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กิตติกรรมประกาศ 
 

ขอขอบคุณกองทุนรัชดาภิเษกสมโภชที่ใหการสนับสนุนเงินทุนในการวิจัยในครั้งนี้ 
เจาหนาที่ประจําหองปฏิบัติการ ภาควิชาอายุรศาสตร ในการอํานวยความสะดวกการทํางาน
วิจัย เจาหนาที่ หนวยเครื่องมือกลาง คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ที่อํานวยความ
สะดวกในการเชาบริการเครื่องมือ คุณวรินตรา  ยอดไธสง คุณแสงแข  พงษธเนศ  และคุณ
ศิริวรรณ  ลักษณียกร ที่เปนธุระในการทําเชื้อไวรัสใหบริสุทธิ์ คุณเสาวลักษณ  อรรคนิวาส ใน
การประสานงานกับ บริษัท สหฟารม จํากัด และขอขอบคุณ บริษัท สหฟารม จํากัด ในการ
อํานวยความสะดวกทางดานหองปฏิบัติการ ตลอดจนทุกๆ ทาน ที่ใหความชวยเหลือจนทําให
งานวิจัยในครั้งนี้สําเร็จลุลวงดวยดี  
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บทคัดยอ 

 
 โรคหลอดลมอักเสบติดตอ เปนโรคติดเชื้อไวรัสในไก กอใหเกิดความเสียหายทาง
เศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเปนอยางมาก การตรวจหาระดับภูมิคุมกันตอไวรัสชนิด
นี้จากซีรัมไกมีความสําคัญ และถือเปนการปฏิบัติงานปรกติของนายสัตวแพทยผูควบคุมฟารม
สัตวปก เพื่อจุดประสงคในการตรวจติดตามระดับภูมิคุมกันตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอที่
ถายทอดมาจากแม วาอยูในระดับที่สามารถปองกันโรคในลูกไกไดหรือไม และยังเปนการ
บอกชวงเวลาที่เหมาะสมในการจัดทําโปรแกรมวัคซีน ปจจุบัน หองปฏิบัติการสวนใหญ นยิม
ใชวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) โดยนําเขาชุดทดสอบสําเร็จรูปเชิง
พาณิชยจากตางประเทศ ดังนั้น งานวิจัยจึงมีวัตถุประสงคในการพัฒนาชุดทดสอบ ELISA โดย
การเตรียมเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่บริสุทธิ์ โดยชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้น มีขอดีคือ การ
ใชแอนติเจนสําหรับเคลือบเพลตชนิดเดียวกับเชื้อไวรัสที่ใชทําวัคซีนในฟารม ซ่ึงใหผล
สอดคลองกับชุดทดสอบสําเร็จรูปเชิงพาณิชย โดยมีความจําเพาะที่ดี สามารถใหผลการ
ทดสอบซ้ําได และมีตนทุนการทดสอบที่ถูกกวาเดิม ชวยลดการนําเขาสินคาจากตางประเทศ 
นอกจากนี้ ผูวิจัย ยังสามารถพัฒนาเทคนิค Haemagglutination inhibition สําหรับการทดสอบ
ระดับภูมิคุมกันตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอไดเชนกัน โดยวิธีการทดสอบนี้มีประโยชนคือ 
สามารถนําไปใชในการจําแนกสายพันธุของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่มีการระบาดใน
พื้นที่ได  
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Abstract 
 Infectious bronchitis (IB), caused heavy economic losses in poultry industry, is an 
infectious disease of poultry. Determination of antibody in serum against Infectious 
bronchitis virus (IBV) is important and be the routinely work for the poultry veterinary 
practitioner. The aim of maternal derived antibody monitoring against IBV is to know the 
level of protective maternal antibody in chicks and to suggest the appropriate time for 
arranging a vaccination program. Normally, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
imported from abroad, was used for IBV antibody detection. The objective of this work is to 
develop the ELISA test kit by using the purified IBV virus. The advantage of the developed 
test kit is using the antigen for coating plate in the same strain of virus that vaccination in 
farms. The developed test kits provided the result of antibody titer accord to the commercial 
test kit. Also, the developed test kit showed the good specificity, reproducibility and lower 
cost comparing to the commercial test kit and may reduce the imported test kit in the near 
future. Furthermore, the researcher also developed the Haemagglutination inhibition 
technique for testing antibodies against IBV that frequently outbreaks in Thailand.  
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่              หนา 
ตารางที่ 1   อัตราการตายของตัวออนไขฟกภายหลังการฉีดเชื้อไวรัส                                     20 
      จากวัคซีนสายพันธุตางๆ 
ตารางที่ 2   คาการดูดกลืนแสง (OD) จากการทดสอบดวยชุด Bio-Rad DC Protein Assay     23 
ตารางที่ 3   การเปรียบเทียบคา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA             25 
      ระหวางการเคลือบเพลทดวยโปรตีนของไวรัส IB สายพันธุ H120  
                    ความเขมขน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตารางที่ 4   คา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA จํานวน 3 คร้ัง             26 
ตารางที่ 5   แสดงคา OD จากการทดสอบ ELISA ตอเชื้อตางๆ และตัวอยางควบคุมผล          27 

ตารางที่ 6   คา OD จากการทดสอบ IBV ELISA ที่พัฒนาขึ้นกับซีรัมลูกไก 10 ตัว           28 
     ที่อายุตางๆ  

ตารางที่ 7   ความสัมพันธระหวางผลการทดสอบดวยชุด ELISA ที่พัฒนาขึ้นเอง           29 
      และชุดทดสอบเชิงการคา 
ตารางที่ 8   ผล HI titer จากการทดสอบ HI ดวยแอนติเจนสายพันธุตางๆ           32 
ตารางที่ 9   คาเฉลี่ย HI จากการทดสอบ HI กับซีรัมไก 4 ฝูง             33 

ตารางที่ 10 เปรียบเทียบคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA และคาเฉลี่ย HI titer          34 
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สารบัญแผนภูม ิ
 

แผนภูมิท่ี               หนา 
แผนภูมิที่ 1  แผนภูมิมาตรฐานสําหรับการคํานวณความเขมขนโปรตีน           24 
แผนภูมิที่ 2  การเปรียบเทียบความแตกตางคา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA           25 
       ระหวางการเคลือบเพลทดวยโปรตนีของไวรัส IB สายพันธุ H120   
                    ความเขมขน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
                    กับซีรัมเจือจางระดับ 1: 50, 1: 100, 1: 200 และ 1: 400 
แผนภูมิที่ 3  แสดงคา OD ELISA ชุดทดสอบที่เคลือบเพลท ELISA             26 
                    ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
แผนภูมิที่ 4  แสดงความแตกตางของคา OD จากการทดสอบ IBV ELISA           27 
                    ที่พัฒนาขึ้นตอเชื้อตางๆ และตัวอยางควบคมุผลลบ 

แผนภูมิที่ 5  แสดงการลดลงของคา OD จากการทดสอบ IBV ELISA กบัลูกไก          28 
       ซ่ึงอายุเพิม่ขึ้น 

แผนภูมิที่ 6  คา OD ELISA ระหวางการทดสอบดวยชุดทดสอบ BioChek            29 
                    และชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นเองกับซีรัมที่ระดับความเจือจาง 1: 50,  
       1: 100, 1: 200, 1; 400 และ 1: 800 
แผนภูมิที่ 7  แสดงคา OD ELISA ชุดทดสอบที่เคลือบเพลท ELISA             30 
                    ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์  2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กับคา OD  

      จากชุดทดสอบทางการคา 
แผนภูมิที่ 8  แสดงการเปรียบเทียบคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA           33  

       และคาเฉลี่ย HI titer 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพ                            หนา 
ภาพที่ 1   โครงสรางของไวรัสกลุมโคโรนาไวรัส                          11 
ภาพที่ 2   ลักษณะการเปลี่ยนแปลงที่สําคัญของตัวออน              21 
                ภายหลังการฉีดเชือ้ไวรัส สังเกตลักษณะแคระแกรน  
                และการมวนตวัของตัวออน เมื่อเปรียบเทียบกบัตัวออนดานขวามือ 
ภาพที่ 3   ลักษณะการเปลี่ยนแปลงอวัยวะภายในที่สําคัญของตัวออน            21 
                ภายหลังการฉีดเชือ้ไวรัส  
ภาพที่ 4   ผลการยืนยนัการตดิเชื้อ IBV ดวยปฏิกิริยา RT-PCR             22 
                เมื่อนําผลผลิตมาแยกใน 1% agarose gel electrophoresis  
ภาพที่ 5   ผลการทดสอบ HA จากแอนติเจนที่ผานการบําบัด             23 
                ดวยเอนไซม phospholipase C และ neuraminidase  
ภาพที่ 6   ผลการเตรียมแอนติเจนความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร           30 

ภาพที่ 7   ผลทดสอบ HI จากซีรัมไก                           31 
ภาพที่ 8   ผลการเตรียมแอนติเจนความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร           32 
ภาพที่ 9   ผลทดสอบ HI จากซีรัมไก (แถว A-D ซีรัมไกฝูงที่ 4,             33 
               แถว E, F ซีรัมไกที่ใชเปน Positive control ในวธีิทดสอบ ELISA,  
               แถว G    ซีรัมที่ใชเปน Negative control ในวิธีทดสอบ ELISA) 
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บทนํา 
 อุตสาหกรรมการผลิตไก เปนอุตสาหกรรมที่สรางรายไดใหกับประเทศไทยเปน
จํานวนมากในแตละป จากการสงออกเนื้อไก และผลิตภัณฑ สามารถนําเงินตราเขาสูประเทศ
ไดมูลคาหลายหมื่นลานบาท เมื่อป พ.ศ. 2546 ประเทศไทยสามารถสงออกทั้งเนื้อไกสด และ
เนื้อไกแปรรูปสูงถึง 499,384 ตนั คิดเปนมูลคากวา 40,690 ลานบาท ประเทศไทยยังเคยเปน
ผูผลิตไกเนื้อมากเปนอันดับ 7 ของโลก เปนผูสงออกเนื้อไก และผลิตภัณฑรายใหญเปนอันดับ 
4 ของโลก รองจากสหรัฐอเมริกา บราซิล และสหภาพยุโรป 
 โรคหลอดลมอักเสบติดตอเปนโรคตามระบบทางเดินหายใจ ที่สรางความเสียหายตอ
อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกทั่วโลกทั้งไกเนื้อ ไกไข และไกพันธุ การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอ
ไวรัสนี้จากซีรัมไก มีความสําคัญ และถือเปนการปฏิบัติงานปกติของสัตวแพทยผูประกอบการ
ฟารมสัตวปก เพื่อจุดประสงคในการตรวจติดตามระดับภูมิคุมกันตอโรคหลอดลมอักเสบ
ติดตอที่ถายทอดมาจากแม วาอยูในระดับที่สามารถปองกันโรคในลกูไกไดหรือไม และยังเปน
การบอกชวงเวลาที่เหมาะสมในการจัดทําโปรแกรมวัคซีน นอกจากนี้ยังสามารถใชผลการ
ตรวจทางซีรัมวิทยาในการตรวจสอบวิธีการทําวัคซีนวามีประสิทธิภาพดีพอในการปองกันโรค
หรือไม นอกจากวัตถุประสงคสําหรับการตรวจติดตามโรค ระดับแอนติบอดีตอโรคหลอดลม
อักเสบติดตอยังสามารถใชในการบอกสภาวะการติดเชื้อของไกตอโรคหลอดลมอกัเสบติดตอ
ไดดวย ปจจุบันวิธีการที่ใชในการตรวจสอบระดับแอนติบอดีตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอที่
นิยมใชคือ วิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เนื่องจากเปนวิธีการที่สะดวก 
และไมยุงยาก และที่สําคัญวิธีการนี้สามารถบอกระดับของแอนติบอดีไดดี ซ่ึงสามารถใชใน
การเปรียบเทียบระดับแอนติบอดีในชวงอายุและกับฝูงไกตางๆได  ชุดทดสอบสําเร็จรูปที่ใชใน
ปจจุบัน เปนชุดทดสอบที่นําเขามาจากตางประเทศ ซ่ึงมีราคาแพง ดังนั้นการพัฒนาชุดทดสอบ
ตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอข้ึนใชเองภายในประเทศนับวามีความสําคัญ ในการลดคาใชจาย 
สรางองคความรูภายใน ประเทศ และยังไดชุดทดสอบ ELISA ที่ใชทดสอบกับไวรัสที่แพร
ระบาดในพื้นที่ประเทศไทยและในภูมิภาค ซ่ึงอาจเปนที่นิยมใชภายในภูมิภาคเอเชียตะวันออก
เฉียงใตในอนาคต การทดลองนี้มีวัตถุประสงคในการศึกษาและพัฒนาเทคนิคในการเตรียมชุด
ทดสอบ ELISA เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอโรคหลอดลมอักเสบในไก ซ่ึงอาจชวยลดการนําเขา
ชุดทดสอบสําเร็จรูปในอนาคต และ เพื่อเปรียบเทียบชุดทดสอบ ELISA ที่เตรียมขึ้นกับวิธี 
Haemagglutination Inhibition (HI) และชุดทดสอบ ELISA ที่ผลิตในเชิงพาณิชย  
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วัตถุประสงค 
1. การพัฒนาเทคนิคในการเตรียมชุดทดสอบ ELISA เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอโรค

หลอดลมอักเสบในฟารมไก 
2. การพัฒนาเทคนิค HI เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอโรคหลอดลมอักเสบในฟารมไก 
 

การสํารวจแนวคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของ 
โรคหลอดลมอักเสบติดตอ (infectious bronchitis; IB) เปนโรคติดเชื้อไวรัสในไกที่มี

การระบาดอยางรวดเร็ว และกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก
เปนอยางมาก โรคนี้เปนโรคติดเชื้อของระบบทางเดินหายใจ  (Parsons et al., 1992) โดยเฉพาะ 
ไกอายุนอยมีอาการปวยรุนแรง และอัตราตายสูงกวาไกอายุมาก (Animas et al., 1994) ไกเปน
สัตวเพียงชนิดเดียวที่สามารถติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ได ไกไขจะมีอาการทางระบบหายใจนอยกวา
ไกเล็ก แตจะสรางความเสียหายตอผลผลิตไขไกที่ลดลง และคุณภาพของฟองไขไก นอกจาก
การกอโรคในระบบทางเดินหายใจแลว ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอหลายชนิด กอใหเกิดรอย
โรคที่ไต (nephropathogenic infectious bronchitis) พบลักษณะไตอักเสบ (nephritis) ขยาย
ใหญ สีซีด และมีการสะสมของยูเรต (urate) ในทอไต พบไดทั้งไกเนื้อ ไกไขและไกพอแม
พันธุ (Ziegler et al., 2002) โรคนี้มีการระบาดในประเทศสหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย และอีก
หลายประเทศทั่วโลก (Lukert, 1980) รวมทั้งในประเทศไทย (Pohuang et al., 2007)  
ไวรัสวิทยา 

ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ (infectious bronchitis virus, IBV) จัดอยูในสกุล (genus) 
โคโรนาไวรัส (Coronavirus) วงศ (family) โคโรนาวิริดี (Coronaviridae) ในอันดับ (order) นิ
โดไวรัลเลส (Nidovirales) จีโนมไมเปนทอน เปนอารเอ็นเอสายเดี่ยว ประจุบวก (non 
segmented, positive sense and single stranded RNA) (OIE, 2004) ขนาดประมาณ 28 กิโลเบส 
มีเปลือกหุม (enveloped) ผิวรอบนอกประกอบดวยโปรตีนที่มีรูปรางคลายกระบอง (club-
shaped proteins) ไวรัสประกอบดวยโปรตีนโครงสราง 3 ชนิดคือ นิวคลิโอแคปสิดโปรตีน 
(nucleocapsid protein, N), เมมเบรนไกลโคโปรตีน (membrane glycoprotein, M) และ สไปค
ไกลโคโปรตนี (spike glycoprotein, S) พบรายงานการระบาดของโรคหลอดลมอักเสบติดตอ  
คร้ังแรกในสหรัฐอเมริกาชวงทศวรรษ 1930 ซ่ึงเปนโรคระบบหายใจแบบเฉียบพลันในลูกไก 
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ภาพที่ 1 โครงสรางของไวรัสกลุมโคโรนาไวรัส (Zhong and Wu, 2003) 
 

 การติดเชื้อหลอดลมอักเสบติดตอ สามารถวินิจฉัยไดโดยการตรวจสอบไวรัสโดยตรง 
หรือการตอบสนองของแอนติบอดีเฉพาะ โดยวิธีที่นิยมใชสําหรับการวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบติดตอแบบเฉียบพลัน ไดแก การแยกเชื้อไวรัส (Virus isolation: VI), 
immunofluorescence assay (IFA), immunoperoxidase assay (IPA) และ reverse transcriptase 
polymerase chain reaction (RT-PCR) ขณะเดียวกัน การติดเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอยัง
สามารถตรวจสอบไดดวยวิธีทางซีรัมวิทยา โดยการใชผลเลือดจากการเจาะเลือด 2 ครั้ง (paired 
serum test) เพื่อตรวจสอบการตอบสนองของ IBV-specific immunoglobulin M วิธีการ
ทดสอบที่นิยมใช ไดแก haemagglutination inhibition (HI) test, agar gel precipitation test 
(AGP) และ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) สวนเทคนิค virus neutralization 
test (VNT) ไมนิยมใช เนื่องจากมีตนทุนสูง และมีความยุงยาก De Wit (2000) จําแนกเทคนิค
สําหรับการตรวจระดับแอนติบอดีตอโรค IBV เปน 2 ประเภท ไดแก 
 1. การทดสอบที่มีความเฉพาะตอกลุม (group-specific tests) การทดสอบประเภทนี้ไม
สามารถจําแนกความแตกตางของแอนติบอดีที่เกิดจากไวรัสคนละสายพันธุได แอนติเจนที่ใช
นิยมใชเปนสายพันธุแมสซาชูเซต (Massachusetts) ซ่ึงสามารถตรวจสอบแอนติบอดีตอไวรัส 
ซีโรไทปอ่ืนๆได  
  1.) AGP มีความเฉพาะสูง แตการอานผลโดยอาศัยแนว precipitation lines 
สําหรับไวรัส IB ยากกวาไวรัสชนิดอื่นๆ เชน ไวรัสกัมโบโรหรือไวรัสนิวคาสเซิล แอนติเจน
มักเตรียมจากเยื่อ chorioallantoic membranes ของตัวออนลูกไกที่ติดเชื้อ (OIE, 2004) 
  2.) Group-specific ELISA ในรูปแบบ indirect ELISA ปจจุบัน มีชุดทดสอบ
สําเร็จรูปเชิงพาณิชยจําหนาย ซ่ึงนิยมใชสําหรับการตรวจติดตามการตอบสนองทางภูมิคุมกัน
ภายหลังการใหวัคซีน (OIE, 2004) 
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2. การทดสอบที่มีความเฉพาะตอซีโรไทป (serotype-specific tests) ไดแก VN, HI 
และ serotype-specific ELISA   
  1.) VN สามารถตรวจสอบแอนติบอดีไดโดยอาศัยไขฟก เซลลเพาะเลี้ยง 
(Tissue origin cultures; TOCs)  

2.) HI แอนติบอดีจากการทดสอบดวยวิธี HI เกิดจากการเหนี่ยวนําของ
โปรตีนชนิด S1 spike (Ignjatovic and Galli, 1994) HI เปนเทคนิคที่รวดเร็ว ไมแพง สะดวก 
และยังสามารถจําแนกการติดเชื้อจาก antigenic variant IBV ไดอีกดวย (OIE, 2004)     

3.) Serotype-specific ELISA ในรูปแบบ blocking ELISA  
เทคนิค VN มีขอเสียคือ ราคาแพง และไมสะดวก และ AGID มีไวในการทดสอบต่ํา 

ดังนั้นองคกรโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (OIE) จึงแนะนําใหใชเทคนิค HI และ ELISA 
สําหรับการตรวจติดตามระดับแอนติบอดี (OIE, 2004) ปจจุบัน ฟารมเล้ียงไกสวนใหญนิยมให
วัคซีนปองกันโรค IB ทั้งวัคซีนเชื้อเปนและวัคซนีเชื้อตาย ทําใหระดับภูมิคุมกันคอนขางสูง 
โดยเฉพาะในไกระยะไข ซ่ึงหากไกระยะใหไขนี้ติดเชื้อไวรัสจะสงผลกระทบตอคุณภาพของ
เปลือกไขและสวนประกอบภายในฟองไขเทานั้น โดยมีผลกระทบนอยมากตอการใหผลผลิต
ไข ดังนั้น การตรวจติดตามโรค IB จึงมีความจําเปนตอการติดตามสถานการณโรค (Saravanan 
et al., 2006) นอกจากนั้น การจําแนกสายพันธุของไวรัส IB ยังเปนประโยชนตอการวาง
มาตรการควบคุมโรค การวิจัย การวางแผนทางระบาดวิทยา และวิวัฒนาการของไวรัส
หลอดลมอักเสบติดตอ โดยท่ัวไป ระบบการจําแนกไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ สามารถ
แบงเปน 2 กลุม ไดแก 

1. Functional tests เปนการใชคุณสมบัติของไวรัสในการจําแนก ไดแก immunotypes 
หรือ protectotypes และการจําแนกตามชนิดของแอนติเจนคือ serotypes และ epitotypes 

2. Non-functional tests เปนการใชจีโนมของไวรัสในการจําแนก  
การพิจารณาเลือกใชระบบการจําแนกไวรัสชนิดใด ขึ้นกับวัตถุประสงค เพื่อใช

สําหรับการเลือกโปรแกรมวัคซีนที่เหมาะสม หรือการศึกษาทางระบาดวิทยา ความพรอมของ
เครื่องมือ และอุปกรณ ประสบการณ และตนทุนการทดสอบ (De Wit, 2000) เทคนิค HI test 
เปนวิธีหนึ่งที่สามารถใชในการจําแนกสายพันธุของไวรัสได โดยใชอุปกรณเครื่องมือที่ไม
ยุงยาก และราคาไมแพง     

 
การทดสอบ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) test 

หลักการพื้นฐานของเทคนิค ELISA คือการใชเอนไซมสําหรับการตรวจสอบการจับ
กันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี เอนไซมจะเปลี่ยนสับสเตรต (chromagen) ที่ไมมีสีให
เปลี่ยนสี ซ่ึงบงชี้ถึงการปรากฏของการจับกันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี เทคนิค ELISA 
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สามารถใชสําหรับการตรวจหาการปรากฏของแอนติเจน หรือแอนติบอดีในตัวอยางก็ได (Ma 
et al., 2006) 

หองปฏิบัติการที่มีความจําเปนตองตรวจคัดกรองตัวอยางซีรัมจํานวนมาก วิธี ELISA 
เปนเทคนิคที่ชวยในการทํางานไดมาก โดยเฉพาะอยางยิ่ง กรณีที่ตัวอยางสวนใหญใหผลเปน
ลบ เชน การทดสอบเพื่อยืนยัน และรักษาสถานภาพปลอดโรคที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ 
(Adair et al., 1990) การทดสอบดวยวิธี ELISA เร่ิมมีการพัฒนามาตั้งแตชวงทศวรรษที่ 1960 
แตใชกันอยางแพรหลายมากนับตั้งแตป ค.ศ. 1970 หลังจากที่ Engvall และ Perlman พัฒนาขึ้น
มาใชในการตรวจปริมาณ IgG สําหรับใชในการวิจัยทางการแพทย (Thayer, 1997) ปจจบุัน 
หองปฏิบัติการวินิจฉัยโรคที่มีกิจกรรมการสํารวจโรคทางซีรัมวิทยา มักใชชุดทดสอบสําเร็จรูป
ที่นําเขาจากตางประเทศ สําหรับการตรวจสอบแอนติบอดีตอนิวคลีโอโปรตีนโดยอาศัยเทคนิค 
Indirect ELISA (Suarez and Cherry, 2000) 
 
การทดสอบ Haemagglutination inhibition (HI) test 
 สมาชิกของไวรัสในวงศ Coronaviridae มีความสามารถในการจับกลุมตกตะกอนเม็ด
เลือดแดงแตกตางกันมาก (Ruano et al., 2000) แมวา ไวรัสใน group II จะมีความสามารถใน
การจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไดดี แต group I หรือ III (ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ) ไม
มีคุณสมบัตินี้ มีงานวิจัยมากมายกอนหนานี้ พยายามศึกษาไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอการจบั
กลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง โดยมีรายงานการบําบัด (treat) ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอให
เกิดการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดงครั้งแรก ดวยเอนไซมทริปซินกับไวรัสสายพันธุ 
Massachusetts แตไมสามารถนํามาใชยับยั้งปฏิกิริยาดวยซีรัมที่มีภูมิคุมกันได (Corbo et al., 
1959) ตอมามรีายงานวา การเตรียมไวรัสใหบริสุทธิ์ดวยวิธี sucrose gradient สามารถเหนี่ยวนาํ
ไวรัสสายพันธุ Connecticut ใหเกิดปฏิกิริยาการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดงได (Bingham 
et al., 1975) นอกจากนี้ ยังมีรายงานการใชเอนไซม phospholipase C ซ่ึงมีจําหนายในเชิง
พาณิชยอีกดวย (King, 1984) อยางไรก็ตาม ปฏิกิริยาที่ไดก็ไมสามารถยบัยั้งดวยซีรัมที่มีความ
เฉพาะตอไวรัส เอนไซมนี้ เมื่อนํามาบําบัดไวรัสแลว ก็ใหผลเหนี่ยวนําปฏิกิริยาการจับกลุม
ตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไดไมแนนอน เชื่อวานาจะเปนผลมาจากการกําจัดเอนไซมอ่ืนๆ ใน
ขั้นตอนการเตรียมเอนไซม phospholipase C ตอมาจึงมกีารใชเอนไซมนิวรามินิเดส เพื่อกําจัด
กรดกรดไซลิกจากไกลโคโปรตีนชนิด spike บริเวณเปลือกของไวรัส และเหนี่ยวนําใหเกิดการ
จับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (Ruano et al., 2000) โดยไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอจะใช α 
2, 3-linked N-acetylneuraminic acid เปน receptor determinant สําหรับการจับกับเม็ดเลือด
แดง เอนไซมนิวรามินิเดสจะมีความสามารถในการจับกับ α2, 3-linked N-acetylneuraminic 
acid สูง (high affinity) และกําจัดกรดไซลิกบริเวณผิวของไวรัส เหนี่ยวนําใหเกิดปฏิกิริยาจับ
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กลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง เพื่อใหจับกับกรดไซลิกที่ผิวเม็ดเลือดแดงได งานวิจัยสวนใหญ
นิยมใชไวรัสที่ผานขั้นตอนการเตรียมไวรัสใหเขมขนดวยเครื่องอัลตราเซนตริฟวจ อยางไรก็
ตาม King (1984) พบวา การทําใหไวรัสตกตะกอนดวยสารโพลีเอธิลลีนไกลคอล 
(polyethylene glycol precipitation) เปนวิธีทางเลือกอีกวิธีหนึ่งที่สามารถใชเตรียมไวรัสได 
นอกจากนี้ ขั้นตอนการทําใหไวรัสหมดฤทธิ์ก็มีบทบาทสําคัญตอปริมาณ HA titer ที่ไดเชนกัน 
การใชเบตาโปรปริโอแลกโตนที่ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ไมมีผลตอ HA titer แตในทาง
ตรงกันขาม การใชฟอรมาลินที่ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นตกลับมีผลตอการลดลงของ HA titer 
อยางมาก  
 ปฏิกิริยาการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง คือ การทดสอบ neutralization test 
โดยอาศัยการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง หลักการของวิธีการนี้เปนการเจือจางแอนติบอดี
เฉพาะในซีรัมของสัตวปกที่สามารถยับยั้งการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง (Cross, 
2002) ซ่ึงถูกเหนี่ยวนําโดยโปรตีน S1 spike โดยทั่วไปการทดสอบ HI สามารถตรวจ
แอนติบอดีไดคร้ังแรกระหวาง 1-2 สัปดาหภายหลังการติดเชื้อ (De Wit, 2000) การทดสอบ HI 
เปนที่นิยมเพิ่มขึ้น เนื่องจากใหผลการทดสอบที่รวดเร็วและงาย นอกจากนี้ ยังสามารถนํามาใช
สําหรับการศึกษาความสัมพันธทางสมบัติของแอนติเจนไดดวย เนื่องจาก ไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอ มีความหลากหลายของสายพันธุ (Lashgari and Newman, 1983) Holmes และ 
Finney (1985) พบวา ภายหลังการใหวัคซีนปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอ สายพันธุ H120 
แลวไมสามารถตรวจสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกันได อาจเปนผลมาจากการใชแอนติเจน
ชนิด heterologous antigen สําหรับการทดสอบ HI แตหากใชแอนติเจนชนิด homologous 
antigen ก็จะสามารถตรวจสอบแอนติบอดีไดดี และแมนยํากวา แมจะเปนการใหวัคซีนปองกัน
โรคหลอดลมอักเสบชนิดเชื้อเปนครั้งแรกเทาน้ัน การเก็บตัวอยางสําหรับการทดสอบ HI 
สามารถทําใหงายขึ้นไดโดยใชกระดาษกรองสําหรับเก็บเลือด (Saravanan et al., 2006) ชนิด
ของแอนติเจนที่นิยมนํามาเตรียมเปนแอนติเจนสําหรับการทดสอบ HI ตามลําดับ (King, 1988) 

1. ซีโรไทป Massachusetts เชน Mass 41, H52 
2. ซีโรไทป Connecticut เชน Conn 46 
3. ซีโรไทป Arkansas เชน Ark 99 
4. ซีโรไทป JMK แต King (1984) พบวา น้ําไขขาวที่ไดจากเชื้อไวรัสซีโรไทป JMK 

จะมี infectivity titers ที่ต่ํากวา และใหปริมาณ HA titers ที่นอยกวาสายพันธุอ่ืนๆ    
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อุปกรณ และวิธีการ 
ในการวิจัยครั้งนี้ แบงการทดลองออกเปน 3 การทดลอง ไดแก  

1. การศึกษาคุณสมบัติของไวรัส สําหรับการเตรียมแอนติเจน 
2. การพัฒนาวิธีการทดสอบ ELISA  
3. การพัฒนาวิธีการทดสอบ HI  
  

การศึกษาคุณสมบัติของไวรัส สําหรับการเตรียมแอนติเจน 
1. การเตรียมไวรัส 

1.) เตรียมไวรัสซีโรไทป 4/91 สายพันธ 4/91 จากวัคซีน IB4/91 (Nobilis®, Intervet 
international B.V., Boxmeer-Holland) ซีโรไทป Massachusetts สายพันธุ H120 จากวัคซีน IB 
H120 (Nobilis®, Intervet international B.V., Boxmeer-Holland), ซีโรไทป Massachusetts สาย
พันธุ MA5 จากวัคซีน IB MA5 (Nobilis®, Intervet international B.V., Boxmeer-Holland), 
สายพันธุ Nephropathogenic จากวัคซีน Gallivac IBn (Merial, USA.) 

2.) ละลายวัคซีน แลวฉีดเขาไขไกฟกอายุ 9-11 วัน ผานทาง Allantoic cavity  
3.) เก็บไขไกฟกที่ฉีดเชื้อไวรัสแลวในตูฟกไข อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
4.) ตรวจสอบอัตราการตายของตัวออนไขไกฟก ภายหลังการฉีดเชื้อทุก 24 ชั่วโมง 

เปนเวลา 120 ชั่วโมง   
5.) เมื่อครบเวลา 120 ชั่วโมง เก็บไขฟกในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-

4 ชั่วโมง 
6.) นําไขไกฟกออกจากตูเย็น และเก็บ Allantoic fluid (AF) จากไขไกฟก จากนั้น

ตรวจสอบตัวออนไขไกฟกที่ไดจากการฉีดเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ เปรียบเทียบกับตัวออนไข
ไกฟกปรกติที่ไมไดรับการฉีดเชื้อ 

 
2. การยืนยันการติดเชื้อไวรัส IBV ดวยวิธี RT-PCR 

1.) นํา AF ของไวรัสสายพันธุตางๆ ที่เตรียมจาก ขอ 1. มาแยก RNA โดยใชชุดสกัด 
Viral RNA Extraction (Real GenomicTM, Real Biotech Corporation, Taiwan)  

2.) นําสารละลาย RNA มาทําปฏิกิริยา One Step RT-PCR กับ Primer ที่เฉพาะตอ IBV 
(Hyuk Moo Kwon et al., 1993) โดยครอบคลุม ยีน S1 glycoprotein ทั้งหมด สารเคมีที่ใชใน
ปฏิกิริยา ไดแก 1.5 mM MgSo4, 1X buffer, 0.2 mM dNTP mixed, forward และ reverse 
primer อยางละ 1 µM คือ Primer S1OLIGO3’ 5’CATAACTAACATAAGGGCAA3’ และ 
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S1OLIGO5’ 5’TGAAAACTGAACAAAAGA CA3’, 4 unit AMV reverse transcriptase, 4 
unit Tfl taq polymerase, 3 µl RNA solution  

3.) ปฏิกิริยารีเวิรสทรานสคริปชัน อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที 1 รอบ 
และอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที 1 รอบ ปฏิกิริยา PCR มีขั้นตอนดังนี้ ขั้น 
denature อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที ขั้น annealing อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เวลา 2 นาที ขั้น extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 45 วินาที จํานวน 25 รอบ 
และขั้น final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที 1 รอบ   

4.) นําผลผลิตจากปฏิกิริยา one step RT-PCR 8 ไมโครลิตร ผสมกับ 6X loading dye 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นนํามาแยกขนาดผลผลิตดวย 1.0% agarose gel electrophoresis 
ใน 0.5X TBE ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เวลา 40 นาที จากนั้นนํามายอมดวย ethidium 
bromide 0.5 µg/ml ซ่ึงผลผลิตที่ไดจาก IBV มีขนาด 1,720 คูเบส (bp) 

 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ ELISA 
1. การเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ 
 1.) เตรียมและตกตะกอนไวรัส IB สายพันธุ H120 ที่ผานการยืนยันวาไดรับการติดเชื้อ 
IBV ดวยวิธี RT-PCR โดยการปนเหวี่ยงดวยเครื่อง ultracentrifuge ความเร็วรอบ 31,500 รอบ/
นาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
 2.) ละลายไวรัสใน HEPES buffer pH 6.5 แลวทําการปนแยกไวรัสใหบริสุทธิ์โดยใช
หลักการ sucrose gradient (Anonymous, 2005a) ที่ความเขมขน 50, 45, 40, 30 และ 20 
เปอรเซ็นต โดยเครื่อง ultracentrifuge แบบ swing rotor ที่ความเร็วรอบ 25,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นใช pipette ดึงสวนทึบแสงแยกใสใน 1.5 micro centrifuge tube และ
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
2. การหาความเขมขนของโปรตีน 
 1.)  นําสารละลายแอนติเจนบริสุทธิ์ ที่ไดจากการปนไวรัสใหบริสุทธิ์ มาวัดความ
เขมขนของโปรตีน โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 1.5, 1.0, 0.8, 0.6 และ 
0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยชุดทดสอบ Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, 
Inc.)  จากนั้นนําไปอานคาการดูดกลืนแสง ดวยความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

2.) นําคา O.D. ที่ไดจากการอานคาการดูดกลืนแสงของสารละลายแอนติเจนบริสุทธ์ิ 
และโปรตีนมาตรฐานความเขมขนตางๆ มาสรางกราฟ  

3.) คํานวณหาความเขมขนของแอนติเจนบริสุทธิ์เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 
โดยแทนคาในสมการเสนตรงแบบกําหนดความชัน และระยะตัด สมการ y = mx + c  
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กําหนดให  m = ความชันซึ่งเปนคาคงที่ (0.1901)  
C = คาคงตัวซ่ึงเทากับระยะที่กราฟตัดแกน y (0.0563) 
y = คา O.D. ที่อานได 
x = ความเขมขนของโปรตีนที่ตองการหาคา 

3. การหาความเขมขนของแอนติเจนท่ีเหมาะสมเพื่อใชในการเตรียมเพลท ELISA   
 ทําการเคลือบเพลท ELISA ดวย แอนติเจนบริสุทธิ์ ความเขมขน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลวนํามาทดสอบกับซีรัมควบคุม
ผลบวกตอเชื้อไวรัส IBV ที่ผลิตเชิงการคา (Biocheck, Holland) ความเจือจางระดับ 1: 50, 1: 
100, 1: 200 และ 1: 400 ดวยวิธี ELISA ที่พัฒนาขึ้น เพื่อหาความเขมขนของโปรตีนที่
เหมาะสมในการแยกความแตกตางของซีรัมที่เจือจางในระดับตางๆ และเลือกใชเปนความ
เขมขนในการทดลองตอไป 
4. การทดสอบความสามารถในการตรวจซ้ําได (reproducibility test) 
 เคลือบเพลท ELISA ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ตามความเขมขนที่เหมาะสม ซ่ึงเลือกจาก
ขอ 3. ทดสอบกับตัวอยางซีรัมที่เจือจางในระดับตางๆ ดังนี้ 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 
1: 800 อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 
5. การทดสอบความเฉพาะของวิธีการทดสอบ (specificity test) 

เคลือบเพลท ELISA ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ตามความเขมขนที่เหมาะสมจากขอ 3. 
นํามาทดสอบกับตัวอยางซีรัมควบคุมผลบวกที่ผลิตเชิงการคา (Synbiotics Corporation, San 
Dieco, USA) ซ่ึงเปนซีรัมที่ไมไดระบุสายพันธุของไวรัส ดังนี้ Newcastle Disease Virus 
(NDV), Avian Influenza Virus (AIV), Infectious Bronchitis Virus (IBV), Infectious Bursal 
Disease Virus (IBD), Reovirus (REO) และตัวอยางควบคุมผลลบ (normal control serum, 
Synbiotics Corporation, San Dieco, USA)  อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 
6. การทดสอบซีรัมจากลูกไกท่ีมีระดับแอนติบอดีจากแมท่ีลดลง 
 นําลูกไกเนื้อที่มาจากแมไกซ่ึงไดทําวัคซีน IB H120 อายุ 1 วัน ทําการเจาะเลือด และ
นํามาทดสอบ ELISA และเก็บขอมูล จากนั้นทําการเจาะเลือดมาทดสอบ ELISA อีกครั้งเมื่อ
ครบอายุ 5, 7, 9, 14 และ 21วัน และทําการเปรียบเทียบระดับภูมิคุมกันไกเนื้อที่อายุตางๆ     
7. การเปรียบเทียบชุดทดสอบ ELISA ท่ีพัฒนาขึ้นกับชุดทดสอบทางการคา 
 ทดสอบ ELISA ดวยวิธีที่พัฒนาขึ้นเองกับซีรัมตอเชื้อไวรัส IB จํานวน 10 ตัวอยาง  
และใชซีรัมชุดเดียวกันทดสอบ ELISA กับชุดทดสอบเชิงการคา แลวทําการเปรียบเทียบคา 
O.D. ที่ไดจากการทดสอบทั้งสองครั้ง  
8. การทดสอบซีรัมจากตัวอยางในฟารม 

การทดลองเคลือบเพลท ELISA ดวย purified antigen 2.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ทดสอบกับตัวอยางซีรัมไก 4 ฝูง ฝูงละ 20 ตัวอยาง รวมซีรัมจํานวน 80 ตัวอยาง จากฟารมไก
พันธุสุขภาพปรกติ มีประวัติการใหวัคซีนเชื้อเปน และเชื้อตายตอเชื้อไวรัส IBV หลายครัง้จนมี
ระดับแอนติบอดีสูง เปรียบเทียบกับชุดทดสอบทางการคา   อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโน
เมตร 
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การพัฒนาวิธี HI  
1. การเตรียมไวรัสเขมขน 
 1.) นําไวรัส สายพันธ 4/91, H120, MA5 และสายพันธุ Nephro pathogenic ที่ผานการ
ยืนยันวาไดรับการติดเชื้อ IBV ดวยวิธี RT-PCR มาปนเหวี่ยงดวยเครื่อง ultracentrifuge 
ความเร็วรอบ 31,500 รอบ/นาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

2.) ละลายตะกอนไวรัสดวย HEPES buffer pH 6.5 อัตราสวน สารละลายไวรัส 100 
มิลลิลิตร ตอ buffer 1 มิลลิลิตร  

3.) นําสารละลายไวรัส จาก ขอ 2 ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที แลวเก็บแอนติเจนเฉพาะสวนใสไวที่ – 20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการบําบัดตอไป 
2. การคัดเลือกเอนไซมเพื่อใชในการบําบัดแอนติเจน 

1.) นําแอนติเจนแตละสายพันธุที่เก็บไวอุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส มาละลาย แลว
แบงออกเปน 2 สวน (สวนที่ 1 เพื่อบําบัดดวย neuraminidase และสวนที่ 2 บําบัดดวย 
phospholipase c type I) 

2.) เติมเอนไซม neuraminidase (Sigma-aldrich, Inc., St. Louis, USA) ความเขมขน 
2.0 หนวยตอมิลลิลิตร ลงในแอนติเจนที่เตรียมไวสวนที่ 1 ตามปริมาตรแอนติเจน 1 สวน ตอ
เอนไซม 1 สวน แลวผสมใหเขากัน 

3.) เติมเอนไซม phospholipase c type I ความเขมขน 2.0 หนวยตอมิลลิลิตร ลงใน
แอนติเจนสวนที่ 2 ตามปริมาตรแอนติเจน 1 สวน ตอเอนไซม 1 สวน ผสมใหเขากัน 

4.) นําไปบมในตูบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาทุก 30 นาที นํามาผสม
ใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer จนครบ 2 ชั่วโมง 

5.) เก็บแอนติเจนที่บําบัดดวยเอนไซมทั้งสองชนิดแลว ไวที่อุณหภูมิ 4-8 องศา
เซลเซียสขามคืน กอนนํามาทดสอบการจับกลุมตกตะกอนกับเม็ดเลือดแดง 

6.) นําแอนติเจนที่ผานการบําบัดดวยเอนไซมทั้งสองชนิด ทดสอบการจับกลุม
ตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (HA Test) 

7.) เปรียบเทียบความสามารถของเอนไซมที่ทําใหเกิดการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือด
แดง (HA) และเลือกเอนไซมที่ทําใหเกิด HA titer สูงที่สุด 
3. การคัดเลือกแอนติเจนท่ีใชในการทดลอง 
 1.) นําแอนติเจนแตละสายพันธุที่ผานการบําบัดดวยเอนไซม ไปทดสอบ HA 
 2.) ปรับความเขมขนของแอนติเจนใหได 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร แลวนํามา
ทดสอบการยับยั้งการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (HI) กับซีรัมควบคุมบวกตอ IBV 
(Biocheck, Holland) จํานวน 10 ตัวอยาง ซ่ึงไมไดระบุเสตรนของไวรัส 

3.) เปรยีบเทียบการทําปฏิกิริยาของแอนติเจนตอซีรัมที่ใชในการทดสอบ  
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4.) เลือกใชแอนติเจนที่สามารถถูกยับยั้งการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไดดีที่สุด เพื่อใช
ในการทดสอบ คร้ังตอไป    
4. การทดสอบปฏิกิริยา HI กับตัวอยางซีรัมในฟารม 

1.) เตรียมและทําการตกตะกอนไวรัสสายพันธุที่เหมาะสม จากนั้นทําการบําบัด
แอนติเจนดวยเอนไซม 
 2.) ทําการทดสอบ HA และปรับความเขมขนของแอนติเจนใหได 4 HA unit ตอ 25 
ไมโครลิตร  
 3.) นําแอนติเจนความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร ทําการทดสอบ HI กับ
ตัวอยางซีรัมไก 4 ฝูง ฝูงละ 20 ตัวอยาง รวมซีรัมจํานวน 80 ตัวอยาง (ซีรัมชุดเดียวกับที่
ทดสอบ ELISA) 
 4.) บันทึกระดับ HI titer และหาคาเฉลี่ยในแตละฝูง 
5. การเปรียบเทียบผลการทดสอบดวยวิธี ELISA และ HI 
 นําผลการทดสอบ ELISA จากวิธีที่พัฒนาขึ้นเอง กับวิธีการทดสอบ HI มาเปรียบเทียบ 
และวิเคราะหผล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 20

 ผลการทดลอง 
 
การศึกษาคุณสมบัติของไวรัส สําหรับการเตรียมแอนติเจน 
1. การศึกษาคุณสมบัติของไวรัส 

 การศึกษาคุณสมบัติของไวรัสจากวัคซีน เพื่อใชสําหรับการเตรียมแอนติเจนในการ
ทดสอบดวยเทคนิค HI และ ELISA สําหรับประกอบการพิจาณาเลือกใชชนิดของสายพันธุ
ไวรัสที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมแอนติเจน เนื่องจากไวรัสบางสายพันธุอาจมีความรุนแรง 
สงผลใหตัวออนตายอยางรวดเร็ว และไดปริมาณของแอนติเจนคอนขางนอย ดังนั้น ผูวิจัยจึง
ทําการทดลองศึกษาคุณสมบัติของไวรัสสายพันธุตางๆ ตอการตายของตัวออนไก และสังเกต
ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของตัวออนไก เพื่อยืนยันการติดเชื้อไวรัสภายหลังการฉีดเชื้อ ผลการ
ทดลอง พบวา ไวรัสจากวัคซีน IB H120 มีอัตราการตายของตัวออนสูงที่สุด คือ 50% รองลงมา
คือ IB Nephropathogenic strain, MA-5 และ 4/91 ซ่ึงมีอัตราการตายของตัวออนไขไกฟกเปน 
20, 13 และ 3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังตารางที่ 1 และการสังเกตลักษณะการเปลี่ยนแปลงของ
ตัวออนเมื่อครบ 120 ชั่วโมง ภายหลังการฉีดเชื้อ เพื่อยืนยันการติดเชื้อไวรัสพบวา ตวัออนไข
ไกฟกมีลักษณะแคระ แกรน และขดมวนตัวแนน แตกตางจากตัวออนไขไกฟกปรกติ ที่ไมได
รับการฉีดเชื้อไวรัส และใชเปนตัวออนควบคุมผลลบดังภาพที่ 2 เมื่อผาพิสูจนรอยโรคจาก
อวัยวะภายในพบวา ตับของตัวออนไขไกฟกมลัีกษณะเปนสีเหลือง และมีจุดเลือดออกดังภาพ
ที่ 3 ซ่ึงตางจากตัวออนควบคุมผลลบที่ตับมีสีน้ําตาล ไมมีจุดเลือดออก 
 
ตารางที่ 1 อัตราการตายของตัวออนไขฟกภายหลังการฉีดเชื้อไวรัสจากวัคซีนสายพนัธุตางๆ 
 

จํานวนไขตาย (ฟอง)  วันที่ 
H120 Ma-5 4/91 Nephro pathogenic strain 

1 2 1  0 0 
2 5 2 0 4 
3 3 1 1 2 
4 4 0 0 0 
5 1 0 0 0 
6 0 0 0 0 

รวม 15/30 4/30 1/30 6/30 
% 50 % 13 % 3 % 20 % 
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ภาพที่ 2 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงที่สําคัญของตัวออน ภายหลังการฉีดเชื้อไวรัส สังเกต
ลักษณะแคระแกรน และการมวนตัวของตัวออน เมื่อเปรียบเทียบกับตวัออนดานขวามือ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
ภาพที่ 3 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงอวัยวะภายในที่สําคัญของตัวออน ภายหลังการฉีดเชื้อไวรัส 
สังเกตลักษณะตับเปลี่ยนเปนสีเหลือง และมีจุดเลือดออก 
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2. การยืนยันการติดเชื้อ IBV ดวยปฏิกิริยา RT-PCR  
การยืนยันการติดเชื้อ IBV ดวยปฏิกิริยา RT-PCR เพื่อการยืนยันการติดเชื้อไวรัส

เพิ่มเติมจากการสังเกตลักษณะตัวออน เนื่องจากลักษณะการแคระแกรน และขดมวนตัวของตวั
ออน สามารถเกิดไดจากหลายปจจัย และวิธี RT-PCR เปนวิธีที่ไดรับการยอมรับวาเปนวิธีที่มี
ความจําเพาะ แมนยํา และใหผลการทดสอบที่รวดเร็ว ซ่ึงจากการนํา AF ที่ไดจากการฉีด
สารละลายวัคซีน 4 ชนิด ลงในไขไกฟก มาทําการยืนยันการติดเชื้อไวรัส IBV ดวยวิธี RT-
PCR พบวา AF ทั้ง 4 ชนิด ใหผลผลิตที่จําเพาะตอปฏิกิริยาเทากับ 1,720 คูเบส ตรงกับ Positive 
control ดังภาพที่ 4 ดังนั้นจึงยืนยันไดวา AF ที่นํามาทดลองทั้ง 4 ตัวอยางไดรับการติดเชื้อ
ไวรัส IBV  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 ผลการยืนยันการติดเชื้อ IBV ดวยปฏิกิริยา RT-PCR เมื่อนําผลผลิตมาแยกใน 1% 
agarose gel electrophoresis ชองที่ 1 = 1kb DNA Ladder, 2 = AF จาก IB 4/91, 3 = AF จาก IB 
H120, 4 = AF จาก IB MA-5, 5 = IB Nephro pathogenic, 6 = Positive control, 7 = Negative 
Control   
 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ ELISA 
1. การเตรียมเชื้อไวรัสบริสทุธ์ิ  

หลังจากเตรยีมไวรัสใหบรสุิทธิ์ดวยวิธี Sucrose gradient แลว จะไดแอนตเิจนที่
บริสุทธิ์ 2 แถบเปนเชื้อไวรัสบริสุทธิ์สวน A และ B 

 

 1         2        3        4        5         6        7 

1,720 bp 
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ภาพที่ 5 การเตรียมเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ สังเกตแถบไวรัสเปนสีขาวขุนบาง (สวน A) และหนา 
(สวน B) 
 
2. การหาความเขมขนโปรตนี 

การหาความเขมขนของเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ทั้งสองสวนจากผลการคํานวณคาการ
ดูดกลืนแสง (OD) เปรียบเทียบกับ OD ของโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 1.5, 1.0, 0.8, 0.6 
และ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยชุดทดสอบ Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad 
Laboratories, Inc.)  ซ่ึงใหผลดังตารางที่ 2 จากนั้นนําคาที่ไดมาสรางกราฟ และคํานวณหา
ความเขมขนของโปรตีน โดยแทนคาในสมการเสนตรงแบบกําหนดความชัน และระยะตัด y = 
mx + c ซ่ึงพบวา เชื้อไวรัสบริสุทธ์ิ สวน A มีความเขมขน 598 µg/ml และสวน B มีความ
เขมขน 1,290 µg/ml 
 
ตารางที่ 2 คาการดูดกลืนแสง (OD) จากการทดสอบดวยชดุ Bio-Rad DC Protein Assay 

ตัวอยาง คา OD ความเขมขนของโปรตีน 
1 0.333 1.5 mg/ml 
2 0.266 1.0 mg/ml 
3 0.209 0.8 mg/ml 
4 0.157 0.6 mg/ml 
5 0.134 0.4 mg/ml 

สวน A 0.170 0.598 mg/ml 
สวน B  0.301 1.29 mg/ml 

 

A

B



 24

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภูมิที่ 1 กราฟมาตรฐานสําหรับการคํานวณความเขมขนโปรตีน 
 
การความเขมขนของแอนติเจนเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน สมการ y = mx + c 
กําหนดให  m = ความชันซึ่งเปนคาคงที่ (0.1901) 

 C = คาคงตัวซ่ึงเทากับระยะที่กราฟตัดแกน y (0.0563) 
 y = คา OD ที่อานได 
 x = ความเขมขนของโปรตีนที่ตองการหาคา 

สวน A  มีความเขมขน  = (0.170-0.0563)/0.1901  = 0.598 mg/ml หรือ 598 µg/ml 
สวน B มีความเขมขน  = 0.301-0.0563/0.1901   = 1.29 mg/ml หรือ 1,290 µg/ml 
                     
3. การหาความเขมขนของแอนติเจนท่ีเหมาะสมเพื่อใชในการเตรียมเพลท ELISA   

การเคลือบเพลต ELISA ที่ความเขมขนของโปรตีน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตรใน 0.05 M carbonates-bicarbonate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุมกับซีรัม
อางอิงผลลบ (Negative serum) และซีรัมอางอิงผลบวกที่ความเจือจางระดับ 1:50, 1:100, 1:200 
และ 1:400 ตามลําดับ พบวา การใชโปรตีนที่ระดับความเขมขน 2.0 ไมโครกรัมก็เพียงพอที่จะ
สามารถสังเกตความแตกตางระหวางซีรัมอางอิงผลลบ และซีรัมอางอิงผลบวกที่ความเจือจาง
ระดับตางๆไดดังตารางที่ 3 และแผนภูมิที่ 2 
 

Protein Assays

y = 0.1901x + 0.0563
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ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบคา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA ระหวางการเคลือบเพลทดวย
โปรตีนของไวรัส IB สายพันธุ H120 ความเขมขน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 
 

ตัวอยาง/ความเขมขนโปรตีน 1.0 µg 2.0 µg 4.0 µg 8.0 µg 
Negative Serum 0.087 0.074 0.116 0.151 

Positive Serum 1:50 0.714 0.487 0.714 0.509 
Positive Serum 1:100 0.476 0.404 0.436 0.476 
Positive Serum 1:200 0.468 0.263 0.444 0.412 
Positive Serum 1:400 0.252 0.181 0.5 0.308 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภูมิที ่2 การเปรียบเทียบความแตกตางคา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA ระหวางการ
เคลือบเพลทดวยโปรตีนของไวรัส IB สายพันธุ H120 ความเขมขน 1.0 ( ), 2.0 ( ), 
4.0 ( ) และ 8.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ( ) กับซีรัมเจือจางระดับ 1: 50, 1: 100, 1: 
200 และ 1: 400 
 
4. การทดสอบความสามารถในการตรวจซ้ําได (Reproducibility test) 
 การเคลือบเพลท ELISA ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ความเขมขน 2.0 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร กับตัวอยางซีรัมที่เจือจางในระดับ 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 1: 800 จํานวน 3 
ชุด แลวอานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร บันทึกคา OD แลวทําซํ้าอีกรวมทั้งหมด
จํานวน 3 คร้ัง เพื่อทดสอบความสามารถในการตรวจซ้ําได โดยประเมินจากความแตกตางของ

คา OD 

ความเจือจางของซีรัม 
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คา OD ที่วัดไดในแตละครั้ง (ตารางที่ 4) นําขอมูลที่ไดสรางแผนภูมิเพื่อแสดงความแตกตางที่
ชัดเจน ดังแผนภูมิที่ 3 แลวนําขอมูลการทดลอง 3 ครั้ง มาทําการวิเคราะหความแปรปรวนทาง
สถิติ ดวยโปรแกรม SPSS เวอรชัน 15.0 พบวา การทดสอบทั้ง 3 ครั้งใหคาความเขมแสงไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
                       
ตารางที่ 4 คา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA จํานวน 3 คร้ัง  

ลําดับความเจอืจาง คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 
1 : 50 0.382 + 0.114 0.338 + 0.251 0.323 + 0.169 
1 : 100 0.239 + 0.051 0.215 + 0.141 0.239 + 0.150 
1 : 200 0.166 + 0.031 0.147 + 0.068 0.161 + 0.084 
1 : 400 0.131 + 0.016 0.108 + 0.030 0.120 + 0.056 
1 : 800 0.112 + 0.013 0.090 + 0.019 0.100 + 0.021 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
แผนภูมิที่ 3 แสดงคา OD ELISA ชุดทดสอบที่เคลือบเพลท ELISA ดวย แอนตเิจนบริสุทธิ์
ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คร้ังที่ 1( ) คร้ังที่ 2 ( ) และครั้งที ่3 ( ) ที่ลําดับความ
เจือจาง 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 1: 800 
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5. การทดสอบความเฉพาะของวิธีการทดสอบ (Specificity test) 
การเคลือบเพลต ELISA ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

แลวทดสอบ ELISA กับตัวอยางซีรัม Newcastle Disease Virus (NDV), Avian Influenza Virus 
(AIV), Infectious Bronchitis Virus (IBV), Infectious Bursal Disease Virus (IBD), Reovirus 
(REO) และตัวอยางควบคุมผลลบ   อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ผลการทดลอง
พบวา IBV ใหคา OD สูงที่สุด สวนแอนติเจนจากเชื้ออ่ืนๆ ใหคาใกลเคียงกบัตัวอยางควบคุม
ผลลบ ดังตารางที่ 5 และแผนภาพที่ 4 แสดงใหเห็นวาทดสอบที่พัฒนาขึ้นมีความจําเพาะตอเชือ้ 
IBV  
 
ตารางที่ 5 แสดงคา OD จากการทดสอบ ELISA ตอเชื้อตางๆ และตัวอยางควบคุมผลลบ  

ซีรัมอางอิงตอไวรัสชนดิตางๆ คาเฉล่ียความเขมแสง 
NDV 0.164 + 0.017 
AIV 0.187 + 0.086 
IBV 0.527 + 0.048 
 IBD 0.204 + 0.054 
REO 0.198 + 0.037 

ซีรัมควบคุมผลลบ 0.131 + 0.030 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภูมิที่ 4 แสดงความแตกตางของคา OD จากการทดสอบ IBV ELISAที่พัฒนาขึ้นตอเชื้อ
ตางๆ และตัวอยางควบคุมผลลบ 
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6. การทดสอบซีรัมจากลูกไกท่ีมีระดับแอนติบอดีจากแมลดลงแนนอน 
เมื่อเจาะเลือดลูกไกจํานวน 10 ตัวที่มาจากแมไกที่มีระดับแอนติบอดีสูงจากการให

วัคซีนในฟารมไกพันธุ ตามปรกติระดับภูมิคุมกันจากแมจะลดลงตามลําดับ นํามาทดสอบ 
ELISA และเก็บขอมูลที่อายุ 5, 7, 9, 14 และ 21 วัน แลวเปรียบเทียบคา OD ที่ไดจากการ
ทดลอง ซ่ึงคา OD ที่ไดจากการทดลองดังกลาวแสดงไวใน ตารางที่ 6 พบวา ผลจากการ
ทดสอบ ELISA จากซีรัมลูกไกอายุ 1, 5, 7, 9, 14 และ 21วัน ใหคา OD ลดลงตามลําดับตาม
แผนภูมิที่ 5 

 
ตารางที่ 6 คา OD จากการทดสอบ IBV ELISA ที่พัฒนาขึ้นกับซีรัมลูกไก 10 ตัว ที่อายุตางๆ 

อายุไก คาเฉล่ียความเขมแสง 
1 วัน 0.291 + 0.156 
5 วัน 0.147 + 0.069 
7 วัน 0.146 + 0.071 
9 วัน 0.104 + 0.026 

14 วัน 0.092 + 0.020 
21 วัน 0.095 + 0.024 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภูมิที่ 5 การลดลงของคา OD จากการทดสอบ IBV ELISA ในซีรัมจากลูกไกที่มีระดับ
แอนติบอดจีากแม 
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7. การเปรียบเทียบชุดทดสอบ ELISA ท่ีพัฒนาขึน้กับชดุทดสอบเชิงการคา 
การทดสอบ ELISA ดวยวิธีที่พัฒนาขึ้นเอง โดยเคลือบเพลตดวยแอนติเจนบริสุทธิ์

ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับซีรัมที่ระดับความเจือจาง 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 
400 และ 1: 800 โดยใชซีรัมความเจือจางละ 10 ตัวอยาง และทดสอบ ELISA ดวยชุดทดสอบ
เชิงการคา ที่ระดับความเจือจาง 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 1: 800 โดยใชซีรัมความเจือ
จางละ 10 ตัวอยางเชนเดียวกัน แลวทําการเปรียบเทียบคาเฉล่ีย O.D. ที่ไดจากการทดสอบทั้ง
สองครั้ง พบวา ชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นเองมีลักษณะการลดลงของคาเฉลี่ย O.D. ตามความเจือ
จางเปนไปในทางเดียวกันกับชุดทดสอบเชิงพาณิชย 
ตารางท่ี 7 ความสัมพันธระหวางผลการทดสอบดวยชุด ELISA ที่พัฒนาขึ้นเอง และชุด
ทดสอบเชิงการคา  

ลําดับความเจอืจาง ชุดทดสอบทีพ่ัฒนาขึ้นเอง ชุดทดสอบเชงิพาณิชย 
1 : 50 0.382 + 0.114 0.485 + 0.119 
1 : 100 0.239 + 0.051 0.344 + 0.105 
1 : 200 0.166 + 0.031 0.243 + 0.067 
1 : 400 0.131 + 0.016 0.173 + 0.044 
1 : 800 0.112 + 0.013 0.136 + 0.028 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
แผนภูมิที่ 6 คา OD ELISA ระหวางการทดสอบดวยชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นเอง และชุดทดสอบ
เชิงพาณิชย และกับซีรัมที่ระดับความเจือจาง 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 1: 800 
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8. การทดสอบซีรัมจากตัวอยางในฟารม 
การทดสอบ ELISA ดวยวิธีที่พัฒนาขึ้นเอง โดยเคลือบเพลตดวยแอนติเจนบริสุทธิ์

ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับตัวอยางซีรัม จํานวน 80 ตัวอยาง เปรียบเทียบกับชุด
ทดสอบเชิงพาณิชย   อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภูมิที่ 7 เปรียบเทียบคา OD ชุดทดสอบ ELISA ที่เคลือบเพลทดวยแอนติเจนบรสุิทธิ์ 2 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับชุดทดสอบเชิงพาณิชย (Bio Chek) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6 ชุดทดสอบ ELISA ที่พัฒนาขึ้นใชเองจากการทดลองครั้งนี้ 
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การพัฒนาวิธีการทดสอบ HI 
1. การเตรียมไวรัสเขมขน 

จากการนําสารละลายไวรัสปนเหวี่ยงดวยเครื่อง ultracentrifuge ความเร็วรอบ 31,500 
รอบตอนาที จากนั้นละลายตะกอนแลวปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที เพื่อตกตะกอน แลวนํา
แอนติเจนสวนใสที่เปนสารละลายไวรัสเขมขนไปบําบัดดวยเอนไซม โดยไมผานขั้นตอนการ
ทําไวรัสใหบริสุทธิ์ดวยวิธี Sucrose gradient แตพบวาสารละลายไวรัสเขมขนที่ผานการบําบัด
ดวยเอนไซมทั้ง 2 ชนิดสามารถทําใหเกิดปฏิกิริยา HA ได  
2. การคัดเลือกเอนไซมเพื่อใชในการบําบัดแอนติเจน 

เมื่อบําบัดแอนติเจนสายพันธุตางๆ ดวยเอนไซม neuraminidase และ phospholipase C 
type I แลวนําแอนติเจนที่ไดทดสอบการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง เพื่อเปรียบเทียบ
ความสามารถของเอนไซมทั้งสองชนิดในการทําใหเกิดการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง 
และเลือกใชเอนไซมที่ทําใหเกิดการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดงระดับความเจือจางสูงที่สุด
ในการทดลองตอไป ผลการทดลองพบวาเอนไซมทั้งสองชนิดมีความสามารถในการบําบัด
แอนติเจนไดไมตางกัน นั่นคือทําใหแอนติเจนสายพันธุ 4/91, H120 และ MA5 มีระดับ HA 
titer เทากับ 32 HA unit ซ่ึงวัดดวยวิธี HA เทานั้น เพราะเราตองการเหนี่ยวนําใหเชื้อมี 
Haemagglutination activity ซ่ึงไดคาเทากันคือ 32 และทําใหแอนติเจนสายพันธุ 
Nephropathogenic มีระดับ HA titer เทากับ 4 HA unit ดังภาพที่ 4 ซ่ึงแตกตางจากกอนนําไป
บําบัดดวยเอนไซมทั้งสองชนิด พบวาแอนติเจนทั้ง 4 ไมสามารถเกิดการจบักลุมตกตะกอนกับ
เม็ดเลือดแดงได และเมื่อพิจารณาทางดานราคา และจํานวนของเอกสารอางอิงถึงวิธีการ
ทดสอบ พบวาเอนไซม phospholipase C มีราคาที่ต่ํากวา และพบเอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ
มากกวาเอนไซม neuraminidase ดังนั้น การทดลองครั้งนี้จึงเลือกใชเอนไซม phospholipase C 
ในการบําบัดแอนติเจน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 7 ผลการทดสอบ HA จากแอนติเจนที่ผานการบําบัดดวยเอนไซม phospholipase C และ
neuraminidase  

1          2          3         4           5          6           7           8         9         10        11        12 
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IB Nephro  
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phospholipase 

phospholipase 
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3. การคัดเลือกแอนติเจน สําหรับใชในการทดลอง 
 นําแอนติเจนสายพันธุตางๆ บําบัดดวยเอนไซม phospholipase C แลวทําการทดสอบ
การยับยั้งการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (HI) แบบ 25 ไมโครลิตร กับซีรัมที่ใหผลบวก
ตอ IBV ดวยวิธี ELISA จากชุดทดสอบเชิงการคา จํานวน 10 ตัวอยาง เพื่อหาสายพันธุที่
สามารถทําปฏิกิริยา HI ไดดีที่สุด โดยตัดสินจากคาเฉลี่ย Log 2 (HI titer) ที่สูงที่สุด ซ่ึงผลการ
ทดลองพบวาสายพันธุ H120 สามารถทําปฏิกิริยายับยั้งการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไดดีที่สุด 
โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 4.1 สวนสายพันธุ MA5, Nephro pathogenic และ 4/91 มีคาเฉลี่ย เทากับ 
1.9, 1.4 และ 1.3 ตามลําดับ ดังตารางที่ 8 ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้ จึงเลือกใชแอนติเจนสาย
พันธุ H120 บําบัดดวยเอนไซม phospholipase C type 1  

 
ตารางที่ 8 ผล HI titer จากการทดสอบ HI ดวยแอนตเิจนสายพันธุตางๆ 

Log 2 (HI titer) ตอ serum no. คาเฉล่ีย 
 แอนติเจน 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Log 2 (HI titer) 
4/91 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1.3+0.95 
H120 5 5 5 3 3 6 4 4 3 3 4.1+1.1 
MA5 3 3 1 1 1 6 1 1 1 1 1.9+1.7 

Nephro pathogenic strain 1 1 1 1 1 5 1 1 1 1 1.4+1.3 
 

4. การทดสอบซีรัมจากตัวอยางในฟารม 
 หลังจากบําบัดแอนติเจนของเชื้อไวรัสสายพันธุ 120 ดวยเอนไซม Phospholipase C 
ใหมีความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตรดังภาพที่ 6 แลวนํามาทดสอบ HI กับตัวอยาง
ซีรัมชุดเดียวกับทดสอบ ELISA จํานวน 4 ฝูง ฝูงละ 20 ตัวอยาง ผลการทดสอบ HI ใหคา titer 
ดังตารางที่ 9  
 
 

 
 

                  ภาพที่ 8 ผลการเตรียมแอนตเิจนความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร 
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การเปรียบเทียบผลการทดสอบดวยวิธี ELISA และ HI  
 การเปรียบเทียบผลการทดสอบ ELISA จากวิธีที่พัฒนาขึ้นเอง และวิธีที่ผลิตเชิงการคา 
กับวิธีการทดสอบ HI ทําโดยนําคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA ทั้งสองวิธีเปรียบเทียบ
กับคาเฉลี่ย titer จากวิธี HI มาสรางกราฟ เพื่อวิเคราะหแนวโนมระดับภูมิคุมกันของตัวอยาง
ซีรัมทั้ง 4 ฝูง จากทั้ง 3 วิธี  
 
ตารางที่ 9 เปรียบเทียบคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA และคาเฉลี่ย HI titer 

ฝูงที่ 
คาเฉลี่ย OD วธีิ 

ELISA ที่พัฒนาขึ้น 
คาเฉลี่ย OD วธีิ 

ELISA ที่ผลิตเชิงพาณิชย 
คาเฉล่ีย  

log2 (HI titer) 
1 0.478+0.296 0.285+0.114 4.25+0.851 
2 0.368+0.136 0.192+0.046 3.75+0.550 
3 0.21+0.059 0.227+0.060 3.35+0.671 
4 0.352+0.132 0.358+0.162 4.05+0.826 

หมายเหตุ ไมพบความสัมพนัธของแตละคาเฉลี่ยในแตละคอลัมน (p> 0.05) 
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แผนภูมิที ่8 แสดงการเปรียบเทียบคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA 

และคาเฉลี่ย log2 (HI titer) 
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วิจารณและสรุปผล 
 โรคหลอดลมอักเสบติดตอ เปนโรคติดเชื้อไวรัสในไก กอใหเกิดความเสียหายทาง
เศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเปนอยางมาก (Parsons et al., 1992) วิธีที่นิยมใชสําหรับ
การวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ ไดแก haemagglutination inhibition (HI) 
test, agar gel precipitation test (AGP) และ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
สวนเทคนิค virus neutralization test (VNT) ไมนิยมใช เนื่องจากมีตนทุนสูงและยุงยากมาก 
(De Wit , 2000) 
 การวิจัยคร้ังนี้ ทําการพัฒนาวิธีการทดสอบ ELISA และวิธี HI ตอไวรัส IB เนื่องจาก
เปนเทคนิคที่ไมซับซอนมากนัก แตขาดการศึกษาและพัฒนาอยางตอเนื่อง ทําใหหองปฏิบัติ 
การสวนใหญในประเทศไทยยังคงนําเขาแอนติเจน และชุดทําสอบ ELISA ที่ผลิตเชิงการคา
จากตางประเทศ  
 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ ELISA  
 เนื่องจากผูประกอบการฟารมเลี้ยงไกหลายแหงในประเทศไทย เลือกใชวัคซีน           
ซีโรไทป Massachusetts เพื่อกระตุนระดับภูมิคุมกันในไกตอไวรัส IB และเพื่อปองกันการ
ระบาดของโรคในพื้นที่ ซ่ึงมีรายงานวาไวรัสดังกลาวเปนสายพันธุที่มีโอกาสพบวากอใหเกิด
โรคบอยที่สุด และวัคซีนที่เตรียมจากสายพันธุที่กอใหเกิดโรค จะปองกันการติดเชื้อไวรัสสาย
พันธุนั้นๆไดดีกวา นอกจากนั้นซีโรไทป Massachusetts ยังมีคุณสมบัติที่ใหการปกปองขาม 
(cross immunity) ตอซีโรไทปอ่ืนไดบาง ดังนั้นคณะวิจัยจึงไดเลือกใชแอนติเจน ซีโรไทป 
Massachusetts สายพันธุ H120 ในการพัฒนาชุดทดสอบ ELISA เพื่อจะนํามาใชในการตรวจ
ติดตามระดับภูมิคุมกันตอไวรัส IB เพื่อใชเปนขอมูลในการวางแผน ควบคุม และปองกันการ
ระบาดของโรคหลอดลมอกัเสบติดตอในฟารมตอไป 
 ขั้นตอนแรกในการพัฒนาวิธีทดสอบ ELISA คือขั้นตอนการศึกษาคุณสมบัติของ
ไวรัส ไวรัส IB เจริญไดดีในตัวออนไขฟก และระดับ titer ตอไวรัสใน AF จะมีคาสูงที่สุด
หลังจากการฉีดเชื้อ 1 ถึง 2 วัน (Clarke et al., 1972; Darbyshire et al., 1975; Hitchner and 
White, 1995; Perchase et al., 1966)  แตในการทดลองตองการศึกษาลักษณะของตัวออนไขฟก
หลังจากไดรับเชื้อ จึงทําการบมเชื้อนานถึง 120 ชั่วโมง หรือ 5 วัน  ซ่ึงตัวออนไขไกฟก ที่ไดรับ
การฉีดเชื้อจะมีลักษณะมวนกลม แคระแกร็น และมีอัตราการตายสูง (DeWit, 2000) ซ่ึง
ระยะเวลา 1-2 วัน อาจจะสังเกตลักษณะดังกลาวไดไมชัดเจน และจากผลการทดสอบอัตราการ
ตายของไขฟกหลังจากฉีดเชื้อไวรัสสายพันธุ H120 พบวามีอัตราการตายสูงถึง 50% ซ่ึงสูงกวา
สายพันธุอ่ืนๆ ที่นํามาทดสอบ   
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 ความเขมขนของแอนติเจนบริสุทธิ์ที่ไดจากการทดลองยังไมสูงมากนัก อาจเนื่องจาก
ไมไดเก็บ AF ในระยะเวลาที่มีระดับ titer ตอไวรัสสูงที่สุด คือ 1-2 วัน (Clarke et al., 1972; 
Darbyshire et al., 1975; Hitchner and White, 1995; Perchase et al., 1966) และอาจเกิดการ
สูญเสียจากการละลายไวรัสในขั้นตอนการปนไวรัสใหบริสุทธิ์ แตแอนติเจนที่ไดจากการ
ทดลองท้ังหมด 2 สวน สวนละ 200 ไมโครลิตร (Complete และ Partial IBV) สามารถใช
เตรียมเพลต ELISA ดวยความเขมขน 2.0 µg ไดมากกวา 40 เพลต ซ่ึงหากคิดเปนมูลคาตามชุด
ทดสอบที่ผลิตเชิงการคา จะมีราคาประมาณ 5 หมื่นบาท และสารเคมีที่เหลือยังสามารถ
นํามาใชเตรียมเพลต ELISA ในครั้งตอไปไดอีก ซ่ึงหากพิจารณาในดานตนทุนการทดสอบถือ
วามีความเหมาะสมในการนํามาทดแทนชุดทดสอบทางการคาที่ตองนําเขาจากตางประเทศ  

ดานผลการทดสอบพบวาวิธี ELISA ที่พัฒนาขึ้นมีความสามารถในการตรวจซ้ําได 
โดยจากการทดลอง 3 ครั้ง พบวาใหคาความเขมแสงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่น 95%  และวิธีการทดสอบมีความเฉพาะตอ IBV สังเกตไดจากคา OD ใน
การทําปฏิกิริยากับซีรัมตอเช้ืออ่ืนๆ จะมีคาต่ําใกลเคียงกับตัวอยางควบคุมผลลบ หลังจาก
ทดสอบซีรัมจากลูกไกที่มีระดับแอนติบอดีจากแมลดลงแนนอน พบวาคา OD ที่ไดจากการ
ทดสอบซีรัมลูกไกอายุ 1 วัน จะมีคามากที่สุด เนื่องจากไดรับแอนติบอดีมาจากแมไก และจะ
ลดลงเรื่อยๆ เมื่ออายุมากขึ้น แตไมไดรับการใหวัคซีน สอดคลองกับรายงาน Davelaar และ 
Kouwenhoven (1977) ที่กลาววาระดับนิวทริไลซิ่งแอนติบอดีตอไวรัส IB ที่ไดรับมาจากแมไก 
จะสูงสุดเมื่ออายุ 1 วัน และจะลดลงเรื่อยๆ จนหมดไปเมื่ออายุ 30 วัน 
 ผลการเปรียบเทียบชุดทดสอบ ELISA ที่พัฒนาขึ้นกับชุดทดสอบทางการคา พบวาชุด
ทดสอบทางการคาใหคาเฉลี่ยความเขมแสงมากกวาชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นเอง แตแนวโนม
ของผลการทดสอบที่ไดมีความคลายคลึงกัน 
 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ HI 
 การทดลองใชเอนไซม neuraminidase และ phospholipase C ในการบําบัดแอนติเจน 
พบวาใหผล HA titer ไมแตกตางกัน ซ่ึงไมสอดคลองกับผลการทดลองของ Bingham และ
คณะ (1975) ที่พบวาเฉพาะ phospholipase C เทานั้นที่สามารถบําบัดแอนติเจนสายพันธุ 
Massachusettes ได  
 การเลือกใชแอนติเจนในการทดสอบเปนสายพันธุ H120 เนื่องจากสามารถทําปฏิกิริยา 
HI ไดดีกวาสายพันธุอ่ืนๆ เนื่องจากซีรัมที่ใชในการทดสอบมาจากลูกไกที่ทําวัคซีน IB H120 
แตจากการทดลองแอนติเจนที่ใชยังสามารถทําปฏิกิริยากับ MA5 ไดบางตัวอยาง เนื่องจากวา
เปน ซีโรไทป เดี ยวกัน  จึ งสามารถทํ าปฏิกิ ริ ย ายับยั้ งข ามได  แตสายพัน ธุ อ่ืน  คื อ 
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Nephropathogenic และ 4/91 มีระดับ HI titer เทากับ 2 log2 HI titer unit ตอ 25 ไมโครลิตร ซ่ึง
นอยมากดังนั้นจึงกลาวไดวาแอนติเจนที่พัฒนาขึ้นมีความเฉพาะตอสายพันธุ H120  
 ผลการนําคาเฉล่ีย OD และคาเฉลี่ย HI titer จากการทดสอบ ELISA และ HI ที่
พัฒนาขึ้นเองกับซีรัม 4 กลุม ซ่ึงเปนซีรัมชุดเดียวกัน มาทําการเปรียบเทียบแนวโนมระดับ 
Titer พบวามีความคลายคลึงกัน แตเมื่อนําผลทั้งสองเปรียบเทียบกับชุด ELISA ทางการคา
พบวามีความแตกตางกันเล็กนอย อาจเนื่องจากแอนติเจนที่ใชในการทดสอบ ELISA และ HI 
ที่พัฒนาขึ้นเอง เปนสายพันธุเดียวกันทําใหแนวโนมระดับ titer คลายเคียงกัน แตแอนติเจนที่
ใชในการทดสอบดวยชุดท่ีพัฒนาขึ้นเองทั้งสองวิธีอาจจะมีความแตกตางทางสายพันธุกับ
แอนติเจนที่ใชเตรียมเพลท ELISA ในเชิงการคาทําให titer มีความแตกตางเล็กนอย  
 
ขอเสนอแนะ 
 1. การละลายแอนติเจน ในขั้นตอนการปนแยกแอนติเจนใหบริสุทธิ์ ตองใชความ
ระมัดระวังเปนพิเศษ ซ่ึงหากละลายใหเขากันไดไมดี จะทําใหเกิดการสูญเสียแอนติเจน ทําให
ไดความเขมขนโปรตีนต่ํา เมื่อนํามาเตรียมเพลท ELISA ตองใชแอนติเจนปริมาณมากขึ้น ทํา
ใหไดชุดทดสอบนอยลง  
 2. อาจนําผลการวิจัยที่ไดไปพัฒนาในเชิงอุตสาหกรรม เพื่อผลิตชุดทดสอบ ELISA 
ตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอ ขึ้นใชเองภายในประเทศ เพื่อลดการนําเขาและอาจสงออกไปยัง
ประเทศที่อยูในเพื่อนบานได  
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ภาคผนวก 
 

ภาคผนวก ก. เทคนิคตางๆ สําหรับการบําบัดไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ 
Protocol 1: OIE, 2004 
 แอนติเจนตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอจําเปนตองมีการบําบัดเพื่อใหเกิดปฏิกิริยา
จับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง (Haemagglutination activity) เร่ิมแรกทีเดียวจะใช
เอนไซมที่ผลิตเชิงการคา phospholipase C type 1 และกําหนดใหใชสารละลายไวรัสผสมกับ
เอนไซมปริมาตรเทาๆกัน เพื่อใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1 หนวยตอมิลลิลิตรในบัฟเฟอร
เดียวกัน   
 อยางไรก็ตาม การใช crude filtrate จาก Clostridium perfringens culture มี
ประสิทธิภาพมากกวา และดูเหมือนวาเอนไซมที่ติดมาดวยนอกเหนือจาก phospholipase C จะ
มีสวนสําคัญตอการเกิดปฏิกิริยาจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงมากกวาเสียอีก นํา AF 
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 30,000 g เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวนําตะกอนที่กนหลอดมาทําละลาย
ดวย Clostridium perfringens type A filtrate ที่เจือจางเปน 100 เทา แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง  
 
Protocol 2: Naik et al. (2005) 
 ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอมีคุณลักษณะเฉพาะตัว คือ ความสามารถในการจับกลุม
ตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไก ภายหลังการบําบัดดวยเอนไซม Naik และคณะ (2005) ใชไวรัสจาก
ทองถ่ินนํามาฉีดเชื้อผานไขแลวเก็บน้ําไขขาวจากตัวออนที่แสดงรอยโรคจําเพาะตอโรค
หลอดลมอักเสบติดตอ 

1. นําน้ําไขขาวมาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 30,000 g เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวนํา
ตะกอนมาละลายที่ความเจือจาง 100 เทา ใน 0.01 M Tris HCl buffer (pH 6.5)    

2. สารละลายน้ําไขขาว นํามาผสมกับ crude filtrate ของ Clostridial perfringens 
culture ที่เชื่อวามีเอนไซม neuraminidase แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 2 ชั่วโมง   
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Protocol 3: Ruano et al. (2000) 
 ใชเอนไซม neuraminidase type V จากแบคทีเรีย Clostridium perfringens (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, Missouri)  

1. สารละลาย Working solution เตรียมจากเอนไซม neuraminidase ความเขมขน 10 
units/ PBS 1 ml ที่ pH 7.2  

2. น้ําไขขาวจากตัวออน ภายหลังการฉีดเชื้อไวรัสเปนเวลา 48 ชั่วโมง และบําบัด
โดยตรงดวยการผสมกับ AF 0.25 ml กับ neuraminidase working solution 25 
ไมโครลิตร ที่มีความเขมขน 1.0 U/ml  (โดยการนํา working solution 22.5 
ไมโครลิตรผสมกับ PBS 22.5 ไมโครลติร) 

3. หลังจากนั้น บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที   
 

 Protocol 4: Villegas (1997)  
1. เจือจางไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในสัดสวนที่เหมาะสมในสารละลาย HBSS 
2. ฉีดเชื้อลงไขฟกอายุ 9-11 วัน ดวยไวรัสที่เจือจางแลว ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรตอ

ฟอง 
3. บมไขฟก หากไขฟกตายภายใน 24 ชั่วโมงภายหลังการฉีดเชื้อใหทิ้ง 
4. นําตัวออนออกจากตูบมที่ 30-48 ชั่วโมงภายหลังการฉีดเชื้อ และแชในตูเย็นที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขามคืน หรืออยางนอย 3 ชั่วโมง นับจากขั้นตอนนี้เปน
ตนไป ใหพยายามวาง AF หรือแอนติเจนในน้ําแข็งเสมอ 

5. เก็บ AFไมใหมีเม็ดเลือดแดงติดมาดวย 
6. ปน AF ที่ความเร็วรอบ 1,500 rpm เปนเวลา 30 นาที เพื่อกําจัดเม็ดเลือดแดง และ

เศษเซลลออก เก็บเฉพาะ AF สวนใส บันทึกปริมาตรของ AF ที่ไดเปนมิลลิลิตร 
7. เตรียมไวรัสใหเขมขนดวยการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 30,000 g เปนเวลา 90 

นาที แลวทิ้งสวนใส 
8. ทําละลายตะกอนไวรัสในบัฟเฟอร HEPES ที่ pH 6.5 เติมบัฟเฟอร ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรตอ AF ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่ไดกอนเขาเครื่องปนเหวี่ยง (100 X 
concentration) 

9. เติมสาร phospholipase C  
10. ผสมใหเขากันจนของเหลวเขากันเปนเนื้อเดียวกัน  
11. บมเปนเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แลว vortex ทุก 30 นาที 
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12. การเก็บรักษาแอนติเจน แอนติเจนสามารถคงอยูไดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 2 เดือน กรณีแชแข็ง แอนติเจนก็จะสามารถคงอยูไดเปนเวลาใกลเคียง
กัน การแชแข็งและการละลาย (freeze-thawing) ซํ้าๆหลายครั้ง มีผลตอไตเตอร
ของแอนติเจน  

 
Protocol 5: King (1984) 
 ใช phospholipase C (PLC) จาก Clostridium perfringens (Sigma Chemical Co., St. 
Louis, Missouri) ทําละลายใหเปน 5 units/ml ในสารละลาย PBS (0.14 M NaCl, 0.003 M 
KCl, 0.008 M Na2HPO4, 0.0015 M KH2PO4 pH 7.2) แลวกรองผานกระดาษกรองขนาด 
0.45 ไมครอน แบงเก็บในตูแชแข็ง (-20 องศาเซลเซียส) 
 
ขั้นตอนการเตรียมแอนติเจน IBV HA  

1. ฉีดเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่มีปริมาณไวรัส 106.5 EID50 ทาง 
chorioallantoic sac ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรตอฟอง แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 ชั่วโมง แลวเก็บน้ําไขขาว  

2. ปนตกตะกอนเศษเซลล (clarification) ที่ความเร็วรอบ 1,000 g เปนเวลา 45 นาที 
3. ปนตกตะกอนไวรัส (concentration) ที่ความเร็วรอบ 39,000 g เปนเวลา 40 นาที 

แลวทําละลายในสัดสวน 1/100 จากปริมาตรน้ําไขตั้งตนใน HEPES-buffered 
saline (HBS) (0.025 M HEPES, 0.14 M NaCl, 0.001 CaCl2, pH 6.5)  

4. นําไวรัสเขมขนที่ไดมาบําบัดดวย PLC (0.5 units/ml) โดยการผสมเอนไซมที่
ปริมาตรเทาๆกัน (1 unit/ml) กับไวรัสเขมขน แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง 

 
Protocol 6: Lukert (1980) 
 ใช phospholipase C type 1 (Sigma Ltd.) และไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอหลากหลาย
สายพันธุ  

1. เตรียมไวรัสเขมขน 100 เทาโดยการปนที่ความเร็วรอบ 30,000 g เปนเวลา 40-60 
นาที  

2. ทําละลายใน 0.01 M Tris/HCl pH 6.5 โดยไมจําเปนตองผานขั้นตอนการทําไวรัส
ใหบริสุทธิ์ 
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3. นําไวรัสเขมขนมาบําบัดดวย phospholipase เปนเวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ใหไดความเขมขนสุดทายของเอนไซมเปน 1 unit/ml  

ไวรัสที่บําบัดดวยเอนไซมใหเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสดีที่สุด และยังคงรักษา
คุณสมบัติที่ดีเปนเวลาประมาณ 3 สัปดาห  
 
ภาคผนวก ข. วิธีการทดสอบ 
1. การเพิ่มปริมาณไวรัส 

1.) เจือจางไวรัส IB สายพันธุตางๆ ดวย 0.1 phosphate buffer saline (PBS) ที่ pH 7.0-
7.4  แลวเติมยาปฏิชีวนะ 0.05 มิลลิลิตรตอ 1 มิลลิลิตร ฉีดเขาไขไกฟกอายุ 9-11 วัน ทาง 
Allantoic cavity ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรตอฟอง ปดเปลือกไขดวยกาวน้ําอเนกประสงค (UHO®, 
GmbH & Co.HG, Germany) 

3.) เก็บไขไกฟกที่ฉีดเชื้อไวรัสแลวในตูฟกไข อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
4.) ไขที่ตายภายใน 24 ชั่วโมง ใหเก็บทิ้ง และบันทึกอัตราการตายของไขทุกวัน 
5.) หลังจากฉีดเชื้อไวรัสครบ 120 ชั่วโมง เก็บไขไกฟกแชเย็น 3 ชั่วโมง 
6.) นําไขออกจากตูแชเย็น เก็บ AF โดยระวังไมใหติดเม็ดเลือดแดง  

 7.) นํา AF มาปนเหวี่ยง เพื่อแยกชั้นเศษเซลลดวยเครื่อง High-speed centrifuge 
ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  
 8.) เก็บสวนใสจากการปนแยกเศษเซลล และบันทึกปริมาตรสวนใสที่ไดจากการฉีด
เชื้อไวรัสแตละสายพันธุไว  
 
2. การสกัด RNA ดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป Viral RNA Extraction (Real GenomicTM, Real 
Biotech Corporation, Taiwan) 
 1.) นํา AF ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
 2.) เติม VB buffer containg carrier RNA ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 10 นาที  
 3.) เติม 70% ethanol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน  
 4.) นําหลอดท่ีติดกระดาษกรอง วางลงในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร แลวเติมสวนผสม
ในขั้นตนลงในหลอดกรอง ปริมาตร 600 ไมโครลติร  
 5.) นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลวเทสวนที่
ไหลผานกระดาษกรองทิ้ง  
 6.) เติมสวนผสมที่เหลือ และนําไปปนซ้ําเชนเดียวกับ ขอ 5.)  
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 7.) ลางสิ่งปนเปอนบนกระดาษกรองดวย wash buffer 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
นําไปปนที่ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที  
 8.) เทสวนที่ไหลผานกระดาษกรองทิ้ง เติม wash Buffer ปนเหวี่ยง และเทสวนไหล
ผานกระดาษกรองทิ้งเชนเดียวกับ ขอ 7.)  
 9.) นําหลอดไปปนอีกครั้งดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เวลา 3 นาที  
 10.) นําหลอดที่ติดกระดาษกรองออกจากหลอด 2 มิลลิลิตร มาใสในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
 11.) เติม RNase-free water ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 3 นาที  
 12.) นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เวลา 1 นาที สารละลาย RNA 
จะตกลงสูหลอด microcentrifuge ปดฝา และเก็บสารละลาย RNA ไวที่ -20 องศาเซลเซียส  
 
3. การตกตะกอนไวรัส 

1.) นําสวนใสที่ไดจากการแยกเศษเซลล มาปนเหวี่ยงดวยเครื่อง ultracentrifuge 
ความเร็วรอบ 31,500 รอบ/นาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเทสวนใสดานบนทิ้ง แลวเติม AF 
ของ IBV ที่เหลือ แลวปนซ้ําจนกวาเชื้อจะหมด  

4.) หลังจากปนเหวี่ยง และไดไวรัสตกตะกอนจับกันเปนกอนสีขาวที่กนหลอด
ดานบนแลว เติมสารละลาย HEPES buffer pH 6.5 (HEPES buffer) ใหทวมตะกอนไวรัส ตั้ง
ทิ้งไวคางคืน 

5.) ลางคราบโปรตีนอื่นๆ ที่อยูดานบนตะกอน ดวยสารละลาย HEPES buffer เบาๆ 
แลวเททิ้ง 2 รอบ  

6.) ละลายตะกอนไวรัสดวย HEPES buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซํ้ากันจนครบทุก
หลอด 

7.) ลางตะกอนไวรัสที่ติดอยูขางหลอดดวย HEPES buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซํ้ากัน
จนครบทุกหลอด 

8.) นําสารละลายไวรัสที่ไดจากขอ 4 และ 5 รวมกัน แลวเติม HEPES buffer โดยให
ปริมาตรสุดทายของสารละลายไวรัสมีอัตราสวน 1 มิลลิลิตร ตอสารละลายเชื้อไวรัส 100 
มิลลิลิตร  

9.) นําสารละลายไวรัส ปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนสวนที่ละลายไดไมหมด ที่ความเร็ว 
12,000 รอบ ตอนาที เปนเวลา 10 นาที  

10.) เก็บสารละลายไวรัสสวนใสไวที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส 
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4. การหาความเขนขนของโปรตีน (Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc.)) 
 1.) เตรียม reagent A ผสมกับ reagent S ในอัตราสวน 1 ml : 20 µl ตามลําดับ  
 2.) ถายสวนผสม reagent A ที่ผสมกับ reagent S แลว ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน
หลอดทดลอง 
 3.)  เติม standard Protein หรือสารละลายไวรัสที่ทําใหบริสุทธิ์ ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร  
 4.) เติม reagent B ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex แลวตั้งไวที่
อุณหภูมิหอง 15 นาที  

5.) นําสารละลายที่ไดวัดคาการดูดกลืนแสง (O.D.) ดวยเครื่อง spectrometer ความยาว
คล่ืนแสง 750 นาโนเมตร และบันทึกคา O.D.  

 
5. การเตรียมเพลท ELISA  
 1.) เตรียมแอนติเจนใน 0.05 M carbonates-bicarbonate ใหไดความเขมขน 2-10 µg/ml  
 2.) เติมแอนติเจนลงในเพลทกนแบน ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม และเก็บไวที่
อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง 
 3.) เติม Wash solution หลุมละ 300 ไมโครลิตร จับเวลา 3 นาที เททิ้ง ทําซ้ํา 3 คร้ัง 
 4.) เติม Blocking solution ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ตอหลุม ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 
ชั่วโมง 
 5.) ลางเพลทดวย Washing buffer 300 µl/well ตั้งทิ้งไว 3 นาที ทําซ้ํารวมทั้งหมด 3 
คร้ัง 
 
6. การทดสอบ ELISA  

1.) เจือจางซีรัมใน Dilution buffer อัตราสวน 1:100 แลวเติมลงในเพลทปริมาตร 100 
ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งทิ้งไวอุณหภูมิหอง 30-60 นาที 

2.) ลางเพลทดวยการเติม Washing buffer 300 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งทิ้งไว 3 นาที 
ทําซ้ํารวมทั้งหมด 3 คร้ัง 

3.) เติมคอนจูเกต ที่ผลิตเชิงการคา (Goat anti-Chicken IgG (H+L) horseradish 
peroxidase, Synbiotics Corporation, San Diego, USA) 100 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งที่
อุณหภูมิหอง 30-60 นาที 

4.) ลางเพลทดวย Washing buffer 300 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งทิ้งไว 3 นาที ทําซ้ํารวม
ทั้งหมด 3 คร้ัง 
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5.) เติมซับสเตรต ที่ผลิตเชิงการคา (ABTS-Hydrogen peroxidase, Synbiotics 
Corporation, San Diego, USA) 100 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งที่อุณหภูมิหอง 30-60 นาที 

6.) เติม Stop solution เพื่อหยุดปฏิกิริยา ปริมาตร 100 µl ตอหลุม 
7.) นําเพลทไปอานคา O.D. ดวย เครื่อง ELISA Reader (Biotech EL311) ที่ความยาว

คล่ืน 405 นาโนเมตร 
8.) บันทึกคา O.D. นํามาคํานวณหาระดับ Titer  

 
7. การทดสอบ ELISA ดวยชุดทดสอบเชิงการคา Biocheck 

1.) เตรียมตัวอยางและสารละลาย 
1.1) เจือจางตัวอยางซีรัมอัตราสวน ซีรัม : dilution buffer (1 : 500) 
1.2) เตรียม Wash buffer 1 ซอง ตอน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
1.3) เตรียม Substrate buffer โดย 1 เม็ด ตอ Substrate buffer 5.5 มิลลิลิตร  

2.) การทดสอบตัวอยาง 
2.1) เติม Negative control ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในหลุม A1 และ A2 
2.2) เติม Positive control ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในหลุม A3 และ A4 
2.3) เติมตัวอยางที่เจือจางในขอ 1.1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 
2.4) ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
2.5) เทของเหลวทิ้ง เติม Wash buffer ที่เตรียมในขอ 1.2) ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร ตอหลุม จับเวลา 3 นาที แลวเท Wash buffer ทิ้ง ทําซ้ํารวมทั้งหมด 4  
2.6) เติม Conjugate reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 
2.7) ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
2.8) ลางตามขั้นตอนที่ 2.5) 
2.9) ใส Substrate reagent ที่เตรียมในขอ 1.3) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 
2.10) ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที 
2.11) ใส Stop solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 
2.12) อานผลที่ความยาวคลื่น 405 nm 

3.) การแปรผล 
3.1) คา Negative control ความเขมแสงเฉลี่ย นอยกวา 0.3 
3.2) สวนตางคาความเขมแสงเฉลี่ย ระหวาง Negative control และ Positive 
control มากกวา 0.15 
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8. การเตรียม 1% เม็ดเลือดแดง 
1.) ใช syringe ขนาด 10 มิลลิลิตร และ เข็มเบอร 21 G ยาว ½ นิ้ว ดึง ดึงเลือดไก จาก

เสนเลือดแดงที่ปกไก ประมาณ 8 มิลลิลิตร  
 2.)  ถายเลือดออกจาก syringe ลงในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง 2.5 ml ผสมใหเขากัน
เบาๆ แลวปนแยกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
 3.) ดูดไขมัน คราบฝุน และสวนใสทิ้งแลวลางเม็ดเลือดแดง ดวยการเติม 0.85 % NaCl 
ปริมาตร 10 ml ผสมใหเขากันเบาๆ แลวปนแยกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,000 รอบ
ตอนาที นาน 5 นาที ทําซ้ํา รวมทั้งหมด 3 คร้ัง 
 4.) เติม 0.85% NaCl ลงในเม็ดเลือดแดง (เม็ดเลือดแดง l สวน : 0.85% NaCl 99 สวน) 
 5.) เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
9. การบําบัดแอนติเจนใหจับกลุมตกตะกอนกับเม็ดเลือดแดง  

1.) เตรียมเอนไซมใหมีความเขมขนสุดทาย 2.0 หนวย ตอมิลลิลิตร แลวเติมลงใน
สารละลายไวรัสที่ทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาตรเทากัน 

2.) นําไปบมในตูบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาทุก 30 นาที แลวนํามา
ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer จนครบ 2 ชั่วโมง 

3.) เก็บแอนติเจนที่บําบัดดวยเอนไซมทั้งสองชนิดแลว ไวท่ีอุณหภูมิ 4-8 องศา
เซลเซียสขามคืน กอนนํามาทดสอบการจับกลุมตกตะกอนกับเม็ดเลือดแดง 

 
10. การทดสอบการจับกลุมตกตะกอนกับเม็ดเลือดแดง แบบ 25 ไมโครลิตร  

1.) เติม PBS ลงในเพลทชนิด U-shape ทุกหลุมๆ ละ 25 ไมโครลิตร  
2.) เติมแอนติเจนที่บําบัดดวยเอนไซม ลงในหลุมแรก แลวเจือจางลําดับแบบ two-fold 

dilution  
4.) เติม PBS ที่ pH 7.5 ลงในหลุมทดสอบทุกหลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร 
5.) เติมเม็ดเลือดแดงไก ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ทุกหลุม หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
6.) เขยาใหเม็ดเลือดแดงกระจายใหทั่ว ตั้งทิ้งไว 30 นาที 
7.) ตรวจดูการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงที่กนหลุม แลวไหลลงมาเปนสาย

คลายน้ําตา (Tear-shaped streaming of the RBCs)  
8.) การแปลผล โดยการอานระดับไตเตอรจากความเจือจางสูงที่สุดที่สามารถ

เกิดปฏิกิริยาจับกลุมกับเม็ดเลือดแดงไดอยางสมบูรณ (เลือดไมไหล) หมายถึง เกิดปฏิกิริยาจับ
กลุมกับเม็ดเลือดแดงได 100 เปอรเซ็นต และแทนคาเปน 1 HA unit (HAU) แลวนําไปคํานวณ
กลับจากความเจือจางตั้งตนที่หลุมแรก  
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11. การทดสอบการยับยั้งการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง แบบ 25 ไมโครลิตร 
 1.) เติม PBS ที่ pH 7.5 ลงในเพลทชนิด U-shape ทุกหลุมๆ ละ 25 ไมโครลิตร 
 2.) เติมซีรัมปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในหลุมแรก แลวเจือจางลําดับแบบ two-fold 
dilution 

3.) เติมแอนติเจนที่ทําการบําบัดดวยเอนไซม และมีความเขมขน 4 HAU ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร ลงในหลุมที่ 1-6 และ 8 จากนั้นเคาะเพลทเบาๆ เพื่อผสมใหเขากันในแตละหลุม  

4.) บมที่อุณหภูมิหอง 30 นาที 
5.) เติมเม็ดเลือดแดงไก ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
6.) ผสมโดยการเคาะเพลทเบาๆ แลวปลอยใหเม็ดเลือดแดงตกที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 30 นาที จนกระทั่งเม็ดเลือดแดงในหลุมควบคุม สังเกตเห็นเปนเม็ดกระดุมอยางชัดเจน 
7.) อานคาไตเตอร (HI titer) คือ ความเจือจางของซีรัมที่สูงที่สุดที่สามารถยับยั้ง

แอนติเจนความเขมขน 4 HAU โดยเอียงเพลทแลวสังเกตหลุมที่เม็ดเลือดแดงไหลที่อัตราเร็ว
เทากับหลุมควบคุมจึงจะถือวา เกิดปฏิกิริยาการยับยั้งการจับกลุมเม็ดเลือดแดง 

8.) ความถูกตองของผลการทดสอบพิจารณาจากซีรัมควบคุมลบ ตองมีคาไตเตอรไม
เกิน 22  

9.) ตัวอยางซีรัมที่ถือวาใหผลบวกตองมีระดับไตเตอรสูงกวา 24  
 
ภาคผนวก ค. การเตรียมสารเคมี 
สารเคมีสําหรับเตรียมไวรัส 
 ยาปฏิชีวนะ  

- Nystatin                          2.5        µg/ml 
- Penicillin G sodium       500        IU/ml 
- Streptomycin                 100        µg/ml 
- Oxytetracyclin               100        µg/ml 
- Gentamicin                   100        µg/ml 
store at 4 ๐C 

 0.1 M PBS (pH 7.0-7.4) 
   - Na2HPO4   12.02  g 

   - KH2PO4  2.09 g 
 - Distilled Water  to 1000 ml 
 นึ่งฆาเชื้อ และเก็บที่  4 ๐C 
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 HEPES buffer pH 6.5   
   - HEPES  5.96  g 
   - NaCl   8.19  g 
   - CaCl   0.15  g 

   - Distilled Water to   100 ml 
   ปรับ pH ดวย 1N NaOH นึ่งฆาเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิหอง 
สารเคมีในขั้นตอน gel electrophoresis 
 6X loading buffer 
   - 0.25% bromophenol blue 
   - 40% (w/v) sucrose in water 

 เก็บที่  4 ๐C 
5X TBE buffer  
  - Tris base  54 g  
  - boric acid  27.5 g 
  - 0.5 M EDTA  pH 8.0 20 ml 
  - Distilled Water  to 1000 ml 
  นึ่งฆาเชื้อ และเก็บที่อุณหภูมิหอง 
0.5X TBE buffer 
  - 5X TBE buffer  100 ml 
  - Distilled Water   900 ml 
  เก็บที่อุณหภูมิหอง 

สารเคมีสําหรับทดสอบ HA และ HI  
สารกันเลือดแข็ง 

 - Sodium citrate            4        g 
 - Distilled Water to         100       ml 
 นึ่งฆาเชื้อ และเก็บที่  4 ๐C 

0.85%NaCl  
  - NaCl   8.5 g 

 - Distilled Water  to         1000       ml 
  เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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สารเคมีสําหรับเตรียมเพลท ELISA  
 0.05 M Carbonates-bicarbonate (pH 9.6) 

   - Na2CO3  1.59  g 
   - NaHCO3  2.93 g 
   - Distilled Water to   1000 ml 

   เก็บที่  2-7 ๐C 
 Blocking Solution 
   - skim milk  0.75 g 
   - 0.05 M Carbonates-bicarbonate (pH 9.6)   15  ml 
   เก็บที่  2-7 ๐C 
สารเคมีสําหรับชุดทดสอบ ELISA  
 Dilution buffer 
   - Na2HPO4   12.02  g 

   - KH2PO4  2.09 g 
   - Tween-20  0.5  ml 

 - Distilled Water  to 1000 ml 
   เก็บที่  2-7 ๐C 

 washing buffer (pH 9.6)  
   - NaCl   8.0  g 
   - KH2PO4  0.2 g 
   - Na2HPO4  1.15 g 
   - KCl   0.2  g 
   - Tween-20  0.5  ml 
   - Distilled Water to   1000 ml 
   เก็บที่  2-7 ๐C 
 Stop solution    
   - CH3(CH2)11OSO3Na 1 g 
   - Distilled Water to   100 ml 
   นึ่งฆาเชื้อ เก็บที่  2-7 ๐C      
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