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           วัลภา ลาภภกัดี : การเตรียมสารภูมิตานทานตอเช้ือ Salmonella enterica serovar              

          Enteritidis ในไขไก (PREPARATION OF SPECIFIC EGG YOLK   
          ANTIBODIES AGAINST SALMONELLA ENTERICA SEROVAR  
          ENTERITIDIS) อาจารยท่ีปรึกษา: ผศ. น.สพ. ดร. บัญชร ลิขิตเดชาโรจน, 
            61 หนา. 
 
 
           การศึกษาการเตรียมสารภูมิตานทานตอเช้ือ Salmonella enterica serovar Enteritidis 

ในไขไก มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาแอนติเจน 2 ชนิด ซ่ึงนํามาทําเปนวคัซีน ไดแก whole cell และ 
outer membrane proteins (OMPs) ท่ีกระตุนการตอบสนองของภูมิตานทานในซีร่ัมและไขแดง 
ในการวิจัยคร้ังนี้ใชไกไขอายุ 34 สัปดาห ทําการฉีดวัคซีนในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4 เก็บซีร่ัมและไข
ทุกสัปดาหจนถึงสัปดาหท่ี 8 แลวทําการแยกแอนติบอดีในไขแดงดวยวธีิ water dilution method 

และวเิคราะหระดับแอนติบอดีในซีร่ัมและไขแดงดวยวธีิ Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) 
 
           ผลการทดลองพบวา ในการกระตุนภูมิคุมกนัไกดวย whole cell ระดับภูมิตานทานในซีร่ัม
เพิ่มข้ึนในสัปดาหท่ี 1 และ 2 จากนั้นลดลงในสัปดาหท่ี 3 และ 4 สวนการกระตุนดวย OMPs ระดบั
ภูมิตานทานเพิม่ข้ึนอยางตอเนื่องจนส้ินสุดการทดลอง ขณะท่ีระดับภมิูตานทานในไขแดงคอย ๆ 
สูงเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องและคงอยูจนส้ินสุดการทดลองท้ัง 2 แอนติเจน ในการเปรียบเทียบระดับ   
ภูมิตานทานระหวางซีร่ัมและไขแดง พบวาระดับภูมิตานทานในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงทุกสัปดาห 
(P<0.01)   ยกเวนในสัปดาหท่ี 4 ท่ีกระตุนดวยแอนติเจน whole cell แลวใหระดับภูมิตานทานใน
ไขแดงสูงกวาในซีร่ัม 
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IMMUNOGLOBULIN Y/EGG YOLK ANTIBODY/S. ENTERICA SEROVAR 

ENTERITIDIS/ CHICKEN SALMONELLOSIS 

 

           The preparation of specific egg yolk antibodies against Salmonella enterica 

serovar Enteritidis has been studied. The objective of this study was to determine the 

immune responses in the serum and egg yolk against two antigens which were used as 

vaccines, whole cell and outer membrane proteins (OMPs), respectively. In this study, 

34 week-old chickens were immunized on 0, 2nd and 4th weeks, then the serum and 

eggs were collected every week until the 8th week. The antibodies in the egg yolk 

were separated using water dilution method and the levels of antibodies against          

S. enterica serovar Enteritidis in the serum and egg yolk were analyzed using the 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

           The results showed that the level of antibodies in the serum increased in the 1st 

and 2nd week, and decreased in the 3rd and 4th week when immunized with whole cell 

antigen. When immunized with OMPs antigen, the level of antibodies continuously 

increased throughout the experimental period. The level of antibodies in the egg yolk 

continuously increased and was maintained at a high level until the end of the 

experiment when immunized with both antigens. When compared with the levels of 

antibodies in the serum and egg yolks, it was found that the level of antibodies in the 



 ค 

serum was higher than that in the egg yolks for every week (P<0.01), except for the 

4th week when immunized with whole cell antigen, with the result that the level of 

antibodies in the egg yolk was higher than in the serum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

School of Animal Production Technology Student’s Signature……………............... 
 
Academic Year 2006    Advisor’s Signature……………............... 
 

           Co-advisor’s Signature………………….. 



 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 
วิทยานิพนธนีสํ้าเร็จดวยดี ขาพเจาขอขอบพระคุณ ผศ. น. สพ. ดร. บัญชร ลิขิตเดชาโรจน 

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธในการใหคําปรึกษา แนวคิด คําแนะนํา ในการดําเนนิงานวจิัย ตรวจ 
แกไขวิทยานพินธ แกปญหาตาง ๆ อันเปนประโยชนท้ังทางดานวิชาการและงานวจิัย 

ขอขอบพระคุณ รศ. ดร. ทัศนีย สุโกศล อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวมท่ีไดกรุณาให         
คําปรึกษา คําแนะนํา ในการดําเนินงานวจิยั ตรวจแกไขวทิยานิพนธ   

กราบขอบพระคุณ รศ. ดร. พงษชาญ ณ ลําปาง อาจารยผูใหความรูและคําปรึกษา             
วิธีวางแผนการดําเนินงานวจิัย และขอบพระคุณอาจารยประจําสาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว 
ตลอดจนอาจารยทุกทานท่ีไดกรุณาอบรมส่ังสอนถายทอดความรูและประสบการณ 

ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ซ่ึงใหทุนสนับสนุนงบประมาณในการทํางาน
วิจัย ขอขอบคุณฟารมมหาวทิยาลัย อาคารศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 1, 2 และ 3 
รวมท้ังบุคคลากรมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ท่ีไดใหความอนุเคราะหสถานท่ี สัตวทดลอง 
อาหารสัตว เคร่ืองมืออุปกรณ และอํานวยความสะดวกตาง ๆ ในการทาํวิจยั 

ขอขอบคุณพี่ ๆ เพื่อน ๆ และนอง ๆ ท่ีใหคําปรึกษา ความชวยเหลือและเปนกําลังใจใน  
การดําเนนิงานวิจยัคร้ังนี ้

ขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา และครอบครัวท่ีชวยสนับสนนุทางการเงินและเปน    
เปนกําลังใจตลอดมา 

 
วัลภา  ลาภภักดี 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

สารบัญ 
          หนา 

บทคัดยอ (ภาษาไทย)........................................................................................................................ก 
บทคัดยอ (ภาษาอังกฤษ)....................................................................................................................ข 

กิตติกรรมประกาศ.............................................................................................................................ง 
สารบัญ..............................................................................................................................................จ 

สารบัญภาพ......................................................................................................................................ซ 

สารบัญตาราง...................................................................................................................................ฌ 
 
บทท่ี  
     1     บทนํา.....................................................................................................................................1 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา..........................................................................1 

1.2 วัตถุประสงคการวิจยั.......................................................................................................2 

1.3 สมมติฐานงานวิจยั...........................................................................................................3 

1.4 คําสําคัญท่ีใชในงานวจิัย..................................................................................................3 

1.5 ขอบเขตการวิจัย...............................................................................................................3 

1.6 ประโยชนท่ีไดรับจากงานวิจยั.........................................................................................3 

2    ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ...........................................................................4 

2.1 ลักษณะของเช้ือ Salmonella..........................................................................................4 

2.2 โครงสรางทางแอนติเจนของเช้ือ.....................................................................................5                            
     2.2.1 ประเภทแอนติเจนของเซลลแบคทีเรีย.....................................................................5 

2.3 ระบบภูมิคุมกัน (Immune system)...............................................................................7 

2.3.1 ระบบภมิูคุมกันแบบไมจําเพาะ (Innate immune system) ................................8 

2.3.2 ระบบภมิูคุมกันแบบจาํเพาะ (Acquired immune system)................................8 

2.4 Passive immunity ในสัตวปก....................................................................................10 

2.5 ลักษณะของ IgY (Characteristics of IgY)...............................................................11 

2.5.1 โครงสราง ...........................................................................................................11 

 



 ฉ

สารบัญ (ตอ) 
 

หนา 
2.5.2 ความเสถียรของ IgY (Stability)........................................................................12 

2.5.3 คุณสมบัติทางภูมิคุมกนั.......................................................................................12 

2.6 การแยก IgY จากไขแดง (Isolation of IgY from yolk)...........................................12 

2.7 การผลิต IgY (Production of IgY)............................................................................14 

2.7.1 การเก็บแอนติบอดีไมรุกรานสัตว........................................................................14 

2.7.2 ปริมาณการผลิต...................................................................................................14 

2.8 บทบาทของ IgY ตอการเปน antimicrobial antibody...............................................15 

2.9 การนํา egg yolk antibody มาใชในการปองกันและรักษาโรค...................................19 

3    วิธีดําเนินงานวิจัย.................................................................................................................21 

3.1 การเตรียมสัตวทดลอง...................................................................................................21 

3.2 การเตรียมแอนติเจนจากเชื้อ Salmonella enterica serovar Enteritidis..................21 
3.2.1 การเพาะเช้ือ S.  enterica serovar Enteritidis.................................................21 

3.2.2 การเตรียมแอนติเจน whole cell.........................................................................22 

3.2.3 การเตรียมแอนติเจน outer membrane proteins..............................................23 

3.2.4 การหาปริมาณโปรตีนแอนติเจน..........................................................................23 

3.2.5 การเตรียมแอนติเจนเพือ่ทําวัคซีน........................................................................25 

3.3 การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Bradford.................................................................26 

3.4 การเตรียมวัคซีนและกระตุนภูมิคุมกันไก......................................................................26 

3.5 การเก็บตัวอยางซีร่ัมและไข...........................................................................................27 

3.5.1 การเก็บซีร่ัม.........................................................................................................27 

3.5.2 การเก็บไข............................................................................................................27 

3.6 การแยก water solution fraction จากไขแดง.............................................................27 

3.7 การวิเคราะหแอนติบอดตีอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ดวยวิธี ELISA.....28 

3.7.1 เตรียมแอนติเจน...................................................................................................28 

3.7.2 วิธีการ Indirect ELISA.....................................................................................30 

3.7.3 การทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ conjugated antibody..................31 
 



 ช

สารบัญ (ตอ) 
 

หนา 
3.7.4 การทดสอบภูมิตานทานในซีร่ัมและใน WSF ตอเช้ือ  
         S. enterica serovar Enteritidis.......................................................................32 

3.7.4.1 การทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative  

           และ positive control ในซีร่ัม..................................................................32 

3.7.4.2 การทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative  

           และ positive control ใน WSF..............................................................33 

3.8 การวิเคราะหขอมูล........................................................................................................34 

4    ผลการวิเคราะหขอมูลและการอภิปราย................................................................................35 

4.1 ระดับแอนติบอดีในซีร่ัม................................................................................................35 

4.2 ระดับแอนติบอดีใน WSF.............................................................................................37 

4.3 เปรียบเทียบระดับแอนตบิอดีระหวางซีร่ัมและ WSF จากไขแดง.................................39 

5    สรุปและขอเสนอแนะ...........................................................................................................46 

6    เอกสารอางอิง.......................................................................................................................48 
ภาคผนวก........................................................................................................................................57 

ประวัติผูเขียน..................................................................................................................................61
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 ซ

 
 

สารบัญภาพ 
หนา 

รูปท่ี 

2.1 รูปรางของเช้ือ Salmonella spp. ...............................................................................................4 

2.2 โครงสรางของ IgG และ IgY...................................................................................................11 
3.1 กราฟโปรตีนมาตรฐาน (BSA) ใน PBS pH 7.4 ท่ี 590 นาโนเมตร  
     ใชศึกษาปริมาณโปรตีนใน whole cell และ OMPs ของเช้ือ S. enterica  

      serovar Enteritidis โดยวิธีการของ Bradford .....................................................................24 

3.2 กราฟโปรตีนมาตรฐาน (BSA) ใน PBS pH 7.4 ท่ี 590 นาโนเมตร  
     ใชศึกษาปริมาณโปรตีนใน sonicated S. enterica serovar Enteritidis  
      โดยวิธีการของ Bradford.........................................................................................................30 

3.3 กราฟการหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control  

       ในซีร่ัมเพือ่ใชทดสอบหาระดับแอนตบิอดีโดยวิธี serial dilution..........................................33 

3.4 กราฟการหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control  

       ใน WSF เพื่อใชทดสอบหาระดับแอนติบอดีโดยวธีิ serial dilution .....................................34 

4.1 กราฟแสดงระดับแอนตบิอดี + standard error ในซีร่ัมตอ  
     whole cell (T1) และ OMPs (T2) ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  
     เม่ือทําการกระตุนภูมิคุมกันในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4 ..................................................................37 

4.2 กราฟแสดงระดับแอนตบิอดี + standard error ใน WSF ตอ  
     whole cell (T1) และ OMPs (T2) ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  
     เม่ือทําการกระตุนภูมิคุมกันในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4...................................................................39 

4.3 กราฟแสดงการเปรียบเทียบระดับแอนติบอดี + standard error  
     ในซีร่ัมและWSF ตอ whole cell ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  
     โดยทําการกระตุนภูมิคุมกันในสัปดาหท่ี 0, 2  และ 4 ................................................................40 

4.4 กราฟแสดงการเปรียบเทียบระดับแอนติบอดี +  standard error  
     ในซีร่ัมและWSF ตอ OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  
     โดยทําการกระตุนภูมิคุมกันในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4..................................................................41 
 
 



 ฌ

 
 

สารบัญตาราง 
หนา 

ตารางท่ี 

     2.1 ความเขมขนของ immunoglobulin ในสัตวปก..................................................................11 

     2.2 สวนประกอบของไขแดง......................................................................................................13 

     2.3 การเปรียบเทียบวิธีการแยก IgY ตอประสิทธิภาพของ IgY  

           ทางดานปริมาณและความบริสุทธ์ิ........................................................................................14 

     2.4 การเปรียบเทียบปริมาณแอนติบอดีของกระตายและไก........................................................15 

     2.5 การนํา egg yolk antibody มาใชประโยชนในคนและสัตว...............................................20 

     3.1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA)  

           กับคาดดูกลืนแสงท่ี 590 นาโนเมตร ใชศึกษาปริมาณโปรตีนใน  
          whole cell และ OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ............................... 24 

     3.2 คาดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนของ whole cell  

            และ OMPs ของ S. enterica serovar Enteritidis..........................................................25 

     3.3 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA)  

           กับคาดูดกลืนแสงท่ี 590 นาโนเมตร ใชในศึกษาปริมาณโปรตีนของ 
           sonicated S. enterica serovar Enteritidis เพื่อใชเปนแอนติเจน 

           ในการทดสอบ ELISA........................................................................................................29 
      4.1 คา  optical density (OD) ของซีร่ัมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย whole cell  

           ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนใหวัคซีน.........................36 

      4.2 คา  optical density (OD) ของซีร่ัมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย OMPs  

           ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนใหวัคซีน.........................36 
      4.3 คา  optical density (OD) ของ WSF ท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย whole cell  

           ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับ WSF กอนใหวัคซีน.....................38 
     4.4 คา  optical density (OD) ของ WSF ท่ีกระตุนภมิูคุมกันดวย OMPs  

           ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับ  WSF กอนใหวัคซีน....................38 
 
 
 



 
 

บทที่ 1 

บทนํา 
 
1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

จากนโยบายของประเทศท่ีมุงใหประเทศไทยเปนครัวโลกนั้น จําเปนจะตองผลิตอาหาร  
ตั้งแตฟารมถึงโตะอาหาร (From Farm To Table) ทําใหอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวมีการขยายตัว
และทวีความสาํคัญข้ึนเปนระยะ อีกท้ังผูบริโภคจะคํานงึถึงเร่ืองความปลอดภัยของอาหาร (food 

safety) เพิ่มมากข้ึน สําหรับอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตว การควบคุมและปองกันโรคมีความจําเปน
อยางยิ่ง เนื่องจากผลิตภัณฑจากสัตวท่ีใชเปนอาหาร เปนแหลงสําคัญในการกอใหเกิดโรคในคน 
โดยเฉพาะในระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงฟารมสวนใหญมีการควบคุมดูแลในเร่ืองของสุขศาสตร     
โรงเรือน สภาพแวดลอม การจัดการและการเฝาระวังฝูง รวมท้ังการใหวัคซีน สารเคมีและ            
ยาปฏิชีวนะ แตในการใชสารเคมีและยา มักจะเกิดปญหาในเร่ืองการดื้อยาของเช้ือแบคทีเรียและ       
การตกคางท่ีอาจสงผลกระทบเปนอันตรายตอผูบริโภค จึงมีความพยายามท่ีจะหาสารทดแทนยา
ปฏิชีวนะ เชน prebiotic จําพวก oligosaccharide, probiotic หรือสมุนไพร เชน กระเทียม       
ฟาทะลายโจร เปลือกทับทิม เปนตน  

ประเทศไทยมีอุตสาหกรรมการผลิตไกและแปรรูปไกเนือ้ เพื่อการบริโภคภายในประเทศ
รวมท้ังการสงออกไปจําหนายยังตางประเทศจํานวนมาก ซ่ึงผลิตภัณฑจากไก ไดแก เนื้อไกและ   
ไขไก จดัวาเปนแหลงกกัเกบ็ท่ีสําคัญของเช้ือ Salmonella ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวง (diarrhea) 
และภาวะอาหารเปนพิษ (foodborne) (Bangtrakulnonth et al., 2004) โดยองคการอนามัยโลก 
(World Health Organization (WHO)) ไดทําการศึกษาเช้ือ Salmonella ในคนและในแหลง
อ่ืน ๆ ในประเทศไทยต้ังแตป ค.ศ. 1993-2002 พบเช้ือ Salmonella enterica serovar Enteritidis 
มากท่ีสุดโดยพบในไกสูงท่ีสุดคิดเปน 19% ในการเกบ็ขอมูลจากการแยกเช้ือจากสัตวท่ีเปนแหลง
เก็บกักโรค (Bangtrakulnonth et al., 2004)  

ดังนั้นแนวทางท่ีนาสนใจในการปองกันโรค ซ่ึงมีแนวโนมจะพัฒนาข้ึนทดแทนสารเคมี
หรือยาปฏิชีวนะ คือการใช passive immunization จากแอนติบอดีในไขแดงของไก  (egg yolk 

antibody (EYA)) หรือ immunoglobulin Y (IgY) ซ่ึงมีโครงสรางและคุณสมบัติแตกตางกับ 
IgG จากสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Leslie and Clem, 1969)  EYA ไดถูกนํามาใชประโยชนหลาย 
ดาน เชน ในการชันสูตรโรคดวยวิธีการตาง ๆ (Gross and Speck, 1996) รวมท้ังในดานการ- 
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ปองกันโรคท้ังในคนและสัตว (Schade and Hlinak, 1996) โดยจัดเปนสารชีวภาพท่ีไมมี
ผลกระทบในดานการตกคางหรือเปนพิษตอผูบริโภคหรือสัตวท่ีไดรับ นอกจากนี ้ EYA สามารถ
ผลิตไดปริมาณมาก ไมรุกรานสัตวและไมทําใหสัตวทรมานจากความเครียด (Tini et al., 2002) 

วิธีการทําใหบริสุทธ์ิไมยุงยาก (Akita and Nakai, 1992) และราคาตนทุนตํ่า  ในปจจุบันมีงาน
ทดลองมากมายท่ีเกีย่วของกบัการนําแอนติบอดีในไขแดงมาใชในการปองกันโรค ซ่ึงมีรายงานการ
ใชแอนติบอดใีนไขแดงในการปองกันโรคทองเสียในลูกสุกรจากเช้ือ Escherichia coli (E.coli) 
และการปองกนัจากโรค Salmonellosis ในคน ลูกโคและในไกไข (Yokoyama et al., 1992; 
Yokoyama et al., 1998a,b; Marquardt et al., 1999; Jin et al., 1998; Imberechts  et al., 
1997; Owusu-Asiedu et al.,2003 a,b; Kassaify and Mine, 2004) และปองกันโรคแผลใน
กระเพาะอาหารจากเชื้อแบคทีเรียในคน (Hatta et al.,1997) และมีการประยกุตใชเปน anti-

venum ตอตานพิษงู (Maya et al.,2002) แตท้ังนี้ในประเทศไทยการทดลองในดานนี้ยังไม      
กวางขวางท้ังทางดานงานวจิัยและการผลิตเชิงอุตสาหกรรม 

เช้ือ Salmonella มีสวนประกอบผิวเซลลท่ีหลากหลายซ่ึงมีความสัมพันธตอความรุนแรง
ในการเกิดโรค การใชแอนตเิจนในการสรางภูมิคุมกันในไกจะตองพจิารณาการเปน immunogen 

จากสวนตาง ๆ ของแบคทีเรียซ่ึง Yokoyama et al. (1998a) ไดรายงานการใชองคประกอบตาง ๆ 
ของ S. enterica serovar Enteritidis กระตุนภูมิคุมกันไก พบวาหนใูนกลุมท่ีกิน EYA ท่ีจําเพาะ
ตอ outer membrane proteins (OMPs) มีอัตราการรอดตายมากที่สุด ดังนั้น OMPs ของเช้ือ 

Salmonella จึงมีศักยภาพในการสรางภูมิตานทานในไขแดงมาก ขณะท่ีการใช whole cell มี
วิธีการเตรียมท่ีงายและเปนท่ีนิยมในการใชเปนแอนตเิจน ในการวจิัยคร้ังนี้จึงมีวตัถุประสงคเพื่อ
ศึกษาการเตรียมแอนติบอดใีนไขแดงท่ีจําเพาะตอแอนติเจน 2 ชนิดคือ whole cell และ OMPs 

ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ตอระดับภูมิตานทานในไกและเปรียบเทียบระดับภมิู
ตานทานในซีร่ัมและในไขแดงของไก และศึกษาการเตรียมสารภูมิตานทานเช้ือ Salmonella ในไข
ไกท่ี   เหมาะสม 

 

1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 
     1. เพื่อศึกษาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในซีร่ัม
จากไกท่ีกระตุนดวยแอนติเจน 2 ชนิด ไดแก whole cell และ outer membrane proteins 
(OMPs)  
     2. เพื่อศึกษาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดง
จากไกท่ีกระตุนดวยแอนติเจน 2 ชนิด 
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     3. เพื่อทราบวิธีการเตรียมสารภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในไขไกท่ี         
เหมาะสม  
 

1.3 สมมติฐานของการวิจยั 

     1. ระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในซีร่ัมไกท่ีกระตุน
ดวยแอนติเจน 2  ชนิดจะแตกตางกัน 

     2. ระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดงท่ีกระตุน
ดวยแอนติเจน 2 ชนิดจะแตกตางกัน 

     3. วิธีการเตรียมสารภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในไขไกท่ีเหมาะสม 
เปนวิธีการท่ีสะดวกและทําใหเกิดการสรางภูมิตานทานที่เพียงพอตอการปองกันเช้ือ S. enterica 
serovar Enteritidis 

 

1.4 คําสําคัญที่ใชในงานวิจัย 
     immunoglobulin Y, egg yolk antibody, S. enterica serovar Enteritidis, chicken  
 
salmonellosis 
 

1.5 ขอบเขตการวิจัย 
     ในการวิจยัคร้ังนี้จะทําการศึกษาผลจากการกระตุนการสรางภูมิคุมกันในไกไขอาย ุ 34 สัปดาห
ดวย whole cell และ outer membrane proteins (OMPs) ของเช้ือ S. enterica serovar 

Enteritidis โดยศึกษาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานในซีร่ัมของไกและในไขแดงเปนระยะเวลา 8 
สัปดาห และศึกษาวิธีการเตรียมสารภูมิตานทานในไขแดงท่ีเหมาะสม เพื่อนําไปใชประโยชนใน  
การลดปริมาณเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ตอไป 
 

1.6 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
     1. ทราบระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในซีร่ัมไก
และไขแดงท่ีเกิดจากการกระตุนดวยแอนติเจน 2 ชนิดไดแก whole cell และ outer membrane 
proteins (OMPs) 
     2. ทราบชนิดและวิธีการเตรียมแอนติเจนท่ีเหมาะสม ในการใชกระตุนใหเกิดภูมิตานทาน         
ตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis 
     3. สามารถผลิตสารภูมิตานทานในไขแดงท่ีจําเพาะตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis   
เพื่อนําไปใชตอตานเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ได 
 



 
 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
เชื้อ Salmonella spp. 

2.1 ลักษณะของเชื้อ 
 เช้ือ Salmonella อยูในตระกูล Enterobacteriaceae เปนแบคทีเรียแกรมลบรูปทอน ไม
สรางสปอร มีขนาดกวาง 0.7-1.5 ไมโครเมตร ยาว 2.0-5.0 ไมโครเมตร เจริญไดดท้ัีงในสภาพท่ีมี
และไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) ไมสรางแคปซูล เคล่ือนท่ีดวยแฟลกเจลลาที่ยาวและมี
รอบเซลล  (Peritrichous flagella) ยกเวน S. enterica serovar Pullorum, S. enterica 

serovar Gallinarum และบางสายพันธุท่ีไมมีแฟลกเจลลา สรางไฮโดรเจนซัลไฟด (ยกเวน          
S. enterica serovar Paratyphi A, S. enterica serovar Choleraesuis) สรางกรดและกาซจาก    
การหมักยอยน้ําตาลกลูโคส อุณหภูมิท่ีเจริญไดคือ 37-42 องศาเซลเซียส เจริญไดดีท่ีสุดที่ 42           
องศาเซลเซียส สามารถทนตอความเยน็หรืออุณหภูมิต่ําไดดีแมในสภาวะแชแข็ง ซ่ึงเช้ือจะถูกยับยั้ง
การเจริญเติบโตไวเทานั้นและสามารถเพ่ิมจํานวนไดใหมเม่ือนํามาไวท่ีอุณหภูมิหอง  แตเช้ือไมทน
ความรอน พบวาถูกทําลายไดท่ี 55 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง หรือท่ี 60 องศาเซลเซียส นาน 15-
20 นาที หรือ 62 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที (Bangtrakulnonth et al, 2004) 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 รูปรางของเชื้อ Salmonella spp.  

(ท่ีมา: www.heise.de/tp/deutsch/inhalt/co/9698/1.html.) 
 

http://www.heise.de/tp/deutsch/inhalt/co/9698/1.html
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2.2 โครงสรางทางแอนติเจนของเชื้อ 
 การจําแนกเช้ือ Salmonella เปนซีโรไทปตาง ๆ นั้นอาศัยคุณสมบัตขิองแอนติเจนท้ัง O 

และ H แอนติเจน ซ่ึงแอนติเจน O จะคลายกับลักษณะของสมาชิกอ่ืนในตระกูล Entero- 

bacteriaceae แตแอนติเจน H จะแตกตางออกไป เพราะมี 2 phase คือ phase 1 และ phase 2 
 - แอนติเจน O เปนสาร lipopolysaccharides (LPS) อยูท่ีผิวแบคทีเรีย ประกอบดวยสวน
ท่ี      แตกตางกัน 3 สวน คือ สวนท่ี 1 เปนหนวยซํ้า ๆ กันของ oligosaccharide ทําหนาท่ีเปน
แอนติเจน O สวนนีจ้ะไปจับกับสวนท่ี 2 ท่ีประกอบไปดวยแกนพอลิแซคคาไรด (core 

polysaccharide) แลวจึงไปจับกับสวนท่ี 3 คือ lipid A ซ่ึงเปนสวนท่ีแสดงความเปนพษิ 
(toxicity) สาร lipopolysaccharides ทําหนาท่ีเปน endotoxin O antigen สามารถทนความ
รอนได 
 - แอนติเจน H เปนแอนติเจนของแฟลกเจลลาโปรตีน ซ่ึงเปนแอนติเจนท่ีไมทนความรอน 
มี 2 phase คือ phase 1 แอนติเจนเปน specific phase เปนลักษณะจําเพาะของแตละสปชีส สวน 
phase 2 แอนติเจนเปน non-specific phase จากการอาศัยคุณสมบัติของแอนติเจน H ทําให
สามารถแบง Salmonella ออกเปนซีโรไทปตาง ๆ ได นอกจากนีย้ังมีแอนติเจน Vi ซ่ึงแสดง    
ความรุนแรง (virulence) ของเช้ือ แอนติเจน Vi เปนสวนของแคปซูล ถูกทําลายไดดวยความรอน 
พบใน S. enterica serovar Typhimurium และซีโรไทปอ่ืน ๆ เล็กนอย (C.Wray and A.Wray, 
2000) 
 
      2.2.1 ประเภทของแอนตเิจนของเซลลแบคทีเรีย 
           Outer membrane proteins 
 Outer membrane proteins (OMPs) เปน lipid bilayer ซ่ึงอยูดานนอกของเย่ือหุม
เซลลของ peptidoglycan ของแบคทีเรียแกรมลบ สวนของ inner layer มีลักษณะเหมือนกบั 
cytoplasmic membrane ขณะท่ี outer layer มีความแตกตางเพียงเล็กนอย (Hancock, 1994) 

ความแตกตางหลักคือ องคประกอบโปรตีนของเยื่อหุมเซลลโดย outer membrane จะ
ประกอบดวยโปรตีนหลักจํานวนหนึ่ง (3-8 high copy number) และมี minor protein จํานวน
มาก   ความแตกตางของโปรตีนนี้ทําให OMPs มีหนาท่ีตาง ๆ กัน  โดยโปรตีนสวนท่ีติดกับ outer 

membrane ภายใน peptidoglycan คือ lipoprotein และ OmpA จะจับกนัดวยพนัธะ covalent 

และสวนอ่ืน ๆ ท่ีเปน porin ซ่ึงเปนตัวคัดเลือกยอมใหสารละลายผานเขาออกเซลล ไดแก OmpF, 

OmpC, LamB, PhoE และอ่ืน ๆ  ซ่ึง outer membrane กลุมนี้ คือ lipoprotein และ porin มี
คุณสมบัติเปนแอนติเจน แตยากตอการจับกับแอนติบอดี และไมเหนี่ยวนําการปองกันโรคของ
แอนติบอด ีมีการนํา LamB มาศึกษาทดแทน epitope ของ viral protein ซ่ึงแอนตเิจนนี้อาจใช 
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เปน epitope carrier และโปรตีนผสม (hybrid) สามารถใชเปนวัคซีนท่ีไมเปนพิษและไม
เกี่ยวของกับความรุนแรงของพิษ (Moat et al., 2002) 
 
           Lipopolysaccharide (LPS) 
           LPS เปนองคประกอบของ outer surface ของแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงติดกับ outer 

membrane เปนสายยาวอยูในรูป S (Smooth) strain และสวนท่ีไมแสดงออกในรูป R (Rough) 

strain  LPS ยังถูกเรียกวา somatic หรือ O antigen หรือ endotoxin เพราะมีคุณสมบัติเปนพษิ
ตอโฮสต เม่ือแบคทีเรียแพรเขาไปในโฮสตอาจทําใหตายได ลักษณะทางเคมีและการทํางานของ 
LPS เกิดจากองคประกอบ 3 สวน คือ lipid A ประกอบดวย glucosamines เช่ือมตอกับ fatty 

acid แทรกอยูภายใน outer membrane  ซ่ึง lipid A เปนสวนท่ีทําให LPS มีคุณสมบัติเปนพิษ 
(endotoxic shock) สวนท่ี 2 คือโมเลกุลน้ําตาลซ่ึงเปนสวนอนุรักษแสดงความเปนแอนติเจนและ
สรางพันธะ covalent กับ rough core ประกอบดวย pentose, hexose และ heptose  มีจํานวนท่ี
แปรปรวนตาง ๆ กัน พบใน S (smooth) และ Ra (rough a) strain แตถูกตัดใน R mutant     

สวนท่ี 3 จะแสดงใน S strain เทานั้นซ่ึงสรางจาก tri- และ pentasaccharide lateral chain สราง
พันธะ covalent กับสวนแกน (core) 

 LPS มีบทบาทในการยับยั้งการ phagocytosis ในบางกรณี LPS ทํางานรวมกับ capsule 

component เหมือนใน Actinobacillus pleuropneumoniae และการทํางานอ่ืน ๆ รวมดวย เชน 
endotoxin shock การสราง LPS หรือองคประกอบหนึ่งจะอนุรักษสวนท่ีมีบทบาทในการกอโรค
ไวจํานวนมาก ท้ังในสวนของ rough core (R antigen) และ O antigen ของ LPS เปน T-cell 

independent เปนแอนติเจนท่ีมีความสามารถมากและเปน immunogen ท่ีมีบทบาทตอการทํางาน
ของ B lymphocyte โดยเฉพาะในการผลิต IgM นอกจากนี้ O antigen เปนสวนหลักในเกดิ 
ความผันแปรมากท่ีสุดท้ังความผันแปรของ phenotype และ genotype ในสวนของ 
oligosaccharide (ในธรรมชาติสวนใหญปลายสายเปนคารโบไฮเดรต) ซ่ึงการรวมกันของน้ําตาล
ท่ีหลากหลายเปนพื้นฐานของ serogroups ในการใชจําแนกกลุมของแบคทีเรียแกรมลบ 
(Escherichia coli, Salmonella enterica, Pasteurella multocida, P. haemolytica, 
Actinobacillus pleuropneumoniae และอ่ืน ๆ ) ความผันแปรของแอนติเจนยังเกิดจาก       
ความแปรปรวนของ     การสับเปล่ียนท่ีในสวน rough core และมีความเปนไปไดท่ีแบคทีเรียหนึ่ง
ตัวผลิต LPS ไดมากกวา 1โมเลกุล (Moat et al., 2002) 
 

Flagella 
 Flagella สังเคราะหจากสวนของแบคทีเรียท่ีเคล่ือนท่ีไดซ่ึงเปน H antigen โพลิเมอรของ
โปรตีนท่ีจําเพาะน้ีเรียกวา flagellin ซ่ึงเปนแอนติเจนท่ีมีความเปน immunogen สูง แตการ 
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เหนีย่วนําแอนติบอดีไมสามารถปองกันหรือตอตานโรคได และแอนติเจน H มีระดับความ
แปรปรวนสูง 
 Pili หรือ fimbriae โดย fimbriae จาํนวนมากเปนปจจัยกอใหเกดิความรุนแรงของพิษ
ของแบคทีเรียท่ีเฉพาะเจาะจง ซ่ึง fimbriae โดยท่ัวไปเปนแอนติเจนที่มีความเปน immunogen ท่ี
แข็งแรงและสามารถเหน่ียวนําภูมิคุมกนัในการปองกันโรค (protective immunity) ได 
นอกจากนี้ pili บางชนิดเปนอวัยวะท่ีใชเคล่ือนท่ีอีกดวย (Moat et al., 2002) 
  

2.3 ระบบภูมิคุมกัน (Immune system) 
 ระบบภูมิคุมกนั (immunity) ในสัตวปกเกิดจากเซลลน้ําเหลือง (lymphocytes) โดย     
การสรางเซลลน้ําเหลืองในสัตวปกนัน้ แบงออกเปนสองระบบคือ 

 1. ระบบตอมน้ําเหลืองปฐมภูมิ (primary lymphoid system) ประกอบดวยตอมเบอรซา 
(bursa of fabricious) เปนอวัยวะท่ีมีตําแหนงเกาะติดบนผนังดานนอกของทวารรวม และตอม   
ไธมัส (thymus glands) มีหลายตอมเรียงรายอยูบริเวณใตผิวหนังบริเวณคอ 

 2. ระบบตอมน้ําเหลืองทุติยภูมิ (secoundary lymphoid system) ประกอบดวย ตบั มาม 
ตอมฮารเดอเรียน (Harderian’s glands) ท่ีบริเวณตาของสัตวปก ตอมทอลซิลบริเวณไสตนั 
(cecal tonsils) และตอมน้าํเหลือง (Peyer’s patches) ขนาดเล็กกระจายอยูท่ัวไปในผนังลําไส 
(เกรียงศักดิ์ พนูสุข, 2536)  

 สัตวทุกประเภทมีระบบภูมิคุมกัน เพื่อชวยในการปองกนัส่ิงแปลกปลอมประเภทตาง ๆ ท่ี
เขาสูรางกาย โดยท่ัวไประบบภูมิคุมกันสัตวปกจะไมแตกตางจากระบบภูมิคุมกันท่ีพบในสัตวเล้ียง
ลูกดวยนม ซ่ึงสามารถแบงออกเปน 2 ประเภทคือ 1) innate immune system หรือ non-specific 

immune system เปนดานแรกท่ีจะมีการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย ตวัอยาง
ระบบนี้จะรวมท้ัง genetic resistance, body temperature, body’s physical barrier (ปองกัน
การรุกรานของเช้ือโรค เชน ผิวหนัง mucous membrane ซ่ึงอยูในระบบทางเดนิหายใจ ระบบ
ทางเดินอาหาร และ respiratory cilia) complement system (โปรตีนหรือเอนไซมท่ีไหลเวียน
อยูในเลือด เพือ่กําจัดเช้ือโรค) นอกจากนีย้ังรวมถึงเซลลท่ีทําหนาท่ีในการเก็บกินเซลลแปลกปลอม 
เชน virus, fungi และเซลลท่ีตายแลวท่ีเรียกวา macrophage การรักษาสภาวะสมดุลระหวาง
แบคทีเรียท่ีเปนประโยชนและแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดโรคจัดเปน innate immune system 
เชนเดยีวกัน และ 2) acquired immune system หรือ specific immune system จะมีการ
ตอบสนองท่ีมีความจําเพาะสูงตอแอนติเจน ซ่ึงแอนติบอดีเปนสวนหนึ่งของระบบภูมิคุมกันแบบ 
acquired immune system (Butcher and Miles, 2003) 
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     2.3.1 ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Innate immune system) 

 ผิวหนังและเยือ่เมือก (mucus membrane) จะทําหนาท่ีในการปองกันการบุกรุกของ        
จุลินทรียตาง ๆ (microorganism) นอกจากนีย้ังมี cilia, mucus และการตอบสนองโดยการไอ 
เพื่อเปนการขับไลส่ิงแปลกปลอมออกจากระบบหายใจ ในสวนระบบทางเดินอาหารมี pH ท่ีต่ําใน
กระเพาะอาหารและมีแบคทีเรียท่ีเปน normal flora ในลําไส ซ่ึงมีความสําคัญมาก โดยแบคทีเรีย
ดังกลาวจะทําหนาท่ีในการผลิตสารอาหารบางประเภทที่เปนประโยชนแกรางกาย และชวยยบัยั้ง
การบุกรุกของแบคทีเรียพวกท่ีเปนพาหะกอโรค (pathogenic microorganisms) 

 ในไกมีสวนประกอบที่สําคัญของ innate immune system คือระบบ monocytes-

macrophages โดยจะจัดการทันทีกับจลิุนทรียท่ีเขาสูรางกาย ดังนัน้จึงสามารถชวยในการยับยัง้   
การเจริญเติบโตของพวก pathogen (Qureshi et al., 2000) โดย macrophage ทําหนาท่ีเปน 
microbicidal, phagocytic และ tumoricidal และยังมีบทบาทในการควบคุมเซลล cytokines 

และ metabolites อ่ืน ๆ โดย monocyte เปน phagocytic cell หลักในเซลลเม็ดเลือดขาวของไก 
ในขณะท่ี tissue macrophage จะพบไดเกือบทุกอวัยวะของรางกาย การทํางานของ phagocytic 

macrophage จะเกดิคร้ังแรกภายใน 2 สัปดาหของการพฒันาเปนเอ็มบริโอของไก (Jeurissen and 

Janse, 1989 อางโดย Carlender, 2002) กลไกของภูมิคุมกันไมจําเพาะจะเกิดการตอบสนองอยาง
รวดเร็วเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมเขาสูรางกายแตไมสามารถตอบสนองไดเพิม่มากข้ึนในการตอบสนอง
ซํ้าตอส่ิงแปลกปลอมตัวเดิมท่ีเขามา 
 
     2.3.2 ระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (Acquired immune system) 

Acquired immune system ข้ึนอยูกบัการจดจําสารแปลกปลอมได โดยจะตอบสนอง
และจดจําขอมูลของส่ิงแปลกปลอมเหลานัน้ เพื่อท่ีจะตอบสนองซํ้าตอส่ิงแปลกปลอมตัวเดิมท่ีเขาสู
รางกายอีก ระบบการทํางานของ acquired immune system จะทํางานรวมกนัระหวาง 2 กลไก 
คือ humoral immune system และ cellular immune system 

 
           ภูมิคุมกันดานสารน้ํา (Humoral immunity)  

การตอบสนองของระบบน้ีเกิดข้ึนไดโดยการท่ีแอนติเจนจะไปกระตุน B-lymphocyte ท่ี
จําเพาะตอแอนติเจนนั้น ๆ ทําให B-lymphocyte เพิ่มมากข้ึนและเปล่ียนแปลงไปเปน plasma 

cell ท่ีสรางแอนติบอดีออกมา B-lymphocyte จะมีลักษณะเฉพาะท่ีปรากฏอยูบนผิวของ 
immunoglobulin ซ่ึงจะมีความจําเพาะกับ epitope บนแอนติเจนและ T-lymphocyte ซ่ึง
สามารถจดจําแอนติเจนเดิมท่ีเขามาได (Butcher and Miles, 2003) 
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ภูมิคุมกันดานเซลล (Cellular immunity) 

การตอบสนองของระบบภมิูคุมกันดานเซลลนั้น เกี่ยวของกับปฏิกิริยาระหวาง T-cell 

receptor และแอนติเจน โดยจะมีการปลอย lymphokine ซ่ึงจะกระตุนให macrophage มายัง
บริเวณนั้นโดยมีคุณสมบัติในการจับกนิเซลลท่ีแปลกปลอมหรือแอนติเจน โดย MHC class I cell 
จะนําไปสูการยอยสลายเซลลท่ีแปลกปลอม 

 
Humoral Immunity ตอ Salmonella ในซีร่ัม 

 สัตวเม่ือติดเช้ือ Salmonella จะมีการตอบสนองของ humoral immunity อยางรวดเร็ว
ซ่ึงข้ึนอยูกับปจจัยหลาย ๆ อยาง ไดแก ปริมาณของเช้ือ วิธีทางที่ไดรับเช้ือและอายุของสัตวมี            
การรายงานวาสัตวท่ีอายุนอยจะมกีารตอบสนองเม่ือติดเช้ือนอยกวาสัตวอายุมาก 
 ในสัตวปกมีการตอบสนองหลังติดเช้ือ 1 สัปดาห สามารถตรวจพบแอนติบอดีในซีร่ัมและ
คงสรางภูมิคุมกันนานถึง 10 สัปดาห หรือมากกวานั้น  โดยปรากฏ immunoglobulin M (IgM) 

ตอตาน Salmonella เปนอันดับแรก ตามดวย IgG และ IgA จากนั้น IgM และ IgA คอย ๆ ลดลง 
ขณะท่ี IgG ยงัคงระดับภูมิตานทานอยูชวงระยะหน่ึง ผลของการกระตุนซํ้าจะมีการตอบสนองของ
แอนติบอดีเพิม่ข้ึนและ immunoglobulin ในซีร่ัมสามารถผานไปยังไขแดงไดโดยตรงซ่ึงสามารถ
ยับยั้งการเจรญิของเช้ือโรคในไขไดและปองกันการติดเช้ือในลูกไกท่ีเพิ่งฟก 

 การแพรเช้ือของ Salmonella ข้ึนอยูกับหลายปจจัย ไดแก ความสามารถในการจําไดของ
โฮสตตอส่ิงแปลกปลอมจากการติดเช้ือหรือไดรับโดยการใหวัคซีน ความเขมขนของการผลิต
แอนติบอดีท่ีจาํเพาะข้ึนอยูกบัความสามารถในการสรางภูมิคุมกันท่ีถายทอดไปยังรุนลูก (immuno- 

dominant) นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนท่ีมีผลตอความลาชาในการตอบสนองภูมิคุมกนัคร้ังแรก เชน 

ในซีร่ัมของไกท่ีไดรับเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis มีไตเตอรของ anti-flagella สูงมาก
ท่ีสุดในชวงแรกของการไดรับเช้ือ ขณะท่ีไตเตอรตอ lipopolysaccharide (LPS) และ flagella 

เกิดข้ึนนอยในลูกไกแตมีมากในแมไก แตในการตอบสนองตอ fimbrial แอนติเจน SEF 14 ใน
ลูกไกมีความรุนแรงแตไมรุนแรงในไกท่ีโตเต็มท่ี  และมีการคนพบวาการตอบสนองของแอนติบอดี
ตอตาน outer membrane proteins (OMPs) และองคประกอบของผนังเซลลมีความรุนแรง 
(Hassan et al., 1991 อางโดย C. Way and A. Way, 2002) 
 การตอบสนองของภูมิตานทานตอ OMPs หลังจากการใหวัคซีนมีผลตอการปองกัน       
การแพรเช้ือ Salmonella (Cherles et al., 1994) และภูมิตานทานตอ whole cell ของแบคทีเรีย
มีผลตอการยับยั้งการ shedding ของเช้ือในลําไสเล็ก (Barbour et al., 1993; Gast et al., 1993

อางโดย C. Way and A. Way, 2002) 
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2.4 Passive immunity ในสัตวปก 
สัตวปก เชน ไก ไกงวง และเปดสรางแอนตบิอดีในเลือดและในไขเพื่อปองกันส่ิง

แปลกปลอมท่ีเขาสูรางกายซ่ึงเปนสาเหตุของการกอโรคตางๆ immunoglobulin (Ig) ในเลือดของ
สัตวจะถูกถายทอดไปยังไขแดง ซ่ึงเปนการสรางภูมิคุมกันใหแกลูกสัตวปกท่ียังไมสามารถสราง
ภูมิคุมกันไดเม่ือแรกเกดิ ในไขขาวมี IgA และ IgM ท่ีความเขมขนตํ่าประมาณ 0.7 และ 0.15 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ขณะท่ีในไขแดงมี IgY ท่ีความเขมขนสูงกวา คือ 25 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร (Rose et al., 1974 อางโดย Sim, 2000) สอดคลองกับการรายงานของ Schade et al. 

(2001) ดังตารางท่ี 2.1 แอนติบอดีในไขแดงถูกเรียกวา IgY (Leslie and Clem, 1969) เนื่องจาก
มีโครงสรางและคุณสมบัตทิางภูมิคุมกันแตกตางจาก IgG ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม คือ IgY มี
ขนาดใหญกวา มีความเปนกรดเล็กนอย มวลโมเลกุลมีความยืดหยุนต่ํากวา IgG ของสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม นอกจากนี้ IgY ไมเกาะติดกับ complement ของสัตวเล้ียงลูกดวยนมและไมจับกับโปรตีน 
A, G และ Fc receptor ของสัตวเล้ียงลูกดวยนมอีกดวย (Larsson et al., 1993; Tini et al., 
2002) 
  

ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมแอนติบอดีจากแมจะเคล่ือนยายไปยังลูกโดยผานทางรก และทาง  
การหล่ังน้ํานม ขณะท่ีในสัตวปกจะปรากฏในไขเพื่อปกปองลูกไกท่ีเพิง่ฟก แอนติบอดีท่ีจําเพาะ
เจาะจงโดยเฉพาะ IgG จะถายทอดจากซีร่ัมไปยังไขแดงและเขาสูการไหลเวยีนเลือดของลูกไกผาน 
endoderm ของ yolk sac แอนติบอดจีะสะสมอยูใน egg follicle ท่ีเจริญเต็มท่ี (Patterson et al., 

1962 อางโดย Sim et al., 2000) และถูกรวมกับไขขาวในขณะท่ีมีการหล่ังของ albumin ใน 
oviduct เม่ือเปรียบเทียบกบั plasma protein อ่ืน ๆ IgG ถูกเลือกใหหล่ังใน egg follicle และ  
การหล่ังของ IgG จากระบบไหลเวยีนเลือดของแมไกไปยัง ovarian follicle เพิ่มมากข้ึน ซ่ึงเปน
กลไกท่ีเฉพาะเจาะจงในการพัฒนาการเคล่ือนยายแอนติบอดีไปท่ี ovarian follicle นี้ คือ receptor 

dependent และ ovarian IgG ท้ังหมดท่ีอยูในเลือดของแมไก (Locken and Roth, 1983 อาง
โดย Sim et al., 2000) สวน IgM และ IgA ปรากฏในชวงการหล่ังของ oviduct ซ่ึงเปน 
acquired โดยไขท่ีผานลงมายัง oviduct เปนชวงกระบวนการสรางไขขาวและเปนเวลาที่ไขแดง
อยูในรูปท่ีเจริญเต็มท่ีเคล่ือนออกจาก ovary และถูกลอมรอบดวย vitelline membrane ตอมา  
ภายหลัง immunoglobulin จะเคล่ือนยายไปยังลําไสของ embryo ผาน swallowed amniotic 

fluid หรือในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะถายทอดภูมิคุมกนัในรูปแบบ milk immunoglobulin ไปยัง
สัตวแรกเกิด ดังนั้นแอนติบอดีในไขจึงเปน passive immunity ซ่ึงก็คือกลไกในการปกปองลูกท่ี
เพิ่งฟกจากแมไกท่ีสรางข้ึนเพื่อปองกันลูกไกจากโรคตาง ๆ 
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ตารางท่ี 2.1 ความเขมขนของ immunoglobulin ในสัตวปก (Schade et al., 2001) 
 IgY (IgG) mg/ml IgM mg/ml IgA mg/ml 

Serum 

Yolk 

Clear part of egg 

∼ 6 

∼ 25 

∼ 0.03 

∼ 1.3 

∼ 0.02 

∼ 0.15 

∼ 0.6 

∼ 0.03 

∼ 0.15 

 

2.5 ลักษณะของ IgY (Characteristics of IgY) 

2.5.1 โครงสราง 
 ในป ค.ศ. 1969 Lislie and Clem ไดแสดงขอมูลความแตกตางของโครงสรางของ 
immunoglobulin G (IgG) ระหวางสัตวเล้ียงลูกดวยนมและสัตวปก และเรียก IgG ในซีร่ัมของ
สัตวปกซ่ึงมีการสะสมใน egg yolk วา immunoglobulin Y (IgY)  ในกลุมของสัตวปก  ไก
ไดรับความสนใจและศึกษาในการใชเปนแหลงแอนตบิอดีอยางมาก 

 โดยท่ัวไปโครงสรางโมเลกุลของ IgY เหมือนกับ IgG คือมี 2 heavy (Hν) chain และใน
แตละ chain มีมวลโมเลกุล 67-70 kDa  และมี 2 light (L) chain ซ่ึงในแตละ chain มีมวล
โมเลกุล 25 kDa (รูปท่ี 2.2) ความแตกตางของโครงสรางหลัก ๆ คือ จํานวนของ constant region 

(C)  ใน H chain:IgG มี C จํานวน 3 region (Cγ1-Cγ3) ขณะท่ี IgY มี C จํานวน 4 region 

(Cυ1-Cυ4) ในการรวมกนัของ 1 C region กับ 2 สายของคารโบไฮเดรทซ่ึงมีผลตอมวลโมเลกุล
ของ IgY มากกวา IgG คือ 180 และ 150 kDa ตามลําดับ IgY มีความยืดหยุนนอยกวา IgG เพราะ
ไมมีสวนของ hinge ระหวาง Cγ1 และ Cγ2 ซ่ึงไมเหมือนกับรูปรางของ IgG ใน IgY มี region 

เล็กนอย (ใกล ๆ กับบริเวณของ Cυ1- Cυ2 และ Cυ2- Cυ3 ) ซ่ึงมี proline และ glycine เปนสวน
ท่ีจํากัดความยดืหยุน (Narat, 2003) 
 

 
 
 
รูปท่ี 2.2 โครงสรางของ IgG และ IgY (Schade et al., 2001) 
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     2.5.2 ความเสถียรของ IgY (Stability ) 

ความทนทานตอ enzyme, pH และอุณหภูมิ 

 IgY จะยังคงเสถียรท่ี pH 4-9 และอุณหภมิูท่ีมากกวา 65°C ในสภาวะท่ีเปนของเหลว ซ่ึง
เม่ือเปรียบเทียบกับ IgG จะมีความเสถียรท่ี pH 3-10 และท่ีอุณหภมิูสูงกวา 70°C อยางไรก็ตาม          
ความทนทานของ IgY ตอชวง pH ท่ีต่ําจะเพิม่ข้ึนถาอยูในสภาวะเปนเกลือสูง หรือ stability 

reagent เชน sorbitol (Shin et al., 2002)   และ Zhang et al.(2003) ไดรายงานการทํางานของ 
IgY ท่ี specific ตอ E.coli จะเสถียรเม่ือ incubate ดวย trypsin หรือ chymotrypsin แตไวตอ
เอ็นไซม pepsin ซ่ึงมีคา pH ต่ํากวา 4.5 ท้ังนี้ข้ึนอยูกับปริมาณ dose ดวย แตผลของ specific IgY 

ในการควบคุมโรคทองเสียในลูกววัแรกเกดิไดพิสูจนวาสามารถปองกันโรคได (Yokoyama et al., 
1998b)  
 
     2.5.3 คุณสมบัติทางภูมิคุมกัน 

IgY ไมจับกับโปรตีนของสัตวเล้ียงลูกดวยนมเนื่องจาก IgY มีความแตกตางจาก IgG ของ
สัตวเล้ียงลูกดวยนมทางดานโครงสรางและคุณสมบัติทางดาน immunology  คือ IgY มีขนาด
ใหญ ทนตอความเปนกรดไดนอยและมีน้าํหนักมวลโมเลกุลมากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับ IgG ของ
สัตวเล้ียงลูกดวยนมแต IgY ไมทําปฏิกิริยาขามกับ mammalian complement รวมท้ังไมจับกบั 
protein A, G และ Fc receptor ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Larsson et al., 1993; Tini et al., 

2002.,Carlender et al., 2002) จึงทําใหการชันสูตรโรคมีความแมนยํามากข้ึน 

 

2.6 การแยก IgY จากไขแดง (Isolation of IgY from yolk) 
Immunoglobulin Y ในไขแดงเปนองคประกอบหลักของ γ-livetin มีมวลโมเลกุลใหญ

กวา α,β-livitin ในไขแดง ดังนั้นการแยก IgY จึงเกีย่วกับการแยกโปรตีนตาง ๆ ออกจากสวน 
water soluble fraction (WSF) ของไขแดง 

ไขแดงมีสวนประกอบตาง ๆ ดังตารางท่ี 2.2 สามารถแยกไดโดยการปนเหวี่ยงแยกเปนช้ิน
เล็ก ๆ ท่ีเรียกวา ‘granules’ และสวนน้ําใส ‘plasma’ ซ่ึงสวนของ granules ประกอบดวย α-
lipovitellin และ β- lipovitellin อยู 70% , phosvitin 16% และ low-density lipoprotein 

(LDL) 12% และสวนของ plasma มีประมาณ 78% ของไขแดงท้ังหมดประกอบดวย lipid-free 

globulin protein, livetin (α-,β- และ γ-) ซ่ึงมีประมาณ 10.6% ของ yolk solid และ LDL 

ท้ังหมด (MaCully et al., 1962 อางโดย Sim et al., 2000) IgY ก็คือ γ-livetin ซ่ึงอยูใน egg 

yolk รวมกับ water-soluble protein 2 สวนคือ α- , β- livetin และ lipoprotein ดังนั้นการแยก 
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IgY หรือ γ-livetin ตองการสวนสกัดของ water-soluble fraction (WSF) จาก yolk 

lipoprotein ตามดวย การสกัดใหบริสุทธ์ิ (Ploson et al., 1980 อางโดย Sim et al., 2000)  

 
ตารางท่ี 2.2 สวนประกอบของไขแดง (Schade et al. 2001) 
Protein 
 
Fats and lipids 
 
Carbohydrates 
 
Inorganic matter 

16.6% 
 
32.6% 
 
1.0% 
 
1.1% 

 
ความเขมขนของแอนติบอดี IgY ในไขแดงมีกระบวนการการแยกแอนติบอดีประกอบดวย

การแยกไขแดงจากไขขาวตามดวยวิธีการทําใหบริสุทธ์ิ (purification) ของแอนติบอดีในไขแดง
จาก lipid และองคประกอบอ่ืน ๆ  ซ่ึงวิธีการแยกมีหลากหลายและมีการพัฒนาอยางมาก ไดแก 
polyethylene glycol (PEG)  precipitation, DEAE fractionation, chloroform extraction, 
water dilution, precipitation ดวย dextran sulphate หรือ dextran blue หรือ xanthan gums , 
การแยกใน  two-phase system (phosphase และ Tritone x-100) freeze-thaw cycle ควบคู
กับ gel filtration บน Biogel P150, และอื่น ๆ อีกมากมาย (Zhang, 2003)  ซ่ึงกระบวนการแยก
แอนติบอดีโดยท่ัว ๆ ไปมีประสิทธิภาพและเหมาะสมในแงทางเศรษฐกิจดวย แตอยางไรก็ตาม      
วิธีการในการผลิต IgY antibody แตละวิธีนั้น มีความแตกตางทางดานปริมาณ, purification, 

stability และ activity ของแอนติบอดดีังตารางท่ี 2.3 

วิธีการแยกและทํา IgY จากไขแดงใหบริสุทธ์ิในปริมาณมากมีหลากหลาย โดยพื้นฐาน 
lipoprotein รวมตัวกันไดดวย ionic แรงตํ่า ๆ นักวิจัยมากมายใชวิธีการเจือจางไขแดงดวยน้ํา ตาม
ดวยการปนเหวี่ยงหรือกรองแยกสวนของ WSF ซ่ึงมีปจจัยท่ีสําคัญ 2 ปจจัยคือ คา pH และระดับ
ของการเจือจางไขแดง(Akita and Nakai, 1992)  คา pH มีความสําคัญมากตอการใหไดมาของ 
IgY ไดมากท่ีสุด หลังจากแยก WSF จากแกรนูลไขแดงซ่ึงมีสวน livetin อยู ข้ันตอไปคือการแยก 
IgY จาก water-soluble protein อ่ืน ๆ คือ α,β-livetin และ low density lipoprotein (LDL) 

ซ่ึงมีวิธีการหลากหลายในการทํา IgY ใหบริสุทธ์ิ รวมถึง ultracentifugation,organic solvents, 

การตกตะกอนโปรตีนโดย polyethyleneglycol, การตกตะกอนโดยใช sodium dextran 

sulphate หรือ natural gum และ ion exchang chromatography (Schade et al., 2001) 
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ตารางท่ี 2.3 การเปรียบเทียบวิธีการแยก IgY ตอประสิทธิภาพ IgY ท้ังทางดานปริมาณและความ
บริสุทธ์ิ (Schade et al. 2001) 

การทดสอบ
สวน 

supernatant 
fluid 

ปริมาณ IgY 
(%) 

ความบริสุทธ์ิ 
(%) 

การทดสอบ
ผลผลิต
สุดทาย 

ปริมาณ IgY 

mg/ml ไข
แดง 

ความบริสุทธ์ิ 
(%) 

Yolk  
 
WD-SN 
 
PEG-SN 
 
DS-SN 
 
Xan-SN 

100 
 

91 
 

47 
 

71 
 

72 

31 
 

25 
 
x 
 

32 
 
x 

 
 
WD-UF 
 
PEG-Alc 
 
DS-As2 
 
Xan-As2 

 
 

9.8 
 

4.9 
 

7.5 
 

7.3 

 
 

94 
 

89 
 

87 
 

89 
Protein determination by the Biuret method; quantification of IgY by RID (radial 
 
 immune diffusion, Mancini-technique); check of purity with SDS-PAGE 
 
-Water dilution method (WD), supernatant (SN), Ultra-filtration (UF),  Dextransulphate  
precipitation (DS), Xanthan method (Xan), polyethylene glycol (PEG)  precipitation 
 

2.7 การผลิต IgY จากไขแดง (Production of IgY) 
IgY มีการทํางานเหมือนกบั IgG ประโยชนจากการใชไกเปนโฮสต ในการกระตุน

ภูมิคุมกันเปนท่ีนาสนใจมากซ่ึงไขมีศักยภาพในการเปนแหลงของแอนติบอดีดังนี ้
2.7.1 การเก็บรวบรวมแอนติบอดีไมรุกรานสัตวทดลอง 

 การผลิต antiserum จากสัตวเล้ียงลูกดวยนมในแตละคร้ังจะตองเก็บเลือดจากสัตวท่ี
กระตุนภูมิคุมกัน ดังนั้นการเก็บไขจากแมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันเพื่อนํามาผลิตแอนติบอดจีาก       
ไขแดง IgY จึงไมเปนการรุกรานหรือทําใหสัตวเกิดความเครียดจากการจัดการของคน นอกจากนี้   
การเก็บไขเปนวิธีท่ีงายและสามารถผลิตไดมาก และเปนวิธีการผลิตทางชีวภาพที่สอดคลองตอ    
การลดการทรมานสัตวในหลักการของสวัสดิภาพสัตว (animal welfare) 

2.7.2 ปริมาณการผลิต 
โดยท่ัวไปไกจะวางไขประมาณ 280 ฟองในหนึ่งปและในไขแดงมี IgY แอนติบอดี 100-

400 มิลลิกรัมตอไขไก 1 ใบ มีผลทําใหได IgY 28-42 กรัมตอปจากไกแตละตัว (Carlender, 2002) 

และมี antigen-specific IgY antibody อยูในระหวาง 2% และ 10% ของการผลิต IgY ท้ังหมด 
(Schade et al., 2001) ซ่ึงเปนการผลิตท่ีสูงเม่ือเปรียบเทียบกับการผลิตแอนติบอดีของสัตวเล้ียง
ลูกดวยนม เชน กระตาย หนูและแพะ  Narat (2003) ไดรายงานการเปรียบเทียบความสามารถใน 
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การผลิตแอนติบอดีระหวางกระตายและแมไก แสดงใหเห็นวาในแมไกสามารถผลิตแอนติบอดใีน
ปริมาณท่ีมากกวาสัตวเล้ียงลูกดวยนมซ่ึงวิธีแยกแอนติบอดีนั้นงาย สะดวกและไมเปนการรุกราน
สัตวทดลองดงัตารางท่ี 2.4  

นอกจากนี้ยังมีการรายงานเกีย่วกับประสิทธิการผลิต IgY ซ่ึงพบวาในไกพนัธุท่ีใหผลผลิต
สูงคือ single comb white leghorn (SCWL) และพันธุท่ีใหผลผลิตตํ่า Rhode Island Red 

(RIR) พบวาไมมีความแตกตางกันในสวนของโปรตีนและผลรวมปริมาณ IgY เม่ือเปรียบเทียบ
เปนสัดสวนตอน้ําหนกัไข แตท้ังนี้น้ําหนัก egg yolk และเปอรเซ็นต hen-day production ของ 
SCWL มากกวา RIR จึงเปนสวนสําคัญในการพิจารณาประสิทธิภาพการผลิต IgY ดังนั้น ไกพันธุ
ท่ีใหผลผลิตสูง (SCWL) จงึมีประสิทธิภาพให IgY ไดมากกวา (Li et al., 1998) 

 

ตารางท่ี 2.4 การเปรียบเทียบปริมาณแอนติบอดีของกระตายและไก (Narat, 2003) 
 กระตาย ไก 
จํานวนสัตว 
วิธีการเก็บตัวอยาง 
ปริมาณตัวอยางใน 2 สัปดาห 
จํานวนแอนตบิอดีท้ังหมด 
จํานวน specific antibody 
ผลรวมท้ังหมด-กระตาย/ไก*** 

Specific-กระตาย/ไก**** 
เปอรเซ็นตของ Ig อ่ืน ๆ  

1 
เก็บตัวอยางเลือด (20 ml/wk) 
เลือด 40 ml 
200 mg 
5% (10 mg) 
5-6 
2-11 
IgM, IgA, IgE 

1 
เก็บไขทุก ๆ วนั 
ไข 14 ฟอง = 210 ml ของ egg yolk* 

1120 mg** 

2-10% (22.4-112 mg) 
1 
1 
None 

* คาเฉล่ียของปริมาณ egg yolk เทากับ 15 ml; ** คาเฉล่ียของจํานวน IgY เทากับ 80 mg ตอไข 1 ฟอง;              
*** จํานวนกระตายที่ผลิตแอนติบอดีทั้งหมดไดเทากับไก 1 ตัวในชวง 2 สัปดาห;**** จํานวนกระตายที่ผลิต
แอนติบอดีที่เฉพาะเจาะจงไดเทากับไก 1 ตัวในชวง 2 สัปดาห 
 
2.8 บทบาทของ IgY ตอการเปน antimicrobial antibody 

การพิจารณาความรุนแรงของแบคทีเรียหรือความสามารถในการแพรเช้ือและกอโรค มี
ปจจัยท่ีหลากหลาย ซ่ึงแบคทีเรียกอโรคอาจมีหนึ่งลักษณะหรือหลายลักษณะท่ีเปนปจจัยสาเหตุของ
โรค 

 แบคทีเรียจํานวนมากมีแคปซูลซ่ึงใชเกาะยึดกับเซลล mucosa เปนข้ันตอนแรกใน
กระบวนการกอโรคตามดวยการพัฒนาของ microcolonies แลวทําใหเกิดโรค ปฏิกิริยาระหวาง
แบคทีเรียกับผิวของเซลลโฮสตเปนข้ันตอนการเกาะยึด แบคทีเรียมีโมเลกุลผิวเซลลท่ีจําเพาะและทํา 
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ปฏิกิริยากับผิวเซลลโฮสตโดยตรง ซ่ึงปจจยัในการเกาะยดึคือ โครงสรางของผิวเซลลรวมถึง pili, 

lipopolysaccharide (LPS), side chain (O antigen) และ M protein 

 องคประกอบของเซลลแบคทีเรียท่ีใชในการเกาะยึดเซลลโฮสต คือ pili (หรือสวนท่ีเปน 
fimbriae)  โดยเฉพาะการสรางโคโลนีของแอนติเจน ปจจัยท่ีสําคัญ คือ colonization factor 

antigen (CFA) คือสวนของขนท่ียื่นออกมานอกผิวเซลลแบคทีเรียหรือสวนท่ีเปนส่ือในการเกาะ
ยึดของแบคทีเรียตอผิวเซลลโฮสต (Bene and Schmid, 1997) ยกตัวอยาง E.coli ซ่ึงเปนสาเหตุ
ของการเกิดโรคทองรวง มี pili type I ซ่ึงเกาะกับ receptor ของ epithelial cell ซ่ึงตัว pili และ
โมเลกุลจําเพาะมีกลไกในการเกาะยึดท่ีมีความแตกตางกนัข้ึนอยูกับรูปแบบของแอนติเจนของ 
E.coli ท่ีเหนีย่วนําใหเกดิโรคทองรวง 
 LPS เกี่ยวของกับการมีบทบาทในการเกาะยึด ปจจยัในการเกาะยดึทําปฏิกิริยากบัเซลล
และเนื้อเยื่อข้ึนอยูกับความจําเพาะของ receptor  ซ่ึงแบคทีเรียท่ีเขาสูระบบไหลเวียนเลือดไปสู
เนื้อเยื่อและบริเวณของอวัยวะท่ีแตกตางกนัเปนผลทําใหเกิด affinities ของปจจัยในการเกาะยดึ
ของแบคทีเรียแตกตางกัน (Bene and Schmid, 1997) 

 พาหะนําโรคสวนมากเขาบุกรุก epithelial ของโฮสตเปนกระบวนการทําใหติดเช้ืออยาง
รุนแรง การรุกรานของแบคทีเรียมีกระบวนการซับซอน แบคทีเรียบางสวน (เชน Salmonella 

species) บุกรุกเนื้อเยื่อผานทาง junction ระหวาง epithelial cell  เม่ือแบคทีเรียเขาสูภายในเซลล
ของโฮสต แบคทีเรียจะเขาลอมรอบถุงเยื่อหุมเซลลและทําใหเยื่อหุมเซลลสลาย จากนั้นแบคทีเรียจึง
สามารถกระจายเขาสูภายใน cytoplasm ได (Brook et al., 1998) นอกจากนีแ้บคทีเรียจะผลิต
และหล่ังเอนไซมจํานวนมากซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการทําใหเกิดโรค กลไกตาง ๆ นี้ข้ึนอยูกับ 
ปริมาณและขอบเขตการแพรของเอนไซมซ่ึงจะทําให collagen, fibrin และ cellular material 

ของโฮสตเส่ือมลง แตจะลดความรุนแรงและไมเกดิปฏิกริิยาเม่ือใชยาปฏิชีวนะ 

 สารพิษของแบคทีเรียสามารถแบงเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ exotoxin เปนโปรตีนท่ีผลิต
และหล่ังมาจากเซลลเปนตัวทําใหเกิดพษิและ endotoxin เปนสวนผนังเซลลของแบคทีเรีย ซ่ึง 
endotoxin คือ lipopolysaccharide (LPS) ไดจากผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบ โดยท่ัว ๆ ไปจะ
ใช exotoxin ในการจัด genus หรือแยก strain ท่ีเปนตัวกอโรคซ่ึงสารพิษเหลานี้ถูกแยกเปน 
enterotoxin, neurotoxin และ cytotoxin รวมท้ัง heat-labile toxin (LT-I,LT-II), heat-

stable toxin (ST) และ cholera toxin มีผลกระทบตอทางเดินอาหาร  
 แบคทีเรียแกรมลบท้ังหมดมี endotoxin อยูในสวนของ outer membrane ซ่ึงมีความ 
แตกตางกันในแบคทีเรียแตละชนิด สงผลใหศักยภาพและความสามารถในการกอใหเกิดลักษณะ
อาการของโรคแตกตางกนั โดยเช้ือ E. coli เปนสาเหตุของโรคทองรวงท่ัวโลก ซ่ึงถูกแยกประเภท 
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โดยลักษณะของคุณสมบัติความรุนแรงในการกอโรคและแตละกลุมมีกลไกการทํางานแตกตางกัน
แบงได 5 กลุม enteropathogenic E. coli (EPEC), enterohemorrhagic E. coli (EPEC), 

enteroinvasive E. coli (EIEC), enteroagressive E. coli (EAEC) และ enterotoxigenic    

E. coli (ETEC) ซ่ึงพบมากในการเปนสาเหตุของ traveler’s diarrhea ในประเทศท่ีพัฒนาแลว 
ETEC เปนสาเหตุท่ีสําคัญมากในการเกิดโรคทองรวง strain ETEC มี 2 ข้ันตอนหลัก ๆ ใน        
การกอโรค คือ การสรางโคโลนีในลําไสหรือส่ือในการเกาะยึด CFA และเกดิ hypersecretion 
ของนํ้าและอิเล็กโตรไลทในรางกาย ทําใหเกิด ST หรือ LT enterotoxin หรือท้ังสองอยาง โดย 
ETEC จะจับกับผนังเซลลโดยมี fimbriae เปนส่ือพาหะกอโรค  

สวนท่ีกอโรคของเช้ือ Salmonella คือสวน endotoxin ซ่ึงเปน envelope ท่ีบรรจุดวย 
LPS กับ antigen polysaccharide (O antigen) และ outer membrane proteins (OMPs) ซ่ึง
เปนส่ือในการเกาะยึดและแพรกระจายไปยัง intestinal epithelium ในลําไสเล็กสวนตน ซ่ึงโดย 
ท่ัวไปแบคทีเรียอยูไดทุกสปชีส ความรุนแรงแตละสปชีสข้ึนกับความสามารถในการมีชีวิตอยูไดใน
ภาวะกรดในกระเพาะอาหารและซึมแทรก intestinal epithelium และ subepithelium (Virella 

and Schmidt, 1997) ในสวนปลายของลําไสเล็ก (ileum) เช้ือ Salmonella ท่ีสามารถเกาะยดึ
และผานมาถึง epithelial cell ในลําไส  M cell เปนสวนแรกของ follicle ท่ีเกี่ยวของกับ 
epithelium (Clark et al., 1994) เช้ือ Salmonella มีองคประกอบของผิวเซลลท่ีหลากหลายซ่ึงมี
ความสัมพันธตอความรุนแรงในการเกิดโรค ไดแก lipopolysaccharide (LPS), flagella และ 
outer membrane proteins (OMPs) มีบทบาทตอการเปนพาหะกอโรคท่ีสําคัญ 

 
กลไกการทํางาน 

 แอนติบอดใีนไขแดงตอตาน E. coli F18ab fimbriae จะขัดขวางแบคทีเรียไมใหสามารถ
เกาะยึดผนังลําไส ทําใหยับยัง้การสรางโคโลนี ลดอาการของโรคหรือปองกันโรคได (Imberechts 

et al., 1997) และแอนติบอดีตอตาน fimbriae ของ E. coli K88+ สามารถปองกันการจับกบั 
receptor ของ mucosa (Jin et al., 1998) ซ่ึงการทดสอบการเกาะยึด (in vitro) พบวาเม่ือใช
สารละลายท่ีมี homologus anti-fimbriae antibodies สามารถยับยั้งการจับของเซลลแบคทีเรีย
ไดเปนอยางดี (Yokoyama et al., 1992) เชนเดียวกบัการทดลอง in vivo การปองกันโรคของ 
IgY ตอการเกดิโรคทองรวงในลูกสุกร สามารถยับยั้งการเกาะยึดของ E. coli ตอ mucus ในลําไส
ได และการศึกษา in vitro พบวา IgY ขัดขวางการจับของ ETEC ตอ mucin ในลําไสเล็ก ซ่ึงเปน
กระบวนการท่ีสําคัญในการสรางโคโลนีของแบคทีเรียในลําไสเล็ก  
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 การ passive transfer ของ anti-OMPs antibody จะมีอิทธิพลตอการขัดขวาง การสราง
โคโลนีของแบคทีเรีย โดยแอนติบอดจีําเพาะจะจับกบัเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis และ  
S. enterica serovar Typhimurium ซ่ึงกลไกของ anti-OMPs antibodies ในการปองกนั
ตอตานการรุกรานของ Salmonella ตอโฮสตยังไมชัดเจน โดย Yokoyama et al. (1998a) 

สันนิษฐานวา OMPs เปนสวนของผิวแบคทีเรียซ่ึงงายตอการจดจําของแอนติบอดหีลังจาการจับกนั
ของแอนติบอดีกับ OMPs ทําใหการทํางานทางชีววิทยาของ OMPs ลดลงผลสุดทายจึงสามารถลด
การรุกรานของเช้ือ Salmonella ไดเพราะการสูญเสียความสามารถในการสรางโคโลนีในทางเดิน
อาหาร 

 Streptococcus mutants สังเคราะห polysaccharides ไดจํานวนมาก เชน dextrans 

หรือ levans จากซูโครสมีความสําคัญในการกอโรคฟนผุ IgY ท่ีมีความจําเพาะตอ glucan ท่ีไม
ละลายซ่ึงอยูรอบ ๆ ผิวเซลลของ S. mutans และยับยั้งคุณสมบัติในการเกาะยึดของเซลลแบคทีเรีย 
ถึงแมกลไกของภูมิคุมกันของแอนติบอดใีนการปองกันโรคตอตานการสรางโคโลนีของ S.mutans 

ในคนยังไมชัดเจน Hatta et al. (1997) เสนอวา IgY ยับยั้งการเกาะยึดและการสรางโคโลนีของ  
S. mutans โดยแอนติบอดจีะจับกับ pili ของแบคทีเรียและยับยั้งการสรางโคโลนีของแบคทีเรียใน
ลําไสเล็ก  ซ่ึง IgY ถูกพบในลําไสเล็กของลูกสุกรแรกเกดิและมีนอยลงในลูกสุกรหยานม  เนื่องจาก 
IgY สามารถถูกทําลายโดย pepsin ในกระเพาะอาหาร (pH 2-3) ในลูกสุกรโตเต็มท่ีจะมี
แอนติบอดีเพยีงเล็กนอยท่ีสามารถผานไปยังลําไสโดยปราศจากการ hydrolyse หรือไมมี            
การสูญเสียโครงสรางและการทํางานของแอนติบอดี  ในลูกสุกรแอนติบอดีสามารถผานกระเพาะ
อาหารโดยปราศจากการทําลาย  เพราะระบบการสรางกรด gastric ยังไมสมบูรณ ดงันั้นจึงสามารถ
ดูดซึมแอนติบอดีท่ียังคงโครงสรางและคุณสมบัติของแอนติบอดีอยูในลําไสเล็กและเคล่ือนยายไป
ในระบบไหลเวียนเลือดได (Yokoyama et al., 1993) 
 

ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการปองกันโรคของ IgY 

 ผลของ IgY ในการยับยั้งการเกาะยึดของ ETEC  ข้ึนอยูกับอิทธิพล 2 ปจจัย คือ ปริมาณ 
(dose) ของแอนติบอดแีละความเขมขนของ ETEC การเสริมแอนติบอดีควรเพยีงพอเม่ืออยูใน   
ลําไสตอการปองกัน E.coli จับกับ receptor ของ mucosa   Jin et al. (1998) ไดแสดงวา IgY 

เม่ือเจือจาง 50 และ 100 เทา สามารถยับยัง้ E. coli K88+ ท่ีความเขมขน 109 cfu/ml ไดอยางดี 
อยางไรก็ตามการเจือจาง 100 เทา IgY ไมเพียงพอตอการยับยั้งการเกาะยึดของ E. coli K88+ ท่ี
ความเขมขน 1010 cfu/ml 
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2.9 การนําเอา egg yolk antibody มาใชในการปองกันและรักษาโรค 
  Immunoglobulin Y เปนโปรตีนที่สามารถจับกับแอนติเจนท่ีเฉพาะเจาะจง เชน 
แบคทีเรีย ไวรัส carcinogen และสารพิษ สามารถลบลางอันตรายท่ีเกิดจากผลกระทบของ
แอนติเจนได    การผลิต IgY จากไขแดงของแมไกเปนวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพทางดานเศรษฐกิจ
ในการเพิ่ม polyclonal antibody โดยไมจําเปนตองใชเลือดจากแมไกและการสกัด IgY ให      
บริสุทธมีวิธีการท่ีไมซับซอน (Akita and Nakai, 1992) ศักยภาพของการประยกุตใช IgY จะ
เพิ่มข้ึนโดยใชเปนสารปองกันโรค เปนเคร่ืองมือในการวินิจฉัยโรค และเปนอาหารเสริม (food 

supplement) ซ่ึงมีการศึกษามากมายในการใชไกเปนแหลงของแอนติบอดีโดยไกท่ีถูกกระตุน
ภูมิคุมกันดวยแอนติเจนชนดิตาง ๆ รวมถึง bovine serum albumin (BSA) (Li et al, 1998), 

Lipopolysaccharide (LPS) (Sunwoo et al., 1996), ไวรัส (Carlender, 2002) แบคทีเรีย 

(Shin et al., 2002) และการประยุกตใช egg yolk antibody เปนสารตอตานพิษงู (venom) 
(Maya et al., 2002) 
 

IgY ใชประโยชนไดหลายอยางสําหรับในการปองกันโรค การรักษาโรค การวินิจฉัยโรค 
มีการนํา purified IgY มาประยุกตใชเปน passive immunization โดยการกิน ซ่ึงมีการรายงาน             
การปองกันโรคสรุปดังตารางท่ี 2.5 

 
ปจจุบัน IgY ถูกใชเปนเคร่ืองมือทางในดานเทคโนโลยชีีวภาพ (biotechnology)  สําหรับ

การรักษาโรคมะเร็งและใชเปนเคร่ืองมือทางชีวเคมี (biochemical) แมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกนัดวย
แอนติเจนของ P110 ซ่ึงเปนโปรตีนที่ถูกทําใหบริสุทธ์ิจากเซลลมะเร็งในกระเพาะอาหารของคน 
คือ MGC-803 cell ซ่ึง IgY บริสุทธ์ิสามารถจําเซลลมะเร็งในระบบทางเดนิอาหารไดและ
แอนติบอดจีับกับเซลลมะเร็ง และชวยกระจายรูปปฏิกิริยาของตัวยาซ่ึงเปนสวนสําคัญสําหรับ      
การรักษาโรคมะเร็ง (Yang et al., 1997) และการสรางแอนติบอดีจําเพาะตอเช้ือไวรัสใน          
การรักษาโรคเอดส (Coleman, 2000) 
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ตารางท่ี 2.5 การนํา egg yolk antibody มาใชประโยชนในคนและสัตว 

แหลงอางอิง การนํา egg yolk antibody (IgY) มาใชประโยชน 
ทางดานการแพทย 
 

 

Maya et al. (2002) แอนติบอดี IgY ท่ีจําเพาะตอพิษงูใชเปน anti-venom 
Hatta et al. (1997) 
 

ใชไขแดงแอนติบอดีตอเช้ือ Streptococcus mutans ผสม
น้ํายาบวนปากปองกันฟนผุ 

Yokoyoma et al. (1998a) ทดลองใหหนกูินไขแอนติบอดีตอตานเช้ือ S. enterica 

serovar Enteritidis และ S. enterica serovar 
Typhimurium 

Shin et al. (2002) 
 

ใชไขแดงแอนติบอดีรักษาโรคเปนแผลในกระเพาะตอตาน
เช้ือ Helicobacter pyroli 

ทางดานสัตว  

Lee et al. (2000) 
 

ใชไขแอนติบอดีปองกันโรคในปลา Rainbow trout จากเช้ือ 
Yersinia ruckeri 

Yokoyama et al. (1992) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli โดยใหกินในลูกสุกร 

Yokoyoma et al. (1998b) 
 

ปองกันโรคทองรวงในลูกโคโดยใหกินไขแอนติบอดีตอตาน
เช้ือ Salmonella 

Imberechts et al. (1997) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli  F18ในลูกสุกร 

Jin et al. (1998) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli  K88+ ในลูกสุกร 

Marquardt et al. (1999) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli  K88+ ในลูกสุกร 

Owusu-Asiedu et al. (2003a) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli ในลูกสุกรเปรียบเทียบ
กับ spray dried plasma porcine 

Owusu-Asiedu et al. (2003b) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli ในลูกสุกรเปรียบเทียบ
กับ feed additive ตาง ๆ และยาปฏิชีวนะ 

Kassaify and Mine (2004) ปองกันการติดเช้ือ Salmonella ในไกไข 

 
 
 
  



 
 

บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 
 การศึกษาทดลองคร้ังนี้ประกอบไปดวยข้ันตอนดังนี้ การเตรียมสัตวทดลอง การเตรียม
แอนติเจน การหาปริมาณโปรตีน การเตรียมวัคซีนและกระตุนภูมิคุมกันไก การเก็บตัวอยางซีร่ัม
และไข การแยก water soluble fraction (WSF) การวิเคราะหระดับแอนติบอดี และการวิเคราะห
ขอมูล 

3.1 การเตรียมสัตวทดลอง 
 สัตวท่ีใชทดลองเปนไกไขพนัธุ Bovans goldline ของฟารมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี       
สุรนารี อายุ 34 สัปดาห จํานวน20 ตวั โดยแบงออกเปน 2 กลุม กลุมละ 10 ตัว (ไก 1 ตัวตอซํ้า) 
ระยะเวลาในการเล้ียงท้ังหมด 56 วัน 

 การทดลองแบงออกเปน 2 กลุม (treatment) ดังนี ้
 กลุมท่ี 1 ใช whole cell ของ Salmonella enterica serovar Enteritidis เปนแอนติเจน
ในการเตรียมวคัซีนเพื่อสรางภูมิคุมกันท่ีจําเพาะ 

 กลุมท่ี 2 ใช outer membrane proteins (OMPs) ของ Salmonella enterica serovar 

Enteritidis เปนแอนติเจนในการเตรียมวคัซีนเพื่อสรางภูมิคุมกันท่ีจําเพาะ 
เล้ียงไกไขท่ีใชทดลองบนกรงตับขังแยกกรงละ 1 ตวั  ในโรงเรือนระบบปด  ใหกินน้ําและ

อาหารสําเร็จรูป และทําวัคซีนตามมาตรฐานท่ีกําหนดไว  
 

3.2 การเตรียมแอนติเจนจากเชื้อ Salmonella enterica serovar Enteritidis 

     3.2.1 การเพาะเลี้ยงเชื้อ Salmonella enterica serovar Enteritidis 
           1. นําเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis serotype D (SO 325/04) ซ่ึงไดจาก WHO 

National Salmonella and Shigella Center สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรสาธารณสุข กรม        
วิทยาศาสตร กระทรวงสาธารณสุข เพาะลงบน trypic soy agar (TSA) บมท่ีอุณหภูมิ 37       
องศาเซลเซียส เปนเวลา 16   ช่ัวโมง เก็บเช้ือดวย skim milk แบงใส  vial ผนึกฝาเก็บไวท่ีอุณหภมิู 
-20 องศาเซลเซียส จนกระท่ังนํามาศึกษา 
           2. นําเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมไวมาละลายท่ีอุณหภูมิหอง ใชลูป (loop) แตะเช้ือแลว streak ใน 
TSA ใหกระจายเพ่ือเช้ือจะไดข้ึนเปนโคโลนีเดี่ยว ๆ บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16  
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ช่ัวโมง จากนัน้เลือก 1 โคโลนีของเช้ือเพาะตอใน  trypic soy broth (TSB) ในหลอดทดลอง
หลอดละ 10 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16 ช่ัวโมง  
           3. นํามาเพาะขยายการเจริญของเช้ือใน flask ท่ีมี TSB 250 มิลลิลิตร โดยใสเช้ือขวดละ 5 
มิลลิลิตรบมท่ี 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 20 ช่ัวโมง   
           4. แบงเช้ือแตละ flask มาทําการเจอืจาง โดยดูดของเหลวใน TSB มาปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ใสในหลอดทดลองท่ีมี TSB 9 มิลลิลิตรเพ่ือทํา ten fold dilution โดยทําการเจือจางต้ังแต     
ความเขมขนท่ี 10-1 – 10-9แลวทําการ spread plate ใน TSA บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 16 ช่ัวโมงเพื่อทําการนบัจํานวนเซลลแบคทีเรีย 
           5. จากนั้นทําใหเช้ือตายดวยฟอรมาลินความเขมขน 0.5% ใสลงใน broth บมท่ีอุณหภูมิ 37              
องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง แบงตัวอยางแตละ flask มาวัดคาดดูกลืนแสงท่ี 625 นาโนเมตร  
           6. แบงอีกสวนมาทดสอบ sterility test โดยใช thioglycolate ใสในหลอดทดลองหลอด
ละ 10 มิลลิลิตร ใสตัวอยาง 2 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียสและ 22 องศาเซลเซียส 
สังเกตสีและความขุนเปรียบเทียบกับหลอดควบคุม และทําการยอมแกรมแบคทีเรียทดสอบความ
บริสุทธ์ิของเช้ือ (purity test) 

           7. หลังจากนั้นทดสอบยืนยนัการตายของเช้ือโดย streak เช้ือใน TSA plate บมท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง       
           8. เก็บเซลลจาก TSB ทุก flask โดยการปนเหวี่ยง (centrifugation) 7,000 รอบตอนาที 

นาน 15 นาที  
           9. ลางตะกอนเซลลแบคทีเรียดวย sterile phosphate-buffered saline pH 7.0 (PBS) 

จํานวน 3 คร้ัง ตะกอนเซลลสวนหนึ่งนําไปเตรียมแอนตเิจน outer membrane protein (OMPs) 
อีกสวนนําไปแขวนลอยใน PBS เพื่อใชในการเตรียมแอนติเจน whole cell 

     3.2.2 การเตรียมแอนติเจน whole cell  

นําเซลลแบคทีเรียมาปรับความขุนดวย PBS ใหเทากับ MacFarland turbidity 

standards เบอร 4.0 โดยใชเคร่ืองวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer 625 nm) ทําใหมีเชื้อ
ประมาณ 1.2 x109 cfu (colony-forming unit) ตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปหาปริมาณโปรตีนโดย
วิธีของ Bradford ตามวิธีการขอ 3.3 และใชเตรียมเปนแอนติเจน whole cell 
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     3.2.3 การเตรียมแอนติเจน outer membrane proteins  

     การเตรียม OMPs โดยการดัดแปลงวิธีของ Schanitman (1971) , Yokoyama et al. 

(1998a) และ Prakash et al. (2005)  

           1. นําตะกอนแบคทีเรียมาแขวนลอยใน 0.01 M N-2-ethanesulfonic acid (HEPES 
buffer) 
           2. ทําใหเซลลแตกดวยเคร่ือง ultrasonic sonicator ท่ี amplitude 60% ชวงละ 30 วินาที 
10 คร้ัง จํานวน 2 รอบ ในบิกเกอรท่ีมีน้ําแข็ง  
           3. แยกสวนของเซลลท่ีแตกออกโดยการปนเหวีย่งดวยความเร็ว 7000 รอบตอนาที นาน 15 
นาที ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส  
           4. นําสวนใสท่ีลอยอยูดานบน (supernatant) ซ่ึงเปนสวนท่ีมีเยื่อหุมเซลล (cell membrane) 

มาปนเหวี่ยง 3000 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส  
           5. จากนั้นนําตะกอนแบคทีเรียมาแขวนลอยใน 2% triton-x 100 ใน 0.01 M HEPES และ
บมท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นํามาปนเหวีย่ง 30000 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
           6. นําตะกอนแบคทีเรียมาแขวนลอยอีกคร้ังใน 2% triton-x 100 และ 5 mM EDTA ใน 
0.01 M HEPES บมท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
           7. เก็บสวนของ OMPs คือสวนท่ีไมไดถูกชะลาง (detergent) โดยการปนเหวี่ยง 30000 
รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
           8. นําตะกอนท่ีไดมาแขวนลอยใน PBS ทําการ dialysis กับ PBS buffer ท้ิงไวตลอดคืน 
เก็บสารละลาย OMPs ใสในหลอด microtube หลอดละ 1 มิลลิลิตร ไวท่ีอุณหภูมิ -20            
องศาเซลเซียส จนกระท่ังใชนําไปหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford ตามวิธีการขอ 3.3 

     3.2.4 การหาปริมาณโปรตีนของแอนติเจน 
 ศึกษาปริมาณโปรตีนของ whole cell และ OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar 

Enteritidis เพื่อทราบปริมาณโปรตีนท่ีใชในการเตรียมวัคซีน วธีิการของ Bradford ใชใน        
การพิจารณาปริมาณโปรตีน โดยใชความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน 
bovine serum albumin (BSA) ใน PBS  pH 7.4 กับคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590         
นาโนเมตร ซ่ึงแสดงในตารางท่ี 3.1 โดยมีคาสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ (R2) เทากับ 0.996 และ
ปริมาณโปรตีนของแอนติเจนท้ัง 2 ชนิดแสดงในตารางท่ี 3.2  
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ตารางท่ี 3.1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA) กับคาดูดกลืนแสงท่ี 
590 นาโนเมตร ใชศึกษาปริมาณโปรตีนใน whole cell และ OMPs ของเชือ้ S. enterica 
serovar Enteritidis  
  

ความเขมขนของ BSA 
(100µg/ml) OD เฉล่ียa 

0 0.268 

10 0.294 

20 0.308 

40 0.344 

60 0.362 

80 0.409 

100 0.435 
    
    y = 6.2027x – 164.76 
    R2 = 0.996 
    a = คาเฉล่ียจากการทดสอบ 2 คา 
 
 

y = 602.27x - 164.76
R2 = 0.996
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รูปท่ี 3.1 กราฟโปรตนีมาตรฐาน (BSA) ใน PBS pH 7.4 ท่ี 590 นาโนเมตร ใชศึกษาปริมาณ
โปรตีนใน whole cell และ OMPs ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis โดยวิธีการของ 
Bradford 
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     3.2.5 การเตรียมแอนติเจนเพื่อทําวัคซีน 

- การเตรียมวัคซีนจาก whole cell ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  

โดยเตรียมเช้ือแบคทีเรียใหมีปริมาณเทากับ 109 (colony-forming unit) ตอมิลลิลิตรโดย
เทียบความขุนกับ MacFarland turbidity standards เบอร 4.0 ใชเคร่ืองวดัคาดูดกลืนแสง 
(spectrophotometer 625 nm) โดยทําการเจือจางสารละลาย whole cell ดวย PBS pH 7.4 ท่ี
1:4, 1:8, 1:16 และ 1:32 พบวาในอัตราสวน 1:8 มีคาดูดกลืนแสงใกลเคียงกบั MacFarland 

turbidity standards เบอร 4.0 มากท่ีสุด นํามาหาปริมาณโปรตีนตามวิธีการขอ 3.3 พบวามีปริมาณ
โปรตีนเทากับ 39.61 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

- การเตรียมวัคซีนจาก OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  

จากการสกัดสวนของ OMPs ตามวิธีการดังกลาวมาขางตนนํามาหาปริมาณโปรตีน ตาม
วิธีการของ Bradford ในวธีิการขอ 3.3 หลังจากทําการทดสอบพบวา มีปริมาณโปรตีน 3,303.0 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 จากนั้นทําการเจือจางสารละลาย OMPs ดวย PBS pH 7.4 ใหปริมาณโปรตีนใกลเคียง
กับ whole cell อัตราสวน 1:8 ซ่ึงมีปริมาณโปรตีนเทากบั 39.61 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นใน
การทดลองคร้ังนี้จึงใชแอนติเจน OMPs ในอัตราสวน 1:50 จะทําใหมีปริมาณโปรตีนเทากับ 35.85
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรดังแสดงในตารางท่ี 3.2 
 
ตารางท่ี 3.2 คาดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนของ whole cell และ OMPs ของ S. enterica 
serovar Enteritidis 
 

แอนติเจน คาดูดกลืนแสง (625 nm) ปริมาณโปรตนี (µg/ml) 
MacFarland turbidity  
standards เบอร 4.0 (109 cfu/ml) 

 
1.790 

 
- 

whole cell 1: 8 1.869 39.605 

OMPs 1: 50  - 35.85 
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3.3 การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Bradford (Kruger, 2002) 
           Bradford assay เปนกฎของการจับกันของสียอม (dye Commassic Blue G250) กับ
โปรตีน การศึกษาอยางละเอียดช้ีใหเหน็วา dye อิสระสามารถคงอยูไดในรูปของ ionic ท่ีแตกตาง
กัน 4 แบบ ซ่ึงคา pka เปน 1.15, 1.82 และ 1.42 ในประจุท้ังสามรูปแบบของ dye มีอิทธิพลมากใน
การทดสอบสารละลายเคมีท่ีเปนกรด ประจุบวกจํานวนมากมีสีแดงและรูปแบบท่ีเปนสีเขียวซ่ึงมีคา
ดูดกลืนแสงมากท่ีสุดท่ี 470 นาโนเมตร และ 650 นาโนเมตร ตามลําดับ ในการเปรียบเทียบประจุ
ลบจํานวนมากท่ีใหสีฟาเมื่อ dye ทําปฏิกิริยาจับกบัโปรตีน มีคาดูดกลืนแสงมากสุดท่ี 590            
นาโนเมตร ดงันั้นปริมาณโปรตีนสามารถประเมินคาโดยการพิจารณาจํานวน dye  ในรูป blue 

ionic การหาคาโดยท่ัวไปจะวัดโดยใชคาดูดกลืนแสงของสารละลายท่ี 590 นาโนเมตร 
 

Microassay method  
การทดสอบนีไ้วตอโปรตีนมาก ใชเม่ือจํานวน unknown protein มีจํานวนจํากดั 

           1. ปเปตตัวอยางท่ีตองการหาปริมาณโปรตีนตัวอยางละ 5 และ 10 ไมโครลิตรใสในหลอด 
(microtube 1.5 มิลลิลิตร) ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

           2. ทําการสรางกราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายท่ีรูจํานวนโปรตีนแลว ในท่ีนี้ใช bovine 

serum albumin (BSA) 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเจือจาง 6 dilution คือ 10, 20, 40, 
60, 80 และ 100 ไมโครลิตรปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1 มิลลิลิตร ปเปตน้ํากล่ัน 1,000 
ไมโครลิตรเปนตัวอยางท่ีไมมีโปรตีน ( โปรตีน 0 ไมโครกรัม) ผสมใหเขากนัแลวปเปตตัวอยางละ
400 ไมโครลิตรใสใน microtube ทําเชนเดียวกนัในตัวอยางท่ีตองการหาปริมาณโปรตีน เติม dye 

หลอดละ 100 ไมโครลิตรผสมใหเขากนัแลวปเปตใสใน microtitre plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร
ตัวอยางละ 2 ซํ้า วัดคาดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง ELISA reader ท่ีความยาวคล่ืนแสง 590 นาโนเมตร 

           3. สรางกราฟของคาเฉล่ียคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของโปรตีนที่ทราบคาแลว ซ่ึง     
ความสัมพันธระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขน พิจารณาโดยสมการเสนตรง (linear 

regression) นํามาคํานวณหาความเขมขนโปรตีนจากตัวอยางท่ีตองการหาคาโปรตีน 
 

3.4 การเตรียมวัคซีนและกระตุนภูมิคุมกันไก 
 การกระตุนภูมิคุมกันไกเพื่อใหสรางภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis 

ประยุกตใชวิธีของ Sunwoo et al. (1996) และ Lee et al. (2002) 
 3.4.1 เตรียมวัคซีนโดยผสมสารละลายแอนติเจน whole cell และ OMPs ของเช้ือ          
S. enterica serovar Enteritidis โดยใชปริมาณโปรตีนเปนมาตรฐาน ตัวอยางละ 40 ไมโครกรัม
โปรตีนตอมิลลิลิตร (ปริมาณโปรตีนเทากบั whole cell 1.2x109 cfu.) กับ Freund’s complete  
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adjuvant (สวนท่ีเปนน้ํามัน) ในปริมาตรเทา ๆ กัน โดยใชเข็มหวัล็อค 2 หัว (2-way luer lock 

needle)  ทําการดันสารละลายแอนติเจนเขาไปในสวนท่ีเปนน้ํามันกอนจากน้ันผลักของเหลวใน
เข็มท้ังสองฝงไปมาจนวัคซีนผสมเขาเปนเนื้อเดียวกนั ทดสอบโดยฉีดวัคซีนลงในน้าํเย็น (ถาวัคซีน
หยดเปนเม็ดกลมไมกระจายตัวแสดงวาผสมเขากันดแีลว) แชวัคซีนในน้ําแข็งระหวางทางนําไป
กระตุนภูมิคุมกันไก 
 3.4.2 ฉีดวัคซีนโดยวิธีเขากลามเนื้อ intramuscular 4 ตําแหนง (0.25 มิลลิลิตรตอ
ตําแหนง) ท่ีกลามเนื้อหนาอกทางดานซายและขวาขางละ 2 ตําแหนง 
 3.4.3 ฉีดวัคซีนกระตุนซํ้า (booster shots) ในสัปดาหท่ี 2 และ 4 หลังจากการกระตุนใน
คร้ังแรก โดย emulsified ดวย Freund’s incomplete adjuvant ในปริมาตรเทาเดิม ทําตาม      
ข้ันตอนดังกลาวแลวขางตน 
 

3.5 การเก็บตัวอยางซีรั่มและไข 
 เก็บตัวอยางซีร่ัมจากเสนเลือดดําท่ีปกในวนัท่ี 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 และ 56 เก็บไข      
ทุกวัน โดยเกบ็ตัวอยางซีร่ัมและไขกอนการใหวัคซีน 1 สัปดาหเพื่อใชเปนกลุมควบคุม (negative 
control) 
 3.5.1 การเก็บซีร่ัม 

 ใชเข็มเบอร 21 และใชไซริงคขนาด 3 มิลลิลิตร เก็บเลือดจากเสนเลือดดําท่ีปกใสหลอด 
microtube ตัวอยางละ 1 มิลลิลิตร ท้ิงใหเลือดแข็งตัวท่ีอุณหภูมิหอง นาน 1-2 ช่ัวโมง นํามา        
ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ดูดซีร่ัมเก็บใสหลอด และเก็บไวท่ีอุณหภมิู 
-20 องศาเซลเซียสจนกระท่ังนําไปวิเคราะหตอไป 

 3.5.2 การเก็บไข 
เก็บไขทุก ๆ วันแยกตามกลุมทดลองและตัวไก เกบ็ไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

จนกระท่ังนําไปใชในข้ันตอนทดลองตอไป โดยนํามาวิเคราะหสัปดาหละ 1 ฟองตอไก 1 ตวั 
(มากกวาหรือนอยกวาอยางมาก 2 วัน ในกรณีไขวันท่ีทดสอบไกไมใหไข)  
 

3.6 การแยก water soluble fraction (WSF) จากไขแดง 
 Water soluble extract fraction (WSF) เปนสวนท่ีมี immunoglobulin Y (IgY) ท่ี
แยกไดจากไขแดงโดยใชหลักการการรวมตัวกันของโปรตีนและไลปด (lipid) ของไขแดงดวยคา 
pH เปนกลางและความเขมขนอิออน (ion) ต่ํา ดังนัน้การใชคา pH ต่ํา ๆ (pH ท่ีเหมาะสม 5.0-5.2) 
สามารถแยกสวนท่ีโปรตีน (IgY) (สวนท่ีละลายนํ้าได) ออกจากสวนของ lipid และ low-density 



 28 

 lipoprotein (LDL) และขจัดโปรตีนอ่ืน ๆ ไดจํานวนหนึ่ง ตามวิธีการของ Akita and Nakai 

(1992) ; Schade et al. (2001) ดังนี ้
     1. แยกไขแดงออกจากไขขาวแลวเทลงในกระบอกตวง วดัปริมาตร นําสวนของไขขาวออกให
หมด (อาจกล้ิงไขแดงบนกระดาษทิชชู)   
     2. เทไขแดงลงในบิกเกอรแลวเจาะเยื่อหุมไขแดงออกโดยไมใหมีสวนของเยื่อหุมไขแดงปนอยู   
     3. ทําการเจือจางไขแดง โดยคอย ๆ ผสมดวยน้ํากล่ันเย็น (ท่ีทําใหมีความเปนกรดดวย 0.01 M 

HCl ใหได pH 4.0)  เพื่อหลีกเล่ียงการทําลายแกรนลูไขแดง จากความเขมขนของกรดสูง โดย    
เจือจางดวยน้ํากล่ันเยน็ในสัดสวน 1:8 ของปริมาตรไขแดง  
     4. จากนั้นเติมน้ํากล่ันเย็น (pH 2.0) ทําใหคาเจือจางสุดทายเทากับ 1:10 ผสมใหเขากันดี แลว
ปรับ pH ดวย 0.01 M HCl ใหไดประมาณ 5.0-5.2  

     5. บม (incubate) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง  
     6. ทําการปนเหวี่ยง 3125 xg ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที  
     7. กรองสวนใสท่ีลอยอยูสวนบนของตะกอน (supernatant) ดวยกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 1 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สวนใสคือ WSF  ท่ีมี IgY อยู  เก็บสวนท่ีกรองไดไวท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียสจนกระท่ังนําไปวิเคราะหตอไป  

 จากการทดลองแยก WSF จากไขแดงโดยวิธีการเจือจาง (dilution method) ซ่ึงใน       
การแยกไขแดงมีปริมาตรโดยเฉล่ีย 15.6+1.13 มิลลิลิตร เม่ือแยก WSF ตามวิธีการขางตนแลวมี
ปริมาตรประมาณ 190-200 มิลลิลิตรตอไข 1 ฟอง 
 

3.7 การวิเคราะหระดับแอนติบอดีตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ดวยวิธี 
Indirect ELISA  
     3.7.1 เตรียมแอนติเจน ท่ีใชในการเคลือบ microplate โดยใช whole cell lysate antigen ของ
เช้ือ S. enterica serovar Enteritidis โดยไดจากการเพาะเล้ียงเช้ือตามขอท่ี 3.2.1 นําไปทําให
เซลลแตกดวยเคร่ือง ultrasonic sonicator ท่ี amplitude 60% ชวงละ 30 วินาที 10 คร้ัง ใน       
บิกเกอรท่ีมีน้ําแข็ง เก็บเซลลสวนที่แตกออกโดยการปนเหวีย่งดวยความเร็ว 7000 รอบตอนาที นาน 
15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสวนใสท่ีลอยอยูดานบน (supernatant)ไวท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส จนกระท่ังนําไปใช  
           - การหาปริมาณโปรตนีของแอนติเจนในการเคลือบ ELISA plate  

นําแอนติเจนท่ีเตรียมไดมาหาปริมาณโปรตีน ตามวิธีการของ Bradford ในขอ 3.3 โดย
พิจารณาความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน BSA กับคาดูดกลืนแสงท ี่ความ
ยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร พจิารณาสมการเสนตรง แลวนํามาคํานวณหาปริมาณโปรตีนในตัวอยาง 
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 โดยมีคาสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ (R2) เทากับ 0.9894 หลังจากการทดสอบพบวา มีปริมาณ
โปรตีนเทากับ 330.90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังตารางท่ี 3.4 ซ่ึงในการเคลือบ ELISA plate ใน
การทดลองนี้ใช whole cell lysate antigen ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ท่ีปริมาณ
โปรตีนเทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามแหลงอางอิงจาก Sunwoo et al. (1996), (2002)  
 
ตารางท่ี 3.3 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA) กับคาดูดกลืนแสงท่ี 
590 นาโนเมตร ใชศึกษาปริมาณโปรตีนใน sonicated S. enterica serovar Enteritidis เพื่อใช
เปนแอนติเจนในการทดสอบ ELISA 
 

ความเขมขนของ BSA 
(100µg/ml) OD เฉล่ียa 

0 0.288 

10 0.315 

20 0.357 

40 0.372 

60 0.428 

80 0.481 

100 0.500 
 

y = 447.64x-129.49 
    R2 = 0.9894 
    a = คาเฉล่ียจากการทดสอบ 2 คา 
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รูปท่ี 3.2 กราฟโปรตนีมาตรฐาน (BSA) ใน PBS pH 7.4 ท่ี 590 นาโนเมตร ใชศึกษาโปรตนีใน 
sonicated S. enterica serovar Enteritidis โดยวิธีการของ Bradford 

 
           3.7.2 วิธีการ Indirect ELISA ใชเทคนิคของ Sunwoo et al. (1996,2002); Crowther 

et al (1995) และนภาธร บานช่ืน (2532) โดยเร่ิมจากการหาระดบัความเขมขนท่ีเหมาะสมของ 
conjugated antibody, positive immune และ negative immune ในซีร่ัมและใน WSF ใน  
การเร่ิมทํา serial dilution โดยใชความเขมขนของแอนติเจนตามแหลงอางอิง sunwoo              

et al. (1996) คือ 10  ไมโคกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร 

 - ซีร่ัมและ WSF อางอิงท่ีใชในการทดลองคร้ังนี้ แบงเปน 2 ประเภท 
             1. Negative control ไดแก ซีร่ัมและ WSF จากไกและไขกอนทําการกระตุนภูมิคุมกนั  
           2. Positive control ไดแก ซีร่ัมและ WSF จากไกและไขหลังทําการกระตุนภูมิคุมกันแลว 
(สัปดาหท่ี 7 ของการทดลอง) 

วิธีการ Indirect ELISA มีข้ันตอนตาง ๆ ดังนี ้
           1.ทําการเคลือบ microtritre plate ดวยสารละลายแอนติเจน 10 ไมโครกรัมโปรตีนตอ                            
มิลลิลิตรใน 0.05 M carbonate coating buffer pH 9.6 ใสใน microtitre plate หลุมละ 100 
ไมโครลิตร นํา microtitre plate ใสในกลองพลาสติกช้ืน แลวนําไปเก็บในตูเยน็ 1 คืน (บมท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสตลอดคืน)  
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           2. เทสารละลายแอนติเจนท้ิงแลวลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 20 
(PBS-T) 3 คร้ัง แลวเคาะกบัผาขนหนูใหแหง  
           3. เติม blocking solution (1% skim milk) ใน carbonate coating buffer หลุมละ 150
ไมโครลิตร เพื่อปองกัน false positive บมในกลองช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  
           4. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง   
           5. เติมตัวอยาง serum หรือ WSF ทํา serial dilution  ปริมาตร 50 ไมโครลิตรในแตละ
หลุม บมในกลองช้ืนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  
           6. ลาง microptitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง  
           7. เติม Rabbit anti-chicken IgY horseradish peroxidase conjugate 1:1000 (จาก  
การทดสอบในขอ 3.7.3) ในแตละหลุม 50 ไมโครลิตร บมในกลองช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
1 ช่ัวโมง  
           8. ลาง microptitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง  
           9. เตรียม substrate solution คือ 2-2,-abino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 

acid) ทันทีกอนใช ใน 0.05 M citrate buffer ท่ีมี 30% hydrogen peroxide และเติมในแตละ
หลุม 50 ไมโครลิตร ปลอยใหทําปฏิกิริยา 15 นาที                            
           10. อานคาดวยเคร่ือง ELISA reader ท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร  

          11. พิจารณาระดับแอนติบอดีเปนคาไตเตอร โดยอานคา end titre ท่ีคา optical density 

(OD) ของตัวอยางเทากับคาของ negative control (Kumar et al., 2003) 
 

     3.7.3 การทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ conjugated antibody 

ทําการทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ conjugated antibody โดยใชวิธี 
chessboard titration ดังนี ้

1. เคลือบ microplate ดวยแอนติเจนที่เตรียมดังกลาวในวิธีการขอ 3.7.1 ปริมาณ 10 
ไมโครกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร ทํา Indirect ELISA ตามวิธีขอ 3.7.2  

2. ทําการบมและลาง plate 

3. เติม positive หรือ negative serum และ WSF แลวทําการเจือจาง two fold  serial 

dilution เร่ิมตนจาก 1/100 ถึง 1/12800 ในคอลัมนท่ี 1 ถึงคอลัมนท่ี 11 สวนในคอลัมนท่ี 12 เติม 
PBS-T 

4. ทําการบมและลาง plate 

5. เติม conjugated antibody แลวทําการเจือจาง two fold  serial dilution เร่ิมจาก 
1/1000 ถึง 1/64000 จากแถว A ถึงแถว G สวนแถว H เติม PBS-T 
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6. ทําการบมและลาง plate 

7. เติม substrate แลวอานคา OD 

 ในการทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ conjugated antibody พบวาไมมีปฏิกิริยา
เกิดสีในคาเจือจางใด ๆ นอกจากคาเจือจางเร่ิมตน 1/1000 จึงเลือกใชคาเจือจางนี้ในการทํา Indirect 

ELISA ตลอดการทดลองคร้ังนี้ซ่ึงสอดคลองกับวิธีการของ Sunwoo et al. (1996) 
 
     3.7.4 การทดสอบภูมิตานทานในซีร่ัมและใน WSF ตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

ระดับภูมิตานทานหรือแอนติบอดีไตเตอรทําการวิเคราะห โดยวิธี Indirect ELISA ตาม
วิธีการขอ 3.7.2 ในซีร่ัมและในไขแดงของแมไกท่ีถูกกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจน 2 ชนดิ คือ 
whole cell และ OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ดังนี้ 

 
           3.7.4.1 การทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control ในซีร่ัม 

 ทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control ในซีร่ัมโดยเคลือบ 
microplate ดวยแอนติเจน 10 ไมโครกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร ทําการบมและลาง plate เหมือน   
วิธีการ Indirect ELISA ขอ 3.7.2 แลวเติม negative หรือ positive ซีร่ัม ทํา two fold  serial 

dilution เร่ิมจาก 1/100 ถึง 1/12800 ทําการบมและลาง plate จากนัน้เติม conjugated antibody ท่ี
ความเขมขน 1/1000 บมและลาง plate เติม substrate และอานคา OD  

จากการทดสอบพบวา คาเจอืจางท่ี 1/100 และ 1/200 ใหคา OD ของ negative ซีร่ัม     
คอนขางสูง ทําใหคา background สูงและเห็นความแตกตางระหวาง negative และ positive ซีร่ัม
ไมชัดเจน ซ่ึงคาเจือจางท่ี 1/400 ถึง 1/3200 ใหคา OD ของความแตกตางระหวาง negative และ 
positive ซีร่ัมมากกวา สามารถพิจารณาไดวาความเขมขนของ negative และ positive ซีร่ัมท่ี    
คาเจือจางท่ี 1/400 ถึง 1/3200 เหมาะสมตอทดสอบระดับแอนติบอดีในซีร่ัม ซ่ึงในการทดลองนี้
เลือกใชความเจือจางท่ี 1/500 ในการเร่ิมทํา serial dilution เนื่องจากการทดลองนี้เปนการวัดหา
ระดับแอนติบอดีและเปนคาเจือจางท่ีสะดวกในการเตรียมและเหมาะสมตอการปฏิบัติงานแสดงดัง
รูปท่ี 3.3  
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รูปท่ี 3.3 กราฟการหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative control (N1, N2) และ positive 

control (P1, P2, P 3) ในซีร่ัมเพื่อใชทดสอบหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี serial dilution 
 
           3.7.4.2 การทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control ใน 
WSF 

การหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control ใน WSF จากไขแดง
เหมือนกับวิธีการในขอ 3.7.4.1 ยกเวนการเติม negative หรือ positive เปล่ียนเปนตัวอยาง WSF 

โดยทําการเจือจางแบบ two fold serial dilution เร่ิมจาก 1/100 ถึง 1/12800 แลวทําตามข้ันตอน
ตาง ๆ ดังกลาวมาแลว 

จากทดสอบคา OD ของ negative WSF มีคาตํ่ามากต้ังแตคาเจือจางเริ่มตนท่ี 1/100 และ
ใหคา OD ของ negative และ positive ใน WSF มีความแตกตางกันมากอยางชัดเจน ดังนั้นคา
การเจือจางท่ี 1/100 จึงมีความเหมาะสมมากท่ีสุดในทดสอบหาระดับแอนติบอด ีในการทดลองคร้ัง
นี้ จึงใชความเขมขนของ WSF ท่ีคาเจอืจาง 1/100 ในการเร่ิมตนทํา serial dilution ตลอด           
การทดลอง ดงัแสดงในรูปท่ี 3.4 
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รูปท่ี 3.4 กราฟการหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative control (N1, N2) และ positive 

control (P1, P2, P 3) ใน WSF เพื่อใชทดสอบหาระดับแอนตบิอดโีดยวิธี serial dilution 
 

3.8 การวิเคราะหขอมูล 
           นําขอมูลท่ีไดมาเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย โดยใช t-test โดยใช group 

comparison ในการเปรียบเทียบแอนติเจนท้ังสองชนดิคือ whole cell และ OMPs ของเช้ือ        
S. enterica serovar Enteritidis ในซีร่ัมและในไขแดง และใช paired comparison ใน         
การเปรียบเทียบระดับภูมิตานทานในซีร่ัมและในไขแดง พิจารณาความแตกตางในทางสถิติโดยใช
โปรแกรมสําเร็จรูป SAS (SAS, 1997) 
 



 
 

บทที่ 4 

ผลการวิเคราะหขอมูลและการอภิปราย 
  

ผลจากการศึกษาทดลองกระตุนภูมิคุมกนัไกโดยการฉีดวคัซีน Salmonella enterica 

serovar Enteritidis ในไกไขจํานวน 20 ตัวแบงออกเปน 2 กลุม คือกลุมแรกไดรับวคัซีนจากสวน 
whole cell ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis และกลุมท่ี 2 ไดรับวัคซีนจากสวน outer 

membrane proteins (OMPs) ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis เพื่อศึกษาผลตอ       
ภูมิตานทานในซีร่ัมและในไขแดงของไก และศึกษาการเตรียมสารภูมิตานทานในไขไกดังนี ้
 

4.1 ระดับแอนติบอดีในซีรั่ม 
 ในการกระตุนภูมิคุมกันไกไขดวยแอนติเจน 2 ชนิด คือ whole cell และ OMPs ของเช้ือ 
S. enterica serovar Enteritidis ทําการกระตุนภูมิคุมกันคร้ังแรกโดยการฉีดวัคซีนซ่ึงเตรียมจาก
แอนติเจนผสมกับ Freund’s complete adjuvant และกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4 หลังจาก
การกระตุนภูมิคุมกันคร้ังแรก โดยเตรียมวัคซีนจากแอนติเจนผสมกับ Freund’s incomplete 

adjuvant เกบ็ซีร่ัมกอนและหลังการใหวคัซีนและเก็บตัวอยางซีร่ัมทุก ๆ สัปดาห เปนเวลา 8 
สัปดาห วิเคราะหหาระดับหรือปริมาณภมิูตานทานท่ีจาํเพาะตอเช้ือ S. enterica serovar 

Enteritidis โดยวิธี ELISA  

ผลการทดลองพบวา หลังจากการวิเคราะหระดับแอนตบิอดีในซีร่ัม สามารถตรวจพบได 
ตั้งแตสัปดาหแรกเม่ือเปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนทําการใหวัคซีน ในการกระตุนดวยแอนติเจน whole 

cell ระดับแอนติบอดีเพิ่มข้ึนอยางมีนยัสําคัญ (P<0.05) แตในการกระตุนดวยแอนติเจน OMPs 

ไมพบความแตกตางในทางสถิติ (P>0.05) ในสัปดาหแรก ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 และ 4.2 ซ่ึง
แสดงระดับแอนติบอดีเปนคา optical density (OD) เนื่องจากไมสามารถตรวจพบระดับ
แอนติบอดีไตเตอรได ในการเจือจางซีร่ัมท่ี 1:500 ซ่ึงใชเปนความเจอืจางเร่ิมตนในการวิเคราะห
ระดับแอนติบอดีโดยวิธี serial dilution และหลังจากสัปดาหท่ี 2 ระดับแอนติบอดไีตเตอรลดลง
เล็กนอยในการกระตุนดวยแอนติเจน OMPs แตในการกระตุนดวยแอนติเจน whole cell มีระดับ
แอนติบอดีไตเตอรคอนขางตํ่า หลังจากกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 4 ระดบัภูมิตานทานสูงข้ึนและมาก 
ท่ีสุดในสัปดาหท่ี 5 ซ่ึงมีคาเฉล่ีย log10 titre เทากับ 4.35 + 0.11 และ 4.63 + 0.10 ในการกระตุน
ดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs ตามลําดับ ซ่ึงระดับภูมิตานทานยังคงอยูสูงจนส้ินสุด 



 36 

การทดลองในสัปดาหท่ี 8 มีคาเฉลี่ย log10 titre เทากับ 4.41 + 0.13 และ 4.48 + 0.11 ในการกระตุน
ดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs ตามลําดับ  แตอยางไรก็ตาม ระดบัแอนติบอดใีน           
การกระตุนดวยแอนติเจนท้ังสองชนิดไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) ยกเวนใน
สัปดาหท่ี 4 ระดับแอนติบอดีไตเตอรเม่ือกระตุนดวยแอนติเจน OMPs สูงกวา whole cell อยางมี
นัยสําคัญยิ่งในทางสถิติ (P<0.01) ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 

 
ตารางท่ี 4.1 คา  optical density (OD 405 nm) ของซีร่ัมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย whole cell 

ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนใหวัคซีน 
 

wk 0 wk 1 wk 2 wk 3 wk 4 wk 5 wk 6 wk 7 wk 8 

0.06+ 
0.01 

0.09+ 
0.03 

0.53+  
0.07 

0.47+ 
0.06 

0.58+ 
0.10 

0.64+ 
0.14 

0.55+  
0.17 

0.64+ 
0.08 

0.55+ 
0.09 

  P<0.05 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 

หมายเหตุ -  แสดงคาเฉล่ีย + SD 

               - ตวัอยางซีร่ัมทําการเจือจางท่ี 1:500 
            
ตารางท่ี 4.2 คา  optical density (OD 405 nm) ของซีร่ัมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย OMPs 

ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนใหวัคซีน 

wk 0  wk 1 wk 2 wk 3 wk 4 wk 5 wk 6 wk 7 wk 8 

0.06+ 
0.01 

0.07+ 
0.01 

0.44+ 
0.13 

0.46+ 
0.18 

0.81+ 
0.09 

0.75+ 
0.17 

0.65+ 
0.11 

0.79+ 
0.05 

0.62+ 
0.10 

  P>0.05 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 

หมายเหตุ - แสดงคาเฉล่ีย + SD 

   - ตัวอยางซีร่ัมทําการเจือจางท่ี 1:500 
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รูปท่ี 4.1 กราฟแสดงระดบัแอนติบอดี + standard error ในซีร่ัมตอ whole cell (T1) และ 
OMPs (T2) ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลูกศรแสดงการกระตุนภมิูคุมกันซํ้าใน
สัปดาหท่ี 2 และ 4  

     หมายเหตุ ** = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 
 

4.2 ระดับแอนติบอดีใน (water soluble fraction, WSF) 
 จากการกระตุนภูมิคุมกนัไกดวยแอนติเจน 2 ชนิด คือ whole cell และ OMPs ของเช้ือ    
S. enterica serovar Enteritidis ทําการเก็บไขกอนและหลังการใหวัคซีนและเก็บทุก ๆ วัน    
หลังจากใหวัคซีน เปนเวลา 8 สัปดาห ทําการแยกแอนติบอดีหรือ IgY จากไขแดงดวยวิธี water 

dilution method เนื่องจากแอนติบอดีในไขแดงรวมตวัอยูกับสวนของ lipid, lipoprotein และ
โปรตีนท่ีละลายนํ้าได (water soluble fraction, WSF) ไดแก α-,β- และ γ- livetins (IgY)     
ดังนั้นสวนของ WSF จึงมี IgY รวมอยูดวย การสกัดดวยน้ําสามารถแยกสวนของไลปดและ      
แกรนูลโปรตีนบางสวนได ซ่ึงวิธี water dilution method อาศัยหลักความเจือจางและคา pH เปน
ปจจัยหลักท่ีมีความสําคัญตอผลของความบริสุทธ์ิและปริมาณ IgY (Akita and Nakai, 1992) ใน
การศึกษาคร้ังนี้ ทําการแยกสวนของ WSF จากไขแดงโดยทําการเจอืจางดวยน้ําปริมาตร 10 เทา
และปรับคา pH อยูในชวง 5.0-5.2 และวิเคราะหระดบัภูมิตานทานที่จําเพาะตอเช้ือ S. enterica 

serovar Enteritidis ดวยวิธี ELISA  
 ผลการทดลองพบวา ระดับแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis 
ในไขแดงสามารถตรวจพบไดตั้งแตสัปดาหแรกหลังจากการกระตุนภูมิคุมกัน โดยระดับแอนติบอด ี
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 สูงข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับแอนติบอดีใน WSF กอนใหวัคซีนอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P<0.01) ใน    
การกระตุนดวยแอนติเจน whole cell และสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ในการกระตุนดวย
แอนติเจน OMPs ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 และ 4.4 หลังจากกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 2 
และ 4 ระดับแอนติบอดีไตเตอรสูงเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง ซ่ึงระดับแอนติบอดีในกลุมท่ีกระตุนดวย
แอนติเจน whole cell มีไตเตอรสูงสุดในสัปดาหท่ี 4 มีคาเฉล่ีย log10 titre เทากับ 3.84 + 0.11 
จากนั้นระดับแอนติบอดีไตเตอรลดลงเล็กนอย ตอมาภายหลังสูงข้ึนในสัปดาหท่ี 7 และ 8 เม่ือ
ส้ินสุดการทดลองมีคาเฉล่ีย log10 titre เทากับ 3.90 + 0.09 ขณะท่ีกลุมท่ีกระตุนดวยแอนติเจน 

OMPs มีระดบัแอนติบอดีไตเตอรสูงสุดในสัปดาหท่ี 5 มีคาเฉล่ีย log10 titre เทากบั 3.69 + 0.08 
และระดับแอนติบอดียังคงอยูจนส้ินสุดการทดลองในสัปดาหท่ี 8 มีคาเฉล่ีย log10 titre เทากับ 3.96 
+ 0.08 แตอยางไรก็ตาม ระดับแอนติบอดีในการกระตุนดวยแอนติเจนท้ังสองชนิดไมมีความ
แตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) ยกเวนในสัปดาหท่ี 5 ระดับแอนตบิอดีเม่ือกระตุนดวย OMPs 

สูงกวา whole cell อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงในรูปท่ี 4.2 
 
ตารางท่ี 4.3 คา  optical density (OD 405 nm) ของ WSF ท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย whole 

cell ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับ WSF กอนใหวัคซีน 

wk 0  wk 1 wk 2 wk 3 wk 4 wk 5 wk 6 wk 7 wk 8 

0.06+ 
0.01 

0.09+ 
0.02 

0.46+ 
0.15 

0.56+ 
0.10 

0.80+ 
0.06 

0.79+ 
0.09 

0.64+ 
0.14 

0.67+ 
0.12 

0.73+ 
0.05 

 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 

หมายเหตุ - แสดงคาเฉล่ีย + SD 

                 - ตัวอยาง WSF ทําการเจือจางท่ี 1:100 
 
ตารางท่ี 4.4 คา  optical density (OD 405 nm) ของ WSF ท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย OMPs 

ของ S. enterica serovar Enteritidis  เปรียบเทียบกับ WSF กอนใหวัคซีน 

wk 0   wk 1 wk 2 wk 3 wk 4 wk 5 wk 6 wk 7 wk 8 

0.07+ 
0.01 

0.10+ 
0.03 

0.36+ 
0.17 

0.56+ 
0.11 

0.80+ 
0.17 

0.82+ 
0.12 

0.77+ 
0.13 

0.74+ 
0.11 

0.74+ 
0.06 

 P<0.05 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 

หมายเหตุ - แสดงคาเฉล่ีย + SD 

                 - ตัวอยาง WSF ทําการเจือจางท่ี 1:100 
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รูปท่ี 4.2 กราฟแสดงระดบัแอนติบอดี + standard error ใน WSF ตอ whole cell (T1) และ 
OMPs (T2) ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลูกศรแสดงการกระตุนภมิูคุมกันซํ้าใน
สัปดาหท่ี 2 และ 4  
     หมายเหตุ  * = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
           จากการพิจารณาการกระตุนภูมิคุมกันซํ้าในสัปดาหท่ี 2 หลังจากการกระตุนคร้ังแรก พบวา
ระดับแอนติบอดีในซีร่ัมมีความผันแปรมากโดยระดับแอนติบอดีลดลง ซ่ึงไมสอดคลองกับทฤษฏี       
การตอบสนองของระบบ humoral system ของการกระตุนซํ้าหรือการไดรับแอนติเจนเดิมอีกคร้ัง
หนึ่ง ซ่ึงอาจเกิดจากความแปรปรวนของตัวสัตวหรือเปนความผิดพลาดในการปฏิบัติงาน ขณะท่ี
การตอบสนองของภูมิตานทานในไขแดงเปนไปตามทฤษฏี โดยระดับแอนติบอดีเพิ่มข้ึนเปนลําดับ
อยางตอเนื่องและเพิ่มมากข้ึนหลังจากการกระตุนซํ้า  
 

4.3 เปรียบเทยีบระดับแอนติบอดีระหวางซีรั่มและ WSF จากไขแดง 
 ในการเปรียบเทียบระดับหรือปริมาณภูมิตานทานระหวางซีร่ัมและ WSF จากไขแดง โดย
เปรียบเทียบตัวอยางซีร่ัมและ WSF จากไกตัวเดียวกัน เม่ือทําการกระตุนภูมิคุมกันไกไขดวย 
แอนติเจน whole cell ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis พบวาระดับแอนติบอดีไตเตอร
ในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงอยางมีนัยสําคัญยิง่ (P<0.01) เกือบทุกสัปดาหตลอดระยะเวลาการทดลอง 
ยกเวนในสัปดาหท่ี 3 ระดับแอนติบอดีไตเตอรในซีร่ัมและไขแดงไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ  
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(P>0.05) แตในสัปดาหท่ี 4 พบวาระดับแอนตบิอดีไตเตอรในไขแดงสูงกวาในซีร่ัมอยางมี
นัยสําคัญยิ่ง (P<0.01) ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 
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 รูปท่ี 4.3 กราฟแสดงความแตกตางของระดับแอนติบอดี + standard error ในซีร่ัมและ WSF 

ตอ whole cell (T1) ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลูกศรแสดงการกระตุน
ภูมิคุมกันซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4  

     หมายเหตุ  ** = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 

                    ns = คาเฉล่ียไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) 
 

เม่ือทําการกระตุนภูมิคุมกนัไกไขดวยแอนติเจน OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar 

Enteritidis พบวาระดบัแอนติบอดีไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงทุกสัปดาหตั้งแตสัปดาหแรก
อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) และในสัปดาหท่ี 2 ถึงสัปดาหท่ี 8 (ส้ินสุดการทดลอง) ระดับแอนติบอดี
ไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P<0.01) ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 จากการทดลอง
เปนระยะเวลา 8 สัปดาห สรุปไดวาระดับแอนตบิอดีไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงท้ังใน         
การกระตุนดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs  

 เม่ือแมไกไดรับวัคซีนและเกดิการตอบสนองของระบบภมิูคุมกัน โดยการสรางแอนติบอดี
ท่ีจําเพาะและนําเขาสูระบบไหลเวยีนเลือด ซ่ึงอาจมีกลไกในการถายทอดภูมิตานทานบางสวนไปยัง
ไขแดง ความเขมขนของแอนติบอดีในไขแดงจึงนอยกวาในซีร่ัม หรืออาจมีการถายทอดแอนติบอดี
ไปยังไขแดงในความเขมขนใกลเคียงกับในซีร่ัม แตในการวิเคราะหระดับแอนติบอดใีนไขแดงตอง 
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ผานกระบวนการในการแยกแอนติบอดีจากไขไก จึงทําใหตรวจพบแอนติบอดใีนไขแดงต่ํากวาใน  
ซีร่ัมไกซ่ึงไมตองผานข้ันตอนใด  ๆ ในการเตรียมเพื่อวเิคราะหหาระดับแอนติบอด ี
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รูปท่ี 4.4 กราฟแสดงความแตกตางของระดับแอนติบอด ี + standard error ในซีร่ัมและ WSF 

ตอ OMPs (T2) ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลูกศรแสดงการกระตุนภูมิคุมกัน
ซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4 

      หมายเหตุ   *     = คาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.01) 

                         **   = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ (P<0.05) 
 

การตอบสนองภูมิตานทานของไกตอส่ิงแปลกปลอม (แอนติเจน) ท่ีเขาสูรางกายไมวาจะ
เปนจากการใหวัคซีนหรือสัตวไดรับการติดเช้ือจากส่ิงแวดลอมนั้น สัตวปกจะสรางภูมิตานทาน   
ท้ังทางดานเซลล (cellular immunity) และทางดานสารน้ํา (humoral immunity) คือแอนติบอดี
หรือ immunoglobulins (Ig) ซ่ึง immunoglobulin Y (IgY) เปนสวนท่ีสามารถถายทอดไป
สะสมยังไขแดง ขณะท่ี IgM และ IgA ถายทอดไปยังไขขาว เม่ือแอนติบอดีเขาสูระบบไหลเวียน
เลือด แมไกสามารถถายทอดภูมิคุมกนัไปยังลูกไกโดยการขนถายไปยงัถุงหุมไขแดง (yolk sac) 

โดยผาน follicular epithelium ในชวง fluid phase ของ yolk ดังนั้นจึงพบระดับแอนติบอดี
เหมือนกับในซีร่ัมแมไกซ่ึงคาเฉล่ียไตเตอรในไขแดงมีแนวโนมตํ่ากวาในซีร่ัม (Tizard, 2002) ซ่ึง
สอดคลองกับผลการศึกษาคร้ังนี้ ท่ีผลการทดลองมีคาเฉล่ียไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงตลอด
ระยะเวลาการทดลอง เชนเดยีวกันกับการรายงานของ Li et al. (1998) ซ่ึงทําการกระตุนภูมิคุมกนั 
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ดวย bovine serum albumin (BSA) พบการเปล่ียนแปลงของระดับแอนติบอดีในซีร่ัมเพิ่มข้ึน
อยางรวดเร็วและมาถึงจุดคงที่ในวนัท่ี 14 สวนแอนติบอดีในไขแดงพบปริมาณเล็กนอยในวันท่ี 7 
และเพิ่มอยางรวดเร็วในวันท่ี 14 และเพิม่ข้ึนเปนลําดบั ตอมาภายหลังถึงจุดสูงสุดในวนัท่ี 56 และ 
คงท่ีอยูจนส้ินสุดการทดลอง แตท้ังนี้ไมมีความแตกตางกันในทางสถิติของระดับแอนติบอดีในซีร่ัม
และในไขแดงตลอดการทดลอง  

Prakash et al. (2005) ศึกษาการกระตุนภูมิคุมกันแมไกดวย S. enterica serovar 

Gallinarum โดยศึกษาแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ OMPs โดยวิธี ELISA  พบวาระดับแอนติบอดใีน
ไขแดงท่ีปรากฏ มีแนวโนมเหมือนกับในซีร่ัม ซ่ึงไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงอยางสมํ่าเสมอใน
ฝูงท่ีใหวัคซีน ขณะท่ีมีการรายงานความเขมขนของ IgY ในไขแดงสูงกวาในซีร่ัม แตความแตกตาง
นี้ อาจจะเกดิเนื่องจากจํานวน IgY ในไขแดงในแตละวนัมีความแปรผันมาก (Schade et al., 2001) 

ความเขมขนของแอนติบอดท่ีีจําเพาะในไขแดง มีโครงรางของแอนติบอดี (antibody-profile) 
เหมือนกับในซีร่ัม ซ่ึงหมายถึงวา serum-IgG จะเคล่ือนผานไปยังไขแดงในระหวางการเปน 
follicle ท่ีเจริญเต็มท่ี     สวนเหตุผลของ Erhard et al. (2000) รายงานวา คาเฉล่ียความเขมขน
ของ IgY ในซีร่ัมของไกอายุ 5 เดือนเทากับ 9.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและในไขแดงเทากับ 10.1 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงความเขมขนของแอนติบอดใีนไขแดงสูงกวาในซีร่ัม ขณะท่ีในไกอายุ 9 
เดือน มีคาเฉล่ียความเขมขนของ IgY ในซีร่ัมเทากับ 5.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและในไขแดงเทากบั 

5.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงความเขมขนของแอนติบอดีในไขแดงต่าํกวาในซีร่ัมอยางมีนัยสําคัญ 

แตอยางไรก็ตามไมพบความแตกตางในทางสถิติในการเปล่ียนแปลงระดับ IgY ในซีร่ัมและไขแดง
หลังจากการกระตุนภูมิคุมกนั 

Fu et al. (2006) รายงานวา หลังจากการกระตุนภูมิคุมกันไมสามารถตรวจพบแอนติบอดี
ในไขแดงใน 3 สัปดาหแรกซ่ึงการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะเจาะจงตอ SARS coronavirus ใน     
ไขแดงเร่ิมตรวจพบไดใน 2 สัปดาหหลังจากมีการผลิต IgY ในซีร่ัม เหมือนกบัการศึกษาของ 
Sunwoo et al. (1996) พบวา IgY activity เพิม่ข้ึนในซีร่ัมกอนสวนในไขแดงเกดิข้ึนลาชา
ในชวง 1-3 สัปดาหในการกระตุนภูมิตานทานดวย S. enterica serovar Typhimurium และ 
Escherichia coli (E. coli) ซ่ึงระยะเวลาในการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะในไขแดงลาชากวาใน   
ซีร่ัม อธิบายไดจากแอนติบอดีในซีร่ัมไกจะเคล่ือนยายและสะสมในไขแดง (Li et al., 1998) ซ่ึง
ในการศึกษาคร้ังนี้ มีการตรวจพบแอนติบอดีท่ีจําเพาะในไขแดงตั้งแตสัปดาหแรก อาจเปนไปไดวา 
ในตัวสัตวทดลองอาจมีภูมิตานทานท่ีเกดิจากการกระตุนตามธรรมชาติอยูบางแลว แตอยางไรก็ตาม
เม่ือมีการใหวคัซีน ระดับแอนติบอดีหลังใหวัคซีนเกิดข้ึนสูงกวากอนการใหวัคซีนอยางมีนัยสําคัญ
ยิ่งในทางสถิต ิขณะท่ีมีการรายงานของ Gurtler and Fehlhaber (2004) กระตุนภูมิคุมกันดวยเช้ือ 
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S. enterica serovar Enteritidis live vaccine ระดับแอนตบิอดีไตเตอรในไขแดงสูงสุดอยู
ในชวง 1:160-1:1280 และมีความเขมขนของ anti-S. enterica serovar Enteritidis specific 

IgY จํานวน 0.2-0.7 มิลลิกรัมตอกรัมของไขแดง และแสดงผลของไขแดงท่ีไมไดกระตุนภูมิคุมกัน
แมไกจะไมพบแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ S. enterica serovar Enteritidis  

การตอบสนองของภูมิตานทานในไขแดงในการทดลองนี้ ตรวจพบระดับแอนตบิอดีได   
ตั้งแตสัปดาหแรกหลังจากกระตุนภูมิคุมกนัท้ังในการกระตุนดวยแอนติเจน whole cell และ 
OMPs ระดับภูมิคุมกันเพิ่มข้ึนเปนลําดับหลังจากกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4 ซ่ึงในการศึกษานี้ 
สอดคลองกับการทดลองของ Lee et al.(2002) ศึกษา IgY จําเพาะเจาะจงตอ whole cell ของ        
S. enterica serovar Enteritidis พบ specific IgY activity เพิ่มข้ึนหลังจากการกระตุน
ภูมิคุมกันคร้ังท่ี 1 และเพิ่มข้ึนอยางคงท่ี โดยเร่ิมตรวจพบการผลิตแอนติบอดีในสัปดาหท่ี 1 และ   
สูงสุดในสัปดาหท่ี 8 มีคา OD เทากับ 1.10 เชนเดยีวกบั Sunwoo et al. (2002) ทําการกระตุน
ภูมิคุมกันดวย E. coli O157:H7 whole cell พบการตอบสนองคร้ังแรกมีลักษณะเปน lag phase 

ซ่ึงตรวจพบ E. coli O157:H7 specific activity ในไขแดงเพิ่มข้ึนเล็กนอย หลังจากการกระตุน
ภูมิคุมกันคร้ังแรกซ่ึงการตอบสนองลําดับท่ีสองจะเกดิข้ึนอยางรวดเร็วเพิ่มข้ึนแบบ exponential 

และมาถึงจุดสูงสุดมีคา OD เทากับ 0.949 รูปแบบการทํางานของแอนติบอดีสามารถอธิบายตาม
หลักการของ memory B cell ซ่ึงสรางข้ึนระหวางการตอบสนองคร้ังแรก   การกระตุนซํ้าจึงมี  
การตอบสนองท่ีงายและมากกวา B cell ดั้งเดิมท่ีพบกับแอนติเจนเปนคร้ังแรก (สุทธิพันธ       
สาระสมบัติ และคณะ, 2537)  

Yokoyama  et al. (1998a) รายงานการใช OMPs, LPS และ flagella ของเช้ือ           
S. enterica serovar Enteritidis ในการกระตุนภูมิคุมกันไก พบวามีระดับไตเตอรเทากับ 1:256, 
1:128 และ 1:1024 ตามลําดับ แตเม่ือ challenge หนูดวยเช้ือ Salmonella จากนั้นใหกิน egg yolk 

antibody (EYA) ท่ีจําเพาะในแตละแอนติเจน พบวากลุมท่ีไดรับ OMPs-antibody มีอัตราการ
รอดตายมากท่ีสุดถึง 80% สวนใน LPS antibody และ flagella antibody มีอัตราการรอดตาย 
47% และ 60% ตามลําดับ ถึงแม OMPs-antibody มีไตเตอรนอยกวา flagella-antibody แตเม่ือ
ใหหนูกิน EYA ท่ีจําเพาะตอ OMPs พบวามีอัตราการรอดตายมากท่ีสุด อธิบายไดวาความสําคัญ
และบทบาทของแอนติเจน OMPs, LPS และ flagella ตอความรุนแรงของ Salmonella ในหนู
โดยเฉพาะ OMPs หรือ porin มีบทบาทเปน pathogenic determinants ซ่ึงเปนสวนของผิว
แบคทีเรียท่ีสามารถกระตุน cellular และ humoral system การให passive anti-OMPs 

antibody อาจมีอิทธิพลตอการสรางโคโลนีของ S. enterica serovar Enteritidis โดยแอนติบอดี
จําเพาะจะไปจบักับผิวโปรตีนของแบคทีเรียทําใหแบคทีเรียไปจับกับเซลลของโฮสตไมได     ดังนัน้ 
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 anti-OMPs egg yolk antibody สามารถปองกันหนจูากโรค Salmonellosis ได    แตกลไกใน
การตอตานการแพรกระจายของเช้ือ Salmonella ของ OMPs antibody ยังไมชัดเจน ซ่ึงมีขอ
สมมติฐานวา OMPs เปนสวนผิวเซลลของแบคทีเรียท่ีเปนแอนตเิจนที่ดี ทําใหเกดิการตอบสนอง
ในการผลิตแอนติบอดีจําเพาะไดงาย แอนติบอดีจําเพาะที่ผลิตข้ึนจะทําหนาท่ียับยั้งเช้ือโรค จึงทําให
มีการแพรกระจายของเช้ือ Salmonella ลดลง โดยแบคทีเรียจะสูญเสียความสามารถในการสราง  
โคโลนีในลําไสจึงปองกันโรคได ในการศึกษาคร้ังนี้ระดบัหรือปริมาณภูมิตานทานตอ S. enterica 

serovar Enteritidis เม่ือทําการกระตุนภมิูคุมกันดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs เกิดข้ึน
สูงท้ังในซีร่ัมและในไขแดง แสดงใหเห็นวาวิธีการกระตุนภูมิคุมกันไกดวยแอนติเจนท้ังสอง
รวมกับ Freund’s complete adjuvant ในการกระตุนภูมิคุนกันคร้ังแรกและ booster ดวย 
Freund’s incomplete adjuvant ในสัปดาหท่ี 2 และ 4 ทําการแยก IgY ดวยวิธี water dilution 

method เหมาะสมตอการผลิตภูมิตานทานตอตาน S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดง 
(Akita and Nakai et al., 1992; Lee et al., 2002; Sunwoo et al,2002; Erhard et al., 2000) 
ท้ังนี้ระดับหรือปริมาณสารภูมิตานทานในไขแดงข้ึนอยูกับปจจัยตาง ๆ คือ ตัวสัตว ปริมาณ
แอนติเจน วิธีการใหวัคซีน วิธีการแยก IgY และวิธีการทําใหบริสุทธ์ิ  

วิธีการเตรียมนี้นอกจากใหระดับหรือปริมาณภูมิตานทานมากแลว การแยก IgY จาก      
ไขแดงดวยวิธี water dilution method ใชสารเคมีนอยจงึเหมาะตอการนําไปใชในการปองกันโรค
ดวยการกินโดยไมเปนอันตรายตอรางกาย ซ่ึงการศึกษาคร้ังนี้การกระตุนภูมิคุมกนัดวย whole cell 

และ OMPs ไมแตกตางกันในทางสถิติ ดงันั้น whole cell จึงมีศักยภาพตอการเปน immunogen 

ในการเตรียมสารภูมิตานทานในไขแดงท่ีดีกวา เนื่องจากมีวิธีการเตรียมท่ีสะดวก ไมยุงยากซับซอน 
ในการทดลองนี้ทําใหทราบวาควรเก็บไขตั้งแตสัปดาหท่ี 4 เพราะมีระดับภูมิตานทานสูงจนถึง
มากกวาสัปดาหท่ี 8 ซ่ึงระดับภูมิตานทานยังคงอยูสูงแตอยางก็ตามตองมีการศึกษาตอไปวาสามารถ
เก็บไขไดนานเทาไร นอกจากนี้อาจมีการแปรรูปโดยการ spray dried (Owusu-Asiedu et 

al.,2003 a,b ; Yokoyama et al., 1992; 1998b) หรือ freeze dried (Lee et al., 2002; 

Sunwoo et al., 2002) เพื่อความสะดวกตอการนําไปใชและยังมีการศกึษาเกีย่วกับการเคลือบ IgY 

ท่ีแยกไดเพื่อปองกันการยอยสลายเน่ืองจากกรดในกระเพาะอาหาร (Lee et al., 2000; Kovacs-
Nolan and Mine, 2005) 

การนํา IgY มาใชประโยชนในการตรวจสอบทาง serology ไมจําเปนตองใชกระบวนการ
ในการสกัด IgY หรือทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีท่ียุงยากเพราะสามารถตรวจสอบไดโดยตรง (Gast et 

al., 1997) นอกจากนีก้ารผลิต specific egg yolk antibody เพื่อการรักษาโรคไมจําเปนตองสกดั 
IgY  การใชประโยชนจากไขท้ังใบจะคุมคากวา เพราะไดรับท้ังโปรตีนและสารอาหาร IgM    และ 
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 IgA ในไขขาวดวย อยางไรก็ตาม การนํามาใชสําหรับการวิจยัและชันสูตรเช้ือโรคจําเปนตองมี    
การทําให IgY บริสุทธ์ิเนื่องจากเปนการทดสอบท่ีตองการความแมนยําในการตรวจ 
 



 
 

บทที่ 5 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 จากการศึกษาวิธีการเตรียมสารภูมิตานทานตอเช้ือ Salmonella enterica serovar 

Enteritidis ในไขแดงของไกและตรวจหาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ Salmonella ใน  
ซีร่ัมและไขแดง เพื่อใหทราบวิธีการท่ีเหมาะสมในการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ S. enterica 

serovar Enteritidis ในไขแดงโดยทําการกระตุนภูมิคุมกันไกดวยแอนติเจน whole cell และ 
outer membrane proteins (OMPs) ของ S. enterica serovar Enteritidis ซ่ึง emulsified 

ดวย Freund’s complete adjuvant ในการกระตุนคร้ังแรกและ Freund’s incomplete 

adjuvant ในการกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4 เก็บซีร่ัมและเก็บไขมาแยก IgY ดวยวิธี water 

dilution method ตรวจสอบระดับแอนตบิอดีดวยวิธี ELISA สามารถสรุปผลไดดังนี้ 
1. ปริมาณแอนติบอดีจําเพาะ (specific antibodies) ในซีร่ัมและไขแดงเกดิข้ึนสูงตลอด

ระยะเวลาการทดลอง (8 สัปดาห) 
2. การกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs ของเช้ือ S. enterica 

serovar Enteritidis สามารถกระตุนใหเกิดแอนติบอดีท้ังในซีร่ัมและไขแดงในปริมาณท่ีไม     
แตกตางกันตลอดระยะเวลาการทดลอง 

3. วิธีการเตรียมแอนติเจนท่ีใชกระตุนภูมิคุมกันนั้น แอนติเจน whole cell จะเตรียมได
สะดวกและรวดเร็วกวาการเตรียมแอนติเจน OMPs  

4. เพื่อใหเกิดปริมาณแอนติบอดีท่ีมากและนาน สามารถใชแอนติเจน whole cell กระตุน
ภูมิคุมกัน โดยทําการกระตุน 3 คร้ัง ในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4 ตามวิธีการทดลอง 

การใช whole cell เตรียมสารภูมิตานทานในไขแดงของไกเหมาะสมตอการผลิตในเชิง 
อุตสาหกรรม ซ่ึงสามารถผลิตสารภูมิตานทานปองกันโรคตาง ๆ ดวยการกระตุนภูมิคุมกันไกดวย
แอนติเจนของโรคนั้น ๆ ประยุกตใชเปนสารชีวภาพรักษาโรค เปนอาหารเสริมชวยเพิม่ภูมิตานทาน
ใหแกรางกายหรือเปน anti-venom ตอตานพิษงูและอ่ืน ๆ โดยเฉพาะนํามาใชในปศุสัตวทาง    
สัตวปกในการปองกันโรค Salmonellosis ซ่ึงปจจุบันมีปญหาเร่ืองการดื้อยาปฏิชีวนะคอนขางมาก
และใชเปนสารชีวภาพท่ีไมมีผลตกคางเปนการสงเสริมทางดานเศรษฐกิจ 
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ขอเสนอแนะ 
จากการทดลองคร้ังนี้ สามารถเตรียมสารภูมิตานทานตอ S. enterica serovar Enteritidis 

ในไขแดงของไกท่ีเหมาะสมได โดยสามารถตรวจหาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานในไขแดงได
มากตลอดระยะเวลาการทดลองนาน 8 สัปดาห ซ่ึงจะเปนแนวทางในการนําสารภูมิตานทานตอ     
S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดงนี้มาพัฒนาผลิตในเชิงใชประโยชนจริงตอไปจงึมี    
ขอเสนอแนะดังนี ้

1.ควรมีการทดลองเพิ่มเติมในการจดัโปรแกรมการใหวคัซีนวาควรทําการกระตุนภูมิคุมกัน 
2 หรือ 3 คร้ังเพื่อลดข้ันตอนความยุงยากและลดคาใชจายในการผลิตสารภูมิตานทานจากไขแดง 

2. ควรทําการทดลองตอจากระยะเวลา 8 สัปดาหจนแมไกหยุดใหไข เพื่อหาระยะเวลาวา
ระดับแอนติบอดีหรือ IgY มีอยูนานเทาใดและเพ่ือหาชวงเวลาในการผลิต IgY ท่ีคุมคาทางการคา
และทางดานเศรษฐกิจ 

3. ควรมีการศึกษาถึงผลของสารภูมิตานทานตอ S. enterica serovar Enteritidis ใน    
ไขแดงตอการลดปริมาณเช้ือโรคหรือการปองกันโรคตอไป เพื่อประโยชนตอการพฒันาอุตสาห- 
กรรมการเล้ียงสัตวหรือนํามาใชประโยชนตอการปองกันโรคติดเช้ือในคน โดยสามารถนําสาร      
ภูมิตานทานตอ S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดงมาใชปองกันโรค โดยเฉพาะในกลุม
คนท่ีมีความเส่ียงตอการติดเช้ือสูง เชน เดก็ ผูสูงอายุและผูปวยดวยโรคท่ีทําใหมีความบกพรองทาง
ภูมิคุมกัน เปนตน 

4. ควรพัฒนาการนํามาใชเปนทางเลือกเพือ่ปองกันการติดเช้ือในคน โดยการทําเปนผงและ 
การนํามาเคลือบดวย capsule ท่ีมีฤทธ์ิเปนดาง เพื่อใหสวนของ capsule ไปทําปฏิกิริยากับกรดใน
กระเพาะอาหารปองกันไมใหเกิดการยอย IgY กอนจับกบัเช้ือโรคและเขาสูกระแสเลือดได  
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การเตรียมสารเคมีสําหรับ ELISA 
Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 
  NaCl   8.0 กรัม 

  KCl   0.2 กรัม 

  KH2PO4  0.2 กรัม 
  Na2HPO4  2.9 กรัม 
  น้ํากล่ัน   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 7.4 ทําใหปราศจากเชื้อโดยการ Autoclave เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
 
0.05 M Carbonate-bicarbonate buffer: Coating buffer 
  Na2CO3  1.59 กรัม 

  NaHCO3  2.93 กรัม 

  NaN3    0.2 กรัม  

  น้ํากล่ัน   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 9.6 ดวย 1 N NaOH  เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
0.05% Tween 20 in PBS, pH 7.4 : Washing buffer 
  PBS, pH 7.4  1,000 มิลลิลิตร 

  Tween 20  0.5 มิลลิลิตร 
 
1% skim milk in PBS, pH 7.4 : Blocking solution 
  skim milk  1 กรัม 

  PBS, pH 7.4  100 มิลลิลิตร 
 
Citrate buffer 
  Citric acid  1.05 กรัม 

  น้ํากล่ัน    100  มิลลิลิตร 

 เก็บไวท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ABTS solution 
  ABTS   15 มิลลิกรัม 

  น้ํากล่ัน   1 มิลลิลิตร  

 เก็บไวท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ABTS solution buffer 
  Citrate buffer  10 มิลลิลิตร 

  ABTS solution 200 ไมโครลิตร 

  30% H2O2  10 ไมโครลิตร 
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ตารางการเปรียบเทียบระดับหรือปริมาณภมิูตานทานในซีร่ัมและไขแดงท่ีกระตุนภูมิคุมกันไกดวย 
whole cell และ OMPs ของ S. enterica serovar Enteritidis 

  Antibody titre (log10 titre) 

whole cell OMPs 
สัปดาห serum WSF p-value serum WSF p-value 

0 <2.7 <2.0  <2.7 <2.0  

1 3.17 + 0.16 2.21 + 0.10 p<0.01 2.87 + 0.10 2.48 + 0.11 p<0.05 

2 4.29 + 0.13 2.75 + 0.13 p<0.01 4.08 + 0.16 2.99 + 0.12 p<0.01 

3 3.84 + 0.15 3.51 + 0.20 p>0.05 3.96 + 0.15 3.26 + 0.19 p<0.01 

4 3.33 + 0.13 3.84 + 0.11 p<0.01 4.35 + 0.16 3.66 + 0.17 p<0.01 

5 4.35 + 0.11 3.69 + 0.09 p<0.01 4.63 + 0.10 3.69 + 0.08 p<0.01 

6 4.38 + 0.16 3.69 + 0.14 p<0.01 4.63 + 0.08 4.02 + 0.05 p<0.01 

7 4.60 + 0.13 3.90 + 0.11 p<0.01 4.66 + 0.10 4.08 + 0.03 p<0.01 

8 4.41 + 0.13 3.90 + 0.09 p<0.01 4.48 + 0.11 3.96 + 0.08 p<0.01 
หมายเหตุ  แสดงคาเฉล่ีย + standard error 
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