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งานวิจัยในครั้งนีไ้ด้ท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื ้อ  Salmonella โดยการปลูก

ภมูิคุม้กนัในหนดูว้ยเชือ้ Salmonella Enteritidis เท่านัน้หรือเชือ้ Salmonella 4 ซีโรวาร ์ผสมกนั (S. Enteritidis, 
S. Typhimurium, S. Hadar และ S.  Virchow) ในรูปแบบที่ท าใหต้ายดว้ยความรอ้นผสมกบัรูปแบบที่คงสภาพ
ดว้ยฟอรม์าลิน สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได้ 3 ชนิด ซึ่งมีความจ าเพาะที่แตกต่างกัน โดยโมโน
โคลนอลแอนติบอดีชนิดที่  1 (SE-13D) เป็น IgM มีความจ าเพาะต่อเชือ้ S. Enteritidis เท่านัน้ โมโนโคลนอล
แอนติบอดีชนิดที่ 2 (Sal-06G) เป็น IgG2a สามารถจบักบัเชือ้ Salmonella serogroups B, D, E, I และบางซีโร
วารใ์นกลุ่ม C (S. Winston และ S. Bovismorbificans) โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดที่ 3 (Sal-08G) เป็นชนิด 
IgG1 สามารถจับกับเ ชื ้อ  Salmonella ส่วนใหญ่  แต่มีปฏิ กิริยาข้ามกับเ ชื ้อ  Shigella dysenteriae และ 
Escherichia coli โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 3 ชนิดที่ผลิตได ้มีความไวในการตรวจอยู่ในช่วง 2.5 x 106 - 
107 cfu/mL เมื่อทดสอบโดยวิธี dot blotting อย่างไรก็ตามสามารถเพิ่มความไวในการตรวจดว้ยการเพิ่มจ านวน
เชือ้  S. Enteritidis ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB เป็นเวลา 6-12 ชั่วโมง ท าใหส้ามารถตรวจพบแบคทีเรียในตวัอย่าง
เพียง 10 - 1 cfu/mL ตามล าดบั และเมื่อท าการทดสอบบ่มเชือ้ S. Enteritidis กับตวัอย่างเนือ้ไก่บดในอาหาร
เลีย้งเชือ้ tryptic soy broth (TSB) ก็ยงัคงใหผ้ลการทดสอบที่คลา้ยคลงึกนั ดงันัน้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลติ
ไดใ้นครัง้นี ้สามารถน ามาใชใ้นการพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหเ์พื่อจ าแนกเชือ้  S. Enteritidis ออกจาก 
Salmonella ซีโรวารอ์ื่น และแบคทีเรียต่างชนิด โดยวิธี dot blotting ซึ่งเป็นการตรวจวิเคราะหท์ี่มีความไวและ
ความแม่นย าสงู ใชเ้วลาในการตรวจนอ้ย ไม่จ าเป็นตอ้งท าการแยกเชือ้และทดสอบทางชีวเคมี  ท าใหส้ามารถ
ตรวจสอบการปนเป้ือนของ เชือ้Salmonella ไดอ้ย่างรวดเร็วจึงช่วยปอ้งกนัและเฝา้ระวงัการแพรร่ะบาดของเชือ้ 
S. Enteritidis ที่เป็นสาเหตหุลกัของโรค salmonellosis   
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In this study, three monoclonal antibodies (MAbs) against Salmonella were produced 

from mice immunized with a combination of heat-killed and formalin-fixed of Salmonella Enteritidis 
alone or a mixture of four Salmonella serovars (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar and S. Virchow). 
The first MAb, SE-13D is IgM, which bound specifically and only to S. Enteritidis. The second MAb Sal-
06G is IgG2a, and bound to the Salmonella serogroups B, D, E, I and some serovars in group C (S. 
Winston and S. Bovismorbificans). The third, MAb Sal-08G is IgG1, bound to most Salmonella serovars 
but cross-reacted to Shigella dysenteriae and Escherichia coli. Using a dot-blot assay, the detection 
sensitivity limits of MAbs ranged from 2.5 x 106 - 107 cfu/mL. However, the detection of these MAbs 
could be improved to 10 or 1 cfu/mL after pre-enriching the bacterial sample in tryptic soy broth (TSB) 
or chicken homogenate in TSB for 6 or 12 h, respectively. Therefore, these MAbs can be used as 
simple, rapid, specific, and effective immunological tool for direct detection and differentiation of S. 
Enteritidis from an assortment of Salmonella serovars from other bacteria in complex samples 
including poultry products, foods, and medical samples without the need for bacterial isolation and the 
conventional characterizations which is required by series of biochemical tests. 

 
Keyword : Immunological techniques Monoclonal antibody  Detection S. Enteritidis S. Typhimurium S. 
Virchow S. Hadar 
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บทที ่1 
บทน า  

โรคตดิเชือ้แซลโมเนลลา (Salmonellosis) เป็นโรคท่ีมีการระบาดอย่างรุนแรงทั่วโลกในทกุ
ปี โดยมีสาเหตุจากเชือ้ Salmonella enterica กลุ่ม nonthyphoidal ท าใหเ้กิดอาการอาหารเป็น
พิษและท้องร่วงอย่างรุนแรง เน่ืองมาจากสารพิษท่ีเชื ้อ Salmonella สร้างขึน้ (endotoxin, 
cytotoxin และ enterotoxin) โดยระดบัความรุนแรงของโรคขึน้อยู่กับปัจจยัตา่งๆ เช่นปริมาณของ
เชือ้ท่ีไดร้บัเขา้สู่รา่งกายและสายพนัธุ์ของเชือ้ Salmonella และความแข็งแรงของผูไ้ดร้บัเชือ้ เป็น
ตน้ จากการประมาณการพบผูเ้สียชีวิตทั่วโลก 155,000 ราย ในแตล่ะปีท่ีมีปัจจยัเก่ียวขอ้งกับโรค 
salmonellosis (Little, Rawal, De Pinna, & McLauchlin, 2010; Majowicz et al., 2010; Mead 
et al., 1999)  เชือ้ Salmonella สามารถอยู่ไดท้ัง้ในทางเดินอาหารของมนุษย ์และสตัวเ์ลือดอุ่น 
เม่ือมีการขบัถ่ายจะเกิดการปนเป้ือนของอจุจาระและเป็นชอ่งทางการแพรก่ระจายสูส่ิ่งแวดลอ้มทัง้
ในน า้และดิน และกลบัเขา้สู่วงจรเดิมในขัน้ตอนการท าปศสุตัวแ์ละการเพาะปลกูทางเกษตรกรรม 
มีรายงานพบการปนเป้ือนของเชือ้ Salmonella ทัง้ในพืชท่ีใชเ้ป็นวตัถดุบิอาหารสตัว ์และในน า้ เม่ือ
ใช้วัตถุดิบเหล่านีใ้นการเลีย้งสัตวเ์ชือ้ Salmonella จะเข้าสู่ร่างกายของสัตว ์เพิ่มจ านวน และ
อาจจะเกิดการแพร่ระบาดของเชือ้เป็นวงกวา้ง ซึ่งเชือ้สามารถก่อโรคแก่สัตวใ์นฟารม์ท่ีมีภาวะ
ออ่นแอ หรือการจดัการฟารม์ไมมี่ประสิทธิภาพท่ีดีพอ โดยสตัวท่ี์ไดร้บัเชือ้อาจแสดงอาการ หรือไม่
แสดงอาการของโรค salmonellosis อย่างไรก็ตามหากน าผลิตภัณฑข์องสัตวก์ลุ่มดังกล่าวมา
บรโิภค ก็จะเป็นการสง่ตอ่เชือ้มายงัรา่งกายของมนษุย ์ซึ่งเม่ือไดร้บัสารพิษท่ีเชือ้ Salmonella สรา้ง
ขึน้จะเกิดอาการป่วยในท่ีสุด ในปัจจุบนัแหล่งโปรตีนท่ีนิยมบริโภคกันทั่วโลกคือโปรตีนท่ีมาจาก
สตัว ์โดยไก่และหมูจดัเป็นแหล่งโปรตีนท่ีนิยมบริโภคมากท่ีสุดทั่วโลก ประเทศไทยสามารถผลิต
และจ าหน่าย ผลิตภณัฑจ์ากไก่ในรูปแบบต่างๆ เช่นการแช่แข็งทัง้ตวั หรือการแยกชิน้ส่วนแช่แข็ง 
และไข่ เพ่ือบริโภคทัง้ภายในประเทศและการส่งออก ซึ่งมีแนวโนม้การผลิตสูงขึน้ทุกปี โดยในปี 
2556 ประเทศไทยมีการผลิตและส่งออกไก่แช่แข็งถึง 1,067 ลา้นตวั และในปี 2560 ไทยส่งออก
ผลิตภณัฑจ์ากไก่เป็นอนัดบัท่ี 4 (6.5 %) ของโลกรองจากประเทศบราซิล (36.4 %) สหรฐัอเมริกา 
(28.2 %)  และสหภาพยโุรป (11.9 %) (วิบลูย,์ 2016) อยา่งไรก็ตามไก่ถือเป็นผลิตภณัฑจ์ากสตัวท่ี์
พบการปนเป้ือนของเชือ้ Salmonella มากท่ีสดุ (29%) ซึ่งสามารถตรวจพบไดท้ัง้ในเนือ้และไข่ไก่ 
(Goodman et al., 2017) จากความกังวลเก่ียวกับการปนเป้ือนและการแพร่ระบาดของเชื ้อ 
Salmonella กรมปศุสัตว ์จึงไดอ้อกระเบียบว่าดว้ยการควบคุมโรค Salmonella ส  าหรบัสัตวปี์ก 
พุทธศกัราช 2553 ในราชกิจจานุเบกษา เล่ม 127 ตอนพิเศษ 140 ง. เพ่ือควบคมุการแพร่ระบาด
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และการปนเป้ือนเชือ้ Salmonella ในสตัวปี์กพนัธุ ์ผลิตภณัฑจ์ากสตัวปี์กและสถานท่ีฟักไขส่ตัวปี์ก 
(เกษตร) ส าหรบัเชือ้ Salmonella ซีโรวารส์  าคญัท่ีเป็นสาเหตขุองโรค salmonellosis และพบการ
ปนเป้ือนไดม้ากในสัตวปี์กไดแ้ก่เชือ้ S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar และS. Virchow 
ทัง้นี ้ซีโรวาร ์ของ Salmonella ท่ีพบการปนเป้ือนในผลิตภัณฑจ์ากสัตวปี์ก มากท่ีสุดคือเชือ้ S. 
Enteritidis (Goodman et al., 2017) จากสถานะการณ์ดังกล่าว การตรวจวิ เคราะห์เ ชื ้อ 
Salmonella  ท่ีมีความถกูตอ้ง รวดเร็ว มีประสิทธิภาพและราคาถกู จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง โดย
การตรวจสอบในระดบัซีโรวาร ์จะช่วยในการวางแผนการป้องกันการแพร่กระจายเชือ้ และการ
รกัษาไดมี้ประสิทธิภาพดียิ่งขึน้ อย่างไรก็ตามในปัจจบุนัการตรวจ วิเคราะหใ์นหอ้งปฏิบตัิการนิยม
ใชว้ิธีการวิเคราะหท์างจุลชีววิทยาร่วมกับเทคนิคชีวเคมี (biochemical test)  และปฏิกิริยาการ
ตกตะกอน (agglutination) กับแอนติซีรัม เน่ืองจากมีต้นทุนท่ีไม่สูงมาก แต่วิธีการเหล่านีใ้ช้
เวลานานในการตรวจวิเคราะห ์อีกทัง้ผลการตรวจวิเคราะหย์งัไม่สามารถเช่ือถือไดใ้นระดบั 100 
เปอรเ์ซนต ์รวมถึงอาจไม่สามารถแยกแตล่ะซีโรวารอ์อกจากกนัได ้นอกจากนีต้อ้งการบคุลากรท่ีมี
ความเช่ียวชาญสูง ส่วนการตรวจวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) เป็น
เทคนิคท่ีมีความไว ความถูกต้องสูง และให้ผลการทดสอบท่ีรวดเร็ว  (Glynn et al., 2006; 

Moganedi, Goyvaerts, Venter, & Sibara, 2 0 0 7 ; Štefanovičová, Drahovská, Sásik, & 
Kuchta, 2002; Tomás, Rodrigo, Hernandez, & Ferrus, 2009) โดยในการตรวจวิเคราะห์เชือ้ 
Salmonella นิยมตรวจหา ยีน ท่ี ใช้ในการก่ อ โ รค เช่น  inv-A, sdf,  IE-1 และ  Flic เ ป็นต้น 
(Hendriksen, Agenaar, & Van Bergen, 2003; Malorny et al., 2004; McCARTHY et al., 2009; 
Seo, Valentin-Bon, & Brackett, 2006; Shimizu et al., 2014; Wang & Yeh, 2002)  นอกจากนี้
ยังพบการพัฒนาเทคนิคอ่ืนทางด้าน biosensor platforms เพ่ือใช้ในการตรวจวิเคราะห์เชือ้ 
Salmonella เช่นการใช้ bacteriophage m13 ในการตรวจวิ เคราะห์เ ชื ้อ  Salmonella spp. 
(Niyomdecha et al., 2018) หรือ P22::PrrnB-gfp phage ในการตรวจเชือ้ S. Typhimurium LT2 
(Vinay et al., 2015) เป็นตน้ อย่างไรก็ตามวิธีการดงักล่าวยงัคงตอ้งใชบ้คุลากรท่ีมีความช านาญ 
และมีคา่ใชจ้า่ยตอ่ตวัอยา่งสงู ดงันัน้ในกลุม่ประเทศท่ีก าลงัพฒันาและกลุม่ประเทศดอ้ยพฒันาจะ
สามารถเขา้ถึงเทคนิคดงักล่าวไดน้อ้ย การผลิตและน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาใชใ้นการตรวจ
วิเคราะหเ์ชือ้ Salmonella ในแตล่ะซีโรวาร ์จงึเป็นอีกทางเลือกท่ีจะสามารถน ามาพฒันาเทคนิคใน
การตรวจวิเคราะหท่ี์มีความไว แม่นย าสูง ใชเ้วลาในการตรวจนอ้ย ไม่จ  าเป็นตอ้งใชบุ้คลากรท่ีมี
ความช านาญมากนกั อีกทัง้มีค่าใชจ้่ายท่ีถูกลง ซึ่งจะสามารถช่วยป้องกันและเฝ้าระวงัการแพร่
ระบาดของเชือ้ S. Enteritidis ท่ีเป็นสาหตหุลกัของโรค salmonellosis ไดใ้นล าดบัตอ่ไป  
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ความมุ่งหมายของการวิจัย 
1. เพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อ เชื ้อ S. Enteritidis และ Salmonella 

enterica subsp. 
2. เ พ่ือน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อ เชื ้อ S. Enteritidis และ Salmonella 

enterica subsp. มาใชใ้นการตรวจสอบและจ าแนกเชือ้ S. Enteritidis ออกจากเชือ้ Salmonella  
ซีโรวารอ่ื์นๆ และแบคทีเรียตา่งชนิด 

ความส าคัญของการวิจัย  
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตขึน้สามารถน ามาใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจพิสูจน์ 

จ  าแนก และวินิจฉยัการปนเป้ือนของเชือ้ Salmonella ซีโรวาร ์S. Enteritidis ในผลิตภณัฑจ์ากสตัว์
ปีก และตวัอยา่งสิ่งสง่ตรวจทางการแพทยท่ี์คดัแยกจากผูป่้วยท่ีติดเชือ้แบคทีเรียในกลุม่ดงักลา่วได ้  

ขอบเขตของการวิจัย  
1. เตรียมเชื ้อ S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar และ S. Virchow เพ่ือใช้เป็น

แอนตเิจนในการปลกูภมูิคุม้กนัในหนขูาว  
2. คดัเลือกหนขูาวตวัท่ีตอบสนองดีท่ีสดุเพ่ือน ามาใชใ้นการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา 
3. คดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะตอ่แอนติเจน โดยวิธี dot blotting, 

Western blotting และการทดสอบปฏิกิรยิาขา้ม (cross reaction) 
4. ทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบเชือ้ S. Enteritidis โดย

วิธี dot blotting  
5. น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปใชใ้นการจ าแนกเชือ้ S. Enteritidis ในผลิตภัณฑจ์าก

สตัวปี์กโดยวิธี dot blotting   

สมมตฐิานการวิจัย  
เชือ้ S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar และ S. Virchow ต่างก็มีคุณสมบตัิของ

แอนติเจนท่ีหลากหลาย (O-antigen, H-antigen และ Vi-antigen) โดยในจ านวนนีจ้ะมีลักษณะ
แอนติเจนร่วมกันของแต่ละซีโรวาร ์ในขณะเดียวกันก็มีลกัษณะเฉพาะของแต่ละซีโรวารน์ัน้ๆ ซึ่ง
หากสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่อิพิโทปดงักล่าวได ้นอกจากจะเป็นประโยชนต์อ่การ
แยกเชือ้ Salmonella กลุ่มดงักล่าวออกจาก Salmonella ซีโรวารอ่ื์นๆ รวมถึงแบคทีเรียชนิดอ่ืนได้
อีกดว้ย 
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บทที ่2  
เอกสารงานวิจัยทีเ่กีย่วข้อง 

ประวัตกิารค้นพบ Salmonella 
เชือ้ Salmonella เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (negative bacteria) รูปท่อนสัน้ (short-bacilli) 

ขนาดประมาณ 0.7-1.5 x 2.5 µm จดัอยู่ในกลุ่ม aerobic หรือ facultative anaerobic สรา้งก๊าซ
จากกระบวนการหมัก ( fermentation) ไม่สร้างสปอร์ (non-spore forming) เคล่ือนท่ีด้วย 
peritrichous flagella ยกเว้นเชื ้อ  S. Pullorum และ S. Gallinarum ซึ่งไม่สามารถเคล่ือนท่ีได้ 
(non-motile) (Forshell & Wierup, 2006) เจริญได้ในช่วง pH ระหว่าง 4.0-9.0 โดยค่า pH ท่ี
เหมาะสมคือ 7.0 และสามารถด ารงชีวิตอยู่ไดใ้นช่วงอุณหภูมิระหว่าง 7-47 ºc แต่ช่วงอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญ(optimum temperature) คือ 35-37 ºC (Franco & Landgraf, 1996) พบ
การกระจายของเชือ้ Salmonella ไดท้ั่วไปตามธรรมชาติ และสามารถพบไดใ้นทางเดินอาหารของ
คนและสตัวเ์ลือดอุ่น แตไ่ม่พบในทางเดินอาหารของสตัวน์  า้จ  าพวกปลา หอย และสตัวเ์ปลือกแข็ง 
ดงันัน้คาดว่าการปนเป้ือนของเชือ้ Salmonella ในสตัวก์ลุ่มดงักล่าวเกิดขึน้ภายหลงัจากถกูจับใน
ขั้นตอนของการท าประมง (Jakabi et al., 1999) ปัจจุบันพบเชือ้ Salmonella จ  านวนมากกว่า 
2,500 ซีโรวาร์ (serovar) โดยถูกจัดเป็นเชื ้อสาเหตุหลักของโรคอาหารเป็นพิษ ( food-borne 
illnesse) ท่ีมีการระบาดทั่วโลก เป็นอนัดบัท่ีสองรองจากเชือ้ Campylobacter   

แบคทีเรียในสกุล Salmonella ถูกพบครัง้แรกช่วงปลายศตวรรษท่ี 19 โดยในปี  1880 มี
การแยกเชือ้  Salmonella Typhi จากมา้มและต่อมน า้เหลืองของผูป่้วยไดส้  าเร็จและถูกจดัอยู่ใน
กลุ่มเชือ้ก่อโรค (pathogen) แต่ยังไม่มีการศึกษาเชื ้อดังกล่าวอย่างจริงจัง ต่อมาในปี 1885 
Salmon และ Smith ไดแ้ยกแบคทีเรียรูปท่อนจากหมูท่ีป่วยเป็นโรค และให้ช่ือเชือ้ว่า Bacterium 
suipestifer โดยในภายหลงัเพ่ือเป็นเกียรติแก่ Salmon ผูค้น้พบเชือ้ดงักล่าวไดมี้การช่ือเปล่ียนเป็น 
Salmonella Cholerasuis ต่อมามีรายงานการพบเชือ้ในกลุ่ม Salmonella มากชึน้เช่นในปี 1888 
พบเชื ้อ Salmonella Enteritidis โดย Gaetner ปี 1892 พบเชื ้อ Salmonella Typhimurium โดย 
Loefer เป็นตน้ และในปี 1913 Jones ใชว้ิธีการ agglutination test ในการแยกเชือ้ Salmonella 
Pullorum (Corrêa & Corrêa, 1983)  
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การจัดจ าแนกและการเรียกชื่อ Salmonella 
ปัจจบุนัการตรวจวิเคราะหท์างโมเลกลุ ท าใหส้ามารถแบง่กลุ่มเชือ้ Salmonella ออกเป็น 

2 species (Hein, Flekna, Krassnig, & Wagner, 2006) ไดแ้ก่ S. enterica และ S. bongori โดย 
S. enterica ถูกแบ่งออก เ ป็น  6 subspecies คือ  S. enterica subsp. enterica,  S. enterica 
subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica 
subsp. houtenae และ  S. enterica subsp. indica  อย่ า ง ไ ร ก็ตามทั้ง  2 species และ  6 
subspecies มีคณุสมบตัิ พืน้ฐานทางชีวเคมีท่ีชว่ยในการจดักลุม่และแบง่แยกสมาชิกท่ีมีอยู่อยา่ง
มากมายออกจากกนัได ้ดงัตาราง 1 ตอ่มาไดมี้การคิดคน้ระบบการแบง่กลุ่มเป็น serovar ขึน้ โดย
อาจตัง้ช่ือตามช่ือโรคเชน่ S. Typhi หรือตามความสมัพนัธท่ี์เก่ียวขอ้งกนัเชน่ S. Paratyphi A, B, C 
เป็นต้น หรือแม้แต่การตั้งช่ือตามสัตว์ท่ีมักเป็นแหล่งเพาะโรคเช่น S. Typhi-murium หรือ S. 
Cholerae-suis ซึ่งสร้างความสับสนเป็นอย่างมาก เน่ืองจากสัตว์ท่ี เป็นแหล่งโรคของเชื ้อ 
Salmonella แตล่ะซีโรวาร ์มีไดม้ากกวา่ 1 ชนิด ดงันัน้เพ่ือเป็นการแกไ้ขปัญหาดงักล่าว จงึไดมี้การ
ก าหนดใหใ้ชช่ื้อเมืองท่ีคน้พบเชือ้ Salmonella ซีโรวารต์่างๆเป็นครัง้แรกในการก าหนดช่ือซีโรวาร์
นัน้ๆ เช่น S. London, S. Panama เป็นตน้ นอกจากนีก้ารเขียนช่ือเต็มของเชือ้ Salmonella ยงัท า
ใหเ้กิดความไม่สะดวกในการส่ือสาร เน่ืองจากความยาวท่ีมากเกินไปเช่น S. enterica subsp. 
enterica serovar Typhimurium ดงันัน้จงึมีการอนญุาตใหเ้ขียนช่ือสกลุ (genus) และตามดว้ยช่ือ
ซีโรวารใ์นการเรียกช่ือ โดยอักษรตัวแรกของช่ือซีโรวารจ์ะตอ้งขึน้ตน้ดว้ยตัวใหญ่ และตัง้ตรง 
ตวัอยา่งเชน่ S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar และ S. Virchow เป็นตน้   

ตาราง 1 ลกัษณะทางชีวเคมีตา่งๆ ท่ีใชใ้นการจดักลุม่ species และ subspecies ของเชือ้ 
Salmonella  

species   S. enterica S. 
bongori 

Subspecies enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica  

Characters 
Ducitol + - - - - D + 
ONPG (2h) - + + + - D + 
Malonate - + + + - - - 

Gelatinase - + + + + + - 
Sorbitol + + + + + - + 
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ตาราง 1 (ตอ่) 
 

species   S. enterica S. 
bongori 

Subspecies enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica  

Characters 
growth with KCN - - - - + - + 
L(+) tartrate + - - - - - - 
Galacturonate - + - + + + + 
ɤglutamytransferase + + - + + + + 

β-gluconi 
dase 

D D - + - D - 

Mucate + + + -(70%) -      + + 
Lactose - - - (75%) + (75%) - D - 
lysed by phage O1 + + - + - + D 
Member 1531 505 99 336 73 13 22 
total number  2557  
                                                    2579 
usual Habitat warm-blood 

animals 
cold-blood animals and environment 

 
หมายเหต ุ: + = 90% หรือมากกวา่ เป็นผลบวก 
                  -  = 90% หรือมากกวา่ เป็นผลลบ  
                 D  = เกิดปฏิกิรยิาท่ีแตกตา่ง  

ท่ีมา  :ดัดแปลงจาก  Hendriksen (2003). A global Salmonella surveillance and 
laboratory support project of the World Health Organization 

อย่างไรก็ตามเพ่ือยืนยนัความถูกตอ้งในการตรวจสอบเชือ้ Salmonella หลงัการทดสอบ
ทางชีวเคมี จะท าการทดสอบทางซีโรวิทยา โดยอาศยัคณุสมบตัิของแอนติเจนท่ีอยู่บนผนงัเซลล์
ของเชือ้ Salmonella แตล่ะชนิด ซึ่งชว่ยใหเ้กิดการจ าแนกในระดบัซีโรวารไ์ด ้
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แอนตเิจนของ Salmonella  
เช่นเ ดียวกับเ ชื ้อแบคทีเรียในวง Enterobacteriaceae ส่วนใหญ่ เ ชื ้อ ท่ีอยู่ ในสกุล 

Salmonella จะประกอบดว้ยแอนตเิจนหลกั 3 ชนิดดว้ยกนัคือ somatic, surface และ flagellar ซึ่ง
สามารถใชใ้นการจดัจ าแนกและวินิจฉยัเชือ้ Salmonella 

1. somatic (O) antigen หรือ cell wall antigen 
        O-antigen เป็นแอนติเจนท่ีอยู่บริเวณ outer membrane ของผนงัเซลล ์มีลกัษณะ

เป็น polysaccharide เรียงตวัซ า้ๆ จดัเป็นแอนติเจนท่ีทนต่อความรอ้น (heat stable) และทนต่อ
แอลกอฮอล ์O-antigen สามารถใชใ้นการจัดกลุ่ม Salmonella กว่า 2,500 ซีโรวาร ์ออกเป็น 67 
กลุม่ โดยอาศยัการทดสอบ agglutination ในการวิเคราะหผ์ล 

2. flagellar (H) antigen 
        H-antigens เป็นแอนติเจนท่ีปรากฏบริเวณพืน้ผิวของ flagella ของเชือ้ จัดเป็น

แอนตเิจนท่ีไมท่นตอ่ความรอ้น (heat-labile protein) ซึ่งสามารถท าปฏิกิริยากบั flagella-specific 
antisera ในการทดสอบ agglutination ท าใหแ้ยกเชือ้ Salmonella แตล่ะซีโรวารอ์อกจากกนัได ้

3. capsular (Vi) antigen  
        เชือ้ Salmonella บางซีโรวาร ์เชน่ S. Typhi, S. Paratyphi C และ S. Dublin สามารถ

สร้าง capsule หุ้มชั้นนอกของเซลล์ถัดจากชั้นผนังเซลล์ได้ เรียกว่า Vi-antigen (superficial 
antigen) ท าให้เชื ้อกลุ่มนี ้ไม่ท  าปฏิกิริยาตกตะกอนกับ O-antisera (Hitchcock et al., 1986; 
Rietschel, 1982)  
   นอกจากนีย้งัสามารถแบง่กลุม่ของเชือ้ Salmonella โดยใชเ้กณฑแ์หลง่ท่ีอยูอ่าศยัไดด้งันี ้

        1. เชือ้ Salmonella ท่ีพบในมนษุยเ์ทา่นัน้ ซึ่งเป็นกลุม่ของเชือ้ Salmonella ท่ีมีความ
รุนแรงในการก่อโรคและมีอตัราการตายสงู โดยเป็นสาเหตขุองโรคไทฟอยด ์ (typhoid fever) ไดแ้ก่ 
S. Typhi และโรคไข้รากสาดน้อย (paratyphoid fever) ได้แก่ S. Paratyphi A, S. Paratyphi B 
และ S. Paratyphi C ซึ่งสามารถตรวจพบ S. Typhi ได้ในสิ่งส่งตรวจจากเลือด อุจจาระ และ
ปัสสาวะของผูป่้วย 

        2. กลุ่ม nontyphoidal salmonellosis ซึ่งเป็นกลุ่มของเชือ้ Salmonella ท่ีไม่เลือก
โฮสต ์และสามารถปรับตัวตามโฮสตไ์ด้ดี จึงถือว่าเป็นกลุ่มของเชือ้ท่ีมีคุณสมบัติ zoonosis 
เน่ืองจากมกัติดเชือ้ในสตัวโ์ดยท่ีอาจแสดงหรือไมแ่สดงอาการ เม่ือมนษุยน์  าสตัวท่ี์ติดเชือ้เหล่านัน้
มาบริโภคก็จะไดร้บัเชือ้ดงักล่าวเขา้สู่รา่งกาย และท าใหเ้กิดโรค salmonellosis ซึ่งส่งผลโดยตรง
ต่อระบบทางเดินอาหาร เช่น S. Enteritidis และ S. Typhimurium เป็นตน้ (Bangtrakulnonth et 
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al., 2012) นอกจากนีโ้รค salmonellosis ยังถูกจัดเป็นโรคติดเชือ้ในระบบทางเดินอาหารล าดบั
ตน้ๆ ท่ีมีการแพรร่ะบาดอยา่งรุนแรงทั่วโลกในทกุปีอีกดว้ย   

โรคตดิเชือ้ Salmonella (salmonellosis)  
หลังจากไดร้บัเชือ้ Salmonella เขา้สู่ร่างกาย เชือ้จะมีระยะฟักตวัระหว่าง 5-60 ชั่วโมง 

อย่างไรก็ตามโดยทั่วไปมกัปรากฏอาการช่วง 12-36 ชั่วโมง ในจ านวนนีพ้บการด าเนินโรคในเด็ก 
คนชรา และผูท่ี้มีภาวะภูมิคุม้กนัอ่อนแอ อนัเน่ืองมาจากสาเหตตุา่งๆ เช่นการมีโรคประจ าตวัหรือ
โรคเรือ้งรงั ซึ่งความรุนแรง ของอาการจะสมัพนัธโ์ดยตรงกับปริมาณของเชือ้ Salmonella ท่ีไดร้บั
ดว้ย ซึ่งผูป่้วยมกัมีอาการทอ้งเดินทอ้งร่วง ปวดทอ้ง คล่ืนไส ้ไขสู้งปานกลาง อุจจาระเหลว หาก
ไม่ไดร้บัการปฐมพยาบาลในเบือ้งตน้ ผูป่้วยอาจมีอาการขาดน า้ (dehydration) เป็นสาเหตุให้
อ่อนเพลียและปวดศรีษะ โดยอาการดังกล่าวจะปรากฏ 2-5 วันและอาจหายไดเ้องเน่ืองจาก
ปริมาณเชือ้ลดลง แต่บางรายอาจมีการพัฒนาเป็นการติดเชือ้ในกระแสเลือดได้(septicemia) 
อยา่งไรก็ตามหากน าอจุจาระของคนไขไ้ปตรวจ จะสามารถพบเชือ้ Salmonella ไดใ้นปรมิาณมาก 
(Archer & Young, 1988; Williams & Smith, 1993) กลไกการก่อโรคดงักลา่วเริ่มตน้จากการท่ีเชือ้ 
Salmonella เดินทางมายงับริเวณ lumen ของล าไสเ้ล็กตอนปลาย และเพิ่มจ านวนขึน้อย่างมาก 
หลงัจากนัน้เชือ้สามารถไชผ่านบริเวณผนงัของล าไสเ้ล็ก เพ่ือเขา้สู่ระบบท่อน า้เหลือง และท าลาย
เม็ดเลือดขาวในระบบภมูิคุม้กนั ซึ่งในขัน้ตอนนีส้ามารถพฒันาไปเป็นการติดเชือ้ในกระแสเลือดได ้
นอกจากนีเ้ชือ้ Salmonella สามารถสรา้ง enterotoxin และ cytotoxin (Koupal & Deibel, 1975) 
ซึ่งคลา้ยคลึงกบัท่ีพบใน Escherichia coli แตมี่ปรมิาณท่ีนอ้ยกวา่ โดยสามารถกระตุน้การเพิ่มขึน้
ของ cAMP (cyclic 3’,5’ adenosine monophosphate) ในล าไส ้สง่ผลใหมี้ของเหลวปรมิาณมาก
หลั่ งมาสู่ล  าไส้ นอกจากนี้ยังพบว่า enterotoxin ของเชื ้อ Salmonella มีความคล้ายคลึงกับ 
choleratoxin-CT ของเชือ้ Vibrio อีกดว้ย ดงันัน้บางครัง้การติดเชือ้ Salmonella ท าใหเ้กิดอาการ
ปวดบิดของล าไสไ้ด ้(Koo, 1984) ทัง้นีเ้ชือ้ Salmonella ยงัมีปัจจยัต่างๆ ท่ีท าใหเ้กิดความรุนแรง
ในการก่อโรคอีกมากมาย ซึ่งนอกจากจะช่วยใหเ้ชือ้ Salmonella เขา้สู่รา่งกายเพ่ือก่อโรคในโฮสต์
ไดแ้ลว้ ในบางกรณียงัชว่ยใหเ้ชือ้เกิดความทนทานตอ่สิ่งแวดลอ้มอีกดว้ย 
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ปัจจัยทีก่่อให้เกิดความรุนแรงในการเกิดโรค (Virulence factor) ของเชือ้ Salmonella 
1. สารพิษ (Toxin)  
        สารพิษท่ี Salmonella ผลิตขึ ้น มีทั้งชนิดท่ีเป็น endotoxin และ exotoxin โดย 

endotoxin คือสว่นของ lipid portion (lipid A) ซึ่งอยูท่ี่ชัน้ outer membrane lipopolysaccharide 
(LPS) ของเชือ้ Salmonella ส่วน exotoxin ท่ีสร้างโดยเชือ้ Salmonella แบ่งได้เป็น 2 ชนิดคือ 
enterotoxin และ cytotoxin (Hitchcock et al., 1986)  

1.1 endotoxin : เป็นส่วนของ outer membrane lipopolysaccharide (LPS) ท่ี
ประกอบดว้ย polysaccharide, lipid และ protein โดย Westphal และ Luderitz (1954) สามารถ
สกัดและวิเคราะหโ์ครงสรา้งดงักล่าวไดแ้ละพบว่า ภายในโมเลกุลของ LPS นัน้เช่ือมต่อกันดว้ย
พันธะโควาเลนต์ (covalently bound) (Galanos, 1977; Gallanos, Lüderitz, & Westhphall, 
1971; Lüderitz et al., 1982; Orskov, Orskov, Jann, & Jann, 1977; Otto Westphal, Jann, & 
Himmelspach, 1983) โดยมีช่ือเรียกและคณุสมบตัเิฉพาะดงันี ้
  1.1.1 O-specific antigen (O-antigen หรือ somatic antigen) ประกอบดว้ย
สายยาวของ polysaccharide ท่ีเรียงต่อกันในรูปแบบซ า้ๆ เช่น monosaccharide (L'vov et al., 
1984; Luderitz, 1968; Orskov et al., 1977) โดยในสายพนัธุป์กต ิO-antigen มีลกัษณะส าคญั 2 
ประการคือช่วยให้เกิดผิวโคโลนีของแบคทีเรียท่ีเรียบ (smooth colony) และไม่ท าปฏิกิริยา 
autoagglutination กับสารละลาย normal saline อย่างไรก็ตามปัจจุบันพบว่ามีเชือ้ท่ีเกิดการ
กลายพนัธุท่ี์สง่ผลใหบ้รเิวณ LPS ผิดปกตไิปจากสายพนัธุด์ัง้เดมิ (wild-type organism) เน่ืองจาก
ขาด O-antigen โดยสงัเกตไดจ้ากโคโลนีของเชือ้ท่ีขรุขระและหยาบ (irregular and rough colony) 
นอกจากนีย้งัเกิดปฏิกิริยา autoagglutinate กับสารละลาย normal saline อีกดว้ย โดยสามารถ
สงัเกตการตกตะกอนไดภ้ายในเวลา 30 นาที (Schmidt, Schlecht, Luderitz, & Westphal, 1969)   
  1.1.2 core oligosaccharide เ กิดจากการเรียงตัวของ monosaccharide 
ประมาณ 10 โมเลกลุ เช่น 3-keto-2-deoxyoctonate [KDO], heptose, glucose,galactose และ 
N'-acetylglucosamine 
  1.1.3 lipid A  ประกอบด้วย diglucosamine เ ช่ือมต่อกับ ester-, amide-, 
and diester-linked fatty acid โดยชนิดและต าแหน่งของ fatty acid ขึน้อยู่กับแต่ละซีโรวาร์ 
(Gallanos et al., 1971; Rietschel, 1982, 1984) ต่อมามีการศึกษาพบว่าส่วน lipid A ของ LPS 
เป็นส่วนท่ีแสดงคณุสมบตัิ 1. pyrogenicity ท าใหร้่างกายของโฮสตมี์อุณหภูมิท่ีสูงขึน้และเกิดไข ้
(fever) เน่ืองจากสมองส่วน hypothalamus ถกูกระตุน้  2. endotoxicity ส่งผลโดยตรงตอ่จ านวน
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เม็ดเลือดและเกล็ดเลือดท าให้ลดลงอย่างรวดเร็ว ความดันเลือดเปล่ียนแปลง และหากไดร้บั
สารพิษในปรมิาณมากอาจเกิดอาการช็อคได ้(O Westphal & Lüderitz, 1954)  

1.2 exotoxin แบง่ออกได ้2 ชนิดคือ  
  1.2.1 cytotoxin สามารถฆ่าเซลลข์องสัตวเ์ลีย้งลูกดว้ยน า้นม (mammalian 
cell) ไดทุ้กชนิด จากการทดสอบพบว่าเชือ้ S. Choleraesuis และ S. Enteritidis  สามารถออก
ฤทธ์ิไดเ้ท่ากับเชือ้ S. Typhi โดยน า้หนักโมเลกุลของ cytotoxin และปริมาณท่ีเซลลผ์ลิตได้จะ
แตกต่างกันไปตามแต่ละซีโรวาร ์ตวัอย่างเช่น cytotoxin ของเชือ้ S. Choleraesuis มีขนาด 78 
kDa, S. Enteritidis มีขนาด 70 kDa และ S. Typhi มีขนาด 56 kDa เป็นต้น อย่างไรก็ตาม 
cytotoxin ไม่ทนความรอ้น โดยสามารถท าลายไดท่ี้ 100°C 15 นาที (Ketyi et al., 1979; Malik, 
Sharma, & Thapliyal, 1996; Reitmeyer, Peterson, & Wilson, 1986)  
  1.2.2 Heat labile Salmonella enterotoxin (Stn) เป็นสารพิษท่ีไม่ทนความ
รอ้น มีมวลโมเลกลุประมาณ 29 kDa (Chary, Prasad, Chopra, & Peterson, 1993; Libby et al., 
1994; Prager, Fruth, & Tschäpe, 1995) ซึ่งถูกควบคมุดว้ยยีน stn นอกจากนีใ้นบาง serovars 
อาจพบโปรตีน salmolysin ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีช่วยใหเ้กิดปฏิกิริยา hemolytic โดยจะสามารถสงัเกต
ได้ในเชือ้ Salmonella ท่ีแยกได้จากสิ่งส่งตรวจ (clinical sample) ใน passage แรกๆ เท่านั้น 
(Libby et al., 1994; O’brien & Holmes, 1996)  

2. Plasmids และ prophages   
    ประมาณ 90% ของยีนแตล่ะ serovars จะมีความคลา้ยคลงึกนั โดย 10% ท่ีตา่งกนันัน้

พบว่าเป็นส่วนของ Salmonella pathogenicity islands (SPI) (McClelland et al., 2001) ในกลุ่ม
ของเชือ้ Salmonella spp. มีระบบท่ีเรียกวา่ self-transmissible virulence plasmid หรือ pSLT ซึ่ง
ช่วยในการขนส่งยีนในกลุ่ม spv genes โดยยีนในกลุ่มดงักล่าวเป็นยีนมีความส าคญัเช่น spvB 
enzyme ท าหน้าท่ีเป็น intracellular ADP-ribosylating toxin ท าให้เกิดการตายของเซลลโ์ฮสต ์
(cytotoxicity) ซึ่งเป็นปัจจัยท่ีท าให้เชื ้อรอดจากการท าลายของ macrophage ได้ (Lesnick, 
Reiner, Fierer, & Guiney, 2001; Sabbagh, Forest, Lepage, Leclerc, & Daigle, 2010) st98 
ช่ วยในการดื ้อต่อยาปฏิ ชีวนะ  ( drug resistance) และ เห น่ียวน าการ เ กิด  apoptosis ใน  
macrophages (Huang, Wu, Zhang, & Zhang, 2005; Wu et al., 2010) นอกจากนีย้งัมียีนชนิด
อ่ืนท่ีเก่ียวขอ้งกับการดือ้ยาปฏิชีวนะในวงกวา้ง (multidrug anti- microbial  resistance : MDR ) 
และสามารถส่งผ่านระหว่างกลุ่มของเชือ้ Salmonella spp. กับ E. coli และแบคทีเรียเอนเทอริก 
(enteric bacteria) อ่ืนๆ ไดอี้กดว้ย เช่น cat, dhfr7, dhfr14, sul1 และ blaTEM-1 (Phan et al., 
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2009; Sabbagh et al., 2010) st313 ช่วยในการเกิดการติดเชือ้ในเนือ้เย่ือชั้นในของทางเดิน
อาหาร (invasive infection) (Kingsley et al., 2009)  

3. Type III secretion system และ outer membrane vesicles 
    เ ชื ้อท่ีอยู่ในกลุ่มของ S. enterica spp. มีระบบ type III secretion system (T3SS) 

gene clusters  ท่ีท าหนา้ท่ีคลา้ย molecular syringe ในการน าโปรตีนหรือโมเลกลุตา่งๆ เขา้สูส่ว่น
เป้าหมายภายในเซลล์โฮสต์เช่น บริเวณ cytosol ของเซลล์โฮสต์ เป็นผลให้เกิดการกระตุ้น
สญัญาณตา่งๆ   

3.1 SopB ชว่ยใหเ้กิดการบกุรุกเขา้สูเ่นือ้เย่ือชัน้ใน (invasion) 
3.2 akt กระตุ้นการหลั่ งของสารน ้า และท าให้เ กิด Salmonella containing 

vacuole (SCV) formation (Hernandez, Hueffer, Wenk, & Galán, 2004 ; Ibarra & Steele‐
Mortimer, 2009; Knodler, Finlay, & Steele-Mortimer, 2005; Terebiznik et al., 2002)  

3.3 spi-1 ในระบบ T3SS1 ช่วยในการ invasion และการกิด non-phagocytic 
(Glynn et al., 2006)  

3.4 spi-2 ในระบบ T3SS ช่ วยในการ เอา ชีวิ ตรอดจากการท าลายของ 
macrophages และชว่ยใหเ้ชือ้อยูร่อดในรา่งกายโฮสตไ์ดเ้ป็นเวลานานโดยไมแ่สดงอาการของโรค 
(long-term  asymptomatic infection) (Forest, Ferraro, Sabbagh, & Daigle, 2010)  

3.5 bacterial outer membrane vesicles (OMV) ปัจจบุนัทราบวา่เป็นอีกวิธีหนึ่ง
ท่ีถูกใช้โดยเชื ้อ Salmonella ในการส่งถ่าย virulence factor ต่างๆ เช่น cytotoxin เข้าสู่ชั้น 
cytoplasm ของเซลลโ์ฮสต ์(Yoon, Ansong, Adkins, & Heffron, 2011)  

4. fimbrae และ flagella 
    4.1 fimbriae พบบรเิวณพืน้ผิวรอบนอกของแบคทีเรีย มีความส าคญัอยา่งยิ่งในการเกิด 

biofilm, การเกาะติด (colonization) เนือ้เย่ือต่างๆ ของโฮสตใ์นขั้นตอนแรกของการก่อโรค ส่วน 
pili มีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกับ fimbrae แต่มีขนาดท่ียาวกว่าและจ านวนท่ีนอ้ยกว่า มกัพบมีส่วน
ส าคญัในการสง่ถ่าย plasmid หรือ DNA ขนาดเล็กระหวา่งแบคทีเรีย บางครัง้จงึอาจเรียก sex-pili 

(Ibarra & Steele‐Mortimer, 2009; Sabbagh et al., 2010)  
    4.2 flagella เป็นรยางคเ์ส้นยาว (long helical filament) มีส่วนท่ีคล้ายมอเตอร์ท่ีท  า

หนา้ท่ีหมนุได ้ฝังอยูใ่นสว่นของผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย flagella จงึสามารถชว่ยใหเ้ชือ้ Salmonella 
เคล่ือนท่ีไปยงับรเิวณตา่งๆของโฮสตไ์ดแ้ละเป็นปัจจยัหนึ่งท่ีสง่เสริมการติดเชือ้ทัง้ระบบ (systemic 
infection) โปรตีน flagellin ท่ีเป็นองคป์ระกอบใน flagella ยงัท าหนา้ท่ีเป็นแอนตเิจนของเชือ้ไดอี้ก
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ดว้ย (H-antigen) (Lockman & Curtiss, 1990; Schmitt et al., 2001; Winter et al., 2009; Zeng 
et al., 2003)  

5. polysaccharide 
   เชือ้ Salmonella บางชนิดสามารถผลิต polysaccharide capsule หรือ Vi antigen ได ้

ซึ่งมีบทบาทท่ีส าคญัท่ีเพิ่มความรุนแรงในการเกิดโรค เน่ืองจาก capsule จะชว่ยใหเ้ชือ้ทนทานตอ่
สภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมได้ดี ทั้งภายในและภายนอกร่างกายโฮสต์ ดังนั้นจึงมักพบ
องคป์ระกอบดังกล่าวในเชื ้อ Salmonella ท่ีก่อโรครุนแรงเช่นเชื ้อ S. Typhi เป็นต้น (Kolyva, 
Waxin, & Popoff, 1992; Wain et al., 2005; Wilson et al., 2008; Zhang, Jeza, & Pan, 2008)  

6. superoxide dismutase                                                             
    ร่างกายโฮสต ์มกัมีกลไกในการผลิต reactive oxygen species (ROS) เพ่ือใชใ้นการ

ท าลาย intracellular pathogens เพ่ือลดผลกระทบดังกล่าวเชื ้อ Salmonella จะมีการสร้าง 
superoxide dismutase เพ่ือป้องกัน extracellular reactive oxygen species (Krishnakumar, 
Kim, Mollo, Imlay, & Slauch, 2007; Pacello et al., 2008)   

การแพร่กระจายของเชือ้ Salmonella 
เชือ้ Salmonella สามารถพบไดท้ั่วไปในสิ่งแวดลอ้ม และในทางเดนิอาหารของมนษุยแ์ละ

สตัวจ์  าพวก แกะ แพะ สตัวปี์ก สกุร โคกระบือ เป็นตน้ ซึ่งในจ านวนนีส้ตัวท่ี์สามารถพบการตดิเชือ้ 
Salmonella ไดบ้่อยคือกลุ่มปศุสัตวจ์  าพวกสัตวปี์ก เช่น ไก่ เป็ด ห่าน นกยูง เน่ืองจากไดร้บัเชือ้ 
Salmonella ท่ีปนเป้ือนอยูใ่นวตัถดุิบอาหารสตัว ์และน า้ท่ีใชใ้นกระบวนการท าปศสุตัว ์เม่ือมลูของ
สตัวเ์หล่านีถ้กูถ่ายลงสู่สิ่งแวดลอ้ม เชือ้ Salmonella สามารถปนเป้ือนสู่ ดิน น า้ แปลงเกษตร และ
ส่งตอ่ไปยงัสตัวช์นิดอ่ืนได ้(De Felip, 2001) การติดเชือ้ Salmonella ท่ีเป็นสาเหตขุองโรคอาหาร
เป็นพิษ มกัเกิดจากการปนเป้ือนในน า้และอาหาร โดยเฉพาะผลิตภณัฑจ์ากไก่ ไข่ เนือ้ และน า้นม
ดิบ ซึ่งถือเป็นช่องทางหลกัในการแพร่กระจายเชือ้ รองลงมาคือผกั ผลไม ้อาหารทะเล และสตัว์
เลีย้ง ดงัภาพประกอบ 1 และตาราง 2 โดยตัง้แต่ปี 1962 พบรายงานการเกิดโรค salmonellosis 
ในมนุษยจ์ากการไดร้ับเชือ้จากอาหารท่ีปนเป้ือนเพิ่มมากขึน้ ซึ่งมีสาเหตุหลักจากเชือ้ในกลุ่ม 
nontyphoid strain โดยหลงัปี 1980 เป็นตน้มาสามารถระบุเชือ้ท่ีเป็นสาเหตหุลักของการระบาด
ดงักล่าวคือ S. Typhimurium และ S. Enteritidis นอกจากนี ้The Centers for Disease Control 
and Prevention (CDC) ไดจ้ดัท ารายงาน ท่ีระบวุา่ในปี 2010 การแพรร่ะบาดของเชือ้ Salmonella 
สงูขึน้กวา่ชว่งปี 2006–2008 ประมาณ 10% (Matyas et al., 2010) โดยอาหารหรือวตัถดุิบในการ
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ประกอบอาหารท่ีมกัพบการปนเป้ือนของเชือ้ Salmonella ไดบ้อ่ยคือไก่ ไข่ไก่ และผลิตภณัฑจ์าก
สตัวปี์ก 

 
 

 

 
ภาพประกอบ 1 วงจรชีวิตของเชือ้ Salmonella และการแพรก่ระจายมาสูม่นษุย ์

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก WHO (1988). Salmonellosis control: the role of animal and 
product hygiene 
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ตาราง 2 เชือ้ Salmonella ท่ีแยกไดจ้ากอาหารชนิดตา่งๆ 

ประเทศ อาหาร ซีโรวาร ์ อ้างอิง 
United States Papaya Agona CDC, 2011 
United States Raw milk Anatum, Cerro, Dublin, Infantis, 

Kentucky, Mbdanka, Montevideo,  
Van Kessel 
et al., 2011 

China Beef Enteritidis, Typhimurium Yang et al., 2010 
Iran Chicken Thompson Dallal et al., 2010 
Brazil Poultry carcass Enteritidis Freitas et al.,2010 
Uruguay Poultry and Eggs Enteritidis, Derby,Gallinarum,  Betancor et al., 2010 
Bangladesh Chick egg Typhimurium Hasan et al.,2009 
Senegal Chicken arcasses 

and Street- 
Restaurants 

Brancaster, Goelzau, Kentucky, 
Hadar, Agona, Poona, Bandia, 
Bessi, Brunei, Hull, Istanbul, 
Javiana,  

Dione et al., 2009 

United States Chicken carcasses 
from retail stores 

Enteritidis, Braenderup, 
Montevideo, Thompson, 
Mbandaka, Agona 

Lestari et al., 2009 

Iran Raw poultry Enteritidis, Baibouknown Jalali et al., 2008 
Turkey Chicken Infantis Cetinkaya et al.,2008 
Vietnam Pork, beef, Chicken London, Havana, Anatum, 

Hadar, Albany, Typhimurium 
Van et al., 2007 

Canada Chicken nuggets 
and strips 

Heidelberg, Orion, Kentucky, 
Hadar, Indiana, Infantis, 
Enteritidis, Mbandaka, 

Bucher et al., 
2007 

Malaysia Street food, fried 
chicken,  

Biafra, Braenderup, 
Weltevreden 

Tunung et al., 
2007 

ท่ีมา  :ดัดแปลงจาก Gómez-Aldapa et al. (2012). The role of foods in Salmonella 
infections 
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เชือ้ Salmonella ในไข่และผลิตภัณฑจ์ากไข่ 
เชือ้ Salmonella spp. เป็นเชือ้แบคทีเรียก่อโรคท่ีส าคัญท่ีสุดท่ีพบการปนเป้ือนในไข่  

(Foods & Swanson, 2011) ซึ่งมีหลายปัจจยัและหลายขัน้ตอนท่ีเอือ้อ านวยใหเ้กิดการปนเป้ือน
เชือ้ดงักลา่วได ้อยา่งไรก็ตามไขมี่กลไกตามธรรมชาตท่ีิชว่ยปอ้งกนัการตดิเชือ้ไดเ้ชน่เดียวกนั 

     1. ปัจจยัทางกายภาพ (physical factors) เชน่ ชัน้ cuticle, เปลือกไข,่ เย่ือใตเ้ปลือกไข่ 
(shell membranes) เป็นตน้ ปัจจยัเหล่านีถื้อเป็นด่าน (barrier) ตามธรรมชาติ ท่ีช่วยกัน้การผ่าน
เขา้ออกของเชือ้จลุินทรีย ์

     2. ปัจจัยทางเคมี (chemical factors) เช่น ค่าความเป็นกรดด่างของ abumen, 
lysozyme, avidin, flavoprotein, เอนไซม์ protease เป็นต้น ซึ่งปัจจัยเหล่านีท้  าให้เกิดสภาวะ
แวดลอ้มท่ีไมเ่อือ้อ านวยตอ่การด ารงชีวิตของจลุินทรีย ์

 
การตดิเชือ้ในไข่สามารถแบ่งออกได้ 2 แบบ 

1. endogenous contamination โดยเชือ้ถกูส่งผ่านจากแม่ไก่ท่ีติดเชือ้ Salmonella มายงั
ไข่ในระหว่างกระบวนการสรา้งไข่ (Colavita, 2008) ดงันัน้หากมีการเลีย้งไก่อย่างถูกสุขลกัษณะ 
และท าใหไ้ก่มีสขุภาพท่ีดี จะสามารถลดการตดิเชือ้จากขัน้ตอนนีไ้ดถ้ึง 90% (Gandini, 1993)  

2. exogenous contamination มกัเกิดขึน้ในระหว่างการบรรจุภัณฑ ์การขนส่ง และการ
จดัจ าหนา่ย (Colavita, 2008) โดยมีรายงานเก่ียวกบัการปนเป้ือนขา้ม (cross-contamination) ซึ่ง
มกัจะเกิดขึน้ใน กระบวนการต่างๆ ของโรงงานอุตสาหกรรม ท าใหเ้กิดการแพร่กระจายเชือ้ไปยงั
เปลือกไข่ฟองอ่ืนๆ (Andreoletti et al., 2009)  ดงัภาพประกอบ 2 อย่างไรก็ตามยงัไม่มีข้อมูลท่ี
เพียงพอเก่ียวกบัความสามารถของเชือ้ Salmonella ในการผ่านชัน้เปลือกไข่เขา้สู่ดา้นในเพ่ือเพิ่ม
จ านวน แตพ่บว่าภายในไข่ท่ีมีอายมุากสามารถพบจ านวนของเชือ้ Salmonella ไดม้ากกว่าไข่ท่ีมี
อายนุอ้ย ทัง้นีเ้ช่ือวา่เก่ียวขอ้งกบัปัจจยัทางกายภาพท่ีเปล่ียนแปลงไปของเปลือกไข่ตามอายุท่ีเพิ่ม
มากขึน้ (De Felip, 2001)  

จากปัจจยัต่างๆ เหล่านีเ้ป็นสาเหตใุนการปนเป้ือนและสะสมเชือ้ Salmonella ในไข่และ
ผลิตภัณฑจ์ากไข่ ซึ่งสามารถส่งต่อมาสู่มนุษยไ์ด ้อย่างไรก็ตามพบว่าหากเก็บไข่ไวท่ี้อุณหภูมิต  ่า
กว่า 7 องศาเซลเซียส จะสามารถจ ากัดการเพิ่มจ านวนของเชื ้อก่อโรคต่างๆ ซึ่งรวมถึงเชื ้อ 
Salmonella ดว้ย ดงันัน้ในขัน้ตอนหลังการผลิตจากฟารม์ การขนส่ง การจัดจ าหน่ายจนถึงมือ
ผูบ้ริโภค หากสามารถควบคมุอณุหภูมิของไขใ่หต้  ่ากว่า 7  องศาเซลเซียส จะเป็นหนทางหนึ่งท่ีลด
การเพิ่มจ านวนของ เชื ้อ Salmonella ท่ีปนเป้ือนมากับไข่และผลิตภัณฑ์จากไก่ได้  (Van 
Hoorebeke et al., 2010)  
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ภาพประกอบ 2 วงจรการปนเป้ือนของเชือ้ Salmonella ในฟารม์ไก่ 

ท่ีมา:  ดัดแปลงจาก  WHO (1988). Salmonellosis control: the role of animal and 
product hygiene 

รายงานการตรวจพบเชือ้ Salmonella ในประเทศไทย 
ลดัดา และสมหมาย (2552)  ไดท้  าการส ารวจความชุกของเชือ้ Salmonella spp. ในโรง

ฟักไข่และการดือ้ยาตา้นจุลชีพ โดยท าการส ารวจความชุกของเชือ้ Salmonella ในโรงฟักไข่ใน
จงัหวดั 4 จงัหวดัคือ ชลบรุี นครราชสีมา ลพบรุี และสระบรุี ชว่งระหวา่งปี 2545 ถึง 2550 โดยเก็บ
ตวัอย่างมูลลูกไก่แรกเกิด และอวยัวะภายในของลูกไก่ตายโคม จ านวน 8,465 ตวัอย่าง พบเชือ้ 
Salmonella 16.6% (1,405 ตัวอย่าง จาก 8,465 ตัวอย่าง) serovars ท่ีพบมากท่ีสุด ได้แก่ S. 
Enteritidis 9.7% (825/8,456 ตวัอยา่ง) รองลงมาไดแ้ก่ S. Mbadanka (1.4%), S. Altona (0.7%), 
S. Kentucky (0.5%) และ S. Stanley (0.4%) ตามล าดบั นอกจากนีผ้ลการทดสอบการดือ้ยาตา้น
จลุชีพจ านวน 13 ชนิด ดว้ยวิธี disk diffusion ตอ่เชือ้ Salmonella ท่ีแยกไดพ้บดือ้ตอ่ยา nalidixic 
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acid สูงท่ีสุด (62.9%) ซึ่งเชือ้ S. Enteritidis มีแนวโน้มดือ้ต่อยา 3 ชนิดเพิ่มขึน้ไดแ้ก่ nalidixic 
acid จาก 60.9% ในปี 2545 เป็น 80% ในปี 2549, amoxicillin จาก 0 ในปี 2545 เป็น 31.6% ใน
ปี 2550 และ ampicillin จาก 3.7% ในปี 2545 เป็น 31.6% ในปี 2550 การศกึษาครัง้นีบ้ง่ชีว้่าเชือ้ 
S. Enteritidis เป็นปัญหาส าคญัในโรงฟักไข ่โดยเป็นเชือ้หลกัท่ีเกิดการปนเป้ือนและมีอตัราการดือ้
ตอ่ยาท่ีสงูขึน้ 

ชุติมา และบัญญัติ (2559) ได้ท าการศึกษาสถานะการณ์การระบาดวิทยาของเชื ้อ 
Salmonella ในเนือ้ไก่สด โดยตรวจหาเชือ้ Salmonella ในเนือ้ไก่สดท่ีจ าหน่ายในตลาดสดหนอง
มนและตลาดนดัหลงัมหาวิทยาลยับูรพา โดยจ าแนกเป็นเนือ้ไก่สดส่วนอก สะโพก สนัใน ปีกและ
โครงไก่ อย่างละ 20 ตวัอย่าง รวมจ านวน 100 ตวัอย่าง พบเชือ้ Salmonella 18.0% จากจ านวน
ตวัอย่างทัง้หมด โดยพบในเนือ้ไก่จากตลาดสดหนองมน 14% ตลาดนดัหลงัมหาวิทยาลยับูรพา
พบ 4% เม่ือน ามาวิเคราะห์ซีโรวาร์โดยใช้เทคนิคทางเซโรวิทยาพบเชื ้อ Salmonella หลาย 
serovars ดังนี ้ S. Albany, S. Brunei, S. Corvallis, S. Enteritidis, S. enterica subsp. enterica 
ser. 6,8: eh:-, S. enterica subsp. enterica ser. 1,4,12: H rough, S. Newport, S. Paratyphi 
B, S. Seintpaul, S. Schwarzengrond, S. Stanley, S. Virchow และ Salmonella rough strain 

จิรวฒัน ์และสายญาติ (2559) ไดท้  าการศึกษาสภาวะการปนเป้ือนเชือ้ Salmonella ใน
วตัถุดิบอาหารสัตวข์องอุตสาหกรรมอาหารสตัวไ์ทย โดยผลจากการศึกษาพบว่าวตัถุดิบอาหาร
สัตว ์ท่ีน าไปใช้ผลิตเป็นอาหารสัตว ์พบการปนเป้ือนเชือ้ Salmonella 10.0% (100/1004) เม่ือ
พิจารณาตามประเภทวตัถดุิบพบว่า ประเภทวตัถดุิบอาหารสตัวจ์ากสตัว ์และอาหารสตัวจ์ากพืช 
มีการปนเป้ือนเชือ้ Salmonella 13.4% (57/425) และ 7.4% (43/579) ตามล าดับ โดยวัตถุดิบ
อาหารสตัวจ์ากสตัวพ์บการปนเป้ือนเชือ้ Salmonella มากกว่าประเภทวตัถดุิบอาหารสตัวจ์ากพืช 
(P < 0.05) และยงัพบการปนเป้ือนเชือ้ Salmonella ในวตัถุดิบทุกชนิด โดยเรียงจากมากไปนอ้ย
คือ เนือ้ป่น เนือ้สตัวปี์กป่น เนือ้และกระดกูป่น เนือ้หมปู่น ขนสตัวปี์กป่น และปลาป่น ตามล าดบั 
ซึ่งเชือ้ Salmonella ท่ีสะสมในวตัถดุิบเหล่าสามารถเพิ่มจ านวนและส่งตอ่ไปยงัปศสุตัวใ์นฟารม์ได้
เป็นล าดบัถดัไป 

จ ารสั และคณะ (2561) ไดท้  าการศกึษาความชกุของเชือ้ Salmonella spp. ในเนือ้หมแูละ
ไก่ท่ีจ  าหนา่ยในตลาดจงัหวดั ภเูก็ต พงังา และกระบี่ โดยท าการเก็บตวัอย่างเนือ้หมแูละเนือ้ไก่จาก
ตลาดสด ในระหวา่งเดือน มกราคม ถึงเดือน กมุภาพนัธ ์2560 จ านวน 133 ตวัอยา่ง ประกอบดว้ย
เนือ้หมู 76 ตวัอย่าง เนือ้ไก่ 57 ตวัอย่าง โดยผลการตรวจพบการปนเป้ือนเชือ้ Salmonella spp. 
จ  านวน 85 ตวัอยา่ง คดิเป็น 63.91% เม่ือจ าแนกตามชนิดเนือ้สตัวพ์บปนเป้ือนในเนือ้หม ู63.16% 
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และเนือ้ไก่ 64.91% โดยซีโรวารท่ี์พบในไดแ้ก่ S. Corvallis, S. Kentucky, S. Agona, S. Rissen, 
S. Bovismorbificans, S. Weltevreden, S. Hadar, S. Schwarzengrund, S. Stanley, S. 
Heidelberg, S. Lexington, S. Typhimurium, S. Molade และ S. Mgulani 

สุมาลี (2561) ไดท้  าการศึกษา ความชุกของเชือ้ Salmonella ท่ีแยกจากเนือ้สตัวค์า้ปลีก 
ในเขตอ าเภอเมือง จังหวัดนครศรีธรรมราช ช่วงระหว่างเ ดือนพฤษภาคมถึงเดือนตุลาคม พ.ศ. 
2559 โดยท าการเก็บตวัอย่างเนือ้สัตวค์า้ปลีกจ านวน 172 ตวัอย่าง พบเนือ้สัตวท่ี์ปนเป้ือนเชือ้ 
Salmonella จ  านวน 116 ตวัอย่าง (67.4%) โดยมีค่าความชุกของเชือ้ในเนือ้สัตวจ์ากตลาดสด
เท่ากบั 74.6% (67 ตวัอย่าง จาก 90 ตวัอย่าง) และในเนือ้สตัวจ์ากซุปเปอรม์ารเ์ก็ตเท่ากบั 59.8% 
(49 ตวัอยา่ง จาก 82 ตวัอยา่ง) โดยคา่ความชกุของเชือ้ Salmonella ในเนือ้สตัวแ์ตล่ะชนิดมีคา่สงู
กว่า 50% โดยในเนือ้หมูพบ  75.0% (45 ตัวอย่างจากหมู 60 ตัวอย่าง) เนือ้ไก่พบ 73.3% (45 
ตวัอยา่งจากไก่ 60 ตวัอยา่ง) และเนือ้ววัพบ 51.9% (27 ตวัอยา่งจากเนือ้ววั 52 ตวัอยา่ง) 

Sakai และ Chalermchaikit (1996) ได้รายงานสถานะการณ์การระบาดของเชื ้อ S. 
Enteritidis ในประเทศไทย ช่วงระหว่างปี ค.ศ. 1990 ถึง ค.ศ. 1993 โดยเก็บตวัอย่างเชือ้จากเนือ้
ไก่ และอุจจาระของมนุษยจ์  านวน 3,000 ตัวอย่างต่อปี พบค่าความชุกของเชือ้ S. Enteritidis 
เพิ่มขึน้ 1.33%, 2.98%, 9.54% และ 16.98% ตามล าดบั 

Bangtrakulnonth และคณะ (2004) ท าการตรวจวิเคราะหซี์โรวารข์องเชือ้ Salmonella 
โดยแยกเชือ้จากตวัอย่างท่ีเก็บจากอจุจาระของมนษุยแ์ละจากแหล่งอ่ืนๆเช่น ไก่  เป็ด และ อาหาร
ทะเลแช่แข็งเป็นตน้ จ านวน 26,148 ตวัอย่างในช่วงระหว่างปี ค.ศ. 1993 ถึง ค.ศ. 2002 พบเชือ้ 
Salmonella 44,087 ไอโซเลต เม่ือตรวจวิเคราะหซี์โรวารพ์บเชือ้ S. Weltevreden มากท่ีสุดใน
ตัวอย่างท่ีแยกได้จากมนุษย์และอาหารทะเลแช่แข็ง และพบเชือ้ S. Enteritidis มากท่ีสุดใน
ตวัอยา่งท่ีแยกไดจ้ากไก่ และเป็ดแชแ่ข็ง 

Whistler และคณะ (2018) ไดศ้ึกษาการแพร่ระบาดและการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะของเชือ้ 
Salmonella ท่ีอยู่ในกลุ่ม nontyphoidal salmonellosis ในเขตชนบท โดยเก็บตวัอย่างเลือดของ
ผูป่้วยในทุกเพศและทุกช่วงวยั ท่ีเขา้รบัการรกัษาในโรงพยาบาลระหว่างปี ค.ศ. 2006-2014 พบ
ผูป่้วยจ านวน 221 ราย ในจงัหวดันครพนม และ 314 ราย ในจงัหวดัสระแกว้ ตดิเชือ้แบบ invasive 
nontyphoidal salmonellosis ในจ านวนนี ้จงัหวดันครพนม พบการติดเชือ้ S. Enteritidis  28.9%  
(61 ราย) ซึ่งดือ้ตอ่ยา ampicillin 38.8% และจงัหวดัสระแกว้พบการติดเชือ้ S. Enteritidis 18.5%  
(58 ไอโซเลต) ดือ้ตอ่ยา ampicillin 59% ตามล าดบั 
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จากรายงานสถานะการณก์ารแพรร่ะบาดของเชือ้ Salmonella ดงักล่าว ท าใหเ้ขา้ใจไดว้่า 
Salmonella สามารถปนเป้ือนได ้ตัง้แต่ในขัน้ตอนการผลิตวัตถุดิบอาหารจากสัตว ์ซึ่งขัน้ตอนนี้
คาดวา่อาจมีการปนเป้ือนมาจากน า้ ดนิ หรือสิ่งแวดลอ้มบรเิวณรอบๆ แหลง่ผลิต ดงันัน้เม่ืออาหาร
เหล่านีถู้กส่งต่อมายังฟารม์ปศุสัตว ์และใช้ในการเลีย้งสัตวก็์จะส่งต่อเชือ้ Salmonella มายัง
รา่งกายของสตัว ์และมกัมีการเพิ่มจ านวนแพรก่ระจาย ซึ่งในกรณีนีอ้าจเกิดการระบาดของโรคได้
หากสุขภาพของสัตวอ์่อนแอ และการจดัการฟารม์ไม่ดีพอ จากนัน้เม่ือน าเนือ้สัตวช์  าแหละหรือ
ผลิตภณัฑต์า่งๆ จากฟารม์มาสูผู่บ้รโิภคจะเป็นการสง่ตอ่เชือ้ดงักลา่วมาสูม่นษุย ์หากไดร้บัสารพิษ
ท่ีเชือ้ Salmonella ผลิตขึน้มาก็จะเกิดอาการป่วยเช่น มีอาการของโรค salmonelosis ได ้ซึ่งความ
รุนแรงของโรคนั้นขึน้อยู่กับปริมาณของเชือ้ท่ีได้รับ และซีโรวารข์องเชือ้ Salmonella เป็นต้น 
อย่างไรก็ตามพบว่าเนือ้สตัวท่ี์ไดร้บัความนิยมในการบริโภคทัง้ในประเทศไทยและทั่วโลก คือเนือ้
หมแูละเนือ้ไก่ โดยไก่นัน้นอกจากจะเป็นสตัวเ์ศรษฐกิจท่ีท ารายไดท้ัง้ในประเทศไทยและสง่ออกไป
ยงัต่างประเทศแลว้ ยงัเป็นแหล่งท่ีมีการตรวจพบเชือ้ Salmonella ไดบ้่อยเป็นอันดบัตน้ๆ เสมอ 
ดงันัน้กรมปศุสัตวจ์ึงไดอ้อกระเบียบว่าดว้ยการควบคมุโรค salmonelosis ส าหรบัสตัวปี์ก พ.ศ. 
2553  โดยก าหนดให้มีการตรวจวิเคราะห์และเฝ้าระวังเชื ้อ Salmonella ชนิดหลักท่ีพบการ
ปนเป้ือนสูงในสัตว์ปีกและฟาร์มเพาะเลี ้ยงคือ S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar, S. 
Virchow และ S. Infantis โดยในจ านวนนี ้serovars ท่ีพบการปนเป้ือนไดส้งูท่ีสดุคือ S. Enteritidis 

การตรวจวินิจฉัยเชือ้ Salmonella ในห้องปฏิบัตกิาร 
1. วิ ธี ก า ร เพ าะ เ ลี ้ย ง และกา รจัดจ า แนก  (Culture and identification methods for 

Salmonella) ดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ 
การเพาะเลีย้งและเพิ่มจ านวนเชื ้อ Salmonella นิยมใช้อาหาร pre-enrichment และ 

selective medium โดยการเลือกใชอ้าหารดงักล่าวตอ้งค านึงถึงหลายปัจจยัท่ีอาจส่งผลต่อการ
เจริญของเชือ้ เช่นในสิ่งส่งตรวจท่ีจะท าการแยกเชือ้ Salmonella อาจมีจ านวนของ Salmonella 
นอ้ยกว่าเชือ้แบคทีเรียอ่ืน ท่ีปนเป้ือนมาในตวัอย่างดว้ย หากตวัอย่างอยู่ในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม
อาจไม่สามารถเพิ่มจ านวน ดงันัน้จึงควรใหเ้ชือ้ไดเ้จริญในสภาวะท่ีเอือ้อ านวยต่อการเจริญดว้ย
ปัจจยัตา่งๆ ดงัตาราง 3 อย่างไรก็ตามในการตรวจวิเคราะหเ์ชือ้ Salmonella จากตวัอย่างหรือสิ่ง
ส่งตรวจ จะถูกแบ่งเป็นขัน้ตอนหลักคือ การเพิ่มจ านวนเชือ้ใน non-selective pre-enrichment 
media การเพิ่มจ านวนเชือ้ใน selective enrichment media การทดสอบขั้นยืนยันดว้ยวิธีทาง
ชีวเคมี และการตรวจวิเคราะหโ์ดยเทคนิคทางซีโรวิทยาดงัภาพประกอบ 3  
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1.1 non selective enrichment   
      น าสิ่งส่งตรวจ เติมลงใน TSB (tryptic soy broth), peptone water, nutrient 

broth (Cruickshank, 1975) หรือ Rappaport-Vassiliadis (RV) (Waltman, 2000) โดยอาจเลีย้ง
ใน erlenmeyer flask หรือขวด Duran บ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือเชือ้เพิ่ม
จ านวนมากขึน้ น าไปเลีย้งตอ่ในอาหาร selective enrichment หรืออาจแยกเชือ้ตา่งๆ ออกจากกนั
ดว้ยเทคนิค cross- streak บนอาหาร TSA 

   1.2 selective enrichment  
         น าเชือ้ท่ีผ่านการเพิ่มจ านวนใน non selective enrichment ปริมาตร 1 ml 

ย้ายลงในอาหาร selenite cysteine broth ปริมาตร 10 ml และอีก 1 ml ย้ายลงในอาหาร  
tetrathionate medium ปรมิาตร 10 ml บม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 35-37°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

   1.3 selective agar medium  
         น า เ ชื ้อจากขั้นตอน selectıve enrichment จ านวน 1 colony (single 

colony) มา streak ลงบน selective agar ต่างๆ เช่น briliant green agar,  Mac Conkey agar,  
Salmonella - Shigella Agar,  deoxycholate citrate agar และ Bismuth sulphite agar เป็นตน้  
เพ่ือสงัเกตลักษณะเฉพาะของเชือ้ Salmonella บน selective agar นัน้ๆ ท าใหส้ามารถแยกเชือ้ 
Salmonella spp. ออกจากเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนได ้
                                   1.3.1 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Salmonella บนอาหาร briliant green agar 
โคโลนีของเชือ้ Salmonella บนอาหารดงักล่าวสามารถปรากฏไดห้ลายลกัษณะ เช่น ชมพ ูขาวขุ่น 
กึ่งโปรง่แสง ไปจนถึงใสไม่มีสี โดยสีของอาหาร briliant green agar รอบๆ โคโลนี มีสีชมพ ูหรือสี
แดง นอกจากนี้เชือ้ Salmonella บางสายพันธุ์อาจให้โคโลนีสีเขียวกึ่งโปร่งแสง เน่ืองมาจาก
กระบวนการหมกัน า้ตาล lactose หรือ sucrose (fermenation) ดงัตาราง 4 
                                    1.3.2 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Salmonella บนอาหาร Mac Conkey agar 
       โคโลนีของเชื ้อ Salmonella จะไม่มีสีหรืออาจโปร่งแสง ในขณะท่ีแบคทีเรียโคลิฟอร์ม 
(coliform bacteria) จะตกตะกอน bile salt ท่ีอยูใ่นอาหารท าใหโ้คโลนีมีสีขาวขุน่ จงึท าใหส้ามารถ
แยกเชือ้Salmonella ออกจาก แบคทีเรียโคลิฟอรม์ บนอาหาร Mac Conkey agar ได ้ดงัตาราง 4  
   1.3.3 ลักษณะโคโลนีของเชื ้อ Salmonella บนอาหาร Salmonella – 
Shigella agar (SS) 
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                  โคโลนีของเชื้อ Salmonella ทั่วไปจะไม่มีสี มีสีชมพูสว่าง ตกตะกอนขาวขุ่น 
หรือก่ึงโปร่งแสงบนอาหาร Salmonella – Shigella agar (SS) อย่างไรก็ตามพบว่าเชื้อ Salmonella 
บางสายพันธุ์สามารถสร้างสีด าบริเวณกลางโคโลนีได้ ดังตาราง 4  
   1.3.4 ลักษณะโคโลนีของเชื ้อ Salmonella บนอาหาร deoxycholate 
citrate agar 
                     ลักษณะโค โล นีของ เ ชื ้อ  Salmonella ท่ี ป รากฏบนอาหาร 
deoxycholate citrate agar คลา้ยคลึงกับท่ีพบบนอาหาร SS agar โดยมักไม่มีสี มีสีชมพูสว่าง 
ตกตะกอนขาวขุน่ หรือกึ่งโปรง่แสงบนอาหาร และเชือ้ Salmonella บางสายพนัธุส์ามารถสรา้งสีด า
หรือเทาบรเิวณกลางโคโลนีได ้โดยบรเิวณโดยรอบโคโลนีจะใสไมมี่สี ดงัตาราง 4  
   1.3.5 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Salmonella บนอาหาร bismuth sulphite 
agar 
                      โคโลนีมกัปรากฏสีน า้ตาล เทา หรือด า บางครัง้อาจมีสี metallic 
สว่าง โดยครัง้แรกท่ีบม่เชือ้จะมีสีน า้ตาลเป็นอนัดบัแรกและค่อยๆ เปล่ียนเป็นสีเขม้ขึน้จนถึงสีด า 
บางสายพนัธุอ์าจสรา้งสีเหลือบเขียวรอบโคโลนี ดงัตาราง 4  
   1.3.6 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Salmonella บนอาหาร EMB agar 
                     โคโลนีของเชือ้ Salmonella จะโปรง่แสงหรือไมมี่สีบนอาหาร EMB 
agar และมีขนาดโคโลนีประมาณ 4 มิลลิเมตร ดงัตาราง 4   

ตาราง 3 ปัจจยัตา่งๆ ท่ีสง่ผลตอ่การเจรญิของเชือ้ Salmonella 

ท่ี มา  : ICMSF (1996). Microorganisms in Foods 5. Characteristics of Microbial 
Pathogens 

 

Conditions Minimum Optimum Maximum 
T (°C) 7.0 35-37 47 

pH 4.0 7.0-7.5 9.0 
Aw 0.94 - - 

tolerance to salt (%) - - 4 
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ตาราง 4 แสดงลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Salmonella บน selective media ชนิดตา่งๆ 

  

Salmonella colonies on 
 Briliant green agar 

Salmonella colonies on  
Mac Conkey agar 

  

Salmonella colonies on SS agar Salmonella colonies on  
deoxycholate citrate agar 

  
Salmonella colonies on  
bismuth sulphite agar 

Salmonella colonies on EMB agar 

ท่ีมา : Hendriksen R.S. (2003) . A global Salmonella surveillance and laboratory 
support project of the World Health Organization 
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ภาพประกอบ 3 ขัน้ตอนการตรวจวิเคราะหเ์ชือ้ Salmonella 

ท่ี มา : ดัดแปลงจาก  Hendriksen (2003) , A global Salmonella surveillance and 
laboratory support project of the World Health Organization  

 
 
 

 

10% Bufffered peptone water, TSB, NB 

culture 
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2. การทดสอบขัน้ยืนยนั (confirmatory test) โดย biochemical reactions 
        2.1 การทดสอบการหมกัน า้ตาล (carbohydrate fermentation)  

 เชื ้อ Salmonella จะมีการผลิตกรดและก๊าซ หรืออย่างใดอย่างหนึ่ง เช่น S. 
Typhimurium, S. Gallinarum และ S. Newport  จะหมักน ้าตาลโดยให้กรดอย่างเดียว ทั้งนี ้
โ ดยทั่ ว ไป เ ชื ้อ  Salmonella enterica subsp. enterica ส ามารถหมัก  glucose, mannitol, 
arabinose, maltose, dulcitol และ sorbitol ได้ ในขณะท่ีไม่สามารถหมัก lactose, sucrose, 
salicin และ adonitol สว่นการทดสอบ ONPG ใหผ้ล negative (Cruickshank, 1975)  

          2.2 การทดสอบดว้ยอาหาร triple sugar iron (TSI) agar  
   โคโลนีเด่ียวของเชือ้ Salmonella ท่ีถูกน ามาจากขัน้ตอนการทดสอบการหมัก

น า้ตาล จะถกูน ามาเลีย้งบนอาหาร TSI agar ซึ่งประกอบดว้ยน า้ตาล glucose, lactose, sucrose, 
ferrous sulphate และใช ้phenol red เป็นอินดิเคเตอร ์(indicator) โดยหากน า้ตาลทัง้สามชนิด
เกิดการหมัก อาหาร TSI จะเปล่ียนเป็นสีเหลือง แต่หากมีเฉพาะ glucose ท่ีถูกหมัก สีแดงของ 
alkaline จะปรากฏบนอาหาร ซึ่งการทดสอบควรท าในอาหารเอียง (slants) เพ่ือคงสภาวะ aerobic 
condition  (Cruickshank, 1975) 

            2.3 การทดสอบ IMVIC (ประกอบด้วยการทดสอบ I=indole, M=methyl red, 
V=voges-proskauer และ C=citrate) 

     การทดสอบ indole เพาะเชือ้บนอาหาร tryptophan medium หลงัจากบ่มท่ี 
37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใหห้ยดสารละลาย Kovac indicator ลงบนอาหารดงักล่าว หากเกิดวง
แหวนสีแดงขึน้รอบๆ บรเิวณท่ีหยดใหแ้ปลผลเป็น positive 

     การทดสอบ methyl red โดยเพาะเชือ้ในอาหาร BGB (buffered glucose 
bouillon) หรือ peptone medium บม่ท่ี 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใหห้ยดสารละลาย methyl red 
indicator จ  านวน 5-6 หยดลงบนอาหาร หากคา่ pH ต ่ากวา่ 4.2 จะปรากฏสีแดง และถือว่าผลการ
ทดสอบเป็น positive แตห่ากอาหารไมเ่กิดการเปล่ียนสี ผลการทดสอบจะเป็น negative 

    การทดสอบ Voges-proskauer โดยน าเชือ้ท่ีเพาะในอาหาร BGB medium 
ปรมิาตร 1 ml เตมิ 40% KOH ปรมิาตร 0.2 ml จากนัน้เตมิ alpha naphtol indicator ปรมิาตร 0.6 
ml บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที อ่านผลโดยสงัเกตุการเกิดวงแหวนสีแดงบริเวณดา้นบนของ
อาหาร ถือเป็นผล positive  
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    การทดสอบ citrate (Simmons citrate) ท าการเพาะเชื ้อบนอาหาร citrate 
medium แบคทีเรียจะใช ้citrate เป็นแหล่งคารบ์อนได ้จะท าใหอ้าหารเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีน า้
เงิน ซึ่งผลการทดสอบทางชีวเคมีสามารถสรุปได ้ดงัตาราง 5 

ตาราง 5 ผลการทดสอบ IMVIC และการทดสอบทางชีวเคมีอ่ืนๆ ของเชือ้ Salmonella 

 

ท่ีมา  :ดดัแปลงจาก Cruickshank et al. (1975). Medical microbiology: The practice 
of medical microbiology 

3. การตรวจวิเคราะหโ์ดยเทคนิคทางซีโรวิทยา (serological test)  
    หลงัจากการตรวจทางจลุชีววิทยาในเบือ้งตน้ จะท าใหท้ราบถึงโคโลนีของเชือ้ท่ีคาดว่า

น่าจะเป็นเชื ้อ Salmonella จากนั้นจึงน าเชื ้อมาท าการทดสอบทางซีโรวิทยาด้วยวิธี slide 
agglutination ต่อ  polyvalent antiserum ซึ่ ง จะท าป ฏิ กิ ริ ยาจ า เพาะต่อ  O - antigen ของ 
serological group ของเชือ้ Salmonella โดยในขัน้ตอนแรก ใหน้  าเชือ้มาทดสอบกับ 1 หยด ของ 
0.85% normal saline จากนัน้สงัเกตปฏิกิรยิาการตกตะกอนภายในเวลา 30 นาที ถา้เกิดปฏิกิริยา
ตกตะกอนจะถือว่าเชือ้ดงักล่าวเป็นกลุ่ม rough ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาตกตะกอนได ้ถึงแมจ้ะยงั
ไม่ไดท้  าการทดสอบกบั antiserum ชนิดใดก็ตาม ซึ่งถือเป็นขอ้จ ากดัประการหนึ่งของวิธีการตรวจ
เชือ้ Salmonella โดยเทคนิคทางซีโรวิทยา อยา่งไรก็ตามโคโลนีท่ีไม่เกิดปฏิกิริยาการตกตะกอนกบั 

Reaction Salmonella 

Indole Negative 
Methyl red Positive 
Voges-proskauer Negative 
Citrate Positive 
Urease Negative 
Production of H2S in ferrous chloride gelatin medium Positive / Negative 
Decarboxylates Lysine Positive 

Ornithine Positive 
Arginine Positive 
glutamic acid Negative 
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0.85% normal saline จะถูกน ามาทดสอบในขั้นตอนต่อไป โดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยา
ตกตะกอนกบั polyvalent antiserum ชนิดตา่งๆ ดงันี ้

1. Salmonella polyvalent A-67 antiserum คื อ  antiserum ท่ี ส า ม า ร ถ
เ กิดปฏิ กิ ริ ยากับ เ ชื ้อ   Salmonella group A + group B + group C + group D + ……….+ 
Salmonella group O:67 antiserum (หรือ O:1 + O:2 + O:3 + O:4 +………+ O:67 antiserum) 

2. Salmonella polyvalent A-I antiserum คือ antiserum ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา
กบัเชือ้ Salmonella group A + group B + group C + group D +………..+ Salmonella group 
I (O:16) antiserum (หรือ O:1 + O:2 + O:3 + O:4 +…………+ O:16 antiserum) 

3. Salmonella polyvalent O:17 - O:67 antiserum คือ  antiserum ท่ีสามารถ
เ กิดปฏิ กิ ริ ยากับ เ ชื ้อ  Salmonella group J (O:17) + group K (O:18) +…………+ group Z 
(O:50) + O:51 ถึง O:67 

4. Salmonella group A, group B, group C antiserum คื อ  antiserum ท่ี
สามารถเกิดปฏิกิริยากับเชือ้  Salmonella แต่ละ group ท่ีมี O antigen ของ group นัน้ประกอบ
อยู ่

5. Salmonella polyvalent H : H antiserum คื อ  antiserum ท่ี ส า ม า ร ถ
เกิดปฏิกิริยากับ flagella ของเชื ้อ Salmonella ตั้งแต่ flagella H:a + H:b + H:c + H:d +  H:f 
+……….+ z59 + H:1 + H:2 +……….+H:7 

6. Salmonella polyvalent H:L คือ antiserum ชนิดท่ีประกอบดว้ยแอนติบอดีท่ี
สามารถท าปฏิกิรยิากบั flagella ของเชือ้ Salmonella ตัง้แต ่flagella H:l + H:v + H:w + H:z13 + 
H:z28  

7. Salmonella polyvalent H:G คือ antiserum ชนิดท่ีประกอบดว้ย แอนติบอดีท่ี
สามารถท าปฏิกิริยากบั flagella ของเชือ้ Salmonella ตัง้แต ่flagella ดงันี ้H:f + H:g + H:s + H:t 
+ H:m + H:p + H:q 

8. Salmonella polyvalent H:Unspecific antiserum คื อ  antiserum ชนิ ด ท่ี
ประกอบดว้ยแอนติบอดีท่ีสามารถท าปฏิกิริยากบั flagella ของเชือ้ Salmonella กลุม่ H:1,2 + H:2 
+ H:5 + H:6 + H:7 + H:z6  (อรุณ, 2541)  

4. การตรวจวิเคราะหโ์ดยเทคนิคทางอณชีูววิทยา (molecular biology test) 
        การพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือใช้ในการตรวจหาเชือ้ Salmonella นิยม

ตร วจหา ยีน ท่ี เ ชื ้อ ใ ช้ ใ นการก่ อ โ รคห รื อส ร้า งสา รพิษ  ( virulence gene)  เ ช่ น ยี น  sdf 
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(Salmonella difference fragments ) (Shimizu et al., 2014), IE1 and IEII (Insertion Element) 
(Wang & Yeh, 2002), Flic (Flagellin synthesis: flagella antigen H: i, k and r) และ  Inv-A 
(Invasion protein A gene) (Fratamico & Strobaugh, 1998) เป็นตน้ โดยมีการออกแบบ forward 
primer และ reverse primer เพ่ือใช้ในเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ดังตาราง 6 
และ ตารางท่ี 7 

ตาราง 6 ไพรเ์มอรใ์นการตรวจวิเคราะหเ์ชือ้ Salmonella spp. S. Enteritidis, S. Typhimurium, 
S. Thompson และ S. Infantis  

Gene 
target 

Primers Primer sequence 
5’           3’ 

Amplification 
product (bp) 

Serovar Source 

Inv-A Inv-A forward CGG TGG TTT TAA GCG TAC TCT T 796 Salmonella 
specific 

Fratamico 
(2003) Inv-A reverse CGA ATA TGC TCC ACA AGG TTA 

IE-1 IE-1 forward AGT GCC ATA CTT TTA ATG AC 316 S. Enteritidis Wang and 
Yeh (2002) IE-1 reverse ACT ATG TCG ATA CGG TGG G 

Flic-C (i) Flic-C forward CCCGCTTACAGGTGGACTAC 432 S. 
Typhimurium 

Paião et 
al. (2013) Flic-C reverse AGCGGGTTTTCGGTGGTTGT 

Flic-C (k) H: k forward AACGACGGTATCTCCATTGC 658 S. Thompson Shimizu et 
al., (2014) H: k reverse CAGCCGAACTCGGTGTATTT 

Flic-C (r) 878 forward AACAACGACAGCTTATGCCG 413 S. Infantis Kardos et 
al, 2007 

1275 reverse CCACCTGCGCCAACGCT 

Sdf sdf forward TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG 333 S. Enteritidis Agron et 
al, (2001) sdf reverse CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC 

IE-1 IE-2 forward GGATAAGGGATCGATAATTGC 599 S. Enteritidis Wang and 
Yeh (2002) IE-3 reverse GGACTTCCAGTTATAGTAGG 

ดัดแปลงจาก Paião et al. (2013). Detection of Salmonella spp, S. Enteritidis and 
Typhimurium in naturally infected broiler chickens by a multiplex PCR-based assay 
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ตาราง 7 forward และ reverse primer ท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะหเ์ชือ้ Salmonella ในเทคนิค real 
time PCR  

Gene 
Target  

Matrices Enrichment Limit of 
Detection 

Primers (1-forward; 2-reverse; 
3-probe) 

References 

ttrBCA Chicken 
Meat 
Fish 

20 h < 3 
CFU/ml 

1: CTC ACC AGG AGA TTA CAA CATGG 
2: AGC TCA GAC CAA AAG TGA CCATC 
3: CAC CGA CGG CGA GAC CGA CTT T 

(Malorny et 
al., 2004) 
 

fimC ice cream Without 
None 

103 
CFU/ml 

1: ATA AAT CCG GCG GCC TGA TG 
2: TGG TAT CGA CGC CTT TAT CTGAGA 
3: TTA CAC CGG AGT GGA TTA AAC 
GGC TGG G 

(Seo et al., 
2006) 

invA Salmon 
Chicken 
meat 
Milk  

16h 2.5-5 
CFU/25g 
(salmon, 
chicken) 
5 CFU/25 
ml (milk) 

1: GTG AAA TAA TCG CCA CGT TCG 
GGC AA 
2: TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC 
CGT AA 
3: TTA TTG GCG ATA GCC TGG CGG 
TGG GTT TTG TTG 

(Hein et al., 
2006) 
 

invA Chili powder 
Shrimp  

35°C-24h 
41°C-24h 
(selective 
medium) 

0.04 
CFU/g 

1: AAC GTG TTT CCG TGC GTA AT 
2: TCC ATC AAA TTA GCG GAG GC 
3: TGG AAG CGC TCG CAT TGT GG 

Cheng 
et al., 2008 

oriC Cheddar 
Turkey meat 
cooked 
Turkey meat  

48 h 
(selective 
medium) 

6.1 x 101 
CFU/ml 

1: TCACCTGCGACAGCCATGA 
2: TGAGCATCGCCATCGGCAT 
3: ATTCCAGCAGTCGGCCATAGCTG 
(Set I) 

(McCARTHY 
et al., 2009) 

 
อยา่งไรก็ตามเพิ่มความแม่นย า ในการตรวจวิเคราะหซี์โรวารข์องเชือ้ Salmonella ได ้ควร

ท าการตรวจยืนยนัในระดบัสกลุ (genus specific) ควบคูไ่ปดว้ย  
ส าหรบัการศึกษาครัง้นีจ้ะเป็นการผลิตแอนติบอดีในรูปแบบโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

(monoclonal antibody : MAb) เพ่ือใช้ในการตรวจสอบและจ าแนกเชื ้อ S. Enteritidis โมโน
โคลนอลแอนติบอดี เป็นแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะสงูต่ออิพิโทป (epitope) เดียวของแอนติเจน 
(antigen) ในปี 1975 KÕhler และ Milstein ไดพ้ฒันาเทคนิคการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีขึน้ 
โดยสรา้งสภาวะใหเ้กิดการหลอมรวมระหว่างบีเซลลท่ี์ไดจ้ากมา้มของหนูท่ีมีการตอบสนองต่อ
แอนติเจนท่ีฉีดกระตุน้กับเซลลไ์มอิโลมา (myeloma cell) ซึ่งเป็นเซลลม์ะเร็งท่ีมีคุณสมบัติเป็น
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อมตะและไม่สรา้งอิมมูโนโกลบูลิน จนเกิดเป็นเซลลล์ูกผสม (hybridoma cell) หลังจากท าการ
คัดเลือกโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจนท่ีต้องการด้วยวิ ธี  
immunoassay ตา่งๆ และผา่นการโคลนซ า้ (re-clone) แลว้ สามารถน าโคลนนัน้มาเพิ่มจ านวนได้
อย่างมากมาย และผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดจ้  านวนมาก ซึ่งมีคุณสมบัติเหมือนกันทุก
ประการ เช่น จ าเพาะตอ่อิพิโทปของแอนติเจนต าแหน่งเดียวกัน คณุสมบตัิของ immunoglobulin 
เช่น ชนิดของ light chain และ heavy chain ซึ่ ง เ ป็นตัวก าหนด class และ sub class ของ
แอนติบอดี เป็นตน้ ปัจจุบนัการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ค่อนขา้งมีบทบาทส าคญัในการ
พฒันาเทคนิคต่างๆ เพ่ือใชใ้นการวินิจฉัยทัง้ในกลุ่มโรคติดตอ่ท่ีมีสาเหตมุาจาก แบคทีเรีย เชือ้รา 
หรือไวรสั และกลุ่มโรคไม่ติดต่อเช่นมะเร็ง และโรคภูมิคุม้กันต่อตนเอง (autoimmune disease) 
ทั้งนีย้ังนิยมน ามาพัฒนาเป็นชุดตรวจโรคต่อโรคต่างๆ ท่ีแพร่ระบาดในสัตวเ์ศรษฐกิจอีกด้วย 
(ไพศาล, 2548)   

การผลิตและการคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา (production and selection of hybridoma cell)  
ภายหลงัการฉีดกระตุน้หนขูาวดว้ยแอนตเิจนเป็นระยะเวลา 8 สปัดาห ์(จ  านวน 4 ครัง้) ท า

การแยกมา้มของหนดูว้ยวิธีปลอดเชือ้ (sterile technique) จากนัน้บดมา้มเพ่ือใหเ้ซลลต์า่งๆ แยก
ออกจากกนัเป็นเซลลเ์ด่ียว (single spleen cell) น ากลุ่มเซลลด์งักล่าวมาหลอมรวมกับเซลลไ์มอิ
โลมา ในอตัราส่วนท่ีใกลเ้คียงกัน โดยใช ้polyethylene glycol (PEG) ซึ่งมีคณุสมบตัิช่วยใหส้่วน
ของ lipid bilayer ของผนงัเซลลเ์กิดการหลอมรวมกนั  ดงันัน้จงึเกิดการหลอมรวมกันระหว่างเซลล์
ตา่งๆ เชน่ เซลลม์า้มกบัเซลลม์า้ม เซลลไ์มอิโลมากบัเซลลไ์มอิโลมา และเซลลไ์ฮบรโิดมาท่ีเกิดจาก
เซลลม์า้มกบัเซลลไ์มอิโลมา เป็นตน้ อยา่งไรก็ตามทัง้เซลลม์า้มและเซลลไ์มอิโลมาตา่งก็มีขอ้จ ากดั
กล่าวคือ แม้เซลลม์า้มจะสามารถผลิต immunoglobulin ท่ีจ  าเพาะต่ออิพิโทปของแอนติเจนท่ี
ตอ้งการได ้แต่เซลลม์า้มไม่เป็นอมตะ ดงันัน้เม่ือน าออกมาจากร่างกายของสัตวจ์ะมีชีวิตอยู่ใน
อาหารเลีย้งเซลลไ์ดเ้พียงชั่วคราวเท่านัน้ ส่วนเซลลไ์มอิโลมามีคณุสมบตัิท่ีเป็นอมตะและไม่ผลิต 
immunoglobulin แ ต่ มี ค ว า ม บ ก พ ร่ อ ง ใ น ก า ร ผ ลิ ต เ อ น ไ ซ ม์  hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyl transferase (HGPRT) ท่ีจ  าเป็นตอ้งใชใ้นกระบวนการสงัเคราะหน์ิวคลีโอไทดใ์น
กระบวนการ salvage pathway ดังนั้นหากน าเซลล์ไมอิโลมามาเลี ้ยงในอาหารท่ีเสริมด้วย 
hypoxanthine, aminopterin และ thymidine (HAT medium) จะไม่สามารถมีชีวิตรอดได้ จึงมี
เฉพาะไฮบรโิดมาเซลลท่ี์เกิดจากการหลอมรวมกนัระหวา่งเซลลม์า้มและเซลลไ์มอิโลมาเทา่นัน้ท่ีจะ
สามารถมีชีวิตรอดและเพิ่มจ านวนในอาหาร HAT medium ได ้ทัง้นีเ้ซลลม์า้มจ าเป็นตอ้งพึ่งพา
คุณสมบตัิท่ีเป็นอมตะ (immortal)  ของเซลลไ์มอิโลมา ส่วนเซลลไ์มอิโลมาท่ีบกพร่องการสร้าง
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เอนไซม ์HGPRT ตอ้งอาศยัเซลลม์า้มในการสงัเคราะหน์ิวคลีโอไทด ์โดยกระบวนการสงัเคราะห์   
นิวคลีโอไทดข์องเซลลใ์นสัตวเ์ลีย้งลูกดว้ยน า้นมมี 2 แบบคือ salvage pathway และ de novo 
pathway แต่ใน HAT medium ท่ีมีการเติม aminopterin (folic acid analog) จะไปยบัยัง้ขัน้ตอน
การยา้ยหมู ่methyl หรือ formyl จาก tetrahydrofolate ท าใหไ้มส่ามารถสงัเคราะหน์ิวคลีโอไทดไ์ด ้
ดงันัน้เซลลจ์ึงหนัมาใช ้salvage pathway ในการสงัเคราะหน์ิวคลีโอไทด ์โดยการเปล่ียน purine 
หรือ pyrimidine เป็นนิวคลีโอไทดโ์ดยตรง ซึ่งเอนไซมท่ี์ใชใ้นกระบวนการ salvage pathway ไดแ้ก่ 
HGPRT และ thymidine kinase (TK) หากบกพร่องท่ีเอนไซม์ตัวใดตัวหนึ่ง จะเกิดการยับยั้ง
กระบวนการสงัเคราะหน์ิวคลีโอไทดโ์ดยกระบวนการ salvage pathway ดงัภาพประกอบ 4 และ
ตายใน HAT medium ดงันัน้จึงมีเฉพาะไฮบริโดมาเซลลท่ี์เกิดจากการหลอมรวมกันระหว่างเซลล์
มา้มและเซลลไ์มอิโลมาเท่านัน้ท่ีจะรอดชีวิตและเพิ่มจ านวนใน HAT medium ได ้โดยจะเป็นเซลล์
ไฮบรโิดมาท่ีมีทัง้คณุสมบตัคิวามเป็นอมตะและผลิตแอนตบิอดีเพียงชนิดเดียว อยา่งไรก็ตามตอ้งมี
การทดสอบเพ่ือคดัเลือกเฉพาะไฮบรโิดมาท่ีสรา้งโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะตอ่แอนติเจนท่ี
ตอ้งการดว้ย ซึ่งจ  าเป็นตอ้งใชว้ิธีการทาง immunoassay ต่างๆ ในการคดัเลือกเช่น dot blotting, 
Western blotting, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) และวิธีการอ่ืนๆ ตามความ
เหมาะสม และเม่ือพบไฮบริโดมาเซลลท่ี์สรา้งโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีตอ้งการแลว้ ใหท้  าการ
โคลนซ า้เพ่ือใหม้ั่นใจว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดน้ัน้มีตน้ก าเนิดจากเซลลเ์ดียว จากนัน้จึง
สามารถขยายเซลลไ์ฮบริโดมาเพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในปริมาณมากในล าดบัต่อไป 
(ไพศาล, 2548) 
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ภาพประกอบ 4 การสงัเคราะห ์DNA โดยเซลลท่ี์เลีย้งในอาหาร HAT medium 

              ท่ีมา : Quinn, (2016) 

 ส าหรบัการพฒันาเทคนิคการตรวจวินิจฉัยเชือ้ Salmonella ในระดบัซีโรวารโ์ดยการใช้
ประโยชน์จากโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นได้มีงานวิจัยต่างๆ ท่ีท าการผลิตโมโนโคลนอล
แอนตบิอดีตอ่เชือ้ Salmonella เพ่ือใชใ้นการตรวจวินิจฉยัเชือ้นีเ้ชน่ในปี 1991 Luk  และ Lindberg 
ได้ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อบริเวณของ lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งอยู่ในส่วนของ 
outer membrane ในชั้นผนังเซลลข์องเชือ้ Salmonella กลุ่ม B ถึง E พบว่าสามารถผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีจ านวน 8 ตวัท่ีจ  าเพาะตอ่เชือ้ Salmonella 4 กลุ่มดงักล่าว อย่างไรก็ตามโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีไดย้งัไม่สามารถใชใ้นการตรวจวิเคราะหเ์ชือ้ Salmonella  ในระดบัของซีโร
วาร์ ได้ (Luk & Lindberg, 1991) ต่อมาในปี 2005 Schneid และคณะ ได้ท าการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีต่อเชือ้ S. enterica ในเนือ้ไก่ โดยใชว้ิธีการเตรียมแอนติเจนจากส่วน outer 
membrane ของเชื ้อ S. Enteritidis ผลการศึกษาพบโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีจับกับเ ชื ้อ 
Salmonella กลุ่ม B–E และ G และโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางตัวเกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื ้อ 
Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii แ ล ะ  Enterobacter aerogenes (Schneid, 
Lüdtke, Diel, & Aleixo, 2005) และในปี 2009 Rementeria และคณะ ไดท้  าการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอ ดีต่อ เ ชื ้อ  Salmonella enterica serovar Typhimurium และ  Salmonella serovar 
(4,5,12:i:_) โดยผลการทดลองสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได ้ 1 ตวั คือ 23D4 ซึ่งเป็น
ชนิด IgM โดยพบการท าปฏิกิริยาจ าเพาะกับเ ชื ้อ S. Typhimurium ในส่วนของ flagellin 
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(Rementeria et al., 2009) ในปี 2013 Hiriart และคณะ ไดท้  าการสรา้งและท าการคดัเลือกโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะตอ่ flagellin เพ่ือใชใ้นการตรวจวิเคราะหเ์ชือ้ Salmonella ในระดบัซี
โรวาร ์จากผลการศึกษาพบโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2 ตวั ท่ีจ  าเพาะตอ่เชือ้ S. Typhimurium ใน
บรเิวณ H surface ของ flagella (Hiriart et al., 2013)  
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

สัตวท์ดลองและแบคทเีรียทีใ่ช้ในงานวิจัย   
1. หนูขาวเพศเมีย ( female Swiss mice) อายุ 6 สัปดาห์ จากศูนย์วิจัยสัตว์ทดลอง

แห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล โดยได้ผ่านการขออนุญาตใช้สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ 
คณะกรรมการก ากับดแูลการเลีย้งและใชส้ตัว ์คณะวิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 
เลขท่ี COA/AE-018-2562 

2. แบคทีเรีย (bacteria) ท่ีใชใ้นการเตรียมแอนตเิจน เชือ้ S. Enteritidis, S. Typhimurium, 
S. Hadar และ S. Virchow และทดสอบปฏิกิรยิาขา้ม (Cross reaction) (ตาราง 8)    

อุปกรณ ์
1. กลอ้งจลุทรรศนช์นิดหวักลบั (inverted microscope) รุน่ IX 70 (Olympus, U.S.A.) 
2. เครื่องชั่งสาร รุน่ A200s (Sartorius, Germany) 
3. เครื่องป่ันเหว่ียง (centrifuge) (Centurion England) 
4. เครื่องป่ันเหว่ียง ควบคุมอุณหภูมิ ( refrigerated centrifuge) รุ่น Centrikon T-42K 

(Kontron Instrument, Germany) 
5. เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุน่ G560E (Scientific Industries, Inc., Switzerland)  
6. เครื่องวดัคา่การดดูกลืนแสง (spectophometer) รุน่ Jenway 6400 (Bausch & Lomb, 

U.S.A.) 
7. หมอ้นึ่งความดนัไอ (autoclave) รุน่ ES315 (Tomy, Japan) 
8. ตูป้ลอดเชือ้ (laminar flow) รุน่ NU-201-330E (Nuaire, U.S.A.) 
9. ตูเ้พาะเลีย้งเซลล ์(CO2 incubator) รุน่ NU-2500V (Nuaire, U.S.A.) 
10. ตูอ้บลมรอ้น (hot air oven) (Sanyo, Japan) 
11. ตูบ้ม่เชือ้ (incubator) รุน่ RO-8 (Memmert, Germany) 
12. ตูแ้ชแ่ข็ง -20 ºc (Sanyo, Japan)  
13. ตูแ้ชแ่ข็ง -70ºc (Sanyo, Japan) 
14. เครื่อง thermal cycler (Eppendorf, Germany) 
15. เครื่อง electrophoresis apparatus (Bio-Rad, U.S.A.) 
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สารเคมี 
1. อาหารเลีย้งเชือ้ tryptic soy broth (Difco laboratories, U.S.A.) 
2. อาหารเลีย้งเชือ้ nutrient broth (Difco laboratories, U.S.A.)  
3. อาหารเลีย้งเซลล ์RPMI 1640 (GIBCO, U.S.A.) 
4. fetal bovine serum (SIGMA, U.S.A.) 
5. D-glucose (GIBCO, U.S.A.) 
6. L-glutamine (GIBCO, U.S.A.) 
7. sodium pyruvate (C3H3O3Na) (SIGMA, U.S.A.) 
8. NaHCO3 (AMRESCO, U.S.A.) 
9. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) (AMRESCO, 

U.S.A.) 
10. HT supplement (GIBCO, U.S.A.) 
11. aminopterin (SIGMA, U.S.A.) 
12. dimethylsulfoxide (DMSO) (SIGMA, U.S.A.) 
13. acrylamide (BIO-RAD, U.S.A.) 
14. Bis (N, N’-methylene-bis-acrylamide) (BIO-RAD, U.S.A.) 
15. Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD, U.S.A.) 
16. glycine (SIGMA, U.S.A.) 
17. 2-mercaptoethanol (SIGMA, U.S.A.) 
18. SDS (sodium dodecyl sulfate) (BIO-RAD, U.S.A.) 
19. ammonium persulfate (BIO-RAD, U.S.A.) 
20. SDS molecular weight markers (SIGMA, U.S.A.) 
21. thimerosal (SIGMA, U.S.A.) 
22. triton X-100 (SIGMA, U.S.A.) 
23. ethyl alcohol (BDH, Thailand)  
24. formaldehyde (Carlo Erba, Italy)   
25. ชดุทดสอบ hybridoma sub-isotype, mouse (Zymed, U.S.A.) 
26. สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ์(Phosphate buffer saline, PBS) 0.15 M pH 7.2 
27. diaminobenzidine tetrahydrochloride, DAB (SIGMA, U.S.A.) 
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28. o-phenylenediamine, OPD (SIGMA, U.S.A.) 
            29. hydrogen peroxide (H2O2) (SIGMA, U.S.A.) 

            30. cobalt chloride (CoCl2) (SIGMA, U.S.A.) 

            31. coomassie brilliant blue R-250 (SIGMA, U.S.A.) 

32. sodium hydroxide, NaOH (Riedel-de Haen) 
33. hydrochloric acid, HCl (Merck) 
34. GAM-HRP (goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase 

conjugate) (BIO-RAD, U.S.A.) 
35. GAR-HPR (goat anti-rabbit IgG heavy and light chain horseradish peroxidase 

conjugate) 
36. Taq DNA polymerase (PCR Biosystems, UK) 
37. primers (Integrated DNA Technologies IDT, U.S.A.) 

ตาราง 8 แบคทีเรียท่ีใชใ้นการปลกูภมูิคุม้กนั (*) และทดสอบคณุสมบตัขิองโมโนโคลนอล
แอนติบอดี ท่ีจ  าเพาะตอ่เชือ้ S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar และ S. Virchow   

No. Bacteria (isolate) Code Institute Antigen property Serovar (Group) 

 1.* S. Enteritidis 581101 SE1 KMP 1,9, 12  g,m D1 

 2.* S. Enteritidis 581102  SE2 KMP 1,9, 12  g,m D1 

3. S. Enteritidis 33953  SE3 DMST 1,9, 12  g,m D1 

4. S. Enteritidis 33954  SE4 DMST 1,9, 12  g,m D1 

5. S. Enteritidis 33955  SE5 DMST 1,9, 12  g,m D1 

6. S. Enteritidis 33956  SE6 DMST 1,9, 12  g,m D1 

7. S. Enteritidis 33957  SE7 DMST 1,9, 12  g,m D1 

8. S. Enteritidis 33959  SE8 DMST 1,9, 12  g,m D1 

9. S. Enteritidis 15676 SE9 DMST 1,9, 12  g,m D1 
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ตาราง 8 (ตอ่) 
 

No. Bacteria  (isolate) Code Institute Antigen property Serovar (Group) 

10. S. Enteritidis 13768  SE10 DMST 1,9, 12  g,m D1 

11. S. Winston 581123 SWi KMP 6,7,m,t,1,6 C1 

12.* S. Typhimurium 581105  ST1 KMP 1,4,[5],12  i  1,2 B 

13.* S. Typhimurium 581106  ST2 KMP 1,4,[5],12  i  1,2 B 

14. S. Saintpoul 581118 SSa KMP 1,4[5],12  e,h  1,2 B 

15. S. Stanley 5811121 SSt KMP 1,4[5],12,27  d  1,2 B 

16. S. Agona 581111 Sag KMP 1,4[5],12  f,g,s [1,2] B 

17.* S. Virchow 581107  SV1 KMP 6,7,14  r  1,2 C1 

18.* S. Virchow 581108  SV2 KMP 6,7,14  r  1,2 C1 

19. S. Singapore 581120 SSi KMP 6,7 k, e, n, x C1 

20.* S. Hadar 581103  SH1 KMP 6,8  Z10  e,n,x C2-C3 

21.* S. Hadar 581104 SH2 KMP 6,8  Z10  e,n,x C2-C3 

22. S. Albany 581109 SAl KMP 8,20  Z4  Z24 C2-C3 

23. S. Bovismorbificans 

581112 

SB KMP 6,8,20  r,[i]  1,5 C2-C3 

24. S. Newport 581116 SN KMP 6,8,20  e,h  1,2 C2-C3 

25. S. Weltevreden 581122 SW KMP 3,10,15  r  Z6 E1 

26. S. Orion 581117 SO KMP 3,10,15,[15,34]  y 1,5 E1 

27. S. Anatum 581110 SAn KMP 3,10,15,[15,34]  e,h  1,6 E1 

28. S. Give 581114 SG KMP 3,10,15,[15,34]  1,v  1,7 E1 
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ตาราง 8 (ตอ่) 
 

No. Bacteria  (isolate) Code Institute Antigen property Serovar (Group) 

29. S. Senftenberg 581119 SSe KMP 1,3,19  g,[s],t E4 

30. S. Hvittingfoss 581115 SHv KMP 16  b  e,n,x I 

31. Shigella dysenteriae ShD DMST - - 

32. Escherichia coli E. coli DMST - - 

33. Aeromonas sp. Ae KMP - - 

34. Klebsiella pneuminiae Kp DMST - - 

35. Listeria monocytogenes Lm DMST - - 

36. Enterobacter aerogenes En DMST - - 

37. Staphylococcus aureus Sa DMST - - 

38. Bacillus cereus Ba DMST - - 

 
หมายเหต ุ: DMST = กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย ์กระทรวงสาธารณสขุ (Department of 

medical  sciences, ministry of public health); KMP = บริษัท  เค. เ อ็ม . พี . ไบโอเทค จ ากัด 
(K.M.P. biotech Co., LTD) 
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วิธีการด าเนินงานวิจัย 

1. การตรวจเพือ่ยนืยันเชือ้ S. Enteritidis ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
1.1 การสกัด DNA    

        น าแบคทีเรียในตาราง 8 ทัง้ 38 ไอโซเลต มาเลีย้งบนอาหาร tryptic soy agar (TSA) 
ย ก เ ว้ น เ ชื ้ อ  Escherichia coli, Aeromonas sp., Klebsiella pneuminiae, Listeria   
monocytogenes, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus และ  Bacillus cereus 
ท าการเลีย้งบนอาหาร nutrient agar (NA) และท าการคดัเลือกจนไดเ้ชือ้บริสทุธ์ิ จากนัน้น าโคโลนี
เด่ียวของแบคทีเรียแต่ละชนิดมาเลีย้งในอาหาร tryptic soy broth (TSB) หรือ nutrient broth 
(NB) เป็นเวลา 16-18 ชั่ วโมง เม่ือครบเวลาดูดสารละลายเซลล ์1 มิลลิลิตร ย้ายลงในหลอด 
microtube และป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายทิง้ และละลายตะกอน
เซลลด์ว้ยสารละลาย  0.15 M phosphate buffered saline (PBS) pH 7.2 ในปริมาตรเท่าเดิม 
และป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดดูสารละลายส่วนบนทิง้ ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย
สารละลาย 0.1% Triton-X 100 ในสารละลาย PBS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใหค้วามรอ้นในเครื่อง 
heat block ท่ีอุณหภูมิ 95 ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 g เป็นเวลา 5 นาที 
ดดูสารละลาย DNA ใสใ่น microtube เก็บรกัษาไวท่ี้อณุหภมูิ -20 ºC เพ่ือรอการทดสอบในขัน้ตอน
ตอ่ไป (Wang & Yeh, 2002)  

  1.2 วิธี PCR 
           เตรียมส่วนผสมต่างๆ ดงัแสดงในตาราง 9 ลงในหลอด thin-walled PCR โดยใช้

ไพรเมอรท่ี์จ  าเพาะต่อยีน Invasion protein A gene (Inv-A: 796 bp) ของเชือ้ Salmonella spp. 
(Fratamico & Strobaugh, 1998) หรือจ าเพาะตอ่ยีน Insertion Element (IE-1: 316 bp) ของเชือ้ 
S. Enteritidis (Wang & Yeh, 2002) (ตาราง 6) อย่างไรก็ตามไพรเ์มอรท์ัง้ 2 คู ่ท  างานในสภาวะท่ี
อณุหภูมิแตกตา่งกนั โดยก าหนดอณุหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยา PCR ดงัแสดงในตาราง 10 
จ านวน 30 รอบ จากนั้นน าผลผลิตท่ีได้จากการท า PCR ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี  agarose gel 
electrophoresis โดยใช้ 1.5% agarose gel ให้กระแสไฟฟ้า 90 โวลต ์เป็นเวลา 70 นาที และ
ตรวจสอบขนาดของผลผลิต PCR ภายใตแ้สง ultraviolet (UV) โดยเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน  
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ตาราง 9 สว่นผสมในปฏิกิริยา PCR  

No. PCR components  1 reaction (25/µl) 

1. DNA Template  2 

2. 5X PCR buffer with 20 mM MgCl2 5 

3. 10 µM Forward primer 2.5 

4. 10 µM Reverse primer 2.5 

5. Taq DNA polymerase (5U/µl) 1 

6. Deionized water  12 

ตาราง 10 ขัน้ตอน อณุหภมูิ และเวลาท่ีใชใ้นปฏิกิรยิา PCR 

 

 

 

Primers PCR process 
pre-denaturation Denaturation annealing extension final extension 

Temperature 
(°C) 

Time 
(sec.) 

Temperature 
(°C) 

Time 
(sec.) 

Temperature 
(°C) 

Time 
(sec.) 

Temperature 
(°C) 

Time 
(sec.) 

Temperature 
(°C) 

Time 
(sec.) 

Inv-A forward 95 120 95 20 57 60 72 45 72 120 
Inv-A reverse 
IE-1 forward 95 120 95 15 55 30 72 30 72 120 
IE-1 reverse 
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2. การเตรียมแอนตเิจนและการปลูกภูมิคุ้มกัน (antigen preparation and immunization)  

      2.1 การเตรียมแบคทีเรีย (bacteria preparation)    
 น าแบคทีเรีย Salmonella ทัง้ 4 ซีโรวาร ์คือ S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar 

และ S. Virchow มาเพิ่มจ านวนบนอาหาร TSA โดยวิธี simple streak บ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง เตรียม cell suspension โดยใชส้ารละลาย PBS ปรบัระดบัความเขม้ขน้ของเชือ้
แบคทีเรียใหอ้ยู่ในช่วง 109 cfu/mL ดว้ยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm ให้
ไดค้า่การดดูกลืนแสงท่ี 1.0 จากนัน้น าแบคทีเรียท่ีไดม้าฆา่ดว้ยความรอ้น (heat killed) ท่ีอณุหภูมิ  
60 ºC เป็นเวลา 60 นาที จากนัน้ท าการตรวจสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียดว้ยวิธี spread plate 
บนอาหาร TSA  

      2.2 การเตรียมแอนตเิจน (antigen preparation)  
 น าแบคทีเรีย S. Enteritidis (SE1-2), S. Typhimurium (ST1-2), S. Hadar (SH1-2) และ 

S. Virchow (SV1-2) ท่ีไดจ้ากขอ้ 2.1 มาท าการเตรียมแอนติเจน 2 รูปแบบ คือ (1) รูปแบบ heat 
killed ท่ีระดับความเข้มข้น 108 cfu/mL โดยน าแบคทีเรียในรูป heat killed ความเข้มข้น 109 
cfu/mL มาเจือจางดว้ยสารละลาย PBS และ (2) รูปแบบ formalin fixed ท าโดยน าแบคทีเรียในรูป 
heat killed มาเติม 40% formaldehyde ในอตัราส่วน 1:10 (ปริมาตรต่อปริมาตร) บ่มท่ีอุณหภูมิ 
4ºC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ป่ันลา้งตะกอนเซลลแ์บคทีเรียท่ี 8,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดว้ย
สารละลาย PBS ปรบัปริมาตรสารละลายตะกอนเซลลใ์หเ้ท่าเดิม เก็บแอนติเจนทัง้ 2 รูปแบบ ไวท่ี้
อณุหภมูิ -20 ºC เพ่ือรอการปลกูภมูิคุม้กนัในหนขูาวเป็นล าดบัตอ่ไป   

      2.3 การปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาว (immunization in Swiss mice)       
 ปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาวด้วยแอนติเจนท่ีเตรียมจากเชื ้อ (1) S. Enteritidis (SE1-2) 

เท่านัน้ หรือ (2). แอนติเจนท่ีผสมระหว่างเชือ้ Salmonella 4 ซีโรวาร ์คือ S. Enteritidis (SE1-2), 
S. Typhimurium (ST1-2), S. Hadar (SH1-2) และ  S. Virchow (SV1-2) โดย ท่ีแต่ละกลุ่ ม ใช้
แอนติเจนในรูปแบบ heat killed ผสมกับรูปแบบ formalin fixed (อตัราส่วน 1:1) แลว้น ามาผสม
กบั complete Freund’s adjuvant ในอตัราส่วน 1:1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) แลว้ฉีดเขา้บริเวณชอ่ง
ท้องของหนูขาว กลุ่มละ 4 ตัว ปริมาตร 100 µl จากนั้นท าการฉีดกระตุ้นดว้ยแอนติเจนทั้ง 2 
รูปแบบผสมกบั incomplete Freund’s adjuvant ในอตัราส่วน 1:1 ปริมาตร 100 µl ทกุ 2 สปัดาห ์
จ านวน 3 ครัง้ ดงัตาราง 11 หลงัการปลกูภูมิคุม้กนัครัง้ท่ี 4 นาน 1 สปัดาห ์ท าการเจาะเก็บเลือด 
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จากบริเวณหัวตา (orbital sinus) ของหนูแต่ละตวั แลว้น ามาป่ันเหว่ียงท่ี 6,000 g เป็นเวลา 10 
นาที เพ่ือแยกซีรมั (serum) น าซีรมัท่ีไดไ้ปทดสอบความจ าเพาะต่อแอนติเจน โดยวิธี Western 
blotting น าหนูท่ีมีการตอบสนองดีท่ีสุดมาใชใ้นการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา (hybridoma cell) ใน
ล าดบัตอ่ไป 

 
ตาราง 11 แผนการปลกูภมูิคุม้กนั (immunization program) 

 

เข็มที ่ สัปดาหท์ี่ แอนตเิจน ระดับความเข้มข้น 

1 1 [H+F] + Complete   Freund’s adjuvant 5x107 cfu/ml 

2 3 [H+F] + Incomplete Freund’s adjuvant 5x107 cfu/ml 

3 5 [H+F] + Incomplete Freund’s adjuvant 5x107 cfu/ml 

4 7 [H+F] + Incomplete Freund’s adjuvant 5x107 cfu/ml 

- 8 ตรวจสอบความจ าเพาะของ polyclonal antibody ตอ่เชือ้ S. Enteritidis 

 
หมายเหต ุ: H = แอนตเิจนรูปแบบ heat killed 
                F = แอนตเิจนรูปแบบ formalin fixed 

 3. การผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา (hybridoma cell production)  
น าหนูที่มีการตอบสนองต่อแอนติเจนที่ดีที่สุดมาฉีดกระตุ้นด้วยแอนติเจนอีกครั้ง โดยผสม

แอนติเจนทั้ง 2 รูปแบบกับ incomplete Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 1:1 ปริมาตร 100 µl ก่อน

การผลิตเซลล์ไฮบริโดมา 3 วนั ท าการผ่าตัดเพ่ือแยกเซลล์ม้าม จากนั้นน ามาหลอมรวมกับเซลล์ P3X 
myeloma โดยอาศัยการท างานของ polyethylene glycol ที่ความเข้มข้น 50% (w/v) เป็นเวลา 1 

นาที แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ปั่นเพื่อแยกเซลล์ไฮบริ

โดมาท่ี 1,500 g เป็นเวลา 5 นาที เติมอาหาร RPMI ที่เสริมด้วย hypoxanthine, aminopterin และ 

thymidine (HAT medium) กับ 20% fetal bovine serum (FBS) และ 0.5% เม็ดเลือดแดง จากนั้น

กระจายเซลล์ลงใน 96 wells microculture plate จ านวน 20 plate บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC ในตู้ CO2 
incubator เป็นเวลา 10 วัน ตรวจดูการเจริญของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ ท าการ
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คัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อเชื้อ S. Enteritidis ด้วยวิธี dot 
blotting และ Western blotting 

4. การคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา (hybridoma cell screening) 
4.1 การคัดเลือกข้ันที ่1 โดยวิธี dot blotting (first screening by dot blotting)  

        น าแบคทีเรีย S. Enteritidis ในรูปแบบ heat killed มาหยดลงบนแผน่ไนโตรเซลลโูลส 
(nitrocellulose membrane) ปริมาตร 1 µl ต่อจุด อบท่ี 60ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ท าการ
บล็อคแผ่นไนโตรเซลลูโลสส่วนท่ีเหลือดว้ยสารละลาย 5% blotto (ในสารละลาย PBS; 135 mM 
NaCl, 15 mM sodium phosphate, pH 7.2) เป็นเวลา 15 นาที เม่ือครบเวลาให้ตัดแผ่นไนโตร
เซลลูโลสใส่ลงใน microculture plate จ านวน 20 plate ท าการทดสอบปฏิกิริยาโดยเติมน า้เลีย้ง
เซลลไ์ฮบริโดมา (ท่ีระดบัความเจือจาง 1:4 ในสารละลาย 1% blotto) บม่ท่ีอณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 
5 ชั่วโมง ลา้งดว้ยสารละลาย PBS 4 ครัง้และบ่มดว้ย GAM-HRP (goat anti-mouse IgG heavy 
and light chain horseradish peroxidase conjugate) ท่ีระดับความเจือจาง 1:1,500 เท่า ใน
สารละลาย 1% blotto บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชั่ วโมง ล้างด้วยสารละลาย PBS 4 ครั้ง 
ตรวจสอบปฏิ กิริยา ท่ี เ กิดขึ ้น โดยบ่มในสารละลายซับสเตรทซึ่ งประกอบด้วย  0.03% 
diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen peroxide (H2O2) และ  0.05% cobalt chloride 
(CoCl2) ในสารละลาย PBS (ภาพประกอบ 5) หลุมท่ีมีเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอล
แอนตบิอดีท่ีจ  าเพาะตอ่เชือ้ S. Enteritidis จะปรากฏจดุสีด าบนแผ่นไนโตรเซลลโูลส ใหน้  าน า้เลีย้ง
เซลลไ์ฮบรโิดมาดงักลา่วมาทดสอบการคดัเลือกขัน้ท่ี 2 (second screening) ในล าดบัตอ่ไป    

4.2 การคัดเลือกข้ันที ่2 
4.2.1 การคัดเลือกโดยวิธี Western blotting    

                             น าเชือ้ S. Enteritidis ในรูปแบบ heat killed มาแยกใน 15% SDS-PAGE โดย
ใชก้ระแสไฟฟ้าท่ี 70 โวลต ์เป็นเวลา 130 นาที จากนัน้ยา้ยโปรตีนลงบนแผน่ไนโตรเซลลโูลสโดยใช้
กระแสไฟฟ้าท่ี 60 โวลต ์เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ยา้ยแผ่นไนโตรเซลลูโลสลงในสารละลาย 5% blotto 
เป็นเวลา 15 นาที แลว้บ่มดว้ยน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีระดบัความเจือจาง 1:40 ในสารละลาย 
1% blotto ท่ีอณุหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 ชั่วโมง จากนัน้ลา้งดว้ยสารละลาย PBS 4 ครัง้ และบม่ดว้ย 
GAM-HRP ท่ีระดบัความเจือจาง 1:1,500 ในสารละลาย 1% blotto ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 
ชั่วโมง ตรวจสอบปฏิกิรยิาท่ีเกิดขึน้ดว้ยวิธีการเดียวกบัขอ้ 4.1 (ภาพประกอบ 6) 
                             เพ่ือตรวจสอบแอนติเจนท่ีเป็นโปรตีน น าแผ่นไนโตรเซลลูโลส ท่ีไดจ้ากข้อ 
4.2.1 มาบ่มด้วย 1 U/mL proteinase K (Roche, Basel, Switzerland) ใน Tris-HCl buffer (20 
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mM, pH 8) ท่ีมีสว่นผสมของ 1 mM CaCl2 ท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 1 ชั่วโมง (Nygren, Holmgren, 
& Attridge, 2008; Pengsuk et al., 2011) ก่อนน าไปบม่รว่มกบัน า้เลีย้งไฮบริโดมา ท่ีระดบัความ
เจือจาง 1:40 ในสารละลาย 1% blotto และตรวจสอบปฏิกิรยิาเชน่เดียวกบัขอ้ 4.1 

4.2.2 การคัดเลือกจากปฏิกิริยาข้าม (cross reaction) โดยวิธี dot blotting  
                             น าแบคทีเรีย  S. Enteritidis, S. Hadar, S. Typhimurium, S. Virchow และ 
Salmonella ซีโรวารแ์ละแบคทีเรียอ่ืนๆ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 108 cfu/mL ในรูปแบบ heat killed 
มาหยดลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสปริมาตร 1 µl ต่อจุด อบท่ี 60ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ท า
การบล็อคแผ่นไนโตรเซลลูโลสดว้ยสารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 15 นาที น ามาบม่ในน า้เลีย้ง
ไฮบริโดมา ท่ีระดบัความเจือจาง 1:40 ในสารละลาย 1% blotto ท่ีอณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 ชั่วโมง 
เม่ือครบก าหนดใหล้า้งดว้ยสารละลาย PBS จ านวน 4 ครัง้ จากนัน้บ่มดว้ย GAM-HRP ท่ีระดบั
ความเจือจาง 1:1,500 ในสารละลาย 1% blotto ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชั่ วโมง ท าการ
ตรวจสอบปฏิกิรยิาท่ีเกิดขึน้ดว้ยวิธีการเดียวกบัขอ้ 4.1 (ภาพประกอบ 6)  
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ภาพประกอบ 5 แผนผงัการคดัเลือกขัน้ท่ี 1 โดยวิธี dot blotting 

ท่ี ม าดัดแปลงจาก ; Sithigorngul, et al. (2000) Development of a monoclonal 
antibody specific to yellow head virus (YHV) from Penaeus monodon. 
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ภาพประกอบ 6 แผนผงัการคดัเลือกขัน้ท่ี 2 โดยวิธี Western blotting และการทดสอบปฏิกิรยิา 
ขา้ม โดยวิธี dot blotting 

ท่ี ม าดัดแปลงจาก ; Sithigorngul, et al. (2000) Development of a monoclonal 
antibody specific to yellow head virus (YHV) from Penaeus monodon. 

Western blotting 
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4.3 การโคลนซ า้โดยวิธี limited dilution (cloning by limiting dilution)  
                     หลงัการคดัเลือกและพบกลุ่มเซลลไ์ฮบรโิดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่เชือ้ 
S. Enteritidis แลว้ ใหน้  ากลุ่มเซลลไ์ฮบริโดมาดงักล่าวมากระจายในหลุม โดยใชปิ้เปตดูดขึน้ลง
หลายครัง้ จากนัน้ดดูสารละลายเซลลแ์ขวนลอย 1-2 µl มาหยดลงบนจานเพาะเชือ้ ปรบัจ านวน
เซลลใ์หมี้จ านวนประมาณ 100 เซลล ์โดยเจือจางดว้ยอาหาร RPMI จากนัน้ดูดเซลลเ์ติมลงใน
อาหาร RPMI ท่ีเสรมิดว้ย 20% fetal bovine serum และ 0.5% เม็ดเลือดแดง ปรมิาตรรวม 7.5 ml 
ผสมใหเ้ขา้กนั และท าการกระจายเซลลแ์ขวนลอยลงใน 96 wells microculture plate จ านวน 48 
หลุมแรก ปริมาตรหลุมละ 100 µl จากนัน้เติม RPMI สูตรดงักล่าวลงในจานเพาะเชือ้เพิ่มอีก 2.5 
ml ผสมใหเ้ขา้กนั ดดูเซลลแ์ขวนลอยกระจายลงใน 48 หลมุของ microculture plate ส่วนท่ีเหลือ
จนครบ บม่ท่ี 37ºC ในตู ้CO2 incubator เป็นเวลา 10 -12 วนั สงัเกตหลมุท่ีมีโคลนเด่ียวดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศนช์นิดหัวกลับ น าน า้เลีย้งเซลลจ์ากหลุมดังกล่าวมาทดสอบความจ าเพาะต่อเชือ้ S. 
Enteritidis ดว้ยวิธี dot blotting และท าการขยายเพ่ือเพิ่มจ านวนเซลลใ์นล าดบัตอ่ไป 

4.4 การเก็บเซลลไ์ฮบริโดมา (cryopreservation of hybridoma cells)  
                     เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาในอาหาร RPMI ท่ีเสริมดว้ย 20% fetal bovine serum ใหอ้ยู่
ในระยะ log phase จากนัน้ดดูเซลลล์งในหลอดป่ันเหว่ียง (centrifuge tube) ป่ันแยกท่ีความเร็ว 
1,500 g เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายส่วนใสออกจากตะกอนเซลล ์จากนัน้เตมิสารละลาย 12% 
ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์(dimethyl sulfoxide : DMSO) ในอาหาร RPMI ปริมาตร 0.5 ml ผสมใหเ้ขา้
กบัเซลลอ์ย่างรวดเร็ว ดดูสารละลายเซลลแ์ขวนลอยทัง้หมดลงในหลอดแช่เข็ง (cryopreservation 
tube) เก็บรกัษาเซลลด์งักลา่วในถงัไนโตรเจนเหลว ท่ีอณุหภมูิประมาณ - 196ºC 

5. การศึกษาคุณสมบัตขิองโมโนโคลนอลแอนตบิอดี (study of monoclonal antibody 
properties)  

ศกึษาคณุสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัการ reclone โดยจ าแนก heavy chain 
และ light chain ของแอนติบอดีด้วยวิธี sandwich ELISA จากนั้นตรวจสอบความไวในการ
ตรวจหาเชือ้ S. Enteritidis ดว้ยวิธี dot blotting  

5.1 การจ าแนก heavy chain และ light chain ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
               น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีถูกคัดเลือกไว้ มาจ าแนก heavy chain และ light 

chain โดยวิธี sandwich ELISA ด้วยชุด sub-isotyping kit (Zymed Laboratories) ท าโดยการ

เคลือบหลุม plate ก้นแบนด้วย GAM-Ig (goat anti-mouse Ig) ความเข้มข้น 10 µg/ml ใน

สารละลาย PBS ปริมาตรหลุมละ 50 µl บ่มท่ีอุณหภูมิ  4 ºC เป็นเวลา 12 ชั่ วโมง ล้างด้วย
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สารละลาย 0.5% blotto ปรมิาตรหลมุละ 150 µl ครัง้ละ 10 นาที จ  านวน 4 ครัง้ จากนัน้บล็อคดว้ย

สารละลาย 5% blotto ปริมาตรหลมุละ 50 µl เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาใหส้ลดัสารละลาย

ทิง้แลว้เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีตอ้งการทดสอบท่ีระดบัความเจือจาง 1:50 ในสารละลาย 

5% blotto ปรมิาตรหลมุละ 50 µl โดยเตมิแถวละ 1 ชนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดี หลมุท่ี 1-12 

บม่ท่ีอณุหภูมิหอ้ง 5 ชั่วโมง ลา้งดว้ยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตรหลมุละ 150 µl ครัง้ละ 10 

นาที จ  านวน 4 ครัง้ จากนัน้เตมิ rabbit anti-heavy or light chains (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, 

IgA, IgM, λ และ κ ตามล าดบั) ท่ีระดบัความเจือจาง 1:20 ในสารละลาย 5% blotto ปริมาตร

หลุมละ 50 µl แถวละ 1 ชนิด แถว (A-H) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 ชั่วโมง ลา้งดว้ยสารละลาย 0.5% 

blotto ปริมาตรหลมุละ 150 µl ครัง้ละ 10 นาที จ  านวน 4 ครัง้ ท าการเติม GAR-HRP (goat anti-

rabbit IgG heavy and light chain horseradish peroxidase conjugate) ท่ีระดับความเจือจาง 

1:1,500 เทา่ ในสารละลาย 5% blotto ปรมิาตรหลมุละ 50 µl บม่ท่ีอณุหภมูิหอ้ง 3 ชั่วโมง ลา้งดว้ย

สารละลาย 0.5% blotto ปรมิาตรหลมุละ 150 µl ครัง้ละ 10 นาที จ  านวน 4 ครัง้ จากนัน้ตรวจสอบ

ปฏิกิริยา ท่ี เ กิดขึ ้นโดยเติมสารละลายซับสเตรทซึ่ งประกอบด้วย o-phenylenediamine 

dihydrochloride (OPD) ท่ีความเขม้ขน้ 1 mg/ml และ 0.006% H2O2 ท่ีละลายใน 0.1 M citrate 

buffer ปรมิาตรหลมุละ 100 µl ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาที หยดุปฏิกิรยิาดว้ย 1 N กรด sulfuric ปรมิาตร 

100 µl สงัเกตปฏิกิริยาท่ีเกิดโดยอ่านผลดว้ยเครื่อง ELISA microplate reader ท่ีค่าการดูดกลืน

แสง 490 nm ตามภาพประกอบ 7   
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ภาพประกอบ 7 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
 

 



  49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 7 (ตอ่)  
 
5.2 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีในการตรวจเชือ้ S. 

Enteritidis โดยวิธี dot blotting 
        น าเชือ้ S. Enteritidis ในรูปแบบ heat killed ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 108 cfu/mL มาเจือ

จางครัง้ละ 10 เทา่ (ten-fold serial dilution) ดว้ยสารละลาย PBS น าแอนตเิจนดงักลา่วไปหยดลง
บนแผน่ไนโตรเซลลโูลส 1 µl ตอ่จดุ อบท่ีอณุหภมูิ 60 ºC 10 นาที บล็อคดว้ยสารละลาย 5% Blotto 
15 นาที จากนั้นบ่มในโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อ เชื ้อ S. Enteritidis ท่ีเจือจางใน
สารละลาย 1% blotto ท่ีอณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 ชั่วโมง ลา้งดว้ยสารละลาย PBS จ านวน 4 ครัง้ 
จากนัน้บม่ดว้ย GAM-HRP ท่ีระดบัความเจือจาง 1:1,500 ในสารละลาย 1% blotto ท่ีอณุหภมูิหอ้ง
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ท าการตรวจสอบปฏิกิรยิาท่ีเกิดขึน้ ดว้ยวิธีการเดียวกบัขอ้ 4.1 วิเคราะหผ์ลโดย
สงัเกตจดุสีด าท่ีเกิดขึน้บนแผ่นไนไตรเซลลโูลสท่ีระดบัความเขม้ขน้ของแอนติเจนต ่าสุดท่ีสามารถ
สงัเกตเห็นไดด้ว้ยตาเปลา่ 

เติม GAM-HRP 
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6. การตรวจสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดภีายหลังการเพิม่จ านวนเชือ้ (pre-
enrichment)   

6.1 การตรวจเชือ้ S. Enteritidis หลังการเพิม่จ านวนเชือ้ ใน TSB   
                     น าเชือ้ S. Enteritidis มา streak บนอาหาร TSA บ่มท่ี 37 ºC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนัน้น ามาเตรียมใหอ้ยู่ในรูปเซลลแ์ขวนลอยโดยสารละลาย PBS ปรบัปริมาณแบคทีเรียใหไ้ด้
ประมาณ 109 cfu/mL  โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 nm ใหไ้ดค้่าเท่ากับ 1.0 
จากนัน้น าเซลลแ์ขวนลอยดงักล่าวมาเจือจางครัง้ละ 10 เทา่ (ten-fold serial dilution) ดว้ยอาหาร 
TSB ใหอ้ยู่ในช่วง 108 -100 cfu/mL โดยมีหลอดควบคุมคือหลอดท่ีมีเฉพาะอาหาร TSB โดยไม่
ผสมเชือ้ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง จากนัน้เก็บเชือ้แต่ละหลอด
และแตล่ะชว่งเวลามาท าการ heat-killed โดยตม้ท่ี 100 ºC เป็นเวลา 3 นาที น าแอนตเิจนดงักล่าว
มาหยดลงบนแผ่นไนโตรเซลลโูลส 1 µl ตอ่จดุ ทิง้ใหแ้หง้ท่ีอณุหภูมิ 60 ºC นาน 10 นาที บล็อคใน
สารละลาย 5% Blotto 15 นาที บ่มร่วมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 
ชั่วโมง ลา้งดว้ยสารละลาย PBS จ านวน 4 ครัง้ บม่ดว้ย GAM-HRP ท่ีระดบัความเจือจาง 1:1,500 
ในสารละลาย 1% blotto ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ท าการตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ 
ดว้ยวิธีการเดียวกบัขอ้ 4.1  

6.2 การตรวจเชือ้ S. Enteritidis หลังการเพิม่จ านวนเชือ้ในเนือ้ไก่บดผสม TSB   
               เตรียมเชือ้ S. Enteritidis ในรูปแบบเซลลแ์ขวนลอย เช่นเดียวกับขอ้ 6.1 และน ามา
เจือจางครัง้ละ 10 เท่า (ten-fold serial dilution) ใหอ้ยู่ในช่วง 108 -100 cfu/mL ดว้ยอาหาร TSB 
ซึ่งมีเนือ้ไก่ท่ีถกูบดในอตัราส่วน 1:10 โดยมีหลอดควบคมุคือหลอดท่ีมีเฉพาะอาหาร TSB ผสมกบั
เนือ้ไก่บดเท่านัน้ บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง จากนัน้เก็บเชือ้แตล่ะ
หลอด ในแต่ละช่วงเวลามาท าการ heat-killed โดยตม้ท่ี 100 ºC เป็นเวลา 3 นาที น าแอนติเจน
ดงักล่าวมาหยดลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส 1 µl ต่อจุด ทิง้ใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 60 ºC นาน 10 นาที 
บล็อคในสารละลาย 5% blotto 15 นาที บ่มในโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อเชือ้ S. 
Enteritidis ทดสอบท่ีอณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 ชั่วโมง ลา้งดว้ยสารละลาย PBS จ านวน 4 ครัง้ บม่
ดว้ย GAM-HRP ท่ีระดบัความเจือจาง 1:1,500 ในสารละลาย 1% blotto ท่ีอณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 
3 ชั่วโมง ท าการตรวจสอบปฏิกิรยิาท่ีเกิดขึน้ ดว้ยวิธีการเดียวกบัขอ้ 4.1    
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

1. การตรวจเชือ้ S. Enteritidis ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR)   
 จากการตรวจสอบแบคทีเรียจ านวน 38 ไอโซเลต ท่ีใชใ้นงานวิจยัครัง้นี ้(ตาราง 8)  ดว้ยวิธี 
PCR โดยใชไ้พรเมอรท่ี์จ  าเพาะตอ่ยีน Inv-A ของ Salmonella spp. พบเชือ้ Salmonella ทกุซีโรวาร ์
ใหผ้ลบวกโดยพบ PCR product ขนาด 796 bp ในขณะท่ีแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ท่ีใชท้ดสอบใหผ้ล
เป็นลบ (ภาพประกอบ 8 และ ตาราง 12) และเม่ือตรวจสอบโดยใชไ้พรเมอร ์ท่ีจ  าเพาะตอ่ยีน IE-1 
ของเชือ้ S. Enteritidis พบวา่เชือ้ S. Enteritidis ทัง้ 10 ไอโซเลต ท่ีใชท้ดสอบใหผ้ลเป็นบวกโดยพบ 
PCR product ขนาด 316 bp ในขณะท่ีเชือ้ Salmonella ซีโรวารอ่ื์น และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ท่ีใช้
ทดสอบใหผ้ลเป็นลบ (ภาพประกอบ 9 และ ตาราง 12)  

 

 
ภาพประกอบ 8 การตรวจเพ่ือยืนยนัเชือ้สกลุ Salmonella ดว้ยวิธี PCR  

 
โดยใชไ้พรเมอร ์Inv-A forward และInv-A reverse ซึ่งมีคุณสมบตัิจ  าเพาะต่อยีน Inv-A 

ของเชือ้สกลุ Salmonella (แสดงผลการทดสอบตวัอยา่งบางไอโซเลต) Lane; (1-10)  S. Enteriditis 
(SE1-10), (11) S. Typhimurium (ST1), (12) S. Hadar (SH1), (13) S. Virchow (SV1) และ (14) 
Shigella dysenteriae, (M) standard markers  
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ภาพประกอบ 9 การตรวจเพ่ือยืนยนัเชือ้ S. Enteriditis ดว้ยวิธี PCR  
 
โดยใชไ้พรเมอร ์IE-1 forward และ IE-1 reverse ซึ่งมีคณุสมบตัิจ  าเพาะตอ่ ยีน IE-1 ของ

เชือ้ S. Enteritidis (แสดงผลการทดสอบตวัอยา่งบางไอโซเลต) Lane; (1-10) S. Enteriditis (SE1-
10), (11) S. Typhimurium (ST1), (12) S. Hadar (SH1), (13) S. Virchow (SV1) และ  (14) 
Shigella dysenteriae, (M) standard markers   

ตาราง 12 การตรวจพิสจูนเ์ชือ้ดว้ยวิธี PCR  และความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

No. Bacteria (isolate) PCR Primers Specificity of MAbs by dot blotting 
IE-1* Inv-A** SE-13D Sal-06G Sal-08G 

1. S. Enteritidis 581101 (SE1) + + + + + 
2. S. Enteritidis 581102 (SE2) + + + + + 
3. S. Enteritidis 33953 (SE3) + + + + + 
4. S. Enteritidis 33954 (SE4) + + + + + 
5. S. Enteritidis 33955 (SE5) + + + + + 
6. S. Enteritidis 33956 (SE6) + + + + + 
7. S. Enteritidis 33957 (SE7) + + + + + 
8. S. Enteritidis 33959 (SE8) + + + + + 
9. S. Enteritidis 15676 (SE9) + + + + + 
10. S. Enteritidis 13768 (SE10) + + + + + 
11. S. Winston 581123 - + - + + 
12. S. Typhimurium 581105 (ST1) - + - + + 
13. S. Typhimurium 581106 (ST2) - + - + + 
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ตาราง 12 (ตอ่) 
 

No. Bacteria (isolate) PCR Primers Specificity of MAbs by dot blotting 
IE-1* Inv-A** SE-13D Sal-06G Sal-08G 

14. S. Saintpoul 581118 - + - + + 
15. S. Stanley 5811121 - + - + + 
16. S. Agona 581111 - + - + + 
17. S. Virchow 581107 (SV1)  - + - - + 
18. S. Virchow 581108 (SV2) - + - - + 
19. S. Singapore 581120 - + - - + 
20. S. Hadar 581103 (SH1) - + - - + 
21. S. Hadar 581104 (SH2) - + - - + 
22. S. Albany 581109 - + - - + 
23. S. Bovismorbificans 581112 - +   - + + 
24. S. Newport 581116 - + - - + 
25. S. Weltevreden 581122 - + - + + 
26. S. Orion 581117 - + - + + 
27. S. Anatum 581110 - + - + + 
28. S. Give 581114 - + - + + 
29. S. Senftenberg 581119 - + - + + 
30. S. Hvittingfoss 581115 - + - + +  
31. Shigella dysenteriae - - - - + 
32. Escherichia coli - - - - + 
33. Aeromonas sp. - - - - - 
34. Klebsiella pneuminiae - - - - - 
35. Listeria monocytogenes - - - - - 
36. Enterobacter aerogenes - - - - - 
37. Staphylococcus aureus - - - - - 
38. Bacillus cereus - - - - - 

 

หมายเหต ุ: + = positive result; - = negative result; + = light positive  

                 * = IE-1 gene (Wang & Yeh, 2002); ** = Inv-A gene (Fratamico, 2003).   
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2. การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมต่อเชือ้ S. Enteritidis และ Salmonella 
enterica subsp.  

เม่ือน าเชือ้ Salmonella 4 ซีโรวาร ์และแบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืน (Shigella dysenteriae, 
Aeromonas sp. และ Escherichia coli) ในรูปแบบ heat killed มาแยกดว้ยวิธี SDS-PAGE  โดย
ใชก้ระแสไฟฟ้าและยอ้มดว้ยสี Coomassie blue พบรูปแบบโปรตีนในกลุ่มเชือ้ Salmonella ทัง้ 4 
ซีโรวาร ์ไม่มีความแตกต่างกัน แต่มีรูปแบบโปรตีนท่ีแตกต่างจากแบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืน
เล็กนอ้ย 

เม่ือปลูกภูมิคุม้กันหนูขาวดว้ยแอนติเจนในรูปแบบ heat killed และ formalin fixed จาก
แอนตเิจน 2 กลุม่คือเชือ้ S. Enteritidis หรือแอนตเิจนท่ีผสมระหวา่งเชือ้ Salmonella 4 ซีโรวาร ์(S. 
Enteritidis, S. Hadar, S. Typhimurium  และ  S. Virchow) จ านวน 4 ครัง้ และไดท้  าการเก็บซีรมั
จากหนทูกุตวัเพ่ือทดสอบความจ าเพาะตอ่แอนตเิจน ดว้ยวิธี Western blotting โดยแอนตซีิรมัจาก
หนแูตล่ะตวัถกูดดูซบัดว้ยเชือ้ Shigella dysenteriae ในอตัราสว่น 1:100 อยา่งไรก็ตามพบวา่แอน
ติซีรมัจากหนยูงัคงสามารถจบักบัเชือ้ Salmonella ทัง้ 4 ซีโรวาร ์ไดใ้นระดบัท่ีตา่งกนั ซึ่งขึน้อยู่กบั
ความจ าเพาะตอ่แอนติเจน (ภาพประกอบ 10 ถึง 11) โดยดจูากหนตูวัท่ีมีแอนติซีรมัท่ีท าปฏิกิริยา
กบัแถบโปรตีนจ านวนมาก และมีแถบโปรตีนรว่มกนัในทกุซีโรวาร ์ซึ่งจากการทดสอบความจ าเพาะ
ของแอนตซีิรมัท่ีปลกูภมูิคุม้กนัดว้ยเชือ้ S. Enteritidis พบวา่หนตูวัท่ี 1 มีการตอบสนองดีท่ีสดุ สว่น
หนท่ีูปลกูภูมิคุม้กนัดว้ยเชือ้ Salmonella ทัง้ 4 ซีโรวาร ์พบว่าหนตูวัท่ี 3 มีการตอบสนองดีท่ีสดุ น า
หนตูวัดงักลา่วมาใชใ้นการผลิตเซลลไ์ฮบรโิดมาในล าดบัถดัไป 
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ภาพประกอบ 10 การทดสอบความจ าเพาะของแอนตซีิรมัจากหนท่ีูปลกูภมูิคุม้กนัดว้ยเชือ้  

S. Enteritidis  
 
ด้วยวิธี SDS- PAGE และ Western blotting น า และแบคทีเรียชนิดต่างๆได้แก่  (a) S. 

Enteritidis, (b) S. Typhimurium, (c) S. Hadar, (d) S. Virchow, (e) Shigella dysenteriae, (f) 
Aeromonas sp. และ  (g) Escherichia coli มาแยกโปรตีนด้วยวิ ธี  SDS-PAGE (A) โดยใช้
กระแสไฟฟ้า เจลส่วนหนึ่งน ามายอ้มสี Coomassie blue  เจลอีกส่วนหนึ่งน ามาถ่ายโปรตีนจาก
เจลลงสู่แผ่นไนโตรเซลลโูลสดว้ยวิธี Western blotting  (B ถึง E) แลว้น ามาทดสอบความจ าเพาะ
ของแอนตซีิรมัจากหนทูัง้ 4 ตวั ท่ีปลกูภมูิคุม้กนัดว้ยเชือ้ S. Enteritidis, M = standard markers 
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ภาพประกอบ 11 การทดสอบความจ าเพาะของแอนตซีิรมัจากหนท่ีูปลกูภมูิคุม้กนัดว้ย 
เชือ้ Salmonella ทัง้ 4 ซีโรวาร ์ 

 
ดว้ยวิธี Western blotting น าแผ่นไนโตรเซลลโูลส ท่ีท าการยา้ยแถบโปรตีนของแบคทีเรีย

ต่างๆไดแ้ก่ (a) S. Enteritidis, (b) S. Typhimurium, (c) S.  Hadar, (d) S. Virchow จากเจล มา
ทดสอบความจ าเพาะกับแอนติซีรมัจากหนูทัง้ 3 ตวั ท่ีปลูกภูมิคุม้กันดว้ยเชือ้ Salmonella ทัง้ 4     
ซีโรวาร ์

3. การผลิตและการคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา  
หลงัจากท าการหลอมเซลลม์า้มของหนูท่ีปลกูภมูิคุม้กนัดว้ยแอนตเิจนจากแบคทีเรียแตล่ะ

กลุ่ม กับเซลล ์P3X myeloma แลว้ ไดท้  าการเพาะเลีย้งเซลลด์งักล่าวดว้ยอาหาร HAT medium 
ใน 96 wells microculture plate พบการเจริญของเซลลไ์ฮบริโดมา ประมาณ 1,500 หลุม และ
ใหผ้ลบวกกับแอนติเจนท่ีใชท้ดสอบประมาณ 15 หลมุ เม่ือคดัเลือกต่อโดยท าการทดสอบกับเชือ้ 
S. Enteritidis โดยวิธี dot blotting และ Western blotting สามารถคดัเลือกเซลลไ์ฮบรโิดมาท่ีผลิต 
โมโคลนอลแอนติบอดี ท่ีมีความจ าเพาะต่อเชือ้ S. Enteritidis และ Salmonella ทั้ง 4 ซีโรวาร ์
จ  านวน 3 โคลน โดยสามารถเพาะเลีย้งเพื่อเพิ่มจ านวนเป็น cell line ถาวร (ตาราง 13)     

 

68 
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4. การพสูิจนเ์อกลักษณข์องโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดท่ี 1 คือ SE-13D ไดจ้ากหนูท่ีปลูกภูมิคุม้กันด้วยเชือ้ S. 

Enteritidis พบว่ามีความจ าเพาะต่อเชือ้ S. Enteritidis เท่านัน้ (ภาพประกอบ 12 A และ ตาราง 
12) และเป็น immunoglobulin ชนิด IgM (ตาราง 13) โดยสามารถจบักบัแอนติเจนท่ีความเขม้ขน้
ต ่าสุดท่ี 107 cfu/mL เม่ือน าโมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D มาทดสอบความจ าเพาะต่อ
แอนติเจน โดยวิธี Western blotting พบโมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D จับกับแอนติเจนใน
บริเวณ lipopolysaccharide (LPS) (ภาพประกอบ 13 A) และเม่ือน าแผ่นไนโตรเซลลูโลสมาบ่ม
กับเอนไซม ์Proteinase K ก่อนน ามาบ่มซ า้ร่วมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D พบว่ายัง
สามารถเกิดปฏิกิรยิาระหวา่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีกบัแอนติเจนไดต้ามปกต ิ(ภาพประกอบ 14 
A)  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดท่ี 2 คือ Sal-06G ไดจ้ากหนูท่ีปลูกภูมิคุม้กันดว้ยแบคทีเรีย 
Salmonella ทัง้ 4 ซีโรวาร ์พบว่ามีความจ าเพาะตอ่เชือ้ Salmonella ซีโรกรุ๊ป B, D, E, I และบางซี
โรวารใ์นกลุ่ม C (S. Winston และ S. Bovismorbificans) (ภาพประกอบ 12 B และ ตาราง 12) 
และเป็น immunoglobulin ชนิด IgG2a (ตาราง 13) โดยสามารถจบักับแอนติเจนท่ีความเขม้ขน้
ต ่าสุดท่ี 2.5 x 106 cfu/mL เม่ือน าโมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-06G ทดสอบความจ าเพาะต่อ
แอนติเจน โดยวิธี Western blotting  พบโมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-06G จับกับแอนติเจนใน
บริเวณ lipopolysaccharide (LPS) (ภาพประกอบ 13 B) และเม่ือน าแผ่นไนโตรเซลลูโลสมาบ่ม
กับเอนไซม ์Proteinase K ก่อนน ามาบ่มซ า้ร่วมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-06G พบว่ายัง
สามารถเกิดปฏิกิรยิาระหวา่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีกบัแอนติเจนไดต้ามปกต ิ(ภาพประกอบ 14 
B)  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดท่ี 3 คือ Sal-08G ไดจ้ากหนูท่ีปลูกภูมิคุม้กันดว้ยแบคทีเรีย 
Salmonella ทัง้ 4 ซีโรวาร ์พบว่ามีความจ าเพาะตอ่เชือ้ Salmonella spp., Shigella dysenteriae 
และ Escherichia coli (ภาพประกอบ 12 C และ ตาราง 12) และเป็น immunoglobulin ชนิด 
IgG1 (ตาราง 13) โดยสามารถจบักบัแอนตเิจนท่ีความเขม้ขน้ต ่าสดุท่ี 2.5 x 106 cfu/mL เม่ือน าโม
โนโคลนอลแอนติบอดี Sal-08G มาทดสอบความจ าเพาะตอ่แอนติเจน โดยวิธี Western blotting  
พบโมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-08G จบัในส่วนท่ีเป็น outer membrane protein ขนาด 18 kDa 
ของเชือ้ Salmonella spp., Shigella dysenteriae และ Escherichia coli (ภาพประกอบ 13 C)
และเม่ือน าแผ่นไนโตรเซลลูโลสมาบ่มกับเอนไซม ์ Proteinase K ก่อนน ามาบ่มซ า้ร่วมกับโมโน
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โคลนอลแอนติบอดี Sal-08G พบแถบโปรตีนท่ีเคยเกิดปฏิกิริยาหายไปทัง้หมด (ภาพประกอบ 14 
C)    

  

 
ภาพประกอบ  12 การทดสอบปฏิกิรยิาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดี แตล่ะชนิดท่ีผลิตไดก้บั

แบคทีเรียตา่งๆ ดว้ยวิธี dot blotting 
 
โดยหยดแบคทีเรียในรูป heat killed ท่ีความเขม้ขน้ 108 cfu/mL บนแผ่นไนโตรเซลลโูลส 

(1 ไมโครลิตร/จดุ) และบม่ดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอดีชนิดตา่งๆ ไดแ้ก่  A) SE-13D, B) Sal-06G 
และ C) Sal-08G 

แถวท่ี 1:  (a-e) S. Enteritidis 1-5   
แถวท่ี 2: (a-e) S. Enteritidis 6-10     
แถวท่ี 3:  (a) S. Winston, (b และ c) S. Typhimurium ST1 และ ST2, (d) S. Saintpoul, 

(e) S. Stanley  
แถวท่ี 4: (a) S. Agona, (b และ c) S. Virchow SV1 และ SV2, (d) S. Singapore, (e) S. 

Hadar SH1 
แถวท่ี 5: (a) S. Hadar SH2 (b) S. Albany, (c) S. Bovismorbificans, (d) S. Newport, 

(e) S. Weltevreden 
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แ ถ ว ท่ี  6: (a) S. Orion, (b) S. Anatum, (c) S. Give, (d) S. Senftenberg, (e) S. 
Hvittingfoss  

แถว ท่ี  7: (a) Shigella dysenteriae, (b) Escherichia coli, (c) Aeromonas sp., (d) 
Klebsiella pneuminiae, (e) Listeria monocytogenes 

แถว ท่ี  8:  (a) Enterobacter aerogenes, (b) Staphylococcus aureus, (c) Bacillus 
cereus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 13 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตล่ะชนิดตอ่แอนตเิจน 

 
โดยวิธี Western blotting น าเชือ้ S. Enteritidis ในรูปแบบ heat killed แยกด้วย 15% 

SDS-PAGE แล้วย้ายลงแผ่นไนโตรเซลลูโลส โดยวิธี  Western blotting แล้วน ามาบ่มกับโมโน
โคลนอลแอนติบอดีชนิดตา่งๆ ไดแ้ก่ (A) SE-13D, (B) Sal-06G และ (C) Sal-08G M = standard 
markers โดย LPS = lipopolysaccharide, OMP = outer membrane protien 
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ภาพประกอบ  14 การทดสอบชนิดของแอนตเิจน ท่ีจ  าเพาะตอ่โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตา่งๆ
ท่ีผลิตไดคื้อ A) MAb SE13D, B) MAb Sal06G, C) MAb Sal08G, M = standard markers 

 
โดยน าเชือ้ S. Enteritidis ในรูปแบบ heat killed แยกดว้ย 15% SDS-PAGE แลว้ยา้ยลง

แผ่นไนโตรเซลลูโลส โดยวิธี Western blotting จากนัน้แบ่งทดสอบเป็น 2 กลุ่ม (a) กลุ่มท่ี 1 บ่ม
ดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดโดยตรง (b) กลุ่มท่ี 2 น าแผ่นไนโตรเซลลูโลส ไปบ่มกับ 
Proteinase K ก่อนน าไปทดสอบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิด ซึ่งพบว่าโมโนโคลนอล
แอนตบิอดีชนิด SE-13D และ Sal-06G ยงัคงใหแ้ถบปฏิกิรยิาตอ่แอนตเิจนเหมือนเดมิ ในขณะท่ีโม
โนโคลนอลแอนตบิอดีชนิด Sal-08G ไมป่รากฏแถบปฏิกิรยิาหลงับม่ดว้ย Proteinase K 
 

      5. การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีในการตรวจเชือ้ S. 
Enteritidis โดยวิธี dot blotting   

เม่ือน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ทั้ง 3 ชนิด มาทดสอบการตรวจหาเชื ้อ S. 
Enteritidis โดยวิธี dot blotting พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความสามารถ ในการตรวจจับ
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แอนติเจนดงักล่าวท่ีแตกต่างกันในช่วงระหว่าง 2.5 x 106 ถึง 107 cfu/mL (ภาพประกอบ 15 และ
ตาราง 13) โดยพบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D ซึ่งจ  าเพาะตอ่เชือ้ S. Enteritidis 
ท่ี 107 cfu/mL และความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-06G และ Sal-08G สามารถตรวจจบั
เชือ้ S. Enteritidis ไดท่ี้ความเขม้ขน้ต ่าสดุ 2.5x106 cfu/mL 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 15 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตา่งๆ ไดแ้ก่  A) SE-13D, 
B) Sal-06G และ C) Sal-08G ในการตรวจเชือ้ S. Enteritidis โดยวิธี dot blotting  
 
โดยหยดแอนตเิจนท่ีตอ้งการทดสอบในรูป heat killed ท่ีความเขม้ขน้ตา่งๆ กนัตัง้แต ่3.75 

x 105 - 108 cfu/mL ลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตร/จุด) และบ่มดว้ยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจนชนิดนัน้ๆ  ; *= ความเขม้ขน้ของแอนติเจนท่ีต ่าท่ีสุด ท่ีสามารถ
เห็นการเกิดปฏิกิรยิาไดช้ดัเจน 

4 4 
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   6. การตรวจเชือ้ S. Enteritidis หลังการเพิม่จ านวนในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB   
           หลงัจากการเพิ่มจ านวนเชือ้ ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB และท าการทดสอบกบัโมโนโคลนอล
แอนติบอดี SE-13D ซึ่งมีความจ าเพาะต่อเชือ้ S. Enteritidis และโมโนโคลนอลแอนติบอดีอีก 2 
ชนิด คือ Sal-06G และ Sal-08G ท่ีสามารถตรวจจับเชือ้ Salmonella หลายซีโรวาร ์โดยท าการ
ตรวจท่ีเวลา 0-24 ชั่วโมง พบว่าเม่ือตรวจท่ีเวลา 0 ชั่วโมง โมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D, Sal-
06G และ Sal-08G สามารถตรวจจบัเชือ้ S. Enteritidis ไดท่ี้ 107, 106 และ 106cfu/mL ตามล าดบั 
และโมโนโคลนอลแอนติบอดีดงักล่าวสามารถเพิ่มความไวในการตรวจท่ี 1 cfu/mL เม่ือบม่เชือ้ S. 
Enteritidis ในอาหาร TSB ท่ี 12, 6 และ 6 ชั่วโมง ตามล าดบั (ภาพประกอบ 16)  

 
ภาพประกอบ 16 การทดสอบความไวในการตรวจหาเชือ้ S. Enteritidis หลงัการบม่เพิ่มจ านวนใน

อาหาร TSB  
 
โดยน าเชือ้ S. Enteritidis ความเขม้ขน้ระหว่าง 0-108 cfu/mL เติมลงในอาหาร TSB และ

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง เก็บตวัอย่างแต่ละช่วงเวลามาฆ่าดว้ย
ความรอ้นและหยดลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตร/จุด) และบ่มดว้ยโมโนโคลนอล
แอนติบอดี SE-13D, Sal-06G และ Sal-08G; *= ความเขม้ขน้ของแอนติเจนท่ีต ่าท่ีสุด ท่ีสามารถ
เห็นการเกิดปฏิกิรยิาไดช้ดัเจน  
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7. การตรวจหาเชือ้ S. Enteritidis หลังการบ่มเชือ้ในตัวอย่างเนือ้ไก่บดผสม TSB   
หลงัจากการเพิ่มจ านวนเชือ้ S. Enteritidis ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีมีเนือ้ไก่บดผสมอยู่ 

ในช่วงเวลาระหว่าง 0-24 ชั่ วโมง แล้วบ่มร่วมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D ซึ่งมี
ความจ าเพาะต่อเชื ้อ S. Enteritidis หรือโมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-06G และ Sal-08G ท่ี
สามารถตรวจจับเชือ้ Salmonella หลายซีโรวาร ์พบว่าเม่ือตรวจท่ีเวลา 0 ชั่วโมง โมโนโคลนอล
แอนติบอดี SE-13D, Sal-06G และ Sal-08G สามารถตรวจจับเชือ้ S. Enteritidis ไดท่ี้ 107, 106 
และ 106cfu/mL และโมโนโคลนอลแอนติบอดีดังกล่าวสามารถเพิ่มความไวในการตรวจท่ี 1 
cfu/mL เม่ือบม่เชือ้ S. Enteritidis ในอาหาร TSB ท่ี 12, 6 และ 6 ชั่วโมง ตามล าดบั (ภาพประกอบ 
17)  

 
ภาพประกอบ 17 การทดสอบความไวในการตรวจหาเชือ้ S. Enteritidis หลงัการบม่เพิ่มจ านวนใน

อาหาร TSB ท่ีมีเนือ้ไก่บดผสมอยู่ 
 

โดยท าการทดลองเช่นเดียวกับภาพประกอบ 16 และบ่มดว้ย โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
SE-13D, Sal-06G และ Sal-08G ; *= ความเขม้ข้นของแอนติเจนท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถเห็นการ
เกิดปฏิกิรยิาไดช้ดัเจน 
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ตาราง 13 ความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่เชือ้ Salmonella ซีโรวารต์า่งๆ ทดสอบ
โดยวิธี dot blotting และ Western blotting โดยใชแ้บคทีเรียท่ีความเขม้ขน้ 108 cfu/mL  

Group MAb 
 

Class & 
Subclass 

Sensitivity dot 
blotting (cfu/mL) 

Antigen Western 
blotting 

Bacterial immunoreactivity 
(dot blotting) 

1. SE-13D IgM, k 107      LPS S. Enteritidis 
2. Sal-06G IgG2a, k 2.5x106 LPS Some Salmonella in 

serogroups 
B,C,D,E, I 

Sal-08G IgG1, k 2.5x 106 OMP (18 kDa) Salmonella spp., Shigella 
dysenteriae, Escherichia coli 

 

 หมายเหต ุ: LPS = lipopolysaccharide, OMP = outer membrane protien 
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บทที ่5  
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

การทดลองครัง้นีเ้ป็นการเตรียมแอนติเจนจากเชือ้ S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. 
Hadar และ S. Virchow  ซึ่งเป็นกลุ่ม nonthyphoidal ท่ีท าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษและทอ้งร่วง
อย่างรุนแรง และพบไดม้ากในผลิตภณัฑจ์ากสตัวปี์ก โดยท าการเตรียมเชือ้ในรูปแบบ heat killed 
และ formalin fixed แลว้น ามาฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กันในหนขูาว โดยท าการฉีดแอนติเจน 2 กลุ่มคือ
แอนติเจนจากเชือ้ S. Enteritidis และแอนติเจนท่ีผสมกันระหว่างเชือ้ Salmonella 4 ซีโรวาร ์(S. 
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar และ S. Virchow) เม่ือตรวจสอบความจ าเพาะของแอนติ
ซีรมัจากหนทูัง้หมดดว้ยเทคนิค Western blotting พบว่า มีการตอบสนองตอ่แอนติเจนแตล่ะชนิด
ไดแ้ตกต่างกัน โดยพบว่ามีบางแถบโปรตีนท่ีปรากฏในต าแหน่งเดียวกันกับทุกซีโรวาร ์ซึ่งคาดว่า
เกิดจากการท่ีแบคทีเรียแตล่ะซีโรวารมี์ลกัษณะแอนติเจนท่ีเหมือนกนั จึงสามารถจบักบัแอนตซีิรมั
เดียวกนัได ้ขณะท่ีบางแถบโปรตีนพบเพียงในบางซีโรวารเ์ท่านัน้ ซึ่งต  าแหน่งดงักล่าวอาจเป็นสว่น
ของแอนติเจนจากแบคทีเรีย ท่ีมีลกัษณะเฉพาะท่ีแตกตา่งกนัของแตล่ะซีโรวาร ์และสามารถน ามา
ผลิตเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีได ้   

หลงัจากท าการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา โดยหลอมรวมเซลลร์ะหว่างเซลลม์า้มและเซลล ์P3X 
myeloma สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได้ทัง้หมด 2 กลุ่ม รวม 3 ชนิด ซึ่งมีความจ าเพาะ
ต่อเชือ้ Salmonella ซีโรวารท่ี์แตกต่างกันไป เน่ืองมาจากการใชแ้อนติเจนจากเชือ้ S. Enteritidis 
และแอนติเจนท่ีผสมระหว่างเชื ้อ Salmonella 4 ซีโรวาร์ (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. 
Hadar และ S. Virchow) ในการปลูกภูมิคุ้มกันให้หนูขาว อย่างไรก็ตามพบโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 1 ชนิด (MAb SE- 13D)  ท่ีมีลักษณะจ าเพาะต่อเชือ้ Salmonella เพียงซีโรวารเ์ดียว
เท่านัน้ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D ซึ่งเกิดจากการฉีดกระตุน้หนขูาวดว้ยแอนติเจนจาก
เชือ้ S. Enteritidis จึงมีความจ าเพาะตอ่เชือ้ S. Enteritidis เท่านัน้ โดยไม่ปรากฏปฏิกิริยาขา้มกับ
เชือ้ Salmonella ซีโรวารอ่ื์น หรือแบคทีเรียตา่งชนิด ท าใหส้ามารถน าโมโนโคลนอลแอนตบิอดี SE-
13D มาใช้ในการคัดแยก เ ชื ้อ  S. Enteritidis ออกจากเ ชื ้อ   S. Typhimurium, S. Hadar, S. 
Virchow, Salmonella ซีโรวารอ่ื์น หรือแบคทีเรียต่างชนิดได ้โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดนี ้
สามารถจบักบัเชือ้ S. Enteritidis ในรูปแบบ heat killed ท่ีความเขม้ขน้ต ่าสดุท่ี 107 cfu/ml ในสว่น
ท่ีเป็น lipopolysaccharide (LPS) ของเชือ้ โดยสามารถสังเกตลักษณะ smear บนแผ่นไนโตร
เซลลโูลส และเม่ือน าแผ่นไนโตรเซลลโูลสไปบม่ดว้ยเอนไซม ์Proteinase K ก่อนการบม่รว่มกบัโม
โนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D ยงัคงพบลกัษณะ smear ไดเ้ชน่เดมิ โดยมีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกบั
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การจับกันระหว่าง โมโนโคลนอลแอนติบอดี กับ lipopolysaccharides ท่ีพบในเชือ้ S. Anatum 
(Luk & Lindberg, 1991); Jaradat & Zawistowski, 1996) ก่อนหนา้นีมี้รายงานการศกึษาเก่ียวกบั
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื ้อ S. Enteriditis โดยในปี 2005 Schneid และคณะ            
ไดผ้ลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 336D และ 348C ท่ีจ  าเพาะต่อโปรตีนขนาด 37 kDa ของเชือ้      
S. Enteriditis อย่างไรก็ตามไม่มีรายงานผลแสดงความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดงักล่าว     
ปี 2010 Nalbantsoy และคณะ ได้ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใช้โปรตีน flagellin ท่ีมี
น า้หนกัโมเลกลุ 55 kDa ของเชือ้ S. Adeyo ฉีดกระตุน้ภมูิคุม้กนัในหน ูสามารถผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี D7 ท่ีจ  าเพาะต่อทั้งเชือ้ S. Adeyo และ S. Enteriditis อย่างไรก็ตามโมโนโคลนอล
แอนตบิอดีดงักลา่วยงัคงมีความไวในการจบักบัแอนตเิจนท่ีต ่า  

จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D เป็นโมโนโคลนอล
แอนติบอดี ท่ีจ  าเพาะต่อเชือ้ S. Enteriditis เพียงซีโรวารเ์ดียว จึงสามารถน ามาใชใ้นการตรวจ     
คัดแยกเชื ้อ S. Enteriditis ด้วยวิธี dot blotting ได้ อย่างไรก็ตามพบว่าความไวในการตรวจ
แอนติเจนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D อยู่ท่ี 107 cfu/ml ซึ่งค่อนขา้งต ่าเม่ือเทียบกับวิธี 
polymerase chain reaction (PCR) และเทคนิคทางอณูชีววิทยาต่างๆ (102–104 cfu/mL) (Paião 
et al., 2013) แตค่วามไวในการตรวจแอนติเจนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดงักล่าว สามารถเพิ่ม
จนใกลเ้คียงกบัวิธีการตรวจดว้ย PCR เม่ือท าการเพิ่มจ านวนเชือ้ (enrichment) ในอาหารเลีย้งเชือ้ 
TSB ท่ี 3-6 ชั่วโมง และสามารถเพิ่มความไวในการจบัแอนติเจนไดถ้ึง 1 cfu/mL เม่ือท าการเพิ่ม
จ านวนเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ี 12 ชั่วโมง ตามล าดบั โดยประสิทธิภาพของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี SE-13D ยงัคงใหผ้ลเช่นเดิมเม่ือท าการเพิ่มจ านวนเชือ้ S. Enteritidis ในอาหารเลีย้ง
เชือ้ TSB ท่ีมีเนือ้ไก่บดผสมอยู ่   

ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีอีก 2 ชนิด (MAb Sal-06G และ MAb Sal-08G)เป็นโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจนของเชือ้ Salmonella หลายซีโรวาร ์ซึ่งเกิดจากการน า
แอนติเจนท่ีเตรียมจากการผสมกันของเชือ้ S. Enteritidis, S. Hadar, S. Typhimurium และ S. 
Virchow มาฉีดกระตุน้ภมูิคุม้กนัในหนขูาว ท าใหส้ามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจบักับเชือ้ 
Salmonella ไดห้ลายซีโรวาร ์ซึ่งเป็นประโยชนใ์นการน ามาใชเ้พ่ือคดัแยกเชือ้ Salmonella ไดใ้น
ระดบัสกลุ (genus) ทัง้นีโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-06G ท่ีมีความจ าเพาะต่อเชือ้ Salmonella 
ซีโรกรุ๊ป B, D, E I และ บางซีโรวารใ์นกรุ๊ป C (S. Winston และ S. Bovismorbificans) เม่ือน ามาใช้
ในการตรวจสอบเพ่ือยืนยนัผลร่วมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี SE-13D ช่วยใหผ้ลการทดลองมี
ความแมน่ย ามากขึน้   
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โมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-08G มีความจ าเพาะตอ่เชือ้ Salmonella spp. และพบการ
เกิดปฏิกิริยาขา้มกับเชือ้ Shigella dysenteriae และ Escherichia coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีอยู่ใน
วงศเ์ดียวกนั (Enterobacteriaceae) ซึ่งแมจ้ะสามารถน าโมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-08G มาใช้
ในการตรวจสอบเชื ้อ Salmonella spp. เพ่ือยืนยันผลร่วมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี Mab        
SE-13D ได ้อย่างไรก็ตามเน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด Sal-08G แสดงการเกิดปฏิกิรยิา
ข้ามกับเชือ้ Shigella dysenteriae และ Escherichia coli จึงควรเพิ่มความระมัดระวังในการ
น ามาใช้ในการตรวจสอบเชือ้ Salmonella spp. เพ่ือป้องกันการเกิดผลบวกปลอม ทั้งนี ้โมโน
โคลนอลแอนติบอดี ทั้ง 2 ชนิด (MAbSal-06G และ MAbSal-08G) สามารถจับกับแอนติเจนท่ี
ความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ี 2.5 x 106 cfu/mL โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-06G จับในส่วนท่ีเป็น 
lipopolysaccharide (LPS) ของเชือ้ ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดี Sal-08G จับในส่วนท่ีเป็น 
outer membrane protein ขนาด 18 kDa ของเชือ้ อย่างไรก็ตามความไวในการตรวจแอนติเจน
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 2 ชนิด สามารถเพิ่มไดถ้ึงระดบั 1 cfu/mL เม่ือท าการเพิ่มจ านวน
เชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB เป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดยประสิทธิภาพของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทัง้ 2 
ชนิด ยงัคงใหผ้ลเช่นเดิมเม่ือท าการเพิ่มจ านวนเชือ้ S. Enteritidis ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีมีเนือ้
ไกบ่ดผสมอยู ่ 

ก่อนหน้านี ้มีรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจนของ 
Salmonella โดยในปี 2005 Schneid และคณะ ไดท้  าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 424H ท่ี
จ  าเพาะต่อเชือ้ Salmonella ในกลุ่ม B–E และ G โดยเตรียมแอนติเจนจาก outer membrane 
protein ของเชือ้ S. Enteritidis และในปี 1988 Chaicumpa และคณะ ไดท้  าการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 102B2 โดยเตรียมแอนติเจนจาก lipopolysaccharide ของเชือ้ S. Thyphi และเม่ือ
น ามาทดสอบการตรวจเชือ้ Salmonella ในอาหารจ านวน 873 ตวัอย่าง และเปรียบเทียบกับวิธี
มาตรฐาน พบว่าการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี 102B2 มีความไวและความแม่นย าท่ีสูงกว่าวิธี
มาตรฐาน 81.5% และ 85% ตามล าดบั 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตขึน้ในงานวิจยัครัง้นี ้สามารถน ามาใชเ้ป็นเครื่องมือในการ
ตรวจ เพ่ือจ าแนกเชือ้ S. Enteritidis ออกจาก Salmonella ซีโรวารอ่ื์น และแบคทีเรียตา่งชนิด โดย
วิธี dot blotting ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ดงันัน้การน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตขึน้มาใชใ้น
การตรวจดว้ยวิธี dot blotting จงึเป็นการตรวจวิเคราะหท่ี์มีความไว แมน่ย าสงู ใชเ้วลาในการตรวจ
นอ้ย โดยไมต่อ้งท าการแยกเชือ้ หรือทดสอบทางชีวเคมี จงึสามารถน ามาใชใ้นปอ้งกนัและเฝา้ระวงั
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การแพรร่ะบาดของเชือ้ S. Enteritidis ท่ีเป็นสาหตขุองโรค salmonellosis ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ
ในล าดบัตอ่ไป    
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อาหารเลีย้งเชือ้  
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1.อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Tryptic soy agar (TSA) 

Tryptone               17.0 กรมั 

Soytone                   3.0 กรมั 

Dextrose                   2.5 กรมั 

NaCl                    5.0 กรมั 

K2HPO4                           2.5 กรมั 

agar                15.0 กรมั 

น า้กลั่น                                  1,000  มล. 

ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มล. pH 7.3 และท าการฆา่เชือ้ดว้ยเครื่อง autoclave ท่ี 121 °C 

เป็นเวลา 15 นาที  

2.อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Tryptic soy broth (TSB) 

Tryptone               17.0 กรมั 

Soytone                   3.0 กรมั 

Dextrose                   2.5 กรมั 

NaCl                    5.0 กรมั 

K2HPO4                           2.5 กรมั 

น า้กลั่น                     1,000  มล. 

ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มล  .จากนัน้ผสมสว่นผสมจนเขา้กนัดี ปรบั pH 7.3 และท าการ

ฆา่เชือ้ดว้ยเครื่อง autoclave ท่ี 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 

3.อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Nutrient Agar (NA) 

Beef extract                3.0 กรมั   

Peptone      5.0 กรมั  

agar               15.0 กรมั 

น า้กลั่น                      1,000  มล. 

ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มล  .จากนัน้ผสมสว่นผสมจนเขา้กนัดี ปรบั pH 7.0 และท าการ

ฆา่เชือ้ดว้ยเครื่อง autoclave ท่ี 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
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4.อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Nutrient broth (NB) 

Beef extract                           3.0 กรมั   

Peptone      5.0 กรมั  

น า้กลั่น              1,000  มล. 

ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มล  .จากนัน้ผสมสว่นผสมจนเขา้กนัดี ปรบั pH 7.0 และท าการ

ฆา่เชือ้ดว้ยเครื่อง autoclave ท่ี 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคมี 
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1.สารละลาย Phosphate buffered saline (PBS) ความเข้มข้น 0.15 โมลาร ์pH 7.2 

NaCl                    8.0 กรมั 

KCl                 0.2 กรมั 

KH2PO4                0.2 กรมั 

Na2HPO4               1.15 กรมั 

น า้กลั่น               1,000  มล. 

2.สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 5% 

Skimmed milk                5.0 กรมั 

สารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2          100  มล. 

Merthiolate 1% (Sigma)                 1 มล. 

Tritin X-100 (Sigma)               0.1 มล. 

3.Merthiolate ความเข้มข้น 1% 

Thimerosal (Sigma)               1.0 กรมั 

น า้กลั่น                 100  มล. 
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สารเคมีทีใ่ช้ในการผลิตไฮบริโดมา 
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1.อาหารเลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมา (RPMI medium) 

RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)       10.4       กรมั 

D-glucose (Sigma)          3.6       กรมั 

L-glutamine (Sigma)          0.2923 กรมั 

Sodium pyruvate (C3H3O3Na) (Sigma)            1.1005 กรมั 

Sodium hygrogen carbonate (NaHCO3)        2.0160 กรมั 

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N-2- 

ethanesulfonic acid) (Sigma)           5.5925 กรมั 

Penicillin G          20,000 units 

Streptomycin G                200 มก. 

น า้กลั่น (Milli Q water)            1,000  มล. 

 ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มล  .จากนัน้ผสมสว่นผสมจนเขา้กนัดี ท า ใหป้ลอดเชือ้ดว้ยการ

กรองผา่น sterilized Millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร จากนัน้เก็บรกัษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส 

2.อาหารเลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาทีเ่สริมด้วย Fetal bovine serum ความเข้มข้น 20% 

RPMI medium (1)      80 มล. 

Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia)  20 มล. 

หรือ Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia) 

100 x HT supplement (Gibco BRL, USA)   1 มล. 

3.อาหารคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา (HAT medium) 

เม็ดเลือดแดงจากหนเูมาส ์1% ใน RPMI medium (1)  80 มล. 

FBS RPMI medium (1)      20 มล. 

100 x HT supplement RPMI medium (1)     1 มล. 

50 x Aminopterin (Sigma) RPMI medium (1)     2 มล. 

4.สารละลายเพือ่ใช้ในการหลอมรวมเซลล ์(Polyethylene glycol ความเข้มข้น 40%) 
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Polyethylene glycol     5.0 กรมั 

RPMI medium (1)         5 มล. 

 เตมิ RPMI medium (1) ลงใน Polyethylene glycol ท่ีปราศจากเชือ้ บม่ในตูบ้ม่

คารบ์อนไดออกไซด ์ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ก่อนน ามาใชง้าน 

5.สารละลายเพือ่ใช้ในการแช่แข็งเซลลไ์ฮบริโดมา (Dimethylsulfoxide ความเข้มข้น 12%) 

Dimethylsulfoxide (Sigma)     12 มล. 

RPMI medium (1)       88 มล. 

 ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนน ามาใชง้าน 
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ภาคผนวก ง               

         บัฟเฟอรแ์ละสารเคมีทีใ่ช้ในงาน Sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และ Western blotting 
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1.Stock solution 

1.1 สารละลายโมโนเมอร ์(30% T, 2.7% CBis) 

Acrylamide                           58.4 กรมั 

N,N’-methylene-bis-acrylamide               1.6 กรมั 

น า้กลั่น                  200  มล. 

ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บในขวดสีชา ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  

1.2 4x running gel buffer (tris-HCl ความเข้มข้นความเข้มข้น 1.5 โมลาร ์pH 8.8) 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD)            36.3 กรมั 

น า้กลั่น                 200  มล. 

1.3 4X Stacking gel buffer (tris-HCl ความเข้มข้นความเข้มข้น 0.5 โมลาร ์pH 6.8) 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD)             3.0 กรมั 

น า้กลั่น                   50 มล. 

1.4 SDS ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% 

Sodium dodecyl sulfate               50.0 กรมั 

น า้กลั่น                 500  มล. 

1.5 Ammonium persulfate (APS) ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% 

Ammonium persulfate              0.1 กรมั 

น า้กลั่น                    1.0 มล. 

1.6 Running gel overlay 

Tris-HCl ความเขม้ขน้ 1.5 โมลาร ์(1.2)    25 มล. 

SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)      1 มล. 

น า้กลั่น                  100 มล. 

1.7 2x treatment buffer 
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Tris ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร ์(1.3)                2.5 มล. 

SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)                 4 มล. 

Glycerol                     2 มล. 

β-mercaptoethanol                  1 มล. 

น า้กลั่น                  0.5 มล. 

2. การเตรียม separating gel และ stacking gel  

2.1 การเตรียม separating gel ส าหรับ SDS-PAGE 15% gel (15% T2.7% CBis) 

สารละลายโมโนเมอร ์(1.1)     15 มล. 

Tris-HCl 1.5 โมลาร ์pH 8.8 (1.2)     7.5 มล. 

SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)    0.3 มล. 

น า้กลั่น         0.75 มล. 

Ammonium persulfate (APS) 

ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.5)                        150 ไมโครลิตร 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)            20 ไมโครลิตร 

2.2 การเตรียม stacking gel ส าหรับ SDS-PAGE 4% gel (4% T2.7% CBis) 

สารละลายโมโนเมอร ์(1.1)            2.66 มล. 

Tris-HCl 0.5 โมลาร ์pH 6.8 (1.3)                5.0 มล. 

SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)       0.2 มล. 

น า้กลั่น                  12.2 มล. 

Ammonium persulfate (APS) ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.5) 100 ไมโครลิตร 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)     10 ไมโครลิตร 
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ตาราง 1 สว่นผสมพอลิอะคริลาไมดข์อง separating gel และ stacking gel 

ส่วนผสม Separating gel Stacking gel 
15% T2.7% CBis 4% T2.7% CBis 

30% T, 2.7% CBis 15 มล. 2.66 มล. 
Tris-HCl 1.5 โมลาร ์pH 8.8 (1.2)            7.5 มล. - 

Tris-HCl 0.5 โมลาร ์pH 6.8 (1.3) - 5 มล. 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4) 0.3 มล. 0.2 มล. 

น า้กลั่น 6.75 มล. 12.2 มล. 
ผสมและใชป๊ั้มสญูญากาศดงึอากาศออกจากสารละลาย 

Ammonium persulfate (APS) ความเขม้ขน้
ความเขม้ขน้ 10% (1.5)                

150 ไมโครลิตร 100 ไมโครลิตร 

(TEMED)         20 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
ผสมและเทอย่างรวเรว็ลงในช่องระหวา่งกระจก 

  

3. Running buffer 

3.1 SDS-PAGE Tank buffer 

Tris                          12.0 กรมั 

Glycine                57.6 กรมั 

SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)                40 มล. 

น า้กลั่น               4,000 มล. 

4. สารละลายย้อมโปรตีน และล้างสีส่วนเกิน 

4.1 สารละลายย้อมโปรตีน (Coomassie blue) 

4.1.1 Stain stock (สี Coomassie blue R-250 ความเข้มข้น 1%) 

     สี Coomassie blue R-250              1.0 กรมั 

     น า้กลั่น                 100 มล. 
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4.1.2 Stain (สี Coomassie blue R-250 ความเข้มข้น 0.01%) 

Stain stock       50 มล. 

Methanol       250 มล. 

Acetic acid              50 มล. 

น า้กลั่น               500 มล. 

4.2 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 

4.2.1 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 1 

Methanol                550 มล. 

Acetic acid                100 มล. 

น า้กลั่น              1000 มล. 

4.2.2 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 2 

Methanol                   50 มล. 

Acetic acid                   70 มล 

น า้กลั่น               1000 มล. 

ท าการย้อมเจลโดยถอดเจลออกจากกระจก แช่ลงในสีย้อม Coomassie blue R-250 

ความเขม้ขน้ 0.01% (4.1.2) เขย่าเบาๆเป็นเวลา 2-4 ชั่วโมง จากนัน้ท าการลา้งสีส่วนเกินโดยน า

เจลลงแช่ใน สารละลายลา้งสียอ้มส่วนเกิน (Destain) 1 (4.2.1) เขย่าเบาๆเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือ

ครบเวลา ยา้ยเจลลงแช่ใน สารละลายลา้งสียอ้มส่วนเกิน (Destain) 2 (4.2.2) จนสีพืน้ของเจลใส

ปราศจากสี  

5. Towbin transfer buffer pH 8.8 เพือ่ใช้ในการวิเคราะห ์Westernlotting 

 Tris                       3.03 กรมั 

 Glycine                        14.4 กรมั  

 Methanol                                     200 มล. 

 น า้กลั่น                                     800 มล. 

แชบ่ฟัเฟอรใ์หเ้ย็นจดัก่อนน าไปใช ้
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ภาคผนวก จ       

สารเคมีทีใ่ช้ในการตรวจสอบ Isotype และ Subisotype ของโมโนโคลนอล
แอนตบิอด ี
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Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบดว้ย 

1) Rabbit anti-Mouse IgG1 (ɤ1 chain specific) 

2) Rabbit anti-Mouse IgG2a (ɤ2a chain specific) 

3) Rabbit anti-Mouse IgG2b (ɤ2b chain specific) 

4) Rabbit anti-Mouse IgG3 (ɤ3 chain specific) 

5) Rabbit anti-Mouse IgA (α chain specific) 

6) Rabbit anti-Mouse IgM (μ chain specific) 

7) Rabbit anti-Mouse kappa light chain 

8) Rabbit anti-Mouse lambda light chain 

9) Normal Rabbit Serum (negative control) 

10) Positive control, Monoclonal Mouse IgG1  (Mouse IgG1 ใน RPMI-1640 ท่ีเสรมิ

ดว้ย 10% FBS)  

11) Substrate buffer, concentrated (10x) (1M citrate, pH 4.2, containing 0.03% 

H2O2) 

12) ABTS substrate,  concentrated (50x) (2,2-azino-di (3-ethlbenzthiazoline 

sulfonic acid)) 

13) Blocking solution, concentrated (50x) (25% BSA in PBS and 0.05% NaN3) 

14) HPR-Goat anti-Rabbit IgG (H+L), concentrated (50x) 

15) Goat anti- Mouse IgGAM, concentrated (50x) (0.5 mg/ml in PBS containing 

10% glycerol and 0.05% NaN3) 

16) 50% Tween 20 
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ภาคผนวก ฉ              

บัฟเฟอรแ์ละสารเคมีทีใ่ช้ในงาน Enzyme-linked immunosobent assay 

(ELISA) 
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1. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 5% 

Skimmed milk                 5.0 กรมั 

สารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2            100  มล. 

Merthiolate 1% (Sigma)                   1 มล. 

Tritin X-100 (Sigma)                 0.1 มล. 

2. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 0.5% 

สารละลาย Blotto ความเขม้ขน้ 5%      50 มล. 

สารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2             950 มล. 

3. Citrate buffer ความเข้มข้น 0.1 โมลาร ์pH 4.5 

Sodium citrate             29.41 กรมั 

Merthiolate 1% (Sigma)                 10 มล. 

  น า้กลั่น                            1000 มล. 

 ปรบั pH ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 N 

4. กรดซัลฟูริกเข้มข้น 1 N 

 Sulfuric acid       27 มล. 

 น า้กลั่น                           1000 มล 

5 .O-Phenylenediamine (OPD) 
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