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การตรวจและจําแนกเชื้อ Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) จากไก่ไข่ท่ีเลี้ยงใน
เขตจังหวัดเชียงใหม่ 
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บทคัดย่อ: โรคติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ นับว่าเป็นปัญหาที่ทําให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจของระบบ
การผลิตสัตว์ปีก โรคออร์นิโธแบคเทอริโอซิส (Ornithobacteriosis) เป็นหน่ึงในโรคติดเช้ือที่ก่อให้เกิดปัญหา
ในระบบทางเดินหายใจที่สําคัญในสัตว์ปีก และถูกรายงานการตรวจพบเช้ือน้ีในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่ใน
หลายๆประเทศ วัตถุประสงค์ของงานวิจัยฉบับน้ีเพ่ือตรวจและวินิจฉัยการติดเช้ือออร์นิโธแบคเทอริโอซิส ในฝูง
ไก่ไข่ที่เลี้ยงในพ้ืนที่จังหวัดเชียงใหม่ ของประเทศไทย โดยการเก็บตัวอย่างซีรั่มจากฝูงไก่ที่แสดงอาการของ
ระบบทางเดินหายใจ จํานวน 30 ฟาร์ม แล้วนํามาตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA จากตัวอย่างทั้งหมด 
600 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างจากไก่อายุระหว่าง 18-63 สัปดาห์ พบว่ามีร้อยละของซีรั่มที่ให้ผลลบ สงสัย และ
ผลบวก คือ ร้อยละ 78 7 และ 15 ตามลําดับ นอกจากน้ียังพบว่าในไก่ไข่ที่มีอายุน้อย (18-38 สัปดาห์) จะมี
แอนติบอดีต่อ ORT น้อยกว่าไก่ที่มีอายุมาก (41-63 สัปดาห์) ในขณะที่ผลการทดสอบทางแบคทีเรียวิทยาและ
การทดสอบทางชีวเคมี สามารถเพาะเลี้ยงเช้ือได้ทั้งสิ้น 11 ตัวอย่าง จากตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยวิธี ELISA  
และจากจํานวนดังกล่าวน้ีให้ผลบวกต่อปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจํานวน 8 ตัวอย่าง งานวิจัยฉบับน้ีมี
ประโยชน์อย่างย่ิง เน่ืองจากเป็นการรายงานสถานการณ์การเกิดโรค ORT ครั้งแรกในฝูงไก่ไข่ที่เลี้ยงในจังหวัด
เชียงใหม่ ซึ่งเป็นพ้ืนที่ที่ยังไม่มีการให้วัคซีนป้องกันโรคน้ีในไก่กลุ่มอายุดังกล่าว อีกทั้งยังสามารถพิสูจน์พบเช้ือ
ได้จริงทั้งด้วยวิธีทางแบคทีเรียวิทยา และอณูชีววิทยา 
 
คําสําคัญ: การตรวจและจําแนก Ornithobacterium rhinotracheale  อีไลซ่า ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
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Abstract: Respiratory disease conditions are causing heavy economic losses in the poultry 
industry. Ornithobacteriosis is one of the infectious diseases of avian species that has been 
observed in the poultry flocks of many different countries and is continuing to emerge as a 
growing concern in the economic viability of the poultry industry. The objectives of this study 
were to detect and identify the ORT from layer flocks in Chiang Mai, Thailand. Layer antibodies 
were determined in the serum samples of 30 clinically infected layer flocks of different ages 
(18-63 weeks) by ELISA. The serum analysis showed that the antibody responses were 78% 
negative, 7% suspect, and 15% positive. Older layers (41-63 weeks) revealed higher positive 
results than the younger aged layers (18-38 weeks). The bacteria were isolated and identified 
by polymerase chain reaction (PCR). Bacterial isolation and identification revealed that out of 
the eleven isolates tested, 8 showed positive results to PCR analysis. This study is very useful 
and is the first report about ORT found in layer flocks in Chiang Mai where the ORT vaccines 
are not available. Most importantly, this research has found that both bacteriological and 
molecular techniques can be used to detect ORT. 
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บทนํา 
โรคติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจจากเช้ือ

แบคทีเรีย นับเป็นปัญหาสําคัญที่ซ่อนอยู่ในระบบการ

เลี้ยงและการผลิตสัตว์ปีก  ปัญหาดังกล่าวส่งผลให้
เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจได้ทั้งทางตรงและ
ทางอ้อม เช่น การไม่สามารถวินิจฉัยสาเหตุของ
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ปัญหาได้อย่างถูกต้องแม่นยํา นํามาซึ่งการเพ่ิมต้นทุน
ค่ายารักษาโรค สูญเสียด้านผลผลิต และอัตราการ
ตายของสัตว์ โดยความสูญเสียดังกล่าวอาจมีสาเหตุ
โดยตรงจากเช้ือไวรัสหรือแบคทีเรีย หรืออาจเกิดจาก
การติดเช้ือแทรกซ้อนตามมาหลังจากมีการติดเช้ือโรค
ใดเช้ือโรคหน่ึงไปแล้ว (van Empel and Hafez, 
1999; El-Sukhon et al., 2002; Pan et al., 2012; 
De Boeck et al., 2015; Chu et al., 2017)  ก า ร
พัฒนาวิธีในการตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพ จะช่วย
ลดปัญหาและภาระต่างๆแก่เกษตรกรในการเลี้ยงสัตว์
ปีกรวมไปถึงประโยชน์ในการควบคุมโรคได้อย่าง
รวดเร็ว Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) 
เป็นเช้ือแบคทีเรียชนิดหน่ึงที่ก่อให้เกิดการติดเช้ือใน
ระบบทางเดินหายใจในสัตว์ปีก (Roepke et al., 1998; 
van Veen et al., 2000; Chansiripornchai et al., 
2002) โดยระยะเวลาการติดเช้ือ ความรุนแรง อัตรา
การป่วย อัตราการตายจะมีความผันผวนอย่างมาก 
และมักพบว่าอาการและความรุนแรงจะสามารถถูก
ทําให้รุนแรงมากขึ้นได้ด้วยปัจจัยจากสิ่งแวดล้อม เช่น 
การเลี้ยงการจัดการที่ ไม่ถูกต้อง การสุขาภิบาล
ระหว่างการเลี้ยงไม่เหมาะสม ระบบการระบาย
อากาศไม่ดี จํานวนการเลี้ยงสัตว์ที่หนาแน่นเกินไป 
สภาพสิ่งแวดล้อมในโรงเรือนไม่ถูกสุขลักษณะ และ/
หรือ มีการติดเช้ือร่วมจากเช้ือก่อโรคชนิดอ่ืน ปัจจุบัน
ก า ร ติ ด เ ช้ื อ  ORT นั บ ว่ า เ ป็ น ปัญหาสํ า คั ญ ต่ อ
อุตสาหกรรมการผลิตสัตว์ปีก  และมักพบความ
ผิดพลาดในการแยกและพิสูจน์เช้ือ ORT จากสัตว์ปีก
ที่ ไ ด้รับเ ช้ือ เ น่ืองจากแบคที เรียชนิดน้ีต้องการ
สภาพแวดล้อมจําเพาะในการเจริญเติบโต ปัจจุบันมี
รายงานการสํารวจระดับภูมิคุ้มกันและการแยกเชื้อ
แบคทีเรียชนิดน้ีทางภาคตะวันออก โดยการเก็บ
ตัวอย่างซีรั่มและเช้ือแบคทีเรียจากหลอดลมของไก่ที่

แสดงอาการระบบทางเดินหายใจแบบอ่อน และ
ตัวอย่างป้ายเช้ือแบคทีเรียจากการผ่าซากไก่ที่มี
อาการระบบทางเดินหายใจแบบรุนแรง โดยเก็บ
ตัวอย่างดังกล่าวจากฝูงไก่เน้ือ และไก่เน้ือพ่อแม่พันธ์ุ 
(Chansiripornchai et al., 2007) 

เ ช้ือ  ORT สามารถแยกเ ช้ือได้ครั้ งแรกใน
ประเทศเยอรมัน ในปี พ.ศ.2524 จากไก่งวงอายุ 5 
สัปดาห์ ที่มีการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ (Hinz 
et al., 1994) ในปี พ.ศ.2529 สามารถแยกเช้ือจาก
ไก่งวงท่ีมีอาการหลอดลมอักเสบ ในสหราชอาณาจักร 
โดยในขณะน้ันเรียกเช้ือที่แยกได้ชนิดน้ีว่า สิ่งมีชีวิตที่
คล้ายเช้ือพาสจูเรลล่า (Pasteurella-like organism) 
พบว่าฝูงไก่ที่ติดเช้ือ จะมีอัตราการตายสูงขึ้นและพบ
ลักษณะรอยโรคที่ปอดแบบอักเสบข้างเดียว ในปี 
พ.ศ.2529 สามารถแยกแบคทีเรียชนิดน้ีได้ในประเทศ
อิสราเอล จากไก่งวงอายุต่างๆกัน โดยพบรอยโรค
ของถุงลมอักเสบ และปอดอักเสบแบบเฉียบพลัน 
( acute exudative pneumonia) (Chin and 
Droual, 1997) van Empel and Hafez (1999) ได้
รายงาน พบแบคทีเรีย ลักษณะคล้ายพาสจูเรลล่าที่
แยกได้จากเป็ดที่มีการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ
ในประเทศฮังการีในปี พ.ศ.2530 และแบคทีเรียที่มี
ลักษณะคล้าย Riemerella anatipestifer ซึ่งแยก
ได้จากไก่งวงที่มีการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจใน
เยอรมันในปี พ.ศ.2534 และในปีเดียวกันพบว่าเช้ือ
ชนิดเดียวกันดังกล่าวเป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือของ
ระบบทางเ ดินหายใจในไ ก่กระทงในประเทศ
สาธารณรัฐแอฟริกาใต้โดย van Beek et al. (1994) 
ระบุว่าแบคทีเรียชนิดน้ีเป็นแบคทีเรียที่เจริญเติบโต
ช้า แกรมลบ รูปแท่ง มีลักษณะคล้ายเช้ือพาสจูเรลล่า
ที่ก่อโรคในสัตว์ปีก สามารถติดเช้ือระหว่างตัวสัตว์ 
(horizontal transmission)  เ ช่น  ทางเ ดินหายใจ 
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(aerosol) และติดเช้ือผ่านไข่ (vertical transmission) 
มีรายงานว่าเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ีอาจพบมานานแล้วใน
ฝูงสัตว์ปีก แต่อาจพบในรูปแบบของเช้ือแบคทีเรีย
แทรกซ้อนกับโรคอ่ืน หรือเป็นแบคทีเรียชนิดฉวย
โอกาส ในเนเธอร์แลนด์พบการติดเช้ือในสัตว์ปีกอายุ
น้อย ซึ่งมีลักษณะเหมือนการติดเช้ือ Pasteurella 
multocida โดยสามารถแยกแบคทีเรีย ไ ด้จาก
เ น้ือเ ย่ือสัต ว์ ป่วย  นอกจากน้ี ยั งมีการแยกเ ช้ือ
แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะแท่งที่ไม่แน่นอน ได้ในไก่
ป่วยด้วยโรคระบบทางเดินหายใจในอิสราเอล เบล
เย่ียม ฝรั่งเศส อังกฤษ (van Empel and Hafez, 
1999) ซึ่งโดยสรุปสามารถเป็นไปได้ว่าการติดเช้ือ 
ORT ในไก่เริ่มเกิดขึ้นก่อนปี พ.ศ.2536 ซึ่งลักษณะที่
พบมีความคล้ายคลึงกับโรคไวรัส หรือแบคทีเรียชนิด
อ่ืน เช่น Pasteurella, Riemeriella, Flavobacteria 
หรือ Hemophilus paragallinarum (Bragg et al., 
1997) นอกจากน้ียังมีรายงานการพบเช้ือน้ีในสัตว์ปีก
ได้อีกหลายชนิด เช่น นกกระทา นกยูง นกพิราบ กา
ยุ โรป  เ ป็ด  และไก่ งวง  (Charlton et al., 1993; 
Vandamme et al., 1994; Devriese et al., 1995; 
van Empel et al., 1997)  

ORT สามารถแบ่งออกได้เป็นหลายซับไทป์ 
(subtype) หรือซีโรไทป์ (serotype) โดยการทดสอบ
ด้วยวิธีทางซีรั่มวิทยา และ ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprinting) (Hafez and Beyer, 1997) การจัด
กลุ่มของซีโรไทป์ สามารถทําได้โดยการตรวจหาแอน
ติซีรั่มจําเพาะ ด้วยวิธี agar gel precipitation (AGP) 
ELISA และrapid slide agglutination (Bock et al., 
1997; van Empel et al., 1997; Back et al., 1998; 
Hafez and Sting, 1999; Hafez, 2002) ในปัจจุบัน
สามารถแบ่ง ORT ออกได้เป็น 18 ซีโรไทป์ เรียงลําดับ
จากซีโรไทป์ A ถึง R โดยพบว่าในสัตว์ปีก จําพวกไก่ 

มักพบซีโรไทป์ A ในขณะที่ในไก่งวง สามารถพบได้
ทั้งซีโรไทป์ A, B และ D (van Empel and Hafez, 
1999) ในปัจจุบันสามารถตรวจพบเช้ือ ORT ได้ทั่ว
โลก ไม่เฉพาะแค่การตรวจพบระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ 
แต่เป็นการตรวจเพาะเช้ือได้โดยตรงจากระบบ
ทางเดินหายใจของสัตว์ปีก และสามารถพบการ
แพร่กระจายของเช้ือดังกล่าวได้อย่างกว้างขวางทั่ว
โลกรวมถึงประเทศไทย โดย Chansiripornchai et 
al. (2007) สามารถพบและแยกเช้ือ ORT ได้จากไก่
พันธ์ุเน้ือและไก่เน้ือที่ เลี้ยงในเขตภาคตะวันออก 
อย่างไรก็ดี การสํารวจและการศึกษาถึงคุณสมบัติของ
เช้ือ ORT ในประเทศไทย ยังคงมีข้อมูลจํานวนน้อย
มาก โดยเฉพาะอย่างย่ิงในเขตภาคเหนือที่เป็นพ้ืนที่
การเลี้ยงสัตว์ปีกจําพวกไก่อย่างหนาแน่น งานวิจัย
ฉบับน้ีจึงมีวัตถุประสงค์สําคัญเพ่ือสํารวจและพิสูจน์
เช้ือ ORT ในไก่ไข่ที่เลี้ยงในเขตจังหวัดเชียงใหม่ เพ่ือ
ประโยชน์ในการวางแผนป้องกันและแก้ปัญหาการ
เกิดโรคน้ีในฝูงไก่ไข่ที่มีปัญหาระบบทางเดินหายใจ
ต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
การเก็บตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างเลือดไก่ไข่ จากฟาร์มที่อยู่ในเขต
จังหวัดเชียงใหม่ จํานวน 30 ฟาร์มๆละ 20 ตัวอย่าง 
พร้อมบันทึกประวัติ โดยเป็นการเก็บตัวอย่างใน
ช่วงเวลาระหว่างเดือนพฤษภาคม 2558 ถึงเดือน 
เมษายน 2559 ตัวอย่างเลือดที่ได้ นํามาป่ันแยกซีรั่ม
ที่ความเร็ว 1000 x g เวลา 10 นาที แล้วแช่เย็นไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งถึงเวลา
ทดสอบ  
การทดสอบทางซีรั่มวิทยา ด้วย Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)  
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นําซีรั่มที่ได้ มาทดสอบหาระดับแอนติบอดีต่อ 
ORT ด้วยวิธี indirect ELISA ด้วยชุดทดสอบทาง
การค้า (Biochek®, The Netherlands) ซึ่งใช้ในการ
ตรวจระดับแอนติบอดี ต่อ ORT ซีโรไทป์ A ถึง M 
ด้วยโปรแกรมซอฟท์แวร์ของบริษัท และจําแนกผล
การทดสอบออกเป็นสามรูปแบบ คือ ผลลบ ให้ค่าไต
เตอร์ ≤ 424 ผลสงสัย ให้ค่าไตเตอร์อยู่ระหว่าง 
425–1431 และผลบวกจะให้ค่าไตเตอร์ ≥1432   
การแยกเช้ือแบคทีเรีย 

ตัวอย่างเช้ือแบคทีเรีย จะเลือกเก็บจากไก่ที่
แสดงอาการรของระบบทางเดินหายใจ ร่วมกับให้ผล
บวกต่อการตรวจแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA โดยใน
ขั้นตอนการเก็บตัวอย่างน้ันจะใช้ไม้พันสําลี ป้ายจาก
ร่องเพดานปากหรือหลอดลมของไก่ จากน้ันนําไม้พัน
สําลีดังกล่าวบรรจุในอาหารเลี้ยงเช้ือก่อนทําการ
ขนส่งเข้าสู่ห้องปฏิบัติการแบคทีเรียเพ่ือการแยกเช้ือ
และพิสูจน์เช้ือ ORT โดยนําตัวอย่างที่ได้ป้ายเช้ือใน
อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีส่วนประกอบของ Columbia 
agar base (Oxoid®, England) + 5% sheep 
blood และ  Columbia agar base + 5% sheep 
blood + 5 μg/ml gentamicin (Oxoid®, England) 
จากน้ันเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในบรรยากาศท่ีมี 5% 
คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 48 – 72 ชม. เลือก
แบคทีเรียที่มีลักษณะจําเพาะท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยง
เช้ือ มาเขี่ยเช้ืออีกคร้ังลงในอาหารเล้ียงเชื้อใหม่เพ ื่อให้
ได้ลักษณะโคโลนีท่ีบริสุทธ์ิ จากนั้นนําโคโลนีแบคทีเรียที่
บริสุทธ์ิน้ันมาทดสอบเบ้ืองต้นด้วยการย้อมสี gram 
ซึ่งเป็นการทดสอบปฏิกิริยา catalase และ oxidase  
โดยแบคทีเรียที่ให้ผลทดสอบ catalase เป็นลบ และ
ผลทดสอบ oxidase เป็นบวก จะนํามาทําการพิสูจน์
เช้ือแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR ต่อไป 

การพิสูจน์เชื้อด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส 
(polymerase chain reaction; PCR)  
 การสกัดสารพนัธุกรรม (DNA extraction) 

สกัดสารพันธุกรรม โดยนําโคโลนีของเช้ือ
แบคที เ รี ย  ORT ใ ส่ ล ง ใ นหลอด เ ก็ บ ตั ว อ ย่ า ง 
(eppendorf®, Germany) ที่ผ่านการฆ่าเช้ือ จากน้ัน
ทําการ snap shot ด้วยไนโตรเจนเหลว สกัดสาร
พันธุกรรมด้วยด้วยชุดสกัดสําเร็จรูป Genomic DNA 
Purification Kit (Fermentas®, Germany) โดยทํา
ตามคําแนะนําของบริษัทผู้ผลิต ตรวจสอบคุณภาพ
และปริมาณของดีเอ็นเอ ด้วยเครื่องตรวจวัดสารด้วย
การดูดกลืนแสง (Beckman DU-64 Spectrophoto 
meter, Canada) ที่ความยาวคลื่นแสง 260 และ 
280 นาโนเมตร 
 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส (polymerase 

chain reaction; PCR) 
ทําปฏิกิริยา PCR (van Empel et al., 1999) 

โ ด ย ใ ช้ ลํ า ดั บ ไ พ ร์ เ ม อ ร์ ดั ง น้ี  OR16S-F คื อ 
GAGAATTAA TTTACGGATTAAG และ  OR16S-R 
คือ TTCGCTTGGTCTCCGAAGAT เพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมโดยใช้  Taq DNA Polymerases (RBC 
bioscience) ส่วนประกอบของสารเคมี แสดงดังน้ี 
Taq (5 Units/μL) ปริมาตร 0.2 μL, Buffer (10X 
PCR buffer) ปริ ม า ต ร  2 . 5  μL, MgCl2 (25 mM) 
ปริมาตร 1.5 μL, dNTPs (10 mM) ปริมาตร 0.5 
μL, Forward Primer (10 μM) ปริมาตร  0 .5  μL, 
Reverse Primer (10 μM) ป ริ ม า ต ร  0 . 5  μL, 
Template ปริมาตร 1 μL และ H2O ปริมาตร 18.3 
μL ปริมาตรรวมของปฏิกิริยาเท่ากับ 25 μL จากน้ัน
นําเข้าเคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PTC-200; 
MJ Research)  ดั ง น้ี  โ ป ร แ ก ร ม ที่  1 (initial 
denaturation) ที่ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที จากน้ัน
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ผ่านอุณหภูมิหมุนเวียน 40 รอบ ดังน้ี  ขั้นตอน 
denaturation ที่  94 องศา เซล เซี ยส  30 วิ นาที    
ขั้นตอน annealing 52 องศาเซลเซียส  60 วินาที 
และ  extension 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที และ
ขั้นตอน final extension 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 
หลังจากน้ันนําดีเอ็นเอที่ได้มาแยกใน 1.7% Agarose 
gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบขนาดของดีเอ็น
เอที่ปรากฏ โดยสังเกตแถบสารพันธุกรรมผ่านแสง
อัลตราไวโอเลต (Ultraviolet) เทียบกับกลุ่มควบคุม
บวก และ สารที่ใช้เทียบนํ้าหนักของผลผลิต PCR 
ด้วย Ladder marker (100 bp Plus DNA ladder; 
Thermo Scientific, USA) โ ด ย ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ จ า ก
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส (PCR product) ที่สนใจ
เท่ากับ 784 bp  

 
ผลการทดลอง 

การทดสอบทางซีรั่มวิทยา  
ผลตรวจด้วยวิธี ELISA ของซีรั่มไก่จากฟาร์ม

ไก่ไข่ที่ ต้ังอยู่ในพ้ืนที่จังหวัดเชียงใหม่ จํานวน 30 
ฟาร์ม อายุระหว่าง 18-63 สัปดาห์ (ตารางท่ี 1) 
พบว่ามีร้อยละของซีรั่มที่ให้ผลลบ สงสัย และผลบวก 
คือ  ร้อยละ  78 7 และ  15 ตามลําดับ  (รูปที่  1) 
นอกจากน้ีจากผลการสํารวจดังกล่าวยังพบว่าในไก่ไข่
ที่มีอายุน้อย (18-38 สัปดาห์) จะพบไก่ที่มีแอนติบอดี
ต่อ ORT ได้น้อยกว่าไก่ที่มีอายุมาก (41-63 สัปดาห์) 
ดังแสดงในรูปที่ 2 
การแยกเช้ือแบคทเีรีย 

เช้ือ ORT มีการเจริญเติบโตได้ดีใน 5% sheep 
blood agar บ่ม เพาะ เ ช้ือภายใ ต้สภาพที่ มี ก๊ าซ
คาร์บอนไดอ๊อกไซด์  5% ที่ อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา  48 ช่ัวโมง ผลที่ได้พบว่า เช้ือที่
ขึ้นมีลักษณะโคโลนีกลม ขนาดเล็ก สีเทาถึงขาวเทา มี

กลิ่นเฉพาะคล้ายกล่ินของกรดบิวเทอร์ริก ย้อมสีแก
รมให้ผลแบคทีเรียแกรมลบ ผลการทดสอบทาง
ชีวเคมีและปฏิกิริยาของเอนไซม์ พบว่าให้ผลบวกใน
การทดสอบ oxidase test และเมื่อทดสอบโดยใช้ 
API-20NE strip (BioMerieux®, France) ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง พบผล p-
nitrophenyl-b-D-galactopyranoside test (เพ่ือดู
ผล  b-galactosidase) และใ ห้ผลบวกภายใน  3 
ช่ัวโมง ทุกตัวอย่างผล Urease test ให้ผลบวกคิด
เป็นร้อยละ  80 ของตัวอย่างที่พบทั้งหมด และ ผล 
Arginine dihydrolase (ADH) test ใ ห้ ผ ล บ ว ก 
จํานวน 4  ตัวอย่าง โดยในจํานวนตัวอย่างที่ให้ผล
บวกและสงสัยต่อการทดสอบทางซีรั่มวิทยา จํานวน 
132 ตัวอ ย่าง  พบผลบวกต่อการทดสอบทาง
แบคทีเรียวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมีตรงกัน 
แบ่งออกได้เป็น 11 ตัวอย่าง และนําไปพิสูจน์เช้ือ
แบคทีเรียอีกครั้งด้วยวิธีทดสอบปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิ
เมอเรส 
การพสิูจนเ์ชื้อด้วยเทคนิค PCR  

ในจํานวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกและสงสัยต่อ
การทดสอบทางซีรั่มวิทยา พบผลบวกต่อการทดสอบ
ทางแบคทีเรียวิทยา จํานวนทั้งหมด 11 ตัวอย่าง นํา
ตัวอย่างแต่ละตัวอย่างมาสกัดสารพันธุกรรม จากนั้น
นําสารพันธุกรรมที่ได้มาทดสอบด้วยเทคนิคปฏิกิริยา
พอลีเมอเรส โดยใช้ลําดับไพรเมอร์ OR16S-F และ 
OR16S-R จาก 16S rRNA gene ของ ORT ผลิตภัณฑ์
ที่ได้ มีขนาดเท่ากับ 784 bp  

ผลที่ได้พบว่า ในจํานวน 11  ตัวอย่างที่ให้ผล
บวกต่อการทดสอบทางแบคทีเรียวิทยาน้ัน มี 8 
ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อปฏิกิริยาลูกโซ่โพอลีเมอเรส 
ดังแสดงในรูปที่ 2 
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ตารางที่ 1 ผลตรวจด้วยวิธี ELISA ของซีรั่มไก่จากฟาร์มไก่ไข่ที่ต้ังอยู่ในพ้ืนที่จังหวัดเชียงใหม่ จํานวน 30 ฟาร์ม 
อายุระหว่าง 18-63 สัปดาห์  

รหัสฟาร์ม อายุ (สัปดาห์) จํานวนตัวอย่าง ผล ELISA 
ผลลบ สงสัย ผลบวก 

CMU-A16 18 20 19 1 0 
CMU-A17 18 20 17 1 2 
CMU-A18 21 20 16 1 3 
CMU-A19 23 20 19 1 0 
CMU-A20 25 20 17 2 1 
CMU-A21 28 20 17 0 3 
CMU-A22 28 20 18 0 2 
CMU-A23 29 20 18 2 0 
CMU-A24 31 20 18 2 0 
CMU-A25 31 20 17 1 2 
CMU-A26 33 20 17 0 3 
CMU-A27 34 20 15 1 4 
CMU-A28 36 20 16 2 2 
CMU-A29 37 20 15 2 3 
CMU-A30 38 20 15 2 3 
CMU-B50 41 20 13 2 5 
CMU-B51 44 20 13 1 6 
CMU-B52 50 20 15 1 4 
CMU-B53 51 20 14 0 6 
CMU-B54 52 20 19 1 0 
CMU-B55 55 20 15 2 3 
CMU-B56 55 20 12 2 6 
CMU-B57 56 20 13 3 4 
CMU-B58 56 20 15 1 4 
CMU-B59 58 20 14 1 5 
CMU-B60 58 20 15 1 4 
CMU-B61 59 20 13 2 5 
CMU-B62 60 20 14 3 3 
CMU-B63 61 20 14 2 4 
CMU-B64 63 20 15 2 3 

  ตัวอย่างท้ังหมด 600 468 42 90 
  ร้อยละ 100% 78 7 15 
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รูปที่ 1 สัดส่วนของจํานวนไก่ที่ตรวจพบแอนติบอดีต่อเช้ือ ORT แยกตามช่วงอายุ คือ 18-40 สัปดาห์  

และช่วงอายุ 41-63 สัปดาห์ 
 

 
รูปที่ 2. ผลการพิสูจน์เช้ือด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีมอเรส  

M = DNA Marker Lane ที่ 1-11 = ตัวอย่างที่ทําการตรวจ P = ตัวควบคุมบวก N = ตัวควบคุมลบ 
 

วิจารณ ์
จากผลทดลอง  สามารถตรวจพบระ ดับ

แอนติบอดีต่อเช้ือ ORT ในไก่ไข่ที่เลี้ยงในเขตจังหวัด
เชียงใหม่ ที่มีการสุ่มเก็บซีรั่มจากฝูงไก่ที่มีการแสดง
อาการในระบบทางเดินหายใจ พบว่าในไก่ไข่ที่มีอายุ
น้อย (18-38 สัปดาห์) จะพบไก่ที่มีแอนติบอดีต่อ 
ORT ได้น้อยกว่าไก่ที่มีอายุมาก (41-63 สัปดาห์) และ
ในฝูงไก่ไข่ที่พบระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ ORT มีระดับ
แอนติบอดีอยู่ในเกณฑ์สงสัยและให้ผลบวกรวมร้อย
ละ  22 การพบผลบวกต่อการตรวจสอบระดับ
แอนติบอดีต่อเช้ือ ORT  ในระดับสูงน้ีเป็นเหตุการณ์
ที่อาจบ่งช้ีได้ประการหน่ึงว่ามีการติดเช้ือ ORT อยู่ใน
ฟาร์ มสั ต ว์ ปีก ใน พ้ืนที่  ซึ่ ง การตรวจพบระ ดับ
แอนติบอดีดังกล่าวเกิดขึ้นในฝูงไก่ ไข่ที่ ไม่ เคยมี

รายงานการตรวจพบโรคน้ีมาก่อน อีกทั้งยังไม่เคยมี
การทําวัคซีนป้องกันโรคติดเช้ือ ORT ในพ้ืนที่จังหวัด
เชียงใหม่ การตรวจพบระดับแอนติบอดีในฝูงไก่ที่ไม่
เคยได้รับวัคซีนมาก่อนน้ัน สอดคล้องกับการสํารวจ
ของ Chansiripornchai et al. (2007) ที่เก็บตัวอย่าง
ซีรั่มจากฝูงไก่ทางเขตภาคตะวันออกของไทย พบว่า
สามารถตรวจพบระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ  ORT  ใน
ไก่พันธ์ุเน้ือและไก่เน้ือ โดยพบว่า ไก่พันธ์ุ สามารถ
ตรวจพบระดับแอนติบอดี ร้อยละ 87.8 และในฝูงไก่
เน้ือ พบระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ ORT อยู่ในเกณฑ์
สงสัยและให้ผลบวกร้อยละ 34.2 ซึ่งในขณะนั้นมี
เพียงรายงานการเกิดปัญหาทางเดินหายใจโดยยังไม่
ทราบสาเหตุที่แน่ชัด การตรวจพบระดับแอนติบอดี
ของ ORT ในฝูงไก่ไข่ที่มีการแสดงอาการทางระบบ
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ทางเดินหายใจ ยังสอดคล้องกับ Zuo et al. (2018) 
ที่เก็บตัวอย่างจากฝูงไก่พ่อแม่พันธ์ุในประเทศจีน
จํานวน 673 ตัว ซึ่งเป็นการเก็บตัวอย่างซีรั่มจากฝูงไก่
ที่แสดงอาการของระบบทางเดินหายใจและในบาง
รายสามารถตรวจพบภาวะถุงลมอักเสบร่วมด้วย  
Pan et al. (2012) ตรวจพบระดับแอนติบอดีต่อ 
ORT สูงถึงร้อยละ 65.2-100 จากฝูงไก่ไข่ และไก่ไข่
พ่อแม่พันธ์ุที่เลี้ยงในประเทศจีน โดยเป็นฝูงไก่ที่แสดง
อาการของระบบทางเดินหายใจร่วมกับการติดเช้ือ
ไวรัสนิวคาสเซิล การตรวจพบระดับแอนติบอดีต่อ 
ORT พบได้อย่างกว้างขวางทั่วโลกในฝูงไก่ที่แสดง
อาการของระบบทางเดินหายใจ รวมไปถึงการพบ
ระดับแอนติบอดีในฝูงไก่พ่อแม่พันธ์ุในประเทศ
บราซิล ที่ ยืนยันการตรวจพบเชื้อ  ORT ด้วยวิ ธี
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Canal et al., 2003; 
Canal et al., 2003a) 

การตรวจวัดระดับแอนติบอดีต่อ ORT ใน
การศึกษานี้ ใช้ชุดทดสอบ ELISA ที่มีการพัฒนาเป็น
เ ชิ ง พ า ณิ ช ย์  (Biocheck®, The Netherlands) 
สามารถตรวจความจําเพาะต่อแอนติบอดีได้ถึง 9 ซีโร
ไทป์ จากทั้งหมด 13 ซีโรไทป์ พบว่า ระดับแอนติบอดี
จะสูงสุดในช่วง 1-4 สัปดาห์ หลังจากไก่ติดเช้ือตาม
ธรรมชาติ แต่ก็ลดลงอย่างรวดเร็ว แสดงให้เห็นว่า 
การเก็บตัวอย่างซีรั่มในไก่ควรเก็บที่อายุต่างๆ กัน 
เพ่ือเพ่ิมโอกาสในการตรวจพบระดับแอนติบอดีต่อ
เ ช้ื อ ไ ด้ ม า กขึ้ น  (van Empel and Hafez, 1999) 
นอกจากน้ีจากการสํารวจทางซีรั่มวิทยาในสัตว์ปีก
ต่างชนิดกันยังพบว่าแอนติบอดีต่อเช้ือ ORT ให้ผล
ต่างกัน โดย พบแอนติบอดีต่อเช้ือ ORT ในไก่พันธ์ุ
เน้ือร้อยละ 79 ในไก่เน้ือร้อยละ 26 และไก่งวงเน้ือ
ร้ อ ย ล ะ  5 3  (Hafez and Sting, 1996) จ ากก า ร
ทดลองการแพร่กระจายของเช้ือและการตอบสนอง

ต่อระดับแอนติบอดีในร่างกายสัตว์ปีก พบว่าหลังการ
ให้เช้ือพิษ ORT  โดยการสูดดม สามารถตรวจพบ
ระดับแอนติบอดีได้ในวันที่ 5 และพบว่าระดับ
แอนติบอดีที่ตรวจวัดด้วยวิธี ELISA ในไก่ทดลองที่
ไ ด้รับเ ช้ือพิษจะมีระดับสูงและคงอยู่ เ ป็นระยะ
เวลานาน อย่างมีนัยสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับการ
ติดเช้ือตามธรรมชาติ (van Empel et al., 1999) จึง
อาจกล่าวสรุปได้ว่า การติดเช้ือในธรรมชาติมักพบ
ระดับแอนติบอดีที่ตํ่า การเก็บตัวอย่างเพ่ือตรวจวัด 
ในช่วงที่สัตว์แสดงอาการจึงสําคัญมาก  

กล่าวโดยสรุป การตรวจโดยวิธี ELISA จะ
แสดงผลของแอนติบอดีต่อเช้ือ ORT  ที่ก่อปัญหา
ระบบทางเดินหายใจ โดยนิยมใช้เป็น screening 
test  อันเน่ืองมาจากในการทดสอบ ELISA สามารถ
พ บ  cross reaction ร ะ ห ว่ า ง ส า ย พั น ธ์ุ ข อ ง 
serotypes A B D และ E ได้ (โดยเฉพาะ serotype 
A และ B) นอกจากน้ีการทดสอบด้วยวิธี ELISA มี
ข้อจํากัดคือมักจะให้ผลบวกต่อการตรวจในการเก็บ
ตัวอย่างเฉพาะจากสัตว์ปีกที่มีการแสดงอาการแล้ว 
โดยพบว่าบางคร้ังผลของการทดสอบมีค่าไตเตอร์ตํ่า 
และมักไม่สามารถตรวจพบได้ในช่วงหลังการติดเช้ือ
มาแล้ วหลายสัปดาห์  (Chansiripornchai et al., 
2007) ซึ่งโดยทั่วไปผลการทดสอบสายพันธ์ุของเช้ือ
จะ อ้ า ง อิ ง กับสถา บัน  American Type Culture 
Collection   

จากการเก็บตัวอย่างโดยการป้ายเช้ือจากร่อง
เพดานปากจากฝูงไก่ที่แสดงอาการของระบบทางเดิน
หายใจและตรวจพบแอนติบอดีต่อ ORT ทําการเพาะ
แยกเช้ือให้ได้โคโลนีบริสุทธ์ิที่มีลักษณะจําเพาะของ
เช้ือ ORT ย้อมสีแกรมและทดสอบปฏิกิริยา catalase 
และ oxidase  ได้แบคทีเรียจํานวน 11 isolates ที่
ให้ผลการย้อมสีเป็นแบคทีเรียชนิดแกรมลบ และ
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ให้ผลการทดสอบปฏิกิริยา catalase เป็นลบและ 
oxidase เป็นบวก และเมื่อทดสอบโดยใช้ API-20NE 
strip (BioMerieux®, France) ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เ ซ ล เ ซี ย ส  เ ป็ น เ ว ล า  4 8  ช่ั ว โ ม ง  พบผล  p-
nitrophenyl-b-D-galactopyranoside test (เพ่ือดู
ผล  b-galactosidase) และใ ห้ผลบวกภายใน  3 
ช่ัวโมง ทุกตัวอย่างผล urease test ให้ผลบวกคิดเป็น
ร้อยละ  80 ของตัวอย่างที่พบทั้ งหมด  และ  ผล 
Arginine dihydrolase (ADH) test ใ ห้ ผ ล บ ว ก 
จํานวน 4  ตัวอย่าง จากจํานวนตัวอย่างที่ให้ผลบวก
และสงสัยต่อการทดสอบทางซีรั่มวิทยา จํานวน 132 
ตัวอย่าง แม้ว่าผลการทดสอบปฏิกิริยา catalase 
และ oxidase จะให้ผลตรงกันในหลายงานวิจัย แต่
เน่ืองจากความไม่คงที่ของผลการทดสอบทางชีวเคมี 
สามารถพบผลทางชีวเคมีอ่ืนที่แตกต่างกันเล็กน้อยได้
จากระยะเวลาในการตรวจพบผล (van Empel and 
Hafez, 1999; Canal et al., 2005; Chansiripornchai 
et al., 2007; Numee et al., 2012; Szabó et al., 
2017) ดังเช่น ในงานวิจัยของ  van Empel and 
Hafez (1999) ที่ทําการทดสอบแบคทีเรียที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว พบว่าจากการทดสอบเช้ือ
จํานวน 6 สเตรน จากเช้ือที่มีแหล่งกําเนิดและซีโร
ไทป์ต่างกัน ผลที่ได้น้ันคือ คุณสมบัติส่วนใหญ่ของเช้ือ 
ORT เมื่อทําการทดสอบภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมจะ
ให้ผลบวกต่อ oxidase, urease, β-galactosidase, 
arginine dehydrolase, alkaline phosphatase, 
esterase lipase (C8), leucine arylamidase, 
cystine arylamidase, acid phosphatase, 
phosphohydrolase, α-glucosidase, N-acetyl- 
β -Glucosaminidase สร้างกรดแต่ไม่เกิดก๊าซจาก 
glucose, fructose, lactose และ  galactose โดย
ทุกปฏิกิริยา สามารถแสดงผลภายในระยะเวลาหน่ึง

ช่ัวโมงของการทดสอบด้วยชุดทดสอบ  ซึ่งแตกต่าง
จากผลท่ีได้จากงานวิจัยน้ี ที่พบผลในระยะเวลาที่
แตกต่างกันออกไป ดังกล่าวไปแล้วข้างต้น เหตุจาก
ความไม่คงที่ของผลการทดสอบทางชีวเคมีน้ีเอง วิธี
ในการพิสูจน์เช้ือที่เช่ือถือได้จึงมีความสําคัญต่อการ
ชันสูตรโรคในห้องปฏิบัติการ และการพิสูจน์เช้ือ 
ORT ควรใช้ร่วมกันระหว่างวิธีการทดสอบตกตะกอน
บนอาหาร วุ้น  (agar gel precipitation) และการ
ทดสอบทางชีวเคมี โดยใช้ชุดทดสอบ API-20NE 
อย่างไรก็ตาม แม้ว่าผลการทดสอบทางชีวเคมีของ 
ORT  จะไม่รวมอยู่ในข้อมูลการอ่านผลของเอพีไอ 
และพบว่าผลลัพธ์ในการทดสอบไม่เหมือนกันทุกครั้ง 
จากการทดสอบของ van Empel et al. (1997) ทํา
การทดสอบแบคทีเรียจํานวน 443 สเตรน ที่ให้ผล 
positive ต่อ oxidase test พบว่าร้อยละ 99 ให้ผล
รหัส เอพีไอ คือ 0-2-2-0-0-0-4 (ร้อยละ 65) หรือ 0-
0-2-0-0-0-4 (ร้อยละ 34) และหากรวมความเป็นไป
ได้ในการให้ผลบวกต่อการทดสอบเอดีเอช (ADH 
test) และรหัสเอพีไอ (0-3-2-0-0-0-4 หรือ 0-1-2-0-
0-0-4) จะพบว่า ผลในการพิสูจน์เช้ือโดยใช้ชุด
ทดสอบเอพีไอรวมเป็นร้อยละ 100  

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสมีประโยชน์มากใน
การพิสูจน์เช้ือ ORT  โดยใช้ไพรเมอร์ OR16S-F และ 
OR16S-R พบว่ามีความจําเพาะอย่างมากในการเพ่ิม
จํานวน (amplify) ช้ิน 784 bp ของ 16S rRNA gene 
ของ ORT  (van Empel et al., 1991; van Empel 
et al., 1999; Chansiripornchai et al., 2007; 
Szabó et al., 2017) และ นอกจากไพรเมอร์ชนิดน้ี
แล้ว Hafez and Beyer (1997) ได้เคยรายงานการ
ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์  M13 (5-TATGTAAAACGACGG 
CCAGT-3) แ ล ะ  ERIC1R (5-ATGTAAGCTCC 
TGGGGATTCAC-3) หากแต่ผลที่ได้พบความไม่คงที่
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ของลายพิมพ์ยีน (fingerprint) ระหว่างซีโรไทป์ที่
นํามาทดสอบ ประโยชน์ของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอ
เรสยังสามารถตรวจหาเช้ือ ORT จากผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากไก่ และสิ่งแวดล้อมด้วย เช่น เปลือกไข่ มูลไก่ 
ตัวอย่างช้ินเน้ือ ฝุ่นละออง ซึ่งจะมีประโยชน์ใน
การศึกษาระบาดวิทยา (Chansiripornchai et al., 
2007) งานวิจัยฉบับน้ีมีประโยชน์อย่างย่ิงในการ
ทราบสถานการณ์การเกิดโรคและการตรวจพบเช้ือ 
ORT ในฝูงไก่ไข่ที่เลี้ยงในพ้ืนที่จังหวัดเชียงใหม่ ซึ่ง
เป็นพ้ืนที่ที่ยังไม่มีการให้วัคซีนป้องกันโรคน้ี ในไก่ไข่ที่
เลี้ยงช่วงอายุ ระหว่าง 18-76 สัปดาห์ และยังพบว่า
โอกาสในการตรวจพบระดับแอนติบอดีในไก่ที่อายุ
มาก คือช่วงอายุต้ังแต่ 41-63 สัปดาห์ มีมากกว่าใน
ไก่ไข่ช่วงอายุน้อยกว่าน้ี การตรวจยืนยันด้วยวิธีทาง
แบคทีเรีย และ อณูชีววิทยา (ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอ
เรส) ช่วยทําให้การตรวจพบระดับแอนติบอดีต่อเช้ือมี
ความสําคัญและชัดเจนมากย่ิงขึ้น เ น่ืองจากพบ
ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อการตรวจด้วยเทคนิคปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลีเมอเรสมากถึง 8 ตัวอย่าง จากตัวอย่าง
ทั้งหมดที่ให้ผลบวกต่อการตรวจแอนติบอดีด้วยวิธี 
ELISA จํานวน 132 ตัวอย่าง น่ันแสดงถึงภาวะการมี
เช้ือ ORT ในฝูงไก่ไข่ที่แท้จริง ดังจะแสดงให้เห็น
ชัดเจนมากข้ึนจากสถานการณ์ไก่ไข่ที่ป่วยจากโรค
ทางเดินหายใจและบางคร้ังในการวางแผนการรักษา 
ไม่ได้คํานึงสาเหตุของการเกิดโรคจากเช้ือชนิดน้ี ทํา
ให้ที่ผ่านมาไม่สามารถใช้ยารักษาและวางแผน
แก้ปัญหาที่ถูกต้องนัก อย่างไรก็ตามทุกคร้ังที่จะมีการ
วางแผนการรักษาหรือให้ยา ควรมีการทดสอบและ
พิสูจน์เช้ือสาเหตุที่แน่นอน รวมไปถึงยังคงต้องศึกษา
ต่อไปเก่ียวกับห่วงโซ่ของการส่งถ่ายเช้ือในพื้นที่ อัน
เน่ืองมาจากปกติแล้ว เช้ือชนิดน้ี พบได้มากในไก่พ่อ
แม่พันธ์ุที่มีอายุมากและมีวงจรการเลี้ยงยาวนาน ซึ่ง

การศึกษาครั้งน้ี ยืนยันประการหน่ึงได้ว่าในฝูงไก่ไข่ที่
เลี้ยงในจังหวัดเชียงใหม่มีอุบัติการณ์ของการติดเช้ือ 
ORT ซึ่งควรจะต้องมีการเฝ้าระวัง หรือวางแผนการ
ป้องกันรักษาที่รัดกุมมากขึ้น รวมไปถึงทําการศึกษา
เพ่ิมเติมในไก่พ่อแม่ พันธ์ุและไก่เ น้ือ เ พ่ือทราบ
สถานการณ์ของโรคและเพ่ือที่จะสามารถวางแผนการ
รักษาและแก้ไขปัญหาโรคติดเช้ือในระบบทางเดิน
หายใจที่พบเป็นปัญหาอย่างมากในอุตสาหกรรมการ
เลี้ยงไก่ในพ้ืนที่จังหวัดเชียงใหม่ และประเทศไทย
ต่อไป 
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