
บ ทท 3
วิธีดำเนินการวิจัย

3.1.การศึกษาระดับแอนติบอดีต่อโรคหล'อดลมอักเสบติดต่อสเตรน 4/91 และสเดรน 
แมสซาชูเชตส์ ด้วยวิธี VN และระดับแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ด้วยวิธี 
ELISA ในไก่ทดลอง

3.1.1. ไก่เนือคละเพศ พันธุ Ross 208 อายุ 1 วัน จำนวน 30 ตัว แบ่งเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มละ 10 
ตัว ให้อาหารและนํ้าตลอดเวลา

3.1.1.1. กลุ่มทดลองที่ 1 ให้วัคซีนหลอดลมอักเลบติดต่อเชื้อเป็นซีโรไทป๋
แมสซาชูเซตส์ สเตรน H120 โดยการหยอดตา เมื่ออายุ 1 วัน และให้วัคซีนโรคหลอดลมอักเสบ 
ติดต่อเชื้อเป ็นสเตรนแมลซาชูเซตส์โดยการหยอดตาเมื่ออายุ1 0 วัน

3.1.1.2. กลุ่มทดลองที่ 2 ให้วัคซีนโรคหลอดลมอักเสบติดต่อเชื้อเป็นสเตรน 
แมสซาชูเซตส์โดยการหยอดตาเม ื่ออายุ10 วัน

3.1.1.3. กลุ่มควบคุม ไม่ให้วัคซีน
3.1.2. เจาะเลือดไก่กลุ่มทดลองที่ 11 2 เมื่ออายุ 28 1 35 และ 42 วัน 

เจาะเลือดไก่กลุ่มควบคุม เมื่ออายุ 1 , 10 1 21 1 2 8 ,3 5  และ 42 วัน
3.1.3. ตรวจระตับแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อลเตรน 4/91 และสเตรน 

แมสชาชูเซตส์ ด้วยวิธี VN และระดับแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ด้วยวิธี ELISA

3.2.การศึกษาระดับแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อสเตรน 4/91 และสเตรน
แมสซาชูเชตส์ ด้วยวิธี VN และระดับแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ด้วยวิธี 
ELISA ในไก่เน้ือจากฟาร์ม

3.2 .1 . เจาะเลือดไก1เน ื้อท ี่ให ้ว ัคซ ีนหลอดลมอักเสบติดต ่อเช ื้อเป ็นซ ีโรไทป็แมลซาชูเชตส์ 
ลเตรน H120 และลเตรนแมลซาชูเซตส์ 1-2 คร้ัง จำนวน 4 ฟาร์ม แต่ละฟาร์ม เก็บตัวอย่าง 3 

คร้ัง ๅ ละ 10 ตัวอย่าง ที่อายุ 28 1 35 และ 42 วัน
3.2.2. ตรวจระดับแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อสเตรน 4/91 และ ลเตรน 

แมสซาชูเซตส์ ด้วยวิธี VN และระดับแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ด้วยวิธี ELISA
ไก่เนื้อจากฟาร์มมีประวัติดังนื้ คือ ไก่เนื้อพันธุ Arbor Acres จากฟาร์มในจังหวัด 

อุบลราชธานี ฟาร์มที่ 1 และ 2 มีประวัติการได้รับวัคซีน คือ อายุ 7 วัน ให้วัคซีนรวมซึ่งประกอบ 
ด้วยวัคซีนนิวคาสเซิลเชื้อเป็นสเตรน B 1 และวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อเรือเป็นลเตรน H 120 
โดยการหยอดตา อายุ 14 วันให้วัคซีนก้มโบโรเชื้อเป็นชนิดรุนแรง โดยการละลายนํ้า

X 2 ü / l ‘2 ci A - ^ 6
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ไก่เนือ'พันธุ Arbor Acres จากฟาร์มในจังหวัดชลบุรี มีประวัติการได้รับวัคซีน คือ อายุ 
7 วัน ให้วัคซีนรวมซึ่งประกอบด้วยวัคซีนนิวคาลเซิลเชื้อเป็นลเตรน B 1 และวัคซีนหลอดลมอักเสบ 
ติดต่อเซือเป็นลเตรนแมลซาชูเซตส์ โดยการหยอดตา และให้วัคซีนนิวคาสเชิลเชื้อตายสเตรน
La Sota อายุ 14 วัน ให้วัคซีนก้มโบโรเชื้อเป็นชนิดรุนแรง โดยการละลายนํ้า

ไก่เนือพันธุ Cobb จากฟาร์มในจังหวัดลพบุรี มีประวัติการได้รับวัคซีน คือ อายุ 1 วัน 
ให้วัคซีนนิวคาสเซิลเรือเป็นสเตรน Ulster 2C และวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อเชื้อเป็นลเตรน 
H120 โดยการพ่นเป็นละออง อายุ 10 วัน ให้วัคซีนรวมซึ่งประกอบด้วยวัคซีนนิวคาสเชิลเชื้อเป็น 
ลเตรน B 1 และวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อเชื้อเป็นสเตรน H120 โดยการหยอดตา และให้วัคซีน 
นิวคาลเซิลเชื้อตายลเตรน La Sota โดยการฉีดเข้าใต้ผิวหนัง อายุ 15 วันให้วัคซีนก้มโบโรเชื้อเป็น 
ชนิดรุนแรง โดยการละลายนํ้า

3.3. การเก็บตัวอย่างเลีอดและซี!รัม
3.3.1. เจาะเลือดจากเส้นเลือดดำที่ปีก (Wing vein) ประมาณ 1 มิลลิลิตร ใส่ Eppendorf ท้ิง 

ไว้ให้แข็งตัว
3.3.2. ปันแยกซีรัม
3.3.3. แยกซีรัมใส่ Eppendorf และแช่แข็งเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนำไป 

ตรวจระตับแอนติบอดีต่อไป

3.4. การเตรียมไวรัสสำหรับการตรวจแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ด้วยวิธี VN
ไวรัลหลอดลมอักเสบติดต่อสเตรน 4/91 และสเตรนแมลซาชูเซตส์ (M41 ) ได้รับความ 

เอือเฟิอจากบรีษัทอินเตอร์เวท (Intervet) ประเทศเนเธอร์แลนด์
3.4.1 .เตรียม pCEK monolayer อายุ 2 วัน ใน tissue culture flask (TC flask) ขนาด 87.5 

ตารางเซนติเมตร โดยใช้เซลที่ความเข้มข้น 2.5 X 106 เซลต่อมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซล Medium 
199/ Ham’s F10 (M199/F10) ท่ีมี fetal calf serum (FCS) 5 เปอร์เซ็นต์ 17.5 มิลลิลิตร

3.4.2. เทอาหารเลี้ยงเซลเก่าทิ้ง เติม IBV ลงใน pCEK โดยใช้ไวรัล 0.001 MOI (multiplicity 
of infection) ในอาหารเลี้ยงเซล M199/F10 ที่มี FCS 0.75 เปอร์เซ ็นต ์2.5 มิลลิลิตร

3.4.3. นำ TC flask ไปอบใน C 02 incubator (C02 5 เปอร์เซ็นต์) ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเชียลเป็นเวลา 1 ชั่วโมง

3.4.4. เติมอาหารเลี้ยงเซล M199/F10 ที่มี FCS 0.75 เปอร์เซ็นต์ เพิ่มจนถึง 25 มิลลิลิตร
3.4.5. นำ TC flask ไปอบใน C 02 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 3 - 4  

วัน ชื้นกับการเกิด CPE (รูปท่ี 2) คือ เกิด CPE ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ จึงนำ TC flask มาแช่แข็ง
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(freeze) ทีอุณหภูมิ -20 หรือ -70 องศาเซลเซียส
3.4.6. ละลาย (thaw) TC flask เก็บสารแขวนลอยที่ได้จากการละลาย
3.4.7. ปันลารแขวนลอยที่ได้ ที่ความเร็ว 3,000 X g  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10 นาที
3.4.8. เก็บไวรัลทีอยู่ในส่วนนำ (supernatant) แบ่งใส่ใน eppendorf หลอดละประมาณ 1 

มิลลิลิตร แล้วแซ่แข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส
3.4.9. หาปริมาณไวรัส หลังจากแซ่แข็ง 1-2 สัปดาห์

3.5.การเตรียม pCEK
3.5.1. ใช้ไข,ไก่ฟัก (จากไก่เนื้อพันธุ Arbor Acres จากฟาร์มในจังหวัดชลบุรื) อายุ 18 -  19

วัน นำมาล่องตรวจเพือคัดแยกเฉพาะเอมบริโอ (embryo) ที่มีชีวิต ฆ่าเชีอบนเปลือก1ไข่ด้วย
แอลกอฮอล์70 เปอร์เซ็นต์

3.5.2. กระเทาะเปลือกไฃ่บรืเวณ air space ใช้ปากคีบหนีบเอมบรืโอวางลงบน petridish
เปิดซ่องท้องเอมบริโอด้วยกรรไกรและปากคีบ แยกลำไล้ออกจากลำตัว ใช้กรรไกรตัดลำตัว
เอมปริโอ 2 ช้างของกระดูกลันหลัง เก็บไตใส่ในบีกเกอร์ (beaker) ซึ่งมี PBS (phosphate buffer 
saline) ทีงให้ไตนอนก้น แล้วเท PBS ทิง ตัดไตให้ละเอียดใน petridish ด้วยมีดผ่าตัด แยกเยื่อหุ้ม 
ไตออก

3.5.3. เก็บไตทีตัดละเอียดแล้วใน flask เติมทริปชิน 0.25 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเชียล จำนวน 10 มิลลิลิตรต่อ 1 ไต กวนด้วย magnetic stirrer ที่ความเร็ว 550 รอบต่อ 
นาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที ทิ้งให้ตกตะกอน กรองด้วยฟัลเตอร์ที่มี pore size ขนาด 
100 ไมครอน

3.5.4. นำส่วนนำที่ได้จากการกรองมาเติม FCS ลงไป 5 เปอร์เซ็นต์ เพื่อหยุดปฏิกริยาของ 
ทริปชิน แล้วนำไปปันที่ความเร็ว 500 X g  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทนํ้าส่วน 
บนทิ้ง

3.5.5. เติมอาหารเลี้ยงเซล Medium B8 ที่มี FCS 5 เปอร์เซ็นต์ 10 มิลลิลิตรลงใน 
centrifugation pot เพือละลายตะกอนเซล นำไปปันที่ความเร็ว 500 X g  ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทนํ้าส่วนบนทิ้ง ละลายตะกอนเซล โดยใช้อาหารเลี้ยงเซล 1.25 
มิลลิลิตรต่อ 1 ไต

3.5.6. นำสารแขวนลอยเซลทีได้มาทำ two -  fold dilution ใน ทาicrotiterplate หลุมละ 100 
ไมโครลิตร นำไปปันที่ความเร็ว 1,000 รอบต่อนาที ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ หลุมที่เซลตก 
ตะกอนเป็น monolayer เป็นหลุมที่มีความเข้มข้นของเซลประมาณ 3 X 10e เซลต่อมิลลิลิตร
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3.5.7.นำ pCEK ที่เตริยมให้ได้ความเข้มข้นของเซลประมาณ 3 X 10'' เซลตอมิลลิลิตร เติมลง 
ใน ก าicrotiterplate หลุมละ 100 ไมโครลิตร นำไปอบใน C 02 incubator ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน เพื่อให้เซลเกาะเป็น monolayer (รูปท่ี 1)

3.6. การตรวจระด้บแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ด้วยวิธี VN
3.6.1. นำซีรัมตัวอย่าง 1 positive และ negative IBV serum ไป inactivate เทือกำจัด non

specific neutralization activity ของซีรัมโดยการแช่ในอ่างนำควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 56
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที

3.6.2. เจือ1จาง'ซีรัม ด้วยอาหารเลี้ยงเซล M199/F10 ท่ีมี FCS 0.75 เปอร์เซ็นต์ ให้มีระตับการ 
เจือจางในหลุมแรก เป็น 1 : 16 โดยใช้ซีรัม 12.5 ไมโครลิตรและอาหารเลี้ยงเซล 187.5 ไมโครลิตร 
ในหลุมถัดไป เติมอาหารเลี้ยงเซล 100 ไมโครลิตร ทำ two -  fold dilution จนถึงหลุมสุดท้าย

3.6.3. เจือจางไวรัสให้ได้ความเข้มข้น 100 TCID50/ 50 ไมโครลิตร เติมไวรัสที่เจือจางแล้วลง 
ในซีรัมที่เจือจางแล้วหลุมละ 100 ไมโครลิตร นำไปอบใน C 02 incubator ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 -  90 นาที นำ serum-virus mixture 100 ไมโครลิตร ไปเติมลงใน 
ก าicrotiterplate ทีมี pCEK monolayer อยู่ นำไปอบใน C 02 incubator ทีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 วัน

3.6.4. นำไวรัลที่เจือจางแล้วมาทำ ten -  fold dilution ในหลอดทดลอง ตั้งแต่ า0"1 ถึง 10"5 
เทือทำ back titration

3.6.5. การอ่านผลระดับแอนติบอดีของซีรัม อ่านเป็นส,วนกลับของ log2 ของหลุมท่ีซีรัมมีการ 

เจือจางมากท่ีสุด โดยท่ีไวรัลถูก neutralize คือ ไม่เกิด CPE ความเข้มข้นของไวรัสแสดงในรูป 

log,0 TCI□50 / มิลลิลิตร และคำนวนโดยวิธีของ Reed และ Muench (Reed and Muench,1938) 

ไวรัสควรมีความเข้มข้น 100 TCI□50 / 50 ไมโครลิตร โดยมีเกณฑ์ความเข้มข้นท่ียอมรับได้อยู่ใน 

ช่วงระหว่าง 30 ถึง 300 TCI□50/ 50 ไมโครลิตร negative IBV serum จะต้องมีระดับแอนติบอดี 

เท่ากับ 0 และ positive IBV serum จะต้องมีระดับแอนติบอดีอยู่ในช่วง ± 2 เท่าของคำเบ่ียงเบน 

มาตรฐานของระดับแอนติบอดีมาตรฐานเฉลี่ยจากบริษัทอินเตอร์เวท

3.6.6. ระดับแอนติบอดีของซีรัมตัวอย่างที่ลามารถ neutralize ไวรัลที่ระดับการเจือ'จาง 1 : 
16 (ระดับแอนติบอดี 4) หรอมากกว่า ให้ถือเป็นผลบวก

3.7. การตรวจระด ้บแอนต ิบอด ีต ่อ โรคหลอดลมอ ัก เสบต ิดต ่อ  ด ้วยวิธ ี ELISA
ใช้ชุดตรวจลอบแอนติบอดีสำเร็จรูปต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ด้วยวิธี ELISA ของ 

บริษัท Kirkegaard & Perry Laboratory, Inc. (KPL) 1 แมรีแลนด์ ประเทศสหรัฐอเมริกา
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การคำนวณ serum to positive ratio (SP) ใ'ช้สูตร 
SP = OD sample - OD negative control

OD positive control - OD negative control 
การคำนวณ titre ฬสูตร log 10 titre = (1.642 X log10 SP) + 3.568

titre = antilog of log10 titre

3.8.การวิเคราะห์และแปลผลข้อมูล
ใช้สถิติเซิงพรรณนาในการแสดงผลการสืกษา

รูปที 1 pCEK monolayer ปกติ

รูปท่ี 2 pCEK เกิด CPE
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