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แนวคิดและทฤษฎี

โรคหลอดลมอักเสบติดต่อ เป็นโรคของระบบทางเดินหายใจ รังไข่ ท่อนำไข่ และไต ก่อให้ 

เกิดความสูญเสียท้ังในด้านผลผลิตและการตาย ปัญหาที่สำคัญ คือ เช้ือไวรัสโรคหลอดลมอักเลบ 

ติดต่อมีหลายซีโรไทปั แต่ละซีโรไทปัมีหลายลเตรน เช้ือไวรัสแต่ละสเตรนจะให้ cross immunity 

ต่อลเตรนอ่ืนได้ไม่ดีและไม่เหมือนคัน วัคซีนท่ีเตรียมจากเช้ือไวรัสลเตรนท่ีก่อโรคจะป้องคันโรคจาก 

เซือไวรัลสเตรนนันได้อย่างมีประสิทธิภาพ ส่ิงท่ีควรทราบในการควบคุมและป้องคันโรคหลอดลม 

อักเสบติดต่อ นอกจากสเตรนของไวรัสท่ีมีการระบาดในพ้ืนท่ี คือ ประสิทธิภาพของวัคซีนแต่ละ 

ชนิดในการป้องคันโรคหลอดลมอักเสบสเตรนต่างๆ การตรวจหาแอนติบอดีโดยวิธี ELISA ไม่ 

สามารถใช้ในการตรวจแอนติบอดีท่ีมีความจำเพาะต่อซีโรไทป๋ของไวรัส แต่วิธี VN ลามารถตรวจ 

แอนติบอดีจำเพาะต่อซีโรไทป็ของไวรัสได้ จากรายงานการตรวจพบซีรัมท่ีให้ผลบวกต่อเช้ือไวรัล

ลเตรน 4/91 และรายงานการแยกเช้ือไวรัลในปี ค.ศ.1996 (Cook e t  al. 1996) แสดงว่าอาจมีการ 

ระบาดของเช้ือไวรัสสเตรน 4/91 ในประเทศไทย แต่ในปัจจุบันยังไม่มีการใช้วัคซีนซ่ึงเตรียมจาก 

เช้ือไวรัลลเตรนดังกล่าวในประเทศไทย และยังไม่มีการรายงานระดับแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัลสเตรน 

ต่างๆ ในไก่เน้ือท่ีทำวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อเช้ือเป็นโปรแกรมต่างๆ ท่ีนิยมใช้ในประเทศไทย 

การศึกษาระดับแอนติบอดีต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อสเตรน 4/91 และสเตรนแมล'ซาชูเซตล์ ใน 

ไก่เน้ือท่ีทำวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อด้วยวิธี VN ลามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการเลือกชนิด 

ของวัคซีนและโปรแกรมวัคซีนท่ีเหมาะลม เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการควบคุมและป้องคันโรค

และใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการศึกษาเก่ียวคับการระบาดของเชือไวรัสสเตรน 4/91 ในไก่เนือใน 

ประเทศไทย

โรคหลอดลมอักเสบติดต่อ

โรคหลอดลมอักเสบติดต่อ หรือ Infectious bronchitis (IB) พบการระบาดครังแรกในรัฐ 
นอร์ธ ดาโกต้า ประเทศสหรัฐอเมรีกาในปี ค.ศ. 1930 โดย Schalk และ Hawn รายงานอาการทาง 
คลินิคของโรค และการศึกษาเบื้องต้นในห้องปฏิบัติการ (Schalk and Hawn,1931) และลามารถ 
สรุปว่าเชื้อใวรัสเป็นสาเหตุของโรคในปี ค.ศ. 1936 โดย Beach และ Schalm (Beach and
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Schalm,1936) และลามารถเพาะเชื้อไวรัสได้เป็นครั้งแรกในไข่ไก่ฟักในปี ค.ศ. 1937 โดย 
Beaudette และ Hudson (Beaudette and Hudson,1937) ในประเทศไทยมีการระบาดของโรค 
หลอดลมอักเสบติดต่อมาเป็นเวลานาน (Chaiyasittiyuthaparn,1957 cited in Chindavanig, 
1962) และพบการระบาดทั่วประเทศ (นิยมศักดิใเละคณะ,2526 ; ช้องมาศและคณะ,2536)

ลาเหตุของโรคเกิดจากเรือ infectious bronchitis virus (IBV) จัดอยู่'ในแฟมิลี 
Coronaviridae สกุล Coronavirus (Cavanagh e t a/.,1994 ; Cook and Mockett,1995) มียีโนม 
(genome) เป็น RNA สายเดี่ยว ประกอบด้วย 27,500 นิวคลีโอไทด์ IBV เพ่ิมจำนวนใน
ไซโตพลาลชึม มีรูปร่างได้หลายแบบ (pheomorphism) แต่โดยปกติมีรูปร่างกลม เด้นผ่าศูนย์กลาง 
ประมาณ 120 นาโนเมตร มี spike รูปกระบองยาวประมาณ 20 นาโนเมตร ย่ืนออกมาจากเย่ือหุ้ม 
แคปชิด (envelope) (Davies and Macnaughton,1979) IBV มีโปรตีนจำเพาะอยู่ 3 ชนิด คือ 
โปรตีนเอส (spike(ร)glycoprotein) โปรตีนเอ็ม (membrane(M)glycoprotein) และโปรตีนเอ็น 
(internal nucleocapsid(N)protein) โปรตีนเอลประกอบด้วย 2 ไกลโคโพลีเปบ่ไทต์
(glycopolypeptide) คือ รา และ S2 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 520 และ 625 ตัวตามลำดับ 
(Cavanagh e t a l., 1994 ; Cook and Mockett,1995) S1 มีหน้าที่ในการจับเกาะเซลและรวมตัว 
กับผนังเซล เป็นตัวชักนำให้เกิดการสร้าง virus neutralizing antibody ในไก่ (Cavanagh e t 

a/.,1984 1 1986 1 1988 ; Mockett e t a l., 1984 ; Cavanagh and Davis,1986 ; Koch e t 

al., 1990 ; Kant e t a l., 1992 ; Karaca e t a l., 1992 ; Parr and Collisson, 1993 ; Cavanagh and 
Macnaughton,1995) เช้ือ IBV มีหลายซีโรไทป๋ แต่ละซีโรไทป๋มีหลายสเตรน การแยกซีโรไทป็ ใช้ 
ปฏิกิริยาระหว่าง IBV และแอนติบอดีจำเพาะต่อซีโรไทป็เป็นพื้นฐาน คือ IBV 2 ลเตรน (A และ B) 
จะจัดเป็นซีโรไทป็เดียวกันเมื่อ two way heterologous neutralization titre (antiserum A กับ 
ไวรัส B และ antiserum B กับไวรัส A) ต่างกันน้อยกว่า 20 เท่าเม่ือเทียบกับ homologous titre ท้ัง 
2 ทาง (antiserum A กับไวรัส A และ antiserum B กับ ไวรัส B) และต่างซีโรไทป๋กันเมื่อ 
heterologous neutralization titre ต่างกันมากกว่า 20 เท่าเมือเทียบกับ homologous titre 
(Hesselink,1991) พบว่า IBV มีความไวต่อนํ้ายาฆ่าเชื้อธรรมดาทั่วไป ความสามารถในการทำให้ 
เกิดการติดเช้ือ (infectivity) ถูกทำลายโดยคลอโรฟอร์ม (chloroform) 50 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 
ห้อง ในเวลา 10 นาที หรือ โซเดียม ดีออกซ่ีโคเลต (sodium deoxychoiate) 0.1 เปอร์เซ็นต์ ท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในเวลา 18 ช่ัวโมง (Otsuki e t a l., 1979) หรือ เบต้าโปรปิโอแลคโตน 
(betapropiolactone) 0.05 หรือ 0.1 เปอร์เซ็นต์ หรือ ฟอร์มาลิน (formalin) 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
(King,1984) นอกจากน้ียังพบว่า IBV มีความไวต่อความร้อน โดยไวรัลจะถูกทำลายที่อุณหภูมิ 56 
องศาเซลเซียส ในเวลา 15 นาที หรือ ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในเวลา 90 นาที (Otsuki e t

al., 1979)
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โรคหลอดลมอักเสบติดต่อเป็นโรคเฉพาะของไก่ ไม,ทำให้เกิดโรคในคน เป็นได้กับไก่ทุก 
อายุ แต่จะมีความรุนแรงในลูกไก่และเป็นสาเหตุทำให้ลูกไก่ตาย การติดต่อของโรคเกิดโดยการติด 
เชื้อทางระบบหายใจ ส่วนการติดเชื้อผ่านไข่อาจมีโอกาสเกิดขึ้นได้ แต่ไมีใช่การแพร่โรคท่ีสำคัญ 
สำหรับโรคนี้ พาหะนำโรคไม่มีบทบาทในการแพร่โรค เป็นโรคที่เกิดแบบเฉียบพลัน (acute) มีการ 
ติดต่อของโรครวดเร็ว ระยะฟักตัวของโรคประมาณ 1 8 - 3 6  ช่ัวโมง ชื้นอยู่กับจำนวนเชื้อไวรัลและ 
ทาง (route) ที่ไก่ได้รับเชื้อ โดยทั่วไปการติดเชื้อตามธรรมชาติมีระยะฟักตัวของโรคประมาณ 36 
ชัวโมงหรอมากกว่า (Cavanagh and Naqi,1997)

โรคหลอดลมอักเสบติดต่อเป็นโรคของระบบทางเดินหายใจ รังไข่ ท่อนำไข่ และไต ในลูก 

ไก่พบอาการของระบบทางเดินหายใจ คือ ไอ จาม หายใจแบบเสียงกรน มีน้ํามูก ตาแฉะ ไซนัส 

บวม ซึม นอนสุมกัน กินอาหารน้อยลง และ โตช้า ไก่ท่ีติดเช้ือลเตรนท่ีมีผลต่อไต เช่น ลเตรน 

ออสเตรเลียนที (Australian-T) 1 เกรย์ (Gray) 1 โฮลต์ (Holte) (Albassam e t  al., 1986) 1 

ฮอลแลนด์ 52 (H 52) (Macdonald and McMartin,1976) และฒลเยียน บี 1648 (Belgian B 

1648) (Lambrechts e t  al., 1993 ; Pensaert and Lambrechts,1994) อาจพบอาการขนยุง ถ่าย 

เป็นน้ําและกินน้ําเพ่ิมช้ืน อาจทำให้รังไข่และท่อนำไข่ไม่เจริญเติบโต เป็นผลให้ไก,ไม่ไข่เม่ือถึงวัย 

ในไก่ไข,ทำให้ไข่ลดและคุณภาพของไข่เลวลง ลักษณะภายนอกของไข่ จะมีรูปร่างผิดปกติ เปลือก 

ไข่บาง หริอหนาผิดปกติ มีแคลเซียมเกาะไม่ลมํ่าเสมอ ทำให้เปลือกไข่ไม่เริยบ ไข่ขาวเหลว ไม่เห็น 

ความแตกต่างระหว่างไข่ขาวช้ันนอกและช้ันใน ไข่แดงแยกจากไข่ขาว ความรุนแรงอาจแตกต่างกัน 

ช้ืนอยู่กับช่วงอายุของการไข่ (Eck, 1983) และลเตรน'ของ1ไวรัลท่ีก่อ'โรค (Cook and Huggins, 

1986) ในไก่พันธุนอกจากปัญหาไข่ลดและคุณภาพของไข่ ท่ังภายในและเปลือกไข่เลวลงแล้ว ยัง 

มีปัญหาเรองจำนวนไข่มีเช้ือลดลง และจำนวนลูกไก่ท่ีฟักได้ลดลง

รอยโรคในลูกไก่พบการอักเสบของทางเดินหายใจ พบน้ํามูก หนองใสหริอหนองแข็ง ใน 
โพรงจมูก ไซนัส หลอดลม ถุงลมอาจขุ่นหรือมีหนองแข็งสีเหลือง อาจพบภาวะปอดอักเลบรอบ 
หลอดลมช้ัวปอดขนาดใหญ (Cavanagh and Naqi, 1997) ไตบวม ซีด พบยูเรตหรือผลึกของกรด 
ยูริค (Winterfield and Hitchner, 1962 ; Cumming,1963) ในไก่ไข่และไก่พันธุอาจพบไข่แดงแตก 
ในช่องท้อง ไก่มักติดเช้ือท่ังฝูง แต่อัตราการตายชื้นกับปัจจัยหลายอย่าง คือ อายุของลูกไก่ 
แอนติบอดีที่ได้รับจากแม่ไก่ (maternal antibody) และจากวัคซีน ลเตรนของไวรัล จำนวนไวรัล 
และทางที่เชื้อเข้าสู่ร่างกายไก่ นอกจากนี้สภาพแวดล้อมรอบตัวไก่ก็มีผลต่ออัตราการตาย อัตรา 
การตายอาจสูงถึง 25 เปอร์เซ็นต์หรือมากกว่าในไก่อายุน้อยกว่า 6 สัปดาห์ อัตราการตายจะตํ่าใน 
ไก่ที่อายุมากกว่านั้น (Cavanagh and Naqi,1997) อัตราการตายในกรณีที่มีปัญหาเกี่ยวกับไต จะ 
อยู่ในช่วง 0.5-1 เปอร์เซ็นต์ต่อสัปดาห์ (Brown e t  al., 1987 ; Cowen e t  al., 1987)
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การวินิจฉัยโรคนอกจากจะดูจากประวัติ อาการ อัตราการป่วย อัตราการตาย ระยะเวลา 
ของการเป็นโรค ตลอดจนรอยโรคท่ีพบจากการผ่าซาก ซึ่งอาจคล้ายกับโรคติดเชื้อของระบบ
ทางเดินหายใจอื่น เซ่น โรคนิวคาสเซิล โรคกล่องเสียงอักเสบติดต่อ โรคหวัดหน้าบวม โรคติดเช้ือ 
มัยโคพลาสมา (mycoplasmosis) ดังนั้นการวินิจฉัยโรค อาจใช้การแยกและพิสูจน์เชื้อไวรัล การ 
ตรวจหาแอนติเจนหรอการตรวจไวรัลโดยตรงจากหลอดลม หรือการตรวจทางชีรัมวิทยา โดยการ 
ตรวจหาแอนติบอดีจำเพาะที่ตอบสนองต่อการได้รับเชื้อ โดยการเปรียบเทียบระดับแอนติบอดีช่วง 
เริ่มแสดงอาการของโรค และ 2-3 สัปดาห์หลังจากไก่แสดงอาการของโรคแล้ว ระดับแอนติบอดีจะ 
เพ่ิมข้ึนอย่างน้อย 4 เท่า (De Wit,2000)

การรักษาในกรณีที่ไก่เป็นโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ไม่มีการรักษาโดยเฉพาะ การ
จัดการ เซ่น ให้ไก่อยู่ในที่อุณหภูมิพอเหมาะ อย่าให้ลมโกรก ลดความหนาแน่นของไก่ในเล้า มีน้ัา 
และอาหารให้กินอย่างเพียงพอ อาจช่วยลดความสูญเสียจากโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ การให้ 
สารปฏิชีวนะที่เหมาะลมจะช่วยลดความสูญเลียจากโรคแทรกซ้อนที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย

การป้องกันและควบคุมโรคอาศัยการจัดการฟาร์มที่ดีและการให้วัคซีน การจัดการฟาร์ม 
ท่ีดี นอกจากการสุขาภิบาลที่ดีแล้ว ยังรวมถึงการเล้ียงไก่อายุเดียวกันทั้งฟาร์ม แต่การเล้ียงไก่ใน 
ประเทศไทย โดยเฉพาะไก่ไข่ มักมีการเล้ียงไก่หลายอายุในเล้าเดียวกัน หรือ การเล้ียงไก่หลายอายุ 
ในฟาร์มเดียวกัน ทำให้การป้องกันและควบคุมโรคยากขึ้น

การให้วัคซีนวัคซีนป้องกันโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ในปัจจุบันมีท้ังวัคซีนเช้ือเป็นและ 

เช้ือตาย วัคซีนเช้ือเป็นท่ีมีใช้ในประเทศไทย คือ วัคซีนท่ีเตรียมจากเช้ือไวรัส สเตรนแมสซาชูเซตส์ 

สเตรนคอนเนคติศัต สเตรนแมสชาชูเซตส์รวมกับคอนเนคติศัต สเตรนฮอลแลนด์ ลเตรน Ma5 

และสเตรน Armidale A3 ส่วนวัคซีนเช้ือตาย คือ วัคซีนท่ีเตรียมจากเชีอไวรัล ลเตรนแมสซาซูเซตล์ 

และสเตรนฮอลแลนด์ วัคซีนเช้ือเป็นใช้ในไก่เน้ือ และใช้ในการกระตุ้นภูมิค ุ้มกันคร้ังแรกในไก่ไข่ 

และไก,พันธุ ส่วนวัคซีนเช้ือตายใช้เฉพาะในไก่ไข่และไก่พันธุ เช้ือไวรัสท่ีใช้ในวัคซีนเช้ือเป็นนิยมทำ 

ให้อ่อนกำลังลงโดยการผ่านเช้ือไวรัลเข้าไปในไข่ไก่ฟักหลายๆคร้ัง (Klieve and Cumming,1988a) 

แต่ประสิทธิภาพในการกระตุ้นให้ร่างกายไก่สร้างภูมิคุ้มกันก็น้อยลงตามลำดับ ลำหรับอายุท่ีควร 

ให้วัคซีน ในไก่เนือการให้วัคซีนครังแรกอาจให้ได้ในช่วงอายุสัปดาห์แรก (Davelaar and

Kouwenhoven, 1977 ,1980 ; Andrade e t  a/.,1983 ; Cook e t  a/.,1991) และถ้าจำเป็นต้องให้ 

วัคซีนคร้ังท่ีลอง อาจให้เม่ืออายุไก่ 2-3 สัปดาห์ ในไก่ไข่และไก่พันธุ จะมีการให้วัคซีนอีก 2-3 ครัง 

ก่อนท่ีไก่จะเร่ิมไข่ และถ้าจำเป็นอาจให้วัคซีนทุกๆ 4 หรือ 6 หรือ 8 สัปดาห์ ฃึนกับความเหมาะสม 

ของแต่ละฟาร์ม โดยวิธีการให้วัคซีนเช้ือเป็น นิยมให้โดยการหยอดตาหรือจมูก เนืองจากไก่ได้รับ 

วัคซีนเท่ากันทุกตัว ภูมิคุ้มกันโรคท่ีได้ค่อนข้างลม่ําเสมอ แต่ไก่จะเครียดจากการจับ ส่วนการให้
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วัคซีนเป็นกลุ่ม คือการพ่นเป็นละออง (spray หรือ aerosol) และการละลายนํ้าดื่ม ก็เป็นท่ีนิยม 
เน่ืองจากสะดวก ประหยัดเวลาและแรงงาน ไก่มีความเครืยดน้อย พบว่าการให้วัคซีนโดยการพ่น 
เป็นละอองอาจทำให้เกิดอาการของระบบทางเดินหายใจ การให้วัคซีนโดยการละลายน้ัาดื่ม มี 
โอกาลเกิดความผิดพลาดมากเนื่องจากวัคซีนไม่ทนต่อสภาพแวดล้อม และไก่ได้รับวัคซีนไม่เท่ากัน 
ทำให้ภูมิคุ้มโรคของฝูงไม่สม่ําเสมอ ส่วนวัคซีนเชื้อตายให้โดยการฉีด

โรคหลอดลมอักเสบติดต่อมีความสำคัญในเชิงธุรกิจของอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่ คือใน 
ไก่เนือทำให้ประสิทธิภาพการใช้อาหารเลวลง เป็นสาเหตุของอาการของระบบทางเดินหายใจ ไต 
และอาจทำให้ลูกไก่ตาย ส่วนในไก่ไข่ทำให้เปอร์เซ็นต์ไข่ลดลงและคุณภาพไข่เลวลง ในไก่พันธุทำ 
ให้จำนวนไข่มีเชือลดลง และจำนวนลูกไก่ที่ฟักได้ลดลง พบการระบาดของโรคในไก่ที่มีการให้ 
วัคซีน ก่อให้เกิดความสูญเลียทังในด้านผลผลิตและการตาย การสูญเลียในด้านผลผลิตเป็นปัญหา 
มากกว่าการสูญเลียจากการตาย สาเหตุของการระบาดนอกจากจะมาจากปัญหาด้านการจัดการ 
แล้ว อาจมาจากปัญหาการให้วัคซีนแล้วไม่ได้ผล เน่ืองจากแอนติบอดีที่ได้รับจากแม่ไก่ลด
ประสิทธิภาพวัคซีนในลูกไก่ (Klive and Cumming,1988a , 1988b) ไวรัสมีการเปลี่ยนแปลง 
โครงลร้างของตัวเอง (mutation) ได้รวดเร็ว ทำให้เกิดสเตรนใหม่ได้ตลอดเวลา การท่ี IBV มี 
หลายลเตรน ทำให้เกิดปัญหาในการตัดสินใจเลือกใช้วัคซีนที่ผลิตชื้นจากเชื้อไวรัลลเตรนต่างๆใน 
การป้องกันโรค เนื่องจากเชื้อไวรัสแต่ละลเตรนจะให้ cross immunity ต่อสเตรนอื่นได้ไม่ดี และไม่ 
เหมือนกัน (Hofstad, 1981 ) ถึงแม้ว่าไก,จะได้รับวัคซีนป้องกันโรคหลอดลมอักเลบติดต่อไปแล้ว แต่ 
ยังมีโอกาลป่วยด้วยเชื้อไวรัลลเตรนอื่นได้ (Johnson e t  a i ,  1972) แต่ถ้าใช้วัคซีนท่ีเตรียมจากเชื้อ 
ไวรัลลเตรนท ี่ก่อโรคจะป้องกันโรคจากเชื้อไวรัลลเตรนนั้นได้อย้างมีประสิทธิภาพ (Picault e t

a/.,1986 ; Gelb e t  al., 1989 ; Cubillos e t  a/.,1991 ; Parson e t  al., 1992 1 Cavanagh e t  

al., 1997) วัคซีนเชื้อเป็นที่นิยมใช้ในไก่เนื้อในประเทศไทย คือ วัคซีนท่ีเตรียมจากเชื้อไวรัลลเตรน 
แมสชาชูเซตล์ สเตรนฮอลแลนด์ และลเตรนคอนเนคติคัต (เกรียงคักดี้,2536 ; จิโรจ,2543) วัคซีนท่ี 
เตรียมจากเช้ือไวรัลลเตรนแมลซาซูเซตลไมีคุณสมบัติให้ cross immunity ต่อเช้ือไวรัลสเตรน 
คอนเนคติคัตได้ดีพอลมควร (Winterfield,1968 ; Winterfield and Fadly, 1975)

ในปี ค.ศ.1991 พบการระบาดของโรคหลอดลมอักเสบติดต่อที่ต่างไปจากปกติในไก่พันธุ 
ไก่เนื้อในประเทศอังกฤษ พบอัตราการตายเพิ่มขึ้น ไก่ปวยแสดงอาการ'หงอนมีลีคลา นอนหมอบ 
หายใจหอบ กล้ามเนือลั่น ไข่ลด รอยโรคจากการผ่าซากพบรอยโรคของกล้ามเนืออก (myopathy) 
คือ กล้ามเนือมีลีซีด บวม อาจพบการมีเลือดออกที่พังผืด (fascia haemorrhage) และ 
gelatinous oedema บนผิวหน้าของกล้ามเนื้อ หลอดลมเป็นลีแดง พบการคั่งเลือด (congestion) 
ของอวัยวะทั่วร่างกาย โดยเฉพาะใน intramural vessel ของรังไข่ ในไก่เน้ือ พบอาการของระบบ
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ทางเดินหายใจอย่างรุนแรง ถ่ายเหลวและอัตราการตายสูงข้ึน ในซ,วงอายุประมาณ 6 สัปดาห์ พบ 

วำการระบาดนีเก่ียวข้องกับไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสเตรนใหม่ซ่ึงแยกได้ คือ ลเตรน 4/91 

(Parson et al., 1992) หรือ 793B (Gough et al., 1992) การศึกษาในข้ันต้นเก่ียวกับการควบคุม 

และป้องกันโรคพบว่าวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อเชื้อเป็นลเตรนฮอลแลนด์120 (H120) ใม่ได้ผล 

ในการป้องกันโรค ลำหรับประเทศไทยพบรายงานซีร่ัมท่ีให้ผลบวกต่อไวรัสลเตรน 4/91 และ 

รายงานการแยกเช้ือไวรัลท่ีมีคุณสมปติตรงกับสเตรน 4/91 ในปี ค,ศ. 1996 แต่รายงานไม่ได้ระบุ 

ถึงผู้เก็บหรือผู้ล่งตัวอย่าง (Cook et al. 1996)

วิธี VIRUS NEUTRALIZATION และวิธี ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

วิธีการทางซีรัมวิทยาที่ใข้ในการตรวจระดับแอนติบอดีจำเพาะต่อ IBV ในซีรัมมีหลายวิธี 
แต่วิธีท่ีนิยมใช้กันโดยท่ัวไป คือ วิธี Agar gel precipitation test (AGP) 1 ELISA 1 
Hemagglutination inhibition test (HI) และ VN วิธี AGP เป็นวิธีท่ีง่าย แต่มีความ'ไว (sensitivity) 
ต่ํา (Bracewell and Alexander,1996) วิธี ELISA เป็นวิธีท่ีง่าย ราคาไม่แพงและมีความไวสูง 
(Mockett and Darbyshine, 1981 ; Bracewell and Alexander, 1996) ลามารถใช้ในการวินิจฉัย 
แยกการติดเซือไวรัลโรคหลอดลมอักเสบติดต่อออกจากโรคติดเชื้อของระบบทางเดินหายใจอื่น 
และสามารถใช้วัดประสิทธิภาพของวัคซีนในการกระตุ้นการลร้างแอนติบอดีต่อเชื้อ IBV ท่ัง AGP 
และ ELISA ไม่ลามารถแยกความแตกต่างของแอนติบอดีที่ถูกกระตุ้นโดยสเตรนของไวรัลต่าง 
ซีโรไทป็กันได้ วิธีที่ใช้ไนการแยกความแตกต่างของแอนติบอดีที่ถูกกระตุ้นโดยสเตรนของไวรัลต่าง 
ซีโรไทป็กัน คือ วิธี HI และ VN วิธี HI มีความจำเพาะ (specificity) ต่อ'ซีโร'ไทป็ต่ํากว่า,วิธี VN 
(King and Hopkins,1983 ; Gelb and Killian 1987 ; De Wit e t a l.,1997) วิธี VN เป็น วิธี 
มาตรฐานในการวัดแอนติบอดีจำเพาะต่อซีโรไทป็ของ IBV (De Wit ,2000)

วิธี VN

วิธ ี VN มีพืนฐาน คือ ไวรัสเป็นจุลชีพที่จำเป็นต้องมีการเพิ่มจำนวนในเซลของลิ่งมีชีวิต 
เท่านั้น การเพิ่มจำนวนของไวรัสจะเป็นผลให้โฮสต์ (host) เกิดการเปลี่ยนแปลงที่สังเกตเห็นได้ การ 
เปลี่ยนแปลงนี้จะแตกต่างกันไปตามคุณลมปติทางชีววิทยาของไวรัสแต่ละชนิด และชนิดของโฮลต์ 
ที่ไวรัสนั้นเพิ่มจำนวน ลำหรับ IBV โฮลต์ที่ใช้ประกอบด้วยไข่ฟัก tracheal organ culture (TOC) 
(Darbyshine,1978) primary chick embryo kidney cell (pCEK) (Chomiak e t  a/.,1958 ;
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Gillette, 1973) หรือ chick kidney cell (CK) การเปลี่ยนแปลงที่พบในโฮลต์ที่เป็นไข่ไก่ฟัก ได้แก่ 
การม้วนตัวเป็นก้อนกลม แคระแกร็น และ/หรือทำ1ให้ตัวอ่อนตาย รอยโรคของตัวอ่อนพบยูเรตใน 
mesonephros การเปลี่ยนแปลงที่พบในโฮลต์ที่เป็น TOC ได้แก่ ciliostasis การเปลี่ยนแปลงที่พบ 
ในโฮสต์ทีเป็น pCEK ได้แก่ cytopathic effect (CPE) แบบ round CPE และ syncytial CPE 
(Gillette,1973 ; Wadey and Faragher,1981) และ การเปลี่ยนแปลงที่พบในโฮลต์ที่เป็น CK ได้ 
แก่ syncytial CPE (Alexander and Collins,1975) ซึ่งคุณลมบัติทางชีววิทยา (biological 
function) เหล่านีฃองไวรัลจะสามารถถูกยับยังได้โดยแอนติบอดีจำเพาะ ซึ่งจะไปทำให้ไวรัลหมด 
ฤทธิ้ (neutralized) ก่อนที่จะเข้าสู่เชลของโฮลต์ การใช้ pCEK มีข้อดี คือ ประหยัดเนื้อที่ และค่า 
ใช้จ่ายตํ่ากว่าไข่ฟักและ TOC มีความไวสูงเมื่อเทียบกับไข่ฟัก (El Zein e t  a/.,1972)

หลักการคือ VN เป็นการทดสอบใดๆ ก็ตามที่แอนติบอดีจำเพาะ ไปยับยังคุณสมบัติทาง 
ชีววิทยาของไวรัสทำให้ไวรัสหมดฤทธิ้ และไม่ลามารถทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงใดๆ ในโฮสตได้ 
VN เป็นการทดสอบที่มีประโยชน์หลายประการ เช่น ใช้ในการตรวจหาระดับแอนติบอดีจำเพาะต่อ 
ไว!ล และการพิสูจน์เชื้อไวรัล นอกจากนี้ VN ยังเป็นการทดสอบทางซีรัมวิทยาที่ได้รับความเชื่อถือ 
มากที่ลุด และยังนิยมถือเป็นมาตรฐาน สำหรับเปรียบเทียบความจำเพาะและความไวกับวิธีการ 
ทดสอบทางชีรัมวิทยาอื่นๆ เนื่องจากระดับแอนติบอดีจำเพาะ ที่วัดได้จากการทดสอบนี้ คือ ระดับ 
neutralizing antibody ซึ่งเป็นแอนติบอดีชนิดที่ทำหน้าที่ยับยั้งคุณสมบัติทางชีววิทยาของไวรัส 
โดยเฉพาะ ไม่รวมแอนติบอดีชนิดอื่นๆ ที่ไม่มีผลในการป้องกันโฮลต์จากการติดเชื้อ ซึ่งผลที่ได้จาก 
การทดสอบนีจะแสดงค่าความต้านทานโรคของสัตว์ ต่อไวรัสชนิดนั้นๆ โดยตรง

VN มี 2 วิธี คือ วิธี Constant serum-vary virus dilutions หรือ วิธีอัลฟ่า (Œ) ใช้ซีรัม 
ปริมาณคงที่ผสมกับเชื้อไวรัลที่ความเข้มข้นต่างๆ วิธีนี้ใช้ได้ทั้งในการเปรียบเทียบระดับความ
เข้มข้นของแอนติบอดีจำเพาะ โดยใช้ไวรัสที่ทราบชนิดเป็นตัวทดสอบ และการพิสูจน์เชื้อไวรัลที่ 
เพาะเลียงได้ โดยใช ้แอนติบอดีจำเพาะที่ทราบชนิดเป็นตัวทดสอบ และ วิธี Constant virus-vary 
serum dilutions ห ร ือว ิธ ีเบ ต ้า ((3)ใช้เชื้อไวรัลใน'ปริมาณคงที่ผสมกับซีรัมที่ความเข้มข้นต่างๆ วิธี 
น ีเป ็นวิธ ีมาตรฐานที่ใช ้ในการตรวจหาและวัดระดับแอนติบอดีจำเพาะต่อไวรัลซนิดที่ใช ้ทดลอบ 
(ราตรี,2533) วิธีเบต้าเป็น'ที่นิยมมากกว่า เพราะมีความไวและความเที่ยงตรงสูงกว่าวิธีอัลฟ่า
(Cunningham,1973)
ปฏิกิริยา virus neutralization test ดังแสดงในแผนภูมิที 1
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แผนภูมิท 1 ปฏิกิริยา virus neutralization test
ซีรัมมีแอนติบอดี1จำเพาะต่อ,โวรัล

I + infectious viruses
V

inactive viruses

1
หยอดลงเซลเพาะเลี้ยง

jI
V

เซลไม่ติดเชื้อไวรัส

ซีรัมไม่มีแอนติบอดีจำเพาะต่อไวรัล
+ infectious viruses

V
infectious viruses 

หยอดลงเซลเพาะเลี้ยง 

เซลติดเชอไวรัส

ว ิธ ี ELISA

วิธี ELISA เป็น immunoenzymatic method ซึ่งเป็นวิธีทดสอบที่รวมคุณสมบัติทาง 
อิมมูนระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีเข้ากับคุณสมบัติของเอนไซม์ ไนการย่อยตัวถูกย่อย
(substrate) ที่เหมาะสมกัน โดยมีจุดประสงค์เพื่อตรวจหาหรือวัดระดับแอนติเจน ซึ่งจัดเป็นการ 
ตรวจโรคโดยตรง (direct examination) และเพื่อตรวจหาหรือวัดระดับแอนติบอดี ซึ่งจัดเป็นการ 
พิเคราะห์โรคจากปฏิกิริยาของชีรัม (serodiagnosis)

หลักการ คือ เป็นวิธีการทดสอบเพื่อตรวจหาหรือวัดระดับ แอนติเจนหรือแอนติบอดี ใน 
ตัวอย่างส่งตรวจซึ่งอยู่ในรูปของเหลว โดยการจับตัวกับแอนติบอดีจำเพาะหรือแอนติเจนจำเพาะที่ 
เคลือบอยู่บนผิว solid phase แล้วจึงใช้แอนติบอดีจำเพาะที่ conjugate กับเอนไซม์ ไปจับตัวอีก 
ชันหนึ่ง การแสดงผลการทดสอบจะขึ้นอยู่กับความเข้มของสีที่เกิดจากการย่อยตัวถูกย่อยที่
เหมาะสมกันของเอนไซม์นั้น วิธีที่ใช้ในการตรวจหาหรือวัดปริมาณแอนติบอดีมีอยู่หลายวิธี เซ่น 
indirect method 1 competitive method 1 blocking method แต่ที่นิยมใช้มากที่สุดคือวิธี
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indirect ซึ่งมีหลักการคือ เคลือบ solid phase ด้วยแอนติเจนของไวรัส แล้วใสชีรัมทดสอบลงไปถ้า 
ชีรัมมีแอนติบอดีจำเพาะจะเกาะกับแอนติเจน และส่วนที่เหลือจะถูกล้างออกไป ตรวจดู antigen- 
antibody complex โดยเติมแอนติบอดีตัวที่สองซึ่งปิดสลากด้วยเอนไซม์ (species specific 
antiglobulin conjugated enzyme) ลงไป จากนั้นล้าง แล้วเติมตัวถูกย่อยสำหรับเอนไซม์ เมื่อตัว 
ถูกย่อย ถูกย่อยจะเกิดสารมีลืซึ่งละลายนำได้ฃึนมา อ่านความเข้มของลีด้วยเครอง
spectrophotometer ถ้ามีลีเข้มมากแสดงว่ามีแอนติบอดีจำเพาะในปริมาณมาก (ราตร,2533) มี 
รายงานแสดงว่า indirect ELISA ไม,สามารถตรวจแยกแอนติบอดีจำเพาะต่อซีโรไฑป๋ได้ (Garcia 
and Bankoski, 1981 ; Marquardt e t a l . ,  1981 ; Zellen and Thorsen,1987 ; Perrota e t 

a l . ,  1988 ; Karaca e t a l . ,  1990 ; Karaca and Naqi,1993 ; De wit e t a l . ,  1997) ปัจจุบันมีหลาย 
บริษัทผลิตชุดตรวจลอบแอนติบอดีสำเร็จรูปต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อด้วยวิธี ELISA เซน
บริษัท Kirkegaard & Perry Laboratory, Inc. (KPL), แม่รี่แลนด์ ประเทศสหรัฐอเมริกา และ 
บริษัท IDEXX, เมนน์ ประเทศสหรัฐอเมริกา ชุดตรวจสอบแอนติบอดีสำเร็จรูปเหล่านี้ สามารถ 
ตรวจแอนติบอดีจำเพาะต่อ IBV แต่ไม,ลามารถแยกแอนติบอดีที่จำเพาะต่อซีโรไทป๋ 
ปฏิกิริยา indirect ELISA ดังแสดงในแผนภูมิที่ 2

แผนภูมิที่ 2 ปฏิกิริยา indirect ELISA

แอนติเจนเคลือบบนผิว solid phase
 ̂ + ซีรัมมีแอนติบอดีจำเพาะ 

Ag-Ab complex (Antigen-Antibody complex ) 
v  ล้างผิว solid phase 

Ag-Ab complex บนผิว solid phase
+ species specific antiglobulin 

v  conjugated enzyme (Ab*)
Ag-Ab-Ab* complex

ล้างผิว solid phase
V

Ag-Ab-Ab* complex
+ enzyme substrate และ chromagen

1 1̂' *  V
ลารมีลีละลายนำ
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แอนติเจนเคลือบบนผิว solid phase
+ ชีรัมไม่มีแอนติบอดีจำเพาะ

V

แอนติเจนบน solid phase,แอนติบอดีไม่จำเพาะ 
 ̂ ล้างผิว solid phase 

แอนติเจนบน solid phase
+ species specific antiglobulin 

v  conjugated enzyme (Ab*)
แอนติเจนบน solid phase,Ab*

v ล้างผิว solid phase 
แอนติเจนบน solid phase

v + enzyme substrate และ chromagen 
ไม่เกิดสี
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