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Executive Summary 
 

Salmonella spp. เปนเชื้อกอโรคอาหารเปนพิษชนิดหนึ่งมีมากกวา 3,000 ซีโรวาร อยูใน
สกุล Enterobacteriacae  ที่มีความสําคัญตอความปลอดภัยของอาหารเปนอยางยิ่ง  เพราะทําใหเกิด
อาการทองรวงอยางแรง และสารพิษอาจผานเขาสูกระแสเลือดทําใหผูปวยอาจเสียชีวิตได  เชื้อนี้พบ
ไดในทุกแหงและทั่วโลก   Salmonella spp. แยกไดจาก คน  อาหารคน  อาหารสัตว น้ํา และ
ส่ิงแวดลอมตางๆ  

จากขอมูลระบาดวิทยาของเชื้อนี้ จากผลการตรวจยืนยันของสิ่งสงตรวจไดแก อุจจาระ  
Rectal swabเลือด   ปสสาวะ  หนอง   น้ําไขสันหลัง  เปนตน  จากผูปวยที่เขามารักษาตัวตาม
โรงพยาบาลตางๆ ทั้งในเขตกรุงเทพมหานครและตางจังหวัดทั่วประเทศรวม 13 เขต จํานวนทั้งสิ้น 
4,188 ราย ในป พ.ศ. 2544  รายงานวา พบเชื้อในกลุมซาลโมเนลลาที่กอใหเกิดโรค Salmonellosis 
รวม 4,155 ราย ซ่ึงแยกเปนซีโรวารรไดถึง 73 ซีโรวารรโดยที่ 5 อันดับแรกพบวา Salmonella 
Weltevreden เปนซีโรวารรที่ตรวจพบมากที่สุด(รอยละ 15.8) รองลงมาไดแก S. Enteritidis (รอยละ 
8.6), S. Anatum(รอยละ 8.2), S. Rissen (รอยละ6.2) และ S. Stanley (รอยละ 5.8) ตามลําดับ  

เทคนิค Immunomagnetic separation (IMS) เปนอีกทางเลือกหนึ่งสําหรับใชตรวจวิเคราะห 
Salmonella ในอาหาร  อาศัยหลักการแยก Salmonella spp. ในตัวอยางอาหาร โดยใช paramagnetic 
particles ที่เคลือบดวย anti-Salmonella specific antibodies เพื่อใหจับเซลลเปาหมายจากตัวอยาง 
โดยลดจํานวนและชนิดของ competing bacteria  เปนวิธีที่ทําใหเซลล Salmonella spp. ที่มีใน
ตัวอยางเขมขนขึ้นหลังจากขั้น pre-enrichment 

ในการวิจัยนี้ไดใชเทคนิค Immunomagnetic separation (IMS) โดยการใช Dynalbead 
Tosylactivated เคลือบดวย แอนติบอดีที่ผลิตขึ้นเองในประเทศไทยเปรียบเทียบกับ Dynalbead anti 
Salmonella ชุดทดสอบ  ที่นาํเขาจากตางประเทศ  ในการตรวจหาเชื้อ Salmonella spp.  สายพันธุ 5 
อันดับแรกทีพ่บมากที่สุดในประเทศไทย เพื่อการลดระยะเวลาในการตรวจวเิคราะหลง  ซ่ึงพบ
สภาวะทีเ่หมาะสมในการเคลือบ beads ดวย IgG สําหรับนําไปใชจับเชือ้ Salmonella ไดอยางมี
ประสิทธิภาพใกลเคียงกับ Dynabeads® anti-Salmonella  ในการทดลองไดพยายามเพิม่
ความสามารถในการจับเชื้อเปาหมายโดยเพิ่มเวลาจับใหนานขึ้น หากพัฒนาเม็ด IMS ใหมีคุณภาพ
มากกวานี้อาจสามารถลดเวลาลงได  นอกจากนี้ไดหา sensitivity, repeatability และ specificity ของ
เม็ด beads เคลือบแอนติบอดทีี่ผลิตเอง กับ beads ของชุดทดสอบทางการคา ซ่ึงพบวา beads ทั้งสอง
ชนิดจับเชื้อ non-Salmonella ไดเชนกันใน  นาจะเกดิจาก non-specific binding  แสดงใหเห็นวา 
beads ทั้งสองชนิดมีความจําเพาะไมถึง ในสวนของระดบัความไวในการจับเชื้อนั้นพบวาทั้ง beads 



 

ที่เคลือบแอนติบอดีเอง และ beads ทางการคาสามารถจับเชื้อไดตั้งแตนอยกวา 10 เซลลถึง 99 เซลล 
อยางไรก็ตามความสามารถในการจับเชื้อ Salmonella ที่ระดับดังกลาวอาจจะลดลงเมื่อนําไปใช
ตรวจอาหาร  เพราะอาหารโดยทัว่ไปจะมกีารปนเปอนเชื้อจุลินทรียแขงขันสูงหรือมีอนุภาคอาหาร
ทําใหขัดขวางการจับเชื้อของ beads 

ผลการตรวจเชือ้ Salmonella  ของ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง และ Dynabeads® anti-
Salmonella พบวามีประสิทธิภาพเทากนัเพราะมีความไว  ความจําเพาะ และความถูกตองเทากัน คอื 
96.15%, 100% และ 96.67% ตามลําดับเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี ISO 6579 : 2002   ถึงแมเวลาที่ใชจบั
เชื้อของ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจะนานกวา Dynabeads® anti-Salmonella  แตราคาของ 
beads ดวย IgG ที่ผลิตเองก็ถูกกวา Dynabeads® anti-Salmonella 

จากการวิจัยโดยใชวิธี IMS โดยใช beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง หรือ Dynabeads® 
anti-Salmonella สามารถใชแทนวิธี ISO 6579 : 2002 ไดเนื่องจากใหผลการตรวจเร็วกวา 2 วัน  
วิธีการตรวจงาย  ประหยัดแรงงาน  ถึงแมคาใชจายในการตรวจจะสูงกวาวิธีมาตรฐานเพราะ beads 
ที่ใชมีราคาแพงแตก็คุมคากับโรงงานอาหารหรือหองปฏิบัติการที่ตองการความรวดเรว็ในการตรวจ
อาหาร   อยางไรก็ตามจากการวิจัยพบวาปญหาที่พบเกดิจากคุณภาพของแอนติบอดี เพราะผลิตจาก
การกระตุนสัตวใหสรางภูมิคุมกันออกมา จงึเกิด cross reaction ไดบางอาจมากหรือนอย จาก
เอกสารงานวิจยัในปหลังๆพบวา การใช serum free mediumในการผลิตจะลดการเกิดปฏิกิริยาแบบ
จําเพาะได  เพราะฉะนัน้ในการวิจยัตอไปอาจใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีผสมกับโพลีโคลนอล
แอนติบอดี  หรือใชแอนติซีร่ัมที่ผลิตจากโอแอนติเจน และ เอชแอนติเจนผสมกันเพือ่เพิ่ม
ความจําเพาะกบัเชื้อ Salmonella มากขึ้น  อีกทั้งอาจใชแอนติซีร่ัมของกลุม Salmonella ที่พบมากใน
อาหารมาทําการเคลือบ beads โดยไมจําเปนตองใชทุกกลุมเพราะเชื้อ Salmonella จะมี antigenic 
determinant บางสวนที่คลายกนัทําใหถูกจบัโดย beads ได  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการจับเชื้อ 
Salmonella กลุมที่พบมากในอาหาร 

 
 
 
 
 

 
 

 



บทคัดยอ 
 

การพัฒนาวธีิรวดเรว็ในการตรวจหา Salmonella ในเน้ือสัตวโดยใชเทคนิค 
Immunomagnetic Separation 

 
 
 ในการวิจัยนี้ไดใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากโอแอนติเเจนของ Salmonella 
กลุม OMA, OMB และ I มาทําใหเปน IgG บริสุทธิ์  แลวนําไปเคลือบ Dynabeads M-280 
Tosylactivated จากการหาความจําเพาะของ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง กับ Dynabeads® 
anti-Salmonella พบวาไมมคีวามจําเพาะ  เพราะสามารถจับเชื้อ non-Salmonella ไดดวย  
สําหรับความไวหรือจํานวนเชื้อ Salmonella ระดับต่ําสุดที่ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง
สามารถจับเชื้อไดเมื่อทดสอบกับเชื้อ Salmonella บริสุทธิ์  พบวาที่จํานวนเชื้อต่ํากวา 10 CFU/
มิลลิลิตร ความสามารถในการจับเชื้อ Salmonella สวนใหญไมสม่ําเสมอ  และจากการตรวจเชื้อ 
Salmonella ในตัวอยางอาหารที่ปนเปอนตามธรรมชาติจํานวน 30 ตัวอยาง โดยลดเวลาการบม
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Buffered peptone water เพื่อตรวจเชื้อ Salmonella ไดรวดเร็วข้ึนสําหรับ
เทคนิค Immunomagnetic separation (IMS)  ผลการตรวจดวยเทคนิค IMS โดยใช beads เคลือบ
ดวย IgG ที่ผลิตเอง และ Dynabeads® anti-Salmonella พบเชื้อ Salmonella 25 ตัวอยาง (รอยละ 
83.3) เทากัน  สวนวิธีมาตรฐาน ISO 6579 : 2002 พบเชื้อ Salmonella  26 ตัวอยาง (รอยละ 
86.7) จากการประเมินประสทิธิภาพของวิธีการตรวจหาเชือ้ Salmonella  โดยเทคนิค IMS เมื่อ
ใช beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง และ Dynabeads® anti-Salmonella  พบวามีคาเทากัน คือ มี
ความไว รอยละ 96.15  ความจําเพาะ รอยละ 100 และ ความถูกตอง รอยละ 96.67 เมื่อ
เปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐาน ISO 6579 : 2002   ดังนั้นเทคนิค IMS โดยใช beads เคลือบดวย 
IgG ที่ผลิตเอง หรือ Dynabeads® anti-Salmonella สามารถเปนทางเลือกหนึ่งในการตรวจเชื้อ 
Salmonella  เนื่องจากใหผลการตรวจเรว็กวา 2 วัน  วิธีการตรวจงาย  ประหยดัแรงงาน   แต
คาใชจายในการตรวจจะสูงกวาวิธีมาตรฐาน 
 
คําสําคัญ: Salmonella    วิธีรวดเร็ว   Immunomagnetic separation 



Abstract 
 

Development Rapid Method for Salmonella Detection in Meat Using Immunomagnetic 
Separation Technique 

 
 
 Dynabeads M-280 Tosylactivated was coated with purified somatic polyclonal 
antibodies against Salmonella polyvalent OMA, OMB and group I.  The result shown that 
coated Dynabeads M-280 Tosylactivated and Dynabeads® anti-Salmonella lack specificity 
because non-Salmonella could bound to coated beads.  At levels of Salmonella less than 10 
CFU/ml, sensitivity or low detection limit of coated Dynabeads M-280 Tosylactivated 
sometimes failed to detect.  From analysis 30 naturally contaminated samples by reducing 
incubation time of Buffered peptone water medium for rapid detection with Immunomagnetic 
separation technique (IMS).  Salmonellae were detected  25 (83.3%) samples with IMS 
technique by using coated Dynabeads M-280 Tosylactivated and Dynabeads® anti-Salmonella 
compared with 26 (86.7%) samples by the conventional ISO 6579 : 2002 reference method.  
In evaluation efficiency method for detection Salmonella when using coated beads, coated 
Dynabeads M-280 Tosylactivated and Dynabeads® anti-Salmonella had sensitivity 96.15%, 
specificity 100% and accuracy 96.67% when comparison with the conventional ISO 6579 : 
2002 reference method.  In conclusion, IMS technique by using coated beads could be 
alternatively used for detection Salmonella because reduce the time detection 2 days, simple 
method and save labour but the cost more expensive than the conventional reference method. 
 
Keywords : Salmonella , Immunomagnetic Separation, Rapid Method 
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คํานํา 
 

ในโลกปจจุบนัเปนยุคของการแขงขันที่ตองการความรวดเร็ว  โดยเฉพาะทางดานการคา  
ประเทศไทยมสิีนคาสงออกและนําเขาหลายชนิด  สินคาสงออกที่เปนรายไดหลักของประเทศสวน
ใหญจะเปนสนิคาเกษตรกรรมที่เปนพืชผัก ผลไม เนื้อสัตว และอาหารทะเลรวมทัง้อาหารที่แปรรูป
แลว  สินคาเหลานี้จะตองมีการตรวจสอบคุณภาพใหเปนไปตามขอกําหนดของประเทศผูนําเขา
สินคา  เชื้อแบคทีเรียที่สําคัญเชื้อหนึ่งและมผีลกระทบตอการสงออกอาหาร คือ เชื้อ Salmonella  
 เชื้อ Salmonella sp. เปนเชือ้ที่ทําใหเกดิโรคติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารหลายโรค  เชน  
ไขไทฟอยด (typhoid fever หรือ enteric fever)  การติดเชื้อในกระแสเลือด  และโรคอาหารเปนพิษ  
หรือทองรวง (Salmonellosis)  เปนแบคทีเรียใน Family Enterobacteriaceae ยอมติดสีแกรมลบ 
รูปรางทอนตรง ขนาดเล็ก ไมสรางสปอร เจริญไดในทีม่ีและไมมีอากาศ เคลื่อนที่ได  ยกเวน S. 
Pullorum และ S. Gallinarum  การจําแนกเชื้อ Salmonella ใชระบบ Kauffman-White  โดยอาศัย
ความแตกตางทางแอนติเจน  แอนติเจนทีใ่ชในการจําแนก ไดแก โอ แอนติเจน (O antigen) หรือ
เรียกวา Somatic antigen, เอช แอนติเจน (H antigen) และวไีอ แอนติเจน (Vi antigen)  สามารถ
จําแนกเชื้อ Salmonella ไดเปน 2 สปชีส คือ S. enterica และ S. bongori  ใน S. enterica ยังแบงยอย
ไดอีก 6 subspecies ไดแก enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae และ indica   ปจจุบัน
พบเชื้อ Salmonella มากกวา 2,501 ซีโรวาร (serovar) (Popoff, 2001) 

วิธีที่ใชตรวจในปจจุบันและไดรับการยอมรับจะเปนวิธีมาตรฐาน  เชน Official Methods of 
Analysis of AOAC INTERNATIONAL(AOAC),  FDA Bacteriological Analytical 
Manual(BAM), United States Department of Agriculture (USDA) และ International Organization 
for Standardization (ISO) เปนตน  ซ่ึงตองใชเวลาและมีความไวระดบัหนึ่ง  แตถามีการใชเทคนิค
อ่ืนเขาชวยจะทําใหมีความไว  และเวลาการตรวจเรว็ข้ึน  หลักการของวิธีนี้ ขั้นที่ 1 คือ การ
เพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารประเภท enrichment medium เพื่อทําใหเซลลที่บาดเจ็บฟนตัวเจริญเพิ่ม
จํานวนไดปริมาณมากๆ  และปรับตัวไดในสภาวะแวดลอมใหม ขั้นที ่ 2  คือ การเพาะเลี้ยงเชื้อใน
อาหารประเภท selective enrichment medium อาหารชนิดนี้เปนอาหารเหลวจะยับยัง้การเจริญของจุ
ลิน-ทรียแขงขนัอื่นๆ  ขั้นที่ 3 คือ การเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง เพื่อแยกเชื้อ Salmonella  
โดยดูจากลักษณะโคโลนีของเชื้อ  ขั้นที่ 4 คือ  การตรวจสอบเบื้องตนทางชีวเคม ี (Biochemical 
Screening) และขั้นสุดทาย คือ การตรวจยืนยันทางซีร่ัมวิทยา  นอกจากนีย้ังมวีิธีการตรวจหาเชือ้ 
Salmonella ในอาหารอยางรวดเร็ว (rapid methods) อีกหลายวิธี  เชน PCR, การตรวจสอบกรด
นิวคลิอิก,  การวัดความเปลีย่นแปลงทางกระแสไฟฟา  และวิธีทางอิมมูโนวิทยา  เปนตน  สําหรับ
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วิธีทางอิมมูโนวิทยามีผูนยิมใชอยูหลายวิธี  เชน Latex agglutination, Immunochromatography, 
Enzyme Linked Immunosorbant assay  และ  Immunomagnetic separation (IMS)  ซ่ึง IMS เปน
เทคนิคที่นาสนใจเพราะสามารถแยกเชื้อ Salmonella จากแบคทีเรียชนิดอื่นโดยเชื้อ Salmonella จะ
ไปเกาะแอนตบิอดีที่เคลือบบน beads  และนําไปแยก beads ที่มีเชื้อโดยใชสนามแมเหล็กซึ่งทําให
สามารถแยกเชื้อ Salmonella ออกจากแบคทีเรียชนิดอื่นไดงาย  ทําใหความเขมขนของเซลลมากขึ้น
สําหรับการตรวจสอบตอไป  และสามารถนําไปใชรวมกับวิธีตรวจอื่นๆ แลวทําใหประสิทธิภาพ
การตรวจเชื้อ Salmonella ของวิธี เหลานัน้ดีขึ้น  การใช IMS ทําใหใชเวลาการตรวจนอยลงกวาการ
ใชเพียงวิธีเดยีว (Liu and Li, 2002)  ชวยกาํจัดสารที่ยับยัง้การเจริญ (Cudjoe et al., 1993)  เศษตางๆ 
และจุลินทรียที่ไมใชเชื้อเปาหมาย (Yu et al., 2001)  ทําใหแยกเชื้อบริสุทธิ์ไดงาย  เนื่องจากเชือ้
เปาหมายจะเกาะติดแอนติบอดีที่เคลือบ beads อยางจําเพาะทําใหแยกออกจากตวัอยางได  เมื่อใช
รวมกับ PCR จะชวยลดโปรตีนที่ปนเปอนและดีเอน็เอแปลกปลอมได (Skjerve and Olsvik, 1991)  
การใช IMS ยังชวยเพิ่มความไวของวิธีโดย Tutenel et al. (2003) ตรวจพบเชื้อ E. coli O157 ใน
อุจจาระวัวมากกวาวิธีมาตรฐาน และ VIDAS ICE  สวน Angen et al. (2001) แยกเชื้อ 
Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 2 จากตอมทอนซิลของหมูซ่ึงวิธีมาตรฐาน และ PCR 
ตรวจไมพบ   สําหรับขั้นตอนการแยกเชื้อ Salmonella จากอาหารโดยใช IMS ไดแก การเพาะเลี้ยง
เชื้อในอาหารประเภท enrichment medium  ตอดวยการทํา IMS โดยการนํา beads ที่เคลือบ
แอนติบอดีตอเชื้อ Salmonella ใสลงไปเพือ่จับเซลล Salmonella  ทาํใหเชื้อเขมขนขึน้  แลวทําการ
ลาง beads ที่จับเซลลไว  สุดทายคือ การตรวจสอบเชื้อ Salmonella ที่เกาะติด  โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ selective agar หรือยอมสีอะคริดีน ออเรนจ  หรือใชรวมกับ ELISA, PCR, การ
วัดทางกระแสไฟฟา เปนตน 
แตวัสดใุนการตรวจที่สําคัญ คือ beads เคลือบแอนติบอดีตอเชื้อ Salmonella  ซ่ึงปจจุบันประเทศ
ไทยตองนําเขาสินคาประเภทนี้ ตวัอยางเชน Dynabeads® anti- Salmonella ทําใหประเทศไทยตอง
เสียดุลการคากับตางประเทศ  และราคาคาตรวจสูงขึ้น   ดังนั้นผูวิจยัจงึไดทําการทดลองผลิต beads 
ที่เคลือบ IgG ตอเชื้อ Salmonella  เพื่อเปนขอมูลสําหรับการนําไปปรับปรุงและพัฒนาเปนชดุ
ทดสอบตอไป 
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การตรวจเอกสาร 

Salmonella 
 

Salmonella เปนเชื้อที่มีความสําคัญทําใหเกดิโรคติดเชื้อในระบบทางเดนิอาหารหลายโรค  เชน  
ไขไทฟอยด (typhoid fever หรือ enteric fever)  การติดเชื้อในกระแสเลือด  และโรคอาหารเปนพิษ  หรือ
ทองรวง (Salmonellosis)  พบไดทั้งในประเทศที่พัฒนาแลว  และยังไมพัฒนา  ในประเทศที่พัฒนาแลวมี
การเก็บขอมูลสถิติของโรคอาหารเปนพษิพบวาโรค Salmonellosis มีความสําคัญมากที่สุดของการเกิด
โรคระบาดที่มาจากอาหาร  แมวาโรคลําไสอักเสบที่เกิดจากเชื้อ Campylobacter จะมอุีบัติการมากกวา
โรค Salmonellosis แตเปนการเกิดประปราย (sporadic) ไมไดเกดิการระบาดในคนจํานวนมาก (Bell and 
Kyriakides, 2002) 
 
ประวัติการคนพบ 
 

 ในป ค.ศ. 1880 นักพยาธิวิทยาทางการแพทย ช่ือ Eberth คนพบเชื้อที่เปนสาเหตุของไข
ไทฟอยด  แตสามารถเลี้ยงเชื้อเปนครั้งแรกไดโดย Gaffky ในป ค.ศ. 1884 (Ziprin, 1994a)  ป ค.ศ. 1885 
นักแบคทีเรียวทิยาชาวอเมรกิัน ช่ือ T. Smith และ D.E. Salmon สามารถแยกเชื้อ Salmonella 
Choleraesuis จากหมูที่เปนอหิวาตกโรค  ป ค.ศ. 1888 Gaertner แยกเชื้อ Salmonella Enteritidis ช่ือเดิม 
คือ Bacterium enteritidis ไดจากเนื้อวัว และผูปวยที่รับประทานเนื้อวัว  สําหรับชื่อ Genus Salmonella 
ถูกตั้งขึ้นในป ค.ศ. 1900 โดย Ligniéres (Bell and Kyriakides, 2002) 
 
ลักษณะทั่วไป 
  

Salmonella เปนแบคทีเรียใน Family Enterobacteriaceae ยอมติดสีแกรมลบ  รูปรางทอนตรง
ขนาดเล็ก (0.7-1.5x2.0-5.0 ไมโครเมตร)  ไมสรางสปอร  เจริญไดในที่มแีละไมมีอากาศ เคลื่อนที่ไดโดย
แฟลกเจลลาทีอ่ยูรอบเซลล  ยกเวน S. Pullorum และ S. Gallinarum ที่ไมมีแฟลกเจลลา  และสายพนัธุที่
ไมเคลื่อนที่เนือ่งจากแฟลกเจลลาผิดปกติ  ไมสรางเอนไซมออกซิเดส  และยูรีเอส  แตสรางคะตะเลส  เม
ตาโบไลทอาหารโดยขบวนการหายใจและการหมัก  ยอยสลายกลูโคสแลวไดกรด  หรือทั้งกรดและแกส  
สามารถใชซิเตรตเปนแหลงคารบอน  สวนใหญสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟด 
 การจําแนกเชือ้ Salmonella ใชระบบ Kauffman-White  โดยอาศัยความแตกตางทางแอนติเจน  
ซ่ึงเริ่มครั้งแรกโดย P.B. White ในป ค.ศ. 1926  และตอมาถูกพัฒนาโดย F. Kauffman ในชวงตนป ค.ศ. 
1930s (Bell and Kyriakides, 2002)  แอนตเิจนที่ใชในการจําแนก ไดแก โอ แอนติเจน (O antigen)  หรือ
เรียกวา Somatic antigen, เอช แอนติเจน (H antigen)  และวีไอ แอนติเจน (Vi antigen)  ตอมาไดมกีารนํา
เทคนคิทางยีนเขามาชวยทําใหสามารถจําแนกเชื้อ Salmonella ไดเปน 2 สปชีส คือ S. enterica และ S. 
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bongori  ใน S. enterica ยังแบงยอยไดอีก 6 subspecies ไดแก enterica, salamae, arizonae, diarizonae, 
houtenae และ indica,  S. enterica subsp. enterica พบมากที่สุด  และพบไดในคนและสัตวเลือดอุน  
สวน subsp. arizonae พบในสัตวเลือดเยน็ (D’Aoust, 1989c)  ปจจุบันพบเชื้อ Salmonella มากกวา 2,501 
ซีโรวาร (serovar) (Popoff, 2001) 
  
โครงสรางทางแอนติเจน 

 

1.  โอ แอนติเจน (O antigen) หรือ Somatic antigen อยูบนผนังเซลลของแบคทีเรีย  เปนสาร
พวกลิโปโพลีแซคคาไรด  ทนตอความรอน  มีตั้งแตกลุม A ถึง 67  การใหช่ือจะเปนเลขอารบิค 

2.  แฟลกเจลลา หรือ เอช แอนติเจน (H antigen)  เปนสารประเภทโปรตนี  ไมทนความรอน  
แบงได 2 เฟส คือ เฟส 1 และ เฟส 2  Salmonella จะสรางเพียง 1 หรือ 2 เฟสก็ได  หรือบางชนิดไมมทีั้ง 
2 เฟส  เฟส 1 และ เฟส 2 จะถูกควบคุมดวยยีน H1 และ H2 ตามลําดับ  การทรานสคริป-ชันจะถูกควบคุม
โดยกลุมยนี vh2 (D’Aoust, 1997a)  การใหช่ือจะใชตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพเล็ก เร่ิมจาก a ถึง z 

3.  แคปซูลาร หรือ วีไอ แอนติเจน (Vi antigen)  เปนสารพวกโพลีแซคคาไรดคลุมอยูรอบนอก
โอ แอนติเจน  ถูกทําลายเมื่อไดรับความรอน  เชื้อที่มีวีไอ แอนติเจนจะกอโรครุนแรง  ไดแก 
S. Typhi, S. Paratyphi C และ S. Dublin 

 
แหลงท่ีพบ และการติดเชื้อ 
 

 เชื้อ Salmonella พบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอมตามธรรมชาติ เชน ดิน น้ํา  และในระบบทางเดิน
อาหารของคนและสัตว  จะถกูขับออกมานอกรางกายพรอมอุจจาระ  สามารถมีชีวิตอยูไดนาน  คนไดรับ
เชื้อจากการบรโิภคอาหารและน้ําที่มีการปนเปอนของเชือ้  อาหารที่มาจากสัตวที่สําคญั ไดแก เนื้อไก 
เนื้อววั และเนือ้หมู  หรือการติดเชื้อที่เกดิจากการสัมผัสอุจจาระของผูปวยทีห่ายปวยจากโรค 
Salmonellosis แลวแตยังเปนพาหะอยู  การสัมผัสกับสัตวทั้งสัตวเล้ียงและสัตวปาซึ่งมีเชื้อ Salmonella  
หรือติดเชื้อทางการหายใจแตการติดเชื้อวธีินี้นอยมาก (Doyle and Cliver, 1990) 
 
ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญ 
 

1.  อุณหภูมิ  Salmonella เจริญไดในชวงอณุหภูมิ 5-47 องศาเซลเซียส  อุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 
35-37 องศาเซลเซียส  สามารถปรับตัวไดเมื่ออยูในสภาวะไมเหมาะสม เชน สามารถเปน psychrotrop 
เจริญในเนื้อไก เนื้อววั และเปลือกไขที่เกบ็ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส (D’Aoust, 1997a)  นอกจากนี้
การเจริญที่อุณหภูมิต่ําในอาหารเลี้ยงเชื้อยงัขึ้นกับซีโรวาร (Mossel et al., 1981)  อุณหภูมิต่ําสุดในการ
เจริญของเชื้อ Salmonella ที่เล้ียงในอาหารเหลวจะสูงกวาในอาหารแข็ง  และมีการแสดงวาเชื้อที่ชอบ
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อุณหภูมิปานกลางเมื่ออยูในสภาวะเครียดอันเนื่องมาจากอุณหภูมิจะทาํใหเกิดการกลายพันธุ เชน S. 
Typhimurium สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส (D’Aoust, 1997b)   

2.  คา water activity (aw)  การเติมเกลือ น้าํตาล และตัวถูกละลายอื่นๆ ทําใหคา aw ของอาหาร

ลดลง  ยิ่งเติมมากคา awก็ยิ่งนอยลง  การเตมิเกลือมีผลตอการเกิดพลาสโมไลซิส  ขัดขวางการทํางานของ
เอนไซม และการใชพลังงานในเซลลเพื่อรักษาสมดุลในที่มีความเขมขนเกลือสูง  ทําใหอัตราการเจริญ
ชาลง (D’Aoust, 1989f)  การมีความเขมขนของเกลือสูงสามารถยืดอายุอาหารโดยการยับยั้งการเจริญ

ของจุลินทรียในอาหาร  อาหารที่มีคา aw ≤ 0.93 จะไมสงเสริมการเจริญของเชื้อ Salmonella  และจะถูก
ยับยั้งเมื่อมี NaCl 3-4 %  ที่อุณหภูมิสูงขึ้นจะทําใหเชื้อ Salmonella สามารถเจริญในที่มีเกลือปริมาณสูง  
แตความเขมขนที่สูงของ NaCl จะทําให lag phase นานขึน้ และอัตราการเจริญลดลง (D’Aoust, 1989a)  
และอาหารที่บรรจุในภาชนะสุญญากาศหรือปรับปริมาณแกสจะทาํใหเชื้อ Salmonella ทนเกลือสูงขึ้น
ซ่ึงจะมีผลกับความปลอดภยัของอาหาร (D’Aoust, 1989e) 

3.  ความเปนกรด-ดาง (pH)  ที่เหมาะสม คอื 6.5-7.5  และสามารถเจรญิไดในชวง 4.5-9.0  กรด
อินทรียอาจสรางขึ้นจากหัวเชื้อที่ใชหมัก  หรือการเติมกรดอินทรียและกรดอนนิทรยีตาง ๆ  เพื่อทาํให
อาหารเปนกรด  ใชถนอมอาหาร  ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญหรือทําลายเชือ้ของกรดนั้นจะตอง
อยูในรูปไมแตกตัวซ่ึงขึ้นกับ pH อาหาร  พบวาความสามารถในการทําลายเชื้อ 
S. Typhimurium ของกรดจะลดลงเมื่อมี long chain fatty acid เพิ่มขึ้น (D’Aoust, 1989b) และอณุหภูมิยัง
มีผลตอ pH ต่ําสุดที่เชื้อสามารถเจริญได (D’Aoust, 1989c)  แมเชื้อ Salmonella จะถูกทาํลายเมื่ออยูใน
อาหารที่มี pH ซ่ึงเชื้อไมสามารถเจริญไดแตเชื้อไมถูกทําลายทันทีแตจะตายอยางชาๆ  และบางเซลลอาจ
มีชีวิตอยูไดนานในอาหารที่เปนกรดและทาํใหเกิดโรคกบัผูบริโภคอาหารนั้น  การเจริญของเชื้อ 
Salmonella ในสภาวะกรดจะเกีย่วของกับความปลอดภยัของอาหารหมัก  โดยเชื้อ Salmonella ที่
ปนเปอนอยูแลวในอาหารจะเพิ่มความตานทานกรดทําใหผูบริโภคเพิม่ความเสี่ยงตอสุขภาพมากขึ้น  
เพราะเชื้อจะทนตอการทําลายของกรดในกระเพาะอาหารและสงเสริมการอยูรอดภายในเซลลฟาโกไซท
ของคนซึ่งมีสภาพเปนกรด (D’Aoust, 1991) 

 
การทําใหเกิดโรค 
 

โรคที่เกิดจากเชื้อ Salmonella  สวนใหญเกดิจากการไดรับเชื้อจากอาหารและน้ําจึงทาํใหเกิด
โรคในคนและสัตว  ปริมาณของเชื้อที่ทําใหเกิดโรคไมแนนอนขึ้นอยูกบัความรุนแรงของสายพันธุ  อายุ
ผูติดเชื้อ  ภาวะภูมิคุมกนั  และการสรางกรดในกระเพาะอาหาร  เนื่องจากกรดไฮโดร-คลอริกใน
กระเพาะอาหารจะทําลายเชื้อได (Doyle and Cliver, 1990)  นอกจากนีย้งัขึ้นอยูกับสวน ประกอบอาหาร
ถามีไขมันสูงเชื้อจะถูกปกคลุมดวยไขมนัทําใหไมถูกทําลายดวยกรดในกระเพาะอาหาร  โดยทัว่ไปเชื้อ 

Salmonella ปริมาณ 105-106 เซลลจะทําใหเกิดโรค  แตพบวาเชื้อ Salmonella  เพียง 1-10 เซลลก็สามารถ
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กอโรคได (D’Aoust, 1997a)  การติดเชื้อ Salmonella ขึ้นอยูกับความสามารถของเชื้อในการเกาะติด  
และบุกรุกเซลลเยื่อบุลําไส  ซ่ึงยีนที่ควบคมุ คือ กลุมยีน inv ประกอบดวยยีนไมต่ํากวา 15 ยีน  invA ถึง 
invO  ควบคุมการสรางสวนที่กอความรุนแรง  หรือเอนไซมที่ทําใหเชือ้ Salmonella บุกรุกเขาเยื่อบลํุาไส  
และระบบ pho P/pho Q ชวยใหเชื้อ Salmonella มชีีวิตอยูไดในสภาวะที่ไมเหมาะสมภายในฟาโกไซทที่
มีความเปนกรดสูง  และสารดี-เฟนซิน (defensins) (D’Aoust, 1997a)   
 
โรคท่ีเกิดในคนแบงเปน 3 ประเภท คือ 

 

1.  ไขเอนเทอริก (ไขไทฟอยด, พาราไทฟอยด)  ไขไทฟอยดเกดิจากเชือ้ S. Typhi สวน     S. 
Paratyphi A, B และ C ทําใหเกิดโรคพาราไทฟอยด  ไขเอนเทอริกเปนโรคที่รุนแรงในคน  เชื้อฟกตัวใช
เวลา 7-28 วัน  อาการที่เกิดขึน้ ไดแก มีไข ปวดศีรษะ อาจทองรวง อาเจียน ออนเพลยี  การติดเชื้อเร่ิม
จากเชื้อเขาสูลําไสเล็กแลวผานเขาเยื่อหุมเซลลวิลไล (villi) เขาสูลามินาโพรเพรีย (lamina propria)ในวิล
ไล  และเขาสูระบบน้ําเหลืองที่นี่แมคโครฝาจจะเขามาจับกิน  แตเชื้อสามารถทนตอการทําลาย  เชื้อจะ
เพิ่มจํานวนและออกจากแมคโครฝาจเขาสูเลือดไปยังตับ มาม ทอน้ําดี และอวัยวะอ่ืนๆ  จนเกดิการตดิ
เชื้อทั้งระบบ  

2.  โรคลําไสอักเสบ (enterocolitis, gastroenteritis)  เกิดจากเชื้อ Salmonella ซีโรไทปอ่ืนที่
ไมไดทําใหเกดิไขไทฟอยด  โรคนี้พบมากที่สุด  ความรุนแรงของโรคมีตั้งแตนอยถึงปานกลาง  ระยะฟก
โรค 8-72 ช่ัวโมง  สามารถหายเองไดภายใน 4-6 วัน  อาการ คือ ทองรวง ปวดทอง อาเจียน มไีข อาการ
ทองรวงเกิดจากเชื้อเขาสูลําไสเล็กและตอมน้ําเหลืองพรอมกับสรางเอนเทอโรท็อกซิน  แลวเม็ดเลือด
ขาวเขาสูเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อเปนผลใหมีการหลั่งของเมือกจากเซลลในลําไส  เกิดการอกัเสบของเยื่อเมือก  
โดยเม็ดเลือดขาวปลดปลอยพรอสตาแกลนดิน (prostaglandins) เกิดการกระตุนอะด-ีนิลไซเคลส 
(adenyl cyclase)ในเซลลเยื่อบุลําไส   เปนผลใหเกิดการหล่ังเพิ่มขึ้นของของเหลวไปยังชองวางลาํไส  ทํา
ใหเกิดทองรวง (Finlay, 1994; Polotsky et al.,1994)  จะเปนการติดเชื้อเฉพาะที่ในลําไสเทานั้น  การ
รักษากรณไีมรุนแรง คือ ใหเกลือแร  การใชยาปฏิชีวนะที่ไมถูกตองจะทําใหจุลิน- ทรียประจําถ่ินใน
ลําไสถูกทําลายเกดิการติดเชือ้ระบบอื่น  และจะทําใหผูปวยเปนพาหะหลังจากหายปวยแลวอีกนาน 

3.  การติดเชื้อในกระแสเลือด (septicemia)  เปนการติดเชือ้ที่รุนแรง  เกดิจากสายพันธุที่กอโรค
รุนแรง เชน S. Enteritidis, S. Dublin, S. Choleraesuis และ S. Paratyphi เปนตน (Ziprin, 1994b)  เมือ่เชื้อ
เขาสูรางกายจะเจริญในกระแสเลือดและเพิ่มจํานวน  จะมีอาการไขสูง หนาวสั่น เบือ่อาหาร  แบคทีเรีย
ในเลือดจะกระจายไปยังสวนตางๆ ของรางกาย  ทําใหเยือ่หุมหัวใจอกัเสบ เยื่อหุมสมองอักเสบ เปนตน 
(นงลักษณ, 2544)  บางครั้งอาจเสียชีวติ  หรือถาหายปวยก็จะยังมีเชื้ออยูในรางกายเปนเวลานาน 
 
ระบาดวิทยา 
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ในประเทศทีพ่ฒันาแลวเชื้อ Salmonella สวนใหญจะเปนสาเหตุการระบาดของโรคในระบบ
ทางเดินอาหาร  และพบรายงานการเกดิโรคต่ํากวาความเปนจริง  เนื่องจากโรคอุจจาระรวงจากเชื้อ 
Salmonella หายเองไดผูปวยจึงไมไดไปโรงพยาบาล  ดังนั้นจํานวนผูปวยสวนนี้จะขาดหายไป  องคการ
อนามัยโลกรายงานวาในประเทศที่พัฒนาแลวจํานวนผูปวยอุจจาระรวงที่เกดิจากเชือ้ Salmonella มีเพียง 
1 ใน 10 เทานั้นที่ไดรับรายงาน  ในขณะทีป่ระเทศกําลังพัฒนาไดรับการรายงานไมถึง 1 % (เกรียงศักดิ์ 
และ อรุณ, 2541)  นอกจากอุบัติการการเกิดโรค Salmonellosis ที่มาจากระบบการรายงานแลวยังขึ้นอยู
กับระบบสาธารณสุขในประเทศดวย  ในชวง 10 ปที่ผานมามีการติดเชื้อ Salmonella ในคนเพิ่มขึ้น 
(D’Aoust, 2001)   อาหารที่เกีย่วของกับการระบาดของโรคมีทุกชนิด  รวมถึงเนื้อสัตว ไข นมและ
ผลิตภัณฑนม ผักและผลไม  ดังเชนในป ค.ศ. 1981 เกิดการระบาดของ S. Typhimurium ใน
สหรัฐอเมริกามีผูปวย 321 ราย เสียชีวิต 2 ราย  สาเหตุมาจากการบริโภค Mozzarella cheese ที่ทําจากนม
ที่ผานการพาสเจอไรสไมสมบูรณ   เชนเดียวกับการระบาดในป ค.ศ. 1984 ที่ประเทศแคนาดามีผูปวย 
2,700 ราย  สาเหตุเกดิจาก S. Typhimurium PT 10ใน Cheddar cheese ที่มีการปนเปอนนมดิบในนมพาส
เจอรไรส (D’Aoust, 1997a)  ป ค.ศ. 1985 ในประเทศอังกฤษมีเดก็ทารกเสียชีวติ 1 ราย เพราะมี S. Ealing 
ในนมผงสําหรับทารกเนื่องจากเครื่องทําแหงมีการปนเปอน  ปเดียวกนัเกิดการระบาดครั้งใหญที่สุดใน
สหรัฐอเมริกามีผูปวย 16,284 ราย เสียชีวิต 7 ราย  สาเหตเุกิดจาก S. Typhimurium ในนมพาสเจอไรสที่มี
การปนเปอนขามระหวางนมดิบและนมพาสเจอไรส  ป ค.ศ. 1994 ที่สหรัฐอเมริกามีการระบาดของ S. 
Enteritidis ในไอศกรีมมีผูปวยโดยประมาณ 224,000 ราย สันนิษฐานวาเกิดการปนเปอนสวนผสม
ไอศกรีมที่ผานการพาสเจอไรสแลวระหวางขนสงมาโรงงาน  เนื่องจากใชรถคันเดยีวกับรถขนสงไข
เหลว  ป ค.ศ. 1996 มีผูปวย 52 ราย ในสหรฐัอเมริกาสาเหตุจาก S. Thompson ในเนื้อวัวยางที่ใชความ
รอนในการประกอบอาหารไมเหมาะสม และการควบคุมอุณหภูมิอาหารหลังการประกอบอาหารไมดี  ป 
ค.ศ. 1999 เกิดการระบาดเนือ่งจากการบรโิภคน้ําสมที่ไมผานการพาสเจอไรสในสหรัฐอเมริกาและ
ออสเตรเลีย  สําหรับประเทศไทยป พ.ศ. 2547 พบผูปวยโรคอาหารเปนพิษในจังหวัดนานมีผูปวย 14 
ราย  จากการสอบสวนโรคพบอาหารที่สงสัย คือ ลาบหมูปาดิบ  ผลการตรวจอุจจาระผูปวยพบเชื้อ 
Salmonella กลุม B (กรมควบคุมโรค, 2547) 

 
ปจจัยท่ีมีผลตอความรุนแรงของโรค 

 

1.  พลาสมิด (plasmid)  พลาสมิดเกี่ยวของกับความรุนแรงของโรค  พบในเชื้อ Salmonella 
หลายซีโรไทป เชน S. Enteritidis, S. Paratyphi C, S. Typhimurium และ S. Dublin เปนตน  แตพบวาการ
มีพลาสมิดใน S. Infantis, S. Panama และ S. Heidelberg ไมเกี่ยวของกบัความรุนแรงของโรค (Threlfall 
et al., 1989)  กลไกของการกอความรุนแรง  คือ พลาสมิดจะควบคุมการสรางโปรตีนที่ผนังเซลลที่
จําเปนสําหรับการเพิ่มจํานวนของเชื้อในเนื้อเยื่อของโฮสต (Taira et al., 1991; Valone and Chikami, 
1991) และยังไปทําลายกลไกการตอตานของโฮสต (Hoertt et al., 1989)  spv เปนกลุมยีนที่ควบคุมการ
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สรางสารสําหรับการเพิ่มจํานวนในเนื้อเยือ่เรติคิวโลเอนโดทีเรียล (reticuloendothelial)  มีขนาด 8 kb 
(Gulig et al., 1993) 

2.  ซิเดอโรฟอร (siderophores)  การสรางซิเดอโรฟอรถูกควบคุมดวยยีน fur  ในการทํางานของ
เซลลตองใชเหล็ก  เชื้อ Salmonella จึงตองแยงทรานสเฟอริน (transferrin)  แลคโตเฟอริน (lactoferrin)  
และเฟอริตินลิแกน (ferritin ligands) จากโฮสตเพื่อใหไดเหล็ก  ซ่ึงซิเดอโรฟอรจะทําหนาที่สวนนี้ 
(Crosa, 1989; D’Aoust, 1991)   

3.  สารพิษ  มีอยู 2 ชนิด ที่เชื้อ Salmonella สรางได  คือ 
3.1  เอนเทอโรท็อกซิน (enterotoxin)  เปนโปรตีนที่ไมทนความรอน  มีน้ําหนกั 90-110 

kDa (D’Aoust, 1991)  ถูกควบคุมดวยยีน stx (Chopra et al., 1987)  เปนปจจัยที่มีความ สําคัญตอความ
รุนแรงของโรค  เพราะทําใหเกิดอาการในผูปวย Salmonellosis คือ เมื่อเอนเทอโร-  ท็อกซินเขาสูไซโตพ
ลาสซึมของเซลลที่ติดเชื้อจะไปกระตุนอะดีนิลไซเคลส (adenyl cyclase)ในเยื่อหุมเซลล  และเพิ่ม 
cAMP ในไซโตพลาสซึมของเซลลผูปวย  ทําใหเกิดการปลอยของเหลวเขาสูชองวางลําไส  จึงเกิดอาการ
ทองรวง 

3.2  ไซโตท็อกซิน (cytotoxin)  เปนโปรตนีที่ไมทนความรอน  มีน้ําหนัก 56-78 kDa  
อยูที่ผนังเซลลของแบคทีเรีย  ความรุนแรงของไซโตท็อกซิน คือ ยับยัง้การสรางโปรตีนของโฮสต  และ
สามารถยอยสลายเซลลโฮสตทําใหเกิดการแพรกระจายสูเนื้อเยื่อโฮสต 

4.  Vi antigen,  LPS และ Porins 
4.1  Vi antigen เปนสวนของแคปซูลซ่ึงเปนสารพวกโพลีแซคคลาไรด  ปองกันแมค

โครฝาจจับกินโดยยับยั้งการ opsonization ของคอมพลีเมนต C3b  กลุมยีนที่ควบคุมการสราง  วีไอ 
แอนติเจนที่สําคัญ คือ via B 

4.2  LPS (lipopolysaccharide)  ความยาวของ LPS ที่ยื่นออกมาจากผนังเซลลของ
แบคทีเรียจะปองกันการแตกของเซลลจากการทํางานของระบบคอมพลีเมนตของโฮสต  โดยถา LPS 
ยาวจะชวยปองกันการสอดแทรกของคอมพลีเมนต C5b-9 เขาในเยื่อหุมไซโตพลาสซึมดานใน  ซ่ึงมีผล
ตอการแตกของเซลล (D’Aoust, 1991)  นอกจากนี้สวนประกอบคารโบไฮเดรตของ LPS ยังสงผลตอ
ระดับการกระตุนระบบคอมพลีเมนตดวย 

4.3  Porins  เปนโปรตีนที่ทําหนาที่เปนรูทีผ่นังเซลล  ชวยควบคุมการไหลเขาของสาร 
เชน อาหาร ยาปฏิชีวนะ  ถูกควบคุมดวยยนี omp F, omp C, omp D และ pho E (D’Aoust, 1997)   

 
การตรวจวิเคราะห 

 

 จากการตรวจพบเชื้อ Salmonella ในอาหารที่ผานและไมผานกระบวนการผลิต รวมทั้งระบาด
วิทยาที่เกิดขึ้นในแตละปของแตละประเทศ  เนนใหเหน็ความสําคัญของโรคอาหารเปนพิษที่เกิดจากเชื้อ 
Salmonella  ปจจัยหลักที่จะชวยลดปริมาณผูปวยลง คือ การใหการศึกษาแกผูบริโภค  และการควบคุม
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คุณภาพอาหารโดยการตรวจในหองปฏิบัติการ (เพ็ญศรี, 2541)  โดยเฉพาะในโรงงานผลิตอาหารการ
ตรวจเชื้อ Salmonella  ดวยวิธีที่รวดเรว็จะชวยคนหาสาเหตุและแกไขไดทันท ี
  

วิธีการตรวจวิเคราะหเชื้อ Salmonella จําแนกได 2 วิธี คือ 
1.  วิธีมาตรฐาน (conventional methods) 
2.  วิธีที่รวดเรว็ (rapid methods) 

 
วิธีมาตรฐาน (conventional methods) 
  

วิธีนี้มีความหลากหลายในการใชขึ้นอยูกับความตองการของผูใชในดานความไว ความจําเพาะ
ของวิธี  หรือชนิดอาหารที่ตรวจ  แตโดยทัว่ไปประกอบดวย 5 ขั้นตอน คือ 

1.  การเพาะเลีย้งเชื้อในอาหารประเภท enrichment medium 
ตัวอยางสงตรวจที่มีเชื้อ Salmonella ปริมาณมาก เชน อุจจาระ ไมจําเปนตองมีขั้นตอนนี้  แต

สามารถแยกเชื้อโดยตรงโดยเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งไดเลย  แตตัวอยางสงตรวจที่มีเชื้อปริมาณ
นอย เชน อาหาร และน้ํา เปนตน  จําเปนตองมีขั้นตอนนีเ้พื่อฟนฟูเซลลที่บาดเจ็บจากการผาน
กระบวนการใหความรอน การแชเย็น การละลาย หรือการเก็บรักษาอาหาร  และเพิ่มจํานวนเชื้อ 
Salmonella ที่ปนเปอนจนถึงระดับที่จะตรวจพบได  แตในขั้นตอนนีแ้บคทีเรียชนิดอืน่ที่ติดมากับ
ตัวอยางอาหารก็เจริญเพิ่มจํานวนดวย  อาหารเลี้ยงเชื้อประเภทนี้มีหลายชนิด เชน Tryptic soy broth, 
Buffered peptone water, Nutrient broth และ Lactose broth  เปนตน  การใชขึ้นอยูกบัประเภทอาหาร  
เวลาที่ใชในการบมเชื้อก็เปนเรื่องสําคัญเพราะจะตองนานพอที่จะทําใหเซลลที่บาดเจ็บฟนตัว  เจริญเพิ่ม
จํานวนไดปริมาณมากๆ  และปรับตัวไดในสภาวะแวดลอมใหม  จึงไมควรใชเวลาเพยีง 6-8 ช่ัวโมง เวลา
ที่เหมาะสม คอื 18-24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส 

2.  การเพาะเลีย้งเชื้อในอาหารประเภท selective enrichment medium 
อาหารชนิดนี้เปนอาหารเหลว  จะยับยั้งการเจริญของจุลินทรียแขงขันอื่นๆ  แตไมยบัยั้งการ

เจริญของเชื้อ Salmonella มีหลายชนิด ไดแก Tetrathionate broth ของ Hajna (TT), Muller-Kauffman 
tetrathionate brilliant green (MKTBG) และ Muller’s tetrathionate brilliant green (TBG) broth  กลุม 
Selenite broth ไดแก Selenite F (SelF), Selenite-Cystine (SC) และ Selenite brilliant green sulfa 
(SBGS)  Rappaport-Vassiliadis (RV) broth พัฒนามาจาก Rappaport broth  การยับยัง้การเจริญของจุลิ
นทรียแขงขันอื่นๆ เกิดจากสารในอาหารเลี้ยงเชื้อ  และอุณหภูมิที่ใชบม  สําหรับ TT broth  สารยับยั้ง คือ 
tetrathionate ion (S4O6

2-) ที่เกิดจาก S2O3 และ I2  แตเชื้อ Salmonella มี tetrathionate reductase ทําใหทน
ตอ S4O6

2- ซ่ึงจะไปมีผลยับยั้งการสรางเอนไซม  หรือหมู- SH ของเอนไซม  อุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับ 
TT broth คือ 41-43 องศาเซลเซียส  การยับยั้งของกลุม Selenite broth เกี่ยวของกับอัตราการรับ selenite 
ซ่ึงเปนพิษเขาสูเซลล  และการมี selenopolythionates เกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ  โดยเชื้อที่ไมใช 
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Salmonella จะมีอัตราการรับ selenite เขาสูเซลลเร็ว  แลวขัดขวางการเพิ่มจํานวนโดยสอดแทรก 
selenium ในเซลลโปรตีนเนื่องจากมีโครงสรางที่เหมือนซัลเฟอร  อุณหภูมิที่ใชบม คือ 35 องศาเซลเซียส 
(D’Aoust, 1989d)  RV broth จะมีมาลาไคท กรีน  และแมกนีเซียมคลอไรดเปนตวัยับยั้ง  อุณหภูมิทีใ่ช
บม คือ 35 องศาเซลเซียส  เนื่องจากสายพนัธุ Salmonella ที่ตางกันจะมีความไวตอสารยับยั้งและ
อุณหภูมิที่แตกตางกัน  การตรวจจึงนิยมใชอาหาร selective enrichment 2 ชนิด  ชนดิหนึ่งบมที่อุณหภูมิ 
41-43 องศาเซลเซียส  และอีกชนิดบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส ที่สามารถตรวจสอบเชื้อ 
Salmonella ไดมากที่สุด (D’Aoust, 2001)   

3.  การเพาะเลีย้งเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแขง็ (plating on selective and differential agar) 
เพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็งเพื่อแยกเชื้อ Salmonella  โดยดูจากลักษณะโคโลนีของเชื้อ 

Salmonella จากปฏิกิริยาทางชีวเคมี  อาหารเลี้ยงเชื้อกลุมนี้มีหลายชนดิ เชน Brilliant green agar (BGA), 
Xylose-lysine-desoxycholate (XLD), Hektoen enteric (HE) agar  โดยดูกรดที่เกิดขึ้นจากการใชน้ําตาล
แลคโตสแลวทําใหโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนสี  เนื่องจากอาหารในกลุมนี้สวนใหญจะใส pH 
indicator ลงไปดวย  เมื่อเกดิกรดสีของ pH indicator จะเปลี่ยนไป  และโคโลนีของเชื้อที่ใชน้ําตาลก็จะ
เปลี่ยนไปดวย  เชื้อกลุมที่ไมใชน้ําตาลแลคโตสโคโลนีมักจะไมมีสี เชน เชื้อ  Salmonella  วิธีการนี้มัก
พบผลบวกปลอมสูง  และยังไมสามารถแยกเชื้อ Salmonella ที่สามารถใชน้ําตาลแลคโตสและซูโครสได  
อาหารเลี้ยงเชือ้ Bismuth sulfite (BSA) มีความจําเพาะสูงและไมไดดูการใชน้ําตาล  แตอาศัยการดู
โคโลนีสีดําที่เกิดจากการสรางไฮโดรเจนซลัไฟด  อาจมหีรือไมมีเงาโลหะ (metallic sheen)  Rambach 
agar เปนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดใหม (Rambach, 1990) ประกอบดวยโพรไพลีน ไกลคอล (propylene 
glycol)  เมื่อเชือ้ Salmonella ใชโพรไพลีน ไกลคอลจะเกดิกรดโพรพิโอนิก  และมีสารใหสี 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl â-D-galactopyranoside เปนตัวบงบอกการสรางเอนไซมเบตา-กาแลคโตซิเดส (â-

galactosidase)  อุณหภูมิและเวลาที่ใชบมโดยทัว่ไป คือ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง  ยกเวน 
BSA ใชเวลา 48 ช่ัวโมง  เนือ่งจากไมมีอาหารเลี้ยงเชื้อใดเชื่อถือได 100 % จึงควรใชอาหารเลี้ยงเชือ้
มากกวา 1 ชนดิ (Ziprin, 1994b) 

4.  การตรวจสอบเบื้องตนทางชีวเคมี (biochemical screening) 
ใชตรวจสอบโคโลนีที่สงสัยวาจะเปนเชื้อ Salmonella อาจใชชุดทดสอบตรวจเพื่อความ

สะดวกรวดเร็ว  ลักษณะทางชีวเคมีที่ใชตรวจ ไดแก การไมใชน้ําตาลแลคโตสและซูโครสบนอาหาร 

Triple sugar iron (TSI)  ความสามารถในการสรางแกสไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S)  เอนไซม ไลซีนดีคาร
บอกซิเลส (lysine decarboxylase)  ไมสามารถสรางเอนไซมยูรีเอส (urease)  และ 
อินโดล (indole) 

5.  การตรวจยนืยันทางซีร่ัมวิทยา  
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หลังการตรวจสอบทางชีวเคมีแลวใหผลตรงกับเชื้อ Salmonella จะตองนํามาตรวจสอบโดย
วิธี slide agglutination กับแอนติซีร่ัมที่จําเพาะกับโอ แอนติเจนเพื่อหากลุม  และที่จําเพาะกับเอช  และวี
ไอ แอนติเจนเพื่อหาซีโรวาร 

 
การตรวจเชื้อ Salmonella โดยวิธี ISO6579:2002 

 

วิธีการตรวจเชือ้ Salmonella  ในอาหารทางจุลชีววิทยามีหลายวิธี เชน Official Methods of 
Analysis of AOAC INTERNATIONAL (AOAC),  FDA Bacteriological Analytical Manual (BAM), 
United States Department of Agriculture (USDA) และ International Organization for Standardization 
(ISO) เปนตน  สําหรับวิธี ISO6579:2002 เปนวิธีการตรวจเชื้อ Salmonella spp. ในอาหารและอาหาร
สัตว  สามารถใชเปนวิธีอางอิงในการตรวจสอบเชื้อ Salmonella ในอาหาร  เนื่องจาก AOAC ใหการ
ยอมรับวาเปน Official method  วิธี ISO6579:2002 ไดรับการแกไขและตีพิมพในเดือนตุลาคม ค.ศ. 2002  
โดยมีการเปลีย่นอาหารเลีย้งเชื้อบางอยางเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี ISO6579:1993  ดังนี้คือ เปลี่ยน Selenite 
cystine broth (SC) ไปเปน Muller Kauffmann tetrathionate novobiocin broth (MKTTn)  ซ่ึงเหมาะกบั
การตรวจ S. Typhi และ S. Paratyphi มากกวา  อีกทั้ง selenite ยังเปนอันตรายตอรางกายคน  ทําการ
เปลี่ยน Rappaport Vassiliadis broth (RV) ไปเปน Rappaport Vassiliadis peptone broth (RVS)  และให
ใช  XLD แทน Brilliant green agar (BGA)  

สําหรับขั้นตอนการตรวจวิเคราะหก็เหมือนกับวิธีมาตรฐานทั่วไปดังที่กลาวขางตน แตกตางกัน
ตรงชนิดของอาหารที่เลือกใชในขั้นตอนที ่2 และ 3   

การตรวจสอบโดยใชวิธีมาตรฐานตองใชเวลานานกวาจะทราบผล  รวมทั้งใชแรงงานมาก  
คาใชจายสูง  จงึไดมีการพัฒนาวิธีทดสอบที่รวดเร็วข้ึน 

 
วิธีท่ีรวดเร็ว (Rapid Methods) 
 

 เปนวิธีที่ใหผลการทดสอบที่รวดเร็ว โดยอาจเกิดจากการเปลี่ยนหรือหลีกเลี่ยงขั้นตอนที่ใช
เวลานานในการทดสอบ  หรือใชวิธีเดิมแตมีความไวสูงขึ้น (Berlin, 1990)  วิธีรวดเร็วที่ใชตรวจเชื้อ 
Salmonella  ที่พัฒนาขึ้นและมีการผลิตทางการคามีหลายวิธี  คือ 

 1.  การปรับปรุงระบบการเลี้ยงเชื้อ  โดยรวมขั้นตอนการเลี้ยงเชื้อในอาหารชนิดไมจาํเพาะและ
จําเพาะ  เพื่อลดเวลาในการตรวจสอบ  ชุดทดสอบที่ใชวธีินี้ คือ SPRINT ของบริษัท Oxoid, Inc.  โดยใช 
Buffered Peptone Water (BPW) เปนอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิไมจําเพาะ  และ Rappaport Vassiliadis (RV) 
เปนอาหารชนดิจําเพาะที่อยูในแคปซูล  ซ่ึงจะถูกปลอยออกมาเมื่อถึงเวลาที่กําหนด  ทําใหอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิดไมจาํเพาะเปลี่ยนเปนชนิดจําเพาะ 
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2.  การเคลื่อนที่ของเชื้อ Salmonella  ใชตรวจสอบเฉพาะเชื้อ Salmonella ที่เคลื่อนที่ได  เชน 
อาหาร Modified Semisolid Rappaport Vassiliadis (MSRV)  และ Diasal M ของบริษัท Merck  ใช
ตรวจสอบเชื้อที่ผานการเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิไมจําเพาะมาแลว  การอานผลโดยดูการ
เคลื่อนที่ของเชื้อจากจุดทีใ่ส  และนําเชื้อทีส่งสัยมาตรวจลักษณะทางชวีเคมี  MSRV ใหผลการทดสอบที่
รวดเร็ว (ใหผลบวกเบื้องตนใน 48 ช่ัวโมง)  และมีความนาเชื่อถือสูง  ชุดทดสอบ 1-2 test ของบริษัท 
BioControl Systems, Inc. ถามี Salmonella จะพบแถบการตกตะกอนรูปตัวยูที่เกิดจาก immunodiffusion 
ของแอนติซีร่ัมโพลีวาเลนทเอชที่เติมลงไป  ชุดทดสอบนี้มีความไวและความจําเพาะ ≥ 89.6% และ 
94.9% ตามลําดับ  ชุดทดสอบ Oxoid Rapid Salmonella การอานผลดูจากการเกดิสีดําสวนบนของ
อาหารเลี้ยงเชือ้ในหลอด  มคีวามไวและความจําเพาะ ≥ 77.7% และ 93.6% ตามลําดบั (D’Aoust, 2001)   

3.  Hydrophobic Grid Membrane Filtration (HGMF)  วิธีนี้จะใชการกรองแลวนํากระดาษกรอง
วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  ตัวกระดาษกรองจะมีเสนสีดาํแบงเปนชอง ๆ เพื่อแยกการเจริญของ
แบคทีเรียออกจากกนั  การตรวจผลจะดจูากลักษณะโคโลนีที่เกิดขึ้นหลังการบมเชื้อ  ไดแก ชุดทดสอบ 
ISO-GRIDTM ของบริษัท Neogen Corperation ในการตรวจถาไมพบเชือ้ Salmonella จะใชเวลาตรวจ 48 
ช่ัวโมง  แตถาพบเชื้อจะตองทําการตรวจยนืยันตอจะใชเวลาตรวจ 72 ช่ัวโมง  ซ่ึงเร็วกวาวิธีมาตรฐาน 1 
วัน 

4.  PCR  เปนการเพิ่มจํานวนชุดของดีเอ็นเอเปาหมายใหมีปริมาณเพียงพอสําหรับการตรวจสอบ  
วิธีนี้มีความไวสูงกวาวิธีมาตรฐาน  แตมีขอเสีย คือ อาจเกดิผลบวกปลอมไดถาในตวัอยางมีเซลลที่ตาย
แลวแตยังมีดีเอ็นเอที่สภาพยงัสมบูรณอยู  หรืออาจตรวจไมพบทั้งที่มีอยูเนื่องจากปจจัยของอาหารไป
รบกวนการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ  ทําใหตองเล้ียงเชื้อกอนทํา PCR (วัฒนาลัย, 2538)  ตัวอยางชดุทดสอบ

เชน  ชุดทดสอบ BAXฎ ของบริษัท Qualicon, Inc. มีความไว 102-103 เซลลเมื่อทดสอบกับเชื้อ 
Salmonella   ชุดทดสอบ Probelia Systems ของบริษัท BioControl Systems, Inc.  TaqMan System ของ
บริษัท Perkin-Elmer Biosystems เปนเครื่องอัตโนมัติ  เครื่องนี้มีความไว 99.7%  ความจําเพาะ 100% 
เมื่อใชกับเชื้อ Salmonella บริสุทธิ์  ใชเวลาตรวจประมาณ 30 ช่ัวโมง   

5.  DNA Hybridization 
5.1  การตรวจสอบกรดนิวคลีอิก  มีการพัฒนาชุดทดสอบที่เปนการทําปฏิกิริยาของด-ีเอ็นเอ

โพรบกับกรดนิวคลีอิกของเซลลเปาหมาย  และใชการตรวจวัดสีหรือการเรืองแสงทางเคมี  เชน  ชุด
ทดสอบ GENE TRAK ของบริษัท Neogen Corperation มีความไว ≥ 89.3% ความจําเพาะ 95.2%  ใช
เวลาตรวจ 48 ช่ัวโมง (D’Aoust, 2001)   

5.2  Chromosomal Fingerprinting  ใชดีเอน็เอจากโครโมโซมของเชื้อ Salmonella เปนโพรบ
ในการแยกซีโรวารตาง ๆ  Fingerprinting เรียกอีกชื่อวา RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism) วิธีการ คือ เลือกเอนไซมที่ใชตัดดีเอน็เอ  และโพรบที่จะมาเขาคูกนั (hybridize)  เพื่อให
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ไดแถบดีเอน็เอที่สามารถแยกความแตกตางของแตละซีโรวารได (วัฒนาลัย, 2538)  การแยกซีโรวารมี
ความสําคัญในการศึกษาการแพรระบาดของโรค   

6.  เทคนิคทางกระแสไฟฟา  อาศัยความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการเปลี่ยนแปลงลักษณะ
ทางกระแสไฟฟาของอาหารเลี้ยงเชื้อ  โดยการใชสารในอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงเปนสารโมเลกุลขนาดใหญ
แลวเปลี่ยนเปนสารโมเลกุลขนาดเล็กที่มีประจุมากกวา  เครื่องมือที่ใชหลักการนี้ คือ Malthus ของบริษัท 
Malthus ใชเวลาตรวจประมาณ 42 ช่ัวโมง  หรือการใช Bactometer ของบริษัท bioMérieux Inc.  

7.  การจําแนกโดยอาศัยปฏิกริิยาทางชีวเคม ี ตรวจสอบโคโลนีที่สงสัยโดยอาศัยปฏิกิริยาทาง
ชีวเคมีและเอนไซม  ในการเปลี่ยนแปลงสอีาหารเลี้ยงเชือ้  มีทั้งชุดทดสอบที่แปลผลโดยผูใช เชน API 
20E ของบริษทั bioMérieux Inc.,  O.B.I.S ของบริษัท Oxoid Ltd.  หรือใชเครื่องอัตโนมัติ เชน VITEX  
เปนตน 

8.  Ice-nucleation  เปนการใชไวรัสของแบคทีเรียพาดีเอน็เอที่ทําใหเกดิผลึกน้ําแข็งในเซลลเขา
สูเซลล Salmonella  ทําใหเกดิการสรางโปรตีนสําหรับการสรางผลึกน้ําแข็งเมื่อนําตวัอยางไปแชแข็งที่
อุณหภูมิ -9.3 องศาเซลเซียส  โดยมีสีเปนตวับงบอก  ตวัอยางที่มีเชื้อ Salmonella จะแขง็และมีสีสม  ชุด
ทดสอบที่ใชหลักการนี้ คือ Bindฎ Salmonella ของบริษัท BioControl Systems, Inc.  ใชเวลาตรวจ
ประมาณ 22 ช่ัวโมง   

9.  เทคนิคทางอิมมูโนวิทยา 
9.1  Latex agglutination  ใชตรวจยนืยนัโคโลนีจากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  โดยใชเมด็ latex ที่

เคลือบดวยแอนติบอดีตอเชือ้ Salmonella  ตองมีเชื้อปริมาณมาก 107-109 CFU จึงจะตรวจพบดวยวิธีนี้  
เปนวิธีที่ทํางายใหผลเร็ว  ตวัอยางเชน Salmonella  latex ของบริษัท Oxoid, Inc., Spectate ของบริษัท 
Rhone Poulenc Diagnostics, Microscreen Salmonella ของบริษัท Microgen Bioproducts Ltd. เปนตน 

9.2  Immunochromatography  ใชแอนติบอดีตอเชื้อ Salmonella 2 ตัว  ตัวที่ 1 จะติดฉลาก
อนุภาค เชน ทอง จะเคลือบบนแผนเมมเบรนสวนลาง  แอนติบอดีตัวที ่2 จะอยูสวนบน  เมื่อหยด
ตัวอยางที่ผานการเลี้ยงเชื้อแลวปรากฏขีดสีในชองทดสอบแสดงวามีเชื้อ Salmonella ตัวอยางเชน ชุด
ทดสอบ Revealฎ ของบริษัท Neogen Corperation  หรือ Path-Stik ของบริษัท Celsis, Inc.  มีความไว

ประมาณ 106 CFU ถามีเชื้อ Salmonella จะปรากฏขีดสี 2 เสน ใชเวลาตรวจประมาณ 48 ช่ัวโมง   
9.3  Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA)  ตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ 

Salmonella โดยการเคลือบโพลีโคลนอล (polyclonal) หรือโมโนโคลนอล (monoclonal) แอนติบอดีตอ
แอนติเจนของเชื้อ Salmonella บนพื้นผิววสัดุแข็ง  เมื่อแอนติเจนกับแอนติบอดีทําปฏิกิริยากัน  
แอนติบอดีตอแอนติเจนของเชื้อ Salmonella ตัวที่ 2 ที่ติดฉลากเอนไซมจะเขาไปจับ  เมื่อเติมสับสเตร
ตของเอนไซมจะเกิดสี หรือสารเรืองแสง  ตองเล้ียงเชื้อเพื่อเพิ่มจํานวนเชื้อ Salmonella ใหอยูระดับที่

ตรวจพบได คอื 104-106 CFU/มิลลิลิตร ขึ้นอยูกับซีโรวาร  ใชเวลาตรวจประมาณ 48 ช่ัวโมง  มีความไว 
≥ 94.1% ความจําเพาะ ≥ 79.4%  ตัวอยางของชุดทดสอบ ไดแก VIDAS SLM ของบริษัท bioMérieux 
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Inc., TECRA Salmonella Visual Immunoassay ของบริษัท International Bioproducts, ALERTฎ ของ
บริษัท Oxoid, Inc., Transia Plate Salmonella ของบริษัท Diffchamb AB, EIA Foss จากบริษัท Foss 
North America, Inc.   

9.4  Immunomagnetic Separation (IMS)  ใชแอนติบอดตีอแอนติเจนของเชื้อ Salmonella 
เคลือบ beads เพื่อจับเชื้อ Salmonella จากตวัอยางที่ผานการเพาะเลี้ยงเชือ้ในอาหารประเภท enrichment 
medium แลวตรวจผลโดยการเพาะเลี้ยงเชือ้บนอาหารแข็ง หรือใชเทคนิคอื่น ๆ รวม  IMS ทําให
ประสิทธิภาพการตรวจเชื้อ Salmonella ดีขึ้น  ตัวอยางชดุทดสอบเชน Dynabeads® anti-Salmonella ของ
บริษัท Dynal, Inc.  ใชเวลาตรวจ 48 หรือ 72 ช่ัวโมง   

 
Immunomagnetic Separation (IMS) 

 

IMS เปนเทคนิคหนึ่งที่นาสนใจ  มกีารนําไปใชตรวจหาจุลินทรียกอโรคในอาหาร  และตัว-
อยางอื่น ๆ หลายชนิด  เชน เชื้อ Escherichia. coli O157, Salmonella spp., Campylobacter jejuni และ 
Listeria monocytogenes เปนตน  นอกจากนี้ยังใชตรวจหาเอนไซม TNase ของ Staphylococcus aureus 
ในนม (Yazdankhah et al., 1999)  และยังนาํไปใชทางดานการแพทยสําหรับการคัดเลือกลิมโฟไซท 
และเซลลชนิดอื่นๆของมนุษย  IMS สามารถใชรวมกับวิธีอ่ืน เชน ELISA, Immunofluorescense, PCR 
หรือการตรวจทางกระแสไฟฟา เปนตน 

การใช IMS ทําใหใชเวลาการตรวจนอยลงกวาการใชเพยีงวิธีเดียว (Liu and Li, 2002)  ชวย
กําจัดสารที่ยับยั้งการเจริญ (Cudjoe et al., 1993)  เศษตางๆ และจุลินทรียที่ไมใชเชื้อเปาหมาย (Yu et al., 
2001)  ทําใหแยกเชื้อบริสุทธิ์ไดงาย  เนื่องจากเชื้อเปาหมายจะเกาะติดแอนติบอดีที่เคลอืบ beadsอยาง
จําเพาะทําใหแยกออกจากตวัอยางได  ชวยเพิ่มความเขมขนของเซลล  เมื่อใชรวมกับ PCR จะชวยลด
โปรตีนที่ปนเปอนและดเีอน็เอแปลกปลอมได (Skjerve and Olsvik, 1991)  อยางไรก็ตามยังพบการจับ
กันอยางไมจําเพาะของจุลินทรียอ่ืนกับ beads  หรือเกดิปฏิกิริยาขามกับแอนติบอดีที่เคลือบ beads  
ตัวอยางเชน Proteus spp., โคลิฟอรมที่มีเมือก (Cudjoe and Krona, 1997) และ Citrobacter freundii 
(Coleman et al., 1995)  การใช IMS ยังชวยเพิ่มความไวของวิธีโดย Tutenel et al. (2003) ตรวจพบเชื้อ 
E. coli O157 ในอุจจาระววัมากกวาวิธีมาตรฐาน และ VIDAS ICE  สวน Angen et al. (2001) แยกเชื้อ 
Actinobacilllus pleuropneumoniae serotype 2 จากตอมทอนซิลของหมซ่ึูงวิธีมาตรฐาน และ PCR ตรวจ
ไมพบ  เมื่อตรวจเชื้อ Salmonella ในเนื้อไกดิบพบมากกวาวิธีมาตรฐาน (Coleman et al., 1995)  โดยมี
ความไวในการตรวจเชื้อ Salmonella 10-20 เซลลตอกรัมอาหาร  แต IMS อาจมีปญหากับอาหารทีม่ี

ไขมันสูง  หรือจุลินทรียแขงขันสูงมากกวา 107 CFU/มิลลิลิตร  เพราะจะสูญเสีย beadsไประหวาง
ขั้นตอนการลางและการแยกชวงแรก  การนําเทคนิคนี้ไปใชอาจตองทาํการเปลี่ยนสารละลาย หรือ
บัฟเฟอรที่ใชเคลือบ beads (Skjerve and Olsvik, 1991)  หรือนําตัวอยางที่มีไขมันสูงหลังการเลี้ยงเชื้อไป
แชเยน็กอนการทํา IMS (Coleman et al., 1995)  แตในการใช Dynabeads® anti- Salmonella แนะนําให
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นําตัวอยางที่มไีขมันสูง ขนหนืด หรือมีอนุภาคอื่นมากไปทําการเจือจางตัวอยางหลังจากการเลี้ยงเชื้อ
แลวกอนทํา IMS  Yu et al. (2001) กลาววาเพื่อการจับของแอนติบอดทีี่เคลือบ beads กับเซลลอยางมี
ประสิทธิภาพควรทําการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมกอน  เทคนิค IMS เปนวิธีที่งาย ชวยเพิ่มความไว 
ความจําเพาะ  และทําใหการตรวจใชเวลาลดลง  จึงควรนาํมาใชรวมกับวิธีการตรวจอืน่ ๆ 

 
ปจจัยท่ีมีผลตอการจับจุลินทรียเปาหมายกับ beads ท่ีเคลือบแอนติบอดี 
 

1.  แอนติบอด ี ที่ใชเคลือบอาจเปนโพลีโคลนอล หรือโมโนโคลนอล  แตถาใชโมโน- 
โคลนอลจะมีความจําเพาะสงูจํากัดใหจุลินทรียที่มี epitope ของแอนติเจนเหมือนกันมากๆที่จะจับ
แอนติบอดีที่เคลือบ beads ได  และแอนติเจนจากเซลลที่ตายอาจรบกวนการเกาะบน beads ที่เคลือบ
แอนติบอดี  Yu et al. (2001) พบวาโพลีโคลนอลมีความจําเพาะนอยกวาแตความไวสูงกวาโมโน
โคลนอลแอนติบอดี  สวนความเขมขนของแอนติบอดีทีใ่ชถามากเกนิไปจะทําใหเซลลเกาะกันเปนกลุม
บน beads (Cudjoe et al., 1993)  

2.  จํานวน beads ที่เคลือบแอนติบอดี ถาใชมากจะมีความไวในการตรวจสูงขึ้น  โดยเฉพาะเมื่อ
มีเชื้อจุลินทรียเปาหมายจํานวนนอย 

3.  การเลี้ยงเชือ้  ชวยเพิม่ความไว  เพราะจะทําใหเชื้อจุลินทรียเปาหมายที่มีจํานวนนอยเพิ่มมาก
ขึ้น  และฟนตวัจากการบาดเจ็บ (Parham et al., 2003)  แตถาเล้ียงเชื้อนานเกินไปจะทาํใหความไวลดลง
เนื่องจากเชื้อจลิุนทรียแขงขนัสูงขึ้น 

4.  การบม beads ที่เคลือบแอนติบอดีกับตวัอยาง  ถาเวลานานจะชวยใหเชื้อจุลินทรียเปาหมาย
เกาะแอนติบอดีบน beads ดีขึ้น  แตหากนานเกินไปจะทาํใหเกิดการเกาะแบบไมจําเพาะของจ-ุลินทรีย
อ่ืน  และถามีการหมุนตลอดเวลาจะทําใหเชือ้จุลินทรียเปาหมายเกาะแอนติบอดีบน beads ดีกวา (Cudjoe 
et al., 1993)  

5.  ชนิดตัวอยาง  ถาตัวอยางที่จะตรวจมีไขมันและอนภุาคอื่น ๆ อยูมากจะทําใหสูญเสีย beads 
ระหวางการลาง  และลดการจับกับเชื้อจุลินทรยีเปาหมาย 

6.  การลาง  ถาลางมากไปจะสูญเสียเชื้อจลิุนทรียเปาหมาย  แตถาลางนอยไปจะไมสามารถ
กําจัดจุลินทรียอ่ืนที่เกาะแบบไมจําเพาะกับ beads ได (Cudjoe et al., 1993) 

7.  ปริมาตรตัวอยาง  ถาใชมากจะมีความไวสูงขึ้นสามารถตรวจสอบเชื้อที่มีจํานวนนอยๆ ได 
(Skjerve and Olsvik, 1991) 

 
วิธีการแยกเชื้อ Salmonella จากอาหารโดยใช IMS 
 

1.  การเตรียมตัวอยาง  เปนการเพาะเลีย้งเชื้อในอาหารประเภท enrichment medium 
เพื่อเพิ่มจํานวนเชื้อจุลินทรียเปาหมาย 
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2.  การใช IMS  โดยการนํา beads ที่เคลือบแอนติบอดีตอเชื้อ Salmonella ใสลงไปเพือ่จับเซลล 
Salmonella  ทําใหเชื้อเขมขนขึ้น  แลวทําการลาง beads ที่จับเซลลไว 

3.  การตรวจสอบเชื้อ Salmonella ที่เกาะตดิ  โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชือ้ selective 
agar หรือยอมสีอะคริดีน ออเรนจ  หรือใชรวมกับ ELISA, PCR, การวดัทางกระแสไฟฟา  เปนตน 

 
Dynabeads® anti-Salmonella 

 

Dynabeads® anti-Salmonella เปนอนุภาคโพลีสไตรีน (Polystyrene) ที่เปน superparamagnetic 
แสดงคุณสมบตัิแมเหล็กเมื่ออยูในสนามแมเหล็ก  มีขนาดเทากันและรปูรางเหมือนกนั  ถูกเคลือบดวย
แอนติบอดีทีจ่าํเพาะกับเชื้อ Salmonella ซีโรวารที่มีความสําคัญในการทําใหเกดิโรคในคนและสัตวมัก
พบในอาหารคน อาหารสัตว และสิ่งแวดลอม  เปนเชื้อที่มีโอแอนติเจนอยูในกลุม B ถึง Z ซ่ึงจะเกาะติด
แอนติบอดีที่เคลือบอยูบนผิว beads แตกตางกันไปตามซ-ีโรวารของเชื้อ 

อาหารที่มีเชื้อจุลินทรียประจําถ่ินมากตองนํา beads ที่จับเชื้อ Salmonella แลวใสในอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อประเภท selective enrichment medium ทําใหตองใชเวลาเพิ่ม 24 ช่ัวโมง  เมื่อเปรียบเทียบ
กับวิธีมาตรฐาน ISO6579 พบวา Dynabeads® anti-Salmonella ใหผลลบปลอมนอยกวา  และ
Dynabeads® anti-Salmonella  สามารถตรวจพบเชื้อ Salmonella ไดที่ระดับต่ํา คือ 100 เซลลตอมิลลิลิตร 
ในขณะที่มีเชือ้จุลินทรียประจําถ่ินเทากับหรือมากกวา 10 6 เซลลตอมิลลิลิตร (Dynal, 1999) 

 
Dynabeads M-280 Tosylactivated 

 

Dynabeads M-280 Tosylactivated  เปน beads ที่มีขนาด 2.8 ไมโครเมตร  พื้นที่ผิว 4-8 ตา-ราง
เมตรตอกรัมถูกเคลือบดวยช้ันโพลียูรีเทน  hydroxy group ถูกกระตุนโดยการทําปฏิกริิยากับ p-
toluenesulphonyl chloride  เปนผลให sulphonyl ester สามารถเกิดพันธะโควาเลนตกบัโปรตีน หรือ 
ligands ที่มี amino หรือ sulfhydryl groups,   beads ชนิดนี้สามาถนําไปใชแยกโปรตนีใหบริสุทธิ์โดยการ
นําไปเคลือบ ligand ที่จะใชในการแยกโปรตีน  นําไปใชตรวจทางอิมมโูนวิทยาโดยเปน solid phase ที่
ถูกเคลือบดวยแอนตเิจนหรือแอนติบอดี  หรืออาจใชในการแยกเซลล แต Dynabeads M-450 เหมาะสมที่
จะใชในการแยกเซลลมากกวา เชน การแยก CD2+ หรือ CD3+ T cells จากเลือด เปนตน 
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           O-S   CH3   
 
              R-N 
 
                HO-S          CH3 

    
           N  Amine bond 

                
ภาพที่ 1  โครงสรางของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เมื่อทําปฏิกิริยากับโปรตีน หรือ ligands     ที่

มี amino หรือ sulfhydryl groups 
ที่มา: (Dynal, 1999) 
 
แอนติบอด ี

 

 แอนติบอดีเปนสารประเภทไกลโคโปรตีนที่รางกายโฮสตสรางขึ้นเพื่อตอบสนองและทําลายสิ่ง
แปลกปลอม  เปนกลุมของ immunoglobulin (Ig)  โครงสรางพื้นฐานของแอนติบอดีประกอบดวยโพ
ลีเปปไทดสายยาว (heavy chain) ที่เหมือนกัน 2 สาย  ที่เขาคูกับโพลีเปปไทดสายส้ัน (light chain) ที่
เหมือนกนั 2 สายที่เชื่อมตอกันดวยพนัธะไดซัลไฟด  มรูีปรางเปนรูป “ Y ”  และน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 150,000 ดาลตัน  สามารถแบง Ig ออกเปน 5 กลุม  คือ IgG, IgM, IgA, IgD และ IgE  โดย IgG 
พบมากที่สุดในซีร่ัม  ถูกสรางมากที่สุดในการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอม  มีความทนทานตอ
ขบวนการแยกและทําใหบริสุทธิ์  สวนใหญนํามาใชในการตรวจทางอิมมิวโนวิทยา  สวน IgM มี
ความจําเพาะนอยกวา  รวมทัง้ทําการแยกและทําใหบริสุทธิ์ยากกวา IgG  สําหรับ IgA, IgD และ IgE  
นํามาใชในการตรวจทางอิมมิวโนวิทยานอยมาก  เพราะมีความจําเพาะต่ํา (Liddell, 2001) 
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วัตถุประสงค 
 

เพื่อพัฒนาชุดทดสอบสําหรับการตรวจวิเคราะหเชื้อ Salmonella spp. (screening method) 
ในไกสด และ อาหารทะเลแชเยือกแข็ง ดวยเทคนิค immunomagnetic separation (IMS) เพื่อ
ตรวจสอบสายพันธุเชื้อที่พบมากที่สุดในประเทศไทย โดยมีวัตถุประสงคยอยคือ 
 

1.  เพื่อผลิต beads ที่เคลือบ IgG ตอเชื้อ Salmonella  สําหรับการตรวจสอบเชื้อ Salmonella 
ไดหลายกลุมมากขึ้นโดยเฉพาะกลุมที่มักจะพบในอาหาร 

2.  เพื่อประเมนิประสิทธิภาพของ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองและ Dynabeads® anti-
Salmonella ดานความไว ความจําเพาะ และความถูกตองโดยเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน 

3. เปรียบเทยีบวิธีการตรวจวิเคราะห Salmonella ในอาหารและผลที่ไดโดยใช bead ที่
เคลือบดวยแอนติบอดีที่ผลิตเอง และที่มจีําหนายทางการคา และ วิธีมาตรฐาน (conventional 
method)  

4. จัดทําชุดทดสอบ ( test kit) ที่ใชในประเทศไทย 
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อุปกรณการทดลอง 
 

1.  จุลินทรีย 
เชื้อ Salmonella  ไดรับจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย  

  1.  Salmonella Derby (กลุม B) 
  2.  Salmonella  Rissen (กลุม C) 
  3.  Salmonella Enteritidis (กลุม D) 

4.   Salmonella Weltevreden (กลุม E) 
5.   Salmonella Aberdeen  (กลุม F) 
6.  Salmonella Worthington (กลุม G) 

  7.  Salmonella Hvittingfoss (กลุม I) 
8.  Salmonella Urbana (กลุม N) 

เชื้อแบคทีเรียอ่ืน  ไดรับจากภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
  1.  Escherichia coli ATCC 8739 
  2.  Klebsiella pneumoniae ATCC 27736 
  3.  Enterobacter aerogenes 

4.  Shigella sonnei 
  5.  Proteus mirabilis 

6.  Staphylococcus aureus ATCC 25923 
 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 2.1 Tryptone soya agar (TSA) 
 2.2  Buffered peptone water ( BPW) 

2.3  Rappaport  Vassiliadis broth (RVS) 
2.4  Muller-Kauffmann tetrathionate broth base (MKTT) 
2.5 Xylose lysine desoxycholate agar (XLD) 
2.6 Modified semisolid Rappaport Vassiliadis (MSRV) 
2.7 Mannitol salt egg yolk agar (MSEY) 
2.8 Eosin methylene blue lactose sucrose agar (EMB) 
2.9 MacConkey agar  
2.10 Standard plate count agar (PCA) 
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2.11 Triple sugar iron agar (TSI) 
2.12 MIL medium (MIL) 
 

3. สารเคมี   
3.1 Salmonella O polyvalent A-67 antisera 
3.2 Salmonella O polyvalent A-I antisera 
3.3 Salmonella O Multi group antisera 

3.3.1 OMA 
3.3.2 OMB 

3.4 Salmonella O antisera group I 
3.5 0.1 M Sodium phosphate buffer pH 7.4 
3.6 Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 with 0.1% (w/v) BSA 
3.7 0.01 M Sodium phosphate buffer pH 7.4 with 0.05% Tween 20 (PBS-tween 20) 
3.8 Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 
3.9  0.85% NaCl 
3.10  Ammonium sulfate [(NH4)2SO4]  อ่ิมตัว  
3.11 0.15 M Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.2 
3.12 20 mM Sodium phosphate pH 7.0 
3.13  0.1M Citric acid pH 3.0 
3.14  1.0 M Tris-HCl pH 9.0 
3.15  Kovacs’ reagent 
3.16  แอลกอฮอล 70%  

 
4.  วัสดุและเครื่องมือ 

4.1  เครื่องตีปนอาหาร 
  4.2  เครื่องชั่งน้ําหนกั 

4.3  ตูบมเชื้อ อุณหภูมิ 37 + 1 OC และ 41.5 + 1 OC  ยี่หอ Memmert รุน BE 800 และ B 50 
4.4  ตูเย็น 
4.5  เครื่องผสมตัวอยาง (Vortex mixer) ยีห่อ Vortex-2 Genie รุน G-560E 

  4.6  แทนแมเหล็ก (Dynal MPC) ยี่หอ Vicam 
4.7 เครื่องหมุนระหวางการบม beads ยี่หอ Stuart Scientific serial R000100757 

4.8  Freeze-dryer  (Lyophilizer) ยี่หอ Dura-Dry TM μP รุน FD 2055 D0000 
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4.9  เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge) ยี่หอ SORVALL® RC 26 PLUS 
4.10  อางน้ํารอน (Water bath) ยี่หอ Memmert รุน W 270 

  4.11  สเปคโตโฟโตมิเตอร (UV/VIS Spectrometer) ยี่หอ Perkin Elmer รุน Lamda 2 
4.12  ไมโครปเปตขนาด 1-10, 10 – 100 และ 100-1000 ไมโครลิตร พรอมทิป (Tip) 
4.13  หลอด eppendorf  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

  4.14   ปเปตปราศจากเชื้อ ปริมาตร 1 และ 10 มิลลิลิตร 
   4.15  ลูปและเข็มเขี่ยเชื้อ (Loop and Needle) 

4.16  ไมพันสําลี 
   7.17  ถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ 
   4.18  จานเพาะเชื้อ 
   4.19  หลอดทดลอง ขนาด 16x150 มิลลิเมตร  และ 13x100 มิลลิเมตร 
   4.20  Dynabeads® anti-Salmonella 
   4.21  Dynabeads M-280 Tosylactivated 
  4.22  คอลัมน Hitrap protein A Sepharose ขนาด 5 มิลลิลิตร 

4.23  ชุด Mini-PROTEAN® 3 Cell  ยี่หอ BIO-RAD 
  4.24  Dialysis tube (MW cut off 12,000-14,000) 

4.25  Membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
  4.26  คิวเวต 
   4.27  แผนกระจกสไลด 
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วิธีการทดลอง 
 

1. แอนติซีร่ัม (crude antiserum) 
ใชแอนติซีร่ัมกลุม OMA, OMB และ I ที่ผลิตจากโอแอนติเจนของเชื้อ Salmonella ของ

บริษัท S&A REAGENT LAB LTD., PART โดยแอนติซีร่ัมกลุม OMA ไดจากการฉีดเชื้อ 
Salmonella กลุม A, B, D, E และ L  เขาไปในกระตายสวนกลุม OMB ไดจากการฉีดเชื้อ 
Salmonella กลุม C, F, G และ H  และแอนติซีร่ัม I  ไดจากการฉีดเชือ้ Salmonella กลุม I เพียงกลุม
เดียว  

 

การหาปริมาณแอนติบอดใีนแอนติซีร่ัม (crude antiserum) 
แอนติซีร่ัมกลุม OMA, OMB และ I จะถูกนํามาหาปริมาณแอนติบอดีดวยวธีิ 

direct agglutination  โดยทดสอบกับเชื้อ Salmonella เฉพาะกลุมที่ใชในการผลิตแอนติซีร่ัม  เชื้อ 
Salmonella  ที่ใชทดสอบจะถูกเลี้ยงบนอาหาร Tryptone soya agar (TSA) ที่อุณหภมูิ 37 OC นาน 18 
ช่ัวโมง  แลวนาํเชื้อมาใสใน 0.85% NaCl  หลังจากนัน้นาํไปตมที่อุณหภูมิ 60 OC นาน 1 ช่ัวโมงปรับ
คาความขุนของเซลลที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรใหได 0.6-0.7  ทําการทดสอบหาปริมาณ
แอนติบอดีโดยใส 0.85% NaCl  ปริมาตร 25 ไมโครลิตรลงใน microtitre plate ทุกหลุมจนครบ 12 
หลุม  ตอดวยการใสแอนตซีิร่ัมปริมาตร 25 ไมโครลิตรลงในหลุมที่ 1 แลวทําการเจอืจาง 2 เทา (two 
fold dilution)ในหลุมตอๆ ไปดวย 0.85% NaCl  จนความเจือจางสดุทายของหลมุที่ 11 เทากับ 1 : 
2,048  สวนหลุมที่ 12 ใชเปนตัวควบคุมลบ  ใสเชื้อที่ตองการทดสอบปริมาตร 25 ไมโครลิตรทั้ง 12 
หลุม  เขยาใหเขากัน  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 OC  ขามคืน  อานผลการตกตะกอน  โดยที่ระดับ +2 
(50% agglutination) ขึ้นไปจะถือวาใหผลบวก 
 
2. การเตรียม IgGบริสุทธ์ิ 
 เตรียม IgG บริสุทธิ์โดยวิธี affinity chromatography ดังนี้ ผสมแอนตซีิร่ัมกับ 0.85% NaCl 
ในอัตราสวน 1 : 1  แลวทําการตกตะกอนดวย (NH4)2 SO4 อ่ิมตัวทิ้งไวขามคืน  แยกตะกอนออกโดย
นํามาปนเหวีย่งที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที  นําตะกอนทีไ่ดมาละลายใน 0.15 M phosphate 
buffered saline (PBS)  pH 7.2 แลวใสใน dialysis tube  นําไป dialyse ใน 0.85% NaCl ที่อุณหภูมิ 4 
OC  หลังจากนัน้นําสารละลายใน dialysis tube มาเจือจางดวย  20 mM sodium phosphate buffer pH 
7.0  แยก IgG บริสุทธิ์ดวยการทํา affinity chromatography โดยใชคอลัมน Hitrap protein A 
Sepharose  ขนาด 5 มิลลิลิตร ใช 20 mM sodium phosphate buffer pH 7.0  เปน binding buffer และ 
0.1M citric acid pH 3.0 เปน elution buffer  โดยม ี 1.0 M Tris-hydrochloric acid pH 9.0 เปนตัว
ปรับสภาพ IgG ใหเปนกลาง  ทําการเก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลมัน fraction ละ 1 มิลลิลิตร 
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แลวทําการ dialyse ในสารละลาย 0.15 M PBS pH 7.2  ที่อุณหภูมิ 4 OC   หลังจาก dialyse แลวนํา
สารละลายไป lyophilize ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ IgG ดวยการทาํ SDS - PAGE  และหา
ปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry   
 
3. การหาปริมาณ IgG โดยวิธี direct agglutination 
 ทําเชนเดยีวกบัการหาปริมาณแอนตบิอดีในแอนติซีร่ัม (crude antiserum)  แตทําการ
ทดสอบกับเชือ้ non-Salmonella เพิ่ม โดยนํา IgG ที่ผานการ lyophilize แลวมาละลายใน 0.85% 
NaCl กอนนําไปทดสอบ  
 
4.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเคลือบ IgG บน Dynabeads M-280 Tosylactivated 
เปรียบเทียบกับ Dynabeads® anti-Salmonella 

 
 วิธีการเคลือบ IgG 

การเคลือบ IgG บน beads ปฏิบัติตามวิธีของผูผลิต Dynabeads M-280 Tosylactivated โดย
ถาทําการเคลือบที่อุณหภูม ิ 37 OC จะใชเวลา 16-24 ช่ัวโมง  แตถาเคลือบที่อุณหภมูิ 4 OC จะใช
เวลานานมากกวา 48 ช่ัวโมง  หลังจากนัน้ลาง beads ดวย PBS ผสม 0.1%(w/v) BSA ที่อุณหภูมิ 4 
OC นาน 5 นาที จํานวน 3 คร้ัง  จะได Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG  ที่พรอม
ใชงาน 
 
การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

นําเชื้อ Salmonella และ non-Salmonella มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA บมเชื้อที่
อุณหภูมิ 37 OC นาน 18-24 ช่ัวโมง  แลวเขี่ยเชื้อใสใน PBS pH 7.4  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปรับใหไดคาความขุนตามตองการ ทําการนับจํานวนโคโลนีที่เตรียม
ไดบนอาหาร Plate count agar (PCA) เพื่อใชเปนปริมาณเชื้อเร่ิมตนสําหรับการทดสอบ IMS ตอไป 
การใช  beads จับเชื้อ  

นํา beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง หรือไมเคลือบดวย IgG หรือ Dynabeads® anti-
Salmonella  ใสในหลอด eppendorf แลวใสเชื้อที่ตองการทดสอบ หรือตัวอยางอาหารที่ผานการ
เล้ียงเชื้อใน buffered peptone water (BPW) แลวลงไป 1 มิลลิลิตร  ทําการจับเชื้อที่อุณหภูมหิองโดย
นํา eppendorf ไปใสในเครื่องหมุน หลังจากนั้นแยก beads โดยการนาํ eppendorf ใสแทนแมเหล็ก
เพื่อจับ beads นาน 3 นาที  ระหวางนี้ทาํการกลับหลอดไปมา 4-5 คร้ัง ดูดสวนของเหลวทิ้ง  นํา 
eppendorf  ออกจากแทนแมเหล็ก  หลังจากนั้นลาง  beads ดวย PBS-tween 20 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
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จํานวน 2  คร้ัง  แลวแขวนลอย beads ใน PBS-tween 20  ผสมใหเขากัน แลวจึงนํา beads ที่จับเชือ้
แลวไป spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ เพือ่นับจํานวนเชือ้ 

 
4.1  การตรวจหาจํานวน beads ที่เหมาะสมในการเคลือบดวย IgG 

ปเปต Dynabeads M-280 Tosylactivated ใสในหลอด eppendorf หลอดละ 5ไมโครลิตร 
และ 10 ไมโครลิตร แตละหลอดทําการลาง beads ดวย 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.4 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตบฟัเฟอรดังกลาว 850 ไมโครลิตรใสในหลอด eppendorf  ที่
มี beads ที่ลางแลว  ใส IgG ที่มีปริมาณโปรตีน 100 ไมโครกรัม ที่ละลายใน 0.1 M sodium 
phosphate buffer pH 7.4 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรใสลงไปในแตละหลอด  ทําการเคลือบในตูเยน็ 
(อุณหภูมิประมาณ 4 OC ) นาน 10 นาที แลวใส 0.5% (w/v) BSA 100 ไมโครลิตรที่ละลายใน 0.1 M 
sodium phosphate buffer pH 7.4  ทําการเคลือบตอไปในตูเย็นนานประมาณ 60 ช่ัวโมง ตอ
ตอจากนัน้ลาง beads  นํา beads ที่เคลือบ IgG แลวไปทดสอบกับเชื้อ S. Enteritidis ทาํการจับเชื้อที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที  แลวแยก beads โดยใชแทนแมเหล็ก  หลังจากนั้นลาง beads   นํา beads 
ที่จับเชื้อที่แยกไดไป spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ xylose lysine desoxycholate agar (XLD) เพื่อ
นับจํานวนเชื้อ 

 
4.2  การตรวจหาบัฟเฟอรและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเคลือบ beads 

ทําการเปรียบเทียบบัฟเฟอร 2 ชนิด คือ 0.1M borate buffer pH 9.5 กับ 0.1 M sodium 
phosphate buffer pH 7.4  และอณุหภมูิ 37 OC กับ 4 OC  โดยปเปต Dynabeads M-280 
Tosylactivated ใสในหลอด eppendorf หลอดละ 5 ไมโครลิตร แตละหลอดทําการลาง beads ดวย
บัฟเฟอรที่จะเปรียบเทียบปรมิาตร 1 มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตบัฟเฟอรดังกลาว 850 ไมโครลิตร
ใสในหลอด eppendorf  ที่มี beads ที่ลางแลว  ตอจากนั้นนํา IgG ที่มีปริมาณโปรตีน 100 
ไมโครกรัมละลายในบัฟเฟอรที่จะเปรียบเทียบ 100 ไมโครลิตรใสลงไป  ทําการเคลือบที่อุณหภูมทิี่
จะเปรียบเทียบ  คือ 37 OC  กับ 4 OC นาน 10 นาที แลวใส 0.5% (w/v) BSA 100 ไมโครลิตรที่
ละลายในบัฟเฟอรที่จะเปรียบเทียบ  ทําการเคลือบตอไปสําหรับที่อุณหภูมิ 37 OC นาน 16-24 
ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 OC นานมากกวา 48 ช่ัวโมง ตอจากนั้นลาง beads  นํา beads ที่เคลือบ IgG แลว
ไปทดสอบกับเชื้อ S. Enteritidis โดยใชเวลาจับเชื้อ 10 นาที  แลวแยก beads โดยใชแทนแมเหล็ก  
หลังจากนัน้ลาง  beads   นํา beads ที่จับเชือ้ที่แยกไดไป spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD เพื่อ
นับจํานวนเชื้อ 
 
4.3  การตรวจหาปริมาณ IgG ที่เหมาะสมในการเคลือบ beads  
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 ทดลองใช IgG ที่มีปริมาณโปรตีน 50, 100 และ 200 ไมโครกรัมไปเคลือบ beads จํานวน 5 
ไมโครลิตร  แลวนําไปทดสอบกับเชื้อ Salmonella โดยใชเวลาจับเชือ้ 1 ช่ัวโมง  เปรียบเทียบกบั 
Dynabeads® anti-Salmonella (20 ไมโครลิตร) ที่ใชเวลาจับเชื้อ 10 นาที  ทําการแยก beads โดยใช
แทนแมเหล็ก  หลังจากนั้นลาง beads   นํา beads ที่จับเชื้อแลวไป spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
XLD เพื่อนับจาํนวนเชื้อ 
 
4.4  การตรวจหาเวลาที่เหมาะสมในการจับเชื้อของ beads ที่เคลือบ IgG 

นํา beads 5 ไมโครลิตรที่เคลือบ IgG ที่มีปริมาณโปรตีน 200 ไมโครกรัมไปทดสอบกับเชื้อ 
Salmonella โดยใชเวลาจับเชื้อ 1 ช่ัวโมง และ 3 ช่ัวโมง สวน Dynabeads® anti-Salmonella (20 
ไมโครลิตร) ใชเวลาจับเชื้อ 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง  ทําการแยก beads โดยใชแทนแมเหล็ก 
หลังจากนัน้ลาง beads   นํา beads ที่จับเชื้อแลวไป spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD เพื่อนับ
จํานวนเชื้อ 
 
5.  การศึกษาความจําเพาะ (Specificity) ของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG  
ท่ีผลิตเองเปรยีบเทียบกับ Dynabeads® anti-Salmonella 
 นํา Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง และ beads ที่ไมไดเคลือบ
ดวย IgG กับ Dynabeads® anti-Salmonella ทดสอบกับเชื้อ Salmonella และ non-Salmonella  โดย

การใสเชื้อประมาณ 10 3 ถึง 10 4 CFU/มิลลิลิตร ลงไปในหลอด eppendorf ที่มี beads  ทําการจับเชื้อ
ที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาทสํีาหรับ Dynabeads® anti-Salmonella และ 60 นาทีสําหรับ bead เคลือบ
ดวย IgG ที่ผลิตเองและไมไดเคลือบดวย IgG  ทําการแยก beads โดยใชแทนแมเหล็ก  หลังจากนัน้
ลาง beads  นาํ beads ที่จับเชื้อแลวไปนับจํานวนเชื้อโดยวิธี spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD 
ยกเวน Staphylococcus  aureus ใชอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol salt egg yolk agar (MSEY), E. coli ใช
อาหารเลี้ยงเชือ้ eosin methylene blue lactose sucrose agar (EMB) และ Shigella  sonnei ใชอาหาร
เล้ียงเชื้อ macConkey agar  
 
6.  การศึกษาความไว (Sensitivity) ของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG  
ท่ีผลิตเองเปรยีบเทียบกับ Dynabeads® anti-Salmonella 

นํา Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองและ beads ที่ไมไดเคลือบ
ดวย IgG  กับ Dynabeads® anti-Salmonella ทดสอบกับเชื้อ Salmonella โดยการใสเชื้อ 3 ระดบั 
ไดแก 1-9, 10-99 และ 100-999 CFU/มิลลิลิตร  ลงไปในหลอด eppendorf ที่มี beads  ทําการจับเชื้อ
ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาทีสําหรับ Dynabeads® anti-Salmonella และ 60 นาทีสําหรับ beads 
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เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองและ beads ที่ไมไดเคลือบดวย IgG  ทําการแยก beads โดยใชแทน
แมเหล็ก หลังจากนั้นลาง beads   นํา beads ที่จับเชื้อแลวไป spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD 
เพื่อนับจํานวนเชื้อ 
 
7. การศึกษาการทําซ้ํา (Repeatability) ของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG 
ท่ีผลิตเอง 

นํา Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองทดสอบกับเชื้อ S. 
Weltevreden  โดยการใสเชื้อที่ความเขมขนระดับต่ํา คือ 10 2  ถึง 10 3  และระดับสูง คือ 10 5  ถึง 10 6 
ทําการทดสอบเชื้อที่ความเขมขนเดียวกนั  พรอมๆ กันทั้งหมด 5 ซํ้า ทําการจับเชือ้ที่อุณหภูมิหอง 
นาน 60 นาที  ทําการแยก beads โดยใชแทนแมเหล็ก   หลังจากนัน้ลาง beads   นํา beads ที่จับเชื้อ
แลวไป spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD เพื่อนับจํานวนเชื้อ 
 
8.  การศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจเชือ้ Salmonella โดยวิธี IMS และวิธีมาตรฐาน ISO 6579 : 
2002 

8.1 การตรวจเชื้อ Salmonella ในตัวอยางอาหารที่ปนเปอนตามธรรมชาติ  ทําการตรวจสอบ
ตัวอยางอาหารดวยวิธี IMS โดยใช Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง 
และ Dynabeads® anti-Salmonella กับวิธีมาตรฐาน ISO 6579  
การเตรียมตวัอยางอาหาร 

ช่ังตัวอยางอาหาร 25 กรัม ใสถุงพลาสติกเติม BPW 225 มิลลิลิตร  นําเขาเครื่องตีปนอาหาร 
2 นาที  แลวบมไวที่อุณหภูม ิ37 + 1 OC นาน  8  ช่ัวโมง สําหรับวิธี IMS และ 18+2  
ช่ัวโมง สําหรับวิธี ISO 6579  แลวทดสอบดังตอไปนี ้

8.1.1  การตรวจเชื้อ Salmonella โดยวิธี IMS (Dynal, 1999)  
   ปเปตตัวอยางอาหารที่เตรียมใน BPW มา 1 มิลลิลิตรใสในหลอด 

eppendorf  ที่มี Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองที่มีอนุภาค beads 
ประมาณ 1x107 และ Dynabeads® anti-Salmonella ( 20 ไมโครลิตร) ลงไปอยางละหลอด  นําไปใส
ในเครื่องหมุนทําการจับเชื้อที่อุณหภูมิหองนาน 60 นาทีสําหรับ Dynabeads M-280 Tosylactivated 
เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง และ10 นาที สําหรับ Dynabeads® anti-Salmonella  ทําการแยก beads 
โดยใชแทนแมเหล็ก หลังจากนั้นลาง beads   แลวแขวนลอย beads ใน 100 ไมโครลิตร PBS-tween 
20 ผสมใหเขากัน  แบงมาอยางละ 50 ไมโครลิตรหยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV  และ streak บน 
XLD agar  ทําการบมที่อุณหภูมิ 41.5 + 1 OC และ 37+ 1 OC ตามลําดับ นาน 24 + 3 ช่ัวโมง  เลือก
เชื้อที่สงสัยอยางนอย 2 โคโลนีมาทดสอบทางชีวเคมีและซีร่ัมวิทยา   
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8.1.2  การตรวจเชื้อ Salmonella โดยวิธี ISO 6579 : 2002 (Conway, 2003) 
    ปเปตตัวอยางอาหารที่เตรียมใน BPW มา 0.1 มิลลิลิตรใสใน rappaport 
and vassiliadis broth (RVS) 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 41.5 + 1 OC นาน 24 + 3 ช่ัวโมง  และอีก 1 
มิลลิลิตรใสใน muller-kauffmann tetrathionate broth base (MKTT) 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
+ 1 OC นาน 24 + 3 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลาที่กําหนดนาํมาหยดลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ MSRV  และ 
streak บน XLD agar  บมไวที่อุณหภูมิ 41.5 + 1 OC และ 37+ 1 OC ตามลําดับ นาน 24 + 3 ช่ัวโมง  
เลือกเชื้อที่สงสัยอยางนอย 2 โคโลนีมาทดสอบทางชีวเคมีและซีร่ัมวิทยา    

8.2  การประเมินผล 
  ทดสอบความไว (Sensitivity)  ความจําเพาะ (Specificity)  และความถูกตอง 
(Accuracy)   ของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง และ Dynabeads® 
anti-Salmonella โดยใชตัวอยางอาหารที่ปนเปอนตามธรรมชาติ เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน ISO 
6579 

       การทดสอบความไวทําโดยนําจํานวนตวัอยางที่ใหผลบวกโดยเทคนิค IMS และ
ตรงกับวิธี ISO 6579 หารดวยจาํนวนตวัอยางที่ใหผลบวกโดยวิธี ISO 6579 

       การทดสอบความจําเพาะทําโดยนําจํานวนตัวอยางทีใ่หผลลบโดยเทคนิคIMS และ
ตรงกับวิธี ISO 6579 หารดวยจาํนวนตวัอยางที่ใหผลลบโดยวิธี ISO 6579 

       การทดสอบความถูกตองทําโดยนําจํานวนตัวอยางทีใ่หผลที่ตรงกันระหวางเทคนิค 
IMS และวิธี ISO 6579 หารดวยจํานวนตวัอยางทั้งหมดที่ตรวจ 

 
9.  การจัดทําเปนชดุทดสอบ 
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ผลและการวิจารณ 
 
1.  การหาปริมาณแอนติบอดใีนแอนติซีร่ัม (crude antiserum) 

จากการตรวจหาปริมาณแอนติบอดีตอเชือ้ Salmonella ใน crude serum ดวยวิธี direct 
agglutinationโดยใชเชื้อในกลุมของแอนติซีร่ัมชนิดนั้นทดสอบ  พบวาปริมาณแอนตบิอดี (antibody 
titer)ในแอนตซีิร่ัมกลุม OMA เมื่อทดสอบกับเชื้อ S. Derby, S. Enteritidis และ S.  Weltevreden จะ
ได 1:64, 1:128 และ1:512 ตามลําดับ  สวนปริมาณแอนติบอดีในแอนติซีร่ัมกลุม OMB เมื่อทดสอบ
กับเชื้อ S. Rissen, S. Aberdeen และ S. Worthington จะได 1:256, 1:2048  และ1:1,024 ตามลําดับ   
สําหรับแอนตซีิร่ัมกลุม I มีปริมาณแอนติบอดีเทากับ 1:512 เมื่อทดสอบกับเชื้อ S. Hvittingfoss  
 

2.  การเตรียม IgG บริสุทธ์ิ 
 จากการทํา affinity chromatography  ของแอนติซีร่ัมกลุม OMA และ OMB พบวาตองทํา

การแยก IgG 2 รอบ  สวนแอนติซีร่ัมกลุม I  ทําการแยก IgG 3 รอบ  เมื่อนํามาตรวจสอบความ
บริสุทธิ์โดยการทํา SDS-PAGE  ดวยวิธี reduced form ทําใหเห็น IgG แยกเปน 2 bands คือ heavy 
chain ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ  50,000 ดาลตัน  และ light chain ที่มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 
25,000 ดาลตัน (ภาพผนวกที่ 1) เมื่อตรวจสอบวาเปน IgG บริสุทธิ์แลวจึงรวม IgG ที่ไดจากแอนติ
ซีร่ัม กลุม OMA, OMB และ I ไป lyophilize   แลวนาํมาหาปริมาณโปรตีนใน IgG ดวยวิธี Lowry  
พบวามีปริมาณโปรตีนประมาณ 450 ไมโครกรัมตอ0.001 กรัมของ IgG หรือ 450 มิลลิกรัมตอกรัม 

 
3. การหาปริมาณ IgG โดยวธีิ direct agglutination 

นํา IgG ที่ผานการ lyophillyze มาหาปริมาณแดวยวิธี direct agglutination โดยนํามา
ทดสอบกับเชือ้ Salmonella และ เชื้อ non-Salmonella พบวาปริมาณแอนติบอดีของ IgG ตอเชื้อ 
Salmonella ลดลงมาก เมื่อเทียบกับกอนการเตรียม IgG บริสุทธิ์  ผลการทดสอบกับเชื้อ Salmonella 
เปนดังนี้ เชื้อ S. Derby, S. Rissen, S Enteritidis, S. Weltevreden, S. Aberdeen, S. Worthington และ 
S. Hvittingfoss  ปริมาณแอนติบอดีเทากบั 1:16, 1:4, 1: 16, 1:16, 1:8, 1:2 และ1: 8 ตามลําดับ  สวน
เชื้อ  non-Salmonella  คือ เชื้อ E. coli, K. pnuemoniae, E. aerogenes, Shigella sonnei, P. mirabilis 
ไมเกิดการตกตะกอน (agglutination) ยกเวน Staphylococcus aureus  ที่มีปริมาณแอนติบอดีเทาก ับ 
1: 8  อาจเปนเพราะ S. aureus มีโปรตีนเอที่ผนังเซลลที่สามารถจับสวน Fc ของ IgG ได  แสดงวา 
IgG นี้คอนขางมีความจําเพาะกับเชื้อ Salmonella  สําหรับสาเหตุที่ปริมาณแอนติบอดีตอเชื้อ 
Salmonella ลดลงมากอาจมาจากการทํา affinity chromatography ทําให Ig ชนิดอื่นที่ไมใช IgG ถูก
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กําจัดออกไป โดยเฉพาะ IgM ซ่ึงเปน Ig ที่เกี่ยวของกับปฏิกิริยา agglutination  รวมทั้งการสูญเสีย 
IgG บางสวนในระหวางการเตรียม IgG บริสุทธิ์  

 
4.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเคลือบ IgG บน Dynabeads M-280 Tosylactivated 
เปรียบเทียบกับ Dynabeads® anti-Salmonella 

4.1  การตรวจหาจํานวน beads ที่เหมาะสมในการเคลือบดวย IgG 
จากการทดลองนํา Dynabeads M-280 Tosylactivated จํานวน 5 และ 10 

ไมโครลิตร  (จากขวดที่มี beads ประมาณ 2x109 ตอมิลลิลิตร) คิดเปนอนุภาค beads ประมาณ 1x107 
และ 2x107 ตามลําดับ  มาเคลือบดวย IgG ที่มีปริมาณโปรตีน 100 ไมโครกรัม  แลวนําไปจับเชื้อ S. 
Enteritidis จํานวน 8,000 CFU/มิลลิลิตร โดยใชเวลาจับเชื้อ 10 และ 60 นาที  พบวาที่เวลาจับเชือ้
เทากัน beads มีความสามารถในการจับเชือ้ใกลเคียงกนั (ตารางที่ 4)  ดังนั้นในการทดลองตอไปจะ
ใช beads ปริมาตร 5 ไมโครลิตรเพื่อประหยัด beads เนื่องจากมีราคาแพง 

 
ตารางที่ 1  การจับเชื้อ S. Enteritidis เมื่อใชปริมาตร beads และเวลาตางกันโดยใชปริมาณเชื้อ 8,000  

CFU/มิลลิลิตร 
 

ปริมาตร beads(ไมโครลิตร)/ จํานวนเชื้อที่พบ (CFU/มิลลิลิตร) 
 เวลาจับเชื้อ Beads Supernatant 

5  /(10 นาที) 
 

345 3,450 

10 / (10 นาที) 
 

340 7,300 

5 / (60 นาที) 
 

1,290 4,150 

10 / (60 นาที) 
 

1,380 3,150 

 
4.2  การตรวจหาบัฟเฟอรและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเคลือบ IgG 

จากการทดลองเปรียบเทียบการเคลือบ IgG บน beads ที่สภาวะตางๆ กัน 4 สภาวะ
แลวนําไปจับเชื้อ S. Enteritidis  จํานวน 10,500 CFUตอมิลลิลิตรนาน 10 นาที  พบวาการใช 0.1 M 
sodium phosphate buffer pH 7.4  ใหผลการจับเชื้อดีกวาการใช 0.1 M borate buffer pH 9.5  และ
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เมื่อเปรียบเทียบอุณหภูมิที่ใชในการเคลือบที่ 37 OC นาน 16-24 ช่ัวโมง กับ 4 OC นานมากกวา 48 
ช่ัวโมงโดยใชบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน  พบวาการจับเชื้อของ beads ไมแตกตางกนั (ตารางที่ 2)  การ
เคลือบ IgG โดยการใชอุณหภูมิต่ําจะทําใหการจับกนัทางเคมีของ IgG กับ beads เกิดขึ้นชา (ใชเวลา
มากกวา 48 ช่ัวโมง)  ในขณะที่อุณหภูม ิ 37 OC ใชเวลา 16-24 ช่ัวโมง   ซ่ึง Dynabeads M-280 
Tosylactivated จะจับโปรตีนดวยการดดูตดิทางกายภาพ และทางเคมีโดยพันธะโควาเลนต   ดังนั้น
ในการทดลองตอไปจะทําการเคลือบ IgG โดยใช  0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.4 และที่
อุณหภูมิ 37 OC นาน 16-24 ช่ัวโมง เพื่อประหยัดเวลาในการทํา 
 
ตารางที่ 2  เปรียบเทียบบัฟเฟอรและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเคลือบ IgG บน beads 

ในการจับเชื้อ S. Enteritidisโดยใชปริมาณเชื้อ 10,500 CFU/มิลลิลิตร 
 

สภาวะการเคลือบ จํานวนเชื้อที่พบ (CFU/มิลลิลิตร) 
 Beads Supernatant 

0.1 M borate buffer, 37 OC, 16-24 ช่ัวโมง 
 

110 9,050 

0.1 M borate buffer, 4 OC, มากกวา 48 ช่ัวโมง 
 

75 9,700 

0.1 M sodium phosphate buffer, 37 OC,  
16-24 ช่ัวโมง 
 

500 9,400 

0.1 M sodium phosphate buffer, 4 OC,  
มากกวา 48 ช่ัวโมง 
 

405 8,800 

 
4.3  การตรวจหาปริมาณ IgG ที่เหมาะสมในการเคลือบ beads 
   จากการใช IgG ที่มีปริมาณโปรตีน 50, 100 และ 200 ไมโครกรัมมาเคลือบ beads 

แลวไปจับเชื้อ S. Rissen (กลุม C) และ S. Hvittingfoss (กลุม I ) นาน 60 นาที โดยทั้งสองเชื้อเปน
เชื้อที่ beads ที่เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจับไดนอยที่สุด และมากที่สุด ตามลําดับ (ขอมูลไมแสดง)  
เมื่อเปรียบเทียบกับ Dynabeads® anti-Salmonella ที่จับเชือ้นาน 10 นาท ี สาเหตุที่ beads เคลือบดวย 
IgG ที่ผลิตเองตองใชเวลาจับเชื้อนาน 60 นาที  เนื่องจากพบวาถาใชเวลาจับเชื้อ 10 นาทีจะจับเชื้อ 
Salmonella ไดนอยลง  ผลการทดลองพบวา beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองยังคงจับเชื้อ S. Rissen 
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ไดนอยกวา Dynabeads® anti-Salmonella แตจับเชื้อ S. Hvittingfoss ไดมากกวาถึงแมจะใช IgG 50 
ไมโครกรัม (ตารางที่ 3)  แตการลด IgG ลงความสามารถในการจับเชื้อ Salmonella ของ beads ก็
ลดลงเชนกัน  ดังนั้นจึงไมควรที่จะลด IgG ลงเพราะจะทําใหการจับเชื้อ Salmonella กลุมที่ beads ที่
เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจับไดนอยลดลง เชน กลุม C และ D  ดังนั้นในการตรวจหาเวลาที่ใชใน
การจับเชื้อจะใช IgG ที่มีปริมาณโปรตีน 200 ไมโครกรัม 

 
ตารางที่ 3  เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนของ IgG ที่ระดับตางๆที่ใชในการเคลือบ bead ในการจับเชือ้ 

Salmonella 
 

ปริมาณโปรตีนของ IgG จํานวนเชื้อเร่ิมตน จํานวนเชื้อที่พบ (CFU/มิลลิลิตร) 
(ไมโครกรัม) (CFU/มิลลิลิตร) Beads Supernatant 

S. Rissen              33,000   
Dynabeads® anti-Salmonella  11,050 9,350 
Coated beads  50  1,550 22,450 
Coated beads 100  3,400 25,400 
Coated beads 200  3,650 21,450 
S. Hvittingfoss    35,000   
Dynabeads® anti-Salmonella  300 27,900 
Coated beads  50  3,400 22,800 
Coated beads 100  6,700 18,900 
Coated beads 200  8,000 19,400 

 
4.4  การตรวจหาเวลาที่เหมาะสมในการจับเชื้อของ beads ที่เคลือบ IgG 

จากการจับเชื้อ S. Derby, S. Rissen, S. Enteritidis, S. Weltevreden และ S. 
Hvittingfoss ซ่ึงอยูในกลุม B, C, D, E และ I  ตามลําดับ  โดยใชเวลา 60 และ 180 นาทีเปรียบเทียบ
ผลการจับกับ Dynabeads® anti-Salmonella ที่ใชเวลาการจับเชื้อ 10 นาที  สาเหตุที่ตองหาเวลาใน
การจับเชื้อของ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง  เนื่องจากไดทดลองจบัเชื้อ Salmonella ที่ เวลา 10 
นาทีแลวพบวาความสามารถในการจับเชือ้ Salmonella กลุมตางๆ ยังนอยเมือ่เปรียบเทียบกับ 
Dynabeads® anti-Salmonella ยกเวนกลุม I  (ขอมูลไมแสดง)  ผลการจับเชื้อที่เวลา 60 และ 180 นาที  
พบวาการใชเวลามากขึ้นสามารถจับเชื้อไดมากขึ้น โดยท่ีเวลา 60 นาที beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิต
เอง สามารถจับเชื้อ Salmonella กลุม B และ E ไดใกลเคียงกับ Dynabeads® anti-Salmonella สวน
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กลุม C และ D beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง  จับเชื้อไดนอยกวา  แตกลุม I จับเชื้อไดมากกวา  
สวนที่เวลา 3 ช่ัวโมง  beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจับเชื้อกลุม B, E และ I ไดมากกวา  แตกลุม 
C และ D ยังคงนอยกวา (ตารางที่ 4)  ดังนั้นในการทดลองตอไป beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจะ
ใชเวลาจับเชื้อ  60 นาที  สาเหตุที่ไมใชเวลานานกวานีเ้พราะตองการลดการเกิด non-specific 
binding หรือการเกาะกนัอยางไมจําเพาะกบัเชื้อ non- Salmonella ที่อยูในอาหาร 
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ตารางที่ 4  การจับเชื้อของ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองที่เวลาตางๆ เปรียบเทียบกับ 
Dynabeads® anti-Salmonella 

 

ชนิด beads, เวลาจับเชื้อ  จํานวนเชื้อเร่ิมตน จํานวนเชื้อที่พบ (CFU/มิลลิลิตร) 
 (CFU/มิลลิลิตร) Beads Supernatant 

S. Derby 18,300   
Dynabeads® anti-Salmonella, 10 นาท ี  5,100 12,450 
Coated beads, 60 นาที  5,475 12,650 
Coated beads, 180 นาที  26,100 6250 
S. Rissen               33,900   
Dynabeads® anti-Salmonella, 10 นาท ี  10,950 17,700 
Coated beads, 60 นาที  2,200 23,800 
Coated beads, 180 นาที  7,800 17,300 
S. Enteritidis          21,600   
Dynabeads® anti-Salmonella, 10 นาท ี  8,050 12,350 
Coated beads, 60 นาที  1,600 15,500 
Coated beads, 180 นาที  5,850 7,000 

S. Weltevreden  26,600   

Dynabeads® anti-Salmonella, 10 นาท ี  5,400 9,850 
Coated beads, 60 นาที  5,010 17,700 
Coated beads, 180 นาที  18,250 1,950 

S. Hvittingfoss   28,100   

Dynabeads® anti-Salmonella, 10 นาท ี  250 26,900 
Coated beads, 60 นาที  5,365 19,000 
Coated beads, 180 นาที  16,150 9,050 
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5.  การศึกษาความจําเพาะ (Specificity) ของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG 
ท่ีผลิตเองเปรยีบเทียบกับ Dynabeads® anti-Salmonella 

จากการเปรยีบเทียบการจับเชือ้ Salmonella ในกลุม B, C, D, E, F, G, I รวมทั้งกลุม N ซ่ึง
เปนกลุมที่ไมไดใชในการผลิตแอนติซีร่ัมกลุม OMA, OMB และ I  ของ beads เคลือบดวย IgG ที่
ผลิตเอง  กับทีไ่มเคลือบดวย IgG ใชเวลาจบัเชื้อ 60 นาที  และ Dynabeads® anti-Salmonella ใชเวลา
จับเชื้อ 10 นาที  พบวา beads ที่ไมเคลือบดวย IgG สามารถจับเชื้อที่ทดสอบไดทกุเชื้อโดยจับ S. 
Weltevreden ไดดีที่สุดแสดงวาเกดิ non-specific binding  สวน beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจับ
เชื้อ S. Aberdeen, S. Worthington และ S. Hvittingfoss ไดดีกวา Dynabeads® anti-Salmonella  แต
เชื้อ Salmonella กลุมเหลานีพ้บไมบอยในอาหาร แตกลุมที่พบบอย คอื B, C, D และ E  ซ่ีง beads 
เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจับเชื้อไดนอยกวา Dynabeads® anti-Salmonella  สําหรับการจับเชื้อ S. 
Urbana, beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองก็ยังจับไดอาจเปนเพราะมี antigenic determinant คลายกัน 
หรือเกิด non-specific binding เชนเดยีวกบั beads ที่ไมเคลือบดวย IgG  สวน Dynabeads® anti-
Salmonella นัน้ผูผลิต beads ชนิดนี้กลาววาจับเชื้อ Salmonella ไดในกลุม B ถึง Z โดยความสามารถ
ในการจับจะแตกตางกันไป  อยางไรก็ตามจํานวนเชื้อ S. Urbana ที่จับไดของ beads เคลือบดวย IgG 
ที่ผลิตเอง  กับที่ไมเคลือบดวย IgG และ Dynabeads® anti-Salmonella ก็ไมสูงนกัจึงนาจะเกิดจาก 
non-specific binding (ตารางที่ 5)  

สวนการจับเชือ้ของ beads ในกลุม non-Salmonella  พบวา beads ที่ไมเคลือบดวย IgG จับ
เชื้อที่ทดสอบไดเกือบทกุเชือ้ ยกเวนเชื้อ E. coli และ Shigella sonnei  (ตารางที่ 6) โดยเฉพาะ K. 
pneumoniae และ P. mirabilis ที่จับไดมากพอๆ กับ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง  สําหรับ beads 
เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองกับ Dynabeads® anti-Salmonella สามารถจับไดทุกเชื้อ โดยเฉพาะ E. 
aerogenes, P. mirabilis และ Staphylococcus aureus  ที่ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจับเชื้อได
มากกวา  แตสําหรับเชื้อ K. pneumoniae, beads ทั้งสามชนิดจับไดพอๆ กัน  การจับเชื้อ non- 
Salmonella ไดจัดเปน non-specific binding ซ่ึงเปนสิ่งที่ไมตองการใหเกิด  เพราะแสดงวา beads 
เหลานี้ไมมีความจําเพาะ  การจับเชื้อไดของ beads อาจเปนเพราะเชื้อไปเกาะติดเฉยๆ โดยไม
เกี่ยวกบัปฏิสัมพันธของแอนติบอดี กับแอนติเจน  เพราะจากการทําการทดลองหลายๆ คร้ังพบวา
จํานวนเชื้อที่จบัไดไมสม่ําเสมอ  ยกเวนการจับเชื้อ E. aerogenes และ Staphylococcus aureus ที่ 
beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจับเชื้อไดมากกวา Dynabeads® anti-Salmonella และ beads ที่ไม
เคลือบดวย IgG ทุกครั้ง (ขอมูลไมแสดง) ซ่ึงอาจเปนเพราะในการเคลือบ IgG อาจจะมีโครงสราง
สวน Fab ของ IgG ที่ไปเกาะบนผิว bead แลวหนัสวน Fc ออกมาเชื้อ Staphylococcus aureus ซ่ึงมี
โปรตีนเอจึงไปเกาะสวน Fc ของ IgG ที่ใชในการเคลือบ beads จึงถูกจับไดมากทั้งที่ไมไดอยูใน 
Family Enterobacteriaceae  สวนการจบัเชื้อ E. aerogenes ไดมากอาจเปนเพราะอยูใน Family 
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Enterobacteriaceae เหมือนกันจึงอาจมี antigenic determinant คลายกัน  การที่ Dynabeads® anti-
Salmonella มีความจําเพาะในการจับเชื้อมากกวาอาจเปนเพราะ IgG ที่ใชเคลือบเปนสวนผสมของ
โพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เกาะแบบโควาเลนตบนผวิ beads (Poppe et al.,1996) 

 
ตารางที่ 5  ความจําเพาะของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง
เปรียบเทียบกบั Dynabeads® anti-Salmonella เมื่อทดสอบกับเชื้อ Salmonella 
 

 จํานวนเชื้อที่ใส จํานวนเชื้อที่พบ (CFU/มิลลิลิตร) 
ชนิด beads (CFU/มิลลิลิตร) Beads Supernatant 

S. Derby    (กลุม B) 7,500   

Dynabeads® anti-Salmonella  2,200 5,450 
Uncoated beads  10 8,600 
Coated beads  1,445 6,050 

S. Rissen    (กลุม C) 7,900   

Dynabeads® anti-Salmonella  3,600 4,950 
Uncoated beads  24 7,900 
Coated beads  1,140 6,850 

S. Enteritidis   (กลุม D) 6,250   

Dynabeads® anti-Salmonella  3,150 2,850 
Uncoated beads  16 6,550 
Coated beads  1,915 2,900 

S. Weltevreden   (กลุม E) 4,600   

Dynabeads® anti-Salmonella  2,600 4,550 
Uncoated beads  145 8,000 
Coated beads  1,950 3,450 

S. Aberdeen   (กลุม F) 5,050   

Dynabeads® anti-Salmonella  315 3,200 
Uncoated beads  2 3,350 
Coated beads  650 2,150 
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ตารางที่ 5  (ตอ)  ความจําเพาะของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง 
เปรียบเทียบกบั Dynabeads® anti-Salmonella เมื่อทดสอบกับเชื้อ Salmonella 

 

 จํานวนเชื้อที่ใส จํานวนเชื้อที่พบ (CFU/มิลลิลิตร) 
ชนิด beads (CFU/มิลลิลิตร) Beads Supernatant 

S. Worthington   (กลุม G) 6,450   

Dynabeads® anti-Salmonella  10 8,300 
Uncoated beads  1 8,550 
Coated beads  1,310 5,450 

S. Hvittingfoss   (กลุม I) 5,700   

Dynabeads® anti-Salmonella  15 5,350 
Uncoated beads  8 5,400 
Coated beads  1,040 4,050 
S. Urbana   (กลุม N) 4,550   
Dynabeads® anti-Salmonella  10 4,650 
Uncoated beads  35 5,200 
Coated beads  40 5,150 
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ตารางที่ 6  ความจําเพาะของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง
เปรียบเทียบกบั Dynabeads® anti-Salmonella เมื่อทดสอบกับเชื้อ non-Salmonella 

 

 จํานวนเชื้อที่ใส จํานวนเชื้อที่พบ (CFU/มิลลิลิตร) 
ชนิด beads (CFU/มิลลิลิตร) Beads Supernatant 

E. coli 9,050   

Dynabeads® anti-Salmonella  10 5,350 
Uncoated beads  0 7,300 
Coated beads  5 8,350 

E. aerogenes 3,400   

Dynabeads® anti-Salmonella  18 3,100 
Uncoated beads  77 2,600 
Coated beads  671 1,250 

K. pnuemoniae 4,150   

Dynabeads® anti-Salmonella  157 4,050 
Uncoated beads  123 3,100 
Coated beads  215 3,950 

S. sonnei 9,800   

Dynabeads® anti-Salmonella  1 5,150 
Uncoated beads  0 6,450 
Coated beads  4 5,200 

P. mirabilis 6,900   

Dynabeads® anti-Salmonella  49 4,450 
Uncoated beads  107 4,650 
Coated beads  221 5,800 

S. aureus 4,200   

Dynabeads® anti-Salmonella  26 3,150 
Uncoated beads  5 2,700 
Coated beads  670 2,150 
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6.  การศึกษาความไว (Sensitivity) ของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG 
ท่ีผลิตเองเปรยีบเทียบกับ Dynabeads® anti-Salmonella 

 
จากการใสเชื้อ Salmonella  ที่ระดับ 1-9, 10-99 และ 100-999 CFU/มิลลิลิตร พบวาที่ระดับ

ต่ํากวา 10 CFU/มิลลิลิตร  Dynabeads® anti-Salmonella สามารถตรวจพบเชื้อ S. Derby, S. Rissen, 
S. Enteritidis และ S. Weltevreden  สวน beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง ตรวจพบเชื้อ S. Derby, S. 
Rissen, S.  Weltevreden  และ S. Worthington  ที่ระดับเชื้อ 10-99 CFU/มิลลิลิตร Dynabeads® anti-
Salmonella ตรวจพบเชื้อ S. Aberdeen   beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง ตรวจพบเชื้อ S. 
Enteritidis, S. Aberdeen, S. Hvittingfoss และ S. Urbana   ที่ระดับเชือ้สูงกวา 100 CFU/มิลลิลิตร 
Dynabeads® anti-Salmonella ตรวจพบเชื้อ S. Hvittingfoss, S. Worthington และ S. Urbana แตการ
พบยังไมสม่ําเสมอ (ขอมูลไมแสดง)   เชนเดียวกับการพบ Salmonella ที่ระดับเชื้อต่ํากวา 10 CFU/
มิลลิลิตร ของ coated beads ทั้ง 2 ชนิดที่ยังตรวจพบเชื้อ Salmonella ที่กลาวมาแลวไมสม่ําเสมอ  
ยกเวนเชื้อ S. Rissen   และที่ระดับ 10-99 CFU/มิลลิลิตร beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองก็ยังพบ
เชื้อที่กลาวมาแลวไมสม่ําเสมอ ยกเวนเชื้อ S. Enteritidis  สําหรับ beads ที่ไมเคลือบดวย IgG ที่
ระดับเชื้อ Salmonella ต่ํากวา 100 CFU/มิลลิลิตรจะตรวจไมพบและเมือ่เชื้อมีจํานวนมากขึ้นการจับ
เชื้อก็สูงขึ้น (ตารางที่ 10) 

Dynabeads® anti-Salmonella สามารถจับเชื้อ S. Derby, S. Rissen, S. Enteritidis และ S.  
Weltevreden ไดดีกวา beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง  แตจับเชื้อ S. Aberdeen, S. Worthington, S. 
Hvittingfoss และ S. Urbana ไดนอยกวา ในการทดลองนี้เปนการทดสอบในสภาวะที่ไมมเีชื้ออ่ืน
ผสม  แตในความเปนจริงตัวอยางอาหารจะมีเชื้ออ่ืนปนเปอนดวยเสมอ  รวมทั้งมีอนุภาคอาหารชิ้น
เล็ก ๆ ที่อาจขัดขวางการจับเชื้อ Salmonella  ดังนั้นความสามารถของ coated beads ในการจับเชื้อ 
Salmonella ที่ระดับต่ําสุด (low detection limit) ยอมลดลง 
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ตารางที่ 7  ความไวของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองเปรียบเทียบ
กับ Dynabeads® anti-Salmonella เมื่อใสเชือ้ Salmonella ที่ระดับตางๆ 

เชื้อ จํานวนเชื้อ จํานวนเชื้อที่พบบน beads (CFU/มิลลิลิตร) 

 ที่ใส  
(CFU/มิลลิลิตร) 

Dynabeads® 
anti-Salmonella  

Coated  
beads 

Uncoated 
beads  

S. Derby  (กลุม B) 5 1 1 0 
 18 3 1 0 
 102 31 29 0 
S. Rissen ( กลุม C) 7 4 3 0 
 28 12 4 0 
 128 47 23 0 
S. Enteritidis  (กลุม D) 6 1 0 0 
 85 35 20 0 
 115 50 50 1 
S. Weltevreden  (กลุม E) 5 1 1 0 
 85 44 23 0 
 102 39 34 2 
S. Aberdeen  (กลุม F) 8 0 0 0 
 63 1 6 0 
 120 2 10 0 
S. Worthington (กลุม G) 5 0 2 0 
 50 0 3 0 
 161 0 24 0 
S. Hvittingfoss  (กลุม I) 20 0 0 0 
 65 0 9 0 
 106 2 27 0 
S. Urbana  (กลุม N) 3 0 0 0 
 80 0 2 0 
 660 0 9 6 
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7.  การศึกษาการทําซ้ํา (Repeatability) ของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG 
ท่ีผลิตเอง 

 
Repeatability  เปนการทดสอบซ้ําดวยวิธีทดสอบเดยีวกัน ตัวอยางที่เหมือนกนัภายใต

สภาวะเดยีวกนัเพื่อหาความแมนยํา (Precision) ของวิธีการทดลอง  วิธีการหาทําโดยการใสเชื้อที่
ระดับตางๆ กนัแลวเปรยีบเทียบผลจาก % Relative standard deviation (RSD) หรือ Coefficient of 
variation (CV)  ในการทดลองนี้ไดใช Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง 
ไปจับเชื้อ S. Weltevreden โดยการใสเชื้อในบัฟเฟอรใหมีจํานวนเชื้อที่ระดับต่ําและสูง  ทําการ
ทดลองอยางละ 5 ซํ้า แลวดูการกระจายของขอมูลจาก %CV ของ log10 ของจํานวนเชื้อที่พบจาก 
beads   พบวาการใสเชื้อที่ระดับต่ํา และระดับสูงมีคา %CV เทากับ 5.9 และ1.0 ตามลําดับ (ตารางที่ 
8 และ 9)  แสดงวาการมีเชื้อที่ระดับสงูมีความใกลเคียงกันของขอมูลหรือมีความแมนยําในการ
ทําซ้ํามากกวา  อยางไรก็ตามการมีความแมนยําสูงไมจาํเปนที่จะตองเปนคาที่ถูกตอง (Accuracy) 
เสมอไป  เพราะวิธี Immunomagnetic separation (IMS) จัดเปน qualitative method หรือ 
semiquantitative method  เนื่องจากเชื้อ Salmonella หลายๆ เซลลอาจเกาะกับ beads เพียง 1 bead  
แลวเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเพียง 1 โคโลนี  และคา  Precision ยังขึ้นอยูกับชนิดของอาหาร  
ดังนั้น beads ทางการคา หรือ Dynabeads®  anti-Salmonella จึงไมมผีลตรงสวน accuracy และ 
precision       
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ตารางที่ 8  การทําซ้ํา (Repeatability) ของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG  
ที่ผลิตเองในการจับเชื้อ S. Weltevreden โดยใชปริมาณเชื้อ 595 CFU/มิลลิลิตร 

                                    จํานวนเชื้อที่พบ (CFU/มิลลิลิตร)   

คร้ังที่ Coated beads 
log10 Coated 

beads Supernatant log10 Supernatant 

1 86 1.93 275 2.44 

2 162 2.21 235 2.37 

3 121 2.08 310 2.49 

4 202 2.31 270 2.43 

5 199 2.30 235 2.37 

mean 154 2.17 265 2.42 

SD 50.26 0.13 24 0.04 

%CV 3.3 5.9 9.1 1.6 
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ตารางที่ 9  การทําซ้ํา (Repeatability) ของ Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG 

ที่ผลิตเองในการจับเชื้อ S. Weltevreden โดยใชปริมาณเชื้อ 73.5X104 CFU/มิลลิลิตร 

                                    จํานวนเชื้อที่พบ (CFU/มิลลิลิตร)   

คร้ังที่ Coated beads 
log10 Coated 

beads Supernatant log10 Supernatant 

1 340,500 5.53 478,500 5.68 

2 377,000 5.58 331,500 5.52 

3 413,000 5.62 379,000 5.58 

4 382,500 5.58 422,000 5.63 

5 294,000 5.47 421,000 5.62 

mean 361,400 5.56 406,400 5.61 

SD 45636.3 0.06 40920 0.04 

%CV 12.6 1.0 10.1 0.8 

 

8.  การศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจเชือ้ Salmonella โดยวิธี IMS และวิธีมาตรฐาน ISO 6579 : 
2002 
 

8.1  การตรวจเชื้อ Salmonella ในตัวอยางอาหารที่ปนเปอนตามธรรมชาติ  
จากการตรวจตัวอยางอาหารจํานวน 30 ตัวอยาง จําแนกเปน ไกสด 27 ตัวอยาง 

และอาหารทะเลแชแข็ง 3 ตัวอยาง  โดยใช coated beads ที่ผลิตเอง กับ Dynabeads® anti-
Salmonella และวิธี ISO 6579 : 2002  มีอาหารเลี้ยงเชือ้ BPW เปน enrichment medium โดยการ
ตรวจดวยวิธี IMS จะลดเวลาการบมตัวอยางอาหารใน BPW จาก 18-24 ช่ัวโมง เปน 8 ช่ัวโมงเพื่อ
ลดเวลาการตรวจเชื้อ Salmonella ลง  แตวธีิ ISO 6579 : 2002 ยังบมตามปกติ คือนาน 18+2 ช่ัวโมง  
และใชอาหารเลี้ยงเชื้อจําเพาะ MSRV และ XLD ในการแยกเชื้อ Salmonella  โดยลักษณะเชื้อ 
Salmonella บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV จะมีโซนขุน 2 โซนดานนอกจะขุนนอยกวา  สวนในอาหาร
เล้ียงเชื้อ XLD โคโลนีของเชื้อ Salmonella สวนใหญจะไมมีสีและมีจุดสีดําตรงกลางโคโลนี  ผล
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การตรวจตวัอยางอาหารทั้งหมด 30 ตัวอยาง  เมื่อใช coated beads ที่ผลิตเองพบเชื้อ Salmonella 25 
ตัวอยาง (รอยละ 83.3) จากอาหารเลี้ยงเชือ้จําเพาะ MSRV และ 1 ตัวอยาง (รอยละ3.3) จากอาหาร
เล้ียงเชื้อจําเพาะ XLD  สวน Dynabeads® anti-Salmonella พบเชื้อ Salmonella 25 ตัวอยาง (รอยละ
83.3) จากอาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV และ 3 ตัวอยาง (รอยละ10.0) จากอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD  วิธี ISO 
6579 : 2002 พบเชื้อ Salmonella 26 ตัวอยาง (รอยละ86.7) จากอาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV และ 17 
ตัวอยาง (รอยละ56.7) จากอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD (ตารางที่ 11)   แตเวลาที่ใชในการจับเชื้อของ beads 
เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง  คือ 60 นาทีซ่ึงนานกวา Dynabeads® anti-Salmonella ที่ใชเวลา 10 นาที
อยางไรก็ตามผูวิจัยไดทดลองใช beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจับเชื้อนาน 10 นาที กับบาง
ตัวอยางก็พบวายังจับเชื้อ Salmonella ได (ขอมูลไมแสดง)  การที่วิธี ISO 6579 : 2002 พบเชื้อ 
Salmonella มากกวาวิธี IMS ซ่ึงตรงขามกับการศึกษาของ Coleman et al. (1995) อาจเปนเพราะการ
บมอาหารเลี้ยงเชื้อ BPW ของวิธี ISO 6579 : 2002 นานกวาทําใหเชื้อ Salmonella สามารถเพิ่ม
จํานวนไดมากขึ้นจนเพยีงพอสําหรับการตรวจพบอกีทั้งยังมอีาหารเลี้ยงเชื้อ MKTT และ RVS ที่
ชวยยับยั้งการเจริญของเชื้ออ่ืน  หรือตัวอยางมีไขมันมากทําใหสูญเสียเชื้อไปในขั้นตอนการทํา IMS 
(Skjerve and Olsvik, 1991) เพราะ beads ถูกจับโดยแมเหล็กไมหมด  ซ่ึง Coleman et al. (1995) ได
แนะนําวิธีแกปญหาโดยการนําตัวอยางกอนที่จะไปผสมกับ beads แชในตูเย็น นาน 1 ช่ัวโมง 
เพื่อใหไขมันแข็งตัวและอนภุาคอาหารตกตะกอน 

เมื่อเปรียบเทียบอาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV และ XLD ที่ใชในการตรวจทั้งวิธี IMS 
และ ISO 6579 : 2002 พบวา สามารถพบเชื้อ Salmonella บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV ไดมากกวา  
ยกเวนวิธี ISO 6579 : 2002 ที่ใชอาหารเลีย้งเชื้อ RVS เปน selective medium ที่พบเชื้อ Salmonella  
เทากับอาหารเลี้ยงเชื้อ  MSRV   คลายกบัการศึกษาของ Poppe et al. (1996)  ที่ใชอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MSRV และ Rambach ซ่ึงเปนอาหารเลี้ยงเชื้อจําเพาะชนิดแข็งในการตรวจเชื้อ Salmonella แลวพบ
เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV มากกวา  อีกทั้งการตรวจตัวอยางอาหารโดยวิธี IMS แลวเพาะเชื้อบน
อาหารเลี้ยงเชือ้ XLD ทันทีพบวาทําการแยกเชื้อ Salmonella ไดยากเนื่องจากมีเชื้อจุลินทรียแขงขนั
ขึ้นปกคลุม (Cudjoe et al., 1994; Coleman et al., 1995)  โดยเฉพาะอาหารที่ไมผานกรรมวิธีผลิตที่
จะมีเชื้อจุลินทรียแขงขันปนเปอนสูง  ทําใหตองเสียเวลาในการแยกเชือ้ซํ้ากับโคโลนีที่สงสัย คือมี
โคโลนีสีดําแตไมใชโคโลนีบริสุทธิ์  ซ่ึงเชื้อจุลินทรียแขงขันที่พบสวนใหญเปนพวกใชน้ําตาลแลค
โตสที่อาจจะเกาะ beads แบบไมจําเพาะ หรือเกดิปฏิกิริยาขามของแอนติบอดีที่เคลือบ beads 
(Cudjoe and Krona, 1997)  แตในอาหารที่มีเชื้อจุลินทรียแขงขันปนเปอนนอยจะไมพบปญหาการ
แยกเชื้อ    สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MSRV สามารถอานผลไดชัดเจนวาเปนเชื้อ Salmonella  โดยจะ
เกิดโซนขุน 2 โซนดานนอกจะขุนนอยกวา  โซนขุนดังกลาวเกดิจากการเคลื่อนที่ของเชื้อ 
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Salmonella สวนเชื้ออ่ืนๆ การเคลื่อนที่จะถูกยับยั้งโดยสารแมกนีเซียมคลอไรด  มาลาไคท กรีน  
และ Novobiocin ที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV  รวมทัง้การใชอุณหภูมิสูงคือ 42 OC ในการบมเชื้อ  
จึงเหมาะสมที่จะใชในการแยกเชื้อ Salmonella จากตัวอยางอาหารที่มีการปนเปอนเชื้อจุลินทรีย
แขงขันสูง (De Medici et al., 1998)  ถึงแมวาอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนีใ้ชไดกับเชื้อ Salmonella ที่
เคลื่อนที่ไดเทานั้นแตเชื้อ Salmonella ที่ไมเคลื่อนที่ เชน S. Pullorum และ S. Gallinarum ก็พบนอย
มาก  และการเขี่ยเชื้อจาก MSRV มาทดสอบทางชีวเคมโีดยตรงบางครั้งจะไมไดโคโลนีบริสุทธิ์ของ
เชื้อ Salmonella ทําใหผลทางชีวเคมีไมใชเชื้อ Salmonella แตเมื่อทดสอบทางซีร่ัมวิทยาแลวเปนเชื้อ 
Salmonella ซ่ึงเหตุการณเชนนี้พบไมบอยนัก 

วิธี ISO 6579 เปนวิธีการตรวจหาเชื้อ Salmonella ในเนื้อและสัตวปก (พบ-ไมพบ) ไมใช
วิธีการนับปรมิาณเชื้อเปาหมาย ระบุใหเลือกโคโลนีเพียง 1 โคโลนี มาทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี หาก
เปนบวก ก็ถือวาจบ แตหากเปนลบ ตองเลือกมาอกี 4 โคโลนีเพื่อตรวจสอบ ตามเอกสารของ ISO  
(http://www.ukmeat.org/pdf/SalmonellaPoultry.pdf) ในกรณีนี้ ไดเลือกไวอยางนอย 2 โคโลนี หาก
พบวาเปนเชื้อเปาหมายจริง กน็าจะพอเพียง แตหากพบผลเปนลบ ตองเลือกเพิ่มใหครบอีก 4 โคโลนี
หรือมากกวาแตไมเกิน 20 กรณีมีเชื้อนอยกวา 5 ใหเลือกทั้งหมดตามเกณฑ ใชจํานวนตัวอยาง 30 
ตัวอยางซึ่งที่เปนที่ยอมรับทางสถิติตองมีขนาดใหญเพียงพอ (large) คือ เทากับหรือมากกวา 30 
ตัวอยางขึ้นไป จึงวิเคราะหเพียง 30 ตวัอยางในเบื้องตน เนื่องจากชดุทดสอบที่พัฒนามีปญหาดาน
คุณภาพของแอนติบอดี false+(ve) คอนขางมาก ทีมงานไมมีความสามารถในการเตรยีมแอนติบอดี
ใชเอง จึงไมไดทําเพิ่มเติมและหยดุการทดลองไว 

 
8.2  การประเมินผล 

ในการหาความไว (Sensitivity)  ความจําเพาะ (Specificity)   และความถูกตอง 
(Accuracy) ของ Dynabeads® anti-Salmonella (ตารางผนวกที1่) กับ Dynabeads M-280 
Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง (ตารางผนวกที่ 2) พบวามคีาเทากัน คือ 96.15%, 100% 
และ 96.67% ตามลําดับเมื่อเปรียบเทียบกบัวิธี ISO 6579 : 2002  
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ตารางที่ 10  การตรวจเชื้อ Salmonella ในอาหารโดยวิธี IMS และ ISO 6579 : 2002 
 

  จํานวนตัวอยางที่พบเชื้อ Salmonella โดยวธีิ 
 จํานวน IMS ISO 6579 : 2002 

ชนิดอาหาร ตัวอยาง Dy anti 

beads 1 

Coated  

beads2 

MKTTn RVS 

เนื้อไกสด 27 25 25 26 26 
อาหารทะเลแช
แข็ง 

3 0 0 0 0 

รวม 30 25 25 26 26 

 
1    Dy anti beads = Dynabeads® anti-Salmonella 
2   Coated beads = Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง 
  

9.  การจัดทําเปนชดุทดสอบ 
 
9.1  ชุดทดสอบจะประกอบดวย beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองซึ่งจะถูกเก็บไวใน PBS 

ผสมกับ 0.1%(w/v) BSA และ 0.02% sodium azide  โดยเก็บที่อุณหภูมิ 2-8 OC เชนเดยีวกับชดุ
ทดสอบทางการคา  หรืออาจจะเพิ่มความสะดวกใหกับผูใช คือ จัดหา PBS-tween 20 ที่ใชสําหรับ
การลาง beads ที่จับเชื้อแลวและใชในการแขวนลอยเชือ้สําหรับการนํา beads ไปทดสอบตอไป 
สําหรับอุปกรณอ่ืนๆ เชน แทนแมเหล็ก  เครื่องหมุนระหวางการจับเชือ้ของ beads และไมโครปเปต  
ผูใชงานจะตองจัดหาเองเนื่องจากมีราคาแพงแตเปนอุปกรณที่คงทน สวนหลอดeppendorf  สามารถ
หาไดงายและราคาไมแพง 

9.2 การคํานวณราคาตนทุนในการผลิต Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG 
ที่ผลิตเองเปรียบเทียบกับ Dynabeads® anti-Salmonella ตอ 1 ตัวอยาง (test) 
 
คาใชจายในการเคลือบ beads ดวย IgG  มีดังนี้ 
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9.2.1 คา Dynabeads M-280 Tosylactivated  ราคาขวดละ 18,000บาท (รวม

ภาษีมูลคาเพิ่ม 7%) ตอ 2 มิลลิลิตร ( 2x109 beadsตอมิลลิลิตร)  ปริมาตรที่ใชในการเคลือบ 5 
ไมโครลิตร  คิดเปน  45 บาท 

9.2.2 คาเตรียม IgG บริสุทธิ์  ไดแก   
-    คาแอนติซีร่ัมกลุม OMA, OMB และ I ราคารวมทั้งหมด 9,000 บาท

ตอ 40 มิลลิลิตร  จําแนกเปน OMA และ OMB อยางละ 15 มิลลิลิตร  และ I  จํานวน 10 มิลลิลิตร 
- คา dialysis tube  150 บาท 
- คา membrane filter 60 บาท 
- คาน้ําแข็งแหง  300 บาท 
- คาสารเคมีและบัฟเฟอร  34.36 บาท 
รวมเปน  544.36 บาท  แตเมื่อนํา IgG มาทํา lyophilyze แลวนําไปชัง่

น้ําหนกัจะได IgG หนักประมาณ 0.3 กรัม  ซ่ึงสามารถใชเคลือบ beads ได 600 ตัวอยาง  ดังนั้น
คาใชจายในการเตรียม IgG เทากับ  15.91 บาทตอตัวอยาง 

9.2.3 คา coat beads ไดแก BSA และบัฟเฟอร  0.96 บาท 
 

รวมคาใชจายทั้งหมดตอการผลิต Dynabeads M-280 Tosylactivated เคลือบดวย IgG คือ 
45+15.91+0.96 เทากับ 61.87 บาทตอตัวอยาง  แตคาใชจายในการผลิตอาจลดลงไดอีกถาผูวิจัยทํา
การผลิตแอนติซีร่ัม และ beads เอง  เนื่องจาก IgG ที่ใชเคลือบในครั้งนี้ตกประมาณ 15 บาทตอ
ตัวอยาง  สวน beads เปลาราคา 45 บาทตอตัวอยาง 

สําหรับ Dynabeads® anti-Salmonella ราคาขวดละ 35,845 บาท (รวมภาษีมูลคาเพิม่ 7%) 
ตรวจได 250 ตัวอยาง  คิดเปน 143.38 บาทตอตัวอยาง 
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สรุป 
 

เนื่องจากการวจิัยนี้มุงผลิตชดุทดสอบที่ตรวจหาเชื้อ Salmonella สายพันธุที่พบมากตวัอยาง
อาหารในประเทศไทยเทานัน้  แตเนื่องจาก Salmonella มีมากกวา 3,000 ซีโรวาร แตละสายพันธุมี
ลักษณะและความสามารถที่จะตรวจพบไดตางกัน ดังนั้นจึงไดเลือกวิธีการตรวจที่ไวตอกลุม ซึโร
วาร ที่เปนเปาหมายนาจะมปีระโยชนโดยรวมมากกวา 

 
ในการวิจัยคร้ังนี้ไดใช  Dynabeads M-280 Tosylactivated มาทําการเคลือบดวย IgG ที่ผลิต

จากโอแอนตเิจนของเชื้อ Salmonella กลุม OMA, OMB และ I ที่ฉีดเขาไปในกระตาย  แอนติซีร่ัมที่
ไดเปนโพลีโคลนอลเมื่อมาทําใหเปน IgG บริสุทธิ์โดยวิธี affinity chromatography  แลวหาปริมาณ
โปรตีนพบวา IgG 1 กรัมมีโปรตีน 450 มิลลิกรัม   

 
เมื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการเคลือบ beads ดวย IgG สําหรับนําไปใชจับเชื้อ Salmonella 

ไดอยางมีประสิทธิภาพ  พบวาตองใช IgG ปริมาณโปรตีน 200 ไมโครกรัมเคลือบ beads จํานวน 5 
ไมโครลิตร หรือประมาณ 1x107 beads โดยใช 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.4 เปน
บัฟเฟอร  ทําการเคลือบที่อุณหภูมิ 37 OC นาน 16-24 ช่ัวโมง ใชเวลาจับเชื้อนาน 1 ช่ัวโมงเพื่อใหมี
ประสิทธิภาพใกลเคียง Dynabeads® anti-Salmonella   

 
ในการหาความจําเพาะของ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองเปรียบเทยีบกับ Dynabeads® 

anti-Salmonella พบวา beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจับเชื้อ Salmonella ในกลุม F, G และ I  ได
มากกวา  สวนกลุม B, C, D และ E ซ่ึงเปนกลุมที่พบมากในอาหารจับเชื้อไดนอยกวา  เมื่อทดสอบ
กับเชื้อ non-Salmonella พบวา beads ทั้งสองชนิดยังจับเชื้อไดแตความสามารถในการจับไมเทากัน  
ซ่ึงการจับเชื้อ non-Salmonella ไดนาจะเกดิจาก non-specific binding แสดงใหเห็นวา beads ทั้งสอง
ชนิดไมมีความจําเพาะ  

 
เมื่อนํามาหาความไว หรือจํานวนเชื้อระดับต่ําสุดที่ beads ทั้งสองชนิดสามารถจับกับเชื้อ 

Salmonella บริสุทธิ์  พบวาเชื้อ Salmonella กลุม C ตรวจพบไดที่ระดบัต่ํากวา 10 เซลล  สวนกลุม 
B, D และ E ตรวจพบไดเมื่อมีจํานวนเชื้อมากกวา 10 เซลลขึ้นไป  สําหรับกลุม F, G, I และ N นั้น 
เมื่อใช beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจะตรวจพบเชื้อไดในชวง 10-99 เซลล  ซ่ึงดีกวา
Dynabeads® anti-Salmonella ยกเวนกลุม F  อยางไรก็ตามความสามารถในการจับเชือ้ Salmonella 
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ที่ระดับดังกลาวอาจจะลดลงเมื่อนําไปใชตรวจอาหาร  เพราะอาหารโดยทั่วไปจะมีการปนเปอน
เชื้อจุลินทรียแขงขันสูงหรือมีอนุภาคอาหารทําใหขัดขวางการจับเชื้อของ beads 

 
จากการตรวจอาหารที่มีการปนเปอนเชื้อจลิุนทรียตามธรรมชาติดวยวิธี IMSโดยเฉพาะ

อาหารที่ไมผานกรรมวิธีการผลิต  พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสมจะใชในการแยกเชื้อ คือ MSRV 
เพราะอานผลงาย  แมนยํา และพบเชื้อ Salmonella มากกวา  การที่เพิ่มจํานวนเชื้อโดยเล้ียงในอาหาร
เล้ียงเชื้อ BPW นาน 8 ช่ัวโมง (วธีิมาตรฐานทั่วไปกําหนดใหบมนาน 18-24 ช่ัวโมง)  เพราะตองการ
ลดเวลาการตรวจ  ผลการตรวจเชื้อ Salmonella  ของ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง และ 
Dynabeads® anti-Salmonella พบวามีประสิทธิภาพเทากนัเพราะมีความไว  ความจําเพาะ และ
ความถูกตองเทากัน คือ 96.15%, 100% และ 96.67% ตามลําดับเมื่อเปรียบเทียบกับวธีิ ISO 6579 : 
2002   ถึงแมเวลาที่ใชจับเชือ้ของ beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเองจะนานกวา Dynabeads® anti-
Salmonella  แตราคาของ beads ดวย IgG ที่ผลิตเองก็ถูกกวา Dynabeads® anti-Salmonella 

 
ดังนั้นวิธี IMS โดยใช beads เคลือบดวย IgG ที่ผลิตเอง หรือ Dynabeads® anti-Salmonella 

สามารถใชแทนวิธี ISO 6579 : 2002 ไดเนือ่งจากใหผลการตรวจเร็วกวา 2 วัน  วิธีการตรวจงาย  
ประหยดัแรงงาน  ถึงแมคาใชจายในการตรวจจะสูงกวาวิธีมาตรฐานเพราะ beads ที่ใชมีราคาแพง
แตก็คุมคากับโรงงานอาหารหรือหองปฏิบัติการที่ตองการความรวดเรว็ในการตรวจอาหาร   

 
อยางไรก็ตามจากการวิจัยพบวาปญหาที่พบเกิดจากคุณภาพของแอนตบิอดี เพราะผลติจาก

การกระตุนสัตวใหสรางภูมิคุมกันออกมา จงึเกิด cross reaction ไดบางอาจมากหรือนอย จาก
เอกสารงานวิจยัในปหลังๆพบวา การใช serum free mediumในการผลิตจะลดการเกิดปฏิกิริยาแบบ
จําเพาะได  เพราะฉะนั้นในการวิจยัตอไปอาจใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีผสมกับโพลีโคลนอล
แอนติบอดี  หรือใชแอนติซีร่ัมที่ผลิตจากโอแอนติเจน และ เอชแอนติเจนผสมกันเพือ่เพิ่ม
ความจําเพาะกบัเชื้อ Salmonella มากขึ้น  อีกทั้งอาจใชแอนติซีร่ัมของกลุม Salmonella ที่พบมากใน
อาหารมาทําการเคลือบ beads โดยไมจําเปนตองใชทุกกลุมเพราะเชื้อ Salmonella จะมี antigenic 
determinant บางสวนที่คลายกันทาํใหถูกจบัโดย beads ได  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการจับเชื้อ 
Salmonella กลุมที่พบมากในอาหาร 
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ภาคผนวก ก 
 

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ IgG ดวยวิธี Laemmli SDS-PAGE 
 

1. สารเคมี 
 

1.1 Acrylamide/bis (30%T, 2.67%C) 
Acrylamide (FW 71.08)    29.2  กรัม 

N’N’-bis-methylene-acrylamide (FW 154.17) 0.8 กรัม 

ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร  เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในที่มืด 
 

1.2 4x Running gel buffer (1.5M Tris-HCl  pH 8.8) 
Tris base (FW 121.1)    27.23 กรัม 

น้ํากลั่น      80 มิลลิลิตร 

ปรับ pH 8.8 ดวย 6N HCl  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 150 มิลลิลิตร  เก็บที่อุณหภูม ิ4 
องศาเซลเซียส ในที่มืด 

 

1.3 4x Stacking gel buffer (0.5M Tris-HCl  pH 6.8) 
Tris base     6 กรัม 

น้ํากลั่น      60 มิลลิลิตร 

ปรับ pH 6.8 ดวย 6N HCl  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 100 มิลลิลิตร  เก็บที่อุณหภูม ิ4 
องศาเซลเซียส ในที่มืด 

 

1.4 10% SDS 
SDS      10 กรัม 

ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร  เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 

1.5 10% Ammonium persulfate 
Ammonium persulfate (MW 228.20)  0.1 กรัม  

ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรเปน 1 มิลลิลิตร  เตรียมกอนใชงาน 

1.6  Sample buffer (Reducing buffer) 
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 4x Stacking gel buffer    1.25 มิลลิลิตร 

 Glycerol     2.5  มิลลิลิตร 

 10%(w/v) SDS     2 มิลลิลิตร 

 0.5% Bromophenol blue    0.2 มิลลิลิตร 

 น้ํากลั่น      3.55 มิลลิลิตร 

 ใส β-Mercaptoetanol ปริมาตร 50 ไมโครลิตรใน Sample Buffer ปริมาตร 950 ไมโครลิตร 
กอนนําไปใช 
 

1.7 Running buffer (pH 8.3) 
Tris base (FW 121.1)    3.03 กรัม 

Glycine      14.40 กรัม 

SDS      10 กรัม 

ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร  เก็บที่อุณหภมูิหอง 
 

1.8  Staining solution 
Coomassie brilliant blue R   0.25 กรัม 

Methanol     400 มิลลิลิตร 

Acetic acid     70  มิลลิลิตร 

ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร  เก็บที่อุณหภมูิหอง 
 

1.9 Destaining solution I 
Methanol     400 มิลลิลิตร 

Acetic acid     70 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร  เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 

1.10  Destaining solution II 
Methanol     50 มิลลิลิตร 

Acetic acid     70 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 1 ลิตร  เก็บที่อุณหภมูิหอง 



59 

2.  วิธีทํา 
 

2.1  ประกอบอุปกรณ Mini-PROTEAN® 3 cell ของ BIO-RAD ที่จะใชเตรียม gel ให
พรอม 

 

2.2  เตรียม running gel ความเขมขน 15 % ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  โดยตองผสมสารในบีก-
เกอรใหเขากันอยางเบา ๆ กอนจะใสสารตัวตอไป ตามลําดับดังนี้ ใส acrylamide/Bis 2.5 มิลลิลิตร, 
4x running gel buffer 1.25 มิลลิลิตร, น้ํากลั่น 1.17 มิลลิลิตร, 10% SDS 50 ไมโครลิตร, 10% 
ammonium persulfate 25 ไมโครลิตร และ tetramethylethylenediamine (TEMED) 1.7 ไมโครลิตร  
แลวรีบเทใส glass plate ที่เตรียมไว  หลังจากนั้นปรับผิวหนา running gel โดยใสน้ํากลั่นลงไป  ตั้ง
ทิ้งไวจน gel แข็งตัว 

 

2.3  เตรียม stacking gel ความเขมขน 3% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  โดยตองผสมสารในบีก-
เกอรใหเขากันอยางเบา ๆ กอนจะใสสารตัวตอไป ตามลําดับดังนี้ ใส acrylamide/bis 0.498 
มิลลิลิตร, 4x stacking gel buffer 1.25 มิลลิลิตร, น้ํากลั่น 3.17 มิลลิลิตร, 10% SDS 50 ไมโครลิตร, 
10% ammonium persulfate 25 ไมโครลิตร และ tetramethylethylenediamine (TEMED) 2.5 
ไมโครลิตร  แลวรีบปเปตใส running gel ที่เทน้ําออกแลว  นํา comb ของชุด gel ใสลงไป  ตั้งทิ้งไว
จน gel แข็งตัวอยางนอย 60 นาที  แลวดงึ comb ออก และยาย gel มาใสใน tank buffer เท running 
buffer ลงไปใหทวม gel  

 
 2.4  นําตัวอยางปริมาตร 4 ไมโครลิตรผสมกับ sample buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร นําไป
ตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที  แลวนํามาใสในหลุม gel และใสโปรตนีมาตรฐาน # 
SM0431 ของ MBI Fermentas ปริมาตร 5 ไมโครลิตรอีก 1 หลุม  เปดเครื่องโดยใชไฟ 100 โวลท   
หลังจากนัน้นาํ gel ไปยอมสี coomassie brilliant blue R ลางสียอมดวย destaining solution I และ 
destaining solution II ตามลําดับ 
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ภาคผนวก ข 
 

การวิเคราะหปริมาณโปรตนี 
 

1. สารเคมี 
 

1.1 สารละลาย 2% (w/v) sodium carbonate (Na2CO3) ใน 0.1 N NaOH 
 

1.2 สารละลาย 2% (w/v) sodium potassium tartrate 
 

1.3 สารละลาย 1% (w/v) copper sulphate (CuSO4.5H2O) 
 

1.4 สารละลาย alkali copper 
นําสารละลายขอ 1.1 ปริมาตร 98 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายขอ 1.2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

และสารละลายขอ 1.3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ควรเตรียมสารละลายนี้กอนนําไปใช) 
 

1.5 1 N folin-ciocalteau phenol reagent  นํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นอัตราสวน 1:1 กอนนําไปใช 
 
1.6  สารละลายมาตรฐานโปรตีน ใช bovine serum albumin ปริมาณ 0.005 กรัม ละลายในน้ํา

กล่ัน 10 มิลลิลิตร  นําสารละลายที่ไดมาเจอืจางใหมีความเขมขน 50 ถึง 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

2. วิธีทํา 
 

2.1 ทํากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin ความเขมขน 
50, 100, 200, 300, 400 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
2.2 ใสตัวอยาง 20 ไมโครลิตรในหลอดทดสอบ 

 
2.3 เติมสารละลาย alkali copper ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูหิอง 

10 นาที 
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2.4 เติม 1 N folin-ciocalteau phenol reagent ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัอยาง
รวดเร็ว  ตั้งทิง้ไวที่อุณหภมูหิอง 30 นาที  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโน
เมตร  เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับปริมาณโปรตีน 

 
2.5 การหาปริมาณโปรตีนใน IgG  ปฏิบัติตามขอ 2.2 ถึง 2.4  แลวนําไปเปรียบเทียบกับกราฟ

โปรตีนมาตรฐาน 
 
3. การคํานวณ 
 

ช่ัง IgG ปริมาณ 0.001 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร และนํามาเจอืจาง 2 เทา  วดัคา
การดูดกลืนแสงได 0.045 นาํมาคํานวณสมการ y = 0.0002x+0.001 ที่ไดจากกราฟมาตรฐาน  ดังนัน้
ปริมาณโปรตีนที่เจือจาง 2 เทา คือ  225 x 2 เทากับ 450 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
  

ภาพผนวกที่ ข1  กราฟโปรตีนมาตรฐานของ Bovine serum albumin 
 

 

 

 

y = 0.0002x + 0.001
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ภาคผนวก ค 
 

การตรวจยืนยนัเชื้อ Salmonella ทางชีวเคมี 
 

1.  นําโคโลนีเชื้อที่คิดวาเปน Salmonella ใสในอาหารเลีย้งเชื้อ TSI และ MIL แลวบมไวที่อุณหภูม ิ
35+ 1 องศาเซลเซียส นาน 24+2 ช่ัวโมง 
 

2.  ตรวจผลการทดสอบโดยอานผลปฏิกิริยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ   ดังนี ้ 
 

TSI  ดูการใชน้ําตาล  การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด และ กาซ 

MIL หรือ LIM  ดูการสรางเอนไซม lysine decarboxylase, การสรางอินโดล  และการ
เคลื่อนที่ 

 

ตารางผนวกที ่ค1  ปฏิกิริยาของเชื้อ Salmonella บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSI และ MIL 
 

                เชื้อ TSI L I M 

Slant    butt     gas   H2S lysine indole motile 

S. Typhi 
S. Paratyphi A 
S. Choleraesuis 
S. Pullorum 
S. Gallinarum 
Other Salmonella 

K           A         -         + 
K           A         +         - 
K           A         +         d 
K           A         +         - 
K           A         -         - 
K           A         +         +(-) 

+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
- 
- 

+(-) 
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ภาคผนวก ง 1 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

Xylose lysine desoxycholate agar 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
Yeast extract     3.0 กรัม 

L-Lysine HCl     5.0 กรัม 

Xylose      3.75 กรัม 

Lactose      7.5 กรัม 

Sucrose      7.5 กรัม 

Sodium desoxycholate    1.0  กรัม 

Sodium chloride     5.0 กรัม 

Sodium thiosulphate    6.8 กรัม 

Ferric ammonium citrate    0.8 กรัม 

Phenol red     0.08 กรัม 

Agar      12.5 กรัม 

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 ตมจนเดือด  แลวเทใสจานเพาะเชื้อ 
 

Modified semisolid rappaport vassiliadis medium 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร)  
Tryptose     4.59 กรัม 

Casein hydrolysate (Acid)   4.59 กรัม 

Sodium chloride     7.34 กรัม 

Potassium dihydrogen phosphate   1.47 กรัม 

Magnesium chloride (Anhydrous)   10.93 กรัม 

Malachite green oxalate    0.037 กรัม  

Agar      2.7 กรัม   

น้ํากลั่น      1 ลิตร 
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 ตมจนเดือด  ทิ้งไวจนอุณหภมูิลดลงถึง 50 องศาเซลเซียส  แลวใส MSRV supplement ลง
ไปจํานวน 1 ขวดตอ MSRV 500 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  แลวเทใสจานเพาะเชื้อ 
 

MSRV supplement  
 

Novobiocin     10 มิลลิกรัม 

 ใสน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 2 มิลลิลิตรลงในขวด 
 

Eosin methlene blue lactose sucrose agar 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
Peptone      10.0 กรัม 

di-Potassium hydrogen phosphate   2.0 กรัม 

Lactose      5.0 กรัม 

Sucrose      5.0 กรัม 

Eosin yellowish     0.4 กรัม 

Methylene blue     0.07 กรัม 

Agar      13.5 กรัม 

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  แลวเทใสจาน
เพาะเชื้อ 
 

MacConkey agar 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
Peptone      20.0 กรัม 

Lactose      10.0 กรัม 

Bile salt no.3     1.5 กรัม 

Sodium chloride     5.0 กรัม 

Neutral red     0.05 กรัม 

Crystal violet     0.001 กรัม 

Agar      15.0 กรัม 
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น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  แลวเทใสจาน
เพาะเชื้อ 
 

Tryptone soya agar 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
Tryptone     15.0 กรัม 

Soya peptone     5.0 กรัม 

Sodium chloride     5.0  กรัม 

Agar      15.0 กรัม 

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

ทําการตมจนเดือด  แลวปเปตใสหลอดทดลองขนาด 16x150 มิลลิเมตร  นําไปฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  หลังจากนั้นนํามาวางเอียงจน
อาหารแข็งตัว 
 

Buffered peptone water 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
Peptone      10.0 กรัม 

Sodium chloride     5.0  กรัม 

Disodium phosphate    9.0 กรัม 

Potassium phosphate    1.5 กรัม 

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 

Rappaport and Vassiliadis broth 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
Peptone from soymeal    4.5 กรัม 

Magnesium chloride-hexahydrate   28.6 กรัม 

Sodium chloride     7.2  กรัม 
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di-Potassium hydrogen phosphate   0.18 กรัม 

Potassium dihydrogen phosphate   1.26 กรัม 

Malachite green oxalate    0.036 กรัม    

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 

Muller-Kauffman tetrathionate broth 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
Tryptone      7.0  กรัม 

Soya peptone     2.3 กรัม 

Sodium chloride    2.3 กรัม 

Calcium carbonate    25.0 กรัม 

Sodium thiosulphate    40.7 กรัม 

Ox bile      4.75 กรัม 

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 ตมจนเดือด  รอจนอุณหภูมปิระมาณ 45 องศาเซลเซียสแลวจึงใส iodine solution และ 
brilliant green solution กอนการใชงาน  สําหรับ MKTT broth ที่ยังไมไดเติมสารละลายดังกลาว
สามารถเก็บไวไดในตูเย็น 
 

Iodine solution 
 

Iodine      20 กรัม 

Potassium iodide    25 กรัม 

น้ํากลั่น      100 มิลลิลิตร 

 MKTT broth 1 ลิตร ใส Iodine Solution 19 มิลลิลิตร 
 

Brilliant green solution 
 

Brilliant Green     0.1 กรัม 

น้ํากลั่น      100 มิลลิลิตร 

 MKTT broth 1 ลิตร ใส Brilliant Green Solution 9.5 มิลลิลิตร 
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Standard plate count agar (PCA) 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
Yeast extract     2.5 กรัม 

Pancreatic digest of casein   5.0 กรัม 

Glucose      1.0  กรัม 

Agar      15.0 กรัม 

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 

Mannitol salt egg yolk agar (MSEY) 
 

 สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
 ‘Lab-Lemco’ powder    1.0 กรัม 

 Peptone      10.0 กรัม 

 Mannitol      10.0 กรัม 

 Sodium chloride     75.0 กรัม 

 Phenol red     0.025 diy, 
Agar      15.0 กรัม 

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  รอจนอุณหภูมิ
ประมาณ 45 ถึง 50 องศาเซลเซียสแลวจึงใสไขแดง 3%  ผสมใหเขากันแลวเทใสจานเพาะเชื้อ 
 

Triple sugar iron agar (TSI) 
 

สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
 ‘Lab-Lemco’ powder    3.0 กรัม 

 Yeast extract     3.0 กรัม 

 Peptone      20.0 กรัม 

 Sodium chloridr     5.0 กรัม 

 Lactose      10.0 กรัม 
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 Sucrose      10.0 กรัม 

 Glucose      1.0 กรัม 

 Ferric citrate     0.3 กรัม 

 Sodium thiosulphate    0.3 กรัม 

 Phenol red     q.s. 
 Agar      12.0  กรัม 

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 ตมจนเดือด  แลวแบงใสหลอดทดลองขนาด 13x100 มิลลิเมตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  ฆา
เชื้อดวยหมอนึง่ความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  แลวนํามาวางเอียงจน
อาหารแข็งตัว 
 

MIL medium 
 

สวนประกอบ (กรัม/ลิตร) 
 Bacto peptone     10.0 กรัม 

 Bacto tryptone     10.0 กรัม 

 Bacto Yeast Extract    3.0  กรัม 

 L-Lysine Hydrochloride    10.0 กรัม 

 Bacto dextrose     1.0 กรัม 

 Ferric ammonium citrate    0.5  กรัม 

 Bacto brom cresol purple    0.02 กรัม 

 Bacto agar     2.0 กรัม 

น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 ตมจนเดือด  แลวแบงใสหลอดทดลองขนาด 13x100 มิลลิเมตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  ฆา
เชื้อดวยหมอนึง่ความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  แลวตั้งทิ้งไวจนอาหาร
แข็งตัวในลักษณะ deep tube 
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ภาคผนวก ง 2 
 

สูตรสารละลายบัฟเฟอร 
 

0.85% สารละลายน้ําเกลือ 
 

NaCl      8.5 กรัม 

ช่ังสารนํามาละลายในน้ํากลัน่ปรับปริมาตรดวยใหเปน 1 ลิตร 
 

0.15 M Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.2 
 

NaCl (MW 58.4)    8.0 กรัม 

KCl      0.2 กรัม 

Na2HPO4 (MW 142.1)    1.15 กรัม 

KH2PO4 (MW 136.09)    0.2 กรัม 

ช่ังสารนํามาละลายในน้ํากลัน่ปรับ pH เปน 7.2 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร 
 

20 mM Sodium phosphate pH 7.0 
 

Na2HPO4 (MW 142.1)    1.73  กรัม 

NaH2PO4.2H2O (MW 156.01)   1.22 กรัม 

ช่ังสารนํามาละลายในน้ํากลัน่ปรับ pH เปน 7.0 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร 
 

0.1 M Citric acid pH 3.0 
 

Citric acid (MW 210.14)    21.014 กรัม 

ช่ังสารนํามาละลายในน้ํากลัน่ปรับ pH เปน 3.0 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 
ลิตร 

 

1.0 M Tris-hydrochloric acid pH 9.0 
 

Tris (C4H11NO3, MW 121.14)    12.114 กรัม 

ช่ังสารนํามาละลายในน้ํากลัน่ปรับ pH เปน 9.0 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 100 มิลลิลิตร 
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0.1 M Sodium phosphate buffered pH 7.4 
 

NaH2PO4.H2O (MW 137.99)   2.62 กรัม 

Na2HPO4.2H2O (MW 177.99)   14.42 กรัม 

ช่ังสารนํามาละลายในน้ํากลัน่ปรับ pH เปน 7.4 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร 
 

Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 with 0.1% (w/v) BSA 
 

NaCl      0.88 กรัม 

Bovine serum albumin    0.1 กรัม 

ช่ังสารนํามาละลายใน 0.01 M Sodium phosphate pH 7.4 แลวปรับปริมาตรดวย 0.01 M 
Sodium phosphate pH 7.4 ใหเปน 100 มิลลิลิตร 
 

0.01 M Sodium phosphate buffer pH 7.4 with 0.05% Tween 20 (PBS-tween 20) 
 

NaH2PO4.H2O      0.262 กรัม 

Na2HPO4.2H2O     1.442 กรัม 

NaCl       8.8 กรัม 

Tween 20     0.5 มิลลิลิตร 

ช่ังสารนํามาละลายในน้ํากลัน่ปรับ pH เปน 7.4 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 
ลิตร 
 

Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 
 

NaH2PO4.H2O (MW 137.99)   0.16 กรัม 

Na2HPO4.2H2O(MW 177.99)   0.98 กรัม 

NaCl (MW 58.44)    8.10 กรัม 

ละลายในน้ํากลั่นปรับ pH เปน 7.4 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร 
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ภาคผนวก จ 
 

    ปเปต Dynabeads M-280 Tosylactivated 
 

ลาง beads ดวย 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.4 
                                                             ใชแทนแมเหล็กจบั beads 3 นาที   

                        แลวดูดของเหลวทิ้ง (IMS) 
เคลือบ IgG ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หรือ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

 

ใส 0.5% (w/v) BSA 
 

ทําการเคลือบตอ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นานมากกวา 48 ช่ัวโมง 
หรือ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-24 ช่ัวโมง 

 ทํา IMS 
ลาง beads ดวย PBS ผสม 0.1% (w/v) BSAที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

จํานวน 3 คร้ัง 
 ทํา IMS 

 Coated beads พรอมใชงาน 
 

 

ภาพผนวกที่ จ1          ขั้นตอนการเคลือบ IgG บน Dynabeads M-280 Tosylactivated 
Coated beads 

 

ใสตัวอยางเชื้อ หรืออาหารใน BPW ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 

จับเชื้อที่อุณหภูมิหอง 
 ทํา IMS 

ลาง beads ดวย PBS-tween 20 จํานวน 2 คร้ัง 
 

resuspend beads ใน PBS-tween 20 
 

นํา beads ที่จับเชื้อไปตรวจสอบ 
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กิจกรรมที่เก่ียวของกับการนําผลจากโครงการไปใชประโยชน 
 
ไดนําผลงานทีว่ิจัยไดนีไ้ปใชประกอบการสอนนิสิตระดบัปริญญาตรี และปริญญาโทของ

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในวิชาจุลชีววิทยาทางอาหาร  
หัวขอเร่ืองการพัฒนาวิธีการตรวจวเิคราะหเชื้อกอโรคที่ปนเปอนในอาหาร โดยเนนที่สามารถจัดทํา
ชุดทดสอบใชตรวจวเิคราะหเชื้อ Salmonella spp. (screening method) ในอาหารดวยเทคนิค 
immunomagnetic separation (IMS) ซ่ึงเปนชุดทดสอบที่สามารถผลิตขึ้นเองไดในประเทศไทย และ
มีราคาถูกกวาชุดทดสอบที่นําเขาจากตางประเทศเปนอยางมาก 
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ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค กิจกรรมที่วางแผนไว กิจกรรมที่ดําเนินมา 
และผลที่ไดรับตลอดโครงการ 

 
วัตถุประสงค กิจกรรมที่วางแผนไว (1) กิจกรรมที่ดําเนินมา (2) ผลท่ีไดรับ 

 รวบรวมเอกสารเกี่ยวกับ
การระบาดและการตรวจ
พบเชื้อ Salmonella ใน
ประเทศไทยและทําการ
จําแนกกลุมของสายพันธุ 

 

 คัดเลือกกลุม Salmonella ที่
พบมากในประเทศไทย
และผลิตแอนติบอดีสําหรับ
กลุมที่พบมากในอาหาร 

ไดกลุมสายพนัธุ 
Salmonella ที่พบมาก
ในประเทศไทย 

ผลิตแอนติบอดีสําหรับ
เชื้อทดสอบ Salmonella 
เฉพาะกลุมสายพันธุที่
พบมากในประเทศไทย  
 
เตรียมชุด IMF อาหาร
เล้ียงเชื้อและอปุกรณ
อ่ืนๆที่เกี่ยวของกับการ
วิเคราะห 

เหมือน (1) ไดแอนตบิอดสํีาหรับ
เชื้อทดสอบ 
Salmonella เฉพาะกลุม
สายพันธุที่พบมากใน
ประเทศไทย 

ทดสอบประสิทธิภาพ
ของแอนติบอดีขางตน 

เหมือน (1) ทราบประสิทธิภาพ
ของแอนติบอดีขางตน 

เคลือบ bead ดวย
แอนติบอดีที่ผลิตขึ้นใน
ประเทศไทย 

เหมือน (1)  

พัฒนาชุดทดสอบ
สําหรับการตรวจ
วิเคราะหเชื้อ 
Salmonella spp. 
(screening method) 
ในไกสด และ อาหาร
ทะเลแชเยือกแข็ง ดวย
เทคนิค 
immunomagnetic 
separation (IMS) เพื่อ
ตรวจสอบสายพันธุ
เชื้อที่พบมากที่สุดใน
ประเทศไทย 
 

 ทดสอบประสิทธิภาพการ
เคลือบแอนตบิอดีบนเม็ด 
bead (tosyl activated) 

ทราบประสิทธิภาพ
การเคลือบโดยทดสอบ
กับเชื้อบริสุทธิ์ 
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ตรวจวเิคราะหโดยใช 
bead ที่เคลือบดวย
แอนติบอดีที่ผลิตขึ้นใน
ประเทศไทยในการแยก 
Salmonella 

เหมือน (1) ทราบผลการตรวจ
วิเคราะห 

ตรวจวเิคราะหโดยใช 
Dynalbead anti 
Salmonella (bead 
สําเร็จรูป) ในการแยก 
Salmonella  

เหมือน (1) ทราบผลการตรวจ
วิเคราะห 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ของ bead ที่เคลือบเองกับ 
bead สําเร็จรูป (anti-
salmonella beads) ดวยเชื้อ
บริสุทธิ 

ทราบประสิทธิภาพ
ของเม็ด bead ที่เคลือบ
ไดเองเปรียบเทียบกับ
ชุดทดสอบทางการคา 

ศีกษาการทําซ้าํ 
(repeatability)ของ bead 
ทั้งสองชนิดที่เคลือบดวย
แอนติบอด ี

เหมือน (1) 

ศีกษาความจําเพาะ 
(specificity)ของ bead ทั้ง
สองชนิดที่เคลือบดวย
แอนติบอด ี

เหมือน (1) 

ศีกษาความไว
(sensitivity)ของ bead ทั้ง
สองชนิดที่เคลือบดวย
แอนติบอด ี

เหมือน (1) 

ทราบ sensitivity, 
repeatability และ 
specificity ของเม็ด 
bead ที่ผลิตเอง กับชุด
ทดสอบทางการคา 

 

 หาขอมูลและพัฒนาวิธีการ
เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพของ
เม็ด bead ที่เคลือบดวย

ผลที่ไดไมคอยแตกตาง
จากเดิม 
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แอนติบอด ี 
เปรียบเทียบวธีิการตรวจ
วิเคราะห Salmonella ใน
อาหารและผลที่ไดโดย
ใช bead ที่เคลือบดวย
แอนติบอดีที่ผลิตเอง 
และที่มีจําหนายทาง
การคา และวิธีมาตรฐาน 
(conventional method) . 

เหมือน (1) ทราบรายละเอยีด
วิธีการตรวจวิเคราะห 
Salmonella ในอาหาร
และผลที่ไดโดยใช 
bead ทั้งสองชนิด และ
วิธีมาตรฐาน 
(conventional method) 
. 

  ศึกษาเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของ bead ที่
เตรียมเองและทางการคา 
กับวิธีมาตรฐานในการ
ตรวจวเิคราะห Salmonella 
ในอาหาร  

ทราบประสิทธิภาพ
ของ bead ที่เตรียมเอง
และทางการคา กับวิธี
มาตรฐานในการตรวจ
วิเคราะห Salmonella 
ในอาหาร 

 จัดทําชุดทดสอบ ( test 
kit) 

คิดและวางแผนการจะ
จัดทําชุดทดสอบ  แตไมได
จัดทําเปนชดุทดสอบที่ใช
ออกสนามจริง 

 

  คํานวณราคาตนทุนถาได
จัดทําเปนชดุทดสอบ
เปรียบเทียบกบัชุดทดสอบ
ทางการคา 

รูราคาประมาณของ
ตนทุนคราวๆ และ
ทราบความแตกตาง
ของราคาระหวางชุด
ทดสอบที่จะจดัทําและ
ชุดทดสอบทางการคา
ที่นําเขาจาก
ตางประเทศ  

 สรุปผลจัดทํารายงานสง เหมือน (1) ไดทําสรุปผลและ
รายงานสง 
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