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ข้อแนะน าส าหรับผู้เขียน 
 
 วารสารชีวผลิตภัณฑ์ ก าหนดออกปีละ 2 ฉบับ คือ เดือนมีนาคมและกันยายน  
 
1. เรื่องท่ีจะน าลง 

1.1  ผลงานวิจัย (Research article) เป็นการเสนอผลการวิจัยที่ผู้เขียนได้ท าขึ้นเอง มีการก าหนดปัญหา
และวัตถุประสงค์ที่ชัดเจน มีการรวบรวมข้อมูล วิเคราะห์ สรุปและอภิปรายผลการวิจัย  อันน าไปสู่
ความก้าวหน้าทางวิชาการ 

1.2  บทความทางวิชาการ (Technical article) เป็นงานเขียนขนาดสั้น ซ่ึงมีการก าหนดประเด็นที่ชัดเจน
โดยผู้เขียนเรียบเรียงจากผลงานทางวิชาการของตนเอง หรือของผู้อ่ืนในลักษณะที่เป็นการวิเคราะห์ 
วิจารณ์ หรือเสนอแนวความคิดใหม่ ๆ จากพ้ืนฐานทางวิชาการนั้นๆที่รวบรวมข้อมูลความคิดเห็น
และประสบการณ์ ของผู้เขียน 

1.3 บทความปริทรรศน์ (Review article) คือบทความที่รวบรวมผลงาน หรือแนวคิดเรื่องใดเรื่องหนึ่ง
โดยเฉพาะ ซ่ึงเคยลงตีพิมพ์มาแล้ว น ามาวิเคราะห์ วิจารณ์ เพ่ือให้เกิดความกระจ่างในเรื่องนั้นยิ่งขึ้น  

1.4  เรื่องอ่ืนๆ ที่คณะบรรณาธิการวารสารพิจารณาเห็นสมควร 
2. การจัดท าต้นฉบับ 

2.1 ต้นฉบับที่จะเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภัณฑ์ต้องได้รับการอนุมัติให้เผยแพร่จากต้นสังกัด และต้อง 
ไม่เป็นเรื่องที่เคยเผยแพร่หรืออยู่ระหว่างการพิจารณาเพ่ือเผยแพร่ในสื่ออ่ืน 

2.2 การพิมพ์ผลงานทางวิชาการ 
2.2.1 ตัวพิมพ์ ใช้ตัวอักษร TH SarabunPSK แบบปกติ ขนาด 16 ชื่อหัวข้อใหญ่ เช่น  ชื่อเรื่อง 

บทคัดย่อ บทน า  อุปกรณ์และวิ ธีการ  ผล วิจาร ณ์ สรุ ป กิตติกรรมประกาศ และ
เอกสารอ้างอิง ใช้ตัวอักษรแบบหนา (Bold) ขนาด 18 ส่วนหัวข้อย่อย เช่น ค าส าคัญ ตาราง 
รูปภาพ เป็นต้น พิมพ์โดยใช้ตัวอักษรแบบหนา ขนาด 16 

2.2.2 กระดาษท่ีใช้พิมพ์  ใช้กระดาษ A4 พิมพ์หน้าเดียว จ านวน 10-14 หน้า 
2.2.3 การเว้นท่ีว่างขอบกระดาษ  ด้านบน  ด้านซ้าย  ด้านขวาและด้านล่างที่ 2.54 ซม. 
2.2.4 การล าดับหน้า   ใช้หมายเลข 1,2,3…. ที่ก่ึงกลางหน้า ด้านบน และใช้ตัวอักษรปกติขนาด 16 
2.2.5 ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ  จัดพิมพ์แยกหน้าเฉพาะ และจัดวางหลังเอกสารอ้างอิง โดย

มีรายละเอียดดังนี้ 
 ตาราง ระบุเลขที่ของตาราง (table number) ชื่อของตาราง (table title) หัวตาราง 

(table heading) และที่มาของตาราง (ถ้ามี) ให้ท าเป็นภาษาอังกฤษหรือภาษาไทยทั้งตาราง 
พิมพ์อยู่ในหน้าเดียวกันทั้งหมด ถ้าตารางมีความยาวเกิน 1 หน้า ให้พิมพ์ส่วนที่เหลือในหน้า
ถัดไปโดยพิมพ์เลขที่ตารางและตามด้วยค าว่า (ต่อ) ค าบรรยายตารางให้เขียนไว้ด้านบนของ
ตาราง 

 รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ ควรเป็นภาพขาวด า และท าเช่นเดียวกับตาราง  แต่ค าบรรยายให้
เขียนไว้ด้านล่าง 

2.2.6 การพิมพ์ชื่อวิทยาศาสตร์ของส่ิงมีชีวิต ชื่อวิทยาศาสตร์เป็นไปตามการต้ังชื่อระบบ ทวินาม 
(Binomial nomenclature) พิมพ์ด้วยตัวเอน เช่น Escherichia coli ในกรณีไม่ระบุชื่อ             
สปีชีส์หรือต้องการกล่าวถึงหลายสปีชีส์ เช่น Salmonella spp. 
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3. ต้นฉบับเพ่ือพิจารณาเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภัณฑ์ 
3.1 จ ัดท า ต้น ฉบับผล งา นทา งวิช า ก า ร  (original manuscript) และ ส า เน า  (photocopied 

manuscript) อีกจ านวน 3 ชุด พร้อมแผ่นบันทึกไฟล์ข้อมูลอิเล็ กทรอนิกส์ ที่ระบุรายละเอียด               
ชื่อผลงาน ชื่อเจ้าของผลงาน และที่อยู่พร้อมเบอร์โทรศัพท์ 

3.2  ส่งต้นฉบับทั้งหมดพร้อมเอกสารน าส่งถึง 
 กองบรรณาธิการวารสารชีวผลิตภัณฑ์ 
 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 

โทรศัพท์ 0-4431-1476  ต่อ 1123 โทรสาร 0-4431-5931 
3.3  ไม่ส่งคืนต้นฉบับ 
3.4  ต้นฉบับที่ส่งให้พิจารณาจะมีใบตอบรับให้เจ้าของผลงาน และจะแจ้งผลการพิจารณาให้ทราบภายใน 

2 เดือน 
3.5  ผลงานทางวิชาการที่ได้รับการเผยแพร่ในวารสาร เจ้าของผลงาน (เฉพาะชื่อแรก) จะได้รับวารสาร

ชีวผลิตภัณฑ์ จ านวน 1 เล่ม พร้อม reprint จ านวน 5 ชุด 
 4. การล าดับเรื่อง 

4.1 ชื่อเรื่อง (Title) ต้ังชื่อให้สั้นและสื่อความหมายได้ดี  
4.2 ชื่อผู้เขียนและผู้ร่วมงาน  (Author and co-workers) เขียนชื่อนามสกุลเต็มทั้งภาษาไทยและ

ภาษาอังกฤษ วางก่ึงกลางใต้ชื่อเรื่อง พร้อมทั้งสถานที่ท างานที่ติดต่อได้สะดวก พิมพ์เป็นเชิงอรรถ  
4.3 บทคัดย่อ (Abstract) สั้นได้เนื้อความคลุมเรื่องทั้งหมด โดยเฉพาะวัตถุประสงค์ วิธีการ และผลการ

ทดลองความยาวไม่ควรเกิน 15 บรรทัด ภาษาไทยและภาษาอังกฤษเขียนแยกหน้า  
4.4 ค าส า คัญ (Keywords) ค า หรื อข้อความสั้ น ๆ ที่ มีควา มหมายแสดงถึ งควา มเป็ นไปขอ ง                  

การทดลองนั้นๆ ไม่เกิน 5 ค าส าคัญ โดยพิมพ์อยู่ใต้บทคัดย่อ 
4.5  เน้ือหา (Text) ส าหรับผลงานวิจัยประกอบด้วย 

4.5.1  บทน า (Introduction) บรรยายถึงความเป็นมาและวัตถุประสงค์ รวมทั้งควรมีการทบทวน
วรรณกรรม (literature review) ประกอบ 

4.5.2 อุปกรณ์และวิธีการ (Materials and Methods) ถ้าเป็นการคิดค้นขึ้นใหม่ ควรอธิบายอย่าง
ละเอียด แต่ถ้าเป็นที่ทราบกัน ควรเขียนในลักษณะอ้างอิงถึง ถ้าเป็นชื่อการค้าให้ท าเป็น
เชิงอรรถ 

4.5.3 ผล (Results) บรรยายผลการทดลองให้เข้าใจง่าย อาจเสนอเป็นตา ราง รูปภาพ หรือกราฟ 
พร้อมค าบรรยายประกอบ  

4.5.4  วิจารณ์ (Discussion) วิจารณ์ถึงหลักการที่แสดงออกมาจากผลการทดลอง เพ่ือสนับสนุน หรือ
คัดค้านทฤษฎีที่มีผู้เสนอมาก่อน เพ่ือเปรียบเทียบกับผลการทดลองและการตีความหมายของ
ผู้อ่ืน เน้นถึงปัญหาข้อโต้แย้งในสาระส าคัญของเรื่องที่ก าลังกล่าวถึง และการน าผลไปใช้ให้เป็น
ประโยชน์ 

4.5.5 สรุป (Conclusion) เขียนใจความที่ส าคัญและคุณค่าของงานเพ่ือผู้อ่านเข้าใจได้ง่าย 
4.5.6 กิตติกรรมประกาศ (Acknowledgement) ระบุแหล่งสนับสนุนทุนวิจัย เครื่องมือ อุปกรณ์ 

และความช่วยเหลือจากบุคคลต่าง ๆ 
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4.5.7  เอกสารอ้างอิง (References)  
ก.  การอ้างอิงในเน้ือเรื่อง  

1) วารสารหรือหนังสือ เม่ืออยู่ต้นประโยค เช่น นพพร (2539), Lin and Lee (1981) เม่ือ
อยู่กลางหรือท้ายประโยค เช่น (วิไลและคณะ, 2532; Kumakai et al., 1961)  กรณี 
อ้างอิงเอกสารหลายเรื่องที่เขียนโดยผู้แต่งคนเดียวกันและปีที่พิมพ์ซ้ า กัน ให้ใช้  a, b, c 
หรือ d ตามหลังปีที่พิมพ์ส าหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ  และใช้ ก ข ค หรือ ง 
ตามหลังปีที่พิมพ์ ส าหรับเอกสารภาษาไทย เช่น  เจือ และคณะ (2516ก),  Katz 
(1984a) 

2) บุคคลหรือข้อมูลที่ไม่เคยลงพิมพ์มาก่อน ให้อ้างเฉพาะในเนื้อเรื่องเท่านั้น ไม่ต้องน าไป
รวมในรายชื่อเอกสารอ้างอิง เช่น .....similar results (Layton, R. B. and Weathers, 
C. C., unpublished data), .....for other bacteria (Jones, A. X., personal 
communication) 

3) เอกสารที่หน่วยงานเป็นผู้จัดท า ให้ระบุชื่อหน่วยงานเต็มในการอ้างถึงครั้งแรก และระบุ
ชื่อย่อที่เป็นทางการหลังเครื่องหมายจุลภาค (,) การอ้างถึงครั้งต่อไปให้ใช้ชื่อย่อนั้น กรณี
ที่ไม่มีชื่อย่อ ให้ระบุชื่อหน่วยงานเต็มทุกครั้ง เช่น (องค์การรับส่งสินค้าและพัสดุภัณฑ์ , 
ร.ส.พ., 2519) 

ข. การเขียนเอกสารอ้างอิงท้ายเรื่อง เริ่มจากเอกสารอ้างอิงภาษาไทยเขียนเรียงตามล าดับ
พยัญชนะของผู้เขียน เอกสารอ้างอิงภาษาอังกฤษเขียนเรียงล าดับ  ชื่อสกุลตามด้วยชื่อย่อ
ของผู้เขียน 
1) วารสาร ระบุชื่อผู้เขียน ตามด้วยปี ชื่อเรื่อง ชื่อย่อวารสาร ปีที่ ฉบับที่ และหน้าที่ อ้างถึง  

เช่น 
สายพิณ ขุมทรัพย์  สุรพล ขุมทรัพย์ และจาตุรนต์ พลราช 2544 การเจริญเติบโตของ

เซลล์ IFFA-3 ชนิดแขวนลอยในมีเดียมที่มีกรดอะมิโนและวิตามินผสมส าเร็จ 
วารสารชีวผลิตภัณฑ์ 11(1-2): 27-35 

Johnson, R. H. and Collings, D. F. 1971. Transplacental infection of piglets 
with a porcine parvovirus. Res. Vet. Sci. 12: 570-572. 
กรณีอ้างอิงเอกสารหลายเรื่องที่เขียนโดยผู้แต่งคนเดียวกันและปีที่พิมพ์ซ้ า กัน ให้ใช้  

a, b, c หรือ d ตามหลังปีที่พิมพ์ ส าหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ และใช้ ก ข ค หรือ 
ง ตามหลังปีที่พิมพ์ ส าหรับเอกสารภาษาไทย เช่น   
Carter, G. R. 1963a. A discussion of recent developments relating to 

Pasteurella hemolytica with special reference to strains pathogenic 
for cattle. Can. Vet. J. 4(7): 170–174.  

Carter, G. R. 1963b. Immunological differentiation of type B and E strains 
of Pasteurella multocida. Can. Vet. J. 4(3): 61–63. 

2) หนังสือ ระบุชื่อผู้เขียน ปีที่พิมพ์ ชื่อเรื่อง บรรณาธิการ (ถ้ามีบรรณาธิการหลายคนให้อ้าง
ทุกคน) ชื่อหนังสือ ครั้งที่พิมพ์ ส านักพิมพ์ เมืองที่พิมพ์ ประเทศ หน้าแรกและหน้า
สุดท้ายที่อ้างถึง ส าหรับหนังสือภาษาอังกฤษ ถ้าอ้างเพียง 1 หน้า ใช้ p. ถ้า อ้างอิงหลาย
หน้าใช้ pp. เช่น  
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กองแผนงาน กรมปศุสัตว์ 2543 ข้อมูลจ านวนปศุสัตว์ในประเทศไทย โรงพิมพ์ชุมนุม
สหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทยจ ากัด กรุงเทพฯ หน้า 81 

ไพโรจน์ จ๋วงพานิช  2520 โรคอ้อยที่เกิดจากเชื้อรา ใน เกษม สุขสถาน และอุดม               
พูลเกษ บรรณาธิการ หลักการท าไร่อ้อย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  กรุงเทพฯ 
หน้า 141-145 

World Organisation for Animal Health (OIE). 2018. Fowl cholera. In Manual 
of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals 2018. OIE. Paris, 
France. p. 899. 

Dutta, S. K., Shankarappa, B. and Mattingly-Napier, B. 1991. Antigenic 
analysis of Ehrlichia risticii isolates. In Plowright, W., Rossdale, P. D., 
Wade, J. F. (ed.), Equine Infectious Diseases VI Proceedings of the 
Sixth International Conference 7-11 July 1991. R&W Publication 
(Newmarket) Limited. Suffolk, UK. pp. 61-65. 

Van Oirschot, J. T. 1986. Hog Cholera. In Leman, A. D. (ed.), Diseases of 
Swine, 6th ed. Iowa State University Press. Iowa. pp. 293-297. 

3) เว็บไซต์ ระบุชื่อผู้เขียน ปีที่พิมพ์ ชื่อเรื่อง ชื่อหนังสือ (ถ้ามี) แหล่งที่มาและวันที่เข้าถึง 
เช่น 
จันทรา แปูนตุ้ม  จุ ฑาพร ศรี วิพัฒน์  ว รวิทย์ แสงสิงแก้ว และพ่ึงพิศ  ดุลยพัชร์                       

25 4 1 อา หา รจ า กข้า ว โพด  คู่มือส่ง เสร ิมกา ร เกษตรที ่  4 3   แหล่งที ่มา  
http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm  27 มีนาคม 2541 

Boscos, C. M. 2004.  Canine TVT: Clinical findings, Diagnosis and 
Treatment. The 29th World Congress of the World Small Animal 
Veterinary Association. 6-9 October 2004. Rhodes, Greece. Available 
from http://www.vin.com/proceedings/Proceedings.plx [Accessed 10 
January 2006]. 
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จากกองบรรณาธิการ 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์ฉบับนี้ประกอบด้วยผลงานวิชาการ จ านวน 7 เรื่อง ได้แก่  
1) เรื่องการผลิตวัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ   
2) เรื่องเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัคซีนรวมแบลคเลก และเฮโมรายิกเซพติซีเมียที่ใช้แอดจูแวนท์

ต่างกัน   
3) เรื่องเปรียบเทียบความไวของเซลล์ fetal goat tongue ZZ-R 127 cell line และเซลล์ปฐมภูมิจาก

ไตแกะ primary lamb kidney cell ส าหรับการเพ่ิมปริมาณไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย   
4) เรื่องการประเมินชุดตรวจสอบนอนสตรัคเจอร์ โปรทีนชนิดต่างๆ ส าหรับแยกระหว่างสัตว์ที่ได้รับการ

ฉีดวัคซีนและสัตว์ท่ีได้รับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย  
5) เรื่องเปรียบเทียบระดับภูมิคุ้มกันในไก่ปลอดเชื้อเฉพาะ หลังการท าวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อที่ผลิต

โดยกรมปศุสัตว์และบริษัทเอกชน   
6) เรื่องการศึกษาสูตรต ารับที่เหมาะสมในการท าแห้งวัคซีนบรูเซลโลซีส สเตรน 19   
7) การวิเคราะห์แนวโน้มความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณความชื้นและปริมาณไวรัสของวัคซีนรวมนิวคาส

เซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ 
 

ซ่ึงเป็นผลงานของสัตวแพทย์หญิงวิไล ลินจงสุบงกช ที่ปรึกษากรมปศุสัตว์ด้านโรคปากและเท้าเปื่อย  และ
เป็นผลงานจากนักวิชาการส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อย ภูมิภาคเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ 

กองบรรณาธิการขอขอบคุณผู้อ่านและนักวิชาการที่สนใจและให้การสนับสนุนงานด้านวิชาการ  ด้วยการ
ส่งผลงานวิชาการและบทความวิชาการที่เป็นประโยชน์มาเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภัณฑ์ และขอเชิญชวน ให้
ส่งผลงานวิชาการเข้ามามากๆ  เ พื่อ ให้ว า ร สา รฉบับหน้า และฉบับต่อ ไป ได้ตีพิมพ์ให้ได้ป ีล ะ  2 ฉบับ                         
ตามวัตถุประสงค์ 

 
ขอขอบคุณ 

       กองบรรณาธิการ 
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การผลิตวัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ 
 

อนันต์ ท้าวเพชร1      เข็มชมพู อธิกัญญ์ภัค1      ดิถี ประเสริฐสุวรรณ1 

 

บทคัดย่อ 
การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการผลิตวัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ 

โดยการเลี้ยงเชื้อ Clostridium chauvoei (Cl. chauvoei) สเตรนท้องถิ่น ในเฟอร์เมนเตอร์ขนาด 100 ลิตร 
เตรียมเป็นวัคซีนให้มีจ านวนเชื้อเป็นค่า % packed cell volume (% PCV) จากเดิมที่ปริมาตรฉีด 5 มล./โด๊ส มี 
% PCV ไม่น้อยกว่า 0.26% เพ่ิมขึ้นเป็นไม่น้อยกว่า 0.65% ปริมาตรฉีด 2 มล./โด๊ส โดยปรับความเข้มข้นด้วย 
0.85% sodium chloride และ potassium aluminium sulphate 0.65% ของปริมาตรวัคซีน จ านวน 3 ชุด
การผลิต น ามาทดสอบคุณภาพวัคซีนตามมาตรฐาน โดยทดสอบคุณลักษณะทั่วไป ทดสอบความเป็นกรด -ด่าง 
ทดสอบการปนเปื้อนเชื้อราและแบคทีเรีย ทดสอบความปลอดภัยของวัคซีนในแกะ และทดสอบความคุ้มโรคของ
วัคซีนในหนูขาว พบว่า วัคซีนทั้ง 3 ชุดการผลิต มีความเป็นเนื้อเดียวกันเม่ือเขย่า มีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 
7.03±0.0133, 7.07±0.0120 และ 7.08±0.0089 ตามล าดับ ปราศจากการปนเปื้อนเชื้อราและแบคทีเรีย มีความ
ปลอดภัยในแกะ และมีความคุ้มโรคในหนูขาว 80%, 75% และ 70% ตามล าดับ เม่ือท าการทดสอบความคงสภาพ
แบบเร่งหลังการเก็บที่อุณหภูมิ 37°C นาน 2 สัปดาห์ โดยท าการทดสอบความปลอดภัยในแกะและทดสอบความ
คุ้มโรคในหนูขาว พบว่า วัคซีนทั้ง 3 ชุดการผลิต มีความปลอดภัยในแกะ และมีความคุ้มโรคในหนูขาว 80%, 75% 
และ 90% ตามล าดับ  
 วัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ มีประสิทธิภาพตามมาตรฐาน สามารถน า
ข้อมูลวิธีการผลิตในระดับต้นแบบ ไปพัฒนาสู่การผลิตในระดับอุตสาหกรรมต่อได้ และได้ข้อมูลการทดสอบ
คุณภาพวัคซีนส าหรับใช้ประกอบการขึ้นทะเบียนต ารับยาชีววัตถุใหม่ตามวัตถุประสงค์ 
 
 
 
 
ค าส าคัญ:  วัคซีนแบลคเลก          ลดปริมาตรฉีดต่อโด๊ส          ระดับต้นแบบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1  ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
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บทน า 
โรคแบลกเลก เป็นโรคติดต่อร้ายแรงของโค-กระบือ ลักษณะส าคัญของโรคนี้คือ การอักเสบของกล้ามเนื้อ 

โดยเฉพาะบริเวณต้นขาหลัง บริเวณที่อักเสบจะบวมร้อน   มีอากาศแทรกอยู่ภายใน   เม่ือกดดูจะมีเสียงดัง              
กร อบแก รบ  ไข้ สู ง  และเ ดินขา ก ะเผลก จึ ง เ รี ย ก โ ร คนี้ ว่ า  "โ ร คไข้ ข า " เ กิดจ า ก เชื้ อแ บคที เ รี ย  
Clostridium chauvoei (Cl. chauvoei) มีการเจริญแบบไม่ใช้อากาศ สามารถสร้างสปอร์ในสภาวะที่มีออกซิเจน 
สปอร์มีความทนทานต่อสิ่งแวดล้อมจึงมีชีวิตอยู่ในดินได้นานหลายปี สัตว์เป็นโรคได้ทุกฤดูกาล และมักเกิดโรคใน
บริเวณที่เคยเกิดโรคอยู่เสมอ (Blood et al, 1983; Hailu and Aferu, 2015) การให้วัคซีนในสัตว์ที่ เสี่ยงกับการ
เกิดโรคเป็นเครื่องมือหนึ่งที่ใช้ในการควบคุมโรคนี้ โดยเฉพาะในท้องที่ท่ีเคยเกิดโรค 

วัคซีนปูองกันโรคแบลคเลกในหลายๆประเทศโดยปกติผ ลิตจาก formalinized whole culture  
(Tamura and Tanaka, 1984) เช่นเดียวกับที่ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์  (สทช.) กรมปศุสัตว์ผลิตเป็นชนิด 
formalinized whole culture จากเชื้อ Cl. chauvoei สเตรนท้องถิ่น ชนิดผสมอะลัม ส าหรับฉีดใต้ผิวหนังมี
ปริมาตรฉีดต่อโด๊ส 5 มล. ส าหรับโค กระบือ และ 2.5 มล.ส าหรับแพะแกะ ส่วนที่ ก่อให้เกิดภูมิคุ้มกันเป็น 
vegetative cell (Chandler and Hamilton, 1975; Tamura and Tanaka, 1984; Tamura et al, 1984) 
ดังนั้นในกระบวนการผลิตให้ได้ผลผลิตของเชื้อเป็น vegetative cell สูงจึงมีความส าคัญ 
 เดิมการผลิตวัคซีนใช้อาหารเลี้ยงเชื้ อที่ประกอบด้วย tryptose phosphate broth (TPB) 29.5 กรัมต่อ
ลิตร, glucose 8 กรั มต่อลิ ตร , tryptose 3 กรั มต่อลิ ตร , meat extract 2 กรั มต่อลิ ตร  และ  
L-cysteine HCl 1 กรัมต่อลิตร (Cameron et al., 1986) แต่พบปัญหา ไม่ทราบช่วงระยะเวลาที่ เชื้อแบ่งตัว
ทวีคูณ (log phase) ท าให้ปริมาณผลผลิต vegetative cell ของเชื้อต่ า เกิดสปอร์จ านวนมาก นอกจากนี้ปริมาณ
ควา มเข้ มข้น ของ เชื้ อที่ผ ลิตไ ด้ไม่สม่ า เสมอท าให้ เกิดควา มสูญเสี ยระหว่า งขั้น ตอนกา รผลิ ต วั นชัย และ  
วีรชาย (2549) ได้ท าการปรับปรุงกระบวนการเพาะเลี้ยงจนได้เชื้อมากขึ้น โดยปรับปริมาณสารอาหารหลักที่
จ าเป็นต่อการเจริญของเชื้อให้เหมาะสม ได้แก่ glucose, tryptose และ meat extract เท่ากับ 15, 2 และ 3 
กรัมต่อลิตร ตามล าดับ โดยใช้ปริมาณ TPB และ L-cysteine HCl ปริมาณเท่าเดิม จากการเพาะเลี้ยงในเฟอร์เมน -
เตอร์ ขนาด 3 และ 500 ลิตร พบว่ามีระยะฟักตัวของเชื้อ (lag phase) 15 ชั่วโมง และระยะที่เชื้อแบ่งตัวทวีคูณ 
(log phase) 5 ชั่วโมง ได้ปริมาณเชื้อที่เป็น vegetative cell สูงสุดในชั่วโมงที่ 4 ของ log phase เม่ือน ามาผลิต
เป็นวัคซีนและทดสอบประสิทธิภาพตามมาตรฐานก าหนด ได้วัคซีนที่มีคุณภาพและมีความปลอดภัย  
 จากการศึกษาความเป็นไปได้ในการลดขนาดฉีดของวัคซีนแบลคเลก และการเตรียมเป็นวัคซีนรวมกับ             
เฮโมรายิกเซพติซีเมีย (รัชนีและนิตยา, 2551) โดยเตรียมวัคซีนแบลคเลกชนิดตกตะกอนด้วยอะลัม มีขนาดฉีด               
โด๊สละ 5 และ 2 มล.น ามาทดสอบความคุ้มโรคในหนูขาว พบว่า วัคซีนทั้ง 2 ชุดให้ความคุ้มโรค 100% เม่ือทดลอง
เตรียมวัคซีนรวมแบลคเลก และเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดตกตะกอนด้วยอะลัม ให้มีขนาดฉีดโด๊สละ 3 มล. น ามา
ทดสอบความคุ้มโรคในหนูขาว พบว่า วัคซีนให้ความคุ้มโรคต่อแบลคเลก ( 100%) และต่อเฮโมรายิกเซพติซีเมีย 
(ค่า log protection มากกว่า 4) ต่อมามีการศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีนแบลคเลกที่ลดปริมาตรฉีดในโคและ
แพะ (รั ชนี แ ละคณ ะ , 2557) พ บว่ า วั ค ซีนแ บลคเ ลกที่ ล ดปริ ม า ตรฉี ด  ( โ คโ ด๊ส ละ 2  มล .  แล ะ  
แพะโด๊สละ 1 มล.) สามารถกระตุ้นการสร้างแอนติบอดี หลังฉีดวัคซีนโคและแพะ 2 ครั้งดีกว่าการฉีด 1 ครั้ง โดยมี
ระดับแอนติบอดีสูงขึ้นนานอย่างน้อย 28 สัปดาห์หลังฉีดวัคซีน และวัคซีนมีอายุการเก็บรักษานาน 24 เดือน และ
จากการศึกษาการเตรียมวัคซีนแบลคเลกเข้มข้น (Shoshtary and Langroudi, 2007) ซ่ึงเตรียมวัคซีนแบลคเลกที่
มีความเข้มข้นมากขึ้น 2.5 เท่า โดยใช้ aluminum hydroxide gel เป็นแอดจูแวนท์ ผสมให้มีความเข้มข้นสุดท้าย
ในวัคซีนเท่ากับ 10% เม่ือทดสอบความคุ้มโรคในหนูตะเภา พบว่าให้ความคุ้มโรคต่อแบลคเลก 100% จึงเป็น
แนวทางในการผลิตวัคซีนแบลคเลกเพ่ือการลดปริมาตรฉีดต่อตัวเหลือ 2 มล. ส าหรับโค กระบือ และ 1 มล. 
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ส าหรับแพะแกะ อีกทั้งยังเป็นการลดต้นทุนในการใช้สารเคมี บรรจุภัณฑ์ และตอบสนองความต้องการของ
เกษตรกร 
 ดังนั้นจึงใช้ผลการศึกษาของวันชัยและวีรชาย (2549) ซ่ึงสามารถเพาะเลี้ยงเชื้อให้มีจ านวนต่อปริมาตร
สูงขึ้น มาปรับปรุงกระบวนการผลิตในขั้นตอนการผสมวัคซีน (formulate) ให้เข้มข้นมากกว่าเดิมที่ใส่เชื้อปริมาณ 
6.5x108 CFU/โด๊ส น าไปสู่การใส่เชื้อจาก 0.26%PCV เป็น 0.65%PCV (รัชนีและคณะ, 2557) 
 การผลิตวัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ  เป็นโครงการหนึ่งในยุทธศาสตร์              
เชิงพัฒนาของ สทช. กรมปศุสัตว์ เพ่ือให้การผลิตวัคซีนของกรมปศุสัตว์ก้าวทันการพัฒนาวัคซีนที่มีจ าหน่ายใน
ท้องตลาด และตอบสนองความต้องการของผู้ใช้วัคซีน และเนื่องจากมีปริมาณความต้องการใช้วัคซีนแบลคเลก
เพ่ิมขึ้นอย่างมาก ส่งผลให้ต้องใช้สารเคมีในการเลี้ยงเชื้อ บรรจุภัณฑ์ และพ้ืนที่ในการขนส่ง การจัดเก็บทั้งใน สทช.
และท้องที่มากขึ้น เพ่ือลดปัญหาดังกล่าว สทช. ต้องมีการพัฒนากระบวนการผลิตวัคซีนแบลคเลก จึงได้ ท าการ
ทดลองโดยผลิตวัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ จ านวน 3 ชุดการผลิต  
 การปรับลดปริมาตรฉีดมีผลดีต่อผู้ปฏิบัติงานหลายประการเช่น สะดวกในการฉีด ลดพ้ืนที่การจัดเก็บ แต่
ก่อนที่จะท าการผลิตในระดับอุตสาหกรรม จ าเป็นต้องศึกษาก่อนว่าการปรับเปลี่ยนวิธีการผลิตจะส่งผลกระทบต่อ
คุณภ า พวั ค ซีน ด้วย หรื อ ไ ม่  จึ งท า กา รทด ลอง โด ยผลิ ตวั ค ซีนแ บลค เลก ชนิ ด ลดป ริ มา ตรฉี ด ต่ อ  
โด๊สในระดับต้นแบบขึ้นจ านวน 3 ชุดการผลิต เพ่ือให้ได้ข้อมูลวิธีการผลิต และข้อมูลการทดสอบคุณภาพว่าการ
ปรับเปลี่ยนวิธีการผลิตต่างไปจากเดิมยังคงผ่านการทดสอบคุณภาพ  
 การศึกษาการผลิตวัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบครั้งนี้ เพ่ือผลักดันให้ผลิตได้
จริงในระดับอุตสาหกรรม และให้ได้ข้อมูลการทดสอบคุณภาพวัคซีนส าหรับใช้ประกอบการขึ้นทะเบียนต ารับยา  
ชีววัตถุใหม่ส าหรับวัคซีนแบลคเลก โดยทดสอบคุณสมบัติ ความปลอดภัยแล ะความคุ้มโรคในสัตว์ทดลอง                  
ตามมาตรฐานที่ก าหนด 
 

อุปกรณ์ และวิธีการ 
แบคทีเรีย 

เชื้อ Cl. chauvoei สเตรนท้องถิ่น ซ่ึงเก็บในรูปของสปอร์แห้ง 
อาหารเล้ียงเชื้อและสารละลาย 
1. อาหารเพาะเลี้ยง Cl. chauvoei ประกอบด้วย glucose 15 กรัมต่อลิตร, meat extract 3 กรัมต่อลิตร, TPB 

29.5 กรัมต่อลิตร, L-cysteine HCl 1 กรัมต่อลิตร และ tryptose 2 กรัมต่อลิตร 
2. Semi-synthetic broth ประกอบด้วย glucose 8 กรัมต่อลิตร, meat extract 2 กรัมต่อลิตร, TPB 29.5 

กรัมต่อลิตร, L-cysteine HCl 1 กรัมต่อลิตร และ tryptose 3 กรัมต่อลิตร น้ ากลั่น 1 ลิตร 
3. Phosphate buffer saline (PBS) ประกอบด้วย โพตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 6.67 กรัมต่อ

ลิตร, ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 3 กรัมต่อลิตร, โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 85 กรัมต่อลิตร และ
น้ ากลั่น 1 ลิตร 

4. สเตบิไลเซอร์ (Stabilizer) ประกอบด้วย enzymatic digest of casein 25 กรัมต่อลิตร, sucrose 50 กรัมต่อ
ลิตร, sodium glutamate 10 กรัมต่อลิตร และน้ ากลั่น 1 ลิตร 

5. Thioglycolate broth 
6. Tryptic soy broth 
7. Sabouraud dextrose broth 
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สัตว์ทดลอง 
1. หนู ตะเภา  พัน ธุ์ Dunkin Hartley เพศผู้ ห รื อเพศเ มีย  น้ า หนั ก  300-400 กรั ม จ าน วน  10 ตัว  

เ พ่ื อ ใ ช้ เ ต รี ยม เ ชื้ อ พิ ษ  โด ย เ ลี้ ย ง ที่ อ า ค า ร ท ด ส อบ ฝุ า ย ท ด ส อบ คุ ณ ภ า พ วั ค ซี น แ บ ค ที เ รี ย  
แบบ conventional ซ่ึงไม่มีการควบคุมอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ อากาศถ่ายเทได้สะดวก ให้แสงสว่าง
ตามธรรมชาติและหลอดไฟ ในกรงพ้ืนตัน ท าจากสแตนเลส ขนาด 90x120X50 ซม. จ านวนสัตว์ 5 ตัว/กรง ให้
อาหารเ ม็ด และน้ า ด่ืมในภาชนะขวดมีจุกตลอดเวลา เม่ือสิ้นสุดการทดลองท าให้สั ตว์ตายอย่างสงบ 
(euthanasia) โดยการดึงคอ (cervical dislocation) (AVMA, 2020) แล้วน าไปเผาด้วยเตาเผา 

2. หนูขาว พันธุ์ ICR เพศผู้หรือเพศเมีย น้ าหนัก 20-25 กรัม จ านวน 396 ตัว โดยเลี้ยงที่อาคารทดสอบ                 
ฝุายทดสอบคุณภาพวัคซีนแบคทีเรีย แบบ conventional ไม่มีการควบคุมอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ 
อากาศถ่ายเทได้สะดวก ให้แสงสว่างตามธรรมชาติและหลอดไฟ เลี้ยงในกรงพ้ืนตัน ท าจากสแตนเลส ขนาดกรง 
38x68X12 ซม. จ านวนสัตว์ 20 ตัว/กรง ใช้แกลบเป็นวัสดุรองนอนโดยเปลี่ยนทุกวัน ให้อาหารเม็ดและน้ า ด่ืม
ในภาชนะขวดมีจุกตลอดเวลา เม่ือสิ้นสุดการทดลองท าให้สัตว์ตายอย่างสงบ โดยการดึงคอ  (AVMA, 2020) 
แล้วน าไปเผาด้วยเตาเผา 

3. แกะ เพศผู้หรือเพศเมีย น้ าหนักไม่น้อยกว่า 20 กิโลกรัม จ านวน 18 ตัว โดยเลี้ยงที่อาคารทดสอบฝุายทดสอบ
คุณภาพวัคซีนแบคทีเรีย แบบ conventional ไม่มีการควบคุมอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ อากาศถ่ายเทได้
สะดวก ให้แสงสว่างตามธรรมชาติ และหลอดไฟ เลี้ยงในคอก พ้ืนซีเมนต์ ขนาด 4X8 เมตร จ านวนสัตว์ 9 ตัว/
คอก ให้อาหารเม็ด หญ้าแห้งและน้ าด่ืมตลอดเวลา เม่ือสิ้นสุดการทดลองท าให้สัตว์ตายอย่างสงบ โดยการฉีด 
xylazine HCl ขนาด 0.15 มล. /10 กก. เข้ากล้ามเนื้อบริเวณสะโพก และ magnesium sulfate ขนาด 120 
มล. /ตัว. เข้าเส้นเลือด jugular vein (AVMA, 2020) แล้วน าไปเผาด้วยเตาเผา 

การเตรียมวัคซีนแบลคเลก 
 น าเชื้อ Cl. chauvoei สเตรนท้องถิ่น ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในเฟอร์เมนเตอร์ 1 ขนาด 100 ลิตร (ภาพที่ 
2) ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ Cl. chauvoei 50 ลิตร นาน 19 ชั่วโมง และฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลิน 0.5% โดยปริมาตร 
(V/V) มานับจ านวนเชื้อทางอ้อมจากค่า % PCV ตามวิธีของ Alton et al. (1988) โดยใส่บรอทแบคเทอริน 10 
มล. ในหลอด Hopkins vaccine tubes (ภาพที่ 3) ส าหรับปั่นเหวี่ยงที่ มีสเกลบอกปริมาตร  ปั่นด้วยแรงเหวี่ยง 
2,500 x g นาน 75 นาที และวัดปริมาตรของตะกอน น าค่าที่อ่านได้มาค านวนเตรียมวัคซีนให้มีจ านวนเชื้อเป็นค่า  
% PCV จากเดิมขนาดฉีด 5 มล./โด๊ส มีปริมาณเชื้อไม่น้อยกว่า 0.26% PCV (กองผลิตชีวภัณฑ์ , 2543) หรือ
เท่ากับ 6.5x108 CFU/โด๊ส (รังสรรค์ และวิวัฒน์ , 2549) เป็น 0.65% PCV โดยปรับความเข้มข้นด้วย 0.85% 
sodium chloride และ potassium aluminium sulphate 0.65% ของปริมาตรวัคซีน ปรับให้มีค่า pH 
7.0±0.3 (Misra,1991) จ านวน 3 ชุดการผลิต น ามาทดสอบคุณภาพวัคซีนตามมาตรฐาน 
การเตรียมเชื้อพิษในหนูตะเภา 
 การเตรียมเชื้อพิษ 

โดยละลาย Seed Cl. chauvoei สเตรนท้องถิ่น  ด้วย semi-synthetic broth ขวดละ 1 มล.
เจือจางแบบ 10-fold dilution ให้ได้ 10-1 น าเชื้อ undilute และ 10-1 ฉีดหนูตะเภา (ภาพที่ 4) ตัวละ 1 
มล. ความเข้มข้นละ 5 ตัว หนูจะแสดงอาการปุวย/ตาย ภายใน 24-48 ชั่วโมง เก็บเลือดจากหัวใจ 1 มล. 
ไปเพาะใน semi-synthetic broth หลอดละ 10 มล. จ านวน 5 หลอด โดยใช้ liquid paraffin ปิดผิว
อาหารไว้ บ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 24 ชั่วโมง ดูดเชื้อจากหลอดไปเลี้ยงต่อใน semi-synthetic broth  
100 มล. ในขวดแก้ว บ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 48 ชั่วโมง ดูดเชื้อ 5 มล. ไปเลี้ยงต่อใน semi-synthetic 
broth 500 มล.จ านวน 10 ฟลาสก์ บ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 48-72 ชั่วโมง สังเกตการเกิดฟองก๊าซ  

1  New Brunswick, USA  
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สุ่มตัวอย่างเชื้อมาย้อมแกรมดูลักษณะสปอร์ (ภาพที่ 5) น าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง2 ที่ 3,100 x g นาน 
90 นาท ีแล้วล้างด้วย PBS 3 รอบ เติมสเตบิไลเซอร์ ปริมาตร 2 เท่าของตะกอนเชื้อ ปั่นด้วยเครื่องกวน 
(magnetic stirrer) บรรจุลงขวดท าแห้งขนาด 12 มล. ปริมาตรขวดละ 2 มล. น าเข้าเครื่องท าแห้ง3 

 การหาปริมาณ และ LD50 ของเชื้อพิษ 
น าเชื้อที่ผ่านการท าแห้งแล้วไปหาปริมาณเชื้อ  (ภาพที่ 6) และหา LD50 โดยฉีดเชื้อ undilute, 

10-1 และ 10-2 ตัวละ 0.2 มล. ความเข้มข้นละ 10 ตัว เข้ากล้ามเนื้อขาหลังหนูขาว (ภาพที่ 7) น าจ านวน
หนูที่ตาย (ภาพที่ 8) ไปค านวณค่า LD50 ในช่วง 10-100 LD50 (Misra, 1991) 

การทดสอบคุณภาพวัคซีน 
ทดสอบคุณภาพวัคซีน ตามมาตรฐานที่ก าหนดดังนี้ 

 การทดสอบคุณลักษณะท่ัวไป (Property test) 
 เกณฑ์ยอมรับได้คือฉลาก ฝาขวดอยู่ในสภาพดี วัคซีนเป็นเนื้อเดียวกันเม่ือเขย่า  

 การทดสอบความเป็นกรด-ด่างของวัคซีน  
 เกณฑ์ยอมรับได้คือ 7.0±0.3 (Misra, 1991) 
 การทดสอบการปนเป้ือนในวัคซีน (Sterility test) 

 ทดสอบการปนเปื้อนในวัคซีนก่อนและหลังการบรรจุ โดยเพาะวัคซีนในอาหารเลี้ยงเชื้ อ 
thioglycolate broth, tryptic soy broth อบที่ 37°C  และเพาะใน thioglycolate broth, tryptic 
soy broth และ sabouraud dextrose broth อบที่ 22°C  เป็นเวลา 14 วัน จะต้องไม่พบเชื้อ
แบคทีเรียอ่ืนหรือเชื้อรา (ASEAN, 1998) 

 การทดสอบความปลอดภัยของวัคซีนแบลคเลกในแกะ (Safety test)  
 ทดสอบวัคซีนแต่ละชุดโดยฉีดวัคซีนเข้าใต้ผิวหนังแกะ (ภาพที่ 9) ตัวละ 2 เท่าของโด๊สที่ก าหนด 
จ านวน 3 ตัว/ชุด วัดอุณหภูมิร่างกายเช้า-เย็น และสังเกตอาการ 10 วัน เกณฑ์ยอมรับได้คือ แกะมี
อาการปกติ ยกเว้นอาจมีอาการบวมบ้างบริเวณที่ฉีด ซ่ึงจะหายไปใน 4-5 วัน (ASEAN, 1998)  

 การทดสอบความคุ้มโรคแบลคเลกในหนูขาว (Potency test) 
 ทดสอบวัคซีนแต่ละชุดโดยแบ่งหนูเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ฉีดวัคซีน จ านวน 20 ตัว และกลุ่มควบคุมที่
ไม่ฉีดวัคซีน จ านวน 20 ตัว ใช้กระบอกฉีดยาทิวเบอร์คูลินขนาด 1 มล. เข็มเบอร์ 26  G x 0.5 นิ้ว ฉีด
วัค ซีนเข้ า ช่อ งท้ อง  (ภา พที่  10) 4 ครั้ งๆ ละ 0.25 มล . ห่ า งกัน  2 วั น  หลั งเข็ มสุดท้ า ย  
10 วัน จึงฉีดพิษทับ Cl. chauvoei ที่ผสม 3% CaCl2 ความรุนแรง 10-100 LD50 ปริมาตร 0.25 มล. 
เข้ากล้ามเนื้อขา หลังฉีดพิษทับ 7 วัน หนูขาวกลุ่มฉีดวัคซีนจะต้องรอดไม่น้อยกว่า 60% ส่วนกลุ่ม
ควบคุมต้องตายไม่น้อยกว่า 80% (ASEAN, 1998)  

 การทดสอบความคงสภาพแบบเร่ง (Accelerated stability test) 
 โดยการเก็บตัวอย่างวัคซีนที่อุณหภูมิ 37°C นาน 2 สัปดาห์ (OIE, 2012) แล้วน ามาทดสอบความ
ปลอดภัยในแกะและความคุ้มโรคในหนูขาว  
 
 
 
 
 
 

2  Mistral, U.K. 3  Telstar, Spain 
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ผล 
 ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ 3 ชุดการผลิต  
ที่มีขนาดฉีด 2 มล. ไม่พบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อรา เม่ือวัดค่าความเป็นกรด -ด่าง ( pH) ชุดละ 5 ขวด 
พบว่าวัคซีนชุดที่ 1 มีค่าเท่ากับ 7.01, 7.02, 7.03, 7.03 และ 7.05 ได้ค่าเฉลี่ย 7.03±0.0133 ชุดที่ 2 มีค่าเท่ากับ 
7.06, 7.06, 7.09, 7.08 และ 7.08 ได้ค่าเฉลี่ย 7.07±0.0120 และชุดที่ 3 มีค่าเท่ากับ 7.09, 7.08, 7.07, 7.09 
และ 7.07 ได้ค่าเฉลี่ย 7.08±0.0089 ตามล าดับ (ตารางที่ 1) เม่ือน ามาทดสอบความปลอดภัยในแกะ อาการปกติ 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 
 ผลการวัดค่าอุณหภูมิร่างกายของแกะทดลองทั้ง 9 ตัว ตลอดการทดสอบ ในวัคซีนชุดที่ 1 (แกะตัวที่  1-3), 
ชุดที่ 2 (แกะตัวท่ี 4-6) และ ชุดที่ 3 (แกะตัวท่ี 7-9) พบว่าแกะแสดงอุณหภูมิค่อนข้างสูงกว่าปกติ ในวันที่ 1-5 
หลังฉีดวัคซีน แต่ได้ลดลงในวันที่ 6 (รูปที่ 11) 
 เม่ือผ่าซากแกะดูเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีนชุดที่ 1 (รูปที่ 12), ชุดที่ 2 (รูปที่ 13) และ ชุดที่ 3 (รูปที่ 14) 
ไม่พบลักษณะผิดปกติบริเวณที่ได้รับวัคซีน เช่น post vaccination granuloma หรีอฝี (abscess) ในแกะทดลอง
ทั้ง 9 ตัว  
 ประสิทธิภาพความคุ้มโรคของวัคซีนในหนูขาว พบว่า มีความคุ้มโรค 80%, 75% และ 70% ตามล าดับ 
ส่วนกลุ่มควบคุมตาย 80% ผ่านเกณฑ์ตามมาตรฐานก าหนด ( รูปที่ 1) และทดสอบความคงสภาพแบบเร่ง 
(Accelerated stability test) หลังการเก็บที่อุณหภูมิ 37°C นาน 2 สัปดาห์ พบว่าให้ความปลอดภัยในแกะ โดย
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย และความคุ้มโรคแบลคเลกของวัคซีนในหนูขาว พบว่ามีความคุ้มโรค 80%, 75% และ 
90% ตามล าดับ (รูปที่ 1) 
 

วิจารณ์ 
 จากการทดลองครั้งนี้ เม่ือทดสอบคุณภาพวัคซีนของวัคซีน 3 ชุดการผลิต ตามมาตรฐาน ผลการทดสอบ
คุณลักษณะทั่วไป พบว่าวัคซีนมีความเป็นเนื้อเดียวกัน (Homogeneous) เม่ือเขย่า ผลการทดสอบความเป็นกรด-
ด่าง เท่ากับ 7.03±0.0133, 7.07±0.0120 และ 7.08±0.0089 ตามล าดับ แสดงว่ามีความเป็นกลาง เหมาะสมที่
จะฉีดเข้าร่างกายสัตว์ โดยไม่ก่อให้เกิดความระคายเคืองต่อเนื้อเยื่อ 
 และโดยเฉพาะด้านความปลอดภัย ต้องค านึงถึงความเข้มข้นของแอนติเจนที่สูงขึ้นซ่ึงจะส่งผลกระทบต่อ
ร่างกายสัตว์ จึงต้องมีการทดสอบความปลอดภัยในสัตว์ทดลอง (แกะ) ก่อนที่จะน าไปใช้งานจริงกับสัตว์เปูาหมาย 
(โค กระบือ แพะและแกะ) พบว่าวัคซีนทั้ง 3 ชุดการผลิต มีความปลอดภัยในแกะ โดยไม่พบอาการแพ้วัคซีน              
ไม่พบอาการบวมหรืออักเสบบริเวณจุดฉีด และไม่พบอาการของโรคแบลคเลก  
 ผลการวัดค่าอุณหภูมิร่างกายของแกะทดลองทั้ง 9 ตัว ตลอดการทดสอบ ในวัคซีนชุดที่ 1, 2 และ 3 
พบว่าแกะแสดงอุณหภูมิค่อนข้างสูงกว่าปกติ (อุณหภูมิปกติ 38.5-40°C) ในวันที่ 1-5 หลังฉีดวัคซีน แต่ได้ลดลงใน
วันที่ 6 เนื่องจากหลังสัตว์ได้รับวัคซีนจะมีการตอบสนองจากระบบภูมิคุ้มกันต่อสิ่งแปลกปลอม เกิดการหลั่ง  
prostaglandin E2 และระบบร่างกายปรับตัวท าให้อุณหภูมิสู งขึ้นในช่วงแรก ซ่ึงเป็นกลไกหนึ่งในการก าจัดสิ่ง
แปลกปลอม เพ่ือกระตุ้นให้ไขกระดูกเร่งสร้างระบบภูมิคุ้มกัน แล้วหลังจากนั้นอุณหภูมิร่างกายก็จะลดลงสู่ระดับ
ปกติ 
 เม่ือผ่าซากแกะดูเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีนชุดที่ 1, 2 และ 3 ไม่พบลักษณะผิดปกติบริเวณที่ได้รับวัคซีน 
เช่ น  post vaccination granuloma หรี อฝี  ( abscess) ในแกะทดลองทั้ ง  9 ตัว  แสดงว่ า วั ค ซีน 
แบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊ส ซ่ึงมีความเข้มข้นของแอนติเจนมากกว่าเดิม สามารถกระจายตัวในเนื้อเยื่อได้
ดี ไม่ก่อให้เกิดเนื้อตาย สรุปได้ว่ามีความปลอดภัยในสัตว์ทดลอง สามารถน าไปใช้งานจริงกับสัตว์เปูาหมายได้ 
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 ด้านประสิทธิภาพความคุ้มโรคของวัคซีนในหนูขาว พบว่ามีความคุ้มโรค 80%, 75% และ 70% 
ตามล าดับ ให้ผลสอดคล้องกับรายงานการศึกษาความเป็นไปได้ในการลดขนาดฉีดของวัคซีนแบลคเลก และการ
เตรียมเป็นวัคซีนรวมกับเฮโมรายิกเซพติซีเมีย (รัชนีและนิตยา, 2551) การศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีนแบลคเลก
ที่ลดปริมาตรฉีดในโคและแพะ (รัชนีและคณะ, 2557) และการเตรียมวัคซีนแบลคเลกเข้มข้น  (Shoshtary and 
Langroudi, 2007) เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี One-way ANOVA ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS 
Statistics Version 26 พบว่าค่า sig. = 0.700 ซ่ึงมีค่ามากกว่า α = 0.05 ดังนั้น ความคุ้มโรคในหนูขาวของ
วัคซีนแบลคเลคที่เก็บที่อุณหภูมิ 2-8°C จ านวน 3 ชุดการผลิต ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่
ระดับ 0.05 
 เม่ือทดสอบความคงสภาพแบบเร่ง (accelerated stability test) หลังการเก็บที่ อุณหภูมิ 37°C นาน 2 
สัปดาห์ พบว่าให้ความปลอดภัยในแกะ โดยไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย และมีความคุ้มโรคของวัคซีนในหนูขาว  80%, 
75% และ 90% ตามล าดับ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี One-way ANOVA ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม 
IBM SPSS Statistics Version 26 พบว่าค่า sig. = 0.496 ซ่ึงมีค่ามากกว่า α = 0.05 ดังนั้น ความคุ้มโรคใน            
หนูขาวของวัคซีนแบลคเลค หลังการเก็บที่ อุณหภูมิ 37 °C นาน 2 สัปดาห์ จ านวน 3 ชุดการผลิต ไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 
 เม่ือเปรียบเทียบความคุ้มโรคในหนูขาวของวัคซีนแบลคเลค ชุดการผลิตที่ 3 ระหว่างวัคซีนที่เก็บที่
อุณหภูมิ 2-8°C กับเก็บที่ อุณหภูมิ 37 °C นาน 2 สัปดาห์  โดยวิธี Independent Sample T-test ที่ระดับ
นัยส าคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics Version 26 พบว่า ค่า P = 0.121 ซ่ึงมีค่ามากกว่า α = 
0.05 ดังนั้น ความคุ้มโรคในหนูขาวของวัคซีนแบลคเลค ชุดการผลิตที่ 3 ระหว่างวัคซีนที่เก็บที่ อุณหภูมิ 2-8°C กับ
เก็บที่อุณหภูมิ 37°C นาน 2 สัปดาห์ ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 แสดงว่าวัคซีนยัง
มีความคงสภาพ ในความปลอดภัย และความคุ้มโรค สามารถน าไปอ้างอิงอายุการเก็บรักษาที่ อุณหภูมิ 2-8°C ได้
นาน 2 ปี แต่ควรมีการทดสอบความคงสภาพแบบปกติเพ่ิมเติม เม่ือท าการผลิตในระดับอุตสาหกรรมแล้ว  
 ในด้านการใช้งาน วัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊ส จากปริมาตรฉีดต่อโด๊ส 5 มล. ส าหรับโค 
กระบือ  และ 2.5 มล.ส าหรับแพะแกะ ลดเป็น 2 มล. ส าหรับ โค กร ะบือ และ 1 มล.ส าหรับแพะแกะ  
ให้ความสะดวกในการฉีดเพ่ิมขึ้น คาดว่าน่าจะมีการใช้วัคซีนอย่างทั่วถึง ปูองกันการแพร่ระบาดของโรคอย่างมี
ประสิทธิภาพ ช่วยลดภาระค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคด้วยยาปฏิชีวนะ ปัญหาการด้ือยา ปัญหายาตกค้างให้
เกษตรกร ได้  ท าให้ กา รเลี้ ยงสัตว์เป็ นอาชี พที่ ม่ันคง และยั่งยื น ผู้บ ริโ ภคไ ด้รั บผลิ ตภัณฑ์ที่ มีคุณภา พ  
และปลอดภัยจากยาปฏิชีวนะตกค้างในน้ านมและเนื้อสัตว์ 
 อย่างไรก็ตามเม่ือท าการผลิตในระดับอุตสาหกรรมแล้ว ควรมีการทดสอบและติดตามผลการใช้วัคซีนใน
พ้ืนที่ เพ่ือประเมินความปลอดภัยในสัตว์เปูาหมาย และเก็บตัวอย่างเชื้อที่เกิดการระบาดในพ้ืนที่มาตรวจว่าตรงกับ
เชื้ อ ที่ ผ ลิ ต วั ค ซี นห รื อ ไ ม่  ด้ ว ย วิ ธี  PCR ซ่ึ ง มี ข้ อ ดี คือ  มี คว า ม ร วด เร็ ว  มีคว า ม ไว  ( sensitivity)  
มีความจ าเพาะ (specificity) ง่าย ไม่จ าเป็นต้องท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ และใช้สัตว์ทดลอง (Abbas et al., 2018) 
 

สรุป 
 วัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ มีประสิทธิภาพตามมาตรฐาน สามารถน า
ข้อมูลวิธีการผลิตในระดับต้นแบบ ไปพัฒนาสู่การผลิตในระดับอุตสาหกรรมต่อได้ และได้ข้อมูลการทดสอบ
คุณภาพวัคซีนส าหรับใช้ประกอบการขึ้นทะเบียนต ารับยาชีววัตถุใหม่ตามวัตถุประสงค์ 
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ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ 

การทดสอบ 
  ชุดการผลิตท่ี   
1 2 3 

คุณลักษณะท่ัวไป ผ่าน ผ่าน ผ่าน 
ความเป็นกรด-ด่าง* 7.03±0.0133 7.07±0.0120 7.08±0.0089 
การปนเป้ือนเช้ือราและแบคทีเรีย ผ่าน ผ่าน ผ่าน 
ความปลอดภัยในแกะ ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 
ความคุ้มโรคในหนูขาว    

- กลุ่มฉีดวัคซีนคุ้มโรค** 80% (16/20) 75% (15/20) 70% (14/20) 
- กลุ่มควบคุม*** (ใช้ร่วมกัน) 80% (16/20)   

ความคงสภาพแบบเร่ง    
- ความปลอดภัยในแกะ  ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 
- ความคุ้มโรคในหนูขาว    

- กลุ่มฉีดวัคซีนคุ้มโรค** 80% (16/20) 75% (15/20) 90% (18/20) 
- กลุ่มควบคุม*** (ใช้ร่วมกัน)  80% (16/20)  

*    ค่าความเป็นกรด-ด่างของวัคซีนอยู่ในช่วง 7.0±0.3 ถือว่าผ่าน 
**  มากกว่า 60% ถือว่าคุ้มโรค 
***  กลุ่มควบคุมต้องตายไม่น้อยกว่า 80% 
 
 

 
รูปท่ี  1  ผลการทดสอบความคุ้มโรคของวัคซีนแบลคเลกชนิดลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สในระดับต้นแบบ 
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รูปท่ี 2  การเพาะเล้ียงเช้ือในเฟอร์เมนเตอร์ รูปท่ี 3  Hopkins vaccine tube รูปท่ี 4  เตรียมเช้ือพิษในหนูตะเภา 
   

   
รูปท่ี 5  สปอร์ Cl. chauvoei รูปท่ี 6  โคโลนี Cl. chauvoei รูปท่ี 7  การทดสอบเช้ือพิษทับเข้ากล้ามเนื้อขา 

   

   
รูปท่ี 8  หนูท่ีตายจากเช้ือพิษ รูปท่ี 9  การทดสอบความปลอดภัยในแกะ รูปท่ี 10  ทดสอบความคุ้มโรคแบลคเลกในหนูขาว 

   

 
รูปท่ี 11  อุณหภูมิแกะทดสอบความปลอดภัย 
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แกะตัวท่ี 1 แกะตัวท่ี 2 แกะตัวท่ี 3 

รูปท่ี 12 เนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีนชุดที่ 1 
   

   
แกะตัวท่ี 4 แกะตัวท่ี 5 แกะตัวท่ี 6 

รูปท่ี 13 เนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีนชุดที่ 2 
   

   
แกะตัวท่ี 7 แกะตัวท่ี 8 แกะตัวท่ี 9 

รูปท่ี 14 เนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีนชุดที่ 3 
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 Production of reduced dose volume blackleg vaccine, pilot scale 
 

Anan Thaopech1      Khemchomphu Atikanyapak1      Ditee Prasertsuwan1 
 

Abstract 
This study aimed to produce a reduced dose-volume blackleg vaccine for the pilot scale. 

Three batches of reduced dose-volume blackleg vaccine were prepared from the culture of 
Clostridium chauvoei local strain in 100 liters fermenter, and dose-volume was reduced from 5 
ml/dose to 2 ml/dose by adjusting concentration with 0.85 % sodium chloride and potassium 
aluminium sulphate 0.65 % of total vaccine volume. Three batches were tested for quality 
according to the ASEAN standard. Property test showed that three batches vaccine were 
homogeneous when shake. The determination of pH showed the value at 7.03±0.0133, 7.07±0.0120 
and 7.08±0.0089, respectively. Sterility test showed the absence of bacteria and fungi. Safety test in 
sheep showed no untoward reaction. Potency test in mice showed 80%, 75% and 70% protection 
challenge against Cl. chauvoei virulence, respectively. Accelerated stability test after incubation 
37°C for 2 weeks in sheep showed no untoward reaction. Potency test in mice showed 80%, 75%, 
and 90% protection challenge against Cl. chauvoei virulence, respectively. In conclusion, three 
batches of reduced dose volume blackleg vaccine were effectively produced for pilot scale 
according to the ASEAN standard and can be developed to reproduce in the industrial scale. The 
results also provide data on vaccine quality test for the registration as a new biological product. 
 
 
 
 
Keywords:  Blackleg vaccine,          reduced dose volume,         pilot scale 
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เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัคซีนรวมแบลคเลก และเฮโมรายิกเซพติซีเมีย 
ท่ีใช้แอดจูแวนท์ต่างกัน 

 
อนันต์ ท้าวเพชร1      เข็มชมพู อธิกัญญ์ภัค1      ดิถี ประเสริฐสุวรรณ1 

 
บทคัดย่อ 

 กา ร ศึกษา ค รั้ งนี้ มี วั ตถุ ป ร ะสง ค์ เ พ่ื อ เปรี ยบ เที ยบประสิ ทธิ ภ า พของวั ค ซีน ร วมแบ ลคเลกแล ะ 
เฮโมรายิ กเซพติซีเ มียที่ใช้แ อดจูแวนท์ ต่างกัน เตรียมวัค ซีนรวมแบลคเลกและเฮโมร ายิกเซพติ ซีเมีย  โดยใช้ 
MONTANIDETM ISA 201 VG, MONTANIDETM ISA 61 VG และ aluminum hydroxide gel เป็นแอดจูแวนท์ 
น ามาทดสอบคุณภาพวัคซีนตามมาตรฐานสากล ผลการทดสอบความเป็นกรด-ด่าง 6.95±0.0080, 7.01±0.0049 และ 
6.78±0.0133 ตามล าดับ ผลการทดสอบการปนเปื้อนเชื้อราและแบคทีเรีย ไม่พบการปนเปื้อนเชื้อราและแบคทีเรีย 
เม่ือทดสอบความปลอดภัยของวัคซีนในแกะและหนูขาว ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย เม่ือทดสอบความคุ้มโรคแบลคเลกใน
หนูขาว พบว่ามีความคุ้มโรค 100% ทั้ง 3 ต ารับ ความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว พบว่ามี ค่า log 
protection เท่ากับ 6.182, 5.500 และ 4.334 ตามล าดับ และการทดสอบความคงสภาพแบบเร่งหลังการเก็บที่
อุณหภูมิ 37°C นาน 2 สัปดาห์ พบว่าให้ความปลอดภัยในแกะและหนูขาว โดยไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย และความคุ้ม
โรคแบลคเลกในหนูขาว พบว่ามีความคุ้มโรค 100% ทั้ง 3 ต ารับ ความคุ้มโรค เฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว พบว่ามี
ค่า log protection เท่ากับ 6.182, 5.500 และ 4.334 ตามล าดับ 

วัคซีนรวมแบลคเลกและเฮโมรายิกเซพติซีเมีย 3 ต ารับ มีประสิทธิภาพตามมาตรฐานสากล สามารถน าข้อมูล
ไปใช้ในการผลิตในระดับต้นแบบ และพัฒนาสู่การผลิตในระดับอุตสาหกรรมต่อได้ตามวัตถุประสงค์ โดยมีความคุ้มโรค
แบลคเลกเท่ากัน ทั้ง 3 ต ารับ ส่วนความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย ต ารับที่ 1 สูงที่สุด รองลงมาเป็นต ารับที่ 2 และ
ต ารับที่ 3 ตามล าดับ 
 
 
 
 
ค าส าคัญ:  วัคซีนรวม          แบลคเลก          เฮโมรายิกเซพติซีเมีย          แอดจูแวนท์ 
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บทน า 
 โรคแบลคเลก (Blackleg) และเฮโมรายิกเซพติซีเมีย (Hemorrhagic septicemia) เป็นโรคติดต่อร้ายแรงในโค
และกระบือ ทั้งสองโรคมีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย  โรคแบลคเลกเกิดจากเชื้อ Clostridium chauvoei (Cl. 
chauvoei) ลักษณะส าคัญของโรคนี้คือการอักเสบของกล้ามเนื้อ โดยเฉพาะบริเวณต้นขาหลัง บริเวณที่อักเสบจะบวม
ร้อน มีอากาศแทรกอยู่ภายใน เม่ือกดดูจะมีเสียงดังกรอบแกรบ ไข้สูง และเดินขากะเผลก จึงเรียกโรคนี้ว่า "โรคไข้ขา" 
โรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียเกิดจากเชื้อ Pasteurella multocida (P. multocida) เป็นโรคติดเชื้อที่ส า คัญทางเศรษฐกิจ 
ของโคและกระบือ พบที่ระบบทางเดินหายใจของสัตว์ (De Alwis, 1999) และเป็นสาเหตุหลักที่ท าลายสัตว์เค้ียวเอ้ือง 
(Maslog, 1998) ทั้งสองโรคสามารถรักษาได้ด้วยยาต้านจุลชีพ แต่ปัจจุบันการด้ือยาต้านจุลชีพเป็นปัญหาต่อการรักษา
ทั้งในมนุษย์และสัตว์ การใช้ยาต้านจุลชี พมากขึ้นเป็นปัจจัยเสี่ยงที่ ก่อให้เกิดปัญหาการด้ือยา  (Lukášová and 
Šustáčková, 2003) การสืบสวนการใช้ยาต้านจุลชีพในสัตว์มีความซับซ้อนมากกว่าในคน (WHO, 2017) ทั้งสองโรค
สามารถปูองกันได้โดยการฉีดวัคซีน  
 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) ผลิตวัคซีนทั้งสองชนิดเป็นชนิดวัคซีนเด่ียวต้องฉีดแยกเข็มกัน และต้อง
ฉีดต าแหน่งที่แตกต่างกัน โดยวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียเป็นวัคซีนชนิดน้ า มัน ( water in oil adjuvant, W/O) ใช้ 
MONTANIDETM ISA 71 เป็นแอดจูแวนท์ ซ่ึงสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้นาน แต่  MONTANIDETM ISA 71 มีความ
หนืดสูง ท าให้เกิดความล าบากในการปฏิบัติการฉีดวัคซีนเข้ากล้ามเนื้อลึกและมีผลท าให้สัตว์มีการแพ้วัคซีน บวม 
อักเสบ หรือมีไข้ได้ง่าย ต้องฉีดเข้ากล้ามเนื้อลึก 1 ครั้งต่อปี ให้ความคุ้มโรค 15 เดือน ส่วนวัคซีนแบลคเลกเป็นชนิด 
formalinized whole cell จากเชื้อ Cl. chauvoei สเตรนท้องถิ่น ตกตะกอนด้วยอะลัม ใช้ฉีดใต้ผิวหนัง มีขนาดฉีด
ตัวละ 5 มล. ส าหรับโค กระบือ ฉีดเข้าใต้ผิวหนัง ให้ความคุ้มโรคเพียง 6 เดือน จึงต้องฉีด 2 ครั้งต่อปี ท าให้เป็นปัญหา
ต่อเกษตรกรที่ต้องเตรียมการฉีดวัคซีนแต่ละครั้งต้องมีการวางแผน เตรียมอุปกรณ์ การบริหารจัดการ เสียเวลา และ
แรงงานในการบังคับสัตว์ ท าให้การท าวัคซีนไม่ได้ประสิทธิภาพเท่าที่ควร ปัจจุบันวัคซีนแบลคเลกชนิดวัคซีนเด่ียวที่ผลิต
จ าหน่ายในต่างประเทศส่วนใหญ่มีขนาดฉีดตัวละ 2 มล.1,2 และยังมีการผลิตวัคซีนรวมระหว่างวัคซีนแบลคเลกกับวัคซีน
ชนิดอ่ืนเช่น วัคซีนแบลคเลกรวมกับวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมีย3 วัคซีนรวมแบลคเลกกับแอนแทรกซ์ 4 และวัคซีนรวม
โรคแบลคเลก ปากและเท้าเปื่อยและเฮโมรายิกเซพติซีเมีย5 เป็นต้น  
 จากการศึกษาความเป็นไปได้ในการลดขนาดฉีดของวัคซีนแบลคเลก และการเตรียมเป็นวัคซีนรวมกับเฮโมรา
ยิกเซพติซีเมีย (รัชนีและนิตยา, 2551) โดยเตรียมวัคซีนแบลคเลกชนิดตกตะกอนด้วยอะลัม มีขนาดฉีดโด๊สละ  5 และ 2 
มล.น ามาทดสอบความคุ้มโรคในหนูขาว พบว่า วัคซีนทั้ง 2 ชุดให้ความคุ้มโรค 100% เม่ือทดลองเตรียมวัคซีนรวม
แบลคเลก และเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดตกตะกอนด้วยอะลัม ให้มีขนาดฉีดโด๊สละ 3 มล. น ามาทดสอบความคุ้มโรคใน
หนูขาว พบว่า วัคซีนให้ความคุ้มโรคต่อแบลคเลก (100%) และต่อเฮโมรายิกเซพติซีเมีย (ค่า log protection มากกว่า 
4) และจากการศึกษาการเตรียมวัคซีนแบลคเลกเข้มข้น (Shoshtary and Langroudi, 2007) ซ่ึงเตรียมวัคซีนแบลค
เลกที่มีความเข้มข้นมากขึ้น 2.5 เท่า โดยใช้ aluminum hydroxide gel เป็นแอดจูแวนท์ ผสมให้มีความเข้มข้น
สุดท้ายในวัคซีนเท่ากับ 10% เม่ือทดสอบความคุ้มโรคในหนูตะเภา พบว่าให้ความคุ้มโรคต่อแบลคเลก 100% และ
รายงานการเปรียบเทียบแอนติบอดีของแกะที่ฉีดวัคซีนรวมแบลคเลกและเฮโมรายิกเซพติซีเมีย  (Hanna et al., 2014) 
ซ่ึงใช้ aluminum hydroxide gel 25% เป็นแอดจูแวนท์ จากผลการตรวจ ELISA พบว่าให้ความคุ้มโรคต่อแบลคเลก
และเฮโมรายิกเซพติซีเมีย ในแกะได้นาน 180 วัน และผลการเปรียบเทียบวัคซีน  Rift valley fever virus ที่ใช้ 
MONTANIDETM ISA 201 VG, MONTANIDETM ISA 61 VG และaluminum hydroxide gel เป็นแอดจูแวนท์                
1 Blackleg vaccine®, Razi Vaccine & Serum Research Institute, Iran 
2 Sponsvax®, Intervet, South Africa 3 Bovilis®HSBQ, Intervet, India 
4 Blanthrax®, Intervet, South Africa 5 Raksha Triovac®, Indian Immunological Limited, India 
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(El-Bagoury et al., 2015) พบว่า  MONTANIDETM ISA 201 VG และ MONTANIDETM ISA 61 VG ให้ความคุ้มโรค
นาน 12 เดือน ส่วน  aluminum hydroxide gel ให้ควา มคุ้มโรคนาน 6 เดือน ส่ วนผลระดับภูมิ คุ้มกัน 
MONTANIDETM ISA 201 VG มีระดับภูมิคุ้มกันสูงที่สุด 
 ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดที่จะผลิตวัคซีนแบลคเลกรวมกับวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมีย โดยใช้ผลการศึกษาของวันชัย
และวีรชาย (2549) ที่สามารถเพาะเลี้ยงเชื้อให้มีจ านวนต่อปริมาตรสูงขึ้น มาปรับปรุงกระบวนการผลิตในขั้นตอนการ
ผสมวัคซีน (formulate) เป็นวัคซีนรวมแบลคเลกและเฮโมรายิกเซพติซีเมีย ซ่ึงเป็นโครงการหนึ่งในยุทธศาสตร์เชิง
พัฒนาของ สทช. กรมปศุสัตว์ เพ่ือให้การผลิตวัคซีนของกรมปศุสัตว์ก้าวทันการพัฒนาวัคซีนที่มีจ าหน่ายในท้องตลาด 
และตอบสนองความต้องการของผู้ใช้วัคซีน ซ่ึงข้อดีของการใช้วัคซีนรวมคือสามารถให้แอนติเจนได้มากกว่าสองชนิดใน
การฉีดเพียงหนึ่งครั้ง เพ่ิมความสะดวกแก่เกษตรกรเพราะลดจ านวนครั้งในการฉีด ลดค่าใช้จ่ายในการขนส่ง เพ่ิม
ความสามารถในการควบคุมปูองกันโรค (Hunderra et al., 2018) โดยรวมแอนติเจนจากทั้งสองเชื้อ ผสมแอดจูแวนท์
ที่เหมาะสม ปลอดภัย มีความหนืดต่ า สะดวกในการฉีด ให้ภูมิคุ้มกันโรคที่ยาวนาน ฉีดเพียงครั้งเดียวต่อปี ท าให้ตาราง
แผนการฉีดวัคซีนชัดเจน ประสิทธิภาพในการปูองกันโรคจะสูงขึ้น ปูองกันการแพร่ระบาดของโรค ช่วยลดภาระ
ค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคด้วยยาปฏิชีวนะ ปัญหาการด้ือยา ปัญหายาตกค้างให้เกษตรกรได้ ท าให้การเลี้ยงสัตว์เป็น
อาชีพที่ม่ันคง และยั่งยืน ผู้บริโภคได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพและปลอดภัย การปรับลดปริมาตรฉีด มีผลดีต่อผู้ปฏิบัติงาน
หลายประการเช่น สะดวกในการฉีด ลดพ้ืนที่การจัดเก็บ 
 การเลือกแอดจูแวนท์เป็นกุญแจส าคัญที่ท าให้การท าวัคซีนในพ้ืนที่ประสบผลส าเร็จ (Parker et al. , 2009) 
เนื่องจากมีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน ดังนั้นก่อนจะท าการผลิตในระดับอุตสาหกรรม จ าเป็นต้องศึกษาว่าการปรับเปลี่ยน
วิธีการผลิต ความเข้มข้นของแอนติเจนที่สูงขึ้น และแอดจูแวนท์ที่ เติมเข้าไป จะส่งผลกระทบต่อคุณภาพวัคซีนด้วย
หรือไม่ โดยเฉพาะด้านความปลอดภัย จึงท าการทดลองเตรียมวัคซีนรวมแบลคเลกและเฮโมรายิกเซพติซีเมีย ในระดับ
ห้องปฏิบัติการขึ้นจ านวน 3 ต ารับ เพ่ือให้ได้ข้อมูลวิธีการผลิต และเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัคซีนโดยออกแบบ
การทดลองดังนี้ (ตารางที่ 1) 
 ต ารับที่ 1 เลือกใช้ MONTANIDETM ISA 201 VG ซ่ึงเป็นชนิดมัลติเพิลน้ าในน้ า มันในน้ า (water in oil in 
water, W/O/W) เนื่องจากมีความหนืดต่ ากว่าชนิด W/O และมีรายงานว่าสามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุ้มกันแบบ humoral mediated immunity (HMI) ชนิดแอนติบอดี IgG2 ได้ดี และให้ความคุ้มโรคปากและ
เท้าเปื่อยในโคสูง (Dar et al., 2013)  
 ต ารับที่ 2 เลือกใช้ MONTANIDETM ISA 61 VG ซ่ึงเป็นแอดจูแวนท์ชนิด W/O เช่นเดียวกับ MONTANIDETM 
ISA 71 ที ่สทช. ใช้ผสมวัคซีนปูองกันโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียอยู่ในปัจจุบัน แต่มีความหนืดต่ ากว่า ใช้ปริมาณน้อยกว่า
เนื่องจากอัตราส่วนในการผสมต่ ากว่า ไม่ต้องฉีดวัคซีนเข้ากล้ามเนื้อลึก มีโอกาสการแพ้น้อยกว่า  และให้ความคุ้มโรค
นานกว่าแอดจูแวนท์ชนิดอะลัม เพราะมีส่วนประกอบหลักของน้ ามันแร่ (mineral oil) ท าให้แอนติเจนอยู่บริเวณที่ฉีด
และค่อยๆ ปล่อยแอนติเจนออกมา สามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบ HMI ชนิดแอนติบอดี 
IgG2 ได้ดี และให้ความคุ้มโรคปากและเท้าเปื่อยในโคสูง (Dar et al., 2013) 
 ส่วนต ารับที่ 3 เลือกใช้ aluminum hydroxide gel ซ่ึงเป็นแอดจูแวนท์ท่ี สทช. ใช้ผสมในวัคซีนโรคปากและ
เท้าเปื่อยในโคในปัจจุบัน และมีรายงานผลการทดลองของ Hanna et al. (2014) ให้ความคุ้มโรคต่อแบลคเลก และต่อ
เฮโมรายิกเซพติซีเมีย ในแกะได้นาน 180 วัน 
 แล้วน า มาเปรี ยบเทียบประสิ ทธิภา พเพ่ือเป็นข้อมูลในกา รตัดสิน ใจผลิ ตในระดับต้นแบบ และระดับ
อุตสาหกรรมต่อไป 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
แบคทีเรีย 
1. เชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 (Carter:Heddleston) สเตรนท้องถิ่นซ่ึงเก็บในรูปท าแห้ง 
2. เชื้อ Cl. chauvoei สเตรนท้องถิ่น ซ่ึงเก็บในรูปของสปอร์ท าแห้ง 
อาหารเล้ียงเชื้อและสารละลาย 
1. อาหารเพาะเลี้ยง P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ประกอบด้วย tryptose phosphate broth (TPB) 29.5 กรัมต่อ

ลิตร 
2. อาหารเพาะเลี้ยง Cl. chauvoei ประกอบด้วย glucose 15 กรัมต่อลิตร, meat extract 3 กรัมต่อลิตร, TPB 29.5 

กรัมต่อลิตร, L-cysteine HCl 1 กรัมต่อลิตร และ tryptose 2 กรัมต่อลิตร 
3. Dextrose Starch Agar (DSA) 
4. semi-synthetic broth ประกอบด้วย glucose 8 กรัมต่อลิตร, meat extract 2 กรัมต่อลิตร, TPB 29.5 กรัมต่อ

ลิตร, L-cysteine HCl 1 กรัมต่อลิตร และ tryptose 3 กรัมต่อลิตร น้ ากลั่น 1 ลิตร 
5. phosphate buffer saline (PBS) ประกอบด้วย โพตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 6.67 กรัมต่อลิตร, ได

โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 3 กรัมต่อลิตร, โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 85 กรัมต่อลิตร และน้ ากลั่น 1 ลิตร 
6. สเตบิไลเซอร์ (Stabilizer) ประกอบด้วย enzymatic digest of casein 25 กรัมต่อลิตร, sucrose 50 กรัมต่อลิตร, 

sodium glutamate 10 กรัมต่อลิตร และน้ ากลั่น 1 ลิตร 
7. thioglycollate broth  
8. tryptic soy broth 
9. sabouraud dextrose broth 
10.MONTANIDETM ISA 201 VG6 
11.MONTANIDETM ISA 61 VG6 
12.aluminum hydroxide gel 
สัตว์ทดลอง 
1. หนู ตะเภา  พัน ธุ์  Dunkin Hartley เพศผู้ ห รื อ เพศ เ มีย  น้ า หนั ก  300-400 กรั ม จ า น วน  10 ตั ว  

เ พ่ื อ ใ ช้ เ ต รี ย ม เ ชื้ อ พิ ษ  โ ด ย เ ลี้ ย ง ที่ อ า ค า ร ท ด ส อ บ ฝุ า ย ท ด ส อ บ คุ ณ ภ า พ วั ค ซี น แ บ ค ที เ รี ย  
แบบ conventional ซ่ึงไม่มีการควบคุมอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ อากาศถ่ายเทได้สะดวก ให้แสงสว่างตาม
ธรรมชาติและหลอดไฟ ในกรงเหล็กกล่องขึ้นรูปผนังตาข่ายถัก ขนาด 90x120X50 ซม. จ านวนสัตว์ 5 ตัว/กรง ให้
อาหารเม็ดกินเต็มที่ (ad libitum) และน้ าด่ืมในภาชนะขวดมีจุกตลอดเวลา เม่ือสิ้นสุดการทดลองท าให้สัตว์ตาย
อย่างสงบ (Euthanasia) โดยการดึงคอ (cervical dislocation) (AVMA, 2020) แล้วน าไปเผาด้วยเตาเผา 

2. หนูขาว พันธุ์ ICR เพศผู้หรือเพศเมีย น้ าหนัก 20-25 กรัม จ านวน 1,155 ตัว โดยเลี้ยงที่อาคารทดสอบฝุายทดสอบ
คุณภาพวัคซีนแบคทีเรีย แบบ conventional ไม่มีการควบคุมอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ อากาศถ่ายเทได้
สะดวก ให้แสงสว่างตามธรรมชาติและหลอดไฟ เลี้ยงในกรงพ้ืนตัน ท าจากสแตนเลส กรงขนาด 38x68X12 ซม. 
จ านวนสัตว์ 20 ตัว/กรง ในการทดสอบความคุ้มโรคแบลคเลก และกรงขนาด 18x25X14 ซม. จ านวนสัตว์ 5 ตัว/
กรง ในการทดสอบความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย ใช้แกลบเป็นวัสดุรองนอนโดยเปลี่ยนทุกวัน ให้อาหารเม็ดและ
น้ าด่ืมในภาชนะขวดมีจุกตลอดเวลา เม่ือสิ้นสุดการทดลองท าให้สัตว์ตายอย่างสงบ โดยการดึงคอ (AVMA, 2020) 
แล้วน าไปเผาด้วยเตาเผา 

6  Seppic, France 
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3. แกะ เพศผู้หรือเพศเมีย น้ าหนักไม่น้อยกว่า 20 กิโลกรัม จ านวน 18 ตัว โดยเลี้ยงที่อาคารทดสอบฝุายทดสอบ
คุณภาพวัคซีนแบคทีเรีย แบบ conventional ไม่มีการควบคุมอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ อากาศถ่ายเทได้
สะดวก ให้แสงสว่างตามธรรมชาติ และหลอดไฟ เลี้ยงในคอก พ้ืนซีเมนต์ ขนาด 4X8 เมตร จ านวนสัตว์ 9 ตัว/คอก 
ให้อาหารเม็ด หญ้าแห้งและน้ าด่ืมตลอดเวลา เม่ือสิ้นสุดการทดลองท าให้สัตว์ตายอย่างสงบ  โดยการฉีด xylazine 
HCl ขนาด 0.15 มล. /10 กก. เข้ากล้ามเนื้อบริเวณสะโพก และ magnesium sulfate ขนาด 120 มล. /ตัว. เข้า
เส้นเลือด jugular vein (AVMA, 2020) แล้วน าไปเผาด้วยเตาเผา 

บรอทแบคเทอรินน าไปใช้ในการผสมวัคซีน 
1. บรอทแบคเทอรินของเชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ที่เพาะเลี้ยงใน TPB และฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลิน 0.5% โดย

ปริมาตร กรองด้วย crossflow filtration ขนาด 0.2 ไมครอนและ resuspend ในน้ า เกลือที่ มี 0 .5% ฟอร์มาลิน
ปรับปริมาณเชื้อให้ได้ 2x1010 CFU/โด๊ส (Chandrasekaran et al., 1993)  

2. บรอทแบคเทอริ น ของ เชื้ อ  Cl. chauvoei ส เตรนท้ องถิ่ น  เพา ะเลี้ ย ง ในแอส ไพเร เตอร์  ขนา ด  
12 ลิตร ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ Cl. chauvoei ปริมาตร 8 ลิตร นาน 19 ชั่วโมงและฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลิน 0.5% โดย
ปริมาตร (วันชัยและวีรชาย , 2549) นับจ านวนเชื้อทางอ้อมจากค่า Packed cell volume (PCV) ตามวิธีของ 
Alton et al. (1988) โดยใส่บรอทแบคเทอริน 10 มล. ในหลอดส าหรับปั่นเหวี่ยงที่มีสเกลบอกปริมาตร ปั่นด้วยแรง
เหวี่ยง 2,500 x g นาน 75 นาที และวัดปริมาตรของตะกอน น าค่าที่อ่านได้มาค านวณเตรียมวัคซีนให้มีจ านวนเชื้อ
เ ป็ น ค่ า  %PCV จ า ก เ ดิ ม ที่ ป ริ ม า ต ร ฉี ด  5 ม ล . /โ ด๊ ส  มี  %PCV ไ ม่ น้ อ ย ก ว่ า  0.26 ( ก อ ง ผ ลิ ต 
ชีวภัณฑ์, 2543) ซ่ึงเท่ากับ 6.5x108 CFU/ โด๊ส (5 มล.) (รังสรรค์ และวิวัฒน์ , 2549) เป็น 6.5x108 CFU/โด๊ส  
(2 มล.) 

วัคซีน 
 น าบรอทแบคเทอรินของเชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 และบรอทแบคเทอรินของเชื้อ  Cl. chauvoei 
สเตรนท้องถิ่น ที่เตรียมได้มาผสมเป็นวัคซีนรวมแบลคเลกและเฮโมรายิกเซพติซีเมีย ที่ มีเชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ 
B:2,5 จ านวน 2 x1010CFU/โด๊ส (2 มล.) และเชื้อ Cl. chauvoei สเตรนท้องถิ่น จ านวน 6.5x108 CFU/โด๊ส (2 มล.) 
จ านวน 3 ต ารับ ดังนี้ 
 วัคซีนต ารับท่ี 1 

 เตรียมเป็นวัคซีนชนิด W/O/W โดยน าบรอทแบคเทอรินของเชื้อ P. multocida และ Cl. chauvoei 
ที่เตรียมได้ มาผสมกับ MONTANIDETM ISA 201 VG ในอัตราส่วน บรอทแบคเทอริน:แอดจูแวนท์  เท่ากับ 
50:50 (w/w) โดยเริ่มจากปรับอุณหภูมิบรอทแบคเทอรินและแอดจูแวนท์ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิให้ได้ 31°C 
ก่อนแล้วน าแอดจูแวนท์มาปั่นด้วยเครื่องปั่นผสมวัคซีน (low shear mixer) ที่ความเร็วรอบ 350 รอบ/นาที 
นาน 30 วินาที แล้วจึงเติมบรอทแบคเทอรินลงไปในแอดจูแวนท์อย่างรวดเร็ว ปั่นที่ความเร็วรอบ 350 รอบ/
นาที ต่ออีก 5 นาที ให้วัคซีนเป็นเนื้อเดียวกัน ปรับอุณหภูมิวัคซีนในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิให้ได้ 20°C (ภาพที่ 
1) แล้วจึงปรับ pH ด้วย 10% NaOH ให้ได้ 7.0±0.3 น าไปเก็บไว้ที่ อุณหภูมิ 2 -8°C นาน 1 คืน บรรจุขวด
วัคซีนขนาด 20 มล. (10 โด๊ส = 20 มล.) เก็บที่อุณหภูมิ 2-8°C เพ่ือรอการทดสอบคุณภาพต่อไป  

 วัคซีนต ารับท่ี 2 
 เตรียมเป็นวัคซีนชนิด W/O โดยน าบรอทแบคเทอรินของเชื้อ  P. multocida และ Cl. chauvoei ที่
เตรียมได้ มาผสมกับ MONTANIDETM ISA 61 VG ในอัตราส่วน 40:60 (w/w) โดยท าการผสมตามวิธีของ 
Moncada et al. (1993) ด้วยกระบอกฉีดยาขนาด 20 มล. 2 กระบอก เข็มชนิด 2 หัว เบอร์ 18G x 1.5 นิ้ว 
ดูดผสมกลับไปกลับมา นาน 5 นาที จนวัคซีนเป็นเนื้อเดียวกัน (ภาพที่ 2) แล้วจึงปรับ pH เช่นเดียวกับต ารับที่ 
1  
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 วัคซีนต ารับท่ี 3 
 เตรียมเป็นวัคซีนชนิดเอเควียส โดยน าบรอทแบคเทอรินของเชื้อ  P. multocida และ Cl. chauvoei 
ที่เตรียมได้ มาผสมกับ aluminum hydroxide gel ในอัตราส่วน 90:10 (v/v) โดยท าการผสมด้วยแท่ง
แม่เหล็กนาน 30 นาที (ภาพที่ 3) จนวัคซีนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วจึงปรับ pH เช่นเดียวกับต ารับที่ 1  

การเตรียมเชื้อพิษโรคแบลคเลกในหนูตะเภา 
 การเตรียมเชื้อพิษ 

 ละลาย Seed Cl. chauvoei สเตรนท้องถิ่น ด้วย semi-synthetic broth ขวดละ 1 มล.เจือจาง
แบบ 10-fold dilution ให้ได้ 10-1 น าเชื้อ undilute และ 10-1 ฉีดเข้ากล้ามเนื้อขาหนูตะเภา (ภาพที่ 4) ตัว
ละ 1 มล. ความเข้มข้นละ 5 ตัว หนูจะแสดงอาการปุวย ภายใน 24-48 ชั่วโมง เก็บเลือดจากหัวใจ 1 มล. ไป
เพาะใน semi-synthetic broth หลอดละ 10 มล. จ านวน 5 หลอด โดยใช้ liquid paraffin ปิดผิวอาหารไว้ 
บ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 24 ชั่วโมง ดูดเชื้อทั้งหมดจากหลอดไปเลี้ยงต่อใน semi-synthetic broth 100 มล. 
ในขวดแก้ว บ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 48 ชั่วโมง ดูดเชื้อ 5 มล. ไปเลี้ยงต่อใน semi-synthetic broth 500 
มล.จ านวน 10 ฟลาสก์ บ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 48-72 ชั่วโมง สังเกตการเกิดฟองก๊าซ สุ่มตัวอย่างเชื้อมา
ย้อมแกรมดูลักษณะสปอร์ (ภาพที่ 5) น าเชื้อทั้ง 10 ฟลาสก์ไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง7 ที่ 3,100 x g นาน 90 
นาที แล้วล้างด้วย PBS 3 รอบ เติมสเตบิไลเซอร์ ปริมาตร 2 เท่าของตะกอนเชื้อ ปั่นด้วยเครื่องกวน 
(magnetic stirrer) บรรจุลงขวดท าแห้งขนาด 12 มล. ปริมาตรขวดละ 2 มล.น าเข้าเครื่องท าแห้ง8 

 การหาปริมาณ และ  50% Lethal dose (LD50) ของเชื้อพิษ 
 น าเชื้อที่ผ่านการท าแห้งแล้วไปหาปริมาณเชื้อ และหา LD50 โดยฉีดเชื้อ undilute, 10-1 และ 10-2 ตัว
ละ 0.2 มล. ความเข้มข้นละ 10 ตัว เข้ากล้ามเนื้อขาหลังหนูขาว น าจ านวนหนูที่ตาย ไปค านวนค่า  LD50 
ในช่วง 10-100 LD50 (Misra,1991) 

การเตรียมเชื้อพิษโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย 
 ละลาย seed P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ด้วย TPB ปริมาตร 2 มล. จากนั้นดูดสารละลาย seed หยดลง
บน DSA และ streak เชื้อเพ่ือให้แยกเป็นโคโลนีเด่ียวๆ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 24 ชั่วโมง ใช้ Loop เขี่ยโคโลนี
เด่ียวๆ (ภาพที่ 6) จ านวน 2 โคโลนี จุ่มลงใน TPB ปริมาตร 10 มล. น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 6 ชั่วโมง ท า 10-
fold dilution (ภาพที่ 7) โดยใช้ปิเปตดูดเชื้อ ปริมาตร 1 มล. ใส่หลอดที่ 1 เขย่าให้เข้ากัน จนถึง 10 -10 น าไปฉีดใน
สัตว์ทดลองหาปริมาณเชื้อที่ฉีดในสัตว์ทดลองโดยการใช้ไมโครไปเปตดูดเชื้อที่ 10- 5, 10-6และ 10 -7ตามล าดับ ปริมาตร 
20 ไมโครลิตร หยดลงบน DSA dilution ละ 3 ซ้ า อ่านค่าจาก dilution ที่ เหมาะสมค านวณเป็นโคโลนีต่อมล. 
(ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2562) 
การทดสอบความเป็นกรด-ด่างของวัคซีน  
 วัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ต ารับละ 5 ตัวอย่าง เกณฑ์ยอมรับได้คือ 7.0±0.3 (Misra, 1991) 
การทดสอบความหนืด (Viscosity test) 

น าตัวอย่างวัคซีนไปวัดค่าความหนืดด้วยเครื่องวัดความหนืดสารละลาย ต ารับละ 3 ตัวอย่างโดยใช้เข็มวัดค่า
จากตัวเครื่อง เบอร์ 1 ค่าที่ได้ต้องน้อยกว่า 100 centipoises (McKercher, 1986) 

 
 
 
 

7 Mistral, U.K. 8 Telstar, Spain  
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การทดสอบความคงตัว (Stability test)  
น าตัวอย่างวัคซีนมาเขย่าให้ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน ใช้เครื่องดูดจ่ายสารละลายดูดตัวอย่างใส่ลง ในหลอดเซนติ

ฟิวส์ซ่ึงมีขีดบอกปริมาตร ปริมาตร 10 มล.ปิดฝาหลอด ตัวอย่างละ 2 หลอด ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ ที่
ความเร็วรอบ 3,000 รอบ/นาที นาน 30 นาที ต้องแยกชั้นไม่เกิน 5% (McKercher, 1986) 
การทดสอบการปนเป้ือนเชื้อราและแบคทีเรีย (Sterility test) 

ทดสอบการปนเปื้อนในวัคซีนก่อนและหลังการบรรจุ โดยเพาะวัคซีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ thioglycollate 
broth, tryptic soy broth อบที่ 37°C  และเพาะใน thioglycollate broth, tryptic soy broth และ sabouraud 
dextrose broth อบที่ 22°C  เป็นเวลา 14 วัน จะต้องไม่พบเชื้อแบคทีเรียอ่ืนและเชื้อรา (ASEAN, 1998) 
การทดสอบความปลอดภัยของวัคซีน (Safety test) 

ทดสอบวัคซีนแต่ละต ารับโดยฉีดวัคซีนเข้าใต้ผิวหนังแกะ (ภาพที่ 8) ตัวละ 2 เท่าของโด๊สที่ก าหนด จ านวน 3 
ตัว/ต ารับ วัดอุณหภูมิร่างกายเช้า-เย็น และสังเกตอาการ 10 วัน เกณฑ์ยอมรับได้คือ แกะมีอาการปกติ ยกเว้นอาจมี
อาการบวมบ้างบริเวณที่ฉีด ซ่ึงจะหายไปใน 4-5 วัน (ASEAN, 1998)  

ทดสอบความปลอดภัยของวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว โดยฉีดวัคซีนแต่ละต ารับเข้าเข้าช่องท้องหนู 
5 ตัวๆ ละ 0.5 มล. (ภาพที่ 9) สังเกตอาการ 2 สัปดาห์ ต้องไม่พบอาการผิดปกติ ในกรณีที่มีหนูปุวยและตายต้องตรวจ
พิสูจน์การติดเชื้อ P. multocida (ASEAN, 1998) 
การทดสอบความคุ้มโรคของวัคซีน (Potency test) 

ทดสอบความคุ้มโรคแบลคเลกของวัคซีนแต่ละต ารับโดยแบ่งหนูเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ฉีดวัคซีน จ านวน 20 ตัว 
และกลุ่มควบคุมที่ไม่ฉีดวัคซีน จ านวน 20 ตัว ใช้กระบอกฉีดยาทิวเบอร์คูลินขนาด 1 มล. เข็มเบอร์ 26G x 0.5 นิ้ว ฉีด
วัคซีนเข้าช่องท้อง 4 ครั้งๆ ละ 0.25 มล. แต่ละครั้งห่างกัน 2 วัน หลังเข็มสุดท้าย 10 วัน จึงฉีดพิษทับ Cl. chauvoei 
ที่ผสม 3% CaCl2 ความรุนแรง 10-100 LD50 ปริมาตร 0.25 มล. เข้ากล้ามเนื้อขา (ภาพที่ 10) หลังฉีดพิษทับ 7 วัน 
หนูขาวกลุ่มฉีดวัคซีนจะต้องรอดไม่น้อยกว่า 60% ส่วนกลุ่มควบคุมต้องตายไม่น้อยกว่า 80% (ASEAN, 1998) 
 ทดสอบความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว ด้วยวิธี  active mouse protection test โดยใช้หนูขาว 
100 ตัว แบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ไม่ฉีดวัคซีนจ านวน 50 ตัว กลุ่มที่ 2 ฉีดวัคซีนจ านวน 50 ตัว ฉีดวัคซีนเข้าช่องท้อง
ตัวละ 0.2 มล. 2 ครั้ง แต่ละครั้งห่างกัน 14 วัน หลังจากฉีดวัคซีนครั้งสุดท้าย 7 วัน ท าการฉีดพิษทับหนูทั้ง 2 กลุ่มด้วย
เชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ที่เพาะเลี้ยง ใน TPB นาน 6 ชั่วโมงที่ระดับความเข้มข้นต้ังแต่ 10-1 ถึง 10-10 เข้า
ช่องท้องของหนูตัวละ 0.1 มล.ทั้ง 2 กลุ่ม (ภาพที่ 11) ค่า LD50 ของหนูกลุ่มควบคุมและกลุ่มฉีดวัคซีนตามวิธีของ Reed 
and Muench (1938) ต้องไม่น้อยกว่า (at least) 4 log protection (ASEAN, 1998)  
การทดสอบความคงสภาพแบบเร่ง (Accelerated stability test) 
 โดยการเก็บตัวอย่างวัคซีนทั้งหมดที่อุณหภูมิ 37°C นาน 2 สัปดาห์ (OIE, 2012) แล้วน ามาทดสอบความ
ปลอดภัยและความคุ้มโรค 
 

ผล 
 ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนรวมแบลคเลกและเฮโมรายิกเซพติซีเมีย 3 ต ารับ  ในด้านต่างๆ ผ่านเกณฑ์ตาม
มาตรฐานที่ก าหนดทุกประการ ไม่พบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา เม่ือวัดค่าความเป็นกรด -ด่าง (pH) ต ารับละ 
5 ตัวอย่าง พบว่าต ารับที่ 1 ได้ค่าเฉลี่ย 6.95±0.0080 ต ารับที่ 2 ได้ค่าเฉลี่ย 7.01±0.0049 และต ารับที่ 3 ได้ค่าเฉลี่ย 
6.78±0.0133 ตามล าดับ (ตารางที่ 2) 
 ผลการทดสอบควา มหนื ดของวั คซีนชนิ ดน้ า มันต า รับละ 3 ตัวอย่ าง พบว่าต ารั บที่ 1 ได้ ค่าเฉลี่ ย 
14.67±0.4714 centipoises และต ารับที่ 2 ได้ค่าเฉลี่ย 20.33±0.4714 centipoises ผลการทดสอบความคงตัวของ
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วัคซีนชนิดน้ ามัน ต ารับละ 2 ตัวอย่าง พบว่าการแยกชั้นต ารับที่ 1 ได้ค่าเฉลี่ย 1.05±0.0500% ส่วนต ารับที่ 2 ได้
ค่าเฉลี่ย 2.05±0.0500% ตามล าดับ (ตารางที่ 2) 
 ผลการทดสอบความปลอดภัยในหนูขาวและแกะ อาการปกติ ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย ผลการวัดค่าอุณหภูมิ
ร่างกายของแกะทดลองทั้ง 9 ตัว ในวัคซีนต ารับที่ 1 (แกะตัวท่ี 1-3) พบว่าแกะแสดงอุณหภูมิค่อนข้างสูงกว่าปกติ ใน
วันที่ 6-8 หลังฉีดวัคซีน แต่ได้ลดลงในวันที่ 9 (รูปที่ 12) ต ารับที่ 2 (แกะตัวท่ี 4-6) พบว่าแกะแสดงอุณหภูมิค่อนข้างสูง
กว่าปกติ ในวันที่ 2-8 หลังฉีดวัคซีน แต่ได้ลดลงในวันที่ 9 (รูปที่ 13) และ ต ารับที่ 3 (แกะตัวที่  7-9) พบว่าแกะแสดง
อุณหภูมิค่อนข้างสูงกว่าปกติ ในวันที่ 4-6 หลังฉีดวัคซีน แต่ได้ลดลงในวันที่ 7 (รูปที่ 14) 
 เม่ือผ่าซากแกะดูเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีนต ารับที่ 1, 2 และ 3 ไม่พบลักษณะผิดปกติบริเวณที่ได้รับวัคซีน เช่น 
post vaccination granuloma หรีอ ฝี (abscess) ในแกะทดลองทั้ง 9 ตัว (รูปที่ 15-17) 
 ผลการทดสอบความคุ้มโรคแบลคเลกในหนูขาวพบว่ามีความคุ้มโรค 100% ทั้ง 3 ต ารับ (รูปที่ 18) ความคุ้ม
โรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว พบว่ามีค่า log protection เท่ากับ 6.182, 5.500 และ 4.334  ตามล าดับ (รูปที่ 
19)  
 การทดสอบความคงสภาพแบบเร่ง (Accelerated stability test) พบว่าให้ความปลอดภัยในแกะ และหนูขาว 
โดยไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย และความคุ้มโรคแบลคเลกในหนูขาว พบว่ามีความคุ้มโรค 100% ทั้ง 3 ต ารับ (รูปที่ 18) 
ความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว พบว่ามีค่า log protection เท่ากับ 6.182, 5.500 และ 4.334 ตามล าดับ 
(รูปที่ 19) 
 

วิจารณ์ 
 จากผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนรวมแบลคเลกและเฮโมรายิกเซพติซีเมีย 3 ต ารับ ในด้านต่างๆ ผ่านเกณฑ์
ตามมาตรฐานที่ก าหนดทุกประการ ไม่พบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา เม่ือวัดค่าความเป็นกรด -ด่าง (pH) มี
ความเป็นกลาง เหมาะสมที่จะฉีดเข้าร่างกายสัตว์ โดยไม่ก่อให้เกิดความระคายเคืองต่อเนื้อเยื่อ เม่ือพิจารณาค่าความ
หนืด ต ารับที่ 1 จะสะดวกในการฉีดมากกว่าต ารับที่ 2 เพราะมีความหนืดน้อยกว่าเนื่องจาก MONTANIDETM ISA 201 
VG ที่เป็นแอดจูแวนท์ชนิด W/O/W มีความหนืดน้อยกว่า MONTANIDETM ISA 61 VG ซ่ึงเป็นแอดจูแวนท์ชนิด W/O 
การทดสอบความคงตัว ผ่านทั้งต ารับที่ 1 และ 2 การที่ต ารับที่ 2 มีการแยกชั้นสูงกว่าเนื่องจากอัตราส่วนของ บรอทแบ
คเทอริน: แอดจูแวนท์สูงกว่า และ MONTANIDETM ISA 61 VG มีความถ่วงจ าเพาะสูงกว่า  MONTANIDETM ISA 201 
VG 
 วัคซีนทั้ง 3 ต ารับ มีความปลอดภัยในหนูขาวและแกะ สามารถน าไปใช้งานจริงกับสัตว์เปูาหมายได้ โดยผลการ
วัดค่าอุณหภูมิร่างกายของแกะทดลองในต ารับที่ 2 อุณหภูมิสูงกว่าปกติมากกว่าและนานกว่าต ารับที่ 1 และ 3 แสดงว่า 
MONTANIDETM ISA 61 VG มีผลกระทบต่อร่างกายสัตว์ ( side effect) สูงกว่า  MONTANIDETM ISA 201 VG และ 
aluminum hydroxide gel ส่วนต ารับที่ 1 และ 3 อุณหภูมิสูงกว่าปกติเพียงเล็กน้อย และนานเพียง 3 วัน แสดงว่า 
MONTANIDETM ISA 201 VG มีผลกระทบต่อร่างกายสัตว์น้อยที่สุด เม่ือพิจารณาด้านอัตราส่วน บรอทแบคเทอริน: 
แอดจูแวนท์ ที่ใช้มากกว่า โดย aluminum hydroxide gel ใช้เพียง 10% แต่มีผลกระทบใกล้เคียง MONTANIDETM 
ISA 201 VG ซ่ึงใช้ 50% 
 เม่ือผ่าซากแกะดูเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีนทั้ง 3 ต ารับ ไม่พบลักษณะผิดปกติบริเวณที่ได้รับวัคซีน เช่น post 
vaccination granuloma หรือ ฝี (abscess) แสดงว่าความเข้มข้นของแอนติเจนที่มากกว่าเดิม และแอดจูแวนท์ทั้ง 3 
ชนิด สามารถกระจายตัวในเนื้อเยื่อได้ดี ไม่ก่อให้เกิดเนื้อตาย และแอดจูแวนท์ทั้ง 3 ชนิด มีความปลอดภัยในแกะ 
สามารถน าไปใช้งานจริงกับสัตว์เปูาหมายได้ 
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 ผลการทดสอบความคุ้มโรคแบลคเลกในหนูขาว ผ่านเกณฑ์ทั้ง 3 ต ารับ ส่วนความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย
ในหนูขาว มีค่าไม่น้อยกว่า 4 log protection ผ่านเกณฑ์ทั้ง 3 ต ารับ ให้ผลสอดคล้องกับรายงานการศึกษาความ
เป็นไปได้ในการลดขนาดฉีดของวัคซีนแบลคเลก และการเตรียมเป็นวัคซีนรวมกับเฮโมรายิกเซพติซีเมีย (รัชนีและนิตยา, 
2551) และรายงานการทดลองผลิตวัคซีนรวมแบลคเลกและเฮโมรายิกเซพติซีเมียที่ใช้  aluminum hydroxide gel 
25% เป็นแอดจูแวนท์ ของ Hanna et al. (2014) ส่วนการที่ต ารับที่ 1 ให้ความคุ้มโรคสูงที่สุด รองลงมาเป็นต ารับที่  2 
และ 3 ตามล าดับ แสดงว่า MONTANIDETM ISA 201 VG สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้สูงกว่า  MONTANIDETM ISA 61 
VG และ aluminum hydroxide gel ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ El-Bagoury et al. (2015)  
 การทดสอบความคงสภาพแบบเร่ง เม่ือเก็บที่อุณหภูมิ 37°C นาน 2 สัปดาห์ ยังคงมีความปลอดภัยในแกะและ
หนูขาว ในด้านความคุ้มโรคแบลคเลกในหนูขาว ยังคงมีความคุ้มโรคทั้ง 3 ต ารับ ความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียใน
หนูขาว ยังคงมีค่าไม่น้อยกว่า 4 log protection ผ่านเกณฑ์ทั้ง 3 ต ารับ แสดงว่าวัคซีนยังมีความคงสภาพ ในความ
ปลอดภัย และความคุ้มโรค สามารถน าไปอ้างอิงอายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8°C ได้นาน 2 ปี แต่ควรมีการทดสอบ 
ความคงสภาพแบบปกติเพ่ิมเติม เม่ือท าการผลิตในระดับอุตสาหกรรมแล้ว 
 ใน ด้ า น กา ร ใช้ ง า นวั ค ซี น ร ว มแ บล คเ ลกแ ละ เฮ โม ร า ยิ ก เ ซพ ติ ซี เ มีย  ไ ด้ ร วม แอน ติ เ จน ขอ ง   
Cl. chauvoei และ P. multocida ไว้ในการฉีดเพียงหนึ่งครั้ง จากที่ต้องฉีดถึง 3 ครั้งต่อปี ลดลงเหลือฉีดเพียง 1 ครั้ง
ต่อปี ช่วยลดภาระของเกษตรกรในการเตรียมการฉีดวัคซีนแต่ละครั้งที่ต้องมีการวางแผน เตรียมอุปกรณ์ การบริหาร
จัดการ เสียเวลา และแรงงานในการบังคับสัตว์ นอกจากนี้ยังได้ปรับลดปริมาตรฉีดต่อโด๊สของวัคซีนแบลคเลก จาก
ปริมาตรฉีดต่อโด๊ส 5 มล. และวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียปริมาตรฉีดต่อโด๊ส 1 มล. รวมฉีด 6 มล./ครั้ง ลดเป็น 2 มล. 
ส าหรับโค กระบือ และ 1 มล.ส าหรับแพะแกะ ให้ความสะดวกในการฉีดเพ่ิมขึ้น คาดว่าเกษตรกรจะมีการใช้วัคซีน
เพ่ิมขึ้น ปูองกันการแพร่ระบาดของโรคอย่างมีประสิทธิภาพ ช่วยลดภาระค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคด้วยยาปฏิชีวนะ 
ปัญหาการด้ือยา ปัญหายาตกค้างให้เกษตรกรได้ ท าให้การเลี้ยงสัตว์เป็นอาชีพที่ ม่ันคง และยั่งยืน ผู้บริโภคได้รับ
ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพ และปลอดภัยจากยาปฏิชีวนะตกค้างในน้ านมและเนื้อสัตว์ 
 อย่างไรก็ตามการตัดสินใจเลือกชนิดของแอดจูแวนท์ท่ีจะน ามาผลิตในระดับอุตสาหกรรม นอกจากพิจารณา
ด้านความปลอดภัยและประสิทธิภาพความคุ้มโรคแล้ว ยังต้องค านึงถึงกระบวนการในขั้นตอนการผสมวัคซีนที่มีความ
แตกต่างกันด้วย จึงต้องมีการออกแบบการทดลองผลิตในระดับต้นแบบก่อน เพ่ือพิจารณาความเหมาะสมของอุปกรณ์
และเครื่องจักรในการผลิตในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
 

สรุป 
วัคซีนรวมแบลคเลกและเฮโมรายิกเซพติซีเมีย 3 ต ารับ มีประสิทธิภาพตามมาตรฐานสากล สามารถน าข้อมูล

ไปใช้ในการผลิตในระดับต้นแบบ และพัฒนาสู่การผลิตในระดับอุตสาหกรรมต่อได้ตามวัตถุประสงค์ โดยมีความคุ้มโรค
แบลคเลกเท่ากันทั้ง 3 ต ารับ ส่วนความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย ต ารับที่ 1 สูงที่สุด รองลงมาเป็นต ารับที่ 2 และ
ต ารับที่ 3 ตามล าดับ 
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ตารางท่ี 1 ความแตกต่างของวัคซีนรวมแบลคเลก และเฮโมรายิกเซพติซีเมียที่ใช้แอดจูแวนท์ต่างกัน 

ส่วนประกอบ 
ต ารับท่ี 

1 2 3 
แอนติเจน P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 จ านวน 2 x1010CFU/โด๊ส  

และเช้ือ Cl. chauvoei สเตรนท้องถ่ิน จ านวน 6.5x108 CFU/โด๊ส (2 มล.) 
แอดจูแวนท์ MONTANIDETM  

ISA 201 VG 
MONTANIDETM  

ISA 61 VG 
aluminum hydroxide 

gel 

ชนิดของแอดจูแวนท์ water in oil in water water in oil aqueous 
อัตราส่วน บรอทแบคเทอริน: แอดจูแวนท์ 50:50 40:60 90:10 
ความหนืดท่ี 25°C (mPa.s) 30 35 - 

 
 

ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนรวมแบลคเลก และเฮโมรายิกเซพติซีเมียในห้องปฏิบัติการ 

การทดสอบ 
ต ารับท่ี 

1 2 3 
1. ความเป็นกรด-ด่างของวัคซีน* 6.95±0.0080 7.01±0.0049 6.78±0.0133 

2. Sterility test ผ่าน ผ่าน ผ่าน 

3. Viscosity test** (centipoises) 14.67±0.4714 20.33±0.4714 ไม่ทดสอบ 

4. Stability test** (%) 1.05±0.0500 2.05±0.0500 ไม่ทดสอบ 
หมายเหตุ *ค่าความเป็นกรด-ด่างของวัคซีนอยู่ในช่วง 7.0±0.3 ถือว่าผ่าน 
 **การทดสอบรายการท่ี 3-4 เป็นการทดสอบคุณภาพวัคซีนชนิดน้ ามัน 
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ตารางท่ี 3  ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนรวมแบลคเลก และเฮโมรายิกเซพติซีเมียในสัตว์ทดลอง 

การทดสอบ 
ต ารับท่ี 

1 2 3 
ความปลอดภัยของวัคซีน 
     แบลคเลกในแกะ 
     เฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว 

 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 

 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 

 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 

ความคุ้มโรค 
     แบลคเลกในหนูขาว 

- กลุ่มฉีดวัคซีนคุ้มโรค* 
- กลุ่มควบคุม** (ใช้ร่วมกัน) 

เฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว*** 
(log protection) 

 
 

100% (20/20) 
 

6.182 

 
 

100% (20/20) 
80% (16/20) 

5.500 

 
 

100% (20/20) 
 

4.334 

ความคงสภาพแบบเร่ง 
     ความปลอดภัย 
         แบลคเลกในแกะ 
         เฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว 

 
 

ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 

 
 

ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 

 
 

ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 
ไม่พบสัตว์ปุวยหรือตาย 

     ความคุ้มโรค 
         แบลคเลกในหนูขาว 

- กลุ่มฉีดวัคซีนคุ้มโรค* 
- กลุ่มควบคุม** (ใช้ร่วมกัน) 

    เฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว*** 
         (log protection) 

 
 

100% (20/20) 
 

6.182 

 
 

100% (20/20) 
80% (16/20) 

5.500 

 
 

100% (20/20) 
 

4.334 

* มากกว่า 60% ถือว่าคุ้มโรค 
**กลุ่มควบคุมต้องตายไม่น้อยกว่า 80% 
***อย่างน้อย 4 ถือว่าคุ้มโรค 
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รูปท่ี 1  เตรียมวัคซีนต ารับท่ี 1 รูปท่ี 2  เตรียมวัคซีนต ารับท่ี 2 รูปท่ี 3  เตรียมวัคซีนต ารับท่ี 3 

 
   

   
รูปท่ี 4  การเตรียมเช้ือพิษโรคแบลคเลก รูปท่ี 5  สปอร์ Cl. chauvoei รูปท่ี 6  โคโลนี P. multocida 

 
   

   
รูปท่ี 7  การเตรียมเช้ือพิษ P. multocida รูปท่ี 8 ทดสอบความปลอดภัยของ 

วัคซีนแบลคเลกในแกะ 
รูปท่ี 9 ทดสอบความปลอดภัยของ               

วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว 
   

  
รูปท่ี 10  ฉีดพิษทับด้วยเช้ือ Cl. chauvoei รูปท่ี 11  ฉีดพิษทับด้วยเช้ือ P. multocida 
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รูปท่ี 12 อุณหภูมิแกะทดลอง วัคซีนต ารับที่ 1 

 

 
รูปท่ี 13 อุณหภูมิแกะทดลอง วัคซีนต ารับที่ 2 

 

 

รูปท่ี 14 อุณหภูมิแกะทดลอง วัคซีนต ารับที่ 3 
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แกะตัวท่ี 1 แกะตัวท่ี 2 แกะตัวท่ี 3 

รูปท่ี 15 เนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีน ต ารับที่ 1 
   

   
แกะตัวท่ี 4 แกะตัวท่ี 5 แกะตัวท่ี 6 

รูปท่ี 16 เนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีน ต ารับที่ 2 
   

   
แกะตัวท่ี 7 แกะตัวท่ี 8 แกะตัวท่ี 9 

รูปท่ี 17 เนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดวัคซีน ต ารับที่ 3 
 
   

  
รูปท่ี  18  ความคุ้มโรคแบลคเลก รูปท่ี  19  ความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย 
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Comparison efficacy of combined blackleg and hemorrhagic septicemia vaccine 
using different adjuvant 

 
Anan Thaopech1      Khemchomphu Atikanyapak1      Ditee Prasertsuwan1 

 
Abstract 

This study aimed to compare the efficacy of combined blackleg and hemorrhagic septicemia 
vaccine using different adjuvant. Combined blackleg and hemorrhagic septicemia vaccine were 
prepared using MONTANIDETM ISA 201 VG, MONTANIDETM ISA 61 VG and aluminum hydroxide gel as 
adjuvants. Three formulations vaccine were tested for quality according to the ASEAN standard.  

The determination of pH showed the value at 6.95±0.0080, 7.01±0.0049 and 6.78±0.0133, 
respectively. The sterility test showed the absence of bacteria and fungi. Safety test in sheep and 
mice showed no untoward reaction. Potency test in mice for blackleg  showed 100%, 100% and 
100% protection challenge against Cl. chauvoei virulence, respectively. The potency test in mice for 
hemorrhagic septicemia showed 6.182, 5.500 and 4.334 log protection against P. multocida 
virulence challenge, respectively. Accelerated stability test after incubation 37°C for 2 weeks in 
sheep and mice showed no untoward reaction. Potency test for blackleg showed same 100% 
protection. While potency test for hemorrhagic septicemia showed 6.182, 5.500 and 4.334 log 
protection, respectively.  
 In conclusion, three formulations vaccine were effectively produced for laboratory scale 
according to the ASEAN standard and can be developed to reproduce in the pilot scale. 
Comparative evaluation of the potency test in mice for blackleg  showed same 100% protection. 
Potency test in mice for hemorrhagic septicemia showed formulation 1 induced the highest 
immunity followed by formulation 2 and 3, respectively. 
 
 
 
 
Keywords:  Combined vaccine, Blackleg, Hemorrhagic septicemia, Adjuvant 
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เปรียบเทียบความไวของเซลล์ fetal goat tongue ZZ-R 127 cell line และเซลล์ปฐมภูมิจากไต
แกะ primary lamb kidney cell ส าหรับการเพ่ิมปริมาณไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย    

  
วิไล ลินจงสุบงกช1 กานต์รวี ช่วนพัฒน์2 จรรยา สมานิต2  ชาลีนี ดีแปลง2 

 
บทคัดย่อ 

ท าการเปรียบเทียบความไวของเซลล์ 2 ชนิดที่ใช้ส าหรับการเพ่ิมปริมาณไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย   (foot 
and mouth disease virus isolation) ได้แก่ ZZ-R 127 cell line มีต้นก าเนิดจากเซลล์ fetal goat tongue  และ
เซลล์ primary lamb kidney ซ่ึงเป็นเซลล์ปฐมภูมิเตรียมจากไตแกะ  อ่านผลการเปลี่ยนแปลงทาง cytopathic 
effect (CPE) ของเซลล์และตรวจยืนยันการจ าแนกชนิดไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยด้วยวิธี ELISA typing  ผล
การศึกษาพบว่าเซลล์ ZZ-R 127 และ primary lamb kidney ให้ผลบวกโดย virus isolation และ ELISA typing 
เท่ากับ 65.9% (56/85)และ 50.6% (43/85) ตามล าดับ และให้ผลลบต่อ virus isolation และ ELISA typing เท่ากับ 
34.1% (29/85) และ 49.4% (42/85) ตามล าดับ การศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่าเซลล์ ZZ-R 127  ให้ความไวต่อไวรัสโรค
ปากและเท้าเปื่อยได้ดีกว่าเซลล์ primary lamb kidney  การศึกษาครั้งนี้พบว่าเซลล์ ZZ-R127  ให้ข้อดีหลายประการ 
เช่นเกิดเซลล์ CPE รวดเร็วและรุนแรงภายใน 24 ชั่วโมง  ใช้เวลาและค่าใช้จ่ายน้อยในการเตรียมเซลล์  สะดวกและง่าย
ต่อการเพาะเลี้ยงได้ยาวนานใน passage สูงๆ  ดังนั้นจึงแนะน าให้ใช้เซลล์ ZZ-R 127 ในการเพ่ิมปริมาณไวรัสจาก
ตัวอย่างพ้ืนที่และสามารถน ามาใช้ทดแทน primary lamb kidney cell ได้ 
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บทน า 
 โรคปากและเท้าเปื่อยเป็นโรคระบาดสัตว์ท่ีร้ายแรง ติดต่อง่าย และแพร่กระจายอย่างรวดเร็ว เกิดขึ้นในสัตว์กีบคู่
ทุกชนิดได้แก่ โค กระบือ แพะ แกะ สุกร ช้าง อูฐ กวาง กระทิง เป็นต้นและสัตว์กีบคู่อ่ืนๆ   ส่งผลให้เกิดความสูญเสีย
ทางเศรษฐกิจด้านอุตสาหกรรมปศุสัตว์อย่างมหาศาล ท าให้ไม่สามารถส่งออกสัตว์หรือผลิตภัณฑ์สัตว์ไปยังต่างประเทศ
ได้เนื่องจากต่างประเทศใช้เป็นข้อกีดกันทางการค้า โรคปากและเท้าเปื่อยมีทั้งหมด 7 ไทป์ (serotype) คือ O, A , 
Asia1, C, SAT1, SAT2 และ SAT3  (Brooksby and Rogers, 1975)  ซ่ึงในแต่ละไทป์ไม่ให้ความคุ้มข้ามซ่ึงกันและกัน 
นอกจากนี้ยังแบ่งเป็นไวรัสชนิดย่อย (subtype) มีจ านวนไม่ต่ ากว่า 64 subtype (Pereira,1977) ประเทศไทยเคยพบ
การระบาดอยู่ 3 ไทป์คือ O,  A และ Asia1  ปัจจุบันมีการระบาดอยู่เพียง 2 ไทป์เท่านั้นคือ O และ A  ดังนั้นการฉีด
วัคซีนเพ่ือปูองกันและควบคุมโรคจึงจ าเป็นต้องเลือกใช้วัคซีนที่เหมาะสมและตรงกับชนิดไวรัสที่ก าลังระบาดอยู่ในพ้ืนที่  
รวมทั้งการตรวจวินิจฉัยโรคที่รวดเร็วให้ผลถูกต้องและแม่นย าจะช่วยสนับสนุนการควบคุมโรคและการก าจัดโรคปาก
และเท้าเปื่อยได้อย่างมีประสิทธิภาพและได้ประสิทธิผล  การตรวจวินิจฉัยโรคปากและเท้าเปื่อยด้วยวิธี ELISA typing 
(Roeder and Le Blanc Smith, 1987) ร่วมกับการเพ่ิมปริมาณไวรัสบนเชลล์เพาะเลี้ยง (virus isolation) และการ
เพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยวิธี real time RT-PCR (Callahan et al., 2002) เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจหาและจ าแนก
ชนิดไวรัส (antigen detection) ในตัวอย่างเนื้อเยื่อ (epithlium tissue) หรือ vesicular fluid ที่ เก็บจากสัตว์ปุวย 
ส่วนการตรวจตัวอย่างที่มาจากซีรัมสัตว์จะเป็นการตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยด้วยวิธี liquid 
phase blocking ELISA (LP ELISA) (Linchongsubongkoch and Janukit, 1994) ควบคู่กับการตรวจหาแอนติบอดี
ต่อ non structure protein (Mackay et al., 1998)   วิธีการเหล่านี้ให้ผลถูกต้อง รวดเร็ว มีความจ าเพาะและความ
ไวสูง ปัจจัยที่ส าคัญในการตรวจวินิจฉัยโรคได้ผลถูกต้องและแม่นย าคือคุณภาพตัวอย่าง  ดังนั้นการเก็บตัวอย่างที่ ดีและ
มีคุณภาพได้แก่ การเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อหรือตุ่มน้ าใส (vesicular fluid) ในต าแหน่งหรือบริเวณรอยโรคที่มีไวรัสอยู่และ
เก็บในช่วงที่สัตว์เริ่มแสดงอาการใหม่ๆเริ่มมีตุ่มใสหรือแผลท่ีลิ้น (fresh lesion) ส่งผลโดยตรงต่อการเพ่ิมประสิทธิภาพ
ในกา รตร วจ วิ นิ ฉั ย โ ร คทา งห้ องปฏิ บั ติกา ร ไ ด้อย่ า งถู ก ต้องและร วดเร็ ว ในกา รตอบผล  จ า กร า ย งา น 
Linchongsubongkoch et al., (2018) ท าการประเมินคุณภาพตัวอย่างส าหรับส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการเพ่ือจ าแนก
ชนิดไวรัสจากตัวอย่างที่เป็น initial extraction fluid และ virus isolation  พบว่าตัวอย่างเนื้อเยื่อที่ มีคุณภาพดีหรือ
ขนาดมากกว่า 1 กรัม  ส่งผลให้การตรวจวินิจฉัยโรคมีประสิทธิภาพได้ผลสูงกว่าตัวอย่างที่ไม่มีคุณภาพหรือปริมาณน้อย
มาก (น้อยกว่า 0.4 กรัม)  นอกจากนี้ยังพบว่าตัวอย่างผ่านการเพ่ิมปริมาณไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงหรือ virus isolation 
ยิ่งส่งผลให้การตรวจวินิจฉัยโรคเพ่ิมประสิทธิภาพได้ดีกว่าตัวอย่าง initial extraction fluid (initial typing ได้ผลบวก 
= 61.75% และ virus isolation ได้ผลบวก = 94.7%) ปัจจุบันการท า virus isolation สามารถใช้เซลล์เพาะเลี้ยงที่
เตรียมจาก primary cell และ cell line ที่มีคุณสมบัติให้ความไวต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย (House and House, 
1989) primary cell ที่นิยมใช้และให้ความไวสูงได้แก่  primary bovine thyroid cell (Snowdon, 1966) และ 
primary lamb kidney cell (Singha et al., 2014)  ส่วน cell line ที่ใช้ได้แก่ IB- RS2 (De Gastro, 1964), 
BHK21 (Hassan, 2016), PK-15 (Kasza et al., 1972), LFBK αvB6 (LaRocco et al., 2013) และ ZZ- R 127 
(Brehm et al., 2009) เป็นต้น  การเพ่ิมปริมาณไวรัสลงบน ZZ-R 127 ซ่ึงเป็น cell line ต้นก าเนิดจาก fetal goat 
tongue epithelium พบว่าให้ความไวสูงเท่าเทียมกับการใช้ primary cell  ปัจจุบันงาน virus isolation ของ
หน่วยงานศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อย ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ใช้ primary lamb kidney cell เป็นหลัก
ในการเพ่ิมปริมาณไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยง โดยท าการผ่านตัวอย่างไวรัสจ านวน 3 passage และท าการตรวจจ าแนก
ชนิดไวรัสด้วยวิธี ELISA typing เพ่ือยืนยันผลครั้งสุดท้าย  primary lamb kidney cell เป็นเซลล์ที่ ต้องท าการเตรียม
จากไตแกะจากสัตว์ทดลอง จ าเป็นต้องเตรียมลักษณะสด ใหม่และใช้ ทันที่ ไม่สามารถท าการเพาะอย่างต่อเนื่องได้
เหมือน cell line ซ่ึงเซลล์เหล่านี้ได้รับความอนุเคราะห์จากฝุายผลิตเซลล์ของส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์  ดังนั้น
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การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เปรียบเทียบการใช้ primary lamb kidney cell และ fetal goat tongue ZZ-R 127 
cell ในการท า virus isolation เพ่ือเปรียบเทียบความไวของเซลล์ต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย 
  

อุปกรณ์และวิธีการ 
เตรียม Primary lamb kidney cell 
 เป็นการเตรียมเซลล์ปฐมภูมิจากไตแกะ อายุประมาณ 5-6 เดือน ต้องเลือกแกะที่ตรวจไม่พบแอนติบอดีต่อไวรัส
โรคปา กและเท้ าเปื่ อย  ขั้ นตอนการ เตรียมและวัสดุ อุปกร ณ์ต้อง ใช้เทคนิคปลอดเชื้อและท าใน Biohazard                
ท าการเก็บเฉพาะส่วนไตทั้งสองข้าง  ท าการล้างด้วย PBS ให้สะอาด ลอกส่วน capsule และfibrous tissue ออก  ตัด
เนื้อเยื่อไตให้เป็นชิ้นเล็กๆ น าไปใส่ใน trypsinize flask  ที่ มีสารละลาย 0.45% trypsin ใน PBS  น าไปปั่นบน 
manetic stirrer เพ่ือย่อยให้เซลล์ไตเป็นเซลล์เด่ียวๆ ท าการเก็บสารละลาย suspension ท าการย่อยเซลล์ไตแกะ
ท าซ้ าหลายๆครั้ง  จากนั้นน าไปกรองเพ่ือแยกกากเซลล์และ fibrous tissiue ที่ใช้ไม่ได้ออก น าไป centrifuge เพ่ือแยก
เซลล์ที่ตกตะกอนออกจ ากส่วนน้ า ใส  น าส่วน sediment ที่ เป็นเซลล์ ไปใส่ในขวดที่มี growth medium ที่
ประกอบด้วย MEM + 10% FCS + 10% glucose solution + 3% glutamine solution + 5.6% sodium 
bicarbonate solution+antibiotics, pH 7.4  ใช้ปริมาณเซลล์ประมาณ 1.2 x104 เซลล์/ซีซี น าไปแจกลงในขวด
เพาะเซลล์ขนาด 25 cm2ปริมาตรขวดละ 5ซีซี น าไปบ่มใน incubator อุณหภูมิ 37oC ที่ มี 5% CO2 เป็นเวลา 1 
สัปดาห์ เซลล์จะโตเต็มที่พร้อมน าไปใช้งาน    
 ในการเตรียมเซลล์ครั้งนี้ได้รับการอนุเคราะห์ primary lamb kidney cell จากหน่วยผลิตเซลล์ ส านัก
เทคโนโลยีชีวภัฑณ์สัตว์ ปากช่อง กรมปศุสัตว์ ให้การสนับสนุนเซลล์มาโดยตลอดทั้งงานประจ าและงานศึกษาวิจัย    
เตรียม fetal goat tongue ZZ-R 127 cell line  
 เซลล์ ZZ-R 127 มีคุณลักษณะเป็น cell line ท าการเพาะเลี้ยงง่าย โดยท าการย่อยเซลล์จากขวดที่มีเซลล์เจริญ
เต็มที่แล้วด้วย versine trypsin ผ่านลงในขวดใหม่ที่ มี growth medium ประกอบด้วย Iscove’s Dullbecco 
modified eagle medium (IDMEM) และ DMEN/Ham’s medium supplement ในอัตราส่วน 1:1  เติม 10% 
fetal calf serum (FCS), pH 7.2-7.4  ใช้ปริมาณเซลล์ประมาณ 3 x104 เซลล์/ซีซี  ท าการแจกเซลล์ใส่ขวดเพาะเซลล์
ชนาด 25 cm2 ปริมาตรขวดละ 5 ซีซี  ตามจ านวนที่ต้องการใช้  น าไปบ่มใน incubator อุณหภูมิ 37oC ที่ มี 5% CO2 
เป็นเวลา 1 สัปดาห์ เซลล์จะโตเต็มที่พร้อมน าไปใช้งาน (เซลล์ ZZ-R 127 จะเจริญเติบโตได้ดีใน growth medium ที่
ไม่มี antibiotic)  
             ในการศึกษาครั้งนี้ได้รับการสนับสนุน ZZ-R127 cell line จากหน่วยงาน Frence Agency for food, 
environmental and occupational health safety (ANSES) ประเทศฝรั่งเศส  

 Virus isolation 
 รวบรวมตัวอย่างไวรัสพ้ืนที่ (field isolated virus) และตัวอย่างจาก initial extraction fluid ที่ส่งเข้ามาท า
การตรวจวินิจฉัยโรคปากและเท้าเปื่อยในปี 2559-2560 จ านวน 85 ตัวอย่าง ซ่ึงได้ผ่านการเพาะเลี้ยงไวรัสเบื้องต้นแล้ว
และท าการเก็บเป็นสต็อกไวรัสในตู้แช่แข็ง -80OC ส าหรับใช้ในการศึกษาวิจัยต่างๆในการศึกษาครั้งนี้ได้น า primary 
lamb kidney และ ZZ-R 127 cell ที่อายุเซลล์ 6-7 วันเพ่ือใช้ส าหรับผ่านเชื้อไวรัสบนเซลล์เพาะเลี้ยง (virus 
isolation) เพ่ือท าการเปรียบเทียบความไวของเซลล์ทั้ง 2 ชนิด โดยแสดงอ่านผลการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ทาง 
cytopathic effect (CPE)  มีขั้นตอนการด าเนินงานดังนี้ น าเซลล์ท่ีโตเต็มที่พร้อมใช้งานมาท าการดูดมีเดียมเก่าออก
และล้างเซลล์ด้วยมีเดียมใหม่ หรือ maintenance medium (MM) ที่ประกอบด้วย MEM+ antibiotics+3% 
NaHCO3 จากนั้นดูด MM ทิ้ง ท าการ inoculate ตัวอย่างไวรัสพ้ืนที่  ปริมาตรตัวอย่างละ 0.8 ซีซี/ขวด ลงบนขวดที่มี 
primary lamb kidney และขวดที่มี ZZ-R 127 cell เขย่าขวดเบาๆ เพ่ือให้น้ ายาไวรัสครอบคลุมได้ทั่วพ้ืนผิวเซลล์ใน
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ขวด ท าการ absorb ไวรัสใน 37oC incubator เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  โดยน าขวดตัวอย่างไวรัสไปวางบน shaker board  
น าขวดตัวอย่างไวรัสออกจาก incubator ท าการเติมมีเดียม MM ปริมาตรขวดละ 3-4 ซีซี  น าไปวางใน 37oC 
incubator เป็นเวลา 48 ชั่วโมง อ่านผลการเปลี่ยนแปลงเซลล์ทาง CPE ทุกวันเป็นเวลา 2 วัน  จากนั้นท าการเก็บ
น้ ายาไวรัสโดยน าไปปั่นเพ่ือแยกส่วนน้ าใสออกจากส่วนตะกอน  ท าการตรวจยืนยันการจ าแนกชนิดไวรัสด้วยวิธี ELISA 
typing  
ELISA typing test 
 เป็นการตรวจสอบเชิงคุณภาพเพ่ือจ าแนกชนิดของไวรัสโดยใช้วิธี  Indirect double antibody ELISA ตาม
วิธีการของ Roeder and Le Blanc Smith (1987)   ขั้นตอนมีดังนี้  ท าการ coat plate ด้วย rabbit antiserum 
(type O, A และ Asia1) และ normal rabbit serum ด้วย coating buffer  น าไปเก็บที่ 4oC ค้างคืน วันรุ่งขั้นน า
เพลทมาล้างด้วย PBS  ท าการเตรียมตัวอย่างที่ต้องการตรวจ พร้อมกับชุด control antigen ของแต่ละไทป์ โดยท า
การเจือจางเป็น 1:1, 1:2 และ 1: 4 ตามล าดับ  ถ่ายลงบนเพลทที่ได้ท าการ coat ไว้แล้ว น าเพลทไป incubate ที่ 
37oC 1 ชั่วโมง ท าการล้างเพลทด้วย PBS  เตรียมสารละลาย guinea pig antiserum (type O, A และ Asia1) และ 
normal guinea pig serum  ถ่ายใส่ในเพลทให้ตรงกับแต่ละไทป์  น าเพลทไป incubate ที่ 37oC 30 นาที ท าการ
ล้างเพลทด้วย PBS เตรียมสารละลาย anti guinea pig immunoglobulin conjugate-horsdadish peroxidase 
เติมลงในเพลททุกหลุม  น าเพลทไป incubate ที่ 37oC 30 นาที ท าการล้างเพลทด้วย PBS เตรียมสารละลาย TMB 
substrate  เติมลงในเพลท วางในอุณหภูมิ ห้อง 20 นาที  เติม 1N H2SO4 เพ่ือหยุดปฏิกิริยา น าเพลทไปอ่านค่า 
optical density (OD) ด้วยเครื่อง Multiscan ELISA Reader ที่ความยาวคลื่น 450 nm  การอ่านผลค่า OD ที่เกิน 
0.2 แสดงว่าได้ผลบวกตรงกับไทป์นั้นๆ  
 

ผล 

 ผลการผ่านตัวอย่างเชื้อไวรัสจากพ้ืนที่จ านวนทั้งสิ้น 85 ตัวอย่าง เพ่ือเพ่ิมปริมาณไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงหรือ 
virus isolation โดยใช้เซลล์ 2 ชนิดคือเซลล์ที่ เตรียมจาก fetal goat tongue ZZ-R 127 และ primary lamb 
kidney cell อ่านผลการเปลี่ยนแปลงทาง CPE ของเซลล์ท้ังสองชนิด ภายใน 48 ชั่วโมง ผลดังแสดงใน table 1, 2 
และ 3  ตามล าดับ  การอ่านผลความรุนแรงทาง CPE แบ่งเป็นระดับต่างๆ ดังนี้   
  ++++ หมายถึง เกิด CPE 76-100% ของเซลล์ท้ังหมดบนผิวขวดเพาะเซลล์ 
  +++ หมายถึง เกิด CPE 51-75% ของเซลล์ท้ังหมดบนผิวขวดเพาะเซลล์ 
  ++ หมายถึง เกิด CPE 26-50% ของเซลล์ท้ังหมดบนผิวขวดเพาะเซลล์ 
  + หมายถึง เกิด CPE น้อยกว่า 25% ของเซลล์ท้ังหมดบนผิวขวดเพาะเซลล์ 

- หมายถึง เซลล์ไม่มีการเปลี่ยนแปลงทาง CPE     
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สรุปและวิจารณ์ 
 การผ่านเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย ลงบนเซลล์เพาะเลี้ยง fetal goat tongue ZZ-R127 cell line และ 
primary lamb kidney cell พบว่าเซลล์ ZZ-R 127 ให้ความไวสูงกว่า primary lamb kidney  จากตัวอย่างไวรัส
พ้ืนที่จ านวน 85 ตัวอย่าง ซ่ึงมาจากตัวอย่างไวรัส isolatation fluid ที่เก็บสต็อกในตู้-80OC จ านวน 75 ตัวอย่างและ
ตัวอย่าง initial extraction fluid จ านวน 10 ตัวอย่าง  เม่ือน ามาท า virus isolation โดยใช้เซลล์ทั้ง 2 ชนิด อ่านผล 
CPE ตามระดับความรุนแรงที่เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะของเซลล์ ภายใน 48 ชั่วโมง (table 1) จะเห็นว่าเซลล์ ZZ-
R 127 ให้ความไวในการเกิด CPE ได้เร็วกว่าและระดับความรุนแรงสูงกว่า primary lamb kidney ดังนี้ คือ ผลความ
ระดับรุนแรงของการเกิด CPE ที่ 50-100% (มากกว่า++) ของเซลล์ท้ังหมดบนผิวขวดเพาะเซลล์ ใน ZZ-R127 พบถึง 
51.9% (44/85) ในขณะที่ primary lamb kidney พบเพียง 28.2% (24/85)  เป็นที่สังเกตว่าการเกิด CPE ในเซลล์ 
ZZ-R127 เกิดอย่างรวดเร็วและเกิดสมบรูณ์ 100% ภายใน 24 ชั่วโมง  ส่วนการอ่านผลความรุนแรงที่ระดับ CPE ที่ ต่ า
กว่า 50% (น้อยกว่า ++) ของเซลล์ท้ังหมดบนผิวขวดเพาะเซลล์  ใน ZZ-R127 พบเพียง 14.1% (12/85) ในขณะที่ 
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primary lamb kidney พบถึง 22.4% (19/85)  ดังแสดงใน table 2 และ 3  ในขณะที่เซลล์ที่ไม่เกิด CPE จาก ZZ-
R127 และ primary lamb kidney มีจ านวน 34.1% (29/85) และ 49.4% (42/85) ตามล าดับ ซ่ึงค่อนข้างสูงอาจมี
ปัจจัยมาจาก live virus ในตัวอย่างที่เก็บสต็อก-80OC เป็นเวลานาน อาจถูก inactivate ด้วยสภาวะอุณหภูมิ และ
ความเป็นกรด-ด่างในมีเดียมไม่เหมาะสมเท่าที่ควร  ประกอบกับตัวอย่าง isolate virus ที่ใช้เป็นเพียง passageต้นๆคือ
ที่ passage 1 และ 2 เท่านั้น จึงมีปริมาณไวรัสเพียงเล็กน้อยมีโอกาสที่จะไม่เกิด replication ในเซลล์ทั้ง 2 ชนิดได้ 
แม้ว่าเซลล์ดังกล่าวจะมีความไวสูงก็ตาม  โดยปกติ primary cell ที่ เตรียมจาก bovine thyroid cell และ lamb 
kidney cell จะให้ความไวสูงต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย  (Snowdon, 1966) และให้ความไวได้สูงกว่า cell line 
ทั่วไป เช่น IB-RS2, BHK21, PK-15 เป็นต้น (De Gastro, 1964; Hassan, 2016; Kasza et al., 1972)  ซ่ึงเซลล์
เหล่านี้ให้ความไวต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยในระดับหนึ่งแต่ให้ virus yield ค่อนข้างสูง  ดังนั้นการเลือกใช้เซลล์
ชนิดต่างๆจึงมีวัตถุประสงค์แตกต่างกัน เช่นเซลล์ BHK21 เป็นเซลล์ที่ เพาะเลี้ยงง่ายและเพ่ืมปริมาณเซลล์ได้รวดเร็ว 
วัตถุประสงค์จึงเหมาะส าหรับการเพาะเลี้ยงไวรัสในปริมาณมากๆ เพ่ือการผลิตวัคซีนให้ได้ปริมาณสูงเช่นกัน การท า 
virus isolation มีประโยชน์ในด้านการตรวจวินิจฉัย โรคกรณีที่คุณภาพตัวอย่างไม่ดีและมีปริมาณไวรัสน้อย ส่งผลให้
การตรวจวินิฉัยโรคด้วยวิธี ELISA typing จาก initial extraction fluid โดยตรงจะไม่ได้ผล (no virus detected) จึง
จ าเป็นต้องท าการเพ่ิมปริมาณไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยง (virus isolation) อีกขั้นตอนหนึ่ง เซลล์ที่น ามาใช้ต้องคัดเลือก
เซลล์ท่ีมีความไวสูงระดับหนึ่ง เพ่ือให้การอ่านผลได้อย่างรวดเร็ว เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการควบคุมและก าจัดโรคให้สงบ
ได้อย่างรวดเร็วเเช่นกัน จากการศึกษาของ Linchongsubongkoch et. al (2018) พบว่าผลการตรวจ ELISA typing 
จากตัว อย่างที่ท า virus isolation จะให้ผลบวกเพ่ิมขึ้นถึง 26% เม่ือเทียบกับตัวอย่างจาก initial extection fluid   
 ปัจจุบันมีการวิจัยและพัฒนา cell line ที่สามารถให้ความไวต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยได้ดีพอกับการใช้ 
primary cell จากรายงานของ Brehm et al. (2009) ได้ท าการศึกษาวิจัยใช้ fetal goat tongue ZZ-R 127 cell มา
ใช้ในงาน virus isolation โดยเปรียบเทียบการใช้หลายชนิดได้แก่ BHK21, IB-RS2  โดยการผ่านตัวอย่างไวรัสโรคปาก
และเท้าเปื่อยจ านวน 7 type (O, A,  Asia1, C, SAT1, SAT2 และ SAT3) ลงบนเซลล์ดังกล่าว อ่านผลการเกิด CPE ที่ 
24 ชั่วโมงและ 48 ชั่วโมง  ผลปรากฏว่า  ZZ-R127 เกิด CPE ได้อย่างรวดเร็วและเกิดสมบรูณ์ 100% ภายใน 24 
ชั่วโมง  รองลงมาได้แก่เซลล์ IB-RS2 ส่วนเซลล์ BHK21 นั้นเกิด CPE ช้าและใช้เวลานานถึง 48 ชั่วโมง  นอกจากนี้ยังมี
รายงานการวิจัยและพัฒนา cell line อีกชนิดหนึ่งซ่ึงให้ความไวสูงเช่นเดียวกับเซลล์ ZZ-R127  คือเซลล์ LFBK αvB6 
ซ่ึงเป็น Bovine kidney cell line expressing bovine αvB6 integrin (LaRocco et al., 2013) ปัจจุบันได้มีหลาย
หน่วยงานในต่างประเทศใช้เซลล์ 2 ชนิดนี้มาทดแทนการใฃ้ primary cell อย่างแพร่หลาย เนื่องจากการเตรียมและ
เพาะเลี้ยงง่ายกว่า primary lamb kidney cell ดังที่กล่าวมาแล้วว่าจ าเป็นต้องใช้สัตว์ทดลองและท าการตัดเอาส่วนไต
แกะมาเข้ากระบวนการย่อยและเพาะเลี้ยงเซลล์และต้องท าการเตรียมในลักษณะใหม่และสดทุกครั้ง ใช้เวลาการเตรียม
นาน ค่าใช้จ่ายสูงและมีข้อจ ากัดหลายอย่าง  ส่วนการใช้ cell line ชนิดต่างๆดังกล่าวนั้นเป็นการเพาะเลี้ยง
แบบต่อเนื่อง สะดวกและง่ายกว่า primary cell และต้องท าการคัดเลือกเซลล์ท่ีเหมาะสมและให้ความไวกับชนิดไวรัสที่
ท าการศึกษา (House and House, 1989) การศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่าการท า virus isolation โดยใช้เซลล์ ZZ-R 127 
ให้ความไวสูงกว่า primary lamb kidney cell ซ่ึงสามารถน ามาใช้ทดแทนการใช้ primary cell ได้ในอนาคต  
เนื่องจากการเพาะเลี้ยงสะดวก รวดเร็ว สามารถเพาะเลี้ยงได้ใน passage สูงๆซ่ึงยังให้คุณลักษณะเซลล์คงที่ ไม่มีการ
เปลี่ยนแปลง    
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Comparative sensitivity of fetal goat tongue ZZ-R127 cell line and 
primary lamb kidney cell for isolation of foot and mouth disease virus 

 
Wilai Linchongsubongkoch1      Karnrawee Chuanpat2      Janya Samanit2      Chalinee Deepang2 

 

Abstract 
           The sensitivity of the two tissue culture cells, fetal goat tongue ZZ-R127 cell line and 
primary lamb kidney cell for virus isolation of foot and mouth disease virus (FMDV), were invetigated 
and compared. The result was dimonstrated by reading the cytopathic effect (CPE) of monolayer 
cell that could be observed within 48 hours, then confirmed the FMDV serotype identification by 
ELISA typing test. The result found that ZZ-R127 and primary lamb kidney cell gave the positive by 
virus isolation and ELISA typing were 65.9% (56/85) and 50.6% (43/85), respectively.  While the 
negative result by both tests were 34% (29/85) and 49.4% (42/85), respectively. In conclusion, the 
ZZ-R127 cell used for virus isolation was indicated to be higher sensitiive to FMDV rather than 
primary lamb kidney cell. Interestingly, there was several advantages of the ZZ-R127 cell has 
indicated in this studied, such as rapid and strong CPE occurred within 24 hours, less time 
consuming in cell preparation, convenience and easy to maintain cell passaging for long term. 
Hence, it should be recommended to use the ZZ-R127 cell for performing the virus isolation in field 
samples and also useful to replace an existing primary lamb kidney cell.  
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สัตว์ท่ีได้รับการฉีดวัคซีนและสัตว์ท่ีได้รับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย 
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บทคัดย่อ 

ท าการประเมินชุดตรวจสอบ non structure protein (NSP) ชนิดต่างๆที่ผลิตจาก World Reference 
Laboratory (WRL)/United Kingdom, United Biochemical Inc. (UBI)/USA, Bommeli/Switzerland และ 
CEDI Diagnostic B.V. (CEDI หรือ PRIONIC)/Switzerland ซ่ึงใช้ส าหรับตรวจแยกระหว่างสัตว์ที่ได้รับการฉีดวัคซีน
และสัตว์ที่ได้รับการติดเชื้อไวรัสโ รคปากและเท้า เปื่อย ควบคู่กับการตรวจหาแอนติบอดีต่อ virus infection 
associated (VIA) antigen ด้วยวิธี agar gel immunodiffusion (AGID) test และตรวจระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรค
ปากและเท้าเปื่อย (FMDV) ไทป์โอ เอ และเอเชียวันด้วยวิธี LP ELISA  ผลการตรวจซีรัมสัตว์จ านวน 1197 ตัวอย่าง 
(โค=918, กระบือ=40, สุกร=239) พบว่าการตรวจหาแอนติบอดีต่อ NSP ในโคที่ไม่เคยได้รับการฉีดวัคซีนโดยใช้ชุด
ตรวจสอบ WRL, UBI, Bommeli, CEDI (PRIONIC) และ VIA test ให้ค่า specificty สูง เท่ากับ 100%, 99.7%, 
99%, 100% และ 100% ตามล าดับ  ส่วนในสุกรโดยใช้ WRL, UBI และ VIA test ให้ค่า specificty สูงเท่ากับ 100% 
ทั้งหมด  กลุ่มสัตว์ท่ีได้รับวัคซีนเพียง 1 ครั้ง ให้ค่า specificity ค่อนข้างสูงโดยใช้ WRL UBI และ VIA test เท่ากับ 
99.03%, 98.4% และ 97.7% ตามล าดับ  กลุ่มสัตว์ท่ีได้รับการฉีดวัคซีนซ้ าจ านวนหลายครั้ง  ให้ค่า specificity โดยใช้
ชุดตรวจสอบ WRL UBI และ VIA test เท่ากับ 97.73%, 100% และ 65.45% ตามล าดับ ส่วนกลุ่มโคที่ได้รับการติด
เชื้อในพ้ืนที่โดยใช้ WRL, UBI, Bommeli , CEDI (PRIONIC) และ VIA test พบว่าให้ผล NSP positive สูงมาก ให้ค่า 
sensitivity เท่ากับ 98.33%, 88.9%, 84.6% , 90.1% และ 100% ตามล าดับ   ในสุกรให้ค่า sensitivity โดยใช้ 
WRL, UBI และVIA test เท่ากับ 73.33%, 80% และ 100% ตามล าดับ  ส่วนการประเมินค่า sentitivity analysis 
โดยท าการวิเคราะห์ค่า serum dilution สูงสุดที่ยังตรวจพบ NSP โดยใช้ชุดตรวจสอบจาก UBI, CEDI (PRIONIC) และ 
Bommeli   พบว่า CEDI (PRIONIC) และ Bommeli ให้ค่าวิเคราะห์ความไวสูงกว่า UBI  ส่วนการเลือกใช้ชุด
ตรวจสอบที่ให้ความจ าเพาะ ความไว รวมทั้งข้อดีและข้อเสียของชุดตรวจสอบแต่ละชนิดนั้นเม่ือพิจารณาโดยภาพรวม
แล้วเห็นว่าชุดตรวจสอบจาก CEDI (PRIONIC) เหมาะสมและสะดวกที่สุดส าหรับใช้ตรวจตัวอย่างซีรัมได้ทุกชนิดสัตว์ 
โดยไม่ต้องแยกเป็นชนิดสัตว์และยังสามารถใช้ตรวจซีรัมสัตว์ปุาได้ทุกชนิด นอกจากนี้ยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการ
ตรวจ sero-surveillance ในสัตว์ฝูงหรือสัตว์เคลื่อนย้ายภายในประเทศและระหว่างประเทศได้และยังเป็นวิธีมาตรฐาน
ตามข้อก าหนดของ OIEส าหรับการยื่นขอจัดต้ังเขตปลอดโรคปากและเท้าเปื่อยเพ่ือขอการรับรองอย่างเป็นทางการโดย 
OIE ในระดับ zoning หรือระดับประเทศโดยการใช้วัคซีนหรือไม่ใช้วัคซีน   
  
 
ค าส าคัญ:  ชุดตรวจสอบนอนสตรัคเจอร์ โปรทีน  ความจ าเพาะและความไว ไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย    
 
 
 
 
 
1  ที่ปรึกษากรมปศุสัตว์และผู้เชี่ยวชาญ OIE ด้านโรคปากและเท้าเปื่อย สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ 
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บทน า 
            สืบเนื่องจากกรมปศุสัตว์มีนโยบายรณรงค์ฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย ในโค กระบือ แพะ แกะและสุกร 
อย่างอย่างน้อยปีละ 2 ครั้งเพ่ือเสริมสร้างภูมิคุ้มกันสัตว์ในพ้ืนที่  ให้ได้รับการฉีดวัคซีนโดยมีเปูาหมายครอบคลุมไม่ต่ า
กว่า 80% ของฝูงหรือของประชากรสัตว์ท่ัวประเทศ เพ่ือให้ม่ันคุ้มกันสัตว์ในพ้ืนที่มีระดับภูมิคุ้มกันสูงเพียงพอต่อการ
ปูองกันโรคได้ การตรวจสอบทางซีรัมวิทยาในห้องปฏิบัติการด้วยวิธี liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) 
(Hamblin et al.,1997 ; Linchongsubongkoch and Janukit, 1994) เพ่ือตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อไวรัสโรคปาก
และเท้าเปื่อยไทป์โอ เอ และเอเชียวัน  ควบคู่กับการตรวจสอบสภาวะการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยโดยการ
ตรวจหาแอนติบอดีต่อส่วน non structure protein (NSP) ของไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย (FMDV) ได้แก่ 3A, 3B, 
3C, 3ABC, 3AB, 2B หรือ 2C ด้วยวิธี indirect ELISA   ตามวิธีการของ Bruderer et al. (2004), De Deigo et al. 
(1997) และวิธี blocking ELISA ตามวิธีการของ Sorensen et al. (1998) การตรวจสอบด้วยวิธีเหล่านี้ เพ่ือแยก
ระหว่างสัตว์ท่ีได้รับการติดเชื้อและสัตว์ที่ได้รับการฉีดวัคซีน ซ่ึงให้ผลถูกต้อง แม่นย าและ ใ ห้ความไวได้สูงกว่าวิธี
ตรวจหาอแนติบอดีต่อส่วน virus infection associated antigen (VIA) ซ่ึงเป็นส่วนของ 3D ของ FMDV ด้วยวิธี agar 
gel immunodiffusion (AGID) ตามรายงานของ Linchongsubongkoch et al. (2000) พบว่าการตรวจสอบด้วยวิธี 
VIA-AGID test ให้ความจ าเพาะและความไวค่อนข้างต่ ากว่าวิธี indirect ELISA และยังพบว่าให้ผล false positive สูง
ในสัตว์ท่ีไม่เคยได้รับการติดเชื้อมาก่อนแต่เกิดจากการฉีดวัคซีนชนิดเชื้อตายจ านวนหลายครั้ง ซ่ึงสอดคล้องกับการ
ศึกษาวิจัยของ McVicar and Sutmoller (1970) และ Pinto and Garland (1979)  โดยหลักการทางวิชาการ 
FMDV จะมีองค์ประกอบที่เป็นส่วน structure protein (SP) ได้แก่ VP1, VP2, VP3 และ VP4  อีกส่วนหนึ่งคือส่วนที่
เป็น non structure protein (NSP) ได้แก่ 3A, 3B, 3C, 2B, 2C และ 3D ซ่ึงจะเกิดขึ้นในขบวนการ virus 
replication ในร่างการสัตว์ขณะได้รับการติดเชื้อ ดังนั้นร่างกายสัตว์จะสร้างแอนติบอดีต่อส่วนที่เป็น structure 
protein  และ non structure protein ซ่ึงจะสามารถตรวจพบในซีรัมสัตว์ปุวยหรือสัตว์ท่ีเคยได้รับการติดเชื้อไวรัสมา
ก่อน แต่จะไม่พบแอนติบอดีต่อ NSP ในซีรัมสัตว์ท่ีได้รับการฉีดวัคซีนชนิดเชื้อตายหรือ inactivated vaccine ในการนี้
ต้องค านึงถึงชนิดของวัคซีนที่ใช้จะต้องผลิตแบบ purified vaccine เท่านั้น เนื่องจากในขั้นตอนการผลิตวัคซีนได้มีการ
ก าจัดส่วนของnon structure protein ออกหมดแล้วเพ่ือไม่ให้มีการการปนเปื้อน NSP ในวัคซีน   ปัจจุบันมีการ
พัฒนาชุดตรวจสอบ NSP ส าเร็จรูปชนิดต่างๆจากต่างประเทศจ านวนมาก  จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาวิจัยด้านคุณภาพ
และประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบต่างๆ ที่น ามาใช้เป็นเครื่องมือส าหรับตรวจวินิจฉัยโรคทางซีรัมวิทยาในสัตว์พ้ืนที่ใน
ประเทศไทย ได้แก่ โค กระบือและสุกร โดยท าการรวบรวมข้อมูลผลการตรวจทางซีรัมวิทยา ด้วยวิธี LP ELISA ควบคู่ 
VIA-AGID และ NSP-ELISA ซ่ึงใช้ชุดตรวจสอบ NSP ชนิดต่างๆที่ได้รับความอนุเคราะห์และสนับสนุนจากหน่วยงาน 
International Atomic Energy Agency (IAEA) ประเทศออสเตรีย ภายใต้โครงการ IAEA Co-ordinated Research 
Programme (CRP) D3.20.20 “The use of non structural (NS) antigens of FMD virus to asses antibodies 
in vacinated and infected livestock”  ในการศึกษาครั้งนี้เป็นการประเมินชุดตรวจสอบ จ านวน 4 ชนิด ซ่ึงผลิต
จ า ก  World Reference Laboratory/United Kingdom,  United Biochemical Inc. (UBI)/USA, 
Bommeli/Switzerland และ CEDI Diagnostic B.V. (CEDI หรือ PRIONIC)/Netherlands เพ่ือคัดเลือกชุดตรวจสอบ
ที่เหมาะสม มีคุณภาพและประสิทธิภาพในด้านความจ าเพาะ ความไวและความแม่นย าสูง ส าหรับตรวจแยกระหว่าง
สัตว์ท่ีได้รับวัคซีนและสัตว์ท่ีได้รับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย 
 
 
 
 



 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 29   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2563              49         J. Vet. Biol.   Vol. 29   No.1-2   March-September 2020 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. ตัวอย่างซีรัม 

รวบรวมตัวอย่างซีรัมจากพ้ืนที่และห้องปฏิบัติการ รวมทั้งสิ้น 1197 ตัวอย่าง (โค = 918, กระบือ= 40 และ
สุกร = 239)  แบ่งตามประวัติได้ 4 กลุ่มดังนี้   

1) กลุ่มที่ไม่เคยได้รับการฉีดวัคซีน  โค = 379 ตัวอย่าง สุกร = 101 ตัวอย่าง 
2) กลุ่มที่ได้รับการฉีดวัคซีนเพียง 1 ครั้ง โค = 179 ตัวอย่าง สุกร = 123 ตัวอย่าง 
3) กลุ่มที่ได้รับการฉีดวัคซีนหลายครั้ง โค = 180 ตัวอย่าง กระบือ = 40 ตัวอย่าง 
4) กลุ่มที่ได้รับการติดเชื้อในพ้ืนที่  โค = 180 ตัวอย่าง สุกร = 15 ตัวอย่าง 

2. Virus infection associated antigen (VIA test)  
           เป็ นการตร วจหา อแนติบอ ดีต่อ virus infection associated (VIA) antigen ด้วยวิ ธี agar gel 
immunodiffusion (AGID) test ตามวิธีการของ Linchongsubongkoch et al. (1993)   
3. Non structure protein (NSP) test 
           ใช้ชุดตรวจสอบส าเร็จรูปที่ผลิตจากหน่วยงานต่างประเทศ ดังนี้ 
           3.1 ชุดตรวจสอบผลิตจากหน่วยงาน World Reference Laboratory (WRL) ประเทศอังกฤษ เป็นการ
ตรวจหาแอนติบอดีต่อ 3ABC non structure protein ของ FMDV โดยวิธี indirect ELISA  ขั้นตอนและวิธีการ
ตรวจสอบ ด าเนินการตามคู่มือผู้ผลิต 
           3.2 UBI® FMDV NS EIA (UBI) เป็นชุดตรวจสอบที่ผลิตจากหน่วยงาน United Biochemical Inc. 
ประเทศสหรัฐอเมริกา  เป็นการตรวจหาแอนติบอดีต่อส่วน 3B non structure protein ของ FMDV โดยวิธี indirect 
ELISA  ขั้นตอนและวิธีการตรวจสอบด าเนินการตามคู่มือผู้ผลิต 
           3.3 Checkit FMDV-3ABC (Bomm) เป็ นชุดตร วจสอบที่ผลิตจากหน่วยงาน Bommeli ประเทศ
สวิสเซอร์แลนด์ เป็นการตรวจหาอแนติบอดีต่อส่วน 3ABC non structure protein ของ FMDV โดยวิธี indirect 
ELISA  ขั้นตอนและวิธีการตรวจสอบด าเนินการตามคู่มือผู้ผลิต 
           3.4 CEDITest® FMDV-NS (CEDI) เป็นชุดตรวจสอบที่ผลิตจากหน่วยงาน  CEDI Diagnostic B.V. หรือ 
PRIONIC ประเทศเนเธอร์แลนด์  เป็นการตรวจหาอแนติบอดีต่อส่วน 3ABC non structure protein ของ FMDV โดย
วิธี  blocking ELISA ขั้นตอนและวิธีการตรวจสอบด าเนินการตามคู่มือผู้ผลิต 
4. Liquid phase blocking ELISA (LP ELISA)          
           เป็นการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย ไทป์โอ เอและเอเชียวัน ด้วยวิธี liquid 
phase blocking ELISA (LP ELISA) ตามวิธีการของ Hamblin et al. (1997) และLinchongsubongkoch and 
Janukit (1994) 

 
ผล 

ผลการตรวจสอบตัวอย่างทางซีรัมวิทยาด้วยวิธี LP ELISA, VIA test และ NSP test ซ่ึงใช้ชุดตรวจสอบผลิต
จา ก World Reference Laboratory (WRL)/United Kingdom, United Biochemical Inc. (UBI)/USA,  
Bommeli/Switzerland และ CEDI Diagnostic B.V. (CEDI or PRIONIC)/Netherlands  ซ่ึงเป็นซีรัมสัตว์จากกลุ่มที่
ไม่เคยได้รับวัคซีน กลุ่มฉีดวัคซีนจ านวน 1 ครั้ง  กลุ่มฉีดวัคซีนจ านวนหลายครั้งและกลุ่มได้รับการติดเชื้อ ซ่ึงให้
ความจ าเพาะและความไวค่อนข้างสูง  (specificity and sensitivity) ดังแสดงใน figure 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 
ตามล าดับ 
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ส่วนการเปรียบเทียบการประเมินด้าน sensitivity analysis ของ ชุดตรวจสอบ โดยใช้ซีรัมโคจากสัตว์ทดลอง
ที่ทราบประวัติการฉีดวัคซีนและการติดเชื้อที่แน่นอน ได้แก่ post vaccination, post challenge ดังแสดงใน figure 
7, 8 และ 9 ตามล าดับ 
 

 
 

Figure 1 และ 2 ผลการตรวจสอบ NSP ชนิดต่างๆ และค่าเฉลี่ย LP ELISA titer ต่อ FMDV ไทป์ โอ เอ และเอเชียวัน 
จากโคและสุกรที่ไม่เคยได้รับการฉีดวัคซีน 

 
 

   

Figure 3 และ 4 ผลการตรวจสอบ NSP ชนิดต่างๆ และค่าเฉลี่ย LP ELISA titer ต่อ FMDV ไทป์โอ เอ และเอเชียวัน จาก
โค กระบือและสุกรที่ได้รับการฉีดวัคซีนจ านวน 1 และจ านวนหลายครั้ง 
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Figure 5 และ 6 ผลการตรวจสอบ NSP ชนิดต่างๆ และค่าเฉลี่ย LP ELISA titer ต่อ FMDV ไทป์โอ เอ และเอเชียวัน จาก

โคและสุกรที่เคยได้รับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ในพ้ืนที่ 
 

 

 
Figure 7, 8 และ 9   ผลการวิเคราะห์ sensitivity analysis ของซีรัมโคทดลองที่ได้รับการฉีดวัคซีนและโคที่ได้รับการฉีด

เชื้อพิษทับ โดยใช้ชุดตรวจสอบจาก UBI, CEDI (PRIONIC) และ BOMMELI ตามล าดับ   
 

Table 1  สรุปการประเมินชุดตรวจสอบ NSP ชนิดต่างๆ และข้อดี ข้อเสียในการเลือกใช้ชุดตรวจสอบที่เหมาะสม 
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สรุปและวิจารณ์ 
การตรวจหาแอนติบอดีต่อ non structure protein ของไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย โดยใช้ชุดตรวจสอบที่

ผลิตจาก WRL, UBI, Bommeli และ CEDI (PRIONIC) และตรวจ VIA test ให้ผลความจ าเพาะ (specificity) สูงมาก
ถึง 99-100% ในกลุ่มสัตว์ท่ีไม่เคยได้รับการฉีดวัคซีนมาก่อน ในซีรัมโคให้ ค่า  specificity โดยใช้ชุดตรวจสอบ WRL, 
UBI, Bommeli, CEDI และ VIA test เท่ากับ 100%, 99.7%, 99%, 100% และ 100% ตามล าดับ (figure 1) ในซีรัม
สุกรโดย WRL, UBI และ VIA test ให้ค่า specificity เท่ากับ100% ทั้งหมด (figure 2)  ในการนี้ มีการตรวจระดับ
ภูมิคุ้มกันต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ โอ เอและเอเชียวัน โดยแสดงเป็นค่าเฉลี่ย LP ELISA titer หากค่าต่ ากว่า 
1.6 (log) หมายถึงไม่มีแอนติบอดีต่อ FMDV ซ่ึงค่าระดับภูมิคุ้มกันเหล่านี้ไม่มีผลต่อการประเมินประสิทธิภาพและความ
ไวของชุดตรวจสอบ NSP แต่อย่างไรแต่เป็นเพียงข้อมูลประกอบการวิเคราะห์เท่านั้น  ส่วนในกลุ่มสัตว์ที่ได้รับวัคซีน
เพียง 1 ครั้ง ให้ค่า specificity ค่อนข้างสูงโดยใช้ WRL UBI และ VIA test เท่ากับ 99.03%, 98.4% และ 97.7% 
ตามล าดับ (figure 3)    กลุ่มสัตว์ท่ีได้รับการฉีดวัคซีนซ้ าจ านวนหลายครั้ง (มากกว่า 5 ครั้ง) ให้ค่า specificity โดยใช้
ชุดตรวจสอบ WRL UBI และ VIA test เท่ากับ 97.73%, 100% และ 65.45% (figure 4) จะเห็นว่าการตรวจ VIA 
test ให้ค่าความจ าเพาะต่ ามากเนื่องจากเกิด false positive สูงถึง 34.55% แสดงให้เห็นว่า VIA test ไม่สามารถใช้กับ
สัตว์พ้ืนที่ในประเทศที่มีการใช้ฉีดวัค ซีนอย่างสม่ าเสมอหรือได้รับการฉีดวัคซีนซ้ าหลายๆครั้ง  (McVicar and 
Sutmoller, 1970; Pinto and Garland 1979) หากพิจารณาความจ าเพาะและความแม่นย าในการตรวจแยกระหว่าง
สัตว์ท่ีได้รับวัคซีนและสัตว์ท่ีได้รับการติดเชื้อพบว่า NSP test ให้ความถูกต้องและแม่นย ากว่า VIA test ซ่ึงสอดคล้อง
กับรายงานของ Silberstein et al., 1997 ในขณะเดียวกันเม่ือพิจารณาการซีรัมในกลุ่มสัตว์ท่ีได้รับการติดเชื้อไวรัส ดัง
แสดงใน figure 5 และ 6 จากผลการตรวจสอบ NSP, VIA test และ LP ELISA ในกลุ่มสัตว์ท่ีได้รับการติดเชื้อไวรัสโรค
ปากและเท้าเปื่อย ไทป์โอและระบาดไปทั่วทั้งฝูงสัตว์  ส่วนใหญ่แสดงอาการปุวยและได้รับการฉีดวัคซีนชนิดไตรวา
เลนท์แบบปูพรมทั้งฝูงสัตว์ปุวยและสั ตว์พ้ืนที่ข้างเคียง  ผลการตรวจ NSP โดยใช้ WRL, UBI, Bommeli, CEDI 
(PRIONIC) และ VIA test พบว่าให้ผล positive สูงมาก แสดงว่าให้ความไวสูงเท่ากับ 98.33%, 88.9%, 84.6%, 
90.1% และ 100% ตามล าดับ  นอกจากนี้ยังพบว่าระดับภูมิคุ้มกันเฉลี่ยต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย ไทป์โอ เอ และ
เอเชียวันสูงทั้ง 3 ไทป์ โดยเฉพาะไทป์โอ เท่ากับ 3.216 ±0.310 (log), 2.496±0.415 และ 2.637±0.314 ตามล าดับ 
(figure 5) ส่วนผล NSP test โดยใช้ WRL, UBI และ VIA test ในสุกรที่ได้รับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย
ให้ผล positive ค่อนข้างสูง และให้ความไว เท่ากับ 73.33%, 80% และ 100% ตามล าดับ (figure 6)    

นอกจากนี้ยังได้มีการประเมินค่า sensitivity analysis ของชุดตรวจสอบที่ผลิตจากต่างประเทศจ านวน 3 ชนิด
ได้แก่ UBI, CEDI (PRIONIC) และ Bommeli โดยใช้ซีรัมที่มีประวัติแน่นอน เพ่ือการประเมินและวิเคราะห์ผลได้ถูกต้อง
ใกล้เคียงความเป็นจริงมากที่สุด ในที่นี้ใช้ โคทดลองที่ได้รับการฉีดวัคซีนระยะ 3 สัปดาห์ (post vaccination) จ านวน 
1 ตัวอย่างและโคที่ได้รับการฉีดพิษทับระยะ 4 และ 6 สัปดาห์ (post challenge) จ านวน 3 ตัวอย่าง การวิเคราะห์ค่า
ความไว โดยดูจากค่า dilution สูงสุดของซีรัมที่ยังสามารถตรวจพบแอนติบอดีต่อ NSP ผลการประเมินดังแสดงใน 
figure 7, 8 และ 9  พบว่าค่า dilution สูงสุดที่สามารถตรวจพบ NSP antibody โดยเทียบกับชุดตรวจสอบทั้ง 3 ชนิด
คือ UBI, CEDI (PRIONIC) และ Bommeli  ดังนี้  serum no.2 ให้ค่าdilution สูงสุด เท่ากับ 1:80, 1:80 1:640 
ตามล าดับ ส่วน serum no.3   ให้ค่า dilution สูงสุด เท่ากับ 1:640, 1:2560 และ 1:5120 ตามล าดับ  ส่วน serum 
no.4  ให้ค่าdilution สูงสุด เท่ากับ 1:640, 1:910 และ1:5120 ตามล าดับ  กรณี serum no. 1 เป็น vaccinated 
serum ท าให้ตรวจไม่พบ NSP antibody ทั้งนี้ในทางปฏิบัติตัวอย่างซีรัมก่อนจะน ามาทดสอบนั้นจะมีการเตรียม 
dilution เริ่มต้นจะไม่เท่ากัน ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับวิธีการและขั้นตอนการทดสอบของแต่ละบริษัทผู้ผลิต   ตัวอย่างเช่น UBI จะ
เริ่มต้นที่ dilution 1:20, CEDI (PRIONIC) จะเริ่มที่ 1:5 และ Bommeli จะเริ่มต้นที่ dilution 1:100  ดังนั้นโดย
ภาพรวมชุดตรวจสอบของ Bommeli อาจจะให้ความไวสูงกว่าของ UBI และ CEDI (PRIONIC) แต่เม่ือพิจารณาผล 
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serum no. 1 ซ่ึงเป็น vaccinated serum พบว่าที่ dilution 1:5 และ 1:10  ให้ผลการตรวจเป็น positive (ค่า % 
OD สูงเกินค่า cut off) ซ่ึงประเมินได้ว่าเป็น false positive จากชุดตรวจสอบ Bommeli  แต่ในทางปฏิบัติผู้ผลิต
แนะน าให้เรื่มต้นที่ dilution 1:100 จึงไม่ส่งผลกระทบต่อการวิเคราะห์  ในปัจจุบันทางผู้ผลิต Bommeli ได้พัฒนาชุด
ตรวจสอบรุ่นใหม่โดยมีการเปลี่ยนชนิดของสารละลาย buffer และ reagent ให้อยู่ในรูปสารละลายพร้อมใช้งานทันที 
โดยไม่จ าเป็นต้องท าการเจือจางก่อนใช้   ซ่ึงสารละลายเหล่านี้ ต้องปฏิบัติการในสภาวะอุณหภูมิ 25oC ตลอดการ
ทดสอบ ซ่ึงนิยมใช้ในประเทศแถบยุโรปแต่ไม่เหมาะส าหรับประเทศร้อนในแถบเอเชีย  เนื่องจากเม่ืออุณภูมิสูงขึ้นท าให้ 
reagent และ buffer เสื่อมคุณภาพท าให้การอ่านผลผิดพลาดสูง ทั้งนี้ได้เคยมีประสบการณ์ในการทดสอบโดยใช้ชุด
ตรวจสอบรุ่นใหม่นี้ ผลปรากฏว่าได้ผล false positive สูงมากในซีรัมที่ไม่ได้รับการติดเชื้อหรือแม้แต่ซีรัมที่ได้รับการฉีด
วัคซีนเป็นต้น (ผลงานไม่ได้ตีพิมพ์) ด้วยเหตุนี้จึงไม่แนะน าให้ใช้ชุดตรวจสอบรุ่นใหม่ของ Bommeli ในประเทศไทยหรือ
ประเทศในแถบเอเชียซ่ึงมีสภาวะอากาศร้อนเป็นต้น   

สรุปโดยภาพรวมการประเมินผลและข้อดี ข้อเสี ยของชุดตรวจสอบชนิดต่างๆที่ผ ลิตจาก WRL, UBI, 
Bommeli, CEDI และ VIA test นั้น ส่วนใหญ่ให้ผลทางด้านความจ าเพาะและความไวสูงเป็นที่น่าพอใจ ดังแสดงใน 
table 1 ส่วนการเลือกใช้ชุดตรวจสอบที่เหมาะสมนั้นต้องค านึงถึงวัตถุประสงค์หลักหรือการน ามาใช้ประโยชน์ด้าน
ใดบ้าง ต้องค านึงถึงสภาวะสัตว์ในพ้ืนที่ ประวัติการฉีดวัคซีนหรือการติดเชื้อเป็นต้น และยังต้องค านึงถึงชนิดสัตว์ต้อง
เลือกใช้ชุดตรวจสอบให้ตรงกัน ซ่ึงส่วนใหญ่จะเป็น indirect ELISA ต้องใช้ conjugate ที่จ า เพาะต่อชนิดสัตว์ หากใช้
ผิดชนิดการตรวจสอบจะไม่ได้ผล  ส่วนชุดตรวจสอบของ CEDI (PRIONIC) นั้นจะเป็น blocking ELISA สามารถใช้
ตรวจสอบกับซีรัมสัตว์ได้ทุกชนิด ในการประเมินครั้งนี้แนะน าให้ใช้ชุดตรวจสอบของ CEDI (PRIONIC) ด้วยความ
เหมาะสมหลายอย่างเช่น วิธีการทดสอบเป็นแบบ blocking ELISA ซ่ึงวิธีนี้ ให้ความจ าเพาะสูงและลด non specific 
reaction ท าให้ไม่เกิด false positive นอกจากนี้ยังสามารถใช้ตรวจสอบได้กับสัตว์ทุกชนิดโดยไม่ต้องแยกชนิดเหมือน 
kit อ่ืนๆ และยังสามารถใช้ตรวจสอบซีรัมจากสัตว์ปุาได้ทุกชนิดเช่นกัน  จากผล sensitivity analysis พบว่าให้ความไว
สูง ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Brocchi et al. (2006)  ส่วนการศึกษา duration of NSP antibody ระยะเวลาที่
เริ่มตรวจพบแอนติบอดีต่อ non structure protein ในสัตว์ปุวยระยะ 8-10 วันหลังการติดเชื้อจนถึงระยะ 395 วัน (1 
ปี) จากการศึกษาในประเทศยุโรป (Sorensen et al., 1998) และตรวจพบถึงระยะ 742 วัน (2 ปี) ในประเทศบราซิล 
(Bergman et al.,1993)   ส่วนการตรวจสอบ VIA test นั้นพบว่าให้ความจ าเพาะต่ าและยังผล false positive สูงถึง 
34.55% ในสัตว์ท่ีเคยได้รับการฉีดวัคซีนจ านวนหลายครั้ง วิธีนี้ ไม่เหมาะกับประเทศที่มีการฉีดวัคซีนให้กับสัตว์เป็น
ประจ าและต่อเนื่อง  ส่วนระยะเวลาที่สามารถตรวจพบ antibody ต่อ ViA antigen พบต้ังแต่ระยะ 1 สัปดาห์จนถึง
ระยะ 4 เดือนหลังการติดเชื้อ (Linhongsubongkoch et al., 2000)    

ประโยชน์และวัตถุประสงค์การตรวจ NSP พบว่าปัจจุบันใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจเฝูาระวัง FMDV 
sero-surveillance และเป็นข้อก าหนดในการยื่นขอจัดต้ังเขตปลอดโรคปากและเท้าเปื่อย เพ่ือขอการรับรองโดย OIE 
ในระดับ zoning หรือระดับประเทศโดยการใช้วัคซีนหรือไม่ใช้วัคซีน ตามข้อก าหนด OIE  นั้นจะต้องมีหลักฐานหรือ
ข้อมูลการเพ่ือพิสูจน์ว่าสัตว์ในพ้ืนที่นั้นไม่เคยได้รับการติดเชื้อหรือสัมผัสเชื้อไวรัสมาก่อนเป็นเวลาอย่างน้อย 2 ปี ด้วย
วิธีการตรวจสอบ NSP และจะต้องไม่ตรวจพบแอนติบอดีต่อ NSP ของ FMDV อย่างแท้จริง   นอกจากนี้ประโยชน์ของ
การตรวจ NSP นั้นยังสามารถน ามาประยุกต์ใช้ตรวจสัตว์เคลื่อนย้ายทั้งภายในประเทศหรือระหว่างประเทศได้ เพ่ือลด
ข้อกีดกันทางการค้าด้านปศุสัตว์ได้เป็นอย่างดี 
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Evaluation of various types of non structral protein kit to differentiate between   
vaccinated and infected animals with foot and mouth disease virus 

 
Wilai Linchongsubongkoch1 

 
Abstract 

The used of various types of non structural protein (NSP) kit produced by World Reference 
Laboratory (WRL)/United Kingdom, United Biochemical Inc. (UBI)/USA, Bommeli/ Switzerland and 
CEDI Diagnostic B.V. (CEDI or PRIONIC)/Switzerland to differentiate between vaccinated and infected 
animals with foot and mouth disease virus (FMDV) were evaluated. The tests were carried out in 
parallel with the detection of antibody to virus infection associated (VIA) antigen by agar gel 
immunodiffution (AGID) test and the measurement of antibody to FMDV type O, A and Asia1 by LP 
ELISA.  One thousand one hundred and ninety seven serum samples (cattle=918, buffaloes=40, 
pigs= 239) were used for this studied. The results found that the NSP test using kit from WRL, UBI, 
CEDI (PRIONIC),  Bommeli and VIA test gave the high specificity in non vaccinated cattle were 100%, 
99.7%, 99%, 99% and 100%, respectively.  For non vaccinated pigs gave the high specificity as all 
100% by WRL, UBI and VIA test. Also in single vaccination cattle and pigs, the specificity by WRL, UBI 
and VIA test were 99.03% 98.4% and 97.7% respectively.  In the multiple vaccinated cattle and 
buffaloes, the specificity by WRL, UBI and VIA test were 97.73%, 100% and 65.45%, respectively. 
While in the FMD field outbreak area, the infected cattle were distinguished giving the high positive 
results by WRL, UBI, CEDI, Bommeli and VIA test, the sensitivity were 98.33%, 88.9%, 84.6%, 90.1% 
and 100%, respectively.  In infected pigs shown the positive results by WRL, UBI and VIA test, the 
sensitivity were 73.33%, 80% and 100%, respectively.  In addition, the sensitivity analysis by using 
NSP kits from UBI, CEDI (PRIONIC) and Bommeli were investigated by determining the highest 
dilution of serum where NSP can be detected.  In overall, the NSP kit from CEDI (PRIONIC) seem to 
be more appropriate kit to be selected in term of high specificity, sensitivity, convenience to use for 
all species and wildlife animals.  However, the application of this assay would be useful in sero-
surveillance at national and regional level, as well as to be used as the standard test for application 
to the OIE recognition of FMD free zone or country with vaccination or without vaccination.    
  
 
Keywords:  non structural protein kit,   specificity and sensitivity,   foot and mouth disease virus 
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เปรียบเทียบระดับภูมิคุ้มกันในไก่ปลอดเชื้อเฉพาะ หลังการท าวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อ 
ท่ีผลิตโดยกรมปศุสัตว์และบริษัทเอกชน 

 
  คณิตา  ภาสะฐิติ1          นพคุณ  มูลสิน1   

 
บทคัดย่อ 

 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบระดับภูมิคุ้มกันในไก่ปลอดเชื้อเฉพาะ หลังการท าวัคซีน
หลอดลมอักเสบติดต่อที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์และบริษัทเอกชน โดยน าวัคซีนที่ละลายแล้วหยอดตาไก่อายุ 7 วัน ตัวละ 
2 หยด (50 ไมโครลิตร) โดยแบ่งไก่เป็น 5 กลุ่มๆ ละ 10 ตัว ดังนี้กลุ่มที่ 1 ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์  1 ครั้ง กลุ่มที่ 2 ให้
วัคซีนกรมปศุสัตว์ 2 ครั้ง (วันที่ 0, 14) กลุ่มที่ 3 ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์ 3 ครั้ง (วันที่ 0, 14, 42) กลุ่มที่ 4 ให้วัคซีนจาก
บริษัทเอกชน ตามค าแนะน าของบริษัท 2 ครั้ง  (วันที่ 0, 21) กลุ่มที่ 5 เป็นกลุ่มควบคุมไม่ให้วัคซีน ทั้ง 5 กลุ่ม ท าการ
เจาะเลือดในวันที่ 0, 14, 28, 42, 56 และ 70 เพ่ือน าซีรัมไปตรวจหาความคุ้มโรคโดยวิธี Virus neutralization เพ่ือ
หาค่า Neutralization Index (NI) และตรวจแอนติบอดี โดยวิธี ELISA จากการทดลองพบว่า การท าวัคซีนหลอดลม
อักเสบติดต่อในไก่ที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ จ านวน 1, 2 และ 3 ครั้ง และการท าวัคซีนของบริษัทเอกชน 2 ค รั้งให้ความ
คุ้มโรคต่อเชื้อสเตรนท้องถิ่น โดยมีค่า NI เท่ากับ 2.90, 3.46, 5.10 และ 2.67 ตามล าดับ และความคุ้มโรคต่อสเตรน
แมสซาชูเซตส์ มีค่า NI เท่ากับ 2.46, 2.25, 2.51 และ 3.34 ตามล าดับเม่ือสิ้นสุดการทดลองที่ 70 วัน  และทุกกลุ่มให้
ความคุ้มโรคโดยมีค่า NI มากกว่า 2 ต้ังแต่วันที่ 14 หลังการท าวัคซีน จึงผ่านเกณฑ์มาตรฐาน ASEAN ทั้งหมด  ส าหรับ
การตรวจแอนติบอดีโดยวิธี ELISA พบว่ามีเพียงกลุ่มไก่ที่ได้รับการท าวัคซีนจากบริษัทเอกชนเท่านั้น ที่ มีค่า sample to 
positive ratio (S/P ratio) มากกว่า 0.20 ขณะที่ไก่ท าวัคซีนของกรมปศุสัตว์ มีค่า S/P น้อยกว่า 0.2 ทุกกลุ่ม อาจ
เนื่องจากแอนติเจนของชุดทดสอบเป็นสเตรนเดียวกับวัคซีนจากบริษัทเอกชน จึงควรพัฒนาชุดทดสอบแอนติบอดีให้
ตรงกับสเตรนของวัคซีนกรมปศุสัตว์ การท าวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ โดยให้วัคซี นที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์
จ านวน 1, 2 และ3 ครั้ง และวัคซีนเอกชนสามารถให้ความคุ้มโรคตามเกณฑ์มาตรฐานได้ทุกกลุ่มการทดลอง แต่ส าหรับ
วัคซีนที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์แนะน าให้ท าวัคซีนจ านวน 2 ครั้ง เพ่ือการท าวัคซีนมีประสิทธิภาพ คุ้มค่ากับค่าใช้จ่าย เวลา 
และสอดคล้องกับการท างานในพ้ืนที่ 
 
 
 
 
ค าส าคัญ: วัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อ      นิวทราไลท์ซิง      แอนติบอดี     อีไลซ่า      นิวทราไลท์เซชั่น อินเด็กซ์ 
 
 
 
 
 
 
 
1 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์  อ.ปากช่อง  จ.นครราชสีมา 30130 
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บทน า 

โรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ (Avian infectious bronchitis, IB) เป็นโรคติดต่อแบบเฉียบพลันของระบบ
ทางเดินหายใจส่วนต้นของไก่ มีสาเหตุเกิดจากเชื้อ Infectious bronchitis virus (IBV) การติดต่อโรคนี้  จากการสัมผัส
ไก่ปุวยหรือ พาหะ ไก่ปุวยถ่ายเชื้อไวรัสปนมากับอาหาร น้ า สิ่งรองนอน โดยการหายใจ  ไก่แม่พันธุ์จะถ่ายเชื้อไวรัสผ่าน
ไข่ได้  มีการแพร่กระจายในฝูงอย่างรวดเร็ว (ทัศนีย์และคณะ, 2539) ไก่ปุวยจะแสดงอาการน้ า มูกน้ าตาไหล อ้าปาก
หายใจ ในไก่ไข่ เชื้อไวรัสสามารถเพ่ิมจ านวนในท่อน าไข่ (oviduct) เป็นผลท าให้ผลผลิตไข่ลดลง เปลือกไข่มีสีซีด และ
ไข่ขาวเหลว นอกจากนี้เชื้อไวรัสบางสายพันธุ์เพ่ิมจ านวนในไตท าให้เกิดไตอักเสบ ( interstitial nephritis) พบโรคนี้ได้
ทั่วโลก ในฝูงไก่ที่ติดเชื้อไวรัส เชื้อจะแพร่ระบาดอย่างรวดเร็ว อัตราปุวยอาจสูงถึง 100% แต่มีอัตราการตายต่ า  อย่างไร
ก็ตามอัตราการตายอาจเพ่ิมขึ้น ในกรณีที่ติดเชื้อ IBV สายพันธุ์ท่ีท าให้เกิดไตอักเสบ (nephropathogenic type) หรือ
ในรายที่มีการติดเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อไวรัสอ่ืนแทรกซ้อน (ช้องมาศและคณะ, 2551) 

เชื้อ IBV จัดอยู่ใน แฟมมิลี่  Coronaviridae ซับแฟมมิลี่  Orthocoronavirinae จีนัส Gammacoronavirus 
สปีชีร์  Avian coronavirus หรือเรียกว่า Avian infectious bronchitis virus หรือ Infectious bronchitis virus  มี
ลักษณะสายพันธุกรรม (genome) เป็นแบบ RNA สายเด่ียว มีเปลือกหุ้ม อนุภาคไวรัสประกอบด้วยโปรตีนโครงสร้าง 4 
ชนิดคือ spike glycoprotein, envelope, membrane glycoprotein และ nucleocapsid protein โปรตีนส่วน
spike (S) ที่อยู่บริเวณเปลือกหุ้มของอนุภาคไวรัส  ประกอบด้วย glycopolypeptide 2 ส่วนย่อย คือ S1 และ S2 
โปรตีนส่วน S1 มีหน้าที่ส าคัญในการจับกับตัวรับบนผนังเซลล์ของโฮสท์ (receptor) เพ่ือเข้าไปเพ่ิมจ านวนภายในเซลล์ 
และเป็นแอนติเจนที่เหนี่ยวน าระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายโฮสท์สร้าง  neutralizing antibodies ซ่ึงเป็น protective 
immunity ที่ร่างกายสัตว์ใช้ในการปูองกันการติดเชื้อ IB และแอนติบอดีนี้ยังแสดงถึงซีโรไทป์จ าเพาะของเชื้อไวรัสอีก
ด้วย (Cavanagh, 2007) เนื่องจากโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ เกิดจากเชื้อไวรัส จึงไม่มียารักษาเฉพาะ วิธีที่ ดีที่สุด คือ
การควบคุมปูองกันโรค การท าวัคซีนร่วมกับการเน้นระบบความปลอดภัยทางชีวภาพ ถือว่าเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพมาก
ที่สุด (ช้องมาศ, 2561) ปัจจุบัน ฟาร์มเลี้ยงไก่ส่วนใหญ่นิยมให้วัคซีนปูองกันโรค IBV ทั้งวัคซีนเชื้อเป็นและวัคซีนเชื้อ
ตาย ท าให้ระดับภูมิคุ้มกันค่อนข้างสูงโดยเฉพาะในไก่ระยะไข่ ซ่ึงหากไก่ระยะให้ไข่ที่ได้รับวัคซีนปูองกันโรค IBV ติดเชื้อ
ไวรัส จะส่งผลกระทบต่อคุณภาพของเปลือกไข่และส่วนประกอบภายในไข่เท่านั้น  โดยมีผลกระทบน้อยมากต่อการให้
ผลผลิต (นิวัตร, 2551) 
 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) กรมปศุสัตว์ ได้ผลิตวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อ
ในไก่ ซ่ึงเป็นวัคซีนเชื้อเป็นชนิดดูดแห้ง ส าหรับปูองกันโรคนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่  วิธีใช้ในไก่
กระทง โดยการหยอดตาหรือจมูก ตัวละ 2 หยด ครั้งแรกเม่ืออายุ 1 สัปดาห์ และครั้งที่ 2 เม่ืออายุ 3-4 สัปดาห์ ส าหรับ
ไก่ไข่ให้วัคซีนสองครั้งแรกเช่นเดียวกับในไก่กระทง ครั้งที่สามเม่ืออายุ 6-8 สัปดาห์และซ้ าทุก 3 เดือน (ส านักเทคโนโลยี
ชีวภัณฑ์สัตว์, 2562ก)  ปัจจุบันกรมปศุสัตว์ได้มีการรณรงค์ การท าวัคซีนในไก่ ตามท้องที่ต่างๆของประเทศทุก 3 เดือน 
ทางสทช. ร่วมกับส านักควบคุม ปูองกันและบ าบัดโรคสัตว์ ได้ลงพ้ืนที่ ติดตามประสิทธิภาพวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและ
หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ และพบปัญหาในแต่ละท้องที่ไก่ที่ได้รับวัคซีนของกรมปศุสัตว์  มีระดับแอนติบอดีแตกต่าง
กัน อาจเนื่องมาจากจ านวนครั้งในการท าวัคซีน สายพันธุ์ไก่ อายุไก่ และสภาพแวดล้อมในการเลี้ยง ดังนั้นการศึกษาครั้ง
นี้จึงเป็นการทดลอง เพ่ือเปรียบเทียบระดับภูมิคุ้มกันในไก่ปลอดเชื้อเฉพาะ หลังการท าวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อที่
ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ จ านวน 1, 2, 3 ครั้ง และวัคซีนของบริษัทเอกชน จ านวน 2 ครั้ง (ตามค าแนะน าของบริษัท) แล้ว
ท าการเจาะเลือดในวันที่ 0, 14, 28, 42, 56 และ 70 เพ่ือน าซีรัมไปตรวจหาความคุ้มโรคต่อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ 
ด้วยวิธี Virus neutralization (VN) และตรวจแอนติบอดีต่อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ ด้วยวิธี  Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) เพ่ือเป็นการยืนยันข้อมูลในการท าวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในท้องที่ และสร้าง
ความเชื่อม่ันในประสิทธิภาพของวัคซีนให้แก่เกษตรกรในการใช้วัคซีนของกรมปศุสัตว์ 
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อุปกรณ์และวิธีการ 

วัคซีน 
1. วัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ เป็นวัคซีนเชื้อเป็น สเตรนท้องถิ่น ชนิดดูดแห้ง ซ่ึงมี

ปริมาณไวรัสไม่น้อยกว่า 103.5 fifty percent embryo infectious dose (EID50) ต่อโด๊ส ขนาดบรรจุ ขวดละ 100 
โด๊ส ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ ชุดผลิตที่ 25/62 วันผลิต 21/2/62 วันหมดอายุ 21/2/63 

2. วัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ เป็นวัคซีนเชื้อเป็น สเตรนแมสซาชูเซตส์ (H120) ชนิดดูด
แห้ง ปริมาณไม่น้อยกว่า 103.5 EID50 ต่อโด๊ส ขวดละ 1,000 โด๊ส ผลิตจากบริษัทเอกชน ชุดผลิตที่ 812820 วันผลิต 
9/2561 วันหมดอายุ  3/2563 
สัตว์ทดลอง  

1. ไก่ปลอดเชื้อเฉพาะโรค( SPF) ตามระบุ 18 โรค สายพันธุ์ Lohmann Selected Leghorn (LSL) จากฝุาย
ผลิตไก่และไข่ปลอดเชื้อเฉพาะ  สทช. อายุ 7 วัน จ านวน 50 ตัว แบ่งเป็น 5 กลุ่มๆละ 10 ตัว ท าการทดลองที่อาคาร
ทดสอบ คุณภา พวั คซีนสั ตว์ ปีก  ส านั กเทคโน โลยีชี วภัณฑ์ สัตว์ โดยมีระบบกา รเลี้ย งแบบ  Strict Hygienic 
Conventional และปลดสัตว์ทดลองด้วยวิธี การใช้สารเคมีประเภทยาฉีด  ( Injectable agent) (ศูนย์สัตว์ทดลอง
แห่งชาติ, 2014) ได้แก่ แอลกอฮอล์ (AVMA, 2020) ฉีดบริเวณกระดูกท้ายทอย (Occipital bone) และท าลายด้วยวิธี
เผาซาก 

2. ไข่ไก่ฟักปลอดเชื้อเฉพาะ สายพันธุ์ LSL จากฝุายผลิตไก่และไข่ปลอดเชื้อเฉพาะ สทช.อายุ 9-10 วัน จ านวน 
1,440 ฟอง โดยมีระบบการเลี้ยงแบบปลอดเชื้อก่อโรคเฉพาะ และหลังเสร็จสิ้นการทดลองท าลายด้วยวิธีการเผา 
การเตรียมและให้วัคซีน  

1. น าวัคซีนผลิตจากกรมปศุสัตว์  มาจ านวน 3 ขวด ละลายด้วยน้ ายาละลายวัคซีน ขวดละ 5 ซีซี  น าวัคซีนที่
ละลายแล้วท้ัง 3 ขวดมาผสมรวมเป็นขวดเดียวกัน เขย่าให้เข้ากัน และน าวัคซีนผลิตจากบริษัทเอกชน   มาจ านวน 3 
ขวด ละลายด้วยน้ ายาละลายวัคซีน ขวดละ 30 ซีซี  น ามาผสมรวมเป็นขวดเดียวกันเช่นเดียวกับวัคซีนของกรมปศุสัตว์ 

2. น าวัคซีนที่เตรียมแล้ว มาหยอดตาไก่ ตัวละ 2 หยด (50 ไมโครลิตร) แบ่งไก่เป็น 5 กลุ่มๆละ 10 ตัว กลุ่มที่ 1 
ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์ 1 ครั้ง  กลุ่มที่ 2 ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์ 2 ครั้ง ห่างกัน 14 วัน กลุ่มที่ 3 ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์  3 
ครั้ง ห่างกัน 14 และ 28 วันตามล าดับ นับจากให้วัคซีนครั้งแรก กลุ่มที่ 4 ให้วัคซีนผลิตจากบริษัทเอกชน 2 ครั้ง  ตัวละ 
1 โด๊ส ห่างกัน 21 วัน ตามค าแนะน าของบริษัท กลุ่มที่ 5 หยอดตาไก่ด้วยน้ ากลั่น (กลุ่มควบคุม) และทั้ง 5 กลุ่ม ท าการ
เจาะเลือดในวันที่ 0, 14, 28, 42, 56 และ 70 
การทดสอบหาความคุ้มโรคโดยวิธี Virus neutralization (VN) (ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2559)  
 ท าการทดสอบความคุ้มโรคโดยวิธี VN ทั้งหมด 6 ครั้ง จากตัวอย่างซีรัมไก่ที่ เจาะเลือดในวันที่ 0 , 14, 28, 42, 
56 และ70 ในแต่ละครั้งมีการไตเตรท virus control 2 ชุด และ virus mixture 10 ชุด จากไก่ทดลองกลุ่ม 1 – 5 โดย
ใช้ไวรัสอ้างอิงสเตรนท้องถิ่น และสเตรนแมสซาชูเซตส์ แบ่งเป็น virus control  1 ชุด และ virus mixture 5 ชุดในแต่
ละสเตรน 

1. การเตรียมซีรัม 
  เตรียมซีรัมที่ต้องการทดสอบ โดยการเก็บเลือดจากไก่ SPF ต าแหน่งเส้นเลือดด าบริเวณปีก (wing vein) ตัวละ 

2 ซีซี  ซ่ึงในแต่ละกลุ่มน ามาใส่ลงใน pettridish เดียวกัน น าเข้าตู้อบอุณหภูมิ 37oC นาน 4-6 ชั่วโมง เม่ือส่วนของซีรัม
แยกตัวแล้ว จึงดูดเก็บซีรัมใส่หลอดทดลอง จากนั้นน าไป inactivated ที่อุณหภูมิ 56 oC นาน 30 นาที (OIE, 2018)  

2. การไตเตรทไวรัส โดยการเตรียมไวรัสอ้างอิงสเตรนท้องถิ่น และสเตรนแมสซาชูเซตส์ ได้มาจากฝุายทดสอบ
คุณภาพวัคซีนสัตว์ปีก ซ่ึงเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -30 oC ก่อนน ามาใช้ ให้ ต้ังทิ้งไว้ที่ อุณหภูมิห้องประมาณ 10 -20 นาที
แบ่งเป็น 2 ขั้นตอน โดยการไตเตรทไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่สเตรนท้องถิ่น และสเตรน แมสซาชูเซตส์ ดังนี้ 
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 2.1 การไตเตรทชุด virus control โดยการใช้ไวรัสอ้างอิงในการไตเตรทไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่
ส าหรับเป็นแอนติเจนทดสอบแบบ 10 fold dilutions ด้วยสารละลาย PBS ต้ังแต่ dilution ที่ 10-1 – 10-7 โดยใช้
ไวรัส 0.5 มล. และสารละลาย PBS 4.5 มล. เขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่า1 

2.2 การไตเตรทชุด virus mixture โดยน าไวรัสที่เจือจางต้ังแต่ 10-1 – 10-4 จากข้อ 2.1  มาdilution ละ 0.5 
มล.ผสมกับตัวอย่างซีรัมที่จะท าการทดสอบ 0.5 มล. เขย่าให้เข้ากันและต้ังทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 1 ชั่วโมง  
  3.  การฉีดไข่ โดยวิธีการฉีดเชื้อเข้าไข่ไก่ฟักปลอดเชื้อเฉพาะ ทาง Allantoic cavity โดยการใช้กระบอกฉีดยา 
Tuberculin พร้อมเข็มขนาด 26Gx0.5 นิ้ว ดูดสารละลายไวรัสที่เจือจาง แทงเข็มเข้าไข่ไก่ฟัก ให้ทะลุเยื่อ Air sac เข้า
ไปใน Allantoic cavity แบ่งฉีดเป็น 2 ชุดดังนี้ 

3.1 ฉีดชุด virus control น าไวรัสที่เจือจางต้ังแต่ 10-4 – 10-7 dilution เข้าไข่ไก่ฟักปลอดเชื้อเฉพาะ อายุ   
9-10 วัน dilution ละ 5 ฟองๆ ละ 0.1 มล.น าเข้าตู้ฟักไข่2ที่อุณหภูมิ 37oC นาน 7 วัน 
 3.2 ฉีดชุด virus mixture น าไวรัสที่เจือจางต้ังแต่ 10-1 – 10-4 dilution เข้าไข่ไก่ฟักปลอดเชื้อเฉพาะ  อายุ  
9-10 วัน dilution ละ 5 ฟองๆ ละ 0.1 มล. น าเข้าตู้ฟักไข่ที่อุณหภูมิ 37oC นาน 7 วัน 

4.  ค านวณหาค่า virus titer 
 4.1 ส่องไข่ และบันทึกการตายของตัวอ่อนหลังฉีดเชื้อทุกวัน จนครบ 7 วัน แล้วนับจ านวนไข่ตาย  
 4.2 ค านวณหาปริมาณ virus titer ของชุด virus control และ virus mixture ซ่ีงมีหน่วยเป็น EID50/0.1 มล.

ตามวิธี Reed and Muench  (Ramakrishnan, 2016; Reed and Muench, 1938; OIE, 2018) 
 4.3 น าค่า virus titer ของ virus control ลบด้วย virus mixture ผลต่างระหว่างค่า virus titer ของ virus 

control และ virus mixture ที่ได้คือค่า  Neutralization index (NI) ซ่ึงซีรัมไก่ที่ได้รับวัคซีนที่มีความคุ้มโรคตาม
มาตรฐานจะมีค่า NI ต้ังแต่ 2 ขึ้นไป (ASEAN, 2018) 
การตรวจหาระดับแอนติบอดี โดยวิธี ELISA  (ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2561) 
 ตรวจแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อวิธี Indirect ELISA โดยใช้ชุดตรวจส าเร็จรูป 3 ตามขั้นตอน 
ดังนี้ เจือจางตัวอย่างซีรัม ด้วย sample dilution reagent ในอัตราส่วน 1 :50 ในไมโครเพลท โดยใช้ซีรัม 5 µl ต่อ 
sample dilution reagent 245 µl จากนั้นเจือจางต่อ โดยการน าซีรัมที่ เจือจาง 1 :50 มา 10 µl รวมกับ sample 
dilution reagent 90 µl  ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 1:500 แล้วน าซีรัมที่เจือจางแล้วใสล่งใน ELISA plate ส าเร็จรูปหลุม
ละ 100 µl ใส่ตัวควบคุมผลบวกและตัวควบคุมผลลบ ลงใน  ELISA plate อย่างละ 2 หลุมๆละ 100 µl บ่มที่
อุณหภู มิห้อ งเป็ นเวลา 30 น าที ล้าง เพลทด้วย wash solution 3 ครั้ง และเติม Anti-chicken Alkaline 
Phosphatase conjugate หลุมละ 100 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ล้างเพลทด้วย wash solution 3 
ครั้ง จากนั้นเติม substrate (pNPP) หลุมละ 100 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 15 นาที ในที่มืด หยุดปฏิกิริยาด้วยการ
เติม stop solution หลุมละ 100 µl น า ELISA plate ไปอ่านค่าการดูดกลืนแสง (Optical density; O.D.) ด้วยเครื่อง 
ELISA reader4 ที่ความยาวคลื่นแสง 405 นาโนเมตร น าค่า OD ที่ อ่านผลได้ไปค านวณหาค่า Sample to positive 
ratio (S/P ratio) ตามสูตรดังนี้ 

 S/P =  ค่าเฉลี่ย OD 405 ตัวอย่างซีรัมทดสอบ – ค่าเฉลี่ย OD 405 ของซีรัมควบคุมลบ 
             ค่าเฉลี่ย OD 405 ของซีรัมควบคุมบวก – ค่าเฉลี่ย OD 405 ของซีรัมควบคุมลบ 
การแปลผล 
 ค่า S/P ratio มีค่าน้อยกว่า 0.2 แปลผลเป็นลบ แสดงว่า ซีรัมไม่มีแอนติบอดีต่อเชื้อหลอดลมอักเสบติดต่อ
ในไก่ และในกรณีที่ค่า S/P ratio มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 0.2 แปลผลเป็นบวก แสดงว่า ซีรัมมีแอนติบอดีต่อเชื้อ
หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ 
1IKA MS1, Germany       2Deltavet, Thailand         3Biochek®, UK       4ASYS UVM340, UK 
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ผล 

ผลการทดสอบหาความคุ้มโรคด้วยวิธี VN จากการท าวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อของกรมปศุสัตว์ ในไก่ปลอด
เชื้อเฉพาะ ในวันที่ 0, 14, 28, 42, 56 และ 70 ทั้งการท าวัคซีน จ านวน 1, 2 และ 3 ครั้ง ให้ผลไม่แตกต่างกัน โดยให้
ความคุ้มโรคได้ต้ังแต่วันที่ 14 จนสิ้นสุดการทดลอง ส่วนการท าวัคซีนของบริษัทเอกชน สามารถคุ้มโรคได้ต้ังแต่วันที่ 14 
จนสิ้นสุดการทดลองเช่นเดียวกัน (ตารางที่ 1) และจากการสังเกตลักษณะการเปลี่ยนแปลงของตัวอ่อน เพ่ือยืนยันการ
ติดเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ พบว่า ตัวอ่อนไข่ไก่ฟักมีลักษณะแคระแกรน และขดม้วนตัวแน่น แตกต่างจากตัว
อ่อนไข่ไก่ฟักปกติ ดังรูปที่ 1 

ส าหรับผลการตรวจแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA ต่อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ปลอดเชื้อเฉพาะที่ท าวัคซีน
ของกรมปศุสัตว์ ในวันที่ 0, 14, 28, 42, 56 และ 70 ทั้งการท าวัคซีน จ านวน 1, 2 และ 3 ครั้ง ให้ผลไม่แตกต่างกัน คือ 
ตรวจไม่พบแอนติบอดีตลอดระยะเวลาการทดลอง ต่างจากไก่ปลอดเชื้อเฉพาะที่ท าวัคซีนของบริษัทเอกชน ให้ผลบวก
ต้ังแต่วันที่ 14 จนสิ้นสุดการทดลอง (ตารางที่ 2) 
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ตามมาตรฐาน ASEAN (2018) ก าหนดเกณฑ์การทดสอบความคุ้มโรค (potency test) ของวัคซีนหลอดลม
อักเสบติดต่อชนิดเชื้อเป็น วัคซีนต้องมีค่า Neutralization index (NI) จากการทดสอบด้วยวิธี VN  ต้ังแต่ 2 ขึ้นไป จึง
ถือว่าผ่านการทดสอบ และมีคุณภาพตามมาตรฐานที่ก าหนด จากการศึกษาในครั้งนี้พบว่า การท าวัคซีนหลอดลม
อักเสบติดต่อในไก่ที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ท้ัง 1, 2 และ 3 ครั้ง ผ่านการทดสอบทั้งหมด โดยให้ความคุ้มโรคได้ต้ังแต่วันที่ 
14 จนสิ้นสุดการทดลอง เช่นเดียวกับวัคซีนของบริษัทเอกชน (ตารางที่ 1) การท าวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่
ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ท้ัง 1, 2 และ 3 ครั้ง ให้ค่า NI มากกว่า 2 ทั้งหมด แต่การท าวัคซีน 2 และ 3 ครั้งจะให้ความคุ้มโรค
สูง ซ่ึงเป็นผลมาจากการตอบสนองของภูมิคุ้มกันร่ างกายที่เรียกว่า Anamnestic response (Winterfied et.al., 
1976) การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อ IBV เก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันชนิดพ่ึงเซลล์ (Cell-mediated 
immune response) และระบบแอนติบอดี (Chhabra et al., 2015)  ไม่ว่าจะเป็น IgG, IgA และ CD8 T-
Lymphocyte ทั้งที่เกิดจากรับเชื้อโดยธรรมชาติ หรือวัคซีน จึงควรท าวัคซีนกรมปศุสัตว์มากกว่า 1 ครั้ง เพ่ือรักษา
ระดับ Neutralizing antibody ให้อยู่ในระดับสูง และยาวนาน แต่ในการปฏิบัติงานในท้องที่ มีข้อจ ากัดเรื่องค่าใช้จ่าย 
และเวลา ดังนั้นเพ่ือให้การท าวัคซีนมีประสิทธิภาพ คุ้มค่ากับค่าใช้จ่าย เวลา และสอดคล้องกับการท างานในท้องที่
ส าหรับวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ จึงแนะน าให้ท าวัคซีน 2 ครั้ง ห่างกัน 14 วัน หรือปฏิบัติตาม
ค าแนะน าการใช้วัคซีนของส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ ซ่ึงจากการศึกษาในครั้งนี้ พบว่าสามารถคุ้มโรคได้เทียบเท่า
วัคซีนของบริษัทเอกชน และมีภูมิคุ้มกันที่ยาวนานมากขึ้น สามารถปูองกันโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ สอดคล้องกับ
รายงานของ De Wit and Cook (2014) กล่าวถึงปัจจัยอ่ืนที่ มีผลกระทบต่อการท าวัคซีน ได้แก่ ส ายพันธุ์ ไก่ อายุ  
ความถี่ในการให้วัคซีน ระดับภูมิคุ้มกันจากแม่ (maternal immunity) ประสิทธิภาพของวัคซีน และสภาพแวดล้อมที่
เลี้ยงที่มีสุขลักษณะที่ดี  

การตรวจด้วยวิธี VN ในการทดลองนี้ เลือกใช้ไวรัสอ้างอิง 2 สเตรน ได้แก่ สเตรนท้องถิ่นและสเตรน
แมสซาชูเซตส์ เพ่ือทดสอบความคุ้มโรคของวัคซีนกรมปศุสัตว์ และวัคซีนบริษัทเอกชน เพ่ือให้เกิดความครบถ้วน
สมบูรณ์ของกระบวนการทดสอบทั้งที่ เป็น Homologous strain ( ใช้ไวรัส อ้างอิงส เตรนเดียวกับวัค ซีน) และ 
Heterologous strain  (ใช้ไวรัสอ้างอิงคนละ สเตรนกับวัคซีน) โดยพบว่าความคุ้มโรคที่เกิดจากการท าวัคซีนทั้งของ
กรมปศุสัตว์ และบริษัทเอกชนโดยใช้ไวรัสอ้างอิงทั้ง 2 สเตรน ให้ผลในแนวทางเดียวกัน แต่การใช้ไวรัสอ้างอิงที่ มีสเตรน
ตรงกับสเตรนที่ผลิตวัคซีน จะให้ค่าความคุ้มโรคสูงกว่าการใช้ไวรัสอ้างอิงต่างกับสเตรนที่ผลิตวัคซีน (ตารางที่ 1) โดยค่า 
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NI อาจสูงถึง 4.5 - 7 เม่ือใช้ Homologous strain และอาจต่ ากว่า 1.5 ได้ ถ้าเป็น Heterologous strain ระหว่าง
ไวรัสอ้างอิงกับวัคซีน (OIE, 2018) 

การตรวจแอนติบอดีด้วยวิธี Indirect ELISA ต่อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ปลอดเชื้อเฉพาะที่ท าวัคซีน
ของกรมปศุสัตว์ ตรวจไม่พบแอนติบอดีตลอดระยะเวลาการทดลอง ต่างจากไก่ปลอดเชื้อเฉพาะที่ท าวัคซีนของ
บริษัทเอกชน ให้ผลบวกต้ังแต่วันที่ 14 จนสิ้นสุดการทดลอง (ตารางที่ 2) สาเหตุที่วัคซีนของกรมปศุสัตว์ ตรวจไม่พบ
แอนติบอดีด้วยวิธี ELISA อาจเกิดจากการทดสอบที่มีความเฉพาะต่อซีโรไทป์ (Serotype-specific test)  ซ่ึงเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่มีหลายซีโรไทป์ และเชื้อต่างซีโรไทป์กันจะไม่ให้ภูมิคุ้มกันโรคข้ามกัน (ช้องมาศและคณะ, 
2551) โดยตามรายงานผลงานวิจัยของธวัชชัยและคณะ (2558) ได้ท าการวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ในยีน ซ่ึงเป็นส่วนของ
โปรตีนโครงสร้างส่วนไกลโคโปรตีน spike (S1) โดยการวิจัยได้วิเคราะห์แยกกลุ่มล าดับ    นิวคลีโอไทด์ในส่วนยีน S1 
ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ พบว่าเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสายพันธุ์ท้องถิ่นจากวัคซีนกรมปศุสัตว์ มี
ความแตกต่างทางพันธุกรรมจากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสายพันธุ์แมสซาชูเซตส์ สอดคล้องกับงานวิจัยของช้อง
มาศและคณะ (2551) ได้ศึกษาซีโรไทป์จากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่ระบาดในไก่ทางภาคใต้ของประเทศไทย
จ านวน 5 ตัวอย่างด้วยวิธี Virus neutralization โดยใช้ไวรัสอ้างอิง 5 สเตรน คือ Massachusetts, Connecticut, 
H52, H120 และวัคซีนที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ พบว่า 2 ตัวอย่างที่น ามาทดสอบเป็น  ซีโรไทป์เดียวกับไวรัสวัคซีนที่ผลิต
โดยกรมปศุสัตว์ ส่วนอีก 3 ตัวอย่างไม่จัดอยู่ในซีโรไทป์ใดๆ และตัวอย่างเชื้อไวรัส 5 ตัวอย่างนี้ไม่ได้เป็นซีโรไทป์เดียวกัน
กับสเตรนแมสซาชูเซตส์ แสดงให้เห็นว่าสเตรนแมสซาชูเซตส์  กับ สเตรนของวัคซีนกรมปศุสัตว์อยู่คนละกลุ่มกัน 
แอนติเจนที่ใช้เคลือบผิวชุดทดสอบ ELISA ในการศึกษาครั้งนี้น่าจะเป็นสายพันธุ์แมสซาชูเซตส์ ซ่ึงเป็นสายพันธุ์ เดียวกับ
ที่ใช้ผลิตวัคซีนของบริษัทเอกชน แต่วัคซีนของกรมปศุสัตว์ผลิตจากสายพันธุ์ท้องถิ่น  ซ่ึงเป็นไวรัสคนละกลุ่มสายพันธุ์
จากเชื้อไวรัสที่ใช้แอนติเจนมาผลิตเป็นชุดทดสอบ ELISA ท าให้ตรวจพบภูมิคุ้มกันด้วยวิธี ELISA เฉพาะไก่ที่ท าวัคซีน
ของบริษัทเอกชน ดังนั้นกรมปศุสัตว์ควรพัฒนาชุดทดสอบ ELISA โดยใช้สายพันธุ์ท้องถิ่นเพ่ือเพ่ิมความจ าเพาะในการ
ตรวจหาแอนติบอดีในฝูงสัตว์หลังจากท าวัคซีน  

การใช้วัคซีนเพ่ือควบคุม และลดการสูญเสียเนื่องจากการระบาดไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ยังเป็นเรื่องที่
มีความยุ่งยากเป็นปัญหาในอุตสาหกรรมเรื่อยมา และยังคงเป็นปัญหาอีกต่อไป เนื่องจากการใช้วัคซีนที่มีความคุ้มโรคไม่
ดีพอ และไม่ครอบคลุมสายพันธุ์เชื้อไวรัสที่ก่อโรคในท้องที่ (Field strain) ที่มากพอ และใช้ไม่ถูกต้องเหมาะสม เช่น 
เจือจางมากเกินไป จะท าให้เกิดการเปลี่ยนกลับของไวรัสจากสเตรนอ่อนก าลัง เป็นสเตรนรุนแรง และท าให้พันธุกรรม
ของไวรั สไ ม่เสถี ยร  ( Genetic instability)  ( Bijlenga, et al., 2004)  ในประเทศไทย  จ ากกา รศึกษาของ 
Munyahongseและคณะ (2020) พบว่า IBV เกิดการ Recombination ระหว่างไวรัส GI-19 และ GI-13  ท าให้เกิด 
variant strain ใหม่ซ่ึงสร้างความสูญเสียต่ออุตสาหกรรมเลี้ยงไก่มากขึ้น เพ่ือให้การท าวัคซีนเกิดประสิทธิผลมากที่สุด 
จากการทบทวนค าแนะน าการท าวัคซีน (Update vaccination startegies) โปรแกรมแนะน าการท าวัคซีนล่าสุด ณ 
ปัจจุบันคือ การใช้วัคซีนเชื้อเป็นในไก่กระทงและไก่สาวแรกรุ่น ส่วนวัคซีนเชื้อตายควรใช้ variant strain เตรียมเป็น 
Autogenous inactivated vaccine เพ่ือควบคุมโรคในไก่ไข่และไก่พ่อแม่พันธุ์  (Jackwood and De Wit, 2020) 
 

สรุป 
 

 การศึกษาครั้งนี้เป็นการยืนยันประสิทธิภาพของวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์
สามารถให้ความคุ้มโรคได้เทียบเท่าวัคซีนเอกชน โดยแนะน าให้วัคซีน 2 ครั้ง ห่างกัน 14 วัน เพ่ือให้การท าวัคซีนมี
ประสิทธิภาพ คุ้มค่ากับค่าใช้จ่าย เวลา และสอดคล้องกับการท างานในพ้ืนที่ ส่วนการตรวจแอนติบอดีเพ่ือติดตาม
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ประเมินผลการให้วัคซีนควรใช้วิธี Virus neutralization หรือวิธี ELISA ที่ใช้ชุดทดสอบที่ผลิตจากแอนติเจนที่ตรงกัน 
(homologous) กับสายพันธุ์ของไวรัสวัคซีน 
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เชียงใหม่สัตวแพทยสาร 13(2) : 81-91 

นิวัตร จันทร์ศิริพรชัย 2551 การพัฒนาวิธี ELISA และการยับยั้งการตกตะกอนกับเม็ดเลือดแดงส าหรับตรวจสอบ
แอนติบอ ดีติดเชื้อ ไว รัสหลอดลมอักเสบ ติด ต่อ  จุฬ าลงกรณ์มหาวิ ทย า ลัย  กรุง เทพฯ หน้า  11-29 
http://cuir.car.chula.ac.th/bitstream/123456789/8698/3/Nivat_ELISA.pdf  30 พฤศจิกายน 2562 

ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 2014 การการุณฆาต (Euthanasia) โดยการใช้สารเคมี 
แ ห ล่ ง ที่ ม า  www.nlac.mahidol.ac.th/acth/index.php/km-Lab-animals/39-km-animals/130-
euthanasia-physical-method-2  24 เมษายน 2563 

ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 2559  มาตรฐานวิธีปฏิบัติงาน เรื่องการทดสอบหาความคุ้มโรคของวัคซีนเชื้ อเป็นหลอด
อักเสบติดต่อในไก่ (SOP-QCP-095) ฝุายทดสอบคุณภาพวัคซีนสัตว์ปีก ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุ
สัตว ์หน้า 1-5 

ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 2561  มาตรฐานวิธีปฏิบัติงาน เรื่องการทดสอบหาแอนติบอดีต่อโรค Infectious 
bronchitis virus ของไก่ปลอดเชื้อเฉพาะด้วยชุดทดสอบ ELISA ยี่ห้อ Biochek (SOP-QCP-108) ฝุาย
ทดสอบคุณภาพวัคซีนสัตว์ปีก ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ หน้า1-6  

ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ 2562ก คู่มือการใช้วัคซีนกรมปศุสัตว์ หจก.วนิดาการพิมพ์ กรุงเทพฯ หน้า 
14 

ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 2562ข  มาตรฐานวิธีปฏิบัติงาน เรื่ องการ Ten-fold Dilution  (SOP-QC-002)  ฝุาย
ทดสอบคุณภาพวัคซีนสัตว์ปีก ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ หน้า 1-3 

http://vrd-wp.dld.go.th/webnew/index.php/th/public-article
http://cuir.car.chula.ac.th/bitstream/123456789/8698/3/Nivat_ELISA.pdf
http://ww.nlac.mahidol.ac.th/acth/index.php/km-Lab-animal/130-euthanasia-physical-m
http://ww.nlac.mahidol.ac.th/acth/index.php/km-Lab-animal/130-euthanasia-physical-m


 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 29   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2563              64         J. Vet. Biol.   Vol. 29   No.1-2   March-September 2020 
 

American Veterinary Medical Association. 2020. AVMA Guidelines for the Euthanasia of Animals: 2020 
Edition. Pp35  
http://www.avma.org.sites/default/files/2002-01/2020-Euthanasia-Final-1-17-20.pdf.   
24 เมษายน 2563 

ASEAN. 2018. ASEAN Standard requirements for infectious bronchitis vaccine, Live. In Manual of 
ASEAN standard for animal vaccine, Livestock Publication series No. 2A, 3 rd ed. pp. 3-5. 

Bijlenga, G., Cook, J.K., Gelb, J. and De Wit, J. J. 2004. Development and use of the H strain of avian 
infectious bronchitis virus from The Netherlands as a vaccine : a review. 2004. Avian 
Pathology. 33: 550-557. 

Cavanagh, D. 2007. Coronavirus avian infectious bronchitis virus. Vet. Res. 38: 281 -297. 
Chhabra, R., Forrester, A., Lemiere, S., Awad, F., Chantrey, J. and Ganapathy. K. 2015. Mucosal, 

cellular, and  humoral immune responses induced by different live infectious bronchitis virus 
vaccination regimes and protection conferred against infectious bronchitis virus Q1 strain. 
Clinical and Vaccine Immunology. 22: 1050-1059. 

De Wit, J. J. and Cook, J.K. 2014. Factors influencing the outcome of infectious bronchitis  
vaccination and challenge experiments. Avian Pathology. 43: 485-497. 

Jackwood, M. W., De Wit, S. 2020. Infectious Bronchitis. In : David E. Swayne, chief editors. Diseases 
of Poultry. 14. UK: Wiley-Blackwell. pp. 167-188 

Munyahongse, S., Pohuang, T., Nonthabenjawan, N., Sasipreeyajan, J. and Thontiravong, A. Genetic 
characterization of infectious bronchitis viruses in Thailand, 2014-2016 : identification of a 
novel recombinant variant. 2020. Poultry Science. 99: 1888-1895. 

Office International des Epizooties, OIE. 2018. Avain infectious bronchitis. In manual of diagnostic 
tests and vaccines for terrestrial animals. Chapter 3.3.2 . pp. 796-809 

Reed, L. J. and Muench, H. 1938. A simple method for estimating fifty percent end points. Am. J. 
Hyg. 27:493-497. 

Ramakrishnan, M. A. 2016. Determination of 50% endpoint titer using a simple formula. World J. 
virol. 5(2): 85-86 

Winterfield, R. W., Fadly, A. M. and Hoerr, F. J. 1976. Vaccination and revaccination with a Holland 
(H) strain of infectious bronchitis virus. Avian Dis. 20: 369-374.

http://www.avma.org.sites/default/files/2002-01/2020-Euthanasia-Final-1-17-20.pdf


 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 29   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2563              65         J. Vet. Biol.   Vol. 29   No.1-2   March-September 2020 
 

ตารางท่ี 1 ความคุ้มโรคในไก่ปลอดเช้ือเฉพาะ ต่อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสเตรนท้องถ่ินและสเตรนแมสซาชูเซตส์จากการท าวัคซีนท่ีผลิตโดยกรมปศุสัตว์และบริษัทเอกชน ตามล าดับ 

กลุ่มท่ี การให้วัคซีน ไวรัสอ้างอิง 
ค่า Neutralization index (NI) 

วันท่ี 0 วันท่ี 14 วันท่ี 28 วันท่ี 42 วันท่ี 56 วันท่ี 70 

1 
ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์ 1 คร้ัง 

วันท่ี 0 
สเตรนท้องถ่ิน 1.95 5.78 2.25 3.45 3.85 2.90 

สเตรนแมสซาชูเซตส์ 1.10 2.00 2.40 2.00 2.30 2.46 

2 ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์ 2 คร้ัง  
วันท่ี 0 และ 14 

สเตรนท้องถ่ิน 1.28 5.38 2.78 5.15 5.46 3.46 
สเตรนแมสซาชูเซตส์ 1.13 2.25 3.49 2.30 2.18 2.25 

3 
ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์ 3 คร้ัง  

วันท่ี 0, 14 และ 42 
สเตรนท้องถ่ิน 1.28 5.38 2.60 5.07 5.73 5.10 

สเตรนแมสซาชูเซตส์ 0.85 2.61 4.54 2.40 2.25 2.51 

4 ให้วัคซีนบริษัทเอกชน 2 คร้ัง 
วันท่ี 0 และ 21 

สเตรนท้องถ่ิน 1.10 5.78 2.63 5.73 4.00 2.67 
สเตรนแมสซาชูเซตส์ 0.80 5.07 4.48 5.87 3.85 3.34 

5 กลุ่มควบคุม (ไม่ท าวัคซีน) 
สเตรนท้องถ่ิน 0.85 1.28 1.13 1.28 1.13 1.10 

สเตรนแมสซาชูเซตส์ 1.13 1.28 1.10 1.80 1.15 1.40 
หมายเหตุ   ค่า Neutralization index (NI) มากกว่า 2.00  ถือว่าให้ความคุ้มโรค (ASEAN, 2018) 

            
ตารางท่ี 2  ค่าเฉล่ีย S/P ratio (Mean) ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ท่ี 0, 14, 28, 42, 56, และ 70 วัน หลังการให้วัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ของกรมปศุสัตว์ 1, 2 และ 3 คร้ัง 

 และให้วัคซีนบริษัทเอกชน 2 คร้ัง  

กลุ่มท่ี การให้วัคซีน 
ค่าเฉลี่ย S/P ratio (Mean±SD) 

วันท่ี 0 วันท่ี 14 วันท่ี 28 วันท่ี 42 วันท่ี 56 วันท่ี 70 
1 ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์ 1 คร้ัง 0.0536±0.0373 0.0673±0.0606 0.0696±0.0535 0.0707±0.0571 0.0631±0.0605 0.0731±0.0384 
2 ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์ 2 คร้ัง 0.0561±0.0371 0.0391±0.0265 0.0577±0.0307 0.0576±0.0480 0.0713±0.0267 0.0540±0.0365 
3 ให้วัคซีนกรมปศุสัตว์ 3 คร้ัง 0.0586±0.0402 0.0603±0.0797 0.0614±0.0604 0.0520±0.0415 0.0563±0.0387 0.0609±0.0506 
4 ให้วัคซีนบริษัทเอกชน 2 คร้ัง 0.0594±0.0376 0.3250±0.1782 0.5219±0.1831 0.4731±0.2134 0.5143±0.1506 1.1664±0.3674 
5 กลุ่มควบคุม (ไม่ท าวัคซีน) -0.1816±0.0116 -0.1545±0.0220 0.0198±0.0712 0.0289±0.0126 0.0383±0.0114 0.0239±0.0197 

หมายเหตุ ค่า S/P ratio  มากกว่าหรือเท่ากับ 0.2000  แสดงว่าซีรัมมีแอนติบอดีต่อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ 
           ค่า S/P ratio  น้อยกว่า 0.2000  แสดงว่าซีรัมมีแอนติบอดีต่อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ 
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Comparison of neutralizing antibody titer in specific pathogen- free chicken after 
vaccination with Department of Livestock Development and commercial 

infectious bronchitis vaccine 
 

Kanita  Bhasathiti1  Noppakun  Moolsin1 
 

Abstract 
    This study aimed to compare the neutralizing antibody titer in specific pathogen-free 
(SPF) chickens after vaccination between the Department of Livestock Development (DLD) and 
infectious bronchitis virus (IBV) commercial vaccine. Fifty SPF chickens were divided into five 
groups of 10 chickens each. Group 1 was vaccinated by a local strain live IBV vaccine (DLD) 
once. Group 2 was vaccinated by the DLD vaccine twice, and group 3 was immunized by the 
DLD vaccine thrice, while group 4 was vaccinated by Massachusetts strain (H120) live IBV 
commercial vaccine twice as recommended. Group 5 was free from the IBV vaccine (control). 
Blood samples were collected on days 0, 14, 28, 42, 56, and 70 after vaccination. Sera samples 
of all animal groups were inspected for immune responses and protection by virus 
neutralization assay to defined the value as Neutralization index (NI). Moreover, the chicken sera 
were detected for total antibody against IBV antigen by Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 
technique. 

The results showed that chicken vaccinated with DLD vaccine 1, 2, and 3 times compare 
with IBV commercial vaccine vaccinated 2 times protected from IBV local strain; NI were 2.9, 
3.46, 5.10, and 2.67, respectively. Meanwhile, all vaccinated groups protected from IBV mass 
strain, NI were 2.46, 2.25, 2.51, and 3.34, respectively. All sera showed NI above 2 at day 14 
post-vaccination until day 70 implies that both vaccines complied with regulatory standards. 
The antibody detection by ELISA considers positive only sera from chicken group 4, vaccinated 
with the Massachusetts strain, with S/P greater than 0.2, whereas all sera samples vaccinated 
with a local strain were negative. It is possible that owing to the coating antigen on the ELISA 
plate is the homologous antigen as a commercial vaccine (mass). Consequently, the In-house 
ELISA with local strain IBV should be developed.  
Therefore, IBV vaccination with the DLD or commercial vaccine provides the same protective 
immunity. 
 
 
Keywords: Infectious bronchitis vaccine,     Neutralizing antibody,     ELISA,   
  Neutralization Index 
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การศึกษาสูตรต ารับท่ีเหมาะสมในการท าแห้งวัคซีนบรูเซลโลซีส สเตรน 19 
 

จิณณพัต ปัญจพันธ์พงศ์1  สุพายา ตรีกมล1 
 

บทคัดย่อ 
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์ในการหาสูตรต ารับที่เหมาะสมเพ่ือน าไปปรับปรุงการผลิตวัคซีนบรู -เซลโลซีส

ชนิดท าแห้งของส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) กรมปศุสัตว์ การทดลองแบ่งเป็น 5 สูตรต ารับ ซ่ึงเป็นการ
ผสมกันระหว่างเชื้อ Brucella abortus 1 มล.กับสเตบิไลเซอร์ 1 มล. ซ่ึงแต่ละสูตรต ารับมีสเตบิไลเซอร์ ดังนี้  สูตร
ต ารับ 1 ประกอบด้วย 2.5% w/v enzymatic digest of casein, 5% w/v sucrose และ 1% w/v sodium 
glutamate ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ สูตรต ารับ 2 ประกอบด้วย 5% w/v enzymatic digest of casein, 10% 
w/v sucrose และ 2% w/v sodium glutamate ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ สูตรต ารับ 3 ประกอบด้วย 5% w/v 
polyvinylpyrrolidone (PVP), 10% w/v lactose ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ สูตรต ารับ 4  ประกอบด้วย 10% 
w/v PVP และ 20% w/v lactose ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ และสูตรต ารับ  5 ประกอบด้วย 2.5% w/v 
enzymatic digest of casein, 5% w/v sucrose, 1% w/v sodium glutamate, 5% w/v PVP และ 10% 
w/v lactose ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ จากนั้นท าการท าแห้งและตรวจสอบคุณภาพวัคซีนที่ได้ ได้แก่ การทดสอบ
คุณสมบัติทั่วไป การทดสอบหาปริมาณความชื้น การทดสอบความบริสุทธ์ิ และการทดสอบปริมาณเชื้อมีชีวิต  

ผลทดสอบวัคซีนทั้ง 5 สูตรต ารับได้ผลดังนี้ ผลทดสอบคุณสมบัติทั่วไปและผลทดสอบความบริสุทธ์ิผ่าน
เกณฑ์ทุกต ารับ ผลทดสอบปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งของสูตรต ารับที่ 1 ถึง 5 เท่ากับ 86.67±4.16, 
88.00±6.63, 6.80±0.84, 34.93±1.10 และ 24.80±0.87 x 109 CFU/dose ตามล าดับ  

จากผลการทดลองพบว่าสูตรวัคซีนต ารับที่ 2 และสูตรต ารับที่ 1 เป็นสูตรต ารับที่ มีปริมาณเชื้อมีชีวิตหลัง
ท าแห้งสูงที่สุดตามล าดับ แม้ไม่แตกต่างกันชัดเจน จึงเห็นควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงปริมาณความเข้มข้นที่ ดีที่สุด
เพ่ือให้เห็นความแตกต่างชัดเจนกว่านี้ และศึกษาปัจจัยอ่ืนที่อาจมีผลต่อปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งต่อไป  
 
 
 
 
ค าส าคัญ:  การท าแห้งแบบเยือกแข็ง       สูตรต ารับ       วัคซีนบรูเซลโลซีส สเตรน 19 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์  อ.ปากช่อง  จ.นครราชสีมา 30130 
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บทน า 
 โรคบรูเซลโลซีสหรือโรคแท้งติดต่อเป็นโรคติดต่อชนิดเรื้อรังในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมีสาเหตุจากการติดเชื้อ 
Burcella spp. ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบ non-spore-forming intracellular bacteria (Godfroid and 
Kasbohrer, 2002; Moreno, 2002; Rafai, 2002) มีความส าคัญต่อเศรษฐกิจ   เนื่องจากท าให้ผลผลิตลดลง จาก
การเป็นหมัน ผสมไม่ติด โดยสัตว์ที่ปุวยจะมีอาการไม่ชัดเจนจึงเป็นตัวแพร่โรคที่ส า คัญ   นอกจากนี้ยังเป็น
โรคติดต่อระหว่างสัตว์สู่คน (Zoonosis) โรคบรูเซลโลซีสในคน ที่พบในประเทศไทย ตามสถิติของกระทรวง
สาธารณสุข ส่วนใหญ่เกิดจากเชื้อ Brucella melitensis (B. melitensis) รองลงมาคือเชื้อ Brucella abortus 
(B. abortus) (มนยา, 2552 ; สมพงษ์ และคณะ, 2556) ซ่ึงผู้ปุวยจะมีอาการไข้ ปวดเม่ือยตามตัว และข้อ ในราย
ที่ติดเชื้อจากแพะ แกะ เป็นเชื้อ B. melitensis เรียกว่า Malta fever ถ้าติดเชื้อจากโค เป็นเชื้อ B. abortus 
เรียกว่า Undulant fever (Quinn et al., 1994) ผู้ปุวยส่วนใหญ่จะเป็นกลุ่มคนที่มีอาชีพเลี้ยงสัตว์หรือเคยสัมผัส
กับตัวสัตว์ท่ีเป็นพาหะของโรคเป็นประจ าในงานอาชีพ การรักษาผู้ปุวยต้องใช้ยาปฏิชีวนะร่วมกันหลายชนิด และใช้
ระยะเวลานาน (Eric et al., 2013) จึงมีความพยายามจะปูองกันโรคโดยใช้วัคซีน (Nicoletti, 1990) ในประเทศ
ไทยมีมาตรการควบคุมปูองกันและก าจัดโรคนี้ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2499 เป็นต้นมา (มนยา, 2546) โดยส านักเทคโนโลยี
ชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) สังกัดกรมปศุสัตว์ มีหน้าที่ผลิตวัคซีนบรูเซลโลซีสจากเชื้อ B. abortus สเตรน 19 ชนิดลด
ความรุนแรง (reduce virulence) ที่มีประสิทธิภาพให้ภูมิคุ้มกันสูง และไม่แพร่กระจายจากสัตว์สู่สัตว์ ( Hannan 
et al, 2014) ด้วยวิธีการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilization) 

สูตรต ารับมีผลต่อลักษณะทางกายภาพของวัคซีนที่เปลี่ยนไป ซ่ึงจะท าให้ประสิทธิภาพหลังท าแห้งแตกต่าง
กัน ซ่ึงในแต่ละสูตรมีองค์ประกอบ 3 ส่วนที่ส าคัญส าหรับการท าแห้งทั่วไปคือ 1) ส่วนที่เป็นสารส าคัญ (active 
ingredient) คือ แบคทีเรีย B. abortus สเตรน 19 ที่เตรียมขึ้นในห้องปฏิบัติการ 2) ส่วนที่เป็นสารเพ่ิมปริมาณ
หรือส่วนผสมอ่ืน ๆ ที่ผสมลงไป (excipient) ได้แก่ สารต่างๆที่เป็นส่วนประกอบของสเตบิไลเซอร์ และ 3) ส่วนที่
เป็นตัวท าละลาย (solvent) ได้แก่ สเตบิไลเซอร์ที่มีน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวท าละลายหลัก 

สเตบิไลเซอร์ประกอบด้วยสารหลายชนิดเติมลงในวัคซีนเพ่ือวัตถุประสงค์แตกต่างกัน  เช่น sodium 
glutamate เติมลงในวัคซีนเพ่ือช่วยให้ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงเม่ือสัมผัสกับความร้อน แสง ความเป็นกรดและ
ความชื้น sugar และ gelatin เติมเพ่ือรักษาประสิทธิภาพของวัคซีนในระหว่างการขนส่งและเก็บรักษา  thiourea 
และ ascorbic acid มีคุณสมบัติเป็นแอนติออกซิแดนท์ (antioxidant) ช่วยปกปูองเชื้อในขั้นตอนการท าแห้ง PVP 
เป็นโพลิเมอร์ที่ละลายน้ า มีสูตรเคมี (C6H9NO)n มาจาก monomer N-vinylpyrrolidone ในทางการแพทย์ใช้
เป็นสารยึดเกาะ (binder) ในการผลิตยาเม็ด ใช้เติมในไอโอดีน เป็นสารประกอบ povidone-iodine มีคุณสมบัติ
เป็นสารฆ่าเชื้อ (disinfectant) การใช้สารคงสภาพ 5% PVP ซ่ึงประกอบด้วยน้ าตาล (lactose 10%) น้ าตาลจะ
ช่วยควบคุมการแห้งของผลิตภัณฑ์และปูองกันไม่ให้เกิดการแห้งเกินไป แต่ถ้าน้ าตาลมากเกินไปจ ะท าให้ผิวหน้า
วัคซีนแห้งมีลักษณะใสคล้ายแก้ว และปูองกันการระเหยของน้ าขณะอยู่ในขบวนการท าแห้ง  จากการศึกษาการท า
แห้งวัคซีน B. abortus สเตรน 19 ของ Zakhlebnaia และ Laukner (1991) รายงานว่าการใช้  5% PVP เป็นส
เตบิไลเซอร์ให้ปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังการท าแห้งสูง แต่การใช้ sucrose-agar-gelatin (SAG) ให้ปริมาณเชื้อมีชีวิต
หลังการท าแห้งต่ า Garcia-Carrillo (1981) ได้ศึกษาสเตบิไลเซอร์ 10 ต ารับ พบว่า 6 ต ารับให้ผลคล้ายกัน ซ่ึงหนึ่ง
ในต ารับที่ใช้เป็นสเตบิไลเซอร์ที่ประกอบด้วย 2.5% enzymatic digest of casein, 5% sucrose และ 1% 
sodium glutamate ซ่ึงเป็นสเตบิไลเซอร์มาตรฐานที่ OIE (2016) แนะน าให้ใช้ในปัจจุบันมีปริมาณเชื้อมีชีวิตหลัง
การท าแห้งสูงกว่าการใช้ 5% PVP ซ่ึงให้ปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังการท าแห้งต่ าสุด   Nabila และคณะ (2017) ซ่ึง
ศึกษาการท าแห้งวัคซีน B. mellitensis Rev-1 ก็แนะน าให้ใช้  7% sucrose และ 7.5% skimmed milk หรือ 
2.5% enzymatic digest of casein, 5% sucrose และ 1% sodium glutamate ซ่ึงเป็นสเตบิไลเซอร์
มาตรฐานที่ OIE (2016) แนะน าให้ใช้ในปัจจุบันเช่นเดียวกัน  
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นอกจากนี้มีการศึกษาสูตรสเตบิไลเซอร์อ่ืนๆ เช่น Zavanella และคณะ (1984) ทดลองผสมเชื้อ 70% 
(v/v) กับสเตบิไลเซอร์ 30% ซ่ึงประกอบด้วย 3% lactose, 2% ascorbic acid, 3% glycine และ 2% 
thiourea ใน skim med milk พบเชื้อมีชีวิตรอดค่อนข้างสูง และการศึกษาสัดส่วนของปริมาณเชื้อต่อปริมาณสเต
บิไลเซอร์ของ Drimmelen และ Steyn (1958) พบว่าการเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียเป็นสองเท่าต่อสัดส่วนของ
ปริมาณสเตบิไลเซอร์เท่าเดิม ท าให้อัตราการสูญเสียเชื้อหลังท าแห้งสูง ซ่ึงเกิดจากความเข้มข้นของเชื้อสูง ท าให้
แอนติออกซิแดนท์ต่ า บ่งบอกว่าปริมาณแอนติออกซิแดนท์ในวัคซีนท าแห้งต้องสมดุลกับความเข้มข้นของเชื้อ เพ่ือ
เพ่ิมทั้งอัตราการรอดชีวิตหลังการท าแห้งและความคงตัวระหว่างการเก็บรักษา  
 การศึกษาการท าแห้งแบบเยือกแข็งในหลายสูตรต ารับเพ่ือหาองค์ประกอบที่เหมาะสมที่สุดส าหรับการท า
แห้งโดยปรับใช้ส่วนประกอบจากสูตรต ารับจากวัคซีนแบคทีเรียหลายชนิดและน ามาปรับเปลี่ยนองค์ประกอบ
บางส่วนเพ่ือหาสูตรต ารับที่เหมาะสมกับกระบวนการท าแห้ง ( lyophilization process) และเครื่องท าแห้งใน
ห้องปฏิบัติการ ซ่ึงจะพิจารณาปัจจัยดังนี้ มีจ านวนแบคทีเรียตามมาตรฐานก าหนด มีอัตราการสูญเสียจ านวน
แบคทีเรียจากการท าแห้งต่ า มีลักษณะของเนื้อวัคซีนที่ดี มีปริมาณความชื้นต่ า การตรวจสอบปริมาณความชื้นเป็น
ตัวแปรหนึ่งที่ส าคัญส าหรับการท าแห้งวัคซีน โดยเปอร์เซ็นต์ปริมาณความชื้นเป็นตัวชี้วัดโดยตรงว่าวัคซีนจะ
สามารถเก็บไว้ได้นานหรือไม่ สทช.ก าหนดปริมาณความชื้นไม่เกิน 4% ตามมาตรฐาน ASEAN (1998) ซ่ึงความชื้น
ต่ าประมาณ 0.1- 2.9% ขึ้นกับชนิดวัคซีนหรือชีววัตถุ และสารเพ่ิมปริมาณ (excipient) ที่ใช้  

ปัจจุบันสทช.ผลิตวัคซีนบรูเซลโลซีสชนิดท าแห้งจากเชื้อ B. abortus สเตรน 19 โดยใช้สเตบิไล-เซอร์
มาตรฐาน OIE (2016) (2.5% enzymatic digest of casein, 5% sucrose และ 1% sodium glutamate) 
ผสมกับเชื้อเริ่มต้นก่อนท าแห้งโดยประมาณ 200-400x109 colony forming unit/dose (CFU/dose) และ
หลังจากท าแห้งจะต้องมีปริมาณเชื้อมีชีวิต ไม่น้อยกว่า 50 x 109 CFU/dose แต่พบว่าวัคซีนส าเร็จรูปบางชุดได้ต่ า
กว่าที่ก าหนด จึงท าให้ไม่ผ่านการทดสอบคุณภาพด้านปริมาณเชื้อมีชีวิต ซ่ึงสันนิษฐานได้ว่าอาจเกิดจากปริมาตร
บรรจุ ความเข้มข้นของเชื้อ และสูตรต ารับในการท าแห้งที่ไม่เหมาะสม จึงท าให้มีการสูญเสียปริมาณเชื้อมีชีวิตสูง
และคงสภาพไม่นาน จึงเป็นที่มาของการศึกษาเพ่ือหาสูตรต ารับในการท าแห้งที่เหมาะสม ส าหรับการผลิตวัคซีนบรู
เซลโลซีสชนิดท าแห้งของสทช.ต่อไป เพ่ือให้ได้วัคซีนทีมี่คุณภาพตามมาตรฐาน มีปริมาณเพียงพอ เพ่ือน าไปใช้ใน
การควบคุมโรคบรูเซลโลซีสได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

1.การเตรียม เชื้อ B. abortus สเตรน 19 
 น าเชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้จากเฟอร์เมนเตอร์1 มาปั่นด้วยเครื่องเซนตริฟิวส์ 2ความเร็วรอบ 

4,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 ๐ซ เพ่ือแยกเชื้อออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 2 ลิตร 
ละลายเชื้อจากโรเตอร์ ตรวจนับจ านวนแบคทีเรีย แล้วปรับจ านวนเชื้อให้ได้ 1,000 x109 CFU/ml.  
2.การเตรียมต ารับส าหรับท าแห้งวัคซีน จ านวน 5 ต ารับ 

แต่ละสูตรต ารับเป็นการผสมกันระหว่างเชื้อ B. abortus 1 มล.กับสเตบิไลเซอร์ 1 มล. ซ่ึงแต่ละสูตรต ารับ
มีสเตบิไลเซอร์แตกต่างกัน ดังนี้  
 สูตรต ารับ 1 ประกอบด้วย 2.5% w/v enzymatic digest of casein3, 5% w/v sucrose4, 1% w/v 
sodium glutamate5 ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 
 สูตรต ารับ 2 ประกอบด้วย 5% w/v enzymatic digest of casein, 10% w/v sucrose, 2% w/v 
sodium glutamate ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 
1BioFlo®610, USA 2Kokusan, Japan  3Bacto™, USA 
4Merck, Switzerland 5Alfa Aesar, England   
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 สูตรต ารับ 3 ประกอบด้วย 5% w/v PVP6, 10% w/v lactose7 ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 
 สูตรต ารับ 4 ประกอบด้วย 10% w/v PVP, 20% w/v lactose ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 
 สูตรต ารับ 5 ประกอบด้วย 2.5% w/v enzymatic digest of casein, 5% w/v sucrose, 1% w/v 
sodium glutamate, 5% w/v PVP, 10% w/v lactose ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 
3.การบรรจุวัคซีน 

บรรจุวัคซีนบรูเซลโลซีส สเตรน 19 ต ารับละ 50 ขวด ในขวดแก้ว (Borosilicate glass type I) ขนาด 12 
มล. ปริมาตรขวดละ 2 มล. ด้วย automatic syringe ภายใต้ตู้ปลอดเชื้อ ปิดขวดด้วยจุกยางในระดับครึ่งจุกยาง 
(half stoppering) น าขวดเข้าเครื่องท าแห้ง โดยทุกสูตรจะเข้าสู่กระบวนการท าแห้งพร้อมกัน 
4.การท าแห้งวัคซีน 

ใช้เครื่องท าแห้งขนาดใหญ่8 โดยก าหนดโปรแกรมให้อุณหภูมิสุดท้ายของการท าแห้งแบบเยือกแข็งเท่ากับ 
-45 °ซ  นาน 3 ชั่วโมง (freezing step) จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิเป็น -40 °ซ  และปรับความดันเท่ากับ 0.2 มิลลิบาร์ 
นาน 1 ชั่วโมง -35 °ซ  นาน 1 ชั่วโมง -30 °ซ  นาน 1 ชั่วโมง -25 °ซ  นาน 1 ชั่วโมง -20 °ซ  นาน 1 ชั่วโมง -15 °
ซ  นาน 1 ชั่วโมง -10 °ซ  นาน 1 ชั่วโมง -5 °ซ  นาน 1 ชั่วโมง 0 °ซ  นาน 1 ชั่วโมง 10 °ซ  นาน 1 ชั่วโมง 20 °ซ  
นาน 1 ชั่วโมง หลังท าแห้งวัคซีนเสร็จท าการเก็บวัคซีนที่อุณหภูมิ 2-8  °ซ  รอการทดสอบต่อไป  
5.การทดสอบวัคซีน หลังการท าแห้งมีดังนี้ 

5.1 การตรวจสอบคุณสมบัติทั่วไป ได้แก่ 
5.1.1 ลักษณะทางกายภาพ ต ารับละ 15 ขวด โดยการดูลักษณะเนื้อวัคซีนในขวดต้องมีเนื้อเป็นเค้ก 
(cake) เนื้อวัคซีนสม่ าเสมอมีผิวหน้าเรียบเป็นมัน  วัคซีนเป็นก้อนพองตัวดี สีขาวน้ านม (ส านัก
เทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2560) 
5.1.2 การตรวจสภาพสุญญากาศ ต ารับละ 50 ขวด โดยใช้เครื่องมือตรวจสุญญากาศผ่านประจุไฟฟูา
เข้าบริเวณสุญญากาศ จะเกิดสีเขียวอมฟูาไปจนถึงสีม่วงเข้มในขวดบรรจุวัคซีน (ส านักเทคโนโลยีชีว
ภัณฑ์สัตว์, 2559) 
5.1.3 การทดสอบการละลาย (Reconstitution) ต ารับละ 3 ขวด ละลายวัคซีนด้วยน้ ายาละลาย 
(0.1% NaCl) ปริมาตร 10 มล. เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 2-5 นาที ต้องไม่พบตะกอนหรือส่วนที่ไม่ละลาย
เกาะบริเวณขวดวัคซีน จึงผ่านการทดสอบ (ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2561ก) 

5.2 การทดสอบหาปริมาณความชื้น ต ารับละ 5 ขวด โดยวิธีการของ Karl Fischer ผลที่ได้ต้องมีปริมาณ
ความชื้นของวัคซีนท าแห้งไม่เกิน 4% (ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2561ข) 

5.3 การทดสอบความบริสุทธ์ิของวัคซีน (Purity test) ต ารับละ 3 ขวด โดยน าตัวอย่างวัคซีนมาละลาย
ด้วยน้ ายาละลาย 10 มล. แล้วดูดมา 0.1 มล. หยดลงบนแผ่นสไลด์แล้วย้อมแกรม เชื้อ B. abortus 
จะติดสี Gram,s negative รูปร่าง shot rod ขนาดยาวประมาณ 0.6-1.5 ไมครอน กว้างประมาณ 
0.5-0.7 ไมครอน ไม่สร้างสปอร์ และไม่ติดสี bipolar จากนั้นดูดตัวอย่างวัคซีนที่เหลือมา 0.1 มล. 
เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptose agar slant ในหลอดทดลองขนาด 16x150 มม. บ่มที่อุณหภูมิ 37 
°ซ  นาน 4 วัน ลักษณะโคโลนีของเชื้อจะยอมให้แสงผ่านได้ซ่ึงจะต่างจากเชื้อปนเปื้อนทั่วไป  (ส านัก
เทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2561ค) 

5.4 การทดสอบปริมาณเชื้อมีชีวิต (viable organism) ต ารับละ 3 ขวด โดยน าตัวอย่างวัคซีนมาละลาย
ด้วยน้ ายาละลาย 10 มล. แล้วดูดมา 1 มล. ท า ten-fold dilution ด้วย peptone saline ปริมาตร 
9 มล. ในหลอดทดลองขนาด 25x150 มม. จาก 10-1  ถึง 10-8 แล้วดูดมา 0.1 มล. หยดลงบน 
tryptose agar plate ขนาด 100x15 มม. จานละ 0.1 มล. จ านวน 3 จาน ใช้แท่งแก้วสามเหลี่ยม 

6Kollidon®90 F, Germany 7SuperTab®21AN, Germany 8Telstar, Spain    
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เกลี่ยให้เชื้อกระจายทั่วผิวหน้าอาหาร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °ซ  โดยคว่ าหน้าอาหารลง นาน 4 วัน
จึงน าออกมานับจ านวนโคโลนี หาค่าเฉลี่ยต่อ มล. ผลผ่านต้องมีค่าเฉลี่ยไม่ต่ ากว่า 50  x 109 

CFU/dose (ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2561ง) 
6. การวิเคราะห์ผล  

เปรียบเทียบผลการทดสอบของวัคซีนแต่ละต ารับเทียบกับเกณฑ์มาตรฐาน โดยผลการทดสอบปริมาณเชื้อ
มีชีวิต (viable organism) แสดงผลเป็น mean±SD หน่วยเป็น CFU/dose  
 

ผล 
ผลทดสอบวัคซีนทั้ง 5 สูตรต ารับได้ผลดังนี้ (ตารางที่ 1) ผลทดสอบคุณสมบัติทั่วไปพบว่าการทดสอบ

ลักษณะทางกายภาพทุกต ารับ เนื้อวัคซีนเป็นเค้ก มีความสม่ าเสมอ ผิวหน้าเรียบเป็นมัน ผ่านเกณฑ์สภาพ
สุญญากาศ การละลายเป็นเนื้อเดียวกันกับน้ ายาละลายหลังผสมประมาณ 2-5 นาที แต่พบว่าสูตรต ารับ 3, 4 และ 
5 ละลายได้ยากกว่าสูตรต ารับ 1 และ 2 อย่างชัดเจน ซ่ึงสูตรต ารับที่ 1 และ 2 สามารถละลายได้ทันทีหลังผสม
น้ ายาละลายวัคซีน ขณะที่สูตรต ารับที่ 3, 4 และ 5 ใช้เวลานานกว่าและสารละลายมีความหนืดกว่ามาก แม้จะ
สามารถละลายได้ใน 5 นาที ผลทดสอบปริมาณความชื้นทุกสูตรต ารับน้อยกว่า 4% โดยได้ค่าความชื้นที่ 1 .25%, 
1.72%, 0.97%, 0.79% และ 1.25% ตามล าดับ ผลทดสอบความบริสุทธ์ิผ่านเกณฑ์ทุกต ารับ ผลทดสอบปริมาณ
เชื้อมีชีวิตก่อนท าแห้งได้ 294.67±8.33, 301.33±8.33, 217.33±2.31, 205.00±6.63 และ 225.78±8.97 x 109 

CFU/dose ตามล าดับ (ตารางที่ 2) ผลทดสอบปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งของสูตรต ารับที่ 1 ถึง 5 เท่ากับ 
86.67±4.16, 88.00±6.63, 6.80±0.84, 34.93±1.10 และ 24.80±0.87 x 109 CFU/dose ตามล าดับ (ตารางที่ 
2) พบว่าสูตรต ารับที่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานที่ 50 x 109 CFU/dose ได้แก่ สูตรต ารับที่ 1 และ 2 เท่านั้น (ตารางที่ 2)  

จากผลการทดลองพบว่าสูตรวัคซีนต ารับที่ 2 เป็นสูตรต ารับที่มีปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งสูงที่สุดแต่ยัง
ใกล้เคียงกับสูตรต ารับที่ 1  

 
วิจารณ์ 

จากตารางที่ 2 พบว่าทุกสูตรต ารับมีปริมาณเชื้อมีชีวิตลดลงหลังท าแห้งไปในทางเดียวกัน แต่ เม่ือ
เปรียบเทียบสเตบิไลเซอร์ 2 กลุ่ม คือ กลุ่มปกติที่ใช้ในการผลิตวัคซีนปัจจุบัน ได้แก่ สูตรต ารับ 1 และ 2 ที่ใช้
อาหารเลี้ยงเชื้อและสเตบิไลเซอร์ ได้แก่ enzymatic digest of casein, sucrose และ sodium glutamate กับ
สูตรต ารับ 3 และ 4 ที่ใช้สเตบิไลเซอร์ชุดใหม่ ได้แก่ PVP และ lactose พบว่าสูตรต ารับที่ 3 และ 4 ตามสัดส่วนที่
ทดลองอาจไม่เหมาะในการใช้เป็นสเตบิไลเซอร์ส าหรับเชื้อ B. abortus สเตรน 19 เนื่องจากมีปริมาณเชื้อมีชีวิต
หลังท าแห้งน้อยกว่าสูตรเดิม ซ่ึงผลท่ีได้สอดคล้องกับ Garcia-Carrillo  (1981) ที่พบว่า 5% PVP ให้ปริมาณเชื้อมี
ชีวิตหลังการท าแห้งต่ าสุด ถึงแม้จะไม่สอดคล้องกับการศึกษาของ Zakhlebnaia และ Laukner (1991) ที่ใช้ 5% 
PVP เป็นสเตบิไลเซอร์และให้ปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังการท าแห้งสูง นอกจากนี้พบว่า  PVP และ lactose ท าให้
วัคซีนหนืดกว่าปกติส่งผลต่อการท าละลายเวลาน าวัคซีนไปใช้ โดยความหนืดในการละลายจะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณ
ของ PVP และ lactose ในสัดส่วนที่เพ่ิมขึ้น ส่วนการใส่สเตบิไลเซอร์ทุกชนิดรวมกันตามสูตรต ารับที่ 5 ได้แก่ 
enzymatic digest of casein, sucrose, sodium glutamate, PVP และ lactose นั้นไม่มีส่วนช่วยให้ปริมาณ
เชื้อคงเหลือหลังการท าแห้งคงเหลือมากขึ้นเม่ือเทียบกับสูตรต ารับที่ 1 และ 2 นอกจากนี้ยังท าให้วัคซีนมีการ
ละลายช้าที่สุดและหนืดที่สุดจากสูตรต ารับทั้งหมด 
 วัคซีนสูตรต ารับที่ 1  ซ่ึงใช้สเตบิไลเซอร์มาตรฐาน คือ 2.5% enzymatic digest of casein, 5% 
sucrose และ 1% sodium glutamate ให้ปริมาณเชื้อหลังท าแห้งที่ 86.67±4.16 ซ่ึงผ่านเกณฑ์มาตรฐาน 
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ในขณะที่สูตรต ารับที่ 2 คือ สูตรที่ใช้สเตบิไลเซอร์ เป็น 2 เท่าของวัคซีนสูตรต ารับที่ 1 พบว่ามีปริมาณเชื้อมีชีวิต
หลังท าแห้งมากกว่าสูตรต ารับที่ 1 แต่ยังใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นว่าชนิดของสเตบิไล-เซอร์มาตรฐานที่เป็นสูตร
ต ารับที่ใช้ในปัจจุบันมีความเหมาะสมต่อการผลิตวัคซีนบรูเซลโลซีส สเตรน 19 ของสทช.มากที่สุด แต่จากผลการ
ทดลองทีเ่พ่ิมปริมาณความเข้มข้นของสเตบิไลเซอร์เป็นสองเท่าจากสูตรต ารับเดิม  ได้แก่ สูตรต ารับที่ 2 นั้น 
ปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังการท าแห้งเพ่ิมขึ้นแต่ยังไม่แตกต่างกันชัดเจน แสดงให้เห็นว่าปัจจัยเรื่องปริมาณความเข้มข้น
ของสเตบิไลเซอร์ แม้มีผลกับปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งเพียงเล็กน้อยแต่ยังมีแนวโน้มไปในทางเดียวกัน คือ หาก
เพ่ิมปริมาณความเข้มข้นของสเตบิไลเซอร์จะท าให้ปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งเพ่ิมขึ้นด้วย จึงควรศึกษาเพ่ิมเติม
เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมกับปริมาณเชื้อมีชีวิตก่อนท าแห้งเพ่ือให้ได้ปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งมากที่สุด 
เช่น การเพ่ิมปริมาณความเข้มข้นของสเตบิไลเซอร์มากกว่า 2 เท่าอาจท าให้ปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งเพ่ิมขึ้ น
ชัดเจน เป็นต้น  
 นอกจากนี้ผลการทดลองดังกล่าวยังช่วยให้เห็นว่าถ้าตัดเรื่องปัจจัยความเข้มข้นของสเตบิไล -เซอร์ตามที่
ได้กล่าวไป ปัจจัยที่มีผลต่อปริมาณเชื้อหลังการท าแห้งอาจไม่ได้มาจากปัญหาสูตรต ารับหรือชนิดของสเตบิไลเซอร์ 
แต่อาจเกิดจากปัญหาอ่ืน จึงเห็นว่าควรมีการศึกษาต่อถึงปัจจัยด้านอ่ืนที่อาจมีผลต่อปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังการท า
แห้ง เช่น กระบวนการท าแห้ง คุณภาพของเชื้อต้ังต้น และสารเคมีที่น ามาใช้ท าสเตบิไลเซอร์ เป็นต้น เพ่ือน ามา
ปรับปรุงให้มีปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งมากกว่านี้และเพ่ือน าไปปรับปรุงคุณภาพวัคซีนให้ดีขึ้นต่อไป 
 

สรุป 
จากการทดลองนี้พบว่าสูตรวัคซีนต ารับที่ 1 และ 2 มีปริมาณเชื้อมีชีวิตหลังท าแห้งใกล้เคียงกัน จึงเห็น

ว่าควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือให้เห็นความแตกต่างชัดเจนกว่านี้ และศึกษาถึงปัจจัยอ่ืนที่อาจมีผลต่อปริมาณเชื้อมี
ชีวิตหลังท าแห้งต่อไป  

 
กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณนายสัตวแพทย์ จาตุรนต์ พลราช ผู้อ านวยการสทช. นายสัตวแพทย์อนันต์ ท้าวเพชร ที่ปรึกษา
โครงการ คณะกรรมการพัฒนาวิชาการ กองบรรณาธิการวารสารชีวผลิตภัณฑ์ รวมทั้งเจ้าหน้าที่หน่วยผลิตวัคซีนบ
รูเซลโลซีสและแอนติเจน ฝุายผลิตวัคซีนแบคทีเรีย ส าหรับความช่วยเหลือในการผลิตวัคซีนสูตรต่างๆ ฝุายทดสอบ
วัคซีนแบคทีเรีย ส าหรับความอนุเคราะห์ในการทดสอบวัคซีน 

 
เอกสารอ้างอิง 

มนยา เอกทัตร์ 2546 โรคบรูเซลโลซีส หนังสือประกอบการฝึกอบรม Zoonosis โรคติดต่อระหว่างสัตว์และคน 
สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ กรุงเทพ ฯ หน้า 98-108 

มนยา เอกทัตร์ 2552 โรคบรูเซลโลซีสและการชันสูตรในประเทศไทย สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ 
กรุงเทพ ฯ หน้า 47-64  

สมพงษ์ บันลือพงศ์พันธุ์ ธีระ รักความสุข อนุชัย ภิญโญภูมิมินทร์ อดิศร ยะวงศา วราพร พิมพ์ประไพ สุขสันต์ ฉ่ า
สิงห์ ศรีสมัย วิริยะรัมภะ มนธิชา สุวรรณวงศ์ สมยศ ก้านขุนทด และ ลักษณ์ เพียซ้าย 2556 กรณีศึกษา
การติดเชื้อบรูเซลลา (Brucella spp.) ในเกษตรกรผู้เลี้ยงแพะหรือแกะที่มีอาการไข้และเข้ารับการรักษาที่
โรงพยาบาลในจังหวัดนครปฐม เอกสารการประชุมวิชาการแห่งชาติ ครั้งที่ 10 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
วิทยาเขตก าแพงแสน หน้า 3233-3288 
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ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 2559 มาตรฐานวิธีปฏิบัติงาน: การใช้เครื่อง Vacuum Leak Detector, SOP - Br 
– 038 งานผลิตวัคซีนบรูเซลโลซีสและแอนติเจน ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุ-สัตว์ หน้า 1-4 

ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 2560 Finished Product Specification วัคซีนบรูเซลโลซีส, FPS - QCB – 003 
ฝุายทดสอบคุณภาพวัคซีนแบคทีเรีย ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ หน้า 1-3 

ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 2561ก มาตรฐานวิธีปฏิบัติงาน : การทดสอบการละลาย  (Reconstitution) ของ
วัคซีนบรูเซลโลซีส, SOP - QCB – 019 ฝุายทดสอบคุณภาพวัคซีนแบคทีเรีย  ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์
สัตว ์กรมปศุสัตว์ หน้า 1-3 

ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 2561ข มาตรฐานวิธีปฏิบัติงาน: การทดสอบหาปริมาณความชื้น , SOP - QCSD – 
004 ฝุายทดสอบคุณภาพวัคซีนแบคทีเรีย ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ หน้า 1-3 

ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 2561ค มาตรฐานวิธีปฏิบัติงาน: การทดสอบความบริสุทธิ์ (Purity test) ของวัคซีน 
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ตารางท่ี 1 ผลทดสอบลักษณะวัคซีนทางกายภาพ การทดสอบการละลาย สภาพสุญญากาศ ความบริสุทธ์ิของเชื้อและ
ปริมาณความชื้นของวัคซีน 5 สูตรต ารับ  

 
 

ตารางท่ี 2 ค่าเฉลี่ยปริมาณเชื้อมีชีวิตก่อนและหลังท าแห้งวัคซีน (n=3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สูตร ลักษณะทาง
กายภาพ (n=15) 

การละลาย    
  (n=3) 

สภาพสุญญากาศ 
(n=50) 

ความบริสุทธ์ิ 
(n=3) 

ค่าเฉล่ียปริมาณ
ความชื้น(%) 

(n=5) 
1 ผ่าน ผ่าน ผ่าน ผ่าน 1.25 
2 ผ่าน ผ่าน ผ่าน ผ่าน 1.72 
3 ผ่าน ผ่าน ผ่าน ผ่าน 0.97 
4 ผ่าน ผ่าน ผ่าน ผ่าน 0.79 
5 ผ่าน ผ่าน ผ่าน ผ่าน 1.25 

 
หมายเหตุ ลักษณะทางกายภาพ เนื้อวัคซีนต้องเป็นก้อนพองตัว สีขาวน้ านม 

 
  

การทดสอบการละลาย ต้องละลายภายใน 5 นาที 

 
  

ความบริสุทธ์ิ ต้องมีเฉพาะเช้ือ B. abortus เท่านั้น 
 

  
ปริมาณความช้ืน ไม่มากกว่า 4% 

  

สูตร
ต ารับ 

ปริมาณเชื้อก่อนท าแห้ง 
(x109 CFU/dose) 

Mean + SD 

ปริมาณเชื้อหลังท าแห้ง 
(x109 CFU/dose) 

Mean + SD 
1 294.67±8.33 86.67±4.16 
2 301.33±8.33 88.00±6.63 
3 217.33±2.31 6.80±0.84 
4 205.00±6.63 34.93±1.10 
5 225.78±8.97 24.80±0.87 
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Study on optimal lyophilization formulation of Brucellosis vaccine strain 19 
 

Jinnapat Panchaphanpong1  Supaya Trekamon1 
 

Abstract 
The objective of the study is to find the best formulation of Brucellosis strain 19 

lyophilized-vaccine production for the Bureau of Veterinary Biologics (BVB). There are 5 
formulations that each formulation included 1 ml of Brucella abortus strain19 and various 1 
ml of stabilizers. The formulations of each stabilizer are the formulation no.1; 2.5% w/v 
enzymatic digest of casein, 5% w/v sucrose, 1% w/v sodium glutamate in sterile distilled 
water, the formulation no.2; 5% w/v enzymatic digest of casein, 10% w/v sucrose, 2% w/v 
sodium glutamate in sterile distilled water, the formulation no.3; 5% w/v PVP, 10% w/v 
lactose in sterile distilled water, the formulation no.4; 10% w/v PVP, 20% w/v lactose in sterile 
distilled water and the formulation no.5; 2.5% w/v enzymatic digest of casein, 5% w/v sucrose, 
1% w/v sodium glutamate, 5% w/v PVP, 10% w/v lactose in sterile distilled water. The finished 
formulated vaccines are tested for property test, moisture extent test, purity test  and viable 
count test before and after lyophilization. 

The result of this study is all of the formulations pass for property test and purity test. 
The results of moisture extent test are 1.25%, 1.72%, 0.97%, 0.79% and 1.25%, respectively. 
The results of viable bacteria count tests after lyophilization are 86.67±4.16, 88.00±6.63, 
6.80±0.84, 34.93±1.10 and 24.80±0.87 x 109 CFU/dose, respectively. However, the number of 
viable bacteria of the formulation no. 2 after lyophilization is similar to the formula no.1.  

In conclusion, the kind of stabilizer in formulation no.1 and 2 is suitable for Brucellosis 
stain 19 lyophilized-vaccine production of BVB. However, the further studying about 
concentrations of the stabilizer is suggested. The other factors that affect the viable bacteria 
after lyophilization are necessarily study.  
 
 
 
 
Keywords: Lyophilization,          formulation,          Brucellosis vaccine strain 19 
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การวิเคราะห์แนวโน้มความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณความชื้นและปริมาณไวรัสของ 
วัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ 

 
สุพายา ตรีกมล1  จิณณพัต ปัญจพันธ์พงศ์1 

 
บทคัดย่อ 

การศึกษานี้เป็นการรวบรวมข้อมูลผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบ
ติดต่อในไก่ จ านวน 3 ปีย้อนหลัง ต้ังแต่ปี พ.ศ.2560-2562 จัดท าเป็นกราฟวิเคราะห์แนวโน้ม (Trend analysis) 
ปริมาณไวรัสและปริมาณความชื้นโดยการค านวณค่า standard deviation เพ่ือประเมินความสม่ าเสมอของ
คุณภาพวัคซีน (consistency) ซ่ึงเป็นกา รทบทวนคุณภาพผลิตภัณฑ์ (Annual Product Review) ตา ม
ข้อก าหนด GMP และประเมินความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไวรัสและปริมาณความชื้น โดยการค านวณหาค่า 
Correlation coefficient  

จากการรวบรวมข้อมูลจัดท ากราฟและค านวณค่า standard deviation เพ่ือวิเคราะห์แนวโน้มของ
ผลิตภัณฑ์ (Trend Analysis) พบว่าผลการทดสอบการหาปริมาณไวรัสนิวคาสเซิลสเตรน ลาโซต้าและหลอดลม
อักเสบติดต่อในไก่ โดยส่วนใหญ่อยู่ในช่วง ±3SD แต่พบว่ามีเพียง 2 ชุดการผลิตอยู่นอกช่วง ±3SD  แต่มากกว่า
เกณฑ์ยอมรับขั้นต่ าของผลิตภัณฑ์ (lower specification limit, LSL) และผลการทดสอบปริมาณความชื้น โดย
ส่วนใหญ่อยู่ในช่วง ±3SD มีเพียง 2 ชุดการผลิตที่ ค่าอยู่นอกช่วง ±3SD แต่ไม่เกินเกณฑ์ยอมรับสูงที่สุดของ
ผลิตภัณฑ์ (upper specification limit, USL) แสดงให้เห็นว่าวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อใน
ไก่ มีความสม่ าเสมอในคุณภาพของผลิตภัณฑ์ 

จากการค านวณหาค่า  Correlation coefficient ของปริมาณไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า และ
ปริมาณไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ พบว่าปริมาณเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดมีความสัมพันธ์ไปในทิศทางเดียวกัน 
แต่มีทิศทางตรงกันข้ามกับปริมาณความชื้น ซ่ึงจากผลท่ีได้ท าให้สามารถน าไปคาดการณ์ทิศทางปริมาณเชื้อไวรัส
ทั้งสองชนิดและปริมาณความชื้นในวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ของส านักเทคโนโลยีชีว
ภัณฑ์สัตว์ได้ โดยถ้าหากปริมาณไวรัสชนิดใดมีค่าสูงขึ้น ปริมาณไวรัสอีกชนิดหนึ่งจะมีค่าสูงไปด้วยแต่ปริมาณ
ความชื้นจะลดลง  

 
 
  
ค าส าคัญ: การวิเคราะห์แนวโน้ม  วัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่    

ปริมาณไวรัส   ปริมาณความชื้น 
 
 
 
 
 
 
 
1 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์  อ.ปากช่อง  จ.นครราชสีมา 30130 
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บทน า 
 ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่องการก าหนดรายละเอียดเก่ียวกับหลักเกณฑ์และวิธีการในการผลิต
ยาแผนปัจจุบัน และแก้ไขเพ่ิมเติมหลักเกณฑ์และวิธีการในการผลิตยาแผนโบราณตามกฎหมายว่ าด้วยยา พ.ศ.
2559 หมวดที่ 1 การบริหารคุณภาพ ข้อ 8 การทบทวนคุณภาพผลิตภัณฑ์ ก าหนดว่าสถานที่ผลิตยาต้องมีการ
ทบทวนคุณภาพผลิตภัณฑ์ยา (Annual Product Review) โดยให้ท าเป็นระยะอย่างสม่ าเสมอหรือหมุนเวียนกัน
ท า วัตถุประสงค์ในการทบทวนจะต้องครอบคลุมเรื่องความสม่ าเสมอของกระบวนการผลิตและการควบคุมความ
เหมาะสมของข้อก าหนดที่ใช้ในปัจจุบันส าหรับวัตถุดิบและผลิตภัณฑ์ยาส าเร็จรูป เพ่ือพิจารณาแนวโน้มและเพ่ือ
พัฒนาผลิตภัณฑ์และกระบวนการให้ดียิ่งขึ้น การทบทวนเหล่านี้  ต้องท าเป็นลายลักษณ์อักษรเป็นประจ าทุกปี 
ข้อมูลที่รวบรวมในแต่ละรายการควรจัดท าให้อยู่ในรูปแบบที่แสดงผลชัดเจนสะดวกในการพิจารณา เช่น อยู่ใน
รูปแบบตาราง  กราฟ ที่สามารถวิเคราะห์ แนวโน้ มของผลในอนาคตได้  ( Trend analysis) (ส า นักงา น
คณะกรรมการอาหารและยา,2559) 
 การทบทวนคุณภาพผลิตภัณฑ์ยา (Annual Product Review) ด้วยการวิเคราะห์แนวโน้ม(Trend 
analysis) จะท าให้ผู้ผลิตได้ข้อมูลที่สามารถท าให้ทราบถึงความสม่ าเสมอของผลิตภัณฑ์และความสม่ าเสมอของ
กระบวนการผลิตเพ่ือน าข้อมูลที่ได้มาพัฒนากระบวนการผลิต ให้ดียิ่งขึ้น ซ่ึงการวิเคราะห์แนวโน้ม (Trend 
analysis) ต้องมีการประเมินผลการทบทวน เพ่ือน าผลการทบทวนนั้นมาหาแนวทางการแก้ไข และปูองกันการ
เกิดซ้ าต่อไป การด าเนินการดังกล่าวเป็นเครื่องมือหนึ่งในการตรวจสอบตนเองของผู้ผลิตที่ช่วยให้การบริหาร
จัดการคุณภาพเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ เพ่ือเป็นหลักประกันว่าผูผ้ลิตมีขีดความสามารถในการผลิตยาชีววัตถุที่
มีคุณภาพมาตรฐานเป็นที่ยอมรับของสากล นอกจากนั้นยังท าให้สามารถคาดการณ์ขีดจ า กัดเตือน (Alert limit) 
ซ่ึงหมายถึง เกณฑ์หรือขอบเขตที่ก าหนดขึ้นเพ่ือเป็นการเตือนถึงแนวโน้มที่ค่าแสดงความเปลี่ยนแปลงจากสภาวะ
ปกติซ่ึงไม่จ าเป็นต้องปฏิบัติการแก้ไข แต่ต้องมีการสืบสวนติดตาม และขีดจ า กัดปฏิบัติการ (Action limit) 
หมายถึง เกณฑ์หรือขอบเขตที่ก าหนดขึ้น ซ่ึงถ้าอยู่นอกเหนือจากเกณฑ์นี้จะต้องได้รับการติดตามและปฏิบัติการ
แก้ไขโดยทันที ถ้าหากผู้ผลิตทราบถึงเกณฑ์เหล่านี้ก็จะสามารถหาแนวทางแก้ไขปูองกันการเกิดซ้ าได้ (ส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา,2559) นอกจากนั้นการประเมินผลการวิเคราะห์แนวโน้ม (Trend analysis) ของผล
การทดสอบคุณภาพเชิงปริมาณโดยการค านวณทางสถิติด้วยวิธีการหาค่า สัมประสิทธ์สหสัมพันธ (Correlation 
coefficient) ยังท าให้เห็นถึงแนวโน้มทิศทางและระดับความสัมพันธ์ของผลการทดสอบแต่ละอย่างของผลิตภัณฑ์
ชนิดเดียวกันส่งผลให้สามารถคาดการณ์แนวโน้มทิศทางของปริมาณได้ (อรุณ, 2558) 
 โรคนิวคาสเซิลและโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ เป็นโรคระบาดที่ร้ายแรงของไก่ ซ่ึงก่อให้เกิดความ
เสียหายทางเศรษฐกิจอย่างมาก ปัจจุบันส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์  (สทช.) ผลิตวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและ
หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ ซ่ึงเป็นวัคซีนไวรัสเชื้อเป็นรวมกันสองชนิดคือวัคซีนนิวคาสเซิล     สเตรน ลาโซต้า ซ่ึง
เป็นเชื้อชนิดไม่รุนแรงและวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่สเตรนท้องถิ่น ซ่ึงเป็นชนิดเชื้ออ่อนสามารถให้ความ
คุ้มโรคนิวคาสเซิลและโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ได้ดี ผลิตจากไข่ไก่ฟักปลอดเชื้อเฉพาะ ( SPF) ในรูปแบบ
วัคซีนผงแห้ง (lyophilized vaccine) บรรจุในขวดภายใต้สุญญากาศ วัคซีน 1 โด๊ส ประกอบไปด้วยไวรัสนิวคาส
เซิล สเตรนลาโซต้าไม่น้อยกว่า 106 EID50 และไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่สเตรนท้องถิ่นไม่น้อยกว่า 10 3.5 

EID50 (นันทนาและคณะ, 2539; OIE,2008) และมีค่าความชื้นไม่เกิน 4% (ASEAN,1998)  
 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ ผลิตวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ ระหว่างปีพ.ศ. 
2560-2562 จ านวน 125 ชุด โดยส่งทดสอบคุณภาพโดยการหาปริมาณเชื้อไวรัสและปริมาณความชื้นที่ฝุาย
ทดสอบคุณภาพวัคซีนสัตว์ปีก ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ แต่ยังไม่มีการวิเคราะห์แนวโน้ม (Trend analysis) 
คุณภาพของวัคซีน โดยผลการทดสอบที่แสดงถึงคุณภาพของวัคซีนเชื้อเป็นคือ ปริมาณเชื้อไวรัส เนื่องจากปริมาณ
แอนติเจนมีผลต่อประสิทธิภาพของวัคซีนในการคุ้มโรค (Layton and Sandhy, 1984)   
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การศึกษาครั้งนี้เป็นการรวบรวมข้อมูลผลการทดสอบคุณภาพของวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลม
อักเสบติดต่อในไก่ จ านวน 3 ปีย้อนหลัง ต้ังแต่ปี พ.ศ.2560 -2562 จัดท าเป็นกราฟวิเคราะห์แนวโน้ม (Trend 
analysis) ปริมาณเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า ปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่และปริมาณ
ความชื้น โดยการค านวณค่า standard deviation เพ่ือประเมินความสม่ าเสมอของคุณภาพวัคซีน (consistency)  
และหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า ปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ
ในไก่และปริมาณความชื้นโดยการค านวนค่า Correlation coefficient  

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

1. รวบรวมข้อมูลผลการทดสอบการหาปริมาณไวรัสและปริมาณความชื้นของวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและ
หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่จากฝุายทดสอบคุณภาพวัคซีนสัตว์ปีก ต้ังแต่ปี พ.ศ.2560-2562  

2. ค านวณหาค่า mean ,ค่า standard deviation (SD) เพ่ือประเมินความสม่ าสมอของคุณภาพวัคซีน 
3. ค านวนหาค่า mean±2SD และ mean±3SD  เพ่ือหาช่วงเกณฑ์ขีดจ ากัดเตือน (Alert limit) และ

ขีดจ ากัดปฏิบัติการ (Action  limit) ตามล าดับ และก าหนดให้ค่า  mean+3SD เป็น upper control 
limit (UCL) และค่า mean-3SD เป็น lower control limit (LCL) (เพียรกิจ,2559) 

4. ค านวนหาค่า Correlation coefficient (r) เพ่ือวิเคราะห์แนวโน้ม (Trend analysis) หาความสัมพันธ์
ระหว่างปริมาณไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า,ปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่และปริมาณ
ความชื้น  โดยใช้สูตร (อรุณ,2558) 
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ก าหนดให้            r   เป็น ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ 
           

2D เป็น ผลรวมของก าลังสองของผลต่างของอันดับแต่ละคู่ 
N  เป็น ขนาดของกลุ่มตัวอย่าง 

โดยถ้าหาก r มีเครื่องหมาย + หมายถึง การมีความสัมพันธ์กันไปในทิศทางเดียวกัน (ตัวแปรหนึ่งมีค่าสูง 
อีกตัวหนึ่งจะมีค่าสูงไปด้วย) และหาก r มีเครื่องหมาย - หมายถึง การมีความสัมพันธ์กันไปในทิศทางตรงกันข้าม 
(ตัวแปรหนึ่งมีค่าสูง ตัวแปรอีกตัวหนึ่งจะมีค่าต่ า) ประเมินระดับความสัมพันธ์จากค่า r โดยหากมีค่าเข้าใกล้ -1 
หรือ 1 แสดงถึงการมีความสัมพันธ์กันในระดับสูง  แต่หากมีค่าเข้าใกล้ 0 แสดงถึงการมีความสัมพันธ์กันในระดับ
น้อยหรือไม่มีเลย  โดยใช้เกณฑ์ดังนี้ (Hinkle, 1998) 
  ค่า  r ระดับของความสัมพันธ์ 
 0.90 - 1.00 มีความสัมพันธ์กันสูงมาก 
 0.70 - 0.90 มีความสัมพันธ์กันในระดับสูง 
 0.50 - 0.70 มีความสัมพันธ์กันในระดับปานกลาง 
 0.30 - 0.50 มีความสัมพันธ์กันในระดับต่ า 
 0.00 - 0.30 มีความสัมพันธ์กันในระดับต่ ามาก 

5. น าข้อมูลที่ได้มาจัดท าในรูปแบบกราฟ ดังนี้ 
5.1 กราฟแนวโน้มปริมาณไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า 
5.2 กราฟแนวโน้มปริมาณไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ 
5.3 กราฟแนวโน้มปริมาณความชื้น 
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5.4 กราฟแนวโน้มความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า และปริมาณ 
     ไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ 
5.5 กราฟแนวโน้มความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้าและปริมาณ   
     ความชื้น 
5.6 กราฟแนวโน้มความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่และปริมาณ   
     ความชื้น 

6.วิเคราะห์ผล  
7.สรุปผลและจัดท ารายงานการวิจัย 
 

ผล 
 การรวบรวมข้อมูลผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่  จ านวน 3 
ปีย้อนหลัง ต้ังแต่ ปีพ.ศ.2560-2562 จ านวน 125 ชุดการผลิต พบว่าผลการทดสอบการหาปริมาณไวรัสนิวคาสเซิล 
สเตรน ลาโซต้า มีค่า mean±SD เท่ากับ 106.84± 0.59 EID50/dose มีค่า  mean±2SD อยู่ในช่วง105.66-108.02 

EID50/dose มีค่า mean±3SD อยู่ในช่วง105.07-108.61 EID50/dose (ตารางที่1, กราฟที่1)   
การทดสอบการหาปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่  มีค่า mean±SD เท่ากับ 104.46±1.09 

EID50/dose มีค่า  mean±2SD อยู่ ในช่วง102.28-106.64EID50/dose มีค่า  mean±3SD อยู่ ในช่วง 101.08-107.91 
EID50/dose (ตารางที่1, กราฟที่2)  

การทดสอบการหาปริมาณความชื้นมีค่า mean±SD เท่ากับ 2.69±0.41% มีค่า mean±2SD อยู่ในช่วง
1.87-3.52% มีค่า mean±3SD อยู่ในช่วง 1.45-3.94% (ตารางที่1, กราฟที่3)  

การหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้าและปริมาณไวรัสหลอดลมอักเสบ
ติดต่อในไก่ ได้ค่า Correlation coefficient เท่ากับ +0.3261 (ตารางที่ 2, กราฟที่ 4)  

การหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า และปริมาณความชื้น ได้ค่า 
correlation coefficient เท่ากับ -0.5921(ตารางที่2, กราฟที่5)  

การหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ และปริมาณความชื้น ได้ค่า 
correlation coefficient เท่ากับ -0.0780 (ตารางที่2, กราฟที่ 6)  
   

วิจารณ์ 
 จากผลการรวบรวมข้อมูลผลการทดสอบการหาปริมาณไวรัสและปริมาณความชื้นของวัคซีนรวมนิวคาส
เซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ จ านวน 125 ชุดการผลิต เพ่ือเป็นการทบทวนคุณภาพผลิตภัณฑ์ ( Annual 
Product Review) พบว่าผลการทดสอบการหาปริมาณไวรัสนิวคาสเซิลสเตรน ลาโซต้าและหลอดลมอักเสบติดต่อ
ในไก่ โดยส่วนใหญ่อยู่ในช่วงค่าเฉลี่ย ±3SD แต่พบว่ามีเพียง 2 ชุดการผลิตอยู่นอกช่วงค่าเฉลี่ย ±3SD  แต่มากกว่า
เกณฑ์ยอมรับขั้นต่ าของผลิตภัณฑ์ ( lower specification limit,LSL) แสดงให้เห็นว่าวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและ
หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ มีความสม่ าเสมอในคุณภาพของผลิตภัณฑ์ (สถาบันชีววัตถุ , 2560) แต่พบว่าค่า  LCL 
ของการทดสอบการหาปริมาณไวรัสน้อยกว่า ค่า LSL ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าความสามารถของกระบวนการผลิตวัคซีน
ในปัจจุบันยังไม่สามารถควบคุมให้ปริมาณไวรัสอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับของผลิตภัณฑ์ ได้อย่างสม่ าเสมอ (เพียรกิจ, 
2559) จึงเห็นควรให้มีการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการทดสอบ (Method validation) การตรวจสอบความ
ถูกต้องของกระบวนการผลิต (Process validation) และควรวิเคราะห์แนวโน้ม (Trend Analysis)  ผลการหา
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ปริมาณไวรัสของวัคซีนเป็นประจ าทุกปี เพ่ือจัดท าแผนการแก้ไขและปูองกัน  (Corrective Action Preventive 
Action, CAPA) วิธีการ,เครื่องมือและอุปกรณ์ได้อย่างถูกต้องเหมาะสมและทันเวลา 

 ผลการทดสอบปริมาณความชื้น โดยส่วนใหญ่อยู่ในช่วง±3SD มีเพียง 2 ชุดการผลิตที่ ค่าอยู่นอกช่วง±
3SD แต่ไม่เกินเกณฑ์ยอมรับของผลิตภัณฑ์ (upper specification limit, USL)  แสดงให้เห็นว่าวัคซีนรวมนิวคาส
เซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ มีความสม่ าเสมอในคุณภาพของผลิตภัณฑ์ (สถาบันชีววัตถุ, 2560) โดยจะเห็น
ได้ว่าค่า UCL ของการทดสอบการหาปริมาณความชื้นมีค่าน้อยกว่า USL ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าความสามารถของ
กระบวนการผลิตวัคซีนในปัจจุบันสามารถควบคุมให้ปริมาณความชื้นอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับของผลิตภัณฑ์ได้อย่าง
สม่ าเสมอ (เพียรกิจ, 2559) 

ผลการหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้าและปริมาณเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ ได้ค่า correlation coefficient เท่ากับ +0.3261 แสดงให้เห็นถึงการมีความสัมพันธ์
กันไปในทิศทางเดียวกัน (ตัวแปรหนึ่งมีค่าสูง อีกตัวหนึ่งจะมีค่าสูงไปด้วย) และ มีความสัมพันธ์กันในระดับต่ า 
(Hinkle, 1998) ผลการหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้าและปริมาณความชื้น 
ได้ค่า correlation coefficient เท่ากับ -0.5921 แสดงให้เห็นถึงการมีความสัมพันธ์กันไปในทิศทางตรงกันข้าม 
(ตัวแปรหนึ่งมีค่าสูง ตัวแปรอีกตัวหนึ่งจะมีค่าต่ า) และมีความสัมพันธ์กันในระดับปานกลาง (Hinkle, 1998) ผล
การหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ และปริมาณความชื้น ได้ค่า correlation 
coefficient เท่ากับ -0.0780 แสดงให้เห็นถึงการมีความสัมพันธ์กันไปในทิศทางตรงกันข้ าม (ตัวแปรหนึ่งมีค่าสูง 
ตัวแปรอีกตัวหนึ่งจะมีค่าต่ า) และมีความสัมพันธ์กันในระดับต่ ามาก (Hinkle, 1998) แสดงให้เห็นว่าปริมาณไวรัส
นิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้ามีความสัมพันธ์ไปในทิศทางเดียวกันกับปริมาณไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ แต่มี
ความสัมพันธ์ไปในทิศทางตรงกันข้ามกับปริมาณความชื้น ตรงกับที่ Bangel dorff (1972) เคยรายงานไว้ว่า
กระบวนการท าแห้งอาจท าให้ปริมาณไวรัสของวัคซีนลดลง ซ่ึงปริมาณความชื้นหรือน้ าที่อยู่ในยาสามารถท าให้เกิด
การเร่งปฏิกิริยา oxidation และ hydrolysis ส่งผลให้เกิดอัตราการเสื่อมสลายทางเคมีและท าให้มีผลกระทบต่อ
คุณภาพของยาโดยอาจท าให้ปริมาณตัวยาส าคัญลดน้อยลงส่งผลต่อประสิทธิภาพและความแรงของยา และยังท า
ให้เพ่ิมการเจริญเติบโตของเชื้อจุลชีพได้อีกด้วย (ศศิประภา , 2561) ซ่ึงผลที่ได้ท าให้สามารถน าไปคาดการณ์
ปริมาณไวรัสทั้งสองชนิดและปริมาณความชื้นในวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ของ สทช.ได้ 
โดยถ้าหากปริมาณไวรัสชนิดใดมีค่าสูงขึ้น ปริมาณไวรัสอีกชนิดหนึ่งจะมีค่าสูงไปด้วยแต่ปริมาณความชื้นจะลดลง 
นอกจากนั้นยังสามารถน าแนวโน้มปริมาณไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า ไปคาดการณ์แนวโน้มปริมาณความชื้น
ได้เนื่องจากมีความสัมพันธ์กันในระดับปานกลาง ซ่ึงถ้าหากสามารถควบคุมให้ปริมาณความชื้นอยู่ในเกณฑ์ที่
ก าหนดไว้ จะมีผลท าให้วัคซีนมีความคงสภาพดีขึ้น เนื่องจากปริมาณความชื้นมีผลต่อองค์ประกอบทางเคมีของ
ยาชีววัตถุที่อยู่ในรูปผงแห้งโดยอาจมีผลท าให้ความคงสภาพของยาลดลง (ธีรนารถและคณะ, 2558) 

แต่ถึงอย่างไรก็ตามยังมีปัจจัยที่ส่งผลกระทบต่อปริมาณไวรัสและปริมาณความชื้น คือ ระยะเวลาการเก็บ
รักษาวัคซีน เนื่องจากระยะเวลามีผลกับความคงสภาพของวัคซีน ซ่ึงการเก็บวัคซีนไว้เป็นเวลานาน อาจท าให้
ความชื้นเพ่ิมมากขึ้น (สถาบันชีววัตถุ,2560)  ซ่ึงการหาความสัมพันธ์ของปริมาณไวรัสและปริมาณความชื้นใน
งานวิจัยนี้เป็นการค านวณจากผลการทดสอบคุณภาพของวัคซีนส าเร็จรูป ซ่ึงไม่มีตัวแปรเรื่องระยะเวลาการเก็บ
รักษามาเก่ียวข้อง ดังนั้นจึงควรศึกษาเพ่ิมเติมถึงปัจจัยเรื่องระยะเวลาการเก็บรักษาวัคซีนที่มีผลต่อปริมาณไวรัส
และปริมาณความชื้นของวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่  เพ่ือน าข้อมูลที่ได้มาประเมินหา
ทิศทางความสัมพันธ์ ท าให้สามารถคาดการณ์แนวโน้มปริมาณไวรัสและปริมาณความชื้นได้ ช่วยให้สามารถวาง
แผนการแก้ไขหรือปูองกันได้ทันเวลา หากปริมาณไวรัสหรือปริมาณความชื้นมีแนวโน้มออกนอกเกณฑ์ข้อก าหนด
ของวัคซีน ส่งผลให้วัคซีนมีคุณภาพตามที่ก าหนดไว้ 
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สรุป 
 จากการการทบทวนคุณภาพผลิตภัณฑ์ (Annual Product Review) โดยการรวบรวมข้อมูลผลการ
ทดสอบคุณภาพวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ของ สทช. จ านวน 3 ปีย้อนหลัง ต้ังแต่ ปี
พ.ศ.2560-2562 น ามาจัดท าเป็นกราฟวิเคราะห์แนวโน้ม (Trend analysis) ของปริมาณเชื้อไวรัสและปริมาณ
ความชื้น โดยการค านวณค่า standard deviation เพ่ือประเมินความสม่ าเสมอของคุณภาพวัคซีน (consistency) 
พบว่าวั คซีนรวมนิวคา สเซิลและหลอดลมอัก เสบติด ต่อในไ ก่ มีความสม่ า เสมอในคุณภา พของผลิตภัณฑ์ 
นอกจากนั้นช่วงค่าmean±2SD ที่ค านวณได้สามารถใช้ก าหนดเป็นช่วง Alert limit ซ่ึงเป็นเกณฑ์ที่ก าหนดเพ่ือ
เป็นการเตือนถึงแนวโน้มที่ค่าแสดงแสดงความเปลี่ยนแปลงจากสภาวะปกติ ซ่ึงไม่จ าเป็นต้องปฏิบัติการแก้ไข แต่
ต้องมีการสืบสวนติดตามหาสาเหตุ และช่วงค่า mean±3SD สามารถใช้ก าหนดเป็นช่วง Action limit ซ่ึงหากผล
การทดสอบอยู่นอกเหนือจากเกณฑ์นี้  จะต้องได้รับการติดตามและปฏิบัติการแก้ไขโดยทันที   ผลการหาหา
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า ปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่
และปริมาณความชื้นโดยการค านวนค่า Correlation coefficient  พบว่าปริมาณเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลา
โซต้ามีความสัมพันธ์ไปในทิศทางเดียวกันกับปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ แต่ปริมาณเชื้อไวรัสนิว
คาสเซิล สเตรน ลาโซต้าและปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่มีความสัมพันธ์ ไปในทิศทางตรงกันข้าม
กับปริมาณความชื้น  
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ตารางท่ี 1 ข้อมูลผลการทดสอบการหาปริมาณไวรัสและปริมาณความชื้นของวัคซีนรวมนิวคาสเซิลและหลอดลมอักเสบติดต่อ
ในไก่ต้ังแต่ปี พ.ศ.2560-2562 

ค่า ปริมาณ NDL (EID50/dose) 
(≥106.0) 

ปริมาณ IB (EID50/dose) 
(≥103.5) 

ปริมาณความชื้น (%) 
(≤4) 

mean 106.84 104.46 2.69 
 SD 0.59 1.09 0.41 

mean±2SD 105.66-108.02 102.28-106.64 1.87-3.52 
mean±3SD 105.07-108.61 101.08-107.91 1.45-3.94 

 
 
ตารางท่ี 2 ผลการค านวณหาค่า correlation coefficient ปริมาณไวรัสและปริมาณความชื้นของวัคซีนรวมนิวคาสเซิล

และหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ 
ค่า ปริมาณไวรัส 

(NDL+IB) 
ปริมาณไวรัส (NDL) และ

ปริมาณความชื้น 
ปริมาณไวรัส (IB)และ

ปริมาณความชื้น 
Correlation 

Coefficient (r) 
0.3261 -0.5921 -0.0780 
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กราฟท่ี 1 แนวโน้มปริมาณเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้า 

 
 

กราฟท่ี 2 แนวโน้มปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ 
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กราฟท่ี 3 แนวโน้มปริมาณความชื้น 
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กราฟท่ี 4 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้าและปริมาณไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ 
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กราฟท่ี 5 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน ลาโซต้าและปริมาณความชื้น 
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กราฟท่ี 6 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ และปริมาณความชื้น 
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The Relationship between moisture and virus content of combined Newcastle 
disease and Infectious bronchitis vaccine: Trend analysis 

 
Supaya Trekamon1 Jinnapat Panchaphanpong1 

 
Abstract 

The objective of the study is trend analysis of quality tests in combined Newcastle and 
Infectious bronchitis vaccine since 2017 – 2019. The correlation coefficient is used to evaluate 
relation of virus content and virus moisture. The standard deviation is used to evaluate 
consistency of the vaccine. The all of them are important for annual product review according 
to the GMP regulation. 

The results of the correlation coefficient in Newcastle stain Lasota and infectious 
bronchitis virus content is same direction and the relation is medium level. The results of the 
correlation coefficient in Newcastle stain Lasota and moisture content is opposite direction 
and the relation is medium level. The results of the correlation coefficient in infectious 
bronchitis virus content and moisture content is opposite direction and the relation is low 
level. The result can predict the direction of virus content is the same direction while the 
moisture content is opposite. The results of the standard deviation in trend analysis show the 
most of the virus content and the moisture content are in the range of mean±3SD.  

In conclusion, the combined Newcastle and Infectious bronchitis vaccines are consistent 

quality product.  

 
 
 
Keywords: Trend analysis,  combined Newcastle and Infectious bronchitis vaccine,  

virus content,  moisture content 
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