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ไกทดลองที่ไดรับวัคซีนนิวคาสเซิลเชื้อตายที่เตรียมข้ึนเอง เมื่ออายุ 35 วัน โดยใชน้ํามันปาลมในรูปน้ําในน้ํามัน 
(Palm-Vacc-WO) หรือในรูปน้ําในน้ํามันในน้ํา (Palm-Vacc-WOW) พบวา มีระดับ HI แอนติบอดี และความตานทานตอ
เชื้อพิษทับของเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลสายเชื้อ Local ท่ีรุนแรง (VVNDV)      ต่ํากวาไกท่ีไดรับวัคซีนนิวคาสเซิลเชื้อตายที่
เตรียมข้ึนโดยใชน้ํามันแร ท้ังในรูปน้ําในน้ํามัน (Min-Vacc-WO) และในรูปน้ําในน้ํามันในน้ํา (Min-Vacc-WOW) แตไกท่ี
ไดรับ Palm-Vacc-WO และ Palm-Vacc-WOW มีความตานทานสูงกวาไกกลุมท่ีไมไดรับวัคซีน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) เมื่อใหเชื้อพิษทับดวย VVNDV  แมวา ไกท้ังสามกลุมมีระดับ HI แอนติบอดีไมตางกัน

ในการทดลองใชวัคซีนเชื้อเปน (Live) รวมกับวัคซีนเชื้อตาย ไกกลุมท่ีไดรับวัคซีนทั้ง Palm-Vacc-WO รวมกับ
วัคซีนเชื้อเปน (Palm-Vacc-WO+Live) และ Min-Vacc-WO+Live แมจะมีระดับ HI แอนติบอดีไมแตกตางจาก ไกกลุมท่ีได
รับวัคซีนเชื้อเปนอยางเดียว แตตางจากกลุมควบคุมท่ีไมไดรับวัคซีน ความตานทานโรคของไกท่ีไดรับ Palm-Vacc-
WO+Live และ Min-Vacc-WO+Live ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับความตานทานของไกท่ีไดรับวัคซีนเชื้อ
เปนแตเพียงอยางเดียว แตมีความตานทานสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับความตานทานของ
ไกกลุมท่ีไมไดรับวัคซีน ในขณะเดียวกันไกกลุมท่ีไดรับ Palm-Vacc-WOW+Live และกลุมท่ีไดรับ Min-Vacc-WOW+Live 
นั้นมีระดับ HI แอนติบอดีและความตานทานตอ VVNDV ไมแตกตางจากไกกลุมท่ีไดรับวัคซีนเชื้อเปนแตเพียงอยางเดียว

เมื่อใชวัคซีนเชื้อเปนรวมกับวัคซีนเชื้อตายที่มีวิตามิน อี ไดแก วัคซีน Min-Vacc-WO+Live, Min-Vacc-
WOW+Live และ Palm-Vacc-WOW+Live พบวาไกท้ัง 3 กลุม มีระดับ HI แอนติบอดีสูงกวาไกอีก 3 กลุม ท่ีไดรับวัคซีน
เชื้อเปนรวมกับวัคซีนเชื้อตายที่ไมมีวิตามิน อี ยกเวนไกกลุมท่ีไดรับวัคซีนเชื้อเปนรวมกับ Palm-Vacc-WO ท่ีเติมวิตามิน อี 
ซึ่งมีระดับ HI แอนติบอดีไมแตกตางกับระดับ HI ของไกกลุมท่ีไดรับวัคซีน Palm-Vacc-WO+Live ท่ีไมมีวิตามิน อี อยางไร
ก็ตามไกกลุมตางๆ ท่ีไดรับวัคซีนเชื้อเปนรวมกับวัคซีนเชื้อตายไมวาจะมีวิตามิน อี หรือไม สามารถตานเชื้อพิษทับ VVNDV 
ไดไมแตกตางกัน

โดยสรุปแลววัคซีน ND เชื้อตายที่เตรียมจากน้ํามันปาลมท้ังในรูป WO และ WOW (Palm-Vacc-WO and Palm-
Vacc-WOW)  เมื่อใหรวมกับวัคซีน ND เชื้อเปนจะสามารถปองกันตอเชื้อพิษทับ VVNDV อยางมีประสิทธิภาพ
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Thirty-five days old chickens vaccinated with inactivated ND vaccine prepared with either palm oil (Palm-Vacc) in 
water in oil (WO) form (Palm-Vacc-WO), or in water in oil in water form (Palm-Vacc-WOW) had lower HI antibodies and less 
resistance to virulence viscerotropic velogenic Newcastle disease viruses (VVNDV) when compared with those vaccinated with 
inactivated ND vaccine prepared with mineral oil (Min-Vacc) in WO form (Min-Vacc-WO) and Min-Vacc in water in oil in water 
form (Min-Vacc-WOW). Although Palm-Vacc-WO and Palm-Vacc-WOW vaccinated chickens had HI antibody titres similar to 
those of the unvaccinated control, the Palm-Vacc-WO and Palm-Vacc-WOW vaccinated chickens were more significantly 
resistance to VVNDV challenge when compared to the unvaccinated control (p≤ 0.05).

On the other hand, chickens vaccinated with both Palm-Vacc-WO plus live ND Vaccine (Palm-Vacc-WO + Live), and 
Min-Vacc-WO plus live ND vaccine (Min-Vacc-WO+ Live) had higher HI antibodies than those vaccinated with only live ND 
vaccine and those of unvaccinated control. The resistance to VVNDV challenge of both Palm-Vacc-WO+Live and Min-Vacc-
WO+Live vaccinated chickens were not significantly different from those vaccinated with Live ND vaccine alone, but 
significantly higher when compared with those of unvaccinated control.

HI antibody titres of Palm-Vacc-WOW+Live and Min-Vacc-WOW+Live vaccinated chicken, however were not 
different from those of chickens vaccinated with only live ND vaccine, nor the resistance of chickens between these three groups.

Additional of vitamin E to Min-Vacc-WO+Live, Min-Vacc-WOW+Live and Palm-Vacc-WOW+Live then given to 
chickens had increased their HI antibody titres when compared to those without vitamin E.  Except when vitamin E was added to 
Palm-Vacc-WO+Live and given to chickens as they had lower HI antibody titres when compared to those given Palm-Vacc-
WO+Live without vitamin E, but not significantly different. Resistance to VVNDV challenge however was similar in all groups.

In conclusion, Palm-Vacc-WO and Palm-Vacc-WOW when used in combination with live ND vaccine were effectively 
protected vaccinated chickens against VVNDV challenge.
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บทที่ 1
บทนํา

ความเปนมา และความสําคัญของปญหา

ความเปนมา และความสําคัญของปญหา
ปจจุบัน  การเลี้ยงไกในประเทศไทย  มีการพัฒนาศักยภาพการผลิตในเชิงอุตสาหกรรมมากขึ้น

และเปนธุรกิจสําคัญที่สามารถสรางรายไดจากการสงเนื้อไกสงออก การที่อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกมี
ศักยภาพการผลิตสูงขึ้นทุกวัน เกิดจากการพัฒนาปรับปรุงพันธุกรรมไกใหมีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว
ในระบบการเลี้ยงการจัดการที่หนาแนน แตขณะเดียวกัน ฝูงไกก็มีความไวรับตอโรคติดเชื้อมากขึ้น เนื่อง
จาก ศักยภาพของระบบภูมิคุมกันโรคต่ําลง รวมถึง ส่ิงแวดลอม และสุขศาสตร

โรคนิวคาสเซิล  (Newcastle disease; ND) เปนโรคที่สรางความสูญเสียทางเศรษฐกิจใน
อุตสาหกรรมการเลี้ยงไก (Eidson et al., 1980; Eidson et al.,1982)  รวมถึงสงผลกระทบตอการคาขาย
สัตวปกระหวางประเทศ  (Bennejean et al., 1991) แมวา ประเทศที่สามารถควบคุมโรคไดแลว ความสูญ
เสียทางเศรษฐกิจ ยังเกิดจาก คาใชจายการใหวัคซีน และ/หรือ การตรวจติดตามระบบการปองกันโรค
อยางเขมงวด   (Alexander, 1997)

การแพรกระจายของโรค ND ขึ้นกับนโยบาย การกําจัด และควบคุมสัตวปวยของแตละประเทศ
ที่แตกตางกัน นอกเหนือจาก ลักษณะการเลี้ยงสัตวปก เชน ประเทศที่นิยมเล้ียงไกหลังบาน มักประสบ
ปญหามากกวา การเลี้ยงไกเชิงอุตสาหกรรม  (Alexander, 1997; Alexander, 2000) ในประเทศ
กําลังพัฒนาในเอเชีย แอฟริกา อเมริกากลาง และบางสวนของอเมริกาใต การเลี้ยงไกตามชนบท หรือการ
เล้ียงไกหลังบาน เปนแหลงอาหารโปรตีนในรูปของไข และเนื้อไกที่สําคัญมาก เนื่องจาก ปจจัยทางสังคม
และการเงิน ทําใหการควบคุมโรค ND ในไกตามชนบท ของประเทศกําลังพัฒนาเหลานี้ เปนไปไดยากยิ่ง
และปญหานี้ ยังมีผลกระทบตอการพัฒนาการผลิตสัตวปกเชิงอุตสาหกรรม และการคาขายสัตวปก
ระหวางประเทศ (Alexander, 2000) ในประเทศไทย กรมปศุสัตว  ใหความสําคัญกับการเลี้ยงไกเชิงอุต
สาหกรรมมาก จากประกาศกระทรวงเกษตร และสหกรณ เร่ือง มาตรฐานฟารมเล้ียงไกเนื้อของประเทศ
ไทย พ.ศ.2542  เพื่อควบคุมฟารมเล้ียงไกเนื้อเพื่อการคา ที่มีจํานวนตั้งแต 3,000 ตัวข้ึนไป (กองสัตวรักษ,
2542)  นอกจากนี้ ภายหลังการตรวจเยี่ยมของคณะกรรมการใน กลุมสหภาพยุโรป เมื่อเดือนธันวาคม
ค.ศ. 1999   ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป ไดใหการรับรองสถานภาพของโรค ND ในประเทศไทย ใน
Directive 2001/598/EC โดยจัดใหประเทศไทยไดรับการรับรองตาม Model A ใน Directive 94/984/EC
(CEC, 2001) อยางไรก็ตาม การเลี้ยงไกหลังบาน และไกชนเพื่อการแขงขัน ยังเปนที่นิยมเล้ียงกันตาม
ชนบท  ตลอดจนประเทศเพื่อนบานบางประเทศ ยังไมมีมาตรการควบคุมโรค ND  อาจนําโรคระบาดสู
อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกของประเทศไทยเชนเดียวกับที่เคยเกิดขึ้นในภูมิภาคอื่นๆ ในโลก
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เนื่องจากโรค ND  เปนโรคติดตอรายแรง การควบคุมโดยวิธีทําลาย และการควบคุมการเคลื่อน
ยายไกปวย มักไมประสบความสําเร็จ การระบาดของโรค ND จึงมักเปนโรคประจําถ่ิน (endemic) มาตร
การการใหวัคซีนนับวาเปนการควบคุมที่มีประสิทธิภาพสูง (Cross, 1988) ชวยใหบางประเทศ เชน
ประเทศอารเจนตินา (Berinstein et al., 1999)  ญี่ปุน (Murakawa et al., 2000) เปนประเทศที่ปลอดเชื้อ
โรคนิวคาสเซิลได  เนื่องจาก อุตสาหกรรมการเลี้ยงไก ภายในประเทศไทย ยังคงมีความเสี่ยงตอโรค
ระบาดรายแรงนี้ นโยบายการใชวัคซีน จึงยังมีความจําเปน

ปจจุบัน วัคซีน ND เชื้อตายที่มีจําหนายและนิยมใชกัน มักเตรียมจาก น้ํามันแร (mineral oil) ซ่ึงมี
ปญหาปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่รุนแรง มีการตกคางในเนื้อเยื่อไกเปนเวลานาน และอาจเปนสารกอมะเร็งตก
คางถึงผูบริโภค ดังนั้น รายงานการวิจัยหลายคณะ กําลังพยายามศึกษาคนควาน้ํามันชนิดอื่นๆเพื่อทดแทน
น้ํามันแร (Stone and Xie, 1990; Gupta et al., 1993; Stone, 1993; Yamanaka et al., 1993; Stone, 1997)     

น้ํามันปาลม เปนวัตถุดิบที่หาไดงายภายในประเทศ ราคาถูก และยังไมเคยมีการศึกษามากอน
อยางไรก็ตาม การศึกษากอนหนานี้ พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันธรรมชาติ ประสิทธิภาพการกระตุน
HI แอนติบอดียังนอยกวา และความหนืด ยังสูงกวาวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร (Stone, 1993) ดังนั้น เพื่อ
เปนการชดเชยขอดอยของน้ํามันปาลม ในการกระตุนภูมิคุมกัน จึงใชวิตามิน อี ในรูปของ dl-α-
tocopheryl acetate และลดความหนืดของวัคซีน โดยการเตรียมเปน WOW
คําถามการวิจัย
1. น้ํามันปาลม สามารถใชเตรียมวัคซีน ND เชื้อตายทดแทนน้ํามันแร ไดหรือไม
2. การใชวิตามิน อี สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน ของวัคซีน ND เชื้อตายจากน้ํามัน

ปาลม ไดหรือไม
3. การปรับรูปแบบการเตรียมวัคซีน ND เชื้อตาย ที่เตรียมจากน้ํามันปาลม เปน WOW สามารถลดความ

หนืดลงจากวิธีเดิม คือ WO ไดหรือไม
วัตถุประสงคของการวิจัย

เพื่อพัฒนาวัคซีนนิวคาสเซิลเชื้อตาย ในรูปของ WOW โดยใชน้ํามันปาลม รวมกับวิตามิน อี ทด
แทนน้ํามันแร
รูปแบบการวิจัย

การวิจัยนี้เปนการทดลองในหองปฏิบัติการ (experimental study)
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ

เปนแนวทางการพัฒนาวัคซีน ND เชื้อตายขึ้นใชเองภายในประเทศ หรือเพื่อการสงออก โดยใช
วัตถุดิบตามธรรมชาติ ซ่ึงจะไดประโยชน คือ
1. ชวยลดการนําเขาวัคซีน และวัตถุดิบ
2. ลดการคัดซากไกทิ้ง เนื่องจาก น้ํามันแร มีผลตอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ
3. เพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค
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บทที่ 2
เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ

แนวคิด และทฤษฎี
โรคนิวคาสเซิล
 ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป ใหคําจํากัดความ โรค ND ใน Directive 93/342/EEC หมายถึง โรคติด
ตอของสัตวปก ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส สายเชื้อใดๆ ในกลุม Paramyxovius 1 ซ่ึงมีคา Intracerebral
Pathogenicity Index (ICPI) ทดสอบในลูกไกอายุ 1 วันมากกวา 0.7 (CEC, 1992)

เชื้อไวรัสกอโรค ND อยูในแฟมิลี Paramyxoviridae เปนเชื้อไวรัสแบบ RNA ที่มี enveloped มีคุณ
สมบัติสําคัญ คือ nonsegmented, single-stranded genome และ negative polarity  (Alexander, 1997)  เชื้อ
ไวรัส ND มีขั้นตอนการ assembly ของ capsid เกิดขึ้นในไซโตปลาสซึม และการสราง envelop เกิดขึ้น
บริเวณผิวของเซลลที่ติดเชื้อ เมื่อตรวจดวยกลองจุลทรรศนแบบอิเล็กตรอนแบบ negative contrast พบวา
อนุภาคของไวรัสมีลักษณะ pleomorphic กรณี เปนรูป spherical มีเสนผานศูนยกลาง 100-500 นาโนเมตร
หรือกรณี เปนรูป filamentous จะมีเสนผานศูนยกลาง 100 นาโนเมตร (Jordan, 1990)

โรค ND เปนโรคระบาดที่มีช่ือจัดกลุมอยูใน List A ของ The Office International des Epizooties
(Alexander, 1998; Alexander, 2000)  กลาวคือ เปนโรคที่มีการระบาดอยางรวดเร็ว เปนปญหารายแรงทาง
เศรษฐกิจและสังคม หรือสาธารณสุข จัดเปนโรคที่มีความสําคัญที่สงผลตอการคาสัตว และผลิตภัณฑจาก
สัตวระหวางประเทศ (OIE, 1992) เปนที่ยอมรับกันวา  ในชวงศตวรรษที่ 20  การพัฒนาการเลี้ยงสัตวปกเชิง
อุตสาหกรรม และการคาขายสัตวปกระหวางประเทศ เปนสาเหตุที่ทําใหโรค  ND เปนโรคที่มีความสําคัญใน
สัตวปก  (Alexander, 1988)
Jordan (1990)  จําแนกโรค ND ตามลักษณะการเกิดโรคที่เกิดขึ้นในไกทดลอง แบงเปน 5 pathotypes ไดแก

1.) Viscerotropic velogenic ND กอใหเกิดโรคที่รุนแรงมาก มีลักษณะจําเพาะ คือ รอยโรคเลือดออก
ตามทางเดินอาหาร

2.) Neurotropic velogenic ND มีอัตราการตายสูงมาก ภายหลังการแสดงอาการทางระบบหายใจ
และระบบประสาท

3.) Mesogenic ND มีอาการทางระบบหายใจ และบางครั้ง อาจมีอาการทางระบบประสาท อัตราการ
ตายต่ํา

4.) Lentogenic respiratory ND มีอาการทางระบบหายใจนอย หรือไมแสดงอาการ
5.) Asymptomatic enteric ND มีการติดเชื้อตามระบบทางเดินอาหาร โดยไมแสดงอาการ
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Alexander (1988) สรุปการระบาดของโรค ND ในโลก คร้ังสําคัญ ทั้งหมด 3 คร้ัง ดังนี้
การระบาดครั้งท่ี 1 เปนการพบโรค ND เปนครั้งแรกในป ค.ศ. 1926 และแพรกระจายตอไปทั่วโลก
โรค ND ที่พบมักเปนแบบรุนแรง (velogenic form) อัตราการตายในไกอาจสูงถึง 100 เปอรเซ็นต (Charlton et
al., 1996) ในป ค.ศ. 1927 ประเทศอังกฤษ มีการระบาดครั้งแรกในเมือง นิวคาสเซิล (Sainsbury, 2000) ในป
ค.ศ. 1930 และ 1932 ประเทศออสเตรเลีย เกิดการระบาดของโรค ND แบบรุนแรง   การใชมาตรการกําจดั
โรคดวยการทําลายไกปวย ชวยใหประเทศออสเตรเลียปลอดจากโรค ND เปนเวลานาน (Westbury, 2001) ใน
ป ค.ศ. 1940 สหรัฐอเมริกา เร่ิมพบโรค ND แบบความรุนแรงต่ํา และปานกลาง ในฟารมเล้ียงไก และสามารถ
ควบคุมโรคไดโดยอาศัยการใหวัคซีน และเริ่มพบโรค ND แบบความรุนแรงสูง ในป ค.ศ. 1941, 1946 และ
1951 แตสามารถกําจัดโรคไดอยางรวดเร็ว  (Charlton et al., 1996)  ลักษณะของโรค ND ที่ระบาดในสหรัฐ
อเมริกา เปนแบบ Neurotropic velogenic ND จะมีความรุนแรงนอยกวาโรค ND ที่ระบาดในประเทศอินโดนี
เซีย และอังกฤษ ซ่ึงเปนแบบ Viscerotropic velogenic ND (Shope, 1964; Hanson et al., 1973)
การระบาดครั้งที่ 2 เร่ิมขึ้นชวงปลายทศวรรษที่ 1960 บริเวณแถบตะวันออกกลาง โดยการขนยายของ
นกปา เปนสาเหตุสําคัญของการระบาดครั้งนี้  (Alexander, 1988) และแพรกระจายไปเกือบทุกประเทศทั่ว
โลกในป ค.ศ.1973   การแพรกระจายของโรคอยางรวดเร็วเกิดจากวิวัฒนาการการเลี้ยงไกเชิงอุตสาหกรรม
รวมถึง การคาขายระหวางประเทศ และการนําเขานกแกวที่เล้ียงในกรง (Alexander, 1997)   ในป ค.ศ. 1970
ประเทศอังกฤษ มีการระบาดครั้งสําคัญที่เมือง Essex  จึงใหชื่อสายเชื้อไวรัสเปน Essex’70  สามารถทําใหไก
ตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นต  (Sainsbury, 2000) เดือนมีนาคม ค.ศ. 1970 โรค ND แบบ Viscerotropic velogenic
ND  ระบาดมาถึงสหรัฐอเมริกาครั้งแรก ผานนกแกวนําเขามาในเมืองนิวยอรค (Hanson et al., 1973) ตอมาป
ค.ศ. 1971  เกิดการระบาดครั้งสําคัญที่รัฐ แคลิฟอรเนีย และพื้นที่ใกลเคียง มาตรการการกําจัดโรค ตองสูญเสีย
งบประมาณมหาศาลกวา 52 ลานเหรียญสหรัฐ และยังเกิดขึ้นตอมาในป ค.ศ. 1977, 1979 และ 1980
(Charlton et al., 1996)   โดยหลักฐานสําคญัมากมาย ที่แสดงใหเห็นความสัมพันธระหวาง การระบาดครั้งที่ 2
กับการนําเขานกแกว (Alexander, 1988)
การระบาดครั้งท่ี 3 เกิดจากโรค ND ชนิดที่กอใหเกิดโรคในระบบประสาท ในนกพิราบแขง   Jordan
(1990) กลาววา การระบาดครั้งนี้ เร่ิมขึ้นในตะวันออกกลาง ชวงปลายทศวรรษที่ 1970 และกลางทศวรรษที่
1980 โดยอาศัยการแขงขันนกพิราบ การแสดง นกพิราบเนื้อ และนกพิราบปา  ในบางประเทศยังแพรกระจาย
ไปยังนกประเภทอื่นๆ และไก อีกดวย
สถานการณปจจุบันโรค ND   ชวงตนทศวรรษที่ 1990 มีอุบัติการโรค ND เพิ่มขึ้นในหลายประเทศแถบยุโรป
ตะวันตกโดยเฉพาะ ค.ศ. 1994 มีรายงานสูงที่สุดถึง 239 รายในกลุมประเทศเครือสหภาพยุโรป ระหวางป
ค.ศ. 1991 ถึง 1995 การระบาดสวนใหญในกลุมประเทศเครือสหภาพยุโรป เกิดขึ้นในประเทศเบเนลักซ และ
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เยอรมัน โดยเฉพาะ ในสัตวปกที่เล้ียงหลังบาน  (Alexander, 2000) ในประเทศเยอรมัน เกิดการระบาดขึ้น
หลายครั้ง ระหวางปลายป ค.ศ. 1992 ถึงตนป ค.ศ.1996 โดยสูงที่สุดในป ค.ศ.1994  การใชมาตรการควบคุม
โรคอยางเขมงวด และนโยบายการใหวัคซีน  ชวยใหจํานวนครั้งของการระบาด และการแยกพบเชื้อไวรัส
ชนิดรุนแรงลดลง จนปลายป ค.ศ. 1996 ประเทศเยอรมัน ก็ปลอดโรค ND ชนิดรุนแรง (Werner et al., 1999)
Alexander (2000) กลาววา ขอสังเกตที่นาสนใจประการหนึ่ง เกี่ยวกับการระบาดของโรค ND ในยุโรป  คือ
เปนการระบาดในประเทศที่เคยปลอดโรคมากอนเปนเวลาหลายปมาแลว

ประเทศออสเตรเลียมี รายงานการเกิดโรคระบาด ND แบบรุนแรงในฟารมไก รัฐ New South Wales
ป ค.ศ. 1998  1999 และ 2000 ภายหลังการปลอดโรค ND  มาเปนนาน ภาครัฐบาลจึงรณรงคการกําจัดโรค
ดวยการกําจัดสัตวปวย ติดตามดวยการใหวัคซีนในฟารมที่เคยกําจัดสัตวปวยแลว แตยังตรวจพบเชื้อไวรัส
แบบรุนแรงอีก หลังจากนั้น ไมพบการระบาดของโรค ND แบบรุนแรงอีกนับตั้งแตเดือนกุมภาพันธ ค.ศ.
2000 (Westbury, 2001)

สําหรับประเทศไทย ภายหลังการตรวจเยี่ยมของคณะกรรมการในกลุมสหภาพยุโรป เมื่อเดือน
ธันวาคม ค.ศ. 1999   ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป ใหการรับรองสถานภาพของโรค ND ในประเทศไทย ใน
Directive 2001/598/EC โดยจัดใหประเทศไทยไดรับการรับรองตาม Model A ใน Directive 94/984/EC
(CEC, 2001) อยางไรก็ตาม ปจจุบัน ประเทศไทย ยังนิยมเล้ียงไกพื้นบานกันอยางแพรหลาย ทั้งในลักษณะ
ของการเลี้ยงไกหลังบาน การเลี้ยงไกสวยงาม หรือการเล้ียงไกชนเพื่อการแขงขัน   ขณะเดียวกัน อุตสาห
กรรมการเลี้ยงไกเนื้อ เพื่อการสงออก ก็นับเปนธุรกิจที่นําเงินตราเขามาภายในประเทศอยางมหาศาลในแตละ
ป Awan และคณะ (1994)  กลาวถึง การเลี้ยงสัตวปกตามชนบทวา สามารถพบเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล
(Newcastle disease virus; NDV) ไดเกือบทุกสายเชื้อ แตสายเชื้อแบบรุนแรง พบไดบอยที่สุด

ในฟารมเล้ียงสัตวปกที่ไมเคยไดรับการกระตุนภูมิคุมกันตอโรค ND การไดรับเชื้อไวรัส NDV แบบ
รุนแรง สามารถเกิดการระบาดที่รุนแรงได แตการเลี้ยงสัตวปกตามชนบท การเกิดโรคขึ้นกับหลายปจจัย รวม
ถึง pathotype ของเชื้อไวรัส อายุไก สถานภาพภูมิคุมกันโรคของประชากร ความไวรับตอโรค โรคแทรกซอน
และอิทธิพลของฤดูกาล (Awan et al., 1994)  จึงกลาวไดวา อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกในประเทศไทย มีความ
เสี่ยงตอการเกิดโรคระบาด ND  ดังนั้น ควรมีมาตรการควบคุมโรค ND ที่มีประสิทธิภาพเพื่อปองกันความสูญ
เสียของไกในฟารม หรือเกษตรกร จนถึงผลกระทบตอการสงออกเนื้อไกของประเทศตอไป
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วัคซีนปองกันโรคนิวคาสเซิล
  นับตั้งแต การระบาดโรค ND คร้ังแรก ก็เร่ิมมีการศึกษาหาแนวทางการปองกัน และควบคุมโรค

ดวยวัคซีน โดยมีแนวทางการพัฒนาวัคซีน 3 วิธีดวยกัน คือ วัคซีน ND เชื้อเปนที่ถูกทําใหความรุนแรงต่ําลง
วัคซีน ND เชื้อเปนที่มีความรุนแรงต่ําตามธรรมชาติ และวัคซีน ND เชื้อตาย (Alexander, 1988)
1. วัคซีน  ND เชื้อเปน  มักจําหนายในรูปของ freeze dried allantoic fluid ที่เตรียมจากเชื้อไวรัสที่ออนแรงใน
ไขฟกที่มีตวัออนของลูกไก (British Pharmacopoeia (Veterinary), 1998) ประกอบดวย เชื้อไวรัสที่มีชีวิต
นิยมใชกันอยางแพรหลาย เนื่องจากราคาถูก สามารถปองกันโรคไดดี การใหวัคซีนงาย และสะดวก แตขอเสีย
คือ มีผลขางเคียง ภายหลังการใหวัคซีน เชน อาการทางระบบหายใจ และอัตราการไขลดลง (Brugh and
Siegel, 1978) โดยทั่วไปแลว วัคซีนเชื้อเปน ที่สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดดี มักมีความรุนแรงเพิ่มขึ้น ดังนั้น
จึงยิ่งทําใหเกิดอาการขางเคียงเพิ่มขึ้นดวย เชน การใหวัคซีน สายเชื้อ La Sota จะทําใหเกิดปญหากับไกอายุ
นอย ที่ไวรับตอโรค มากกวา Hitchner-B1 แตสายเชื้อ La Sota จะเหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันไดมากกวา (OIE, 1992)   

วัคซีนเชื้อเปนสามารถใหไดดวยวิธีการผสมน้ํากิน การสเปรยเปนละอองละเอียด การหยอดจมูก
หรือการหยอดตา (OIE, 1992) เนื่องจาก เชื้อไวรัส NDV มีชนิดของแอนติเจนเพียงแบบเดียว แมวา เราอาจ
จําแนกความแตกตางอยางละเอียดไดโดยอาศัย โมโนโคลนอล แอนติบอดี (monoclonal antibody panel) การ
ที่เชื้อไวรัส NDV มีชนิดของแอนติเจนเพียงแบบเดียวดังกลาว ชวยเอ้ือประโยชนใหสามารถเลือกใชวัคซีนได
งาย แมวา ความรุนแรงของโรคแตกตางกัน อาจตองเลือกใชวัคซีนเชื้อเปนที่มีระดับความรุนแรงแตกตาง
กันไป (Jones, 1998)
2. วัคซีน ND เชื้อตาย ประกอบดวยสวนของไวรัส นํามาทําใหคุณสมบัติในการเพิ่มจํานวนหมดไป แตยังมี
คณุสมบัติความเปนแอนติเจนที่ดี และสวนที่เปนแอดจูแวนท ชวยเหนี่ยวนําใหรางกายสรางภูมิคุมกันโรคได
ดียิ่งขึ้น (Cross, 1988; Rautenschlein et al., 2001; WHO, 1976)   British Pharmacopoeia (Veterinary)  ฉบับป
ค.ศ. 1998 ใหคําจํากัดความ วัคซีน ND เชื้อตาย คือวัคซีนที่ประกอบดวย อิมัลชัน หรือสารแขวนลอยของเชื้อ
ไวรัส NDV สายเชื้อที่เหมาะสม นํามาทําใหหมดฤทธิ์ โดยยังคงคุณสมบัติ การกระตุนภูมิคุมกัน เชื้อไวรัส
NDV ทั้งสายเชื้อรุนแรง และไมรุนแรง สามารถใชเปนหัวเชื้อไวรัส (seed virus) อยางไรก็ตาม เมื่อคํานึงถึง
ความปลอดภัยแลว การใชสายเชื้อแบบไมรุนแรงเหมาะสมกวา เนื่องจาก ภายหลังการใหวัคซีนแลว เชื้อไวรัส
ในวัคซีนเชื้อตาย จะไมเพิ่มจํานวนอีกตอไป ดังนั้น  จําเปนตองใชปริมาณของเชื้อไวรัสมากกวาวัคซีนเชื้อเปน
มาก เชื้อไวรัสสายเชื้อ Ulster2C ที่มีความรุนแรงนอย จึงมีความเหมาะสม สําหรับการเตรียมวัคซีนเชื้อตาย
(OIE, 1992)   การใหวัคซีนเชื้อตาย สามารถใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อ หรือเขาชั้นใตผิวหนัง (OIE, 1992)
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วัคซีน ND เชื้อตายนั้นมีขอดี คือ กระตุนภูมิคุมกันไดสูง สม่ําเสมอ และเปนเวลานาน (Brugh and
Sigal, 1978; Stone et al., 1978) การเก็บรักษางายกวา  (Alexander, 1997) ไมมีผลขางเคียงเกี่ยวกับปญหา
ระบบทางเดินหายใจอยางออน เชนเดียวกับการใหวัคซีนเชื้อเปน (Brugh and Stone, 1983) และการใหวัคซีน
เชื้อตายจะไมเกิดการแพรกระจายของเชื้อไวรัสจากวัคซีนติดตามมา อยางไรก็ตาม ขอเสีย คือ วัคซีนเชื้อตายมี
ราคาแพงกวาวัคซีนเชื้อเปน รวมถึง แรงงานการจับไก และการใหวัคซีนเปนรายตัว (OIE, 1992)    Stone
(1980)  ยังพบวา ภายหลังการปอนเชื้อพิษทับ  อัตราการขับ และแพรกระจายเชื้อไวรัส ND ในไกทดลองที่ให
วัคซีนเชื้อตาย จะสูงกวา ไกทดลองที่ใหวัคซีนเชื้อเปน  

ในระยะแรก การใชวัคซีน ND เชื้อตายมีประสิทธิภาพในการปองกันโรค ND ในไกได แตมีปญหา
ในการผลิต และการควบคุมใหเปนไปตามมาตรฐาน ในกรณีที่ผลิตเปนจํานวนมาก วัคซีน ND เชื้อตายที่มี
อะลูมิเนียม ไฮดรอกไซด  (aluminium hydroxide) นิยมใชอยางแพรหลายในยุโรป แตไดผลไมดีนัก จนเกิด
การระบาดชวงป ค.ศ. 1970-1974 ยุโรปจึงนําวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 และ La Sota นํามาใช
(Alexander, 1988; Alexander, 1997) การระบาดครั้งนี้ ไดกระตุนใหเกิดการพัฒนาวัคซีน ND เชื้อตายในน้ํา
มัน ซ่ึงสามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูง และเปนเวลานานกวา (Box, 1975; Stone et al., 1978; Alexander,
1988) แมวา วัคซีน ND เชื้อตายในน้ํามันจะมีราคาแพง เมื่อเปรียบเทียบกับวัคซีน ND เชื้อเปน แตวัคซีน ND
เชื้อตายก็เปนที่นิยม ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก โดยเฉพาะ ไกไข และไกพันธุ (Cessi and Nardelli, 1974;
Eidson et al., 1982; Stone et al., 1997) ในประเทศที่การระบาดของโรค ND เปนโรคประจําถ่ิน มักใหวัคซีน
ND เชื้อเปน รวมกับวัคซีน ND เชื้อตาย สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูงกวา การใหวัคซีน ND เชื้อเปน เพียง
อยางเดียว (Pakinyo and Sasipreeyajan, 1993)   สอดคลองกบัการศึกษาของ Eidson และคณะ (1980) รายงาน
วา ไกพันธุ สายไกเนื้อที่ใหวัคซีน ND เชื้อเปน แลวตามดวยการใหวัคซีน ND เชื้อตาย จะมีระดับ HI
แอนติบอดีที่สูงกวา และนานกวา ไกที่ไดรับวัคซีน ND เชื้อเปนเพียงอยางเดียว นอกจากนี้ ยังใหจํานวนไข
มากกวาอีกดวย

แอดจูแวนท (adjuvants)
แอดจูแวนท มีที่มาจากรากศัพทภาษาละตินวา adjuvare หมายถึง ชวยเหลือ ถูกใชเรียกสารใดๆ ที่

สามารถเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอแอนติเจนทั้งแบบ humoral และ cellular immune response
(Gupta et al., 1993)   เมื่อไมกี่ปที่ผานมา แอดจูแวนท  กําลังเปนที่สนใจมาก เนื่องจาก การพัฒนาวัคซีน แบบ
สับยูนิต บริสุทธิ์ (purified subunit) หรือวัคซีนสังเคราะหโดยใชเทคโนโลยีใหมเกี่ยวกับการสังเคราะหทาง
ชีวภาพ และรีคอมบิแนนท อยางไรก็ตาม วัคซีนเหลานี้ มักเปนสารกระตุนภูมิคุมกันที่ไมดี และตองการแอดจู
แวนท สําหรับชวยเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (Gupta et al., 1993)
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วัคซีนอาจประกอบดวย น้ํามัน หรือแอดจูแวนท อ่ืนๆ ที่เหมาะสม  แอดจูแวนท ที่นิยมใชในวัคซีน
สําหรับสัตว คือ อะลูมิเนียม ไฮดรอกไซด (aluminium hydroxide) เกลืออะลัม (aluminium salts) และน้ํามัน
(Cross, 1988) วัคซีนที่มีการจําหนายทั่วไป เปนวัคซีนเชื้อตาย น้ํา-ในน้ํามัน-ในน้ํา (water-in-oil-in-water
emulsion; WOW)  นิยมใหวัคซีนดวยการฉีดเขาชั้นใตผิวหนัง มากกวา กลามเนื้อขา เนื่องจาก ทําใหเกิด
ปฏิกิริยาการอักเสบที่รุนแรง บริเวณตําแหนงที่ใหวัคซีน (Fukanoki et al., 2001)   

Cross (1988) แบงวัคซีน ND เชื้อตายที่ใชน้ํามันเปน 3 รูปแบบ ไดแก 1.) น้ํามัน-ในน้ํา (oil-in-water
emulsion; OW) 2.) น้ํา-ในน้ํามัน (water-in-oil emulsion) 3.) น้ํา-ในน้ํามัน-ในน้ํา (water-in-oil-in-water
emulsion; WOW) การเตรียมวัคซีน OW และ WO ประกอบดวย แอนติเจน ซ่ึงอยูในสวนของน้ํา ผสมกับ
สวนของน้ํามัน สวน WOW เปนอิมัลชันทวีคูณ (double emulsion) ที่ประกอบดวย แอนติเจนอยูใน สวนของ
น้ําภายใน (internal aqueous phase) สวนของน้ํามัน (oil phase) และสวนของน้ําภายนอก (external aqueous
phase) (Stone et al., 1997) WHO (1976) กลาวถึง  การทํางานของวัคซีนรูปแบบ น้ําในน้ํามัน 3 วิธีดวยกัน วิธี
ที่ 1 คือ การปลอยแอนติเจนอยางชาๆ ออกจากตําแหนงที่ใหวัคซีน วิธีที่ 2 คือ อิมัลชัน เปนตัวนําแอนติเจน
ไปยังตําแหนงตางๆ ทั่วไปในระบบน้ําเหลืองและ วิธีที่ 3 คือ การเกิด granuloma reaction บริเวณตําแหนงที่
ใหวัคซีน และตําแหนงตางๆ ทั่วรางกาย    ซ่ึงประกอบดวย หยดน้ํามัน ลอมรอบดวยเซลล mononuclear cells
(เซลล แมคโครฝาจ  ลิมโฟไซต และพลาสมา เซลล) ที่มีประสิทธิภาพสูงในการสรางแอนติบอดี โดยเฉพาะ
เซลล แมคโครฝาจ มีความสําคัญมาก เซลล แมคโครฝาจ จะเก็บกินหยดน้ํามันทั้ง บริเวณตําแหนงที่ใหวัคซีน
และตําแหนงตางๆ ทั่วรางกาย กลไกการเก็บกินแบบ endocytosis และ การยอยน้ํามัน มีบทบาทสําคัญตอ
กระบวนการสรางภูมิคุมกัน  รวมถึง การเกิดพิษ

ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก นิยมใชวัคซีน ND เชื้อตายในรูปของ WO ประกอบดวย
แอดจูแวนท ไดแก น้ํามัน ผสมกับสารลดแรงตึงผิว (Stone, 1988) โดยที่น้ํามันเปนสวนประกอบสําคัญ และมี
ผลตอคุณภาพของวัคซีนเปนอยางมาก Stone (1997) กลาวถึง คุณลักษณะของน้ํามันที่ดี ในการเตรียมวัคซีน
ND เชื้อตายได ดังนี้

1. มีประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค และการปองกันโรคที่ดี
การประเมินประสิทธิภาพของวัคซีนปองกันโรค ND มักทําโดยการตรวจระดับภูมิคุมกัน HI

แอนติบอดีในกระแสเลือด และดวยการปอนเชื้อพิษทับ (Stone et al., 1980; Mass et al., 1999)  วัคซีน ND
เชื้อตาย ชนิด WO ชวยกระตุนภูมิคุมกันในกระแสเลือดใหสูง และใหการปองกันโรคไดเปนเวลานาน (Cessi
and Nardelli, 1974; Box, 1975)   วิธีการประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรมการควบคุมโรค นิยมใชผลการ
ทดสอบทางซีโรโลยี โดยวิธีการที่นิยมที่สุด คือ hemagglutination inhibition (HI) test (Gelb and Cianci,
1987) สอดคลองกับ Goddard และคณะ (1988)  เสนอแนะใหประเมินประสิทธิภาพของวัคซีน โดยอาศัยการ
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ทดสอบทางซีโรโลยี ทดแทนการทดสอบดวยวิธีปอนเชื้อพิษทับ โดยการปอนเชื้อพิษทับ ใหใชสําหรับวัคซีน
บางชุดการผลิตที่ตองการยืนยันผลใหชัดเจนเทานั้นวิธีการทดสอบ HI test เปนวิธีการที่ชวยบงชี้ถึง การปอง
กันโรค และการสรางภูมิคุมกันโรค ที่เชื่อถือได

British Pharmacopoeia (Veterinary) (1998)  กําหนดเกณฑการทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีน ND
เชื้อตาย โดยใหฉีดวัคซีนเขากลามเนื้อ ไกทดลองที่เล้ียงแบบปลอดเชื้อ อายุ 21-28 วัน โดยใชขนาด 1/50 ของ
ขนาดที่ใหตามปรกติ ภายหลังจากนั้น 17-21 วัน ใหเก็บซีรัมไกทั้งกลุมที่ใหวัคซีน และกลุมควบคุม จํานวน
10 ตัวที่อายุเทากัน และเลี้ยงในสภาวะแวดลอมเดียวกัน ตรวจวัดระดับแอนติบอดีดวยวิธี HI test วัคซีนจะ
ผานการทดสอบไดหาก คาเฉลี่ย HI titre ของกลุมที่ใหวัคซีน มากกวาหรือเทากับ 4 log2 โดยกลุมที่ไมให
วัคซีนมีคาเฉลี่ย HI titre ต่ํากวา 2 log2 หากผลทดสอบไมเปนที่นาพอใจ ใหทดสอบดวยการปอนเชื้อพิษทับ

Mass และคณะ (1999) พบวา ผลการตรวจระดับภูมิคุมกัน HI ในกระแสเลือด มีความสัมพันธกับการ
ปองกันโรค ภายหลังการปอนเชื้อพิษทับ โดย Rweyemamu และคณะ (1986) พบวา คาเฉลี่ย HI ประมาณ 1:4
(2 log2) สามารถปองกันโรคได 50 เปอรเซ็นต และคาเฉลี่ย HI มากกวา 1:64 (6 log2) สามารถปองกันโรคได
100 เปอรเซ็นต  ระดับแอนติบอดีของไกที่ไดรับวัคซีนในน้ํามันที่อายุ 3 สัปดาหสูงขึ้นอยางรวดเร็ว และสูง
สุดที่ 4 สัปดาหภายหลังการใหวัคซีน (Cessi and Nardelli, 1974) ประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค
และการปองกันโรค ยังขึ้นกับพันธุกรรมไกดวย ผลการทดลอง ภายใตสภาวะที่ไมมีภูมิคุมกันจากแม พบวา
ไกเนื้อ สามารถสราง HI แอนติบอดีไดต่ํากวาไกปลอดเชื้อ เปน 2-5 log2 และการปองกันโรคก็ต่ํากวาไกไข
มากเชนกัน (Mass et al., 1999)

2.  มีความหนืด (viscosity) ต่ํา
การวัดความหนืด ทําโดยการจับเวลาในการไหลของของเหลวในปเปตพลาสติก ขนาด 1.0

มิลลิลิตร จากขีดบอกปริมาตร 0.4 ไปถึง 0.0 มิลลิลิตร (Stone et al., 1978; Ston and Xie, 1990) ถึงแมวา
ความแตกตางของความหนืดของวัคซีน ไมมีผลตอการกระตุนภูมิคุมกันโรค ND (Stone et al., 1981; Stone,
1993) แตวัคซีนเชื้อตายที่ดี ควรมีความหนืดต่ํา เพราะชวยใหการปฏิบัติงานในฟารมซึ่งมีไกจํานวนมาก ทําได
รวดเร็วขึ้น (Stone, 1993; Stone, 1997)

3.  มีความคงตัว (stability) อยูนาน
ความคงตัวของวัคซีน คือ ระยะเวลาที่วัคซีนสามารถรักษาสถานภาพของอิมัลชันไวได จนกระทั่งเกิดการแยก
ของสวนที่เปนน้ําออกจากอิมัลชัน ซ่ึงมีผลทําใหประสิทธิภาพของวัคซีนลดลง (Cessi and Nardelli, 1974;
Stone, 1991) ความคงตัวของวัคซีนเชื้อตาย ในน้ํามันขึ้นอยูกับ อุณหภูมิ ขนาดของอนุภาคอิมัลชัน (emulsion
particles) ชนิดของสารลดแรงตึงผิว คุณสมบัติของน้ํามัน และคา HLB (hydrophile –lipophile balance)
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(Stone, 1991) ความคงตัวของวัคซีนสามารถทดสอบไดในหลอดทดลอง โดยตั้งทิ้งไวทีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส แลวสังเกตระยะเวลาของการแยกสวนที่เปนน้ํา ที่กนหลอดทุกวัน

4. มีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ (tissue reaction) ต่ํา
น้ํามันโดยเฉพาะน้ํามันแร (mineral oil) กอใหเกิดปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ บริเวณที่ฉีดวัคซีนเชื้อตาย เปน

สาเหตุของการคัดซากไกทิ้งที่โรงฆา (WHO, 1976; Stone, 1997) แตปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่คงอยูเปนเวลานาน
ทําใหมีการแทรกของเซลลตางๆ โดยเฉพาะ พลาสมาเซลล และลิมโฟไซต ในตําแหนงที่ฉีดวัคซีน มีความ
สัมพันธกับการกระตุนภูมิคุมกันในกระแสเลือดใหมีระดับสูง (Yamanaka et al., 1993) ซ่ึงสอดคลองกับ
Franchini และคณะ (1991) ที่รายงานวา ถาปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอย จะสงผลใหระดับภูมิคุมกันโรคลดลงได

การทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ นิยมใหวัคซีนเชื้อตายไกทดลองดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อหนาอก
(Stone, 1993; Yamanaka et al., 1993; Stone, 1997)  ลักษณะรอยโรคสําคัญ คือ ถุงน้ําสีเหลืองขุนตามเยื่อพัง
พืดระหวางกลามเนื้อหนาอก ชั้นนอก และชั้นใน  และลักษณะรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา พบถุงน้ําเล็กๆ
จํานวนมาก มี fibrous capsule ชั้นบางๆ หุม  และการรวมกลุมของเซลล ลิมโฟไซต และอาจพบ
granulomatous reaction ได (Droual et al., 1990)

การใชน้ํามันจากธรรมชาติ ทดแทนน้ํามันแร
ปจจุบันวัคซีนเชื้อตายสวนใหญ นิยมใช น้ํามันแร ซ่ึงมีปญหาการตกคางในเนื้อเยื่อไกเปนเวลานาน

ตองใชเวลาอยางนอย 42 วันเพื่อใหน้ํามันแรถูกกําจัดออกไป กอนนําเขาโรงฆา (Stone and Xie, 1990; Stone,
1993; Stone, 1997)  ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่รุนแรง ภายหลังการฉีดวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมจากน้ํามันแร ยังทําให
ตองปลดซากไกทิ้ง สรางความเสียหายทางเศรษฐกิจ (Stone, 1997) เชน ซากไกพันธุ และไกไข ที่โรงฆา การ
ใหวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยน้ํามันแรเขากลามเนื้อหนาอก อาจเกิดรอยโรคตรวจพบไดเปนเวลานานถึง 2 ป
ภายหลังการใหวัคซีน กรณี เนื้อไกถูกปรุงกอนการบริโภค น้ํามันแรอาจถูกทําลาย หรือเปล่ียนรูปไปจน
สังเกตไมเห็น แตกรณี เนื้อไกที่ไมไดถูกปรุง รอยโรคและสิ่งตกคางที่เหลืออยู อาจทําใหผูบริโภค ไมพึงพอใจ
ได (Droual et al., 1990)  ดังนั้น ผูบริโภคบางกลุม จึงไมตองการใหใชวัคซีนที่ประกอบดวยน้ํามันแร ในไกที่
จะนํามาบริโภค (Stone, 1993)

ปญหาของปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่รุนแรงมิไดเกิดขึ้นเฉพาะกับไกเทานั้น ระหวางการปฏิบัติงานใน
ฟารม การใหวัคซีนเชื้อตาย อาจเกิดอุบัติเหตุจากการฉีดวัคซีนที่มีน้ํามันแรผิดพลาดเขาตัวเอง คนงานสามารถ
เรียกรองความเสียหายจากนายจางผูผลิตไกได (Stone, 1997) นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา สวนประกอบของ น้ํา
มันแร สามารถกอมะเร็งไดในหนูทดลองบางสายพันธุ (WHO, 1976) โดยการกอมะเร็ง และความเปนพิษของ
น้ํามันแร  เกิดจากสวนผสมที่ซับซอนมากของสารไฮโดรคารบอนที่แตกตางกัน รวมถึง aliphatic
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hydrocarbon (non-cyclic paraffin) และ cyclic hydrocarbon (napthalenes)   (Gupta et al., 1993) ดังนั้น แนว
ทางการพัฒนาวัคซีนเชื้อตาย คือ ความพยายามในการหาน้ํามันชนิดอื่น มาทดแทนน้ํามันแร (Stone, 1997)
โดยเฉพาะ น้ํามันจากวัตถุดิบตามธรรมชาติ (Stone and Xie, 1990) โดยตองมีประสิทธิภาพการกระตุน
ภูมิคุมกันไดสูง ความหนืดต่ํา เก็บรักษาไดเปนเวลานาน และมีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอย รวมถึงเอื้ออํานวยตอ
การผลิตจํานวนมากๆ  การผสมเขากันเปนเนื้อเดียวกันดี และมีความคุมทุน (Stone, 1997)

Yamanaka และคณะ (1993) พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันสังเคราะห ISA-70 มีปฏิกิริยาตอเนื่อเยื่อ
นอยกวา วัคซีนที่เตรียมจาก น้ํามันแร แตสามารถกระตุน HI แอนติบอดีไดใกลเคียงกัน Stone และ Xie
(1990) พบวา วัคซีนที่เตรียมจาก terpene oil เมื่อเปรียบเทียบกับวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร สามารถลดอุบัติ
การ และระยะเวลาการเกิดรอยโรคที่บริเวณกลามเนื้อที่ฉีดวัคซีนได ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจาก terpene oil
เปนสวนประกอบตามธรรมชาติของผิวหนัง และเนื้อเยื่อสัตว จึงสามารถถูกกําจัดออกจากเนื้อเยื่อ และมีความ
เขากันไดกับเนื้อเยื่อไก ดังนั้น Stone และ Xie (1990)  มีความเห็นวา ระยะเวลา 42 วันที่กําหนดไวขางตน
สําหรับน้ํามันแร นาจะสามารถผอนปรนลงได  terpene oil ที่ใชในการทดลองมี 2 ชนิด ไดแก squalane และ
squalene แต squalane จะมีความหนืดสูงกวา และเมื่อนํามาเตรียมเปนวัคซีนจะมีความคงตัวมากกวา

Stone (1993) ทดลองใชน้ํามันจากพืช สัตว และน้ํามันสังเคราะห หลายชนิด พบวา วัคซีนที่เตรียม
จากน้ํามันปลา (orange roughy fish oil) ผสมกับขี้ผ้ึง 10 เปอรเซ็นต กระตุน HI แอนติบอดี ไมแตกตางกับ
วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร แตมีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอยกวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร และเมื่อเปรียบเทียบ
ความหนืดของน้ํามันปลา ผสมขี้ผ้ึง 10 เปอรเซ็นต กับวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันชนิดอื่น ในการทดลองเดียว
กัน ยกเวน น้ํามันแร พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันปลา ผสมขี้ผ้ึง 10 เปอรเซ็นตมีความหนืดต่ําที่สุด Stone
(1997) ทําการทดลองซ้ําในลักษณะเดียวกัน พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันพืช สัตว และน้ํามันสังเคราะหให
HI แอนติบอดีไดใกลเคียงกับน้ํามันแร สวนวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมจากน้ํามันชนิดอื่น มีประสิทธิภาพในการ
กระตุนภูมิคุมกันต่ํากวา และมีความหนืดสงูกวาวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร (Stone, 1993)

การใชวิตามิน อี
วิตามิน อี เปนคําเรียก สารประกอบ 2 ชนิด คือ tocopherols และ tocotrienols สามารถพบไดตาม

ธรรมชาติใน น้ํามันจากพืช ไข ตับ ถ่ัวฝกยาว และพืชใบเขียวทั่วไป (Gore and Qureshi, 1997) วิตามิน อี สวน
ใหญ ที่มีการจําหนายมักอยูในรูปของ dl-α-tocopheryl acetate (Pond et al., 1995)  องคกร National
Research Council  (1994) กําหนดให สูตรอาหารสําหรับไกเนื้อที่เล้ียงตั้งแต 0 ถึง 8 สัปดาห ควรมีระดับ
วิตามิน อี ในอาหาร 10 IU ตอกิโลกรัม ขณะที่ ไกไข พันธุที่ใหไขสีน้ําตาล  อายุ 0-6 สัปดาห ควรมีระดับ
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วิตามิน อี ในอาหาร 9.5 IU ตอกิโลกรัม และ อายุ 6-18 สัปดาห  ควรมีระดับวิตามิน อี ในอาหาร 4.7 IU ตอ
กิโลกรัม
  การเสริมวิตามิน อี ปริมาณมาก ใหกับไกที่ไดรับอาหารที่มีวิตามิน อี สมดุลอยูแลวตามปรกติ
สามารถเพิ่มการสรางแอนติบอดี โดยเฉพาะ Immunoglobulin G (IgG) ตอแอนติเจนไดหลายชนิด ในสัตว
หลายชนิด (Pond et al., 1995)   การเสริม วิตามิน อี ในอาหาร รูปของ dl-α-tocopherol acetate ขนาด 3 ถึง 5
เทาของสูตรอาหารปรกติเชิงพาณิชย ชวยเพิ่มเปอรเซ็นตของ CD4+ CD8+ T-cells ในตอมธัยมัส และมาม
เมื่อไกอายุ 7 สัปดาห (Erf et al., 1998)

วิตามิน อี มีผลสงเสริมภูมิคุมกันตอโรคติดเชื้อ อีเชอริเชีย โคลัย (Tengerdy and Brown, 1977) โรค
นิวคาสเซิล (Franchini et al., 1995) และโรคกัมโบโร (McIlroy et al., 1993) ในไก   

Franchini และคณะ (1991 และ 1995) ใชวิตามิน อีในรูปของ dl-α-tocopheryl acetate อัตราสวน 20
และ 30 เปอรเซ็นตของน้ํามันแร เปนสารเหนี่ยวนําภูมิคุมกัน เพื่อชวยเพิ่มประสิทธิภาพการสรางภูมิคุมกัน HI
แอนติบอดีใหเร็ว และสูงขึ้นกวาเดิม Franchini และคณะ (1995) อธิบายวา อาจเกิดจาก ผลรวมกันระหวาง
ปฏิกิริยาการอักเสบจากน้ํามันแร และบทบาทของวิตามิน อี ตอการทํางานของเซลลตามระบบภูมิคุมกัน ได
แก เซลลลิมโฟไซต เซลลมาโครฝาจ และพลาสมา เซลล  ที่ตําแหนงใหวัคซีน ขณะเดียวกัน McIlroy และ
คณะ (1993) ยังพบวา การเสริมวิตามิน อี ในอาหาร ชวยใหผลตอบแทนของฟารมไกที่ปวยดวยโรค IBD
แบบไมแสดงอาการ และเสริมวิตามิน อีในอาหารระดับสูง 178 IU ตอกิโลกรัม ดีกวา ฟารมไกที่ปวยดวยโรค
เดียวกัน แตเสริมวิตามิน อีระดับปรกติ 48 IU ตอกิโลกรัม

Gore และ Qureshi (1997) ทดลองใหวิตามิน อี ขนาด 10 IU โดยการฉีดเขาไขฟกของไกเนื้อ  3 วัน
กอนฟกเปนตัว พบวา อัตราการฟก น้ําหนักตัว น้ําหนักตอมเบอรซา และมาม ไมแตกตางกับกลุมควบคุม
อยางไรก็ตาม การตอบสนองทางภูมิคุมกันของ  อิมมูโนกลอบบูลิน (immunoglobulin; Ig) ทั้งหมด  และอิมมู
โนกลอบบูลิน เอ็ม (IgM)  ตอเม็ดเลือดแดงแกะ ภายหลังการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเปนเวลา 7 วัน จะสูงมาก
และเมื่อใหเม็ดเลือดแดงแกะซ้ําอีกครั้งที่ 14 วันภายหลังการฉีดครั้งแรก ชวยให อิมมโูนกลอบบูลิน ทั้งหมด
และอิมมูโนกลอบบูลิน เอ็ม สูงกวากลุมควบคุม   นอกจากนี้ ลูกไกเนื้อที่ไดรับวิตามิน อี ขนาด 10 IU ผานไข
ฟก จะมี Sephadex-elicited abdominal exudate cells และศักยภาพของเซลลแมคโครฝาจ (macrophage
phagocytic potential) ในการเก็บกินมากขึ้น และการสรางไนไตรท (Nitrite; NO) โดยเซลลแมคโครฝาจ ยัง
เพิ่มขึ้นกวากลุมควบคุม อีกดวย  นอกจากนี้ หนาที่สําคัญของวิตามิน อี อีกประการหนึ่ง คือ การเปนสารแอน
ติออกซิแดนท ภายในเซลล (intracellular antioxidant) โดยการปองกันปฏิกิริยา ออกซิเดชัน ของไขมันไมอ่ิม
ตัว ภายในเซลล จึงชวยปองกันผนังหุมเซลลจากการถูกทําลายดวยปฏิกิริยา ออกซิเดชัน (Gore and Qureshi,
1997)  McIlroy (1993) แนะนําวา ผูผลิตสามารถลดตนทุนการเสริมวิตามิน อี ในอาหารได 3 วิธี คือ การเสริม
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วิตามิน อี ในระดับต่ําตลอดอายุการเลี้ยงไก หรือการเสริมวิตามิน อี ในระดับสูงในบางชวงของการเลี้ยงไก
เทานั้น หรือสองวิธีขางตนรวมกัน

ผลของวิตามิน อี ในทางตรงกันขาม  Boa-Amponsem และคณะ (2001)  พบวา การพัฒนาระบบ
ภูมิคุมกัน ระบบการควบคุมอุณหภูมิ และระบบทางเดินอาหารเกิดขึ้นในชวงระยะแรกของการฟกเปนตัว การ
เสริมวิตามิน อี ในอาหารไกพันธุ อาจมีผลขัดขวางการพัฒนาของระบบตางๆ ขางตนในลกูไก ขณะเดียวกัน
Friedman และคณะ (1998)  พบวา ผลของการเสริมวิตามิน อี ในอาหารระดับต่ํา สามารถชวยปองกันการเกิด
ปฏิกิริยา ออกซิเดชัน และชวยใหมีการสรางแอนติบอดีไดดีขึ้น แตการเสริมวิตามิน อี ในอาหารระดับสูง
อาจเกิดปฏิกิริยา โปรออกซิเดชันขึ้นแทน และสงผลใหระดับแอนติบอดีในกระแสโลหิตลดลง

การปรับสูตรการเตรียมวัคซีนเชื้อตาย
Stone และคณะ (1981) กลาววา การปรับปรุงวัคซีน ดวยการปรับสูตร อิมัลชัน ชวยใหประสิทธิภาพ

ของวัคซีนเชื้อตายในน้ํามันดีขึ้น โดยไมจําเปนตองเติมแอนติเจนเพิ่ม เปนการประหยัดตนทุนการผลิตลง
เนื่องจาก แอนติเจนเปนตนทุนที่สําคัญของการผลิตวัคซีน Cajavec และคณะ (1996) เตรียมวัคซีนเชื้อตาย
WOW โดยใชแอนติเจนบางสวนของไวรัส (virus subunit) ซ่ึงไดจากการทําลายสวนประกอบของเชื้อไวรัส
ทั้งหมด หรือบางสวน (complete or partial disruption) ดวย Tween80 พบวา ความหนืดต่ําลง ชวยใหการฉีด
และการทําความสะอาดอุปกรณฉีดวัคซีนไดงาย มีความคงตัวนานขึ้น และชวยลดสัดสวนของน้ํามันแรลง
(Cross, 1988)   Fukanoki และคณะ (2001) ยังพบวา การเตรียมวัคซีนเชื้อตายในรูปของ WOW ดูเหมือนวา
จะมีผลทําใหเกิดปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอยกวา WO  เนื่องจาก มีความเขมขนของ liquid paraffin นอยลง    

ปจจุบัน เทคนิคการใหวัคซีนโดยการฉีดเขาไขฟก เปนวิธีการใหมในการใหวัคซีนไก ไกเนื้อใน
สหรัฐอเมริกา มากกวา 80 เปอรเซ็นต ใหวัคซีนปองกันโรคมาเร็กซโดยการฉีดเขาไขฟก ชวยประหยัดมากทั้ง
เวลา และแรงงาน โดยไมจําเปนตองจับตัวสัตว นอกจากนั้น ยังสามารถใหภูมิคุมกันไดเร็ว ภายหลังการฟก
เปนตัว (Rautenschlein et al., 2000)   Stone  และคณะ (1997) ใหความเห็นวา สามารถใชวัคซีน ND เชื้อตาย
ในรูปของ WOW ฉีดเขาไขฟก และกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันในลูกไกได นอกจากนี้ ยังสามารถนําวัคซีนปอง
กันโรค มาเร็กซ เชื้อเปนใสในสวนของน้ําที่อยูภายนอก เพิ่มขึ้นจากวัคซีน ND เชื้อตายที่มีอยูแลว ในสวน
ของน้ําที่อยูภายในแตวัคซีนเชื้อตายในรูปของ WOW มักมีประสิทธิภาพดอยกวา WO (Fukanoki et al., 2001)

Fukanoki และคณะ (2001) เตรียมวัคซีนเชื้อตายในรูปของ WOW ประกอบดวย แอนติเจนใน PBS,
liquid paraffin, diglyceryl monooleate, polysorbate 80 และ PBS อัตราสวน 30 : 25 : 10 : 5 : 2 : 28 ไมทําให
เกิดปฏิกิริยาการอักเสบที่รุนแรง และสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันไดเหมือนกับ
วัคซีนเชื้อตายในรูปของ WO
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Gore และ Qureshi (1997) กลาววา การใหวิตามิน อี โดยการฉีดเขาไขฟก ชวยสงเสริมคุณภาพของ
ลูกไกงวง และลูกไกเนื้อ จากการเหนี่ยวนําแอนติบอดี และการตอบสนองของเซลลแมคโครฝาจใหดีขึ้น

การพัฒนาวัคซีนเชื้อตาย คือ ความพยายามหาน้ํามันชนิดอื่นทดแทน น้ํามันแร นอกเหนือจากน้ํามัน
ที่เคยมีการรายงานไวแลว น้ํามันปาลม เปนวัคถุดิบที่หาไดงายภายในประเทศ ราคาถูก และยังไมเคยมีการ
ศึกษามากอน จากผลการศึกษากอนหนานี้ พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันชนิดอื่น สามารถลดปฏิกิริยาตอ
เนื้อเยื่อลงได แตประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดี ยังนอยกวา และความหนืด ยังสูงกวาวัคซีนที่
เตรียมจากน้ํามันแร ในการทดลองของ Franchini และคณะ (1991 และ 1995) พบวา การใชวิตามิน อี ในรูป
ของ dl-α-tocopheryl acetate สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการกระตุน HI แอนติบอดีใหสูงขึ้น จึงมีความเปนไป
ได ที่จะใชวิตามิน อี ผสมในวัคซีนที่จะพัฒนาขึ้นมาใหมีประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดีไดสูงขึ้น
และลดความหนืดลง โดยการปรับรูปแบบการเตรียมเปน WOW ตามวิธีของ Cajavec และคณะ (1996)

การทดสอบระดับภูมิคุมกันโรค ND ดวยวิธี Hemagglutination Inhibition Test
การตรวจติดตามสถานภาพทางภูมิคุมกันโรค  ND ในฟารมไก เปนพื้นฐานสําคัญในการจัดการ

โปรแกรมการใหวัคซีน ND  (Brugh et al., 1978) หรือการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัส (Cross, 1988)
สถานภาพทางภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัส NDV นิยมประเมินดวยวิธีการทดสอบทางซีโรโลยี ซ่ึงสามารถ

ทําไดหลายวิธี คือ Neutralisation, Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)   ปจจุบัน วิธีการทดสอบ
Hemaglutination Inhibiotion (HI) test เปนวิธีที่นิยมใชกันอยางแพรหลายที่สุด (Alexander, 1998; Alexander,
2000) การทดสอบ HI  มี 2 วิธี คือ วิธีแรก คือ constant-virus diluted serum  เรียกวา beta method และวิธีที่
สอง คือ constant-serum diluted virus เรียกวา alpha method ปจจุบัน วิธี beta method เปนวิธีทดสอบที่ใชกัน
แพรหลายในประเทศตางๆ รวมทั้งในประเทศไทย ดวย (เชิดชัย และคณะ, 2530)

การแปลผลการทดสอบ HI ตองระมัดระวัง เนื่องจาก ผลการทดสอบมักมีความแตกตางกันระหวาง
หองปฏิบัติการ (Brugh et al., 1978)  เชิดชัย และคณะ (2530) รายงานวา ปจจัยสําคัญที่มีผลตอคา HI titers คือ
ชนิดของแอนติเจนที่ใชทดสอบ และระยะเวลาที่ซีรัมทําปฏิกิริยากับแอนติเจน โดยเฉพาะ ปจจัยประการหลัง
นี้ สอดคลองกับ การศึกษาของ Brugh และคณะ (1978) พบวา คาเฉลี่ยของไตเตอรจะเพิ่มขึ้น log2 2.3 ( เปน 5
เทา) ภายหลังการทําปฏิกิริยาระหวางซีรัม และแอนติเจน เปนเวลา 1 ช่ัวโมงที่ 37 องศาเซลเซียส

ระดับ HI แอนติบอดี อาจแปลผลเปนบวก กรณี เกิดการยับยั้ง การเกิดปฏิกิริยา การจับกลุมตก
ตะกอนของเม็ดเลือดแดง (hemagglutination) ที่ความเจือจางของซีรัม มากกวา 1 : 8 ตอแอนติเจนที่ใช
ทดสอบขนาด 4 HAU  (OIE, 1992) กรณีที่ไก ไมเคยไดรับวัคซีน ผลการทดสอบ HI ที่เปนบวก จะบงชี้ถึง
การสัมผัสเชื้อไวรัส NDV  อยางแนชัด (Cross, 1988)
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ภายหลังการใหวัคซีนเชื้อเปนเพียงครั้งเดียว ระดับ HI titer ในไก อาจเปน 24 ถึง 26 และภายหลังการ
ใหวัคซีนเชื้อตายซ้ํา จะสูงขึ้นเปน 29 ถึง 211  (Cross, 1988) อยางไรก็ตาม ภูมิคุมกันจากแม มีอิทธิพลตอประ
สิทธิภาพของวัคซีน  Zakay-Rones และ Levy (1972) พบวา  ลูกไกอายุ 3-5 วัน ที่ไมมีภูมิคุมกันจากแม
สามารถตอบสนองทางภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีสูงกวา ลูกไกที่มีภูมิคุมกันจากแม ภายหลังการใหวัคซีนเชื้อ
ตายในน้ํามันที่มีปริมาณไวรัสเทากัน เขากลามเนื้อ
การคํานวณคาเฉล่ียเรขาคณิต   ผลการทดสอบทางซีโรโลยีของซีรัมแตละตัวอยาง มักแสดงเปน คาความเจือ
จางสุดทายของซีรัมที่เกิดปฏิกิริยาตอการทดสอบ โดยท่ัวไป หองปฏิบัติการทางซีโรโลยี และไวรัสวิทยา
นิยมเจือจางซีรัมลงครั้งละสองเทา (twofold dilution) อาจเริ่มจาก ระดับความเจือจางเริ่มตนเปน 10 หรือ 2
ก็ได เชน 10, 20, 40, ….320 หรือ 2, 4, 8,…. 256 ตามลําดับ คาที่ไดเปนผลการทดสอบทางเลขคณิต สามารถ
นําไปใชประโยชนไดในกรณีที่แปลผลการทดสอบจากซีรัมจํานวนไมมาก  เมื่อจํานวนของซีรัมเพิ่มขึ้น  การ
คํานวณคาเฉลี่ยเลขคณิตใชเวลามาก นอกจากนี้ ซีรัมสวนนอยที่มีระดับสูง หรือต่ําจะมีผลกระทบตอคาเฉลี่ย
เลขคณิต ทําใหแปลผลการทดสอบผิดพลาดได  ดังนั้น ผลการทดสอบทางซีโรโลยีสวนใหญ จึงนิยมใช
geometric mean titers(GMT)  สําหรับแปลผลการทดสอบ  สูตรการคํานวณคา GMT คือ

GM =    n√X1 X2 X3 …..Xn

โดยกําหนด X คือ  คาผลการทดสอบของตัวอยางซีรัม
n คือ  จํานวนตัวอยาง  (Villegas and Purchase, 1989)
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บทที่ 3
วิธีดําเนินการวิจัย

3.1 การเตรียมวัคซีน นิวคาสเซิล เชื้อตาย
3.1.1     การเตรียมเชื้อไวรัส

3.1.1.1 ใชเชื้อไวรัส นิวคาสเซิล สายเชื้อทองถ่ิน (Local) และสายเชื้อลาโซตา (La Sota)
แตละชนิดเจือจางใน phosphate buffer saline (PBS) pH 7.0 ที่ปราศจากเชื้อ
อัตราสวน 1 : 100

3.1.1.2 กรองสารละลาย ผานกระดาษกรอง nitrocellulose membrane ขนาด 0.45
ไมครอน

3.1.1.3 ฉีดเขาไขฟก ที่มีตัวออนแข็งแรง อายุ 11-12 วัน ฟองละ 0.2 มิลลิลิตร
 เขา Allantoic cavity

3.1.1.4 นําไขฟกเขาตูฟกที่มีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความชื้น 55-60 เปอรเซ็นต
เปนเวลา 48 ชั่วโมง

3.1.1.5 เก็บ allantoic fluid (AF) จากไขแตละฟอง นํามาปนแยกตะกอนที่ความเร็วรอบ
4,300 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใส

3.1.1.6 นําสวนใสของ AF ที่แยกมาได 10 มิลลิลิตร ทดสอบความเขนเชื้อไวรัสดวยวิธี
Hemagglutination test  และทดสอบ 50 % embryo infective dose หรือ EID50

3.1.2 สวนผสมของวัคซีนเชื้อตาย

ตารางที่ 3.1 การเตรียมวัคซีน ND เชื้อตาย ในรูปของ WO และ WOW สูตรตางๆ โดยมีสัดสวนของน้ํามัน
แร น้ํามันปาลม และวิตามิน อี ตามสูตร 1-8 ในปริมาตร 100 มิลลิลิตร

OIL PHASE  (ml.) AQUEOUS  PHASE (ml.)FORMULATION TYPE
Mineral oil Palm oil Vit.E Span 80 Stock Solution Tween 80

1 WO (mineral) 72.0. - - 8.0 19.2 0.8
2 WO (mineral)+Vit.E 57.6 - 14.4 8.0 19.2 0.8
3 WO (Palm) - 72.0 - 8.0 19.2 0.8
4 WO (Palm) + Vit.E - 57.6 14.4 8.0 19.2 0.8
5 WOW (mineral) 30.0 - - 3.4 63.3 3.3
6 WOW (mineral)+Vit.E 24.0 - 6.0 3.4 63.3 3.3
7 WOW (palm) - 30.0 - 3.4 63.3 3.3
8 WOW(palm)+Vit.E - 24.0 6.0 3.4 63.3 3.3
9 Commercial Vaccine วัคซีนเชื้อตาย Chick-NK ของบริษัท Fort Dodge สายเชื้อ Kimber
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3.1.2.1 การเตรียมวัคซีนในรูป WO
3.1.2.1.1 การทําใหเชื้อไวรัสแตละชนิด ใหหมดฤทธิ์ ตามวิธีของ Stone และ

คณะ (1978) นําสวนใสของน้ํา AF ที่แยกไดตามขั้นตอนการเตรียม
เชื้อไวรัส ปริมาตร 19.1มิลลิลิตร เติมฟอรมาลิน ปริมาตร 0.1
มิลลิลิตร ใหความเขมขนสุดทายของฟอรมาลิน เปน 0.2 เปอรเซ็นต
เพื่อทําใหเชื้อไวรัสหมดฤทธิ์ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48
ช่ัวโมง ไดเปน stock solution ปริมาตร 19.2 มิลลิลิตร

3.1.2.1.2 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 1 ตามวิธีของ Stone และคณะ (1978)
3.1.2.1.2.1 ผสม stock solution ปริมาตร 19.2 มิลลิลิตร กับ Tween 80

ปริมาตร 0.8  มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask แลวปนดวย
magnetic stirrer เปนเวลา 2 นาที ไดเปน aqueous phase
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร

3.1.2.1.2.2 ผสมน้ํามันแร ปริมาตร 72.0 มิลลิลิตรกับ Span 80 ปริมาตร 8.0
มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask แลวปนบน magnetic stirrer
เปนเวลา 2 นาที ไดเปน oil phase ปริมาตร 80 มิลลิลิตร

3.1.2.1.2.3 คอยๆ ผสม aqueous phase ปริมาตร 20 มิลลิลิตรกับ oil phase
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร

3.1.2.1.2.4 ปนเปนเวลา 2 นาทีดวยเครื่องปน blender cups ไดเปน วัคซีน
ND เชื้อตายสูตร WO ปริมาตร 100 มิลลิลิตร

3.1.2.1.3 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 2 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 1 โดย
ใชน้ํามันแร ปริมาตร 57.6  มลิลิลิตร และวิตามิน อี  หรือ (±) - α-
Tocopheryl acetate  บริษัท SIGMA® รหัสสารเคมี T-3376 ชุดการ
ผลิต LOT 11K1687 ปริมาตร 14.4  มิลลิลิตร (20 เปอรเซ็นตของน้ํา
มันแร)ตามวิธี Stone และคณะ(1978) และ Franchini และคณะ(1995)

3.1.2.1.4 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 3 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 1 โดย
ใชน้ํามันปาลม แทนน้ํามันแร

3.1.2.1.5 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 4 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 1 โดย
ใชน้ํามันปาลม แทนน้ํามันแร แตใชน้ํามันปาลม ปริมาตร 57.6
มิลลิลิตร และวิตามิน อี ปริมาตร 14.4 มิลลิลิตร (20 เปอรเซ็นตของ
น้ํามันปาลม)
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3.1.2.2 การเตรียมในรูปของ WOW
3.1.2.2.1 การทําใหเชื้อไวรัสแตละชนิดใหหมดฤทธิ์ ดัดแปลงจากวิธีของ

Cajavec และคณะ (1996) นําสวนใสของน้ํา AF ที่แยกไดในขั้นตอน
การเตรียมเชื้อไวรัส ปริมาตร 17.8 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย 35 %
Tween 80 ปริมาตร 7.1 มิลลิลิตร เติมฟอรมาลิน ปริมาตร 0.1
มิลลิลิตร ใหความเขมขนสุดทายของฟอรมาลินเปน 0.2 เปอรเซ็นต
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง ไดเปน
stock solution ปริมาตร 25 มิลลิลิตร

3.1.2.2.2 การเตรียมวัคซีน สูตรที่ 5 ดัดแปลงจากวิธี Cajavec และคณะ (1996)
3.1.2.2.2.1 นํา stock solution ปริมาตร 25.0 มิลลิลิตร ผสมกับ PBS pH
7.0 ที่ปราศจากเชื้อปริมาตร 25.0 มิลลิลิตรใน Erlenmeyer flask แลว
ปนดวย magnetic stirrer เปนเวลา 2 นาที ไดเปน aqueous phase I
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร
3.1.2.2.2 นํา aqueous phase I ปริมาตร 16.7 มิลลิลิตร ผสมกับสาร
ละลาย 5% Tween 80 ปริมาตร 16.6 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask
แลวปนดวย magnetic stirrer เปนเวลา 2 นาที ไดเปน aqueous phase II
ปริมาตร 33.3  มิลลิลิตร
3.1.2.2.3 ผสมน้ํามันแร ปริมาตร 30.0 มิลลิลิตรกับ Span 80 ปริมาตร
3.4 มิลลิลิตร  ใน Erlenmeyer flask แลวปนดวย magnetic stirrer เปน
เวลา 2 นาที ไดเปน oil phase II ปริมาตร 33.4  มิลลิลิตร
3.1.2.2.4 นํา oil phase ปริมาตร 33.4 มิลลิลิตร ผสมกับ aqueous phase
I ปริมาตร 33.3 มิลลิลิตร ปน 5 นาทีดวยเครื่องปน blender cups ได
เปน water in oil phase I ปริมาตร 66.7 มิลลิลิตร
3.1.2.2.5 นํา water in oil phase I ปริมาตร 66.7  มิลลิลิตรผสมกับ
aqueous phase II  ปริมาตร 33.3 มิลลิลิตร ปน 5 นาทีดวยเครื่องปน
blender cups ไดเปน วัคซีน ND เชื้อตาย WOW ปริมาตร 100 มิลลิลิตร

3.1.2.2.3 การเตรียมการเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 6 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับ
สูตรที่ 5 โดยใชน้ํามันแร ปริมาตร 24.0 มิลลิลิตร และวิตามิน อี
ปริมาตร 6.0 มิลลิลิตร (20 เปอรเซ็นตของน้ํามันแร) ตามวิธีของ
Stone และคณะ (1978) และ Franchini และคณะ (1995)

3.1.2.2.4 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 7 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 5 โดย
ใชน้ํามันปาลม แทนน้ํามันแร
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3.1.2.2.5 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 8 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 5 โดย
ใชน้ํามันปาลม แทนน้ํามันแร แตใชน้ํามันปาลม ปริมาตร 24.0
มิลลิลิตร และวิตามิน อี ปริมาตร 6.0 มิลลิลิตร (20 เปอรเซ็นตของน้ํา
มันปาลม)

3.1.3 วัคซีนเชื้อตายนําเขา (Commercial Vaccine)  คือ Chick N-K สายเชื้อ Kimber ของ
บริษัท Fort Dodge®  ชุดการผลิต serial no. 009/01 วันที่หมดอายุ Exp. Date
MAR/03  ใชชุดการผลิตเดียวกันตลอดการทดลอง

3.2 การทดสอบความหนืด  ตามวิธีของ Stone และคณะ (1978) และ Stone และ Xie (1990) โดยการดูด
วัคซีนเชื้อตายที่ทดสอบความหนืดดวยปเปต พลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร และจับเวลาเปนวินาที นับตั้งแต
ปลอยวัคซีนมาในแนวตั้ง จากระดับ 0.4 มิลลิลิตรถึง 0 มิลลิลิตร จํานวน 3 คร้ังตอการทดสอบ โดยใช
นาฬิกาดิจิตอล ของบริษัท CASIO ที่ความละเอียด 3 ตําแหนง
3.3 การทดสอบความคงตัว ดัดแปลงจากวิธีของ Stone (1991) คือ ระยะเวลา (สัปดาห) ที่วัคซีนสามารถ
รักษาสถานะอิมัลชันไวได จนกระทั่งเกิดการแยกชั้นอยางชัดเจนของสวนที่เปนน้ําอยูใตชั้นของอิมัลชัน 
ในหลอดแกวปดสนิท ภายใตอุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห
3.4 การทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ

ภายหลังการใหวัคซีน ND เชื้อตาย แตละสูตร ชนิด และรูปแบบ เปนเวลา 12 วัน ตรวจปฏิกิริยา
ตอเนื้อเยื่อของวัคซีน โดยใชวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Stone (1997) ตรวจดูรอยโรคที่กลามเนื้อหนาอกใน
ตําแหนงที่ฉีดวัคซีน สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ ไดแก การเปลี่ยนสี การอักเสบ การบวมน้ํา การ
เกิดกอน granuloma ความแข็งของกลามเนื้อ การมีปลอกแคปซูลหุมลอมรอบ บริเวณที่ฉีดวัคซีน หรือพบ
วัคซีนกระจายทั่วไป ใหคะแนนรอยโรคแบงเปน 3 ระดับ ดังนี้

ระดับออน กลามเนื้อสีซีดลง บริเวณที่เกิดรอยโรค ขนาดเสนผานศูนยกลางไมเกิน 1 เซนตริเมตร
ไมมีวัคซีนเหลืออยู

ระดับปานกลาง กลามเนื้อสีซีด ถึงแดง บริเวณที่เกิดรอยโรค ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1-3 เซนตริ
เมตรในชั้น superficial muscle เทานั้น พบวัคซีนเหลืออยูเปนเม็ดเล็กๆ

ระดับรุนแรง กลามเนื้อสีแดง และอักเสบ บริเวณที่เกิดรอยโรค ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3-4 เซน
ตริเมตร ทั้งชั้น superficial และ deep muscle เมื่อตัดกลามเนื้อ มีวัคซีนซึมไหลออกมา
3.5 การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี

3.5.1 การเก็บตัวอยางเลือด และซีรัม เจาะเลือดจากเสนเลือดดําที่ปก (wing vein) ประมาณ 1 
มิลลิลิตร ใสหลอดบรรจุเลือด แลวปนแยกซีรัม ดวยเครื่องปนแยกของเหลว (centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 
1,500 รอบตอนาที แยกซีรัมใสลงใน microtiter plate บรรจุหุมดวยถุงพลาสติก แลวแชแข็งเก็บไวที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปตรวจระดับแอนติบอดีขั้นตอนถัดไป
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3.5.2 วิธีการทดสอบ Hemagglutination inhibition test (HI) แบบ Beta method (Beard, 1980)  
ใชแอนติเจนที่เตรียมจากวัคซีนเชื้อเปน สายเชื้อ La Sota ระยะเวลาที่ซีรัม ทําปฏิกิริยากับแอนติเจนเปน
เวลา 30 นาที และระยะเวลาการอานผล ภายหลังการเติมเม็ดเลือดแดงไก ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปน
เวลา 30 นาที
3.6 การทดสอบ ความตานทานโรค

ที่  4  สัปดาหภายหลังการใหวัคซีน ปอนเชื้อพิษ สายเชื้อทองถ่ิน ใหไกทดลองทุกตัว บันทึก การ
ตาย เปนเวลา 10 วัน
3.7 การวิเคราะหผลการทดลอง ใชโปรแกรม SPSS for Microsoft Windows version 10.01

การทดสอบทางสถิติวิเคราะหความแตกตางของระดับ HI แอนติบอดี เวลาการไหลของวัคซีนเชื้อ
ตาย ดวยวิธีการวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance: ANOVA) และเปรียบเทียบความแตก
ตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple range test  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต

การทดสอบทางสถิติ  ความตานทานโรค ดวย Chi-Square test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต

3.8 กระบวนการทดลอง
การทดลองที่ 1 การหาระดับ HI แอนติบอดี จากแม ในไกเนื้อ ตั้งแตอายุ 1 ถึง 28 วนั
ไกทดลอง    ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแตอายุ อายุ 1 วัน จํานวน 20 ตัว ไมใหวัคซีน
จํานวน 20 ตัว
ขั้นตอนการทดลอง

1. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 1, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25 และ 28 วัน
2. ทดสอบ Hemagglutination inhibition test แบบ beta method ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 2 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตายท่ีเตรียมดวย สายเชื้อของไวรัส Local และ
La Sota
ไกทดลอง  ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแต อายุ 1 วัน จํานวน 16 ตัว เมื่ออายุ 9 วัน
แบงเปน 3 กลุม ดังนี้

กลุมที่ 1 ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 2 ใหวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 และหลอดลมอักเสบติดตอ (IB) หยอดตา รวมกับ

วัคซีนเชื้อตาย สูตรที่ 5 ในรูปของ WOW (mineral) ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.2  โดยใชแอนติเจน  สายเชื้อทอง
ถ่ิน (Local) ในการเตรียมวัคซีน ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
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กลุมที่ 3 ใหวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 และหลอดลมอักเสบติดตอ (IB) หยอดตา  รวมกับ 
วัคซีนเชื้อตาย สูตรที่ 5 ในรูปของ WOW (mineral) ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.2  โดยใชแอนติเจน สายเชื้อ  ลา
โซตา (La Sota) ในการเตรียมวัคซีน ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
ขั้นตอนการทดลอง

1. เก็บตัวอยางซีรัม  ที่อายุ 7, 14, 21 และ 28 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ท่ีผสมดวยเคร่ือง Homogenizer และ
Blender
ไกทดลอง    ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแต อายุ 1 วัน จํานวน 15 ตัว เมื่ออายุ 28 วัน แบงเปน
3 กลุม  ดังนี้

กลุมที่ 1  ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 2 ใหวัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1  ในรูปของ WO(mineral)  สายเชื้อ Local  ผสมดวยเครื่อง 

homogenizer รุน Polytron® PT3000 ของบริษัท Kinematica AG ประเทศสวิตเซอรแลนด ความเร็วรอบ 
23,000 รอบตอนาที   ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.1 แทน blender cups  ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง

กลุมที่ 3  ใหวัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1 ในรูปของ WO(mineral) สายเชื้อ Local ผสมดวยเครื่อง 
blender cups หรือ laboratory blender ของ WARING PRODUCTS DIVISION บริษัท DYNAMICS 
CORPORTION OF AMERICA. New Hartford, Connecticut ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที  ตามขั้น
ตอนที่ 3.1.2.1 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
ขั้นตอนการทดลอง

1. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 28, 35, 42 และ 49 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 4 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ท่ีใหดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง และเขา
กลามเนื้อ
ไกทดลอง    ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 61 ตัว เมื่ออายุ 28 วัน
แบงเปน 6 กลุมดังนี้

กลุมที่ 1    ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 2 วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1ในรูปของ  WO(mineral) สายเชื้อ Local  ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.1
                  ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 3 วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1 ในรูปของ WO(mineral) สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.1
                 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขากลามเนื้อ
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กลุมที่ 4 วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 5 ในรูปของ WOW(mineral) สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.2
                 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 5 วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 5 ในรูปของ WOW(mineral) สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.2
                 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขากลามเนื้อ
กลุมที่ 6 วัคซีนเชื้อตายนําเขา  (Commercial vaccine) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง

ขั้นตอนการทดลอง
1. เก็บตัวอยางซรัีม ที่อายุ 28, 35, 42 และ 49 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 5 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ท่ีเตรียมในรูป WO และ WOW
และวิตามิน อี
ไกทดลอง    ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 42 ตัว เมื่ออายุ 28 วัน
แบงเปน 6 กลุม  ดังนี้

 กลุมที่ 1  ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มลิลิลิตร เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 2  ใหวัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1 ในรูปของ WO (mineral) สายเชื้อ Local  ตามขั้นตอนที่

3.1.2.1 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 3  วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 2 ในรูปของ WO (mineral) + Vit. E สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่

3.1.2.1  ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 4  วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 5 ในรูปของ WOW (mineral) สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่

3.1.2.2 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 5  วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 6 ในรูปของ WOW (mineral) + Vit. E สายเชื้อ Local ตามขั้นตอน

ที่ 3.1.2.2  ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 6  วัคซีนเชื้อตายนําเขา  (Commercial vaccine) 

ขั้นตอนการทดลอง
1. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 28, 35, 42 และ 49 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 6 การศึกษาประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ท่ีเตรียมจากน้ํามันปาลม และน้ํามันแร ในรูปของ
WO และ WOW และวิตามิน อี
ไกทดลอง ไกไขพันธุ BABCOCK500 เพศผู  เล้ียงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 300 ตัว เมื่ออายุ 35 วัน   แบง
เปน 10 กลุมๆ ละ 30 ตัว ใหวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local สูตรที่ 1 ถึงสูตรที่ 9 ตามตารางที่ 3.1 ยกเวน
กลุมที่ 1 กลุมควบคุม ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
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แตละกลุมยังแบงไกออกเปน 2 กลุมยอย กลุมยอยที่ 1 จํานวน 25 ตัว  สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพ
การกระตุน HI แอนติบอดี ใหวัคซีนเชื้อตาย ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ที่ใตผิวหนังคอ และกลุมยอยที่ 2 จํานวน
5 ตัว   สําหรับการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ใหวัคซีนเชื้อตาย ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขากลามเนื้อหนาอก
ขั้นตอนการทดลอง

1. การทดสอบความหนืดของวัคซีน ตามขอที่ 3.2
2. การทดสอบความคงตัวของวัคซีน ตามขอที่ 3.3
3. การทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ  ตามขั้นตอนที่ 3.4
4. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 35, 42, 49, 56, 63  และ 73 วัน
5. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5
6. การทดสอบความตานทานโรค ตามขั้นตอนที่ 3.6

การทดลองที่ 7 การศึกษาประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อเปน รวมกับวัคซีนเชื้อตาย ท่ีเตรียมจากน้ํามันปาลม
น้ํามันแร และวิตามิน อี ในรูปของ WO และ WOW
ไกทดลอง ไกไขพันธุ BABCOCK500 เพศผู เล้ียงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 220 ตัว เมื่ออายุ 35 วัน แบงปน 
11 กลุมๆ ละ 20 ตัว ใหวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ La Sota ดวยวิธีการหยอดตา รวมกับวัคซีน ND เชื้อ
ตาย สายเชื้อ Local  สูตรที่ 1 ถึงกลุมที่ 9 ตามตารางที่ 3.1 ยกเวน กลุมที่ 1 กลุมควบคุม  ใหสารละลาย 
phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง และกลุมที่ 2 ใหวัคซีนเชื้อเปนอยาง
เดียว (Control (NDV live vaccine only))  สายเชื้อ La Sota ดวยวิธีการหยอดตา
ขั้นตอนการทดลอง

1. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 35, 42, 49, 56, 63  และ 73 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5
3. การทดสอบความตานทานโรค ตามขั้นตอนที่ 3.6
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บทที่ 4
ผลการทดลอง

4.1 การทดลองที่ 1 การหาระดับ HI แอนติบอดีจากแม ในไกเนื้อ ตั้งแตอายุ 1 ถึง 28 วัน
การหาระดับ HI แอนติบอดีจากแมในไกเนื้อ ตั้งแตอายุ 1 ถึง 28 วัน พบวา ระดับ HI แอนติบอดี

จากแม ลดลงต่ําที่สุดที่อายุ 25 และ 28 วัน เปน 2 ± 0 โดยมีคาครึ่งชีวิต ประมาณ 4-7 วัน
ตารางที่ 4.1 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อ อายุ 1 ถึง 28 วัน

วันท่ี อายุ (วัน) GMT ± SE  (n)
28/6/01 1 322 ± 103 (19)
2/7/01 4 155 ± 20 (20)
5/7/01 7 68 ± 12 (20)
9/7/01 11 31 ± 5 (20)
12/7/01 14 15 ± 3 (20)
16/7/01 18 15 ± 4 (19)
19/7/01 21 5 ± 1 (19)
23/7/01 25 2 ± 0 (19)
26/7/01 28 2 ± 0 (19)

แผนภาพที่ 4.1  ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อ อายุ 1 ถึง 28 วัน
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4.2 ผลการทดลองที่ 2  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวย สายเชื้อของ
ไวรัส Local และ La Sota
แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน

ความเขมขนของเชื้อไวรัส พบวา ระดับ HA titer ของเชื้อไวรัสสายเชื้อ Local  เปน 211  ใชระยะ
เวลาการบมเชื้อ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง และเชื้อไวรัสสายเชื้อ La Sota  เปน  210  ใชระยะเวลาการบมเชื้อ เปน
เวลา 96 ช่ัวโมง
ผลการทดสอบประสิทธิภาพ ในการกระตุนภูมิคุมกันโรค

ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดี เปรียบเทียบระหวางสายเชื้อ La Sota
และ Local พบวา  ไกทดลองที่ใหวัคซีนสายเชื้อ Local ในกลุมที่ 2 วัคซีนในรูปของ WOW (Local)
สามารถกระตุน HI แอนติบอดีไดสูงกวาสายเชื้อ La Sota  ในกลุมที่ 1 วัคซีนในรูปของ WOW (La Sota)
แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ
ตารางที่ 4.2 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 (+IB) หยอดตาพรอม
กับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ La Sota และ Local โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 9 วัน

GMT ± SE (n)กลุมที่ ชนิดวัคซีน
อายุ 7 วัน อายุ 14 วัน อายุ 21 วัน อายุ 28 วัน

1 Control : PBS   35 + 8  (5)A 12 + 5 (5)  A 6 + 3 (5) A 2 + 0 (5) A

2 WOW (La Sota) 45 + 9 (6)AB 11 + 2 (5) A 14 + 4 (5) AB 4 + 1 (5) AB

3 WOW (Local)       83 + 19 (5)B 21 + 11 (5) A 24 + 5 (5) B 8 + 2 (5) B

หมายเหตุ     วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.25 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง
                  ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )

แผนภาพที่ 4. 2 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 (+IB) หยอดตา
พรอมกับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ La Sota และ Local โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 9 วัน



26

2.0 2.0 2.0 2.00.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

35.0

40.0

45.0

28 35 42 49

อายุ (วัน)

GMT

1.CONTROL 2.WO (Homogenizer) 3.WO (Blender)
Age (days)

4.3 ผลการทดลองที่ 3  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ที่ผสมดวยเครื่อง
Homogenizer และ Blender
แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
    ความเขมขนของเชื้อไวรัส สายเชื้อ Local ที่ใชเตรียมวัคซีน เปน 210  และคา EID50 เปน 10 10.3 ตอ
มิลลิลิตร
ผลการทดสอบประสิทธิภาพ ในการกระตุนภูมิคุมกันโรค

การเปรียบเทียบวิธีการผสมวัคซีน ระหวางการใชเครื่องผสมแบบ Blender ปนที่ความเร็วรอบ 
13000 rpm ปริมาตรครั้งละ 200 มิลลิลิตร และ Homogenizer ปนที่ความเร็วรอบ 23000 rpm ปริมาตรครั้ง
ละ 20 มิลลิลิตร ที่อายุ 28, 35,42 และ49 วัน พบวา กลุมที่ผสมวัคซีนดวยเครื่อง Blender มีระดับ HI 
แอนติบอดี สูงกวาทั้ง 2 กลุม แตไมมีนยัสําคัญทางสถิติ
ตารางที่ 4.3 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local ที่ผสมดวยเครื่อง
Homogenizer และ Blender โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน

GMT ± SE (n)
กลุมที่ กลุม

อายุ 28 วัน อายุ 35 วัน อายุ 42 วัน อายุ 49 วัน
1 Control 2 + 0 (5) A 2 + 0 (5) A 2 + 0 (5) A 2 + 0 (5) A

2 WO/Homogenizer 7 + 3 (5) A 2  + 0 (5) A 2 + 0 (5) A 8 + 6 (5) A

3 WO/Blender 2 + 0 (5) A 2 + 0 (5) A 42 + 24 (5) A 31 + 13 (5) A

หมายเหตุ วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง
                  ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )

แผนภาพที่ 4.3  ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local ที่ผสมดวยเครื่อง
Homogenizer และ Blender โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน
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4.4 ผลการทดลองที่ 4 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ที่ใหดวยวิธีการฉีดเขาใต
ผิวหนัง และเขากลามเนื้อ

แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
               แอนติเจนที่ใชเตรียมวัคซีน เปนชุดเดียวกับ การทดลองที่ 3

ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค
ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดีของไกทดลองที่ใหวัคซีน ND เชื้อตาย 

ดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง และเขากลามเนื้อ พบวา  เมื่อเปรียบเทียบวัคซีนที่เตรียมในรูปเดียวกัน วัคซีน
ที่เตรียมในรูป WO (mineral) การใหวัคซีนดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI 
แอนติบอดีไดสูงกวา การใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ( p < 0.05 )  ขณะที่ 
วัคซีนที่เตรียมในรูป WOW (mineral)  การใหดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง ก็สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI 
แอนติบอดีไดสูงกวา การใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อเชนกัน แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ

ตารางที่ 4.4 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local โดยการฉีดเขากลามเนื้อ
และเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน

GMT ± SE (n)กลุมที่ ชนิดวัคซีน
อายุ 28 วัน อายุ 35 วัน อายุ 42 วัน อายุ 49 วัน

1 Control : PBS   2 + 0  (13)A 2 + 0 (9)  A 2 + 0 (8) A 2 + 0 (8) A

2 WO (mineral) SC 2 + 0 (10)A 2 + 0 (10) A 60 + 25 (10) B 146 + 32 (10) D

3 WO (mineral) IM       2 + 0 (8)A 2 + 0 (8) A 22 + 15 (8) AB 85 + 22 (8) C

4 WOW (mineral) SC 2 + 0 (10)A 2 + 0 (10) A 2 + 0 (10) A 60 + 13 (8) BC

5 WOW (mineral) IM 2 + 0 (10)A 2 + 0 (10) A 3 + 1 (10) A 18 + 9 (9) AB

6 Commercial  Vaccine SC 2 + 0 (10)A 2 + 0 (9)A 21 + 7 (9) AB 32 + 10 (9) ABC

หมายเหตุ  วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง หรือเขากลามเนื้อ
                        ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )

    ตัวเลขกํากับในวงเล็บ หมายถึง จํานวนไกทดลอง
    SC หมายถึง ฉีดเขาใตผิวหนัง และ IM หมายถึง ฉีดเขากลามเนื้อ
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แผนภาพที่ 4.4 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local โดยการฉีดเขากลาม
เนื้อ และเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน
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4.5 ผลการทดลองที่ 5 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมในรูป WO และ
WOW และวิตามิน อี

 แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
                แอนติเจนที่ใชเตรียมวัคซีน เปนชุดเดียวกับ การทดลองที่ 3
ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค
                  ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดีของไกทดลองที่ใหวัคซีนที่เตรียม
ในรูป WO และ WOW และวิตามิน อี พบวา ที่อายุ 28 และ 35 วัน ระดับ HI แอนติบอดีของไกทดลองทุก
กลุมไมแตกตางกัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p > 0.05 )  แตภายหลังการใหวัคซีนเปนเวลา 2 สัปดาห
( หรือที่อายุ 42 วัน ) พบวากลุมที่ใหวัคซีน WO ( mineral ) กระตุนภูมิคุมกันไดสูงกวากลุมที่ใหวัคซีน
ชนิดอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )
                  แตภายหลังการใหวัคซีนเปนเวลา 3 สัปดาห ( หรือที่อายุ 49 วัน ) พบวา กลุมที่ใหวัคซีน WO
(mineral) + Vit E สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูงสุด โดยวัคซีนทุกชนิด สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI
แอนติบอดีไดคอนขางสูง ขณะที่กลุมควบคุม ยังไมการตอบสนองทาง HI แอนติบอดี
ตารางที่ 4.5   ระดับ HI แอนติบอดี ในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายสายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ
โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน

GMT ± SE (n)กลุมท่ี ชนิดวัคซีน
อายุ 28 วัน อายุ 35 วัน อายุ 42 วัน อายุ 49 วัน

1 Control : PBS 2 + 0 (14) A  2 + 1 (11) A 2 + 0 (11) A 2 + 0 (8) A

2 WO (mineral) 2 + 0 (8) A 2 + 0 (8) A 27 + 15 (8) B 65 + 29 (8) AB

3 WO (mineral) + Vit E 2 + 0 (9) A 2 + 0 (9) A 19 + 7 (9) AB 240 + 65 (8) BC

4 WOW (mineral) 2 + 0 (9) A 2 + 0 (9) A 2 + 0 (9) A 147 + 74 (9) BC

5 WOW (mineral) + Vit E 2 + 0 (9) A 2 + 0 (9) A 3 + 1 (8) A 11 + 2 (8) AB

6 Commercial  Vaccine 2 + 0 (7) A 2 + 0 (7) A 7 + 2 (7) A 62 + 19 (7) AB

หมายเหตุ  วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง
                         ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )
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แผนภาพที่ 4.5 ระดับ HI แอนติบอดี ในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายสายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตร
ตางๆ โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน
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4.6 ผลการทดลองที่ 6 การศึกษาประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ที่เตรียมจากน้ํามันปาลม และน้ํา
มันแร ในรูป WO และ WOW และวิตามิน อี

แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
               แอนติเจนที่ใชเตรียมวัคซีน เปนชุดเดียวกับ การทดลองที่ 3
ผลการทดสอบความหนืด

ผลการทดสอบความหนืดของวัคซีนเชื้อตาย พบวา วัคซีนที่เตรียมในรูปของ WOW ทั้งหมด 
ไดแก กลุมที่  5 WOW (mineral) กลุมที่ 6  WOW (mineral) + Vit E กลุมที่ 7 WOW (palm) และกลุมที่  8 
WOW (palm) + Vit E มีความหนืดต่ํากวาวัคซีน  Commercial Vaccine อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p <
0.05 ) ขณะที่วัคซีนที่เตรียมในรูปของ WO ไดแก กลุมที่ 1 WO (mineral) กลุมที่ 2  WO( mineral ) + Vit 
E กลุมที่ 3 WO (palm) และกลุมที่ 4  WO(palm) + Vit E มีความหนืดสูงกวาวัคซีน วัคซีน  Commercial 
vaccine อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 ) โดยเฉพาะ WO (palm)+Vit.E  มีความหนืดสูงที่สุด ในการ
ทดลองครั้งนี้
ตารางที่ 4.6   ระยะเวลาการไหลของวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยสูตรตางๆ

เวลา ( วินาที )กลุมท่ี ชนิดวัคซีน
ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3

MEAN + SE

2 WO (mineral) 28.366 25.892 27.806 27.355 ± 0.749C

3 WO (mineral)+Vit.E 55.656 53.146 54.486 54.429 ± 0.725 D

4 WO (palm) 54.911 50.721 56.278 53.970 ± 1.678 D

5 WO (palm) + Vit.E 115.439 142.936 139.026 132.467 ± 8.589 E

6 WOW (mineral) 3.171 2.506 2.816 2.831 ± 0.192 A

7 WOW (mineral)+Vit.E 3.746 3.826 4.006 3.860 ± 0.077 A

8 WOW (palm) 2.186 2.206 2.229 2.207 ± 0.013 A

9 WOW(palm)+Vit.E 1.622 1.419 1.587 1.543 ± 0.063 A

10 Commercial vaccine 16.336 16.092 15.776 16.068 ± 0.162 B

หมายเหตุ     สภาวะการทดสอบ อุณหภูมิ 23.8 องศาเซลเซียส  ความชื้น 43 เปอรเซ็นต
                     ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )

ผลการทดสอบความคงตัว
ผลการทดสอบความคงตัวของวัคซีน พบวา ภายหลังการเตรียมวัคซีนเสร็จเรียบรอยแลว วัคซีน

ทุกกลุมผสมเขากันไดดีเปนเนื้อเดียวกัน
การเก็บรักษาวัคซีน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา วัคซีนกลุมที่ 7 WOW (palm) และ 8

WOW(palm)+Vit.E  มีความคงตัว นอยกวา 1 สัปดาห และวัคซีนกลุมที่ 3  WO (palm) และกลุมที่ 4  WO
(palm) + Vit E  มีความคงตัวนอยกวา 4 สัปดาห
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การเก็บรักษาวัคซีน ที่อุณหภูมิหอง พบวา วัคซีนกลุมที่ 3  WO (palm) และกลุมที่ 4  WO(palm)
+ Vit E  มีความคงตัวนอยกวา 1 สัปดาห และวัคซีนกลุมที่ 7 WOW (palm) และ 8 WOW(palm)+Vit.E  มี
ความคงตัว นอยกวา 4 สัปดาห
ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ

ผลการทดสอบ ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลังการใหวัคซีนเชื้อตาย เปนเวลา 12 วันพบวา วัคซีน
กลุมที่ 4 WO (palm) + Vit.E มีระดับความรุนแรงมากที่สุด รองลงมา คือ วัคซีนกลุมที่ 2 WO (mineral) + 
Vit.E และกลุมที่ 1 WO (mineral)   วัคซีนเชื้อตาย ที่มีระดับความรุนแรงปานกลาง คือ วัคซีน กลุมที่ 9
WOW(palm)+Vit.E  และ 10 Commercial vaccine
ตารางที่ 4.7   ผลการทดสอบ ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลังการใหวัคซีนเชื้อตาย เปนเวลา 12 วัน

รอยโรค และ สิ่งตกคาง ท่ีตําแหนงฉีดวัคซีน
กลุมท่ี ชนิดวัคซีน

ระดับออน ระดับปานกลาง ระดับรุนแรง
1 Control (PBS) 5/5 0/5 0/5
2 WO (mineral) 1/5 1/5 3/5
3 WO (mineral)+Vit.E 0/5 2/5 3/5
4 WO (palm) 5/5 0/5 0/5
5 WO (palm) + Vit.E 0/5 1/5 4/5
6 WOW (mineral) 5/5 0/5 0/5
7 WOW (mineral)+Vit.E 5/5 0/5 0/5
8 WOW (palm) 5/5 0/5 0/5
9 WOW(palm)+Vit.E 2/5 2/5 1/5

10 Commercial Vaccine 2/5 3/5 0/5

ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค
ไกทดลองกลุมที่ 1 WO (mineral) กลุมที่ 2 WO (mineral)+Vit.E กลุมที่ 5 WOW (mineral) และ

กลุมที่  9 Commercial Vaccine  เร่ิมมีการตอบสนอง HI แอนติบอดี ตั้งแตอายุ 49 วัน หรือ 2 สัปดาหภาย
หลังการใหวัคซีน ภายหลังจากนั้น กลุมที่ 1 WO (mineral) และกลุมที่ 2 WO (mineral)+Vit.E ระดับ HI
แอนติบอดีเร่ิมลดต่ําลง ขณะที่ กลุมที่ 9 เพิ่มสูงขึ้นตามลําดับ จนกระทั่ง ที่อายุ 63 วัน กลุมที่ 9 มีระดับ HI
แอนติบอดีสูงกวาทุกกลุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 ) ดังตารางที่ 4.8
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ผลการทดสอบความตานทานโรค
ความเขมขนของเชื้อไวรัสที่ใชทดสอบการปองกันโรค เปน 105.7 ELD50/dose หรือ 107.7

EID50/dose  โดยใชเชื้อไวรัส สายเชื้อ Local ทดสอบความรุนแรงของเชื้อไวรัส ดวยวิธี intracerebral 
pathogenicity index (ICPI) เปน 1.80

ผลการทดสอบความตานทานโรคของไกทดลอง การพัฒนาวัคซีน นิวคาสเซิล เชื้อตาย โดยใชน้ํา
มันปาลม พบวา ไกทดลองกลุมที่ 1 WO (mineral) และ 2 WO (mineral)+Vit.E สามารถปองกันโรคได
เปน 100 เปอรเซ็นต สูงกวาไกทดลองทุกกลุม ยกเวน กลุมที่ 5 WOW (mineral) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
( p < 0.05 ) แตเมื่อปรับเปลี่ยนชนิดของน้ํามัน เปนน้ํามันปาลม และเตรียมวัคซีนในรูปของ WO มีความ
ตานทานโรคต่ําลง

ไกทดลองที่ใหวัคซีนในรูปของ WOW  ยกเวน กลุมที่ 7 WOW (mineral)+Vit.E มีความตานทาน
โรคไมแตกตางกับกลุมที่ 9 Commercial Vaccine อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05)

ไกทดลองทุกกลุม สามารถตานทานโรคไดดีกวา กลุมควบคุม Control (PBS) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ  (p < 0.05)

ตารางที่ 4.8   ระดับ HI แอนติบอดี ในไกไขที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายสายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ
โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง  เมื่ออายุ 35 วัน

GMT ± SEกลุม ชนิดวัคซีน
อายุ 35 วัน อายุ 42 วัน อายุ 49 วัน อายุ 56 วัน อายุ 63 วัน

ความตานทาน

1 Control (PBS) 2 ± 0A 2 ± 0 A 2 ± 0 A 2 ± 0 A 2 ± 0 A 4 % (1/26)A

2 WO (mineral) 2 ± 0 A 2 ± 0 A 145 ± 79 B 56 ± 19 B 10 ± 3 A 100 % (26/26) H

3 WO (mineral)+Vit.E 2 ± 0 A 2 ± 0 A 84 ± 22 A 51 ± 8 B 9 ± 1 A 100 % (26/26) H

4 WO (palm) 2 ± 0 A 2 ± 0 A 2 ± 0 A 2 ± 0 A 3 ± 0 A 35 % (9/26) BCD

5 WO (palm) + Vit.E 2 ± 0 A 2 ± 0 A 2 ± 0 A 4 ± 1 A 3 ± 0A 54 % (14/26) BCDE

6 WOW (mineral) 2 ± 0 A 2 ± 0 A 4 ± 1 A 15 ± 3 A 13 ± 3 A 88 % (23/26) GH

7 WOW (mineral)+Vit.E 2 ± 0 A 2 ± 0 A 2 ±0 A 7 ± 1 A 3 ± 0 A 58 % (15/26) CDE

8 WOW (palm) 2 ± 0 A 2 ± 0 A 2 ± 0A 3 ± 0 A 3 ± 0 A 62 % (16/26) DEF

9 WOW(palm)+Vit.E 2 ± 0 A 2 ± 0 A 2 ± 0 A 5 ± 1 A 5 ± 1 A 77 % (20/26) EFG

10 Commercial Vaccine 2 ± 0 A 2 ± 0 A 25 ± 10 A 65 ± 13 B 95 ± 40 B 85 % (22/26) FG

หมายเหตุ  วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง
                         ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )



34

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

100.0

120.0

140.0

160.0

35 42 49 56 63

อายุ (วัน)

 GMT

1.Control 2.WO(m) 3.WO(m)+E 4.WO(p) 5.WO(p)+E
6.WOW(m) 7.WOW(m)+E 8.WOW(p) 9.WOW(p)+E 10.Comm

Age (days)

แผนภาพที่ 4.6 ระดับ แอนติบอดี ในไกไขที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายสายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ
โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง  เมื่ออายุ 35 วัน
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4.7 ผลการทดลองที่ 7 การศึกษาประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อเปน รวมกับวัคซีนเชื้อตาย ที่เตรียม
จากน้ํามันปาลม น้ํามันแร และวิตามิน อี ในรูปของ WO และ WOW

แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
               แอนติเจนที่ใชเตรียมวัคซีน เปนชุดเดียวกับ การทดลองที่ 3
ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค

เมื่อใหวัคซีน ND เชื้อเปนรวมดวยพบวา ไกทดลองทุกกลุมเริ่มมีการตอบสนอง HI แอนติบอดี
ตั้งแตอายุ 49 วัน หรือ 2 สัปดาหภายหลังการใหวัคซีน ภายหลังจากนั้น ระดับ HI แอนติบอดีของ
ไกทดลองที่ใหวัคซีนทุกกลุมการทดลอง  ยกเวน กลุมที่ 9 Commercial Vaccine มีแนวโนมต่ําลง ขณะที่
กลุมที่ 9 Commercial Vaccine  มีการตอบสนอง HI แอนติบอดีสูงขึ้นตามลําดับ ที่อายุ 63 วัน กลุมที่ 9 มี
ระดับ HI แอนติบอดีสูงกวาทุกกลุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 ) ดังตารางที่ 4.11 อยางไรก็ตาม
ที่อายุ 63 วัน ไกทดลองที่ใหวัคซีน ND เชื้อตายรวมกับวัคซีน ND เชื้อเปน ทุกกลุมการทดลอง กระตุน HI
แอนติบอดีไดสูงกวาไกกลุมควบคุม ที่ใหวัคซีนเชื้อเปน อยางเดียว 

ตารางที่ 4.9   ระดับ HI แอนติบอดี ในไกไขที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน สายเชื้อ La Sota โดยการหยอดตา 
พรอมกับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง  เมื่ออายุ 35 วัน

GMT ± SEกลุม ชนิดวัคซีน
อายุ 35 วัน อายุ 42วัน อายุ 49 วัน อายุ 56 วัน อายุ63 วัน

ความตานทาน

1 Control (PBS) 2 ± 0A 2 ± 0A 2 ± 0A 2 ± 0A 2 ± 0A 0 % (0/20) A

2 ND  live vaccine only 2 ± 0A 2 ± 0A 127 ± 101AB 40 ± 25AB 29 ± 13AB 100 % (20/20) B

3 WO (mineral) 2 ± 0A 2 ± 0A 266 ± 107AB 100 ± 27ABC 107 ± 25BC 95 % (19/20) B

4 WO (mineral)+Vit.E 2 ± 0A 2 ± 0A 358 ± 148B 208 ± 68D 127 ± 28C 100 % (20/20) B

5 WO (palm) 2 ± 0A 2 ± 0A 141 ± 55AB 100 ± 36ABC 44 ± 17ABC 100 % (20/20) B

6 WO (palm) + Vit.E 2 ± 0A 2 ± 0A 107 ± 25AB 82 ± 26ABC 48 ± 14ABC 100 % (20/20) B

7 WOW (mineral) 2 ± 0A 2 ± 0A 131 ± 53AB 56 ± 13ABC 95 ± 18BC 100 % (20/20) B

8 WOW (mineral)+Vit.E 2 ± 0A 2 ± 0A 201 ± 101AB 69 ± 17AB 127 ± 35C 100 % (20/20) B

9 WOW (palm) 2 ± 0A 2 ± 0A 87 ± 50AB 29 ± 7BCD 44 ± 8ABC 95 % (19/20) B

10 WOW(palm)+Vit.E 2 ± 0A 2 ± 0A 346 ± 114B 125 ± 51CD 93 ± 29BC 100 % (20/20) B

11 Commercial Vaccine 2 ± 0A 2 ± 0A 153 ± 56AB 156 ± 35A 266 ± 53D 100 % (20/20) B

หมายเหตุ  วิธีการใหวัคซีนเชื้อตาย ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง และวิธีการใหวัคซีนเชื้อเปน หยอดตา
                         ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )
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ผลการทดสอบความตานทานโรค
ปริมาณของเชื้อไวรัสที่ใชทดสอบการปองกันโรค เปนชุดเดียวกับการทดลองที่ 7 ผลการทดสอบ

ความตานทานโรค พบวา ไกทดลองที่ใหวัคซีนทุกกลุม สามารถตานทานโรค ND ได

แผนภาพที่ 4.7 ระดับ HI แอนติบอดี ในไกไขที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน สายเชื้อ La Sota โดยการหยอดตา 
พรอมกับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง  เมื่ออายุ 35 วัน

2.0 2.0 2.0 2.0 2.10.0
40.0
80.0

120.0
160.0
200.0
240.0
280.0
320.0
360.0
400.0

35 42 49 56 63
Age (days)

GMT

1.Control 3.WO(m) 4.WO(m)+E 5.WO(p) 6.WO(p)+E 7.WOW(m)
8.WOW(m)+E 9.WOW(p) 10.WOW(p)+E 11.Comm 2.NDL only
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บทที่ 5
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ

อภิปรายผลการวิจัย
การศึกษาระดับ HI แอนติบอดี ในไกเนื้อ อายุ 1 ถึง 28 วัน เพื่อศึกษาลักษณะการลดลงของระดับ

ภูมิคุมกันจากแม พบวา ระดับ HI แอนติบอดีจากแมมีคาครึ่งชีวิตประมาณ 4-7 วัน และลดลงต่ําที่สุดที่
อายุ 28 วัน สอดคลองกับผลการทดลองของ Mass และคณะ (1999) แนะนําใหยืดอายุการใหวัคซีนไปจน
กวาจะตรวจไมพบแอนติบอดีในซีรัม ที่อายุ 4 สัปดาหทั้งไกเนื้อ และไกไข เพื่อหลีกเลี่ยงอิทธิพลของ
ภูมิคุมกันจากแม ตอประสิทธิภาพของวัคซีน
 การเปรียบเทียบสายเชื้อ ของเชื้อไวรัส ระหวางสายเชื้อ La Sota และ Local  ตอประสิทธิภาพการ
กระตุน HI แอนติบอดี พบวา  ไกทดลองที่ใหวัคซีนสายเชื้อ Local ที่มีความรุนแรง กระตุน HI
แอนติบอดีไดสูงกวาสายเชื้อ La Sota ที่มีความออนแรง แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ  สอดคลองกับ สมศักดิ์
และคณะ (2539) ทดลองเปรียบเทียบ วัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อที่มีความรุนแรงปานกลาง  จํานวนไวรัสนอย
มีระดับ HI แอนติบอดีสูงกวาวัคซีนเชื้อตายที่ไมรุนแรง การผลิตวัคซีนเชื้อตายแตกตางจากวัคซีนเชื้อเปน
คือ เชื้อไวรัสถูกฆาใหตายแลว ไมสามารถเพิ่มจํานวนไดอีก (OIE, 1992)  Cross (1988)  กลาววา วัคซีน
เชื้อตาย ตองการปริมาณของแอนติเจนมากๆ  ทําใหตองใชสัดสวนของหัวเชื้อไวรัสมาก  ดังนั้น ควร
พิจารณาเลือกสายเชื้อที่มกีารเจริญเติบโตใหคา EID50 ไดในระดับสูง  สายเชื้อ La Sota ใหปริมาณของเชื้อ
ไวรัสไมดีนัก อาจจําเปนตองทําใหเชื้อไวรัสมีความเขมขนขึ้นกวาเดิม จากผลการทดลองครั้งนี้ ไดเปรียบ
เทียบปริมาณของเชื้อไวรัสดวยวิธี HA (hemagglutination test) พบวา ระดับ HA ของสายเชื้อ La Sota ต่ํา
กวา Local เปน 1 log2 ทั้งที่ใชเวลาการบมมากกวา ขณะเดียวกัน Brugh และ Siegel (1977) พบวา ความ
เขมขนของเชื้อไวรัส ตรวจวัดดวยวิธี HA มีผลตอระดับแอนติบอดีที่ 2, 3, 4 และ 6 สัปดาหภายหลังการ
ใหวัคซีน  ดังนั้น จึงอาจเปนเหตุผลอีกประการหนึ่งสําหรับอธิบายไดวา การทดลองครั้งนี้ สายเชื้อ Local
สามารถกระตุน HI แอนติบอดีไดสูงกวาสายเชื้อ La Sota

การเปรียบเทียบวิธีการผสมวัคซีน ตอประสิทธิภาพการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ระหวาง
การใชเครื่องผสม แบบ blender ปนที่ความเร็วรอบ 13000 rpm  และ homogenizer ปนที่ความเร็วรอบ
23000 rpm  พบวา  ที่อายุ 28, 35,42 และ49 วัน กลุมที่ผสมวัคซีนดวย blender มีระดับ HI แอนติบอดี สูง
กวากลุมที่ผสมดวย homogenizer  แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ ขณะที่ Stone (1993) รายงานผลการผสม
วัคซีน ND เชื้อตายดวย blender สําหรับเตรียมวัคซีนที่ใชน้ํามันถ่ัวลิสงผสมกับขี้ผ้ึง 5 เปอรเซ็นต พบวา
ไกมีการตอบสนอง HI แอนติบอดีต่ํากวาการผสมดวยมือ (manual) และ homogenizer อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ แตการเตรียมวัคซีนที่ใชน้ํามันถ่ัวลิสงผสมกับขี้ผ้ึง 10 เปอรเซ็นต หรือน้ํามันปลา (orange
roughy fish oil) แลว การผสมทั้ง 3 วิธีขางตน ไมมีผลตอการตอบสนอง HI แอนติบอดี  จากผลการ
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ทดลองครั้งนี้  การใช homogenizer  ไมสามารถกระตุน HI แอนติบอดีไดดีกวา Blender อาจเนื่องจาก วิธี
การผสมดวยเครื่อง homogenizer รุน Polytron® PT3000 ที่ใชในการทดลองครั้งนี้ พิมพร (2540) จัดเปน
เครื่องผสมแบบ homogenizing mixer ชนิดหนึ่ง อาศัยแกนปนความเร็วสูงเทานั้นไมไดใชความดันรวม
ดวย ขณะที่เครื่อง homogenizer สําหรับการผลิตวัคซีนเชิงอุตสาหกรรมจะอาศัยความดันในการผลัก
อิมัลชันใหผานรูเล็กๆที่กําหนดขนาดอนุภาคของอิมัลชันใหสม่ําเสมอ และเล็กละเอียดขึ้น อิมัลชันจึงมี
ความหนืด และความคงตัวมาก และผลการทดลองครั้งนี้ ยังพบวา เครื่อง homogenizer ที่ใชผสมเตรียม
วัคซีนไดคร้ังละปริมาณนอยๆ แกนปนไมสามารถปนไดลึกถึงกนหลอดแกว  อาจไมสามารถปนเนื้อของ
เหลวที่กนหลอดได

การเปรียบเทียบวิธีการใหวัคซีน พบวา  เมื่อเปรียบเทียบวัคซีนที่เตรียมในรูปเดียวกัน วัคซีนใน
รูปของ WO (mineral) การใหวัคซีนดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี
ไดสูงกวา การใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อ อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p<0.05) ขณะที่ วัคซีนในรูปของ 
WOW (mineral) การใหดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนังก็สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีไดสูงกวา 
การใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อเชนกัน แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ  แมวา วัคซีนเชื้อตาย สามารถใหได
ดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อ หรือเขาชั้นใตผิวหนัง (OIE, 1992) ปจจุบัน วัคซีนเชิงพาณิชยทั่วไป ก็นิยมให
วัคซีนดวยการฉีดเขาใตผิวหนังคอ มากกวากลามเนื้อขา  เนื่องจาก การฉีดเขากลามเนื้อขา ทําใหเกิด
ปฏิกิริยาการอักเสบที่รุนแรงบริเวณตําแหนงใหวัคซีน (Fukanoki et al., 2001) จากการทดลองครั้งนี้ จึง
สนับสนุนเพิ่มเติมอีกวา การฉีดเขาใตผิวหนัง ยังสามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีไดสูงกวา  
การใหดวยวิธีการฉดีเขากลามเนื้ออีกดวย

การใชน้ํามันจากธรรมชาติทดแทนน้ํามันแร คือ น้ํามันปาลม  พบวา การใหวัคซีนเชื้อตายที่ใชน้ํา
มันปาลม พบวา ระดับ HI แอนติบอดีต่ํากวา วัคซีนเชื้อตายที่ใชน้ํามันแร  และความหนืดสูงกวา วัคซีน
เชื้อตายที่ใชน้ํามันแร  สอดคลองกับ Stone (1993) รายงานวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันพืช สัตว สวนใหญ 
มีประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันต่ํากวา และมีความหนืดสูงกวาวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร  อยาง
ไรก็ตาม ผลการทดสอบความตานทานโรค พบวา เมื่อปอนเชื้อพิษทับ ไกทดลองทุกกลุมที่ใหวัคซีนเชื้อ
ตายที่ใชน้ํามันปาลม สามารถตานทานโรคไดสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p < 0.05)

 เมื่อใหวัคซีนเชื้อเปน รวมกับวัคซีนเชื้อตาย ที่ใชน้ํามันปาลม และน้ํามันแร พบวา ระดับ HI 
แอนติบอดีสูงกวา การใหวัคซีนเชื้อเปนอยางเดียว แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) และยังมีความตาน
ทานโรคสูงถึง 95-100 เปอรเซ็นต     ขณะเดียวกัน ผลการทดสอบ ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลังการให
วัคซีนเชื้อตาย เปนเวลา 12 วันพบวา รอยโรคและสิ่งตกคางของวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยน้ํามันปาลม 
กรณีที่ไมเติมวิตามิน อี มีระดับออน และลักษณะกลมกลืนกับเนื้อเยื่อของไกจนแทบสังเกตไมเห็น สอด
คลองกับ Stone (1993) และ Stone (1997)   รายงานวา ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อของวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามัน
จากสัตว และพืชจะนอยกวา น้ํามันแร และเมื่อเติมวิตามิน อี ในวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยน้ํามันปาลม  
สังเกตวา รอยโรคและสิ่งตกคาง มีระดับความรุนแรงเพิ่มขึ้น  อยางไรก็ตาม ความรุนแรงที่เพิ่มขึ้น เกิด
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จากการตรวจพบสิ่งตกคางลักษณะคลายกับวิตามิน อี มากกวาเปนรอยโรคจากการอักเสบเชนเดียวกับ
วัคซีนที่มีสวนผสมของน้ํามันแร แตวัคซีนทุกชนิดเตรียมดวยน้ํามันปาลม ยังมีอายุการเก็บรักษาไมถึง 4 
สัปดาห ดังนั้น ผลการทดลองครั้งนี้ จึงสรุปไดวา  น้ํามันปาลม สามารถใชเตรียมวัคซีน ND เชื้อตายทด
แทนน้ํามันแรได แตควรปรับปรงุวิธีการผสมวัคซีนใหมีความคงตัวดีขึ้นกวาเดิม

การปรับสูตรการเตรียมวัคซีนเชื้อตาย พบวา การเตรียมวัคซีนเชื้อตายในรูปของ WOW การตอบ
สนองของ HI แอนติบอดีต่ํากวา WO สอดคลองกับที่ Fukanoki และคณะ (2001) กลาวไววา  วัคซีนเชื้อ
ตายในรูปของ WOW มักมีประสิทธิภาพดอยกวา WO  อยางไรก็ตาม ผลการทดลองครั้งนี้ ระดับ HI 
แอนติบอดี และความตานทานโรคของวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมในรูป WOW ก็อยูในเกณฑที่ดี นอกจากนั้น  
ยังพบวา วัคซีนเชื้อตายในรูป WOW มีความหนืดต่ํากวา และมีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่นอยกวา WO   สอด
คลองกับการทดลองของ Fukanoki และคณะ (2001)  ซ่ึงผูวิจัยอธิบายวา ปฏิกิริยาการอักเสบจากวัคซีนที่
เตรียมในรูปของ WOW ที่ลดลง นาจะเปนผลมาจาก สัดสวนของน้ํามันแรที่ลดลง    ขณะเดียวกัน 
ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่ลดลง อาจมีความสัมพันธกับการกระตุนภูมิคุมกันดวยดังที่ Franchini และคณะ 
(1991) อธิบายไววา ถาปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอย จะสงผลใหระดับภูมิคุมกันโรคลดลงได    

ผลของวิตามิน อี ตอการสงเสริมภูมิคุมกัน กรณี การใหวัคซีนเชื้อตาย โดยไมใหวัคซีนเชื้อเปน
ดวย   เมื่อเปรียบเทียบ วัคซีนเชื้อตายที่เติมวิตามิน อี และไมเติมวิตามิน อี  ที่เตรียมในรูปแบบเดียวกัน
แลว ยังใหผลการสงเสริมการสรางภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี และความตานทานโรคไมแนนอน แต เมื่อให
วัคซีนเชื้อเปนดวย พบวา ที่อายุ 63 วัน กอนการปอนเชื้อพิษทับ วัคซีนเชื้อตายที่เติมวิตามิน อี มีประสิทธิ
ภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีไดดีกวา วัคซีนเชื้อตายที่ไมเติมวิตามิน อี แตไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05)  สอดคลองกับ Franchini และคณะ (1995)     พบวา การเติมวิตามิน อี ในวัคซีนเชื้อ
ตายทดแทนน้ํามันแร ในสัดสวน 20 หรือ 30 เปอรเซ็นต ชวยเหนี่ยวนําใหมีการตอบสนองของแอนติบอดี
เร็ว และสูงกวา วัคซีนที่ไมไดเติมวิตามินอี

การใหวัคซีนเชื้อเปน พรอมกับการใหวัคซีนเชื้อตาย พบวา  เมื่อเปรียบเทียบ ผลการทดลองที่ 6 
และ 7 สังเกตวา การใหวัคซีนเชื้อเปนรวมกับวัคซีนเชื้อตายในการทดลองที่ 7 สามารถสงเสริมการ
กระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีไดสูงขึ้นกวาการใหวัคซีนเชื้อตายเพียงอยางเดียวในการทดลองที่ 6 สอด
คลองกับ Pakinyo and Sasipreeyajan (1993)  รายงานวา วัคซีน ND เชื้อเปน พรอมกับวัคซีน ND เชื้อตาย 
สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูงกวา การใหวัคซีน ND เชื้อเปน เพียงอยางเดียว  Folitse และคณะ (1998)
อธิบายสาเหตุที่ทําใหวัคซีนเชื้อตายในน้ํามันที่ฉีดเขาใตผิวหนัง พรอมกับวัคซีนเชื้อเปน ดวยวิธีการหยอด
ตา พรอมกัน สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูง เนื่องจาก เชื้อไวรัสที่มีชีวิตสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางรวด
เร็วบนเยื่อเมือกของหนังตา และจมูก เปนการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบปฐมภูมิ ตอมาแอนติเจนของ
เชื้อไวรัสที่ถูกฆา ในสื่อน้ํามันจะคอยๆ ปลอยออกมาชาๆ อยางตอเนื่อง เปนการกระตุนภูมิคุมกันซ้ํา

ลักษณะการตอบสนองของวัคซีนที่เตรียมขึ้นเองในการทดลองครั้งนี้ แตกตางจากวัคซีน 
Commercial คือ ระดับ HI แอนติบอดีจะสูงที่สุด ภายหลังการใหวัคซีน เปนเวลา 2 สัปดาหในวัคซีนที่



40

เตรียมในรูป WO และ 3 สัปดาห ในวัคซีนที่เตรียมในรูป WOW ภายหลังจากนั้น จะคอยๆ ลดลงตาม
ลําดับ ขณะที่ วัคซีน Commercial vaccine เร่ิมมีการตอบสนอง HI แอนติบอดี ภายหลังการใหวัคซีน เปน
เวลา 2 สัปดาห เชนเดียวกัน และมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ จนถึงวันปอนเชื้อพิษ การที่วัคซีน 
Commercial vaccine มีประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดีไดสูงกวา วัคซีนที่เตรียมขึ้นเอง อาจ
เปนผลมาจากความเขมขนของเชื้อไวรัสที่ใชในการทดลองครั้งนี้ สําหรับวัคซีน WO เปน 7.7x107.3 ELD50

ตอตัว และ WOW เปน 7.1x107.3 ELD50 ตอตัว ต่ํากวา การผลิตวัคซีนเชื้อตาย ที่กําหนดไวอยางนอย 108.4

ELD50 ตอตัว (Peleg et al., 1993)  รวมถึง สูตรการเตรียมวัคซีน Commercial vaccine ที่บริษัทไมเปดเผย  
และวิธีการผสมดวยเครื่องมือที่ดีกวาวัคซีนที่เตรียมขึ้นเองมาก  หาก วัคซีนที่เตรียมขึ้นเอง ไดรับการปรับ
ปรุงสูตรการเตรียม วิธีการผสม และเพิ่มความเขมขนของเชื้อไวรัสมากขึ้น นาจะชวยให วัคซีนเชื้อตายที่
เตรียมขึ้นเอง มีประสิทธิภาพไดเชนเดียวกับ วัคซีน Commercial  vaccine ได  ในราคาที่ถูกกวา

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ
สรุปไดวา น้ํามันปาลม สามารถใชเตรียมวัคซีน ND เชื้อตายทดแทนน้ํามันแรได ซ่ึงเกิด

ประโยชนตออุตสาหกรรมการผลิตไก คือ มีความปลอดภัยตอผูบริโภค ลดการคัดซากไกทิ้ง เนื่องจาก ผล
ของน้ํามันแรที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อไกที่รุนแรง นอกจากนี้ การผลิตวัคซีนเชื้อตายขึ้นใชเองภาย
ในประเทศ หรือเพื่อการสงออก โดยใชวัตถุดิบตามธรรมชาตินี้ ยังชวยลดการนําเขาวัคซีน รวมถึง วัตถุ
ดิบสําหรับการผลิตวัคซีนไดอีกดวย     อยางไรก็ตาม การเตรียมวัคซีนเชื้อตายโดยใชน้ํามันปาลม ควรมี
การปรับปรุงวิธีการผสมวัคซีน หรือสัดสวนของ สารลดแรงตึงผิว เพื่อใหมีความคงตัวดีขึ้นกวาเดิม

การใหวิตามิน อี ผสมกับวัคซีนเชื้อตาย รวมกับวัคซีนเชื้อเปน สามารถกระตุน HI แอนติบอดีได
สูงกวาการใหวัคซีนเชื้อตาย ที่ไมผสมวิตามิน อี รวมกับวัคซีนเชื้อเปน

การเตรียมวัคซีนในรูปของ WOW สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี และความตานทาน
โรคไดดี โดยวัคซีนมีความหนืดต่ํา ชวยใหการใหวัคซีนไกงาย และสะดวกกวาเดิม นอกจากนี้ ยังเกิด
ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอยอีกดวย
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