7.5  ในอัตราสวน 1:9 (ตัวอยาง:BPW) ปดผนึกปากถงุพลาสตกิดวยความรอนโดยใช plastic 
sealer  จากนั้นนําถุงตวัอยางเขาเครื่อง masticator (IUL instruments, Barcelona, Spain) เปด
ใหเครื่องทาํงานนาน 20 วินาทีตอถงุ โดยดัดแปลงจากวิธีของ Wooley และคณะ (1999) ; Corrier 
และคณะ (1991)  ใชกรรไกรตัดปากถุงกอนนาํเขาตูบมเพาะเชื้อ  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส    
18-24 ชั่วโมง 

สําหรับชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อและขั้นตอนในการเพาะแยกเชื้อ S. Enteritidis ในลําดับ
ตอไป  ไดดัดแปลงจากวิธีที่แนะนําไวโดย Bangtrakulnonth และคณะ (1995); Suthienkul และ
คณะ (1995) และ Bangtrakulnonth และคณะ (2002)  

นําถุงตัวอยางออกมาจากตูบมเพาะเชื้อ ใชปเปตดูดถายของเหลวจํานวน 100 ไมโครลิตร  
หยดลงบน MSRV medium จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อเขาบมในตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส  นาน 18-24 ชั่วโมง ตัวอยางที่ใหผลบวก จะทําใหสีของ MSRV medium เปลี่ยนจาก     
สีเขียวแกมน้ําเงินใส เปนสีขาวขุนรอบๆจุดที่หยดเชื้อ เนื่องจากเชื้อ S. Enteritidis ที่มีแฟลกเจลลา 
สามารถเคลื่อนที่ไปรอบๆจุดที่หยดเชื้อ  ใชเข็มเขี่ย (straight wire) แตะเชื้อ ณ จุดที่แผไปไกลที่สุด 
นําไป  streak ลงบน  BGA ที่ เติม novobiocin ขนาด  0.01 mg./ml. และ XLT4  ที่ เติม  nalidixic 
acid ขนาด 0.025 mg./ml. โดยควร streak เชื้อใหกระจาย เพื่อใหเชื้อสามารถขึ้นเปนโคโลนีเดี่ยวๆ 
จากนั้นนํา BGA และ XLT4 agar เขาตูบมเพาะเชื้อ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  18-24 ชั่วโมง 

นําโคโลนีของเชื้อ S. Enteritidis ที่ได บน XLT4 agar  และ BGA  ไปเพาะยืนยันใน TSI 
agar slant และ MIL (37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง) 

ตัวอยางที่ไดจาก TSI agar slant และตัวอยางที่ไดใน MIL เชนเดียวกนักับการเพาะแยก
เชื้อในชวงกอนการปอนเชื้อพิษทบั นําไปตรวจยืนยนัดวยวธิีทางซีรัมวิทยาและหาซโีรกรุปของเชื้อที่
ตรวจพบ  ตามวิธีของ Bangtrakulnonth (2002)  
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3.8 การตรวจการปนเปอนของเชื้อ Salmonella  Enteritidis จากไขไก 
3.8.1 การตรวจการปนเปอนของเชื้อภายนอกไข (Egg shell contamination)    
     ดัดแปลงจากวิธีของ Shivaprasad และคณะ (1990) 
 

เมื่อเก็บไขมาแลว นาํไขทั้งฟอง ใสลงใน 10 ml. ของ BPW  ที่บรรจุอยูในภาชนะ หรือถุงพลาสติกที่
ปราศจากเชื้อ แลวแชทิ้งไวประมาณ 5 นาที  จากนัน้ใชปากคีบที่ผานการฆาเชื้อแลว  

คีบไขออกจากถุง 
 

 
นํา BPW ที่บรรจุอยูในถงุพลาสติก ไปเขาตูบมเพาะเชื้อ 37°c ,overnight 

 
 

ใชปเปตดูดถายของเหลวจํานวน 100 ไมโครลิตร  หยดลงบน MSRV medium  
นําเขาตูบมเพาะเชื้อ 42°c , 18-24 ชั่วโมง 

 
 

ใชเข็มเขี่ย (straight wire) แตะเชื้อ ณ จดุที่แผไปไกลทีสุ่ด streak ลงบน BGA ที่เติม novobiocin  
ขนาด 0.01 mg./ml. และ XLT4  ที่เติม nalidixic acid ขนาด 0.025 mg./ml. 

นําเขาตูบมเพาะเชื้อ 37°c ,18-24 ชั่วโมง 
 
 

นํา Salmonella like colony นําไปเพาะยนืยนัใน TSI agar slant และ MIL  
(37°c, 24 ชั่วโมง) 

 
 

ตรวจยืนยนัดวยวธิีทางซีรัมวทิยาและหาซโีรกรุปของเชื้อที่ตรวจพบ 
ตามวิธีของ Bangtrakulnonth (2002) 
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3.8.2 การตรวจการปนเปอนของเชื้อภายในไข  
      ดัดแปลงจากวิธีของ Thiagarajan และคณะ (1994) 
 

นําไขที่เก็บมาลางทําความสะอาดเปลือกไข โดยใช betadine และ 70% ethanol 
ใชกรรไกรที่ผานการฆาเชื้อแลว เจาะเปดฝาไขดานปาน แลวปลอยให content ภายในตกลงบน      

จานเลีย้งเชื้อที่ปราศจากเชือ้ 
 
 

ใช cotton swab เขี่ยมวนเฉพาะ membrane ที่อยูลอมรอบ content ออกมา โดยกอนนาํ 
membrane ดงักลาวไปเพาะเชื้อในข้ันตอนตอไป ควรใช BPW  ที่จะใชในขั้นตอนตอไป             

ลางทําความสะอาด membrane เพื่อลางสวนของไขแดงที่อาจติดมากับ membrane นั้นกอน 
จากนั้นนํา membrane ดงักลาวใสลงใน BPW ปริมาตร 20 ml. 

 
ใชกรรไกรที่ผานการฆาเชื้อแลว ทําการตัดยอย membrane ใหละเอียด 

นําเขาตูบมเพาะเชื้อ 37°c ,18-24 ชั่วโมง 
 

ใชปเปตดูดถายของเหลวจํานวน 100 ไมโครลิตร  หยดลงบน MSRV medium                      นาํ
เขาตูบมเพาะเชื้อ 42°c , 18-24 ชั่วโมง 

 
 

ใชเข็มเขี่ย (straight wire) แตะเชื้อ ณ จดุที่แผไปไกลทีสุ่ด streak ลงบน BGA ที่เติม novobiocin  
0.01 mg./ml. และ XLT4  ที่เติม nalidixic acid ขนาด 0.025 mg./ml. 

นําเขาตูบมเพาะเชื้อ 37°c ,18-24 ชั่วโมง 
 

 
นํา Salmonella like colony นําไปเพาะยนืยนัใน TSI agar slant และ MIL (37°c, 24 ชั่วโมง) 

 
 

ตรวจยืนยนัดวยวธิีทางซีรัมวิทยาและหาซโีรกรุปของเชื้อที่ตรวจพบ   
ตามวิธีของ Bangtrakulnonth (2002) 
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3.9 การทดสอบความหนดืของวัคซีน 
 ตามวิธีของ Stone และคณะ (1978) ; Stone และ Xie (1990) โดยการดูดวัคซนีเชื้อตาย       
ที่ทดสอบความหนืดดวยปเปตพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร และจับเวลาเปนวนิาที นับต้ังแตปลอย
วัคซีนมาในแนวตั้ง จากระดับ 0 มิลลิลิตรถึง 0.4 มิลลิลิตร จํานวน 3 คร้ังตอการทดสอบ โดยใช
นาฬิกาจับเวลา 
 
3.10 การทดสอบความคงตัวของวัคซีน  
 ดัดแปลงจากวิธีของ  Stone (1991)   คือ ระยะเวลา (สัปดาห)   ที่วัคซีนสามารถรักษา
สถานะอิมัลชัน่ไวได จนกระทั่งเกิดการแยกชั้นอยางชัดเจนของสวนที่เปนน้าํอยูใตชัน้ของอิมัลชัน่ใน
หลอดแกวปดสนิท ภายใตอุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียส ดูผลทุกวนัเปนเวลานาน 4 สัปดาห 
 
3.11 การทดสอบปฏกิิริยาของวัคซีนตอเนื้อเยื่อ 
 ภายหลงัการใหวัคซนีเปนเวลา 7 วัน ตรวจปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อของวัคซนีโดยดัดแปลงจาก
วิธีของ Stone (1997) ตรวจดูรอยโรคที่ผิวหนังบริเวณคอในตําแหนงที่ฉีดวัคซนี สังเกตการเปลี่ยน
แปลงของเนื้อเยื่อ ไดแก การเปลี่ยนสี การอักเสบ การบวมน้าํ การเกิดกอน granuloma  การมี
ปลอกแคปซูลหุมลอมรอบ บริเวณที่ฉีดวคัซีน หรือพบวคัซีนกระจายทั่วไป  
โดยการใหคะแนนรอยโรคแบงเปน 3 ระดับ ดังนี ้

ระดับออน  บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีซีดลง  ขนาดเสนผานศนูยกลางไมเกนิ 1 เซนติเมตร 
ไมมีวัคซีนเหลอือยู 
ระดับปานกลาง บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีซีดถึงแดง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1-3 
เซนติเมตร  พบวัคซีนเหลืออยูเปนเม็ดเลก็ๆในชั้น superficial muscle เทานั้น  
ระดับรุนแรง  บริเวณที่เกดิรอยโรคมีสีแดง ขนาดเสนผานศนูยกลาง 3-4 เซนติเมตร พบ
วัคซีนเหลืออยูเปนเม็ดขนาดใหญ เมื่อผาออกจะมีของเหลวไหลออกมา  
 

3.12 การทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S.Enteritidis  
 เก็บตัวอยางเลือด แลวทําการแยกซีร่ัม โดยเก็บเลือดจากเสนเลือดดําที่คอ (jugular vein) 
ประมาณ 1 มิลลิลิตร ใสหลอดบรรจุเลือด แลวปนแยกซีร่ัมดวยเครื่องปนแยกของเหลว ที่ความเรว็ 
3000 g นาน 5 นาท ีแยกซีร่ัมใสลงในหลอดบรรจุเลือดแลวเก็บในถุงพลาสติก  แชเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ
–20 องศาเซลเซียส นาํไปตรวจแอนติบอดีตอวัคซีน S. Enteritidis ดวยวิธ ีELISA โดยใชชุดทดสอบ
สําเร็จรูป FLOCKCHECK*SE® (IDEXX, UK.) ซึ่งเปน competitive ELISA วิธกีารทดสอบเริม่ดวย
ใช ELISA plate ที่เคลือบดวยแอนติเจนของ S. Enteritidis เติมซีร่ัมไกที่ตองการทดสอบโดย       
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เจือจางเปน 1:250 ในตัวทาํละลาย (serum diluent) จากนั้นดูดมาใสใน ELISA plate หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง จากนัน้จึงลาง 3 คร้ังดวย washing solution เติม 
anti-SE conjugate (horseradish peroxidase-HRPO) ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิหอง นาน 30 นาท ีจากนั้นลาง 3 คร้ัง เติม substrate (TMB) จํานวน 100 ไมโครลิตร  บม
ที่อุณหภูมหิอง นาน 15 นาท ี จากนัน้จึงเติมน้าํยาหยุดปฏิกิริยา (stop solution) หลุมละ 100 
ไมโครลิตร จากนัน้นาํไปวัดคาความเขมของสี  อานเปนคา optical density (OD) จากเครื่องอาน 
ELISA multiscan ที่มีความยาวคลื่นแสง 650 นาโนเมตร บันทึกผล เปรียบเทียบกับคาซีร่ัมบวก
ควบคุมและซร่ัีมลบควบคุม 
 
 การกําหนดคาบวกและคาลบ (positive/negative cut off value) 
  
 การคํานวณคา negative control จะมาจาก หลมุ A1 + หลุม  A2  = > 0.8 
           2 
 การคํานวณคา positive control  จะมาจาก หลมุ A3 + หลุม  A4  = < 0.5 
           2 

การแปลผล 
คาที่ไดจากการทดสอบ แสดงผลเปน S/N ratio คอืการนาํคา OD ของแตละตัวอยางที่ทดสอบ  
หารดวย คา OD ของ negative control 

1. คา S/N ratio มากกวาหรือเทากับ 0.75 ตัดสินเปน ผลลบ 
2. คา S/N ratio อยูระหวาง 0.6-0.74 ตัดสินเปน ตองทดสอบใหม 
3. คา S/N ratio นอยกวาหรือเทากับ 0.59 ตัดสินเปน ผลบวก 
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3.13 แผนการทดลอง 
 

แผนการทดลองที ่1  
การทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนที่เตรยีมขึ้นตอการปองกนัการตดิเชื้อ S. Enteritidis ของอวัยวะ
ภายใน              
• ไกทดลองพนัธุไข ปราศจากเชื้อ S. Enteritidis  เลี้ยงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 100 ตัว  

 

แผนผังแสดงการปฏิบัติงาน 
 

      อายุ 3 weeks/ G      อายุ 6 weeks/ C                 อายุ 9 weeks/ J,K 
 
             อายุ 8 weeks 3 วัน 
 
           
                             K 
อายุ 1 day/ A        อายุ 4 weeks/ B,D,E,F,G                อายุ 8 weeks/ I 
 

A เก็บ cloacal swab  และนํากระดาษรองอุจจาระ ไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการ
ปนเปอนของ Salmonella spp. ในไกกอนเริ่มการทดลอง  

B เจาะเลือดไก เพื่อนาํไปตรวจแอนติบอดีกอนการทําวัคซีน 
C เจาะเลือดไก เพื่อนาํไปตรวจแอนติบอดีหลังการทําวัคซีน 
D สุมแบงกลุมไกดวยวิธี sampling randomization ออกเปน 4 กลุมๆละ 25 ตัว 
กลุมที ่1A   กลุมควบคุมให PBS ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ 
กลุมที ่2A   กลุมควบคุมให Oil adjuvant ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ 
กลุมที ่3A   วัคซีนเชือ้ตายเชิงพาณิชยสายเชื้อ S. Enteritidis (commercial vaccine)           

      ขนาด 0.3  ml. /ตัว ฉีด  เขาใตผิวหนงับริเวณคอ 
กลุมที ่4A   วัคซนีเชือ้ตายในสื่อน้าํมันที่ม ีเชื้อ S. Enteritidis ขนาดความเขมขน109  cfu/ml         

      ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ 
E ติดเลขประจําตัวไก จํานวน 10 ตัว ตอกลุมที่จะทําการเก็บตัวอยางเลอืดในแตละครั้ง 
F ใหวัคซีนปองกนั S. Enteritidis ตามกลุมที่ไดแบงไว 
G เก็บ cloacal swab และ อุจจาระบนกระดาษรองพืน้กรง จํานวนอยางละ 10 ตัวอยาง/
กลุม นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการปนเปอนของ S.  Entritidis 
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I ปอนเชื้อพษิทบั โดยใชเชื้อ S. Enteritidis (nalidixic-acid-resistance)  
ขนาด 106 cfu/ml. ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรแกไกทุกตัว  

J ปดการทดลอง โดย ทาํการ euthanasia ไกทุกตวั  
K เก็บตัวอยางอวัยวะ คือ ไสตนั ตับ มาม นาํไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการติดเชื้อ

ของ S. Entritidis 
 
แผนการทดลองที ่2 
ประสิทธิภาพของวัคซีนปองกันซัลโมเนลลา เอนเทอริติดิส ที่ผลิตขึ้นตอการปองกนัการแพรเชื้อผาน
ไข และการถายเชื้อจากแมไกสูสิ่งแวดลอมผานมูลไก 
            
  อายุ 7 weeks* (G) 
    อายุ 10 weeks(C)   อายุ 14 weeks(C)           G,H** 
 
 
 
1 day       8 weeks  12 weeks    23 weeks           27 weeks 
   A        B,D,E,F,G                     B,F          I                J,K 
หมายเหต ุ   
* กอนใหวัคซีน 1 สัปดาห ใหยาปฏิชีวนะ ในขนาดปองกัน แกไกทดลองทุกตัว 
** 2 สัปดาหแรกหลังปอนเชื้อพิษทับ เก็บตัวอยางวันเวนวัน    

เนื่องจากในการศึกษาของ   Shivaprasad  และคณะ (1990)   และ  Gast และ Beard  
(1990a,b,c) พบวาระยะเวลา  ที่สามารถตรวจพบการปนเปอนของเชื้อ S. Enteritidis ในความเขม
ขนที ่108 cfu/ml. ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยการปอนเขาปาก ในไกอายุใกลเคียงกนักับการทดลองนี ้
คืออยูในชวงอายุ 20-88 สัปดาหนัน้ สามารถตรวจพบเชื้อไดมากในชวงหลังจากปอนเชือ้พิษทับไป
แลวประมาณ 2 สัปดาห หลงัจากนัน้การตรวจพบจะลดลง  โดยในการทดลองนี้จะเริ่มเก็บตัวอยาง
ไข และ cloacal swab คร้ังแรกหลังจากปอนเชื้อพิษทบัไปแลว 24 ชั่วโมง 

เร่ิมนําไกไข อายุ 1 วัน เขาเลี้ยงในหองทดลอง โดยในระยะแรกจะเลี้ยงไกในกรงลวดตา
ขายยกพืน้ จาํนวนไก 8 ตัว ตอพืน้ที่กรง 0.6 ตารางเมตร โดยตารางการปฏิบัติการทดลองเปนไป
ตามแผนภาพ ตัวอักษรกาํกบัอธิบายตามลําดับ ดังนี ้
A เก็บ cloacal swab  และนํากระดาษรองอุจจาระ นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดู

การปนเปอนของเชื้อซัลโมเนลลาในไกกอนเร่ิมการทดลอง  
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B เจาะเลือดไก เพื่อนําไปตรวจแอนติบอดีกอนการทําวัคซีน 
C เจาะเลือดไก เพื่อนําไปตรวจแอนติบอดีหลังการทําวัคซีน 
D แบงไกทดลองออกเปน 5 กลุม กลุมละ 20 ตัว ดังนี้ 
กลุมที่ 2.1  กลุมควบคุมให PBS ขนาด 0.5 ml. เขาใตผิวหนังบริเวณคอ 
กลุมที ่2.2 วัคซีนเชื้อตายเชิงพาณิชยสายเชื้อ S. Enteritidis ขนาด 0.3 ml. /ตัว ฉีด  เขาใตผิวหนัง 

บริเวณคอ ใหวัคซนีครั้งเดียวที่อายุ 8 สัปดาห 
กลุมที ่2.3 วัคซีนเชือ้ตายเชิงพาณิชยสายเชื้อ S. Enteritidis  ขนาด 0.3 ml. /ตัว ฉีด  เขาใตผิวหนงั 

บริเวณคอ ใหวัคซีนสองครัง้ ที่อายุ 8 และ 12  สัปดาห 
กลุมที ่2.4  วัคซีนเชื้อตายในสื่อน้ํามันที่ผลิตเอง สายเชื้อ  S. Enteritidis ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขา 

ใตผิวหนงั บริเวณคอ ใหวัคซนีครั้งเดียวที่อายุ   8  สัปดาห 
กลุมที ่2.5  วัคซนีเชือ้ตายในสื่อน้าํมันที่ผลิตเอง สายเชื้อ S. Enteritidis ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขา 

ใตผิวหนงั บริเวณคอ ใหวัคซนีสองครั้งที่อาย ุ8 และ 12  สัปดาห 
E ติดเลขประจําตัวไกแตละตัว 
F ใหวัคซีนปองกัน S. Enteritidis ตามกลุมที่ไดแบงไว 
G เก็บ cloacal swab และ อุจจาระบนกระดาษรองพืน้กรง จํานวนอยางละ 10 ตัวอยาง/
กลุม นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการปนเปอนของ S.  Entritidis 
H เก็บไขจากไกแตละกลุมโดยเฉลี่ย 10 ฟอง ตอครั้งที่เก็บ พรอมบันทึกเลขประจําตัวไกที่เก็บ        
            ไขในแตละครั้ง นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการปนเปอนของเชื้อซัลโมเนลลา            
            โดย แยกตรวจเปน 2  ทาง คือ 

1.ตรวจการปนเปอนบริเวณเปลือกไข โดยวิธีการเก็บตัวอยางเพื่อนําไปตรวจเพาะเชื้อทาง
แบคทีเรียจะดัดแปลงจากวิธีของ Shivaprasad และคณะ (1990) 

2.ตรวจการปนเปอนภายในไข โดยเลือกเก็บเฉพาะสวน membrane ที่หุม content ของไข 
โดยวิธีการเก็บจะดัดแปลงจากวิธีของ Thiagarajan และคณะ (1994) 
I ปอนเชื้อพิษทับ โดยใชเชื้อ Salmonella Enteritidis (Nalidixic-acid-resistance)  

ขนาด 108 cfu/ml. ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแกไกทุกตัว (Shivaprasad et al., 1990) 
J ปดการทดลอง โดย ทําการ Euthanasia ไกทุกตัว  
K เก็บตัวอยางอวัยวะ คือ รังไข และ ไสตัน นําไปตรวจเพาะเชื้อ S. Enteritidis  
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3.14 การบันทึกขอมูลและการวิเคราะหเปรยีบเทียบทางสถิติ 
การวิเคราะหผลการทดลอง ใชโปรแกรม SPSS for Microsoft windows version  13.0 
น้ําหนกัไก เปรียบเทียบน้ําหนกัไกระหวางกลุมดวยวธิี analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบ
เทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 
เปอรเซ็นต 
อัตราการแลกเนื้อ   คิดจากอาหารที่ใชตลอดการทดลองหารดวยผลรวมของน้าํหนักตวั 
ผลการตรวจเพาะเชื้อ Salmonella spp.  วิเคราะหความแตกตางระหวางกลุมการทดลองโดยใชวิธ ี
Chi-square ทีร่ะดับความเชือ่มั่น 95 เปอรเซ็นต 
ระยะเวลาการไหลของวัคซนีและการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ วิเคราะหความแตกตางระหวาง
กลุมการทดลองดวยวิธ ี analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคา
เฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
ระดับแอนติบอดี  ตรวจระดับแอนติบอดีตอวัคซีน  S. Enteritidis ดวยวิธี  Enzyme-linked 
immunosorbent assays (ELISA) วิเคราะหความแตกตางระหวางกลุมการทดลองโดยใชวิธี 
analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s 
multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 

3.15 แนวทางในการประเมินผลการทดลอง 
 

ในการทดลองที่ 1 วัคซีนทีด่ีและมีประสิทธิภาพ ประเมินจาก 
1. จํานวนไกที่ใหผลบวกตอการตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis ในไสตัน ตับ และมาม ของไกใน

กลุมที่ไดรับวคัซีนจะตองมจีํานวนนอยกวาไกกลุมควบคุม 
2. เมื่อทําการตรวจนับจาํนวนเชื้อ S. Enteritidis ในไสตัน ตับ และมาม ของไกในกลุมที่ไดรับ

วัคซีนจะตองมีจํานวนนอยกวาไกกลุมควบคุม 
3. วัคซีนที่ใหจะตองมีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอย มีความหนดืต่ํา และมีความคงตัวสงู 

ในการทดลองที่ 2 ประสิทธิภาพของวัคซนี ประเมินจาก 
1. ผลของวัคซีนตอการกระตุนระดับแอนติบอดีในไกระยะกอนไข  
2. วัคซีนสามารถปองกันการการติดเชื้อของอวัยวะภายใน โดยเมื่อนําตัวอยางของไข และ   

รังไข มาทําการตรวจเพาะเชื้อ S. Enteritidis แลวพบวา ไกกลุมที่ไดรับวัคซีนมีการตรวจ
พบเชื้อในตัวอยางนอยกวาไกกลุมควบคุม  

3. วัคซีนใหผลในการลดการถายเชื้อจากแมไกสูส่ิงแวดลอมผานมูลไก โดยเมื่อนําตัวอยาง
ของไขมาทําการตรวจหาเชื้อ S. Enteritidis บริเวณเปลือกไข ไกกลุมที่ไดรับวัคซีนควรมี
การตรวจพบเชื้อในตัวอยางนอยกวาไกกลุมควบคุม  



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การทดลองที่ 1  
การทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนที่ เตรียมขึ้นตอการปองกันการติดเชื้อ  S. Enteritidis           
ของอวัยวะภายใน 
 
ผลของวัคซีนตอน้ําหนักตัวไก 

พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของน้ําหนักตัวไก หลังไดรับวัคซีนที่อายุ 5 
สัปดาห โดยไกในกลุมควบคุมที่ใช PBS ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ มีน้ําหนักตัวใกลเคียงกับไกใน
กลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น ในขณะที่ไกในกลุมที่ไดรับ oil กับไกกลุม  ที่ไดรับวัคซีนของบริษัท มี
แนวโนมของน้ําหนักตัวที่นอยกวาไกสองกลุมดังกลาวขางตนลักษณะดังกลาวนี้ คลายคลึงตอเนื่อง
ไปจนน้ําหนักในชวงอายุ 6 สัปดาห ตางกันตรงที่ไกกลุมที่ไดรับวัคซีนของบริษัทมีน้ําหนักตัวที่กลับ
มาใกลเคียงกับไกในกลุมอ่ืนๆ และยังพบวาไกในกลุมที่ไดรับ oil  ยังคงมีน้ําหนักตัวที่นอยกวาไก
กลุม PBS และไกที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น    น้ําหนักตัวของไกที่อายุ 7 สัปดาห จนถึงสิ้นสุดการ
ทดลอง ไมพบวามีความแตกตางกันระหวางกลุมแตอยางใด ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ผลของวัคซีนตออัตราการแลกเนื้อ   

เมื่อแบงชวงอายุไกในการพิจารณาอัตราการแลกเนื้อเปน 2 ชวงคือ ชวงอายุ 4-6 สัปดาห 
และชวงอายุ 6-8 สัปดาห  พบวา ชวงอายุ 6-8 สัปดาหนั้น ไกมีอัตราการแลกเนื้อที่ดีกวาไกในชวง
อายุแรก โดยชวงอายุ 4-6 สัปดาห ไกจะมีอัตราการแลกเนื้อเฉลี่ยอยูที่ 2.3 ในขณะที่ไกชวงอายุ    
6-8 สัปดาห มีอัตราการแลกเนื้อเฉลี่ย เทากับ 2.1 ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 1 แสดงน้ําหนักตัวไก 
 

กลุม อายุ 4 สัปดาห อายุ 5 สัปดาห อายุ 6 สัปดาห อายุ 7 สัปดาห อายุ 8 สัปดาห 
1  380.50 + 50.61b 465.50 + 66.79 b 649.50 + 72.74 725.50 + 80.55 

2  369.50 + 59.76a 458.50 + 54.56a 652.00 + 69.81 731.50 + 94.53 

3 265.50 + 29.37 367.50 + 60.47a 464.50 + 72.57 ab 651.50 + 78.66 728.50 + 81.60 

4  377.00 + 62.81b 468.50 + 68.89 b 655.00 + 75.78 730.00 + 92.93 

 

a-b ตัวอักษรทีแ่ตกตางกนัในชวงอายุเดียวกันแสดงความแตกตางกนัทางสถิติ (P < 0.05) 
 
ตารางที่ 2 แสดงอัตราการแลกเนือ้ 
 

กลุม อายุ 4-6 สัปดาห อายุ 6-8 สัปดาห 
1 2.25 2.15 
2 2.28 2.11 
3 2.33 2.02 
4 2.35 2.14 

 
ตารางที่ 3 ผลการตรวจพบเชื้อ Salmonella Enteritidis จากการเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย 
 

อายุที่ทําการเก็บตัวอยางและจํานวนตัวที่ตรวจพบ 
อายุ  1 วัน  

3,4,8 
สัปดาห 

อายุ 8 สัปดาห  3 วัน อายุ 9 สัปดาห 

cloacal 
swab 

liver spleen caecum liver spleen caecum 

กลุม 

n* % n % n % n % n % n % n % 
1   5/10 50ab 6/10 60b 8/10 80 b 7/10 70ab 6/10 60b 10/10 100b 
2  0/20   0 6/10 60b 7/10 70b 10/10 100b 8/10 80b 7/10 70b 10/10 100b 
3   1/10 10a 2/10 20a 3/10 30 a 3/10 30a 2/10 20a 4/10 40a 
4   2/10 20ab 1/10 10a 4/10 40a 4/10 40ab 1/10 10a 5/10 50a 

* n = จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบเชื้อ / ตัวอยางทั้งหมดที่เก็บ 
a-b ตัวอักษรที่แตกตางกันในชวงอายุเดียวกันแสดงความแตกตางกันทางสถิติ (P < 0.05) 
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ผลการตรวจพบเชื้อ Salmonella Enteritidis จากการเพาะเชือ้ทางแบคทีเรีย 
 ในชวง 8 สัปดาหแรกของการทดลอง สุมตรวจการปนเปอนเชื้อ S. Enteritidis อยาง
สม่ําเสมอ คือต้ังแตวันแรกที่ลูกไกมาถึง อายุ 3 สัปดาห อายุ 4 สัปดาห และอายุ 8 สัปดาห โดยการ 
swab กนไก นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย ผลที่ได ปรากฎดังตารางที่ 3 คือไมพบเชื้อ            
S. Enteritidis ตลอดระยะเวลาของการเลี้ยง  
 เมื่อไกอายุครบ 8 สัปดาห ทําการปอนเชื้อพิษทับ ความเขมขนของเชื้อ S. Enteritidis เทา
กับ 106 cfu/ml. ปอนทางปาก ตัวละ 1 มิลลิลิตร สามวันหลังการปอนเชื้อพิษทับ euthanasia ไก
จํานวน 10 ตัวตอกลุมเก็บตัวอยาง ไสตัน ตับ และมาม นํามาตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย ผลที่ได
พบวา ไสตัน เปนอวัยวะที่มีการตรวจพบเชื้อไดมากที่สุด โดยเฉพาะไกกลุมควบคุมที่ให PBS และ 
oil คือ 80 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนไกในกลุมที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุม คือกลุมที่สาม ที่
ไดรับวัคซีนเพื่อการคา และกลุมที่สี่ ที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นเองนั้น มีการปนเปอนของเชื้อ S. 
Enteritidis นอยและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับไกในกลุมควบคุมทั้ง
สองกลุม โดยพบเพียง 30 และ 40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้ เมื่อทําการเปรียบเทียบ
ระหวางไกกลุมที่ไดรับวัคซีนปองกันกับไกที่ไมไดรับวัคซีนปองกัน ตัวอยางของอวัยวะ คือ มาม และ 
ไสตันของไกกลุมที่ไดรับวัคซีนปองกัน มีการตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis ไดนอยกวาอยางมีนัย
สําคัญทางสถิติ  ในสวนของตับ พบวาไกกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา มีการตรวจพบเชื้อนอยกวา
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับไกกลุมควบคุมที่ให oil ในขณะที่ไกกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิต
ขึ้นใหผลในการตรวจพบเชื้อไมแตกตางกับไกกลุมควบคุมทั้งสองกลุม 
 หนึ่งสัปดาหหลังการปอนเชื้อพิษทับ ทําการเก็บตัวอยางอีกครั้ง โดยนําไกที่เหลือของทุก
กลุมมาทําการ euthanasia แลวเก็บตัวอยาง ไสตัน ตับ และมาม นํามาทําการตรวจเพาะเชื้อทาง
แบคทีเรีย สามารถตรวจพบเชื้อในจํานวนตัวอยางที่มากกวาชวงอายุ 8 สัปดาห 3 วัน ในเกือบทุก
อวัยวะ ยกเวน มาม ที่ตรวจพบในเปอรเซ็นตที่เทาเดิม ในขณะที่ ตับและไสตัน มีการปนเปอนของ
เชื้อ S. Enteritidis ในเปอรเซ็นตที่มากข้ึน โดยไสตันของไกในกลุมที่ไมไดรับวัคซีนใดๆ ตรวจพบเชื้อ 
S. Enteritidis ไดมากถึง 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุมที่กลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาและกลุมที่ได
รับวัคซีนที่ผลิตขึ้น พบการปนเปอนของเชื้อ S. Enteritidis เพียง 40 และ 50 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
ในตัวอยางของมาม พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่คลายคลึงกับตัวอยางของไสตัน คือ กลุม
ที่ไดรับ PBS พบเชื้อ 60 เปอรเซ็นต กลุมที่ไดรับ oil   พบเชื้อ 70 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุมที่ไดรับ
วัคซีนเพื่อการคา พบเชื้อ 20 เปอรเซ็นต และกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น พบเพียง 10 เปอรเซน็ต ตวั
อยางตับที่เก็บที่อายุ 9 สัปดาห พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ระหวางกลุมที่ไมไดรับ
วัคซีน กับกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา โดยพบวา ไกทดลองกลุมที่ไดรับ PBS และ oil  ตรวจพบ
เชื้อ 70 เปอรเซ็นต และ 80 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในขณะที่กลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา ตรวจพบ 
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30 เปอรเซ็นต และกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นไมมีความแตกตางกับไกกลุมควบคุมทั้งสองกลุมและ
กลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา โดยพบเชื้อคิดเปน 40 เปอรเซ็นต 
ผลการทดสอบความหนดืของวัคซีน 
 ตารางที่ 4 แสดงระยะเวลาการไหลของวัคซีนที่ผลิตขึ้นเปรียบเทียบกับวัคซีนเพื่อการคา 
พบวา วัคซีนที่ผลิตขึ้นมีระยะเวลาการไหลมากกวาวัคซีนเพื่อการคา และพบวา oil มีระยะเวลาการ
ไหลนอยกวาวัคซีนทั้งสองชนิด 
 

ผลการทดสอบความคงตวัของวัคซีน 
หลังการเตรียมวัคซีน พบวา วัคซีนผสมเขากันไดดีเปนเนื้อเดียวกัน และจากการประเมิน

ความคงตัวของวัคซีนโดยการวางขวดบรรจุวัคซีนไวที่อุณหภูมิตางๆกัน ผลที่ไดปรากฏดังนี้ 
การเก็บรักษาวัคซีน  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวามีความคงตัวอยูอยางนอย 24 สัปดาห 

     ที่อุณหภูมิหอง พบวามีความคงตัวอยู 20 สัปดาห 
     ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  พบวามีความคงตัวอยู 16 สัปดาห 

 

ผลการทดสอบปฏิกิรยิาตอเนื้อเยื่อ 
 ทําการตรวจผลของวัคซีนตอเนื้อเยื่อบริเวณที่มีการฉีดวัคซีนทุกครั้งเมื่อมีการเก็บตัวอยาง
หลังไดรับวัคซีน โดยจะทําการตรวจสอบที่ 4 สัปดาห 3 วัน และ 5 สัปดาหหลังไดรับวัคซีน เปรียบ
เทียบระหวางวัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น ในวันที่ 4 สัปดาห 3 วันหลังไดรับวัคซีน พบวา
วัคซีนที่ผลิตขึ้นไมพบวากอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ คิดเปนรอยละ 60 เของไกที่นํามาทดสอบ และ รอย
ละ 40 ที่เหลือมีผลในระดับออน ใกลเคียงกับผลของวัคซีนที่ไดจากไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา คือ
วัคซีนไมกอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ คิดเปนรอยละ 70 และในวันที่ 5 สัปดาหหลังไดรับวัคซีน ผลที่ไดไม
แตกตางจากชวง 4 วันกอนหนา คือ วัคซีนที่ผลิตขึ้น ไมพบวากอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ คิดเปนรอยละ 
70 ของไกที่นํามาทดสอบ และไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาก็พบในลักษณะเดียวกันคือ รอยละ 80 
ของไกที่นํามาทดสอบนั้น ไมพบวาวัคซีนกอปฏิกิริยาใดๆตอเนื้อเยื่อ อีกทั้งวัคซีนมีการกระจายตัวดี 
มกีารหลงเหลือของวัคซีนอยูเพียงเม็ดเล็กๆในไกบางตัว และเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีด ไมพบการอักเสบ  
 

ผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S.Enteritidis 
จากการสุมตัวอยางซีร่ัม 30 ตัวอยาง ในไกทดลองที่อายุ 4 สัปดาห กอนเริ่มใหวัคซีน ไม

พบตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบ เมื่อทําการสุมตัวอยางซีร่ัมกลุมละ 10 ตัวอยาง หลังให
วัคซีนไปแลว 2 สัปดาห (ไกอายุ 6 สัปดาห) พบวาในกลุมที่ 3 ที่ใหวัคซีนเพื่อการคา  ใหผลบวกตอ
การทดสอบทั้ง 10 ตัวอยาง และกลุมที่ 4 ที่ใหวัคซีนที่ผลิตเองพบวามีจํานวนตัวอยางที่ใหผลบวก
ตอการทดสอบ 4 ตัวอยาง สวนไกในกลุมควบคุมที่ให PBS และ oil  นั้น ไมมีตัวอยางที่ใหผลบวก
ตอการทดสอบ   สองสัปดาหตอมาพบวาจํานวนตัวอยางที่ใหผลบวกยังคงที่ คือสามารถตรวจพบ
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ตัวอยางที่ใหผลบวกเปน 10 ตัวอยาง และ  4 ตัวอยาง ในกลุมที่ใหวัคซีนเพื่อการคา  และกลุมที่ให
วัคซีนที่ผลิตขึ้นตามลําดับ และไมพบตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบ ในกลุมที่ 1 และ 2 ที่เปน
กลุมควบคุม ดังแสดงในภาพที่ 5 
 สําหรับการตรวจแอนติบอดีดวยวิธี ELISA (S/N ratio) ในการทดลองที่ 1 พบวาไกทดลอง
กลุมที่ 3 คือกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา มีคา S/N ratio ต่ํากวาไกทดลองทุกกลุมอยางมีนัยสําคัญ 
เมื่ออายุ 6 และ 8 สัปดาห สําหรับไกในกลุมที่ 4 ที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น มีระดับตํ่ากวากลุมที ่1 และ
กลุมที่2 แตไมมีความแตกตางทางสถิติ ดังแสดงในภาพที่ 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4 ระยะเวลาการไหลของวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยสูตรตางๆ 
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เวลา* (วินาท)ี กลุม ชนิดวัคซีน 
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

MEAN + SE 

2 oil  21.192 22.415 21.544 21.717 + 0.36a 

3 วัคซีนเพื่อการคา   20.282 21.534 20.521 20.779 + 0.38a 

4 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 29.542 30.382 29.640 29.854 + 0.26b 
* สภาวะการทดสอบ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
a-b ตัวอักษรที่แตกตางกันแสดงความแตกตางกันทางสถิติ (P < 0.05) 
 
ตารางที่ 5 ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อภายหลังการใหวัคซีนเชื้อตายเปนเวลา 4 สัปดาห 3 วัน 

รอยโรคและสิ่งตกคางที่ตําแหนงการฉดีวัคซนี กลุม ชนิดวัคซีน 
ไมพบ ระดับออน ระดับปานกลาง ระดับรุนแรง 

1 PBS 10/10 0/10 0/10 0/10 
2 oil  8/10 2/10 0/10 0/10 
3 วัคซีนเพื่อการคา 7/10 3/10 0/10 0/10 
4 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 6/10 4/10 0/10 0/10 

 
ตารางที่ 6 ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลงัการใหวัคซีนเชื้อตายเปนเวลา 5 สัปดาห 

รอยโรคและสิ่งตกคางที่ตําแหนงการฉดีวัคซนี กลุม ชนิดวัคซีน 
ไมพบ ระดับออน ระดับปานกลาง ระดับรุนแรง 

1 PBS 10/10 0/10 0/10 0/10 
2 oil  10/10 0/10 0/10 0/10 
3 วัคซีนเพื่อการคา 8/10 2/10 0/10 0/10 
4 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 7/10 3/10 0/10 0/10 

 
หมายเหตุ 
ระดับออน  บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีซีดลง  ขนาดเสนผานศูนยกลางไมเกิน 1 เซนติเมตร ไมมีวัคซีนเหลืออยู 
ระดับปานกลาง บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีซีดถึงแดง  ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1-3 เซนติเมตรพบวัคซีนเหลืออยู
เปนเม็ดเล็กๆในชั้น superficial muscle เทานั้น  
ระดับรุนแรง บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีแดง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3-4 เซนติเมตร และพบวัคซีนเหลืออยูเปน
ลักษณะของถุงน้ํา เมื่อบีบมีวัคซีนไหลเยิ้มออกมา 
(ตามวิธีของ Stone (1997)) 
 
 
ภาพที่ 5 แสดงจํานวนไกที่ใหผลบวกตอการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis การทดลองที่ 1 
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4.2 การทดลองที่ 2 ประสิทธิภาพของวัคซีนปองกนัซัลโมเนลลา เอนเทอริติดิส ที่ผลิตขึ้นตอการ
ปองกนัการแพรเชื้อผานไข และการถายเชื้อจากแมไกสูสิ่งแวดลอมผานมูลไก 
 

ผลการเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย จากไขไก 
 ตรวจพบการปนเปอนเชื้อ S. Enteritidis จากภายนอกไขไกไดในวันที่สามหลังมีการปอน
เชื้อแกแมไกในทุกกลุมทดลอง โดยเฉพาะอยางยิ่งในไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง 
และไกในกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา 2 คร้ัง (กลุมที่ 2 และ 3 ตามลําดับ) ตรวจพบเชื้อไดนอยกวา
ไกกลุมอ่ืนๆ คือ พบเพียง 1 ตัวอยาง จาก 5 ตัวอยางที่ตรวจ  ดังแสดงในตารางที่ 7   

ระยะเวลาที่ตรวจพบการปนเปอนของเชื้อภายนอกไข อยูระหวางวันที่ 3 วันที่ 5 และวันที ่7 
หลังการปอนเชื้อ และจากการตรวจถุงไขแดง พบเชื้อไดจากตัวอยางของไขในกลุมที่ไดรับ PBS เทา
นั้น และพบเพียงครั้งเดียวในวันที่สามหลังการปอนเชื้อ 

 

ผลการเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย จากไสตันและรังไข 
 จากตารางที่ 8 ตัวอยางอวัยวะที่ทําการเก็บ คือ ไสตันและรังไข โดยเก็บที่ 28 วันหลังการ
ปอนเชื้อพิษทับ ผลที่ไดจากตัวอยางไสตันพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางไก 
ในกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาที่ไดรับวัคซีนสองครั้ง ซึ่งไมพบเชื้อ S. Enteritidis กับไกในกลุมควบ
คุมที่ ได รับ  PBS ที่ตรวจพบเชื้อถึง 4 ตัวอยาง จากทั้ งหมด  20 ตัวอยาง คิดเปน  0 และ  20 
เปอรเซ็นตตามลําดับ 
 ตัวอยางไสตันที่ไดจากไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาเพียงครั้งเดียวที่อายุ 8 สัปดาห และตัว
อยางไสตันจากไกกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นเองทั้งกลุมที่ไดรับวัคซีนครั้งเดียว และกลุมที่ไดรับ
วัคซีนสองครั้ง พบไมแตกตางกัน คือ 1 ตัวอยางจากทั้งหมด 20 ตวัอยาง คิดเปน 5 เปอรเซ็นต   ตัว
อยางของรังไขที่เก็บจากไกทุกกลุม ไมพบเชื้อ S. Enteritidis  
 

ผลการทดสอบปฏิกิรยิาตอเนื้อเยื่อ 
 ผลของวัคซีนตอเนื้อเยื่อบริเวณที่มีการฉีดวัคซีนเมื่อทําการเก็บตัวอยางในวันสิ้นสุดการ
ทดลอง (19 สัปดาหหลังไดรับวัคซีน) เปรียบเทียบระหวางวัคซีนพื่อการคาที่ฉีดครั้งเดียว (กลุมที่ 2) 
ฉีดสองครั้ง (กลุมที่ 3) วัคซีนที่ผลิตขึ้นฉีดครั้งเดียว (กลุมที่ 4) และ ฉีดสองคร้ัง (กลุมที่ 5) ผลที่ได
ปรากฏดังตารางที่ 9 พบวาวัคซีนที่ผลิตขึ้น ไมมีผลตอเนื้อเยื่อ เชนเดียวกันกับผลที่ไดจากไกที่ไดรับ
วัคซีนเพื่อการคา อีกทั้งวัคซีนมีการกระจายตัวดี  นอกจากนี้เนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีด ไมพบการอักเสบ  
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ผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis 
 สุมตัวอยางซีร่ัม 30 ตัวอยาง ในไกทดลองที่อายุ 4 และ 8 สัปดาห กอนเริ่มใหวัคซีน ไมพบ
ตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบ หลังจากไกไดรับวัคซีนไปแลว 2 สัปดาห (อายุ 10 สัปดาห) สุม
ตัวอยางซีร่ัมกลุมละ 10 ตัวอยาง พบวาไกกลุมที่ 2 ที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง มีจํานวนตัว
อยางซีร่ัม ที่ใหผลบวกตอการทดสอบคิดเปน 100 เปอรเซ็นต เชนเดียวกันกับตัวอยางซีร่ัมที่ไดจาก
ไกทดลองกลุมที่ 5 ที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตเอง  ไกทดลองกลุมที่ 3 และ 4 มีจํานวนตัวอยางซีร่ัมที่ใหผล
บวกตอการทดสอบเปน 8 ตัวอยาง และ 9 ตัวอยางตามลําดับ สองสัปดาหหลังจากนั้น    (อายุ 12 
สัปดาห) พบวาตัวอยางซีร่ัมของไกทดลองทุกกลุมใหผลบวกตอการทดสอบคิดเปน 100 เปอรเซ็นต 
ยกเวนไกทดลองกลุมที่ 1 ซึ่งเปนกลุมควบคุมที่ใหผลลบตอการทดสอบตลอดจนสิ้นสุดการทดลอง 
สองสัปดาหหลังการใหวัคซีนครั้งที่สอง (อายุ 14 สัปดาห) ไกทดลองกลุมที่ 2 (วัคซีนเพื่อการคา) ยัง
คงพบใหผลบวกตอการทดสอบคิดเปน 100 เปอรเซ็นต ไกทดลองกลุมที่ 3 ใหผลบวกตอการ
ทดสอบ 90 เปอรเซน็ต และไกทดลองกลุมที่ 4 และ 5 ที่เปนกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตเองใหผลบวก
ตอการทดสอบ คิดเปน 100 เปอรเซ็นตทั้งสองกลุม สองสัปดาหตอมา (อายุ 16 สัปดาห) ยังคง
ตรวจพบตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบของไกทดลอง โดยตัวอยางซีร่ัมของไกทดลองในกลุมที่ 
2 (ใหวัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง) ใหผลบวกตอการทดสอบคิดเปน 100 เปอรเซ็นต ไกทดลองกลุมที่ 3 
4 และ 5 ใหผลบวกตอการทดสอบเทากัน คือ 90 เปอรเซ็นต เมื่อส้ินสุด         การทดลองที่อายุ 23 
สัปดาห พบจํานวนตัวอยางซีร่ัมที่ใหผลบวกตอการทดสอบจากไกทดลอง   แตละกลุมต้ังแตกลุมที่ 
2 ถึงกลุมที่ 5 คิดเปน 90 90 100 และ100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 7 
 สําหรับการตรวจแอนติบอดีดวยวิธี ELISA (S/N ratio) ในการทดลองที่ 2 พบวาไกที่ไดรับ
วัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น ทั้งจํานวน 1 และ 2 คร้ัง มีระดับ S/N ratio ต่ํากวาไกกลุมควบ
คุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ตั้งแตอายุ 10 สัปดาห (2 สัปดาหหลังไดรับวัคซีน) จนสิ้นสุด  การ
ทดลอง แตไมพบความแตกตางของระดับ S/N ratio ในไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิต
ขึ้น ทั้งจํานวน 1 และ 2 คร้ัง ดังแสดงในภาพที่ 8  
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                                             48

ตารางที่ 7 ผลการเพาะเชื้อทางแบคทเีรีย จากไขไก 
เปลือกไข ถุงไขแดง กลุม/  

ครั้งที่
เก็บ(d.p.i
) 

 

1 3 5 7 9 11 13 1 3 5 7 9 11 13 

1 0/5 2/5 1/5 3/5 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
2 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
3 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
4 0/5 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
5 0/5 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 

 
ตารางที่ 8 ผลการเพาะเชื้อทางแบคทเีรีย จากไสตันและรังไข 

cloacal swab* feces* caecum oviduct กลุม 
จํานวนที่

พบ 
เปอรเซ็นต จํานวนที่

พบ 
เปอรเซ็นต จํานวนที่

พบ 
เปอรเซ็นต จํานวนที่

พบ 
เปอรเซ็นต 

1 0/10 0 0/10 0 4/20 20b 0/20 0 
2 0/10 0 0/10 0 1/20 5ab 0/20 0 
3 0/10 0 0/10 0 0/20 0a 0/20 0 
4 0/10 0 0/10 0 1/20 5ab 0/20 0 
5 0/10 0 0/10 0 1/20 5ab 0/20 0 

a-b ตัวอักษรที่แตกตางกันแสดงความแตกตางกันทางสถิติ (P < 0.05) 
* cloacal swab และ feces (อุจจาระจากกระดาษรองใตกรง) เก็บในวันเริ่มการทดลอง อายุ 1 วัน และ อายุ 7 
สัปดาห กับ 8 สัปดาห โดยเก็บกลุมละ 10 ตัวอยาง / ครั้ง 
 
ตารางที่ 9 ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลังการใหวัคซีนเปนเวลา 15 สัปดาห  

รอยโรคและสิ่งตกคางที่ตําแหนงการฉดีวัคซนี กลุม ชนิดวัคซีน 
ไมพบ ระดับออน ระดับปาน

กลาง 
ระดับรุนแรง 

2 วัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง 20/20 0/20 0/20 0/20 
3 วัคซีนเพื่อการคา 2 คร้ัง 20/20 0/20 0/20 0/20 
4 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 1 คร้ัง 20/20 0/20 0/20 0/20 
5 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 2 คร้ัง 20/20 0/20 0/20 0/20 
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ภาพที่ 7 แสดงจํานวนไกที่ใหผลบวกตอการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis การทดลองที่ 2 
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กลุมท่ี 1 กลุมท่ี 2 กลุมท่ี 3 กลุมท่ี 4 กลุมท่ี 5
 

หมายเหตุ  กลุมที่ 1 เปนกลุมควบคุม ให PBS   กลุมที่ 2  ใหวัคซีนเพื่อการคา 1 ครั้ง 
    กลุมที่ 3 ใหวัคซีนเพื่อการคา  2ครั้ง  กลุมที่ 4  ใหวัคซีนที่ผลิตเอง  1 ครั้ง 
    กลุมที่ 5 ใหวัคซีนที่ผลิตเอง  2 ครั้ง 

 
 
ภาพที่ 8 แสดง S/N ratio การทดลองที ่2 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

วัคซีนที่ดี นอกจากจะสามารถปองกันการเกาะกลุมของเชื้อ S. Enteritidis ในอวัยวะตางๆ
ไดแลว ไมควรกอผลกระทบใดๆตอตัวไก ไมวาจะเปนน้ําหนักตัว หรือคุณภาพซาก (Barrow et al., 
1990; Timms et al., 1990; Sherrill et al.,1999; Woodward  et al., 2002) ผลที่ไดจากการชั่งน้ํา
หนักตัวไกทุกๆสัปดาห พบวา วัคซีนที่ผลิตขึ้น ไมสงผลกระทบใดๆตอน้ําหนักตัวไก เนื่องจาก   ไม
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมที่ไดรับวัคซีน กับไกที่ไมไดรับวัคซีน 

เมื่อทําการประเมินความหนืดและความคงตัวของวัคซีน พบวา ความหนืดของวัคซีน        
ที่ผลิตขึ้น ถึงแมจะมีระยะเวลาการไหลของวัคซีนที่ชากวาวัคซีนเพื่อการคา แตในทางปฏิบัติไมเห็น   
ความแตกตางเนื่องจากเมื่อวัดระยะเวลาการฉีดวัคซีนในไกแตละกลุมมีความใกลเคียงกัน และเมื่อ
ทําการเปรียบเทียบความคงตัวของวัคซีนที่ผลิตขึ้นกับวัคซีนเพื่อการคา พบวาความคงตัวของวัคซีน
เพื่อการคามีความคงตัวไดนานกวา ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสูตรการเตรียมที่บริษัทไมเปดเผยและวิธี
การในการผลิตวัคซีนดวยเครื่องมือที่ดีกวาวัคซีนที่เตรียมขึ้นเองมาก โดยการผลิตวัคซีนในเชิงอุต
สาหกรรมจะอาศัยความดันในการผลักอิมัลชันใหผานรูเล็กๆ ที่กําหนดขนาดอนุภาคของอิมัลชันให
สม่ําเสมอ และเล็กละเอียดขึ้น อิมัลชันจึงมีความหนืดและความคงตัวมาก 

ผลของวัคซนีตอปฏิกิริยาของเนื้อเยื่อ พบวาจากการที่วัคซีนที่ผลิตขึ้นนั้นเปนวัคซีนเชื้อตาย
ในรูป WO (water in oil) เตรียมจากน้ํามันแร ทําใหวัคซีนที่ฉีดสงผลกระทบตอเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีด 
แตไมรุนแรงมากถึงกับทําใหเนื้อเยื่อเกิดการอักเสบ และเมื่อเปรียบเทียบวัคซีนที่ผลิตขึ้นกับวัคซีน
เพื่อการคา พบวาความรุนแรงใกลเคียงกัน  ซึ่งวัคซีนเพื่อการคาชนิดนี้ไมสามารถทราบรายละเอียด
ของวัตถุดิบในการใชเนื่องจากเปนความลับของบริษัทผูผลิต ในเบื้องตนจึงสรุปไดวาวัคซีนที่ผลิต
ขึ้นสงผลกระทบตอเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดที่ระดับออน และเนื่องจากในการทดลองนี้ศึกษาถึงผลของ
วัคซีนตอปฏิกิริยาของเนื้อเยื่อในระยะเวลาที่ยาวนานหลังจากไดรับวัคซีน คือ 4 สัปดาห 3 วัน และ 
5 สัปดาห จึงทําใหไมเห็นความผิดปกติของเนื้อเยื่อหลังไดรับวัคซีน ซึ่งโดยทั่วไป การประมวลผล 
ควรทําในชวง 7-14 วันหลังไดรับวัคซีน ดังเชนการศึกษาของ Stone (1993) และ Stone (1997)    
ที่รายงานวาปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อของวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร จะมีมากกวาวัคซีนที่เตรียมจากน้ํา
มันจากสัตวและพืช โดยรายงานในชวงเวลาหลังจากไกทดลองไดรับวัคซีนไปแลว 7 วัน  นอกจากนี้ 
Fukanoki และคณะ (2001) พบวาวัคซีนเชื้อตายในรูป WO มีผลตอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อบริเวณที่
ฉีดมาก หลังฉีดวัคซีนไปแลว 2 สัปดาห นอกจากนี้ผูทดลองแนะนําวาการใชสัดสวนของน้ํามันแรที่
ลดลงจะสามารถลดปฏิกิริยาการอักเสบที่มีตอเนื้อเยื่อลงได 
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การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัคซีนเชื้อตาย ในการปองกันการเกาะกลุมของเชื้อ     
S. Enteritidis ในอวัยวะภายในของไก ในการทดลองที่  1   เมื่อไกอายุครบ 8 สัปดาห ทําการปอน
เชื้อพิษทับ ความเขมขนของเชื้อ S. Enteritidis เทากับ 106 cfu/ml. ปอนปาก ตัวละ 1 มิลลิลิตร 
สามวันหลังการปอนเชื้อพิษทับ เก็บตัวอยาง ไสตัน ตับ และมาม นํามาทําการตรวจเพาะเชื้อ       
S. Enteritidis ผลที่ได พบวา ไสตัน เปนตําแหนงที่มีการตรวจพบเชื้อไดมากที่สุด โดยเฉพาะไกกลุม
ควบคุมที่ให PBS และ oil สอดคลองกับงานทดลองอื่นๆที่ผานมา ที่พบวาไสตัน คือ อวัยวะที่พบ
เชื้อ S. Enteritidis ไดมากที่สุด เมื่อทําการทดลองเปรียบเทียบปริมาณการตรวจพบเชื้อในอวัยวะ
ต า ง ๆ  (Shivaprasad et al., 1990; Gast and Beard., 1990b; Turnbull and Snoeyenbos., 
1973)  ทั้งนี้อาจเนื่องจากลําไสสวนไสตันมี caecal tonsil ซึ่งเปน limphiod organ ที่เปนเปาหมาย
ในการเขาเซลลของเชื้อกอนที่จะแพรไปยังอวัยวะตางๆ (Carter and Collins, 1974, Andreas et 
al., 2000) จึงอาจเปนสาเหตุหนึ่งที่พบเชื้อไดมากในลําไสสวนไสตัน นอกจากนี้จากการทดลองยัง
พบวาไกในกลุมที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุม คือกลุมที่สาม ที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา และกลุมที่สี่ ที่ได
รับวัคซีนที่ผลิตขึ้นเองนั้นพบเชื้อ S. Enteritidis ในไสตันนอยกวาไกในกลุมควบคุมทั้งสองกลุม
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เชนเดียวกับการตรวจเชื้อในตับและมาม เมื่อทําการเปรียบเทียบ
เปอรเซ็นตของการพบเชื้อ S. Enteritidis  ในตับ มาม และไสตัน ของไกที่ไดรับวัคซีน มีเปอรเซ็นต
นอยกวาไกที่ไมไดรับวัคซีน สอดคลองกับการตรวจวัดระดับแอนติบอดีดวยวิธี ELISA ซึ่งพบวา ไก
ในกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น มีระดับแอนติบอดีที่มากกวากลุมควบคุมที่ไมไดรับวัคซีน ดังนั้น สรุป
ไดวา วัคซีนที่ผลิตขึ้นเองนั้นสามารถเหนี่ยวนําการสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ S. Enteritidis  ได 

หลังจากการปอนเชื้อพิษทับ 1 สัปดาห นําไกที่เหลือของทุกกลุมมาเก็บตัวอยาง ไสตัน ตับ 
และมาม สามารถตรวจพบเชื้อในปริมาณที่สูงกวาชวง 3 วัน หลังไดรับเชื้อ  ยกเวน มาม ที่ตรวจพบ
ในเปอรเซ็นตที่เทาเดิม ซึ่งระยะเวลาในการตรวจพบในการศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาของ 
Bjerrum และคณะ (2003) ที่พบวาสามารถตรวจพบเชื้อ  S. Enteritidis  ในตับและมามไดคร้ังแรก
หลังปอนเชื้อขนาด 107 cfu/ml. ในไกอายุ 14 วัน ไปแลว 2-3 วัน นอกจากนี้ยังพบวาไสตันของไกใน
กลุมที่ไมไดรับวัคซีน ตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis  ไดมากถึง 100 เปอรเซ็นต สวนกลุมที่ไดรับวัคซีน
เพื่อการคา และวัคซีนที่ผลิตขึ้น พบเชื้อ S. Enteritidis  40 และ 50 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สอด
คลองกับงานทดลองของ Gast และ Beard (1990b) ที่สามารถตรวจพบการปนเปอนของเชื้อไดสูง
สุด 1 สัปดาหหลังปอนเชื้อขนาด 109 cfu/ml. โดยการปอนทางปาก และเปอรเซ็นตการ    ตรวจพบ
ก็สอดคลองกับการทดลองนี้คือ พบ 58 เปอรเซ็นต ในไสตัน  51 เปอรเซ็นต ในตับ และ           47 
เปอรเซ็นต  ในมาม  เชนเดียวกับการทดลองของ  Nakamura และคณะ  (1994) ที่ตรวจเชื้อ              
S. Enteritidis ในตัวอยางของตับ มาม รังไข ไสตันและมูลไก หลังการปอนเชื้อ 1 สัปดาห โดยให
เชื้อขนาด109 cfu/ml.ปอนทางปาก สามารถตรวจพบเชื้อ ได 1 สัปดาห หลังปอนเชื้อ และ ตรวจ  
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ไมพบเชื้อหลังจากปอนเชื้อไปแลว 2 สัปดาห นอกจากนี้ยังสอดคลองกับการศึกษาของ Gast และ
คณะ (1992) ที่ทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนเชื้อตาย S. Enteritidis ในไกอายุ 23 สัปดาห และมี
การปอนเชื้อพิษทับ 4 สัปดาหหลังจากใหวัคซีน พบวาไกกลุมที่ไดรับวัคซีนมีจํานวนตัวอยางที่ใหผล
บวกตอการตรวจพบเชื้อต่ํากวากลุมที่ไมไดรับวัคซีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยกลุมที่ไมไดรับ
วัคซีนพบเปน 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุมที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุมพบเพียง 50 เปอรเซ็นต และ 
33 เปอรเซ็นต  ในตับและมาม ตามลําดับ 

เมื่อศึกษาระดับแอนติบอดี พบวา สามารถตรวจพบแอนติบอดีในไกทดลองหลังใหวัคซีน 2 
สัปดาห โดยไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นนั้น มีจํานวนไกที่ใหผลบวกคิดเปน 40 เปอรเซ็นต 
ในขณะที่ไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา มีจํานวนไกที่ใหผลบวกคิดเปน 100 เปอรเซ็นต ทั้ง
นี้อาจเนื่องจากปจจัยตางๆที่มีผลตอประสิทธิภาพของวัคซีนที่ผลิตขึ้น เชน กระบวนการเตรียมเชื้อ
เพื่อใชเปนวัคซีนที่มีความแตกตางกัน  สื่อที่ใชในวัคซีน ทําใหผลการทดสอบประสิทธิภาพของ
วัคซีนเชื้อตายในการทดลองใหผลที่แตกตางกันออกไป ทั้งผลตอการลดการเกาะกลุมของเชื้อในลํา
ไส    การแพรเชื้อผานไข  การถายเชื้อจากแมไกสูส่ิงแวดลอมผานมูลไก และการกระตุนการสราง
แอนติ บ อ ดีหลั ง ได รับ วั ค ซี น  (Barrow et al.,1990; Timms et al., 1990; Gast et al., 1992; 
Cooper et al.,1993) แตอยางไรก็ตามจากการทดลองนี้สามารถพบแอนติบอดีตอเชื้อ S. 
Enteritidis ไดตลอดระยะเวลาการทดลอง ทั้งไกที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคา และวัคซีนที่ผลิตขึ้น 

จากผลการศึกษาในครั้งนี้ สามารถอธิบายแนวโนมของการแพรกระจายของเชื้อสูอวัยวะ
ภายในที่สําคัญ พบวานอกจากตรวจพบปริมาณเชื้อ S. Enteritidis ไดมากในลําไสแลว ยังสามารถ
พบไดในตับและมาม หลังจากการทดลองปอนเชื้อทางปาก เปนไปตามทฤษฎีกลไกการติดเชื้อ    
S. Enteritidis ในไก อีกทั้งยังสอดคลองกับการศึกษาของ Gast และคณะ (1990) ที่ตรวจพบเชื้อ 
โดยเรียงลําดับปริมาณการตรวจพบในอวัยวะตางๆจากมากไปหานอย ไดแก ไสตัน ตับ และมาม 
นอกจากนี้การศึกษานี้ยังพบวาความชุกของการตรวจพบเชื้อจะสูงที่สุดในชวง 1 สัปดาหหลังปอน
เชื้อเชนเดียวกัน ซึ่งจากการศึกษาดานพยาธิวิทยาพบเชื้อที่ ตับ และมาม 3 วันหลังจากไดรับเชื้อ
ทางปาก ในขณะที่พบเชื้อที่ไสตันในวันที่ 7 วันหลังจากไดรับเชื้อ (Hirsh, 1999) ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
มีการติดเชื้อ S. Enteritidis ในกระแสเลือดกอนที่จะมีการติดเชื้อเฉพาะที่โดยเฉพาะที่ไสตัน 

โดยสรุป ในการตรวจเชื้อ S. Enteritidis ในอวัยวะภายใน จากการทดลองที่ 1  พบวาไก
กลุมที่ไดรับวัคซีนทั้งที่เปนวัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้นเองสามารถลดปริมาณการตรวจพบ
เชื้อในอวัยวะตางๆได โดยเฉพาะจาก มามและไสตัน อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจพบโดย
รวมจากทุกอวัยวะแลว ไกกลุมที่ไดรับวัคซีน มีจํานวนตัวอยางที่ใหผลบวกตอการตรวจพบเชื้อนอย
กวาไกที่ไมไดรับวัคซีน  แตอยางไรก็ตาม  นอกจากประสิทธิภาพของวัคซีนแลว การตรวจพบ
ปริมาณของเชื้อ ยังขึ้นอยูกับป ัจจัยอื่นๆอีก เชน ความรุนแรงของเชื้อ ความสามารถในการแทรกซึม
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เขาเนื้อเยื่อ ระยะเวลาที่เชื้ออยูในกระแสเลือดและอวัยวะนั้นๆ เปนตน (Sadler  et al., 1969; 
Kinde et al., 2000; De Buck et al.,2004) 

การทดลองที่ 2 สามารถตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis จากเปลือกไขคร้ังแรกในวันที่สามหลัง
การปอนเชื้อ โดยพบวาในไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง และ 2 คร้ัง สามารถตรวจ
พบเชื้อไดนอยกวาไกกลุมอ่ืนๆ โดยไกในกลุมควบคุมที่ไดรับ PBS สามารถตรวจพบเชื้อไดในวันที่ 3  
5 และ 7 หลังการปอนเชื้อ ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Okamura และคณะ (2001) ที่ตรวจพบ
เชื้อ S. Enteritidis ไดในชวง 4-7 วันหลังปอนเชื้อ และยังพบวา เชื้อ S. Enteritidis มีความสามารถ
ในการเกาะกลุมอยูที่ระบบสืบพันธุของแมไกไข ซึ่งทําใหเปนเหตุผลสําคัญที่ทําใหเชื้อดังกลาว มี
การปนเปอนมาสูไขไก (Williams and Whittemore, 1967;  Turnbull and Snoeyenbos, 1973; 
Timmoney et al., 1989; Gast and Beard, 1990a,b; Shivaprasad et al., 1990) 

การตรวจเชื้อจากถุงไขแดง พบเชื้อไดจากตัวอยางของไขในกลุมที่ไดรับ PBS และตรวจพบ
เฉพาะในวันที่สามหลังปอนเชื้อเทานั้น  มีความเปนไปไดหลายประการที่จะกลาวถึงสาเหตุการพบ
เชื้อดังกลาว ประการแรกคือ เกิดการติดเชื้อที่รังไขของแมไก แลวเชื้อมีการ transovarian จึงตรวจ
พบเชื้อในถุงไขแดงได อีกประการหนึ่ง คือ เชื้อที่พบอาจเปนเชื้อที่อยูบริเวณเปลือกไข ซึ่งมาจาก   
แมไกที่ติดเชื้อถายมูลไกที่มีเชื้อแลวเปรอะเปอนบริเวณเปลือกไข และเชื้อสามารถที่จะแทรกผานรู  
(pores) ของเปลือกไขปกติ (Williams and Whittemore, 1967; Williams et al., 1968) หรือไขที่มี
การแตกราวได (Borland, 1975) อีกทั้งพบวาแนวโนมของการตรวจพบเชื้อในสวนของถุงไขแดงนั้น 
เกี่ยวเนื่องกับปจจัยหลายประการ เชน ปริมาณของเชื้อที่ไกไดรับ อายุของไก ความสามารถในการ
แทรกซึมไปตามอวัยวะนั้นๆของเชื้อ  โดยอายุที่สามารถตรวจพบเชื้อไดมากนั้น พบวาในไกที่ข้ึนไข 
อายุระหวาง 20-88 สัปดาห หลังจากการทดลองใหเชื้อ S. Enteritidis  ความเขมขน 108 cfu/ml. 
ปริมาตร  1 มิลลิลิตร ปอนเขาปาก สามารถตรวจพบเชื้อไดมากในไกที่อายุมากกวา 50 สัปดาหขึ้น
ไป เนื่องจาก การพัฒนาของระบบภูมิคุมกันจะลดลงในไกที่อายุมากขึ้น  อีกทั้งในไกที่อายุนอยกวา 
4 สัปดาห ก็พบวาการพัฒนาของระบบภูมิคุมกันยังไมดีพอ อาจมีผลใหมีแนวโนมการติดเชื้อไดงาย 
(Shivaprasad et al., 1990)    นอกจากนี้ในบางงานวิจัยพบวาในสวนของไขแดงนั้น vitelline 
membrane มีบทบาทสําคัญ ในการปนเป อนของเชื้อ  S. Enteritidis (Gast and Holt, 2000; 
Thiagarajan et al., 1994) ซึ่งอาจสงผลใหตรวจพบเชื้อไดทั้งจากสวนของไขแดง และจากสวนของ 
vitelline membrane หรืออยางใดอยางหนึ่งได 

ผลการเพาะเชื้อ จากตัวอยางไสตัน และรังไข เมื่อส้ินสุดการทดลอง (28 วันหลังการปอน
เชื้อพิษทับ) ผลที่ไดจากตัวอยางไสตัน พบวาไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น คร้ัง
เดียวและสองครั้ง ตรวจพบเชื้อนอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ ตัวอยางของรังไขที่เก็บจาก
ไกทุกกลุม ไมพบเชื้อ S. Enteritidis สาเหตุของการตรวจไมพบเชื้อดังกลาว อาจเนื่องมาจากชวง
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อายุของไกที่ทําการเก็บตัวอยาง คือ อายุ 27 สัปดาห และเปนสัปดาหที่ 4 หลังการปอนเชื้อพิษทับ 
ซึ่งเปนระยะเวลาที่ยาวนาน  อาจมีผลทําใหตรวจไมพบเชื้อ ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ 
Timoney และคณะ (1989) ที่พบวาในสวนของ oviduct  สามารถตรวจพบเชื้อไดตั้งแตวนัที่ 4 และ
ตรวจพบครั้งสุดทายในวันที่ 7 หลังปอนเชื้อพิษทับ เทานั้น แตจากการศึกษาของ Gast และ Beard 
(1990c) ที่ศึกษาเพิ่มเติมถึงระยะเวลาที่สามารถตรวจพบเชื้อในอวัยวะภายใน คือ ตับ มาม รังไข 
และไขไก พบวาความชุกของการตรวจพบเชื้อในตับ มาม และรังไขจะสูงที่สุดในชวง 1 สัปดาหแรก
หลังไดรับเชื้อและยังตรวจพบเชื้อไปจนกระทั่งชวง 5 สัปดาหหลังไดรับเชื้อ อีกทั้งยังตรวจพบเชื้อใน
ไขไกไดตลอด 24 สัปดาหหลังไดรับเชื้อ   จึงอาจมีความเปนไปไดที่มีการแพรเชื้อผานมาทางไข เกิด
ขึ้นเปนแบบครั้งคราว (intermittent transmission) (Gast, 1997a) ทําใหชวงเวลาในการเก็บตัว
อยางในการทดลองนั้นตรวจพบเชื้อไดในจํานวนตัวอยางที่นอย   อยางไรก็ตาม นอกจากความ
สามารถของเชื้อที่สามารถหลบซอนอยูในเนื้อเยื่อของอวัยวะภายในและลําไส (Gast, 1997a) การ
ตรวจพบเชื้อไดมากหรือนอยยังขึ้นอยูกับปจจัยอื่นอีก เชน ปริมาณเชื้อที่ปอน ความรุนแรงของเชื้อ
ในการแทรกซึมเขาเนื้อเยื่อ อายุ และความไวรับของสายพันธุไกตอเชื้อ (Gast and Holt, 2000b) 

จากผลการเพาะเชื้อ S. Enteritidis ของตัวอยางไสตัน  ในทดลองการทดลองที่  1      
เปรียบเทียบกับการทดลองที่ 2 พบวาในไกอายุนอยจะมีความไวตอการรับโรคติดเชื้อS. Enteritidis 
มากกวาไกอายุมาก ซึ่งไกที่อายุมากจะสามารถตานทานการติดเชื้อจากธรรมชาติ อาจเนื่องมาจาก
การพัฒนาของเชื้อจุลชีพประจําถิ่น ที่พบปกติในลําไส (normal flora) หรือสารบางชนิด เชน กรด 
HCl fibronectin glycolipid lactoferrin lysozyme mucus ที่พบไดเปนปกติในทางเดินอาหาร ซึ่ง
จะเพิ่มข้ึนตามอายุ จนมีความเขมขนมากพอที่จะยับยั้งเชื้อได รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงกรดดางใน
กระเพาะบด และเอนไซมเยื่อบุลําไส (Cooper and Fahey, 1970) 

จํานวนไกที่ใหผลบวกในการตรวจแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis ในการทดลองที่ 2     
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนครั้งเดียวที่อายุ 8 สัปดาห
กับไกที่ไดรับวัคซีนสองครั้งที่อายุ 8 และ 12 สัปดาห  และไมพบความแตกตางระหวางวัคซีนที่ผลิต
เพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น  และเมื่อพิจารณาระดับแอนติบอดีจากการตรวจดวยวิธี ELISA ไม
พบความแตกตางระหวางวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น เชนเดียวกัน  ไมวาจะเปนการ
ทําวัคซีนครั้งเดียวหรือสองครั้ง ผลการศึกษานี้สรุปไดวา วัคซีนที่ผลิตขึ้นนั้นสามารถกระตุนการ
สรางแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis  ไดดีไมตางกับวัคซีนเพื่อการคา  แตอยางไรก็ตาม ความแตก
ตางที่พบระหวางวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้นนั้น อาจเกิดจากความเขมขนของ
ปริมาณเชื้อที่นํามาผลิตวัคซีนที่แตกตางกัน ส่ือและความรุนแรงของเชื้อ รวมถึงกระบวนการในการ
คัดเลือกสวนของแบคทีเรียที่นํามาใชผลิตวัคซีน ซึ่งลวนมีผลตอประสิทธิภาพของวัคซีนในการ
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กระตุนการสรางแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis ทั้งสิ้น (Nicholas and Cullen, 1991; Kaiser et 
al., 2002; Nakamura et al., 1994)  
 แมวาในการศึกษาเกี่ยวกับการใชวัคซีนในการปองกันการติดเชื้อ S. Enteritidis ที่ผานมา 
พบวาการทําวัคซีนเชื้อเปนอาจใหประสิทธิผลที่ดีกวาวัคซีนเชื้อตาย (Barrow et al., 1990; Babu 
et al., 2004) เชน การทําวัคซีนเชื้อเปนในรูปแบบที่จําลองการติดเชื้อธรรมชาติ โดยใหผานระบบ
ทางเดินอาหาร อาจกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือก เชน sIg A ที่สูงกวา สามารถหวงัผลใน
การลด colonization ในลําไสได หรือการใหวัคซีนเชื้อเปนในระบบอื่น ๆ ก็ยังสามารถกระตุน
ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (CMI) ไดดีกวา เนื่องจากเชื้อเปนแอนติเจนชนิด endogenous ซึ่งสามารถ
ถูกนําเสนอผาน MHC class I เพื่อไปกระตุน cytotoxic T cell ได  ในสวนของวัคซีนเชื้อตาย เนื่อง
จากเปนแอนติเจนชนิด exogenous ทําใหไมสามารถแสดงผาน MHC class I จึงกระตุนภูมิคุมกัน
ชนิดพึ่งเซลลไดไมดีเทาที่ควร และอาจไมสัมพันธกับการเพิ่มภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือก เนื่องจาก
การกระตุนภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือกของลําไสตองจําลองการติดเชื้อตามธรรมชาติ ใหมีการ 
endocytosis โดย M cell  

จากการทดลองนี้ เปนการใหวัคซีนเชื้อตายแบบ subcutaneous ซึ่งแอนติเจนที่อยูใน
วัคซีนจะมีลักษณะเปน exogenous antigen เทานั้น ไมสามารถเขาสูเซลล เพิ่มปริมาณในเซลล 
และนําเสนอผาน MHC class I ได ทําใหวัคซีนไมสามารถกระตุนการทํางานของ cytotoxic T cell 
ได   แตอยางไรก็ตาม exogenous antigen ก็สามารถถูกเก็บกินโดย phagocytic cell แลวนํา
เสนอผาน MHC class II ให helper T cell   รวมทั้งแอนติเจนยังสามารถกระตุน B lymphocyte  
ไดโดยตรง ดงันั้น ผลของการทําวัคซีนดังกลาวจะทําใหไดภูมิคุมกันชนิดสารน้ําเปนหลัก โดยเฉพาะ 
IgG และ IgM ในกระแสเลือด (สันนิภา, 2545) สวนการตอบสนองภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือกของ
ลําไส ตองการการกระตุนโดยตรงดังกลไกที่กลาวมาแลว ดังนั้น การทําวัคซีนชนิดนี้ไมสามารถหวัง
ผลภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือก รวมทั้งการปองกันการ colonization ของเชื้อที่ลําไสได   นอกจากนี้ 
แอนติบอดีที่เกิดขึ้นจากการกระตุนแบบ systemic มีโอกาสในการซึมผานและคงสภาพในเนื้อเยื่อบุ
ลําไสไดเพียงเล็กนอยเทานั้น  ในเบื้องตนจึงมีความเปนไปไดที่แอนติบอดีในกระแสเลือดสามารถ
ลดการแพรกระจายของเชื้อซัลโมเนลลาในอวัยวะตางๆ  ลดการเปน carriers และลดอาการทาง
คลินิก อีกทั้งยังมีผลใหสัตวสามารถตานทานตอการติดเชื้อไดมากขึ้น (Janeway and Travers, 
1994; สันนิภา, 2545) อยางไรก็ตาม จากการศึกษายังไมสามารถหาขอสรุปของความสัมพันธของ
การฉีดวัคซีนปองกันโรคติดเชื้อซัลโมเนลลาตอ colonization ของเชื้อที่ลําไส หลังการปอนเชื้อพิษ
ทับ ซึ่งหมายถึงการลดการถายเชื้อของแมไกสูสิ่งแวดลอม  
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สรุป  การใหวัคซีนชนิดเชื้อตายที่ผลิตขึ้น สามารถลดการติดเชื้อ  S. Enteritidis  ในอวยัวะ
ภายใน  กระตุนการสรางแอนติบอดีตอเชื้อ   S. Enteritidis  นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติ
โดยทั่วไปของวัคซีนที่ผลิตขึ้นกับวัคซีนเพื่อการคาแลว พบวาประสิทธิภาพของวัคซีน ความหนืด 
ความคงตัว และปฏิกิริยาของวัคซีนตอเนื้อเยื่อ ไมมีความแตกตางกัน และขอสําคัญของการใช
วัคซีนที่ผลิตขึ้นนี้ คือ เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการพัฒนาวิธีการผลิตวัคซีนขึ้นใชเองภายในประเทศ 

ขอแนะนํา  จากการทดลอง ยังไมมีขอสรุปที่แนชัด ในการลดการแพรเชื้อผานไข เนือ่งจาก
การตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis  ในถุงไขแดงนั้น พบเพียงตัวอยางเดียวในวันที่สามหลังการปอน
เชื้อของไกทดลองในกลุมควบคุม ซึ่งเชื้อที่พบอาจผานมาทางเปลือกไขที่มีการปนเปอนมูลไกที่มี
เชื้อก็เปนได ดังนั้น จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับผลของวัคซีนตอการลดการแพรเชื้อผานไข 
การลด colonization ของเชื้อที่ลําไส และการลดการถายเชื้อของแมไกสูสิ่งแวดลอม อีกทั้งศกึษาถงึ
ระยะเวลาในการตรวจพบเชื้อ  ปริมาณเชื้อที่เหมาะสมในการปอนเชื้อพิษทับและความไวตอเชื้อ
ของไกทดลอง  
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PBS (Phosphate Buffered Saline)  pH 7.0   ปริมาตร 1 ลิตร 
 solution A           solution B 
NaCl   8 กรัม  Na2HPO4        1.15     กรัม 
KCl   0.2 กรัม  KH2PO4        0.2       กรัม 
CaCl2 · 2H2O  0.132 กรัม  Distilled water        200      มลิลิลิตร 
MgCl2· 6H2O  0.1 กรัม 
Distilled water  800 มิลลิลิตร 
 นํา solution A และ B เขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี   
เมื่อครบตามเวลา วางทิ้งไวจนอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลวจึงนําทั้งสอง  
solution มาผสมและคนใหเขากัน 
 
NSS (Normal Saline Solution)     ปริมาตร 1 ลิตร 
 NaCl   9 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันกอนนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
BPW (Buffered Peptone Water) pH 7.5   ปริมาตร 1 ลิตร 
 Peptone  10 กรัม (GelysateTM, USA.) 
 NaCl   5 กรัม 
 Na2HPO4·12H2O 9 กรัม 
 KH2PO4  1.5 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันกอนนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
PSD (Peptone Saline Dilution)   pH 7.0   ปริมาตร 1 ลิตร 
 Peptone  8.5 กรัม (GelysateTM, USA.) 
 NaCl   1 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันกอนนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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XLT4 (Xylose-Lysine-Tergitol 4) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
 XLT4 base  59 กรัม   

XLT4 supplement 4.6 มิลลิลิตร 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
XLT4 supplement จะใส เมื่ ออุณหภูมิของสารละลายลดลงเหลือประมาณ  50 องศาเซลเซียส             
หาม autoclave 
           
MSRV (Modified semi-solid Rappaport-Vassiliadis) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
        ปริมาตร  500 มิลลิลิตร 
 MSRV medium base 15.8 กรัม 
 Distilled water  500 มิลลิลิตร 
   

TTB (Tetrathionate Broth) (OXOID®, England)   ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 TTB base  77 กรัม 
 Brilliant green  0.01 กรัม 
 Iodine   10 มิลลิลิตร 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คน TTB base กับ DW ใหเขากันบนความรอน วางทิ้งไวใหเย็นแลวจึงเติม brilliant green และ iodine 
 

BGA (Brilliant Green agar) (DifcoTM, France)   ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 BGA   58 กรัม 
 Distilled water  500 มิลลิลิตร 
 

TSI (Triple Sugar Iron agar) (HIMEDIA®, USA.)  ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 TSI   65 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันบนความรอน แลวเทลงหลอดทดลอง จากนั้นนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 110        
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 

MIL (Motility Indole Lysine medium) (DifcoTM, France)  ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 MIL   36.5 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันกอนนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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ผลการทดสอบซีรั่มของไกทดลองโดยวิธี ELISA 
การทดลองที ่1  

กลุม / คา OD หลังใหวัคซีน 2 สัปดาห หลังใหวัคซีน 4 สัปดาห 
1/1 
2/1 
3/1 
4/1 
5/1 
6/1 
7/1 
8/1 
9/1 
10/1 

0.87 
0.89 
0.97 
0.93 
0.99 
1.19 
0.83 
0.71 
0.78 
0.83 

0.48 
0.53 
0.9 
0.82 
0.86 
0.93 
0.75 
0.86 
0.83 
0.80 

1/2 
2/2 
3/2 
4/2 
5/2 
6/2 
7/2 
8/2 
9/2 
10/2 

0.88 
0.80 
0.99 
0.74 
0.82 
0.80 
0.73 
0.86 
0.63 
0.70 

0.47 
0.70 
0.68 
0.46 
0.93 
0.80 
0.85 
0.80 
0.88 
0.61 

1/3 
2/3 
3/3 
4/3 
5/3 
6/3 
7/3 
8/3 
9/3 
10/3 

0.21 
0.22 
0.20 
0.21 
0.16 
0.13 
0.29 
0.16 
0.20 
0.35 

0.05 
0.06 
0.07 
0.11 
0.05 
0.05 
0.07 
0.06 
0.09 
0.08 

1/4 
2/4 
3/4 
4/4 
5/4 
6/4 
7/4 
8/4 
9/4 
10/4 

0.90 
0.71 
0.94 
0.80 
0.74 
0.70 
0.17 
0.43 
0.17 
0.20 

0.92 
0.77 
0.84 
0.06 
0.64 
0.13 
0.05 
0.08 
0.93 
1.10 

หมายเหตุ  คา cut off = 0.59  negative control = 0.90 
positive control  = 0.16 
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การทดลองที ่2  

 

group 
2 weeks 1st p.v. 
(อายุ 10 สัปดาห) 

4 weeks 1st p.v. 
(อายุ 12 สัปดาห) 

2 weeks 2nd p.v. 
(อายุ 14 สัปดาห) 

4 weeks 2nd p.v. 
(อายุ 16 สัปดาห) 

6 weeks 2 nd p.v. 
(อายุ 18 สัปดาห) 

1 1.07 0.98 1.06 0.91 1.14 
1 1.04 0.98 1.08 0.95 1.05 
1 1.10 0.99 1.17 1.12 1.26 
1 1.07 0.90 1.06 0.92 1.10 
1 1.26 1.07 1.23 1.23 1.10 
1 1.13 1.10 1.15 1.07 1.20 
1 1.10 1.00 1.10 0.73 1.13 
1 1.05 0.99 1.05 0.96 1.14 
1 1.22 0.97 1.06 0.98 1.10 
1 1.13 1.00 1.12 1.02 1.05 
2 0.34 0.09 0.08 0.10 0.16 
2 0.48 0.09 0.06 0.40 0.14 
2 0.70 0.10 0.06 0.06 0.08 
2 0.33 0.14 0.13 0.10 0.07 
2 0.34 0.13 0.09 0.11 0.07 
2 0.25 0.08 0.52 0.09 0.12 
2 0.51 0.08 0.13 0.14 0.62 
2 0.33 0.08 0.15 0.19 0.08 
2 0.49 0.06 0.06 0.06 0.70 
2 0.44 0.06 0.11 0.09 0.08 
3 0.35 0.05 0.20 0.21 0.11 
3 0.85 0.08 0.07 0.06 0.08 
3 0.78 0.09 0.06 0.06 0.16 
3 0.55 0.08 0.14 0.15 0.07 
3 0.68 0.09 0.19 0.16 0.27 
3 0.35 0.14 0.16 0.15 0.13 
3 0.19 0.13 0.07 0.12 0.86 
3 0.54 0.11 0.05 0.06 0.16 
3 0.34 0.09 0.06 0.73 0.21 
3 0.31 0.20 0.74 0.73 0.08 
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4 

 
 
 
 
 

0.38 

 
 
 
 
 

0.05 

 
 
 
 
 

0.20 

 
 
 
 
 

0.24 

 
 
 
 
 

0.23 
4 0.55 0.06 0.08 0.06 0.11 
4 0.61 0.05 0.08 0.08 0.10 
4 0.42 0.08 0.08 0.12 0.10 
4 0.54 0.08 0.18 0.24 0.09 
4 0.97 0.10 0.26 0.50 0.06 
4 0.63 0.10 0.06 0.10 0.06 
4 0.17 0.13 0.30 0.42 0.06 
4 0.54 0.09 0.51 0.90 0.07 
4 0.29 0.12 0.07 0.54 0.12 
5 0.15 0.09 0.06 0.55 0.07 
5 0.23 0.06 0.06 0.20 0.37 
5 0.45 0.10 0.05 1.10 0.11 
5 0.32 0.08 0.07 0.07 0.22 
5 0.47 0.14 0.06 0.06 0.07 
5 0.33 0.11 0.24 0.06 0.06 
5 0.29 0.06 0.08 0.07 0.07 
5 0.45 0.10 0.08 0.06 0.06 
5 0.53 0.09 0.07 0.06 0.13 
5 0.25 0.11 0.07 0.24 0.09 

 
หมายเหตุ  negative control อายุ 10,12 สัปดาห = 1.19 

positive control  อายุ 10,12 สัปดาห = 0.19 
negative control อายุ 14,16 สัปดาห  = 1.14 
positive control  อายุ 14,16 สัปดาห  = 0.17 
negative control อายุ 18 สัปดาห      = 1.16 
positive control  อายุ 18 สัปดาห      = 0.23 
คา cut off = 0.59 
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จํานวนตัวที่ใหผลในการทดสอบซีรั่มของไกทดลองโดยวธิี ELISA การทดลองที่ 1 
 
 
 

อายุ 
(สัปดาห) 4 6 8 

/จํานวนตัว Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. 

กลุมที่ 1 0 10 0 0 10 0 0 10 0 
กลุมที่ 2 0 10 0 0 10 0 0 0 0 
กลุมที่ 3 0 10 0 10 10 0 10 0 0 
กลุมที่ 4 0 10 0 4 6 0 4 6 0 
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จํานวนตัวที่ใหผลในการทดสอบซีรั่มของไกทดลองโดยวธิี ELISA การทดลองที่ 2 
 
 

อายุ 
(สัปดาห) 4 8 10 12 14 16 23 

/จํานวนตัว Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. 

กลุมที่ 1 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 
กลุมที่ 2 0 10 0 0 10 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 9 0 1 
กลุมที่ 3 0 10 0 0 10 0 8 0 2 10 0 0 9 0 1 9 0 1 9 0 1 
กลุมที่ 4 0 10 0 0 10 0 9 1 0 10 0 0 10 0 0 9 1 0 10 0 0 
กลุมที่ 5 0 10 0 0 10 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 9 1 0 10 0 0 
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ผลการวิเคราะหขอมลูทางสถติิดวยโปรแกรม SPSS 13.0 
 

คา OD ของผลการทดสอบซีร่ัมของไกทดลองโดยวิธ ีELISA การทดลองที่ 1 
 
Oneway 
 ANOVA 
 

  
Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
w2pv Between Groups 2.760 3 .920 29.294 .000 
  Within Groups 1.131 36 .031   
  Total 3.891 39    
w4pv Between Groups 3.089 3 1.030 17.937 .000 
  Within Groups 2.066 36 .057   
  Total 5.155 39    

 
 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 
 w2pv 
 
Duncan  

Subset for alpha = .05 
Group N 1 2 3 
Commercial 10 .2130   
Myvaccine 10  .5760  
Oil 10   .7950 
Control 10   .8990 
Sig.  1.000 1.000 .198 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 
 w4pv 
 
Duncan  

Subset for alpha = .05 
Group N 1 2 
Commercial 10 .0690  
Myvaccine 10  .5520 
Oil 10  .7180 
Control 10  .7760 
Sig.  1.000 .054 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
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คา OD ของผลการทดสอบซีร่ัมของไกทดลองโดยวิธ ีELISA การทดลองที่ 2 
 
Oneway 
 
                                                               ANOVA 
    

  
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F Sig 

w10 Between Groups 3.802 4 .951 35.5
16 .000 

  Within Groups 1.204 45 .027   
  Total 5.006 49    
w12 Between Groups 

6.536 4 1.634 
120
6.05

5 
.000 

  Within Groups .061 45 .001   
  Total 6.597 49    
w14 Between Groups 7.482 4 1.871 104.

870 .000 

  Within Groups .803 45 .018   
  Total 8.285 49    
w16 Between Groups 4.712 4 1.178 20.8

07 .000 

  Within Groups 2.548 45 .057   
  Total 7.260 49    
bfchall Between Groups 7.545 4 1.886 72.9

85 .000 

  Within Groups 1.163 45 .026   
  Total 8.708 49    

 
Post Hoc Tests 
 
 w10 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 3 
Duncana 5 10 .3470   
  2 10 .4210 .4210  
  3 10 .4940 .4940  
  4 10  .5100  
  1 10   1.1170 
  Sig.  .063 .258 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
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 w12 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 
Duncana 4 10 .0860  
  2 10 .0910  
  5 10 .0940  
  3 10 .1060  
  1 10  .9980 
  Sig.  .276 1.000 

 
 w14 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 
Duncana 5 10 .0840  
  2 10 .1390  
  3 10 .1740  
  4 10 .1820  
  1 10  1.1080 
  Sig.  .141 1.000 

 
 
 w16 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 
Duncana  2 10 .1340  
  3 10 .2430  
  5 10 .2470  
  4 10 .3200  
  1 10  .9890 
  Sig.  .117 1.000 

 
 bfchall 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 
Duncana 4 10 .1000  
  5 10 .1250  
  2 10 .2120  
  3 10 .2130  
  1 10  1.1270 
  Sig.   .159 1.000 

 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวสุรีรัตน  หนูม ี  เกิดวันเสารที ่  25  มิถนุายน พ.ศ. 2520 ที่จังหวัดสงขลา         
สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วุฒกิารศึกษาสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากมหาวิทยาลยั
เทคโนโลยีมหานคร เมื่อปการศึกษา  2544  จากนัน้เขาทํางานเปนพนักงานมหาวิทยาลัย ตาํแหนง
อาจารย   ที่คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวทิยาลยัเชียงใหม ตั้งแตป พ.ศ.2544 เขารับการศึกษาตอ
ระดับปริญญาโทที่คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย เมื่อปการศึกษา 2545     
ดวยทนุพฒันาอาจารย 
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