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 The purpose of this study was to evaluate the efficacy of immune complex vaccine on 

the prevention of infectious bursal disease virus infection in commercial broiler chickens which 

has been infected with the vvIBDV (IBD-CU-1) in the aspect of vaccine’s response both on the 

humural immunity and cell mediated immunity (CMI). The study was divided into two parts. The 

first experiment, we aimed to study the efficacy of vaccines and its response by antibody titer, 

viral vaccine distribution and replication in lymphoid organs. The second experiment, we aimed 

to study the response of CMI in the term of helper T lymphocyte and total T lymphocyte ratios 

(CD4 + CD3 + / Total CD3 +) after vaccinated with immune complex vaccine. The immune 

complex vaccinated chickens tended to have lower lesion scores and gelatinous on bursa and 

higher body weight than those of unvaccinated group but did not significantly differ. The vaccine 

virus could be detected in bursa, spleen and thymus after 7 to 14 days post vaccination. At 

fourteen days old, the maternal antibody titers of chickens were less than 500 and could not be 

detected at 21 days old. No antibody was detected at the date of challenge (21 and 28 days old). 

Even no antibody response was found in the immune complex vaccinated chickens but all 

vaccinated chickens could be detected the replication of IBDV, w2512 strain at 7 days post 

vaccination. The ratio of the helper T cell and total T lymphocyte cell in vaccinated chickens and 

unvaccinated did not differ significantly. These studies showed that the vaccine had no effect on 

the number of helper T lymphocyte cell in blood circulation. 
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= very virulent infectious bursal disease virus  

= viral protein 2 

 

 

 

 

 



บทที� 1  
บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา  

 
 โรคกมัโบโรหรือโรคเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ (infectious bursal disease; IBD) เป็นโรคที.มี
สาเหตจุากเอวิเบอร์นาไวรัส (avibirnavirus) ซึ.งพบครั 7งแรกโดย  Cosgrove ในปี 1962 ที.เมืองกมั
โบโร มลรัฐเดลาแวร์ ประเทศสหรัฐอเมริกา ไวรัสโรคเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ มีต่อมเบอร์ซา (bursa 
of Fabricius) เป็นอวยัวะเป้าหมาย (Lukert and Saif, 2003) โรคนี 7มีความสําคญัทางเศรษฐกิจใน 
2 ด้าน คือ 1) การติดเชื 7อในไก่อาย ุ3 สปัดาห์ หรือมากกว่า ไวรัสบางสเตรนอาจเป็นสาเหตใุห้มี
อตัราการตายสูงถึง 20% และ 2) การติดเชื 7อในไก่อายุน้อยกว่า 3 สปัดาห์ จะพบภาวะการกด
ภมูิคุ้มกนั โดยอาการผิดปกตหิลงัจากรับเชื 7อมีความสมัพนัธ์กบัภาวะการกดภูมิคุ้มกนัของเชื 7อไวรัส 
เช่น ผิวหนงัอกัเสบแบบมีเนื 7อตาย (gangrenous dermatitis) พบภาวะตบัอกัเสบแบบมีอินคลชูั.น
บอดี (inclusion body hepatitis) ภาวะเลือดจาง (anemia syndrome) การติดเชื 7อ อี. โคไล ( E. 

coli infections) และการได้รับวคัซีนไม่ได้ผล ซึ.งอาจก่อให้เกิดโรครุนแรงในลกูไก่ โรคนี 7เป็นโรคที.มี
ความสําคญัในอตุสาหกรรมการเลี 7ยงไก่เป็นอยา่งมาก โดยพบโรคได้ทั 7งในไก่เนื 7อ ไก่ไข่ และไก่พนัธุ์ 
มกัพบอาการทางคลินิกระหว่างอาย ุ3-6 สปัดาห์ (Chansiripornchai and Sasipreeyajan, 2005; 
Sasipreeyajan et al., 2007)  
 

 เชื 7อไวรัสมีผลทําลายตอ่มเบอร์ซา ก่อให้เกิดผลเสียหายตอ่ระบบภูมิคุ้มกนัของไก่ 
เป็นโรคที.มีการแพร่ระบาดทั.วโลก แม้ว่าเชื 7อไวรัสเบอร์ซาอักเสบติดต่อ เป็นไวรัสที.มีอวัยวะ
เป้าหมายที. บี ลิมโฟไซต์ ในตอ่มเบอร์ซา (Kaufer and Weiss, 1980) ซึ.งส่งผลตอ่ระดบั บี เซลล์
และ อิมมโูนโกลบลูิน (Ig) ในกระแสเลือด  จากหลกัฐานการถกูทําลายของบีเซลล์ในตอ่มเบอร์ซา 
(Ivanyi and Morris, 1976; Giambrone et al., 1977; Hirai et al., 1981; Rodenberg et al., 
1994) นอกจากนี 7เชื 7อไวรัสสามารถเพิ.มจํานวนในอวยัวะนํ 7าเหลืองอื.นๆได้ เชน่ ม้าม ตอ่มไทมสั ตอ่ม
ทอนซิลที.ไส้ตนั (Ivanyi and Morris, 1976; Hirai et al., 1981; Rodenberg et al., 1994) เชื 7อ
ไวรัสเบอร์ซาอักเสบติดต่อจึงเป็นสาเหตุให้เกิดสภาวะกดภูมิคุ้มกันในไก่ที.ได้รับเชื 7อทั 7งส่วนของ
ภูมิคุ้มกนัชนิดสารนํ 7าและชนิดพึ.งเซลล์ โดยพบว่าผลกระทบตอ่ระบบภูมิคุ้มกนัชนิดพึ.งเซลล์น้อย
กว่าระบบภูมิคุ้มกนัชนิดสารนํ 7า (Giambrone et al., 1977; Confer et al., 1981; Sharma et al., 
1989) ในการป้องกนัโรคทําได้ด้วยการใช้วคัซีนซึ.งวคัซีนที.นิยมใช้มี 2 ชนิดคือ ชนิดเชื 7อเป็นและ
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ชนิดเชื 7อตาย วคัซีนชนิดเชื 7อเป็นสามารถจําแนกได้ 3 ระดบัตามความรุนแรงของวคัซีนคือ ชนิด
รุนแรงน้อย (mild vaccine) ชนิดรุนแรงปานกลาง (intermediate) และชนิดรุนแรงมาก 
(intermediate-plus หรือ hot vaccine) วคัซีนชนิดรุนแรงมากสามารถป้องกันไก่ตายจากโรค
ระบาดได้ดีและสามารถใช้ได้แม้ขณะลูกไก่ยังมีระดับแอนติบอดีที.ได้รับถ่ายทอดมาจากแม่
เหลืออยู่ แตข่ณะเดียวกนัวคัซีนชนิดรุนแรงมากนี 7อาจทําให้ไก่ป่วยหรือตายได้ นอกจากนี 7วคัซีนยงั
มีผลตอ่อตัราการเจริญเตบิโต อตัราการแลกเนื 7อและมีผลกดภูมิคุ้มกนั ส่งผลให้ไก่มีการตอบสนอง
ตอ่วคัซีนอื.นๆได้ไมดี่ วคัซีนชนิดรุนแรงแตล่ะชนิดมีความรุนแรงไม่เท่ากนั วคัซีนชนิดรุนแรงมากจะ
มีผลเสียตอ่ไก่มาก โดยเฉพาะในไก่ไข่ซึ.งมีความไวรับตอ่เชื 7อไวรัสชนิดนี 7 วคัซีนประเภทนี 7ไม่ควรให้
เมื.อไก่อายุน้อยกว่า 7 วนั การให้วคัซีนประเภทนี 7ในลูกไก่อายุน้อยและมีระดบัของแอนติบอดีที.
ได้รับถ่ายทอดมาจากแม่ตํ.าจะเกิดผลเสียตอ่ระบบภมูิคุ้มกนั โดยเฉพาะตอ่มเบอร์ซาจะถกูทําลาย
และอาจถูกทําลายอย่างถาวรได้ ซึ.งระดบัของต่อมเบอร์ซาที.ถูกทําลายจะพบแตกต่างกันขึ 7นกับ
ชนิดของวัคซีนที.ใช้ ชนิดของไก่ อายุที.ได้รับวคัซีนและระดบัแอนติบอดีในลูกไก่ ดงันั 7นเพื.อแก้ไข
ปัญหาการใช้วคัซีนชนิดชนิดรุนแรง เพื.อให้สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกนัผ่านไก่ที.มีระดบัภูมิคุ้มกนัจาก
แม่สงูๆได้ดีจึงมีการใช้วคัซีนในรูปของวคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ (immmune complex vaccine) 
โดยเชื 7อไวรัสจากวัคซีนจะไม่ถูกหักล้าง (neutralize) จากระดับภูมิคุ้ มกันถ่ายทอดจากแม ่
(maternal antibody) และสามารถให้ได้ในไข่ไก่ฟักอาย ุ18 วนัในช่วงที.ย้ายจากตู้ ฟักไปสู่ตู้ เกิดซึ.ง
สะดวกในการจดัการ หรือการให้วคัซีนในลกูไก่อาย ุ1 วนัที.ชั 7นใต้ผิวหนงับริเวณคอซึ.งเป็นวิธีที.นิยม
ปฏิบัติในประเทศไทย เนื.องจากเทคโนโลยีการได้รับวัคซีนผ่านไข่ฟักยังไม่ได้รับความนิยม
แพร่หลายเนื.องเพราะราคาและต้นทุนของเครื.องมือ ในประเทศไทยนิยมให้วัคซีนอิมมูนคอม
เพล็กซ์ในไก่อาย ุ1 วนัที.บริเวณใต้ผิวหนงัคอ โดยมีรายงานการแพร่กระจายของไวรัสวคัซีนในไก่มี
ความแตกตา่งกนัเมื.อให้โดยวิธีที.แตกตา่งกนั  (Sharma et al., 1989; Jeurissen et al., 1998; 
Ivan et al., 2001; 2005) ดงันั 7นผลของภูมิคุ้มกนัที.ได้จากการได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ในไข่
ฟักจึงอาจแตกต่างจากการได้รับวคัซีนในไก่อายุ 1 วนัทางใต้ผิวหนงัคอ ซึ.งเป็นที.นิยมปฏิบตัิใน
ประเทศไทย งานวิจยันี 7จึงต้องการศึกษาหาประสิทธิภาพของวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ และศึกษา
การแสดงออกของวคัซีนในด้านการเพิ.มจํานวนของเชื 7อไวรัสจากวคัซีน การกระจายของเชื 7อไวรัส
จากวคัซีนและ การตอบสนองของวคัซีนในด้านภมูิคุ้มกนัชนิดพึ.งเซลล์และสารนํ 7า 
 
 
 



 3 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 
1. ศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีนโรคเบอร์ซาอักเสบติดต่อชนิดอิมมูนคอมเพล็กซ์ 

เมื.อได้รับเชื 7อ ไวรัสชนิดรุนแรง ไอบีดี-ซีย ู1 (vvIBDV-CU1) ที.อาย ุ21 หรือ 28 วนั  
2. ศึกษาผลการตอบสนองของวคัซีน ต่อภูมิคุ้มกันระดบัเซลล์ และภูมิคุ้มกันชนิด

สารนํ 7า 
 

1.3 ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 
  

เป็นแนวทางหนึ.งในการป้องกนัโรคเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ โดยการใช้วคัซีนชนิดอิมมนูคอม
เพล็กซ์ 
 
 
1.4 กรอบแนวคิดงานวิจัย 
 

ประสิทธิภาพในการป้องกนัโรคเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ หากไก่ได้รับเชื 7อไวรัสที.อาย ุ21 หรือ 
28 วนัและการแสดงออกของเชื 7อไวรัสในวคัซีนในด้านของระยะเวลา การเพิ.มจํานวน การคงอยู ่
และการแพร่กระจายของไวรัสไปสู่อวยัวะนํ 7าเหลือง เมื.อไก่ได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์โดย การ
ฉีดวคัซีนใต้ผิวหนงัคอเมื.อไก่อาย ุ1 วนั   
 
 
 



บทที� 2  
วรรณกรรมและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 

 
2.1 โรคกัมโบโร หรือ โรคเบอร์ซาอักเสบตดิต่อ (Infectious bursal disease ; IBD) 
 

2.1.1 ประวัตแิละความสาํคัญ 
 

 โรคกมัโบโร หรือ infectious bursal disease (IBD) มีสาเหตจุากเชื 'อไวรัส ซึ,งก่อโรครุนแรง
ในลกูไก่ โดยติดเชื 'อเข้าสู่อวยัวะเป้าหมายที,ต่อมเบอร์ซา (bursa of Fabricius) โรคนี 'ถกูพบครั 'ง
แรกโดย Cosgrove ในปี 1962 ที,เมืองกมัโบโร มลรัฐเดลาแวร์ ประเทศสหรัฐอเมริกา และให้ชื,อว่า 
avian nephrosis เพราะพบความเสียหายที,ไตอย่างรุนแรงในไก่ที,ตาย ต่อมาในภายหลงัมีการ
เรียกชื,อโรคว่า Gumboro disease ตามชื,อของเมืองที,พบโรคครั 'งแรก หรือโรค infectious bursal 
disease หรือ IBD ตามลกัษณะของการเกิดโรคในไก่ โรคนี 'พบการตดิเชื 'อได้ทั 'งในไก่เนื 'อ ไก่ไข่ และ
ไก่พนัธุ์ ไก่ติดเชื 'อมกัแสดงอาการทางคลินิกระหว่างอายุ 3-6 สปัดาห์ เชื 'อไวรัสมีผลทําลายต่อม
เบอร์ซา ก่อให้เกิดผลเสียหายต่อระบบภูมิคุ้ มกันของไก่ โรคนี 'พบแพร่ระบาดทั,วโลก และพบ
ความสําคญัทางเศรษฐกิจ 2 ทาง คือ 1 ไวรัสบางสเตรนอาจเป็นสาเหตใุห้อตัราการตายสูงถึง 
20% ในไก่อาย ุ3 สปัดาห์ หรือมากกว่า และ 2 ภาวะการกดภูมิคุ้มกนัของไก่ในช่วงอายนุ้อยซึ,งมี
ความสําคญัมาก อาการผิดปกติหลงัจากรับเชื 'อมีความสมัพนัธ์กับภาวะการกดภูมิคุ้มกนัของเชื 'อ
ไวรัส เช่น ผิวหนังอกัเสบแบบมีเนื 'อตาย (gangrenous dermatitis) พบภาวะตบัอกัเสบแบบมี
อินคลชูั,นบอดี (inclusion body hepatitis) ภาวะเลือดจาง (anemia syndrome) การติดเชื 'อ อี. 

โคไล ( E. coli infections) และการทําวคัซีนที,ไม่ได้ผล การป้องกนัการติดเชื 'อในลกูไก่มกัอาศยั
ภมูิคุ้มกนัจากแมซี่,งสง่ผา่นไขอ่ย่างมีประสิทธิภาพ เชื 'อไวรัสนี 'ไม่ก่อโรคในคนและไม่มีความสําคญั
ทางด้านสาธารณสขุ 
 
 การศกึษาในระยะแรกถึงสาเหตขุองโรค IBD (avian nephrosis) เกิดความสบัสนกบัการ
ติดเชื 'อ infectious bronchitis virus ในไต โดย Winterfield และ Hitchner (1962) แยกไวรัสที,ได้
จากตวัอย่างไก่ที,ป่วยด้วยโรค avian nephrosis จากฟาร์มและให้ชื,อสาเหตขุองโรคนั 'นว่า gray 
virus ตอ่มา Cosgrove (1962) เชื,อว่า gray virus คือสาเหตขุองโรคเนื,องจากมีความเหมือนกนั
ระหว่างรอยโรคที,ไตที,ถกูเหนี,ยวนําด้วย gray virus และโรคที,เกิดขึ 'น ณ เวลานั 'น หลงัจากนั 'นได้มี
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การศกึษาตอ่มาพบวา่ไก่ที,มีภูมิคุ้มกนัตอ่ gray virus ยงัคงสามารถติดเชื 'อ IBD agent และพฒันา
ให้เกิดความผิดปกติที,ต่อมเบอร์ซาได้ ซึ,งเป็นรอยโรคที,จําเพาะ การศึกษาของ Winterfield และ 
คณะ (1962) สามารถแยกเชื 'อได้สําเร็จโดยการใช้ไข่ฟักและสรุปว่าเป็น infectious bursal agent 
ซึ,งเป็นสาเหตขุองโรค IBD ส่วน gray virus ถกูระบวุ่าเป็น infectious bronchitis virus ด้วย ตอ่มา 
Hitchner (1970) ได้เสนอให้เปลี,ยนคําเรียกชื,อโรคที,เป็นสาเหตใุห้เกิดรอยโรคที,ต่อมเบอร์ซาเป็น 
infectious bursal disease ในปี 1972 Allan และคณะ รายงานว่า IBD virus (IBDV) สามารถ
ติดต่อไก่อายุน้อย ส่งผลให้เกิดภาวะกดภูมิคุ้มกัน และการควบคุมการติดต่อของโรคต้องอาศยั
ภมูิคุ้มกนัที,ถ่ายทอดผา่นไขจ่ากแม ่รายงานในขณะนั 'นพบว่าเชื 'อนี 'มีทั 'งหมด 2 ซีโรไทป์โดยซีโรไทป์
ที,พบก่อโรคในอุตสาหกรรมการเลี 'ยงไก่คือ ซีโรไทป์ 1 จากการรายงานของ Rosenberger และ 
Cloud (1985) ได้รายงานพบว่ามีการระบาดของโรคในแถบประเทศอเมริกาเหนือในลูกไก่ในปี 
1984 ซึ,งมีภูมิคุ้มกนัจากแม่ชนิด standard strain โดยพบว่าเชื 'อที,ระบาดนี 'เกิดจาก variant strain 
ของเชื 'อ IBDV serotype 1 ซึ,งพบในรัฐเดลาแวร์ ประเทศสหรัฐอเมริกา โดย สเตรนนี 'สามารถ
ระบาดได้แม้มี maternal immunity ตอ่เชื 'อ standard strain ตอ่มา Chettle และคณะ (1989) ได้
รายงานการพบเชื 'อ IBDV subtype ใหม่ซึ,งระบาดในช่วงปลายปี 1987 คือ very virulent strains 
(vvIBDV) ถูกแยกได้ในประเทศเนเธอร์แลนด์ ซึ,งไก่ที,มีภูมิคุ้มกันถ่ายทอดจากแม่ (maternal 
immunity) ตอ่ไวรัสชนิด standard strain สามารถป้องกนัการเกิดโรคจาก very virulent strain ได้  
โดย ในปัจจุบนัพบสเตรนนี 'มีการแพร่กระจายอย่างรวดเร็วไปสู่แอฟริกา เอเชีย และอเมริกาใต้ 

รวมถึงประเทศไทย (Vandenberg et al., 2000))  
 

2.1.2 สาเหตุการเกิดโรค 
 

2.1.2.1 การจัดจาํแนก (classification) 
 

 ไวรัสโรคเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ (Infectious bursal disease visus, IBDV) จดัอยู่ในแฟมมิ
ลี Birnaviridae ซึ,งมี 3 genera ประกอบด้วย 1. Aquabirnavirus ซึ,งติดเชื 'อบริเวณตบัอ่อนของ
ปลา สตัว์ในกลุ่ม mollus และพวก crustaceans 2. Avibirnavirus สายพนัธุ์นี 'ก่อโรคติดเชื 'อที,ตอ่ม
เบอร์ซา สตัว์ที,พบได้แก่ สตัว์ปีก และกลุม่สดุท้าย 3. Entomobirnavirus เรียกไวรัสก่อโรคในกลุ่มนี '
วา่ Drosophila X virus ซึ,งก่อโรคในแมลง ไวรัสในตระกลูนี 'ทั 'งหมดเป็น RNA สายคู ่(dsRNA) 
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2.1.2.2 การศึกษารปร่าง ู (morphology) 
 

 ไวรัสนี 'มีโครงสร้างแบบ nonenveloped เป็น RNA สายคู ่(dsRNA) มีรูปร่างของ capsid 
เป็น icosahedral ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 55-65 nm  

 
2.1.2.3 องค์ประกอบทางเคมี (chemical composition) 
 

 dsRNA ของไวรัส IBDV ประกอบด้วยสารพนัธุกรรม 2 ส่วน คือ A และ B ซึ,งแสดงให้เห็น
ด้วยการใช้ polyacrylamide gel electrophoresis โดยมีรายงานว่าสารพนัธุกรรมทั 'ง 2 ส่วนนั 'น 
ทําหน้าที,ถอดรหสัเป็นไวรัสโปรตีน 5 ชนิดประกอบด้วย  VP1, VP2, VP3, VP4 และ VP5 มีนํ 'าหนกั 
โมเลกลุตามลําดบัดงันี ' 90, 41, 32, 28 และ 21 kD นอกจากนี 'ยงัพบว่ามีโปรตีน  VPX ซึ,งยงัไม่
ทราบหน้าที,แตเ่ชื,อว่ามีส่วนเกี,ยวข้องกบัการควบคมุการทํางานของโปรตีนแตล่ะชนิด (Mundt et 
al., 1995) 
 
 Jackwood และคณะ (1984) วิเคราะห์ความแตกตา่งของโครงสร้างโปรตีน พบว่า VP2 
(51%) และ VP3 (40%) เป็นโปรตีนหลกัของ IBDV ใน ซีโรไทป์ 1 ขณะที, VP1 (3%) และ VP4 
(6%) เป็นโปรตีนส่วนน้อยโดย VP1 คือ viral RNA polymerase และ VP4 คือ viral protease 
ส่วนหน้าที,ของ VP5 ยังไม่ทราบแน่ชัด แต่คาดว่าจะเกี,ยวข้องกับการควบคุมการทํางาน 
(regulatory function) ของการเข้าและออกจากเซลล์ของไวรัส ชิ 'นส่วนของ genome B จะ
ถอดรหสัเป็น VP1 ซึ,งเป็นส่วนน้อย (2.9 kb) ส่วนชิ 'นส่วน genome A ซึ,งเป็นชิ 'นส่วนใหญ่ (3.2 kb) 
จะถอดรหสัเป็น viral protein ที,เหลือทั 'งหมด  
 
 การหกัล้าง (neutralize) เอพีโทป (epitope) เกิดที, VP2 โดยแอนติบอดีตอ่เอพีโทปเหล่านี '
ถือเป็นภมูิคุ้มกนัประเภทรับมาที,ชว่ยปกป้องไก่จากโรค จากการศกึษาในระยะแรกพบว่า VP3 เป็น
ตวักําหนดซีโรไทป์ ต่อมาพบว่า VP2 เป็นโปรตีนที,แสดงความเป็นเอนติเจนสําคญัตอ่การหกัล้าง
กบัแอนติบอดีตอ่ไวรัส (neutralize antigenic site) (Becht et al., 1988) เพื,อการป้องกนัโรคและ
นอกจากนี ' ส่วนของ VP2 ยงัเป็นส่วนที,มีการแปรผนัของสารพนัธุกรรมค่อนข้างสูงหรือ เรียกว่า 
hypervariable region of  VP2 ซึ,งเป็นประโยชน์ในการแยกความแตกตา่งในการศกึษาสเตรนของ
เชื 'อ (Bayliss et al., 1990) 
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2.1.3 การตดิต่อ (transmission) ตัวนําโรค (carriers) และพาหะนําโรค (vectors) 
 

 โรคเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ เป็นโรคที,ติดตอ่ตามแนวราบ (horizontal transmission) ได้เป็น
อย่างดี และเชื 'อไวรัสทนต่อสภาพแวดล้อมในโรงเรือน ไก่ติดเชื 'อจากเชื 'อที,คงอยู่ในโรงเรือนได้ถึง 
54 ถึง 122 วนั (Benton et al., 1967) ปัจจบุนัยงัไม่มีหลกัฐานยืนยนัว่าเชื 'อไวรัสไอบีดีติดเชื 'อผ่าน
ไข ่เนื,องจากเชื 'อไวรัสทนตอ่ความร้อนและสารฆา่เชื 'อทําให้เชื 'อไวรัสสามารถคงอยู่ในสิ,งแวดล้อมได้
ดี ในระหว่างที,มีการระบาดพบว่าหนอนไส้เดือน (mealworm ; Alphitobius diaperinus) ที,เก็บ
จากเล้า 8 สปัดาห์หลงัการระบาด สามารถทําให้ไก่ที,มีความไวรับป่วยได้โดยการกิน (Snedeker 
et al., 1967) นอกจากนี ' Howie and Thorsen (1981) ได้ศกึษาหาเชื 'อ IBDV จากยงุ (Aedes 

vexans) ที,เก็บได้ในพื 'นที,ที,ไก่ป่วยใน southern Ontario แตส่ิ,งที,แยกได้นั 'นไม่ก่อโรคในไก่ จึงยงัไม่
มีหลกัฐานมากพอในการสรุปวา่ ยงุ เป็นพาหะหรือตวัเก็บกกัโรคของเชื 'อไวรัส  
 

2.1.4 ระยะฟักตัว และอาการทางคลินิก (incubation period and clinical signs) 
 

 ระยะฟักตวัของเชื 'อสั 'นมาก อาการของโรคถกูพบได้ใน 2-3 วนัหลงัจากสมัผสัเชื 'อ อาการ
แรกที,พบได้จากฝงูที,ติดเชื 'อ พบว่าไก่ขนยุ่ง ถ่ายเหลวเป็นสีขาว ซึม สั,น นอนควํ,า และตาย ไก่จะมี 
ภาวะขาดนํ 'าและระยะท้ายของโรคไก่จะมีอณุหภมูิร่างกายตํ,าลง 
 

2.1.5 อัตราการป่วยและอัตราการตาย (morbidity rate and mortality rate) 
 

 อตัราการป่วยและตาย ในฝูงที,ไวต่อโรคจะพบการตายเฉียบพลัน มีอัตราการป่วยสูงถึง 
100 % อตัราการตายอาจสงูถึง 20-30% ปกติการตายจะเริ,มวนัที, 3 หลงัจากติดเชื 'อ และเพิ,มขึ 'นที, 
5-7 วนัโดย ในปลายปี 1987 พบสเตรนของ IBDV ชนิดรุนแรง ก่อปัญหาในยโุรป โดยเชื 'อที,แยกได้
สามารถก่อให้เกิดอัตราการตาย 90-100% ในไก่พันธุ์  Leghorn ที,ไวต่อโรคที,อายุ 4 สัปดาห์ 
(Chettle et al., 1989) การระบาดของโรคครั 'งแรกของฟาร์ม ปกติจะเป็นแบบเฉียบพลนัส่วน การ
ระบาดในครั 'งตอ่ๆมาจะพบความรุนแรงลดลง การติดเชื 'อส่วนใหญ่มกัไม่ส่งสญัญาณใดๆให้ทราบ 
โดยเฉพาะในไก่ที,อายนุ้อยกวา่ 3 สปัดาห์เนื,องจากมีภมูิคุ้มกนัจากแม ่
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2.1.6 รอยโรค (pathology) 
 

2.1.6.1 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา (gross lesions) 
 

 ไก่ที, ป่วยจากการติดเชื 'อจะมีภาวะขาดนํ 'า กล้ามเนื 'ออกเป็นสีดําคลํ 'า บ่อยครั 'งพบ
เลือดออกที,กล้ามเนื 'อนอ่งและกล้ามเนื 'ออก พบเมือกในลําไส้ และไตเริ,มบวม ไก่ที,พบภาวะขาดนํ 'า 
รุนแรงอาจตายได้โดยพบไตปกติ พบว่าต่อมเบอร์ซาเป็นอวัยวะเป้าหมายของเชื 'อไวรัส Cheville 
(1967) ทําการศกึษานํ 'าหนกัของตอ่มเบอร์ซาหลงัตดิเชื 'อเป็นระยะเวลา 12 วนั หลงัติดเชื 'อ 3 วนั 
พบตอ่มเบอร์ซาเริ,มขยายขนาด และนํ 'าหนกั เพราะการบวมนํ 'าและภาวะอกัเสบซึ,งมีเส้นเลือดเข้า 
มาในบริเวณดงักล่าวมากขึ 'น (hyperemia) ในวนัที, 4 จะมีขนาดเป็น 2 เท่าของปกติและขนาดจะ
ลดลง ในวนัที, 5 ขนาดของตอ่มเบอร์ซาจะกลบัสู่ขนาดปกติ แตจ่ะเกิดการฝ่อ และวนัที, 8 เป็นต้น
ไปนํ 'าหนกัของตอ่มเบอร์ซาจะมีขนาดเป็น 1 ใน 3 ของปกติ นอกจากนี 'ในช่วง 2 หรือ 3 วนัหลงัติด
เชื 'อ ต่อมเบอร์ซาจะพบวุ้นหนองสีเหลือง (gelatinous yellowish transudate) ปกคลมุที,ผิวด้าน
นอกของต่อมเบอร์ซาและจะหายไปเมื,อต่อมเบอร์ซากลับสู่ขนาดปกติซึ,งต่อมเบอร์ซาจะเปลี,ยน
จากสีขาวมาเป็นสีครีม และต่อมเบอร์ซาจะกลายมาเป็นสีเทาในระหว่างที,เริ,มฝ่อลง การติดเชื 'อที,
ตอ่มเบอร์ซา มกัพบจดุเนื 'อตาย และจุดเลือดออกที,ผิวของชั 'นเยื,อเมือก (mucosal surface) ใน
ตอ่มเบอร์ซา ในไก่บางรายอาจพบเลือดออกภายในช่องท้อง ม้ามขยายใหญ่และพบจดุสีเทาขนาด
ไม่สมํ,าเสมอที,ผิวของม้าม และพบเลือดออกที,เยื,อเมือก (mucosa) รอยต่อระหว่างกระเพาะแท้ 
(proventriculus) และกระเพาะบด (gizzard) ในไก่ที,ไวรับตอ่โรคสงู เชน่ไก่ไข ่
 

2.1.6.2 รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา (microscopic lesions) 
 

 รอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาจากโรคเบอร์ซาอกัเสบติดต่อ เกิดขึ 'นที,โครงสร้างของเนื 'อเยื,อ
นํ 'าเหลือง (lymphoid) เป็นอนัดบัแรก เช่น ต่อมเบอร์ซา ม้าม ต่อมไทมสั ต่อมฮาร์เดอเรียน และ
ทอนซิลไส้ตนั รอยโรคที,พบจากการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ พบการเปลี,ยนแปลงอย่างรุนแรงที,
ตอ่มเบอร์ซาในช่วงแรก 1 วนัหลงัจากติดเชื 'อ มีการเสื,อมและการตายของเม็ดเลือดขาวชนิดบีลิม
โฟไซต์ (B lymphocytes) ในส่วนของชั 'นเมดลัลา (medullar) ของต่อมเบอร์ซา ซึ,งลิมโฟไซต์
ดงักล่าวจะถูกแทนที,ด้วยเม็ดเลือดขาวชนิด เฮเทอโรฟิล (heterophils) เศษเซลล์ (pyknotic 
debris) และ เรติคโูรเอนโดทีเรียล เซลล์ (reticuloendothelial cell) ส่วนของฟอลลิเคิลของตอ่ม
เบอร์ซาทั 'งหมดได้รับผลกระทบในช่วง 3-4 วนัหลงัจากการติดเชื 'อ การเพิ,มขึ 'นของนํ 'าหนกัที,ตอ่
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เบอร์ซาจะเกิดในเวลานี 'มาจากสาเหตขุอง การบวมนํ 'า และการสะสมของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิ
เฮเทอโรฟิล (heterophils) เมื,อการอกัเสบลดลงจะเกิดช่องว่างในถงุ ฟอลลิเคิล จากการตายของบี
ลิมโฟไซต์นอกจากนี 'จะเกิดไฟโบร พลาเซีย (fibroplasia) ที,บริเวณเนื 'อเยื,อเกี,ยวพนัตรงช่องว่าง
ระหว่างฟอลลิเคิล (interfollicular connective tissue) และมีการเพิ,มขึ 'นของชั 'นผิวเยื,อบเุซลล์ของ
ต่อมเบอร์ซา (bursal epithelial layer) ทําให้ผิวเยื,อบุเซลล์มีลกัษณะยื,นออกมาไม่สมํ,าเสมอ 
(glandular) (Cheville, 1967) การเปลี,ยนแปลงทางจลุพยาธิวิทยาแสดงดงัรูปที, 1 
 

 
 

รูปที, 1 ความเสียหายของฟอลลิเคลิในตอ่มเบอร์ซาเมื,อได้รับเชื 'อไวรัสไอบีดี  
ที,มา : Saif, Y.M., Diseases of Poultry, 11Th Edition (Iowa State: A Blackwell Publishing 
Company, 2003), P 169. 
 

รูปที, 1 A ฟอลลิเคิลปกติ บริเวณรอยตอ่ระหว่างฟอลลิเคิลเป็นเส้นเล็กๆ B หลงัจากได้รับ
เชื 'อ 24 ชั,วโมง เกิดการบวมนํ 'าที,รอยตอ่ระหวา่งฟอลลิเคลิ (interfollicle) และพบเซลล์เก็บกิน 
(phagocytic cells) และ เฮเทอโรฟิล (heterophils) เข้ามาแทรกอยู่มากขึ 'น C. หลงัจากได้รับเชื 'อ 
60 ชั,วโมง ส่วนของฟอลลิเคิลชั 'นใน (medullary portion) มีเศษเซลล์ที,ตายจํานวนมาก D. ภายใน
ฟอลลิเคลิไมพ่บเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิดบีเซลล์ และพบเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดเฮเทอโรฟิลจํานวนมาก 
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ผิวเยื,อบุเซลล์มีลกัษณะนูนออกมา (glandular) จากการเพิ,มขึ 'นของชั 'นเยื,อบุผิวของตอ่มเบอร์ซา   
(bursal epithelial layer)  

 
Survashe และคณะ (1979) ในไก่อายุ 1 วนัที,ได้รับเชื 'อไอบีดีพบว่าต่อมฮาร์เดอเรียน 

ได้รับผลกระทบรุนแรง ซึ,งโดยปกตแิล้วตอ่มนี 'จะมีเซลล์พลาสมา (plasma cell) เข้ามามากขึ 'นตาม
อายุของไก่ การติดเชื 'อไวรัสไอบีดีจะขดัขวางการเข้ามาของเซลล์พลาสมา ไก่ที,อาย ุ1-7 สปัดาห์
ต่อมที,ติดเชื 'อจะมีประชากรของเซลล์พลาสมาน้อยกว่าไก่ปกติที,ไม่ติดเชื 'อ 5- 10 เท่าในทาง
กลบักนัไก่ที,ได้รับเชื 'อไอบีดี ที,อาย ุ3 สปัดาห์ จะพบการตายของเซลล์พลาสมาในตอ่มฮาร์เดอเรียน
ที, 5-14 วนั หลงัให้เชื 'อ โดยเซลล์พลาสมาจะลดจํานวนลง 51% ที, 7 วนัหลงัจากให้เชื 'อ อย่างไรก็
ตามการลดจํานวนลงของเซลล์พลาสมา จะเกิดขึ 'นเพียงช่วงหนึ,งและจะกลบัมาปกติหลงัจาก 14 
วนั (Dohms et al., 1981)  

 
รอยโรคที,ไตไม่มีความจําเพาะและอาจเกิดจากสภาวะขาดนํ 'า Helmboldt และ Garner  

(1964) พบรอยโรคที,ไตน้อยกว่า 5% ของตวัอย่างไก่ป่วยโดยพบเม็ดเลือดขาวชนิดเฮเทอโรฟิลที,
เนื 'อเยื,อไต 

 
2.1.7 พยาธิกาํเนิด (pathogenesis of the infectious process) 

 
Helmboldt และ Garner  (1964) ได้ศกึษาการติดเชื 'อที,ตอ่มเบอร์ซาภายใน 24 ชั,วโมง

จากการป้อนเชื 'อในไก่ โดยอาศยัเทคนิคทางอิมมโูนฟลูออเรสเซนซ์ (immunofluorescence) ใน
การระบุการเดินทางของเชื 'อไวรัส โดยตรวจหาเชื 'อไวรัสจากเซลล์เม็ดเลือดขาว แมคโครฟาจ
(macrophages) และ เซลล์ลิมโฟไซต์ (lymphoid cell) ในไส้ตนั โดยพบเชื 'อไวรัสได้ที, 4 ชั,วโมง
หลังจากป้อนเชื 'อที,ตบั 5 ชั,วโมงหลังการป้อนเชื 'อ สามารถพบเชื 'อไวรัสได้ในลําไส้เล็กส่วนต้น 
(duodenum) ลําไส้เล็กส่วนกลาง (jejunum) และเข้าสู่กระแสเลือด (viremia) ซึ,งจะกระจายไปที,
เนื 'อเยื,อของตอ่มเบอร์ซา ตอ่มาที, 11 ชั,วโมงหลงัการป้อนเชื 'อ จะเกิดการติดเชื 'อในกระแสเลือดครั 'ง
ที,สอง (second viremia) จากเชื 'อไวรัสที,เพิ,มจํานวนที,ต่อมเบอร์ซา ซึ,งภาวะนี 'จะเกิดร่วมกบัการ
แสดงอาการป่วยของไก่ การกระจายของเชื 'อไวรัสไปที,อวยัวะนํ 'าเหลือง อื,นๆมกัเกิดหลงัจากการ
แพร่กระจายของไวรัสในกระแสเลือดในครั 'งที,สอง (second viremia) 
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2.1.8 การวินิจฉัยโรค (diagnosis) 
 
 การระบาดที,เกิดอาการแบบเฉียบพลนัของโรคไอบีดีในฝงูไก่ที,มีความไวตอ่โรคจะสามารถ
วินิจฉยัได้ง่ายจากอตัราการตายที,สงู ระยะเวลาเกิดโรคเร็ว ระยะฟักตวัสั 'น และกลบัมาปกติได้เร็ว 
นอกจากการศึกษาประวตัิสตัว์ป่วยแล้ว ควรเก็บซากเพื,อการวินิจฉัยทางมหพยาธิวิทยาและจุล
พยาธิวิทยาของตอ่มเบอร์ซา ร่วมถึงการยืนยนัเชื 'อด้วยวิธีทางห้องปฏิบตักิาร 
 

2.1.8.1 การแยกเชื Sอและระบุเชื Sอ (isolation and identification) 
 
ตอ่มเบอร์ซาและม้ามเป็นเนื 'อเยื,อที,นิยมใช้สําหรับการแยกเชื 'อไวรัสไอบีดี แม้ว่าอวยัวะอื,น

จะมีไวรัสอยูแ่ตพ่บไวรัสในปริมาณน้อยและอาจพบเฉพาะเมื,อไก่ยงัคงมีภาวะไวรัสในกระแสเลือด 
(viremia)  Hitchner (1970) ได้แสดงให้เห็นว่าเยื,อ chorioallantoic membrane (CAM) ของไข่ฟัก 
อายุ 9-11 วัน สามารถนํามาใช้ในการเพิ,มจํานวนเพื,อแยกพิสูจน์เชื 'อไวรัสได้ดี นอกจากนี 'ยัง
สามารถใช้ถงุนํ 'าครํ,า (allantoic sac) และถงุไข่แดง (yolk sac) ในการเพิ,มจํานวนเชื 'อไวรัสได้ โดย
ตวัออ่นจะตายที, 3-5 วนั McFerran และคณะ (1980) รายงานว่า เชื 'อไวรัสที,แยกโดยเลี 'ยงในเซลล์
เพาะเลี 'ยงชนิดไฟโบรบลาสจากตวัอ่อนของไข่ไก่ฟัก (chicken embryo fibroblast ; CEF) ตรวจ
พบไวรัสได้ 3 ใน 7 ตวัอย่าง ดงันั 'นการแยกเชื 'อ IBDV จึงควรทําในไข่ไก่ฟักมากกว่าในเซลล์
เพาะเลี 'ยง CEF หรือเซลล์จากอวัยวะอื,นเช่นตับหรือไต นอกจากนี 'มีการใช้เซลล์เพาะเลี 'ยง
แบบตอ่เนื,อง (cell lines) จากเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิด บีเซลล์ ในการแยกเชื 'อได้เช่นกนั การยืนยนัเชื 'อ
ด้วยใช้เทคนิคทางอิมมูโนฟลูออเรสเซนส์ และการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน (electron 
microscope ; EM) ร่วมกบัการเลี 'ยงเชื 'อในไข่ฟัก หรือเซลล์เพาะเลี 'ยง ซึ,งต้องอาศยัการแยกเชื 'อ
และการเลี 'ยงเชื 'อที,มีประสิทธิภาพ นอกจากนี 'การใช้โพลบ นิวคลีอิก (nucleic acid probes) และ
การใช้วิธี antigen-capture enzyme immunoassays ในการตรวจหาเชื 'อไวรัสไอบีดีจากเนื 'อเยื,อ
โดยตรงถือเป็นวิธีที,มีข้อดีคือวินิจฉัยได้เร็ว นอกจากนี 'การวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคทางพีซีอาร์ 
(polymerase chain reaction ; PCR) ถือเป็นวิธีการระบเุชื 'อที,มีความไว และความจําเพาะสงู ทํา
ให้สามารถตรวจหาเชื 'อไวรัสจากเนื 'อเยื,อได้โดยตรงไมต้่องผา่นการเพิ,มจํานวนในไขฟั่ก 
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2.1.8.2 การตรวจทางซีรัมวิทยา (serology) 
 
นอกจากการตรวจหาเชื 'อไวรัสแล้วการตรวจหาระดับภูมิคุ้ มกันโดยวิธีตรวจระดับ

แอนตบิอดีจากซีรัมที,เพิ,มขึ 'น หรือ แพร์ซีรัม (pair serum) สามารถช่วยในการวินิจฉัยโรคได้โดยผล
การตรวจครั 'งที, 1 ในไก่ที,แสดงรอยโรค และผ่านไป 2-3 สปัดาห์เปรียบเทียบกบัผลการตรวจครั 'งที, 
2 โดยผลของระดบัภมูิคุ้มกนัควรตา่งกนั อยา่งน้อย 4 เทา่ 

 
2.1.9 การป้องกันโรค 

 
2.1.9.1 ด้านการจัดการ 

 
 ควรเลี 'ยงไก่อายเุดียวกนัทั 'งฟาร์ม การเลี 'ยงไก่หลายอายใุนฟาร์มเดียวกนั จะควบคมุโรคได้
ยาก เนื,องจากเมื,อมีโรคระบาดเกิดขึ 'น โรคจะวนเวียนอยู่ในฟาร์มอย่างตอ่เนื,อง และควรเข้มงวดใน
ระบบความปลอดภัยทางชีวภาพ เช่น การเข้าออกฟาร์มของคน สตัว์ อุปกรณ์ และยานพาหนะ 
เพื,อป้องกนัการนําโรคเข้าฟาร์ม ทําความสะอาดและฆ่าเชื 'อโรงเรือนและอปุกรณ์การเลี 'ยงอย่างมี
ประสิทธิภาพ มีระยะเวลาในการพกัโรงเรือนนานพอ เลือกใช้ยาฆ่าเชื 'อโรงเรือนและอปุกรณ์การ
เลี 'ยงอย่างมีประสิทธิภาพในการฆ่าเชื 'อไวรัสไอบีดี ได้แก่ กลตูาราลดีไฮด์ ฟอร์มาลิน คลอรีน คลอ
รามิน โซดาไฟ และปนูขาว ผสมยาฆ่าเชื 'อให้ถกูสดัส่วนและฆ่าเชื 'ออย่างทั,วถึง โดยปกติฟาร์มมกั
ใช้ยาฆา่เชื 'อมากกวา่ 1 ครั 'ง และใช้ยาฆา่เชื 'อมากกวา่ 1 ชนิด  

 
2.1.9.2 การให้วัคซีนป้องกันโรค 

 
 วคัซีนมี 2 ชนิดคือ ชนิดเชื 'อเป็น และชนิดเชื 'อตาย การให้วคัซีนเชื 'อเป็น วิธีที,นิยมมากที,สดุ
คือการละลายนํ 'าให้ไก่กิน แตว่ิธีอื,นที,ให้ได้ เชน่ การพน่เป็นละอองหยาบ หรือจบัหยอดปากทีละตวั
สําหรับวคัซีนเชื 'อตาย ให้โดยการฉีดเข้าใต้ผิวหนงับริเวณคอ วัคซีนเชื 'อเป็นแบ่งตามระดบัความ
รุนแรงในการก่อโรคเป็น 3 ระดบัคือ ชนิดรุนแรงน้อย (mild vaccine) ชนิดรุนแรงปานกลาง 
(intermediate) และชนิดรุนแรงมาก (intermediate-plus หรือ hot vaccine) ซึ,งวคัซีนชนิดรุนแรง
น้อยเป็นวคัซีนที,ไมน่ิยมใช้เนื,องจากผลในการป้องกนัโรคตํ,ามาก 
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2.1.9.2.1 วัคซีนชนิดรุนแรงปานกลาง (intermediate) 
 

 ในช่วงเวลาที,มีการแพร่ระบาดของโรคในปี พ.ศ. 2533-2534 มีการให้วคัซีนชนิดรุนแรง
ปานกลางทกุชนิดเท่าที,มีจําหน่ายในประเทศไทยในขณะนั 'น ซึ,งบางครั 'งให้วคัซีนถึง 3 ครั 'ง แตไ่ม่
สามารถควบคมุโรคระบาดได้ ตวัอย่างของวคัซีนชนิดรุนแรงปานกลางที,มีจําหน่ายในประเทศไทย 
เช่น ไบโอกมัโบโร เบอร์ซาเบลนเอ็ม เบอร์ซาแวค 3 เบอร์ซีน 2 ดี 78 กมัโบแวกซ์ ฮิปปรากมัโบโร  
ไวเบอร์ซาจี ไวเบอร์ซาซีอี ซีแวคเบอร์ซาแอล และซีแวคกมัโบแอล เป็นต้น 
 

2.1.9.2.2 วัคซีนเชื Sอตาย (inactivated vaccine) 
 

 ตอ่มาเริ,มมีการนําวคัซีนเชื 'อตายมาใช้พบว่าช่วยลดความสญูเสียลงได้บางส่วน และใช้ใน
ไก่พนัธุ์ ที,อาย ุ19-20 สปัดาห์เพื,อให้มีระดบัภูมิคุ้มกนัในการส่งผ่านไปให้ลกูไก่ได้มากขึ 'นและช่วย
ให้ระดบัภมูิคุ้มกนัในลกูไก่แตล่ะตวัมีความสมํ,าเสมอมากขึ 'น (uniformity) 
 

2.1.9.2.3 วัคซีนชนิดแรง (intermediate-plus or hot vaccine) 
 

 วคัซีนในกลุ่มนี 'สามารถควบคมุการระบาดของโรคได้ค่อนข้างดี ปัจจุบนัคาดว่าฟาร์มไก่
เนื 'อให้วคัซีนประเภทนี ' ไม่ตํ,ากวา่ร้อยละ 90 ของประชากรไก่ ตวัอย่างของวคัซีนในกลุ่มนี 'แบง่เป็น 
2 กลุม่ย่อย ได้แก่ ชนิดแรงกว่าปานกลางเล็กน้อย เช่น เบอร์ซาเอฟ แทดกมัโบโรแวคฟอร์ท ชนิดที,
แรงมาก เช่น ไอบีดีเบลน เบอร์ซาแวค โนบิลิส 228E เบอร์ซีน 3 ฮิปปรากมัโบโร ซีเอช/80 และ
ซีแวคไอบีดีแอล 
 

2.1.9.2.4 ผลเสียของการให้วัคซีนชนิดแรง 
 

 วคัซีนชนิดแรง สามารถป้องกนัไก่ตายจากโรคระบาดได้จริง โดยให้วคัซีนได้แม้ขณะลกูไก่
มีระดบัภูมิคุ้มกันที,ได้รับถ่ายทอดมาจากแม่ แตข่ณะเดียวกนัวคัซีนชนิดแรงมากอาจทําให้ไก่ป่วย
หรือตายได้ นอกจากนี ' ยังมีผลเสียต่ออัตราการเจริญเติบโต อัตราการแลกเนื 'อ และมีผลกด
ภูมิคุ้มกนั ทําให้ไก่มีการตอบสนองตอ่วคัซีนอื,นๆได้ไม่ดี (Allan et al., 1972) และมีความไวรับตอ่
การตดิเชื 'อโรคตา่งๆ โดยเฉพาะในไก่ไข ่ซึ,งมีความไวรับตอ่เชื 'อไวรัสไอบีดีมากกวา่ไก่เนื 'อ 
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2.1.9.3 การเลือกชนิดของวัคซีน 
 
 กรณีพบโรคในฟาร์มบอ่ยๆ และพบความเสียหายมาก ควรเลือกใช้วคัซีนชนิดแรง แต่ถ้า
พบโรคไม่บอ่ยนกัหรือมีความเสียหายไม่มาก ควรเลือกให้วคัซีนชนิดแรงปานกลาง แตม่าตรการที,
จําเป็นที,สดุที,จะทําให้การควบคมุโรคได้ผลดีคือการควบคมุเชื 'อโรคภายในฟาร์มด้วยการเน้นการ
ทําความสะอาดและฆ่าเชื 'อ โดยเลือกใช้ยาฆ่าเชื 'อที,ฆ่าเชื 'อไวรัสไอบีดีได้ ใช้สดัส่วนให้ถูกต้อง ทํา
การฆ่าเชื 'อให้ทั,วถึง พักโรงเรือนนานพอ เลี 'ยงไก่อายุเดียวกันทั 'งฟาร์ม และควบคมุการเข้า-ออก
ฟาร์มของคน สตัว์ อปุกรณ์ และยานพาหนะ เป็นต้น  
  
2.2 การตรวจแยกเชื Sอและการจําแนกเชื Sอ ด้วยวิธี RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism)   
 
 RFLP เป็นวิธีการศึกษาสารพนัธุกรรมโดยอาศยัเทคนิคการเพิ,มจํานวนสารพนัธุกรรม 
(PCR หรือ RT-PCR) ร่วมกบัเทคนิคการตดัด้วยเอมไซม์ตดัจําเพาะ (RFLP; Restriction fragment 
length polymorphism) (Jackwood and Sommer, 1997; Jackwood et al., 2001) ซึ,งเป็น
เทคนิคที,ใช้เพื,อจําแนกความแตกตา่งเพื,อระบสุายพนัธุ์โดยอาศยัความแตกตา่งในส่วนของลําดบั
เบสของแตล่ะสายพนัธุ์ซึ,งอาจมีการกลายพนัธุ์ (mutation) สง่ผลให้ชิ 'นส่วนดีเอ็นเอที,ได้จากการตดั
ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ (restriction endonuclease) เดียวกนัมีขนาดแตกตา่งกนั เมื,อแยกโดย
อาศยัเทคนิคอิเล็คโตรโฟเลซิส 
 ในการศกึษาครั 'งนี 'ใช้เอนไซม์ตดัจําเพาะสองชนิดคือ MboI และ BstNI ในการแยกความ
แตกตา่งของสารพนัธุกรรมระหว่างเชื 'อไวรัสไอบีดีสายพนัธุ์ vvIBDV-CU1 และ IBDV W2512 โดย
เอนไซม์ MboI และ BstNI มีจดุตดัจําเพาะดงั รูปที, 2 จากซ้ายไปขวา 

 
 
 
 

ที,มา : Jackwood and Sommer, 1997; Jackwood et al., 2001  

รูปที, 2 จุดตัดของเอนไซม์ตดัจําเพาะ MboI (ซ้าย) และเอนไซม์ตัดจําเพาะ BstNI (ขวา)                                   
  
  

...N GATCN... 

...NCTAG N... 
...CC WGG... 
...GGW CC... 
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2.3 วัคซีนป้องกันโรคชนิด อิมมนู คอมเพล็กซ์ 
  
 2.3.1 โครงสร้างของวัคซีนอิมมนู คอมเพล็กซ์ 
 

วคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ คือ วคัซีนที,ส่วนของแอนติเจน (ไวรัส) จบักบัส่วนของแอนติบอดี
ที,จําเพาะตอ่แอนติเจนนั 'น หรือเรียกว่า antigen antibody complex vaccine ซึ,งเป็นการจบักัน
ระหว่างไวรัสจากวคัซีนไอบีดี สเตรน W2512 ระดบัความรุนแรงมาก (intermediate plus) กับ
แอนติบอดีที,จําเพาะตอ่เชื 'อไวรัสไอบีดี (Whitfill et al., 1995) โครงสร้างพื 'นฐานของแอนติบอดี 
ประกอบด้วย H chain 2 สาย และ L chain 2 สาย เชื,อมกนัด้วยพนัธะไดซลัไฟด์เป็นรูปตวั “Y” 
โดยปลายด้านบนสดุของตวั Y ประกอบด้วย บริเวณ แปรปรวน (variable region) เรียกว่า Fab 

fragment ซึ,งแตกตา่งกันไปตามชนิดของแอนติบอดี  บริเวณแปรปรวนนี ' ประกอบด้วยตําแหน่งที,
จบักับแอนติเจน (antigen binding site) 2 แห่ง ซึ,งมีผลต่อความเฉพาะของแอนติบอดีและ 
บริเวณ คงตวั (constant region) เรียกว่า Fc fragment ซึ,งแตกตา่งกนัตามชนิดของอิมมโูนกลอบ ู 
ลิน แอนติบอดีที,จําเพาะตอ่เชื 'อไวรัสไอบีดีนี 'เป็น monoclonal IgG ที,ส่วนของด้าน Fc ถกูจบักบั
โปรตีน A (ชิ 'นส่วนผนังของแบคทีเรีย S. aureus) ที,จําเพาะต่อด้าน Fc ในตําแหน่งของ  
complement binding site  และเหลือส่วนของ Fab ไว้สําหรับเกิดปฏิกิริยาจบักบัเชื 'อไวรัสไอบีดี 
สเตรน W2512 โดยแอนติบอดีที,สร้างขึ 'นมานี 'เรียกว่า viral neutralizing factor (VNF) (Patent 
US4493825; Platt et al., 1985)  โดยมีความแตกตา่งจาก Mab (maternal antibody) ตอ่ไวรัสไอ
บีดีในส่วนของ Fc ซึ,งทําให้ไม่เกิดกลไกการทํางานของ complement  หลงัจากการจบักนัของเชื 'อ
ไวรัสจากวคัซีนไอบีดี สเตรน W2512 กบัแอนตบิอดีตอ่ไอบีดี  
 

2.3.2 กลไกการทาํงานของวัคซีนไอบีดีชนิดอิมมนู คอมเพล็กซ์ 
 
โดยกลไกการทํางานของวคัซีนนี ' เมื,อทําวคัซีนในไข่ไก่ฟักที,อายุ 18 วัน หรือให้ทางใต้

ผิวหนงับริเวณคอในไก่อาย ุ1 วนั พบว่าวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์จะเข้าสู่กระแสเลือด และอวยัวะ
นํ 'าเหลือง ซึ,งสว่นของอิมมนูคอมเพล็กซ์จะถกูจบัยดึกบัขาของเซลล์ที,มีชื,อ ว่า เซลล์ฟอลลิคลูาร์ 
เดนไดรติก (follicular dendritic cells) และสามารถถกูเก็บไว้ได้นานในเซลล์นั 'น  (Jeurissen et 
al., 1998) โดยเมื,ออิมมนูคอมเพล็กซ์มาถึงอวยัวะนํ 'าเหลืองจะถกูจบัโดยแมคโครฟาจ ซึ,งจะเป็นตวั
นําส่งอิมมูนคอมเพล็กซ์ไปสู่เซลล์ฟอลลิคลูาร์เดนไดรติก (follicular dendritic cells) ที,บริเวณ 
germinal centre ของโซน ไฟรมารีฟอลลิเคิล (primary follicle) (Phan et al., 2007) และอิมมนู
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คอมเพล็กซ์จะถกูจบักบัขาของเซลล์ฟอลลิคลูาร์ เดนไดรติก (follicular dendritic cells) ด้วย Fc 
receptor ซึ,งจบักบัแอนติเจนหรือส่วนของเชื 'อไวรัสของวคัซีน โดยขบวนการปลดปล่อยไวรัสออก
จากเซลล์ฟอลลิคลูาเดนไดตริกจนไปเพิ,มจํานวนในอวยัวะนํ 'าเหลือง จะเกิดเมื,อมีการเสื,อมสลาย 
ของแอนติบอดีที,จําเพาะต่อเชื 'อไวรัส ไอบีดี สเตรน W2512 ตามปริมาณและค่าครึ,งชีวิตของ
แอนติบอดีนั 'นๆ ซึ,งสามารถตรวจพบการแพร่กระจายของเชื 'อไวรัสจากวัคซีนได้หลังจากได้รับ
วคัซีนไปแล้วประมาณ 5-15 วนั   (Jeurissen et al., 1998; Corley et al., 2001 ; Corley et al., 
2002 ) 
  
 2.3.3 การตรวจพบเชื Sอไวรัสจากวัคซีนไอบีดีชนิดอิมมนู คอมเพล็กซ์ 
 

ไวรัสวัคซีนจะเริ,มกระตุ้ นภูมิคุ้ มกัน โดยการเพิ,มจํานวนของไวรัสในเซลล์ของระบบ
ภูมิคุ้มกัน ได้แก่ ต่อมเบอร์ซา ม้าม และไทมสั ซึ,งสามารถตรวจพบการเพิ,มขึ 'นของไวรัสในเซลล์
ดงักล่าวได้หลงัจากให้วคัซีนมาแล้ว 5 -10 วนั ในไก่ปลอดตวัก่อโรคจําเพาะ (specific pathogen 
free) เมื,อได้รับวคัซีนผ่านไข่ฟักอาย ุ18 วนั (Jeurissen et al., 1998; Corley et al., 2001) 
นอกจากนี 'เมื,อได้รับวคัซีนทางใต้ผิวหนงับริเวณคอในไก่ปลอดตวัก่อโรคจําเพาะอาย ุ1 วนั จะตรวจ
พบเชื 'อไวรัสได้หลงัจากได้รับวคัซีนมาแล้ว 14 วนั (Ivan et al., 2005) และสามารถตรวจพบเชื 'อ
ไวรัสจากวคัซีนได้ในวนัที, 9-15 หลงัจากการได้รับวคัซีนในไข่ไก่ฟักที,มีภูมิคุ้มกนัจากแม่ (Corley et 
al., 2002) โดยการตรวจหาเชื 'อไวรัสจากวคัซีนภายหลงัจากได้รับวคัซีนที,ใต้ผิวหนงับริเวณคอเมื,อ
อาย ุ1 วนัโดยยงัไม่มีการศกึษาในไก่ที,มีภูมิคุ้มกนัจากแม่ การศกึษาเหล่านี 'แสดงให้เห็นปัจจยัที,มี
ผลต่อระยะเวลาในการตอบสนองของวัคซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ซึ,งมีทั 'งปัจจัยในเรื,องของระดับ
ภมูิคุ้มกนัจากแม ่และวิธีการให้วคัซีน นอกจากนี 'การแพร่กระจายของไวรัสวคัซีนในอวยัวะเนื 'อเยื,อ
นํ 'าเหลืองพบวา่มีความแตกตา่งกนัเมื,อให้โดยวิธีที,แตกตา่งกนั กรณีได้รับวคัซีนโดยฉีดไขไ่ก่ ฟั
อายุ 18 วัน สามารถตรวจพบเชื 'อไวรัสจากวัคซีนได้ทั 'งในต่อมไทมัส ม้าม และต่อมเบอร์ซา 
(Jeurissen et al., 1998) ในขณะที,เมื,อให้วคัซีนทางใต้ผิวหนงับริเวณคอในไก่อาย ุ1 วนัมกัจะพบ
เชื 'อไวรัสจากวคัซีนได้เฉพาะในต่อมเบอร์ซาเท่านั 'น (Ivan et al., 2005) ซึ,งสอดคล้องกับการ
กระจายของไวรัสในไข่ฟักซึ,งพบว่าไวรัสจากวคัซีนเมื,อให้ในไข่ฟักจะสามารถกระจายไปสู่อวยัวะ
นํ 'าเหลืองได้หลายแหง่  (Sharma et al., 1989) 
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2.3.4 ประสิทธิภาพของวัคซีนไอบีดีชนิดอิมมนู คอมเพล็กซ์ 
 
ประสิทธิภาพของวคัซีนในการป้องกันโรคเบอร์ซาอกัเสบติดต่อจากไก่ที,ได้รับวคัซีนชนิด  

อิมมนูคอมเพล็กซ์ พบวา่วคัซีนสามารถป้องกนัโรคจากเชื 'อไวรัสเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ได้ (Haddad 
et al., 1997)  ในด้านของความปลอดภยัของวคัซีน เมื,อเปรียบเทียบความเสียหายของตอ่มเบอร์
ซา พบว่าการจบักนัของแอนติบอดีกบัไวรัสวคัซีนช่วยลดความเสียหายของต่อมเบอร์ซาจากไวรัส
วคัซีนได้ (Kumar and charan, 2001) ในขณะที,บางการศกึษาพบว่าวคัซีนไม่สามารถช่วยลด
ความเสียหายของต่อมเบอร์ซาได้เมื,อได้ รับเชื 'อไวรัสในระดับความรุนแรงชนิด vvIBDV 
(Chansiripornchai and Sasipreeyajan, 2008; 2009) นอกจากนี 'วคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ไม่มี
ผลในการรบกวนประสิทธิภาพจากการได้รับวัคซีนอื,น เช่น วคัซีนนิวคาสเซิล และถือว่ามีความ
ปลอดภยัสงูโดยไม่พบความเสียหายของตอ่มเบอร์ซาจากไวรัสวคัซีน (Kelemen et al., 2000) ซึ,ง
แตกตา่งจากวคัซีนเชื 'อเป็นชนิดปกตเิมื,อให้ที,ระยะเวลาเดียวกนั  

 
2.4 การตอบสนองของวัคซีนในด้านภมิคุ้มกันระดับเซลล์ และู ภมิคุ้มกันชนิดสารนํ Sาู    
 
 เชื 'อไวรัสไอบีดีมีผลทําลายตอ่มเบอร์ซา ก่อให้เกิดผลเสียหายตอ่ระบบภูมิคุ้มกนัของไก่ 
โรคนี 'พบการแพร่ระบาดทั,วโลก เชื 'อไวรัสเบอร์ซาอกัเสบติดต่อ เป็นไวรัสที,มีอวยัวะเป้าหมายที, บี 
ลิมโฟไซต์ ในตอ่มเบอร์ซา (Kaufer and Weiss, 1980) ซึ,งส่งผลตอ่ระดบั บี เซลล์และ อิมมโูน
โกลบลูิน (Ig) ในกระแสเลือด (Ivanyi and Morris, 1976; Giambrone et al., 1977; Hirai et al., 
1981; Rodenberg et al., 1994) จากหลักฐานการถูกทําลายของบีเซลล์ในต่อมเบอร์ซา
นอกจากนี 'เชื 'อไวรัสสามารถเพิ,มจํานวนในอวยัวะนํ 'าเหลืองอื,นๆได้เชน่ ม้าม ไทมสั ตอ่มทอนซิล ที,
ไส้ตนั (Ivanyi and Morris, 1976; Hirai et al., 1981; Rodenberg et al., 1994) ซึ,งเชื 'อไวรัสไอบีดี 
สามารถตดิเชื 'อและเพิ,มจํานวนได้ใน บี เซลล์ของลิมโฟไซต์เป็นสว่นใหญ่ นอกจากนี 'ยงัสามารถพบ
เชื 'อไวรัสได้ในเซลล์แมคโครฟาจ จากหลกัฐานการพบเชื 'อไวรัสไอบีดี ซึ,งอยู่บริเวณรอยตอ่ระหว่าง
ชั 'นนอกและชั 'นในของตอ่มไทมสั (corticomedullary junction) โดยที,ยงัไม่พบหลกัฐานการติดเชื 'อ
ไวรัสในเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิด T cell (Sharma et al., 1989) เชื 'อไวรัสเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่จึงเป็น
สาเหตุให้เกิดสภาวะกดภูมิคุ้มกันในไก่ที,ได้รับเชื 'อทั 'งส่วนของภูมิคุ้มกันชนิดสารนํ 'าและชนิดพึ,ง 
เซลล์โดยพบว่าผลกระทบต่อระบบ ภูมิคุ้มกันชนิดพึ,งเซลล์น้อย กว่าระบบภูมิคุ้มกันชนิดสารนํ 'า  
(Giambrone et al., 1977; Confer et al., 1981; Sharma et al., 1989) 
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 จากการศกึษาของ Corley และคณะ (2002) ในด้านการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกนั
ชนิดพึ,งเซลล์ของไก่ เมื,อได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ตอ่เชื 'อ ไวรัสเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ พบว่าไก่
ปลอดตวัก่อโรคจําเพาะที,ได้รับวคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ทางไข่ไก่ฟักอายุ 18 วนัจะพบการลดลง
ของคา่ความสามารถในการตอบสนองของลิมโฟไซต์ชนิด T cell หรือ mitogenic response ของ
ม้าม ในวนัที, 9 หลงัจากได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์จากนั 'นจะเพิ,มกลบัมาปกติ ซึ,งสอดคล้องกบั
การศกึษาของ Sharma และ คณะ (2000) โดยสามารถอธิบายได้ว่าเกิดจาก Nitrite oxide (NO) 
ซึ,งมีผลลดคา่การตอบสนองของลิมโฟไซต์ชนิด T cell หรือ mitogenic response ซึ,งสร้างมาจาก

เซลล์แมคโครฟาจ จากการกระตุ้นของ IFN-γ ซึ,งเป็นไซโตไคน์ที,หลั,งมาจากลิมโฟไซต์ชนิด Th 1 
โดยผลลดคา่การตอบสนองของลิมโฟไซต์ชนิด T cell หรือ mitogenic response ที,เกิดขึ 'นตอ่ลิม
โฟไซต์ชนิด T cell จากวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์มีผลเพียงเล็กน้อยเมื,อเทียบกบัการได้รับวคัซีนเชื 'อ
เป็น (Corley and Giambrone, 2002) โดยกลไกการก่อโรคจากเชื 'อไวรัสไอบีดีตอ่การตอบสนอง
ของลิมโฟไซต์นั 'นแสดงดงัรูปที, 3 ซึ,งเชื 'อไวรัสไอบีดีชอบเซลล์ บี ลิมโฟไซต์ที,มีการแบ่งตวัเพิ,ม
จํานวนหรือเซลล์ที,อยู่ในระยะพร้อมแบง่ตวั proliferate B cell ซึ,งพบอยู่ในชั 'นใน (medulla part) 
ของตอ่มเบอร์ซา (Beug et al., 1981) ภายหลงัจากการติดเชื 'อไวรัสในตอ่มเบอร์ซาจะสามารถพบ
การเคลื,อนมาสะสมของ ลิมโฟไซต์ชนิด ที เซลล์ ชนิด Th (CD4+) เข้ามาแทรกอยู่รอบๆฟอลลิเคิล
ของตอ่มเบอร์ซาสงูสดุในวนัที, 7 หลงัจากการติดเชื 'อ และพบลิมโฟไซต์ชนิด CTL (CD8+) เข้ามา
แทรกอยู่ที,ชั 'นในของตอ่มเบอร์ซาภายในฟอลลิเคิล (Sharma et al., 2000) โดย Th เซลล์เป็นส่วน
สําคญัที,เกี,ยวข้องกับการหลั,ง IFN-γ และ IL-2 ช่วยเรียกเซลล์ แมคโครฟาจ และ CTL เข้ามา
ทําลายเชื 'อไวรัสและเกิด apoptosis ของ B lymphocyte ความเสียหายจากตอ่มเบอร์ซาจะเกิดขึ 'น
จากการเข้าทําลายเชื 'อไวรัสจากแมคโครฟาจ และ CTL เป็นสําคญั 
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รูปที, 3 การตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัตอ่เซลล์ลิมโฟไซต์และแมคโครฟาจจากเชื 'อไวรัสไอบีดี 
ที,มา; Sharma et al. (2000) 
  
 มีการศกึษาถึงปริมาณลิมโฟไซต์ชนิด ทีเซลล์ในส่วนของ helper T cell (Th) โดยศกึษา
การแสดงออกที,ผิวเซลล์ในส่วนของ CD4+ และ cytotoxic T cell (CTL) โดยศกึษาการแสดงออกที,
ผิวเซลล์ในสว่นของ CD8+  จากการได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ตอ่เชื 'อไวรัสไอบีดีพบว่า ปริมาณ
ลิมโฟไซต์ทั 'งชนิด CD4+ และ CD8+  ไมมี่ความแตกตา่งกนัระหว่างกลุ่มที,ได้รับวคัซีน และไม่ได้รับ
วคัซีน ทั 'งในการศกึษาปริมาณประชากรลิมโฟไซต์ในกระแสเลือดและในม้าม (Rodenberg et al., 
1994; Corley and Giambrone, 2002)  

  
แสดงให้เห็นว่าการได้รับวคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ ส่งผลต่อการลดค่าการตอบสนองของ

ลิมโฟไซต์ชนิด T cell หรือ mitogenic response ในระยะเวลาสั 'นๆ ในช่วงแรกที,วคัซีนเพิ,มจํานวน
ในตอ่มเบอร์ซา โดยที,ไม่มีผลต่อปริมาณประชากรที ลิมโฟไซต์ ชนิด CD4+ หรือ CD8+ (Corley 
and Giambrone, 2002) ในกระแสเลือดและในม้าม ซึ,งผลดงักล่าวสอดคล้องกบัผลจากการได้รับ
เชื 'อจากธรรมชาติ แตร่ะดบัความรุนแรงจะสงูกว่าจากวคัซีนเชื 'อเป็น และวคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์
ตามลําดบั (Rodenberg et al., 1994; Corley and Giambrone, 2002) ปัจจบุนัมีการศกึษาด้าน
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การตอบสนองของภูมิคุ้มกนัชนิดพึ,งเซลล์จากการได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ในไก่ปลอดตวัก่อ
โรคจําเพาะ โดยให้วคัซีนในไข่ไก่ฟัก (in ovo) ที,อาย ุ18 วนั แตย่งัไม่มีการศกึษาหาความสมัพนัธ์
ของการป้องกันโรคจากวคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ที,ได้รับวคัซีนใต้ผิวหนงัคอที,อายุ 1 วนั ในไก่ที,มี
ภมูิคุ้มกนัจากแม ่ 
 
2.5 การศึกษา ภมิคุ้มกันระดับเซลล์ด้วยู วิธีการนับเซลล์เม็ดเลือด (flow cytometry) 
 
 flow cytometry คือ การตรวจนบัหรือวดัลกัษณะจําเพาะของ อนภุาค (particles) หรือ 
เซลล์ (cells) ที,กําลังไหลผ่านลําแสงเป็นแถวเรียงเดี,ยว โดยลักษณะที,สามารถนับหรือวัดได้
โดยตรง คือขนาดของเซลล์ (cell size) และเม็ดแกรนใูนเซลล์ (granularity) ส่วนลกัษณะชนิดอื,น 
ๆ เช่น การแสดงออกที,พื 'นผิวเซลล์ (surface markers) และ การแสดงออกภายในเซลล์ 
(intracellular markers) จําเป็นจะต้องใช้การย้อมด้วยสีฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescence) หรืออิมมู
โนฟลอูอเรสเซนต์ (immuno-fluorescence) จึงจะสามารถทําการตรวจนบัหรือวดัได้ ข้อจํากดัของ 
เซลล์ที,จะสามารถใช้ โฟลไซโตมิเตอร์ (flow cytometer) ทําการศกึษาได้ จะต้องเป็น อนภุาคอิสระ
แขวนลอยอยู่ใน ของเหลว (fluid) เท่านั 'น เนื 'อเยื,อจะต้องถูกทําให้แยกออกเป็นเซลล์เดี,ยวๆก่อน 
Flow cytometer คือ เครื,องมือที,ใช้ในการทํา flow cytometry ซึ,งมีส่วนประกอบสําคญั 4 ส่วน คือ 
ระบบการขนส่งอนภุาคในของเหลว (fluidic system), ระบบการกระตุ้นอนภุาคด้วยแสง (optical 
system), ระบบตวัตรวจจบัพลงังานหลงัการกระตุ้น (detector system) และ ระบบการแปลผล
ข้อมลู (data processing system)  
 

2.5.1 การใช้ flow cytometry ในงานเม็ดเลือดขาว 

Immunophenotyping of lymphocytes คือ การตรวจนบัชนิดของประชากรลิมโฟไซต์
โดยการย้อมด้วยสีที,จําเพาะตอ่พื 'นผิว (specific surface markers) เช่น CD4 (T-helper) หรือ 
CD8 (T-suppressor/cytotoxic) ด้วย monoclonal Ab ที,ติดฉลากด้วยสีเรืองแสง เช่น FITC หรือ 
R-PE เป็นต้น จากนั 'นจงึนําไปตรวจนบัด้วยเครื,อง flow cytometer เนื,องจากลิมโฟไซต์ แตล่ะ ชนิด
ของประชากรลิมโฟไซต์ (sub-population) จะมีความจําเพาะของพื 'นผิวเซลล์ที,แตกต่างกัน จึง
สามารถใช้ผลการย้อมในการแยกชนิดของมนัได้ 

 
 



บทที� 3 
การทดลองที� 1 

ประสิทธิภาพของวัคซีนป้องกันโรคเบอร์ซาอักเสบติดต่อชนิดอิมมนู คอมเพล็กซ์ในไก่เนื )อ
เมื�อได้รับเชื )อไวรัสเบอร์ซาอักเสบตดิต่อที�อายุ 21 วันหรือ 28 วัน 

 
 เพื�อศกึษาประสิทธิภาพในการป้องกนัโรคเบอร์ซาอกัเสบตดิตอ่ หากได้รับเชื $อไวรัสในวนัที� 

21 หรือ 28 ของอายุไก่และการแสดงออกของเชื $อไวรัสในวคัซีนในด้านของระยะเวลาการเพิ�ม
จํานวน การคงอยู ่และการแพร่กระจายของไวรัสไปสูอ่วยัวะนํ $าเหลือง เมื�อไก่ได้รับวคัซีนอิมมนู คอ
เพล็กซ์โดยการฉีดวคัซีนใต้ผิวหนงัคอเมื�อไก่อาย ุ1 วนั  

  
3.1. สัตว์ทดลอง 
 
 ไก่เนื $อเพศเมีย อาย ุ1 วนั จํานวน 186 ตวั สายพนัธุ์ Cobb 500 นํ $าหนกัเฉลี�ย 40 กรัม 
จากฟาร์มกรุงไทย จงัหวดัชลบรีุ ที�ได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ที�ใต้ผิวหนงับริเวณคอจํานวน 72 
ตวัและไก่เนื $ออาย ุ1 วนัที�ไมไ่ด้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์จํานวน 114 ตวั  
 
3.2 วิธีการทดลอง 
 

ไก่เนื $อ อาย ุ1 วนั จํานวน 186 ตวั ได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ (IBDV strain W2512) 
ให้โดยวิธีฉีดเข้าใต้ผิวหนงับริเวณคอจํานวน 72 ตวัและไก่เนื $ออาย ุ1 วนัที�ไม่ได้รับวคัซีนดงักล่าว
จํานวน 114 ตวั ลกูไก่เนื $อ อาย ุ1 วนัทั $งสองกลุ่มแยกเลี $ยงกนัคนละห้องทดลองซึ�งห่างจากกนัและ
ไม่มีทางเดินของอากาศเชื�อมต่อถึงกนั ทําการชั�งนํ $าหนกัทกุตวั เจาะเลือด และแบง่มาผา่ซากทกุ 
สปัดาห์ จํานวน 5 ตวัอยา่งตอ่กลุม่ ยกเว้นในสปัดาห์ที� 3 และ 4 แบง่มาผ่าซากกลุ่มละ 10 ตวั เพื�อ
ศกึษาการแสดงออกของวคัซีนเปรียบเทียบกบักลุม่ที�ไมไ่ด้รับวคัซีน 

การศกึษาประสิทธิภาพของวคัซีนเมื�อไก่ได้รับการป้อนเชื $อไวรัสไอบีดีสายพนัธุ์รุนแรงโดย
จะนํามาทดสอบกบัเชื $อพิษ vvIBDV-CU1 ในสองช่วงอาย ุโดยจะนําไก่จากทั $งสองกลุ่มข้างต้นมา
จดักลุม่เพื�อการทดลองป้อนเชื $อไวรัส vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ21 วนั และ ที�อาย ุ28 วนัดงันี $ 

การทดลองประสิทธิภาพของวคัซีนเมื�อไก่ได้รับเชื $อไวรัสไอบีดีสายพนัธุ์รุนแรงมาก (CU-1) 
ที�อาย ุ21 วนั โดยแบง่ไก่ออกเป็น 3 กลุ่มๆละ 21 ตวั แตล่ะกลุ่มแบง่ออกเป็น 3 ซํ $าๆละ 7 ตวั ได้แก่
ไก่กลุ่มที� 1A ไก่ได้รับวคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ที�อายุ 1 วนัและได้รับการป้อนเชื $อ vvIBDV-CU1 
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จัดเป็นกลุ่มทดลอง ไก่กลุ่มที� 2A ไม่ได้รับวัคซีนมาก่อนและได้รับการป้อนเชื $อ vvIBDV-CU1 
จดัเป็นกลุ่มควบคุมบวก ไก่กลุ่มที� 3A ไม่ได้รับวัคซีนและป้อนสารละลายบฟัเฟอร์จดัเป็นกลุ่ม
ควบคมุลบ เก็บข้อมลูนํ $าหนกัตวัไก่เจาะเลือดและ แบง่มาผา่ซากครั $งละ 10 ตวัตอ่กลุ่มที� 0, 4 และ 
10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ 

 
การทดลองประสิทธิภาพของวคัซีนเมื�อไก่ได้รับเชื $อไวรัสไอบีดีสายพนัธุ์รุนแรงมาก (CU-1)  

ที�อาย ุ28 วนั โดยแบง่ไก่ออกเป็น 3 กลุ่มๆละ 21 ตวั แตล่ะกลุ่มแบง่ออกเป็น 3 ซํ $าๆละ 7 ตวั 
เช่นกัน ได้แก่ไก่กลุ่ม 1B ที�ได้รับวัคซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ที�อายุ 1 วันและได้รับการป้อนเชื $อ 
vvIBDV-CU1 จัดเป็นกลุ่มทดลอง ไก่กลุ่ม 2B ไม่ได้รับวัคซีนมาก่อนและได้รับการป้อนเชื $อ 
vvIBDV-CU1 จดัเป็นกลุ่มควบคมุบวก ไก่กลุ่ม 3B ไม่ได้รับวคัซีนและป้อนสารละลายบฟัเฟอร์ 
จดัเป็นกลุม่ควบคมุลบ เก็บข้อมลูนํ $าหนกัตวัไก่เจาะเลือด และแบง่มาผา่ซากครั $งละ 10 ตวัตอ่กลุ่ม
ที� 0, 4 และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ แสดงดงัรูปที� 4 

 

 
รูปที� 4  แผนการดําเนินงานการทดลองที� 1 
* = ให้เชื $อพิษ vvIBDV CU-1 ในไก่อาย ุ21 วนั 
** = ให้เชื $อพิษ vvIBDV CU-1 ในไก่อาย ุ28 วนั 

21*  0 7  14  28**  

4 DPI 0 DPI 10 DPI 

4 DPI 0 DPI 10 DPI 

Day 

ได้รับวคัซีนอิมมนูคอม
เพล็กซ์ในลกูไก่อาย ุ1 วนั 

ให้เชื $อพิษ vvIBDV CU-1  ในไก่อาย ุ21 หรือ 28 วนั 

- สุม่ผา่ซาก 7, 14 (n = 5) 
และ 21, 28 (n = 10) 
- เจาะเลือด (n = 21) 
- ชั�งนํ $าหนกัไก่ทกุตวั 

- สุม่ผา่ซาก (n = 10) 
- เจาะเลือด (n = 21) 
- ชั�งนํ $าหนกัไก่ทกุตวั 
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3.3 วิธีทางห้องปฏิบัตกิาร 
 

3.3.1 การเตรียมซีรัม การเก็บรักษาซีรัม และการวิเคราะห์หาค่า Ab titer ต่อโรค
เบอร์ซาอักเสบตดิต่อโดยวิธี ELISA 

 
นําเลือดที�บรรจอุยู่ในหลอดเก็บเลือดที�ไม่มีสารป้องกนัเลือดแข็งตวั (anticoagulant) มา

วางบนพื $นราบโดยวางหลอดบรรจใุนแนวนอนขนานไปกบัพื $น และวางทิ $งไว้ที� อณุหภูมิห้องเพื�อให้
เลือดแข็งตวั (coagulate) ประมาณ 1-2 ชั�วโมง แล้วทําการปั�นเหวี�ยงตวัอย่างเลือดที�ความเร็ว 
3,000 รอบตอ่นาที นาน 15 นาที ที�อณุหภูมิห้องเพื�อทําการแยกซีรัม เลือดที�แข็งจะหดตวั (clot 
retraction) และแยกออกเป็น 2 ส่วน คือส่วนของเม็ดเลือดและส่วนของซีรัม จากนั $นทําการแยก
เก็บซีรัมโดยใช้ micro pipette ดดูเก็บซีรัมที�ได้ใส่ในหลอดบรรจ ุ(microtube) และเก็บรักษาซีรัมที�
ได้ไว้ในตู้ เย็นที�อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนที�จะนํามาวิเคราะห์หาคา่ Ab titer ตอ่โรคตอ่ม
เบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ โดยวิธี ELISA (Synbiotics, USA) ซึ�งทําการอ่านคา่โดยใช้เครื�อง ELISA 
reader จะได้คา่ออกมาเป็นหน่วยของคา่ความดดูกลืนคลื�นแสง (optical density หรือ OD) ซึ�งจะ
มีคา่ อยู่ระหว่าง 0-2 โดยคา่ที�ได้จะนําไปคํานวณให้ได้เป็นคา่ Ab titer และนําไปวิเคราะห์ผลทาง
สถิตติอ่ไป 
 

3.3.2 ตรวจหาสารพันธุกรรม ด้วยวิธี RT-PCR จากเนื )อเยื�อ  
 

  การย่อยเซลล์ (cell lysis) โดยบดชิ $นเนื $อ ต่อมเบอร์ซา ม้าม และไทมัส ทําเป็น 10% 
suspension ปั�นแยกตะกอนออกเก็บส่วนใสซึ�งมีไวรัสอยู่ สกัดสารพนัธุกรรมด้วยชุดสกัด  Viral 
Nucleic Acid Extraction Kit (RBC Bioscience corp, Taiwan)  และเก็บตวัอย่าง RNA ที�ได้จาก
การสกดัที� -20 องศาเซลเซียสตรวจหาสารพนัธุกรรมด้วยวิธี RT-PCR ตามวิธีของ (Jackwood 
and Sommer 1997; Jackwood  et al., 2001) โดยเพิ�มจํานวนสารพนัธุกรรมในส่วนของ VP2 ยีน
ซึ�งเป็นส่วนที�เกี�ยวข้องกับความรุนแรงของตวัเชื $อไวรัสและการเกิด neutralizing epitope โดยใช้ 
primer  forward (IBDV-FN, 5’-GCC CAG AGT CTA CAC CAT AAC-3’) และ primer reverse 
(IBDV-RN, 5’-CCC GGA TTA TGT CTT TGA AAG-3’) ผลผลิตที�ได้จาก RT-PCR มีขนาด 743-
base-pair ซึ�งเพิ�มจํานวนสารพนัธุกรรมในสว่นของ VP2 ยีนที�ตําแหน่ง nucleotides 606 ถึง 1348 
โดยใช้ปฏิกิริยาประกอบด้วย 5 µl ของ RNA ต้นแบบ, 2.5 mM MgCl2, 0.4 mM dNTPs, 0.6 mM 
primer และ 10 unit เอนไซม์ RNase เตมินํ $าให้มีปริมาตรสดุท้ายคือ  50 µl ปฏิกริยาของ RT-PCR 
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มีขั $นตอนดงันี $คือ reverse transcriptase 45 º C 45 นาที  initial denaturation 15 นาที ที� 95 º C 
และ denaturation (30 วินาที ที� 94 ºC) annealing (30 วินาที ที� 60 ºC) elongation (30 วินาที ที� 
72 ºC) จํานวน 35 รอบและ final extension 10 นาทีที� 72 ºC 
 
  การแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยวิธีอิเล็กโตรฟอเรซิส (electrophoresis) และการย้อมเจล 
โดยการเตรียมเจล (1% agarose gel) ลงในช่องใส่เจล (gel chamber) จากนั $นนําไปวางใน ถาด 
อิเล็กโตรฟอเรซิส (electrophoresis chamber) เติมสารละลายบฟัเฟอร์ชนิด TBE 0.5x ผสมสี
ย้อม (loading dye) กบั ผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product)  บนแผ่นพาราฟิน (paraffin) อตัราส่วน 
1:5 และปิเปตปริมาตร 15 µl ลงบนหลมุเจลที�เตรียมไว้ ในเครื�องอิเล็กโตรฟอเรซิสโดยใช้ความตา่ง
ศกัย์ 100 โวลต์ 40 นาทีจากนั $นย้อมสายดีเอ็นเอด้วย เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) ซึ�ง
จะทําปฏิกิริยากบัแสงอลุตราไวโอเล็ต (UV) และสามารถมองเห็นผลผลิตพีซีอาร์นั $นได้ 
 
 3.3.3 การแยกชนิดสารพันธุกรรม DNA ที�ได้จาก RT-PCR โดยวิธี RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Jackwood and Sommer, 1997; Jackwood 
et al., 2001)  
 
 โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ MboI และ BstNI โดยนําผลผลิตของพีซีอาร์ (PCR 
product) ที�ได้มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะทั $ง 2 ชนิด ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 
ชั�วโมงและอ่านผลด้วยวิธีอิเล็กโตรฟอเรซิส ด้วยเช่นกัน ซึ�งส่วนของ VP2 ยีนจากเชื $อไวรัสไอบีดี
สายพนัธุ์ vvIBDV strain CU-1 เมื�อถูกตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ MboI จะได้ชิ $นส่วนของแถบ 
DNA ดงันี $คือ 362,192 และ ตํ�ากวา่ 100 bp และเมื�อถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ BstNI จะได้
ชิ $นส่วนของ DNA band ดงันี $คือ 424, 172 และ 119 ในส่วนของ VP2 ยีนจากเชื $อไวรัสไอบีดีจาก
วคัซีน IBDV strain 2512 เมื�อถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ MboI จะได้ชิ $นส่วนของ DNA band 
ดงันี $คือ 402 และ 232 และเมื�อถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ BstNI จะได้ชิ $นส่วนของ DNA band 
ดงันี $คือ 173, 154, 139 และ 119  
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3.3.4 การประเมินรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาและจุลพยาธิวิทยาของต่อมเบอร์ซา 
(gross lesion and histopathological lesion score) 

 
 จากการตรวจพบวุ้นที�ตอ่มเบอร์ซาในวนัที� 4 หลงัจากให้เชื $อไวรัส IBDV โดยประเมินการ
ตรวจพบหรือตรวจไม่พบวุ้ นที�ต่อมเบอร์ซา จากการเก็บต่อมเบอร์ซาไก่หลังจากให้เชื $อไวรัส 
vvIBDV-CU1 เป็นเวลา 4 และ 10 วนั (days post inoculation; DPI) นําไป fix ด้วย 10% 
buffered formalin นําไปผ่านกระบวนการทางจุลพยาธิวิทยา และย้อมด้วย hematoxylin และ 
eosin (H&E) โดยการให้คะแนนรอยโรคมีทั $งหมด 5 score ดงันี $ (Muskett et al., 1979) 

 
0 = ไมมี่รอยโรค 
1 = พบลิมโฟไซต์เซลล์ถกูทําลายเล็กน้อย โดยไมพ่บการตายและการบวมนํ $า 
2 = พบลิมโฟไซต์เซลล์ถกูทําลายปานกลาง และพบการตายของเซลล์และมีการบวมนํ $าที� 

รอยตอ่ระหวา่งฟอลลิเคลิ  
3 = พบลิมโฟไซต์เซลล์ถกูทําลายจํานวนมากกวา่ 50% 
4 = พบลิมโฟไซต์เล็กน้อยและ พบ reticular cell เข้ามาแทนที�และพบเนื $อเยื�อเกี�ยวพนั

ชนิดไฟบลสั (fibrous tissue) ฟอลลิเคิลฝ่อ เกิดช่องว่างภายในฟอลลิเคิล ส่วนของเยื�อบหุนาตวั
มากขึ $น 

5 = ฟอลลิเคลิหายไป และมีเนื $อเยื�อไฟบลาส (fibrous tissue) 
 

3.3.5 การคาํนวณค่าอัตราส่วนนํ )าหนักต่อมเบอร์ซาต่อนํ )าหนักตัวไก่ 
 

 การคํานวณคา่อตัราส่วนนํ $าหนกัตอ่มเบอร์ซา (bursa to body weight ratios) (Lucio 
and Hitchner, 1979) โดยมีสตูรคํานวณดงันี $ 

bursa to body weight ratio  = (bursa weight/ body weight ) X 1000 
 
3.4 การเตรียมเชื )อไวรัส เบอร์ซาอักเสบตดิต่อ สาํหรับเชื )อพษิ 
 

ใช้เชื $อไวรัสเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ ซีย ู1 (vvIBD-CU-1) ซึ�งแยกได้จากพื $นที�ในประเทศไทย 
มีระดบัความรุนแรงมาก (very virulent IBDV) (Sasipreeyajan, 2004) ความเข้มข้น 4x105  
EID50/ตวั ขนาด 300 µl/dose  ซึ�งสามารถทําให้เกิดรอยโรคแสดงอาการป่วยและตายใน 10 วนั 
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3.5 การวิเคราะห์ทางสถติ ิ
 
 วิเคราะห์คา่ทางสถิติของอตัราส่วนการตรวจพบเชื $อไวรัสด้วย Chi’s square test  และ
รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาและจลุพยาธิวิทยาด้วย Mann-whitney U test และวิคราะห์คา่เฉลี�ย
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มของระดับไตเตอร์ ค่าอัตราส่วนนํ $าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ $าหนกัตวัไก่
ด้วย ANOVA และ Duncan’s multiple range test ที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (p<0.05)  
 
3.6 ผลการทดลอง 
 

3.6.1 อัตราการตาย (mortality rate) 
 

 ไมพ่บการตายในไก่ทกุกลุม่การทดลอง 
 

3.6.2 แอนตบิอดีไตเตอร์ต่อไวรัสไอบีดี (antibody titers against IBDV) 
 

 จากการทดลองนี $พบวา่ระดบัภมูิคุ้มกนัถ่ายทอดจากแม่ในลกูไก่ทกุกลุ่มมีคา่น้อยกว่า 500 
ในวนัที� 14 ของการทดลองและไม่สามารถตรวจพบได้ในวนัที� 21 ของการทดลองเป็นต้นไป
นอกจากนี $พบวา่ในไก่ที�ได้รับวคัซีนทกุกลุม่ยงัไมมี่การตอบสนองของวคัซีนในวนัที� 21 หรือ 28 จาก
การได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ในไก่อาย ุ1 วนั 
 

3.6.3 ค่าอัตราส่วนนํ )าหนักต่อมเบอร์ซาต่อนํ )าหนักตัวไก่ (bursa to body weight 
ratio) 

  
 คา่อตัราส่วนต่อมเบอร์ซาตอ่นํ $าหนกัตวัไก่ ใช้ในการตรวจดกูารเปลี�ยนแปลงที�เกิดขึ $นของ
ตอ่มเบอร์ซา ในด้านของขนาดที�เปลี�ยนแปลงไปโดยเทียบกบันํ $าหนกัตวัไก่จากการทดลองนี $ในไก่ 
กลุม่ที�ได้รับวคัซีนและไมไ่ด้รับวคัซีนมีอตัราสว่นตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ $าหนกัตวัไก่ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมี 
นยัสําคญัทางสถิต ิ(ตารางที� 1) 
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ตารางที� 1 อตัราสว่นของนํ $าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ $าหนกัตวัไก่ระหว่างกลุม่ที�ได้รับวคัซีนอิม มลู
คอมเพล็กซ์ และไมไ่ด้รับวคัซีนรายสปัดาห์ 
 

Mean bursa/body weight ratios ± SD Group 
 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 

Vaccine 
1.67 ± 0.60 

n=5 
1.63 ± 0.22 

n=5 
2.19 ± 0.55 

n=10 
2.15 ± 0.45 

n=10 

None vac. 
1.59 ± 0.29 

n=5 
1.83 ± 0.36 

n=5 
1.72 ± 0.30 

n=10 
2.34 ± 0.53 

n=10 
 

 หลังจากให้เชื $อไวรัส vvIBDV-CU1 อัตราส่วนนํ $าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ $าหนกัตวัไก่ของ  
กลุ่มที�ได้รับวคัซีนและกลุ่มไม่ได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ (กลุ่มที� 1A เทียบกบั กลุ่มที� 2A และ 
กลุ่มที� 1B เทียบกบั กลุ่มที� 2B) ที� 4 และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อ vvIBDV (DPI) ไม่มีความแตกตา่ง
กนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ยกเว้นค่าอตัราส่วนนํ $าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ $าหนกัตวัไก่ที� 4 DPI 
หลงัจากได้รับการป้อนเชื $อไวรัสไอบีดี vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ21 วนั ในไก่กลุ่มที�ได้รับวคัซีน (กลุ่มที� 
1A) มีคา่สงูกว่าไก่ที�ไม่ได้รับวคัซีน (กลุ่มที� 2A) อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที� 2, 
ตารางที� 3) 
  
ตารางที� 2 อตัราสว่นของนํ $าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ $าหนกัตวัไก่ในแตล่ะกลุม่เมื�อ ได้รับการป้อน เชื $อ
ไวรัส  vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ21 วนั 

Mean bursa/body weight ratios ± SD Group 
 Day 21*, 0 DPI** Day 25, 4 DPI Day 31, 10 DPI 

1A 
Icx vaccine 

2.19 ± 0.55 

n=10 

1.82 ± 0.48b 

n=10 

0.56 ± 0.19a 

n=10 

2A 
Positive Ctr. 

1.26 ± 0.39a 

n=10 

0.56 ± 0.18a 

n=10 

3A 
Negative Ctr. 

1.72 ± 0.30 

n=10 

1.77 ± 0.28b 

n=10 

1.47 ± 0.46b 

n=10 

 

a b : ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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* ; ได้รับการให้เชื $อพิษที�อาย ุ21 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที� 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation  

 
ตารางที� 3 อตัราสว่นของนํ $าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ $าหนกัตวัไก่ในแตล่ะกลุม่เมื�อ ได้รับการป้อน เชื $อ

ไวรัส  vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ28 วนั 
 

Mean bursa/body weight ratios ± SD Group 
 Day 28*,0 DPI** Day 32, 4 DPI Day 38, 10 DPI 

1B 
Icx vaccine 

2.16 ± 0.46 

n=10 

1.41 ± 0.62 

n=10 

0.45 ± 0.05a 

n=10 

2B 
Positive Ctr. 

1.66 ± 0.65 

n=10 

0.60 ± 0.17a 

n=10 

3B 
Negative Ctr. 

2.35 ± 0.53 

n=10 

1.35 ± 0.52 

n=10 

1.16 ± 0.38b 

n=10 

 

a b : ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
* ; ได้รับการให้เชื $อพิษที�อาย ุ28 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที� 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation  

 
3.6.4 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาและจุลพยาธิวิทยาของต่อมเบอร์ซา (gross and 

histopathological lesion scores of bursa) 
 

 ผลการทดลองให้เชื $อไวรัสในไก่อายุ 21 วนั พบวุ้นที�ต่อมเบอร์ซาหลงัจากได้รับเชื $อไวรัส 
vvIBDV-CU1 ณ วนัที� 4 DPI ในไก่ที�ได้รับวคัซีน (กลุม่ที� 1A) และไก่ที�ไม่ได้รับวคัซีน (กลุ่มที� 2A) มี
อตัราสว่นของการพบวุ้นที�ตอ่มเบอร์ซา 9/10 และ 10/10 ตามลําดบัซึ�งไม่มีความแตกตา่งกนัอย่าง
มีนัยสําคญัทางสถิติแต่มีความแตกต่างจากไก่กลุ่มควบคุมลบ (กลุ่มที� 3A) (0/10) อย่างมี
นยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05) (ตารางที� 4) 
 
 ผลการทดลองให้เชื $อไวรัสในไก่อายุ 28 วนั การพบวุ้นที�ต่อมเบอร์ซาหลงัจากได้รับเชื $อ
ไวรัส vvIBDV-CU1 ณ วนัที� 4 DPI ในไก่กลุ่มที�ได้รับวคัซีน (กลุ่มที� 1B) และไก่ที�ไม่ได้รับวคัซีน 
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(กลุ่มที� 2B) มีอตัราส่วนของการพบวุ้นที�ตอ่มเบอร์ซา 8/10 และ 9/10 ตามลําดบัซึ�งไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ แต่มีความแตกต่างจากไก่ควบคมุลบ (กลุ่มที� 3B) (0/10) 
อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05) (ตารางที� 5) 
 

รอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาของตอ่มเบอร์ซาในไก่ที�ได้รับวคัซีนและไม่ได้รับวคัซีน (กลุ่มที� 
1A  เทียบกบั กลุ่มที� 2A และ กลุ่มที� 1B เทียบกบักลุ่มที� 2B) ที� 4 DPI และ 10 DPI มีคะแนนรอย
โรคไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (ตารางที� 4 และ ตารางที� 5) แสดงให้เห็นว่าวคัซีนอิม
มูนคอมเพล็กซ์ไม่สามารถป้องกันความเสียหายของต่อมเบอร์ซาจากเชื $อไวรัส vvIBDV-CU1ทั $ง
ในทางมหพยาธิวิทยา และจลุพยาธิวิทยา  
 
ตารางที� 4 คะแนนรอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาและจํานวนไก่ที�พบวุ้นที�ตอ่มเบอร์ซาเมื�อได้รับการ
ป้อนเชื $อไวรัส  vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ21 วนั 
 

Mean histopathological lesion score ± SD Group 

Day 21, 0 DPI** Day 25, 4 DPI Day 31, 10 DPI 

Gelatinous 
on bursa 

1A 
Icx vaccine 

0 
 (n=10) 

4.2 ± 0.84a 

(n=5) 
4.1 ± 0.57a 

(n=10) 
9/10a 

2A 
Positive Ctr. 

4.6 ± 0.55a 

(n=5) 
4.4 ± 0.52a 

(n=10) 
10/10a 

3A 
Negative Ctr. 

0 
 (n=10) 

0b 

(n=5) 
0b 

(n=10) 
0/10b 

 

a b : ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
* ; ได้รับการให้เชื $อพิษที�อาย ุ21 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที� 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation 
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ตารางที� 5 คะแนนรอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาและจํานวนไก่ที�พบวุ้นที�ตอ่มเบอร์ซาเมื�อได้รับการ
ป้อนเชื $อไวรัส  vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ28 วนั 
 

Mean histopathological lesion score ± SD Group 

Day 28*, 0 DPI** Day 32, 4 DPI Day 38, 10 DPI 

Gelatinous 
on bursa 

1B 
Icx vaccine 

0.2 ± 0.63 

(n=10) 
4.4 ± 0.52a 

(n=10) 
4.2 ± 0.82a 

(n=10) 
8/10a 

2B 
Positive Ctr. 

4.4 ± 0.53a 

(n=9) 
4.6 ± 0.52a 

(n=10) 
9/10a 

3B 
Negative Ctr. 

0.1 ± 0.31 
(n=10) 

0.2 ± 0.63b 

(n=10) 
0b 

(n=10) 
0/10b 

 

a b : ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
* ; ได้รับการให้เชื $อพิษที�อาย ุ28 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที� 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation 
 

3.6.5 การตรวจพบเชื )อไวรัส vvIBDV-CU1 โดยวิธี RT-PCR  
 

 จากการตรวจหาสารพันธุกรรมในอวัยวะนํ $าเหลืองทั $งสามชนิดได้แก่ ตอ่มเบอร์ซา ม้าม
และ ไทมัส ในไก่ที�ได้รับวัคซีนไอบีดีชนิดอิมมูนคอมเพล็กซ์ซึ�งสามารถแยกจากเชื $อไวรัสไอบีดี 
(vvIBD-CU-1) ได้ด้วยวิธีตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ (RFLP) นั $นพบว่าไก่ในกลุ่มที�ได้รับวคัซีน
สามารถตรวจพบเชื $อไวรัสไอบีดีจากวคัซีนได้ในไก่อาย ุ7 วนัและ14 วนัในอวยัวะนํ $าเหลืองทั $งสาม 
ชนิดและเชื $อ ไวรัสจากวคัซีน สามารถตรวจพบได้เล็กน้อยหลงัจากวนัที� 14 ถึงวนัที� 32 ของอายไุก่ 
(ตารางที� 6) หลงัจากไก่ได้รับเชื $อไวรัส vvIBDV-CU1 แล้ว 4 วนัพบว่าสามารถตรวจพบเชื $อไวรัส
จาก vvIBDV-CU1 ในอตัราส่วน 100 เปอร์เซนต์ทั $งในไก่ที�ได้รับวคัซีน (กลุ่มที� 1A และกลุ่มที� 1B) 
และไก่ที�ไมไ่ด้รับวคัซีน (กลุ่มที� 2A และ กลุ่มที� 2B) (ตารางที� 7 และตารางที� 8)  แสดงให้เห็นว่าไก่
ที�ได้รับวคัซีนไอบีดีชนิดอิมมนูคอมเพล็กซ์ไม่สามารถป้องกันการติดเชื $อไวรัส vvIBDV-CU1 ได้ 
นอกจากนี $ยงัพบว่าในไก่ตวัที�ตรวจพบเชื $อไวรัสจากวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์สามารถตรวจพบเชื $อ
ไวรัส vvIBDV-CU1 ได้ในตวัเดียวกนัและอวยัวะเดียวกนัดงัแสดงในตอ่มเบอร์ซาไก่กลุ่ม 1B วนัที� 
32 ของอายไุก่ในตารางที� 7 
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ตารางที� 6 การตรวจพบสารพนัธุกรรมจากเชื $อไวรัสไอบีดีสายพนัธุ์ 2512 จากวคัซีนอิมมูนคอม
เพล็กซ์ ใน ตอ่มเบอร์ซา ม้าม และไทมสั ตามลําดบัจากทั $งหมด 5 ตวัอย่างระหว่างไก่กลุ่มที�ได้รับ
วคัซีนและไมไ่ด้รับวคัซีน  
 

RT-PCR virus detection Group 
 Day  7  Day 14  Day 21  Day 28  

Vaccine 5, 4, 5 5, 5, 5 0, 0, 0 0, 0, 1 

None vaccine 0, 0, 0 0, 0, 0 0, 0, 0 0, 0, 0  

 
ตารางที� 7 การตรวจพบสารพนัธุกรรมจากเชื $อไวรัสไอบีดีสายพนัธุ์ 2512 จากวคัซีนอิมมูนคอม
เพล็กซ์ และเชื $อไวรัสไอบีดีสายพนัธุ์ รุนแรงชนิด vvIBDV-CU1 ใน ต่อมเบอร์ซา ม้าม และไทมสั 
ตามลําดบัจากทั $งหมด 5 ตวัอยา่ง เมื�อป้อนเชื $อไวรัส vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ21 วนั  
 

RT-PCR virus detection Group 
 Day 21*, 0 DPI** Day 25, 4 DPI Day 31, 10 DPI 

1A (Icx vaccine) 0,0,0A / 0,0,0B 1,0,0 / 5,0,0 0,0,0 / 0,0,0 

2A (Pos. Ctr.) 0,0,0 / 5,0,0 0,0,0 / 0,0,0 

3A (Neg. Ctr.) 0,0,0 / 0,0,0 0,0,0 / 0,0,0  0,0,0 / 0,0,0 

 
* ; ได้รับการให้เชื $อพิษที�อาย ุ21 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที� 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation 
A ; ผลตรวจพบสารพนัธุกรรมจากเชื $อไวรัส IBDV สายพนัธุ์ 2512  
B  ; ผลตรวจพบสารพนัธุกรรมจากเชื $อไวรัส vvIBD สายพนัธุ์ CU-1 
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ตารางที� 8 แสดงการตรวจพบสารพนัธุกรรมจากเชื $อไวรัสไอบีดีสายพนัธุ์ 2512 จากวคัซีนอิมมูน
คอมเพล็กซ์ และเชื $อไวรัสไอบีดีสายพันธุ์ รุนแรงชนิด vvIBDV-CU1 ใน ต่อมเบอร์ซา ม้าม และ
ไทมสั ตามลําดบัจากทั $งหมด 5 ตวัอยา่ง เมื�อป้อนเชื $อไวรัส vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ28 วนั  
 

RT-PCR virus detection Group 
 Day 28*, 0 DPI** Day 32, 4 DPI Day 38, 10 DPI 

1B (Icx vaccine) 0,0,1A / 0,0,0B 2,0,0 / 4,0,0 0,0,0 / 0,0,0 

2B (Pos. Ctr.) 0,0,0 / 5,0,0 0,0,0 / 0,0,0 

3B (Neg. Ctr.) 0,0,0 / 0,0,0 0,0,0 / 0,0,0  0,0,0 / 0,0,0 

 
* ; ได้รับการให้เชื $อพิษที�อาย ุ28 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที� 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation 
A ; ผลตรวจพบสารพนัธุกรรมจากเชื $อไวรัส IBDV สายพนัธุ์ 2512  
b ; ผลตรวจพบสารพนัธุกรรมจากเชื $อไวรัส IBDV สายพนัธุ์ CU1 

 
3.6.6 นํ )าหนักตัวไก่และอัตราการแลกเนื )อ (body weight and feed conversion 

ratio; FCR)  
 

 คา่เฉลี�ยนํ $าหนกัตวัไก่ในกลุม่ที�ได้รับวคัซีน และกลุม่ที�ไมไ่ด้รับวคัซีน (กลุ่มที� 1A เทียบกบั 
2A และกลุ่มที� 1B เทียบกบั 2B) แสดงในตารางที� 9 และตารางที� 10 พบว่าไม่มีความแตกตา่ง
อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ที� 4 DPI และ 10 DPI  คา่อตัราการแลกเนื $อ (FCR) ของไก่ที�ได้รับวคัซีน 
(กลุ่มที� 1A)  และกลุ่มที�ไม่ได้รับวคัซีน (กลุ่มที� 2A)  มีคา่ไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
ยกเว้นคา่  อตัราการแลกเนื $อ (FCR) ของไก่ที�ได้รับวคัซีน (กลุ่มที� 1B) มีคา่สงูกว่ากลุ่มที�ไม่ได้รับ
วคัซีน (กลุม่ที� 2B) อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05) 
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ตารางที� 9 เปรียบเทียบคา่เฉลี�ยนํ $าหนกัตวัและอตัราการแลกเนื $อของไก่แตล่ะกลุม่เมื�อได้รับเชื $อ 
ไวรัส  vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ21 วนั 
 

Mean body weight  ± SD (gram/bird) Group 
 Day 21*, 0 DPI** Day 25, 4 DPI Day 31, 10 DPI 

FCR 
21-31 

1A 
Icx Vaccine 

698.57 ± 15.90 

n=21 

914.76 ± 38.68a 

n=21 

1300.91 ± 54.67 

n=11 

1.71 ± 0.03 

2A 
Positive Ctr. 

700.48 ± 31.38 

n=21 

941.90 ± 52.12b 

n=21 
1312.73 ± 61.98 

n=11 

1.63 ± 0.05 

3A 
Negative Ctr. 

700.48 ± 36.94 

n=21 

948.10 ± 44.90b 

n=21 

1348.18 ± 71.95 

n=11 

1.66 ± 0.13 

 

a b : ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
* ; ได้รับเชื $อพิษที�อาย ุ21 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที� 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation 
 

ตารางที� 10 เปรียบเทียบคา่เฉลี�ยนํ $าหนกัตวัและอตัราการแลกเนื $อของไก่แตล่ะกลุม่เมื�อได้รับเชื $อ 
ไวรัส vvIBDV-CU1 ที�อาย ุ28 วนั 
 

Mean body weight  ± SD (gram/bird) Group 
 Day 28*,0 DPI** Day 32, 4 DPI Day 38, 10 DPI 

FCR 
28-38 

1B 
Icx Vaccine 

921.43 ± 40.04 

n=21 

1221.90 ± 47.92ab 

n=21 

1337.27 ± 51.79a 

n=11 

2.16 ± 0.14b 

2B 
Positive Ctr. 

921.43 ± 37.32 

n=21 

1249.52 ± 92.11bc 

n=21 
1426.36 ± 148.95b 

n=11 

1.80 ± 0.10a 

3B 
Negative Ctr. 

919.52 ± 37.48 

n=21 

1290.95 ± 74.63c 

n=21 

1563.64 ± 55.73c 

n=11 

1.67 ± 0.16a 

 

a b c: ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
* ; ได้รับเชื $อพิษที�อาย ุ28 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที� 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื $อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation 
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3.7 วิจารณ์และสรุปผล 
 

จากการทดลองนี $พบวา่ระดบัภมูิคุ้มกนัถ่ายทอดจากแม่ในลกูไก่ทกุกลุ่มมีคา่น้อยกว่า 500 
ในวนัที� 14 ของการทดลองและไม่สามารถตรวจพบได้ในวนัที� 21 ของการทดลองเป็นต้นไป
นอกจากนี $พบว่าในไก่ที�ได้รับวคัซีนทกุกลุ่มยงั ไม่พบระดบัแอนติบอดีตอ่โรคเบอร์ซาอกัเสบติดต่อ
ในวนัที� 21 หรือ 28 หลงัการได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ในไก่อาย ุ1 วนั แสดงให้เห็นว่าบทบาท
ในการป้องกันโรคจากภูมิคุ้มกันชนิดพึ�งเซลล์อาจมีความสําคญัในการป้องกันโรคจากการให้เชื $อ
พิษไวรัส vvIBDV-CU1 ในวนัที� 21 หรือ 28 ซึ�งควรต้องทําการศึกษาตอ่ไป ซึ�งผลการทดลองนี $
สอดคล้องกบัการศกึษาของ Chansiripornchai and Sasipreeyajan (2005; 2007; 2009)  ซึ�งไม่
พบการตอบสนองของแอนติบอดีไตเตอร์จากการได้รับวัคซีนไอบีดีชนิดอิมมูนคอมเพล็กซ์ใน
ชว่งเวลาดงักลา่วเชน่กนั ในด้านผลกระทบตอ่ตอ่มเบอร์ซาจากวคัซีน ในการทดลองนี $แสดงให้เห็น
ดงัตารางที� 3 พบวา่วคัซีนไอบีดีชนิดอิมมนูคอมเพล็กซ์ไม่มีผลกระทบตอ่อตัราส่วนตอ่มเบอร์ซาตอ่
นํ $าหนกั ตวัไก่ รวมถึงในส่วนของคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของตอ่มเบอร์ซาในไก่ก่อนให้
เชื $อไวรัส vvIBDV-CU1 ระหว่างไก่ที�ได้รับวคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์และไม่ได้รับวคัซีนอิมมูนคอม
เพล็กซ์มีคะแนนรอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาของตอ่มเบอร์ซาไมแ่ตกตา่งกนัแสดงให้เห็นว่าวคัซีนอิม
มนูคอมเพล็กซ์ไมมี่ผลตอ่การก่อความเสียหายตอ่ตอ่มเบอร์ซา ซึ�งแสดงให้เห็นว่าวคัซีนชนิดอิมมนู
คอมเพล็กซ์ไม่มีผลกระทบตอ่การเปลี�ยนแปลงขนาดของต่อมเบอร์ซาตอ่นํ $าหนกัตวัไก่ สอดคล้อง 
กบัการศกึษาของ Chansiripornchai and Sasipreeyajan (2009) และ  Kumar (2001)  

 
ในด้านของความปลอดภยัของวคัซีน เมื�อเปรียบเทียบความเสียหายของตอ่มเบอร์ซาจาก

วคัซีนชนิดนี $ พบว่าการจับกันของแอนติบอดีกับไวรัสวัคซีนในรูปของอิมมูนคอมเพล็กซ์ช่วยลด
ความความเสียหายของต่อมเบอร์ซาจากไวรัสวัคซีนได้ นอกจากนี $วัคซีนชนิดนี $ไม่มีผลรบกวน
ประสิทธิภาพจากการได้รับวัคซีนอื�น เช่น วัคซีนนิวคาสเซิล วัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อ 
(infectious bronchitis) จากผลของความเสียหายของตอ่มเบอร์ซาจากไวรัสวคัซีน (Kelemen et 
al., 2000) ซึ�งแตกต่างจากวัคซีนไอบีดีเชื $อเป็นชนิดปกติเมื�อให้ที�ระยะเวลาเดียวกัน ในด้าน
ประสิทธิภาพในการป้องกันความเสียหายที�ต่อมเบอร์ซาจากวคัซีน พบว่าจากการได้รับวคัซีนอิม
มนูคอมเพล็กซ์ในไก่เนื $อ หลงัจากให้เชื $อไวรัส vvIBDV-CU1 ในไก่กลุ่มที�ได้รับวคัซีน สามารถเกิด
ความเสียหายจากการได้รับวคัซีนได้ทั $งทางมหพยาธิวิทยา (การเกิดวุ้นที�ตอ่มเบอร์ซา)และทางจลุ
พยาธิวิทยา (คะแนนรอยโรคของตอ่มเบอร์ซาจากความเสียหายของเซลล์ฟอลลิเคิล) ที�สงูกว่ากลุ่ม
ควบคุมลบ อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) แสดงให้เห็นว่าวัคซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ไม่
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สามารถช่วยป้องกนัความเสียหายที�จะเกิดกบัตอ่มเบอร์ซา ซึ�งสอดคล้องกบัการศกึษาก่อนหน้านี $
ของ Chansiripornchai and Sasipreeyajan (2009) แสดงให้เห็นว่าเชื $อไวรัส vvIBD สายพนัธุ์ 
CU-1 ในระดบัที�ให้ตามเอกสารฉบบันี $สามารถก่อให้เกิดความเสียหายตอ่ตอ่มเบอร์ซาหลงัจากให้
เชื $อไปแล้ว 10 วนัแม้ว่าไก่กลุ่มนั $นจะได้รับวคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ ในส่วนของการตรวจพบสาร
พนัธุกรรมของเชื $อไวรัสจากวคัซีน (IBDV 2512) และไวรัสจากการทดสอบเชื $อ (vvIBD CU-1) 
พบว่าวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์สามารถแพร่กระจายไปที�อวยัวะนํ $าเหลืองอื�นๆ  ได้แก่ ตอ่มเบอร์ซา 
ม้าม และไทมสั โดยสามารถตรวจพบได้ในวนัที� 7 และ 14 ของอายไุก่จากการทดลองนี $สอดคล้อง
กบัการการศกึษาอื�นที�พบวา่สามารถตรวจพบไวรัสจากวคัซีนได้ตั $งแตว่นัที� 5-15 หลงัจากการได้รับ
วคัซีนไอบีดีชนิดอิมมนูคอมเพล็กซ์ (Jeurissen et al., 1998; Corley et al.,  2001; Ivan et al., 
2005) นอกจากนี $ในไก่ที�ตรวจพบวคัซีนในตอ่มเบอร์ซา ยงัคงสามารถตรวจพบเชื $อไวรัสที�ใช้ในการ
ให้เชื $อพิษ vvIBD CU-1 ได้ในอวยัวะเดียวกนัแสดงให้เห็นว่าตอ่มเบอร์ซาสามารถติดเชื $อไวรัสไอบี
ดีได้มากกวา่ 1 ชนิดรวมถึงสายพนัธุ์จากวคัซีน 

 
จากการศึกษานี $สรุปได้ว่าการได้รับวคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ต่อโรคต่อมเบอร์ซาอักเสบ

ตดิตอ่ไมช่ว่ยในการป้องกนัความเสียหายของตอ่มเบอร์ซาจากการติดเชื $อไวรัสไอบีดีชนิด vvIBDV 
CU-1 และสามารถตรวจพบการเพิ�มจํานวนของไวรัสจากวคัซีนได้ตั $งแต่วนัที� 7-14 หลงัจากไก่
ได้รับวคัซีน ในอวยัวะนํ $าเหลืองทั $งสามชนิดคือ ตอ่มเบอร์ซา ม้าม และตอ่มไทมสั 
 



บทที� 4 
การทดลองที� 2 

การศึกษา การตอบสนองของเซลล์ ลิมโฟไซต์ชนิด T helper cell lymphocyte ต่อการ
ได้รับวัคซีน โรคเบอร์ซาอักเสบตดิต่อ ชนิดอิมมนู คอมเพล็กซ์ในไก่เนื 4อ 

 
4.1 สัตว์ทดลอง  
 
 ไก่เนื �อ อาย ุ22 วนั เพศเมีย จํานวน 25 ตวั เพื�อศกึษาการตอบสนองของเซลล์ ลิมโฟไซต์
ชนิด helper T lymphocyte ตอ่การได้รับวคัซีน โรคเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ ชนิดอิมมนูคอมเพล็กซ์
ในไก่เนื �อ 
 
4.2 วัคซีนในการทดลอง 
 
 วคัซีนในการทดลองนี �ประกอบด้วย วคัซีนเชื �อเป็นไอบีดี (IBD Blen®) ให้โดยการป้อน 30 

µl/dose และวคัซีนไอบีดีชนิดอิมมนูคอมเพล็กซ์ (Transmune®) ให้ด้วยการฉีดเข้าใต้ผิวหนงั 
ปริมาตร 0.1 ml บริเวณคอ โดยวคัซีนทั �งสองชนิดประกอบด้วยเชื �อไวรัสไอบีดีชนิด w 2512 ระดบั
ความรุนแรงมาก (intermediate plus) ความเข้มข้น 102 EID50/dose  
 
4.3 การเตรียมเชื 4อไวรัส เบอร์ซาอักเสบตดิต่อ สาํหรับเชื 4อพษิ 
 

ใช้เชื �อไวรัสเบอร์ซาอกัเสบติดตอ่ ซีย ู1 (vvIBD-CU-1) ซึ�งแยกได้จากพื �นที�ในประเทศไทย 
มีระดบัความรุนแรงมาก (very virulent IBDV) (Sasipreeyajan, 2004) ความเข้มข้น 4x105  
EID50/ตวั ขนาด 300 µl/dose  ซึ�งสามารถทําให้เกิดรอยโรคแสดงอาการป่วยและตายใน 10 วนั 
 
4.4 วิธีการทดลอง 
 

ไก่เนื �อ อาย ุ22 วนั เพศเมีย จํานวน 25 ตวั แบง่ออกเป็น 4 กลุ่มๆละ 5 ตวั ทําการผ่าซาก
เก็บอวัยวะต่อมเบอร์ซาตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื �อไวรัส IBDV ก่อนเริ�มการทดลองสุ่มไก่
จํานวน 5 ตวัหรือที� 0 DPI จากนั �นแบง่ไก่ออกเป็น 4 กลุ่มโดยกลุ่มที� 1 ไก่เนื �ออาย ุ22 วนัจํานวน 5  
ตวั ให้สารละลายบฟัเฟอร์ (PBS) ด้วยการป้อนปาก จดัเป็นกลุ่มควบคมุลบ กลุ่มที� 2 ไก่เนื �ออาย ุ
22 วนัจํานวน 5 ตวั ได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ ทางใต้ผิวหนงับริเวณคอ จดัเป็นกลุ่มทดสอบ
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วคัซีนชนิดอิมมนูคอมเพล็กซ์ กลุ่มที� 3 ไก่เนื �ออาย ุ22 วนั จํานวน 5 ตวั ได้รับวคัซีนเชื �อเป็น (IBD 
Blen®) ด้วยการป้อนจดัเป็นกลุ่มทดสอบวคัซีนชนิดเชื �อเป็น กลุ่มที� 4 ไก่เนื �ออาย ุ22 วนั จํานวน 5 
ตวั ให้เชื �อไวรัสชนิด vvIBDV-CU1 ด้วยการป้อนจดัเป็นกลุ่มควบคมุบวก ทําการชั�งนํ �าหนกัตวัไก่ทุ
ตวัทกุกลุม่ และวดัอตัราสว่นระหว่างนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่และ ผ่าซาก วนัที� 0 และ
วนัที� 10 ของการทดลอง และตรวจหาสารพนัธุกรรมจากเชื �อไวรัสไอบีดีและเก็บตวัอย่างเลือดเพื�อ
ศกึษาสดัส่วนประชากรของเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิด helper T lymphocyte  ในวนัที� 0, 5 และ 10 ของ
การทดลอง แสดงในตารางที� 11 และรูปที� 5 

 

 
 
รูปที� 5 แผนการดําเนินงานทดลองที� 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 10 0 

22 
27 

28  Days old 

กลุม่ 1 = PBS 
กลุม่ 2 = ICX IBDV vaccine 
กลุม่ 3 = IBD Blen®  
กลุม่ 4 = vvIBDV CU-1  

DPI 

เจาะเก็บเลือด (plasma) 

ผา่ซากเก็บตอ่มเบอร์ซา 
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ตารางที� 11 การแบง่กลุม่การทดลองที�สอง 

กลุม่ สารกระตุ้นภมูิคุ้มกนั 
ที�ไก่ได้รับ 

การเก็บตวัอยา่งจาก
เลือด 

เก็บตอ่มเบอร์ซา 

กลุม่ที� 1 
(n=5) 

สารละลายบฟัเฟอร์ วนัที� 0, 5 และ 10 ของ
การทดลอง 

วนัที� 0 และ 10 ของการ
ทดลอง 

กลุม่ที� 2 
(n=5) 

วคัซีนอิมมนูคอม
เพล็กซ์ 

วนัที� 0, 5 และ 10 ของ
การทดลอง 

วนัที� 0 และ 10 ของการ
ทดลอง 

กลุม่ที� 3 
(n=5) 

วคัซีนเชื �อเป็น (IBD 
Blen®) 

วนัที� 0, 5 และ 10 ของ
การทดลอง 

วนัที� 0 และ 10 ของการ
ทดลอง 

กลุม่ที� 4 
(n=5) 

เชื �อไวรัส vvIBDV-
CU1 

วนัที� 0, 5 และ 10 ของ
การทดลอง 

วนัที� 0 และ 10 ของการ
ทดลอง 

 
4.5 วิธีทางห้องปฎิบัตกิาร  
  
 4.5.1 ตรวจหาสารพันธุกรรม ด้วยวิธี RT-PCR จากเนื 4อเยื�อและการแยกชนิดสาร
พันธุกรรม DNA ที�ได้จาก RT-PCR โดยวิธี RFLP  
 
 ปฏิบตัเิชน่เดียวกบัหวัข้อ 3.3.2และ 3.3.3 
 

4.5.2 การคํานวณค่าอัตราส่วนนํ 4าหนักต่อมเบอร์ซาต่อนํ 4าหนักตัวไก่ (Bursa to 
body weight ratio) 

 
 การปฏิบตัเิชน่เดียวกบัหวัข้อ 3.3.5 
 

4.5.3 การตรวจทางระบบภมิคุ้มกันชนิดพึ�งเซลล์ู  โดยเครื�องตรวจนับเม็ดเลือด 
(flow cytometer) 
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4.5.3.1 การเก็บตัวอย่างเลือด (blood collection) 
 

 เลือดทั �งหมดถกูเก็บจากหลอดเลือดดําที�ปีกของไก่ (brachial vein) ปริมาณ 2 มิลลิลิตร
โดยใสส่ารกนัเลือดแข็งตวั alsever's solution ในอตัราสว่นสารกนัเลือดแข็งตอ่ปริมาตรเลือด 1 : 1 
โดยตวัอยา่งเลือดจะถกูนํามาใช้ในการวิเคราะห์ภายใน 2 ชั�วโมง  
 

4.5.3.2 การแยกเซลล์ลิมโฟไซต์ (lymphocyte isolation) 
 

 นําตวัอย่างเลือดในแต่ละตวัอย่างมาทําการเจือจางด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ (PBS) ที�มี 
BSA 1% เป็นส่วนประกอบในอตัราส่วน 1:1 หลงัจากนั �นเทเลือดปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงบน
สารละลาย ficoll ซึ�งมีความถ่วงจําเพาะ 1.077 (Histopaque-1077, Sigma, St. Louis, MO) 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตรในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั �นนําไปปั�นด้วยความเร็ว 800 x g
นาน 30 นาทีซึ�งจะเกิดการแยกชั �นของเม็ดเลือด พลาสมา และ ชั �นบางๆของเซลล์เม็ดเลือดขาวซึ�ง
อยูต่รงกลาง ดงัแสดงในรูปที� 6 ให้ใช้ปิเปตดดูชั �นดงักล่าวจนหมดและนําไปปั�นล้างอีกสองครั �งด้วย
สารละลายบฟัเฟอร์ (PBS) 4 มิลลิลิตรที� 400 x g  นาน 7 นาทีหลงัจากปั�นล้างครั �งสดุท้ายเก็บ
ตะกอนที�ได้มาเติมสารละลายบฟัเฟอร์ (PBS) ที�มี BSA 1% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และนําไปนบั
จํานวนเซลล์มีชีวิตด้วยแผ่นสไลด์นับเม็ดเลือด(Neubauer counting chamber; Hausser 
Scientific, Blue Bell, Pennsylvania, USA) 
 

 
 
รูปที� 6 การแยกชั �นของเซลล์เม็ดเลือดขาว (lymphocyte)  
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4.5.3.3 การย้อมเซลล์มีชีวิตด้วยสีย้อม trypan blue (test of cell viability) 
 

 ใช้สี trypan blue 0.4%ต่อสารละลาย PBS ที�มีเซลล์เม็ดเลือดขาวในอตัราส่วน 1:1 
หลงัจากนั �นบ่มไว้ที�อุณหภูมิห้องนาน 3 นาทีและทําการนบัเซลล์ที�มีชีวิตซึ�งจะย้อมไม่ติดสีด้วย 
Hemocytometer (Neubauer counting chamber) ควรมีเซลล์ที�มีชีวิตมากกวา่ 95%   
  

4.5.3.4 การนับเม็ดเลือดด้วย Hemocytometer และการคํานวณหาความ
เข้มข้น 

 
 ถ้าเซลล์เม็ดเลือดขาวตกตะกอนควรเขย่าให้เข้ากันก่อน จากนั �นใช้ไมโครปิเปตดูด
สารละลายที�ย้อมสีแล้วปริมาตร 10 ไมโครลิตรนําไปสอ่งด้วยกล้องจลุทรรศน์และนบัเซลล์มีชีวิตซึ�ง
ไมต่ดิสีทั �งสี�มมุของตารางในสไลด์นบัเม็ดเลือด ดงัรูปที� 7 โดยความเข้มข้นของเซลล์ที�นบัได้จะมีคา่
ดงัแสดงในสตูรนี � 
Cell Concentration  = Dilution x (จํานวนเซลล์ลิมโฟไซต์มีชีวิตที�นบัได้ใน 4 ชอ่ง/ 4.0 ) x10 4 
   = ___ cell / ml 

 
ที�มา: Neubauer counting chamber; Hausser Scientific, Blue Bell, Pennsylvania, USA 
รูปที� 7 เครื�อง hemocytometer และตําแหนง่ในการนบัเซลล์ลิมโฟไซต์ 

 
สารแอนตบิอดีต่อผิวเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิด CD4 และ CD3 ที�ใช้ในการทดลองแสดงดังนี 4 

1. mouse anti-chicken CD4-R-PE 
2. mouse anti-chicken CD3-FITC 
(Southern Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama, USA) 
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4.5.3.5 วิธีการย้อมสีเซลล์ลิมโฟไซต์ด้วย สารแอนติบอดีจําเพาะติดสีเรือง
แสง (Dual staining CD4 R-PE and CD3 FITC) 

 
 เตรียมเซลล์ลิมโฟไซต์ที�ความเข้มข้น 1 ล้านเซลล์/มล. ปริมาณ 1 มล. ย้อมด้วยสาร
แอนติบอดีทั �งสองชนิดดังแสดงข้างต้นในอัตราส่วนตามบริษัทผู้ ผลิตแนะนํา จากนั �นบ่มที�
อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาทีในที�มืดหลงัจากนั �นนําไปปั�นล้างด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ (PBS) ที� 
400 x g นาน 7 นาที ตะกอนที�ได้นําไปเติม ddH20 (deionized water) 2 มล. เพื�อกําจดัเม็ดเลือด
แดงที�อาจเหลืออยู่บม่เป็นเวลา 10 นาทีที�อณุหภูมิห้องในที�มืดหลงัจากนั �นปั�นล้างด้วยสารละลาย
บฟัเฟอร์อีก 1 ครั �งที� 400 x g นาน 7 นาทีและเก็บตะกอนเซลล์ที�ได้มาเติมด้วยสารละลายบฟัเฟอร์
หรือเติม 2% paraformaldehyde เก็บไว้ที� 4 ˚C ในที�มืด รอทําการวิเคราะห์ด้วยเครื�องตรวจนบั
เม็ดเลือด (flow cytometry machine) โดยนําตวัอย่างเข้าตรวจวิเคราะห์ในวนัถัดมาไม่เกิน 24 

ชั�วโมงหลงัจากย้อมเซลล์   
 

4.5.3.6 การวิเคราะห์ด้วยเครื�องตรวจนับเม็ดเลือด (Flow cytometer) 
 วิเคราะห์ด้วยแสง อาร์กอนความยาวคลื�น 488 นาโนเมตร โดยแสงสีเขียวของฟลอูอเรส
เซนส์ (fluorescence) จากสารเรืองแสงชนิด FITC ตรวจจบัด้วย FL1 channel (530/30 nm band 
pass filter) และ แสงสีส้มจากสารเรืองแสงชนิด R-PE ตรวจจบัด้วย FL2 channel (585/ 42 nm 
band pass filter) เซลล์ทั �งหมดในแตล่ะตวัอย่างจะถกูนบัด้วยเครื�องทั �งสิ �น 20,000 – 100,000 
เซลล์  
 
4.6 การวิเคราะห์ข้อมลทางสถติิู  
 
 วิเคราะห์คา่ทางสถิติของอตัราส่วนการตรวจพบเชื �อไวรัสด้วย Chi’s square test  และ
วิเคราะห์คา่เฉลี�ยความแตกตา่งระหวา่งกลุม่ของคา่อตัราส่วนนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่
และประชากรลิมโฟไซต์ชนิด helper T lymphocyte  ด้วย ANOVA และ Duncan’s multiple 
range test ที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (p<0.05)  
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4.7 ผลการทดลอง 
 
 4.7.1 ตรวจหาสารพันธุกรรม ด้วยวิธี RT-PCR จากเนื 4อเยื�อของต่อมเบอร์ซา
และการแยกชนิดสารพันธุกรรม DNA ที�ได้จาก RT-PCR โดยวิธีตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จาํเพาะ (RFLP) 
  
 จากการตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชื �อไวรัสไอบีดี ในกลุม่ตา่งๆดงัที�ได้แสดงผลในตารางที� 
12 พบว่าไก่ในกลุ่มที�ได้รับ วคัซีนชนิดอิมมูนคอมเพล็กซ์ วคัซีนเชื �อเป็น (IBD BLEN®) และเชื �อ
ไวรัส vvIBD-CU1 สามารถตรวจพบสารพนัธุกรรมของเชื �อไวรัสไอบีดีด้วยวิธี RT-PCR แสดงให้
เห็นว่าเชื �อไวรัสจาก สเตรน vvIBD-CU1 และเชื �อไวรัสจากวคัซีนสเตรน IBD 2512 ได้เข้าไปเพิ�ม
จํานวนในเนื �อเยื�อของตอ่มเบอร์ซา นอกจากนี �เมื�อนําสารพนัธุกรรมดงักล่าวมาตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จําเพาะ MboI และ BstNI สามารถยืนยนัว่าเชื �อไวรัสไอบีดีจากวคัซีนเชื �อเป็น อิมมนูคอมเพล็กซ์ 
และเชื �อไวรัส vvIBD-CU1ไม่มีการแพร่กระจายข้ามกลุ่มการทดลอง จากตารางที� 12 ที� 0 DPI 
ก่อนการให้วคัซีนไอบีดีหรือเชื �อไวรัสไอบีดี vvIBD-CU1 พบว่าตรวจไม่พบสารพนัธุกรรมของเชื �อ
ไวรัสไอบีดี แสดงให้เห็นว่าไก่เนื �อที�นํามาใช้ในการทดลองนี �ไม่เคยผ่านการสัมผัสเชื �อไวรัสหรือ
วคัซีนไอบีดีมาก่อน ในวนัที� 10 หลงัจากให้เชื �อไวรัสจากวคัซีนไอบีดี IBD 2512 หรือไวรัสไอบีดี 
vvIBD-CU1 พบวา่สามารถตรวจพบสารพนัธุกรรมของเชื �อไวรัสไอบีดีดงัได้แสดงในตารางที� 12 ซึ�ง
เมื�อตรวจสอบสารพนัธุกรรมที�พบโดยตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะดงักล่าวพบว่าไม่มีการปนเปื�อน
ของเชื �อไวรัสไอบีดีข้ามกลุม่การทดลอง 
 
ตารางที� 12 ผลการตรวจหาสารพนัธุกรรมไวรัส IBDV 
 

RT-PCR virus detection Group 
0 DPI 10 DPI 

Gr. 1 negative control 0/5a 

Gr. 2 IBD Transmune® 4/5b 

Gr. 3 IBD BLEN® 5/5b 

Gr. 4 vvIBDV CU-1 

 
 

0/5A 

5/5b 

 

A ; จํานวนไก่ที�ตรวจพบสารพนัธกุรรม/จํานวนไก่ที�ตรวจทั �งหมด 
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a b ; ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 
4.7.2 ค่าอัตราส่วนนํ 4าหนักต่อมเบอร์ซาต่อนํ 4าหนักตัวไก่ (bursa to body weight 

ratio) 
 

 ผลการคํานวณค่าอตัราส่วนนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่ดงัแสดงในตารางที� 13 
โดยไก่ที�ได้รับวคัซีนทั �งสองชนิดคือ อิมมนูคอมเพล็กซ์วคัซีน และวคัซีนเชื �อเป็น (IBD BLEN®) มีคา่
อตัราส่วนนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่ไมแ่ตกตา่งจากกลุม่ควบคมุลบอยา่งมีนยัส ําคญัท
สถิติ ซึ�งแสดงให้เห็นว่าวคัซีนทั �งสองชนิดไม่ส่งผลต่อการเปลี�ยนแปลงขนาดของตอ่มเบอร์ซาเมื�อ
ได้รับวคัซีนไปแล้วเป็นเวลา 10 วนั ในขนาดที�กลุ่มควบคมุบวกซึ�งได้รับเชื �อไวรัสไอบีดีชนิด vvIBD-
CU1 มีอตัราสว่นนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่ตํ�า กว่า กลุ่มอื�นๆ อย่างมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
(p<0.05) แสดงให้เห็นถึงผลของเชื �อไวรัสไอบีดีชนิด vvIBD-CU1 ที�ส่งผลต่อต่อมเบอร์ซาให้มี
ขนาดเล็กลงหลงัจากตดิเชื �อไวรัสแล้ว 10 วนั 
 
ตารางที� 13 คา่เฉลี�ยอตัราสว่นนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่ 
 

Mean bursa/body weight ratios ± SD Group 
0 DPI 10 DPI 

Gr. 1 negative control 1.77 ± 0.24 b 

(n=5) 

Gr. 2 IBD Transmune® 1.70 ± 0.57 b 

(n=5) 

Gr. 3 IBD BLEN®  1.26 ± 0.59 ab 
(n=5) 

Gr. 4 vvIBDV CU-1 

 
 
 

2.34  ± 0.22 
(n=5) 

0.67 ± 0.32 a 
(n=5) 

 

a b ; ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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4.7.3 ผลการตรวจทางระบบภมิคุ้มกันชนิดพึ�งเซลู ล์ โดยวิธี Flow Cytometry 
 

 จากการศกึษาปริมาณเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิด helper T lymphocyte ในกระแสเลือดของไก่
ซึ�งมีการแสดงออกของผิวเซลล์ชนิด CD4+ CD3+ ตอ่อตัราส่วนเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิด T lymphocyte 
cell ทั �งหมดซึ�งแสดงออกของผิวเซลล์ชนิด CD3+ ในวนัที� 5 และ 10 หลงัจากให้วคัซีนทั �งสองชนิด
และเชื �อไวรัสไอบีดีในแตล่ะกลุ่มทดลองแสดงดงัตารางที� 14 โดยพบว่าก่อนการได้รับวคัซีนหรือให้
เชื �อไวรัสไอบีดีที� 0 วนัไก่ในทกุกลุ่มมีคา่เฉลี�ยอตัราส่วนเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิด helper T lymphocyte 
ไม่แตกต่างกันในแต่ละกลุ่มอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ในวนัที� 5 หลงัจากได้รับวคัซีนหรือให้เชื �อ
ไวรัสไอบีดีในแต่ละกลุ่มการทดลอง พบว่าไก่แต่ละกลุ่มมีคา่เฉลี�ยอตัราส่วนเซลล์ลิมโฟไซต์ ชนิด 
helper T lymphocyte ไม่แตกตา่งกนัในแตล่ะกลุ่มอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ เช่นกนัและในวนัที� 
10 หลงัจากได้รับวคัซีนหรือให้เชื �อไวรัสไอบีดีในแตล่ะกลุม่การทดลองพบว่าไก่ในกลุ่มที� 1 2 และ 3 
หรือ กลุ่มควบคมุลบ กลุ่มให้วคัซีนอิมมูนคอมเพล็กซ์ และ กลุ่มให้วคัซีนเชื �อเป็น (IBD BLEN®) 
ตามลําดบัมีคา่เฉลี�ยอตัราสว่นเซลล์ลิมโฟไซต์ ชนิด helper T lymphocyte ไม่แตกตา่งกนัในแตล่ะ
กลุ่มอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที�กลุ่มควบคุมบวกซึ�งให้เชื �อไวรัส vvIBDV-CU1 มี
อตัราส่วนปริมาณ helper T lymphocyte สงูขึ �นมากกว่ากลุ่มอื�นๆโดยสงูกว่ากลุ่มที�ได้รับวคัซีนอิม
มนูคอมเพล็กซ์อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p<0.05) 
 
ตารางที� 14 คา่เฉลี�ยอตัราสว่นเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิด helper T lymphocyte ตอ่ทีลิมโฟไซต์เซลล์   

Mean number of helper T lymphocyte (CD4+ CD3+)/CD3+ ± SD Group 
0 DPI 5 DPI 10 DPI 

Gr. 1 
(Negative ctr) 

51.12 ± 16.39  

(n=5) 
48.41 ± 10.13  

(n=5) 
47.22 ± 7.15 ab 

(n=5) 
Gr. 2 

(Transmune®) 
42.94 ± 10.16  

(n=5) 
36.61 ± 9.67  

(n=5) 
39.66 ± 7.08 a 

(n=5) 
Gr. 3 

(IBD BLEN®) 
54.63 ± 19.83  

(n=5) 
39.40 ± 8.36  

(n=5) 
42.65 ± 8.26 ab 

(n=5) 
Gr. 4 

(vvIBDV-CU1) 
44.41 ± 13.88  

(n=5) 
42.94 ±15.88  

(n=4) 
52.85 ± 7.94 b 

(n=5) 
 

a b : ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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4.7.4 ผลของนํ 4าหนักตัวไก่เฉลี�ยในแต่ละกลุ่ม 
 

 จากการทดลองแสดงคา่เฉลี�ยนํ �าหนกัตวัไก่ในวนัที� 0 และ 10 วนัหลงัจากได้รับวคัซีนหรือ
ให้เชื �อไวรัสไอบีดีซึ�งแสดงดงัตารางที� 15 โดยพบว่าก่อนได้รับวคัซีนหรือให้เชื �อไวรัสไอบีดีไก่ในแต่
ละกลุ่มการทดลองมีค่าเฉลี�ยนํ �าหนกัตวัไก่ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิและหลงัจาก
ได้รับ วคัซีนหรือให้เชื �อไวรัสไอบีดีที� 10 วนัพบว่าไก่ในกลุ่มที� 1 2 และ 3 หรือกลุ่มควบคมุลบ กลุ่ม
ให้วคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ และ กลุ่มให้วคัซีนเชื �อเป็น (IBD BLEN®) ตามลําดบัมีคา่เฉลี�ยนํ �าหนกั 
ตวั ไก่ไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ในขณะที�ไก่ในกลุ่มที� 4 หรือกลุ่มควบคมุบวกซึ�งให้
เชื �อไวรัส vvIBDV-CU1 มีค่าเฉลี�ยนํ �าหนกัตวัที�ตํ �ากวา่กลุม่อื�นๆอยา่งมีนยัส ําคญัทางสถิต ิ
(p<0.05) แตไ่มแ่ตกตา่งจากกลุม่ที� 3 คือกลุม่ให้วคัซีนเชื �อเป็น (IBD BLEN®) 
 
ตารางที� 15 คา่เฉลี�ยนํ �าหนกัตวัไก่ 
 

Mean body weight  ± SD (gram/bird) Group 
0 วนั 10 วนั 

Gr. 1 negative control 1228.00 ± 19.24  

(n=5) 
2044.00 ± 179.80 b 

(n=5) 
Gr. 2 IBD Transmune® 1228.00 ± 19.24  

(n=5) 
2030.00 ± 90.00 b 

(n=5) 
Gr. 3 IBD BLEN®  1228.00 ± 32.71  

(n=5) 
1948.00 ± 153.52 ab 

(n=5) 
Gr. 4 vvIBDV CU-1 1228.00 ± 23.87  

(n=5) 
1800.00 ± 47.43 a 

(n=5) 
 

a b : ตวัอกัษรที�แตกตา่งกนัในคอลมัน์เดีวยกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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4.8 วิจารณ์และสรุปผล 
 
 จากการศกึษานี �พบวา่วคัซีนไอบีดีทั �งชนิด อิมมนูคอมเพล็กซ์ และวคัซีนชนิดเชื �อเป็น (IBD 
BLEN®) ไม่ส่งผลตอ่ขนาดตอ่มเบอร์ซาในไก่ที�ได้รับวคัซีนเมื�อเทียบกบัไก่กลุ่มที�ไม่ได้รับวคัซีนโดย
พบว่าไก่ที�ได้รับวคัซีน อิมมูนคอมเพล็กซ์ มีแนวโน้มขนาดของต่อมเบอร์ซาใหญ่กว่าไก่ในกลุ่มที�
ได้รับวคัซีนเชื �อเป็น (IBD BLEN®) แตไ่ม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ดงัสงัเกตได้
จากคา่อตัราสว่นของตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกั ตวัไก่ใน ตารางที� 9 สอดคล้องกบัการศกึษาก่อนหน้า
นี � Chansiripornchai และ Sasipreeyajan (2005, 2007 และ 2009) นอกจากนี �ยงัสอดคล้องกบั
ผลของวคัซีนไอบีดีตอ่การกดภมูิคุ้มกนัตอ่การได้รับวคัซีนชนิดอื�นๆซึ�งพบวา่ไก่ที�ได้รับวคัซีนชนิดอิม
มูนคอมเพล็กซ์จะไม่ส่งผลรบกวนการได้รับวคัซีนชนิดอื�นจากความเสียหายของต่อมเบอร์ซาซึ�ง
เป็นแหล่งสําคญัในการสร้างแอนติบอดีเนื�องจากมี B lymphocyte อยู่เป็นจํานวนมากในขณะที�
วคัซีนเชื �อเป็นส่งผลรบกวนการให้วคัซีนชนิดอื�นๆมากกว่าจากผลความเสียหายของตอ่มเบอร์ซาที�
มากกวา่ (Kelemen et al., 2000)  
 
 การเปลี�ยนแปลงที�เกิดขึ �นหลงัจากได้รับวคัซีนทั �งชนิด อิมมูนคอมเพล็กซ์ วคัซีนชนิดเชื �อ
เป็น หรือการให้เชื �อไวรัส vvIBDV-CU1 ตอ่ประชากรลิมโฟไซต์ชนิด T cell ในส่วนของ T helper 
cell lymphocyte ในกระแสเลือดพบว่าไม่มีผลเปลี�ยนแปลงปริมาณลิมโฟไซต์ชนิด helper T cell 
ดงักล่าวสอดคล้องกบัการศึกษาอื�นๆที�พบว่าเชื �อไวรัสไอบีดีไม่ส่งผลตอ่ประชากร T cell (Corley 
and Giambrone, 2002) ในกระแสเลือดและในม้าม จากการทดลองนี �ไก่ในกลุ่มที�ให้เชื �อไวรัส 
vvIBDV-CU1 มีอตัราส่วนประชากรลิมโฟไซต์ชนิด T cell ในส่วนของ T helper cell lymphocyte 
ในกระแสเลือดสงูขึ �นกว่ากลุ่มอื�นในวนัที� 10 ของการทดลอง (ตารางที� 14)  เนื�องจากไก่ในกลุ่ม
ดงักล่าวได้รับเชื �อไวรัสไอบีดีชนิด vvIBDV CU-1 ซึ�งก่อให้เกิดความเสียหายของต่อมเบอร์ซา
มากกว่ากลุ่มอื�นจากหลกัฐานของอตัราส่วนนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่ สง่ผลให้มีการ 
เคลื�อนเข้ามาของเซลล์  T lymphocyte จากตอ่มนํ �าเหลืองอื�นๆ เข้าสูก่ระแสเลือดและ แทรกใน 
เนื �อเยื�อของตอ่มเบอร์ซาและก่อให้เกิดความเสียหายของตอ่มเบอร์ซามากขึ �นตามปริมาณของทีลิม
โฟไซต์ที�เข้าแทรก (T lymphocyte infiltration) (Rautenschlein et al., 2002) เช่นเดียวกับ
การศึกษาของ  Sharma และคณะ (2000) พบว่าเมื�อมีการติดเชื �อไวรัสไอบีดีชนิดรุนแรง พบว่า
ตอ่มเบอร์ซาของไก่สามารถตรวจพบการเคลื�อนของ T helper cell lymphocyte เข้ามาจาก 7.2% 
เป็น 47.8 % ในวนัที� 7 หลงัจากติดเชื �อไวรัส จากการศึกษานี �แสดงให้เห็นว่าวคัซีนอิมมูนคอม
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เพล็กซ์ ไมส่ง่ผลตอ่ปริมาณประชากรของ T helper cell lymphocyte สอดคล้องกบัขนาดของตอ่ม
เบอร์ซาที�ไมไ่ด้รับผลกระทบจากการได้รับวคัซีนเมื�อเทียบกบักลุม่ได้รับเชื �อไวรัส vvIBD CU-1 
 
 สรุปได้วา่จากการศกึษานี �พบวา่ วคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ไมส่ง่ผลตอ่อตัราส่วนของนํ �าหนกั 
ตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่ และไมส่ง่ผลตอ่ปริมาณประชากรลิมโฟไซต์ชนิด helper T cell ใน
กระแสเลือด 



บทที� 5 
บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 บทสรุป 

 สรุปการศกึษาครั งนี พบว่าการให้วคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ถือว่ามีความปลอดภัย
ตอ่ลกูไก่แม้ว่าจะได้รับวคัซีนชนิดนี ในลกูไก่อาย ุ1 วนัและวคัซีนดงักล่าวไม่มีประสิทธิภาพในการ
ป้องกนัโรคไอบีดีจากเชื อไวรัส vvIBDV-CU1 การตรวจพบสารพนัธุกรรมของเชื อไวรัสจากวคัซีน 
(IBDV 2512) และไวรัสจากการทดสอบเชื อ (vvIBD CU-1) พบวา่วคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์สามารถ
แพร่กระจายไปที=อวยัวะนํ าเหลืองอื=นๆได้ ได้แก่ตอ่มเบอร์ซา ม้าม และไทมสั โดยสามารถตรวจพบ
สารพนัธุกรรมของเชื อไวรัสได้ในวนัที= 7 และ 14 ของอายไุก่ นอกจากนี ในไก่ที=ตรวจพบวคัซีนใน
ตอ่มเบอร์ซายงัคงสามารถตรวจพบเชื อไวรัสจากการป้อนเชื อ (challenge) คือ vvIBD CU-1 ได้ใน
ต่อมเบอร์ซาเดียวกันแสดงให้เห็นว่าต่อมเบอร์ซาสามารถติดเชื อไวรัสไอบีดีได้มากกว่า 1 ชนิด
แม้ว่าจะได้รับสายพันธุ์จากวัคซีนมาก่อน นอกจากนี ในการศึกษาการตอบสนองของวัคซีนต่อ
ปริมาณประชากรเซลล์ ที ลิมโฟไซต์ ชนิด T helper cell lymphocyte (Th) ในกระแสเลือดพบว่า
เชื อไวรัส IBDV สง่ผลตอ่ระดบัปริมาณประชากร Th ในกระแสเลือดเล็กน้อย ในขณะที=วคัซีนอิมมนู
คอมเพล็กซ์และวคัซีนเชื อเป็นไมมี่ผลกระทบตอ่ปริมาณประชากร Th ในกระแสเลือด  
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 จากการศกึษานี ช่วยยืนยนัถึงความปลอดภยัของวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ตอ่ตอ่มเบอร์ซา
ได้เป็นอยา่งดี ในขณะที=ในเรื=องผลของประสิทธิภาพของวคัซีนในการป้องกนัโรคยงัไม่ชดัเจน แม้ว่า
ไก่ที=ได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์จะตรวจพบการเพิ=มจํานวนของเชื อไวรัสจากวคัซีนได้ในวนัที= 7-
14 วันหลงัจากได้รับวัคซีน แต่ก็ไม่พบการตอบสนองของภูมิคุ้มกันชนิดสารนํ าหรือแอนตบิอดีไต
เตอร์จากวคัซีน ก่อนที=จะมีการป้อนเชื อไวรัส vvIBDV CU-1 ในวนัที= 21 หรือ 28 นอกจากนี การ
ได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ไม่ช่วยป้องกนัความเสียหายของตอ่มเบอร์ซาจากการป้อนเชื อไวรัส 
vvIBDV CU-1 สอดคล้องกบัการศกึษาก่อนหน้าซึ=งพบว่าระดบัแอนติบอดีไตเตอร์เป็นส่วนสําคญั
ในการป้องกันความเสียหายของต่อมเบอร์ซาจากเชื อไวรัสไอบีดี (Chansiripornchai, N. and 
Sasipreeyajan, J. 2005) แม้ว่าไก่ที=ได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ตรวจไม่พบการตอบสนองของ
วคัซีนต่อระดบัแอนติบอดีไตเตอร์ (seroconversion) ก่อนที=จะได้รับการป้อนเชื อไวรัส vvIBDV 
CU-1 แต่การให้วคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์ถือเป็นการนําส่งแอนติเจนให้ลูกไก่ได้รับก่อนที=จะมีการ
ติดเชื อไวรัสโดยที=ภูมิคุ้มกนัจากแม่ (maternal immunity) ไม่ทําลายเชื อไวรัสจากวคัซีน เนื=องจาก
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ปัญหาของวคัซีนเชื อเป็นในปัจจบุนัพบปัญหาการรบกวน (interfere) ของภูมิคุ้มกนัถ่ายทอดจาก
แมไ่ก่ โดยในลกูไก่ที=มี Mab (maternal antibody) สงูในวนัที=ได้รับวคัซีนจะพบการทําลายเชื อไวรัส
จากวคัซีน (neutralize) ในขนาดที=ลกูไก่ที=มี Mab ตํ=าในวนัที=ได้รับวคัซีนจะมีความเสี=ยงสงูตอ่การตดิ
เชื อไวรัสไอบีดี ดงันั นการให้วคัซีน อิมมูนคอมเพล็กซ์ถือเป็นรูปแบบหนึ=งในการนําส่งวคัซีนที=มี
ประสิทธิภาพ และสามารถแนใ่จได้วา่ลกูไก่ทกุตวัได้รับวคัซีน  
 การให้วคัซีนเชื อเป็นซํ าในลกูไก่ที=ได้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์อาจชว่ยให้การได้รับวคัซีน 
ป้องกนัโรคไอบีดีมีประสิทธิภาพสงูขึ นโดยอาศยัแนวคิดการกระตุ้นซํ าของระบบภมูิคุ้มกนัโดยไก่ที= 
ได้รับการกระตุ้นซํ าจะมีการตอบสนองของภมูิคุ้มกนัที=สงูกวา่ปกตจิาก ลิมโฟไซต์ชนิดจดจํา  
(memory cell) ทั ง บี เซลล์ และ ที เซลล์ เพื=อเพิ=มประสิทธิภาพในการป้องกนัโรคในฟาร์มเลี ยงไก่
เนื อ 
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ภาคผนวก ก. ข้อมลการทดลองไก่รายตัวจากู การทดลองที� 1. 
 

ตารางที
 16 นํ �าหนกัตวัไก่ รายตวัในแตล่ะกลุม่การทดลองเมื
อได้รับการป้อนเชื �อไวรัส  vvIBD-CU1 
ในวนัที
 21 ของอายไุก่ 

Day 21* (0 DPI**)  

Group 1A Group 2A Group 3A Number 

1A/1 1A/2 1A/3  2A/1  2A/2 2A/3 3A/1 3A/2 3A/3 

1 720 710 690 720 690 650 700 730 740 

2 690 720 680 700 720 740 710 700 720 
3 680 690 720 720 730 720 730 690 610 

4 720 680 710 700 700 720 690 730 720 

5 700 720 680 730 720 670 730 700 700 

6 700 700 710 610 610 700 710 660 700 

7 680 680 690 730 730 700 660 720 660 

Day 25 (4 DPI) 

Group 1A Group 2A Group 3A Number 

1A/1 1A/2 1A/3  2A/1  2A/2 2A/3 3A/1 3A/2 3A/3 

1 900 900 930 980 1030 970 960 970 950 

2 900 870 960 1000 930 940 960 880 1000 
3 900 890 900 990 930 970 910 990 1050 

4 950 980 930 950 980 960 930 980 850 

5 920 1000 900 820 990 950 930 1000 900 

6 830 890 870 890 940 920 950 950 900 

7 930 920 940 910 830 900 950 950 950 

Day 31 (10 DPI) 

Group 1A Group 2A Group 3A Number 

1A/1 1A/2 1A/3  2A/1  2A/2 2A/3 3A/1 3A/2 3A/3 

1 1310 1240 1380 1360 1200 1350 1390 1360 1390 
2 1280 1310 1220 1340 1390 1310 1410 1380 1280 

3 1300 1250 1360 1290 1310 1340 1390 1200 1420 

4 1280 1380   1200 1350   1360 1250   
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* ; ได้รับการให้เชื �อพิษที
อาย ุ21 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที
 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื �อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation  

 

ตารางที
 17 นํ �าหนกัตวัไก่ รายตวัในแตล่ะกลุม่การทดลองเมื
อ ได้รับการป้อนเชื �อไวรัส  vvIBD-
CU1 ในวนัที
 28 ของอายไุก่ 

Day 28*  (0 DPI**)  

Group 1B Group 2B Group 3B Number  

1B/1  1B/2  1B/3  2B/1  2B/2 2B/3 3B/1 3B/2 3B/3 

1 880 860 890 870 880 880 880 890 880 

2 890 960 940 890 890 890 890 890 890 

3 980 910 900 900 900 900 900 900 900 
4 890 950 960 920 900 900 910 900 900 

5 920 880 980 930 930 930 930 940 930 

6 970 990 870 960 940 940 950 940 940 

7 920 900 910 980 980 980 1010 1000 1000 

Day 32  (4 DPI) 

Group 1B Group 2B Group 3B Number 

1B/1  1B/2  1B/3  2B/1  2B/2 2B/3 3B/1 3B/2 3B/3 

1 1200 1270 1260 1200 1260 1230 1180 1180 1210 

2 1140 1150 1200 1230 1250 1130 1260 1190 1160 
3 1270 1300 1180 1180 1200 1180 1310 1320 1180 

4 1260 1160 1150 1220 1200 1320 1300 1270 1330 

5 1210 1100 1200 1140 1210 1230 1320 1260 1340 

6 1210 1180 1140 1210 1220 1300 1000 1350 1330 

7 1140 1240 1260 1330 1200 1250 1180 1270 1380 

Day 38 (10 DPI) 

Group 1B Group 2B Group 3B Number 

1B/1  1B/2  1B/3  2B/1  2B/2 2B/3 3B/1 3B/2 3B/3 

1 1310 1370 1360 1450 1210 1350 1570 1500 1580 
2 1320 1390 1360 1100 1450 1470 1630 1630 1540 

3 1310 1290 1440 1520 1500 1570 1640 1480 1550 

4 1200 1260   1510 1560   1500 1580   
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* ; ได้รับการให้เชื �อพิษที
อาย ุ28 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที
 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื �อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation  
 
ตารางที
 18 อตัราสว่นของนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่ ระหวา่งกลุม่ที
ได้รับวคัซีนอิม มนู

คอมเพล็กซ์ และไมไ่ด้รับวคัซีนอิมมนูคอมเพล็กซ์รายตวั 
 

Bursa/body weight ratios Group Number  
 Day 7 Day 14  Day 21  Day 28  

1 1.06 1.93 1.89 2.43 

2 1.37 1.37 2.03 2.54 

3 1.04 1.46 2.11 2.35 

4 1.30 1.71 1.22 1.59 

5 1.26 1.70 1.80 1.64 

6   2.86 2.23 

7   2.69 2.51 

8   2.24 2.82 

9   1.97 1.62 

Vaccine 

10   3.09 1.80 

1 2.00 1.97 1.94 1.95 

2 1.63 1.89 1.47 2.90 

3 1.21 2.34 1.84 1.45 

4 1.46 1.44 1.39 2.14 

5 1.66 1.53 1.55 2.75 

6   1.72 2.02 

7   1.69 2.16 

8   2.45 2.81 

9   1.60 3.14 

None 
vaccine 

10   1.59 2.16 
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ตารางที
 19 อตัราสว่นของนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่ รายตวัในแตล่ะกลุม่การ 
ทดลองเมื
อ ได้รับการป้อนเชื �อไวรัส vvIBD-CU1 ในวนัที
 21 ของอายไุก่ 
 

Bursa/body weight ratios 

21 day*, 0 DPI** 25 day, 4 DPI 31 day, 10 DPI Number  
 
 

Gr. 
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

Gr. 
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

Gr. 
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

1 1.89 1.94 1.44 1.16 1.94 0.53 0.95 2.17 

2 2.03 1.47 2.07 0.70 2.21 0.63 0.45 1.28 

3 2.11 1.84 1.79 0.99 1.80 0.36 0.54 0.76 

4 1.22 1.39 1.26 1.52 1.97 0.50 0.34 1.25 

5 1.80 1.55 2.23 2.11 1.98 0.64 0.56 1.53 

6 2.86 1.72 1.79 1.16 1.56 0.56 0.71 1.52 

7 2.69 1.69 0.96 0.97 1.66 0.45 0.44 1.23 

8 2.24 2.45 1.95 1.39 1.26 0.63 0.46 1.15 

9 1.97 1.60 2.46 1.51 1.49 0.32 0.68 2.27 

10 3.09 1.59 2.27 1.10 1.87 0.96 0.51 1.58 
 

* ; ได้รับการให้เชื �อพิษที
อาย ุ21 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที
 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื �อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation  
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ตารางที
 20 อตัราสว่นของนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่ รายตวัในแตล่ะกลุม่การ 
ทดลองเมื
อ ได้รับการป้อนเชื �อไวรัส vvIBD-CU1 ในวนัที
 28 ของอายไุก่ 
 

Bursa/body weight ratios 

28 day*, 0 DPI** 32 day, 4 DPI 38 day, 10 DPI Number 
 
 

Gr. 
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

Gr. 
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

Gr. 
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

1 2.43 1.94 1.01 1.30 1.68 0.52 0.36 0.99 

2 2.54 2.90 1.46 0.93 1.07 0.43 0.74 1.30 

3 2.35 1.45 1.11 1.22 1.42 0.37 0.54 1.14 

4 1.59 2.14 1.18 2.50 1.40 0.40 0.61 0.91 

5 1.64 2.75 2.00 2.30 1.19 0.50 0.39 0.74 

6 2.23 2.01 0.79 0.94 1.45 0.43 0.69 1.63 

7 2.50 2.16 2.47 2.76 2.52 0.44 0.64 1.30 

8 2.82 2.81 0.98 1.32 0.61 0.50 0.65 0.69 

9 1.62 3.14 0.94 1.60 1.32 0.45 0.70 1.87 

10 1.80 2.15 2.33 1.69 0.81 0.49 0.44 1.09 

 
* ; ได้รับการให้เชื �อพิษที
อาย ุ28 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที
 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื �อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation  
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ตารางที
 21 คะแนนรอยโรคทางจลุพยาธิวิทยารายตวัเมื
อได้รับการป้อนเชื �อไวรัส  vvIBDV-CU1 ที

อาย ุ21 วนั 
 

Histopathological lesion score 

21 day*, 0 DPI** 25 day, 4 DPI 31 day, 10 DPI Number  
 
 

Gr. 
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

Gr.  
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

Gr.  
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

1 0 0 3 4 0 3 4 0 

2 0 0 4 4 0 4 4 0 

3 0 0 4 5 0 4 4 0 

4 0 0 5 5 0 4 4 0 

5 0 0 5 5 0 4 4 0 

6 0 0 4 4 0 

7 0 0 4 5 0 

8 0 0 4 5 0 

9 0 0 5 5 0 

10 0 0 

ND 1 
 
 5 5 0 

 
* ; ได้รับการให้เชื �อพิษที
อาย ุ21 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที
 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื �อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation  
1 = Not done 
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ตารางที
 22 คะแนนรอยโรคทางจลุพยาธิวิทยารายตวัเมื
อได้รับการป้อนเชื �อไวรัส  vvIBDV-CU1 ที

อาย ุ28 วนั 
 

Histopathological lesion score 

28 day*, 0 DPI** 32 day, 4 DPI 38 day, 10 DPI Number 
 
 

Gr. 
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

Gr. 
1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

Gr. 
 1B 

Gr. 
2B 

Gr. 
3B 

1 0 0 4 4 0 3 4 0 

2 0 0 4 4 0 3 4 0 

3 0 0 4 4 0 4 4 0 

4 0 0 4 4 0 4 4 0 

5 0 0 4 4 0 4 5 0 

6 0 0 4 5 0 5 5 0 

7 0 0 5 5 0 5 5 0 

8 0 0 5 5 0 5 5 0 

9 0 0 5 5 0 5 5 0 

10 2 1 5 ND1 2 5 5 0 

 
* ; ได้รับการให้เชื �อพิษที
อาย ุ28 วนั และเก็บข้อมลูตา่งๆที
 4 วนั และ 10 วนัหลงัจากให้เชื �อพิษ 
** ; DPI = Days post inoculation  
1 = Not done 
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รูปที
 8 แถบสารพนัธุกรรม DNA ของไวรัสไอบีดีเมื
อ M = Marker ; 1 = IBDV  
 

 
 
 

รูปที
 9 แถบสารพนัธุกรรม DNA ของไวรัสไอบีดีเมื
อถกูตดัด้วย enzyme ตดัจําเพาะ Mbo1 โดยวิธี 
RFLP M = Marker ; 1 และ 2 = IBDV 2512 ; 3 และ 4 = vvIBDV-CU1 
 
 

402 bp 
362 bp 
232 bp 
192 bp 

  M                1     2     3    4 

743 bp 

    M              1 
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รูปที
 10 แถบสารพนัธุกรรม DNA ของไวรัสไอบีดีเมื
อถกูตดัด้วย enzyme ตดัจําเพาะ BstN1โดย
วิธี RFLP M = Marker ; 1 = IBDV 2512 ; 2 = vvIBDV-CU1 ; 3 = พบทั �งสองสายพนัธุ์ 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

424 bp 

 
 

172 bp 
159 bp 
139 bp 

M       1        2        3 



 66 

ภาคผนวก ข ข้อมลการทดลองไก่รายตัวจากู การทดลองที� 2. 
 

ตารางที
 23. นํ �าหนกัตวัไก่รายตวัในวนัเริ
มต้นและสิ �นสดุการทดลอง 

Body weight (gram/bird) 
No.a Day 22 (0 DPI*) Day 32 (10 DPI) 

1 1200 1840 

2 1220 2150 

3 1250 2280 

4 1230 1900 

5 1240 2050 

6 1200 1950 

7 1220 2060 

8 1250 2120 

9 1230 1920 

10 1240 2100 

11 1180 1960 

12 1220 2090 

13 1270 2100 

14 1230 1840 

15 1240 1750 

16 1200 1770 

17 1210 1880 

18 1260 1800 

19 1230 1790 

20 1240 1760 
a = หมายเลขตวัไก่ลําดบัที
 1-5 จดัเป็นกลุม่ที
 1 ; หมายเลข  6–10 จดัเป็นกลุม่ที
 2 ; หมายเลข 11-
15 จดัเป็นกลุม่ที
 3 ; หมายเลข 16-20 จดัเป็นกลุม่ที
 4 
* ; DPI = Days post inoculation  
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ตารางที
 24. อตัราส่วนนํ �าหนกัตอ่มเบอร์ซาตอ่นํ �าหนกัตวัไก่รายตวั 

bursa/body weight ratios 

Day 22  (0 DPI*) Day 32 วนั (10 DPI) 
ตวัที
 

 
 Gr. 1 Gr. 2 Gr. 3 Gr. 4 Gr. 1 Gr. 2 Gr. 3 Gr. 4 

1 2.24 2.04 1.97 1.35 1.16 

2 2.19 1.77 1.03 2.17 0.48 

3 2.20 1.64 2.52 1.28 0.68 

4 2.72 2.01 1.41 0.95 0.74 

5 2.34 1.50 1.58 0.57 0.31 

; DPI = Days post inoculation  
 
ตารางที
 25.  ผลการนบัเซลล์ลิมโฟไซต์ด้วยเครื
องนบัเม็ดเลือดโฟลไซโตมิเตอร์จากเลือดไก่ในแต่
ละอาย ุ

Day  22  (0 DPI*) 

No.a CD4+CD3+ CD4-CD3+ CD3+ %Th cell [(CD3+/CD4+CD3+) x 100)] 

1 39 52 91 42.86 

2 894 398 1292 69.20 

3 83 222 305 27.21 

4 352 275 627 56.14 

5 736 487 1223 60.18 

6 351 387 738 47.56 

7 143 189 332 43.07 

8 1499 1185 2684 55.85 

9 266 676 942 28.24 

10 116 174 290 40.00 

11 309 124 433 71.36 

12 749 295 1044 71.74 

13 792 453 1245 63.61 

14 57 110 167 34.13 
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No. CD4+CD3+ CD4-CD3+ CD3+ %Th cell [(CD3+ /CD4+CD3+) x 100)] 

15 217 455 672 32.29 

16 88 148 236 37.29 

17 359 213 572 62.76 

18 511 493 1004 50.90 

19 491 597 1088 45.13 

20 67 191 258 25.97 

Day  27  (5 DPI) 

No. CD4+CD3+ CD4-CD3+ CD3+ %Th cell [(CD3+ /CD4+CD3+) x 100)] 

1 2264 1836 4100 55.22 

2 1572 1212 2784 56.47 

3 1849 2589 4438 41.66 

4 2098 4100 6198 33.85 

5 4377 3604 7981 54.84 

6 1043 3295 4338 24.04 

7 2814 2946 5760 48.85 

8 2393 3260 5653 42.33 

9 2305 3928 6233 36.98 

10 1920 4301 6221 30.86 

11 3331 3792 7123 46.76 

12 1639 1785 3424 47.87 

13 546 1350 1896 28.80 

14 1982 4010 5992 33.08 

15 2414 3545 5959 40.51 

16 1863 2014 3877 48.05 

17 2168 2341 4509 48.08 

18 1499 1185 2684 55.85 

19 733 2977 3710 19.76 
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Day 32  (10 DPI) 

No. CD4+CD3+ CD4-CD3+ CD3+ %Th cell [(CD3+ /CD4+CD3+) x 100)] 

1 12565 11787 24352 51.60 

2 12323 16260 28583 43.11 

3 13037 11787 24824 52.52 

4 9410 16342 25752 36.54 

5 12464 11343 23807 52.35 

6 12023 14898 26921 44.66 

7 11415 16565 27980 40.80 

8 8199 15736 23935 34.26 

9 8710 19582 28292 30.79 

10 12882 14064 26946 47.81 

11 12048 18324 30372 39.67 

12 12714 14965 27679 45.93 

13 11856 21155 33011 35.92 

14 10958 19314 30272 36.20 

15 13277 12637 25914 51.23 

16 14145 11312 25457 55.56 

17 14655 8375 23030 63.63 

18 12361 10913 23274 53.11 

19 10446 14738 25184 41.48 

20 13959 11510 25469 54.81 
a = หมายเลขตวัไก่ลําดบัที
 1-5 จดัเป็นกลุม่ที
 1 ; หมายเลข  6–10 จดัเป็นกลุม่ที
 2 ; หมายเลข 11-
15 จดัเป็นกลุม่ที
 3 ; หมายเลข 16-20 จดัเป็นกลุม่ที
 4 
* ; DPI = Days post inoculation 
 



ประวัตผ้ิเขียนวิทยานิพนธ์ู  

 

น.สพ.  วิสทุธิ ระวิเวช เกิดเมื�อวนัที��  29 ตลุาคม 2526 ที�จงัหวดักรุงเทพฯ สําเร็จการศกึษา
ระดบัปริญญาตรี วฒุิการศึกษาสตัวแพทยศาสตรบณัฑิต จากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เมื�อปี
การศกึษา 2551 จากนั 4นเข้าทํางานตําแหน่งสตัวแพทย์โครงการ หน่วยปฏิบตัิการวิจยัสขุภาพสตัว์
ปีก ภาควิชาอายรุศาสตร์ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปี พ.ศ. 2551 และ
เข้ารับศกึษาตอ่ระดบัปริญญาโทที�คณะสตัวแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในสาขาอายรุ
ศาสตร์สตัวแพทย์ แขนงวิชาอายรุศาสตร์สตัว์ปีก ในปี พ.ศ. 2552 ด้วยทุนของหน่วยปฏิบตัิการ
วิจัยสุขภาพสัตว์ปีก ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ทนุอุดหนุนการทําวิทยานิพนธ์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ปีการศึกษา 2553 และทุน 90 ปี 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั รุ่นที� 16 (3/2554) ภาคการศกึษาปลาย ปีการศกึษา 2553 มีผลงาน
ทางด้านวิชาการทั 4งสิ 4น 3 เรื�อง ได้แก่ เรื�องที� 1. ชื�อเรื�อง “Comparison of the efficacy of 
enrofloxacin against Escherichia coli or Pasteurella multocida infection in chickens.” 
เรื�องที� 2. ชื�อเรื�อง “The efficacy of Escherichia coli aroA-live vaccine in broilers against 
avian E. coli serotype o78 infection.” เรื�องที� 3. ชื�อเรื�อง “The efficacy of tilmicosin against 
brolier chickens infected with Mycoplasma gallisepticum isolated in Thailand.” โดย
ผลงานทั 4งหมดเกิดขึ 4นในปี 2551-2553 ในขณะปฏิบตัิงานอยู่ในหน่วยปฏิบตัิการวิจยัสขุภาพสตัว์
ปีก ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปัจจุบนัผู้ เขียน
ทํางานอยู่ ณ มหาวิทยาลยัมหิดล คณะวิทยาศาสตร์ ตําแหน่งสตัวแพทย์ประจําศนูย์สตัว์ทดลอง 
(The central of animal facility; CAF) 
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