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 งานวิจยัการผลิตแอนติบอดไีขแดงที่มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica serovar 

Enteritidis ที่มีคุณภาพ ดานการศึกษาในหลอดทดลอง แบงออกเปน 2 การทดลอง ในการทดลอง
แรกเปนการผลิตแอนติบอดไีขแดงในรูปแบบตางๆ คือ specific extracted IgY, WSF specific 

IgY powder และ whole egg specific IgY powder โดยการใช inactivated  whole  cell  
antigen ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในการกระตุนภูมิคุมกันแมไก จากนั้นนํามา
ศึกษาปริมาณ total IgY และ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis เปรียบเทียบกบักลุมที่ไมไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน คือ non-specific extracted IgY, 

WSF non-specific IgY powder และ whole egg non-specific IgY powder โดยใชวิธี 
ELISA พบวา ไขแอนติบอดีในรูปแบบตางๆ ที่ไดจากแมไกที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน มีปริมาณ 
total IgY และ specific IgY มากกวาไขแอนติบอดีที่ไดจากแมไกทีไ่มไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน
อยางมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ในการทดลองที่ 2 ศึกษาประสทิธิภาพของ specific IgY ที่
มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่อยูในไขแอนติบอดีในรูปแบบตางๆ ตอ
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และศึกษาผลของ specific 

IgY ตอปฏิกิริยาขามที่มีตอการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli และ Lactobacillus sp. ผลการศึกษา
พบวา การใช specific extracted IgY, WSF specific IgY powder และ whole egg specific 

IgY powder สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ไดอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ในขณะที่ไขแอนตบิอดีที่ไดจากแม
ไกที่ไมไดรับการกระตุนภูมคิุมกันไมมีผลตอการเจริญเตบิโตของเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม นอกจากนี้ยังพบวา specific IgY ไมมีผลตอการ
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 ความเปนมาและความสําคญัของปญหาในการทําวิจัย 

 เชื้อซัลโมเนลลา (Salmonella spp.) เปนเชื้อแบคทีเรีย ที่มีความสําคัญมากเพราะ
กอใหเกิดโรคไดทั่วไปทั้งในมนุษยและสัตว ในสัตวเชื้อจะกอใหเกดิอาการโลหิตเปนพิษ ลําไส
อักเสบแบบเฉยีบพลันไปจนถึงเรื้อรัง  (Carter and Collin, 1974) ในคนกอใหเกิดอาการอยาง
ออนของอาการอาหารเปนพษิจนถึงอาการลําไสอักเสบอยางรุนแรง (Lax et al., 1995) ซ่ึงคนที่ตดิ
เชื้อนี้มักเกิดจากการบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนเชื้อ Salmonella spp. ในเนื้อสัตวตางๆ 
โดยเฉพาะเนื้อไก ซ่ึงเปนอาหารโปรตีนที่นิยมรับประทานมากที่สุดเพราะหาซื้อไดงาย ราคาถูก 
และเนื่องจากปจจุบันการเลี้ยงไกในประเทศไทยไดมีการพัฒนาไปจนถึงระดับอุตสาหกรรม ซ่ึงอาจ
กลาวไดวา ประเทศไทยเปนประเทศที่มีการสงออกเนื้อไกแชแข็งเปนอนัดับหนึ่งในประเทศภาคพืน้
เอเชีย แตอยางไรก็ตาม บางครั้งสินคาเนื้อไกแชแข็งบางชดุจะประสบปญหาเกี่ยวกับมาตรฐานความ
ปลอดภัยของผูบริโภค  สวนใหญเกีย่วกบัการตรวจพบสารตกคาง เชน พวกยาฆาแมลงและการ
ปนเปอนของพวกจุลินทรียตัวกอโรคที่สําคัญ โดยเฉพาะเชื้อ Salmonella spp.  ซ่ึงเปนที่ยอมรบั
กันทั่วไปวาเนือ้ไกและไขไกเปนแหลงสําคัญที่จะแพรเชื้อนี้มาสูคน (Varavithya et al., 1990 

และ Misher et al., 1991) 
 เชื้อ Salmonella spp. ที่พบในไกมีความสําคัญตอสุขภาพอนามัยของมนุษยเปนอยางมาก 
เพราะมนษุยมโีอกาสรับเชื้อ Salmonella spp. เหลานี ้ จากเนื้อไกและไขไกไดตลอดเวลาและอาจ
ทําใหปวยดวยโรคอาหารเปนพิษโดยเฉพาะในเด็กและผูสูงอายุ จากรายงานขององคการอนามัยโลก 
(World Health Organization: WHO) ในป ค.ศ. 1989 พบวา อุบัตกิารณของผูปวยที่เปนโรคติด
เชื้อ Salmonellosis  ในออสเตรเลีย  เยอรมัน และอังกฤษ  ในระหวางป ค.ศ. 1972-1989 มี
แนวโนมเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เร่ิมทวีความสาํคัญตอสุขภาพ
อนามัยของมวลมนุษยมาตั้งแตป ค.ศ. 1980 เปนตนมา โดยพบวาโรคอาหารเปนพษิที่เกิดจากเชือ้           
S. enterica serovar Enteritidis เพิม่สูงขึ้นทุกป ดังเชนมีรายงานการแยกเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ไดมากกวา 15% ของเชื้อ Salmonella spp.  ทั้งหมดที่แยกไดใน
สหรัฐอเมริกา  เร่ิมจากพบเชือ้ใน 8 มลรัฐในป ค.ศ. 1985 จนถึง 23 มลรัฐในป ค.ศ. 1990 (Mason 

and Ebel, 1992) และจํานวนเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่แยกไดในแคนาดาเพิ่มจาก 



7.6% ของเชือ้ Salmonella spp. ทั้งหมดในป ค.ศ. 1980 จนถึง 11.5% ในป ค.ศ. 1990  
(Altexkruse et al.,1993) ทําใหรัฐบาลของประเทศตางๆ เหลานี้ตองวางมาตรการควบคุมโรคติด
เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis อยางเขมงวด 

ในประเทศไทย ศูนยทดสอบเชื้อซัลโมเนลลาและชิเกลลาแหงประเทศ (National 

Salmonella and Shigella Center, NSSC) กรมวทิยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 
ไดรวบรวมขอมูลเกี่ยวกับเชือ้ Salmonella spp. ที่ถูกสงมาตรวจยนืยนัที่ศูนยฯ ตั้งแตป ค.ศ. 1972 
จนถึงป ค.ศ. 1993 พบวา S. enterica serovar Enteritidis ที่แยกไดจากคนมแีนวโนมสูงขึ้น 
ตั้งแตป ค.ศ. 1990 เปนตนมา (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% ซ่ึงจากรายงานพบวา S. enterica serovar Enteritidis 
เปนซีโรวารที่พบมากที่สุด นอกจากนี้ยังมกีารรายงานวา S. enterica serovar Enteritidis เปน    
ซีโรวารที่แยกไดมากที่สุดจากเนื้อไกสดแชแข็ง โดยพบมากถึง 11-29% ในระหวางป ค.ศ. 1992-

1996 (ตารางที่ 1.1) แมวาจะมีแนวโนมลดลงมาในป ค.ศ. 1997 ก็ตาม (WHO, NSSC, 1998) 
และจากสถิติขอมูลของกองพยาธิวิทยาคลินิก กรมวิทยาศาสตรการแพทย ในระยะเวลาตั้งแตป ค.ศ. 
1993-1995 ไดทําการทดสอบยืนยนัเชื้อโรคอาหารเปนพิษจากหนวยงานตางๆ ทั่วประเทศ จําแนก
ไดเปนเชื้อ Salmonella spp. ถึง 54.91% โดยพบวาเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เปน  
ซีโรวารที่พบมากเปนอันดบัหนึ่ง (อรุณ บางตระกูลนนท และคณะ, 2539) 
 เปนที่ทราบกนัดีวาอาหารทีม่าจากเนื้อและผลิตภัณฑสัตว คือแหลงกําเนิดของโรคนี้มาสู
มนุษย การไมแสดงอาการปวยของสัตวทีต่ิดเชื้อนี้ และวิธีการตรวจทีย่ังไมมีความไวพอเพยีง  ทําให
สัตวพาหะเหลานี้ยังคงเปนแหลงกระจายเชือ้โรคปนเปอนไปสูส่ิงแวดลอมและสัตวชนิดอื่น รวมทั้ง
มนุษยดวย ทําใหเปนปญหาทางดานสาธารณสุขตลอดมา  สวนทางดานปศุสัตวมีรายงานพบอัตรา
ปวยเนื่องจากโรคนี้ในไกและสุกรสูงถึง 18% และ 6% ตามลําดับ (Annual report of National 

Institute of Animal Health, 1993) ดังนั้นโรคติดเชือ้ดังกลาวจากสัตวสูคนจึงนบัวาเปนปญหา
สําคัญในประเทศที่เจริญแลว เชน สหรัฐอเมริกาและบางประเทศในทวปียุโรป ไดกําหนดมาตรการ 
Hazard Analysis Critical Control Point : HACCP เพื่อควบคุมและตัดวงจรการปนเปอนเชือ้ 
Salmonella spp. เร่ิมตั้งแตการจัดการฟารม โรงงานผลิตอาหารสัตว โรงฆาสัตว โรงงานแปรรูป  
และผลิตภัณฑอาหาร สวนประเทศที่กําลังพัฒนา เชน ประเทศไทย การควบคุมการปนเปอนของ
เชื้อ Salmonella spp. ในเนือ้สัตวโดยเฉพาะเนื้อไกยังไมไดรับการปฏิบัติอยางจริงจงั ซ่ึงเนื้อไกนัน้
จัดเปนสินคาสงออกที่ทํารายไดเขาประเทศเปนจํานวนนับหมื่นลานบาทตอป  แตยังมีการตรวจพบ
เชื้อ Salmonella spp. ในอตัราคอนขางสูงอยูเสมอ ตามขอกําหนดของกรมปศุสัตวสินคาประเภท



 

ผลิตภัณฑสัตวปกนัน้จะตองปลอดหรือปนเปอนเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis นอยกวา 
102 colony forming unit (CFU) ตอตัวอยางเนือ้ที่ใชทดสอบ 25 กรัม (ประกาศสํานักงาน
กรรมการอาหารและยา, 2546) 
 
ตารางที่ 1.1 เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่แยกไดจากคนและไกสดแชแข็งในระหวางป 
ค.ศ. 1972-1997 (Bangtrakulnonth et al., 1993; WHO, NSSC, 1998) 

จํานวนเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis /จํานวนเชือ้ Salmonella spp. 
ที่แยกไดทั้งหมด ป ค.ศ. 

      คน  (%) เนื้อไกแชแข็ง  (%) 

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) 
* ไมมีขอมูล 
 
 จากที่ไดกลาวมาแลว ทาํใหในปจจุบนัอุตสาหกรรมเลี้ยงสัตวจึงตองมีมาตรการในการ
ควบคุมและปองกันโรค โดยมีการจัดการเฝาระวังฝูง การใหวัคซีนและยาปฏิชีวนะเพื่อปองกันการ
เกิดโรค แตเนือ่งจากในสหภาพยุโรปไดมีการประกาศยกเลิกการใชยาปฏิชีวนะบางตวัท่ีเคยอนุญาต
ใหใชผสมในอาหารสัตว เพื่อเรงการเจรญิเติบโต เชน avoparcin ในป ค.ศ. 1997 และยกเลิกการ
ใชยาปฏิชีวนะอีก 4 ชนิด ไดแก tylosin, spiramycin, bacitracin และ virginiamycin ในป ค.ศ. 
1998 เนื่องจากยาเหลานี้มีโครงสรางใกลเคียงกับยาตานจุลชีพในมนษุย (Wegener et al., 2000) 

ซ่ึงอาจจะกอใหเกิดอนัตรายตอผูบริโภคได ดังนัน้จึงไดมีการพยายามที่จะหาสารทดแทนการใชยา
ปฏิชีวนะ เชน prebiotics ยกตัวอยางเชน  oligosaccharides หรือ probiotics ที่เปนจุลินทรียที่มี
ประโยชนตอรางกาย เชน Lactobacillus sp. และการใชสมุนไพร เชน กระเทียม ฟาทะลายโจร 
และเปลือกทับทิม เปนตน  และมีอีกแนวทางหนึ่งที่มีการนํามาใชปองกันโรคเพื่อทดแทนการใชยา
ปฏิชีวนะ คือการใช สารภูมิตานทานจากแอนติบอดีในไขแดงของไก  (egg yolk antibodies: IgY) 

ทั้งนี้เนื่องจากการศึกษาของ Owusu-Asiedu et al., (2003a) ซ่ึงไดทําการทดลองใช anti-E. coli 

egg yolk antibody เปรียบเทียบกับการใชสารเสริมตัวอ่ืนๆ คือ zinc oxide, fumaric acid และ
ยาปฏิชีวนะ พบวาการใช anti-E. coli egg yolk antibody สามารถลดอัตราการตายที่เกดิจากเชือ้ 



 

E. coli ในลูกสุกรไดและใหผลไมแตกตางจากการใชสารเสริมตัวอ่ืนๆ ซ่ึงจากผลการทดลอง
ดังกลาวจะเหน็ไดวามีความเปนไปไดในการนํา egg yolk antibodies หรือ IgY มาใชทดแทนยา
ปฏิชีวนะ 

 ในสัตวปก เชน ไก หาน และเปดนั้น จะมกีารผลิตอิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulins) 

3 ประเภท คือ Immunoglobulin A (IgA), Immunoglobulin M (IgM) และ 
Immunoglobulin G (IgG) หรือที่เรียกวา Immunoglobulin Y (IgY) (Sim et al. 2000) โดย 
immunoglobulins ทั้ง 3 ประเภท จะทาํหนาที่ในการจับกับ specific antigen เชน แบคทีเรีย 

ไวรัส สารที่กอใหเกิดมะเรง็ (carcinogen) และสารพิษ (toxin) ซ่ึงแอนติบอดหีลักที่มีในซีร่ัม 
(serum) คือ IgY โดยในแมไกนั้น IgY จากซีร่ัมจะเคลือ่นยายผาน follicular epithelium ของรัง
ไข เพื่อนําไปสะสมในไขแดง ซ่ึงจะมกีารเคลื่อนยายในระยะ oogenesis เชนเดียวกับในสัตวเล้ียง
ลูกดวยนมที่ IgG จากแมจะผานทางรกไปยังลูกหรือตวัออนได (Sim et al., 2000) ในสวนของ 
IgA และ IgM จะมกีารสะสมเฉพาะในไขขาว โดยในไขแดงจะมีปริมาณนอยมาก 

 แมไก 1 ตัว ภายใน 1 ป จะสามารถผลิต total IgY ไดประมาณ 40 กรัม ในขณะที่ใน
กระตาย 1 ตัว จะสามารถผลิต IgG จากซีร่ัมไดประมาณ 1.4 กรัม ซ่ึงจะเห็นไดวาการผลิต
แอนติบอด ี IgY จากไขไกจะไดปริมาณแอนติบอดีมากกวาที่ไดรับจากซีร่ัมกระตายถึงประมาณ 30 

เทา (Sim et al., 2000) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Mine and Kovacs (2002) ที่พบวา ไกจะ
วางไขประมาณ 280 ฟองในหนึ่งป และในไขแดงหนึง่ฟองจะมแีอนติบอดี IgY ประมาณ 100-

150 มิลลิกรัม มีผลทําใหได total IgY ประมาณ 28-42 กรัมตอป จากไกแตละตัว และมี antigen-

specific IgY antibodies อยูในระหวาง 2% และ 10% ของการผลิต IgY ทั้งหมด (Schade et 

al., 2001; Mine and Kovacs, 2002 และ Narat, 2003) ดังนั้นไขไกจึงเปนแหลงในการผลติ
แอนติบอดีทีด่ ี(Sim et al., 2000) นอกจากนี้วิธีการแยกและการทําใหได IgY บริสุทธิ์ก็ไมยุงยาก 
(Akita and Nakai, 1992; 1993) ซ่ึงแอนติบอดีที่แยกไดจากไขแดงจะสามารถนําไปใชเปนสาร
ภูมิตานทานได โดยอาจเตรียมใหอยูในรูปของไขผงเพื่อใชเปนสวนผสมในอาหารสามารถ
รับประทานไดทันที ซ่ึงมีงานวิจยัที่ไดศึกษาประสิทธิภาพการใชไขผงเปนสารภูมิตานทาน โดยให
รับประทาน พบวา IgY สามารถปองกันการเกิดทองเสยีที่เกดิจากการติดเชื้อ rotavirus ไดทั้งใน
คนและสัตว (Sim et al., 2000) ปองกันโรคติดเชื้อทางทันตกรรม (Otake et al., 1991 และ  
Hatta et al., 1997) ปองกันโรค enteric colibacillosis (Yokoyama et al., 1992 และ 
Imberechts et al., 1997) และปองกันโรค Salmonellosis (Peralta et al., 1994; Sunwoo et 

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



 

 ดังนั้นวัตถุประสงคในงานวจิัยนี้คือ เพื่อผลิตแอนติบอดีไขแดง (specific egg yolk 

antibodies) ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่อยูในรูปตางๆ คือ 

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

egg specific IgY powder และนํามาศึกษาถึงประสิทธิภาพของความจําเพาะในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis รวมถึงศึกษาผลของปฏิกิริยาขาม (cross 

reactivity) ที่มีตอการเจรญิเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ Lactobacillus sp. โดยเปน
การศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro method) 

 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 

1.2.1 เพื่อผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis  

1.2.2 ศึกษาประสิทธิภาพของแอนติบอดีไขแดงที่อยูในรูปตางๆ คือ specific extracted IgY, 

WSF specific IgY powder และ whole egg specific IgY powder ตอการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และผลของปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) 

ที่มีตอการเจรญิเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ Lactobacillus sp. โดยเปนการศึกษาใน
หลอดทดลอง (in vitro method) 

1.2.3 เพื่อศึกษาปริมาณของแอนตบิอดีไขแดงทีเ่หมาะสมในการนํามาใชประโยชน 
 
1.3 สมมติฐานของการวิจัย 

1.3.1 สามารถผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ได 
1.3.2 แอนติบอดีไขแดงที่อยูในรูปตางๆ คือ specific extracted IgY, WSF specific IgY 

powder และ whole egg specific IgY powder สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ            S. 

enterica serovar Enteritidis ได และไมมีผลตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ 
Lactobacillus sp. 
 
1.4 คําจํากัดความที่ใชในงานวิจัย 

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

 
1.5 ขอบเขตการวจัิย 

 ในการวิจัยคร้ังนี้มุงเนนทีจ่ะผลิตแอนติบอดีไขแดงในรูปแบบตางๆ เพื่อนําใชในการ
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และ



 

ผลตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ Lactobacillus sp. โดยเปนการศึกษาใน
หลอดทดลอง (in vitro method) 

 
1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.6.1 สามารถผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ได 
1.6.2 ทราบถึงประสิทธิภาพของแอนติบอดีไขแดงในรูปตางๆ คือ specific extracted IgY, 

WSF specific IgY powder และ whole egg specific IgY powder ตอการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และผลตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน 
E. coli และ Lactobacillus sp. 

1.6.3 ทราบถึงปริมาณของแอนติบอดีไขแดงทีเ่หมาะสมในการนํามาใชประโยชน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

  
 เชื้อ Salmonella spp. เปนแบคทีเรียทีก่อใหเกดิการตดิเชื้อและการระบาดที่สําคัญ โดย
แบคทีเรียในกลุมนี้จัดไดวาเปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคที่สามารถพบไดทั่วโลก นอกจากนีย้งัเขา
มามีบทบาทไมเฉพาะแตในคนหากยังสามารถพบไดในสัตวทั่วๆ ไป เชน สัตวเล้ือยคลาน นก และ
แมลงตางๆ โดยเชื้อ Salmonella spp. เปนเชื้อที่กอใหเกิดอาการทองเสียทั่วไปทัง้ในคนและสัตว 
สามารถตรวจพบเชื้อไดในอจุจาระของผูปวย โดยการตดิเชื้อจะเปนในลักษณะของการกินอาหารที่
ไมผานการปรุงใหสุกหรืออาหารและน้ําทีม่ีการปนเปอนเชื้อ ดังนัน้การควบคุมการแพรกระจาย
ของเชื้อไปสูอาหารและสิ่งแวดลอมจึงถือไดวามีความสําคัญอยางมาก 
 
2.1 ลักษณะทั่วไปของเชื้อ Salmonella spp. 
 เชื้อ  Salmonella spp.  เปนแบคทีเรียแกรมลบ  รูปทอน  ไมสรางสปอร  มีความกวาง 
0.7-1.5 ไมโครเมตร ยาว 2.0-5.0 ไมโครเมตร เจริญไดดใีนสภาพที่มแีละไมมีออกซิเจน 

(facultative anaerobe) ไมสรางแคปซูล เคล่ือนที่ดวยแฟลกเจลลาที่มีอยูรอบเซลล (peritrichous 

flagella) ดังแสดงในแผนภาพที่ 2.1 ยกเวน S. enterica serovar Pullorum, S. enterica 

serovar Gallinarum   และบางสายพันธุที่ไมมีแฟลกเจลลา เชน S. enterica serovar Paratyphi 

A, S. enterica serovar Choleraesuis) สามารถสรางไฮโดรเจนซลัไฟด สรางกรดและกาซจาก
การหมักยอยน้ําตาลกูลโคส อุณหภูมิที่เจริญไดคือ 37-45 องศาเซลเซียส เจริญไดดทีี่สุดที่ 42 องศา
เซลเซียส  สามารถทนตอความเยน็หรืออุณหภูมิต่ําไดด ีแมในสภาวะแชแข็ง ซ่ึงเชื้อจะถูกยับยั้งการ
เจริญเติบโตไวเทานัน้และสามารถเพิ่มจํานวนไดใหม เมื่อนํามาไวทีอุ่ณหภูมิหอง แตเชื้อจะไมทน
ความรอน โดยพบวาถูกทําลายไดที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง, ที่ 60 องศาเซลเซียส 
นาน 15-20 นาที หรือ 62 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที  ยกเวน S. enterica serovar Senftenberg 

ที่ทนความรอนไดดกีวาซีโรวารอ่ืนๆ 10-20 เทา โดยตองใหความรอนถึง 62 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง จึงสามารถทําลายเชื้อได (Bangtrakulnonth, 2002) 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภาพที่ 2.1  ลักษณะรูปรางเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนชนดิสองกราด  

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

 เชื้อ Salmonella spp.  จัดเปนเชื้อที่พบไดทั่วโลก  สามารถแยกเชื้อไดจากทางเดนิอาหาร
ของคนและสัตวอีกหลายชนิดทั้งสัตวเลือดอุนและสัตวเลือดเย็น (Hirsh, 1999) โดยเฉพาะจิ้งจก
และงู พบวาเปนสัตวที่มีการติดเชื้อ Salmonella spp. ไดเสมอ โดยมักจะไมแสดงอาการปวยแต
สามารถแยกเชื้อได และบางครั้งอาจพบไดหลายซีโรวารในสัตวตัวเดียวกัน นอกจากนัน้เชื้อยัง
สามารถมีชีวิตอยูในสิ่งแวดลอมไดนานถึง 9 เดือน หรือมากกวานั้น เมื่อปนเปอนอยูในดินที่ช้ืนแฉะ 
น้ํา มูลสัตว หรืออาหารสัตว โดยเฉพาะสวนประกอบทีท่ํามาจากเลือดปน กระดูกปน หรือปลาปน 
(Hirsh, 1999)  
   
2.3 การจําแนกชนดิของเชื้อ 

 เชื้อในสกุล  Salmonella ปจจุบันสามารถแบงออกเปน 2 species ตามที่ Center for 

Disease Control Prevention (CDC) ในสหรัฐอเมริกาไดแบงไว ดังนี้คือ 

2.3.1 S.  enterica  ประกอบดวย  6  subspecies (subsp.) ไดแก 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  

 ซ่ึงการแบง species และ subspecies จะใชวิธีการทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) 
(Bangtrakulnonth, 2002) 

 
 
 

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


 

2.4 พยาธิกําเนิดของเชื้อ 

 ตําแหนงแรกของการติดเชื้อพบไดที่ลําไสโดยเฉพาะลําไสเล็ก หลังจากเชื้อเกาะแนบ 

(adhere) กับเยื่อบุลําไสเชื้อจะมีการแบงตัวเพิ่มจํานวน และสรางสารพิษออกมาทําลายเนื้อเยื่อ
บริเวณขางเคยีงเกิดกระบวนการอักเสบของลําไส จากนั้นเชื้อจะแพรเขาไปที่ช้ันในของผนังลําไส
และเขาไปฝงตัวอยูในทอน้าํเหลืองขนาดเล็ก (lymphoid organ) และอาจแพรตอไปยังตอม        
น้ําเหลืองของเยื่อยืด (mesenteric lymphnodes) ทําใหเกิดจุดเนื้อตายหรือฝขนาดเล็ก ๆ ซ่ึงเปน
แหลงสําคัญที่ทําใหไกเกดิโรคแบบเรื้อรังและแพรเชื้อตลอดเวลา ขณะเดียวกนัเชือ้จะทําใหเกดิการ
ฉีกขาดของผนังลําไสและแพรเขาสูกระแสเลือด จากนัน้เชื้อจะแพรกระจายไปยังอวัยวะตางๆ ไดแก
ตับ มาม และอวัยวะสืบพนัธุ เชน รังไข ทอนําไขและมดลูก ซ่ึงอวยัวะดังกลาวจะเปนแหลงสําคญัที่
เชื้อจะแพรสูไขตอไป 

 

2.5 การสรางภูมคุิมกันเมื่อไดรับวัคซีน 
 ภูมิคุมกัน (immunity) ในสัตวปกอยูในระบบน้ําเหลือง (lymphoid system) โดยแบง

ออกเปน 2 ระบบ คือ 

 ระบบตอมน้ําเหลืองปฐมภูมิ (primary lymphoid system) ประกอบดวย ตอมเบอรซา 
(bursa of fabricious) เปนอวัยวะท่ีมตีําแหนงเกาะติดบนผนังดานนอกของทวารรวม และตอม  
ไทมัส (thymus glands) เรียงรายอยูบริเวณใตผิวหนังบริเวณคอ 

 ระบบตอมน้ําเหลืองทุติยภูมิ (secondary lymphoid system)  ประกอบดวย ตับ มาม 
ตอมฮารเดอเรียน (hardenrian’s glands) ที่บริเวณตาของสัตวปก ตอมทอมซิลบริเวณไสตนั 
(cecal tonsils) และตอมน้ําเหลือง (peyer’s patches) ขนาดเล็กกระจายอยูทัว่ไปในผนังลําไส 
(เกรียงศกัดิ์ พนูสุข, 2544) 
 

2.5.1 ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (non specific  immunity หรือ innate immunity) 

 ธรรมชาติของการติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis  จะผานชองทางหลกั คือ 

ระบบทางเดินอาหาร ดังนั้นภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในบริเวณเนื้อเยื่อดังกลาวจะมี       บทบาทแรก
ในการตอตานการติดเชื้อ ถึงแมภูมิคุมกนัชนิดนี้จะไมมคีวามสามารถในการจดจําหรือมี
ความจําเพาะตอแอนติเจน แตก็สามารถจํากัดการเพิ่มปริมาณและการแพรกระจายของเชื้อ 
นอกจากนี้ยังมบีทบาทในการกระตุนการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบจําเพาะ โดยภูมิคุมกันแบบ
ไมจําเพาะประกอบไปดวยกลไกทางฟสิกส เชน การลอกหลุดของเนื้อเยื่อที่มีจุลชีพเกาะอยู การ
เคล่ือนไหวของลําไสเพื่อขับอุจจาระในภาวะปกติ การเคลื่อนไหวของลําไสที่มากกวาปกติเมื่อเกิด
การติดเชื้อในลําไส กลไกทางเคมี เชน  กรด  HCl,  fibronectin, glycolipid, lactoferrin, 



 

lysozyme และ mucus ซ่ึงเปนสารเคมีที่สามารถพบไดในระบบทางเดินอาหาร มีบทบาทในการ
ปองกันการจบักันระหวางแบคทีเรียกับเนือ้เยื่อ หรือทําลายแบคทีเรียโดยตรง กลไกทางชีวะ เชน จุล
ชีพประจําถ่ิน (normal flora)  ที่สามารถขัดขวางการจบัตัวของแบคทีเรียกอโรคกบัเนื้อเยื่อ หรือ
สรางสารจําพวกกรด HCl, fibronectin, glycolipid, lactoferrin, lysozyme และ mucus  ซ่ึง
สามารถขัดขวางการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียกอโรค หากแบคทีเรียสามารถผานสิ่งกีดขวาง
ดังกลาวเขามาไดจะพบกับสิง่กีดขวางอืน่ ๆ ในเนื้อเยื่อ เชน phagocytic cell, natural killer (NK) 

cell, complement หรือ natural antibody ซ่ึงเปนแอนติบอดีทีไ่มไดเกิดจากการกระตุนดวย
แอนติเจนนั้นๆ แต  binding site ของแอนติบอดนีั้นมีความใกลเคยีงหรือจําเพาะกับแอนติเจนทํา
ใหแอนติบอดสีามารถจับแอนติเจนนั้นได (Jeneway and Travers, 1994 และ Abbas et al., 
2000) 
 

2.5.2 ภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (specific  immunity  หรือ adaptive immunity) 

 เปนภูมิคุมกันที่คาดหวังใหเกิดขึ้นหลังจากมีการทําวัคซีน มีความจําเพาะและมี
ประสิทธิภาพสูงกวาภูมิคุมกนัแบบไมจําเพาะ (โดยสามารถกระตุนการทํางานของเซลลเก็บกินได
ดีกวาและสามารถจับกับแอนติเจนไดหนาแนนกวา) ประกอบไปดวย ภูมิคุมกนัแบบใชแอนติบอดี 
(antibody mediated immunity  หรือ  humoral immunity : HMI) ซ่ึงจะกําจดัสิ่งแปลกปลอม
โดยใชแอนตบิอดีที่สรางจาก B lymphocyte หรือ plasma cell และภูมิคุมกนัแบบพึ่งเซลล 
(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 ภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา  (humoral  immunity) 

 เปนปฏิกิริยาการตอบสนองของรางกายตอแอนติเจนแปลกปลอม โดยเมื่อมีแอนติเจน
แปลกปลอมเขาสูรางกาย แอนติเจนจะถูกเก็บกนิโดย phagocytic cell และถูกยอยสลายเปน 
peptide ขนาดเล็กซึ่งจะมีการลําเลียงออกมานําเสนอบนผิวเซลล โดยจะติดอยูกับ Major 

Histocompatibility Complex (MHC) class II  ซ่ึง phagocytic cell ที่ถูกกระตุนจะมกีารเพิม่
การแสดงออกของ MHC class II บน membrane ทําใหประสิทธิภาพในการกระตุนการทํางาน
ของ helper T lymphocyte (CD4+)  เพิ่มขึ้น ทําให helper T lymphocyte มีการแบงตัวเพิม่
จํานวนและหลั่ง cytokines ใหกับ B lymphocyte ซ่ึงในขณะนัน้ B lymphocyte ไดมีการรับรู
แอนติเจนผาน surface immunoglobulin (slg) แลว สงผลทําให B lymphocyte มีการ
ตอบสนองดวยการแบงตวัและเปลี่ยนรูปรางกลายเปน plasma cell เพื่อผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะ



 

ตอแอนติเจน โดยปกตกิารตอบสนองตอแอนติเจนโดยทัว่ไปจะเกดิแอนติบอดีจําเพาะขึ้นทุก class  
คือ IgM, IgG และ IgA ซ่ึงแอนติบอดทีี่มีบทบาทสําคัญตอการติดเชื้อในกระแสเลือด ไดแก  IgM  
และ  IgG (Janeway and Travers, 1994; Abbas et al., 2000) 
 
   2.5.2.1.1 ภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือก (mucosal immunity) 

 บริเวณเยื่อเมือกลําไส ซ่ึงเปนชองทางในการติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis จะ
ปกคลุมดวยสารคัดหล่ังที่มีแอนติบอดีอยู โดยแอนติบอดีสวนหนึ่งมาจากกระแสเลอืด อีกสวนหนึ่ง
เปน secretory antibody ที่สรางมาจาก plasma cell ใตเยื่อเมือกนัน้ ๆ แตเนื่องจากแอนติบอดี
จากกระแสเลอืดไมมี secretory component จงึถูกทําลายโดยเอนไซมบนเยื่อเมือก ดังนั้น
แอนติบอดีที่มบีทบาทสําคัญตอการติดเชื้อแบคทีเรียบริเวณดังกลาวจึงเปนเฉพาะ  secretory IgA 
และสวนนอยเปน IgM ทั้งนี้กลไกการกระตุนการตอบสนองภูมิคุมกันแบบเฉพาะที่เกี่ยวของกับ
เซลลชนิดพิเศษ คือ M cell ซ่ึงเปนเซลลที่มีลักษณะพื้นผิวคอนขางเรียบ  แทรกตัวอยูระหวาง 
epithelial cell ที่บุในลําไสดานลางของเซลลชนิดนี้จะเปนบริเวณที่ม ี  lymphocyte  อยู เมื่อมี
แอนติเจนผานมาในทางเดนิอาหารจะถูก endocytosis  โดย  M  cell  และนําเสนอตอ B 

lymphocyte ที่อยูขางใต และเมื่อไดสัญญาณจาก helper T cell  ทีอ่ยูขางเคียง  B lymphocyte ก็
จะกลายเปน plasma cell และผลิต secretory IgA  (sIgA) ที่มี J-chain ไปเกาะกับ secretory 

component ซ่ึงเปนลักษณะพิเศษทีเ่กิดขึน้เฉพาะบริเวณ mucosa เทานั้น  หลังจากนั้น sIgA จะ
ถูกสงผาน mucosal epithelial cell หล่ังสูบริเวณ  lumen ของลําไส (สันนิภา สุรทัตต, 2545) 
 

2.5.2.2 ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  (cell  mediated immunity) 

 เกิดจากการกระตุน  cytotoxic T lymphocyte (CD8)  ดวย  peptide  ของแอนติเจนที่
ตําแหนง T cell receptor  ซ่ึงตองนําเสนอผาน MHC class I  ของเซลลที่ไดรับเชื้อจากแบคทีเรีย
ที่มีชีวิต และจะตองไดรับ cytokines ซ่ึงเปนสัญญาณจาก  helper T lymphocyte จึงจะทํางานได
สมบูรณ เชนเดียวกับ B lymphocyte  

 นอกจากนี้แบคทีเรียที่สามารถเขาเซลลได เชน เชื้อ Salmonella spp. ซ่ึงถือเปน 
endogenous antigen ก็สามารถกลายเปน exogenous antigen ที่ถูก phagocytic cell เก็บกนิ 
และนําเสนอผาน  MHC class II  ทําใหเกิดการกระตุน  helper T lymphocyte ซ่ึงการทํางาน
ของ helper T lymphocyte หลังไดรับการกระตุน ถือเปนสวนหนึ่งของภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล
ดวย (สันนภิา สุรทัตต, 2545) โดยภาพรวมของการตอบสนองทางภูมคิุมกัน คือ เมื่อแบคทีเรียเขาสู
รางกายจะถูกเก็บกินโดยกระบวนการ phagocytosis แบบ exogenous antigen โดย 

phagocytotic cell เชน  macrophage  หลังจากนั้น  macrophage จะทําการนําเสนอ  peptide 



 

ของแอนติเจนดวยโปรตนีบนผิวเซลล  คือ MHC class II ใหกับ helper T lymphocyte ทําให 
helper T lymphocyte มีการแบงตัวเพิม่จํานวนและหลั่ง cytokines ใหกับ B lymphocyte และ 

cytotoxic T lymphocyte โดยที่เซลลทั้งสองไดมีการรับรูแอนติเจนผาน receptor ของแตละ
เซลลกอนหนานี้แลว  ทําใหเกิดการตอบสนองทาง HMI  ในรูปของแอนติบอดี  และ CMI ในรูป
ของ cytotoxic T lymphocyte ซ่ึงการตอบสนองจะเดนชัดในทางใดขึ้นอยูกับรูปแบบของ
แอนติเจนวาเปนแอนติเจนชนิด  exogenous หรือ endogenous  (Janeway and Travers, 1994; 

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

 ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลมีความสําคัญในการตอตานการตดิเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis  ซ่ึงเปน facultatively intracellular bacteria ที่สามารถเขาเซลลได โดย  
macrophage ที่ถูกกระตุนดวย cytokines จาก helper T lymphocyte จะมีความสามารถในการ
กลืนกินและฆาแบคทีเรียที่อยูในเซลลไดมากขึ้น  นอกจากนี้ cytotoxic T lymphocyte  ที่ผานการ
กระตุนจากแบคทีเรีย กจ็ะสามารถทําลายเซลลที่มีแบคทีเรียอยู ทําใหแบคทีเรียออกมาอยูนอกเซลล
แลวถูกจับกินตอ รวมทั้ง NK cell ก็สามารถทําลายเซลลที่มีแบคทีเรียอยูภายในไดเชนกัน 
(Janeway and Travers, 1994 และ Abbas et al., 2000) 

 อยางไรก็ตาม  ภูมิคุมกันแบบใชแอนติบอดีก็มีความสําคัญในการตอตานการติดเชือ้ เนื่อง 
จากในบางชวงของวงจรชีวติ S. enterica serovar Enteritidis จําเปนจะตองออกมาบริเวณนอก
เซลล ทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถถูกทําลายดวยแอนติบอดีได (Corrier et al., 1991) 
 
2.6 Passive immunity ในสัตวปก 

 ในระบบการไหลเวียนเลือดของสัตวปกประกอบไปดวย immunoglobulins หลักๆ  3 

ประเภท ไดแก Immunoglobulin A (IgA), Immunoglobulin M (IgM) และ 

Immunoglobulin G (IgG) ซ่ึงมีความแตกตางกันทางดานความเขมขน (ตารางที่ 2.1) โครงสราง
และการทํางานของ Immunologlobulin 
 
 ตารางที่ 2.1 ความเขมขนของ immunoglobulin ในสวนตางๆ 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) พบวา IgG ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมและสัตว
ปกมีการทํางานที่คลายกัน แตมีความแตกตางในสวนของโครงสรางทางเคมี จึงมีการเรียก IgG ใน
ซีร่ัมของสัตวปกที่มีการสะสมในไขแดงวา Immunoglobulin Y (IgY) 

 ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม แอนติบอดจีากแมจะเคลื่อนยายไปยังลูกโดยผานทางรกและการ
หล่ังน้ํานม ขณะทีใ่นสัตวปกจะปรากฏในไขเพื่อปกปองลูกไกที่เพิ่งฟก ซ่ึง specific antibody 
โดยเฉพาะ IgY จะถายทอดจากซีร่ัมไปยังไขแดงและเขาสูการไหลเวยีนเลือดของลูกไกผาน 
endoderm ของ yolk sac  ซ่ึงแอนติบอดีจะสะสมอยูใน egg follicle ที่เจริญเต็มที ่โดยจะอยูรวม
กับไขขาวและ egg albumin (Sim et al., 2000) ซ่ึงความเขมขนของ IgM, IgA ในไขขาวและ 
IgY ในไขแดง มีปริมาณ 0.03, 0.02 และ 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรไขแดง (Schade et al., 2001) 
เมื่อเปรียบเทียบ IgY กับ plasma protein อ่ืน ๆ พบวา IgY ที่มีการสะสมใน egg follicle จะมี
การหลั่งจากระบบไหลเวียนเลือดของแมผานเขาไปใน ovarian follicle เนื่องจากมกีลไกที่
เฉพาะเจาะจงในการพัฒนาการเคลื่อนยายแอนติบอดีไปที่ ovarian follicle คือ dependent 

receptor และ ovarian IgY receptor ซ่ึงมีอยูในกระแสเลือดของแมไก (Sim et al., 2000) สวน 
IgM และ IgA ปรากฏในการหลั่งของ oviduct ซ่ึงเปน acquired โดยไขที่ผานลงมายัง oviduct 

เปนชวงกระบวนการสรางไขขาวและเปนเวลาที่ไขแดงอยูในรูปที่เจริญเต็มที่เคล่ือนออกจาก ovary 

และถูกลอมรอบดวย vitelline membrane ตอมาภายหลัง immunoglobulin จะเคลื่อนยายไปยัง
ลําไสของ embryo ผาน swallowed amniotic fluid หรือในสัตวเล้ียงลูกดวยนมจะถายทอด
ภูมิคุมกันในรปูแบบ milk immunoglobulin ไปยังสัตวแรกเกิด ดังนั้นแอนติบอดีในไขจึงเปน 
passive immunity ซ่ึงก็คือกลไกในการปกปองลูกที่เพิ่งฟกจากโรคตาง ๆ ที่แมไกสรางขึ้น  
 
2.7 Immunoglobulin Y (IgY) 

2.7.1 โครงสรางของ  IgY 

 IgY  ประกอบดวย 2 สายของ Heavy (H) chain และ 2 สายของ Light (L) chain ที่มี
การเชื่อมตอกนัดวยพันธะ disulfide โดย IgY  มีขนาดโมเลกุลเทากับ  180 kDa ซ่ึงมีขนาดใหญ
กวาโมเลกุลของ IgG (~ 150 kDa) ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม สวน H chain ของ  IgY  มี 1 บริเวณ
ที่มีความแปรปรวน (variable domain; V) มี 4 บริเวณคงที่ (constant domains; C) และไมมี
บริเวณขอพับ (genetic hinge) ซ่ึงแตกตางจาก IgG ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซ่ึงมี 3 บริเวณคงที่
และมีบริเวณขอพับ  โครงสรางโมเลกุลของ  IgY  คลายกับ IgM และ IgE ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม
ที่ประกอบดวย 4 บริเวณคงที่ เมื่อมีการเปรียบเทียบลําดับใน C-region ระหวาง IgG และ IgY 

พบวา บริเวณ Cγ2  และ Cγ3 ของ IgG มีความแนบสนิทกัน (most closely related) มากกวา
สวนของบริเวณ Cν3 และ Cν4 ของ IgY  และสวนของบริเวณ Cν2 ใน IgY ไมมีใน γ  chain ใน 



 

IgG (แผนภาพที่ 2.2) บริเวณ Cν2 ในโครงสรางของ IgY คือบริเวณที่มกีารจับเกาะกันแนน 
(condense) ซ่ึงเปนบริเวณเดียวกับบริเวณขอพับ (hinge region) ในโครงสราง IgG ของสัตว

แผนภาพที่ 2.2 เปรียบเทียบลักษณะโครงสราง IgG ในสัตวเล้ียงลูกด

เล้ียงลูกดวยนม (Burton et al., 1994 อางถึงใน Lee et al., 2002) 

  
วยนม และ IgY ในสัตวปก 

(2002) 

อยตอระหวาง Cν 1  กับ  Cν 2  และ Cν 2 กับ Cν 3  จะมีสวนของ 
roline และ glycine อยู มีผลทําใหบริเวณดังกลาวมีขีดจํากัดในการยืดหยุนไดของโมเลกุล ซ่ึง
ลายกับ

ไ

ที่มา : Lee et al. 
 
 ใน  IgY บริเวณร
p

ค บริเวณที่เรียกวา “switch region” ใน immunoglobin ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Helm 

et al., 1991) โครงสรางของ β-sheet ที่อยูภายในโมเลกุลของ IgY มีนอยกวาใน IgG  ซ่ึงมีผลทํา
ใหโครงสรางของ IgY ถูกทําลายไดงายกวาโครงสรางโมเลกุลของ IgG ในสวนของแรงยึดเหนีย่ว
ภายในโมเลกลุระหวาง H chain และ L chain เปนแบบ non-covalent ซ่ึงเปนสวนที่มี
ความสําคัญในการยึดโครงสรางของโปรตีนตางๆ ไวดวยกัน และพันธะยึดเหนี่ยวระหวาง V 

region และ C region ใน L chain เชื่อมตอกันดวยพนัธะ disulfide ซ่ึงมีผลทําใหโครงสรางของ 
L chain ใน IgG  มีความคงตัว  แตพันธะดังกลาว มพบใน L chain ของ IgY  จึงมีผลทําใหความ



 

แข็งแรงภายในโมเลกุลของ IgY นอยกวาใน IgG ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม จากคุณสมบัติของ
โครงสราง IgY เชน ขนาดโมเลกุล (molecular size), ความยืดหยุน (flexibility), บริเวณตาง ๆ 
ภายในโครงสราง (conformation domain) และการจับกันภายในโมเลกุล (intramolecular 

binding) มีผลตอคุณสมบัติของโมเลกุล IgY ซ่ึงทําใหความคงตัวของโมเลกุล  IgY นอยกวา IgG 

ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Pilz et al., 1977 อางถึงโดย Sim et al., 2000 และ Shimizu et al., 
1992) 
 

2.7.2 คุณสมบัตขิอง IgY ทางดานกายภาพและเคมี 
 ความทนทานของโครงสราง IgY มีนอยกวาใน IgG โดยมีการศกึษาในสวนของความ
ทนทาน ( รตีน (proteolytic enzyme) ทั้งนี้
ื่องจาก

ภาวะความเปนกรดและดางไดมีการศึกษา พบวา   
ประสิทธิภาพกา ับ 3.5 หรือต่ํากวานัน้ และ
ะสูญเส  

     

 

    
า

ลเซียส

ร

าม ส

ตอกรด acid) ความรอน (heat) และเอนไซมทีย่อยโป
เน มกีารสันนิษฐานวา ความคงตัวของโมเลกุลภายในโครงสราง IgY นอยกวาภายใน
โครงสรางโมเลกุล IgG ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 

2.7.2.1 ความคงตัวของ IgY ตอ pH และความรอน 

 ความคงตัวของโครงสราง IgY ตอส
รทํางานของ IgY จะลดลงเมื่ออยูในสภาวะที่ pH เทาก

จ ียประสิทธิภาพการทํางานเมื่อ pH เทากับ 3.0 ซ่ึงประสิทธิภาพการทํางานของ IgY จะ
ลดลงอยางรวดเร็วที่ pH ต่ํา โดยเกดิจากการที่โครงสรางของ IgY มีการเปลี่ยนรูปรางไปและมผีล
ทําใหสวนของ Fab portion ถูกทําลาย ซ่ึงบริเวณดังกลาวเปนตําแหนงที่ทําหนาที่ในการจับกบั
แอนติเจน (antigen–binding site) และภายใตสภาวะความเปนดาง (alkaline condition) 

ประสิทธิภาพการทํางานของ IgY จะไมเปล่ียนแปลงจนกระทั่ง pH เพิ่มขึ้นถึง 11 แตอยางไรก็ตาม  
พบวา ประสิทธิภาพการทํางานของ IgY จะลดอยางเห็นไดชัดเมื่อ pH เทากับ 12 หรือสูงกวานั้น 

 จากการศึกษาความคงตัวของ IgY ที่อุณหภูมิตางๆ ในระยะเวลาแตกตางกัน พบวา   
ประสิทธิภาพการจับเกาะกบัแอนติเจนของ IgY จะลดลงเมื่อมีการใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 70 องศ
เซ  นาน 15 นาที (Shimizu et al., 1988, 1992) และเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิสูงกวา 75 
องศาเซลเซียส จะมีผลทําใหประสิทธิภาพในการจับเกาะกับแอนติเจนสูญเสียไป  (Chang et al., 

1999) และจากการศึกษาความคงตัวของ IgY ภายใตความดนั พบวาที่ความดันสูงถึง 4000 
กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร ไมมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของ IgY (Shimizu et al., 1994) 

 การแชแข็ง (freezing) และกา  freeze-drying ที่อุณหภูมติ่าํ จากการศกึษาของ 
Skrabanja et al. (1994) พบวา มีผลตอการทําลายโครงสรางของ IgY  นอยมาก  แตอยางไรก็
ต พบวาอาจจะมีโปรตีนบาง วนทีม่ีการสูญเสียสภาพ เปนผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางของ IgY ซ่ึงมีผลตอปฏิกิริยาการเกาะกลุม (aggregation) หรือการดูดซมึ (absorption) 



 

ของ  เชนเดียวกับการศึกษาของ Shimizu et al. (198 ซ่ึงพบวาการ freezing และการ 
freeze-drying ไมมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของ IgY แมวาจะมกีารทําซํ้าหลายครั้ง และจาก
การศึกษาของ Chansarkar (1998)  พบวาการ freezing หรือการ freeze-drying จะมีผลตอ
ประสิทธิภาพการจับของ  IgY  ตอแอนติเจนนอยมาก แตความสามารถในการละลายไดของ IgY 
จะลดลงภายใตสภาวะที่มีความเปนเกลือและความเขมขนของโปรตีนสูง 
 

2.7.2.2 ความคงตัวของ IgY ตอการยอยจากเอนไซม p

IgY 8) 

roteolytic 

IgY   มีความทนทานตอการถูกยอยจากเอนไซม trypsin และ chymotrypsin แตจะมี
ความไวตอการถ ายังสามารถ
ักษาปร

างของ IgY มีผลตอคุณสมบัติทางวิทยาภูมิคุมกัน ซ่ึงจะมีความแตกตางกัน
ระหวาง ีประมาณ 2.0 ทําใหมีขนาดของ antigen-binding 

te ขน

 
ูกยอยจากเอนไซม pepsin ซ่ึงการยอย IgY จากเอนไซม trypsin พบว

ร ะสิทธิภาพการทํางานในสวนของ antigen-binding และ cell-agglutinating ได แมวา
บางสวนของ polypeptide จะมีการสูญเสียสภาพไปแลว และสําหรับการยอยจากเอนไซม 
chymotrypsin พบวาประสิทธิภาพการทํางานของ IgY ยังคงสูงอยู (Shimizu et al., 1988; 

Otani et al., 1991) และจากการศึกษาของ Hatta et al. (1993) พบวา การที่ IgY ถูกยอยดวย
เอนไซม trypsin และ chymotrypsin มีผลทําให neutralization titer ยังคงมีอยูถึง 39% และ 
41%  ตามลําดับ และเมื่อมกีารนํา IgY ผสมรวมกับเอนไซม pepsin ภายใตระยะเวลาบมและ pH 
ที่แตกตางกัน มีผลทําใหโครงสรางของ IgY เปราะบางที่ pH ต่ําและประสิทธิภาพการทํางานของ 
IgY จะสูญเสยีไป 91% ที่ pH 2  หลังจากบมนาน 1 ช่ัวโมง และ 63% ที่ pH 4 หลังจากบมนาน 4 
ช่ัวโมง ซ่ึง IgY จะมีความสามารถทนตอการยอยของเอนไซม pepsin มากหรือนอยขึ้นอยูกับ pH 
และสัดสวนระหวางเอนไซมตอซับสเตรท โดยที่ pH 5 หรือสูงกวานั้น IgY ยังสามารถทนตอการ
ยอยจากเอนไซม pepsin ได ทําใหยังมีประสิทธิภาพในการจับเกาะกับแอนตเิจน (antigen-

binding) และการเกาะกลุมของเซลล (cell-agglutinating) อยางไรก็ตามที่ pH เทากับ 4.5 หรือ
ต่ํากวานั้น ประสิทธิภาพการทํางานของ IgY ที่ไดกลาวมาแลวขางตนจะสูญเสียไป (Shimizu et 
al., 1988)  
 

2.7.3 คุณสมบัติทางวิทยาภูมิคุมกัน 

ลักษณะโครงสร 

 IgY และ IgG โดย  IgY  จะมีเวเลนซ
si าดใหญ และสามารถจับเกาะกับแอนติเจนไดอยางแนนหนา อยางไรก็ตาม IgY จะสามารถ
ทําใหเกิดการตกตะกอน (precipitating) หรือการจับกลุม (agglutinating) ไดเมื่อความเขมขน
ของเกลือสูง (Kubo et al., 1973 อางถึงโดย Sim et al., 2000) โครงสรางของ IgY จะมีสวน



 

ของแขน Fab 2 แขน ซ่ึงวางในแนวของ steric hindrance ไมสามารถเคลื่อนที่ได จึงมีผลตอการ
ปองกันการเกดิ cross-linking  ในกรณีทีม่ีการจับกับ epitope ขนาดใหญ  2 โมเลกุล 

 ความแตกตางระหวาง Fc region ของ IgY และ IgG คือ จํานวนของ carbohydrate 

hains,

ารางที่ 2.2 เปรียบเทียบคณุสมบัติทางวิทยาภูมิคุมกันระหวาง IgY ในไก และ IgG ในสตัวเล้ียง

ปฏิกิริยา IgY IgG 

c  ความยืดหยุนของ switch region และจํานวนของบริเวณคงที่ ซ่ึงปจจัยดังกลาวนําไปสู
ความแตกตางระหวาง IgY ขณะเกิดปฏิกริิยาตอโมเลกุลของแอนติเจน เมื่อเปรียบเทียบกับ IgG ใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนม (ตารางที่ 2.2) 
 
ต
ลูกดวยนม 

มีผล (non-specific) ตอการทํางาน  ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 

anti-mouse IgG antibody 

ม 

ของ IgG

เกี่ยวของกับการกอใหเกิด rheumatoid factor  

มีผล (non-specific) ตอการทํางานของ human 

กระตุนการทํางานของระบบ complement ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
จับกับโปรตีน A หรือ G ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 

จับกับสวนของ Fc receptor ในสัตวเล้ียงลูกดวยน

ไมมี 
ไมมี 
ไมมี 
ไมมี 
ไมมี 
ไมมี 

มี 
มี 
มี 
 มี 
มี 
มี 

ท

.8 การผลิต IgY 

ัยท่ีมีผลตอการผลิต IgY 

 น เพื่อใหไดแอนติบอดีที่มีความจําเพาะ (specific) 

ูงสําหร

ไ
มไก

ี่มา: ดัดแปลงจาก Larsson et al. (1993) 
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2.8.1 ปจจ
การกระตุนภูมคิุมกันแมไกดวยแอนติเจ

ส ับนําไปใชตอตานแอนติเจนเปาหมาย ซ่ึงวิธีการที่นํามาใชในการกระตุนควรเปนวิธีที่
สามารถผลิตปริมาณแอนติบอดีไดในปริมาณมากและมีความจําเพาะสูง ซ่ึงมีหลายปจจัยที่มีผลตอ
การผลิตแอนติบอดี ทั้งนี้ขึ้นอยูกับความสามารถในการใหไขของแม กและการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกนัของแ เปนปจจยัแรกทีม่ีความสําคัญตอการผลิตแอนติบอดี เพือ่ใหไดปริมาณ
มาก โดยพบวา สายพันธุแมไก, ระยะเวลาในการกระตุนภูมิคุมกนั และคุณสมบัตขิองแอนติเจน
หรือแอนจแูวนซ (adjuvant) เปนสวนหนึ่งที่มีผลตอการผลิตไข จากการศึกษาของ Li et al. 

(1998) พบวา แมไกสายพันธุ Single Comb White Leghorn (SCWL) สามารถใหไขได
มากกวาแมไกสายพันธุ Rhode Island Red (RIR) ถึง 2 เทา แตเนื่องจากความสามารถในการให
ไขของแมไกอาจถูกกระทบจากความเครียด (stress) เนื่องมาจากการฉีดวัคซีน ดังนั้นการกระตุน
ภูมิคุมกันของแมไกกอนการใหไขจะสามารถลดผลกระทบจากการใหไขของแมไก อันเนื่องมาจาก



 

ความเครียดจากการฉีดวัคซีนได (Schade et al., 1996) แมไกทีด่ีที่นาํมาใชในการผลิตแอนติบอดี
ควรที่จะเปนไกพอแมพนัธุ เนื่องจากสามารถตอบสนองตอการสรางแอนติบอดีไดสูงมากกวาแมไก
ที่นํามาใชทางการคาสําหรับใหไข สาเหตุเพราะแมไกดังกลาวมีสุขภาพที่ดีกวาแมไกสายพันธุผสม 
(Schade et al., 1996) นอกจากนี้ชนิดและปรมิาณของแอนติเจนที่ใชก็เปนปจจยัหนึ่งทีม่ี
ความสําคัญ เนื่องจากปริมาณของแอนติบอดีที่ตอบสนองมีผลเกี่ยวเนื่องโดยตรงมาจากความ
แปลกปลอมข mmunogen ที่ใชสําหรับกระตุนภูมคิุมกันและจากการศึกษาของ Hatta et al. 

(1997) พบวา เปอรเซ็นตของ specific IgY ใน total IgY จะอยูระหวาง 5 (anti-insulin 

antibody) ถึง 28% (anti-mouse IgG antibody) และจากการใช bovine IgG และ lactoferrin  
เปนแอนตเิจน พบวามีปริมาณของ specific IgY ประมาณ 10-15% ของ total IgY  (Akita et 

al., 1998 และ Li-Chan et al., 1998) จากงานวิจยัของ Bollen et al. (1996) ไดมีการศึกษา
เปรียบเทียบการตอบสนองของภูมิคุมกันเมื่อมีการใช adjuvants ประเภทตางๆ พบวา Freund ’s 

complete adjuvant (FCA) มีผลตอการกระตุนภูมิคุมกันของไกไดสูงกวา Freund’ s 

incomplete adjuvant (FIA) และ Hunter’s TiterMax adjavant แตเนื่องจาก FCA มี
ผลขางเคียงที่ทําใหผลผลิตไขลดลง และถาใชตอไปในระยะยาวจะมีผลตอการทําลายเนื้อเยื่อไก 
(Erhard et al., 1997 และ Bollen and Hau, 1999) นอกจากนี้วิธีที่ใชฉีดวัคซีนก็มีผลตอการ
ผลิตแอนติบอดี ซ่ึงมีวิธีการฉีดวัคซีนหลายวิธี เชน intramuscular (Akita and Nakai, 1993) 

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

1992) โดยการฉีดแบบ intramuscular เปนการฉีดกระตุนบริเวณกลามเนื้อหนาอก และการฉีด
แบบ subcutaneous เนนการฉีดกระตุนบริเวณคอ ซ่ึงเปนวิธีที่แนะนาํใหใชในกรณทีี่ไกมีอายนุอย
และอายุมาก ตามลําดับ จํานวนครั้งที่ฉีดกระตุนภูมิคุมกันขึ้นอยูประเภทและปริมาณของแอนตเิจน 
โดยพบวา 2-4 คร้ัง สําหรับการฉีดกระตุนภูมิคุมกนัก็เพียงพอสําหรบัการผลิต specific antibody 

ที่มีความจําเพาะสูงได โดยพบวาระดับของแอนติบอดีจะปรากฏในสัปดาหที่ 5-6 หลังจากการ
กระตุนภูมิคุมกันครั้งแรกและจะอยูตอไปตลอดประมาณ 1 ป (Schade et al., 1996 และ Li-
Chan et al., 2000) 
 

2.8.2 เปรียบเท

อง i

 ียบการผลิตระหวาง IgY ในสัตวปก และ IgG ในสัตวเล้ียงลกูดวยนม  
  ี
ื่องจาก ว

จากไขไกมีประโยชนหลาย ๆ ดานที่ดีกวาในสัตวเล้ียงลูกดวยนม  

สัตวเล้ียงลูกดวยนม เชน กระตาย, หน,ู แกะ และแพะ ถูกใชในการผลิตแอนติบอด
เน มีความจําเพาะสูงและมีความแรงของปฏิกิริยาระห างแอนติเจนกับแอนติบอดีสูง (high 

avidity) (War, 1982 อางถึงโดย Sim et al., 2000) แตในปจจุบนัไดมีการศกึษาโดยการนําเอา
ไกเขามาเปนอกีทางเลือกหนึง่สําหรับนําไปใชในการผลิตแอนติบอด ี เนื่องจากแอนตบิอดีที่ผลิตได



 

 แมไกสามารถผลิตไขไดปละประมาณ 240 ฟอง ซ่ึงจะมีปริมาตรไขแดงประมาณ 15 
มิลลิลิตรตอฟอง ในขณะที่ปริมาณซีร่ัมที่เก็บไดจากการกระตุนภูมิคุมกันกระตาย 1 ตวั จะมี

I

ต

แรก (primary response) จะมี titer ที่ต่ําและ

าะตอแอนติเจน (specificity) และความแรงของการจับระหวางแอนติบอดกีับ
อนติเจ

การผลิตแอนติบอดีในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีขั้นตอนการผลิต 3 ขั้นตอน คือการกระตุน
ารเก็บตัวอยางเลอืดและการสกดัแอนติบอดี ในขณะทีก่ารผลิตแอนติบอดี

ากไขส

ีม

แม
oki et al., 1993) และ

ไกยังสามารถผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอแอนติเจนไดมากกวาในสัตวเล้ียงลูกดวยนม เนือ่ง 

ประมาณ 40 มิลลิลิตร โดยที่ 1 กรัมของไขแดงจะมีปริมาณ gY อยูประมาณ 10 มิลลิกรัม ขณะที่ 
1 มิลลิลิตรของซีร่ัมกระตายจะมี IgG ประมาณ 35 มิลลิกรัม ดังนั้นแมไกและกระ ายจะสามารถ
ผลิตแอนติบอดีไดปละ 36 กรัม และ 1.4 กรัม ตามลําดับ ซ่ึงจะเหน็ไดวาแมไกสามารถผลิต
แอนติบอดีไดสูงกวาการผลิตแอนติบอดจีากกระตาย ซ่ึงเปนการเปรียบเทียบระหวางสัตวที่มีขนาด
ใกลเคียงกัน แตในสัตวใหญ เชน ววั หรือมา สามารถที่จะผลิตแอนติบอดีไดมากกวาในแมไก 
(Larsson et al., 1993 และ Hatta et al., 1997) 

 การตอบสนองตอระบบภูมคิุมกันของสัตวปกนัน้ คลายกับในสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซ่ึงจะมี
ขั้นตอนของการตอบสนอง คือ การตอบสนองครั้ง
ความแรงของการจับระหวางแอนติบอดกีบัแอนติเจนต่ํา (avidity) และจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการ
ตอบสนองครั้งที่ 2 (secondary response) (Kokko and Karenkampi, 1992 และ Wolley and 
Landon, 1995) 
 Ikemori et al. (1993) และ Wolley and Landon (1995) ไดมีการศึกษาเปรียบเทียบใน
เร่ืองของความจําเพ
แ น (avidity) พบวาแอนติบอดีของสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีความจําเพาะตอแอนติเจนสูงกวา
และมีความแรงของการจับระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจนเทากันหรอืต่ํากวา เมื่อเทียบกับ
แอนติบอดีที่ไดรับจากแมไก 
 
2.9 ประโยชนของ  IgY 

 
ภูมิคุมกันดวยแอนติเจน ก
จ ามารถไดรับแอนตบิอดีจากไขแดงแทนการเก็บเลือดที่ทําในสัตวเล้ียงลูกดวยนม รวมถึง
การเก็บไขมีการใชแรงงานคนนอยกวาและมีสุขลักษณะ (hygienic) ที่ดีมากกวาการเก็บตวัอยาง
จากเลือด (Hatta et al., 1997) และปจจัยสําคัญคือจํานวนสัตวทีใ่ชในการผลิตแอนติบอด ีจํานวน
นอยกวา เมือ่เปรียบเทียบกับการผลิตแอนติบอดีจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมในปริมาณของตัวอยางที่
เทากัน นอกจากนีก้ารเจาะเลือดยังทําใหสัตวเกดิความเครียดและไมถูกตอหลักของ animal 

welfare (Gottstein and Hemmeler, 1985 อางโดย Sim et al., 2000) 

 ไกที่ไดรับการกระตุนภูมคิุมกัน  สามารถผลิตแอนติบอดีไดในระยะเวลานาน เนือ่งจาก
ระดับของแอนติบอดีจะคงอยูไดนาน (Tsunemitsu et al., 1989 และ Kur



 

จ logenetic distance (Jensenius et al., 1981 อางถึงใน Sim et al., 2000) นอกจากนี้ 
IgY ยังมีความหลากหลายในการสรางแอนติบอดี (restricted diversity) นอยกวาในสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม ทําใหสามารถที่จะผลิตแอนติบอดทีี่มีความจําเพาะไดมากกวา  (Reynaud et al., 1985; 

Song et al., 1985 อางถึงใน Sim et al., 2000) 
 
2.10 การแยกและการทําใหได IgY บริสุทธ์ิ 

 สวนของไขแดงเมื่อนํามาทาํการปนเหวี่ยง

าก phy

จะแยกออกเปน 2 สวน คือสวนที่ตกตะกอน 
ียกวา granules และสวนใสที่ลอยอยูดานบน เรียกวา plasma (Sim et al., 2000) โดยสวนของ 

itellins 16% phosvitin และ 12% low-

ifuge 

รือ filt

เร
granules จะประกอบไปดวย 70% α- และ β- lipov

density lipoprotein (LDL) โดยในไขแดงจะมีสวนของ plasma 78% ซ่ึงประกอบไปดวยสวน
ของ lipid-free globulin protein, livetin (α-, β- และ γ-) ประมาณ 10.6% ของของแข็งในไข
แดง และ LDL โดย IgY คือสวนของ γ- livetin ซ่ึงอยูรวมกับสวนของโปรตีนที่ละลายน้ําได 
(water-soluble protein; WSF) ซ่ึงมีอยู 2 ชนิด คือ livetin (α-livetin และ β- livetin) และ 
lipoprotein ดังนั้นในการแยกสวนของ IgY หรือ γ- livetin ออกจากสวนอื่นๆ สามารถทําไดโดย
การแยกเอาสวนของ WSF ออกจากสวนของ lipoprotein ในไขแดง ดังแสดงในแผนภาพที่ 2.3 
จากนั้นนําไปทําใหไดแอนติบอดีบริสุทธิ์ (purified IgY) โดยแยกสวนของ livetin ประเภทอืน่ๆ 
ออกไป ซ่ึงวิธีการแยกและการทําใหบริสุทธิ์นั้นไมไดยุงยากซับซอน (Akita and Nakai, 1992; 

1993) เนื่องจากวา IgY มีสวนประกอบหลักคือ γ- livetin ซ่ึงจะมีน้ําหนักโมเลกุลมากกวาพวก α-

livetin และ β-livetin ทําใหงายในการแยก IgY ออกจากโปรตีนอื่นๆ (Sim et al., 2000) 

 เนื่องจากสวนของ lipoprotein ที่อยูในไขแดงจะรวมกนัอยูที่ประจุไฟฟาต่ํา (Jenenius et 

al., 1981 อางโดย Sim et al., 2000) ทําใหมีงานวิจยัที่ใชวิธีการเจอืจางดวยน้ําในการแยกสวน
ของ lipoprotein ออกจากสวนของ water insoluble fraction จากนัน้จึงนําไปทําการ centr

ห ration เพื่อทําการแยกสวนของ WSF ออกจากสวน water insoluble fraction ในไขแดง 
(Kwan et al., 1991 และ Akita and Nakai, 1992) ซ่ึงในการแยกสวนของ WSF ออกจากไข
แดงดวยน้ํานัน้ มีอยู 2 ปจจัยที่จะตองระมัดระวังคือ pH ที่ตองปรับหลังจากการเจอืจางดวยน้ําและ
สัดสวนในการเจือจาง (Akita and Nakai, 1992) ซ่ึงจากการศึกษาของ Fichtail et al. (1993) 

พบวา สามารถแยกสวนของ IgY ออกจาก WSF ได 54% เมื่อมีการเจือจางดวยน้ําที่ 10 เทา และมี
การปรับ pH ใหเทากับ 5.5 นอกจากนีจ้ากการศึกษาของ Akita and Nakai (1992)  พบวา 
สามารถแยกสวนของ IgY ไดถึง 93-96% เมื่อมีการเจอืจางดวยน้ําที ่6 เทา และมีการปรับ pH ให
เทากับ 5.0 จากนั้นนาํไป incubate ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ตามดวยการนําไป 
centrifuge หรือ filtration  
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แผนภาพที่ 2.3 สวนประกอบของไขแดง 
ที่มา: Stadelman and Owen (1986
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tin ะ LDL ซ่ึงมีอยูหลายวิธีในการนํามาใช เชน ultracentrifugation, organic solvent, 

recipi

 

) 

 หลังจากที่มีการแยกสวนของ W

granule ขั้นตอนตอมาคือการแยก IgY 

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

dextran sulphate (Jenenius et al., 1981 อางถึงใน Sim et al., 2000), ultrafiltration (Akita 

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

chromatography ซ่ึงจากการศึกษาของ Akita and Nakai (1992) ไดมีการเปรียบเทียบ 4 วิธีการ
ในการทําใหได IgY บริสุทธิ์ ซ่ึงแตละวิธีจะเห็นไดวามคีวามแตกตางกันทั้งปริมาณของ IgY และ 
% purified IgY ที่ไดรับ ดังแสดงในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการทําใหได IgY บริสุทธ์ิ (purified IgY) ดวยวิธีการ
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การทดสอบ
สวนของ 

 

ปริมาณ IgY   
(%) 

ความบริสุทธิ์ 
(%) 

การทดสอบ
ผลผลิต

ปริมาณ IgY 

มิลลิกรัมตอ
ความบริสุทธิ์ 

(%) 

supernatant 
fluid

สุดทาย มิลลิลิตรไขแดง 

Yolk 
W
P
D

100 

71
72 

 

x 
32 

 

D
X

  

89 

D-SN 
EG-SN 
S-SN 

Xan-SN 

91 
47 

 

31 
25 

WD-UF 
PEG-Alc 

S-As2 
an-As2 

9.8 
4.9 
7.5 
7.3 

94 
89 
87 

-Wa tion method (WD), 19% sodium sulphate ltra Dextransulphate 
DS), Xa  method (Xan), polyethy ne glycol (PEG   precipitation 
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การกอใหเกิดโรคของไวรัสเกิดจากไวรัสเขาเปนสวนหนึ่งของเซลลโฮสต ยกตัวอยางเชน 
ําใหเกิดโรค gastroenteritis ซ่ึงเกิดจากการติด

ํานวนเซลลใน cytoplasm ของ 
enteroc ลไกการเคลื่อนยายและการดูดซึมสารอาหารตางๆ ภายใน
างกาย 

ง e

ั้ง โดย   
or อยูที่บริเวณผวิ เปนตัวกอใหเกิดการติดเชื้อ ซ่ึง receptor นี้จะเขาไปจับเกาะ

วนของ องโฮสต ในกรณีที่มีแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นจากสวนของ viral receptor 
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2.11 กา รทํางานข gY ในดาน y 

2.11.1 Anti-viral effect 
อง I antimicrobial activit

 
การเกิดโรค rotavirus ซ่ึงเปนสาเหตุหลักของการท
เชื้อของเซลลบริเวณวีไล (villi) ในลําไสเล็ก ทําใหไวรสัมีการเพิ่มจ

ytes มีผลตอการขัดขวางก
ร ทําใหเกิดอาการทองเสีย โรค coronavirus เปนการติดเชื้อในทางเดินอาหารเชนเดียวกัน 
เมื่อเกิดโรคนี้ในผูใหญจะมีผลทําใหเกดิอาการหนาว เปนไข และในทารกมีผลทําใหเกิดโรคที่
เกี่ยวกับทางเดนิอาหาร ในกรณีที่เกดิในสัตวเล้ียง โดยเฉพาะจะเกดิขึ้นในสัตวเล็ก มีผลตอการ
ทําลายสวนขอ pithelial cell และทําใหความสามารถในการดดูซึมสารตางๆ ลดลง  
  
 กลไกการทํางาน 
 แอนติบอดีที่มคีวามจําเพาะกบัแอนติเจนทีบ่ริเวณผวิของไวรัส มีความสําคัญในการควบคุม
การแพรขยายของจํานวนไวรัสในระหวางการติดเชื้อ และปองกันการกลับมาติดเชือ้อีกคร
ไวรัสจะมี recept

ส โมเลกุลเนื้อเยื่อข
จ ําใหสามารถเขาไปจับกับเชื้อโรค ทําใหสามารถปองกันการเกาะยึดของไวรัสกับเซลล
โฮสตได ในการ neutralization สวนของไวรัสดวยแอนติบอดีอาจจะเกี่ยวของกบักลไกท ีการ
จัดการไวรัสที่เกาะอยูกับเซลลของโฮสต หรืออาจเกิดจากการที่แอนติบอดีเขาไปยับยั้งการ



 

แพรกระจายของไวรัส โดยไปจับกับสวน epitope ของ plasma membrane และทําใหเกิดการ
ตกตะกอนของไวรัส (Kuby, 1997) 
 

2.11.2 Anti-bacterial effect 
 แบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคอาจจะม อใหเกดิความรุนแรงเพียงหนึ่งปจจยั หรืออาจจะ
มากกวานั้นก็ได แบคทีเรียหลายประเภทม ี capsule เพือ่ใชในการเกาะยึดกับสวนของ mucosal 

cell ซ่ึงเปนขั้นตอนแรกทีก่อใหเกดิโร

ีปจจยัที่ก

ค (Bene and Schmidt, 1997) ตามดวยการพัฒนาของ 
icroc ลแบคทีเรียจะมีสวนของโมเลกุลบนผิวท่ีมีความสามารถ
นการเข

ย เก ith cel    

ทีเรีย (toxin) สามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทใหญ คือ exotoxins ซ่ึงเปนโปรตีนที่ถูก
ลิตขึ้นแ  ใน

e

m olonies และการเกิดโรค ซ่ึงเซล
ใ าไปเกาะยึดกับเซลลของโฮสตได (Brooks et al., 1998) โดยปจจยัที่มีผลตอการเกาะของ
แบคทีเรียกับเซลลของโฮสต คือ ลักษณะผิวโครงสรางของแบคทีเรีย เชน pili, 

lipopolysaccharide (LPS) side chain (O antigen) และ M protein แตสวนใหญ คือ pili ซ่ึงมี
ลักษณะคลายขนเล็กๆ ยื่นออกมาจากบรเิวณผิวของแบคทีเรีย (Bene and Schmidt, 1997) 

ยกตวัอยาง E.coli จะมี type I pili ที่ใชเปนตัวเกาะกับ epithelial cell receptor โดย E.coli เปน
สาเหตุของการเกิดโรคทองเสี ดิจากการที่ pili ของเชื้อไปเกาะทีบ่ริเวณ ep elial l ใน  
ลําไส (Brooks et al., 1998) นอกจากนี้ มีแบคทีเรียบางประเภท เชน Salmonella spp. จะเขาไป
ในเนื้อเยื่อโดยผาน junction ระหวาง epithelial cell ที่บริเวณดานในของเซลลโฮสต หรือ
แบคทีเรียอาจจะแทรกอยูใน vacuole ซ่ึงเปนสวนประกอบของเนื้อเยื่อของเซลล หรือ vacuole 
อาจจะถูกทําใหแตก ทําใหแบคทีเรียเกิดการแพรกระจายเขาไปใน cytoplasm (Brooks et al., 
1998)  
 นอกจากนั้นแบคทีเรียอาจจะผลิตและปลอยเอนไซมออกมา ซ่ึงอาจจะเปนตวัทีม่ีความ 
สําคัญในการกอใหเกดิโรค โดยเอนไซมอาจจะไปทําใหเกิดการแตกสลายของ collagen, fibrin 

และสวนประกอบของเซลล หรืออาจจะไปทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางเซลล สารพิษ
จากแบค
ผ ละปลอยออกมาจากเซลล ซ่ึงเปนสาเหตุของการทําใหเกดิพษิ ขณะที่ endotoxins เปน
สวนประกอบของผนังเซลลของแบคทีเรีย exotoxins สามารถแบงออกไดเปน entertoxins, 

neurotoxin และ cytotoxin ในสวนของ entertoxins จะมีผลตอทางเดินอาหาร เชนเดียวกบั 
heat-labile toxin (LT-I, LT-II), heat-stable toxin (ST) และ cholera toxin ในสวนของ 
endotoxins ซ่ึงหมายถึงสวนของ lipopolysaccharide (LPS) ที่แยกไดจากผนังเซลลของ
แบคทีเรียแกรมลบ โดยแบคทีเรียที่เปนแกรมลบจะมี endotoxins อยูที่ outer m mbranes ซ่ึง 
endotoxins ของแบคทีเรียแตละประเภทจะแตกตางกนัออกไป (Bene and Schmidt, 1997) 
 
 



 

 กลไกการทํางาน 
 แอนติบอดีที่มคีวามจําเพาะตอบริเวณผิวของแบคทีเรีย จะเขาไปทําการขัดขวางการเกาะยึด
ของแบคทีเรียกับผนังของลําไส เปนการขดัขวางการเกิด colonization ทําใหโอกาสในการเกดิโรค
ดลง (Imberechts et al., 1997) ยกตวัอยางเชน anti-F18ab fimbriae antibody จะเขาไปจับ
ับ fim  K88 เพื่อปองกันการเกาะยึดของ E.coli ที่บริเวณ mucosal receptor 

 

บเนื้อเยื่อโฮสตยังไมชัดเจน ซ่ึงจากการศึกษาของ Yokoyama et al., 1998a; 

998b 

มนษุยนัน้ยงั
ชัดเจ

มี IgY จํานวนนอยที่สามารถผานไปยังลําไสไดโดยไมถูก hydrolysis แตในสุกรเลก็ IgY สามารถ

ล
ก briae ของ E.coli

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

พบวา สามารถใช IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อแบคทีเรียที่กอใหเกดิโรคทองเสียเพือ่ปองกันการเกิด
โรคนี้ในสุกรเล็กได ทั้งนี้เนือ่งจาก IgY จะเขาไปยับยั้งการเกาะยึดระหวาง E.coli กับสวนของ 
mucus ที่อยูในลําไส ซ่ึงเปนขั้นตอนทีม่ีความสําคัญมากในการเกดิขบวนการ colonization ที่
บริเวณลําไสเล็ก  
 แอนติบอดีที่เกิดจากการใหแอนติเจน outer membrane proteins (OMPs)  มีผลตอการ
ยับยั้งการเกิด colonization ของ S. enterica serovar Enteritidis และ S. enterica serovar 

Typhimurium โดยการเขาไปจับยดึบริเวณผิวโปรตีนของแบคทีเรีย  ซ่ึงกลไกทีแ่อนติบอดีเขาไป
ขัดขวางการเกาะกั
1 พบวา OMPs ที่บริเวณผวิของเชื้อ Salmonella spp. งายตอการจดจําของแอนติบอด ี เมื่อ
จับกันแลวอาจจะนําไปสูการทําลายคุณสมบัติของ OMPs ของเชื้อแบคทีเรียได ซ่ึงมีผลทําใหลด
การเกิดโรคจากเชื้อ Salmonella spp. ได เพราะไมทําใหเกิด colonization ในลําไส 
 Streptococcus mutans จะมีการสังเคราะห polysaccharides ขนาดใหญ เชน dextrans 

หรือ levans จาก sucrose ซ่ึงเปนตัวทีม่ีความสําคัญในการกระตุนการเกิดคราบหนิปูนและฟนผุ 
(dental caries) โดย IgY ที่มีความจําเพาะกับสวนของ insoluble glucans ที่อยูบริเวณรอบๆ 
เซลลของ S. mutans จะสามารถยับยั้งการเกาะยึดของแบคทีเรียได ซ่ึงการทดลองใน
ไม น แตจากการศึกษาของ Ma et al. (1987) และ Lehner et al. (1985) อางถึงใน Sim et 

al. (2000) พบวา anti- S. mutans antibody จะเขาไปจับกับสวนของแอนติเจนบนผิวของ
แบคทีเรีย เพือ่ปองกันการเกาะยึดที่บริเวณฟน และ opsonized bacteria อาจจะถูกทําลายโดย
กลไกการปองกันของโฮสต เชนเดยีวกับการศึกษาของ Filler et al. (1991) พบวา การจับกันของ
แอนติบอดีที่บริเวณพืน้ผิวของ S. mutans อาจจะนําไปสูการยับยั้งขบวนการ metabolism ที่
สําคัญสําหรับการเจริญเติบโตของ S. mutans ในการเกาะยึดและการ colonization ที่เกิดขึ้น 
 จากการศึกษาผลของการใช IgY ที่มีความจําเพาะตอการเกิดทองเสยีในสุกรแรกเกิดและ
ในสุกรหยานม พบวา IgY จะถูกทําลายไดโดย pepsin ในลําไส (pH 2.3) ในสุกรทีอ่ายุมาก ทําให



 

ผานกระเพาะไดโดยไมถูกทาํลายจากสภาพแวดลอมภายในลําไสทีย่ังไมสมบูรณ ดังนั้นมันจึง
สามารถถูกดูดซึมไดภายในลาํไสเล็กและมกีารสงผานไปยังระบบไหลเวียนเลือดได (Yokoyama, 

ที่มีอา

ยสวนใหญจะสามารถแยกไดจากสัตวแรกเกิดที่มีอาการทองเสีย จากการศึกษาของ 
ดในสัตวแรก

เกิดที่ไม ุกร การติดเชือ้ rotavirus สามารถเกิดขึ้นไดทั้งในสุกร

การกระตุนการทํางานของ
ิบอดภีายใ ูรณ (Sim et. al., 2000) ดังนั้นจงึ

มีการ

หนูได 

ทองเสียในสัตว เชน ในหนูและโค โดยจากการศึกษาของ Kuroki et al. (1993; 1994) ไดมี

et al., 1993) 
 
2.12 ผลการศึกษาการนํา IgY ไปใชประโยชนทางดาน antimicrobial activity 

2.12.1 Anti-rotavirus IgY 
 Rotavirus เปนสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดโรคทองเสียในทารกและในสัตว ยนุอย เชน 
ในโคและในสุกร การติดเชื้อในเดก็เล็กและในสัตวเกดิขึ้นเปนประจํา ซ่ึง rotavirus จะมีโฮสต
จํานวนมาก โด
Sim et al. (2000) พบวา human rotavirus สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดโรคทองเสียไ

ไดรับนมน้ําเหลือง ในกรณีของส
แรกเกดิและในสุกรหยานม ในสุกรแรกเกิดจะมีการแสดงอาการแบบ subclinical อาจเนื่องมาจาก
การไดรับแอนติบอดีจากแม แตในสุกรหยานมจะแสดงอาการมากกวา  
 

2.12.1.1 Anti- human rotavirus IgY 
 Human rotavirus (HRV) พบในป 1973 (Sim et al., 2000) เปนสาเหตุหลักที่ทําให
เกิดการตดิเชื้อในทารกและในเด็กเล็ก การติดเชื้อ HRV จะมีการตดิเชื้อที่บริเวณ epithelial cell 

ในลําไสและนาํไปสูการเกิดอาการทองเสียอยางรุนแรง พรอมกับการอาเจียน การทําวัคซีนเพื่อ
ปองกันการตดิเชื้อ HRV ไมประสบความสําเร็จ ทั้งนี้เนื่องจาก
แอนต นลําไสของทารกซึ่งระบบภูมิคุมกันยังไมสมบ
ได ให oral passive immunity เพื่อเติมภูมิคุมกันในการปองกันการติดเชื้อ HRV ซ่ึงมี
งานวิจยัที่มีการศึกษาถึงผลของการใช IgY  ในการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อ HRV ทั้งสวนที่
ศึกษาในหองปฏิบัติการและการนําไปใชจริง 
 จากการศึกษาของ Hatta et al. (1993) มีการใหกิน anti-HRV IgY จากไขไกที่ถูก
กระตุนดวย HRV เพื่อปองกันการเกิดทองเสียใน suckling mice พบวา IgY สามารถปองกันโรค
ที่เกิดจากการติดเชื้อ HRV ได โดยใหกนิ IgY กอนที่มกีารใหเชื้อพษิ (challenge) แกหนูดวยเชื้อ 
HRV เชนเดยีวกับการศกึษาของ Ebina (1996) ซ่ึง พบวา IgY จากไขไกสามารถตอตาน HRV 

(Mo strain) ในการปองกนัการเกิดทองเสยีใน
 

2.12.1.2 Anti-bovine rotavirus IgY  
 Rotavirus เปนเชื้อที่กอใหเกิดโรคไดมากในลูกโคแรกเกิด ไดมีรายงานการใหภมูิคุมกัน
แบบ passive ของ IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ bovine rotavirus (BRV) เพื่อปองกันการเกิด



 

การใช IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ BRV serovar G6 และ G10 จากไขไก เพื่อปองกันลูกโคที่อยู
ภายใตสภาวะการติดเชื้อ BRV serovar G6 (strain Shimane) และ G10 (strain KK-3) โดย
ัชนีที่ใชวัด เชน วั  BRV titer ในมูล ซ่ึงผลปรากฏวา

ําเพาะตอสวนของ LPS 

ามารถใ องก  spp. ทําใหสามารถปองกันการเกดิโรคได 

ไปยังอวัยวะตางๆ ของไกกระทงที่มีการติดเชื้อ S. enterica 

ด  น้ําหนกัต  อัตราการตาย และการลดลงของ
สามารถเพิ่มคาเฉลี่ยของน้ําหนักตวัและลดจํานวนของลกูโคที่มีการปลอยเชื้อไวรัส (shedding) 

BRV (G6) ในปริมาณมากได เมื่อมีการเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 
 

2.12.2 Anti-Salmonella IgY 
 Salmonella spp. เปนเชื้อแบคทีเรียทีพ่บไดทั้งในสัตวและในคน โดยทําใหเกดิอาการ
คลายอยากอาเจียน อึดอัดในทอง ทองเสียและมีไข การตอบสนองของระบบภมูิคุมกันของไกใน
การตอตาน LPS เปนผลมาจากการสรางแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ LPS ซ่ึงเปนสวนหลักที่อยู
บน OMPs ของแบคทีเรียแกรมลบ (Sunwoo et al., 1996 และ Yokoyama et al., 1998a, 

1998b) จากการศึกษาของ Sunwoo et al. (1996) พบวา IgY ที่มีความจ
ส ชเพื่อป ันการเกาะยึดของเชือ้ Salmonella

นอกจากนี้ก็มสีวนของ 14 kDa fimbriae (Peralta et al., 1994) และสวนของ OMPs 

(Yokoyama et al., 1998a, 1998b) ของ Salmonella spp. ก็มีความเปนไปไดทีจ่ะนํามาใชเพือ่
ปองกันการเกดิ Salmonellosis ได 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพการใช IgY ที่มีความจําเพาะตอ 14kDa fimbriae ของ         S. 

enterica serovar Enteritidis โดยการใหหนทูี่มีการติดเชื้อกิน ผลปรากฏวาสามารถลดความ
รุนแรงของแบคทีเรียได (Peralta et al., 1994) ซ่ึงจากการศึกษาของ Yokoyama et al.  (1998b) 

มีการให passive immunity โดยการใหกนิ IgY ที่มีความจําเพาะสําหรับเชื้อ S. enterica 

serovar Typhimurium และ S. enterica serovar Dublin พบวาสามารถปองกันการเกิดโรค 
Salmonellosis ในลูกโคไดเชนกัน 

 ในการจดัการอาหารไกกระทงโดยมีการให IgY พบวามีความสามารถในการตอตาน      S. 

enterica serovar Enteritidis phage type 13A พบวามีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) จากกลุมควบคุมที่มีการใหอาหารที่เสริมดวยสารตัวอ่ืนๆ เชน multiple probiotics, 

organic acid และ Lactobacillus sp. (Sim et. al., 2000) โดยพบวา การใช anti- S. enterica 

serovar Enteritidis IgY มีประสิทธิภาพสามารถปองกันการ colonization ของแบคทีเรียภายใน
ลําไสและสามารถปองกันการลุกลาม
serovar Enteritidis phage type 13A นอกจากนีม้ีการศึกษาพบวา egg powder ที่มีสวนของ 
IgY สามารถที่จะตอตาน microbial pathogen ได ดังนั้นจึงอาจจะใชเปน feed additive ซ่ึงมี
หนาที่ชวยปองกันโรคได 



 

2.12.3 Anti-Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) IgY 
 Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) เปนสาเหตุหลักทีท่ําใหเกิดโรคทองเสีย
และตายในลูกโคและลูกสุกร (Sim et. al., 2000) การเกิดโรคทองเสียในลูกโคและสุกรหลังหยา
นมไดกลายเปนปญหาใหญ เนื่องจากมีแนวโนมที่เกิดขึ้นมาก ซ่ึงการใหภูมิคุมกนัแบบ passive 

โดยการให IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ E. coli K88, K99 และ 987P fimbraiae ของ ETEC 

สามารถปองกันการติดเชื้อในลูกสุกรที่ไมไดรับนมน้ําเหลืองได (Yokoyama et al., 1992) โดย 
IgY จะ ที่บริเวณผนังลําไส

      

ี่แ

at-labile toxin) และ 

ง epitope มีผลทําใหเกิด gold particle อยูรอบๆ บริเวณผวิของ
บคทีเร

เขาไปจับกับ ETEC ทําให ETEC ไมสามารถเกาะกับ mucosal cell 

ได และมีการศึกษาเชนเดยีวกันในงานของ Jin et al. (1998) พบวา IgY ที่มีความจําเพาะตอ 
ETEC E. coli K88+ MB bacterium (E.coli K88+ MB) สามารถปองกันการเกาะยดึของ 
E. coli K88+ ใน mucus ท ยกมาจากลําไสของสุกรได และจากการศกึษาของ Imberechts et al. 

(1997) ซ่ึงเปนการศึกษาในหองปฏิบัติการ พบวา anti-F18ab+ fimbriae IgY สามารถยับยั้งการ
เกาะของ F18ab+ E. coli กับ mucosa ที่บริเวณผนังลําไสได นอกจากนั้นยังมีผลทําใหการเกิด
ทองเสียและอตัราการตายในสุกรที่มีการติดเชื้อ  F18ab+ E. coli ลดลงดวย 

 K99 pili เปนแอนติเจนตัวหนึ่งที่มีความสําคัญในการเกาะยึดของ ETEC ที่แยกไดจากลูก
โค (Sim et. al., 2000) ซ่ึงไดมีการศึกษาการใช egg yolk powder ที่เตรียมจากแมไกที่ไดรับการ
กระตุนโดย heat-extracted antigen ของ K99 -piliated ETEC strain 431 โดยในการทดลอง
จะไมใหลูกโคไดรับนมน้ําเหลือง และให ETEC เปนตวัเหนี่ยวนําทําใหเกิดทองเสยี พบวา การใช 
egg yolk powder สามารถปองกันการเกิดทองเสียในลูกโคได และ O’Farrelly et al. (1992) ได
ศึกษาถึงผลของการใช IgY ในการตอตานเชื้อ ETEC B16-4 กับ LT (he

CFA (colonization factor antigens)-I ในกระตาย ตอการลดการเกิดทองเสีย โดยมีการใหกนิ 
egg yolk powder ที่มีสวนประกอบของ IgY เปนเวลา 4 วันกอน เพื่อปองกันกระตายจากโรค
ทองเสีย หลังจากนั้นจะมกีารใหเชื้อพิษ (challenge) ดวย E. coli strain เดียวกัน ผลปรากฏวา
กระตายไมแสดงอาการทองเสีย  
 Sunwoo et al. (2002) ศึกษาผลของการใช IgY โดยการนําเชื้อ E. coli O157:H7 ไป 
inoculate รวมกับ specific และ non-specific IgY จากนั้นนาํมาผสมกับ rabbit anti-chicken 

IgG แลวนําไปทําปฏิกิริยากบั goat anti-rabbit IgG ที่ผสมรวมกับ gold ผลปรากฏวามี gold อยู
บริเวณรอบๆ เซลลของแบคทีเรียที่ทําปฏิกิริยากับ specific IgY แตไมพบในแบคทีเรียทีท่ํา
ปฏิกิริยากับ non-specific IgY ซ่ึงการที่มีสวนของ gold เปนการตรวจสอบวา specific IgY ทํา
ปฏิกิริยากับ bacteria ในสวนขอ
แ ีย ซ่ึงนั่นหมายถึงสวนของ epitope ที่ถูกแยกออกมาจากสวนผิวของแบคทีเรีย เชน LPS, 

OMPs, fimbriae และ flagella มีผลทําให morphological ของแบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลง โดย



 

ทําใหเซลลของแบคทีเรียเกิดการแตกออกจากกัน ในขณะที่กลุมของแบคทีเรียที่ทําปฏิกิริยารวมกับ 
non-specific IgY ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลง mo phological ของแบคทีเรีย  ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ Lee et al. (2002) ที่พบวา IgY มีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยทําให
แบคทีเรียไมสามารถเคลื่อนที่ได และทําลายสวน cellular processes เปนผลทําใหเกิดการยับยัง้
การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

 จากการศึกษาของ Owusu-Asiedu et al. (2000; 2002; 2003) ไดมีการทดลองเสริม 
anti-E. coli egg yolk antibody รวมกบั pea protein isolate (PPI) เปรียบเทียบกับการใช 
spray-dried porcine plasma protein (SDPP) และ animal plasma protein (SDAP) พบวา 
ในการทดลองที่มีการใช SDPP และ SDAP เปนแหลงของโปรตีนนั้นสามารถที่จะชวยในการ
ปองกันแบคทเีรียที่กอใหเกดิโรคได ทั้งนี้เนื่องจาก SDPP และ SDAP สกัดมาจาก plasma ของ
สัตว ซ่ึงจะม ี immonoglobu

r

lins ที่สามารถตอตานจุลินทรียบางจําพวกได แตเนือ่งจาก SDPP 

ละ SD

นํามาใชจริง 
นอกจาก ans มีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
S. mutans ใน sucrose ซ่ึงเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมการเกิด colonization ของ      S. 

แ AP มีราคาคอนขางแพงและในปจจุบันทางดานยุโรปมีการประกาศหามใชโปรตีนดังกลาว 
ทั้งนี้เนื่องจากอาจจะมกีารปนเปอนของโรควัวบา (Bovine Spongiform Encephalopathy ; 

BSE) ได ดังนั้นจึงมีการหาแหลงโปรตีนอื่นๆ ที่จะนํามาใชทดแทน ซ่ึงไดมีการนํา PPI มาทดลอง
ใช แตเนื่องจาก PPI เปนแหลงของโปรตีนที่ไมมี immonoglobulins ที่สามารถปองกันเชื้อโรคได 
ดังนั้นจึงไดมกีารศึกษาการใช anti-E. coli egg yolk antibody เพื่อชวยในการปองกันแบคทีเรียที่
กอใหเกิดโรค ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา การใช anti-E. coli egg yolk antibody รวมกับ PPI 

ใหผลไมแตกตางจากการใช SDPP และ SDAP และจากการศึกษาของ Owusu-Asiedu et al. 

(2003) ไดมกีารศึกษาผลของการใช PPI รวมกับ anti-E. coli egg yolk antibody เพื่อ
เปรียบเทียบกบัการใชสารเสริมอ่ืนๆ คือ zinc oxide, fumaric acid และยาปฏิชีวนะ พบวา การใช 
anti-E. coli egg yolk antibody มีผลทําใหสามารถลดอัตราการตายที่เกดิจากเชื้อ E. coli ในลกู
สุกรได และใหผลไมแตกตางจากการใช  zinc oxide, fumaric acid และยาปฏิชีวนะ 
 

2.12.4 Anti- Streptococcus mutans IgY 
 Streptococcus mutans เปนแบคทีเรียหลักที่ทําเกดิโรคทางทันตกรรมในมนุษย (Sim et. 

al., 2000) การใหภูมิคุมกันแบบ passive จาก IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. mutans มีผลทําให
สามารถปองกันการเกดิคราบหินปูนและฟนผุได จากการศึกษาของ Otake et al. (1991) พบวา
การใชภูมิคุมกนัแบบ passive จาก IgY ที่มีความจําเพาะกับ S. mutans สามารถลดการเกิดคราบ
หินปูนและฟนผุไดอยางมนียัสําคัญ ซ่ึงไดมีการนํามาศกึษาในหองปฏิบัติการและมีการ

นี้ยังมขีอมูลวา IgY ที่มีความจําเพาะกับ S. mut



 

m  ในชองปากของมนษุยได (Hatta et al., 1997) จากผลการศึกษาตางๆ ทําใหทราบถึง
ประโยชนของการใช IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. mutans เพื่อการควบคุมการเกดิคราบหินปูน
และปญหาสุขภาพในชองปากได 

 
2.12.5 เชื้ออ่ืนๆ 

 Bovine coronavirus (BCV) เปนเชื้อทีม่ีความสําคัญในการเกดิทองเสียในลูกโคแรกเกิด
และการเกิด acute diarrhea ในโคเล็ก ซ่ึงหมายถึง winter dysentery โดย BCV เปนที่รูจักกนัดี
วาเปนสาเหตทุี่ทําใหเกิดโรคทองเสียอยางรุนแรง และทําใหมีอัตราการตายสูงกวา bovine 

rotavirus (BRV) ทั้งนี้เนื่องจาก BCV สามารถกอใหเกดิโรคไดทั้งในสวนของลําไสเล็กและ
ลําไสใหญ ในขณะที ่BRV เกิดได

utans

เฉพาะในลําไสเล็ก (Sim et. al., 2000) การใหภูมิคุมกันแบบ 
passive  IgY ที่มีความจําเพาะตอ BCV สามารถปองกันการเกิดโรคทองเสียในลูกโคแรก
เกิดที่มีก  (Ikemori et al., 1997) 

กัน

ผงที่มีสวนผสมของ IgY 20% และผสม
ับอ

นี้ยังสามารถนําเอา IgY ไปใชเพื่อปองกนั
รคติดเช

 โดยให
ารตดิเชื้อ BCV ได

 Yoshiko et al. (1996) ไดมีการศึกษาผลของการใช IgY ที่ไดจากการกระตุนภูมิคุมกัน
ดวย formalin-treated-Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus enterotoxin-A 
และ S. enterica serovar Enteritidis ผสมรวม  พบวา IgY มีประสิทธิภาพสามารถปองกัน
เชื้อโรคตางๆ ที่ใชในการกระตุนภูมิคุมกันดังกลาวได 
 การติดเชื้อ Edwardsiella tarda ของปลาไหล (eels) เปนที่รูกนัวาทําใหเกดิอัตราการ
ตายเปนจํานวนมาก ซ่ึงจากการศึกษาของ Hatta et al. (1994) ไดมีการใหเชื้อพษิ (challenge) 

ของ Edwardsiella tarda ผสมกับสวนของไขแดง
รวมก าหารที่ไดรับการฆาเชื้อ (sterile) ทําการสอดทอปลอย (cannulation) เขาไปในทองของ
ปลาไหล พบวาสามารถลดอัตราการตาย ทาํใหไมมีสวนของเชื้อโรคในลําไส ลดการลุกลามของเชื้อ
ที่บริเวณตับและไตได ดังนัน้จึงสามารถสรุปไดวาการใช IgY antibody สามารถปองกันการเกดิ
โรค Edwardsiellosis ในทางเดินอาหารได นอกจาก
โ ื้ออ่ืนๆ ที่บริเวณ intestinal mucosa ในทางเดินอาหารของปลาได ดังนั้นจึงเปนอีก
ทางเลือกหนึ่งในการหลกีเลี่ยงการใชสารพวกยาปฏิชีวนะ หรือพวก chemotherapeutics ในการ
ควบคุมการตดิเชื้อแบคทีเรียในปลาได 
 
2.13 ขอจํากัดของการนําไปใช 
  ขอจํากัดของการใช IgY ในการปองกันและรักษาโรค เนือ่งจาก IgY มีความไวตอการถูก
ยอยโดย proteolysis จึงมีการศึกษาในหองปฏิบัติการตอการยอย IgY โดย pepsin พบวา สามารถ
ถูกยอยไดอยางรวดเร็วที่ pH ต่ํา (Shimizu et al., 1988 และ Schmidt et al., 1989) IgY ม ี



 

half-life ประมาณ 1.85 วนั ซ่ึงส้ันกวา homologous IgG (colostrums antibody) ในสุกรแรก
เกิดที่นานประมาณ 12-14 วัน (Curtis and Bourne, 1971, 1973 อางโดย Sim et al., 2000) 

ละความ ี่จะผานการยอยของเอนไซมตางๆ ในระบบทางเดินอาหารไป
ํา กีารดูดซึมเขาไปในกระแสเลือดจะขึ้นอยูกับอายุของสุกรดวย 

ซ่ึงมีการศึก
 K88 fimbriae มีผลทําให IgY ไมสามารถทําให E. coli K88+ MB 

ี่มีการจ

  

มริกา (Food and Drug Administration: FDA) ใหอยูในบัญชีสารอาหารปลอดภัยที่
ียกวาบ an, 2000)  

) พบวา cocktail IgY สามารถที่จะยับยัง้การเจริญเติบโตของ
อนติเจ

แ สามารถของ IgY ในการท
จนถึงล ไสเล็ก เพื่อที่จะม
(Yokoyama et al., 1993) 
 เนื่องจาก IgY ไมสามารถปองกันโรคไดทั้งหมดแตจะสามารถลดการติดเชื้อได (Kuroki 

et al., 1993) และแมวา IgY จะสามารถยับยั้งการเกาะยึดของ ETEC K88+ MB bacterium   (E. 

coli K88+ MB) ใน intestinal mucosa ของสุกรได แตการ inoculate IgY รวมกับ E. coli ใน
ระยะเวลาที่นานขึ้น ไมไดชวยในการลดปริมาณของ E. coli ในการเกาะกับ intestinal mucosa 

ได โดยแอนตบิอดีไมสามารถเขาไปแทนที ่E. coli K88+ MB ในการจับกับ mucous membrane 

ในลําไสเล็กได ษาพบวา แอนติบอดีมีแรงในการจับ (affinity) กบั receptor ที่ 
mucous membrane ต่ํากวา
ท ับเกาะกับ mucous membrane  หลุดออกได (Jin et al., 1998)  

 จากผลการศึกษาของ O’Farrelly et al. (1992) พบวา IgY และ whole egg yolk 

สามารถปองกันโรคไดเชนเดียวกัน ดังนั้นในการนํามาใชจะตองมีการพิจารณา แมวา IgY ที่ไดจาก
การสกัดจะมีความบริสุทธิ์และมีความคงตวัมากกวาในกรณีที่มีการเก็บรักษาในระยะเวลานาน แตก็
คอนขางที่จะตองใชเวลานานในการเตรยีมและมีราคาแพง แตการนํามาใชในรูปของ whole egg 

yolk ซ่ึงมีวิธีการเตรียมที่สะดวกและงายในการนํามาใช แตอาจจะเปนพาหะที่มีความเสี่ยงตอการ
ติดเชื้อของ Salmonella spp. หรือเกิดการปนเปอนของแบคทีเรียอ่ืนๆ ได จึงตองมีการพัฒนา
ตอไป  
 
2.14 การนําไปใชในอนาคต 

 การกระตุนภูมคิุมกันของไกและการผลิต IgY เปนวิธีที่งาย มีการศึกษาการนําเอา IgY มา
ใชเสริมในอาหาร เนื่องจาก IgY ที่ไดจากการแยกดวยวิธี water dilution ไมมีการใชสารเคมี    
ทําใหไดรับ IgY ที่ปลอดภัย (Kwan et al., 1993) ซ่ึง IgY ไดรับการยอมรับจากกระทรวงเกษตร 
(United State Department of Agriculture: USDA) และองคการอาหารและยาของ
สหรัฐอเ
เร ัญชี Generally Recognized as Safe: GRAS (Colem

 Akita et al. (1998

แ นไดหลายชนิด และจากการศึกษาของ Schmidt et al. (1989) พบวา การใชไขทั้งใบ 
(whole egg yolk) แมจะสามารถชวยปองกันสวนของ IgY ใหสามารถทนตอความรอนและกรด



 

ไดมากยิ่งขึ้น แตในอกีดานหนึ่ง พบวา อาจจะเกิดการแพเมื่อมีการใช whole egg yolk เนื่องจาก
ความแตกตางระหวางโครงสรางของ IgY และ IgG ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Bernhisel–

Broadbent et al., 1991) แตจากการศกึษาของ Akita et al. (1999) พบวา สวนของ IgY 
กอใหเกิดการแพไดนอยกวาสวนของไขขาว (egg white) ซ่ึงเปนสวนของโปรตีนหลักที่กอใหเกดิ
รแพใ

 ณ  ภ

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

บวา  

กา นไข   นอกจากนี้ยังพบวา มีโอกาสเกิด cross – reactivity ระหวาง  IgY  และไขขาวนอย
มาก 

 การเก็บรักษา  IgY สามารถเก็บไวไดในรูปของของเหลวที่อุณหภมูิ 2-4 องศาเซลเซียส 
โดยมีการเติมสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย หรือเก็บไวในรปูของการทําแหง (Li-Chan, 

2000) ซ่ึง IgY สามารถเก็บไวไดนาน 5-10 ป ที่อุ หภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่อุณห ูมหิองนาน 6 
เดือน และที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน (Larsson et al., 1993) การเก็บรักษา IgY 
ในรูปของการ freeze–drying ที่อุณหภูมิต่ํา มีการศึกษาพบวา มีโอกาสนอยมากที่จะมีการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย และสวนของ IgY ยังถูกทําลายนอยกวาการเก็บรักษาในรูปของการทํา 
spray

พ IgY หลังจากทําการ freeze-drying ยังคงมีระดับของโปรตีนสูงถึง  30  มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และมีความเขมขนของเกลือต่ํา คือ 0.14 M NaCl ซ่ึงไมสงผลตอความสามารถในการ
ละลายไดของ  IgY  และประสิทธิภาพในการจับกับแอนติเจน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 3 

การผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเช้ือ S. enterica serovar 

Enteritidis ในรูปตางๆ 

 คํานํา 
 S. enterica serovar Enteritidis เปนเชื้อที่ไดรับความสนใจ ทั้งนี้เนื่องจากเปนเชื้อที่
กอใหเกิดโรคติดตอจากสัตวสูคน (Zoonosis) โดยทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ (foodborne 

disease) ซ่ึงสถิติการเกิดโรคดังกลาวมีอัตราเพิ่มสูงขึ้นทุกป โดยในป ค.ศ. 1972-1989 พบผูปวย
ติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 0.70% และตอมาไดเพิ่มจํานวนขึ้นเรื่อยๆ 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
อาหารที่มีการปนเปอนของเชื้อดังกลาว พบมีการปนเปอนในผลิตภัณฑทีไ่ดจากเนื้อไกมากกวา
ผลิตภัณฑจากแหลงอ่ืนๆ (Bangtrakulnonth et al., 1993) นอกจากนี้ เชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ยังเปนเชือ้ที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เนื่องจากในการสงออกสินคาประเภท
ผลิตภัณฑสัตวปกนัน้ สินคาจะตองปลอดหรือปนเปอนเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis นอย
กวา 102 colony forming unit (CFU) ตอตัวอยางเนือ้ที่ใชทดสอบ 25 กรัม (ประกาศสํานักงาน
กรรมการอาหารและยา, 2546) การติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในไกมีไดหลายทาง 
เชน เชื้อสามารถถายทอดจากรังไขของแมไกผานไปยังไขไกได และเมื่อไขไกถูกฟกออกมาเปนตวั
เชื้อนี้จะกลายเปนพาหะอาศยัอยูในไก โดยท่ีไกไมแสดงอาการผิดปกตแิตอยางใด (จิโรจ ศศิปรีย
จันทร, 2544) 

 Chicken egg yolk antibodies หรือ Immunoglobulin Y (IgY) คือแอนติบอดีจากไข
แดงของไก (Leslie and Clem, 1969) จากการศึกษาพบวาสามารถนํามาใชประโยชนไดใน
หลายๆ ดาน เชน การนํามาใชในการปองกันโรค ยกตวัอยางเชน การใช IgY ในการปองกันโรค
ทองเสียจากเชือ้ E. coli ในลูกสุกร, ปองกันโรค Salmonellaosis ในคน ลูกโค และในไกไข 
(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) 
และปองกันโรคแผลในกระเพาะอาหารจากเชื้อแบคทีเรีย H. pylori ในคน (Shin et al., 2002) 

เปนตน ซ่ึงจากการศึกษาของ Akita and Nakai (1993) พบวา วธีิในการแยกและการทําใหได 

 
3.1



 

IgY บริสุทธิ์ เปนวิธีการที่ไมยุงยาก เนื่องจาก IgY คือ γ-livetin ที่อยูในสวนของ water soluble 

fraction (WSF) สามารถแยกออกจากสวนของ  insoluble fraction ไดดวยวิธีการ water 

dilution ซ่ึงเปนวิธีที่ใหปริมาณ IgY ไดมาก เมื่อตองการ purified IgY สามารถนําสวน
ของ วธีิ 
เชน sodium sulfate, ammon thylene glycol (PEG) และ 

extran sulfate เปนตน โดยแตละวิธีมปีระสิทธ ําใหได IgY บริสุทธิ์แตกตางกนั 
gnan et al., 2000; Bizhanov and Vyshniauskis, 2000; 

) นอกจากนี้รูปของการนํา IgY มาใชประโยชนมใีนหลาย
ั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  เชน การนํามาใชในการวินิจฉยัโรค จะมีการนํามาใชในลักษณะของ purified IgY 

เนื่องจากมีความบริสุทธิ์ของ IgY ากกวา (Cook et al., 2001) และทางดานการนาไปใชในการ
ปองกันโรค มีการนํา IgY ไปใชในรูปของการทําใหแหง ซ่ึงสามารถนํามาใชไดทั้งในสวนของ 
water soluble fraction (WSF) และ whole egg ทั้งนี้นอกจากจะสามารถปองกันโรคได สัตวยัง
สามารถไดรับสารอาหารอื่นที่มีอยูในไขอีกดวย (O’Farrelly et al., 1992) 
  
3.2 วัตถุประสงค 
 เพื่อผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่อยู
ในรูปตางๆ ค specific extracted IgY, WSF specific IgY powder และ whole egg 
specific IgY powder  
 
3.3 วิธีการดําเนินก   

3.3.1 การเตรียมสัตวทดลอง 
 สัตวที่ใชในการทดลองเปนไกไขของฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อายุ 53 สัปดาห 
จํานวน 40 ตัว โดยแบงออกเปน 2 กลุม กลุมละ 20 ตัว (ไก 2 ตัวตอซํ้า) ระยะเวลาในการเลี้ยง
ั้งหมดท 70 วัน 

 
 การทดลองแบงออกเปน 2 กลุม (treatment) ดังนี ้
 กลุมที่ 1  ไดรับการกระตุนภูมิคุมกนัดวย inactivated whole cell ของ 
   S. enterica serovar Enteritidis ดวยวิธีฉีดเขากลามเนือ้   
   (intramuscular) 
 กลุมที่ 2  ไมไดรับการกระตุนภูมิคุมกนัดวย inactivated whole cell ของ  
   S. enterica serovar Enteritidis 
 



 

เล้ียงไกไขทีใ่ชทดลองบนกรงตับขังแยกกรงละ 2 ตัว ในโรงเรือนระบบปด ใหกินน้าํและ 

อาหารสําเร็จรูป และทําวัคซีนตามมาตรฐานไกไขปกต ิ(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) 
ไดรับจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร กระทรวงสาธารณสุข โดยทําการ 
streak เชื้อลงบน tryptic soy agar (TSA) นําเขาตูบมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 
ช่ัวโมง เก็บเชือ้ดวย skim milk แบงเชื้อที่ไดใสลงใน vial เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกระทั่งจะมกีารนํามาใชตอไป 

2. นําเชื้อแบคทีเรีย S. enterica serovar Enteritidis ที่เก็บเปน stock ใน 
skim milk มาวางใหละลายที่อุณหภูมิหอง กอนนํามา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brillant Green 

Agar (BGA) นําไปเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 
3. เลือกลักษณะของโคโลนีที่มีสีแดงและตรงกลางมีจุดสีดาํ 1 โคโลนี โดยใชลูป

รเลีย้งเชื้อ tryptic soy broth (TSB) ที่มีปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขาตู
มที่อุณ

ี TSB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร นําไปใสลงใน 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 นําไปเขาตูบม
ี่อุณหภ าเซลเซ

ิมาตร 10 

ชือ้ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําเขาตูบมที่อุณหภูมิ 
7 และ ลเซีย วบคุม

6.3 ทดสอบ purity test โดยการยอมสีแบบแกรม (Gram stain)  

เขี่ยลงในหลอดที่มีอาหา
บ หภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

4. ทําการเพิ่มจํานวนเชื้อ โดยใชไมโครปเปตดูดเชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร จาก
ขอ 3 ใสลงใน flask ที่ม
องศา เซียส พรอมเขยา นาน 18 ช่ัวโ

5. ทําการ inactivate

 TSB ลงใน flask ขอที่ 4 จากนั้นนํา flask ใสลงใน water bath อุณหภูม 37 องศา
เซลเซียส พรอมเขยา นาน18 ช่ัวโมง 

6. เก็บตัวอยางเชือ้ที่ไดจากขอ 5 ไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และแบงตัวอยาง
ื้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 ใสลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมตัวอยางเ
3 22 องศาเซ ส สังเกตการเปลีย่นแปลงของสีและความขุนเปรียบเทยีบกับหลอดค
ี่ไมไดใสเชื้อ ท



 

7. นําเชื้อที่ผานการทดสอบแลว มาปนตกตะกอนดวยเครื่องปนแยกของเหลว
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เพื่อใหเชื้อแบคทีเรีย
กตะกอนเปน pellet

ivated whole cell antigen  

วามขุนดวย PBS ให
เทากับ Mac

ณเชื้อดังกลาวม  39.61 
ิลล

ี่ไดจากข ีนตามว อง

อ 3.3.2 ไปทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง ultrasonic 

sonicator ที่แอม ูด
 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 10,000 รอบ
(supernatant) แบงตัวอยางเพื่อนําไปใชในการ

วิเคราะหหาปริมาณโ

 

ต  

8. นํา pellet ที่ไดมาทําการลาง 3 คร้ัง ดวย sterile phosphate buffer saline 
(PBS) pH 7.0 

9. นํา pellet ที่ไดละลายใน PBS ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แบงเปน 2 สวน สวน
แรกนําไปเตรียมเปน whole cell antigen สําหรับใชในการกระตุนภูมิคุมกัน และสวนที่สองนําไป
เตรียมเปนแอนติเจนสําหรับใชในการวิเคราะห ELISA 
 

3.3.3 การเตรียม inact สําหรับใชในการผลิตวคัซีน
 จากการศึกษาของ Chang et al. (1999) มีการเตรียม whole cell antigen สําหรับใชใน
การกระตุนภูมคิุมกันที่ความเขมขนของปริมาณเชื้อเทากบั 1x109 CFUตอมิลลิลิตร เชนเดียวกบั
การศึกษาของวัลภา ลาภภกัดี (2549) ที่มีการนําเซลลแบคทีเรียมาปรับค

Farland turbidity standards เบอร 4 โดยใชเครื่องวัดคาดูดกลืนแสง 
(spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 625 nm ซ่ึงมีเชื้อประมาณ 1.2x109 CFUตอมิลลิลิตร 
จากนั้นนําไปหาปริมาณโปรตีน พบวาที่ปริมา ีปริมาณโปรตีนเทากับ
ไมโครกรัมตอม ิติล ร ดังนั้นเพื่อความสะดวกในการเตรียม whole cell antigen ในการศกึษา
คร้ังนี้ จึงใชปริมาณโปรตีนเปนมาตรฐานในการเตรียมแอนติเจนที่ความเขมขน 40 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยมีวิธีการเตรยีมคือ นําเชื้อท อ 3.3.2 มาหาปริมาณโปรต ิธีการข  
Bradford ดังจะ วกลา ตอไปในขอที่ 3.3.5 
 

3.3.4 การเตรียม whole cell antigen สําหรับนําไปใชในการวิเคราะห ELISA 

1. นําเชื้อที่ไดจากข
พิจ  60% ชวงละ 30 วินาที 10 คร้ัง โดยทําในบกีเกอรที่มีน้ําแข็ง 
2. นํามาปนตกตะกอนดวยเครือ่ง centrifuge ที่อุณหภมูิ 4

ตอนาที นาน 15 นาท ี

3. เก็บสวนใสที่อยูดานบน 
ปรตีน 1 มิลลิลิตร สวนที่เหลือแบงใสหลอด microcentrifuge หลอดละ 1 

มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะมกีารนําไปใชตอไป 
 
 
 



 

3.3.5 r

พบวา dye อิสระสามารถคงอยูไดในรูปของไอออนที่แตกตางกัน ซ่ึงมีคา 
pKa คือ 1.15, 1  

ระจุบวกมาก dye จะมีสีแดงและสีเขียว ที่คาการดดูกลืนแสงมากที่สุดที่ 470 และ 

ี่ 590 nm ตามวิธีการดังนี ้
min 

SA) 

น ม

ง น

r ท
ตรฐาน ระหวางคาเฉลี่ยคาดูดกลืนกับความเขมขนของ

ปรตีนที่ทราบคาแลว ซ่ึงคาทั้งสองมีความสัมพันธในรปูแบบสมการเสนตรง (linear regression) 
นําสมกา

 กับคาการ
ดูดกลืนแสงที่คว า

คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ คือ 0.9998  

การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ B adford (Kruger, 2002) 

 Bradford assay ใชหลักการจับกันของสียอม (Dye Commassic Blue G250) กับ
โปรตีน จากการศึกษา

.82 และ 12.4 โดยพบวา dye จะมีผลตอการวิเคราะหสารละลายที่มีความเปนกรด 
ถาสารละลายมีป
650 nm ตามลําดับ และในกรณีที่สารละลายมีประจุลบจํานวนมาก dye จะมีสีน้ําเงิน เนื่องจากมี
การจับกันระหวาง dye กับโปรตีน ทีค่าดูดกลืนแสงมากสุดที่ 590 nm ดังนั้นการหาปรมิาณ
โปรตีนโดยทัว่ไปจะวดัโดยใชคาดูดกลืนแสงของสารละลายท

1. เตรียมสารละลายที่ทราบปริมาณโปรตีน ในที่นี้ใช bovine serum albu

(B ที่มีความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0, 1, 

2, 5, 10 และ 15 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใสหลอด microcentrifuge  

2. ปเปตตัวอยางที่ตองการหาปริมาณโปรตีนตัวอยางละ 5 และ 10 ไมโครลิตร 

ใสในหลอด microcentrifuge ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหเป  1 ิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

3. ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 1 และ 2 ตัวอยางละ 400 ไมโครลิตร ใสใน 
microcentrifuge เติม dye หลอดละ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน วางที่อุณหภมูิหอ าน 15 
นาที  

4. ปเปตตัวอยางจากขอ 3 ใสใน microtitre plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร 
ตัวอยางละ 2 ซํ้า วัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ELISA eader ี่ความยาวคลื่นแสง 590 nm 

5. สรางกราฟเสนโคงมา
โ

รที่ไดมาคํานวณหาความเขมขนของปริมาณโปรตีนจากตวัอยางทดลอง 
 

 ผลจากการศึกษาความสัมพนัธระหวางปริมาณโปรตีนมาตรฐานคือ BSA

ามย วคลื่น 590 nm (ภาคผนวก ก) ไดผลดังแผนภาพที่ 3.1 จากภาพดังกลาว ทาํ
ใหทราบสมการ 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 สําหรับใชผสมวัคซีนและสําหรบัใชเคลือบ plate ใน

การทํา ELISA  ตามวิธีการขอที่ 3.3.3 และ 3.3.4 ขางตน จากนัน้นํามาหาปริมาณโปรตีนโดย
เปรียบ

 
ารวิเ ราะหปริมาณโปรตนีในตัวอย ง whole cell antigen สําหรับเตรียมวัคซีน

และสําหรับทํา ELISA  
 

ตัวอยางที่ทดสอบ คาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 590 nma ปริมา
(ไมโครกรัมตอม ลิลิตร) 

whole cell antigen 
สําหรับเตรียมวัคซีน 

 
0.0450 

 
574 

whole cell antigen   
สําหรับทํา EL 0.0365 463 ISA  

 a คาเฉลี่ยจากการทําการทดลอง 3 ซํ้า 
 
 จากตารางที่ 3.1 พบวามีปริมาณโปรตีนในตัวอยาง whole cell antigen สําหรับเตรียม
วัคซีนเทากับ 574 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตเนื่องจากปริมาณโปรตีนที่ตองการนําไปใชสําหรบั



 

 

1. เตรียมวัคซีนโดยผสมสารละลาย whole cell antigen ของเชื้อ S. enterica 

รกรัมตอมิลลิลิตร กับ Freund’s 

omple

ัคซ ้ําเย็น (
กระจายตัวแสดงวาผสมเขากันดแีลว) วัคซีนที่ผสมแลวจะตองนําไปใชทันท ี

ามเนื้อหนาอกทางดานซายและขวาขางละ 2 ตําแหนง 
3. ทําการฉีดวัคซีนกระตุนซ้ํา (booster shots) ในสัปดาหที่ 2 และ 4 หลังจาก

การก ยทําก omple วิธีการ
เตรียมดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 1 
 

ัวอยางไข 
 สัปดาห จะท ขทุกวัน เพื่อเก็บไวเปนกล คุมกอนการ
ให จ ี่มีการใหวคัซีนจะทําการเก็บไขทุกวัน ซ่ึงระยะเวลาที่
ําการเก็บ ไดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระทั่งมีการนํา
อกมาว

ผสมวัคซีนนั้นเทากับ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นในการนําไปใชจึงตองทําการเจือจาง
ตัวอยางสัดสวน 1:14 ซ่ึงจะทําใหไดปริมาณโปรตีนตัวอยางเทากับ 40.86 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 สําหรับตัวอยาง whole cell antigen สําหรับทํา ELISA พบวามีปริมาณโปรตีนเทากับ 
463 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตเนื่องจากปริมาณโปรตีนที่ตองการนําไปใชสําหรบัเปนแอนตเิจน
ในการเคลือบ plate สําหรับทํา ELISA นั้นเทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นในการ
นําไปใชจึงตองทําการเจือจางตัวอยางสัดสวน 1:44 ซ่ึงจะทําใหไดปริมาณโปรตีนตัวอยางเทากบั 
10.16 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

3.3.6 การเตรียมวัคซีนและกระตุนภูมิคุมกันไก 
 การกระตุนภูมคิุมกันไกเพื่อใหสรางภูมิตานทานตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis

ประยุกตใชวิธีของ Sunwoo et al. (1996, 2002) และ Lee et al. (2002) 

serovar Enteritidis ที่มปีริมาณโปรตีนเทากับ 40 ไมโค
c te adjuvant ในปรมิาตรเทากัน โดยใชเข็มหัวล็อค 2 หัว (2-way luer lock needle) 
คอยๆ ผสมทั้งสองสวนใหเขากัน โดยครั้งแรกใหดันสารละลายในสวนของแอนติเจนเขาไปในสวน
ของ adjuvant กอน จากนัน้ผสมจนกระทั่งวัคซีนเปนเนื้อเดียวกนั ซ่ึงวัคซีนที่ไดจะมีลักษณะเปน
ครีมขาวขน ขั้นตอนนีใ้ชเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง ทดสอบว ีนที่ไดโดยหยดในน ถาวัคซีน
ยดเปนเมด็กลมไมห

2. ทําการฉีดวัคซีนดวยวิธีฉีดเขากลามเนื้อ (intramuscular) 4 ตําแหนง (0.25 
มิลลิลิตรตอตําแหนง) ที่กล

ระตุนในครั้งแรก โด าร emulsified ดวย Freund’s inc te adjuvant ซ่ึงมี

3.3.7 การเก็บต
กอนทําการทดลอง 1 

วัคซีน
ําการเก็บไ ุมควบ

 (negative control) และหลัง ากท
ไขคือ 11 สัปดาห โดยนําไขทีเ่ก็บท

อ ิเคราะหตอไป 
 
 



 

3.3.8 การแยกสว  water soluble fract on (WSF) ออกจากไขแดง ดัดแปลงจาก
วิธีการของ Akita and Nakai (1992) 

น i

องไขแดงออกจากไขขาว จากนั้นนําไขแดงที่ไดกล้ิงบนกระดาษ
ําระ เพื่อกําจดัส

เพื่อวัดปริมาตรไขแดง 

ทําการเจ แดงใน
สัดสวน 1:8 ดว

ี่ม

ารกรอง คือสวนของ WSF ที่มี IgY ประกอบอยู แบงตัวอยาง
ใสในหล c ละ 1 มิลลิลิตร เพื่อนําไปใชในการทดสอบหาระดับของ IgY 

 WSF คือสวนของ supernatant ที่ไดจากการปนตกตะกอนไขแดง เพื่อแยกเอาสวนของ 
water insoluble fraction ที่ประกอบดวย α- และ β- lipovitellins, phosvitin และ low-

density lipoprotein (LDL) ออกไป ทําใหไดสวนของ WSF ที่ประกอบดวย α-,β- และ γ- 
livetin ซ่ึง IgY คือ γ- livetin (Sim et al., 2000) โดยมีขั้นตอนในการแยกสวนของ WSF ดังนี ้

1. แยกสวนข
ช วนของไขขาวออกใหไดมากที่สุด 

2. เทไขแดงลงใน graduated cylinder 

3. เทไขแดงลงในบีกเกอร ดึงเยื่อหุมไขแดงออก 

4. สดงในแผนภาพที่ 3.2 วางบีกเกอรในน้ําแข็ง ดังแ ือจางไข
ยน้ํากลั่นแชเย็นที่มี pH 4.0 โดยในขณะที่เทน้ํากลัน่ลงไปนั้นใหเทลงไปอยางเบาๆ 

และเทลงไปครั้งละนอยๆ เพื่อปองกันการทําลายสวนของแกรนูลไขแดงจากกรดท คีวามเขมขนสงู 
ขณะ เดียวกนัใช magnetic bar ปนเบาๆ เพื่อใหสารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน 

5. ทําการเจือจางไขแดงในสัดสวน 1:2 ดวยน้ํากลั่นแชเย็นที่มี pH 2.0 โดยใชวิธี
เดียวกันตามขอ 3 

6. หลังจากสารละลายผสมเขากันแลว ปรับ pH ใหได 5.0-5.2 

7. นําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง 
8. นําสวนที่ไดจากขอ 6 มาปนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี

9. เก็บสวนใส (supernatant) ที่ไดจากการตกตะกอนมากรองดวยกระดาษกรอง
Whatman เบอร 1 ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

10. สวนใสที่ผานก
อด mi rocentrifuge หลอด

antibody titer ในไขไกในแตละสัปดาหวาสัปดาหใดที่มีระดับภูมคิุมกันตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis สูงสุด สวนที่เหลือเกบ็ไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งมกีารนํามาวิเคราะห
ตอไป 



 

 

 
 

 
 
แผนภาพที่ 3.2 วิธีกา
 

 2002); Lee et al. 

(2002) และ 
และ negative control ในการเริ่มทาํ serial dilution โดยใชความเขมขนของ

แอนติเจนตามแห  10 ไมโครกรัม
โปรตีนตอมิลลิล :1,000 โดยอางอิงจาก 
Sunwoo et al. 

าะสมสําหรับ negative control และ positive control

ทําไดโดยวิธีการ ี้
 ดวยสารละลายแอนตเิจน 10 ไมโครกรัม

โปรตีนตอมิลลิล

S-T) 3 คร้ัง แลวเคาะกับผาขนหนใูหแหง 
3. เติม blocking solution (1% skim milk) ใน carbonate coating buffer 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อปองกัน false positive บมในกลองชืน้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รแยกสวนของ water soluble fraction 

3.3.9 การทดสอบหาความเขมขนของ negative control และ positive control  ท่ี
เหมาะสมสําหรับการเริ่มทํา serial dilution โดยใชวิธี Indirect ELISA 

 วิธี indirect ELISA อางอิงเทคนิคของ Sunwoo et al. (1996;

นภาธร บานชื่น (2534) โดยเริ่มจากการหาระดับความเขมขนทีเ่หมาะสมของ 
positive control 

ลงอางอิง Sunwoo et al. (1996, 2002); Lee et al. (2002) คือ
ิตร และใชความเขมขนของ conjugated antibody ที่ 1

(1996; 2002); Lee et al. (2002) และ วัลภา ลาภภักดี (2549) 
 การทดสอบหาความเขมขนที่เหม

ดังน คือ  
1. ทําการเคลือบ microtitre plate

ิตรของ 0.05 M carbonate coating buffer pH 9.6 ใสใน microtitre plate 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร นํา microtitre plate ใสในกลองพลาสติกชื้น แลวนําไปบมไวที่ 4 องศา
เซลเซียส ทิ้งไว 1 คืน 

2. เทสารละลายแอนติเจนทิ้ง ลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 

20 (PB



 

4. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
5. เติมตัวอยาง negative control และ positive control ที่เจือจางดวย  PBS-T

0.00

0.20
0.40

10

0.60

0.80
1.00

นแ
สง

1.20

 nm

 1:  1:  1:  1:
 1:16  1:32  1:64

 1:12
1 :

 25
6

Antibod

0
20

0
40

0
80

0 00 00 00 80
0 00

y dilution

ลื
 40

5
คา
กา
รด
ดูก

negative 1
negative 2
negative 3
positive 1
positive 2
positive 3

 

อัตราสวน 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 นําไปบมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส  นาน 1 ช่ัวโมง 

6. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
7. เติม rabbit anti-chicken IgG horseradish peroxidase conjugate ที่เจือ

าง 1:1,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
8. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 

หลุมละ 50 ไมโครลิตร เก็บไวในที่มืด ที่อุณหภูมิ 

 nm 

ํา serial dilution 

ใน
1

แ

จ

9. เติม substrate solution 

หองนาน 20 นาท ี

10. เติม stop solution หลุมละ 25 ไมโครลิตร 

11. อานคาดวยเครือ่ง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405
 

 โดยในการทดสอบจะใชตวัอยาง negative control และ positive control อยางละ 3 
ตัวอยาง ตวัอยางละ 2 ซํ้า จากนั้นนําคาเฉลี่ยที่ไดมาสรางกราฟ (ภาคผนวก ก) เพื่อทําการศึกษา
อัตราสวนการเจือจางที่เหมาะสมในการทํา serial dilution ดังแสดงในแผนภาพที่ 3.3  
 

แผนภาพที่ 3.3 การหาความเขมขนที่เหมาะสมของ negative control และ positive control ใน
การเริ่มท



 

 จากการ ve control พบวา คาที่ไดมคีาต่ํา
มากตั้งแตคาการ

ซ่ึงจากกราฟจะเหน็
ไดวาที่คาการเจือจาง ของ negative control และ 
positive contro ย

 
3.3.10 

ิธี Indirect ELISA  อางอิงเทคนิคของ Sunwoo et al. (1996; 2002); Lee 

et al. (2002) แ
 เมื่อไดอ  1/500 จากนั้น
ําสวนของ ัวขอที ่ 3.3.8 มาทําการศึกษาหาระดับ antibody titer 

al. (1996; 

ช

ทดสอบคา optical density (OD) ของ negati

เจือจางที่ 1/100 ทําใหคา OD ของ negative control และ positive control มี
ความแตกตางกันอยางชดัเจน ดังนั้นคาการเจือจางที่ 1/100 จึงมีความเหมาะสมทีสุ่ดที่จะนํามาใช
ในการเริ่มทํา serial dilution แตเนื่องจากในการปฏิบัติงานจริง ระดบัของ antibody titer ตั้งแต
สัปดาหที่ 3 เปนตนไปมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น จึงเลือกใชคาการเจือจางที่ 1/500 

1/500 ยังคงมีความแตกตางกันระหวางคา OD 

l อ างชัดเจน ดังนัน้ในการทดลองครั้งนี้จึงใชความเขมขนของ WSF ที่คาเจือจาง 
1/500 ในการเริ่มตนทํา serial dilution ตลอดการทดลอง  

การทดสอบหาระดับ antibody titer ตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ดวยว
ละ นภาธร บานชืน่ (2534) 

ัตราสวนการเจือจางที่เหมาะสมในการเริ่มทํา serial dilution คือ
น  WSF ที่ไดจากการเตรียมในห
ตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis โดยใชความเขมขนของแอนติเจนตามแหลงอางองิ 
Sunwoo et al., (1996, 2002) และ Lee et al.,2002 คือ 10 ไมโครกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร และ
ชความเขมขนของ conjugated antibody ที่ 1:1,000 โดยอางอิงจาก Sunwoo et ใ

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

โปรตีนตอมิลลิลิตรของ 0.05 M carbonate coating buffer pH 9.6 ใสใน microtitre plate 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร นํา microtitre plate ใสในกลองพลาสติกชื้น แลวนําไปบมไวที่ 4 องศา
เซลเซียส คางไว 1 คืน 

2. เทสารละลายแอนติเจนทิ้ง ลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 

20 (PBS-T) 3 คร้ัง แลวเคาะกับผาขนหนใูหแหง 
3. เติม blocking solution (1% skim milk) ใน carbonate coating buffer 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อปองกัน false positive บมในกลองชืน้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ั่วโมง 

4. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 



 

5. เติมตัวอยาง WSF ที่ไดรับการเจือจางแลว หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยทํา
ตัวอยางละ 2 ซํ้า จากนัน้ทํา two fold serial dilutions เติม negative control, positive control 
และ blank (PBS-T) ในแถวที่ 11-12 นําไปบมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 

6. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
7. เติม rabbit anti-chicken IgG horseradish peroxidase conjugate ที่เจือ

จาง 1:1,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร  บมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
8. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
9. เติม substrate solution หลุมละ 50 ไมโครลิตร เก็บไวในที่มืด ที่

ุณหภูมิหองนาน 20 นาท ี

ดีเปนคาไตเตอร โดยอานคา end titre ที่คา optical 

SF non-specific IgY 
  

 (กลุมที่ไดรับก e

 ี่มีระดับแอนติบอ ัปดาหที่ 3 มาแบง
ออกเปน 3 กลุ ecific IgY pow WSF specific IgY 

powder และ s รับการเตรียม whole egg non-specific IgY 

 W owder และ no cte น
ยีว เปนไขไกในก ดร น

ole cell ขอ  enterica sero nteritidi กนัน้จึงนํามาแบงออกเปน 3 กลุม
สําหรับการเตรียมด ก ซ่ึงมีขั้นตอนในก ยม ดงันี้ 
 

อ
10. เติม stop solution หลุมละ 25 ไมโครลิตร 

11. อานคาดวยเครือ่ง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm 

12. พิจารณาระดับแอนติบอ
density (OD) ของตัวอยางเทากับ 2 เทาของ negative control (นภาธร บานชื่น, 2530) 
 

3.3.11 การเตรียมไขแอนติบอดีในรปูตางๆ  
 ในการศึกษาครั้งนี้จะทําการเตรียมไขไกใหอยูในรูปตางๆ คือ  
 กลุมที่ 1  การเตรียม whole egg specific IgY powder และ whole egg non 
   specific IgY powder 
 กลุมที่ 2  การเตรียม WSF specific IgY powder และ W

 powder  
 กลุมที่ 3  การเตรียม specific extracted IgY และ non specific extracted IgY 
  
 โดยใชไขไกกลุมที ่ 1 ารกระตุนภูมิคุมกนัดวย inactivated whol  cell 

ของ S. enterica serovar Enteritidis) ในสัปดาหท 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 จะใชไขไกใ
สัปดาหเด กนักับการเตรยีมขางตน แต ลุมที่ 2 (กลุมที่ไมไ ับการกระตุนภูมิคุมกั
ดวย wh ง S. var E s) จา

ัง ลาว 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. กะเทาะเปลือกไขไก จากนั้นทําการผสมไขใหเปนเนื้อเดียวกัน วัดปริมาตร 

2. นําไขที่ไดใสในบีกเกอร จากนั้นนําไปวางบ น hot plate เพื่อใหความรอน
ขณะเดียวกนัใหก ต

 แลว 

 r

utlet ที่ 72 องศาเซลเซียส 

ริมาณแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ 
S. enterica esiccator) ที่
อุณหภูมิหอง 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) จากนัน้นําแอนติบอดีที่ไดจากการตกตะกอนแอนติบอดีทั้ง 2 วิธีมาตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีดวยวิธี sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-

วน ลอดเวลา จนกระทั่งอุณหภูมิถึง 40 องศาเซลเซียส ใหยกลงจาก hot plate 

ทันที 
3. นําไปกรองดวยผาขาวบาง ทีผ่านการฆาเชือ้
4. ไขที่ผานการกรองแลว นําไป spray d ied ที่อุณหภูม ิ air-inlet 140 องศา

เซลเซียส และอุณหภูมิ air-o

5. แบงตัวอยางไขผงที่ได เพื่อนําไปวิเคราะหป
serovar Enteritidis ไขผงที่เหลือเก็บไวในตูดดูความชื้น (d

กระทั่งมีการนําไปใช 
 

wder ตามวิธีการศกึษาของ Yokoyama et 

1. นําสวนของ WSF ที่มีวิธีการเตรียมตามขอที่ 3.3.

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

2. แบงตัวอยางไขผงที่ได เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ 
S. enterica serovar Enteritidis ไขผงที่เหลือเก็บไวในตูดดูความชื้น (desiccator) ที่
อุณหภูมิหอง จนก

 
3.3.11.3 การเตรียม specific extracted IgY และ non-specific extracted 

IgY ตามวิธีการศึกษาของ Akita and Nakai (1993) มีขั้นตอน ดังนี ้
 หลังจากแยกสวน water insoluble fraction ที่ประกอบดวย α- และ β- lipovitellins, 

phosvitin และ low-density lipoprotein (LDL) ออกไป ทําใหไดสวนของ WSF ที่ประกอบ 
ดวย α-, β- และ γ- livetin จากนั้นนําสวนใสที่ไดมาตกตะกอนแอนติบอดี เพื่อใหไดเฉพาะสวน
ของ γ- livetin ซ่ึงเปนสวนของแอนติบอดี IgY โดยการเปรียบเทียบวิธีการตกตะกอน 2 วิธี คือ 
การตกตะกอนแอนติบอดดีวยสารละลาย ammonium sul

g



 

phoresis (S

หาปริมาณ
แอนติบอดีที่มคีวา ึ่ง
มีขั้นตอนการศึกษ

 Ammonium 

sulfate (AMS) 
0 กรัมตอลิตรของ WSF โดยในการเตมิ 

AMS ใหคอยๆ 

ตะกอนที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที ที่อุณหภูม ิ4 
งศาเซลเซียส 

ท

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

 30 นาที ที่อุณหภูม ิ4 

DS-PAGE) หลังจากนั้นเลือกวิธีที่เหมาะสมสําหรับการนําไปใชในการเตรยีม 
specific extracted IgY และ non-specific extracted IgY จากนัน้นําไปวิเคราะห

มจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis โดยวิธี Indirect ELISA ซ
า ดังตอไปนี ้

 
3.3.11.3.1 การเปรียบเทียบวิธีการตกตะกอนแอนติบอดี 

3.3.11.3.1.1 การตกตะกอนแอนติบอดดีวยสารละลาย
ดัดแปลงจากวิธีการของ Hansen et al. (1998) มีขัน้ตอน ดังนี ้

1. ใช AMS [(NH4)2SO4] 39

เติมลงไปครั้งละนอยๆ รอจนกระทั่งสวนของ AMS ละลายจนหมด จึงเติมสวน
ใหมลงไป กวนตลอดเวลา นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. นําไปปนตก
อ

3. เ สวนใสทิ้ง เก็บสวนตะกอนไว ละลายตะกอนดวย PBS ปริมาตร
เทากับปริมาตรเริ่มตน 

4. เก็บสารละลายที่ไดไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะมีการนําไปใช
ตอไป โดยแบงใสหลอด microcentrifuge หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
 

3.3.11.3.1.2 การตกตะกอนแอนติบอดดีวย 12% polyethylene 

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

ละลาย ขณะเดยีวใหกวนตลอดเวลา นาน 10 นาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

2. นําไปปนตกตะกอนที ่10,000 รอบตอนาท ีนาน
องศาเซลเซียส 

3. เก็บสวนของตะกอนไว ลางสวนของตะกอน 2 คร้ัง โดยใช 12%PEG 

4. ละลายตะกอนดวย PBS ปริมาตรเทากับปริมาตรเริ่มตน เก็บสารละลาย
ที่ไดไวที ่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะมีการไปใชตอไป โดยแบงใสหลอด microcentrifuge 

หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
 



 

3.3.11.3.2 รตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแอนติบอดี โดยใชวิธี sodium 

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

มาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในก

กา

ารตกตะกอน เพื่อศกึษาวาวิธีการใดสามารถตกตะกอนแอนติบอด ี
Y ไดบริสุทธิ์ที่สุด ดังวิธีการต

2 แก

จากนัน้ใช ไซริงคขนาด 1 

มิลลิลิตร คอย ๆ หยดน
 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อเจลแข็งตัวจะเหน็รอยตอระหวางเจล

และน้ํากลัน่ทีค่ลุมผิวเจลอย
5. เทสวนของน้ํากล่ันที่อยูดานบนทิ้ง เช็ดทําความสะอาดชองระหวางแผน

กระจกใหแหงโดยใชก
gel แลวเติมสารละลายของ 

stacking gel ที่เตรียมไ ลือ

ัวที่อุณหภูมหิองซึ่งใชเวลาประมาณ 10 นาท ี

amber ทั้งบนและลาง จากนั้น คอย ๆ ดึง comb ออกจาก stacking gel จะปรากฏ
ตัวอยางท

10. ตอข้ัวบวกของเครื่องจายกระแสไฟฟาเขากับขั้วบวกของ chamber และ
อข้ัวลบเขากบัขั้วลบของ chamber ปรับกระแสไฟฟาใหคงที่ที่ 10 มิลลิแอมแปร จากนั้นเปด

สวิตชของเครื่องจายกระแสไฟฟา 

Ig อไปนี้ คือ  
1. ทําความสะอาดกระจกดวยกระดาษเชด็เลนส 
. ประกบแผน วเขาดวยกัน โดยใช spacer เปนตัวกาํหนดความหนา

ของแผนเจล 

3. เตรียมสารละลายสําหรับ running gel ซ่ึงจะใช 10%  acrylamide gel 

4. ใชไซริงค ดูดสารละลายในขอ 3 ลงไปในระหวางแผนแกวท่ีเตรียมไว
ใหมีความสูงหางจากขอบบนของแผนแกวประมาณ 2 เซนติเมตร 

้ํากลัน่ใหคลุมผิวเจลเพื่อไลฟองอากาศออกจากชั้นเจล ทิ้งไวใหเจลแข็งตวัซ่ึง
ใชเวลาประมาณ

างชัดเจน 

ระดาษกรองตัดเปนแผนสั้นๆ 

6. เตรียมสารละลายสําหรับ stacking 

วลงบนชองที่เห สวนบนของแผนแกว จากนั้นคอย ๆ  สอด comb ลงไป
ในชั้นของ stacking gel ที่เติมลงไป ระวังอยาใหมีฟองอากาศเกิดขึน้ในชองของ comb ทิ้งใหเจ
ลแข็งต

7. ผสมตัวอยางทีเ่ตรียมไวกับ loading dye แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 90 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท ีจากนัน้ทําใหเย็นลงทันทใีนน้ําแข็ง 
8. ประกอบชุดอิเล็กโตรโฟเรซิสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม electrophoresis 

buffer ลงใน ch

ชองสําหรับใส ี่ตองการแยกบนเจล 

9. ใชไมโครปเปตดูดตวัอยางทีเ่ตรียมไวแลวในขอ 7 ใสลงในชองของแผน
เจลที่เตรียมไว โดยจะใสหนึง่ตัวอยางตอหนึ่งชอง 

ต



 

11. รอจนกระทั่งสังเกตเห็นสีของ loading dye เคล่ือ ที่ผาน stacking gel 
ปรับกระแสไฟฟาใหคงที่ที่ 20 มิลลิแอมแปร 

น

าก chamber แลวนาํแผนเจลที่อยูระหวางแผนแกว
ออกมา เจลทีไ่ดอาจนําไปย B) R-250 0.5% นาน 1 

ช่ัวโมง เทสีออกและเติ
นแถบโปรตีนปรากฏชัดเจน และเหน็สีพื้นหลังใส  

1

specific IgY กับแถบ

icrotitre plate ดวยสารละลาย rabbit anti-chicken IgG ที่
มีความเขมขน 3.75 ไ

กลองพลาสติกชื้น แลวนําไปบมไวที่ 4 องศา
เซลเซียส  ทิ้งไว 1 คืน 

skim milk) ใน carbonate coating buffer 

หลุมละ 100 ไมโครลิต

4. ล

l dilutions และใน microtitre plate ที่ใชหาความ
เขมขนมาตรฐานใหเติม

ลิลิตรของ PBS-T หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทํา
ตัวอยางละ 2 ซํ้า นํา m

nti-chicken IgG horseradish peroxidase conjugate ที่เจือ
จาง 1:1,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร  บมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง 

12. รอจนกระทั่งสังเกตเห็นสีของ loading dye เคล่ือนที่ผาน stacking gel 
ใหจนเกือบถึงปลายลางของเจล จึงปดสวิตช 

13. นําแผนแกวออกจ
อมดวยสี Coomassie Brilliant Blue (CB

มสารละลาย Destaining solution เพื่อกําจัดสวนเกดิของสีออก แชและลาง
เจลเปนระยะจ

4. บันทึกภาพ เพื่อเปรยีบเทียบขนาดและน้ําหนักของแถบโปรตีนของ 
โปรตีนมาตรฐานทีท่ราบน้ําหนักโมเลกุลที่อยูในเจลเดยีวกัน 

 
3.3.12 การตรวจสอบปริมาณของ total IgY โดยใชวิธี Indirect ELISA ตามวิธีการ

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

1. ทําการเคลือบ m
มโครกรัมตอมิลลิลิตรของ 0.05 M carbonate coating buffer pH 9.6 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร  นํา microtitre plate ใสใน

2. เทสารละลายแอนติเจนทิ้ง ลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 

20 (PBS-T) 3 คร้ัง แลวเคาะกับผาขนหนใูหแหง 
3. เติม blocking solution (1% 

ร เพื่อปองกัน false positive บมในกลองชืน้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง  

าง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
5. เติมตัวอยาง WSF ที่ไดรับการเจือจางแลว หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยทํา

ตัวอยางละ 2 ซํ้า จากนั้นทํา two fold seria

สารละลาย purified chicken IgG (1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ที่ความ
เขมขนตั้งแต 0.002 ถึง 0.125 ไมโครกรัมตอมิล

icrotitre plate ไปบมในกลองชืน้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
6. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
7. เติม rabbit a
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8. 

on หลุมละ 50 ไมโครลิตร  เก็บไวในที่มืด ที่
อุณหภูมิหองนาน 20 

 25 ไมโครลิตร   
11. 

ภาพที่ 3.4 นําสมการที่ไดมา
คํานวณหาความเขมข l Ig

 
3.3.13 

nate 

coating buffer  ลือบ microtitre plate ที่สองดวย
สารละลาย rabb n

ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
9. เติม substrate soluti

นาท ี

10. เติม stop solution หลุมละ
อานคา absorbance ดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm 

12. สรางกราฟเสนโคงมาตรฐาน ระหวางคาเฉลี่ยคาการดูดกลืนแสงกับความ
เขมขนของ purified chicken IgG ที่ทราบคาแลว (ภาคผนวก ก) ซ่ึงคาทั้งสองมีความสัมพันธใน
รูปแบบสมการเสนตรง (linear regression) ดังแสดงในแผน

นของปริมาณ tota Y จากตัวอยาง 

แผนภาพที่ 3.4 กราฟปริมาณความเขมขนของ purified chicken IgG สําหรับใชในวิเคราะหหา
ปริมาณ total IgY 

การตรวจสอบปริมาณแอนตบิอดีท่ีจําเพาะ (specific IgY) ตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis โดยใชวิธี Indirect ELISA ตามวิธีการของ Lee et al. (2002) และ 

Sunwoo et al. (2002) ซ่ึงมีขั้นตอนดงันี้ คือ 

1. ทําการเคลือบ microtitre plate แรก ดวยสารละลายแอนติเจนจากเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ความเขมขน 10 ไมโครกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตรใน 0.05 M carbo

 pH 9.6 หลุมละ 100 ไมโครลิตร และทําการเค
it a ti-chicken IgG ที่มีความเขมขน 3.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของ 0.05 M 



 

carbonate coa  นํา microtitre plate ใสในกลอง
พลาสติกชื้น แลว

นติเจนทิ้ง ลาง microtitre plate ดวย PBS-0.05% Tween 20 
(PBS-T) 3 คร้ัง

3. เติม ะ 
100 ไมโครลิตร กลอ

t

จากนั้นทํา two fold serial dilutions 

11. อานคา absorbance ดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm 

IgG ที่ทราบคาแลว (ภาคผนวก ก) ซ่ึงคาทั้งสองมีความสัมพันธในรูปแบบ
มการเสนตรง(lin  ดังแสดงในแผนภาพที่ 3.5 นําสมการที่ไดมาคํานวณหาความ

เขมขนข

ting buffer pH 9.6 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  
นําไปบมไวที่ 4 องศาเซลเซียส  ทิ้งไว 1 คืน 

2. เทสารละลายแอ
 แลวเคาะกบัผาขนหนูใหแหง 
blocking solution (1% skim milk) ใน carbonate coating buffer หลุมล
 เพื่อปองกนั false positive บมใน งชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  

4. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
5. ใน microti re plate ที่เคลือบดวยสารละลายแอนติเจน เติมตัวอยาง WSF ที่ไดรับการ

เจือจางแลว หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยทําตัวอยางละ 2 ซํ้า 
และใน microtitre plate ที่เคลือบดวยสารละลาย rabbit anti-chicken IgG เติมสารละลาย 
purified chicken IgG (1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ที่ความเขมขนตั้งแต 0.002 ถึง 0.125 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของ PBS-T หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทําตัวอยางละ 2 ซํ้า นํา microtitre 

plate ไปบมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
6. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
7. เติม rabbit anti-chicken IgG horseradish peroxidase conjugate ที่เจือจาง 

1:1,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร  บมในกลองชื้นที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง 
8. ลาง microtitre plate ดวย PBS-T 3 คร้ัง 
9. เติม substrate solution หลุมละ 50 ไมโครลิตร  เก็บไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหองนาน 

20 นาท ี

10. เติม stop solution หลุมละ 25 ไมโครลิตร   

12. สรางกราฟเสนโคงมาตรฐานระหวางคาเฉลี่ยคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ
purified chicken 

ส ear regression)

องปริมาณ specificIgY จากตัวอยาง 
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แผนภาพที่ 3.5 กราฟปริมาณความเขมขนของ purified chicken IgG (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
สําหรับใชในวเิคราะหหาปรมิาณ specific IgY 
 

ของคาเฉลี่ย โดย
ใช t-tes SE) โดยใช group comparison ในการ
เปรียบเท

ิคุมกัน  และใชในการเปรยีบเทียบปริมาณความเขมขนของแอนติบอดีทีไ่ดจากการแปร
รูประหว egg specific IgY powder, WSF 

specific ูมิคุมกนั คอื 
whole fic 

er ใน WSF  

 จากการนําเอาไขไกที่ไดจากกลุมการทดลองที่ 1 ที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวย 
inactivated whole cell antigen ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในแตละสัปดาห 
(ตั้งแตสัปดาหที่ 0 ถึง 11) มาทําการวิเคราะหโดยใชวิธี Indirect ELISA เพื่อศึกษาถึงระดับการ
เปลี่ยนแปลงของแอนติบอดทีี่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis หลังจากที่มี

3.3.14 การวิเคราะหขอมูล 

 นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทยีบความแตกตาง
t แสดงขอมูลเปนคาเฉลี่ย ±standard error (

ียบระดับแอนติบอดีระหวางกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน และกลุมที่ไมไดรับการ
กระตุนภูม

างกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกนั คือ whole 

 IgY powder และ specific extracted IgY และกลุมที่ไมไดรับการกระตุนภ
egg non specific IgY powder, WSF non specific IgY powder และ non speci

extracted IgY โดยใชโปรแกรมสําเร็จรปู SAS (SAS, 1997) 
 
3.4 ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

3.4.1 ระดับของ IgY antibody tit
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การกระตุนภูมคิุมกัน เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดรับการกระตุนภูมิคุมกนั ผลที่ไดแสดงใน
แผนภาพที่ 3.6 

 คาเฉลี่ นอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) 
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ยในแตสัปดาห มีความแตกตางกั

แผนภาพที่ 3.6 การเปลี่ยนแปลงของระดับ IgY antibody titer หลังจากที่มีการกระตุนภูมิคมกัน
ในแตละสัปดาห 
 
 ซ่ึงจากภาพจะเห็นไดวา ในสัปดาหที่ 0 กอนทําการกระตุนภูมิคุมกัน ระดับของ IgY 

antibody titer ที่มีอยูใน 2 กลุมการทดลองไมแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) และ
หลังจากที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันครั้งแรกผานไป 1 สัปดาห พบวา ระดับของแอนติบอดใีนไก
กลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน มีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.113+0.099 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมที่มี
คาเฉลี่ย OD เทากับ 0.021+0.055 อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ซ่ึงสอดคลองกับ
ารศึกษาของ Lee et al. (2002) ที่พบวา ระดับของ specific IgY จะเพิ่มขึน้ตั้งแตสัปดาหแรก

ารเพิ่มขึ้นอยางคงที่ โดยมีการเปลี่ยนแปลงคอนขางชา ๆ 
สามารถ ีร่ัมและมีปริมาณนอย
ี่มีการส ง 

ที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันมีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.163±0.142 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลีย่ 

ก
หลังจากที่มีการกระตุนภูมิคุมกันและจะมกี

อธิบายไดวา ในชวงของสัปดาหแรก specific IgY มีการผลิตอยูในซ
ท งผานไปยังไขแดง เชนเดยีวกันกบัการศึกษาขอ Li et al. (1998) พบวา ระดับของ 
specific IgY สามารถตรวจพบไดตั้งแตสัปดาหแรกหลังจากที่มีการกระตุนภูมิคุมกัน แตพบไดใน
ปริมาณที่ไมมากนัก ตอมาในสัปดาหที ่ 1 และ 2 ระดับของแอนติบอดีถึงจะคอยๆ เพิ่มขึ้น 
เชนเดยีวกับผลการทดลองครั้งนี้ที่พบวาระดับของ IgY antibody titer ในสัปดาหที่ 2 ในไกกลุม



 

คร้ังแรกในสัปดาห 2 พบวาในสัปดาหที ่ 3  มีการเพิ่มขึ้นของระดับแอนติบอดีอยางรวดเร็ว โดย
ับ 
อ
าง 

m  
ต
ซ่ึ    

ี่ 4 

เท ามี
อยางมนีัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ตอมาในสัปดาหที่ 6 พบวามีระดับของ

อนติบอดีสูงสุด โดยมีคาเฉลี่ าก  1.066±0.233 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD 

ากับ 0.037±0.108 อย ัยสําคัญยิ่งทางสถิ <0.01) และจากภาพจะเห็นไดวาในสัปดาหที่  
ซ่ึงลดลงจาก

วากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.024±0.052 อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
<0.01) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ  Shin et at. (2002) ซ่ึงพบวา ระดับของ antibody titer 

อง IgY 

ค

OD เทากับ 0.030±0.029 อยางมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติ (p<0.01) และหลังจากไดมกีาร booster 

ความแตกตางกัน

พบวามีคาเฉลีย่ของ OD เทากับ 1.003±0.149 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD เทาก
0.032±0.103  อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาการตอบสนองต
แอนติเจนครั้งนี้เปนการตอบสนองครั้งที่ 2 ที่เรียกวา secondary response ทําใหมีการสร

emory B cell เพิ่มขึ้นไดอยางรวดเร็วมากกวาการสัมผัสกับแอนตเิจนครั้งแรก (Kuby, 1997)

อมาในสัปดาหที่ 4 พบวา กลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันมีคาเฉลี่ย OD เทากับ 1.053±0.180 

งสูงกวากลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.059±0.120 อยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01)

และเมื่อมีการ booster คร้ังที่สองในสัปดาหที่ 4 พบวาการเปลี่ยนแปลงของระดับ IgY antibody 

titer ไมเดนชัดเทากับการ booster คร้ังแรก โดยจะเหน็ไดวาในสัปดาหที่ 5 กลุมที่ไดรับการ
กระตุนภูมิคุมกันจะมีคาเฉลี่ย OD เทากับ 1.077±0.207 ซ่ึงเพิ่มขึ้นจากคาเฉลี่ย OD ในสัปดาหท
ากับ 0.012 และเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุมควบคุมที่มีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.023±0.055 พบว

เท ับแ ย OD 

เท างมีน ติ  (p
7 ระดับของแอนติบอดีจะคอยๆ ลดลง โดยพบวามีคาเฉลี่ย D ากับ 1.006±0.256  O  เท
สัปดาหที่ 6 เทากับ 0.071 แตอยางไรก็ตาม คาเฉลี่ย OD ของกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกนั ใน
สัปดาหที่ 7  สูงก
(p

ข  จะมากที่สุดในสปัดาหที่ 6-8 และหลังจากสัปดาหที่ 7 พบวาระดับของ antibody titer 

จะคอยๆ ลดลง ะตอมาในสัปดาหที ่ 8-11 พบวา ระดับของแอนติบอดีจะคอยๆ ลดลงจาก
สัปดาหที่ 7 โดยพบวามีคาเฉลี่ย OD เทากับ 0.990±0.296, 0.905±0.280, 0.894±0.315 และ 
0.879±0.332 ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ที่มีคาเฉลี่ย 
OD เทากับ 0.073±0.134, 0.085±0.201, 0.109±0.172 และ 0.090±0.167 ตามลําดับ 
 จากการศึกษาของ Behn et al. (1996) พบวาการเปลี่ยนแปลงของระดับแอนตบิอดีไข
แดงนัน้ สามารถแบงออกไดเปนลักษณะของรูปแบบกราฟได 2 ประเภท คือ mammalian-like 

curve และ salutatory curve ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของกราฟในลักษณะ mammalian like curve 

สามารถอธิบายไดวา จะมกีารเพิ่มขึ้นของระดับแอนติบอดี ในชวง 10 วัน หลังจากทีม่ีการ booster 
คร้ังแรก และจะคงที่อยูประมาณ 10 วัน ตอจากนั้นจะคอย ๆ ลดลง และตอมาเปนการเปลี่ยนแปลง
ของลักษณะกราฟแบบ salutatory curve สามารถอธิบายไดวา หลังจากที่มีการ booster รั้งแรก

แล



 

จะมีการเพิ่มขึน้ของระดับแอนติบอดี และหลังจากนัน้ระดับของแอนติบอดีจะมกีารเปลี่ยนแปลง
เปนไปในลักษณะที่คอนขางคงที่ อาจจะสามารถอยูไดหลายสัปดาหหรืออาจจะเปนเดือน  ซ่ึงจาก
ผลการทดลอง จะเห็นไดวาสอดคลองกับทฤษฏีการเปลี่ยนแปลงของระดับแอนติบอดแีบบ
mammalian–like curve 
 

3.4.2 ปริมาณแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

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

 จากการนําเอาไขไกในสัปดาหที่มีระดับของแอนติบอดีสูงมารวมกัน (โดยเก็บไขระหวาง
สัปดาหที่ 3-7) จากนั้นนาํไขทั้งใบมาผสมรวมกัน และนําไปผานกระบวนการทําใหแหงโดยใช
วิธีการ spray dried ที่อุณหภูมิ air-inlet 140 องศาเซลเซียส และ air-outlet ที่ 72 องศาเซลเซียส 
เพื่อใหไดไขผง นําไขผงที่ไดไปวิเคราะหหาความเขมขนของ total IgY และ specific IgY ตอเชื้อ  

S. enterica serovar Enteritidis ดังแสดงผลในตารางที่ 3.2 
 
ตารางที่ 3.2 ผลการวิเคราะหความเขมขนของ total IgY และ specific IgY ท่ีมีความจําเพาะตอ
เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis (mean±SE) ท่ีมีอยูใน whole egg specific IgY 

powder และ whole egg non specific IgY powder 
 

ความเขมขนของแอนติบอด ี

(มิลลิกรัมตอกรัมไขผง) 

 
 
 
         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 คาเฉลี่ยในแตละคอลัมนที่มีอักษรกํากับแตกตางกัน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) 
  
 จากผลการศึกษาความเขมขนของปริมาณ specific IgY ทมี ําเพาะตอเชื้อ  
S. enterica serovar Enteritidis ใน whole egg specific IgY  powder  โดยนํามาวิเคราะหดวย

ndi

ี่ ความจ               

ิธี I า  ความเขมขนของ sp  

ิติ (p<0.01) และ
ีคาเฉลี่ย

ว

ว rect ELISA พบว ecific IgY  ใน whole egg specific IgY 

powder ในกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวย inactivated whole cell antigen ของเชื้อ       

S. enterica serovar Enteritidis สูงกวากลุมควบคมุอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถ
พบวา สัดสวนของ specific IgY ใน total IgY ในกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันม
ประมาณ 4.74% ในขณะที่กลุมควบคมุมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.02% ซ่ึงใกลเคียงกับการศึกษาของ 
Yokoyama et al. (1992)  ที่พบ าสัดสวนของ purified IgY ตอ total IgY เทากบั 5.2%  แตจะ



 

เห็นไดวาปริมาณของ specific IgY ในการทดลองครั้งนี้นอยกวาการทดลองของ Yokoyama et 

al. (1992) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในการทดลองของ Yokoyama et al. (1992) ไดมีการใช
แอนติเจนจากสวนของ fimbriae ของเชื้อ E. coli ทําใหความสามารถในการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันในการ นติบอดีแตกตางกนั ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Kuby (1997) ที่พบวา
ความสามารถในการตอบสน

ผลิตแอ
องตอการผลิตแอนติบอดีของรางกายจะแตกตางกัน เนื่องจากหลาย

ปจจัย เช
juvant 

ี่ใชในก ต

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

ดต่ําลงไปแลว ทําใหเมื่อมีการนําเอาไขที่
็บไดทั้งหมดมารวมกัน  จึงอาจมีผลทําใหระดับ  antibody titer ในไขผงที่ไดมีคาคอนขางต่ํา  ซ่ึง
อดคลองกับการศึกษาของ Schade et al. (2001)  ที่พบวาป แตละ
นมีความผันแปรมาก 

 

ัปดาห -7)  และนําไปทําการแยกสวนของ water insoluble fraction ออกจากสวนของ WSF 

ําสวนข ห

น ชนดิของแบคทีเรีย สวนของแอนติเจนแบคทีเรียที่ใชในการกระตุน (LPS, OMPs และ 
fimbriae) ปริมาณของแอนติเจนทีใ่ชในการกระตุน  ตําแหนงที่ฉดีวัคซีนและชนดิของ ad

ท ารกระตุน  ซ่ึงเหลานี้มีผลทําใหการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันแตก างกัน 

 นอกจากนี้จากการศึกษาของ Gurtler et al. (2004) ไดทําการศึกษาระดับของ antibody 

titer จากไขผงที่ไดจากการนําเอาไขทั้งใบไปทําการ spray dried พบวามีระดับของ antibody 

titer เทากับ 1:32 ถึง 1:64 ที่ dilution 1:4 ซ่ึงคาของ antibody titer ที่ไดนอยกวาผลการทดลอง
คร้ังนี้ ซ่ึงม ีantibody titer เทากับ  1:4,000 ที่ dilution  1:50

ข
240 นับจากวนัที่มีการกระตุนภูมิคุมกนัครั้งแรก  และทําการเก็บไขหลังจากกระตุนภูมิคุมกนัครั้ง
แรกไปแลว 42 วัน ซ่ึงจะเหน็ไดวาระยะหางในการ booster ในแตละครั้งคอนขางหางกนั จึง
อาจจะทําใหระดับของ antibody titer ในบางชวงอาจจะล
เก
ส ริมาณของ IgY  ที่มใีนไขแดง
วั
 

3.4.3 ปริมาณแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis

ใน WSF specific IgY powder และ WSF non specific IgY powder 

 จากการนําเอาไขไกในสัปดาหที่มีระดับของแอนติบอดีสูงมารวมกัน (เก็บไขระหวาง
ส 3

น อง WSF ที่ไดไปผานกระบวนการทําใหแ งโดยใชวิธี spray dried ที่อุณหภูมิ air-inlet 

140 องศาเซลเซียส และอุณหภูม ิ air-outlet 72 องศาเซลเซียส ทําใหไดออกมาในลักษณะเปนผง 
จากนั้นจะนําไปวิเคราะหหาความเขมขนของ total IgY และ specific IgY ตอเชื้อ S. enterica 

serovar  Enteritidis ดังแสดงในตารางที่  3.3 
 



 

ตารางที่ 3.3 ผลการวิเคราะหความเขมขนของ total IgY และ specific IgY ท่ีมีความจําเพาะตอ
เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis (mean±SE) ท่ีมีอยูใน WSF specific IgY powder 

และ WSF non specific IgY powder 
 

ความเขมขนของแอนติบอด ี

(มิลลิกรัมตอกรั ขผง) 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 คาเฉล

              

gY  ตอ total IgY  พบวามีประมาณ  16%  ซ่ึงจะเห็นไดวาความเขมขน
 sp

ng ทําใหไขผงที่ไดมี
เซ็น งที่ได

c extracted IgY 

ี่ยในแตละคอลัมนที่มีอักษรกํากับแตกตางกัน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ  (p<0.01) 

 
 จากผลการศึกษาความเขมขนของปริมาณ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ  
S. enterica serovar Enteritidis ใน WSF specific IgY powder โดยนําไปวิเคราะหดวยวิธี 
Indirect ELISA พบวา ความเขมขนของ specific IgY และ total IgY ใน WSF specific IgY 

powder ของกลุมควบคุมมีปริมาณต่ํากวากลุมที่ไดรับการกระตุนภูมคิุมกันอยางมนีัยสําคัญยิ่งทาง
สถิติ (p<0.01) และพบวาสัดสวนของ specific IgY ใน total IgY ของกลุมที่ไดรับการกระตุน
ภูมิคุมกันและกลุมควบคุม มีคาเฉลี่ยประมาณ 20.1% และ 0.11%  ตามลําดับ  ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ Lee et al. (2002) ที่ไดทําการศึกษา IgY ที่มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica 

serovar Enteritidis  โดยใช whole cell เปนแอนติเจน และมวีิธีการทําแหงโดยใชวิธี freeze-

drying พบวามีความเขมขนของ specific IgY ประมาณ 20 มิลลิกรัมตอกรัมไขผง และเมื่อคิด
สัดสวนของ specific I

ของ ecific IgY  มีปริมาณนอยกวาผลการทดลองครั้งนี้ ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาเปอรเซ็นต
ความชื้นและระดับของ antibody titer ในไขผงที่เตรียมดวยวิธี freeze-dryi

เปอร ตความชื้นต่ํากวาไขผงที่ไดจากวธีิ spray  dried  จึงมีผลทาํใหไขผ จากวิธี freeze-

drying สามารถละลายน้ําไมสมบูรณ แตอยางไรก็ตามพบวาระดับของ antibody titer ระหวาง
วิธีการ freeze-drying และวิธีการ spray  dried  ที่อุณหภูมิ  air-inlet 140  องศาเซลเซียส  air-

outlet  72  องศาเซลเซียส  ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) (Yokoyama et al, 1992) 
 

3.4.4 ปริมาณแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

ใน specific extracted IgY และ non specifi



 

3.4.4.1 ผลการศึกษาวธีิการตกตะกอนแอนติบอดี IgY บริสุทธ์ิ ท่ีมีความจําเพาะ
ตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

 นําไขในสัปดาหที่มีระดับแอนติบอดีสูง (สัปดาหที่ 3-7) ไปแยกสวนของ water 

soluble fraction ออกจากสวนของ WSF ดวยวิธี water dilution หลังจากไดสวนของ WSF 

อกมา นําไปผานกระบวนการตกตะกอนแอนติบอดีบริสุทธิ์ดว นดวย 
MS และการตกตะกอนดวย 12%PEG เพื่อเปรียบเทียบควา มเขมขน

 จากผลการทดลอง พบวา specific IgY ที่ไดจากการตกตะกอนดวย AMS และ 

 

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

และ 66

สวนของ heavy chain และ 
light chain ของโครงสราง IgY ตามลําดบั และในสวนของน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 36, 41 และ 

in

อ ย 2 วธีิการ คือ การตกตะกอ
A มบรสุิทธิ์และปริมาณควา
ของ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica serovar Enteritidis ที่ไดจากวิธีการทัง้
สอง 

12%PEG เมื่อนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีดวยวิธี 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
ตกตะกอนดวย 12%PEG, แถบ E คือ specific IgY ที่ตกตะกอนดวย AMS 

 
 จากภาพจะเหน็ไดวา ในสวนของ WSF กอนการตกตะกอนนั้น 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) พบวา ที่น้าํหนักโมเลกุลดังกลาว คือ

42.7 

27 

20 

212 

66.4 



 

45 คือสวนของ
ดวย 12%PEG ทําใหได specific IgY ที่มีความ

ริสุทธิ์ม อ  ท

อน นอกเหนือจากสวนของน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 kDa และ 27 kDa ดังนั้นจากผลการ
ดลอง ก ะ

นํามาศึกษาจากปริมาณความเขมขนของ specific IgY ที่ไดจากวิธีการตกตะกอน
อนติบอดดีวย AMS พบว ิมา วามเ นของ peci IgY ากบั 2.385±0.23 
ิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไข วย 12%PEG 

ี่มีปริมาณความ ขนของ specific IgY เทากับ 2.616±0.17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง 
ยางมีนัยสําคญั ิ (p<0.01) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Deignan et al. (2000) ที่
ดทําการศึกษาเปร ียบวธีิในการสกัดแอนติบอดีบริสุทธิ์ (IgY) 3 วิธี คือ การตกตะกอนดวย 
dium sulfate, AMS และ 12%PEG พบวาวิธีการตกตะกอนดวย 12%PEG เปนวิธีที่มี
ระสิทธิภาพมา ดในการตกตะกอนแอนติบอด ี โดยพบวามี IgY เฉล่ียเทากับ 8.62-8.80 
ิลลิกรัมตอมิลล แดง ซ่ึงจะเห็นไดวาปริมาณของ IgY เฉล่ียจากการศึกษาของ Deignan 

t al. (2000) มีปริมาณมากกวาการทดลองครั้งนี้ ซ่ึงอาจเนื่องมาจากวิธีการในการแยกสวนของ 
ater insoluble fraction ออกจากสวนของ WSF แตกตางกัน โดย Deignan et al. 2000 ไดใช

ตกตะกอนดีกวาการ
กตะกอนดวย sodium sulfate ซ่ึงเปนวิธีการตกตะกอนแอนติบอดีดวยเกลือเชนเดียวกับ AMS 

บวามี 

โปรตีนที่มีอยูในไขที่อยูในรูปของ ovalbumin, lipovitellin และ phosvitin 

ตามลําดับ ซ่ึงหลังจากที่มีการนํามาตกตะกอน
บ ากขึ้น เนื่องจากมกีารกําจัดสวนของโปรตีนสวนอื่นๆ อกไป ําใหไดเฉพาะแถบโปรตีน
หลัก 2 แถบ ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 kDa และ 27 kDa ซ่ึงหมายถึงสวนของ heavy 

chain และ light chain ของโครงสราง IgY แตในขณะเดียวกนัการตกตะกอนดวย AMS นัน้ 
แมวาจะสามารถกําจัดโปรตีนสวนอื่นๆ ออกไปได แตจากภาพจะเห็นไดวายังคงมีโปรตีนบางสวน
ที่มีการปนเปอนอยู โดยพบวาจะมีแถบโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุล 36 และ 41 kDa ที่มีการ
ปนเป
ท สามารถสรุปไดวา ารตกต กอนแอนติบอดดีวย 12%PEG จะไดปริมาณของ specific 

IgY ที่มีความบริสุทธิ์มากกวาการตกตะกอนแอนติบอดดีวย AMS 

 และเมื่อ
แ ามีปร ณค ขมข  s  เทfic 

ม แดง ซ่ึงมีปริมาณแอนตบิอดีนอยกวาวิธีการตกตะกอนด
ท เขม
อ ยิ่งทางสถิต
ไ ียบเท
so

ป กที่สุ
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w

วิธีการ freeze and thaw ที่ pH 7.0 แตในการทดลองครั้งนี้ไดใชวิธีการ water dilution ที่ pH 

5.0-5.2 และจากการศึกษาของ Akita and Nakai (1993) ไดทําการทดลองเปรียบเทียบวิธีในการ
ตกตะกอน IgY พบวา การตกตะกอนดวย 12%PEG มีประสิทธิภาพในการ
ต
พ %purity IgY สูงกวา โดยการตกตะกอน IgY ดวย 12%PEG มี %purity IgY เทากับ 
96% ในขณะที่การตกตะกอน IgY ดวย sodium sulfate มี %purity IgY เทากับ 83% และพบวา
ปริมาณของแอนติบอดีที่ไดจากการตกตะกอนดวย 12%PEG เทากบั 4.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ
ไขแดง ซ่ึงใกลเคียงกับการศึกษาของ Hassl and Aspock (1988) ที่รายงานวามปีริมาณของ IgY 

หลังจากที่มีการตกตะกอนดวย 12%PEG เทากับ 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง ซ่ึงทั้งสองการ



 

ทดลองมีปริมาณใกลเคยีงกบัปริมาณ IgY ที่ไดจากการทดลองครั้งนี้ นอกจากนี ้จากการศึกษาของ 
Bizhanov and Vyshniauskis (2000) ไดทําการศึกษาการตกตะกอน IgY โดยใช PEG พบวามี
ความเขมขนของปริมาณ IgY ประมาณ 2-10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง 
 ดังนั้นจากผลการทดลองศึกษาเปรียบเทยีบวิธีการตกตะกอนแอนติบอดี IgY ดวย AMS 

และ 12%PEG เพื่อเปรียบเทียบความบรสุิทธิ์และปริมาณความเขมขนของ specific IgY ที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่ไดจากวิธีการทั้งสอง สามารถสรุปไดวา 
การตกตะกอนแอนติบอดดีวย 12%PEG จะไดปริมาณของ specific IgY ที่มีความบริสุทธิ์และมี
ปริมาณมากกวาการตกตะกอนแอนติบอดดีวย AMS 

   
3.4.4.2 ปริมาณแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 


Enteritidis ใน specific extracted IgY และ non-specific extracted IgY 

 นําไขในสัปดาหที่มีระดับแอนติบอดีสูง (สัปดาหที่ 3-7) นําไปแยกสวนของ water 

insoluble fraction ออกจากสวนของ WSF จากนั้นนําไปสกดัแอนติบอดีบริสุทธิ์ดวยวิธีการ
ตกตะกอนดวย 12%PEG และนําไปวิเคราะหเพื่อหาปริมาณ specific IgY ตอเชือ้ S. enterica 

serovar Enteritidis ดังแสดงผลในตารางที่ 3.4 
 
ตารางที่ 3.4 ผลการวิเคราะหความเขมขนของ specific IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis (mean±SE) ท่ีมีอยูใน specific extracted IgY และ non specific 

extracted IgY จากการแยกแอนติบอดบีริสุทธ์ิดวย 12%PEG  
 

                                          ความเขมขนของแอนติบอดี 
                                          (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง) 

    
 

                           Specific IgY 
Specific extracted IgY 
 
 Non specific extracted IgY 

 
                
      

         2.72 + 0.201a  
 
         0.74 +  0.100b

ab คาเฉลี่ยในคอลัมนที่มีอักษรกํากับแตกตางกัน มีความแตกตางกันอยางมีนัยยิ่งสําคัญทางสถิติ (p<0.01) 
 
 จากผลการศึกษาความเขมขนของปริมาณ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ                
S. enterica serovar Enteritidis ใน specific extracted IgY  และ non specific extracted 

IgY โดยนํามาวิเคราะหดวยวิธี  Indirect ELISA พบวา  ความเขมขนของ specific IgY  ใน 

specific extracted IgY  ในกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวย inactivated whole cell 

antigen ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เทากับ 2.72±0.201 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ



 

ไขแดง ในขณะที่กลุมควบคมุมีปริมาณ specific IgY เทากับ 0.74±0.100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ของไขแดง ซ่ึงปริมาณของ specific IgY ในกลุมที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันสูงกวากลุมควบคมุ
อยางมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติ (p<0.01) โดยจากผลการศึกษา พบวา ปริมาณความเขมขนของ 

รทดลอง  จะเห็นไดวาการใชเชื้อแบคทีเรีย  S. enterica serovar  Enteritidis  

ที่อยูในรูปของ  
ามจําเพาะตอเชื้อ               

 2

าไขไกมาใชเพื่อผลิตแอนติบอดีไดตั้งแตสัปดาหที่  
-7  และในการศึกษาเปรียบเทียบวิธีในการตกตะกอนแอนติบอดี พบวา การตกตะกอนแอนติบอดี

ขณะที่การตกตะกอนแอนติบอดี
วย AMS ทําใหไดแถบของโปรตีนอื่นที่เปนสวนประกอบในไข ูป
อยูใน  specific extracted g 

ecific IgY powder พบวาม
ี่ยเทากับ 2.72±0.201 มิลลิกรัมตอมิลล 0.707 

6 ิกรัมตอกรัมไขผง ุม non-

wder 

ละ whole egg non specific IgY powder มีปริมาณ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ     
.7 ัมต

 

specific IgY ในการทดลองครั้งนี้ใกลเคียงกับปริมาณความเขมขนของ specific IgY จาก
การศึกษาของ Akita and Nakai (1993) และ Hassl and Aspock (1998) ที่มีการรายงานวามี
ความเขมขนของ specific IgY เทากับ 4.9 และ 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง ตามลําดับ  
 
3.5 สรุปผลการทดลอง 
 จากผลกา

inactivated  whole  cell  antigen นั้นมีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะกระตุนใหเกดิ
การตอบสนองของระบบภมูิคุมกันในการสรางแอนติบอดีไขแดง ที่มีคว
S. enterica serovar  Enteritidis ได โดยพบวา ในสัปดาหที่ 1 และ  ระดับของแอนติบอดีคอยๆ  
เพิ่มขึ้น  และหลังจากมีการ booster  คร้ังแรกในสัปดาห 2  พบวาในสัปดาหที่ 3  มีการเพิ่มขึ้นของ
ระดับแอนติบอดีอยางรวดเรว็  ในสัปดาหที่ 6 มีระดับแอนติบอดีสูงสุด และระดับของแอนติบอดี
จะลดต่ําลงตั้งแตสัปดาหที่ 7 ดังนัน้สามารถนําเอ
3

ดวย 12%PEG จะไดปริมาณแอนติบอดมีากกวาและมคีวามบริสุทธิ์กวาการตกตะกอนแอนติบอดี
ดวย AMS เนื่องจากการตกตะกอนแอนติบอดีดวย 12% PEG ทําใหไดแถบโปรตีนหลัก 2 แถบ 
กลาวคือ สวนของ heavy chain และ light chain ของ IgY ใน
ด ปนเปอนมาดวย เมื่อนํามาแปรร

 IgY, WSF specific IgY powder และ whole egให รูปของ
sp ีปริมาณ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica 

serovar Enteritidis เฉล  ิลิตรของไขแดง 27.69±

มิลลิกรัมตอกรัมไขผง และ 12. 7±0.166 มิลล ตามลําดับ ในขณะทีก่ล
specific IgY ที่อยูในรูปของ non specific extracted IgY, WSF non specific IgY po

แ
S. enterica serovar Enteritidis เทากับ 0 4±0.100 มิลลิกร อมิลลิลิตรของไขแดง, 
1.10±0.183 มิลลิกรัมตอกรัมไขผง และ 0.44±0.088 มิลลิกรัมตอกรัมไขผง  
 
 

 



 

บทที่ 4 

การศึกษาประสิทธิภาพของ specific IgY ในรูปตางๆ ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และผลตอการ

เจร  และ Lactobacillus sp. ิญเติบโตของเชื้อ E. coli

.1 บ

 มีโครงส

 

การณในปจจุบันที่
ูบริโภคไดหนัมาใหความสนใจดานความปลอดภัยทางอาหารกันมากขึ้น ทําใหมกีารยกเลิกการใช
าปฏิชีวนะบางตัวที่เคยอนุญาต ไมใหมกีารนํามาใชผสมในอาหารสัตว 

 
4 ทนํา 
 Chicken egg yolk antibodies คือแอนติบอดีจากไขแดงของไก ซ่ึงเปนแอนตบิอดีชนิด 
Immunoglobulin Y (IgY) (Leslie and Clem, 1969) รางและคุณสมบัตทิาง         
อิมมูโนวิทยาใกลเคียงกับ Immunoglobulin G (IgG) จากสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซ่ึงมีการศึกษาเพื่อ
นํามาใชประโยชนในหลายๆ ดาน เชน ทางดานภูมิคุมกันวิทยา มกีารนํา IgY มาใชในการพิสูจน
โรค (Gross and Speck, 1996) ทั้งนี้เนื่องจาก IgY มีคุณสมบัติที่ไมจับกับโปรตีน A หรือ G 

และสวนของ Fc receptor ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Larsson et al., 1993) รวมทั้งมีการนํามาใช
ประโยชนในการใหสารภูมติานทานเพื่อปองกันการเกิดโรคทั้งในคนและสัตว (Schade et al., 

1996) เชน การใช IgY ปองกันโรคทองเสียในลูกสุกรจากเชื้อ E. coli (Ronald et al., 1999; Jin 

et al., 1998; Imberechts et al., 1997 and Owusu-Asiedu et al.,2003a) ปองกันโรค 
Salmonellaosis ในคน ลูกโคและในไกไข (Yokoyama et al., 1992; Yokoyama et al., 1998 

and Kassaify and Mine, 2004) และปองกันโรคแผลในกระเพาะอาหารจากเชื้อแบคทีเรีย       H.

pylori ในคน (Shin et al., 2002) เปนตน  ทั้งนี้เนือ่งจาก IgY จัดเปนสารชีวภาพที่ไมสงผล
กระทบในสวนของสารตกคาง หรือกอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภคหรือสัตวที่ไดรับ นอกจากนี้จาก
งานวิจยัของ Owusu-Asiedu et al. (2003) ซ่ึงไดทาํการศึกษาการใช anti-E. coli egg yolk 

antibody เปรียบเทียบกับการใชสารเสริมตัวอ่ืนๆ คือ zinc oxide, fumaric acid และยาปฏิชีวนะ 
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli พบวาการใช anti-E. coli egg yolk antibody 
สามารถลดอัตราการตายที่เกดิจากเชื้อ E. coli ในลูกสุกรได และใหผลไมแตกตางจากการใชสาร
เสริมตัวอ่ืนๆ ซ่ึงจากผลการทดลองดังกลาวจะเหน็ไดวามีความเปนไดในการนํา egg yolk 

antibodies หรือ IgY มาใชทดแทนยาปฏิชีวนะได ซ่ึงสอดคลองกับสถาน
ผ
ย
 
 



 

S. enterica serovar Enteritidis เปนเชื้อที่ไดรับความสนใจ ทัง้นี้เนื่องจากเปนเชื้อที่
กอใหเกิดโรคติดเชื้อจากสัตวสูคน (Zoonosis) เกิดโรคอาหารเปนพิษ (foodborne 

disease) ซ่ึงพบวาสถิติของผูปวยที่มีการติดเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในประเทศไทย
มีอัตราเพ  

ประม 98% 

ในป ค ม-มิถุน ป ค.ศ. 1993 ตามล ขุอง
การติดเชื้อ S. e ารปนเปอนของ

ัง โดยพบการปนเปอนในผลิตภัณฑที่ไดจากเนื้อไกมากกวาผลิตภณัฑจากแหลงอ่ืนๆ 
(Bangtrakulnonth et al., 1993) นอกจา

เชื้อ S. enterica

ของแมไ

ี่อ c

li และ Lactobacillus sp. 

ดยเปนการศกึษาในหลอดทดลอง (in vitro method) 

โดยทําให

ิ่มสูงขึ้น ตั้งแตป ค.ศ. 1990 โดยพบวามจีํานวนคนไขเฉลี่ยในป ค.ศ. 1972-1989

าณ 0.70±0.41% และตอมาไดเพิ่มจํานวนขึ้นเรื่อยๆ จาก 1.33, 2.98, 9.54 และ 16.

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

เชื้อด กลาว 
กนี้ เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ยังเปนเชื้อที่

มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เนื่องจากในการสงออกสินคาประเภทผลิตภัณฑสัตวปกนัน้ สินคา
จะตองปลอดหรือปนเปอน  serovar Enteritidis นอยกวา 102 colony forming 

unit (CFU) ตอตัวอยางเนื้อที่ใชทดสอบ 25 กรัม (ประกาศสํานกังานกรรมการอาหารและยา, 
2546) การตดิเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ในไกนั้นมไีดหลายทาง เชนเชื้อสามารถ
ถายทอดจากรงัไข กผานไปยังไขไกได และเมื่อไขไกถูกฟกออกมาเปนตวั เชื้อนีจ้ะ
กลายเปนพาหะอาศัยอยูในไกได โดยท่ีไกไมแสดงอาการผิดปกติแตอยางใด (จิโรจ ศศิปรียจันทร, 
2544)  
 ดังนั้นวัตถุประสงคในงานวจิัยนี้คือ เพื่อศึกษาถึงประสทิธิภาพของไขแอนติบอดีทีม่ี
ความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่อยูในรูปตางๆ เชน specific extracted 

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

powder ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis รวมถึงการศึกษา
ผลของปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) ที่มีตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ ในการ
ทดลองครั้งนี้ใช E. coli และ Lactobacillus sp. โดยเปนการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro 

method) 
 
4.2 วัตถุประสงค 
 เพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพของไขแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ท ยูในรูปตางๆ เชน specific extracted IgY, water soluble fra tion (WSF) 

specific IgY powder และ whole egg specific IgY powder ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis รวมถึงการศึกษาผลของปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) ที่
มีตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ ในการทดลองครั้งนี้ใช E. co

โ



 

4.3 

ทิ แ  

ท

 

 องศ

อมิลลิลิตร 

การเตรียมสารละลาย specific extracted IgY 

S. enterica serovar 

 specific extracted IgY 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 การศึกษานีเ้พือ่ศึกษาประส ธิภาพของไข อนติบอดีทีอ่ยูในรูปตางๆ คือ specific 

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

specific IgY  ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่ไดจากการเตรียมในบท
ที่ 3 มาทําการทดลอง เพื่อศึกษาการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis และศึกษาปฏิกริิยาขาม (cross reactivity) ที่มีตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืนๆ 
โดยในการศึกษาครั้งนี้จะทําการทดสอบในเชื้อ E. coli และ Lactobacillus sp. โดยสามารถแบง
การทดลองออกเปน 3 การทดลองยอยดังนี ้
 

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 ที่เก็บเปน stock 

ใน skim milk มาวางใหละลายที่อุณหภมูิหอง กอนนาํมา streak บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Brillant

Green Agar (BGA) นําเขาตูบมที่อุณหภมูิ 37 าเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 
2. เลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีแดงและตรงกลางมีจุดสีดํา 1 โคโลนี มาทํา

การเพิ่มจํานวนเชื้อ โดยใชลูปเขี่ยลงในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy broth (TSB) 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําเขาตูบมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 
3. ทําการตรวจนบัจํานวนเชื้อดวยวิธี colony counter โดยการ spread 

plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy agar (TSA) จากนั้นทําการเจอืจางใหไดปริมาณเชื้อเทากบั 
107 CFUต
 

4.3.1.2 

    นํา specific extracted IgY ที่เตรียมไดจากขอ 3.3.11.3 บทที่ 
3 มาทําการเจอืจางใหไดความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ TSB โดย
เตรียมจากตัวอยาง specific extracted IgY ปริมาตร 0.184, 0.368, 0.552 และ 0.735 มิลลิลิตร
ตอมิลลิลิตรของ TSB ตามลําดับ 
 

4.3.1.3 การศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 
Enteritidis เม่ือทําการผสมรวมกับ



 

1. เตรียม 2 มิลลิลิตรของสารละลาย specific extracted IgY ใน TSB 

ี่ระดับค  ที่ม าณ

รอมเขยาตลอดเวลา 
 ั่วโมง นําสวนของ aliquots มาทําการศึกษาการ

ยับยั้งก เต

 S. enterica serovar Enteritidis และนํามา
ํานวณใหอยูในรูปของ CFUตอมิลลิลิตร 

 
4.3.2 การทดลองท

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

กฏวาที่ระดับความ
เขมขน  0.5, 1.0, 1.5 แ

งนี้  เพื่อเปนการศกึษาประสิทธภิาพของ WSF specific IgY powder  ใน
ารยับยั้งการเจริญเติบโ  serovar Enteritidis และ whole egg specific 

 มิลลิกร

.1 

ท วามเขมขนตางๆ จากนั้นเติมเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ีปริม เชื้อ 107 
CFUตอมิลลิลิตร ในปรมิาตรเทากัน ผสมใหเขากัน ในหลอดควบคุมจะไมมีการเติมสวนของ 
specific extracted IgY  

2. ทําการแบงตัวอยางออกเปน aliquotsๆ ละ 300 ไมโครลิตร เพื่อ
ศึกษาการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่ช่ัวโมงตางๆ คือ 0, 3, 

6, 9 และ 24 นับตั้งแตมกีารบมเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis รวมกับ specific extracted 

IgY จากนั้นนาํไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส พ
3. เมื่อครบจํานวนช

ารเจรญิ ิบโตที่เวลา 0, 3, 6, 9 และ 24 ช่ัวโมง โดยการ spread plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
TSA ทําตัวอยางละ 2 ซํ้า นํา plate ไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

4. ทําการนับจํานวนเชื้อ
ค

ี่ 2 ศึกษาประสิทธิภาพของ specific IgY ท่ีอยูในรูปของ 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 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตได โดยพบวา
เมื่อเพิ่มความเขมขนความสามารถในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อแบคทีเรียจะเพิ่มมากขึน้  
ดังนั้นในการทดลองครั้
ก ตของเชื้อ S. enterica

ความเขมขนของ specific extracted IgY IgY powder จึงจะใช ที่ 1.0 และ 2.0 ัมตอ
มิลลิลิตร 
 

4.3.2.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

 ทําเชนเดยีวกบัขอที่ 4.3.1
 



 

4.3.2.2 ก

นําไขแอนติบอดีในรูป WSF specific IgY powder และ 
whole egg specific Ig

ตอมิลลิลิตรของ TSB ตามลําดับ 
จากนั้นผสมใหเขากัน ใน

2.

t ไว จากนัน้นํา โดยใช 
0.22 μm -pore- ื้อ 

มรวมกับ WSF specific IgY powder  

าะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ตอการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียอ่ืน ทั้งนี้
ื่องจากใน อง tracted IgY ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอ
ิลลิลิตร  S. enterica serovar Enteritidis ไดดีที่สุด 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 ที่เตรียมไดจากขอ 3.3.11.1 และ 3.3.11.2 ในบทที่ 3 มาทํา
การเจือจางใหไดความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ TSB โดยช่ัง WSF specific 

IgY powder น้ําหนัก 0.036 และ 0.072 กรัมตอมิลลิลิตรของ TSB ตามลําดับ และชั่ง whole 

egg specific IgY powder น้ําหนกั 0.079 และ 0.158 กรัม
สวนของกลุม non specific IgY ช่ัง WSF non specific IgY powder 

น้ําหนกั 0.072 กรัมตอมิลลิลิตรของ TSB และชั่ง whole egg non specific IgY powder 

น้ําหนกั 0.158 กรัมตอมิลลิลิตร ในสวนของกลุมควบคุมใสเฉพาะ TSB 

 นําไป centrifuge ที่ความเรว็ 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  

3. เก็บสวนของ supernatan ไปทําการกรอง 
size-membrane filter เพื่อใหปราศจากเช

 
4.3.2.3 การศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar 

nterit dis เม่ือทําการผสE i

 ทําเชนเดยีวกบัขอที่ 4.3.1.3 
 

4.3.3 การทดลองที่ 3 ศึกษาผลของ specific IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย E. coli และ Lactobacillus sp. ตาม
วิธีการศึกษาของ Lee et al. (2002) และ Sunwoo et al. (2002) 
   
  ในการศึกษาครั้งนี้มีการนําเอา specific IgY ที่อยูในรูป specific extracted IgY 
ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มาใชในการศึกษาผลของ specific IgY ที่มี
ความจําเพ
เน การทดล ที่ 1 พบวา specific ex

ื้อม  สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช
ั้งนี้ใชเชื้อแบคทใน

 



 

4.3.3.1 ศึกษาผลของการใช specific extracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ    S. 

enterica serovar Enteritidis ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ 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) นําเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

2. เลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีแดง มาทําการเพิม่จํานวนเชื้อ โดย
ใชลูปเขี่ยลงในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขาตู
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 

3. ทําการตรวจนบัจํานวนเชื้อดวยวิธี colony counter โดยการ 
spread plate บน Nut t aga

 

1. นําไข tracted IgY ที่เตรียมได
จากขอ 3.3 ที่ ิก

ิลิตรตอมิลลิลิตรของ NB 

จากนั้นผสมใหเข ะ NB 

2. นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภ

 

r t

rien r (NA) จากนัน้ทําการเจือจางใหไดปริมาณเชื้อเทากับ 107 CFU

ตอมิลลิลิตร 

4.3.3.1.2 การเตรียมสารละลาย specific extracted IgY 

แอนติบอดีในรูป specific ex

.11.3 บท  3 มาทําการเจือจางใหไดความเขมขน 2 มิลล รัมตอมิลลิลิตรของ NB โดย
เตรียมจากตัวอยาง specific extracted IgY ปริมาตร 0.735 มิลล

ากัน และกลุมควบคุมใสเฉพา

ูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
3. เก็บสวนของ supernatant ไว จากนัน้นําไปทําการกรอง 

โดยใช 0.22 μm -pore-size-membrane filter เพื่อใหปราศจากเชือ้
 
4.3.3.1.3 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli เม่ือทําการผสม 

รวมกับ specific ext ac ed IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

1. เตรียม 2 มิลลิลิตรของสารละลาย specific extracted IgY 
ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ NB จากนั้นเติมเชื้อ E. coli ที่มีปริมาณเชื้อ 107 
CFUตอมิลลิลิตร ในปริมาตรเทากัน ผสมใหเขากนั ในสวนของหลอดควบคุมจะไมมีการเติมสวน
ของ specific extracted IgY  



 

2. ทําการแบงตัวอยางออกเปน aliquotsๆ ละ 300 ไมโครลิตร 
เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli ที่ช่ัวโมงตางๆ คือ 0, 3, 6, 9 และ 24 นับตั้งแตมีการบม
ื้อ E. coli รวมกับ specific extracted IgY จากนัน้นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยา

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 นําไปใสไวใน anae

รวจนบัปริมาณเชื้อ โดยการ spread plate บน 
MRS agar จากนั้นทําการเจือจาง ิ

.3.3.2.2 การเตรียมสารละลาย specific extracted IgY 


S 

broth โดยเตรยีมจากตวัอยาง spe

ลา 30 นาที  

เช

3. เมื่อครบจํานวนชั่วโมง นําสวนของ aliquots มาทําการศึกษา
การเจริญเติบโตที่เวลา 0, 3, 6, 9 และ 24 ช่ัวโมง โดยการ spread plate บน NA ทําตัวอยางละ 2 
ซํ้า นํา plate ไปบมที่อุณห

4. ทําการนับจํานวนเชื้อ E. coli และนํามาคาํนวณใหอยูในรูป
ของ CFUตอมิลลิลิตร 
 

องการใช specific extracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ      S. 

enterica serovar Enteritidis ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus sp. 
 

1. นําเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus sp. TISTR No

bacillus MRS agar (MRS agar) นําไปใสไวใน anaerobic 

jar และนําเขาตูบมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง 
2. เลือก 1 โคโลนี ของ Lactobacillus sp. มาเพาะเลี้ยงตอ 

โดยใชลูปเขี่ยลงในหลอดทีม่ีอาหารเลี้ยงเชื้อ Lactobac

robic jar เขาตูบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง 
3. ทําการต
ใหไดปริมาณเชื้อเทากับ 107 CFUตอมลลิลิตร 
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1. นําไขแอนติบอดีในรูป specific extracted IgY ที่เตรยีมได
จากขอ 3.3.11.3 บทที่ 3 มาทําการเจือจางใหไดความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ MR

cific extracted IgY ปริมาตร 0.735 มิลลิลิตรตอมิลลิลิตรของ 
MRS broth จากนั้นผสมใหเขากัน และกลุมควบคุมใสเฉพาะ MRS broth 

2. นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเว



 

3. เก็บสวนของ supernatant ไว จากนัน้นําไปทําการกรอง 
โดยใช 0.22 μm -pore-size-membrane filter เพื่อใหปราศจากเชือ้ 

 
4.3.3.2.3 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus sp. เม่ือ

ทําการผสมรวมกับ specific ex

กนัน้เติมเชื้อ Lactobacillus sp. 

ที่มีปริมาณเชือ้ 107 CFUตอมิลล
 specific extracted IgY  

 6, 9 และ 24 

นับตั้งแต กีารบมเชื้อ Lactobacillus sp. รวมกับ specific extracted IgY นําไปใสไวใน 
anaerobic jar เขาตูบมท  

ูบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 48 ช่ัวโมง 

 

ขอมูลที่ไดจากการทดลองนํามาวิเคราะหผลทางสถิติ โดยเปรียบเทยีบความแตกตางของคา 
เฉล่ียระหวางกลุมการทดล ว RD ใช
โปรแกรมสําเร็จรูป SAS (SAS, 

cted IgY ท่ีสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. 

xtracted IgY รวมกับ  S. enterica serovar 

Enteritidis  นาน 3 ช่ัวโมง พบวา ปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเพิ่มขึ้นจากชัว่โมงที่ 
0 ซ่ึงหมายถึงทุกกลุมการทดลองมีการเจรญิเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis แต

tracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 
Enteritidis 

1. เตรียม 2 มิลลิลิตรของสารละลาย specific extracted IgY 
ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ของ MRS broth จา

ิลิตร ในปริมาตรเทากัน ผสมใหเขากัน ในสวนของหลอดควบคุม
จะไมมกีารเตมิสวนของ

2. ทําการแบงตัวอยางออกเปน aliquots ๆ ละ 300 ไมโครลิตร 
เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus sp. ที่ช่ัวโมงตางๆ คือ 0, 3,

ม
ี่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

3. เมื่อครบจํานวนชั่วโมง นําสวนของ aliquots มาทําการศึกษา
การเจริญเติบโตที่เวลา 0, 3, 6, 9 และ 24 ช่ัวโมง โดยการ spread plate บน MRS agar ทํา
ตัวอยางละ 2 ซํ้า นํา plate นําไปใสไวใน anaerobic jar เขาต

4. ทําการนับจํานวนเชื้อ Lactobacillus sp. และนํามาคํานวณ
ใหอยูในรูปของ CFUตอมิลลิลิตร 

4.4 การวิเคราะหขอมูล 

องดวยการ ดัซํ้า โดยวิธี repeated measurement in C

1997) แสดงขอมูลเปนคาเฉลี่ย ± standard error (SE) 
 

4.5 ผลการทดลอง และการอภิปรายผล 
4.5.1 ผลการศึกษาประสิทธิภาพและปริมาณของ specific extra

enterica serovar Enteritidis  

 หลังจากทําการบมเพาะ specific e
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จากกราฟจะเห็นไดวากลุมที่มีการ
ากับ 2.68, 2.031, 1.922 

และ 1.633 log CFUต มิลลิลิตร ื้อนอยกวากลุมควบค
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ 

ลลิลิตร  มีแนวโน

ผนภาพที่ 4.1 ผลการยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis โดยการใช 
ี่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis   

 


อย
กวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยพบวามีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที่ 3 

บ 2   log CFUตอมิลลิลิตร  ตามความเขมขนของระดบั 
IgY   , 

ังจากทําการบมเพาะ specific 

xtracte

ใช specific extracted IgY ที่ระดับความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5 

และ 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที ่ 0 เท
อ ตามลําดับ ซ่ึงมีการเจริญเติบโตของเช ุม

(p<0.05) โดยกลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นเทากับ 2.77 log CFUตอ
มิลลิลิตร  ซ่ึงจะเห็นไดวากลุมที่มีการใช  specific extracted IgY ที่ระดับความเขมขน 2 

มิลลิกรัมตอมิ มที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อไดดีที่สุด รองลงมาคือ  
1.5%, 1.0%, และ 0.5% ตามลําดับ ดังแสดงในแผนภาพที่ 4.1  

 
แ
specific extracted IgY ท

 เชนเดยีวกันในชั่วโมงที่ 6 ที่พบวาปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลองมีจํานวนเพิ่มขึน้จาก
ช่ัวโมงที่ 3 แตกลุมที่มีการใช specific extracted IgY ทุกกลุมการทดลองมีการเจริญเติบโตน

เทากั  2.467, 2.401, 1.893 และ  1.17

ที่  0.5 1.0 , 1.5  และ 2.0   มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ในขณะทีก่ลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อ
เพิ่มขึ้นเทากับ 2.589 log CFUตอมิลลิลิตร และในชัว่โมงที่ 9 หล
e d IgY รวมกับ  S. enterica serovar Enteritidis  พบวากลุมที่มีการใช  specific 

extracted IgY มีผลตอการลดลงของปริมาณเชื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม โดยพบวาที่ระดับความเขมขน 0.5 , 1.0 , 1.5  และ 2 มิลลิกรัมตอ



 

ัตราทีน่อยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับ

 

มขนของระดับ IgY เพิม่ขึ้นมีผลทําใหความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  S.  

ที่ 4.2 ซ่ึงได
ําการศ

   

มิลลิลิตร    มีปริมาณเชื้อลดลงจากชั่วโมงที่ 6  เทากับ  0.167, 0.318, 0.547 และ 0.665  log 

CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึงจะเหน็ไดวาเมื่อปริมาณความเขมขนของ specific extracted IgY เพิ่มขึน้ 
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียจะเพิ่มขึ้นตามไปดวย ในขณะทีก่ลุม
ควบคุมมีปริมาณเชื้อเพิ่มมากขึ้น 0.495 log CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึงหมายถึงช่ัวโมงที่  9  กลุมที่มีการ
ใช  specific extracted IgY  สามารถลดปริมาณเชื้อ  S. enterica serovar Enteritidis  ไดเมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม และในชัว่โมง 24 พบวา ทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้น  แต
กลุมที่มีการใช specific extracted IgY มีการเจริญเติบโตในอ
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p<0.05) โดยพบวา กลุมที่มกีารใช specific extracted 

IgY มีปริมาณเชื้อเทากับ 11.841±0.118, 11.023±0.123, 10.825±0.090 และ 9.421±0.381 

log CFUตอมิลลิลิตร ตามระดับความเขมขนของ  specific  extracted IgY   เทากับ 0.5, 1.0 , 
1.5  และ 2.0  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ในขณะทีก่ลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเทากับ 12.827±0.021 

log CFUตอมิลลิลิตร 

 จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา  เมื่อทําการบมเพาะ S. enterica serovar

Enteritidis  รวมกับ specific extracted IgY มีผลทําใหความสามารถในการเจรญิเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรียดังกลาวลดลง แมวาการเจริญเตบิโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis จะเพิ่มขึน้
ในชั่วโมงที่ 0-6 แตจะเห็นไดวากลุมที่มีการใช specific extracted IgY จะมีปริมาณเชื้อเพิ่มขึน้
นอยกวากลุมควบคุม และในชั่วโมงที่ 9 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ได เนือ่งจากมีผลทําใหปริมาณเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลดลง
จากชั่วโมงที ่ 6 ในขณะที่กลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้จะเห็นไดวาเมื่อความ
เข
enterica serovar Enteritidis เพิ่มมากขึ้นตามไปดวย 

   ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Lee et al. (2002) ดังแสดงในแผนภาพ
ท ึกษาผลของการใช specific IgY ที่จําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ที่
ระดับความเขมขน 0.90 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร รวมกบัเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

เปรียบเทียบกบักลุมที่มีการใช non-specific IgY (control IgY) และกลุมควบคุม (การ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ตามปกติ ที่ไมมีการผสมรวมกับสารใดๆ) 
โดยเปนการศกึษาในหลอดทดลอง พบวากลุมที่มีการใช non-specific IgY (control IgY) ไมมี
ผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) โดยพบวาการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียในกลุมที่มีการใช  non-specific IgY (control 

IgY) ยังคงเปนไปในรูปแบบเดียวกันกับการเจริญเติบโตของเชื้อปกติ คือในชั่วโมงที่ 0-2 และ 2-6 



 

มีการเจริญเตบิโตแบบ lag phase และ exponential phase ตามลําดับ ดังแสดงในแผนภาพที ่4.3 

แตในกลุมที่มกีารใช specific IgY มีผลทําใหลดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหลังจากมีการบม
เพาะรวมกับเชือ้ S. enterica serovar Enteritidis  ผานไปแลว 4 ช่ัวโมง โดยพบวาปริมาณเชือ้
ของกลุม  specific IgY  และกลุม  non-specific IgY เพิ่มขึ้น  0.3  และ  1.  log CFUตอ
มิลลิลิตร  ตามลําดับ  และในระหวางชั่วโมงที่ 4-6 หลังการบมเพาะ  พบวา  ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย
ในกลุมที่ใช  specific IgY  มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นแตนอยกวากลุมควบคุมประมาณ 4 เทา  
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แผนภาพที่ 4.2 ผลการศึกษาการใช specific IgY ที่จําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ที่ระดับความเขมขน 0.90 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 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 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียไดมากกวา
กลุมที่มี  non-specific IgY ถึง 1.0 log CFUตอมิลลิลิตร ตอมาในชั่วโมงที ่ 6  พบวา มี
ความแตกตางของปริมาณเชือ้ระหวางกลุมที่ใช  specific IgY และ non-specific IgY เทากับ 0.7 
log CFUตอมิลลิลิตร และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ specific IgY ขึ้นเปน 2.34 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร พบวาใหผลการทดลองเหมือนกบักลุมที่ใช specific IgY ที่ความเขมขน 1.17 มิลลิกรัม
ตอมิลลิล  แตในชั่วโมงที ่4 พบวาในกลุมที่มีการใช  specific IgY  มีปริมาณเชื้อลดลง 0.6 log 

CFUตอมิลลิลิตร  ในขณะที่กลุมที่ใช non-specific IgY มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นเทากับ 0.8 log 

CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึงเมื่อทําการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อ E. coli O157:H7 ระหวางกลุมที่ใช 

า ความสามารถของ specific IgY ในการ
การนํามาใช โดย

บวา ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตแบคทีเรียจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการเพิ่มปริมาณความ
มขนของ specific IgY ซ่ึงจะเห็นไดวาสอดคลองกับผลการทดลองในครั้งนี้ที่เมื่อเพิ่มความ
มขนของ specific extracted IgY จาก 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีผลทําให
วามสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis  เพิ่มมากขึ้น   
กรณีของชั่วโมงที่ 24 หลังจากที่มีการบมเพาะ specific IgY รวมกับเชื้อแบคทีเรียมีผลทําให
ริมาณของเชือ้แบคทีเรียมีจาํนวนเพิ่มมากขึ้นนั้น อาจจะเกิดจากการที่ปริมาณความเขมขนของ 
ecific IgY ไมเพียงพอตอการจับกันของจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด  จึงมีผลทําใหแบคทีเรียที่ไมมี
ารจับกับ specific IgY สามารถที่จะมีการเจริญเติบโตตอไปได เชนเดียวกับการศกึษาของ Lee et 

ยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อดังกลาว ผลปรากฏวาใน

 นอกจากนี้  Sunwoo et al. (2002) ไดทําการศึกษาผลของการใช specific IgY ที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อ E. coli O157:H7 ที่ระดับความเขมขน 0.59, 1.17 และ 2.34 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อดังกลาว ดงัแสดงในแผนภาพที่ 4.4 โดยไดมกีารทํา
การทดลองใน in vitro พบวา การเจรญิเติบโตของเชื้อ E. coli O157:H7 ในกลุมที่มีการใช 
specific IgY ความเขมขน 0.59 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และกลุมที่ใช non-specific IgY ไมมี
ความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ในขณะทีก่ลุมที่มีการใช specific IgY ที่ระดบัความเขมขน 
1.17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปรียบเทียบกบักลุมที่ใช non-specific IgY พบวาหลังจากชั่วโมงท

มาณเชื้อเพิ่มขึ้นเทากับ 0.5 และ 1.5 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  และในระหว
วากล
การใช

  
ิตร

specific IgY และกลุมที่ใช non-specific IgY พบวามีความแตกตางกันถึง 2.3 log CFUตอ
มิลลิลิตร 

Sunwoo et al. (2002) ไดสรุปผลการทดลองว
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียขึ้นอยูกับความเขมขนของปริมาณ IgY ที่มี
พ
เข
เข
ค
ใน
ป
sp

ก
al. (2002) ดังแสดงในแผนภาพที่ 4.2 ที่มีการใช specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ                S. 

enterica serovar Enteritidis ในการยับ



 

ช ี ่ 6 มีปริมาณเชื้อเพิม่มากขึ้น แตมีอัตราการเจริญเติบโตที่นอยกวากลุมควบคุม นอกจากนี้
จากคุณสมบัตขิอง IgY ที่วา IgY ไมสามารถฆาแบคทีเรียได  แตจะมีคุณสมบัติในการชวยลดการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยเขาไปทําการ block กบัสวนที่มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย ทําใหสามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียดังกลาวได  (Schade el al., 2001) 
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แผนภาพที ่4.4 ผลการศึกษาการใช specific IgY ที่จําเพาะตอเชื้อ E. coli O157:H7 ในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli O157:H7; (a) คือ specific IgY ที่ระดับความเขมขน 0.59 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (b) คือ specific IgY ที่ระดับความเขมขน 1.17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (c) 
คือ specific IgY ที่ระดับความเขมขน 2.34 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Sunwoo et al., 2002) 



 

ดิ
การเกาะกลุมกนั มีผลทําใหความสามารถในการเคลื่อนที่ไดของแบคทีเรียลดลง โอกาสที่แบคทีเรีย
จะไดร สารอ ยทีแ่ยกอยูเปนเซลล
เดี่ยว ีเรียโดยการใช 
specific IgY ได  ผลปรากฏวา
สามารถลดปร n et al., 1992)  

นอกจากนี้ อางโดย Sunwoo 

et al., 2002  เกดิการยับยั้งการ
เจริญเต โตของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากวาสวนของ steric hindrace ของแขน Fab ของโครงสราง 
IgY ม วามสามารถในการยืดหยุนไดนอย  ทําใหแอนติบอดีไมสามารถปรับมุมที่เหมาะสมเพื่อจบั
กับอิทิ   (epitope) 2  ตําแหนงบนแอนติเจนตางๆ  ได 

และอีกกลไกหนึ่งที่อาจจะเปนสาเหตุที่ทาํให  specific IgY มีความสามารถในการยับยั้ง
การเจร เติบโตของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจาก specific IgY มีความจําเพาะในการจับกันระหวาง
แอนติบอดกีับแอนติเจน ซ่ึงแอนติเจนดังกลาวอาจจะเปนสวนของ outer membrane proteins 

(OMPs), lipopolysaccharide (LPS), fimbriae (pili) หรือ flagella ที่อยูบริเวณพืน้ผิวของ
เซลลแบคทีเรีย ทําให specific IgY จับกับแอนตเิจนดังกลาวแลวเกิดการ  block มีผลตอการ
ทําลายหนาทีห่รือโครงสรางของเชื้อแบคทีเรียได ทําใหสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเ  (Sim et al., 2000) 

 นอกจากนี้จากรายงานของ Lee et al. (2002) ซ่ึงไดทําการศึกษาถึงกลไกการจับกัน
ระหวา specific IgY กับเชือ้ S. enterica serovar Enteritidis โดยใชวิธี immunofluoresence 

microscopy และ immunoelectron microscopy โดยวิธีการ immunofluoresence 

microscopy มีการนําเอาเชือ้ S.  enterica serovar Enteritidis  มาผสมรวมกันกับ specific IgY 
และ non- specific IgY  จดัเปน positive control และ negative control ตามลําดับ จากนั้นจะ
ําการเติม fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated rabbit anti–chicken IgG ซ่ึงเปน 

enic–

 
กลไกในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคโดย specific IgY ยังไมมี

การยืนยันที่ชัดเจนซึ่งในขณะนี้พบวามี 2 กลไก กลไกแรกคือ  การเกิด agglutination  ซ่ึงเปน
ปฏิกิริยาระหวางชิ้นสวนของแอนติเจน (particulate antigen) กับแอนติบอดี ทําใหแบคทีเรียเก

ับ าหาร เพื่อการเจริญเติบโตและการเพิ่มจาํนวนมนีอยกวาแบคทีเรี
แตเนื่องจากไดมีการรายงานผลของการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคท
 ในอาหารที่เปนวุนแข็ง  ซ่ึงไมสามารถเกิดปฏิกิริยา agglutination 

ิมาณของเชื้อแบคทีเรียลงได  (Sadziene et al., 1992; Feldma

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

พบวาปฏิกิริยา agglutination อาจจะไมใชปจจัยหลักในการทําให
ิบ
ีค
โทป

ิญ

รียได

ง 

ท
fluorescence dye ผลจากการทดลองพบวา สามารถเห็นการเรืองแสงของสี fluorescence ใน
กลุมที่มีการบมเพาะแบคทีเรียรวมกันกับ specific IgY ในขณะที่จะไมมีสีเกิดขึ้นในกลุมที่เปน 
negative control ซ่ึงการปรากฏส ีfluorescence สามารถอธิบายไดวา specific IgY มีการจับกัน
กับเซลลของแบคทีเรีย ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่เกี่ยวของกับ non-covalent  ระหวาง antig



 

binding site หรือ epitope ของแอนตเิจนและ variable–regions หรือ complementarity–

determ

ามารถอธิบายไดวา  การที่มีสวนของ 
immun

 

งของ
จจะเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ

บคทีเร

ining regions (CDRs) (Kuby , 1997)  ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาการจับกันระหวาง 
specific IgY กับแบคทีเรีย เปนผลมาจากการเกิดปฏิกิริยาระหวาง CDRs ของ specific IgY และ 
epitope ของแบคทีเรีย  และจากการศึกษาโดยวิธี immunoelectron microscopy ที่มีการบมเพาะ
เชื้อ S.  enterica serovar Enteritidis รวมกับ rabbit anti–chicken IgG และ goat anti–rabbit 

IgG conjugated with immunogold โดยแบคทเีรียจะถูกเตรียมใหอยูในรูปของ negative stain 

และ ultrathin section โดย negative stain ไดจากการยอมดวย 2% uranyl acetate และในสวน
ของ ultrathin section ไดจากการนําตวัอยางไป fixed ดวย 25% glutaraldehyde และ 1% 

osmium tetroxide นําไปทําใหแหงดวย ethanol จากนั้นทําใหแบคทีเรียติดแนน (embedded) 

โดยการใช Spurr’s medium และนําไปผานกระบวนการ polymerization ตัวอยางที่ไดจะถูกตดั
ใหบาง และนาํไปยอมดวย 2% uranyl acetate จากนัน้นําตัวอยางทีไ่ดจากการเตรยีมทั้ง 2 วิธี มา
ตรวจสอบโดยใชการสองผานจาก  electron microscopy โดยผลการทดลองพบวา จะมีสวนของ 
immunogold อยูบริเวณรอบ ๆ เซลลของแบคทีเรียที่มกีารบมเพาะรวมกับ specific IgY แตไม
พบในกลุมที่บมเพาะรวมกับ non–specific IgY  ซ่ึงส

ogold อยูบริเวณรอบๆ เซลลของแบคทีเรีย เปนการยืนยันวา specific IgY สามารถทํา
ปฏิกิริยากับแบคทีเรียที่บริเวณ epitope เฉพาะของแบคทีเรีย  ซ่ึงอาจจะเปนสวนของ OMPs, LPS,

fimbriae (pili) หรือ flagella ซ่ึงสงผลทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงของลักษณะโครงสรางของเซลล
แบคทีเรีย มผีลทําใหแบคทีเรียไมสามารถเคลื่อนที่ได (immobilize) และทําใหเกิดการทําลาย
ขบวนการที่เกีย่วของกับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย นําไปสูการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย  ซ่ึงสามารถสรุปไดวา มีการเปลีย่นแปล ลักษณะโครงสรางของเซลลแบคทีเรียเมือ่มี
การจับกับ  specific IgY  ซ่ึงอา
แ ียได เชนเดียวกนักับการศึกษาของ Sunwoo et al. (2002) ที่ไดมีการศึกษาปฏิกิริยาการจบั
กันระหวาง specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ E. coli O157:H7 กับเชื้อ E. coli O157:H7 
โดยวิธี immunofluoresence microscopy และ immunoelecteon microscopy ปรากฏวา
ใหผลการทดลองเหมือนกับการศึกษาของ Lee et al. (2000) คือ เมื่อนาํมาทดสอบดวย 
immunofluoresence  microscopy  สามารถเห็นการเรืองแสงของส ี fluorescence ในกลุมที่มี
การผสมเชื้อรวมกันกับ specific IgY แตจะไมมีสีเกิดขึ้นในกลุมที่มีการผสมรวมกับ non-

specific IgY และในการศึกษาดวยวิธี  immunoelectron  microscopy   พบวามีสวนของ  
immunogold อยูบริเวณรอบๆ  เซลลของแบคทีเรียที่มีการผสมเชื้อรวมกับ specific IgY แตจะไม
พบในกลุมที่ผสมรวมกับ non-specific IgY  ซ่ึงสามารถสรุปไดวาการที่มีสวนของ immunogold 
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อยูบริเวณรอบๆ  เซลลของแบคทีเรีย นัน้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางแบคทีเรีย เมือ่มี
การจับกันระหวาง specific IgY ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาเกิดจากบรเิวณผิวของแบคทีเรียอาจจะถูก 

block โดยการจับกันของ IgY  เปนผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของลักษณะโครงสรางเซลล และ
เปนผลทําใหเกิดการทําลายขบวนการที่เกีย่วของกับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  จึงมีผลทําใหเกิด
การยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

 
4.5.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของไขแอนติบอดีท่ีอยูในรูปของ 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 เมื่อเวลาผานไป 3 ช่ัวโมง พบวากลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช WSF 

non specific IgY powder มีปริมาณเชือ้เทากับ 8.845±0.033 และ 8.745±0.065 log CFUตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงจากปริมาณเชื้อของทั้งสองกลุมการทดลองพบวาไมมีความแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตมีปริมาณเชื้อแตกตางจากกลุมที่มีการใช WSF specific IgY 

powder ที่ความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดย
พบวากลุมที่มกีารใช WSF specific IgY powder ที่ความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
มีปริมาณเชื้อเทากับ 8.322±0.028 และ 8.230±0.028 log CFUตอมิลลิ ิตร ตามลําดับ  

 
แผนภาพที่ 4.5 ผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S.  enterica serovar Enteritdis  โดยการใช 
WSF specific IgY powder ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis และ 
WSF non specific IgY powder 

ล



 

เขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
(p<0.05  โดยพบว  ที่ความเขมขน 
2 มิลล ิล

การเจริญเต S

ดการเจริญเติบโต
องเชื้อลงได และตอมาในชั่วโมงที่ 9 พบวา ทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเชือ้ S. enterica 

serovar 

บวา WSF specific IgY powder  สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียมีผลทําให

 ในชั่วโมงที่ 6 พบวากลุมทีม่ีการใช WSF non specific IgY powder และ WSF 

specific IgY powder ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเชื้อไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยพบวามีปริมาณเชื้อเทากับ 11.130±0.025 และ 11.255±0.020 
log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แตมีปริมาณเชื้อแตกตางจากกลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช 
WSF specific IgY powder ที่ความ

) ากลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช WSF specific IgY powder

ิกรัมตอม ลิลิตร มีปริมาณเชื้อเทากับ 10.806±0.033 และ 9.279±0.263 log CFUตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาที่มีการใช specific extracted IgY ในการยับยั้ง

ิบโตของ . enterica serovar Enteritidis  ที่พบวาในชั่วโมงที่ 6 กลุมที่มีการใช 
specific extracted IgY ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถล
ข
serovar Enteritidis แตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยพบวา กลุมที่มีการใช 
WSF specific IgY powder ที่ความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเชื้อเทากับ 
10.017±0.026 และ 8.201±0.069 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงลดลงจากชั่วโมงที ่ 6 
เทากับ เทากับ 0.33 และ 1.11 log CFUตอมิลลิลิตร ในขณะที่กลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช 
WSF non specific IgY powder มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึน้จากชัว่โมงที ่ 6 เทากับ  1.37 และ 0.87 

log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการทดลองในชั่วโมงที่ 9 จะเหน็ไดวากลุมที่มีการใช 
WSF specific IgY powder สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica 

Enteritidis ได โดยที่ความเขมขนของ WSF specific IgY powder ที่ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ไดดีที่สุด ตอมาในชั่วโมง
ที่ 24 พบวาทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเชื้อแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดย
กลุมที่มีการใช  WSF specific IgY powder  ที่ระดับความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

มีปริมาณเชื้อเทากับ 11.170±0.034 และ 10.322±0.116 log CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึงนอยกวากลุม
ควบคุมและกลุมที่มีการใช  WSF non specific IgY powder ที่มีปริมาณเชื้อเทากับ 13.592±

0.084 และ 12.975±0.519 log CFUตอมิลลิลิตร  

 จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา  การใช  WSF specific IgY powder สามารถลด
อัตราเจริญเติบโตของเชื้อ S.  enterica serovar Enteritidis ไดในชั่วโมงที่ 6  และในชั่วโมงที่ 9 
พ
ปริมาณเชื้อลดลงจากชั่วโมงที่ 6 และจะเห็นไดวาเมื่อมกีารเพิ่มความเขมขนของ WSF specific 
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IgY powder จาก 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีผลทําใหความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  S. enterica serovar Enteritidis เพิ่มมากขึ้น  

 นอกจากนี้ จากผลการทดลองจะเห็นไดวาการใช  WSF specific IgY powder สามารถ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ไดเชนเดยีวกับการใช specific 

extracted IgY ในสวนของกลไกในการยับยั้งการเจรญิเติบโตไดกลาวไปแลวในหวัขอของการใช 
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 
 
 เมื่อเวลาผานไป  3 ช่ัวโมง พบวาปริมาณเชือ้ในทุกกลุมการทดลองเพิ่มมากขึ้นจากชัว่โมงที่ 
0 โดยปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลองพบวาไมมความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ดังแสดงใน
แผนภาพที่ 4.6  

 
ผนภาพที ่4 ติบโตของเชื้อ

 

ี

 serovar Enteritidis  

พบวากลุมควบคุมและกลุมที่มีการใช whole egg non specific IgY powder มีปริมาณเชื้อ        S. 

แ .6 ผลการยับยั้งการเจริญเ  S. enterica โดยการใช
whole egg specific IgY powder ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

และ whole egg non specific IgY powder 
 
 ในชั่วโมงที่ 6 พบวาปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลองมีปริมาณเพิ่มขึน้จากชัว่โมงที ่3 โดย



 

05) แตพบวาทัง้
องกลุม

 

gg specific IgY p ิบโตของเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ที่ค
 ซ่ึง

อดคลอ

Enteritidis พบวาสามารถลดการเจริญเติบโตของเชื้อลงได ตอมาในชัว่โมงที่ 9  พบวา ทุกกลุมการ

ีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยพบวามีปริมาณเชือ้เทากับ13.362±0.437 และ  
3.592 ± 0.044 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แตแตกตางจากกลุมที่มีการใช whole egg 

tracted IgY และ WSF specific IgY powder ที่

enterica serovar Enteritidis เทากับ 11.806 ± 0.038 และ 11.820 ± 0.027 log CFUตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงมีปริมาณเชื้อไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.

ส การทดลองดังกลาวมีปริมาณเชื้อแตกตางจากกลุมที่มีการใช whole egg specific IgY 

powder ที่ระดับความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

โดยมีปริมาณเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis เทากับ 11.614±0.081 และ  9.352±0.080 

log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการทดลองในชั่วโมงที่ 6 จะเหน็ไดวาการใช whole

e owder สามารถลดอัตราการเจริญเต
 ได โดย วามเขมขนของ WSF specific IgY powder ที่ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

สามารถลดอัตราการเจริญเตบิโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ไดดีที่สุด
ส งกับการศึกษาที่มกีารใช  specific extracted IgY และ WSF specific IgY powder ที่
ระดับเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. enterica serovar 

แตกตางกันอยางม

ทดลองมีปริมาณเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis แตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยพบวากลุมทีม่ีการใช whole egg specific IgY powder ที่ระดับความเขมขน 1 
และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณเชือ้เทากับ 11.041±0.092 และ  8.593±0.176 log CFU

ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงลดลงจากชั่วโมงที่ 6 เทากับ 0.57 และ 0.76 log CFUตอมิลลิลิตร ซ่ึง
จากผลการทดลองดังกลาวจะเหน็ไดวา การใช whole egg specific IgY powder สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ได โดยเมื่อเพิ่มปริมาณความเขมขน
ของ whole egg specific IgY powder สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดดีขึน้ 
ในขณะที่กลุมที่มีการใช whole egg non specific IgY powder และกลุมควบคมุมีปริมาณเชื้อ
เทากับ 12.949±0.160 และ  12.616±0.065 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงเพิ่มขึ้นจาก
ช่ัวโมงที่ 6 เทากับ  0.796 และ 1.143 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อทําการตรวจสอบ
ปริมาณเชื้อในชั่วโมงที่ 24  พบวาในทกุกลุมการทดลองมีปริมาณเชื้อเพิ่มมากขึ้นจากชั่วโมงที่ 9 

โดยกลุมที่มีการใช whole egg non specific IgY powder และกลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อไม

1

specific IgY powder  ที่ระดับความเขมขน 1 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีปริมาณเชื้อเทากบั 

11.633±0.186 และ  10.260±0.138 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ซ่ึงสอดคลองกับการใช specific ex
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พ มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึน้ในชัว่โมงที่ 24  แตพบวามีปริมาณเชื้อนอยกวากลุมควบคุมและกลุมที่
มีการใช non specific IgY powder 
 จากผลการทดลองดังกลาวจะเหน็ไดวาการใช whole egg specific IgY powder 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  S. enterica serovar Enteritidis ไดเชนเดียวกับการใช 
specific extracted IgY และ WSF specific IgY powder ในสวนของกลไกในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตไดกลาวไปแลวในหวัขอของการใช specific extracted IgY ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ  S.  enterica serovar Enteritidis 
 

4.5.3 ผลการศึกษาการใชไขแอนตบิอดีท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ตอปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) ท่ีมีตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย E. coli 

และ Lactobacillus sp. 
4.5.3.1 ผลของการใช specific extracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ            S.

enterica serovar Enteritidis ตอปฏิกิริยาขามท่ีมีตอการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli 
  
 จากแผนภาพที่ 4.7 จะเหน็ไดวาการใช specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis ที่ระดับความเข ิลลิลิตร ที่ไดจาก specific extracted 

IgY ไมมีผลตอการเจริญเตบิโตของเชื้อ E. c างม ําคญัทางสถิติ (p>0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม   

แผนภาพที ่ 4.7 ผลของ specific extracted IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli 

+ 
specific IgY 2 mg/ml 
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รือ 24 มีปริมาณเชื้อเทากับ 5.301±0.326, 8.602±0.210, 

0.462

coli O157:H7 โดยใชวธีิ ELISA ผล
รากฏวาเกดิปฏิก ิบายไดวาเกิดจากการที่ 

specific IgY 

จําเพาะสูงตอเชื้อ S.  enterica serovar Enteritidis 

 แต ตา
specific 

Y ที่
ิดการ  

 

 ที่พบวา การ ของ
oss reactivity ได เนื่องจาก whole cells มี epitope ขนาดใหญ อาจ

. 

a 

serovar Enteritidis ที่ระดับความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ไดจาก specific extracted 

IgY ไมมีผลตอการเจริญเตบิโตของเชื้อ Lactobacillus sp.  อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  ทั้งนี้เนื่องจาก ไมวาจะมกีารสุมตรวจทีช่ั่วโมง 0, 3, 6, 9 หรือ 24 
ช่ัวโมง  พบวาปริมาณเชือ้ทั้งสองกลุมการทดลองไมแตกตาง โดยในกลุมที่มีการใช specific 

extracted IgY 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาที่ช่ัวโมง 0, 3, 6, 9 หรือ 24 มีปริมาณเชื้อเทากบั 

 ทั้งนี้เนื่องจาก ไมวาจะมีการสุมตรวจที่ช่ัวโมง 0, 3, 6, 9 หรือ 24 ช่ัวโมง พบวาปริมาณเชื้อ
ทั้งสองกลุมการทดลองไมแตกตาง โดยในกลุมที่มีการใช specific extracted IgY 2 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร พบวาที่ช่ัวโมง 0, 3, 6, 9 ห
1 ±0.350, 11.672±0.283 และ 13.505±0.138 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ในขณะที่
กลุมควบคุมมปีริมาณเชื้อเทากับ 5.301±0.326, 8.778±0.138, 10.556±0.311, 11.699±0.221 

และ 13.681±0.137 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการ ศึกษาของ Lee et al. 

(2002) ที่มีการศึกษา cross reactivity ระหวาง specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. 

enterica serovar Enteritidis ทดสอบรวมกับเชื้อ E. 

ป ิริยา cross reactivity ตอกันนอยมาก  ซ่ึงสามารถอธ
ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis มี identical epitope 

จํานวนนอยทีเ่หมือนกนักับลักษณะของเชื้อ E. coli O157:H7 ซ่ึงจากผลการทดลองสามารถสรุป
ไดวา specific IgY มีความ

อยางไรก็ ม มีรายงานเกี่ยวกับการเกดิปฏิกิริยา cross reactivity ของ IgY เชน จาก
การศึกษาของ Lee et al. (2002) พบวา สามารถเกิดปฏิกิริยา  cross reactivity ระหวาง 
Ig มีความจําเพาะตอเชือ้ S. enterica serovar Enteritidis กับ S. enterica serovar 

Typhimurium เนื่องจากแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุอยูในสปชีสเดยีวกัน ดังนัน้จึงอาจเก
share antigen (O:1 และ O:12) และ common epitope และ flagellin กันได เชนเดียวกบั
การศึกษาของ Sunwoo et al. (2002) ใชแอนติเจนทีผ่ลิตจาก whole cells 

แบคทีเรีย อาจเกิดปฏิกิริยา cr

เกิดการ share กันไดระหวางแบคทีเรียตวัอ่ืนที่อยูใน family เดียวกนั 
 

4.5.3.2 ผลของการใช specific extracted IgY ท่ีมีความจําเพาะตอเชื้อ            S

enterica serovar Enteritidis ตอปฏกิิริยาขามท่ีมีตอการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus 
sp. 
  
 จากแผนภาพที่ 4.8 จะเหน็ไดวาการใช specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enteric
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7.672±0.153, 8.519±0.497, 10.462±0.314, 11.477±0.141 และ 13.903±0.075 log CFU

ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ในขณะที่กลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเทากับ 7.839±0.082, 8.322±0.273, 

0.310

ผนภาพที ่ 4.8 ผลของ specific extracted IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis ริญ

สรุปผลการทดลอง 

มีปริมาณเชื้อที่เพิ่มขึ้นนอยกวากลุมควบคุม และในชั่วโมงที่  9  พบวา กลุมที่มกีารใช specific 

1 ±0.266, 11.301±0.351 และ 13.944±0.116 log CFUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากมคีวามตางกันมากระหวาง 2 สายพันธุ เพราะวา S. enterica serovar Enteritidis เปน
แบคทีเรียแกรมลบ แต Lactobacillus sp. เปนแบคทีเรียแกรมบวก ดังนั้นจึงมีความแตกตางกันใน
สวนโครงสราง ทําใหโอกาสที่จะมีการ share สวนของ antigenic binding site และ epitope 

เปนไปไดนอย แตอยางไรกต็าม จากการศกึษาของ Shin et al., 2003 ที่ไดมีการนําเอา IgY ที่มี
ความจําเพาะตอเชื้อ H. pylori มาทําการศึกษาปฏิกิริยา cross reactivity กับเชื้อ L. salivarius 

โดยวิธี Western blot พบวา เกิดปฏิกิริยา cross reactivity ขึ้นระหวาง IgY ที่มีความจําเพาะตอ
เชื้อ H.  pylori กับเชื้อ L.  salivarius 

แ
 ตอการเจ เติบโตของเชื้อ Lactobacillus sp. 

  
.6 4

 เมื่อทําการบมเพาะ S. enterica serovar Enteritidis  รวมกับ specific extracted IgY 

ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis มีผลทําใหความสามารถในการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียดังกลาวลดลง แมวาการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar 

Enteritidis จะเพิ่มขึ้นในชัว่โมงที่ 0-6 แตจะเห็นไดวากลุมที่มีการใช specific extracted IgY จะ



 

บวา ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดังกลาว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

extracted IgY สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ได 
เนื่องจากมีผลทําใหปริมาณเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ลดลงจากชั่วโมงที่ 6 ในขณะที่
กลุมควบคุมมปีริมาณเชื้อเพิม่มากขึ้น และจะเห็นไดวาเมื่อความเขมขนของปริมาณ specific IgY  
เพิ่มขึ้น มีผลทําใหความสามารถในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  S. enterica serovar 

Enteritidis  เพิ่มมากขึ้นตามไปดวย  ตอมาในชั่วโมงที่ 24 พบวา ในทุกกลุมการทดลองมีการ
เพิ่มขึ้นของปริมาณเชื้อ แตกลุมที่มีการใช specific extracted IgY มีปริมาณเชื้อนอยกวากลุม
ควบคุม และเมื่อมีการนําเอา WSF specific IgY powder และ whole egg specific IgY 

powder มาใชในการศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. enterica serovar 

Enteritidis พบวา ใหผลการทดลองเปนไปในรูปแบบเดียวกับการใช specific extracted IgY 
 และสําหรับผลการศึกษา specific extracted IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis  ตอปฏิกิริยาขามที่มีตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืน ซ่ึงในการศึกษาครั้ง
นี้ใช E. coli และ Lactobacillus sp. พ
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จากการผลิตแอนติบอดีไขแดงที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis 

ในไขไก เพื่อนํามาใชศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อดังกลาว รวมถึงนํามา
ศึกษาปฏิกิริยาขามที่มีตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ เชน E. coli และ Lactobacillus sp. พบวา 
ในการกระตุนภูมิคุมกันแมไกดวย inactivated whole cells antigen จากเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis มีประสิทธิภาพเพยีงพอที่จะกระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกนั
ในแมไก เพื่อสรางแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอเชื้อ  S. enterica serovar  Enteritidis ในไขไก
ด โด

ลี่ยนแปลงของระดับ antibody titer ที่เพิ่มขึ้นในสัปดาหที่ 5 มีการเพิ่มขึ้นเล็กนอยจากสัปดาหที่ 
 ซ่ึงระดับ antibody titer จะสูงที่สุดในสัปดาหที่ 6 และจะเริ่มลดลงในสัปดาหที่ 7  

จากการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการตกตะกอนแอนติบอดี IgY บริสุทธิ์ ดวย 2 วิธี คือ AMS

ละ 12%PEG พบวาการตกตะกอนแอนติบอดีดวย 12%PEG จะทําใหไดปริมาณ specific IgY 

ี่มีความบริสุทธิ์มากกวาการตกตะกอนแอนติบอดีดวย AMS ทั้งนี้เนื่องจากการตกตะกอน
อนติบอดดีวย 12%PEG เมื่อนําไปศกึษาดวยวิธีการ SDS-PAGE พบวาทาํใหไดแถบของ
ปรตีนหลัก 2 แถบ ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 66 และ 27 kDa ซ่ึงมีรายงานวาคอืเปนสวนของ 
eavy chains และ Light chains ในโครงสรางของ IgY ในขณะทีก่ารตกตะกอนแอนติบอดดีวย 
MS จะมีแถบของโปรตีนอื่นๆ ที่เปนสวนประกอบของไขปนเปอนมาดวย  

เมื่อมีการนําเอาไขแอนติบอดีที่ไดมาแปรรูปใหอยูในรูปของ whole egg specific IgY 

owder, WSF specific IgY powder และ specific extracted IgY พบวามีปริมาณของ 
ecific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ  S. enterica serovar  Enteritidis  เทากับ 12.67±0.17, 

7.69±0.71 มิลลิกรัมตอกรัมของไขผง และ 2.74±0.20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง 
ามลําดับ ในขณะที่กลุม whole egg non specific IgY powder, WSF non specific IgY 

owder และ non-specific extracted IgY มีปริมาณของ specific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชือ้              
. eterica serovar Enteritidis เทากับ 0.04±0.09, 0.11±0.08 มิลลิกรัมตอกรัมของไขผง และ 
.74±0.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของไขแดง ตามลําดับ 

ไ ยพบวาระดับ antibody titer จะเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตสัปดาหแรกหลังจากที่มีการกระตุน
ภูมิคุมกัน และเมื่อมีการ booster คร้ังแรกในสัปดาหที่ 2 พบวามีผลทําใหระดับ antibody titer ใน
สัปดาหที่ 3 เพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็ และเมือ่ทําการ booster คร้ังที่ 2 ในสัปดาหที ่ 4 พบวาการ
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และจากการนาํไขแอนติบอดีที่อยูในรูปตางๆ มาศึกษาถึงประสิทธิภาพในการยบัยั้งการ
ริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar  Enteritidis พบวา เมื่อมกีารใช specific extracted 

IgY ที่ระดับความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5 และ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาชั่วโมงที่   1-6 หลังจาก
ที่มีการบมเพาะจะมกีารเพิ่มขึ้นของปริมาณเชื้อในทุกกลุมการทดลอง แตกลุมที่มกีารใช specific 

extracted IgY มีปริมาณเชื้อนอยกวากลุมควบคุม และในชัว่โมงที่ 9 สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ได เนื่องจากมีผลทําใหปริมาณเชื้อ S. 

enterica serovar Enteritidis ลดลงจากชั่วโมงที่ 6 ในขณะที่กลุมควบคุมมีปริมาณเชื้อเพิ่มมาก
ขึ้น และจะเหน็ไดวาเมื่อความเขมขนของระดับ IgY เพิ่มขึ้นมีผลทําใหความสามารถในการยับยัง้
การเจริญเติบโตของเชื้อ  S. enterica serovar Enteritidis เพิ่มมากขึน้ตามไปดวย ซ่ึงกลไกในการ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคโดย specific IgY ยังไมมกีารยนืยันที่ชัดเจนซึ่ง
ในขณะนี้พบวามี 2 กลไก กลไกแรกคือ  การเกิด agglutination ซ่ึงเปนปฏิกิริยาระหวางชิ้นสวน
ของแอนติเจน (particulate antigen) กับแอนติบอดี ทําใหแบคทเีรียเกดิการเกาะกลุมกัน มีผลทํา
ใหความสามารถในการเคลื่อนที่ไดของแบคทีเรียลดลง โอกาสที่แบคทีเรียจะไดรับสารอาหารเพื่อ
การเจริญเติบโตและการเพิม่จํานวนมีนอยกวาแบคทีเรียที่แยกอยูเปนเซลลเดี่ยว และอีกกลไกหนึง่ที่
อาจจะเปนสาเหตุที่ทําให  specific IgY มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรีย เนื่องจาก specific IgY มีความจําเพาะในการจับกันระหวางแอนติบอดกีบัแอนติเจน ซ่ึง
แอนติเจนดังกลาวอาจจะเปนสวนของ outer membrane proteins (OMPs), 

lipopolysaccharide (LPS), fimbriae (pili) หรือ flagella ที่อยูบริเวณพื้นผิวของเซลล
แบคทีเรีย ทําให specific IgY จับกับแอนติเจนดังกลาวแลวเกิดการ  block มีผลตอการทําลาย
หนาที่หรือโครงสรางของเชื้อแบคทีเรียได ทําใหสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียได 
แตจากงานวจิยัหลายงาน พบวากลไกที่สองมีความเปนไปไดมากกวาทั้งนี้เนื่องจากในกลไกแรกนั้น 
มีขอจํากัดทีว่าสวนของ steric hindrace ของแขน Fab ของโครงสราง IgY มีความสามารถในการ
ยืดหยุนไดนอย  ทําใหแอนติบอดีไมสามารถปรับมุมที่เหมาะสมเพื่อจบักับอิทิโทป  (epitope) 2  

ตําแหนงบนแอนติเจนตางๆ  ได และจากการนําเอา WSF specific IgY powder และ whole egg 

specific IgY powder มาใชในการศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. enterica 

serovar Enteritidis พบวา ใหผลการทดลองเปนไปในรูปแบบเดยีวกับการใช specific extracted 

IgY และจากผลการศึกษาการใช specific extracted IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S. enterica 

serovar Enteritidis  ตอปฏิกิริยาขามที่มีตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืนๆ ซ่ึงในการศึกษา
คร้ังนี้ใช E. coli และ Lactobacillus sp. พบวา ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดังกลาว 

เจ



 

 จากผลการทดลองจะเหน็ไดวา specific IgY มีประสิทธิภาพในการยบัยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis ได มีผลตอการเจริญเติบโตของเชื้ออ่ืนๆ ดังนั้น
จึงมีความเปนไปไดในการนาํ specific Ig เพื่อปองกันโรคทั้งในคนและสัตวไดซ่ึงการ
นําไปใชนัน้ จากผลการทดลองจะ ัว่โมงที่ 9 และใน
ั่วโมงที่ 24 พบวาปริมาณเชือ้จะเพิ่มขึน้ ทัง้นี้เนื่องจากปริมาณ specific IgY มีไมเพยีงพอในการที่

จะเขาไป

จะมีขอจํากัด
เนื่องจาก

างก หโ
า เ น 

hole egg specific 

็

 และไม
Y มาใช

เห็นไดวา การเจริญเตบิโตของเชื้อจะลดลงในช
ช

จับกบัปริมาณเชื้อที่มีอยูทั้งหมด จึงมีผลทําใหเชื้อที่เหลือมีการเจริญเติบโตเพิ่มจํานวนมาก
ขึ้น ซ่ึงในการนําไปใชอาจจะมีการให specific IgY ถ่ีขึ้น เพราะจากผลการทดลองพบวาในชัว่โมง
ที่ 9 การเจริญเติบโตของเชื้อจะลดลง 

รูปแบบของการนําไขแอนตบิอดีไปใชนัน้ สามารถนําไปใชไดทั้ง 3 รูปแบบ คือ whole 

egg specific IgY powder, WSF specific IgY powder และ specific extracted IgY ทั้งนี้
ขึ้นอยูกับความเหมาะสมในการนําไปใช เชน การนําไปใชในการวินิจฉัยโรคนัน้ ควรจะมกีาร
นําไปใชในรูปของ specific extracted IgY ทั้งนี้เนื่องจาก specific extracted IgY ไดจากการ
นําไปทําใหมคีวามบริสุทธิ์ (purification) มากกวาไขแอนติบอดีในรปูของ whole egg specific 

IgY powder และ WSF specific IgY powder ซ่ึงการที่มีสวนของโปรตีนอื่นๆ เขามาเกี่ยวของ
อาจจะทําใหผลที่ไดจากการวิเคราะหผิดพลาดได ในดานของการนําไปใชในการปองกันโรค การ
นําไปใชในรูปของ specific extracted IgY และ WSF specific IgY powder อาจ

วา specific extracted IgY และ WSF specific IgY powder คือ specific IgY ที่ได
จากการแยกเอาสวนของโปรตีนและไขมนัอื่นๆ ออกไปแลว ดังนั้นเมื่อเขาสูรางกายผาน
กระบวนการยอยจากเอนไซม และ pH ตางๆ ภายในร าย ทําใ ครงสรางของ IgY อาจจะมี
โอกาสที่จะถูกทํ ลายไดงาย นื่องจากไมมีสวนของโปรตี หรือไขมนัมาชวยในการปองกันการถูก
ยอย แตอยางไรก็ตามในปจจุบันมีการศึกษาเพื่อนําเอาสารสังเคราะห เชน gelatin มาเคลือบเพือ่
ปองกันการถูกทําลาย แตการนําไขแอนติบอดีมาใชในรูปของ whole egg specific IgY powder 
พบวา สามารถชวยลดโอกาสที่โครงสรางของ IgY จะถกูทําลายได เนือ่งจาก w

IgY powder จะมีสวนประกอบอื่นๆ เชน โปรตีนหรอืไขมันมาชวยปองกันการยอยจากเอนไซม
ตางๆ ในทางเดินอาหาร ทําให IgY สามารถผานไปยังลําไสเล็กได และมีประสิทธิภาพที่จะชวยใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อโรคที่มีการ colonization ภายในลาํไสเล็กได แตอยางไรก็ตาม
การนํามาใชในรูปของ whole egg specific IgY powder กมีขอจํากัดคือ แมจะสามารถชวย
ปองกันสวนของ IgY ใหสามารถทนตอการยอยจากเอนไซมและกรดไดมากยิ่งขึน้  แตในอกีดาน
หนึ่ง พบวา บางคนอาจจะเกดิการแพสวนของไขขาวได 



 

 จากการศึกษาครั้งนี้มีการศึกษาผลของการใช ecific IgY ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ
S. enterica serovar  Enteritidis ตอการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียอ่ืน คือ E. coli และ 
Lactobacillus sp. ดวยวิธี colony counter ซ่ึงเปนการนําเอาแบคทีเรียทั้งเซลลมาผสมรวมกับ 
specific IgY โดย IgY จะจับกับแอนติเจนไดเฉพาะบริเวณผิวภายนอกเซลลของแบคทีเรีย คือ
สวนของ outer membrane proteins (OMPs), flagella และ pili เทานั้น และ นือ่งจากแบคทเีรีย
ทั้ง E. coli และ Lactobacillus sp. เปนแบคทีเรียคนละสายพันธุ โดยเฉพาะ Lactobacillus sp. 
ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมบวกแตกตางจาก S. enterica serovar Enteritidis ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรม
ลบ ทําใหมีโครงสรางบริเวณผิวภายนอกเซลลแตกตางกนั โอกาสที่จะพบปฏิกิริยาขาม (cross 

reactivity) จึงมีไดนอย ดังนัน้ควรที่จะมีการศึกษาตอไปดวยวธีิอ่ืน เชน ELISA หรือ 
immunoblotting เพื่อตรวจสอบผลของ IgY ตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เนื่องจากวธีิ 
ELISA หรือ immunoblotting จะมกีารนําเอาเซลลของแบคทีเรียที่ตองการตรวจสอบมาทําให
เซลลแตก (sonicate) ทําใหได epitope ยอยๆ ที่อยูทั้งภายนอกและภายในเซลล ซ่ึงจะทําให IgY 

มีโอกาสจับกบั epitope ตางๆ ไดมากขึ้น และอาจจะมโีอกาสพบปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) 
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การหาคาการเจือจางที่เหมาะสมในการเริ่มทํา serial dilution ของ water soluble fraction 

 
 
 

 

 

 

 

ในการทดสอบ negative control (NI) และ positive control (PI) จะใชตวัอยางทดสอบอยางละ 
 ตัวอยาง

 

 

 

 

 

 
 

(ไมโครกรัม) ที่ 590 nm 

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA) กับคาดูดกลืนแสงที่ 590 nm 
 
 
 
 

ความเขมขนของปริมาณโปรตีนมาตรฐาน BSA คาการดูดกลืนแสง

 
 
 
 
 
 
 

(WSF) จากไขแดง โดยวิธี Indirect ELISA แสดงผลการทดลองเปนคา 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 
คาเฉลี่ย 

NI 
คาเฉลี่ย 

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 ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ S.  enteica serovar Enteritidis จาก WSF ของไขแดงจากไกในแตละสัปดาห  
Treatment 1 (ไขจากแมไกที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน inactivated whole cell antigen ของเชื้อ S. enterica serovar Enteritidis) 

ระดับ antibody titer ในไขแอนติบอดีทีไ่ดรับการกระตุนภูมิคุมกนั (Optical density;OD) 
สัปดาหที ่ 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 องไขแดงในแตละสัปดาห 
Treatment 2 (ไขจากแมไกที่ไมไดรับการกระ igen ข  enterica serovar Enteritidis) 
 

ระดับ antibody titer ในไขแอนต ีท al de

ําเพาะตอเช
ตุนภูมิคุมกั

ิบอด

ื้อ S.
นดว

  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) ีไ่ดรับการกระตุนภูมิคุมกนั (Optic
สัปดาหที ่ T2R1 T2R2 T2R3 T2R4 2 T2 10 คาเฉลี่ยT 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.

 
 
 
 
 
 
 



 

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของปรมิาณ purified chicken IgG กับคาการดูดกลืน
ที่ 590 nm สําหรับใชในการวิเคราะหปริมาณ total IgY  

(ไมโครกรัม) 
คาการดูดกลืน
แสง 405 nm 

แสง
 

ความเขมขนของ 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 กับคาการ

590 nm สําหรับใชในการวิเคราะหปริมาณ specific IgY  

คาการดูดกลืน
แสง 405 nm 

ันธ
ี่ 
ระหวางความเขมขนของของปริมาณ purified chicken IgG 

ความเขมขนของ 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 ที่อยูในรูปของ 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 กตางกัน ีความแต ตางกันอ างมนีัยส ัญทางส ิ (p<0.0  

ระสิทธิ พของ s ecific I Y ที่อยูใ 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 ตัวอักษรที่แตกตางกันมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)



 

ผลการศึกษาประสิทธิภาพของ ที่อยูในรูปของ 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 ตัวอักษรที่แตกตางกันมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถ <0
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ิติ (p .05) 



 

ผลการศึกษาปฏิกิริยาขามของ specific IgY ในรูปของ specific extracted IgY ตอ
 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

ิยาข
ของ

ามขอ
เชื้อ L

ง sp

act

ecifi

bac

c Ig

illus

Y ท่ีอ
 sp. 

ป

ยูในร

ริมาณ

อง s

ื้อ La

ecif

ctobaci

extr

llus

acte

 sp. 

d IgY ตอ

  
  

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 

 คนใหเข ัน นําไปอบฆาเช 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 

คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 
าที 

utrient agar (NA) 
 Nutrient agar      28.0 กรัม 

 น้ํากลั่น       1,000

มิลลิลิตร 

นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

 น้ํากลั่น     

าก ือ้ (autoclave) 1 องศาเซลเซียส

Fl llate Medium   29.75

 

น้ําก    1,000 

 
 คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (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 

 คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (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 

 นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี
 
Soyabean Casein Digest Medium (tryptone Soya Broth) 
  S 30.0 กรัม 

  น้ํากลั่น       1,000

 มิลลิลิตร 

 คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (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 

 คนใหเขากัน นําไปอบฆาเชือ้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที 
 
 
สารละลายที่ใชในการแยก WSF ออกจากสวนของไขแดง 
น้ํากล่ัน pH 2 

 

 

 

oyabean Casein Digest Medium   



 

 นําน้ํากลั่นปรบั pH ใหได 2.0 ดวย 1 M HCl จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อโดยการ
ศาเซลเซียส 

ปรบั pH ใหได 4.0 ดวย 1 M HCl จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อโดยการ
ํ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 เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 อง
 
น้ํากล่ัน pH 4 

 นําน้ํากลั่น
น utoclave เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 
การเตรียมสารเคมีสําหรบั ELIS
Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 
  NaCl       8.0 

  K

  KH2PO4      0.2 กรัม 
 

 

 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย 0.1 M HCl ทําใหปราศจากเชือ้โดยการนําไป
Autoclave จากนั้นเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 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 ใหได 9.6 ดวย 1 N NaOH  เก็บไวที่อุณหภูม ิ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

นําไปใหความรอนที่อุณหภมูิ 68 องศาเซลเซียส จนกวา SDS จะละลายจนหมด 
งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนําเขาตูเย็นที่อุณหภูมิ 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 

 
 เก็บไวที่มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ABTS solution 
  ABTS       15
 มิลลิกรัม 
  C
 มิลลิลิตร 
  6% H2O2      167
 ไมโครลิตร เตรียมแลวตองใชทันท ี
 
Stop solution 
  SDS       1 

  น
 มิลลิลิตร 

 

วา
 

สารลายที่ใชในการแยกชนิดของโปรตีนโดยวิธี 
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 

ูมิหอง 

.5 M T
 18.15 กรัม 

ได 8.8 ดวย 1 M HCl  เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร เก็บในขวด
ีชา เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 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 

 เก็บไวที่อุณหภ
 

ris-HCl buffer, pH 8.8 1
  Tris      

  น้ํากลั่น       50

  มิลลิลิตร
 ปรับ pH ให
ส
 



 

  Tris       12.11 กรัม 

  น้ํากลั่น       20

 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 6.8 ดวย 1 M HCl  เติมน้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร เก็บในขวด

ื้อจากบริษัท Bio-Rad เก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

X running buffer 
ัม 

lycine      72.05 กรัม 

ม 
้ํากลั่น       1,000

น เก

ูมิ -20 ี

25

100

625

ร 

ร 

สีชา เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
TEMED 
  ซ
 
5
  Trizma base      15.15 กร
  G

  SDS       5 กรั
  น
 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากั ็บไวที่อุณหภูมิหอง  
 
10% ammonium persulfate 

   0.1 กรัม   ammonium persulfate  

  น้ํากลั่น       1

 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภ 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

 

 

 

 เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
Stocking 0.5% Coomassie brilliant blue R-250 
  Coo
  Absolut
 มิลลิลิตร 

 กรองผานกระดาษกรอง 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 

 
 

 



 

โปรแกรมการฉีดวัคซนีไกไข 
 
อ   ายุไก  วัคซีนท่ีฉีด 



   นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 
   ไมโครพาสมา 

 นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 

5 สัปด  นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 

ัดหนาบวม 

 

1 วัน    มาเร็กซ 
 

14 – 16 วัน
17 – 18 วัน   กัมโบโร 

3 สัปดาห  
    ฝดาษ 

8 สัปดาห   นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 
10 สัปดาห   กลองเสียงอักเสบ 

    หวัดหนาบวม 

1 าห  
    ฝดาษ 
    หว
18- 20 สัปดาห   นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 

ทุกๆ 6 – 8 สัปดาห  นิวคาสเซิล + หลอดลมอักเสบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ประวัติผูเขียน 


ษฎรธานี 

ึกษาระ ึกษาที่โรงเรียนสุราษฎรธานี อําเภอเมือง จังหวดัสุราษฎรธานี สําเร็จ
ารศึกษ โลยีการผลิตสัตว สํานักวิชา
คโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี    สุรนารี จังหวัดนครราชสีมา เมื่อป พ.ศ. 

ตอระดับปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว สํานักวิชา
คโนโ ีการเก า ปก า 2546 
ละสําเร าในปการศึกษา 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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