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 Salmonella  เปนเช้ือแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร เชน  โรคไขรากสาด  โรค
อาหารเปนพิษ  มักพบปนเปอนอยูในอาหารหลายประเภท  ทั้งที่เปนอาหารดิบและอาหารที่ปรุงสําเร็จ  การ
ตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารดวยวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาทั่วไปมักใชเวลาในการตรวจหลาย
วัน  การตรวจดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยาที่พัฒนาขึ้นในการวิจัยน้ีจะใชวิธี  dot-ELISA  โดยผลิตโพลีโคลนอล
แอนติบอดีในกระตาย ดวยการฉีดเช้ือ  Salmonella  ser.  Anatum  และ  Salmonella  ser.  Enteritidis  เจาะเลือด
กระตายแยกแอนติซีรั่ม  แลวนําไปเตรียม  IgG  บริสุทธิ์ดวยวิธี  affinity chromatography  ตรวจความบริสุทธิ์
ดวยวิธี  SDS-PAGE  และตรวจหาปริมาณโปรตีนของ  IgG  บริสุทธิ์ได  625  ไมโครกรัมตอกรัมของตัวอยาง  
นํา  IgG  ที่ผลิตไดมาใชในการตรวจหา  Salmonella  ดวยวิธี  dot-ELISA  ปรากฏวาสามารถตรวจพบ  
Salmonella  ทุกซีโรวารที่ใชเปนตัวแทนในแตละ  group  ของ  Salmonella  แตเกิดปฏิกิริยาขาม (cross reaction)  
กับแบคทีเรียกลุม  enteric  ที่ไมใช  Salmonella  จึงไดใชอาหาร  Rappaport  Vassiliadis  Soya (RVS)  broth  
เพาะเล้ียงเช้ือเพ่ือสงเสริมการเจริญของ  Salmonella  แตยับยั้งการเจริญของเช้ือกลุม  non-Salmonella  แลวจึง
ตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  พบวาสามารถขจัดปญหาการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมไดดี  เมื่อนําวิธี  dot-ELISA  มา
ตรวจหาเช้ือในตัวอยางอาหารโดยการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร  RVS  broth  กอนการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  
แลวเปรียบเทียบกับวิธีตรวจทางจุลชีววิทยาโดยใชวิธีมาตรฐาน (ISO6579:2002)  ที่ดัดแปลงโดยใช  RVS broth  
เปน  selective enrichment  หลังจากน้ัน  spread  บนอาหาร  selective  และ  differential  agar  โดยใชอาหาร  
xylose lysine deoxycholate (XLD) agar  แลวทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่สําคัญบางประการของเช้ือ  
Salmonella  ผลการทดลองพบวาการใชอาหาร  RVS  broth  เพาะเล้ียงเช้ือแลวตามดวยวิธี  dot-ELISA  ใหผล
การตรวจพบเช้ือ  Salmonella  ไดเหมือนกับการตรวจทางจุลชีววิทยาดวยวิธีมาตรฐาน  แตวิธีการตรวจโดยใช  
RVS broth  รวมกับ  dot-ELISA  ใชเวลารวมประมาณ  24  ช่ัวโมง  ซึ่งเร็วกวาวิธีมาตรฐานที่ปฏิบัติทั่วไปและ
วิธีตรวจก็งาย  ใชสารทดสอบในปริมาณนอย  จึงจัดเปนวิธีที่มีความไวในการตรวจและนาจะเปนทางเลือกที่ดี
อีกทางหน่ึงในการตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารและตัวอยางนํ้าบริโภค 
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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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Development  of  Detection  Method  for  Salmonella  by  Dot-ELISA  using  
Polyclonal  Antibody                                    

 

คํานํา 
 

 Salmonella  เปนแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหารท่ีสําคัญชนิดหนึ่ง  ตรวจพบเช้ือ
ไดในธรรมชาติ  เชน  ในน้าํ ดิน หรือ พชืตาง ๆ  รวมท้ังพบการปนเปอนของเช้ือในผลิตผลทาง
การเกษตรหลายชนิด  เชน  เนื้อสัตว น้ํานม ไข พืชผัก และผลิตภัณฑอาหารที่แปรรูปจากเนื้อสัตว  
เชน  ไสกรอก เบคอน แหนม  เปนตน  ผลิตภัณฑอาหารท่ีมีไขเปนสวนประกอบ  เชน  น้ําสลัด    
มายองเนส  ก็มีรายงานการปนเปอนของเช้ือ  นอกจากนี้ยังตรวจพบเช้ือในอาหารท่ีปรุงสําเร็จแลว
หรืออาหารที่พรอมบริโภคอีกหลายชนดิ  โรคท่ีเกิดจากเช้ือ  Salmonella  มักเรียกวา  Salmonellosis  
ซ่ึงรวมท้ังโรคไขรากสาด (typhoid fever) ดวย  การเกดิโรคเน่ืองจากเช้ือนี้พบไดท่ัวโลกแตมักพบ
มากในประเทศเขตรอน  โดยเฉพาะแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใตรวมท้ังประเทศไทย  และเช้ือ
สามารถกอโรคไดท้ังในคนและสัตว  
 

โดยท่ัวไปเกณฑมาตรฐานอาหารของทุกประเทศไมวาจะเปนอาหารท่ีบริโภคในประเทศ
หรือสงออกจะตองตรวจไมพบ  Salmonella  เลยในอาหารทุกประเภท  ดังนั้นจึงมีความจําเปนอยาง
ยิ่งท่ีจะตองมีวธีิการตรวจเช้ือท่ีดีพอ  เชน  ใหผลท่ีถูกตองแมนยํา  มีความจําเพาะ  มีความไวในการ
ตรวจ  ประหยดัคาใชจาย  และท่ีสําคัญอยางยิ่งคือตองมีความรวดเร็วในการตรวจ  เพื่อปองกันความ
เสียหายตอผูผลิตและปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค การตรวจหาเช้ือโดยวิธีทางจุลชีววิทยาท่ีใช  
standard  conventional method  ซ่ึงกําหนดโดยหนวยงานท่ีเปนท่ียอมรับ  เชน  AOAC  และ  BAM  
เปนตน  จัดเปนวิธีมาตรฐานท่ียอมรับในระดับสากล  ถึงแมวาวิธีดงักลาวจะใชอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
จําเพาะและสงเสริมการเจริญของเช้ือ  Salmonella  ซ่ึงทําใหไดผลท่ีถูกตองแมนยํา  แตก็ใชเวลานาน
ในการตรวจยนืยัน  อาจประมาณ  3-4  วนั  หรือมากกวานี้  ดังนัน้ในปจจุบัน  การตรวจเช้ือโดยวิธี
ทางอิมมูโนวทิยาจึงมีผูนยิมกันมากข้ึน  เพราะเปนวิธีท่ีมีความจําเพาะ  มีความไวสูง  สามารถตรวจ
พบเช้ือท่ีมีปริมาณนอยในตัวอยางได  และท่ีสําคัญคือใหผลรวดเร็ว  บางวิธีอาจใชเวลาตรวจเพียง  



 

2 

2-3  ช่ัวโมง  ก็สามารถบอกผลได  วิธีท่ีใชกันอยูมีหลายวิธี เชน  ELISA  การใช  immunomagnetic 
separation  วิธี  immunoprecipitation  เปนตน  บางวธีิมีผูผลิตเปนชุด  kit test  ขายเปนการคา  
สําหรับวิธี  dot ELISA  ท่ีใชในการทดลองนี้เปนวิธีท่ีดีวิธีหนึ่ง  เพราะเปนวิธีท่ีทํางาย  สะดวก
รวดเร็ว  ประหยัดคาใชจาย  เพราะใชอุปกรณไมมาก  ใชสารทดสอบปริมาณนอยมากและมีความไว
สูง 

 
วิธีการผลิต  monoclonal  antibody  นั้นมีความยุงยากมาก  อีกท้ังยงัตองการอุปกรณและ

ความชํานาญของผูทําการผลิต  ตองเสียคาใชจายสูง  แตการผลิต  polyclonal  antibody  นั้นใช
อุปกรณท่ีมีอยูท่ัวไปในหองทดลองได  และผลิตไดงายไมยุงยาก  เสียคาใชจายนอยกวามากเม่ือ
เทียบกับการผลิต  monoclonal  antibody 

 
การตรวจเช้ือ  Salmonella  โดยใช  monoclonal  antibody  มีความจําเพาะมากเกินไป  โดย

มีความจําเพาะตอ  epitope เพียง  epitope  เดียวของเซลลเม่ือนํามาตรวจเช้ือ  Salmonella  ท่ีมีหลาย
ซีโรวาร  จะทําใหตรวจไดเฉพาะซีโรวารท่ีมี  epitope  นั้นเทานัน้ซ่ึงอาจตรวจไดเพียง  2-3  ซีโรวาร    
แตการใช  polyclonal  antibody  นั้นจะมีแอนติบอดีตอหลาย  epitope  ของเซลล  ซ่ึงแตละ  epitope  
ก็สามารถพบไดในเช้ือ  Salmonella  ซีโรวารตางๆ  ทําใหสามารถตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ซีโร
วารอ่ืนๆ ไดมาก  แตจากการท่ีมีแอนติบอดีตอหลาย  epitope  นี้ทําใหเกิดปฏิกริิยาขาม (cross 
reaction)  กบัเช้ือในกลุม  non-Salmonella  เชน  Escherichia  coli,  Enterobacter sp.  และ  
Klebsiella  sp.  เปนตน  จึงไดเพิ่มข้ันตอนการใช  Rappaport Vassiliadis Soya (RVS)  broth  ซ่ึง
เปนอาหาร  selective enrichment  สําหรับ  Salmonella  เพื่อยบัยั้งการเจริญของเช้ือ  non-
Salmonella  และเพิ่มการเจริญของเช้ือ  Salmonella  ทําใหสามารถตรวจพบเช้ือ  Salmonella  
ปริมาณนอยๆ ในตัวอยางอาหารได  การใชอาหาร  RVS  broth  นั้นโดยปกติจะใชอยูในข้ันตอน  
pre-enrichment  ของวิธีมาตรฐานตาม  ISO 6579  และ  BAM  อยูแลว  จึงนาํสวนนี้ของวธีิ
มาตรฐานมาชวยในการคัดกรองเช้ือ  เพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยาขาม  ซ่ึงจะทําใหเกิด  false  
positive  ข้ึน 
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วัตถุประสงค 

 
1. เพื่อผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีและเตรียมใหเปน  IgG  บริสุทธ์ิ  เพื่อนําไปใชในการ

ตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ดวยวิธี  dot-ELISA 
 
2. เพื่อพัฒนาวิธีทางอิมมูโนวทิยาโดยหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา  dot-ELISA  เพื่อใช

ในการตรวจหาเช้ือ  Salmonella 
 
3. เพื่อนําวิธีทางอิมมูโนวิทยาที่ทดลองแลวในขอ  2.  มาใชในการตรวจเช้ือ Salmonella  

ท่ีปนเปอนอยูในตัวอยางอาหาร 
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การตรวจเอกสาร 

 
เชื้อ  Salmonella 

 
1.  ลักษณะท่ัวไป 
 

Salmonella  จัดอยูในตระกลู  Enterobacteriaceae  ติดสีแกรมลบ  มีรูปรางเปนทอนตรง
ขนาด  0.7-1.5 × 2.0-5.0  ไมโครเมตร  เจริญไดท้ังท่ีมีอากาศและไมมีอากาศ (facultative anaerobe)  
เจริญไดดีท่ีอุณหภูมิ  35-40  องศาเซลเซียส  ในชวง  pH  4.5-9.0  (Jay, 1970)  ความช้ืน (Aw) ท่ี
เหมาะตอการเจริญประมาณ  0.945-0.999 (Hayes, 1985)  ไมสรางเอนโดสปอร (endospore)  ใช
สารอาหารโดยกระบวนการหายใจ และเฟอรเมนตน้ําตาล  สวนใหญเคล่ือนท่ีไดโดยอาศัยแฟลกเจล
ลา (flagella) รอบตัวท่ีเรียกวา  peritrichous  (Banwart, 1979)  ไมสรางเอนไซมออกซิเดส (oxidase)  
แตสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase)  Salmonella  สวนมากจะสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S)  
แตบางซีโรวารอาจไมสราง  เชน  Salmonella  ser.  Berta, Salmonella  ser.  Cholerae-suis,  
Salmonella  ser.  Paratyphi A,  Salmonella  ser.  Typhi  และ  Salmonella  ser.  Sendai 
 
2.  การเขียนชือ่เชื้อ  Salmonella 
 
 ในปจจุบันการเขียนช่ือวิทยาศาสตรของเช้ือ  Salmonella  จะมีความแตกตางจากการเขียน
ช่ือวิทยาศาสตรของแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ  กลาวคือ  ช่ือ  genus  ข้ึนตนดวยตัวใหญและเปนตัวเอียง  
ถาตองการเขียนช่ือสปซีรใหเขียนข้ึนตนดวยตัวเล็กและตัวเอียงเชนกนั  เชน  Salmonella  enterica   
สวนช่ือซีโรวารจะเขียนข้ึนตนดวยตัวใหญและไมเอียง  ถาตองการเขียนช่ือเต็มอยางถูกตองก็จะเปน  
Salmonella  enterica  subsp. enterica  serovar  Typhimurium  แตเนื่องจากเช้ือ  Salmonella  กวา  
99.5%  เปนเช้ือท่ีอยูใน  Salmonella  enterica  subsp. enterica  จึงเขียนยอลงไปไดวา  S.  enterica  
subsp.   enterica  serovar  Typhimirium  หรือ  S.  enterica  serovar  Typhimurium  หรือ  
Salmonella  ser.  Typhimurium  ก็ได  การเขียน  S.  Typhimurium  ควรใชในการจดบันทึกใน
หองทดลองเทานั้น  (Grimont  and  Weill, 2007) 
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3.  ลักษณะทางแอนติเจน (antigen)   
 

 โอแอนติเจน (O antigen)  หรือ  somatic antigen  เปนสารประกอบพวก  
lipopolysaccharide  ประกอบดวยลิปด  20-30%  โพลีแซคคาไรด  60%  และ  hexosamine  3.5-
4.5%  อยูบนผิวของเมมเบรนช้ันนอก  ดังแสดงในภาพท่ี 1  การจัดเรียงลําดับท่ีตางกันของน้ําตาล
ทําใหมีโอแอนติเจนท่ีตางกนั  สารประกอบนี้ทนความรอนได  ดงันัน้การเตรียมโอแอนติเจน  จึง
เตรียมไดโดยการตมท่ี  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  เปนสารประเภทโปรตีน (protein)  ถูก
ทําลายไดดวยความรอน (heat-labile)  แบงเปนเฟส  1  และเฟส  2  ซ่ึงอาจมีเฟสใดเฟสหน่ึง  หรือ
ท้ัง  2  เฟสก็ได  จุลินทรียสามารถเปล่ียนจากเฟสหน่ึงเปนอีกเฟสหน่ึงได  H antigen  นี้
ประกอบดวยโปรตีน  flagellin  ซ่ึงมีชนิดและลําดับของกรดอะมิโนท่ีแตกตางกัน  ทําใหเช้ือนี้มี  H 
antigen  ท่ีแตกตางกัน 
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 วีไอแอนติเจน (Vi antigen)  เปนโพลีแซคคาไรดอยูรอบนอกของ  O antigen  เช้ือ  
Salmonella  ท่ีมีแอนติเจนชนิดนี้จะกอโรครุนแรงกวาท่ีไมมี  เชน  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.  ความสามารถในการกอโรค 
 

ลําไสเล็กเปนบริเวณท่ีเกิดโรค  หลังจากบุกรุกเขาไปในเซลลแลว  จะบุกรุกตอไปท่ีเยื่อบุ
ลําไส  เช้ือ  Salmonella  สามารถผลิต  และปลดปลอยสารพิษ  Endotoxin  ซ่ึงเปนสารประกอบ
เชิงซอนของโพลีแซคคาไรด-โพลีเปปไทด-ลิปดเอ  ซ่ึงจะปรากฏอยูบริเวณผนังเซลลของแบคทีเรีย  
เช้ือจะเพิม่จํานวนภายในเซลลเยื่อบุลําไส  และเซลลเม็ดเลือดขาว  ซ่ึงอาจทําใหเซลลถูกทําลาย  และ
ลุกลามไปยังอวัยวะสวนอ่ืน ๆ ไดอีกดวย  เชน  ตับ มาม และทอน้ําดี  เปนตน  จนทําใหเกิดการติด
เช้ือท้ังระบบ 
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ภาพท่ี 3  แสดงกลไกการบุกรุกและกอโรคของเช้ือ  Salmonella 
ท่ีมา: Mcfadden (1990) 
 
5.  กลไกการกอโรค (วันเพ็ญ, 2539) 
 

ไขไทฟอยด (typhoid fever)  เปนกลุมท่ีมีอาการของโรครุนแรงท่ีสุด  การติดเช้ือเร่ิมจาก
เม่ือแบคทีเรียเขามาในระบบยอยอาหารและผานมาถึงลําไสเล็ก  แบคทีเรียเจาะทะลุ  epithelial  cell  
ของ  villi  ในลําไสเล็กตอนลาง  เขาสู  lamina  propria  แลวเขาสูระบบน้ําเหลืองของผูปวย  ใน
ระบบน้ําเหลืองแบคทีเรียจะถูกเซลล  macrophage  ซ่ึงเปนเซลลของระบบภูมิคุมกันของรางกาย  
โอบลอมเพ่ือทําลายเซลลแปลกปลอมซ่ึงเปนกลไกปองกันการติดเช้ือในรางกาย  แต  Salmonella  
ser.  Typhi  สามารถทนตอการทําลายของเซลล  macrophage  จึงรอดชีวิตและเจริญภายในเซลล  
macrophage (intracellular bacteria)  หลังจากเพิ่มจํานวนแลว  แบคทีเรียจะกระจายออกมาสูกระแส
เลือด  แพรกระจายไปตามตับ  มาม กระเพาะปสสาวะและอวัยวะตาง ๆ  จึงกอใหเกดิการติดเช้ือใน
กระแสเลือดและอวัยวะตาง ๆ 
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สําหรับโรค  gastroenteritis  เร่ิมจากแบคทีเรียเขามาในระบบยอยอาหารในจํานวนท่ีมาก
เพียงพอจะผานเขาสู  epithelial cell  ของลําไสเล็กตอนปลาย และผานเขาไปใน  lamina propria  
แบคทีเรียเจริญในบริเวณน้ันเปนสาเหตุใหเกิดการอักเสบบริเวณลําไสเล็ก  แตไมแพรกระจายไปยัง
สวนอ่ืน ๆ ของรางกายจึงไมพบการติดเช้ือในกระแสเลือดและอวัยวะตาง ๆ 
 

น้ําดีเปนอาหาร (natural medium) ท่ีดีสําหรับ Salmonella  ser. Typhi  เช้ือจึงเจริญเติบโต
เพิ่มจํานวนไดมากในระบบทอน้ําดีทําใหมีเช้ือออกมาอยูในลําไสเล็กโดยเฉพาะตรงบริเวณ  Peyer’s 
patches  เปนจํานวนมาก  ความสามารถของ  Salmonella  ser.  Typhi  ท่ีอยูในทอน้ําดีไดดีทําให
ผูปวยบางรายกลายเปน  carrier  ซ่ึงจะมีเช้ืออยูในอุจจาระบางคร้ังบางคราว (intermittent release)  
และเปนแหลงแพรโรคไปยังผูอ่ืนโดยตัวเองไมมีอาการปวยใด ๆ เพราะฉะน้ันการพบเช้ือ  
Salmonella  ser.  Typhi  ในอุจจาระไมไดหมายความวาผูปวยนัน้กําลังปวยเปนไทฟอยดเสมอไป 
 
6.  อาการของโรคท่ีเกิดจากเชื้อ  Salmonella  จําแนกได  4  แบบ (Chris and Alec,2002)  คือ 
   

6.1  Gastroenteritis   โรคอุจจาระรวง  โรคอาหารเปนพิษหรือโรคกระเพาะอาหาร  และ
โรคลําไสอักเสบ  เช้ือ  Salmonella  สวนใหญจะทําใหเกิดอาการแบบน้ี  โดยไดรับเช้ือในปริมาณ
มากกวา  10,000  เซลล  หรือไดรับเซลลในปริมาณนอยกวา  100  เซลลแตปนเปอนไปในอาหารที่
สามารถปองกันเซลลแบคทีเรียได  เชน อาหารพวกไขมัน (Chris และAlec, 2002)  เช้ือจะเขาไป
เจริญอยูในลําไส  มีระยะฟกตัวประมาณ  12-36  ช่ัวโมง  ผูปวยจะมีอาการลําไสเล็กและลําไสใหญ
อักเสบ ทองรวง ปวดทอง คล่ืนไส อาเจียน และมีไขเล็กนอย  จะมีอาการอยู  1-4  วัน (Guthrie, 
1992)  ในชวงท่ีมีอุจจาระรวงจะพบเช้ือในอุจจาระผูปวยประมาณ  106-109  CFU/g. (Boyd และ 
Hoerl, 1981)  เช้ือจะเจริญในลําไสเทานั้น  ไมแพรกระจายเขาสูกระแสเลือด  

 
6.2  Enteric fever  คือ  โรคไขไทฟอยดหรือพาราไทฟอยด โดยไดรับเช้ือ  Salmonella ser.  

Typhi  หรือ  Salmonella   ser.  Paratyphi  A, B หรือ C  ซ่ึงจะกอโรคกับคนเทานัน้  โดยไดรับเช้ือ
เขาไปมากกวา  100,000  เซลลจากอาหารหรือน้ําดื่ม (Jawetz  และคณะ, 1980)   มีระยะฟกตัว
ประมาณ  7-28  วัน  ในระยะแรกผูปวยจะมีอาการไขสูง (39.5-40 องศาเซลเซียส) อาจเกิดการติด
เช้ือในกระแสเลือดทําใหเกิดอาการโลหิตเปนพิษ  มีอาการปวดศีรษะ ปวดเม่ือยตามตัว เซ่ืองซึม 
เบ่ืออาหาร ปวดทอง ตับและมามโต อาจมีผ่ืนข้ึนตามลําตัว หวัใจเตนชากวาปกติ ในระยะหลังจะมี
อาการทองรวง  อาจมีเลือดปนมากับอุจจาระดวย  จะมีอาการอยูประมาณ  1-3  สัปดาห (Guthrie, 
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1992)  และลดลงในสัปดาหท่ี  3 หรือ 4   สวนโรคพาราไทฟอยดจะมีอาการคลายกันแตจะรุนแรง
นอยกวา 

 
6.3  Septicemia  คือการท่ีเช้ือเขาสูกระแสเลือดโดยตรง  เปนการติดเช้ือท่ีรุนแรง  เกดิจาก

สายพันธุท่ีกอโรครุนแรง เชน Salmonella ser. Typhi,  Salmonella  ser. Enteritidis,  Salmonella   
ser. Dublin  และ  Salmonella  ser. Cholerae-suis เปนตน (Ziprin, 1994)  สามารถตรวจพบเช้ือได
โดยท่ีไมมีอาการของโรคอุจจาระรวง  โดยผูปวยมีอาการไขสูงเปนระยะ หนาวส่ัน เบ่ืออาหาร ตับ
และมามโต น้าํหนักลด  เซ่ืองซึม เยื่อหุมสมองอักเสบ เยื่อหุมหัวใจอักเสบ  เปนตน (นงลักษณ, 
2544)  ในรายที่ติดเช้ือ  Salmonella  ser. Typhi  อาจพบจุดสีแดงบนหนาอกและคอ  มีเลือดออกจาก
ลําไสและจมูก  บางคร้ังอาจเสียชีวิต  หรือถาหายปวยกจ็ะยังมีเช้ืออยูในรางกายเปนเวลานาน 

 
6.4  Sequelae  เปนอาการเรื้อรังของผูท่ีเกิด  Septicemia  อาจทําใหเกิดโรคไขขออักเสบ 

กระดูกอักเสบ เยื่อหุมสมองอักเสบ เยื่อบุล้ินหวัใจอักเสบ และอาจมีอาการตดิเช้ือในทางเดิน
ปสสาวะรวมดวย 
 
7.  ความสําคญัของเชื้อ  Salmonella 
  
 Salmonella  เปนแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหารซ่ึงพบไดตามธรรมชาติ  เชน  ใน
น้ํา ดิน อากาศ และติดอยูตามพืชตาง ๆ ทําใหสามารถปนเปอนไปในอาหารไดหลายประเภท  เชน  
น้ําดื่ม เนื้อสัตวตางๆ หรือผักผลไมก็ได  ทําใหมีความสําคัญทางเศรษฐกิจมาก  มีการแพรกระจาย
ของเช้ือไปท่ัวโลก  กฎหมายในหลายประเทศไมอนุญาตใหมีการปนเปอนของเช้ือ  Salmonella  ใน
อาหารหรือน้ําดื่มเลย  ทําใหมีความจําเปนท่ีจะตองตรวจเช้ือ  Salmonella  ในผลิตภณัฑอาหารและ
น้ําดื่ม  ท้ังในแงการสงออก  และการบริโภคภายในประเทศ 
 
 Salmonella  เปนแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลายมาก  โดยมีถึง  2,579  ซีโรวาร (Grimont  
and Weill, 2007)  ซ่ึงมีลักษณะของแอนติเจนท่ีแตกตางกันไปตามลักษณะของ  somatic (O) 
lipopolysaccharide  และ  flagella(H) protein        
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 การกอโรคนั้นเกิดข้ึนไดท้ังในคนและสัตว  ซ่ึงรูจักกนัในช่ือ  Salmonellosis  และยงัพบวา
เช้ือ  Salmonella  เปนสาเหตุของโรคไทฟอยด (typhoid)  ซ่ึงคนพบโดย  Eberth  ในป  1880  และ
ในป  1884  Graffky  สามารถเพาะเล้ียงเช้ือได (Ziprin, 1994)  สวนในป  1885  D.E. Salmon  และ  
T. Smith  สามารถแยก  Salmonella  ser. Cholerae-suis  จากหมูท่ีเปนอหิวาตกโรค  ในป  1900  จึง
ใชช่ือจีนัสวา  Salmonella  เพื่อเปนเกียรติกับ  D.E. Salmon  โรคท่ีเกิดจากเช้ือ  Salmonella  
โดยท่ัวไปเกดิจากการรับประทานอาหารหรือน้ําท่ีปนเปอนเช้ือ  Salmonella  ปริมาณของเช้ือท่ีทํา
ใหเกิดโรคไมแนนอนข้ึนอยูกับความรุนแรงของสายพันธุ อายุผูติดเช้ือ ภาวะภูมิคุมกนัตํ่า และการ
สรางกรดในกระเพาะอาหาร  เนื่องจากกรดไฮโดรคลอริกในกระเพาะอาหารจะทําลายเช้ือได 
(Doyle และ Cliver, 1990)  นอกจากนี้ยังข้ึนอยูกับสวนประกอบของอาหาร  ถามีไขมันสูงเช้ือจะถูก
ปกคลุมดวยไขมัน  ทําใหไมถูกทําลายดวยกรดในกระเพาะอาหาร  โดยท่ัวไปเช้ือ  Salmonella  
ปริมาณ  105-106  เซลลจะทําใหเกิดโรค  แตพบวาในบางกรณีเช้ือ  Salmonella  เพียง  1-10  เซลลก็
สามารถกอโรคได (D’Aoust, 1997) 
 
 แหลงท่ีพบเช้ือ  Salmonella  คือภายในกระเพาะอาหาร และลําไส  ท้ังของมนุษย และสัตว  
โดยออกมากับอุจจาระ  และแพรกระจายไปสูส่ิงแวดลอมเชน ดิน และนํ้า  การติดตอเกิดจากการ
ปนเปอนของเช้ือลงสูอาหาร  ซ่ึงอาหารท่ีผานการแปรรูปแลวหรืออาหารท่ีพรอมบริโภคไมควรพบ
เช้ือ  Salmonella  อยูเลย 

 
 การวิเคราะหการระบาดท่ีผานมาพบวาเกิดจากการปนเปอนขามจากเนือ้สัตวท่ียังไมไดผาน
กระบวนการแปรรูปไปยังอาหารท่ีพรอมบริโภค  รวมถึงกระบวนการแปรรูปท่ีไมไดมาตรฐาน  
และสุขวิทยาสวนบุคคลท่ีไมถูกตอง  ซ่ึงเปนปจจยัท่ีมีความสําคัญตอการระบาดของโรค (Chris and 
Alec, 2002) 
 
 ในประเทศไทยไดสํารวจแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดโรคอุจจาระรวงในอาหารพรอมบริโภค  
ไดแก  ยําประเภทตาง ๆ  ผักสด แกงจืด แกงเผ็ด และอาหารทอด  โดยเก็บตัวอยางจาก
หางสรรพสินคาในเขตกรุงเทพมหานครและนนทบุรี  จาํนวน  100  ตัวอยาง  พบ  Salmonella spp.  
ปนเปอนมากถึง  57%  รองลงมาไดแก  Staphylococcus aureus  32%  และ  Clostridium 
perfringens  22%  ตามลําดบั (อรุณ, 2540) 
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 การระบาดของโรค  Salmonellosis  คร้ังใหญในสหรัฐอเมริกาหลายคร้ังมีสาเหตุจากการ
บริโภคผลไมตระกูลแตง  ในป  1990  มีการระบาดของโรคเน่ืองจากการบริโภคแคนตาลูปจากสลัด
บารท่ีมีการปนเปอน  Salmonella ser. Chester  พบวาเช้ือฝงภายในเน้ือแคนตาลูปเพราะไมลาง
เปลือกขณะหัน่  ตอมาในป  1991  เกิดจาก  Salmonella  ser.  Poona  ซ่ึงคาดวาเซลลเพิ่มจํานวนใน
แคนตาลูปหลังจากการหัน่เปนช้ินแลว  และในป  1995  มีการติดเช้ือของ  Salmonella  ser.  Miami  
และ  Salmonella  ser. Bareilly  จากการบริโภคแตงโมหัน่ช้ิน  และจากการศึกษาในหองปฏิบัติการ
ไดแสดงใหเหน็วา  Salmonella  ser.  Typhi  และ  Salmonella  ser.  Derby  สามารถเจริญไดใน
แตงโมสดท่ีหัน่เปนช้ินลูกบาศก (Golden et al., 1993) 
 

การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ  Salmonella 
 
 การตรวจพบเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารและน้ํา  รวมท้ังการระบาดท่ีเกิดข้ึนในแต
ละปของหลายๆ ประเทศ  ทําใหเห็นถึงความสําคัญของโรคอาหารเปนพิษท่ีเกดิจากเช้ือ  Salmonella  
วิธีหลักท่ีจะชวยลดปริมาณผูปวยลง  คือ  การใหการศึกษาแกผูบริโภค  และการควบคุมคุณภาพของ
อาหารและน้ําดื่ม  โดยเฉพาะการตรวจวิเคราะหหาเช้ือ  Salmonella  ในหองปฏิบัติการ  ซ่ึงวิธีการ
ตรวจวเิคราะหท่ีถูกตองและรวดเร็ว  จะชวยใหมีการปองกันและแกไขไดอยางทันทวงทีโดยการ
ตรวจวเิคราะหเช้ือ  Salmonella  นั้นจําแนกได  2  วิธี  คือ 

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

 
1.  วิธีมาตรฐาน  (conventional  methods) 

 
มีหลายหนวยงานท่ีทําหนาท่ีตรวจวเิคราะห  Salmonella  ในอาหาร  และกําหนดวิธี

มาตรฐานเปนท่ียอมรับในระดับสากล  ไดแก  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)  
เปนตน  โดยมีข้ันตอนตาง ๆ ท่ีสําคัญอยู  5  ข้ันตอน คือ 
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1.1  pre-enrichment  โดยการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารประเภท  enrichment medium  เพื่อให
เซลลของเช้ือ  Salmonella  ท่ีมีในปริมาณนอย  หรือเซลลท่ีบาดเจ็บมีโอกาสปรับตัวใหแข็งแรง  
และมีปริมาณมากข้ึนจนถึงระดับท่ีตรวจพบได  แตในตัวอยางท่ีมีปริมาณเช้ือ  Salmonella  มากอยู
แลว  เชน  อุจจาระ  ไมจําเปนตองมีข้ันตอนนี้  มีการแนะนําใหใช  pre-enrichment medium  หลาย
ชนิด  เชน  Lactose broth, Brilliant green water, Trypticase soy broth, Nutrient broth  และ  
Buffered peptone water  เปนตน  การเลือกใชอาหารขึ้นอยูกับประเภทของตัวอยาง  เวลาท่ีใชใน
การบมเช้ือก็เปนเร่ืองสําคัญเพราะตองนานพอท่ีจะทําใหเซลลท่ีบาดเจ็บฟนตัว  และเพิ่มจํานวนได
ปริมาณมาก ๆ  เวลาท่ีเหมาะสม คือ  18-24  ช่ัวโมง  ท่ีอุณหภูมิ  35-37  องศาเซลเซียส 

 
1.2  การเพาะเล้ียงในอาหารประเภท  selective enrichment medium  เพื่อเสริมการเจริญ

ของเช้ือ  Salmonella  อาหารชนิดนี้เปนอาหารเหลวท่ียบัยั้งการเจริญของจุลินทรียแขงขันอ่ืน ๆ แต
ไมยับยั้งการเจริญของเช้ือ  Salmonella  อาหารนี้มีอยูหลายชนิด  เชน  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  เปนตน  การยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียแขงขันอ่ืน ๆ เกิดจากสารในอาหารเล้ียงเช้ือ  
และอุณหภูมิท่ีใชบมเช้ือ 

 
1.3   การเพาะเล้ียงในอาหารประเภท  differential selective agar  เพื่อพจิารณาลักษณะของ

โคโลนีบนอาหารที่ใชเพาะเลี้ยง  ซ่ึงในอาหารประเภทน้ีนอกจากจะมีสารเคมีชนิดตางๆ ท่ียับยั้งการ
เจริญของจุลินทรียแขงขันอ่ืน ๆ แลว  ยังทําใหโคโลนีของ  Salmonella  มีลักษณะเฉพาะ  สามารถ
แยกจากแบคทีเรียอ่ืน ๆ ไดชัดเจน 

 
1.4  การตรวจสอบทางชีวเคมี (biochemical screening)  ลักษณะทางชีวเคมีท่ีใชตรวจ  

ไดแก  การไมใชน้ําตาลแลคโตสและซูโครสบนอาหาร  Triple sugar iron (TSI)  ความสามารถใน
การสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟด(H2S)  เอนไซมไลซีนดคีารบอกซิเลส (lysine decarboxylase)  ไม
สามารถสรางเอนไซมยูรีเอส (urease)  และ สารอินโดล (indole)  เปนตน 

 
1.5  การตรวจยืนยนัทางซีร่ัมวิทยา  โดยใชวิธี  slide agglutination  กับแอนติซีร่ัมท่ีจําเพาะ

กับโอแอนติเจนเพื่อหากลุม  และท่ีจําเพาะกับ เอช และวไีอแอนติเจนเพื่อหาซีโรวาร 
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ตารางท่ี 1  แสดงการทดสอบทางชีวเคมีบางอยางท่ีนํามาใชในการจัดจาํแนกเช้ือ  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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ช่ังตัวอยางอาหารจํานวน  25  กรัม 
เติม  pre-enrichment medium  ไดแก  Nutrient broth (NB) 

หรือ  Trypticase Soy Broth (TSB)  225  มล. 
 

บมเช้ือท่ี  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง 
 

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

 
บมเช้ือท่ี  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง 

 
เข่ียเช้ือท่ีบม  24  ช่ัวโมงลงบนอาหาร  Bismuth Sulfite Agar (BS) 

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

และ  Hektoen Enteric Agar (HE) 
 

บมเช้ือท่ี  37  องศาเซลเซียส  สําหรับ  SS, HE  และ  Rm  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง 
สวน  BS  และ  XLD  บมเช้ือเปนเวลา  48  ช่ัวโมง 

 
เลือกโคโลนีท่ีใหลักษณะเฉพาะของ  Salmonella  ถายลงใน 

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

อานผล  TSI  และ  LIM 
 

นําผลที่เปนบวกไปทดสอบทางซีร่ัมวิทยาตอไปเพื่อแยกหา  serotype 
 
ภาพท่ี 4  การตรวจหาเช้ือ  Salmonella  โดยวิธี  standard conventional method  ของ 
  หนวยงาน  BAM, AOAC, Canada  และ  ISO 
ท่ีมา: ดัดแปลงจากอรุณ (2540) 
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2.  วิธีรวดเร็ว  (rapid  methods) 
 

เปนวิธีท่ีใหผลการทดสอบท่ีรวดเร็ว  โดยอาจเกิดจากการเปล่ียนหรือหลีกเล่ียงข้ันตอนท่ีใช
เวลานานในการทดสอบ  หรือใชวิธีเดิมแตมีความไวสูงข้ึน (Berlin, 1990)  วิธีรวดเร็วท่ีใชตรวจเชื้อ  
Salmonella  ท่ีพัฒนาข้ึนและมีการผลิตทางการคามีหลายวิธี  คือ 
 

2.1  การปรับปรุงระบบการเล้ียงเช้ือ  โดยรวมข้ันตอนการเล้ียงเช้ือในอาหารชนิดไมจําเพาะ
และจําเพาะเขาดวยกัน  เพือ่ลดเวลาในการตรวจสอบ  ชุดทดสอบท่ีใชวิธีนี้  คือ  SPRINT  ของ
บริษัท  Oxoid, Inc.  โดยใช  Buffered peptone water  เปนอาหารเล้ียงเช้ือไมจําเพาะ และ  
Rappaport-Vassiliadis (RV) broth  เปนอาหารชนิดจําเพาะท่ีบรรจุอยูในแคปซูล  ซ่ึงจะถูกปลอย
ออกมาเม่ือถึงเวลาท่ีกําหนด  ทําใหอาหารเล้ียงเช้ือชนิดไมจําเพาะเปล่ียนเปนชนดิจําเพาะ 

 
2.2  การเคล่ือนท่ีของเช้ือ  Salmonella  ใชตรวจสอบเฉพาะเช้ือ  Salmonella  ท่ีเคล่ือนท่ีได  

เชน  อาหาร  Modified  Semisolid  Rappaport  Vassiliadis (MSRV)  และ  Diasal M  ของบริษัท  
Merck  ใชตรวจสอบเช้ือท่ีผานการเพิ่มจํานวนในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดไมจําเพาะมาแลว 

 
2.3  Hydrophobic Grid Membrane Filtration (HGMF)  วิธีนี้จะใชการกรองแลวนํากระดาษ

กรองวางบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง  ตัวกระดาษกรองจะมีเสนสีดําแบงเปนชอง ๆ เพื่อแยกการเจริญ
ของแบคทีเรียออกจากกัน  การตรวจผลจะดูจากลักษณะโคโลนีท่ีเกิดข้ึนหลังการบมเช้ือ  ไดแก  ชุด
ทดสอบ  ISO-GRIDTM  ของบริษัท  Neogen Cooperation 

 
2.4  Polymerase Chain Reaction (PCR)  เปนการเพิ่มจํานวนชุดของดีเอ็นเอเปาหมายใหมี

ปริมาณเพียงพอสําหรับการตรวจสอบ  วิธีนี้มีความไวสูงกวามาตรฐาน  แตมีขอเสีย คือ อาจเกดิ
ผลบวกปลอมจากเซลลท่ีตายแลวแตยังมีดเีอ็นเอที่สภาพสมบูรณอยู  หรืออาจตรวจไมพบท้ังท่ีมีเช้ือ
อยูเนื่องจากปจจัยของอาหารไปรบกวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  ทําใหตองเล้ียงเช้ือกอนทํา  PCR 
(วัฒนาลัย, 2538)  ตัวอยางชุดทดสอบ เชน  ชุดทดสอบ  BAX  ของบริษัท  Qualicon, Inc., ชุด
ทดสอบ  Probelia System  ของบริษัท  BioControl System, Inc.  และชุดทดสอบ  Taqman System  
ของบริษัท  Perkin-Elmer Biosystem  ซ่ึงเปนเคร่ืองอัตโนมัติ 
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2.5  DNA hybridization 
 

        2.5.1  การตรวจสอบกรดนิวคลีอิก  มีการพัฒนาชุดทดสอบท่ีเปนการทําปฏิกิริยาของ
ดีเอ็นเอโพรบกับกรดนวิคลีอิกของเซลลเปาหมาย  แลวใชการตรวจวัดรังสีหรือการเรืองแสงทาง
เคมี เชน ชุดทดสอบ  GEN TRAK  ของ  Neogen Cooperation   
 

        2.5.2  Chromosomal Fingerprinting  ใชดีเอ็นเอจากโครโมโซมของเช้ือเปนโพรบใน
การแยกซีโรวารตาง ๆ  Fingerprinting  เรียกอีกช่ือวา RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism)  การแยกซีโรวารมีความสําคัญในการศึกษาการแพรระบาดของโรค 

 
2.6  เทคนิคทางกระแสไฟฟา (Electrical conductance)  โดยอาศัยความสามารถของเช้ือใน

การเปล่ียนแปลงลักษณะทางกระแสไฟฟาของอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยการใชสารในอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึง
เปนสารโมเลกุลใหญแลวเปล่ียนเปนสารโมเลกุลเล็กท่ีมีประจุมากกวา  เคร่ืองมือท่ีใชหลักการนี้ คือ  
Malthus  ของบริษัท  Malthus  ใชเวลาตรวจประมาณ  42  ช่ัวโมง  หรือ  Bactometer  ของบริษัท  
bioMerieux Inc. 
 

2.7  การจําแนกโดยอาศัยปฏิกิริยาทางชีวเคมี  ตรวจสอบโคโลนีท่ีสงสัยโดยอาศัยปฏิกิริยา
ทางชีวเคมีและเอนไซม  ในการเปล่ียนสีอาหารเล้ียงเช้ือ  มีท้ังชุดทดสอบท่ีแปลผลโดยผูใช เชน  
API 20E  ของบริษัท  bioMerieux Inc.  และ  O.B.I.S  ของบริษัท  Oxoid Ltd.  หรือใชเคร่ือง
อัตโนมัติ  เชน  VITEX  เปนตน 
 

2.8  Ice-nucleation  เปนการใชไวรัสของแบคทีเรียพาดีเอ็นเอที่ทําใหเกิดผลึกน้ําแข็งใน
เซลลเขาสูเซลล  Salmonella  ทําใหเกดิการสรางโปรตีนสําหรับการสรางผลึกน้ําแข็งเม่ือนําตัวอยาง
ไปแชท่ีอุณหภมิู  -9.3OC  โดยมีสีเปนตัวบงบอก  ตัวอยางท่ีมีเช้ือ  Salmonella  จะแข็งและมีสีสม  
เชน  BIND Salmonella  ของบริษัท  BioControl System, Inc.  ใชเวลาตรวจประมาณ  22  ช่ัวโมง 
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2.9  เทคนิคทางอิมมูโนวิทยา 
 
       2.9.1  Latex agglutination  ใชตรวจยนืยันโคโลนีจากอาหารแข็งชนิด  selective  โดย

ใชเม็ด  latex  ท่ีเคลือบดวยแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ตองมีเช้ือปริมาณมาก  107-109  CFU  จงึ
จะตรวจพบไดดวยวิธีนี้  เปนวิธีท่ีทํางายใหผลเร็ว  เชน  Salmonella latex  ของบริษัท  Oxoid, Inc.,  
Spectate  ของบริษัท  Rhone Poulenc Diagnostics  และ  Microscreen Salmonella  ของบริษัท  
Microgen Bioproducts Ltd.  เปนตน 
 

       2.9.2  Immunochromatography  ใชแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  2  ชนดิ  ชนิดแรก
จะเกาะอยูกับแผนเมมเบรนซ่ึงจะเปนสวนท่ีจะเกิดการจบักับเช้ือ  Salmonella  สวนชนิดท่ีสองจะ
เปนตัวบงช้ีวามีหรือไมมีเช้ือ  โดยจะมีการติดฉลากดวยอนุภาคทองคํา  เม่ือทําการใสตัวอยางท่ีเรา
จะทดสอบ  ถามีเช้ือ  Salmonella  อยูก็จะจับกับแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ชนดิแรก หลังจาก
นั้นใสแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ชนิดท่ีสอง  ท่ีมีการติดฉลากไว  ทําใหเกดิ Salmonella-
antibody-particle complex  กับแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ชนิดแรก  จะทําใหมีความเขมขน
ของอนุภาคแลวมีสีข้ึน  เชน  REVEAL  ของบริษัท  Neogen Cooperation  และ  Path-Stik  ของ
บริษัท  Celsis, Inc.  มีความไวประมาณ  106  CFU 
 

       2.9.3  Immunomagnetic Separation (IMS)  โดยใช  magnetic beads  ท่ีมีขนาดเล็กกวา  
100  ไมโครเมตร  มาเคลือบดวยแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  เพื่อจับกับเช้ือ  Salmonella  จาก
ตัวอยางท่ีผานการเพาะเล้ียงเชื้อในอาหารประเภท  enrichment medium  มาแลว  magnetic beads  มี
คุณสมบัติในการแยกเซลลออกจากอาหารเหลวและนําไปเพาะเล้ียงบนอาหาร  selective agar  ตอ
ได  เชน  Dynabeads anti-Salmonella  ของบริษัท  Dynal, Inc.  ใชเวลาตรวจ  48  หรือ  72  ช่ัวโมง 

 
       2.9.4  Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA)  เปนการเคลือบโพลีโคลนอล 

(polyclonal)  หรือ โมโนโคลนอล (monoclonal)  แอนติบอดีตอแอนติเจนของเช้ือ  Salmonella  บน
ผิววัสดุแข็ง  เม่ือใสตัวอยางท่ีมีแอนติเจนลงไป  แอนติเจนกับแอนติบอดีจะทําปฏิกริิยากัน  แลวใส
แอนติบอดีตอแอนติเจนของเช้ือท่ีติดฉลากเอนไซมลงไป  ซ่ึงจะเขาไปจับกับแอนติเจนของเช้ือ  
Salmonella  ท่ีติดอยูในตอนแรก  เม่ือเติมสับสเตรตของเอนไซมจะเกดิสีหรือสารเรืองแสง  ระดับท่ี
ตรวจพบได คือ  104-106  CFU/มิลลิลิตร  ข้ึนอยูกับซีโรวาร  ใชเวลาตรวจประมาณ  48  ช่ัวโมง  
ตัวอยาง เชน  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.  เปนตน 
 

Dot-ELISA  เปนวิธีท่ีมีลักษณะการทําเหมือนกับวิธี  ELISA  ตางกันตรงท่ีแอนติเจนหรือ
แอนติบอดจีะเคลือบอยูบนแผนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose)  แทนท่ีจะเปนวัสดุแข็ง
อ่ืน ๆ  แผนเมมเบรนไนโตรเซลลูโลสมีคุณสมบัติ คือ  มีประจุท่ีผิวแข็งแรงและจับกับโปรตีนได
อยางเหนียวแนน  กระดาษจะชวยขัดขวางพวก  non-specific protein  เชน  albumin  ในการ
วิเคราะหโดยใชเอนไซม  จะไมละลายผลิตภัณฑท่ีเกิดสีข้ึน  ซ่ึงสามารถบอกปริมาณของผลิตภัณฑ
ท่ีเกิดไดดวย (Frank, 2002)  ซ่ึงวิธี  dot-ELISA  นั้นเปนวิธีท่ีใชสารทดสอบ  เชน  แอนติบอดี  
แอนติเจน  และสารอ่ืน ๆ ในปริมาณนอยมาก  แตใหผลรวดเร็วและแมนยํา 
 

วันเพ็ญ (2539)  ใช  monoclonal-based dot-blot ELISA  ในการตรวจหา  Salmonella  จาก
ส่ิงสงตรวจ  เชน  ปสสาวะ  จากผูปวยท่ีติดเช้ือ  Salmonella  ในกระแสเลือดแทนการเพาะเช้ือจาก
เลือด  ทําใหสามารถเก็บปสสาวะไปตรวจซํ้าไดหลาย ๆ คร้ังเพื่อเพิ่ม  sensitivity  และติดตาม
ผลการรักษาโดยผูปวยไมรูสึกวาถูกรบกวน 
 

Kritsana et al. (2000)  ใชวิธี  dot-ELISA  ดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ  phase1-c 
Salmonella  ซ่ึงพัฒนาสําหรับการตรวจ  Salmonella  ser.  Cholerae-suis  โดยตรงในตัวอยางเลือด  
ซ่ึงผลที่ไดเม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐานพบวาสามารถตรวจ  Salmonella  ser.  Cholerae-suis  ได
อยางถูกตองและแมนยํา  ซ่ึงเม่ือคํานวณออกมาแลว  มีความไวและความจําเพาะ  100% 
 

Ismail et al. (1991)  เติมโปรตีนขนาด  50  กิโลดาลตัน  ท่ีเมมเบรนช้ันนอกของ  
Salmonella  ser.  Typhi  บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  เพื่อวินิจฉัยโรคไขไทฟอยด  โดยเติม
เอนไซม  horseradish peroxidase conjugated IgM and IgG antibodies  ตามดวยสับสเตรต  4-
chloronaphthol  ซ่ึงผูปวยโรคไขไทฟอยด จะเห็นจดุสี  blush purple  ในขณะท่ีผูปวยท่ีไมไดเปน
โรคไขไทฟอยดจะไมเกดิสี  ซ่ึงการตรวจวธีินี้มีความจําเพาะ งาย เช่ือถือได และรวดเร็ว  วิธี  dot-
ELISA  เปนการตรวจโรคไขไทฟอยดโดยใช  single serum specimen 
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Tapchaisri et al. (1999)  ทําการเปรียบเทียบการตรวจเช้ือ  Salmonella  ดวยโมโนโคลนอล
แอนติบอดี  โดยวิธี  dot-ELISA  กับวิธีเล้ียงเช้ือแลวพบวามีความไว ความจําเพาะ ผลบวก และผล
ลบ  ในตัวอยางอาหารเทากบั  93.33%,  91.76%,  66.66%  และ  98.73%  ตามลําดับ  และทําการ
เปรียบเทียบการตรวจเช้ือ  Salmonella  ดวยวิธี  DNA amplification  กับวิธีเล้ียงเช้ือแลวพบวามี
ความไว  ความจําเพาะ  ผลบวก  และ ผลลบเทากับ  100%,  91.58%,  65.21%  และ  100 %  
ตามลําดับ  เม่ือทําการเปรียบเทียบการตรวจเช้ือ  Salmonella  ดวยวธีิ  dot-ELISA  กับวิธี  DNA 
amplification  แลวพบวามีความไว ความจาํเพาะ ผลบวก และผลลบเทากับ  91.3%,  100%,  100%  
และ  97.5%  ตามลําดับ  สรุปการทดลองนี้พบวาวิธี  dot ELISA  มีความรวดเร็ว งาย  มีความไว  
ความจําเพาะ  และใชเงินนอยกวาเม่ือเทียบกับวิธี  DNA amplification   

 
 Chaicumpa et al. (1995)  ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดท่ีีผลิตจากโพลีเแซคคาไรดในสวน
ของ  lipopolysaccharide  ของเช้ือ  Salmonella  ในการทํา  dot-blot ELISA  กับตัวอยางอาหาร
จําพวกเน้ือสัตวเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานต้ังแตข้ัน  enrichment  จนถึงวิธีทางชีวเคมีและซีร่ัม
วิทยา  พบวาใชเวลาในการตรวจดวยวิธี  dot-blot ELISA  นอยกวาวิธีมาตรฐาน  2  ช่ัวโมง  โดยพบ  
Salmonella  ser. Derby  เปนสวนใหญในเน้ือหมู  ในขณะท่ีพบ  Salmonella  ser.  Paratyphi B  มาก
ในเนื้อไก ความไวและความจําเพาะของวิธี  Mab-based dot-blot ELISA  เทียบกับวธีิเพาะเล้ียงเช้ือ  
คือ  81.5%  และ  85%  ตามลําดับ  การเปรียบเทียบนีน้ําไปสูความจริงท่ีวา  วิธีท่ีใชอาหารเล้ียงเชื้อ
จะสามารถตรวจสอบไดเฉพาะเซลลท่ีมีชีวิตเทานั้น  จึงทําใหแยกเช้ือ  Salmonella  ไดนอยชนิดกวา  
การทํา  dot-blot ELISA  จะสามารถตรวจสอบเช้ือ  Salmonella  ไดทุกแอนติเจนที่มี  ซ่ึงมีความ
ไดเปรียบมากกวาในการท่ีจะหาเช้ือ  Salmonella  ท่ีปนเปอนอยูในอาหาร  โดยเฉพาะอาหารสงออก  
ขอดีของวิธีนีคื้อ มีความรวดเร็ว คาใชจายนอย และงาย คือไมตองการบุคลากรท่ีชํานาญ  และไม
ตองการเคร่ืองมือท่ีพิเศษ  และท่ีสําคัญสามารถปองกันผลลบปลอม  ซ่ึงรับประกับไดวาการ
ตรวจสอบนั้นมีคุณภาพ 
 
 Pinheiro et al. (2005)  นํา  dot-ELISA  มาใชตรวจหาแอนติบอดีตอ  Neospora caninum  
ท่ีเปน  coccidian protozoan  ซ่ึงเปนสาเหตุหลักของ  bovine abortion และ canine neuropathies  
จากการตรวจหาแอนติบอดตีอ  N.  caninum  โดยใช  N. caninum antigen  ดวยวิธี  dot-ELISA  
พบวามีความไวและมีความจาํเพาะท่ีดี  นาจะถูกนําไปใชสําหรับ  screening test  ในการตรวจหา
แอนติบอดีตอ  N. caninum  ในสุนัขได 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1. วัสดุและเคร่ืองมือ 
 

1.1 กระตาย 
1.2 กลองบังคับกระตาย 
1.3 ตูบมเช้ือ  37  องศาเซลเซียส 
1.4 ตูบมเช้ือ  42  องศาเซลเซียส 
1.5 ตูเย็น  4  องศาเซลเซียส 
1.6 ตูแชแข็ง  -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 ปเปต  
1.19 ไมโครปเปต  
1.20 ทิป  
1.21 เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) 
1.22 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
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1.23 แผนไนโตรเซลลูโลส  
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) เพื่อใชเปน  negative control  
 
         เตรียมโดยเจาะเลือดกระตายท่ียังไมไดฉีดสารแอนติเจนดวยเข็มเบอร  20  ท่ีหลอด
เลือดดําใหญท่ีหู (ear vain)   แลวทําการแยกซีร่ัมออกจากเซลลเม็ดเลือด  โดยนําเลือดท่ีไดมาท้ิงไว
ใหตกตะกอนที่  4  องศาเซลเซียสขามคืน  หลังจากนั้นนํามาปนเหวีย่งแยกซีร่ัมท่ี  3,500  รอบตอ
นาที  เปนเวลา  10  นาที  ดดูสวนใสลงในหลอด  นําไปเกบ็ไวท่ี  -20  องศาเซลเซียส  จนกวาจะทํา
การทดลอง 
 

1.2  การเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตาย 
 
        ในคร้ังแรกของการฉีดจะเลือกใชเช้ือ  Salmonella ser. Anatum  เพราะมี  antigenic  
formula  ของ O antigen  มาก  และเปนซีโรวารท่ีพบไดบอยในเมืองไทยท้ังในอาหารดิบและอาหาร
แปรรูป  สวนในคร้ังตอไปจะใช  Salmonella  ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Enteritidis  อยาง
ละเทาๆ กันเพือ่ใหมีชนดิของ  O  antigen  ท่ีเขาไปกระตุนหลากหลายขึ้น  นําเช้ือมา  resuspend  ให
มีปริมาณเซลลประมาณ  109  เซลลตอมิลลิลิตร  โดยวัดความขุนเทียบกับความขุนมาตรฐานของ  
McFarland no.  7  แลวนําไปฆาเช้ือดวยฟอรมาลิน  0.5%  ท้ิงไวขามคืน  นําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็ว
รอบ  3,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  เทสวนใสท่ีมีฟอรมาลินท้ิงไป  ลางเซลลดวย  normal 
saline (0.85% NaCl)  อีก  2 - 3  คร้ัง  แลวจงึ  resuspend  ใน  normal saline  นําไปใชเปนแอนติเจน
สําหรับฉีดกระตาย 
 

1.3  การฉีดกระตาย 
 
         ในคร้ังแรกผสมแอนติเจนท่ีเตรียมไวกับ  complete  Freund’s  adjuvant  ในอัตราสวน  
1:1  ใหไดปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ฉีดเขาใตผิวหนัง (subcutaneous)  ของกระตายท่ีหนักประมาณ  
1.5 - 2  กิโลกรัม  โดยแบงฉีดประมาณ  2 – 3  จุดเพื่อปองกันการเกดิ  granuloma  ท่ีใหญเกนิไป  
ฉีดซํ้า (boost)  หลังจากนั้น  2  สัปดาหดวยแอนติเจนท่ีผสมระหวาง  Salmonella  ser. Anatum  และ  
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Salmonella  ser. Enteritidis  อยางละเทาๆกัน  กับ  incomplete  Freund’s  adjuvant  ในอัตราสวน  
1:1  ปริมาตร  1  มิลลิลิตรเขาใตผิวหนังเชนเดียวกนั  และทําการฉีดซํ้าดวยเช้ือผสมอีก  5  คร้ัง  แต
ละคร้ังหางกัน  2  สัปดาห 
 

1.4  การเจาะเลือด 
 
          หลังจากการฉีดแอนติเจนคร้ังท่ี  2   (boost  คร้ังท่ี  1)  เปนเวลา  1  สัปดาห  เจาะเลือด
กระตายดวยเข็มเบอร  20  ท่ีหลอดเลือดดําใหญท่ีหู  และจะเจาะตอเนื่องทุก  1  สัปดาหหลังการฉีด
ซํ้าแตละคร้ัง  จนกวาจะไดปริมาณแอนติบอดีท่ีตองการ 
 

1.5  การแยกแอนติซีร่ัมออกจากเซลลเม็ดเลือด 
 
         ทําการเจาะเลือดกระตาย  แลวแยกแอนติซีร่ัมโดยวธีิเดียวกับขอ  1.1 
 
2.  การตรวจสอบปริมาณแอนติบอดดีวยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination 
 
 นําแอนติซีร่ัมท่ีแยกไดในขอ  1.5  โดยจะใชแอนติซีร่ัมท่ีแยกไดทุก  bleeding  มา
ตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination  มีวิธีการทําดังตอไปนี ้
 

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  จนไดความเจือจางสุดทาย
เปน  1:2,048  (หลุมท่ี  11)  สวนหลุมท่ี  12  ไมตองใสแอนติซีร่ัม  เพื่อใชเปน  negative control  
โดยใช  normal serum   
 

2.3  ใสแอนติเจน (เตรียมโดยใช  suspension  ของเช้ือ  Salmonella  มาวัดคาการดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  เทากับ  0.5  แลวนําไปตมนาน  10  นาที)  ลงในหลุม  หลุม
ละ  50  ไมโครลิตรจนครบทุกหลุม  นํา  microtiter  plate  ไปใสในกลองช้ืน  บมท่ีอุณหภูมิหอง
นาน  18  ช่ัวโมง 
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2.4  ตรวจผลโดยดู  agglutination pattern  ซ่ึงจะเกิดท่ีกนหลุม 
 

อานผลโดยดูปริมาณของการเกิด  agglutinate 
 ++++ 100% complete agglutination 
   +++   75% agglutination 
     ++   50% agglutination 
       +   25% agglutination 
       -     0% no agglutination 
       โดยอานผลเปนบวกต้ังแต  50%  agglutination  ข้ึนไป 
 

3.  การเตรียม  IgG  บริสุทธ์ิจากแอนติซีร่ัมของกระตายท่ีฉีดเชื้อ  Salmonella 
 
 หลังจากตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีในแอนติซีร่ัมทุก  bleeding  แลว  จะนําแอนติซีร่ัมท่ี
มีคา  antibody  titer  สูงๆ มารวมกันเพื่อเตรียม  IgG  บริสุทธ์ิ 
 

3.1  การตกตะกอน  IgG  ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] 
 

        นําแอนติซีร่ัมมาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว  ซ่ึงจะตกตะกอน
โปรตีนในซีร่ัมรวมท้ัง  IgG  ดวย  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  15  
นาที  ดูดสวนใสออก  แลวนําตะกอนท่ีไดไปเตรียมการแยกใหบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธี  affinity 
chromatography 
 

3.2  การทําใหบริสุทธ์ิดวยวธีิ  affinity chromatography 
 
         นําตะกอนท่ีไดไปละลายใน  binding buffer (20  mM  phosphate  buffer  pH  7.0)  
ใหไดปริมาตรนอยท่ีสุด  จากน้ันนาํไปกรองผาน  membrane  ท่ีมี  pore size  ขนาด  0.22  
ไมโครเมตร  แลวนําไปผานลงใน  protein  G-sepharose  affinity  column  ทําการชะดวย  elution 
buffer (100  mM  glycine-HCl buffer  pH  2.8)  เกบ็แตละ  fraction  ใสหลอด  หลอดละ  1  
มิลลิลิตร  นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  280  นาโนเมตรเพ่ือตรวจดวูา  fraction  ใดมี
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โปรตีนอยู  นํา  fraction  ท่ีไดไปปรับ  pH  ใหเปนกลางดวยการเติม  Tris-HCl  pH  9.0  แลวจึงเกบ็  
fraction  ท่ีมี  IgG  ไวเพื่อนาํไปตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ  IgG  ดวยการทํา  SDS-PAGE  ตอไป 
 

3.3  การทํา  lyophilize 
 
        รวมแตละ  fraction  ท่ีมี  IgG  นําไป  dialyze  ใน  dialysis tube  ดวย  0.15  M  
phosphate buffer saline (PBS)  pH 7.0  แลวนําไปทาํแหงแข็งดวยเคร่ือง  lyophilizer  และหา
ปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ  Lowry  (Lowry et al., 1951) 
 
 3.4  การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ  IgG  ท่ีเตรียมได 
  
         นํา  IgG  บริสุทธ์ิท่ี  lyophilize  และหาปริมาณโปรตีนแลวมาตรวจสอบความบริสุทธ์ิ
ดวยวิธี  SDS-PAGE  ดังนี ้
 
         3.4.1  เตรียม  running  gel  ความเขมขน  15%  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  โดยตองผสม
สารในบีกเกอรใหเขากนัอยางเบาๆ กอนจะใสสารตัวตอไป  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  แลวรีบเทใส  grass  plate  ท่ีเตรียมไว  หลังจากนั้นปรับผิวหนา  
running  gel  โดยใสน้ํากล่ันลงไป  ต้ังท้ิงไวจน  gel  แข็งตัว 
 
         3.4.2  เตรียม  stacking  gel  ความเขมขน  3%  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  โดยตองผสม
สารในบีกเกอรใหเขากนัอยางเบาๆ กอนจะใสสารตัวตอไป  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  แลวรีบปเปตใส  running  gel  ท่ีเทน้ําออกแลว  นํา  comb  ของชุด  gel  
ใสลงไป  ต้ังท้ิงไวจน  gel  แข็งตัวอยางนอย  60  นาที  แลวดึง  comb  ออก  และยาย  gel  มาใสใน  
tank  buffer  เท  running  buffer  ลงไปใหทวม  gel 
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         3.4.3  นําตัวอยางมาผสมกับ  sample  buffer  ในอัตราสวน  1:1  นําไปตมท่ีอุณหภูมิ  
95  องศาเซลเซียส  นาน  4  นาที  แลวนาํตัวอยางท่ีผสมและตมแลวมา  5  ไมโครลิตรใสในหลุม  
gel  และใสโปรตีนมาตรฐานปริมาตร  5  ไมโครลิตรอีก  1  หลุม  เปดเคร่ืองโดยใชไฟ  100  โวลต  
รอจนเห็นแนวสีของ  Bromophenol  blue  เคล่ือนท่ีมาอยูหางจากปลายดานลางของ  separating  gel  
ประมาณ  1  เซนติเมตร  จึงปดเคร่ืองจายกระแสไฟฟา  หลังจากนัน้นาํ  gel ไปยอมสี  coomassie 
brilliant blue R  ลางสียอมดวย  destaining  solution I  และ  destaining  solution II  ตามลําดับ  
รายละเอียดการเตรียมสารเคมีและบัฟเฟอรอยูในภาคผนวก  ก 
 
4.  การนับจํานวนเชื้อ  Salmonella  โดยวิธี  dilution plate count  เพื่อเปรียบเทียบกับเชื้อจากการ
เตรียมแอนติเจนโดยใชเชื้อท่ี  OD600  เทากับ  0.1 
 
 นับจํานวนเช้ือ  Salmonella  โดยวิธี  dilution  plate  count  เปรียบเทียบกับเช้ือท่ีเตรียม
ความขุนท่ีวดัคา  OD600  ได  0.1  ซ่ึงใชเปน  inoculum  เร่ิมตนในการทํา  dot-ELISA  เพื่อ
เปรียบเทียบวาประสิทธิภาพของแอนติบอดีท่ีเตรียมใหบริสุทธ์ิแลวนํามาทํา  dot-ELISA  นั้นจะ
สามารถตรวจเช้ือไดเปนจาํนวนเทาใดตอมิลลิลิตรของตัวอยาง  โดยมีวธีิทําดังตอไปนี้ 
 
 4.1  เพาะเล้ียงเช้ือบนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  resuspend  ดวย  0.85% 
NaCl  แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  โดยเจอืจางเซลลใหได
ความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1 
 
 4.2  นํา  suspension  ของเช้ือมาทําการเจอืจางท่ีระดับความเจือจาง  10-4,  10-5  และ 10-6   
นํามา  spread  ลงบนอาหาร  plate  count  agar  บมท่ี  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง 
 

4.3  ตรวจนับจํานวนเช้ือแลวคํานวณเปน  CFU/มิลลิลิตร 
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5.  การทดสอบความจําเพาะของ  IgG  บริสุทธ์ิตอเชื้อ  Salmonella  ดวยวิธี  dot-ELISA   
 
 5.1  การทดสอบหาความจําเพาะของ  IgG  บริสุทธ์ิตอเช้ือ  Salmonella  
 
         ตัดแผนไนโตรเซลลูโลสใหมีขนาด  1  ตารางเซนติเมตรตอหนึ่งตัวอยาง แลวทํา
สัญลักษณ  หยดตัวอยางท่ีตองการทดสอบ  โดยใชแอนติเจนของเช้ือ  Salmonella (ใช  Salmonella  
ser. Anatum  เปนตัวแทนในการตรวจคร้ังแรก) ท่ี  OD600  เทากับ  0.1  มาตมนาน  10  นาที  แลว
ปนเหวี่ยงเพื่อนําสวนใสมาเปนแอนติเจนในการทดสอบ  ดูดสวนใสปริมาตร  2  ไมโครลิตรหยดลง
บนแผนไนโตรเซลลูโลส  สําหรับ  negative control  ใช  0.85%  NaCl  ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองจน
แหงสนิท  นําแผนไนโตรเซลลูโลสใสลงใน  chamber  แลวเติม  blocking solution (ใช  skim milk  
powder 2%  ใน  PBS-T) ลงไปใหทวมแผนไนโตรเซลลูโลส  จากนั้น  rotate  เปนเวลา  30  นาที  
ลางดวย  PBS-T  5  คร้ัง  คร้ังละ  3  นาที  เติมแอนติบอดีท่ีเจือจางดวย  0.85% NaCl  ลงใน  
chamber  ใหทวมแผนไนโตรเซลลูโลส  rotate  เปนเวลา  90  นาที  ลางดวย  PBS-T  5  คร้ัง  คร้ัง
ละ  3  นาที  เติม  goat  anti-rabbit  IgG  horseradish  peroxidase (conjugate)  ลงใน  chamber  แลว  
rotate  เปนเวลา  60  นาที  ลางดวย  PBS-T  5  คร้ัง  คร้ังละ  3  นาที  เติมสับสเตรท  
tetramethylbenzidine (TMB) ใหทวมแผนไนโตรเซลลูโลส  ท้ิงไว  2  นาที  แลวจึงหยดุปฏิกิริยา
ดวยน้ํากล่ัน 
 

5.2  ทดสอบปริมาณแอนติบอดีท่ีเหมาะสม 
 
         นําแอนติบอดีไปเจือจางใน  0.85% NaCl  ใหไดความเจือจางท่ีระดับ  312,  100,  80  
และ  50   μg./ml   จากนัน้นาํไปทดสอบโดยใชวิธีตามขอ  5.1  เพื่อหาความเจือจางท่ีเหมาะสม 
  

 5.3  ทดสอบปริมาณ  conjugate  ท่ีเหมาะสม 
 

         นํา  conjugate  ไปเจือจางท่ีระดับ  1:5,000 ,  1:10,000 และ  1:12,000  จากนัน้นําไป
ทดสอบโดยใชวิธีตามขอ  5.1  เพื่อหาความเจือจางท่ีเหมาะสม 
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6.  การทดสอบความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดี (IgG  บริสุทธ์ิ)  ตอเชื้อ  Salmonella       
ซีโรวารอ่ืนโดยวิธี  dot-ELISA 
      
 ใชวิธี  dot ELISA  เพื่อทดสอบวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  สามารถทํา
ปฏิกิริยากับ  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนท่ีไมไดใชในการผลิตไดหรือไม  โดยเลือกซีโรวารท่ีพบได
บอยและเปนซีโรวารท่ีอยูใน  group  ท่ีแตกตางจาก  Salmonella  ท่ีนํามาเตรียมแอนติบอดี  เพือ่
ตองการศึกษาวาแอนติบอดท่ีีผลิตจากเช้ือเพียง  2  ซีโรวารสามารถนํามาใชตรวจไดครอบคลุมเช้ือ
ในหลายๆ  group  หรือไม  ทําการทดลองโดยใชวิธีตามขอ  5.1  และใชความเขมขนของ  IgG  และ  
conjugate  ท่ีความเขมขนนอยท่ีสุดท่ียังใหผลบวก  ซ่ึงไดจากการทดลองในขอ  5.2  และ  5.3 
 
7.  การทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) กับแบคทีเรียกลุม  non-salmonella  ท่ีเปน  
enteric bacteria  โดยวิธี  dot-ELISA 
 
 ใชวิธี  dot ELISA  เพื่อทดสอบวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ  Salmonella  ท่ีเตรียมได  
เม่ือนํามาตรวจกับแบคทีเรียในกลุม  non-salmonella  ท่ีอยูใน  Family  Enterobactericeae  ซ่ึงเปน
แบคทีเรียท่ีมีความใกลเคียงกบั  Salmonella  เนื่องจากอยูในตระกูลเดยีวกัน  จึงนาจะเกิดปฏิกิริยา
ขามไดมากท่ีสุด  มาทดสอบวาจะเกดิปฏิกริิยาขามกลุมหรือไม  โดยใชวิธีตามขอ  5.1  และใชความ
เขมขนของ  IgG  และ  conjugate  ท่ีความเขมขนนอยท่ีสุด  
 
8.  การใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS)  broth  กอนการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA 
 
 เนื่องจากผลการทดลองในขอ  7.  เกิด  cross  reaction  กบัเช้ือกลุม  non-salmonella  จึงทํา
การเพาะเช้ือลงในอาหาร  selective  enrichment  เฉพาะเช้ือกลุม  Salmonella  กอน  ไดแกอาหาร 
Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS)  broth  เพื่อการคัดเลือกเช้ือ  และ  pre-enrich ไปดวยในข้ันตน  
โดยทดลองกบัเช้ือในกลุม  non-salmonella  ดวย  จํานวน  3  ชนิด  ไดแก  Escherichia coli,  
Enterobacter  aerogenes  และ Shigella  sonnei  โดยมีวิธีการดังนี ้
 
 8.1  เพาะเล้ียงเช้ือบนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  resuspend  ดวย  0.85% 
NaCl  แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  โดยเจอืจางเซลลใหได
ความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1 
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 8.2  นํา  suspension  ของเช้ือมาทําการเจอืจางท่ีระดับความเจือจาง  10-1,  10-2,  10-3, 10-4, 
10-5 และ 10-6  แลวเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  
ช่ัวโมง  แลวจงึนําไปสกัดแอนติเจนเพื่อทํา  dot-ELISA  ใชวิธีตามขอ  5.1 
 
9.  การนับจํานวนของเชื้อหลังจากเพาะเลี้ยงในอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth  
บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ชั่วโมง 
  
 ทําการนําเช้ือ  Salmonella ser. Anatum, Salmonella ser. Aberdeen, Escherichia coli,  
Enterobacter  aerogenes  และ Shigella sonnei  ท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  
ช่ัวโมง  resuspend  ดวย  0.85% NaCl  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโน
เมตร  โดยเจือจางเซลลใหไดความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  นํา  suspension  ของเช้ือมาทําการเจือ
จางใหมีจํานวนเซลลประมาณ  103  และ  104  CFU/ml  จากนัน้นาํไปเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS  
broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  แลวนํามานับจํานวนเช้ือดวยวธีิ  
dilution  plate  count 
 
10.  การใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจเชื้อผสมในอาหาร  artificial  contaminated  food  ท่ีเตรียม
ขึ้น  โดยเปรียบเทียบกับการนับจํานวนเชื้อดวยวิธี  dilution  plate  count 
 
 ใชสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา  dot-ELISA  ท่ีไดจากขอ  5.  มาทําการตรวจหาเช้ือ 
Salmonella  ในตัวอยางอาหารท่ีเตรียมข้ึนจากเช้ือผสม  โดยใชเช้ือ  Shigella sonnei, Enterobacter  
aerogenes, Escherichia  coli,  Salmonella  ser. Aberdeen  และ Salmonella  ser. Anatum  ท่ี
เพาะเล้ียงบนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  resuspend  ดวย  0.85% NaCl  แลวนําไป
วัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  โดยเจือจางเซลลใหไดความขุนท่ี  OD600  
เทากับ  0.1  นาํ  suspension  ของเช้ือมาทําการเจือจางใหมีจํานวนเซลลของแตละเช้ือประมาณ  2.5 
× 104,  2.5 × 105  และ  2.5 × 106  CFU/ml  นําเช้ือแตละชนิดใสลงในอาหารที่ฆาเช้ือแลวน้ําหนกั  
25  กรัม  อาหารละ  1  มิลลิลิตร / เช้ือ  ตามกลุมท่ีกําหนดตามตารางท่ี  3  อาหารท่ีทดลองใชไดแก  
ไสกรอกไก  ไสกรอกนม และ ลูกช้ินหมู  จะทําใหไดอาหารท่ีมีเช้ือผสมจํานวน  3 × 103,  3 × 104  
และ  3 × 105  CFU/g อาหาร  การเลือกใชปริมาณเช้ือท่ี  3  ระดับนี้เนื่องจากในอาหารดิบท่ัวไปกอน
การปรุงสวนใหญจะนับจํานวนเช้ือท้ังหมดไดประมาณ  103 - 104  CFU/g อาหาร  จากนั้นเติมน้ํา
ปลอดเช้ือ  225  มิลลิลิตร  บดใหละเอียดจนเปนเนื้อเดยีวกัน  แลวปเปตตัวอยางอาหารท่ีผสมเช้ือ
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แลวปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร ใสลงใน  RVS broth  ซ่ึงเปนอาหาร  selective  enrichment  broth  บม
ท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  เพือ่  pre-enrich  และคัดเลือกเชื้อ  แลวนําไป
ทํา  dot-ELISA  โดยใชวิธีตามขอ  5.1 
 
ตารางท่ี 3  แสดงกลุมของเช้ือผสมท่ีจะผสมลงในอาหาร  artificial  contaminated  food   
 

กลุม 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.  การใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจหาเชื้อในตัวอยางอาหารบางชนิดจากแหลงขาย  เปรียบเทียบ
กับวิธีเพาะเล้ียงเชื้อแบบ  conventional  method (วิธีตรวจทางจุลชีววิทยา) 
 
 นําสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา  dot-ELISA  ท่ีไดจากขอ  5.  มาทําการตรวจหาเช้ือ  
Salmonella  ในตัวอยางอาหารจากแหลงขาย  โดยนําตัวอยางอาหารมาเพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร  RVS  
broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  เพื่อ  pre-enrich  และคัดเลือกเช้ือ    
แลวนําไปตรวจหาเช้ือดวยวธีิ  dot-ELISA  โดยใชวิธีตามขอ  5.1  และทําการตรวจหาเช้ือดวยวิธี  
conventional  method  (ดดัแปลงมาจาก  ISO6579/2002)  โดยนําตัวอยางอาหารมาเพาะเล้ียงใน  
RVS  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  แลวนํามา  spread  ลงใน
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อาหาร  Xylose Lysine Desoxycholate (XLD)  agar  เพื่อเปนการเปรียบเทียบและแยกโคโลนีท่ี
แสดงลักษณะเฉพาะของ  Salmonella  ไปทดสอบลักษณะทางชีวเคมท่ีีสําคัญบางประการท่ีจะระบุ
วาเปนเช้ือ  Salmonella  เชน  การสราง  Lysine  decarboxylase  และการสราง  H2S  ในอาหาร  
Lysine  iron  agar(LIA)  การใชน้ําตาลและการสราง  H2S  ในอาหาร  Triple  sugar  iron  agar(TSI)  
การสราง  indole  การเคล่ือนท่ีและการสราง  H2S  ในอาหาร  SIM  medium  และ  การใช  citrate  
เปนแหลงคารบอนในอาหาร  Simmon’s  citrate  agar  เปนตน  ซ่ึงจากผลทางชีวเคมีท่ีกลาวมาก็
สามารถจําแนกเช้ือ  Salmonella  ออกจากเช้ือ  non-Salmonella  อ่ืนๆ ได 
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ผลและวิจารณ 

 

1.  การเตรียมแอนติซีร่ัม 
 
 ทําการเจาะเลือดคร้ังแรกกอนฉีดแอนติเจนเพื่อแยก  normal serum  ประมาณ  10  มิลลิลิตร
ซ่ึงแยกซีร่ัมไดประมาณ  6-7  มิลลิลิตร  และหลังจากฉีดแอนติเจนก็ทําการเจาะเลือดคร้ังละ
ประมาณ  20  มิลลิลิตรซ่ึงแยกซีร่ัมไดประมาณ  13-15  มิลลิลิตรตอคร้ัง  แลวจึงนําซีร่ัมในแตละ
คร้ังท่ีเจาะไดไปตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination 
 
2.  การตรวจสอบปริมาณแอนติบอดดีวยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination 
 
 ทําการฉีดสัตวทดลองดวย  Salmonella ser. Anatum  ซ่ึงอยูใน  group  E1  และ  
Salmonella  ser. Enteritidis  ซ่ึงอยูใน  group  D1  เนือ่งจากเช้ือท้ัง  2  ชนดิมักตรวจพบบอยใน
หลายแหลง  ในการตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี  microtiter  plate  direct  agglutination  จึง
ตองใชเช้ือท้ัง  Salmonella  ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Enteritidis  เปนแอนติเจน 
 
 ผลการตรวจพบวาปริมาณแอนติบอดี (antibody  titer)  ในการเจาะเลือดคร้ังท่ี 1 , 2  และ 3  
ยังไมสูงพอท่ีจะใชเตรียม  IgG บริสุทธ์ิ  แตในการเจาะเลือดคร้ังท่ี  4-12  มีปริมาณเฉล่ียประมาณ  
1:512  ถึง  1:1,024  จงึนําเลือดท่ีไดจากการเจาะต้ังแตคร้ังท่ี  4-12  รวมกันเพื่อนําไปเตรียม  IgG  
บริสุทธ์ิตอไป 
 

3.  การเตรียม  IgG  บริสุทธ์ิจากแอนติซีร่ัมของกระตายท่ีฉีดเชื้อ  Salmonella 
 
 นําซีร่ัมท่ีไดจากการเจาะเลือดคร้ังท่ี  4-12  มารวมกันแลวตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4]   นําตะกอนท่ีไดไปละลายใน  binding buffer (20  mM.  
phosphate buffer pH  7.0)  แลวนําไปผานลงใน  protein  G-sepharose  affinity  column  ผลท่ีไดดัง
แสดงในภาพที่  1 
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ภาพท่ี 5  แสดงผลการ load ตัวอยางผาน affinity column ดวยวิธี  affinity  chromatography  
หมายเหตุ: กราฟท่ี 1  เปนการ  load ตัวอยางโปรตีนท้ังหมดท่ีตกตะกอนไดลงใน protein  G-sepharose   
     กราฟท่ี 2  เปนการ  load ตัวอยางท่ีเก็บจาก  fraction 2-12 ในกราฟท่ี 1  มา load ซ้ําลง column 
      กราฟท่ี 3  เปนการ load ตัวอยางท่ีเก็บจาก  fraction 3-10 ในกราฟท่ี 2  มา load ซ้ําลง column 

   

กราฟท่ี  2  เก็บ  fraction  ท่ี  21 - 25
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ท่ีตองทําการผานตัวอยางลงใน  column  หลายคร้ังเพราะวาปริมาณ  IgG  ในตัวอยางท่ีผาน
ลง  column  มีมากเกินกวาท่ี  protein G  จะจับไวไดท้ังหมด  โดยจะเหน็ไดจากกราฟท่ี  1  วาใน  
peak  ท่ี  1  (fraction ท่ี 2-12)  คือสวนของโปรตีนท่ีไมไดถูกจับไวใน  column  ท้ังหมด  ซ่ึงมีท้ัง  
IgG  สวนเกนิท่ี  protein G  จะจับไวไดและโปรตีนอ่ืนท่ีไมใช  IgG  อยูดวย  เม่ือทําการชะดวย  
elution  buffer  ก็จะพบโปรตีนออกมาใน  fraction  ท่ี  34-38  คือ  peak  ท่ี  2  ซ่ึงเปนสวนของ  IgG  
ถูกชะออกมา  จึงเก็บสวนนี้เอาไว  ตอมาจึงเอาสวนท่ีเปนโปรตีนท่ีไมถูกจับในสวนของ  peak  ท่ี  1  
(fraction ท่ี 2-12  ของกราฟที่  1)  มาผานลงใน  column  อีกคร้ัง  จะไดผลดังกราฟที่  2  ซ่ึงจะเหน็
วาเม่ือชะดวย  elution  buffer  แลว  มี  peak  ท่ี  2  (สวนของ  IgG)  ในปริมาณท่ีสูงอยู  เราจึงเก็บ  
fraction  ท่ี  21-25  เอาไวดวย  แตเม่ือเอาสวนท่ีเปนโปรตีนท่ีไมถูกจับในสวนของ  peak  ท่ี  1  
(fraction ท่ี 3-10)  ในกราฟท่ี  2  มาผานลงใน  column  อีกคร้ัง  จะไดผลดังกราฟที่  3  คือเม่ือทํา
การชะดวย  elution  buffer  แลว  peak  ท่ี  2  ตํ่ามาก  หมายความวามี  IgG  ออกมานอยมาก  จึงไม
เก็บ  fraction  เลยในการ  load  คร้ังท่ี  3 
 
 การแยก  IgG  ดวยวิธี  affinity  chromatography  อาศัยปฏิกิริยาการจับกับ  IgG  โดย
โปรตีน จี (protein G)   ซ่ึงเคลือบอยูบน  sepharose  bead  ท่ีบรรจุอยูใน  column  เม่ือผานตัวอยาง
ลงใน  column  แลว  IgG จะจับกับโปรตีน จี  หลังจากนัน้จึงชะเอา  IgG  ออกมาดวย elution buffer 
(100  mM.  glycine-HCl buffer pH  2.8)  ซ่ึงความเปนกรดจะลดการจบักันของโมเลกุล  ทําใหสาร
ท่ีตองการ (IgG)  หลุดออกมาโดยไมเสียสภาพ  และสามารถนํา  column  นั้นกลับไปแยกสาร
บริสุทธ์ิไดอีก  
 

จากนั้นนําแตละ  fraction  ท่ีมี  IgG  มารวมกันแลวนาํไปตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ  IgG  
ดวยการทํา  SDS-PAGE  โดยการเตรียมแบบ  reduced  from  พบวามี  2  band  คือสวนของ  heavy 
chain  1  band  มีลักษณะเขมหนา  น้ําหนกัโมเลกุลประมาณ  50.0  kDa  สวนของ  light chain  อีก  
1  band  มีลักษณะจางๆ  น้ําหนักโมเลกุลประมาณ  26.0  kDa  ดังภาพท่ี  2 
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      1         2  3    4 
 
ภาพท่ี 6  ผลการตรวจสอบความบริสุทธของ  IgG  โดยการทํา  SDS-PAGE 
หมายเหตุ: lane  ท่ี  1, 2  และ  3  เปน  IgG  บริสุทธ์ิ 
      lane  ท่ี  4  เปนโปรตีนมาตรฐาน 
 
 นํา  IgG  บริสุทธ์ิไปทําแหงดวยเคร่ือง  lyophilizer  และหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ  
Lowry  โดยใช  bovine serum albumin  เปนโปรตีนมาตรฐาน  พบวาปริมาณของ bovine serum 
albumin  กับคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  750  นาโนเมตรจะมีความสัมพันธกนัเปนเสนตรง  
(ภาพผนวกท่ี  ข1)  เม่ือทําการตรวจหาปริมาณโปรตีนของ  IgG  บริสุทธ์ิท่ีเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน  จะวิเคราะหปริมาณโปรตีนของ  IgG  ได  625  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร(วิธีการคํานวณ
อยูในภาคผนวก  ข)  
 
4.  การนับจํานวนเชื้อ  Salmonella  โดยวิธี  dilution plate count  เพื่อเปรียบเทียบกับเชื้อจากการ
เตรียมแอนติเจนท่ีใชเชื้อ  OD600  เทากับ  0.1 
 
 เพาะเล้ียงเช้ือ  Salmonella  บนอาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  resuspend  
ดวย  0.85% NaCl  โดยเจอืจางเซลลใหไดความขุนท่ี  OD600   เทากับ  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  โดยทดลองกับเช้ือบางชนิดดวย  เพื่อใหทราบวาคา  OD600   
เทากับ  0.1   จะใหจํานวนเช้ือใกลเคียงกนัหรือไม  โดยไดผลดังตารางท่ี  4 
 
ตารางท่ี 4  แสดงผลการนับจาํนวนเช้ือบางชนิดโดยวิธี  dilution plate count  จาก  suspension  ของ 

    เช้ือท่ี  OD600  เทากับ  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  แสดงใหเห็นวาเช้ือท่ีนํามานับจํานวนนัน้มีจํานวนใกลเคียงกัน  ท่ีคาความ
ขุนท่ี  OD600   เทากับ  0.1   ซ่ึงนาจะมาจากการท่ีเช้ือท่ีนํามาทดลองนั้นมีลักษณะคลายๆ กัน  คือเปน
ทอนส้ันอยูในกลุม  enteric bacteria  เชนเดยีวกัน  และมีอัตราการเจริญเพิ่มจํานวนท่ีใกลเคียงกัน 
 
5.  ผลการทดสอบความจําเพาะของ IgG บริสุทธ์ิตอเชื้อ  Salmonella  โดยวิธี dot-ELISA 
 

5.1  ผลการหาปริมาณแอนติบอดีท่ีเหมาะสม  โดยใชเช้ือ Salmonella  ser.  Anatum  ท่ีวัด
คาความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  และใช  conjugate  1:10,000  ไดผลดังนี้ 
 

 แอนติบอดี  312  μg/ml      

 แอนติบอดี  100  μg/ml         

 แอนติบอดี  80   μg/ml    

 แอนติบอดี  50   μg/ml   
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 จากการทดลองพบวาเม่ือใชแอนติบอดีท่ีความเขมขน  312  μg/ml, 100  μg/ml, 80  μg/ml    
และ  50   μg/ml  จะใหผลบวกท้ัง  4  ความเขมขน  แตท่ี  50   μg/ml  ใหสีน้ําเงินท่ีจางลงจนเกือบ
ไมเห็น  แตอีก  3  ความเขมขนใหสีน้ําเงินเขมในสวนท่ีทําการหยดแอนติเจนลงไป  จึงเลือกใช
ความเขมขนของแอนติบอดท่ีีนอยท่ีสุดท่ีเห็นสีน้ําเงินอยางชัดเจนเอาไวทําการทดลองตอไป 
 

5.2  ผลการหาปริมาณ  conjugate  ท่ีเหมาะสม  โดยใชเช้ือ  Salmonella  ser. Anatum  ท่ีวัด
คาความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  และใชปริมาณแอนติบอดี  80  μg/ml  ไดผลดังนี ้
 

 Conjugate  1:5,000   
 

 Conjugate  1:10,000   
 

Conjugate  1:12,000   
 
 จากการทดลองพบวาเม่ือใช  conjugate  ท่ีมีความเขมขน  1:5,000 , 1:10,000  และ  
1:12,000  ผลท่ีไดจะใหผลบวกท้ัง  3  ความเขมขน  แตท่ี  1:12,000  ใหสีน้ําเงินท่ีจางลงจนเกือบไม
เห็น  แตอีก  2  ความเขมขนใหสีน้ําเงินเขมในสวนท่ีทําการหยดแอนติเจนลงไป  จึงเลือกใชความ
เขมขนของ  conjugate  ท่ีนอยท่ีสุดท่ีเหน็สีน้ําเงินอยางชัดเจนในการทําการทดลองตอไป 
 
 ปริมาณของแอนติบอดี  และ  conjugate  ท่ีเหมาะสมท่ีไดจากผลการทดลองในขอ  5.1  
และ  5.2  คือ  แอนติบอด ี  80  μg/ml  และ conjugate  1:10,000   ซ่ึงจะนําไปใชในการทดลองใน
สวนอ่ืนตอไป   
 
 สําหรับสีท่ีเกิดข้ึนจากผลการทํา  dot-ELISA  ท่ีเปนบวกนั้น  ถาสีจางจะมีความคงทนอยู
ได  2-3 วัน  และถาสีเขมจะคงอยูไดเปนอาทิตย  แตถาจะอานผลใหถูกตองแมนยําท่ีสุดควรอานผล
ทันทีหลังทําการทดลอง 
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6.  การทดสอบความจําเพาะของ  IgG  บริสุทธ์ิตอเชื้อ  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนโดยวิธี dot-ELISA 
 
 สกัดแอนติเจนจากเช้ือ Salmonella  ซีโรวารตาง ๆ  ท่ีเตรียมความเจอืจางของเช้ือโดยใชคา  
OD600  เทากับ  0.1  เทากันทุกซีโรวารและใช  IgG  บริสุทธ์ิตอเช้ือ  Salmonella  ท่ีเตรียมไดใน
ปริมาณ  80  μg/ml  และ  conjugate  1:10,000  ไดผลดังตารางท่ี  5 
 
ตารางท่ี 5  แสดงผลการตรวจเช้ือ  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนดวยวิธี  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  แสดงใหเห็นวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีเตรียมได  สามารถใชตรวจหา  
Salmonella  ซีโรวารอ่ืนดวยวิธี  dot-ELISA  โดยใช  IgG  ท่ีเตรียมได  ปริมาณ  80  μg/ml  และ  
conjugate  1:10,000  ได  ซ่ึงใหผลบวกในการทดสอบทั้งหมด  แมจะทําซํ้าเช้ือละ  2-3  คร้ัง  ก็
ใหผลท่ีตรงกนั  แสดงวาเช้ือ  Salmonella  ท่ีใชในการเตรียมแอนติบอดีถึงแมจะอยูคนละ  group  
กับเช้ือซีโรวารอ่ืนๆ ก็ใหผลบวกได  ซ่ึงเปนขอดีของโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีเตรียมข้ึน   
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การตรวจเช้ือไดครอบคลุมหลายๆ ซีโรวาร ทําใหสามารถนําไปใชในการตรวจหาเช้ือ  
Salmonella  ในตัวอยางท่ีตองการทราบเพียงวามี  Salmonella  ปนเปอนหรือไมโดยไมตองการ
ทราบถึงระดับซีโรวาร  เชน  ในตัวอยางอาหารหลายๆ ประเภทรวมท้ังตัวอยางน้ําดวย  สําหรับการ
ใชโพลีโคลนอลอาจไมเหมาะสมกับการนาํไปใชในการตรวจหา  Salmonella  ในส่ิงสงตรวจของ
ผูปวยท่ีจําเปนจะตองบงช้ีเจาะจงวามีสาเหตุการปวยมาจากเช้ือซีโรวารอะไร  ซ่ึงกรณีนี้การใชโมโน
โคลนอลอาจจะดีกวา  มีความจําเพาะเจาะจงมากกวา  ทําใหตรวจไดเฉพาะซีโรวารนั้นๆ  เชน  
Kritsana  และคณะ (2000)  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ  phase1-c Salmonella  ซ่ึงพัฒนา
สําหรับการตรวจ  Salmonella ser. Cholerae-suis  โดยตรงในตัวอยางเลือด  ซ่ึงผลท่ีไดเม่ือ
เปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐานพบวาสามารถตรวจ  Salmonella ser. Cholerae-suis  ไดอยางถูกตอง
และแมนยํา  ซ่ึงเม่ือคํานวณออกมาแลว  มีความไวและความจําเพาะ  100%  ซ่ึงการทดลองดังกลาว
อาจใชตรวจหา  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนๆ ไมได  ดงันั้นการจะเลือกใชโพลีโคลนอลหรือโมโน
โคลนอลแอนติบอดีก็มีขอดท้ัีง  2  ชนิด  แลวแตวตัถุประสงคของการตรวจวาตองการระดับใด 
 
 ในการทดสอบโดยใชเช้ือ  Salmonella  หลายๆ ซีโรวาร  ซ่ึงบางซีโรวารก็อยู  group  
เดียวกับ  Salmonella  ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Enteritidis  ท่ีใชเปนตัวแทนในการ
เตรียมแอนติบอดี  ซ่ึงถาอยู  group  เดียวกันลักษณะของ  O-antigen  หรือ  H-antigen  ก็จะมี
บางสวนท่ีคลายกัน  ยกตัวอยางเชน  Salmonella  ser. Enteritidis  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-
antigen  เปน  1, 9, 12  Salmonella  ser. Typhi  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-antigen  เปน  9, 
12  จะเห็นไดวาเช้ือท้ังสองซีโรวารท่ีอยูใน  group  เดียวกันจะมีบาง  epitope  ของ  O-antigen  
เหมือนกนั  ซ่ึงปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนในสวนท่ีเหมือนกันของเช้ือแตละซีโรวารกับแอนติบอดกี็
จะเกิดข้ึนได  สําหรับกรณีท่ีอยูคนละ  group  กันกับเช้ือท่ีใชเตรียมแอนติบอดี  เชน  Salmonella  
ser. Enteritidis  ท่ีอยูใน  group  D1  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-antigen  เปน  1, 9, 12  สวน  
Salmonella  ser. Paratyphi A  ท่ีอยูใน  group  A  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-antigen  เปน  1, 
2, 12  ซ่ึงก็จะมีบาง  epitope  ท่ีเหมือนกนัอยูจึงเกิดปฏิกิริยากนัได (ตารางผนวกท่ี ง1)  ในขณะที่  
Salmonella  ser. Cholerae-suis  ท่ีอยูใน  group  C1  จะมี  antigenic  formula  ของ  O-antigen  เปน  
6, 7  แตยงัเกิดปฏิกิริยากับแอนติบอดีท่ีเตรียมจากเช้ือท่ีมี  antigenic  formula  ไมเหมือนกัน  อาจจะ
เนื่องมาจากความคลายคลึงกันของ  epitope  บาง  epitope  เพราะในบางกรณี  ความคลายคลึงของ  
epitope  ก็สามารถกอใหเกดิปฏิกิริยาได  แตปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนก็อาจจะไมเดนชัดเทากับ  epitope  ท่ี
เหมือนกนัทุกประการ 



 

42

7.  การทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) กับแบคทีเรียกลุม  non-salmonella  ท่ีเปน 
enteric bacteria  โดยวิธี  dot-ELISA 
 
 โดยใชแอนติเจนท่ีสกัดจากแบคทีเรียกลุม  non-salmonella  ท่ีมีความใกลเคียง  เชน  มีการ
ผลิต  H2S  เหมือนกนั  หรือ  มีการใชสารบางชนิดเหมือนกนั  และเช้ือบางชนดิก็มีรายงานวาเกิด  
cross  reaction  กับแอนติบอดีของเช้ือ  Salmonella  เปนตน  โดยเจือจางเช้ือใหไดคา  OD600  เทากับ  
0.1  เทากันทุกเช้ือ  ใช  IgG  ของเช้ือ  Salmonella  ปริมาณ  80  μg/ml  และ  conjugate  1:10,000  
ไดผลดังตารางท่ี  6 
 
ตารางท่ี 6  แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction)  กับแบคทีเรียกลุม   

     non-salmonella  ท่ีเปน  enteric bacteria  โดยวิธี  dot-ELISA 
 

ผลการทํา dot-ELISA  
เช้ือ Antigen undiluted 

(OD600 = 0.1) 
Dilute แอนติเจน  

10  เทา 
Dilute แอนติเจน   

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

จากตารางท่ี  4  จะเห็นไดวาเช้ือท่ีเตรียมความขุนใหมีคา  OD600  เทากบั  0.1  จะมีจาํนวน
เช้ืออยูระหวาง  8.2×107 - 2.7×108  CFU/ml  เม่ือนํามาทํา  dot-ELISA  จะใหผลบวกท้ังหมด  แต
เม่ือทําการเจือจางแอนติเจนไป  100  เทาจะตรวจไมพบ  non-salmonella  เกือบทุกชนิด  แตจากการ
ทดลองใน  Salmonella  ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Aberdeen  ท่ีความเจอืจาง  10, 100  
และ  1,000  เทา  พบวา  Salmonella  ser. Anatum  ยงัคงใหผลบวกที่ความเจือจาง  100  เทา แต  
Salmonella  ser. Aberdeen  ใหผลบวกท่ีความเจือจาง  10  เทา  แตท่ีความเจือจาง  100  เทาใหผลลบ
เหมือน  non-salmonella  จึงเปนสาเหตุใหตองใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya  broth   เพื่อ  
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pre-enrich  และคัดเลือกเช้ือ  เพื่อใหเช้ือ  Salmonella  ท่ีมีปริมาณนอยในตัวอยางอาหารมีปริมาณ
เพิ่มข้ึนจนถึงระดับท่ีจะทําการตรวจได  กอนทําการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA 

 
 จากตารางท่ี  6  จะเหน็ไดวามี  cross reaction  เกดิข้ึนกับ  non-salmonella  ทุกชนดิท่ีนํามา
ทดสอบ  แตบางตัวจะมีสีท่ีจางลงไป (ภาคผนวก ง)  เชน  Proteus  mirabilis,  Shigella sonnei  และ 
Edwardsiella tarda  เปนตน  ปฏิกริิยาขามกลุมนีอ้าจจะเกิดจากเช้ือในกลุมท่ีใชทดสอบอยูใน  
Enterobacteriaceae  เหมือนกันจึงอาจมีความใกลชิดกัน  เนื่องมาจากลักษณะของ  epitope  ท่ี
คลายคลึงกันในบาง  epitope    เพราะเช้ือ  non-salmonella  ทุกชนิดท่ีนํามาทดสอบอยูในแฟมิล่ี
เดียวกันกับ  Salmonella คือ  Enterobacteriaceae  จึงอาจจะมี  epitope  บาง  epitope  ท่ีมีลักษณะ
เหมือนหรือคลายคลึงกับ  epitope  ของเช้ือ  Salmonella  ทําใหเกดิ cross reaction  ข้ึน  และเช้ือ
เหลานี้อาจมีโอกาสพบในตัวอยางอาหาร  น้ํา  หรือส่ิงสงตรวจของผูปวยไดมากกวาหรือเทากับการ
พบเช้ือ  Salmonella  ซ่ึงจะเปนอุปสรรคตอการตรวจดวยวิธี  immunoassay  จึงจําเปนจะตอง
แกปญหาดังกลาวโดยการใช  selective  enrichment  เพื่อใหเช้ือ  Salmonella  เจริญไดดีท่ีสุดใน
ขณะท่ีเช้ืออ่ืนไมเจริญหรือเจริญนอยมาก  ซ่ึงจะดีกวาการเพาะเล้ียงเชื้อหรือ  pre-enrichment  ใน
อาหารประเภท  enrichment  ท่ัวไปที่เช้ือทุกชนิดเจริญไดดีพอๆ กัน  โดยท่ีไมส้ินเปลืองเวลาในการ
บมเช้ือมากข้ึน  เพราะใชเวลาบมเช้ือ  18  ช่ัวโมง  เทากบัการ  pre-enrichment  ในข้ันตนท่ัวๆ ไป  
หลังจากการบมเช้ือแลวจึงใชวิธีตรวจดวย  dot-ELISA  ดังนั้นจึงตองพิจารณาเลือกอาหารเพื่อ  pre-
enrich  และคัดเลือกเช้ือ  ใหเช้ือ   Salmonella  มีปริมาณมากและใหเช้ือ  non-salmonella  นั้นมี
ปริมาณนอยลงกอนทําการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  เพื่อใหไดผลท่ีดท่ีีสุด   

 
8.  การใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth  กอนการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA     
 
 ใช  Salmonella ser. Anatum  ซ่ึงใหผลบวกท่ีชัดเจนท่ีสุดเปน  positive control  และใช  
Salmonella ser. Aberdeen  ซ่ึงใหผลบวกท่ีนอยท่ีสุด (สีจางท่ีสุด)  เพื่อใหรูวาสามารถตรวจเช้ือ  
Salmonella  ทุกซีโรวารได  และใช  non-Salmonella  บางชนิดท่ีพบไดบอยในตัวอยางอาหารมาทํา
การทดลองควบคูไปดวย  โดยเตรียมเช้ือทุกชนิดใหมีความขุนท่ี  OD600  เทากับ 0.1  แลวนํามาเจือ
จางเปน  10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6  ตามลําดับ  ไดผลดังตารางท่ี  7 
 
 
 



 

44

ตารางท่ี 7  แสดงผลการใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  

      องศาเซลเซียส   เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  รวมกับวิธี  dot-ELISA 
 

ระดับความเจอืจางจากความขุนท่ี  OD600  เทากับ 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  เปนบวก ,  -  ผล  dot-ELISA  เปนลบ 
 
 เม่ือทําการเปรียบเทียบกับผลการทดลองในขอ  4  จะไดผลวา  ในเช้ือ  Salmonella  ท่ีระดับ
ความเจือจาง  10-1,  10-2, 10-3, 10-4, 10-5  และ 10-6   จากความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  จะไดจํานวน
เซลลโดยประมาณเทากับ   2×107, 2×106, 2×105, 2×104, 2×103 และ 2×102  CFU/ml  ตามลําดับ  จะ
เห็นวา  Salmonella  ser. Anatum  ท่ีเจือจางจนเหลือเช้ือเร่ิมตนประมาณ  2×102  CFU/ml  ยัง
สามารถตรวจพบไดอยู  และ  Salmonella  ser. Aberdeen  ท่ีมีเช้ือเร่ิมตนประมาณ  2×103  CFU/ml  
ก็ยังสามารถตรวจพบเช้ือไดเชนกัน  แตในเช้ือ  non-salmonella  ชนิดอ่ืนนั้นใหผลลบท้ังหมด  
ยกเวน  Enterobacter  aerogenes  ท่ียังตรวจพบท่ีจํานวนเช้ือเร่ิมตนประมาณ  2.7×106 - 2.7×107  
CFU/ml (เทียบกับ  OD600  0.1  แลวนํามาเจือจาง  10 – 100  เทา  ตามลําดับ)  
 
 จากการศึกษาของ  Fries  และ  Steinhof  ในป  1997  พบวาการเจริญของเช้ือท่ีผสมกัน
ระหวาง  Salmonella  ser. Enteritidis,  Klebsiella  pneumoniae  และ  Staphylococcus  aureus  ใน
สัดสวนตางๆ  แลวนํามาเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS broth หลังการบม  24  ช่ัวโมง  สามารถพบเช้ือ  
Salmonella  ในทุก  mixture  ท่ีมี  Salmonella  ผสมอยู  โดยไมข้ึนกับเช้ืออ่ืนๆ ท่ีผสมอยูดวย 
 
 ในการศึกษารวมกัน  18  หองทดลอง  เพื่อหาเหตุผลในการใชอาหาร  RVS broth โดยใช  
RVS  broth  บมท่ี  42  องศาเซลเซียส  เปรียบเทียบกบัการใช  Selenite  cystine (SC) broth  บมท่ี  
35  องศาเซลเซียส  และ  Tetrathionate (TT) broth  บมท่ี  35  และ  43  องศาเซลเซียส  และใช  
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artificial  contaminated  food  4  ชนิด (หอยนางรม, ขากบ, กุง  และ  เห็ด)  และใชตัวอยางจริงเปน  
อาหารไก  และ  ไกสด  โดยใน artificial  contaminated  food  จะ  inoculate  เช้ือ  2  ระดับ  คือ  
0.04  CFU/g  และ  0.4  CFU/g  จากการทดลองพบวา  สามารถตรวจพบเช้ือ  Salmonella  ใน
ตัวอยางท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS  broth  ไดมากกวาในอาหารเล้ียงเชื้อชนิดอ่ืนๆ  ยกเวนตัวอยาง
ท่ีเปนเหด็  ซ่ึงใช  SC  broth  จะดกีวาใช  RVS  broth  (June และคณะ, 1996) 
 
 ตอมา  Hammack  และคณะก็ใชวิธีเดียวกบั  June  แตเปล่ียนตัวอยางเปน  dried  egg  yolk,  
dried  active  yeast,  ground  black  pepper,  guar  gum  และ  instant  nonfat  dry  milk  ก็ใหผล
การทดลองเชนเดียวกนัคือ  สามารถตรวจพบเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร  
RVS  broth  ไดมากกวาในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดอ่ืนๆ  ยกเวนตัวอยางท่ีเปน  guar  gum  ซ่ึงใช  SC  
broth  หรือ  TT  broth  บมท่ี  35  องศาเซลเซียส  จะดีกวาใช  RVS  broth  (Hammack  และคณะ, 
2001) 
 
 สําหรับในการทดลองคร้ังนี้  เหตุผลท่ีเลือกใช  RVS broth  เปน  selective  enrichment  
broth  นอกจากการตรวจสอบผลการทดลองจากเอกสารอางอิงดังกลาวขางตนแลว  เหตุผลท่ีใช
ประกอบการเลือกอาหารอีกประการหนึ่งกคื็อ  RVS  broth  เปนอาหารท่ีใชในวิธีตรวจเช้ือ
มาตรฐานของ  Microbiological  method  ISO 6579/2002  ท่ีนิยมทํากนัอยูในปจจุบัน 
 
9.  การนับจํานวนของเช้ือหลังจากเพาะเลี้ยงในอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) broth  
บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ชั่วโมง   
 
 เตรียมเช้ือเร่ิมตนใหมีจํานวนเซลลเทากันโดยนําเช้ือ  Salmonella ser. Anatum, Salmonella 
ser. Aberdeen,  Escherichia  coli,  Enterobacter  aerogenes  และ  Shigella  sonnei  ท่ีเพาะเล้ียงบน
อาหาร  TSA slant  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง  มา  resuspend  ดวย  0.85% NaCl  แลวนําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  โดยเจือจางเซลลใหไดความขุนท่ี  OD600  เทากับ  0.1  
ซ่ึงเราทราบจํานวนอยูแลวจากผลการทดลองในขอ  4.  จากนั้นนํา  suspension  ของเช้ือมาทําการ
เจือจางดวย  0.85% NaCl  ใหมีจํานวนเซลลประมาณ  103  และ  104  CFU/ml  แลวเพาะเล้ียงใน
อาหาร  RVS  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  หลังจากนั้นนาํมานบั
จํานวนเช้ือดวยวิธี  dilution  plate  count  ไดผลดังตารางท่ี  8 
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ตารางท่ี 8  แสดงผลการนับจาํนวนเช้ือหลังจากเพาะเล้ียงในอาหาร  Rappaport-Vassiliadis Soya 
                  (RVS) broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง 
 

เช้ือ จํานวนเช้ือเร่ิมตน
(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  จะเห็นวาสอดคลองกับผลการทดลองในชวงแรก  คือ  วิธีการใชโพลี

โคลนอลแอนติบอดีในการทํา  dot-ELISA  นี้สามารถตรวจเช้ือไดชัดเจนในระดับ  106 - 108  
CFU/ml  จากผลที่ไดแสดงใหเห็นวาการเพาะเช้ือลงในอาหาร  RVS  broth  จะชวยสงเสริมการ
เจริญของเช้ือ  Salmonella  ในขณะท่ีเช้ืออ่ืนถูกยับยั้งการเจริญ  ซ่ึงสอดคลองกับผลจากวิธีการตรวจ
แบบมาตรฐานทางจุลชีววิทยาของ  ISO6579/2002  ท่ีดัดแปลง 
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10.  การใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจเชื้อผสมในอาหาร  artificial  contaminated  food  ท่ีเตรียม
ขึ้น  โดยเปรียบเทียบกับการนับจํานวนเชื้อดวยวิธี  dilution plate count  
 

ทําการทดลองโดยแบงเช้ือเปน  3  กลุม (ในวิธีการทดลอง)  แลวผสมเช้ือท้ัง  3  กลุมท่ีมี
ปริมาณเช้ือเร่ิมตนเทากันลงในตัวอยางอาหาร  คือ  ไสกรอกไก  ไสกรอกนม  และลูกช้ินหมู  
หลังจากนัน้  ทําการตรวจหาเช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารท่ีเตรียมข้ึนจากการผสมเชื้อ
แบคทีเรีย  3  กลุมๆ ละ  3  ชนิดลงไป  โดยใชเช้ือผสมท่ีเจือจางใหไดความเขมขนเทากับ  3×103, 
3×104  และ  3×105   CFU/g อาหาร  แลวเพาะเล้ียงในอาหาร  RVS  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศา
เซลเซียส เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  จากนั้นจึงนําไปตรวจดวยวิธี  dot ELISA  ผลท่ีไดเปนดังตารางท่ี  9  
 
ตารางท่ี 9  แสดงผลการใชวธีิ  dot-ELISA  เพื่อตรวจเช้ือผสมในอาหาร  artificial  contaminated 

    food  ท่ีเตรียมข้ึน 
 

ผลการทํา  dot-ELISA ตัวอยางอาหาร ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 
(CFU/g) กลุม 1 กลุม  2 กลุม  3 

3×103 - + + 
3×104 - + + 

 
ไสกรอกไก 

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

 
ไสกรอกนม 

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

 
ลูกช้ินหมู 

3×105 - + + 
 
 จากตารางท่ี  9  แสดงวาเม่ือใชอาหาร  RVS  broth  เพือ่  pre-enrich  และคัดเลือกเชื้อแลว
ทําใหในตัวอยางอาหารท่ีเตรียมข้ึนจากกลุมท่ีไมมีเช้ือ  Salmonella  จะใหผลตรวจเปนลบ  แตเม่ือมี
เช้ือ  Salmonella  อยูกจ็ะใหผลเปนบวก  โดยท่ีเช้ือ  Escherichia coli   และ  Enterobacter 
aerogenes ไมมีผลขัดขวางการตรวจดวยวธีิ  dot-ELISA  เปนการแสดงผลยืนยันท่ีชัดเจนของการ
ใช  RVS  broth  เปน  selective  enrichment  broth  ในการ  pre-enrich  เช้ือ  Salmonella  ใน
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ตัวอยางอาหารกอนการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  อาหาร  RVS  broth  จะชวยยับยัง้การเจริญของ
เช้ือ  enteric  ชนิดอ่ืนท่ีปนเปอนมากับตัวอยางอาหารไดเปนอยางด ี
 
11.  การใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจหาเชื้อในตัวอยางอาหารบางชนิดจากแหลงขาย  โดย
เปรียบเทียบกับการตรวจหาเชื้อดวยวิธี  conventional  method 
 
 ทําการซ้ือตัวอยางอาหารจากแหลงขายมาตรวจเช้ือ  Salmonella  โดยใชอาหาร  RVS  
broth  เพื่อ  pre-enrich  และคัดเลือกเช้ือแลวนํามาตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  เปรียบเทียบกับการ
ตรวจหาเช้ือดวยวิธี  conventional method  ตามวิธีมาตรฐาน  ไดผลดังตารางท่ี  10 
 
ตารางท่ี 10  แสดงผลการใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจหาเช้ือในตัวอยางอาหารบางชนิดจากแหลง 

      ขาย  โดยเปรียบเทียบกบัการตรวจหาเช้ือดวยวิธี  conventional method  ท่ีดัดแปลงข้ึน 
 

ตัวอยาง ผลการตรวจดวยวิธี   
dot-ELISA 

ผลการตรวจดวยวิธี 
 Conventional method 

ไสกรอก 1 - - 
ไสกรอก 2 - - 
แหนม  1 + + 
แหนม  2 + + 
แหนม  3 + + 
ขาวผัด - - 
ผัดกระเพรา - - 
หมูบด  1 + + 
หมูบด  2 + + 
ไกสด + + 
ตับไกสด + + 
ลูกช้ิน 1 - - 
ลูกช้ิน 2 - - 
ผักสดในหางสรรพสินคา - - 
ผักสดในตลาด + + 
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ตารางท่ี 10  (ตอ) 
 

ตัวอยาง ผลการตรวจดวยวิธี 
dot-ELISA 

ผลการตรวจดวยวิธี 
conventional  method 

อาหารสุนัข - - 
อาหารกระตาย - - 
น้ําแข็งในโรงอาหาร 1 - - 
น้ําแข็งในโรงอาหาร 2 - - 
น้ําแข็งในโรงอาหาร 3 - - 
น้ําดื่ม 1 - - 
น้ําดื่ม 2 - - 
น้ําดื่ม 3 - - 
น้ําผลไม 1 - - 
น้ําผลไม 2 - - 
 
 
 จากตารางท่ี  10   เห็นไดวาการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีในการทํา  dot-ELISA  มีความ
สอดคลองกับวิธี  conventional  method  ท่ีดัดแปลงข้ึน  จึงนาจะสามารถนําไปใชในการตรวจเช้ือ  
Salmonella  ในอาหาร  หรือส่ิงสงตรวจอ่ืนๆ ท่ีไมเฉพาะเจาะจงซีโรวารได  เพื่อชวยลดเวลาในการ
ตรวจลง  เนื่องจากวิธีการนีใ้ชเวลาในการตรวจประมาณ  5  ช่ัวโมง  เม่ือรวมกับข้ันตอนการ  pre-
enrich  และคัดเลือกเช้ือแลว  จะใชเวลาท้ังหมดประมาณ  24  ช่ัวโมง  ในขณะท่ีวิธีการตรวจทางจุล
ชีววิทยาแบบมาตรฐาน  เชน  วิธีมาตรฐาน  ISO 6579:2002  จะใชเวลาต้ังแตการแยกเช้ือไปจนถึง
การจําแนกชนดิหรือระบุชนดิของเช้ือ  รวมท้ังส้ินประมาณ  4-5  วัน 
 
 ในการตรวจดวยวิธี  dot-ELISA  เม่ือเทียบกับวิธีมาตรฐานแลว  จะมีขอดีอยูตรงท่ีมี
ประสิทธิภาพในการตรวจพอๆ กัน  แตใชเวลาในการตรวจส้ัน  ถามีตัวอยางมากสามารถทําพรอม
กันใน  chamber  เดียวกนัไดซ่ึงเพิ่มความสะดวกใหผูปฏิบัติงาน  ใชพืน้ท่ีในการปฏิบัติงานนอย  ใช
สารเคมีหรือ  reagents  ตางๆ   นอยมาก  ในขณะท่ีวิธีมาตรฐานจะใชอาหารเล้ียงเช้ือหลายชนดิ  
ต้ังแตข้ันตอน  pre-enrichment  จนถึงข้ันการตรวจลักษณะทางเคมี  ซ่ึงอาหารเล้ียงเชื้อแตละชนิดมี
ราคาแพง  และถามีตัวอยางมากก็ตองใชพื้นท่ีในการทํางานและพ้ืนท่ีในการบมเช้ือมากตามไปดวย  
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ขอเสียของวิธี  dot-ELISA  เม่ือเทียบกับวิธีมาตรฐานก็คือ  สารบางตัวตองเตรียมข้ึนเองเนื่องจากไม
มีขายสําเร็จรูป  ตองทําการ  purify  โพลีโคลนอลแอนติบอดีเอง  ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใน
วิธีมาตรฐานมีขายเปนอาหารสําเร็จรูป  หรือเปนอาหารพรอมใชงาน (prepared  medium)  ซ่ึงจะลด
ข้ันตอนในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือไปได 
 
 เม่ือเทียบกับวธีิรวดเร็วอ่ืนๆ เชน  PCR  วิธี  dot-ELISA  นั้นจะมีความรวดเร็วเทากัน มีการ
ใชอาหาร  selective enrichment  1  ชนิดเทากัน  ราคาตอตัวอยางจะถูกกวาวิธี  PCR  แตข้ันตอนใน
การทํา  dot-ELISA  นั้นจะยุงยากกวาเล็กนอย  สําหรับราคาการตรวจดวยวิธี  PCR  ราคาตอตัวอยาง
จะคอนขางแพง  เชน  BAX  system  ของ  Qualicon  จะมีราคาประมาณ  300  บาทตอตัวอยาง  
สวนวิธี  ELISA  เชนวิธีการตรวจดวยเคร่ือง  VIDAS  Salmonella  จะใชเวลามากกวาวิธี  dot-
ELISA  เล็กนอย  มีการเพาะเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อ  pre-enrich  และคัดเลือกเช้ือ  โดยใชอาหาร  
2  ชนิด  แตข้ันตอนทํา  kit  test  และหลังทํา  kit  test  ไมยุงยาก  แตยังคงมีราคาตอตัวอยางท่ีสูง
พอสมควร  ประมาณ  250  บาทตอตัวอยาง  สําหรับการทํา  dot-ELISA  รวมกับการใช  RVS  broth  
ท่ีทําในการทดลองคร้ังนี้  เม่ือรวมคาสารเคมีท่ีใชและอาหารเล้ียงเช้ือแลวจะมีราคาประมาณ  20  
บาทตอตัวอยางเทานั้น 

 
การตรวจเช้ือ  Salmonella  โดยใชเคร่ืองอัตโนมัตินั้นจะตองมีปริมาณการตรวจมาก

พอสมควรตอวัน  บริษัทจึงจะทําการติดต้ังเคร่ืองใหฟรี  แลวขายเอากาํไรเฉพาะ  kit  test  โดย
ตัวเคร่ืองแตละชนิดจะมีราคาแพงมาก  เชน  เคร่ือง  BAX  system  จะมีราคาประมาณ  3,500,000  
บาท  จึงมักมีใชในโรงงานอุตสาหกรรมขนาดใหญเทานั้น  ในขณะท่ีโรงงานขนาดเล็กหรือ
หองทดลองท่ีมีปริมาณการตรวจนอยมักไมมีโอกาสไดใชเนื่องจากราคาท่ีแพงมาก  ซ่ึงเม่ือเทียบกบั
วิธี  dot-ELISA  ท่ีมีราคาประมาณ  20  บาทตอตัวอยางเทานั้นและไมตองอาศัยเคร่ืองมือและ
อุปกรณท่ีมีราคาแพงมากมาใชตรวจรวมดวย 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 
สรุปผลการทดลอง 

 
 การใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีเตรียมข้ึนจากการฉีดกระตุนกระตายดวย  Salmonella  
ser. Anatum  และ  Salmonella  ser. Enteritidis  มาตรวจเช้ือ  Salmonella  ซีโรวารอ่ืนๆ ดวยวิธี  
dot-ELISA  โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี (IgG)  80  μg/ml  และ  conjugate  1:10,000  พบวา
สามารถตรวจเช้ือ  Salmonella  ซีโรวารตางๆ ท่ีมีจํานวน  106  CFU/ml  ได  แตเนื่องจากมีการ
เกิดปฏิกิริยาขามอยูจึงตองใชอาหาร  selective  broth  เขามาชวย 
 

การใชอาหาร  Rappaport-Vassilidis  Soya (RVS)  broth  บมท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  
นาน  18  ช่ัวโมงรวมกับการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีมาตรวจเช้ือ  Salmonella  ดวยวิธี  dot-
ELISA  โดยใช  IgG  80  μg/ml  และ  conjugate  1:10,000  ทําใหสามารถตรวจอาหารท่ีมีเช้ือ  
Salmonella  ปนเปอนอยูจํานวนนอยถึง  102-103  CFU/กรัมอาหารได  ซ่ึงแสดงถึง  sensitivity  ท่ีดี
ของวิธี  dot-ELISA  ท่ีทําการทดลอง  โดยไมเกดิปฏิกิริยาขามกับเช้ือ  non-salmonella  ท่ีเปนเช้ือ  
enteric  bacteria  อ่ืนๆ  เชน  Escherichia coli,  Enterobacter aerogenes   และ  Shigella  sonnei  
เปนตน  ถึงแมวาในดาน  specificity  ตอเช้ือ  Salmonella  โดยตรงอาจจะไมสมบูรณเทาท่ีควร
เนื่องจากใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี  แตก็สามารถขจัดปญหาของการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับ
แบคทีเรียในกลุม  enteric  ท่ีใกลเคียงกันไดโดยใชอาหาร  RVS  broth  เพาะเล้ียงเช้ือกอน  ในการ
ตรวจเช้ือดวยวิธี  dot-ELISA  รวมท้ังการเพาะเล้ียงเช้ือใน  selective  enrichment  จะใชเวลาในการ
ตรวจเพยีง  24  ช่ัวโมง  ซ่ึงนอยกวาวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาประมาณ  3-4  เทา  ใชสารใน
ปริมาณนอย  ทํางาย  ไมตองใชอุปกรณและสารเคมีท่ีมีราคาแพง  สามารถทําไดในหองปฏิบัติการ
ท่ัวๆ ไป  

 
 
 

 
 
 
 



 

52

ขอเสนอแนะ 
 

1. ควรทดลองผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีโดยใช  Salmonella  ซีโรวารท่ีอยูใน  group  
อ่ืนเพื่อดวูาจะสามารถนําโพลีโคลนอลแอนติบอดีไปตรวจเช้ือ  Salmonella  ไดครอบคลุมในหลาย  
group  หรือไม 

 
2. ควรทดลองนําวิธีเพาะเล้ียงเช้ือใน  RVS  broth  รวมกับวธีิ  dot-ELISA  ไปตรวจหา

เช้ือ  Salmonella  ในตัวอยางอาหารท่ีมีสวนประกอบหลากหลาย  เชน  แปง  โปรตีน  ไขมัน  เพื่อดู
วาสวนประกอบของอาหารมีผลขัดขวางหรือรบกวนการตรวจเช้ือดวยวธีิ  dot-ELISA
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ภาคผนวก  ก 
การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ  IgG  ดวยวิธี  Laemmli  SDS-PAGE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

59

1.  สารเคมี 
 
 1.1   Acrylamide/bis 
          

        Acrylamide      29.2 กรัม 
         N’N’-bis-methylene-acrylamide (FW 154.17)  0.8 กรัม 
         ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      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 
ปรับใหได  pH  8.8  ดวย  HCl 
ปรับปริมาณดวยน้าํกล่ันเปน     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 

ปรับใหได  pH  6.8  ดวย  HCl 
ปรับปริมาณดวยน้าํกล่ันเปน     100 มิลลิลิตร 

          เก็บท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ในท่ีมืด 
 
 1.4   10%  SDS 
          

        SDS      10 กรัม 
        ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      100 มิลลิลิตร 

         เก็บท่ีอุณหภูมิหอง 
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1.5 10%  Ammonium  persulfate 
 
Ammonium  persulfate (FW 228.20)   0.1 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน      1 มิลลิลิตร 

         เตรียมกอนใชงาน 
 
 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  ไมโครลิตรกอนใช 
 
 1.7   Running  buffer (pH 8.3) 
          

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

        ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      1,000 มิลลิลิตร 
         เก็บท่ีอุณหภูมิหอง 
 
 1.8   Staining  solution 
          

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

        ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      1,000 มิลลิลิตร 
         เก็บท่ีอุณหภูมิหอง   
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 1.9   Destaining  solution I 
          

        Methanol      400 มิลลิลิตร 
         Acetic  acid      70 มิลลิลิตร 

        ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      1,000 มิลลิลิตร 
         เก็บท่ีอุณหภูมิหอง  
 
 1.10  Destaining  solution II 
          

         Methanol      400 มิลลิลิตร 
          Acetic  acid     70 มิลลิลิตร 

         ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรเปน      1,000 มิลลิลิตร 
          เก็บท่ีอุณหภูมิหอง 
  
2.  อุปกรณ 
 
 ชุดอุปกรณ  Mini-PROTEAN  3  cell  ของ  BIO-RAD   
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ภาคผนวก  ข 
การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
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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 
 

        นําสารละลายขอ  1.1  ปริมาตร  98  มิลลิลิตร  ผสมกับสารละลายขอ  1.2  ปริมาตร  1  
มิลลิลิตร  และสารละลายขอ  1.3  ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  (เตรียมกอนนําไปใช) 
 

1.5   1 N  folin-ciocalteau  phenol  reagent   
         
        นํามาเจือจางดวยน้ํากล่ันอัตราสวน  1:1  กอนนําไปใช 
 
1.6   สารละลายมาตรฐานโปรตีน   
 
        ใช  bovine  serum  albumin  0.001  กรัม  ละลายในนํ้า  1  มิลลิลิตร  นําสารละลายท่ี

ไดมาเจือจางใหมีความเขมขน  62.5  ถึง  500  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
2.  วิธีทํา 
 
 2.1   ทํากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายมาตรฐานโปรตีน  bovine  serum  albumin  ความ
เขมขน  62.5,  125,  250  และ  500  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
  

2.2 ใสตัวอยาง  1.5  ml  ลงในหลอดทดลอง 
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2.3   เติมสารละลาย  alkali  copper  ปริมาตร  1.5  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนั  ต้ังท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหองนาน  10  นาที 
  
 2.4   เติม  1 N folin-ciocalteau  phenol  reagent  ปริมาตร  ผสมใหเขากนัอยางรวดเร็ว  ต้ัง
ท้ิงไวท่ีอุณหภมิูหองนาน  30  นาที  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  750  นาโนเมตร  
เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณโปรตีน 
  
3.  การคํานวณ  
 
 ช่ัง  IgG  ปริมาณ  1  มิลลิกรัม  ละลายในน้าํกล่ัน  1  มิลลิลิตร  แลวนํามาเจือจาง  5  เทา  
วัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  750  นาโนเมตรได  0.059  เม่ือนํามาใสในสมการเสนตรงท่ี
ไดจากกราฟมาตรฐานจะได   
 
  Y = 0.4283 X + 0.0054 
  0.059    = 0.4283 X + 0.0054 
  X =  0.125 
 

นั่นคือ  0.125  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ดังนั้นเม่ือคูณกลับจะได  0.125×5 = 0.625  มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร  หรือ  625  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
ตารางผนวกท่ี ข1  แสดงคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  750  นาโนเมตร  ของโปรตีน 

                มาตรฐานท่ีความเขมขน  0.5, 0.25, 0.125  และ  0.0625  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
  และตัวอยางท่ีเจือจาง  5  เทา 

 
BSA  std. (mg/ml) Average  OD750 

0.5 0.169 
0.25 0.11 
0.125 0.061 
0.0625 0.038 

5X  IgG  ตอ  Salmonella  (ผง) 0.059 
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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 
 ตมจนเดือด  แลวใสในหลอดทดลอง  นําไปฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภมิู  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 
 ใสในหลอดทดลองปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภมิู  115  
องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที   
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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  เปน  7.4  ตมจนเดอืด  แลวเทใสจานเพาะเช้ือ 
 
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 
 ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  แลวเทใส
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  เปน  7.4  ตมจนเดอืด  แบงใสหลอดทดลองขนาด  13×100  มิลลิเมตร  ปริมาตร  
3  มิลลิลิตร  ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  นํามา
วางเอียงเล็กนอยจนอาหารแข็งตัวโดยใหมีสวน  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 
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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 
 ตมจนเดือด  ใสหลอดทดลอง  ใหสูงประมาณ  4  เซนติเมตร  ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดัน
ไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  ต้ังท้ิงไวใหแข็งในลักษณะต้ังตรง (deep  tube) 

 
สารละลายและบัฟเฟอร 

 
1.  0.85% NaCl (normal  saline) 
 
 NaCl       8.5 กรัม 
 ละลายในน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน   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  เปน  7.2 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน      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  เปน  7.0   
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน      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  เปน  2.8   
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน      1,000  มิลลิลิตร 

 
5.  1.0 M  Tris-HCl  buffer  pH  9.0 
 

Tris (C4H11NO3)      12.114 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ันปรับ  pH  เปน  9.0   
ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน      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  ซีโรวารอ่ืนดวยวิธี  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  แสดงภาพผลการทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction)  กับแบคทีเรียกลุม 
   non-salmonella  ท่ีเปน  enteric bacteria  โดยวิธี  dot-ELISA 

 
ผลการทํา dot-ELISA  

เช้ือ Antigen undiluted 
(OD600 = 0.1) 

Dilute แอนติเจน  
10  เทา 

Dilute แอนติเจน  
100  เทา 

Escherichia  coli 
   

Enterobacter  aerogenes 
   

Klebsiella  pneumoniae 
   

Citrobacter  freundii 
   

Proteus  mirabilis 
   

Shigella  sonnei 
   

Edwardsiella  tarda 
   

 
ตารางผนวกท่ี ง3  แสดงภาพผลการใชอาหาร  Rappaport-Vassiliadis  broth (RVS)  บมท่ีอุณหภูมิ 

  42  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ช่ัวโมง  รวมกับวิธี  dot-ELISA 
 

ระดับความเจอืจางจากความขุนท่ี  OD600  เทากับ 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  แสดงภาพผลการใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจเช้ือผสมในอาหาร  artificial 
   contaminated food  ท่ีเตรียมข้ึน  โดยเปรียบเทียบกับการนับจํานวนเช้ือดวยวิธี 
   dilution plate count 

 
ผลการทํา dot-ELISA ตัวอยางอาหาร ความเขมขนของเช้ือ 

(CFU/g) กลุม 1 กลุม  2 กลุม  3 
3×103 

   
3×104 

   

 
 

ไสกรอกไก 
3×105 

   
3×103 

   
3×104 

   

 
ไสกรอกนม 

3×105 
   

3×103 
   

3×104 
   

 
ลูกช้ินหมู 

3×105 
   

 
หมายเหตุ:  กลุมท่ี  1  มีเช้ือ  Shigella  sonnei, E.  coli  และ Enterobacter aerogenes   
                   กลุมท่ี  2  มีเช้ือ  Salmonella ser. Anatum, E. coli   และ Enterobacter aerogenes  
                   กลุมท่ี  3  มีเช้ือ  Salmonella ser. Aberdeen, E. coli  และ Enterobacter  aerogenes  
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ตารางผนวกท่ี ง5  แสดงภาพผลการใชวิธี  dot-ELISA  เพื่อตรวจหาเช้ือในตัวอยางอาหารบางชนิด 
  จากแหลงขาย  โดยเปรียบเทียบกับการตรวจหาเช้ือดวยวิธี  conventional method 

 
ตัวอยาง ผลการตรวจดวยวิธี 

dot-ELISA 
ผลการตรวจดวยวิธี 

conventional  method 
ไสกรอก 1 

 
- 

ไสกรอก 2 
 

- 

แหนม  1 
 

+ 

แหนม  2 
 

+ 

แหนม  3 
 

+ 

ขาวผัด 
 

- 

ผัดกระเพรา 
 

- 

หมูบด  1 
 

+ 

หมูบด  2 
 

+ 

ไกสด 
 

+ 

ตับไกสด 
 

+ 

ลูกช้ิน  1 
 

- 

ลูกช้ิน  2 
 

- 

ผักสดในหางสรรพสินคา 
 

- 

ผักสดในตลาด 
 

+ 

อาหารสุนัข 
 

- 

อาหารกระตาย 
 

- 

น้ําแข็งในโรงอาหาร 1 
 

- 

น้ําแข็งในโรงอาหาร 2 
 

- 
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ตารางผนวกท่ี ง5  (ตอ) 
 

ตัวอยาง ผลการตรวจดวยวิธี 
dot-ELISA 

ผลการตรวจดวยวิธี 
conventional  method 

น้ําแข็งในโรงอาหาร 3 
 

- 

น้ําดื่ม 1 
 

- 

น้ําดื่ม 2 
 

- 

น้ําดื่ม 3 
 

- 

น้ําผลไม 1 
 

- 

น้ําผลไม 2 
 

- 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นายกฤษฎา   ตูจินดา 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 29   สิงหาคม   พ.ศ.  2523 
สถานท่ีเกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา ปริญญาตรี  สาขาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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