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 งานวิจยัการผลิตแอนติบอดไีขแดงที่มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica serovar 

Enteritidis ที่มีคุณภาพ ดานการศึกษาในหลอดทดลอง แบงออกเปน 2 การทดลอง ในการทดลอง
แรกเปนการผลิตแอนติบอดไีขแดงในรูปแบบตางๆ คือ specific extracted IgY, WSF specific 

IgY powder และ whole egg specific IgY powder โดยการใช inactivated  whole  cell  
antigen ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในการกระตุนภูมิคุมกันแมไก จากนั้นนํามา
ศึกษาปริมาณ total IgY และ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis เปรียบเทียบกบักลุมที่ไมไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน คือ non-specific extracted IgY, 

WSF non-specific IgY powder และ whole egg non-specific IgY powder โดยใชวิธี 
ELISA พบวา ไขแอนติบอดีในรูปแบบตางๆ ที่ไดจากแมไกที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน มีปริมาณ 
total IgY และ specific IgY มากกวาไขแอนติบอดีที่ไดจากแมไกทีไ่มไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน
อยางมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ในการทดลองที่ 2 ศึกษาประสทิธิภาพของ specific IgY ที่
มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่อยูในไขแอนติบอดีในรูปแบบตางๆ ตอ
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และศึกษาผลของ specific 

IgY ตอปฏิกิริยาขามที่มีตอการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli และ Lactobacillus sp. ผลการศึกษา
พบวา การใช specific extracted IgY, WSF specific IgY powder และ whole egg specific 

IgY powder สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ไดอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ในขณะที่ไขแอนตบิอดีที่ไดจากแม
ไกที่ไมไดรับการกระตุนภูมคิุมกันไมมีผลตอการเจริญเตบิโตของเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม นอกจากนี้ยังพบวา specific IgY ไมมีผลตอการ
เจริญเติบโตของเชื้อ E. coli และ Lactobacillus sp. 
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 In this research on the in vitro production of specific egg yolk antibodies 

against S. enterica serovar Enteritidis, 2 experiments were conducted. The first 

experiment studied the production of specific egg yolk antibodies in different forms 

which were specific extracted IgY, WSF specific IgY powder and whole egg specific 

IgY powder by immunization with inactivated whole cell antigen of S. enterica 

serovar Enteritidis. A comparison of the total IgY and S. enterica serovar Enteritidis-

specific IgY concentrations was made for immunized groups and non-immunized 

groups which were non-specific extracted IgY, WSF non-specific IgY powder and 

whole egg non-specific IgY powder by the ELISA method. The results showed that 

egg antibodies from immunized groups had significantly higher total IgY and specific 

IgY than non-immunized groups (p<0.01). In the second experiment, the efficacy of  

S. enterica serovar Enteritidis-specific IgY in varieties of egg antibodies which 

affected the S. enterica serovar Enteritidis growth inhibition was studied and also the 

cross reactivity that affected the E. coli and Lactobacillus sp. growth. The results 

showed that specific extracted IgY, WSF specific IgY powder and whole egg specific 

 



IgY powder could inhibit the S. enterica serovar Enteritidis growth significantly when 

compared to the control group (p<0.05). On the other hand, the non-immunized egg 

antibodies had no effect on the growth of S. enterica serovar Enteritidis. Moreover, 

these specific IgY had no effect on the growth of E. coli and Lactobacillus sp. when 

compared to the control group.  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหาในการทําวิจัย 

 เชื้อซัลโมเนลลา (Salmonella spp.) เปนเชื้อแบคทีเรีย ที่มีความสําคัญมากเพราะ
กอใหเกิดโรคไดทั่วไปทั้งในมนุษยและสัตว ในสัตวเชื้อจะกอใหเกดิอาการโลหิตเปนพิษ ลําไส
อักเสบแบบเฉยีบพลันไปจนถึงเรื้อรัง  (Carter and Collin, 1974) ในคนกอใหเกิดอาการอยาง
ออนของอาการอาหารเปนพษิจนถึงอาการลําไสอักเสบอยางรุนแรง (Lax et al., 1995) ซ่ึงคนที่ตดิ
เชื้อนี้มักเกิดจากการบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนเชื้อ Salmonella spp. ในเนื้อสัตวตางๆ 
โดยเฉพาะเนื้อไก ซ่ึงเปนอาหารโปรตีนที่นิยมรับประทานมากที่สุดเพราะหาซื้อไดงาย ราคาถูก 
และเนื่องจากปจจุบันการเลี้ยงไกในประเทศไทยไดมีการพัฒนาไปจนถึงระดับอุตสาหกรรม ซ่ึงอาจ
กลาวไดวา ประเทศไทยเปนประเทศที่มีการสงออกเนื้อไกแชแข็งเปนอนัดับหนึ่งในประเทศภาคพืน้
เอเชีย แตอยางไรก็ตาม บางครั้งสินคาเนื้อไกแชแข็งบางชดุจะประสบปญหาเกี่ยวกับมาตรฐานความ
ปลอดภัยของผูบริโภค  สวนใหญเกีย่วกบัการตรวจพบสารตกคาง เชน พวกยาฆาแมลงและการ
ปนเปอนของพวกจุลินทรียตัวกอโรคที่สําคัญ โดยเฉพาะเชื้อ Salmonella spp.  ซ่ึงเปนที่ยอมรบั
กันทั่วไปวาเนือ้ไกและไขไกเปนแหลงสําคัญที่จะแพรเชื้อนี้มาสูคน (Varavithya et al., 1990 

และ Misher et al., 1991) 
 เชื้อ Salmonella spp. ที่พบในไกมีความสําคัญตอสุขภาพอนามัยของมนุษยเปนอยางมาก 
เพราะมนษุยมโีอกาสรับเชื้อ Salmonella spp. เหลานี ้ จากเนื้อไกและไขไกไดตลอดเวลาและอาจ
ทําใหปวยดวยโรคอาหารเปนพิษโดยเฉพาะในเด็กและผูสูงอายุ จากรายงานขององคการอนามัยโลก 
(World Health Organization: WHO) ในป ค.ศ. 1989 พบวา อุบัตกิารณของผูปวยที่เปนโรคติด
เชื้อ Salmonellosis  ในออสเตรเลีย  เยอรมัน และอังกฤษ  ในระหวางป ค.ศ. 1972-1989 มี
แนวโนมเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เร่ิมทวีความสาํคัญตอสุขภาพ
อนามัยของมวลมนุษยมาตั้งแตป ค.ศ. 1980 เปนตนมา โดยพบวาโรคอาหารเปนพษิที่เกิดจากเชือ้           
S. enterica serovar Enteritidis เพิม่สูงขึ้นทุกป ดังเชนมีรายงานการแยกเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ไดมากกวา 15% ของเชื้อ Salmonella spp.  ทั้งหมดที่แยกไดใน
สหรัฐอเมริกา  เร่ิมจากพบเชือ้ใน 8 มลรัฐในป ค.ศ. 1985 จนถึง 23 มลรัฐในป ค.ศ. 1990 (Mason 

and Ebel, 1992) และจํานวนเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่แยกไดในแคนาดาเพิ่มจาก 



7.6% ของเชือ้ Salmonella spp. ทั้งหมดในป ค.ศ. 1980 จนถึง 11.5% ในป ค.ศ. 1990  
(Altexkruse et al.,1993) ทําใหรัฐบาลของประเทศตางๆ เหลานี้ตองวางมาตรการควบคุมโรคติด
เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis อยางเขมงวด 

ในประเทศไทย ศูนยทดสอบเชื้อซัลโมเนลลาและชิเกลลาแหงประเทศ (National 

Salmonella and Shigella Center, NSSC) กรมวทิยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 
ไดรวบรวมขอมูลเกี่ยวกับเชือ้ Salmonella spp. ที่ถูกสงมาตรวจยนืยนัที่ศูนยฯ ตั้งแตป ค.ศ. 1972 
จนถึงป ค.ศ. 1993 พบวา S. enterica serovar Enteritidis ที่แยกไดจากคนมแีนวโนมสูงขึ้น 
ตั้งแตป ค.ศ. 1990 เปนตนมา (Bangtrakulnonth et al., 1993) จากรายงานป ค.ศ. 1972 ถึงป 
ค.ศ. 1989 ที่พบเพียง 0.59% ของเชื้อ Salmonella spp. และในป ค.ศ. 1996 พบเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis เพิ่มสูงขึ้นถึง 20.5% ซ่ึงจากรายงานพบวา S. enterica serovar Enteritidis 
เปนซีโรวารที่พบมากที่สุด นอกจากนี้ยังมกีารรายงานวา S. enterica serovar Enteritidis เปน    
ซีโรวารที่แยกไดมากที่สุดจากเนื้อไกสดแชแข็ง โดยพบมากถึง 11-29% ในระหวางป ค.ศ. 1992-

1996 (ตารางที่ 1.1) แมวาจะมีแนวโนมลดลงมาในป ค.ศ. 1997 ก็ตาม (WHO, NSSC, 1998) 
และจากสถิติขอมูลของกองพยาธิวิทยาคลินิก กรมวิทยาศาสตรการแพทย ในระยะเวลาตั้งแตป ค.ศ. 
1993-1995 ไดทําการทดสอบยืนยนัเชื้อโรคอาหารเปนพิษจากหนวยงานตางๆ ทั่วประเทศ จําแนก
ไดเปนเชื้อ Salmonella spp. ถึง 54.91% โดยพบวาเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เปน  
ซีโรวารที่พบมากเปนอันดบัหนึ่ง (อรุณ บางตระกูลนนท และคณะ, 2539) 
 เปนที่ทราบกนัดีวาอาหารทีม่าจากเนื้อและผลิตภัณฑสัตว คือแหลงกําเนิดของโรคนี้มาสู
มนุษย การไมแสดงอาการปวยของสัตวทีต่ิดเชื้อนี้ และวิธีการตรวจทีย่ังไมมีความไวพอเพยีง  ทําให
สัตวพาหะเหลานี้ยังคงเปนแหลงกระจายเชือ้โรคปนเปอนไปสูส่ิงแวดลอมและสัตวชนิดอื่น รวมทั้ง
มนุษยดวย ทําใหเปนปญหาทางดานสาธารณสุขตลอดมา  สวนทางดานปศุสัตวมีรายงานพบอัตรา
ปวยเนื่องจากโรคนี้ในไกและสุกรสูงถึง 18% และ 6% ตามลําดับ (Annual report of National 

Institute of Animal Health, 1993) ดังนั้นโรคติดเชือ้ดังกลาวจากสัตวสูคนจึงนบัวาเปนปญหา
สําคัญในประเทศที่เจริญแลว เชน สหรัฐอเมริกาและบางประเทศในทวปียุโรป ไดกําหนดมาตรการ 
Hazard Analysis Critical Control Point : HACCP เพื่อควบคุมและตัดวงจรการปนเปอนเชือ้ 
Salmonella spp. เร่ิมตั้งแตการจัดการฟารม โรงงานผลิตอาหารสัตว โรงฆาสัตว โรงงานแปรรูป  
และผลิตภัณฑอาหาร สวนประเทศที่กําลังพัฒนา เชน ประเทศไทย การควบคุมการปนเปอนของ
เชื้อ Salmonella spp. ในเนือ้สัตวโดยเฉพาะเนื้อไกยังไมไดรับการปฏิบัติอยางจริงจงั ซ่ึงเนื้อไกนัน้
จัดเปนสินคาสงออกที่ทํารายไดเขาประเทศเปนจํานวนนับหมื่นลานบาทตอป  แตยังมีการตรวจพบ
เชื้อ Salmonella spp. ในอตัราคอนขางสูงอยูเสมอ ตามขอกําหนดของกรมปศุสัตวสินคาประเภท



 

ผลิตภัณฑสัตวปกนัน้จะตองปลอดหรือปนเปอนเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis นอยกวา 
102 colony forming unit (CFU) ตอตัวอยางเนือ้ที่ใชทดสอบ 25 กรัม (ประกาศสํานักงาน
กรรมการอาหารและยา, 2546) 
 
ตารางที่ 1.1 เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่แยกไดจากคนและไกสดแชแข็งในระหวางป 
ค.ศ. 1972-1997 (Bangtrakulnonth et al., 1993; WHO, NSSC, 1998) 

จํานวนเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis /จํานวนเชือ้ Salmonella spp. 
ที่แยกไดทั้งหมด ป ค.ศ. 

      คน  (%) เนื้อไกแชแข็ง  (%) 

1972-1989 266/44,718 (0.59)         *                        * 
1990 51/3,839 (1.33) 15/1,073 (1.40) 
1991 107/3,648 (2.93) 43/815 (5.28) 
1992 421/3,065 (13.73) 108/959 (11.26) 
1993 471/3,284 (14.34) 159/949 (16.75) 
1994 659/5,861 (11.24) 327/1,920 (17.03) 
1995 877/6,644 (13.20) 593/2,010 (29.50) 
1996 489/2,378 (20.56) 151/679 (22.23) 
1997 304/2,771 (10.97) 110/774 (14.20) 
* ไมมีขอมูล 
 
 จากที่ไดกลาวมาแลว ทาํใหในปจจุบนัอุตสาหกรรมเลี้ยงสัตวจึงตองมีมาตรการในการ
ควบคุมและปองกันโรค โดยมีการจัดการเฝาระวังฝูง การใหวัคซีนและยาปฏิชีวนะเพื่อปองกันการ
เกิดโรค แตเนือ่งจากในสหภาพยุโรปไดมีการประกาศยกเลิกการใชยาปฏิชีวนะบางตวัท่ีเคยอนุญาต
ใหใชผสมในอาหารสัตว เพื่อเรงการเจรญิเติบโต เชน avoparcin ในป ค.ศ. 1997 และยกเลิกการ
ใชยาปฏิชีวนะอีก 4 ชนิด ไดแก tylosin, spiramycin, bacitracin และ virginiamycin ในป ค.ศ. 
1998 เนื่องจากยาเหลานี้มีโครงสรางใกลเคียงกับยาตานจุลชีพในมนษุย (Wegener et al., 2000) 

ซ่ึงอาจจะกอใหเกิดอนัตรายตอผูบริโภคได ดังนัน้จึงไดมีการพยายามที่จะหาสารทดแทนการใชยา
ปฏิชีวนะ เชน prebiotics ยกตัวอยางเชน  oligosaccharides หรือ probiotics ที่เปนจุลินทรียที่มี
ประโยชนตอรางกาย เชน Lactobacillus sp. และการใชสมุนไพร เชน กระเทียม ฟาทะลายโจร 
และเปลือกทับทิม เปนตน  และมีอีกแนวทางหนึ่งที่มีการนํามาใชปองกันโรคเพื่อทดแทนการใชยา
ปฏิชีวนะ คือการใช สารภูมิตานทานจากแอนติบอดีในไขแดงของไก  (egg yolk antibodies: IgY) 

ทั้งนี้เนื่องจากการศึกษาของ Owusu-Asiedu et al., (2003a) ซ่ึงไดทําการทดลองใช anti-E. coli 

egg yolk antibody เปรียบเทียบกับการใชสารเสริมตัวอ่ืนๆ คือ zinc oxide, fumaric acid และ
ยาปฏิชีวนะ พบวาการใช anti-E. coli egg yolk antibody สามารถลดอัตราการตายที่เกดิจากเชือ้ 



 

E. coli ในลูกสุกรไดและใหผลไมแตกตางจากการใชสารเสริมตัวอ่ืนๆ ซ่ึงจากผลการทดลอง
ดังกลาวจะเหน็ไดวามีความเปนไปไดในการนํา egg yolk antibodies หรือ IgY มาใชทดแทนยา
ปฏิชีวนะ 

 ในสัตวปก เชน ไก หาน และเปดนั้น จะมกีารผลิตอิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulins) 

3 ประเภท คือ Immunoglobulin A (IgA), Immunoglobulin M (IgM) และ 
Immunoglobulin G (IgG) หรือที่เรียกวา Immunoglobulin Y (IgY) (Sim et al. 2000) โดย 
immunoglobulins ทั้ง 3 ประเภท จะทาํหนาที่ในการจับกับ specific antigen เชน แบคทีเรีย 

ไวรัส สารที่กอใหเกิดมะเรง็ (carcinogen) และสารพิษ (toxin) ซ่ึงแอนติบอดหีลักที่มีในซีร่ัม 
(serum) คือ IgY โดยในแมไกนั้น IgY จากซีร่ัมจะเคลือ่นยายผาน follicular epithelium ของรัง
ไข เพื่อนําไปสะสมในไขแดง ซ่ึงจะมกีารเคลื่อนยายในระยะ oogenesis เชนเดียวกับในสัตวเล้ียง
ลูกดวยนมที่ IgG จากแมจะผานทางรกไปยังลูกหรือตวัออนได (Sim et al., 2000) ในสวนของ 
IgA และ IgM จะมกีารสะสมเฉพาะในไขขาว โดยในไขแดงจะมีปริมาณนอยมาก 

 แมไก 1 ตัว ภายใน 1 ป จะสามารถผลิต total IgY ไดประมาณ 40 กรัม ในขณะที่ใน
กระตาย 1 ตัว จะสามารถผลิต IgG จากซีร่ัมไดประมาณ 1.4 กรัม ซ่ึงจะเห็นไดวาการผลิต
แอนติบอด ี IgY จากไขไกจะไดปริมาณแอนติบอดีมากกวาที่ไดรับจากซีร่ัมกระตายถึงประมาณ 30 

เทา (Sim et al., 2000) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Mine and Kovacs (2002) ที่พบวา ไกจะ
วางไขประมาณ 280 ฟองในหนึ่งป และในไขแดงหนึง่ฟองจะมแีอนติบอดี IgY ประมาณ 100-

150 มิลลิกรัม มีผลทําใหได total IgY ประมาณ 28-42 กรัมตอป จากไกแตละตัว และมี antigen-

specific IgY antibodies อยูในระหวาง 2% และ 10% ของการผลิต IgY ทั้งหมด (Schade et 

al., 2001; Mine and Kovacs, 2002 และ Narat, 2003) ดังนั้นไขไกจึงเปนแหลงในการผลติ
แอนติบอดีทีด่ ี(Sim et al., 2000) นอกจากนี้วิธีการแยกและการทําใหได IgY บริสุทธิ์ก็ไมยุงยาก 
(Akita and Nakai, 1992; 1993) ซ่ึงแอนติบอดีที่แยกไดจากไขแดงจะสามารถนําไปใชเปนสาร
ภูมิตานทานได โดยอาจเตรียมใหอยูในรูปของไขผงเพื่อใชเปนสวนผสมในอาหารสามารถ
รับประทานไดทันที ซ่ึงมีงานวิจยัที่ไดศึกษาประสิทธิภาพการใชไขผงเปนสารภูมิตานทาน โดยให
รับประทาน พบวา IgY สามารถปองกันการเกิดทองเสยีที่เกดิจากการติดเชื้อ rotavirus ไดทั้งใน
คนและสัตว (Sim et al., 2000) ปองกันโรคติดเชื้อทางทันตกรรม (Otake et al., 1991 และ  
Hatta et al., 1997) ปองกันโรค enteric colibacillosis (Yokoyama et al., 1992 และ 
Imberechts et al., 1997) และปองกันโรค Salmonellosis (Peralta et al., 1994; Sunwoo et 

al., 1996 และ Yokoyama et al., 1998b) 



 

 ดังนั้นวัตถุประสงคในงานวจิัยนี้คือ เพื่อผลิตแอนติบอดีไขแดง (specific egg yolk 

antibodies) ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่อยูในรูปตางๆ คือ 

specific extracted IgY, water soluble fraction (WSF) specific IgY powder และ whole 

egg specific IgY powder และนํามาศึกษาถึงประสิทธิภาพของความจําเพาะในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis รวมถึงศึกษาผลของปฏิกิริยาขาม (cross 

reactivity) ที่มีตอการเจรญิเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ Lactobacillus sp. โดยเปน
การศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro method) 

 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 

1.2.1 เพื่อผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis  

1.2.2 ศึกษาประสิทธิภาพของแอนติบอดีไขแดงที่อยูในรูปตางๆ คือ specific extracted IgY, 

WSF specific IgY powder และ whole egg specific IgY powder ตอการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และผลของปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) 

ที่มีตอการเจรญิเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ Lactobacillus sp. โดยเปนการศึกษาใน
หลอดทดลอง (in vitro method) 

1.2.3 เพื่อศึกษาปริมาณของแอนตบิอดีไขแดงทีเ่หมาะสมในการนํามาใชประโยชน 
 
1.3 สมมติฐานของการวิจัย 

1.3.1 สามารถผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ได 
1.3.2 แอนติบอดีไขแดงที่อยูในรูปตางๆ คือ specific extracted IgY, WSF specific IgY 

powder และ whole egg specific IgY powder สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ            S. 

enterica serovar Enteritidis ได และไมมีผลตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ 
Lactobacillus sp. 
 
1.4 คําจํากัดความที่ใชในงานวิจัย 

Specific egg yolk antibodies, S. enterica serovar Enteritidis, Immunoglobulin 
Y (IgY), Water soluble fraction (WSF), Cross reactivity 

 
1.5 ขอบเขตการวจัิย 

 ในการวิจัยคร้ังนี้มุงเนนทีจ่ะผลิตแอนติบอดีไขแดงในรูปแบบตางๆ เพื่อนําใชในการ
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และ



 

ผลตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ Lactobacillus sp. โดยเปนการศึกษาใน
หลอดทดลอง (in vitro method) 

 
1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.6.1 สามารถผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ได 
1.6.2 ทราบถึงประสิทธิภาพของแอนติบอดีไขแดงในรูปตางๆ คือ specific extracted IgY, 

WSF specific IgY powder และ whole egg specific IgY powder ตอการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และผลตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน 
E. coli และ Lactobacillus sp. 

1.6.3 ทราบถึงปริมาณของแอนติบอดีไขแดงทีเ่หมาะสมในการนํามาใชประโยชน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

  
 เชื้อ Salmonella spp. เปนแบคทีเรียทีก่อใหเกดิการตดิเชื้อและการระบาดที่สําคัญ โดย
แบคทีเรียในกลุมนี้จัดไดวาเปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคที่สามารถพบไดทั่วโลก นอกจากนีย้งัเขา
มามีบทบาทไมเฉพาะแตในคนหากยังสามารถพบไดในสัตวทั่วๆ ไป เชน สัตวเล้ือยคลาน นก และ
แมลงตางๆ โดยเชื้อ Salmonella spp. เปนเชื้อที่กอใหเกิดอาการทองเสียทั่วไปทัง้ในคนและสัตว 
สามารถตรวจพบเชื้อไดในอจุจาระของผูปวย โดยการตดิเชื้อจะเปนในลักษณะของการกินอาหารที่
ไมผานการปรุงใหสุกหรืออาหารและน้ําทีม่ีการปนเปอนเชื้อ ดังนัน้การควบคุมการแพรกระจาย
ของเชื้อไปสูอาหารและสิ่งแวดลอมจึงถือไดวามีความสําคัญอยางมาก 
 
2.1 ลักษณะทั่วไปของเชื้อ Salmonella spp. 
 เชื้อ  Salmonella spp.  เปนแบคทีเรียแกรมลบ  รูปทอน  ไมสรางสปอร  มีความกวาง 
0.7-1.5 ไมโครเมตร ยาว 2.0-5.0 ไมโครเมตร เจริญไดดใีนสภาพที่มแีละไมมีออกซิเจน 

(facultative anaerobe) ไมสรางแคปซูล เคล่ือนที่ดวยแฟลกเจลลาที่มีอยูรอบเซลล (peritrichous 

flagella) ดังแสดงในแผนภาพที่ 2.1 ยกเวน S. enterica serovar Pullorum, S. enterica 

serovar Gallinarum   และบางสายพันธุที่ไมมีแฟลกเจลลา เชน S. enterica serovar Paratyphi 

A, S. enterica serovar Choleraesuis) สามารถสรางไฮโดรเจนซลัไฟด สรางกรดและกาซจาก
การหมักยอยน้ําตาลกูลโคส อุณหภูมิที่เจริญไดคือ 37-45 องศาเซลเซียส เจริญไดดทีี่สุดที่ 42 องศา
เซลเซียส  สามารถทนตอความเยน็หรืออุณหภูมิต่ําไดด ีแมในสภาวะแชแข็ง ซ่ึงเชื้อจะถูกยับยั้งการ
เจริญเติบโตไวเทานัน้และสามารถเพิ่มจํานวนไดใหม เมื่อนํามาไวทีอุ่ณหภูมิหอง แตเชื้อจะไมทน
ความรอน โดยพบวาถูกทําลายไดที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง, ที่ 60 องศาเซลเซียส 
นาน 15-20 นาที หรือ 62 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที  ยกเวน S. enterica serovar Senftenberg 

ที่ทนความรอนไดดกีวาซีโรวารอ่ืนๆ 10-20 เทา โดยตองใหความรอนถึง 62 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง จึงสามารถทําลายเชื้อได (Bangtrakulnonth, 2002) 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภาพที่ 2.1  ลักษณะรูปรางเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนชนดิสองกราด  

ที่มา: (www.eiu.org/experiments/dispersion/pathogens.html) 
 
2.2 แหลงท่ีพบเชือ้ Salmonella spp. 

 เชื้อ Salmonella spp.  จัดเปนเชื้อที่พบไดทั่วโลก  สามารถแยกเชื้อไดจากทางเดนิอาหาร
ของคนและสัตวอีกหลายชนิดทั้งสัตวเลือดอุนและสัตวเลือดเย็น (Hirsh, 1999) โดยเฉพาะจิ้งจก
และงู พบวาเปนสัตวที่มีการติดเชื้อ Salmonella spp. ไดเสมอ โดยมักจะไมแสดงอาการปวยแต
สามารถแยกเชื้อได และบางครั้งอาจพบไดหลายซีโรวารในสัตวตัวเดียวกัน นอกจากนัน้เชื้อยัง
สามารถมีชีวิตอยูในสิ่งแวดลอมไดนานถึง 9 เดือน หรือมากกวานั้น เมื่อปนเปอนอยูในดินที่ช้ืนแฉะ 
น้ํา มูลสัตว หรืออาหารสัตว โดยเฉพาะสวนประกอบทีท่ํามาจากเลือดปน กระดูกปน หรือปลาปน 
(Hirsh, 1999)  
   
2.3 การจําแนกชนดิของเชื้อ 

 เชื้อในสกุล  Salmonella ปจจุบันสามารถแบงออกเปน 2 species ตามที่ Center for 

Disease Control Prevention (CDC) ในสหรัฐอเมริกาไดแบงไว ดังนี้คือ 

2.3.1 S.  enterica  ประกอบดวย  6  subspecies (subsp.) ไดแก subspecies I 

(enterica), II (salamae), III a (arizonae), III b (diarizonae), IV (houtenae) และ VI 

(indica) 
2.3.2 S. bongori มี 1 subspecies คือ subspecies V  

 ซ่ึงการแบง species และ subspecies จะใชวิธีการทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) 
(Bangtrakulnonth, 2002) 

 
 
 

http://www.eiu.org/experiments/dispersion/pathogens.html


 

2.4 พยาธิกําเนิดของเชื้อ 

 ตําแหนงแรกของการติดเชื้อพบไดที่ลําไสโดยเฉพาะลําไสเล็ก หลังจากเชื้อเกาะแนบ 

(adhere) กับเยื่อบุลําไสเชื้อจะมีการแบงตัวเพิ่มจํานวน และสรางสารพิษออกมาทําลายเนื้อเยื่อ
บริเวณขางเคยีงเกิดกระบวนการอักเสบของลําไส จากนั้นเชื้อจะแพรเขาไปที่ช้ันในของผนังลําไส
และเขาไปฝงตัวอยูในทอน้าํเหลืองขนาดเล็ก (lymphoid organ) และอาจแพรตอไปยังตอม        
น้ําเหลืองของเยื่อยืด (mesenteric lymphnodes) ทําใหเกิดจุดเนื้อตายหรือฝขนาดเล็ก ๆ ซ่ึงเปน
แหลงสําคัญที่ทําใหไกเกดิโรคแบบเรื้อรังและแพรเชื้อตลอดเวลา ขณะเดียวกนัเชือ้จะทําใหเกดิการ
ฉีกขาดของผนังลําไสและแพรเขาสูกระแสเลือด จากนัน้เชื้อจะแพรกระจายไปยังอวัยวะตางๆ ไดแก
ตับ มาม และอวัยวะสืบพนัธุ เชน รังไข ทอนําไขและมดลูก ซ่ึงอวยัวะดังกลาวจะเปนแหลงสําคญัที่
เชื้อจะแพรสูไขตอไป 

 

2.5 การสรางภูมคุิมกันเมื่อไดรับวัคซีน 
 ภูมิคุมกัน (immunity) ในสัตวปกอยูในระบบน้ําเหลือง (lymphoid system) โดยแบง

ออกเปน 2 ระบบ คือ 

 ระบบตอมน้ําเหลืองปฐมภูมิ (primary lymphoid system) ประกอบดวย ตอมเบอรซา 
(bursa of fabricious) เปนอวัยวะท่ีมตีําแหนงเกาะติดบนผนังดานนอกของทวารรวม และตอม  
ไทมัส (thymus glands) เรียงรายอยูบริเวณใตผิวหนังบริเวณคอ 

 ระบบตอมน้ําเหลืองทุติยภูมิ (secondary lymphoid system)  ประกอบดวย ตับ มาม 
ตอมฮารเดอเรียน (hardenrian’s glands) ที่บริเวณตาของสัตวปก ตอมทอมซิลบริเวณไสตนั 
(cecal tonsils) และตอมน้ําเหลือง (peyer’s patches) ขนาดเล็กกระจายอยูทัว่ไปในผนังลําไส 
(เกรียงศกัดิ์ พนูสุข, 2544) 
 

2.5.1 ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (non specific  immunity หรือ innate immunity) 

 ธรรมชาติของการติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis  จะผานชองทางหลกั คือ 

ระบบทางเดินอาหาร ดังนั้นภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในบริเวณเนื้อเยื่อดังกลาวจะมี       บทบาทแรก
ในการตอตานการติดเชื้อ ถึงแมภูมิคุมกนัชนิดนี้จะไมมคีวามสามารถในการจดจําหรือมี
ความจําเพาะตอแอนติเจน แตก็สามารถจํากัดการเพิ่มปริมาณและการแพรกระจายของเชื้อ 
นอกจากนี้ยังมบีทบาทในการกระตุนการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบจําเพาะ โดยภูมิคุมกันแบบ
ไมจําเพาะประกอบไปดวยกลไกทางฟสิกส เชน การลอกหลุดของเนื้อเยื่อที่มีจุลชีพเกาะอยู การ
เคล่ือนไหวของลําไสเพื่อขับอุจจาระในภาวะปกติ การเคลื่อนไหวของลําไสที่มากกวาปกติเมื่อเกิด
การติดเชื้อในลําไส กลไกทางเคมี เชน  กรด  HCl,  fibronectin, glycolipid, lactoferrin, 



 

lysozyme และ mucus ซ่ึงเปนสารเคมีที่สามารถพบไดในระบบทางเดินอาหาร มีบทบาทในการ
ปองกันการจบักันระหวางแบคทีเรียกับเนือ้เยื่อ หรือทําลายแบคทีเรียโดยตรง กลไกทางชีวะ เชน จุล
ชีพประจําถ่ิน (normal flora)  ที่สามารถขัดขวางการจบัตัวของแบคทีเรียกอโรคกบัเนื้อเยื่อ หรือ
สรางสารจําพวกกรด HCl, fibronectin, glycolipid, lactoferrin, lysozyme และ mucus  ซ่ึง
สามารถขัดขวางการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียกอโรค หากแบคทีเรียสามารถผานสิ่งกีดขวาง
ดังกลาวเขามาไดจะพบกับสิง่กีดขวางอืน่ ๆ ในเนื้อเยื่อ เชน phagocytic cell, natural killer (NK) 

cell, complement หรือ natural antibody ซ่ึงเปนแอนติบอดีทีไ่มไดเกิดจากการกระตุนดวย
แอนติเจนนั้นๆ แต  binding site ของแอนติบอดนีั้นมีความใกลเคยีงหรือจําเพาะกับแอนติเจนทํา
ใหแอนติบอดสีามารถจับแอนติเจนนั้นได (Jeneway and Travers, 1994 และ Abbas et al., 
2000) 
 

2.5.2 ภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (specific  immunity  หรือ adaptive immunity) 

 เปนภูมิคุมกันที่คาดหวังใหเกิดขึ้นหลังจากมีการทําวัคซีน มีความจําเพาะและมี
ประสิทธิภาพสูงกวาภูมิคุมกนัแบบไมจําเพาะ (โดยสามารถกระตุนการทํางานของเซลลเก็บกินได
ดีกวาและสามารถจับกับแอนติเจนไดหนาแนนกวา) ประกอบไปดวย ภูมิคุมกนัแบบใชแอนติบอดี 
(antibody mediated immunity  หรือ  humoral immunity : HMI) ซ่ึงจะกําจดัสิ่งแปลกปลอม
โดยใชแอนตบิอดีที่สรางจาก B lymphocyte หรือ plasma cell และภูมิคุมกนัแบบพึ่งเซลล 
(cell–mediated immunity หรือ cellular  immunity : CMI) ซ่ึงจะกําจัดสิ่งแปลกปลอมโดยใช  
cytotoxic T lymphocytic NK cell และ phagocytic cell (macrophage, neutrophil) 

(Janeway and Travers, 1994 และ Abbas et al., 2000) 
 

2.5.2.1 ภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา  (humoral  immunity) 

 เปนปฏิกิริยาการตอบสนองของรางกายตอแอนติเจนแปลกปลอม โดยเมื่อมีแอนติเจน
แปลกปลอมเขาสูรางกาย แอนติเจนจะถูกเก็บกนิโดย phagocytic cell และถูกยอยสลายเปน 
peptide ขนาดเล็กซึ่งจะมีการลําเลียงออกมานําเสนอบนผิวเซลล โดยจะติดอยูกับ Major 

Histocompatibility Complex (MHC) class II  ซ่ึง phagocytic cell ที่ถูกกระตุนจะมกีารเพิม่
การแสดงออกของ MHC class II บน membrane ทําใหประสิทธิภาพในการกระตุนการทํางาน
ของ helper T lymphocyte (CD4+)  เพิ่มขึ้น ทําให helper T lymphocyte มีการแบงตัวเพิม่
จํานวนและหลั่ง cytokines ใหกับ B lymphocyte ซ่ึงในขณะนัน้ B lymphocyte ไดมีการรับรู
แอนติเจนผาน surface immunoglobulin (slg) แลว สงผลทําให B lymphocyte มีการ
ตอบสนองดวยการแบงตวัและเปลี่ยนรูปรางกลายเปน plasma cell เพื่อผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะ



 

ตอแอนติเจน โดยปกตกิารตอบสนองตอแอนติเจนโดยทัว่ไปจะเกดิแอนติบอดีจําเพาะขึ้นทุก class  
คือ IgM, IgG และ IgA ซ่ึงแอนติบอดทีี่มีบทบาทสําคัญตอการติดเชื้อในกระแสเลือด ไดแก  IgM  
และ  IgG (Janeway and Travers, 1994; Abbas et al., 2000) 
 
   2.5.2.1.1 ภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือก (mucosal immunity) 

 บริเวณเยื่อเมือกลําไส ซ่ึงเปนชองทางในการติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis จะ
ปกคลุมดวยสารคัดหล่ังที่มีแอนติบอดีอยู โดยแอนติบอดีสวนหนึ่งมาจากกระแสเลอืด อีกสวนหนึ่ง
เปน secretory antibody ที่สรางมาจาก plasma cell ใตเยื่อเมือกนัน้ ๆ แตเนื่องจากแอนติบอดี
จากกระแสเลอืดไมมี secretory component จงึถูกทําลายโดยเอนไซมบนเยื่อเมือก ดังนั้น
แอนติบอดีที่มบีทบาทสําคัญตอการติดเชื้อแบคทีเรียบริเวณดังกลาวจึงเปนเฉพาะ  secretory IgA 
และสวนนอยเปน IgM ทั้งนี้กลไกการกระตุนการตอบสนองภูมิคุมกันแบบเฉพาะที่เกี่ยวของกับ
เซลลชนิดพิเศษ คือ M cell ซ่ึงเปนเซลลที่มีลักษณะพื้นผิวคอนขางเรียบ  แทรกตัวอยูระหวาง 
epithelial cell ที่บุในลําไสดานลางของเซลลชนิดนี้จะเปนบริเวณที่ม ี  lymphocyte  อยู เมื่อมี
แอนติเจนผานมาในทางเดนิอาหารจะถูก endocytosis  โดย  M  cell  และนําเสนอตอ B 

lymphocyte ที่อยูขางใต และเมื่อไดสัญญาณจาก helper T cell  ทีอ่ยูขางเคียง  B lymphocyte ก็
จะกลายเปน plasma cell และผลิต secretory IgA  (sIgA) ที่มี J-chain ไปเกาะกับ secretory 

component ซ่ึงเปนลักษณะพิเศษทีเ่กิดขึน้เฉพาะบริเวณ mucosa เทานั้น  หลังจากนั้น sIgA จะ
ถูกสงผาน mucosal epithelial cell หล่ังสูบริเวณ  lumen ของลําไส (สันนิภา สุรทัตต, 2545) 
 

2.5.2.2 ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  (cell  mediated immunity) 

 เกิดจากการกระตุน  cytotoxic T lymphocyte (CD8)  ดวย  peptide  ของแอนติเจนที่
ตําแหนง T cell receptor  ซ่ึงตองนําเสนอผาน MHC class I  ของเซลลที่ไดรับเชื้อจากแบคทีเรีย
ที่มีชีวิต และจะตองไดรับ cytokines ซ่ึงเปนสัญญาณจาก  helper T lymphocyte จึงจะทํางานได
สมบูรณ เชนเดียวกับ B lymphocyte  

 นอกจากนี้แบคทีเรียที่สามารถเขาเซลลได เชน เชื้อ Salmonella spp. ซ่ึงถือเปน 
endogenous antigen ก็สามารถกลายเปน exogenous antigen ที่ถูก phagocytic cell เก็บกนิ 
และนําเสนอผาน  MHC class II  ทําใหเกิดการกระตุน  helper T lymphocyte ซ่ึงการทํางาน
ของ helper T lymphocyte หลังไดรับการกระตุน ถือเปนสวนหนึ่งของภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล
ดวย (สันนภิา สุรทัตต, 2545) โดยภาพรวมของการตอบสนองทางภูมคิุมกัน คือ เมื่อแบคทีเรียเขาสู
รางกายจะถูกเก็บกินโดยกระบวนการ phagocytosis แบบ exogenous antigen โดย 

phagocytotic cell เชน  macrophage  หลังจากนั้น  macrophage จะทําการนําเสนอ  peptide 



 

ของแอนติเจนดวยโปรตนีบนผิวเซลล  คือ MHC class II ใหกับ helper T lymphocyte ทําให 
helper T lymphocyte มีการแบงตัวเพิม่จํานวนและหลั่ง cytokines ใหกับ B lymphocyte และ 

cytotoxic T lymphocyte โดยที่เซลลทั้งสองไดมีการรับรูแอนติเจนผาน receptor ของแตละ
เซลลกอนหนานี้แลว  ทําใหเกิดการตอบสนองทาง HMI  ในรูปของแอนติบอดี  และ CMI ในรูป
ของ cytotoxic T lymphocyte ซ่ึงการตอบสนองจะเดนชัดในทางใดขึ้นอยูกับรูปแบบของ
แอนติเจนวาเปนแอนติเจนชนิด  exogenous หรือ endogenous  (Janeway and Travers, 1994; 

Abbas et al., 2000 และ Sheela et al., 2003) 

 ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลมีความสําคัญในการตอตานการตดิเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis  ซ่ึงเปน facultatively intracellular bacteria ที่สามารถเขาเซลลได โดย  
macrophage ที่ถูกกระตุนดวย cytokines จาก helper T lymphocyte จะมีความสามารถในการ
กลืนกินและฆาแบคทีเรียที่อยูในเซลลไดมากขึ้น  นอกจากนี้ cytotoxic T lymphocyte  ที่ผานการ
กระตุนจากแบคทีเรีย กจ็ะสามารถทําลายเซลลที่มีแบคทีเรียอยู ทําใหแบคทีเรียออกมาอยูนอกเซลล
แลวถูกจับกินตอ รวมทั้ง NK cell ก็สามารถทําลายเซลลที่มีแบคทีเรียอยูภายในไดเชนกัน 
(Janeway and Travers, 1994 และ Abbas et al., 2000) 

 อยางไรก็ตาม  ภูมิคุมกันแบบใชแอนติบอดีก็มีความสําคัญในการตอตานการติดเชือ้ เนื่อง 
จากในบางชวงของวงจรชีวติ S. enterica serovar Enteritidis จําเปนจะตองออกมาบริเวณนอก
เซลล ทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถถูกทําลายดวยแอนติบอดีได (Corrier et al., 1991) 
 
2.6 Passive immunity ในสัตวปก 

 ในระบบการไหลเวียนเลือดของสัตวปกประกอบไปดวย immunoglobulins หลักๆ  3 

ประเภท ไดแก Immunoglobulin A (IgA), Immunoglobulin M (IgM) และ 

Immunoglobulin G (IgG) ซ่ึงมีความแตกตางกันทางดานความเขมขน (ตารางที่ 2.1) โครงสราง
และการทํางานของ Immunologlobulin 
 
 ตารางที่ 2.1 ความเขมขนของ immunoglobulin ในสวนตางๆ ของไข  
 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 

ที่มา : Schade et al. (2001) 
 



 

 จากการศึกษาของ Leslie and Clem (1969) พบวา IgG ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมและสัตว
ปกมีการทํางานที่คลายกัน แตมีความแตกตางในสวนของโครงสรางทางเคมี จึงมีการเรียก IgG ใน
ซีร่ัมของสัตวปกที่มีการสะสมในไขแดงวา Immunoglobulin Y (IgY) 

 ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม แอนติบอดจีากแมจะเคลื่อนยายไปยังลูกโดยผานทางรกและการ
หล่ังน้ํานม ขณะทีใ่นสัตวปกจะปรากฏในไขเพื่อปกปองลูกไกที่เพิ่งฟก ซ่ึง specific antibody 
โดยเฉพาะ IgY จะถายทอดจากซีร่ัมไปยังไขแดงและเขาสูการไหลเวยีนเลือดของลูกไกผาน 
endoderm ของ yolk sac  ซ่ึงแอนติบอดีจะสะสมอยูใน egg follicle ที่เจริญเต็มที ่โดยจะอยูรวม
กับไขขาวและ egg albumin (Sim et al., 2000) ซ่ึงความเขมขนของ IgM, IgA ในไขขาวและ 
IgY ในไขแดง มีปริมาณ 0.03, 0.02 และ 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรไขแดง (Schade et al., 2001) 
เมื่อเปรียบเทียบ IgY กับ plasma protein อ่ืน ๆ พบวา IgY ที่มีการสะสมใน egg follicle จะมี
การหลั่งจากระบบไหลเวียนเลือดของแมผานเขาไปใน ovarian follicle เนื่องจากมกีลไกที่
เฉพาะเจาะจงในการพัฒนาการเคลื่อนยายแอนติบอดีไปที่ ovarian follicle คือ dependent 

receptor และ ovarian IgY receptor ซ่ึงมีอยูในกระแสเลือดของแมไก (Sim et al., 2000) สวน 
IgM และ IgA ปรากฏในการหลั่งของ oviduct ซ่ึงเปน acquired โดยไขที่ผานลงมายัง oviduct 

เปนชวงกระบวนการสรางไขขาวและเปนเวลาที่ไขแดงอยูในรูปที่เจริญเต็มที่เคล่ือนออกจาก ovary 

และถูกลอมรอบดวย vitelline membrane ตอมาภายหลัง immunoglobulin จะเคลื่อนยายไปยัง
ลําไสของ embryo ผาน swallowed amniotic fluid หรือในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะถายทอด
ภูมิคุมกันในรปูแบบ milk immunoglobulin ไปยังสัตวแรกเกิด ดังนั้นแอนติบอดีในไขจึงเปน 
passive immunity ซ่ึงก็คือกลไกในการปกปองลูกที่เพิ่งฟกจากโรคตาง ๆ ที่แมไกสรางขึ้น  
 
2.7 Immunoglobulin Y (IgY) 

2.7.1 โครงสรางของ  IgY 

 IgY  ประกอบดวย 2 สายของ Heavy (H) chain และ 2 สายของ Light (L) chain ที่มี
การเชื่อมตอกนัดวยพันธะ disulfide โดย IgY  มีขนาดโมเลกุลเทากับ  180 kDa ซ่ึงมีขนาดใหญ
กวาโมเลกุลของ IgG (~ 150 kDa) ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม สวน H chain ของ  IgY  มี 1 บริเวณ
ที่มีความแปรปรวน (variable domain; V) มี 4 บริเวณคงที่ (constant domains; C) และไมมี
บริเวณขอพับ (genetic hinge) ซ่ึงแตกตางจาก IgG ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซ่ึงมี 3 บริเวณคงที่
และมีบริเวณขอพับ  โครงสรางโมเลกุลของ  IgY  คลายกับ IgM และ IgE ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม
ที่ประกอบดวย 4 บริเวณคงที่ เมื่อมีการเปรียบเทียบลําดับใน C-region ระหวาง IgG และ IgY 

พบวา บริเวณ Cγ2  และ Cγ3 ของ IgG มีความแนบสนิทกัน (most closely related) มากกวา
สวนของบริเวณ Cν3 และ Cν4 ของ IgY  และสวนของบริเวณ Cν2 ใน IgY ไมมีใน γ  chain ใน 



 

IgG (แผนภาพที่ 2.2) บริเวณ Cν2 ในโครงสรางของ IgY คือบริเวณที่มกีารจับเกาะกันแนน 
(condense) ซ่ึงเปนบริเวณเดียวกับบริเวณขอพับ (hinge region) ในโครงสราง IgG ของสัตว

แผนภาพที่ 2.2 เปรียบเทียบลักษณะโครงสราง IgG ในสัตวเล้ียงลูกด

เล้ียงลูกดวยนม (Burton et al., 1994 อางถึงใน Lee et al., 2002) 

  
วยนม และ IgY ในสัตวปก 

(2002) 

อยตอระหวาง Cν 1  กับ  Cν 2  และ Cν 2 กับ Cν 3  จะมีสวนของ 
roline และ glycine อยู มีผลทําใหบริเวณดังกลาวมีขีดจํากัดในการยืดหยุนไดของโมเลกุล ซ่ึง
ลายกับ

ไ

ที่มา : Lee et al. 
 
 ใน  IgY บริเวณร
p

ค บริเวณที่เรียกวา “switch region” ใน immunoglobin ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Helm 

et al., 1991) โครงสรางของ β-sheet ที่อยูภายในโมเลกุลของ IgY มีนอยกวาใน IgG  ซ่ึงมีผลทํา
ใหโครงสรางของ IgY ถูกทําลายไดงายกวาโครงสรางโมเลกุลของ IgG ในสวนของแรงยึดเหนีย่ว
ภายในโมเลกลุระหวาง H chain และ L chain เปนแบบ non-covalent ซ่ึงเปนสวนที่มี
ความสําคัญในการยึดโครงสรางของโปรตีนตางๆ ไวดวยกัน และพันธะยึดเหนี่ยวระหวาง V 

region และ C region ใน L chain เชื่อมตอกันดวยพนัธะ disulfide ซ่ึงมีผลทําใหโครงสรางของ 
L chain ใน IgG  มีความคงตัว  แตพันธะดังกลาว มพบใน L chain ของ IgY  จึงมีผลทําใหความ



 

แข็งแรงภายในโมเลกุลของ IgY นอยกวาใน IgG ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม จากคุณสมบัติของ
โครงสราง IgY เชน ขนาดโมเลกุล (molecular size), ความยืดหยุน (flexibility), บริเวณตาง ๆ 
ภายในโครงสราง (conformation domain) และการจับกันภายในโมเลกุล (intramolecular 

binding) มีผลตอคุณสมบัติของโมเลกุล IgY ซ่ึงทําใหความคงตัวของโมเลกุล  IgY นอยกวา IgG 

ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Pilz et al., 1977 อางถึงโดย Sim et al., 2000 และ Shimizu et al., 
1992) 
 

2.7.2 คุณสมบัตขิอง IgY ทางดานกายภาพและเคมี 
 ความทนทานของโครงสราง IgY มีนอยกวาใน IgG โดยมีการศกึษาในสวนของความ
ทนทาน ( รตีน (proteolytic enzyme) ทั้งนี้
ื่องจาก

ภาวะความเปนกรดและดางไดมีการศึกษา พบวา   
ประสิทธิภาพกา ับ 3.5 หรือต่ํากวานัน้ และ
ะสูญเส  

     

 

    
า

ลเซียส

ร

าม ส

ตอกรด acid) ความรอน (heat) และเอนไซมทีย่อยโป
เน มกีารสันนิษฐานวา ความคงตัวของโมเลกุลภายในโครงสราง IgY นอยกวาภายใน
โครงสรางโมเลกุล IgG ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 

2.7.2.1 ความคงตัวของ IgY ตอ pH และความรอน 

 ความคงตัวของโครงสราง IgY ตอส
รทํางานของ IgY จะลดลงเมื่ออยูในสภาวะที่ pH เทาก

จ ียประสิทธิภาพการทํางานเมื่อ pH เทากับ 3.0 ซ่ึงประสิทธิภาพการทํางานของ IgY จะ
ลดลงอยางรวดเร็วที่ pH ต่ํา โดยเกดิจากการที่โครงสรางของ IgY มีการเปลี่ยนรูปรางไปและมผีล
ทําใหสวนของ Fab portion ถูกทําลาย ซ่ึงบริเวณดังกลาวเปนตําแหนงที่ทําหนาที่ในการจับกบั
แอนติเจน (antigen–binding site) และภายใตสภาวะความเปนดาง (alkaline condition) 

ประสิทธิภาพการทํางานของ IgY จะไมเปล่ียนแปลงจนกระทั่ง pH เพิ่มขึ้นถึง 11 แตอยางไรก็ตาม  
พบวา ประสิทธิภาพการทํางานของ IgY จะลดอยางเห็นไดชัดเมื่อ pH เทากับ 12 หรือสูงกวานั้น 

 จากการศึกษาความคงตัวของ IgY ที่อุณหภูมิตางๆ ในระยะเวลาแตกตางกัน พบวา   
ประสิทธิภาพการจับเกาะกบัแอนติเจนของ IgY จะลดลงเมื่อมีการใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 70 องศ
เซ  นาน 15 นาที (Shimizu et al., 1988, 1992) และเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิสูงกวา 75 
องศาเซลเซียส จะมีผลทําใหประสิทธิภาพในการจับเกาะกับแอนติเจนสูญเสียไป  (Chang et al., 

1999) และจากการศึกษาความคงตัวของ IgY ภายใตความดนั พบวาที่ความดันสูงถึง 4000 
กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร ไมมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของ IgY (Shimizu et al., 1994) 

 การแชแข็ง (freezing) และกา  freeze-drying ที่อุณหภูมติ่าํ จากการศกึษาของ 
Skrabanja et al. (1994) พบวา มีผลตอการทําลายโครงสรางของ IgY  นอยมาก  แตอยางไรก็
ต พบวาอาจจะมีโปรตีนบาง วนทีม่ีการสูญเสียสภาพ เปนผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางของ IgY ซ่ึงมีผลตอปฏิกิริยาการเกาะกลุม (aggregation) หรือการดูดซมึ (absorption) 



 

ของ  เชนเดียวกับการศึกษาของ Shimizu et al. (198 ซ่ึงพบวาการ freezing และการ 
freeze-drying ไมมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของ IgY แมวาจะมกีารทําซํ้าหลายครั้ง และจาก
การศึกษาของ Chansarkar (1998)  พบวาการ freezing หรือการ freeze-drying จะมีผลตอ
ประสิทธิภาพการจับของ  IgY  ตอแอนติเจนนอยมาก แตความสามารถในการละลายไดของ IgY 
จะลดลงภายใตสภาวะที่มีความเปนเกลือและความเขมขนของโปรตีนสูง 
 

2.7.2.2 ความคงตัวของ IgY ตอการยอยจากเอนไซม p

IgY 8) 

roteolytic 

IgY   มีความทนทานตอการถูกยอยจากเอนไซม trypsin และ chymotrypsin แตจะมี
ความไวตอการถ ายังสามารถ
ักษาปร

างของ IgY มีผลตอคุณสมบัติทางวิทยาภูมิคุมกัน ซ่ึงจะมีความแตกตางกัน
ระหวาง ีประมาณ 2.0 ทําใหมีขนาดของ antigen-binding 

te ขน

 
ูกยอยจากเอนไซม pepsin ซ่ึงการยอย IgY จากเอนไซม trypsin พบว

ร ะสิทธิภาพการทํางานในสวนของ antigen-binding และ cell-agglutinating ได แมวา
บางสวนของ polypeptide จะมีการสูญเสียสภาพไปแลว และสําหรับการยอยจากเอนไซม 
chymotrypsin พบวาประสิทธิภาพการทํางานของ IgY ยังคงสูงอยู (Shimizu et al., 1988; 

Otani et al., 1991) และจากการศึกษาของ Hatta et al. (1993) พบวา การที่ IgY ถูกยอยดวย
เอนไซม trypsin และ chymotrypsin มีผลทําให neutralization titer ยังคงมีอยูถึง 39% และ 
41%  ตามลําดับ และเมื่อมกีารนํา IgY ผสมรวมกับเอนไซม pepsin ภายใตระยะเวลาบมและ pH 
ที่แตกตางกัน มีผลทําใหโครงสรางของ IgY เปราะบางที่ pH ต่ําและประสิทธิภาพการทํางานของ 
IgY จะสูญเสยีไป 91% ที่ pH 2  หลังจากบมนาน 1 ช่ัวโมง และ 63% ที่ pH 4 หลังจากบมนาน 4 
ช่ัวโมง ซ่ึง IgY จะมีความสามารถทนตอการยอยของเอนไซม pepsin มากหรือนอยขึ้นอยูกับ pH 
และสัดสวนระหวางเอนไซมตอซับสเตรท โดยที่ pH 5 หรือสูงกวานั้น IgY ยังสามารถทนตอการ
ยอยจากเอนไซม pepsin ได ทําใหยังมีประสิทธิภาพในการจับเกาะกับแอนตเิจน (antigen-

binding) และการเกาะกลุมของเซลล (cell-agglutinating) อยางไรก็ตามที่ pH เทากับ 4.5 หรือ
ต่ํากวานั้น ประสิทธิภาพการทํางานของ IgY ที่ไดกลาวมาแลวขางตนจะสูญเสียไป (Shimizu et 
al., 1988)  
 

2.7.3 คุณสมบัติทางวิทยาภูมิคุมกัน 

ลักษณะโครงสร 

 IgY และ IgG โดย  IgY  จะมีเวเลนซ
si าดใหญ และสามารถจับเกาะกับแอนติเจนไดอยางแนนหนา อยางไรก็ตาม IgY จะสามารถ
ทําใหเกิดการตกตะกอน (precipitating) หรือการจับกลุม (agglutinating) ไดเมื่อความเขมขน
ของเกลือสูง (Kubo et al., 1973 อางถึงโดย Sim et al., 2000) โครงสรางของ IgY จะมีสวน



 

ของแขน Fab 2 แขน ซ่ึงวางในแนวของ steric hindrance ไมสามารถเคลื่อนที่ได จึงมีผลตอการ
ปองกันการเกดิ cross-linking  ในกรณีทีม่ีการจับกับ epitope ขนาดใหญ  2 โมเลกุล 

 ความแตกตางระหวาง Fc region ของ IgY และ IgG คือ จํานวนของ carbohydrate 

hains,

ารางที่ 2.2 เปรียบเทียบคณุสมบัติทางวิทยาภูมิคุมกันระหวาง IgY ในไก และ IgG ในสตัวเล้ียง

ปฏิกิริยา IgY IgG 

c  ความยืดหยุนของ switch region และจํานวนของบริเวณคงที่ ซ่ึงปจจัยดังกลาวนําไปสู
ความแตกตางระหวาง IgY ขณะเกิดปฏิกริิยาตอโมเลกุลของแอนติเจน เมื่อเปรียบเทียบกับ IgG ใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนม (ตารางที่ 2.2) 
 
ต
ลูกดวยนม 

มีผล (non-specific) ตอการทํางาน  ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 

anti-mouse IgG antibody 

ม 

ของ IgG

เกี่ยวของกับการกอใหเกิด rheumatoid factor  

มีผล (non-specific) ตอการทํางานของ human 

กระตุนการทํางานของระบบ complement ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
จับกับโปรตีน A หรือ G ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 

จับกับสวนของ Fc receptor ในสัตวเล้ียงลูกดวยน

ไมมี 
ไมมี 
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มี 
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.8 การผลิต IgY 

ัยท่ีมีผลตอการผลิต IgY 

 น เพื่อใหไดแอนติบอดีที่มีความจําเพาะ (specific) 

ูงสําหร

ไ
มไก

ี่มา: ดัดแปลงจาก Larsson et al. (1993) 
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2.8.1 ปจจ
การกระตุนภูมคิุมกันแมไกดวยแอนติเจ

ส ับนําไปใชตอตานแอนติเจนเปาหมาย ซ่ึงวิธีการที่นํามาใชในการกระตุนควรเปนวิธีที่
สามารถผลิตปริมาณแอนติบอดีไดในปริมาณมากและมีความจําเพาะสูง ซ่ึงมีหลายปจจัยที่มีผลตอ
การผลิตแอนติบอดี ทั้งนี้ขึ้นอยูกับความสามารถในการใหไขของแม กและการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกนัของแ เปนปจจยัแรกทีม่ีความสําคัญตอการผลิตแอนติบอดี เพือ่ใหไดปริมาณ
มาก โดยพบวา สายพันธุแมไก, ระยะเวลาในการกระตุนภูมิคุมกนั และคุณสมบัตขิองแอนติเจน
หรือแอนจแูวนซ (adjuvant) เปนสวนหนึ่งที่มีผลตอการผลิตไข จากการศึกษาของ Li et al. 

(1998) พบวา แมไกสายพันธุ Single Comb White Leghorn (SCWL) สามารถใหไขได
มากกวาแมไกสายพันธุ Rhode Island Red (RIR) ถึง 2 เทา แตเนื่องจากความสามารถในการให
ไขของแมไกอาจถูกกระทบจากความเครียด (stress) เนื่องมาจากการฉีดวัคซีน ดังนั้นการกระตุน
ภูมิคุมกันของแมไกกอนการใหไขจะสามารถลดผลกระทบจากการใหไขของแมไก อันเนื่องมาจาก



 

ความเครียดจากการฉีดวัคซีนได (Schade et al., 1996) แมไกทีด่ีที่นาํมาใชในการผลิตแอนติบอดี
ควรที่จะเปนไกพอแมพนัธุ เนื่องจากสามารถตอบสนองตอการสรางแอนติบอดีไดสูงมากกวาแมไก
ที่นํามาใชทางการคาสําหรับใหไข สาเหตุเพราะแมไกดังกลาวมีสุขภาพที่ดีกวาแมไกสายพันธุผสม 
(Schade et al., 1996) นอกจากนี้ชนิดและปรมิาณของแอนติเจนที่ใชก็เปนปจจยัหนึ่งทีม่ี
ความสําคัญ เนื่องจากปริมาณของแอนติบอดีที่ตอบสนองมีผลเกี่ยวเนื่องโดยตรงมาจากความ
แปลกปลอมข mmunogen ที่ใชสําหรับกระตุนภูมคิุมกันและจากการศึกษาของ Hatta et al. 

(1997) พบวา เปอรเซ็นตของ specific IgY ใน total IgY จะอยูระหวาง 5 (anti-insulin 

antibody) ถึง 28% (anti-mouse IgG antibody) และจากการใช bovine IgG และ lactoferrin  
เปนแอนตเิจน พบวามีปริมาณของ specific IgY ประมาณ 10-15% ของ total IgY  (Akita et 

al., 1998 และ Li-Chan et al., 1998) จากงานวิจยัของ Bollen et al. (1996) ไดมีการศึกษา
เปรียบเทียบการตอบสนองของภูมิคุมกันเมื่อมีการใช adjuvants ประเภทตางๆ พบวา Freund ’s 

complete adjuvant (FCA) มีผลตอการกระตุนภูมิคุมกันของไกไดสูงกวา Freund’ s 

incomplete adjuvant (FIA) และ Hunter’s TiterMax adjavant แตเนื่องจาก FCA มี
ผลขางเคียงที่ทําใหผลผลิตไขลดลง และถาใชตอไปในระยะยาวจะมีผลตอการทําลายเนื้อเยื่อไก 
(Erhard et al., 1997 และ Bollen and Hau, 1999) นอกจากนี้วิธีที่ใชฉีดวัคซีนก็มีผลตอการ
ผลิตแอนติบอดี ซ่ึงมีวิธีการฉีดวัคซีนหลายวิธี เชน intramuscular (Akita and Nakai, 1993) 

subcutaneous (Svendsen et al., 1995) intrabursal และ intracoelomic  (Elfaki et al., 

1992) โดยการฉีดแบบ intramuscular เปนการฉีดกระตุนบริเวณกลามเนื้อหนาอก และการฉีด
แบบ subcutaneous เนนการฉีดกระตุนบริเวณคอ ซ่ึงเปนวิธีที่แนะนาํใหใชในกรณทีี่ไกมีอายนุอย
และอายุมาก ตามลําดับ จํานวนครั้งที่ฉีดกระตุนภูมิคุมกันขึ้นอยูประเภทและปริมาณของแอนตเิจน 
โดยพบวา 2-4 คร้ัง สําหรับการฉีดกระตุนภูมิคุมกนัก็เพียงพอสําหรบัการผลิต specific antibody 

ที่มีความจําเพาะสูงได โดยพบวาระดับของแอนติบอดีจะปรากฏในสัปดาหที่ 5-6 หลังจากการ
กระตุนภูมิคุมกันครั้งแรกและจะอยูตอไปตลอดประมาณ 1 ป (Schade et al., 1996 และ Li-
Chan et al., 2000) 
 

2.8.2 เปรียบเท

อง i

 ียบการผลิตระหวาง IgY ในสัตวปก และ IgG ในสัตวเล้ียงลกูดวยนม  
  ี
ื่องจาก ว

จากไขไกมีประโยชนหลาย ๆ ดานที่ดีกวาในสัตวเล้ียงลูกดวยนม  

สัตวเล้ียงลูกดวยนม เชน กระตาย, หน,ู แกะ และแพะ ถูกใชในการผลิตแอนติบอด
เน มีความจําเพาะสูงและมีความแรงของปฏิกิริยาระห างแอนติเจนกับแอนติบอดีสูง (high 

avidity) (War, 1982 อางถึงโดย Sim et al., 2000) แตในปจจุบนัไดมีการศกึษาโดยการนําเอา
ไกเขามาเปนอกีทางเลือกหนึง่สําหรับนําไปใชในการผลิตแอนติบอด ี เนื่องจากแอนตบิอดีที่ผลิตได



 

 แมไกสามารถผลิตไขไดปละประมาณ 240 ฟอง ซ่ึงจะมีปริมาตรไขแดงประมาณ 15 
มิลลิลิตรตอฟอง ในขณะที่ปริมาณซีร่ัมที่เก็บไดจากการกระตุนภูมิคุมกันกระตาย 1 ตวั จะมี

I

ต

แรก (primary response) จะมี titer ที่ต่ําและ

าะตอแอนติเจน (specificity) และความแรงของการจับระหวางแอนติบอดกีับ
อนติเจ

การผลิตแอนติบอดีในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีขั้นตอนการผลิต 3 ขั้นตอน คือการกระตุน
ารเก็บตัวอยางเลอืดและการสกดัแอนติบอดี ในขณะทีก่ารผลิตแอนติบอดี

ากไขส

ีม

แม
oki et al., 1993) และ

ไกยังสามารถผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอแอนติเจนไดมากกวาในสัตวเล้ียงลูกดวยนม เนือ่ง 

ประมาณ 40 มิลลิลิตร โดยที่ 1 กรัมของไขแดงจะมีปริมาณ gY อยูประมาณ 10 มิลลิกรัม ขณะที่ 
1 มิลลิลิตรของซีร่ัมกระตายจะมี IgG ประมาณ 35 มิลลิกรัม ดังนั้นแมไกและกระ ายจะสามารถ
ผลิตแอนติบอดีไดปละ 36 กรัม และ 1.4 กรัม ตามลําดับ ซ่ึงจะเหน็ไดวาแมไกสามารถผลิต
แอนติบอดีไดสูงกวาการผลิตแอนติบอดจีากกระตาย ซ่ึงเปนการเปรียบเทียบระหวางสัตวที่มีขนาด
ใกลเคียงกัน แตในสัตวใหญ เชน ววั หรือมา สามารถที่จะผลิตแอนติบอดีไดมากกวาในแมไก 
(Larsson et al., 1993 และ Hatta et al., 1997) 

 การตอบสนองตอระบบภูมคิุมกันของสัตวปกนัน้ คลายกับในสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซ่ึงจะมี
ขั้นตอนของการตอบสนอง คือ การตอบสนองครั้ง
ความแรงของการจับระหวางแอนติบอดกีบัแอนติเจนต่ํา (avidity) และจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการ
ตอบสนองครั้งที่ 2 (secondary response) (Kokko and Karenkampi, 1992 และ Wolley and 
Landon, 1995) 
 Ikemori et al. (1993) และ Wolley and Landon (1995) ไดมีการศึกษาเปรียบเทียบใน
เร่ืองของความจําเพ
แ น (avidity) พบวาแอนติบอดีของสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีความจําเพาะตอแอนติเจนสูงกวา
และมีความแรงของการจับระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจนเทากันหรอืต่ํากวา เมื่อเทียบกับ
แอนติบอดีที่ไดรับจากแมไก 
 
2.9 ประโยชนของ  IgY 

 
ภูมิคุมกันดวยแอนติเจน ก
จ ามารถไดรับแอนตบิอดีจากไขแดงแทนการเก็บเลือดที่ทําในสัตวเล้ียงลูกดวยนม รวมถึง
การเก็บไขมีการใชแรงงานคนนอยกวาและมีสุขลักษณะ (hygienic) ที่ดีมากกวาการเก็บตวัอยาง
จากเลือด (Hatta et al., 1997) และปจจัยสําคัญคือจํานวนสัตวทีใ่ชในการผลิตแอนติบอด ีจํานวน
นอยกวา เมือ่เปรียบเทียบกับการผลิตแอนติบอดีจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมในปริมาณของตัวอยางที่
เทากัน นอกจากนีก้ารเจาะเลือดยังทําใหสัตวเกดิความเครียดและไมถูกตอหลักของ animal 

welfare (Gottstein and Hemmeler, 1985 อางโดย Sim et al., 2000) 

 ไกที่ไดรับการกระตุนภูมคิุมกัน  สามารถผลิตแอนติบอดีไดในระยะเวลานาน เนือ่งจาก
ระดับของแอนติบอดีจะคงอยูไดนาน (Tsunemitsu et al., 1989 และ Kur



 

จ logenetic distance (Jensenius et al., 1981 อางถึงใน Sim et al., 2000) นอกจากนี้ 
IgY ยังมีความหลากหลายในการสรางแอนติบอดี (restricted diversity) นอยกวาในสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม ทําใหสามารถที่จะผลิตแอนติบอดทีี่มีความจําเพาะไดมากกวา  (Reynaud et al., 1985; 

Song et al., 1985 อางถึงใน Sim et al., 2000) 
 
2.10 การแยกและการทําใหได IgY บริสุทธ์ิ 

 สวนของไขแดงเมื่อนํามาทาํการปนเหวี่ยง

าก phy

จะแยกออกเปน 2 สวน คือสวนที่ตกตะกอน 
ียกวา granules และสวนใสที่ลอยอยูดานบน เรียกวา plasma (Sim et al., 2000) โดยสวนของ 

itellins 16% phosvitin และ 12% low-

ifuge 

รือ filt

เร
granules จะประกอบไปดวย 70% α- และ β- lipov

density lipoprotein (LDL) โดยในไขแดงจะมีสวนของ plasma 78% ซ่ึงประกอบไปดวยสวน
ของ lipid-free globulin protein, livetin (α-, β- และ γ-) ประมาณ 10.6% ของของแข็งในไข
แดง และ LDL โดย IgY คือสวนของ γ- livetin ซ่ึงอยูรวมกับสวนของโปรตีนที่ละลายน้ําได 
(water-soluble protein; WSF) ซ่ึงมีอยู 2 ชนิด คือ livetin (α-livetin และ β- livetin) และ 
lipoprotein ดังนั้นในการแยกสวนของ IgY หรือ γ- livetin ออกจากสวนอื่นๆ สามารถทําไดโดย
การแยกเอาสวนของ WSF ออกจากสวนของ lipoprotein ในไขแดง ดังแสดงในแผนภาพที่ 2.3 
จากนั้นนําไปทําใหไดแอนติบอดีบริสุทธิ์ (purified IgY) โดยแยกสวนของ livetin ประเภทอืน่ๆ 
ออกไป ซ่ึงวิธีการแยกและการทําใหบริสุทธิ์นั้นไมไดยุงยากซับซอน (Akita and Nakai, 1992; 

1993) เนื่องจากวา IgY มีสวนประกอบหลักคือ γ- livetin ซ่ึงจะมีน้ําหนักโมเลกุลมากกวาพวก α-

livetin และ β-livetin ทําใหงายในการแยก IgY ออกจากโปรตีนอื่นๆ (Sim et al., 2000) 

 เนื่องจากสวนของ lipoprotein ที่อยูในไขแดงจะรวมกนัอยูที่ประจุไฟฟาต่ํา (Jenenius et 

al., 1981 อางโดย Sim et al., 2000) ทําใหมีงานวิจยัที่ใชวิธีการเจอืจางดวยน้ําในการแยกสวน
ของ lipoprotein ออกจากสวนของ water insoluble fraction จากนัน้จึงนําไปทําการ centr

ห ration เพื่อทําการแยกสวนของ WSF ออกจากสวน water insoluble fraction ในไขแดง 
(Kwan et al., 1991 และ Akita and Nakai, 1992) ซ่ึงในการแยกสวนของ WSF ออกจากไข
แดงดวยน้ํานัน้ มีอยู 2 ปจจัยที่จะตองระมัดระวังคือ pH ที่ตองปรับหลังจากการเจอืจางดวยน้ําและ
สัดสวนในการเจือจาง (Akita and Nakai, 1992) ซ่ึงจากการศึกษาของ Fichtail et al. (1993) 

พบวา สามารถแยกสวนของ IgY ออกจาก WSF ได 54% เมื่อมีการเจือจางดวยน้ําที่ 10 เทา และมี
การปรับ pH ใหเทากับ 5.5 นอกจากนีจ้ากการศึกษาของ Akita and Nakai (1992)  พบวา 
สามารถแยกสวนของ IgY ไดถึง 93-96% เมื่อมีการเจอืจางดวยน้ําที ่6 เทา และมีการปรับ pH ให
เทากับ 5.0 จากนั้นนาํไป incubate ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ตามดวยการนําไป 
centrifuge หรือ filtration  



 

           
               Egg yolk (100%) 

  Moisture (18%) 

แผนภาพที่ 2.3 สวนประกอบของไขแดง 
ที่มา: Stadelman and Owen (1986
   

SF ที่มีสวนของ livetin ผสมอยูออกจากสวนของ egg 

ออกจากสวนของ livetin ตัวอ่ืนๆ คอื α-livetin, β- 

tin ะ LDL ซ่ึงมีอยูหลายวิธีในการนํามาใช เชน ultracentrifugation, organic solvent, 

recipi

 

) 

 หลังจากที่มีการแยกสวนของ W

granule ขั้นตอนตอมาคือการแยก IgY 

veli แล
p tation of lipoprotein โดย polyethyleneglycol, precipitation โดยใช sodium 

dextran sulphate (Jenenius et al., 1981 อางถึงใน Sim et al., 2000), ultrafiltration (Akita 

and Nakai, 1992), ion exchange chromatography และ metal chelate interaction 

chromatography ซ่ึงจากการศึกษาของ Akita and Nakai (1992) ไดมีการเปรียบเทียบ 4 วิธีการ
ในการทําใหได IgY บริสุทธิ์ ซ่ึงแตละวิธีจะเห็นไดวามคีวามแตกตางกันทั้งปริมาณของ IgY และ 
% purified IgY ที่ไดรับ ดังแสดงในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการทําใหได IgY บริสุทธ์ิ (purified IgY) ดวยวิธีการ
ตาง ๆ   
การทดสอบ
สวนของ 

 

ปริมาณ IgY   
(%) 

ความบริสุทธิ์ 
(%) 

การทดสอบ
ผลผลิต

ปริมาณ IgY 

มิลลิกรัมตอ
ความบริสุทธิ์ 

(%) 

supernatant 
fluid

สุดทาย มิลลิลิตรไขแดง 
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-Wa tion method (WD), 19% sodium sulphate ltra Dextransulphate 
DS), Xa  method (Xan), polyethy ne glycol (PEG   precipitation 

ลงจาก Schade et al. (2001) 

การกอใหเกิดโรคของไวรัสเกิดจากไวรัสเขาเปนสวนหนึ่งของเซลลโฮสต ยกตัวอยางเชน 
ําใหเกิดโรค gastroenteritis ซ่ึงเกิดจากการติด

ํานวนเซลลใน cytoplasm ของ 
enteroc ลไกการเคลื่อนยายและการดูดซึมสารอาหารตางๆ ภายใน
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2.11.1 Anti-viral effect 
อง I antimicrobial activit

 
การเกิดโรค rotavirus ซ่ึงเปนสาเหตุหลักของการท
เชื้อของเซลลบริเวณวีไล (villi) ในลําไสเล็ก ทําใหไวรสัมีการเพิ่มจ

ytes มีผลตอการขัดขวางก
ร ทําใหเกิดอาการทองเสีย โรค coronavirus เปนการติดเชื้อในทางเดินอาหารเชนเดียวกัน 
เมื่อเกิดโรคนี้ในผูใหญจะมีผลทําใหเกดิอาการหนาว เปนไข และในทารกมีผลทําใหเกิดโรคที่
เกี่ยวกับทางเดนิอาหาร ในกรณีที่เกดิในสัตวเล้ียง โดยเฉพาะจะเกดิขึ้นในสัตวเล็ก มีผลตอการ
ทําลายสวนขอ pithelial cell และทําใหความสามารถในการดดูซึมสารตางๆ ลดลง  
  
 กลไกการทํางาน 
 แอนติบอดีที่มคีวามจําเพาะกบัแอนติเจนทีบ่ริเวณผวิของไวรัส มีความสําคัญในการควบคุม
การแพรขยายของจํานวนไวรัสในระหวางการติดเชื้อ และปองกันการกลับมาติดเชือ้อีกคร
ไวรัสจะมี recept

ส โมเลกุลเนื้อเยื่อข
จ ําใหสามารถเขาไปจับกับเชื้อโรค ทําใหสามารถปองกันการเกาะยึดของไวรัสกับเซลล
โฮสตได ในการ neutralization สวนของไวรัสดวยแอนติบอดีอาจจะเกี่ยวของกบักลไกท ีการ
จัดการไวรัสที่เกาะอยูกับเซลลของโฮสต หรืออาจเกิดจากการที่แอนติบอดีเขาไปยับยั้งการ



 

แพรกระจายของไวรัส โดยไปจับกับสวน epitope ของ plasma membrane และทําใหเกิดการ
ตกตะกอนของไวรัส (Kuby, 1997) 
 

2.11.2 Anti-bacterial effect 
 แบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคอาจจะม อใหเกดิความรุนแรงเพียงหนึ่งปจจยั หรืออาจจะ
มากกวานั้นก็ได แบคทีเรียหลายประเภทม ี capsule เพือ่ใชในการเกาะยึดกับสวนของ mucosal 

cell ซ่ึงเปนขั้นตอนแรกทีก่อใหเกดิโร

ีปจจยัที่ก

ค (Bene and Schmidt, 1997) ตามดวยการพัฒนาของ 
icroc ลแบคทีเรียจะมีสวนของโมเลกุลบนผิวท่ีมีความสามารถ
นการเข

ย เก ith cel    

ทีเรีย (toxin) สามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทใหญ คือ exotoxins ซ่ึงเปนโปรตีนที่ถูก
ลิตขึ้นแ  ใน

e

m olonies และการเกิดโรค ซ่ึงเซล
ใ าไปเกาะยึดกับเซลลของโฮสตได (Brooks et al., 1998) โดยปจจยัที่มีผลตอการเกาะของ
แบคทีเรียกับเซลลของโฮสต คือ ลักษณะผิวโครงสรางของแบคทีเรีย เชน pili, 

lipopolysaccharide (LPS) side chain (O antigen) และ M protein แตสวนใหญ คือ pili ซ่ึงมี
ลักษณะคลายขนเล็กๆ ยื่นออกมาจากบรเิวณผิวของแบคทีเรีย (Bene and Schmidt, 1997) 

ยกตวัอยาง E.coli จะมี type I pili ที่ใชเปนตัวเกาะกับ epithelial cell receptor โดย E.coli เปน
สาเหตุของการเกิดโรคทองเสี ดิจากการที่ pili ของเชื้อไปเกาะทีบ่ริเวณ ep elial l ใน  
ลําไส (Brooks et al., 1998) นอกจากนี้ มีแบคทีเรียบางประเภท เชน Salmonella spp. จะเขาไป
ในเนื้อเยื่อโดยผาน junction ระหวาง epithelial cell ที่บริเวณดานในของเซลลโฮสต หรือ
แบคทีเรียอาจจะแทรกอยูใน vacuole ซ่ึงเปนสวนประกอบของเนื้อเยื่อของเซลล หรือ vacuole 
อาจจะถูกทําใหแตก ทําใหแบคทีเรียเกิดการแพรกระจายเขาไปใน cytoplasm (Brooks et al., 
1998)  
 นอกจากนั้นแบคทีเรียอาจจะผลิตและปลอยเอนไซมออกมา ซ่ึงอาจจะเปนตวัทีม่ีความ 
สําคัญในการกอใหเกดิโรค โดยเอนไซมอาจจะไปทําใหเกิดการแตกสลายของ collagen, fibrin 

และสวนประกอบของเซลล หรืออาจจะไปทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางเซลล สารพิษ
จากแบค
ผ ละปลอยออกมาจากเซลล ซ่ึงเปนสาเหตุของการทําใหเกดิพษิ ขณะที่ endotoxins เปน
สวนประกอบของผนังเซลลของแบคทีเรีย exotoxins สามารถแบงออกไดเปน entertoxins, 

neurotoxin และ cytotoxin ในสวนของ entertoxins จะมีผลตอทางเดินอาหาร เชนเดียวกบั 
heat-labile toxin (LT-I, LT-II), heat-stable toxin (ST) และ cholera toxin ในสวนของ 
endotoxins ซ่ึงหมายถึงสวนของ lipopolysaccharide (LPS) ที่แยกไดจากผนังเซลลของ
แบคทีเรียแกรมลบ โดยแบคทีเรียที่เปนแกรมลบจะมี endotoxins อยูที่ outer m mbranes ซ่ึง 
endotoxins ของแบคทีเรียแตละประเภทจะแตกตางกนัออกไป (Bene and Schmidt, 1997) 
 
 



 

 กลไกการทํางาน 
 แอนติบอดีที่มคีวามจําเพาะตอบริเวณผิวของแบคทีเรีย จะเขาไปทําการขัดขวางการเกาะยึด
ของแบคทีเรียกับผนังของลําไส เปนการขดัขวางการเกิด colonization ทําใหโอกาสในการเกดิโรค
ดลง (Imberechts et al., 1997) ยกตวัอยางเชน anti-F18ab fimbriae antibody จะเขาไปจับ
ับ fim  K88 เพื่อปองกันการเกาะยึดของ E.coli ที่บริเวณ mucosal receptor 

 

บเนื้อเยื่อโฮสตยังไมชัดเจน ซ่ึงจากการศึกษาของ Yokoyama et al., 1998a; 

998b 

มนษุยนัน้ยงั
ชัดเจ

มี IgY จํานวนนอยที่สามารถผานไปยังลําไสไดโดยไมถูก hydrolysis แตในสุกรเลก็ IgY สามารถ

ล
ก briae ของ E.coli

(Jin et al., 1998) โดยจากการศึกษาของ Yokoyama et al. (1992) และ Jungling et al. (1991)

พบวา สามารถใช IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อแบคทีเรียที่กอใหเกดิโรคทองเสียเพือ่ปองกันการเกิด
โรคนี้ในสุกรเล็กได ทั้งนี้เนือ่งจาก IgY จะเขาไปยับยั้งการเกาะยึดระหวาง E.coli กับสวนของ 
mucus ที่อยูในลําไส ซ่ึงเปนขั้นตอนทีม่ีความสําคัญมากในการเกดิขบวนการ colonization ที่
บริเวณลําไสเล็ก  
 แอนติบอดีที่เกิดจากการใหแอนติเจน outer membrane proteins (OMPs)  มีผลตอการ
ยับยั้งการเกิด colonization ของ S. enterica serovar Enteritidis และ S. enterica serovar 

Typhimurium โดยการเขาไปจับยดึบริเวณผิวโปรตีนของแบคทีเรีย  ซ่ึงกลไกทีแ่อนติบอดีเขาไป
ขัดขวางการเกาะกั
1 พบวา OMPs ที่บริเวณผวิของเชื้อ Salmonella spp. งายตอการจดจําของแอนติบอด ี เมื่อ
จับกันแลวอาจจะนําไปสูการทําลายคุณสมบัติของ OMPs ของเชื้อแบคทีเรียได ซ่ึงมีผลทําใหลด
การเกิดโรคจากเชื้อ Salmonella spp. ได เพราะไมทําใหเกิด colonization ในลําไส 
 Streptococcus mutans จะมีการสังเคราะห polysaccharides ขนาดใหญ เชน dextrans 

หรือ levans จาก sucrose ซ่ึงเปนตัวทีม่ีความสําคัญในการกระตุนการเกิดคราบหนิปูนและฟนผุ 
(dental caries) โดย IgY ที่มีความจําเพาะกับสวนของ insoluble glucans ที่อยูบริเวณรอบๆ 
เซลลของ S. mutans จะสามารถยับยั้งการเกาะยึดของแบคทีเรียได ซ่ึงการทดลองใน
ไม น แตจากการศึกษาของ Ma et al. (1987) และ Lehner et al. (1985) อางถึงใน Sim et 

al. (2000) พบวา anti- S. mutans antibody จะเขาไปจับกับสวนของแอนติเจนบนผิวของ
แบคทีเรีย เพือ่ปองกันการเกาะยึดที่บริเวณฟน และ opsonized bacteria อาจจะถูกทําลายโดย
กลไกการปองกันของโฮสต เชนเดยีวกับการศึกษาของ Filler et al. (1991) พบวา การจับกันของ
แอนติบอดีที่บริเวณพืน้ผิวของ S. mutans อาจจะนําไปสูการยับยั้งขบวนการ metabolism ที่
สําคัญสําหรับการเจริญเติบโตของ S. mutans ในการเกาะยึดและการ colonization ที่เกิดขึ้น 
 จากการศึกษาผลของการใช IgY ที่มีความจําเพาะตอการเกิดทองเสยีในสุกรแรกเกิดและ
ในสุกรหยานม พบวา IgY จะถูกทําลายไดโดย pepsin ในลําไส (pH 2.3) ในสุกรทีอ่ายุมาก ทําให



 

ผานกระเพาะไดโดยไมถูกทาํลายจากสภาพแวดลอมภายในลําไสทีย่ังไมสมบูรณ ดังนั้นมันจึง
สามารถถูกดูดซึมไดภายในลาํไสเล็กและมกีารสงผานไปยังระบบไหลเวียนเลือดได (Yokoyama, 

ที่มีอา

ยสวนใหญจะสามารถแยกไดจากสัตวแรกเกิดที่มีอาการทองเสีย จากการศึกษาของ 
ดในสัตวแรก

เกิดที่ไม ุกร การติดเชือ้ rotavirus สามารถเกิดขึ้นไดทั้งในสุกร

การกระตุนการทํางานของ
ิบอดภีายใ ูรณ (Sim et. al., 2000) ดังนั้นจงึ

มีการ

หนูได 

ทองเสียในสัตว เชน ในหนูและโค โดยจากการศึกษาของ Kuroki et al. (1993; 1994) ไดมี

et al., 1993) 
 
2.12 ผลการศึกษาการนํา IgY ไปใชประโยชนทางดาน antimicrobial activity 

2.12.1 Anti-rotavirus IgY 
 Rotavirus เปนสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดโรคทองเสียในทารกและในสัตว ยนุอย เชน 
ในโคและในสุกร การติดเชื้อในเดก็เล็กและในสัตวเกดิขึ้นเปนประจํา ซ่ึง rotavirus จะมีโฮสต
จํานวนมาก โด
Sim et al. (2000) พบวา human rotavirus สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดโรคทองเสียไ

ไดรับนมน้ําเหลือง ในกรณีของส
แรกเกดิและในสุกรหยานม ในสุกรแรกเกิดจะมีการแสดงอาการแบบ subclinical อาจเนื่องมาจาก
การไดรับแอนติบอดีจากแม แตในสุกรหยานมจะแสดงอาการมากกวา  
 

2.12.1.1 Anti- human rotavirus IgY 
 Human rotavirus (HRV) พบในป 1973 (Sim et al., 2000) เปนสาเหตุหลักที่ทําให
เกิดการตดิเชื้อในทารกและในเด็กเล็ก การติดเชื้อ HRV จะมีการตดิเชื้อที่บริเวณ epithelial cell 

ในลําไสและนาํไปสูการเกิดอาการทองเสียอยางรุนแรง พรอมกับการอาเจียน การทําวัคซีนเพื่อ
ปองกันการตดิเชื้อ HRV ไมประสบความสําเร็จ ทั้งนี้เนื่องจาก
แอนต นลําไสของทารกซึ่งระบบภูมิคุมกันยังไมสมบ
ได ให oral passive immunity เพื่อเติมภูมิคุมกันในการปองกันการติดเชื้อ HRV ซ่ึงมี
งานวิจยัที่มีการศึกษาถึงผลของการใช IgY  ในการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อ HRV ทั้งสวนที่
ศึกษาในหองปฏิบัติการและการนําไปใชจริง 
 จากการศึกษาของ Hatta et al. (1993) มีการใหกิน anti-HRV IgY จากไขไกที่ถูก
กระตุนดวย HRV เพื่อปองกันการเกิดทองเสียใน suckling mice พบวา IgY สามารถปองกันโรค
ที่เกิดจากการติดเชื้อ HRV ได โดยใหกนิ IgY กอนที่มกีารใหเชื้อพษิ (challenge) แกหนูดวยเชื้อ 
HRV เชนเดยีวกับการศกึษาของ Ebina (1996) ซ่ึง พบวา IgY จากไขไกสามารถตอตาน HRV 

(Mo strain) ในการปองกนัการเกิดทองเสยีใน
 

2.12.1.2 Anti-bovine rotavirus IgY  
 Rotavirus เปนเชื้อที่กอใหเกิดโรคไดมากในลูกโคแรกเกิด ไดมีรายงานการใหภมูิคุมกัน
แบบ passive ของ IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ bovine rotavirus (BRV) เพื่อปองกันการเกิด



 

การใช IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ BRV serovar G6 และ G10 จากไขไก เพื่อปองกันลูกโคที่อยู
ภายใตสภาวะการติดเชื้อ BRV serovar G6 (strain Shimane) และ G10 (strain KK-3) โดย
ัชนีที่ใชวัด เชน วั  BRV titer ในมูล ซ่ึงผลปรากฏวา

ําเพาะตอสวนของ LPS 

ามารถใ องก  spp. ทําใหสามารถปองกันการเกดิโรคได 

ไปยังอวัยวะตางๆ ของไกกระทงที่มีการติดเชื้อ S. enterica 

ด  น้ําหนกัต  อัตราการตาย และการลดลงของ
สามารถเพิ่มคาเฉลี่ยของน้ําหนักตวัและลดจํานวนของลกูโคที่มีการปลอยเชื้อไวรัส (shedding) 

BRV (G6) ในปริมาณมากได เมื่อมีการเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 
 

2.12.2 Anti-Salmonella IgY 
 Salmonella spp. เปนเชื้อแบคทีเรียทีพ่บไดทั้งในสัตวและในคน โดยทําใหเกดิอาการ
คลายอยากอาเจียน อึดอัดในทอง ทองเสียและมีไข การตอบสนองของระบบภมูิคุมกันของไกใน
การตอตาน LPS เปนผลมาจากการสรางแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ LPS ซ่ึงเปนสวนหลักที่อยู
บน OMPs ของแบคทีเรียแกรมลบ (Sunwoo et al., 1996 และ Yokoyama et al., 1998a, 

1998b) จากการศึกษาของ Sunwoo et al. (1996) พบวา IgY ที่มีความจ
ส ชเพื่อป ันการเกาะยึดของเชือ้ Salmonella

นอกจากนี้ก็มสีวนของ 14 kDa fimbriae (Peralta et al., 1994) และสวนของ OMPs 

(Yokoyama et al., 1998a, 1998b) ของ Salmonella spp. ก็มีความเปนไปไดทีจ่ะนํามาใชเพือ่
ปองกันการเกดิ Salmonellosis ได 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพการใช IgY ที่มีความจําเพาะตอ 14kDa fimbriae ของ         S. 

enterica serovar Enteritidis โดยการใหหนทูี่มีการติดเชื้อกิน ผลปรากฏวาสามารถลดความ
รุนแรงของแบคทีเรียได (Peralta et al., 1994) ซ่ึงจากการศึกษาของ Yokoyama et al.  (1998b) 

มีการให passive immunity โดยการใหกนิ IgY ที่มีความจําเพาะสําหรับเชื้อ S. enterica 

serovar Typhimurium และ S. enterica serovar Dublin พบวาสามารถปองกันการเกิดโรค 
Salmonellosis ในลูกโคไดเชนกัน 

 ในการจดัการอาหารไกกระทงโดยมีการให IgY พบวามีความสามารถในการตอตาน      S. 

enterica serovar Enteritidis phage type 13A พบวามีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) จากกลุมควบคุมที่มีการใหอาหารที่เสริมดวยสารตัวอ่ืนๆ เชน multiple probiotics, 

organic acid และ Lactobacillus sp. (Sim et. al., 2000) โดยพบวา การใช anti- S. enterica 

serovar Enteritidis IgY มีประสิทธิภาพสามารถปองกันการ colonization ของแบคทีเรียภายใน
ลําไสและสามารถปองกันการลุกลาม
serovar Enteritidis phage type 13A นอกจากนีม้ีการศึกษาพบวา egg powder ที่มีสวนของ 
IgY สามารถที่จะตอตาน microbial pathogen ได ดังนั้นจึงอาจจะใชเปน feed additive ซ่ึงมี
หนาที่ชวยปองกันโรคได 



 

2.12.3 Anti-Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) IgY 
 Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) เปนสาเหตุหลักทีท่ําใหเกิดโรคทองเสีย
และตายในลูกโคและลูกสุกร (Sim et. al., 2000) การเกิดโรคทองเสียในลูกโคและสุกรหลังหยา
นมไดกลายเปนปญหาใหญ เนื่องจากมีแนวโนมที่เกิดขึ้นมาก ซ่ึงการใหภูมิคุมกนัแบบ passive 

โดยการให IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ E. coli K88, K99 และ 987P fimbraiae ของ ETEC 

สามารถปองกันการติดเชื้อในลูกสุกรที่ไมไดรับนมน้ําเหลืองได (Yokoyama et al., 1992) โดย 
IgY จะ ที่บริเวณผนังลําไส

      

ี่แ

at-labile toxin) และ 

ง epitope มีผลทําใหเกิด gold particle อยูรอบๆ บริเวณผวิของ
บคทีเร

เขาไปจับกับ ETEC ทําให ETEC ไมสามารถเกาะกับ mucosal cell 

ได และมีการศึกษาเชนเดยีวกันในงานของ Jin et al. (1998) พบวา IgY ที่มีความจําเพาะตอ 
ETEC E. coli K88+ MB bacterium (E.coli K88+ MB) สามารถปองกันการเกาะยดึของ 
E. coli K88+ ใน mucus ท ยกมาจากลําไสของสุกรได และจากการศกึษาของ Imberechts et al. 

(1997) ซ่ึงเปนการศึกษาในหองปฏิบัติการ พบวา anti-F18ab+ fimbriae IgY สามารถยับยั้งการ
เกาะของ F18ab+ E. coli กับ mucosa ที่บริเวณผนังลําไสได นอกจากนั้นยังมีผลทําใหการเกิด
ทองเสียและอตัราการตายในสุกรที่มีการติดเชื้อ  F18ab+ E. coli ลดลงดวย 

 K99 pili เปนแอนติเจนตัวหนึ่งที่มีความสําคัญในการเกาะยึดของ ETEC ที่แยกไดจากลูก
โค (Sim et. al., 2000) ซ่ึงไดมีการศึกษาการใช egg yolk powder ที่เตรียมจากแมไกที่ไดรับการ
กระตุนโดย heat-extracted antigen ของ K99 -piliated ETEC strain 431 โดยในการทดลอง
จะไมใหลูกโคไดรับนมน้ําเหลือง และให ETEC เปนตวัเหนี่ยวนําทําใหเกิดทองเสยี พบวา การใช 
egg yolk powder สามารถปองกันการเกิดทองเสียในลูกโคได และ O’Farrelly et al. (1992) ได
ศึกษาถึงผลของการใช IgY ในการตอตานเชื้อ ETEC B16-4 กับ LT (he

CFA (colonization factor antigens)-I ในกระตาย ตอการลดการเกิดทองเสีย โดยมีการใหกนิ 
egg yolk powder ที่มีสวนประกอบของ IgY เปนเวลา 4 วันกอน เพื่อปองกันกระตายจากโรค
ทองเสีย หลังจากนั้นจะมกีารใหเชื้อพิษ (challenge) ดวย E. coli strain เดียวกัน ผลปรากฏวา
กระตายไมแสดงอาการทองเสีย  
 Sunwoo et al. (2002) ศึกษาผลของการใช IgY โดยการนําเชื้อ E. coli O157:H7 ไป 
inoculate รวมกับ specific และ non-specific IgY จากนั้นนาํมาผสมกับ rabbit anti-chicken 

IgG แลวนําไปทําปฏิกิริยากบั goat anti-rabbit IgG ที่ผสมรวมกับ gold ผลปรากฏวามี gold อยู
บริเวณรอบๆ เซลลของแบคทีเรียที่ทําปฏิกิริยากับ specific IgY แตไมพบในแบคทีเรียทีท่ํา
ปฏิกิริยากับ non-specific IgY ซ่ึงการที่มีสวนของ gold เปนการตรวจสอบวา specific IgY ทํา
ปฏิกิริยากับ bacteria ในสวนขอ
แ ีย ซ่ึงนั่นหมายถึงสวนของ epitope ที่ถูกแยกออกมาจากสวนผิวของแบคทีเรีย เชน LPS, 

OMPs, fimbriae และ flagella มีผลทําให morphological ของแบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลง โดย



 

ทําใหเซลลของแบคทีเรียเกิดการแตกออกจากกัน ในขณะที่กลุมของแบคทีเรียที่ทําปฏิกิริยารวมกับ 
non-specific IgY ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลง mo phological ของแบคทีเรีย  ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ Lee et al. (2002) ที่พบวา IgY มีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยทําให
แบคทีเรียไมสามารถเคลื่อนที่ได และทําลายสวน cellular processes เปนผลทําใหเกิดการยับยัง้
การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

 จากการศึกษาของ Owusu-Asiedu et al. (2000; 2002; 2003) ไดมีการทดลองเสริม 
anti-E. coli egg yolk antibody รวมกบั pea protein isolate (PPI) เปรียบเทียบกับการใช 
spray-dried porcine plasma protein (SDPP) และ animal plasma protein (SDAP) พบวา 
ในการทดลองที่มีการใช SDPP และ SDAP เปนแหลงของโปรตีนนั้นสามารถที่จะชวยในการ
ปองกันแบคทเีรียที่กอใหเกดิโรคได ทั้งนี้เนื่องจาก SDPP และ SDAP สกัดมาจาก plasma ของ
สัตว ซ่ึงจะม ี immonoglobu

r

lins ที่สามารถตอตานจุลินทรียบางจําพวกได แตเนือ่งจาก SDPP 

ละ SD

นํามาใชจริง 
นอกจาก ans มีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
S. mutans ใน sucrose ซ่ึงเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมการเกิด colonization ของ      S. 

แ AP มีราคาคอนขางแพงและในปจจุบันทางดานยุโรปมีการประกาศหามใชโปรตีนดังกลาว 
ทั้งนี้เนื่องจากอาจจะมกีารปนเปอนของโรควัวบา (Bovine Spongiform Encephalopathy ; 

BSE) ได ดังนั้นจึงมีการหาแหลงโปรตีนอื่นๆ ที่จะนํามาใชทดแทน ซ่ึงไดมีการนํา PPI มาทดลอง
ใช แตเนื่องจาก PPI เปนแหลงของโปรตีนที่ไมมี immonoglobulins ที่สามารถปองกันเชื้อโรคได 
ดังนั้นจึงไดมกีารศึกษาการใช anti-E. coli egg yolk antibody เพื่อชวยในการปองกันแบคทีเรียที่
กอใหเกิดโรค ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา การใช anti-E. coli egg yolk antibody รวมกับ PPI 

ใหผลไมแตกตางจากการใช SDPP และ SDAP และจากการศึกษาของ Owusu-Asiedu et al. 

(2003) ไดมกีารศึกษาผลของการใช PPI รวมกับ anti-E. coli egg yolk antibody เพื่อ
เปรียบเทียบกบัการใชสารเสริมอ่ืนๆ คือ zinc oxide, fumaric acid และยาปฏิชีวนะ พบวา การใช 
anti-E. coli egg yolk antibody มีผลทําใหสามารถลดอัตราการตายที่เกดิจากเชื้อ E. coli ในลกู
สุกรได และใหผลไมแตกตางจากการใช  zinc oxide, fumaric acid และยาปฏิชีวนะ 
 

2.12.4 Anti- Streptococcus mutans IgY 
 Streptococcus mutans เปนแบคทีเรียหลักที่ทําเกดิโรคทางทันตกรรมในมนุษย (Sim et. 

al., 2000) การใหภูมิคุมกันแบบ passive จาก IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. mutans มีผลทําให
สามารถปองกันการเกดิคราบหินปูนและฟนผุได จากการศึกษาของ Otake et al. (1991) พบวา
การใชภูมิคุมกนัแบบ passive จาก IgY ที่มีความจําเพาะกับ S. mutans สามารถลดการเกิดคราบ
หินปูนและฟนผุไดอยางมนียัสําคัญ ซ่ึงไดมีการนํามาศกึษาในหองปฏิบัติการและมีการ

นี้ยังมขีอมูลวา IgY ที่มีความจําเพาะกับ S. mut



 

m  ในชองปากของมนษุยได (Hatta et al., 1997) จากผลการศึกษาตางๆ ทําใหทราบถึง
ประโยชนของการใช IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. mutans เพื่อการควบคุมการเกดิคราบหินปูน
และปญหาสุขภาพในชองปากได 

 
2.12.5 เชื้ออ่ืนๆ 

 Bovine coronavirus (BCV) เปนเชื้อทีม่ีความสําคัญในการเกดิทองเสียในลูกโคแรกเกิด
และการเกิด acute diarrhea ในโคเล็ก ซ่ึงหมายถึง winter dysentery โดย BCV เปนที่รูจักกนัดี
วาเปนสาเหตทุี่ทําใหเกิดโรคทองเสียอยางรุนแรง และทําใหมีอัตราการตายสูงกวา bovine 

rotavirus (BRV) ทั้งนี้เนื่องจาก BCV สามารถกอใหเกดิโรคไดทั้งในสวนของลําไสเล็กและ
ลําไสใหญ ในขณะที ่BRV เกิดได

utans

เฉพาะในลําไสเล็ก (Sim et. al., 2000) การใหภูมิคุมกันแบบ 
passive  IgY ที่มีความจําเพาะตอ BCV สามารถปองกันการเกิดโรคทองเสียในลูกโคแรก
เกิดที่มีก  (Ikemori et al., 1997) 

กัน

ผงที่มีสวนผสมของ IgY 20% และผสม
ับอ

นี้ยังสามารถนําเอา IgY ไปใชเพื่อปองกนั
รคติดเช

 โดยให
ารตดิเชื้อ BCV ได

 Yoshiko et al. (1996) ไดมีการศึกษาผลของการใช IgY ที่ไดจากการกระตุนภูมิคุมกัน
ดวย formalin-treated-Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus enterotoxin-A 
และ S. enterica serovar Enteritidis ผสมรวม  พบวา IgY มีประสิทธิภาพสามารถปองกัน
เชื้อโรคตางๆ ที่ใชในการกระตุนภูมิคุมกันดังกลาวได 
 การติดเชื้อ Edwardsiella tarda ของปลาไหล (eels) เปนที่รูกนัวาทําใหเกดิอัตราการ
ตายเปนจํานวนมาก ซ่ึงจากการศึกษาของ Hatta et al. (1994) ไดมีการใหเชื้อพษิ (challenge) 

ของ Edwardsiella tarda ผสมกับสวนของไขแดง
รวมก าหารที่ไดรับการฆาเชื้อ (sterile) ทําการสอดทอปลอย (cannulation) เขาไปในทองของ
ปลาไหล พบวาสามารถลดอัตราการตาย ทาํใหไมมีสวนของเชื้อโรคในลําไส ลดการลุกลามของเชื้อ
ที่บริเวณตับและไตได ดังนัน้จึงสามารถสรุปไดวาการใช IgY antibody สามารถปองกันการเกดิ
โรค Edwardsiellosis ในทางเดินอาหารได นอกจาก
โ ื้ออ่ืนๆ ที่บริเวณ intestinal mucosa ในทางเดินอาหารของปลาได ดังนั้นจึงเปนอีก
ทางเลือกหนึ่งในการหลกีเลี่ยงการใชสารพวกยาปฏิชีวนะ หรือพวก chemotherapeutics ในการ
ควบคุมการตดิเชื้อแบคทีเรียในปลาได 
 
2.13 ขอจํากัดของการนําไปใช 
  ขอจํากัดของการใช IgY ในการปองกันและรักษาโรค เนือ่งจาก IgY มีความไวตอการถูก
ยอยโดย proteolysis จึงมีการศึกษาในหองปฏิบัติการตอการยอย IgY โดย pepsin พบวา สามารถ
ถูกยอยไดอยางรวดเร็วที่ pH ต่ํา (Shimizu et al., 1988 และ Schmidt et al., 1989) IgY ม ี



 

half-life ประมาณ 1.85 วนั ซ่ึงส้ันกวา homologous IgG (colostrums antibody) ในสุกรแรก
เกิดที่นานประมาณ 12-14 วัน (Curtis and Bourne, 1971, 1973 อางโดย Sim et al., 2000) 

ละความ ี่จะผานการยอยของเอนไซมตางๆ ในระบบทางเดินอาหารไป
ํา กีารดูดซึมเขาไปในกระแสเลือดจะขึ้นอยูกับอายุของสุกรดวย 

ซ่ึงมีการศึก
 K88 fimbriae มีผลทําให IgY ไมสามารถทําให E. coli K88+ MB 

ี่มีการจ

  

มริกา (Food and Drug Administration: FDA) ใหอยูในบัญชีสารอาหารปลอดภัยที่
ียกวาบ an, 2000)  

) พบวา cocktail IgY สามารถที่จะยับยัง้การเจริญเติบโตของ
อนติเจ

แ สามารถของ IgY ในการท
จนถึงล ไสเล็ก เพื่อที่จะม
(Yokoyama et al., 1993) 
 เนื่องจาก IgY ไมสามารถปองกันโรคไดทั้งหมดแตจะสามารถลดการติดเชื้อได (Kuroki 

et al., 1993) และแมวา IgY จะสามารถยับยั้งการเกาะยึดของ ETEC K88+ MB bacterium   (E. 

coli K88+ MB) ใน intestinal mucosa ของสุกรได แตการ inoculate IgY รวมกับ E. coli ใน
ระยะเวลาที่นานขึ้น ไมไดชวยในการลดปริมาณของ E. coli ในการเกาะกับ intestinal mucosa 

ได โดยแอนตบิอดีไมสามารถเขาไปแทนที ่E. coli K88+ MB ในการจับกับ mucous membrane 

ในลําไสเล็กได ษาพบวา แอนติบอดีมีแรงในการจับ (affinity) กบั receptor ที่ 
mucous membrane ต่ํากวา
ท ับเกาะกับ mucous membrane  หลุดออกได (Jin et al., 1998)  

 จากผลการศึกษาของ O’Farrelly et al. (1992) พบวา IgY และ whole egg yolk 

สามารถปองกันโรคไดเชนเดียวกัน ดังนั้นในการนํามาใชจะตองมีการพิจารณา แมวา IgY ที่ไดจาก
การสกัดจะมีความบริสุทธิ์และมีความคงตวัมากกวาในกรณีที่มีการเก็บรักษาในระยะเวลานาน แตก็
คอนขางที่จะตองใชเวลานานในการเตรยีมและมีราคาแพง แตการนํามาใชในรูปของ whole egg 

yolk ซ่ึงมีวิธีการเตรียมที่สะดวกและงายในการนํามาใช แตอาจจะเปนพาหะที่มีความเสี่ยงตอการ
ติดเชื้อของ Salmonella spp. หรือเกิดการปนเปอนของแบคทีเรียอ่ืนๆ ได จึงตองมีการพัฒนา
ตอไป  
 
2.14 การนําไปใชในอนาคต 

 การกระตุนภูมคิุมกันของไกและการผลิต IgY เปนวิธีที่งาย มีการศึกษาการนําเอา IgY มา
ใชเสริมในอาหาร เนื่องจาก IgY ที่ไดจากการแยกดวยวิธี water dilution ไมมีการใชสารเคมี    
ทําใหไดรับ IgY ที่ปลอดภัย (Kwan et al., 1993) ซ่ึง IgY ไดรับการยอมรับจากกระทรวงเกษตร 
(United State Department of Agriculture: USDA) และองคการอาหารและยาของ
สหรัฐอเ
เร ัญชี Generally Recognized as Safe: GRAS (Colem

 Akita et al. (1998

แ นไดหลายชนิด และจากการศึกษาของ Schmidt et al. (1989) พบวา การใชไขทั้งใบ 
(whole egg yolk) แมจะสามารถชวยปองกันสวนของ IgY ใหสามารถทนตอความรอนและกรด



 

ไดมากยิ่งขึ้น แตในอกีดานหนึ่ง พบวา อาจจะเกิดการแพเมื่อมีการใช whole egg yolk เนื่องจาก
ความแตกตางระหวางโครงสรางของ IgY และ IgG ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Bernhisel–

Broadbent et al., 1991) แตจากการศกึษาของ Akita et al. (1999) พบวา สวนของ IgY 
กอใหเกิดการแพไดนอยกวาสวนของไขขาว (egg white) ซ่ึงเปนสวนของโปรตีนหลักที่กอใหเกดิ
รแพใ

 ณ  ภ

 drying ( Rousell and McCue, 1991)  โดยจากการศึกษาของ Chansarkar (1998)  

บวา  

กา นไข   นอกจากนี้ยังพบวา มีโอกาสเกิด cross – reactivity ระหวาง  IgY  และไขขาวนอย
มาก 

 การเก็บรักษา  IgY สามารถเก็บไวไดในรูปของของเหลวที่อุณหภมูิ 2-4 องศาเซลเซียส 
โดยมีการเติมสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย หรือเก็บไวในรปูของการทําแหง (Li-Chan, 

2000) ซ่ึง IgY สามารถเก็บไวไดนาน 5-10 ป ที่อุ หภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่อุณห ูมหิองนาน 6 
เดือน และที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน (Larsson et al., 1993) การเก็บรักษา IgY 
ในรูปของการ freeze–drying ที่อุณหภูมิต่ํา มีการศึกษาพบวา มีโอกาสนอยมากที่จะมีการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย และสวนของ IgY ยังถูกทําลายนอยกวาการเก็บรักษาในรูปของการทํา 
spray

พ IgY หลังจากทําการ freeze-drying ยังคงมีระดับของโปรตีนสูงถึง  30  มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และมีความเขมขนของเกลือต่ํา คือ 0.14 M NaCl ซ่ึงไมสงผลตอความสามารถในการ
ละลายไดของ  IgY  และประสิทธิภาพในการจับกับแอนติเจน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 3 

การผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเช้ือ S. enterica serovar 

Enteritidis ในรูปตางๆ 

 คํานํา 
 S. enterica serovar Enteritidis เปนเชื้อที่ไดรับความสนใจ ทั้งนี้เนื่องจากเปนเชื้อที่
กอใหเกิดโรคติดตอจากสัตวสูคน (Zoonosis) โดยทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ (foodborne 

disease) ซ่ึงสถิติการเกิดโรคดังกลาวมีอัตราเพิ่มสูงขึ้นทุกป โดยในป ค.ศ. 1972-1989 พบผูปวย
ติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 0.70% และตอมาไดเพิ่มจํานวนขึ้นเรื่อยๆ จาก 1.33, 

2.98, 9.54 และ 16.98% ในป ค.ศ. 1990, 1991, 1992 และ มกราคม-มิถุนายน ในป ค.ศ. 1993 

ตามลําดับ ซ่ึงสาเหตุของการติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เกิดจากการรับประทาน
อาหารที่มีการปนเปอนของเชื้อดังกลาว พบมีการปนเปอนในผลิตภัณฑทีไ่ดจากเนื้อไกมากกวา
ผลิตภัณฑจากแหลงอ่ืนๆ (Bangtrakulnonth et al., 1993) นอกจากนี้ เชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ยังเปนเชือ้ที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เนื่องจากในการสงออกสินคาประเภท
ผลิตภัณฑสัตวปกนัน้ สินคาจะตองปลอดหรือปนเปอนเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis นอย
กวา 102 colony forming unit (CFU) ตอตัวอยางเนือ้ที่ใชทดสอบ 25 กรัม (ประกาศสํานักงาน
กรรมการอาหารและยา, 2546) การติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในไกมีไดหลายทาง 
เชน เชื้อสามารถถายทอดจากรังไขของแมไกผานไปยังไขไกได และเมื่อไขไกถูกฟกออกมาเปนตวั
เชื้อนี้จะกลายเปนพาหะอาศยัอยูในไก โดยท่ีไกไมแสดงอาการผิดปกตแิตอยางใด (จิโรจ ศศิปรีย
จันทร, 2544) 

 Chicken egg yolk antibodies หรือ Immunoglobulin Y (IgY) คือแอนติบอดีจากไข
แดงของไก (Leslie and Clem, 1969) จากการศึกษาพบวาสามารถนํามาใชประโยชนไดใน
หลายๆ ดาน เชน การนํามาใชในการปองกันโรค ยกตวัอยางเชน การใช IgY ในการปองกันโรค
ทองเสียจากเชือ้ E. coli ในลูกสุกร, ปองกันโรค Salmonellaosis ในคน ลูกโค และในไกไข 
(Yokoyama et al., 1992; 1998a; 1998b; Ronald et al., 1999; Jin et al., 1998; 
Imberechts et al., 1997; Owusu-Asiedu et al., 2003a; 2003b; Kassaify and Mine, 2004) 
และปองกันโรคแผลในกระเพาะอาหารจากเชื้อแบคทีเรีย H. pylori ในคน (Shin et al., 2002) 

เปนตน ซ่ึงจากการศึกษาของ Akita and Nakai (1993) พบวา วธีิในการแยกและการทําใหได 

 
3.1



 

IgY บริสุทธิ์ เปนวิธีการที่ไมยุงยาก เนื่องจาก IgY คือ γ-livetin ที่อยูในสวนของ water soluble 

fraction (WSF) สามารถแยกออกจากสวนของ  insoluble fraction ไดดวยวิธีการ water 

dilution ซ่ึงเปนวิธีที่ใหปริมาณ IgY ไดมาก เมื่อตองการ purified IgY สามารถนําสวน
ของ วธีิ 
เชน sodium sulfate, ammon thylene glycol (PEG) และ 

extran sulfate เปนตน โดยแตละวิธีมปีระสิทธ ําใหได IgY บริสุทธิ์แตกตางกนั 
gnan et al., 2000; Bizhanov and Vyshniauskis, 2000; 

) นอกจากนี้รูปของการนํา IgY มาใชประโยชนมใีนหลาย
ักษณะ

ม ํ

ือ 

ารวิจัย

 

 

 water

ที่สุด และ
WSF มาทําการตกตะกอนแอนติบอดีได ซ่ึงมีการศึกษาวิธีการตกตะกอนแอนติบอดีหลาย

ium sulfate (AMS), polye

ิภาพในการทd

(Akita and Nakai, 1993; Dei

Bizanov and Jonauskiene, 2003

ล  เชน การนํามาใชในการวินิจฉยัโรค จะมีการนํามาใชในลักษณะของ purified IgY 

เนื่องจากมีความบริสุทธิ์ของ IgY ากกวา (Cook et al., 2001) และทางดานการนาไปใชในการ
ปองกันโรค มีการนํา IgY ไปใชในรูปของการทําใหแหง ซ่ึงสามารถนํามาใชไดทั้งในสวนของ 
water soluble fraction (WSF) และ whole egg ทั้งนี้นอกจากจะสามารถปองกันโรคได สัตวยัง
สามารถไดรับสารอาหารอื่นที่มีอยูในไขอีกดวย (O’Farrelly et al., 1992) 
  
3.2 วัตถุประสงค 
 เพื่อผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่อยู
ในรูปตางๆ ค specific extracted IgY, WSF specific IgY powder และ whole egg 
specific IgY powder  
 
3.3 วิธีการดําเนินก   

3.3.1 การเตรียมสัตวทดลอง 
 สัตวที่ใชในการทดลองเปนไกไขของฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อายุ 53 สัปดาห 
จํานวน 40 ตัว โดยแบงออกเปน 2 กลุม กลุมละ 20 ตัว (ไก 2 ตัวตอซํ้า) ระยะเวลาในการเลี้ยง
ั้งหมดท 70 วัน 

 
 การทดลองแบงออกเปน 2 กลุม (treatment) ดังนี ้
 กลุมที่ 1  ไดรับการกระตุนภูมิคุมกนัดวย inactivated whole cell ของ 
   S. enterica serovar Enteritidis ดวยวิธีฉีดเขากลามเนือ้   
   (intramuscular) 
 กลุมที่ 2  ไมไดรับการกระตุนภูมิคุมกนัดวย inactivated whole cell ของ  
   S. enterica serovar Enteritidis 
 



 

เล้ียงไกไขทีใ่ชทดลองบนกรงตับขังแยกกรงละ 2 ตัว ในโรงเรือนระบบปด ใหกินน้าํและ 

อาหารสําเร็จรูป และทําวัคซีนตามมาตรฐานไกไขปกต ิ(ภาคผนวก ข) 
 

3.3.2 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย S. enterica serovar Enteritidis ตามวิธีการศึกษา
ของ Lee et al. (2002) และ Sunwoo et al. (2002) 

1. เชื้อแบคทีเรีย S. enterica serovar Enteritidis Serotype D (SO325/04) 
ไดรับจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร กระทรวงสาธารณสุข โดยทําการ 
streak เชื้อลงบน tryptic soy agar (TSA) นําเขาตูบมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 
ช่ัวโมง เก็บเชือ้ดวย skim milk แบงเชื้อที่ไดใสลงใน vial เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกระทั่งจะมกีารนํามาใชตอไป 

2. นําเชื้อแบคทีเรีย S. enterica serovar Enteritidis ที่เก็บเปน stock ใน 
skim milk มาวางใหละลายที่อุณหภูมิหอง กอนนํามา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brillant Green 

Agar (BGA) นําไปเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 
3. เลือกลักษณะของโคโลนีที่มีสีแดงและตรงกลางมีจุดสีดาํ 1 โคโลนี โดยใชลูป

รเลีย้งเชื้อ tryptic soy broth (TSB) ที่มีปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขาตู
มที่อุณ

ี TSB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร นําไปใสลงใน water bath อุณหภูมิ 37 
เซล มง 

d เชื้อ โดยการเติม 40% formalin ปริมาตร 0.5% ของ
ปริมาตร ิ 

ําม ื้อ sterility test และ purity test ดังนี ้  

บน TSA นําไปเขาตูบม
ี่อุณหภ าเซลเซ

ิมาตร 10 

ชือ้ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําเขาตูบมที่อุณหภูมิ 
7 และ ลเซีย วบคุม

6.3 ทดสอบ purity test โดยการยอมสีแบบแกรม (Gram stain)  

เขี่ยลงในหลอดที่มีอาหา
บ หภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

4. ทําการเพิ่มจํานวนเชื้อ โดยใชไมโครปเปตดูดเชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร จาก
ขอ 3 ใสลงใน flask ที่ม
องศา เซียส พรอมเขยา นาน 18 ช่ัวโ

5. ทําการ inactivate

 TSB ลงใน flask ขอที่ 4 จากนั้นนํา flask ใสลงใน water bath อุณหภูม 37 องศา
เซลเซียส พรอมเขยา นาน18 ช่ัวโมง 

6. เก็บตัวอยางเชือ้ที่ไดจากขอ 5 ไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และแบงตัวอยาง
ื้อเพื่อน าทําการทดสอบการตายของเชเช

6.1 ทดสอบการตายของเชื้อ โดยการ spread plate 

ท ูมิ 37 องศ ียส นาน 18 ช่ัวโมง 
6.2 ทดสอบ sterility test โดยใช thioglycolate broth ปร

มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมตัวอยางเ
3 22 องศาเซ ส สังเกตการเปลีย่นแปลงของสีและความขุนเปรียบเทยีบกับหลอดค
ี่ไมไดใสเชื้อ ท



 

7. นําเชื้อที่ผานการทดสอบแลว มาปนตกตะกอนดวยเครื่องปนแยกของเหลว
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เพื่อใหเชื้อแบคทีเรีย
กตะกอนเปน pellet

ivated whole cell antigen  

วามขุนดวย PBS ให
เทากับ Mac

ณเชื้อดังกลาวม  39.61 
ิลล

ี่ไดจากข ีนตามว อง

อ 3.3.2 ไปทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง ultrasonic 

sonicator ที่แอม ูด
 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 10,000 รอบ
(supernatant) แบงตัวอยางเพื่อนําไปใชในการ

วิเคราะหหาปริมาณโ

 

ต  

8. นํา pellet ที่ไดมาทําการลาง 3 คร้ัง ดวย sterile phosphate buffer saline 
(PBS) pH 7.0 

9. นํา pellet ที่ไดละลายใน PBS ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แบงเปน 2 สวน สวน
แรกนําไปเตรียมเปน whole cell antigen สําหรับใชในการกระตุนภูมิคุมกัน และสวนที่สองนําไป
เตรียมเปนแอนติเจนสําหรับใชในการวิเคราะห ELISA 
 

3.3.3 การเตรียม inact สําหรับใชในการผลิตวคัซีน
 จากการศึกษาของ Chang et al. (1999) มีการเตรียม whole cell antigen สําหรับใชใน
การกระตุนภูมคิุมกันที่ความเขมขนของปริมาณเชื้อเทากบั 1x109 CFUตอมิลลิลิตร เชนเดียวกบั
การศึกษาของวัลภา ลาภภกัดี (2549) ที่มีการนําเซลลแบคทีเรียมาปรับค

Farland turbidity standards เบอร 4 โดยใชเครื่องวัดคาดูดกลืนแสง 
(spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 625 nm ซ่ึงมีเชื้อประมาณ 1.2x109 CFUตอมิลลิลิตร 
จากนั้นนําไปหาปริมาณโปรตีน พบวาที่ปริมา ีปริมาณโปรตีนเทากับ
ไมโครกรัมตอม ิติล ร ดังนั้นเพื่อความสะดวกในการเตรียม whole cell antigen ในการศกึษา
คร้ังนี้ จึงใชปริมาณโปรตีนเปนมาตรฐานในการเตรียมแอนติเจนที่ความเขมขน 40 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยมีวิธีการเตรยีมคือ นําเชื้อท อ 3.3.2 มาหาปริมาณโปรต ิธีการข  
Bradford ดังจะ วกลา ตอไปในขอที่ 3.3.5 
 

3.3.4 การเตรียม whole cell antigen สําหรับนําไปใชในการวิเคราะห ELISA 

1. นําเชื้อที่ไดจากข
พิจ  60% ชวงละ 30 วินาที 10 คร้ัง โดยทําในบกีเกอรที่มีน้ําแข็ง 
2. นํามาปนตกตะกอนดวยเครือ่ง centrifuge ที่อุณหภมูิ 4

ตอนาที นาน 15 นาท ี

3. เก็บสวนใสที่อยูดานบน 
ปรตีน 1 มิลลิลิตร สวนที่เหลือแบงใสหลอด microcentrifuge หลอดละ 1 

มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะมกีารนําไปใชตอไป 
 
 
 



 

3.3.5 r

พบวา dye อิสระสามารถคงอยูไดในรูปของไอออนที่แตกตางกัน ซ่ึงมีคา 
pKa คือ 1.15, 1  

ระจุบวกมาก dye จะมีสีแดงและสีเขียว ที่คาการดดูกลืนแสงมากที่สุดที่ 470 และ 

ี่ 590 nm ตามวิธีการดังนี ้
min 

SA) 

น ม

ง น

r ท
ตรฐาน ระหวางคาเฉลี่ยคาดูดกลืนกับความเขมขนของ

ปรตีนที่ทราบคาแลว ซ่ึงคาทั้งสองมีความสัมพันธในรปูแบบสมการเสนตรง (linear regression) 
นําสมกา

 กับคาการ
ดูดกลืนแสงที่คว า

คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ คือ 0.9998  

การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ B adford (Kruger, 2002) 

 Bradford assay ใชหลักการจับกันของสียอม (Dye Commassic Blue G250) กับ
โปรตีน จากการศึกษา

.82 และ 12.4 โดยพบวา dye จะมีผลตอการวิเคราะหสารละลายที่มีความเปนกรด 
ถาสารละลายมีป
650 nm ตามลําดับ และในกรณีที่สารละลายมีประจุลบจํานวนมาก dye จะมีสีน้ําเงิน เนื่องจากมี
การจับกันระหวาง dye กับโปรตีน ทีค่าดูดกลืนแสงมากสุดที่ 590 nm ดังนั้นการหาปรมิาณ
โปรตีนโดยทัว่ไปจะวดัโดยใชคาดูดกลืนแสงของสารละลายท

1. เตรียมสารละลายที่ทราบปริมาณโปรตีน ในที่นี้ใช bovine serum albu

(B ที่มีความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0, 1, 

2, 5, 10 และ 15 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใสหลอด microcentrifuge  

2. ปเปตตัวอยางที่ตองการหาปริมาณโปรตีนตัวอยางละ 5 และ 10 ไมโครลิตร 

ใสในหลอด microcentrifuge ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหเป  1 ิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

3. ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 1 และ 2 ตัวอยางละ 400 ไมโครลิตร ใสใน 
microcentrifuge เติม dye หลอดละ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน วางที่อุณหภมูิหอ าน 15 
นาที  

4. ปเปตตัวอยางจากขอ 3 ใสใน microtitre plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร 
ตัวอยางละ 2 ซํ้า วัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ELISA eader ี่ความยาวคลื่นแสง 590 nm 

5. สรางกราฟเสนโคงมา
โ

รที่ไดมาคํานวณหาความเขมขนของปริมาณโปรตีนจากตวัอยางทดลอง 
 

 ผลจากการศึกษาความสัมพนัธระหวางปริมาณโปรตีนมาตรฐานคือ BSA

ามย วคลื่น 590 nm (ภาคผนวก ก) ไดผลดังแผนภาพที่ 3.1 จากภาพดังกลาว ทาํ
ใหทราบสมการ y = 0.0153x + 0.0011 และ

  
 
 



 

y = 0.0153x + 0.0010. 1
R2 = 0.9998
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1 ก

 จากการ

เทียบกบักราฟมาตรฐานของปริมาณโปรตีนจาก BSA ตามวธีิการของ Bradford แสดงผล
ดังตารางที่ 3.1 

ตาราง 3.1 ผลก ค า

ณโปรตีนa 

ิล

แผนภาพที ่3. ราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin 
 
เตรยีม whole cell antigen สําหรับใชผสมวัคซีนและสําหรบัใชเคลือบ plate ใน

การทํา ELISA  ตามวิธีการขอที่ 3.3.3 และ 3.3.4 ขางตน จากนัน้นํามาหาปริมาณโปรตีนโดย
เปรียบ

 
ารวิเ ราะหปริมาณโปรตนีในตัวอย ง whole cell antigen สําหรับเตรียมวัคซีน

และสําหรับทํา ELISA  
 

ตัวอยางที่ทดสอบ คาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 590 nma ปริมา
(ไมโครกรัมตอม ลิลิตร) 

whole cell antigen 
สําหรับเตรียมวัคซีน 

 
0.0450 

 
574 

whole cell antigen   
สําหรับทํา EL 0.0365 463 ISA  

 a คาเฉลี่ยจากการทําการทดลอง 3 ซํ้า 
 
 จากตารางที่ 3.1 พบวามีปริมาณโปรตีนในตัวอยาง whole cell antigen สําหรับเตรียม
วัคซีนเทากับ 574 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตเนื่องจากปริมาณโปรตีนที่ตองการนําไปใชสําหรบั



 

 

1. เตรียมวัคซีนโดยผสมสารละลาย whole cell antigen ของเชื้อ S. enterica 

รกรัมตอมิลลิลิตร กับ Freund’s 

omple

ัคซ ้ําเย็น (
กระจายตัวแสดงวาผสมเขากันดแีลว) วัคซีนที่ผสมแลวจะตองนําไปใชทันท ี

ามเนื้อหนาอกทางดานซายและขวาขางละ 2 ตําแหนง 
3. ทําการฉีดวัคซีนกระตุนซ้ํา (booster shots) ในสัปดาหที่ 2 และ 4 หลังจาก

การก ยทําก omple วิธีการ
เตรียมดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 1 
 

ัวอยางไข 
 สัปดาห จะท ขทุกวัน เพื่อเก็บไวเปนกล คุมกอนการ
ให จ ี่มีการใหวคัซีนจะทําการเก็บไขทุกวัน ซ่ึงระยะเวลาที่
ําการเก็บ ไดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระทั่งมีการนํา
อกมาว

ผสมวัคซีนนั้นเทากับ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นในการนําไปใชจึงตองทําการเจือจาง
ตัวอยางสัดสวน 1:14 ซ่ึงจะทําใหไดปริมาณโปรตีนตัวอยางเทากับ 40.86 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 สําหรับตัวอยาง whole cell antigen สําหรับทํา ELISA พบวามีปริมาณโปรตีนเทากับ 
463 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตเนื่องจากปริมาณโปรตีนที่ตองการนําไปใชสําหรบัเปนแอนตเิจน
ในการเคลือบ plate สําหรับทํา ELISA นั้นเทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นในการ
นําไปใชจึงตองทําการเจือจางตัวอยางสัดสวน 1:44 ซ่ึงจะทําใหไดปริมาณโปรตีนตัวอยางเทากบั 
10.16 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

3.3.6 การเตรียมวัคซีนและกระตุนภูมิคุมกันไก 
 การกระตุนภูมคิุมกันไกเพื่อใหสรางภูมิตานทานตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis

ประยุกตใชวิธีของ Sunwoo et al. (1996, 2002) และ Lee et al. (2002) 

serovar Enteritidis ที่มปีริมาณโปรตีนเทากับ 40 ไมโค
c te adjuvant ในปรมิาตรเทากัน โดยใชเข็มหัวล็อค 2 หัว (2-way luer lock needle) 
คอยๆ ผสมทั้งสองสวนใหเขากัน โดยครั้งแรกใหดันสารละลายในสวนของแอนติเจนเขาไปในสวน
ของ adjuvant กอน จากนัน้ผสมจนกระทั่งวัคซีนเปนเนื้อเดียวกนั ซ่ึงวัคซีนที่ไดจะมีลักษณะเปน
ครีมขาวขน ขั้นตอนนีใ้ชเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง ทดสอบว ีนที่ไดโดยหยดในน ถาวัคซีน
ยดเปนเมด็กลมไมห

2. ทําการฉีดวัคซีนดวยวิธีฉีดเขากลามเนื้อ (intramuscular) 4 ตําแหนง (0.25 
มิลลิลิตรตอตําแหนง) ที่กล

ระตุนในครั้งแรก โด าร emulsified ดวย Freund’s inc te adjuvant ซ่ึงมี

3.3.7 การเก็บต
กอนทําการทดลอง 1 

วัคซีน
ําการเก็บไ ุมควบ

 (negative control) และหลัง ากท
ไขคือ 11 สัปดาห โดยนําไขทีเ่ก็บท

อ ิเคราะหตอไป 
 
 



 

3.3.8 การแยกสว  water soluble fract on (WSF) ออกจากไขแดง ดัดแปลงจาก
วิธีการของ Akita and Nakai (1992) 

น i

องไขแดงออกจากไขขาว จากนั้นนําไขแดงที่ไดกล้ิงบนกระดาษ
ําระ เพื่อกําจดัส

เพื่อวัดปริมาตรไขแดง 

ทําการเจ แดงใน
สัดสวน 1:8 ดว

ี่ม

ารกรอง คือสวนของ WSF ที่มี IgY ประกอบอยู แบงตัวอยาง
ใสในหล c ละ 1 มิลลิลิตร เพื่อนําไปใชในการทดสอบหาระดับของ IgY 

 WSF คือสวนของ supernatant ที่ไดจากการปนตกตะกอนไขแดง เพื่อแยกเอาสวนของ 
water insoluble fraction ที่ประกอบดวย α- และ β- lipovitellins, phosvitin และ low-

density lipoprotein (LDL) ออกไป ทําใหไดสวนของ WSF ที่ประกอบดวย α-,β- และ γ- 
livetin ซ่ึง IgY คือ γ- livetin (Sim et al., 2000) โดยมีขั้นตอนในการแยกสวนของ WSF ดังนี ้

1. แยกสวนข
ช วนของไขขาวออกใหไดมากที่สุด 

2. เทไขแดงลงใน graduated cylinder 

3. เทไขแดงลงในบีกเกอร ดึงเยื่อหุมไขแดงออก 

4. สดงในแผนภาพที่ 3.2 วางบีกเกอรในน้ําแข็ง ดังแ ือจางไข
ยน้ํากลั่นแชเย็นที่มี pH 4.0 โดยในขณะที่เทน้ํากลัน่ลงไปนั้นใหเทลงไปอยางเบาๆ 

และเทลงไปครั้งละนอยๆ เพื่อปองกันการทําลายสวนของแกรนูลไขแดงจากกรดท คีวามเขมขนสงู 
ขณะ เดียวกนัใช magnetic bar ปนเบาๆ เพื่อใหสารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน 

5. ทําการเจือจางไขแดงในสัดสวน 1:2 ดวยน้ํากลั่นแชเย็นที่มี pH 2.0 โดยใชวิธี
เดียวกันตามขอ 3 

6. หลังจากสารละลายผสมเขากันแลว ปรับ pH ใหได 5.0-5.2 

7. นําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง 
8. นําสวนที่ไดจากขอ 6 มาปนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี

9. เก็บสวนใส (supernatant) ที่ไดจากการตกตะกอนมากรองดวยกระดาษกรอง
Whatman เบอร 1 ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

10. สวนใสที่ผานก
อด mi rocentrifuge หลอด

antibody titer ในไขไกในแตละสัปดาหวาสัปดาหใดที่มีระดับภูมคิุมกันตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis สูงสุด สวนที่เหลือเกบ็ไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งมกีารนํามาวิเคราะห
ตอไป 



 

 

 
 

 
 
แผนภาพที่ 3.2 วิธีกา
 

 2002); Lee et al. 

(2002) และ 
และ negative control ในการเริ่มทาํ serial dilution โดยใชความเขมขนของ

แอนติเจนตามแห  10 ไมโครกรัม
โปรตีนตอมิลลิล :1,000 โดยอางอิงจาก 
Sunwoo et al. 

าะสมสําหรับ negative control และ positive control

ทําไดโดยวิธีการ ี้
 ดวยสารละลายแอนตเิจน 10 ไมโครกรัม

โปรตีนตอมิลลิล

S-T) 3 คร้ัง แลวเคาะกับผาขนหนใูหแหง 
3. เติม blocking solution (1% skim milk) ใน carbonate coating buffer 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อปองกัน false positive บมในกลองชืน้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รแยกสวนของ water soluble fraction 

3.3.9 การทดสอบหาความเขมขนของ negative control และ positive control  ท่ี
เหมาะสมสําหรับการเริ่มทํา serial dilution โดยใชวิธี Indirect ELISA 

 วิธี indirect ELISA อางอิงเทคนิคของ Sunwoo et al. (1996;

นภาธร บานชื่น (2534) โดยเริ่มจากการหาระดับความเขมขนทีเ่หมาะสมของ 
positive control 

ลงอางอิง Sunwoo et al. (1996, 2002); Lee et al. (2002) คือ
ิตร และใชความเขมขนของ conjugated antibody ที่ 1

(1996; 2002); Lee et al. (2002) และ วัลภา ลาภภักดี (2549) 
 การทดสอบหาความเขมขนที่เหม

ดังน คือ  
1. ทําการเคลือบ microtitre plate

ิตรของ 0.05 M carbonate coating buffer pH 9.6 ใสใน microtitre plate 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร นํา microtitre plate ใสในกลองพลาสติกชื้น แลวนําไปบมไวที่ 4 องศา
เซลเซียส ทิ้งไว 1 คืน 

2. เทสารละลายแอนติเจนทิ้ง ลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 

20 (PB



 

4. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
5. เติมตัวอยาง negative control และ positive control ที่เจือจางดวย  PBS-T
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อัตราสวน 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1,600, 1/3,200, 1/6,400, 1/12,800 และ 
/25,600 หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนัน้ทํา two fold serial dilutions เติม blank (PBS-T) ใน
ถวที่ 11-12 นําไปบมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส  นาน 1 ช่ัวโมง 

6. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
7. เติม rabbit anti-chicken IgG horseradish peroxidase conjugate ที่เจือ

าง 1:1,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
8. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 

หลุมละ 50 ไมโครลิตร เก็บไวในที่มืด ที่อุณหภูมิ 

 nm 

ํา serial dilution 

ใน
1

แ

จ

9. เติม substrate solution 

หองนาน 20 นาท ี

10. เติม stop solution หลุมละ 25 ไมโครลิตร 

11. อานคาดวยเครือ่ง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405
 

 โดยในการทดสอบจะใชตวัอยาง negative control และ positive control อยางละ 3 
ตัวอยาง ตวัอยางละ 2 ซํ้า จากนั้นนําคาเฉลี่ยที่ไดมาสรางกราฟ (ภาคผนวก ก) เพื่อทําการศึกษา
อัตราสวนการเจือจางที่เหมาะสมในการทํา serial dilution ดังแสดงในแผนภาพที่ 3.3  
 

แผนภาพที่ 3.3 การหาความเขมขนที่เหมาะสมของ negative control และ positive control ใน
การเริ่มท



 

 จากการ ve control พบวา คาที่ไดมคีาต่ํา
มากตั้งแตคาการ

ซ่ึงจากกราฟจะเหน็
ไดวาที่คาการเจือจาง ของ negative control และ 
positive contro ย

 
3.3.10 

ิธี Indirect ELISA  อางอิงเทคนิคของ Sunwoo et al. (1996; 2002); Lee 

et al. (2002) แ
 เมื่อไดอ  1/500 จากนั้น
ําสวนของ ัวขอที ่ 3.3.8 มาทําการศึกษาหาระดับ antibody titer 

al. (1996; 

ช

ทดสอบคา optical density (OD) ของ negati

เจือจางที่ 1/100 ทําใหคา OD ของ negative control และ positive control มี
ความแตกตางกันอยางชดัเจน ดังนั้นคาการเจือจางที่ 1/100 จึงมีความเหมาะสมทีสุ่ดที่จะนํามาใช
ในการเริ่มทํา serial dilution แตเนื่องจากในการปฏิบัติงานจริง ระดบัของ antibody titer ตั้งแต
สัปดาหที่ 3 เปนตนไปมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น จึงเลือกใชคาการเจือจางที่ 1/500 

1/500 ยังคงมีความแตกตางกันระหวางคา OD 

l อ างชัดเจน ดังนัน้ในการทดลองครั้งนี้จึงใชความเขมขนของ WSF ที่คาเจือจาง 
1/500 ในการเริ่มตนทํา serial dilution ตลอดการทดลอง  

การทดสอบหาระดับ antibody titer ตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ดวยว
ละ นภาธร บานชืน่ (2534) 

ัตราสวนการเจือจางที่เหมาะสมในการเริ่มทํา serial dilution คือ
น  WSF ที่ไดจากการเตรียมในห
ตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis โดยใชความเขมขนของแอนติเจนตามแหลงอางองิ 
Sunwoo et al., (1996, 2002) และ Lee et al.,2002 คือ 10 ไมโครกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร และ
ชความเขมขนของ conjugated antibody ที่ 1:1,000 โดยอางอิงจาก Sunwoo et ใ

2002); Lee et al. (2002) และ วัลภา ลาภภกัดี (2549) ซ่ึงมีขั้นตอน ดังนี ้
1. ทําการเคลือบ microtitre plate ดวยสารละลายแอนตเิจน 10 ไมโครกรัม

โปรตีนตอมิลลิลิตรของ 0.05 M carbonate coating buffer pH 9.6 ใสใน microtitre plate 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร นํา microtitre plate ใสในกลองพลาสติกชื้น แลวนําไปบมไวที่ 4 องศา
เซลเซียส คางไว 1 คืน 

2. เทสารละลายแอนติเจนทิ้ง ลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 

20 (PBS-T) 3 คร้ัง แลวเคาะกับผาขนหนใูหแหง 
3. เติม blocking solution (1% skim milk) ใน carbonate coating buffer 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อปองกัน false positive บมในกลองชืน้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ั่วโมง 

4. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 



 

5. เติมตัวอยาง WSF ที่ไดรับการเจือจางแลว หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยทํา
ตัวอยางละ 2 ซํ้า จากนัน้ทํา two fold serial dilutions เติม negative control, positive control 
และ blank (PBS-T) ในแถวที่ 11-12 นําไปบมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 

6. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
7. เติม rabbit anti-chicken IgG horseradish peroxidase conjugate ที่เจือ

จาง 1:1,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร  บมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
8. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
9. เติม substrate solution หลุมละ 50 ไมโครลิตร เก็บไวในที่มืด ที่

ุณหภูมิหองนาน 20 นาท ี

ดีเปนคาไตเตอร โดยอานคา end titre ที่คา optical 

SF non-specific IgY 
  

 (กลุมที่ไดรับก e

 ี่มีระดับแอนติบอ ัปดาหที่ 3 มาแบง
ออกเปน 3 กลุ ecific IgY pow WSF specific IgY 

powder และ s รับการเตรียม whole egg non-specific IgY 

 W owder และ no cte น
ยีว เปนไขไกในก ดร น

ole cell ขอ  enterica sero nteritidi กนัน้จึงนํามาแบงออกเปน 3 กลุม
สําหรับการเตรียมด ก ซ่ึงมีขั้นตอนในก ยม ดงันี้ 
 

อ
10. เติม stop solution หลุมละ 25 ไมโครลิตร 

11. อานคาดวยเครือ่ง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm 

12. พิจารณาระดับแอนติบอ
density (OD) ของตัวอยางเทากับ 2 เทาของ negative control (นภาธร บานชื่น, 2530) 
 

3.3.11 การเตรียมไขแอนติบอดีในรปูตางๆ  
 ในการศึกษาครั้งนี้จะทําการเตรียมไขไกใหอยูในรูปตางๆ คือ  
 กลุมที่ 1  การเตรียม whole egg specific IgY powder และ whole egg non 
   specific IgY powder 
 กลุมที่ 2  การเตรียม WSF specific IgY powder และ W

 powder  
 กลุมที่ 3  การเตรียม specific extracted IgY และ non specific extracted IgY 
  
 โดยใชไขไกกลุมที ่ 1 ารกระตุนภูมิคุมกนัดวย inactivated whol  cell 

ของ S. enterica serovar Enteritidis) ในสัปดาหท ดีสูง (ส -7) 
ม สําหรับการเตรียม whole egg sp der, 

pecif xtracted IgY และสําหic e

powder, SF non-specific IgY p n specific extra d IgY จะใชไขไกใ
สัปดาหเด กนักับการเตรยีมขางตน แต ลุมที่ 2 (กลุมที่ไมไ ับการกระตุนภูมิคุมกั
ดวย wh ง S. var E s) จา

ัง ลาว ารเตรี



 

3.3.11.1 เตรียม whole egg specific IgY powder และ whole egg non-

specific IgY powder ตามวิธีการศึกษาของ Gurtler et al. (2004) มีขั้นตอน ดงันี ้
1. กะเทาะเปลือกไขไก จากนั้นทําการผสมไขใหเปนเนื้อเดียวกัน วัดปริมาตร 

2. นําไขที่ไดใสในบีกเกอร จากนั้นนําไปวางบ น hot plate เพื่อใหความรอน
ขณะเดียวกนัใหก ต

 แลว 

 r

utlet ที่ 72 องศาเซลเซียส 

ริมาณแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ 
S. enterica esiccator) ที่
อุณหภูมิหอง จน

3.3.11.2 การเตรียม WSF specific IgY powder และ WSF non-specific 

IgY po al. (1992; 1998a; 1998b) มีขั้นตอน ดังนี ้
8 มาใช โดยนํา WSF ที่ได

ป spray dried ที่อุณห

ระทั่งมีการนําไปใช 

fate (AMS) และ 12% polyethylene 

lycol (12%PEG) จากนัน้นําแอนติบอดีที่ไดจากการตกตะกอนแอนติบอดีทั้ง 2 วิธีมาตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีดวยวิธี sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-

วน ลอดเวลา จนกระทั่งอุณหภูมิถึง 40 องศาเซลเซียส ใหยกลงจาก hot plate 

ทันที 
3. นําไปกรองดวยผาขาวบาง ทีผ่านการฆาเชือ้
4. ไขที่ผานการกรองแลว นําไป spray d ied ที่อุณหภูม ิ air-inlet 140 องศา

เซลเซียส และอุณหภูมิ air-o

5. แบงตัวอยางไขผงที่ได เพื่อนําไปวิเคราะหป
serovar Enteritidis ไขผงที่เหลือเก็บไวในตูดดูความชื้น (d

กระทั่งมีการนําไปใช 
 

wder ตามวิธีการศกึษาของ Yokoyama et 

1. นําสวนของ WSF ที่มีวิธีการเตรียมตามขอที่ 3.3.

ไ ภมูิ air-inlet 140 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ air-outlet ที่ 72 องศา
เซลเซียส 

2. แบงตัวอยางไขผงที่ได เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ 
S. enterica serovar Enteritidis ไขผงที่เหลือเก็บไวในตูดดูความชื้น (desiccator) ที่
อุณหภูมิหอง จนก

 
3.3.11.3 การเตรียม specific extracted IgY และ non-specific extracted 

IgY ตามวิธีการศึกษาของ Akita and Nakai (1993) มีขั้นตอน ดังนี ้
 หลังจากแยกสวน water insoluble fraction ที่ประกอบดวย α- และ β- lipovitellins, 

phosvitin และ low-density lipoprotein (LDL) ออกไป ทําใหไดสวนของ WSF ที่ประกอบ 
ดวย α-, β- และ γ- livetin จากนั้นนําสวนใสที่ไดมาตกตะกอนแอนติบอดี เพื่อใหไดเฉพาะสวน
ของ γ- livetin ซ่ึงเปนสวนของแอนติบอดี IgY โดยการเปรียบเทียบวิธีการตกตะกอน 2 วิธี คือ 
การตกตะกอนแอนติบอดดีวยสารละลาย ammonium sul

g



 

phoresis (S

หาปริมาณ
แอนติบอดีที่มคีวา ึ่ง
มีขั้นตอนการศึกษ

 Ammonium 

sulfate (AMS) 
0 กรัมตอลิตรของ WSF โดยในการเตมิ 

AMS ใหคอยๆ 

ตะกอนที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที ที่อุณหภูม ิ4 
งศาเซลเซียส 

ท

1. ใช 12%PEG (MW10,000) ในการตกตะกอน โดยคํานวณจาก
ปริมาตรของสาร

 30 นาที ที่อุณหภูม ิ4 

DS-PAGE) หลังจากนั้นเลือกวิธีที่เหมาะสมสําหรับการนําไปใชในการเตรยีม 
specific extracted IgY และ non-specific extracted IgY จากนัน้นําไปวิเคราะห

มจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis โดยวิธี Indirect ELISA ซ
า ดังตอไปนี ้

 
3.3.11.3.1 การเปรียบเทียบวิธีการตกตะกอนแอนติบอดี 

3.3.11.3.1.1 การตกตะกอนแอนติบอดดีวยสารละลาย
ดัดแปลงจากวิธีการของ Hansen et al. (1998) มีขัน้ตอน ดังนี ้

1. ใช AMS [(NH4)2SO4] 39

เติมลงไปครั้งละนอยๆ รอจนกระทั่งสวนของ AMS ละลายจนหมด จึงเติมสวน
ใหมลงไป กวนตลอดเวลา นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. นําไปปนตก
อ

3. เ สวนใสทิ้ง เก็บสวนตะกอนไว ละลายตะกอนดวย PBS ปริมาตร
เทากับปริมาตรเริ่มตน 

4. เก็บสารละลายที่ไดไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะมีการนําไปใช
ตอไป โดยแบงใสหลอด microcentrifuge หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
 

3.3.11.3.1.2 การตกตะกอนแอนติบอดดีวย 12% polyethylene 

glycol (12%PEG) ดัดแปลงจากวิธีการศึกษาของ Polson and Wechmar (1980) มีขั้นตอน 
ดังนี ้

ละลาย ขณะเดยีวใหกวนตลอดเวลา นาน 10 นาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

2. นําไปปนตกตะกอนที ่10,000 รอบตอนาท ีนาน
องศาเซลเซียส 

3. เก็บสวนของตะกอนไว ลางสวนของตะกอน 2 คร้ัง โดยใช 12%PEG 

4. ละลายตะกอนดวย PBS ปริมาตรเทากับปริมาตรเริ่มตน เก็บสารละลาย
ที่ไดไวที ่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะมีการไปใชตอไป โดยแบงใสหลอด microcentrifuge 

หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
 



 

3.3.11.3.2 รตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแอนติบอดี โดยใชวิธี sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-phoresis (SDS-PAGE) ตามวิธีการดังนี ้
 นํา specific IgY ที่ไดจากการตกตะกอนแอนติบอดีดวย 2 วิธี คือ AMS และ 12%PEG 

มาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในก

กา

ารตกตะกอน เพื่อศกึษาวาวิธีการใดสามารถตกตะกอนแอนติบอด ี
Y ไดบริสุทธิ์ที่สุด ดังวิธีการต

2 แก

จากนัน้ใช ไซริงคขนาด 1 

มิลลิลิตร คอย ๆ หยดน
 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อเจลแข็งตัวจะเหน็รอยตอระหวางเจล

และน้ํากลัน่ทีค่ลุมผิวเจลอย
5. เทสวนของน้ํากล่ันที่อยูดานบนทิ้ง เช็ดทําความสะอาดชองระหวางแผน

กระจกใหแหงโดยใชก
gel แลวเติมสารละลายของ 

stacking gel ที่เตรียมไ ลือ

ัวที่อุณหภูมหิองซึ่งใชเวลาประมาณ 10 นาท ี

amber ทั้งบนและลาง จากนั้น คอย ๆ ดึง comb ออกจาก stacking gel จะปรากฏ
ตัวอยางท

10. ตอข้ัวบวกของเครื่องจายกระแสไฟฟาเขากับขั้วบวกของ chamber และ
อข้ัวลบเขากบัขั้วลบของ chamber ปรับกระแสไฟฟาใหคงที่ที่ 10 มิลลิแอมแปร จากนั้นเปด

สวิตชของเครื่องจายกระแสไฟฟา 

Ig อไปนี้ คือ  
1. ทําความสะอาดกระจกดวยกระดาษเชด็เลนส 
. ประกบแผน วเขาดวยกัน โดยใช spacer เปนตัวกาํหนดความหนา

ของแผนเจล 

3. เตรียมสารละลายสําหรับ running gel ซ่ึงจะใช 10%  acrylamide gel 

4. ใชไซริงค ดูดสารละลายในขอ 3 ลงไปในระหวางแผนแกวท่ีเตรียมไว
ใหมีความสูงหางจากขอบบนของแผนแกวประมาณ 2 เซนติเมตร 

้ํากลัน่ใหคลุมผิวเจลเพื่อไลฟองอากาศออกจากชั้นเจล ทิ้งไวใหเจลแข็งตวัซ่ึง
ใชเวลาประมาณ

างชัดเจน 

ระดาษกรองตัดเปนแผนสั้นๆ 

6. เตรียมสารละลายสําหรับ stacking 

วลงบนชองที่เห สวนบนของแผนแกว จากนั้นคอย ๆ  สอด comb ลงไป
ในชั้นของ stacking gel ที่เติมลงไป ระวังอยาใหมีฟองอากาศเกิดขึน้ในชองของ comb ทิ้งใหเจ
ลแข็งต

7. ผสมตัวอยางทีเ่ตรียมไวกับ loading dye แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 90 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท ีจากนัน้ทําใหเย็นลงทันทใีนน้ําแข็ง 
8. ประกอบชุดอิเล็กโตรโฟเรซิสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม electrophoresis 

buffer ลงใน ch

ชองสําหรับใส ี่ตองการแยกบนเจล 

9. ใชไมโครปเปตดูดตวัอยางทีเ่ตรียมไวแลวในขอ 7 ใสลงในชองของแผน
เจลที่เตรียมไว โดยจะใสหนึง่ตัวอยางตอหนึ่งชอง 

ต



 

11. รอจนกระทั่งสังเกตเห็นสีของ loading dye เคล่ือ ที่ผาน stacking gel 
ปรับกระแสไฟฟาใหคงที่ที่ 20 มิลลิแอมแปร 

น

าก chamber แลวนาํแผนเจลที่อยูระหวางแผนแกว
ออกมา เจลทีไ่ดอาจนําไปย B) R-250 0.5% นาน 1 

ช่ัวโมง เทสีออกและเติ
นแถบโปรตีนปรากฏชัดเจน และเหน็สีพื้นหลังใส  

1

specific IgY กับแถบ

icrotitre plate ดวยสารละลาย rabbit anti-chicken IgG ที่
มีความเขมขน 3.75 ไ

กลองพลาสติกชื้น แลวนําไปบมไวที่ 4 องศา
เซลเซียส  ทิ้งไว 1 คืน 

skim milk) ใน carbonate coating buffer 

หลุมละ 100 ไมโครลิต

4. ล

l dilutions และใน microtitre plate ที่ใชหาความ
เขมขนมาตรฐานใหเติม

ลิลิตรของ PBS-T หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทํา
ตัวอยางละ 2 ซํ้า นํา m

nti-chicken IgG horseradish peroxidase conjugate ที่เจือ
จาง 1:1,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร  บมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง 

12. รอจนกระทั่งสังเกตเห็นสีของ loading dye เคล่ือนที่ผาน stacking gel 
ใหจนเกือบถึงปลายลางของเจล จึงปดสวิตช 

13. นําแผนแกวออกจ
อมดวยสี Coomassie Brilliant Blue (CB

มสารละลาย Destaining solution เพื่อกําจัดสวนเกดิของสีออก แชและลาง
เจลเปนระยะจ

4. บันทึกภาพ เพื่อเปรยีบเทียบขนาดและน้ําหนักของแถบโปรตีนของ 
โปรตีนมาตรฐานทีท่ราบน้ําหนักโมเลกุลที่อยูในเจลเดยีวกัน 

 
3.3.12 การตรวจสอบปริมาณของ total IgY โดยใชวิธี Indirect ELISA ตามวิธีการ

ของ Lee et al. (2002) และ Sunwoo et al. (2002) ซ่ึงมีขั้นตอนดงันี้ คือ 

1. ทําการเคลือบ m
มโครกรัมตอมิลลิลิตรของ 0.05 M carbonate coating buffer pH 9.6 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร  นํา microtitre plate ใสใน

2. เทสารละลายแอนติเจนทิ้ง ลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 

20 (PBS-T) 3 คร้ัง แลวเคาะกับผาขนหนใูหแหง 
3. เติม blocking solution (1% 

ร เพื่อปองกัน false positive บมในกลองชืน้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง  

าง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
5. เติมตัวอยาง WSF ที่ไดรับการเจือจางแลว หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยทํา

ตัวอยางละ 2 ซํ้า จากนั้นทํา two fold seria

สารละลาย purified chicken IgG (1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ที่ความ
เขมขนตั้งแต 0.002 ถึง 0.125 ไมโครกรัมตอมิล

icrotitre plate ไปบมในกลองชืน้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
6. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
7. เติม rabbit a
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8. 

on หลุมละ 50 ไมโครลิตร  เก็บไวในที่มืด ที่
อุณหภูมิหองนาน 20 

 25 ไมโครลิตร   
11. 

ภาพที่ 3.4 นําสมการที่ไดมา
คํานวณหาความเขมข l Ig

 
3.3.13 

nate 

coating buffer  ลือบ microtitre plate ที่สองดวย
สารละลาย rabb n

ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
9. เติม substrate soluti

นาท ี

10. เติม stop solution หลุมละ
อานคา absorbance ดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm 

12. สรางกราฟเสนโคงมาตรฐาน ระหวางคาเฉลี่ยคาการดูดกลืนแสงกับความ
เขมขนของ purified chicken IgG ที่ทราบคาแลว (ภาคผนวก ก) ซ่ึงคาทั้งสองมีความสัมพันธใน
รูปแบบสมการเสนตรง (linear regression) ดังแสดงในแผน

นของปริมาณ tota Y จากตัวอยาง 

แผนภาพที่ 3.4 กราฟปริมาณความเขมขนของ purified chicken IgG สําหรับใชในวิเคราะหหา
ปริมาณ total IgY 

การตรวจสอบปริมาณแอนตบิอดีท่ีจําเพาะ (specific IgY) ตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis โดยใชวิธี Indirect ELISA ตามวิธีการของ Lee et al. (2002) และ 

Sunwoo et al. (2002) ซ่ึงมีขั้นตอนดงันี้ คือ 

1. ทําการเคลือบ microtitre plate แรก ดวยสารละลายแอนติเจนจากเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ความเขมขน 10 ไมโครกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตรใน 0.05 M carbo

 pH 9.6 หลุมละ 100 ไมโครลิตร และทําการเค
it a ti-chicken IgG ที่มีความเขมขน 3.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของ 0.05 M 



 

carbonate coa  นํา microtitre plate ใสในกลอง
พลาสติกชื้น แลว

นติเจนทิ้ง ลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 20 
(PBS-T) 3 คร้ัง

3. เติม ะ 
100 ไมโครลิตร กลอ

t

จากนั้นทํา two fold serial dilutions 

11. อานคา absorbance ดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm 

IgG ที่ทราบคาแลว (ภาคผนวก ก) ซ่ึงคาทั้งสองมีความสัมพันธในรูปแบบ
มการเสนตรง(lin  ดังแสดงในแผนภาพที่ 3.5 นําสมการที่ไดมาคํานวณหาความ

เขมขนข

ting buffer pH 9.6 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  
นําไปบมไวที่ 4 องศาเซลเซียส  ทิ้งไว 1 คืน 

2. เทสารละลายแอ
 แลวเคาะกบัผาขนหนูใหแหง 
blocking solution (1% skim milk) ใน carbonate coating buffer หลุมล
 เพื่อปองกนั false positive บมใน งชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  

4. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
5. ใน microti re plate ที่เคลือบดวยสารละลายแอนติเจน เติมตัวอยาง WSF ที่ไดรับการ

เจือจางแลว หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยทําตัวอยางละ 2 ซํ้า 
และใน microtitre plate ที่เคลือบดวยสารละลาย rabbit anti-chicken IgG เติมสารละลาย 
purified chicken IgG (1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ที่ความเขมขนตั้งแต 0.002 ถึง 0.125 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของ PBS-T หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทําตัวอยางละ 2 ซํ้า นํา microtitre 

plate ไปบมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
6. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
7. เติม rabbit anti-chicken IgG horseradish peroxidase conjugate ที่เจือจาง 

1:1,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร  บมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง 
8. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
9. เติม substrate solution หลุมละ 50 ไมโครลิตร  เก็บไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหองนาน 

20 นาท ี

10. เติม stop solution หลุมละ 25 ไมโครลิตร   

12. สรางกราฟเสนโคงมาตรฐานระหวางคาเฉลี่ยคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ
purified chicken 

ส ear regression)

องปริมาณ specificIgY จากตัวอยาง 
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แผนภาพที่ 3.5 กราฟปริมาณความเขมขนของ purified chicken IgG (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
สําหรับใชในวเิคราะหหาปรมิาณ specific IgY 
 

ของคาเฉลี่ย โดย
ใช t-tes SE) โดยใช group comparison ในการ
เปรียบเท

ิคุมกัน  และใชในการเปรยีบเทียบปริมาณความเขมขนของแอนติบอดีทีไ่ดจากการแปร
รูประหว egg specific IgY powder, WSF 

specific ูมิคุมกนั คอื 
whole fic 

er ใน WSF  

 จากการนําเอาไขไกที่ไดจากกลุมการทดลองที่ 1 ที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวย 
inactivated whole cell antigen ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในแตละสัปดาห 
(ตั้งแตสัปดาหที่ 0 ถึง 11) มาทําการวิเคราะหโดยใชวิธี Indirect ELISA เพื่อศึกษาถึงระดับการ
เปลี่ยนแปลงของแอนติบอดทีี่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis หลังจากที่มี

3.3.14 การวิเคราะหขอมูล 

 นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทยีบความแตกตาง
t แสดงขอมูลเปนคาเฉลี่ย ±standard error (

ียบระดับแอนติบอดีระหวางกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และกลุมที่ไมไดรับการ
กระตุนภูม

างกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกนั คือ whole 

 IgY powder และ specific extracted IgY และกลุมที่ไมไดรับการกระตุนภ
egg non specific IgY powder, WSF non specific IgY powder และ non speci

extracted IgY โดยใชโปรแกรมสําเร็จรปู SAS (SAS, 1997) 
 
3.4 ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

3.4.1 ระดับของ IgY antibody tit
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การกระตุนภูมคิุมกัน เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับการกระตุนภูมิคุมกนั ผลที่ไดแสดงใน
แผนภาพที่ 3.6 

 คาเฉลี่ นอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) 
 

ุ
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**

Immunization 1 Booster 1 Booster 2

ยในแตสัปดาห มีความแตกตางกั

แผนภาพที่ 3.6 การเปลี่ยนแปลงของระดับ IgY antibody titer หลังจากที่มีการกระตุนภูมิคมกัน
ในแตละสัปดาห 
 
 ซ่ึงจากภาพจะเห็นไดวา ในสัปดาหที่ 0 กอนทําการกระตุนภูมิคุมกัน ระดับของ IgY 

antibody titer ที่มีอยูใน 2 กลุมการทดลองไมแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) และ
หลังจากที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันครั้งแรกผานไป 1 สัปดาห พบวา ระดับของแอนติบอดใีนไก
กลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน มีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.113+0.099 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมที่มี
คาเฉลี่ย OD เทากับ 0.021+0.055 อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ซ่ึงสอดคลองกับ
ารศึกษาของ Lee et al. (2002) ที่พบวา ระดับของ specific IgY จะเพิ่มขึน้ตั้งแตสัปดาหแรก

ารเพิ่มขึ้นอยางคงที่ โดยมีการเปลี่ยนแปลงคอนขางชา ๆ 
สามารถ ีร่ัมและมีปริมาณนอย
ี่มีการส ง 

ที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันมีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.163±0.142 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลีย่ 

ก
หลังจากที่มีการกระตุนภูมิคุมกันและจะมกี

อธิบายไดวา ในชวงของสัปดาหแรก specific IgY มีการผลิตอยูในซ
ท งผานไปยังไขแดง เชนเดยีวกันกบัการศึกษาขอ Li et al. (1998) พบวา ระดับของ 
specific IgY สามารถตรวจพบไดตั้งแตสัปดาหแรกหลังจากที่มีการกระตุนภูมิคุมกัน แตพบไดใน
ปริมาณที่ไมมากนัก ตอมาในสัปดาหที ่ 1 และ 2 ระดับของแอนติบอดีถึงจะคอยๆ เพิ่มขึ้น 
เชนเดยีวกับผลการทดลองครั้งนี้ที่พบวาระดับของ IgY antibody titer ในสัปดาหที่ 2 ในไกกลุม



 

คร้ังแรกในสัปดาห 2 พบวาในสัปดาหที ่ 3  มีการเพิ่มขึ้นของระดับแอนติบอดีอยางรวดเร็ว โดย
ับ 
อ
าง 

m  
ต
ซ่ึ    

ี่ 4 

เท ามี
อยางมนีัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ตอมาในสัปดาหที่ 6 พบวามีระดับของ

อนติบอดีสูงสุด โดยมีคาเฉลี่ าก  1.066±0.233 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD 

ากับ 0.037±0.108 อย ัยสําคัญยิ่งทางสถิ <0.01) และจากภาพจะเห็นไดวาในสัปดาหที่  
ซ่ึงลดลงจาก

วากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.024±0.052 อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
<0.01) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ  Shin et at. (2002) ซ่ึงพบวา ระดับของ antibody titer 

อง IgY 

ค

OD เทากับ 0.030±0.029 อยางมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติ (p<0.01) และหลังจากไดมกีาร booster 

ความแตกตางกัน

พบวามีคาเฉลีย่ของ OD เทากับ 1.003±0.149 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD เทาก
0.032±0.103  อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาการตอบสนองต
แอนติเจนครั้งนี้เปนการตอบสนองครั้งที่ 2 ที่เรียกวา secondary response ทําใหมีการสร

emory B cell เพิ่มขึ้นไดอยางรวดเร็วมากกวาการสัมผัสกับแอนตเิจนครั้งแรก (Kuby, 1997)

อมาในสัปดาหที่ 4 พบวา กลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันมีคาเฉลี่ย OD เทากับ 1.053±0.180 

งสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.059±0.120 อยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01)

และเมื่อมีการ booster คร้ังที่สองในสัปดาหที่ 4 พบวาการเปลี่ยนแปลงของระดับ IgY antibody 

titer ไมเดนชัดเทากับการ booster คร้ังแรก โดยจะเหน็ไดวาในสัปดาหที่ 5 กลุมที่ไดรับการ
กระตุนภูมิคุมกันจะมีคาเฉลี่ย OD เทากับ 1.077±0.207 ซ่ึงเพิ่มขึ้นจากคาเฉลี่ย OD ในสัปดาหท
ากับ 0.012 และเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.023±0.055 พบว

เท ับแ ย OD 

เท างมีน ติ  (p
7 ระดับของแอนติบอดีจะคอยๆ ลดลง โดยพบวามีคาเฉลี่ย D ากับ 1.006±0.256  O  เท
สัปดาหที่ 6 เทากับ 0.071 แตอยางไรก็ตาม คาเฉลี่ย OD ของกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกนั ใน
สัปดาหที่ 7  สูงก
(p

ข  จะมากที่สุดในสปัดาหที่ 6-8 และหลังจากสัปดาหที่ 7 พบวาระดับของ antibody titer 

จะคอยๆ ลดลง ะตอมาในสัปดาหที ่ 8-11 พบวา ระดับของแอนติบอดีจะคอยๆ ลดลงจาก
สัปดาหที่ 7 โดยพบวามีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.990±0.296, 0.905±0.280, 0.894±0.315 และ 
0.879±0.332 ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ที่มีคาเฉลี่ย 
OD เทากับ 0.073±0.134, 0.085±0.201, 0.109±0.172 และ 0.090±0.167 ตามลําดับ 
 จากการศึกษาของ Behn et al. (1996) พบวาการเปลี่ยนแปลงของระดับแอนตบิอดีไข
แดงนัน้ สามารถแบงออกไดเปนลักษณะของรูปแบบกราฟได 2 ประเภท คือ mammalian-like 

curve และ salutatory curve ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของกราฟในลักษณะ mammalian like curve 

สามารถอธิบายไดวา จะมกีารเพิ่มขึ้นของระดับแอนติบอดี ในชวง 10 วัน หลังจากทีม่ีการ booster 
คร้ังแรก และจะคงที่อยูประมาณ 10 วัน ตอจากนั้นจะคอย ๆ ลดลง และตอมาเปนการเปลี่ยนแปลง
ของลักษณะกราฟแบบ salutatory curve สามารถอธิบายไดวา หลังจากที่มีการ booster รั้งแรก

แล



 

จะมีการเพิ่มขึน้ของระดับแอนติบอดี และหลังจากนัน้ระดับของแอนติบอดีจะมกีารเปลี่ยนแปลง
เปนไปในลักษณะที่คอนขางคงที่ อาจจะสามารถอยูไดหลายสัปดาหหรืออาจจะเปนเดือน  ซ่ึงจาก
ผลการทดลอง จะเห็นไดวาสอดคลองกับทฤษฏีการเปลี่ยนแปลงของระดับแอนติบอดแีบบ
mammalian–like curve 
 

3.4.2 ปริมาณแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

ใน whole egg  specific IgY powder และ whole egg  non specific IgY powder 

 จากการนําเอาไขไกในสัปดาหที่มีระดับของแอนติบอดีสูงมารวมกัน (โดยเก็บไขระหวาง
สัปดาหที่ 3-7) จากนั้นนาํไขทั้งใบมาผสมรวมกัน และนําไปผานกระบวนการทําใหแหงโดยใช
วิธีการ spray dried ที่อุณหภูมิ air-inlet 140 องศาเซลเซียส และ air-outlet ที่ 72 องศาเซลเซียส 
เพื่อใหไดไขผง นําไขผงที่ไดไปวิเคราะหหาความเขมขนของ total IgY และ specific IgY ตอเชื้อ  

S. enterica serovar Enteritidis ดังแสดงผลในตารางที่ 3.2 
 
ตารางที่ 3.2 ผลการวิเคราะหความเขมขนของ total IgY และ specific IgY ท่ีมีความจําเพาะตอ
เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis (mean±SE) ท่ีมีอยูใน whole egg specific IgY 

powder และ whole egg non specific IgY powder 
 

ความเขมขนของแอนติบอด ี

(มิลลิกรัมตอกรัมไขผง) 

 
 
 
         Total IgY               Specific IgY 
 
Whole egg specific IgY powder                               267.24+1.07 a            12.67+0.167a

 
Whole egg non specific IgY powder                        233.83+1.77b               0.04+0.09b

 ab คาเฉลี่ยในแตละคอลัมนที่มีอักษรกํากับแตกตางกัน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) 
  
 จากผลการศึกษาความเขมขนของปริมาณ specific IgY ทมี ําเพาะตอเชื้อ  
S. enterica serovar Enteritidis ใน whole egg specific IgY  powder  โดยนํามาวิเคราะหดวย

ndi

ี่ ความจ               

ิธี I า  ความเขมขนของ sp  

ิติ (p<0.01) และ
ีคาเฉลี่ย

ว

ว rect ELISA พบว ecific IgY  ใน whole egg specific IgY 

powder ในกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวย inactivated whole cell antigen ของเชื้อ       

S. enterica serovar Enteritidis สูงกวากลุมควบคมุอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถ
พบวา สัดสวนของ specific IgY ใน total IgY ในกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันม
ประมาณ 4.74% ในขณะที่กลุมควบคมุมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.02% ซ่ึงใกลเคียงกับการศึกษาของ 
Yokoyama et al. (1992)  ที่พบ าสัดสวนของ purified IgY ตอ total IgY เทากบั 5.2%  แตจะ



 

เห็นไดวาปริมาณของ specific IgY ในการทดลองครั้งนี้นอยกวาการทดลองของ Yokoyama et 

al. (1992) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในการทดลองของ Yokoyama et al. (1992) ไดมีการใช
แอนติเจนจากสวนของ fimbriae ของเชื้อ E. coli ทําใหความสามารถในการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันในการ นติบอดีแตกตางกนั ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Kuby (1997) ที่พบวา
ความสามารถในการตอบสน

ผลิตแอ
องตอการผลิตแอนติบอดีของรางกายจะแตกตางกัน เนื่องจากหลาย

ปจจัย เช
juvant 

ี่ใชในก ต

0  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในการศึกษา
อง Gurtler et al. (2004) ไดทําการ booster ทั้งหมด 6 คร้ัง ที่วันที่ 28, 56, 176, 197, 218 และ 

ดต่ําลงไปแลว ทําใหเมื่อมีการนําเอาไขที่
็บไดทั้งหมดมารวมกัน  จึงอาจมีผลทําใหระดับ  antibody titer ในไขผงที่ไดมีคาคอนขางต่ํา  ซ่ึง
อดคลองกับการศึกษาของ Schade et al. (2001)  ที่พบวาป แตละ
นมีความผันแปรมาก 

 

ัปดาห -7)  และนําไปทําการแยกสวนของ water insoluble fraction ออกจากสวนของ WSF 

ําสวนข ห

น ชนดิของแบคทีเรีย สวนของแอนติเจนแบคทีเรียที่ใชในการกระตุน (LPS, OMPs และ 
fimbriae) ปริมาณของแอนติเจนทีใ่ชในการกระตุน  ตําแหนงที่ฉดีวัคซีนและชนดิของ ad

ท ารกระตุน  ซ่ึงเหลานี้มีผลทําใหการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันแตก างกัน 

 นอกจากนี้จากการศึกษาของ Gurtler et al. (2004) ไดทําการศึกษาระดับของ antibody 

titer จากไขผงที่ไดจากการนําเอาไขทั้งใบไปทําการ spray dried พบวามีระดับของ antibody 

titer เทากับ 1:32 ถึง 1:64 ที่ dilution 1:4 ซ่ึงคาของ antibody titer ที่ไดนอยกวาผลการทดลอง
คร้ังนี้ ซ่ึงม ีantibody titer เทากับ  1:4,000 ที่ dilution  1:50

ข
240 นับจากวนัที่มีการกระตุนภูมิคุมกนัครั้งแรก  และทําการเก็บไขหลังจากกระตุนภูมิคุมกนัครั้ง
แรกไปแลว 42 วัน ซ่ึงจะเหน็ไดวาระยะหางในการ booster ในแตละครั้งคอนขางหางกนั จึง
อาจจะทําใหระดับของ antibody titer ในบางชวงอาจจะล
เก
ส ริมาณของ IgY  ที่มใีนไขแดง
วั
 

3.4.3 ปริมาณแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis

ใน WSF specific IgY powder และ WSF non specific IgY powder 

 จากการนําเอาไขไกในสัปดาหที่มีระดับของแอนติบอดีสูงมารวมกัน (เก็บไขระหวาง
ส 3

น อง WSF ที่ไดไปผานกระบวนการทําใหแ งโดยใชวิธี spray dried ที่อุณหภูมิ air-inlet 

140 องศาเซลเซียส และอุณหภูม ิ air-outlet 72 องศาเซลเซียส ทําใหไดออกมาในลักษณะเปนผง 
จากนั้นจะนําไปวิเคราะหหาความเขมขนของ total IgY และ specific IgY ตอเชื้อ S. enterica 

serovar  Enteritidis ดังแสดงในตารางที่  3.3 
 



 

ตารางที่ 3.3 ผลการวิเคราะหความเขมขนของ total IgY และ specific IgY ท่ีมีความจําเพาะตอ
เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis (mean±SE) ท่ีมีอยูใน WSF specific IgY powder 

และ WSF non specific IgY powder 
 

ความเขมขนของแอนติบอด ี

(มิลลิกรัมตอกรั ขผง) มไ

 
 
 
         Total IgY               Specific IgY 
WSF specific IgY powder                                          138.88+3.08 a            27.69+0.71a

 
WSF non-specific IgY powder                                  100.66+2.97b               0.11+0.18b

 ab คาเฉล

              

gY  ตอ total IgY  พบวามีประมาณ  16%  ซ่ึงจะเห็นไดวาความเขมขน
 sp

ng ทําใหไขผงที่ไดมี
เซ็น งที่ได

c extracted IgY 

ี่ยในแตละคอลัมนที่มีอักษรกํากับแตกตางกัน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ  (p<0.01) 

 
 จากผลการศึกษาความเขมขนของปริมาณ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ  
S. enterica serovar Enteritidis ใน WSF specific IgY powder โดยนําไปวิเคราะหดวยวิธี 
Indirect ELISA พบวา ความเขมขนของ specific IgY และ total IgY ใน WSF specific IgY 

powder ของกลุมควบคุมมีปริมาณต่ํากวากลุมที่ไดรับการกระตุนภูมคิุมกันอยางมนีัยสําคัญยิ่งทาง
สถิติ (p<0.01) และพบวาสัดสวนของ specific IgY ใน total IgY ของกลุมที่ไดรับการกระตุน
ภูมิคุมกันและกลุมควบคุม มีคาเฉลี่ยประมาณ 20.1% และ 0.11%  ตามลําดับ  ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ Lee et al. (2002) ที่ไดทําการศึกษา IgY ที่มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica 

serovar Enteritidis  โดยใช whole cell เปนแอนติเจน และมวีิธีการทําแหงโดยใชวิธี freeze-

drying พบวามีความเขมขนของ specific IgY ประมาณ 20 มิลลิกรัมตอกรัมไขผง และเมื่อคิด
สัดสวนของ specific I

ของ ecific IgY  มีปริมาณนอยกวาผลการทดลองครั้งนี้ ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาเปอรเซ็นต
ความชื้นและระดับของ antibody titer ในไขผงที่เตรียมดวยวิธี freeze-dryi

เปอร ตความชื้นต่ํากวาไขผงที่ไดจากวธีิ spray  dried  จึงมีผลทาํใหไขผ จากวิธี freeze-

drying สามารถละลายน้ําไมสมบูรณ แตอยางไรก็ตามพบวาระดับของ antibody titer ระหวาง
วิธีการ freeze-drying และวิธีการ spray  dried  ที่อุณหภูมิ  air-inlet 140  องศาเซลเซียส  air-

outlet  72  องศาเซลเซียส  ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) (Yokoyama et al, 1992) 
 

3.4.4 ปริมาณแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

ใน specific extracted IgY และ non specifi



 

3.4.4.1 ผลการศึกษาวธีิการตกตะกอนแอนติบอดี IgY บริสุทธ์ิ ท่ีมีความจําเพาะ
ตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

 นําไขในสัปดาหที่มีระดับแอนติบอดีสูง (สัปดาหที่ 3-7) ไปแยกสวนของ water 

soluble fraction ออกจากสวนของ WSF ดวยวิธี water dilution หลังจากไดสวนของ WSF 

อกมา นําไปผานกระบวนการตกตะกอนแอนติบอดีบริสุทธิ์ดว นดวย 
MS และการตกตะกอนดวย 12%PEG เพื่อเปรียบเทียบควา มเขมขน

 จากผลการทดลอง พบวา specific IgY ที่ไดจากการตกตะกอนดวย AMS และ 

 

 5 
ถบ ที่น้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 27, 36, 41,  45 และ  66 kDa ซ่ึงที่น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 27 

และ 66

สวนของ heavy chain และ 
light chain ของโครงสราง IgY ตามลําดบั และในสวนของน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 36, 41 และ 

in

อ ย 2 วธีิการ คือ การตกตะกอ
A มบรสุิทธิ์และปริมาณควา
ของ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica serovar Enteritidis ที่ไดจากวิธีการทัง้
สอง 

12%PEG เมื่อนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีดวยวิธี SDS-PAGE แสดงผลดัง
แผนภาพที่ 3.7 
 
  kDa 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภาพที่ 3.7 แถบโปรตีนของ specific IgY ทําการแยกโดยวิธี SDS-PAGE; แถบ A และ F 

คือ protein maker, แถบ B คือ ซ่ีร่ัมไก, แถบ C คือ WSF, แถบ D คือ specific IgY ที่
ตกตะกอนดวย 12%PEG, แถบ E คือ specific IgY ที่ตกตะกอนดวย AMS 

 
 จากภาพจะเหน็ไดวา ในสวนของ WSF กอนการตกตะกอนนั้น จะมแีถบโปรตีนทั้งหมด

158 
97.2 

55.6 

34.6 

A B C D E F 

แ
 kDa จากการศึกษาของ Cook et al. (2001); Amaral et al. (2002) และ Bizhanov 

and Vyshniauskis (2000) พบวา ที่น้าํหนักโมเลกุลดังกลาว คือ

42.7 

27 

20 

212 

66.4 



 

45 คือสวนของ
ดวย 12%PEG ทําใหได specific IgY ที่มีความ

ริสุทธิ์ม อ  ท

อน นอกเหนือจากสวนของน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 kDa และ 27 kDa ดังนั้นจากผลการ
ดลอง ก ะ

นํามาศึกษาจากปริมาณความเขมขนของ specific IgY ที่ไดจากวิธีการตกตะกอน
อนติบอดดีวย AMS พบว ิมา วามเ นของ peci IgY ากบั 2.385±0.23 
ิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไข วย 12%PEG 

ี่มีปริมาณความ ขนของ specific IgY เทากับ 2.616±0.17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง 
ยางมีนัยสําคญั ิ (p<0.01) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Deignan et al. (2000) ที่
ดทําการศึกษาเปร ียบวธีิในการสกัดแอนติบอดีบริสุทธิ์ (IgY) 3 วิธี คือ การตกตะกอนดวย 
dium sulfate, AMS และ 12%PEG พบวาวิธีการตกตะกอนดวย 12%PEG เปนวิธีที่มี
ระสิทธิภาพมา ดในการตกตะกอนแอนติบอด ี โดยพบวามี IgY เฉล่ียเทากับ 8.62-8.80 
ิลลิกรัมตอมิลล แดง ซ่ึงจะเห็นไดวาปริมาณของ IgY เฉล่ียจากการศึกษาของ Deignan 

t al. (2000) มีปริมาณมากกวาการทดลองครั้งนี้ ซ่ึงอาจเนื่องมาจากวิธีการในการแยกสวนของ 
ater insoluble fraction ออกจากสวนของ WSF แตกตางกัน โดย Deignan et al. 2000 ไดใช

ตกตะกอนดีกวาการ
กตะกอนดวย sodium sulfate ซ่ึงเปนวิธีการตกตะกอนแอนติบอดีดวยเกลือเชนเดียวกับ AMS 

บวามี 

โปรตีนที่มีอยูในไขที่อยูในรูปของ ovalbumin, lipovitellin และ phosvitin 

ตามลําดับ ซ่ึงหลังจากที่มีการนํามาตกตะกอน
บ ากขึ้น เนื่องจากมกีารกําจัดสวนของโปรตีนสวนอื่นๆ อกไป ําใหไดเฉพาะแถบโปรตีน
หลัก 2 แถบ ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 kDa และ 27 kDa ซ่ึงหมายถึงสวนของ heavy 

chain และ light chain ของโครงสราง IgY แตในขณะเดียวกนัการตกตะกอนดวย AMS นัน้ 
แมวาจะสามารถกําจัดโปรตีนสวนอื่นๆ ออกไปได แตจากภาพจะเห็นไดวายังคงมีโปรตีนบางสวน
ที่มีการปนเปอนอยู โดยพบวาจะมีแถบโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุล 36 และ 41 kDa ที่มีการ
ปนเป
ท สามารถสรุปไดวา ารตกต กอนแอนติบอดดีวย 12%PEG จะไดปริมาณของ specific 

IgY ที่มีความบริสุทธิ์มากกวาการตกตะกอนแอนติบอดดีวย AMS 
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วิธีการ freeze and thaw ที่ pH 7.0 แตในการทดลองครั้งนี้ไดใชวิธีการ water dilution ที่ pH 

5.0-5.2 และจากการศึกษาของ Akita and Nakai (1993) ไดทําการทดลองเปรียบเทียบวิธีในการ
ตกตะกอน IgY พบวา การตกตะกอนดวย 12%PEG มีประสิทธิภาพในการ
ต
พ %purity IgY สูงกวา โดยการตกตะกอน IgY ดวย 12%PEG มี %purity IgY เทากับ 
96% ในขณะที่การตกตะกอน IgY ดวย sodium sulfate มี %purity IgY เทากับ 83% และพบวา
ปริมาณของแอนติบอดีที่ไดจากการตกตะกอนดวย 12%PEG เทากบั 4.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ
ไขแดง ซ่ึงใกลเคียงกับการศึกษาของ Hassl and Aspock (1988) ที่รายงานวามปีริมาณของ IgY 

หลังจากที่มีการตกตะกอนดวย 12%PEG เทากับ 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง ซ่ึงทั้งสองการ



 

ทดลองมีปริมาณใกลเคยีงกบัปริมาณ IgY ที่ไดจากการทดลองครั้งนี้ นอกจากนี ้จากการศึกษาของ 
Bizhanov and Vyshniauskis (2000) ไดทําการศึกษาการตกตะกอน IgY โดยใช PEG พบวามี
ความเขมขนของปริมาณ IgY ประมาณ 2-10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง 
 ดังนั้นจากผลการทดลองศึกษาเปรียบเทยีบวิธีการตกตะกอนแอนติบอดี IgY ดวย AMS 

และ 12%PEG เพื่อเปรียบเทียบความบรสุิทธิ์และปริมาณความเขมขนของ specific IgY ที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่ไดจากวิธีการทั้งสอง สามารถสรุปไดวา 
การตกตะกอนแอนติบอดดีวย 12%PEG จะไดปริมาณของ specific IgY ที่มีความบริสุทธิ์และมี
ปริมาณมากกวาการตกตะกอนแอนติบอดดีวย AMS 

   
3.4.4.2 ปริมาณแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 


Enteritidis ใน specific extracted IgY และ non-specific extracted IgY 

 นําไขในสัปดาหที่มีระดับแอนติบอดีสูง (สัปดาหที่ 3-7) นําไปแยกสวนของ water 

insoluble fraction ออกจากสวนของ WSF จากนั้นนําไปสกดัแอนติบอดีบริสุทธิ์ดวยวิธีการ
ตกตะกอนดวย 12%PEG และนําไปวิเคราะหเพื่อหาปริมาณ specific IgY ตอเชือ้ S. enterica 

serovar Enteritidis ดังแสดงผลในตารางที่ 3.4 
 
ตารางที่ 3.4 ผลการวิเคราะหความเขมขนของ specific IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis (mean±SE) ท่ีมีอยูใน specific extracted IgY และ non specific 

extracted IgY จากการแยกแอนติบอดบีริสุทธ์ิดวย 12%PEG  
 

                                          ความเขมขนของแอนติบอดี 
                                          (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง) 

    
 

                           Specific IgY 
Specific extracted IgY 
 
 Non specific extracted IgY 

 
                
      

         2.72 + 0.201a  
 
         0.74 +  0.100b

ab คาเฉลี่ยในคอลัมนที่มีอักษรกํากับแตกตางกัน มีความแตกตางกันอยางมีนัยยิ่งสําคัญทางสถิติ (p<0.01) 
 
 จากผลการศึกษาความเขมขนของปริมาณ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ                
S. enterica serovar Enteritidis ใน specific extracted IgY  และ non specific extracted 

IgY โดยนํามาวิเคราะหดวยวิธี  Indirect ELISA พบวา  ความเขมขนของ specific IgY  ใน 

specific extracted IgY  ในกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวย inactivated whole cell 

antigen ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เทากับ 2.72±0.201 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ



 

ไขแดง ในขณะที่กลุมควบคมุมีปริมาณ specific IgY เทากับ 0.74±0.100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ของไขแดง ซ่ึงปริมาณของ specific IgY ในกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันสูงกวากลุมควบคมุ
อยางมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติ (p<0.01) โดยจากผลการศึกษา พบวา ปริมาณความเขมขนของ 

รทดลอง  จะเห็นไดวาการใชเชื้อแบคทีเรีย  S. enterica serovar  Enteritidis  

ที่อยูในรูปของ  
ามจําเพาะตอเชื้อ               

 2

าไขไกมาใชเพื่อผลิตแอนติบอดีไดตั้งแตสัปดาหที่  
-7  และในการศึกษาเปรียบเทียบวิธีในการตกตะกอนแอนติบอดี พบวา การตกตะกอนแอนติบอดี

ขณะที่การตกตะกอนแอนติบอดี
วย AMS ทําใหไดแถบของโปรตีนอื่นที่เปนสวนประกอบในไข ูป
อยูใน  specific extracted g 

ecific IgY powder พบวาม
ี่ยเทากับ 2.72±0.201 มิลลิกรัมตอมิลล 0.707 

6 ิกรัมตอกรัมไขผง ุม non-

wder 

ละ whole egg non specific IgY powder มีปริมาณ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ     
.7 ัมต

 

specific IgY ในการทดลองครั้งนี้ใกลเคียงกับปริมาณความเขมขนของ specific IgY จาก
การศึกษาของ Akita and Nakai (1993) และ Hassl and Aspock (1998) ที่มีการรายงานวามี
ความเขมขนของ specific IgY เทากับ 4.9 และ 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง ตามลําดับ  
 
3.5 สรุปผลการทดลอง 
 จากผลกา

inactivated  whole  cell  antigen นั้นมีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะกระตุนใหเกดิ
การตอบสนองของระบบภมูิคุมกันในการสรางแอนติบอดีไขแดง ที่มีคว
S. enterica serovar  Enteritidis ได โดยพบวา ในสัปดาหที่ 1 และ  ระดับของแอนติบอดีคอยๆ  
เพิ่มขึ้น  และหลังจากมีการ booster  คร้ังแรกในสัปดาห 2  พบวาในสัปดาหที่ 3  มีการเพิ่มขึ้นของ
ระดับแอนติบอดีอยางรวดเรว็  ในสัปดาหที่ 6 มีระดับแอนติบอดีสูงสุด และระดับของแอนติบอดี
จะลดต่ําลงตั้งแตสัปดาหที่ 7 ดังนัน้สามารถนําเอ
3

ดวย 12%PEG จะไดปริมาณแอนติบอดมีากกวาและมคีวามบริสุทธิ์กวาการตกตะกอนแอนติบอดี
ดวย AMS เนื่องจากการตกตะกอนแอนติบอดีดวย 12% PEG ทําใหไดแถบโปรตีนหลัก 2 แถบ 
กลาวคือ สวนของ heavy chain และ light chain ของ IgY ใน
ด ปนเปอนมาดวย เมื่อนํามาแปรร

 IgY, WSF specific IgY powder และ whole egให รูปของ
sp ีปริมาณ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica 

serovar Enteritidis เฉล  ิลิตรของไขแดง 27.69±

มิลลิกรัมตอกรัมไขผง และ 12. 7±0.166 มิลล ตามลําดับ ในขณะทีก่ล
specific IgY ที่อยูในรูปของ non specific extracted IgY, WSF non specific IgY po

แ
S. enterica serovar Enteritidis เทากับ 0 4±0.100 มิลลิกร อมิลลิลิตรของไขแดง, 
1.10±0.183 มิลลิกรัมตอกรัมไขผง และ 0.44±0.088 มิลลิกรัมตอกรัมไขผง  
 
 

 



 

บทที่ 4 

การศึกษาประสิทธิภาพของ specific IgY ในรูปตางๆ ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และผลตอการ

เจร  และ Lactobacillus sp. ิญเติบโตของเชื้อ E. coli

.1 บ

 มีโครงส

 

การณในปจจุบันที่
ูบริโภคไดหนัมาใหความสนใจดานความปลอดภัยทางอาหารกันมากขึ้น ทําใหมกีารยกเลิกการใช
าปฏิชีวนะบางตัวที่เคยอนุญาต ไมใหมกีารนํามาใชผสมในอาหารสัตว 

 
4 ทนํา 
 Chicken egg yolk antibodies คือแอนติบอดีจากไขแดงของไก ซ่ึงเปนแอนตบิอดีชนิด 
Immunoglobulin Y (IgY) (Leslie and Clem, 1969) รางและคุณสมบัตทิาง         
อิมมูโนวิทยาใกลเคียงกับ Immunoglobulin G (IgG) จากสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซ่ึงมีการศึกษาเพื่อ
นํามาใชประโยชนในหลายๆ ดาน เชน ทางดานภูมิคุมกันวิทยา มกีารนํา IgY มาใชในการพิสูจน
โรค (Gross and Speck, 1996) ทั้งนี้เนื่องจาก IgY มีคุณสมบัติที่ไมจับกับโปรตีน A หรือ G 

และสวนของ Fc receptor ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Larsson et al., 1993) รวมทั้งมีการนํามาใช
ประโยชนในการใหสารภูมติานทานเพื่อปองกันการเกิดโรคทั้งในคนและสัตว (Schade et al., 

1996) เชน การใช IgY ปองกันโรคทองเสียในลูกสุกรจากเชื้อ E. coli (Ronald et al., 1999; Jin 

et al., 1998; Imberechts et al., 1997 and Owusu-Asiedu et al.,2003a) ปองกันโรค 
Salmonellaosis ในคน ลูกโคและในไกไข (Yokoyama et al., 1992; Yokoyama et al., 1998 

and Kassaify and Mine, 2004) และปองกันโรคแผลในกระเพาะอาหารจากเชื้อแบคทีเรีย       H.

pylori ในคน (Shin et al., 2002) เปนตน  ทั้งนี้เนือ่งจาก IgY จัดเปนสารชีวภาพที่ไมสงผล
กระทบในสวนของสารตกคาง หรือกอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภคหรือสัตวที่ไดรับ นอกจากนี้จาก
งานวิจยัของ Owusu-Asiedu et al. (2003) ซ่ึงไดทาํการศึกษาการใช anti-E. coli egg yolk 

antibody เปรียบเทียบกับการใชสารเสริมตัวอ่ืนๆ คือ zinc oxide, fumaric acid และยาปฏิชีวนะ 
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli พบวาการใช anti-E. coli egg yolk antibody 
สามารถลดอัตราการตายที่เกดิจากเชื้อ E. coli ในลูกสุกรได และใหผลไมแตกตางจากการใชสาร
เสริมตัวอ่ืนๆ ซ่ึงจากผลการทดลองดังกลาวจะเหน็ไดวามีความเปนไดในการนํา egg yolk 

antibodies หรือ IgY มาใชทดแทนยาปฏิชีวนะได ซ่ึงสอดคลองกับสถาน
ผ
ย
 
 



 

S. enterica serovar Enteritidis เปนเชื้อที่ไดรับความสนใจ ทัง้นี้เนื่องจากเปนเชื้อที่
กอใหเกิดโรคติดเชื้อจากสัตวสูคน (Zoonosis) เกิดโรคอาหารเปนพิษ (foodborne 

disease) ซ่ึงพบวาสถิติของผูปวยที่มีการติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในประเทศไทย
มีอัตราเพ  

ประม 98% 

ในป ค ม-มิถุน ป ค.ศ. 1993 ตามล ขุอง
การติดเชื้อ S. e ารปนเปอนของ

ัง โดยพบการปนเปอนในผลิตภัณฑที่ไดจากเนื้อไกมากกวาผลิตภณัฑจากแหลงอ่ืนๆ 
(Bangtrakulnonth et al., 1993) นอกจา

เชื้อ S. enterica

ของแมไ

ี่อ c

li และ Lactobacillus sp. 

ดยเปนการศกึษาในหลอดทดลอง (in vitro method) 

โดยทําให

ิ่มสูงขึ้น ตั้งแตป ค.ศ. 1990 โดยพบวามจีํานวนคนไขเฉลี่ยในป ค.ศ. 1972-1989

าณ 0.70±0.41% และตอมาไดเพิ่มจํานวนขึ้นเรื่อยๆ จาก 1.33, 2.98, 9.54 และ 16.

.ศ. 1990, 1991, 1992 และ มกราค ายน ใน ําดับ ซ่ึงสาเหต
nterica serovar Enteritidis เกิดจากการรับประทานอาหารที่มีก

เชื้อด กลาว 
กนี้ เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ยังเปนเชื้อที่

มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เนื่องจากในการสงออกสินคาประเภทผลิตภัณฑสัตวปกนัน้ สินคา
จะตองปลอดหรือปนเปอน  serovar Enteritidis นอยกวา 102 colony forming 

unit (CFU) ตอตัวอยางเนื้อที่ใชทดสอบ 25 กรัม (ประกาศสํานกังานกรรมการอาหารและยา, 
2546) การตดิเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในไกนั้นมไีดหลายทาง เชนเชื้อสามารถ
ถายทอดจากรงัไข กผานไปยังไขไกได และเมื่อไขไกถูกฟกออกมาเปนตวั เชื้อนีจ้ะ
กลายเปนพาหะอาศัยอยูในไกได โดยท่ีไกไมแสดงอาการผิดปกติแตอยางใด (จิโรจ ศศิปรียจันทร, 
2544)  
 ดังนั้นวัตถุประสงคในงานวจิัยนี้คือ เพื่อศึกษาถึงประสทิธิภาพของไขแอนติบอดีทีม่ี
ความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่อยูในรูปตางๆ เชน specific extracted 

IgY, water soluble fraction (WSF) specific IgY powder และ whole egg specific IgY 

powder ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis รวมถึงการศึกษา
ผลของปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) ที่มีตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ ในการ
ทดลองครั้งนี้ใช E. coli และ Lactobacillus sp. โดยเปนการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro 

method) 
 
4.2 วัตถุประสงค 
 เพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพของไขแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ท ยูในรูปตางๆ เชน specific extracted IgY, water soluble fra tion (WSF) 

specific IgY powder และ whole egg specific IgY powder ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis รวมถึงการศึกษาผลของปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) ที่
มีตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ ในการทดลองครั้งนี้ใช E. co

โ



 

4.3 

ทิ แ  

ท

 

 องศ

อมิลลิลิตร 

การเตรียมสารละลาย specific extracted IgY 

S. enterica serovar 

 specific extracted IgY 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 การศึกษานีเ้พือ่ศึกษาประส ธิภาพของไข อนติบอดีทีอ่ยูในรูปตางๆ คือ specific 

extracted IgY, water soluble fraction (WSF) specific IgY powder และ whole egg 

specific IgY  ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่ไดจากการเตรียมในบท
ที่ 3 มาทําการทดลอง เพื่อศึกษาการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis และศึกษาปฏิกริิยาขาม (cross reactivity) ที่มีตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืนๆ 
โดยในการศึกษาครั้งนี้จะทําการทดสอบในเชื้อ E. coli และ Lactobacillus sp. โดยสามารถแบง
การทดลองออกเปน 3 การทดลองยอยดังนี ้
 

4.3.1 การทดลอง ี่ 1 ศึกษาประสิทธิภาพและปริมาณของ specific extracted IgY ท่ี
สามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ตามวิธีการศึกษาของ 
Lee et al. (2002) และ Sunwoo et al. (2002) 

 
4.3.1.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

1. นําเชื้อแบคทีเรีย S. enterica serovar Enteritidis ที่เก็บเปน stock 

ใน skim milk มาวางใหละลายที่อุณหภมูิหอง กอนนาํมา streak บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Brillant

Green Agar (BGA) นําเขาตูบมที่อุณหภมูิ 37 าเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 
2. เลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีแดงและตรงกลางมีจุดสีดํา 1 โคโลนี มาทํา

การเพิ่มจํานวนเชื้อ โดยใชลูปเขี่ยลงในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy broth (TSB) 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําเขาตูบมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 
3. ทําการตรวจนบัจํานวนเชื้อดวยวิธี colony counter โดยการ spread 

plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy agar (TSA) จากนั้นทําการเจอืจางใหไดปริมาณเชื้อเทากบั 
107 CFUต
 

4.3.1.2 

    นํา specific extracted IgY ที่เตรียมไดจากขอ 3.3.11.3 บทที่ 
3 มาทําการเจอืจางใหไดความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ TSB โดย
เตรียมจากตัวอยาง specific extracted IgY ปริมาตร 0.184, 0.368, 0.552 และ 0.735 มิลลิลิตร
ตอมิลลิลิตรของ TSB ตามลําดับ 
 

4.3.1.3 การศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 
Enteritidis เม่ือทําการผสมรวมกับ



 

1. เตรียม 2 มิลลิลิตรของสารละลาย specific extracted IgY ใน TSB 

ี่ระดับค  ที่ม าณ

รอมเขยาตลอดเวลา 
 ั่วโมง นําสวนของ aliquots มาทําการศึกษาการ

ยับยั้งก เต

 S. enterica serovar Enteritidis และนํามา
ํานวณใหอยูในรูปของ CFUตอมิลลิลิตร 

 
4.3.2 การทดลองท

al. (2002) และ 
Sunwoo et al. (2002) 
  

กฏวาที่ระดับความ
เขมขน  0.5, 1.0, 1.5 แ

งนี้  เพื่อเปนการศกึษาประสิทธภิาพของ WSF specific IgY powder  ใน
ารยับยั้งการเจริญเติบโ  serovar Enteritidis และ whole egg specific 

 มิลลิกร

.1 

ท วามเขมขนตางๆ จากนั้นเติมเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ีปริม เชื้อ 107 
CFUตอมิลลิลิตร ในปรมิาตรเทากัน ผสมใหเขากัน ในหลอดควบคุมจะไมมีการเติมสวนของ 
specific extracted IgY  

2. ทําการแบงตัวอยางออกเปน aliquotsๆ ละ 300 ไมโครลิตร เพื่อ
ศึกษาการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่ช่ัวโมงตางๆ คือ 0, 3, 

6, 9 และ 24 นับตั้งแตมกีารบมเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis รวมกับ specific extracted 

IgY จากนั้นนาํไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส พ
3. เมื่อครบจํานวนช

ารเจรญิ ิบโตที่เวลา 0, 3, 6, 9 และ 24 ช่ัวโมง โดยการ spread plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
TSA ทําตัวอยางละ 2 ซํ้า นํา plate ไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

4. ทําการนับจํานวนเชื้อ
ค

ี่ 2 ศึกษาประสิทธิภาพของ specific IgY ท่ีอยูในรูปของ WSF 

specific IgY powder และ whole egg specific IgY powder ในการยับยัง้การเจริญเติบโต
ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ตามวธีิการศึกษาของ Lee et 

  จากการศึกษาผลของการใช specific extracted IgY ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย  S.  enterica serovar Enteritidis  ผลปรา

ละ 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตได โดยพบวา
เมื่อเพิ่มความเขมขนความสามารถในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อแบคทีเรียจะเพิ่มมากขึน้  
ดังนั้นในการทดลองครั้
ก ตของเชื้อ S. enterica

ความเขมขนของ specific extracted IgY IgY powder จึงจะใช ที่ 1.0 และ 2.0 ัมตอ
มิลลิลิตร 
 

4.3.2.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

 ทําเชนเดยีวกบัขอที่ 4.3.1
 



 

4.3.2.2 ก

นําไขแอนติบอดีในรูป WSF specific IgY powder และ 
whole egg specific Ig

ตอมิลลิลิตรของ TSB ตามลําดับ 
จากนั้นผสมใหเขากัน ใน

2.

t ไว จากนัน้นํา โดยใช 
0.22 μm -pore- ื้อ 

มรวมกับ WSF specific IgY powder  

าะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ตอการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียอ่ืน ทั้งนี้
ื่องจากใน อง tracted IgY ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอ
ิลลิลิตร  S. enterica serovar Enteritidis ไดดีที่สุด โดย
การศึกษาคร ีเรีย E. coli และ Lactobacillus sp. ซ่ึงมีขั้นตอนการศึกษาดังนี้  

ารเตรียมสารละลาย WSF specific IgY powder, WSF non 

specific IgY powder, whole egg specific IgY powder และ whole egg non specific 
IgY powder 

1. 

Y powder ที่เตรียมไดจากขอ 3.3.11.1 และ 3.3.11.2 ในบทที่ 3 มาทํา
การเจือจางใหไดความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ TSB โดยช่ัง WSF specific 

IgY powder น้ําหนัก 0.036 และ 0.072 กรัมตอมิลลิลิตรของ TSB ตามลําดับ และชั่ง whole 

egg specific IgY powder น้ําหนกั 0.079 และ 0.158 กรัม
สวนของกลุม non specific IgY ช่ัง WSF non specific IgY powder 

น้ําหนกั 0.072 กรัมตอมิลลิลิตรของ TSB และชั่ง whole egg non specific IgY powder 

น้ําหนกั 0.158 กรัมตอมิลลิลิตร ในสวนของกลุมควบคุมใสเฉพาะ TSB 

 นําไป centrifuge ที่ความเรว็ 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  

3. เก็บสวนของ supernatan ไปทําการกรอง 
size-membrane filter เพื่อใหปราศจากเช

 
4.3.2.3 การศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar 

nterit dis เม่ือทําการผสE i

 ทําเชนเดยีวกบัขอที่ 4.3.1.3 
 

4.3.3 การทดลองที่ 3 ศึกษาผลของ specific IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย E. coli และ Lactobacillus sp. ตาม
วิธีการศึกษาของ Lee et al. (2002) และ Sunwoo et al. (2002) 
   
  ในการศึกษาครั้งนี้มีการนําเอา specific IgY ที่อยูในรูป specific extracted IgY 
ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มาใชในการศึกษาผลของ specific IgY ที่มี
ความจําเพ
เน การทดล ที่ 1 พบวา specific ex

ื้อม  สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช
ั้งนี้ใชเชื้อแบคทใน

 



 

4.3.3.1 ศึกษาผลของการใช specific extracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ    S. 

enterica serovar Enteritidis ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli 
 

4.3.3.1.3 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

1. นําเชื้อแบคทีเรีย E. coli TISTR No. 780 มา streak บน
อาหารเลี้ยงเชือ้ Violet Red Bile Glucose agar (VRBG agar) นําเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

2. เลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีแดง มาทําการเพิม่จํานวนเชื้อ โดย
ใชลูปเขี่ยลงในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขาตู
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

3. ทําการตรวจนบัจํานวนเชื้อดวยวิธี colony counter โดยการ 
spread plate บน Nut t aga

 

1. นําไข tracted IgY ที่เตรียมได
จากขอ 3.3 ที่ ิก

ิลิตรตอมิลลิลิตรของ NB 

จากนั้นผสมใหเข ะ NB 

2. นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภ

 

r t

rien r (NA) จากนัน้ทําการเจือจางใหไดปริมาณเชื้อเทากับ 107 CFU

ตอมิลลิลิตร 

4.3.3.1.2 การเตรียมสารละลาย specific extracted IgY 

แอนติบอดีในรูป specific ex

.11.3 บท  3 มาทําการเจือจางใหไดความเขมขน 2 มิลล รัมตอมิลลิลิตรของ NB โดย
เตรียมจากตัวอยาง specific extracted IgY ปริมาตร 0.735 มิลล

ากัน และกลุมควบคุมใสเฉพา

ูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
3. เก็บสวนของ supernatant ไว จากนัน้นําไปทําการกรอง 

โดยใช 0.22 μm -pore-size-membrane filter เพื่อใหปราศจากเชือ้
 
4.3.3.1.3 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli เม่ือทําการผสม 

รวมกับ specific ext ac ed IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

1. เตรียม 2 มิลลิลิตรของสารละลาย specific extracted IgY 
ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ NB จากนั้นเติมเชื้อ E. coli ที่มีปริมาณเชื้อ 107 
CFUตอมิลลิลิตร ในปริมาตรเทากัน ผสมใหเขากนั ในสวนของหลอดควบคุมจะไมมีการเติมสวน
ของ specific extracted IgY  



 

2. ทําการแบงตัวอยางออกเปน aliquotsๆ ละ 300 ไมโครลิตร 
เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli ที่ช่ัวโมงตางๆ คือ 0, 3, 6, 9 และ 24 นับตั้งแตมีการบม
ื้อ E. coli รวมกับ specific extracted IgY จากนัน้นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยา

ตลอดเวลา 

ภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

4.3.3.2 ศึกษาผลข

4.3.3.2.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

. 539 มา 
streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Lacto

illus MRS broth (MRS broth) ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร นําไปใสไวใน anae

รวจนบัปริมาณเชื้อ โดยการ spread plate บน 
MRS agar จากนั้นทําการเจือจาง ิ

.3.3.2.2 การเตรียมสารละลาย specific extracted IgY 


S 

broth โดยเตรยีมจากตวัอยาง spe

ลา 30 นาที  

เช

3. เมื่อครบจํานวนชั่วโมง นําสวนของ aliquots มาทําการศึกษา
การเจริญเติบโตที่เวลา 0, 3, 6, 9 และ 24 ช่ัวโมง โดยการ spread plate บน NA ทําตัวอยางละ 2 
ซํ้า นํา plate ไปบมที่อุณห

4. ทําการนับจํานวนเชื้อ E. coli และนํามาคาํนวณใหอยูในรูป
ของ CFUตอมิลลิลิตร 
 

องการใช specific extracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ      S. 

enterica serovar Enteritidis ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus sp. 
 

1. นําเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus sp. TISTR No

bacillus MRS agar (MRS agar) นําไปใสไวใน anaerobic 

jar และนําเขาตูบมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง 
2. เลือก 1 โคโลนี ของ Lactobacillus sp. มาเพาะเลี้ยงตอ 

โดยใชลูปเขี่ยลงในหลอดทีม่ีอาหารเลี้ยงเชื้อ Lactobac

robic jar เขาตูบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง 
3. ทําการต
ใหไดปริมาณเชื้อเทากับ 107 CFUตอมลลิลิตร 
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1. นําไขแอนติบอดีในรูป specific extracted IgY ที่เตรยีมได
จากขอ 3.3.11.3 บทที่ 3 มาทําการเจือจางใหไดความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ MR

cific extracted IgY ปริมาตร 0.735 มิลลิลิตรตอมิลลิลิตรของ 
MRS broth จากนั้นผสมใหเขากัน และกลุมควบคุมใสเฉพาะ MRS broth 

2. นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเว



 

3. เก็บสวนของ supernatant ไว จากนัน้นําไปทําการกรอง 
โดยใช 0.22 μm -pore-size-membrane filter เพื่อใหปราศจากเชือ้ 

 
4.3.3.2.3 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus sp. เม่ือ

ทําการผสมรวมกับ specific ex

กนัน้เติมเชื้อ Lactobacillus sp. 

ที่มีปริมาณเชือ้ 107 CFUตอมิลล
 specific extracted IgY  

 6, 9 และ 24 

นับตั้งแต กีารบมเชื้อ Lactobacillus sp. รวมกับ specific extracted IgY นําไปใสไวใน 
anaerobic jar เขาตูบมท  

ูบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 48 ช่ัวโมง 

 

ขอมูลที่ไดจากการทดลองนํามาวิเคราะหผลทางสถิติ โดยเปรียบเทยีบความแตกตางของคา 
เฉล่ียระหวางกลุมการทดล ว RD ใช
โปรแกรมสําเร็จรูป SAS (SAS, 

cted IgY ท่ีสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. 

xtracted IgY รวมกับ  S. enterica serovar 

Enteritidis  นาน 3 ช่ัวโมง พบวา ปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเพิ่มขึ้นจากชัว่โมงที่ 
0 ซ่ึงหมายถึงทุกกลุมการทดลองมีการเจรญิเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis แต

tracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 
Enteritidis 

1. เตรียม 2 มิลลิลิตรของสารละลาย specific extracted IgY 
ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ของ MRS broth จา

ิลิตร ในปริมาตรเทากัน ผสมใหเขากัน ในสวนของหลอดควบคุม
จะไมมกีารเตมิสวนของ

2. ทําการแบงตัวอยางออกเปน aliquots ๆ ละ 300 ไมโครลิตร 
เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus sp. ที่ช่ัวโมงตางๆ คือ 0, 3,

ม
ี่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

3. เมื่อครบจํานวนชั่วโมง นําสวนของ aliquots มาทําการศึกษา
การเจริญเติบโตที่เวลา 0, 3, 6, 9 และ 24 ช่ัวโมง โดยการ spread plate บน MRS agar ทํา
ตัวอยางละ 2 ซํ้า นํา plate นําไปใสไวใน anaerobic jar เขาต

4. ทําการนับจํานวนเชื้อ Lactobacillus sp. และนํามาคํานวณ
ใหอยูในรูปของ CFUตอมิลลิลิตร 

4.4 การวิเคราะหขอมูล 

องดวยการ ดัซํ้า โดยวิธี repeated measurement in C

1997) แสดงขอมูลเปนคาเฉลี่ย ± standard error (SE) 
 

4.5 ผลการทดลอง และการอภิปรายผล 
4.5.1 ผลการศึกษาประสิทธิภาพและปริมาณของ specific extra

enterica serovar Enteritidis  

 หลังจากทําการบมเพาะ specific e
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จากกราฟจะเห็นไดวากลุมที่มีการ
ากับ 2.68, 2.031, 1.922 

และ 1.633 log CFUต มิลลิลิตร ื้อนอยกวากลุมควบค
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ 

ลลิลิตร  มีแนวโน

ผนภาพที่ 4.1 ผลการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis โดยการใช 
ี่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis   

 


อย
กวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยพบวามีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที่ 3 

บ 2   log CFUตอมิลลิลิตร  ตามความเขมขนของระดบั 
IgY   , 

ังจากทําการบมเพาะ specific 

xtracte

ใช specific extracted IgY ที่ระดับความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5 

และ 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที ่ 0 เท
อ ตามลําดับ ซ่ึงมีการเจริญเติบโตของเช ุม

(p<0.05) โดยกลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นเทากับ 2.77 log CFUตอ
มิลลิลิตร  ซ่ึงจะเห็นไดวากลุมที่มีการใช  specific extracted IgY ที่ระดับความเขมขน 2 

มิลลิกรัมตอมิ มที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อไดดีที่สุด รองลงมาคือ  
1.5%, 1.0%, และ 0.5% ตามลําดับ ดังแสดงในแผนภาพที่ 4.1  

 
แ
specific extracted IgY ท

 เชนเดยีวกันในชั่วโมงที่ 6 ที่พบวาปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลองมีจํานวนเพิ่มขึน้จาก
ช่ัวโมงที่ 3 แตกลุมที่มีการใช specific extracted IgY ทุกกลุมการทดลองมีการเจริญเติบโตน

เทากั  2.467, 2.401, 1.893 และ  1.17

ที่  0.5 1.0 , 1.5  และ 2.0   มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ในขณะทีก่ลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อ
เพิ่มขึ้นเทากับ 2.589 log CFUตอมิลลิลิตร และในชัว่โมงที่ 9 หล
e d IgY รวมกับ  S. enterica serovar Enteritidis  พบวากลุมที่มีการใช  specific 

extracted IgY มีผลตอการลดลงของปริมาณเชื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม โดยพบวาที่ระดับความเขมขน 0.5 , 1.0 , 1.5  และ 2 มิลลิกรัมตอ



 

ัตราทีน่อยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับ

 

มขนของระดับ IgY เพิม่ขึ้นมีผลทําใหความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  S.  

ที่ 4.2 ซ่ึงได
ําการศ

   

มิลลิลิตร    มีปริมาณเชื้อลดลงจากชั่วโมงที่ 6  เทากับ  0.167, 0.318, 0.547 และ 0.665  log 

CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึงจะเหน็ไดวาเมื่อปริมาณความเขมขนของ specific extracted IgY เพิ่มขึน้ 
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียจะเพิ่มขึ้นตามไปดวย ในขณะทีก่ลุม
ควบคุมมีปริมาณเชื้อเพิ่มมากขึ้น 0.495 log CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึงหมายถึงช่ัวโมงที่  9  กลุมที่มีการ
ใช  specific extracted IgY  สามารถลดปริมาณเชื้อ  S. enterica serovar Enteritidis  ไดเมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม และในชัว่โมง 24 พบวา ทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้น  แต
กลุมที่มีการใช specific extracted IgY มีการเจริญเติบโตในอ
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p<0.05) โดยพบวา กลุมที่มกีารใช specific extracted 

IgY มีปริมาณเชื้อเทากับ 11.841±0.118, 11.023±0.123, 10.825±0.090 และ 9.421±0.381 

log CFUตอมิลลิลิตร ตามระดับความเขมขนของ  specific  extracted IgY   เทากับ 0.5, 1.0 , 
1.5  และ 2.0  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ในขณะทีก่ลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเทากับ 12.827±0.021 

log CFUตอมิลลิลิตร 

 จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา  เมื่อทําการบมเพาะ S. enterica serovar

Enteritidis  รวมกับ specific extracted IgY มีผลทําใหความสามารถในการเจรญิเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรียดังกลาวลดลง แมวาการเจริญเตบิโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis จะเพิ่มขึน้
ในชั่วโมงที่ 0-6 แตจะเห็นไดวากลุมที่มีการใช specific extracted IgY จะมีปริมาณเชื้อเพิ่มขึน้
นอยกวากลุมควบคุม และในชั่วโมงที่ 9 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ได เนือ่งจากมีผลทําใหปริมาณเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลดลง
จากชั่วโมงที ่ 6 ในขณะที่กลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้จะเห็นไดวาเมื่อความ
เข
enterica serovar Enteritidis เพิ่มมากขึ้นตามไปดวย 

   ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Lee et al. (2002) ดังแสดงในแผนภาพ
ท ึกษาผลของการใช specific IgY ที่จําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่
ระดับความเขมขน 0.90 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร รวมกบัเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

เปรียบเทียบกบักลุมที่มีการใช non-specific IgY (control IgY) และกลุมควบคุม (การ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ตามปกติ ที่ไมมีการผสมรวมกับสารใดๆ) 
โดยเปนการศกึษาในหลอดทดลอง พบวากลุมที่มีการใช non-specific IgY (control IgY) ไมมี
ผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) โดยพบวาการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียในกลุมที่มีการใช  non-specific IgY (control 

IgY) ยังคงเปนไปในรูปแบบเดียวกันกับการเจริญเติบโตของเชื้อปกติ คือในชั่วโมงที่ 0-2 และ 2-6 



 

มีการเจริญเตบิโตแบบ lag phase และ exponential phase ตามลําดับ ดังแสดงในแผนภาพที ่4.3 

แตในกลุมที่มกีารใช specific IgY มีผลทําใหลดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหลังจากมีการบม
เพาะรวมกับเชือ้ S. enterica serovar Enteritidis  ผานไปแลว 4 ช่ัวโมง โดยพบวาปริมาณเชือ้
ของกลุม  specific IgY  และกลุม  non-specific IgY เพิ่มขึ้น  0.3  และ  1.  log CFUตอ
มิลลิลิตร  ตามลําดับ  และในระหวางชั่วโมงที่ 4-6 หลังการบมเพาะ  พบวา  ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย
ในกลุมที่ใช  specific IgY  มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นแตนอยกวากลุมควบคุมประมาณ 4 เทา  
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แผนภาพที่ 4.2 ผลการศึกษาการใช specific IgY ที่จําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ที่ระดับความเขมขน 0.90 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 
S. enterica serovar Enteritidis (Lee et al., 2002) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภาพที่ 4.3 กราฟการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และ S. enterica 
serovar Typhimurium (Lee et al., 2002) 
 



 

ี ่2 

มีปริ างชั่วโมงที่ 
2-4 พบ ุมที่มีการใช specific IgY สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียไดมากกวา
กลุมที่มี  non-specific IgY ถึง 1.0 log CFUตอมิลลิลิตร ตอมาในชั่วโมงที ่ 6  พบวา มี
ความแตกตางของปริมาณเชือ้ระหวางกลุมที่ใช  specific IgY และ non-specific IgY เทากับ 0.7 
log CFUตอมิลลิลิตร และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ specific IgY ขึ้นเปน 2.34 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร พบวาใหผลการทดลองเหมือนกบักลุมที่ใช specific IgY ที่ความเขมขน 1.17 มิลลิกรัม
ตอมิลลิล  แตในชั่วโมงที ่4 พบวาในกลุมที่มีการใช  specific IgY  มีปริมาณเชื้อลดลง 0.6 log 

CFUตอมิลลิลิตร  ในขณะที่กลุมที่ใช non-specific IgY มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นเทากับ 0.8 log 

CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึงเมื่อทําการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อ E. coli O157:H7 ระหวางกลุมที่ใช 

า ความสามารถของ specific IgY ในการ
การนํามาใช โดย

บวา ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตแบคทีเรียจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการเพิ่มปริมาณความ
มขนของ specific IgY ซ่ึงจะเห็นไดวาสอดคลองกับผลการทดลองในครั้งนี้ที่เมื่อเพิ่มความ
มขนของ specific extracted IgY จาก 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีผลทําให
วามสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis  เพิ่มมากขึ้น   
กรณีของชั่วโมงที่ 24 หลังจากที่มีการบมเพาะ specific IgY รวมกับเชื้อแบคทีเรียมีผลทําให
ริมาณของเชือ้แบคทีเรียมีจาํนวนเพิ่มมากขึ้นนั้น อาจจะเกิดจากการที่ปริมาณความเขมขนของ 
ecific IgY ไมเพียงพอตอการจับกันของจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด  จึงมีผลทําใหแบคทีเรียที่ไมมี
ารจับกับ specific IgY สามารถที่จะมีการเจริญเติบโตตอไปได เชนเดียวกับการศกึษาของ Lee et 

ยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อดังกลาว ผลปรากฏวาใน

 นอกจากนี้  Sunwoo et al. (2002) ไดทําการศึกษาผลของการใช specific IgY ที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อ E. coli O157:H7 ที่ระดับความเขมขน 0.59, 1.17 และ 2.34 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อดังกลาว ดงัแสดงในแผนภาพที่ 4.4 โดยไดมกีารทํา
การทดลองใน in vitro พบวา การเจรญิเติบโตของเชื้อ E. coli O157:H7 ในกลุมที่มีการใช 
specific IgY ความเขมขน 0.59 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และกลุมที่ใช non-specific IgY ไมมี
ความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ในขณะทีก่ลุมที่มีการใช specific IgY ที่ระดบัความเขมขน 
1.17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปรียบเทียบกบักลุมที่ใช non-specific IgY พบวาหลังจากชั่วโมงท

มาณเชื้อเพิ่มขึ้นเทากับ 0.5 และ 1.5 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  และในระหว
วากล
การใช

  
ิตร

specific IgY และกลุมที่ใช non-specific IgY พบวามีความแตกตางกันถึง 2.3 log CFUตอ
มิลลิลิตร 

Sunwoo et al. (2002) ไดสรุปผลการทดลองว
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียขึ้นอยูกับความเขมขนของปริมาณ IgY ที่มี
พ
เข
เข
ค
ใน
ป
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ก
al. (2002) ดังแสดงในแผนภาพที่ 4.2 ที่มีการใช specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ                S. 

enterica serovar Enteritidis ในการยับ



 

ช ี ่ 6 มีปริมาณเชื้อเพิม่มากขึ้น แตมีอัตราการเจริญเติบโตที่นอยกวากลุมควบคุม นอกจากนี้
จากคุณสมบัตขิอง IgY ที่วา IgY ไมสามารถฆาแบคทีเรียได  แตจะมีคุณสมบัติในการชวยลดการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยเขาไปทําการ block กบัสวนที่มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย ทําใหสามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียดังกลาวได  (Schade el al., 2001) 
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แผนภาพที ่4.4 ผลการศึกษาการใช specific IgY ที่จําเพาะตอเชื้อ E. coli O157:H7 ในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli O157:H7; (a) คือ specific IgY ที่ระดับความเขมขน 0.59 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (b) คือ specific IgY ที่ระดับความเขมขน 1.17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (c) 
คือ specific IgY ที่ระดับความเขมขน 2.34 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Sunwoo et al., 2002) 



 

ดิ
การเกาะกลุมกนั มีผลทําใหความสามารถในการเคลื่อนที่ไดของแบคทีเรียลดลง โอกาสที่แบคทีเรีย
จะไดร สารอ ยทีแ่ยกอยูเปนเซลล
เดี่ยว ีเรียโดยการใช 
specific IgY ได  ผลปรากฏวา
สามารถลดปร n et al., 1992)  

นอกจากนี้ อางโดย Sunwoo 

et al., 2002  เกดิการยับยั้งการ
เจริญเต โตของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากวาสวนของ steric hindrace ของแขน Fab ของโครงสราง 
IgY ม วามสามารถในการยืดหยุนไดนอย  ทําใหแอนติบอดีไมสามารถปรับมุมที่เหมาะสมเพื่อจบั
กับอิทิ   (epitope) 2  ตําแหนงบนแอนติเจนตางๆ  ได 

และอีกกลไกหนึ่งที่อาจจะเปนสาเหตุที่ทาํให  specific IgY มีความสามารถในการยับยั้ง
การเจร เติบโตของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจาก specific IgY มีความจําเพาะในการจับกันระหวาง
แอนติบอดกีับแอนติเจน ซ่ึงแอนติเจนดังกลาวอาจจะเปนสวนของ outer membrane proteins 

(OMPs), lipopolysaccharide (LPS), fimbriae (pili) หรือ flagella ที่อยูบริเวณพืน้ผิวของ
เซลลแบคทีเรีย ทําให specific IgY จับกับแอนตเิจนดังกลาวแลวเกิดการ  block มีผลตอการ
ทําลายหนาทีห่รือโครงสรางของเชื้อแบคทีเรียได ทําใหสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเ  (Sim et al., 2000) 

 นอกจากนี้จากรายงานของ Lee et al. (2002) ซ่ึงไดทําการศึกษาถึงกลไกการจับกัน
ระหวา specific IgY กับเชือ้ S. enterica serovar Enteritidis โดยใชวิธี immunofluoresence 

microscopy และ immunoelectron microscopy โดยวิธีการ immunofluoresence 

microscopy มีการนําเอาเชือ้ S.  enterica serovar Enteritidis  มาผสมรวมกันกับ specific IgY 
และ non- specific IgY  จดัเปน positive control และ negative control ตามลําดับ จากนั้นจะ
ําการเติม fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated rabbit anti–chicken IgG ซ่ึงเปน 

enic–

 
กลไกในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคโดย specific IgY ยังไมมี

การยืนยันที่ชัดเจนซึ่งในขณะนี้พบวามี 2 กลไก กลไกแรกคือ  การเกิด agglutination  ซ่ึงเปน
ปฏิกิริยาระหวางชิ้นสวนของแอนติเจน (particulate antigen) กับแอนติบอดี ทําใหแบคทีเรียเก

ับ าหาร เพื่อการเจริญเติบโตและการเพิ่มจาํนวนมนีอยกวาแบคทีเรี
แตเนื่องจากไดมีการรายงานผลของการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคท
 ในอาหารที่เปนวุนแข็ง  ซ่ึงไมสามารถเกิดปฏิกิริยา agglutination 

ิมาณของเชื้อแบคทีเรียลงได  (Sadziene et al., 1992; Feldma

จากการศึกษาของ Kuby et al, 1973 และ Gallagher et al., 1974 

พบวาปฏิกิริยา agglutination อาจจะไมใชปจจัยหลักในการทําให
ิบ
ีค
โทป

ิญ

รียได

ง 

ท
fluorescence dye ผลจากการทดลองพบวา สามารถเห็นการเรืองแสงของสี fluorescence ใน
กลุมที่มีการบมเพาะแบคทีเรียรวมกันกับ specific IgY ในขณะที่จะไมมีสีเกิดขึ้นในกลุมที่เปน 
negative control ซ่ึงการปรากฏส ีfluorescence สามารถอธิบายไดวา specific IgY มีการจับกัน
กับเซลลของแบคทีเรีย ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่เกี่ยวของกับ non-covalent  ระหวาง antig



 

binding site หรือ epitope ของแอนตเิจนและ variable–regions หรือ complementarity–

determ

ามารถอธิบายไดวา  การที่มีสวนของ 
immun

 

งของ
จจะเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ

บคทีเร

ining regions (CDRs) (Kuby , 1997)  ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาการจับกันระหวาง 
specific IgY กับแบคทีเรีย เปนผลมาจากการเกิดปฏิกิริยาระหวาง CDRs ของ specific IgY และ 
epitope ของแบคทีเรีย  และจากการศึกษาโดยวิธี immunoelectron microscopy ที่มีการบมเพาะ
เชื้อ S.  enterica serovar Enteritidis รวมกับ rabbit anti–chicken IgG และ goat anti–rabbit 

IgG conjugated with immunogold โดยแบคทเีรียจะถูกเตรียมใหอยูในรูปของ negative stain 

และ ultrathin section โดย negative stain ไดจากการยอมดวย 2% uranyl acetate และในสวน
ของ ultrathin section ไดจากการนําตวัอยางไป fixed ดวย 25% glutaraldehyde และ 1% 

osmium tetroxide นําไปทําใหแหงดวย ethanol จากนั้นทําใหแบคทีเรียติดแนน (embedded) 

โดยการใช Spurr’s medium และนําไปผานกระบวนการ polymerization ตัวอยางที่ไดจะถูกตดั
ใหบาง และนาํไปยอมดวย 2% uranyl acetate จากนัน้นําตัวอยางทีไ่ดจากการเตรยีมทั้ง 2 วิธี มา
ตรวจสอบโดยใชการสองผานจาก  electron microscopy โดยผลการทดลองพบวา จะมีสวนของ 
immunogold อยูบริเวณรอบ ๆ เซลลของแบคทีเรียที่มกีารบมเพาะรวมกับ specific IgY แตไม
พบในกลุมที่บมเพาะรวมกับ non–specific IgY  ซ่ึงส

ogold อยูบริเวณรอบๆ เซลลของแบคทีเรีย เปนการยืนยันวา specific IgY สามารถทํา
ปฏิกิริยากับแบคทีเรียที่บริเวณ epitope เฉพาะของแบคทีเรีย  ซ่ึงอาจจะเปนสวนของ OMPs, LPS,

fimbriae (pili) หรือ flagella ซ่ึงสงผลทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงของลักษณะโครงสรางของเซลล
แบคทีเรีย มผีลทําใหแบคทีเรียไมสามารถเคลื่อนที่ได (immobilize) และทําใหเกิดการทําลาย
ขบวนการที่เกีย่วของกับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย นําไปสูการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย  ซ่ึงสามารถสรุปไดวา มีการเปลีย่นแปล ลักษณะโครงสรางของเซลลแบคทีเรียเมือ่มี
การจับกับ  specific IgY  ซ่ึงอา
แ ียได เชนเดียวกนักับการศึกษาของ Sunwoo et al. (2002) ที่ไดมีการศึกษาปฏิกิริยาการจบั
กันระหวาง specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ E. coli O157:H7 กับเชื้อ E. coli O157:H7 
โดยวิธี immunofluoresence microscopy และ immunoelecteon microscopy ปรากฏวา
ใหผลการทดลองเหมือนกับการศึกษาของ Lee et al. (2000) คือ เมื่อนาํมาทดสอบดวย 
immunofluoresence  microscopy  สามารถเห็นการเรืองแสงของส ี fluorescence ในกลุมที่มี
การผสมเชื้อรวมกันกับ specific IgY แตจะไมมีสีเกิดขึ้นในกลุมที่มีการผสมรวมกับ non-

specific IgY และในการศึกษาดวยวิธี  immunoelectron  microscopy   พบวามีสวนของ  
immunogold อยูบริเวณรอบๆ  เซลลของแบคทีเรียที่มีการผสมเชื้อรวมกับ specific IgY แตจะไม
พบในกลุมที่ผสมรวมกับ non-specific IgY  ซ่ึงสามารถสรุปไดวาการที่มีสวนของ immunogold 
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อยูบริเวณรอบๆ  เซลลของแบคทีเรีย นัน้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางแบคทีเรีย เมือ่มี
การจับกันระหวาง specific IgY ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาเกิดจากบรเิวณผิวของแบคทีเรียอาจจะถูก 

block โดยการจับกันของ IgY  เปนผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของลักษณะโครงสรางเซลล และ
เปนผลทําใหเกิดการทําลายขบวนการที่เกีย่วของกับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  จึงมีผลทําใหเกิด
การยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

 
4.5.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของไขแอนติบอดีท่ีอยูในรูปของ WSF specific IgY 

powder และ whole egg specific IgY powder ในการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ             S. 
enterica serovar Enteritidis 

4.5.2.1 ผลการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis  

โดยใช WSF specific IgY powder และ WSF non specific IgY powder 
  
 จากแผนภาพที่ 4.5 เมื่อเวลาผานไป 3 ช่ัวโมง พบวากลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช WSF 

non specific IgY powder มีปริมาณเชือ้เทากับ 8.845±0.033 และ 8.745±0.065 log CFUตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงจากปริมาณเชื้อของทั้งสองกลุมการทดลองพบวาไมมีความแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตมีปริมาณเชื้อแตกตางจากกลุมที่มีการใช WSF specific IgY 

powder ที่ความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดย
พบวากลุมที่มกีารใช WSF specific IgY powder ที่ความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
มีปริมาณเชื้อเทากับ 8.322±0.028 และ 8.230±0.028 log CFUตอมิลลิ ิตร ตามลําดับ  

 
แผนภาพที่ 4.5 ผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S.  enterica serovar Enteritdis  โดยการใช 
WSF specific IgY powder ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และ 
WSF non specific IgY powder 

ล



 

เขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
(p<0.05  โดยพบว  ที่ความเขมขน 
2 มิลล ิล

การเจริญเต S

ดการเจริญเติบโต
องเชื้อลงได และตอมาในชั่วโมงที่ 9 พบวา ทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเชือ้ S. enterica 

serovar 

บวา WSF specific IgY powder  สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียมีผลทําให

 ในชั่วโมงที่ 6 พบวากลุมทีม่ีการใช WSF non specific IgY powder และ WSF 

specific IgY powder ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเชื้อไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยพบวามีปริมาณเชื้อเทากับ 11.130±0.025 และ 11.255±0.020 
log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แตมีปริมาณเชื้อแตกตางจากกลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช 
WSF specific IgY powder ที่ความ

) ากลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช WSF specific IgY powder

ิกรัมตอม ลิลิตร มีปริมาณเชื้อเทากับ 10.806±0.033 และ 9.279±0.263 log CFUตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาที่มีการใช specific extracted IgY ในการยับยั้ง

ิบโตของ . enterica serovar Enteritidis  ที่พบวาในชั่วโมงที่ 6 กลุมที่มีการใช 
specific extracted IgY ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถล
ข
serovar Enteritidis แตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยพบวา กลุมที่มีการใช 
WSF specific IgY powder ที่ความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเชื้อเทากับ 
10.017±0.026 และ 8.201±0.069 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงลดลงจากชั่วโมงที ่ 6 
เทากับ เทากับ 0.33 และ 1.11 log CFUตอมิลลิลิตร ในขณะที่กลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช 
WSF non specific IgY powder มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึน้จากชัว่โมงที ่ 6 เทากับ  1.37 และ 0.87 

log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการทดลองในชั่วโมงที่ 9 จะเหน็ไดวากลุมที่มีการใช 
WSF specific IgY powder สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica 

Enteritidis ได โดยที่ความเขมขนของ WSF specific IgY powder ที่ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ไดดีที่สุด ตอมาในชั่วโมง
ที่ 24 พบวาทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเชื้อแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดย
กลุมที่มีการใช  WSF specific IgY powder  ที่ระดับความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

มีปริมาณเชื้อเทากับ 11.170±0.034 และ 10.322±0.116 log CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึงนอยกวากลุม
ควบคุมและกลุมที่มีการใช  WSF non specific IgY powder ที่มีปริมาณเชื้อเทากับ 13.592±

0.084 และ 12.975±0.519 log CFUตอมิลลิลิตร  

 จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา  การใช  WSF specific IgY powder สามารถลด
อัตราเจริญเติบโตของเชื้อ S.  enterica serovar Enteritidis ไดในชั่วโมงที่ 6  และในชั่วโมงที่ 9 
พ
ปริมาณเชื้อลดลงจากชั่วโมงที่ 6 และจะเห็นไดวาเมื่อมกีารเพิ่มความเขมขนของ WSF specific 
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IgY powder จาก 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีผลทําใหความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  S. enterica serovar Enteritidis เพิ่มมากขึ้น  

 นอกจากนี้ จากผลการทดลองจะเห็นไดวาการใช  WSF specific IgY powder สามารถ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ไดเชนเดยีวกับการใช specific 

extracted IgY ในสวนของกลไกในการยับยั้งการเจรญิเติบโตไดกลาวไปแลวในหวัขอของการใช 
specific extracted IgY ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis   
 

4.5.2.2 ผลการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

โดยใช whole egg specific IgY  powder และ whole egg non specific IgY powder 
 
 เมื่อเวลาผานไป  3 ช่ัวโมง พบวาปริมาณเชือ้ในทุกกลุมการทดลองเพิ่มมากขึ้นจากชัว่โมงที่ 
0 โดยปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลองพบวาไมมความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ดังแสดงใน
แผนภาพที่ 4.6  

 
ผนภาพที ่4 ติบโตของเชื้อ

 

ี

 serovar Enteritidis  

พบวากลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช whole egg non specific IgY powder มีปริมาณเชื้อ        S. 

แ .6 ผลการยับยั้งการเจริญเ  S. enterica โดยการใช
whole egg specific IgY powder ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

และ whole egg non specific IgY powder 
 
 ในชั่วโมงที่ 6 พบวาปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเพิ่มขึน้จากชัว่โมงที ่3 โดย



 

05) แตพบวาทัง้
องกลุม

 

gg specific IgY p ิบโตของเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ที่ค
 ซ่ึง

อดคลอ

Enteritidis พบวาสามารถลดการเจริญเติบโตของเชื้อลงได ตอมาในชัว่โมงที่ 9  พบวา ทุกกลุมการ

ีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยพบวามีปริมาณเชือ้เทากับ13.362±0.437 และ  
3.592 ± 0.044 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แตแตกตางจากกลุมที่มีการใช whole egg 

tracted IgY และ WSF specific IgY powder ที่

enterica serovar Enteritidis เทากับ 11.806 ± 0.038 และ 11.820 ± 0.027 log CFUตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงมีปริมาณเชื้อไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.

ส การทดลองดังกลาวมีปริมาณเชื้อแตกตางจากกลุมที่มีการใช whole egg specific IgY 

powder ที่ระดับความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

โดยมีปริมาณเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เทากับ 11.614±0.081 และ  9.352±0.080 

log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการทดลองในชั่วโมงที่ 6 จะเหน็ไดวาการใช whole

e owder สามารถลดอัตราการเจริญเต
 ได โดย วามเขมขนของ WSF specific IgY powder ที่ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

สามารถลดอัตราการเจริญเตบิโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ไดดีที่สุด
ส งกับการศึกษาที่มกีารใช  specific extracted IgY และ WSF specific IgY powder ที่
ระดับเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. enterica serovar 

แตกตางกันอยางม

ทดลองมีปริมาณเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis แตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยพบวากลุมทีม่ีการใช whole egg specific IgY powder ที่ระดับความเขมขน 1 
และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเชือ้เทากับ 11.041±0.092 และ  8.593±0.176 log CFU

ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงลดลงจากชั่วโมงที่ 6 เทากับ 0.57 และ 0.76 log CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึง
จากผลการทดลองดังกลาวจะเหน็ไดวา การใช whole egg specific IgY powder สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ได โดยเมื่อเพิ่มปริมาณความเขมขน
ของ whole egg specific IgY powder สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดดีขึน้ 
ในขณะที่กลุมที่มีการใช whole egg non specific IgY powder และกลุมควบคมุมีปริมาณเชื้อ
เทากับ 12.949±0.160 และ  12.616±0.065 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงเพิ่มขึ้นจาก
ช่ัวโมงที่ 6 เทากับ  0.796 และ 1.143 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อทําการตรวจสอบ
ปริมาณเชื้อในชั่วโมงที่ 24  พบวาในทกุกลุมการทดลองมีปริมาณเชื้อเพิ่มมากขึ้นจากชั่วโมงที่ 9 

โดยกลุมที่มีการใช whole egg non specific IgY powder และกลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อไม

1

specific IgY powder  ที่ระดับความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีปริมาณเชื้อเทากบั 

11.633±0.186 และ  10.260±0.138 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ซ่ึงสอดคลองกับการใช specific ex
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พ มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึน้ในชัว่โมงที่ 24  แตพบวามีปริมาณเชื้อนอยกวากลุมควบคุมและกลุมที่
มีการใช non specific IgY powder 
 จากผลการทดลองดังกลาวจะเหน็ไดวาการใช whole egg specific IgY powder 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  S. enterica serovar Enteritidis ไดเชนเดียวกับการใช 
specific extracted IgY และ WSF specific IgY powder ในสวนของกลไกในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตไดกลาวไปแลวในหวัขอของการใช specific extracted IgY ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ  S.  enterica serovar Enteritidis 
 

4.5.3 ผลการศึกษาการใชไขแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ตอปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) ท่ีมีตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย E. coli 

และ Lactobacillus sp. 
4.5.3.1 ผลของการใช specific extracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ            S.

enterica serovar Enteritidis ตอปฏิกิริยาขามท่ีมีตอการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli 
  
 จากแผนภาพที่ 4.7 จะเหน็ไดวาการใช specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ที่ระดับความเข ิลลิลิตร ที่ไดจาก specific extracted 

IgY ไมมีผลตอการเจริญเตบิโตของเชื้อ E. c างม ําคญัทางสถิติ (p>0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม   

แผนภาพที ่ 4.7 ผลของ specific extracted IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli 

+ 
specific IgY 2 mg/ml 
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รือ 24 มีปริมาณเชื้อเทากับ 5.301±0.326, 8.602±0.210, 

0.462

coli O157:H7 โดยใชวธีิ ELISA ผล
รากฏวาเกดิปฏิก ิบายไดวาเกิดจากการที่ 

specific IgY 

จําเพาะสูงตอเชื้อ S.  enterica serovar Enteritidis 

 แต ตา
specific 

Y ที่
ิดการ  

 

 ที่พบวา การ ของ
oss reactivity ได เนื่องจาก whole cells มี epitope ขนาดใหญ อาจ

. 

a 

serovar Enteritidis ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ไดจาก specific extracted 

IgY ไมมีผลตอการเจริญเตบิโตของเชื้อ Lactobacillus sp.  อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  ทั้งนี้เนื่องจาก ไมวาจะมกีารสุมตรวจทีช่ั่วโมง 0, 3, 6, 9 หรือ 24 
ช่ัวโมง  พบวาปริมาณเชือ้ทั้งสองกลุมการทดลองไมแตกตาง โดยในกลุมที่มีการใช specific 

extracted IgY 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาที่ช่ัวโมง 0, 3, 6, 9 หรือ 24 มีปริมาณเชื้อเทากบั 

 ทั้งนี้เนื่องจาก ไมวาจะมีการสุมตรวจที่ช่ัวโมง 0, 3, 6, 9 หรือ 24 ช่ัวโมง พบวาปริมาณเชื้อ
ทั้งสองกลุมการทดลองไมแตกตาง โดยในกลุมที่มีการใช specific extracted IgY 2 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร พบวาที่ช่ัวโมง 0, 3, 6, 9 ห
1 ±0.350, 11.672±0.283 และ 13.505±0.138 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ในขณะที่
กลุมควบคุมมปีริมาณเชื้อเทากับ 5.301±0.326, 8.778±0.138, 10.556±0.311, 11.699±0.221 

และ 13.681±0.137 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการ ศึกษาของ Lee et al. 

(2002) ที่มีการศึกษา cross reactivity ระหวาง specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. 

enterica serovar Enteritidis ทดสอบรวมกับเชื้อ E. 

ป ิริยา cross reactivity ตอกันนอยมาก  ซ่ึงสามารถอธ
ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis มี identical epitope 

จํานวนนอยทีเ่หมือนกนักับลักษณะของเชื้อ E. coli O157:H7 ซ่ึงจากผลการทดลองสามารถสรุป
ไดวา specific IgY มีความ

อยางไรก็ ม มีรายงานเกี่ยวกับการเกดิปฏิกิริยา cross reactivity ของ IgY เชน จาก
การศึกษาของ Lee et al. (2002) พบวา สามารถเกิดปฏิกิริยา  cross reactivity ระหวาง 
Ig มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica serovar Enteritidis กับ S. enterica serovar 

Typhimurium เนื่องจากแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุอยูในสปชีสเดยีวกัน ดังนัน้จึงอาจเก
share antigen (O:1 และ O:12) และ common epitope และ flagellin กันได เชนเดียวกบั
การศึกษาของ Sunwoo et al. (2002) ใชแอนติเจนทีผ่ลิตจาก whole cells 

แบคทีเรีย อาจเกิดปฏิกิริยา cr

เกิดการ share กันไดระหวางแบคทีเรียตวัอ่ืนที่อยูใน family เดียวกนั 
 

4.5.3.2 ผลของการใช specific extracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ            S

enterica serovar Enteritidis ตอปฏกิิริยาขามท่ีมีตอการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus 
sp. 
  
 จากแผนภาพที่ 4.8 จะเหน็ไดวาการใช specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enteric



 

6.0
7.0
8.0
9.0

10.0
11.0

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Incubation Time (hours)

Lo
g 

10

12.0
13.0
14.0
15.0

m
l

 c
fu

/

control

Lactobacillus   sp.+  

specific IgY 2 mg/ml 

7.672±0.153, 8.519±0.497, 10.462±0.314, 11.477±0.141 และ 13.903±0.075 log CFU

ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ในขณะที่กลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเทากับ 7.839±0.082, 8.322±0.273, 

0.310

ผนภาพที ่ 4.8 ผลของ specific extracted IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ริญ

สรุปผลการทดลอง 

มีปริมาณเชื้อที่เพิ่มขึ้นนอยกวากลุมควบคุม และในชั่วโมงที่  9  พบวา กลุมที่มกีารใช specific 

1 ±0.266, 11.301±0.351 และ 13.944±0.116 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากมคีวามตางกันมากระหวาง 2 สายพันธุ เพราะวา S. enterica serovar Enteritidis เปน
แบคทีเรียแกรมลบ แต Lactobacillus sp. เปนแบคทีเรียแกรมบวก ดังนั้นจึงมีความแตกตางกันใน
สวนโครงสราง ทําใหโอกาสที่จะมีการ share สวนของ antigenic binding site และ epitope 

เปนไปไดนอย แตอยางไรกต็าม จากการศกึษาของ Shin et al., 2003 ที่ไดมีการนําเอา IgY ที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อ H. pylori มาทําการศึกษาปฏิกิริยา cross reactivity กับเชื้อ L. salivarius 

โดยวิธี Western blot พบวา เกิดปฏิกิริยา cross reactivity ขึ้นระหวาง IgY ที่มีความจําเพาะตอ
เชื้อ H.  pylori กับเชื้อ L.  salivarius 

แ
 ตอการเจ เติบโตของเชื้อ Lactobacillus sp. 

  
.6 4

 เมื่อทําการบมเพาะ S. enterica serovar Enteritidis  รวมกับ specific extracted IgY 

ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis มีผลทําใหความสามารถในการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียดังกลาวลดลง แมวาการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis จะเพิ่มขึ้นในชัว่โมงที่ 0-6 แตจะเห็นไดวากลุมที่มีการใช specific extracted IgY จะ



 

บวา ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดังกลาว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

extracted IgY สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ได 
เนื่องจากมีผลทําใหปริมาณเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลดลงจากชั่วโมงที่ 6 ในขณะที่
กลุมควบคุมมปีริมาณเชื้อเพิม่มากขึ้น และจะเห็นไดวาเมื่อความเขมขนของปริมาณ specific IgY  
เพิ่มขึ้น มีผลทําใหความสามารถในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  S. enterica serovar 

Enteritidis  เพิ่มมากขึ้นตามไปดวย  ตอมาในชั่วโมงที่ 24 พบวา ในทุกกลุมการทดลองมีการ
เพิ่มขึ้นของปริมาณเชื้อ แตกลุมที่มีการใช specific extracted IgY มีปริมาณเชื้อนอยกวากลุม
ควบคุม และเมื่อมีการนําเอา WSF specific IgY powder และ whole egg specific IgY 

powder มาใชในการศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. enterica serovar 

Enteritidis พบวา ใหผลการทดลองเปนไปในรูปแบบเดียวกับการใช specific extracted IgY 
 และสําหรับผลการศึกษา specific extracted IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis  ตอปฏิกิริยาขามที่มีตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืน ซ่ึงในการศึกษาครั้ง
นี้ใช E. coli และ Lactobacillus sp. พ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 5 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
จากการผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

ในไขไก เพื่อนํามาใชศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อดังกลาว รวมถึงนํามา
ศึกษาปฏิกิริยาขามที่มีตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ Lactobacillus sp. พบวา 
ในการกระตุนภูมิคุมกันแมไกดวย inactivated whole cells antigen จากเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis มีประสิทธิภาพเพยีงพอที่จะกระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกนั
ในแมไก เพื่อสรางแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอเชื้อ  S. enterica serovar  Enteritidis ในไขไก
ด โด

ลี่ยนแปลงของระดับ antibody titer ที่เพิ่มขึ้นในสัปดาหที่ 5 มีการเพิ่มขึ้นเล็กนอยจากสัปดาหที่ 
 ซ่ึงระดับ antibody titer จะสูงที่สุดในสัปดาหที่ 6 และจะเริ่มลดลงในสัปดาหที่ 7  

จากการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการตกตะกอนแอนติบอดี IgY บริสุทธิ์ ดวย 2 วิธี คือ AMS

ละ 12%PEG พบวาการตกตะกอนแอนติบอดีดวย 12%PEG จะทําใหไดปริมาณ specific IgY 

ี่มีความบริสุทธิ์มากกวาการตกตะกอนแอนติบอดีดวย AMS ทั้งนี้เนื่องจากการตกตะกอน
อนติบอดดีวย 12%PEG เมื่อนําไปศกึษาดวยวิธีการ SDS-PAGE พบวาทาํใหไดแถบของ
ปรตีนหลัก 2 แถบ ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 66 และ 27 kDa ซ่ึงมีรายงานวาคอืเปนสวนของ 
eavy chains และ Light chains ในโครงสรางของ IgY ในขณะทีก่ารตกตะกอนแอนติบอดดีวย 
MS จะมีแถบของโปรตีนอื่นๆ ที่เปนสวนประกอบของไขปนเปอนมาดวย  

เมื่อมีการนําเอาไขแอนติบอดีที่ไดมาแปรรูปใหอยูในรูปของ whole egg specific IgY 

owder, WSF specific IgY powder และ specific extracted IgY พบวามีปริมาณของ 
ecific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ  S. enterica serovar  Enteritidis  เทากับ 12.67±0.17, 

7.69±0.71 มิลลิกรัมตอกรัมของไขผง และ 2.74±0.20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง 
ามลําดับ ในขณะที่กลุม whole egg non specific IgY powder, WSF non specific IgY 

owder และ non-specific extracted IgY มีปริมาณของ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชือ้              
. eterica serovar Enteritidis เทากับ 0.04±0.09, 0.11±0.08 มิลลิกรัมตอกรัมของไขผง และ 
.74±0.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง ตามลําดับ 

ไ ยพบวาระดับ antibody titer จะเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตสัปดาหแรกหลังจากที่มีการกระตุน
ภูมิคุมกัน และเมื่อมีการ booster คร้ังแรกในสัปดาหที่ 2 พบวามีผลทําใหระดับ antibody titer ใน
สัปดาหที่ 3 เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ และเมือ่ทําการ booster คร้ังที่ 2 ในสัปดาหที ่ 4 พบวาการ
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และจากการนาํไขแอนติบอดีที่อยูในรูปตางๆ มาศึกษาถึงประสิทธิภาพในการยบัยั้งการ
ริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar  Enteritidis พบวา เมื่อมกีารใช specific extracted 

IgY ที่ระดับความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาชั่วโมงที่   1-6 หลังจาก
ที่มีการบมเพาะจะมกีารเพิ่มขึ้นของปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลอง แตกลุมที่มกีารใช specific 

extracted IgY มีปริมาณเชื้อนอยกวากลุมควบคุม และในชัว่โมงที่ 9 สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ได เนื่องจากมีผลทําใหปริมาณเชื้อ S. 

enterica serovar Enteritidis ลดลงจากชั่วโมงที่ 6 ในขณะที่กลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเพิ่มมาก
ขึ้น และจะเหน็ไดวาเมื่อความเขมขนของระดับ IgY เพิ่มขึ้นมีผลทําใหความสามารถในการยับยัง้
การเจริญเติบโตของเชื้อ  S. enterica serovar Enteritidis เพิ่มมากขึน้ตามไปดวย ซ่ึงกลไกในการ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคโดย specific IgY ยังไมมกีารยนืยันที่ชัดเจนซึ่ง
ในขณะนี้พบวามี 2 กลไก กลไกแรกคือ  การเกิด agglutination ซ่ึงเปนปฏิกิริยาระหวางชิ้นสวน
ของแอนติเจน (particulate antigen) กับแอนติบอดี ทําใหแบคทเีรียเกดิการเกาะกลุมกัน มีผลทํา
ใหความสามารถในการเคลื่อนที่ไดของแบคทีเรียลดลง โอกาสที่แบคทีเรียจะไดรับสารอาหารเพื่อ
การเจริญเติบโตและการเพิม่จํานวนมีนอยกวาแบคทีเรียที่แยกอยูเปนเซลลเดี่ยว และอีกกลไกหนึง่ที่
อาจจะเปนสาเหตุที่ทําให  specific IgY มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรีย เนื่องจาก specific IgY มีความจําเพาะในการจับกันระหวางแอนติบอดกีบัแอนติเจน ซ่ึง
แอนติเจนดังกลาวอาจจะเปนสวนของ outer membrane proteins (OMPs), 

lipopolysaccharide (LPS), fimbriae (pili) หรือ flagella ที่อยูบริเวณพื้นผิวของเซลล
แบคทีเรีย ทําให specific IgY จับกับแอนติเจนดังกลาวแลวเกิดการ  block มีผลตอการทําลาย
หนาที่หรือโครงสรางของเชื้อแบคทีเรียได ทําใหสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียได 
แตจากงานวจิยัหลายงาน พบวากลไกที่สองมีความเปนไปไดมากกวาทั้งนี้เนื่องจากในกลไกแรกนั้น 
มีขอจํากัดทีว่าสวนของ steric hindrace ของแขน Fab ของโครงสราง IgY มีความสามารถในการ
ยืดหยุนไดนอย  ทําใหแอนติบอดีไมสามารถปรับมุมที่เหมาะสมเพื่อจบักับอิทิโทป  (epitope) 2  

ตําแหนงบนแอนติเจนตางๆ  ได และจากการนําเอา WSF specific IgY powder และ whole egg 

specific IgY powder มาใชในการศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. enterica 

serovar Enteritidis พบวา ใหผลการทดลองเปนไปในรูปแบบเดยีวกับการใช specific extracted 

IgY และจากผลการศึกษาการใช specific extracted IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis  ตอปฏิกิริยาขามที่มีตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืนๆ ซ่ึงในการศึกษา
คร้ังนี้ใช E. coli และ Lactobacillus sp. พบวา ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดังกลาว 

เจ



 

 จากผลการทดลองจะเหน็ไดวา specific IgY มีประสิทธิภาพในการยบัยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ได มีผลตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ ดังนั้น
จึงมีความเปนไปไดในการนาํ specific Ig เพื่อปองกันโรคทั้งในคนและสัตวไดซ่ึงการ
นําไปใชนัน้ จากผลการทดลองจะ ัว่โมงที่ 9 และใน
ั่วโมงที่ 24 พบวาปริมาณเชือ้จะเพิ่มขึน้ ทัง้นี้เนื่องจากปริมาณ specific IgY มีไมเพยีงพอในการที่

จะเขาไป

จะมีขอจํากัด
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เห็นไดวา การเจริญเตบิโตของเชื้อจะลดลงในช
ช

จับกบัปริมาณเชื้อที่มีอยูทั้งหมด จึงมีผลทําใหเชื้อที่เหลือมีการเจริญเติบโตเพิ่มจํานวนมาก
ขึ้น ซ่ึงในการนําไปใชอาจจะมีการให specific IgY ถ่ีขึ้น เพราะจากผลการทดลองพบวาในชัว่โมง
ที่ 9 การเจริญเติบโตของเชื้อจะลดลง 

รูปแบบของการนําไขแอนตบิอดีไปใชนัน้ สามารถนําไปใชไดทั้ง 3 รูปแบบ คือ whole 

egg specific IgY powder, WSF specific IgY powder และ specific extracted IgY ทั้งนี้
ขึ้นอยูกับความเหมาะสมในการนําไปใช เชน การนําไปใชในการวินิจฉัยโรคนัน้ ควรจะมกีาร
นําไปใชในรูปของ specific extracted IgY ทั้งนี้เนื่องจาก specific extracted IgY ไดจากการ
นําไปทําใหมคีวามบริสุทธิ์ (purification) มากกวาไขแอนติบอดีในรปูของ whole egg specific 

IgY powder และ WSF specific IgY powder ซ่ึงการที่มีสวนของโปรตีนอื่นๆ เขามาเกี่ยวของ
อาจจะทําใหผลที่ไดจากการวิเคราะหผิดพลาดได ในดานของการนําไปใชในการปองกันโรค การ
นําไปใชในรูปของ specific extracted IgY และ WSF specific IgY powder อาจ

วา specific extracted IgY และ WSF specific IgY powder คือ specific IgY ที่ได
จากการแยกเอาสวนของโปรตีนและไขมนัอื่นๆ ออกไปแลว ดังนั้นเมื่อเขาสูรางกายผาน
กระบวนการยอยจากเอนไซม และ pH ตางๆ ภายในร าย ทําใ ครงสรางของ IgY อาจจะมี
โอกาสที่จะถูกทํ ลายไดงาย นื่องจากไมมีสวนของโปรตี หรือไขมนัมาชวยในการปองกันการถูก
ยอย แตอยางไรก็ตามในปจจุบันมีการศึกษาเพื่อนําเอาสารสังเคราะห เชน gelatin มาเคลือบเพือ่
ปองกันการถูกทําลาย แตการนําไขแอนติบอดีมาใชในรูปของ whole egg specific IgY powder 
พบวา สามารถชวยลดโอกาสที่โครงสรางของ IgY จะถกูทําลายได เนือ่งจาก w

IgY powder จะมีสวนประกอบอื่นๆ เชน โปรตีนหรอืไขมันมาชวยปองกันการยอยจากเอนไซม
ตางๆ ในทางเดินอาหาร ทําให IgY สามารถผานไปยังลําไสเล็กได และมีประสิทธิภาพที่จะชวยใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อโรคที่มีการ colonization ภายในลาํไสเล็กได แตอยางไรก็ตาม
การนํามาใชในรูปของ whole egg specific IgY powder กมีขอจํากัดคือ แมจะสามารถชวย
ปองกันสวนของ IgY ใหสามารถทนตอการยอยจากเอนไซมและกรดไดมากยิ่งขึน้  แตในอกีดาน
หนึ่ง พบวา บางคนอาจจะเกดิการแพสวนของไขขาวได 



 

 จากการศึกษาครั้งนี้มีการศึกษาผลของการใช ecific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ
S. enterica serovar  Enteritidis ตอการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียอ่ืน คือ E. coli และ 
Lactobacillus sp. ดวยวิธี colony counter ซ่ึงเปนการนําเอาแบคทีเรียทั้งเซลลมาผสมรวมกับ 
specific IgY โดย IgY จะจับกับแอนติเจนไดเฉพาะบริเวณผิวภายนอกเซลลของแบคทีเรีย คือ
สวนของ outer membrane proteins (OMPs), flagella และ pili เทานั้น และ นือ่งจากแบคทเีรีย
ทั้ง E. coli และ Lactobacillus sp. เปนแบคทีเรียคนละสายพันธุ โดยเฉพาะ Lactobacillus sp. 
ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมบวกแตกตางจาก S. enterica serovar Enteritidis ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรม
ลบ ทําใหมีโครงสรางบริเวณผิวภายนอกเซลลแตกตางกนั โอกาสที่จะพบปฏิกิริยาขาม (cross 

reactivity) จึงมีไดนอย ดังนัน้ควรที่จะมีการศึกษาตอไปดวยวธีิอ่ืน เชน ELISA หรือ 
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(แสดงขอมูลจากการทดลอง) 
 
 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

  

 
 
 

 
 
 

 



 

การหาคาการเจือจางที่เหมาะสมในการเริ่มทํา serial dilution ของ water soluble fraction 

 
 
 

 

 

 

 

ในการทดสอบ negative control (NI) และ positive control (PI) จะใชตวัอยางทดสอบอยางละ 
 ตัวอยาง

 

 

 

 

 

 
 

(ไมโครกรัม) ที่ 590 nm 

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA) กับคาดูดกลืนแสงที่ 590 nm 
 
 
 
 

ความเขมขนของปริมาณโปรตีนมาตรฐาน BSA คาการดูดกลืนแสง

 
 
 
 
 
 
 

(WSF) จากไขแดง โดยวิธี Indirect ELISA แสดงผลการทดลองเปนคา OD 
 

 

 

 

 

 

3  
 

 

 

 

 

 

0 0.000 
1 0.016 
2 0.032 
5 0.080 
15 0.230 

dilution NI 1 NI 2 NI 3 PI 1 PI 2 PI 3 
คาเฉลี่ย 

NI 
คาเฉลี่ย 

PI 
1:100 0.101 0.105 0.072 0.903 0.945 0.961 0.093 0.936 
1:200 0.072 0.072 0.063 0.737 0.797 0.760 0.069 0.765 
1:400 0.065 0.067 0.060 0.526 0.510 0.533 0.064 0.523 
1:800 0.061 0.063 0.059 0.293 0.288 0.334 0.061 0.305 
1:1600 0.061 0.061 0.058 0.164 0.158 0.201 0.060 0.174 
1:3200 0.060 0.059 0.058 0.098 0.095 0.120 0.059 0.104 
1:6400 0.060 0.058 0.057 0.071 0.063 0.096 0.058 0.077 
1:12800 0.058 0.056 0.056 0.057 0.049 0.068 0.057 0.058 
1:25600 0.056 0.056 0.055 0.056 0.050 0.065 0.056 0.057 



 

ผลการศึกษาระดับ antibody titer ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S.  enteica serovar Enteritidis จาก WSF ของไขแดงจากไกในแตละสัปดาห  
Treatment 1 (ไขจากแมไกที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน inactivated whole cell antigen ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis) 

ระดับ antibody titer ในไขแอนติบอดีทีไ่ดรับการกระตุนภูมิคุมกนั (Optical density;OD) 
สัปดาหที ่ T1R1 T1R2 T1R3 T1R4 T1R5 T1R6 T1R7 T1R8 T1R9 T1R10 

 
เฉลี่ย SE 

0 0.067 0.062 0.063 0.059 0.067 0.061 0.065 0.059 0.058 0.061 0.062 0.026 
1 0.115 0.131 0.072 0.122 0.096 0.122 0.108 0.150 0.114 0.101 0.113 0.099 
2 0.245 0.140 0.171 0.220 0.136 0.139 0.146 0.148 0.146 0.138 0.163 0.142 
3 1.075 1.030 0.977 0.834 0.974 1.089 0.999 1.053 0.919 1.080 1.003 0.149 
4 1.062 1.078 1.072 1.046 1.101 1.038 1.088 1.011 0.974 1.065 1.053 0.180 
5 1.029 1.073 1.059 0.993 1.063 1.155 1.108 1.149 1.093 1.049 1.077 0.207 
6 0.869 1.043 1.053 1.069 1.082 1.089 1.114 1.138 1.105 1.098 1.066 0.233 
7 1.027 1.008 1.016 0.984 1.036 1.019 1.013 0.997 1.012 0.949 1.006 0.256 
8 1.120 1.104 1.011 0.896 0.960 0.975 0.973 0.939 0.987 0.937 0.990 0.296 
9 1.009 1.032 1.062 0.958 1.005 1.0 1.006 1.019 0.785 0.905 0.280 44 0.136 
10 1.101 0.980 0.962 0.806 0.873 0.917 0.678 0.916 0.858 0.850 0.894 0.3154 
11 0.818 0.998 0.970 0.801 0.899 0.923 0.888 0.823 0.855 0.818 0.879 0.3324 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
ผลการศึกษาระดับ antibody titer ที่มีความจ dis จา องไขแดงในแตละสัปดาห 
Treatment 2 (ไขจากแมไกที่ไมไดรับการกระ igen ข  enterica serovar Enteritidis) 
 

ระดับ antibody titer ในไขแอนต ีท al de

ําเพาะตอเช
ตุนภูมิคุมกั

ิบอด

ื้อ S.
นดว

  e
ย in

nte

act

rica

iva

 se

ted

ro

 w

var

hol

 E

e c

nte

ell 

riti

ant

ก WSF ข
องเชื้อ S. 

nsity;OD) ีไ่ดรับการกระตุนภูมิคุมกนั (Optic
สัปดาหที ่ T2R1 T2R2 T2R3 T2R4 2 T2 10 คาเฉลี่ยT R5 T2R6 T2R7 T2R8 R9 T2R  SE 

0 0.024 0.023 0.020 0.025 0 0. 18 0.021 0.0550. 24 0.020 0.022 0.016 019 0.0
1 0.038 0.035 0.034 0.034 0 0.0 23 0.029 0.0800. 33 0.025 0.021 0.025 22 0.0
2 0.033 0.036 0.030 0.033 032 0.024 0.023 0.024 0.0 30 0.029 0.0690. 24 0.0
3 0.050 0.040 0.035 0.036 0 0.0 19 0.032 0.1030. 36 0.021 0.022 0.039 20 0.0
4 0.039 0.038 0.083 0.067 0 0.0 52 0. 70 0.069 0.058 0.062 48 0.0 0.059 0.120
5 0.030 0.024 0.023 0.024 9 0.0 24 0.023 0.0550.021 0.022 0.025 0.01 21 0.0
6 0.057 0.040 0.042 0.051 0.0 26 0.037 0.1080.043 0.033 0.024 0.023 28 0.0
7 0.027 0.021 0.025 0.028 0 0.020 0. 025 0.024 0.0520. 27 0.025 0.023 022 0.
8 0.119 0.078 0.070 0.080 0 0. 068 0.073 0.1340. 56 0.068 0.072 0.066 054 0.
9 0.064 0.037 0.038 0.063 0 0. 095 0.085 0.2010. 55 0.132 0.106 0.159 101 0.
10 0.112 0.062 0.071 0.103 088 0.145 0.114 0.155 0. 126 0.109 0.172111 0.0.
11 0.060 0.073 0.058 0.071 0 0. 112 0.090 0.167102 0.63 0.131 0.106 0.124 0.

 
 
 
 
 
 
 



 

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของปรมิาณ purified chicken IgG กับคาการดูดกลืน
ที่ 590 nm สําหรับใชในการวิเคราะหปริมาณ total IgY  

(ไมโครกรัม) 
คาการดูดกลืน
แสง 405 nm 

แสง
 

ความเขมขนของ purified chicken IgG 

0.1250 0.5585 
0.0625 0.3265 
0.0313 0.1679 
0.0156 0.0929 
0.0078 0.0653 

 
 
ความ
ดูดกล
 

สัม
ืนแสงท
พ กับคาการ

590 nm สําหรับใชในการวิเคราะหปริมาณ specific IgY  

คาการดูดกลืน
แสง 405 nm 

ันธ
ี่ 
ระหวางความเขมขนของของปริมาณ purified chicken IgG 

ความเขมขนของ purified chicken IgG 

(ไมโครกรัม) 
0.2500 0.0000 
0.1250 0.5585 
0.0625 0.3265 
0.0313 0.1679 
0.1560 0.0929 
0.0078 0.0653 
0.0039 0.0236 
0.0020 0.0024 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
ผลการศึกษาประสิทธิภาพและปริมาณของ specific IgY ที่อยูในรูปของ specific extracted IgY ในการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enteica serovar 
Enteritidis 

ปริมาณเชื้อ S.  enterica serovar Enteritidis       specific IgY 
 

Specific IgY Specifhour 
Control 

Specific IgY 
0.5 mg 

Specific IgY 
1.0 mg 1.5 mg 

ic IgY
2.0 mg 

 

0 6.267±0.091 6.190±0.100 6.159±0.179 6.420±0.263 6.310±0.273 

3 9.033±0.131a 8.872±0.102 b  8.190±0.100 c 8.342±0. ±0.221 e118 d 7.972

6 11. 0 1 .1 1 0.2 1 0. ±0.120 e622±0.1 8 a 1 .339±0 59 b 0.591± 65 c 0.235± 103 d 9.144

9 12. 6 1 .2 1 0.3 9 .0 ±0.060 e117±0.0 5 a 1 .172±0 03 b 0.273± 64 c .688±0 64 d 8.479

24 12. 1 1 .1 1 0.1 1 0. ±0.381 d827±0.2 4 a 1 .841±0 18 b 1.023± 23 c 0.825± 090 b 9.421

  ัว ต ม ก ย ําค ถิต 5)

ผลการศึกษาป ภา p g น W ci  p ใน ั้งก เติ nteica serovar 
 

ม .  a serovar Enteritidis 

 abcde ต อักษรที่แ กตางกัน ีความแต ตางกันอ างมนีัยส ัญทางส ิ (p<0.0  

ระสิทธิ พของ s ecific I Y ที่อยูใ รูปของ SF spe fic IgY owder การยับย ารเจรญิ บโตของเชื้อ S.  e
Enteritidis

ปริ าณเชื้อ S enteric      
  fi

u nt
n ifi

r 
pe Y 
0 

F ic IgY 
g 

 
        speci c IgY 
 
ho r Co rol 

WSF on spec c IgY 
powde

WSF s cific Ig
1. mg 

WS  specif
2.0 m

0 6.176±0.091 6.085±0.130 6.079±0.142 6.079±0.138 

3 8.845±0.033 a 8.748±0.065 a 8.322±0.0279 b 8.230±0.028 b

6 10.806±0.033 b 11.130±0.025 a 11.255±0.020 a 9.279±0.263 c

9 12.176±0.081 a 12.000±0.150 b 10.017±0.026 c 8.201±0.069 d

24 13.592±0.084 a 12.975±0.519 a 11.170±0.034 b 10.322±0.116 c

   abcd ตัวอักษรที่แตกตางกันมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)



 

ผลการศึกษาประสิทธิภาพของ ที่อยูในรูปของ Whole egg specific IgY ในการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ S. rovar 
Enteritidis 
 

ปริมาณเชื้อ S.  enteric Enteritidis 

specific IgY powder 

a serovar 

 enteica se

       
          specific IgY 
 
hour Control 

WSF non specific IgY 
powder 

g specific 
.0 mg 

Whole egg if
IgY 2.

Whole eg
IgY 1

 spec
0 mg 

ic 

0 6.176±0.027 6.114±0.114 ±0.185 6.204±   6.146 0.139

3 8.230±0.234 a 8.245±0.  0.250 a 8.2  a039 a 8.203± 79±0.127

6 11.806 ±0.0  c±0.038 a 11.820±0.027 a 11.614 81 b 9.352±0.080

9 12.949 ±0.092  d±0.160 a 12.616±0.065 b 11.041  c 8.593±0.176

24 13.592±0.044 a 13.362±0.437 ±0.186 b 10.260±  ca 11.633 0.138
 
  abcd ตัวอักษรที่แตกตางกันมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถ <0
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ิติ (p .05) 



 

ผลการศึกษาปฏิกิริยาขามของ specific IgY ในรูปของ specific extracted IgY ตอ
 E .coli

 
ปริมาณเช

ท่ีอยู
ิญเติบโตของเชื้อ  การเจร

ื้อ E coli   
h

ont

         sp
our 

ecific IgY 

C rol 
Specific extracted IgY+  

E. coli 

0 5.301± ±0.326 0.326 5.301

3 8.778±0.138 8.602±0.210 

6 10.556±  100.311 .462±0.350 

9 11.699±0.221 11.672±0.283 

24 13.6  81±0.137 13.505±0.138 
 

ูปข p ic 

กา โต o
 

เช

 
การศึกษ
รเจริ

าปฏิกิร
ญเติบ
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ามขอ
เชื้อ L

ง sp

act

ecifi

bac

c Ig

illus

Y ท่ีอ
 sp. 

ป

ยูในร

ริมาณ

อง s

ื้อ La

ecif

ctobaci

extr

llus

acte

 sp. 

d IgY ตอ

  
  

hou

       
           
r 

  s
 

actobacillus sp. 

peci
      

fic Ig
       

Y 
        

Control 
Specific extracted IgY+ 

L

0 7.839±0.082 7.672±0.153 

3 8.3 822±0.273 .519±0.497 

6 10.301±0.336 10.462±0.314 

9 11.301±0.351 11.477±0.141 

24 13.944±0.116 13.903±0.075 
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
Brilliant Green Bile agar (BGA) 

 Brilliant Green Bile agar    20.7 กรัม 

  1,000

 มิลลิลิตร 

 คนใหเข ัน นําไปอบฆาเช ที่อุณหภูมิ 12  นาน 15 
นาที 
 
Fluid Thioglycollate Medium 
  uid Thioglyco   กรัม 

 ลั่น    
มิลลิลิตร 

15 

MRS agar
 s MRS broth    67.0 ัม 

  น้ํากลั่น     
 มิลลิลิต
 นําไปอบ าเชือ้ (autoclave) องศาเซลเซียส ี 
 
Lactobacillus RS broth (M
  ctobacillus M   กรัม 

 น้ํากลั่น       1,000

มิลลิลิตร 

คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 
าที 

utrient agar (NA) 
 Nutrient agar      28.0 กรัม 

 น้ํากลั่น       1,000

มิลลิลิตร 

นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

 น้ํากลั่น     

าก ือ้ (autoclave) 1 องศาเซลเซียส

Fl llate Medium   29.75

 

น้ําก    1,000 

 
 คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 
นาที 
 

obacillus MRS agar (
 Lactobacillu

) 
กร

 1,000 
ร 

ฆ ที่อุณหภูมิ 121  นาน 15 นาท

 M RS broth) 
La RS broth   35.15

Lact

 

 
 

น
 
N
 

 

 
 



 

 
Nutrient broth (NB) 

 Nutrient broth      13.0 กรัม 

 น้ํากลั่น       1,000

มิลลิลิตร 

 คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที 
 
Soyabean Casein Digest Medium (tryptone Soya agar) 
  Soyabean Casein Digest Medium   30.0 กรัม 

  Agar       15.0 กรัม 
  น้ํากลั่น       1,000

 มิลลิลิตร 

 นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี
 
Soyabean Casein Digest Medium (tryptone Soya Broth) 
  S 30.0 กรัม 

  น้ํากลั่น       1,000

 มิลลิลิตร 

 คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที 
 
Violet Red Blie Glucose agar (VRBG agar) 
  Violet Red Blie Glucose agar    39.5 กรัม 
  น้ํากลั่น       1,000

 มิลลิลิตร 

 คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที 
 
 
สารละลายที่ใชในการแยก WSF ออกจากสวนของไขแดง 
น้ํากล่ัน pH 2 

 

 

 

oyabean Casein Digest Medium   



 

 นําน้ํากลั่นปรบั pH ใหได 2.0 ดวย 1 M HCl จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อโดยการ
ศาเซลเซียส 

ปรบั pH ใหได 4.0 ดวย 1 M HCl จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อโดยการ
ําไป A

A 

กรัม 

Cl       0.2 กรัม 

 Na2HPO4      2.9 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000

 

2 3      1.59 กรัม 

   2.93 กรัม 

 Tween 20 in PBS, pH 7.4 : Washing buffer 
 PBS, pH 7.4      1,000

 skim milk in coatin

นําไป Autoclave เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 อง
 
น้ํากล่ัน pH 4 

 นําน้ํากลั่น
น utoclave เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 
การเตรียมสารเคมีสําหรบั ELIS
Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 
  NaCl       8.0 

  K

  KH2PO4      0.2 กรัม 
 

 

 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย 0.1 M HCl ทําใหปราศจากเชือ้โดยการนําไป
Autoclave จากนั้นเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
0.05 M Carbonate-bicarbonate buffer: Coating buffer, pH 9.6 

 Na CO 

  NaHCO3   

  NaN3        0.2 กรัม  

  น้ํากลั่น       1,000

 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 9.6 ดวย 1 N NaOH  เก็บไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
 
.05%0

 
 มิลลิลิตร 
  Tween 20      0.5
 มิลลิลิตร 
 
1% g buffer : Blocking solution 



 

  skim milk      1 กรัม 
 buffer, pH 9.6    100

 

มิลลิลิตร 

itrate buffer      10

กรัม 

้ํากลั่น       100

นําไปใหความรอนที่อุณหภมูิ 68 องศาเซลเซียส จนกวา SDS จะละลายจนหมด 
งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนําเขาตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

SDS-PAGE 

้ํากลั่น       1.65

 1.5 M Tris, pH 8.8     2.5
มิลลิลิตร 
 10% SDS      100

40% acrylamide     5
 

  Coating
 มิลลิลิตร 
 
Citrate buffer 
  Citric acid      1.05 กรัม
  น้ํากลั่น        100 

 
 เก็บไวที่มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ABTS solution 
  ABTS       15
 มิลลิกรัม 
  C
 มิลลิลิตร 
  6% H2O2      167
 ไมโครลิตร เตรียมแลวตองใชทันท ี
 
Stop solution 
  SDS       1 

  น
 มิลลิลิตร 

 

วา
 

สารลายที่ใชในการแยกชนิดของโปรตีนโดยวิธี 
15% running gel 
  น
 มิลลิลิตร 
 
 
 
 มิลลิลิตร 
  
 มิลลิลิตร



 

  2% N’N – methylene-bis-acrylamide   2
 มิลลิลิตร 

 10% ammomium persulfate     33
ิตร 
TEMED      5

 น้ํากลั่น       3.72

   312

– met lene-
ร 
0% omium rsulfate  

  5
ไมโครลิตร 

ูมิหอง 

.5 M T
 18.15 กรัม 

ได 8.8 ดวย 1 M HCl  เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร เก็บในขวด
ีชา เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2 M Tris-HCl buffer, pH 6.8 

 ไมโครล
  
 ไมโครลิตร 
   

.8% stocking gel 4
 

 มิลลิลิตร 
  2 M Tris, pH 6.8  
 ไมโครลิตร 
  10% SDS      50
 ไมโครลิตร 
  40% acrylamide     600
 ไมโครลิตร 
  2% N’N hy bis-acrylamide   300
 ไมโครลิต

1   amm pe   16.5
 ไมโครลิตร 
  TEMED    
 
   
10% SDS 
  SDS       10 กรัม 

  น้ํากลั่น       100

 มิลลิลิตร 

 เก็บไวที่อุณหภ
 

ris-HCl buffer, pH 8.8 1
  Tris      

  น้ํากลั่น       50

  มิลลิลิตร
 ปรับ pH ให
ส
 



 

  Tris       12.11 กรัม 

  น้ํากลั่น       20

 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 6.8 ดวย 1 M HCl  เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร เก็บในขวด

ื้อจากบริษัท Bio-Rad เก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

X running buffer 
ัม 

lycine      72.05 กรัม 

ม 
้ํากลั่น       1,000

น เก

ูมิ -20 ี

25

100

625

ร 

ร 

สีชา เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
TEMED 
  ซ
 
5
  Trizma base      15.15 กร
  G

  SDS       5 กรั
  น
 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากั ็บไวที่อุณหภูมิหอง  
 
10% ammonium persulfate 

   0.1 กรัม   ammonium persulfate  

  น้ํากลั่น       1

 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภ องศาเซลเซยส 
 
Sample buffer 

 2 M Tris-HCl buffer, pH 6.8     
 ไมโครลิตร 
  Glycerol      
 ไมโครลติร 

  น้ํากลั่น       
 ไมโครลิตร 
 
2X loading buffer 
  Sample buffer      375
 ไมโครลิต
  10%SDS      300
 ไมโครลิต



 

  β-mercaptoethanol     75
 ไมโครลิตร 

massie blue     0.5 กรัม 
e methanol     100

e methanol     90

้ํากลั่น       90

 

 

 

 เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
Stocking 0.5% Coomassie brilliant blue R-250 
  Coo
  Absolut
 มิลลิลิตร 

 กรองผานกระดาษกรอง whatman เบอร 1 
 
 
 
Staining solution 
  Stocking 0.5% Coomassie brilliant blue R-250 22.5
 มิลลิลิตร 
  Absolute methanol     22.5
 มิลลิลิตร 
  Glacial acetic acid     10
 มิลลิลิตร 

  น้ํากลั่น       45

 มิลลิลิตร 
 
Destaining solution 

Absolut  
 มิลลิลิตร 
  Glacial acetic acid     20
 มิลลิลิตร 

  น
 มิลลิลิตร 

 
 

 



 

โปรแกรมการฉีดวัคซนีไกไข 
 
อ   ายุไก  วัคซีนท่ีฉีด 



   นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 
   ไมโครพาสมา 

 นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 

5 สัปด  นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 

ัดหนาบวม 

 

1 วัน    มาเร็กซ 
 

14 – 16 วัน
17 – 18 วัน   กัมโบโร 

3 สัปดาห  
    ฝดาษ 

8 สัปดาห   นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 
10 สัปดาห   กลองเสียงอักเสบ 

    หวัดหนาบวม 

1 าห  
    ฝดาษ 
    หว
18- 20 สัปดาห   นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 

ทุกๆ 6 – 8 สัปดาห  นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ประวัติผูเขียน 


ษฎรธานี 

ึกษาระ ึกษาที่โรงเรียนสุราษฎรธานี อําเภอเมือง จังหวดัสุราษฎรธานี สําเร็จ
ารศึกษ โลยีการผลิตสัตว สํานักวิชา
คโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี    สุรนารี จังหวัดนครราชสีมา เมื่อป พ.ศ. 

ตอระดับปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว สํานักวิชา
คโนโ ีการเก า ปก า 2546 
ละสําเร าในปการศึกษา 2549 

 
 นางสาวจีราพร บัวชู เกิดเมือ่วันที่ 9 กุมภาพันธ พ.ศ. 2523 ที่จังหวดัสุราษฎร
ธานี เร่ิมการศกึษาระดับประถมศึกษาที่โรงเรียนวดัชยาราม อําเภอไชยา จังหวดัสุรา
ศ ดับมธัยมศ
ก าระดบัปริญญาตรี สาขาวิชาเทคโน
เท
2546 จากนั้นศึกษา
เท ลย ษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุนารี จังหวัดนครราชสีม ารศึกษ
แ ็จการศึกษ
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