
การคัดเลือกแอนติเจนสำหรับตรวจระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไกปลอดเช้ือเฉพาะ 
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บทคัดยอ 

โรคนิวคาสเซิลเกิดจากเชื้อไวรัส Avian paramyxovirus ซีโรไทป 1 (APMV-1) ชนิดรุนแรง 

เปนโรคติดตอท่ีสำคัญในสัตวปก ในไกท่ีไมไดรับวัคซีนมีอัตราการตายสูงถึง 100% ประเทศไทยมีการใช

วัคซีนนิวคาสเซิล สเตรน LaSota ชนิดเชื้อเปน และประเมินระดับภูมิคุมกันหลังสัตวไดรับวัคซีนโดยวิธี HI 

หองปฏิบัติการของกรมปศุสัตวแตละแหงเลือกใชสเตรนของแอนติเจนนิวคาสเซิลท่ีแตกตางกัน อยางไรก็ตาม

การศึกษาความแตกตางของแอนติเจนแตละสเตรนท่ีใชตรวจระดับภูมิคุมกันโดยวิธี HI ในไก Specific 

pathogen free (SPF) และ ไกพ้ืนเมือง ในประเทศไทยยังมีขอมูลนอย การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค

เพ่ือศึกษาและคัดเลือกแอนติเจนจากไวรัสเชื้อตายสำหรับตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัม

ไก SPF และไกพ้ืนเมือง เพ่ือใชเปนแนวทางของหองปฏิบัติการ ทำการเตรียมแอนติเจนเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล 

สเตรน LaSota, VG/GA และ Queensland V4 ทำใหเชื้อตายดวย Beta-propiolactone (BPL) จากนั้น

ตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล โดยวิธี HI ในตัวอยางซีรัมไก SPF จำนวน 100 ตัวอยางและ

ซีรัมไกพ้ืนเมืองจำนวน 116 ตัวอยาง เปรียบเทียบระดับภูมิคุมกันท่ีไดจากการตรวจดวยแอนติเจน

ท่ีแตกตางกัน 3 สเตรน ดวย Kruskal–Wallis test และเปรยีบเทียบแตละคูดวย Dunn's test เปรียบเทียบ

รอยละของผลบวก โดยใชคาแคปปา (Kappa statistic) จากผลการตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล

ในซีรัมไก SPF และไกพ้ืนเมือง พบวาสามารถเลือกใชแอนติเจนท้ัง 3 สเตรนไดแก LaSota, Queensland V4, 

และ VG/GA ในการตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลดวยวิธี HI ในซีรัมไก SPF ได ซ่ึงระดับ

ภูมิคุมกันของซีรัมไก SPF ท่ีเกิดข้ึนจากการใชแอนติเจนท้ัง 3 สเตรน ไมแตกตางกัน (p>0.05) ในขณะท่ี

ระดับภูมิคุมกันของซีรัมไกพ้ืนเมือง ไดผลแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ (p<0.05) โดยแอนติเจนสเตรน 

VG/GA (คากลาง=log28) ใหระดับภูมิคุมกันสูงกวาสเตรน LaSota และ Queensland V4 4 เทา ดังนั้น

ในการตรวจระดับภูมิคุมกันดวยวิธี HI ในซีรัมไกพ้ืนเมืองควรเลือกใชแอนติเจนสเตรน LaSota และ 

Queensland V4 

คำสำคัญ: นิวคาสเซิล ภูมิคุมกัน แอนติเจน ไก SPF ไกพ้ืนเมือง 
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Antigen selection for Newcastle Disease Virus antibody titer detection in Specific 

Pathogen Free and native chicken serum by Hemagglutination Inhibition Test 
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Wilasinee Thaopech3 Thitawat Chanthaworn3 

Abstract 

Newcastle disease is caused by virulent strains of avian paramyxovirus type 1 (APMV-

1). It is an important infectious disease in poultry that causes a 100% mortality rate in 

unvaccinated chicken. In Thailand, live LaSota strain of Newcastle disease virus (NDV) was 

used for vaccination in native chickens. To evaluate antibody response after the 

vaccination, different strains of NDV were used in the Hemagglutination Inhibition test (HI) 

by official laboratories. However, there were a few studies on the difference of strain 

antigens in the HI test for both SPF and native chickens in Thailand. The aim of this research 

was to study and select an antigen from inactivated virus for NDV antibody detection in 

SPF and native chicken serum. This data will be a guideline for the laboratories. Prepared 

inactivated LaSota, VG/GA, and Queensland V4 of NDV antigens using Beta-propiolactone. 

Then, evaluated antibody titer by HI test in 100 samples of SPF chicken serum and 116 

samples of native chicken serum. The medians of HI titer from three different strains were 

compared by Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's test as the post hoc analysis. 

Percentages of positives were compared by kappa coefficient value. From the ND antibody 

detection by HI test in SPF and native chicken serum, we found that these three antigens 

including LaSota, VG/GA, and Queensland V4 were applicable for SPF chicken serum. 

Antibody titers in vaccinated SPF chickens tested by HI with these three antigens were not 

significantly different (p>0.05). In contrast, antibody titers in vaccinated native chickens 

were significantly different (p<0.05). VG/GA antigens (Median=log28) provided 4 times higher 

antibody titer compared to LaSota and Queensland V4 antigens. Thus, LaSota and 

Queensland V4 should be used for NDV antibody detection by HI test in native chickens.  
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บทนำ 

โรคนิวคาสเซิลเกิดจากเชื้อไวรัส Avian paramyxovirus ซีโรไทป 1 (APMV-1) ชนิดรุนแรง 

เปนโรคติดตอท่ีสำคัญในสัตวปก ทำใหมีอาการทางระบบหายใจ ระบบทางเดินอาหาร ระบบสืบพันธุ และ

ระบบประสาทในไก โดยไกท่ีไมไดรับวัคซีน มีอัตราการตายสูงถึง 100% (Getabalew et al., 2019) จึงสราง

ความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเปนอยางมาก การปองกันโรคสามารถทำไดโดยการใชวัคซีน

ท่ีมีประสิทธิภาพ ซ่ึงการตรวจระดับภูมิคุมกันในสัตวท่ีไดรับวัคซีนโดยวิธี HI สามารถประเมินประสิทธิภาพ

ของวัคซีนได 

ประเทศไทยมีการใชวัคซีนนิวคาสเซิล สเตรน LaSota ชนดิเชื้อเปน และประเมินระดับภูมิคุมกัน

หลังสัตวไดรับวัคซีนโดยวิธี HI ท้ังนี้ ภูมิคุมกันตอโรคนิวคาสเซิลสามารถเกิดปฏิกิริยาขามระหวาง 

สเตรนได (World Organization for Animal Health (OIE), 2021) หองปฏิบัติการแตละแหงจึงสามารถ

เลือกใชแอนติเจนท่ีตางกันในการตรวจระดับภูมิคุมกัน เชน LaSota, Queensland V4, VG/GA และ Ishii 

(Bello et al., 2020; Olabode et al., 2010; Perozo et al., 2008; จำละครและคณะ 2004) เปนตน 

ซ่ึงการเลือกไวรัสที่จะนำมาเปนแอนติเจนตองเปนสเตรนท่ีไมรุนแรง (Getabalew et al., 2019) 

โดยสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ (สสช.) และศูนยวิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย (ศวพ.) ใชแอนติเจน

นิวคาสเซิลสเตรน Queensland V4 เชื้อตาย ในการตรวจซีรัมไกพ้ืนเมืองหลังไดรับวัคซีน ในขณะท่ี

ศูนยทดสอบและวิจัยคุณภาพชีววัตถุสำหรับสัตว (ศทวช.) ใชแอนติเจนนิวคาสเซิลสเตรน VG/GA เชื้อเปน 

ในการตรวจซีรัมไกปลอดเชื้อเฉพาะ (Specific pathogen Free, SPF) เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีน 

โดยวัคซีนของกรมปศุสัตวเปนวัคซีนรวมนิวคาสเซิลสเตรน LaSota และหลอดลมอักเสบติดตอ (ND/IB) 

ชนิดเชื้อเปน จึงสามารถเตรียมแอนติเจนจากวัคซีนของกรมปศุสัตวได อยางไรก็ตาม มีรายงานวาการใช

แอนติเจนนิวคาสเซิลสเตรน LaSota ซ่ึงเปนสเตรนเดียวกับวคัซีน ทำใหไดระดับภูมิคุมกันท่ีสูงเกินความเปนจริง 

(Maas et al., 1998) โดยงานวิจัยดังกลาวใชไกทดลองเพียง 13 ตัวอยาง และยังไมมีการศึกษาเพ่ิมเติม อีกท้ัง

การปฏิบัติงานกับไวรัสเชื้อเปนมีขอจำกัดหลายประการ โดยเฉพาะในการครอบครองเชื้อ นอกจากนี้ไวรัสเชื้อเปน 

สเตรน VG/GA ท่ีทางศทวช. ใชอยู เปนเชื้อท่ีไดมาจากหนวยงานเอกชนอยางไมเปนทางการ จึงไมทราบ

แหลงท่ีมาอยางชัดเจน และไมสามารถจัดสงเชื้อใหแกหนวยงานอ่ืนท่ีเก่ียวของ เพ่ือทดสอบความชำนาญ

ของหองปฏิบัติการได ดังนั้นหากสามารถใชไวรัสเชื้อตาย จะชวยลดขอจำกัดดังกลาวและสะดวก

ในทางปฏิบัติมากข้ึน งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดเลือกแอนติเจนสำหรับตรวจระดับภูมิคุมกัน

ตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในไก SPF และไกพ้ืนเมือง เพ่ือใชเปนแนวทางของหองปฏิบัติการตอไป 

อุปกรณและวิธีการ 

แอนติเจน  

เตรียมเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลชนิดเชื้อเปนจำนวน 3 สเตรนไดแก 1. LaSota ซ่ึงเปนวัคซีนของ

สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑสัตว (สทช.) 2. VG/GA ซ่ึงเปนวัคซีนของบริษัทเอกชน 3. Queensland V4 

ท่ีสสช.ผลิตเองโดยมีแหลงท่ีมาจาก Australian Centre for Disease Preparedness (ACDP) 

ประเทศออสเตรเลีย ปริมาตร 1 mL ตอสเตรน เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 °C จากนั้นเพ่ิมจำนวนไวรัสท้ัง 3 สเตรน
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ในไขไกฟก SPF อายุ 9-11 วัน จำนวน 5 ฟองตอสเตรน โดยฉีดเชื้อ 0.1 mL ลงไปใน chorioallantoic cavity 

และบมท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 6 วันจึงเก็บ chorioallantoic fluid (CAF) และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 °C 

จนกวาจะใชงาน เตรียมแอนติเจนนิวคาสเซิลชนิดเชื้อตายดวย BPL โดยผสมกับเชื้อไวรัสใหไดความเขมขน

สุดทายเทากับ 0.1% จากนั้นใช magnetic stirrer ในการผสมใหเขากันเปนเวลา 2 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง 

(ดัดแปลงจากวิธีของ Prescott DM 1975) จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพของการฆาเชื้อ โดยนำแอนติเจน

เชื้อตายท้ัง 3 สเตรนฉีดลงไขไกฟกจำนวน 3 passages และตรวจหาปริมาณไวรัสนิวคาสเซิลโดยวิธี 

Hemagglutination test (HA test)  

ตัวอยางซีรัมไก  

กลุมทดลองท่ี 1 คือ ซีรัมไก SPF ไดรับความอนุเคราะหจาก ศทวช. แบงเปน 2 กลุมยอยไดแก 

1.1 ไกท่ีไดรับวัคซีนรวมND/IB ของกรมปศุสัตว จำนวน 70 ตัวอยาง และ 1.2 ไกท่ีไมไดรับวัคซีน จำนวน 

30 ตัวอยาง  

กลุมทดลองท่ี 2 คือ ซีรัมไกพ้ืนเมือง แบงเปน 2 กลุมยอยไดแก 2.1 ไกท่ีไดรับวัคซีนรวม ND/IB ของ

กรมปศุสัตว จำนวน 96 ตัวอยาง ไดรับความอนุเคราะหจากโครงการติดตามประสิทธิภาพการใชวัคซีนรวม

นิวคาสเซิลเชื้อเปน สเตรน LaSota และหลอดลมอักเสบติดตอในไกจาก สสช. และ 2.2 ไกพ้ืนเมืองท่ี

ไมไดรับวัคซีน จำนวน 20 ตวัอยาง ไดรับความอนุเคราะหจากสำนักงานปศุสัตวอำเภอโกสุมพิสัย จ.มหาสารคาม  

โดยซีรัมไกที ่ใชสำหรับการทดสอบมีปริมาตร 400 µl ตอตัวอยาง และทุกการทดสอบมีซีรัม

ควบคุมบวกท่ีมีคา HI titer เทากับ log27 (1:128) และซีรัมควบคุมลบ ท่ีมีคา HI titer นอยกวาหรือเทากับ 

log22 (1:4) การศึกษาครั้งนี้ไดรับการอนุมัติใหใชสัตวทดลองโดย คณะกรรมการบริหารจัดการการใช

สัตวทดลอง ศูนยทดสอบและวิจัยคุณภาพชีววัตถุสำหรับสัตว เลขท่ี ศวทช. 1/64 

Hemagglutination (HA) test 

ตรวจตามวิธีมาตรฐานของ OIE (2021) โดยเจือจางแอนติเจนท้ัง 3 สเตรนดวย Phosphate 

buffer saline (PBS) ครั้งละ 2 เทาเปนลำดับในไมโครเพลท เริ่มจาก 2-1 ถึง 2-11  จากนั้นนำมาทดสอบ 

HA test โดยใชเม็ดเลือดแดงของไก SPF (cRBC)  ความเขมขน 1% เม่ือไดปริมาณแอนติเจนแลว จึงทดสอบ 

back titration และ เตรียม working antigen ท่ี 4HA Unit 

Hemagglutination inhibition test (HI test) 

ตรวจตามวิธีมาตรฐานของ OIE (2021) โดยเจือจางซีรัมดวย PBS ครั้งละ 2 เทาเปนลำดับ 

ในไมโครเพลท เริ่มจาก 2-1 ถึง 2-11   ใหไดปริมาตรหลุมละ 25 µl  เวนหลุมท่ี 12 เปนหลุมควบคุมเติม PBS 

ปริมาตร 50 µl  จากนั้นเติม working antigen ปริมาตร 25 µl  ยกเวนหลุมควบคุม และบมในอุณหภูมิหอง

เปนเวลา 40 นาที จากนั้นเติม 1% cRBC ปริมาตร 25  µl ทุกหลุม และบมอีก 40 นาที และอานผลการทดสอบ 

โดยถาคาระดับภูมิคุมกันท่ีมากกวาหรือเทากับ log24 (1:16) ถือวามีคาเปนบวก 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

ระดับภูมิคุมกันท่ีไดจะถูกแปลงใหอยูในรูป log2 จากนั้นทำการวิเคราะหขอมูลโดยใชสถิติเชิงพรรณา

ดวยคามัธยฐาน และ Interquartile range (IQR) ทำการเปรียบเทียบคากลางของระดับภูมิคุมกันตอ
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เชื้อไวรัสนิวคาสเซิล ท่ีเกิดข้ึนจากการใชแอนติเจน 3 สเตรน ไดแก  LaSota, Queensland V4, และ VG/GA  

โดยใชวิธี Kruskal–Wallis test (Kruskal and Wallis, 1952) ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% แลวทำการทดสอบ

หาคาความแตกตางแตละคูดวย Dunn's test (Dinno, 2015) โดยใชโปรแกรม Microsoft Office Excel 

(Real Statistic) และสรางกราฟดวยโปรแกรม GraphPad Prism เวอรชัน 9.3.1 หาสัดสวนของซีรัมท่ีมี

คาระดับภูมิคุมกันเปนผลบวกตอจำนวนซีรัมท้ังหมด โดยคาระดับภูมิคุมกันท่ีมากกวาหรือเทากับ 1:16 คือ

ผลบวก และหาความสอดคลองของการแปรผลบวกจากการใชแอนติเจนท้ัง 3 สเตรน ดวยสถิติแคปปา 

โดยใชโปรแกรม SPSS เวอรชัน 23 แปรผลขนาดความสอดคลอง (Strength of agreement) ดังนี้ 

คาแคปปา <0.00 คือ แย, 0.00-0.20 คือ นอย, 0.21-0.40 คือ พอใช, 0.41-0.60 คือ ปานกลาง, 

0.61-0.80 คือ ดี, 0.81-1.00 คือ ดีมาก 

ผลการศึกษา 

ระดับไตเตอรของแอนตเิจน (HA titer) 

เชื้อไวรสันิวคาสเซิลชนิดเชื้อเปน สเตรน LaSota, VG/GA, และ Queensland V4 มี HA titer ตั้งตน

เทากับ 8, 9, และ 8 ตามลำดับ เม่ือนำมาเชื้อไวรัสดังกลาวมาทำใหหมดฤทธิ์ดวย BPL ท่ีมีความเขมขน

สุดทาย 0.1% พบวาผลการตรวจ HA titer ของแอนติเจนท้ัง 3 สเตรน มีระดับลดลง 1 ระดับ ดังแสดงใน

ตารางท่ี 1 ซ่ึงนำมาเตรียมใหได 4 HA Units เพ่ือใชในการทดสอบโดยวิธี HI ตอไป 

ตารางท่ี 1 คา HA titer ของ แอนติเจนเชื้อตายของเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน LaSota VG/GA และ 

Queensland V4 

สเตรนของเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล 
ระดับไตเตอรของแอนติเจน (log2) 

เชื้อเปน เชื้อตาย 

LaSota 8 7 

VG/GA 9 8 

Queensland V4 8 7 

ระดับภูมิคุมกัน 

การตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไก SPF ท่ีไดรับวัคซีน จำนวน 70 ตัวอยาง

โดยใชแอนติเจน LaSota, VG/GA, และ Queensland V4 ไดคามัธยฐาน (IQR) เทากับ 6(3), 6(2.75), และ 

6(2.75) ตามลำดับ และจากสถิติ Dunn’s test ไมพบความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ (p>0.05) ในขณะท่ี

ระดับภูมิคุมกันในไก SPF ท่ีไมไดรับวัคซีน ไดคามัธยฐานเทากับ 0 ท้ังสามกลุม และจากสถิติ Dunn’s test  

พบวาระดับภูมิคุมกันท่ีเกิดจากการใชแอนติเจนสเตรน LaSota มีความแตกตางจากการใชแอนติเจนสเตรน 

VG/GA และ Queensland V4 อยางมีนัยสำคัญ (p<0.05)  (รูปท่ี 1 และตารางท่ี 2) ซ่ึงเกิดจากระดับ

ภูมิคุมกันจากการใชแอนติเจนสเตรน LaSota เปน 0 ทุกตัวอยาง ในขณะท่ีระดับภูมิคุมกันจากกลุม 

VG/GA และ Queensland V4 อยูระหวาง 0-1 เม่ือวิเคราะหระดับภูมิคุมกันเชิงคุณภาพของซีรัมไก SPF 

กลุมท่ีไดรับวัคซีน พบวาใหผลบวกระหวาง 80-88.57% โดยมีคาแคปปา ระหวาง LaSota กับ VG/GA 
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เทากับ 0.68, ระหวาง LaSota กับ Queensland V4 เทากับ 0.74 และระหวาง VG/GA กับ Queensland V4 

เทากับ 0.93 ในขณะท่ีระดับภูมิคุมกันเชิงคุณภาพของไก SPF กลุมท่ีไมไดรับวัคซีนใหผลลบท้ังหมด 

 
รูปท่ี 1 ระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไก SPF ท่ีไดรับวัคซีน (vac) จำนวน 70 ตัวและไมได

รับวัคซีน (unvac) จำนวน 30 ตัว โดยเปรียบเทียบการใชแอนติเจน 3 สเตรน (ns ; p=0.30, **p=0.0034) 

ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไก SPF จากการตรวจดวยแอนติเจน 

3 สเตรน โดยวิธี HI 
 

คามัธยฐาน (IQR) ของระดับภูมิคุมกัน

ตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล (log2) 

รอยละของผลบวก (ตัวอยางใหผลบวก/จำนวน

ตวัอยางท้ังหมด) 

LaSota VG/GA Queensland 

V4 

LaSota VG/GA Queensland 

V4 

กลุมทำ

วัคซีน 

(n=70) 

6 (3)a 6 (2.75)a 6 (3.75)a 80 (56/70) 88.57 (62/70) 87.14 (61/70) 

กลุมไมทำ

วัคซีน 

(n=30) 

0 (0) ab 0 (0)a 0 (1) a 0 0 0 

คามัธยฐาน (IQR) ท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันของตัวแปร ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) และคามัธยฐาน 

(IQR) มีตัวอักษรแตกตางกันของตัวแปร มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ (p≤0.05) 

จากการตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไกพ้ืนเมืองท่ีไดรับวัคซีนจำนวน 96 ตัวอยาง 

พบวาคามัธยฐานของระดับภูมิคุมกันจากการตรวจดวยแอนติเจน LaSota, VG/GA, และ Queensland V4 

ไดคามัธยฐาน (IQR) เทากับ 6(3), 8(2), และ 6(2) ตามลำดับ จากสถิติ Dunn’s test  พบวาสเตรน VG/GA 

ใหคาระดับภูมิคุมกันแตกตางจากสเตรน LaSota และ Queensland V4 อยางมีนัยสำคัญ (p<0.05) 

ซ่ึงสเตรน VG/GA ใหคาระดับภูมิคุมกันสูงกวาสเตรน LaSota และ Queensland V4 2 log2 หรือ 4 เทา 

(รูปท่ี 2 และตารางท่ี 3) เม่ือทำการวิเคราะหขอมูลเชิงคุณภาพ พบวาในไกพ้ืนเมืองท่ีไดรับวัคซีน เม่ือใช
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แอนติเจนสเตรน VG/GA ในการตรวจ ใหผลบวกสูงถึง 96.88% (93/96) ในขณะท่ีแอนติเจน LaSota และ 

Queensland V4 ใหผลบวก 81.25% (78/96) และ 83.33% (80/96) ตามลำดับ โดยมีคาแคปปา ระหวาง 

LaSota กับ VG/GA เทากับ 0.24, ระหวาง LaSota กับ Queensland V4 เทากับ 0.71, และระหวาง 

VG/GA กับ Queensland V4 เทากับ 0.16 ในขณะท่ีระดับภูมิคุมกันของไกพ้ืนเมือง กลุมท่ีไมไดรับวัคซีน

ใหผลลบท้ังหมด 

 
รูปท่ี 2 ระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไกพ้ืนเมืองท่ีไดรับวัคซีน (vac) จำนวน 96 ตัว และ

ไมไดรับวัคซีน (unvac) จำนวน 20 ตัว โดยเปรียบเทียบการใชแอนติเจน 3 สเตรน (****p<0.0001, 

ns ; p=0.083) 

ตารางท่ี 3 การเปรียบเทียบระดับภูมิคุมกันในซีรัมไกพ้ืนเมือง จากการใชแอนติเจน 3 สเตรน 
 

คามัธยฐาน (IQR) ของระดับภูมิคุมกัน

ตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล (log2) 

รอยละของผลบวก (ตัวอยางใหผลบวก/

จำนวนตัวอยางท้ังหมด) 

LaSota VG/GA Queensland 

V4 

LaSota VG/GA Queensland 

V4 

กลุมทำวัคซีน 

(n=96) 
6 (3)a 8 (2)ab 6 (2)a 

81.25 

(78/96) 

96.88 

(93/96) 

83.33 

(80/96) 

กลุมไมทำ

วัคซีน 

(n=20) 

2 (2)a 2 (2)a 2 (2)a 0 0 0 

คามัธยฐาน (IQR) ท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันของตัวแปร ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) และคามัธยฐาน 

(IQR) มีตัวอักษรแตกตางกันของตัวแปร มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ (p≤0.05) 
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วิจารณ 

โรคนิวคาสเซิลเปนโรคที่สำคัญในอุตสาหกรรมสัตวปก และเปนโรคที่ทำใหเกิดการกีดกันทางการคา

ระหวางประเทศ สงผลกระทบตอเศรษฐกิจอยางมหาศาล (Dzogbema et al., 2021) ประเทศไทย

ไดรับรองสถานภาพปลอดโรคในป พ.ศ. 2542 โดยกรมปศุสัตวมีการรณรงคทำวัคซีนปองกันโรคนิวคาสเซิล

ในไกพื้นเมืองทั่วประเทศ ซึ่งจำเปนตองมีการประเมินระดับภูมิคุมกันหลังจากไกไดรับวัคซีนเปนประจำทุกป 

เพื่อใหทราบสถานะของภูมิคุ มกันระดับฝูง ปจจุบันการตรวจระดับภูมิคุ มกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล

สามารถใชวิธี ELISA และ HI โดย OIE แนะนำใหใชวิธี HI ในการตรวจซีรัมสัตวหลังไดรับวัคซีน (OIE, 2021) 

และยงัเหมาะในการตรวจตัวอยางจำนวนมาก เนื่องจากมีราคาถูกและไมตองใชเครื่องมือราคาแพง  

การใชแอนติเจนในการทดสอบ HI สามารถใชไดท้ังไวรสัเชื้อเปนและเชื้อตาย แตการใชไวรสัเชือ้เปนนั้น

มีขอเสียหลายประการ เชน การแพรระบาดของเชื้อ การจัดเก็บและขนสงเชื้อ และการปนเปอนไปยังงานอ่ืนๆ 

(Beard et al., 1975) ดังนั้นหองปฏิบัติการมักเลือกใชแอนติเจนชนิดเชื้อตายในการทดสอบ เนื่องจาก

สะดวกในการปฏิบัติงานและมีความปลอดภัยสูงกวาการใชแอนติเจนชนิดเชื้อเปน โดยการศึกษานี้เลือกใช  BPL 

ซ่ึงเปนสารเคมีท่ีนิยมนำมาใชในการทำใหเชื้อไวรัสหมดฤทธิ์เพ่ือผลิตวัคซีน เนื่องจากสามารถฆาเชื้อไดอยางสมบูรณ 

โดยไมทำใหคุณสมบัติของแอนติเจนเสียหาย ซ่ึงมักใชท่ีความเขมขนมากกวา 0.025% แตไมเกิน 0.1% 

เนื่องจาก  BPL ท่ีความเขมขน 0.025% สามารถทำลายเชื้อใน allantoic fluid ได แตไมเพียงพอในการ

ทำลายเชื้อในซีรัม และหากใชความเขมขนมากกวา 0.1% จะทำใหอนุภาคของไวรัสเกาะกลุมกัน ทำใหลด

การแสดงออกของ epitope จึงสงผลตอคุณสมบัติของแอนติเจนได (Gupta et al., 2021; Herrera-

Rodriguez et al., 2019; King, 1991) อยางไรก็ตาม การศึกษานี้พบวาหลังจากผานกระบวนการทำใหเชื้อ

หมดฤทธิ์ แอนติเจนท้ังสามสเตรนมี HA titer ลดลง 1 log2  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานกอนหนานี้ท่ีพบวาการ

ใช BPL 0.1% อาจสงผลให HA titer ลดลงได (Beard et al., 1975)  

สเตรนของเชื้อไวรัสท่ีใชในการทดสอบนั้นมีความแตกตางกันในแตละหองปฏิบัติการ หลายการศึกษา

นิยมใชแอนติเจนสเตรนเดียวกับท่ีใชในการทำวัคซีน (Albarrak et al., 2021; Brujeni et al., 2019; Sarker 

et al., 2017) อยางไรก็ตามแมวาวัคซีนปองกันโรคนิวคาสเซิลของกรมปศุสัตวจะผลิตจากสเตรน LaSota 

แตหองปฏิบัติการของกรมปศุสัตวสวนใหญใชแอนติเจนสเตรน Queensland V4 ท่ีไดรับความอนุเคราะห

จาก ACDP ประเทศออสเตรเลีย ซ่ึงจากการศึกษานี้ พบวาใหผลเทียบเทากับการใชแอนติเจนสเตรน LaSota 

ในการตรวจซีรัมไก SPF และ ไกพ้ืนเมืองท่ีไดรับวัคซีน (ภาพท่ี 1 และ 2) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้

ของสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ (ไมไดตีพิมพ) และจากคาแคปปา ของท้ังสามคูทดสอบในซีรัมไก SPF มีคา

มากกวา 0.6 ซ่ึงถือวามีความสอดคลองกันมาก (Landis and Koch, 1977) อยางไรก็ตามซีรัมของไก SPF 

ท่ีไมไดรับวัคซีนมีระดับภูมิคุมกันแตกตางกันเม่ือใชแอนติเจนท่ีตางกันในการทดสอบ ซ่ึงอาจเกิดจากปจจัยของ

แอนติเจน เชน ความบริสุทธิ์ไมมากพอ ทำใหเกิดปฏิกิริยาท่ีไมจำเพาะ (non-specific reaction) กอใหเกิด

ผลบวกลวง หรืออาจเกิดจากความไมแนนอนของวิธีทดสอบ (uncertainty) ซ่ึงโดยท่ัวไปผลการทดสอบ

อาจคลาดเคลื่อนได 2SD (OIE, 2014) หรือเทียบเทากับ 1log2 โดยความแตกตางของขอมูลเชิงปริมาณนี้

ไมสงผลกระทบตอขอมูลเชิงคุณภาพท่ีไดผลเปนลบท้ังหมด สำหรับผลการตรวจระดับภูมิคุมกันในไกพ้ืนเมือง

ท่ีไดรับวัคซีนดวยแอนติเจนสเตรน VG/GA ไดคาสูงกวาการตรวจดวยแอนติเจนสเตรน LaSota และ 
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Queensland V4  นั้น (ภาพท่ี 2 และ ตารางท่ี 3) เปนไปไดวาเกิดจากการท่ีไกไดรับวัคซีนสเตรน VG/GA 

ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Maas et al. (1998) ท่ีพบวาการใชแอนติเจนสเตรนเดียวกับวัคซีนจะให

ระดับภูมิคุมกันสูงเกินความเปนจริง และการศึกษาของ Glisson et al. (1990) ท่ีพบวาการใชวัคซีนสเตรน 

VG/GA จะใหคาระดับภูมิคุมกันท่ีสูง นอกจากนี้เชื้อไวรัสสเตรน VG/GA มีความแตกตางกับสเตรน LaSota 

ในระดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน (Perozo et al., 2008) รวมถึงความแตกตางทางพันธุกรรมของสัตว

สามารถสงผลใหการตอบสนองทางภูมิคุมกันหลังจากไดรับวัคซีนแตกตางกันได (Peleg et al., 1976) 

จากการคำนวณคาแคปปาของการแปรผลผลบวกจากการใชแอนติเจน LaSota เปรียบเทียบกับ 

Queensland V4 พบวามีคาสูงถึง 0.714 ซ่ึงถือวามีความสอดคลองกันมาก ในทางตรงขาม เม่ือเปรียบเทียบ

ผลบวกจากการใชแอนติเจน 2 สเตรนดังกลาวกับ VG/GA พบวาไดคานอยกวา 0.4 ซ่ึงถือวามีความ

สอดคลองกันเพียงเล็กนอย (Landis and Koch, 1977) สวนไกพ้ืนเมืองท่ีไมไดรับวัคซีนมีคาระดับภูมิคุมกัน

เฉลี่ยเทากับ 2 อาจเกิดจากการไดรับภูมิคุมกันถายทอดจากแมบางสวน (Pitcovski et al., 2017)  

สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาการเตรียมแอนติเจนของเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลสเตรน LaSota, VG/GA, 

และ Queensland V4 สามารถใช  BPL เขมขน 0.1% ไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจากสามารถทำใหเชื้อ

ไวรัสหมดฤทธิ์อยางสมบูรณ โดยท่ีระดับแอนติเจนยังคงสูงมากพอสำหรับนำไปทดสอบตอดวยวิธี HI 

การตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไก SPF และไกพ้ืนเมือง สามารถเลือกใชแอนติเจน

ท้ัง 3 สเตรนไดแก LaSota, Queensland V4, และ VG/GA ในการตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัส

นิวคาสเซิลดวยวิธี HI ในซีรัมไก SPF ได และในการตรวจระดับภูมิคุมกันดวยวิธี HI ในซีรัมไกพ้ืนเมือง

ควรเลือกใชแอนติเจนสเตรน LaSota และ Queensland V4 เม่ือคำนึงถึงปจจัยดานอ่ืนๆ เชน แหลงท่ีมาของเชื้อ 

ความสะดวกในทางปฏิบัติ และการทดสอบความชำนาญระหวางหองปฏิบัติการ พบวาแอนติเจน 

Queensland V4 มีความเหมาะสมท่ีสุด เนื่องจากสสช.มีการผลิตเปนแอนติเจนอางอิงสำหรับแจกจาย

หนวยงานของกรมปศุสัตวท่ัวประเทศ และสามารถชวยลดขอจำกัดดานการครอบครองเชื้อ และการจัดสง

เชื้อใหแกหนวยงานท่ีเก่ียวของ เพ่ือทดสอบความชำนาญของหองปฏิบัติการได ท้ังนี้ ในการแปลผลระดับ

ภูมิคุมกันของไกพ้ืนเมือง ควรทราบประวัติการใชวัคซีนในพ้ืนท่ีรวมดวย  
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