
การคัดเลือกแอนติเจนสำหรับตรวจระดับภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไกปลอดเช้ือเฉพาะ 

และไกพ้ืนเมือง โดยวิธี Hemagglutination Inhibition (HI) 

ชลดา ทองดี1 ณัฐกานต สุวรรณกิจวัฒน2  เนตรกมล ยิ้มพิรัตน3  สุเทพ ทางด2ี 

วิลาสินี ทาวเพชร3  ฐิตวัฒน จันทวร3 

บทคัดยอ 

โรคนิวคาสเซิลเกิดจากเชื้อไวรัส Avian paramyxovirus ซีโรไทป 1 (APMV-1) ชนิดรุนแรง 

เปนโรคติดตอท่ีสำคัญในสัตวปก ในไกท่ีไมไดรับวัคซีนมีอัตราการตายสูงถึง 100% ประเทศไทยมีการใช

วัคซีนนิวคาสเซิล สเตรน LaSota ชนิดเชื้อเปน และประเมินระดับภูมิคุมกันหลังสัตวไดรับวัคซีนโดยวิธี HI 

หองปฏิบัติการของกรมปศุสัตวแตละแหงเลือกใชสเตรนของแอนติเจนนิวคาสเซิลท่ีแตกตางกัน อยางไรก็ตาม

การศึกษาความแตกตางของแอนติเจนแตละสเตรนท่ีใชตรวจระดับภูมิคุมกันโดยวิธี HI ในไก Specific 

pathogen free (SPF) และ ไกพ้ืนเมือง ในประเทศไทยยังมีขอมูลนอย การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค

เพ่ือศึกษาและคัดเลือกแอนติเจนจากไวรัสเชื้อตายสำหรับตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัม

ไก SPF และไกพ้ืนเมือง เพ่ือใชเปนแนวทางของหองปฏิบัติการ ทำการเตรียมแอนติเจนเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล 

สเตรน LaSota, VG/GA และ Queensland V4 ทำใหเชื้อตายดวย Beta-propiolactone (BPL) จากนั้น

ตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล โดยวิธี HI ในตัวอยางซีรัมไก SPF จำนวน 100 ตัวอยางและ

ซีรัมไกพ้ืนเมืองจำนวน 116 ตัวอยาง เปรียบเทียบระดับภูมิคุมกันท่ีไดจากการตรวจดวยแอนติเจน

ท่ีแตกตางกัน 3 สเตรน ดวย Kruskal–Wallis test และเปรยีบเทียบแตละคูดวย Dunn's test เปรียบเทียบ

รอยละของผลบวก โดยใชคาแคปปา (Kappa statistic) จากผลการตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล

ในซีรัมไก SPF และไกพ้ืนเมือง พบวาสามารถเลือกใชแอนติเจนท้ัง 3 สเตรนไดแก LaSota, Queensland V4, 

และ VG/GA ในการตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลดวยวิธี HI ในซีรัมไก SPF ได ซ่ึงระดับ

ภูมิคุมกันของซีรัมไก SPF ท่ีเกิดข้ึนจากการใชแอนติเจนท้ัง 3 สเตรน ไมแตกตางกัน (p>0.05) ในขณะท่ี

ระดับภูมิคุมกันของซีรัมไกพ้ืนเมือง ไดผลแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ (p<0.05) โดยแอนติเจนสเตรน 

VG/GA (คากลาง=log28) ใหระดับภูมิคุมกันสูงกวาสเตรน LaSota และ Queensland V4 4 เทา ดังนั้น

ในการตรวจระดับภูมิคุมกันดวยวิธี HI ในซีรัมไกพ้ืนเมืองควรเลือกใชแอนติเจนสเตรน LaSota และ 

Queensland V4 

คำสำคัญ: นิวคาสเซิล ภูมิคุมกัน แอนติเจน ไก SPF ไกพ้ืนเมือง 
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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 

เปนโรคติดตอท่ีสำคัญในสัตวปก ทำใหมีอาการทางระบบหายใจ ระบบทางเดินอาหาร ระบบสืบพันธุ และ

ระบบประสาทในไก โดยไกท่ีไมไดรับวัคซีน มีอัตราการตายสูงถึง 100% (Getabalew et al., 2019) จึงสราง

ความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเปนอยางมาก การปองกันโรคสามารถทำไดโดยการใชวัคซีน

ท่ีมีประสิทธิภาพ ซ่ึงการตรวจระดับภูมิคุมกันในสัตวท่ีไดรับวัคซีนโดยวิธี HI สามารถประเมินประสิทธิภาพ

ของวัคซีนได 

ประเทศไทยมีการใชวัคซีนนิวคาสเซิล สเตรน LaSota ชนดิเชื้อเปน และประเมินระดับภูมิคุมกัน

หลังสัตวไดรับวัคซีนโดยวิธี HI ท้ังนี้ ภูมิคุมกันตอโรคนิวคาสเซิลสามารถเกิดปฏิกิริยาขามระหวาง 

สเตรนได (World Organization for Animal Health (OIE), 2021) หองปฏิบัติการแตละแหงจึงสามารถ

เลือกใชแอนติเจนท่ีตางกันในการตรวจระดับภูมิคุมกัน เชน LaSota, Queensland V4, VG/GA และ Ishii 

(Bello et al., 2020; Olabode et al., 2010; Perozo et al., 2008; จำละครและคณะ 2004) เปนตน 

ซ่ึงการเลือกไวรัสที่จะนำมาเปนแอนติเจนตองเปนสเตรนท่ีไมรุนแรง (Getabalew et al., 2019) 

โดยสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ (สสช.) และศูนยวิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย (ศวพ.) ใชแอนติเจน

นิวคาสเซิลสเตรน Queensland V4 เชื้อตาย ในการตรวจซีรัมไกพ้ืนเมืองหลังไดรับวัคซีน ในขณะท่ี

ศูนยทดสอบและวิจัยคุณภาพชีววัตถุสำหรับสัตว (ศทวช.) ใชแอนติเจนนิวคาสเซิลสเตรน VG/GA เชื้อเปน 

ในการตรวจซีรัมไกปลอดเชื้อเฉพาะ (Specific pathogen Free, SPF) เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีน 

โดยวัคซีนของกรมปศุสัตวเปนวัคซีนรวมนิวคาสเซิลสเตรน LaSota และหลอดลมอักเสบติดตอ (ND/IB) 

ชนิดเชื้อเปน จึงสามารถเตรียมแอนติเจนจากวัคซีนของกรมปศุสัตวได อยางไรก็ตาม มีรายงานวาการใช

แอนติเจนนิวคาสเซิลสเตรน LaSota ซ่ึงเปนสเตรนเดียวกับวคัซีน ทำใหไดระดับภูมิคุมกันท่ีสูงเกินความเปนจริง 

(Maas et al., 1998) โดยงานวิจัยดังกลาวใชไกทดลองเพียง 13 ตัวอยาง และยังไมมีการศึกษาเพ่ิมเติม อีกท้ัง

การปฏิบัติงานกับไวรัสเชื้อเปนมีขอจำกัดหลายประการ โดยเฉพาะในการครอบครองเชื้อ นอกจากนี้ไวรัสเชื้อเปน 

สเตรน VG/GA ท่ีทางศทวช. ใชอยู เปนเชื้อท่ีไดมาจากหนวยงานเอกชนอยางไมเปนทางการ จึงไมทราบ

แหลงท่ีมาอยางชัดเจน และไมสามารถจัดสงเชื้อใหแกหนวยงานอ่ืนท่ีเก่ียวของ เพ่ือทดสอบความชำนาญ

ของหองปฏิบัติการได ดังนั้นหากสามารถใชไวรัสเชื้อตาย จะชวยลดขอจำกัดดังกลาวและสะดวก

ในทางปฏิบัติมากข้ึน งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดเลือกแอนติเจนสำหรับตรวจระดับภูมิคุมกัน

ตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในไก SPF และไกพ้ืนเมือง เพ่ือใชเปนแนวทางของหองปฏิบัติการตอไป 

อุปกรณและวิธีการ 

แอนติเจน  

เตรียมเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลชนิดเชื้อเปนจำนวน 3 สเตรนไดแก 1. LaSota ซ่ึงเปนวัคซีนของ

สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑสัตว (สทช.) 2. VG/GA ซ่ึงเปนวัคซีนของบริษัทเอกชน 3. Queensland V4 

ท่ีสสช.ผลิตเองโดยมีแหลงท่ีมาจาก Australian Centre for Disease Preparedness (ACDP) 

ประเทศออสเตรเลีย ปริมาตร 1 mL ตอสเตรน เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 °C จากนั้นเพ่ิมจำนวนไวรัสท้ัง 3 สเตรน
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ในไขไกฟก SPF อายุ 9-11 วัน จำนวน 5 ฟองตอสเตรน โดยฉีดเชื้อ 0.1 mL ลงไปใน chorioallantoic cavity 

และบมท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 6 วันจึงเก็บ chorioallantoic fluid (CAF) และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 °C 

จนกวาจะใชงาน เตรียมแอนติเจนนิวคาสเซิลชนิดเชื้อตายดวย BPL โดยผสมกับเชื้อไวรัสใหไดความเขมขน

สุดทายเทากับ 0.1% จากนั้นใช magnetic stirrer ในการผสมใหเขากันเปนเวลา 2 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง 

(ดัดแปลงจากวิธีของ Prescott DM 1975) จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพของการฆาเชื้อ โดยนำแอนติเจน

เชื้อตายท้ัง 3 สเตรนฉีดลงไขไกฟกจำนวน 3 passages และตรวจหาปริมาณไวรัสนิวคาสเซิลโดยวิธี 

Hemagglutination test (HA test)  

ตัวอยางซีรัมไก  

กลุมทดลองท่ี 1 คือ ซีรัมไก SPF ไดรับความอนุเคราะหจาก ศทวช. แบงเปน 2 กลุมยอยไดแก 

1.1 ไกท่ีไดรับวัคซีนรวมND/IB ของกรมปศุสัตว จำนวน 70 ตัวอยาง และ 1.2 ไกท่ีไมไดรับวัคซีน จำนวน 

30 ตัวอยาง  

กลุมทดลองท่ี 2 คือ ซีรัมไกพ้ืนเมือง แบงเปน 2 กลุมยอยไดแก 2.1 ไกท่ีไดรับวัคซีนรวม ND/IB ของ

กรมปศุสัตว จำนวน 96 ตัวอยาง ไดรับความอนุเคราะหจากโครงการติดตามประสิทธิภาพการใชวัคซีนรวม

นิวคาสเซิลเชื้อเปน สเตรน LaSota และหลอดลมอักเสบติดตอในไกจาก สสช. และ 2.2 ไกพ้ืนเมืองท่ี

ไมไดรับวัคซีน จำนวน 20 ตวัอยาง ไดรับความอนุเคราะหจากสำนักงานปศุสัตวอำเภอโกสุมพิสัย จ.มหาสารคาม  

โดยซีรัมไกที ่ใชสำหรับการทดสอบมีปริมาตร 400 µl ตอตัวอยาง และทุกการทดสอบมีซีรัม

ควบคุมบวกท่ีมีคา HI titer เทากับ log27 (1:128) และซีรัมควบคุมลบ ท่ีมีคา HI titer นอยกวาหรือเทากับ 

log22 (1:4) การศึกษาครั้งนี้ไดรับการอนุมัติใหใชสัตวทดลองโดย คณะกรรมการบริหารจัดการการใช

สัตวทดลอง ศูนยทดสอบและวิจัยคุณภาพชีววัตถุสำหรับสัตว เลขท่ี ศวทช. 1/64 

Hemagglutination (HA) test 

ตรวจตามวิธีมาตรฐานของ OIE (2021) โดยเจือจางแอนติเจนท้ัง 3 สเตรนดวย Phosphate 

buffer saline (PBS) ครั้งละ 2 เทาเปนลำดับในไมโครเพลท เริ่มจาก 2-1 ถึง 2-11  จากนั้นนำมาทดสอบ 

HA test โดยใชเม็ดเลือดแดงของไก SPF (cRBC)  ความเขมขน 1% เม่ือไดปริมาณแอนติเจนแลว จึงทดสอบ 

back titration และ เตรียม working antigen ท่ี 4HA Unit 

Hemagglutination inhibition test (HI test) 

ตรวจตามวิธีมาตรฐานของ OIE (2021) โดยเจือจางซีรัมดวย PBS ครั้งละ 2 เทาเปนลำดับ 

ในไมโครเพลท เริ่มจาก 2-1 ถึง 2-11   ใหไดปริมาตรหลุมละ 25 µl  เวนหลุมท่ี 12 เปนหลุมควบคุมเติม PBS 

ปริมาตร 50 µl  จากนั้นเติม working antigen ปริมาตร 25 µl  ยกเวนหลุมควบคุม และบมในอุณหภูมิหอง

เปนเวลา 40 นาที จากนั้นเติม 1% cRBC ปริมาตร 25  µl ทุกหลุม และบมอีก 40 นาที และอานผลการทดสอบ 

โดยถาคาระดับภูมิคุมกันท่ีมากกวาหรือเทากับ log24 (1:16) ถือวามีคาเปนบวก 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

ระดับภูมิคุมกันท่ีไดจะถูกแปลงใหอยูในรูป log2 จากนั้นทำการวิเคราะหขอมูลโดยใชสถิติเชิงพรรณา

ดวยคามัธยฐาน และ Interquartile range (IQR) ทำการเปรียบเทียบคากลางของระดับภูมิคุมกันตอ
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เชื้อไวรัสนิวคาสเซิล ท่ีเกิดข้ึนจากการใชแอนติเจน 3 สเตรน ไดแก  LaSota, Queensland V4, และ VG/GA  

โดยใชวิธี Kruskal–Wallis test (Kruskal and Wallis, 1952) ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% แลวทำการทดสอบ

หาคาความแตกตางแตละคูดวย Dunn's test (Dinno, 2015) โดยใชโปรแกรม Microsoft Office Excel 

(Real Statistic) และสรางกราฟดวยโปรแกรม GraphPad Prism เวอรชัน 9.3.1 หาสัดสวนของซีรัมท่ีมี

คาระดับภูมิคุมกันเปนผลบวกตอจำนวนซีรัมท้ังหมด โดยคาระดับภูมิคุมกันท่ีมากกวาหรือเทากับ 1:16 คือ

ผลบวก และหาความสอดคลองของการแปรผลบวกจากการใชแอนติเจนท้ัง 3 สเตรน ดวยสถิติแคปปา 

โดยใชโปรแกรม SPSS เวอรชัน 23 แปรผลขนาดความสอดคลอง (Strength of agreement) ดังนี้ 

คาแคปปา <0.00 คือ แย, 0.00-0.20 คือ นอย, 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 

ระดับไตเตอรของแอนตเิจน (HA titer) 

เชื้อไวรสันิวคาสเซิลชนิดเชื้อเปน สเตรน LaSota, VG/GA, และ Queensland V4 มี HA titer ตั้งตน

เทากับ 8, 9, และ 8 ตามลำดับ เม่ือนำมาเชื้อไวรัสดังกลาวมาทำใหหมดฤทธิ์ดวย BPL ท่ีมีความเขมขน

สุดทาย 0.1% พบวาผลการตรวจ HA titer ของแอนติเจนท้ัง 3 สเตรน มีระดับลดลง 1 ระดับ ดังแสดงใน

ตารางท่ี 1 ซ่ึงนำมาเตรียมใหได 4 HA Units เพ่ือใชในการทดสอบโดยวิธี HI ตอไป 

ตารางท่ี 1 คา HA titer ของ แอนติเจนเชื้อตายของเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล สเตรน LaSota VG/GA และ 

Queensland V4 

สเตรนของเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล 
ระดับไตเตอรของแอนติเจน (log2) 

เชื้อเปน เชื้อตาย 

LaSota 8 7 

VG/GA 9 8 

Queensland V4 8 7 

ระดับภูมิคุมกัน 

การตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไก SPF ท่ีไดรับวัคซีน จำนวน 70 ตัวอยาง

โดยใชแอนติเจน LaSota, VG/GA, และ Queensland V4 ไดคามัธยฐาน (IQR) เทากับ 6(3), 6(2.75), และ 

6(2.75) ตามลำดับ และจากสถิติ Dunn’s test ไมพบความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ (p>0.05) ในขณะท่ี

ระดับภูมิคุมกันในไก SPF ท่ีไมไดรับวัคซีน ไดคามัธยฐานเทากับ 0 ท้ังสามกลุม และจากสถิติ Dunn’s test  

พบวาระดับภูมิคุมกันท่ีเกิดจากการใชแอนติเจนสเตรน LaSota มีความแตกตางจากการใชแอนติเจนสเตรน 

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

ภูมิคุมกันจากการใชแอนติเจนสเตรน LaSota เปน 0 ทุกตัวอยาง ในขณะท่ีระดับภูมิคุมกันจากกลุม 

VG/GA และ Queensland V4 อยูระหวาง 0-1 เม่ือวิเคราะหระดับภูมิคุมกันเชิงคุณภาพของซีรัมไก SPF 

กลุมท่ีไดรับวัคซีน พบวาใหผลบวกระหวาง 80-88.57% โดยมีคาแคปปา ระหวาง LaSota กับ VG/GA 
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เทากับ 0.68, ระหวาง LaSota กับ Queensland V4 เทากับ 0.74 และระหวาง VG/GA กับ Queensland V4 

เทากับ 0.93 ในขณะท่ีระดับภูมิคุมกันเชิงคุณภาพของไก SPF กลุมท่ีไมไดรับวัคซีนใหผลลบท้ังหมด 

 
รูปท่ี 1 ระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไก SPF ท่ีไดรับวัคซีน (vac) จำนวน 70 ตัวและไมได

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

ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไก SPF จากการตรวจดวยแอนติเจน 

3 สเตรน โดยวิธี HI 
 

คามัธยฐาน (IQR) ของระดับภูมิคุมกัน

ตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล (log2) 

รอยละของผลบวก (ตัวอยางใหผลบวก/จำนวน

ตวัอยางท้ังหมด) 

LaSota VG/GA Queensland 

V4 

LaSota VG/GA Queensland 

V4 

กลุมทำ

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) 

กลุมไมทำ

วัคซีน 

(n=30) 

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

คามัธยฐาน (IQR) ท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันของตัวแปร ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) และคามัธยฐาน 

(IQR) มีตัวอักษรแตกตางกันของตัวแปร มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ (p≤0.05) 

จากการตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไกพ้ืนเมืองท่ีไดรับวัคซีนจำนวน 96 ตัวอยาง 

พบวาคามัธยฐานของระดับภูมิคุมกันจากการตรวจดวยแอนติเจน LaSota, VG/GA, และ Queensland V4 

ไดคามัธยฐาน (IQR) เทากับ 6(3), 8(2), และ 6(2) ตามลำดับ จากสถิติ Dunn’s test  พบวาสเตรน VG/GA 

ใหคาระดับภูมิคุมกันแตกตางจากสเตรน LaSota และ Queensland V4 อยางมีนัยสำคัญ (p<0.05) 

ซ่ึงสเตรน VG/GA ใหคาระดับภูมิคุมกันสูงกวาสเตรน LaSota และ Queensland V4 2 log2 หรือ 4 เทา 

(รูปท่ี 2 และตารางท่ี 3) เม่ือทำการวิเคราะหขอมูลเชิงคุณภาพ พบวาในไกพ้ืนเมืองท่ีไดรับวัคซีน เม่ือใช
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แอนติเจนสเตรน VG/GA ในการตรวจ ใหผลบวกสูงถึง 96.88% (93/96) ในขณะท่ีแอนติเจน LaSota และ 

Queensland V4 ใหผลบวก 81.25% (78/96) และ 83.33% (80/96) ตามลำดับ โดยมีคาแคปปา ระหวาง 

LaSota กับ VG/GA เทากับ 0.24, ระหวาง LaSota กับ Queensland V4 เทากับ 0.71, และระหวาง 

VG/GA กับ Queensland V4 เทากับ 0.16 ในขณะท่ีระดับภูมิคุมกันของไกพ้ืนเมือง กลุมท่ีไมไดรับวัคซีน

ใหผลลบท้ังหมด 

 
รูปท่ี 2 ระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไกพ้ืนเมืองท่ีไดรับวัคซีน (vac) จำนวน 96 ตัว และ

ไมไดรับวัคซีน (unvac) จำนวน 20 ตัว โดยเปรียบเทียบการใชแอนติเจน 3 สเตรน (****p<0.0001, 

ns ; p=0.083) 

ตารางท่ี 3 การเปรียบเทียบระดับภูมิคุมกันในซีรัมไกพ้ืนเมือง จากการใชแอนติเจน 3 สเตรน 
 

คามัธยฐาน (IQR) ของระดับภูมิคุมกัน

ตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล (log2) 

รอยละของผลบวก (ตัวอยางใหผลบวก/

จำนวนตัวอยางท้ังหมด) 

LaSota VG/GA Queensland 

V4 

LaSota VG/GA Queensland 

V4 

กลุมทำวัคซีน 

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

81.25 

(78/96) 

96.88 

(93/96) 

83.33 

(80/96) 

กลุมไมทำ

วัคซีน 

(n=20) 

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

คามัธยฐาน (IQR) ท่ีมีตัวอักษรเหมือนกันของตัวแปร ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) และคามัธยฐาน 

(IQR) มีตัวอักษรแตกตางกันของตัวแปร มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสำคัญ (p≤0.05) 
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วิจารณ 

โรคนิวคาสเซิลเปนโรคที่สำคัญในอุตสาหกรรมสัตวปก และเปนโรคที่ทำใหเกิดการกีดกันทางการคา

ระหวางประเทศ สงผลกระทบตอเศรษฐกิจอยางมหาศาล (Dzogbema et al., 2021) ประเทศไทย

ไดรับรองสถานภาพปลอดโรคในป พ.ศ. 2542 โดยกรมปศุสัตวมีการรณรงคทำวัคซีนปองกันโรคนิวคาสเซิล

ในไกพื้นเมืองทั่วประเทศ ซึ่งจำเปนตองมีการประเมินระดับภูมิคุมกันหลังจากไกไดรับวัคซีนเปนประจำทุกป 

เพื่อใหทราบสถานะของภูมิคุ มกันระดับฝูง ปจจุบันการตรวจระดับภูมิคุ มกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิล

สามารถใชวิธี ELISA และ HI โดย OIE แนะนำใหใชวิธี HI ในการตรวจซีรัมสัตวหลังไดรับวัคซีน (OIE, 2021) 

และยงัเหมาะในการตรวจตัวอยางจำนวนมาก เนื่องจากมีราคาถูกและไมตองใชเครื่องมือราคาแพง  

การใชแอนติเจนในการทดสอบ HI สามารถใชไดท้ังไวรสัเชื้อเปนและเชื้อตาย แตการใชไวรสัเชือ้เปนนั้น

มีขอเสียหลายประการ เชน การแพรระบาดของเชื้อ การจัดเก็บและขนสงเชื้อ และการปนเปอนไปยังงานอ่ืนๆ 

(Beard et al., 1975) ดังนั้นหองปฏิบัติการมักเลือกใชแอนติเจนชนิดเชื้อตายในการทดสอบ เนื่องจาก

สะดวกในการปฏิบัติงานและมีความปลอดภัยสูงกวาการใชแอนติเจนชนิดเชื้อเปน โดยการศึกษานี้เลือกใช  BPL 

ซ่ึงเปนสารเคมีท่ีนิยมนำมาใชในการทำใหเชื้อไวรัสหมดฤทธิ์เพ่ือผลิตวัคซีน เนื่องจากสามารถฆาเชื้อไดอยางสมบูรณ 

โดยไมทำใหคุณสมบัติของแอนติเจนเสียหาย ซ่ึงมักใชท่ีความเขมขนมากกวา 0.025% แตไมเกิน 0.1% 

เนื่องจาก  BPL ท่ีความเขมขน 0.025% สามารถทำลายเชื้อใน allantoic fluid ได แตไมเพียงพอในการ

ทำลายเชื้อในซีรัม และหากใชความเขมขนมากกวา 0.1% จะทำใหอนุภาคของไวรัสเกาะกลุมกัน ทำใหลด

การแสดงออกของ epitope จึงสงผลตอคุณสมบัติของแอนติเจนได (Gupta et al., 2021; Herrera-

Rodriguez et al., 2019; King, 1991) อยางไรก็ตาม การศึกษานี้พบวาหลังจากผานกระบวนการทำใหเชื้อ

หมดฤทธิ์ แอนติเจนท้ังสามสเตรนมี HA titer ลดลง 1 log2  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานกอนหนานี้ท่ีพบวาการ

ใช BPL 0.1% อาจสงผลให HA titer ลดลงได (Beard et al., 1975)  

สเตรนของเชื้อไวรัสท่ีใชในการทดสอบนั้นมีความแตกตางกันในแตละหองปฏิบัติการ หลายการศึกษา

นิยมใชแอนติเจนสเตรนเดียวกับท่ีใชในการทำวัคซีน (Albarrak et al., 2021; Brujeni et al., 2019; Sarker 

et al., 2017) อยางไรก็ตามแมวาวัคซีนปองกันโรคนิวคาสเซิลของกรมปศุสัตวจะผลิตจากสเตรน LaSota 

แตหองปฏิบัติการของกรมปศุสัตวสวนใหญใชแอนติเจนสเตรน Queensland V4 ท่ีไดรับความอนุเคราะห

จาก ACDP ประเทศออสเตรเลีย ซ่ึงจากการศึกษานี้ พบวาใหผลเทียบเทากับการใชแอนติเจนสเตรน LaSota 

ในการตรวจซีรัมไก SPF และ ไกพ้ืนเมืองท่ีไดรับวัคซีน (ภาพท่ี 1 และ 2) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้

ของสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ (ไมไดตีพิมพ) และจากคาแคปปา ของท้ังสามคูทดสอบในซีรัมไก SPF มีคา

มากกวา 0.6 ซ่ึงถือวามีความสอดคลองกันมาก (Landis and Koch, 1977) อยางไรก็ตามซีรัมของไก SPF 

ท่ีไมไดรับวัคซีนมีระดับภูมิคุมกันแตกตางกันเม่ือใชแอนติเจนท่ีตางกันในการทดสอบ ซ่ึงอาจเกิดจากปจจัยของ

แอนติเจน เชน ความบริสุทธิ์ไมมากพอ ทำใหเกิดปฏิกิริยาท่ีไมจำเพาะ (non-specific reaction) กอใหเกิด

ผลบวกลวง หรืออาจเกิดจากความไมแนนอนของวิธีทดสอบ (uncertainty) ซ่ึงโดยท่ัวไปผลการทดสอบ

อาจคลาดเคลื่อนได 2SD (OIE, 2014) หรือเทียบเทากับ 1log2 โดยความแตกตางของขอมูลเชิงปริมาณนี้

ไมสงผลกระทบตอขอมูลเชิงคุณภาพท่ีไดผลเปนลบท้ังหมด สำหรับผลการตรวจระดับภูมิคุมกันในไกพ้ืนเมือง

ท่ีไดรับวัคซีนดวยแอนติเจนสเตรน VG/GA ไดคาสูงกวาการตรวจดวยแอนติเจนสเตรน LaSota และ 



9 
 
Queensland V4  นั้น (ภาพท่ี 2 และ ตารางท่ี 3) เปนไปไดวาเกิดจากการท่ีไกไดรับวัคซีนสเตรน VG/GA 

ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Maas et al. (1998) ท่ีพบวาการใชแอนติเจนสเตรนเดียวกับวัคซีนจะให

ระดับภูมิคุมกันสูงเกินความเปนจริง และการศึกษาของ Glisson et al. (1990) ท่ีพบวาการใชวัคซีนสเตรน 

VG/GA จะใหคาระดับภูมิคุมกันท่ีสูง นอกจากนี้เชื้อไวรัสสเตรน VG/GA มีความแตกตางกับสเตรน LaSota 

ในระดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน (Perozo et al., 2008) รวมถึงความแตกตางทางพันธุกรรมของสัตว

สามารถสงผลใหการตอบสนองทางภูมิคุมกันหลังจากไดรับวัคซีนแตกตางกันได (Peleg et al., 1976) 

จากการคำนวณคาแคปปาของการแปรผลผลบวกจากการใชแอนติเจน LaSota เปรียบเทียบกับ 

Queensland V4 พบวามีคาสูงถึง 0.714 ซ่ึงถือวามีความสอดคลองกันมาก ในทางตรงขาม เม่ือเปรียบเทียบ

ผลบวกจากการใชแอนติเจน 2 สเตรนดังกลาวกับ VG/GA พบวาไดคานอยกวา 0.4 ซ่ึงถือวามีความ

สอดคลองกันเพียงเล็กนอย (Landis and Koch, 1977) สวนไกพ้ืนเมืองท่ีไมไดรับวัคซีนมีคาระดับภูมิคุมกัน

เฉลี่ยเทากับ 2 อาจเกิดจากการไดรับภูมิคุมกันถายทอดจากแมบางสวน (Pitcovski et al., 2017)  

สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาการเตรียมแอนติเจนของเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลสเตรน LaSota, VG/GA, 

และ Queensland V4 สามารถใช  BPL เขมขน 0.1% ไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจากสามารถทำใหเชื้อ

ไวรัสหมดฤทธิ์อยางสมบูรณ โดยท่ีระดับแอนติเจนยังคงสูงมากพอสำหรับนำไปทดสอบตอดวยวิธี HI 

การตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสนิวคาสเซิลในซีรัมไก SPF และไกพ้ืนเมือง สามารถเลือกใชแอนติเจน

ท้ัง 3 สเตรนไดแก LaSota, Queensland V4, และ VG/GA ในการตรวจระดับภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัส

นิวคาสเซิลดวยวิธี HI ในซีรัมไก SPF ได และในการตรวจระดับภูมิคุมกันดวยวิธี HI ในซีรัมไกพ้ืนเมือง

ควรเลือกใชแอนติเจนสเตรน LaSota และ Queensland V4 เม่ือคำนึงถึงปจจัยดานอ่ืนๆ เชน แหลงท่ีมาของเชื้อ 

ความสะดวกในทางปฏิบัติ และการทดสอบความชำนาญระหวางหองปฏิบัติการ พบวาแอนติเจน 

Queensland V4 มีความเหมาะสมท่ีสุด เนื่องจากสสช.มีการผลิตเปนแอนติเจนอางอิงสำหรับแจกจาย

หนวยงานของกรมปศุสัตวท่ัวประเทศ และสามารถชวยลดขอจำกัดดานการครอบครองเชื้อ และการจัดสง

เชื้อใหแกหนวยงานท่ีเก่ียวของ เพ่ือทดสอบความชำนาญของหองปฏิบัติการได ท้ังนี้ ในการแปลผลระดับ

ภูมิคุมกันของไกพ้ืนเมือง ควรทราบประวัติการใชวัคซีนในพ้ืนท่ีรวมดวย  

กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณเจาหนาที่ฝายไวรัสและฝายสัตวทดลองของศูนยทดสอบและวิจัยคุณภาพชีววัตถุ

สำหรับสัตว สำหรับการใหความชวยเหลือในการทดสอบตัวอยาง ปศุสัตวอำเภอโกสุมพิสัย สำหรับตัวอยางซีรัม

ไกพื้นเมืองกลุมควบคุม  สัตวแพทยหญิง ดร. อรพรรณ อาจคำภา นายสัตวแพทยชำนาญการ สำหรับ

คำแนะนำดานการเขียนงานวิจัย นอกจากนี้ ขอขอบคุณนายสัตวแพทยบัณฑิต นวลศรีฉาย นายสัตวแพทย

ชำนาญการพิเศษ นายสัตวแพทยฐปณัฐ สงคสุภา นายสัตวแพทยชำนาญการ สัตวแพทยหญิงใกลรุง ทนสระนอย 

นายสัตวแพทยชำนาญการ และนางสาวละมูล โมลี นักวิทยาศาสตรการแพทยชำนาญการ กลุมไวรัสวิทยา 

สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ สำหรับคำแนะนำเรื่องการแปลผลและวิเคราะหผลการศึกษา 
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