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บทคัดย่อ 

ทดลองผลิตวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและวัคซีนอหิวาต์ เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิด
น้้ามัน โดยใช้ 2% โซเดียมเมตาไบซัลไฟต์ก้าจัดฟอร์มาลินในวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ก่อนผสมแอดจูแวนท์
ชนิดน้้ามัน แล้วน้าวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้้ามัน เป็นตัวท้าละลายวัคซีนกาฬโรคเป็ดชนิดดูดแห้ง 
จากนั้นน้าวัคซีนรวมไปทดสอบคุณสมบัติทางห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ทดสอบการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ 
ทดสอบหาปริมาณไวรัสในวัคซีน และน้าวัคซีนรวมไปทดสอบในเป็ดพันธุ์กากีแคมป์เบลล์ ได้แก่ ทดสอบ
ความปลอดภัย ทดสอบความคุ้มโรค และตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA จากการทดลองพบว่า 
วัคซีนรวมผ่านการทดสอบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ มีปริมาณไวรัสไม่น้อยกว่า 105.5 TCID50/มล. มีความ
ปลอดภัย เป็ดไม่แสดงอาการแพ้วัคซีน ไม่มีอาการและวิการทั้งโรคกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไก่ และผล
การทดสอบความคุ้มโรคด้วยการฉีดเชื้อพิษทับ พบว่าเป็ดทดลองที่ฉีดวัคซีนรวมให้ความคุ้มโรคต่อเชื้อ 
กาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไกไ่ด ้100% ทั้ง 2 โรค โดยไม่มีอาการหรือความผิดปกติใดๆ ที่บ่งบอกถึงการ
เกิดโรคกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไก่ และจากการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเชื้อกาฬโรคเป็ด พบว่า
กลุ่มที่ฉีดวัคซีนกาฬโรคเป็ดและกลุ่มที่ฉีดวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ มีระดับ
แอนติบอดีเฉลี่ยไม่แตกต่างกัน แต่ทั้งสองกลุ่มมีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P<0.05) หลังฉีดวัคซีน 14 วัน ในขณะที่ผลตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ พบว่ากลุ่มที่
ฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่และกลุ่มที่ฉีดวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดและวัคซีน  อหิวาต์เป็ด-ไก่ มีระดับแอนติบอดี
เฉลี่ยสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ตั้งแต่วันที่ 7 หลังฉีดวัคซีน โดยกลุ่มที่ฉีดวัคซีนอหิวาต์
เป็ด-ไก่มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยสูงกว่ากลุ่มที่วัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดและวัคซีนอหิวาต์เป็ด -ไก่อย่างมี
นัยส้าคัญ (P<0.05) ทั้งวันที่ 7 และวันที่ 14 หลังฉีดวัคซีน 

ดังนั้นสรุปได้ว่าวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิด
น้้ามัน มีความปลอดภัย ฉีดวัคซีนเพียงครั้งเดียวสามารถให้ความคุ้มโรคได้ 100% ทั้งโรคกาฬโรคเป็ดและ
อหิวาต์เป็ด-ไก ่
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บทน้า 

 โรคกาฬโรคเป็ด (Duck plague) เกิดจากเชื้อไวรัส Herpesvirus และโรคอหิวาต์เป็ด-ไก่ (Fowl 
cholera) เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Pasteurella multocida เป็นโรคติดต่อร้ายแรง มีอัตราการป่วยและ
อัตราการตายสูง พบในไก่ เป็ด ห่าน ไก่งวง สัตว์ปีกอ่ืนๆ ทุกอายุสัตว์ ในสัตว์ที่มีอายุมากพบว่ามีอัตราการ
ป่วยและตายสูงกว่าสัตว์อายุน้อย ในช่วงฤดูร้อนหรือช่วงเปลี่ยนฤดูกาลจะมีการระบาดมากที่สุด จึงเป็นโรค
ที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจมาก ท้าให้เกิดความสูญเสียทั้งการเลี้ยงเป็ดในฟาร์มและเป็ดไล่ทุ่ง การท้า
วัคซีนเป็นเครื่องมือส้าคัญที่ทั่วโลกใช้ลดความชุกและอุบัติการณ์การเกิดโรค (Zander et al., 1997)  
 การฉีดวัคซีนทั้งสองชนิดให้แก่เป็ดจะต้องฉีดแยกกัน ท้าให้เกษตรกรผู้ใช้สิ้นเปลืองเวลาและ
แรงงาน อีกทั้งยังเป็นสาเหตุให้สัตว์เครียด ท้าให้เกิดปัญหาตามมา เช่น เป็ดกินอาหารได้น้อย ปริมาณไข่
ลดลง ด้วยเหตุผลดังกล่าวจึงมีการศึกษาเกี่ยวกับการใช้วัคซีนรวมอหิวาต์เป็ด-ไก่และกาฬโรคเป็ดส้าหรับ
ป้องกันโรคท้ังสองชนิด โดยสุวรรณีและวันชัย (2537) ได้ทดลองผลิตและทดสอบวัคซีนรวมอหิวาต์เป็ด-ไก่
และกาฬโรคเป็ด จากวัคซีนกาฬโรคเป็ดชนิดเชื้อเป็นที่อ่อนก้าลังลงแล้ว (attenuated vaccine) รวมกับ
วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดเชื้อตายที่ฆ่าเชื้อ (inactivate) โดยผ่านขบวนการพาสเจอไรส์เซชันแล้วน้ามา
รวมกันผลิตเป็นวัคซีนชนิดดูดแห้ง ในขนาดฉีด 1 มล. ซึ่งวัคซีนรวมที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพตามมาตรฐาน 
แต่เนื่องการจากการผลิตวัคซีนรวมดังกล่าวมีขั้นตอนการผลิตที่ยุ่งยากและหากจะน้ามาใช้ในกระบวนการ
ผลิตในรูปแบบอุตสาหกรรมต้องปรับปรุงหรือเพ่ิมเติมอุปกรณ์การผลิต รวมทั้งต้องน้าแอนติเจนมารวมกัน
ก่อนการท้าแห้งและหาสภาวะที่เหมาะสมในการท้าแห้ง และต้องฉีดวัคซีนขนาด 1 มล. ถือว่าเป็นปริมาณ
ที่สูงในการฉีดวัคซีนให้แก่สัตว์ปีก ซึ่งเป็นสัตว์ที่มีขนาดเล็ก อาจท้าให้พบการบวมบริเวณที่ฉีดวัคซีนในสัตว์
บางตัว ส้าหรับวีรชายและคณิตา (2561) ได้ทดลองหาปริมาณโซเดียมเมตาไบซัลไฟต์ที่เหมาะสมที่สามารถ
ก้าจัดหรือลดปริมาณฟอร์มาลินในวัคซีนอหิวาต์ เป็ด-ไก่ เพ่ือใช้เป็นตัวท้าละลายวัคซีนกาฬโรคเป็ด แล้ว
น้าไปทดสอบคุณภาพในเป็ดพันธุ์กากีแคมป์เบลล์ พบว่าโซเดียมเมตาไบซัลไฟต์ที่ความเข้มข้น 2% เป็น
ความเข้มข้นต่้าที่สุดที่ใช้ก้าจัดฟอร์มาลินในวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ได้หมด สามารถน้ามาใช้เป็นตัวท้าละลาย
วัคซีนกาฬโรคเป็ด มีความปลอดภัยและให้ความคุ้มโรคในเป็ดพันธุ์กากีแคมป์เบลล์ได้ตามมาตรฐาน  ซึ่ง
จากงานวิจัยดังกล่าวข้างต้นยังขาดข้อมูลในเรื่องระดับภูมิคุ้มกันจากการการฉีดวัคซีนรวม นอกจากนี้วัคซีน
ทั้งสองชนิดมีระยะคุ้มโรคต่างกัน คือ วัคซีนกาฬโรคเป็ดให้ความคุ้มโรคได้นาน 6 เดือน แต่วัคซีนอหิวาต์
เป็ด-ไก่ มีระยะคุ้มโรคสั้น เพียง030เดือน จึงต้องฉีดวัคซีนซ้้าทุก 3 เดือน เนื่องจากวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ที่
สทช. ผลิตเป็นวัคซีนชนิดเชื้อตายไม่ผสมแอดจูแวนท์ (ชนิดบรอทแบคเทอริน) เกษตรกรต้องฉีดวัคซีน
หลายครั้ง จึงอาจไม่ได้ฉีดวัคซีนตามเวลาที่ก้าหนด และท้าให้เกิดโรคตามมาได้ ซึ่งวรพรและวีรชาย (2562) 
ได้ทดลองผลิตวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้้ามันขนาดฉีด 0.5 มล. เพ่ือลดขนาดฉีดให้เหมาะสม เพ่ิมระยะ 
คุ้มโรค และเพ่ิมการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน พบว่าวัคซีนให้ความปลอดภัย และให้ความคุ้มโรคในเป็ดพันธุ์
กากีแคมป์เบลล์ได้ 100% แม้ฉีดวัคซีนเพียงครั้งเดียว รวมทั้งสามารถลดโด๊สฉีดเหลือตัวละ 0.5 มล. ใน
จ้านวนเชื้อที่ลดลง ให้ระดับแอนติบอดีสูงกว่าวัคซีนชนิดบรอทแบคเทอรินอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) และ
มีระดับแอนติบอดีสูงขึ้นหลังฉีดวัคซีนครั้งแรกเพียง 7 วัน นอกจากนี้มีการศึกษาพบว่าการใช้แอดจูแวนท์
ชนิดน้้ามันเป็นตัวท้าละลายวัคซีนไวรัสเชื้อเป็นชนิดดูดแห้ง พบว่าสามารถละลายวัคซีนได้ดีและท้าให้
ระดับภูมิคุ้มกันในสัตว์ปีกสูงขึ้น (Bertrand et al., 2010) 
 ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิดน้้ามัน สามารถใช้ร่วมกับวัคซีน            
กาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นที่อยู่ในรูปดูดแห้งได้ โดยใช้ 2% โซเดียมเมตาไบซัลไฟต์ก้าจัดฟอร์มาลินในวัคซีน            
อหิวาต์เป็ด-ไก่ก่อนผสมแอดจูแวนท์ชนิดน้้ามัน เพ่ือหลีกเลี่ยงผลกระทบต่อเชื้อไวรัสกาฬโรคเป็ดซึ่งเป็น
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เชื้อเป็น แล้วน้าวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไกช่นิดน้้ามัน เป็นตัวท้าละลายวัคซีนกาฬโรคเป็ด จากนั้นทดสอบความ
ปลอดภัย ความคุ้มโรค และหาระดับแอนติบอดีในเป็ดพันธุ์กากีแคมป์เบลล์ เพ่ือลดต้นทุนการผลิตน้้ายา
ละลาย ลดต้นทุนการใช้บรรจุภัณฑ์ เพ่ิมความสะดวกในการฉีด การจัดเก็บ การขนส่งวัคซีน รวมทั้งช่วย
ประหยัดแรงงาน เวลา และงบประมาณ ลดการสูญเสียของฟาร์มซึ่งมาจากความเครียดของเป็ด 
นอกจากนี้การฉีดวัคซีนครั้งเดียว แต่สามารถป้องกันโรคได้ถึงสองโรคและให้ความคุ้มโรคได้นาน ท้าให้
สามารถควบคุมโรคระบาด ลดอุบัติการณ์การเกิดโรคกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไก่ในพ้ืนที่ได้ ซึ่งจะเป็น
ประโยชน์ต่อเศรษฐกิจโดยส่วนรวม 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 

สัตว์ทดลอง 
 เป็ดพันธุ์กากีแคมป์เบลล์ ไม่จ้ากัดเพศ อายุ 45 วัน จ้านวน 70 ตัว ไม่เคยฉีดวัคซีนกาฬโรคเป็ด
และอหิวาต์เป็ด-ไก่และไม่มีแอนติบอดีต่อเชื้อกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไก่ เมื่อทดสอบด้วยวิธี 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) โดยเลี้ยงเพ่ือปรับสภาพและสังเกตอาการ                  
อย่างน้อย 1 สัปดาห์ 
วัคซีนกาฬโรคเป็ด 
 เตรียมวัคซีนกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้ง โดยเพาะเลี้ยงเซลล์คัพภะลูกไก่ปฐมภูมิ (primary 
chicken embryo fibroblast, 1๐ CEF) จ้านวน 1.4x106 เซลล์/มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล์ บ่มที่
อุณหภูมิ 39 ๐C นาน 48 ชั่วโมง แล้วใส่เชื้อไวรัสกาฬโรคเป็ด Jansen strain ขนาด MOI 0.05 ในอาหาร
เลี้ยงไวรัส  บ่มที่อุณหภูมิ 39 oC นาน 48 ชั่วโมง จะเกิด cytopathic effect (CPE) อย่างสมบูรณ์                
(ธวัชชัยและฤทธิ์ลือชัย, 2555) แล้วเก็บไวรัสโดยปั่นเพ่ือแยกส่วนน้้าใสออกจากส่วนกากเซลล์ น้าไปท้า
แห้งเป็นวัคซีนขนาดบรรจุขวดละ 100 มล. (200 โด๊ส) (ฤทธิ์ลือชัยและธวัชชัย, 2555) และต้องมีปริมาณ
ไวรัสไม่น้อยกว่า 5.5 log 50% tissue culture infective dose (TCID50)/มล. (ASEAN Secretariat, 
1998) เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8oC เพ่ือรอการทดสอบคุณภาพต่อไป 
วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ 
 เตรียมวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิดน้้ามัน โดยละลายเชื้อแบคทีเรีย Pasteurella 
multocida (P. multocida) serotype A:1 สายพันธุ์ท้องถิ่น ด้วย tryptose phosphate broth1 
(TPB) แล้ว streak เชื้อลงบน dextrose starch agar2 (DSA) บ่มที่อุณหภูมิ 37oC นาน0240ชั่วโมง 
เลือกโคโลนีเดี่ยว ลงในขวดเริ่มต้นที่มี TPB บ่มที่อุณหภูมิ 37oC ในสภาพมีออกซิเจน นาน060ชั่วโมง แล้ว
น้าไปเพาะในถังเฟอร์เมนเตอร์3 ที่มี TPB อุณหภูมิ 37oC ความเร็วรอบใบพัด1500รอบต่อนาที นาน090
ชั่วโมง ฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลิน4 0.3% (v/v) ใช้ 2% โซเดียมเมตาไบซัลไฟต์5 ก้าจัดฟอร์มาลิน เก็บตัวอย่าง
ไปตรวจหาปริมาณเชื้อด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  ุ ์6 (นิตยาและคณะ, 2547) จากนั้นน้าเชื้อที่เตรียม
ได้มาผสมกับ 0.85% normal saline ให้ได้จ้านวนเชื้อ 1.0x109 CFU/โด๊ส  (0.50มล.) แล้วน้าไปผสมกับ
แอดจูแวนท์ชนิดน้้ามัน7 ในอัตราส่วน บรอทแบคเทอริน:แอดจูแวนท์ เท่ากับ 30:70 (w/w) ท้าการผสมที่
อุณหภูมิ 20oC ดังนี้ ปั่นผสมแอดจูแวนท์ด้วยเครื่องปั่นผสมวัคซีน8 ความเร็วรอบ7,6000รอบ/นาที 
จากนั้นค่อยๆ เติม บรอทแบคเทอรินลงในแอดจูแวนท์ (ภายในเวลา0100วินาที) เพ่ิมความเร็วของเครื่อง 
1ALPHA™ BIOSCIENCES, USA           2DifcoTM, France          3B.Braun Melsungen AG, Germany 
4GPO, Thailand         5Kemaus, Australia         6Biochrom Libra S32, UK 
7MONTANIDE™ ISA 71 VG, France                            8IKA Ultra Turrax® T25, Germany 
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เป็น011,6000รอบ/นาที ปั่นนาน 30นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 20oC นาน 10คืน บรรจุขวดวัคซีนขนาด 100 
มล. (200 โด๊ส) เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8oC เพ่ือรอการทดสอบคุณภาพต่อไป 
การทดสอบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ (Sterility test) 
 ดูดตัวอย่างวัคซีน ลงใน Fluid Thioglycollate Medium9,  Tryptic Soy Broth10 และ 
Sabouraud 2% Dextrose Broth11 โดยดูดตัวอย่าง 1 มล./อาหารเลี้ยงเชื้อ 1 หลอด แยก Fluid 
Thioglycollate Medium และ Tryptic Soy Broth ชนิดละ 3 หลอด บ่มที่อุณหภูมิ 30-35°C และน้า
อาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิดๆ ละ 3 หลอด บ่มที่อุณหภูมิ 20-25°C เพ่ือทดสอบการปนเปื้อนเชื้อยีสต์ รา 
และแบคทีเรีย เมื่อครบ 14 วัน อาหารเลี้ยงเชื้อต้องใสและไม่มีการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์จึงจะถือว่า
ทดสอบผ่าน (ส้านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2564ก; WOAH, 2018c) 
การหาปริมาณไวรัสด้วยวิธี  TCID50/มล. 
 น้าวัคซีนรวมที่ใช้วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไกช่นิดน้้ามัน เป็นตัวท้าละลายวัคซีนกาฬโรคเป็ด มาตรวจหา
ปริมาณไวรัส โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ Primary chicken embryo fibroblast (1๐ CEF) ใน 96 well-plate 
โดยมีเซลล์ประมาณ 4x104 เซลล์ต่อหลุม บ่มในตู้อุณหภูมิ 37 OC ที่มี 5% CO2 นาน 2 วัน เพ่ือให้เซลล์
เจริญเต็มก้นเพลท ถ่ายมีเดียมเก่าทิ้ง เตรียมตัวอย่างโดยการเจือจางแบบ  10-fold dilution ที่ความเจือ
จาง 10-1-10-6 ด้วย PBS pH 7.2-7.4 เติมตัวอย่างลงใน 96 well-plate ความเจือจางละ 10 หลุมๆ ละ 10 
หลุม เติม Maintenance medium หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในตู้อุณหภูมิ 37OC ที่มี 5% CO2 อ่าน
ผลการเกิด cytopathic effect (CPE) จนครบ 5 วัน  ค้านวณหาปริมาณไวรัสเป็นค่า TCID50/มล. ซึ่ง
วัคซีนกาฬโรคเป็ดชนิดท้าแห้ง ต้องมีปริมาณไวรัสไม่น้อยกว่า 105.5 TCID50/มล. (ส้านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์
สัตว์ 2564ข) 
การทดสอบความปลอดภัย 
 น้าเป็ดทดลองจ้านวน 10 ตัว ฉีดวัคซีนรวม เข้ากล้ามเนื้อขาตัวละ 1 มล. โดยใช้วัคซีนอหิวาต์
เป็ด-ไก่ชนิดน้้ามันเป็นตัวท้าละลายวัคซีนกาฬโรคเป็ด สังเกตอาการเป็นเวลา 14 วัน เป็ดทดลองทุกตัว
ต้องไม่พบการแพ้วัคซีนและไม่พบอาการและวิการของโรค ทั้งโรคกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไก่ จึงถือว่า
วัคซีนมีความปลอดภัย (ส้านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 2564ค; ส้านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2565ก; 
ASEAN secretariat, 1998; WOAH, 2018a; WOAH, 2018b) 
การทดสอบความคุ้มโรค   
  แบ่งเป็ดทดลองเป็น 6 กลุ่มๆ ละ 10 ตัว ฉีดวัคซีนเข้ากล้ามเนื้อขาตัวละ 0.5 มล. ดังนี้ กลุ่มที่ 1  
ฉีดวัคซีนกาฬโรคเป็ดที่เจือจางด้วยน้้ายาละลายวัคซีนกาฬโรคเป็ด กลุ่มที่ 2  ฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิด
น้้ามัน  กลุ่มที่ 3  และกลุ่มที่ 4 ฉีดวัคซีนรวมโดยใช้วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้้ามัน เป็นตัวท้าละลาย
วัคซีนกาฬโรคเป็ด กลุ่มท่ี 5 และกลุ่มที่ 6 เป็นกลุ่มควบคุม ไม่ฉีดวัคซีน หลังจากฉีดวัคซีนเป็นเวลา 14 วัน 
น้าเป็ดทดลองมาฉีดเชื้อพิษทับเข้ากล้ามเนื้อขาตัวละ 1 มล.ดังนี้ กลุ่มที่ 1  กลุ่มที่ 3  และกลุ่มที่ 5 ฉีดพิษ
ทับด้วยเชื้อไวรัสกาฬโรคเป็ดปริมาณ 100 fifty percent lethal dose (LD50)/ตัว กลุ่มที่ 2 กลุ่มที่ 4  
และกลุ่มที่ 6  ฉีดพิษทับด้วยเชื้อ P. multocida serotype A:1 ปริมาณเชื้อไม่ต่้ากว่า 100 LD50/ตัว 
จากนั้นสังเกตอาการและนับจ้านวนเป็ดตายเป็นเวลา 14 วัน  ซึ่งเป็ดที่ได้รับวัคซีนกาฬโรคเป็ดต้องรอด
อย่างน้อย 90% และไม่มีอาการหรือความผิดปกติใดๆ ที่บ่งบอกถึงการติดเชื้อไวรัสกาฬโรคเป็ด และเป็ด
กลุ่มควบคุมตายทั้งหมด จึงถือว่าวัคซีนให้ความคุ้มโรค (ส้านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2564ง; ASEAN 
secretariat, 1998) ในขณะที่เป็ดที่ได้รับวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ต้องรอดอย่างน้อย 70%  และเป็ดกลุ่ม 
9HIMEDIA, India  10BDTM, Germany   11DifcoTM, France 
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x 100 

ควบคุมตาย 80% จึงถือว่าวัคซีนให้ความคุ้มโรค (ส้านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2565ข; WOAH, 2018b) 
และเจาะเลือดเป็ดทดลอง 3 ครั้ง ก่อนฉีดวัคซีนและหลังฉีดวัคซีน 7 และ 14 วัน เพ่ือตรวจหาระดับ
แอนติบอดตี่อเชื้อกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไก ่
การตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA 
 การตรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้อกาฬโรคเป็ด 

  ตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเชื้อกาฬโรคเป็ด ด้วยวิธี Sandwich ELISA โดยใช้ชุดตรวจ
ส้าเร็จรูป12 ตามขั้นตอน ดังนี้ เจือจางตัวอย่างซีรัม 1:5 ด้วย sample dilution buffer แล้วเติม
ซีรัมที่เจือจางลงใน ELISA plate ส้าเร็จรูปหลุมละ 50 µl บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 30 นาที 
ล้างเพลตด้วย wash solution 5 ครั้ง และเติม HRP conjugate หลุมละ 100 µl บ่มที่อุณหภูมิ 
37 °C นาน 30 นาที ล้างเพลตด้วย wash solution 5 ครั้ง จากนั้นเติม TMB Substrate A 
หลุมละ 50 µl และ TMB Substrate B หลุมละ 50 µl เขย่าเบาๆ 30 วินาที บ่มที่อุณหภูมิ  37 
°C นาน 15 นาทีในที่มืด หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม stop solution หลุมละ 50 µl และอ่านผล
ค่า OD ที่ 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง  ELISA reader13 แล้วน้าค่าเฉลี่ย OD450 ที่ได้มา
ค้านวณหาค่าระดับแอนติบอดีและหาค่า cut off (negative control + 0.15) โดยตัดสินผลที่ 
ค่า OD450 > cut off เป็นบวก แสดงว่ามีแอนติบอดีต่อเชื้อกาฬโรคเป็ด และ OD450 < cut off 
เป็นลบ แสดงว่าไม่มีแอนติบอดีต่อเชื้อกาฬโรคเป็ด 
การตรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ 
  ตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ ด้วยวิธี Indirect ELISA โดยใช้ชุดตรวจ
ส้าเร็จรูป14 ตามข้ันตอน ดังนี้ เจือจางตัวอย่างซีรัม 1:50 ด้วย sample dilution buffer แล้วเติม
ซีรัมที่เจือจางลงใน ELISA plate ส้าเร็จรูปหลุมละ 100 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ล้าง
เพลตด้วย wash solution 3 ครั้ง และเติม anti-duck horseradish peroxidase conjugate 
หลุมละ 100 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ล้างเพลตด้วย wash solution 3 ครั้ง จากนั้น
เติม substrate (TMB) หลุมละ 100 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 15 นาทีในที่มืด หยุดปฏิกิริยา
ด้วยการเติม stop solution หลุมละ 100 µl และอ่านผลค่า OD ที่ 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง  
ELISA reader แล้วน้าค่าเฉลี่ย OD450 ที่ได้มาค้านวณหาค่าระดับแอนติบอดีและค่า %S/P ตาม
สูตร โดยตัดสินผลที่ %S/P > 50% เป็นบวก แสดงว่ามีแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ และ 
%S/P < 50% เป็นลบ แสดงว่าไม่มีแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก ่
%S/P = ค่าเฉลี่ย OD450 ตัวอย่างซีรัมทดสอบ - ค่าเฉลี่ย OD450 ของซีรัมควบคุมลบ 

ค่าเฉลี่ย OD450 ของซีรัมควบคุมบวก - ค่าเฉลี่ย OD450 ของซีรัมควบคุมลบ 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดีในซีรัมเป็ดทดลองแต่ละกลุ่ม 
ด้วย One-Way ANOVA ที่ระดับนัยส้าคัญ 0.05 
 
 
 
 
 
12Abbexa®, UK  13Infinite M200 PRO, Switzerland 14ID Screen®, France 
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การทดสอบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ (Sterility test) 
 วัคซีนกาฬโรคเป็ด วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่และวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดอหิวาต์เป็ด-ไก่ ผ่านการ
ทดสอบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ทั้ง 3 ต้ารับ 
การหาปริมาณไวรัสด้วยวิธี  TCID50/มล. 
 ผลการหาปริมาณไวรัสในวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดอหิวาต์เป็ด-ไก่ ได้ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 107.08 
TCID50/มล. 
การทดสอบความปลอดภัย  

ผลการทดสอบความปลอดภัยของวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดอหิวาต์เป็ด-ไก ่พบว่ามีความปลอดภัยใน
เป็ดทดลอง ไม่พบอาการแพ้วัคซีน และไม่พบการบวมหรืออักเสบบริเวณจุดฉีด รวมทั้งไม่พบอาการและ
วิการทั้งโรคกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไก ่ 
การทดสอบความคุ้มโรค  
 ผลการทดสอบความคุ้มโรค กลุ่มที่ฉีดวัคซีน ให้ความคุ้มโรค 100% ทั้ง 4 กลุ่ม (กลุ่มที่ 1-4) และ
ไม่มีอาการหรือความผิดปกติใดๆ ที่บ่งบอกถึงการเกิดโรคกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไก่ ส้าหรับกลุ่ม
ควบคุม (กลุ่มท่ี 5-6) เป็ดทดลองตายทั้งหมด (ตารางที่ 1)  
การตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA 

การตรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้อกาฬโรคเป็ด 
ผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเชื้อกาฬโรคเป็ดด้วยวิธี ELISA พบว่าหลังฉีดวัคซีนวันที่ 0 

และวันที่ 7 กลุ่มท่ีฉีดวัคซีนกาฬโรคเป็ด วัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ และกลุ่มควบคุม 
มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยไม่แตกต่างกัน แต่หลังฉีดวัคซีนวันที่ 14 กลุ่มที่ฉีดวัคซีนกาฬโรคเป็ดและกลุ่มที่
วัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยส้าคัญ (P<0.05) โดยที่ทั้งสองกลุ่มที่ฉีดวัคซีนมีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยไมแ่ตกต่างกัน (ตารางที่ 2) 

การตรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ 
ผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ด้วยวิธี ELISA พบว่าหลังฉีดวัคซีนวันที่ 0 

กลุ่มท่ีฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ กลุ่มที่ฉีดวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ และกลุ่มควบคุม 
มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยไมแ่ตกต่างกัน แต่หลังฉีดวัคซีนวันที่ 7 และวันที่ 14 กลุ่มท่ีฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่
และกลุ่มทีว่ัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่าง
มีนัยส้าคัญ (P<0.05) โดยกลุ่มที่ฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยสูงกว่ากลุ่มที่วัคซีนรวม
กาฬโรคเป็ดและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไกอ่ย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) (ตารางที่ 3) 

 
วิจารณ์ 

ในงานวิจัยครั้งนี้เป็นการทดลองผลิตวัคซีนรวมระหว่างเชื้อไวรัส (เชื้อกาฬโรคเป็ด) และเชื้อ
แบคทีเรีย (เชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่) โดยใช้วัคซีนอหิวาต์เป็ด -ไก่เป็นตัวท้าละลายวัคซีนกาฬโรคเป็ด 
เช่นเดียวกับงานวิจัยต่างๆ ได้แก่ Edmund and William (1991) ได้ศึกษาการท้าวัคซีนชนิดมัลติวาเลนท์
ในสุนัข โดยผลิตวัคซีนเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งจากไวรัสชนิดต่างๆ ได้แก่ Canine distemper virus,  
Infectious canine hepatitis virus, Canine adenovirus type 2, Canine parainfluenza virus 
และ Canine parvovirus แล้วใช้วัคซีนที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย Leptospira canicola และ 
Leptospiraictero haemorrhagiae เป็นตัวท้าละลายพบว่าวัคซีนรวมให้ความคุ้มโรคต่อเชื้อจุลชีพ             
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ทุกชนิดได้ เช่นเดียวกับในมนุษย์มีการศึกษาการใช้วัคซีนรวมที่ผลิตจากแบคทีเรียและไวรัส เช่น 
Poovorawan et al. (1997) ศึกษาการฉีดวัคซีนรวมโรคคอตีบ บาดทะยัก และไอกรน (แบคทีเรีย)   
ก่อน แล้วฉีดวัคซีนโรคไวรัสตับอักเสบบี เปรียบเทียบกับการฉีดวัคซีนรวม 4 โรค คือ โรคคอตีบ บาดทะยัก 
ไอกรน ซึ่งผลิตเป็นวัคซีนชนิดดูดแห้งแล้วใช้วัคซีนโรคไวรัสตับอักเสบบีเป็นตัวท้าละลาย พบว่าการฉีด
วัคซีนรวม 4 โรค  ให้ภูมิคุ้มกันสูงและยาวนานกว่าการฉีดแยกเข็มกัน ทางด้านของ Shieh et al. (2008) 
ศึกษาการใช้วัคซีนชนิดน้้ามันเป็นตัวท้าละลายวัคซีนเชื้อเป็นชนิดดูดแห้ง โดยศึกษาประสิทธิภาพของ             
การฉีดวัคซีนรวมอหิวาต์สุกรเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยเชื้อตายชนิดน้้ามัน จาก
การใช้วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยเป็นตัวท้าละลายวัคซีนอหิวาต์สุกร จากนั้นตรวจหาระดับแอนติบอดี 
ทุก020สัปดาห์ พบว่าสุกรกลุ่มที่ฉีดวัคซีนรวม มีระดับแอนติบอดีต่อโรคอหิวาต์สุกรและโรคปากและเท้า
เปื่อยไม่แตกต่างกับกลุ่มที่ฉีดวัคซีนเดี่ยวและกลุ่มที่ฉีดวัคซีนทั้งสองชนิดให้สุกรพร้อมกัน บริเวณแต่ละด้าน
ของแผงคอ 

นอกจากนี้การทดลองผลิตวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่
เชื้อตายชนิดน้้ามันในขนาดฉีด00.50มล. ได้ผลเป็นที่น่าพอใจกล่าวคือวัคซีนรวมผ่านการทดสอบคุณภาพ
ทางห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานที่ก้าหนด มีความปลอดภัยเมื่อฉีดในเป็ดพันธุ์กากีแคมป์เบลล์และ
สามารถให้ความคุ้มโรคกาฬโรคเป็ดได้ 100% หลังฉีดวัคซีนนาน 2 สัปดาห์ รวมทั้งให้ระดับแอนติบอดีต่อ
เชื้อกาฬโรคเป็ดสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) หลังจากฉีดวัคซีนเป็นเวลา0140วัน 
สอดคล้องวัคซีนกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดชนิดดูดแห้งที่ใช้น้้ายาละลายวัคซีนกาฬโรคเป็ดที่สทช. ผลิตใน
ปัจจุบัน ซึ่งเริ่มให้ความคุ้มโรคหลังฉีดวัคซีนนาน020สัปดาห์เช่นเดียวกัน (ส้านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 
2557) ในด้านการให้ความคุ้มโรคต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ พบว่าวัคซีนรวมให้ความคุ้มโรคได้ 100% และมี
ระดับแอนติบอดีเฉลี่ยสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ตั้งแต่วันที่ 7 หลังฉีดวัคซีน ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของวรพรและวีรชาย (2562) ที่เป็ดกลุ่มที่ฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้้ามันมีระดับ
แอนติบอดสีูงกว่ากลุ่มท่ีฉีดวัคซีนชนิดบรอทแบคเทอรินและกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ตั้งแต่
วันที่ 7 หลังฉีดวัคซีนเช่นกัน นอกจากนี้ในการทดลองครั้งนี้สามารถผลิตวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์
เป็ด-ไก่ที่สามารถลดขนาดฉีดเหลือตัวละ00.50มล. ได้ รวมทั้งได้วัคซีนที่มีระยะคุ้มโรคนานขึ้น เนื่องจาก
วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไกใ่นปัจจุบันเป็นชนิดบรอทแบคเทอริน ซึ่งมีขนาดฉีดตัวละ 1 มล. และมีระยะคุ้มโรค 3 
เดือน ในขณะที่วัคซีนกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดชนิดดูดแห้งมีขนาดฉีดตัวละ 0.5 มล. และมีระยะคุ้มโรค 6 
เดือน (ส้านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2557) เมื่อท้าการพัฒนาวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เป็นชนิดน้้ามันพบว่า
สามารถลดขนาดฉีดเหลือ ตัวละ00.50มล. และมีความคุ้มโรคหลังฉีดวัคซีนได้ 100% นานถึง 12 เดือน 
(วรพรและฤทธิ์ลือชัย, 2566) จึงมีความเป็นไปได้ว่าวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและวัคซีน
อหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิดน้้ามัน ขนาดฉีด 0.5 มล. อาจให้ความคุ้มโรคได้ไม่ต่้ากว่า060เดือน ดังนั้นเพ่ือ
เป็นการยืนยันประสิทธิภาพของวัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อ
ตายชนิดน้้ามัน ควรมีการศึกษาในด้านต่างๆ เพ่ิมเติม เช่น ระยะคุ้มโรค (Duration of immunity)            
ความคุ้มโรคแรกเริ่ม (Onset of immunity) คุณภาพการเก็บรักษา (Keeping quality) เป็นต้น 

 
สรุป 

 วัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิดน้้ามัน มีความ
ปลอดภัย ให้ความคุ้มโรคทั้งโรคกาฬโรคเป็ดและอหิวาต์เป็ด-ไก่ในเป็ดพันธุ์กากีแคมป์เบลล์ได้ 100% ทั้ง 
2 โรค ในขนาดโด๊สฉีดตัวละ00.50มล. มีระดับแอนติบอดีต่อเชื้อกาฬโรคเป็ด0140วัน และมีระดับ
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แอนติบอดตี่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่เพียง 7 วันหลังฉีดวัคซีนครั้งแรก จึงสามารถน้าข้อมูลที่ได้ไปใช้ในการผลิต
วัคซีนรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและวัคซีนอหิวาต์เป็ด -ไก่เชื้อตายชนิดน้้ามันในระดับ
อุตสาหกรรมต่อไป 
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ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบความคุ้มโรคหลังการฉีดวัคซีนชนิดต่างๆ 
 

กลุ่มท่ี วัคซีน 
% ความคุ้มโรค  

(จ้านวนสัตว์คุ้มโรค/จ้านวนสัตว์ทั้งหมด) 
กาฬโรคเป็ด อหิวาต์เป็ด-ไก่ 

1 วัคซีนกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้ง 100% (10/10) - 
2 วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้้ามัน - 100% (10/10) 

3 
วัคซีนรวมรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและ

วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิดน้้ามัน 
100% (10/10) - 

4 
วัคซีนรวมรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้งและ

วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิดน้้ามัน 
- 100% (10/10) 

5 ไม่ฉีดวัคซีน 0% (0/10)  
6 ไม่ฉีดวัคซีน  0% (0/10) 

 
 
 
 

ตารางท่ี 2  ระดับแอนติบอดีเฉลี่ย (Mean±SD ค่า OD) ต่อเชื้อกาฬโรคเป็ด หลังการฉีดวัคซีนชนิดต่างๆ 
 

กลุ่มท่ี วัคซีน 
Mean±SD ค่า OD หลังฉีดวัคซีน 

วันที่ 0 วันที่ 7 วันที่ 14 
1 วัคซีนกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้ง 0.18±0.05a 0.22±0.07a 0.34±0.04a 

3 
วัคซีนรวมรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้ง
และวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิดน้้ามัน 

0.17±0.03a 0.23±0.08a 0.37±0.02a 

5 ไม่ฉีดวัคซีน 0.17±0.03a 0.19±0.04a 0.18±0.02b 

หมายเหตุ  1. ค่า Mean OD > 0.30 ให้ผลเป็นบวก และ Mean OD < 0.30 ให้ผลเป็นลบ 
2. ตัวอักษร a และ b ที่อยู่ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (P<0.05) 
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ตารางท่ี 3 ระดับแอนติบอดี (Mean±SD ค่า OD และ %S/P เฉลี่ย) ต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ หลังการฉีด
วัคซีนชนิดต่างๆ 

 

กลุ่มท่ี วัคซีน 
Mean±SD ค่า OD และ %S/P เฉลี่ยหลังฉีดวัคซีน 

วันที่ 0 วันที่ 7 วันที่ 14 

2 วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้้ามัน 
0.28±0.05a 3.71±0.20a 3.81±0.12a 

(27.90%) (533.15%) (549.74%) 

4 
วัคซีนรวมรวมกาฬโรคเป็ดเชื้อเป็นชนิดดูดแห้ง
และวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่เชื้อตายชนิดน้้ามัน 

0.33±0.12a 3.00±0.44b 3.34±0.44b 

(34.41%) (428.45%) (572.44%) 

6 ไม่ฉีดวัคซีน 
0.27±0.08a 0.24±0.09c 0.26±0.09c 

(26.06%) (21.64%) (28.74%) 
หมายเหตุ  1. %S/P > 50% ให้ผลเป็นบวก และ %S/P < 50% ให้ผลเป็นลบ 

2. ตัวอักษร a, b และ c ที่อยู่ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) 
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Efficacy of lyophilized live attenuated duck plague and 
inactivated oil adjuvant fowl cholera combining vaccine 

 
Ritluechai  Poosungnoen 1          Woraporn  Poosungnoen 1    

 
Abstract 

  An experiment was conducted to produce a lyophilized live attenuated duck 
plague and inactivated oil adjuvant fowl cholera combining vaccine. The vaccine for 
fowl cholera was first mixed with a 2% sodium metabisulfite solution to eliminate 
formalin residues. Then, this fowl cholera vaccine, in oil form, was used to dilute the 
duck plague vaccine, which was in the form of a freeze-dried virus. The combined 
vaccine was then tested for its laboratory properties, including testing for sterility test, 
virus content test, and conducting efficacy test in Khaki Campbell ducks. The safety and 
potency of the vaccine were evaluated, and antibody levels were measured using 
ELISA. The results indicated that the combined vaccine passed sterility test and the viral 
content was not less than 105.5 TCID50/ml. The ducks showed no signs of allergic 
reactions or adverse effects from the vaccine. Moreover, there were no symptoms or 
clinical signs of duck plague or fowl cholera observed in the tested ducks. Potency test 
involving a challenge with the respective pathogens showed that the ducks vaccinated 
with the combined vaccine were 100% protected against both duck plague or fowl 
cholera, without any indication of disease occurrence. From the examination of 
antibody levels against duck plague virus, it was found that the group vaccinated with 
duck plague vaccine and the group vaccinated with a combination of duck plague and 
fowl cholera vaccines had no significant difference in average antibody levels. However, 
both groups had significantly higher average antibody levels than the control group 
(P<0.05) 14 days after vaccination. Regarding the examination of antibody levels against 
fowl cholera, it was found that the group vaccinated with fowl cholera vaccine and the 
group vaccinated with a combination of duck plague and fowl cholera vaccines had 
significantly higher average antibody levels than the control group (P<0.05) from day 7 
after vaccination. Moreover, the group vaccinated with fowl cholera vaccine had 
significantly higher average antibody levels than the group vaccinated with a 
combination of duck plague and fowl cholera vaccines (P<0.05) on both day 7 and day 
14 after vaccination. 
  In conclusion, the combined vaccine for duck plague in the form of a 
lyophilized live attenuated virus and fowl cholera in the form of an oil-emulsion 
inactivated bacterium demonstrated both safety and efficacy. A single vaccination with 
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this combined vaccine provided 100% protection against both duck plague and fowl 
cholera. 
 
 
 
Keywords: combining vaccine,  lyophilized live attenuated duck plague vaccine,
  inactivated oil adjuvant fowl cholera vaccine,  efficacy 
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