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ข้อแนะนำสำหรับผู้เขียน 
 
 วารสารชีวผลิตภัณฑ์ กำหนดออกปีละ 2 ฉบับ คือ เดือนมีนาคมและกันยายน  
 
1. เรื่องที่จะนำลง 

1.1  ผลงานวิจัย (Research article) เป็นการเสนอผลการวิจัยที่ผู้เขียนได้ทำขึ้นเอง มีการกำหนดปัญหา
และวัตถุประสงค์ที่ชัดเจน มีการรวบรวมข้อมูล วิเคราะห์ สรุปและอภิปรายผลการวิจัย อันนำไปสู่
ความก้าวหน้าทางวิชาการ 

1.2  บทความทางวิชาการ (Technical article) เป็นงานเขียนขนาดสั้น ซึ่งมีการกำหนดประเด็นที่ชัดเจน
โดยผู้เขียนเรียบเรียงจากผลงานทางวิชาการของตนเอง หรือของผู้อ่ืนในลักษณะที่เป็นการวิเคราะห์ 
วิจารณ์ หรือเสนอแนวความคิดใหม่ ๆ จากพ้ืนฐานทางวิชาการน้ันๆที่รวบรวมข้อมูลความคิดเห็น
และประสบการณ์ ของผู้เขียน 

1.3 บทความปริทรรศน์ (Review article) คือบทความท่ีรวบรวมผลงาน หรือแนวคิดเรื่องใดเรื่องหน่ึง
โดยเฉพาะ ซึ่งเคยลงตีพิมพ์มาแล้ว นำมาวิเคราะห์ วิจารณ์ เพ่ือให้เกิดความกระจ่างในเรื่องน้ันย่ิงขึ้น  

1.4  เรื่องอ่ืนๆ ที่คณะบรรณาธิการวารสารพิจารณาเห็นสมควร 
2. การจัดทำต้นฉบับ 

2.1 ต้นฉบับที่จะเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภัณฑ์ต้องได้รับการอนุมัติให้เผยแพร่จากต้นสังกัด และต้อง 
ไม่เป็นเรื่องที่เคยเผยแพร่หรืออยู่ระหว่างการพิจารณาเพ่ือเผยแพร่ในสื่ออ่ืน 

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

บทคัดย่อ บทนำ อุปกรณ์และวิธีการ ผล วิจารณ์  สรุป  กิตติกรรมประกาศ และ
เอกสารอ้างอิง ใช้ตัวอักษรแบบหนา (Bold) ขนาด 18 ส่วนหัวข้อย่อย เช่น คำสำคัญ ตาราง 
รูปภาพ เป็นต้น พิมพ์โดยใช้ตัวอักษรแบบหนา ขนาด 16 

2.2.2  กระดาษที่ใช้พิมพ์  ใช้กระดาษ A4 พิมพ์หน้าเดียว จำนวน 10-14 หน้า 
2.2.3  การเว้นที่ว่างขอบกระดาษ  ด้านบน  ด้านซ้าย  ด้านขวาและด้านล่างที่ 2.54 ซม. 
2.2.4  การลำดับหน้า   ใช้หมายเลข 1,2,3…. ที่ก่ึงกลางหน้า ด้านบน และใช้ตัวอักษรปกติขนาด 16 
2.2.5  ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ  จัดพิมพ์แยกหน้าเฉพาะ และจัดวางหลังเอกสารอ้างอิง โดย

มีรายละเอียดดังน้ี 
 ตาราง ระบุเลขที่ของตาราง (table number) ช่ือของตาราง (table title) หัวตาราง 

(table heading) และที่มาของตาราง (ถ้ามี) ให้ทำเป็นภาษาอังกฤษหรือภาษาไทยทั้งตาราง 
พิมพ์อยู่ในหน้าเดียวกันทั้งหมด ถ้าตารางมีความยาวเกิน 1 หน้า ให้พิมพ์ส่วนที่เหลือในหน้า
ถัดไปโดยพิมพ์เลขท่ีตารางและตามด้วยคำว่า (ต่อ) คำบรรยายตารางให้เขียนไว้ด้านบนของ
ตาราง 

 รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ ควรเป็นภาพขาวดำ และทำเช่นเดียวกับตาราง แต่คำบรรยายให้
เขียนไว้ด้านล่าง 

2.2.6  การพิมพ์ชื่อวิทยาศาสตร์ของสิ่งมีชีวิต ช่ือวิทยาศาสตร์เป็นไปตามการต้ังช่ือระบบ ทวินาม 
(Binomial nomenclature) พิมพ์ด้วยตัวเอน เช่น Escherichia coli ในกรณี ไม่ระบุช่ือ             
สปีชีส์หรือต้องการกล่าวถึงหลายสปีชีส์ เช่น Salmonella spp. 
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3. ต้นฉบับเพือ่พิจารณาเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภัณฑ์ 

3.1 จัด ท ำ ต้น ฉ บับ ผ ล ง าน ท า ง วิช า ก า ร  (original manuscript) แ ล ะ ส ำ เน า  (photocopied 
manuscript) อีกจำนวน 3 ชุด พร้อมแผ่นบันทึกไฟล์ข้อมูลอิเล็กทรอนิกส์ ที่ระบุรายละเอียด               
ช่ือผลงาน ช่ือเจ้าของผลงาน และที่อยู่พร้อมเบอร์โทรศัพท์ 

3.2  ส่งต้นฉบับทั้งหมดพร้อมเอกสารนำส่งถึง 
 กองบรรณาธิการวารสารชีวผลิตภัณฑ์ 
 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 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 (เฉพาะช่ือแรก) จะได้รับวารสาร

ชีวผลิตภัณฑ์ จำนวน 1 เล่ม พร้อม reprint จำนวน 5 ชุด 
 4. การลำดับเรื่อง 

4.1 ชื่อเรื่อง (Title) ต้ังช่ือให้สั้นและสื่อความหมายได้ดี  
4.2 ชื่อผู้ เขียนและผู้ร่วมงาน (Author and co-workers) เขียนช่ือนามสกุลเต็มทั้งภาษาไทยและ

ภาษาอังกฤษ วางก่ึงกลางใต้ช่ือเรื่อง พร้อมทั้งสถานที่ทำงานที่ติดต่อได้สะดวก พิมพ์เป็นเชิงอรรถ  
4.3 บทคัดย่อ (Abstract) เขียนให้เน้ือความครอบคลุมเรื่องทั้งหมด โดยเฉพาะที่มา วัตถุประสงค์ วิธีการ 

ผล และสรุป หรืออาจแยกเป็น 4 ย่อหน้า คือ ส่วนที่มา (Backgrounds) วิธีการ (Methods) ผล 
(Results) และสรุป (Conclusion) ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ โดยเขียนแยกหน้า  

4.4 คำสำคัญ  (Keywords) คำหรือข้อความสั้ น  ๆ  ที่ มี ความหมายแสดงถึ งความ เป็น ไปของ                  
การทดลองน้ันๆ ไม่เกิน 5 คำสำคัญ โดยพิมพ์อยู่ใต้บทคัดย่อ 

4.5  เนื้อหา (Text) สำหรับผลงานวิจัยประกอบด้วย 
4.5.1  บทนำ (Introduction) บรรยายถึงความเป็นมาและวัตถุประสงค์ รวมท้ังควรมีการทบทวน

วรรณกรรม (literature review) ประกอบ 
4.5.2 อุปกรณ์และวิธีการ (Materials and Methods) ถ้าเป็นการคิดค้นขึ้นใหม่ ควรอธิบายอย่าง

ละเอียด แต่ถ้าเป็นที่ทราบกัน ควรเขียนในลักษณะอ้างอิงถึง ถ้าเป็นช่ือการค้าให้ทำเป็น
เชิงอรรถ 

4.5.3 ผล (Results) บรรยายผลการทดลองให้เข้าใจง่าย อาจเสนอเป็นตาราง รูปภาพ หรือกราฟ 
พร้อมคำบรรยายประกอบ  

4.5.4  วิจารณ์ (Discussion) วิจารณ์ถึงหลักการที่แสดงออกมาจากผลการทดลอง เพ่ือสนับสนุน หรือ
คัดค้านทฤษฎีที่มีผู้เสนอมาก่อน เพ่ือเปรียบเทียบกับผลการทดลองและการตีความหมายของ
ผู้อ่ืน เน้นถึงปัญหาข้อโต้แย้งในสาระสำคัญของเรื่องที่กำลังกล่าวถึง และการนำผลไปใช้ให้เป็น
ประโยชน์ 

4.5.5 สรุป (Conclusion) เขียนใจความท่ีสำคัญและคุณค่าของงานเพ่ือผู้อ่านเข้าใจได้ง่าย 
4.5.6 กิตติกรรมประกาศ (Acknowledgement) ระบุแหล่งสนับสนุนทุนวิจัย เครื่องมือ อุปกรณ์ 

และความช่วยเหลือจากบุคคลต่าง ๆ 
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4.5.7  เอกสารอ้างอิง (References)  
ก.  การอ้างอิงในเนื้อเรื่อง  

1) วารสารหรือหนังสือ เมื่ออยู่ต้นประโยค เช่น นพพร (2539), Lin and Lee (1981) เมื่อ
อยู่กลางหรือท้ายประโยค เช่น (วิไลและคณะ, 2532; Kumakai et al., 1961)  กรณี 
อ้างอิงเอกสารหลายเร่ืองที่เขียนโดยผู้แต่งคนเดียวกันและปีที่พิมพ์ซ้ำกัน ให้ใช้ a, b, c 
หรือ d ตามหลังปีที่พิมพ์สำหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ และใช้ ก ข ค หรือ ง 
ตามหลังปีที่ พิมพ์ สำหรับเอกสารภาษาไทย เช่น  เจือ และคณะ (2516ก),  Katz 
(1984a) 

2) บุคคลหรือข้อมูลที่ไม่เคยลงพิมพ์มาก่อน ให้อ้างเฉพาะในเน้ือเร่ืองเท่าน้ัน ไม่ต้องนำไป
รวมในรายช่ือเอกสารอ้างอิง เช่น .....similar results (Layton, R. B. and Weathers, 
C. C., unpublished data), .....for other bacteria (Jones, A. X., personal 
communication) 

3) เอกสารท่ีหน่วยงานเป็นผู้จัดทำ ให้ระบุช่ือหน่วยงานเต็มในการอ้างถึงครั้งแรก และระบุ
ช่ือย่อที่เป็นทางการหลังเคร่ืองหมายจุลภาค (,) การอ้างถึงครั้งต่อไปให้ใช้ช่ือย่อน้ัน กรณี
ที่ไม่มีช่ือย่อ ให้ระบุช่ือหน่วยงานเต็มทุกครั้ง เช่น (องค์การรับส่งสินค้าและพัสดุภัณฑ์, 
ร.ส.พ., 2519) 

ข. การเขียนเอกสารอ้างอิงท้ายเรื่อง เริ่มจากเอกสารอ้างอิงภาษาไทยเขียนเรียงตามลำดับ
พยัญชนะของผู้เขียน เอกสารอ้างอิงภาษาอังกฤษเขียนเรียงลำดับ ช่ือสกุลตามด้วยช่ือย่อ
ของผู้เขียน 
1) วารสาร ระบุช่ือผู้เขียน ตามด้วยปี ช่ือเร่ือง ช่ือย่อวารสาร ปีที่ ฉบับที่ และหน้าที่อ้างถึง  

เช่น 
สายพิณ ขุมทรัพย์  สุรพล ขุมทรัพย์ และจาตุรนต์ พลราช 2544 การเจริญเติบโตของ

เซลล์ IFFA-3 ชนิดแขวนลอยในมีเดียมที่มีกรดอะมิโนและวิตามินผสมสำเร็จ 
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. 
กรณีอ้างอิงเอกสารหลายเร่ืองที่เขียนโดยผู้แต่งคนเดียวกันและปีที่พิมพ์ซ้ำกัน ให้ใช้ 

a, b, c หรือ d ตามหลังปีที่พิมพ์ สำหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ และใช้ ก ข ค หรือ 
ง ตามหลังปีที่พิมพ์ สำหรับเอกสารภาษาไทย 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 ระบุช่ือผู้เขียน ปีที่พิมพ์ ช่ือเรื่อง บรรณาธิการ (ถ้ามีบรรณาธิการหลายคนให้อ้าง
ทุกคน) ช่ือหนังสือ ครั้งที่พิมพ์ สำนักพิมพ์ เมืองที่พิมพ์ ประเทศ หน้าแรกและหน้า
สุดท้ายที่อ้างถึง สำหรับหนังสือภาษาอังกฤษ ถ้าอ้างเพียง 1 หน้า ใช้ p. ถ้าอ้างอิงหลาย
หน้าใช้ pp. เช่น  
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กองแผนงาน กรมปศุสัตว์ 2543 ข้อมูลจำนวนปศุสัตว์ในประเทศไทย โรงพิมพ์ชุมนุม
สหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทยจำกัด กรุงเทพฯ หน้า 81 

ไพโรจน์ จ๋วงพานิช  2520 โรคอ้อยที่เกิดจากเช้ือรา ใน เกษม สุขสถาน และอุดม               
พูลเกษ บรรณาธิการ หลักการทำไร่อ้อย  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 ระบุช่ือผู้เขียน ปีที่พิมพ์ ช่ือเรื่อง ช่ือหนังสือ (ถ้ามี) แหล่งที่มาและวันที่เข้าถึง 
เช่น 
จันทรา แป้นตุ้ม  จุฑาพร ศรีวิพัฒน์  วรวิทย์ แสงสิงแก้ว และพ่ึงพิศ ดุลยพัชร์                     

2541อาหารจากข้าว โพด  คู่มือส่ง เสริมการ เกษตร ที่  43   แหล่งที ่ม า 
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 
 

จากปี พ.ศ. 2563 หรือ ค.ศ. 2020 ที่ทั่วโลกและประเทศไทย ประสพกับปัญหาด้านสุขภาพของประชากร
(คน) ที่รุนแรงมาก คือ ปัญหาการระบาดของโรคไวรัสโคโรน่า-2019 (COVID-19) ที่มีคนติดเช้ือมากกว่า 630  
ล้านคนและเสียชีวิตจำนวนมากถึง 6.6 ล้านคน ถือว่าเป็นหายนะที่สำคัญของโลกในยุคโลกไร้พรมแดน สำหรับโรค
ในสัตว์ของประเทศไทย ปี 2563 พบกับปัญหาการระบาดของโรคอหิวาต์แอฟริกาในม้า (African Horse 
Sickness, AHS) ปี 2564 พบกับปัญหาการระบาดของโรคลัมปี สกิน (Lumpy Skin Disease, LSD) และต้นปี 
2565 ก็มีการประกาศพบโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร (African swine fever, ASF) ซึ่งทั้ง 3 โรค เป็นโรคอุบัติใหม่
ที่ไม่เคยมีมาก่อนในประเทศไทย ทำให้เกิดการต่ืนตัวของนักวิชาการในสาขาต่างๆ เช่น นักวัคซีนวิทยา นักไวรัส
วิทยา เพ่ือพัฒนาวัคซีนชนิดใหม่ๆ ที่ใช้เทคโนโลยีใหม่ๆ ได้แก่ วัคซีนชนิด mRNA วัคซีนชนิด Vector เป็นต้น 
รวมทั้งใช้หลักการควบคุมโรคอย่างเข้มข้น (Biosecurity) ทำให้ปัจจุบันประเทศไทยได้ขอคืนสถานะประเทศ 
ปลอดโรค AHS ต่อองค์การสุขภาพสัตว์โลก (WOAH) แล้ว สำหรับโรค LSD และ ASF ก็ถูกควบคุมอยู่ในวงจำกัด 
รวมทั้งโรค COVID-19 ก็ได้ถูกประกาศให้เป็นโรคประจำถิ่นแล้ว 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์ฉบับน้ี เป็นปีที่ 31 ฉบับที่ 1 มีนาคม 2566 ประกอบไปด้วยเนื้อหาที่เป็นประโยชน์
ต่อผู้ใช้วัคซีนที่ผลิตโดยสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) กรมปศุสัตว์ จำนวน 5 เรื่อง ได้แก่ 1)การจำแนก
คุณลักษณะของเช้ือวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ 2)การพัฒนาวัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรน
ไชนีส ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงในระดับต้นแบบ 3)ความคุ้มโรคแรกเริ่มและระยะคุ้มโรคของวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ ชนิด
น้ำมัน 4)การเจริญเติบโตของเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น ในเซลล์ไลน์ MDBK และ 5)หลักการ
ตรวจสอบ vaccine matching ด้วยวิธี virus neutralization และ LP ELISA ในการคัดเลือกไวรัสสำหรับการ
ผลิตวัคซีนโรคปากและเท้าเป่ือย ซึ่งเรื่องที่ 5 น้ีจะเป็นประโยชน์อย่างย่ิงสำหรับผู้ใช้วัคซีนและผู้ผลิตวัคซีน (สทช.) 
ในการผลิตวัคซีนให้ตรงหรือใกล้เคียงกับเช้ือไวรัสที่มีการระบาดในพ้ืนที่ เพ่ือควบคุม หยุดย้ังการระบาดของเช้ือให้
เร็วที่สุด รวมทั้งช่วยลดความเสียหายทางเศรษฐกิจ 

ท้ายน้ีกองบรรณาธิการ ขอขอบคุณผู้อ่านที่ยังให้ความสนใจและหวังว่าวารสารชีวผลิตภัณฑ์ฉบับนี้จะเป็น
ประโยชน์ในการดำเนินงานวิชาการ วิจัย การต่อยอด การพัฒนานวัตกรรมของนักวิชาการ นักวิจัย และเป็นข้อมูล
แก่ผู้ที่เก่ียวข้องและผู้สนใจ 
 
 
 
                  ขอขอบคุณ 
          น.สพ. ไชยา  สง่าประโคน 
                  บรรณาธิการ 
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การจำแนกคณุลักษณะเชื้อวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ท่ีผลิตโดยกรมปศุสัตว ์
 

นพคุณ มูลสิน1  คณิตา  ภาสะฐิติ1 
 

บทคัดย่อ 
การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือสืบค้นประวัติต้นตอวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ ทำการจำแนก

และตรวจสอบคุณลักษณะต่าง ๆ ของเช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่ใช้ผลิตวัคซีนของกรมปศุสัตว์ โดย
ศึกษาขนาดและรูปร่างจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน  วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ชีวสารสนเทศศาสตร์ 
(Bioinformatics data) สร้างแบบจำลองโครงสร้างโปรตีนสามมิติโดยวิธี homology modeling และเสนอการ
เรียกช่ือสายพันธ์ุตามระบบสากล ผลการศึกษาพบว่าต้นตอและวัคซีนป้องกันโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่  
กรมปศุสัตว์ผลิตเป็นสายพันธ์ุท้องถิ่นมีการวิจัยและพัฒนายาวนานกว่า60 ปี มีขนาดอนุภาคไวรัส 60-80 นาโนเมตร 
รูปร่างลักษณะกลม มีความบริสุทธ์ิสูง พบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับเช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อใน
ไก่สายพันธ์ุ LSD/051 มีความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทด์ 87.76 % และมีความเหมือนของลำดับกรดอะมิโน 
85.69% โดยท่ีกรดอะมิโนบริเวณตำแหน่งที่จดจำและถูกตัดด้วยเอนไซม์โฮสต์ประกอบด้วยอาร์จินีน-อาร์จินีน- 
เซอรีน-อาร์จินีน-อาร์จินีน จากแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่สร้างขึ้นด้วยวิธี neighbor joining และ maximum 
likelihood แสดงให้เห็นเช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ของกรมปศุสัตว์จำแนกอยู่ในจีโนไทป์ 1 ลำดับเช้ือสายที่ 
25 อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษารายละเอียดทางพันธุกรรมจากยีนทั้งหมดเพื่อยืนยันอีกครั้ง จากโครงสร้างสามมิติ
ของโปรตีน spike พบว่ากรดอะมิโนบริเวณ N-terminal domain ซึ่งทำหน้าที่สำคัญในการจับกับเน้ือเย่ือทางเดิน
หายใจมีความเหมือนกันระหว่างวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ของกรมปศุสัตว์กับวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อ
ในไก่สายพันธ์ุ H 120 และ Mass 41 โดยระบบสากลควรใช้ช่ือสายพันธ์ุวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่ผลิต
โดยกรมปศุสัตว์เป็น IBV DLD strain (TH/GI-25, DLD/S/54) 

โดยสรุปจากการจำแนกคุณลักษณะต่างๆและวิเคราะห์ข้อมูลชีวสารสนเทศศาตร์ของต้นตอและวัคซีน
ป้องกันโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ พบว่ามีความบริสุทธ์ิสูง มีความปลอดภัยและ               
มีประสิทธิภาพในการป้องกันโรคสายพันธ์ุที่ก่อโรคทางเดินหายใจได้เป็นอย่างดี 

 
 
 
 

คำสำคัญ: ประวัติต้นตอวัคซีน    วัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่   
แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม  แบบจำลองโครงสร้างโปรตีนสามมิติ 
 

 

 
 
 
 
 

1สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
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บทนำ 
โรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่เป็นโรคติดเช้ือไวรัสในระบบทางเดินหายใจส่วนต้น พบได้ในไก่ทุกอายุ 

เป็นโรคติดต่อที่สร้างความสูญเสียทางเศรษฐกิจต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่ทั่วโลก มีสาเหตุจากเช้ือ Infectious 
bronchitis virus (IBV) ซึ่งรายงานคร้ังแรกในรัฐนอร์ทดาโกตา สหรัฐอเมริกา ปี 1931 (Schalk and Hawn, 
1931) ในไก่อายุ 2 วันถึง 3 สัปดาห์ พบการตาย 40-90% การติดต่อโรคนี้เกิดจากการสัมผัสไก่ป่วย (Direct 
contact) หรือพาหะที่มีเช้ือไวรัสปนมากับอาหาร น้ำ สิ่งรองนอน มูลไก่ หรือเกิดจากคนเป็นผู้นำโรคเข้าฟาร์ม 
(Indirect contact) ไวรัสสามารถแพร่กระจายติดต่อไปในอากาศ (Airborne transmission) (OIE, 2018)                 
ไก่ทั่วไปท่ีป่วยจะแสดงอาการน้ำมูกน้ำตาไหล อ้าปากหายใจ จาม ในไก่ไข่เช้ือไวรัสสามารถเพิ่มจำนวนในท่อนำไข่ 
(oviduct) ส่งผลให้ผลผลิตไข่ลดลง เปลือกไข่มีสีซีดฟองไข่มีลักษณะผิดรูป และไข่ขาวเหลว นอกจากน้ีเช้ือ             
บางสายพันธ์ุ (Nephropathogenic strain) เพ่ิมจำนวนในไตทำให้เกิดรอยโรคและไตอักเสบ (interstitial nephritis) มี
การคั่งของยูเรตในท่อไต ในไก่ป่วยหากไก่ที่มีการติดเช้ือร่วมกับแบคทีเรีย อีโคไลและเช้ือมัยโค-พลาสมา จะทำให้
อัตราการป่วยตายสูงเพ่ิมมากขึ้น (Jackwood, 2012)  
 ในประเทศไทยได้มีรายงานการระบาดของเช้ือ0IBV ครั้งแรกในปีค.ศ. 1954 (Chindavanig, 1962)                 
ณ ปัจจุบันยังพบการแพร่ระบาดของโรคทุกพ้ืนที่ของประเทศซ่ึง IBV น้ีมีลักษณะทางพันธุกรรมแตกต่างจากไวรัส
เดิมจัด เป็น  new variant (Pohuang et al., 2011; Munyahongse et al., 2020) IBV เป็น  corona virus    
ชนิดแรกที่มนุษย์ค้นพบก่อนที่จะมีการประดิษฐ์กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน จัดอยู่ใน Family Coronaviridae 
Genus Gamma coronavirus Species Avian coronavirus เดิมตลอด  50 ปีที่ มี การค้นพบ  IBV เช่ือ ว่า 
Gamma coronavirus มีสมาชิกเพียงชนิดเดียวคือ IBV ซึ่งพบไวรัสน้ีเฉพาะในไก่เท่าน้ัน แต่ปัจจุบันได้พบ 
gamma coronavirus ในสัตว์ปีกอ่ืนที่แยกเช้ือได้จาก นกยูง นกกระทา ไก่งวง และนกป่า ที่เรียกว่า IBV –like 
virus (OIE, 2018) สมาชิกใน genus corona virus จะมีรูปร่างลักษณะภายนอกที่เหมือนกันเมื่อส่องขยายโดย
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนจะพบอนุภาคไวรัสขนาดประมาณ 60 ถึง 150 นาโนเมตร มีปุ่มหนามย่ืนออกมาเหมือน
รัศมีของดวงอาทิตย์ซึ่งภาษาลาตินเรียกว่า corona (Lalchhandama, 2020) เมื่อศึกษาสารพันธุกรรมภายใน
อนุภาคไวรัส (จีโนม) ซึ่งประกอบด้วยกรดไรโบนิวคลีอิกสายเด่ียวชนิด positive-sense RNA ขนาดความยาว
ประมาณ 27.6 Kb ขนาด2/3 จีโนมบริเวณ 5 ่ทำหน้าที่สร้างโปรตีน 15 ชนิดสำหรับถอดรหัสและจำลองตัว
อนุภาค (nonstructural replicate proteins: nsp2-16) ที่เหลือ1/3 บริเวณ 3 ́́ ่ของจีโนมไวรัสทำหน้าที่ผลิต
โป ร ตี น โค ร ง ส ร้ า ง  4 ช นิ ด คื อ  spike glycoprotein (S), envelope glycoprotein (E), membrane 
glycoprotein (M) และ nucleocapsid protein (N) สำหรับ S protein มีลักษณะเป็นปุ่มหนามอยู่บริเวณ
เปลือกหุ้มของอนุภาคไวรัสจัดเป็น membrane protein type I (Lontok et al., 2004) ประกอบด้วยโปรตีน
สองหน่วยย่อย คือ S1 และ S2 โปรตีนส่วน S1 ทำหน้าที่ในการจับกับตัวรับบนผนังเซลล์ของโฮสท์ (receptor-
binding domain) ในส่วน amino-terminal ของ S1 ทำหน้าที่เป็นแอนติเจนที่เหน่ียวนำระบบภูมิคุ้มกันของ
ร่างกายโฮสท์ให้สร้าง neutralizing antibodies ซึ่งเป็น protective immunity ที่ร่างกายสัตว์สร้างขึ้นใช้ในการ
ป้องกันการติดเช้ือ IBV และแอนติบอดีน้ียังแสดงถึงซีโรไทป์จำเพาะของเช้ือไวรัสอีกด้วย (Cavanagh, 2007) ใน
อดีตการจำแนก IBV จะอาศัยวิธีการทางซีรัมวิทยาเช่น haemagglutination inhibition (HI) หรือ Virus 
neutralization (VN) แต่เน่ืองจากการอุบัติขึ้นของเช้ือ IBV ชนิดใหม่อย่างต่อเน่ืองจากอดีตจนถึงปัจจุบันเน่ืองจาก
การเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางด้านความเป็นแอนติเจนหรือพันธุกรรมที่เปลี่ยนไปจากไวรัสชนิดเดิมเป็นอย่างมาก
จากกระบวนการ mutation, insertion หรือ deletion นอกจากน้ียังเกิดจากกระบวนการ recombination 
(Valastro et al., 2016) เป็นผลให้เกิดไวรัสที่เรียกว่า new variant type ทำให้การจำแนกสายพันธ์ุ IBV โดยวิธี 
serotyping แทบไม่มีการทำอีกต่อไป (OIE, 2018) ในทางตรงกันข้ามการจำแนกสายพันธ์ุโดยอาศัยลำดับรหัส
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พันธุกรรมในส่วนยีนที่ทำหน้าที่สร้าง S1 protein มีการศึกษาแพร่หลายเน่ืองจากทำได้รวดเร็ว ให้ความถูกต้อง
สามารถเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ระหว่างห้องปฏิบัติการต่างๆได้เป็นอย่างดี ให้ข้อมูลที่นำไปใช้ประโยชน์ด้านการ
เฝ้าระวังทางระบาดวิทยา ติดตามวิวัฒนาการของเช้ือ ตลอดจนการจำแนกสายพันธ์ุในวัคซีนเพ่ือใช้ในการป้องกัน
โรค (Jackwood and De Wit, 2020) 
 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) กรมปศุสัตว์ได้ผลิตวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ ซึ่งเป็นวัคซีน
ชนิดเช้ือเป็นที่ถูกทำให้อ่อนกำลัง (live attenuated vaccine) โดยผ่านกระบวนการ lyophilization มาเป็น
ระยะเวลายาวนานโดยใช้เช้ือ IBV ที่แยกได้จากการระบาดในประเทศสายพันธ์ุท้องถิ่น (Local strain) สำหรับ
ป้องกันโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ ซึ่งใช้ในไก่เน้ือโดยการหยอดตาหรือจมูก ตัวละ 2 หยด ครั้งแรกเมื่ออายุ  
5-7 วัน และครั้งที่ 2 เมื่ออายุ 3-4 สัปดาห์ สำหรับไก่ไข่ให้วัคซีนสองคร้ังแรกเช่นเดียวกับในไก่เน้ือ ครั้งที่สาม เมื่อ
อายุ 6-8 สัปดาห์และซ้ำทุก 3 เดือน (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2562) ในการศึกษาคุณลักษณะของเช้ือ IBV 
ที่นำมาใช้ผลิตวัคซีนน้ีสามารถกระทำได้หลายวิธีขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ของการศึกษาเช่นวิธี virus isolation และ 
virus neutralization ใช้สำหรับยืนยันกรณีการเกิดโรค (Confirmation of clinical cases) ส่วนวิธี gene 
sequencing สำหรับการระบุชนิดและสายพันธ์ุของไวรัส (Virus identification) ส่วนวิธีเสริมอ่ืนเช่นการศึกษา
ไวรัสด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนจะใช้จำแนกชนิดไวรัสจากรูปร่างที่แตกต่างกันและสามารถศึกษารายละเอียด
โครงสร้างต่างๆท่ีมีขนาดเล็กบนอนุภาคไวรัส (OIE, 2018)  
 ในการศึกษาคร้ังน้ีมีจุดประสงค์ต้องการสืบค้นประวัติต้นตอเช้ือ IBV ที่สทช.นำมาใช้ผลิตวัคซีนและ
ต้องการทราบคุณลักษณะต่างๆของเช้ือได้แก่ขนาดและรูปร่างการนำความรู้ทางชีวสารสนเทศศาสตร์มาจำแนก
สายพันธ์ุตลอดจนศึกษาโครงสร้างโปรตีนสามมิติบริเวณปุ่มหนาม (S1) ตลอดจนนำเสนอการต้ังช่ือสายพันธ์ุวัคซีน 
ผลที่ได้จากการศึกษารหัสพันธุกรรมบริเวณ S1 ซึ่งมีความผันแปรทางพันธุกรรมสูงทำให้ทราบรายละเอียด               
สายพันธ์ุและสามารถบ่งบอกความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างเช้ือ IBV ที่ใช้ผลิตวัคซีนกับเช้ือที่มีการระบาด 
รวมถึงใช้เป็นเอกสารทางวิชาการ เพ่ือประกอบการขึ้นทะเบียนชีววัตถุต่อทางสำนักงานคณะกรรมการอาหารและ
ยาต่อไป 
  

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. สืบค้นประวัติแหล่งที่มาต้นตอและเช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่ใช้ผลิตวัคซีนของกรมปศุสัตว์ โดย

สืบค้นจากวารสารวิชาการที่เผยแพร่ข้อมูลไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ทั้งในประเทศและต่างประเทศ
รวมถึงการเข้าถึงข้อมูล Nucleotide และ Protein databases โดยระบุเป็นเลข Accession number 
สำหรับ Nucleotide (EU589323) และ Protein sequence (ACB87909.1) พร้อมสัมภาษณ์ผู้พัฒนา seed 
IBV 

2. เตรียมตัวอย่างไวรัสต้นตอ (seed virus) เพ่ือศึกษารูปร่างและโครงสร้างส่วนหนามหรือ S1 ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดทรานมิสช่ัน (TEM)1 ที่ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา โดยใช้ตัวอย่างไวรัสปริมาณ 104.75 EID50/ml ละลายด้วยน้ำกลั่น 1 มล.
ต่อจากน้ันดูด 20 ไมโครลิตรสารละลายไวรัสหยดลงบน copper grid ซึ่งถักทอเป็นโครงตาข่ายสำหรับรองรับ
ตัวอย่างปล่อยให้ดูดซับตัวอย่างประมาณห้านาที หลังจากน้ันย้อมตัวอย่างด้วย 2% uranyl acetate ทำการ
ดูดความช้ืนด้วยตู้ดูดความช้ืนทิ้งไว้ข้ามคืน หลังจากน้ันนำตัวอย่างทำการยิงลำอิเล็กตรอนทะลุผ่านตัวอย่างด้วย
ความต่างศักย์ 120 kV จากน้ันโฟกัสและขยายด้วยเลนส์แม่เหล็กขนาดกำลังขยาย 100,000 – 200,000 เท่า 

 
1 ย่ีห้อ FEI รุ่น Tecnai G20, Czech Republic 
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3. การวิเคราะห์ข้อมูลเช้ือ IBV โดยใช้ข้อมูลทางชีวสารสนเทศศาตร์ (Bioinformatics Data) 
3.1 จากฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nig.gov) ซึ่งเป็นแหล่งรวบรวมข้อมูลชีวสารสนเทศต่างๆ

ประกอบด้วยฐานข้อมูลลำดับกรดนิวคลีอิก (DNA) และ mRNA ที่เก็บรักษาและบริหารจัดการโดย National 
center for biotechnology กระทรวงสาธารณสุข สหรัฐอเมริกา ถูกนำมาใช้วิเคราะห์ข้อมูลรหัสพันธุกรรม
บริเวณ Spike 1 gene ใช้โปรแกรม BLAST (Basic Local Aliment Search Tool) ซึ่งเป็นชุดโปรแกรม
คอมพิวเตอร์ที่ประกอบไปด้วยตรรกะข้ันตอนวิธีสำหรับเปรียบเทียบความคล้ายกันของ DNA หรือโปรตีน
ประกอบด้วย 
- Blastn เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน S1 เช้ือ IBV ของกรมปศุสัตว์กับลำดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือ 

IBV สายพันธ์ุต่างๆท่ัวโลกที่อยู่ในฐานข้อมูล 
- Blastp เปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนบนโปรตีน S1 เช้ือ IBV ของกรมปศุสัตว์กับลำดับกรดอะมิโนของ

เช้ือ IBV สายพันธ์ุต่างๆท่ัวโลกที่อยู่ในฐานข้อมูล 
สำหรับลำดับนิวคลีโอไทด์และโปรตีนบริเวณ S1 ซึ่งทำหน้าที่สร้างและประกอบเป็นปุ่มหนามของ IBV 

กรมปศุสัตว์ก่อนการศึกษาในครั้งน้ีสทช. ได้ศึกษาจากตัวอย่าง seed IBV จำนวน 3 lots ที่เก็บรักษา เปรียบเทียบ
กับ vaccine IBV จำนวน 3 Batch ที่ผลิตต่อเน่ืองกัน โดยเทคนิค RT-PCR, Restriction fragment length 
polymorphism และ Sanger nucleotide sequencing พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็น complete S1 gene 
ความยาว 1,635 nucleotides มีความเหมือนกันระหว่าง seed และ vaccine 100% แสดงถึงลักษณะที่เรียกว่า 
genetic stability ซึ่งรายละเอียดไม่ได้นำมาเผยแพร่ในการศึกษานี้โดยที่ข้อมูลได้จากการศึกษาถูกเก็บไว้ที่ 
GenBank สามารถเข้าถึงได้โดยใช้รหัส Accession number: Nucleotide sequence (EU589323), Protein 
sequence (ACB87909.1) 
3.2 เทียบเรียงข้อมูลรหัสพันธุกรรมข้อมูลนิวคลีโอไทด์หรือโปรตีนโดยเทียบเรียงคู่ลำดับข้อมูลสองเส้น (Pairwise 

alignment) หรือหลายตัวอย่างข้อมูลในเวลาเดียวกัน (Multiple sequence alignment) โดยทำการ
เปรียบเทียบความเหมือน (Identity) หรือความคล้าย (Similarity) บริเวณโปรตีน S1 วัคซีนหลอดลมอักเสบ
ติดต่อในไก่กรมปศุสัตว์กับวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่สเตรนวัคซีนที่นิยมใช้กันได้แก่ Mass41, H120, 
4/91, QX, Ma5 (ตารางท่ี 1) และเช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่ออ่ืนที่เป็นเช้ืออ้างอิงหรือสายพันธ์ุที่มีความ
คล้ายของกรดอะมิโนโดยใช้โปรแกรม CustalW (Thompson et al., 1994) 

3.3 สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) โดยใช้ข้อมูลยีน S1 วัคซีน IBV กรมปศุสัตว์
กับเช้ือ Reference IBV strains ซึ่งจำแนกเป็น 6 genotype 32 lineages (ตารางที่2) และเช้ือ IBV 7 Thai 
isolated โ ด ย ที่  4  Isolated (GenBank accession number:Chonburi:MG191016, Phetchabun: 
MG191018, Prachinburi:MG191020, Saraburi: MG191023) ร า ย ง าน โด ย  (Munyahongse et al., 
2020) แ ล ะ อี ก  3  Isolated (GenBank accession number:THA90151Group1:GQ503617, 
THA80151Group2:GQ503616, THA241251/Mass:GQ885131) รายงานโดย (Pohuang et al., 2011) 
นำมาสร้าง Phylogenetic tree โดยใช้โปรแกรม MEGA v.6.0 (Tamura et al., 2013) เลือก Neighbor – 
joining และ  Maximum-likelihood method และใช้  General time reversible model ร่วมกับการ
กระจายข้อมูลแบบ gamma distribution และ invariant site model กำหนดให้ทำการสร้างแผนภูมิโดย
การเปลี่ยนลำดับนิวคลีโอไทด์แบบสุ่มด้วยค่า Bootstrap value 1000 (nodal support value) 

3.4 สร้างและทำนายหน้าที่จากโครงสร้างสามมิติ S1 โดยวิธี homology modeling เริ่มจากการแปลรหัสลำดับนิ
วคลีโอไทด์บริเวณยีน S1 เช้ือ IBV กรมปศุสัตว์ให้เป็นลำดับกรดอะมิโนแล้วใช้ Swiss-Model web server 
(http://swissmodel.expasy.org/) ทำการ 
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3.4.1 ค้นหาและคัดเลือก Template S1 protein ที่มีโครงสร้างสามมิติที่มีรายละเอียดความถูกต้อง
ที่ดีที่สุดซึ่งได้โครงสร้างโปรตีนน้ีมาจาการทดลองโดยใช้เทคนิค X-ray crystallography หรือ 
Cryo-TEM 

3.4.2 สร้างแบบจำลองขึ้นมาโดยการทำ alignment ระหว่าง S1 protein IBV กรมปศุสัตว์ (Query 
Protein) กับโครงสร้าง Template protein ซึ่งการ aliment น้ีจะเป็นการเปรียบเทียบ 
กรดอะมิโนบริเวณ Backbone และ side chain และ loop เพ่ือนำมาสร้างเป็นแบบจำลอง
โครงสร้างสามมิติ 

3.4.3 ประเมินความถูกต้องโครงสร้างโปรตีนสามมิติที่สร้างขึ้น โดยใช้ค่า Qualititative Model 
Energy Analysis (QMEAN) Z-Scores และค่า QMEANDisCo (Studer et a.l, 2020) 

4. นำเสนอการตั้งช่ือสายพันธ์ุ (strain) เช้ือ IBV กรมปศุสัตว์ที่ใช้ผลิตเป็นวัคซีนตามหลักเกณฑ์การเรียกช่ือสากล
ดังน้ี 

- IBV/ชนิดสัตว์/ประเทศ/genetic type, serotype/ช่ือสายพันธ์ุ/ปีที่ทำการแยกเช้ือ 
 

ผล 
1. ประวัติต้นตอวัคซีน IBV (Seed History) 

ในช่วงปี 1954 -1955 ได้เกิดการระบาดของโรคในไก่ที่กรุงเทพในช่วงระบาดดังกล่าวได้มีการทำการแยก
เช้ือไวรัสหลายครั้งพร้อมได้มีการสืบหาสาเหตุของโรคพบว่าเกิดจากเช้ือ Infectious bronchitis virus ในการ
วินิจฉัยยืนยันโรคใช้วิธี Neutralization test ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์ Immune serum จากห้องปฏิบัติการ 
Dr.Salsbury และกระทรวงเกษตรสหรัฐอเมริกา ขณะน้ันมีการค้นคว้าเอกสารทางวิชาการต่างประเทศ (Review 
literature) พบว่ามีเอกสารจำนวน 5 ฉบับ (Chindavanig, 1962) ระบุว่ามีความเป็นไปได้ที่จะควบคุมการระบาด
โรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ โดยวิธีการใช้วัคซีนชนิดเช้ือเป็นที่ทำการดัดแปลงคุณสมบัติเช้ือไวรัสที่ก่อโรค จึง
เป็นที่มาของการพัฒนาวัคซีนนี้ในประเทศไทยเป็นครั้งแรกโดยทีมวิจัยพัฒนาวัคซีนประกอบด้วย นายสัตวแพทย์  
ปิยะ ชัยสิทธ์ิยุทธพันธ์ นายสัตวแพทย์ พอ จินดาวณิค นายประเสริฐ วิมลสุข และนายเจริญ แก้วทับ โดยทำการ
แยกเช้ือไวรัสที่เป็นสาเหตุให้เกิดโรค เตรียมเป็น seed virus ทำโดย ใช้เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่แยก
ได้ (S-strain) ทำการผ่านไวรัสลงไปในไข่ไก่ฟักอายุ 9-10 วันบริเวณช่องว่าง allantoic sac ในไข่จำนวน 142 ครั้ง
ได้ปริมาณไวรัสมีปริมาณคงที่และเมื่อนำไปทดสอบประสิทธิภาพวัคซีนในไก่อายุ 10 วันจำนวน 42 ตัว พบว่าไก่
สร้างภูมิคุ้มกันได้ดียาวนานถึง 3 เดือนโดยเช้ือไวรัสน้ีได้อ่อนกำลังลงไม่ก่อให้เกิดโรคในไก่ (Chindavanig, 1962)  

จากการสัมภาษณ์ในปีพ.ศ. 2550 น.สพ.พอ จินดาวณิค อดีตผู้อำนวยการสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ ให้
ข้อมูลว่า ได้ใช้ไวรัส Passage ที่ 143 เป็นต้นกำเนิดของการผลิตวัคซีนป้องกันโรคไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ 
ในช่วงเวลาที่ นายสัตวแพทย์จักร พิชัยณรงค์สงคราม ดำรงตำแหน่งอธิบดีกรมปศุสัตว์และเคยดำรงตำแหน่งเป็น
ผู้อำนวยการกองเซรุ่มหรือสทช.ในปัจจุบัน (พอ จินดาวณิค, สัมภาษณ์) 
2. การจำแนกคุณลักษณะไวรัสโดยใช้รูปร่างลักษณะ (Morphological Characterization) 

จากการศึกษารูปร่างไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่โดยใช้ตัวอย่าง Seed virus ที่เป็น local strain 
สำหรับผลิตเป็นวัคซีนป้องกันโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ของกรมปศุสัตว์ โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
ชนิด TEM ขนาดกำลังขยาย 150,000 เท่า พบไวรัสมีรูปร่างค่อนข้างทรงกลมโดยมีปุ่มหนามย่ืนออกมานอก
อนุภาค โดยอนุภาคไวรัสมีขนาดประมาณ 60-80 นาโนเมตร แต่ละอนุภาคมีขนาดใกล้เคียงกัน และจากภาพถ่าย
แสดงให้เห็นรูปร่างลักษณะ corona virus โดยที่ไม่พบภาพไวรัสชนิดอ่ืน (รูปที่ 1) 
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3. การวิเคราะห์คุณลักษณะ IBV โดยการใช้ข้อมูลชีวสารสนเทศศาสตร์ 
3.1 เปรียบเทียบความเหมือนของนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ S1 protein gene 

ใช้โปรแกรม BLAST เปรียบเทียบ  % Identity ระหว่าง IBV กรมปศุสัตว์และวัคซีนหลอดลมอักเสบ
ติดต่อในไก่ที่จำหน่ายในประเทศไทยรวมถึง IBV สายพันธ์ุอ่ืน พร้อมแสดงผลเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีน 
(ตารางที่ 1) จากตารางพบว่าเช้ือ IBV กรมปศุสัตว์มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของกรดอะมิโนเทียบกับเช้ือ             
สายพันธ์ุวัคซีน IBV H120 และ Ma 5 มากที่สุด 81.26% และมีความเหมือนของนิวคลีโอไทด์ 81.47% และ 
81.58% อย่างไรก็ตามถ้าเปรียบเทียบกับเช้ือ IBV สายพันธ์ุอ่ืนจะพบว่ามีความเหมือนของกรดอะมิโน
เหมือนกับ IBV LSD/051 มากที่สุด 85.69% และมีความเหมือนของนิวคลีโอไทด์ 87.76% 
3.2 แสดง Multiple sequence aliment 

จากการเปรียบเทียบความเหมือนกันระหว่าง S1 ของเช้ือ IBV ซึ่งจัดอยู่ใน avian corona virus สปีชีส์
เดียวกันแต่ต่างสายพันธ์ุกันจำนวน 10 สายพันธ์ุ ประกอบด้วยสายพันธ์ุที่ใช้เป็นวัคซีนและสายพันธ์ุอ้างอิงหรือ
สายพันธ์ุอ่ืนเมื่อเทียบกับวัคซีนกรมปศุสัตว์ จะพบ% ความเหมือนของกรดอะมิโน (ตารางที่ 1) และลักษณะ
อ่ืนๆ ที่สำคัญ (รูปที่ 2) จากรูป พบว่าด้านปลาย amino terminal (N-terminal) ซึ่งเป็นบริเวณที่มีความ            
ผันแปรของกรดอะมิโนหรือนิวคลีโอไทด์สูงมากพบกรดอะมิโน Methionine (M) ทำหน้าที่เป็น Translation 
initiation codon เมื่อนับลำดับกรดอะมิโนตำแหน่งที่ 24 และ 25 พบว่ามีการขาดหายไปของกรดอะมิโนใน
เช้ือ IBV กรมปศุสัตว์และเช้ือ IBV (ลำดับ 4-6) สำหรับกรดอะมิโนด้าน Carboxy terminal (C-terminal) ของ
เช้ือ IBV แต่ละชนิดจะมีการจัดเรียงตัวกรดอะมิโนค่อนข้างอนุรักษ์ (conserved region) โดยเฉพาะบริเวณ
เช่ือมต่อระหว่าง S1 และ S2 ซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโน 5 ตัว (five basic amino acid) คือ arginine-
arginine-basic amino acid-arginine-arginine บริเวณน้ีจะเป็นตำแหน่งที่เอนไซม์ serine proteases ของ
เซลล์โฮสต์จดจำและตัดพันธะเปปไตด์ (Spike glycoprotein cleavage recognition site) (Cavanagh et 
al., 1986) 
3.3 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

ในการศึกษาครั้งน้ี ต้องการจำแนกสายพัน ธ์ุ IBV กรมปศุสัต ว์โดยการทำ phylogenetic strain 
classification โดยการนำ S1 gene ของเช้ือ IBV จำนวน 52 สายพันธ์ุมาสร้าง tree โดยใช้วิธี character 
base approach ไ ด้ แ ก่  Maximum likelihood (Jones et al, 1992) (รู ป ที่  3 ) แ ล ะ  distance-base 
approach ได้แก่ Neighbor-joining approach (Saitou and Nei, 1987) (รูปที่ 4) พบว่า Phylogenetic 
tree ที่สร้างขึ้นสามารถจำแนกเช้ือ IBV ออกเป็น 6 genotype 32 lineages โดยใช้เกณฑ์ rules of thumb 
ถ้านิวคลีโอไทด์ต่างกัน 13% จัดอยู่คนละ lineage ในกรณีต่างกันมากกว่า 30% จัดแยกเป็นอีก genotype 
นอกจากน้ี lineage ยังถูกกำหนดจากการทำ monophyletic groups จากเช้ือ IBV อย่างน้อยสามสายพันธ์ุ 
ซึ่งเกิดการระบาดอย่างน้อยสองครั้ง (Valastro et al., 2016) ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจาก 
phylogenetic tree จำนวน 32 lineages นั้นพบลักษณะสำคัญดังน้ี Genotype I ประกอบไปด้วยสมาชิก 
IBV จำนวนมากที่สุดถึง 27 lineages ส่วน Genotype (II-VI) ที่เหลือมีสมาชิก อย่างละ lineage สำหรับ IBV 
vaccine strains จัดจำแนกอยู่ที่ Genotype I lineage ที่ 1 (H120, Ma5) และ lineage ที่ 13 (4/91)  

สำหรับ IBV กรมปศุสัตว์ถูกจำแนกอยู่ใน Genotype I ซึ่งมีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมกับเช้ือไวรัส
หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ LSD/051 มากที่สุด (87.76% nucleotide identity และ 85.69% amino acid 
identity) สำหรับ IBV LSD/051 เป็นไวรัสที่แยกได้ในมณฑลซานตง สาธารณรัฐประชาชนจีน ระหว่างปี 
2005-2006 โดยก่อให้เกิดโรคทางเดินหายใจในไก่มากกว่า37ฟาร์มซึ่งต่อมาในระยะเวลาสองปีพบว่าไวรัสน้ีเกิด
กระบวนการ recombination กลายเป็นไวรัสสายพันธ์ุใหม่คือ IBV LSD/07-4  
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นอกจากน้ี IBV กรมปศุสัตว์ยังมีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (Genetic relationships) ใกล้ชิด
รองลงมากับ IBV CA/1737/04 Genotype I lineage ที่ 25 ซึ่งเป็นเช้ือที่แยกได้จากการระบาดในฟาร์ม 
ไก่เน้ือที่มลรัฐแคลิฟอร์เนียปี 2004 ใน lineage 25 น้ีจะประกอบด้วยสมาชิกที่แยกเช้ือได้จากมลรัฐ 
Delmarva (DMV) ซึ่งสมาชิกที่สำคัญคือ DMV/5642/06 
3.4 โครงสร้างสามมิติของโปรตีน S1 

3.4.1 SWISS-MODEL server ซึ่งเป็น web-base service จะทำการค้นหาโครงสร้างสามมิติเพ่ือใช้
เป็น template จาก The SWISS-MODEL Template Library ซึ่งมีที่มาของโครงสร้างโปรตีน
จาก protein data bank (PDB) สำหรับทำ homology modeling พบว่า PDB template 
ID: 6CV0 (Shang et al., 2018) ถูกเลือกให้เป็นแม่แบบในการสร้างโครงสร้างสามมิติของ S1 
IBV กรมปศุสัตว์ 

3.4.2 ทำการสร้างแบบจำลองสามมิติ (รูปที่ 5)  
 จากรูป 5ก แสดง S1 ประกอบขึ้นด้วย protein domain ต่างๆมีลักษณะและหน้าที่ดังน้ี 

1) บริเวณ N-terminal domain (NTD) มีลักษณะโครงสร้างที่เรียกว่า galectin fold โดยท่ี
โครงสร้างหลักประกอบด้วย 12β sandwich ซ้อนทับกันเกิด hydrophobic interactions 
เหนือถัดโครงสร้างหลักขึ้นไปคือโครงสร้าง loop ซึ่งมีลักษณะ partial ceiling ซึ่งใน 
corona virus แต่ละ genus จะมีลักษณะเฉพาะสามารถใช้บ่งบอกถึงวิวัฒนาการไวรัส             
กลุ่ม น้ี ส่วนโครงสร้างรองได้แก่ alpha helix และ beta sheet จากการศึกษา โดย 
(Promkuntod et al. 2014) พบว่า S1-NTD บริเวณกรดอะมิโนที่ 19-69 ทำหน้าที่จับกับ
เน้ือเย่ือทางเดินระบบหายใจไก่โดยอาศัย alpha 2,3 sialic acid เป็นตัวรับโดยมีกรด               
อะมิโน 4 ตำแหน่งที่สำคัญในการยึดเกาะ (ตารางที่ 3) 

2) บริเวณ C-terminal domain ประกอบด้วยโครงสร้าง 2 parallel และ 5 antiparalle 
beta sheet และ extended loop ทำหน้าที่เป็น receptor-binding motifs (RBM) กับ
เซลล์โฮสต์ 

3) บริเวณ SD2 เป็นบริเวณที่ต่อกับ S2 และเป็นบริเวณที่ถูก host cell protease Cleave 
เกิดการเหน่ียวนำให้เกิดการเปลี่ยนแปลง Conformation ของโครงสร้างก่อนเกิดการ 
fusion ของ S2 subunit จากการศึกษาโครงสร้าง S1 protein ของเช้ือ IBV โดยวิธี Cryo-
TEM สายพันธ์ุ Mass 41 ซึ่งถูกเลือกให้เป็นแม่แบบในการสร้างโครงสร้างโปรตีนสามมิติน้ี 
ได้ทำการเปรียบเทียบตำแหน่งของกรดอะมิโนที่สำคัญ 4 ตำแหน่ง (ตารางท่ี 3) พบว่าวัคซีน
กรมปศุสัตว์มีความคล้ายของกรดอะมิโน (Similarity) ตำแหน่งที่ 43 กับ IBV Mass41 
strain และมีความเหมือนของกรดอะมิโน (Identity) ตำแหน่งที่ 63 และ 69 กับวัคซีน 
H120 

3.4.3 ประเมินคุณภาพแบบจำลองโครงสร้างโปรตีนสามมิติที่สร้างขึ้น (รูปที่ 6) 
ทำการประเมินความถูกต้องของแบบจำลองที่สร้างขึ้นด้วยค่า QMEAN Z scores ประกอบไปด้วย 
1) QMENDisCo global หรือ  QMEAN distance constraints Global เป็นการประเมิน

คุณภาพแบบจำลองโดยรวมโดยประเมินเป็นค่าตัวเลขระหว่าง 0 และ 1 ถ้าได้เกิน 0.5 ถือ
ว่าดีโดยเฉพาะแบบจำลองที่มีการเปรียบเทียบความเหมือนกันระหว่าง template และ 
target ครอบคลุมได้เพียง 50 % ภาพรวม QMEANDisCo ซึ่งแบบจำลองที่สร้างขึ้นมีค่า 
0.78+/-0.05 (รูป 6ก) 
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2) QMEANSDisCo Local ห รื อ  QMEAN distance constraints Local เ ป็ น ก า รป ระ เมิ น
คุณภาพแบบจำลองโดย plot กรดอะมิโนในแบบจำลองแต่ละตัวเทียบความคล้ายกับโครงสร้าง 
native structure ของ template ประเมินเป็นค่าคะแนนออกมา ค่าคะแนนที่ได้จากกรดอะมิ
โนแต่ละตัว ค่า >0.6 ถือว่าดี (รูป 6ข) 

3) QMEAN Z-score (รูป 6ก และ 6ง) ประกอบด้วย QMEAN (รูป 6ก) เป็นค่าคะแนนรวม 
(composite score) ควรจะมีค่า >-4 ซึ่งประกอบด้วยค่า 
- Cβ เป็นค่าที่ประเมินคู่ carbon atom ตำแหน่ง beta ในกรดอะมิโนที่เกิดแรงปฏิสัมพันธ์

ในขณะ folding พบว่าแบบจำลองที่สร้างขึ้นมีค่า -2.34 
- All atom เป็นค่า pairwise interaction ของอะตอมอ่ืนเช่น  ไนโตรเจน  ออกซิ เจน 

ไฮโดรเจน และคาร์บอนที่ไม่ใช่ Cβ พบว่าแบบจำลองที่สร้างขึ้นมีค่า -3.39 
- Solvation ค่าที่บ่งถึงความสามารถในการเข้าถึงตัวทำละลายในที่น้ีหมายถึงกรดอะมิโนที่ 

expose หรือ buried ที่จัดเรียงตัวกันในโครงสร้างสามมิติ พบว่าแบบจำลองสร้างขึ้นมีค่า  
-4.19 

- Torsion หรือ dihedral angle เป็นค่าที่ วัดมุม psi และ phi ที่เกิดจากการนำเอากรด              
อะมิโน 3ตัวที่ เรียงต่อกันในโครงสร้างสามมิติซึ่งต้องมีพิกัดที่ เหมาะสมถูกต้อง พบว่า
แบบจำลองมีค่า -2.86 

- Ramachandran plot (รูป 6ค) ใช้ตรวจสอบความถูกต้องของพิกัดกรดอะมิโนของ IBV 
กรมปศุสัตว์แต่ละจุดคือกรดอะมิโนหน่ึงตัวซึ่งถูกจัดเรียงแต่ละ Quadrant ตามมุม Psi และ 
Phi บ่งบอกถึงโครงสร้าง alpha helix, Beta sheet พบว่าแบบจำลองมีตำแหน่งพิกัดและ
โครงสร้างของกรดอะมิโนถูกต้อง 88.54% 

- QMAEN4 score (รูป 6ง) เป็นค่าที่บอกถึงความเบ่ียงเบนจากค่ามาตรฐานของแบบจำลอง
ว่ามากน้อยเพียงใดเมื่อเทียบกับโครงสร้างโปรตีนทั้งหมดซึ่งอยู่ในฐานข้อมูล protein data 
bank จำนวน 9,766 ชนิดที่ทราบโครงสร้างแท้จริงโดยแกน X แสดงความยาวของกรดอะมิ
โนที่สร้างขึ้นในแบบจำลองโปรตีนสามมิติ แกน Y แทนค่าคะแนน QMEAN แต่ละจุดเป็น
ตัวแทนของหน่ึงโปรตีนที่ทราบโครงสร้างที่ถูกต้องได้จากการทดลองแสดงค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐานด้วยจุดสีดำ เทา เทาจาง เรียงลำดับเบ่ียงเบนจากน้อยไปมาก เครื่องหมายดาวสี
แดงคือค่าเบ่ียงเบนจากค่าเฉล่ีย (Mean) ของแบบจำลองที่สร้างขึ้น พบว่าแบบจำลองมีค่า 
1< Z-score <2 

4. ระบบการต้ังช่ือสายพันธ์ุเช้ือ IBV 
ณ ปัจจุบันยังไม่มีข้อตกลงที่เป็นที่ยอมรับเป็นทางการในระบบการตั้งช่ือสายพันธ์ุ IBV (Jackwood and 

De Wit, 2020) อย่างไรก็ตามนักวิชาการส่วนใหญ่ยอมรับและต้ังช่ือสายพันธ์ุ IBV ตามข้อเสนอของ
ศาสตราจารย์ Dave Cavanagh สหราชอาณาจักร ในปี  2001 (Cavanagh, 2001) ซึ่ งการตั้ งช่ือตาม
ข้อกำหนดดังน้ี 

IBV/ชนิดสัตว์ปีกที่พบ/ประเทศกำเนิด/การจำแนกตามข้อมูลทางพันธุกรรมหรือทางซีรัมวิทยา/กำหนดช่ือ
สายพันธ์ุ/ปีที่ทำการแยก ตัวอย่างเช่น IBV/CH/US/GI-9, Ark/ArkDPI/81 อย่างไรก็ตามไวรัสที่พบในไก่จะไม่
นิยมระบุคำเรียก ดังน้ันช่ือเรียกจึงเป็น US GI-9 หรือ US ArkDPI/81 

ดังน้ันการต้ังช่ือ IBV กรมปศุสัตว์ตามข้อตกลงควรจะเป็น IBV/CH/TH/GI-25, DLD/S/54 หรือย่อเหลือ 
TH/GI-25, DLD/S/54 
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วิจารณ ์
 การทราบประวัติที่มาและการจำแนกคุณลักษณะตลอดจนการทราบช่ือสายพันธ์ุไวรัสมีความจำเป็นและ
สำคัญเป็นอย่างย่ิงโดยเฉพาะไวรัสที่ใช้เป็นสายพันธ์ุในการผลิตวัคซีน เป็นที่น่าภูมิใจและควรยกย่องในความรู้
ความสามารถของนักวิชาการไทยในรุ่นบุกเบิกที่วิจัยและทำ attenuation ลดความรุนแรงในการก่อโรคเชื้อ IBV 
จนสามารถใช้เป็นต้นตอไวรัส สำหรับผลิตวัคซีนป้องกันโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ (seed vaccine) ช่วยลด
การสูญเสีย และประหยัดเงินตราในการนำเข้าวัคซีนจากต่างประเทศไม่น้อยกว่าพันล้านบาทต่อปี นับจากวันที่ 21 
พฤษภาคม 2500 ที่มีพระราชกฤษฎีการจัดระเบียบบริหารกรมปศุสัตว์มีการจัดต้ังแผนกไวรัสวัคซีนโดยมี                 
นายประกอบ จินตกานนท์ เป็นหัวหน้าแผนก นับได้ว่าเป็นจุดเริ่มต้นการผลิตวัคซีน IBV ในระดับอุตสาหกรรมขึ้น
ใช้ในประเทศ ตลอดระยะเวลานานกว่า 60 ปีที่มีการใช้สายพันธ์ุไวรัสท้องถิ่นผลิตวัคซีนป้องกันโรคบ่งบอกถึง
ระยะเวลาที่เก่าและยาวนาน แต่อย่างไรก็ตามเป็นความเก่าที่ทรงคุณค่ามีคุณภาพของวัคซีนสำหรับใช้ป้องกันโรค
ระบาด (คณิตาและนพคุณ, 2563) บ่งบอกได้จากการศึกษาคุณลักษณะต่างๆของเช้ือ โดยการศึกษารูปลักษณะ
และขนาดไวรัสด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนที่มีกำลังขยายภาพขนาดสูงทำให้ทราบว่าเช้ือ seed IBV กรม            
ปศุสัตว์มีขนาด 60-80 นาโนเมตรโดยมีรูปร่างทรงกลมอยู่ในกลุ่ม Envelope virus ซึ่งมีปุ่มหนาม S protein ย่ืน
ออกมานอกอนุภาคทำให้ระบุได้ว่าเป็น corona virus และจากการที่ปรากฏลักษณะรูปร่างค่อนข้างกลมและ
ขนาดสม่ำเสมอทำให้ทราบได้ว่าการแยกเช้ือและการพัฒนา seed ในช่วงเร่ิมต้นน้ันสามารถแยกและเตรียมเช้ือได้
บริสุทธ์ิ (seed purity) ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลด้านการควบคุมภาพวัคซีนในปัจจุบันที่กำหนดให้ต้องมีการทดสอบ
ไวรัสชนิดอ่ืนปนเป้ือนโดยการฉีด seed vaccine ความเข้มข้น 100 เท่าในไก่ปลอดเชื้อ specific pathogen free 
แล้วตรวจไวรัสปนเป้ือนโดยวิธี ELISA (Biocheck, IDEXX testkit) ซึ่งไม่พบแอนติบอดีไวรัสอ่ืนจำนวน 18 ชนิด
ปนเป้ือนอยู่ใน seed vaccine (OIE, 2018) 

จากข้อมูลและความรู้ชีวสารสนเทศศาสตร์ซึ่งเป็นวิทยาศาสตร์ที่ใช้เทคโนโลยีสารสนเทศและวิทยาศาสตร์
คอมพิวเตอร์มาบูรณาการเข้ากับชีววิทยาโมเลกุล ถูกนำมาใช้ค้นคว้าข้อมูลใน GenBank โดยการทำ BLAST 
search พบว่าเช้ือ IBV กรมปศุสัตว์มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของกรดอะมิโนเทียบกับเช้ือ IBV H120 และ Ma 5 
มากที่สุด 81.26% ซึ่งค่าความเหมือนของกรดอะมิโนใน S1 โปรตีนน้ีสามารถใช้ทำนาย Cross-protection เช้ือ 
IBV ในแต่ละ Genotype หรือ Serotype ได้ (Ladman et al., 2006) โดยที่ระดับความเหมือนของกรดอะมิโน 
80-89% จะมีความสัมพันธ์กับการ Neutralizing virus ได้มากกว่า 41.7 % (Shimazaki et al., 2009) ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาโดย คณิตาและนพคุณ (2563) ที่พบว่าวัคซีน IBV กรมปศุสัตว์มีประสิทธิภาพในการ
ป้องกันโรคไม่แตกต่างจากวัคซีน IBV สเตรน H120 

ในการทำ Multiple sequence aliment พบว่า IBV กรมปศุสัตว์มีการขาดหายไปของกรดอะมิโน
ตำแหน่งเดียวกับ IBV สายพันธ์ุ LSD/051 และสายพันธ์ุ DMV/5642/06, CA1737 จากเช้ือที่ระบาดทางทวีป
อเมริกาทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากประเทศไทยได้มีการนำไก่ Rhode island red มาทดลองเลี้ยงในประเทศตั้งแต่ปี 
พ.ศ. 2492 และได้มีการนำเข้าพันธ์ุไก่เน้ือมาผลิตเป็นการค้าในประเทศอย่างจริงจังในปีพ.ศ. 2510 (วัชรพงษ์, 
2561) เมื่อพิจารณาตำแหน่ง Spike protein cleavage recognition site ของ IBV กรมปศุสัตว์คือ RRSRR จะ
เหมือนเชื้อ IBV ทางทวีปอเมริกา ซึ่งรูปแบบชนิดของกรดอะมิโนบริเวณตำแหน่ง Cleavage site น้ีจะอนุรักษ์และ
บ่งบอกถึงความเก่าแก่ของสายพันธ์ุและมี correlation กับ geographic regions (Jackwood et al., 2001) 
 จากการแทนที่ของลำดับนิวคลิโอไทด์หรือกรดอะมิโน (nucleotide or amino acid substitutions) ใน
แต่ละยีนหรือในจีโนมมีค่าค่อนข้างที่จะคงที่นำไปสู่การนำเอาข้อมูลที่ได้มาคำนวณหาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของสิ่งมีชีวิต (Phylogenetic relationships) ในระดับต่างๆได้แก่ ระดับสิ่งมีชีวิตต่างชนิด (คน ชะนี อุรังอุตัง  
ไพรเมท) หรือในระดับอนุกรมวิธาน (genus, species) ไปจนถึงระดับต่ำกว่า species (strain classification) 
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โดยทั่วไปเมื่อเปรียบเทียบข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์หรือกรดอะมิโนกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาแล้วพบว่าข้อมูล
ของสารมหโมเลกุล (Macro molecule) ให้รายละเอียดที่มีแบบแผนชัดเจนในด้านความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
ของสิ่งมีชีวิตเทียบเคียงได้กับข้อมูลที่มาจากสัณฐานวิทยา (ศราวุธ, 2544) เมื่อพิจารณาแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการและทำ Phylogenetic analysis ของ S1 gene พบว่าให้ข้อมูลที่สำคัญในด้านระบาดวิทยาโดยที่การ
ระบาดของไวรัส IBV น้ันมีความเก่ียวข้องใกล้ชิดกับ IBV vaccine strain ซึ่งสาเหตุเกิดการ breakthrough 
vaccine ยังต้องสอบสวนหาสาเหตุแท้จริงต่อไป อย่างไรก็ตามเมื่อเกิดการระบาดของโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ 
ในไก่ สิ่งที่ปฏิบัติกันทั่วไปท่ัวโลกคือการใช้วัคซีนชนิดเช้ือเป็นอ่อนกำลังควบคุมการระบาด สิ่งที่ปรากฏตามมาคือ
โรคสงบลงช่ัวคราว ในเวลาต่อมาไม่นานก็จะพบการระบาดรอบใหม่ซึ่งพบว่าเช้ือที่ระบาดใหม่มีความสัมพันธ์กับ
สายพันธ์ุวัคซีน สถานการณ์ดังกล่าวสอดคล้องกับการแยกไวรัสที่ได้จาการระบาดในพ้ืนที่ประเทศไทยพบว่ามี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับการใช้วัคซีน (IBV Prachinburi, THA241251/Mass, Petchabun) ในกรณี QX IBV ซึ่ง
พบกระจายอยู่ทั่วทุกทวีป ซึ่งปัจจุบันน้ีประเทศไทยพบการระบาดในฝูงไก่สายพันธ์ุ QX เป็นส่วนใหญ่ (Dominant 
strain) (Saraburi Isolated, THA80151 Group II) (Munyahongse et al., 2020) (รูปที่ 3, 4) 

ในส่วนของการช้ีชัดถึงแหล่งต้นกำเนิดและวิวัฒนาการเช้ือ IBV วัคซีนกรมปศุสัตว์ให้ถูกต้องแน่ชัดควรจะ
ได้มีการหาและวิเคราะห์ลำดับสารพันธุกรรมจากยีนอ่ืนเช่น N หรือ RNA polymerase gene หรืออาจวิเคราะห์
ทุกยีน (Whole genome sequencing) จากการที่ IBV กรมปศุสัตว์มี genetic relationships กับเช้ือ IBV 
genotype I lineage 25 จำเป็นต้องทดสอบ serum neutralization หรือ challenge test เพ่ือยืนยันว่าวัคซีนมี
ประสิทธิภาพในการคุ้มโรคต่อเช้ือกลุ่มน้ี ในการสร้าง phylogenic tree ครั้งน้ีใช้ maximum likelihood ซึ่งเป็น 
robust method ร่วมกับวิธี Neighbor-joining โดยมีค่า boostrap เป็นตัวประเมินความเช่ือมั่น phylogenetic 
tree โดยถือว่ามีนัยยะที่ค่า 70 % (Hills and Bull, 1993) พบว่า IBV กรมปศุสัตว์มีค่า boostrap value สูงถึง 
98-100 % ซึ่งสนับสนุนรูปแบบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมหรือความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการที่สร้างขึ้น 

การทราบโครงสร้างสามมิติทำให้ทราบรายละเอียดหน้าที่การทำงานโปรตีนอย่างถูกต้องชัดเจน ปัจจุบันมี
รายงานการศึกษาโครงสร้างสามมิติ S1 IBV เพียงโครงสร้างเดียว (Shang et al., 2018) งานวิจัยน้ีจึงสร้างและ
ทำนายโครงสร้างสามมิติโปรตีน S1 IBV กรมปศุสัตว์ ซึ่งการทำนายโครงสร้างสามมิติ (Prediction of 3D 
structure) สามารถกระทำได้สามวิธีได้แก่การทำนายโครงสร้างจากคุณสมบัติทางเคมี-ฟิสิกส์โดยตรงไม่ต้องอาศัย
โครงสร้างโปรตีนที่มีลักษณะคล้ายกันในฐานข้อมูลต่างๆ ที่เรียกว่า ab initio methods ซึ่งมีข้อจำกัดคือใช้เวลา
มาก และพบความผิดพลาดเกิดขึ้นบ่อย วิธีที่สองจะทำนายโครงสร้างจากการม้วนพับที่เรียกว่า threading 
methods วิธีน้ีใช้ทำนายโครงสร้างโปรตีนในกรณีที่มีหลายโครงสร้างแม่แบบที่คล้ายคลึงกับโครงสร้างที่ต้องการ
สร้างวิธีน้ีมีข้อจำกัดคือต้องทราบ folding topology และในกรณีเกิดช่องว่าง (Gaps) ในระหว่างการ alignment 
จะทำให้เกิดความยุ่งยากในการทำนาย วิธีสุดท้าย Homology modeling ซึ่งวิธีดังกล่าวน้ีเป็นวิธีที่ใช้กันมากที่สุด
ในปัจจุบันเน่ืองจากผลการทำนายมีความถูกต้องสูง (Xu et al., 2000; Studer et al., 2021) 

ในการประเมินคุณภาพโครงสร้างสามมิติของ Spike protein S1ของ IBV กรมปศุสัตว์ที่สร้างขึ้นด้วยวิธี 
homology modeling โดยภาพรวมถือว่ามีความถูกต้อง (accuracy) ดีมีค่าคะแนน QMEANDisCo Global 
0.78+/-0.05 มีค่า 1< Z score <2 อย่างไรก็ตามพบว่ามีค่า QMEAN -4.78 ซึ่งน้อยกว่า -4.0 ทั้งน้ีเน่ืองจาก
ธรรมชาติของ Spike protein เป็น membrane protein ซึ่งมีคุณลักษณะทางเคมี-ฟิสิกส์ที่แตกต่างจาก Soluble 
protein เช่น ไลโซไซม์ทำให้การทำนายโครงสร้างได้คะแนนต่ำหรืออีกนัยหน่ึงคือมีความถูกต้องน้อยมีความ
เบ่ียงเบนมากกว่าค่ามาตรฐาน (Benkert et al., 2011) จากโครงสร้างสามมิติในภาพ 5ข พบว่าวัคซีนกรมปศุสัตว์
มีความคล้ายของกรดอะมิโน (Similarity) ตำแหน่งที่ 43 กับ IBV Mass41 strain และมีความเหมือนของกรด             
อะมิโน (Identity) ตำแหน่งที่ 63 และ 69 กับวัคซีน H120 ซึ่งความเหมือนและคล้ายน้ีมีส่วนเกี่ยวข้องกับการลด
ความรุนแรงจาก wild type strain ลงเป็น attenuated strain นอกจากน้ีผลการศึกษารายละเอียดของยีน S1 
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หรือ โครงสร้างสามมิติ S1 protein ซึ่งทำหน้าที่กระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกัน สามารถนำไปพัฒนาต่อยอดในการ
สร้างเวกเตอร์วัคซีนหรือวัคซีนรูปแบบอ่ืนเช่น mRNA vaccine เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพวัคซีนในการป้องกันโรค  
 ในการต้ังช่ือ IBV ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม gamma corona virus ยังไม่มีหน่วยงานสากลรับเป็นผู้กำหนด
หลักเกณฑ์ในการต้ังช่ือ หน่วยงาน International committee on Taxonomy of Virus ทำการต้ังช่ือไวรัสใน
ระดับ species ขึ้นไป (ICTV code, 2018) ในกรณีการต้ังช่ือ SARS-CoV-2 ซึ่งเป็น beta corona virus WHO 
เป็นผู้กำหนดในการเรียกช่ือแต่ในกรณีของ variant ระบบการต้ังช่ือสายพันธ์ุ (genetic lineages) จะใช้ 3 ระบบ
คือ GISAID, Nexstrian, Pango (Konings et al., 2021) เช่น สายพันธ์ุ Delta ซึ่งจัดเป็น variant of concern 
ระบบการต้ังช่ือของ GISAID คือ G/452R.V3 ระบบ Nexstrian คือ 21A/S:478K ระบบ Pango คือ B.1.617.2
  ดังน้ันจากเดิมการเรียกช่ือสายพันธ์ุวัคซีนป้องกันโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่กรมปศุสัตว์ซึ่งเป็นสาย
พันธ์ุท้องถิ่นว่า DLD หรือ S strain (ศักด์ิชัยและคณะ, 2528) เพ่ือความเข้าใจและยอมรับในระบบการตั้งช่ือสากล
ควรใช้ช่ือ IBV DLD strain (TH/GI-25, DLD/S/54) ควบคู่กันไป 

 
สรุป 

 การศึกษาครั้งน้ีได้ทำการสืบค้นประวัติต้นตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่ใช้ผลิตวัคซีนกรมปศุสัตว์ 
และได้ทำการจำแนกตรวจสอบคุณลักษณะต่างๆโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนและข้อมูลชีวสารสนเทศศาสตร์
พร้อมได้ต้ังช่ือสายพันธ์ุไวรัสชนิดน้ีเป็น IBV DLD strain (TH/GI-25, DLD/S/54) เพ่ือใช้ประโยชน์ในการขึ้น
ทะเบียนและเพ่ือความเป็นสากลและบ่งบอกรายละเอียดของความเป็นสายพันธ์ุท้องถิ่น 
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ตารางที่ 1 เปรียบเทียบ % ความเหมือนของกรดอะมิโนและนิวคลีโอไทด์ระหว่าง IBV กรมปศุสัตว์กับ IBV สายพันธ์ุอ่ืน 

 

    N/A หมายถึงไม่มีข้อมูลการศึกษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สายพันธุ์ (vaccine strain) % กรดอะมิโน (545 aa) % นิวคลีโอไทด์ (1,635 nt) NI 

IBV DLD : Mass41 80.47 81.65 N/A 

IBV DLD : H120 81.26 81.47 3.49:2.63 

IBV DLD : Ma5 81.26 81.58 N/A 

IBV DLD : 4/91 74.77 77.9 N/A 

IBV DLD : QX 80.37 81.78 N/A 

สายพันธุ์อ่ืน (other strain)    

IBV DLD : LSD/051 85.69 87.76 N/A 

IBV DLD : LSD/07-4 84.94 86.67 N/A 

IBV DLD : CA/1737/04 80.89 83.12 N/A 

IBV DLD :DMV5642/06 80.34 83.28 N/A 

IBV DLD:THA90151Group1 79.59 81.12 N/A 

IBVDLD : IBV Chonburi 78.72 81.18 N/A 

จีนัสอ่ืน   N/A 

IBV DLD : SARS-CoV-2 28.81 3.12 N/A 

หมายเหตุ  ค่า Neutralization index (NI) มากกว่า 2.00 ถือว่าให้ความคุ้มโรค (ASEAN, 2018; OIE, 2018)  
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ตารางที่ 2 เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่สายพันธ์ุอ้างอิงจำแนกเป็น 6 genotype และ 32 lineages 
(Valastro et al., 2016) 

Lineage 
Reference strains 

Strain name Country of origin 
GenBank acc. 

Number 
GI-1 Beaudette USA M95169 
GI-2 Holte USA GU393336 
GI-3 Gray USA L14069 
GI-4 Holte USA L18988 
GI-5 N1/62 Australia U29522 
GI-6 VicS Australia U29519 
GI-7 TP/64 Taiwan AY606320 
GI-8 L165 USA JQ964061 
GI-9 ARK99 USA M99482 
GI-10 B New Zealand AF151954 
GI-11 UFMG/G Brazil JX182775 
GI-12 D3896 The Netherlands X52084 
GI-13 Moroccan-G/83 Morocco EU914938 
GI-14 B1648 Belgium X87238 
GI-15 B4 Korea FJ807932 
GI-16 IZO 28/86 Italy KJ941019 
GI-17 CA/Machado/88 USA AF419315 
GI-18 JP8127 Japan AY296744 
GI-19 58HeN-93II China KC577395 
GI-20 Qu_mv Canada AF349621 
GI-21 Spain/97/314 Spain DQ064806 
GI-22 40GDGZ-97I China KC577382 
GI-23 Variant2 Israel AF093796 
GI-24 V13 India KF757447 
GI-25 CA/1737/04 USA EU925393 
GI-26 NGA/B401/2006 Nigeria FN182243 
GI-27 GA08 USA GU301925 
GII-1 D1466 The Netherlands M21971 
GIII-1 N1/88 Australia U29450 
GIV-1 DE/072/92 USA U77298 
GV-1 N4/02 Australia DQ059618 
GVI-1 TC07-2 China GQ265948 
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ตารางที่ 3 ตำแหน่งและชนิดกรดอะมิโนที่จำเป็น (Critical amino acid) ในการจับกับเน้ือเย่ือทางเดินหายใจไก่ 
N=Asparagine  D=Aspartic acid  H=Histidine  R=Arginene  P=Proline  S=Serine    
T=Threonine I=Isoleucine 

สายพันธุ์/ตำแหน่ง/ 
ชนิดกรดอะมิโน 

aa38 aa43 aa63 aa69 

Mass 41 N H P T 
H120 D H S I 
DLD N R S I 

 

  

  
 

รูปที่ 1 ภาพถา่ยด้วยกล้อง TEM แสดงอนุภาค Corona virus ขนาดกำลังขยาย 150,000 เท่า 
ก. Seed IBV กรมปศุสัตว์รูปร่างทรงกลมไวรัสแต่ละอนุภาคมีขนาดใกล้เคียงกัน 
ข. Corona virus แสดงลักษณะรูปร่าง pleomorphic appearance 
ค. Seed IBV กรมปศุสัตว์ แสดงให้เห็นปุ่มหนามย่ืนออกมาภายนอก lipid bilayer membrane  
ง. แบบจำลองอธิบายโครงสร้างภายนอก Corona virus แสดงปุ่มหนามท่ีย่ืน S protein   

พ้ืนที่ทรงกลมเทาคือ lipid bilayer membrane  
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                            N-terminal                                                     +       +                               +       + 

                    C-terminal                                                                                                   RRXRR  S2 
 
รูปที่ 2  ลำดับกรดอะมิโน S protein ของวัคซีนหลอดลมอักเสบสายพันธ์ุต่างๆ (1-10) ทางด้าน N-terminal เป็น

บริเวณที่มีความแปรผันของกรดอะมิโนสูงมาก (เครื่องหมาย+) C-terminal เป็นบริเวณที่กรดอะมิโนที่
อนุรักษ์ไม่เปลี่ยนแปลงโดยเฉพาะบริเวณ Cleavage site (RRXRR: X= F, S) S2 คือบริเวณต้ังต้นของ              
S protein subunit 2 
ตัวอักษรในแถบสีคือตัวย่อของกรดอะมิโนเช่น R = arginine, F =Phenylalanine, S=Serine   
- คือกรดอะมิโนที่ขาดหายไปเน่ืองจากกระบวนการ gene deletion  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีท่ี 31   ฉบับท่ี 1   มีนาคม   2566              24         J. Vet. Biol.   Vol. 31   No.1   March 2023 
 

 
 
รูปที่ 3  ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของ complete S1 gene ระหว่างไวรัสวัคซีนโรคหลอดลมอักเสบติดต่อใน

ไก่ของกรมปศุสัตว์และ IBV reference strains, 7 Thai IBVs isolated. สร้างโดยโปรแกรม MEGA 
v.6.0 โดยใช้ the maximum likelihood method; GTR+G+I model, 1,000 bootstrap replicates 
โดยแสดงผลค่าbootstrap ด้วยตัวเลขต้ังแต่ 70  

      วัคซีนกรมปศุสัตว์ (EU589323.1 DLD) 
IBV 3 Thai isolated : GQ503616.1 IBV THA80151 Group 2,  GQ503617 IBV THA 90151 Group 1 
และ GQ885131.1 IBV isolate THA 241251/Mass 
IBV 4 Thai isolated : IBV Petchabun,  IBV Saraburi - GI Line 19,  IBV Chonburi GI – 1 และ IBV 
Prachinburi 
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รูปที่ 4  ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของ complete S1 gene ระหว่างไวรัสวัคซีนโรคหลอดลมอักเสบติดต่อใน
ไก่ของกรมปศุสัตว์และ IBV reference strains, 7 Thai IBVs isolated. สร้างโดยโปรแกรม MEGA 
v.6.0 โดยใช้  Neighbor-joining method; p-distance model, 1,000 bootstrap replicates โดย
แสดงผลค่าbootstrap ด้วยตัวเลขต้ังแต่ 70  

      วัคซีนกรมปศุสัตว์ (EU589323.1 DLD)   
IBV 3 Thai isolated: GQ503617 IBV THA 90151 Group 1,  GQ503616.1 IBV THA80151 Group 2 
และ  GQ885131.1 IBV isolate THA 241251/Mass  
IBV 4 Thai isolated:  IBV Saraburi - GI Line 19,  IBV Chonburi GI – 1,  IBV Prachinburi และ  IBV 
Petchabun 
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ก.        N-terminal domain                               C-terminal domain 

 
                                   SD2 connect to Spike 2             SD1 

 
ข         N-terminal domain                       C-terminal domain 

 
รูปที่ 5 แสดงโครงสร้าง S1protein IBV วัคซีนกรมปศสุัตว์สร้างโดยวิธี homology modeling 

ก. แสดง 3-D structure monomeric S1protein ประกอบด้วย N-terminal และ C-terminal และ
subdomain SD1,SD2  * partial ceiling 

ข. แสดง critical amino acid residues ตำแหน่งที่ 38, 43, 63 และ 69 (แดง ม่วง เขียว น้ำเงิน) ทำหน้าที่
สำคัญในการจับกับเน้ือเย่ือทางเดินหายใจไก่ 
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ก. คะแนนโดยรวมจากการประเมินแบบจำลอง 

 
 

ข. ค่า QMEANSDisCo Local 

 
 

ค. Ramachandran plot (Ramachandran et al., 1963)         ง.  QMEAN4 Score 

 
 

รูปที่ 6 ประเมินโครงสร้างสามมิติของโปรตีน S1 เช้ือ IBV กรมปศุสัตว์ 
ก. ภาพรวม QMEANDisCo Global มีค่า 0.78+/-0.05 
ข. เส้นกราฟจำนวนกรดอะมิโนที่ประกอบเป็นโปรตีน S1 ค่าคะแนนที่ได้ของกรดอะมิโนแต่ละตัวควร >0.6 
ค. Ramachandran plot จุดสีม่วงคือกรดอะมิโนของ IBV กรมปศุสัตว์แต่ละจุดคือกรดอะมิโนหน่ึงตัว ซึ่งถูก

จัดเรียงลงตามแต่ละ Quadrant ตามมุม Psi และ Phi บ่งบอกถึงโครงสร้าง alpha helix, Beta sheet  
ง. QMAEN4 Score        คือตำแหน่งของแบบจำลองที่สร้างขึ้นมามีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน1< Z-score <2  

เทียบกับจุดต่างๆคือโปรตีนทั้งหมดในฐานข้อมูล 
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Characterization of Department of Livestock Development infectious 
bronchitis vaccine 

 
Noppakun  Moolsin1  Kanita  Bhasathiti1 

  
Abstract 

This study aims to explore and characterize the seed virus history, which has been used 
for infectious bronchitis vaccine produced by the Department of Livestock Development so far. 
The shape and size of the virus were visualized by transmission electron microscopy, and 
bioinformatics data was analyzed. The three-dimensional structure of spike1 protein was 
predicted by homology modeling. Lastly, a uniform, informative system was proposed for 
naming the infectious bronchitis vaccine strain. The result showed that the Infectious bronchitis 
virus particle was spherical with 60-80 nanometers in size, and BLAST search revealed 87.76% 
nucleotide identity and 85.69 % amino acid identity to LSD/501 virus with RRSRR cleavage 
recognition site. Phylogenetic tree constructed by neighbor-joining and maximum likelihood 
methods disclosed genetically closed relation to infectious bronchitis virus which belonged to 
Genotype I lineage 25; however, whole-genome sequencings should be further studied. The 3-D 
spike1 protein homology modeling showed that the N-terminal domain contained four critical 
amino acid residues required to bind tracheal tissue, similar to infectious bronchitis H 120 
vaccine and Mass 41 strain. A nomenclature proposal for IBV DLD strain (TH/GI-25, DLD/S/54) 
should be adopted based on phylogenetic strain classification. 

In summary, seed characterization and bioinformatics data analysis revealed that the 
infectious bronchitis vaccine produced by the Department of Livestock Development derived 
from highly pure seed and provided good safety and efficacy to protect the respiratory type of 
infectious bronchitis disease. 

 
 
 

 
Keywords: Seed history,   Infectious bronchitis vaccine,  
 Phylogenetic tree,  3-D homology modeling 
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การพัฒนาวคัซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงในระดับต้นแบบ 
 

นลินี  หงษ์ชุมพล1 ละมูล  โม้ลี2 
 

บทคัดย่อ 
ผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง สเตรนไชนีส ในระดับต้นแบบโดยเพาะเล้ียงไวรัสอหิวาต์สุกร    

ในเซลล์ FS-L3 ในขวดเพาะเซลล์พลาสติกขนาด 225 ตารางเซนติเมตร ใช้อาหารเลี้ยงไวรัสที่มีซีรัมโค 10% บ่มที่      
37 องศาเซลเซียส นาน 12 วัน นำมาผสมกับสารคงสภาพประกอบด้วยโพลิไวนิลไพโรลิโดนและแลคโตส ผลิตเป็น
วัคซีนชนิดดูดแห้ง 3 ชุด จำนวน 26,600, 33,870 และ 34,110 โด๊ส ตามลำดับ ปริมาณไวรัสเฉลี่ยก่อนทำแห้ง
และหลังทำแห้งเท่ากับ 6.83±0.58 log TCID50/มล. และ 5.22±0.63 logTCID50/โด๊ส ตามลำดับ ทดสอบความ
ปลอดภัยพบว่าวัคซีนทุกชุดมีความปลอดภัยไม่พบอาการแพ้หรือผิดปกติบริเวณที่ฉีด องค์การโรคระบาดสัตว์
ระหว่างประเทศกำหนดความคุ้มโรคของวัคซีนในสุกรต้องไม่น้อยกว่า 100 PD50/โด๊ส ซึ่งการทดสอบความคุ้มโรค
วัคซีนระดับต้นแบบทั้ง 3 ชุด มีความคุ้มโรคไม่น้อยกว่า 319.890 PD50/โด๊ส ทุกชุด  

จากผลการวิจัยสรุปได้ว่าวัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงในระดับต้นแบบ ผ่านการ
ทดสอบคุณสมบัติทั่วไปทางกายภาพในห้องปฏิบัติการ วัคซีนมีความปลอดภัยและมีความคุ้มโรคในสุกรตาม
มาตรฐานสากล สามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาการผลิตเป็นระดับอุตสาหกรรมต่อไปในอนาคตได้ 
 
 
 
 
คำสำคัญ: วัคซีนอหิวาต์สุกร    สเตรนไชนีส    เซลล์เพาะเลี้ยง FS-L3    ระดับต้นแบบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
2สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ  จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 
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บทนำ 
โรคอหิวาต์สุกรเป็นโรคติดต่อที่ร้ายแรงของสุกร เกิดจากเชื้อไวรัส Classical swine fever อยู่ใน Family 

Flaviviridae, Genus Pestivirus (สุพล, 2543) ทำให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจต่ออุตสาหกรรมการผลิตสุกร 
เป็นอย่างมาก ติดต่อโดยการสัมผัสกับสัตว์ป่วย สิ่งขับถ่าย น้ำเช้ือ หรือสารคัดหลั่งจากสัตว์ที่ป่วยหรือตาย การเข้า
ออกฟาร์มที่เกิดโรค การใช้เครื่องมืออุปกรณ์ร่วมกันระหว่างฟาร์ม ประเทศไทยมีรายงานการพบโรคอหิวาต์สุกร
ต้ังแต่ พ.ศ. 2493 สถานการณ์ของโรคล่าสุดในปี 2560 พบการระบาด 1 ครั้ง ในเขตจังหวัดอุตรดิตถ์ (สำนักงาน
ปศุสัตว์จังหวัดอุตรดิตถ์, 2560) แม้ว่าอุบัติการณ์ของโรคจะลดลงแต่ยังมีความจำเป็นต้องควบคุม ป้องกันและเฝ้า
ระวังโรคอย่างต่อเน่ือง ซึ่งการป้องกันโรคที่สำคัญคือการฉีดวัคซีนและการรักษาความปลอดภัยทางชีวภาพ 
(biosecurity) ของฟาร์ม 

ปัจจุบันกรมปศุสัตว์ผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส เป็นวัคซีนเช้ือเป็นชนิดผ่านกระต่าย ซึ่งเป็นวัคซีน   
ที่ให้ความคุ้มโรคได้ดี แต่การผลิตวัคซีนแต่ละชุดต้องใช้กระต่ายในการเพ่ิมปริมาณไวรัสอย่างน้อยชุดละ 100 ตัว     
จึงจำเป็นต้องมีแหล่งเพาะเลี้ยงที่ผลิตกระต่ายได้อย่างต่อเน่ืองและกระต่ายต้องมีสุขภาพสมบูรณ์ ซึ่งแหล่ง
เพาะเลี้ยงกระต่ายเพาะพันธ์ุกระต่ายไม่ทันกับความต้องการของสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) ที่มีความ
ต้องการปีละ 5,000-6,000 ตัว หรือบางแหล่งเลี้ยงกระต่ายที่สายพันธ์ุไม่ตรงตามความต้องการ เป็นกระต่ายที่เลี้ยง
เพ่ือความสวยงามทำให้ใช้ในงานผลิตวัคซีนค่อนข้างยาก เป็นผลให้ไม่สามารถผลิตวัคซีนได้อย่างสม่ำเสมอและ
เพียงพอ ต่อความต้องการใช้ภายในประเทศ ปริมาณการใช้วัคซีนอหิวาต์สุกรของกรมปศุสัตว์ต้ังแต่ ปี 2554–2558 
เฉลี่ยปีละ 6.26 ล้านโด๊ส เมื่อพบปัญหากระต่ายไม่เพียงพอหรือไม่ตรงกับการใช้งาน จึงทำให้ปริมาณการผลิตลดลง
ไม่ทันกับความต้องการของเกษตรกร เสียดุลการค้ากับต่างประเทศในการนำเข้าวัคซีน  

วัคซีนอหิวาต์สุกรมีหลายชนิดมีทั้งชนิดผ่านกระต่าย (Lapinized vaccine) ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง (Cell 
culture) และชนิด Subunit ซึ่งวัคซีนชนิดผ่านกระต่ายเป็นวัคซีนที่มีความปลอดภัย กระตุ้นแอนติบอดีและให้   
ความคุ้มโรคได้ดีสามารถกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มโรคในวันที่ 5 หลังสุกรได้รับวัคซีน และให้ความคุ้มโรคมากกว่า              
1 ปี (ฉาย, 2529) วัคซีนชนิดน้ีจึงยังเป็นที่นิยมใช้และมีบริษัทผู้ผลิตวัคซีนยังคงดำเนินการผลิตอยู่หลายชนิด เช่น 
Chinese strain (C strain) และ Lapinized Philippines Coronel (LPC) เป็นต้น (Pan et al., 2008) การพัฒนา
ไวรัสอหิวาต์สุกรในเซลล์เพาะเลี้ยงมีการศึกษาโดยใช้เซลล์หลายชนิด เช่น ไตหนูตะเภา (ฉายและคณะ, 2529)  
SK-6 (Terpstra et al., 1990) และ PK-15 (Wu et al., 2013) เป็นต้น ปัจจุบันมีการผลิตวัคซีนจากเซลล์
เพาะเลี้ยงในระดับอุตสาหกรรมอย่างแพร่หลาย ซึ่งข้อดีของวัคซีนที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงคือ ควบคุมการผลิตได้
อย่างสม่ำเสมอ ให้ความคุ้มโรคได้เช่นเดียวกันกับชนิดผ่านกระต่ายแต่ผลิตได้ปริมาณที่เพียงพอมากกว่า (Nath et 
al., 2016) ย่ีห้อที่มีจำหน่ายในท้องตลาด เช่น Coglapest และ Green cross เป็นต้น ส่วนการพัฒนาวัคซีนชนิด 
Subunit ซึ่งสร้างภูมิคุ้มกันต่อโรคอหิวาต์สุกรได้เช่นกันแต่อาจใช้เวลานานกว่าและมีราคาสูง ย่ีห้อที่มีจำหน่ายใน
ท้องตลาด เช่น Porcilis Pesti (Coronado et al., 2021) ในประเทศไทยการศึกษาวิจัยเพ่ือพัฒนาการผลิตวัคซีน
อหิวาต์สุกรชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงมีการดำเนินการอย่างต่อเน่ือง วาสนาและคณะ (2544) ได้ทดลองเพาะเลี้ยงเช้ือ
ไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีสชนิดผ่านกระต่ายในเซลล์เพาะเลี้ยงหลายชนิด พบว่าเช้ือไวรัสสามารถเจริญได้ใน
เซลล์ SK6 และเซลล์ FS-L3 ซึ่งเป็นเซลล์ไตสุกร รวมทั้งเซลล์กล้ามเนื้อโค (Bovine Fetal Muscle; BFM) จากน้ัน
จึงทดลองเพาะเชื้อไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดผ่านกระต่ายในเซลล์ FS-L3 ที่สภาวะอุณหภูมิต่ำ แล้วนำ
เช้ือไวรัสที่ได้มาทดสอบความปลอดภัยและความคุ้มโรคในสุกร พบว่าเช้ือไวรัสมีความปลอดภัยต่อสุกร ไม่พบเช้ือ
ไวรัสในเลือด ไม่พบการแพร่เช้ือไวรัสไปยังสุกรที่นำมาเลี้ยงรวมกันและเป็นไวรัสวัคซีนที่ให้ความคุ้มโรคสูง สามารถ
นำไปพัฒนาผลิตเป็นวัคซีนชนิดเซลล์เพาะเล้ียงได้ (วาสนาและคณะ, 2548) ข้อดีของเซลล์ FS-L3 คือเพาะเลี้ยงได้
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โดยไม่ต้องใช้ซีรัมเป็นส่วนประกอบในอาหารเลี้ยงเซลล์ (Sakoda and Fukusho, 1998) ทำให้ลดค่าใช้จ่ายและ
ลดความเสี่ยงในการปนเป้ือนเช้ืออ่ืนๆจากซีรัม  

สทช.จึงมีแนวคิดพัฒนาวัคซีนอหิวาต์สุกรชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง เพราะสามารถใช้เซลล์เพาะเลี้ยงมาเพิ่ม
ปริมาณไวรัสแทนกระต่ายได้ เพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณเซลล์ได้อย่างต่อเน่ืองและเพ่ิมปริมาณได้ตามความต้องการใช้
งาน ควบคุมคุณภาพของเซลล์ในระหว่างการผลิตได้ง่ายกว่าการใช้กระต่าย หากมีการเก็บรักษาที่เหมาะสมจะเก็บ
สต็อกเซลล์เพ่ือใช้งานได้เป็นระยะเวลานาน ซึ่งจะสามารถนำมาผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรได้ต่อเน่ืองและควบคุม
คุณภาพการผลิตได้อย่างสม่ำเสมอ อีกทั้งเป็นการลดปริมาณกระต่ายในกระบวนการผลิตวัคซีนด้วย ซึ่งการวิจัยใน
ครั้งน้ีได้เลือกใช้เซลล์เพาะเลี้ยง FS-L3 มาใช้เพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาต์สุกรและผลิตเป็นวัคซีน เพ่ือพัฒนาวิธีการผลิต
วัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงในระดับต้นแบบ (pilot scale) และทดสอบคุณภาพของวัคซีน
ทางห้องปฏิบัติการและในสัตว์ทดลองตามมาตรฐานสากล 
  

อุปกรณ์และวิธีการ 
เซลล์เพาะเลี้ยง FS-L3 

ได้รับความอนุเคราะห์จาก National Institute of Animal Health ประเทศญี่ปุ่น 
ไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส  

ไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดผ่านกระต่าย ที่สทช. ได้รับมาจากประเทศฮังการี (วาสนา, 2548ก) 
และ adapt ในเซลล์เพาะเลี้ยง โดยสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ 
อาหารสำหรับเพาะเลี้ยงเซลล์และไวรัส 

อาหารสำหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ (Growth medium, GM): Eagle’s Minimum essential medium (MEM) 
Nissui No.11 ซึ่งมีส่วนประกอบของ tryptose phosphate broth2 0.295%, Bacto Peptone3 0.5%, 10 mM  
N, N-bis (2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid4 (BES), L-glutamine5 0.292 มก./มล., sodium 
bicarbonate6 2.25 มก./มล. และ antibiotic7 1% 

อาห ารส ำห รับ เพ าะ เลี้ ย ง ไวรั ส  (Maintenance medium, MM): Eagle’s Minimum essential 
medium (MEM) Nissui No.11 ซึ่ ง มี ส่ ว น ป ร ะ ก อ บ ข อ ง  tryptose phosphate broth2 0.295%, Bacto 
Peptone3 0.5%, 10 mM N, N-bis (2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid4 (BES), L-glutamine5 
0.292 มก./มล., sodium bicarbonate6 2.25 มก./มล., antibiotic7 1% และ fetal bovine serum8 
สารคงสภาพ (Stabilizer) 

ประกอบด้วย polyvinyl pyrrolidone9 10% และ lactose10 0.3% ในน้ำกลั่น สำหรับผสม virus 
stock ในการทำแห้งวัคซีน 
สัตว์ทดลอง 
  สุกรพันธ์ุผสมสามสายพันธ์ุ (Large white, Landrace, Duroc) คละเพศ อายุ 6-10 สัปดาห์ จำนวน 45 
ตัว เป็นสุกรจากฟาร์มเอกชนที่มีสุขภาพแข็งแรงและไม่มีภูมิคุ้มกันต่อโรคอหิวาต์สุกร ดำเนินการทดลองที่อาคาร
ทดสอบคุณภาพวัคซีนอหิวาต์สุกรและกาฬโรคเป็ด สทช. อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา มีระบบการเลี้ยงแบบ 
Conventional หลั งสิ้ น สุ ด ก ารท ดลอ งท ำก ารุณ ยฆ าต ด้ วย วิ ธี  frontal shock (Gunshot) (American 
Association of Swine Veterinarians and National Pork Board, 2008) ปลดสัตว์ทดลองด้วยวิธีการเผาซาก 
1Nissui, Japan  2BD, USA 3BD, USA   4Sigma, USA  
5Merck, Germany   6Sigma, USA    7Jiangxi dongfang, China 
8Capricorn, South America   9KollidonR 90F, Germany  10SuperTabR 21AN, Germany 
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การเพาะเลี้ยงเซลล์ FS-L3 
เพาะเลี้ยงเซลล์ FS-L3 ในขวดเพาะเซลล์พลาสติกขนาด 225 ตารางเซนติเมตร11 บ่มในตู้ 37 องศา

เซลเซียส นาน 5-7 วัน จึงนำมาใช้งาน 
การเพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส 
เปรียบเทียบความเข้มข้นของซีรัมโค (Fetal bovine serum, FBS)  

เพาะเช้ือไวรัสอหิวาต์สุกรลงในเซลล์เพาะเลี้ยงที่เตรียมไว้ โดยคำนวณให้ปริมาณไวรัสต่อจำนวนเซลล์ 
(Multiplicity of Infection; MOI) เท่ากับ 0.1 (กัญญา, 2550) เติม MM ที่มีความเข้มข้นของ FBS เป็น 2%, 5% 
และ 10% บ่มในตู้ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างวันที่ 7-14 หลังเพาะ ส่งตรวจหาปริมาณไวรัส เปรียบเทียบ
ความเข้มข้นของ FBS และวันที่ให้ปริมาณไวรัสสูงที่สุดหลังเพาะ 
เปรียบเทียบปริมาณไวรัสเม่ือเพาะต่อเนื่อง 

นำไวรัสจากการเปรียบเทียบความเข้มข้นของ FBS ที่ให้ปริมาณไวรัสสูงที่สุดมาเพาะต่อเน่ืองในสภาวะ
เดียวกัน เปรียบเทียบปริมาณไวรัสแต่ละคร้ัง เพ่ือเป็นข้อมูลสำหรับเลือก Working seed virus (WSV) ของ
การศึกษาในคร้ังน้ี 
เพาะเลี้ยงเก็บเป็น virus stock สำหรับผลิตวัคซีน 

เพาะเช้ือไวรัส WSV ในเซลล์ FS-L3 ที่เตรียมไว้ จำนวน 3 ชุดๆละ 20 ขวด เก็บตัวอย่างน้ำไวรัสแต่ละชุด  
ส่งตรวจปริมาณไวรัส และเก็บเป็น virus stock สำหรับผลิตวัคซีน  
การผลิตวัคซีนระดับต้นแบบ (pilot scale) 

นำ virus stock มาผสมกับสารคงสภาพในอัตราส่วน 1:1 บรรจุใส่ขวดแก้วขนาด 6 มล. ขวดละ 1 มล.  
นำไปทำแห้งนานประมาณ 27 ช่ัวโมง ได้เป็นวัคซีนสำเร็จรูปเพ่ือใช้ทดสอบต่อไป 
การทดสอบคุณภาพ 

ทดสอบคุณลักษณะทั่วไปทางกายภาพ (property test) เป็นวัคซีนชนิดแห้ง สีขาวนวล ละลายง่าย ไม่มี   
สิ่งแปลกปลอม (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2561ก) 

ทดสอบหาปริมาณความช้ืน (moisture test) ด้วยเคร่ืองหาปริมาณความช้ืนแบบ Karl Fisher method 
ต้องไม่เกิน 4% (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2561ข) 

ทดสอบสภาพสุญญากาศในขวดบรรจุวัคซีน ด้วยเครื่องวัดสภาพสุญญากาศ (vacuum tester coil)       
ขวดวัคซีนที่มีสภาพสุญญากาศจะเปล่งแสงสีม่วง/เขียว ภายในขวดบรรจุ (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2562ก) 

การตรวจหาเชื้อ Mycoplasma ด้วยวิธี MycoAlertTM Plus ต้องปราศจากเช้ือ mycoplasma (สำนัก
เทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2562ข) 

ทดสอบความปลอดเช้ือของเช้ือราและแบคทีเรียของชีวภัณฑ์สำเร็จรูป (sterility test) ต้องปราศจากเช้ือ
แบคทีเรียและเช้ือรา (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2563) 

ตรวจปริมาณไวรัสในวัคซีนก่อนและหลังทำแห้งด้วยวิธีย้อมสี Immunoperoxidase (วาสนา, 2548ข) 
ทดสอบความปลอดภัยในสุกรทดลอง (safety test) (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2561ค) เตรียมสุกร

ทดลอง 3 ตัว ฉีดวัคซีนขนาด 10 เท่าของโด๊สปกติ ให้กับสุกรทุกตัว สังเกตอาการ 21 วัน สุกรทุกตัวต้องไม่แสดง
อาการป่วยหรือตายด้วยโรคอหิวาต์สุกร และไม่พบความผิดปกติบริเวณที่ฉีดหรืออาการแพ้อ่ืนๆ 

ทดสอบความคุ้มโรคในสุกรทดลอง (potency test) (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2560) เตรียมสุกร
ทดลอง 12 ตัว ฉีดวัคซีนที่เจือจางขนาด 40 เท่า และ 160 เท่าของโด๊สปกติ ให้กับสุกรความเจือจางละ 5 ตัว สุกร
กลุ่มควบคุม 2 ตัว เลี้ยงเป็นเวลา 14 วัน ฉีดด้วยเช้ือพิษอหิวาต์สุกรที่มีความรุนแรง 5 log PID50/มล. (50% pig 
infective dose) ให้สุกรกลุ่มฉีดวัคซีนทั้ง 10 ตัว และกลุ่มควบคุม 2 ตัว สังเกตอาการ 14 วัน นำข้อมูลสุกรที่ 
11Corning, USA  
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แสดงอาการป่วยหรือตายด้วยโรคอหิวาต์สุกรมาคำนวณด้วยวิธีการมาตรฐาน (Reed and Muench, 1938) ค่าความ 
คุ้มโรค ที่ได้ต้องไม่น้อยกว่า 100 PD50 (50% protective dose) ส่วนสุกรกลุ่มควบคุมต้องตายด้วยโรคอหิวาต์สุกร 
ภายใน  14 วัน หลังจากฉีดเช้ือพิษ 

   
ผล 

ผลการเพาะเลี้ยงไวรัสในอาหารที่มีความเข้มข้นของ FBS ที่แตกต่างกัน พบว่าไวรัสที่เพาะในอาหารที่มี 
FBS 10% ให้ปริมาณไวรัสสูงที่สุดวันที่ 12 หลังเพาะ เท่ากับ 6.33 log TCID50/มล. (50% tissue culture 
infective dose) (รูปที่ 1) 

ผลการเพาะเลี้ยงไวรัสต่อเน่ืองจำนวน 7 passage ด้วยสภาวะความเข้มข้น FBS 10% บ่มในตู้ 37 องศา
เซลเซียส และเก็บไวรัส (harvest) วันที่ 12 หลังเพาะ มีปริมาณไวรัส P.1-P.7 ดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่ง P.5, P.6 
และ P.7 มีปริมาณไวรัสสูงที่สุดเท่ากับ 6.50 log TCID50/มล. เท่ากัน จึงใช้ไวรัส P.7 เป็น WSV เพ่ือใช้เพาะไวรัส
ผลิตเป็นวัคซีนต้นแบบสำหรับการศึกษาในคร้ังน้ี 

ผลการเพาะไวรัส 3 ชุด เพ่ือใช้เป็น virus stock สำหรับผลิตวัคซีน เก็บไวรัสวันที่ 12 หลังเพาะ ได้
ปริมาตรแต่ละชุดเป็น 1,400 มล., 1,800 มล. และ 1,790 มล. นำมาผลิตวัคซีนต้นแบบได้จำนวนวัคซีนทั้งสิ้น 
94,580 โด๊ส (ตารางที่ 2) เน่ืองจากมีการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรียระหว่างกระบวนการเพาะเซลล์จึงทำให้ปริมาตร
แต่ละชุดไม่เท่ากัน 

ผลการทดสอบคุณภาพทางห้องปฏิบัติการ วัคซีนทุกชุดผ่านการทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพ ภายใน
ขวดวัคซีนมีสภาพสุญญากาศ ปราศจากการปนเปื้อนเช้ือแบคทีเรีย เช้ือราและ Mycoplasma ปริมาณความช้ืน
เฉลี่ย หลังทำแห้งเท่ากับ 2.58±0.24% ปริมาณไวรัสเฉลี่ยก่อนและหลังทำแห้งเท่ากับ 6.83±0.58 และ 
5.22±0.63 log TCID50/มล. ตามลำดับ (ตารางที่ 3)  

ผลการทดสอบความปลอดภัยในสุกรทดลอง ไม่พบความผิดปกติ การบวม หรืออักเสบบริเวณที่ฉีด ไม่พบ
อาการแพ้วัคซีน สุกรไม่แสดงอาการของโรคอหิวาต์สุกร (ตารางที่ 4 และ รูปที่ 2)  

ผลการทดสอบความคุ้มโรคในสุกรทดลอง สุกรกลุ่มที่ได้รับวัคซีนขนาดความเจือจาง 40 เท่าของโด๊สปกติ 
สุกรมีความคุ้มโรคต่อไวรัสอหิวาต์สุกร เมื่อฉีดพิษทับด้วยเช้ืออหิวาต์สุกรที่มีความรุนแรง 5 log PID50/มล. สุกร 
ทุกตัว ไม่แสดงอาการป่วยและไม่มีสุกรตายด้วยโรคอหิวาต์สุกร คิดเป็นร้อยละ 100 สุกรกลุ่มที่ได้รับวัคซีนขนาด
ความเจือจาง 160 เท่าของโด๊สปกติ ซึ่งมีความเจือจางมากกว่ากลุ่มแรก สุกรมีความคุ้มโรคต่อไวรัสอหิวาต์สุกร เมื่อ
ฉีดพิษทับด้วยเช้ืออหิวาต์สุกรที่มีความรุนแรง 5 log PID50/มล. สุกรทุกตัวไม่แสดงอาการป่วยและไม่มีสุกรตาย
ด้วยโรคอหิวาต์สุกร คิดเป็นร้อยละ 100 เช่นกัน เมื่อนำจำนวนสุกรรอด/ตาย ของแต่ละชุดมาคำนวณด้วยวิธี
มาตรฐานเพ่ือหาระดับความคุ้มโรค พบว่าวัคซีนต้นแบบทั้ง 3 ชุด มีระดับความคุ้มโรคไม่น้อยกว่า 319.890 PD50/
โด๊ส ทุกชุด ส่วนสุกรกลุ่มควบคุมตายด้วยโรคอหิวาต์สุกร (ตารางที่ 5) 
 

วิจารณ ์
จากผลการทดลองเปรียบเทียบปริมาณซีรัมตัวอ่อนลูกโค หรือ FBS ในอาหารเลี้ยงไวรัส พบว่าไวรัสที่เพาะ 

ในอาหารที่มี FBS 10% ให้ปริมาณไวรัสสูงที่สุด (รูปที่ 1) การศึกษาในครั้งน้ีได้นำไวรัสอหิวาต์สุกรสเตรนไชนีสจาก
การเพาะด้วยซีรัมตัวอ่อนลูกโค 10% มาผลิตเป็นวัคซีนชนิดดูดแห้งและทดสอบความปลอดภัยในสุกร ปรากฏว่า
วัคซีนมีความปลอดภัยไม่พบอาการแพ้วัคซีนหรือความผิดปกติบริเวณที่ฉีด ซึ่งวาสนาและคณะ (2545) ทดสอบ
วัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรน GPE- ที่ผลิตจากไวรัสที่เพาะในเซลล์เพาะเลี้ยงที่มีความเข้มข้นของซีรัมโค 5% สุกรที่ฉีด
วัคซีน ไม่พบอาการแพ้วัคซีน ไม่มีไข้ และไม่พบปฏิกิริยาบริเวณที่ฉีดเช่นกัน วัคซีนมีส่วนประกอบของสารหลาย
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ชนิด เช่น ไวรัส (active immunizing antigens) สารคงสภาพ ยาปฏิชีวนะ ซีรัม และอาหารเพาะเลี้ยง เป็นต้น 
ซึ่งส่วนประกอบแต่ละชนิดเหล่าน้ีมีแนวโน้มเป็นสาเหตุของอาการแพ้วัคซีนได้ โดยไม่อาจระบุได้ชัดเจนว่าการแพ้
แต่ละครั้งมาจากสาเหตุใด (Chung, 2014) จึงควรสังเกตอาการของสัตว์หลังจากฉีดวัคซีนและจัดเตรียมอุปกรณ์
หรือยาที่จำเป็นสำหรับแก้ไขหากพบสัตว์แพ้วัคซีน ทั้งน้ีซีรัมโคที่ใช้ในการผลิตวัคซีนถือเป็นต้นทุนที่มีราคาสูง หาก
จะพัฒนาผลิตในระดับอุตสาหกรรม ต้องศึกษาการใช้ในระดับที่ต่ำกว่าแต่ได้ปริมาณไวรัสที่เพียงพอที่จะผลิตวัคซีน
เพ่ือเป็นการลดต้นทุน  

จากผลการเพาะเลี้ยงไวรัสต่อเน่ือง 7 passage พบว่าไวรัสสามารถเพ่ิมจำนวนในเซลล์เพ่ิมขึ้นในแต่ละ 
passage และมีปริมาณไวรัสสูงที่สุดเท่ากับ 6.50 log TCID50/มล. จำนวน 3 passage เท่ากัน ได้แก่ P.5, P.6 
และ P.7 จึงกำหนดให้ P.5 เป็น master seed virus (MSV), P.6 เป็น working seed virus 1 (WSV1) และ P.7 
เป็น working seed virus 2 (WSV2) เน่ืองจากมีปริมาณไวรัสสูงและเป็นปริมาณที่เพียงพอสำหรับการผสมกับ
สารคงสภาพ นำเข้ากระบวนการทำแห้งเป็นวัคซีนสำเร็จรูปแล้ว ยังคงมีปริมาณไวรัสหลังทำแห้งอยู่ในเกณฑ์
มาตรฐานของ ASEAN (1998) ซึ่งไวรัสอหิวาต์สุกรสเตรนไชนีสชนิดผ่านกระต่ายที่เพาะในเซลล์ FS-L3 เป็นไวรัสที่
มีความปลอดภัยต่อสุกรและให้ความคุ้มโรคได้ดี สามารถนำไปใช้เป็นไวรัสวัคซีนต้ังต้น (seed vaccine virus) 
สำหรับผลิตวัคซีนในเซลล์เพาะเลี้ยงได้ (วาสนาและคณะ, 2548) การกำหนด MSV และ WSV เป็นการวางแผนใช้
ไวรัสวัคซีนต้ังต้นในการผลิตวัคซีน (seed lot system) เพ่ือสร้างความม่ันใจว่าวัคซีนที่ผลิตทุกครั้งมาจากไวรัส
วัคซีนต้ังต้นแหล่งเดียวกัน สามารถผลิตเป็นวัคซีนที่มีคุณภาพตามมาตรฐานท่ีสม่ำเสมอและผลิตได้อย่างต่อเน่ือง 
ซึ่งไวรัสที่จะนำมาใช้เป็นไวรัสวัคซีนต้ังต้นต้องมีปริมาณไวรัสที่สูงและสามารถผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีปริมาณไวรัส
เป็นที่น่าพอใจ (Harrak et al., 2021) เน่ืองจากการศึกษาในคร้ังน้ีมีข้อจำกัดด้านระยะเวลาจึงทำให้เพาะเลี้ยง
ไวรัสต่อเน่ืองได้เพียงครั้งเดียวโดยไม่ได้ทำซ้ำ ข้อมูลปริมาณไวรัสที่ได้จึงอาจมีความคลาดเคล่ือน แต่สามารถใช้เป็น
แนวทางเพ่ือวางแผนการศึกษา  ที่ละเอียดครอบคลุมเพ่ือเลือก MSV และ WSV ที่เหมาะสมได้  

วัคซีนอหิวาต์สุกรสเตรนไชนีส ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงระดับต้นแบบ จำนวน 3 ชุด มีปริมาณไวรัสเฉลี่ยก่อน  
ทำแห้ง 6.83±0.58 log TCID50/มล. เมื่อนำไวรัสที่ได้มาผสมกับสารคงสภาพ บรรจุลงขวดแก้ว ผ่านการทำแห้ง
แล้ว วัคซีนมีปริมาณไวรัสเฉลี่ยหลังทำแห้ง 5.22±0.63 log TCID50/มล. คิดเป็นอัตราการสูญเสียไวรัสร้อยละ 
23.57 แม้จะมีการสูญเสียไวรัสระหว่างการผลิตแต่ปริมาณไวรัสหลังทำแห้งยังคงเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานของ 
ASEAN (1998) คือ วัคซีนอหิวาต์สุกรชนิดเซลล์เพาะเล้ียงต้องมีปริมาณไวรัสไม่น้อยกว่า 2.3 log TCID50/มล. การ
ผลิตวัคซีนเช้ือเป็นชนิดดูดแห้งพบการสูญเสียไวรัสระหว่างการผลิตได้จากหลายข้ันตอน เช่น การแช่แข็งไวรัส การ
ละลายไวรัส การทำแห้งวัคซีนและชนิดของสารคงสภาพ เป็นต้น ฤทธ์ิลือชัยและธวัชชัย (2554) เปรียบเทียบ
ปริมาณไวรัสในวัคซีนกาฬโรคเป็ดก่อนและหลังทำแห้ง ซึ่งสารคงสภาพที่ใช้ในการผลิตวัคซีนกาฬโรคเป็ดเป็น            
โพลิไวนิลไพโรลิโดนและแลคโตสเช่นเดียวกับวัคซีนอหิวาต์สุกร แต่วัคซีนกาฬโรคเป็ดมีทริปโตนเป็นส่วนประกอบ
เพ่ิม พบว่ามีการสูญเสียไวรัสหลังทำแห้งร้อยละ 7.08 แต่วัคซีนกาฬโรคเป็ดสำเร็จรูปยังมีปริมาณไวรัสอยู่ในเกณฑ์
มาตรฐาน จึงแนะนำให้เตรียมไวรัสกาฬโรคเป็ดก่อนผลิตวัคซีนให้มีปริมาณไวรัสไม่น้อยกว่า 6.5 log TCID50/มล.  

การทดสอบความคุ้มโรคของวัคซีนอหิวาต์สุกรระดับต้นแบบ วัคซีนมีระดับความคุ้มโรคไม่น้อยกว่า 
319.890 PD50/โด๊ส สูงกว่ามาตรฐานที่กำหนดไม่น้อยกว่า 100 PD50/โด๊ส (OIE, 2019) สุกรที่ได้รับวัคซีนไม่แสดง
อาการป่วยด้วยโรคอหิวาต์สุกร ตรวจไม่พบเช้ือไวรัสอหิวาต์สุกรในต่อมน้ำเหลือง ม้ามและต่อมทอนซิลหลังฉีดเช้ือ
พิษทับ สามารถป้องกันโรคอหิวาต์สุกรได้เช่นเดียวกับวัคซีนอหิวาต์สุกรชนิดผ่านกระต่าย สเตรนไชนีส ที่กรม              
ปศุสัตว์ผลิตในปัจจุบันซึ่งความคุ้มโรคไม่น้อยกว่า 319 PD50/โด๊ส วัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส สามารถสร้าง
ภูมิคุ้มกันที่ป้องกันโรคได้อย่างสมบูรณ์ ภายหลังฉีดวัคซีนไม่พบอาการของโรค ไม่พบไวรัสในกระแสเลือดและไม่
พบการแพร่เช้ือไปยังสุกรตัวอ่ืนๆ นอกจากน้ียังป้องกันการติดเช้ือไวรัสอหิวาต์สุกรได้หลายสายพันธ์ุ (Coronado 
et al., 2021)  
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 อย่างไรก็ตาม แม้วัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงระดับต้นแบบ ที่ผลิตได้จะมีปริมาณ
ไวรัสของวัคซีนหลังทำแห้งตามมาตรฐาน ASEAN และมีความคุ้มโรคตามมาตรฐาน OIE ยังคงต้องมีการศึกษา
เพ่ิมเติมเก่ียวกับระยะการให้ความคุ้มโรคหลังจากสุกรได้รับวัคซีน (Duration of immunity) และความคงตัวของ
วัคซีน เมื่อเก็บรักษาในสภาวะต่างกัน (Stability) ซึ่งจะได้วางแผนการศึกษาต่อไปในอนาคต 

 
สรุป 

การผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงในระดับต้นแบบ จำนวน 3 ชุด ผ่านการ
ทดสอบคุณสมบัติทั่วไปทางกายภาพในห้องปฏิบัติการ วัคซีนมีความปลอดภัยและมีระดับความคุ้มโรคในสุกรตาม
มาตรฐานสากล สามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาการผลิตเป็นระดับอุตสาหกรรมต่อไปในอนาคตได้ 
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วาสนา ภิญโญชนม์ ผู้ให้คำปรึกษาและช้ีแนะแนวทางในการดำเนินงาน คณะกรรมการบริหารเงินทุนหมุนเวียน 
เพ่ือผลิตวัคซีนจำหน่ายที่สนับสนุนงบประมาณสำหรับโครงการวิจัย คณะกรรมการพัฒนาวิชาการสำนักเทคโนโลยี
ชีวภัณฑ์สัตว์ ที่ให้ข้อแนะนำและข้อเสนอแนะระหว่างการดำเนินงานวิจัย นายสัตวแพทย์ดิถี ประเสริฐสุวรรณ  
คุณธีระพงษ์ เจริญ และบุคลากรกลุ่มไวรัสวิทยาสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติทุกท่านที่ทำให้การวิจัยบรรลุตาม
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ตารางท่ี 1 ปรมิาณไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส (log TCID50/มล.) ที่เพาะในเซลล์ FS-L3 ต่อเน่ือง 
Passage (P.) 1 2 3 4 5 6 7 
ปริมาณไวรัส 

(log TCID50/มล.)  
5.00 4.33 5.33 6.00 6.50 6.50 6.50 

 
ตารางที่ 2 ปรมิาตร Virus stock ก่อนและหลังผสมกับสารคงสภาพ และจำนวนวัคซีนทำแห้งสำเร็จรปู 

ชุดที ่
Virus stock 

(มล.) 
สารคงสภาพ 

(มล.) 
Vaccine bulk  

(มล.) 
วัคซีนสำเร็จรปู 

(ขวด) 
คิดเปน็วัคซีน

(โด๊ส) 
1 1,400* 1,400 2,800 2,660** 26,600 
2 1,800* 1,800 3,600 3,387** 33,870 
3 1,790* 1,790 3,580 3,411** 34,110 

รวม 4,990 4,990 9,980 9,458 94,580 
  * สูญเสียจากการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรียระหว่างกระบวนการเพาะเซลล์  
  ** สูญเสียจากการบรรจุ bulk vaccine ลงขวด 
  
  ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบคุณภาพทางปฏิบัติการห้องวัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงระดับ

ต้นแบบ 
การทดสอบ การตัดสนิ ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 Mean ±SD 

1. คุณลกัษณะทั่วไปทางกายภาพ ตามมาตรฐาน ผ่าน ผ่าน ผ่าน - 
2. ความเป็นสญุญากาศ เป็นสุญญากาศ ผ่าน ผ่าน ผ่าน - 
3. ความช้ืน ไม่เกิน 4% 2.57% 2.82% 2.35% 2.58±0.24 
4. ไม่ปนเป้ือนเช้ืออ่ืน ไม่พบเช้ือแบคทีเรีย 

เช้ือราและ 
Mycoplasma 

ผ่าน ผ่าน ผ่าน 
 
-  

 
5. ปริมาณไวรสั (log TCID50/มล.)      
   5.1 ก่อนทำแห้ง  6.5 6.5 7.5 6.83±0.58 
   5.2 หลังทำแห้ง ไม่น้อยกว่า 2.3 4.5 5.5 5.67 5.22±0.63 
 
ตารางที่ 4 ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดเซลลเ์พาะเลี้ยงระดับต้นแบบ ในสกุรทดลอง 

   การทดสอบ        การตัดสิน ชุด 1 ชุด 2 ชุด 3 
1. ความปลอดภัย ไม่พบความผิดปกติ บวม 

หรืออักเสบบริเวณที่ฉีด 
สุกรไม่มีอาการแพ้ 

ผ่าน ผ่าน ผ่าน  
 
2. ความคุ้มโรค ไม่น้อยกว่า 100 PD50/โด๊ส 319.890 319.890 319.890 
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ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความคุ้มโรควัคซีนอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยงระดับต้นแบบในสุกร
ทดลอง 

ชุดวัคซีน 
       สุกรกลุ่มทดลอง (รอด/ตาย) สุกรกลุ่มควบคุม  

(รอด/ตาย) 
(%รอด) 

ความคุ้มโรค 
(PD50/โด๊ส) เจือจาง 40 เท่า  

(%รอด) 
เจือจาง 160 เท่า  

(%รอด) 
1 5/0 (100%) 5/0 (100%) 0/2 (0%) 319.890 
2 5/0 (100%) 5/0 (100%) 0/2 (0%) 319.890 
3 5/0 (100%) 5/0 (100%) 0/2 (0%) 319.890 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 ปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส (log TCID50/มล.) ที่เพาะในเซลล์ FS-L3 ในอาหารเลี้ยงที่มี FBS 

2%, 5%, และ 10% 
 

  
(ก) (ข) 

รูปที่ 2 การทดสอบความปลอดภัยในสุกรทดลอง (ก) ฉดีวัคซีนขนาด 10 เท่าของโด๊สปกติให้กับสุกรทดลอง  
         (ข) สุกรที่ได้รับวัคซีนไม่มีอาการของโรค ไม่พบความผิดปกติบริเวณที่ฉีด 

Vi
ru

s c
on

te
nt

 

Log TCID50/มล. 

Days post inoculation 
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Development of classical swine fever vaccine; Chinese strain  
in tissue culture, pilot scale 

 
Nalinee  Hongchumpon1 Lamul  Molee2 

 
Abstract 

The tissue-based classical swine fever vaccine, Chinese strain, was developed from a lab 
scale to pilot production. The FS-L3 cell line cultured in 225 cm2 plastic tissue culture flask was 
inoculated with Chinese strain virus in growth media adding 10% fetal bovine serum and 
incubated at 37oC. After 12 days, three batches of the harvested virus were formulated with 
polyvinyl pyrrolidone and lactose to produce lyophilized vaccine equal to 26,600, 33,870, and 
34,110 doses respectively. The mean of virus content before and after the lyophilized process 
were 6 .8 3 ± 0.58 and 5.22±0.63 log TCID50/ml. respectively. None of the allergic and local 
reactions were found in vaccinated animals. The OIE Terrestrial Manual required the minimum 
protective dose in vaccinated animals not less than 100 PD50/dose and all vaccine batches 
reached the requirement given not less than 319.890 PD50/dose.  

In summary, the pilot vaccine passed physical property test in laboratory, safety test, 
and potency test in swine comply with international standards. The improvement of industrial-
scale vaccine production can be developing in further study. 

 
 

 
 

Keywords: classical swine fever vaccine,     Chinese strain,     tissue culture FS-L3,     pilot scale 
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ความคุ้มโรคแรกเริ่มและระยะคุ้มโรคของวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน 
 

  วรพร  ปู่สูงเนิน1          ฤทธ์ิลือชัย  ปู่สูงเนิน1   
 

บทคัดย่อ 
ที่มา: โรคอหิวาต์เป็ด-ไก่ เป็นโรคติดต่อร้ายแรง เกิดได้ในสัตว์ปีกหลายชนิด ได้แก่ ไก่ เป็ด ห่าน ไก่งวง 

รวมทั้งนกหลายชนิด สาเหตุเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Pasteurella multocida (P. multocida) serotype A            
การป้องกันที่ได้ผลมากที่สุดคือการทำวัคซีน ซึ่งวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ที่สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ ผลิตในปัจจุบัน
เป็นวัคซีนชนิดเช้ือตายไม่ผสมแอดจูแวนท์ มีขนาดฉีด010ml และต้องฉีดทุก030เดือน จึงมีการวิจัยตำรับวัคซีน            
ชนิดใหม่ที่มีการผสมแอดจูแวนท์ชนิดน้ำมัน ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของวัคซีนในด้านต่างๆ ได้แก่ ลดขนาดฉีด ลด
ปริมาณแอนติเจน  ลดจำนวนคร้ังที่ฉีดวัคซีน เพ่ิมระยะคุ้มโรคให้นานขึ้น สร้างความคุ้มโรคได้สูง มีความปลอดภัย 
ลดปัจจัยที่ทำให้เกิดอาการแพ้ กระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันที่สูงและยาวนาน ดังน้ันวัตถุประสงค์             
ในการวิจัยครั้งน้ีเพ่ือศึกษาความคุ้มโรคแรกเร่ิมและระยะคุ้มโรคของวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ที่ใช้แอดจูแวนท์สำเร็จรูป
ชนิดน้ำมัน 

วิธีการ: ผลิตวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน จากเช้ือ P. multocida serotype A:1 สเตรนท้องถิ่น โดย
ใช้แอดจูแวนท์สำเร็จรูปพร้อมผสม (MONTANIDE™ ISA 71 VG) มีจำนวนเช้ือ 1.0x109 CFU/ml (ขนาดฉีดโด๊สละ 
0.5 ml) นำวัคซีนไปทดสอบคุณสมบัติทางห้องปฏิบัติการ และทดสอบในเป็ดพันธ์ุกากีแคมป์เบลล์ ได้แก่ ทดสอบ
ความปลอดภัย ทดสอบหาความคุ้มโรคแรกเร่ิม โดยการฉีดวัคซีนให้เป็ดทดลองแล้วนำไปฉีดพิษทับ หลังการฉีด
วัคซีน 3, 5, 7, 10 และ 14 วัน และทดสอบหาระยะคุ้มโรค โดยการฉีดวัคซีนให้เป็ดทดลองแบบฉีด 1 ครั้งและ 2 
ครั้ง แล้วแบ่งสัตว์ไปฉีดพิษทับทุกเดือน เป็นเวลา0120เดือน และเจาะเลือดเป็ดทดลองไปทดสอบหาระดับ
แอนติบอดีด้วยวิธี ELISA  

ผล: วัคซีนที่ผลิตมีคุณสมบัติตามเกณฑ์มาตรฐานท่ีกำหนด วัคซีนมีความปลอดภัย เป็ดทดลองไม่แสดง
อาการแพ้วัคซีน ไม่มีอาการหรือวิการของโรคอหิวาต์เป็ด-ไก่ วัคซีนสามารถให้ความคุ้มโรคแรกเริ่ม ได้ที่ 3 วันหลัง
ฉีดวัคซีน โดยให้ความคุ้มโรคถึง 80% และให้ผล 100% ที่ 7 วันหลังฉีดวัคซีนเป็นต้นไป สำหรับผลการทดสอบหา
ระยะคุ้มโรค วัคซีนให้ความคุ้มโรคตลอดระยะเวลาการทดลอง (12 เดือน) รวมทั้งมีระดับแอนติบอดีที่ไม่แตกต่าง
กัน (P>0.05) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ทั้งจากการฉีดวัคซีน 1 ครั้งและ 2 ครั้ง 

สรุป: วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน ขนาดฉีดโด๊สละ00.50ml มีความปลอดภัย เป็ดมีความคุ้มโรค
แรกเริ่มหลังจากฉีดวัคซีน 3 วัน และวัคซีนสามารถให้ความคุ้มโรคได้นานอย่างน้อย 12 เดือน 

 
 
 
 

คำสำคัญ: วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ แอดจูแวนท์ชนิดน้ำมัน ความคุ้มโรคแรกเร่ิม ระยะคุ้มโรค 
 

 
 
 

1สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
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บทนำ 
  โรคอหิวาต์เป็ด-ไก่ (Fowl cholera) เป็นโรคติดต่อร้ายแรง เกิดจากเช้ือแบคที เรีย Pasteurella 
multocida (P. multocida) serotype A เป็นโรคที่ เกิดได้ในสัตว์ปีกหลายชนิด ได้แก่ ไก่ เป็ด ห่าน ไก่งวง 
รวมท้ังนกหลายชนิด ทุกระดับอายุ แต่สัตว์อายุมากมีอัตราการป่วยและตายสูงกว่าสัตว์อายุน้อย ติดต่อได้จากการ
สัมผัสสัตว์ป่วยโดยตรง หรือติดต่อทางน้ำและอาหาร ระยะฟักตัว ประมาณ 2-9 วัน ในกรณีที่เป็นอย่างเฉียบพลัน 
มักตายอย่างกะทันหัน ทำให้โรคน้ีมีอัตราการป่วยและอัตราการตายสูง และเกิดความสูญเสียทั้งการเลี้ยงสัตว์ปีกใน
ฟาร์มและสัตว์ปีกที่เลี้ยงตามหลังบ้าน การรักษาโดยการใช้ยาปฏิชีวนะ แต่ปัจจุบันพบว่าเช้ือเกิดการด้ือยา จึงต้อง
ป้องกันไม่ให้เกิดโรคโดยการมีระบบความปลอดภัยทางชีวภาพที่ดี คัดแยกสัตว์ป่วยออกจากฝูงโดยเร็ว และการใช้
วัคซีนป้องกันโรคตามโปรแกรมที่กำหนด (ประภากร, 2560) 
 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) กรมปศุสัตว์ ผลิตวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดบรอทแบคเทอริน จาก
เช้ือ  P. multocida serotype A:1 เป็นวัคซีนชนิดเช้ือตายไม่ผสมแอดจูแวนท์ โดยแนะนำให้ฉีดในเป็ดและไก่
พ้ืนเมืองตัวละ 1 ml ทุก 3 เดือน (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2557) แต่วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ส่วนใหญ่จาก
ผู้ผลิตรายอ่ืน เช่น K Vac FC3, Poulvac® Pabac IV, GlobiVac® เป็นต้น รวมทั้งวัคซีนสัตว์ปีก เช่น วัคซีนกัมโบโร 
วัคซีนกาฬโรคเป็ด วัคซีนนิวคาสเซิลเช้ือตาย เป็นต้น แนะนำให้ฉีดตัวละ 0.5 ml และการฉีดวัคซีนตัวละ 1 ml  
ทำให้พบการบวมบริเวณที่ฉีดวัคซีนในสัตว์บางตัว นอกจากน้ีวัคซีนชนิดบรอทแบคเทอรินมีข้อเสีย คือ มีระยะ           
คุ้มโรคสั้นเพียง 3 เดือน ทำให้เกษตรกรต้องฉีดวัคซีนหลายคร้ัง จึงอาจไม่ได้ฉีดวัคซีนตามเวลาที่กำหนด และทำให้
เกิดโรคตามมาได้ ซึ่งการเพ่ิมประสิทธิภาพวัคซีนเพ่ือแก้ไขปัญหาดังกล่าวทำได้โดยการผสมแอดจูแวนท์ชนิดต่างๆ 
ในวัคซีน เช่น ผสมกับอลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจล เป็นวัคซีนชนิดผสมอะลัม ให้ความคุ้มโรคนานขึ้น แต่ไม่เกิน 6 
เดือน และมีโอกาสทำให้สัตว์เกิดการแพ้ได้ ในขณะที่การผสมกับแอดจูแวนท์ชนิดน้ำมันอยู่ในรูปของอิมัลชัน เป็น
วัคซีนชนิดน้ำมัน ซึ่งช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของวัคซีนในด้านต่างๆ ได้แก่ ลดขนาดฉีด ลดปริมาณแอนติเจน ลด
จำนวนคร้ังที่ฉีดวัคซีน เพ่ิมระยะคุ้มโรคให้นานขึ้น สร้างความคุ้มโรคได้สูง มีความปลอดภัย ลดปัจจัยที่ทำให้เกิด
อาการแพ้ กระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันที่สูงและยาวนาน ทำให้เกิดการสร้างภูมิคุ้มกันทั้งแบบไม่พ่ึง
เซลล์และแบบพ่ึงเซลล์ (Arous et al., 2013; Aucouturier et. al., 2001; Belloc et al., 2008; Shah et al., 
2015) และในปัจจุบันมีการพัฒนาแอดจูแวนท์ชนิดน้ำมันสำเร็จรูปพร้อมผสม ซึ่งมีวิธีการเตรียมง่าย ทำให้วัคซีน          
มีความหนืดลดลง ฉีดง่ายขึ้น มีความคงตัวสูง และมีการใช้ในการผลิตวัคซีนอย่างแพร่หลาย จึงมีความเป็นไปได้ว่า
การผสมแอดจูแวนท์ชนิดน้ำมันจะช่วยลดโด๊สและเพ่ิมระยะคุ้มโรคในวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ได้  
 ผู้วิจัยได้ทดลองผลิตวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมันจากเช้ือ P. multocida serotype A:1 สเตรน
ท้องถิ่น พบว่าวัคซีนชนิดน้ำมันผ่านการทดสอบคุณภาพทางห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานที่กำหนด มีความ
ปลอดภัย ให้ความคุ้มโรคในเป็ดพันธ์ุกากีแคมป์เบลล์ได้ 100% แม้ฉีดวัคซีนเพียงครั้งเดียว รวมทั้งสามารถ              
ลดโด๊สฉีดเหลือตัวละ 0.5 ml ในจำนวนเช้ือที่ลดลง ให้ระดับแอนติบอดีสูงกว่าวัคซีนชนิดบรอทแบคเทอรินอย่างมี
นัยสำคัญ (P<0.05) และมีระดับแอนติบอดีสูงขึ้นหลังฉีดวัคซีนครั้งแรกเพียง 7 วัน (วรพรและวีรชาย, 2562) แต่
จากผลงานวิจัยดังกล่าวยังขาดข้อมูลเรื่องความคุ้มโรคแรกเริ่มและระยะคุ้มโรคของวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน 
ดังน้ันเพ่ือเป็นการยืนยันประสิทธิภาพของวัคซีนและเพิ่มข้อมูลในการผลิตวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมันในระดับ
อุตสาหกรรม ผู้วิจัยจึงสนใจตรวจหาความคุ้มโรคแรกเร่ิม โดยทดสอบหาความคุ้มโรคในวันที่ 3, 5, 7, 10 และ 14 
วัน หลังจากฉีดวัคซีน และตรวจหาระยะคุ้มโรค โดยทดสอบหาความคุ้มโรคทุกเดือนหลังจากฉีดวัคซีน โดยฉีด
วัคซีน 1 ครั้งและ 2 ครั้ง รวมทั้งตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
เชื้อแบคทีเรีย   
 เช้ือ P. multocida serotype A:1 สายพันธ์ุท้องถิ่น เก็บในสภาพทำแห้ง ได้รับความอนุเคราะห์จากฝ่าย
ผลิตวัคซีนแบคทีเรีย เช้ือน้ีใช้ในการผลิตวัคซีน ตรวจหาความคุ้มโรคแรกเร่ิมและระยะคุ้มโรค 
วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน 

นำตัวอย่างบรอทแบคเทอรินที่ถูกฆ่าเช้ือแล้ว (inactivation) มาผสมกับ 0.85% normal saline โดย
นำไปตรวจหาปริมาณเช้ือด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์1 (นิตยาและคณะ, 2547) แล้วนำไปผสมกับแอดจูแวนท์
ชนิดน้ำมัน2 ในอัตราส่วนบรอทแบคเทอริน:แอดจูแวนท์ เท่ากับ 30:70 (w/w) ให้มีปริมาณเช้ือ 1.0x109 CFU/ml 
ทำการผสมที่อุณหภูมิ 20oC ดังน้ี ป่ันผสมแอดจูแวนท์ด้วยเคร่ืองป่ันผสมวัคซีน3 (high shear mixer) ความเร็ว
รอบ 7,600 รอบ/นาที เติมบรอทแบคเทอรินลงในแอดจูแวนท์ เพ่ิมความเร็วของเครื่องเป็น 11,600 รอบ/นาที  
ป่ันนาน 3 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 20oC นาน 1 คืน บรรจุขวดวัคซีนขนาด 10 ml (ผลิตทั้งหมด 200 ml หรือ 400 
โด๊ส) เก็บที่อุณหภูมิ 2-8oC เพ่ือรอการทดสอบคุณภาพต่อไป 
สัตว์ทดลอง 
 เป็ดพันธ์ุกากีแคมป์เบลล์ ไม่จำกัดเพศ อายุ 8 สัปดาห์ จำนวน 189 ตัว ไม่เคยฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่และ
ไม่มีแอนติบอดีต่อเช้ืออหิวาต์เป็ด-ไก่ เมื่อทดสอบด้วยวิธี Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
โดยเลี้ยงเพ่ือปรับสภาพและสังเกตอาการ อย่างน้อย 1 สัปดาห์  
การทดสอบคุณภาพวัคซีนในห้องปฏิบัติการ 
 การทดสอบในกระบวนการผลิต (In-process) 

1) การหาปริมาณเชื้อแบคทีเรีย (Bacterial concentration) 
 นำตัวอย่างเช้ือไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปกโตโฟโต-
มิเตอร์และคำนวณหาปริมาณเช้ือด้วยสมการ Y=37.563X-47.777 (นิตยาและคณะ, 2547) 
2) การทดสอบความบริสุทธิ์ (Purity test) 
 นำตัวอย่างวัคซีนมาย้อมสีแกรม ต้องไม่พบเช้ือแบคทีเรียอ่ืนนอกจาก P. multocida ซึ่งเป็น
แบคทีเรีย แกรมลบ ติดสีแดง รูปร่างแท่งสั้น หรือแท่งสั้นค่อนข้างกลม (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 
2562ก; ASEAN Secretariat, 1998) 
3) การทดสอบการฆ่าเชื้อโดยสมบูรณ์ (Inactivation test) 
 นำตัวอย่างวัคซีนมาเพาะเลี้ยงในอาหาร dextrose starch agar4 (DSA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 
24 ช่ัวโมง ต้องไม่มี P. multocida หรือเช้ือแบคทีเรียชนิดใดขึ้นบนอาหาร (ASEAN Secretariat, 
1998) 

 การทดสอบวัคซีนสำเร็จรูป (Finished product) 
1) การทดสอบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ (Sterility test) 

 ดูดตัวอย่างวัคซีน ลงใน Fluid Thioglycollate Medium5, Tryptic Soy Broth6 และ Sabouraud 
Dextrose Broth7 โดยดูดตัวอย่าง 1 ml/อาหารเลี้ยงเช้ือ 1 หลอด แยก Fluid Thioglycollate 
Medium และ Tryptic Soy Broth ชนิดละ 3 หลอด บ่มที่อุณหภูมิ 30-35 °C และนำอาหารเลี้ยงเช้ือ
ทั้ง 3 ชนิดๆ ละ 3 หลอด บ่มที่อุณหภูมิ 20-25 °C เพ่ือทดสอบการปนเป้ือนเช้ือยีสต์ รา aerobic 
bacteria และ anaerobic bacteria 

1Biochrom Libra S32, UK 2MONTANIDE™ ISA 71 VG, France 3IKA Ultra Turrax® T25, Germany 
4DifcoTM, France   5HIMEDIA, India  6BDTM, Germany   7DifcoTM, France 
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เมื่อครบ 14 วัน อาหารเลี้ยงเช้ือต้องใสและไม่มีการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์จึงจะถือว่าทดสอบผ่าน 
(สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2562ข; WOAH, 2018b) 

2) การทดสอบชนิดอิมัลชัน (Drop test) 
เมื่อหยดตัวอย่างวัคซีนลงในน้ำ หากเป็นอิมัลชันชนิด W/O ต้องคงอยู่เหนือน้ำ และไม่กระจายตัวใน

น้ำ (Aucouturier et al., 2001) 
3) การตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์  (Microscopic aspect) 

เมื่อหยดตัวอย่างวัคซีนลงบนแผ่นสไลด์แล้วนำไปดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์8 วัคซีนต้องมีความเป็นเน้ือ
เดียวกัน (homogeneous) และมีขนาดอิมัลชันประมาณ 1 μm (Aucouturier et al., 2001) 
4) การทดสอบความหนืด (Viscosity test) 

นำตัวอย่างวัคซีนไปวัดค่าความหนืดด้วยเครื่องวัดความหนืดสารละลาย ใช้ Spindle No.1 ค่าที่ได้
ต้องน้อยกว่า 100 centipoises จึงถือว่าผ่านการทดสอบ (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2562ค) 
5) การทดสอบความคงตัว (Stability test) 

นำตัวอย่างวัคซีนไปเหว่ียงด้วยเครื่องเซ็นตริฟิวจ์10 ที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบ/นาที นาน 30 นาที 
ต้องแยกช้ันไม่เกิน 5% จึงถือว่าผ่านการทดสอบ (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2562ง) 

การทดสอบคุณภาพวัคซีนในสัตว์ทดลอง 
1) การทดสอบความปลอดภัย  

   นำเป็ดทดลองจำนวน 10 ตัว ฉีดวัคซีนเข้ากล้ามเนื้อขา จำนวน 2 เท่าของโด๊สปกติ (ตัวละ 1 ml) 
จากน้ันสังเกตอาการเป็นเวลา 14 วัน เป็ดทดลองทุกตัวต้องไม่พบอาการแพ้วัคซีนและไม่พบอาการและ
วิการของโรคอหิวาต์เป็ด-ไก่ จึงถือว่าวัคซีนมีความปลอดภัย (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2562จ; 
WOAH, 2018a)  
2) การตรวจหาความคุ้มโรคแรกเริ่ม 

นำเป็ดทดลองจำนวน 25 ตัว ฉีดวัคซีนเข้ากล้ามเน้ือขา ตัวละ 0.5 ml หลังจากฉีดวัคซีนนาน 3, 5, 
7, 10 และ 14 วัน นำเป็ดมาฉีดพิษทับด้วยเช้ือ P. multocida serotype A:1 ปริมาณเช้ือไม่ต่ำกว่า 100 
Median lethal dose (LD50) /ml ตัวละ 1 ml เข้ากล้ามเน้ือขา ครั้งละ 5 ตัว โดยมีกลุ่มควบคุมครั้งละ 
2 ตัว หลังจากฉีดพิษทับแล้ว สังเกตอาการและนับจำนวนเป็ดตายเป็นเวลา 14 วัน ซึ่งกลุ่มที่ฉีดวัคซีนต้อง
รอดอย่างน้อย 70% และกลุ่มควบคุมตาย 80% จึงถือว่าวัคซีนให้ความคุ้มโรค (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์
สัตว์, 2562ฉ; WOAH, 2018a) และเจาะเลือดเป็ดทดลองก่อนฉีดพิษทับทุกคร้ัง เพ่ือตรวจหาระดับ
แอนติบอดี 
3) การตรวจหาระยะคุ้มโรค 

แบ่งเป็ดทดลองเป็น 2 กลุ่มๆ ละ 60 ตัว ฉีดวัคซีนเข้ากล้ามเน้ือขา ตัวละ 0.5 ml โดยกลุ่มที่ 1 ฉีด
วัคซีนจำนวน 1 ครั้ง และกลุ่มที่ 2 ฉีดวัคซีนจำนวน 2 ครั้ง ห่างกัน 2 สัปดาห์ หลังจากน้ันทุกเดือน               
นำเป็ดมาฉีดพิษทับด้วยเช้ือ P. multocida serotype A:1 ปริมาณเช้ือไม่ต่ำกว่า 100 LD50/ml ตัวละ 1 
ml เข้ากล้ามเน้ือขา ครั้งละ 5 ตัว/กลุ่ม โดยมีกลุ่มควบคุมครั้งละ 2 ตัว จนครบ 12 เดือน หลังจากฉีด            
พิษทับแล้ว สังเกตอาการและนับจำนวนเป็ดตายเป็นเวลา 14 วัน ซึ่งกลุ่มที่ฉีดวัคซีนต้องรอดอย่างน้อย 
70%  และกลุ่มควบคุมตาย 80% จึงถือว่าวัคซีนให้ความคุ้มโรค (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2562ฉ; 
WOAH, 2018a) และเจาะเลือดเป็ดทดลองก่อนฉีดพิษทับทุกคร้ัง เพ่ือตรวจหาระดับแอนติบอดี 

 
8OLYMPUS BX 51, USA    9Brookfield DV-I, USA   10SIGMA 3K 18, UK 
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การตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA 
 ตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเช้ืออหิวาต์เป็ด-ไก่ ด้วยวิธี Indirect ELISA โดยใช้ชุดตรวจสำเร็จรูป11 ตาม
ขั้นตอน ดังน้ี เจือจางตัวอย่างซีรัม 1:50 ด้วย sample dilution buffer แล้วเติมซีรัมที่เจือจางลงใน ELISA plate 
สำเร็จรูปหลุมละ 100 μl บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ล้างเพลตด้วย wash solution 3 ครั้ง และเติม anti-
duck horseradish peroxidase conjugate หลุมละ 100 μl บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ล้างเพลตด้วย 
wash solution 3 ครั้ง จากน้ันเติม substrate (TMB) หลุมละ 100 μl บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 15 นาทีในที่มืด 
หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม stop solution หลุมละ 100 μl และอ่านผลค่า OD ที่ 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง  
ELISA reader12 แล้วนำค่าเฉล่ีย OD450 ที่ได้มาคำนวณหาค่า S/P ratio ตามสูตร  
  ค่า S/P ratio  = ค่า OD450 ตัวอย่างซีรัมทดสอบ – ค่า OD450 ของซีรัมควบคุมลบ 

ค่า OD450 ของซีรัมควบคุมบวก – ค่า OD450 ของซีรัมควบคุมลบ 
 โดยตัดสินผลที่ ค่า S/P ratio>0.5 ผลเป็นบวก แสดงว่ามีแอนติบอดีต่อเช้ืออหิวาต์เป็ด-ไก่ และค่า S/P 
ratio <0.5 ผลเป็นลบ แสดงว่าไม่มีแอนติบอดีต่อเช้ืออหิวาต์เป็ด-ไก่ 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่า S/P ratio เฉลี่ยในเป็ดทดลองแต่ละกลุ่ม ด้วย One-Way ANOVA ที่
ระดับนัยสำคัญ 0.05 

 
ผล 

ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนในห้องปฏิบัติการ 
ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมันในด้านต่างๆ ผ่านเกณฑ์ตามมาตรฐานท่ีกำหนด 

ทุกประการ (ตารางที่ 1) 
ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนในสัตว์ทดลอง 

1) การทดสอบความปลอดภัย  
ผลการทดสอบความปลอดภัยของวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน เมื่อฉีดวัคซีน จำนวน 2 เท่าของ

โด๊สปกติ (ตัวละ 1 ml) พบว่าวัคซีนมีความปลอดภัยในเป็ดทดลอง ไม่พบอาการแพ้วัคซีน และไม่พบการ
บวมหรืออักเสบบริเวณจุดฉีด รวมทั้งไม่พบอาการและวิการของโรคอหิวาต์เป็ด-ไก่  
2) การตรวจหาความคุ้มโรคแรกเริ่ม 

ผลการตรวจหาความคุ้มโรคแรกเริ่ม พบว่าหลังจากฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน เป็ดทดลอง
กลุ่มที่ฉีดวัคซีน นาน 3 และ 5 วัน มีความคุ้มโรค 80% ทั้งสองกลุ่ม ในขณะที่เป็ดกลุ่มที่ฉีดวัคซีน นาน 7, 
10 และ 14 วัน มีความคุ้มโรค 100% ทุกกลุ่ม สำหรับกลุ่มควบคุม ซึ่งไม่ได้ฉีดวัคซีนมีอัตราการตาย 
100% (ตารางที่ 2) 
3) การตรวจหาระยะคุ้มโรค 

ผลการตรวจหาระยะคุ้มโรค พบว่าหลังจากฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน เป็ดทดลองกลุ่มที่ฉีด
วัคซีน จำนวน 1 ครั้ง มีความคุ้มโรค 100% ต้ังแต่เดือนแรกถึงเดือนที่ 11 และเดือนสุดท้ายมีความคุ้มโรค 
80% ในขณะที่เป็ดกลุ่มที่ฉีดวัคซีน จำนวน 2 ครั้ง มีความคุ้มโรค 100% ต้ังแต่เดือนแรกถึงเดือนสุดท้าย 
สำหรับกลุ่มควบคุม ซึ่งไม่ได้ฉีดวัคซีนมีอัตราการตาย 100% ทุกเดือน (ตารางที่ 3)  

 
 

11ID Screen®, France    12Infinite M200 PRO, Switzerland 
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ผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA 
 ผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA จากการตรวจหาความคุ้มโรคแรกเร่ิม พบว่าเป็ดทดลอง 
ทุกกลุ่มมีแอนติบอดีต่อเช้ืออหิวาต์เป็ด-ไก่ (ค่า S/P ratio>0.5) โดยกลุ่มที่ฉีดวัคซีนนาน 3 และ 5 วัน มีระดับ
แอนติบอดีเฉลี่ยไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) แต่มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยต่ำกว่ากลุ่มที่ฉีดวัคซีน นาน 7, 10 
และ 14 วัน อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) สำหรับกลุ่มที่ฉีดวัคซีนนาน 7 วัน มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยต่ำกว่า
กลุ่มที่ฉีดวัคซีน นาน 10 และ 14 วัน อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) แต่กลุ่มที่ฉีดวัคซีนนาน 10 และ 14 วัน 
มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 2) 

ผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA จากการตรวจหาระยะคุ้มโรค พบว่าเป็ดทดลองทั้งหมด ทั้ง
กลุ่มที่ฉีดวัคซีน จำนวน 1 ครั้งและ 2 ครั้ง มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยต่อเช้ืออหิวาต์เป็ด-ไก่ (ค่า S/P ratio>0.5) และ
กลุ่มที่ฉีดวัคซีน จำนวน 1 ครั้งและ 2 ครั้ง มีระดับแอนติบอดีเฉลี่ยไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ทุกเดือน 
(ตารางที่ 3) 

 
วิจารณ ์

ในปี 2562 ผู้วิจัยได้ทดลองผลิตวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน พบว่าให้ความคุ้มโรคในเป็ดพันธ์ุกากี-               
แคมป์เบลล์ได้ 100% แม้ฉีดวัคซีนเพียงครั้งเดียว รวมทั้งสามารถลดโด๊สฉีดเหลือตัวละ 0.5 ml ให้ระดับ
แอนติบอดีสูงกว่าวัคซีนชนิดบรอทแบคเทอรินอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) และมีระดับแอนติบอดีสูงขึ้น
หลังฉีดวัคซีนครั้งแรกเพียง 7 วัน ในขณะที่เป็ดกลุ่มที่ฉีดวัคซีนชนิดบรอทแบคเทอริน มีระดับแอนติบอดีลดลง
อย่างชัดเจน หลังฉีดวัคซีนเข็มแรก 21 วัน เมื่อฉีดวัคซีนเข็มที่ 2 นาน 7 วัน ระดับแอนติบอดีจึงสูงขึ้นมาใหม่ และ
ระดับแอนติบอดีลดลงอีกครั้งหลังฉีดวัคซีนเข็มที่ 2 นาน 14 วัน ในขณะที่กลุ่มที่ฉีดวัคซีนชนิดน้ำมันมีระดับ
แอนติบอดีสูงคงที่ตลอดการทดลองและให้ระดับแอนติบอดีสูงสุดหลังฉีดวัคซีนเข็มที่ 2 นาน 14 วัน (วรพรและ             
วีรชาย, 2562)  
 เช่นเดียวกับการทดลองในครั้งน้ีที่ทดสอบหาความคุ้มโรคแรกเริ่มและระยะคุ้มโรคของวัคซีนอหิวาต์เป็ด-
ไก่ชนิดน้ำมัน จากการทดลองจะเห็นว่าวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมันที่ผสม MONTANIDE™ ISA 71 VG โดยใช้
เช้ือ 1.0x109 CFU/ml (ขนาดฉีดโด๊สละ 0.5 ml) สามารถให้ความคุ้มโรคแรกเริ่มที่ 3 วันหลังฉีดวัคซีนและให้
ผลได้ 100% หลังฉีดวัคซีน 7 วัน และวัคซีนสามารถให้ความคุ้มโรคได้นานถึง 12 เดือน รวมทั้งมีระดับแอนติบอดี
ที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ทั้งการฉีดวัคซีน 1 ครั้งและ 2 ครั้งทุกเดือน (WOAH, 2018a) ต่างจากวัคซีน
อหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดเช้ือตายไม่ผสมแอดจูแวนท์ (ชนิดบรอทแบคเทอริน) ที่สทช. ผลิตในปัจจุบัน คือ ต้องฉีดวัคซีน 
ตัวละ 1 ml จำนวน 2 ครั้ง ห่างกัน 3 สัปดาห์ วัคซีนจึงเริ่มให้ความคุ้มโรคภายหลังฉีดวัคซีน 2 สัปดาห์และให้
ความคุ้มโรคได้ 3 เดือน (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2557) เช่นเดียวกับงานวิจัยวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ที่ไม่ได้
ผสมแอดจูแวนท์ชนิดน้ำมันในวัคซีน ดังเช่น Olson and Schlink (1986) ทดลองผลิตวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิด                
เช้ือเป็น สเตรน Clemson University (CU) แล้วละลายน้ำด่ืมให้ไก่งวง พบว่าวัคซีนเริ่มให้ความคุ้มโรคแรกเริ่ม
ภายใน 4 วันหลังทำวัคซีน เมื่อทำวัคซีนครั้งเดียว ให้ความคุ้มโรคได้นาน 8 สัปดาห์  แต่หากทำวัคซีน 2 ครั้ง ห่าง
กัน 3 สัปดาห์ ให้ความคุ้มโรคได้นาน 13 สัปดาห์ ในขณะที่การผสมแอดจูแวนท์ชนิดน้ำมันในวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ 
พบว่าช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของวัคซีนได้ดีขึ้น เช่น Belloc et al. (2008) ที่ทดลองฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิด 
บรอทแบคเทอรินและชนิดน้ำมัน พบว่าวัคซีนชนิดน้ำมันมีระดับแอนติบอดีสูงกว่าวัคซีนชนิดบรอทแบคเทอริน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ นอกจากน้ีมีงานวิจัยเปรียบเทียบการฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดอะลัมและชนิดน้ำมัน
พบว่าวัคซีนชนิดน้ำมันมีระดับแอนติบอดีสูงและให้ความคุ้มโรคสูงกว่าวัคซีนชนิดอะลัมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(Ievy et al., 2013) รวมท้ังมีรายงานการใช้แอดจูแวนท์ชนิดน้ำมันในวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ในรูปแบบต่างๆ อย่าง
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ประสบผลสำเร็จ โดยช่วยให้ภูมิคุ้มกันเกิดขึ้นได้เร็ว เพ่ิมระดับภูมิคุ้มกันให้สูงขึ้นและยาวนาน เพ่ิมระยะคุ้มโรคและ
ให้ความคุ้มโรคสูงต่อเช้ืออหิวาต์เป็ด-ไก่ (Abdel Aziz et al. 2015; Burns et al., 2003) เช่นเดียวกับวัคซีนเฮโม-            
รายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันที่สทช.ผลิตในปัจจุบัน จากเช้ือแบคทีเรีย P. multocida B:2,5 เริ่มให้ความคุ้มโรค 
หลังฉีดวัคซีนนาน 3 สัปดาห์ และให้ความคุ้มโรคได้นาน 15 เดือน (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2557) 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Shah et al. (1997) ได้ทำการทดสอบประสิทธิภาพวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิด
น้ำมันในกระบือ พบว่าวัคซีนสามารถให้ความคุ้มโรคได้นาน 250 วันและมีระดับแอนติบอดีสูงนาน 300 วัน และ 
Muneer et al. (2005) ทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดอะลัมและชนิดน้ำมันใน
พ้ืนที่ พบว่าโคและกระบือที่ฉีดวัคซีนชนิดน้ำมันมีระดับแอนติบอดีสูงนาน 360 วัน ต่างจากกลุ่มที่ฉีดวัคซีน
ชนิดอะลัม ซึ่งมีระดับแอนติบอดีลดลงหลังฉีดวัคซีนเพียง 3 เดือน และระดับแอนติบอดีลดลงต่ำสุดภายใน 6 เดือน
หลังฉีดวัคซีน  

สรุป 
 วัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน ขนาดฉีดโด๊สละ 0.5 ml ที่ผลิตผ่านเกณฑ์ตามมาตรฐานท่ีกำหนดทาง
ห้องปฏิบัติการ มีความปลอดภัย เป็ดพันธ์ุกากีแคมป์เบลล์มีความคุ้มโรคแรกเร่ิมหลังจากฉีดวัคซีน 3 วัน และ
วัคซีนสามารถให้ความคุ้มโรคได้นานอย่างน้อย 12 เดือน แม้ฉีดวัคซีนเพียงคร้ังเดียว 
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ตารางที่ 1  ผลการทดสอบคณุภาพวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมันในห้องปฏิบัติการ 
การทดสอบ เกณฑ์ ผล การตัดสิน 

การทดสอบในกระบวนการผลิต   
1. การหาปริมาณเชื้อแบคทีเรีย 1.0x109 CFU/ml 1.0x109 CFU/ml ผ่าน 
2. การทดสอบความบริสุทธิ ์ ไม่พบเช้ือแบคทีเรยีอื่นนอกจาก 

P. multocida 
ไม่พบเช้ือแบคทีเรยีอื่นนอกจาก 

P. multocida 
ผ่าน 

3. การทดสอบการฆ่าเชื้อโดย
สมบูรณ ์

ไม่มี P. multocida หรือเช้ือ
แบคทีเรียชนิดใดขึ้นบนอาหาร 

ไม่มี P. multocida หรือเช้ือ
แบคทีเรียชนิดใดขึ้นบนอาหาร 

ผ่าน 

การทดสอบวัคซีนสำเร็จรูป    
1. การทดสอบการปนเปื้อน

ของจุลินทรยี ์
อาหารเล้ียงเช้ือใสและ 

ไม่มีการเจริญของเช้ือจุลินทรยี ์
อาหารเล้ียงเช้ือใสและ 

ไม่มีการเจริญของเช้ือจุลินทรยี ์
ผ่าน 

2. การทดสอบชนดิอิมัลชัน คงอยู่เหนอืน้ำและ 
ไม่กระจายตัวในน้ำ 

คงอยู่เหนอืน้ำและ 
ไม่กระจายตัวในน้ำ 

ผ่าน 

3. การตรวจสอบภายใตก้ล้อง
จุลทรรศน์   

เป็นเนื้อเดยีวกนั และมีขนาด
อิมัลชันประมาณ 1 ไมครอน 

เป็นเนื้อเดยีวกนั และมีขนาด
อิมัลชันประมาณ 1 ไมครอน ผ่าน 

4. การทดสอบความหนืด น้อยกว่า 100 centipoises 19.33 ผ่าน 
5. การทดสอบความคงตัว แยกช้ันไม่เกิน 5% 2% ผ่าน 

 
ตารางที่ 2 ผลการตรวจหาความคุ้มโรคแรกเริ่มและค่า S/P ratio เฉลี่ย (Mean±SD) หลังการฉีดวัคซีน             

อหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน นาน 3, 5, 7, 10 และ 14 วัน 

วันที ่

กลุ่มฉีดวัคซีน 
ค่า S/P 

ratio เฉลี่ย 
(Mean±SD) 

กลุ่มควบคุม 
จำนวน 

สัตว์คุ้มโรค  
(ตัว) 

จำนวน 
สัตว์ทั้งหมด 

(ตัว) 

%  
ความ
คุ้มโรค 

จำนวน
สัตว์ตาย  

(ตัว) 

จำนวน 
สัตว์ทั้งหมด  

(ตัว) 

%  
การตาย 

3 4 5 80 0.97±0.23A 2 2 100 
5 4 5 80 2.26±1.19A 2 2 100 
7 5 5 100 6.40±0.96B 2 2 100 
10 5 5 100 8.46±1.02C 2 2 100 
14 5 5 100 8.69±1.32C 2 2 100 

1. ตัวอักษร A, B และ C ที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(P<0.05) 

2. ค่า S/P ratio >0.5 ผลเป็นบวก แสดงว่ามีแอนติบอดีต่อเช้ืออหิวาต์เป็ด-ไก่ 
ค่า S/P ratio <0.5 ผลเป็นลบ แสดงว่าไม่มีแอนติบอดีต่อเช้ืออหิวาต์เป็ด-ไก่ 
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ตารางที่ 3  ผลการตรวจหาระยะคุ้มโรคของวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมันและค่า S/P ratio เฉลีย่ (Mean±SD) ทุกเดือน หลังการฉีดวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ชนิดน้ำมัน 

เดือน
ที่ 

ผลการตรวจหาระยะคุ้มโรค ค่า S/P ratio เฉลี่ย  
(Mean±SD) กลุ่มฉีดวัคซีน 1 ครั้ง กลุ่มฉีดวัคซีน 2 ครั้ง กลุ่มควบคุม 

จำนวนสัตว์
คุ้มโรค  
(ตัว) 

จำนวนสัตว์
ทั้งหมด  
(ตัว) 

%  
ความ
คุ้มโรค 

จำนวนสัตว์
คุ้มโรค  
(ตัว) 

จำนวนสัตว์
ทั้งหมด  
(ตัว) 

%  
ความ
คุ้มโรค 

จำนวนสัตว์
ตาย  
(ตัว) 

จำนวนสัตว์
ทั้งหมด  
(ตัว) 

%  
การ
ตาย 

กลุ่มฉีดวัคซีน  
1 ครั้ง 

กลุ่มฉีดวัคซีน  
2 ครั้ง 

1 5 5 100 5 5 100 2 2 100 9.95±0.80Aa 10.25±0.56Aa 

2 5 5 100 5 5 100 2 2 100 8.95±1.07Aa 9.91±0.29Aa 

3 5 5 100 5 5 100 2 2 100 8.40±1.88ABa 9.09±1.13ABa 

4 5 5 100 5 5 100 2 2 100 8.02±1.75ABa 8.48±1.21ABa 

5 5 5 100 5 5 100 2 2 100 7.72±1.90ABa 8.21±2.06ABa 

6 5 5 100 5 5 100 2 2 100 6.70±1.55BCa 8.08±1.01Ba 

7 5 5 100 5 5 100 2 2 100 6.38±1.64BCa 7.62±1.70BCa 

8 5 5 100 5 5 100 2 2 100 5.99±1.61BCa 5.54±0.83CDEa 

9 5 5 100 5 5 100 2 2 100 4.46±1.55CDa 5.43±1.36CDEa 

10 5 5 100 5 5 100 2 2 100 4.32±1.35CDa 4.93±1.90DEFa 

11 5 5 100 5 5 100 2 2 100 3.97±0.83Da 3.64±2.23DEFa 

12 4 5 80 5 5 100 2 2 100 3.96±0.73Da 2.90±1.75Fa 

 
1. ตัวอักษร A, B, C, D, E และ F ที่ต่างกันในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) 

ตัวอักษร a ที่เหมือนกันในแถวเดียวกัน แสดงถึงความไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) 
2. ค่า S/P ratio >0.5 ผลเป็นบวก แสดงว่ามีแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ และ ค่า S/P ratio<0.5 ผลเป็นลบ แสดงว่าไม่มีแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์เป็ด-ไก่ 
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Onset and duration of immunity of oil adjuvant fowl cholera vaccine 

 
Woraporn  Poosungnoen 1          Ritluechai  Poosungnoen 1    

 
Abstract 

Backgrounds: Fowl cholera is a contagious bacterial disease that affects chickens, ducks, 
geese, turkeys, and birds, caused by Pasteurella multocida infection (P. multocida) serotype A. 
Immunization methods were considered the most effective prevention measures. Until now, 
the Bureau of Veterinary Biologics produced inactivated fowl cholera vaccine (broth bacterin) 
vaccination by injecting 1 ml/dose every three months. Oil adjuvant improves the effectiveness 
of vaccines by reducing volume, reducing the dose of antigen, reducing the frequency of 
vaccination, enhancing the breadth of the immune response, enhancing and sustaining immune 
responses, safe and increasing immunological memory associated with the adaptive immune 
system. The objective of this research was to study the onset and duration of immunity of the 
fowl cholera vaccine by using an oil adjuvant. 

Methods: The oil adjuvant fowl cholera vaccine was produced from a bacterium              
P. multocida serotype A:1 (local strain) and ready-to-use adjuvant (MONTANIDE™  ISA 71 VG) 
containing 1.0x109 CFU/ml (0.5 ml/dose). The vaccine was tested in a laboratory and tested in 
Khaki Campbell ducks: safety, the onset of immunity (ducks were challenged 3, 5, 7, 10, and 14 
days after vaccination), and duration of immunity (ducks were challenged every month after 
vaccination with single and twice vaccinations) including serum antibody was detected by ELISA.  

Results: It was found that the vaccine has met the quality standard requirement in 
laboratory tests, is safe, and no symptoms or deviation of fowl cholera showed in ducks. For 
the onset of immunity, the ducks were protected against fowl cholera three days after 
vaccination (80% protection) and 100% at seven days after vaccination. For the duration of 
immunity, the ducks were protected against fowl cholera 12 months after vaccination, both 
single and twice. Moreover, the results of the antibody determination showed that the antibody 
titer of ducks immunized with single vaccination was not statistically different from the antibody 
titer detected from ducks vaccinated with twice vaccination (P>0.05). 

Conclusion: The oil adjuvant fowl cholera vaccine (0.5 ml/dose) s safe and provides 
quick onset protective immunity after three days of vaccination and long-term protection 
against fowl cholera for at least 12 months. 
 
Keywords:  Fowl cholera vaccine,    Oil adjuvant,    Onset of immunity,    Duration of immunity 
  
 
 
1 Bureau of Veterinary Biologics, Pak Chong, Nakhon Ratchasima, 30130 
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การเจริญเตบิโตของเชื้อไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถ่ิน ในเซลล์ไลน์ MDBK 
 

ภาวนา ทศพิทักษ์กุล 1  อติชาติ อภิรักษ์ 1 

 
บทคัดย่อ 

เช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน โดยท่ัวไปจะถูกเพาะแยกเช้ือไวรัสจากตัวอย่างสัตว์ที่ติดเช้ือ ด้วยเซลล์ปฐมภูมิที่มี
ความไวรับและเอ้ือในการเพิ่มจำนวนของเช้ือไวรัส เช่น เซลล์อัณฑะแกะ เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามเซลล์ปฐมภูมิ
เป็นเซลล์ที่จัดเตรียมและเพาะเลี้ยงได้ยาก นอกจากน้ียังต้องใช้สัตว์ทดลอง เซลล์อัณฑะแกะ จึงไม่เหมาะแก่การ
นำมาเพาะเลี้ยงเช้ือไวรัสในปริมาณมาก โดยเซลล์ไลน์ Mardin-Darby Bovine Kidney (MDBK) ได้ถูกนำมาใช้
เป็นเซลล์ทางเลือก จากคุณสมบัติของเซลล์ที่สามารถเอ้ือต่อการเพ่ิมจำนวนของเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน ได้                 
การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น ในเซลล์ไลน์ 
MDBK โดยการเติมเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น ที่ MOI 0.01 ลงไปในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์และ                 
เก็บเก่ียวเช้ือไวรัสทุก 24 ช่ัวโมง จนครบ 192 ช่ัวโมงหลังเติมเช้ือไวรัส แบบในสารละลาย medium และแบบ 
whole culture ปริมาณของเช้ือไวรัสจะถูกวัดด้วยวิธี TCID50 จากผลการทดลองพบว่าเซลล์ MDBK ที่ติดเช้ือไวรัส
โรคลัมปี สกิน เริ่มแสดงลักษณะผิดปกติ (CPE) ภายใน 2 วัน หลังเติม inoculum และจากความสัมพันธ์ของ             
การเจริญเติบโตกับระยะเวลา เช้ือไวรัสมีการเพ่ิมจำนวนต้ังแต่ 24 ช่ัวโมงหลังเติม inoculum และเพ่ิมขึ้นสูงสุดที่
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมงหลังเติม inoculum โดยมี ค่าปริมาณเช้ือไวรัสที่ 6.37±0.31 และ 7.63±0.42 log10 
TCID50/ml ในตัวอย่างจากสารละลาย medium และ whole culture ตามลำดับ โดยเฉพาะอย่างย่ิงในตัวอย่าง
สารละลาย medium 72 ช่ัวโมงหลังเติม inoculum ยังคงพบปริมาณเช้ือไวรัสที่เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ
เมื่อเทียบกับระยะเวลาการเพาะเลี้ยงที่ 48 hpi (p<0.05) จากน้ันปริมาณเช้ือไวรัสจะค่อยๆ ลดลง ดังน้ันเพ่ือให้
การเพาะเล้ียงเช้ือไวรัสมีปริมาณเช้ือไวรัสสูงที่สุด การเก็บเก่ียวเช้ือไวรัสแบบ whole culture ที่ระยะเวลา 48-72 
ช่ัวโมงหลังเติม inoculum จึงเป็นวิธีที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงและเก็บเก่ียวเชื้อไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุ
ท้องถิ่น ในเซลล์ไลน์ MDBK 

 
 
 
 

คำสำคญั: ไวรสัโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น  เซลล์ไลน์ MDBK  การเจริญเติบโต 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
1 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
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บทนำ 
โรคลัม ปี  สกิน  เกิดจากเช้ือไวรัส  Lumpy skin disease virus (LSDV) สกุล  Capripoxvirus วงศ์  

Poxviridae โดยมีรหัสสายพันธุกรรมแบบ single linear dsDNA ความยาวประมาณ 150,000 bp ตัวไวรัสมี
ขนาดใหญ่และมีรูปร่างแบบ brick-shaped ยาว 293-299 nm กว้าง 262-273 nm (WOAH, 2021) เช้ือ LSDV 
สามารถแพร่กระจายได้หลายวิธี เช่น จากพาหะที่เป็นตัวนำเช้ือโรคน้ีไปติดต่อจากสัตว์สู่สัตว์ ได้แก่ เห็บแข็ง 
(Tuppurainen et al., 2011) ยุงรำคาญ ริ้น (Sanz-Bernardo et al., 2020) และแมลงวันคอก (Paslaru et 
al., 2021) จากการสัมผัสทางตรงและทางอ้อมจากน้ำลาย สารคัดหลั่ง สะเก็ดแผล และการใช้อุปกรณ์ต่างๆ 
ร่วมกัน หากแต่ช่องทางการติดต่อของโรคเหล่าน้ีแพร่กระจายเชื้อไวรัสได้ต่ำกว่าการแพร่กระจายจากพาหะนำโรค 
(WOAH, 2021) ดังนั้นวิธีการหลักในการป้องกันโรคลัมปี สกิน คือ การกำจัดและป้องกันแมลงพาหะในพื้นที่            
ทำความสะอาดคอกและอุปกรณ์ในการเลี้ยง กักสัตว์ใหม่ก่อนนำเข้าพ้ืนที่ และการฉีดวัคซีน 

การเพาะเลี้ยงเช้ือ LSDV ในห้องปฏิบัติการ สามารถเพาะเลี้ยงได้ในเซลล์ปฐมภูมิและเซลล์ไลน์ เมื่อเช้ือ
ไวรัสเพ่ิมจำนวนในเซลล์เพาะเลี้ยง เซลล์เพาะเลี้ยงจะมีลักษณะ cytopathic effects (CPE) เซลล์จะหดตัว                
จนกลมและหลุดจากพ้ืนผิวยึดเกาะ โดยเซลล์ปฐมภูมิอัณฑะแกะจัดเป็นเซลล์ที่มีความไวรับสูง หากแต่การ
เพาะเลี้ยงเช้ือไวรัสในเซลล์ปฐมภูมิน้ัน มีความเสี่ยงที่จะมีการปนเป้ือนเช้ืออ่ืน เช่น เช้ือไวรัส bovine viral 
diarrhea จากแกะที่นำมาใช้ผลิตเซลล์ปฐมภูมิ (WOAH, 2018) เป็นต้น นอกจากน้ียังมีความยุ่งยากซับซ้อนในการ
จัดหา เตรียม และการเพาะเลี้ยง จึงไม่เหมาะสมในการใช้เซลล์เหล่าน้ัน มาเพาะขยายไวรัสสำหรับงานการผลิต
วัคซีนในระดับอุตสาหกรรม เพ่ือลดข้อจำกัดดังกล่าว จึงมีการนำเซลล์ไลน์ชนิดต่างๆ มาใช้ในการเพาะขยายเช้ือ
ไวรัส เช่น เซลล์ Vero (Mashaly et al., 2020), เซลล์ Baby Hamster Kidney (BHK) (Wolff et al., 2021) 
และเซลล์ Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) (Fay et al., 2020; Mashaly et al., 2020; Moller et al., 
2019; Wallace and Viljoen, 2002; WOAH, 2021) เป็ น ต้น  เซ ลล์  MDBK จั ด เป็ น เซลล์  homologous 
continuous cell line ที่มีต้นกำเนิดมาจากโค ที่เป็นสัตว์ที่มีความไวรับต่อเช้ือ LSDV จึงเอ้ือต่อการเจริญเติบโต
ของไวรัสมากกว่า heterologous continuous cell line ที่มีต้นกำเนิดจากสัตว์อ่ืน เช่น ลิงและแฮมเตอร์ เป็นต้น 
จากแนวทางข้อมูลของ WOAH การเพาะเลี้ยงเช้ือไวรัส LSDV ในเซลล์เพาะเลี้ยงสามารถเก็บเก่ียวเช้ือไวรัสในวันที่ 
4 ถึงวันที่ 8 หลังเซลล์ติดเช้ือ เมื่อเห็น CPE ประมาณ 50-70% เพ่ือให้ได้ปริมาณของไวรัสที่สูงที่สุด หรือสามารถ
เก็บเก่ียวเร็วกว่าน้ันได้ หากพบ CPE ที่รุนแรงและเซลล์พร้อมที่จะหลุดลอก (WOAH, 2021) อย่างไรก็ตามทาง 
WOAH ไม่ได้ลงรายละเอียดในเรื่องของสายพันธ์ุของเช้ือไวรัสและ Multiplicity of infection (MOI) ที่ใช้ในการ
เพาะขยายเชื้อไวรัส จากข้อมูลงานวิจัยในต่างประเทศพบการใช้ MOI ที่ 0.01 จนถึง 5 และพบการเจริญเติบโต
เพ่ิมจำนวนที่ 5 log10 pfu/ml และ 2 log10 pfu/ml ในระยะเวลา 2-3 วัน หลังเติมเช้ือไวรัส ตามลำดับ (Fay et 
al., 2020) ทั้งน้ีคณะผู้วิจัยเลือกใช้ MOI ที่ระดับต่ำสุดที่ 0.01 ในการศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ LSDV เพ่ือลด
ปริมาณเช้ือไวรัสต้ังต้นที่ ต้องใช้ในการเพาะเลี้ยงไวรัสหน่ึงรอบ งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาการ
เจริญเติบโตของเช้ือไวรัส LSDV สายพันธ์ุท้องถิ่น ในเซลล์ไลน์ MDBK เพ่ือเป็นประโยชน์ในการออกแบบและ
พัฒนากระบวนการการเพาะเล้ียงเช้ือไวรัส สำหรับใช้ในการผลิตวัคซีนโรคลัมปี สกิน เพ่ือควบคุมและป้องกันโรค
ในประเทศไทย 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
ไวรัส 
 เช้ือ LSDV ทีใ่ช้ในงานวิจัยน้ี คือสายพันธ์ุ 991.2 ที่แยกได้จากเน้ือเย่ือโคเน้ือที่ป่วยในจังหวัดร้อยเอ็ด ซึ่ง
ได้รับการอนุเคราะห์เช้ือไวรัสจากสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ passage ที ่ 9 และนำมาเพาะขยายท่ี
สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ 
เซลล์ไลน์ MDBK 
 เซลล์ไลน์ MDBK ได้รับการอนุเคราะห์จากศูนย์ทดสอบและวิจัยชีววัตถุสำหรับสัตว์ สถาบันสุขภาพสัตว์
แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ passage ที่ 21 
การเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ MDBK  

เซลล์ไลน์ MDBK ชนิดเกาะพ้ืนที่ผิวของภาชนะ ถูกเพาะเลี้ยงด้วย Growth medium ปรมิาตร 5 ml ที่
ประกอบด้วย Eagle’s minimum essential medium (EMEM)1, 10% fetal bovine serum (FBS)2, และ 1% 
penicillin/streptomycin3 ที่อุณหภูมิ 37°C ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร (T25cm2 tissue 
culture flask)4 จำนวน 9 ขวด ต่อหน่ึงรอบการทดลอง โดยมีระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ MDBK ให้
เจริญเติบโตมากกว่า 80% ของพ้ืนที่ผิว ประมาณ 1 วัน  
การเพาะเลี้ยงไวรัสและการเก็บตัวอย่าง 

เมื่อเซลล์ไลน์ MDBK เจริญเติบโตมากกว่า 80% ของพ้ืนที่ผิว นำขวดเพาะเลี้ยงเซลล์มาถ่ายมีเดียเก่าออก 
ล้างด้วย EMEM 1 ครั้ง จากน้ันเติมเช้ือ LSDV ที่ถูกเพาะขยายท่ีสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (inoculum) ลงไป 
โดยเซลล์จะถูกทำให้ติดเช้ือด้วย MOI 0.01 เป็นระยะเวลา 1 ช่ัวโมง (adsorption period) จากน้ันทำการเติม 
fresh maintenance medium ที่ประกอบด้วย EMEM1, 2.5% FBS2, และ 1% penicillin/streptomycin3 ให้
ครบปริมาตร 5 ml จำนวน 9 ขวด บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เพ่ือให้เช้ือไวรัส เจริญเติบโตตามระยะเวลาที่กำหนด การ
เก็บ ตัวอย่างเช้ือไวรัสจะดำเนินการเก็บ ตัวอย่างทุกๆ  24 ช่ั วโมงหลังการเติม  inoculum (hour post 
inoculation, hpi) (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, และ 192 hpi) เมื่อครบตามระยะเวลาที่กำหนด หยิบ
ขวดเพาะเลี้ยงเช้ือไวรัสออก 1 ขวด เพ่ือนำมาสังเกตลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ5 และทำ
การเก็บเก่ียวเช้ือไวรัส 2 ส่วน ได้แก่ ส่วนที่ 1 เก็บเก่ียวเช้ือไวรัสในสารละลาย (medium) ปริมาตร 1 ml จากน้ัน
เก็บเก่ียวเช้ือไวรัส ส่วนที่ 2 แบบ whole culture ปริมาตร 4 ml ด้วยวิธี freeze-thaw โดยนำขวดเพาะเลี้ยง
เซลล์ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80°C และละลายในตู้บ่มอุณหภูมิ 37°C จำนวน 3 รอบ จากน้ันนำสารละลายทั้ง 2 วิธี 
ไปป่ันแยกกากท่ีความเร็วรอบ 600 x g เป็นระยะเวลา 20 นาที (WOAH, 2021) ด้วยหัวหมุนแบบมุมแกว่ง ST-
2504MS rotor6 ที่อุณหภูมิ 4°C และแยกเก็บตัวอย่างที่เป็นส่วนใส (supernatant) ตัวอย่างทั้งหมดจะถูกเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ -80°C จนกว่าจะถูกนำมาทดสอบหาปริมาณเช้ือไวรัสที่มีชีวิต โดยการทดลองนี้จะดำเนินการทั้งหมด 3 ซ้ำ 
การทดสอบหาปริมาณเชื้อไวรัสที่มีชีวิต (virus titration) 

ทดสอบหาปริมาณของเช้ือไวรัสที่มีชีวิต ด้วยวิธี TCID50 โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ MDBK ใน 96-well plates 
ให้เจริญเติบโตมากกว่า 80% ของพ้ืนที่ผิวภาชนะ ตัวอย่างเช้ือไวรัสจะถูกทำให้เจือจางแบบ Ten fold serial 
dilutions และเซลล์ MDBK ถูกทำให้ติดเช้ือด้วย 100 µl ของแต่ละ serial dilution บ่มเป็นระยะเวลา 1 ช่ัวโมง 

ที่อุณหภูมิ 37°C จากน้ันเติม fresh maintenance media 100 µl และบ่มต่อที่อุณหภูมิ 37°C สังเกตลักษณะ
ของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับทุกวัน อ่านผลการทดสอบในวันที่ 4 และคำนวณไตเตอร์ด้วยวิธี 
Spearman-Kärber (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2561; Lei et al., 2021) โดยมีหน่วยวัดเป็น TCID50/ml 
1Nissui Pharmaceutical, Japan  2Sigma, USA    3Gibco, USA  
4Corning, USA     5Olympus CKX53, Japan  6Kubota, Japan 
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การวิเคราะหผ์ล 
 เปรียบเทียบผลปริมาณเช้ือไวรัสในตัวอย่างจากสารละลาย medium และ whole culture (log10 
TCID50/ml) ด้วยวิธี t-test ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม Microsoft Excel 365 
 

ผล 
ลักษณะ CPE ของเชื้อไวรสัโรคลัมปี สกิน ในเซลล์ไลน์ MDBK 
  ความสามารถในการเจริญเติบโตของเช้ือ LSDV ในเซลล์ไลน์ MDBK ประเมินจากการเติมเช้ือ LSDV 
(inoculum) ลงในเซลล์เพาะเล้ียง และสังเกตลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ ทุกวัน จากการ
ทดลองพบว่าที่ 24 hpi ไม่พบลักษณะของเซลล์ที่เปลี่ยนแปลงไป (รูปที่ 1B) ลักษณะเซลล์ไม่แตกต่างจากเซลล์
ควบคุมที่ไม่ได้ติดเช้ือไวรัส ซึ่งจะเร่ิมสังเกตเห็นลักษณะ CPE ในวันที่ 2 หลังเติม inoculum มีลักษณะ CPE แบบ
เซลล์กลมหดและเกาะกลุ่ม (cluster) ในลักษณะ rosette shape กระจายทั่วแผ่นเซลล์เกาะพ้ืนผิว (multifocal 
areas of hyperplastic cells) (รูปที่ 1C) และค่อยๆเพ่ิมขึ้น จนหลุดจากพ้ืนผิวอย่างสมบูรณ์ เกิดช่องว่างระหว่าง
เซลล์ภายในวันที่ 3 หลังเติม inoculum (รูปที่ 1D) ลักษณะเซลล์ที่ติดเช้ือไวรัสแตกต่างจากในเซลล์ควบคุมที่ไม่ติด
เช้ือ โดยเซลล์ที่ไม่ติดเช้ือไม่พบลักษณะที่ผิดปกติ ดังน้ันลักษณะผิดปกติของเซลล์ดังกล่าวเป็นตัวบ่งช้ีว่าเซลล์มีการ
ตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัส LSDV และเช้ือไวรัสมีความสามารถในการเข้าเซลล์และเจริญเติบโตเพ่ิมจำนวนได้ 
 การเจรญิเติบโตและเพ่ิมจำนวนของเชื้อไวรัสโรคลัมปี สกิน ในเซลลไ์ลน์ MDBK 
  เพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตและเพ่ิมจำนวนของเชื้อไวรัสโรคลัมปี สกิน ในเซลล์ไลน์ MDBK เช้ือไวรัสโรค 
ลัมปี สกิน (inoculum) ถูกเติมลงในเซลล์เพาะเลี้ยง ที่ MOI 0.01 และบ่มเป็นระยะเวลา 8 วัน ตัวอย่างใน
สารละลาย medium และ whole culture ถูกเก็บเก่ียว ณ เวลาต่างๆ ที่ถูกกำหนด จากน้ันหาค่าปริมาณเช้ือ
ไวรัสด้วยวิธี TCID50 ในเซลล์ไลน์ MDBK จากผลการทดสอบพบว่าเช้ือไวรัสเริ่มมีการเพ่ิมจำนวนต้ังแต่ 24 hpi โดย
มีอัตราการเพิ่มจำนวนที่ 0.13 log10TCID50/ml และ 1.07 log10 TCID50/ml ตามลำดับ ตามด้วยการเพ่ิมจำนวน
อย่างรวดเร็วโดยที่ 48 hpi ที่ 0.8 log10 TCID50/ml และ 1.73 log10 TCID50/ml ตามลำดับ และที่ 72 hpi มี
อัตราการเพ่ิมจำนวนที่ 0.93 log10 TCID50/ml และ 0.2 log10 TCID50/ml ตามลำดับ โดยมีปริมาณเช้ือไวรัสที่ 
6.37± 0.31 log10 TCID50/ml ในตัวอย่างสารละลาย medium ซึ่งมีปริมาณเพ่ิมขึ้นจาก 48 hpi อย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) และ 7.63 ± 0.42 log10 TCID50/ml ในตัวอย่าง whole culture (ตารางที่ 1) จากน้ัน
ปริมาณเช้ือไวรัสค่อนข้างคงที่และลงลด เมื่อผ่านระยะเวลา 72 hpi เป็นต้นไป (รูปที่ 2) ซึ่งในช่วงระยะเวลาการ
เพาะเลี้ยงที่ 24 – 144 hpi น้ัน ปริมาณเช้ือไวรัสในตัวอย่างสารละลาย medium มีปริมาณน้อยกว่าในตัวอย่าง 
whole culture อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (p<0.05) โดยปริมาณเช้ือไวรัสจากวิธีการเก็บเก่ียวเช้ือ
ไวรัสแบบในสารละลาย medium มีปริมาณเช้ือไวรัสน้อยกว่าการเก็บแบบ whole culture ถึง 2 log10 

TCID50/ml ใน วันที่  2 หลั งเติม  inoculum และน้อยกว่าถึ ง 1 .26 log10 TCID50/ml ใน วันที่  3 หลังเติม 
inoculum (ตารางที่ 1)  
 

วิจารณ ์
  เช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน เป็นเช้ือไวรัสที่เจริญเติบโตช้า สามารถเจริญเติบโตได้ในเซลล์ปฐมภูมิ อย่างเซลล์
อัณฑะแกะที่ยากต่อการเพาะเลี้ยง เน่ืองจากจำเป็นต้องใช้สัตว์ทดลอง เซลล์มีการเจริญเติบโตที่ช้า เพาะขยายได้
อย่างจำกัด และมีความเสี่ยงในการปนเป้ือนเช้ืออ่ืน เพ่ือลดข้อจำกัดเหล่าน้ัน จึงมีการนำเซลล์ไลน์อย่าง MDBK 
เข้ามาใช้ในการเพาะขยายเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน จากงานวิจัยน้ีพบว่าเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น 
สามารถเจริญเติบโตได้ดีและเหนี่ยวนำให้เซลล์ MDBK เกิดลักษณะ CPE ได้ สอดคล้องกับงานวิจัยอ่ืนๆ (Fay et 
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al., 2020; Kumar et al., 2021; Mashaly et al., 2020; Moller et al., 2019) โดยลักษณะ CPE สามารถพบ
ได้หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมงเป็นต้นไป (Plowright and Witcomb, 1959; Mashaly et al., 
2020)  
  การเจริญเติบโตของเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น วัดจากการหาค่าปริมาณของเช้ือไวรัสด้วยวิธี 
TCID50 โดยปริมาณเช้ือไวรัสในตัวอย่าง whole culture มากกว่าตัวอย่างสารละลาย medium (Fay et al., 
2020) ในทุกระยะเวลาการเพาะเล้ียง ซึ่งในตัวอย่างสารละลาย medium ที่มีปริมาณเช้ือไวรัสน้อยกว่าน้ัน 
คาดการณ์ ว่าในสารละลายน่าจะประกอบด้วยไวรัสแบบ extracellular enveloped virions (EEVs) ที่ถูก
ปลดปล่อยออกจากเซลล์ที่แตกออก เป็นหลัก หากแต่เช้ือไวรัสในตัวอย่าง whole culture นอกจากจะมีไวรัสแบบ 
EEVs แล้วน้ัน ยังมีไวรัสแบบ intracellular mature virions (IMVs) ที่ยังสะสมอยู่ในเซลล์ และถูกปลดปล่อยออก
นอกเซลล์ เมื่อทำการเก็บเก่ียวแบบ freeze-thaw ที่ทำให้เซลล์แตกจะส่งผลให้มีปริมาณเช้ือไวรัสที่มากขึ้น ดังน้ัน
วิธีการ freeze-thaw เพ่ือทำให้เซลล์แตก จึงเป็นสิ่งที่จำเป็นในการเก็บเก่ียวเช้ือไวรัสชนิดน้ี และไม่ส่งผลกระทบ
ทางลบต่อปริมาณของเช้ือไวรัส (Plowright and Witcomb, 1959) ไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น มีการ
เพ่ิมจำนวนในเซลล์ไลน์ MDBK ภายใน 24 hpi และเพ่ิมอย่างรวดเร็วที่ 48 hpi จนถึงจนสูงสุดที่ 72 hpi ทั้งในการ
เก็บเก่ียวตัวอย่างทั้งสองวิธี จากนั้นปริมาณเช้ือไวรัสค่อนข้างคงที่และลดลง โดยลักษณะการเจริญเติบโตคล้ายคลึง
กับเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุอ่ืนๆ ที่มีการเจริญเติบโตสูงสุดในระยะเวลา 48-72 hpi เช่น เช้ือไวรัสสายพันธ์ุ 
Neethling สายพัน ธ์ุ Egypt และสายพัน ธ์ุ Africa (Mashaly et al., 2020; Fay et al., 2020) ทั้ ง น้ีความ
แตกต่างของปริมาณเช้ือไวรัสที่เจริญเติบโตในเซลล์เพาะเลี้ยงและระยะเวลาการเพาะเล้ียงในแต่ละการทดลอง มี
ผลมาจากปัจจัยหลายปัจจัย เช่น สายพันธ์ุของเช้ือไวรัส เซลล์เพาะเลี้ยง วิธีการเพาะเลี้ยง ปริมาณเช้ือไวรัสต้ังต้น 
(MOI) อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ และสัดส่วนของซีรัม ซึ่งจำเป็นต้องมีการศึกษาในปัจจัยต่างๆ เพ่ิมเติมในอนาคตเพื่อ
พัฒนากระบวนการเพาะเลี้ยงเช้ือไวรัสต่อไป   

จากผลการวิจัยในครั้งน้ีพบว่าเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น สามารถเจริญเติบโตและเพ่ิม
จำนวนได้ดี นอกจากน้ีเช้ือไวรัสทุกสายพันธ์ุในสกุล Capripoxviruses สามารถให้ความคุ้มโรคในสกุลเดียวกันได้ 
(WOAH, 2021) จึงสามารถนำเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น มาเป็นสีดไวรัสสำหรับผลิตวัคซีนโรคลัมปี 
สกิน ในการควบคุมและป้องกันโรคลัมปี สกิน ในประเทศไทยได้ 

 
สรุป 

จากผลการวิจัยการเจริญเติบโตของเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น ในเซลล์ไลน์ MDBK พบว่า
เช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น สามารถเจริญเติบโตได้ดี โดยความสัมพันธ์ของระยะเวลาการเพาะเลี้ยง
กับปริมาณเช้ือไวรัส แสดงให้เห็นว่าการเพาะเลี้ยงเช้ือไวรัสเป็นระยะเวลา 48-72 ช่ัวโมงหลังเติม inoculum และ
เก็บเก่ียวเช้ือไวรัสแบบ whole culture เป็นช่วงเวลาและวิธีการท่ีเหมาะสมในการเก็บเก่ียวเช้ือไวรัส เพ่ือให้ได้
ปริมาณเช้ือไวรัสสูงที่สุด ซึ่งเป็นข้อมูลที่สำคัญในการพัฒนากระบวนการที่ใช้ในการเพาะเล้ียงเช้ือไวรัสสำหรับการ
ผลิตวัคซีนโรคลัมปี สกิน ต่อไป 
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และศูนย์ทดสอบและวิจัยชีววัตถุสำหรับสัตว์ ที่ให้ความอนุเคราะห์เซลล์ไลน์ MDBK และเจ้าหน้าที่สำนักเทคโนโลยี
ชีวภัณฑ์สัตว์และศูนย์ทดสอบและวิจัยชีววัตถุสำหรับสัตว์ที่ให้ความร่วมมือและสนับสนุนการทดลองในคร้ังน้ี  
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ตารางที่ 1 ความสัมพันธ์การเจริญเติบโตของเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น ในเซลล์ไลน์ MDBK กับ
ระยะเวลาที่กำหนด 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ตัวอย่าง medium ตัวอย่าง whole culture 
ปริมาณเช้ือไวรัส 

(log10TCID50/ml±SD) 
ปริมาณเช้ือไวรัสที่

เพ่ิมขึ้นใน 24 ช่ัวโมง 
(log10 TCID50/ml) 

ปริมาณเช้ือไวรัส  
(log10 TCID50/ml±SD) 

ปริมาณเช้ือไวรัสที่
เพ่ิมขึ้นใน 24 ช่ัวโมง 
(log10 TCID50/ml) 

0 4.50 ±0.20 A a - 4.63 ± 0.42 A a  - 
24 4.63 ± 0.23 A a + 0.13 5.70 ± 0.20 B b  + 1.07 
48 5.43 ± 0.42 A b  + 0.80 7.43 ± 0.31 B c   + 1.73 
72 6.37 ± 0.31 A c  + 0.93 7.63 ± 0.42 B c + 0.20 
96 6.37 ± 0.31 A c   0.00 7.57 ± 0.23 B c - 0.07 
120 6.03 ± 0.23 A bc  - 0.33 7.17 ± 0.31 B c - 0.40 
144 6.37 ± 0.46 A bc + 0.33 7.23 ± 0.76 B cd  + 0.07 
168 6.17 ± 0.64 A bc - 0.20 7.03 ± 0.50 A cd - 0.20 
192 6.63 ± 0.31 A c + 0.47 6.63 ± 0.12 A d   - 0.40 

หมายเหตุ 1. ทำ 3 ซ้ำ mean ± SD 
2. ตัวอักษรยกกำลังตัวใหญ่ แสดงถึงความไม่แตกต่าง (A,A) หรือแตกต่างกัน (A,B) ระหว่างคอลัมน์
ภายในแถวเดียวกัน อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05  
3. ตัวอักษรยกกำลังตัวเล็ก แสดงถึงความไม่แตกต่าง (a,a) หรือแตกต่างกัน (a,b) ภายในคอลัมน์
เดียวกัน อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05  
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รูปที่ 1 Cytopathic effect ของเช้ือไวรัสโรคลัมปี สกิน ต่อเซลล์ไลน์ MDBK ในระยะเวลาต่างๆ  

A) 0 hpi B) 24 hpi C) 48 hpi D) 72 hpi E) 96 hpi F) 120 hpi G) 144 hpi H) 168 hpi I) 192 hpi 
ที่กำลังขยาย x100  

 
รูปที่ 2 ปริมาณไวรัสเฉลี่ยของเชื้อไวรัสโรคลัมปี สกิน สายพันธ์ุท้องถิ่น ในเซลล์ไลน์ MDBK ณ ระยะเวลาต่างๆ 

หลังเติม inoculum ค่าที่แสดงคือ mean ± SD จากการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 



 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีท่ี 31   ฉบับท่ี 1   มีนาคม   2566              62         J. Vet. Biol.   Vol. 31   No.1   March 2023 
 

Growth kinetic of Lumpy skin disease virus local strain in MDBK cell line 
 

Pawana Tospitakkul 1  Atichat Apirug 1 

 
Abstract 

Lumpy skin disease virus (LSDV) is usually isolated with primary cells which are sensitive 
to virus permission and replication such as lamb testis (LT) cell. However, Primary cells are 
difficult to prepare and culture, including the use of the experimental animals. Therefore, LT 
cell is not suitable for virus propagation on a large scale. Mardin-Darby Bovine kidney (MDBK) 
cell line is an alternative cell line that can support LSDV replication. The objective of this study 
is to determine the growth kinetics of LSDV local strain in MDBK cell line by inoculating LSDV 
local strain at a multiplicity of infection of 0.01 in a cell culture flask and harvesting the virus in 
the medium or harvesting the whole culture every 24 hours post-inoculation (hpi) till 192 hpi. 
Virus titres were examined in each sample using the TCID50 method. The result suggested that 
MDBK LSDV-infected cells showed cytopathic effect within 2 days after inoculation and the 
growth kinetics revealed that LSDV were replicated within 24 hpi and reached its highest peak at 
72 hpi for 6.37 ± 0.31 and 7.63 ± 0.42 log10TCID50/ml in the medium sample and whole culture 
sample, respectively. Especially, 72 hpi virus titer in the medium sample was still significantly 
increased when compared to 48 hpi (p<0.05). The titre then declined after 72 hpi. Therefore, 
the effective method for culture and harvesting of LSDV local strain in the MDBK cell line is to 
use the whole culture harvesting at 48 - 72 hpi. 
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หลักการตรวจสอบ vaccine matching ด้วยวิธี virus neutralisation และ LP ELISA  
ในการคัดเลือกไวรัสสำหรับการผลิตวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย 

 
Principle of vaccine matching investigation by virus neutralisation and 

LP ELISA in seed virus selection for foot and mouth  
disease vaccine production 

   
วิไล ลินจงสุบงกช 

ที่ปรึกษากรมปศุสัตว์ด้านโรคปากและเท้าเป่ือย สถาบันสขุภาพสัตว์แห่งชาติ  กรมปศุสตัว์ 
 

เหตุผลและความเปน็มา 
โรคปากและเท้าเป่ือย (foot and mouth disease, FMD) เป็นโรคระบาดสัตว์ที่รุนแรง ติดต่อง่ายและ

แพร่กระจายอย่างรวดเร็ว เกิดขึ้นในสัตว์กีบคู่ทุกชนิดและสัตว์ป่าบางชนิด เกิดจากเช้ือไวรัสแอฟโทไวรัส 
(Aphthovirus) จัดอยู่ในกลุ่ม Picornavirus  มีทั้งหมด 7 ไทป์ (serotype) คือ O, A , Asia1, C, SAT1, SAT2 
และ SAT3 (Brooksby and Rogers, 1975) ซึ่งในแต่ละไทป์ไม่ให้ความคุ้มข้ามซึ่งกันและกัน นอกจากน้ียัง
แบ่งเป็นไวรัสชนิดย่อย (subtype) มีจำนวนไม่ต่ำกว่า 64 subtype (Pereira, 1978)  ดังน้ันสัตว์ที่ได้รับการติด
เช้ือไวรัสหรือได้รับการฉีดวัคซีนไทป์ใดไทป์หน่ึงแล้ว จะไม่ให้ความคุ้มข้ามกับไวรัสไทป์อ่ืนหรือ subtype อ่ืน   
ปัจจุบันประเทศในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ รวมท้ังประเทศไทยพบการระบาดอยู่เพียง 2 ไทป์ คือ O และ 
A  ดังน้ันการฉีดวัคซีนเพ่ือป้องกันและควบคุมโรคจึงจำเป็นต้องเลือกใช้วัคซีนที่เหมาะสมและตรงกับชนิดไวรัสที่
กำลังระบาดอยู่ในพ้ืนที่ โดยมีวัตถุประสงค์หลัก 2 ประการคือ (1) เพ่ือเป็นการบ่งช้ีชนิดไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีนมี
คณุลักษณะทาง antigen matching ได้ดีกับไวรัสหรือสายพันธ์ุที่กำลังระบาดอยู่ในพ้ืนที่ (2) เพ่ือใช้เป็นข้อมูลทาง
วิชาการเพ่ือสนับสนุนการคัดเลือก seed virus vaccine ที่เหมาะสมสำหรับการผลิตวัคซีนระดับอุตสาหกรรม
ต่อไป การตรวจวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการที่รวดเร็ว แม่นยำและได้มาตรฐานเป็นสิ่งจำเป็นเพ่ือใช้เป็นข้อมูล
สนับสนุนการเลือกใช้วัคซีนให้ตรงกับชนิดไวรัสที่ระบาดในปัจจุบันและใช้เป็นมาตรการณ์ในการป้องกันและ
ควบคุมโรคปากและเท้าเป่ือยได้อย่างมีประสิทธิภาพ  การตรวจวินิจฉัยโรคด้วยวิธี ELISA typing (Roeder and 
Le Blanc Smith, 1987) ร่วมกับการเพ่ิมปริมาณไวรัสบนเชลล์เพาะเลี้ยง (virus isolation) การเพ่ิมปริมาณ 
cDNA ด้วยวิธี real time RT-PCR (Callahan et al., 2002) และการตรวจจำแนกชนิดไวรัสระดับโมเลกุลด้วยวิธี 
one step Multiplex RT-PCR (Le et al., 2011) การทดสอบเหล่าน้ีเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจหาและจำแนก
ชนิดไวรัส (antigen detection) จากตัวอย่างเน้ือเย่ือ (epithelium tissue) หรือ vesicular fluid ที่เก็บจากสัตว์
ป่วย ส่วนการตรวจตัวอย่างที่มาจากซีรัมสัตว์จะเป็นการตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือยด้วยวิธี 
liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) (Linchongsubongkoch and Janukit, 1994) ค วบ คู่ กั บ ก า ร
ตรวจหาแอนติบอดี ต่อ  non structure protein (Mackay et al., 1998) วิ ธีการเหล่ า น้ี ให้ผลถูก ต้อง มี
ความจำเพาะและความไวสูง  การเก็บตัวอย่างรอยโรคจากสัตว์ป่วยหรือสัตว์ที่สงสัยว่าป่วยควรเก็บตรงบริเวณที่มี
ไวรัสอยู่ได้แก่ vesicle fluid เย่ือบุลิ้น เน้ือเย่ือบริเวณอุ้งกีบ หรือด้ังจมูกและ coronary band ในสุกร และควร
เก็บให้ได้ในปริมาณมากกว่า 1 กรัม บรรจุลงในภาชนะหรือขวดที่สะอาดที่มี 50% glycerine buffer เพ่ือเก็บ
รักษาสภาพไวรัสตลอดการขนส่งหีบห่อตัวอย่างไปยังห้องปฏิบัติการได้อย่างปลอดภัย จากรายงานของ 
Linchongsubongkoch et al., (2018) พบว่าการเก็บตัวอย่างเนื้อเย่ือที่มีคุณภาพดี (good) คือปริมาณเน้ือเย่ือ
มากกว่า 1 กรัม จะเพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยโรคได้ผลสูงกว่าตัวอย่างที่มีคุณภาพระดับปานกลาง (fair) 
คือปริมาณเน้ือเย่ือ 0.4-1.0 กรัม จะให้ผล positive 61.76% และ 47% ตามลำดับ ในทางตรงกันข้ามคุณภาพ
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ตัวอย่างปริมาณน้อย (poor) คือขนาดเน้ือเย่ือน้อยกว่า 0.4 กรัม จะมีผลกระทบโดยตรงต่อการตรวจวินิจฉัย
โดยเฉพาะวิธี initial ELISA typing ทำให้ได้ผลค่อนข้างต่ำคือ 24% positive เท่าน้ัน จำเป็นต้องเพ่ิมปริมาณไวรัส
ในเซลล์ด้วยวิธี virus isolation ซึ่งต้องใช้เวลานาน ส่งผลกระทบต่อการควบคุมโรคและการตรวจสอบการ
คัดเลือกไวรัสที่เหมาะสมในการผลิตวัคซีนให้ตรงกับชนิดไวรัสที่ระบาดในพ้ืนที่น้ันๆ 

ส่วนของการตรวจสอบคุณลักษณะของไวรัส (strain characterisation) โดยการตรวจหาความสัมพันธ์
ทางแอนติเจน (antigenic matching) ระหว่างไวรัสที่ผลิตวัคซีนกับไวรัสที่ระบาดในพ้ืนที่วิเคราะห์ผลเป็นค่า               
r-value  เพ่ือใช้ในการคัดเลือกตัวแทนสายพันธ์ุไวรัสในพ้ืนที่ ที่ให้คุณสมบัติเหมาะสมสำหรับการเตรียมเป็น seed 
virus ในการผลิตวัคซีน ปัจจุบันมีวิธีมาตรฐานซึ่งเป็นที่ยอมรับในระดับสากลมีดังน้ี คือ virus neutralisation test 
(VNT) (Rweyemamu et al.,1978 ; Doughy et al., 1995) และ liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) 
(Kitching et al., 1988) ; Linchongsubongkoch et al., 2008) ดังน้ันจุดประสงค์ครั้งน้ีคือการให้องค์ความรู้
ด้านพ้ืนฐานและหลักการวิธี  VNT และ LP ELISA มาใช้ในการตรวจสอบ vaccine matching  การวิเคราะห์และ
การแปรผล r-value เปรียบเทียบผลมีความสอดคล้องหรือแตกต่างกันอย่างไร รวมท้ังศึกษาข้อดี ข้อเสียของการ
ตรวจสอบทั้ง 2 วิธี เพ่ือนำไปใช้เป็นมาตรฐานการตรวจสอบสำหรับการคัดเลือก seed virus ที่มีความจำเพาะและ
เหมาะสมสำหรับการผลิตวัคซีนโรคปากและเท้าเป่ือยให้มีประสิทธิภาพดีย่ิงขึ้น ทั้งน้ียังเป็นประโยชน์ต่อหน่วยงาน
เพ่ือนำไปพิจารณาถึงขีดความสามารถและศักยภาพของห้องปฏิบัติการ  รวมท้ังการพัฒนาองค์ความรู้และความ
เข้าใจของผู้ปฏิบัติงานในการเลือกใช้วิธีตรวจสอบท่ีเหมาะสมกับสภาวะสถานการณ์ปัจจุบันและความพร้อมของ
ห้องปฏิบัติการ 

หลักการและวิธีการ 
หลักการและเทคนิคที่เก่ียวข้องกับการตรวจสอบและการคัดเลือก seed virus สำหรับผลิตวัคซีน ควร

ต้องทำความเข้าใจถึงองค์ประกอบต่างๆ ดังน้ี 
1. หลักการคัดเลือกไวรัสสำหรับผลิตวัคซีน (Principle of virus vaccine selection) 
 สิ่งสำคัญในการใช้คัดเลือก virus vaccine เพ่ือให้ได้วัคซีนที่มีคุณภาพและมีประสิทธิภาพ ต้องคำนึง
คุณสมบัติดังน้ี คือ (1) สามารถกระตุ้นให้เกิดภูมิคุ้มกันสูงหรือให้ความคุ้มโรคสูงและยาวนาน (2) มีความสัมพันธ์
ทางซีโรโลยีระหว่างไวรัสวัคซีนกับไวรัสที่ระบาดพ้ืนที่ มีความใกล้เคียงมากน้อยเพียงใด  ในด้านให้ความคุ้มโรค
หรือคุณสมบัติทาง antigen matching  สำหรับการทดสอบความคุ้มโรคของวัคซีน  (potency test) ใน
สัตว์ทดลองสามารถดำเนินการตามมาตรฐาน OIE หรือ World Organisation for Animal Health และการฉีด
พิษทับโดยใช้ homologous virus  การคำนวณหาค่าความคุ้มโรคเป็นหน่วย PD50 หรืออาจสามารถใช้การ
ประเมินค่าระดับภูมิคุ้มกันด้วยการตรวจสอบทาง serology แทนการฉีดพิษทับในสัตว์ทดลองและใช้การตรวจหา
ป ริ ม าณ แอน ติ เจ น ขอ ง  whole viral capsid (146S antigen) โด ย วิ ธี ก าร  sucrose density gradient 
ultracentrifugation ก่อนนำไปผสมเป็นวัคซีนต่อไป  ซึ่งการทดลองพบว่าความสัมพันธ์ (correlation) ระหว่าง
ความเข้มข้นของแอนติเจนกับค่าความคุ้มโรคน้ันบางคร้ังพบว่าไม่ให้ความสัมพันธ์กัน อาจเกิดจาก strain ที่ไม่
เหมือนกัน (Doel and Mowat., 1985)  ในขณะที่การตรวจสอบความคุ้มโรคโดยส่วนใหญ่ใช้วิธีการฉีดพิษทับด้วย 
homologous challenge ไม่ได้ใช้วิธี cross-protection โดยการฉีดพิษทับด้วยไวรัสที่ระบาดในพ้ืนที่ ซึ่งการ
เตรียมความเข้มข้นของ standard virus challenge ที่จะใช้ฉีดพิษทับน้ันต้องใช้เวลาเตรียมนานอาจจะไม่ทัน
เหตุการณ์การระบาด ดังน้ันจึงมีการประยุกต์นำวิธีการ antigenic matching โดยการตรวจวิเคราะห์ค่าระดับ
แอนติบอดีที่ ได้จากไวรัสวัคซีนซึ่งเป็นhomologous virus กับค่าระดับแอนติบอดีที่ ได้จากไวรัสพ้ืนที่หรือ 
heterologous virus และนำมาคำนวณค่า r-value 

 



 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีท่ี 31   ฉบับท่ี 1   มีนาคม   2566              65         J. Vet. Biol.   Vol. 31   No.1   March 2023 
 

2. การตรวจหาความสัมพันธ์ทางซีโรโลยีระหว่างไวรัสที่ผลิตวัคซีนกับไวรัสที่ระบาดในพื้นที่ (Vaccine 
matching test หรือ r-value) 
 การตรวจ antigenic matching เป็นการตรวจหาค่าความสัมพันธ์ทางซีโรโลยีระหว่างไวรัสที่ผลิตวัคซีน
กับไวรัสที่ระบาดในพ้ืนที่ มีหลายวิธีที่ใช้ในการตรวจสอบ ได้แก่ complement fixation (CF) test (Forman, 
1974), virus neutralisation (VN) test (Rweyemamu et al.,1978) และ liquid phase blocking ELISA 
(LP ELISA)  (Kitching et al., 1988)  ปัจจุบันนิยมใช้อยู่ 2 วิธีคือ LP ELISA และ VNT สำหรับขั้นตอนการ
ตรวจสอบอธิบายโดยสังเขปมีดังน้ี  
 ขั้นตอนแรกเป็นการตรวจจำแนกชนิดไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย จากตัวอย่างพ้ืนที่ที่ส่งเข้ามายัง
ห้องปฏิบัติการ เพ่ือทำการตรวจและจำแนกชนิดไวรัสด้วยวิธี ELISA typing ตามวิธีการของ Roeder and Le 
Blanc Smith, (1987) จากน้ันทำการผ่านไวรัสลงบนเซลล์เพาะเลี้ยง เพ่ือเพ่ิมปริมาณไวรัสให้มีความรุนแรงสูง
พอที่จะนำไปใช้ในขั้นตอนต่อไป โดยผ่านลงบน primary lamb kidney cell  หรือ ZZ-R 127 cell (fetal 
goat tongue cell line) (Linchongsubongkoch et al., 2020) ประมาณ 3 passage จากน้ันผ่านลงบน 
BHK21 cell อีก 3-4 passage เพ่ือให้ได้ไวรัสที่มีความรุนแรงสูง ตรวจหา virus titer โดยการ titration กรณี
ใช้วิธี ELISA technique แนะนำให้ตรวจสอบ antigen titration ELISA ส่วนกรณีใช้วิธี VNT จะต้องตรวจหา
ความรุนแรงไวรัสด้วยวิธี virus titration แบบ TCID50 ( Karber, 1931) ก่อนเพื่อหา virus titer ที่เหมาะสม
ก่อนนำไปทำ antigen matching ต่อไป 

2.1 การตรวจ vaccine matching โดยวิธี LP ELISA 
  การตรวจสอบแบ่งเป็น 2 ขั้นตอนคือ antigen titration เพ่ือหาความเข้มข้นที่ เหมาะสม 
(working dilution) ของแอนติเจนเพ่ือนำไปใช้ในขั้นตอน vaccine matching โดย LP ELISA ต่อไป 

2.1.1 Antigen titration 
 เป็นการหาปริมาณความเข้มข้นที่พอเหมาะของแอนติเจน (working dilution) เพ่ือ
นำไปใช้ในขั้นตอนการตรวจสอบ LP ELISA แบบ double antibody sandwich ELISA โดยทำ
การ  coat plate ด้ วย  rabbit trapping antibody ต่อ  FMDV  ด้ วย  0.05 M carbonate-
bicarbonate buffer  เก็บในตู้เย็น 4oC ค้างคืน  วันต่อมาให้เตรียมแอนติเจนโดยเจือจางแบบ 
2-fold serial dilution ด้วย PBST buffer (1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280) 
ให้เตรียมแยกใน microtube จากน้ันเติมลงใน ELISA plate ที่ได้ coat ไว้แล้วปริมาตร 50 
ไมโครลิตรต่อหลุม แถวสุดท้ายของเพลทให้เติมเฉพาะ diluent แทนแอนติเจน เพ่ือเป็น 
background เขย่า 1 ช่ัวโมงใน 37oC incubator ล้างเพลทด้วย PBS 5 ครั้ง  นำมาเติม guinea 
pig detecting antibody (block ด้วย normal bovine serum) เขย่า 1 ช่ัวโมงในตู้ 37oC 
incubator ล้างเพลทด้วย PBS 5 ครั้งและเติม conjugate (anti guinea pig IgG horseradish 
peroxidase conjugate) เขย่า 1 ช่ัวโมงใน 37oC incubator ล้างเพลทและเติม substrate 
0.01% Tetramethyl benzidine (TMB) ที่ใช้ H2O2 เป็นตัว catalyst วางเพลทในอุณหภูมิห้อง 
20 นาที  เติม 1N H2SO4 เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของ substrate อ่านค่า OD ที่ 450 nm โดยใช้
เครื่องอ่าน ELISA Reader อ่านค่าปริมาณความเข้มข้นของแอนติเจนที่ dilution สูงสุดที่ให้ค่า 
OD ประมาณ 1.5  ตัวอย่างเช่น sample 1, 2 และ 3 ได้ค่าแอนติเจนที่ dilution ที่ 1:320, 
1:320 และ1:640 ตามลำดับ เมื่อเวลานำไปใช้ในขั้นตอนการทำ vaccine matching ด้วยวิธี LP 
ELISA จะต้องใช้ปริมาณความเข้มข้นของแอนติเจน  เท่ ากับ  1:160, 1:160 และ 1:320  
เน่ืองจากต้องนำไปผสมกับซีรัมในปริมาณเท่ากันเพ่ือให้ได้ความเข้มข้นกลับมาเป็น 1:320 1:320 
และ 1:640 เท่าเดิม  ดังแสดงใน table 1 
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Table 1  ผลการตรวจ antigen titration ด้วยวิธี ELISA เพ่ือหาความปริมาณความเข้มข้นแอนติเจน 

 
 

2.1.2 Vaccine matching test 
หลักการตรวจสอบ vaccine matching หรือการหาค่า r-value  เป็นการตรวจสอบ

ทางซีโรโลย่ี เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างซีรัมไตเตอร์ที่ได้จากไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีน (vaccine 
strain) และซีรัมไตเตอร์ที่ ได้จากไวรัสที่ระบาดในพ้ืนที่ (field strain) โดยสามารถทำการ
ตรวจสอบซีรัมไตเตอร์จากไวรัสพ้ืนที่ได้ครั้งละหลายๆตัวอย่างพร้อมกัน หลังจากน้ันนำมาหาค่า 
r-vaue ตามวิธีการ Kitching et al. (1988) วัสดุ อุปกรณ์และสารตรวจสอบที่สำคัญและจำเป็น
สำหรับการตรวจสอบต้องประกอบด้วย 3 สิ่ง ดังน้ี  
- ซีรัมโค 3 สัปดาห์หลังฉีดวัคซีนด้วย homologous vaccine (bovine serum, 3 weeks 

post vaccination)  แนะนำให้ใช้ monovalent vaccine และก่อนนำไปตรวจสอบให้ทำ
การ inactivate ซีรัมโดยจุ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ 56oC เป็นเวลา 30 นาที 

- ไวรัสชนิดเดียวกับใช้ผลิตวัคซีน (homologous virus vaccine strain) 
- ไวรัสจากพ้ืนที่ (heterologous virus filed strain)  ซึ่งสามารถเตรียมครั้งละหลายๆตัวอย่าง 

เพ่ือนำมาตรวจสอบพร้อมกันได้   แนะนำให้เตรียมไวรัสพ้ืนที่โดยเก็บจากหลายๆพ้ืนที่เพ่ือใช้
เป็นตัวแทนของแต่ละภูมิภาคภายในประเทศ 

การตรวจหาค่า r-value ทำการตรวจสอบด้วยวิธี LP ELISA แบบ double antibody 
sandwich ELISA  ดำเนินการดังน้ี ทำการ coat rabbit trapping antibody ลงบน ELISA 
plate ใช้ coating buffer 0.05 M carbonate-bicarbonate buffer เขย่า 1 ช่ัวโมงใน 37oC 
incubator หรือเก็บค้างคืนในตู้เย็น 4oC   วันต่อมาทำการเตรียม virus-serum mixture โดย
แยกเตรียมในไมโครเพลทอ่ืน ทำการเจือจางซีรัมแบบ 2-fold serial dilution เช่น 1:2, 1:4, 
1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128…….. จาก น้ั น เตรี ยม  working dilution ของ  homologous 
vaccine strain และ heterologous field strain ที่ได้จากการทำ titration แล้วในข้อ 2.1.1  
ทำการเติมสารละลาย virus ลงบนหลุมในแต่ละ dilution ของซีรัมในปริมาตรเท่าๆกัน  ในส่วน
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ของ virus control ทั้ง homologous และ heterologous virus ให้เติมลงในเพลทเดียวกัน
โดยให้ ใส่  buffer แทนซี รัม   เข ย่า 1 ช่ั วโมงใน  37oC incubator เพ่ื อให้ เกิด  ปฏิ กิริยา 
neutralise หรือ inhibition นำ virus-serum mixture ของแต่ละตัวอย่าง นำไปถ่ายลงใน 
ELISA plate ที่ได้ coat ไว้แล้วในตอนต้น  ในปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม  เขย่าใน 37oC 
incubator เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  ล้างเพลทด้วย PBS จำนวน 5 ครั้ง นำมาเติม guinea pig 
detecting antibody (block ด้ ว ย  normal  bovine serum) เข ย่ า  1 ช่ั ว โม ง ใน  37oC 
incubator ล้างเพลทด้วย PBS 5 ครั้งและเติม conjugate (anti guinea pig IgG Horseradish 
peroxidase conjugate) เขย่า 1 ช่ัวโมงใน 37oC incubator ล้างเพลทและเติม substrate 
0.01% tetramethyl benzidine (TMB) ที่ ใ ช้  H2O2  เ ป็ น ตั ว  catalyst ว า ง เพ ล ท ใน
อุณหภูมิห้อง 20 นาที เติม 1N H2SO4  เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของ substrate อ่านค่า OD ที่ 450 
nm  โดยใช้เครื่องอ่าน ELISA Reader  นำค่า OD ในแต่ละ dilution ของซีรัมและค่า OD เฉลี่ย
ของ virus control ทั้งของ homologous และ heterologous virus  มาใช้ในการคำนวณหา
ค่า serum titer โดยคำนวณจากค่า serum dilution สูงสุด ที่อยู่ระหว่าง 50% OD ของ virus 
control ที่มีค่า OD ~ 1.5 ดังแสดงใน figure 1 

 
Figure 1  รูปแบบและ diagram การเตรียม virus-serum mixture ของ homologous และ heterologous 

virus 
 
การคำนวณค่าความสัมพันธ์ทางซีโรโลย่ี (r-value) ด้วยวิธี LP ELISA 

การหาค่าความสัมพันธ์ทางซีโรโลยี่ ระหว่างไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีนกับไวรัสพ้ืนที่ โดยคำนวณจากค่าระดับ
แอนติบอดีไตเตอร์ของซีรัมที่ได้จากไวรัสวัคซีนและแอนติบอดี ไตเตอร์ที่ได้จากไวรัสพ้ืนที่ ค่า r-value คำนวณได้
จากอัตราส่วนดังน้ี  และแสดงผลการอ่านตัวอย่างใน table 2 
                    r-value  =    Serum titer against heterologous field strain 
                                   Serum titer against homologous vaccine strain 
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Table 2  ค่ า OD reading ในการตรวจ  vaccine matching ด้วย วิ ธี  LP ELISA และการคำนวณหาค่า 
antibody titer ต่อ homologous และ heterolous ที่มีค่า 50% OD ของ virus control ที่ให้ค่า 
OD ~ 1.5 

 
กำหนดหลักเกณฑ์และการแปรผลค่า r-value โดยวิธี Liquid phase blocking ELISA (LP ELISA ) 
(Samuel et al., 1990)  ดังน้ี 
r  = 0-0.19  Suggest that the field isolate is so different from the vaccine strain that 

vaccine is unlikely to protect.        
r = 0.2-0.39  Suggest that the field isolate is antigenically related to the vaccine strain.  

The vaccine strain might be suitable for use if no closer match can be 
found provided that a potent vaccine is used and animals are preferably 
immunized more than one. 

r = 0.4-1.0 Suggest that there is a close relationship between field isolate and vaccine 
strain. A potent vaccine containing the vaccine strain is likely to confer 
protection. 

2.2 การตรวจ vaccine matching โดยวิธี Virus neutralisation test (VNT) 
เป็นการตรวจระดับแอนติบอดีเชิงปริมาณ ด้วยวิธี 2-dimensional virus neutralisation test 

(2-D VNT) โดยทำการเจือจางซีรัมแบบ 2-fold serial dilution (1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256) 
ลงบน 96-well tisssue culture plate และเจือจางไวรัสพ้ืนที่และไวรัสวัคซีนแบบ half log dilution 
(Log 10-1, 10-1.5, 10-2, 10-3, 10-3.5,10-4, 10-4.5…………10-7) โดยใช้ maintenance medium (MEM) 
เป็น diluent โดยแยกเตรียมใน microtube เติม dilution ของไวรัสลงบนเพลทที่มีซีรัม dilutionต่างๆ 
ในปริมาตรเท่าๆกันคืออย่างละ 50 ไมโครลิตรต่อหลุม  ส่วน virus control ให้เติม MEM แทนซีรัม  
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นำไปบ่ม ใน 37oC incubator ที่มี 5% CO2  เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา neutalise ระหว่าง
ไวรัสกับซีรัมได้อย่างสมบูรณ์  จากน้ันเติม cell suspension ของ BHK21 ในปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อ
หลุม โดยมีจำนวนเซลล์เริ่มต้นประมาณ 3X105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  นำไปบ่มใน 37oC CO2 incubator 
เป็นเวลา 48-72 ช่ัวโมง อ่านผลการเปลี่ยนแปลงเซลล์ cytopathic effect (CPE)  หาค่าความรุนแรงของ 
virus control แบบ TCID50 ตามวิธีการของ  Karber (1931) หลังจากน้ันคำนวณหาค่า antibody titer 
จากไวรัสพ้ืนที่และจากไวรัสวัคซีน  โดยดูค่า dilution สูงสุดของซีรัมที่สามารถ neutralise ไวรัสได้ 50% 
โดยอ่านค่าความรุนแรงของไวรัสที่ 100 TCID50 วิธีดังกล่าวน้ีมีรูปแบบการจัดวางตัวอย่างในเพลทได้เพียง 
1 ตัวอย่างต่อเพลทเท่าน้ัน หากต้องตรวจสอบตัวอย่างจำนวนมากจำเป็นต้องใช้วัสดุ อุปกรณ์ สารละลาย 
มีเดียมต่างๆค่อนข้างมาก ดังแสดงใน table 3 

 
Table 3 รูปแบบการเตรียม virus-serum mixture ลงบน tissue culture plate  การอ่านผล CPE ของ 

แต่ละ dilution และคำนวณค่า serum titer โดยอ่านผลที่ความรุนแรงของไวรัสที่ 100 TCID50 
จาก field virus และ vaccine virus 

 
กำหนดหลักเกณฑ์ความหมาย r-value โดยวิธี 2-dimensional neutralization test (2-D VNT)   
(WRL, The Pirbright Institute, ข้อมูลไม่ตีพิมพ์)   ดังน้ี 
r  <  0.3   Suggest that the field isolate is so different from the vaccine strain that the     
              vaccine is unlikely to protect.        
r = ≥ 0.3  Suggest that there is a close relationship between field isolate and vaccine strain.  

 
ผลการตรวจคา่ r-value   

ผลการตรวจหาค่าความสัมพันธ์ทางซีโรโลยีระหว่างไวรัสที่ผลิตวัคซีนและไวรัสที่ระบาดในพ้ืนที่ซึ่ง การ
วิเคราะห์ผลจะแสดงผลเป็นค่า r-value ด้วยวิธี LP ELISA และ 2-D VNT พบว่าการตรวจสอบทั้ง 2 วิธีให้ผล
สอดคล้องกัน (Linchongsubongkoch et al., 1991: Linchongsubongkoch et al., 1992) ดังแสดงใน table 4 
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Table 4  ผลค่า r-value ด้วยวิธี LP ELISA และ 2-D VNT ของไวรัสโรคปากและเทา้เป่ือย ไทป์ O และ Asia1 

 
 

ส่วนผลการเปรียบเทียบค่า r-value ของไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือยไทป์ O และ Asia1  ด้วยวิธี LP 
ELISA และ 2-D VNT  พบว่าให้ผลสอดคล้องกันทั้ง 2 วิธี การแปรผลพบว่าทั้งไวรัสไทป์ O จากพ้ืนที่  จำนวน
ทั้งหมด 34 ตัวอย่าง ให้ผลค่า r-value มากกว่า 0.40 ด้วยวิธี LP ELISA และให้ผล r-value มากกว่า 0.30 ด้วย
วิธี 2-D VNT แสดงว่าไวรัสที่ระบาดในพ้ืนที่ยังคงมี antigenic matching ใกล้เคียงและอยู่ในกลุ่มกับไวรัสที่ใช้ผลิต
วัคซีน  เช่นเดียวกับไวรัสไทป์ Asai1 จากพื้นที่จำนวนทั้ง 28 ตัวอย่าง ให้ผลค่า r-value มากกว่า 0.40 ด้วยวิธี LP 
ELISA และให้ผล r-value มากกว่า 0.30 ด้วยวิธี 2-D VNT  แสดงว่าไวรัสที่ระบาดในพ้ืนที่ยังคงมี antigenic 
matching ใกล้เคียงและอยู่ในกลุ่มกับไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีน  ดังแสดงใน figure 2 และ 3 
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Figure 2  แผนภูมิแสดงผลค่า r-value ด้วยวิธี LP ELISA และ 2-D VNT ของไวรัสโรคปากและเทา้เป่ือย ไทป์ O 
VNT :  r ≥ 0.30  Suggest that there is a close relationship between field virus and vaccine 

strain. A potent vaccine containing the vaccine strain is likely to confer 
protection.   

LP ELISA:  r ≥ 0.40 Not significantly difference from vaccine strain.  
Suggest that there is a close relationship between field virus and vaccine 
strain. A potent vaccine containing the vaccine strain is likely to confer 
protection 

 

 
Figure 3 แผนภูมิแสดงผลค่า r-value ด้วยวิธี LP ELISA และ 2-D VNT ของไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย  

ไทป์ Asia1 
VNT :  r ≥ 0.30  Suggest that there is a close relationship between field virus and vaccine strain. 
                     A potent vaccine containing the vaccine strain is likely to confer protection.   
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LP ELISA: r ≥ 0.40    Not significantly difference from vaccine strain. Suggest that there is a close 
relationship between field virus and vaccine strain. A potent vaccine 
containing the vaccine strain is likely to confer protection 

 
Table 5 การเปรียบเทียบข้อดีข้อเสียของการตรวจ vaccine matching ระหว่างวิธี LP ELISA และ 2-

dimensional neutralisation test (2-D VNT) ซึ่ งการเลือกใช้แต่ละวิธีขึ้นอยู่กับศักยภาพของ
ห้องปฏิบัติการ 

LP ELISA  2-D VNT 
วิธีทดสอบไม่ต้องใช้ tissue culture cell  จำเป็นต้องใช้ tissue culture cell ต้องเลือก 

ใช้เซลล์ที่เหมาะสม อ่านผลภายใน 48-72 ชม. 
เช่น BHK21, IBRS2  ไม่แนะนำให้ใช้ primary 
cell เ น่ื อ งจ าก เซลล์ ใ ช้ เวล าน าน ใน ก าร
เจริญเติบโต ซึ่งเกิน 7 วัน ทำให้อ่านผลไม่ได้ 

ไม่จำเป็นต้องใช้ sterile technique  ต้องใช้ sterile technique, วัสดุ อุปกรณ์ 
สารเคมี มีเดียม และสารเคมีต่างๆ ต้องน่ึงหรือ
อบฆ่าเช้ือก่อนใช้งาน 

ให้ความจำเพาะและความไวสูง  ให้ความจำเพาะและความไวสูง 
การผลิตสารตรวจสอบ ELISA reagent ต้องใช้ไวรัส
วัคซีนที่เหมาะสมท่ีสุด เตรียมเป็น immune serum 
โดยฉีด purified 146S antigen เข้ากระต่ายและ
หนูตะเภา  ซึ่งใช้เวลานานและต้องทำ titration เพ่ือ
หา working dilution ก่อนนำไปทดสอบ ใช้เวลาใน
การเตรียมประมาณ 2 เดือน 

 ไม่จำเป็น ต้องผลิตสารตรวจสอบ  เพราะ
สามารถนำตัวอย่างไวรัสวัคซีนและไวรัสพ้ืนที่
ไปท ำการทดสอบ ได้ทั นที  โดยท ำ  virus 
titration แบบ TCID50 เพ่ือให้ได้ virus titer 
ที่สูงพอก่อนนำไปทดสอบ 

ประหยัดสารตรวจสอบและแรงงาน  สิ้นเปลืองแรงงาน วัสดุ อุปกรณ์ สารเคมี 
อ่านผลภายใน 1 วัน  อ่านผลภายใน 48-72 ชม. 
อ่านผลโดยใช้เครื่องอ่าน ELISA Reader  อ่านผลโดยใช้กล้อง inverted microscope 

 
ปัญหาท่ีพบบ่อยในการทดสอบ vaccine matching   

หลักการตรวจ vaccine matching  จะต้องมีองค์ประกอบหลัก 3 ชนิดซึ่งขาดชนิดใดชนิดหน่ึงไม่ได้ คือ 
homologous virus vaccine strain, bovine serum post vaccination (3-4 weeks post vaccinated with 
homologous vaccine) และ heterologous virus field strain สำหรับไวรัสที่จะนำมา ตรวจสอบน้ันไม่ว่าจะ
เป็นไวรัสวัคซีนหรือไวรัสพ้ืนที่ จะต้องผ่านการเพาะเล้ียงในเซลล์เพาะเลี้ยงที่เหมาะสม เช่น BHK21 หรือ IBRS2 
หลายๆ passage จนให้ความรุนแรง (virus titer) สูงพอสมควร ซึ่งสามารถทดสอบได้ด้วยวิธี antigen titration 
แบบ ELISA technique และ วิธี virus titration แบบ TCID50 โดยใช้ tissue culture technique การทำ 
virus titration แนะนำให้ทำการทดสอบหลายๆ ครั้ง เพ่ือให้ได้ค่าปริมาณ ความเข้มข้นของ virus ที่คงที่ ทั้งน้ี
เวลานำไปทดสอบในข้ันตอนต่อไปจะไม่ทำให้ค่า virus control ต่ำจากเกณฑ์ที่กำหนด  ดังน้ันการ standardize 
technique จึงเป็นสิ่งสำคัญ  ส่วน bovine serum น้ันหากเป็นไปได้แนะนำให้ใช้ pool serum ที่เจาะเลือดจาก
สัตว์หลายๆตัว  แล้วนำมาหาค่า antibody titer ของแต่ละตัวก่อนนำมารวมเป็น pool serum ไม่แนะนำให้ใช้ 
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bovine serum จากสัตว์ที่ได้รับการฉีดพิษทับ (challenge) เพราะเนื่องจากการทดสอบน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือวัด
ประสิทธิภาพของวัคซีน ดังน้ัน antibody titer จะต้องมาจากการกระตุ้นภูมิคุ้มกันที่มาจากการฉีดวัคซีน ไม่ใช่
ภูมิคุ้มกันที่มาจากการฉีดเช้ือไวรัส 
ปัญหาหรือปัจจัยที่ทำให้การทดสอบไม่ได้ผล พอสรุปได้ดังนี้ 
(1) Virus control มี titer ไม่คงที่  พบว่าได้ค่า titer ต่ำกว่าเกณฑ์ที่กำหนด ไม่ว่าจะเกิดจากการ titration ด้วย
วิธี ELISA หรือ TCID50 ก็ตาม ทำให้ไม่สามารถนำผลของ antibody titer ที่ได้จาก homologous virus หรือ 
heterologous virus มาวิเคราะห์ ได้  ต้องทำการทดสอบใหม่ สาเหตุอาจมาจากการใช้ปริมาณความเข้มข้นของ
ไวรัสไม่เหมาะสม (working dilution) หรือไวรัสมีความไม่ stable ใน condition ต่างๆในขณะทำการทดสอบ  
ทำให้ virus control ต่ำกว่าหรือบางคร้ังสูงกว่าเกณฑ์ที่กำหนด  วิธีแก้ปัญหา คือในขั้นตอนแรกต้องทำ virus 
titration หลายๆ ครั้ง (แนะนำไม่ตำกว่า 6 ครั้ง) จนได้ค่าคงที่ แล้วนำค่าเฉล่ียมาใช้   
(2) การหาค่า r–value จำเป็นอย่างย่ิงต้องทำการทดสอบอย่างน้อย 3 ครั้ง ทั้งน้ีต้องคำนึงถึงค่า virus control 
จะต้องอยู่ในเกณฑ์ที่กำหนด ทั้งของ heterologous virus และ homologous virus แล้วนำค่า r-value ทั้งหมด
มาหาค่าเฉล่ีย กรณีทดสอบ 3 ครั้งแล้วได้ค่าไม่สอดคล้องกัน แนะนำให้ทำการทดสอบคร้ังที่ 4     
(3) การเตรียมหรือผ่านไวรัสวัคซีน ( Homologous virus) ลงบนเซลล์เพาะเลี้ยง BHK21 ไม่ควรผ่านหลายๆครั้ง
จนได้ passage สูงเกินไป เน่ืองจากอาจมีการเปลี่ยนแปลงทางแอนติเจนของไวรัส (antigenic variation) ผลของ 
r-value อาจผิดพลาดไปจากความเป็นจริง  ซึ่งโดยปกติการเตรียมและผ่าน seed virus vaccine จะไม่ใช้ไวรัสที่ 
passage สูงเกิน 10 passage หากนำไปขยายเพ่ิมปริมาณและนำไปเป็นผลิตวัคซีน อาจทำให้วัคซีนให้
ประสิทธิภาพความคุ้มโรคลดลงหรือไม่ให้ความคุ้มโรคต่อเช้ือไวรัสที่ระบาดในพ้ืนที่ขณะน้ัน ดังน้ันจึงแนะนำให้มี
การบริหารจัดการบันทึกรายละเอียดการใช้ seed virus vaccine ที่เหมาะสม เพ่ือเป็นการควบคุมการผ่าน seed 
และการนำไปใช้ให้อยู่ในเกณฑ์ที่กำหนด 
(4) การเตรียม bovine serum ( 3 weeks post vaccination serum)  สำหรับการประเมินประสิทธิภาพวัคซีน
น้ัน จำเป็นต้องเตรียมซีรัมจาก seed virus vaccine เท่าน้ัน  โดยการฉีด monovalent vaccine เข้าสัตว์ทดลอง 
ซึ่งแนะนำให้ฉีดโค โดยให้ฉีดโคมากกว่า 1 ตัว หรืออาจจะใช้สัตว์ทดลองที่ทดสอบ potency test ซึ่งใช้กลุ่มละ 5 
ตัว หลังฉีดวัคซีนเป็นเวลา 21 วัน ให้ทำการเจาะเลือด เพ่ือแยกซีรัม นำไปตรวจหา antibody titer ด้วยวิธี LP 
ELISA หรือ VNT ตัวอย่างซีรัมทั้ง 5 ตัว เพ่ือคัดเลือกตัวอย่างซีรัมที่มี antibody titer ค่อนข้างสูง เพ่ือนำไปใช้
ทดสอบ vaccine matching test ต่อไป  แนะนำให้ทำการ pool serum ก่อนนำไปใช้ 

ข้อแนะนำก่อนนำซีรัมไปใช้ในขั้นตอน vaccine matching  ต้องทำการ  inactivate serum โดยนำไป
จุ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ 56oC เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือวัตถุประสงค์เป็นการทำลาย complement และ 
protein อ่ืนๆที่อาจปนอยู่ในซีรัม ซึ่งมีผลต่อปฏิกิริยา inhibition หรือ neutralise ระหว่าง antigen และ 
antibody  
หลักเกณฑ์และคุณสมบัติของ seed vaccine strain (criteria and characteristic of seed vaccine 
strain)   

การคัดเลือกได้ seed vaccine strain ที่ดีและเหมาะสม ต้องผ่านการทดสอบ vaccine matching และ
พิจารณาจากค่า r-value ที่ผ่านเกณฑ์กำหนดเพ่ือคัดเลือกตัวแทนของไวรัสที่เหมาะสมที่สุดสำหรับนำไปผลิตเป็น
วัคซีนน้ันต้องพิจารณาองค์ประกอบและคุณลักษณะ ตามรายละเอียดดังน้ี (Rweyemamu et al., 1977)    

(1) ต้องเป็นไวรัสชนิดเดียวกับที่พบระบาดในพ้ืนที่ขณะนั้น 
(2) ไวรัสดังกล่าวสามารถทำการเพาะเลี้ยงใน tissue culture cell ได้อย่างรวดเร็ว และเพาะเลี้ยงได้

หลายๆ passage อย่างต่อเน่ืองและสม่ำเสมอ โดยยังคงคุณสมบัติเดิม 
(3) สามารถผลิตไวรัสที่ให้ความรุนแรงสูง (high virus yield) 
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(4) สามารถให้คณุสมบัติของการเป็น immunogen ที่ดี เมื่อฉดีเข้าสัตว์จะสามารถกระตุ้นให้เกิดการ
สร้างภูมิคุ้มกันได้ดี  

(5) เมื่อผลิตเป็นวัคซีนแล้วต้องมีคุณสมบัติเป็นแอนติเจนที่ดี มีความคงทนและอยู่ได้ยาวนานโดย             
ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงหรือเกิดการสลายตัวของแอนติเจน และสามารถรักษาคุณสมบัติ เหล่าน้ี 
โดยเก็บในตู้เย็นได้ยาวนานมากกว่า 1 ปี 

   นอกจากน้ีความรู้และเทคนิคด้านการเพาะเลี้ยงไวรัสให้มีความรุนแรง (virus titer) และ
ให้ virus yield สูง ต้องคำนึงถึงคุณลักษณะและคุณสมบัติของ virus component หรือ 
particle ต่างๆ ที่มีอยู่ใน cell culture fluid เมื่อถูก infect ด้วยไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย    
ดังน้ันคุณสมบัติและข้อดี ข้อเสียของแต่ละ particle น้ันนำไปใช้ประโยชน์ตามวัตถุประสงค์ที่
แตกต่างกัน  ดังแสดงใน table 6  ดังน้ี 

 
Table 6  คุณสมบัติทาง antigenic component in culture fluid infected with FMD virus 

        Antigenic property of FMDV components  

Component 
Sedimentation  

coefficient 
Molecular 

weight  x106 
Major  peptide Immunogenicity 

Intact Virion     146S 8.08 VP1, VP2, VP3,VP4  +  
Empty Virion    75S 4.19 VP0, VP1, VP3  +  
12S  Subunit    12S 0.29 VP1, VP2, VP3 - 
VIA antigen*     5S   0.056  - 
* VIA :  Virus Infection Associated Antigen,    VP0 = precorsal of VP2, VP4 
 
- 146S particle (complete particle) และ  75S particle (empty particle) มี คุ ณ สม บั ติ เป็ น 
immunogen ได้ดี คือเมื่อนำไปฉีดเข้าสัตว์จะสามารถกระตุ้นการสร้างระบบภูมิคุ้มกันได้ ประโยชน์ใน
ส่วนน้ีคือการนำไปใช้ผลิตวัคซีน ดังน้ันในการเพาะเล้ียงไวรัสเพ่ือผลิตวัคซีนจึงควรให้มีส่วนของ 146S 
และ 75S  particle ในปริมาณสูง  
 - 12S particle  ไม่มีคุณสมบัติในด้าน immunogenicity แต่จะพบใน virus culture ซึ่งสามารถทำ
ให้เกิด CPE cell  ไม่มีประโยชน์ทั้งด้านการผลิตวัคซีนและการตรวจวินิจฉัยโรค นอกจากน้ียังพบว่า 
12S particle เป็นส่วนประกอบของ 146S particle ดังน้ันเมื่อใดก็ตามท่ีสภาวะของ 146S particle ไม่
เหมาะสม เช่นสภาวะเป็นกรดหรืออยู่ในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิค่อนข้างสูง หรือการ thaw virus ด้วยความ
ร้อนบ่อยๆ  จะสามารถทำให้ 146S particle แตกสลาย เป็น 12S particle ได้      
- VIA หรือ 5S particle เป็นส่วนของ 3D gene ของ FMDV genome ซึ่งเป็นส่วน enzyme RNA 
polymerase จะเกิดขั้นในข้ันตอนหรือขบวนการ virus replication ในกรณีเกิดการติดเช้ือไวรัสเข้าสู่
ร่างกายหรือเข้าสู่ cell ไม่มีคุณสมบัติทางด้าน immunogenicity แต่จะมีประโยชน์ในด้านการตรวจ
วินิจฉัยเพ่ือแยกระหว่างสัตว์ที่ได้รับการติดเช้ือกับสัตว์ที่ได้รับการฉีดวัคซีน แต่ยังพบข้อเสียคือกรณีสัตว์
ที่ได้รับการฉีดวัคซีนเช้ือตายจำนวนหลายๆคร้ัง มีโอกาสเกิด false positive ได้  ไม่แนะนำให้ใช้ตรวจ
สัตว์ในประเทศที่มีการฉีดวัคซีนเป็นประจำ 
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