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          Enteritidis ในไขไก (PREPARATION OF SPECIFIC EGG YOLK   
          ANTIBODIES AGAINST SALMONELLA ENTERICA SEROVAR  
          ENTERITIDIS) อาจารยท่ีปรึกษา: ผศ. น.สพ. ดร. บัญชร ลิขิตเดชาโรจน, 
            61 หนา. 
 
 
           การศึกษาการเตรียมสารภูมิตานทานตอเช้ือ Salmonella enterica serovar Enteritidis 

ในไขไก มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาแอนติเจน 2 ชนิด ซ่ึงนํามาทําเปนวคัซีน ไดแก whole cell และ 
outer membrane proteins (OMPs) ท่ีกระตุนการตอบสนองของภูมิตานทานในซีร่ัมและไขแดง 
ในการวิจัยคร้ังนี้ใชไกไขอายุ 34 สัปดาห ทําการฉีดวัคซีนในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4 เก็บซีร่ัมและไข
ทุกสัปดาหจนถึงสัปดาหท่ี 8 แลวทําการแยกแอนติบอดีในไขแดงดวยวธีิ water dilution method 

และวเิคราะหระดับแอนติบอดีในซีร่ัมและไขแดงดวยวธีิ Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) 
 
           ผลการทดลองพบวา ในการกระตุนภูมิคุมกนัไกดวย whole cell ระดับภูมิตานทานในซีร่ัม
เพิ่มข้ึนในสัปดาหท่ี 1 และ 2 จากนั้นลดลงในสัปดาหท่ี 3 และ 4 สวนการกระตุนดวย OMPs ระดบั
ภูมิตานทานเพิม่ข้ึนอยางตอเนื่องจนส้ินสุดการทดลอง ขณะท่ีระดับภมิูตานทานในไขแดงคอย ๆ 
สูงเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องและคงอยูจนส้ินสุดการทดลองท้ัง 2 แอนติเจน ในการเปรียบเทียบระดับ   
ภูมิตานทานระหวางซีร่ัมและไขแดง พบวาระดับภูมิตานทานในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงทุกสัปดาห 
(P<0.01)   ยกเวนในสัปดาหท่ี 4 ท่ีกระตุนดวยแอนติเจน whole cell แลวใหระดับภูมิตานทานใน
ไขแดงสูงกวาในซีร่ัม 
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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 
 
วิทยานิพนธนีสํ้าเร็จดวยดี ขาพเจาขอขอบพระคุณ ผศ. น. สพ. ดร. บัญชร ลิขิตเดชาโรจน 

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธในการใหคําปรึกษา แนวคิด คําแนะนํา ในการดําเนนิงานวจิัย ตรวจ 
แกไขวิทยานพินธ แกปญหาตาง ๆ อันเปนประโยชนท้ังทางดานวิชาการและงานวจิัย 

ขอขอบพระคุณ รศ. ดร. ทัศนีย สุโกศล อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวมท่ีไดกรุณาให         
คําปรึกษา คําแนะนํา ในการดําเนินงานวจิยั ตรวจแกไขวทิยานิพนธ   

กราบขอบพระคุณ รศ. ดร. พงษชาญ ณ ลําปาง อาจารยผูใหความรูและคําปรึกษา             
วิธีวางแผนการดําเนินงานวจิัย และขอบพระคุณอาจารยประจําสาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว 
ตลอดจนอาจารยทุกทานท่ีไดกรุณาอบรมส่ังสอนถายทอดความรูและประสบการณ 

ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ซ่ึงใหทุนสนับสนุนงบประมาณในการทํางาน
วิจัย ขอขอบคุณฟารมมหาวทิยาลัย อาคารศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 1, 2 และ 3 
รวมท้ังบุคคลากรมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ท่ีไดใหความอนุเคราะหสถานท่ี สัตวทดลอง 
อาหารสัตว เคร่ืองมืออุปกรณ และอํานวยความสะดวกตาง ๆ ในการทาํวิจยั 

ขอขอบคุณพี่ ๆ เพื่อน ๆ และนอง ๆ ท่ีใหคําปรึกษา ความชวยเหลือและเปนกําลังใจใน  
การดําเนนิงานวิจยัคร้ังนี ้

ขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา และครอบครัวท่ีชวยสนับสนนุทางการเงินและเปน    
เปนกําลังใจตลอดมา 

 
วัลภา  ลาภภักดี 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

สารบัญ 
          หนา 

บทคัดยอ (ภาษาไทย)........................................................................................................................ก 
บทคัดยอ (ภาษาอังกฤษ)....................................................................................................................ข 

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

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

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

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา..........................................................................1 

1.2 วัตถุประสงคการวิจยั.......................................................................................................2 

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

1.4 คําสําคัญท่ีใชในงานวจิัย..................................................................................................3 

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

1.6 ประโยชนท่ีไดรับจากงานวิจยั.........................................................................................3 

2    ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ...........................................................................4 

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

2.2 โครงสรางทางแอนติเจนของเช้ือ.....................................................................................5                            
     2.2.1 ประเภทแอนติเจนของเซลลแบคทีเรีย.....................................................................5 

2.3 ระบบภูมิคุมกัน (Immune system)...............................................................................7 

2.3.1 ระบบภมิูคุมกันแบบไมจําเพาะ (Innate immune system) ................................8 

2.3.2 ระบบภมิูคุมกันแบบจาํเพาะ (Acquired immune system)................................8 

2.4 Passive immunity ในสัตวปก....................................................................................10 

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

2.5.1 โครงสราง ...........................................................................................................11 

 



 ฉ

สารบัญ (ตอ) 
 

หนา 
2.5.2 ความเสถียรของ IgY (Stability)........................................................................12 

2.5.3 คุณสมบัติทางภูมิคุมกนั.......................................................................................12 

2.6 การแยก IgY จากไขแดง (Isolation of IgY from yolk)...........................................12 

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

2.7.1 การเก็บแอนติบอดีไมรุกรานสัตว........................................................................14 

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

2.8 บทบาทของ IgY ตอการเปน antimicrobial antibody...............................................15 

2.9 การนํา egg yolk antibody มาใชในการปองกันและรักษาโรค...................................19 

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

3.1 การเตรียมสัตวทดลอง...................................................................................................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 การเตรียมวัคซีนและกระตุนภูมิคุมกันไก......................................................................26 

3.5 การเก็บตัวอยางซีร่ัมและไข...........................................................................................27 

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

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

3.6 การแยก water solution fraction จากไขแดง.............................................................27 

3.7 การวิเคราะหแอนติบอดตีอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ดวยวิธี ELISA.....28 

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

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

3.7.3 การทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ conjugated antibody..................31 
 



 ช

สารบัญ (ตอ) 
 

หนา 
3.7.4 การทดสอบภูมิตานทานในซีร่ัมและใน WSF ตอเช้ือ  
         S. enterica serovar Enteritidis.......................................................................32 

3.7.4.1 การทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative  

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

3.7.4.2 การทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative  

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

3.8 การวิเคราะหขอมูล........................................................................................................34 

4    ผลการวิเคราะหขอมูลและการอภิปราย................................................................................35 

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

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

4.3 เปรียบเทียบระดับแอนตบิอดีระหวางซีร่ัมและ WSF จากไขแดง.................................39 

5    สรุปและขอเสนอแนะ...........................................................................................................46 

6    เอกสารอางอิง.......................................................................................................................48 
ภาคผนวก........................................................................................................................................57 

ประวัติผูเขียน..................................................................................................................................61
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 ซ

 
 

สารบัญภาพ 
หนา 

รูปท่ี 

2.1 รูปรางของเช้ือ Salmonella spp. ...............................................................................................4 

2.2 โครงสรางของ IgG และ IgY...................................................................................................11 
3.1 กราฟโปรตีนมาตรฐาน (BSA) ใน PBS pH 7.4 ท่ี 590 นาโนเมตร  
     ใชศึกษาปริมาณโปรตีนใน whole cell และ OMPs ของเช้ือ S. enterica  

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

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

3.3 กราฟการหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control  

       ในซีร่ัมเพือ่ใชทดสอบหาระดับแอนตบิอดีโดยวิธี serial dilution..........................................33 

3.4 กราฟการหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control  

       ใน WSF เพื่อใชทดสอบหาระดับแอนติบอดีโดยวธีิ serial dilution .....................................34 

4.1 กราฟแสดงระดับแอนตบิอดี + standard error ในซีร่ัมตอ  
     whole cell (T1) และ OMPs (T2) ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  
     เม่ือทําการกระตุนภูมิคุมกันในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4 ..................................................................37 

4.2 กราฟแสดงระดับแอนตบิอดี + standard error ใน WSF ตอ  
     whole cell (T1) และ OMPs (T2) ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  
     เม่ือทําการกระตุนภูมิคุมกันในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4...................................................................39 

4.3 กราฟแสดงการเปรียบเทียบระดับแอนติบอดี + standard error  
     ในซีร่ัมและWSF ตอ whole cell ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  
     โดยทําการกระตุนภูมิคุมกันในสัปดาหท่ี 0, 2  และ 4 ................................................................40 

4.4 กราฟแสดงการเปรียบเทียบระดับแอนติบอดี +  standard error  
     ในซีร่ัมและWSF ตอ OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  
     โดยทําการกระตุนภูมิคุมกันในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4..................................................................41 
 
 



 ฌ

 
 

สารบัญตาราง 
หนา 

ตารางท่ี 

     2.1 ความเขมขนของ immunoglobulin ในสัตวปก..................................................................11 

     2.2 สวนประกอบของไขแดง......................................................................................................13 

     2.3 การเปรียบเทียบวิธีการแยก IgY ตอประสิทธิภาพของ IgY  

           ทางดานปริมาณและความบริสุทธ์ิ........................................................................................14 

     2.4 การเปรียบเทียบปริมาณแอนติบอดีของกระตายและไก........................................................15 

     2.5 การนํา egg yolk antibody มาใชประโยชนในคนและสัตว...............................................20 

     3.1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA)  

           กับคาดดูกลืนแสงท่ี 590 นาโนเมตร ใชศึกษาปริมาณโปรตีนใน  
          whole cell และ OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ............................... 24 

     3.2 คาดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนของ whole cell  

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

     3.3 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA)  

           กับคาดูดกลืนแสงท่ี 590 นาโนเมตร ใชในศึกษาปริมาณโปรตีนของ 
           sonicated S. enterica serovar Enteritidis เพื่อใชเปนแอนติเจน 

           ในการทดสอบ ELISA........................................................................................................29 
      4.1 คา  optical density (OD) ของซีร่ัมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย whole cell  

           ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนใหวัคซีน.........................36 

      4.2 คา  optical density (OD) ของซีร่ัมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย OMPs  

           ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนใหวัคซีน.........................36 
      4.3 คา  optical density (OD) ของ WSF ท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย whole cell  

           ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับ WSF กอนใหวัคซีน.....................38 
     4.4 คา  optical density (OD) ของ WSF ท่ีกระตุนภมิูคุมกันดวย OMPs  

           ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับ  WSF กอนใหวัคซีน....................38 
 
 
 



 
 

บทที่ 1 

บทนํา 
 
1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

จากนโยบายของประเทศท่ีมุงใหประเทศไทยเปนครัวโลกนั้น จําเปนจะตองผลิตอาหาร  
ตั้งแตฟารมถึงโตะอาหาร (From Farm To Table) ทําใหอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวมีการขยายตัว
และทวีความสาํคัญข้ึนเปนระยะ อีกท้ังผูบริโภคจะคํานงึถึงเร่ืองความปลอดภัยของอาหาร (food 

safety) เพิ่มมากข้ึน สําหรับอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตว การควบคุมและปองกันโรคมีความจําเปน
อยางยิ่ง เนื่องจากผลิตภัณฑจากสัตวท่ีใชเปนอาหาร เปนแหลงสําคัญในการกอใหเกิดโรคในคน 
โดยเฉพาะในระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงฟารมสวนใหญมีการควบคุมดูแลในเร่ืองของสุขศาสตร     
โรงเรือน สภาพแวดลอม การจัดการและการเฝาระวังฝูง รวมท้ังการใหวัคซีน สารเคมีและ            
ยาปฏิชีวนะ แตในการใชสารเคมีและยา มักจะเกิดปญหาในเร่ืองการดื้อยาของเช้ือแบคทีเรียและ       
การตกคางท่ีอาจสงผลกระทบเปนอันตรายตอผูบริโภค จึงมีความพยายามท่ีจะหาสารทดแทนยา
ปฏิชีวนะ เชน prebiotic จําพวก oligosaccharide, probiotic หรือสมุนไพร เชน กระเทียม       
ฟาทะลายโจร เปลือกทับทิม เปนตน  

ประเทศไทยมีอุตสาหกรรมการผลิตไกและแปรรูปไกเนือ้ เพื่อการบริโภคภายในประเทศ
รวมท้ังการสงออกไปจําหนายยังตางประเทศจํานวนมาก ซ่ึงผลิตภัณฑจากไก ไดแก เนื้อไกและ   
ไขไก จดัวาเปนแหลงกกัเกบ็ท่ีสําคัญของเช้ือ Salmonella ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวง (diarrhea) 
และภาวะอาหารเปนพิษ (foodborne) (Bangtrakulnonth et al., 2004) โดยองคการอนามัยโลก 
(World Health Organization (WHO)) ไดทําการศึกษาเช้ือ Salmonella ในคนและในแหลง
อ่ืน ๆ ในประเทศไทยต้ังแตป ค.ศ. 1993-2002 พบเช้ือ Salmonella enterica serovar Enteritidis 
มากท่ีสุดโดยพบในไกสูงท่ีสุดคิดเปน 19% ในการเกบ็ขอมูลจากการแยกเช้ือจากสัตวท่ีเปนแหลง
เก็บกักโรค (Bangtrakulnonth et al., 2004)  

ดังนั้นแนวทางท่ีนาสนใจในการปองกันโรค ซ่ึงมีแนวโนมจะพัฒนาข้ึนทดแทนสารเคมี
หรือยาปฏิชีวนะ คือการใช passive immunization จากแอนติบอดีในไขแดงของไก  (egg yolk 

antibody (EYA)) หรือ immunoglobulin Y (IgY) ซ่ึงมีโครงสรางและคุณสมบัติแตกตางกับ 
IgG จากสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Leslie and Clem, 1969)  EYA ไดถูกนํามาใชประโยชนหลาย 
ดาน เชน ในการชันสูตรโรคดวยวิธีการตาง ๆ (Gross and Speck, 1996) รวมท้ังในดานการ- 
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ปองกันโรคท้ังในคนและสัตว (Schade and Hlinak, 1996) โดยจัดเปนสารชีวภาพท่ีไมมี
ผลกระทบในดานการตกคางหรือเปนพิษตอผูบริโภคหรือสัตวท่ีไดรับ นอกจากนี ้ EYA สามารถ
ผลิตไดปริมาณมาก ไมรุกรานสัตวและไมทําใหสัตวทรมานจากความเครียด (Tini et al., 2002) 

วิธีการทําใหบริสุทธ์ิไมยุงยาก (Akita and Nakai, 1992) และราคาตนทุนตํ่า  ในปจจุบันมีงาน
ทดลองมากมายท่ีเกีย่วของกบัการนําแอนติบอดีในไขแดงมาใชในการปองกันโรค ซ่ึงมีรายงานการ
ใชแอนติบอดใีนไขแดงในการปองกันโรคทองเสียในลูกสุกรจากเช้ือ Escherichia coli (E.coli) 
และการปองกนัจากโรค Salmonellosis ในคน ลูกโคและในไกไข (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) และปองกันโรคแผลใน
กระเพาะอาหารจากเชื้อแบคทีเรียในคน (Hatta et al.,1997) และมีการประยกุตใชเปน anti-

venum ตอตานพิษงู (Maya et al.,2002) แตท้ังนี้ในประเทศไทยการทดลองในดานนี้ยังไม      
กวางขวางท้ังทางดานงานวจิัยและการผลิตเชิงอุตสาหกรรม 

เช้ือ Salmonella มีสวนประกอบผิวเซลลท่ีหลากหลายซ่ึงมีความสัมพันธตอความรุนแรง
ในการเกิดโรค การใชแอนตเิจนในการสรางภูมิคุมกันในไกจะตองพจิารณาการเปน immunogen 

จากสวนตาง ๆ ของแบคทีเรียซ่ึง Yokoyama et al. (1998a) ไดรายงานการใชองคประกอบตาง ๆ 
ของ S. enterica serovar Enteritidis กระตุนภูมิคุมกันไก พบวาหนใูนกลุมท่ีกิน EYA ท่ีจําเพาะ
ตอ outer membrane proteins (OMPs) มีอัตราการรอดตายมากที่สุด ดังนั้น OMPs ของเช้ือ 

Salmonella จึงมีศักยภาพในการสรางภูมิตานทานในไขแดงมาก ขณะท่ีการใช whole cell มี
วิธีการเตรียมท่ีงายและเปนท่ีนิยมในการใชเปนแอนตเิจน ในการวจิัยคร้ังนี้จึงมีวตัถุประสงคเพื่อ
ศึกษาการเตรียมแอนติบอดใีนไขแดงท่ีจําเพาะตอแอนติเจน 2 ชนิดคือ whole cell และ OMPs 

ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ตอระดับภูมิตานทานในไกและเปรียบเทียบระดับภมิู
ตานทานในซีร่ัมและในไขแดงของไก และศึกษาการเตรียมสารภูมิตานทานเช้ือ Salmonella ในไข
ไกท่ี   เหมาะสม 

 

1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 
     1. เพื่อศึกษาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในซีร่ัม
จากไกท่ีกระตุนดวยแอนติเจน 2 ชนิด ไดแก whole cell และ outer membrane proteins 
(OMPs)  
     2. เพื่อศึกษาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดง
จากไกท่ีกระตุนดวยแอนติเจน 2 ชนิด 
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     3. เพื่อทราบวิธีการเตรียมสารภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในไขไกท่ี         
เหมาะสม  
 

1.3 สมมติฐานของการวิจยั 

     1. ระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในซีร่ัมไกท่ีกระตุน
ดวยแอนติเจน 2  ชนิดจะแตกตางกัน 

     2. ระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดงท่ีกระตุน
ดวยแอนติเจน 2 ชนิดจะแตกตางกัน 

     3. วิธีการเตรียมสารภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในไขไกท่ีเหมาะสม 
เปนวิธีการท่ีสะดวกและทําใหเกิดการสรางภูมิตานทานที่เพียงพอตอการปองกันเช้ือ S. enterica 
serovar Enteritidis 

 

1.4 คําสําคัญที่ใชในงานวิจัย 
     immunoglobulin Y, egg yolk antibody, S. enterica serovar Enteritidis, chicken  
 
salmonellosis 
 

1.5 ขอบเขตการวิจัย 
     ในการวิจยัคร้ังนี้จะทําการศึกษาผลจากการกระตุนการสรางภูมิคุมกันในไกไขอาย ุ 34 สัปดาห
ดวย whole cell และ outer membrane proteins (OMPs) ของเช้ือ S. enterica serovar 

Enteritidis โดยศึกษาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานในซีร่ัมของไกและในไขแดงเปนระยะเวลา 8 
สัปดาห และศึกษาวิธีการเตรียมสารภูมิตานทานในไขแดงท่ีเหมาะสม เพื่อนําไปใชประโยชนใน  
การลดปริมาณเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ตอไป 
 

1.6 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
     1. ทราบระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ในซีร่ัมไก
และไขแดงท่ีเกิดจากการกระตุนดวยแอนติเจน 2 ชนิดไดแก whole cell และ outer membrane 
proteins (OMPs) 
     2. ทราบชนิดและวิธีการเตรียมแอนติเจนท่ีเหมาะสม ในการใชกระตุนใหเกิดภูมิตานทาน         
ตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis 
     3. สามารถผลิตสารภูมิตานทานในไขแดงท่ีจําเพาะตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis   
เพื่อนําไปใชตอตานเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ได 
 



 
 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
เชื้อ Salmonella spp. 

2.1 ลักษณะของเชื้อ 
 เช้ือ Salmonella อยูในตระกูล Enterobacteriaceae เปนแบคทีเรียแกรมลบรูปทอน ไม
สรางสปอร มีขนาดกวาง 0.7-1.5 ไมโครเมตร ยาว 2.0-5.0 ไมโครเมตร เจริญไดดท้ัีงในสภาพท่ีมี
และไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) ไมสรางแคปซูล เคล่ือนท่ีดวยแฟลกเจลลาที่ยาวและมี
รอบเซลล  (Peritrichous flagella) ยกเวน S. enterica serovar Pullorum, S. enterica 

serovar Gallinarum และบางสายพันธุท่ีไมมีแฟลกเจลลา สรางไฮโดรเจนซัลไฟด (ยกเวน          
S. enterica serovar Paratyphi A, S. enterica serovar Choleraesuis) สรางกรดและกาซจาก    
การหมักยอยน้ําตาลกลูโคส อุณหภูมิท่ีเจริญไดคือ 37-42 องศาเซลเซียส เจริญไดดีท่ีสุดที่ 42           
องศาเซลเซียส สามารถทนตอความเยน็หรืออุณหภูมิต่ําไดดีแมในสภาวะแชแข็ง ซ่ึงเช้ือจะถูกยับยั้ง
การเจริญเติบโตไวเทานั้นและสามารถเพ่ิมจํานวนไดใหมเม่ือนํามาไวท่ีอุณหภูมิหอง  แตเช้ือไมทน
ความรอน พบวาถูกทําลายไดท่ี 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 รูปรางของเชื้อ 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 โครงสรางทางแอนติเจนของเชื้อ 
 การจําแนกเช้ือ Salmonella เปนซีโรไทปตาง ๆ นั้นอาศัยคุณสมบัตขิองแอนติเจนท้ัง O 

และ H แอนติเจน ซ่ึงแอนติเจน O จะคลายกับลักษณะของสมาชิกอ่ืนในตระกูล Entero- 

bacteriaceae แตแอนติเจน H จะแตกตางออกไป เพราะมี 2 phase คือ phase 1 และ phase 2 
 - แอนติเจน O เปนสาร lipopolysaccharides (LPS) อยูท่ีผิวแบคทีเรีย ประกอบดวยสวน
ท่ี      แตกตางกัน 3 สวน คือ สวนท่ี 1 เปนหนวยซํ้า ๆ กันของ oligosaccharide ทําหนาท่ีเปน
แอนติเจน O สวนนีจ้ะไปจับกับสวนท่ี 2 ท่ีประกอบไปดวยแกนพอลิแซคคาไรด (core 

polysaccharide) แลวจึงไปจับกับสวนท่ี 3 คือ lipid A ซ่ึงเปนสวนท่ีแสดงความเปนพษิ 
(toxicity) สาร lipopolysaccharides ทําหนาท่ีเปน endotoxin O antigen สามารถทนความ
รอนได 
 - แอนติเจน H เปนแอนติเจนของแฟลกเจลลาโปรตีน ซ่ึงเปนแอนติเจนท่ีไมทนความรอน 
มี 2 phase คือ phase 1 แอนติเจนเปน specific phase เปนลักษณะจําเพาะของแตละสปชีส สวน 
phase 2 แอนติเจนเปน non-specific phase จากการอาศัยคุณสมบัติของแอนติเจน H ทําให
สามารถแบง Salmonella ออกเปนซีโรไทปตาง ๆ ได นอกจากนีย้ังมีแอนติเจน Vi ซ่ึงแสดง    
ความรุนแรง (virulence) ของเช้ือ แอนติเจน Vi เปนสวนของแคปซูล ถูกทําลายไดดวยความรอน 
พบใน S. enterica serovar Typhimurium และซีโรไทปอ่ืน ๆ เล็กนอย (C.Wray and A.Wray, 
2000) 
 
      2.2.1 ประเภทของแอนตเิจนของเซลลแบคทีเรีย 
           Outer membrane proteins 
 Outer membrane proteins (OMPs) เปน lipid bilayer ซ่ึงอยูดานนอกของเย่ือหุม
เซลลของ peptidoglycan ของแบคทีเรียแกรมลบ สวนของ inner layer มีลักษณะเหมือนกบั 
cytoplasmic membrane ขณะท่ี outer layer มีความแตกตางเพียงเล็กนอย (Hancock, 1994) 

ความแตกตางหลักคือ องคประกอบโปรตีนของเยื่อหุมเซลลโดย outer membrane จะ
ประกอบดวยโปรตีนหลักจํานวนหนึ่ง (3-8 high copy number) และมี minor protein จํานวน
มาก   ความแตกตางของโปรตีนนี้ทําให OMPs มีหนาท่ีตาง ๆ กัน  โดยโปรตีนสวนท่ีติดกับ outer 

membrane ภายใน peptidoglycan คือ lipoprotein และ OmpA จะจับกนัดวยพนัธะ covalent 

และสวนอ่ืน ๆ ท่ีเปน porin ซ่ึงเปนตัวคัดเลือกยอมใหสารละลายผานเขาออกเซลล ไดแก OmpF, 

OmpC, LamB, PhoE และอ่ืน ๆ  ซ่ึง outer membrane กลุมนี้ คือ lipoprotein และ porin มี
คุณสมบัติเปนแอนติเจน แตยากตอการจับกับแอนติบอดี และไมเหนี่ยวนําการปองกันโรคของ
แอนติบอด ีมีการนํา LamB มาศึกษาทดแทน epitope ของ viral protein ซ่ึงแอนตเิจนนี้อาจใช 
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เปน epitope carrier และโปรตีนผสม (hybrid) สามารถใชเปนวัคซีนท่ีไมเปนพิษและไม
เกี่ยวของกับความรุนแรงของพิษ (Moat et al., 2002) 
 
           Lipopolysaccharide (LPS) 
           LPS เปนองคประกอบของ outer surface ของแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงติดกับ outer 

membrane เปนสายยาวอยูในรูป S (Smooth) strain และสวนท่ีไมแสดงออกในรูป R (Rough) 

strain  LPS ยังถูกเรียกวา somatic หรือ O antigen หรือ endotoxin เพราะมีคุณสมบัติเปนพษิ
ตอโฮสต เม่ือแบคทีเรียแพรเขาไปในโฮสตอาจทําใหตายได ลักษณะทางเคมีและการทํางานของ 
LPS เกิดจากองคประกอบ 3 สวน คือ lipid A ประกอบดวย glucosamines เช่ือมตอกับ fatty 

acid แทรกอยูภายใน outer membrane  ซ่ึง lipid A เปนสวนท่ีทําให LPS มีคุณสมบัติเปนพิษ 
(endotoxic shock) สวนท่ี 2 คือโมเลกุลน้ําตาลซ่ึงเปนสวนอนุรักษแสดงความเปนแอนติเจนและ
สรางพันธะ covalent กับ rough core ประกอบดวย pentose, hexose และ heptose  มีจํานวนท่ี
แปรปรวนตาง ๆ กัน พบใน S (smooth) และ Ra (rough a) strain แตถูกตัดใน R mutant     

สวนท่ี 3 จะแสดงใน S strain เทานั้นซ่ึงสรางจาก tri- และ pentasaccharide lateral chain สราง
พันธะ covalent กับสวนแกน (core) 

 LPS มีบทบาทในการยับยั้งการ phagocytosis ในบางกรณี LPS ทํางานรวมกับ capsule 

component เหมือนใน Actinobacillus pleuropneumoniae และการทํางานอ่ืน ๆ รวมดวย เชน 
endotoxin shock การสราง LPS หรือองคประกอบหนึ่งจะอนุรักษสวนท่ีมีบทบาทในการกอโรค
ไวจํานวนมาก ท้ังในสวนของ rough core (R antigen) และ O antigen ของ LPS เปน T-cell 

independent เปนแอนติเจนท่ีมีความสามารถมากและเปน immunogen ท่ีมีบทบาทตอการทํางาน
ของ B lymphocyte โดยเฉพาะในการผลิต IgM นอกจากนี้ O antigen เปนสวนหลักในเกดิ 
ความผันแปรมากท่ีสุดท้ังความผันแปรของ phenotype และ genotype ในสวนของ 
oligosaccharide (ในธรรมชาติสวนใหญปลายสายเปนคารโบไฮเดรต) ซ่ึงการรวมกันของน้ําตาล
ท่ีหลากหลายเปนพื้นฐานของ serogroups ในการใชจําแนกกลุมของแบคทีเรียแกรมลบ 
(Escherichia coli, Salmonella enterica, Pasteurella multocida, P. haemolytica, 
Actinobacillus pleuropneumoniae และอ่ืน ๆ ) ความผันแปรของแอนติเจนยังเกิดจาก       
ความแปรปรวนของ     การสับเปล่ียนท่ีในสวน rough core และมีความเปนไปไดท่ีแบคทีเรียหนึ่ง
ตัวผลิต LPS ไดมากกวา 1โมเลกุล (Moat et al., 2002) 
 

Flagella 
 Flagella สังเคราะหจากสวนของแบคทีเรียท่ีเคล่ือนท่ีไดซ่ึงเปน H antigen โพลิเมอรของ
โปรตีนท่ีจําเพาะน้ีเรียกวา flagellin ซ่ึงเปนแอนติเจนท่ีมีความเปน immunogen สูง แตการ 
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เหนีย่วนําแอนติบอดีไมสามารถปองกันหรือตอตานโรคได และแอนติเจน H มีระดับความ
แปรปรวนสูง 
 Pili หรือ fimbriae โดย fimbriae จาํนวนมากเปนปจจัยกอใหเกดิความรุนแรงของพิษ
ของแบคทีเรียท่ีเฉพาะเจาะจง ซ่ึง fimbriae โดยท่ัวไปเปนแอนติเจนที่มีความเปน immunogen ท่ี
แข็งแรงและสามารถเหน่ียวนําภูมิคุมกนัในการปองกันโรค (protective immunity) ได 
นอกจากนี้ pili บางชนิดเปนอวัยวะท่ีใชเคล่ือนท่ีอีกดวย (Moat et al., 2002) 
  

2.3 ระบบภูมิคุมกัน (Immune system) 
 ระบบภูมิคุมกนั (immunity) ในสัตวปกเกิดจากเซลลน้ําเหลือง (lymphocytes) โดย     
การสรางเซลลน้ําเหลืองในสัตวปกนัน้ แบงออกเปนสองระบบคือ 

 1. ระบบตอมน้ําเหลืองปฐมภูมิ (primary lymphoid system) ประกอบดวยตอมเบอรซา 
(bursa of fabricious) เปนอวัยวะท่ีมีตําแหนงเกาะติดบนผนังดานนอกของทวารรวม และตอม   
ไธมัส (thymus glands) มีหลายตอมเรียงรายอยูบริเวณใตผิวหนังบริเวณคอ 

 2. ระบบตอมน้ําเหลืองทุติยภูมิ (secoundary lymphoid system) ประกอบดวย ตบั มาม 
ตอมฮารเดอเรียน (Harderian’s glands) ท่ีบริเวณตาของสัตวปก ตอมทอลซิลบริเวณไสตนั 
(cecal tonsils) และตอมน้าํเหลือง (Peyer’s patches) ขนาดเล็กกระจายอยูท่ัวไปในผนังลําไส 
(เกรียงศักดิ์ พนูสุข, 2536)  

 สัตวทุกประเภทมีระบบภูมิคุมกัน เพื่อชวยในการปองกนัส่ิงแปลกปลอมประเภทตาง ๆ ท่ี
เขาสูรางกาย โดยท่ัวไประบบภูมิคุมกันสัตวปกจะไมแตกตางจากระบบภูมิคุมกันท่ีพบในสัตวเล้ียง
ลูกดวยนม ซ่ึงสามารถแบงออกเปน 2 ประเภทคือ 1) innate immune system หรือ non-specific 

immune system เปนดานแรกท่ีจะมีการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย ตวัอยาง
ระบบนี้จะรวมท้ัง genetic resistance, body temperature, body’s physical barrier (ปองกัน
การรุกรานของเช้ือโรค เชน ผิวหนัง mucous membrane ซ่ึงอยูในระบบทางเดนิหายใจ ระบบ
ทางเดินอาหาร และ respiratory cilia) complement system (โปรตีนหรือเอนไซมท่ีไหลเวียน
อยูในเลือด เพือ่กําจัดเช้ือโรค) นอกจากนีย้ังรวมถึงเซลลท่ีทําหนาท่ีในการเก็บกินเซลลแปลกปลอม 
เชน virus, fungi และเซลลท่ีตายแลวท่ีเรียกวา macrophage การรักษาสภาวะสมดุลระหวาง
แบคทีเรียท่ีเปนประโยชนและแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดโรคจัดเปน innate immune system 
เชนเดยีวกัน และ 2) acquired immune system หรือ specific immune system จะมีการ
ตอบสนองท่ีมีความจําเพาะสูงตอแอนติเจน ซ่ึงแอนติบอดีเปนสวนหนึ่งของระบบภูมิคุมกันแบบ 
acquired immune system (Butcher and Miles, 2003) 
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     2.3.1 ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Innate immune system) 

 ผิวหนังและเยือ่เมือก (mucus membrane) จะทําหนาท่ีในการปองกันการบุกรุกของ        
จุลินทรียตาง ๆ (microorganism) นอกจากนีย้ังมี cilia, mucus และการตอบสนองโดยการไอ 
เพื่อเปนการขับไลส่ิงแปลกปลอมออกจากระบบหายใจ ในสวนระบบทางเดินอาหารมี pH ท่ีต่ําใน
กระเพาะอาหารและมีแบคทีเรียท่ีเปน normal flora ในลําไส ซ่ึงมีความสําคัญมาก โดยแบคทีเรีย
ดังกลาวจะทําหนาท่ีในการผลิตสารอาหารบางประเภทที่เปนประโยชนแกรางกาย และชวยยบัยั้ง
การบุกรุกของแบคทีเรียพวกท่ีเปนพาหะกอโรค (pathogenic microorganisms) 

 ในไกมีสวนประกอบที่สําคัญของ innate immune system คือระบบ monocytes-

macrophages โดยจะจัดการทันทีกับจลิุนทรียท่ีเขาสูรางกาย ดังนัน้จึงสามารถชวยในการยับยัง้   
การเจริญเติบโตของพวก pathogen (Qureshi et al., 2000) โดย macrophage ทําหนาท่ีเปน 
microbicidal, phagocytic และ tumoricidal และยังมีบทบาทในการควบคุมเซลล cytokines 

และ metabolites อ่ืน ๆ โดย monocyte เปน phagocytic cell หลักในเซลลเม็ดเลือดขาวของไก 
ในขณะท่ี tissue macrophage จะพบไดเกือบทุกอวัยวะของรางกาย การทํางานของ phagocytic 

macrophage จะเกดิคร้ังแรกภายใน 2 สัปดาหของการพฒันาเปนเอ็มบริโอของไก (Jeurissen and 

Janse, 1989 อางโดย Carlender, 2002) กลไกของภูมิคุมกันไมจําเพาะจะเกิดการตอบสนองอยาง
รวดเร็วเม่ือมีส่ิงแปลกปลอมเขาสูรางกายแตไมสามารถตอบสนองไดเพิม่มากข้ึนในการตอบสนอง
ซํ้าตอส่ิงแปลกปลอมตัวเดิมท่ีเขามา 
 
     2.3.2 ระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (Acquired immune system) 

Acquired immune system ข้ึนอยูกบัการจดจําสารแปลกปลอมได โดยจะตอบสนอง
และจดจําขอมูลของส่ิงแปลกปลอมเหลานัน้ เพื่อท่ีจะตอบสนองซํ้าตอส่ิงแปลกปลอมตัวเดิมท่ีเขาสู
รางกายอีก ระบบการทํางานของ acquired immune system จะทํางานรวมกนัระหวาง 2 กลไก 
คือ humoral immune system และ cellular immune system 

 
           ภูมิคุมกันดานสารน้ํา (Humoral immunity)  

การตอบสนองของระบบน้ีเกิดข้ึนไดโดยการท่ีแอนติเจนจะไปกระตุน B-lymphocyte ท่ี
จําเพาะตอแอนติเจนนั้น ๆ ทําให B-lymphocyte เพิ่มมากข้ึนและเปล่ียนแปลงไปเปน plasma 

cell ท่ีสรางแอนติบอดีออกมา B-lymphocyte จะมีลักษณะเฉพาะท่ีปรากฏอยูบนผิวของ 
immunoglobulin ซ่ึงจะมีความจําเพาะกับ epitope บนแอนติเจนและ T-lymphocyte ซ่ึง
สามารถจดจําแอนติเจนเดิมท่ีเขามาได (Butcher and Miles, 2003) 
 



 9 

ภูมิคุมกันดานเซลล (Cellular immunity) 

การตอบสนองของระบบภมิูคุมกันดานเซลลนั้น เกี่ยวของกับปฏิกิริยาระหวาง T-cell 

receptor และแอนติเจน โดยจะมีการปลอย lymphokine ซ่ึงจะกระตุนให macrophage มายัง
บริเวณนั้นโดยมีคุณสมบัติในการจับกนิเซลลท่ีแปลกปลอมหรือแอนติเจน โดย MHC class I cell 
จะนําไปสูการยอยสลายเซลลท่ีแปลกปลอม 

 
Humoral Immunity ตอ Salmonella ในซีร่ัม 

 สัตวเม่ือติดเช้ือ Salmonella จะมีการตอบสนองของ humoral immunity อยางรวดเร็ว
ซ่ึงข้ึนอยูกับปจจัยหลาย ๆ อยาง ไดแก ปริมาณของเช้ือ วิธีทางที่ไดรับเช้ือและอายุของสัตวมี            
การรายงานวาสัตวท่ีอายุนอยจะมกีารตอบสนองเม่ือติดเช้ือนอยกวาสัตวอายุมาก 
 ในสัตวปกมีการตอบสนองหลังติดเช้ือ 1 สัปดาห สามารถตรวจพบแอนติบอดีในซีร่ัมและ
คงสรางภูมิคุมกันนานถึง 10 สัปดาห หรือมากกวานั้น  โดยปรากฏ immunoglobulin M (IgM) 

ตอตาน Salmonella เปนอันดับแรก ตามดวย IgG และ IgA จากนั้น IgM และ IgA คอย ๆ ลดลง 
ขณะท่ี IgG ยงัคงระดับภูมิตานทานอยูชวงระยะหน่ึง ผลของการกระตุนซํ้าจะมีการตอบสนองของ
แอนติบอดีเพิม่ข้ึนและ immunoglobulin ในซีร่ัมสามารถผานไปยังไขแดงไดโดยตรงซ่ึงสามารถ
ยับยั้งการเจรญิของเช้ือโรคในไขไดและปองกันการติดเช้ือในลูกไกท่ีเพิ่งฟก 

 การแพรเช้ือของ Salmonella ข้ึนอยูกับหลายปจจัย ไดแก ความสามารถในการจําไดของ
โฮสตตอส่ิงแปลกปลอมจากการติดเช้ือหรือไดรับโดยการใหวัคซีน ความเขมขนของการผลิต
แอนติบอดีท่ีจาํเพาะข้ึนอยูกบัความสามารถในการสรางภูมิคุมกันท่ีถายทอดไปยังรุนลูก (immuno- 

dominant) นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนท่ีมีผลตอความลาชาในการตอบสนองภูมิคุมกนัคร้ังแรก เชน 

ในซีร่ัมของไกท่ีไดรับเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis มีไตเตอรของ anti-flagella สูงมาก
ท่ีสุดในชวงแรกของการไดรับเช้ือ ขณะท่ีไตเตอรตอ lipopolysaccharide (LPS) และ flagella 

เกิดข้ึนนอยในลูกไกแตมีมากในแมไก แตในการตอบสนองตอ fimbrial แอนติเจน SEF 14 ใน
ลูกไกมีความรุนแรงแตไมรุนแรงในไกท่ีโตเต็มท่ี  และมีการคนพบวาการตอบสนองของแอนติบอดี
ตอตาน outer membrane proteins (OMPs) และองคประกอบของผนังเซลลมีความรุนแรง 
(Hassan et al., 1991 อางโดย C. Way and A. Way, 2002) 
 การตอบสนองของภูมิตานทานตอ OMPs หลังจากการใหวัคซีนมีผลตอการปองกัน       
การแพรเช้ือ Salmonella (Cherles et al., 1994) และภูมิตานทานตอ whole cell ของแบคทีเรีย
มีผลตอการยับยั้งการ shedding ของเช้ือในลําไสเล็ก (Barbour et al., 1993; Gast et al., 1993

อางโดย C. Way and A. Way, 2002) 
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2.4 Passive immunity ในสัตวปก 
สัตวปก เชน ไก ไกงวง และเปดสรางแอนตบิอดีในเลือดและในไขเพื่อปองกันส่ิง

แปลกปลอมท่ีเขาสูรางกายซ่ึงเปนสาเหตุของการกอโรคตางๆ immunoglobulin (Ig) ในเลือดของ
สัตวจะถูกถายทอดไปยังไขแดง ซ่ึงเปนการสรางภูมิคุมกันใหแกลูกสัตวปกท่ียังไมสามารถสราง
ภูมิคุมกันไดเม่ือแรกเกดิ ในไขขาวมี IgA และ IgM ท่ีความเขมขนตํ่าประมาณ 0.7 และ 0.15 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ขณะท่ีในไขแดงมี IgY ท่ีความเขมขนสูงกวา คือ 25 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร (Rose et al., 1974 อางโดย Sim, 2000) สอดคลองกับการรายงานของ Schade et al. 

(2001) ดังตารางท่ี 2.1 แอนติบอดีในไขแดงถูกเรียกวา IgY (Leslie and Clem, 1969) เนื่องจาก
มีโครงสรางและคุณสมบัตทิางภูมิคุมกันแตกตางจาก IgG ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม คือ IgY มี
ขนาดใหญกวา มีความเปนกรดเล็กนอย มวลโมเลกุลมีความยืดหยุนต่ํากวา IgG ของสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม นอกจากนี้ IgY ไมเกาะติดกับ complement ของสัตวเล้ียงลูกดวยนมและไมจับกับโปรตีน 
A, G และ Fc receptor ของสัตวเล้ียงลูกดวยนมอีกดวย (Larsson et al., 1993; Tini et al., 
2002) 
  

ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมแอนติบอดีจากแมจะเคล่ือนยายไปยังลูกโดยผานทางรก และทาง  
การหล่ังน้ํานม ขณะท่ีในสัตวปกจะปรากฏในไขเพื่อปกปองลูกไกท่ีเพิง่ฟก แอนติบอดีท่ีจําเพาะ
เจาะจงโดยเฉพาะ IgG จะถายทอดจากซีร่ัมไปยังไขแดงและเขาสูการไหลเวยีนเลือดของลูกไกผาน 
endoderm ของ yolk sac แอนติบอดจีะสะสมอยูใน egg follicle ท่ีเจริญเต็มท่ี (Patterson et al., 

1962 อางโดย Sim et al., 2000) และถูกรวมกับไขขาวในขณะท่ีมีการหล่ังของ albumin ใน 
oviduct เม่ือเปรียบเทียบกบั plasma protein อ่ืน ๆ IgG ถูกเลือกใหหล่ังใน egg follicle และ  
การหล่ังของ IgG จากระบบไหลเวยีนเลือดของแมไกไปยัง ovarian follicle เพิ่มมากข้ึน ซ่ึงเปน
กลไกท่ีเฉพาะเจาะจงในการพัฒนาการเคล่ือนยายแอนติบอดีไปท่ี ovarian follicle นี้ คือ receptor 

dependent และ ovarian IgG ท้ังหมดท่ีอยูในเลือดของแมไก (Locken and Roth, 1983 อาง
โดย Sim et al., 2000) สวน IgM และ IgA ปรากฏในชวงการหล่ังของ oviduct ซ่ึงเปน 
acquired โดยไขท่ีผานลงมายัง oviduct เปนชวงกระบวนการสรางไขขาวและเปนเวลาที่ไขแดง
อยูในรูปท่ีเจริญเต็มท่ีเคล่ือนออกจาก ovary และถูกลอมรอบดวย vitelline membrane ตอมา  
ภายหลัง immunoglobulin จะเคล่ือนยายไปยังลําไสของ embryo ผาน swallowed amniotic 

fluid หรือในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะถายทอดภูมิคุมกนัในรูปแบบ milk immunoglobulin ไปยัง
สัตวแรกเกิด ดังนั้นแอนติบอดีในไขจึงเปน passive immunity ซ่ึงก็คือกลไกในการปกปองลูกท่ี
เพิ่งฟกจากแมไกท่ีสรางข้ึนเพื่อปองกันลูกไกจากโรคตาง ๆ 
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ตารางท่ี 2.1 ความเขมขนของ immunoglobulin ในสัตวปก (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 โครงสราง 
 ในป ค.ศ. 1969 Lislie and Clem ไดแสดงขอมูลความแตกตางของโครงสรางของ 
immunoglobulin G (IgG) ระหวางสัตวเล้ียงลูกดวยนมและสัตวปก และเรียก IgG ในซีร่ัมของ
สัตวปกซ่ึงมีการสะสมใน egg yolk วา immunoglobulin Y (IgY)  ในกลุมของสัตวปก  ไก
ไดรับความสนใจและศึกษาในการใชเปนแหลงแอนตบิอดีอยางมาก 

 โดยท่ัวไปโครงสรางโมเลกุลของ IgY เหมือนกับ IgG คือมี 2 heavy (Hν) chain และใน
แตละ chain มีมวลโมเลกุล 67-70 kDa  และมี 2 light (L) chain ซ่ึงในแตละ chain มีมวล
โมเลกุล 25 kDa (รูปท่ี 2.2) ความแตกตางของโครงสรางหลัก 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 สายของคารโบไฮเดรทซ่ึงมีผลตอมวลโมเลกุล
ของ IgY มากกวา IgG คือ 180 และ 150 kDa ตามลําดับ IgY มีความยืดหยุนนอยกวา IgG เพราะ
ไมมีสวนของ hinge ระหวาง Cγ1 และ Cγ2 ซ่ึงไมเหมือนกับรูปรางของ IgG ใน IgY มี region 

เล็กนอย (ใกล ๆ กับบริเวณของ Cυ1- Cυ2 และ Cυ2- Cυ3 ) ซ่ึงมี proline และ glycine เปนสวน
ท่ีจํากัดความยดืหยุน (Narat, 2003) 
 

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

ความทนทานตอ enzyme, pH และอุณหภูมิ 

 IgY จะยังคงเสถียรท่ี pH 4-9 และอุณหภมิูท่ีมากกวา 65°C ในสภาวะท่ีเปนของเหลว ซ่ึง
เม่ือเปรียบเทียบกับ IgG จะมีความเสถียรท่ี pH 3-10 และท่ีอุณหภมิูสูงกวา 70°C อยางไรก็ตาม          
ความทนทานของ IgY ตอชวง pH ท่ีต่ําจะเพิม่ข้ึนถาอยูในสภาวะเปนเกลือสูง หรือ stability 

reagent เชน sorbitol (Shin et al., 2002)   และ Zhang et al.(2003) ไดรายงานการทํางานของ 
IgY ท่ี specific ตอ E.coli จะเสถียรเม่ือ incubate ดวย trypsin หรือ chymotrypsin แตไวตอ
เอ็นไซม pepsin ซ่ึงมีคา pH ต่ํากวา 4.5 ท้ังนี้ข้ึนอยูกับปริมาณ dose ดวย แตผลของ specific IgY 

ในการควบคุมโรคทองเสียในลูกววัแรกเกดิไดพิสูจนวาสามารถปองกันโรคได (Yokoyama et al., 
1998b)  
 
     2.5.3 คุณสมบัติทางภูมิคุมกัน 

IgY ไมจับกับโปรตีนของสัตวเล้ียงลูกดวยนมเนื่องจาก IgY มีความแตกตางจาก IgG ของ
สัตวเล้ียงลูกดวยนมทางดานโครงสรางและคุณสมบัติทางดาน immunology  คือ IgY มีขนาด
ใหญ ทนตอความเปนกรดไดนอยและมีน้าํหนักมวลโมเลกุลมากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับ IgG ของ
สัตวเล้ียงลูกดวยนมแต IgY ไมทําปฏิกิริยาขามกับ mammalian complement รวมท้ังไมจับกบั 
protein A, G และ Fc receptor ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Larsson et al., 1993; Tini et al., 

2002.,Carlender et al., 2002) จึงทําใหการชันสูตรโรคมีความแมนยํามากข้ึน 

 

2.6 การแยก IgY จากไขแดง (Isolation of IgY from yolk) 
Immunoglobulin Y ในไขแดงเปนองคประกอบหลักของ γ-livetin มีมวลโมเลกุลใหญ

กวา α,β-livitin ในไขแดง ดังนั้นการแยก IgY จึงเกีย่วกับการแยกโปรตีนตาง ๆ ออกจากสวน 
water soluble fraction (WSF) ของไขแดง 

ไขแดงมีสวนประกอบตาง ๆ ดังตารางท่ี 2.2 สามารถแยกไดโดยการปนเหวี่ยงแยกเปนช้ิน
เล็ก ๆ ท่ีเรียกวา ‘granules’ และสวนน้ําใส ‘plasma’ ซ่ึงสวนของ granules ประกอบดวย α-
lipovitellin และ β- lipovitellin อยู 70% , phosvitin 16% และ low-density lipoprotein 

(LDL) 12% และสวนของ plasma มีประมาณ 78% ของไขแดงท้ังหมดประกอบดวย lipid-free 

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

ท้ังหมด (MaCully et al., 1962 อางโดย Sim et al., 2000) IgY ก็คือ γ-livetin ซ่ึงอยูใน egg 

yolk รวมกับ water-soluble protein 2 สวนคือ α- , β- livetin และ lipoprotein ดังนั้นการแยก 
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IgY หรือ γ-livetin ตองการสวนสกัดของ water-soluble fraction (WSF) จาก yolk 

lipoprotein ตามดวย การสกัดใหบริสุทธ์ิ (Ploson et al., 1980 อางโดย Sim et al., 2000)  

 
ตารางท่ี 2.2 สวนประกอบของไขแดง (Schade et al. 2001) 
Protein 
 
Fats and lipids 
 
Carbohydrates 
 
Inorganic matter 

16.6% 
 
32.6% 
 
1.0% 
 
1.1% 

 
ความเขมขนของแอนติบอดี IgY ในไขแดงมีกระบวนการการแยกแอนติบอดีประกอบดวย

การแยกไขแดงจากไขขาวตามดวยวิธีการทําใหบริสุทธ์ิ (purification) ของแอนติบอดีในไขแดง
จาก lipid และองคประกอบอ่ืน ๆ  ซ่ึงวิธีการแยกมีหลากหลายและมีการพัฒนาอยางมาก ไดแก 
polyethylene glycol (PEG)  precipitation, DEAE fractionation, chloroform extraction, 
water dilution, precipitation ดวย 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 ไปมีประสิทธิภาพและเหมาะสมในแงทางเศรษฐกิจดวย แตอยางไรก็ตาม      
วิธีการในการผลิต IgY antibody แตละวิธีนั้น มีความแตกตางทางดานปริมาณ, purification, 

stability และ activity ของแอนติบอดดีังตารางท่ี 2.3 

วิธีการแยกและทํา IgY จากไขแดงใหบริสุทธ์ิในปริมาณมากมีหลากหลาย โดยพื้นฐาน 
lipoprotein รวมตัวกันไดดวย ionic แรงตํ่า ๆ นักวิจัยมากมายใชวิธีการเจือจางไขแดงดวยน้ํา ตาม
ดวยการปนเหวี่ยงหรือกรองแยกสวนของ WSF ซ่ึงมีปจจัยท่ีสําคัญ 2 ปจจัยคือ คา pH และระดับ
ของการเจือจางไขแดง(Akita and Nakai, 1992)  คา pH มีความสําคัญมากตอการใหไดมาของ 
IgY ไดมากท่ีสุด หลังจากแยก WSF จากแกรนูลไขแดงซ่ึงมีสวน livetin อยู ข้ันตอไปคือการแยก 
IgY จาก water-soluble protein อ่ืน ๆ คือ α,β-livetin และ low density lipoprotein (LDL) 

ซ่ึงมีวิธีการหลากหลายในการทํา IgY ใหบริสุทธ์ิ 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 ตอประสิทธิภาพ IgY ท้ังทางดานปริมาณและความ
บริสุทธ์ิ (Schade et al. 2001) 

การทดสอบ
สวน 

supernatant 
fluid 

ปริมาณ IgY 
(%) 

ความบริสุทธ์ิ 
(%) 

การทดสอบ
ผลผลิต
สุดทาย 

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 จากไขแดง (Production of IgY) 
IgY มีการทํางานเหมือนกบั IgG ประโยชนจากการใชไกเปนโฮสต ในการกระตุน

ภูมิคุมกันเปนท่ีนาสนใจมากซ่ึงไขมีศักยภาพในการเปนแหลงของแอนติบอดีดังนี ้
2.7.1 การเก็บรวบรวมแอนติบอดีไมรุกรานสัตวทดลอง 

 การผลิต antiserum จากสัตวเล้ียงลูกดวยนมในแตละคร้ังจะตองเก็บเลือดจากสัตวท่ี
กระตุนภูมิคุมกัน ดังนั้นการเก็บไขจากแมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันเพื่อนํามาผลิตแอนติบอดจีาก       
ไขแดง IgY จึงไมเปนการรุกรานหรือทําใหสัตวเกิดความเครียดจากการจัดการของคน นอกจากนี้   
การเก็บไขเปนวิธีท่ีงายและสามารถผลิตไดมาก และเปนวิธีการผลิตทางชีวภาพที่สอดคลองตอ    
การลดการทรมานสัตวในหลักการของสวัสดิภาพสัตว (animal welfare) 

2.7.2 ปริมาณการผลิต 
โดยท่ัวไปไกจะวางไขประมาณ 280 ฟองในหนึ่งปและในไขแดงมี IgY แอนติบอดี 100-

400 มิลลิกรัมตอไขไก 1 ใบ มีผลทําใหได IgY 28-42 กรัมตอปจากไกแตละตัว (Carlender, 2002) 

และมี antigen-specific IgY antibody อยูในระหวาง 2% และ 10% ของการผลิต IgY ท้ังหมด 
(Schade et al., 2001) ซ่ึงเปนการผลิตท่ีสูงเม่ือเปรียบเทียบกับการผลิตแอนติบอดีของสัตวเล้ียง
ลูกดวยนม เชน กระตาย หนูและแพะ  Narat (2003) ไดรายงานการเปรียบเทียบความสามารถใน 
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การผลิตแอนติบอดีระหวางกระตายและแมไก แสดงใหเห็นวาในแมไกสามารถผลิตแอนติบอดใีน
ปริมาณท่ีมากกวาสัตวเล้ียงลูกดวยนมซ่ึงวิธีแยกแอนติบอดีนั้นงาย สะดวกและไมเปนการรุกราน
สัตวทดลองดงัตารางท่ี 2.4  

นอกจากนี้ยังมีการรายงานเกีย่วกับประสิทธิการผลิต IgY ซ่ึงพบวาในไกพนัธุท่ีใหผลผลิต
สูงคือ single comb white leghorn (SCWL) และพันธุท่ีใหผลผลิตตํ่า Rhode Island Red 

(RIR) พบวาไมมีความแตกตางกันในสวนของโปรตีนและผลรวมปริมาณ IgY เม่ือเปรียบเทียบ
เปนสัดสวนตอน้ําหนกัไข แตท้ังนี้น้ําหนัก egg yolk และเปอรเซ็นต hen-day production ของ 
SCWL มากกวา RIR จึงเปนสวนสําคัญในการพิจารณาประสิทธิภาพการผลิต IgY ดังนั้น ไกพันธุ
ท่ีใหผลผลิตสูง (SCWL) จงึมีประสิทธิภาพให IgY ไดมากกวา (Li et al., 1998) 

 

ตารางท่ี 2.4 การเปรียบเทียบปริมาณแอนติบอดีของกระตายและไก (Narat, 2003) 
 กระตาย ไก 
จํานวนสัตว 
วิธีการเก็บตัวอยาง 
ปริมาณตัวอยางใน 2 สัปดาห 
จํานวนแอนตบิอดีท้ังหมด 
จํานวน specific antibody 
ผลรวมท้ังหมด-กระตาย/ไก*** 

Specific-กระตาย/ไก**** 
เปอรเซ็นตของ Ig อ่ืน ๆ  

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

1 
เก็บไขทุก ๆ วนั 
ไข 14 ฟอง = 210 ml ของ egg yolk* 

1120 mg** 

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

* คาเฉล่ียของปริมาณ egg yolk เทากับ 15 ml; ** คาเฉล่ียของจํานวน IgY เทากับ 80 mg ตอไข 1 ฟอง;              
*** จํานวนกระตายที่ผลิตแอนติบอดีทั้งหมดไดเทากับไก 1 ตัวในชวง 2 สัปดาห;**** จํานวนกระตายที่ผลิต
แอนติบอดีที่เฉพาะเจาะจงไดเทากับไก 1 ตัวในชวง 2 สัปดาห 
 
2.8 บทบาทของ IgY ตอการเปน antimicrobial antibody 

การพิจารณาความรุนแรงของแบคทีเรียหรือความสามารถในการแพรเช้ือและกอโรค มี
ปจจัยท่ีหลากหลาย ซ่ึงแบคทีเรียกอโรคอาจมีหนึ่งลักษณะหรือหลายลักษณะท่ีเปนปจจัยสาเหตุของ
โรค 

 แบคทีเรียจํานวนมากมีแคปซูลซ่ึงใชเกาะยึดกับเซลล mucosa เปนข้ันตอนแรกใน
กระบวนการกอโรคตามดวยการพัฒนาของ microcolonies แลวทําใหเกิดโรค ปฏิกิริยาระหวาง
แบคทีเรียกับผิวของเซลลโฮสตเปนข้ันตอนการเกาะยึด แบคทีเรียมีโมเลกุลผิวเซลลท่ีจําเพาะและทํา 
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ปฏิกิริยากับผิวเซลลโฮสตโดยตรง ซ่ึงปจจยัในการเกาะยดึคือ โครงสรางของผิวเซลลรวมถึง pili, 

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

 องคประกอบของเซลลแบคทีเรียท่ีใชในการเกาะยึดเซลลโฮสต คือ pili (หรือสวนท่ีเปน 
fimbriae)  โดยเฉพาะการสรางโคโลนีของแอนติเจน ปจจัยท่ีสําคัญ คือ colonization factor 

antigen (CFA) คือสวนของขนท่ียื่นออกมานอกผิวเซลลแบคทีเรียหรือสวนท่ีเปนส่ือในการเกาะ
ยึดของแบคทีเรียตอผิวเซลลโฮสต (Bene and Schmid, 1997) ยกตัวอยาง E.coli ซ่ึงเปนสาเหตุ
ของการเกิดโรคทองรวง มี pili type I ซ่ึงเกาะกับ receptor ของ epithelial cell ซ่ึงตัว pili และ
โมเลกุลจําเพาะมีกลไกในการเกาะยึดท่ีมีความแตกตางกนัข้ึนอยูกับรูปแบบของแอนติเจนของ 
E.coli ท่ีเหนีย่วนําใหเกดิโรคทองรวง 
 LPS เกี่ยวของกับการมีบทบาทในการเกาะยึด ปจจยัในการเกาะยดึทําปฏิกิริยากบัเซลล
และเนื้อเยื่อข้ึนอยูกับความจําเพาะของ receptor  ซ่ึงแบคทีเรียท่ีเขาสูระบบไหลเวียนเลือดไปสู
เนื้อเยื่อและบริเวณของอวัยวะท่ีแตกตางกนัเปนผลทําใหเกิด affinities ของปจจัยในการเกาะยดึ
ของแบคทีเรียแตกตางกัน (Bene and Schmid, 1997) 

 พาหะนําโรคสวนมากเขาบุกรุก epithelial ของโฮสตเปนกระบวนการทําใหติดเช้ืออยาง
รุนแรง การรุกรานของแบคทีเรียมีกระบวนการซับซอน แบคทีเรียบางสวน (เชน Salmonella 

species) บุกรุกเนื้อเยื่อผานทาง junction ระหวาง epithelial cell  เม่ือแบคทีเรียเขาสูภายในเซลล
ของโฮสต แบคทีเรียจะเขาลอมรอบถุงเยื่อหุมเซลลและทําใหเยื่อหุมเซลลสลาย จากนั้นแบคทีเรียจึง
สามารถกระจายเขาสูภายใน cytoplasm ได (Brook et al., 1998) นอกจากนีแ้บคทีเรียจะผลิต
และหล่ังเอนไซมจํานวนมากซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการทําใหเกิดโรค กลไกตาง ๆ นี้ข้ึนอยูกับ 
ปริมาณและขอบเขตการแพรของเอนไซมซ่ึงจะทําให collagen, fibrin และ cellular material 

ของโฮสตเส่ือมลง แตจะลดความรุนแรงและไมเกดิปฏิกริิยาเม่ือใชยาปฏิชีวนะ 

 สารพิษของแบคทีเรียสามารถแบงเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ exotoxin เปนโปรตีนท่ีผลิต
และหล่ังมาจากเซลลเปนตัวทําใหเกิดพษิและ endotoxin เปนสวนผนังเซลลของแบคทีเรีย ซ่ึง 
endotoxin คือ lipopolysaccharide (LPS) ไดจากผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบ โดยท่ัว ๆ ไปจะ
ใช exotoxin ในการจัด genus หรือแยก strain ท่ีเปนตัวกอโรคซ่ึงสารพิษเหลานี้ถูกแยกเปน 
enterotoxin, neurotoxin และ cytotoxin รวมท้ัง heat-labile toxin (LT-I,LT-II), heat-

stable toxin (ST) และ cholera toxin มีผลกระทบตอทางเดินอาหาร  
 แบคทีเรียแกรมลบท้ังหมดมี endotoxin อยูในสวนของ outer membrane ซ่ึงมีความ 
แตกตางกันในแบคทีเรียแตละชนิด สงผลใหศักยภาพและความสามารถในการกอใหเกิดลักษณะ
อาการของโรคแตกตางกนั โดยเช้ือ E. coli เปนสาเหตุของโรคทองรวงท่ัวโลก ซ่ึงถูกแยกประเภท 
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โดยลักษณะของคุณสมบัติความรุนแรงในการกอโรคและแตละกลุมมีกลไกการทํางานแตกตางกัน
แบงได 5 กลุม enteropathogenic E. coli (EPEC), enterohemorrhagic E. coli (EPEC), 

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

E. coli (ETEC) ซ่ึงพบมากในการเปนสาเหตุของ traveler’s diarrhea ในประเทศท่ีพัฒนาแลว 
ETEC เปนสาเหตุท่ีสําคัญมากในการเกิดโรคทองรวง strain ETEC มี 2 ข้ันตอนหลัก ๆ ใน        
การกอโรค คือ การสรางโคโลนีในลําไสหรือส่ือในการเกาะยึด CFA และเกดิ hypersecretion 
ของนํ้าและอิเล็กโตรไลทในรางกาย ทําใหเกิด ST หรือ LT enterotoxin หรือท้ังสองอยาง โดย 
ETEC จะจับกับผนังเซลลโดยมี fimbriae เปนส่ือพาหะกอโรค  

สวนท่ีกอโรคของเช้ือ Salmonella คือสวน endotoxin ซ่ึงเปน envelope ท่ีบรรจุดวย 
LPS กับ antigen polysaccharide (O antigen) และ outer membrane proteins (OMPs) ซ่ึง
เปนส่ือในการเกาะยึดและแพรกระจายไปยัง intestinal epithelium ในลําไสเล็กสวนตน ซ่ึงโดย 
ท่ัวไปแบคทีเรียอยูไดทุกสปชีส ความรุนแรงแตละสปชีสข้ึนกับความสามารถในการมีชีวิตอยูไดใน
ภาวะกรดในกระเพาะอาหารและซึมแทรก intestinal epithelium และ subepithelium (Virella 

and Schmidt, 1997) ในสวนปลายของลําไสเล็ก (ileum) เช้ือ Salmonella ท่ีสามารถเกาะยดึ
และผานมาถึง epithelial cell ในลําไส  M cell เปนสวนแรกของ follicle ท่ีเกี่ยวของกับ 
epithelium (Clark et al., 1994) เช้ือ Salmonella มีองคประกอบของผิวเซลลท่ีหลากหลายซ่ึงมี
ความสัมพันธตอความรุนแรงในการเกิดโรค ไดแก lipopolysaccharide (LPS), flagella และ 
outer membrane proteins (OMPs) มีบทบาทตอการเปนพาหะกอโรคท่ีสําคัญ 

 
กลไกการทํางาน 

 แอนติบอดใีนไขแดงตอตาน E. coli F18ab fimbriae จะขัดขวางแบคทีเรียไมใหสามารถ
เกาะยึดผนังลําไส ทําใหยับยัง้การสรางโคโลนี ลดอาการของโรคหรือปองกันโรคได (Imberechts 

et al., 1997) และแอนติบอดีตอตาน fimbriae ของ E. coli K88+ สามารถปองกันการจับกบั 
receptor ของ mucosa (Jin et al., 1998) ซ่ึงการทดสอบการเกาะยึด (in vitro) พบวาเม่ือใช
สารละลายท่ีมี homologus anti-fimbriae antibodies สามารถยับยั้งการจับของเซลลแบคทีเรีย
ไดเปนอยางดี (Yokoyama et al., 1992) เชนเดียวกบัการทดลอง in vivo การปองกันโรคของ 
IgY ตอการเกดิโรคทองรวงในลูกสุกร สามารถยับยั้งการเกาะยึดของ E. coli ตอ mucus ในลําไส
ได และการศึกษา in vitro พบวา IgY ขัดขวางการจับของ ETEC ตอ mucin ในลําไสเล็ก ซ่ึงเปน
กระบวนการท่ีสําคัญในการสรางโคโลนีของแบคทีเรียในลําไสเล็ก  
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 การ passive transfer ของ anti-OMPs antibody จะมีอิทธิพลตอการขัดขวาง การสราง
โคโลนีของแบคทีเรีย โดยแอนติบอดจีําเพาะจะจับกบัเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis และ  
S. enterica serovar Typhimurium ซ่ึงกลไกของ anti-OMPs antibodies ในการปองกนั
ตอตานการรุกรานของ Salmonella ตอโฮสตยังไมชัดเจน โดย Yokoyama et al. (1998a) 

สันนิษฐานวา OMPs เปนสวนของผิวแบคทีเรียซ่ึงงายตอการจดจําของแอนติบอดหีลังจาการจับกนั
ของแอนติบอดีกับ OMPs ทําใหการทํางานทางชีววิทยาของ OMPs ลดลงผลสุดทายจึงสามารถลด
การรุกรานของเช้ือ Salmonella ไดเพราะการสูญเสียความสามารถในการสรางโคโลนีในทางเดิน
อาหาร 

 Streptococcus mutants สังเคราะห polysaccharides ไดจํานวนมาก เชน dextrans 

หรือ levans จากซูโครสมีความสําคัญในการกอโรคฟนผุ IgY ท่ีมีความจําเพาะตอ glucan ท่ีไม
ละลายซ่ึงอยูรอบ ๆ ผิวเซลลของ S. mutans และยับยั้งคุณสมบัติในการเกาะยึดของเซลลแบคทีเรีย 
ถึงแมกลไกของภูมิคุมกันของแอนติบอดใีนการปองกันโรคตอตานการสรางโคโลนีของ S.mutans 

ในคนยังไมชัดเจน Hatta et al. (1997) เสนอวา IgY ยับยั้งการเกาะยึดและการสรางโคโลนีของ  
S. mutans โดยแอนติบอดจีะจับกับ pili ของแบคทีเรียและยับยั้งการสรางโคโลนีของแบคทีเรียใน
ลําไสเล็ก  ซ่ึง IgY ถูกพบในลําไสเล็กของลูกสุกรแรกเกดิและมีนอยลงในลูกสุกรหยานม  เนื่องจาก 
IgY สามารถถูกทําลายโดย pepsin ในกระเพาะอาหาร (pH 2-3) ในลูกสุกรโตเต็มท่ีจะมี
แอนติบอดีเพยีงเล็กนอยท่ีสามารถผานไปยังลําไสโดยปราศจากการ hydrolyse หรือไมมี            
การสูญเสียโครงสรางและการทํางานของแอนติบอดี  ในลูกสุกรแอนติบอดีสามารถผานกระเพาะ
อาหารโดยปราศจากการทําลาย  เพราะระบบการสรางกรด gastric ยังไมสมบูรณ ดงันั้นจึงสามารถ
ดูดซึมแอนติบอดีท่ียังคงโครงสรางและคุณสมบัติของแอนติบอดีอยูในลําไสเล็กและเคล่ือนยายไป
ในระบบไหลเวียนเลือดได (Yokoyama et al., 1993) 
 

ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการปองกันโรคของ IgY 

 ผลของ IgY ในการยับยั้งการเกาะยึดของ ETEC  ข้ึนอยูกับอิทธิพล 2 ปจจัย คือ ปริมาณ 
(dose) ของแอนติบอดแีละความเขมขนของ ETEC การเสริมแอนติบอดีควรเพยีงพอเม่ืออยูใน   
ลําไสตอการปองกัน E.coli จับกับ receptor ของ mucosa   Jin et al. (1998) ไดแสดงวา IgY 

เม่ือเจือจาง 50 และ 100 เทา สามารถยับยัง้ E. coli K88+ ท่ีความเขมขน 109 cfu/ml ไดอยางดี 
อยางไรก็ตามการเจือจาง 100 เทา IgY ไมเพียงพอตอการยับยั้งการเกาะยึดของ E. coli K88+ ท่ี
ความเขมขน 1010 cfu/ml 
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2.9 การนําเอา egg yolk antibody มาใชในการปองกันและรักษาโรค 
  Immunoglobulin Y เปนโปรตีนที่สามารถจับกับแอนติเจนท่ีเฉพาะเจาะจง เชน 
แบคทีเรีย ไวรัส carcinogen และสารพิษ สามารถลบลางอันตรายท่ีเกิดจากผลกระทบของ
แอนติเจนได    การผลิต IgY จากไขแดงของแมไกเปนวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพทางดานเศรษฐกิจ
ในการเพิ่ม polyclonal antibody โดยไมจําเปนตองใชเลือดจากแมไกและการสกัด IgY ให      
บริสุทธมีวิธีการท่ีไมซับซอน (Akita and Nakai, 1992) ศักยภาพของการประยกุตใช IgY จะ
เพิ่มข้ึนโดยใชเปนสารปองกันโรค เปนเคร่ืองมือในการวินิจฉัยโรค และเปนอาหารเสริม (food 

supplement) ซ่ึงมีการศึกษามากมายในการใชไกเปนแหลงของแอนติบอดีโดยไกท่ีถูกกระตุน
ภูมิคุมกันดวยแอนติเจนชนดิตาง ๆ รวมถึง bovine serum albumin (BSA) (Li et al, 1998), 

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

(Shin et al., 2002) และการประยุกตใช egg yolk antibody เปนสารตอตานพิษงู (venom) 
(Maya et al., 2002) 
 

IgY ใชประโยชนไดหลายอยางสําหรับในการปองกันโรค การรักษาโรค การวินิจฉัยโรค 
มีการนํา purified IgY มาประยุกตใชเปน passive immunization โดยการกิน ซ่ึงมีการรายงาน             
การปองกันโรคสรุปดังตารางท่ี 2.5 

 
ปจจุบัน IgY ถูกใชเปนเคร่ืองมือทางในดานเทคโนโลยชีีวภาพ (biotechnology)  สําหรับ

การรักษาโรคมะเร็งและใชเปนเคร่ืองมือทางชีวเคมี (biochemical) แมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกนัดวย
แอนติเจนของ P110 ซ่ึงเปนโปรตีนที่ถูกทําใหบริสุทธ์ิจากเซลลมะเร็งในกระเพาะอาหารของคน 
คือ MGC-803 cell ซ่ึง IgY บริสุทธ์ิสามารถจําเซลลมะเร็งในระบบทางเดนิอาหารไดและ
แอนติบอดจีับกับเซลลมะเร็ง และชวยกระจายรูปปฏิกิริยาของตัวยาซ่ึงเปนสวนสําคัญสําหรับ      
การรักษาโรคมะเร็ง (Yang et al., 1997) และการสรางแอนติบอดีจําเพาะตอเช้ือไวรัสใน          
การรักษาโรคเอดส (Coleman, 2000) 
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ตารางท่ี 2.5 การนํา egg yolk antibody มาใชประโยชนในคนและสัตว 

แหลงอางอิง การนํา egg yolk antibody (IgY) มาใชประโยชน 
ทางดานการแพทย 
 

 

Maya et al. (2002) แอนติบอดี IgY ท่ีจําเพาะตอพิษงูใชเปน anti-venom 
Hatta et al. (1997) 
 

ใชไขแดงแอนติบอดีตอเช้ือ Streptococcus mutans ผสม
น้ํายาบวนปากปองกันฟนผุ 

Yokoyoma et al. (1998a) ทดลองใหหนกูินไขแอนติบอดีตอตานเช้ือ S. enterica 

serovar Enteritidis และ S. enterica serovar 
Typhimurium 

Shin et al. (2002) 
 

ใชไขแดงแอนติบอดีรักษาโรคเปนแผลในกระเพาะตอตาน
เช้ือ Helicobacter pyroli 

ทางดานสัตว  

Lee et al. (2000) 
 

ใชไขแอนติบอดีปองกันโรคในปลา Rainbow trout จากเช้ือ 
Yersinia ruckeri 

Yokoyama et al. (1992) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli โดยใหกินในลูกสุกร 

Yokoyoma et al. (1998b) 
 

ปองกันโรคทองรวงในลูกโคโดยใหกินไขแอนติบอดีตอตาน
เช้ือ Salmonella 

Imberechts et al. (1997) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli  F18ในลูกสุกร 

Jin et al. (1998) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli  K88+ ในลูกสุกร 

Marquardt et al. (1999) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli  K88+ ในลูกสุกร 

Owusu-Asiedu et al. (2003a) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli ในลูกสุกรเปรียบเทียบ
กับ spray dried plasma porcine 

Owusu-Asiedu et al. (2003b) 
 

ปองกันโรคทองเสียจากเช้ือ E. coli ในลูกสุกรเปรียบเทียบ
กับ feed additive ตาง ๆ และยาปฏิชีวนะ 

Kassaify and Mine (2004) ปองกันการติดเช้ือ Salmonella ในไกไข 

 
 
 
  



 
 

บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 
 การศึกษาทดลองคร้ังนี้ประกอบไปดวยข้ันตอนดังนี้ การเตรียมสัตวทดลอง การเตรียม
แอนติเจน การหาปริมาณโปรตีน การเตรียมวัคซีนและกระตุนภูมิคุมกันไก การเก็บตัวอยางซีร่ัม
และไข การแยก water soluble fraction (WSF) การวิเคราะหระดับแอนติบอดี และการวิเคราะห
ขอมูล 

3.1 การเตรียมสัตวทดลอง 
 สัตวท่ีใชทดลองเปนไกไขพนัธุ Bovans goldline ของฟารมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี       
สุรนารี อายุ 34 สัปดาห จํานวน20 ตวั โดยแบงออกเปน 2 กลุม กลุมละ 10 ตัว (ไก 1 ตัวตอซํ้า) 
ระยะเวลาในการเล้ียงท้ังหมด 56 วัน 

 การทดลองแบงออกเปน 2 กลุม (treatment) ดังนี ้
 กลุมท่ี 1 ใช whole cell ของ Salmonella enterica serovar Enteritidis เปนแอนติเจน
ในการเตรียมวคัซีนเพื่อสรางภูมิคุมกันท่ีจําเพาะ 

 กลุมท่ี 2 ใช outer membrane proteins (OMPs) ของ Salmonella enterica serovar 

Enteritidis เปนแอนติเจนในการเตรียมวคัซีนเพื่อสรางภูมิคุมกันท่ีจําเพาะ 
เล้ียงไกไขท่ีใชทดลองบนกรงตับขังแยกกรงละ 1 ตวั  ในโรงเรือนระบบปด  ใหกินน้ําและ

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) ซ่ึงไดจาก WHO 

National Salmonella and Shigella Center สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรสาธารณสุข กรม        
วิทยาศาสตร กระทรวงสาธารณสุข เพาะลงบน trypic soy agar (TSA) บมท่ีอุณหภูมิ 37       
องศาเซลเซียส เปนเวลา 16   ช่ัวโมง เก็บเช้ือดวย skim milk แบงใส  vial ผนึกฝาเก็บไวท่ีอุณหภมิู 
-20 องศาเซลเซียส จนกระท่ังนํามาศึกษา 
           2. นําเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมไวมาละลายท่ีอุณหภูมิหอง ใชลูป (loop) แตะเช้ือแลว streak ใน 
TSA ใหกระจายเพ่ือเช้ือจะไดข้ึนเปนโคโลนีเดี่ยว ๆ บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16  
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ช่ัวโมง จากนัน้เลือก 1 โคโลนีของเช้ือเพาะตอใน  trypic soy broth (TSB) ในหลอดทดลอง
หลอดละ 10 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16 ช่ัวโมง  
           3. นํามาเพาะขยายการเจริญของเช้ือใน flask ท่ีมี TSB 250 มิลลิลิตร โดยใสเช้ือขวดละ 5 
มิลลิลิตรบมท่ี 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 20 ช่ัวโมง   
           4. แบงเช้ือแตละ flask มาทําการเจอืจาง โดยดูดของเหลวใน TSB มาปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ใสในหลอดทดลองท่ีมี TSB 9 มิลลิลิตรเพ่ือทํา ten fold dilution โดยทําการเจือจางต้ังแต     
ความเขมขนท่ี 10-1 – 10-9แลวทําการ spread plate ใน TSA บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 16 ช่ัวโมงเพื่อทําการนบัจํานวนเซลลแบคทีเรีย 
           5. จากนั้นทําใหเช้ือตายดวยฟอรมาลินความเขมขน 0.5% ใสลงใน broth บมท่ีอุณหภูมิ 37              
องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง แบงตัวอยางแตละ flask มาวัดคาดดูกลืนแสงท่ี 625 นาโนเมตร  
           6. แบงอีกสวนมาทดสอบ sterility test โดยใช thioglycolate ใสในหลอดทดลองหลอด
ละ 10 มิลลิลิตร ใสตัวอยาง 2 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียสและ 22 องศาเซลเซียส 
สังเกตสีและความขุนเปรียบเทียบกับหลอดควบคุม และทําการยอมแกรมแบคทีเรียทดสอบความ
บริสุทธ์ิของเช้ือ (purity test) 

           7. หลังจากนั้นทดสอบยืนยนัการตายของเช้ือโดย streak เช้ือใน TSA plate บมท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 16 ช่ัวโมง       
           8. เก็บเซลลจาก TSB ทุก flask โดยการปนเหวี่ยง (centrifugation) 7,000 รอบตอนาที 

นาน 15 นาที  
           9. ลางตะกอนเซลลแบคทีเรียดวย sterile phosphate-buffered saline pH 7.0 (PBS) 

จํานวน 3 คร้ัง ตะกอนเซลลสวนหนึ่งนําไปเตรียมแอนตเิจน outer membrane protein (OMPs) 
อีกสวนนําไปแขวนลอยใน PBS เพื่อใชในการเตรียมแอนติเจน whole cell 

     3.2.2 การเตรียมแอนติเจน whole cell  

นําเซลลแบคทีเรียมาปรับความขุนดวย PBS ใหเทากับ MacFarland turbidity 

standards เบอร 4.0 โดยใชเคร่ืองวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer 625 nm) ทําใหมีเชื้อ
ประมาณ 1.2 x109 cfu (colony-forming unit) ตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปหาปริมาณโปรตีนโดย
วิธีของ Bradford ตามวิธีการขอ 3.3 และใชเตรียมเปนแอนติเจน 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. ทําใหเซลลแตกดวยเคร่ือง ultrasonic sonicator ท่ี amplitude 60% ชวงละ 30 วินาที 
10 คร้ัง จํานวน 2 รอบ ในบิกเกอรท่ีมีน้ําแข็ง  
           3. แยกสวนของเซลลท่ีแตกออกโดยการปนเหวีย่งดวยความเร็ว 7000 รอบตอนาที นาน 15 
นาที ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส  
           4. นําสวนใสท่ีลอยอยูดานบน (supernatant) ซ่ึงเปนสวนท่ีมีเยื่อหุมเซลล (cell membrane) 

มาปนเหวี่ยง 3000 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส  
           5. จากนั้นนําตะกอนแบคทีเรียมาแขวนลอยใน 2% triton-x 100 ใน 0.01 M HEPES และ
บมท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นํามาปนเหวีย่ง 30000 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
           6. นําตะกอนแบคทีเรียมาแขวนลอยอีกคร้ังใน 2% triton-x 100 และ 5 mM EDTA ใน 
0.01 M HEPES บมท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
           7. เก็บสวนของ OMPs คือสวนท่ีไมไดถูกชะลาง (detergent) โดยการปนเหวี่ยง 30000 
รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
           8. นําตะกอนท่ีไดมาแขวนลอยใน PBS ทําการ dialysis กับ PBS buffer ท้ิงไวตลอดคืน 
เก็บสารละลาย OMPs ใสในหลอด microtube หลอดละ 1 มิลลิลิตร ไวท่ีอุณหภูมิ -20            
องศาเซลเซียส จนกระท่ังใชนําไปหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford ตามวิธีการขอ 3.3 

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

Enteritidis เพื่อทราบปริมาณโปรตีนท่ีใชในการเตรียมวัคซีน วธีิการของ Bradford ใชใน        
การพิจารณาปริมาณโปรตีน โดยใชความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน 
bovine serum albumin (BSA) ใน PBS  pH 7.4 กับคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590         
นาโนเมตร ซ่ึงแสดงในตารางท่ี 3.1 โดยมีคาสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ (R2) เทากับ 0.996 และ
ปริมาณโปรตีนของแอนติเจนท้ัง 2 ชนิดแสดงในตารางท่ี 3.2  
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ตารางท่ี 3.1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA) กับคาดูดกลืนแสงท่ี 
590 นาโนเมตร ใชศึกษาปริมาณโปรตีนใน whole cell และ OMPs ของเชือ้ S. enterica 
serovar Enteritidis  
  

ความเขมขนของ 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 = คาเฉล่ียจากการทดสอบ 2 คา 
 
 

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 ใชศึกษาปริมาณ
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  

โดยเตรียมเช้ือแบคทีเรียใหมีปริมาณเทากับ 109 (colony-forming unit) ตอมิลลิลิตรโดย
เทียบความขุนกับ MacFarland turbidity standards เบอร 4.0 ใชเคร่ืองวดัคาดูดกลืนแสง 
(spectrophotometer 625 nm) โดยทําการเจือจางสารละลาย whole cell ดวย PBS pH 7.4 ท่ี
1:4, 1:8, 1:16 และ 1:32 พบวาในอัตราสวน 1:8 มีคาดูดกลืนแสงใกลเคียงกบั MacFarland 

turbidity standards เบอร 4.0 มากท่ีสุด นํามาหาปริมาณโปรตีนตามวิธีการขอ 3.3 พบวามีปริมาณ
โปรตีนเทากับ 39.61 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

- การเตรียมวัคซีนจาก OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis  

จากการสกัดสวนของ OMPs ตามวิธีการดังกลาวมาขางตนนํามาหาปริมาณโปรตีน ตาม
วิธีการของ Bradford ในวธีิการขอ 3.3 หลังจากทําการทดสอบพบวา มีปริมาณโปรตีน 3,303.0 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 จากนั้นทําการเจือจางสารละลาย OMPs ดวย PBS pH 7.4 ใหปริมาณโปรตีนใกลเคียง
กับ whole cell อัตราสวน 1:8 ซ่ึงมีปริมาณโปรตีนเทากบั 39.61 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นใน
การทดลองคร้ังนี้จึงใชแอนติเจน OMPs ในอัตราสวน 1:50 จะทําใหมีปริมาณโปรตีนเทากับ 35.85
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรดังแสดงในตารางท่ี 3.2 
 
ตารางท่ี 3.2 คาดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนของ whole cell และ OMPs ของ S. enterica 
serovar Enteritidis 
 

แอนติเจน คาดูดกลืนแสง (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 เปนกฎของการจับกันของสียอม (dye Commassic Blue G250) กับ
โปรตีน การศึกษาอยางละเอียดช้ีใหเหน็วา dye อิสระสามารถคงอยูไดในรูปของ ionic ท่ีแตกตาง
กัน 4 แบบ ซ่ึงคา pka เปน 1.15, 1.82 และ 1.42 ในประจุท้ังสามรูปแบบของ dye มีอิทธิพลมากใน
การทดสอบสารละลายเคมีท่ีเปนกรด ประจุบวกจํานวนมากมีสีแดงและรูปแบบท่ีเปนสีเขียวซ่ึงมีคา
ดูดกลืนแสงมากท่ีสุดท่ี 470 นาโนเมตร และ 650 นาโนเมตร ตามลําดับ ในการเปรียบเทียบประจุ
ลบจํานวนมากท่ีใหสีฟาเมื่อ dye ทําปฏิกิริยาจับกบัโปรตีน มีคาดูดกลืนแสงมากสุดท่ี 590            
นาโนเมตร ดงันั้นปริมาณโปรตีนสามารถประเมินคาโดยการพิจารณาจํานวน dye  ในรูป blue 

ionic การหาคาโดยท่ัวไปจะวัดโดยใชคาดูดกลืนแสงของสารละลายท่ี 590 นาโนเมตร 
 

Microassay method  
การทดสอบนีไ้วตอโปรตีนมาก ใชเม่ือจํานวน unknown protein มีจํานวนจํากดั 

           1. ปเปตตัวอยางท่ีตองการหาปริมาณโปรตีนตัวอยางละ 5 และ 10 ไมโครลิตรใสในหลอด 
(microtube 1.5 มิลลิลิตร) ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

           2. ทําการสรางกราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายท่ีรูจํานวนโปรตีนแลว ในท่ีนี้ใช bovine 

serum albumin (BSA) 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเจือจาง 6 dilution คือ 10, 20, 40, 
60, 80 และ 100 ไมโครลิตรปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1 มิลลิลิตร ปเปตน้ํากล่ัน 1,000 
ไมโครลิตรเปนตัวอยางท่ีไมมีโปรตีน ( โปรตีน 0 ไมโครกรัม) ผสมใหเขากนัแลวปเปตตัวอยางละ
400 ไมโครลิตรใสใน microtube ทําเชนเดียวกนัในตัวอยางท่ีตองการหาปริมาณโปรตีน เติม dye 

หลอดละ 100 ไมโครลิตรผสมใหเขากนัแลวปเปตใสใน microtitre plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร
ตัวอยางละ 2 ซํ้า วัดคาดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง ELISA reader ท่ีความยาวคล่ืนแสง 590 นาโนเมตร 

           3. สรางกราฟของคาเฉล่ียคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของโปรตีนที่ทราบคาแลว ซ่ึง     
ความสัมพันธระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขน พิจารณาโดยสมการเสนตรง (linear 

regression) นํามาคํานวณหาความเขมขนโปรตีนจากตัวอยางท่ีตองการหาคาโปรตีน 
 

3.4 การเตรียมวัคซีนและกระตุนภูมิคุมกันไก 
 การกระตุนภูมิคุมกันไกเพื่อใหสรางภูมิตานทานตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis 

ประยุกตใชวิธีของ Sunwoo et al. (1996) และ Lee et al. (2002) 
 3.4.1 เตรียมวัคซีนโดยผสมสารละลายแอนติเจน whole cell และ OMPs ของเช้ือ          
S. enterica serovar Enteritidis โดยใชปริมาณโปรตีนเปนมาตรฐาน ตัวอยางละ 40 ไมโครกรัม
โปรตีนตอมิลลิลิตร (ปริมาณโปรตีนเทากบั whole cell 1.2x109 cfu.) กับ Freund’s complete  
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adjuvant (สวนท่ีเปนน้ํามัน) ในปริมาตรเทา ๆ กัน โดยใชเข็มหวัล็อค 2 หัว (2-way luer lock 

needle)  ทําการดันสารละลายแอนติเจนเขาไปในสวนท่ีเปนน้ํามันกอนจากน้ันผลักของเหลวใน
เข็มท้ังสองฝงไปมาจนวัคซีนผสมเขาเปนเนื้อเดียวกนั ทดสอบโดยฉีดวัคซีนลงในน้าํเย็น (ถาวัคซีน
หยดเปนเม็ดกลมไมกระจายตัวแสดงวาผสมเขากันดแีลว) แชวัคซีนในน้ําแข็งระหวางทางนําไป
กระตุนภูมิคุมกันไก 
 3.4.2 ฉีดวัคซีนโดยวิธีเขากลามเนื้อ intramuscular 4 ตําแหนง (0.25 มิลลิลิตรตอ
ตําแหนง) ท่ีกลามเนื้อหนาอกทางดานซายและขวาขางละ 2 ตําแหนง 
 3.4.3 ฉีดวัคซีนกระตุนซํ้า (booster shots) ในสัปดาหท่ี 2 และ 4 หลังจากการกระตุนใน
คร้ังแรก โดย emulsified ดวย Freund’s incomplete adjuvant ในปริมาตรเทาเดิม ทําตาม      
ข้ันตอนดังกลาวแลวขางตน 
 

3.5 การเก็บตัวอยางซีรั่มและไข 
 เก็บตัวอยางซีร่ัมจากเสนเลือดดําท่ีปกในวนัท่ี 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 และ 56 เก็บไข      
ทุกวัน โดยเกบ็ตัวอยางซีร่ัมและไขกอนการใหวัคซีน 1 สัปดาหเพื่อใชเปนกลุมควบคุม (negative 
control) 
 3.5.1 การเก็บซีร่ัม 

 ใชเข็มเบอร 21 และใชไซริงคขนาด 3 มิลลิลิตร เก็บเลือดจากเสนเลือดดําท่ีปกใสหลอด 
microtube ตัวอยางละ 1 มิลลิลิตร ท้ิงใหเลือดแข็งตัวท่ีอุณหภูมิหอง นาน 1-2 ช่ัวโมง นํามา        
ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ดูดซีร่ัมเก็บใสหลอด และเก็บไวท่ีอุณหภมิู 
-20 องศาเซลเซียสจนกระท่ังนําไปวิเคราะหตอไป 

 3.5.2 การเก็บไข 
เก็บไขทุก ๆ วันแยกตามกลุมทดลองและตัวไก เกบ็ไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

จนกระท่ังนําไปใชในข้ันตอนทดลองตอไป โดยนํามาวิเคราะหสัปดาหละ 1 ฟองตอไก 1 ตวั 
(มากกวาหรือนอยกวาอยางมาก 2 วัน ในกรณีไขวันท่ีทดสอบไกไมใหไข)  
 

3.6 การแยก water soluble fraction (WSF) จากไขแดง 
 Water soluble extract fraction (WSF) เปนสวนท่ีมี immunoglobulin Y (IgY) ท่ี
แยกไดจากไขแดงโดยใชหลักการการรวมตัวกันของโปรตีนและไลปด (lipid) ของไขแดงดวยคา 
pH เปนกลางและความเขมขนอิออน (ion) ต่ํา ดังนัน้การใชคา pH ต่ํา ๆ (pH ท่ีเหมาะสม 5.0-5.2) 
สามารถแยกสวนท่ีโปรตีน (IgY) (สวนท่ีละลายนํ้าได) ออกจากสวนของ lipid และ low-density 
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 lipoprotein (LDL) และขจัดโปรตีนอ่ืน ๆ ไดจํานวนหนึ่ง ตามวิธีการของ Akita and Nakai 

(1992) ; Schade et al. (2001) ดังนี ้
     1. แยกไขแดงออกจากไขขาวแลวเทลงในกระบอกตวง วดัปริมาตร นําสวนของไขขาวออกให
หมด (อาจกล้ิงไขแดงบนกระดาษทิชชู)   
     2. เทไขแดงลงในบิกเกอรแลวเจาะเยื่อหุมไขแดงออกโดยไมใหมีสวนของเยื่อหุมไขแดงปนอยู   
     3. ทําการเจือจางไขแดง โดยคอย ๆ ผสมดวยน้ํากล่ันเย็น (ท่ีทําใหมีความเปนกรดดวย 0.01 M 

HCl ใหได pH 4.0)  เพื่อหลีกเล่ียงการทําลายแกรนลูไขแดง จากความเขมขนของกรดสูง โดย    
เจือจางดวยน้ํากล่ันเยน็ในสัดสวน 1:8 ของปริมาตรไขแดง  
     4. จากนั้นเติมน้ํากล่ันเย็น (pH 2.0) ทําใหคาเจือจางสุดทายเทากับ 1:10 ผสมใหเขากันดี แลว
ปรับ pH ดวย 0.01 M HCl ใหไดประมาณ 5.0-5.2  

     5. บม (incubate) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง  
     6. ทําการปนเหวี่ยง 3125 xg ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที  
     7. กรองสวนใสท่ีลอยอยูสวนบนของตะกอน (supernatant) ดวยกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 1 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สวนใสคือ WSF  ท่ีมี IgY อยู  เก็บสวนท่ีกรองไดไวท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียสจนกระท่ังนําไปวิเคราะหตอไป  

 จากการทดลองแยก WSF จากไขแดงโดยวิธีการเจือจาง (dilution method) ซ่ึงใน       
การแยกไขแดงมีปริมาตรโดยเฉล่ีย 15.6+1.13 มิลลิลิตร เม่ือแยก WSF ตามวิธีการขางตนแลวมี
ปริมาตรประมาณ 190-200 มิลลิลิตรตอไข 1 ฟอง 
 

3.7 การวิเคราะหระดับแอนติบอดีตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ดวยวิธี 
Indirect ELISA  
     3.7.1 เตรียมแอนติเจน ท่ีใชในการเคลือบ microplate โดยใช whole cell lysate antigen ของ
เช้ือ S. enterica serovar Enteritidis โดยไดจากการเพาะเล้ียงเช้ือตามขอท่ี 3.2.1 นําไปทําให
เซลลแตกดวยเคร่ือง ultrasonic sonicator ท่ี amplitude 60% ชวงละ 30 วินาที 10 คร้ัง ใน       
บิกเกอรท่ีมีน้ําแข็ง เก็บเซลลสวนที่แตกออกโดยการปนเหวีย่งดวยความเร็ว 7000 รอบตอนาที นาน 
15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสวนใสท่ีลอยอยูดานบน (supernatant)ไวท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส จนกระท่ังนําไปใช  
           - การหาปริมาณโปรตนีของแอนติเจนในการเคลือบ ELISA plate  

นําแอนติเจนท่ีเตรียมไดมาหาปริมาณโปรตีน ตามวิธีการของ Bradford ในขอ 3.3 โดย
พิจารณาความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน BSA กับคาดูดกลืนแสงท ี่ความ
ยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร พจิารณาสมการเสนตรง แลวนํามาคํานวณหาปริมาณโปรตีนในตัวอยาง 
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 โดยมีคาสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ (R2) เทากับ 0.9894 หลังจากการทดสอบพบวา มีปริมาณ
โปรตีนเทากับ 330.90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังตารางท่ี 3.4 ซ่ึงในการเคลือบ ELISA plate ใน
การทดลองนี้ใช whole cell lysate antigen ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ท่ีปริมาณ
โปรตีนเทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามแหลงอางอิงจาก Sunwoo et al. (1996), (2002)  
 
ตารางท่ี 3.3 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA) กับคาดูดกลืนแสงท่ี 
590 นาโนเมตร ใชศึกษาปริมาณโปรตีนใน sonicated S. enterica serovar Enteritidis เพื่อใช
เปนแอนติเจนในการทดสอบ ELISA 
 

ความเขมขนของ 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 = คาเฉล่ียจากการทดสอบ 2 คา 
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รูปท่ี 3.2 กราฟโปรตนีมาตรฐาน (BSA) ใน PBS pH 7.4 ท่ี 590 นาโนเมตร ใชศึกษาโปรตนีใน 
sonicated S. enterica serovar Enteritidis โดยวิธีการของ Bradford 

 
           3.7.2 วิธีการ Indirect ELISA ใชเทคนิคของ Sunwoo et al. (1996,2002); Crowther 

et al (1995) และนภาธร บานช่ืน (2532) โดยเร่ิมจากการหาระดบัความเขมขนท่ีเหมาะสมของ 
conjugated antibody, positive immune และ negative immune ในซีร่ัมและใน WSF ใน  
การเร่ิมทํา serial dilution โดยใชความเขมขนของแอนติเจนตามแหลงอางอิง sunwoo              

et al. (1996) คือ 10  ไมโคกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร 

 - ซีร่ัมและ WSF อางอิงท่ีใชในการทดลองคร้ังนี้ แบงเปน 2 ประเภท 
             1. Negative control ไดแก ซีร่ัมและ WSF จากไกและไขกอนทําการกระตุนภูมิคุมกนั  
           2. Positive control ไดแก ซีร่ัมและ WSF จากไกและไขหลังทําการกระตุนภูมิคุมกันแลว 
(สัปดาหท่ี 7 ของการทดลอง) 

วิธีการ Indirect ELISA มีข้ันตอนตาง ๆ ดังนี ้
           1.ทําการเคลือบ microtritre plate ดวยสารละลายแอนติเจน 10 ไมโครกรัมโปรตีนตอ                            
มิลลิลิตรใน 0.05 M carbonate coating buffer pH 9.6 ใสใน microtitre plate หลุมละ 100 
ไมโครลิตร นํา microtitre plate ใสในกลองพลาสติกช้ืน แลวนําไปเก็บในตูเยน็ 1 คืน (บมท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสตลอดคืน)  
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           2. เทสารละลายแอนติเจนท้ิงแลวลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 20 
(PBS-T) 3 คร้ัง แลวเคาะกบัผาขนหนูใหแหง  
           3. เติม blocking solution (1% skim milk) ใน carbonate coating buffer หลุมละ 150
ไมโครลิตร เพื่อปองกัน false positive บมในกลองช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  
           4. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง   
           5. เติมตัวอยาง serum หรือ WSF ทํา serial dilution  ปริมาตร 50 ไมโครลิตรในแตละ
หลุม บมในกลองช้ืนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  
           6. ลาง microptitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง  
           7. เติม Rabbit anti-chicken IgY horseradish peroxidase conjugate 1:1000 (จาก  
การทดสอบในขอ 3.7.3) ในแตละหลุม 50 ไมโครลิตร บมในกลองช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
1 ช่ัวโมง  
           8. ลาง microptitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง  
           9. เตรียม substrate solution คือ 2-2,-abino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 

acid) ทันทีกอนใช ใน 0.05 M citrate buffer ท่ีมี 30% hydrogen peroxide และเติมในแตละ
หลุม 50 ไมโครลิตร ปลอยใหทําปฏิกิริยา 15 นาที                            
           10. อานคาดวยเคร่ือง ELISA reader ท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร  

          11. พิจารณาระดับแอนติบอดีเปนคาไตเตอร โดยอานคา end titre ท่ีคา optical density 

(OD) ของตัวอยางเทากับคาของ negative control (Kumar et al., 2003) 
 

     3.7.3 การทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ conjugated antibody 

ทําการทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ conjugated antibody โดยใชวิธี 
chessboard titration ดังนี ้

1. เคลือบ microplate ดวยแอนติเจนที่เตรียมดังกลาวในวิธีการขอ 3.7.1 ปริมาณ 10 
ไมโครกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร ทํา Indirect ELISA ตามวิธีขอ 3.7.2  

2. ทําการบมและลาง plate 

3. เติม positive หรือ negative serum และ WSF แลวทําการเจือจาง two fold  serial 

dilution เร่ิมตนจาก 1/100 ถึง 1/12800 ในคอลัมนท่ี 1 ถึงคอลัมนท่ี 11 สวนในคอลัมนท่ี 12 เติม 
PBS-T 

4. ทําการบมและลาง plate 

5. เติม conjugated antibody แลวทําการเจือจาง two fold  serial dilution เร่ิมจาก 
1/1000 ถึง 1/64000 จากแถว A ถึงแถว G สวนแถว H เติม PBS-T 
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6. ทําการบมและลาง plate 

7. เติม substrate แลวอานคา OD 

 ในการทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ conjugated antibody พบวาไมมีปฏิกิริยา
เกิดสีในคาเจือจางใด ๆ นอกจากคาเจือจางเร่ิมตน 1/1000 จึงเลือกใชคาเจือจางนี้ในการทํา Indirect 

ELISA ตลอดการทดลองคร้ังนี้ซ่ึงสอดคลองกับวิธีการของ Sunwoo et al. (1996) 
 
     3.7.4 การทดสอบภูมิตานทานในซีร่ัมและใน WSF ตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

ระดับภูมิตานทานหรือแอนติบอดีไตเตอรทําการวิเคราะห โดยวิธี Indirect ELISA ตาม
วิธีการขอ 3.7.2 ในซีร่ัมและในไขแดงของแมไกท่ีถูกกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจน 2 ชนดิ คือ 
whole cell และ OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis ดังนี้ 

 
           3.7.4.1 การทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control ในซีร่ัม 

 ทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control ในซีร่ัมโดยเคลือบ 
microplate ดวยแอนติเจน 10 ไมโครกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร ทําการบมและลาง plate เหมือน   
วิธีการ Indirect ELISA ขอ 3.7.2 แลวเติม negative หรือ positive ซีร่ัม ทํา two fold  serial 

dilution เร่ิมจาก 1/100 ถึง 1/12800 ทําการบมและลาง plate จากนัน้เติม conjugated antibody ท่ี
ความเขมขน 1/1000 บมและลาง plate เติม substrate และอานคา OD  

จากการทดสอบพบวา คาเจอืจางท่ี 1/100 และ 1/200 ใหคา OD ของ negative ซีร่ัม     
คอนขางสูง ทําใหคา background สูงและเห็นความแตกตางระหวาง negative และ positive ซีร่ัม
ไมชัดเจน ซ่ึงคาเจือจางท่ี 1/400 ถึง 1/3200 ใหคา OD ของความแตกตางระหวาง negative และ 
positive ซีร่ัมมากกวา สามารถพิจารณาไดวาความเขมขนของ negative และ positive ซีร่ัมท่ี    
คาเจือจางท่ี 1/400 ถึง 1/3200 เหมาะสมตอทดสอบระดับแอนติบอดีในซีร่ัม ซ่ึงในการทดลองนี้
เลือกใชความเจือจางท่ี 1/500 ในการเร่ิมทํา serial dilution เนื่องจากการทดลองนี้เปนการวัดหา
ระดับแอนติบอดีและเปนคาเจือจางท่ีสะดวกในการเตรียมและเหมาะสมตอการปฏิบัติงานแสดงดัง
รูปท่ี 3.3  
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รูปท่ี 3.3 กราฟการหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative control (N1, N2) และ positive 

control (P1, P2, P 3) ในซีร่ัมเพื่อใชทดสอบหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี serial dilution 
 
           3.7.4.2 การทดสอบหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control ใน 
WSF 

การหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative และ positive control ใน WSF จากไขแดง
เหมือนกับวิธีการในขอ 3.7.4.1 ยกเวนการเติม negative หรือ positive เปล่ียนเปนตัวอยาง WSF 

โดยทําการเจือจางแบบ two fold serial dilution เร่ิมจาก 1/100 ถึง 1/12800 แลวทําตามข้ันตอน
ตาง ๆ ดังกลาวมาแลว 

จากทดสอบคา OD ของ negative WSF มีคาตํ่ามากต้ังแตคาเจือจางเริ่มตนท่ี 1/100 และ
ใหคา OD ของ negative และ positive ใน WSF มีความแตกตางกันมากอยางชัดเจน ดังนั้นคา
การเจือจางท่ี 1/100 จึงมีความเหมาะสมมากท่ีสุดในทดสอบหาระดับแอนติบอด ีในการทดลองคร้ัง
นี้ จึงใชความเขมขนของ WSF ท่ีคาเจอืจาง 1/100 ในการเร่ิมตนทํา serial dilution ตลอด           
การทดลอง ดงัแสดงในรูปท่ี 3.4 
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รูปท่ี 3.4 กราฟการหาความเขมขนเร่ิมตนของ negative control (N1, N2) และ positive 

control (P1, P2, P 3) ใน WSF เพื่อใชทดสอบหาระดับแอนตบิอดโีดยวิธี serial dilution 
 

3.8 การวิเคราะหขอมูล 
           นําขอมูลท่ีไดมาเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย โดยใช t-test โดยใช group 

comparison ในการเปรียบเทียบแอนติเจนท้ังสองชนดิคือ whole cell และ OMPs ของเช้ือ        
S. enterica serovar Enteritidis ในซีร่ัมและในไขแดง และใช paired comparison ใน         
การเปรียบเทียบระดับภูมิตานทานในซีร่ัมและในไขแดง พิจารณาความแตกตางในทางสถิติโดยใช
โปรแกรมสําเร็จรูป SAS (SAS, 1997) 
 



 
 

บทที่ 4 

ผลการวิเคราะหขอมูลและการอภิปราย 
  

ผลจากการศึกษาทดลองกระตุนภูมิคุมกนัไกโดยการฉีดวคัซีน Salmonella enterica 

serovar Enteritidis ในไกไขจํานวน 20 ตัวแบงออกเปน 2 กลุม คือกลุมแรกไดรับวคัซีนจากสวน 
whole cell ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis และกลุมท่ี 2 ไดรับวัคซีนจากสวน outer 

membrane proteins (OMPs) ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis เพื่อศึกษาผลตอ       
ภูมิตานทานในซีร่ัมและในไขแดงของไก และศึกษาการเตรียมสารภูมิตานทานในไขไกดังนี ้
 

4.1 ระดับแอนติบอดีในซีรั่ม 
 ในการกระตุนภูมิคุมกันไกไขดวยแอนติเจน 2 ชนิด คือ whole cell และ OMPs ของเช้ือ 
S. enterica serovar Enteritidis ทําการกระตุนภูมิคุมกันคร้ังแรกโดยการฉีดวัคซีนซ่ึงเตรียมจาก
แอนติเจนผสมกับ Freund’s complete adjuvant และกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4 หลังจาก
การกระตุนภูมิคุมกันคร้ังแรก โดยเตรียมวัคซีนจากแอนติเจนผสมกับ Freund’s incomplete 

adjuvant เกบ็ซีร่ัมกอนและหลังการใหวคัซีนและเก็บตัวอยางซีร่ัมทุก ๆ สัปดาห เปนเวลา 8 
สัปดาห วิเคราะหหาระดับหรือปริมาณภมิูตานทานท่ีจาํเพาะตอเช้ือ S. enterica serovar 

Enteritidis โดยวิธี ELISA  

ผลการทดลองพบวา หลังจากการวิเคราะหระดับแอนตบิอดีในซีร่ัม สามารถตรวจพบได 
ตั้งแตสัปดาหแรกเม่ือเปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนทําการใหวัคซีน ในการกระตุนดวยแอนติเจน whole 

cell ระดับแอนติบอดีเพิ่มข้ึนอยางมีนยัสําคัญ (P<0.05) แตในการกระตุนดวยแอนติเจน OMPs 

ไมพบความแตกตางในทางสถิติ (P>0.05) ในสัปดาหแรก ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 และ 4.2 ซ่ึง
แสดงระดับแอนติบอดีเปนคา optical density (OD) เนื่องจากไมสามารถตรวจพบระดับ
แอนติบอดีไตเตอรได ในการเจือจางซีร่ัมท่ี 1:500 ซ่ึงใชเปนความเจอืจางเร่ิมตนในการวิเคราะห
ระดับแอนติบอดีโดยวิธี serial dilution และหลังจากสัปดาหท่ี 2 ระดับแอนติบอดไีตเตอรลดลง
เล็กนอยในการกระตุนดวยแอนติเจน OMPs แตในการกระตุนดวยแอนติเจน whole cell มีระดับ
แอนติบอดีไตเตอรคอนขางตํ่า หลังจากกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 4 ระดบัภูมิตานทานสูงข้ึนและมาก 
ท่ีสุดในสัปดาหท่ี 5 ซ่ึงมีคาเฉล่ีย log10 titre เทากับ 4.35 + 0.11 และ 4.63 + 0.10 ในการกระตุน
ดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs ตามลําดับ ซ่ึงระดับภูมิตานทานยังคงอยูสูงจนส้ินสุด 
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การทดลองในสัปดาหท่ี 8 มีคาเฉลี่ย log10 titre เทากับ 4.41 + 0.13 และ 4.48 + 0.11 ในการกระตุน
ดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs ตามลําดับ  แตอยางไรก็ตาม ระดบัแอนติบอดใีน           
การกระตุนดวยแอนติเจนท้ังสองชนิดไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) ยกเวนใน
สัปดาหท่ี 4 ระดับแอนติบอดีไตเตอรเม่ือกระตุนดวยแอนติเจน OMPs สูงกวา whole cell อยางมี
นัยสําคัญยิ่งในทางสถิติ (P<0.01) ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 

 
ตารางท่ี 4.1 คา  optical density (OD 405 nm) ของซีร่ัมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย whole cell 

ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนใหวัคซีน 
 

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 -  แสดงคาเฉล่ีย + SD 

               - ตวัอยางซีร่ัมทําการเจือจางท่ี 1:500 
            
ตารางท่ี 4.2 คา  optical density (OD 405 nm) ของซีร่ัมไกท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย OMPs 

ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับซีร่ัมกอนใหวัคซีน 

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 - แสดงคาเฉล่ีย + SD 

   - ตัวอยางซีร่ัมทําการเจือจางท่ี 1:500 
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รูปท่ี 4.1 กราฟแสดงระดบัแอนติบอดี + standard error ในซีร่ัมตอ whole cell (T1) และ 
OMPs (T2) ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลูกศรแสดงการกระตุนภมิูคุมกันซํ้าใน
สัปดาหท่ี 2 และ 4  

     หมายเหตุ ** = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 
 

4.2 ระดับแอนติบอดีใน (water soluble fraction, WSF) 
 จากการกระตุนภูมิคุมกนัไกดวยแอนติเจน 2 ชนิด คือ whole cell และ OMPs ของเช้ือ    
S. enterica serovar Enteritidis ทําการเก็บไขกอนและหลังการใหวัคซีนและเก็บทุก ๆ วัน    
หลังจากใหวัคซีน เปนเวลา 8 สัปดาห ทําการแยกแอนติบอดีหรือ IgY จากไขแดงดวยวิธี water 

dilution method เนื่องจากแอนติบอดีในไขแดงรวมตวัอยูกับสวนของ lipid, lipoprotein และ
โปรตีนท่ีละลายนํ้าได (water soluble fraction, WSF) ไดแก α-,β- และ γ- livetins (IgY)     
ดังนั้นสวนของ WSF จึงมี IgY รวมอยูดวย การสกัดดวยน้ําสามารถแยกสวนของไลปดและ      
แกรนูลโปรตีนบางสวนได ซ่ึงวิธี water dilution method อาศัยหลักความเจือจางและคา pH เปน
ปจจัยหลักท่ีมีความสําคัญตอผลของความบริสุทธ์ิและปริมาณ IgY (Akita and Nakai, 1992) ใน
การศึกษาคร้ังนี้ ทําการแยกสวนของ WSF จากไขแดงโดยทําการเจอืจางดวยน้ําปริมาตร 10 เทา
และปรับคา pH อยูในชวง 5.0-5.2 และวิเคราะหระดบัภูมิตานทานที่จําเพาะตอเช้ือ S. enterica 

serovar Enteritidis ดวยวิธี ELISA  
 ผลการทดลองพบวา ระดับแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis 
ในไขแดงสามารถตรวจพบไดตั้งแตสัปดาหแรกหลังจากการกระตุนภูมิคุมกัน โดยระดับแอนติบอด ี
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 สูงข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับแอนติบอดีใน WSF กอนใหวัคซีนอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P<0.01) ใน    
การกระตุนดวยแอนติเจน whole cell และสูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ในการกระตุนดวย
แอนติเจน OMPs ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 และ 4.4 หลังจากกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 2 
และ 4 ระดับแอนติบอดีไตเตอรสูงเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง ซ่ึงระดับแอนติบอดีในกลุมท่ีกระตุนดวย
แอนติเจน whole cell มีไตเตอรสูงสุดในสัปดาหท่ี 4 มีคาเฉล่ีย log10 titre เทากับ 3.84 + 0.11 
จากนั้นระดับแอนติบอดีไตเตอรลดลงเล็กนอย ตอมาภายหลังสูงข้ึนในสัปดาหท่ี 7 และ 8 เม่ือ
ส้ินสุดการทดลองมีคาเฉล่ีย log10 titre เทากับ 3.90 + 0.09 ขณะท่ีกลุมท่ีกระตุนดวยแอนติเจน 

OMPs มีระดบัแอนติบอดีไตเตอรสูงสุดในสัปดาหท่ี 5 มีคาเฉล่ีย log10 titre เทากบั 3.69 + 0.08 
และระดับแอนติบอดียังคงอยูจนส้ินสุดการทดลองในสัปดาหท่ี 8 มีคาเฉล่ีย log10 titre เทากับ 3.96 
+ 0.08 แตอยางไรก็ตาม ระดับแอนติบอดีในการกระตุนดวยแอนติเจนท้ังสองชนิดไมมีความ
แตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) ยกเวนในสัปดาหท่ี 5 ระดับแอนตบิอดีเม่ือกระตุนดวย OMPs 

สูงกวา whole cell อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงในรูปท่ี 4.2 
 
ตารางท่ี 4.3 คา  optical density (OD 405 nm) ของ WSF ท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย whole 

cell ของ S. enterica serovar Enteritidis เปรียบเทียบกับ WSF กอนใหวัคซีน 

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 - แสดงคาเฉล่ีย + SD 

                 - ตัวอยาง WSF ทําการเจือจางท่ี 1:100 
 
ตารางท่ี 4.4 คา  optical density (OD 405 nm) ของ WSF ท่ีกระตุนภูมิคุมกันดวย OMPs 

ของ S. enterica serovar Enteritidis  เปรียบเทียบกับ WSF กอนใหวัคซีน 

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 - แสดงคาเฉล่ีย + SD 

                 - ตัวอยาง WSF ทําการเจือจางท่ี 1:100 



 39 

0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5

1 2 3 4 5 6 7 8
wk

ระ
ดับ

แอ
นต

ิบอ
ดี 

(lo
g1

0 
tit

re
)

WSFT1 WSFT2

*

 
รูปท่ี 4.2 กราฟแสดงระดบัแอนติบอดี + standard error ใน WSF ตอ whole cell (T1) และ 
OMPs (T2) ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลูกศรแสดงการกระตุนภมิูคุมกันซํ้าใน
สัปดาหท่ี 2 และ 4  
     หมายเหตุ  * = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
           จากการพิจารณาการกระตุนภูมิคุมกันซํ้าในสัปดาหท่ี 2 หลังจากการกระตุนคร้ังแรก พบวา
ระดับแอนติบอดีในซีร่ัมมีความผันแปรมากโดยระดับแอนติบอดีลดลง ซ่ึงไมสอดคลองกับทฤษฏี       
การตอบสนองของระบบ humoral system ของการกระตุนซํ้าหรือการไดรับแอนติเจนเดิมอีกคร้ัง
หนึ่ง ซ่ึงอาจเกิดจากความแปรปรวนของตัวสัตวหรือเปนความผิดพลาดในการปฏิบัติงาน ขณะท่ี
การตอบสนองของภูมิตานทานในไขแดงเปนไปตามทฤษฏี โดยระดับแอนติบอดีเพิ่มข้ึนเปนลําดับ
อยางตอเนื่องและเพิ่มมากข้ึนหลังจากการกระตุนซํ้า  
 

4.3 เปรียบเทยีบระดับแอนติบอดีระหวางซีรั่มและ WSF จากไขแดง 
 ในการเปรียบเทียบระดับหรือปริมาณภูมิตานทานระหวางซีร่ัมและ WSF จากไขแดง โดย
เปรียบเทียบตัวอยางซีร่ัมและ WSF จากไกตัวเดียวกัน เม่ือทําการกระตุนภูมิคุมกันไกไขดวย 
แอนติเจน whole cell ของเช้ือ S. enterica serovar Enteritidis พบวาระดับแอนติบอดีไตเตอร
ในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงอยางมีนัยสําคัญยิง่ (P<0.01) เกือบทุกสัปดาหตลอดระยะเวลาการทดลอง 
ยกเวนในสัปดาหท่ี 3 ระดับแอนติบอดีไตเตอรในซีร่ัมและไขแดงไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ  
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(P>0.05) แตในสัปดาหท่ี 4 พบวาระดับแอนตบิอดีไตเตอรในไขแดงสูงกวาในซีร่ัมอยางมี
นัยสําคัญยิ่ง (P<0.01) ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 
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 รูปท่ี 4.3 กราฟแสดงความแตกตางของระดับแอนติบอดี + standard error ในซีร่ัมและ WSF 

ตอ whole cell (T1) ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลูกศรแสดงการกระตุน
ภูมิคุมกันซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4  

     หมายเหตุ  ** = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 

                    ns = คาเฉล่ียไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) 
 

เม่ือทําการกระตุนภูมิคุมกนัไกไขดวยแอนติเจน OMPs ของเช้ือ S. enterica serovar 

Enteritidis พบวาระดบัแอนติบอดีไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงทุกสัปดาหตั้งแตสัปดาหแรก
อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) และในสัปดาหท่ี 2 ถึงสัปดาหท่ี 8 (ส้ินสุดการทดลอง) ระดับแอนติบอดี
ไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P<0.01) ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 จากการทดลอง
เปนระยะเวลา 8 สัปดาห สรุปไดวาระดับแอนตบิอดีไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงท้ังใน         
การกระตุนดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs  

 เม่ือแมไกไดรับวัคซีนและเกดิการตอบสนองของระบบภมิูคุมกัน โดยการสรางแอนติบอดี
ท่ีจําเพาะและนําเขาสูระบบไหลเวยีนเลือด ซ่ึงอาจมีกลไกในการถายทอดภูมิตานทานบางสวนไปยัง
ไขแดง ความเขมขนของแอนติบอดีในไขแดงจึงนอยกวาในซีร่ัม หรืออาจมีการถายทอดแอนติบอดี
ไปยังไขแดงในความเขมขนใกลเคียงกับในซีร่ัม แตในการวิเคราะหระดับแอนติบอดใีนไขแดงตอง 
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ผานกระบวนการในการแยกแอนติบอดีจากไขไก จึงทําใหตรวจพบแอนติบอดใีนไขแดงต่ํากวาใน  
ซีร่ัมไกซ่ึงไมตองผานข้ันตอนใด  ๆ ในการเตรียมเพื่อวเิคราะหหาระดับแอนติบอด ี
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รูปท่ี 4.4 กราฟแสดงความแตกตางของระดับแอนติบอด ี + standard error ในซีร่ัมและ WSF 

ตอ OMPs (T2) ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลูกศรแสดงการกระตุนภูมิคุมกัน
ซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4 

      หมายเหตุ   *     = คาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.01) 

                         **   = คาเฉล่ียมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ (P<0.05) 
 

การตอบสนองภูมิตานทานของไกตอส่ิงแปลกปลอม (แอนติเจน) ท่ีเขาสูรางกายไมวาจะ
เปนจากการใหวัคซีนหรือสัตวไดรับการติดเช้ือจากส่ิงแวดลอมนั้น สัตวปกจะสรางภูมิตานทาน   
ท้ังทางดานเซลล (cellular immunity) และทางดานสารน้ํา (humoral immunity) คือแอนติบอดี
หรือ immunoglobulins (Ig) ซ่ึง immunoglobulin Y (IgY) เปนสวนท่ีสามารถถายทอดไป
สะสมยังไขแดง ขณะท่ี IgM และ IgA ถายทอดไปยังไขขาว เม่ือแอนติบอดีเขาสูระบบไหลเวียน
เลือด แมไกสามารถถายทอดภูมิคุมกนัไปยังลูกไกโดยการขนถายไปยงัถุงหุมไขแดง (yolk sac) 

โดยผาน follicular epithelium ในชวง fluid phase ของ yolk ดังนั้นจึงพบระดับแอนติบอดี
เหมือนกับในซีร่ัมแมไกซ่ึงคาเฉล่ียไตเตอรในไขแดงมีแนวโนมตํ่ากวาในซีร่ัม (Tizard, 2002) ซ่ึง
สอดคลองกับผลการศึกษาคร้ังนี้ ท่ีผลการทดลองมีคาเฉล่ียไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงตลอด
ระยะเวลาการทดลอง เชนเดยีวกันกับการรายงานของ Li et al. (1998) ซ่ึงทําการกระตุนภูมิคุมกนั 
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ดวย bovine serum albumin (BSA) พบการเปล่ียนแปลงของระดับแอนติบอดีในซีร่ัมเพิ่มข้ึน
อยางรวดเร็วและมาถึงจุดคงที่ในวนัท่ี 14 สวนแอนติบอดีในไขแดงพบปริมาณเล็กนอยในวันท่ี 7 
และเพิ่มอยางรวดเร็วในวันท่ี 14 และเพิม่ข้ึนเปนลําดบั ตอมาภายหลังถึงจุดสูงสุดในวนัท่ี 56 และ 
คงท่ีอยูจนส้ินสุดการทดลอง แตท้ังนี้ไมมีความแตกตางกันในทางสถิติของระดับแอนติบอดีในซีร่ัม
และในไขแดงตลอดการทดลอง  

Prakash et al. (2005) ศึกษาการกระตุนภูมิคุมกันแมไกดวย S. enterica serovar 

Gallinarum โดยศึกษาแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ OMPs โดยวิธี ELISA  พบวาระดับแอนติบอดใีน
ไขแดงท่ีปรากฏ มีแนวโนมเหมือนกับในซีร่ัม ซ่ึงไตเตอรในซีร่ัมสูงกวาในไขแดงอยางสมํ่าเสมอใน
ฝูงท่ีใหวัคซีน ขณะท่ีมีการรายงานความเขมขนของ IgY ในไขแดงสูงกวาในซีร่ัม แตความแตกตาง
นี้ อาจจะเกดิเนื่องจากจํานวน IgY ในไขแดงในแตละวนัมีความแปรผันมาก (Schade et al., 2001) 

ความเขมขนของแอนติบอดท่ีีจําเพาะในไขแดง มีโครงรางของแอนติบอดี (antibody-profile) 
เหมือนกับในซีร่ัม ซ่ึงหมายถึงวา serum-IgG จะเคล่ือนผานไปยังไขแดงในระหวางการเปน 
follicle ท่ีเจริญเต็มท่ี     สวนเหตุผลของ Erhard et al. (2000) รายงานวา คาเฉล่ียความเขมขน
ของ IgY ในซีร่ัมของไกอายุ 5 เดือนเทากับ 9.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและในไขแดงเทากับ 10.1 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงความเขมขนของแอนติบอดใีนไขแดงสูงกวาในซีร่ัม ขณะท่ีในไกอายุ 9 
เดือน มีคาเฉล่ียความเขมขนของ IgY ในซีร่ัมเทากับ 5.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและในไขแดงเทากบั 

5.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงความเขมขนของแอนติบอดีในไขแดงต่าํกวาในซีร่ัมอยางมีนัยสําคัญ 

แตอยางไรก็ตามไมพบความแตกตางในทางสถิติในการเปล่ียนแปลงระดับ IgY ในซีร่ัมและไขแดง
หลังจากการกระตุนภูมิคุมกนั 

Fu et al. (2006) รายงานวา หลังจากการกระตุนภูมิคุมกันไมสามารถตรวจพบแอนติบอดี
ในไขแดงใน 3 สัปดาหแรกซ่ึงการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะเจาะจงตอ SARS coronavirus ใน     
ไขแดงเร่ิมตรวจพบไดใน 2 สัปดาหหลังจากมีการผลิต IgY ในซีร่ัม เหมือนกบัการศึกษาของ 
Sunwoo et al. (1996) พบวา IgY activity เพิม่ข้ึนในซีร่ัมกอนสวนในไขแดงเกดิข้ึนลาชา
ในชวง 1-3 สัปดาหในการกระตุนภูมิตานทานดวย S. enterica serovar Typhimurium และ 
Escherichia coli (E. coli) ซ่ึงระยะเวลาในการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะในไขแดงลาชากวาใน   
ซีร่ัม อธิบายไดจากแอนติบอดีในซีร่ัมไกจะเคล่ือนยายและสะสมในไขแดง (Li et al., 1998) ซ่ึง
ในการศึกษาคร้ังนี้ มีการตรวจพบแอนติบอดีท่ีจําเพาะในไขแดงตั้งแตสัปดาหแรก อาจเปนไปไดวา 
ในตัวสัตวทดลองอาจมีภูมิตานทานท่ีเกดิจากการกระตุนตามธรรมชาติอยูบางแลว แตอยางไรก็ตาม
เม่ือมีการใหวคัซีน ระดับแอนติบอดีหลังใหวัคซีนเกิดข้ึนสูงกวากอนการใหวัคซีนอยางมีนัยสําคัญ
ยิ่งในทางสถิต ิขณะท่ีมีการรายงานของ Gurtler and Fehlhaber (2004) กระตุนภูมิคุมกันดวยเช้ือ 
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S. enterica serovar Enteritidis live vaccine ระดับแอนตบิอดีไตเตอรในไขแดงสูงสุดอยู
ในชวง 1:160-1:1280 และมีความเขมขนของ anti-S. enterica serovar Enteritidis specific 

IgY จํานวน 0.2-0.7 มิลลิกรัมตอกรัมของไขแดง และแสดงผลของไขแดงท่ีไมไดกระตุนภูมิคุมกัน
แมไกจะไมพบแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ S. enterica serovar Enteritidis  

การตอบสนองของภูมิตานทานในไขแดงในการทดลองนี้ ตรวจพบระดับแอนตบิอดีได   
ตั้งแตสัปดาหแรกหลังจากกระตุนภูมิคุมกนัท้ังในการกระตุนดวยแอนติเจน whole cell และ 
OMPs ระดับภูมิคุมกันเพิ่มข้ึนเปนลําดับหลังจากกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4 ซ่ึงในการศึกษานี้ 
สอดคลองกับการทดลองของ Lee et al.(2002) ศึกษา IgY จําเพาะเจาะจงตอ whole cell ของ        
S. enterica serovar Enteritidis พบ specific IgY activity เพิ่มข้ึนหลังจากการกระตุน
ภูมิคุมกันคร้ังท่ี 1 และเพิ่มข้ึนอยางคงท่ี โดยเร่ิมตรวจพบการผลิตแอนติบอดีในสัปดาหท่ี 1 และ   
สูงสุดในสัปดาหท่ี 8 มีคา OD เทากับ 1.10 เชนเดยีวกบั Sunwoo et al. (2002) ทําการกระตุน
ภูมิคุมกันดวย E. coli O157:H7 whole cell พบการตอบสนองคร้ังแรกมีลักษณะเปน lag phase 

ซ่ึงตรวจพบ E. coli O157:H7 specific activity ในไขแดงเพิ่มข้ึนเล็กนอย หลังจากการกระตุน
ภูมิคุมกันคร้ังแรกซ่ึงการตอบสนองลําดับท่ีสองจะเกดิข้ึนอยางรวดเร็วเพิ่มข้ึนแบบ exponential 

และมาถึงจุดสูงสุดมีคา OD เทากับ 0.949 รูปแบบการทํางานของแอนติบอดีสามารถอธิบายตาม
หลักการของ memory B cell ซ่ึงสรางข้ึนระหวางการตอบสนองคร้ังแรก   การกระตุนซํ้าจึงมี  
การตอบสนองท่ีงายและมากกวา B cell ดั้งเดิมท่ีพบกับแอนติเจนเปนคร้ังแรก (สุทธิพันธ       
สาระสมบัติ และคณะ, 2537)  

Yokoyama  et al. (1998a) รายงานการใช OMPs, LPS และ flagella ของเช้ือ           
S. enterica serovar Enteritidis ในการกระตุนภูมิคุมกันไก พบวามีระดับไตเตอรเทากับ 1:256, 
1:128 และ 1:1024 ตามลําดับ แตเม่ือ challenge หนูดวยเช้ือ Salmonella จากนั้นใหกิน egg yolk 

antibody (EYA) ท่ีจําเพาะในแตละแอนติเจน พบวากลุมท่ีไดรับ OMPs-antibody มีอัตราการ
รอดตายมากท่ีสุดถึง 80% สวนใน LPS antibody และ flagella antibody มีอัตราการรอดตาย 
47% และ 60% ตามลําดับ ถึงแม OMPs-antibody มีไตเตอรนอยกวา flagella-antibody แตเม่ือ
ใหหนูกิน EYA ท่ีจําเพาะตอ OMPs พบวามีอัตราการรอดตายมากท่ีสุด อธิบายไดวาความสําคัญ
และบทบาทของแอนติเจน OMPs, LPS และ flagella ตอความรุนแรงของ Salmonella ในหนู
โดยเฉพาะ OMPs หรือ porin มีบทบาทเปน pathogenic determinants ซ่ึงเปนสวนของผิว
แบคทีเรียท่ีสามารถกระตุน cellular และ humoral system การให passive anti-OMPs 

antibody อาจมีอิทธิพลตอการสรางโคโลนีของ S. enterica serovar Enteritidis โดยแอนติบอดี
จําเพาะจะไปจบักับผิวโปรตีนของแบคทีเรียทําใหแบคทีเรียไปจับกับเซลลของโฮสตไมได     ดังนัน้ 
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 anti-OMPs egg yolk antibody สามารถปองกันหนจูากโรค Salmonellosis ได    แตกลไกใน
การตอตานการแพรกระจายของเช้ือ Salmonella ของ OMPs antibody ยังไมชัดเจน ซ่ึงมีขอ
สมมติฐานวา OMPs เปนสวนผิวเซลลของแบคทีเรียท่ีเปนแอนตเิจนที่ดี ทําใหเกดิการตอบสนอง
ในการผลิตแอนติบอดีจําเพาะไดงาย แอนติบอดีจําเพาะที่ผลิตข้ึนจะทําหนาท่ียับยั้งเช้ือโรค จึงทําให
มีการแพรกระจายของเช้ือ Salmonella ลดลง โดยแบคทีเรียจะสูญเสียความสามารถในการสราง  
โคโลนีในลําไสจึงปองกันโรคได ในการศึกษาคร้ังนี้ระดบัหรือปริมาณภูมิตานทานตอ S. enterica 

serovar Enteritidis เม่ือทําการกระตุนภมิูคุมกันดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs เกิดข้ึน
สูงท้ังในซีร่ัมและในไขแดง แสดงใหเห็นวาวิธีการกระตุนภูมิคุมกันไกดวยแอนติเจนท้ังสอง
รวมกับ Freund’s complete adjuvant ในการกระตุนภูมิคุนกันคร้ังแรกและ booster ดวย 
Freund’s incomplete adjuvant ในสัปดาหท่ี 2 และ 4 ทําการแยก IgY ดวยวิธี water dilution 

method เหมาะสมตอการผลิตภูมิตานทานตอตาน S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดง 
(Akita and Nakai et al., 1992; Lee et al., 2002; Sunwoo et al,2002; Erhard et al., 2000) 
ท้ังนี้ระดับหรือปริมาณสารภูมิตานทานในไขแดงข้ึนอยูกับปจจัยตาง ๆ คือ ตัวสัตว ปริมาณ
แอนติเจน วิธีการใหวัคซีน วิธีการแยก IgY และวิธีการทําใหบริสุทธ์ิ  

วิธีการเตรียมนี้นอกจากใหระดับหรือปริมาณภูมิตานทานมากแลว การแยก IgY จาก      
ไขแดงดวยวิธี water dilution method ใชสารเคมีนอยจงึเหมาะตอการนําไปใชในการปองกันโรค
ดวยการกินโดยไมเปนอันตรายตอรางกาย ซ่ึงการศึกษาคร้ังนี้การกระตุนภูมิคุมกนัดวย whole cell 

และ OMPs ไมแตกตางกันในทางสถิติ ดงันั้น whole cell จึงมีศักยภาพตอการเปน immunogen 

ในการเตรียมสารภูมิตานทานในไขแดงท่ีดีกวา เนื่องจากมีวิธีการเตรียมท่ีสะดวก ไมยุงยากซับซอน 
ในการทดลองนี้ทําใหทราบวาควรเก็บไขตั้งแตสัปดาหท่ี 4 เพราะมีระดับภูมิตานทานสูงจนถึง
มากกวาสัปดาหท่ี 8 ซ่ึงระดับภูมิตานทานยังคงอยูสูงแตอยางก็ตามตองมีการศึกษาตอไปวาสามารถ
เก็บไขไดนานเทาไร 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) เพื่อความสะดวกตอการนําไปใชและยังมีการศกึษาเกีย่วกับการเคลือบ IgY 

ท่ีแยกไดเพื่อปองกันการยอยสลายเน่ืองจากกรดในกระเพาะอาหาร (Lee et al., 2000; Kovacs-
Nolan and Mine, 2005) 

การนํา IgY มาใชประโยชนในการตรวจสอบทาง serology ไมจําเปนตองใชกระบวนการ
ในการสกัด IgY หรือทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีท่ียุงยากเพราะสามารถตรวจสอบไดโดยตรง (Gast et 

al., 1997) นอกจากนีก้ารผลิต specific egg yolk antibody เพื่อการรักษาโรคไมจําเปนตองสกดั 
IgY  การใชประโยชนจากไขท้ังใบจะคุมคากวา เพราะไดรับท้ังโปรตีนและสารอาหาร IgM    และ 
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 IgA ในไขขาวดวย อยางไรก็ตาม การนํามาใชสําหรับการวิจยัและชันสูตรเช้ือโรคจําเปนตองมี    
การทําให IgY บริสุทธ์ิเนื่องจากเปนการทดสอบท่ีตองการความแมนยําในการตรวจ 
 



 
 

บทที่ 5 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 จากการศึกษาวิธีการเตรียมสารภูมิตานทานตอเช้ือ Salmonella enterica serovar 

Enteritidis ในไขแดงของไกและตรวจหาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานตอเช้ือ Salmonella ใน  
ซีร่ัมและไขแดง เพื่อใหทราบวิธีการท่ีเหมาะสมในการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ S. enterica 

serovar Enteritidis ในไขแดงโดยทําการกระตุนภูมิคุมกันไกดวยแอนติเจน whole cell และ 
outer membrane proteins (OMPs) ของ S. enterica serovar Enteritidis ซ่ึง emulsified 

ดวย Freund’s complete adjuvant ในการกระตุนคร้ังแรกและ Freund’s incomplete 

adjuvant ในการกระตุนซํ้าในสัปดาหท่ี 2 และ 4 เก็บซีร่ัมและเก็บไขมาแยก IgY ดวยวิธี water 

dilution method ตรวจสอบระดับแอนตบิอดีดวยวิธี ELISA สามารถสรุปผลไดดังนี้ 
1. ปริมาณแอนติบอดีจําเพาะ (specific antibodies) ในซีร่ัมและไขแดงเกดิข้ึนสูงตลอด

ระยะเวลาการทดลอง (8 สัปดาห) 
2. การกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจน whole cell และ OMPs ของเช้ือ S. enterica 

serovar Enteritidis สามารถกระตุนใหเกิดแอนติบอดีท้ังในซีร่ัมและไขแดงในปริมาณท่ีไม     
แตกตางกันตลอดระยะเวลาการทดลอง 

3. วิธีการเตรียมแอนติเจนท่ีใชกระตุนภูมิคุมกันนั้น แอนติเจน whole cell จะเตรียมได
สะดวกและรวดเร็วกวาการเตรียมแอนติเจน OMPs  

4. เพื่อใหเกิดปริมาณแอนติบอดีท่ีมากและนาน สามารถใชแอนติเจน whole cell กระตุน
ภูมิคุมกัน โดยทําการกระตุน 3 คร้ัง ในสัปดาหท่ี 0, 2 และ 4 ตามวิธีการทดลอง 

การใช whole cell เตรียมสารภูมิตานทานในไขแดงของไกเหมาะสมตอการผลิตในเชิง 
อุตสาหกรรม ซ่ึงสามารถผลิตสารภูมิตานทานปองกันโรคตาง ๆ ดวยการกระตุนภูมิคุมกันไกดวย
แอนติเจนของโรคนั้น ๆ ประยุกตใชเปนสารชีวภาพรักษาโรค เปนอาหารเสริมชวยเพิม่ภูมิตานทาน
ใหแกรางกายหรือเปน anti-venom ตอตานพิษงูและอ่ืน ๆ โดยเฉพาะนํามาใชในปศุสัตวทาง    
สัตวปกในการปองกันโรค Salmonellosis ซ่ึงปจจุบันมีปญหาเร่ืองการดื้อยาปฏิชีวนะคอนขางมาก
และใชเปนสารชีวภาพท่ีไมมีผลตกคางเปนการสงเสริมทางดานเศรษฐกิจ 
 
 
 



 47

 

ขอเสนอแนะ 
จากการทดลองคร้ังนี้ สามารถเตรียมสารภูมิตานทานตอ S. enterica serovar Enteritidis 

ในไขแดงของไกท่ีเหมาะสมได โดยสามารถตรวจหาระดับหรือปริมาณภูมิตานทานในไขแดงได
มากตลอดระยะเวลาการทดลองนาน 8 สัปดาห ซ่ึงจะเปนแนวทางในการนําสารภูมิตานทานตอ     
S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดงนี้มาพัฒนาผลิตในเชิงใชประโยชนจริงตอไปจงึมี    
ขอเสนอแนะดังนี ้

1.ควรมีการทดลองเพิ่มเติมในการจดัโปรแกรมการใหวคัซีนวาควรทําการกระตุนภูมิคุมกัน 
2 หรือ 3 คร้ังเพื่อลดข้ันตอนความยุงยากและลดคาใชจายในการผลิตสารภูมิตานทานจากไขแดง 

2. ควรทําการทดลองตอจากระยะเวลา 8 สัปดาหจนแมไกหยุดใหไข เพื่อหาระยะเวลาวา
ระดับแอนติบอดีหรือ IgY มีอยูนานเทาใดและเพ่ือหาชวงเวลาในการผลิต IgY ท่ีคุมคาทางการคา
และทางดานเศรษฐกิจ 

3. ควรมีการศึกษาถึงผลของสารภูมิตานทานตอ S. enterica serovar Enteritidis ใน    
ไขแดงตอการลดปริมาณเช้ือโรคหรือการปองกันโรคตอไป เพื่อประโยชนตอการพฒันาอุตสาห- 
กรรมการเล้ียงสัตวหรือนํามาใชประโยชนตอการปองกันโรคติดเช้ือในคน โดยสามารถนําสาร      
ภูมิตานทานตอ S. enterica serovar Enteritidis ในไขแดงมาใชปองกันโรค โดยเฉพาะในกลุม
คนท่ีมีความเส่ียงตอการติดเช้ือสูง เชน เดก็ ผูสูงอายุและผูปวยดวยโรคท่ีทําใหมีความบกพรองทาง
ภูมิคุมกัน เปนตน 

4. ควรพัฒนาการนํามาใชเปนทางเลือกเพือ่ปองกันการติดเช้ือในคน โดยการทําเปนผงและ 
การนํามาเคลือบดวย capsule ท่ีมีฤทธ์ิเปนดาง เพื่อใหสวนของ capsule ไปทําปฏิกิริยากับกรดใน
กระเพาะอาหารปองกันไมใหเกิดการยอย IgY กอนจับกบัเช้ือโรคและเขาสูกระแสเลือดได  
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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 ใหได 7.4 ทําใหปราศจากเชื้อโดยการ Autoclave เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 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 ใหได 9.6 ดวย 1 N NaOH  เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 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 

 เก็บไวท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ABTS solution 
  ABTS   15 มิลลิกรัม 

  น้ํากล่ัน   1 มิลลิลิตร  

 เก็บไวท่ีมืด 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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ตารางการเปรียบเทียบระดับหรือปริมาณภมิูตานทานในซีร่ัมและไขแดงท่ีกระตุนภูมิคุมกันไกดวย 
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  แสดงคาเฉล่ีย + standard error 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ประวัติผูเขียน 
 

 นางสาววัลภา  ลาภภักดี เกิดเม่ือวันท่ี 23 สิงหาคม พ.ศ. 2523 ภูมิลําเนา จังหวดัสมุทรสาคร 
ศึกษาระดับมัธยมศึกษาท่ีโรงเรียนรัตนโกสินทรสมโภชบางขุนเทียน จังหวดักรุงเทพมหานคร และ
สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2539 ศึกษาระดับปริญญาตรี สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว 
สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา สําเร็จ         
การศึกษาเม่ือปการศึกษา 2545 และไดศึกษาตอระดับปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว 
สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา ในปการศกึษา 
2546 และสําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2549 
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