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ไกทดลองที่ไดรับวัคซีนนิวคาสเซิลเชื้อตายที่เตรียมข้ึนเอง เมื่ออายุ 35 วัน โดยใชน้ํามันปาลมในรูปน้ําในน้ํามัน 
(Palm-Vacc-WO) หรือในรูปน้ําในน้ํามันในน้ํา (Palm-Vacc-WOW) พบวา มีระดับ HI แอนติบอดี และความตานทานตอ
เชื้อพิษทับของเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลสายเชื้อ Local ท่ีรุนแรง (VVNDV)      ต่ํากวาไกท่ีไดรับวัคซีนนิวคาสเซิลเชื้อตายที่
เตรียมข้ึนโดยใชน้ํามันแร ท้ังในรูปน้ําในน้ํามัน (Min-Vacc-WO) และในรูปน้ําในน้ํามันในน้ํา (Min-Vacc-WOW) แตไกท่ี
ไดรับ Palm-Vacc-WO และ Palm-Vacc-WOW มีความตานทานสูงกวาไกกลุมท่ีไมไดรับวัคซีน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) เมื่อใหเชื้อพิษทับดวย VVNDV  แมวา ไกท้ังสามกลุมมีระดับ HI แอนติบอดีไมตางกัน

ในการทดลองใชวัคซีนเชื้อเปน (Live) รวมกับวัคซีนเชื้อตาย ไกกลุมท่ีไดรับวัคซีนทั้ง Palm-Vacc-WO รวมกับ
วัคซีนเชื้อเปน (Palm-Vacc-WO+Live) และ Min-Vacc-WO+Live แมจะมีระดับ HI แอนติบอดีไมแตกตางจาก ไกกลุมท่ีได
รับวัคซีนเชื้อเปนอยางเดียว แตตางจากกลุมควบคุมท่ีไมไดรับวัคซีน ความตานทานโรคของไกท่ีไดรับ Palm-Vacc-
WO+Live และ Min-Vacc-WO+Live ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับความตานทานของไกท่ีไดรับวัคซีนเชื้อ
เปนแตเพียงอยางเดียว แตมีความตานทานสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับความตานทานของ
ไกกลุมท่ีไมไดรับวัคซีน ในขณะเดียวกันไกกลุมท่ีไดรับ Palm-Vacc-WOW+Live และกลุมท่ีไดรับ Min-Vacc-WOW+Live 
นั้นมีระดับ HI แอนติบอดีและความตานทานตอ VVNDV ไมแตกตางจากไกกลุมท่ีไดรับวัคซีนเชื้อเปนแตเพียงอยางเดียว

เมื่อใชวัคซีนเชื้อเปนรวมกับวัคซีนเชื้อตายที่มีวิตามิน อี ไดแก วัคซีน Min-Vacc-WO+Live, Min-Vacc-
WOW+Live และ Palm-Vacc-WOW+Live พบวาไกท้ัง 3 กลุม มีระดับ HI แอนติบอดีสูงกวาไกอีก 3 กลุม ท่ีไดรับวัคซีน
เชื้อเปนรวมกับวัคซีนเชื้อตายที่ไมมีวิตามิน อี ยกเวนไกกลุมท่ีไดรับวัคซีนเชื้อเปนรวมกับ Palm-Vacc-WO ท่ีเติมวิตามิน อี 
ซึ่งมีระดับ HI แอนติบอดีไมแตกตางกับระดับ HI ของไกกลุมท่ีไดรับวัคซีน Palm-Vacc-WO+Live ท่ีไมมีวิตามิน อี อยางไร
ก็ตามไกกลุมตางๆ ท่ีไดรับวัคซีนเชื้อเปนรวมกับวัคซีนเชื้อตายไมวาจะมีวิตามิน อี หรือไม สามารถตานเชื้อพิษทับ VVNDV 
ไดไมแตกตางกัน

โดยสรุปแลววัคซีน ND เชื้อตายที่เตรียมจากน้ํามันปาลมท้ังในรูป WO และ WOW (Palm-Vacc-WO and Palm-
Vacc-WOW)  เมื่อใหรวมกับวัคซีน ND เชื้อเปนจะสามารถปองกันตอเชื้อพิษทับ VVNDV อยางมีประสิทธิภาพ
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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

ความเปนมา และความสําคัญของปญหา

ความเปนมา และความสําคัญของปญหา
ปจจุบัน  การเลี้ยงไกในประเทศไทย  มีการพัฒนาศักยภาพการผลิตในเชิงอุตสาหกรรมมากขึ้น

และเปนธุรกิจสําคัญที่สามารถสรางรายไดจากการสงเนื้อไกสงออก การที่อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกมี
ศักยภาพการผลิตสูงขึ้นทุกวัน เกิดจากการพัฒนาปรับปรุงพันธุกรรมไกใหมีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว
ในระบบการเลี้ยงการจัดการที่หนาแนน แตขณะเดียวกัน ฝูงไกก็มีความไวรับตอโรคติดเชื้อมากขึ้น เนื่อง
จาก ศักยภาพของระบบภูมิคุมกันโรคต่ําลง รวมถึง ส่ิงแวดลอม และสุขศาสตร

โรคนิวคาสเซิล  (Newcastle disease; ND) เปนโรคที่สรางความสูญเสียทางเศรษฐกิจใน
อุตสาหกรรมการเลี้ยงไก (Eidson et al., 1980; Eidson et al.,1982)  รวมถึงสงผลกระทบตอการคาขาย
สัตวปกระหวางประเทศ  (Bennejean et al., 1991) แมวา ประเทศที่สามารถควบคุมโรคไดแลว ความสูญ
เสียทางเศรษฐกิจ ยังเกิดจาก คาใชจายการใหวัคซีน และ/หรือ การตรวจติดตามระบบการปองกันโรค
อยางเขมงวด   (Alexander, 1997)

การแพรกระจายของโรค ND ขึ้นกับนโยบาย การกําจัด และควบคุมสัตวปวยของแตละประเทศ
ที่แตกตางกัน นอกเหนือจาก ลักษณะการเลี้ยงสัตวปก เชน ประเทศที่นิยมเล้ียงไกหลังบาน มักประสบ
ปญหามากกวา การเลี้ยงไกเชิงอุตสาหกรรม  (Alexander, 1997; Alexander, 2000) ในประเทศ
กําลังพัฒนาในเอเชีย แอฟริกา อเมริกากลาง และบางสวนของอเมริกาใต การเลี้ยงไกตามชนบท หรือการ
เล้ียงไกหลังบาน เปนแหลงอาหารโปรตีนในรูปของไข และเนื้อไกที่สําคัญมาก เนื่องจาก ปจจัยทางสังคม
และการเงิน ทําใหการควบคุมโรค ND ในไกตามชนบท ของประเทศกําลังพัฒนาเหลานี้ เปนไปไดยากยิ่ง
และปญหานี้ ยังมีผลกระทบตอการพัฒนาการผลิตสัตวปกเชิงอุตสาหกรรม และการคาขายสัตวปก
ระหวางประเทศ (Alexander, 2000) ในประเทศไทย กรมปศุสัตว  ใหความสําคัญกับการเลี้ยงไกเชิงอุต
สาหกรรมมาก จากประกาศกระทรวงเกษตร และสหกรณ เร่ือง มาตรฐานฟารมเล้ียงไกเนื้อของประเทศ
ไทย พ.ศ.2542  เพื่อควบคุมฟารมเล้ียงไกเนื้อเพื่อการคา ที่มีจํานวนตั้งแต 3,000 ตัวข้ึนไป (กองสัตวรักษ,
2542)  นอกจากนี้ ภายหลังการตรวจเยี่ยมของคณะกรรมการใน กลุมสหภาพยุโรป เมื่อเดือนธันวาคม
ค.ศ. 1999   ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป ไดใหการรับรองสถานภาพของโรค ND ในประเทศไทย ใน
Directive 2001/598/EC โดยจัดใหประเทศไทยไดรับการรับรองตาม Model A ใน Directive 94/984/EC
(CEC, 2001) อยางไรก็ตาม การเลี้ยงไกหลังบาน และไกชนเพื่อการแขงขัน ยังเปนที่นิยมเล้ียงกันตาม
ชนบท  ตลอดจนประเทศเพื่อนบานบางประเทศ ยังไมมีมาตรการควบคุมโรค ND  อาจนําโรคระบาดสู
อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกของประเทศไทยเชนเดียวกับที่เคยเกิดขึ้นในภูมิภาคอื่นๆ ในโลก
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เนื่องจากโรค ND  เปนโรคติดตอรายแรง การควบคุมโดยวิธีทําลาย และการควบคุมการเคลื่อน
ยายไกปวย มักไมประสบความสําเร็จ การระบาดของโรค ND จึงมักเปนโรคประจําถ่ิน (endemic) มาตร
การการใหวัคซีนนับวาเปนการควบคุมที่มีประสิทธิภาพสูง (Cross, 1988) ชวยใหบางประเทศ เชน
ประเทศอารเจนตินา (Berinstein et al., 1999)  ญี่ปุน (Murakawa et al., 2000) เปนประเทศที่ปลอดเชื้อ
โรคนิวคาสเซิลได  เนื่องจาก อุตสาหกรรมการเลี้ยงไก ภายในประเทศไทย ยังคงมีความเสี่ยงตอโรค
ระบาดรายแรงนี้ นโยบายการใชวัคซีน จึงยังมีความจําเปน

ปจจุบัน วัคซีน ND เชื้อตายที่มีจําหนายและนิยมใชกัน มักเตรียมจาก น้ํามันแร (mineral oil) ซ่ึงมี
ปญหาปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่รุนแรง มีการตกคางในเนื้อเยื่อไกเปนเวลานาน และอาจเปนสารกอมะเร็งตก
คางถึงผูบริโภค ดังนั้น รายงานการวิจัยหลายคณะ กําลังพยายามศึกษาคนควาน้ํามันชนิดอื่นๆเพื่อทดแทน
น้ํามันแร (Stone and Xie, 1990; Gupta et al., 1993; Stone, 1993; Yamanaka et al., 1993; Stone, 1997)     

น้ํามันปาลม เปนวัตถุดิบที่หาไดงายภายในประเทศ ราคาถูก และยังไมเคยมีการศึกษามากอน
อยางไรก็ตาม การศึกษากอนหนานี้ พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันธรรมชาติ ประสิทธิภาพการกระตุน
HI แอนติบอดียังนอยกวา และความหนืด ยังสูงกวาวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร (Stone, 1993) ดังนั้น เพื่อ
เปนการชดเชยขอดอยของน้ํามันปาลม ในการกระตุนภูมิคุมกัน จึงใชวิตามิน อี ในรูปของ dl-α-
tocopheryl acetate และลดความหนืดของวัคซีน โดยการเตรียมเปน WOW
คําถามการวิจัย
1. น้ํามันปาลม สามารถใชเตรียมวัคซีน ND เชื้อตายทดแทนน้ํามันแร ไดหรือไม
2. การใชวิตามิน อี สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน ของวัคซีน ND เชื้อตายจากน้ํามัน

ปาลม ไดหรือไม
3. การปรับรูปแบบการเตรียมวัคซีน ND เชื้อตาย ที่เตรียมจากน้ํามันปาลม เปน WOW สามารถลดความ

หนืดลงจากวิธีเดิม คือ WO ไดหรือไม
วัตถุประสงคของการวิจัย

เพื่อพัฒนาวัคซีนนิวคาสเซิลเชื้อตาย ในรูปของ WOW โดยใชน้ํามันปาลม รวมกับวิตามิน อี ทด
แทนน้ํามันแร
รูปแบบการวิจัย

การวิจัยนี้เปนการทดลองในหองปฏิบัติการ (experimental study)
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ

เปนแนวทางการพัฒนาวัคซีน ND เชื้อตายขึ้นใชเองภายในประเทศ หรือเพื่อการสงออก โดยใช
วัตถุดิบตามธรรมชาติ ซ่ึงจะไดประโยชน คือ
1. ชวยลดการนําเขาวัคซีน และวัตถุดิบ
2. ลดการคัดซากไกทิ้ง เนื่องจาก น้ํามันแร มีผลตอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ
3. เพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค
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บทที่ 2
เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ

แนวคิด และทฤษฎี
โรคนิวคาสเซิล
 ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป ใหคําจํากัดความ โรค ND ใน Directive 93/342/EEC หมายถึง โรคติด
ตอของสัตวปก ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส สายเชื้อใดๆ ในกลุม Paramyxovius 1 ซ่ึงมีคา Intracerebral
Pathogenicity Index (ICPI) ทดสอบในลูกไกอายุ 1 วันมากกวา 0.7 (CEC, 1992)

เชื้อไวรัสกอโรค ND อยูในแฟมิลี Paramyxoviridae เปนเชื้อไวรัสแบบ RNA ที่มี enveloped มีคุณ
สมบัติสําคัญ คือ nonsegmented, single-stranded genome และ negative polarity  (Alexander, 1997)  เชื้อ
ไวรัส ND มีขั้นตอนการ assembly ของ capsid เกิดขึ้นในไซโตปลาสซึม และการสราง envelop เกิดขึ้น
บริเวณผิวของเซลลที่ติดเชื้อ เมื่อตรวจดวยกลองจุลทรรศนแบบอิเล็กตรอนแบบ negative contrast พบวา
อนุภาคของไวรัสมีลักษณะ pleomorphic กรณี เปนรูป spherical มีเสนผานศูนยกลาง 100-500 นาโนเมตร
หรือกรณี เปนรูป filamentous จะมีเสนผานศูนยกลาง 100 นาโนเมตร (Jordan, 1990)

โรค ND เปนโรคระบาดที่มีช่ือจัดกลุมอยูใน List A ของ The Office International des Epizooties
(Alexander, 1998; Alexander, 2000)  กลาวคือ เปนโรคที่มีการระบาดอยางรวดเร็ว เปนปญหารายแรงทาง
เศรษฐกิจและสังคม หรือสาธารณสุข จัดเปนโรคที่มีความสําคัญที่สงผลตอการคาสัตว และผลิตภัณฑจาก
สัตวระหวางประเทศ (OIE, 1992) เปนที่ยอมรับกันวา  ในชวงศตวรรษที่ 20  การพัฒนาการเลี้ยงสัตวปกเชิง
อุตสาหกรรม และการคาขายสัตวปกระหวางประเทศ เปนสาเหตุที่ทําใหโรค  ND เปนโรคที่มีความสําคัญใน
สัตวปก  (Alexander, 1988)
Jordan (1990)  จําแนกโรค ND ตามลักษณะการเกิดโรคที่เกิดขึ้นในไกทดลอง แบงเปน 5 pathotypes ไดแก

1.) Viscerotropic velogenic ND กอใหเกิดโรคที่รุนแรงมาก มีลักษณะจําเพาะ คือ รอยโรคเลือดออก
ตามทางเดินอาหาร

2.) Neurotropic velogenic ND มีอัตราการตายสูงมาก ภายหลังการแสดงอาการทางระบบหายใจ
และระบบประสาท

3.) Mesogenic ND มีอาการทางระบบหายใจ และบางครั้ง อาจมีอาการทางระบบประสาท อัตราการ
ตายต่ํา

4.) Lentogenic respiratory ND มีอาการทางระบบหายใจนอย หรือไมแสดงอาการ
5.) Asymptomatic enteric ND มีการติดเชื้อตามระบบทางเดินอาหาร โดยไมแสดงอาการ
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Alexander (1988) สรุปการระบาดของโรค ND ในโลก คร้ังสําคัญ ทั้งหมด 3 คร้ัง ดังนี้
การระบาดครั้งท่ี 1 เปนการพบโรค ND เปนครั้งแรกในป ค.ศ. 1926 และแพรกระจายตอไปทั่วโลก
โรค ND ที่พบมักเปนแบบรุนแรง (velogenic form) อัตราการตายในไกอาจสูงถึง 100 เปอรเซ็นต (Charlton et
al., 1996) ในป ค.ศ. 1927 ประเทศอังกฤษ มีการระบาดครั้งแรกในเมือง นิวคาสเซิล (Sainsbury, 2000) ในป
ค.ศ. 1930 และ 1932 ประเทศออสเตรเลีย เกิดการระบาดของโรค ND แบบรุนแรง   การใชมาตรการกําจดั
โรคดวยการทําลายไกปวย ชวยใหประเทศออสเตรเลียปลอดจากโรค ND เปนเวลานาน (Westbury, 2001) ใน
ป ค.ศ. 1940 สหรัฐอเมริกา เร่ิมพบโรค ND แบบความรุนแรงต่ํา และปานกลาง ในฟารมเล้ียงไก และสามารถ
ควบคุมโรคไดโดยอาศัยการใหวัคซีน และเริ่มพบโรค ND แบบความรุนแรงสูง ในป ค.ศ. 1941, 1946 และ
1951 แตสามารถกําจัดโรคไดอยางรวดเร็ว  (Charlton et al., 1996)  ลักษณะของโรค ND ที่ระบาดในสหรัฐ
อเมริกา เปนแบบ Neurotropic velogenic ND จะมีความรุนแรงนอยกวาโรค ND ที่ระบาดในประเทศอินโดนี
เซีย และอังกฤษ ซ่ึงเปนแบบ Viscerotropic velogenic ND (Shope, 1964; Hanson et al., 1973)
การระบาดครั้งที่ 2 เร่ิมขึ้นชวงปลายทศวรรษที่ 1960 บริเวณแถบตะวันออกกลาง โดยการขนยายของ
นกปา เปนสาเหตุสําคัญของการระบาดครั้งนี้  (Alexander, 1988) และแพรกระจายไปเกือบทุกประเทศทั่ว
โลกในป ค.ศ.1973   การแพรกระจายของโรคอยางรวดเร็วเกิดจากวิวัฒนาการการเลี้ยงไกเชิงอุตสาหกรรม
รวมถึง การคาขายระหวางประเทศ และการนําเขานกแกวที่เล้ียงในกรง (Alexander, 1997)   ในป ค.ศ. 1970
ประเทศอังกฤษ มีการระบาดครั้งสําคัญที่เมือง Essex  จึงใหชื่อสายเชื้อไวรัสเปน Essex’70  สามารถทําใหไก
ตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นต  (Sainsbury, 2000) เดือนมีนาคม ค.ศ. 1970 โรค ND แบบ Viscerotropic velogenic
ND  ระบาดมาถึงสหรัฐอเมริกาครั้งแรก ผานนกแกวนําเขามาในเมืองนิวยอรค (Hanson et al., 1973) ตอมาป
ค.ศ. 1971  เกิดการระบาดครั้งสําคัญที่รัฐ แคลิฟอรเนีย และพื้นที่ใกลเคียง มาตรการการกําจัดโรค ตองสูญเสีย
งบประมาณมหาศาลกวา 52 ลานเหรียญสหรัฐ และยังเกิดขึ้นตอมาในป ค.ศ. 1977, 1979 และ 1980
(Charlton et al., 1996)   โดยหลักฐานสําคญัมากมาย ที่แสดงใหเห็นความสัมพันธระหวาง การระบาดครั้งที่ 2
กับการนําเขานกแกว (Alexander, 1988)
การระบาดครั้งท่ี 3 เกิดจากโรค ND ชนิดที่กอใหเกิดโรคในระบบประสาท ในนกพิราบแขง   Jordan
(1990) กลาววา การระบาดครั้งนี้ เร่ิมขึ้นในตะวันออกกลาง ชวงปลายทศวรรษที่ 1970 และกลางทศวรรษที่
1980 โดยอาศัยการแขงขันนกพิราบ การแสดง นกพิราบเนื้อ และนกพิราบปา  ในบางประเทศยังแพรกระจาย
ไปยังนกประเภทอื่นๆ และไก อีกดวย
สถานการณปจจุบันโรค ND   ชวงตนทศวรรษที่ 1990 มีอุบัติการโรค ND เพิ่มขึ้นในหลายประเทศแถบยุโรป
ตะวันตกโดยเฉพาะ ค.ศ. 1994 มีรายงานสูงที่สุดถึง 239 รายในกลุมประเทศเครือสหภาพยุโรป ระหวางป
ค.ศ. 1991 ถึง 1995 การระบาดสวนใหญในกลุมประเทศเครือสหภาพยุโรป เกิดขึ้นในประเทศเบเนลักซ และ
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เยอรมัน โดยเฉพาะ ในสัตวปกที่เล้ียงหลังบาน  (Alexander, 2000) ในประเทศเยอรมัน เกิดการระบาดขึ้น
หลายครั้ง ระหวางปลายป ค.ศ. 1992 ถึงตนป ค.ศ.1996 โดยสูงที่สุดในป ค.ศ.1994  การใชมาตรการควบคุม
โรคอยางเขมงวด และนโยบายการใหวัคซีน  ชวยใหจํานวนครั้งของการระบาด และการแยกพบเชื้อไวรัส
ชนิดรุนแรงลดลง จนปลายป ค.ศ. 1996 ประเทศเยอรมัน ก็ปลอดโรค ND ชนิดรุนแรง (Werner et al., 1999)
Alexander (2000) กลาววา ขอสังเกตที่นาสนใจประการหนึ่ง เกี่ยวกับการระบาดของโรค ND ในยุโรป  คือ
เปนการระบาดในประเทศที่เคยปลอดโรคมากอนเปนเวลาหลายปมาแลว

ประเทศออสเตรเลียมี รายงานการเกิดโรคระบาด ND แบบรุนแรงในฟารมไก รัฐ New South Wales
ป ค.ศ. 1998  1999 และ 2000 ภายหลังการปลอดโรค ND  มาเปนนาน ภาครัฐบาลจึงรณรงคการกําจัดโรค
ดวยการกําจัดสัตวปวย ติดตามดวยการใหวัคซีนในฟารมที่เคยกําจัดสัตวปวยแลว แตยังตรวจพบเชื้อไวรัส
แบบรุนแรงอีก หลังจากนั้น ไมพบการระบาดของโรค ND แบบรุนแรงอีกนับตั้งแตเดือนกุมภาพันธ ค.ศ.
2000 (Westbury, 2001)

สําหรับประเทศไทย ภายหลังการตรวจเยี่ยมของคณะกรรมการในกลุมสหภาพยุโรป เมื่อเดือน
ธันวาคม ค.ศ. 1999   ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป ใหการรับรองสถานภาพของโรค ND ในประเทศไทย ใน
Directive 2001/598/EC โดยจัดใหประเทศไทยไดรับการรับรองตาม Model A ใน Directive 94/984/EC
(CEC, 2001) อยางไรก็ตาม ปจจุบัน ประเทศไทย ยังนิยมเล้ียงไกพื้นบานกันอยางแพรหลาย ทั้งในลักษณะ
ของการเลี้ยงไกหลังบาน การเลี้ยงไกสวยงาม หรือการเล้ียงไกชนเพื่อการแขงขัน   ขณะเดียวกัน อุตสาห
กรรมการเลี้ยงไกเนื้อ เพื่อการสงออก ก็นับเปนธุรกิจที่นําเงินตราเขามาภายในประเทศอยางมหาศาลในแตละ
ป Awan และคณะ (1994)  กลาวถึง การเลี้ยงสัตวปกตามชนบทวา สามารถพบเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล
(Newcastle disease virus; NDV) ไดเกือบทุกสายเชื้อ แตสายเชื้อแบบรุนแรง พบไดบอยที่สุด

ในฟารมเล้ียงสัตวปกที่ไมเคยไดรับการกระตุนภูมิคุมกันตอโรค ND การไดรับเชื้อไวรัส NDV แบบ
รุนแรง สามารถเกิดการระบาดที่รุนแรงได แตการเลี้ยงสัตวปกตามชนบท การเกิดโรคขึ้นกับหลายปจจัย รวม
ถึง pathotype ของเชื้อไวรัส อายุไก สถานภาพภูมิคุมกันโรคของประชากร ความไวรับตอโรค โรคแทรกซอน
และอิทธิพลของฤดูกาล (Awan et al., 1994)  จึงกลาวไดวา อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกในประเทศไทย มีความ
เสี่ยงตอการเกิดโรคระบาด ND  ดังนั้น ควรมีมาตรการควบคุมโรค ND ที่มีประสิทธิภาพเพื่อปองกันความสูญ
เสียของไกในฟารม หรือเกษตรกร จนถึงผลกระทบตอการสงออกเนื้อไกของประเทศตอไป
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วัคซีนปองกันโรคนิวคาสเซิล
  นับตั้งแต การระบาดโรค ND คร้ังแรก ก็เร่ิมมีการศึกษาหาแนวทางการปองกัน และควบคุมโรค

ดวยวัคซีน โดยมีแนวทางการพัฒนาวัคซีน 3 วิธีดวยกัน คือ วัคซีน ND เชื้อเปนที่ถูกทําใหความรุนแรงต่ําลง
วัคซีน ND เชื้อเปนที่มีความรุนแรงต่ําตามธรรมชาติ และวัคซีน ND เชื้อตาย (Alexander, 1988)
1. วัคซีน  ND เชื้อเปน  มักจําหนายในรูปของ freeze dried allantoic fluid ที่เตรียมจากเชื้อไวรัสที่ออนแรงใน
ไขฟกที่มีตวัออนของลูกไก (British Pharmacopoeia (Veterinary), 1998) ประกอบดวย เชื้อไวรัสที่มีชีวิต
นิยมใชกันอยางแพรหลาย เนื่องจากราคาถูก สามารถปองกันโรคไดดี การใหวัคซีนงาย และสะดวก แตขอเสีย
คือ มีผลขางเคียง ภายหลังการใหวัคซีน เชน อาการทางระบบหายใจ และอัตราการไขลดลง (Brugh and
Siegel, 1978) โดยทั่วไปแลว วัคซีนเชื้อเปน ที่สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดดี มักมีความรุนแรงเพิ่มขึ้น ดังนั้น
จึงยิ่งทําใหเกิดอาการขางเคียงเพิ่มขึ้นดวย เชน การใหวัคซีน สายเชื้อ La Sota จะทําใหเกิดปญหากับไกอายุ
นอย ที่ไวรับตอโรค มากกวา Hitchner-B1 แตสายเชื้อ La Sota จะเหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันไดมากกวา (OIE, 1992)   

วัคซีนเชื้อเปนสามารถใหไดดวยวิธีการผสมน้ํากิน การสเปรยเปนละอองละเอียด การหยอดจมูก
หรือการหยอดตา (OIE, 1992) เนื่องจาก เชื้อไวรัส NDV มีชนิดของแอนติเจนเพียงแบบเดียว แมวา เราอาจ
จําแนกความแตกตางอยางละเอียดไดโดยอาศัย โมโนโคลนอล แอนติบอดี (monoclonal antibody panel) การ
ที่เชื้อไวรัส NDV มีชนิดของแอนติเจนเพียงแบบเดียวดังกลาว ชวยเอ้ือประโยชนใหสามารถเลือกใชวัคซีนได
งาย แมวา ความรุนแรงของโรคแตกตางกัน อาจตองเลือกใชวัคซีนเชื้อเปนที่มีระดับความรุนแรงแตกตาง
กันไป (Jones, 1998)
2. วัคซีน ND เชื้อตาย ประกอบดวยสวนของไวรัส นํามาทําใหคุณสมบัติในการเพิ่มจํานวนหมดไป แตยังมี
คณุสมบัติความเปนแอนติเจนที่ดี และสวนที่เปนแอดจูแวนท ชวยเหนี่ยวนําใหรางกายสรางภูมิคุมกันโรคได
ดียิ่งขึ้น (Cross, 1988; Rautenschlein et al., 2001; WHO, 1976)   British Pharmacopoeia (Veterinary)  ฉบับป
ค.ศ. 1998 ใหคําจํากัดความ วัคซีน ND เชื้อตาย คือวัคซีนที่ประกอบดวย อิมัลชัน หรือสารแขวนลอยของเชื้อ
ไวรัส NDV สายเชื้อที่เหมาะสม นํามาทําใหหมดฤทธิ์ โดยยังคงคุณสมบัติ การกระตุนภูมิคุมกัน เชื้อไวรัส
NDV ทั้งสายเชื้อรุนแรง และไมรุนแรง สามารถใชเปนหัวเชื้อไวรัส (seed virus) อยางไรก็ตาม เมื่อคํานึงถึง
ความปลอดภัยแลว การใชสายเชื้อแบบไมรุนแรงเหมาะสมกวา เนื่องจาก ภายหลังการใหวัคซีนแลว เชื้อไวรัส
ในวัคซีนเชื้อตาย จะไมเพิ่มจํานวนอีกตอไป ดังนั้น  จําเปนตองใชปริมาณของเชื้อไวรัสมากกวาวัคซีนเชื้อเปน
มาก เชื้อไวรัสสายเชื้อ Ulster2C ที่มีความรุนแรงนอย จึงมีความเหมาะสม สําหรับการเตรียมวัคซีนเชื้อตาย
(OIE, 1992)   การใหวัคซีนเชื้อตาย สามารถใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อ หรือเขาชั้นใตผิวหนัง (OIE, 1992)
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วัคซีน ND เชื้อตายนั้นมีขอดี คือ กระตุนภูมิคุมกันไดสูง สม่ําเสมอ และเปนเวลานาน (Brugh and
Sigal, 1978; Stone et al., 1978) การเก็บรักษางายกวา  (Alexander, 1997) ไมมีผลขางเคียงเกี่ยวกับปญหา
ระบบทางเดินหายใจอยางออน เชนเดียวกับการใหวัคซีนเชื้อเปน (Brugh and Stone, 1983) และการใหวัคซีน
เชื้อตายจะไมเกิดการแพรกระจายของเชื้อไวรัสจากวัคซีนติดตามมา อยางไรก็ตาม ขอเสีย คือ วัคซีนเชื้อตายมี
ราคาแพงกวาวัคซีนเชื้อเปน รวมถึง แรงงานการจับไก และการใหวัคซีนเปนรายตัว (OIE, 1992)    Stone
(1980)  ยังพบวา ภายหลังการปอนเชื้อพิษทับ  อัตราการขับ และแพรกระจายเชื้อไวรัส ND ในไกทดลองที่ให
วัคซีนเชื้อตาย จะสูงกวา ไกทดลองที่ใหวัคซีนเชื้อเปน  

ในระยะแรก การใชวัคซีน ND เชื้อตายมีประสิทธิภาพในการปองกันโรค ND ในไกได แตมีปญหา
ในการผลิต และการควบคุมใหเปนไปตามมาตรฐาน ในกรณีที่ผลิตเปนจํานวนมาก วัคซีน ND เชื้อตายที่มี
อะลูมิเนียม ไฮดรอกไซด  (aluminium hydroxide) นิยมใชอยางแพรหลายในยุโรป แตไดผลไมดีนัก จนเกิด
การระบาดชวงป ค.ศ. 1970-1974 ยุโรปจึงนําวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 และ La Sota นํามาใช
(Alexander, 1988; Alexander, 1997) การระบาดครั้งนี้ ไดกระตุนใหเกิดการพัฒนาวัคซีน ND เชื้อตายในน้ํา
มัน ซ่ึงสามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูง และเปนเวลานานกวา (Box, 1975; Stone et al., 1978; Alexander,
1988) แมวา วัคซีน ND เชื้อตายในน้ํามันจะมีราคาแพง เมื่อเปรียบเทียบกับวัคซีน ND เชื้อเปน แตวัคซีน ND
เชื้อตายก็เปนที่นิยม ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก โดยเฉพาะ ไกไข และไกพันธุ (Cessi and Nardelli, 1974;
Eidson et al., 1982; Stone et al., 1997) ในประเทศที่การระบาดของโรค ND เปนโรคประจําถ่ิน มักใหวัคซีน
ND เชื้อเปน รวมกับวัคซีน ND เชื้อตาย สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูงกวา การใหวัคซีน ND เชื้อเปน เพียง
อยางเดียว (Pakinyo and Sasipreeyajan, 1993)   สอดคลองกบัการศึกษาของ Eidson และคณะ (1980) รายงาน
วา ไกพันธุ สายไกเนื้อที่ใหวัคซีน ND เชื้อเปน แลวตามดวยการใหวัคซีน ND เชื้อตาย จะมีระดับ HI
แอนติบอดีที่สูงกวา และนานกวา ไกที่ไดรับวัคซีน ND เชื้อเปนเพียงอยางเดียว นอกจากนี้ ยังใหจํานวนไข
มากกวาอีกดวย

แอดจูแวนท (adjuvants)
แอดจูแวนท มีที่มาจากรากศัพทภาษาละตินวา adjuvare หมายถึง ชวยเหลือ ถูกใชเรียกสารใดๆ ที่

สามารถเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอแอนติเจนทั้งแบบ humoral และ cellular immune response
(Gupta et al., 1993)   เมื่อไมกี่ปที่ผานมา แอดจูแวนท  กําลังเปนที่สนใจมาก เนื่องจาก การพัฒนาวัคซีน แบบ
สับยูนิต บริสุทธิ์ (purified subunit) หรือวัคซีนสังเคราะหโดยใชเทคโนโลยีใหมเกี่ยวกับการสังเคราะหทาง
ชีวภาพ และรีคอมบิแนนท อยางไรก็ตาม วัคซีนเหลานี้ มักเปนสารกระตุนภูมิคุมกันที่ไมดี และตองการแอดจู
แวนท สําหรับชวยเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (Gupta et al., 1993)
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วัคซีนอาจประกอบดวย น้ํามัน หรือแอดจูแวนท อ่ืนๆ ที่เหมาะสม  แอดจูแวนท ที่นิยมใชในวัคซีน
สําหรับสัตว คือ อะลูมิเนียม ไฮดรอกไซด (aluminium hydroxide) เกลืออะลัม (aluminium salts) และน้ํามัน
(Cross, 1988) วัคซีนที่มีการจําหนายทั่วไป เปนวัคซีนเชื้อตาย น้ํา-ในน้ํามัน-ในน้ํา (water-in-oil-in-water
emulsion; WOW)  นิยมใหวัคซีนดวยการฉีดเขาชั้นใตผิวหนัง มากกวา กลามเนื้อขา เนื่องจาก ทําใหเกิด
ปฏิกิริยาการอักเสบที่รุนแรง บริเวณตําแหนงที่ใหวัคซีน (Fukanoki et al., 2001)   

Cross (1988) แบงวัคซีน ND เชื้อตายที่ใชน้ํามันเปน 3 รูปแบบ ไดแก 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 ประกอบดวย แอนติเจน ซ่ึงอยูในสวนของน้ํา ผสมกับ
สวนของน้ํามัน สวน WOW เปนอิมัลชันทวีคูณ (double emulsion) ที่ประกอบดวย แอนติเจนอยูใน สวนของ
น้ําภายใน (internal aqueous phase) สวนของน้ํามัน (oil phase) และสวนของน้ําภายนอก (external aqueous
phase) (Stone et al., 1997) WHO (1976) กลาวถึง  การทํางานของวัคซีนรูปแบบ น้ําในน้ํามัน 3 วิธีดวยกัน วิธี
ที่ 1 คือ การปลอยแอนติเจนอยางชาๆ ออกจากตําแหนงที่ใหวัคซีน วิธีที่ 2 คือ อิมัลชัน เปนตัวนําแอนติเจน
ไปยังตําแหนงตางๆ ทั่วไปในระบบน้ําเหลืองและ วิธีที่ 3 คือ การเกิด granuloma reaction บริเวณตําแหนงที่
ใหวัคซีน และตําแหนงตางๆ ทั่วรางกาย    ซ่ึงประกอบดวย หยดน้ํามัน ลอมรอบดวยเซลล mononuclear cells
(เซลล แมคโครฝาจ  ลิมโฟไซต และพลาสมา เซลล) ที่มีประสิทธิภาพสูงในการสรางแอนติบอดี โดยเฉพาะ
เซลล แมคโครฝาจ มีความสําคัญมาก เซลล แมคโครฝาจ จะเก็บกินหยดน้ํามันทั้ง บริเวณตําแหนงที่ใหวัคซีน
และตําแหนงตางๆ ทั่วรางกาย กลไกการเก็บกินแบบ endocytosis และ การยอยน้ํามัน มีบทบาทสําคัญตอ
กระบวนการสรางภูมิคุมกัน  รวมถึง การเกิดพิษ

ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก นิยมใชวัคซีน ND เชื้อตายในรูปของ WO ประกอบดวย
แอดจูแวนท ไดแก น้ํามัน ผสมกับสารลดแรงตึงผิว (Stone, 1988) โดยที่น้ํามันเปนสวนประกอบสําคัญ และมี
ผลตอคุณภาพของวัคซีนเปนอยางมาก Stone (1997) กลาวถึง คุณลักษณะของน้ํามันที่ดี ในการเตรียมวัคซีน
ND เชื้อตายได ดังนี้

1. มีประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค และการปองกันโรคที่ดี
การประเมินประสิทธิภาพของวัคซีนปองกันโรค ND มักทําโดยการตรวจระดับภูมิคุมกัน HI

แอนติบอดีในกระแสเลือด และดวยการปอนเชื้อพิษทับ (Stone et al., 1980; Mass et al., 1999)  วัคซีน ND
เชื้อตาย ชนิด WO ชวยกระตุนภูมิคุมกันในกระแสเลือดใหสูง และใหการปองกันโรคไดเปนเวลานาน (Cessi
and Nardelli, 1974; Box, 1975)   วิธีการประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรมการควบคุมโรค นิยมใชผลการ
ทดสอบทางซีโรโลยี โดยวิธีการที่นิยมที่สุด คือ hemagglutination inhibition (HI) test (Gelb and Cianci,
1987) สอดคลองกับ Goddard และคณะ (1988)  เสนอแนะใหประเมินประสิทธิภาพของวัคซีน โดยอาศัยการ
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ทดสอบทางซีโรโลยี ทดแทนการทดสอบดวยวิธีปอนเชื้อพิษทับ โดยการปอนเชื้อพิษทับ ใหใชสําหรับวัคซีน
บางชุดการผลิตที่ตองการยืนยันผลใหชัดเจนเทานั้นวิธีการทดสอบ HI test เปนวิธีการที่ชวยบงชี้ถึง การปอง
กันโรค และการสรางภูมิคุมกันโรค ที่เชื่อถือได

British Pharmacopoeia (Veterinary) (1998)  กําหนดเกณฑการทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีน ND
เชื้อตาย โดยใหฉีดวัคซีนเขากลามเนื้อ ไกทดลองที่เล้ียงแบบปลอดเชื้อ อายุ 21-28 วัน โดยใชขนาด 1/50 ของ
ขนาดที่ใหตามปรกติ ภายหลังจากนั้น 17-21 วัน ใหเก็บซีรัมไกทั้งกลุมที่ใหวัคซีน และกลุมควบคุม จํานวน
10 ตัวที่อายุเทากัน และเลี้ยงในสภาวะแวดลอมเดียวกัน ตรวจวัดระดับแอนติบอดีดวยวิธี HI test วัคซีนจะ
ผานการทดสอบไดหาก คาเฉลี่ย HI titre ของกลุมที่ใหวัคซีน มากกวาหรือเทากับ 4 log2 โดยกลุมที่ไมให
วัคซีนมีคาเฉลี่ย HI titre ต่ํากวา 2 log2 หากผลทดสอบไมเปนที่นาพอใจ ใหทดสอบดวยการปอนเชื้อพิษทับ

Mass และคณะ (1999) พบวา ผลการตรวจระดับภูมิคุมกัน HI ในกระแสเลือด มีความสัมพันธกับการ
ปองกันโรค ภายหลังการปอนเชื้อพิษทับ โดย Rweyemamu และคณะ (1986) พบวา คาเฉลี่ย HI ประมาณ 1:4
(2 log2) สามารถปองกันโรคได 50 เปอรเซ็นต และคาเฉลี่ย HI มากกวา 1:64 (6 log2) สามารถปองกันโรคได
100 เปอรเซ็นต  ระดับแอนติบอดีของไกที่ไดรับวัคซีนในน้ํามันที่อายุ 3 สัปดาหสูงขึ้นอยางรวดเร็ว และสูง
สุดที่ 4 สัปดาหภายหลังการใหวัคซีน (Cessi and Nardelli, 1974) ประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค
และการปองกันโรค ยังขึ้นกับพันธุกรรมไกดวย ผลการทดลอง ภายใตสภาวะที่ไมมีภูมิคุมกันจากแม พบวา
ไกเนื้อ สามารถสราง HI แอนติบอดีไดต่ํากวาไกปลอดเชื้อ เปน 2-5 log2 และการปองกันโรคก็ต่ํากวาไกไข
มากเชนกัน (Mass et al., 1999)

2.  มีความหนืด (viscosity) ต่ํา
การวัดความหนืด ทําโดยการจับเวลาในการไหลของของเหลวในปเปตพลาสติก ขนาด 1.0

มิลลิลิตร จากขีดบอกปริมาตร 0.4 ไปถึง 0.0 มิลลิลิตร (Stone et al., 1978; Ston and Xie, 1990) ถึงแมวา
ความแตกตางของความหนืดของวัคซีน ไมมีผลตอการกระตุนภูมิคุมกันโรค ND (Stone et al., 1981; Stone,
1993) แตวัคซีนเชื้อตายที่ดี ควรมีความหนืดต่ํา เพราะชวยใหการปฏิบัติงานในฟารมซึ่งมีไกจํานวนมาก ทําได
รวดเร็วขึ้น (Stone, 1993; Stone, 1997)

3.  มีความคงตัว (stability) อยูนาน
ความคงตัวของวัคซีน คือ ระยะเวลาที่วัคซีนสามารถรักษาสถานภาพของอิมัลชันไวได จนกระทั่งเกิดการแยก
ของสวนที่เปนน้ําออกจากอิมัลชัน ซ่ึงมีผลทําใหประสิทธิภาพของวัคซีนลดลง (Cessi and Nardelli, 1974;
Stone, 1991) ความคงตัวของวัคซีนเชื้อตาย ในน้ํามันขึ้นอยูกับ อุณหภูมิ ขนาดของอนุภาคอิมัลชัน (emulsion
particles) ชนิดของสารลดแรงตึงผิว คุณสมบัติของน้ํามัน และคา HLB (hydrophile –lipophile balance)
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(Stone, 1991) ความคงตัวของวัคซีนสามารถทดสอบไดในหลอดทดลอง โดยตั้งทิ้งไวทีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส แลวสังเกตระยะเวลาของการแยกสวนที่เปนน้ํา ที่กนหลอดทุกวัน

4. มีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ (tissue reaction) ต่ํา
น้ํามันโดยเฉพาะน้ํามันแร (mineral oil) กอใหเกิดปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ บริเวณที่ฉีดวัคซีนเชื้อตาย เปน

สาเหตุของการคัดซากไกทิ้งที่โรงฆา (WHO, 1976; Stone, 1997) แตปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่คงอยูเปนเวลานาน
ทําใหมีการแทรกของเซลลตางๆ โดยเฉพาะ พลาสมาเซลล และลิมโฟไซต ในตําแหนงที่ฉีดวัคซีน มีความ
สัมพันธกับการกระตุนภูมิคุมกันในกระแสเลือดใหมีระดับสูง (Yamanaka et al., 1993) ซ่ึงสอดคลองกับ
Franchini และคณะ (1991) ที่รายงานวา ถาปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอย จะสงผลใหระดับภูมิคุมกันโรคลดลงได

การทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ นิยมใหวัคซีนเชื้อตายไกทดลองดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อหนาอก
(Stone, 1993; Yamanaka et al., 1993; Stone, 1997)  ลักษณะรอยโรคสําคัญ คือ ถุงน้ําสีเหลืองขุนตามเยื่อพัง
พืดระหวางกลามเนื้อหนาอก ชั้นนอก และชั้นใน  และลักษณะรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา พบถุงน้ําเล็กๆ
จํานวนมาก มี fibrous capsule ชั้นบางๆ หุม  และการรวมกลุมของเซลล ลิมโฟไซต และอาจพบ
granulomatous reaction ได (Droual et al., 1990)

การใชน้ํามันจากธรรมชาติ ทดแทนน้ํามันแร
ปจจุบันวัคซีนเชื้อตายสวนใหญ นิยมใช น้ํามันแร ซ่ึงมีปญหาการตกคางในเนื้อเยื่อไกเปนเวลานาน

ตองใชเวลาอยางนอย 42 วันเพื่อใหน้ํามันแรถูกกําจัดออกไป กอนนําเขาโรงฆา (Stone and Xie, 1990; Stone,
1993; Stone, 1997)  ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่รุนแรง ภายหลังการฉีดวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมจากน้ํามันแร ยังทําให
ตองปลดซากไกทิ้ง สรางความเสียหายทางเศรษฐกิจ (Stone, 1997) เชน ซากไกพันธุ และไกไข ที่โรงฆา การ
ใหวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยน้ํามันแรเขากลามเนื้อหนาอก อาจเกิดรอยโรคตรวจพบไดเปนเวลานานถึง 2 ป
ภายหลังการใหวัคซีน กรณี เนื้อไกถูกปรุงกอนการบริโภค น้ํามันแรอาจถูกทําลาย หรือเปล่ียนรูปไปจน
สังเกตไมเห็น แตกรณี เนื้อไกที่ไมไดถูกปรุง รอยโรคและสิ่งตกคางที่เหลืออยู อาจทําใหผูบริโภค ไมพึงพอใจ
ได (Droual et al., 1990)  ดังนั้น ผูบริโภคบางกลุม จึงไมตองการใหใชวัคซีนที่ประกอบดวยน้ํามันแร ในไกที่
จะนํามาบริโภค (Stone, 1993)

ปญหาของปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่รุนแรงมิไดเกิดขึ้นเฉพาะกับไกเทานั้น ระหวางการปฏิบัติงานใน
ฟารม การใหวัคซีนเชื้อตาย อาจเกิดอุบัติเหตุจากการฉีดวัคซีนที่มีน้ํามันแรผิดพลาดเขาตัวเอง คนงานสามารถ
เรียกรองความเสียหายจากนายจางผูผลิตไกได (Stone, 1997) นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา สวนประกอบของ น้ํา
มันแร สามารถกอมะเร็งไดในหนูทดลองบางสายพันธุ (WHO, 1976) โดยการกอมะเร็ง และความเปนพิษของ
น้ํามันแร  เกิดจากสวนผสมที่ซับซอนมากของสารไฮโดรคารบอนที่แตกตางกัน 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) โดยตองมีประสิทธิภาพการกระตุน
ภูมิคุมกันไดสูง ความหนืดต่ํา เก็บรักษาไดเปนเวลานาน และมีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอย รวมถึงเอื้ออํานวยตอ
การผลิตจํานวนมากๆ  การผสมเขากันเปนเนื้อเดียวกันดี และมีความคุมทุน (Stone, 1997)

Yamanaka และคณะ (1993) พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันสังเคราะห ISA-70 มีปฏิกิริยาตอเนื่อเยื่อ
นอยกวา วัคซีนที่เตรียมจาก น้ํามันแร แตสามารถกระตุน HI แอนติบอดีไดใกลเคียงกัน Stone และ Xie
(1990) พบวา วัคซีนที่เตรียมจาก terpene oil เมื่อเปรียบเทียบกับวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร สามารถลดอุบัติ
การ และระยะเวลาการเกิดรอยโรคที่บริเวณกลามเนื้อที่ฉีดวัคซีนได ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจาก terpene oil
เปนสวนประกอบตามธรรมชาติของผิวหนัง และเนื้อเยื่อสัตว จึงสามารถถูกกําจัดออกจากเนื้อเยื่อ และมีความ
เขากันไดกับเนื้อเยื่อไก ดังนั้น Stone และ Xie (1990)  มีความเห็นวา ระยะเวลา 42 วันที่กําหนดไวขางตน
สําหรับน้ํามันแร นาจะสามารถผอนปรนลงได  terpene oil ที่ใชในการทดลองมี 2 ชนิด ไดแก squalane และ
squalene แต squalane จะมีความหนืดสูงกวา และเมื่อนํามาเตรียมเปนวัคซีนจะมีความคงตัวมากกวา

Stone (1993) ทดลองใชน้ํามันจากพืช สัตว และน้ํามันสังเคราะห หลายชนิด พบวา วัคซีนที่เตรียม
จากน้ํามันปลา (orange roughy fish oil) ผสมกับขี้ผ้ึง 10 เปอรเซ็นต กระตุน HI แอนติบอดี ไมแตกตางกับ
วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร แตมีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอยกวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร และเมื่อเปรียบเทียบ
ความหนืดของน้ํามันปลา ผสมขี้ผ้ึง 10 เปอรเซ็นต กับวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันชนิดอื่น ในการทดลองเดียว
กัน ยกเวน น้ํามันแร พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันปลา ผสมขี้ผ้ึง 10 เปอรเซ็นตมีความหนืดต่ําที่สุด Stone
(1997) ทําการทดลองซ้ําในลักษณะเดียวกัน พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันพืช สัตว และน้ํามันสังเคราะหให
HI แอนติบอดีไดใกลเคียงกับน้ํามันแร สวนวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมจากน้ํามันชนิดอื่น มีประสิทธิภาพในการ
กระตุนภูมิคุมกันต่ํากวา และมีความหนืดสงูกวาวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร (Stone, 1993)

การใชวิตามิน อี
วิตามิน อี เปนคําเรียก สารประกอบ 2 ชนิด คือ tocopherols และ tocotrienols สามารถพบไดตาม

ธรรมชาติใน น้ํามันจากพืช ไข ตับ ถ่ัวฝกยาว และพืชใบเขียวทั่วไป (Gore and Qureshi, 1997) วิตามิน อี สวน
ใหญ ที่มีการจําหนายมักอยูในรูปของ dl-α-tocopheryl acetate (Pond et al., 1995)  องคกร National
Research Council  (1994) กําหนดให สูตรอาหารสําหรับไกเนื้อที่เล้ียงตั้งแต 0 ถึง 8 สัปดาห ควรมีระดับ
วิตามิน อี ในอาหาร 10 IU ตอกิโลกรัม ขณะที่ ไกไข พันธุที่ใหไขสีน้ําตาล  อายุ 0-6 สัปดาห ควรมีระดับ
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วิตามิน อี ในอาหาร 9.5 IU ตอกิโลกรัม และ อายุ 6-18 สัปดาห  ควรมีระดับวิตามิน อี ในอาหาร 4.7 IU ตอ
กิโลกรัม
  การเสริมวิตามิน อี ปริมาณมาก ใหกับไกที่ไดรับอาหารที่มีวิตามิน อี สมดุลอยูแลวตามปรกติ
สามารถเพิ่มการสรางแอนติบอดี โดยเฉพาะ Immunoglobulin G (IgG) ตอแอนติเจนไดหลายชนิด ในสัตว
หลายชนิด (Pond et al., 1995)   การเสริม วิตามิน อี ในอาหาร รูปของ dl-α-tocopherol acetate ขนาด 3 ถึง 5
เทาของสูตรอาหารปรกติเชิงพาณิชย ชวยเพิ่มเปอรเซ็นตของ CD4+ CD8+ T-cells ในตอมธัยมัส และมาม
เมื่อไกอายุ 7 สัปดาห (Erf et al., 1998)

วิตามิน อี มีผลสงเสริมภูมิคุมกันตอโรคติดเชื้อ อีเชอริเชีย โคลัย (Tengerdy and Brown, 1977) โรค
นิวคาสเซิล (Franchini et al., 1995) และโรคกัมโบโร (McIlroy et al., 1993) ในไก   

Franchini และคณะ (1991 และ 1995) ใชวิตามิน อีในรูปของ dl-α-tocopheryl acetate อัตราสวน 20
และ 30 เปอรเซ็นตของน้ํามันแร เปนสารเหนี่ยวนําภูมิคุมกัน เพื่อชวยเพิ่มประสิทธิภาพการสรางภูมิคุมกัน HI
แอนติบอดีใหเร็ว และสูงขึ้นกวาเดิม Franchini และคณะ (1995) อธิบายวา อาจเกิดจาก ผลรวมกันระหวาง
ปฏิกิริยาการอักเสบจากน้ํามันแร และบทบาทของวิตามิน อี ตอการทํางานของเซลลตามระบบภูมิคุมกัน ได
แก เซลลลิมโฟไซต เซลลมาโครฝาจ และพลาสมา เซลล  ที่ตําแหนงใหวัคซีน ขณะเดียวกัน McIlroy และ
คณะ (1993) ยังพบวา การเสริมวิตามิน อี ในอาหาร ชวยใหผลตอบแทนของฟารมไกที่ปวยดวยโรค IBD
แบบไมแสดงอาการ และเสริมวิตามิน อีในอาหารระดับสูง 178 IU ตอกิโลกรัม ดีกวา ฟารมไกที่ปวยดวยโรค
เดียวกัน แตเสริมวิตามิน อีระดับปรกติ 48 IU ตอกิโลกรัม

Gore และ Qureshi (1997) ทดลองใหวิตามิน อี ขนาด 10 IU โดยการฉีดเขาไขฟกของไกเนื้อ  3 วัน
กอนฟกเปนตัว พบวา อัตราการฟก น้ําหนักตัว น้ําหนักตอมเบอรซา และมาม ไมแตกตางกับกลุมควบคุม
อยางไรก็ตาม การตอบสนองทางภูมิคุมกันของ  อิมมูโนกลอบบูลิน (immunoglobulin; Ig) ทั้งหมด  และอิมมู
โนกลอบบูลิน เอ็ม (IgM)  ตอเม็ดเลือดแดงแกะ ภายหลังการฉีดเม็ดเลือดแดงแกะเปนเวลา 7 วัน จะสูงมาก
และเมื่อใหเม็ดเลือดแดงแกะซ้ําอีกครั้งที่ 14 วันภายหลังการฉีดครั้งแรก ชวยให อิมมโูนกลอบบูลิน ทั้งหมด
และอิมมูโนกลอบบูลิน เอ็ม สูงกวากลุมควบคุม   นอกจากนี้ ลูกไกเนื้อที่ไดรับวิตามิน อี ขนาด 10 IU ผานไข
ฟก จะมี Sephadex-elicited abdominal exudate cells และศักยภาพของเซลลแมคโครฝาจ (macrophage
phagocytic potential) ในการเก็บกินมากขึ้น และการสรางไนไตรท (Nitrite; NO) โดยเซลลแมคโครฝาจ ยัง
เพิ่มขึ้นกวากลุมควบคุม อีกดวย  นอกจากนี้ หนาที่สําคัญของวิตามิน อี อีกประการหนึ่ง คือ การเปนสารแอน
ติออกซิแดนท ภายในเซลล (intracellular antioxidant) โดยการปองกันปฏิกิริยา ออกซิเดชัน ของไขมันไมอ่ิม
ตัว ภายในเซลล จึงชวยปองกันผนังหุมเซลลจากการถูกทําลายดวยปฏิกิริยา ออกซิเดชัน (Gore and Qureshi,
1997)  McIlroy (1993) แนะนําวา ผูผลิตสามารถลดตนทุนการเสริมวิตามิน อี ในอาหารได 3 วิธี คือ การเสริม
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วิตามิน อี ในระดับต่ําตลอดอายุการเลี้ยงไก หรือการเสริมวิตามิน อี ในระดับสูงในบางชวงของการเลี้ยงไก
เทานั้น หรือสองวิธีขางตนรวมกัน

ผลของวิตามิน อี ในทางตรงกันขาม  Boa-Amponsem และคณะ (2001)  พบวา การพัฒนาระบบ
ภูมิคุมกัน ระบบการควบคุมอุณหภูมิ และระบบทางเดินอาหารเกิดขึ้นในชวงระยะแรกของการฟกเปนตัว การ
เสริมวิตามิน อี ในอาหารไกพันธุ อาจมีผลขัดขวางการพัฒนาของระบบตางๆ ขางตนในลกูไก ขณะเดียวกัน
Friedman และคณะ (1998)  พบวา ผลของการเสริมวิตามิน อี ในอาหารระดับต่ํา สามารถชวยปองกันการเกิด
ปฏิกิริยา ออกซิเดชัน และชวยใหมีการสรางแอนติบอดีไดดีขึ้น แตการเสริมวิตามิน อี ในอาหารระดับสูง
อาจเกิดปฏิกิริยา โปรออกซิเดชันขึ้นแทน และสงผลใหระดับแอนติบอดีในกระแสโลหิตลดลง

การปรับสูตรการเตรียมวัคซีนเชื้อตาย
Stone และคณะ (1981) กลาววา การปรับปรุงวัคซีน ดวยการปรับสูตร อิมัลชัน ชวยใหประสิทธิภาพ

ของวัคซีนเชื้อตายในน้ํามันดีขึ้น โดยไมจําเปนตองเติมแอนติเจนเพิ่ม เปนการประหยัดตนทุนการผลิตลง
เนื่องจาก แอนติเจนเปนตนทุนที่สําคัญของการผลิตวัคซีน Cajavec และคณะ (1996) เตรียมวัคซีนเชื้อตาย
WOW โดยใชแอนติเจนบางสวนของไวรัส (virus subunit) ซ่ึงไดจากการทําลายสวนประกอบของเชื้อไวรัส
ทั้งหมด หรือบางสวน (complete or partial disruption) ดวย Tween80 พบวา ความหนืดต่ําลง ชวยใหการฉีด
และการทําความสะอาดอุปกรณฉีดวัคซีนไดงาย มีความคงตัวนานขึ้น และชวยลดสัดสวนของน้ํามันแรลง
(Cross, 1988)   Fukanoki และคณะ (2001) ยังพบวา การเตรียมวัคซีนเชื้อตายในรูปของ WOW ดูเหมือนวา
จะมีผลทําใหเกิดปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอยกวา WO  เนื่องจาก มีความเขมขนของ liquid paraffin นอยลง    

ปจจุบัน เทคนิคการใหวัคซีนโดยการฉีดเขาไขฟก เปนวิธีการใหมในการใหวัคซีนไก ไกเนื้อใน
สหรัฐอเมริกา มากกวา 80 เปอรเซ็นต ใหวัคซีนปองกันโรคมาเร็กซโดยการฉีดเขาไขฟก ชวยประหยัดมากทั้ง
เวลา และแรงงาน โดยไมจําเปนตองจับตัวสัตว นอกจากนั้น ยังสามารถใหภูมิคุมกันไดเร็ว ภายหลังการฟก
เปนตัว (Rautenschlein et al., 2000)   Stone  และคณะ (1997) ใหความเห็นวา สามารถใชวัคซีน ND เชื้อตาย
ในรูปของ WOW ฉีดเขาไขฟก และกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันในลูกไกได นอกจากนี้ ยังสามารถนําวัคซีนปอง
กันโรค มาเร็กซ เชื้อเปนใสในสวนของน้ําที่อยูภายนอก เพิ่มขึ้นจากวัคซีน ND เชื้อตายที่มีอยูแลว ในสวน
ของน้ําที่อยูภายในแตวัคซีนเชื้อตายในรูปของ WOW มักมีประสิทธิภาพดอยกวา WO (Fukanoki et al., 2001)

Fukanoki และคณะ (2001) เตรียมวัคซีนเชื้อตายในรูปของ WOW ประกอบดวย แอนติเจนใน PBS,
liquid paraffin, diglyceryl monooleate, polysorbate 80 และ PBS อัตราสวน 30 : 25 : 10 : 5 : 2 : 28 ไมทําให
เกิดปฏิกิริยาการอักเสบที่รุนแรง และสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันไดเหมือนกับ
วัคซีนเชื้อตายในรูปของ WO
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Gore และ Qureshi (1997) กลาววา การใหวิตามิน อี โดยการฉีดเขาไขฟก ชวยสงเสริมคุณภาพของ
ลูกไกงวง และลูกไกเนื้อ จากการเหนี่ยวนําแอนติบอดี และการตอบสนองของเซลลแมคโครฝาจใหดีขึ้น

การพัฒนาวัคซีนเชื้อตาย คือ ความพยายามหาน้ํามันชนิดอื่นทดแทน น้ํามันแร นอกเหนือจากน้ํามัน
ที่เคยมีการรายงานไวแลว น้ํามันปาลม เปนวัคถุดิบที่หาไดงายภายในประเทศ ราคาถูก และยังไมเคยมีการ
ศึกษามากอน จากผลการศึกษากอนหนานี้ พบวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันชนิดอื่น สามารถลดปฏิกิริยาตอ
เนื้อเยื่อลงได แตประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดี ยังนอยกวา และความหนืด ยังสูงกวาวัคซีนที่
เตรียมจากน้ํามันแร ในการทดลองของ Franchini และคณะ (1991 และ 1995) พบวา การใชวิตามิน อี ในรูป
ของ dl-α-tocopheryl acetate สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการกระตุน HI แอนติบอดีใหสูงขึ้น จึงมีความเปนไป
ได ที่จะใชวิตามิน อี ผสมในวัคซีนที่จะพัฒนาขึ้นมาใหมีประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดีไดสูงขึ้น
และลดความหนืดลง โดยการปรับรูปแบบการเตรียมเปน WOW ตามวิธีของ Cajavec และคณะ (1996)

การทดสอบระดับภูมิคุมกันโรค ND ดวยวิธี Hemagglutination Inhibition Test
การตรวจติดตามสถานภาพทางภูมิคุมกันโรค  ND ในฟารมไก เปนพื้นฐานสําคัญในการจัดการ

โปรแกรมการใหวัคซีน ND  (Brugh et al., 1978) หรือการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัส (Cross, 1988)
สถานภาพทางภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัส NDV นิยมประเมินดวยวิธีการทดสอบทางซีโรโลยี ซ่ึงสามารถ

ทําไดหลายวิธี คือ Neutralisation, Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)   ปจจุบัน วิธีการทดสอบ
Hemaglutination Inhibiotion (HI) test เปนวิธีที่นิยมใชกันอยางแพรหลายที่สุด (Alexander, 1998; Alexander,
2000) การทดสอบ HI  มี 2 วิธี คือ วิธีแรก คือ constant-virus diluted serum  เรียกวา beta method และวิธีที่
สอง คือ constant-serum diluted virus เรียกวา alpha method ปจจุบัน วิธี beta method เปนวิธีทดสอบที่ใชกัน
แพรหลายในประเทศตางๆ รวมทั้งในประเทศไทย ดวย (เชิดชัย และคณะ, 2530)

การแปลผลการทดสอบ HI ตองระมัดระวัง เนื่องจาก ผลการทดสอบมักมีความแตกตางกันระหวาง
หองปฏิบัติการ (Brugh et al., 1978)  เชิดชัย และคณะ (2530) รายงานวา ปจจัยสําคัญที่มีผลตอคา HI titers คือ
ชนิดของแอนติเจนที่ใชทดสอบ และระยะเวลาที่ซีรัมทําปฏิกิริยากับแอนติเจน โดยเฉพาะ ปจจัยประการหลัง
นี้ สอดคลองกับ การศึกษาของ Brugh และคณะ (1978) พบวา คาเฉลี่ยของไตเตอรจะเพิ่มขึ้น log2 2.3 ( เปน 5
เทา) ภายหลังการทําปฏิกิริยาระหวางซีรัม และแอนติเจน เปนเวลา 1 ช่ัวโมงที่ 37 องศาเซลเซียส

ระดับ HI แอนติบอดี อาจแปลผลเปนบวก กรณี เกิดการยับยั้ง การเกิดปฏิกิริยา การจับกลุมตก
ตะกอนของเม็ดเลือดแดง (hemagglutination) ที่ความเจือจางของซีรัม มากกวา 1 : 8 ตอแอนติเจนที่ใช
ทดสอบขนาด 4 HAU  (OIE, 1992) กรณีที่ไก ไมเคยไดรับวัคซีน ผลการทดสอบ HI ที่เปนบวก จะบงชี้ถึง
การสัมผัสเชื้อไวรัส NDV  อยางแนชัด (Cross, 1988)
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ภายหลังการใหวัคซีนเชื้อเปนเพียงครั้งเดียว ระดับ HI titer ในไก อาจเปน 24 ถึง 26 และภายหลังการ
ใหวัคซีนเชื้อตายซ้ํา จะสูงขึ้นเปน 29 ถึง 211  (Cross, 1988) อยางไรก็ตาม ภูมิคุมกันจากแม มีอิทธิพลตอประ
สิทธิภาพของวัคซีน  Zakay-Rones และ Levy (1972) พบวา  ลูกไกอายุ 3-5 วัน ที่ไมมีภูมิคุมกันจากแม
สามารถตอบสนองทางภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีสูงกวา ลูกไกที่มีภูมิคุมกันจากแม ภายหลังการใหวัคซีนเชื้อ
ตายในน้ํามันที่มีปริมาณไวรัสเทากัน เขากลามเนื้อ
การคํานวณคาเฉล่ียเรขาคณิต   ผลการทดสอบทางซีโรโลยีของซีรัมแตละตัวอยาง มักแสดงเปน คาความเจือ
จางสุดทายของซีรัมที่เกิดปฏิกิริยาตอการทดสอบ โดยท่ัวไป หองปฏิบัติการทางซีโรโลยี และไวรัสวิทยา
นิยมเจือจางซีรัมลงครั้งละสองเทา (twofold dilution) อาจเริ่มจาก ระดับความเจือจางเริ่มตนเปน 10 หรือ 2
ก็ได เชน 10, 20, 40, ….320 หรือ 2, 4, 8,…. 256 ตามลําดับ คาที่ไดเปนผลการทดสอบทางเลขคณิต สามารถ
นําไปใชประโยชนไดในกรณีที่แปลผลการทดสอบจากซีรัมจํานวนไมมาก  เมื่อจํานวนของซีรัมเพิ่มขึ้น  การ
คํานวณคาเฉลี่ยเลขคณิตใชเวลามาก นอกจากนี้ ซีรัมสวนนอยที่มีระดับสูง หรือต่ําจะมีผลกระทบตอคาเฉลี่ย
เลขคณิต ทําใหแปลผลการทดสอบผิดพลาดได  ดังนั้น ผลการทดสอบทางซีโรโลยีสวนใหญ จึงนิยมใช
geometric mean titers(GMT)  สําหรับแปลผลการทดสอบ  สูตรการคํานวณคา GMT คือ

GM =    n√X1 X2 X3 …..Xn

โดยกําหนด X คือ  คาผลการทดสอบของตัวอยางซีรัม
n คือ  จํานวนตัวอยาง  (Villegas and Purchase, 1989)
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บทที่ 3
วิธีดําเนินการวิจัย

3.1 การเตรียมวัคซีน นิวคาสเซิล เชื้อตาย
3.1.1     การเตรียมเชื้อไวรัส

3.1.1.1 ใชเชื้อไวรัส นิวคาสเซิล สายเชื้อทองถ่ิน (Local) และสายเชื้อลาโซตา (La Sota)
แตละชนิดเจือจางใน phosphate buffer saline (PBS) pH 7.0 ที่ปราศจากเชื้อ
อัตราสวน 1 : 100

3.1.1.2 กรองสารละลาย ผานกระดาษกรอง nitrocellulose membrane ขนาด 0.45
ไมครอน

3.1.1.3 ฉีดเขาไขฟก ที่มีตัวออนแข็งแรง อายุ 11-12 วัน ฟองละ 0.2 มิลลิลิตร
 เขา Allantoic cavity

3.1.1.4 นําไขฟกเขาตูฟกที่มีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความชื้น 55-60 เปอรเซ็นต
เปนเวลา 48 ชั่วโมง

3.1.1.5 เก็บ allantoic fluid (AF) จากไขแตละฟอง นํามาปนแยกตะกอนที่ความเร็วรอบ
4,300 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใส

3.1.1.6 นําสวนใสของ AF ที่แยกมาได 10 มิลลิลิตร ทดสอบความเขนเชื้อไวรัสดวยวิธี
Hemagglutination test  และทดสอบ 50 % embryo infective dose หรือ EID50

3.1.2 สวนผสมของวัคซีนเชื้อตาย

ตารางที่ 3.1 การเตรียมวัคซีน ND เชื้อตาย ในรูปของ WO และ WOW สูตรตางๆ โดยมีสัดสวนของน้ํามัน
แร น้ํามันปาลม 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 การทําใหเชื้อไวรัสแตละชนิด ใหหมดฤทธิ์ ตามวิธีของ Stone และ

คณะ (1978) นําสวนใสของน้ํา AF ที่แยกไดตามขั้นตอนการเตรียม
เชื้อไวรัส ปริมาตร 19.1มิลลิลิตร เติมฟอรมาลิน ปริมาตร 0.1
มิลลิลิตร ใหความเขมขนสุดทายของฟอรมาลิน เปน 0.2 เปอรเซ็นต
เพื่อทําใหเชื้อไวรัสหมดฤทธิ์ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48
ช่ัวโมง ไดเปน 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 แลวปนดวย
magnetic stirrer เปนเวลา 2 นาที ไดเปน 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 แลวปนบน magnetic stirrer
เปนเวลา 2 นาที ไดเปน oil phase ปริมาตร 80 มิลลิลิตร

3.1.2.1.2.3 คอยๆ ผสม aqueous phase ปริมาตร 20 มิลลิลิตรกับ oil phase
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร

3.1.2.1.2.4 ปนเปนเวลา 2 นาทีดวยเครื่องปน blender cups ไดเปน วัคซีน
ND เชื้อตายสูตร WO ปริมาตร 100 มิลลิลิตร

3.1.2.1.3 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 2 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 1 โดย
ใชน้ํามันแร ปริมาตร 57.6  มลิลิลิตร และวิตามิน อี  หรือ (±) - α-
Tocopheryl acetate  บริษัท SIGMA® รหัสสารเคมี T-3376 ชุดการ
ผลิต LOT 11K1687 ปริมาตร 14.4  มิลลิลิตร (20 เปอรเซ็นตของน้ํา
มันแร)ตามวิธี Stone และคณะ(1978) และ Franchini และคณะ(1995)

3.1.2.1.4 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 3 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 1 โดย
ใชน้ํามันปาลม แทนน้ํามันแร

3.1.2.1.5 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 4 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 1 โดย
ใชน้ํามันปาลม แทนน้ํามันแร แตใชน้ํามันปาลม ปริมาตร 57.6
มิลลิลิตร และวิตามิน อี ปริมาตร 14.4 มิลลิลิตร (20 เปอรเซ็นตของ
น้ํามันปาลม)
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3.1.2.2 การเตรียมในรูปของ WOW
3.1.2.2.1 การทําใหเชื้อไวรัสแตละชนิดใหหมดฤทธิ์ ดัดแปลงจากวิธีของ

Cajavec และคณะ (1996) นําสวนใสของน้ํา AF ที่แยกไดในขั้นตอน
การเตรียมเชื้อไวรัส ปริมาตร 17.8 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย 35 %
Tween 80 ปริมาตร 7.1 มิลลิลิตร เติมฟอรมาลิน ปริมาตร 0.1
มิลลิลิตร ใหความเขมขนสุดทายของฟอรมาลินเปน 0.2 เปอรเซ็นต
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง ไดเปน
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 แลว
ปนดวย magnetic stirrer เปนเวลา 2 นาที ไดเปน 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
แลวปนดวย magnetic stirrer เปนเวลา 2 นาที ไดเปน 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 แลวปนดวย magnetic stirrer เปน
เวลา 2 นาที ไดเปน 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 ปน 5 นาทีดวยเครื่องปน blender cups ได
เปน 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 ปน 5 นาทีดวยเครื่องปน
blender cups ไดเปน วัคซีน ND เชื้อตาย WOW ปริมาตร 100 มิลลิลิตร

3.1.2.2.3 การเตรียมการเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 6 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับ
สูตรที่ 5 โดยใชน้ํามันแร ปริมาตร 24.0 มิลลิลิตร และวิตามิน อี
ปริมาตร 6.0 มิลลิลิตร (20 เปอรเซ็นตของน้ํามันแร) ตามวิธีของ
Stone และคณะ (1978) และ Franchini และคณะ (1995)

3.1.2.2.4 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 7 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 5 โดย
ใชน้ํามันปาลม แทนน้ํามันแร
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3.1.2.2.5 การเตรียมวัคซีนของสูตรที่ 8 วิธีการเตรียมเชนเดียวกับสูตรที่ 5 โดย
ใชน้ํามันปาลม แทนน้ํามันแร แตใชน้ํามันปาลม ปริมาตร 24.0
มิลลิลิตร และวิตามิน อี ปริมาตร 6.0 มิลลิลิตร (20 เปอรเซ็นตของน้ํา
มันปาลม)

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

3.2 การทดสอบความหนืด  ตามวิธีของ Stone และคณะ (1978) และ Stone และ Xie (1990) โดยการดูด
วัคซีนเชื้อตายที่ทดสอบความหนืดดวยปเปต พลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร และจับเวลาเปนวินาที นับตั้งแต
ปลอยวัคซีนมาในแนวตั้ง จากระดับ 0.4 มิลลิลิตรถึง 0 มิลลิลิตร จํานวน 3 คร้ังตอการทดสอบ โดยใช
นาฬิกาดิจิตอล ของบริษัท CASIO ที่ความละเอียด 3 ตําแหนง
3.3 การทดสอบความคงตัว ดัดแปลงจากวิธีของ Stone (1991) คือ ระยะเวลา (สัปดาห) ที่วัคซีนสามารถ
รักษาสถานะอิมัลชันไวได จนกระทั่งเกิดการแยกชั้นอยางชัดเจนของสวนที่เปนน้ําอยูใตชั้นของอิมัลชัน 
ในหลอดแกวปดสนิท ภายใตอุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห
3.4 การทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ

ภายหลังการใหวัคซีน ND เชื้อตาย แตละสูตร ชนิด และรูปแบบ เปนเวลา 12 วัน ตรวจปฏิกิริยา
ตอเนื้อเยื่อของวัคซีน โดยใชวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Stone (1997) ตรวจดูรอยโรคที่กลามเนื้อหนาอกใน
ตําแหนงที่ฉีดวัคซีน สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ ไดแก การเปลี่ยนสี การอักเสบ การบวมน้ํา การ
เกิดกอน granuloma ความแข็งของกลามเนื้อ การมีปลอกแคปซูลหุมลอมรอบ บริเวณที่ฉีดวัคซีน หรือพบ
วัคซีนกระจายทั่วไป ใหคะแนนรอยโรคแบงเปน 3 ระดับ ดังนี้

ระดับออน กลามเนื้อสีซีดลง บริเวณที่เกิดรอยโรค ขนาดเสนผานศูนยกลางไมเกิน 1 เซนตริเมตร
ไมมีวัคซีนเหลืออยู

ระดับปานกลาง กลามเนื้อสีซีด ถึงแดง บริเวณที่เกิดรอยโรค ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1-3 เซนตริ
เมตรในชั้น superficial muscle เทานั้น พบวัคซีนเหลืออยูเปนเม็ดเล็กๆ

ระดับรุนแรง กลามเนื้อสีแดง และอักเสบ บริเวณที่เกิดรอยโรค ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3-4 เซน
ตริเมตร ทั้งชั้น superficial และ deep muscle เมื่อตัดกลามเนื้อ มีวัคซีนซึมไหลออกมา
3.5 การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี

3.5.1 การเก็บตัวอยางเลือด และซีรัม เจาะเลือดจากเสนเลือดดําที่ปก (wing vein) ประมาณ 1 
มิลลิลิตร ใสหลอดบรรจุเลือด แลวปนแยกซีรัม ดวยเครื่องปนแยกของเหลว (centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 
1,500 รอบตอนาที แยกซีรัมใสลงใน microtiter plate บรรจุหุมดวยถุงพลาสติก แลวแชแข็งเก็บไวที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปตรวจระดับแอนติบอดีขั้นตอนถัดไป
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3.5.2 วิธีการทดสอบ Hemagglutination inhibition test (HI) แบบ Beta method (Beard, 1980)  
ใชแอนติเจนที่เตรียมจากวัคซีนเชื้อเปน สายเชื้อ La Sota ระยะเวลาที่ซีรัม ทําปฏิกิริยากับแอนติเจนเปน
เวลา 30 นาที และระยะเวลาการอานผล ภายหลังการเติมเม็ดเลือดแดงไก ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปน
เวลา 30 นาที
3.6 การทดสอบ ความตานทานโรค

ที่  4  สัปดาหภายหลังการใหวัคซีน ปอนเชื้อพิษ สายเชื้อทองถ่ิน ใหไกทดลองทุกตัว บันทึก การ
ตาย เปนเวลา 10 วัน
3.7 การวิเคราะหผลการทดลอง ใชโปรแกรม SPSS for Microsoft Windows version 10.01

การทดสอบทางสถิติวิเคราะหความแตกตางของระดับ HI แอนติบอดี เวลาการไหลของวัคซีนเชื้อ
ตาย ดวยวิธีการวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance: ANOVA) และเปรียบเทียบความแตก
ตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple range test  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต

การทดสอบทางสถิติ  ความตานทานโรค ดวย Chi-Square test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต

3.8 กระบวนการทดลอง
การทดลองที่ 1 การหาระดับ HI แอนติบอดี จากแม ในไกเนื้อ ตั้งแตอายุ 1 ถึง 28 วนั
ไกทดลอง    ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแตอายุ อายุ 1 วัน จํานวน 20 ตัว ไมใหวัคซีน
จํานวน 20 ตัว
ขั้นตอนการทดลอง

1. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 1, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25 และ 28 วัน
2. ทดสอบ Hemagglutination inhibition test แบบ beta method ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 2 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตายท่ีเตรียมดวย สายเชื้อของไวรัส Local และ
La Sota
ไกทดลอง  ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแต อายุ 1 วัน จํานวน 16 ตัว เมื่ออายุ 9 วัน
แบงเปน 3 กลุม ดังนี้

กลุมที่ 1 ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 2 ใหวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 และหลอดลมอักเสบติดตอ (IB) หยอดตา รวมกับ

วัคซีนเชื้อตาย สูตรที่ 5 ในรูปของ WOW (mineral) ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.2  โดยใชแอนติเจน  สายเชื้อทอง
ถ่ิน (Local) ในการเตรียมวัคซีน ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
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กลุมที่ 3 ใหวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 และหลอดลมอักเสบติดตอ (IB) หยอดตา  รวมกับ 
วัคซีนเชื้อตาย สูตรที่ 5 ในรูปของ WOW (mineral) ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.2  โดยใชแอนติเจน สายเชื้อ  ลา
โซตา (La Sota) ในการเตรียมวัคซีน ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
ขั้นตอนการทดลอง

1. เก็บตัวอยางซีรัม  ที่อายุ 7, 14, 21 และ 28 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ท่ีผสมดวยเคร่ือง Homogenizer และ
Blender
ไกทดลอง    ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแต อายุ 1 วัน จํานวน 15 ตัว เมื่ออายุ 28 วัน แบงเปน
3 กลุม  ดังนี้

กลุมที่ 1  ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 2 ใหวัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1  ในรูปของ WO(mineral)  สายเชื้อ Local  ผสมดวยเครื่อง 

homogenizer รุน Polytron® PT3000 ของบริษัท Kinematica AG ประเทศสวิตเซอรแลนด ความเร็วรอบ 
23,000 รอบตอนาที   ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.1 แทน blender cups  ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง

กลุมที่ 3  ใหวัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1 ในรูปของ WO(mineral) สายเชื้อ Local ผสมดวยเครื่อง 
blender cups หรือ laboratory blender ของ WARING PRODUCTS DIVISION บริษัท DYNAMICS 
CORPORTION OF AMERICA. New Hartford, Connecticut ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที  ตามขั้น
ตอนที่ 3.1.2.1 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
ขั้นตอนการทดลอง

1. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 28, 35, 42 และ 49 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 4 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ท่ีใหดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง และเขา
กลามเนื้อ
ไกทดลอง    ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 61 ตัว เมื่ออายุ 28 วัน
แบงเปน 6 กลุมดังนี้

กลุมที่ 1    ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 2 วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1ในรูปของ  WO(mineral) สายเชื้อ Local  ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.1
                  ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 3 วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1 ในรูปของ WO(mineral) สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.1
                 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขากลามเนื้อ
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กลุมที่ 4 วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 5 ในรูปของ WOW(mineral) สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.2
                 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
กลุมที่ 5 วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 5 ในรูปของ WOW(mineral) สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่ 3.1.2.2
                 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขากลามเนื้อ
กลุมที่ 6 วัคซีนเชื้อตายนําเขา  (Commercial vaccine) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง

ขั้นตอนการทดลอง
1. เก็บตัวอยางซรัีม ที่อายุ 28, 35, 42 และ 49 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 5 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ท่ีเตรียมในรูป WO และ WOW
และวิตามิน อี
ไกทดลอง    ไกเนื้อพันธุ COBB500 คละเพศ เล้ียงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 42 ตัว เมื่ออายุ 28 วัน
แบงเปน 6 กลุม  ดังนี้

 กลุมที่ 1  ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มลิลิลิตร เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 2  ใหวัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 1 ในรูปของ WO (mineral) สายเชื้อ Local  ตามขั้นตอนที่

3.1.2.1 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 3  วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 2 ในรูปของ WO (mineral) + Vit. E สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่

3.1.2.1  ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 4  วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 5 ในรูปของ WOW (mineral) สายเชื้อ Local ตามขั้นตอนที่

3.1.2.2 ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 5  วัคซีนเชื้อตายสูตรที่ 6 ในรูปของ WOW (mineral) + Vit. E สายเชื้อ Local ตามขั้นตอน

ที่ 3.1.2.2  ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  เขาใตผิวหนัง
 กลุมที่ 6  วัคซีนเชื้อตายนําเขา  (Commercial vaccine) 

ขั้นตอนการทดลอง
1. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 28, 35, 42 และ 49 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5

การทดลองที่ 6 การศึกษาประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ท่ีเตรียมจากน้ํามันปาลม และน้ํามันแร ในรูปของ
WO และ WOW และวิตามิน อี
ไกทดลอง ไกไขพันธุ BABCOCK500 เพศผู  เล้ียงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 300 ตัว เมื่ออายุ 35 วัน   แบง
เปน 10 กลุมๆ ละ 30 ตัว ใหวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local สูตรที่ 1 ถึงสูตรที่ 9 ตามตารางที่ 3.1 ยกเวน
กลุมที่ 1 กลุมควบคุม ใหสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง
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แตละกลุมยังแบงไกออกเปน 2 กลุมยอย กลุมยอยที่ 1 จํานวน 25 ตัว  สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพ
การกระตุน HI แอนติบอดี ใหวัคซีนเชื้อตาย ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ที่ใตผิวหนังคอ และกลุมยอยที่ 2 จํานวน
5 ตัว   สําหรับการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ใหวัคซีนเชื้อตาย ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขากลามเนื้อหนาอก
ขั้นตอนการทดลอง

1. การทดสอบความหนืดของวัคซีน ตามขอที่ 3.2
2. การทดสอบความคงตัวของวัคซีน ตามขอที่ 3.3
3. การทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ  ตามขั้นตอนที่ 3.4
4. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 35, 42, 49, 56, 63  และ 73 วัน
5. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5
6. การทดสอบความตานทานโรค ตามขั้นตอนที่ 3.6

การทดลองที่ 7 การศึกษาประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อเปน รวมกับวัคซีนเชื้อตาย ท่ีเตรียมจากน้ํามันปาลม
น้ํามันแร และวิตามิน อี ในรูปของ WO และ WOW
ไกทดลอง ไกไขพันธุ BABCOCK500 เพศผู เล้ียงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 220 ตัว เมื่ออายุ 35 วัน แบงปน 
11 กลุมๆ ละ 20 ตัว ใหวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ La Sota ดวยวิธีการหยอดตา รวมกับวัคซีน ND เชื้อ
ตาย สายเชื้อ Local  สูตรที่ 1 ถึงกลุมที่ 9 ตามตารางที่ 3.1 ยกเวน กลุมที่ 1 กลุมควบคุม  ใหสารละลาย 
phosphate buffered saline (PBS) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เขาใตผิวหนัง และกลุมที่ 2 ใหวัคซีนเชื้อเปนอยาง
เดียว (Control (NDV live vaccine only))  สายเชื้อ La Sota ดวยวิธีการหยอดตา
ขั้นตอนการทดลอง

1. เก็บตัวอยางซีรัม ที่อายุ 35, 42, 49, 56, 63  และ 73 วัน
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ตามขอที่ 3.5
3. การทดสอบความตานทานโรค ตามขั้นตอนที่ 3.6
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บทที่ 4
ผลการทดลอง

4.1 การทดลองที่ 1 การหาระดับ HI แอนติบอดีจากแม ในไกเนื้อ ตั้งแตอายุ 1 ถึง 28 วัน
การหาระดับ HI แอนติบอดีจากแมในไกเนื้อ ตั้งแตอายุ 1 ถึง 28 วัน พบวา ระดับ HI แอนติบอดี

จากแม ลดลงต่ําที่สุดที่อายุ 25 และ 28 วัน เปน 2 ± 0 โดยมีคาครึ่งชีวิต ประมาณ 4-7 วัน
ตารางที่ 4.1 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อ 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 แอนติบอดีในไกเนื้อ อายุ 1 ถึง 28 วัน
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4.2 ผลการทดลองที่ 2  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวย สายเชื้อของ
ไวรัส Local และ La Sota
แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน

ความเขมขนของเชื้อไวรัส พบวา ระดับ HA titer ของเชื้อไวรัสสายเชื้อ Local  เปน 211  ใชระยะ
เวลาการบมเชื้อ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง และเชื้อไวรัสสายเชื้อ La Sota  เปน  210  ใชระยะเวลาการบมเชื้อ เปน
เวลา 96 ช่ัวโมง
ผลการทดสอบประสิทธิภาพ ในการกระตุนภูมิคุมกันโรค

ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดี เปรียบเทียบระหวางสายเชื้อ La Sota
และ Local พบวา  ไกทดลองที่ใหวัคซีนสายเชื้อ Local ในกลุมที่ 2 วัคซีนในรูปของ WOW (Local)
สามารถกระตุน HI แอนติบอดีไดสูงกวาสายเชื้อ La Sota  ในกลุมที่ 1 วัคซีนในรูปของ WOW (La Sota)
แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ
ตารางที่ 4.2 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 (+IB) หยอดตาพรอม
กับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ La Sota และ Local โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 9 วัน

GMT ± SE (n)กลุมที่ 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     วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.25 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง
                  ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )

แผนภาพที่ 4. 2 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีน ND เชื้อเปน สายเชื้อ B1 (+IB) หยอดตา
พรอมกับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ La Sota และ Local โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 9 วัน
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4.3 ผลการทดลองที่ 3  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ที่ผสมดวยเครื่อง
Homogenizer และ Blender
แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
    ความเขมขนของเชื้อไวรัส สายเชื้อ Local ที่ใชเตรียมวัคซีน เปน 210  และคา EID50 เปน 10 10.3 ตอ
มิลลิลิตร
ผลการทดสอบประสิทธิภาพ ในการกระตุนภูมิคุมกันโรค

การเปรียบเทียบวิธีการผสมวัคซีน ระหวางการใชเครื่องผสมแบบ Blender ปนที่ความเร็วรอบ 
13000 rpm ปริมาตรครั้งละ 200 มิลลิลิตร และ Homogenizer ปนที่ความเร็วรอบ 23000 rpm ปริมาตรครั้ง
ละ 20 มิลลิลิตร ที่อายุ 28, 35,42 และ49 วัน พบวา กลุมที่ผสมวัคซีนดวยเครื่อง Blender มีระดับ HI 
แอนติบอดี สูงกวาทั้ง 2 กลุม แตไมมีนยัสําคัญทางสถิติ
ตารางที่ 4.3 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local ที่ผสมดวยเครื่อง
Homogenizer และ Blender โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน

GMT ± SE (n)
กลุมที่ กลุม

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 วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง
                  ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )

แผนภาพที่ 4.3  ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local ที่ผสมดวยเครื่อง
Homogenizer และ Blender โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน
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4.4 ผลการทดลองที่ 4 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ที่ใหดวยวิธีการฉีดเขาใต
ผิวหนัง และเขากลามเนื้อ

แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
               แอนติเจนที่ใชเตรียมวัคซีน เปนชุดเดียวกับ การทดลองที่ 3

ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค
ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดีของไกทดลองที่ใหวัคซีน ND เชื้อตาย 

ดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง และเขากลามเนื้อ พบวา  เมื่อเปรียบเทียบวัคซีนที่เตรียมในรูปเดียวกัน วัคซีน
ที่เตรียมในรูป WO (mineral) การใหวัคซีนดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI 
แอนติบอดีไดสูงกวา การใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ( p < 0.05 )  ขณะที่ 
วัคซีนที่เตรียมในรูป WOW (mineral)  การใหดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง ก็สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI 
แอนติบอดีไดสูงกวา การใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อเชนกัน แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ

ตารางที่ 4.4 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local โดยการฉีดเขากลามเนื้อ
และเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน

GMT ± SE (n)กลุมที่ 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  วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง หรือเขากลามเนื้อ
                        ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )

    ตัวเลขกํากับในวงเล็บ หมายถึง จํานวนไกทดลอง
    SC หมายถึง ฉีดเขาใตผิวหนัง และ IM หมายถึง ฉีดเขากลามเนื้อ
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แผนภาพที่ 4.4 ระดับ HI แอนติบอดีในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local โดยการฉีดเขากลาม
เนื้อ และเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน
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4.5 ผลการทดลองที่ 5 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมในรูป WO และ
WOW และวิตามิน อี

 แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
                แอนติเจนที่ใชเตรียมวัคซีน เปนชุดเดียวกับ การทดลองที่ 3
ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค
                  ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดีของไกทดลองที่ใหวัคซีนที่เตรียม
ในรูป WO และ WOW และวิตามิน อี พบวา ที่อายุ 28 และ 35 วัน ระดับ HI แอนติบอดีของไกทดลองทุก
กลุมไมแตกตางกัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p > 0.05 )  แตภายหลังการใหวัคซีนเปนเวลา 2 สัปดาห
( หรือที่อายุ 42 วัน ) พบวากลุมที่ใหวัคซีน WO ( mineral ) กระตุนภูมิคุมกันไดสูงกวากลุมที่ใหวัคซีน
ชนิดอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05 )
                  แตภายหลังการใหวัคซีนเปนเวลา 3 สัปดาห ( หรือที่อายุ 49 วัน ) พบวา กลุมที่ใหวัคซีน WO
(mineral) + Vit E สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูงสุด โดยวัคซีนทุกชนิด สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI
แอนติบอดีไดคอนขางสูง ขณะที่กลุมควบคุม ยังไมการตอบสนองทาง HI แอนติบอดี
ตารางที่ 4.5   ระดับ HI แอนติบอดี ในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายสายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ
โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน

GMT ± SE (n)กลุมท่ี 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  วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง
                         ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )
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แผนภาพที่ 4.5 ระดับ HI แอนติบอดี ในไกเนื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายสายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตร
ตางๆ โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง เมื่ออายุ 28 วัน
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4.6 ผลการทดลองที่ 6 การศึกษาประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อตาย ที่เตรียมจากน้ํามันปาลม และน้ํา
มันแร ในรูป WO และ WOW และวิตามิน อี

แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
               แอนติเจนที่ใชเตรียมวัคซีน เปนชุดเดียวกับ การทดลองที่ 3
ผลการทดสอบความหนืด

ผลการทดสอบความหนืดของวัคซีนเชื้อตาย พบวา วัคซีนที่เตรียมในรูปของ WOW ทั้งหมด 
ไดแก กลุมที่  5 WOW (mineral) กลุมที่ 6  WOW (mineral) + Vit E กลุมที่ 7 WOW (palm) และกลุมที่  8 
WOW (palm) + Vit E มีความหนืดต่ํากวาวัคซีน  Commercial Vaccine อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p <
0.05 ) ขณะที่วัคซีนที่เตรียมในรูปของ WO ไดแก กลุมที่ 1 WO (mineral) กลุมที่ 2  WO( mineral ) + Vit 
E กลุมที่ 3 WO (palm) และกลุมที่ 4  WO(palm) + Vit E มีความหนืดสูงกวาวัคซีน วัคซีน  Commercial 
vaccine อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 ) โดยเฉพาะ WO (palm)+Vit.E  มีความหนืดสูงที่สุด ในการ
ทดลองครั้งนี้
ตารางที่ 4.6   ระยะเวลาการไหลของวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยสูตรตางๆ

เวลา ( วินาที )กลุมท่ี 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 เปอรเซ็นต
                     ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )

ผลการทดสอบความคงตัว
ผลการทดสอบความคงตัวของวัคซีน พบวา ภายหลังการเตรียมวัคซีนเสร็จเรียบรอยแลว วัคซีน

ทุกกลุมผสมเขากันไดดีเปนเนื้อเดียวกัน
การเก็บรักษาวัคซีน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา วัคซีนกลุมที่ 7 WOW (palm) และ 8

WOW(palm)+Vit.E  มีความคงตัว นอยกวา 1 สัปดาห และวัคซีนกลุมที่ 3  WO (palm) และกลุมที่ 4  WO
(palm) + Vit E  มีความคงตัวนอยกวา 4 สัปดาห
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การเก็บรักษาวัคซีน ที่อุณหภูมิหอง พบวา วัคซีนกลุมที่ 3  WO (palm) และกลุมที่ 4  WO(palm)
+ Vit E  มีความคงตัวนอยกวา 1 สัปดาห และวัคซีนกลุมที่ 7 WOW (palm) และ 8 WOW(palm)+Vit.E  มี
ความคงตัว นอยกวา 4 สัปดาห
ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ

ผลการทดสอบ ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลังการใหวัคซีนเชื้อตาย เปนเวลา 12 วันพบวา วัคซีน
กลุมที่ 4 WO (palm) + Vit.E มีระดับความรุนแรงมากที่สุด รองลงมา คือ วัคซีนกลุมที่ 2 WO (mineral) + 
Vit.E และกลุมที่ 1 WO (mineral)   วัคซีนเชื้อตาย ที่มีระดับความรุนแรงปานกลาง คือ วัคซีน กลุมที่ 9
WOW(palm)+Vit.E  และ 10 Commercial vaccine
ตารางที่ 4.7   ผลการทดสอบ ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลังการใหวัคซีนเชื้อตาย เปนเวลา 12 วัน

รอยโรค และ สิ่งตกคาง ท่ีตําแหนงฉีดวัคซีน
กลุมท่ี ชนิดวัคซีน

ระดับออน 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

ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค
ไกทดลองกลุมที่ 1 WO (mineral) กลุมที่ 2 WO (mineral)+Vit.E กลุมที่ 5 WOW (mineral) และ

กลุมที่  9 Commercial Vaccine  เร่ิมมีการตอบสนอง HI แอนติบอดี ตั้งแตอายุ 49 วัน หรือ 2 สัปดาหภาย
หลังการใหวัคซีน ภายหลังจากนั้น กลุมที่ 1 WO (mineral) และกลุมที่ 2 WO (mineral)+Vit.E ระดับ HI
แอนติบอดีเร่ิมลดต่ําลง ขณะที่ กลุมที่ 9 เพิ่มสูงขึ้นตามลําดับ จนกระทั่ง ที่อายุ 63 วัน กลุมที่ 9 มีระดับ HI
แอนติบอดีสูงกวาทุกกลุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 ) ดังตารางที่ 4.8
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ผลการทดสอบความตานทานโรค
ความเขมขนของเชื้อไวรัสที่ใชทดสอบการปองกันโรค เปน 105.7 ELD50/dose หรือ 107.7

EID50/dose  โดยใชเชื้อไวรัส สายเชื้อ Local ทดสอบความรุนแรงของเชื้อไวรัส ดวยวิธี intracerebral 
pathogenicity index (ICPI) เปน 1.80

ผลการทดสอบความตานทานโรคของไกทดลอง การพัฒนาวัคซีน นิวคาสเซิล เชื้อตาย โดยใชน้ํา
มันปาลม พบวา ไกทดลองกลุมที่ 1 WO (mineral) และ 2 WO (mineral)+Vit.E สามารถปองกันโรคได
เปน 100 เปอรเซ็นต สูงกวาไกทดลองทุกกลุม ยกเวน กลุมที่ 5 WOW (mineral) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
( p < 0.05 ) แตเมื่อปรับเปลี่ยนชนิดของน้ํามัน เปนน้ํามันปาลม และเตรียมวัคซีนในรูปของ WO มีความ
ตานทานโรคต่ําลง

ไกทดลองที่ใหวัคซีนในรูปของ WOW  ยกเวน กลุมที่ 7 WOW (mineral)+Vit.E มีความตานทาน
โรคไมแตกตางกับกลุมที่ 9 Commercial Vaccine อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05)

ไกทดลองทุกกลุม สามารถตานทานโรคไดดีกวา กลุมควบคุม Control (PBS) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ  (p < 0.05)

ตารางที่ 4.8   ระดับ HI แอนติบอดี ในไกไขที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายสายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ
โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง  เมื่ออายุ 35 วัน

GMT ± SEกลุม ชนิดวัคซีน
อายุ 35 วัน อายุ 42 วัน อายุ 49 วัน อายุ 56 วัน อายุ 63 วัน

ความตานทาน

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  วิธีการใหวัคซีน ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง
                         ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( 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 ในไกไขที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายสายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ
โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง  เมื่ออายุ 35 วัน
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4.7 ผลการทดลองที่ 7 การศึกษาประสิทธิภาพวัคซีนเชื้อเปน รวมกับวัคซีนเชื้อตาย ที่เตรียม
จากน้ํามันปาลม น้ํามันแร และวิตามิน อี ในรูปของ WO และ WOW

แอนติเจนท่ีใชเตรียมวัคซีน
               แอนติเจนที่ใชเตรียมวัคซีน เปนชุดเดียวกับ การทดลองที่ 3
ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันโรค

เมื่อใหวัคซีน ND เชื้อเปนรวมดวยพบวา ไกทดลองทุกกลุมเริ่มมีการตอบสนอง HI แอนติบอดี
ตั้งแตอายุ 49 วัน หรือ 2 สัปดาหภายหลังการใหวัคซีน ภายหลังจากนั้น ระดับ HI แอนติบอดีของ
ไกทดลองที่ใหวัคซีนทุกกลุมการทดลอง  ยกเวน กลุมที่ 9 Commercial Vaccine มีแนวโนมต่ําลง ขณะที่
กลุมที่ 9 Commercial Vaccine  มีการตอบสนอง HI แอนติบอดีสูงขึ้นตามลําดับ ที่อายุ 63 วัน กลุมที่ 9 มี
ระดับ HI แอนติบอดีสูงกวาทุกกลุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 ) ดังตารางที่ 4.11 อยางไรก็ตาม
ที่อายุ 63 วัน ไกทดลองที่ใหวัคซีน ND เชื้อตายรวมกับวัคซีน ND เชื้อเปน ทุกกลุมการทดลอง กระตุน HI
แอนติบอดีไดสูงกวาไกกลุมควบคุม ที่ใหวัคซีนเชื้อเปน อยางเดียว 

ตารางที่ 4.9   ระดับ HI แอนติบอดี ในไกไขที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน สายเชื้อ La Sota โดยการหยอดตา 
พรอมกับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง  เมื่ออายุ 35 วัน

GMT ± SEกลุม ชนิดวัคซีน
อายุ 35 วัน อายุ 42วัน อายุ 49 วัน อายุ 56 วัน อายุ63 วัน

ความตานทาน

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  วิธีการใหวัคซีนเชื้อตาย ตัวละ 0.5 มิลลิลิตร เขาชั้นใตผิวหนัง และวิธีการใหวัคซีนเชื้อเปน หยอดตา
                         ตัวอักษรกํากับที่แตกตางกัน หมายถึง แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p < 0.05 )
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ผลการทดสอบความตานทานโรค
ปริมาณของเชื้อไวรัสที่ใชทดสอบการปองกันโรค เปนชุดเดียวกับการทดลองที่ 7 ผลการทดสอบ

ความตานทานโรค พบวา ไกทดลองที่ใหวัคซีนทุกกลุม สามารถตานทานโรค ND ได

แผนภาพที่ 4.7 ระดับ HI แอนติบอดี ในไกไขที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน สายเชื้อ La Sota โดยการหยอดตา 
พรอมกับวัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อ Local ที่เตรียมดวยสูตรตางๆ โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง  เมื่ออายุ 35 วัน
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บทที่ 5
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ

อภิปรายผลการวิจัย
การศึกษาระดับ HI แอนติบอดี ในไกเนื้อ อายุ 1 ถึง 28 วัน เพื่อศึกษาลักษณะการลดลงของระดับ

ภูมิคุมกันจากแม พบวา ระดับ HI แอนติบอดีจากแมมีคาครึ่งชีวิตประมาณ 4-7 วัน และลดลงต่ําที่สุดที่
อายุ 28 วัน สอดคลองกับผลการทดลองของ Mass และคณะ (1999) แนะนําใหยืดอายุการใหวัคซีนไปจน
กวาจะตรวจไมพบแอนติบอดีในซีรัม ที่อายุ 4 สัปดาหทั้งไกเนื้อ และไกไข เพื่อหลีกเลี่ยงอิทธิพลของ
ภูมิคุมกันจากแม ตอประสิทธิภาพของวัคซีน
 การเปรียบเทียบสายเชื้อ ของเชื้อไวรัส ระหวางสายเชื้อ La Sota และ Local  ตอประสิทธิภาพการ
กระตุน HI แอนติบอดี พบวา  ไกทดลองที่ใหวัคซีนสายเชื้อ Local ที่มีความรุนแรง กระตุน HI
แอนติบอดีไดสูงกวาสายเชื้อ La Sota ที่มีความออนแรง แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ  สอดคลองกับ สมศักดิ์
และคณะ (2539) ทดลองเปรียบเทียบ วัคซีนเชื้อตาย สายเชื้อที่มีความรุนแรงปานกลาง  จํานวนไวรัสนอย
มีระดับ HI แอนติบอดีสูงกวาวัคซีนเชื้อตายที่ไมรุนแรง การผลิตวัคซีนเชื้อตายแตกตางจากวัคซีนเชื้อเปน
คือ เชื้อไวรัสถูกฆาใหตายแลว ไมสามารถเพิ่มจํานวนไดอีก (OIE, 1992)  Cross (1988)  กลาววา วัคซีน
เชื้อตาย ตองการปริมาณของแอนติเจนมากๆ  ทําใหตองใชสัดสวนของหัวเชื้อไวรัสมาก  ดังนั้น ควร
พิจารณาเลือกสายเชื้อที่มกีารเจริญเติบโตใหคา EID50 ไดในระดับสูง  สายเชื้อ La Sota ใหปริมาณของเชื้อ
ไวรัสไมดีนัก อาจจําเปนตองทําใหเชื้อไวรัสมีความเขมขนขึ้นกวาเดิม จากผลการทดลองครั้งนี้ ไดเปรียบ
เทียบปริมาณของเชื้อไวรัสดวยวิธี HA (hemagglutination test) พบวา ระดับ HA ของสายเชื้อ La Sota ต่ํา
กวา Local เปน 1 log2 ทั้งที่ใชเวลาการบมมากกวา ขณะเดียวกัน Brugh และ Siegel (1977) พบวา ความ
เขมขนของเชื้อไวรัส ตรวจวัดดวยวิธี HA มีผลตอระดับแอนติบอดีที่ 2, 3, 4 และ 6 สัปดาหภายหลังการ
ใหวัคซีน  ดังนั้น จึงอาจเปนเหตุผลอีกประการหนึ่งสําหรับอธิบายไดวา การทดลองครั้งนี้ สายเชื้อ Local
สามารถกระตุน HI แอนติบอดีไดสูงกวาสายเชื้อ La Sota

การเปรียบเทียบวิธีการผสมวัคซีน ตอประสิทธิภาพการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี ระหวาง
การใชเครื่องผสม แบบ blender ปนที่ความเร็วรอบ 13000 rpm  และ homogenizer ปนที่ความเร็วรอบ
23000 rpm  พบวา  ที่อายุ 28, 35,42 และ49 วัน กลุมที่ผสมวัคซีนดวย blender มีระดับ HI แอนติบอดี สูง
กวากลุมที่ผสมดวย homogenizer  แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ ขณะที่ Stone (1993) รายงานผลการผสม
วัคซีน ND เชื้อตายดวย blender สําหรับเตรียมวัคซีนที่ใชน้ํามันถ่ัวลิสงผสมกับขี้ผ้ึง 5 เปอรเซ็นต พบวา
ไกมีการตอบสนอง HI แอนติบอดีต่ํากวาการผสมดวยมือ (manual) และ homogenizer อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ แตการเตรียมวัคซีนที่ใชน้ํามันถ่ัวลิสงผสมกับขี้ผ้ึง 10 เปอรเซ็นต หรือน้ํามันปลา (orange
roughy fish oil) แลว การผสมทั้ง 3 วิธีขางตน ไมมีผลตอการตอบสนอง HI แอนติบอดี  จากผลการ
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ทดลองครั้งนี้  การใช homogenizer  ไมสามารถกระตุน HI แอนติบอดีไดดีกวา Blender อาจเนื่องจาก วิธี
การผสมดวยเครื่อง homogenizer รุน Polytron® PT3000 ที่ใชในการทดลองครั้งนี้ พิมพร (2540) จัดเปน
เครื่องผสมแบบ homogenizing mixer ชนิดหนึ่ง อาศัยแกนปนความเร็วสูงเทานั้นไมไดใชความดันรวม
ดวย ขณะที่เครื่อง homogenizer สําหรับการผลิตวัคซีนเชิงอุตสาหกรรมจะอาศัยความดันในการผลัก
อิมัลชันใหผานรูเล็กๆที่กําหนดขนาดอนุภาคของอิมัลชันใหสม่ําเสมอ และเล็กละเอียดขึ้น อิมัลชันจึงมี
ความหนืด และความคงตัวมาก และผลการทดลองครั้งนี้ ยังพบวา เครื่อง homogenizer ที่ใชผสมเตรียม
วัคซีนไดคร้ังละปริมาณนอยๆ แกนปนไมสามารถปนไดลึกถึงกนหลอดแกว  อาจไมสามารถปนเนื้อของ
เหลวที่กนหลอดได

การเปรียบเทียบวิธีการใหวัคซีน พบวา  เมื่อเปรียบเทียบวัคซีนที่เตรียมในรูปเดียวกัน วัคซีนใน
รูปของ WO (mineral) การใหวัคซีนดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนัง สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี
ไดสูงกวา การใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อ อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p<0.05) ขณะที่ วัคซีนในรูปของ 
WOW (mineral) การใหดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนังก็สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีไดสูงกวา 
การใหดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อเชนกัน แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ  แมวา วัคซีนเชื้อตาย สามารถใหได
ดวยวิธีการฉีดเขากลามเนื้อ หรือเขาชั้นใตผิวหนัง (OIE, 1992) ปจจุบัน วัคซีนเชิงพาณิชยทั่วไป ก็นิยมให
วัคซีนดวยการฉีดเขาใตผิวหนังคอ มากกวากลามเนื้อขา  เนื่องจาก การฉีดเขากลามเนื้อขา ทําใหเกิด
ปฏิกิริยาการอักเสบที่รุนแรงบริเวณตําแหนงใหวัคซีน (Fukanoki et al., 2001) จากการทดลองครั้งนี้ จึง
สนับสนุนเพิ่มเติมอีกวา การฉีดเขาใตผิวหนัง ยังสามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีไดสูงกวา  
การใหดวยวิธีการฉดีเขากลามเนื้ออีกดวย

การใชน้ํามันจากธรรมชาติทดแทนน้ํามันแร คือ น้ํามันปาลม  พบวา การใหวัคซีนเชื้อตายที่ใชน้ํา
มันปาลม พบวา ระดับ HI แอนติบอดีต่ํากวา วัคซีนเชื้อตายที่ใชน้ํามันแร  และความหนืดสูงกวา วัคซีน
เชื้อตายที่ใชน้ํามันแร  สอดคลองกับ Stone (1993) รายงานวา วัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันพืช สัตว สวนใหญ 
มีประสิทธิภาพในการกระตุนภูมิคุมกันต่ํากวา และมีความหนืดสูงกวาวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร  อยาง
ไรก็ตาม ผลการทดสอบความตานทานโรค พบวา เมื่อปอนเชื้อพิษทับ ไกทดลองทุกกลุมที่ใหวัคซีนเชื้อ
ตายที่ใชน้ํามันปาลม สามารถตานทานโรคไดสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p < 0.05)

 เมื่อใหวัคซีนเชื้อเปน รวมกับวัคซีนเชื้อตาย ที่ใชน้ํามันปาลม และน้ํามันแร พบวา ระดับ HI 
แอนติบอดีสูงกวา การใหวัคซีนเชื้อเปนอยางเดียว แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) และยังมีความตาน
ทานโรคสูงถึง 95-100 เปอรเซ็นต     ขณะเดียวกัน ผลการทดสอบ ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลังการให
วัคซีนเชื้อตาย เปนเวลา 12 วันพบวา รอยโรคและสิ่งตกคางของวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยน้ํามันปาลม 
กรณีที่ไมเติมวิตามิน อี มีระดับออน และลักษณะกลมกลืนกับเนื้อเยื่อของไกจนแทบสังเกตไมเห็น สอด
คลองกับ Stone (1993) และ Stone (1997)   รายงานวา ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อของวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามัน
จากสัตว และพืชจะนอยกวา น้ํามันแร และเมื่อเติมวิตามิน อี ในวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยน้ํามันปาลม  
สังเกตวา รอยโรคและสิ่งตกคาง มีระดับความรุนแรงเพิ่มขึ้น  อยางไรก็ตาม ความรุนแรงที่เพิ่มขึ้น เกิด
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จากการตรวจพบสิ่งตกคางลักษณะคลายกับวิตามิน อี มากกวาเปนรอยโรคจากการอักเสบเชนเดียวกับ
วัคซีนที่มีสวนผสมของน้ํามันแร แตวัคซีนทุกชนิดเตรียมดวยน้ํามันปาลม ยังมีอายุการเก็บรักษาไมถึง 4 
สัปดาห ดังนั้น ผลการทดลองครั้งนี้ จึงสรุปไดวา  น้ํามันปาลม สามารถใชเตรียมวัคซีน ND เชื้อตายทด
แทนน้ํามันแรได แตควรปรับปรงุวิธีการผสมวัคซีนใหมีความคงตัวดีขึ้นกวาเดิม

การปรับสูตรการเตรียมวัคซีนเชื้อตาย พบวา การเตรียมวัคซีนเชื้อตายในรูปของ WOW การตอบ
สนองของ HI แอนติบอดีต่ํากวา WO สอดคลองกับที่ Fukanoki และคณะ (2001) กลาวไววา  วัคซีนเชื้อ
ตายในรูปของ WOW มักมีประสิทธิภาพดอยกวา WO  อยางไรก็ตาม ผลการทดลองครั้งนี้ ระดับ HI 
แอนติบอดี และความตานทานโรคของวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมในรูป WOW ก็อยูในเกณฑที่ดี นอกจากนั้น  
ยังพบวา วัคซีนเชื้อตายในรูป WOW มีความหนืดต่ํากวา และมีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่นอยกวา WO   สอด
คลองกับการทดลองของ Fukanoki และคณะ (2001)  ซ่ึงผูวิจัยอธิบายวา ปฏิกิริยาการอักเสบจากวัคซีนที่
เตรียมในรูปของ WOW ที่ลดลง นาจะเปนผลมาจาก สัดสวนของน้ํามันแรที่ลดลง    ขณะเดียวกัน 
ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อที่ลดลง อาจมีความสัมพันธกับการกระตุนภูมิคุมกันดวยดังที่ Franchini และคณะ 
(1991) อธิบายไววา ถาปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอย จะสงผลใหระดับภูมิคุมกันโรคลดลงได    

ผลของวิตามิน อี ตอการสงเสริมภูมิคุมกัน กรณี การใหวัคซีนเชื้อตาย โดยไมใหวัคซีนเชื้อเปน
ดวย   เมื่อเปรียบเทียบ วัคซีนเชื้อตายที่เติมวิตามิน อี และไมเติมวิตามิน อี  ที่เตรียมในรูปแบบเดียวกัน
แลว ยังใหผลการสงเสริมการสรางภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี และความตานทานโรคไมแนนอน แต เมื่อให
วัคซีนเชื้อเปนดวย พบวา ที่อายุ 63 วัน กอนการปอนเชื้อพิษทับ วัคซีนเชื้อตายที่เติมวิตามิน อี มีประสิทธิ
ภาพในการกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีไดดีกวา วัคซีนเชื้อตายที่ไมเติมวิตามิน อี แตไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05)  สอดคลองกับ Franchini และคณะ (1995)     พบวา การเติมวิตามิน อี ในวัคซีนเชื้อ
ตายทดแทนน้ํามันแร ในสัดสวน 20 หรือ 30 เปอรเซ็นต ชวยเหนี่ยวนําใหมีการตอบสนองของแอนติบอดี
เร็ว และสูงกวา วัคซีนที่ไมไดเติมวิตามินอี

การใหวัคซีนเชื้อเปน พรอมกับการใหวัคซีนเชื้อตาย พบวา  เมื่อเปรียบเทียบ ผลการทดลองที่ 6 
และ 7 สังเกตวา การใหวัคซีนเชื้อเปนรวมกับวัคซีนเชื้อตายในการทดลองที่ 7 สามารถสงเสริมการ
กระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดีไดสูงขึ้นกวาการใหวัคซีนเชื้อตายเพียงอยางเดียวในการทดลองที่ 6 สอด
คลองกับ Pakinyo and Sasipreeyajan (1993)  รายงานวา วัคซีน ND เชื้อเปน พรอมกับวัคซีน ND เชื้อตาย 
สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูงกวา การใหวัคซีน ND เชื้อเปน เพียงอยางเดียว  Folitse และคณะ (1998)
อธิบายสาเหตุที่ทําใหวัคซีนเชื้อตายในน้ํามันที่ฉีดเขาใตผิวหนัง พรอมกับวัคซีนเชื้อเปน ดวยวิธีการหยอด
ตา พรอมกัน สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดสูง เนื่องจาก เชื้อไวรัสที่มีชีวิตสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางรวด
เร็วบนเยื่อเมือกของหนังตา และจมูก เปนการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบปฐมภูมิ ตอมาแอนติเจนของ
เชื้อไวรัสที่ถูกฆา ในสื่อน้ํามันจะคอยๆ ปลอยออกมาชาๆ อยางตอเนื่อง เปนการกระตุนภูมิคุมกันซ้ํา

ลักษณะการตอบสนองของวัคซีนที่เตรียมขึ้นเองในการทดลองครั้งนี้ แตกตางจากวัคซีน 
Commercial คือ ระดับ HI แอนติบอดีจะสูงที่สุด ภายหลังการใหวัคซีน เปนเวลา 2 สัปดาหในวัคซีนที่
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เตรียมในรูป WO และ 3 สัปดาห ในวัคซีนที่เตรียมในรูป WOW ภายหลังจากนั้น จะคอยๆ ลดลงตาม
ลําดับ ขณะที่ วัคซีน Commercial vaccine เร่ิมมีการตอบสนอง HI แอนติบอดี ภายหลังการใหวัคซีน เปน
เวลา 2 สัปดาห เชนเดียวกัน และมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ จนถึงวันปอนเชื้อพิษ การที่วัคซีน 
Commercial vaccine มีประสิทธิภาพในการกระตุน HI แอนติบอดีไดสูงกวา วัคซีนที่เตรียมขึ้นเอง อาจ
เปนผลมาจากความเขมขนของเชื้อไวรัสที่ใชในการทดลองครั้งนี้ สําหรับวัคซีน WO เปน 7.7x107.3 ELD50

ตอตัว และ WOW เปน 7.1x107.3 ELD50 ตอตัว ต่ํากวา การผลิตวัคซีนเชื้อตาย ที่กําหนดไวอยางนอย 108.4

ELD50 ตอตัว (Peleg et al., 1993)  รวมถึง สูตรการเตรียมวัคซีน Commercial vaccine ที่บริษัทไมเปดเผย  
และวิธีการผสมดวยเครื่องมือที่ดีกวาวัคซีนที่เตรียมขึ้นเองมาก  หาก วัคซีนที่เตรียมขึ้นเอง ไดรับการปรับ
ปรุงสูตรการเตรียม วิธีการผสม และเพิ่มความเขมขนของเชื้อไวรัสมากขึ้น นาจะชวยให วัคซีนเชื้อตายที่
เตรียมขึ้นเอง มีประสิทธิภาพไดเชนเดียวกับ วัคซีน Commercial  vaccine ได  ในราคาที่ถูกกวา

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ
สรุปไดวา น้ํามันปาลม สามารถใชเตรียมวัคซีน ND เชื้อตายทดแทนน้ํามันแรได ซ่ึงเกิด

ประโยชนตออุตสาหกรรมการผลิตไก คือ มีความปลอดภัยตอผูบริโภค ลดการคัดซากไกทิ้ง เนื่องจาก ผล
ของน้ํามันแรที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อไกที่รุนแรง นอกจากนี้ การผลิตวัคซีนเชื้อตายขึ้นใชเองภาย
ในประเทศ หรือเพื่อการสงออก โดยใชวัตถุดิบตามธรรมชาตินี้ ยังชวยลดการนําเขาวัคซีน รวมถึง วัตถุ
ดิบสําหรับการผลิตวัคซีนไดอีกดวย     อยางไรก็ตาม การเตรียมวัคซีนเชื้อตายโดยใชน้ํามันปาลม ควรมี
การปรับปรุงวิธีการผสมวัคซีน หรือสัดสวนของ สารลดแรงตึงผิว เพื่อใหมีความคงตัวดีขึ้นกวาเดิม

การใหวิตามิน อี ผสมกับวัคซีนเชื้อตาย รวมกับวัคซีนเชื้อเปน สามารถกระตุน HI แอนติบอดีได
สูงกวาการใหวัคซีนเชื้อตาย ที่ไมผสมวิตามิน อี รวมกับวัคซีนเชื้อเปน

การเตรียมวัคซีนในรูปของ WOW สามารถกระตุนภูมิคุมกัน HI แอนติบอดี และความตานทาน
โรคไดดี โดยวัคซีนมีความหนืดต่ํา ชวยใหการใหวัคซีนไกงาย และสะดวกกวาเดิม นอกจากนี้ ยังเกิด
ปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอยอีกดวย
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