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เช้ือ Staphylococcus aureus สามารถกอโรคในคนไดหลายโรครวมทั้งโรคอาหารเปนพิษ เช้ือสราง
เอนไซมและสารพิษไดหลายชนิดและสรางโปรตีน เอ ที่ผนังเซลล เปนแอนติเจนที่ใชเปนตัวบงช้ีการตรวจเชื้อ
ไดมักพบเชื้อปนเปอนในอาหารดิบและอาหารปรุงสําเร็จ  การตรวจเชื้อดวยวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาใชเวลา
หลายวัน แตการตรวจดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยาจะใชเวลานอยกวา การตรวจที่พัฒนาขึ้นนี้ จะใชวิธี dot-ELISA 
โดยใช โพลีโคลนอลแอนตบิอดี ซึ่งผลิตในกระตายดวยการฉีดเชื้อ Staph. aureus และ Protein  A แลวเจาะเลือด
กระตายเพื่อแยกแอนติซีรั่ม จากนั้นจึงนําไปเตรียม Immunoglobulin G (IgG) บริสุทธิ์โดยใชวิธี affinity 
chromatography ตรวจหาความบริสุทธิ์ดวย SDS-PAGE  และตรวจหาปริมาณโปรตีนของ IgG บริสุทธิ์จากเชื้อ 
Staph. aureus ทั้งเซลลและ Protein A ไดในปริมาณ 0.58 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและ 18.96  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ แลวนํา IgG บริสุทธิท์ั้งสองชนิดไปตรวจเชื้อ Staph. aureus ดวยวิธี dot-ELISA โดยใชปริมาณ  IgG 
ที่เหมาะสมคือ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ conjugate ที่ความเจือจาง 1:5,000 ซึ่งตรวจพบเชื้อไดที่ 103 
CFU/ml  

 
เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาขาม (cross reaction) กับ Staph. aureus ชนิดอื่นและแบคทีเรียกลุม enteric จึงใช

อาหาร Baird-Parker broth เพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อสงเสริมการเจริญและคัดแยกเช้ือ Staph. aureus แตยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อกลุมอื่นไดดีพบวาสามารถ กําจัดปฏิกิริยาขามได เมื่อนํามาตรวจดวยวิธี dot-ELISA และสามารถตรวจ
พบเชื้อ Staph. aureus ในจํานวนเทาเดิม คือ ที่ 103 CFU/ml 

 
การนําวิธีนี้มาตรวจหาเชื้อในตัวอยางอาหารโดยการเพาะเลี้ยงเช้ือในอาหาร Baird-Parker broth กอน

ตรวจดวยวิธี dot-ELISA แลวเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน พบวาใหผลการตรวจพบเชื้อเหมือนกันแตใชเวลา
นอยกวาโดยใชเพียง 30 ช่ัวโมงขณะที่วิธีมาตรฐานใชเวลาประมาณ 5-6 วัน วิธีการตรวจก็งายกวาใชสารทดสอบ
ในปริมาณนอย จึงจัดเปนวิธีที่มีความสะดวกรวดเร็วและนาจะเปนทางเลือกที่ดี อีกทางหนึ่งในการตรวจหาเชื้อ  
Staph. aureus ในตัวอยางอาหารและตัวอยางน้ําบริโภค 
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Staphylococcus aureus can cause many kinds of disease include food poisoning in raw and ready-to-
eat foods. It can produce enzymes, toxins and contain protein A at the cell wall which is the surface antigen 
using for indicate the present of this bacteria in any samples. Detection of Staph. aureus by conventional 
microbiological method take much more time than immunological method.The immunological method by dot-
ELISA was developed by using polyclonal antibody; produced from rabbit injected by whole cell of   
Staph. aureus and purified protein A. Antibodies (IgG) were purified by using affinity chromatography and 
purity were characterized by SDS-PAGE. Amount of purified IgG from whole cell of Staph. aureus and purified 
protein A were 0.58 mg/ml and 18.96 mg/ml, respectively. Both of purified IgG were used to detect   
Staph. aureus by dot-ELISA at the optimum concentration of 50 μg/ml and the optimum conjugate of 1:5,000, 
which could detect Staph. aureus at 103 CFU/ml. 

 

The cross reaction with other Staphylococcus and enteric bacteria were eliminated by using Baird-
Parker broth for enrich and selection of Staph. aureus and followed by same condition of dot-ELISA. This 
technique can be detected Staph. aureus at 103 CFU/ml, the same result as mention before. 

 

 Dot-ELISA technique was used for detection of Staph. aureus in food sample by inoculated the food 
samples in selective Baird-Parker broth for 24 hours, then followed by dot-ELISA. It revealed the same result 
when compared with conventional method, but detection by dot-ELISA include cultured in selective broth took 
only 30 hours, shorter than conventional method which took about 5-6 days. This method was easy and less 
amount of reagent was used, high sensitivity and might be a good option for detection of Staph. aureus in food 
and water. 
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การตรวจเชื้อ Staphylococcus aureus ในตัวอยางอาหาร ดวยวิธี dot-ELISA โดยใช    
โพลีโคลนอลแอนติบอด ี

 

Detection of Staphylococcus aureus in Foods by dot-ELISA Technique using 
Polyclonal Antibody 

 

คํานํา 
 

 เชื้อ Staphylococcus aureus เปนแบคทีเรียรูปรางกลม ติดสีแกรมบวก อยูเปนกลุม
กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ แบคทีเรียชนดินี้มีความสามารถในการสรางเอนไซมและสารพิษได
หลายชนิด ซ่ึงสวนใหญมีผลในการกอโรคกับโฮสททั้งสิ้น สารพิษที่มผีลในการกอโรคอาหารเปน
พิษ (food poisoning) ไดแก Staphylococcal enterotoxin (SE) ซ่ึงมีอยู 12 ชนิด คือ SEA, SEB, 
SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ (Balaban and Rasooly, 2000), SEK (Orwin 
et al., 2001), SEL, SEM, SEN และ SEO (Zahoor and Bhatia, 2007) เชื้อนี้กอใหเกดิโรคอาหารเปน
พิษและโรคอืน่ๆ อีกหลายอยาง แพรกระจายไดงาย นอกจากนี้ เชื้อ Staph. aureus มากกวารอยละ 
99  ยังสรางสารโปรตีน เอ (Huang et al., 2007) ซ่ึงมีลักษณะเปนแอนติเจนและสามารถใชเปนสาร
บงชี้ในการตรวจหาเชื้อที่ปนเปอนมาในอาหารได 
 
 จากขอกําหนดของการควบคุมคุณภาพอาหารทางดานจุลชีววิทยา ที่กําหนดไววาอาหารที่มี
สุขลักษณะทีด่ ีจะตองตรวจไมพบจุลินทรียกอโรค เชน Sallmonella sp. Vibrio sp. เปนตน รวมทั้ง 
Staph. aureus ดวย ในบทเพิม่เติมทายพระราชบัญญัติอาหารของป พ.ศ.2552 มีขอกําหนดใหอาหาร
เกือบทุกประเภทจะตองตรวจไมพบเชื้อ Staph. aureus ในตัวอยางอาหาร 0.1 กรัม ถาเปนประเภท
เครื่องดื่มนั้นตองตรวจไมพบเชื้อใน 0.1 มิลลิลิตร จึงจําเปนตองมีการตรวจและควบคุมจุลินทรีย 
ปนเปอนในอาหาร ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคเกี่ยวกับระบบทางเดินอาหาร (พัชรี,  2552) 
 
 ในการตรวจเชือ้ Staph. aureus สวนใหญทีป่ฏิบัติกันอยู คือ แยกเชื้อจากอาหารโดยใช  
อาหารเลี้ยงเชือ้ประเภท selective media เมื่อตรวจแยกไดเชื้อบริสุทธิ์แลวจําแนกชนิดของเชื้อโดย
ทดสอบทางชีวเคมีซ่ึงจะใชเวลาหลายวันและถาสงสัยวาเชื้อที่แยกไดอาจเปนสาเหตุของ 
staphylococcal food poisoning จะตองตรวจหาเอนเทอโรท็อกซิน ซ่ึงโดยทั่วไปนิยมใชวิธีการ
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ทางอิมมูโนวทิยาที่มีความไวสูงและใชเวลานอยในการทดสอบ ซ่ึงในปจจุบันมีผูพฒันาวิธีการ
ตรวจเอนเทอโรท็อกซินโดยวิธี Reverse Passive Latex Agglutination (RPLA) ซ่ึงเปนการตรวจหา
เอนเทอโรท็อกซินชนิดตางๆ ในอาหารโดยตรวจผลจากปฏิกิริยาการจับกลุม (agglutination) ของ
เม็ด latex ซ่ึงเปนวิธีที่มีหลายขั้นตอน 
 
 ดังนั้นจึงกอใหเกิดแนวความคิดในการตรวจหาเชื้อโดยตรง ดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยาที่มี
ความจําเพาะตอตัวเชื้อโดยตรงซึ่งใชระยะเวลาที่ส้ันกวาการตรวจเชื้อดวยวิธีมาตรฐานทาง            
จุลชีววิทยา จากการที่เชื้อ Staph. aureus มากกวารอยละ 99 สรางสารโปรตีน เอ (Huang et al., 
2007) ซ่ึงมีลักษณะเปนแอนติเจนและสามารถใชเปนสารบงชี้ในการตรวจหาเชื้อที่ปนเปอนมาใน
อาหารได โปรตีน เอ เปนแอนติเจนที่สามารถนํามากระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกนัใน
สัตวทดลอง เพื่อผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อ Staph. aureus แลวนําแอนติบอดีที่จําเพาะตอ 
โปรตีน เอ ไปใชในการตรวจหาเชื้อ Staph. aureus ได รวมทั้งนําไปใช ในการตรวจหาเชื้อที่
ปนเปอนมากบัอาหารไดดวย โพลีโคลนอลแอนตบิอดี มีคุณสมบัติในการทําปฏิกิริยาแบบจําเพาะ
กับ epitope หลายตําแหนงบนโมเลกุลแอนติเจน 
 
 ในปจจุบนัการตรวจเชื้อ Staph. aureus รวมทั้งการตรวจหาเอนเทนโรท็อกซินของเชื้อโดย
อาศัยวิธีทางอมิมูโนวิทยา เปนที่นิยมตรวจกันมาก (ภานุกิจ, 2546; Cliver and Riemann, 2002; 
Huang et al., 2007) เนื่องจากเปนวิธีที่มีความจําเพาะสูง มีความไวในการตรวจ รวมทัง้ใชเวลาสั้น
กวาวิธีการทางจุลชีววิทยา วธีิ dot-ELISA เปนวิธีที่ดวีิธีหนึ่ง ซ่ึงนอกจาก จะมีขอดดีังกลาวแลวยัง
เปนวิธีที่ งาย สะดวก และใชสารในการทดสอบในปริมาณที่นอยมาก 
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วัตถุประสงค 
 
 1. เพื่อผลิตโพลีโคนอลแอนติบอดีตอเซลลของเชื้อ Staph.  aureus และตอโปรตีน เอ และ
เตรียมใหไดเปน IgG บริสุทธิ์ 
 
 2. เพื่อนํา IgG บริสุทธิ์ที่เตรียมได ในขอ 1 ไปพัฒนาใชในการตรวจหาเชื้อ Staph. aureus 
ดวยวิธี dot-ELISA 
 
 3. ตรวจสอบหาสภาวะที่เหมาะสม ในการทํา dot-ELISA เพื่อนําไปใชในการตรวจเชื้อ 
Staph.  aureus 
 
 4. นําวิธีที่ทดลองแลวและสภาวะที่เหมาะสมในขอ 3 ไปใชในการตรวจเชื้อที่ปนเปอนอยู
ในตัวอยางอาหารที่เตรียมขึน้ (artificial contaminated food sample) และ ตัวอยางอาหารที่สุมเก็บ
จากแหลงตางๆ 
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การตรวจเอกสาร 
 

เชื้อ Staphylococcus  
 

ลักษณะทั่วไป 
 
 เชื้อ Staphylococcus เปนแบคทีเรียที่เปนสมาชิกใน Family Micrococcaceae ซ่ึงสมาชิกใน
ตระกูลนี้เปนแบคทีเรียพวก aerobe/facultative anaerobe รูปรางกลมติดสีแกรมบวก สรางเอนไซม 
catalase ประกอบดวยเชื้อ 4 genera ไดแก Staphylococcus, Micrococcus, Stomatococcus และ 
Planococcus (Baron et al., 1990; Murray et al., 1994) 
 
 เชื้อ Staphylococcus มีดวยกนัอยางนอย 31 สปชีส บางสปชีสกอโรคในคน บางสปชีสกอ
โรคในสัตวและเปน normal flora อยูบริเวณสวนตางๆ ของรางกาย เชน ใบหนา (Arvola et al., 
2006), ระบบทางเดินหายใจสวนบน (Smith et al., 2001) ผิวหนัง จมูก มือ ลําไส และชองคลอด 
เปนตน สปชีสที่มีความสําคัญทางการแพทย มี 3 สปชีส คือ Staph. aureus, Staph. epidermidis และ 
Staph. saprophyticus โดยเฉพาะเชื้อ Staph. aureus เปนเชื้อที่สามารถกอโรคในคนไดมากที่สุด 
(เฟองฟา, 2542) 
 
 Staph. aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปรางกลม อยูเปนกลุม ขนาดเสนผานศูนยกลาง
ประมาณ 0.5-1.5 ไมโครเมตร สวนใหญมกัจะมกีารเรียงตัวคลายพวงองุน (grape like cluster) แต
บางครั้งอาจพบวามีการเรียงตัวเปนสายเดีย่วๆ เปนคูหรือเปนสายสั้นๆ ไมเคลื่อนที่ ไมมี            
แฟลกเจลลา และไมสรางสปอร (Murray et al., 1994, 1998) 
 
ลักษณะของเชือ้ Staphylococcus aureus 
 
 สวนประกอบของผนังเซลลและโครงสรางที่มีคุณสมบัติเปนแอนตเิจน 
 
 - แคปซูล (capsule) เชื้อ Staph. aureus บางสายพันธุสรางแคปซูล ซ่ึงประกอบดวย 
glucosaminuronic acid เปนโครงสรางที่หุมอยูช้ันนอกสุดของเซลล การสรางแคปซูลของเชื้อนี้มัก
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เกิดขึ้นในเซลลส่ิงมีชีวิต แลวมักสูญเสียความสามารถในการสรางไปเมื่อนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ 
 
 - แอดฮีซิน (Adhesins) เปนโปรตีนอยูที่ผนงัเซลลชวยใหเชื้อสามารถเกาะติดกับ laminin, 
fibronectin หรือ collagen ซ่ึงจะทําใหเชื้อมีความสามารถในการยดึเกาะ (colonization) บนพื้นผิว
อวัยวะในผูปวย หรือชวยในการตอตานการจับกินของเมด็เลือดขาวและเกีย่วของกับการบุกรุกเขา
ไปในเนื้อเยื่อของโฮสต 
 
 - โพลีแซคคาไรด เอ (polysaccharide A) เปนแอนติเจนที่มีความจําเพาะตอสายพันธุของ
เชื้อ Staph. aureus ซ่ึงประกอบดวย ribitol teichoic acid โดยม ีN-acetyl glucosamine เกาะตดิที่
ตําแหนง C-4 ของ ribitol และ 50% ของ D- alanine ที่ตําแหนง C-2 โดยที ่antigenic determinant  
อยูที่ glucosamine residue ซ่ึงอาจจะเปน alpha หรือ beta-glucosidic linkage 
 
 - กรดไทโคอกิ (teichoic acid) เปนสารประกอบคารโบไฮเดรตที่ประกอบดวยฟอสเฟต
ชนิดจําเพาะกบัสายพันธุของเชื้อ Staph. aureus ที่มี polysaccharide A (ribitol- teichoic acid จับกบั 
N- acetyglucosamine) 
 
 - เอนไซมโคแอคกูเลสชนิดติดกับเซลล (clumping factor หรือ bound coagulase) เขาใจกนั
วา clumping factor นี้เปน coagulase ท่ีอยูบนผิวเซลลของเชื้อ Staph. aureus. สายพันธุที่ไมสราง
แคปซูลสวนใหญจะจับกลุมกัน เมื่อผสมพลาสมาหรือสารละลายที่มีไฟบริโนเจน (fibrinogen) 
(Murray et al., 1994, 1998) 
 
 -โปรตีน เอ (protein A) มีคุณสมบัติเปนแอนติเจน เปนโปรตีนที่อยูที่ผนังเซลลของ    
Staph. aureus โปรตีนนี้สวนใหญจะเชื่อมตออยูกับชั้น peptidoglycan บางสวนอาจถูกปลอยออกมา
ภายนอกเซลลได มีนํ้าหนักโมเลกุล 42 KDa สามารถจับกับสวน Fc ของ IgG ของสัตวเล้ียงลูกดวย
นมทุกสายพนัธุ (Larsson and Sjoquist, 1989) ตามปกติมกัพบโปรตีน เอ ใน  Staph. aureus สาย
พันธุที่อยูในคน สําหรับสายพันธุในโคและกระบือพบนอย (Easmon  and Goodfellow, 1990) 
โปรตีน เอ ทนความรอนไดสูงมาก สามารถสกัดออกมาจากเซลลโดยการตมเชื้อใน phosphate 
buffer pH 5.9 ใหเดือดที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง (Forsgren and Sioquist, 1968) หรือ
สามารถสกัดออกโดยตมในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีเชื้อเจริญอยูใหเดือดเปนเวลา 15 นาที (Archibad, 
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1972)โปรตีน เอ ทําใหเกิดปฏิกิริยาการจับกลุมของ Staph. aureus ทุกสายพันธุในน้าํเหลืองคนปกติ 
เพราะโปรตีน เอ สามารถจับกับสวน Fc ของ IgG ในน้ําเหลืองแบบไมจําเพาะเจาะจง โปรตีน เอ ทํา
ปฏิกิริยาแบบนี้กับ IgG ของหนูตะเภาและหนูเมาสแตเกดิปฏิกิริยาเล็กนอยกับ IgG ของกระตาย ใน
น้ําเหลืองของคนจะเกาะตดิกับบาง subclass ของ IgG คือ IgG1, IgG2 และ IgG4 
 

 
 
ภาพที ่1  แสดงลักษณะโครงสรางของเชื้อ Staph. aureus 
 

ท่ีมา: Franklin and Lowy (1998) 
  
 โปรตีน เอ ทําใหเกิดผลทางชีวภาพไดหลายประการ เชน 
 
 - เกิดภาวะภูมไิวเกนิแบบ anaphylaxis ทําใหเกิดพยาธิสภาพตอเนื้อเยื่อแบบเฉพาะทีแ่ละทั่ว
รางกายในสัตว 
 
 - เกิดตุมคลายยุงกัดหรือลมพิษ (wheal) และเกิดขอบแดงรอบๆ เนื่องจากเกิด erythema 
(flare) 
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 - การเกดิภาวะภูมิไวเกิน ที่มเีลือดและการเนาตายของเนือ้เยื่อ (arthus reaction) ซ่ึงความ
รุนแรงขึ้นอยูกบัปริมาณของแอนติเจน 
 
 - กระตุน complement ทั้งระบบ alternative และ classical ทําใหเกิด chemotactic factor ซ่ึง
มีผลทําใหเกิดการอักเสบ และการทําลายเนือ้เยื่อขางเคียง 
 
 - ยับยัง้การจับของแอนติบอดี เนื่องจากโปรตีน เอ ไปแยงจับกับสวน Fc 
 
 - เหนีย่วนําใหมีการปลอยสารฮีสตามีนจากเม็ดเลือดขาว 
 
 - กระตุนใหมกีารเพิ่มปริมาณ บี ลิมโฟไซท ในคน 
 
 เมื่อศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวา โปรตีน เอ มีคุณสมบัติตอตาน 
phagocytosis ปริมาณโปรตีน เอ จาก Staph. aureus สายพันธุที่มาจากคนมีการสรางมากหรือนอย
แตกตางกันไป นอกจากนี้ยังพบวา Staph. aureus สายพันธุที่ทําใหคนเปน mastitis แบบเฉียบพลัน
จะสรางโปรตีน เอ มากกวาสายพันธุที่ทําใหโคเปน mastitis แบบเรื้อรัง 
 
 Forsgren (1970) ศึกษาการสรางโปรตีน เอ และ deoxyribonclease (DNase) จาก        
Staph. aureus พบวาสายพนัธุที่สรางเอนไซมโคแอคกูเลส จํานวน 700 สายพันธุ สามารถสราง 
DNase ไดทุกสายพันธุ โดยมีเพียง 8 สายพันธุเทานั้นทีส่รางโปรตีนเอชนิดปลอยออกมานอกเซลล 
 
 Aasen and Oeding (1971) ศึกษาการสรางโปรตีน เอ ของ Staph. epidermidis จํานวน 48 
สายพันธุ ไมพบสายพันธใดที่สรางโปรตีนเอ 
 
 โปรตีน เอ ไดถูกนํามาใชเปนตัวบงชีใ้นการติดเชื้อ Staph. aureus ในคนโดยวิธี latex 
agglutination (Larsson and Sjoquist, 1989) และการตรวจหา Staph. aureus สายพันธุที่สรางโปรตีน 
เอ ในอาหาร (Fey and Burkhard, 1981; Brook et al., 1990, 1991; Mirhabibollahi et al.,1990; 
Huang, 2007) 
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 การสรางเอนไซมที่ปลดปลอยออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) 
 
 - โคแอคกูเลส (coagulase) เปนเอนไซมทีส่รางโดยเชื้อ Staph. aureus สายพันธุที่กอโรค
กับคน ซ่ึงมีผลทําใหพลาสมาแข็งตัวได มี 2 ชนิด คือ bound coagulase หรือ clumping factor เปน
เอนไซมที่เชื้อสรางขึ้นแลวจะติดอยูที่ตัวเซลล และ free coagulase เปนเอนไซมที่เชื้อสรางแลว
ปลอยออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อและมีผลทําใหพลาสมาแข็งตัวทําใหเมด็เลือดขาวของโฮสตไม
สามารถจับทําลายเชื้อไดโดยเอนไซมจะไปจับกับ coagulase reacting factor (CRF) ในพลาสมา 
สงผลให prothrombin เปลี่ยนเปน thrombin และสารประกอบเชิงซอนระหวาง coagulase-CRF จะ
ทําให fibrinogen เปลี่ยนเปน fibrin แลวทําใหพลาสมาแขง็ตัว 
 
 - ไฮยาลูโรนิเดส (hyaluronidase) เปนเอนไซมที่ยอยสลาย hyaluronic acid ซ่ึงเปนสาร
เชื่อมเซลลของรางกายใหตดิตอกันเปนเนือ้เยื่อจึงสงผลใหเชื้อสามารถบุกรุกเขาไปเจริญในเนื้อเยื่อ
และแพรกระจายไดด ีถือวาเปน spreading factor (Murray et al., 1994; Bartelt et al., 2000) 
 
 - ดีออกซีโรโบนิวคลีเอส (deoxyribonuclease หรือ DNase) มีคุณสมบัติเปน 
phosphodiesterase ทําใหสามารถทําลาย DNA ซ่ึงสลายมาจากเม็ดเลือดขาว มีนํ้าหนกัโมเลกุล 
16,800 ดาลตัน ตองการแคลเซียมเขารวมในปฏิกิริยาเพือ่ใหมีกจิกรรมของเอนไซมมากที่สุด 
นอกจากนี้ยังเปนสวนที่ทําใหหนองมีความขนเหนยีวอีกดวย (Devriese and Kerckhove, 1979) 
 
 - เพนิซิลลินเนส (penicillinase) หรือ เบตา-แลคทาเมส (β-lactamase) เปน 
เอนไซมที่ทําใหเชื้อ Staph. aureus ประมาณรอยละ 90 ดื้อยากลุมเพนิซิลลิน (penicillin) และ   
เซฟาโลสปอริน (cephalosporin) โดยที่เอนไซมนี้จะไปทาํลาย β - lactam ring 
 
 - สแตฟไฟโลไคเนส (staphylokinase) ทําใหเกิดการสลายตัวของไฟบริน (fibinolysis) โดย
กระตุนและเปลี่ยน proenzyme plasminogen ในพลาสมาของคน กระตาย หนตูะเภา สุนัข และแมว 
ไปเปน plasmin ซ่ึงเปนเอนไซมที่ยอย fibrin ได 
 
 - ไลเปส (lipase) เปนเอนไซมที่ยอยสลายไขมันเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงอาหาร
จึงมักพบเชื้อ Staph. aureus ตามรูขุมขนของผิวหนัง และตอมไขมัน ซ่ึงทําใหเกิดฝขึน้ได เอนไซมนี้
ทดสอบโดยดกูารเกิดโซนขุนบนอาหาร egg yolk agar 
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การสรางสารฮโีมไลซิน (hemolysin) 
 
 Staph. aureus ทําใหเกิดโรคโดยการบุกรุกและแพรกระจายเขาไปในเนือ้เยื่อของรางกาย 
และมีความสามารถในการสรางสารพิษ และฮีโมไลซินตางๆ ที่เปนอันตรายตอรางกาย ฮีโมไลซิน 
(hemolysins หรือ staphylosins) เปนสารประกอบที่เชื้อปลอยออกมาภายนอกเซลลมีคุณสมบัติเปน
แอนติเจน ออกฤทธิ์ที่เยื่อหุมเซลล ถูกทําลายดวยความรอน สามารถยอยสลายเมด็เลือดแดงไดอยาง
สมบรูณ (β- hemolysis) ทําใหเกิดเนื้อเยื่อตายเฉพาะที่ และทําใหสัตวทดลองตายได hemolysins มี
ความแตกตางกันที่ความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลอืดแดงของสัตวตางชนิดดวย จําแนกเปน 4 
ชนิด ดังตอไปนี้ (Dinges et al., 2000) 
 
 แอลฟาฮีโมไลซิน (α- hemolysin) มีคุณสมบัติเปนโปรตีน นํ้าหนักโมเลกุล 34,000 ดาลตัน 
สามารถทําลายเกล็ดเลือด (platelets) ของคน และทําลายเม็ดเลือดแดงกระตายหากฉีดเขาหลอด
เลือดจะทําใหสัตวทดลองนัน้ตายได ถานําไปฉีดเขาใตผิวหนังกระตายจะทําใหเกดิการอักเสบอยาง
รุนแรง และทาํใหเนื้อเยื่อสวนนั้นเนาตาย 
 
 เบตาฮีโมไลซิน (β - hemolysin) มีคุณสมบัติเปน sphingomyelinase นํ้าหนักโมเลกุล 
30,000 ดาลตัน เนื่องจากความสามารถในการทําลายเม็ดเลือดแดงจะเกดิขึ้นไดดีเมื่อผสมกับเลือด 
หรือเล้ียงบน blood agar ที่อุณหภูมิตํ่าๆ แลวนําไปบมที ่37 องศาเซลเซียสจึงเรียก hemolysin ชนิดนี้
วา hot - cold ซ่ึงไมสามารถทําลายเม็ดเลือดแดงของกระตายไดแตสามารถทําลายเม็ดเลือดแดงของ
แกะได 
 
 เดลตาฮีโมไลซิน (δ- hemolysin) มีคุณสมบัติเปน phospholipase นํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 
30,000 ดาลตัน ฮีโมไลซินชนิดเดลตาจะยอยเม็ดเลือดแดงแบบ β- hemolysis ลอมรอบโคโลนีของ 
Staph. aureus ที่เจริญบนอาหาร blood agar และมีความเปนพิษตอเม็ดเลือดขาวและตอเนื้อเยื่ออ่ืนๆ 
หลายชนิด 
 
 แกมมาฮีโมไลซิน (γ - hemolysin) ประกอบดวยโปรตีน 2 ชนิด ทําหนาที่รวมกัน สามารถ
ทําลายเม็ดเลือดแดง คน กระตาย และแกะ ไมพบลักษณะการทําลายเม็ดเลือดแดงบน blood agar 
เนื่องจาก hemolysin ชนิดนีจ้ะถูกยับยั้งโดยวุนและ sulfotol polymer อ่ืนๆ นอกจากนีย้ังมีฤทธิ์นอย
กวาชนดิอื่นและไมคอยมีความสําคัญในการกอโรค 
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การสรางสารพิษ (toxin) 
 
 Staph. aureus สามารถสรางสารพิษไดหลายชนิด ไดแก 
 
 แพนตนั-วาเลนไทน ลิวโคซดิิน (Panton-Valentine-Leucocidin) มีคุณสมบัติเปนแอนติเจน   
ละลายนํ้าได ถูกทําลายดวยความรอนไดงาย สามารถออกฤทธิ์ทําลายเม็ดเลือดขาวทัง้ชนิด
polymorphonuclear leucocyte และ macrophage 
 
 เอ็กโฟเลียทีฟท็อกซิน (Exfoliative toxins หรือ epidermolytic toxins) สวนใหญสรางจาก 
Staph. aureus ในกลุม phage group II โดยออกฤทธิ์ที่ช้ัน stratum granulosum ของผิวหนังทําให
ผิวหนังลอกหลุดคลายกับผิวหนังที่โดนนํ้ารอนลวกและเกิดกลุมอาการที่เรียกวา Staphylococcal 
Scalded Skin Syndrome (SSSS) หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา “Ritter’s disease” หากมกีารติดเชื้อ   
Staph. aureus ที่สวนใดสวนหนึ่งของรางกาย สารพิษจะถูกดูดซึมเขาสูกระแสโลหิตทําใหเกิด
อาการไข ผิวหนังเปนผ่ืนแดง และลอกหลุดไดทั่วรางกายโดยเฉพาะบริเวณรอบๆ ปาก มือ เทา และ
ขอพับตางๆ มองเห็นผิวหนังชั้นในแดงเยิ้มเหมือนนํ้ารอนลวก มักเกิดกบัเด็กแรกเกดิและเดก็อายุตํ่า
กวา 5 ป หรืออาจพบในผูใหญ ในรายที่ระบบภูมิคุมกันบกพรอง (Ladhani et al., 1999; Rago et al., 
2000; Plano et al., 2001) การรักษาทําไดโดยการทําลายเชื้อโดยการฉีดยาปฏิชีวนะ และการใหสาร
เกลือแรทดแทนเนื่องจากสูญเสียนํ้าและอิเล็กโทรไลท รวมทั้งการดูแลรกัษาผิวหนังจะชวยใหแผล
หายเรว็ขึ้นและไมเกดิแผลเปน 
 
 ท็อกซิกช็อคซิลโดมท็อกซิน 1 (Toxic Shock Syndrome Toxin-1; TSST-1) เชื้อ         
Staph. aureus ที่สรางสารพิษชนิดนี้ ไดแก สายพันธุที่ไวตอ phage type 29 หรือ 52 และมักมียนีที่
ดื้อตอแคดเมยีม สารหนู และเพนิซิลลินรวมอยูดวย TSST-1 ทําใหเกดิกลุมอาการ เชน ไขสูงความ
ดันลดลง ช็อค หมดสติ ที่เรียกวา Toxic Shock Syndrome ซ่ึงสวนใหญจะเกดิกับหญิงที่ใชผาอนามัย
แบบสอดซึ่งสามารถดูดซับไดมากและทิ้งไวในชองคลอดเปนเวลานาน เชื้อจึงเจริญและสราง
สารพิษได สารพิษจะถูกดูดซึมเขาสูกระแสเลือดทางชองคลอดหรือจากบาดแผลที่มกีารติดเชื้อ
สารพิษมีบทบาทเปน superantigen ทําใหเกิดกลุมอาการตางๆ มากมาย คอื ไข สูง อาเจียน ทองเสยี
ปวดเมื่อยกลามเนื้อ เกิดการช็อคเนื่องจากสูญเสียนํ้า มีผ่ืนแดงและการหลุดลอกของผิวหนังคลายกบั 
scald skin syndrome แตมักจะรุนแรงกวา (Tsen et al., 1998 ; Dinges et al., 2000) 
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 เอนเทอโรท็อกซิน (enterotoxin) เปนสารพิษที่มีผลตอระบบทางเดนิอาหารโดยที่เชือ้       
Staph. aureus ที่เปน normal flora อยูไดตามผิวหนังโดยเฉพาะบริเวณจมูก ซ่ึงจะทําใหเกิดการ
ปนเปอนของ Staph. aureus ในอาหารไดงายจากการปรุงอาหารโดยไมถูกสุขลักษณะ ซ่ึงอาหารที่
มักพบการปนเปอนของเชื้อ Staph. aureus ไดแก เนื้อสัตว เบเกอรี่ นม และ ผลิตภัณฑนม ขนมจนี 
เอแคร เปนตน เชื้อสามารถเจริญสรางเอนเทอโรท็อกซินอยูในอาหารและเปนสาเหตใุหเกดิการ
ระบาดของ Staphylococcal food poisoning ได ปกติ Staph. aureus จํานวน 106 เซลลตอกรัมอาหาร
จึงจะสรางเอนเทอโรท็อกซินไดเพยีงพอที่จะกอใหเกดิโรคได สารพิษชนิดนี้ม ี14 ชนิด คือ SEA-
SEO (Bhatia and Zahoor, 2007) สารพิษทนตอความรอน 100 องศาเซลเซียส นานประมาณ 30 นาที
และทนตอเอนไซมในกระเพาะอาหาร ดังนั้นอาหารปรุงสําเร็จที่มี Staph. aureus ปนเปอนอยูเพยีง
เล็กนอยถาเกบ็ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลานานพอที่เชื้อจะสามารถเจริญเพิ่มจํานวนมากพอที่จะสราง
เอนเทอโรท็อกซินก็จะทําใหเกิดอาการอาหารเปนพษิได แมวาจะอุนกอนรับประทานก็ตาม 
 
 ปจจุบันไดมีการศึกษาและวจิัยเกีย่วกับเอนเทอโรท็อกซินซึ่งเปนสารพิษที่มีผลตอระบบ
ทางเดินอาหารโดยมีการคนพบสารพิษเพิม่เติมจากเดิมที่มี 12 ชนิด คอื SEA-SEK เปน 14 ชนิด คอื 
SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SHH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN และ SEO ซ่ึงอาศัยการ
จําแนกบนพืน้ฐานของ antigenicity เอนเทอโรท็อกซินเหลานี้จะมนี้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 27 
kDa ถึง 34 kDa (Bhatia and Zahoor, 2007) 
 
การสรางเอนเทอโรท็อกซินของเชื้อ Staphylococcus aureus 
 
 Staph. aureus จะสรางเอนเทอโรท็อกซินที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคอาหารเปนพษิ
(Staphyloccoccal food poisoning) โดยการสรางเอนเทอโรท็อกซินของ Staph. aureus มักจะ
สัมพันธกับการสรางเอนไซม coagulase คือ สายพันธุที่สราง coagulase ก็มักจะสรางเอนเทอโร      
ท็อกซินไดดวย แตก็มีเชื้อ Staphylococcus บางสายพันธุที่ไมสรางเอนไซม coagulase แตสราง   
เอนเทอโรท็อกซินได (Maria et al., 2007) สวนใหญ 30-50 เปอรเซ็นตของ Staph. aureus สามารถ
สรางเอนเทอโรท็อกซินไดและมักจะเรียกวา Staphylococcal enterotoxins (SE) ซ่ึงมีดวยกัน 14 
ชนิด SEA-SEO คือ SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ (Balaban 
and Rasooly, 2000), SEK (Orwin et al., 2001), SEL, SEM, SEN และ SEO (Bhatia and Zahoor, 
2007) แตละชนิดมีคุณสมบตัิเปนแอนติเจนที่ตางกัน เอนเทอโรท็อกซินมีคุณสมบัติเปนโปรตีน    
นํ้าหนกัโมเลกลุประมาณ 24,000-35,000 ดาลตัน มีคุณสมบัติทนความรอนสูง (100 องศาเซลเซียส 
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30 นาที) ซ่ึง SEB ทนความรอนไดสูงที่สุด เอนเทอโรท็อกซินไมสูญเสียฤทธิ์ถึงแมจะถูกแชแข็งไว 
และทนตอการถูกทําลายดวยกรดและเอนไซมตางๆ ในระบบทางเดินอาหาร การสรางเอนเทอโร   
ท็อกซินของเชื้อนั้นอาจถูกควบคุมโดยยีนบนโครโมโซมหรือพลาสมิดก็ได เอนเทอโรท็อกซินชนิด
ที่พบวาทําใหเกิดอาหารเปนพิษบอย คือ SEA และ SED เนื่องจากเปนเอนเทอโรท็อกซินที่สรางใน
อาหารที่มีชวง pH และ aw ไดกวางกวา SEB และ SEC จึงเปนเอนเทอโรท็อกซินที่ทําใหเกิดการ
ระบาดของโรคอาหารเปนพษิไดเสมอๆ อุณหภูมิที่สรางท็อกซินไดดีทีสุ่ดอยูในชวงระหวาง 21-40 
องศาเซลเซียส สวนประกอบที่เปนกรดอะมโินของ SEA คลายกับของ SED และ SEE และของ 
SEB คลายกับ SEC1, SEC2 และ SEC3 (Dinges et al., 2000) Staph. aureus อยางนอย 106 เซลลตอ
กรัมอาหารนัน้เพียงพอที่จะสรางเอนเทอโรท็อกซินที่จะทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ อาหารที่พบ 
เชื้อ Staph. aureus ปนเปอนและเจริญไดดี เชน เนื้อโค ไกผลิตภัณฑนม ขนมปง อาหารทะเล ใน
ประเทศไทย พบวาอาหารประเภทนํ้าปลาหวาน ขนมจีน จะมีการปนเปอนของ Staph. aureus 
อาหารจากตลาดตรวจพบ SEA รอยละ 24 และ SED รอยละ 27 สวนอาหารแชเย็นจากภัตตาคาร 
อาหารสงออก อาหารแชแข็ง นม และไอศกรีม พบ SEA และ SED รอยละ 18 นอกจากนี้ยังพบ 
Staph. aureus ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษระบาดในชวงป 2528-2538 จํานวน 11 คร้ัง พบมีสาเหตุ
จาก SEA 8 คร้ัง SEA และ/หรือ SEC 1คร้ัง SEC และ/หรือ SED 2 คร้ัง 
 
การสรางเอนเทอโรท็อกซินในอาหาร 
 
 ปจจัยที่มีผลตอการสรางเอนเทอโรท็อกซินในอาหารของ Staph. aureus มีหลายปจจยั เชน 
จํานวนเซลล คาความเปนกรดดาง อุณหภมูิ ความเขมขนของออกซิเจน ความเขมขนของเกลือ 
กลูโคส ยาปฏิชีวนะ streptomycin, acriflavin และ สาร Tween 80 การสรางเอนเทอโรท็อกซิน 
แตกตางกันตามลักษณะของการผลิตจึงแบงไดเปน 2 กลุม คือ กลุมแรกประกอบดวย SEB และ 
SEC ซ่ึงเชื้อสามารถสรางเอนเทอโรท็อกซินไดในปริมาณมากและการสรางขึ้นอยูกับสภาวะของ
การบมหรือสภาวะของการเพาะเลี้ยง สวนกลุมที่ 2 ประกอบดวย SEA SED และ SEE ซ่ึงเชื้อจะ
สรางเอนเทอโรท็อกซินไดนอยกวากลุมแรกและการสรางจะมีความสัมพันธใกลชิดกบัการเจริญ
ของสายพันธุมากกวาสภาวะของการบม ถามีเชื้อจํานวนมากในอาหารจะสามารถสรางสารพิษได
ในปริมาณที่สูง เพราะจะทนทานตอสภาวะแวดลอมไดดี อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสรางสารพิษ
ไดดีที่สุดอยูในชวงระหวาง 10-45 องศาเซลเซียส สวน pH ที่เหมาะสมตอการสรางสารพิษ คือ   
6.5-7.5, SEA จะถูกสรางไดดีที่คา aw< 0.90, SEB จะถูกสรางไดดีที่คา aw > 0.90 การสรางสารพิษ
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สรางไดดีทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน แตสภาวะมีออกซิเจนสามารถสรางไดดีกวา (Cliver, 
1990) 
 
 Staph. aureus เมื่ออยูในอาหารที่มีสภาวะแวดลอมเหมาะสมจะสรางสารพิษออกมา ซ่ึง 
สามารถตรวจพบสารพิษไดหลังจาก 6 ช่ัวโมงไปแลว และปริมาณของสารพิษจะเพิม่เปนสัดสวน  
โดยตรงกับระยะเวลาของ Stationary phase ซ่ึงเชื้อ Staph. aureus จะเริ่มสราง SEB ในระยะ early 
stationary phase ขณะทีก่ารสราง SEA เกดิขึ้นในระยะ exponential phase สวน SEC1 และ SEC2 
จะมีการสรางในระยะ exponential phase และ early stationary phase (Cliver, 1990) จากการศึกษา
วิเคราะหผลของปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ความเรว็รอบในการเขยา flask และเวลาในการบม 
เพื่อสรางเอนเทอโรท็อกซินชนิด A พบวา การใชอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตรใน flask 
ขนาด 250 มิลลิลิตร ใชความเร็วรอบ 280 รอบตอนาที และระยะเวลาในการบม 96 ช่ัวโมง เปน
สภาวะทีเ่หมาะสําหรับการสรางเอนเทอโรท็อกซินชนิด A อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมกับการสราง
สารพิษชนิดนี ้คือ 4% N-Z Amine (NAK) และ pH ของอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ทําใหสามารถสรางสารพิษ
นี้ไดปริมาณมากที่สุด คือ pH 6.0-6.5 เมื่อทดลองใช flask ขนาด 2 ลิตร พบวา การใชอาหารเลี้ยงเชือ้ 
4% NAK, pH 6.5 บมที่ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 280 รอบตอนาที เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง เปนสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสรางสารพิษชนิดนี ้
 
 Staph. aureus จะปลอยเอนเทอโรท็อกซิน ออกมามากทีสุ่ดถึง 95 เปอรเซนตที่ปลายระยะ 
expotential phase การสรางเอนเทอโรท็อกซินของ Staph. aureus สวนใหญจะเกดิขึ้นที่ชวงรอยตอ
ระหวางปลายระยะ expotential phase กับระยะ early stationary phase พรอมๆ กับการสรางโปรตีน
ชนิดอื่นๆ โดยสารพิษที่สรางขึ้นมานี้ไดมาจากโปรตีนที่สรางขึ้นใหม ไมไดมาจากโปรตีนที่ใชใน
การสรางเซลลที่ไมไดอยูในระยะที่แบงเซลล (Non-growing cells) ยังคงสามารถสรางเอนเทอโร    
ท็อกซินไดและกลไกในการสรางเอนเทอโรท็อกซินตางกับกลไกในการเพิ่มจํานวนเซลลและเมื่อ
ทดลองเลี้ยงเชือ้ Staph. aureus ที่อยูในระยะ Stationary phase ในอาหารที่ไมมีไนโตรเจนแตมี     
นํ้าตาลกลูโคสปริมาณเล็กนอย พบวาเชื้อยงัคงสามารถสรางเอนเทอโรท็อกซินได แสดงวาการสราง
เอนเทอโรท็อกซินเปนกระบวนการที่ตองการพลังงาน (energy-requiring process) ถาเพิ่มอัตราการ
ใหอากาศ (aeration) จะชวยใหการสรางเอนเทอโรท็อกซินเพิ่มขึ้น pH ที่เหมาะสมในการสราง   
เอนเทอโรท็อกซินชนิด B ของเชื้อที่ไมไดอยูในระยะที่แบงตัวในอาหารที่มีไนโตรเจน คือ           
pH 7.0-7.5 และในอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose-phosphate คือ pH 8.0-8.5 สวนกลูโคสจะมผีลยับยั้งการ
สรางสารพิษ กลาวคือ ถากลูโคสมีความเขมขนสูงขึ้นจะสามารถยับยัง้การสรางสารพิษไดดีแตไมมี
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ผลตอระดับการสรางโปรตีนในอาหารที่มีไนโตรเจน นอกจากนี้ Chloramphenicol, penicillin, 
streptomycin sulfate และ CaSO4 มีผลตอการสรางเอนเทอโรท็อกซินชนิด B ของ growing cells แต
ไมมีผลตอการสรางเอนเทอโรท็อกซินชนิด B ของเซลลไมไดอยูระยะแบงตัว (Non-growing cells) 
 
 มีการจัดจําแนกชนิดของ Staphylococcal enterotoxins (SE) ตามความแตกตางของ peptide 
sequence ซ่ึงมีดวยกัน 14 ชนดิคือ SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI และ SEJ (Balaban 
and Rasooly, 2000), SEK (Orwin et al., 2001), SEL, SEM, SEN และ SEO (Bhatia and Zahoor, 
2007) รวมทั้งน้ําหนกัโมเลกลุของเอนเทอโรท็อกซินแตละชนิดดวย ดงัแสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1  แสดงลักษณะเอนเทอโรท็อกซินของเชื้อ Staplylococcus 
 

SE Type Mature SE length (aa ) Molecular mass (Kda) 
A 233 27,100 
B 239 28,336 

  C1 239 27,531 
  C2 239 27,531 
  C3 239 27,563 

              C (bovine)  27,618 
          C (goat)  27,600 

D 228 26,360 
E 230 26,425 
G 233 27,043 
H 218 25,210 
I 218 24,928 
J 245 28,565 
K 219 25,539 
L 215 24,593 
M 217 24,842 
N 227 26,067 
O 232 26,777 

 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Bhatia and Zahoor (2007) 
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Staphylococcus aureus ในสิ่งแวดลอม 
 
 เชื้อ Staph. aureus มักพบไดทั่วไปทั้งในคน สัตว ส่ิงของ เครื่องใช ส่ิงสงตรวจ อาหาร 
และในธรรมชาติจากแหลงตางๆ โดยเชื้อ Staph. aureus ที่สามารถกอโรคในคนพบไดที่อวัยวะ 
ตางๆ ทั่วรางกาย เชน ระบบทางเดินหายใจตอนบน ระบบทางเดินอาหาร ผิวหนังทั้งที่ปกติและ 
ผิวหนังที่ผิดปกต ิ(เปนฝ แผลผาตัด แผลอักเสบ) เชื้อนี้สามารถแยกไดจากสัตว เชน สุนัข เปด ไก 
โค กระบือ หาน แพะ สุกร แกะ และยังพบไดในอาหารสัตว รวมทั้งยังพบเชื้อนี้ไดจากสิ่งของเครื่อง 
ใชตางๆ และสิ่งสงตรวจ เชน เสื้อผา ผาปูเตียง หนองจากแผล เลือด อุจจาระ swab จากโพรงจมูก 
(nasal swab) swab จากลําคอ (throat swab) นอกจากนี้ยังพบเชื้อ Staph. aureus ในอาหารพวก
เนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว นมและผลิตภัณฑนม ไสกรอก เบเกอรี่ ขนมหวาน ขนมจีน 
เสนกวยเตีย๋ว และสามารถแยกเชื้อในธรรมชาติจากแหลงตางๆ เชน ดนิ อากาศ นํ้า ขยะ เปนตน 
(พราว และคณะ, 2552; Varnam et al., 1991; Hui et al., 1994) 
 
การกอโรคของเชื้อ Staphylococcus  aureus 
 
 โรคที่เกิดจากเชื้อ Staph. aureus (Murray et al., 1994, 1998; Mahon et al., 2000) ไดแก  
  
 ปอดบวม (staphylococcal pneumonia) อาการที่พบ คือ มีไข หนาวสั่น เจ็บหนาอกการ
อักเสบอาจเปนแบบปอดอกัเสบเฉพาะกลบี (lobar pneumonia) หรือ ปอดอักเสบรอบหลอดลม
โดยทั่วไปมักติดเชื้อนีภ้ายหลังจากการเปนโรคอื่นๆ มากอน เชน ผูปวยหลังผาตัด หรือภายหลังจาก
การปวยเปนไขหวัดใหญ 
 
 ผิวหนังลอกหลุด (scald skin syndrome) หรือที่เรียกกันอกีชื่อหนึ่งวา “Ritter’s Disease” 
เปนกลุมอาการที่เกิดจากสารพิษ exfoliative toxin โดยเมื่อมีการติดเชือ้ Staph. aureus สายพันธุที่
สรางสารพิษนี้ไดที่สวนใดสวนหนึ่งของรางกาย สารพิษจะถูกดูดซึมเขาสูกระแสโลหติ มีผลใหเกิด
อาการไข ผิวหนังเปนผ่ืนแดงและลอกหลุดไดทั่วรางกาย โดยเฉพาะบริเวณรอบๆ ปาก มือ เทา และ
ขอพับตางๆ มองเห็นผิวหนังชั้นในแดงเยิ้มเหมือนนํ้ารอนลวก มีอาการคลายกับไขดําแดง (Scarlet 
fever) ซ่ึงเกิดจาก erythrogenic toxin ที่เชื้อสเตรฟโตคอคคัส (Streptococcus) สรางขึ้นมักพบบอย
ในทารกแรกคลอดและเดก็ออน 
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 อาการช็อค (toxic shock syndrome) เกิดจาก Toxic shock syndrome toxin-1 ที่เชื้อสรางขึ้น 
ทําใหเกิดกลุมอาการตางๆ คือ มีไขสูง ทองเดิน ความดันลดลง มีผ่ืนตามผิวหนัง ช็อค และหมดสติ 
มักพบในสตรขีณะที่มีประจาํเดือนวนัที ่2-3 
 
 เยื่อหุมหัวใจอกัเสบ (endocarditis) ที่เกิดจากเชื้อ Staph. aureus มักมีปญหายุงยากซบัซอน 
หากมีการตดิเชื้อที่ล้ินหัวใจเทียม (prosthetic heart valves) ก็ควรจะตองผาตัดเอาสวนที่ตดิเชื้อ
ออกไป 
 
 ลําไสอักเสบ (staphylococcal enteritis) ตามปกติไมคอยพบเชื้อ Staph. aureus ในลําไส
มากนัก แตถาหากกนิยาปฏชีิวนะ อาจทําใหสมดุลของเชื้อในลําไสเสียไป สงผลใหเชื้อสามารถเพิ่ม
จํานวนขึ้นได อาการที่พบ คือ ทองเดินเฉียบพลัน มีไขสูง อาเจียน สูญเสียนํ้า และเกลอืแร 
 
 แผลพุพอง (impetigo) อาการเริ่มจากเปนผ่ืนแดงตอมากลายเปนตุมพองมีนํ้าขุน หรือมี
หนอง เมื่อตุมแตกออกจะกลายเปนแผลพพุอง มีสะเก็ดหนา สีเหลือง เปนวงมีขอบสีแดงชํ้า พบตาม
แขนขา หลัง กน มักพบมากในเด็ก การรักษาตองใชยาปฏชีิวนะ เพื่อปองกันการลุกลามของเชื้อ 
 
 ไขกระดกูอักเสบ (osteomyelitis) โดยทัว่ไปมักเปนโรคนี้เมื่อมีการติดเชื้ออ่ืนเล็กนอย 
อยูแลว หรือมีบาดแผลธรรมดา โดยเฉพาะในเดก็อาการจะเกดิขึ้นในทนัทีทันใด ซ่ึงจะเจ็บปวด 
บริเวณแผล มีไข และออนเพลีย 
 
 หูอักเสบ เชื้อ Staph. aureus ทําใหหูช้ันนอกและชั้นกลางอักเสบ โดยมกัเกิดรวมกับการติด
เชื้อในลําคอแลวลามเขาหูช้ันกลาง อาจลามไปถึงโพรงกระดูกหลังหูได และจะเปนอันตรายรายแรง
หากลุกลามไปยังเยื่อหุมสมอง 
 
 ตากุงยิง (stye หรือ external hordeolum) เปนการติดเชื้อที่ขอบเปลือกตา เกิดจากมีการ     
อุดตันของตอมมากอน แลวเชื้อจากจมูกของผูที่เปนพาหะเขาไป ทําใหเกิดโรคภายหลงั และเชื่อวา
กุงยิงเกิดจาก Staph. aureus สายพันธุที่ผลิต esterase, lipase ไดด ีทําใหตอมบริเวณนัน้อุดตันและ
อักเสบ 
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 ฝ (boil, carbuncle, furuncle) เปนการตดิเชื้อ Staph. aureus บริเวณตอมเหงื่อ ตอมไขมัน 
หรือรูขุมขน เกิดการอักเสบเปนตุมแดงจนกลายเปนฝมีหนอง พบบอยที่บริเวณกน รักแร หลัง
ใบหนา ถาหากเชื้อลุกลามไปยังรูขุมขนบริเวณใกลเคียง จะเกิดเปนฝจาํนวนมากในเนื้อเยื่อช้ันใต
ผิวหนัง เรียกวา ฝฝกบัว (carbuncle) การเกดิฝหนองอาจเรื้อรัง หรือกลับเปนซํ้าได 
 
 เตานมอักเสบ (mastitis) เตานมที่มีการติดเชื้อ Staph. aureus จะอกัเสบแดง หรืออาจเปน
หนอง มีไข พบในหญิงหลังคลอดบุตร มักเกิดในชวงสัปดาหที ่2-3 หลังคลอด การรักษาใชยา
ปฏิชีวนะ หากเกิดการอกัเสบเปนหนองอยางรุนแรงตองเอาหนองออก 
 
 อาหารเปนพิษ (Staphylococcal food poisoning) พยาธิสภาพเกดิขึ้นเนือ่งจากการ
รับประทานอาหารที่มีการปนเปอนของเอนเทอโรท็อกซิน ที่สรางโดยเชื้อ Staph. aureus เขาไป 
สายพันธุที่สรางสารพิษและกอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษมักเปนสายพนัธุที่สามารถสรางเอนไซม 
coagulase ได การสรางเอนไซม coagulase มักมีความสัมพันธกับการสรางเอนเทอโรท็อกซิน 
ในอาหารถาอาหารนั้นๆ อยูในสภาพทีเ่หมาะสมตอการเจริญ สารพิษที่จะทําใหเกดิโทษกับผู 
บริโภคไดนั้นตองมีปริมาณไมตํ่ากวา 0.1-1.0 ไมโครกรัมตอ 100 กรัมอาหาร ซ่ึงปริมาณเชื้อจะ 
ตองมากถึง 106 เซลลตอกรัมอาหาร แมวาเชื้อจะสรางเอนเทอโรท็อกซินไดแตถามีเซลลปริมาณ 
ตํ่ากวา 106 เซลลตอกรัมอาหาร ก็จะไมทาํใหเกิดอันตราย ตามมาตรฐานอาหารกําหนดวา ตองตรวจ
ไมพบจุลินทรยีที่ทําใหเกิดโรครวมทั้ง Staph. aureus ดวย เมื่อเอนเทอโรท็อกซินถูกดูดซึมที่
กระเพาะอาหารจะไปกระตุนเสนประสาท vagus และ sympathetic nerves ไปยัง subcortical 
vomiting center ที่สมอง ทําใหเกิดการอาเจียนขึ้น ดังนัน้เอนเทอโรท็อกซินของ Staph. aureus 
จัดเปน emetic enterotoxin ในขณะเดยีวกนัทําใหเกิดการเพิ่มปริมาณ cAMP ในเยื่อบุผนังลําไส 
เปนผลทําใหเกดิอาการอุจจาระรวงเปนนํ้า อาการของโรคเกิดขึ้นภายใน 1-6 ช่ัวโมง หลังจาก 
รับประทานอาหารที่มี เอนเทอโรท็อกซิน ของ Staph. aureus อาการที่เกดิขึ้น คือ คล่ืนไส 
ปวดทอง ทองเดิน และเปนตะคริว อาเจียนอยางรุนแรง มักไมมีอาการไข ปวดบิดในทอง 
ถายเปนนํ้า อุจจาระรวง ปวดศรีษะ เหงื่อออก หนาวสั่น ในรายที่รุนแรงอาจช็อคหรือมีมูกและ 
เลือดปนในอจุจาระ แตสวนใหญอาการจะหายเปนปกตภิายใน 1-3 วัน หลังจากขับถายเอาเชื้อ 
และสารพิษออกไปหมดแลว ถาเกิดในเดก็เล็กและผูสูงอายุอาการอาจรุนแรงและอาจเสียชีวิตได 
โรคอาหารเปนพิษจาก Staph. aureus มักเกิดจากมือที่มีเชื้อของคนที่เปนพาหะมาประกอบอาหาร 
มือของผูที่เปนพาหะติดเชื้อมาจากสารคัดหล่ังจากจมกู อาหารที่รับประทานนัน้ดิบ หรือปรุง/อุนที่ 
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ความรอนนอยหรือทําในเวลาสั้นๆ ซ่ึงไมสามารถทําลายเอนเทอโรทอ็กซินที่ทนทานตอการตมเปน
เวลา 30 นาท ีหรือมากกวาได ดังนั้นการปองกันและควบคุมโรคอาหารเปนพิษจาก Staph. aureus 
คือ ผูที่เปนพาหะของเชื้อ Staph. aureus ไมควรสัมผัสอาหาร หรือใชมือในการหยบิหรือจับอาหาร
ที่ปรุงแลว ไมควรตั้งอาหารทิ้งไวที่อุณหภมูิหองเปน เวลานานกอนรับประทาน ควรเก็บอาหารไว
ในตูเย็นที่มีอุณหภูมิตํ่าเพื่อไมใหเชื้อ Staph. aureus เจริญเพิ่มจํานวนกอนที่จะนําไปประกอบหรอื
เสิรฟ ซ่ึงปริมาณเชื้อจะตองมากถึง 106 เซลลตอกรัมอาหาร ตามขอกําหนดของการควบคุมคุณภาพ
อาหารทางดานจุลชีววิทยา กําหนดไววาอาหารที่มีสุขลักษณะที่ด ีจะตองตรวจไมพบจุลินทรียกอ
โรครวมทั้ง Staphylococcus aureus ดวย (พระราชบัญญัติอาหาร, 2522) ซ่ึงในบทเพิม่เติมทาย
พระราชบัญญัติอาหารของป พ.ศ.2552 มีขอกําหนดใหอาหารเกือบทุกประเภทจะตองตรวจไมพบ
เชื้อ Staph. aureus ในตัวอยางอาหาร 0.1 กรัม ถาเปนประเภทเครื่องดืม่นั้นตองตรวจไมพบเชื้อใน 
0.1 มิลลิลิตร 
 
การปนเปอนของเชื้อ Staphylococcus  aureus ในอาหาร 
 
 ประเภทของอาหารที่ตรวจพบเชื้อ Staph. aureus มีหลายชนิด ไดแก 
 
 - เนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว เชน เนื้อไก เนื้อโค เนื้อสุกร แหนม หมูยอ กนุเชยีง 
ไสกรอก ลูกชิน้ 
 
 - นมและผลิตภัณฑจากนม เชน นมพาสเจอรไรส เนยแขง็ เนยเหลว เนยเทียม นมผง        
โยเกิรต (Carmo et al., 2002; Fujikawa et al., 2006) 
 
 - อาหารหมกั เชน ไสกรอก (salami) หนอไมดอง ผักดองเปรี้ยวประเภทหัวหอม แตงกวา 
กะหลํ่าปลีดอง (sauerkrant) และผลิตภัณฑจากนม เชน เนยแข็ง 
 
 - ผลิตภัณฑเบเกอรี่และขนมหวาน เชน ขนมปงไสครีม ขนมใสสี เอแคร เคกจาก มันฝร่ัง 
แซนวิช และสกอตแพนเคก 
 
 - สวนประกอบของอาหารจําพวกสลัด เชน ไข นํ้าสลัด ไก ทูนา แฮม มะเขือเทศ มันฝร่ัง 
และมักกะโรนี (Cliver, 1990; Varnam et al., 1991; Murray et al., 1994) 
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 - อาหารทะเลผานความรอนและแชเยือกแข็ง เชน ปลาหมึก กุง ปลาบดปรุงรส (เนาวรัตน, 
2540) 
 
 - เครื่องดื่ม เชน นํ้าลําไย นํ้ามะพราว น้ําพทุรา นํ้าสับปะรด นํ้าล้ินจี ่นํ้าสม นํ้ากระเจีย๊บ    
นํ้าบวย นํ้าลูกเกด นํ้าหวาน นํ้ามะนาว นํ้านมเย็น นํ้าโอเลี้ยง (ธาริยา, 2540) 
 
 - ผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน ไอศครมี ขนมจีน เสนกวยเตีย๋ว อาหารปรุงสําเร็จ กระเทยีมครีม 
(garlic butter) และวิปครีม (whipped butter) 
 
 การตรวจเชื้อ Staph. aureus ในอาหารพรอมบริโภคที่สุมตรวจเปนระยะเวลา 1 ป พบวา 
อาหาร 9 ชนิด คือ อาหารคาว 3 ชนิด  ประเภทเบเกอรี่ 2 ชนิด ประเภทขนมหวานและน้ําปน 4 ชนดิ 
สามารถแยกเชื้อ Staph. aureus สายพันธุที่สรางเอนเทอโรท็อกซินและดื้อยา ในตวัอยางอาหาร
จํานวนทั้งหมด 864 ตัวอยาง จากรานคาในมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 4 แหง จํานวน 432 ตัวอยาง 
ตรวจพบเชื้อ Staph. aureus ในอาหาร 142 ตัวอยาง (รอยละ 32.87) แยกไดเชื้อ 172 isolates จาก
รานคาบริเวณตลาดสี่แยกเกษตร 4 แหง จํานวน 432 ตัวอยาง ตรวจพบเชื้อ Staph. aureus ในอาหาร 
163 ตัวอยาง (รอยละ 37.73) แยกเชื้อได 195 isolates รวมเชื้อที่ตรวจแยกได 367 isolates เปน     
สายพันธุที่สรางเอนไซม coagulase จํานวน 335 isolates มาทดสอบการสรางเอนเทอโรท็อกซิน 
พบวาเชื้อสรางเอนเทอโรท็อกซินไดจํานวน 137 iolates (รอยละ 40.90) โดยสรางเอนเทอโร          
ท็อกซินชนิด A, B, A&B, A&C และ A&B&C&D จํานวน 31, 41, 20, 23 และ 1 isolates ตามลําดับ 
ในการตรวจหาเชื้อสายพันธุดื้อยาปฏิชีวนะ methicillin และ vancomycin จากเชื้อ Staph. aureus ที่
สรางเอนเทอโรท็อกซินทั้ง 137 isolates พบเชื้อสายพันธุดื้อยาปฏิชีวนะ methicillin 12 isolates คิด
เปนรอยละ 8.76 และ vancomycin 7 isolates คิดเปนรอยละ 5.11 ตามลําดับ (พราว, 2552) 
 
การรายงานระบาดวิทยาของเชื้อ Staphylococcus  aureus สาเหตุของโรคอาหารเปนพษิ
(Staphylococcal food poisoning) 
 
 ในประเทศไทยระหวางป พ. ศ. 2527-2535 กองระบาดวทิยา รายงานโรคที่มีน้ําและอาหาร
เปนพาหะจํานวน 160 คร้ัง มีผูปวยทั้งสิ้น 8,851 ราย โรคระบาดที่มีผูปวยมากที่สุด สาเหตุเกดิจาก
สารพิษของเชื้อ Staph. aureus มีผูปวยรวม 517 ราย จาก 8,851 ราย (กองระบาดวิทยา, 2537) 
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 มาลัย และคณะ (2543) รายงานวาในประเทศไทย ไดสํารวจคุณภาพทางจุลินทรียของ
อาหารพรอมบริโภคประเภท ยํา สลัดผัก และขาว ทีจ่ําหนายในซุปเปอรมาเก็ตในเขต
กรุงเทพมหานคร ตรวจพบ Staph. aureus ในอาหารทุกชนิดในปริมาณตั้งแต 1.0-7.0 x 102 CFU/g 
 
 ในป พ. ศ. 2548 กองระบาดวิทยา รายงานโรคอาหารเปนพิษ จํานวน140,949 ราย โรค
ระบาดที่มีผูปวยที่มี สาเหตุเกิดจากสารพิษของเชื้อ Staph. aureus มีผูปวยรวม 61 ราย (กองระบาด
วิทยา, 2548) 
 
 Fueyo et al. (2005) รายงานการสํารวจและควบคุมการเกิดโรคจากการติดเชื้อและสารพิษ
ในอาหารของ WHO ในทวีปยุโรประหวางป 1999-2000 พบวามีสาเหตมุาจากเชื้อในกลุม 
Staphylococci มากกวา 3,700 คร้ัง 
 
 ประเทศออสเตรเลียตั้งแตป 1990-2006 มีรายงานการตดิเชื้อของผูปวยจากเชื้อ Staph. 
aureus มีความถี่มากขึ้นตามลําดับ โดยเปนเชื้อในกลุม  community-associated methecillin-
resistance Staphylococcus aureus (CA-MRSA) (Nimmo and Coombs, 2008) 
 
เทคนิค ในการตรวจหาเชื้อ Staphylococcus  aureus  และเอนเทอโรท็อกซิน 
 
 1.  เทคนิคการตรวจทางจุลชีววิทยา (microbiological technique) 
       
      การตรวจวิเคราะห Staph. aureus ในตัวอยางอาหารทัว่ไป จะเปนการตรวจนับจํานวน 
ทําโดยการนับโคโลนีในจานเพาะเชื้อ (direct plate count  method) หรือ การหาคา MPN ตามวิธี
ของ FDA Bacteriological Analytical Manual 8th edition 2001 และ AOAC 16th edition 1995 ใช
อาหาร Baird-Parker agar ในการศึกษาลกัษณะโคโลนี รวมกับการทดสอบทางชีวเคมี เชน การ
สรางเอนไซม coagulase, catalase activity และการเฟอรเมนตน้ําตาล mannitol มาตรฐานของ
อาหารและน้ําบริโภค พ.ศ. 2549 และ พ.ศ. 2552 นั้นจะตองตรวจไมพบเชื้อ Staph. aureus ใน
ตัวอยาง 0.1 กรัม หรือ 0.1 มิลลิลิตร ดังนั้นการตรวจวิเคราะหจะรายงานผลตรวจวา มีเชื้อหรือไมมี
เชื้อ หรือ พบเชื้อหรือไมพบเชื้อ ไมจําเปนตองตรวจนับจาํนวน ถาเปนอาหารแหง ผักหรือผลไมตาก
แหง อาจตอง pre-enrichment ตัวอยางอาหารกอน แลวทําการตรวจวิเคราะห 
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 2.  เทคนิคการตรวจ ทางอิมมูโนวิทยา (immunological technique) 
 
      วิธีการทางอิมมูโนวิทยาหลายวิธีที่ไดรับการพัฒนามาใชสําหรับการตรวจหาเชื้อ 
Staph. aureus และเอนเทอโรท็อกซิน ไดแก Microslide gel Immunodiffusion, 
Immunofluorescence, electroimmunodiffusion, Hemagglutination, Radioimmunoassay, Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Reverse Passive Latex Agglutination (RPLA) และ 
Western Blotting (Immunoblotting) (Park and Szabo, 1986; Kawabata et al., 1997; Rasooly and 
Rasooly,1998) นอกจากนี้มกีารพัฒนานํา วิธี DNA hybridization และ Polymerase chain reaction 
(PCR) มาใชตรวจสอบหาเอนเทอโรท็อกซินของเชื้อ Staph. aureus (Atanassova et al., 2001) 
 
      - Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เปนวิธีการตรวจสอบเชื้อ Staph. 
aureus อีกวิธีหนึ่งที่มีผูนิยมใชกันมากและนํามาใชแทนวธีิ microslide gel double diffusion ไดเพื่อ
ลดขั้นตอนในการทําใหเขมขนเปนการประหยัดเวลาและทําไดงายขึ้น วิธี ELISA เปนวิธีที่มีการ
พัฒนากันมาก มีความจําเพาะ มีความไว และมีการผลิตชุดทดสอบสําเร็จรูป (kit test) ออกจําหนาย 
(Park et al., 1996) ซ่ึงอาศัยหลักการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี โดยใชเอนไซม
เปนตัวบงชี ้การทดสอบมีทั้งวิธี Double-antibody-sandwich ELISA และ Indirect ELISA โดยการ
ตรวจหาแอนตเิจนดวยวิธี Double-antibody sandwich method (Thompson et al., 1986) มีขั้นตอน
คือ การเคลือบเพลทดวยแอนติบอดี จากนั้นเติมตัวอยางอาหารที่ตองการทดสอบถามีแอนติเจนที่
จําเพาะจะจับกบัแอนติบอด ีขั้นตอไปคือ เติมแอนติบอดทีี่ติดฉลากดวยเอนไซมซ่ึงจะจับกับ
แอนติเจน เมื่อเติมสับสเตรทลงไป เอนไซมยอยสับสเตรททําใหเกิดส ีซ่ึงมองเห็นไดดวยตาเปลา
สวนการตรวจหาแอนติบอดดีวยวิธี Indirect ELISA นั้นจะเคลือบเพลทดวยแอนตเิจนแลวเติม
ตัวอยางที่ตองการทดสอบ ถามีแอนติบอดจีําเพาะจะจับกบัแอนติเจน หลังจากนั้นเติมแอนติอิมม-ู
โนโกลบูลินติดฉลากดวยเอนไซมซ่ึงจะจบักับแอนติบอดีในตวัอยาง เมื่อเติมสับสเตรททําใหเกดิสี 
ซ่ึงมองเห็นไดดวยตาเปลาและวัดปริมาณสีดวยเครื่องวดัการดูดกลืนแสง (กนกรัตน, 2541) อยางไร
ก็ตามวิธี ELISA ยังมีขอจํากดัคืออาจเกิดผลลบปลอม (false negative) และอาจเกิดปฏิกิริยาขาม 
(cross-reactivity) ได (Rasooly and Rasooly, 1998) 
 
      - Western Blotting (Immunoblotting) เปนวิธีทดสอบทางอิมมูโนวทิยาวิธีหนึ่งที่
สามารถใชในการตรวจหาเอนเทอโรท็อกซินของเชื้อ Staph. aureus ไดผลดีโดยการแยกแอนติเจน
ในวุนดวยกระแสไฟฟา (150 V, 2 ช่ัวโมง) แลวยายโปรตนีจากวุนลงบนแผน nitrocellulose (400 
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mA,60 นาที) แลวบมดวย Anti- SEs (rabbit) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ลางเอาสวนที่ไมทําปฏิกิริยากัน
ออกไป หลังจากนั้นบมดวย goat anti-rabbit IgG ที่ติดฉลากดวยเอนไซม alkaline phosphatase 2 
ช่ัวโมงลางอีกครั้งแลวยอมดวยสี BCIP/NTB จะเกิดแถบโปรตีนทําใหมองเห็นได วิธีนี้เปนวิธีที่มี
ความไว(sensitivity) สูง เนื่องจากสามารถทดสอบพบ SEA ในตวัอยางอาหารที่มีปริมาณต่ํา
ประมาณ 100 พิโครกรัมตอมิลลิลิตรได และสามารถตรวจพบ SEA ไดทั้งในตวัอยางอาหารที่ผาน
ความรอนและยังไมผานความรอน นอกจากนี้ยังสามารถแกปญหาการเกิดผลบวกปลอม (false 
positive) ผลลบปลอม (false negative) และปฏิกิริยาขาม (cross-reactivity) ได (Rasooly and 
Rasooly, 1998) 
 
      - Reverse Passive Latex Agglutination (RPLA) เปนวธีิทดสอบทางอิมมูโนวิทยาอีกวิธี
หนึ่งที่นยิมใชในการตรวจหาเอนเทอโรท็อกซินของเชื้อ Staph. aureus (Park et al., 1986; Fujkawa 
and Igarashi, 1988; Adesiyum et al., 1992) และเปนวิธีที่นํามาใชแทนวิธี Reverse Passive 
Hemagglutination (RPHA) แมวาวิธี RPHA เปนวิธีที่งาย สะดวกและรวดเร็ว แตอาจจะเกิดปฏิกริยา
การตกตะกอนที่ไมจําเพาะ (non-specific) กับองคประกอบบางอยางของอาหาร ดังนัน้ตอมาจึงไดมี
การนําเอาเม็ด latex ซ่ึงเปน Polystyrene มาใชแทนเม็ดเลอืดแดง โดยอาศัยหลักการทําปฏิกิริยากัน
ระหวางแอนตเิจนและแอนตบิอดีเชนเดยีวกับวิธีอ่ืนๆ ซ่ึงในการทดสอบจะตองเตรยีมแอนติบอดีตอ
แอนติเจนชนดินั้นๆ ขึ้นมาเสียกอน โดยการนําเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อและในสภาวะที่
เหมาะสมเพื่อใหเชื้อผลิตเอนเทอโรท็อกซินซึ่งเปนแอนติเจน หลังจากทําใหเอนเทอโรท็อกซิน 
บริสุทธิ์แลวทําการฉีดเขาไปในสัตวทดลอง ทิ้งไวระยะหนึ่ง (2-3 สัปดาห) แลวฉีดซํ้าอีก 2-3 คร้ัง 
เพื่อใหสัตวทดลองสรางแอนติบอดีในปริมาณที่มากพอ จากนั้นเจาะเลือดสัตวทดลอง แลวทิ้งให
เลือดแข็งตัวโดยเก็บไวที ่4 องศาเซลเซียส คางคืน แลวนาํไปปนแยกเอาสวนของแอนติซีร่ัมที่ 3,500 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําแอนติซีร่ัมมาเตรียมแอนติบอดีบริสุทธิ์ แลวนําไปเคลือบบนผิว
เม็ด latex แลวนํามาทดสอบหาเอนเทอโรท็อกซินของเชื้อ Staph. aureus ตอไป วิธีRPLA นี้เปนวิธี
ที่ไดรับความนิยมอยางแพรหลายเพราะเปนวิธีที่ทําไดงาย ใหผลรวดเรว็ มีความไว (sensitivity) 
และความจําเพาะ (specific) สูง เครื่องมือเครื่องใชราคาไมคอยแพง สามารถสังเกตผลไดดวยตา
เปลา (Bankes and Rose, 1989) 
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 3.  Polymerase Chain Reaction (PCR)  
 
      เปนวิธีการตรวจอีกวิธีหนึ่งที่สามารถตรวจวเิคราะหหาชนิดเอนเทอโรท็อกซินไดโดย
อาศัยการตรวจจาก DNA ซ่ึงจะชวยแกปญหาในกรณีตวัอยางอาหารที่นํามาวิเคราะหผานความรอน
สูงๆ มาทําใหไมสามารถตรวจวิเคราะหดวยวิธีทางจุลชีววิทยา ได ในขณะทีว่ิธี PCR นี้สามารถ
ตรวจวเิคราะหไดเพราะอาศยัคุณสมบัติของ DNA ที่ไมมีประจ ุ(uncharged) ตรวจวิเคราะหเอนเทอ-
โรท็อกซินจากยีนในการควบคุมการสราง (specific gene sequences) แทนการตรวจ เอนเทอโร      
ท็อกซินที่เชื้อสรางขึ้นหรือตัวเชื้อโดยตรง (Tsen and Chen, 1992; Holeckova et al., 2002) 
 
 4.  Biosensors  
  
      เปนวิธีที่มกีารพัฒนาขึ้นโดยอาศัยหลักการคลายกับ real-time PCR รวมกับ sensor chip 
surface เพื่อใชในการตรวจวเิคราะห Staphylococcal enterotoxins ชนิดตางๆ (Nedlkov et al., 2000) 
ซ่ึงจะใชระยะเวลาในการตรวจนอยมากเพยีง 4 นาที รวมทั้งมีความไวในการวิเคราะหที่ดีคือ
สามารถตรวจท็อกซินได 10-100 นาโนกรมัตอกรัมอาหาร ในตัวอยางอาหารที่มีความหลากหลาย
ทั้ง สลัดมันฝรั่ง ไสกรอก นม และเหด็ เปนตน โดยไมเกดิ non-specific จากสวนประกอบอื่นของ
ตัวอยางมารบกวนการตรวจ 
 
 ปจจุบันในการตรวจหาเชื้อ Staph. aureus และการตรวจหาเอนเทอโรท็อกซินของเชื้อ 
Staph. aureus มี kit test จํานวนมาก (ตารางที่ 2 และ 3) 
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ตารางที่ 2  แสดงวิธีการตรวจหาเชื้อ Staph. aureus โดยใช kit test  
 

Test system Manufactured by Reference 
Staphylatex    American Scientific Products Baron and Finegold (1990) 
Staphylochrome   Innovative Diagnostics "---------------" 
Sero-STAT    Scott Laboratories "---------------" 
Bacto Staph Latex  Difco Laboratories "---------------" 
Staphaurex  Wellcome Diagnostics "---------------" 
AUREUS TESTTM  Trisum Corp., Taipei, Taiwan Chang and Huang (1993) 
Staphaurex Murex Biotech Ltd., Dartford, 

United Kingdom 
Leeuwen et al. (1999) 

API-Staph bioM'erieux, Marcy I,ETOILE, 
France 

"---------------" 

Pasteurex-Staph-Plus Sanofi Diagnostics Pasteur GmbH, 
Feriburg, Germany 

Eiff et al. (2000) 

ID 32 Staph bioM'erieux, Nurtingen, Geramany "---------------" 
GENE-TRAK Gene-Trak Hopkinton, MA Bennett (2001) 
AccuProbe Gen-Probe, San Diego, CA "---------------" 
SmaI-PFGE Bio-Rad laboratories Fueyo et al. (2005) 
Lightcycler 
Staphylococcus kit 

Roche Diagnostics Choudhurry et al. (2006) 
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ตารางที่ 3  แสดงวิธีการตรวจหาเอนเทอโรท็อกซินของเชื้อ Staph. aureus โดยใช kit test 
 

Test system Manufactured by Reference 
SET-RPLA kit Denka Seike Ltd., Tokyo, Japan Park et al. (1992) 
Bommeli kit or 
Swiss Ball kit or 
Swiss EIA kit 

W.Brommeli A.G., Bern, 
Switzerland 

"---------------" 

TECRA kit Bioenterprises Pty.Ltd., Roseville, 
New South Wales, Australia 

Park et al. (1996) 

EIA membrane & 
EIA tube kit 

France "---------------" 

RIDASCREEN Geramany "---------------" 
SET-RPLA kit Oxoid Ltd., Basingstoke, 

Hampshire, England 
Fitzgerald et al. (2000) 

TECRA-SET TECRA Diagnostics, 
Rosseville,NSW, Australia 

Bennett, (2001) 

VIDAS-SET BioMerieux-Vitex, Hazelwood,MO "---------------" 
Ridascreen SET R. Biopharm GmbH, Darnstadt, 

Germany 
"---------------" 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1.  วัสดุและเครื่องมือ 
 
 1.1 กระตาย 
 1.2 ตูบมเชื้อ 37 องศาเซลเซียส 
 1.3 ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 
 1.4 Autoclave 
 1.5 กระบอกฉดียา 
 1.6 เข็ม two way needle 
 1.7 เข็มฉีดยาเบอร 20 และ 22 ยาว 1 นิ้ว 
 1.8 สําลี 
 1.9 หลอดทดลอง 
 1.10 จานเพาะเชื้อ 
 1.11 หลอด eppendorf 
 1.12 Vortex mixer 
 1.13 Pasteur pipette 
 1.14 ปเปต 
 1.15 ไมโครปเปต 
 1.16 ทิป 
 1.17 เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) 
 1.18 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
 1.19 แผนไนโตรเซลลูโลส 
 1.20 เครื่อง lyophilizer 
 1.21 ปากคีบ 
 1.22 Moist chamber 
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2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 2.1 Braid-Parker broth 
 2.2 Braid-Parker agar 
 2.3 Trypticase Soy broth 
 2.4 Standard plate count agar 
 2.5 Mannitol salt agar 
 
3.  เชื้อ 
 
 3.1  Staphylococcus aureus 
 3.2  Staphylococcus epidermidis 
 3.3  Staphylococcus hominis 
 3.4  Staphylococcus saprophyticus 
 3.5  Escherichia coli 
 3.6  Enterobacter aerogenes 
 3.7 Salmonella Anatum 
 3.8 Shigella sonnei 
 
4.  สารเคมี 
 
 4.1 Purified Protein A polyclonal antibody, Purified Staphylococcus aureus polyclonal  
antibody 
 4.2 Phosphate Buffer Saline – Tween 20 (PBS-T) 
 4.3 0.85% NaCl 
 4.4 2% skim milk 
 4.5 Goat Anti-Rabbit IgG Horseradish peroxides 
 4.6 Tetramethylbenzidine (TMB) 
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วิธีการ 
 
1.  การเตรียมแอนติซีร่ัม (antiserum) 
 
 1.1 การเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตาย 
 
      เตรียมเชื้อ Staph. aureus ใหมีปริมาณเซลลประมาณ 10 9 เซลลตอมิลลิลิตร โดยวัด
ความขุนเทยีบกับความขุนมาตรฐานของ McFarland no. 7 แลวนําไปฆาเชื้อดวยฟอรมาลิน 0.5% 
ทิ้งไวคางคืน นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสที่มี
ฟอรมาลินทิ้งไป ลางเซลลดวย normal saline อีก 2-3 คร้ัง แลวจึง resuspend ดวย normal saline 
นําไปใชเปนแอนติเจนสําหรับฉีดกระตายแสดงในตารางผนวกที่ ค1 
 
      การเตรียมโปรตีน เอ (Zymed) ใชความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยเจือจาง
ดวย normal saline ใหไดความเขมขนตามตองการ ผสมแอนติเจนที่เตรียมไวคือเชื้อ Staph. aureus 
และโปรตีน เอ (Zymed) ใชความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ผสมกับ complete Freund’s 
adjuvant (Sigma) ในอัตราสวน 1: 1 ฉีดเขาใตผิวหนัง (subcutaneous) ของกระตายน้ําหนักประมาณ 
1.5-2 กิโลกรัม โดยแบงฉีดประมาณ 2-3 จดุเพื่อปองกันการเกิด granuloma ที่ใหญเกนิไป ฉีดซ้ํา
(boost) หลังจากนั้น 2 สัปดาหดวยแอนติเจนที่ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant (Sigma) ใน
อัตราสวน 1:1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรเขาใตผิวหนังเชนเดยีวกัน และฉีดซ้ําอีก 5 คร้ัง แตละครั้งหางกนั 
2 สัปดาห แสดงในตารางผนวกที่ ค2 
 

1.2 การเจาะเลือดและแยกแอนติซีร่ัม 
 
       หลังจากการฉีดแอนติเจนครั้งที่ 2 เจาะเลือดกระตาย โดยเจาะจากหลอดเลือดดําใหญที่
หู (ear vein) โดยใชเข็มเบอร 20 จะเจาะตอเนื่องทุก 1 สัปดาหหลังการฉดีซ้ําแตละครั้ง จนกวาจะได
ปริมาณแอนตบิอดีที่ตองการทําการ เจาะเลือดกระตายแลว ตองนําเลือดที่ไดมาทิ้งไวใหตกตะกอน
ทิ้งใหเลือดแข็งตัวโดยเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส คางคืน นํามาปนแยกซีร่ัมที่ 3,500 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสลงในหลอดแลวนําไปเก็บไวที ่-20 องศาเซลเซียส จนกวาจะทําการ
ทดลอง ในสวนของการเตรยีม normal serum (pre-immunized serum) เพื่อใชเปน negative control 
เตรียมโดยเจาะเลือดกระตายที่ไมไดฉดีสารแอนติเจน แลวทําการแยกซีร่ัมออกจากเซลลเม็ดเลือด 
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2.  การตรวจสอบปริมาณแอนติบอดดีวยวิธี immunodiffusion ในกรณีท่ีฉีดโปรตีน เอ 
 
 2.1 การตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีตอโปรตีน เอ ดวยวิธี immunodiffusion 
 
       ตรวจสอบปริมาณของแอนติบอดี (anti-protein A) ในแอนติซีร่ัมทีเ่ตรียมไว โดยการทํา 
immunodiffusion ตามวิธีของ Ouchterlony (Clark, 1991) โดยใช Noble agar 1.5% ละลายใน 
phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2 + 0.1% NaN3 ใช 3-3.5 มิลลิลิตร ของ Nobel agar ที่เตรียมไว
เคลือบลงบนสไลด ทิ้งไวใหแข็งตวั แลวเจาะหลุมตามแบบที่ใช เตรียมความเจือจางของแอนติซีร่ัม
ใน PBS pH 7.2 เปน 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 และ 1:32 ตามลําดับ ปเปตแอนติซีร่ัมที่ความเจือจางตางๆ
ใสลงในหลุมแตละหลุมๆ ละ 10 ไมโครลิตร สวนของแอนติเจน คือ โปรตีน เอ ใชความเขมขน 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ใสในหลุม จากนั้นเก็บสไลดไวในกลองชื้นที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
 
 2.2 การตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีตอทัง้เซลลของเชื้อ Staph. aureus ดวยวิธี microtiter 
plate direct agglutination 
 
       นําแอนติซีร่ัมที่แยกไดมาตรวจสอบปริมาณแอนติบอดี มีวิธีการดังนี้ คือ ใส 0.85% 
NaCl ลงในหลุมของ microtiter plate หลุมละ 50 ไมโครลิตร จนครบทั้ง 12 หลุม ทํา serial dilution 
ของแอนติซีร่ัมแบบ two-fold dilution จนความเจือจางสดุทายเปน 1:20,480 (หลุมที่ 11 ) สวนหลุม
ที่ 12 ใส normal serum เพื่อเปน negative control เติมแอนติเจน คือเชื้อ Staph. aureus (เตรียมโดย
ใช suspension ของเชื้อ Staph. aureus มาวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาว 600 นาโนเมตร ใหไดเทากับ 
0.5 แลวนําไปตมเปนเวลา 10 นาที) ลงในหลุม หลุมละ 50 ไมโครลิตร จนครบทุกหลุม นํา 
microtiter plate ไปใสในกลองชื้น บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 18 ช่ัวโมง การตรวจผลโดยดูจาก
การเกิด agglutination pattern ซ่ึงจะเกดิที่กนหลุม 
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       อานผลโดยดูปริมาณของการเกิด agglutination 
 
   ++++      100%  complete agglutination 
     +++         75%        agglutination 
          ++          50%      agglutination 
                            +         25%  agglutination 
                     -         0%   agglutination 

 
        โดยอานผลเปนบวกตั้งแต 50% agglutination ขึ้นไป 
 
3.  การเตรียม IgG บริสุทธตอโปรตีน เอ และ IgG บริสุทธตอ เชื้อ Staph. aureus ท้ังเซลล 
 
 3.1 ตกตะกอน IgG ดวยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 
 
       นําแอนติซีร่ัมที่ตรวจหาปริมาณแอนตบิอดีแลวในขอ 2 มาตกตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟตอิ่มตัว เพือ่ตกตะกอนโปรตีนในซีร่ัมรวมทั้ง IgG ดวย นาํไปปนเหวีย่งที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนใสออก แลวนาํตะกอนทีไ่ดไปแยก IgG 
บริสุทธิ์ดวยวธีิ affinity chromatography 
 
 3.2 การเตรียม IgG บริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography 
 
       นําตะกอนที่ไดไปละลายดวย 20 mM phosphate buffer saline (PBS) pH 7.0 จากนั้น
นําไปกรองผาน membrane ที่มีขนาด pore size เทากับ 0.2ไมโครเมตร กอนนําไปทํา affinity 
chromatography โดยผานไปบน  HiTrap Protein A HP ขนาด 5 มิลลิลิตร ดวยอัตราการไหล 5 
มิลลิลิตรตอนาท ีequilibrate ดวย buffer จนคาดูดกลืนแสงของสารที่ไหลออกมาเทากับ base line 
แลวชะเอา IgG ที่เกาะตดิกบั bead ใหหลุดออกมาดวย 100 mM glycine –HCl buffer pH 2.7 เก็บ 
fraction ที่มี IgG โดยดูจากการวัดปริมาณโปรตีนดวยเครือ่งสเปคโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 
280 นาโนเมตร ปรับ pH ใหเปนกลางดวยสารละลาย 1 M Tris-HCl buffer pH 9.0 (neutralize 
buffer) แลวรวม fraction ที่มีโปรตีน เก็บไวเพื่อนําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ IgG ดวยการทํา 
SDS-PAGE ตอไป 
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 3.3 การทําแหงแข็ง (lyophilize) 
 
       รวมแตละ fraction ที่มี IgG นําไป dialyze ใน dialysis tube ดวย 0.15 M phosphate 
buffer saline (PBS) pH 7.0 แลวนําไปทําแหงดวยเครื่อง lyophilizer ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ 
IgG ดวยการทาํ SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis) ตาม
วิธีของ Laemmli (1970) แลวนํามาวิเคราะหปริมาณโปรตีน ตามวิธีของ Lowry (Lowry et al., 
1951) 
 
 3.4 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ IgG ตอโปรตีน เอ และ IgG ตอเชื้อ Staph. aureus ทั้ง
เซลล 
 
       นํา IgG บริสุทธิ์ที่ทํา lyophilize และหาปริมาณโปรตีนแลวมาตรวจสอบความบริสุทธิ์
ดวยวิธี SDS-PAGE ดังนี ้
 
       3.4.1 เตรียม running gel ความเขมขน 15% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยตองผสมสารใน     
บีกเกอรใหเขากันอยางเบาๆ กอนจะใสสารตัวตอไป ตามลําดับดังนี้ ใส  bis-acrylamide 5 มิลลิลิตร 
4x running gel buffer 1.25 มิลลิลิตร น้ํากลั่น 1.17 มิลลิลิตร 10% SDS 50 ไมโครลิตร 10% 
ammonium persulfate 25 ไมโครลิตร และ tetramethyl ethylene diamine (TEMED) 1.7 ไมโครลิตร 
แลวรีบเทใส grass plate ที่เตรียมไว หลังจากนั้นปรับผิวหนา running gel โดยใสน้ํากลั่นตั้งทิ้งไวจน 
gel แข็งตัวเพือ่ปรับผิวหนาใหอยูแนวระนาบ 
 
       3.4.2 เตรียม stacking gel ความเขมขน 3% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยตองผสมสารใน 
บีกเกอรใหเขากันอยางเบาๆ กอนจะใสสารตัวตอไป ตามลําดับดังนี้ ใส bis-acrylamide 0.498 
มิลลิลิตร 4x running gel buffer 1.25 มิลลิลิตร น้ํากลั่น 3.17 มิลลิลิตร 10% SDS 50 ไมโครลิตร 
10% ammonium persulfate 25 ไมโครลิตร และ tetramethylethylenediamine (TEMED) 2.5 
ไมโครลิตร แลวรีบปเปตใส running gel ที่เทน้ําออกแลวนํา comb ของชุดเจล gel ใสลงไป ตั้งทิ้งไว
อยางนอย 60 นาทีจน gel แข็งตัว แลวดึง comb ออก และยาย gel มาใสใน tank buffer เท running 
buffer ลงไปใหทวม gel 
 



 32 

       3.4.3 นําตัวอยางมาผสมกับ sample buffer ในอัตราสวน 1:1 นําไปตมที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส นาน 4 นาที แลวนําตัวอยางที่ผสมและตมแลวจํานวน 5 ไมโครลิตรใสในชอง gel 
และใสโปรตนีมาตรฐาน 5 ไมโครลิตร อีก 1 ชอง เปดเครื่องโดยใชไฟฟา 100 โวลต รอจนเหน็แนว
สีของ bromophenol blue เคลื่อนที่มาอยูหางจากปลายดานลางของ separating gel ประมาณ 1 
เซนติเมตร จึงปดเครื่องจายกระแสไฟฟา หลังจากนัน้นาํ gel ไปยอมส ีcoomassie brilliant blue R 
ลางสียอมดวย destaining solution I และ destaining solution II ตามลําดับ รายละเอียดการเตรียม
สารเคมีและบัฟเฟอรแสดงในภาคผนวก ง 
 
4.  การนับจํานวนเชื้อโดยวธีิ dilution plate count เพื่อเปรียบเทียบกบัเชื้อจากการเตรียมแอนติเจน
ท่ีวัด OD 600 เทากับ 0.1 
 
 ตรวจนับจํานวนเชื้อตางๆ โดยแบงเปนสองกลุม คือ กลุมเชื้อสายพันธุ Staphylococcus  
จํานวน 4 ชนิด คือ Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis 
และ Staphylococcus saprophyticus และเชือ้แบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal  ในกลุม 
enterobacteriaceae จํานวน 4 ชนิด คือ Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella 
Anatum และ Shigella sonneiโดยวิธี dilution plate count ซ่ึงใชเชื้อที่เตรียมความขุนซึ่งวัดคา OD 600  
ไดเทากับ 0.1 โดยมีวิธีการทาํดังตอไปนี ้
 
 4.1 เพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารผิวเอียง TSA เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง เตรียม suspension ของ
เชื้อดวย 0.85% NaCl แลวนําไปวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยเจือจางเซลล
ใหไดความขุนเทากับ 0.1 ซ่ึงจะเปนปริมาณเชื้อที่จะใชในการเตรียมแอนติเจนเพื่อทดสอบโดยวิธี 
dot-ELISA ในทุกๆ คร้ังของการทดสอบ 
 
 4.2 นํา suspension ของเชื้อที่ OD 600 เทากับ 0.1 มาทําการเจือจางตอที่ระดับความเจือจาง
ตางๆ คือ 1: 10, 1:100, 1:1,000, 1:10,000, 1:100,000, 1:1,000,000 และ 1:10,000,000 แลวนําแตละ
ความเจือจางมา spread ลงบนอาหาร TSA plate บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 
 
 4.3 ตรวจนับจาํนวนเชื้อแลวคํานวณเปน CFU/ ml 
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5.  การทดสอบความจําเพาะของ IgG บริสุทธตอเชื้อ Staph. aureus โดยวิธี dot-ELISA 
 
 5.1 การทดสอบความจําเพาะของ IgG บริสุทธิ์ตอทั้งเซลลของเชื้อ Staph. aureus และ IgG 
บริสุทธิ์ตอโปรตีน เอ โดยวธีิ dot-ELISA 
 
       ตัดแผนไนโตรเซลลูโลสใหมีขนาด 1 ตารางเซนติเมตรตอหนึ่งตัวอยาง แลวทํา
สัญลักษณ หยดตัวอยางที่ตองการทดสอบ โดยใชแอนติเจนของเชื้อ Staph. aureus ที่วัดความขุนที่ 
OD600 เทากับ 0.1 ตมเปนเวลา 10 นาที เพื่อสกัดแอนตเิจน แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 
รอบตอนาที เพื่อนําสวนใสมาใชเปนแอนติเจนในการทดสอบ ดูดสวนใสปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
หยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส สําหรับ negative control ใช 0.85% NaCl ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง
จนแหงสนิท นําแผนไนโตรเซลลูโลสใสลงใน chamber แลวเติม blocking solution (ใช skim milk 
powder 2% ใน PBS-T) ลงไปใหทวมแผนไนโตรเซลลูโลส จากนั้น rotate เปนเวลา 30 นาที เติม
แอนติบอด ี(IgG บริสุทธิ์ตอทั้งเซลลของเชื้อ Staph. aureus  และ IgG บริสุทธิ์ตอ โปรตีน เอ) ที่เจือ
จางดวย 0.85% NaCl ลงใน chamber ใหทวมแผนไนโตรเซลลูโลส rotate เปนเวลา 90 นาที ลาง
ดวย PBS-T 5 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที เติม goat anti-rabbit horseradish peroxidase (conjugate) ลงใน 
chamber แลว rotate เปนเวลา 60 นาที ลางดวย PBS-T 5 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที เติมสับสเตรท 
tetramethylbenzidine (TMB) ใหทวมแผนไนโตรเซลลโูลส ทิ้งไว 2 นาทีแลวจึงหยดุปฏิกิริยาดวย
น้ํากลั่น 
 
 5.2 ทดสอบปริมาณแอนติบอดี (IgG บริสุทธิ์) ที่เหมาะสม 
 
       นํา IgG บริสุทธิ์ตอทั้งเซลลของเชื้อ Staph. aureus  และ IgG บริสุทธิ์ตอโปรตีน เอ ไป
เจือจางใน 0.85% NaCl ใหไดความเขมขนตางๆ คือ ที่ 50, 100  และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
นําไปทดสอบโดยใชวิธีตามขอ 5.1 เพื่อหาปริมาณที่เหมาะสมเพื่อใชทํา dot-ELISA ในการตรวจหา
เชื้อ Staph. aureus ตอไป 
 
 5.3 ทดสอบปริมาณ conjugate ที่เหมาะสม 
 
       การทดสอบหาปริมาณ conjugate (goat anti- rabbit IgG horseradish peroxidase) ที่
เหมาะสม โดยเจือจาง conjugate ใน 0.85% NaCl  เปน 1:2,000 , 1:5,000  และ 1:10,000  จากนั้น



 34 

นําไปทดสอบโดยใชวิธีตามขอ 5.1  เพื่อหาปริมาณที่เหมาะสม ที่จะนํามาใชทํา dot-ELISA ในการ
ตรวจหาเชื้อ Staph. aureus ตอไป 
 
6.  การทดสอบปฏิกิริยาของ IgG บริสุทธ์ิกับเชื้อ Staphylococcus ชนดิอื่นโดยวิธี dot-ELISA 
 
 ใชวิธี dot-ELISA เพื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกลุมของ IgG บริสุทธิ์ตอทั้งเซลลของเชื้อ 
Staph. aureus และ IgG บริสุทธิ์ตอโปรตีน เอ กับ Staphylococcus ชนิดอื่น และทดสอบ
ความจําเพาะตอเชื้อ Staph. aureus ไปพรอมกันดวย โดยใชวิธีตามขอ 5.1 
 
 6.1 นําเชื้อ Staphylococcus ชนิดอื่นคือ Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 
hominis และ Staphylococcus saprophyticus มาเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารผิวเอียง TSA เปนเวลา     
18-24 ช่ัวโมง เตรียม suspension ของเชื้อ ดวย 0.85% NaCl แลวนําไปวัดคาดดูกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตรโดยเจือจางเซลลใหได OD 600 เทากบั 0.1 
 
 6.2 นํา suspension ของแตละเชื้อที่ OD 600 เทากับ 0.1 มาทําการเจือจางตอดวย 0.85% NaCl 
ที่ระดับความเจือจางตางๆ คือ 1: 10, 1:100, 1:1,000, 1:10,000 และ 1:100,000 แลวตมเปนเวลา 10 
นาที หลังจากนั้นนําไปปนเหวีย่งเพื่อนําสวนใสมาใชเปนแอนติเจนในการทดสอบ 
 
 6.3 นําไปทดสอบดวยวิธี dot-ELISA ตามความเขมขนของ IgG และ conjugate ที่เหมาะสม
จากการทดลองในขอ 5.2 และขอ 5.3 ตามลําดับ 
 
 6.4 นําผลการทํา dot-ELISA มาเปรียบเทียบปฏิกิริยาของโพลีโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 
ชนิด คือ IgG บริสุทธิ์ตอทั้งเซลลของเชื้อ Staph. aureus  และ IgG บริสุทธิ์ตอโปรตีน เอ จากความ
เขมของสีที่เกิดขึ้นกับเชื้อ Staphylococcus ชนิดอื่นในระดับความเจือจางตางๆของแตละเชื้อเพื่อหา
ความสามารถการทําปฏิกิริยาของ  IgG บริสุทธิ์ที่ผลิตขึ้น 
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7.  การทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) ของ IgG บริสุทธ์ิตอท้ังเซลลของเชื้อ Staph. 

aureus  และ IgG บริสุทธ์ิตอโปรตีน เอ กับเชื้อกลุม non- Staphylococcal 
 
 ใชวิธี dot-ELISA เพื่อทดสอบวาเมื่อใช IgG บริสุทธิ์ตอทั้งเซลลของเชื้อ Staph. aureus 
และ IgG บริสุทธิ์ ตอโปรตีน เอ จะเกิดปฏกิิริยาขามกลุม กับแบคทีเรียกลุมที่เปน non-
Staphylococcal ในกลุม enterobacteriaceae ซ่ึงบางชนิดเปน food-bone pathogen และอาจมีผลใน
การรบกวนการตรวจหาเชื้อ Staph. aureus ในตัวอยางอาหารตอไปได โดยใชวิธีทดสอบตามขอ 5.1  
และความเหมาะสมของแอนติบอดีและ conjugate ตามขอ 5.2 และขอ 5.3  ซ่ึงมีวิธี การเตรียมเชื้อ
กลุมที่เปน non- Staphylococcal มีขั้นตอนดังนี ้
 
 7.1 นําเชื้อแบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal ในกลุม enterobacteriaceae จํานวน 4 ชนิด 
คือ Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum และ Shigella sonnei มา
เพาะเลี้ยงบนอาหารผิวเอียง TSA เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมงแลวทํา suspension ดวย 0.85% NaCl 
นําไปวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรโดยเจือจางเซลลใหไดความขุนเทากับ 0.1 
 
 7.2 นํา suspension ของแตละเชื้อที่มี OD 600 เทากับ 0.1 มาทําการเจือจางตอดวย 0.85% 
NaCl ที่ระดับความเจือจางตางๆ คือ 1: 10, 1:100, 1:1,000, 1:10,000 และ 1:100,000 นําไปตมเปน
เวลา 10 นาที แลวปนเหวีย่งเพื่อนําสวนใสมาใชเปนแอนติเจนในการทดสอบตอไป 
 
 7.3 นําไปทดสอบดวยวิธี dot-ELISA ตามความเขมขนของ IgG ทั้งสองชนิด คือ IgG 
บริสุทธิ์ตอทั้งเซลลของเชื้อ Staph. aureus และ IgG บริสุทธิ์ตอ โปรตีน เอ และ conjugate ที่เหมาะ
ที่ไดจากการทดลองตามขอ 5.2 และ 5.3 
 
 7.4  นําผลการทํา dot-ELISA มาเปรียบเทียบหาปฏิกิริยาของโพลีโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 
ชนิด คือ IgG บริสุทธิ์ตอทั้งเซลลของเชื้อ Staph. aureus และ IgG บริสุทธิ์ตอ โปรตีน เอ จากความ
เขมของสีที่เกิดขึ้นกับเชื้อแบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal 
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8.  การวัดการเจริญของเชื้อหลังจากเพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth บมท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงโดยวิธี การวัดความขุนท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
 
 การทดลองนีม้ีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวาอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ใชสําหรับคัดแยกเฉพาะเชื้อ 
Staph. aureus และสงเสริมการเจริญดีกวาเชื้อกลุมอื่น (อาหารประเภท selective enrichment broth) 
จะสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus ชนิดอื่น และกลุม non-Staphylococcal ได
หรือไม 
 
 ทําการทดสอบโดยแบงแบคทีเรียเปนสองกลุม คือ กลุมเชื้อ Staphylococcus จํานวน 4 ชนิด 
คือ Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis และ 
Staphylococcus saprophyticus รวมทั้งเชือ้แบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal ในกลุม 
enterobacteriaceae จํานวน 4 ชนิด ไดแก Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella 
Anatum และ Shigella sonnei โดยมีวิธีทําดังตอไปนี ้
 
 8.1 เพาะเลี้ยงเชื้อ คือเชื้อ Staphylococcus จํานวน 4 ชนิด ไดแก Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis และ Staphylococcus saprophyticus รวมทั้ง
เชื้อแบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal ในกลุมของ enterobacteriaceae คือ Escherichia coli, 
Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum และ Shigella sonnei มาเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารผิว
เอียง TSA เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมงแลวทํา suspension ดวย 0.85% NaCl นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรโดยเจือจางเซลลใหได OD 600 เทากับ 0.1 
 
 8.2 นํา suspension ของแตละเชื้อที่ OD 600 เทากับ 0.1 มาทําการเจือจางตอดวย 0.85% NaCl 
ที่ระดับความเจือจางตางๆ คือ 1: 10, 1:100, 1:1,000, 1:10,000 และ 1:100,000 แลวนําแตละความ
เจือจางใชปริมาณเทากับ 1 มิลลิลิตรเทาๆ กันไปเพาะเลี้ยงลงในอาหาร Baird-Parker broth บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
 8.3 สังเกตการณเจริญของเชือ้โดยนําเชื้อชนิดตางๆ แตละระดับความเจือจางในขอ 8.2 ไป
วัดคาดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร รวมทั้งสังเกตดูการเปลี่ยนแปลงสีของอาหาร
เล้ียงเชื้อวาเกดิการเปลี่ยนสีอาหารเปนสีดํา 
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9.  การเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร Baird-Parker broth กอนนําไปตรวจดวยวิธี dot-ELISA 
 
 เนื่องจากผลการทดลองในขอ 7 เกิด cross reaction กับเชือ้ Staphylococcus ชนิดอื่นๆ คือ 
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis และ Staphylococcus saprophyticus รวมทั้ง
เกิดปฏิกิริยาขามกับเชื้อแบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal ในกลุมของ enterobacteriaceae คือ 
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum และ Shigella sonnei จึงทําการ
เพาะเลี้ยงเชื้อลงในอาหาร Baird-Parker broth กอนเพื่อการคัดเลือกเชือ้ Staph. aureus และ enrich 
ไปดวยในขั้นตอนเดียวกนั กอนตรวจดวยวิธี dot-ELISA โดยมีวธีิการดงันี้ 
 
 9.1 เพาะเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ คือ เชื้อ Staphylococcus จํานวน 4 ชนิด ไดแก Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis และ Staphylococcus saprophyticus 
รวมทั้งเชื้อแบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal ในกลุมของ enterobacteriaceae ไดแก Escherichia 
coli, Enterobacter aerogenes, Somonella Anatum และ Shigella sonnei มาเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร
ผิวเอียง TSA เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมงแลวทาํ suspension ดวย 0.85% NaCl นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรโดยเจือจางเซลลใหได OD 600 เทากับ 0.1 
 
 9.2 นํา suspension ของแตละเชื้อที่ OD 600 เทากับ 0.1 มาทําการเจือจางตอดวย 0.85% NaCl 
ที่ระดับความเจือจางตางๆ คือ 1: 10, 1:100, 1:1,000, 1:10,000 และ 1:100,000 แลวนําแตละความ
เจือจางจํานวน 1 มิลลิลิตรไปเพาะเลี้ยงลงในอาหาร Baird-Parker broth 9 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
 9.3 นําแตละเชื้อ ที่ระดับความเจือจางตางๆ ที่เพาะเลี้ยงอยูในอาหาร Baird-Parker broth 
จากขอ 9.2 มาตมเปนเวลา 10 นาที แลวปนเหวี่ยงเพื่อนาํสวนใสมาใชเปนแอนตเิจนในการทดสอบ
ตอไป 
 
 9.4 ทําการทดสอบดวยวิธี dot-ELISA ตามความเขมขนของ IgG ทั้งสองชนิด คือ IgG 
บริสุทธิ์ตอทั้งเซลลของเชื้อ Staph. aureus และ IgG บริสุทธิ์ตอ โปรตีน เอ และ conjugate ที่เหมาะ
ที่ไดจากการทดลองตามขอ 5.1, 5.2 และ 5.3 
 



 38 

10.  การใชวิธี dot-ELISA เพื่อตรวจเชื้อในอาหารที่ถูกทําใหปนเปอน (artificial contaminated 
food ) ท่ีเตรียมขึ้นโดยเปรียบเทียบกับการนับจํานวนเชื้อดวยวิธี dilution plate count 
 
 ตัวอยางทีใ่ชในการทดลองนี้ คือ ไสกรอกไก โดยทําใหเปนชิ้นเล็กๆ แลวฆาเชื้อดวยการ 
autoclave หลังจากนั้น จึงเพาะเชื้อแบคทีเรียลงไป โดยทําการทดลองกับเชื้อ 5 กลุม ในปริมาณเชื้อ
เร่ิมตนของแตละชนิดโดยเตรียมจากการวดัคาOD 600 เทากับ 0.1 นํา suspension ของเชื้อมาทําการ
เจือจางเพื่อใหมีจํานวนเซลลเทากับ 2.5 x 10 5 CFU/ml และ 2.5 x 10 6 CFU/ml เพื่อนาํแตละเชื้อใส
ลงในอาหารทีฆ่าเชื้อแลว คือ ไสกรอกไกน้าํหนัก 25 กรัม จากนั้นเติมน้าํปลอดเชื้อปริมาตร 225 
มิลลิลิตร แลวผสมใหเปนเนือ้เดียวกับไสกรอกไกซ่ึงปริมาณเชื้อสุดทายจะมจีํานวนเชื้อแตละชนิด
เทากับ 10 4 และ10 5 CFU/g ของอาหารตามลําดับโดยเตรียมเชื้อที่ผสมในไสกรอก ดงันี้ 
 
 กลุมที่1 คือ เชื้อ Staph. aureus 
 
 กลุมที่ 2 คือ เชื้อ Staph. aureus และ Staph. epidermidis 
 
 กลุมที่ 3 คือ เชื้อ Staph. aureus, E. coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum, 
และ Shigella sonnei  
 
 กลุมที่ 4 คือ เชื้อ Staph. epidermidis 
 
 กลุมที่ 5 คือ เชื้อ E. coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum และ Shigella  
sonnei 
 
 จากนั้นปเปตตวัอยางอาหารที่ผสมเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรของแตละกลุมใสลงในอาหาร 
Baird-Parker broth  9 มิลลิลิตร ซ่ึงเปนอาหาร selective enrichment broth บมที่ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวจึงนําไปสกัดแอนติเจนเพื่อใชในการตรวจดวยวิธี dot-ELISA ตามวิธีขอ 5 
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11.  การใชวิธี dot-ELISA เพื่อตรวจหาเชื้อในตัวอยางอาหารบางชนดิจากแหลงขาย เปรียบเทียบ
กับวิธีตรวจมาตรฐานทางจุลชีววิทยา 
 
 นําสภาวะที่เหมาะสมในการทํา dot-ELISA ที่ไดจากขอ 5 มาทําการตรวจหาเชื้อ         
Staph. aureus ในตัวอยางอาหารจากแหลงขาย โดยนําตัวอยางอาหารมาเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร 
Baird-Parker broth บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง เพื่อ enrich และคัดแยกเชื้อ 
Staph. aureus กอนแลวจึงนําไปสกัดแอนติเจนเพื่อทํา dot-ELISA โดยใช IgG บริสุทธิ์ตอทั้งเซลล
ของเชื้อ Staph. aureus และ IgG บริสุทธิ์ตอ โปรตีน เอ ตามวิธีขอ 5 และทําการตรวจหาเชื้อดวยวิธี
มาตรฐานทางจุลชีววิทยา โดยนําตวัอยางอาหารมาเพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker agar แยก
โคโลนีที่แสดงลักษณะเฉพาะของเชื้อ Staph. aureus ไปทดสอบลักษณะที่สําคัญที่ระบุวาเปนเชื้อ 
Staph. aureus เชน การทดสอบการสรางเอนไซม coagulase การทนเกลือ และการใชน้ําตาล 
mannitol เปนตน ซ่ึงจากผลทางชีวเคมีที่กลาวมาสามารถจําแนกเชื้อ Staph. aureus ออกจากเชื้อ
อ่ืนๆ ได 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การเตรียมแอนติซีร่ัม 
 
 ทําการเจาะเลือดครั้งแรกกอนฉีดแอนตเิจนเพื่อแยก normal serum เปน pre-immunized 
serumซ่ึงแยกซีร่ัมไดประมาณ 6-7 มิลลิลิตร และหลังจากฉีดแอนติเจนก็ทําการเจาะเลือดครั้งละ
ประมาณ 20 มิลลิลิตรซึ่งแยกซีร่ัมไดประมาณ 10-12 มิลลิลิตรตอคร้ัง แลวจึงนําซีร่ัมในแตละครั้งที่
เจาะไดไปตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีตอไป 
 
2.  การตรวจสอบปริมาณแอนติบอด ี
 
 2.1 immunodiffusion 
 
       การตรวจสอบโดยการทํา immunodiffusion ตามวิธีของ Ouchterlony โดยเจือจาง   
แอนติซีร่ัมเปน 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 และ 1:32 ตามลําดับ ใชโปรตีน เอ ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร เปนแอนติเจน ตรวจดเูสนตะกอน (precipitation band) ที่เกดิขึ้น ใน bleeding ที่ 1, 2 ให
แอนติบอดีไตเตอรเทากับ 1:16  และ ใน bleeding ที่ 3 ใหแอนติบอดีไตเตอรเทากับ 1:32 
 
 2.2 direct agglutination 
 
       เตรียมความเจือจางของแอนติซีร่ัมใน 0.85% NaCl ทํา two-fold dilution สวนเชื้อ
Staph. aureus เตรียมโดยการทํา suspension แลววดัคาการดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เทากับ 0.5 
แลวนําไปตมเปนเวลานาน 10 นาที ปเปตใสแตละหลุม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เมื่อนําไปบมที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง ตรวจดูผล agglutination pattern ซ่ึงจะเกิดที่กนหลุมได end 
point titer เทากับ 1:640 
 
3.  การเตรียม IgG บริสุทธตอโปรตีน เอ และตอเชื้อ Staph. aureus ท้ังเซลล 
 
 การเตรียมแอนติซีร่ัมตอโปรตีน เอ และ ตอเชื้อ Staph. aureus ทั้งเซลล โดยนําแอนตซีิร่ัมที่
ตรวจหาปริมาณแอนตบิอดีแลว ที่มีปริมาณแอนติบอดีสูงๆ มารวมกันแลวตกตะกอนดวยเกลือ
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แอมโมเนียมซลัเฟตอิ่มตัว เพือ่ตกตะกอนโปรตีนในซีร่ัมรวมทั้ง IgG ดวย นาํไปปนเหวีย่งที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนใสออก จะไดตะกอนเพื่อนําไปเตรียมการ
แยกใหบริสุทธิ์ขึ้นดวยวิธี affinity chromatography โดยผานลงใน protein A-sepharose ผลที่ได
แสดงในภาพที่ 2 
 
 การเตรียม IgG บริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography โดยการผานตวัอยางใน column 
หลายครั้งเพราะวาปริมาณ IgG ในตัวอยางที่ผานลงใน column มีมากเกินกวา protein A ที่บรรจุใน 
column จะจับไวไดทั้งหมด โดยจะเหน็ไดจากกราฟที่ 1 วาใน peak ที่ 1 (fraction 1-12) คือสวนของ
โปรตีนที่ไมไดถูกจับไวใน column ทั้งหมด ซ่ึงมีทั้ง IgG  สวนเกนิที่ column จะจับไวไดและ
โปรตีนอื่นที่ไมใช IgG อยูดวย เมื่อทําการชะดวย elution buffer ก็จะพบโปรตีนออกมาใน fraction 
30-38 คือ peak ที่ 2 ซ่ึงเปนสวนของ IgG ถูกชะออกมาจงึเก็บสวนนี้เอาไว 
 
 กราฟที่ 2 เปนการนําเอาสวนที่เปนโปรตนีที่ไมถูกจับในสวนของ peak ที่ 1 (fraction 1-12 
ของกราฟที่ 1) มาผานลงใน column อีกครั้ง ซ่ึงจะเหน็วาเมื่อชะดวย elution buffer แลวมี peak ที่ 2 
คือ สวนของ IgG (fraction 27-30 ของกราฟที่ 2) ซ่ึงพบโปรตีนในปริมาณมากจึงเก็บสวนนี้ไว ใน
สวนของ peak ที่ 1 (fraction 2-20 ของกราฟที่ 2) คือสวนของโปรตีนสวนเกนิที่ไมไดถูกจับไวใน 
column จะเกบ็เอาไวเพื่อผาน column ซํ้าอีกครั้งดวย ซ่ึงจะแสดงผลดงักลาวในกราฟที่ 3 
 
 กราฟที่ 3 เปนการนําเอาสวนที่เปนโปรตนีที่ไมถูกจับในสวนของ peak ที่ 1 (fraction 2-22 
ของกราฟที่ 2) มาผานลงใน column อีกครั้ง ซ่ึงจะเหน็วาเมื่อชะดวย elution buffer แลวมี peak ที่ 2  
คือ สวนของ IgG  (fraction 24-26 ของกราฟที่ 3) ซ่ึงพบโปรตีนปริมาณมากเก็บสวนนีไ้ว ในสวน
ของ peak ที่ 1 (fraction 2-12 ของกราฟที่ 3) คือสวนของโปรตีนสวนเกนิที่ไมไดถูกจบัไวใน 
column จะเกบ็เอาไวเพื่อผาน column ซํ้าอีกครั้ง ซ่ึงจะแสดงผลดังกลาวในกราฟที่ 4 ซ่ึงจะเหน็วา
เมื่อชะดวย elution buffer แลวมี peak ที่ 2 (สวนของ IgG) ในปริมาณทีน่อยลงเมื่อเทยีบกับผลที่
แสดงในกราฟที่ 1, 2 และ 3 จึงเก็บสวนของ IgG บริสุทธิ์ที่ไดนี้เปนครั้งสุดทายโดยทีไ่มนําสวนของ
โปรตีนที่ไมไดถูกจับไวใน column มาผาน column ซํ้าอีก  



 42 

 
ภาพที่ 2  การ load แอนติซีร่ัมตอโปรตีน เอ ผาน affinity column ดวยวธีิ affinity chromatography 
 
หมายเหตุ กราฟที่ 1 เปนการ load ตัวอยางโปรตีนลงใน column protein A - sepharose 
    กราฟที่ 2 เปนการ load ตัวอยางเก็บจาก fraction 1-12 ในกราฟที่ 1 มา load ซํ้าลง column 
                กราฟที่ 3 เปนการ load ตัวอยางเก็บจาก fraction 2-20 ในกราฟที่ 2 มา load ซํ้าลง column 
                กราฟที่ 4 เปนการ load ตัวอยางเก็บจาก fraction 2-10 ในกราฟที่ 3 มา load ซํ้าลง column 

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

fractions

O
D

 2
80

protein

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

fraction

O
D

 2
80

protein

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

fractions

O
D

 2
80

protein

กราฟที่ 1 เก็บ fraction ท่ี 30-38 

กราฟที่ 2 เก็บ fraction ท่ี 27-30 

กราฟที่ 3 เก็บ fraction ท่ี 24-26 

กราฟที่ 4 เก็บ fraction ท่ี 26-27 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

fractions

O
D

 2
80

protein



 43 

 การแยก IgG ดวยวิธี affinity chromatography อาศัยปฏิกริิยาการจับกับ IgG โดยโปรตนี เอ 
(protein A) ซ่ึงเคลือบอยูบน sepharose bead ที่บรรจุใน column เมื่อผานตัวอยางลงใน column แลว 
IgG จะจับกับโปรตีน เอ หลังจากนั้นจึงชะเอา IgG ออกมาดวย elution buffer (100 mM glycine-
HCl buffer pH 2.7) ซ่ึงความเปนกรดจะลดการจับกนัของโมเลกุล ทําใหสารที่ตองการ(IgG) หลุด
ออกมาโดยไมเสถียร ซ่ึง IgG ที่ไดนั้นจะถูกปรับ pH ใหเปนกลางดวยสารละลาย 1 M Tris-HCl 
buffer pH 9.0 (neutralize buffer) แลวรวม fraction ที่มี IgG เพื่อเปลี่ยนใหอยูในสารละลายที่
เหมาะสมสําหรับการเก็บโปรตีนคือ  PBS ดวยวิธีนําไปปนเหวี่ยงดวย viva spin column  ที่มีขนาด 
30 kDa ซ่ึงวิธีดังกลาวนอกจากจะเปนการทําให IgG บริสุทธิ์ที่ไดนั้นอยูในสารละลายที่มีสภาวะ
เหมาะสมแลวยังเปนการทําให IgG บริสุทธิ์ที่ไดเขมขนขึน้เพื่อสะดวกแกการนําไปใชงานอีกดวย  
ในสวนของ protein A column นั้นก็สามารถนํากลับไปใชแยกสารบริสุทธิ์ซํ้าไดอีก 

 

 
 

ภาพที่ 3  ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ IgG โดยการทํา SDS-PAGE 
 
หมายเหตุ  ภาพ A คือ ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ IgG ตอโปรตีน เอ 
           แถวที่ 1 marker (low range)  
           แถวที่ 2 แอนติซีร่ัม  
           แถวที่ 3 unbound  
           แถวที่ 4 IgG บริสุทธิ์ตอโปรตีน เอ  
  ภาพ B คือ ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ IgG ตอ Staph. aureus ทั้งเซลล  
           แถวที่ 5 marker (broad range)  
           แถวที่ 6 IgG บริสุทธิ์ตอ Staph. aureus ทั้งเซลล                            

50 kDa 
 
 
 
 
25  kDa 
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 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ IgG ดวยการทํา SDS-PAGE พบวามี 2 band คือสวน
ของ heavy chain น้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 50 kDa และ สวนของ light chain น้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 25 kDa ดังแสดงในภาพที่ 3 
 
 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Lowry et al. (1951) ภายหลังนําไปทําแหงดวย
เครื่อง lyophilizer โดยเทยีบกับ BSA ที่ใชเปนโปรตีนมาตรฐาน ซ่ึงปริมาณโปรตีนทีไ่ดจากการ
วิเคราะห IgG บริสุทธิ์ตอ Staph. aureus ทั้งเซลลเทากับ 0.58 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ IgG 
บริสุทธิ์ตอ โปรตีน เอ เทากบั 18.96 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (วิธีการคํานวณอยูในภาคผนวก ง ) 
 
4.  การนับจํานวนเชื้อโดยวธีิ dilution plate count เพื่อเปรียบเทียบกบัเชื้อจากการเตรียมแอนติเจน 
ท่ีวัด OD 600 เทากับ 0.1 
 
 เพาะเลี้ยงเชื้อโดยแบงเปนสองกลุมคือ กลุมเชื้อ Staphylococcus  จํานวน 4 ชนิด คือ 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis และ 
Staphylococcus saprophyticus รวมทั้งเชือ้แบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal ในกลุม 
enterobacteriaceae จํานวน 4 ชนิด คือ Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella 
Anatum แลวนําไปวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยเจือจางเซลลใหไดความ
ขุนเทากับ 0.1 จากนั้นนํา suspension ของเชื้อมาทํา dilution plate count เพื่อนับจํานวนโดย spread  
ลงบนอาหาร  plate count agar บมที่ 37 องศาเซลเซยีส นาน 24 ช่ัวโมง แลวตรวจนับจํานวนเชื้อแต
ละเชื้อแลวคํานวณเปน CFU/มิลลิลิตร เพื่อใหทราบวาคา OD 600 เทากบั 0.1 นั้นในแตละเชื้อมี
จํานวนเชื้อเทาใด ซ่ึงแสดงผลในตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4  การนับจํานวนเชือ้โดยวิธี dilution plate count โดยใชเชื้อจากการเตรียมแอนติเจนทีว่ัด    
     OD 600  เทากับ 0.1 
 

ชนิดเชื้อแบคทีเรีย จํานวนเชื้อ (CFU/มิลลิลิตร) 
                        Staph. aureus 3.30x108 
                        Staph. epidermidis 1.80x108 
                        Staph. hominis 1.86x108 
                        Staph. saprophyticus 4.10x108 
                        Escherichia coli                        13.60x109 
                        Enterobacter aerogenes 2.2x108 
                        Salmonella Anatum 2.0x108 
                        Shigella sonnei 2.1x108 

 
 จากตารางที่ 4 แสดงใหเห็นวาจํานวนเชื้อทีน่ับไดจาก 2 กลุม นั้นมีจํานวนใกลเคียงกันที่คา
ความขุน OD 600 เทากับ 0.1 ซ่ึงนาจะเกิดจาก generation time ที่ใกลเคียงกัน โดยเชื้อกลุม
Staphylococcus ใชเวลาในการแบงเซลลจาก 1 เปน 2 (generation time) ประมาณ 27 นาที ในขณะที่
เชื้อ Escherichia coli ใชเวลาในการแบงเซลลประมาณ 23 นาที ซ่ึงใชระยะเวลาใกลเคียงกัน 
(Neidhardt et al., 1990) 
 
 เหตุผลของการทดลองนี้เพื่อตรวจสอบวาการวัดคา OD600 เทากับ 0.1 ซ่ึงจะใชในการเตรียม
แอนติเจนสําหรับการทํา dot-ELISA นั้นจะมีเชื้ออยูจํานวนเทาใดในตวัอยางเพื่อเปนการแสดงวาใน
การทํา dot-ELISA ทุกครั้งของเชื้อทุกชนิดที่เตรียมแอนตเิจนโดยวดั OD600 เทากับ 0.1 จะมีเชื้อใน
ปริมาณที่ใกลเคียงกัน ผลการตรวจเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆ ที่วัด OD 600 เทากับ 0.1 แสดงดังตาราง
ผนวกที่ ฉ1 และ ฉ2 
 
5.  การทดสอบหาความจําเพาะของ IgG บริสุทธ์ิตอเชื้อ Staph. aureus โดยวิธี dot-ELISA 
 
 5.1 การทดสอบหาความจําเพาะของ IgG บริสุทธิ์ตอเชื้อ Staph. aureus และ ตอโปรตีน เอ 
โดยใชแอนติเจนที่สกัดจาก เชื้อ Staph. aureus ที่วัด OD 600 เทากับ 0.1 และโปรตีน เอ 50
ไมโครกรัม ซ่ึงใชแอนตเิจนปริมาณ 2 ไมโครลิตร และใชแอนติบอดีทัง้สองชนิดที่ระดับความ
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เขมขนที่ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในสวนของ goat anti -rabbit IgG horseradish peroxidase 
(conjugate) ใชที่ระดับความเจือจางที่ 1:5,000  ซ่ึงสับสเตรทที่ใชคือ Tetramethylbenzidine (TMB) 
ไดผลดังแสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5  แสดงผลการทดสอบหาความจําเพาะของ IgG บริสุทธิ์ตอเชื้อ Staph. aureus และตอ  
                 โปรตีน เอ 
 

Sample anti-protein A IgG 50 μg/ml anti- Staph. aureus IgG 50 μg/ml 
Protein A 50 μg/ml 
 

  

Staph. aureus OD 600 
เทากับ 0.1 

  

Negative Control  
 

  

 
      จากการทดลองพบวาเมื่อใชแอนติเจนทัง้สองชนิดคือ เชื้อ Staph. aureus ที่วัด OD 600  
เทากับ 0.1  และโปรตีน เอ 50 ไมโครกรัม พบวาสามารถทําปฏิกิริยากบัแอนติบอดีทีท่ั้งสองชนิดที่
ระดับความเขมขนที่ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใหผลจากการทํา dot-ELISA เปนสีน้ําเงินมวง
ใกลเคียงกันซึง่แสดงวาแอนติบอดี (IgGบริสุทธิ์) ทั้ง 2 ชนิดที่เตรียมขึน้นี้สามารถนําไปใชในการ
ตรวจเชื้อ Staph. aureus ดวยวิธี dot-ELISA ได 
 
 5.2 ทดสอบปริมาณแอนติบอดีที่เหมาะสม 
 
      โดยใชเชื้อ Staph. aureus ที่เพาะเลี้ยงเชือ้บนอาหารผิวเอียง TSA เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 
ใชเปนแอนติเจนในการทดสอบดวยวิธี dot-ELISA (เตรียมแลวใชทนัที) แอนติบอดีที่ความเขมขน 
คือ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรโดยใช 
goat anti -rabbit IgG horseradish peroxidase ที่ระดับความเจือจางเทากับ 1:5,000  ไดผลดังแสดงใน
ตารางที่ 6 
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ตารางที่ 6  แสดงผลการทดสอบปริมาณแอนติบอดีที่เหมาะสม 
 

ปริมาณเชื้อ ความเขมขน
แอนติบอด ี

ความเขมขน  
conjugate 

anti-protein A anti-Staph. 
aureus 

Negative 
Control 

Staph. aureus  
OD600 =  0.1 

  50 μg/ml 1:5,000    

Staph. aureus  
OD600 =  0.1 

100 μg/ml 1:5,000    

Staph. aureus  
OD600 =  0.1 

200 μg/ml 1:5,000    

 
 จากการทดลองพบวาเมื่อใชแอนติเจนทั้งสองชนิดคือ เชือ้ Staph. aureus ที่วัด OD 600

เทากับ 0.1 พบวาสามารถทําปฏิกิริยากับ IgG บริสุทธิ์ทั้งสองชนิดที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ยังคงใหสีน้ําเงนิมวงที่ชัดเจนอยูถึงแมจะใชแอนติบอดีที่มีความเขมขนนอยกวาอีกสอง
ความเขมขนทีใ่หสีชัดเจนเพิม่มากขึ้น จากความเขมของสีที่ยังคงชัดเจนแมจะมีปริมาณแอนติบอดี
นอยเพยีง 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสามารถเลือกใชความเขมขนขอแอนติบอดี
ที่นอยที่สุดนี้เอาไวทําการทดลองตอไปเพือ่ใหส้ินเปลือง IgG นอยที่สุด 
 
 5.3 ทดสอบปริมาณ conjugate ที่เหมาะสม 
 
       โดยใชเชื้อ Staph. aureus ที่เพาะเลี้ยงเชือ้บนอาหารผิวเอียง TSA เปนเวลา 18-24 
ช่ัวโมง ใชเปนแอนติเจนในการทดสอบดวยวิธี dot-ELISA (เตรียมแลวใชทันที) โดยใชแอนติบอดี
ที่ความเขมขนเทากับ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และใช goat anti -rabbit IgG horseradish 
peroxidase ใชที่ระดับความเจือจางตางๆคือ 1:2,000 ,1:5,000 และ 1:10,000 ไดผลดังแสดงใน 
ตารางที่ 7 
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ตารางที่ 7  แสดงทดสอบปริมาณ conjugate ที่เหมาะสม 
 

ปริมาณเชื้อ ความเขมขน
แอนติบอด ี

ความเขมขน  
conjugate 

anti-protein A anti-Staph. 
aureus 

Negative 
Control 

Staph. aureus  
OD600 =  0.1 

  50 μg/ml 1:2,000    

Staph. aureus  
OD600 =  0.1 

  50 μg/ml 1:5,000    

Staph. aureus  
OD600 =  0.1 

  50 μg/ml 1:10,000    

 
 จากการทดลองพบวาเมื่อใชแอนติเจนทั้งสองชนิดคือ เชือ้ Staph. aureus ที่วัด OD 600  
เทากับ 0.1 พบวาสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติบดีทั้งสองชนิด ที่ระดับความเจือจางของ goat anti-
rabbit IgG horseradish peroxidase เทากับ 1:5,000 นั้นยังคงใหสีน้ําเงนิมวงที่ชัดเจนในขณะที่ 
1:10,000 ใหสีที่จางไมชัดเจน จึงเลือกใช conjugate ที่ 1:5,000 ไวทําการทดลองตอไป 
 
 ปริมาณแอนตบิอดี และ conjugate ที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองในขอ 5.2 และ 5.3 คือ 
แอนติบอดี (IgG บริสุทธิ์) 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ conjugate 1:5,000 ซ่ึงจะนาํไปใชในการ
ทดลองสวนอืน่ตอไป 
 
6.  การทดสอบปฏิกิริยาของ IgG บริสุทธ์ิกับเชื้อ Staphylococcus ชนดิอื่นโดยวิธี dot-ELISA 
 
 ใชวิธี dot-ELISA เพื่อทดสอบวา IgG ตอเชื้อ Staph. aureus ทั้งเซลล และตอโปรตีน เอ นั้น
สามารถทําปฏิกิริยากับ Staphylococcus ชนิดอื่นไดหรือไม โดยใชปริมาณแอนติบอดี และ 
conjugate ที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองในขอ 5.2 และ 5.3 คือ แอนตบิอดี 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร และ conjugate 1:5,000 แสดงผลในตารางที่ 8 และ 9 
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ตารางที่ 8  แสดงผลการทํา dot-ELISA เพื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกลุมของ anti-protein A  
                  (IgG บริสุทธิ์) ตอเชื้อ Staphylococcus ชนิดอืน่ 
 

ระดับความเจอืจางจากความขุนที่ OD 600 เทากับ 0.1 ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 
1:10 

(107CFU/ml) 

1:100 
(106CFU/ml) 

1:1,000 
(105CFU/ml) 

1:10,000 
(104CFU/ml) 

1:100,000 
(103CFU/ml) 

Staph. aureus + + + + + 
Staph. epidermidis + + + + - 
Staph. saprophyticus + - - - - 
Staph. hominis + - - - - 

 
ตารางที่ 9  แสดงผลการทํา dot-ELISA เพื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกลุมของ anti-Staph. aureus   
                  (IgG บริสุทธิ์) ตอเชื้อ Staphylococcus ชนิดอืน่ 
 

ระดับความเจอืจางจากความขุนที่ OD 600 เทากับ 0.1 ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 
1:10 

(107CFU/ml) 

1:100 
(106CFU/ml) 

1:1,000 
(105CFU/ml) 

1:10,000 
(104CFU/ml) 

1:100,000 
(103CFU/ml) 

Staph. aureus + + + + + 
Staph. epidermidis + + + + - 
Staph. saprophyticus + - - - - 
Staph. hominis + - - - - 
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IgG anti - protein A

Staph. aureus

Staph. epidermidis

Staph. hominis

Staph. saprophyticus

IgG anti – Staph. aureus

A       B       C       D       E A        B        C        D       E

IgG anti - protein A

Staph. aureus

Staph. epidermidis

Staph. hominis

Staph. saprophyticus

IgG anti – Staph. aureusIgG anti - protein A

Staph. aureus

Staph. epidermidis

Staph. hominis

Staph. saprophyticus

IgG anti – Staph. aureus

A       B       C       D       E A        B        C        D       E
 

 
ภาพที่ 4  แสดงผลการทํา dot-ELISA เพื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกลุมของ anti-protein A และ                 
               anti-Staph. aureus (IgG บริสุทธิ์) ตอแบคทีเรียกลุม Staphylococcus  
 
หมายเหตุ   ระดับความเจอืจางความขุนที่ OD 600 เทากบั 0.1 
  แถว A เทากับ 1: 10 (107 CFU/ml) 
  แถว B เทากับ 1: 100 (106 CFU/ml) 
  แถว C เทากับ 1: 1,000 (105 CFU/ml) 
  แถว D เทากับ 1: 10,000 (104 CFU/ml) 
  แถว E เทากับ 1: 100,000 (103 CFU/ml) 
 
 จากผลการทดลองตารางที่ 8 และ 9 ภาพที่ 4 จะเห็นวาแอนติบอดีทั้งสองชนิดนี้สามารถ
ตรวจเชื้อ Staph. aureus ไดในระดับความเจือจางที่ 1:100,000 ตรวจเชื้อ Staph. epidermidis ไดใน
ระดับความเจอืจางที่ 1:10,000 แตตรวจเชือ้ Staph. saprophyticus และ Staph. hominis ไดในระดับ
ความเจือจางที ่1:10 ซ่ึงเมื่อนํามาคํานวณเปรียบเทียบกับผลการนับจํานวนเชื้อตามผลการทดลองขอ 
4. แสดงใหเหน็ถึงความไว (sensitivity) ในการตรวจเชือ้แตละชนิดคอื สามารถตรวจเชื้อ Staph. 
aureus ไดที่จํานวน 103 CFU/ml ซ่ึงสามารตรวจไดใกลเคียงกับการตรวจดวยวิธี One-Step 
immunochromatograhy assay (Huang, 2007) สวนเชื้อ Staph. epidermidis ไดที่จํานวน  
104 CFU/ml, Staph. saprophyticus และ Staph. hominis ไดที่จํานวน 107 CFU/ml แตอยางไรก็ตาม
ผลดังกลาวแสดงวาแอนติบอดีเกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับเชือ้ Staphylococcus ชนิดอื่น แสดงวาไมมี
ความจําเพาะ หรือ specificity ตอเชื้อ Staph. aureus เพียงชนิดเดยีว ซ่ึงถาจะนําไปใชงานในการ
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ตรวจเฉพาะเชือ้ Staph. aureus จําเปนตองเพิ่มเติมวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อในขั้นตอนแรกกอนการทํา 
dot-ELISA เพื่อคัดเลือกเชื้อ Staph. aureus และยับยั้งการเจริญของเชื้ออ่ืน 
 
7.  การทดสอบปฏิกิริยาขามกลุม ของ IgG บริสุทธ์ิตอท้ังเซลลของเชื้อ Staph. aureus และ IgG 
บริสุทธ์ิตอ โปรตีน เอ ตอเชือ้กลุม non- Staphylococcal 
 
 ผลการใชวิธี dot-ELISA เพื่อทดสอบวาเมื่อใช IgG บริสุทธิ์ตอเชื้อ Staph. aureus ทั้ง
เซลลและ IgG บริสุทธิ์ ตอโปรตีน เอ วาเกดิปฏิกิริยาขามกลุม กับแบคทีเรียกลุม non- 
Staphylococcal ในกลุม enterobacteriaceae จํานวน 4 ชนิด คือ Escherichia coli, Enterobacter 
aerogenes, Salmonella Anatum และ Shigella  sonnei แสดงผลในตารางที่ 10 ,11 และภาพที่ 5 
 
ตารางที่ 10  แสดงผลการทํา dot-ELISA เพื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกลุมของ anti-protein A (IgG 
                    บริสุทธิ์) ตอแบคทีเรียกลุม non- Staphylococcal ในกลุม enterobacteriaceae 
 

ระดับความเจอืจางจากความขุนที่ OD 600 เทากับ 0.1 ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 
1:10 

(107CFU/ml) 

1:100 
(106CFU/ml) 

1:1,000 
(105CFU/ml) 

1:10,000 
(104CFU/ml) 

1:100,000 
(103CFU/ml) 

Escherichia coli + + + + + 
Enterobacter aerogenes + + + + + 
Salmonella Anatum + + + + - 
Shigella sonnei + + + + + 
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ตารางที่ 11  แสดงผลการทํา dot-ELISA เพื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกลุมของ anti-Staph.aureus (IgG        
                    บริสุทธิ์) ตอแบคทีเรียกลุม non- Staphylococcal ในกลุม enterobacteriaceae 
 

ระดับความเจอืจางจากความขุนที่ OD 600 เทากับ 0.1 ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 
1:10 

(107CFU/ml) 

1:100 
(106CFU/ml) 

1:1,000 
(105CFU/ml) 

1:10,000 
(104CFU/ml) 

1:100,000 
(103CFU/ml) 

Escherichia coli + + + + + 
Enterobacter aerogenes + + + + + 
Salmonella Anatum + + + + - 
Shigella sonnei + + + + + 
  
 

IgG anti - protein A IgG anti – Staph. aureus

Enterobacter aerogenes

Staph. aureus

Staph. epidermidis

E.coli

Salmonella Anatum

Shigella sonnei
A      B      C       D      E       A       B        C       D      E       

IgG anti - protein A IgG anti – Staph. aureus

Enterobacter aerogenes

Staph. aureus

Staph. epidermidis

E.coli

Salmonella Anatum

Shigella sonnei
A      B      C       D      E       A       B        C       D      E       

 
 

ภาพที่ 5  แสดงผลการทํา dot-ELISA เพื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกลุมของ anti-protein A และ                
               anti-Staph. aureus (IgG บริสุทธิ์) ตอแบคทีเรียกลุม non- Staphylococcal ในกลุม                  
               enterobacteriaceae  
 

หมายเหตุ  ระดับความเจอืจางจากความขุนที่ OD 600 เทากับ 0.1 
  แถว A เทากับ 1: 10 (107 CFU/ml) 
  แถว B เทากับ 1: 100 (106 CFU/ml) 
  แถว C เทากับ 1: 1,000 (105 CFU/ml) 
  แถว D เทากับ 1: 10,000 (104 CFU/ml) 
  แถว E เทากับ 1: 100,000 (103 CFU/ml)  
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 จากผลในตารางที่ 10, 11 และภาพที่ 5 แสดงใหเห็นถึงผลของการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับ
เชื้อในกลุม enterobacteriaceae บางชนิดซึ่งจะเปนอุปสรรคสําคัญในการนําวิธี dot-ELISA นี้ไปใช
ในการตรวจหาเชื้อ Staph.aureus ในตัวอยางอาหารตอไป การเกิดปฏกิิริยาขามกลุมทั้งกับ 
Staphylococcus ชนิดอื่นและกลุม enterobacteriaceae อาจจะเกิดจากการใช โพลีโคลนอล
แอนติบอดีซ่ึงมีความจําเพาะหรือสามารถทําปฏิกิริยากับหลายๆ epitope บนเซลลแบคทีเรีย ซ่ึง
แบคทีเรียบางชนิดโดยเฉพาะในกลุมที่ใกลเคียงกันอาจจะมี epitope บนเซลลที่มีความเหมือนหรือ
คลายกัน จึงทาํใหเกิดปฏิกิริยาขามกลุม ปญหาเหลานี้จะตองแกไขกอนการนําไปใชตรวจดวยวิธี 
dot-ELISA (กฤษฎา, 2552) โดยการทดลองเพาะเลี้ยงเชื้อกลุมเหลานี้ในอาหารที่ใชคัดเลือกเฉพาะ
เชื้อ Staph.aureus ใหเจริญไดดีและยับยั้งเชื้ออ่ืนไมใหเจริญกอนการตรวจดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยา 
ซ่ึงโดยทั่วไปกอนการตรวจดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยาอืน่ๆ ก็จะตองมกีาร pre-enrichment ในอาหาร 
enrichment broth กอนอยางนอย 18-24 ช่ัวโมง แลวจึงนําไปตรวจดวยวธีิทางอิมมูโนวิทยา สวนวิธี
มาตรฐานทางจุลชีววิทยาทั่วไปก็มักปฏิบัตเิชนเดยีวกัน (Bennett and Lancete, 1998) ดังนั้นในการ
ทดลองตอไปโดยใชอาหาร selective enrichment broth ไดแก Baird-Parker broth จึงเปนทางเลือก
หนึ่งที่นํามาใชเพื่อ pre-enrichment และคดัเลือกเชื้อ Staph.aureus ไปพรอมกันโดยไมไดเสียเวลา
เพิ่มขึ้น 
 
8.  การวัดการเจริญของเชื้อหลังจากเพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth บมท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่งโมงโดยวิธี การวัดความขุนท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
 
 ตรวจนับจํานวนเชื้อตางๆ โดยแบงเปนสองกลุมคือ กลุมเชื้อสายพันธุ Staphylococcus  
จํานวน 4 ชนิด คือ Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis 
และ Staphylococcus saprophyticus และเชือ้แบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal  ในกลุม 
enterobacteriaceae จํานวน 4 ชนิด คือ Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella 
Anatum และ Shigella sonnei แสดงผลในตารางที่ 12 
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ตารางที่ 12  แสดงการเจริญของเชื้อทดสอบในอาหาร Baird-Parker broth ที่บมเชื้อเปนเวลา 24  
                    ช่ัวโมง 
 

การเจริญของเชื้อโดยวดัคาที ่OD600 ในระดบัความเจือจาง ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 
1:10 

(107CFU/ml) 

1:100 
(106CFU/ml) 

1:1,000 
(105CFU/ml) 

1:10,000 
(104CFU/ml) 

1:100,000 
(103CFU/ml) 

Staph. aureus 1.047 0.861 0.744 0.357 0.079 
Staph. epidermidis 0.903 0.060 0.007 0.014 0.005 
Staph. saprophyticus 0.799 0.084 0.048 0.013 0.038 
Staph. hominis 0.274 0.056 0.048 0.023 0.046 
Escherichia coli 0.016 0.018 0.020 0.020 0.017 
Enterobacter aerogenes 0.004 0.005 0.018 0.021 0.023 
Salmonella Anatum 0.057 0.015 0.019 0.003 0.013 
Shigella sonnei 0.070 0.010 0.020 0.015 0.017 
 
 ผลในตารางที่ 12 แสดงใหเหน็วาแบคทเีรียทุกชนิดจะถูกยับยั้งการเจรญิเมื่อเพาะเลี้ยงใน
อาหาร Baird-Parker broth ซ่ึงเปนอาหาร selective enrichment broth ทีใ่ชเพาะเลี้ยงเพื่อคัดเลือกเชือ้ 
Staph. aureus ซ่ึงจากผลการวัดความขุนแสดงใหเห็นวาเชื้อ Staph. aureus เจริญไดดถึีงแมจะเพาะ
เชื้อเร่ิมตนในปริมาณนอย จาํนวนเชื้อเร่ิมตนที่วัดความขุนที่ OD600 เทากับ 0.1 นั้นเมือ่นําไป
เพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนัน้นํามานับจาํนวนเชื้อดวยวธีิ 
dilution plate count พบวามกีารเจริญ ในขณะที่เชื้อกลุม non- Staphylococcal ไมมีการเจริญเมื่อ
นําไปวดัความขุนที่ OD600 ภายหลังนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง 
 
9.  การเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร Baird-Parker broth กอนการตรวจดวยวิธี dot-ELISA 
 
 เนื่องจากผลการทดลองในขอ 7 การทํา dot-ELISA เกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับเชื้อ 
Staphylococcus  ชนิดอื่นๆ คือ Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis และ 
Staphylococcus saprophyticus รวมทั้งเกดิกับเชื้อแบคทีเรียที่เปน non- Staphylococcal ในกลุมของ 
enterobacteriaceae คือ Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum และ 
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Shigella sonnei จึงทําการเพาะเลี้ยงเชื้อลงในอาหาร Baird-Parker broth เพื่อการคัดเลือกเชื้อ และ 
pre-enrich ไปดวยในขัน้ตน กอนตรวจดวยวิธี dot-ELISA ซ่ึงวิธีทั่วไปในการตรวจเชือ้ในตัวอยาง
อาหารทั้งวิธีทางอิมมูโนวิทยาและวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาจะตองปฏิบัติอยูแลวโดยอาจจะ
เลือกใชอาหาร enrichment broth หรือ selective enrichment broth  สําหรับ Baird-Parker broth จัด
วาเปน selective enrichment broth ที่ใชในการคัดเลือกเชือ้ Staph. aureus ใหเจริญไดดีและ
ขณะเดียวกนัยบัยั้งการเจริญของเชื้อในกลุมที่ไมใช Staph. aureus การทดสอบการเพาะเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร Baird-Parker broth เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง กอนแลวจึงตรวจดวยวิธี dot-ELISA แสดงผลดัง
ในตารางที่ 13 และ 14 ภาพที ่6 และ 7 
 
ตารางที่ 13  แสดงผลการตรวจเชื้อดวยวิธี dot-ELISA โดยใช anti-protein A ภายหลังจากการ 
                    เพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

การเจริญของเชื้อโดยวดัคาที ่OD600 ในระดบัความเจือจาง ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 
1:10 

(107CFU/ml) 

1:100 
(106CFU/ml) 

1:1,000 
(105CFU/ml) 

1:10,000 
(104CFU/ml) 

1:100,000 
(103CFU/ml) 

Staph. aureus + + + + - 
Staph. epidermidis + - - - - 
Staph. saprophyticus + - - - - 
Staph. hominis + - - - - 
Escherichia coli - - - - - 
Enterobacter aerogenes - - - - - 
Salmonella Anatum - - - - - 
Shigella sonnei - - - - - 
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ภาพที่ 6  แสดงผลการตรวจเชื้อดวยวิธี dot-ELISA โดยใช anti-protein A ภายหลังจากการ               
                เพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
หมายเหตุ  ระดับความเจอืจางจากความขุนที่ OD 600 เทากับ 0.1 
  แถว A เทากับ Positive control (protein A) 
  แถว B เทากับ 1: 10 (107 CFU/ml) 
  แถว C เทากับ 1: 100 (106 CFU/ml) 
  แถว D เทากับ 1: 1,000 (104 CFU/ml) 
  แถว E เทากับ 1: 10,000 (103 CFU/ml) 
  แถว NC เทากบั Negative Control  
 
 
 
 
 
 

IgG anti-protein A 

Staph. aureus 
Staph. epidermidis 

Enterobacter aerogenes 
E. coli 

Salmonella Anatum 
Shigella sonnei 
Klebsiella pneumoniae 
Edwardsiella tarda 

Staph. saprophyticus 
Staph. hominis 

A       B        C      D        E         F      G 

A    B      C      D      E       F       G       NC 

A       B        C      D        E         F      G 
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ตารางที่ 14  แสดงผลการตรวจเชื้อดวยวิธี dot-ELISA โดยใช anti-Staph. aureus ภายหลังจากการ 
                    เพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

การเจริญของเชื้อโดยวดัคาที ่OD600 ในระดบัความเจือจาง ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 
1:10 

(107CFU/ml) 

1:100 
(106CFU/ml) 

1:1,000 
(105CFU/ml) 

1:10,000 
(104CFU/ml) 

1:100,000 
(103CFU/ml) 

Staph. aureus + + + + - 
Staph. epidermidis + - - - - 
Staph. saprophyticus + - - - - 
Staph. hominis + - - - - 
Escherichia coli - - - - - 
Enterobacter aerogenes - - - - - 
Salmonella Anatum - - - - - 
Shigella sonnei - - - - - 
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IgG anti-Staph. aureus

Staph. aureus
Staph. epidermidis

Enterobacter aerogenes
E. coli

Salmonella Anatum
Shigella sonnei
Klebsiella pneumoniae
Edwardsiella tarda

Staph. saprophyticus
Staph. hominis

A       B        C      D        E         F   G

A      B     C     D      E       F     G NC

A       B        C      D        E         F     G

IgG anti-Staph. aureus

Staph. aureus
Staph. epidermidis

Enterobacter aerogenes
Salmonella Anatum
Shigella sonnei
Klebsiella
Edwardsiella tarda

Staph. saprophyticus
Staph. hominis

IgG anti-Staph. aureus

Staph. aureus
Staph. epidermidis

Enterobacter aerogenes
E. coli

Salmonella Anatum
Shigella sonnei
Klebsiella pneumoniae
Edwardsiella tarda

Staph. saprophyticus
Staph. hominis

A       B        C      D        E         F   G

A      B     C     D      E       F     G NC

A       B        C      D        E         F     G

IgG anti-Staph. aureus

Staph. aureus
Staph. epidermidis

Enterobacter aerogenes
Salmonella Anatum
Shigella sonnei
Klebsiella
Edwardsiella tarda

Staph. saprophyticus
Staph. hominis

 
 
ภาพที่ 7  แสดงผลการตรวจเชื้อดวยวิธี dot-ELISA โดยใช anti-Staph. aureus ภายหลังจาก              
               การเพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
หมายเหตุ  ระดับความเจอืจางจากความขุนที่ OD 600 เทากับ 0.1 
  แถว A เทากับ Positive control (protein A) 
  แถว B เทากับ 1: 10 (107 CFU/ml) 
  แถว C เทากับ 1: 100 (106 CFU/ml) 
  แถว D เทากับ 1: 1,000 (104 CFU/ml) 
  แถว E เทากับ 1: 10,000 (103 CFU/ml) 
  แถว NC เทากบั Negative Control 
 
 จากผลการทดลองในตารางที่ 13  ภาพที่ 6 และ ตารางที่ 14  ภาพที่ 7 แสดงใหเห็นวาเมื่อ
เพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร Baird-Parker broth กอนเปนเวลา 24 ช่ัวโมงแลวจึงนํามาตรวจดวยวิธี dot-
ELISA  จะไมพบเชื้ออ่ืนเลยแสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียทดสอบทุกชนิด ยกเวนเชื้อ Staph. aureus 
ไมสามารถเจริญไดหรือเจรญิไดนอยมากในอาหาร Baird-Parker broth ซ่ึงสอดคลองกับการทดลอง
ในขอ 8. ดังนั้นเมื่อนําอาหาร Baird-Parker broth ที่เพาะเลี้ยงแบคทีเรียทดสอบทุกชนิดมาตรวจดวย
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วิธี dot-ELISA จึงตรวจไมพบเชื้ออ่ืน ตรวจพบแตเชื้อ Staph. aureus ไดที่ความเจือจาง 1:10,000 
(104 CFU/ml) ซ่ึงเมื่อนํามาเพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth (อาหารเลี้ยงเชื้อ 9 ml โดยผสม
เชื้อ 1 ml) ดังนั้นความสามารถในการตรวจเชื้อจะอยูที่จาํนวน 103 CFU/ml ซ่ึงใหผลใกลเคียงกับผล
ที่ไดกอนจะใชอาหาร Baird-Parker broth เพื่อกําจัดการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมกอนตรวจดวยวิธี dot-
ELISA จากผลของการใช IgG ตอทั้งเซลลของ Staph. aureus และ IgG ตอ โปรตีน เอ ไมมีความ
แตกตางกัน เมือ่นํามาใชตรวจหาเชื้อ Staph. aureus 
 
10.  การใชวิธี dot-ELISA เพื่อตรวจเชื้อผสมในอาหารที่ถูกทําใหปนเปอน (artificial 
contaminated food) ท่ีเตรียมขึ้น 
 
 ผลการทดลองโดยแบงเชื้อเปน 5 กลุม แลวผสมเชื้อที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตนกันในตวัอยาง
อาหาร คือ ไสกรอกไก โดยใชเชื้อที่เจือจางใหไดปริมาณเชื้อเทากับ 104 และ 105 CFU/g อาหาร 
แลวเพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้นําไปตรวจดวยวิธี dot-
ELISA แสดงผลในตารางที่ 15, 16 และภาพที่ 8, 9 ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 15  แสดงผลการทํา dot-ELISA เพื่อตรวจเชื้อผสมในอาหารที่ถูกทําใหปนเปอน (artificial  
                    contaminated food) โดยใช IgG ตอ anti-protein A 
 

ผลการทํา dot-ELISA กลุมของเชื้อ 
ปริมาณเชื้อเร่ิมตน104 CFU/g ปริมาณเชื้อเร่ิมตน105 CFU/g 

กลุมที่ 1 + + 
กลุมที่ 2 + + 
กลุมที่ 3 + + 
กลุมที่ 4 - - 
กลุมที่ 5 - - 
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กลุมที่ 1

กลุมที่ 2

กลุมที่ 3

กลุมที่ 4

กลุมที่ 5

กลุมของเชื้อ 10 4 10 5
จํานวนเชื้อเริม่ตน (CFU/g )

กลุมที่ 1

กลุมที่ 2

กลุมที่ 3

กลุมที่ 4

กลุมที่ 5

กลุมที่ 1

กลุมที่ 2

กลุมที่ 3

กลุมที่ 4

กลุมที่ 5

กลุมของเชื้อ 10 4 10 5
จํานวนเชื้อเริม่ตน (CFU/g )

 
 
ภาพที่ 8  แสดงภาพผลการทํา dot-ELISA เพื่อตรวจเชื้อผสมในอาหารที่ถูกทําใหปนเปอน   
               (artificial contaminated food) โดยใช IgG ตอ anti-protein A 
 
หมายเหตุ  แบงเชื้อเปน 5 กลุม แลวผสมเชื้อที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตนในตัวอยางอาหาร คือ  
  ไสกรอกไก โดยใชเชื้อที่เจือจางความเขมขนเทากับ 104 และ 105 CFU/g อาหาร 
  กลุมที่ 1 คือ เชื้อ Staph. aureus 
  กลุมที่ 2 คือ เชื้อ Staph. aureus และ Staph. epidermidis 
  กลุมที่ 3 คือ เชื้อ Staph. aureus, E. coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum,  
                          และ Shigella sonnei 
   กลุมที่ 4 คือ เชื้อ Staph. epidermidis 
   กลุมที่ 5 คือ เชื้อ E. coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum  
                                       และ Shigella sonnei  
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ตารางที่ 16  แสดงผลการทํา dot-ELISA เพื่อตรวจเชื้อผสมในอาหารที่ถูกทําใหปนเปอน (artificial  
                    contaminated food) โดยใช IgG ตอ anti-Staph. aureus 
 

ผลการทํา dot-ELISA กลุมของเชื้อ 
ปริมาณเชื้อเร่ิมตน104 CFU/g ปริมาณเชื้อเร่ิมตน105 CFU/g 

กลุมที่ 1 + + 
กลุมที่ 2 + + 
กลุมที่ 3 + + 
กลุมที่ 4 - - 
กลุมที่ 5 - - 
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กลุมที่ 1

กลุมที่ 2

กลุมที่ 3

กลุมที่ 4

กลุมที่ 5

กลุมของเชื้อ 10 4 10 5
จํานวนเชื้อเริม่ตน (CFU/g)

กลุมที่ 1

กลุมที่ 2

กลุมที่ 3

กลุมที่ 4

กลุมที่ 5

กลุมที่ 1

กลุมที่ 2

กลุมที่ 3

กลุมที่ 4

กลุมที่ 5

กลุมของเชื้อ 10 4 10 5
จํานวนเชื้อเริม่ตน (CFU/g)

 
 
ภาพที่ 9  แสดงภาพผลการทํา dot-ELISA เพื่อตรวจเชื้อผสมในอาหารที่ถูกทําใหปนเปอน  
               (artificial contaminated food) โดยใช IgG ตอ anti-Staph.aureus 
 
หมายเหตุ  แบงเชื้อเปน 5 กลุม แลวผสมเชื้อที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตนในตัวอยางอาหาร คือ  
  ไสกรอกไก โดยใชเชื้อที่เจือจางความเขมขนเทากับ 104 และ 105 CFU/g อาหาร 
  กลุมที่ 1 คือ เชื้อ Staph. aureus  
  กลุมที่ 2 คือ เชื้อ Staph. aureus และ Staph. epidermidis 
  กลุมที่ 3 คือ เชื้อ Staph. aureus, E. coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum,  
                         และ Shigella sonnei 
  กลุมที่ 4 คือ เชื้อ Staph. epidermidis 
  กลุมที่ 5 คือ เชื้อ E. coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum  
                                      และ Shigella  sonnei  
 
 จากตารางที่ 15, 16 และภาพที่ 8, 9 แสดงใหเห็นวาการใชอาหาร Baird-Parker broth เพื่อ 
pre-enrich และคัดเลือกเชื้อ Staph. aureus ทําใหตวัอยางอาหารที่เตรียมขึ้นในกลุมทีไ่มมีเชื้อ Staph. 
aureus จะใหผลการตรวจดวยวิธี dot-ELISA เปนลบแตกลุมที่มีเชื้อ Staph. aureus ใหผลการ
ทดลองเปนบวก โดยที่เชื้อกลุม enteric bacteria หรือแมแต Staph. epidermidis ก็ไมมีผลรบกวนการ
ตรวจดวยวิธี dot-ELISA ซ่ึงเปนการยืนยันวาอาหาร Baird-Parker broth จะชวยยับยั้งการเจริญของ
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เชื้อ Staphylococcus ชนิดอื่นและ enteric bacteria ที่ปนเปอนในอาหาร แตชวยสงเสริมและคัดเลือก
เชื้อ Staph. aureus ไดด ี
 
11.  การใชวิธี dot-ELISA เพื่อตรวจหาเชื้อในตัวอยางอาหารบางชนดิจากแหลงขาย เปรียบเทียบ
กับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ โดยวิธีมาตรฐานทางจลุชีววิทยา 
 
 ผลการตรวจหาเชื้อ Staph. aureus ในตัวอยางอาหารจากแหลงขายโดยวิธี dot-ELISA และ
ทําการตรวจหาเชื้อดวยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อโดยวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาควบคูไปดวยกัน ไดผลดัง
แสดงในตารางที่ 17 และ 18 
 
ตารางที่ 17  แสดงผลการทํา dot-ELISA เพื่อตรวจหาเชือ้ในตัวอยางอาหารบางชนิดจากแหลงขาย  
                     เปรียบเทียบกบัวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อโดยวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยา 
 

ผลการตรวจดวยวิธี dot-ELISA ตัวอยางอาหาร 
anti-protein A IgG anti-Staph. aureus IgG 

ผลการตรวจ 
ทางจุลชีววิทยา 

1. เอแคร 1   + + + 
2. ขนมเปยกปนู + + + 
3. ขนมชั้น + + + 
4. ขนมเม็ดขนนุ - - - 
5. ขนมจีน - - - 
6. ไสกรอกไก - - - 
7. ไสกรอกหมู - - - 
8. ลูกชิ้นหม ู - - - 
9. แหนมหม ู - - - 
10. ขนมปงกรอบ - - - 
11. เอแคร 2 + + + 
12. เอแคร 3 + + + 
13. ขนมปงสังขยา + + + 
14. ขนมปงไสครีม + + + 
15. ขาวเหนยีวปง + + + 
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ตารางที่ 17  (ตอ) 
 

ผลการตรวจดวยวิธี dot-ELISA ตัวอยางอาหาร 
anti-protein A IgG anti-Staph. aureus IgG 

ผลการตรวจ 
ทางจุลชีววิทยา 

16. ไสกรอกไกทอด - - - 
17. หอยจอทอด - - - 
18. ขนมจีน 2 + + + 
19. ขนมจีน 3 + + + 
20. แครกเกอร - - - 
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ตารางที่ 18  แสดงภาพผลการทํา dot-ELISA เพื่อตรวจหาเชื้อในตวัอยางอาหารบางชนิดจากแหลง
       ขายเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อโดยวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยา 
 

-20. แครกเกอร

+19. ขนมจีน 3

+18. ขนมจีน 2

-17. หอยจอทอด

-16. ไสกรอกไกทอด

+15. ขาวเหนียวปง

+14. ขนมปงไสครีม

+13. ขนมปงสังขยา

+12. เอแคร 3

+11. เอแคร 2

-10. ขนมปงกรอบ 

-9. แหนมหมู

-8. ลูกชิ้นหมู

-7. ไสกรอกหมู

-6.ไสกรอกไก

-5. ขนมจีน

-4. ขนมเม็ดขนุน

+3. ขนมชั้น

+2. ขนมเปยกปูน

+1. เอแคร 1 

Anti-Staph. aureus IgGAnti-protein A IgGตวัอยางอาหาร
ผลการตรวจดวยวิธี dot-ELISA ผลการตรวจ

ทางจุลชีววิทยา

-20. แครกเกอร

+19. ขนมจีน 3

+18. ขนมจีน 2

-17. หอยจอทอด

-16. ไสกรอกไกทอด

+15. ขาวเหนียวปง

+14. ขนมปงไสครีม

+13. ขนมปงสังขยา

+12. เอแคร 3

+11. เอแคร 2

-10. ขนมปงกรอบ 

-9. แหนมหมู

-8. ลูกชิ้นหมู

-7. ไสกรอกหมู

-6.ไสกรอกไก

-5. ขนมจีน

-4. ขนมเม็ดขนุน

+3. ขนมชั้น

+2. ขนมเปยกปนู

+1. เอแคร 1 

Anti-Staph. aureus IgGAnti-protein A IgGตวัอยางอาหาร
ผลการตรวจดวยวิธี dot-ELISA ผลการตรวจ

ทางจุลชีววิทยา
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 จากผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาการตรวจดวยวิธี dot-ELISA นั้นใหผลบวก
เหมือนกับการตรวจดวยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อตามวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาทั่วไปซึ่งแสดงใหเห็นวา
การใชวิธี dot-ELISA สามารถนําไปใชในการตรวจเชื้อ Staph. aureus ไดดีเหมือนการตรวจดวยวิธี
ทางจุลชีววิทยา แตใชเวลาในการตรวจนอยกวามาก คือ เมื่อรวมเวลาในการเลี้ยงเชื้อใน selective 
enrichment broth แลวใชเวลาประมาณ 30 ช่ัวโมงเทานั้นและที่สําคัญคือประหยดัคาใชจาย 
 
 จากตารางที่ 17 และ 18 แสดงใหเห็นไดวาการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีในการทํา dot-
ELISA มีความสอดคลองกับวิธีตรวจมาตรฐานทางจุลชีววิทยา จึงนาจะนํามาใชในการตรวจเชื้อ 
Staph. aureus เพื่อชวยลดเวลาในการตรวจลง เนื่องจากวิธีการนี้ใชเวลาตรวจประมาณ 5 ช่ัวโมง 
เมื่อรวมกับขั้นตอนการ pre-enrichment และคัดเลือกแลว ใชเวลาทั้งหมดประมาณ 30 ช่ัวโมง 
ในขณะที่วิธีการตรวจทางจลุชีววิทยาแบบมาตรฐาน เชน ISO 6888-1:1999 จะใชเวลาตั้งแตการแยก
เชื้อไปจนถึงการจําแนกชนิดหรือระบุชนิดของเชื้อ ใชเวลารวมทั้งสิ้นประมาณ 5-6 วัน 
 
 ในการตรวจดวยวิธี dot-ELISA เมื่อเทียบกบัวิธีมาตรฐานแลว จะมีขอดตีรงที่ประสิทธิภาพ
ในการตรวจพอๆ กัน แตใชเวลาในการตรวจนอยกวามาก ถามีตัวอยางจํานวนมากสามารถทําพรอม
กันใน chamber เดียวกนัไดซ่ึงเพิ่มความสะดวกใหแกผูปฏิบัติงาน ใชพื้นที่ในการปฏิบัติงานนอย 
สารเคมี หรือ reagents ตางๆ ก็นอยมาก ในขณะทีว่ิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาจะใชอาหารเลี้ยงเชื้อ
หลายชนิดตัง้แตขั้นตอน pre-enrichment จนถึงขั้นการตรวจลักษณะทางชีวเคมี ซ่ึงอาหารเลี้ยงเชื้อ
แตละชนดิมีราคาแพง และถามีตัวอยางจํานวนมากก็ตองใชพื้นที่ในการทํางานและพื้นที่ในการบม
เชื้อและอุปกรณในการเพาะเลี้ยงเชื้อจํานวนมากตามไปดวย ขอเสียของวิธี dot-ELISA เมื่อเทียบกบั
วิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาก็ คือ ตองมีขั้นตอนการเตรยีมโพลีโคลนอลแอนติบอดรีวมทั้งการ 
purify เพื่อใหไดแอนตบิอดี IgG บริสุทธิ์เอง ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อทีใ่ชในวิธีมาตรฐานทาง     
จุลชีววิทยามีจาํหนายเปนอาหารสําเร็จรูป หรือเปนอาหารพรอมใชงาน (prepared medium) ซ่ึงจะ
ลดขั้นตอนในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อไปได 
 
 เมื่อเทียบกับวธีิรวดเร็วอ่ืนๆ เชน PCR วิธี dot-ELISA นั้นจะใชระยะเวลาที่ใกลเคียงกัน 
ราคาตอตัวอยางจะถูกกวา และไมตองใชเครื่องมือทางวิทยาศาสตรที่จาํเพาะเหมือนกับวิธี PCR ที่
จําเปนตองใชเครื่องเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรม รวมกับ reagents ที่มีราคาแพง แตขั้นตอนในการทํา 
dot-ELISA นั้นจะยุงยากกวาเล็กนอย สําหรับการทํา dot-ELISA รวมกบัการใชอาหาร Baird-Parker 
broth ที่ทําในการทดลองครั้งนี้ เมื่อรวมคาสารเคมีที่ใชและอาหารเลี้ยงเชื้อแลวจะมีราคาประมาณ 
20 บาทตอตัวอยางเทานั้น 
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 ขอเสียของการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี ในการตรวจทางอิมมูโนวทิยาก็คือ  
การเกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับแบคทีเรียอ่ืนทีม่ีความใกลเคยีง (จากผลการทดลองขางตน) ซ่ึงหมายถึง
การขาดความจําเพาะ (specificity) แตก็จะแกปญหานี้ไดดวย การใชวิธีทางจุลชีววิทยา โดยการ
เพาะเลี้ยงในอาหาร selective broth ที่ใชในการคัดแยกเชื้อเฉพาะกลุมเขามารวม การวิจัยในเรื่องนี้มี
ความคาดหวังในครั้งแรกวาถาใช IgG บริสุทธิ์ตอโปรตีน เอ ซ่ึงเชื้อ Staph. aureus จะสรางไดใน
ขณะที่ Staphylococcus สายพันธุอ่ืนไมสรางหรือสรางนอยมาก (Maxim et al., 1997) IgG ดังกลาว
เมื่อนํามาทําปฏิกิริยาหรือนํามาตรวจเชื้อนาจะมีความจําเพาะกับ Staph. aureus มากกวาการใช IgG 
ตอทั้งเซลลของ Staph. aureus ซ่ึงนาจะเกดิปฏิกิริยาขามกลุมกับ Staphylococcus ชนิดอื่นๆ ได แต
จากผลการทดลองที่ได กลับปรากฏวาไมวาจะใช IgG ตอโปรตีน เอ (anti-protein A) หรือ IgG ตอ
ทั้งเซลลของ Staph. aureus (anti-Staph. aureus) ก็เกดิปฏิกิริยาขามกลุมกับ  Staphylococcus       
สายพันธุอ่ืน ซ่ึงแสดงวาการจับกับ IgG ทั้งสองแบบที่ผลิตนั้นไมใหผลที่แตกตางกัน รวมทั้ง
เกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับแบคทีเรียใน enterobacteriaceae บางชนิดที่เลือกมาทดสอบดวย จึงจดัวา 
IgG บริสุทธิ์ที่เตรียมขึ้นมาใชงานทั้ง 2 ชนดิไมมีความจําเพาะตอเชื้อ Staph. aureus ซ่ึงจําเปน
จะตองแกปญหาโดยการเพาะเลี้ยงในอาหาร selective enrichment broth คอื Baird-Parker broth 
กอนที่จะนําไปตรวจดวยวิธี dot-ELISA ซ่ึงก็สามารถแกปญหาไดในระดับหนึ่ง 
 
 เหตุผลประการหนึ่งที่เปนไปไดในกรณีของความไมจําเพาะของ anti-protein A นาจะเกดิ
จาก protein A ที่ใชเปนแอนติเจนในการฉดีสัตวทดลองเพื่อผลิตแอนตบิอดีนั้นเปน rec-protein A 
คือ recombinant ที่สรางขึ้นโดยเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นทีไ่มใช Staph. aureus โดยวิธีทาง 
recombinant technology (Tan et al., 2002) จึงอาจเปนสาเหตุของการเกดิปฏิกิริยาขามกลุมได 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 การใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมขึ้นจากการฉีดกระตายดวยเชื้อ Staph. aureus ทั้ง
เซลลและการฉีดกระตายดวย โปรตีน เอ นั้นมาตรวจหาเชื้อ Staph. aureus ดวยวิธี dot-ELISA โดย
ใชโพลีโคลนอลแอนติบอดทีั้งสองชนิดในปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ conjugate ความ
เจือจาง 1:5,000 พบวาสามารถตรวจเชื้อ Staph. aureus ไดที่จํานวน 103 CFU/ml แตเนือ่งจาก
เกิดปฏิกิริยาขามกลุมจึงตองใชอาหาร Braid-Parker broth เพาะเลี้ยงเชื้อกอน 
 
 การใชอาหาร Braid-Parker broth เพาะเลี้ยงเชื้อบมที่อุณหภูมิ 37 องสาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง รวมกับการตรวจดวยวิธี dot-ELISA โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองชนิด คือ IgG 
ตอโปรตีน เอ และ IgG ตอ Staph. aureus ในปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ conjugate 
ความเจือจาง 1:5,000 ทําใหสามารถตรวจเชือ้ Staph. aureus ไดที่จาํนวน 103 CFU/กรัมอาหาร
เทากับการตรวจเชื้อที่ไมไดเพาะเลี้ยงในอาหาร Baird-Parker broth โดยไมเกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับ
เชื้อ Staphylococcus  ชนิดอืน่ๆ เชน Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis และ 
Staphylococcus saprophyticus รวมทั้งเชือ้แบคทีเรียกลุม enteric อ่ืนๆ เชน Escherichia coli, 
Enterobacter aerogenes, Salmonella Anatum และ Shigella sonnei เปนตน ซ่ึงแสดงถึง sensitivity 
ที่ดีของวิธี dot-ELISA ที่ทําการทดลอง ถึงแมวาในดานของ specificity อาจไมสมบูรณเทาที่ควร
เนื่องจากใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี แตกส็ามารถกําจัดปญหาการเกดิปฏิกิริยาขามกลุมที่เกิดขึ้นได
โดยใชอาหาร Braid-Parker broth เพาะเลี้ยงเชื้อกอน ในการตรวจเชื้อดวยวิธี dot-ELISA รวมทั้งการ
เล้ียงเชื้อใน selective enrichment จะใชเวลาในการตรวจเพียง 30 ช่ัวโมง ซ่ึงนอยกวาวธีิมาตรฐาน
ทางจุลชีววิทยาประมาณ 3 เทาที่ใชเวลา 5 ถึง 6 วัน ใชสารในปริมาณนอย ทํางาย ไมตองใชอุปกรณ
และสารเคมีที่มีราคาแพง สามารถทําไดในหองปฏิบัติการทั่วไป 
 
 การใชวิธี dot-ELISA โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร Baird-Parker broth นําไปใชเพื่อ
ตรวจหาเชื้อ Staph. aureus ในตัวอยางอาหารพบวาไดผลตรงกับวิธีตรวจตามมาตรฐานทาง          
จุลชีววิทยา รวมทั้งสามารถใชตรวจเชื้อที่ตายแลวไดดวยโดยตรวจหาโปรตีน เอ แทนการตรวจหา
ตัวเชื้อ Staph. aureus โดยตรง 
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 การใชวิธี dot-ELISA โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร Baird-Parker broth  นําไปใชเพือ่
ตรวจหาเชื้อ Staph. aureus ในตัวอยางอาหารพบวาไดผลตรงกับวิธีตรวจตามมาตรฐานทาง          
จุลชีววิทยานัน้อาจจะไมสามารถใชกําหนดมาตรฐานอาหารที่แนนอนได แตอาจสามารถนําไปใช
ในการตรวจหาเชื้อในกรณีทีเ่กิดการระบาดของโรคที่มีสาเหตุมาจากเชื้อ Staph. aureus ได 

 
ขอเสนอแนะ 

 
 จากการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของ IgG บริสุทธิ์ทั้ง 2 ชนดินั้น จึงจําเปนตองกําจดัการ
เกิดปฏิกิริยานีก้อนนําไปใชตรวจหาเชื้อดวยวิธี dot-ELISA ซ่ึงการกําจดัทําไดหลายวธีิ คือ การใช
วิธีการ absorb IgG ดวยแอนติเจนที่ตองการกําจัดกอนเพือ่ใหเหลือเฉพาะสวนทีจ่ับกบั epitope ที่
ตองการเทานัน้จึงนําไปใช หรือการใชอาหารเลี้ยงเชื้อประเภท selective enrichment กําจัดเชื้อที่
เกิดปฏิกิริยาขามกลุมกอน รวมทั้งการใชคณุสมบัติของเชื้อนี้ในการทนเกลือ (NaCl) รวมกับอาหาร
เล้ียงเชื้อ TSB ซ่ึงใหผลที่ดแีละสีของอาหารไมรบกวนการตรวจดวยวิธี dot-ELISA ซ่ึงผูวิจัยได
ทดลองปฏิบัติตามแนวความคิดนี้ พบวาไดผลที่ดีมากกวาการใช Baird-Parker broth เพราะสามารถ
ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ Staphylococcus ทุกชนิดทีใ่ชในการทดลองไดโดยดจูากคา OD600 
 
 ผลการเจริญและการทํา dot-ELISA ของเชื้อแบคทีเรียชนดิตางๆ ในอาหาร TSB ที่มี
ปริมาณ NaCl แตกตางกัน  
 
ตารางที่ 19  แสดงการเจริญของเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆ ในอาหาร TSB ที่มีปริมาณ NaCl แตกตาง 
 

ชนิดเชื้อแบคทีเรีย 10%NaCl 12%NaCl 15%NaCl 
Staph. aureus 0.122 0.080 0.001 
Staph. epidermidis 0.027 0.006 0.001 
Staph. saprophyticus 0.003 0.002 0.000 
Staph. hominis 0.030 0.007 0.003 
Escherichia coli  0.002 0.000 0.000 
Shigella sonnei 0.005 0.000 0.000 
Enterobacter aerogenes 0.003 0.000 0.000 
Salmonella Anatum 0.006 0.000 0.000 
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ภาพที่ 10  แสดงผลการทํา dot-ELISA ของเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆ ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร TSB ที่ม ี
                 ปริมาณ NaCl แตกตางกัน  
 
 จากตารางที่ 19 และภาพที่ 10 นั้นจะเหน็วาผลการเจริญของเชื้อทั้งกลุม Staphylococcus 
และ non-Staphylococcal ในอาหาร TSB ที่ความเขมขนของ NaCl ที่ 10%, 12% และ 15% นั้น
สามารถกําจัดเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นได ในขณะที่เชื้อ Staph. aureus นั้นยังสามารถเจริญไดจาก
คุณสมบัติของเชื้อที่ทนเกลือโดยดูจากคา OD600 ที่อานได และเมื่อตรวจดวยวิธีการทํา dot-ELISA 
พบวาใหผลบวกที่ชัดเจนในขณะที่เชื้อชนดิอื่นใหผลลบ 
 
 จากผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาการใชอาหาร TSB ที่มีเกลือ (NaCl) 10% นั้น
สามารถนํามาใชเปน selective enrichment เพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus ชนิดอื่นไดดี 
ซ่ึงจะชวยในการกําจัดการเกดิปฏิกิริยาขามกลุม กอนการตรวจ Staph. aureus ดวยวิธี dot-ELISA 
ไดเปนอยางดี ซ่ึงอาจจะใหผลการตรวจที่ดกีวาการใชอาหาร Baird-Parker broth เสียอีก 
 

 
 
 
 
 
 

10%NaCl    12%NaCl   15%NaCl  10%NaCl    12%NaCl   15%NaCl  

anti - Protein A IgG anti- Staph. aureus IgG 

Staph. aureus 

Staph. epidermidis 

Staph. hominis 

Staph. saprophyticus 
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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1.  Baird-Parker broth 
  
 Pancreatic digest of casein  10.00 กรัม 
 Beef extract      5.00  กรัม 
 Yeast extract      1.00  กรัม 
 Lithium chloride      5.00  กรัม 
 Glycine     12.00  กรัม 
 Sodium pyruvate    10.00  กรัม 
 น้ํากลั่น             1,000.00  มิลลิลิตร 
 ปรับ pH 7.0 + 0.2 
  
 ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ปลอยใหเยน็ลงที่
อุณหภูมิหอง 45-50 องศาเซลเซียส เติมสารละลาย 1% potassium tellurite 10.00 มิลลิลิตร  
 
2.  Baird-Parker agar 
 
 สวนประกอบของอาหาร Baird-Parker agar base มีดังนี้ 
 
 Pancreatic digest of casein   10  กรัม 
 Beef extract       5  กรัม 
 Yeast extract       1  กรัม 
 Lithium chloride      5  กรัม 
 Sodium pyruvate    10  กรัม 
 Glycine     12  กรัม 
 Agar      17  กรัม 
 นํ้ากลั่น                          1,000  มิลลิลิตร 
 
 ปรับ pH สุดทายเปน 7.0 + 0.2 ที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส 
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 สวนประกอบของ supplement มีดังนี ้
 
 Bacto egg yolk tellurite enrichment 
 (1% potassium tellurite ผสมกับ 50% egg yolk) 
 
 วิธีเตรียม 
 
 1.  ช่ังอาหาร Baird-Parker agar base ใหไดสัดสวนกับนํา้ 1 ลิตร แตเติมนํ้าเพียง 950 
มิลลิลิตร กอน 
 
 2.  ตมจนเดือด หรือใชไมโครเวพ คนใหอาหารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน 
 
 3.  ทําอาหารใหปราศจากเชือ้โดยใชหมอนึ่งความดนั 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
 4.  รอใหอาหารมีอุณหภูมิลดลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส ในขณะเดยีวกันอุน 
supplement (egg yolk tellurite enrichment) โดยคุมใหอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส 
 
 5.  ผสม 50 มิลลิลิตร ของ supplement ลงใน agar base เขยาเบาๆ ใหผสมกัน เทใสจาน 
เพาะเชื้อที่ปราศจากเชื้อบางๆ ประมาณ 12-15 ml/plate รอใหอาหารแข็งและผิวหนาแหงจึงจะนํา 
มาใชได 
 
3.  Trypticase Soy Broth 
 
 Pancreatic digest of casein              17.0  กรัม 
 Papaic digest of soybean meal   3.0  กรัม 
 Sodium chloride    5.0  กรัม 
 Dipotassium phosphate    2.5  กรัม 
 Dextrose     2.5  กรัม 
 นํ้ากลั่น            1,000.0  มิลลิลิตร 
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 ปรับ pH สุดทายเปน 7.3 + 0.2 ที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส 
 
 วิธีเตรียม 
 
 1.  ช่ังอาหารใหไดตามสูตรผสมกับนํ้า 1 ลิตร 
 
 2.  ตมจนเดือด หรือใชไมโครเวพ คนใหอาหารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน 
 
 3.  ทําอาหารใหปราศจากเชือ้โดยใชหมอนึ่งความดนั 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
4.  Standard Plate Count Agar 
 
 Typtone     5.0  กรัม 
 Yeast extract     2.5  กรัม 
 Glucose     1.0  กรัม 
 Agar                 15.0  กรัม 
 น้ํากลั่น            1,000.0  มิลลิลิตร 
 
 วิธีเตรียม 
 
 1.  ช่ังอาหารใหไดตามสูตรผสมกับนํ้า 1 ลิตร 
 
 2.  ตมจนเดือด หรือใชไมโครเวพ คนใหอาหารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน 
 
 3.  ทําอาหารใหปราศจากเชือ้โดยใชหมอนึ่งความดนั 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหอาหารเลี้ยงเชื้อเยน็จนไดอุณหภมูิประมาณ 4 5 องศา
เซลเซียส เทลงในจานเพาะเชื้อ 
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5.  Mannitol Salt Agar 
 

Proteose Peptone    10.0  กรัม 
Beef Extract         1.0  กรัม 
D-Mannitol      10.0  กรัม 
Sodium Chloride     75.0  กรัม 
Agar       15.0  กรัม 
Phenol Red      25.0  มิลลิกรัม 

 
 วิธีเตรียม 
 
 1.  ช่ังอาหารใหไดตามสูตรผสมกับนํ้า 1 ลิตร 
 
 2.  ตมจนเดือด หรือใชไมโครเวพ คนใหอาหารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน 
 
 3.  ทําอาหารใหปราศจากเชือ้โดยใชหมอนึ่งความดนั 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหอาหารเลี้ยงเชื้อเยน็จนไดอุณหภมูิประมาณ 45 องศา
เซลเซียส เทลงในจานเพาะเชื้อ 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมบัฟเฟอรชนิดตางๆ ที่ใชใน dot-ELISA 
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1. Phosphate buffer saline (PBS) ซ่ึงใชในการเจือจางสารตางๆ ในการทํา dot-ELISA 
 

KH2PO4     0.2  กรัม 
Na2HPO4.12H2O    2.9  กรัม 
KCl     0.2  กรัม 
NaCl     8.0  กรัม 
 
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 

 
2.  Phosphate buffer saline (PBS-T pH 7.4 + tween 20 ความเขมขน 0.05%) ซ่ึงใชในขั้นตอน
การลางและเจือจางสารตางๆ ในการทํา dot-ELISA  
 

KH2PO4     0.2  กรัม 
Na2HPO4.12H2O    2.9  กรัม 
KCl     0.2  กรัม 
NaCl     8.0  กรัม 

 Tween 20     0.5    มิลลิลิตร 
 

เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
  
3.  Blocking solution  
 
 Skim milk        5  กรัม 
 PBS-T     100  มิลลิลิตร 
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4.  0.85% NaCl (normal saline) 
 
 NaCl            8.5  กรัม 

ละลายน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
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ภาคผนวก ค 
การฉีดกระตุนสัตวทดลองเพือ่ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
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ตารางผนวกที่ ค1  การฉีดกระตุนสัตวทดลองดวยเชื้อ Staphylococcus aureus ทั้งเซลล 
 
 เชื้อ Staphylococcus aureus ทั้งเซลล จํานวน 109 CFU/ml 
  Adjuvant คือ Complete Freunds Adjuvant (CFA) 
 Incomplete Freunds Adjuvant (IFA 
 

สัปดาหที ่ Manipulation Adjuvant Titer 
0 Primary Immunization CFA - 
2 Boost #1 IFA    - 
4 Boost #2 IFA - 
6 Boost #3 

Bleed #1 
IFA 

 - 
- 

1:320 
8 Boost #4 IFA - 
9 Bleed #2 - 1: 640 
10 Bleed #3 - 1: 640 

 
หมายเหตุ  Titer ตรวจดวยวิธี agglutination 
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ตารางผนวกที่ ค2  การฉีดกระตุนสัตวทดลองดวย recombinant protein A 
 
 recombinant protein A ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 Adjuvant คือ Complete Freunds Adjuvant (CFA) 
 Incomplete Freunds Adjuvant (IFA) 
 

สัปดาหที ่ Manipulation Adjuvant Titer 
0 Primary Immunization CFA - 
2 Boost #1 IFA    - 
4 Boost #2 IFA - 
6 Boost #3 

Bleed #1 
IFA 

 - 
- 

1:16 
8 Boost #4 IFA - 
9 Bleed #2 - 1: 32 
10 Bleed #3 - 1: 32 

 
หมายเหตุ  Titer ตรวจดวยวิธี immunodiffusion 
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ภาคผนวก ง 
การเตรียมสารสําหรับทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ และการตรวจวเิคราะหความ บริสุทธิ์ของโปรตีน

ดวยวิธี SDS-PAGE 
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การเตรียมสารสําหรับทําแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิ (Antibody Purification) 
 
1.  20 mM Phosphate buffer pH 7.00 (binding buffer) 
  
 Na2HPO4.12H2O       2.17  กรัม 
 NaH2PO4.12H2O       2.62  กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่นปรับ pH เปน 7.00 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน            1,000.00 มิลลิลิตร 
 
2.  100 mM Glycine hydrochloric acid buffer pH 2.7 (elution buffer) 
 
 Glycine hydrochloric acid 
 ละลายในน้ํากลั่นปรับ pH เปน 2.7 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน            1,000.00 มิลลิลิตร 
 
3.  1.0 M Tris-HCl buffer pH 9.00 
 
 Tris(C4H11NO3)    12.114   กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่นปรับ pH เปน 9.0 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน             100.000   มิลลิลิตร 
 
4.  (NH4)2SO4 อ่ิมตัว 50% 
  
 (NH4)2SO4    6.4  กรัม 

ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร           100.0   มิลลิลิตร 
 
ละลายเปนเวลาอยางนอย 1 ช่ัวโมงจนกวาสารละลายอิ่มตัวจึงดดุเก็บเฉพาะสวนใส 

 
 
 



 94 

การเตรียมสารสําหรับแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE 
 

1.  Acrylamide stock 
 
 Acrylamide (Bio-rad)     30.0  กรัม 
 Bisacrylamide (sigma)       0.8   กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร  100.0  มิลลิลิตร 
 
 กรองผานมิลลิพอรขนาด 0.45 ไมครอน เกบ็ไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2.  บัฟเฟอร A (0.5 M tris-hydrochloric pH 6.8) 
 
 Tris(hydroxymethyl) aminomethane (sigma)    6.05  กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่นประมาณ              50.0  มิลลิลิตร 
 
 ปรับใหได pH 6.8 ดวยสารละลาย 2 M HCl หลังจากนัน้เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 
 
3.  บฟัเฟอร B (1.5 M tris-hydrochloric pH 8.8) 
 

Tris(hydroxymethyl) aminomethane (sigma)  18.15  กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่นประมาณ   50.00  มิลลิลิตร 
 
 ปรับใหได pH 8.8  ดวยสารละลาย 2 M HCl หลังจากนัน้เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 
 
4.  APS (ammonium persulphate ความเขมขน 10% 
 
 Ammonium persulfate (sigma)   1  กรัม 
 น้ํากลั่น      1   มิลลิลิตร 
 
 



 95 

5.  SDS (sodium dodecylsulfate ความเขมขน 10%) 
  
 sodium dodecylsulfate (sigma)     1  กรัม 
 น้ํากลั่น      10  มิลลิลิตร 
 
6.  TEMED (N,N.N’N’-tetramethyl ethylenediamine) 
 
 ใช TEMED (sigma) โดยตรงไมตองทําใหเจือจางกอน 
 
7.  Acrylamide separate gel ความเขมขน 12% 
  

น้ํากลั่น          3.25   มิลลิลิตร 
ปฟเฟอร  B    2.50  มิลลิลิตร 
SDS               100.00      ไมโครลิตร 
Acrylamide stock   4.00 มิลลิลิตร 
Glycerol (Merk)             100.00  มิลลิลิตร 
APS                50.00  ไมโครลิตร 
TEMED    5.00 ไมโครลิตร 
 

8.  Acrylamide separate gel ความเขมขน 4% 
 
น้ํากลั่น          3.00  มิลลิลิตร 
ปฟเฟอร  A    1.25  มิลลิลิตร 
SDS                 50.00      ไมโครลิตร 
Acrylamide stock   0.65  มิลลิลิตร 
Glycerol (Merk)               50.00  มิลลิลิตร 
APS                25.00 ไมโครลิตร 
TEMED    5.00  ไมโครลิตร 
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9.  บัฟเฟอร C (1 M tris-hydrochloric, ph 6.8) 
 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane   12.1  กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่นประมาณ   50.0 มิลลิลิตร 
 
 ปรับใหได pH 6.8 ดวยสารละลาย 2 M HCl หลังจากนัน้เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร 
 
10.  Bromphenol blue ความเขมขน 0.5% 
 
 Bromphenol blue    0.5    กรัม 
 น้ํากลั่น             100.00   มิลลิลิตร 
 
11.  Sample buffer 
 
 บัฟเฟอร  C    3.75  มิลลิลิตร 
 2-mercaptoethanol (sigma)  3.00  มิลลิลิตร 
 Glycerol    6.00  มิลลิลิตร 
 SDS     1.38  ไมโครลิตร 
 bromphenol blue ความเขมขน 0.5 % 0.60  มิลลิลิตร 
 เติมน้ํากลั่นใหครบ              20.00 มิลลิลิตร 
 
 ผสมใหเขากัน แบงใสหลอดแชแข็งหลอดละ 2 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
12.  Electrophoresis buffer 
 
 Tris (hydroxymethyl) ammoniummethane  3.03   กรัม 
 Glycine (Merk)                14.40    กรัม 
 Sodium dodecylsulfate    1.00   กรัม 
 เติมน้ํากลั่นครบ     1.00  ลิตร 
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การเตรียมสารยอมสีโปรตนีในเจลโดย coomassie blue 
 

1.  Coomassie blue 
 
 Coomassie Blue R-25   00.25  กรัม 
 ethanol               100.00  มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น               100.00  มิลลิลิตร 
 
 ละลายสารใหเปนเนื้อเดยีวกนั จากนัน้เติม 25 มิลลิลิตร acetic acid แลวปรับปริมาตรเปน 
250 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น เกบ็ไวในภาชนะทึบแสง จนกวาจะใช 

 
2.  การเตรียมสี Coomassie blue เพื่อใชยอมโปรตีน 
 
 Coomassie blue    100  ไมโครลิตร 

acetic acid       10  มิลลิลิตร 
ethanol       40 มลิลิลิตร 

 น้ํากลั่นปรับปริมาตรใหครบ  100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
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1.  สารเคมี 
 
 1.1 สารละลาย 2% (w/v) sodium carbonate (Na2CO3) ใน 0.1 NaOH 
 
 1.2 สารละลาย 2% (w/v) sodium potassium tartrate 
 
 1.3 สารละลาย 1% (w/v) copper sulphate (CuSO4.5H2O)  
 
 1.4 สารละลาย alkali copper 
 
 นําสารละลายขอ 1.1 ปริมาตร 98 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายขอ 1.2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 และสารละลายขอ 1.3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (เตรียมกอนนาํไปใช) 
 
 1.5 1 N folin-ciocalteau phenol reagent 
 
 นํามาเจือจางดวยน้าํกลั่นอัตราสวน 1:1 กอนนําไปใช 
 
 1.6 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 
 ใช bovine serum albumin 0.001 กรัม ละลายในน้ํา 1 มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดมา      
เจือจางใหมีความเขมขน 62.5 ถึง 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
2.  วิธีการ 
 
 2.1 ทํากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin        
ความเขมขน 62.5, 125, 250 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 2.2 ใสตัวอยาง 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอด 
 
 2.3 เติมสารละลาย alkali copper ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ี
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 2.4 เติม 1 N folin-ciocalteau phenol reagent ปริมาตร ผสมใหเขากนัอยางรวดเร็ว ตั้งทิ้งไว
ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาท ีนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เขียนกราฟ
มาตรฐานระหวางคาการดดูกลืนแสงกับปริมาณโปรตีน 
 
3.  การคํานวณ 
 
 การคํานวณ IgG ตอ Staph.aureus (X1) 
 
 ช่ัง IgG ปริมาณ 1 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร แลวนํามาเจอืจาง 5 เทาวดัคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรได 0.0604 เมื่อนํามาใสในสมการเสนตรงที่ไดจาก
กราฟมาตรฐานจะได  
 
 Y    = 0.2532X + 0.0311 
 X1  = 0.0604-0.0311/0.2532 
   = 0.116 
 
 นั่นคือ 0.116 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นเมื่อคูณกลับจะได 0.116 x 5 = 0.58 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร หรือ 580 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

การคํานวณ IgG ตอ protein A (X2) 
 
 ช่ัง IgG ปริมาณ 1 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร แลวนํามาเจอืจาง 50 เทาวดัคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรได 0.127 เมื่อนํามาใสในสมการเสนตรงที่ไดจาก
กราฟมาตรฐานจะได  
 
 Y    = 0.2532X + 0.0311 
 X2  = 0.127-0.0311/0.2532 
   = 0.379 
 
นั่นคือ 0.379 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นคูณกลับจะได 0.379 x 50 = 18.96 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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ตารางผนวกที่ จ1  แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ของโปรตีนมาตรฐาน  
                 ความเขมขน 1.0, 0.5, 0.25, 0.125 และ 0.0625 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและตัวอยาง 
 

BSA standard (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) คาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร 
1.0 0.278 
0.5 0.169 
0.25 0.100 
0.125 0.061 
0.65 0.038 

5x IgG ตอ Staph.aureus (ผง) 0.060 
50x IgG ตอ protein A (ผง) 0.127 

 
 
 

           

y = 0.2532x + 0.0311
R2 = 0.9925
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ภาพผนวกที่ จ1  แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ของโปรตีนมาตรฐานที่
              ความเขมขน 1.0, 0.5, 0.25, 0.125 และ 0.0625 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ฉ 
ภาพผลการทํา dot-ELISA 
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ตารางผนวกที่ ฉ1  แสดงผลการตรวจเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆ ที่วัด OD 600 เทากับ 0.1 ดวยวิธี          
                  dot-ELISA โดยใช IgG บริสุทธิ์ตอโปรตีน เอ 
 

Shigella sonnei

Salmonella Anatum

Enterobacter aerogenes

Escherichia coli

Staph. saprophyticus

Staph. hominis

Staph. epidermidis

Staph. aureus

ท่ี OD 600  มีความขุนเทากับ 0.1ชนิดเชื้อแบคทีเรยี

Shigella sonnei

Salmonella Anatum

Enterobacter aerogenes

Escherichia coli

Staph. saprophyticus

Staph. hominis

Staph. epidermidis

Staph. aureus

ท่ี OD 600  มีความขุนเทากับ 0.1ชนิดเชื้อแบคทีเรยี
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  ตารางผนวกที่  ฉ2  แสดงผลการตรวจเชื้อแบคทีเรียชนดิตางๆ ที่วัด OD 600 เทากับ 0.1 ดวยวิธี                  
        dot-ELISA โดยใช IgG บริสุทธิ์ตอเชื้อ Staph. aureus 
 

Shigella sonnei

Salmonella Anatum

Enterobacter aerogenes

Escherichia coli

Staph. saprophyticus

Staph. hominis

Staph. epidermidis

Staph. aureus

ท่ี OD 600  มีความขุนเทากับ 0.1ชนิดเช้ือแบคทีเรยี

Shigella sonnei

Salmonella Anatum

Enterobacter aerogenes

Escherichia coli

Staph. saprophyticus

Staph. hominis

Staph. epidermidis

Staph. aureus

ท่ี OD 600  มีความขุนเทากับ 0.1ชนิดเช้ือแบคทีเรยี
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาว ภัทรพร ทองไทย 
วัน เดือน ป ที่เกิด 24 พฤษภาคม 2519 
สถานที่เกิด  นครสวรรค 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (จุลชีววทิยา) มหาวิทยาลัยนเรศวร 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน นักวิทยาศาสตรการแพทย 
สถานที่ทํางานปจจุบัน กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

 
 

 




