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 Salmonella  เปนเช้ือแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร เชน  โรคไขรากสาด  โรค
อาหารเปนพิษ  มักพบปนเปอนอยูในอาหารหลายประเภท  ทั้งที่เปนอาหารดิบและอาหารที่ปรุงสําเร็จ  การ
ตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารดวยวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาทั่วไปมักใชเวลาในการตรวจหลาย
วัน  การตรวจดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยาที่พัฒนาขึ้นในการวิจัยน้ีจะใชวิธี  dot-ELISA  โดยผลิตโพลีโคลนอล
แอนติบอดีในกระตาย ดวยการฉีดเช้ือ  Salmonella  ser.  Anatum  และ  Salmonella  ser.  Enteritidis  เจาะเลือด
กระตายแยกแอนติซีรั่ม  แลวนําไปเตรียม  IgG  บริสุทธิ์ดวยวิธี  affinity chromatography  ตรวจความบริสุทธิ์
ดวยวิธี  SDS-PAGE  และตรวจหาปริมาณโปรตีนของ  IgG  บริสุทธิ์ได  625  ไมโครกรัมตอกรัมของตัวอยาง  
นํา  IgG  ที่ผลิตไดมาใชในการตรวจหา  Salmonella  ดวยวิธี  dot-ELISA  ปรากฏวาสามารถตรวจพบ  
Salmonella  ทุกซีโรวารที่ใชเปนตัวแทนในแตละ  group  ของ  Salmonella  แตเกิดปฏิกิริยาขาม (cross reaction)  
กับแบคทีเรียกลุม  enteric  ที่ไมใช  Salmonella  จึงไดใชอาหาร  Rappaport  Vassiliadis  Soya (RVS)  broth  
เพาะเล้ียงเช้ือเพ่ือสงเสริมการเจริญของ  Salmonella  แตยับยั้งการเจริญของเช้ือกลุม  non-Salmonella  แลวจึง
ตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  พบวาสามารถขจัดปญหาการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมไดดี  เมื่อนําวิธี  dot-ELISA  มา
ตรวจหาเช้ือในตัวอยางอาหารโดยการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร  RVS  broth  กอนการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  
แลวเปรียบเทียบกับวิธีตรวจทางจุลชีววิทยาโดยใชวิธีมาตรฐาน (ISO6579:2002)  ที่ดัดแปลงโดยใช  RVS broth  
เปน  selective enrichment  หลังจากน้ัน  spread  บนอาหาร  selective  และ  differential  agar  โดยใชอาหาร  
xylose lysine deoxycholate (XLD) agar  แลวทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่สําคัญบางประการของเช้ือ  
Salmonella  ผลการทดลองพบวาการใชอาหาร  RVS  broth  เพาะเล้ียงเช้ือแลวตามดวยวิธี  dot-ELISA  ใหผล
การตรวจพบเช้ือ  Salmonella  ไดเหมือนกับการตรวจทางจุลชีววิทยาดวยวิธีมาตรฐาน  แตวิธีการตรวจโดยใช  
RVS broth  รวมกับ  dot-ELISA  ใชเวลารวมประมาณ  24  ช่ัวโมง  ซึ่งเร็วกวาวิธีมาตรฐานที่ปฏิบัติทั่วไปและ
วิธีตรวจก็งาย  ใชสารทดสอบในปริมาณนอย  จึงจัดเปนวิธีที่มีความไวในการตรวจและนาจะเปนทางเลือกที่ดี
อีกทางหน่ึงในการตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารและตัวอยางนํ้าบริโภค 
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Salmonella  are  pathogenic  bacteria  in  gastrointestinal  tract. It cause  of  many  diseases  such  as  

typhoid  fever  and  food  poisoning. Salmonella  are  contaminated  in  many  kinds  of  food (raw  food  and  
ready-to-eat). Detection  of  Salmonella  in  food  samples  by  conventional  method  take  a  long  times. In  
this  study, polyclonal  antibody  produced  from  rabbit  injected  by  Salmonella  ser.  Anatum  and  
Salmonella  ser.  Enteritidis  were  used  for  dot-ELISA  method. Antibody(IgG)  were  purified  by  using  
affinity  chromatography  and  SDS-PAGE  were  used  to  check  the  purity. Amount  of  purified  IgG  were  
625  μg/mg of sample. The  IgG  was  used  to  detect  Salmonella  by  dot-ELISA. It  could  detect  all  
serovars  of  Salmonella  representing  in  each  group. However, it  showed  cross  reaction  with  enteric  
bacteria (non-salmonella). Therefore,  Rappaport  Vassiliadis  Soya (RVS) broth  was  selected  for  increase  
number  of  Salmonella  but  suppress  number  of  non-salmonella. After  that  Salmonella  were  detected  by  
dot-ELISA. This  method  could  eliminate  cross  reaction. Detection  of  Salmonella  from  artificial  
contaminated  food  was  compared  between  dot-ELISA  and  modified  conventional  method (ISO6579: 
2002). The  modified  conventional  method  used  RVS  broth  as  selective  enrichment  medium  and  spread  
on  xylose  lysine  deoxycholate (XLD)  agar (selective  and  differential agar), followed  by  testing  the  
important  biochemical  reaction  of  Salmonella. Using  RVS  broth  followed  by  dot-ELISA  showed  the  
similar  result  as  modified  conventional  method. But  this  detection  method (culture  in  RVS  broth  and  
detect  by  dot-ELISA)  took  only  24  hours, which  shorter  than  conventional  method. Moreover, the  
method  was  easy  and  used  a  little  amount  of  reagents.  This  method  showed  good  sensitivity  and  
was  a  good  option  for  detection  Salmonella  in  food  samples  and  water.  
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1 แสดงการทดสอบทางชีวเคมีบางอยางท่ีนาํมาใชในการจัดจําแนกเช้ือ  Salmonella 13 
2 ตัวอยางของ  Rapid test kits  ท่ีใชในการตรวจหา  Salmonella   ท่ีผลิตเปนการคา 

(Baylis, 2000) 19 
3 แสดงกลุมของเช้ือผสมท่ีจะผสมลงในอาหาร  artificial  contaminated  food 32 
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7 แสดงผลการใชอาหาร Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth บมท่ีอุณหภูมิ  

42  องศาเซลเซียส   เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  รวมกับวิธี  dot-ELISA 43 
8 แสดงผลการนับจํานวนเช้ือหลังจากเพาะเล้ียงในอาหาร Rappaport-Vassiliadis 

Soya (RVS) broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง 46 
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ดัดแปลงข้ึน 48 
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ข1 แสดงคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  750  นาโนเมตร  ของโปรตีนมาตรฐาน

ท่ีความเขมขน  0.5, 0.25, 0.125  และ  0.0625  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  และตัวอยาง
ท่ีเจือจาง  5  เทา 64 
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1 แสดงลักษณะ  O antigen  ของเช้ือ  Salmonella 5 
2 แสดงลักษณะของ  flagella (H antigen) และ  capsule (Vi antigen) 6 
3 แสดงกลไกการบุกรุกและกอโรคของเช้ือ  Salmonella 7 
4 การตรวจหาเช้ือ  Salmonella  โดยวิธี  standard conventional method  ของ

หนวยงาน  BAM, AOAC, Canada  และ  ISO 14 
5 แสดงผลการ load ตัวอยางผาน affinity column ดวยวิธี  affinity  chromatography  35 
6 ผลการตรวจสอบความบริสุทธของ  IgG  โดยการทํา  SDS-PAGE 37 

   
ภาพผนวกท่ี  
  
ข1 กราฟโปรตีนมาตรฐานของ  bovine  serum  albumin 65 

 
 
 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

BAM = Bacteriological Analytical Manual  
ISO = International Organization for Standardization 
ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
IgG =  Immunoglobulin G 
CFU     =     Colony forming unit 
AOAC     =     Association of Official Analytical Chemist 
SDS-PAGE    =      Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
ser.     =     serovar 
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การพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อ  Salmonella  ดวยวิธี  dot-ELISA  โดยใชโพลีโคลนอล
แอนติบอดี 

 

Development  of  Detection  Method  for  Salmonella  by  Dot-ELISA  using  
Polyclonal  Antibody                                    

 

คํานํา 
 

 Salmonella  เปนแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหารท่ีสําคัญชนิดหนึ่ง  ตรวจพบเช้ือ
ไดในธรรมชาติ  เชน  ในน้าํ ดิน หรือ พชืตาง ๆ  รวมท้ังพบการปนเปอนของเช้ือในผลิตผลทาง
การเกษตรหลายชนิด  เชน  เนื้อสัตว น้ํานม ไข พืชผัก และผลิตภัณฑอาหารที่แปรรูปจากเนื้อสัตว  
เชน  ไสกรอก เบคอน แหนม  เปนตน  ผลิตภัณฑอาหารท่ีมีไขเปนสวนประกอบ  เชน  น้ําสลัด    
มายองเนส  ก็มีรายงานการปนเปอนของเช้ือ  นอกจากนี้ยังตรวจพบเช้ือในอาหารท่ีปรุงสําเร็จแลว
หรืออาหารที่พรอมบริโภคอีกหลายชนดิ  โรคท่ีเกิดจากเช้ือ  Salmonella  มักเรียกวา  Salmonellosis  
ซ่ึงรวมท้ังโรคไขรากสาด (typhoid fever) ดวย  การเกดิโรคเน่ืองจากเช้ือนี้พบไดท่ัวโลกแตมักพบ
มากในประเทศเขตรอน  โดยเฉพาะแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใตรวมท้ังประเทศไทย  และเช้ือ
สามารถกอโรคไดท้ังในคนและสัตว  
 

โดยท่ัวไปเกณฑมาตรฐานอาหารของทุกประเทศไมวาจะเปนอาหารท่ีบริโภคในประเทศ
หรือสงออกจะตองตรวจไมพบ  Salmonella  เลยในอาหารทุกประเภท  ดังนั้นจึงมีความจําเปนอยาง
ยิ่งท่ีจะตองมีวธีิการตรวจเช้ือท่ีดีพอ  เชน  ใหผลท่ีถูกตองแมนยํา  มีความจําเพาะ  มีความไวในการ
ตรวจ  ประหยดัคาใชจาย  และท่ีสําคัญอยางยิ่งคือตองมีความรวดเร็วในการตรวจ  เพื่อปองกันความ
เสียหายตอผูผลิตและปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค การตรวจหาเช้ือโดยวิธีทางจุลชีววิทยาท่ีใช  
standard  conventional method  ซ่ึงกําหนดโดยหนวยงานท่ีเปนท่ียอมรับ  เชน  AOAC  และ  BAM  
เปนตน  จัดเปนวิธีมาตรฐานท่ียอมรับในระดับสากล  ถึงแมวาวิธีดงักลาวจะใชอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
จําเพาะและสงเสริมการเจริญของเช้ือ  Salmonella  ซ่ึงทําใหไดผลท่ีถูกตองแมนยํา  แตก็ใชเวลานาน
ในการตรวจยนืยัน  อาจประมาณ  3-4  วนั  หรือมากกวานี้  ดังนัน้ในปจจุบัน  การตรวจเช้ือโดยวิธี
ทางอิมมูโนวทิยาจึงมีผูนยิมกันมากข้ึน  เพราะเปนวิธีท่ีมีความจําเพาะ  มีความไวสูง  สามารถตรวจ
พบเช้ือท่ีมีปริมาณนอยในตัวอยางได  และท่ีสําคัญคือใหผลรวดเร็ว  บางวิธีอาจใชเวลาตรวจเพียง  
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2-3  ช่ัวโมง  ก็สามารถบอกผลได  วิธีท่ีใชกันอยูมีหลายวิธี เชน  ELISA  การใช  immunomagnetic 
separation  วิธี  immunoprecipitation  เปนตน  บางวธีิมีผูผลิตเปนชุด  kit test  ขายเปนการคา  
สําหรับวิธี  dot ELISA  ท่ีใชในการทดลองนี้เปนวิธีท่ีดีวิธีหนึ่ง  เพราะเปนวิธีท่ีทํางาย  สะดวก
รวดเร็ว  ประหยัดคาใชจาย  เพราะใชอุปกรณไมมาก  ใชสารทดสอบปริมาณนอยมากและมีความไว
สูง 

 
วิธีการผลิต  monoclonal  antibody  นั้นมีความยุงยากมาก  อีกท้ังยงัตองการอุปกรณและ

ความชํานาญของผูทําการผลิต  ตองเสียคาใชจายสูง  แตการผลิต  polyclonal  antibody  นั้นใช
อุปกรณท่ีมีอยูท่ัวไปในหองทดลองได  และผลิตไดงายไมยุงยาก  เสียคาใชจายนอยกวามากเม่ือ
เทียบกับการผลิต  monoclonal  antibody 

 
การตรวจเช้ือ  Salmonella  โดยใช  monoclonal  antibody  มีความจําเพาะมากเกินไป  โดย

มีความจําเพาะตอ  epitope เพียง  epitope  เดียวของเซลลเม่ือนํามาตรวจเช้ือ  Salmonella  ท่ีมีหลาย
ซีโรวาร  จะทําใหตรวจไดเฉพาะซีโรวารท่ีมี  epitope  นั้นเทานัน้ซ่ึงอาจตรวจไดเพียง  2-3  ซีโรวาร    
แตการใช  polyclonal  antibody  นั้นจะมีแอนติบอดีตอหลาย  epitope  ของเซลล  ซ่ึงแตละ  epitope  
ก็สามารถพบไดในเช้ือ  Salmonella  ซีโรวารตางๆ  ทําใหสามารถตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ซีโร
วารอ่ืนๆ ไดมาก  แตจากการท่ีมีแอนติบอดีตอหลาย  epitope  นี้ทําใหเกิดปฏิกริิยาขาม (cross 
reaction)  กบัเช้ือในกลุม  non-Salmonella  เชน  Escherichia  coli,  Enterobacter sp.  และ  
Klebsiella  sp.  เปนตน  จึงไดเพิ่มข้ันตอนการใช  Rappaport Vassiliadis Soya (RVS)  broth  ซ่ึง
เปนอาหาร  selective enrichment  สําหรับ  Salmonella  เพื่อยบัยั้งการเจริญของเช้ือ  non-
Salmonella  และเพิ่มการเจริญของเช้ือ  Salmonella  ทําใหสามารถตรวจพบเช้ือ  Salmonella  
ปริมาณนอยๆ ในตัวอยางอาหารได  การใชอาหาร  RVS  broth  นั้นโดยปกติจะใชอยูในข้ันตอน  
pre-enrichment  ของวิธีมาตรฐานตาม  ISO 6579  และ  BAM  อยูแลว  จึงนาํสวนนี้ของวธีิ
มาตรฐานมาชวยในการคัดกรองเช้ือ  เพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยาขาม  ซ่ึงจะทําใหเกิด  false  
positive  ข้ึน 
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วัตถุประสงค 

 
1. เพื่อผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีและเตรียมใหเปน  IgG  บริสุทธ์ิ  เพื่อนําไปใชในการ

ตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ดวยวิธี  dot-ELISA 
 
2. เพื่อพัฒนาวิธีทางอิมมูโนวทิยาโดยหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา  dot-ELISA  เพื่อใช

ในการตรวจหาเช้ือ  Salmonella 
 
3. เพื่อนําวิธีทางอิมมูโนวิทยาที่ทดลองแลวในขอ  2.  มาใชในการตรวจเช้ือ Salmonella  

ท่ีปนเปอนอยูในตัวอยางอาหาร 
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การตรวจเอกสาร 

 
เชื้อ  Salmonella 

 
1.  ลักษณะท่ัวไป 
 

Salmonella  จัดอยูในตระกลู  Enterobacteriaceae  ติดสีแกรมลบ  มีรูปรางเปนทอนตรง
ขนาด  0.7-1.5 × 2.0-5.0  ไมโครเมตร  เจริญไดท้ังท่ีมีอากาศและไมมีอากาศ (facultative anaerobe)  
เจริญไดดีท่ีอุณหภูมิ  35-40  องศาเซลเซียส  ในชวง  pH  4.5-9.0  (Jay, 1970)  ความช้ืน (Aw) ท่ี
เหมาะตอการเจริญประมาณ  0.945-0.999 (Hayes, 1985)  ไมสรางเอนโดสปอร (endospore)  ใช
สารอาหารโดยกระบวนการหายใจ และเฟอรเมนตน้ําตาล  สวนใหญเคล่ือนท่ีไดโดยอาศัยแฟลกเจล
ลา (flagella) รอบตัวท่ีเรียกวา  peritrichous  (Banwart, 1979)  ไมสรางเอนไซมออกซิเดส (oxidase)  
แตสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase)  Salmonella  สวนมากจะสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S)  
แตบางซีโรวารอาจไมสราง  เชน  Salmonella  ser.  Berta, Salmonella  ser.  Cholerae-suis,  
Salmonella  ser.  Paratyphi A,  Salmonella  ser.  Typhi  และ  Salmonella  ser.  Sendai 
 
2.  การเขียนชือ่เชื้อ  Salmonella 
 
 ในปจจุบันการเขียนช่ือวิทยาศาสตรของเช้ือ  Salmonella  จะมีความแตกตางจากการเขียน
ช่ือวิทยาศาสตรของแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ  กลาวคือ  ช่ือ  genus  ข้ึนตนดวยตัวใหญและเปนตัวเอียง  
ถาตองการเขียนช่ือสปซีรใหเขียนข้ึนตนดวยตัวเล็กและตัวเอียงเชนกนั  เชน  Salmonella  enterica   
สวนช่ือซีโรวารจะเขียนข้ึนตนดวยตัวใหญและไมเอียง  ถาตองการเขียนช่ือเต็มอยางถูกตองก็จะเปน  
Salmonella  enterica  subsp. enterica  serovar  Typhimurium  แตเนื่องจากเช้ือ  Salmonella  กวา  
99.5%  เปนเช้ือท่ีอยูใน  Salmonella  enterica  subsp. enterica  จึงเขียนยอลงไปไดวา  S.  enterica  
subsp.   enterica  serovar  Typhimirium  หรือ  S.  enterica  serovar  Typhimurium  หรือ  
Salmonella  ser.  Typhimurium  ก็ได  การเขียน  S.  Typhimurium  ควรใชในการจดบันทึกใน
หองทดลองเทานั้น  (Grimont  and  Weill, 2007) 
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3.  ลักษณะทางแอนติเจน (antigen)   
 

 โอแอนติเจน (O antigen)  หรือ  somatic antigen  เปนสารประกอบพวก  
lipopolysaccharide  ประกอบดวยลิปด  20-30%  โพลีแซคคาไรด  60%  และ  hexosamine  3.5-
4.5%  อยูบนผิวของเมมเบรนช้ันนอก  ดังแสดงในภาพท่ี 1  การจัดเรียงลําดับท่ีตางกันของน้ําตาล
ทําใหมีโอแอนติเจนท่ีตางกนั  สารประกอบนี้ทนความรอนได  ดงันัน้การเตรียมโอแอนติเจน  จึง
เตรียมไดโดยการตมท่ี  80-100  องศาเซลเซียส  นาน  10-30  นาที 

 
ภาพท่ี 1  แสดงลักษณะ  O antigen  ของเช้ือ  Salmonella 
ท่ีมา: Perola et al. (2007) 
 
 เอชแอนติเจน (H antigen)  หรือ  flagella antigen  เปนสารประเภทโปรตีน (protein)  ถูก
ทําลายไดดวยความรอน (heat-labile)  แบงเปนเฟส  1  และเฟส  2  ซ่ึงอาจมีเฟสใดเฟสหน่ึง  หรือ
ท้ัง  2  เฟสก็ได  จุลินทรียสามารถเปล่ียนจากเฟสหน่ึงเปนอีกเฟสหน่ึงได  H antigen  นี้
ประกอบดวยโปรตีน  flagellin  ซ่ึงมีชนิดและลําดับของกรดอะมิโนท่ีแตกตางกัน  ทําใหเช้ือนี้มี  H 
antigen  ท่ีแตกตางกัน 
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 วีไอแอนติเจน (Vi antigen)  เปนโพลีแซคคาไรดอยูรอบนอกของ  O antigen  เช้ือ  
Salmonella  ท่ีมีแอนติเจนชนิดนี้จะกอโรครุนแรงกวาท่ีไมมี  เชน  Salmonella. ser.  Typhi, 
Salmonella  ser.  Paratyphi C  และ  Salmonella  ser.  Dublin  
 

 
 
ภาพท่ี 2  แสดงลักษณะของ  flagella (H antigen) และ  capsule (Vi antigen) 
ท่ีมา: Lawson (2008)  
 
4.  ความสามารถในการกอโรค 
 

ลําไสเล็กเปนบริเวณท่ีเกิดโรค  หลังจากบุกรุกเขาไปในเซลลแลว  จะบุกรุกตอไปท่ีเยื่อบุ
ลําไส  เช้ือ  Salmonella  สามารถผลิต  และปลดปลอยสารพิษ  Endotoxin  ซ่ึงเปนสารประกอบ
เชิงซอนของโพลีแซคคาไรด-โพลีเปปไทด-ลิปดเอ  ซ่ึงจะปรากฏอยูบริเวณผนังเซลลของแบคทีเรีย  
เช้ือจะเพิม่จํานวนภายในเซลลเยื่อบุลําไส  และเซลลเม็ดเลือดขาว  ซ่ึงอาจทําใหเซลลถูกทําลาย  และ
ลุกลามไปยังอวัยวะสวนอ่ืน ๆ ไดอีกดวย  เชน  ตับ มาม และทอน้ําดี  เปนตน  จนทําใหเกิดการติด
เช้ือท้ังระบบ 
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ภาพท่ี 3  แสดงกลไกการบุกรุกและกอโรคของเช้ือ  Salmonella 
ท่ีมา: Mcfadden (1990) 
 
5.  กลไกการกอโรค (วันเพ็ญ, 2539) 
 

ไขไทฟอยด (typhoid fever)  เปนกลุมท่ีมีอาการของโรครุนแรงท่ีสุด  การติดเช้ือเร่ิมจาก
เม่ือแบคทีเรียเขามาในระบบยอยอาหารและผานมาถึงลําไสเล็ก  แบคทีเรียเจาะทะลุ  epithelial  cell  
ของ  villi  ในลําไสเล็กตอนลาง  เขาสู  lamina  propria  แลวเขาสูระบบน้ําเหลืองของผูปวย  ใน
ระบบน้ําเหลืองแบคทีเรียจะถูกเซลล  macrophage  ซ่ึงเปนเซลลของระบบภูมิคุมกันของรางกาย  
โอบลอมเพ่ือทําลายเซลลแปลกปลอมซ่ึงเปนกลไกปองกันการติดเช้ือในรางกาย  แต  Salmonella  
ser.  Typhi  สามารถทนตอการทําลายของเซลล  macrophage  จึงรอดชีวิตและเจริญภายในเซลล  
macrophage (intracellular bacteria)  หลังจากเพิ่มจํานวนแลว  แบคทีเรียจะกระจายออกมาสูกระแส
เลือด  แพรกระจายไปตามตับ  มาม กระเพาะปสสาวะและอวัยวะตาง ๆ  จึงกอใหเกดิการติดเช้ือใน
กระแสเลือดและอวัยวะตาง ๆ 
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สําหรับโรค  gastroenteritis  เร่ิมจากแบคทีเรียเขามาในระบบยอยอาหารในจํานวนท่ีมาก
เพียงพอจะผานเขาสู  epithelial cell  ของลําไสเล็กตอนปลาย และผานเขาไปใน  lamina propria  
แบคทีเรียเจริญในบริเวณน้ันเปนสาเหตุใหเกิดการอักเสบบริเวณลําไสเล็ก  แตไมแพรกระจายไปยัง
สวนอ่ืน ๆ ของรางกายจึงไมพบการติดเช้ือในกระแสเลือดและอวัยวะตาง ๆ 
 

น้ําดีเปนอาหาร (natural medium) ท่ีดีสําหรับ Salmonella  ser. Typhi  เช้ือจึงเจริญเติบโต
เพิ่มจํานวนไดมากในระบบทอน้ําดีทําใหมีเช้ือออกมาอยูในลําไสเล็กโดยเฉพาะตรงบริเวณ  Peyer’s 
patches  เปนจํานวนมาก  ความสามารถของ  Salmonella  ser.  Typhi  ท่ีอยูในทอน้ําดีไดดีทําให
ผูปวยบางรายกลายเปน  carrier  ซ่ึงจะมีเช้ืออยูในอุจจาระบางคร้ังบางคราว (intermittent release)  
และเปนแหลงแพรโรคไปยังผูอ่ืนโดยตัวเองไมมีอาการปวยใด ๆ เพราะฉะน้ันการพบเช้ือ  
Salmonella  ser.  Typhi  ในอุจจาระไมไดหมายความวาผูปวยนัน้กําลังปวยเปนไทฟอยดเสมอไป 
 
6.  อาการของโรคท่ีเกิดจากเชื้อ  Salmonella  จําแนกได  4  แบบ (Chris and Alec,2002)  คือ 
   

6.1  Gastroenteritis   โรคอุจจาระรวง  โรคอาหารเปนพิษหรือโรคกระเพาะอาหาร  และ
โรคลําไสอักเสบ  เช้ือ  Salmonella  สวนใหญจะทําใหเกิดอาการแบบน้ี  โดยไดรับเช้ือในปริมาณ
มากกวา  10,000  เซลล  หรือไดรับเซลลในปริมาณนอยกวา  100  เซลลแตปนเปอนไปในอาหารที่
สามารถปองกันเซลลแบคทีเรียได  เชน อาหารพวกไขมัน (Chris และAlec, 2002)  เช้ือจะเขาไป
เจริญอยูในลําไส  มีระยะฟกตัวประมาณ  12-36  ช่ัวโมง  ผูปวยจะมีอาการลําไสเล็กและลําไสใหญ
อักเสบ ทองรวง ปวดทอง คล่ืนไส อาเจียน และมีไขเล็กนอย  จะมีอาการอยู  1-4  วัน (Guthrie, 
1992)  ในชวงท่ีมีอุจจาระรวงจะพบเช้ือในอุจจาระผูปวยประมาณ  106-109  CFU/g. (Boyd และ 
Hoerl, 1981)  เช้ือจะเจริญในลําไสเทานั้น  ไมแพรกระจายเขาสูกระแสเลือด  

 
6.2  Enteric fever  คือ  โรคไขไทฟอยดหรือพาราไทฟอยด โดยไดรับเช้ือ  Salmonella ser.  

Typhi  หรือ  Salmonella   ser.  Paratyphi  A, B หรือ C  ซ่ึงจะกอโรคกับคนเทานัน้  โดยไดรับเช้ือ
เขาไปมากกวา  100,000  เซลลจากอาหารหรือน้ําดื่ม (Jawetz  และคณะ, 1980)   มีระยะฟกตัว
ประมาณ  7-28  วัน  ในระยะแรกผูปวยจะมีอาการไขสูง (39.5-40 องศาเซลเซียส) อาจเกิดการติด
เช้ือในกระแสเลือดทําใหเกิดอาการโลหิตเปนพิษ  มีอาการปวดศีรษะ ปวดเม่ือยตามตัว เซ่ืองซึม 
เบ่ืออาหาร ปวดทอง ตับและมามโต อาจมีผ่ืนข้ึนตามลําตัว หวัใจเตนชากวาปกติ ในระยะหลังจะมี
อาการทองรวง  อาจมีเลือดปนมากับอุจจาระดวย  จะมีอาการอยูประมาณ  1-3  สัปดาห (Guthrie, 
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1992)  และลดลงในสัปดาหท่ี  3 หรือ 4   สวนโรคพาราไทฟอยดจะมีอาการคลายกันแตจะรุนแรง
นอยกวา 

 
6.3  Septicemia  คือการท่ีเช้ือเขาสูกระแสเลือดโดยตรง  เปนการติดเช้ือท่ีรุนแรง  เกดิจาก

สายพันธุท่ีกอโรครุนแรง เชน Salmonella ser. Typhi,  Salmonella  ser. Enteritidis,  Salmonella   
ser. Dublin  และ  Salmonella  ser. Cholerae-suis เปนตน (Ziprin, 1994)  สามารถตรวจพบเช้ือได
โดยท่ีไมมีอาการของโรคอุจจาระรวง  โดยผูปวยมีอาการไขสูงเปนระยะ หนาวส่ัน เบ่ืออาหาร ตับ
และมามโต น้าํหนักลด  เซ่ืองซึม เยื่อหุมสมองอักเสบ เยื่อหุมหัวใจอักเสบ  เปนตน (นงลักษณ, 
2544)  ในรายที่ติดเช้ือ  Salmonella  ser. Typhi  อาจพบจุดสีแดงบนหนาอกและคอ  มีเลือดออกจาก
ลําไสและจมูก  บางคร้ังอาจเสียชีวิต  หรือถาหายปวยกจ็ะยังมีเช้ืออยูในรางกายเปนเวลานาน 

 
6.4  Sequelae  เปนอาการเรื้อรังของผูท่ีเกิด  Septicemia  อาจทําใหเกิดโรคไขขออักเสบ 

กระดูกอักเสบ เยื่อหุมสมองอักเสบ เยื่อบุล้ินหวัใจอักเสบ และอาจมีอาการตดิเช้ือในทางเดิน
ปสสาวะรวมดวย 
 
7.  ความสําคญัของเชื้อ  Salmonella 
  
 Salmonella  เปนแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหารซ่ึงพบไดตามธรรมชาติ  เชน  ใน
น้ํา ดิน อากาศ และติดอยูตามพืชตาง ๆ ทําใหสามารถปนเปอนไปในอาหารไดหลายประเภท  เชน  
น้ําดื่ม เนื้อสัตวตางๆ หรือผักผลไมก็ได  ทําใหมีความสําคัญทางเศรษฐกิจมาก  มีการแพรกระจาย
ของเช้ือไปท่ัวโลก  กฎหมายในหลายประเทศไมอนุญาตใหมีการปนเปอนของเช้ือ  Salmonella  ใน
อาหารหรือน้ําดื่มเลย  ทําใหมีความจําเปนท่ีจะตองตรวจเช้ือ  Salmonella  ในผลิตภณัฑอาหารและ
น้ําดื่ม  ท้ังในแงการสงออก  และการบริโภคภายในประเทศ 
 
 Salmonella  เปนแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลายมาก  โดยมีถึง  2,579  ซีโรวาร (Grimont  
and Weill, 2007)  ซ่ึงมีลักษณะของแอนติเจนท่ีแตกตางกันไปตามลักษณะของ  somatic (O) 
lipopolysaccharide  และ  flagella(H) protein        
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 การกอโรคนั้นเกิดข้ึนไดท้ังในคนและสัตว  ซ่ึงรูจักกนัในช่ือ  Salmonellosis  และยงัพบวา
เช้ือ  Salmonella  เปนสาเหตุของโรคไทฟอยด (typhoid)  ซ่ึงคนพบโดย  Eberth  ในป  1880  และ
ในป  1884  Graffky  สามารถเพาะเล้ียงเช้ือได (Ziprin, 1994)  สวนในป  1885  D.E. Salmon  และ  
T. Smith  สามารถแยก  Salmonella  ser. Cholerae-suis  จากหมูท่ีเปนอหิวาตกโรค  ในป  1900  จึง
ใชช่ือจีนัสวา  Salmonella  เพื่อเปนเกียรติกับ  D.E. Salmon  โรคท่ีเกิดจากเช้ือ  Salmonella  
โดยท่ัวไปเกดิจากการรับประทานอาหารหรือน้ําท่ีปนเปอนเช้ือ  Salmonella  ปริมาณของเช้ือท่ีทํา
ใหเกิดโรคไมแนนอนข้ึนอยูกับความรุนแรงของสายพันธุ อายุผูติดเช้ือ ภาวะภูมิคุมกนัตํ่า และการ
สรางกรดในกระเพาะอาหาร  เนื่องจากกรดไฮโดรคลอริกในกระเพาะอาหารจะทําลายเช้ือได 
(Doyle และ Cliver, 1990)  นอกจากนี้ยังข้ึนอยูกับสวนประกอบของอาหาร  ถามีไขมันสูงเช้ือจะถูก
ปกคลุมดวยไขมัน  ทําใหไมถูกทําลายดวยกรดในกระเพาะอาหาร  โดยท่ัวไปเช้ือ  Salmonella  
ปริมาณ  105-106  เซลลจะทําใหเกิดโรค  แตพบวาในบางกรณีเช้ือ  Salmonella  เพียง  1-10  เซลลก็
สามารถกอโรคได (D’Aoust, 1997) 
 
 แหลงท่ีพบเช้ือ  Salmonella  คือภายในกระเพาะอาหาร และลําไส  ท้ังของมนุษย และสัตว  
โดยออกมากับอุจจาระ  และแพรกระจายไปสูส่ิงแวดลอมเชน ดิน และนํ้า  การติดตอเกิดจากการ
ปนเปอนของเช้ือลงสูอาหาร  ซ่ึงอาหารท่ีผานการแปรรูปแลวหรืออาหารท่ีพรอมบริโภคไมควรพบ
เช้ือ  Salmonella  อยูเลย 

 
 การวิเคราะหการระบาดท่ีผานมาพบวาเกิดจากการปนเปอนขามจากเนือ้สัตวท่ียังไมไดผาน
กระบวนการแปรรูปไปยังอาหารท่ีพรอมบริโภค  รวมถึงกระบวนการแปรรูปท่ีไมไดมาตรฐาน  
และสุขวิทยาสวนบุคคลท่ีไมถูกตอง  ซ่ึงเปนปจจยัท่ีมีความสําคัญตอการระบาดของโรค (Chris and 
Alec, 2002) 
 
 ในประเทศไทยไดสํารวจแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดโรคอุจจาระรวงในอาหารพรอมบริโภค  
ไดแก  ยําประเภทตาง ๆ  ผักสด แกงจืด แกงเผ็ด และอาหารทอด  โดยเก็บตัวอยางจาก
หางสรรพสินคาในเขตกรุงเทพมหานครและนนทบุรี  จาํนวน  100  ตัวอยาง  พบ  Salmonella spp.  
ปนเปอนมากถึง  57%  รองลงมาไดแก  Staphylococcus aureus  32%  และ  Clostridium 
perfringens  22%  ตามลําดบั (อรุณ, 2540) 
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 การระบาดของโรค  Salmonellosis  คร้ังใหญในสหรัฐอเมริกาหลายคร้ังมีสาเหตุจากการ
บริโภคผลไมตระกูลแตง  ในป  1990  มีการระบาดของโรคเน่ืองจากการบริโภคแคนตาลูปจากสลัด
บารท่ีมีการปนเปอน  Salmonella ser. Chester  พบวาเช้ือฝงภายในเน้ือแคนตาลูปเพราะไมลาง
เปลือกขณะหัน่  ตอมาในป  1991  เกิดจาก  Salmonella  ser.  Poona  ซ่ึงคาดวาเซลลเพิ่มจํานวนใน
แคนตาลูปหลังจากการหัน่เปนช้ินแลว  และในป  1995  มีการติดเช้ือของ  Salmonella  ser.  Miami  
และ  Salmonella  ser. Bareilly  จากการบริโภคแตงโมหัน่ช้ิน  และจากการศึกษาในหองปฏิบัติการ
ไดแสดงใหเหน็วา  Salmonella  ser.  Typhi  และ  Salmonella  ser.  Derby  สามารถเจริญไดใน
แตงโมสดท่ีหัน่เปนช้ินลูกบาศก (Golden et al., 1993) 
 

การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ  Salmonella 
 
 การตรวจพบเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารและน้ํา  รวมท้ังการระบาดท่ีเกิดข้ึนในแต
ละปของหลายๆ ประเทศ  ทําใหเห็นถึงความสําคัญของโรคอาหารเปนพิษท่ีเกดิจากเช้ือ  Salmonella  
วิธีหลักท่ีจะชวยลดปริมาณผูปวยลง  คือ  การใหการศึกษาแกผูบริโภค  และการควบคุมคุณภาพของ
อาหารและน้ําดื่ม  โดยเฉพาะการตรวจวิเคราะหหาเช้ือ  Salmonella  ในหองปฏิบัติการ  ซ่ึงวิธีการ
ตรวจวเิคราะหท่ีถูกตองและรวดเร็ว  จะชวยใหมีการปองกันและแกไขไดอยางทันทวงทีโดยการ
ตรวจวเิคราะหเช้ือ  Salmonella  นั้นจําแนกได  2  วิธี  คือ 

1. วิธีมาตรฐาน  (conventional  methods) 
2. วิธีรวดเร็ว  (rapid  methods) 

 
1.  วิธีมาตรฐาน  (conventional  methods) 

 
มีหลายหนวยงานท่ีทําหนาท่ีตรวจวเิคราะห  Salmonella  ในอาหาร  และกําหนดวิธี

มาตรฐานเปนท่ียอมรับในระดับสากล  ไดแก  Association of Official Analytical Chemist 
(AOAC),  American Public Health Association (APHA),  Food and Drug Administration (FDA),  
International Commission on Microbiological Specification for Foods (ICMSF),  International 
Organization for Standardization (ISO)  และ  United States Department of Agriculture (USDA)  
เปนตน  โดยมีข้ันตอนตาง ๆ ท่ีสําคัญอยู  5  ข้ันตอน คือ 
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1.1  pre-enrichment  โดยการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารประเภท  enrichment medium  เพื่อให
เซลลของเช้ือ  Salmonella  ท่ีมีในปริมาณนอย  หรือเซลลท่ีบาดเจ็บมีโอกาสปรับตัวใหแข็งแรง  
และมีปริมาณมากข้ึนจนถึงระดับท่ีตรวจพบได  แตในตัวอยางท่ีมีปริมาณเช้ือ  Salmonella  มากอยู
แลว  เชน  อุจจาระ  ไมจําเปนตองมีข้ันตอนนี้  มีการแนะนําใหใช  pre-enrichment medium  หลาย
ชนิด  เชน  Lactose broth, Brilliant green water, Trypticase soy broth, Nutrient broth  และ  
Buffered peptone water  เปนตน  การเลือกใชอาหารขึ้นอยูกับประเภทของตัวอยาง  เวลาท่ีใชใน
การบมเช้ือก็เปนเร่ืองสําคัญเพราะตองนานพอท่ีจะทําใหเซลลท่ีบาดเจ็บฟนตัว  และเพิ่มจํานวนได
ปริมาณมาก ๆ  เวลาท่ีเหมาะสม คือ  18-24  ช่ัวโมง  ท่ีอุณหภูมิ  35-37  องศาเซลเซียส 

 
1.2  การเพาะเล้ียงในอาหารประเภท  selective enrichment medium  เพื่อเสริมการเจริญ

ของเช้ือ  Salmonella  อาหารชนิดนี้เปนอาหารเหลวท่ียบัยั้งการเจริญของจุลินทรียแขงขันอ่ืน ๆ แต
ไมยับยั้งการเจริญของเช้ือ  Salmonella  อาหารนี้มีอยูหลายชนิด  เชน  Tetrathionate broth (TT),  
Muller-Kauffman tetrathionate brilliant green (MKTBG),  Selenite-F (SelF) broth,   Selenite 
cystine (SC) broth,   Selenite brilliant green sulfa (SBGS)  และ  Rappaport-Vassiliadis Soya 
(RVS) broth  เปนตน  การยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียแขงขันอ่ืน ๆ เกิดจากสารในอาหารเล้ียงเช้ือ  
และอุณหภูมิท่ีใชบมเช้ือ 

 
1.3   การเพาะเล้ียงในอาหารประเภท  differential selective agar  เพื่อพจิารณาลักษณะของ

โคโลนีบนอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง  ซ่ึงในอาหารประเภทน้ีนอกจากจะมีสารเคมีชนิดตางๆ ท่ียับยั้งการ
เจริญของจุลินทรียแขงขันอ่ืน ๆ แลว  ยังทําใหโคโลนีของ  Salmonella  มีลักษณะเฉพาะ  สามารถ
แยกจากแบคทีเรียอ่ืน ๆ ไดชัดเจน 

 
1.4  การตรวจสอบทางชีวเคมี (biochemical screening)  ลักษณะทางชีวเคมีท่ีใชตรวจ  

ไดแก  การไมใชน้ําตาลแลคโตสและซูโครสบนอาหาร  Triple sugar iron (TSI)  ความสามารถใน
การสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟด(H2S)  เอนไซมไลซีนดคีารบอกซิเลส (lysine decarboxylase)  ไม
สามารถสรางเอนไซมยูรีเอส (urease)  และ สารอินโดล (indole)  เปนตน 

 
1.5  การตรวจยืนยนัทางซีร่ัมวิทยา  โดยใชวิธี  slide agglutination  กับแอนติซีร่ัมท่ีจําเพาะ

กับโอแอนติเจนเพื่อหากลุม  และท่ีจําเพาะกับ เอช และวไีอแอนติเจนเพื่อหาซีโรวาร 
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ตารางท่ี 1  แสดงการทดสอบทางชีวเคมีบางอยางท่ีนํามาใชในการจัดจาํแนกเช้ือ  Salmonella 
 

characteristic Usual  reaction 

Oxidase - 

Hydrogen  sulphide  production + 

Lysine  decarboxylase + 

Ornithine  decarboxylase* + 

Lactose  fermentation - 

Sucrose  fermentation - 

Glucose  fermentation* + 

Mannitol  fermentation* + 

Xylose  fermentation* + 

Rhamnose  fermentation* + 

Arabinose  fermentation* + 

Hydrolysis  of  o-nitrophenyl-β-D-galactoside  by  action  
of  β-galactosidase (ONPG) 

- 

Indole  production - 
Urea  hydrolysis - 
Acetoin  production (Voges-Proskauer reaction) - 

Citrate  used  as  sole  carbon  source* + 

 
+  =  ผลบวก ;   -  =  ผลลบ. 
*An important exception is Salmonella  ser. Typhi this is negative in these test 
ท่ีมา: Chris and Alec (2002) 
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ช่ังตัวอยางอาหารจํานวน  25  กรัม 
เติม  pre-enrichment medium  ไดแก  Nutrient broth (NB) 

หรือ  Trypticase Soy Broth (TSB)  225  มล. 
 

บมเช้ือท่ี  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง 
 

ถายเช้ือปริมาตร  1  มล. ลงใน  Tetrathionate Broth (TT)  10  มล. 
และเช้ือปริมาตร  0.1  มล. ลงใน  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth 10  มล. 

 
บมเช้ือท่ี  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง 

 
เข่ียเช้ือท่ีบม  24  ช่ัวโมงลงบนอาหาร  Bismuth Sulfite Agar (BS) 

และ  Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD)  และ  Rambach Agar (Rm) 
สําหรับเช้ือท่ีบม  48  ช่ัวโมง  เข่ียลงบนอาหาร  Salmonella Shigella Agar (SS) 

และ  Hektoen Enteric Agar (HE) 
 

บมเช้ือท่ี  37  องศาเซลเซียส  สําหรับ  SS, HE  และ  Rm  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง 
สวน  BS  และ  XLD  บมเช้ือเปนเวลา  48  ช่ัวโมง 

 
เลือกโคโลนีท่ีใหลักษณะเฉพาะของ  Salmonella  ถายลงใน 

Triple Sugar Iron Agar (TSI)  และ  Lysine Indole Motile (LIM) 
 

อานผล  TSI  และ  LIM 
 

นําผลที่เปนบวกไปทดสอบทางซีร่ัมวิทยาตอไปเพื่อแยกหา  serotype 
 
ภาพท่ี 4  การตรวจหาเช้ือ  Salmonella  โดยวิธี  standard conventional method  ของ 
  หนวยงาน  BAM, AOAC, Canada  และ  ISO 
ท่ีมา: ดัดแปลงจากอรุณ (2540) 
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2.  วิธีรวดเร็ว  (rapid  methods) 
 

เปนวิธีท่ีใหผลการทดสอบท่ีรวดเร็ว  โดยอาจเกิดจากการเปล่ียนหรือหลีกเล่ียงข้ันตอนท่ีใช
เวลานานในการทดสอบ  หรือใชวิธีเดิมแตมีความไวสูงข้ึน (Berlin, 1990)  วิธีรวดเร็วท่ีใชตรวจเชื้อ  
Salmonella  ท่ีพัฒนาข้ึนและมีการผลิตทางการคามีหลายวิธี  คือ 
 

2.1  การปรับปรุงระบบการเล้ียงเช้ือ  โดยรวมข้ันตอนการเล้ียงเช้ือในอาหารชนิดไมจําเพาะ
และจําเพาะเขาดวยกัน  เพือ่ลดเวลาในการตรวจสอบ  ชุดทดสอบท่ีใชวิธีนี้  คือ  SPRINT  ของ
บริษัท  Oxoid, Inc.  โดยใช  Buffered peptone water  เปนอาหารเล้ียงเช้ือไมจําเพาะ และ  
Rappaport-Vassiliadis (RV) broth  เปนอาหารชนิดจําเพาะท่ีบรรจุอยูในแคปซูล  ซ่ึงจะถูกปลอย
ออกมาเม่ือถึงเวลาท่ีกําหนด  ทําใหอาหารเล้ียงเช้ือชนิดไมจําเพาะเปล่ียนเปนชนดิจําเพาะ 

 
2.2  การเคล่ือนท่ีของเช้ือ  Salmonella  ใชตรวจสอบเฉพาะเช้ือ  Salmonella  ท่ีเคล่ือนท่ีได  

เชน  อาหาร  Modified  Semisolid  Rappaport  Vassiliadis (MSRV)  และ  Diasal M  ของบริษัท  
Merck  ใชตรวจสอบเช้ือท่ีผานการเพิ่มจํานวนในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดไมจําเพาะมาแลว 

 
2.3  Hydrophobic Grid Membrane Filtration (HGMF)  วิธีนี้จะใชการกรองแลวนํากระดาษ

กรองวางบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง  ตัวกระดาษกรองจะมีเสนสีดําแบงเปนชอง ๆ เพื่อแยกการเจริญ
ของแบคทีเรียออกจากกัน  การตรวจผลจะดูจากลักษณะโคโลนีท่ีเกิดข้ึนหลังการบมเช้ือ  ไดแก  ชุด
ทดสอบ  ISO-GRIDTM  ของบริษัท  Neogen Cooperation 

 
2.4  Polymerase Chain Reaction (PCR)  เปนการเพิ่มจํานวนชุดของดีเอ็นเอเปาหมายใหมี

ปริมาณเพียงพอสําหรับการตรวจสอบ  วิธีนี้มีความไวสูงกวามาตรฐาน  แตมีขอเสีย คือ อาจเกดิ
ผลบวกปลอมจากเซลลท่ีตายแลวแตยังมีดเีอ็นเอที่สภาพสมบูรณอยู  หรืออาจตรวจไมพบท้ังท่ีมีเช้ือ
อยูเนื่องจากปจจัยของอาหารไปรบกวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  ทําใหตองเล้ียงเช้ือกอนทํา  PCR 
(วัฒนาลัย, 2538)  ตัวอยางชุดทดสอบ เชน  ชุดทดสอบ  BAX  ของบริษัท  Qualicon, Inc., ชุด
ทดสอบ  Probelia System  ของบริษัท  BioControl System, Inc.  และชุดทดสอบ  Taqman System  
ของบริษัท  Perkin-Elmer Biosystem  ซ่ึงเปนเคร่ืองอัตโนมัติ 
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2.5  DNA hybridization 
 

        2.5.1  การตรวจสอบกรดนิวคลีอิก  มีการพัฒนาชุดทดสอบท่ีเปนการทําปฏิกิริยาของ
ดีเอ็นเอโพรบกับกรดนวิคลีอิกของเซลลเปาหมาย  แลวใชการตรวจวัดรังสีหรือการเรืองแสงทาง
เคมี เชน ชุดทดสอบ  GEN TRAK  ของ  Neogen Cooperation   
 

        2.5.2  Chromosomal Fingerprinting  ใชดีเอ็นเอจากโครโมโซมของเช้ือเปนโพรบใน
การแยกซีโรวารตาง ๆ  Fingerprinting  เรียกอีกช่ือวา RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism)  การแยกซีโรวารมีความสําคัญในการศึกษาการแพรระบาดของโรค 

 
2.6  เทคนิคทางกระแสไฟฟา (Electrical conductance)  โดยอาศัยความสามารถของเช้ือใน

การเปล่ียนแปลงลักษณะทางกระแสไฟฟาของอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยการใชสารในอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึง
เปนสารโมเลกุลใหญแลวเปล่ียนเปนสารโมเลกุลเล็กท่ีมีประจุมากกวา  เคร่ืองมือท่ีใชหลักการนี้ คือ  
Malthus  ของบริษัท  Malthus  ใชเวลาตรวจประมาณ  42  ช่ัวโมง  หรือ  Bactometer  ของบริษัท  
bioMerieux Inc. 
 

2.7  การจําแนกโดยอาศัยปฏิกิริยาทางชีวเคมี  ตรวจสอบโคโลนีท่ีสงสัยโดยอาศัยปฏิกิริยา
ทางชีวเคมีและเอนไซม  ในการเปล่ียนสีอาหารเล้ียงเช้ือ  มีท้ังชุดทดสอบท่ีแปลผลโดยผูใช เชน  
API 20E  ของบริษัท  bioMerieux Inc.  และ  O.B.I.S  ของบริษัท  Oxoid Ltd.  หรือใชเคร่ือง
อัตโนมัติ  เชน  VITEX  เปนตน 
 

2.8  Ice-nucleation  เปนการใชไวรัสของแบคทีเรียพาดีเอ็นเอที่ทําใหเกิดผลึกน้ําแข็งใน
เซลลเขาสูเซลล  Salmonella  ทําใหเกดิการสรางโปรตีนสําหรับการสรางผลึกน้ําแข็งเม่ือนําตัวอยาง
ไปแชท่ีอุณหภมิู  -9.3OC  โดยมีสีเปนตัวบงบอก  ตัวอยางท่ีมีเช้ือ  Salmonella  จะแข็งและมีสีสม  
เชน  BIND Salmonella  ของบริษัท  BioControl System, Inc.  ใชเวลาตรวจประมาณ  22  ช่ัวโมง 
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2.9  เทคนิคทางอิมมูโนวิทยา 
 
       2.9.1  Latex agglutination  ใชตรวจยนืยันโคโลนีจากอาหารแข็งชนิด  selective  โดย

ใชเม็ด  latex  ท่ีเคลือบดวยแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ตองมีเช้ือปริมาณมาก  107-109  CFU  จงึ
จะตรวจพบไดดวยวิธีนี้  เปนวิธีท่ีทํางายใหผลเร็ว  เชน  Salmonella latex  ของบริษัท  Oxoid, Inc.,  
Spectate  ของบริษัท  Rhone Poulenc Diagnostics  และ  Microscreen Salmonella  ของบริษัท  
Microgen Bioproducts Ltd.  เปนตน 
 

       2.9.2  Immunochromatography  ใชแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  2  ชนดิ  ชนิดแรก
จะเกาะอยูกับแผนเมมเบรนซ่ึงจะเปนสวนท่ีจะเกิดการจบักับเช้ือ  Salmonella  สวนชนิดท่ีสองจะ
เปนตัวบงช้ีวามีหรือไมมีเช้ือ  โดยจะมีการติดฉลากดวยอนุภาคทองคํา  เม่ือทําการใสตัวอยางท่ีเรา
จะทดสอบ  ถามีเช้ือ  Salmonella  อยูก็จะจับกับแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ชนดิแรก หลังจาก
นั้นใสแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ชนิดท่ีสอง  ท่ีมีการติดฉลากไว  ทําใหเกดิ Salmonella-
antibody-particle complex  กับแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ชนิดแรก  จะทําใหมีความเขมขน
ของอนุภาคแลวมีสีข้ึน  เชน  REVEAL  ของบริษัท  Neogen Cooperation  และ  Path-Stik  ของ
บริษัท  Celsis, Inc.  มีความไวประมาณ  106  CFU 
 

       2.9.3  Immunomagnetic Separation (IMS)  โดยใช  magnetic beads  ท่ีมีขนาดเล็กกวา  
100  ไมโครเมตร  มาเคลือบดวยแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  เพื่อจับกับเช้ือ  Salmonella  จาก
ตัวอยางท่ีผานการเพาะเล้ียงเชื้อในอาหารประเภท  enrichment medium  มาแลว  magnetic beads  มี
คุณสมบัติในการแยกเซลลออกจากอาหารเหลวและนําไปเพาะเล้ียงบนอาหาร  selective agar  ตอ
ได  เชน  Dynabeads anti-Salmonella  ของบริษัท  Dynal, Inc.  ใชเวลาตรวจ  48  หรือ  72  ช่ัวโมง 

 
       2.9.4  Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA)  เปนการเคลือบโพลีโคลนอล 

(polyclonal)  หรือ โมโนโคลนอล (monoclonal)  แอนติบอดีตอแอนติเจนของเช้ือ  Salmonella  บน
ผิววัสดุแข็ง  เม่ือใสตัวอยางท่ีมีแอนติเจนลงไป  แอนติเจนกับแอนติบอดีจะทําปฏิกริิยากัน  แลวใส
แอนติบอดีตอแอนติเจนของเช้ือท่ีติดฉลากเอนไซมลงไป  ซ่ึงจะเขาไปจับกับแอนติเจนของเช้ือ  
Salmonella  ท่ีติดอยูในตอนแรก  เม่ือเติมสับสเตรตของเอนไซมจะเกดิสีหรือสารเรืองแสง  ระดับท่ี
ตรวจพบได คือ  104-106  CFU/มิลลิลิตร  ข้ึนอยูกับซีโรวาร  ใชเวลาตรวจประมาณ  48  ช่ัวโมง  
ตัวอยาง เชน  VIDAS SLM  ของบริษัท  bioMerieux Inc.,  TECRA Salmonella Visual 
Immunoassay  ของบริษัท  International Bioproduct,  ALERT  ของบริษัท  Oxoid, Inc.,  Transia 
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Plate Salmonella  ของบริษัท  Diffchamb AB  และ  EIA Foss  ของบริษัท  Foss North America, 
Inc.  เปนตน 
 

Dot-ELISA  เปนวิธีท่ีมีลักษณะการทําเหมือนกับวิธี  ELISA  ตางกันตรงท่ีแอนติเจนหรือ
แอนติบอดจีะเคลือบอยูบนแผนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose)  แทนท่ีจะเปนวัสดุแข็ง
อ่ืน ๆ  แผนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลสมีคุณสมบัติ คือ  มีประจุท่ีผิวแข็งแรงและจับกับโปรตีนได
อยางเหนียวแนน  กระดาษจะชวยขัดขวางพวก  non-specific protein  เชน  albumin  ในการ
วิเคราะหโดยใชเอนไซม  จะไมละลายผลิตภัณฑท่ีเกิดสีข้ึน  ซ่ึงสามารถบอกปริมาณของผลิตภัณฑ
ท่ีเกิดไดดวย (Frank, 2002)  ซ่ึงวิธี  dot-ELISA  นั้นเปนวิธีท่ีใชสารทดสอบ  เชน  แอนติบอดี  
แอนติเจน  และสารอ่ืน ๆ ในปริมาณนอยมาก  แตใหผลรวดเร็วและแมนยํา 
 

วันเพ็ญ (2539)  ใช  monoclonal-based dot-blot ELISA  ในการตรวจหา  Salmonella  จาก
ส่ิงสงตรวจ  เชน  ปสสาวะ  จากผูปวยท่ีติดเช้ือ  Salmonella  ในกระแสเลือดแทนการเพาะเช้ือจาก
เลือด  ทําใหสามารถเก็บปสสาวะไปตรวจซํ้าไดหลาย ๆ คร้ังเพื่อเพิ่ม  sensitivity  และติดตาม
ผลการรักษาโดยผูปวยไมรูสึกวาถูกรบกวน 
 

Kritsana et al. (2000)  ใชวิธี  dot-ELISA  ดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ  phase1-c 
Salmonella  ซ่ึงพัฒนาสําหรับการตรวจ  Salmonella  ser.  Cholerae-suis  โดยตรงในตัวอยางเลือด  
ซ่ึงผลที่ไดเม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐานพบวาสามารถตรวจ  Salmonella  ser.  Cholerae-suis  ได
อยางถูกตองและแมนยํา  ซ่ึงเม่ือคํานวณออกมาแลว  มีความไวและความจําเพาะ  100% 
 

Ismail et al. (1991)  เติมโปรตีนขนาด  50  กิโลดาลตัน  ท่ีเมมเบรนช้ันนอกของ  
Salmonella  ser.  Typhi  บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  เพื่อวินิจฉัยโรคไขไทฟอยด  โดยเติม
เอนไซม  horseradish peroxidase conjugated IgM and IgG antibodies  ตามดวยสับสเตรต  4-
chloronaphthol  ซ่ึงผูปวยโรคไขไทฟอยด จะเห็นจดุสี  blush purple  ในขณะท่ีผูปวยท่ีไมไดเปน
โรคไขไทฟอยดจะไมเกดิสี  ซ่ึงการตรวจวธีินี้มีความจําเพาะ งาย เช่ือถือได และรวดเร็ว  วิธี  dot-
ELISA  เปนการตรวจโรคไขไทฟอยดโดยใช  single serum specimen 
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Tapchaisri et al. (1999)  ทําการเปรียบเทียบการตรวจเช้ือ  Salmonella  ดวยโมโนโคลนอล
แอนติบอดี  โดยวิธี  dot-ELISA  กับวิธีเล้ียงเช้ือแลวพบวามีความไว ความจําเพาะ ผลบวก และผล
ลบ  ในตัวอยางอาหารเทากบั  93.33%,  91.76%,  66.66%  และ  98.73%  ตามลําดับ  และทําการ
เปรียบเทียบการตรวจเช้ือ  Salmonella  ดวยวิธี  DNA amplification  กับวิธีเล้ียงเช้ือแลวพบวามี
ความไว  ความจําเพาะ  ผลบวก  และ ผลลบเทากับ  100%,  91.58%,  65.21%  และ  100 %  
ตามลําดับ  เม่ือทําการเปรียบเทียบการตรวจเช้ือ  Salmonella  ดวยวธีิ  dot-ELISA  กับวิธี  DNA 
amplification  แลวพบวามีความไว ความจาํเพาะ ผลบวก และผลลบเทากับ  91.3%,  100%,  100%  
และ  97.5%  ตามลําดับ  สรุปการทดลองนี้พบวาวิธี  dot ELISA  มีความรวดเร็ว งาย  มีความไว  
ความจําเพาะ  และใชเงินนอยกวาเม่ือเทียบกับวิธี  DNA amplification   

 
 Chaicumpa et al. (1995)  ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดท่ีีผลิตจากโพลีเแซคคาไรดในสวน
ของ  lipopolysaccharide  ของเช้ือ  Salmonella  ในการทํา  dot-blot ELISA  กับตัวอยางอาหาร
จําพวกเน้ือสัตวเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานต้ังแตข้ัน  enrichment  จนถึงวิธีทางชีวเคมีและซีร่ัม
วิทยา  พบวาใชเวลาในการตรวจดวยวิธี  dot-blot ELISA  นอยกวาวิธีมาตรฐาน  2  ช่ัวโมง  โดยพบ  
Salmonella  ser. Derby  เปนสวนใหญในเน้ือหมู  ในขณะท่ีพบ  Salmonella  ser.  Paratyphi B  มาก
ในเนื้อไก ความไวและความจําเพาะของวิธี  Mab-based dot-blot ELISA  เทียบกับวธีิเพาะเล้ียงเช้ือ  
คือ  81.5%  และ  85%  ตามลําดับ  การเปรียบเทียบนีน้ําไปสูความจริงท่ีวา  วิธีท่ีใชอาหารเล้ียงเชื้อ
จะสามารถตรวจสอบไดเฉพาะเซลลท่ีมีชีวิตเทานั้น  จึงทําใหแยกเช้ือ  Salmonella  ไดนอยชนิดกวา  
การทํา  dot-blot ELISA  จะสามารถตรวจสอบเช้ือ  Salmonella  ไดทุกแอนติเจนที่มี  ซ่ึงมีความ
ไดเปรียบมากกวาในการท่ีจะหาเช้ือ  Salmonella  ท่ีปนเปอนอยูในอาหาร  โดยเฉพาะอาหารสงออก  
ขอดีของวิธีนีคื้อ มีความรวดเร็ว คาใชจายนอย และงาย คือไมตองการบุคลากรท่ีชํานาญ  และไม
ตองการเคร่ืองมือท่ีพิเศษ  และท่ีสําคัญสามารถปองกันผลลบปลอม  ซ่ึงรับประกับไดวาการ
ตรวจสอบนั้นมีคุณภาพ 
 
 Pinheiro et al. (2005)  นํา  dot-ELISA  มาใชตรวจหาแอนติบอดีตอ  Neospora caninum  
ท่ีเปน  coccidian protozoan  ซ่ึงเปนสาเหตุหลักของ  bovine abortion และ canine neuropathies  
จากการตรวจหาแอนติบอดตีอ  N.  caninum  โดยใช  N. caninum antigen  ดวยวิธี  dot-ELISA  
พบวามีความไวและมีความจาํเพาะท่ีดี  นาจะถูกนําไปใชสําหรับ  screening test  ในการตรวจหา
แอนติบอดีตอ  N. caninum  ในสุนัขได 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1. วัสดุและเคร่ืองมือ 
 

1.1 กระตาย 
1.2 กลองบังคับกระตาย 
1.3 ตูบมเช้ือ  37  องศาเซลเซียส 
1.4 ตูบมเช้ือ  42  องศาเซลเซียส 
1.5 ตูเย็น  4  องศาเซลเซียส 
1.6 ตูแชแข็ง  -20  องศาเซลเซียส 
1.7 autoclave 
1.8 กระบอกฉีดยา 
1.9 เข็ม  two way needle 
1.10 เข็มฉีดยาเบอร  20  และ  22  ยาว  1  นิ้ว 
1.11 สําลี 
1.12 หลอดทดลอง 
1.13 จานเพาะเช้ือ 
1.14 microwell plate 
1.15 หลอด  eppendorf                                                                             . 
1.16 Vortex mixer                                                                                                
1.17 Pasteur pipette                                                                
1.18 ปเปต  
1.19 ไมโครปเปต  
1.20 ทิป  
1.21 เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) 
1.22 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
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1.23 แผนไนโตรเซลลูโลส  
1.24 เคร่ือง  lyophilizer 
1.25 ปากคีบ 
1.26 moist  chamber                                                                                     . 

 
2.  อาหารเล้ียงเชื้อ 
 

2.1  Tryptone  soya  agar 
 2.2  Rappaport-Vassiliadis  Soya  broth 
 2.3  Xylose  Lysine  Desoxycholate  agar 
 2.4  Simmon’s  citrate  agar 
 2.5  Triple  sugar  iron  agar 
 2.6  Lysine  iron  agar 
 2.7  SIM  medium 
 
3.  สารเคมี 
 

3.1  Freund’s  adjuvant, complete  และ  incomplete 
 3.2  Phosphate  Buffer  Saline pH 7.0 – Tween 20 (PBS-T) 
 3.3  0.85%  NaCl 

3.4  Blocking  solution (skim milk  powder 2%  ใน  PBS-T) 
3.5  Goat  anti-rabbit  IgG  Horseradish  peroxidase 
3.6  Tetramethylbenzidine (TMB) 

 
4.  เชื้อจุลินทรีย 
 

4.1 Salmonella  ser. Paratyphi A 
4.2 Salmonella  ser. Paratyphi B 
4.3 Salmonella  ser. Derby 
4.4 Salmonella  ser. Stanley 
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4.5 Salmonella  ser. Cholerae-suis 
4.6 Salmonella  ser. Virchow 
4.7 Salmonella  ser. Dublin 
4.8 Salmonella  ser. Enteritidis 
4.9 Salmonella  ser. Typhi 
4.10  Salmonella  ser. Anatum 
4.11  Salmonella  ser. Aberdeen 
4.12  Salmonella  ser. Yoruba 
4.13  Salmonella  ser. Hvittingfoss 
4.14  Salmonella  ser. Urbana 
 4.15  Salmonella  ser. Waycross 
 4.16  Citrobacter  freundii 

  4.17  Escherichia  coli 
  4.18  Enterobacter  aerogenes 
  4.19  Edwardsiella  tarda 
  4.20  Klebsiella  pneumoniae 
  4.21  Shigella  sonnei 
  4.22  Proteus  mirabilis 
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วิธีการ 

 
1.  การเตรียมแอนติซีร่ัม (antiserum) 
 

1.1  การเตรียม normal serum (pre-immunized serum) เพื่อใชเปน  negative control  
 
         เตรียมโดยเจาะเลือดกระตายท่ียังไมไดฉีดสารแอนติเจนดวยเข็มเบอร  20  ท่ีหลอด
เลือดดําใหญท่ีหู (ear vain)   แลวทําการแยกซีร่ัมออกจากเซลลเม็ดเลือด  โดยนําเลือดท่ีไดมาท้ิงไว
ใหตกตะกอนที่  4  องศาเซลเซียสขามคืน  หลังจากนั้นนํามาปนเหวีย่งแยกซีร่ัมท่ี  3,500  รอบตอ
นาที  เปนเวลา  10  นาที  ดดูสวนใสลงในหลอด  นําไปเกบ็ไวท่ี  -20  องศาเซลเซียส  จนกวาจะทํา
การทดลอง 
 

1.2  การเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตาย 
 
        ในคร้ังแรกของการฉีดจะเลือกใชเช้ือ  Salmonella ser. Anatum  เพราะมี  antigenic  
formula  ของ O antigen  มาก  และเปนซีโรวารท่ีพบไดบอยในเมืองไทยท้ังในอาหารดิบและอาหาร
แปรรูป  สวนในคร้ังตอไปจะใช  Salmonella  ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Enteritidis  อยาง
ละเทาๆ กันเพือ่ใหมีชนดิของ  O  antigen  ท่ีเขาไปกระตุนหลากหลายขึ้น  นําเช้ือมา  resuspend  ให
มีปริมาณเซลลประมาณ  109  เซลลตอมิลลิลิตร  โดยวัดความขุนเทียบกับความขุนมาตรฐานของ  
McFarland no.  7  แลวนําไปฆาเช้ือดวยฟอรมาลิน  0.5%  ท้ิงไวขามคืน  นําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็ว
รอบ  3,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  เทสวนใสท่ีมีฟอรมาลินท้ิงไป  ลางเซลลดวย  normal 
saline (0.85% NaCl)  อีก  2 - 3  คร้ัง  แลวจงึ  resuspend  ใน  normal saline  นําไปใชเปนแอนติเจน
สําหรับฉีดกระตาย 
 

1.3  การฉีดกระตาย 
 
         ในคร้ังแรกผสมแอนติเจนท่ีเตรียมไวกับ  complete  Freund’s  adjuvant  ในอัตราสวน  
1:1  ใหไดปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ฉีดเขาใตผิวหนัง (subcutaneous)  ของกระตายท่ีหนักประมาณ  
1.5 - 2  กิโลกรัม  โดยแบงฉีดประมาณ  2 – 3  จุดเพื่อปองกันการเกดิ  granuloma  ท่ีใหญเกนิไป  
ฉีดซํ้า (boost)  หลังจากนั้น  2  สัปดาหดวยแอนติเจนท่ีผสมระหวาง  Salmonella  ser. Anatum  และ  
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Salmonella  ser. Enteritidis  อยางละเทาๆกัน  กับ  incomplete  Freund’s  adjuvant  ในอัตราสวน  
1:1  ปริมาตร  1  มิลลิลิตรเขาใตผิวหนังเชนเดียวกนั  และทําการฉีดซํ้าดวยเช้ือผสมอีก  5  คร้ัง  แต
ละคร้ังหางกัน  2  สัปดาห 
 

1.4  การเจาะเลือด 
 
          หลังจากการฉีดแอนติเจนคร้ังท่ี  2   (boost  คร้ังท่ี  1)  เปนเวลา  1  สัปดาห  เจาะเลือด
กระตายดวยเข็มเบอร  20  ท่ีหลอดเลือดดําใหญท่ีหู  และจะเจาะตอเนื่องทุก  1  สัปดาหหลังการฉีด
ซํ้าแตละคร้ัง  จนกวาจะไดปริมาณแอนติบอดีท่ีตองการ 
 

1.5  การแยกแอนติซีร่ัมออกจากเซลลเม็ดเลือด 
 
         ทําการเจาะเลือดกระตาย  แลวแยกแอนติซีร่ัมโดยวธีิเดียวกับขอ  1.1 
 
2.  การตรวจสอบปริมาณแอนติบอดดีวยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination 
 
 นําแอนติซีร่ัมท่ีแยกไดในขอ  1.5  โดยจะใชแอนติซีร่ัมท่ีแยกไดทุก  bleeding  มา
ตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination  มีวิธีการทําดังตอไปนี ้
 

2.1  ใส  0.85%  NaCl  ลงในหลุมของ  microtiter plate  หลุมละ  50  ไมโครลิตร  จนครบ
ท้ัง  12  หลุม 
 

2.2  ทํา  serial  dilution  ของแอนติซีร่ัมแบบ  two–fold dilution  จนไดความเจือจางสุดทาย
เปน  1:2,048  (หลุมท่ี  11)  สวนหลุมท่ี  12  ไมตองใสแอนติซีร่ัม  เพื่อใชเปน  negative control  
โดยใช  normal serum   
 

2.3  ใสแอนติเจน (เตรียมโดยใช  suspension  ของเช้ือ  Salmonella  มาวัดคาการดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  เทากับ  0.5  แลวนําไปตมนาน  10  นาที)  ลงในหลุม  หลุม
ละ  50  ไมโครลิตรจนครบทุกหลุม  นํา  microtiter  plate  ไปใสในกลองช้ืน  บมท่ีอุณหภูมิหอง
นาน  18  ช่ัวโมง 
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2.4  ตรวจผลโดยดู  agglutination pattern  ซ่ึงจะเกิดท่ีกนหลุม 
 

อานผลโดยดูปริมาณของการเกิด  agglutinate 
 ++++ 100% complete agglutination 
   +++   75% agglutination 
     ++   50% agglutination 
       +   25% agglutination 
       -     0% no agglutination 
       โดยอานผลเปนบวกต้ังแต  50%  agglutination  ข้ึนไป 
 

3.  การเตรียม  IgG  บริสุทธ์ิจากแอนติซีร่ัมของกระตายท่ีฉีดเชื้อ  Salmonella 
 
 หลังจากตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีในแอนติซีร่ัมทุก  bleeding  แลว  จะนําแอนติซีร่ัมท่ี
มีคา  antibody  titer  สูงๆ มารวมกันเพื่อเตรียม  IgG  บริสุทธ์ิ 
 

3.1  การตกตะกอน  IgG  ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] 
 

        นําแอนติซีร่ัมมาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว  ซ่ึงจะตกตะกอน
โปรตีนในซีร่ัมรวมท้ัง  IgG  ดวย  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  15  
นาที  ดูดสวนใสออก  แลวนําตะกอนท่ีไดไปเตรียมการแยกใหบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธี  affinity 
chromatography 
 

3.2  การทําใหบริสุทธ์ิดวยวธีิ  affinity chromatography 
 
         นําตะกอนท่ีไดไปละลายใน  binding buffer (20  mM  phosphate  buffer  pH  7.0)  
ใหไดปริมาตรนอยท่ีสุด  จากน้ันนาํไปกรองผาน  membrane  ท่ีมี  pore size  ขนาด  0.22  
ไมโครเมตร  แลวนําไปผานลงใน  protein  G-sepharose  affinity  column  ทําการชะดวย  elution 
buffer (100  mM  glycine-HCl buffer  pH  2.8)  เกบ็แตละ  fraction  ใสหลอด  หลอดละ  1  
มิลลิลิตร  นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  280  นาโนเมตรเพ่ือตรวจดวูา  fraction  ใดมี
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โปรตีนอยู  นํา  fraction  ท่ีไดไปปรับ  pH  ใหเปนกลางดวยการเติม  Tris-HCl  pH  9.0  แลวจึงเกบ็  
fraction  ท่ีมี  IgG  ไวเพื่อนาํไปตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ  IgG  ดวยการทํา  SDS-PAGE  ตอไป 
 

3.3  การทํา  lyophilize 
 
        รวมแตละ  fraction  ท่ีมี  IgG  นําไป  dialyze  ใน  dialysis tube  ดวย  0.15  M  
phosphate buffer saline (PBS)  pH 7.0  แลวนําไปทาํแหงแข็งดวยเคร่ือง  lyophilizer  และหา
ปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ  Lowry  (Lowry et al., 1951) 
 
 3.4  การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ  IgG  ท่ีเตรียมได 
  
         นํา  IgG  บริสุทธ์ิท่ี  lyophilize  และหาปริมาณโปรตีนแลวมาตรวจสอบความบริสุทธ์ิ
ดวยวิธี  SDS-PAGE  ดังนี ้
 
         3.4.1  เตรียม  running  gel  ความเขมขน  15%  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  โดยตองผสม
สารในบีกเกอรใหเขากนัอยางเบาๆ กอนจะใสสารตัวตอไป  ตามลําดับดังนี ้  ใส  acrylamide/bis  
2.5  มิลลิลิตร  4X  running  gel  buffer  1.25  มิลลิลิตร  น้ํากล่ัน  1.17  มิลลิลิตร  10% SDS  50  
ไมโครลิตร  10%  ammonium  persulfate  25  ไมโครลิตร  และ  tetramethylethylenediamine 
(TEMED)  1.7  ไมโครลิตร  แลวรีบเทใส  grass  plate  ท่ีเตรียมไว  หลังจากนั้นปรับผิวหนา  
running  gel  โดยใสน้ํากล่ันลงไป  ต้ังท้ิงไวจน  gel  แข็งตัว 
 
         3.4.2  เตรียม  stacking  gel  ความเขมขน  3%  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  โดยตองผสม
สารในบีกเกอรใหเขากนัอยางเบาๆ กอนจะใสสารตัวตอไป  ตามลําดับดังนี ้  ใส  acrylamide/bis  
0.498  มิลลิลิตร  4X  running  gel  buffer  1.25  มิลลิลิตร  น้ํากล่ัน  3.17  มิลลิลิตร  10% SDS  50  
ไมโครลิตร  10%  ammonium  persulfate  25  ไมโครลิตร  และ  tetramethylethylenediamine 
(TEMED)  2.5  ไมโครลิตร  แลวรีบปเปตใส  running  gel  ท่ีเทน้ําออกแลว  นํา  comb  ของชุด  gel  
ใสลงไป  ต้ังท้ิงไวจน  gel  แข็งตัวอยางนอย  60  นาที  แลวดึง  comb  ออก  และยาย  gel  มาใสใน  
tank  buffer  เท  running  buffer  ลงไปใหทวม  gel 
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         3.4.3  นําตัวอยางมาผสมกับ  sample  buffer  ในอัตราสวน  1:1  นําไปตมท่ีอุณหภูมิ  
95  องศาเซลเซียส  นาน  4  นาที  แลวนาํตัวอยางท่ีผสมและตมแลวมา  5  ไมโครลิตรใสในหลุม  
gel  และใสโปรตีนมาตรฐานปริมาตร  5  ไมโครลิตรอีก  1  หลุม  เปดเคร่ืองโดยใชไฟ  100  โวลต  
รอจนเห็นแนวสีของ  Bromophenol  blue  เคล่ือนท่ีมาอยูหางจากปลายดานลางของ  separating  gel  
ประมาณ  1  เซนติเมตร  จึงปดเคร่ืองจายกระแสไฟฟา  หลังจากนัน้นาํ  gel ไปยอมสี  coomassie 
brilliant blue R  ลางสียอมดวย  destaining  solution I  และ  destaining  solution II  ตามลําดับ  
รายละเอียดการเตรียมสารเคมีและบัฟเฟอรอยูในภาคผนวก  ก 
 
4.  การนับจํานวนเชื้อ  Salmonella  โดยวิธี  dilution plate count  เพื่อเปรียบเทียบกับเชื้อจากการ
เตรียมแอนติเจนโดยใชเชื้อท่ี  OD600  เทากับ  0.1 
 
 นับจํานวนเช้ือ  Salmonella  โดยวิธี  dilution  plate  count  เปรียบเทียบกับเช้ือท่ีเตรียม
ความขุนท่ีวดัคา  OD600  ได  0.1  ซ่ึงใชเปน  inoculum  เร่ิมตนในการทํา  dot-ELISA  เพื่อ
เปรียบเทียบวาประสิทธิภาพของแอนติบอดีท่ีเตรียมใหบริสุทธ์ิแลวนํามาทํา  dot-ELISA  นั้นจะ
สามารถตรวจเช้ือไดเปนจาํนวนเทาใดตอมิลลิลิตรของตัวอยาง  โดยมีวธีิทําดังตอไปนี้ 
 
 4.1  เพาะเล้ียงเช้ือบนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  resuspend  ดวย  0.85% 
NaCl  แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  โดยเจอืจางเซลลใหได
ความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1 
 
 4.2  นํา  suspension  ของเช้ือมาทําการเจอืจางท่ีระดับความเจือจาง  10-4,  10-5  และ 10-6   
นํามา  spread  ลงบนอาหาร  plate  count  agar  บมท่ี  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง 
 

4.3  ตรวจนับจํานวนเช้ือแลวคํานวณเปน  CFU/มิลลิลิตร 
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5.  การทดสอบความจําเพาะของ  IgG  บริสุทธ์ิตอเชื้อ  Salmonella  ดวยวิธี  dot-ELISA   
 
 5.1  การทดสอบหาความจําเพาะของ  IgG  บริสุทธ์ิตอเช้ือ  Salmonella  
 
         ตัดแผนไนโตรเซลลูโลสใหมีขนาด  1  ตารางเซนติเมตรตอหนึ่งตัวอยาง แลวทํา
สัญลักษณ  หยดตัวอยางท่ีตองการทดสอบ  โดยใชแอนติเจนของเช้ือ  Salmonella (ใช  Salmonella  
ser. Anatum  เปนตัวแทนในการตรวจคร้ังแรก) ท่ี  OD600  เทากับ  0.1  มาตมนาน  10  นาที  แลว
ปนเหวี่ยงเพื่อนําสวนใสมาเปนแอนติเจนในการทดสอบ  ดูดสวนใสปริมาตร  2  ไมโครลิตรหยดลง
บนแผนไนโตรเซลลูโลส  สําหรับ  negative control  ใช  0.85%  NaCl  ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองจน
แหงสนิท  นําแผนไนโตรเซลลูโลสใสลงใน  chamber  แลวเติม  blocking solution (ใช  skim milk  
powder 2%  ใน  PBS-T) ลงไปใหทวมแผนไนโตรเซลลูโลส  จากนั้น  rotate  เปนเวลา  30  นาที  
ลางดวย  PBS-T  5  คร้ัง  คร้ังละ  3  นาที  เติมแอนติบอดีท่ีเจือจางดวย  0.85% NaCl  ลงใน  
chamber  ใหทวมแผนไนโตรเซลลูโลส  rotate  เปนเวลา  90  นาที  ลางดวย  PBS-T  5  คร้ัง  คร้ัง
ละ  3  นาที  เติม  goat  anti-rabbit  IgG  horseradish  peroxidase (conjugate)  ลงใน  chamber  แลว  
rotate  เปนเวลา  60  นาที  ลางดวย  PBS-T  5  คร้ัง  คร้ังละ  3  นาที  เติมสับสเตรท  
tetramethylbenzidine (TMB) ใหทวมแผนไนโตรเซลลูโลส  ท้ิงไว  2  นาที  แลวจึงหยดุปฏิกิริยา
ดวยน้ํากล่ัน 
 

5.2  ทดสอบปริมาณแอนติบอดีท่ีเหมาะสม 
 
         นําแอนติบอดีไปเจือจางใน  0.85% NaCl  ใหไดความเจือจางท่ีระดับ  312,  100,  80  
และ  50   μg./ml   จากนัน้นาํไปทดสอบโดยใชวิธีตามขอ  5.1  เพื่อหาความเจือจางท่ีเหมาะสม 
  

 5.3  ทดสอบปริมาณ  conjugate  ท่ีเหมาะสม 
 

         นํา  conjugate  ไปเจือจางท่ีระดับ  1:5,000 ,  1:10,000 และ  1:12,000  จากนัน้นําไป
ทดสอบโดยใชวิธีตามขอ  5.1  เพื่อหาความเจือจางท่ีเหมาะสม 
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6.  การทดสอบความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดี (IgG  บริสุทธ์ิ)  ตอเชื้อ  Salmonella       
ซีโรวารอ่ืนโดยวิธี  dot-ELISA 
      
 ใชวิธี  dot ELISA  เพื่อทดสอบวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  สามารถทํา
ปฏิกิริยากับ  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนท่ีไมไดใชในการผลิตไดหรือไม  โดยเลือกซีโรวารท่ีพบได
บอยและเปนซีโรวารท่ีอยูใน  group  ท่ีแตกตางจาก  Salmonella  ท่ีนํามาเตรียมแอนติบอดี  เพือ่
ตองการศึกษาวาแอนติบอดท่ีีผลิตจากเช้ือเพียง  2  ซีโรวารสามารถนํามาใชตรวจไดครอบคลุมเช้ือ
ในหลายๆ  group  หรือไม  ทําการทดลองโดยใชวิธีตามขอ  5.1  และใชความเขมขนของ  IgG  และ  
conjugate  ท่ีความเขมขนนอยท่ีสุดท่ียังใหผลบวก  ซ่ึงไดจากการทดลองในขอ  5.2  และ  5.3 
 
7.  การทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) กับแบคทีเรียกลุม  non-salmonella  ท่ีเปน  
enteric bacteria  โดยวิธี  dot-ELISA 
 
 ใชวิธี  dot ELISA  เพื่อทดสอบวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ท่ีเตรียมได  
เม่ือนํามาตรวจกับแบคทีเรียในกลุม  non-salmonella  ท่ีอยูใน  Family  Enterobactericeae  ซ่ึงเปน
แบคทีเรียท่ีมีความใกลเคียงกบั  Salmonella  เนื่องจากอยูในตระกูลเดยีวกัน  จึงนาจะเกิดปฏิกิริยา
ขามไดมากท่ีสุด  มาทดสอบวาจะเกดิปฏิกริิยาขามกลุมหรือไม  โดยใชวิธีตามขอ  5.1  และใชความ
เขมขนของ  IgG  และ  conjugate  ท่ีความเขมขนนอยท่ีสุด  
 
8.  การใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS)  broth  กอนการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA 
 
 เนื่องจากผลการทดลองในขอ  7.  เกิด  cross  reaction  กบัเช้ือกลุม  non-salmonella  จึงทํา
การเพาะเช้ือลงในอาหาร  selective  enrichment  เฉพาะเช้ือกลุม  Salmonella  กอน  ไดแกอาหาร 
Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS)  broth  เพื่อการคัดเลือกเช้ือ  และ  pre-enrich ไปดวยในข้ันตน  
โดยทดลองกบัเช้ือในกลุม  non-salmonella  ดวย  จํานวน  3  ชนิด  ไดแก  Escherichia coli,  
Enterobacter  aerogenes  และ Shigella  sonnei  โดยมีวิธีการดังนี ้
 
 8.1  เพาะเล้ียงเช้ือบนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  resuspend  ดวย  0.85% 
NaCl  แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  โดยเจอืจางเซลลใหได
ความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1 
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 8.2  นํา  suspension  ของเช้ือมาทําการเจอืจางท่ีระดับความเจือจาง  10-1,  10-2,  10-3, 10-4, 
10-5 และ 10-6  แลวเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  
ช่ัวโมง  แลวจงึนําไปสกัดแอนติเจนเพื่อทํา  dot-ELISA  ใชวิธีตามขอ  5.1 
 
9.  การนับจํานวนของเชื้อหลังจากเพาะเลี้ยงในอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth  
บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ชั่วโมง 
  
 ทําการนําเช้ือ  Salmonella ser. Anatum, Salmonella ser. Aberdeen, Escherichia coli,  
Enterobacter  aerogenes  และ Shigella sonnei  ท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  
ช่ัวโมง  resuspend  ดวย  0.85% NaCl  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโน
เมตร  โดยเจือจางเซลลใหไดความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  นํา  suspension  ของเช้ือมาทําการเจือ
จางใหมีจํานวนเซลลประมาณ  103  และ  104  CFU/ml  จากนัน้นาํไปเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS  
broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  แลวนํามานับจํานวนเช้ือดวยวธีิ  
dilution  plate  count 
 
10.  การใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจเชื้อผสมในอาหาร  artificial  contaminated  food  ท่ีเตรียม
ขึ้น  โดยเปรียบเทียบกับการนับจํานวนเชื้อดวยวิธี  dilution  plate  count 
 
 ใชสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา  dot-ELISA  ท่ีไดจากขอ  5.  มาทําการตรวจหาเช้ือ 
Salmonella  ในตัวอยางอาหารท่ีเตรียมข้ึนจากเช้ือผสม  โดยใชเช้ือ  Shigella sonnei, Enterobacter  
aerogenes, Escherichia  coli,  Salmonella  ser. Aberdeen  และ Salmonella  ser. Anatum  ท่ี
เพาะเล้ียงบนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  resuspend  ดวย  0.85% NaCl  แลวนําไป
วัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  โดยเจือจางเซลลใหไดความขุนท่ี  OD600  
เทากับ  0.1  นาํ  suspension  ของเช้ือมาทําการเจือจางใหมีจํานวนเซลลของแตละเช้ือประมาณ  2.5 
× 104,  2.5 × 105  และ  2.5 × 106  CFU/ml  นําเช้ือแตละชนิดใสลงในอาหารที่ฆาเช้ือแลวน้ําหนกั  
25  กรัม  อาหารละ  1  มิลลิลิตร / เช้ือ  ตามกลุมท่ีกําหนดตามตารางท่ี  3  อาหารท่ีทดลองใชไดแก  
ไสกรอกไก  ไสกรอกนม และ ลูกช้ินหมู  จะทําใหไดอาหารท่ีมีเช้ือผสมจํานวน  3 × 103,  3 × 104  
และ  3 × 105  CFU/g อาหาร  การเลือกใชปริมาณเช้ือท่ี  3  ระดับนี้เนื่องจากในอาหารดิบท่ัวไปกอน
การปรุงสวนใหญจะนับจํานวนเช้ือท้ังหมดไดประมาณ  103 - 104  CFU/g อาหาร  จากนั้นเติมน้ํา
ปลอดเช้ือ  225  มิลลิลิตร  บดใหละเอียดจนเปนเนื้อเดยีวกัน  แลวปเปตตัวอยางอาหารท่ีผสมเช้ือ
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แลวปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร ใสลงใน  RVS broth  ซ่ึงเปนอาหาร  selective  enrichment  broth  บม
ท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  เพือ่  pre-enrich  และคัดเลือกเชื้อ  แลวนําไป
ทํา  dot-ELISA  โดยใชวิธีตามขอ  5.1 
 
ตารางท่ี 3  แสดงกลุมของเช้ือผสมท่ีจะผสมลงในอาหาร  artificial  contaminated  food   
 

กลุม เช้ือ 

Shigella  sonnei 

Escherichia  coli 

 
1 

Enterobacter  aerogenes 

Salmonella  ser. Aberdeen 

Escherichia  coli 

 
2 

Enterobacter  aerogenes 

Salmonella  ser. Anatum 

Escherichia   coli 

 
3 

Enterobacter  aerogenes 

 
 
11.  การใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจหาเชื้อในตัวอยางอาหารบางชนิดจากแหลงขาย  เปรียบเทียบ
กับวิธีเพาะเล้ียงเชื้อแบบ  conventional  method (วิธีตรวจทางจุลชีววิทยา) 
 
 นําสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา  dot-ELISA  ท่ีไดจากขอ  5.  มาทําการตรวจหาเช้ือ  
Salmonella  ในตัวอยางอาหารจากแหลงขาย  โดยนําตัวอยางอาหารมาเพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร  RVS  
broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  เพื่อ  pre-enrich  และคัดเลือกเช้ือ    
แลวนําไปตรวจหาเช้ือดวยวธีิ  dot-ELISA  โดยใชวิธีตามขอ  5.1  และทําการตรวจหาเช้ือดวยวิธี  
conventional  method  (ดดัแปลงมาจาก  ISO6579/2002)  โดยนําตัวอยางอาหารมาเพาะเล้ียงใน  
RVS  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  แลวนํามา  spread  ลงใน



 

33

อาหาร  Xylose Lysine Desoxycholate (XLD)  agar  เพื่อเปนการเปรียบเทียบและแยกโคโลนีท่ี
แสดงลักษณะเฉพาะของ  Salmonella  ไปทดสอบลักษณะทางชีวเคมท่ีีสําคัญบางประการท่ีจะระบุ
วาเปนเช้ือ  Salmonella  เชน  การสราง  Lysine  decarboxylase  และการสราง  H2S  ในอาหาร  
Lysine  iron  agar(LIA)  การใชน้ําตาลและการสราง  H2S  ในอาหาร  Triple  sugar  iron  agar(TSI)  
การสราง  indole  การเคล่ือนท่ีและการสราง  H2S  ในอาหาร  SIM  medium  และ  การใช  citrate  
เปนแหลงคารบอนในอาหาร  Simmon’s  citrate  agar  เปนตน  ซ่ึงจากผลทางชีวเคมีท่ีกลาวมาก็
สามารถจําแนกเช้ือ  Salmonella  ออกจากเช้ือ  non-Salmonella  อ่ืนๆ ได 
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ผลและวิจารณ 

 

1.  การเตรียมแอนติซีร่ัม 
 
 ทําการเจาะเลือดคร้ังแรกกอนฉีดแอนติเจนเพื่อแยก  normal serum  ประมาณ  10  มิลลิลิตร
ซ่ึงแยกซีร่ัมไดประมาณ  6-7  มิลลิลิตร  และหลังจากฉีดแอนติเจนก็ทําการเจาะเลือดคร้ังละ
ประมาณ  20  มิลลิลิตรซ่ึงแยกซีร่ัมไดประมาณ  13-15  มิลลิลิตรตอคร้ัง  แลวจึงนําซีร่ัมในแตละ
คร้ังท่ีเจาะไดไปตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination 
 
2.  การตรวจสอบปริมาณแอนติบอดดีวยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination 
 
 ทําการฉีดสัตวทดลองดวย  Salmonella ser. Anatum  ซ่ึงอยูใน  group  E1  และ  
Salmonella  ser. Enteritidis  ซ่ึงอยูใน  group  D1  เนือ่งจากเช้ือท้ัง  2  ชนดิมักตรวจพบบอยใน
หลายแหลง  ในการตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination  จึง
ตองใชเช้ือท้ัง  Salmonella  ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Enteritidis  เปนแอนติเจน 
 
 ผลการตรวจพบวาปริมาณแอนติบอดี (antibody  titer)  ในการเจาะเลือดคร้ังท่ี 1 , 2  และ 3  
ยังไมสูงพอท่ีจะใชเตรียม  IgG บริสุทธ์ิ  แตในการเจาะเลือดคร้ังท่ี  4-12  มีปริมาณเฉล่ียประมาณ  
1:512  ถึง  1:1,024  จงึนําเลือดท่ีไดจากการเจาะต้ังแตคร้ังท่ี  4-12  รวมกันเพื่อนําไปเตรียม  IgG  
บริสุทธ์ิตอไป 
 

3.  การเตรียม  IgG  บริสุทธ์ิจากแอนติซีร่ัมของกระตายท่ีฉีดเชื้อ  Salmonella 
 
 นําซีร่ัมท่ีไดจากการเจาะเลือดคร้ังท่ี  4-12  มารวมกันแลวตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4]   นําตะกอนท่ีไดไปละลายใน  binding buffer (20  mM.  
phosphate buffer pH  7.0)  แลวนําไปผานลงใน  protein  G-sepharose  affinity  column  ผลท่ีไดดัง
แสดงในภาพที่  1 
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ภาพท่ี 5  แสดงผลการ load ตัวอยางผาน affinity column ดวยวิธี  affinity  chromatography  
หมายเหตุ: กราฟท่ี 1  เปนการ  load ตัวอยางโปรตีนท้ังหมดท่ีตกตะกอนไดลงใน protein  G-sepharose   
     กราฟท่ี 2  เปนการ  load ตัวอยางท่ีเก็บจาก  fraction 2-12 ในกราฟท่ี 1  มา load ซ้ําลง column 
      กราฟท่ี 3  เปนการ load ตัวอยางท่ีเก็บจาก  fraction 3-10 ในกราฟท่ี 2  มา load ซ้ําลง column 

   

กราฟท่ี  2  เก็บ  fraction  ท่ี  21 - 25
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กราฟท่ี  3    ไมเก็บ  fraction 
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  กราฟท่ี  1  เก็บ  fraction  ท่ี  34 - 38
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ท่ีตองทําการผานตัวอยางลงใน  column  หลายคร้ังเพราะวาปริมาณ  IgG  ในตัวอยางท่ีผาน
ลง  column  มีมากเกินกวาท่ี  protein G  จะจับไวไดท้ังหมด  โดยจะเหน็ไดจากกราฟท่ี  1  วาใน  
peak  ท่ี  1  (fraction ท่ี 2-12)  คือสวนของโปรตีนท่ีไมไดถูกจับไวใน  column  ท้ังหมด  ซ่ึงมีท้ัง  
IgG  สวนเกนิท่ี  protein G  จะจับไวไดและโปรตีนอ่ืนท่ีไมใช  IgG  อยูดวย  เม่ือทําการชะดวย  
elution  buffer  ก็จะพบโปรตีนออกมาใน  fraction  ท่ี  34-38  คือ  peak  ท่ี  2  ซ่ึงเปนสวนของ  IgG  
ถูกชะออกมา  จึงเก็บสวนนี้เอาไว  ตอมาจึงเอาสวนท่ีเปนโปรตีนท่ีไมถูกจับในสวนของ  peak  ท่ี  1  
(fraction ท่ี 2-12  ของกราฟที่  1)  มาผานลงใน  column  อีกคร้ัง  จะไดผลดังกราฟที่  2  ซ่ึงจะเหน็
วาเม่ือชะดวย  elution  buffer  แลว  มี  peak  ท่ี  2  (สวนของ  IgG)  ในปริมาณท่ีสูงอยู  เราจึงเก็บ  
fraction  ท่ี  21-25  เอาไวดวย  แตเม่ือเอาสวนท่ีเปนโปรตีนท่ีไมถูกจับในสวนของ  peak  ท่ี  1  
(fraction ท่ี 3-10)  ในกราฟท่ี  2  มาผานลงใน  column  อีกคร้ัง  จะไดผลดังกราฟที่  3  คือเม่ือทํา
การชะดวย  elution  buffer  แลว  peak  ท่ี  2  ตํ่ามาก  หมายความวามี  IgG  ออกมานอยมาก  จึงไม
เก็บ  fraction  เลยในการ  load  คร้ังท่ี  3 
 
 การแยก  IgG  ดวยวิธี  affinity  chromatography  อาศัยปฏิกิริยาการจับกับ  IgG  โดย
โปรตีน จี (protein G)   ซ่ึงเคลือบอยูบน  sepharose  bead  ท่ีบรรจุอยูใน  column  เม่ือผานตัวอยาง
ลงใน  column  แลว  IgG จะจับกับโปรตีน จี  หลังจากนัน้จึงชะเอา  IgG  ออกมาดวย elution buffer 
(100  mM.  glycine-HCl buffer pH  2.8)  ซ่ึงความเปนกรดจะลดการจบักันของโมเลกุล  ทําใหสาร
ท่ีตองการ (IgG)  หลุดออกมาโดยไมเสียสภาพ  และสามารถนํา  column  นั้นกลับไปแยกสาร
บริสุทธ์ิไดอีก  
 

จากนั้นนําแตละ  fraction  ท่ีมี  IgG  มารวมกันแลวนาํไปตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ  IgG  
ดวยการทํา  SDS-PAGE  โดยการเตรียมแบบ  reduced  from  พบวามี  2  band  คือสวนของ  heavy 
chain  1  band  มีลักษณะเขมหนา  น้ําหนกัโมเลกุลประมาณ  50.0  kDa  สวนของ  light chain  อีก  
1  band  มีลักษณะจางๆ  น้ําหนักโมเลกุลประมาณ  26.0  kDa  ดังภาพท่ี  2 
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      1         2  3    4 
 
ภาพท่ี 6  ผลการตรวจสอบความบริสุทธของ  IgG  โดยการทํา  SDS-PAGE 
หมายเหตุ: lane  ท่ี  1, 2  และ  3  เปน  IgG  บริสุทธ์ิ 
      lane  ท่ี  4  เปนโปรตีนมาตรฐาน 
 
 นํา  IgG  บริสุทธ์ิไปทําแหงดวยเคร่ือง  lyophilizer  และหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ  
Lowry  โดยใช  bovine serum albumin  เปนโปรตีนมาตรฐาน  พบวาปริมาณของ bovine serum 
albumin  กับคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  750  นาโนเมตรจะมีความสัมพันธกนัเปนเสนตรง  
(ภาพผนวกท่ี  ข1)  เม่ือทําการตรวจหาปริมาณโปรตีนของ  IgG  บริสุทธ์ิท่ีเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน  จะวิเคราะหปริมาณโปรตีนของ  IgG  ได  625  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร(วิธีการคํานวณ
อยูในภาคผนวก  ข)  
 
4.  การนับจํานวนเชื้อ  Salmonella  โดยวิธี  dilution plate count  เพื่อเปรียบเทียบกับเชื้อจากการ
เตรียมแอนติเจนท่ีใชเชื้อ  OD600  เทากับ  0.1 
 
 เพาะเล้ียงเช้ือ  Salmonella  บนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  resuspend  
ดวย  0.85% NaCl  โดยเจอืจางเซลลใหไดความขุนท่ี  OD600   เทากับ  0.1   จากนั้นนาํไปทํา  

66.2 kDa 

45.0 kDa 

35.0 kDa 

25.0 kDa 

116.0 kDa 
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dilution plate count  เพื่อนบัจํานวน  โดยทดลองกับเช้ือบางชนิดดวย  เพื่อใหทราบวาคา  OD600   
เทากับ  0.1   จะใหจํานวนเช้ือใกลเคียงกนัหรือไม  โดยไดผลดังตารางท่ี  4 
 
ตารางท่ี 4  แสดงผลการนับจาํนวนเช้ือบางชนิดโดยวิธี  dilution plate count  จาก  suspension  ของ 

    เช้ือท่ี  OD600  เทากับ  0.1 
  

เช้ือ จํานวน (CFU/ml) 

Salmonella  ser. Anatum 1.99×108 
Shigella  sonnei 1.1×108 
Escherichia  coli 8.2×107 
Enterobacter  aerogenes 2.7×108 
 
 จากตารางท่ี  4  แสดงใหเห็นวาเช้ือท่ีนํามานับจํานวนนัน้มีจํานวนใกลเคียงกัน  ท่ีคาความ
ขุนท่ี  OD600   เทากับ  0.1   ซ่ึงนาจะมาจากการท่ีเช้ือท่ีนํามาทดลองนั้นมีลักษณะคลายๆ กัน  คือเปน
ทอนส้ันอยูในกลุม  enteric bacteria  เชนเดยีวกัน  และมีอัตราการเจริญเพิ่มจํานวนท่ีใกลเคียงกัน 
 
5.  ผลการทดสอบความจําเพาะของ IgG บริสุทธ์ิตอเชื้อ  Salmonella  โดยวิธี dot-ELISA 
 

5.1  ผลการหาปริมาณแอนติบอดีท่ีเหมาะสม  โดยใชเช้ือ Salmonella  ser.  Anatum  ท่ีวัด
คาความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  และใช  conjugate  1:10,000  ไดผลดังนี้ 
 

 แอนติบอดี  312  μg/ml      

 แอนติบอดี  100  μg/ml         

 แอนติบอดี  80   μg/ml    

 แอนติบอดี  50   μg/ml   
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 จากการทดลองพบวาเม่ือใชแอนติบอดีท่ีความเขมขน  312  μg/ml, 100  μg/ml, 80  μg/ml    
และ  50   μg/ml  จะใหผลบวกท้ัง  4  ความเขมขน  แตท่ี  50   μg/ml  ใหสีน้ําเงินท่ีจางลงจนเกือบ
ไมเห็น  แตอีก  3  ความเขมขนใหสีน้ําเงินเขมในสวนท่ีทําการหยดแอนติเจนลงไป  จึงเลือกใช
ความเขมขนของแอนติบอดท่ีีนอยท่ีสุดท่ีเห็นสีน้ําเงินอยางชัดเจนเอาไวทําการทดลองตอไป 
 

5.2  ผลการหาปริมาณ  conjugate  ท่ีเหมาะสม  โดยใชเช้ือ  Salmonella  ser. Anatum  ท่ีวัด
คาความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  และใชปริมาณแอนติบอดี  80  μg/ml  ไดผลดังนี ้
 

 Conjugate  1:5,000   
 

 Conjugate  1:10,000   
 

Conjugate  1:12,000   
 
 จากการทดลองพบวาเม่ือใช  conjugate  ท่ีมีความเขมขน  1:5,000 , 1:10,000  และ  
1:12,000  ผลท่ีไดจะใหผลบวกท้ัง  3  ความเขมขน  แตท่ี  1:12,000  ใหสีน้ําเงินท่ีจางลงจนเกือบไม
เห็น  แตอีก  2  ความเขมขนใหสีน้ําเงินเขมในสวนท่ีทําการหยดแอนติเจนลงไป  จึงเลือกใชความ
เขมขนของ  conjugate  ท่ีนอยท่ีสุดท่ีเหน็สีน้ําเงินอยางชัดเจนในการทําการทดลองตอไป 
 
 ปริมาณของแอนติบอดี  และ  conjugate  ท่ีเหมาะสมท่ีไดจากผลการทดลองในขอ  5.1  
และ  5.2  คือ  แอนติบอด ี  80  μg/ml  และ conjugate  1:10,000   ซ่ึงจะนําไปใชในการทดลองใน
สวนอ่ืนตอไป   
 
 สําหรับสีท่ีเกิดข้ึนจากผลการทํา  dot-ELISA  ท่ีเปนบวกนั้น  ถาสีจางจะมีความคงทนอยู
ได  2-3 วัน  และถาสีเขมจะคงอยูไดเปนอาทิตย  แตถาจะอานผลใหถูกตองแมนยําท่ีสุดควรอานผล
ทันทีหลังทําการทดลอง 
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6.  การทดสอบความจําเพาะของ  IgG  บริสุทธ์ิตอเชื้อ  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนโดยวิธี dot-ELISA 
 
 สกัดแอนติเจนจากเช้ือ Salmonella  ซีโรวารตาง ๆ  ท่ีเตรียมความเจอืจางของเช้ือโดยใชคา  
OD600  เทากับ  0.1  เทากันทุกซีโรวารและใช  IgG  บริสุทธ์ิตอเช้ือ  Salmonella  ท่ีเตรียมไดใน
ปริมาณ  80  μg/ml  และ  conjugate  1:10,000  ไดผลดังตารางท่ี  5 
 
ตารางท่ี 5  แสดงผลการตรวจเช้ือ  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนดวยวิธี  dot-ELISA 
 

เช้ือ group ผลการทํา dot-ELISA 
Salmonella  ser. Paratyphi A A + 
Salmonella  ser. Paratyphi B B + 
Salmonella  ser. Derby B + 
Salmonella  ser. Stanley B + 
Salmonella  ser. Cholerae-suis C1 + 
Salmonella  ser. Virchow C1 + 
Salmonella  ser. Dublin D1 + 
Salmonella  ser. Enteritidis D1 + 
Salmonella  ser. Typhi D1 + 
Salmonella  ser. Anatum E1 + 
Salmonella  ser. Aberdeen F + 
Salmonella  ser. Yoruba   I + 
Salmonella  ser. Hvittingfoss I + 
Salmonella  ser. Urbana N + 
Salmonella  ser. Waycross S + 
 
 จากตารางท่ี  5  แสดงใหเห็นวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีเตรียมได  สามารถใชตรวจหา  
Salmonella  ซีโรวารอ่ืนดวยวิธี  dot-ELISA  โดยใช  IgG  ท่ีเตรียมได  ปริมาณ  80  μg/ml  และ  
conjugate  1:10,000  ได  ซ่ึงใหผลบวกในการทดสอบทั้งหมด  แมจะทําซํ้าเช้ือละ  2-3  คร้ัง  ก็
ใหผลท่ีตรงกนั  แสดงวาเช้ือ  Salmonella  ท่ีใชในการเตรียมแอนติบอดีถึงแมจะอยูคนละ  group  
กับเช้ือซีโรวารอ่ืนๆ ก็ใหผลบวกได  ซ่ึงเปนขอดีของโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีเตรียมข้ึน   
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การตรวจเช้ือไดครอบคลุมหลายๆ ซีโรวาร ทําใหสามารถนําไปใชในการตรวจหาเช้ือ  
Salmonella  ในตัวอยางท่ีตองการทราบเพียงวามี  Salmonella  ปนเปอนหรือไมโดยไมตองการ
ทราบถึงระดับซีโรวาร  เชน  ในตัวอยางอาหารหลายๆ ประเภทรวมท้ังตัวอยางน้ําดวย  สําหรับการ
ใชโพลีโคลนอลอาจไมเหมาะสมกับการนาํไปใชในการตรวจหา  Salmonella  ในส่ิงสงตรวจของ
ผูปวยท่ีจําเปนจะตองบงช้ีเจาะจงวามีสาเหตุการปวยมาจากเช้ือซีโรวารอะไร  ซ่ึงกรณีนี้การใชโมโน
โคลนอลอาจจะดีกวา  มีความจําเพาะเจาะจงมากกวา  ทําใหตรวจไดเฉพาะซีโรวารนั้นๆ  เชน  
Kritsana  และคณะ (2000)  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ  phase1-c Salmonella  ซ่ึงพัฒนา
สําหรับการตรวจ  Salmonella ser. Cholerae-suis  โดยตรงในตัวอยางเลือด  ซ่ึงผลท่ีไดเม่ือ
เปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐานพบวาสามารถตรวจ  Salmonella ser. Cholerae-suis  ไดอยางถูกตอง
และแมนยํา  ซ่ึงเม่ือคํานวณออกมาแลว  มีความไวและความจําเพาะ  100%  ซ่ึงการทดลองดังกลาว
อาจใชตรวจหา  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนๆ ไมได  ดงันั้นการจะเลือกใชโพลีโคลนอลหรือโมโน
โคลนอลแอนติบอดีก็มีขอดท้ัีง  2  ชนิด  แลวแตวตัถุประสงคของการตรวจวาตองการระดับใด 
 
 ในการทดสอบโดยใชเช้ือ  Salmonella  หลายๆ ซีโรวาร  ซ่ึงบางซีโรวารก็อยู  group  
เดียวกับ  Salmonella  ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Enteritidis  ท่ีใชเปนตัวแทนในการ
เตรียมแอนติบอดี  ซ่ึงถาอยู  group  เดียวกันลักษณะของ  O-antigen  หรือ  H-antigen  ก็จะมี
บางสวนท่ีคลายกัน  ยกตัวอยางเชน  Salmonella  ser. Enteritidis  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-
antigen  เปน  1, 9, 12  Salmonella  ser. Typhi  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-antigen  เปน  9, 
12  จะเห็นไดวาเช้ือท้ังสองซีโรวารท่ีอยูใน  group  เดียวกันจะมีบาง  epitope  ของ  O-antigen  
เหมือนกนั  ซ่ึงปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนในสวนท่ีเหมือนกันของเช้ือแตละซีโรวารกับแอนติบอดกี็
จะเกิดข้ึนได  สําหรับกรณีท่ีอยูคนละ  group  กันกับเช้ือท่ีใชเตรียมแอนติบอดี  เชน  Salmonella  
ser. Enteritidis  ท่ีอยูใน  group  D1  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-antigen  เปน  1, 9, 12  สวน  
Salmonella  ser. Paratyphi A  ท่ีอยูใน  group  A  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-antigen  เปน  1, 
2, 12  ซ่ึงก็จะมีบาง  epitope  ท่ีเหมือนกนัอยูจึงเกิดปฏิกิริยากนัได (ตารางผนวกท่ี ง1)  ในขณะที่  
Salmonella  ser. Cholerae-suis  ท่ีอยูใน  group  C1  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-antigen  เปน  
6, 7  แตยงัเกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีท่ีเตรียมจากเช้ือท่ีมี  antigenic  formula  ไมเหมือนกัน  อาจจะ
เนื่องมาจากความคลายคลึงกันของ  epitope  บาง  epitope  เพราะในบางกรณี  ความคลายคลึงของ  
epitope  ก็สามารถกอใหเกดิปฏิกิริยาได  แตปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนก็อาจจะไมเดนชัดเทากับ  epitope  ท่ี
เหมือนกนัทุกประการ 
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7.  การทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) กับแบคทีเรียกลุม  non-salmonella  ท่ีเปน 
enteric bacteria  โดยวิธี  dot-ELISA 
 
 โดยใชแอนติเจนท่ีสกัดจากแบคทีเรียกลุม  non-salmonella  ท่ีมีความใกลเคียง  เชน  มีการ
ผลิต  H2S  เหมือนกนั  หรือ  มีการใชสารบางชนิดเหมือนกนั  และเช้ือบางชนดิก็มีรายงานวาเกิด  
cross  reaction  กับแอนติบอดีของเช้ือ  Salmonella  เปนตน  โดยเจือจางเช้ือใหไดคา  OD600  เทากับ  
0.1  เทากันทุกเช้ือ  ใช  IgG  ของเช้ือ  Salmonella  ปริมาณ  80  μg/ml  และ  conjugate  1:10,000  
ไดผลดังตารางท่ี  6 
 
ตารางท่ี 6  แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction)  กับแบคทีเรียกลุม   

     non-salmonella  ท่ีเปน  enteric bacteria  โดยวิธี  dot-ELISA 
 

ผลการทํา dot-ELISA  
เช้ือ Antigen undiluted 

(OD600 = 0.1) 
Dilute แอนติเจน  

10  เทา 
Dilute แอนติเจน   

100  เทา 
Escherichia  coli + + + 
Enterobacter  aerogenes + + - 
Klebsiella  pneumoniae + + + 
Citrobacter  freundii + + - 
Proteus  mirabilis + + - 
Shigella  sonnei + + - 
Edwardsiella  tarda + + - 
 

จากตารางท่ี  4  จะเห็นไดวาเช้ือท่ีเตรียมความขุนใหมีคา  OD600  เทากบั  0.1  จะมีจาํนวน
เช้ืออยูระหวาง  8.2×107 - 2.7×108  CFU/ml  เม่ือนํามาทํา  dot-ELISA  จะใหผลบวกท้ังหมด  แต
เม่ือทําการเจือจางแอนติเจนไป  100  เทาจะตรวจไมพบ  non-salmonella  เกือบทุกชนิด  แตจากการ
ทดลองใน  Salmonella  ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Aberdeen  ท่ีความเจอืจาง  10, 100  
และ  1,000  เทา  พบวา  Salmonella  ser. Anatum  ยงัคงใหผลบวกที่ความเจือจาง  100  เทา แต  
Salmonella  ser. Aberdeen  ใหผลบวกท่ีความเจือจาง  10  เทา  แตท่ีความเจือจาง  100  เทาใหผลลบ
เหมือน  non-salmonella  จึงเปนสาเหตุใหตองใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya  broth   เพื่อ  
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pre-enrich  และคัดเลือกเช้ือ  เพื่อใหเช้ือ  Salmonella  ท่ีมีปริมาณนอยในตัวอยางอาหารมีปริมาณ
เพิ่มข้ึนจนถึงระดับท่ีจะทําการตรวจได  กอนทําการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA 

 
 จากตารางท่ี  6  จะเหน็ไดวามี  cross reaction  เกดิข้ึนกับ  non-salmonella  ทุกชนดิท่ีนํามา
ทดสอบ  แตบางตัวจะมีสีท่ีจางลงไป (ภาคผนวก ง)  เชน  Proteus  mirabilis,  Shigella sonnei  และ 
Edwardsiella tarda  เปนตน  ปฏิกริิยาขามกลุมนีอ้าจจะเกิดจากเช้ือในกลุมท่ีใชทดสอบอยูใน  
Enterobacteriaceae  เหมือนกันจึงอาจมีความใกลชิดกัน  เนื่องมาจากลักษณะของ  epitope  ท่ี
คลายคลึงกันในบาง  epitope    เพราะเช้ือ  non-salmonella  ทุกชนิดท่ีนํามาทดสอบอยูในแฟมิล่ี
เดียวกันกับ  Salmonella คือ  Enterobacteriaceae  จึงอาจจะมี  epitope  บาง  epitope  ท่ีมีลักษณะ
เหมือนหรือคลายคลึงกับ  epitope  ของเช้ือ  Salmonella  ทําใหเกดิ cross reaction  ข้ึน  และเช้ือ
เหลานี้อาจมีโอกาสพบในตัวอยางอาหาร  น้ํา  หรือส่ิงสงตรวจของผูปวยไดมากกวาหรือเทากับการ
พบเช้ือ  Salmonella  ซ่ึงจะเปนอุปสรรคตอการตรวจดวยวิธี  immunoassay  จึงจําเปนจะตอง
แกปญหาดังกลาวโดยการใช  selective  enrichment  เพื่อใหเช้ือ  Salmonella  เจริญไดดีท่ีสุดใน
ขณะท่ีเช้ืออ่ืนไมเจริญหรือเจริญนอยมาก  ซ่ึงจะดีกวาการเพาะเล้ียงเชื้อหรือ  pre-enrichment  ใน
อาหารประเภท  enrichment  ท่ัวไปที่เช้ือทุกชนิดเจริญไดดีพอๆ กัน  โดยท่ีไมส้ินเปลืองเวลาในการ
บมเช้ือมากข้ึน  เพราะใชเวลาบมเช้ือ  18  ช่ัวโมง  เทากบัการ  pre-enrichment  ในข้ันตนท่ัวๆ ไป  
หลังจากการบมเช้ือแลวจึงใชวิธีตรวจดวย  dot-ELISA  ดังนั้นจึงตองพิจารณาเลือกอาหารเพื่อ  pre-
enrich  และคัดเลือกเช้ือ  ใหเช้ือ   Salmonella  มีปริมาณมากและใหเช้ือ  non-salmonella  นั้นมี
ปริมาณนอยลงกอนทําการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  เพื่อใหไดผลท่ีดท่ีีสุด   

 
8.  การใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth  กอนการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA     
 
 ใช  Salmonella ser. Anatum  ซ่ึงใหผลบวกท่ีชัดเจนท่ีสุดเปน  positive control  และใช  
Salmonella ser. Aberdeen  ซ่ึงใหผลบวกท่ีนอยท่ีสุด (สีจางท่ีสุด)  เพื่อใหรูวาสามารถตรวจเช้ือ  
Salmonella  ทุกซีโรวารได  และใช  non-Salmonella  บางชนิดท่ีพบไดบอยในตัวอยางอาหารมาทํา
การทดลองควบคูไปดวย  โดยเตรียมเช้ือทุกชนิดใหมีความขุนท่ี  OD600  เทากับ 0.1  แลวนํามาเจือ
จางเปน  10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6  ตามลําดับ  ไดผลดังตารางท่ี  7 
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ตารางท่ี 7  แสดงผลการใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  

      องศาเซลเซียส   เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  รวมกับวิธี  dot-ELISA 
 

ระดับความเจอืจางจากความขุนท่ี  OD600  เทากับ 0.1   เช้ือ 
10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 

Salmonella  ser. Anatum + + + + + + 
Salmonella  ser. Aberdeen + + + + + - 
Escherichia  coli - - - - - - 
Enterobacter  aerogenes + + - - - - 
Shigella  sonnei - - - - - - 
 
หมายเหตุ:  +  ผล  dot-ELISA  เปนบวก ,  -  ผล  dot-ELISA  เปนลบ 
 
 เม่ือทําการเปรียบเทียบกับผลการทดลองในขอ  4  จะไดผลวา  ในเช้ือ  Salmonella  ท่ีระดับ
ความเจือจาง  10-1,  10-2, 10-3, 10-4, 10-5  และ 10-6   จากความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  จะไดจํานวน
เซลลโดยประมาณเทากับ   2×107, 2×106, 2×105, 2×104, 2×103 และ 2×102  CFU/ml  ตามลําดับ  จะ
เห็นวา  Salmonella  ser. Anatum  ท่ีเจือจางจนเหลือเช้ือเร่ิมตนประมาณ  2×102  CFU/ml  ยัง
สามารถตรวจพบไดอยู  และ  Salmonella  ser. Aberdeen  ท่ีมีเช้ือเร่ิมตนประมาณ  2×103  CFU/ml  
ก็ยังสามารถตรวจพบเช้ือไดเชนกัน  แตในเช้ือ  non-salmonella  ชนิดอ่ืนนั้นใหผลลบท้ังหมด  
ยกเวน  Enterobacter  aerogenes  ท่ียังตรวจพบท่ีจํานวนเช้ือเร่ิมตนประมาณ  2.7×106 - 2.7×107  
CFU/ml (เทียบกับ  OD600  0.1  แลวนํามาเจือจาง  10 – 100  เทา  ตามลําดับ)  
 
 จากการศึกษาของ  Fries  และ  Steinhof  ในป  1997  พบวาการเจริญของเช้ือท่ีผสมกัน
ระหวาง  Salmonella  ser. Enteritidis,  Klebsiella  pneumoniae  และ  Staphylococcus  aureus  ใน
สัดสวนตางๆ  แลวนํามาเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS broth หลังการบม  24  ช่ัวโมง  สามารถพบเช้ือ  
Salmonella  ในทุก  mixture  ท่ีมี  Salmonella  ผสมอยู  โดยไมข้ึนกับเช้ืออ่ืนๆ ท่ีผสมอยูดวย 
 
 ในการศึกษารวมกัน  18  หองทดลอง  เพื่อหาเหตุผลในการใชอาหาร  RVS broth โดยใช  
RVS  broth  บมท่ี  42  องศาเซลเซียส  เปรียบเทียบกบัการใช  Selenite  cystine (SC) broth  บมท่ี  
35  องศาเซลเซียส  และ  Tetrathionate (TT) broth  บมท่ี  35  และ  43  องศาเซลเซียส  และใช  
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artificial  contaminated  food  4  ชนิด (หอยนางรม, ขากบ, กุง  และ  เห็ด)  และใชตัวอยางจริงเปน  
อาหารไก  และ  ไกสด  โดยใน artificial  contaminated  food  จะ  inoculate  เช้ือ  2  ระดับ  คือ  
0.04  CFU/g  และ  0.4  CFU/g  จากการทดลองพบวา  สามารถตรวจพบเช้ือ  Salmonella  ใน
ตัวอยางท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS  broth  ไดมากกวาในอาหารเล้ียงเชื้อชนิดอ่ืนๆ  ยกเวนตัวอยาง
ท่ีเปนเหด็  ซ่ึงใช  SC  broth  จะดกีวาใช  RVS  broth  (June และคณะ, 1996) 
 
 ตอมา  Hammack  และคณะก็ใชวิธีเดียวกบั  June  แตเปล่ียนตัวอยางเปน  dried  egg  yolk,  
dried  active  yeast,  ground  black  pepper,  guar  gum  และ  instant  nonfat  dry  milk  ก็ใหผล
การทดลองเชนเดียวกนัคือ  สามารถตรวจพบเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร  
RVS  broth  ไดมากกวาในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดอ่ืนๆ  ยกเวนตัวอยางท่ีเปน  guar  gum  ซ่ึงใช  SC  
broth  หรือ  TT  broth  บมท่ี  35  องศาเซลเซียส  จะดีกวาใช  RVS  broth  (Hammack  และคณะ, 
2001) 
 
 สําหรับในการทดลองคร้ังนี้  เหตุผลท่ีเลือกใช  RVS broth  เปน  selective  enrichment  
broth  นอกจากการตรวจสอบผลการทดลองจากเอกสารอางอิงดังกลาวขางตนแลว  เหตุผลท่ีใช
ประกอบการเลือกอาหารอีกประการหนึ่งกคื็อ  RVS  broth  เปนอาหารท่ีใชในวิธีตรวจเช้ือ
มาตรฐานของ  Microbiological  method  ISO 6579/2002  ท่ีนิยมทํากนัอยูในปจจุบัน 
 
9.  การนับจํานวนของเช้ือหลังจากเพาะเลี้ยงในอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth  
บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ชั่วโมง   
 
 เตรียมเช้ือเร่ิมตนใหมีจํานวนเซลลเทากันโดยนําเช้ือ  Salmonella ser. Anatum, Salmonella 
ser. Aberdeen,  Escherichia  coli,  Enterobacter  aerogenes  และ  Shigella  sonnei  ท่ีเพาะเล้ียงบน
อาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  มา  resuspend  ดวย  0.85% NaCl  แลวนําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  โดยเจือจางเซลลใหไดความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  
ซ่ึงเราทราบจํานวนอยูแลวจากผลการทดลองในขอ  4.  จากนั้นนํา  suspension  ของเช้ือมาทําการ
เจือจางดวย  0.85% NaCl  ใหมีจํานวนเซลลประมาณ  103  และ  104  CFU/ml  แลวเพาะเล้ียงใน
อาหาร  RVS  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  หลังจากนั้นนาํมานบั
จํานวนเช้ือดวยวิธี  dilution  plate  count  ไดผลดังตารางท่ี  8 
 



 

46

ตารางท่ี 8  แสดงผลการนับจาํนวนเช้ือหลังจากเพาะเล้ียงในอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya 
                  (RVS) broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง 
 

เช้ือ จํานวนเช้ือเร่ิมตน
(CFU/ml) 

Dilution ท่ี
นับได 

จํานวน
(CFU/จาน) 

จํานวน 
(CFU/ml). 

10-5 50,- 5×107 103 
10-6 4,- - 
10-5 40,34 3.7×107 

Salmonella  ser. Aberdeen 

104 
10-6 1,- - 
10-5 34,61 4.75×107 103 
10-6 5,7 - 
10-5 59,52 5.6×107 

Salmonella  ser. Anatum 

104 
10-6 12,7 - 

103 Undiluted 0 - Escherichia.  Coli 
104 Undiluted 0 - 
103 Undiluted 0 - Enterobacter  aerogenes 
104 Undiluted 0 - 
103 Undiluted 0 - Shigella  sonnei 
104 Undiluted 0 - 

 
จากตารางท่ี  8  จะเห็นวาสอดคลองกับผลการทดลองในชวงแรก  คือ  วิธีการใชโพลี

โคลนอลแอนติบอดีในการทํา  dot-ELISA  นี้สามารถตรวจเช้ือไดชัดเจนในระดับ  106 - 108  
CFU/ml  จากผลที่ไดแสดงใหเห็นวาการเพาะเช้ือลงในอาหาร  RVS  broth  จะชวยสงเสริมการ
เจริญของเช้ือ  Salmonella  ในขณะท่ีเช้ืออ่ืนถูกยับยั้งการเจริญ  ซ่ึงสอดคลองกับผลจากวิธีการตรวจ
แบบมาตรฐานทางจุลชีววิทยาของ  ISO6579/2002  ท่ีดัดแปลง 
 
 
 
 



 

47

10.  การใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจเชื้อผสมในอาหาร  artificial  contaminated  food  ท่ีเตรียม
ขึ้น  โดยเปรียบเทียบกับการนับจํานวนเชื้อดวยวิธี  dilution plate count  
 

ทําการทดลองโดยแบงเช้ือเปน  3  กลุม (ในวิธีการทดลอง)  แลวผสมเช้ือท้ัง  3  กลุมท่ีมี
ปริมาณเช้ือเร่ิมตนเทากันลงในตัวอยางอาหาร  คือ  ไสกรอกไก  ไสกรอกนม  และลูกช้ินหมู  
หลังจากนัน้  ทําการตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารท่ีเตรียมข้ึนจากการผสมเชื้อ
แบคทีเรีย  3  กลุมๆ ละ  3  ชนิดลงไป  โดยใชเช้ือผสมท่ีเจือจางใหไดความเขมขนเทากับ  3×103, 
3×104  และ  3×105   CFU/g อาหาร  แลวเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศา
เซลเซียส เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  จากนั้นจึงนําไปตรวจดวยวิธี  dot ELISA  ผลท่ีไดเปนดังตารางท่ี  9  
 
ตารางท่ี 9  แสดงผลการใชวธีิ  dot-ELISA  เพื่อตรวจเช้ือผสมในอาหาร  artificial  contaminated 

    food  ท่ีเตรียมข้ึน 
 

ผลการทํา  dot-ELISA ตัวอยางอาหาร ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 
(CFU/g) กลุม 1 กลุม  2 กลุม  3 

3×103 - + + 
3×104 - + + 

 
ไสกรอกไก 

3×105 - + + 
3×103 - + + 
3×104 - + + 

 
ไสกรอกนม 

3×105 - + + 
3×103 - + + 
3×104 - + + 

 
ลูกช้ินหมู 

3×105 - + + 
 
 จากตารางท่ี  9  แสดงวาเม่ือใชอาหาร  RVS  broth  เพือ่  pre-enrich  และคัดเลือกเชื้อแลว
ทําใหในตัวอยางอาหารท่ีเตรียมข้ึนจากกลุมท่ีไมมีเช้ือ  Salmonella  จะใหผลตรวจเปนลบ  แตเม่ือมี
เช้ือ  Salmonella  อยูกจ็ะใหผลเปนบวก  โดยท่ีเช้ือ  Escherichia coli   และ  Enterobacter 
aerogenes ไมมีผลขัดขวางการตรวจดวยวธีิ  dot-ELISA  เปนการแสดงผลยืนยันท่ีชัดเจนของการ
ใช  RVS  broth  เปน  selective  enrichment  broth  ในการ  pre-enrich  เช้ือ  Salmonella  ใน
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ตัวอยางอาหารกอนการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  อาหาร  RVS  broth  จะชวยยับยัง้การเจริญของ
เช้ือ  enteric  ชนิดอ่ืนท่ีปนเปอนมากับตัวอยางอาหารไดเปนอยางด ี
 
11.  การใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจหาเชื้อในตัวอยางอาหารบางชนิดจากแหลงขาย  โดย
เปรียบเทียบกับการตรวจหาเชื้อดวยวิธี  conventional  method 
 
 ทําการซ้ือตัวอยางอาหารจากแหลงขายมาตรวจเช้ือ  Salmonella  โดยใชอาหาร  RVS  
broth  เพื่อ  pre-enrich  และคัดเลือกเช้ือแลวนํามาตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  เปรียบเทียบกับการ
ตรวจหาเช้ือดวยวิธี  conventional method  ตามวิธีมาตรฐาน  ไดผลดังตารางท่ี  10 
 
ตารางท่ี 10  แสดงผลการใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจหาเช้ือในตัวอยางอาหารบางชนิดจากแหลง 

      ขาย  โดยเปรียบเทียบกบัการตรวจหาเช้ือดวยวิธี  conventional method  ท่ีดัดแปลงข้ึน 
 

ตัวอยาง ผลการตรวจดวยวิธี   
dot-ELISA 

ผลการตรวจดวยวิธี 
 Conventional method 

ไสกรอก 1 - - 
ไสกรอก 2 - - 
แหนม  1 + + 
แหนม  2 + + 
แหนม  3 + + 
ขาวผัด - - 
ผัดกระเพรา - - 
หมูบด  1 + + 
หมูบด  2 + + 
ไกสด + + 
ตับไกสด + + 
ลูกช้ิน 1 - - 
ลูกช้ิน 2 - - 
ผักสดในหางสรรพสินคา - - 
ผักสดในตลาด + + 
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ตารางท่ี 10  (ตอ) 
 

ตัวอยาง ผลการตรวจดวยวิธี 
dot-ELISA 

ผลการตรวจดวยวิธี 
conventional  method 

อาหารสุนัข - - 
อาหารกระตาย - - 
น้ําแข็งในโรงอาหาร 1 - - 
น้ําแข็งในโรงอาหาร 2 - - 
น้ําแข็งในโรงอาหาร 3 - - 
น้ําดื่ม 1 - - 
น้ําดื่ม 2 - - 
น้ําดื่ม 3 - - 
น้ําผลไม 1 - - 
น้ําผลไม 2 - - 
 
 
 จากตารางท่ี  10   เห็นไดวาการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีในการทํา  dot-ELISA  มีความ
สอดคลองกับวิธี  conventional  method  ท่ีดัดแปลงข้ึน  จึงนาจะสามารถนําไปใชในการตรวจเช้ือ  
Salmonella  ในอาหาร  หรือส่ิงสงตรวจอ่ืนๆ ท่ีไมเฉพาะเจาะจงซีโรวารได  เพื่อชวยลดเวลาในการ
ตรวจลง  เนื่องจากวิธีการนีใ้ชเวลาในการตรวจประมาณ  5  ช่ัวโมง  เม่ือรวมกับข้ันตอนการ  pre-
enrich  และคัดเลือกเช้ือแลว  จะใชเวลาท้ังหมดประมาณ  24  ช่ัวโมง  ในขณะท่ีวิธีการตรวจทางจุล
ชีววิทยาแบบมาตรฐาน  เชน  วิธีมาตรฐาน  ISO 6579:2002  จะใชเวลาต้ังแตการแยกเช้ือไปจนถึง
การจําแนกชนดิหรือระบุชนดิของเช้ือ  รวมท้ังส้ินประมาณ  4-5  วัน 
 
 ในการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  เม่ือเทียบกับวิธีมาตรฐานแลว  จะมีขอดีอยูตรงท่ีมี
ประสิทธิภาพในการตรวจพอๆ กัน  แตใชเวลาในการตรวจส้ัน  ถามีตัวอยางมากสามารถทําพรอม
กันใน  chamber  เดียวกนัไดซ่ึงเพิ่มความสะดวกใหผูปฏิบัติงาน  ใชพืน้ท่ีในการปฏิบัติงานนอย  ใช
สารเคมีหรือ  reagents  ตางๆ   นอยมาก  ในขณะท่ีวิธีมาตรฐานจะใชอาหารเล้ียงเช้ือหลายชนดิ  
ต้ังแตข้ันตอน  pre-enrichment  จนถึงข้ันการตรวจลักษณะทางเคมี  ซ่ึงอาหารเล้ียงเชื้อแตละชนิดมี
ราคาแพง  และถามีตัวอยางมากก็ตองใชพื้นท่ีในการทํางานและพ้ืนท่ีในการบมเช้ือมากตามไปดวย  
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ขอเสียของวิธี  dot-ELISA  เม่ือเทียบกับวิธีมาตรฐานก็คือ  สารบางตัวตองเตรียมข้ึนเองเนื่องจากไม
มีขายสําเร็จรูป  ตองทําการ  purify  โพลีโคลนอลแอนติบอดีเอง  ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใน
วิธีมาตรฐานมีขายเปนอาหารสําเร็จรูป  หรือเปนอาหารพรอมใชงาน (prepared  medium)  ซ่ึงจะลด
ข้ันตอนในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือไปได 
 
 เม่ือเทียบกับวธีิรวดเร็วอ่ืนๆ เชน  PCR  วิธี  dot-ELISA  นั้นจะมีความรวดเร็วเทากัน มีการ
ใชอาหาร  selective enrichment  1  ชนิดเทากัน  ราคาตอตัวอยางจะถูกกวาวิธี  PCR  แตข้ันตอนใน
การทํา  dot-ELISA  นั้นจะยุงยากกวาเล็กนอย  สําหรับราคาการตรวจดวยวิธี  PCR  ราคาตอตัวอยาง
จะคอนขางแพง  เชน  BAX  system  ของ  Qualicon  จะมีราคาประมาณ  300  บาทตอตัวอยาง  
สวนวิธี  ELISA  เชนวิธีการตรวจดวยเคร่ือง  VIDAS  Salmonella  จะใชเวลามากกวาวิธี  dot-
ELISA  เล็กนอย  มีการเพาะเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อ  pre-enrich  และคัดเลือกเช้ือ  โดยใชอาหาร  
2  ชนิด  แตข้ันตอนทํา  kit  test  และหลังทํา  kit  test  ไมยุงยาก  แตยังคงมีราคาตอตัวอยางท่ีสูง
พอสมควร  ประมาณ  250  บาทตอตัวอยาง  สําหรับการทํา  dot-ELISA  รวมกับการใช  RVS  broth  
ท่ีทําในการทดลองคร้ังนี้  เม่ือรวมคาสารเคมีท่ีใชและอาหารเล้ียงเช้ือแลวจะมีราคาประมาณ  20  
บาทตอตัวอยางเทานั้น 

 
การตรวจเช้ือ  Salmonella  โดยใชเคร่ืองอัตโนมัตินั้นจะตองมีปริมาณการตรวจมาก

พอสมควรตอวัน  บริษัทจึงจะทําการติดต้ังเคร่ืองใหฟรี  แลวขายเอากาํไรเฉพาะ  kit  test  โดย
ตัวเคร่ืองแตละชนิดจะมีราคาแพงมาก  เชน  เคร่ือง  BAX  system  จะมีราคาประมาณ  3,500,000  
บาท  จึงมักมีใชในโรงงานอุตสาหกรรมขนาดใหญเทานั้น  ในขณะท่ีโรงงานขนาดเล็กหรือ
หองทดลองท่ีมีปริมาณการตรวจนอยมักไมมีโอกาสไดใชเนื่องจากราคาท่ีแพงมาก  ซ่ึงเม่ือเทียบกบั
วิธี  dot-ELISA  ท่ีมีราคาประมาณ  20  บาทตอตัวอยางเทานั้นและไมตองอาศัยเคร่ืองมือและ
อุปกรณท่ีมีราคาแพงมากมาใชตรวจรวมดวย 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 
สรุปผลการทดลอง 

 
 การใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีเตรียมข้ึนจากการฉีดกระตุนกระตายดวย  Salmonella  
ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Enteritidis  มาตรวจเช้ือ  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนๆ ดวยวิธี  
dot-ELISA  โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี (IgG)  80  μg/ml  และ  conjugate  1:10,000  พบวา
สามารถตรวจเช้ือ  Salmonella  ซีโรวารตางๆ ท่ีมีจํานวน  106  CFU/ml  ได  แตเนื่องจากมีการ
เกิดปฏิกิริยาขามอยูจึงตองใชอาหาร  selective  broth  เขามาชวย 
 

การใชอาหาร  Rappaport-Vassilidis  Soya (RVS)  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  
นาน  18  ช่ัวโมงรวมกับการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีมาตรวจเช้ือ  Salmonella  ดวยวิธี  dot-
ELISA  โดยใช  IgG  80  μg/ml  และ  conjugate  1:10,000  ทําใหสามารถตรวจอาหารท่ีมีเช้ือ  
Salmonella  ปนเปอนอยูจํานวนนอยถึง  102-103  CFU/กรัมอาหารได  ซ่ึงแสดงถึง  sensitivity  ท่ีดี
ของวิธี  dot-ELISA  ท่ีทําการทดลอง  โดยไมเกดิปฏิกิริยาขามกับเช้ือ  non-salmonella  ท่ีเปนเช้ือ  
enteric  bacteria  อ่ืนๆ  เชน  Escherichia coli,  Enterobacter aerogenes   และ  Shigella  sonnei  
เปนตน  ถึงแมวาในดาน  specificity  ตอเช้ือ  Salmonella  โดยตรงอาจจะไมสมบูรณเทาท่ีควร
เนื่องจากใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี  แตก็สามารถขจัดปญหาของการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับ
แบคทีเรียในกลุม  enteric  ท่ีใกลเคียงกันไดโดยใชอาหาร  RVS  broth  เพาะเล้ียงเช้ือกอน  ในการ
ตรวจเช้ือดวยวิธี  dot-ELISA  รวมท้ังการเพาะเล้ียงเช้ือใน  selective  enrichment  จะใชเวลาในการ
ตรวจเพยีง  24  ช่ัวโมง  ซ่ึงนอยกวาวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาประมาณ  3-4  เทา  ใชสารใน
ปริมาณนอย  ทํางาย  ไมตองใชอุปกรณและสารเคมีท่ีมีราคาแพง  สามารถทําไดในหองปฏิบัติการ
ท่ัวๆ ไป  
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ขอเสนอแนะ 
 

1. ควรทดลองผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีโดยใช  Salmonella  ซีโรวารท่ีอยูใน  group  
อ่ืนเพื่อดวูาจะสามารถนําโพลีโคลนอลแอนติบอดีไปตรวจเช้ือ  Salmonella  ไดครอบคลุมในหลาย  
group  หรือไม 

 
2. ควรทดลองนําวิธีเพาะเล้ียงเช้ือใน  RVS  broth  รวมกับวธีิ  dot-ELISA  ไปตรวจหา

เช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารท่ีมีสวนประกอบหลากหลาย  เชน  แปง  โปรตีน  ไขมัน  เพื่อดู
วาสวนประกอบของอาหารมีผลขัดขวางหรือรบกวนการตรวจเช้ือดวยวธีิ  dot-ELISA
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ภาคผนวก  ก 
การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ  IgG  ดวยวิธี  Laemmli  SDS-PAGE 
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1.  สารเคมี 
 
 1.1   Acrylamide/bis 
          

        Acrylamide      29.2 กรัม 
         N’N’-bis-methylene-acrylamide (FW 154.17)  0.8 กรัม 
         ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      100   มิลลิลิตร 
         เก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ในท่ีมืด 
 

1.2  Running  gel  buffer (1.5 M  Tris-HCl  pH 8.8) 
 
Tris  base (FW 121.1)    27.23 กรัม 
น้ํากล่ัน      80   มิลลิลิตร 
ปรับใหได  pH  8.8  ดวย  HCl 
ปรับปริมาณดวยน้าํกล่ันเปน     150 มิลลิลิตร 

          เก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ในท่ีมืด 
 
 1.3   4X  Stacking  gel  buffer (0.5 M  Tris-HCl  pH 6.8) 
          

        Tris  base      6   กรัม 
         น้ํากล่ัน      60        มิลลิลิตร 

ปรับใหได  pH  6.8  ดวย  HCl 
ปรับปริมาณดวยน้าํกล่ันเปน     100 มิลลิลิตร 

          เก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ในท่ีมืด 
 
 1.4   10%  SDS 
          

        SDS      10 กรัม 
        ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      100 มิลลิลิตร 

         เก็บท่ีอุณหภูมิหอง 
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1.5 10%  Ammonium  persulfate 
 
Ammonium  persulfate (FW 228.20)   0.1 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน      1 มิลลิลิตร 

         เตรียมกอนใชงาน 
 
 1.6   Sample  buffer (Reducing  buffer) 
          

        4X  Stacking  gel  buffer    1.25 มิลลิลิตร 
         Glycerol      2.5 มิลลิลิตร 
         10% SDS      2 มิลลิลิตร 
         0.5% Bromophenol  blue    0.2 มิลลิลิตร 
         น้ํากล่ัน      3.55 มิลลิลิตร 
         ใส  ß-Marcaptoethanol  50  ไมโครลิตร  ใน  sample  buffer  950  ไมโครลิตรกอนใช 
 
 1.7   Running  buffer (pH 8.3) 
          

        Tris  base (FW 121.1)    3.03 กรัม 
         Glycine      14.40 กรัม 
         SDS      10 กรัม 

        ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      1,000 มิลลิลิตร 
         เก็บท่ีอุณหภูมิหอง 
 
 1.8   Staining  solution 
          

        Coomassie  brilliant  blue  R    0.25 กรัม 
         Methanol      400 มิลลิลิตร 
         Acetic  acid      70 มิลลิลิตร 

        ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      1,000 มิลลิลิตร 
         เก็บท่ีอุณหภูมิหอง   
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 1.9   Destaining  solution I 
          

        Methanol      400 มิลลิลิตร 
         Acetic  acid      70 มิลลิลิตร 

        ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      1,000 มิลลิลิตร 
         เก็บท่ีอุณหภูมิหอง  
 
 1.10  Destaining  solution II 
          

         Methanol      400 มิลลิลิตร 
          Acetic  acid     70 มิลลิลิตร 

         ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      1,000 มิลลิลิตร 
          เก็บท่ีอุณหภูมิหอง 
  
2.  อุปกรณ 
 
 ชุดอุปกรณ  Mini-PROTEAN  3  cell  ของ  BIO-RAD   
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ภาคผนวก  ข 
การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
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1.  สารเคมี 
 

1.1 สารละลาย  2%(w/v) sodium  carbonate (Na2CO3)  ใน  0.1 N  NaOH 
 

1.2 สารละลาย  2%(w/v) sodium  potassium  tartrate 
 

1.3 สารละลาย  1%(w/v) copper  sulphate (CuSO4.5H2O)  
 

1.4 สารละลาย  alkali  copper 
 

        นําสารละลายขอ  1.1  ปริมาตร  98  มิลลิลิตร  ผสมกับสารละลายขอ  1.2  ปริมาตร  1  
มิลลิลิตร  และสารละลายขอ  1.3  ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  (เตรียมกอนนําไปใช) 
 

1.5   1 N  folin-ciocalteau  phenol  reagent   
         
        นํามาเจือจางดวยน้ํากล่ันอัตราสวน  1:1  กอนนําไปใช 
 
1.6   สารละลายมาตรฐานโปรตีน   
 
        ใช  bovine  serum  albumin  0.001  กรัม  ละลายในนํ้า  1  มิลลิลิตร  นําสารละลายท่ี

ไดมาเจือจางใหมีความเขมขน  62.5  ถึง  500  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
2.  วิธีทํา 
 
 2.1   ทํากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายมาตรฐานโปรตีน  bovine  serum  albumin  ความ
เขมขน  62.5,  125,  250  และ  500  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
  

2.2 ใสตัวอยาง  1.5  ml  ลงในหลอดทดลอง 
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2.3   เติมสารละลาย  alkali  copper  ปริมาตร  1.5  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนั  ต้ังท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหองนาน  10  นาที 
  
 2.4   เติม  1 N folin-ciocalteau  phenol  reagent  ปริมาตร  ผสมใหเขากนัอยางรวดเร็ว  ต้ัง
ท้ิงไวท่ีอุณหภมิูหองนาน  30  นาที  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  750  นาโนเมตร  
เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณโปรตีน 
  
3.  การคํานวณ  
 
 ช่ัง  IgG  ปริมาณ  1  มิลลิกรัม  ละลายในน้าํกล่ัน  1  มิลลิลิตร  แลวนํามาเจือจาง  5  เทา  
วัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  750  นาโนเมตรได  0.059  เม่ือนํามาใสในสมการเสนตรงท่ี
ไดจากกราฟมาตรฐานจะได   
 
  Y = 0.4283 X + 0.0054 
  0.059    = 0.4283 X + 0.0054 
  X =  0.125 
 

นั่นคือ  0.125  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ดังนั้นเม่ือคูณกลับจะได  0.125×5 = 0.625  มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร  หรือ  625  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
ตารางผนวกท่ี ข1  แสดงคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  750  นาโนเมตร  ของโปรตีน 

                มาตรฐานท่ีความเขมขน  0.5, 0.25, 0.125  และ  0.0625  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
  และตัวอยางท่ีเจือจาง  5  เทา 

 
BSA  std. (mg/ml) Average  OD750 

0.5 0.169 
0.25 0.11 
0.125 0.061 
0.0625 0.038 

5X  IgG  ตอ  Salmonella  (ผง) 0.059 



 

65

 

0, 0

0.0625, 0.038

0.125, 0.061

0.25, 0.11

y = 0.4283x + 0.0054

R2 = 0.9884

0

0.05

0.1

0.15

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

BSA  mg/ml

O
D

  
75

0 
  

โปรตนี

 
ภาพผนวกท่ี ข1  กราฟโปรตีนมาตรฐานของ  bovine  serum  albumin  
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ภาคผนวก  ค 
อาหารเล้ียงเช้ือ 
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1.  Tryptone  soya  agar (TSA) 
 
 Tryptone      15.0 กรัม 
 Soya  peptone      5.0 กรัม 
 Sodium  chloride     5.0 กรัม 
 Agar       15.0 กรัม 
 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 
 ตมจนเดือด  แลวใสในหลอดทดลอง  นําไปฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภมิู  121  
องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  หลังจากนัน้นํามาวางเอียงจนอาหารแข็งตัว  
  
2.  Rappaport  Vassiliadis  broth (RVS) 
 
 Peptone  from  soymeal     4.5 กรัม 
 Magnesium  chloride-haxahydrate   28.6 กรัม 
 Sodium  chloride     7.2 กรัม 
 di-Potassium  hydrogen  phosphate   0.18 กรัม 
 Patassium  dihydrogen  phosphate   1.26 กรัม 
 Malachite  green  oxalate     0.036 กรัม 
 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 
 ใสในหลอดทดลองปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภมิู  115  
องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที   
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

68

3.  Xylose  lysine  deoxycholate  agar (XLD) 
 
 Yeast  extract      3.0 กรัม 
 L-Lysine  HCl      5.0 กรัม 
 Xylose       3.75 กรัม 
 Lactose       7.5 กรัม 
 Sucrose       7.5 กรัม 
 Sodium  deoxycholate     1.0 กรัม 
 Sodium  chloride     5.0 กรัม 
 Sodium thiosulphate     6.8 กรัม 
 Ferric  ammonium  citrate    0.8 กรัม 
 Phenol  red      0.08 กรัม 
 Agar       12.5 กรัม 
 น้ํากล่ัน          1,000  มิลลิลิตร 
 ปรับ  pH  เปน  7.4  ตมจนเดอืด  แลวเทใสจานเพาะเช้ือ 
 
4.  Standard  plate  count  agar (PCA) 
  
 Yeast  extract      2.5 กรัม 
 Pancreatic  digest  of  casein    5.0 กรัม 
 Glucose       1.0 กรัม 
 Agar       15.0 กรัม 
 น้ํากล่ัน       1,000  มิลลิลิตร 
 ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  แลวเทใส
จานเพาะเช้ือ 
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5.  Triple  sugar  iron  agar (TSI) 
  
 ‘Lab-Lemco’ powder     3.0 กรัม 
 Yeast  extract      3.0 กรัม 
 Peptone       20.0 กรัม 
 Sodium  chloride     5.0 กรัม 
 Lactose       10.0 กรัม 
 Sucrose       10.0 กรัม 
 Glucose       1.0 กรัม 
 Ferric  citrate      0.3 กรัม 
 Sodium  thiosulphate     0.3 กรัม 
 Phenol  red      0.024 กรัม 
 Agar       12.0 กรัม 
 น้ํากล่ัน       1,000  มิลลิลิตร 
 ปรับ  pH  เปน  7.4  ตมจนเดอืด  แบงใสหลอดทดลองขนาด  13×100  มิลลิเมตร  ปริมาตร  
3  มิลลิลิตร  ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  นํามา
วางเอียงเล็กนอยจนอาหารแข็งตัวโดยใหมีสวน  slant  และ  butt 
 
6.  Lysine  iron  agar (LIA) 
 
 Peptone       5.0 กรัม 
 Yeast  extract      3.0 กรัม 
 Glucose       1.0 กรัม 
 L-lysine       10.0 กรัม 
 Ferric  ammonium  citrate    0.5 กรัม 
 Sodium  thiosulphate     0.04 กรัม 
 Bromocresol  purple     0.02 กรัม 
 Agar       15 กรัม 
 น้ํากล่ัน       1,000  มิลลิลิตร 
 



 

70

7.  SIM  medium 
 
 Peptone  from  casein     20 กรัม 
 Peptone  from  meat     6.6 กรัม 
 Ammonium  iron  citrate     0.2 กรัม 
 Sodium  thiosulphate     0.2 กรัม 
 Agar       3.0 กรัม 
 น้ํากล่ัน       1,000  มิลลิลิตร 
 ตมจนเดือด  ใสหลอดทดลอง  ใหสูงประมาณ  4  เซนติเมตร  ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดัน
ไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  ต้ังท้ิงไวใหแข็งในลักษณะต้ังตรง (deep  tube) 

 
สารละลายและบัฟเฟอร 

 
1.  0.85% NaCl (normal  saline) 
 
 NaCl       8.5 กรัม 
 ละลายในน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน   1,000 มิลลิลิตร 
 
2.  0.15 M  phosphate  buffer  saline (PBS)  pH 7.2 
  

NaCl       8.0 กรัม 
KCl       0.2 กรัม 
Na2HPO4      1.15 กรัม 
KH2PO4       0.2 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ันปรับ  pH  เปน  7.2 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน      1,000  มิลลิลิตร 
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3.  20 mM  Phosphate  buffer  pH 7.0  (binding  buffer) 
 

Na2HPO4.2H2O      2.17 กรัม 
NaH2PO4.12H2O      2.62 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ันปรับ  pH  เปน  7.0   
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน      1,000  มิลลิลิตร 

 
4.  100 mM  Glycine  hydrochloric  acid  buffer  pH  2.8  (elution  buffer) 

 
Glycine       7.507  กรัม 
Hydrochloric  acid (conc.)    100   มิลลิลิตร 
ละลายในน้ํากล่ันปรับ  pH  เปน  2.8   
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน      1,000  มิลลิลิตร 

 
5.  1.0 M  Tris-HCl  buffer  pH  9.0 
 

Tris (C4H11NO3)      12.114 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ันปรับ  pH  เปน  9.0   
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน      100   มิลลิลิตร 

 
6.  Phosphate  buffer  saline – Tween  20 (PBS-T) 
 
 Phosphate  buffer  saline (PBS)    100 มิลลิลิตร 
 Tween  20      0.05 มิลลิลิตร 
 
7.   Blocking  solution 
 
 Skim  milk  powder     2.0 กรัม 
 PBS-T       100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก  ง 
ภาพผลการทํา  dot-ELISA 
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ตารางผนวกท่ี ง1  แสดงภาพผลการตรวจเช้ือ  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนดวยวิธี  dot ELISA 
 

เช้ือ group ผลการทํา  dot-ELISA 
Salmonella  ser. Paratyphi A A 

 
Salmonella  ser. Paratyphi B B 

 
Salmonella  ser. Derby B 

 
Salmonella  ser. Stanley B 

 
Salmonella  ser. Cholerae-suis C1 

 
Salmonella  ser. Virchow C1 

 
Salmonella  ser. Dublin D1 

 
Salmonella  ser. Enteritidis D1 

 
Salmonella  ser. Typhi D1 

 
Salmonella  ser. Anatum E1 

 
Salmonella  ser. Aberdeen F 

 
Salmonella  ser. Yoruba   I 

 
Salmonella  ser. Hvittingfoss I 

 
Salmonella  ser. Urbana N 

 
Salmonella  ser. Waycross S 
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ตารางผนวกท่ี ง2  แสดงภาพผลการทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction)  กับแบคทีเรียกลุม 
   non-salmonella  ท่ีเปน  enteric bacteria  โดยวิธี  dot-ELISA 

 
ผลการทํา dot-ELISA  

เช้ือ Antigen undiluted 
(OD600 = 0.1) 

Dilute แอนติเจน  
10  เทา 

Dilute แอนติเจน  
100  เทา 

Escherichia  coli 
   

Enterobacter  aerogenes 
   

Klebsiella  pneumoniae 
   

Citrobacter  freundii 
   

Proteus  mirabilis 
   

Shigella  sonnei 
   

Edwardsiella  tarda 
   

 
ตารางผนวกท่ี ง3  แสดงภาพผลการใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis  broth (RVS)  บมท่ีอุณหภูมิ 

  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  รวมกับวิธี  dot-ELISA 
 

ระดับความเจอืจางจากความขุนท่ี  OD600  เทากับ 0.1   เช้ือ 
10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 

Salmonella Anatum 
      

Salmonella Aberdeen 
      

Escherichia coli 
      

Enterobacter aerogenes 
      

Shigella soneii 
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ตารางผนวกท่ี ง4  แสดงภาพผลการใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจเช้ือผสมในอาหาร  artificial 
   contaminated food  ท่ีเตรียมข้ึน  โดยเปรียบเทียบกับการนับจํานวนเช้ือดวยวิธี 
   dilution plate count 

 
ผลการทํา dot-ELISA ตัวอยางอาหาร ความเขมขนของเช้ือ 

(CFU/g) กลุม 1 กลุม  2 กลุม  3 
3×103 

   
3×104 

   

 
 

ไสกรอกไก 
3×105 

   
3×103 

   
3×104 

   

 
ไสกรอกนม 

3×105 
   

3×103 
   

3×104 
   

 
ลูกช้ินหมู 

3×105 
   

 
หมายเหตุ:  กลุมท่ี  1  มีเช้ือ  Shigella  sonnei, E.  coli  และ Enterobacter aerogenes   
                   กลุมท่ี  2  มีเช้ือ  Salmonella ser. Anatum, E. coli   และ Enterobacter aerogenes  
                   กลุมท่ี  3  มีเช้ือ  Salmonella ser. Aberdeen, E. coli  และ Enterobacter  aerogenes  
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ตารางผนวกท่ี ง5  แสดงภาพผลการใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจหาเช้ือในตัวอยางอาหารบางชนิด 
  จากแหลงขาย  โดยเปรียบเทียบกับการตรวจหาเช้ือดวยวิธี  conventional method 

 
ตัวอยาง ผลการตรวจดวยวิธี 

dot-ELISA 
ผลการตรวจดวยวิธี 

conventional  method 
ไสกรอก 1 

 
- 

ไสกรอก 2 
 

- 

แหนม  1 
 

+ 

แหนม  2 
 

+ 

แหนม  3 
 

+ 

ขาวผัด 
 

- 

ผัดกระเพรา 
 

- 

หมูบด  1 
 

+ 

หมูบด  2 
 

+ 

ไกสด 
 

+ 

ตับไกสด 
 

+ 

ลูกช้ิน  1 
 

- 

ลูกช้ิน  2 
 

- 

ผักสดในหางสรรพสินคา 
 

- 

ผักสดในตลาด 
 

+ 

อาหารสุนัข 
 

- 

อาหารกระตาย 
 

- 

น้ําแข็งในโรงอาหาร 1 
 

- 

น้ําแข็งในโรงอาหาร 2 
 

- 
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ตารางผนวกท่ี ง5  (ตอ) 
 

ตัวอยาง ผลการตรวจดวยวิธี 
dot-ELISA 

ผลการตรวจดวยวิธี 
conventional  method 

น้ําแข็งในโรงอาหาร 3 
 

- 

น้ําดื่ม 1 
 

- 

น้ําดื่ม 2 
 

- 

น้ําดื่ม 3 
 

- 

น้ําผลไม 1 
 

- 

น้ําผลไม 2 
 

- 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นายกฤษฎา   ตูจินดา 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 29   สิงหาคม   พ.ศ.  2523 
สถานท่ีเกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา ปริญญาตรี  สาขาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ประวัติการทํางาน นักวิทยาศาสตร 3   คณะทรัพยากรและส่ิงแวดลอม  

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  วิทยาเขตศรีราชา 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน Product  Specialist 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน บริษัท  Clinical Diagnostic 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ ทุนสนับสนุนคุณภาพการวจิยัระดับบัณฑิตศึกษา 

 




