
บทที่  3

อุปกรณและวิธีการทดลอง

อุปกรณและสารเคมีท่ีใช

การศึกษาในหองปฏิบัติการเลี้ยงเซลลสัตว   
1.    สัตวทดลอง
     ไขไก (พันธุโรดไอรแลนดแดง) ที่ผานการฟกมาแลว 10-13 วัน จากฟารมสัตวปก ภาควิชา

สัตวศาสตร  คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม จํานวน 2 ฟอง
2.     อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการผาตัดตัวออนไก

2.1  Phosphate  buffer  solution (PBS) pH  7.4
2.2  ตะเกียงแอลกอฮอล
2.3  เครื่องมือผาตัด
2.4  Pasteur  pipette  พรอมจุกดูดทําดวยยาง
2.5  Volumetric  pipette  ขนาด  5  และ  10  มล.
2.6  Petri  dish
2.7  ผากอซ
2.8  เอธานอล (ethanol) 70  และ  95%
2.9  ตูปฎิบัติการปลอดเชื้อ (laminar  flow)

3.     อุปกรณและสารเคมีที่ใชเล้ียงเซลลตัวออนไก  เตรียมเชื้อบิด
3.1  อาหารเลี้ยงเซลล  HAM  F-12  จากบริษัท  Gibco (Cat. No. 11765-054)
3.2  Fetal  bovine  serum  (FBS) จากบริษัท  Gibco (Cat. No. 26400-036)
3.3  Phosphate  buffer  solution (PBS)  pH  7.4
3.4  โซเดียมไบคารบอเนต  (sodium  bicarbonate)
3.5 Trypsin-EDTA (Ethylene diamine tetraacetic acid) 0.25% จากบริษัท Gibco (Cat. No. 

25300-054)
3.6 Hank’s balanced salt solution  (HBSS)
3.7 Potassium  dichromate  (K2Cr2O7)
3.8 น้ําเกลืออ่ิมตัว
3.9 น้ําดีไก
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3.10 ขวดเลี้ยงเซลล (culture  flask) ขนาด  25  และ  75  ตร.ซม.
3.11 จานเลี้ยงเซลลปลอดเชื้อชนิดใชคร้ังเดียว (disposable  culture  plate)  ขนาด  35  มม.
3.12  Cover  slip   ขนาดเสนผาศูนยกลาง  15  มม.
3.13 ถาดพลาสติกที่ปลอดเชื้อสําหรับวาง  culture  plate
3.14 Pasteur  pipette  พรอมจุกดูดทําดวยยาง
3.15 Volumetric  pipette  ขนาด  5  และ  10  มล.
3.16 Pipette  aid
3.17 Hemocytometer
3.18 Eppendolf  tube
3.19 Centrifuge  tube  ขนาด  15  มล.
3.20 Glass  beads  ขนาด  1  มม.
3.21 Incubator
3.22 CO2 – incubator (37  องศาเซลเซียส, 5% CO2)
3.23 ตูปฎิบัติการปลอดเชื้อ (laminar  flow)
3.24 กลองจุลทรรศนชนิดเลนสวัตถุอยูดานลาง
3.25 กลองจุลทรรศนชนิดเลนสประกอบ
3.26  เครื่องนับเซลลดวยมือ

4.    อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการยอมสี
4.1  สี Trypan blue
4.2  สี Hoechst dye (HO; No. 33342) จากบริษัท Sigma (Cat. No. B2261)

-  stock solution ; ละลายผง HO ลงใน PBS (1 มก./มล.)
-  working  concentration ; 50 ไมโครกรัม/มล.

4.3  สี Propidium iodide (PI) จากบริษัท Sigma (Cat. No. P4170)
-  stock solution ; ละลายผง PI ลงใน PBS (1 มก./มล.)
-  working  concentration ; 50 ไมโครกรัม/มล.

4.4  แผนสไลด และ cover slip
4.5  ปากคีบ
4.6  กลองจุลทรรศนชนิดเลนสวัตถุอยูดานลาง
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4.7 กลอง fluorescene microscope Olympus Digital Model BX 51 มีชุดประกอบแผนกรอง
แสงที่ยอมใหแสงกระตุน (excitation wavelength) ที่ความยาวคลื่นระหวาง 330-385
นาโนเมตร (รหัสที่ตัวกลองคือ WU)

                      ก                                                                     ข

ภาพที่  8   ตูปฏิบัติการปลอดเชื้อ (ก) อาหาร และขวดเลี้ยงเซลล (ข)

             การศึกษาในหองปฏิบัติการอาหารสัตว เพื่อวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสมุนไพร
1. เครื่องชั่งน้ําหนักชนิดไฟฟา  ขนาดชั่งได 160 ก. มีความละเอียดอานได  0.001 ก. ใชสําหรับชั่ง

ตัวอยางพืชสมุนไพร  เพื่อวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมี
2. ตูอบสําหรับอบตัวอยางสมุนไพร
3. เครื่องบดสมุนไพร  ขนาดบดละเอียด  1  มม.

              การศึกษาในฟารมทดลอง
1.  พันธุสัตว ใชลูกไกพันธุอารเบอรเอเคอร อายุ 1 สัปดาห โดยสัปดาหแรกเลี้ยงดวยอาหาร

ที่มีโปรตีน 21%
              2.  คอกทดลอง เปนโรงเรือนแบบเปด แบงเปนคอกยอยจํานวน 24 คอก มีพื้นที่คอกละ  
3.3  ตร.ม.  คอกทดลองทั้งหมดอยูภายในโรงเรือนเดียวกัน

3.  กรงทดลอง ขนาด 0.25 ตร.ม.
              4. ภาชนะใสน้ําและอาหาร ใชภาชนะใสน้ําขนาด 8 ลิตร สวนภาชนะใสอาหารใชแบบ
แขวน จํานวนคอกละ 1 และ 2 ใบ ตามลําดับ
              5. เครื่องผสมอาหารแบบเกลียวนอน ขนาดผสมไดคร้ังละ 60 กก. เมื่อผสมเสร็จในแตละ
คร้ังจะกวาดอาหารที่คางในเครื่องผสมออกจนหมด สวนอาหารทดลองที่ใชยากันบิดจะผสมเปน
ลําดับสุดทายทุกครั้ง
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              6.  เครื่องชั่งน้ําหนัก
6.1   ชนิดไฮโดรลิก ขนาดชั่งได 150  กก. มีความละเอียดอานได 50 ก. ใชสําหรับชั่งน้ํา

หนักอาหารและน้ําหนักไกทดลอง
6.2   ชนิดไฟฟา ขนาดชั่งได 160 ก. มีความละเอียด 0.001 ก. สําหรับชั่งอวัยวะภายใน

ของไกเนื้อ
6.3   ชนิดสปริง ขนาดชั่งได 3 กก. มีความละเอียด 10 ก. ซ่ึงไดดัดแปลงตรงจานรองรับ

น้ําหนักเปนถาดรูปกรวย สําหรับใหไกสอดหัวลงไปได ใชช่ังน้ําหนักไกเปนราย
ตัว

 6.4  ชนิดไฟฟาขนาดชั่งได 3,110 ก. มีความละเอียดอานได  0.01 ก. สําหรับชั่งวัตถุดิบ
ชนิดที่ใชนอยในสูตรอาหาร เชน สารผสมลวงหนา (premix) ซ่ึงเปนพวกไวตามิน  
แรธาตุ และสารเสริมบางชนิด เกลือ เปลือกหอย และกรดอะมิโน ชนิดดีแอล-เมท
ไธโอนีน และแอล-ไลซีน เปนตน

7.  หลอดไฟฟาขนาด  100 วัตต สําหรับใหความอบอุนแกลูกไกในชวงอายุ 1-3  สัปดาห
              8. สมุนไพรกระชาย (สวนเหงา) ไพล (สวนเหงา) และใบฝรั่ง (สวนใบติดกาน) เตรียมจาก
พืชสมุนไพรสด นํามาลางใหสะอาด ผ่ึงใหแหง และอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัว
โมง หรือจนกวาแหงสนิท บดเปนผง และเก็บในภาชนะที่ปองกันความชื้นได

วิธีการทดลอง

              แบงการวิจัยออกเปน  2  สวน  คือ   
1) การศึกษาในหองปฏิบัติการ ไดแก  การเตรียมเชื้อบิด การเตรียมเซลลตัวออนไก (in vitro)  การ

เตรียมสารสกัดสมุนไพร และการทดสอบสารสกัดสมุนไพรตอเชื้อบิดและเซลลตัวออนไก 
รวมทั้งการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสมุนไพร

2) การศึกษาในฟารมทดลอง โดยนําสมุนไพรไปผสมอาหารเลี้ยงไกเนื้อ แบงออกเปน 2 การ
ทดลอง คือ

2.1)  การทดสอบผลของสมุนไพรในอาหารไกเนื้อเมื่อใหไกไดรับเชื้อบิดโดยตรง
2.2)  การทดสอบผลของสมุนไพรในอาหารไกเนื้อเมื่อเล้ียงในสภาพปกติ
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การศึกษาในหองปฏิบัติการ
              1.  การเตรียมเชื้อบิด

     1.1    เตรียมโอโอซีสต
1.1.1 เชื้อบิดไกชนิด E. tenella ที่ใชในการทดลองนี้ไดรับความเอื้อเฟอจากภาค

วิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน และจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย นําเชื้อ
บิดไกดังกลาวปอนทางปากใหแกไกอายุ 3-4 สัปดาห จํานวน 104-105 โอโอซีสต/ตัว กอนปอนเชื้อ
ตองใหอาหารไกชนิดที่ไมมียากันบิดกอน 24 - 48 ช่ัวโมง และหลังจากนั้นใหอาหารไมมียากันบิด
ตลอดการทดลอง

     1.1.2 การเก็บเชื้อบิด เก็บในวันที่ 6-7 หลังการปอนเชื้อ ทําใหไกตายดวยการตัด
เสนเลือดดําที่คอ จากนั้นตัดสวนไสตัน (cecum) จากตัวไกออกใสใน Petri dish เติมน้ําลงไปเล็ก
นอย ขูดผิวลําไสชั้น mucosa ออก นําตัวอยางที่ขูดไดใสรวมกัน นําไปปนดวย blender นาน 3-5 
นาที เพื่อใหโอโอซีสตแยกออกจากเนื้อเยื่อ จากนั้นกรองดวยตะแกรงตาถี่ลงในแกวทรงสูง เติมน้ํา
ใหเต็มแกวตั้งทิ้งไวจนตกตะกอน เทน้ําสวนบนทิ้งไปเหลือไวแตตะกอนสวนลาง ทําซ้ําจนน้ําสวน
บนใส (sedimentation  technique)

   1.1.3  เทตะกอนใสหลอดปน  นําไปปนเหวี่ยงที่  1,500  รอบ/นาที  นาน 5-7 นาที 
เทน้ําสวนบนทิ้งใหเหลือแตตะกอน

    1.1.4  เติม potassium dichromate (K2Cr2O7) 2.5% ผสมกับตะกอนที่ได เขยาใหเขา
กัน เทลงใน Petri dish ใหสารละลายมีความสูงจากกน Petri dish 1-2 มล. เปดฝาทิ้งไว ประมาณ 2-3 
วัน หรือจนกวา 80% ของโอโอซีสตเกิดการ sporulation จากนั้นเก็บใสขวดไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช

    1.2     เตรียมสปอโรซอยท  เพื่อการทดสอบทุกหัวขอ
     1.2.1 ลางโอโอซีสตระยะติดตอ (sporulated oocysts) ที่อยูในสารละลาย 2.5% 

potassium dichromate  ดวย  PBS โดยการนําไปปนเหวี่ยงที่ 1,500  รอบ/นาที นาน 10 นาที
    1.2.2 ใสสารละลายหรือโอโอซีสต (3 มล.) ที่ไดจากขอ 1.2.1 ลงใน centrifuge 

tube ที่บรรจุ  glass  beads ขนาด 1 มม. ประมาณ  5 มล.  นําไป vortex จนกระทั่ง oocysts แตกออก
80% (8-10  นาที)
     1.2.3  ลาง glass beads ดวย HBSS นาํสารละลายทีไ่ดไปปนเหวีย่งที ่1,500  รอบ/นาที  
นาน  10  นาที  จะไดสปอโรซีสต

    1.2.4  กระตุนใหสปอโรซอยทออกจากสปอโรซีสตดวยสารละลาย excystation ที่
มีความเขมขนของ Trypsin-EDTA 0.25% และน้ําดีไก ตามอุณหภูมิที่ไดจากการทดสอบดังนี้
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       -   ทดสอบภายใตอุณหภูมิ 41 และ 47 องศาเซลเซียส ดวยสารละลาย Trypsin-
EDTA 0.25% และน้ําดีไกที่ความเขมขน 2.5, 5, 15 และ 30% ตามลําดับ 
นาน 2 ชั่วโมง

1.2.5  ลางสารละลาย  excystation  ดวย  HAM F-12    
     1.2.6  แยกสปอโรซอยท โดยการนาํสารละลายทีไ่ดไปปนเหวีย่งที ่ 1,500 รอบ/นาที

นาน 8 นาที

2.  การเตรียมเซลลตัวออนไก
     2.1   การทํา  primary  cell  culture

2.1.1  นําไขไกอายุฟก 10-13 วัน เขาตู laminar flow โดยใชเทคนิคการปลอดเชื้อ
(aseptic  technique)  เช็ดเปลือกไขดวยผากอซที่ฉีดพนดวยเอธานอล  70%  จนชุม

2.1.2 กระเทาะเปลือกไขดานปานใหเปนชอง ใชปากคีบคีบเฉพาะตัวออนไก 
(embryo) ออกมาใสใน Petri dish ที่มีสารละลาย PBS pH 7.4 ตัดเอาถุงไขแดงและเนื้อเยื่อที่ไม
ตองการออก

2.1.3  ตัดสวนหัว และระยางคออกจากสวนลําตัว เลาะขนที่คลุมลําตัวออกใหหมด  
ตัดเฉพาะเนื้อเยื่อลําตัว ใส  Petri dish อันใหม ที่มีสารละลาย PBS  pH 7.4 อยูพอประมาณ

2.1.4  ใชมีดผาตัดสับชิ้นเนื้อใหละเอียด  และเติม  PBS  ลงไปในปริมาณเล็กนอย
2.1.5  ใช Pasteur pipette ดูดช้ินเนื้อที่ผสมอยูกับ PBS ลงไปในขวดเลี้ยงเซลล และ

พยายามดูด PBS ออกใหมากที่สุด
2.1.6  เติมอาหารเลี้ยงเซลล  HAM F-12 + 20% FBS ลงไปเล็กนอย เพื่อใหช้ินเนื้อ

เกาะกับพื้นขวดเลี้ยงเซลล แลวนําไปเลี้ยงในตูอบ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีปริมาณ CO2 5%
คลายฝาขวดเลี้ยงเซลลเล็กนอย เพื่อให CO2 สามารถเขาไปในขวดเลี้ยงเซลลได

2.1.7  เล้ียงเซลลตอไปอีกประมาณ 1 สัปดาห จึงทําการเพาะเลี้ยงแยก (subculture)
โดยนับเปน passage ที่ 1 และนํามาใชในการทดลองเมื่อ  passage  ที่  3*

     2.2  การเตรียมเซลลเพื่อใชในการทดสอบ
                         หลังจากเซลลเจริญจนเต็มขวดเลี้ยงเซลล จึง  trypsinization  เซลลออกจากขวด โดย
มีขั้นตอนการ  trypsinization  โดยสังเขป ดังนี้

*เซลล passage ที่ 1 และ 3 คือ เซลลที่ผานการแยก (trypsinization) มาแลว 1 และ 3  คร้ัง ตามลําดับ
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2.2.1 ใช Pasteur pipette ดูดเอาอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออกใหหมด แลวลางดวย PBS
pH 7.4 ประมาณ 2 มล.

2.2.2  เติม Trypsin-EDTA (0.05%) 1 มล. ลงไป จากนั้นทิ้งไวเปนระยะเวลา 1 
นาที จึงดูดออก แลวนําไปไวในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8-10 นาที เพื่อใหเซลล
หลุดออกจากขวดเลี้ยงเซลล นําไปสองกลองจุลทรรศน สังเกตการหลุดตัวของเซลล เมื่อเซลลหลุด
จากพื้นขวดแลวจึงสิ้นสุดกระบวนการ  trypsinization

2.2.3 นําเซลลที่ไดมาตรวจนับโดยใช hemocytometer แลวจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลล
ใหไดความเขมขนของจํานวนเซลลตามตองการ จากนั้นแบงใสลงในจานเลี้ยงเซลล โดยใสอาหาร
เล้ียงเซลลประมาณ 1 มล. วางลงบนถาดพลาสติกที่ปลอดเชื้อ เพื่อนําไปเลี้ยงตอในตูอบ อุณหภูมิ  
37  องศาเซลเซียส ที่มีปริมาณ CO2 5% ทิ้งไว 1 วัน จึงนํามาทดลอง

3.  การเตรียมสารสกัดหยาบสมุนไพร
                  3.1  นําพืชสมุนไพรที่เตรียมไว (เตรียมจากพืชสมุนไพรสด) ไดแก กระชาย (สวนเหงา)
ไพล (สวนเหงา) และใบฝรั่ง (ใบติดกาน) ลางทําความสะอาดดวยน้ํา นําไปผึ่งแดดใหพอแหง
                  3.2 หั่นสมุนไพรแตละชนิดใหเปนชิ้นเล็กๆ นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิประมาณ 50
องศาเซลเซียส จนแหงสนิท แลวนําไปบดใหละเอียด
                  3.3  นําพืชสมุนไพรแตละชนิดที่บดได 100 ก. แชในน้ํา 250 มล. เปนเวลา 1 วัน แลวคั้น
น้ําโดยกรองผานผากรอง  และกระดาษกรอง  Whatman  เบอร  1
                  3.4 นําสารละลายที่ไดไประเหยใหแหงโดยวิธี distillation in  vacuum ดวยเครื่อง rotary
evaporator จะไดสวนสกัดหยาบ (crude  extract)
                  3.5 การทดสอบผลตอเซลลตัวออนไกและเชื้อบิด จะทําการละลายสารสกัดหยาบดวยน้ํา
กล่ัน  มีหนวยที่ใชทดสอบเปน  ก./มล.

4.  การทดสอบสารสกัดหยาบตอเซลลตัวออนไกและเชื้อบิด
                     การทดสอบนี้เพื่อศึกษาแนวโนมในการฆาเชื้อและประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบของ
สมนุไพรทีม่ตีอเชือ้บดิโดยตรง โดยหาความเขมขนของสารสกดัหยาบทีม่ผีลตอจาํนวนสปอโรซอยท
รอยละหาสิบ (effective concentration 50, EC50) ในสภาพ in vitro และในขณะเดียวกันก็หาคา EC50

ของสารสกัดหยาบตอเซลลตัวออนไกดวย จากนั้นนําคาที่ไดมาประเมินผลโดยใชคาดรรชนีในการ
รักษาหรือ Therapeutic index หรือ TI (Klaassen, 1991)
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เร่ิมตนจากการสุมหาความเขมขนของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด และแอม
โพรเล่ียม (สารตานบิด) โดยเริ่มจากความเขมขนที่มีผลทําใหเซลลตัวออนไกตายในจํานวนที่ใกล
เคียงกับกลุมควบคุมปกติ (เติมอาหารเล้ียงเซลลตัวออนไก) และกลุมควบคุมเติมน้ํากล่ัน (2 
ความเขมขน) จากนั้นคอยๆ เพิ่มความเขมขนจนทําใหเซลลตัวออนไกตายประมาณ 50% (1 ความ
เขมขน) และเพิ่มความเขมขนใหมากขึ้นจนทําใหเซลลตายทั้งหมดอีก 2 ระดับความเขมขน (การเติม
สารทดสอบในจานเลี้ยงเซลลนั้นจะใชปริมาตรเทากัน คือ 60 ไมโครลิตร/มล.) ความเขมขนของ
สารสกัดหยาบจากสมุนไพร (กระชาย ไพล และใบฝรั่ง) และแอมโพรเลี่ยม ชนิดละ 5 ระดับที่ไดนี้
จะใชทดสอบกับเชื้อบิด และเซลลตัวออนไกตอไป

4.1  การทดสอบกับเซลลตัวออนไก
                       นําเซลลตัวออนไกที่เตรียมไวเพื่อทําการทดสอบ แบงกลุมการทดลองเปน 4 กลุม
ตามชนิดสารสกัดที่ใชทดสอบ (กระชาย ไพล ใบฝรั่ง และแอมโพรเลี่ยม) แตละกลุมทํา 3 ซํ้า โดย
ในแตละจานเลี้ยงเซลลใชเซลลประมาณ  2-3 x 105  เซลล/มล.  เติมสารสกัดหยาบของสมุนไพรแต
ละชนิด และแอมโพรเลี่ยม ชนิดละ 5 ความเขมขน ที่หาไดลงไป ใชเวลาในการทดสอบนาน  3
ชั่วโมง

4.2  การทดสอบกับเชื้อบิด
                       ทําในพืชสมุนไพรทั้งสามชนิด และแอมโพรเลี่ยมจํานวน 3 ซํ้า มีรายละเอียดการ
ทดสอบดังนี้ แยกเชื้อบิดขั้นสปอโรซอยทใสใน  Petri dish  ขนาด  35 มม. จํานวน 6 จาน โดยใหมี
ความหนาแนนของเชื้อโดยประมาณ 1,000-1,500 สปอโรซอยท/มล./จาน ในแตละจานใสสารสกัด
หยาบ 5 ความเขมขนตามที่หาได ที่เหลือเปนกลุมควบคุม นําจานเลี้ยงไปบมเพาะในตูอบที่อุณหภูมิ  
47  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวลางสารละลายออกดวย PBS  จากนั้นยอมดวยสี Hoechst 
dye (HO) และ Propidium iodide (PI) นํามาตรวจนับภายใตกลอง fluorescene microscope ที่
ความยาวคลื่นระหวาง 330-385 นาโนเมตร โดยนับจํานวนสปอโรซอยทที่ติดสีน้ําเงินของ HO และ
สีแดงของ PI จากนั้นนํามาคํานวณหาคารอยละของจํานวนสปอโรซอยทที่มีชีวิต

4.3  การตรวจสอบ
                       4.3.1      รอยละของความมีชีวิตของเซลล  (% viability) โดยวิธี viability assay by 
dye exclusion  สีที่ใชคือ  trypan  blue  (Freshney, 2000)  ซ่ึงมีวิธีการยอมสีดังนี้

-  ผสมเซลลที่จะตรวจสอบกับสี  trypan  blue  ทิ้งไวไมเกิน  5  นาที
- นับจํานวนเซลลติดสีน้ําเงิน (ตาย)  และเซลลไมติดสี (มีชีวิต) เพื่อคํานวณ
คารอยละของความมีชีวิตของเซลลตามสมการ
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รอยละของความมีชีวิตของเซลล   =   จํานวนเซลลที่มีชีวิต (ไมติดสี trypan blue)    x    100
                                                      จํานวนเซลลทั้งหมด

4.3.2    รอยละของความมีชีวิตของสปอโรซอยท โดยการยอมสี Hoechst dye (HO)  
และ  Propidium iodide (PI)  มีวิธีการยอมสีดังนี้

- ผสมสี HO 25 ไมโครลิตร กับสารละลายที่มีสปอโรซอยท 0.5 มล. ใน
Eppendolf  tube

-  นําไป incubate ในที่มืด 15 นาที
-  หยุดปฏิกิริยาของ HO โดยการแชในน้ําแข็งนาน 3 นาที
-  ลางสีดวย PBS
-  ผสมสี PI 20 ไมโครลิตร กับสารละลายดังกลาว 0.5 มล. ใน Eppendolf 

tube
-  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน  30  นาที
-  ลางสีดวย PBS
-  หยดสารละลายลงบนแผนสไลด ปดดวยแผน  cover slip
-  นําไปสองดูดวยกลอง  fluorescene  microscope โดยใชแสงชวง WU
ความยาวคลื่น 330-385 นาโนเมตร

4.3.3  การหาคา EC50

                                  คํานวณไดจากอัตราการรอดชีวิตและตายของเซลล หรือสปอโรซอยทนําไป
วิเคราะหหาคา EC50 ดวยโปรแกรม  PriProbit ver. 1.63

4.4  การคํานวณหาคาดัชนีการบําบัดโรค  (TI)
                       คํานวณจากคา EC50 ของเซลล หารดวยคา EC50 ของเชื้อบิด โดยคาดัชนีการบําบัด
โรคนี้ยิ่งมีคามากจะแสดงถึงความมีศักยภาพในการใชเปนยาไดดี

5.  การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสมุนไพร
            นําพืชสมุนไพรสดไดแก กระชาย (สวนเหงา) ไพล (สวนเหงา) และใบฝรั่ง ลางทําความ
สะอาดดวยน้ํา นําไปผึ่งแดดใหพอแหง หั่นสมุนไพรแตละชนิดใหเปนชิ้นเล็กๆ นําไปอบในตูอบที่
อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส จนแหงสนิท แลวนําไปบดผานตะแกรงขนาด 1 มม. เพื่อ
วิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีอยางหยาบ (Proximate analysis; A.O.A.C., 1995)
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การศึกษาในฟารมทดลอง แบงออกเปน 2 การทดลอง คือ
การทดลองที่ 1: ผลของสมุนไพรบางชนิดตอการเกิดโรคบิดไสตันในไกเนื้อ

       ใชลูกไกเนื้อสายพันธุอารเบอรเอเคอร อายุ 1 วัน แบบคละเพศ จํานวน 96 ตัว ช่ังน้ํา
หนักเริ่มตนเพื่อแบงเปนกลุมๆ ละ 12 ตัว จํานวน 8 กลุม สุมแยกลูกไกเล้ียงบนกรงแบบยกพื้น ให
กินอาหารชนิดเดียวกัน และใหน้ําแบบเต็มที่จนอายุได 21 วันทําการปอนเชื้อบิด E. tenella ระยะติด
ตอใหกับไกทุกตัว จํานวนตัวละ 106 โอโอซีสต โดยปอนเชื้อผานทอพลาสติกเสนผาศูนยกลาง
ขนาด 1 มม. ที่ตอกับ syringe ขนาด 3 มล. ซ่ึงสอดเขาไปตรงบริเวณคอจนถึงกระเพาะพัก (crop) 
ของไก พรอมกับใหอาหารทดลองแบบผงผสมเองเสริมดวยสมุนไพรแตละชนิด (ไพล กระชาย 
และใบฝรั่ง) ในระดับที่แตกตางกัน คือ 6 กลุมแรก ใหไดรับอาหารที่เสริมดวยกระชาย หรือไพล 
หรือใบฝรั่งตามระดับที่คํานวณไดจากคา EC ในหองปฏิบัติการ ชนิดละ 2 ระดับ สวนที่เหลืออีก 2 
กลุม เปนกลุมที่ไมเสริม (ควบคุมลบ) และเสริมยาตานบิดชนิดแอมโพรเลี่ยม (ควบคุมบวก) ตาม
ระดับและระยะเวลาที่แนะนําของผูผลิต เล้ียงจนกระทั่งไกอายุครบ 27 วัน (หลังการปอนเชื้อ 6 วัน) 
ทําการอดอาหารไกจํานวนกลุมละ 8 ตัว เปนเวลา 3 ชั่วโมง นําไปฆาชําแหละเพื่อดูรอยโรคที่ไสตัน
ของไกแตละตัว ที่เหลืออีก 4 ตัว/กลุม เล้ียงจนอายุได 33 วัน (หลังการปอนเชื้อ 12 วัน)จึงฆา
ชําแหละเพื่อดูรอยโรคที่ไสตันอีกครั้ง

การเก็บขอมูล (อายุไก 21-33 วัน) เจาะเลือดดําที่ใตปกจากไกจํานวน 2 ตัว/ซํ้า เพื่อหา
คาปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน (hematocrit หรือ pack cell voloum; PCV) บันทึกคะแนนรอยโรค 
(lesion score) ที่พบจากการผาซากเพื่อดูการเปลี่ยนแปลงของลําไสสวนไสตัน ตามวิธีของ Johnson 
and Reid (1970) ซ่ึงมีคาคะแนนรอยโรค 4 ระดับ คือ

ระดับ +1 คือ พบจุดเลือดออกสีแดงหรือสีมวงที่บริเวณไสตันเล็กนอย เมื่อเปดผาดูจะ
พบจุดเลือดออกเล็กนอยเชนกัน

ระดับ +2 คือ พบจุดเลือดออกที่ผิวของไสตันไดมากกวาระดับคะแนน +1 เมื่อผาเปด
จะพบการตกเลือดภายในไสตัน

ระดับ +3 คือ พบการตกเลือดจํานวนมากภายในไสตันและพบกอนเลือดที่แข็งตัว
บริเวณสวนปลายสุดของไสตัน

ระดับ +4 คือ เมื่อมองดูภายนอกจะเห็นไสตันมีการคั่งของเลือด ที่สวนปลายลําไสมี
ขนาดสั้นกวาปกติ  เมื่อผาเปดจะพบการตกเลือดอยางรุนแรง ที่ผนังของไสตันหนาตัวมากกวาปกติ

รายละเอียดของรูปภาพการใหคะแนนแตละระดับ ดูไดในภาคผนวก ก (ขอ 4)
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                     การทดลองที่ 2: ผลของสมุนไพรบางชนิดตอสมรรถภาพการผลิต และประสิทธิภาพ
การควบคุมโรคบิดในไกเนื้อท่ีเล้ียงแบบปลอยพื้น

ใชไกเนื้อสายพันธุอารเบอรเอเคอร อายุ 1 วัน แบบคละเพศ จํานวน 720 ตัว ในชวงอายุ 
7 วันแรกนํามาเลี้ยงและกกรวมกัน จากนั้นแบงไกโดยสุมออกเปน 8 กลุม กลุมละ 3 ซํ้า (30  ตัว/ซํ้า) 
แตละซ้ําเล้ียงในคอกแบบปลอยพื้นขนาด 3.3  ตร.ม. ใหไกทุกตัวไดกินน้ําและอาหารอยางเต็มที่ (ad 
libitium) อาหารทดลองเปนแบบผงผสมเองเสริมดวยสมุนไพรในระดับที่แตกตางกัน คือ 6 กลุม
แรก ใหไดรับอาหารที่เสริมดวยกระชาย หรือไพล หรือใบฝรั่งที่ระดับ 1 และ 3% ของสูตรอาหาร 
สวนที่เหลืออีก 2 กลุม เปนกลุมที่ไมเสริม (ควบคุมลบ) และเสริมยาตานบิดชนิดแอมโพรเลี่ยม
(ควบคุมบวก) ตามระดับและระยะเวลาที่แนะนําของผูผลิต

อาหารทดลองของไกทุกกลุมแบงออกเปน 3 ระยะ คือ ชวงไกอายุ 2-3, 4-6 และ 7 
สัปดาห  โดยในแตละระยะมีโปรตีนระดับ 21, 19 และ 17% เทากัน และมี ME เทากับ 3.15 และ 
3.20 กิโลแคลอรี่/ก. ในการทดลองที่ 1 และ 2 ตามลําดับ เหมือนกันทุกระยะ สวนผสมและคุณคา
ทางโภชนาการของอาหารไกเนื้อทั้ง 2 การทดลอง แสดงไวในตารางที่  5

การบันทึกขอมูลดานสมรรถภาพการผลิต (น้ําหนักตัวเพิ่ม และปริมาณอาหารที่กิน) 
บันทึกทุกครั้งที่มีการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีนในอาหารและเมื่อส้ินสุดการทดลอง (อายุไก 3, 6 
และ 7 สัปดาห) เมื่อไกอายุ 6 สัปดาห ทําการสุมไกแบบแยกเพศจํานวนเพศละ 2 ตัว/ซํ้า เพื่อฆาแบบ
ตัดเสนเลือดดําที่คอ นําสวนลําไสมาตรวจสอบวิการเพื่อบันทึกคาคะแนนรอยโรค นอกจากนี้ในวัน
สุดทายของการทดลอง (อายุไก 49 วัน) สุมไกแบบแยกเพศจํานวนเพศละ 2 ตัว/ซํ้า เพื่อฆาแบบตัด
เสนเลือดดําที่คอ บันทึกคุณภาพซาก (เปอรเซ็นตซาก น้ําหนักตับ น้ําหนักกึ๋น ไขมันในชองทอง 
ปริมาณเนื้ออก และเนื้อนอง) รวมทั้งสุมเจาะเลือดดําที่ใตปกจากไกจํานวน 3 ตัว/ซํ้า เพื่อหาคา
ปริมาณเม็ดเลือดแดงอันแนนและบันทึกคาคะแนนรอยโรคอีกครั้ง โดยแบงสวนของลําไสเพื่อให
คะแนนรอยโรคเปน 4 สวน ดังนี้

1) ลําไสเล็กสวนตน (duodenum) เปนตําแหนงรอยโรคที่เกิดจากเชื้อ E. acervulina
2) ลําไสเล็กสวนกลาง เร่ิมตั้งแตสวนทายของ duodenum จนถึงถุงไขแดง (yolk sac)

เปนตําแหนงรอยโรคที่เกิดจากเชื้อ E. maxima และ E. necatrix พิจารณาความ
แตกตางของเชื้อจากพยาธิสภาพที่พบ (ตารางที่ 2)

3) ลําไสเล็กสวนปลาย  เปนตําแหนงรอยโรคที่เกิดจากเชื้อ  E. brunetti
4) ไสตัน เปนตําแหนงรอยโรคที่เกิดจากเชื้อ  E. tenella
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การวิเคราะหผล
ขอมูลที่ไดจากการศึกษาในหองปฏิบัติการ (การเปรียบเทียบคาจากการนับจํานวนเซลล 

หรือนับจํานวนสปอโรซอยท) และขอมูลที่ไดจากการศึกษาในฟารมทดลอง นําไปวิเคราะหความ
แปรปรวนดวยแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (Steel and Torrie, 1984) สวน
ขอมูลดานคุณภาพซาก วิเคราะหความแปรปรวนดวยแผน Randomized completely block design 
โดยใชเพศเปน block สําหรับการหาลําดับความแตกตางระหวางกลุมใชวิธี Duncan’s new multiple 
range test (Duncan, 1955) การวิเคราะหผลทางสถิติดังกลาวขางตนใชโปรแกรมสําเร็จรูป 
Statistical Analysis System (SAS) ตามที่บงไวโดย มนตชัย (2538)

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



44

ตารางที่   5   สวนผสมและคุณคาทางโภชนะของอาหารทดลองไกเนื้อ
อายุไก (สัปดาห) 7
การทดลองที่

               2-3                                 4-6
       1                 2                 1                  2

Ingredients
Corn 49.30 47.94 54.53 55.39 60.96
Rice bran 10.00 10.00 12.00 10.00 12.00
Soybean  meal (44% CP) 27.25 27.53 22.40 22.02 18.50
Fish  meal (57% CP) 6.00 6.00 5.00 6.00 3.50
Rice bran oil 4.72 5.74 3.62 4.30 2.66
Dicalcium  phosphate (18% P) 0.79 0.79 0.70 0.56 0.69
Oyster shell 1.09 1.11 1.05 1.02 1.02
DL-Methionine 0.17 0.16 0.08 0.06 0.05
Lysine 0.18 0.17 0.12 0.10 0.12
Salt 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Vitamin and mineral premix1/ 0.25 0.30 0.25 0.30 0.25
Total 100.00 100 100.00 100.00 100.00
Calculated chemical composition  (% air dry basis)
      CP 21.00 21.00 19.00 19.00 17.00

ME (kcal/g) 3.15 3.20 3.15 3.20 3.15
CF 5.17 5.14 5.17 4.96 5.05
EE 8.44 9.41 7.66 8.18 6.79
Ca 1.00 1.00 0.90 0.90 0.80
P 0.45 0.45 0.40 0.40 0.35
Lysine 1.20 1.20 1.00 1.00 0.85
Methionine 0.50 0.50 0.38 0.38 0.32
Methionine + Cystine 0.78 0.78 0.64 0.64 0.56
Threonine 0.81 0.81 0.72 0.73 0.64
Tryptophan 0.23 0.23 0.20 0.20 0.17

1/  BASF product  บริษัท บีเอเอสเอฟ (ประเทศไทย) จํากัด 622 หอง 1-6 อาคารเอ็มโพเร่ียมทาวเวอร ชั้น 23 ถ. สุขุมวิท 24 คลองตัน 
คลองเตย กรุงเทพฯ.

Exp. 1 :  ผลของสมุนไพรบางชนิดตอการเกิดโรคบิดไสตันในไกเนื้อ
Exp. 2 :  ผลของสมุนไพรบางชนิด ตอสมรรถภาพการผลิต และประสิทธิภาพการควบคุมโรคบิดในไกเนื้อที่เลี้ยงแบบปลอยพื้น
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