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กิตติกรรมประกาศ 
 

ขอขอบคุณกองทุนรัชดาภิเษกสมโภชที่ใหการสนับสนุนเงินทุนในการวิจัยในครั้งนี้ 
เจาหนาที่ประจําหองปฏิบัติการ ภาควิชาอายุรศาสตร ในการอํานวยความสะดวกการทํางาน
วิจัย เจาหนาที่ หนวยเครื่องมือกลาง คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ที่อํานวยความ
สะดวกในการเชาบริการเครื่องมือ คุณวรินตรา  ยอดไธสง คุณแสงแข  พงษธเนศ  และคุณ
ศิริวรรณ  ลักษณียกร ที่เปนธุระในการทําเชื้อไวรัสใหบริสุทธิ์ คุณเสาวลักษณ  อรรคนิวาส ใน
การประสานงานกับ บริษัท สหฟารม จํากัด และขอขอบคุณ บริษัท สหฟารม จํากัด ในการ
อํานวยความสะดวกทางดานหองปฏิบัติการ ตลอดจนทุกๆ ทาน ที่ใหความชวยเหลือจนทําให
งานวิจัยในครั้งนี้สําเร็จลุลวงดวยดี  

 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 3

 
บทคัดยอ 

 
 โรคหลอดลมอักเสบติดตอ เปนโรคติดเชื้อไวรัสในไก กอใหเกิดความเสียหายทาง
เศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเปนอยางมาก การตรวจหาระดับภูมิคุมกันตอไวรัสชนิด
นี้จากซีรัมไกมีความสําคัญ และถือเปนการปฏิบัติงานปรกติของนายสัตวแพทยผูควบคุมฟารม
สัตวปก เพื่อจุดประสงคในการตรวจติดตามระดับภูมิคุมกันตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอที่
ถายทอดมาจากแม วาอยูในระดับที่สามารถปองกันโรคในลูกไกไดหรือไม และยังเปนการ
บอกชวงเวลาที่เหมาะสมในการจัดทําโปรแกรมวัคซีน ปจจุบัน หองปฏิบัติการสวนใหญ นยิม
ใชวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) โดยนําเขาชุดทดสอบสําเร็จรูปเชิง
พาณิชยจากตางประเทศ ดังนั้น งานวิจัยจึงมีวัตถุประสงคในการพัฒนาชุดทดสอบ ELISA โดย
การเตรียมเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่บริสุทธิ์ โดยชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้น มีขอดีคือ การ
ใชแอนติเจนสําหรับเคลือบเพลตชนิดเดียวกับเชื้อไวรัสที่ใชทําวัคซีนในฟารม ซ่ึงใหผล
สอดคลองกับชุดทดสอบสําเร็จรูปเชิงพาณิชย โดยมีความจําเพาะที่ดี สามารถใหผลการ
ทดสอบซ้ําได และมีตนทุนการทดสอบที่ถูกกวาเดิม ชวยลดการนําเขาสินคาจากตางประเทศ 
นอกจากนี้ ผูวิจัย ยังสามารถพัฒนาเทคนิค Haemagglutination inhibition สําหรับการทดสอบ
ระดับภูมิคุมกันตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอไดเชนกัน โดยวิธีการทดสอบนี้มีประโยชนคือ 
สามารถนําไปใชในการจําแนกสายพันธุของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่มีการระบาดใน
พื้นที่ได  
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Abstract 
 Infectious bronchitis (IB), caused heavy economic losses in poultry industry, is an 
infectious disease of poultry. Determination of antibody in serum against Infectious 
bronchitis virus (IBV) is important and be the routinely work for the poultry veterinary 
practitioner. The aim of maternal derived antibody monitoring against IBV is to know the 
level of protective maternal antibody in chicks and to suggest the appropriate time for 
arranging a vaccination program. Normally, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
imported from abroad, was used for IBV antibody detection. The objective of this work is to 
develop the ELISA test kit by using the purified IBV virus. The advantage of the developed 
test kit is using the antigen for coating plate in the same strain of virus that vaccination in 
farms. The developed test kits provided the result of antibody titer accord to the commercial 
test kit. Also, the developed test kit showed the good specificity, reproducibility and lower 
cost comparing to the commercial test kit and may reduce the imported test kit in the near 
future. Furthermore, the researcher also developed the Haemagglutination inhibition 
technique for testing antibodies against IBV that frequently outbreaks in Thailand.  
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่              หนา 
ตารางที่ 1   อัตราการตายของตัวออนไขฟกภายหลังการฉีดเชื้อไวรัส                                     20 
      จากวัคซีนสายพันธุตางๆ 
ตารางที่ 2   คาการดูดกลืนแสง (OD) จากการทดสอบดวยชุด Bio-Rad DC Protein Assay     23 
ตารางที่ 3   การเปรียบเทียบคา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA             25 
      ระหวางการเคลือบเพลทดวยโปรตีนของไวรัส IB สายพันธุ H120  
                    ความเขมขน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตารางที่ 4   คา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA จํานวน 3 คร้ัง             26 
ตารางที่ 5   แสดงคา OD จากการทดสอบ ELISA ตอเชื้อตางๆ และตัวอยางควบคุมผล          27 

ตารางที่ 6   คา OD จากการทดสอบ IBV ELISA ที่พัฒนาขึ้นกับซีรัมลูกไก 10 ตัว           28 
     ที่อายุตางๆ  

ตารางที่ 7   ความสัมพันธระหวางผลการทดสอบดวยชุด ELISA ที่พัฒนาขึ้นเอง           29 
      และชุดทดสอบเชิงการคา 
ตารางที่ 8   ผล HI titer จากการทดสอบ HI ดวยแอนติเจนสายพันธุตางๆ           32 
ตารางที่ 9   คาเฉลี่ย HI จากการทดสอบ HI กับซีรัมไก 4 ฝูง             33 

ตารางที่ 10 เปรียบเทียบคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA และคาเฉลี่ย HI titer          34 
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สารบัญแผนภูม ิ
 

แผนภูมิท่ี               หนา 
แผนภูมิที่ 1  แผนภูมิมาตรฐานสําหรับการคํานวณความเขมขนโปรตีน           24 
แผนภูมิที่ 2  การเปรียบเทียบความแตกตางคา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA           25 
       ระหวางการเคลือบเพลทดวยโปรตนีของไวรัส IB สายพันธุ H120   
                    ความเขมขน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
                    กับซีรัมเจือจางระดับ 1: 50, 1: 100, 1: 200 และ 1: 400 
แผนภูมิที่ 3  แสดงคา OD ELISA ชุดทดสอบที่เคลือบเพลท ELISA             26 
                    ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
แผนภูมิที่ 4  แสดงความแตกตางของคา OD จากการทดสอบ IBV ELISA           27 
                    ที่พัฒนาขึ้นตอเชื้อตางๆ และตัวอยางควบคมุผลลบ 

แผนภูมิที่ 5  แสดงการลดลงของคา OD จากการทดสอบ IBV ELISA กบัลูกไก          28 
       ซ่ึงอายุเพิม่ขึ้น 

แผนภูมิที่ 6  คา OD ELISA ระหวางการทดสอบดวยชุดทดสอบ BioChek            29 
                    และชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นเองกับซีรัมที่ระดับความเจือจาง 1: 50,  
       1: 100, 1: 200, 1; 400 และ 1: 800 
แผนภูมิที่ 7  แสดงคา OD ELISA ชุดทดสอบที่เคลือบเพลท ELISA             30 
                    ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์  2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กับคา OD  

      จากชุดทดสอบทางการคา 
แผนภูมิที่ 8  แสดงการเปรียบเทียบคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA           33  

       และคาเฉลี่ย HI titer 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพ                            หนา 
ภาพที่ 1   โครงสรางของไวรัสกลุมโคโรนาไวรัส                          11 
ภาพที่ 2   ลักษณะการเปลี่ยนแปลงที่สําคัญของตัวออน              21 
                ภายหลังการฉีดเชือ้ไวรัส สังเกตลักษณะแคระแกรน  
                และการมวนตวัของตัวออน เมื่อเปรียบเทียบกบัตัวออนดานขวามือ 
ภาพที่ 3   ลักษณะการเปลี่ยนแปลงอวัยวะภายในที่สําคัญของตัวออน            21 
                ภายหลังการฉีดเชือ้ไวรัส  
ภาพที่ 4   ผลการยืนยนัการตดิเชื้อ IBV ดวยปฏิกิริยา RT-PCR             22 
                เมื่อนําผลผลิตมาแยกใน 1% agarose gel electrophoresis  
ภาพที่ 5   ผลการทดสอบ HA จากแอนติเจนที่ผานการบําบัด             23 
                ดวยเอนไซม phospholipase C และ neuraminidase  
ภาพที่ 6   ผลการเตรียมแอนติเจนความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร           30 

ภาพที่ 7   ผลทดสอบ HI จากซีรัมไก                           31 
ภาพที่ 8   ผลการเตรียมแอนติเจนความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร           32 
ภาพที่ 9   ผลทดสอบ HI จากซีรัมไก (แถว A-D ซีรัมไกฝูงที่ 4,             33 
               แถว E, F ซีรัมไกที่ใชเปน Positive control ในวธีิทดสอบ ELISA,  
               แถว G    ซีรัมที่ใชเปน Negative control ในวิธีทดสอบ ELISA) 
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บทนํา 
 อุตสาหกรรมการผลิตไก เปนอุตสาหกรรมที่สรางรายไดใหกับประเทศไทยเปน
จํานวนมากในแตละป จากการสงออกเนื้อไก และผลิตภัณฑ สามารถนําเงินตราเขาสูประเทศ
ไดมูลคาหลายหมื่นลานบาท เมื่อป พ.ศ. 2546 ประเทศไทยสามารถสงออกทั้งเนื้อไกสด และ
เนื้อไกแปรรูปสูงถึง 499,384 ตนั คิดเปนมูลคากวา 40,690 ลานบาท ประเทศไทยยังเคยเปน
ผูผลิตไกเนื้อมากเปนอันดับ 7 ของโลก เปนผูสงออกเนื้อไก และผลิตภัณฑรายใหญเปนอันดับ 
4 ของโลก รองจากสหรัฐอเมริกา บราซิล และสหภาพยุโรป 
 โรคหลอดลมอักเสบติดตอเปนโรคตามระบบทางเดินหายใจ ที่สรางความเสียหายตอ
อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกทั่วโลกทั้งไกเนื้อ ไกไข และไกพันธุ การตรวจหาระดับแอนติบอดีตอ
ไวรัสนี้จากซีรัมไก มีความสําคัญ และถือเปนการปฏิบัติงานปกติของสัตวแพทยผูประกอบการ
ฟารมสัตวปก เพื่อจุดประสงคในการตรวจติดตามระดับภูมิคุมกันตอโรคหลอดลมอักเสบ
ติดตอที่ถายทอดมาจากแม วาอยูในระดับที่สามารถปองกันโรคในลกูไกไดหรือไม และยังเปน
การบอกชวงเวลาที่เหมาะสมในการจัดทําโปรแกรมวัคซีน นอกจากนี้ยังสามารถใชผลการ
ตรวจทางซีรัมวิทยาในการตรวจสอบวิธีการทําวัคซีนวามีประสิทธิภาพดีพอในการปองกันโรค
หรือไม นอกจากวัตถุประสงคสําหรับการตรวจติดตามโรค ระดับแอนติบอดีตอโรคหลอดลม
อักเสบติดตอยังสามารถใชในการบอกสภาวะการติดเชื้อของไกตอโรคหลอดลมอกัเสบติดตอ
ไดดวย ปจจุบันวิธีการที่ใชในการตรวจสอบระดับแอนติบอดีตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอที่
นิยมใชคือ วิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เนื่องจากเปนวิธีการที่สะดวก 
และไมยุงยาก และที่สําคัญวิธีการนี้สามารถบอกระดับของแอนติบอดีไดดี ซ่ึงสามารถใชใน
การเปรียบเทียบระดับแอนติบอดีในชวงอายุและกับฝูงไกตางๆได  ชุดทดสอบสําเร็จรูปที่ใชใน
ปจจุบัน เปนชุดทดสอบที่นําเขามาจากตางประเทศ ซ่ึงมีราคาแพง ดังนั้นการพัฒนาชุดทดสอบ
ตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอข้ึนใชเองภายในประเทศนับวามีความสําคัญ ในการลดคาใชจาย 
สรางองคความรูภายใน ประเทศ และยังไดชุดทดสอบ ELISA ที่ใชทดสอบกับไวรัสที่แพร
ระบาดในพื้นที่ประเทศไทยและในภูมิภาค ซ่ึงอาจเปนที่นิยมใชภายในภูมิภาคเอเชียตะวันออก
เฉียงใตในอนาคต การทดลองนี้มีวัตถุประสงคในการศึกษาและพัฒนาเทคนิคในการเตรียมชุด
ทดสอบ ELISA เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอโรคหลอดลมอักเสบในไก ซ่ึงอาจชวยลดการนําเขา
ชุดทดสอบสําเร็จรูปในอนาคต และ เพื่อเปรียบเทียบชุดทดสอบ ELISA ที่เตรียมขึ้นกับวิธี 
Haemagglutination Inhibition (HI) และชุดทดสอบ ELISA ที่ผลิตในเชิงพาณิชย  
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วัตถุประสงค 
1. การพัฒนาเทคนิคในการเตรียมชุดทดสอบ ELISA เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอโรค

หลอดลมอักเสบในฟารมไก 
2. การพัฒนาเทคนิค HI เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอโรคหลอดลมอักเสบในฟารมไก 
 

การสํารวจแนวคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของ 
โรคหลอดลมอักเสบติดตอ (infectious bronchitis; IB) เปนโรคติดเชื้อไวรัสในไกที่มี

การระบาดอยางรวดเร็ว และกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก
เปนอยางมาก โรคนี้เปนโรคติดเชื้อของระบบทางเดินหายใจ  (Parsons et al., 1992) โดยเฉพาะ 
ไกอายุนอยมีอาการปวยรุนแรง และอัตราตายสูงกวาไกอายุมาก (Animas et al., 1994) ไกเปน
สัตวเพียงชนิดเดียวที่สามารถติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ได ไกไขจะมีอาการทางระบบหายใจนอยกวา
ไกเล็ก แตจะสรางความเสียหายตอผลผลิตไขไกที่ลดลง และคุณภาพของฟองไขไก นอกจาก
การกอโรคในระบบทางเดินหายใจแลว ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอหลายชนิด กอใหเกิดรอย
โรคที่ไต (nephropathogenic infectious bronchitis) พบลักษณะไตอักเสบ (nephritis) ขยาย
ใหญ สีซีด และมีการสะสมของยูเรต (urate) ในทอไต พบไดทั้งไกเนื้อ ไกไขและไกพอแม
พันธุ (Ziegler et al., 2002) โรคนี้มีการระบาดในประเทศสหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย และอีก
หลายประเทศทั่วโลก (Lukert, 1980) รวมทั้งในประเทศไทย (Pohuang et al., 2007)  
ไวรัสวิทยา 

ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ (infectious bronchitis virus, IBV) จัดอยูในสกุล (genus) 
โคโรนาไวรัส (Coronavirus) วงศ (family) โคโรนาวิริดี (Coronaviridae) ในอันดับ (order) นิ
โดไวรัลเลส (Nidovirales) จีโนมไมเปนทอน เปนอารเอ็นเอสายเดี่ยว ประจุบวก (non 
segmented, positive sense and single stranded RNA) (OIE, 2004) ขนาดประมาณ 28 กิโลเบส 
มีเปลือกหุม (enveloped) ผิวรอบนอกประกอบดวยโปรตีนที่มีรูปรางคลายกระบอง (club-
shaped proteins) ไวรัสประกอบดวยโปรตีนโครงสราง 3 ชนิดคือ นิวคลิโอแคปสิดโปรตีน 
(nucleocapsid protein, N), เมมเบรนไกลโคโปรตีน (membrane glycoprotein, M) และ สไปค
ไกลโคโปรตนี (spike glycoprotein, S) พบรายงานการระบาดของโรคหลอดลมอักเสบติดตอ  
คร้ังแรกในสหรัฐอเมริกาชวงทศวรรษ 1930 ซ่ึงเปนโรคระบบหายใจแบบเฉียบพลันในลูกไก 
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ภาพที่ 1 โครงสรางของไวรัสกลุมโคโรนาไวรัส (Zhong and Wu, 2003) 
 

 การติดเชื้อหลอดลมอักเสบติดตอ สามารถวินิจฉัยไดโดยการตรวจสอบไวรัสโดยตรง 
หรือการตอบสนองของแอนติบอดีเฉพาะ โดยวิธีที่นิยมใชสําหรับการวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบติดตอแบบเฉียบพลัน ไดแก การแยกเชื้อไวรัส (Virus isolation: VI), 
immunofluorescence assay (IFA), immunoperoxidase assay (IPA) และ reverse transcriptase 
polymerase chain reaction (RT-PCR) ขณะเดียวกัน การติดเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอยัง
สามารถตรวจสอบไดดวยวิธีทางซีรัมวิทยา โดยการใชผลเลือดจากการเจาะเลือด 2 ครั้ง (paired 
serum test) เพื่อตรวจสอบการตอบสนองของ IBV-specific immunoglobulin M วิธีการ
ทดสอบที่นิยมใช ไดแก haemagglutination inhibition (HI) test, agar gel precipitation test 
(AGP) และ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) สวนเทคนิค virus neutralization 
test (VNT) ไมนิยมใช เนื่องจากมีตนทุนสูง และมีความยุงยาก De Wit (2000) จําแนกเทคนิค
สําหรับการตรวจระดับแอนติบอดีตอโรค IBV เปน 2 ประเภท ไดแก 
 1. การทดสอบที่มีความเฉพาะตอกลุม (group-specific tests) การทดสอบประเภทนี้ไม
สามารถจําแนกความแตกตางของแอนติบอดีที่เกิดจากไวรัสคนละสายพันธุได แอนติเจนที่ใช
นิยมใชเปนสายพันธุแมสซาชูเซต (Massachusetts) ซ่ึงสามารถตรวจสอบแอนติบอดีตอไวรัส 
ซีโรไทปอ่ืนๆได  
  1.) AGP มีความเฉพาะสูง แตการอานผลโดยอาศัยแนว precipitation lines 
สําหรับไวรัส IB ยากกวาไวรัสชนิดอื่นๆ เชน ไวรัสกัมโบโรหรือไวรัสนิวคาสเซิล แอนติเจน
มักเตรียมจากเยื่อ chorioallantoic membranes ของตัวออนลูกไกที่ติดเชื้อ (OIE, 2004) 
  2.) Group-specific ELISA ในรูปแบบ indirect ELISA ปจจุบัน มีชุดทดสอบ
สําเร็จรูปเชิงพาณิชยจําหนาย ซ่ึงนิยมใชสําหรับการตรวจติดตามการตอบสนองทางภูมิคุมกัน
ภายหลังการใหวัคซีน (OIE, 2004) 
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2. การทดสอบที่มีความเฉพาะตอซีโรไทป (serotype-specific tests) ไดแก VN, HI 
และ serotype-specific ELISA   
  1.) VN สามารถตรวจสอบแอนติบอดีไดโดยอาศัยไขฟก เซลลเพาะเลี้ยง 
(Tissue origin cultures; TOCs)  

2.) HI แอนติบอดีจากการทดสอบดวยวิธี HI เกิดจากการเหนี่ยวนําของ
โปรตีนชนิด S1 spike (Ignjatovic and Galli, 1994) HI เปนเทคนิคที่รวดเร็ว ไมแพง สะดวก 
และยังสามารถจําแนกการติดเชื้อจาก antigenic variant IBV ไดอีกดวย (OIE, 2004)     

3.) Serotype-specific ELISA ในรูปแบบ blocking ELISA  
เทคนิค VN มีขอเสียคือ ราคาแพง และไมสะดวก และ AGID มีไวในการทดสอบต่ํา 

ดังนั้นองคกรโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (OIE) จึงแนะนําใหใชเทคนิค HI และ ELISA 
สําหรับการตรวจติดตามระดับแอนติบอดี (OIE, 2004) ปจจุบัน ฟารมเล้ียงไกสวนใหญนิยมให
วัคซีนปองกันโรค IB ทั้งวัคซีนเชื้อเปนและวัคซนีเชื้อตาย ทําใหระดับภูมิคุมกันคอนขางสูง 
โดยเฉพาะในไกระยะไข ซ่ึงหากไกระยะใหไขนี้ติดเชื้อไวรัสจะสงผลกระทบตอคุณภาพของ
เปลือกไขและสวนประกอบภายในฟองไขเทานั้น โดยมีผลกระทบนอยมากตอการใหผลผลิต
ไข ดังนั้น การตรวจติดตามโรค IB จึงมีความจําเปนตอการติดตามสถานการณโรค (Saravanan 
et al., 2006) นอกจากนั้น การจําแนกสายพันธุของไวรัส IB ยังเปนประโยชนตอการวาง
มาตรการควบคุมโรค การวิจัย การวางแผนทางระบาดวิทยา และวิวัฒนาการของไวรัส
หลอดลมอักเสบติดตอ โดยท่ัวไป ระบบการจําแนกไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ สามารถ
แบงเปน 2 กลุม ไดแก 

1. Functional tests เปนการใชคุณสมบัติของไวรัสในการจําแนก ไดแก immunotypes 
หรือ protectotypes และการจําแนกตามชนิดของแอนติเจนคือ serotypes และ epitotypes 

2. Non-functional tests เปนการใชจีโนมของไวรัสในการจําแนก  
การพิจารณาเลือกใชระบบการจําแนกไวรัสชนิดใด ขึ้นกับวัตถุประสงค เพื่อใช

สําหรับการเลือกโปรแกรมวัคซีนที่เหมาะสม หรือการศึกษาทางระบาดวิทยา ความพรอมของ
เครื่องมือ และอุปกรณ ประสบการณ และตนทุนการทดสอบ (De Wit, 2000) เทคนิค HI test 
เปนวิธีหนึ่งที่สามารถใชในการจําแนกสายพันธุของไวรัสได โดยใชอุปกรณเครื่องมือที่ไม
ยุงยาก และราคาไมแพง     

 
การทดสอบ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) test 

หลักการพื้นฐานของเทคนิค ELISA คือการใชเอนไซมสําหรับการตรวจสอบการจับ
กันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี เอนไซมจะเปลี่ยนสับสเตรต (chromagen) ที่ไมมีสีให
เปลี่ยนสี ซ่ึงบงชี้ถึงการปรากฏของการจับกันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี เทคนิค ELISA 
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สามารถใชสําหรับการตรวจหาการปรากฏของแอนติเจน หรือแอนติบอดีในตัวอยางก็ได (Ma 
et al., 2006) 

หองปฏิบัติการที่มีความจําเปนตองตรวจคัดกรองตัวอยางซีรัมจํานวนมาก วิธี ELISA 
เปนเทคนิคที่ชวยในการทํางานไดมาก โดยเฉพาะอยางยิ่ง กรณีที่ตัวอยางสวนใหญใหผลเปน
ลบ เชน การทดสอบเพื่อยืนยัน และรักษาสถานภาพปลอดโรคที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ 
(Adair et al., 1990) การทดสอบดวยวิธี ELISA เร่ิมมีการพัฒนามาตั้งแตชวงทศวรรษที่ 1960 
แตใชกันอยางแพรหลายมากนับตั้งแตป ค.ศ. 1970 หลังจากที่ Engvall และ Perlman พัฒนาขึ้น
มาใชในการตรวจปริมาณ IgG สําหรับใชในการวิจัยทางการแพทย (Thayer, 1997) ปจจบุัน 
หองปฏิบัติการวินิจฉัยโรคที่มีกิจกรรมการสํารวจโรคทางซีรัมวิทยา มักใชชุดทดสอบสําเร็จรูป
ที่นําเขาจากตางประเทศ สําหรับการตรวจสอบแอนติบอดีตอนิวคลีโอโปรตีนโดยอาศัยเทคนิค 
Indirect ELISA (Suarez and Cherry, 2000) 
 
การทดสอบ Haemagglutination inhibition (HI) test 
 สมาชิกของไวรัสในวงศ Coronaviridae มีความสามารถในการจับกลุมตกตะกอนเม็ด
เลือดแดงแตกตางกันมาก (Ruano et al., 2000) แมวา ไวรัสใน group II จะมีความสามารถใน
การจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไดดี แต group I หรือ III (ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ) ไม
มีคุณสมบัตินี้ มีงานวิจัยมากมายกอนหนานี้ พยายามศึกษาไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอการจบั
กลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง โดยมีรายงานการบําบัด (treat) ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอให
เกิดการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดงครั้งแรก ดวยเอนไซมทริปซินกับไวรัสสายพันธุ 
Massachusetts แตไมสามารถนํามาใชยับยั้งปฏิกิริยาดวยซีรัมที่มีภูมิคุมกันได (Corbo et al., 
1959) ตอมามรีายงานวา การเตรียมไวรัสใหบริสุทธิ์ดวยวิธี sucrose gradient สามารถเหนี่ยวนาํ
ไวรัสสายพันธุ Connecticut ใหเกิดปฏิกิริยาการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดงได (Bingham 
et al., 1975) นอกจากนี้ ยังมีรายงานการใชเอนไซม phospholipase C ซ่ึงมีจําหนายในเชิง
พาณิชยอีกดวย (King, 1984) อยางไรก็ตาม ปฏิกิริยาที่ไดก็ไมสามารถยบัยั้งดวยซีรัมที่มีความ
เฉพาะตอไวรัส เอนไซมนี้ เมื่อนํามาบําบัดไวรัสแลว ก็ใหผลเหนี่ยวนําปฏิกิริยาการจับกลุม
ตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไดไมแนนอน เชื่อวานาจะเปนผลมาจากการกําจัดเอนไซมอ่ืนๆ ใน
ขั้นตอนการเตรียมเอนไซม phospholipase C ตอมาจึงมกีารใชเอนไซมนิวรามินิเดส เพื่อกําจัด
กรดกรดไซลิกจากไกลโคโปรตีนชนิด spike บริเวณเปลือกของไวรัส และเหนี่ยวนําใหเกิดการ
จับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (Ruano et al., 2000) โดยไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอจะใช α 
2, 3-linked N-acetylneuraminic acid เปน receptor determinant สําหรับการจับกับเม็ดเลือด
แดง เอนไซมนิวรามินิเดสจะมีความสามารถในการจับกับ α2, 3-linked N-acetylneuraminic 
acid สูง (high affinity) และกําจัดกรดไซลิกบริเวณผิวของไวรัส เหนี่ยวนําใหเกิดปฏิกิริยาจับ
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กลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง เพื่อใหจับกับกรดไซลิกที่ผิวเม็ดเลือดแดงได งานวิจัยสวนใหญ
นิยมใชไวรัสที่ผานขั้นตอนการเตรียมไวรัสใหเขมขนดวยเครื่องอัลตราเซนตริฟวจ อยางไรก็
ตาม King (1984) พบวา การทําใหไวรัสตกตะกอนดวยสารโพลีเอธิลลีนไกลคอล 
(polyethylene glycol precipitation) เปนวิธีทางเลือกอีกวิธีหนึ่งที่สามารถใชเตรียมไวรัสได 
นอกจากนี้ ขั้นตอนการทําใหไวรัสหมดฤทธิ์ก็มีบทบาทสําคัญตอปริมาณ HA titer ที่ไดเชนกัน 
การใชเบตาโปรปริโอแลกโตนที่ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ไมมีผลตอ HA titer แตในทาง
ตรงกันขาม การใชฟอรมาลินที่ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นตกลับมีผลตอการลดลงของ HA titer 
อยางมาก  
 ปฏิกิริยาการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง คือ การทดสอบ neutralization test 
โดยอาศัยการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง หลักการของวิธีการนี้เปนการเจือจางแอนติบอดี
เฉพาะในซีรัมของสัตวปกที่สามารถยับยั้งการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง (Cross, 
2002) ซ่ึงถูกเหนี่ยวนําโดยโปรตีน S1 spike โดยทั่วไปการทดสอบ HI สามารถตรวจ
แอนติบอดีไดคร้ังแรกระหวาง 1-2 สัปดาหภายหลังการติดเชื้อ (De Wit, 2000) การทดสอบ HI 
เปนที่นิยมเพิ่มขึ้น เนื่องจากใหผลการทดสอบที่รวดเร็วและงาย นอกจากนี้ ยังสามารถนํามาใช
สําหรับการศึกษาความสัมพันธทางสมบัติของแอนติเจนไดดวย เนื่องจาก ไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอ มีความหลากหลายของสายพันธุ (Lashgari and Newman, 1983) Holmes และ 
Finney (1985) พบวา ภายหลังการใหวัคซีนปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอ สายพันธุ H120 
แลวไมสามารถตรวจสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกันได อาจเปนผลมาจากการใชแอนติเจน
ชนิด heterologous antigen สําหรับการทดสอบ HI แตหากใชแอนติเจนชนิด homologous 
antigen ก็จะสามารถตรวจสอบแอนติบอดีไดดี และแมนยํากวา แมจะเปนการใหวัคซีนปองกัน
โรคหลอดลมอักเสบชนิดเชื้อเปนครั้งแรกเทาน้ัน การเก็บตัวอยางสําหรับการทดสอบ HI 
สามารถทําใหงายขึ้นไดโดยใชกระดาษกรองสําหรับเก็บเลือด (Saravanan et al., 2006) ชนิด
ของแอนติเจนที่นิยมนํามาเตรียมเปนแอนติเจนสําหรับการทดสอบ HI ตามลําดับ (King, 1988) 

1. ซีโรไทป Massachusetts เชน Mass 41, H52 
2. ซีโรไทป Connecticut เชน Conn 46 
3. ซีโรไทป Arkansas เชน Ark 99 
4. ซีโรไทป JMK แต King (1984) พบวา น้ําไขขาวที่ไดจากเชื้อไวรัสซีโรไทป JMK 

จะมี infectivity titers ที่ต่ํากวา และใหปริมาณ HA titers ที่นอยกวาสายพันธุอ่ืนๆ    
 
 
 



 15

อุปกรณ และวิธีการ 
ในการวิจัยครั้งนี้ แบงการทดลองออกเปน 3 การทดลอง ไดแก  

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

การศึกษาคุณสมบัติของไวรัส สําหรับการเตรียมแอนติเจน 
1. การเตรียมไวรัส 

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

2.) ละลายวัคซีน แลวฉีดเขาไขไกฟกอายุ 9-11 วัน ผานทาง Allantoic cavity  
3.) เก็บไขไกฟกที่ฉีดเชื้อไวรัสแลวในตูฟกไข อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
4.) ตรวจสอบอัตราการตายของตัวออนไขไกฟก ภายหลังการฉีดเชื้อทุก 24 ชั่วโมง 

เปนเวลา 120 ชั่วโมง   
5.) เมื่อครบเวลา 120 ชั่วโมง เก็บไขฟกในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-

4 ชั่วโมง 
6.) นําไขไกฟกออกจากตูเย็น และเก็บ Allantoic fluid (AF) จากไขไกฟก จากนั้น

ตรวจสอบตัวออนไขไกฟกที่ไดจากการฉีดเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ เปรียบเทียบกับตัวออนไข
ไกฟกปรกติที่ไมไดรับการฉีดเชื้อ 

 
2. การยืนยันการติดเชื้อไวรัส IBV ดวยวิธี RT-PCR 

1.) นํา AF ของไวรัสสายพันธุตางๆ ที่เตรียมจาก ขอ 1. มาแยก RNA โดยใชชุดสกัด 
Viral RNA Extraction (Real GenomicTM, Real Biotech Corporation, Taiwan)  

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

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

4.) นําผลผลิตจากปฏิกิริยา one step RT-PCR 8 ไมโครลิตร ผสมกับ 6X loading dye 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นนํามาแยกขนาดผลผลิตดวย 1.0% agarose gel electrophoresis 
ใน 0.5X TBE ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เวลา 40 นาที จากนั้นนํามายอมดวย ethidium 
bromide 0.5 µg/ml ซ่ึงผลผลิตที่ไดจาก IBV มีขนาด 1,720 คูเบส (bp) 

 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ ELISA 
1. การเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ 
 1.) เตรียมและตกตะกอนไวรัส IB สายพันธุ H120 ที่ผานการยืนยันวาไดรับการติดเชื้อ 
IBV ดวยวิธี RT-PCR โดยการปนเหวี่ยงดวยเครื่อง ultracentrifuge ความเร็วรอบ 31,500 รอบ/
นาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
 2.) ละลายไวรัสใน HEPES buffer pH 6.5 แลวทําการปนแยกไวรัสใหบริสุทธิ์โดยใช
หลักการ sucrose gradient (Anonymous, 2005a) ที่ความเขมขน 50, 45, 40, 30 และ 20 
เปอรเซ็นต โดยเครื่อง ultracentrifuge แบบ swing rotor ที่ความเร็วรอบ 25,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นใช pipette ดึงสวนทึบแสงแยกใสใน 1.5 micro centrifuge tube และ
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
2. การหาความเขมขนของโปรตีน 
 1.)  นําสารละลายแอนติเจนบริสุทธิ์ ที่ไดจากการปนไวรัสใหบริสุทธิ์ มาวัดความ
เขมขนของโปรตีน โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 1.5, 1.0, 0.8, 0.6 และ 
0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยชุดทดสอบ Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, 
Inc.)  จากนั้นนําไปอานคาการดูดกลืนแสง ดวยความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

2.) นําคา O.D. ที่ไดจากการอานคาการดูดกลืนแสงของสารละลายแอนติเจนบริสุทธ์ิ 
และโปรตีนมาตรฐานความเขมขนตางๆ มาสรางกราฟ  

3.) คํานวณหาความเขมขนของแอนติเจนบริสุทธิ์เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 
โดยแทนคาในสมการเสนตรงแบบกําหนดความชัน และระยะตัด สมการ y = mx + c  
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กําหนดให  m = ความชันซึ่งเปนคาคงที่ (0.1901)  
C = คาคงตัวซ่ึงเทากับระยะที่กราฟตัดแกน y (0.0563) 
y = คา O.D. ที่อานได 
x = ความเขมขนของโปรตีนที่ตองการหาคา 

3. การหาความเขมขนของแอนติเจนท่ีเหมาะสมเพื่อใชในการเตรียมเพลท ELISA   
 ทําการเคลือบเพลท ELISA ดวย แอนติเจนบริสุทธิ์ ความเขมขน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม แลวนํามาทดสอบกับซีรัมควบคุม
ผลบวกตอเชื้อไวรัส IBV ที่ผลิตเชิงการคา (Biocheck, Holland) ความเจือจางระดับ 1: 50, 1: 
100, 1: 200 และ 1: 400 ดวยวิธี ELISA ที่พัฒนาขึ้น เพื่อหาความเขมขนของโปรตีนที่
เหมาะสมในการแยกความแตกตางของซีรัมที่เจือจางในระดับตางๆ และเลือกใชเปนความ
เขมขนในการทดลองตอไป 
4. การทดสอบความสามารถในการตรวจซ้ําได (reproducibility test) 
 เคลือบเพลท ELISA ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ตามความเขมขนที่เหมาะสม ซ่ึงเลือกจาก
ขอ 3. ทดสอบกับตัวอยางซีรัมที่เจือจางในระดับตางๆ ดังนี้ 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 
1: 800 อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 
5. การทดสอบความเฉพาะของวิธีการทดสอบ (specificity test) 

เคลือบเพลท ELISA ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ตามความเขมขนที่เหมาะสมจากขอ 3. 
นํามาทดสอบกับตัวอยางซีรัมควบคุมผลบวกที่ผลิตเชิงการคา (Synbiotics Corporation, San 
Dieco, USA) ซ่ึงเปนซีรัมที่ไมไดระบุสายพันธุของไวรัส ดังนี้ Newcastle Disease Virus 
(NDV), Avian Influenza Virus (AIV), Infectious Bronchitis Virus (IBV), Infectious Bursal 
Disease Virus (IBD), Reovirus (REO) และตัวอยางควบคุมผลลบ (normal control serum, 
Synbiotics Corporation, San Dieco, USA)  อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 
6. การทดสอบซีรัมจากลูกไกท่ีมีระดับแอนติบอดีจากแมท่ีลดลง 
 นําลูกไกเนื้อที่มาจากแมไกซ่ึงไดทําวัคซีน IB H120 อายุ 1 วัน ทําการเจาะเลือด และ
นํามาทดสอบ ELISA และเก็บขอมูล จากนั้นทําการเจาะเลือดมาทดสอบ ELISA อีกครั้งเมื่อ
ครบอายุ 5, 7, 9, 14 และ 21วัน และทําการเปรียบเทียบระดับภูมิคุมกันไกเนื้อที่อายุตางๆ     
7. การเปรียบเทียบชุดทดสอบ ELISA ท่ีพัฒนาขึ้นกับชุดทดสอบทางการคา 
 ทดสอบ ELISA ดวยวิธีที่พัฒนาขึ้นเองกับซีรัมตอเชื้อไวรัส IB จํานวน 10 ตัวอยาง  
และใชซีรัมชุดเดียวกันทดสอบ ELISA กับชุดทดสอบเชิงการคา แลวทําการเปรียบเทียบคา 
O.D. ที่ไดจากการทดสอบทั้งสองครั้ง  
8. การทดสอบซีรัมจากตัวอยางในฟารม 

การทดลองเคลือบเพลท ELISA ดวย purified antigen 2.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ทดสอบกับตัวอยางซีรัมไก 4 ฝูง ฝูงละ 20 ตัวอยาง รวมซีรัมจํานวน 80 ตัวอยาง จากฟารมไก
พันธุสุขภาพปรกติ มีประวัติการใหวัคซีนเชื้อเปน และเชื้อตายตอเชื้อไวรัส IBV หลายครัง้จนมี
ระดับแอนติบอดีสูง เปรียบเทียบกับชุดทดสอบทางการคา   อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโน
เมตร 
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การพัฒนาวิธี HI  
1. การเตรียมไวรัสเขมขน 
 1.) นําไวรัส สายพันธ 4/91, H120, MA5 และสายพันธุ Nephro pathogenic ที่ผานการ
ยืนยันวาไดรับการติดเชื้อ IBV ดวยวิธี RT-PCR มาปนเหวี่ยงดวยเครื่อง ultracentrifuge 
ความเร็วรอบ 31,500 รอบ/นาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

2.) ละลายตะกอนไวรัสดวย HEPES buffer pH 6.5 อัตราสวน สารละลายไวรัส 100 
มิลลิลิตร ตอ buffer 1 มิลลิลิตร  

3.) นําสารละลายไวรัส จาก ขอ 2 ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที แลวเก็บแอนติเจนเฉพาะสวนใสไวที่ – 20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการบําบัดตอไป 
2. การคัดเลือกเอนไซมเพื่อใชในการบําบัดแอนติเจน 

1.) นําแอนติเจนแตละสายพันธุที่เก็บไวอุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส มาละลาย แลว
แบงออกเปน 2 สวน (สวนที่ 1 เพื่อบําบัดดวย neuraminidase และสวนที่ 2 บําบัดดวย 
phospholipase c type I) 

2.) เติมเอนไซม neuraminidase (Sigma-aldrich, Inc., St. Louis, USA) ความเขมขน 
2.0 หนวยตอมิลลิลิตร ลงในแอนติเจนที่เตรียมไวสวนที่ 1 ตามปริมาตรแอนติเจน 1 สวน ตอ
เอนไซม 1 สวน แลวผสมใหเขากัน 

3.) เติมเอนไซม phospholipase c type I ความเขมขน 2.0 หนวยตอมิลลิลิตร ลงใน
แอนติเจนสวนที่ 2 ตามปริมาตรแอนติเจน 1 สวน ตอเอนไซม 1 สวน ผสมใหเขากัน 

4.) นําไปบมในตูบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาทุก 30 นาที นํามาผสม
ใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer จนครบ 2 ชั่วโมง 

5.) เก็บแอนติเจนที่บําบัดดวยเอนไซมทั้งสองชนิดแลว ไวที่อุณหภูมิ 4-8 องศา
เซลเซียสขามคืน กอนนํามาทดสอบการจับกลุมตกตะกอนกับเม็ดเลือดแดง 

6.) นําแอนติเจนที่ผานการบําบัดดวยเอนไซมทั้งสองชนิด ทดสอบการจับกลุม
ตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (HA Test) 

7.) เปรียบเทียบความสามารถของเอนไซมที่ทําใหเกิดการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือด
แดง (HA) และเลือกเอนไซมที่ทําใหเกิด HA titer สูงที่สุด 
3. การคัดเลือกแอนติเจนท่ีใชในการทดลอง 
 1.) นําแอนติเจนแตละสายพันธุที่ผานการบําบัดดวยเอนไซม ไปทดสอบ HA 
 2.) ปรับความเขมขนของแอนติเจนใหได 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร แลวนํามา
ทดสอบการยับยั้งการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (HI) กับซีรัมควบคุมบวกตอ IBV 
(Biocheck, Holland) จํานวน 10 ตัวอยาง ซ่ึงไมไดระบุเสตรนของไวรัส 

3.) เปรยีบเทียบการทําปฏิกิริยาของแอนติเจนตอซีรัมที่ใชในการทดสอบ  
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4.) เลือกใชแอนติเจนที่สามารถถูกยับยั้งการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไดดีที่สุด เพื่อใช
ในการทดสอบ คร้ังตอไป    
4. การทดสอบปฏิกิริยา HI กับตัวอยางซีรัมในฟารม 

1.) เตรียมและทําการตกตะกอนไวรัสสายพันธุที่เหมาะสม จากนั้นทําการบําบัด
แอนติเจนดวยเอนไซม 
 2.) ทําการทดสอบ HA และปรับความเขมขนของแอนติเจนใหได 4 HA unit ตอ 25 
ไมโครลิตร  
 3.) นําแอนติเจนความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร ทําการทดสอบ HI กับ
ตัวอยางซีรัมไก 4 ฝูง ฝูงละ 20 ตัวอยาง รวมซีรัมจํานวน 80 ตัวอยาง (ซีรัมชุดเดียวกับที่
ทดสอบ ELISA) 
 4.) บันทึกระดับ HI titer และหาคาเฉลี่ยในแตละฝูง 
5. การเปรียบเทียบผลการทดสอบดวยวิธี ELISA และ HI 
 นําผลการทดสอบ ELISA จากวิธีที่พัฒนาขึ้นเอง กับวิธีการทดสอบ HI มาเปรียบเทียบ 
และวิเคราะหผล 
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 ผลการทดลอง 
 
การศึกษาคุณสมบัติของไวรัส สําหรับการเตรียมแอนติเจน 
1. การศึกษาคุณสมบัติของไวรัส 

 การศึกษาคุณสมบัติของไวรัสจากวัคซีน เพื่อใชสําหรับการเตรียมแอนติเจนในการ
ทดสอบดวยเทคนิค HI และ ELISA สําหรับประกอบการพิจาณาเลือกใชชนิดของสายพันธุ
ไวรัสที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมแอนติเจน เนื่องจากไวรัสบางสายพันธุอาจมีความรุนแรง 
สงผลใหตัวออนตายอยางรวดเร็ว และไดปริมาณของแอนติเจนคอนขางนอย ดังนั้น ผูวิจัยจึง
ทําการทดลองศึกษาคุณสมบัติของไวรัสสายพันธุตางๆ ตอการตายของตัวออนไก และสังเกต
ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของตัวออนไก เพื่อยืนยันการติดเชื้อไวรัสภายหลังการฉีดเชื้อ ผลการ
ทดลอง พบวา ไวรัสจากวัคซีน IB H120 มีอัตราการตายของตัวออนสูงที่สุด คือ 50% รองลงมา
คือ IB Nephropathogenic strain, MA-5 และ 4/91 ซ่ึงมีอัตราการตายของตัวออนไขไกฟกเปน 
20, 13 และ 3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังตารางที่ 1 และการสังเกตลักษณะการเปลี่ยนแปลงของ
ตัวออนเมื่อครบ 120 ชั่วโมง ภายหลังการฉีดเชื้อ เพื่อยืนยันการติดเชื้อไวรัสพบวา ตวัออนไข
ไกฟกมีลักษณะแคระ แกรน และขดมวนตัวแนน แตกตางจากตัวออนไขไกฟกปรกติ ที่ไมได
รับการฉีดเชื้อไวรัส และใชเปนตัวออนควบคุมผลลบดังภาพที่ 2 เมื่อผาพิสูจนรอยโรคจาก
อวัยวะภายในพบวา ตับของตัวออนไขไกฟกมลัีกษณะเปนสีเหลือง และมีจุดเลือดออกดังภาพ
ที่ 3 ซ่ึงตางจากตัวออนควบคุมผลลบที่ตับมีสีน้ําตาล ไมมีจุดเลือดออก 
 
ตารางที่ 1 อัตราการตายของตัวออนไขฟกภายหลังการฉีดเชื้อไวรัสจากวัคซีนสายพนัธุตางๆ 
 

จํานวนไขตาย (ฟอง)  วันที่ 
H120 Ma-5 4/91 Nephro pathogenic strain 

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

รวม 15/30 4/30 1/30 6/30 
% 50 % 13 % 3 % 20 % 
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ภาพที่ 2 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงที่สําคัญของตัวออน ภายหลังการฉีดเชื้อไวรัส สังเกต
ลักษณะแคระแกรน และการมวนตัวของตัวออน เมื่อเปรียบเทียบกับตวัออนดานขวามือ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
ภาพที่ 3 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงอวัยวะภายในที่สําคัญของตัวออน ภายหลังการฉีดเชื้อไวรัส 
สังเกตลักษณะตับเปลี่ยนเปนสีเหลือง และมีจุดเลือดออก 
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2. การยืนยันการติดเชื้อ IBV ดวยปฏิกิริยา RT-PCR  
การยืนยันการติดเชื้อ IBV ดวยปฏิกิริยา RT-PCR เพื่อการยืนยันการติดเชื้อไวรัส

เพิ่มเติมจากการสังเกตลักษณะตัวออน เนื่องจากลักษณะการแคระแกรน และขดมวนตัวของตวั
ออน สามารถเกิดไดจากหลายปจจัย และวิธี RT-PCR เปนวิธีที่ไดรับการยอมรับวาเปนวิธีที่มี
ความจําเพาะ แมนยํา และใหผลการทดสอบที่รวดเร็ว ซ่ึงจากการนํา AF ที่ไดจากการฉีด
สารละลายวัคซีน 4 ชนิด ลงในไขไกฟก มาทําการยืนยันการติดเชื้อไวรัส IBV ดวยวิธี RT-
PCR พบวา AF ทั้ง 4 ชนิด ใหผลผลิตที่จําเพาะตอปฏิกิริยาเทากับ 1,720 คูเบส ตรงกับ Positive 
control ดังภาพที่ 4 ดังนั้นจึงยืนยันไดวา AF ที่นํามาทดลองทั้ง 4 ตัวอยางไดรับการติดเชื้อ
ไวรัส IBV  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 ผลการยืนยันการติดเชื้อ IBV ดวยปฏิกิริยา RT-PCR เมื่อนําผลผลิตมาแยกใน 1% 
agarose gel electrophoresis ชองที่ 1 = 1kb DNA Ladder, 2 = AF จาก IB 4/91, 3 = AF จาก IB 
H120, 4 = AF จาก IB MA-5, 5 = IB Nephro pathogenic, 6 = Positive control, 7 = Negative 
Control   
 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ ELISA 
1. การเตรียมเชื้อไวรัสบริสทุธ์ิ  

หลังจากเตรยีมไวรัสใหบรสุิทธิ์ดวยวิธี Sucrose gradient แลว จะไดแอนตเิจนที่
บริสุทธิ์ 2 แถบเปนเชื้อไวรัสบริสุทธิ์สวน A และ B 

 

 1         2        3        4        5         6        7 

1,720 bp 
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ภาพที่ 5 การเตรียมเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ สังเกตแถบไวรัสเปนสีขาวขุนบาง (สวน A) และหนา 
(สวน B) 
 
2. การหาความเขมขนโปรตนี 

การหาความเขมขนของเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ทั้งสองสวนจากผลการคํานวณคาการ
ดูดกลืนแสง (OD) เปรียบเทียบกับ OD ของโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 1.5, 1.0, 0.8, 0.6 
และ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยชุดทดสอบ Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad 
Laboratories, Inc.)  ซ่ึงใหผลดังตารางที่ 2 จากนั้นนําคาที่ไดมาสรางกราฟ และคํานวณหา
ความเขมขนของโปรตีน โดยแทนคาในสมการเสนตรงแบบกําหนดความชัน และระยะตัด y = 
mx + c ซ่ึงพบวา เชื้อไวรัสบริสุทธ์ิ สวน A มีความเขมขน 598 µg/ml และสวน B มีความ
เขมขน 1,290 µg/ml 
 
ตารางที่ 2 คาการดูดกลืนแสง (OD) จากการทดสอบดวยชดุ Bio-Rad DC Protein Assay 

ตัวอยาง คา OD ความเขมขนของโปรตีน 
1 0.333 1.5 mg/ml 
2 0.266 1.0 mg/ml 
3 0.209 0.8 mg/ml 
4 0.157 0.6 mg/ml 
5 0.134 0.4 mg/ml 

สวน A 0.170 0.598 mg/ml 
สวน B  0.301 1.29 mg/ml 

 

A

B
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แผนภูมิที่ 1 กราฟมาตรฐานสําหรับการคํานวณความเขมขนโปรตีน 
 
การความเขมขนของแอนติเจนเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน สมการ y = mx + c 
กําหนดให  m = ความชันซึ่งเปนคาคงที่ (0.1901) 

 C = คาคงตัวซ่ึงเทากับระยะที่กราฟตัดแกน y (0.0563) 
 y = คา OD ที่อานได 
 x = ความเขมขนของโปรตีนที่ตองการหาคา 

สวน A  มีความเขมขน  = (0.170-0.0563)/0.1901  = 0.598 mg/ml หรือ 598 µg/ml 
สวน B มีความเขมขน  = 0.301-0.0563/0.1901   = 1.29 mg/ml หรือ 1,290 µg/ml 
                     
3. การหาความเขมขนของแอนติเจนท่ีเหมาะสมเพื่อใชในการเตรียมเพลท ELISA   

การเคลือบเพลต ELISA ที่ความเขมขนของโปรตีน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตรใน 0.05 M carbonates-bicarbonate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุมกับซีรัม
อางอิงผลลบ (Negative serum) และซีรัมอางอิงผลบวกที่ความเจือจางระดับ 1:50, 1:100, 1:200 
และ 1:400 ตามลําดับ พบวา การใชโปรตีนที่ระดับความเขมขน 2.0 ไมโครกรัมก็เพียงพอที่จะ
สามารถสังเกตความแตกตางระหวางซีรัมอางอิงผลลบ และซีรัมอางอิงผลบวกที่ความเจือจาง
ระดับตางๆไดดังตารางที่ 3 และแผนภูมิที่ 2 
 

Protein Assays
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ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบคา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA ระหวางการเคลือบเพลทดวย
โปรตีนของไวรัส IB สายพันธุ H120 ความเขมขน 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 
 

ตัวอยาง/ความเขมขนโปรตีน 1.0 µg 2.0 µg 4.0 µg 8.0 µg 
Negative Serum 0.087 0.074 0.116 0.151 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภูมิที ่2 การเปรียบเทียบความแตกตางคา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA ระหวางการ
เคลือบเพลทดวยโปรตีนของไวรัส IB สายพันธุ H120 ความเขมขน 1.0 ( ), 2.0 ( ), 
4.0 ( ) และ 8.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ( ) กับซีรัมเจือจางระดับ 1: 50, 1: 100, 1: 
200 และ 1: 400 
 
4. การทดสอบความสามารถในการตรวจซ้ําได (Reproducibility test) 
 การเคลือบเพลท ELISA ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ความเขมขน 2.0 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร กับตัวอยางซีรัมที่เจือจางในระดับ 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 1: 800 จํานวน 3 
ชุด แลวอานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร บันทึกคา OD แลวทําซํ้าอีกรวมทั้งหมด
จํานวน 3 คร้ัง เพื่อทดสอบความสามารถในการตรวจซ้ําได โดยประเมินจากความแตกตางของ

คา OD 

ความเจือจางของซีรัม 
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คา OD ที่วัดไดในแตละครั้ง (ตารางที่ 4) นําขอมูลที่ไดสรางแผนภูมิเพื่อแสดงความแตกตางที่
ชัดเจน ดังแผนภูมิที่ 3 แลวนําขอมูลการทดลอง 3 ครั้ง มาทําการวิเคราะหความแปรปรวนทาง
สถิติ ดวยโปรแกรม SPSS เวอรชัน 15.0 พบวา การทดสอบทั้ง 3 ครั้งใหคาความเขมแสงไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
                       
ตารางที่ 4 คา OD ที่ไดจากการทดสอบ ELISA จํานวน 3 คร้ัง  

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

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
แผนภูมิที่ 3 แสดงคา OD ELISA ชุดทดสอบที่เคลือบเพลท ELISA ดวย แอนตเิจนบริสุทธิ์
ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คร้ังที่ 1( ) คร้ังที่ 2 ( ) และครั้งที ่3 ( ) ที่ลําดับความ
เจือจาง 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 1: 800 
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5. การทดสอบความเฉพาะของวิธีการทดสอบ (Specificity test) 
การเคลือบเพลต ELISA ดวยแอนติเจนบริสุทธิ์ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

แลวทดสอบ ELISA กับตัวอยางซีรัม Newcastle Disease Virus (NDV), Avian Influenza Virus 
(AIV), Infectious Bronchitis Virus (IBV), Infectious Bursal Disease Virus (IBD), Reovirus 
(REO) และตัวอยางควบคุมผลลบ   อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ผลการทดลอง
พบวา IBV ใหคา OD สูงที่สุด สวนแอนติเจนจากเชื้ออ่ืนๆ ใหคาใกลเคียงกบัตัวอยางควบคุม
ผลลบ ดังตารางที่ 5 และแผนภาพที่ 4 แสดงใหเห็นวาทดสอบที่พัฒนาขึ้นมีความจําเพาะตอเชือ้ 
IBV  
 
ตารางที่ 5 แสดงคา OD จากการทดสอบ ELISA ตอเชื้อตางๆ และตัวอยางควบคุมผลลบ  

ซีรัมอางอิงตอไวรัสชนดิตางๆ คาเฉล่ียความเขมแสง 
NDV 0.164 + 0.017 
AIV 0.187 + 0.086 
IBV 0.527 + 0.048 
 IBD 0.204 + 0.054 
REO 0.198 + 0.037 

ซีรัมควบคุมผลลบ 0.131 + 0.030 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภูมิที่ 4 แสดงความแตกตางของคา OD จากการทดสอบ IBV ELISAที่พัฒนาขึ้นตอเชื้อ
ตางๆ และตัวอยางควบคุมผลลบ 
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6. การทดสอบซีรัมจากลูกไกท่ีมีระดับแอนติบอดีจากแมลดลงแนนอน 
เมื่อเจาะเลือดลูกไกจํานวน 10 ตัวที่มาจากแมไกที่มีระดับแอนติบอดีสูงจากการให

วัคซีนในฟารมไกพันธุ ตามปรกติระดับภูมิคุมกันจากแมจะลดลงตามลําดับ นํามาทดสอบ 
ELISA และเก็บขอมูลที่อายุ 5, 7, 9, 14 และ 21 วัน แลวเปรียบเทียบคา OD ที่ไดจากการ
ทดลอง ซ่ึงคา OD ที่ไดจากการทดลองดังกลาวแสดงไวใน ตารางที่ 6 พบวา ผลจากการ
ทดสอบ ELISA จากซีรัมลูกไกอายุ 1, 5, 7, 9, 14 และ 21วัน ใหคา OD ลดลงตามลําดับตาม
แผนภูมิที่ 5 

 
ตารางที่ 6 คา OD จากการทดสอบ IBV ELISA ที่พัฒนาขึ้นกับซีรัมลูกไก 10 ตัว ที่อายุตางๆ 

อายุไก คาเฉล่ียความเขมแสง 
1 วัน 0.291 + 0.156 
5 วัน 0.147 + 0.069 
7 วัน 0.146 + 0.071 
9 วัน 0.104 + 0.026 

14 วัน 0.092 + 0.020 
21 วัน 0.095 + 0.024 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภูมิที่ 5 การลดลงของคา OD จากการทดสอบ IBV ELISA ในซีรัมจากลูกไกที่มีระดับ
แอนติบอดจีากแม 
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7. การเปรียบเทียบชุดทดสอบ ELISA ท่ีพัฒนาขึน้กับชดุทดสอบเชิงการคา 
การทดสอบ ELISA ดวยวิธีที่พัฒนาขึ้นเอง โดยเคลือบเพลตดวยแอนติเจนบริสุทธิ์

ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับซีรัมที่ระดับความเจือจาง 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 
400 และ 1: 800 โดยใชซีรัมความเจือจางละ 10 ตัวอยาง และทดสอบ ELISA ดวยชุดทดสอบ
เชิงการคา ที่ระดับความเจือจาง 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 1: 800 โดยใชซีรัมความเจือ
จางละ 10 ตัวอยางเชนเดียวกัน แลวทําการเปรียบเทียบคาเฉล่ีย O.D. ที่ไดจากการทดสอบทั้ง
สองครั้ง พบวา ชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นเองมีลักษณะการลดลงของคาเฉลี่ย O.D. ตามความเจือ
จางเปนไปในทางเดียวกันกับชุดทดสอบเชิงพาณิชย 
ตารางท่ี 7 ความสัมพันธระหวางผลการทดสอบดวยชุด ELISA ที่พัฒนาขึ้นเอง และชุด
ทดสอบเชิงการคา  

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
แผนภูมิที่ 6 คา OD ELISA ระหวางการทดสอบดวยชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นเอง และชุดทดสอบ
เชิงพาณิชย และกับซีรัมที่ระดับความเจือจาง 1: 50, 1: 100, 1: 200, 1: 400 และ 1: 800 
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8. การทดสอบซีรัมจากตัวอยางในฟารม 
การทดสอบ ELISA ดวยวิธีที่พัฒนาขึ้นเอง โดยเคลือบเพลตดวยแอนติเจนบริสุทธิ์

ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับตัวอยางซีรัม จํานวน 80 ตัวอยาง เปรียบเทียบกับชุด
ทดสอบเชิงพาณิชย   อานผลที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภูมิที่ 7 เปรียบเทียบคา OD ชุดทดสอบ ELISA ที่เคลือบเพลทดวยแอนติเจนบรสุิทธิ์ 2 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับชุดทดสอบเชิงพาณิชย (Bio Chek) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6 ชุดทดสอบ ELISA ที่พัฒนาขึ้นใชเองจากการทดลองครั้งนี้ 
 
 



 31

การพัฒนาวิธีการทดสอบ HI 
1. การเตรียมไวรัสเขมขน 

จากการนําสารละลายไวรัสปนเหวี่ยงดวยเครื่อง ultracentrifuge ความเร็วรอบ 31,500 
รอบตอนาที จากนั้นละลายตะกอนแลวปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที เพื่อตกตะกอน แลวนํา
แอนติเจนสวนใสที่เปนสารละลายไวรัสเขมขนไปบําบัดดวยเอนไซม โดยไมผานขั้นตอนการ
ทําไวรัสใหบริสุทธิ์ดวยวิธี Sucrose gradient แตพบวาสารละลายไวรัสเขมขนที่ผานการบําบัด
ดวยเอนไซมทั้ง 2 ชนิดสามารถทําใหเกิดปฏิกิริยา HA ได  
2. การคัดเลือกเอนไซมเพื่อใชในการบําบัดแอนติเจน 

เมื่อบําบัดแอนติเจนสายพันธุตางๆ ดวยเอนไซม neuraminidase และ phospholipase C 
type I แลวนําแอนติเจนที่ไดทดสอบการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง เพื่อเปรียบเทียบ
ความสามารถของเอนไซมทั้งสองชนิดในการทําใหเกิดการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง 
และเลือกใชเอนไซมที่ทําใหเกิดการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดงระดับความเจือจางสูงที่สุด
ในการทดลองตอไป ผลการทดลองพบวาเอนไซมทั้งสองชนิดมีความสามารถในการบําบัด
แอนติเจนไดไมตางกัน นั่นคือทําใหแอนติเจนสายพันธุ 4/91, H120 และ MA5 มีระดับ HA 
titer เทากับ 32 HA unit ซ่ึงวัดดวยวิธี HA เทานั้น เพราะเราตองการเหนี่ยวนําใหเชื้อมี 
Haemagglutination activity ซ่ึงไดคาเทากันคือ 32 และทําใหแอนติเจนสายพันธุ 
Nephropathogenic มีระดับ HA titer เทากับ 4 HA unit ดังภาพที่ 4 ซ่ึงแตกตางจากกอนนําไป
บําบัดดวยเอนไซมทั้งสองชนิด พบวาแอนติเจนทั้ง 4 ไมสามารถเกิดการจบักลุมตกตะกอนกับ
เม็ดเลือดแดงได และเมื่อพิจารณาทางดานราคา และจํานวนของเอกสารอางอิงถึงวิธีการ
ทดสอบ พบวาเอนไซม phospholipase C มีราคาที่ต่ํากวา และพบเอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ
มากกวาเอนไซม neuraminidase ดังนั้น การทดลองครั้งนี้จึงเลือกใชเอนไซม phospholipase C 
ในการบําบัดแอนติเจน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 7 ผลการทดสอบ HA จากแอนติเจนที่ผานการบําบัดดวยเอนไซม phospholipase C และ
neuraminidase  
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3. การคัดเลือกแอนติเจน สําหรับใชในการทดลอง 
 นําแอนติเจนสายพันธุตางๆ บําบัดดวยเอนไซม phospholipase C แลวทําการทดสอบ
การยับยั้งการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (HI) แบบ 25 ไมโครลิตร กับซีรัมที่ใหผลบวก
ตอ IBV ดวยวิธี ELISA จากชุดทดสอบเชิงการคา จํานวน 10 ตัวอยาง เพื่อหาสายพันธุที่
สามารถทําปฏิกิริยา HI ไดดีที่สุด โดยตัดสินจากคาเฉลี่ย Log 2 (HI titer) ที่สูงที่สุด ซ่ึงผลการ
ทดลองพบวาสายพันธุ H120 สามารถทําปฏิกิริยายับยั้งการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไดดีที่สุด 
โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 4.1 สวนสายพันธุ MA5, Nephro pathogenic และ 4/91 มีคาเฉลี่ย เทากับ 
1.9, 1.4 และ 1.3 ตามลําดับ ดังตารางที่ 8 ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้ จึงเลือกใชแอนติเจนสาย
พันธุ H120 บําบัดดวยเอนไซม phospholipase C type 1  

 
ตารางที่ 8 ผล HI titer จากการทดสอบ HI ดวยแอนตเิจนสายพันธุตางๆ 

Log 2 (HI titer) ตอ serum no. คาเฉล่ีย 
 แอนติเจน 

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

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

4. การทดสอบซีรัมจากตัวอยางในฟารม 
 หลังจากบําบัดแอนติเจนของเชื้อไวรัสสายพันธุ 120 ดวยเอนไซม Phospholipase C 
ใหมีความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตรดังภาพที่ 6 แลวนํามาทดสอบ HI กับตัวอยาง
ซีรัมชุดเดียวกับทดสอบ ELISA จํานวน 4 ฝูง ฝูงละ 20 ตัวอยาง ผลการทดสอบ HI ใหคา titer 
ดังตารางที่ 9  
 
 

 
 

                  ภาพที่ 8 ผลการเตรียมแอนตเิจนความเขมขน 4 HA unit ตอ 25 ไมโครลิตร 
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การเปรียบเทียบผลการทดสอบดวยวิธี ELISA และ HI  
 การเปรียบเทียบผลการทดสอบ ELISA จากวิธีที่พัฒนาขึ้นเอง และวิธีที่ผลิตเชิงการคา 
กับวิธีการทดสอบ HI ทําโดยนําคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA ทั้งสองวิธีเปรียบเทียบ
กับคาเฉลี่ย titer จากวิธี HI มาสรางกราฟ เพื่อวิเคราะหแนวโนมระดับภูมิคุมกันของตัวอยาง
ซีรัมทั้ง 4 ฝูง จากทั้ง 3 วิธี  
 
ตารางที่ 9 เปรียบเทียบคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA และคาเฉลี่ย HI titer 

ฝูงที่ 
คาเฉลี่ย OD วธีิ 

ELISA ที่พัฒนาขึ้น 
คาเฉลี่ย OD วธีิ 

ELISA ที่ผลิตเชิงพาณิชย 
คาเฉล่ีย  

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

หมายเหตุ ไมพบความสัมพนัธของแตละคาเฉลี่ยในแตละคอลัมน (p> 0.05) 
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แผนภูมิที ่8 แสดงการเปรียบเทียบคาเฉลี่ย OD จากการทดสอบ ELISA 

และคาเฉลี่ย log2 (HI titer) 
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วิจารณและสรุปผล 
 โรคหลอดลมอักเสบติดตอ เปนโรคติดเชื้อไวรัสในไก กอใหเกิดความเสียหายทาง
เศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเปนอยางมาก (Parsons et al., 1992) วิธีที่นิยมใชสําหรับ
การวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ ไดแก haemagglutination inhibition (HI) 
test, agar gel precipitation test (AGP) และ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
สวนเทคนิค virus neutralization test (VNT) ไมนิยมใช เนื่องจากมีตนทุนสูงและยุงยากมาก 
(De Wit , 2000) 
 การวิจัยคร้ังนี้ ทําการพัฒนาวิธีการทดสอบ ELISA และวิธี HI ตอไวรัส IB เนื่องจาก
เปนเทคนิคที่ไมซับซอนมากนัก แตขาดการศึกษาและพัฒนาอยางตอเนื่อง ทําใหหองปฏิบัติ 
การสวนใหญในประเทศไทยยังคงนําเขาแอนติเจน และชุดทําสอบ ELISA ที่ผลิตเชิงการคา
จากตางประเทศ  
 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ ELISA  
 เนื่องจากผูประกอบการฟารมเลี้ยงไกหลายแหงในประเทศไทย เลือกใชวัคซีน           
ซีโรไทป Massachusetts เพื่อกระตุนระดับภูมิคุมกันในไกตอไวรัส IB และเพื่อปองกันการ
ระบาดของโรคในพื้นที่ ซ่ึงมีรายงานวาไวรัสดังกลาวเปนสายพันธุที่มีโอกาสพบวากอใหเกิด
โรคบอยที่สุด และวัคซีนที่เตรียมจากสายพันธุที่กอใหเกิดโรค จะปองกันการติดเชื้อไวรัสสาย
พันธุนั้นๆไดดีกวา นอกจากนั้นซีโรไทป Massachusetts ยังมีคุณสมบัติที่ใหการปกปองขาม 
(cross immunity) ตอซีโรไทปอ่ืนไดบาง ดังนั้นคณะวิจัยจึงไดเลือกใชแอนติเจน ซีโรไทป 
Massachusetts สายพันธุ H120 ในการพัฒนาชุดทดสอบ ELISA เพื่อจะนํามาใชในการตรวจ
ติดตามระดับภูมิคุมกันตอไวรัส IB เพื่อใชเปนขอมูลในการวางแผน ควบคุม และปองกันการ
ระบาดของโรคหลอดลมอกัเสบติดตอในฟารมตอไป 
 ขั้นตอนแรกในการพัฒนาวิธีทดสอบ ELISA คือขั้นตอนการศึกษาคุณสมบัติของ
ไวรัส ไวรัส IB เจริญไดดีในตัวออนไขฟก และระดับ titer ตอไวรัสใน AF จะมีคาสูงที่สุด
หลังจากการฉีดเชื้อ 1 ถึง 2 วัน (Clarke et al., 1972; Darbyshire et al., 1975; Hitchner and 
White, 1995; Perchase et al., 1966)  แตในการทดลองตองการศึกษาลักษณะของตัวออนไขฟก
หลังจากไดรับเชื้อ จึงทําการบมเชื้อนานถึง 120 ชั่วโมง หรือ 5 วัน  ซ่ึงตัวออนไขไกฟก ที่ไดรับ
การฉีดเชื้อจะมีลักษณะมวนกลม แคระแกร็น และมีอัตราการตายสูง (DeWit, 2000) ซ่ึง
ระยะเวลา 1-2 วัน อาจจะสังเกตลักษณะดังกลาวไดไมชัดเจน และจากผลการทดสอบอัตราการ
ตายของไขฟกหลังจากฉีดเชื้อไวรัสสายพันธุ H120 พบวามีอัตราการตายสูงถึง 50% ซ่ึงสูงกวา
สายพันธุอ่ืนๆ ที่นํามาทดสอบ   
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 ความเขมขนของแอนติเจนบริสุทธิ์ที่ไดจากการทดลองยังไมสูงมากนัก อาจเนื่องจาก
ไมไดเก็บ AF ในระยะเวลาที่มีระดับ titer ตอไวรัสสูงที่สุด คือ 1-2 วัน (Clarke et al., 1972; 
Darbyshire et al., 1975; Hitchner and White, 1995; Perchase et al., 1966) และอาจเกิดการ
สูญเสียจากการละลายไวรัสในขั้นตอนการปนไวรัสใหบริสุทธิ์ แตแอนติเจนที่ไดจากการ
ทดลองท้ังหมด 2 สวน สวนละ 200 ไมโครลิตร (Complete และ Partial IBV) สามารถใช
เตรียมเพลต ELISA ดวยความเขมขน 2.0 µg ไดมากกวา 40 เพลต ซ่ึงหากคิดเปนมูลคาตามชุด
ทดสอบที่ผลิตเชิงการคา จะมีราคาประมาณ 5 หมื่นบาท และสารเคมีที่เหลือยังสามารถ
นํามาใชเตรียมเพลต ELISA ในครั้งตอไปไดอีก ซ่ึงหากพิจารณาในดานตนทุนการทดสอบถือ
วามีความเหมาะสมในการนํามาทดแทนชุดทดสอบทางการคาที่ตองนําเขาจากตางประเทศ  

ดานผลการทดสอบพบวาวิธี ELISA ที่พัฒนาขึ้นมีความสามารถในการตรวจซ้ําได 
โดยจากการทดลอง 3 ครั้ง พบวาใหคาความเขมแสงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่น 95%  และวิธีการทดสอบมีความเฉพาะตอ IBV สังเกตไดจากคา OD ใน
การทําปฏิกิริยากับซีรัมตอเช้ืออ่ืนๆ จะมีคาต่ําใกลเคียงกับตัวอยางควบคุมผลลบ หลังจาก
ทดสอบซีรัมจากลูกไกที่มีระดับแอนติบอดีจากแมลดลงแนนอน พบวาคา OD ที่ไดจากการ
ทดสอบซีรัมลูกไกอายุ 1 วัน จะมีคามากที่สุด เนื่องจากไดรับแอนติบอดีมาจากแมไก และจะ
ลดลงเรื่อยๆ เมื่ออายุมากขึ้น แตไมไดรับการใหวัคซีน สอดคลองกับรายงาน Davelaar และ 
Kouwenhoven (1977) ที่กลาววาระดับนิวทริไลซิ่งแอนติบอดีตอไวรัส IB ที่ไดรับมาจากแมไก 
จะสูงสุดเมื่ออายุ 1 วัน และจะลดลงเรื่อยๆ จนหมดไปเมื่ออายุ 30 วัน 
 ผลการเปรียบเทียบชุดทดสอบ ELISA ที่พัฒนาขึ้นกับชุดทดสอบทางการคา พบวาชุด
ทดสอบทางการคาใหคาเฉลี่ยความเขมแสงมากกวาชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นเอง แตแนวโนม
ของผลการทดสอบที่ไดมีความคลายคลึงกัน 
 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ HI 
 การทดลองใชเอนไซม neuraminidase และ phospholipase C ในการบําบัดแอนติเจน 
พบวาใหผล HA titer ไมแตกตางกัน ซ่ึงไมสอดคลองกับผลการทดลองของ Bingham และ
คณะ (1975) ที่พบวาเฉพาะ phospholipase C เทานั้นที่สามารถบําบัดแอนติเจนสายพันธุ 
Massachusettes ได  
 การเลือกใชแอนติเจนในการทดสอบเปนสายพันธุ H120 เนื่องจากสามารถทําปฏิกิริยา 
HI ไดดีกวาสายพันธุอ่ืนๆ เนื่องจากซีรัมที่ใชในการทดสอบมาจากลูกไกที่ทําวัคซีน IB H120 
แตจากการทดลองแอนติเจนที่ใชยังสามารถทําปฏิกิริยากับ MA5 ไดบางตัวอยาง เนื่องจากวา
เปน ซีโรไทป เดี ยวกัน  จึ งสามารถทํ าปฏิกิ ริ ย ายับยั้ งข ามได  แตสายพัน ธุ อ่ืน  คื อ 
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Nephropathogenic และ 4/91 มีระดับ HI titer เทากับ 2 log2 HI titer unit ตอ 25 ไมโครลิตร ซ่ึง
นอยมากดังนั้นจึงกลาวไดวาแอนติเจนที่พัฒนาขึ้นมีความเฉพาะตอสายพันธุ H120  
 ผลการนําคาเฉล่ีย OD และคาเฉลี่ย HI titer จากการทดสอบ ELISA และ HI ที่
พัฒนาขึ้นเองกับซีรัม 4 กลุม ซ่ึงเปนซีรัมชุดเดียวกัน มาทําการเปรียบเทียบแนวโนมระดับ 
Titer พบวามีความคลายคลึงกัน แตเมื่อนําผลทั้งสองเปรียบเทียบกับชุด ELISA ทางการคา
พบวามีความแตกตางกันเล็กนอย อาจเนื่องจากแอนติเจนที่ใชในการทดสอบ ELISA และ HI 
ที่พัฒนาขึ้นเอง เปนสายพันธุเดียวกันทําใหแนวโนมระดับ titer คลายเคียงกัน แตแอนติเจนที่
ใชในการทดสอบดวยชุดท่ีพัฒนาขึ้นเองทั้งสองวิธีอาจจะมีความแตกตางทางสายพันธุกับ
แอนติเจนที่ใชเตรียมเพลท ELISA ในเชิงการคาทําให titer มีความแตกตางเล็กนอย  
 
ขอเสนอแนะ 
 1. การละลายแอนติเจน ในขั้นตอนการปนแยกแอนติเจนใหบริสุทธิ์ ตองใชความ
ระมัดระวังเปนพิเศษ ซ่ึงหากละลายใหเขากันไดไมดี จะทําใหเกิดการสูญเสียแอนติเจน ทําให
ไดความเขมขนโปรตีนต่ํา เมื่อนํามาเตรียมเพลท ELISA ตองใชแอนติเจนปริมาณมากขึ้น ทํา
ใหไดชุดทดสอบนอยลง  
 2. อาจนําผลการวิจัยที่ไดไปพัฒนาในเชิงอุตสาหกรรม เพื่อผลิตชุดทดสอบ ELISA 
ตอโรคหลอดลมอักเสบติดตอ ขึ้นใชเองภายในประเทศ เพื่อลดการนําเขาและอาจสงออกไปยัง
ประเทศที่อยูในเพื่อนบานได  
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ภาคผนวก 
 

ภาคผนวก ก. เทคนิคตางๆ สําหรับการบําบัดไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ 
Protocol 1: OIE, 2004 
 แอนติเจนตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอจําเปนตองมีการบําบัดเพื่อใหเกิดปฏิกิริยา
จับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง (Haemagglutination activity) เร่ิมแรกทีเดียวจะใช
เอนไซมที่ผลิตเชิงการคา phospholipase C type 1 และกําหนดใหใชสารละลายไวรัสผสมกับ
เอนไซมปริมาตรเทาๆกัน เพื่อใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1 หนวยตอมิลลิลิตรในบัฟเฟอร
เดียวกัน   
 อยางไรก็ตาม การใช crude filtrate จาก Clostridium perfringens culture มี
ประสิทธิภาพมากกวา และดูเหมือนวาเอนไซมที่ติดมาดวยนอกเหนือจาก phospholipase C จะ
มีสวนสําคัญตอการเกิดปฏิกิริยาจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงมากกวาเสียอีก นํา AF 
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 30,000 g เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวนําตะกอนที่กนหลอดมาทําละลาย
ดวย Clostridium perfringens type A filtrate ที่เจือจางเปน 100 เทา แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง  
 
Protocol 2: Naik et al. (2005) 
 ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอมีคุณลักษณะเฉพาะตัว คือ ความสามารถในการจับกลุม
ตกตะกอนเม็ดเลือดแดงไก ภายหลังการบําบัดดวยเอนไซม Naik และคณะ (2005) ใชไวรัสจาก
ทองถ่ินนํามาฉีดเชื้อผานไขแลวเก็บน้ําไขขาวจากตัวออนที่แสดงรอยโรคจําเพาะตอโรค
หลอดลมอักเสบติดตอ 

1. นําน้ําไขขาวมาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 30,000 g เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวนํา
ตะกอนมาละลายที่ความเจือจาง 100 เทา ใน 0.01 M Tris HCl buffer (pH 6.5)    

2. สารละลายน้ําไขขาว นํามาผสมกับ crude filtrate ของ Clostridial perfringens 
culture ที่เชื่อวามีเอนไซม neuraminidase แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 2 ชั่วโมง   
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Protocol 3: Ruano et al. (2000) 
 ใชเอนไซม neuraminidase type V จากแบคทีเรีย Clostridium perfringens (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, Missouri)  

1. สารละลาย Working solution เตรียมจากเอนไซม neuraminidase ความเขมขน 10 
units/ PBS 1 ml ที่ pH 7.2  

2. น้ําไขขาวจากตัวออน ภายหลังการฉีดเชื้อไวรัสเปนเวลา 48 ชั่วโมง และบําบัด
โดยตรงดวยการผสมกับ AF 0.25 ml กับ neuraminidase working solution 25 
ไมโครลิตร ที่มีความเขมขน 1.0 U/ml  (โดยการนํา working solution 22.5 
ไมโครลิตรผสมกับ PBS 22.5 ไมโครลติร) 

3. หลังจากนั้น บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที   
 

 Protocol 4: Villegas (1997)  
1. เจือจางไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในสัดสวนที่เหมาะสมในสารละลาย HBSS 
2. ฉีดเชื้อลงไขฟกอายุ 9-11 วัน ดวยไวรัสที่เจือจางแลว ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรตอ

ฟอง 
3. บมไขฟก หากไขฟกตายภายใน 24 ชั่วโมงภายหลังการฉีดเชื้อใหทิ้ง 
4. นําตัวออนออกจากตูบมที่ 30-48 ชั่วโมงภายหลังการฉีดเชื้อ และแชในตูเย็นที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขามคืน หรืออยางนอย 3 ชั่วโมง นับจากขั้นตอนนี้เปน
ตนไป ใหพยายามวาง AF หรือแอนติเจนในน้ําแข็งเสมอ 

5. เก็บ AFไมใหมีเม็ดเลือดแดงติดมาดวย 
6. ปน AF ที่ความเร็วรอบ 1,500 rpm เปนเวลา 30 นาที เพื่อกําจัดเม็ดเลือดแดง และ

เศษเซลลออก เก็บเฉพาะ AF สวนใส บันทึกปริมาตรของ AF ที่ไดเปนมิลลิลิตร 
7. เตรียมไวรัสใหเขมขนดวยการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 30,000 g เปนเวลา 90 

นาที แลวทิ้งสวนใส 
8. ทําละลายตะกอนไวรัสในบัฟเฟอร HEPES ที่ pH 6.5 เติมบัฟเฟอร ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรตอ AF ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่ไดกอนเขาเครื่องปนเหวี่ยง (100 X 
concentration) 

9. เติมสาร phospholipase C  
10. ผสมใหเขากันจนของเหลวเขากันเปนเนื้อเดียวกัน  
11. บมเปนเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แลว vortex ทุก 30 นาที 
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12. การเก็บรักษาแอนติเจน แอนติเจนสามารถคงอยูไดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 2 เดือน กรณีแชแข็ง แอนติเจนก็จะสามารถคงอยูไดเปนเวลาใกลเคียง
กัน การแชแข็งและการละลาย (freeze-thawing) ซํ้าๆหลายครั้ง มีผลตอไตเตอร
ของแอนติเจน  

 
Protocol 5: King (1984) 
 ใช phospholipase C (PLC) จาก Clostridium perfringens (Sigma Chemical Co., St. 
Louis, Missouri) ทําละลายใหเปน 5 units/ml ในสารละลาย PBS (0.14 M NaCl, 0.003 M 
KCl, 0.008 M Na2HPO4, 0.0015 M KH2PO4 pH 7.2) แลวกรองผานกระดาษกรองขนาด 
0.45 ไมครอน แบงเก็บในตูแชแข็ง (-20 องศาเซลเซียส) 
 
ขั้นตอนการเตรียมแอนติเจน IBV HA  

1. ฉีดเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่มีปริมาณไวรัส 106.5 EID50 ทาง 
chorioallantoic sac ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรตอฟอง แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 ชั่วโมง แลวเก็บน้ําไขขาว  

2. ปนตกตะกอนเศษเซลล (clarification) ที่ความเร็วรอบ 1,000 g เปนเวลา 45 นาที 
3. ปนตกตะกอนไวรัส (concentration) ที่ความเร็วรอบ 39,000 g เปนเวลา 40 นาที 

แลวทําละลายในสัดสวน 1/100 จากปริมาตรน้ําไขตั้งตนใน HEPES-buffered 
saline (HBS) (0.025 M HEPES, 0.14 M NaCl, 0.001 CaCl2, pH 6.5)  

4. นําไวรัสเขมขนที่ไดมาบําบัดดวย PLC (0.5 units/ml) โดยการผสมเอนไซมที่
ปริมาตรเทาๆกัน (1 unit/ml) กับไวรัสเขมขน แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง 

 
Protocol 6: Lukert (1980) 
 ใช phospholipase C type 1 (Sigma Ltd.) และไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอหลากหลาย
สายพันธุ  

1. เตรียมไวรัสเขมขน 100 เทาโดยการปนที่ความเร็วรอบ 30,000 g เปนเวลา 40-60 
นาที  

2. ทําละลายใน 0.01 M Tris/HCl pH 6.5 โดยไมจําเปนตองผานขั้นตอนการทําไวรัส
ใหบริสุทธิ์ 
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3. นําไวรัสเขมขนมาบําบัดดวย phospholipase เปนเวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ใหไดความเขมขนสุดทายของเอนไซมเปน 1 unit/ml  

ไวรัสที่บําบัดดวยเอนไซมใหเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสดีที่สุด และยังคงรักษา
คุณสมบัติที่ดีเปนเวลาประมาณ 3 สัปดาห  
 
ภาคผนวก ข. วิธีการทดสอบ 
1. การเพิ่มปริมาณไวรัส 

1.) เจือจางไวรัส IB สายพันธุตางๆ ดวย 0.1 phosphate buffer saline (PBS) ที่ pH 7.0-
7.4  แลวเติมยาปฏิชีวนะ 0.05 มิลลิลิตรตอ 1 มิลลิลิตร ฉีดเขาไขไกฟกอายุ 9-11 วัน ทาง 
Allantoic cavity ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรตอฟอง ปดเปลือกไขดวยกาวน้ําอเนกประสงค (UHO®, 
GmbH & Co.HG, Germany) 

3.) เก็บไขไกฟกที่ฉีดเชื้อไวรัสแลวในตูฟกไข อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
4.) ไขที่ตายภายใน 24 ชั่วโมง ใหเก็บทิ้ง และบันทึกอัตราการตายของไขทุกวัน 
5.) หลังจากฉีดเชื้อไวรัสครบ 120 ชั่วโมง เก็บไขไกฟกแชเย็น 3 ชั่วโมง 
6.) นําไขออกจากตูแชเย็น เก็บ AF โดยระวังไมใหติดเม็ดเลือดแดง  

 7.) นํา AF มาปนเหวี่ยง เพื่อแยกชั้นเศษเซลลดวยเครื่อง High-speed centrifuge 
ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  
 8.) เก็บสวนใสจากการปนแยกเศษเซลล และบันทึกปริมาตรสวนใสที่ไดจากการฉีด
เชื้อไวรัสแตละสายพันธุไว  
 
2. การสกัด RNA ดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป Viral RNA Extraction (Real GenomicTM, Real 
Biotech Corporation, Taiwan) 
 1.) นํา AF ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
 2.) เติม VB buffer containg carrier RNA ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 10 นาที  
 3.) เติม 70% ethanol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน  
 4.) นําหลอดท่ีติดกระดาษกรอง วางลงในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร แลวเติมสวนผสม
ในขั้นตนลงในหลอดกรอง ปริมาตร 600 ไมโครลติร  
 5.) นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลวเทสวนที่
ไหลผานกระดาษกรองทิ้ง  
 6.) เติมสวนผสมที่เหลือ และนําไปปนซ้ําเชนเดียวกับ ขอ 5.)  
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 7.) ลางสิ่งปนเปอนบนกระดาษกรองดวย wash buffer 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
นําไปปนที่ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที  
 8.) เทสวนที่ไหลผานกระดาษกรองทิ้ง เติม wash Buffer ปนเหวี่ยง และเทสวนไหล
ผานกระดาษกรองทิ้งเชนเดียวกับ ขอ 7.)  
 9.) นําหลอดไปปนอีกครั้งดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เวลา 3 นาที  
 10.) นําหลอดที่ติดกระดาษกรองออกจากหลอด 2 มิลลิลิตร มาใสในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
 11.) เติม RNase-free water ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 3 นาที  
 12.) นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เวลา 1 นาที สารละลาย RNA 
จะตกลงสูหลอด microcentrifuge ปดฝา และเก็บสารละลาย RNA ไวที่ -20 องศาเซลเซียส  
 
3. การตกตะกอนไวรัส 

1.) นําสวนใสที่ไดจากการแยกเศษเซลล มาปนเหวี่ยงดวยเครื่อง ultracentrifuge 
ความเร็วรอบ 31,500 รอบ/นาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเทสวนใสดานบนทิ้ง แลวเติม AF 
ของ IBV ที่เหลือ แลวปนซ้ําจนกวาเชื้อจะหมด  

4.) หลังจากปนเหวี่ยง และไดไวรัสตกตะกอนจับกันเปนกอนสีขาวที่กนหลอด
ดานบนแลว เติมสารละลาย HEPES buffer pH 6.5 (HEPES buffer) ใหทวมตะกอนไวรัส ตั้ง
ทิ้งไวคางคืน 

5.) ลางคราบโปรตีนอื่นๆ ที่อยูดานบนตะกอน ดวยสารละลาย HEPES buffer เบาๆ 
แลวเททิ้ง 2 รอบ  

6.) ละลายตะกอนไวรัสดวย HEPES buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซํ้ากันจนครบทุก
หลอด 

7.) ลางตะกอนไวรัสที่ติดอยูขางหลอดดวย HEPES buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซํ้ากัน
จนครบทุกหลอด 

8.) นําสารละลายไวรัสที่ไดจากขอ 4 และ 5 รวมกัน แลวเติม HEPES buffer โดยให
ปริมาตรสุดทายของสารละลายไวรัสมีอัตราสวน 1 มิลลิลิตร ตอสารละลายเชื้อไวรัส 100 
มิลลิลิตร  

9.) นําสารละลายไวรัส ปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนสวนที่ละลายไดไมหมด ที่ความเร็ว 
12,000 รอบ ตอนาที เปนเวลา 10 นาที  

10.) เก็บสารละลายไวรัสสวนใสไวที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส 
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4. การหาความเขนขนของโปรตีน (Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc.)) 
 1.) เตรียม reagent A ผสมกับ reagent S ในอัตราสวน 1 ml : 20 µl ตามลําดับ  
 2.) ถายสวนผสม reagent A ที่ผสมกับ reagent S แลว ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน
หลอดทดลอง 
 3.)  เติม standard Protein หรือสารละลายไวรัสที่ทําใหบริสุทธิ์ ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร  
 4.) เติม reagent B ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex แลวตั้งไวที่
อุณหภูมิหอง 15 นาที  

5.) นําสารละลายที่ไดวัดคาการดูดกลืนแสง (O.D.) ดวยเครื่อง spectrometer ความยาว
คล่ืนแสง 750 นาโนเมตร และบันทึกคา O.D.  

 
5. การเตรียมเพลท ELISA  
 1.) เตรียมแอนติเจนใน 0.05 M carbonates-bicarbonate ใหไดความเขมขน 2-10 µg/ml  
 2.) เติมแอนติเจนลงในเพลทกนแบน ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม และเก็บไวที่
อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง 
 3.) เติม Wash solution หลุมละ 300 ไมโครลิตร จับเวลา 3 นาที เททิ้ง ทําซ้ํา 3 คร้ัง 
 4.) เติม Blocking solution ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ตอหลุม ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 
ชั่วโมง 
 5.) ลางเพลทดวย Washing buffer 300 µl/well ตั้งทิ้งไว 3 นาที ทําซ้ํารวมทั้งหมด 3 
คร้ัง 
 
6. การทดสอบ ELISA  

1.) เจือจางซีรัมใน Dilution buffer อัตราสวน 1:100 แลวเติมลงในเพลทปริมาตร 100 
ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งทิ้งไวอุณหภูมิหอง 30-60 นาที 

2.) ลางเพลทดวยการเติม Washing buffer 300 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งทิ้งไว 3 นาที 
ทําซ้ํารวมทั้งหมด 3 คร้ัง 

3.) เติมคอนจูเกต ที่ผลิตเชิงการคา (Goat anti-Chicken IgG (H+L) horseradish 
peroxidase, Synbiotics Corporation, San Diego, USA) 100 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งที่
อุณหภูมิหอง 30-60 นาที 

4.) ลางเพลทดวย Washing buffer 300 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งทิ้งไว 3 นาที ทําซ้ํารวม
ทั้งหมด 3 คร้ัง 
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5.) เติมซับสเตรต ที่ผลิตเชิงการคา (ABTS-Hydrogen peroxidase, Synbiotics 
Corporation, San Diego, USA) 100 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งที่อุณหภูมิหอง 30-60 นาที 

6.) เติม Stop solution เพื่อหยุดปฏิกิริยา ปริมาตร 100 µl ตอหลุม 
7.) นําเพลทไปอานคา O.D. ดวย เครื่อง ELISA Reader (Biotech EL311) ที่ความยาว

คล่ืน 405 นาโนเมตร 
8.) บันทึกคา O.D. นํามาคํานวณหาระดับ Titer  

 
7. การทดสอบ ELISA ดวยชุดทดสอบเชิงการคา Biocheck 

1.) เตรียมตัวอยางและสารละลาย 
1.1) เจือจางตัวอยางซีรัมอัตราสวน ซีรัม : dilution buffer (1 : 500) 
1.2) เตรียม Wash buffer 1 ซอง ตอน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
1.3) เตรียม Substrate buffer โดย 1 เม็ด ตอ Substrate buffer 5.5 มิลลิลิตร  

2.) การทดสอบตัวอยาง 
2.1) เติม Negative control ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในหลุม A1 และ A2 
2.2) เติม Positive control ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในหลุม A3 และ A4 
2.3) เติมตัวอยางที่เจือจางในขอ 1.1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 
2.4) ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
2.5) เทของเหลวทิ้ง เติม Wash buffer ที่เตรียมในขอ 1.2) ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร ตอหลุม จับเวลา 3 นาที แลวเท Wash buffer ทิ้ง ทําซ้ํารวมทั้งหมด 4  
2.6) เติม Conjugate reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 
2.7) ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
2.8) ลางตามขั้นตอนที่ 2.5) 
2.9) ใส Substrate reagent ที่เตรียมในขอ 1.3) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 
2.10) ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที 
2.11) ใส Stop solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม 
2.12) อานผลที่ความยาวคลื่น 405 nm 

3.) การแปรผล 
3.1) คา Negative control ความเขมแสงเฉลี่ย นอยกวา 0.3 
3.2) สวนตางคาความเขมแสงเฉลี่ย ระหวาง Negative control และ Positive 
control มากกวา 0.15 
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8. การเตรียม 1% เม็ดเลือดแดง 
1.) ใช syringe ขนาด 10 มิลลิลิตร และ เข็มเบอร 21 G ยาว ½ นิ้ว ดึง ดึงเลือดไก จาก

เสนเลือดแดงที่ปกไก ประมาณ 8 มิลลิลิตร  
 2.)  ถายเลือดออกจาก syringe ลงในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง 2.5 ml ผสมใหเขากัน
เบาๆ แลวปนแยกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
 3.) ดูดไขมัน คราบฝุน และสวนใสทิ้งแลวลางเม็ดเลือดแดง ดวยการเติม 0.85 % NaCl 
ปริมาตร 10 ml ผสมใหเขากันเบาๆ แลวปนแยกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,000 รอบ
ตอนาที นาน 5 นาที ทําซ้ํา รวมทั้งหมด 3 คร้ัง 
 4.) เติม 0.85% NaCl ลงในเม็ดเลือดแดง (เม็ดเลือดแดง l สวน : 0.85% NaCl 99 สวน) 
 5.) เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
9. การบําบัดแอนติเจนใหจับกลุมตกตะกอนกับเม็ดเลือดแดง  

1.) เตรียมเอนไซมใหมีความเขมขนสุดทาย 2.0 หนวย ตอมิลลิลิตร แลวเติมลงใน
สารละลายไวรัสที่ทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาตรเทากัน 

2.) นําไปบมในตูบม อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาทุก 30 นาที แลวนํามา
ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer จนครบ 2 ชั่วโมง 

3.) เก็บแอนติเจนที่บําบัดดวยเอนไซมทั้งสองชนิดแลว ไวท่ีอุณหภูมิ 4-8 องศา
เซลเซียสขามคืน กอนนํามาทดสอบการจับกลุมตกตะกอนกับเม็ดเลือดแดง 

 
10. การทดสอบการจับกลุมตกตะกอนกับเม็ดเลือดแดง แบบ 25 ไมโครลิตร  

1.) เติม PBS ลงในเพลทชนิด U-shape ทุกหลุมๆ ละ 25 ไมโครลิตร  
2.) เติมแอนติเจนที่บําบัดดวยเอนไซม ลงในหลุมแรก แลวเจือจางลําดับแบบ two-fold 

dilution  
4.) เติม PBS ที่ pH 7.5 ลงในหลุมทดสอบทุกหลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร 
5.) เติมเม็ดเลือดแดงไก ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ทุกหลุม หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
6.) เขยาใหเม็ดเลือดแดงกระจายใหทั่ว ตั้งทิ้งไว 30 นาที 
7.) ตรวจดูการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงที่กนหลุม แลวไหลลงมาเปนสาย

คลายน้ําตา (Tear-shaped streaming of the RBCs)  
8.) การแปลผล โดยการอานระดับไตเตอรจากความเจือจางสูงที่สุดที่สามารถ

เกิดปฏิกิริยาจับกลุมกับเม็ดเลือดแดงไดอยางสมบูรณ (เลือดไมไหล) หมายถึง เกิดปฏิกิริยาจับ
กลุมกับเม็ดเลือดแดงได 100 เปอรเซ็นต และแทนคาเปน 1 HA unit (HAU) แลวนําไปคํานวณ
กลับจากความเจือจางตั้งตนที่หลุมแรก  
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11. การทดสอบการยับยั้งการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง แบบ 25 ไมโครลิตร 
 1.) เติม PBS ที่ pH 7.5 ลงในเพลทชนิด U-shape ทุกหลุมๆ ละ 25 ไมโครลิตร 
 2.) เติมซีรัมปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในหลุมแรก แลวเจือจางลําดับแบบ two-fold 
dilution 

3.) เติมแอนติเจนที่ทําการบําบัดดวยเอนไซม และมีความเขมขน 4 HAU ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร ลงในหลุมที่ 1-6 และ 8 จากนั้นเคาะเพลทเบาๆ เพื่อผสมใหเขากันในแตละหลุม  

4.) บมที่อุณหภูมิหอง 30 นาที 
5.) เติมเม็ดเลือดแดงไก ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
6.) ผสมโดยการเคาะเพลทเบาๆ แลวปลอยใหเม็ดเลือดแดงตกที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 30 นาที จนกระทั่งเม็ดเลือดแดงในหลุมควบคุม สังเกตเห็นเปนเม็ดกระดุมอยางชัดเจน 
7.) อานคาไตเตอร (HI titer) คือ ความเจือจางของซีรัมที่สูงที่สุดที่สามารถยับยั้ง

แอนติเจนความเขมขน 4 HAU โดยเอียงเพลทแลวสังเกตหลุมที่เม็ดเลือดแดงไหลที่อัตราเร็ว
เทากับหลุมควบคุมจึงจะถือวา เกิดปฏิกิริยาการยับยั้งการจับกลุมเม็ดเลือดแดง 

8.) ความถูกตองของผลการทดสอบพิจารณาจากซีรัมควบคุมลบ ตองมีคาไตเตอรไม
เกิน 22  

9.) ตัวอยางซีรัมที่ถือวาใหผลบวกตองมีระดับไตเตอรสูงกวา 24  
 
ภาคผนวก ค. การเตรียมสารเคมี 
สารเคมีสําหรับเตรียมไวรัส 
 ยาปฏิชีวนะ  

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

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

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

   - Distilled Water to   100 ml 
   ปรับ pH ดวย 1N NaOH นึ่งฆาเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิหอง 
สารเคมีในขั้นตอน gel electrophoresis 
 6X loading buffer 
   - 0.25% bromophenol blue 
   - 40% (w/v) sucrose in water 

 เก็บที่  4 ๐C 
5X TBE buffer  
  - Tris base  54 g  
  - boric acid  27.5 g 
  - 0.5 M EDTA  pH 8.0 20 ml 
  - Distilled Water  to 1000 ml 
  นึ่งฆาเชื้อ และเก็บที่อุณหภูมิหอง 
0.5X TBE buffer 
  - 5X TBE buffer  100 ml 
  - Distilled Water   900 ml 
  เก็บที่อุณหภูมิหอง 

สารเคมีสําหรับทดสอบ HA และ HI  
สารกันเลือดแข็ง 

 - Sodium citrate            4        g 
 - Distilled Water to         100       ml 
 นึ่งฆาเชื้อ และเก็บที่  4 ๐C 

0.85%NaCl  
  - NaCl   8.5 g 

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

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

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

   - KH2PO4  2.09 g 
   - Tween-20  0.5  ml 

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

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