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บทคัดย่อ 
การศึกษานี้มีจุดประสงค์เพื่อพัฒนาการเตรียมแอนติเจนของเชื้อ Salmonella Enteritidis (SE) สำหรับการตรวจ rapid 

slide agglutination (RSA) และเปรียบเทียบการเตรียมแอนติเจนด้วยวิธี formalin inactivation และ วิธี alcohol inactivation 
ตัวอย่างซีรัมที่ใช้สำหรับการทดสอบแบ่งเป็น 3 กลุ่มได้แก่ กลุ่ม 1 ซีรัมจากไก่สุขภาพดีและปลอดการติดเชื้อซัลโมเนลลาจำนวน 60 
ตัวอย่าง กลุ่ม 2 ซีรัมจากไก่ที่ได้รับ killed SE antigen จำนวน 20 ตัวอย่าง และกลุ่ม 3 ซีรัมจากไก่ที่ป้อนเชื้อ SE (106 CFU/ตัว) 
จำนวน 20 ตัวอย่าง ผลการศึกษาพบว่า เมื่อทดสอบ RSA ด้วยแอนติเจนทั้ง 2 วิธี ตัวอย่างซีรัมจากไก่กลุ่ม 1 ให้ผลลบทั้ง 60 ตัวอย่าง 
(100%) ตัวอย่างจากไก่กลุ่ม 2 ให้ผลบวก 20 ตัวอย่าง (100%) ต่อแอนติเจน SE formalin inactivated และให้ผลบวก 19 ตัวอย่าง 
(95%) ต่อแอนติเจน SE alcohol inactivated และตัวอย่างซีรัมจากไก่กลุ ่ม 3 ให้ผลบวก 19 ตัวอย่าง (95%) ต่อแอนติเจน SE 
formalin inactivated และให้ผลบวก 16 ตัวอย่าง (80%) ต่อแอนติเจน SE alcohol inactivated เมื่อนำแอนติเจนที่เตรียมทั้ง 2 วิธี
มาทดสอบ cross reactivity ต่อเชื้อ S. Typhimurium (ST) โดยใช้ตัวอย่างซีรัมของไก่ท่ีให้ killed ST antigen หรือได้รับเชื้อ ST (106 
CFU/ตัว) พบว่าผลการตรวจ RSA กับแอนติเจน SE formalin inactivated ให้ผลบวกต่ำกว่า แอนติเจน SE alcohol inactivated 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) และเมื่อนำ แอนติเจนที่เตรียมทั้ง 2 วิธี ไปทดสอบ RSA กับซีรัมที่มาจากฝูงไก่ที่เลี้ยงเพื่อการค้า
จำนวน 3 ฝูงพบว่า ผลการตรวจ RSA กับแอนติเจนท่ีเตรียมท้ัง 2 วิธีนี้ สามารถตรวจแยกฝูงไก่ท่ีสุขภาพดีและฝูงไก่ท่ีติดเชื้อ SE ในฝูงได้ 
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จากการศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่าผลการทดสอบ RSA กับแอนติเจน formalin inactivated ให้ผลการทดสอบที่ดีกว่าแอนติเจน alcohol 
inactivated และแอนติเจนท่ีเตรียมมาจากท้ัง 2 วิธีนี้สามารถนำไปใช้ตรวจซีรัมจากฝูงไก่ท่ีสงสัยมีการติดเชื้อ SE ในทางปฏิบัติการได้ 
 

ABSTRACT 
The aim of this study was to develop antigen preparation methods of Salmonella Enteritidis (SE) for rapid 

slide agglutination test (RSA) and to compare the methods between SE formalin inactivation and SE alcohol 
inactivation. Three groups of serum samples were prepared, including group 1 60 serum samples originated from 
healthy SE-negative chickens, group 2 20 serum samples originated from chickens injected with SE killed antigen, 
and group 3 20 serum samples originated from chickens infected with SE (106 CFU/bird). The result showed that all 
60 serum samples from group 1 were tested and negative (100%) for RSA with either SE formalin inactivated antigen 
or SE alcohol inactivated antigen. In group 2 , all serum samples were positive (1 0 0% )  for RSA with SE formalin 
inactivated antigen and 19 samples were positive (95%) for RSA with SE alcohol inactivated antigen. In group 3 19 
serum samples were positive (9 5% )  for RSA with SE formalin inactivated antigens and 1 6  serum samples were 
positive (8 0 % )  for RSA with SE alcohol inactivated antigen. Furthermore, for testing a cross reactivity with S. 
Typhimurium (ST), the serum samples originated from either chickens injected with killed ST antigen or infected 
with ST (106 CFU/bird) were tested RSA with the antigen prepared and the result found that all serum samples were 
reacted to RSA with SE formalin inactivated antigen lower than to RSA with SE alcohol inactivated antigen (p<0.05). 
Finally, serum samples originated from 3 chicken flocks raised commercially with healthy and SE infected conditions 
were tested RSA with the antigen prepared and gave specific results for both healthy and infected flocks. In 
conclusion, RSA with SE formalin-inactivated antigens gave better results than the test with SE alcohol-inactivated 
antigens and both SE antigens prepared could be practically used with RSA for detecting the serum samples 
originated from the SE infected chicken flock.  
 

คำสำคัญ: Rapid Slide Agglutination  Salmonella Enteritidis  ไก่  ซีรัมวิทยา 
Keywords: Rapid Slide Agglutination, Salmonella Enteritidis, Chicken, Serology 
 

บทนำ 
โรคซัลโมเนลโลซิส (salmonellosis) มีสาเหตุเกิดจาก

เชื้อแบคทีเรียซัลโมเนลลา (salmonella) รูปร่างแท่งสั้น ย้อมติด
สีกรัมลบ ไม่สร้างสปอร์ เจริญเติบโตในสภาวะที ่ม ีและไม่มี
ออกซิเจนได้ มักพบเชื้อนี้อาศัยอยู่ภายในลำไส้ของสัตว์ และเป็น
เชื้อที่ก่อโรครุนแรงในสัตว์ปีกและสัตว์อื่น ๆ โรคนี้มีความสำคัญ
ทางด้านสาธารณสุขศาสตร์ เชื ้อซัลโมเนลลา สามารถติดต่อ
ระหว่างสัตว์และคน (zoonosis) ได้ ในคนพบปัญหาก่อโรคใน
ระบบทางเดินอาหาร ผู้ป่วยจะแสดงอาการท้องเสีย อุจจาระร่วง
รุนแรง (Gast et al., 2002) ผู้ติดเชื ้อจะได้รับเชื ้อจากการกิน
อาหารดิบ ไม่ผ่านการปรุงสุก หรือจากวัตถุดิบอาหารที่มีการ
ปนเปื ้อนของเชื ้อ เช่น ไข่ เนื ้อสัตว์ หรือผลิตภัณฑ์จากสัตว์ 

โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์ท่ีมาจากกระบวนการผลิตท่ีไม่ถูกสุขลักษณะ 
ในประเทศไทย พบมีการรายงานการตรวจพบการปนเปื้อนของ
เชื้อซัลโมเนลลาในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ ตัวอย่างเช่น การสำรวจ
ความชุกของเชื้อซัลโมเนลลาที่ปนเปื้อนในไข่ที่วางจำหน่ายใน
จังหวัดปทุมธานี พบว่า ไข่ไก่มีการปนเปื้อนถึงร้อยละ 9 ไข่เป็ด
ร้อยละ 12 และไข่นกกระทาร้อยละ 15 ตามลำดับ (ณัฐา และ
คณะ, 2558) รายงานการตรวจพบเชื้อซัลโมเนลลาในเนื้อสัตว์
จากร้านค้าปลีกที่วางจำหน่ายในตลาดสดและซุปเปอร์มาเก็ต  
ในจังหวัดนครศรีธรรมราชสูงถึงร้อยละ 67.4 (สุมาลี, 2560) และ
รายงานความชุกของเชื้อซัลโมเนลลาในเนื้อโคจากร้านจำหน่าย
ข้างถนนในจังหวัดร้อยเอ็ด พบมีการปนเปื้อนถึงร้อยละ 14.7 
(อดิศร และคณะ, 2554) เป็นต้น 



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีที่ 49 เลม่ที่ 1 21 
 

เชื้อซัลโมเนลลาท่ีก่อโรคในสัตว์ปีกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม 
ได้แก่ กลุ่ม โรค fowl typhoid และ pullorum มีสาเหตุเกิดจาก
เชื้อ S. Gallinarum และ S. Pullorum ตามลำดับ (Barrow et 
al., 2012) และกลุ่มโรค paratyphoid มีสาเหตุเกิดจากการติด
เชื้อซัลโมเนลลา ที่ไม่เลือกโฮสต์ ตัวอย่างเช่น S. Enteritidis (SE) 
หรือ S. Typhimurium (ST) เป็นต้น สำหรับประเทศไทย ฟาร์ม
สัตว์ปีกที่มีระบบการเลี้ยงแบบเชิงพาณิชย์ มีมาตรการ ในการ
ควบคุมป้องกัน โรคซัลโมเนลโลซิส และการควบคุม การปนเปื้อน 
ของเชื ้อซัลโมเนลลาในผลิตภัณฑ์สัตว์ปีก ตั ้งแต่ภายในฟาร์ม 
ภายใต้แนวทางปฏิบัติของระเบียบกรมปศุสัตว์ว่าด้วยการควบคุม
โรคซัลโมเนลลาสําหรับสัตว์ปีก พ.ศ. 2553 โดยเฉพาะเช้ือ 
ซ ัล โม เนลลาท ี ่ ส ำค ัญ  5  ชน ิด  ได ้ แก ่  SE  ST  S.  Hadar   
S. Infantis และ S. Virchow สำหรับสัตว์ปีกไข่และสัตว์ปีกเนื้อ 
จะเน้น SE และ ST เป็นหลัก ฝูงสัตว์ปีกภายในฟาร์มจะต้องไม่
พบการติดเชื้อซัลโมเนลลา ชนิดที่กำหนดไว้ จากการเก็บตัวอย่าง
จากตัวสัตว์ มูลสัตว์ สิ่งปูรอง พื้นโรงเรือนเลี ้ยงสัตว์ ส่งตรวจ
ห้องปฏิบัต ิการเพาะแยกหาเชื ้อ (bacterial culture) ตลอด
ระยะเวลาในการเลี้ยง 

การวินิจฉัยโรคซัลโมเนลโลซิส สามารถตรวจสัตว์ที่ติด
เชื ้อได้ด้วยวิธีการเพาะแยกหาเชื ้อ การตรวจทางซีรัมวิทยา 
(serology) หรือ การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อด้วยวิธี PCR 
ซึ่งในแต่ละวิธีจะมีข้อดีข้อด้อยแตกต่างกัน การเพาะแยกหาเชื้อ 
ถ ือเป ็นว ิธ ีมาตรฐานอ ้างอ ิง  (gold standard) สำหร ับการ
วินิจฉัยโรคซัลโมเนลโลซิส (manual of diagnostic tests and 
vaccines for terrestrial animals, 2019) จะใช้ระยะเวลา 5-7 
วัน ในการทราบผลการตรวจ ซ่ึงใชเ้วลานาน และราคาสูง ในกรณี
ที ่ส ัตว์มีการติดเชื ้อ แต่ปริมาณการปล่อยเชื ้อออกมาทางมูล 
(fecal shedding) ในระดับต่ำ จะส่งผลทำให้ผลการตรวจเป็นลบ 
ทั้ง ๆ ที่สัตว์นั้นมีการติดเชื้อแล้ว โดยเฉพาะเชื้อซัลโมเนลลาบาง
ชนิดที่มักพบในมูลระดับต่ำ เช่น S. Pullorum (Jones, 1913) 
เป็นต้น ระยะเวลาภายหลังการติดเชื้อที่ยาวนานขึ้นจะส่งผลต่อ
ตรวจพบเชื้อที่ลดลง และสายพันธุ์ของสัตว์ปีกก็ส่งผลต่อปล่อย
เชื้อปนเปื้อนออกมากับมูลไก่ด้วยเช่นกัน (Barrow et al., 2004) 
สัตว์ท่ีมีการติดเชื้อแฝงแต่ไม่แสดงอาการ จะไม่สามารถกำจัดสัตว์
ปีกที่ติดเชื้อออกจากฝูงได้ จึงมีความจำเป็นที่จะต้องใช้วิธีอื่น ๆ 
ร่วมกับการตรวจเพาะแยกเชื้อ ในการกำจัดโรคออกจากฝูงสัตว์
ปีก 

นอกจากวิธีการเพาะแยกหาเชื้อแล้ว การตรวจตัวอย่าง
ทางซีรัมวิทยา เป็นอีกวิธีที่นิยมใช้ในการวินิจฉัยสัตว์ปีกที่ติดเชื้อ
ในทางปฏิบัติ ซึ่งจะใช้ระยะเวลาการตรวจและรายงานผลรวดเร็ว
กว่าการเพาะแยกหาเชื้อ ในการควบคุมและการป้องกันโรค มี
ความจำเป็นต้องตรวจพบสัตว ์ป ีกภายหลังท ี ่ ได ้ร ับเช ื ้อใน
ระยะเวลาที่สั ้นที่สุด ตัวอย่างวิธีการตรวจทางซีรัมวิทยาได้แก่ 
tube agglutination test (TA) ที่ได้พัฒนาและรายงานครั้งแรก
ในปี ค.ศ. 1913 (Jones, 1913) rapid serum agglutination 
test (RSA) ได้พัฒนาและรายงานในปี ค.ศ. 1927 (Runnels et. 
al., 1927) และ  whole-blood agglutination test (WBA) ไ ด้
พัฒนาและรายงานในปี ค.ศ. 1931 (Schaffer et. al., 1931) 
เป็นต้น  

วิธี RSA เป็นการตรวจ หาระดับแอนติบอดี immu-
noglobulin (Ig) M และ IgG ที ่จำเพาะต ่อเช ื ้อซ ัลโมเนลลา  
ในซีรัมของสัตว์ปีกภายหลังจากการติดเชื้อ ซึ่งวิธี RSA จะตรวจ
ระดับ IgM ได้ดีกว่าและตรวจพบได้รวดเร็วกว่า IgG แต่จะลด
ระด ับในกระแสเล ือดลงในระยะเวลาส ั ้น  ความจำเพาะ 
(specificity) และความไว  (sensitivity) ของการตรวจ  RSA 
ขึ้นอยู่กับ คุณภาพ ชนิด และการเตรียมแอนติเจน ที่นำมาใช้
ตรวจ ซึ ่งอาจทำให้ผลการตรวจผิดพลาดได้ (Barrow et al., 
1992) (Tanaka, 1975) จากรายงานของ Yang และคณะ (2019) 
ได้ทำการศึกษาเปรียบเทียบเชื ้อ S. Pullorum ที่นำมาเตรียม
แอนติเจนสำหรับการตรวจ RSA ระหว่างแอนติเจนที่เตรียมมา
จากเชื้อ S. Pullorum ที่แยกได้จากฟาร์มสัตว์ปีกในท้องถิ่น กับ
แอนติเจนท่ีผลิตจำหน่ายเพื่อการค้า พบว่าแอนติเจน ท่ีเตรียมเอง 
ให้ผลการตรวจ ที่ดีกว่า แอนติเจนที่จำหน่ายเพื่อการค้า (Yang 
et al., 2019) 

ในส่วนของการตรวจ SE ด้วยวิธี RSA ในทางปฏิบัติ 
โดยท ั ่วไปจะใช ้แอนต ิ เจนท ี ่ เตร ียมจากเชื้อ S. Pullorum 
เนื ่องจาก แอนติเจนของผนังเซลล์ ของเชื ้อทั ้งสองชนิดนี้เป็น 
ซัลโมเนลลา serogroup D เหมือนกัน แต่มีรายงานปัญหาการ
ตรวจ พบว่าผลการตรวจ RSA โดยใช้แอนติเจนที่เตรียมจากเชื้อ 
S. Pullorum มักจะไม่สัมพันธ์กับผลเพาะแยกเชื ้อในราย SE 
(Kim et al., 1991; Shivaprasad et al., 1990; Waltman and 
Horne, 1993) นอกจากนี้ยังพบว่า แอนติเจนที่เตรียมมาจากเชื้อ 
SE ไม ่ม ีจำหน ่ายท ั ่ วไป  รวมท ั ้ งในส ิ ่ งแวดล ้อมจะพบเชื้อ 
ซัลโมเนลลามีจำนวนหลากหลายชนิด ซึ่งจะส่งผลต่อการตรวจ 
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RSA ได้ ถ้าไม่ได้มีการใช้แอนติเจนท่ีจำเพาะต่อชนิดของเชื้อนั้น ๆ 
ดังนั้น จุดประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพื่อศึกษาเปรียบเทียบ
วิธีการเตรียมแอนติเจนของเชื้อ SE สำหรับการทดสอบ RSA เพ่ือ
ใช้ในการตรวจซีรัมไก่ที่มีปัญหาติดเชื้อ SE และเพื่อเป็นแนวทาง
ในการนำไปใช้ในทางปฏิบัติได้ 
 

วิธีการดำเนินการวิจัย 
1. เชื้อแบคทีเรีย 

เชื้อ SE จำนวน 2 isolates ได้แก่ F52 และ LAB และ 
ST isolate AV19 ท่ีใช้ในการศึกษา เป็นเชื้อท่ีเพาะแยกได้มาจาก
ลำไส้ของไก่ป่วย ท่ีส่งตรวจวินิจฉัยโรคท่ีหน่วยงานชันสูตรโรคสัตว์ 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
กำแพงแสน นครปฐม 
2. การเตรียม SE แอนติเจน สำหรับการทดสอบ RSA  

การเตรียม SE แอนติเจน สำหรับการตรวจ RSA ได้ใช้ 
2 วิธี เพื ่อเปรียบเทียบกัน ได้แก่ formalin-inactivation และ 
alcohol-inactivation โดยมีข้ันตอนการเตรียมดังต่อไปน้ี 

2.1 วิธ ี formalin inactivation ได้ใช ้ว ิธ ีการของ 
Sumithra et al. (2013) โดยมีข้ันตอนดังนี้ ทำการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
SE F52 และ SE LAB ใน nutrient broth นำเข้าตู้บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำเชื้อที่บ่มได้จำนวน 3 
มิลลิลิตร ใส่ลงใน nutrient agar จำนวน 150 มิลลิลิตร จากนั้น
นำไปเข้าตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
ทำการเก ็บเช ื ้ อ  ด ้วยสารละลาย  0.5% formal saline นำ
สารละลายเชื้อที่ได้ กรองผ่านผ้ามัสลินและกระชอน แล้วนำเขา้ตู้
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อให้เชื้อ 
inactivation จนสมบูรณ์ นำสารละลายเชื ้อไปปั ่นที ่ความเร็ว 
4000 รอบต่อนาที เป ็นเวลา 30 นาที ที ่อ ุณหภูม ิ 4 องศา-
เซลเซียส หลังปั่นเสร็จเทส่วนสารละลายทิ้ง แล้วนำตะกอนเชื้อท่ี
ได้มาเจือจาง ด้วยละลายด้วย antigen working solution (1% 
formalin  1% KH2PO4 และ 0.85% NaCl) ในอัตราส่วนตะกอน
เชื้อ 1 มิลลิลิตร ต่อ antigen working solution 10 มิลลิลิตร 

2.2.วิธี alcohol inactivation ใช้วิธีดัดแปลงมาจาก
รายงานของ พรรณรักษา และคณะ (2521) เร ิ ่มจากทำการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ SE F52 และ SE LAB ใน nutrient broth นำเข้า
ตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำเชื้อท่ี
บ่มได้จำนวน 3 มิลลิลิตร ใส่ลงใน nutrient agar จำนวน 150 

มิลลิลิตร จากนั้นนำไปเข้าตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 72 ชั ่วโมง ทำการชะล้างเก็บเชื ้อด้วย สารละลาย 12% 
NaCl นำสารละลายเชื้อที่ได้ปั ่นที่ความเร็ว 2500 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากปั่นเสร็จ
เทส่วนสารละลายทิ้ง ทำการ ฆ่าเชื้อ (inactivated) โดยละลาย
ตะกอนเชื ้อที ่ได้ด้วย 95% ethyl alcohol เขย่าอย่างแรงเป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นนำเข้าตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วปั่นอีกครั้งด้วยความเร็ว 1,500 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากปั่น
เสร็จเทส่วนสารละลายทิ้ง นำตะกอนเชื้อที่ได้มาเจือจางเพื่อใช้
สำหรับตรวจ RSA โดยละลายด้วย สารละลาย 12% NaCl ใน
อัตราส่วนตะกอนเชื้อ 1 มิลลิลิตร ต่อ สารละลาย 12% NaCl 7 
มิลลิลิตร 
3. การเตรียม killed salmonella antigen  

การเตรียม killed salmonella antigen สำหรับฉีดไก่
เพื ่อสร้างภูมิค ุ ้มกันในซีร ัม ได้ใช้ว ิธ ีปรับปรุงมาจากวิธ ีของ 
Sumitra et al. (2013) โดยทำการเพาะเลี้ยงเชื้อซัลโมเนลลา ใน 
tryptic soy broth นำเข้าตู ้บ่มที ่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ให้ได้ปริมาณเชื้อ 1010 CFU นำเชื้อท่ีได้ปั่นท่ี
ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส หลังจากปั่นเสร็จเทส่วนสารละลายทิ้ง นำตะกอน
เชื ้อที ่ได้ล้างด้วย phosphate-buffered saline (PBS) แช่เย็น
ปริมาณ 100 มิลลิลิตร แล้วนำไปปั่นที่ความเร็ว 4000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วเทส่วน
สารละลายทิ้ง นำตะกอนมาละลายด้วย 0.5 % formal saline 
เพื ่อ inactivate เช ื ้อ แล้วนำเข้าตู ้บ ่มที ่อ ุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนำไปปั่นที่ความเร็ว 4000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
หลังจากปั่นเสร็จ เทส่วนสารละลายทิ้ง นำตะกอนเชื้อที่ได้ละลาย
ด้วย PBS แช่เย ็น 100 มิลล ิล ิตร นำไปปั ่นอ ีกคร ั ้ง เทส ่วน
สารละลายทิ ้ง แล้วนำตะกอนเชื ้อที ่ได้มาเจือจางด้วย 0.9 % 
NaCl ซึ ่งม ีปร ิมาณเช ื ้อ 109 CFU/ มิลล ิล ิตร แล้วนำ killed 
salmonella antigen สำหรับทดลองในข้ันต่อไป 
4. ตัวอย่างซีรัมท่ีใช้ในศึกษา 

เก็บเลือดจากไก่ผ่านทางเส้นเลือด brachial (wing) 
vein ตัวอย่างละ 1 มิลลิลิตร นำไปปั่นที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อ
นาทีเป็นเวลา 5 นาทีเพื ่อเก็บซีร ัม โดยตัวอย่างซีร ัมที ่ใช้ใน
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การศึกษาแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม 1 ตัวอย่างซีรัมที่ได้
จากไก่ส ุขภาพดีและปลอดการติดเชื ้อซัลโมเนลลา กลุ ่ม 2 
ตัวอย่างซีรัมที่ได้จากไก่สุขภาพดีและได้รับ killed salmonella 
antigen และ กลุ่ม 3 ตัวอย่างซีรัมท่ีได้จากไก่ท่ีเหนี่ยวนำให้มีการ
ติดเชื้อซัลโมเนลลา 

4.1. ตัวอย่างซีรัมที่ได้จากไก่สุขภาพดีและปลอดการ
ติดเชื ้อ Salmonella (กลุ ่ม 1) สุ ่มเลือกลูกไก่เนื้ออายุ 1 วัน 
คละเพศ สายพันธุ์อาร์เบอร์ เอเคอรส์ จากฟาร์มไก่เนื้อพ่อ-แม่
พันธุ์ที่มีประวัติปลอดการติดเชื้อซัลโมเนลลา จำนวน 60 ตัว โดย
ที่อายุ 1 วัน ทำการเก็บตัวอย่างป้ายก้น (cloacal swab) และ
เพาะหาเชื้อซัลโมเนลลาตามวิธีการของ ISO 6579-1:2017 จาก
ไก่ทุกตัว ให้ผลเป็นลบทั้งหมด เมื่อลูกไก่อายุ 7 วัน ทำการเจาะ
เลือดแล้วเก็บตัวอย่างซีรัม เพ่ือนำไปทดสอบ RSA ต่อไป 

4.2. ตัวอย่างซีรัมที ่ได้จากไก่สุขภาพดีและได้รับ 
killed salmonella antigen (กลุ่ม 2) สุ่มเลือกลูกไก่เนื้ออายุ 
1 วัน คละเพศ สายพันธุ์อาร์เบอร์ เอเคอรส์ จากฟาร์มไก่เนื้อพ่อ-
แม่พันธุ์ที่มีประวัติปลอดการติดเชื้อซัลโมเนลลา จำนวน 30 ตัว 
เมื่อลูกไก่อายุ 7 วัน ทำการให้ killed SE F52 antigen ที่เตรียม

จากเช ื ้อ SE F52 จำนวน 10 ตัว killed SE LAB antigen ท่ี
เตรียมจากเชื ้อ SE LAB จำนวน 10 ตัว และ killed ST AV19 
antigen ที่เตรียมมาจากเชื้อ ST AV19 จำนวน 10 ตัว โดยวิธีฉีด
เข้ากล้ามเนื้ออก เมื่อไก่อายุ 14 วัน ทำการเจาะเลือดแล้วเก็บ
ตัวอย่างซีรัม สำหรับการทดสอบ RSA ต่อไป  

4.3. ตัวอย่างซีร ัมที ่ได้จากไก่ที ่ม ีการติดเชื ้อซัล
โมเนลลา (กลุ่ม 3) สุ่มเลือกลูกไก่เนื้ออายุ 1 วัน คละเพศ สาย
พันธุ์อาร์เบอร์ เอเคอร์ส จากฟาร์มไก่เนื้อพ่อ-แม่พันธุ์ที่มีประวัติ
ปลอดการติดเชื้อซัลโมเนลลา จำนวน 30 ตัว เม่ือลูกไก่อายุ 7 วัน 
ทำป้อนเชื้อ SE F52 จำนวน 10 ตัว เชื้อ SE LAB จำนวน 10 ตัว 
และ ST AV19 จำนวน 10 ตัว โดยการป้อนเชื้อเข้ากระเพาะพัก 
ปริมาณ 106 CFU/ ตัว เม่ือไก่อายุ 14 วัน ทำเก็บตัวอย่างป้ายก้น
ไก่ทุกตัวเพื่อเพาะแยกหาเชื้อซัลโมเนลลา และ ทำการเจาะเลือด
แล้วเก็บตัวอย่างซีรัม สำหรับการทดสอบ RSA ต่อไป 

ลูกไก่ทุกกลุ่มเลี ้ยงในเล้าแบบกรงยกพื้น ที่มีตาข่าย
ป้องกันแมลงและยุง ได้รับอาหารและน้ำท่ีผ่านการฆ่าเชื้อโรคด้วย
การนึ ่งฆ่าเชื ้อด้วยไอน้ำ (autoclaving) อย่างไม่จำกัดตลอด
ระยะเวลาของการทดลอง (ตารางท่ี 1) 

 

ตารางท่ี 1 แสดงกลุ่มตัวอย่างซีรัมท่ีใช้ในการศึกษา 
กลุ่ม ชนิดซีรัม จำนวนตัวอย่าง 
1 ตัวอย่างซีรัมที่ได้จากไก่สุขภาพดีและปลอดการติดเชื้อซัลโมเนลลา 60 
2 ตัวอย่างซีรัมที่ได้จากไก่สุขภาพดีและได้รับ killed salmonella antigen  
 2.1 SE F52 10 
 2.2 SE LAB 10 
 2.3 ST AV19 10 
3 ตัวอย่างซีรัมที่ได้จากไก่ที่เหนี่ยวนำให้มีการติดเชื้อซัลโมเนลลา  
 3.1 SE F52 10 
 3.2 SE LAB 10 
 3.3 ST AV19 10 

 รวม 120 
 

5. การตรวจตัวอย่างซีรัมด้วยวิธี RSA 
นำตัวอย่างซีรัมมาทดสอบด้วยวิธี RSA ด้วยแอนติเจนท่ี

เตรียมไว้จากวิธีดังกล่าวข้างต้น โดยหยดซีรัมเจือจาง 1:10 (ซีรัม 
10 ไมโครลิตร ต่อ 0.9% NaCl 90 ไมโครลิตร) ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ลงแผ่นกระจกที่แห้งสะอาด แล้วหยดแอนติเจนท่ี
เตรียมไว้ในแต่ละวิธี ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนหยดของซีรัม 
(อัตราส่วน1:1) แล้วคนให้เข้ากัน เอียงกระจกไปมา 3-5 นาที 

แล้วอ่านผล โดยตัวอย่างซีรัม แต่ละตัวอย่างจะทดสอบ RSA โดย
ใช้แอนติเจนที่เตรียมไว้ 4 ชนิด (SE F52 formalin inactivated 
antigen, SE LAB formalin inactivated antigen, SE F5 2 
alcohol inactivated antigen และ  SE LAB alcohol inacti-
vated antigen) สำหรับตัวอย่างควบคุมลบ (negative control) 
ใช ้ 0.9% NaCl ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แทนซีร ัมผสมกับ
แอนติเจนจำนวนเท่ากัน การอ่านผลการตรวจตัวอย่างซีรัมท่ี
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ให้ผลบวกต่อการทดสอบ จะเห็นตะกอนสีขาวเกิดขึ้นชัดเจน เม่ือ
เทียบกับตัวอย่างควบคุมลบ ซึ่งจะยังขาวขุ่นตามเดิม ในกรณีท่ี
ตัวอย่างซีรัมให้ผลลบจะให้ผลเหมือนตัวอย่างควบคุมลบ 
6. การทดสอบ cross reactivity ต่อ ST 

สำหร ับการทดสอบ  cross reactivity ต ่อ  ST ของ
แอนติเจนที่เตรียมขึ้น ได้เตรียมตัวอย่างซีรัมของไก่ที ่ฉีดด้วย 
killed ST AV19 จำนวน 10 ตัวอย่าง และ ตัวอย่างซีรัมของไก่ท่ี
ติดเชื้อ ST AV19 จำนวน 10 ตัวอย่าง นำมาทดสอบ RSA กับ
แอนติเจนท่ีเตรียมไว้ท้ัง 4 ชนิดข้างต้น 
7. การตรวจ RSA ด้วยแอนติเจนที ่เตรียมกับตัวอย่างใน
ภาคสนาม  

เก็บตัวอย่างซีรัมจากฝูงไก่ที่เลี้ยงเพื่อการค้า จำนวน 3 
ฝูง จากฟาร์มไก่เนื ้อในเขตภาคกลางของประเทศไทยได้แก่ 
ตัวอย่างซีรัมท่ีได้มาจากฝูงไก่เนื้อสุขภาพดี ท่ีมีการสุ่มเก็บตัวอย่าง
ป้ายก้นเพาะแยกเชื้อไม่พบ SE จำนวน 6 ตัวอย่าง และตัวอย่าง
ซีรัมที่ได้มาจากฝูงไก่อีก 2 ฝูง ที่มีการเก็บตัวอย่างป้ายก้นตรวจ
พบเชื ้อ SE จำนวนฝูงละ 6 ตัวอย่าง นำมาทดสอบ RSA กับ
แอนติเจนท่ีเตรียมไว้ท้ัง 4 ชนิดดังกล่าวข้างต้น  
8. การวิเคราะห์ข้อมูล 

การศึกษาในครั้งนี้กำหนดขนาดของกลุ่มตัวอย่าง โดย
ใช้โปรแกรมสําเร็จรูป G*Power version 3.1.9.7 ผลการตรวจ
ตัวอย่างซีรัมของไก่ทุกกลุ่มด้วย RSA กับแอนติเจนแต่ละชนิด 
ตัวอย่างซีร ัมที ่ให้ผลเหมือนกันในแต่ละการตรวจจะถูกนับ 
เป ็น  total coincident rate (TCR) และจะนำมาว ิ เคราะห์
เปรียบเทียบด้วยสถิติแบบนอนพาราเมตริกซ์ และ Fisher's 
exact test ใช้วิเคราะห์ผลที่ได้จากซีรัมของแต่ละกลุ่มที่ทดสอบ
กับแอนติเจนท้ัง 4 ชนิด (p<0.05) 
 

ผลการวิจัย 
1. การทดสอบ RSA ตัวอย่างซีรัมไก่สุขภาพดีและปลอดการติด
เชื้อซัลโมเนลลา 

ลูกไก่ที่นำมาเลี้ยงสำหรับการเตรียมซีรัมสำหรับกลุ่ม
ตัวอย่างไก่สุขภาพดี ให้ผลเพาะแยกเชื้อไม่พบเชื้อซัลโมเนลลาทุก
ตัวอย่างที ่ตรวจ เมื ่อนำซีรัมมาทดสอบ RSA กับแอนติเจนที่
เตรียมไว้โดยเจือจางซีรัมที่อัตราส่วน 1:1 และ 1:10 พบว่า ซีรัม

ทั ้ง 60 ตัวอย่าง ให้ผลลบต่อการตรวจ RSA ด้วยแอนติเจนท่ี
เตรียมไว้ท้ัง 4 ชนิด (false positive 0 ตัวอย่าง, 0%) 
2. การทดสอบ RSA ตัวอย่างซีรัมไก่สุขภาพดีและได้รับการฉีด
ด้วย killed salmonella antigens 

ตัวอย่างซีรัมที ่ได้จากไก่ที ่ได้รับ killed salmonella 
antigens ที่เตรียมมาจากเชื้อ SE F52 จำนวน 10 ตัวอย่าง และ 
SE LAB จำนวน 10 ตัวอย่าง เม่ือนำมาตรวจ RSA ด้วยแอนติเจน
ที ่เตรียมมาจากวิธี formalin inactivation ให้ผลบวกทั้งหมด 
และเมื่อนำมาทดสอบด้วยแอนติเจนที่เตรียมมาจากวิธี alcohol 
inactivation ให้ผลบวก เกือบทั้งหมด มีเพียง 1 ตัวอย่างที่ให้ผล
ลบต่อแอนติเจน SE LAB เมื่อเปรียบเทียบแต่ละตัวอย่างซีรัมต่อ
แอนติเจนที่เตรียมมาทั้ง 4 ชนิด จะพบว่าตัวอย่างซีรัมที่ให้ผล
เหมือนกัน (total coincident rate, TCR) ต่อ SE F52 และ SE 
LAB ที่เตรียมด้วยวิธี formalin inactivation มีค่า TCR สูงถึง 
100  % ในขณะท ี ่ แอนต ิ เ จนท ี ่ เ ตร ี ยมด ้ วยว ิ ธ ี  alcohol 
inactivation มีค่า TCR 95% ส่วนผลการตรวจซีรัมต่อแอนติเจน
ท้ัง 4 ชนิด มีค่า TCR 95% (ตารางท่ี 2) 
3. การทดสอบ RSA ตัวอย่างซีรัมไก่ท่ีมีการติดเชื้อ SE 

ภายหลังจากการป้อนเชื้อ SE F52 หรือ SE LAB กลุ่ม
ไก่ทั้งสองกลุ่มแสดงอาการเพียงถ่ายเหลวในช่วง 3-4 วันแรกแล้ว
กลับเป็นปรกติ เมื่อครบ 7 วันหลังจากการป้อนเชื้อได้ทำการเก็บ
ตัวอย่างป้ายก้นไก่ทุกตัว ส่งเพาะแยกเชื้อซัลโมเนลลา พบว่า ใน
กลุ่มไก่ป้อนเชื้อด้วย SE F52 พบ 2 ตัวอย่างและกลุ่มไก่ป้อนเชื้อ 
SE LAB พบ 2 ตัวอย่างเช่นกัน ส่วนผลการตรวจ RSA ตัวอย่าง
ซีรัมของไก่ทั้ง 2 กลุ่ม ด้วยแอนติเจน formalin inactivated SE 
F52 ให้ผลบวก 19 ตัว (95%) แอนติเจน formalin inactivated 
SE LAB ใ ห ้ ผ ลบ วก  18 ต ั ว  (9 0%) แอนต ิ เ จ น  alcohol 
inactivated SE F52 ให้ผลบวก 16 ตัว (80%) และแอนติเจน 
alcohol inactivated SE LAB ใ ห ้ ผ ล บ ว ก  16 ต ั ว  (80%) 
ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบแต่ละตัวอย่างซีรัมต่อแอนติเจนท่ี
เตรียมมาท้ัง 4 ชนิด จะพบว่าแอนติเจนท่ีเตรียมด้วยวิธี formalin 
inactivation มีค่า TCR 85% ซึ่งสูงกว่า แอนติเจนที่เตรียมด้วย
วิธ ี alcohol inactivation มีค่า TCR เพียง 60% ส่วนผลการ
ตรวจซีรัมต่อแอนติเจนท้ัง 4 ชนิด มีค่า TCR 50% (ตารางท่ี 3) 

 
 



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีที่ 49 เลม่ที่ 1 25 
 
ตารางท่ี 2 ผลการตรวจตัวอย่างซีรัมท่ีได้จากไก่ได้รับ killed SE F52 antigen และ killed SE LAB antigen  

Serum samples 
(n=20) 

Formalin inactivated antigens Alcohol inactivated antigens TCR4 
SE F52 SE LAB TCR2 SE F52 SE LAB TCR2 

1. SE F52 (n=10)        
Positive 10 10 10 10 9 9 9 
negative 0 0 0 0 1 0 0 

2. SE LAB (n=10)        
positive 10 10 10 10 10 10 10 
negative 0 0 0 0 0 0 0 

Total positive 20 20 20 20 19 19 19 
Total negative 0 0 0 0 1 0 0 

TCR คือ จำนวนตัวอย่างซีรัมที่ให้ผลเหมือนกัน (Total coincident rate), TCR2 ให้ผลตรวจเหมือนกันทั้ง 2 แอนติเจน, TCR4 ให้ผลเหมือนกันทั้ง 4 
แอนติเจน 
 

ตารางท่ี 3 ผลการตรวจตัวอย่างซีรัมท่ีได้จากไก่ท่ีมีการติดเชื้อ SE F2 และ SE LAB  
Serum samples 

(n=20) 
Formalin inactivated antigens Alcohol inactivated antigens TCR4 

SE F52 SE LAB TCR2 SE F52 SE LAB TCR2 
1. SE F52 (n=10)        

Positive 9 9 8 6 8 4 3 
negative 1 1 0 4 2 0 0 

2. SE LAB (n=10)        
positive 10 9 9 10 8 8 7 
negative 0 1 0 0 2 0 0 

Total positive 19 18 17 16 16 12 10 
Total negative 1 2 0 4 4 0 0 

TCR คือ จำนวนตัวอย่างซีรัมที่ให้ผลเหมือนกัน (Total coincident rate), TCR2 ให้ผลตรวจเหมือนกันทั้ง 2 แอนติเจน, TCR4 ให้ผลเหมือนกันทั้ง 4 
แอนติเจน 
 

4. การเปรียบเทียบผลการตรวจตัวอย่างซีรัมท้ัง 3 กลุ่ม 
เม่ือนำผลการตรวจ RSA ด้วยแอนติเจนท่ีเตรียมจากท้ัง 

2 วิธี พบว่า ในกลุ่มตัวอย่างซีรัมของไก่สุขภาพดีให้ผลลบทั้งหมด 
และในกลุ่มไก่ที่ให้ killed SE antigens ก็ให้ผลบวกทั้งหมด ซ่ึง
ไม่พบความแตกต่าง ของแอนติเจนที ่เตรียมมาจาก SE F52 
ในขณะที่ แอนติเจนที่เตรียมมาจาก SE LAB ให้ผลแตกต่างเพียง 
1 ตัวอย่าง ส่วนในกลุ่มไก่ที่ติดเชื้อ SE พบว่า แอนติเจนที่เตรียม
ด้วยวิธี formalin inactivation ให้ผลบวกที่สูงกว่า แอนติเจนที่
เตรียมด้วยวิธี alcohol inactivation เมื่อนำผลมาทดสอบทาง
สถิติ ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคญั (p<0.05) (ตารางท่ี 4) 
5. การทดสอบ cross reactivity ของแอนติเจนท่ีเตรียม 

เมื่อนำตัวอย่างซีรัมไก่ที่ให้ killed ST AV19 antigen 
และ ตัวอย่างซีร ัมไก่ที ่ต ิดเชื ้อ ST AV19 ทดสอบ RSA ด้วย

แอนติเจนที่เตรียมไว้ทั้ง 4 ชนิดพบว่า แอนติเจนของ SE F52 ท่ี
เตรียมด้วยวิธี formalin inactivation ให้ผลตรวจเป็นลบทั้ง 10 
ตัวอย่าง ส่วนแอนติเจนของ SE LAB ที่เตรียมด้วยวิธี alcohol 
inactivation ให้ผลบวกถึง 16 ตัวอย่าง (80%) เมื่อเปรียบเทียบ
ผลพบว่า แอนติเจนที่เตรียมด้วยวิธี formalin inactivation มี 
cross reactivity ต่อ ST ต่ำกว่า วิธี alcohol inactivation และ 
SE F52 ให้ผลการตรวจที่มี cross reactivity ต่อ ST ต่ำกว่า SE 
LAB (p<0.05) และเมื ่อเทียบรวมแอนติเจนทั ้งสองวิธ ีพบว่า 
formalin inactivated antigens ให้ผล cross reactivity ที ่ต่ำ
กว่า alcohol inactivated antigen อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(p<0.05) (ตารางท่ี 5) 
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6. การตรวจ RSA ด้วยแอนติเจนท่ีเตรียม กับตัวอย่างซีรัมท่ีมา
จากฝูงไก่ท่ีเลี้ยงเพ่ือการค้า 

ผลการตรวจตัวอย่างซีรัมที่ได้มาจากฝูงไก่เนื้อที่มีการ
เลี้ยงเพื่อการค้าจำนวน 3 ฝูง จากฟาร์มไก่เนื้อในเขตภาคกลาง
ของประเทศไทย พบว่าซีรัมท่ีได้มาจากฝูงไก่เนื้อท่ีตรวจไม่พบเชื้อ 
SE ให้ผลลบเกือบทั้งหมด และผลการตรวจที่เป็นบวกต้องยืนยัน
การตรวจจนถึง dilution 1:40 (เจ ือจางด้วย PBS) พบว่าให้
ผลบวกที่ระดับ dilution 1:10 มีเพียง 3 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกท่ี

ระดับ dilution 1:20 ต่อการตรวจด้วยแอนติเจน SE F52 ท่ี
เตรียมมาจากวิธี formalin inactivation ส่วนตัวอย่างซีรัมในไก่
ฝูงที่ 2 ซึ่งเป็นฝูงไก่ที่มีการตรวจพบเชื้อ SE พบว่าทุกตัวอย่างให้
ผลบวกทั้งหมดและซีรัมส่วนใหญ่ให้ผลบวกที่ระดับ dilution 
1:20 และตัวอย่างซีรัมในไก่ฝูงที่ 3 เป็นฝูงไก่ที่ตรวจพบเชื้อ SE 
พบว่า ทุกตัวอย่างให้ผลบวกต่อการตรวจ มีบางส่วนให้ผลบวกท่ี
ระดับ dilution 1:20 (ตารางท่ี 6) 

 

ตารางท่ี 4 ผลการตรวจตัวอย่างซีรัมท้ัง 3 กลุ่มด้วย RSA เปรียบเทียบวิธีการเตรียม antigen ท้ัง 2 วิธี 
Serum samples 

(n= 100) 
Formalin inactivated antigens Alcohol inactivated antigens 

SE F52 (%) SE LAB (%) SE F52 (%) SE LAB (%) 
1. Healthy chicken (n=60)     

positive (%) 0 0 0 0 
negative (%) 60 (100) 60 (100) 60 (100) 60 (100) 

2. Killed SE antigens (n=20)     
positive (%) 20 (100) 20 (100) 20 (100) 19 (95) 
negative (%) 0 0 0 1 (5) 

3. SE infected (n=20)     
positive (%) 19 (95)a 18 (90)a 16 (80)a 16 (80)a 
negative (%) 1 (5) 2 (10) 4 (20) 4 (20) 

วิเคราะห์ผลที่ได้จากซีรัมของแต่ละกลุ่มที่ทดสอบกับแอนติเจน ทั้ง 4 ชนิดด้วย Fisher's exact test 
ค่าที่มีตัวอักษรกำกับที่ต่างกันจะมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 

ตารางท่ี 5 ผลการตรวจ cross reactivity ตัวอย่างซีรัมไก่ท่ีได้รับ killed ST AV19 antigen หรือ มีการติดเชื้อ ST AV19 

Serum samples 
Formalin inactivated antigens Alcohol inactivated antigens 
SE F52 SE LAB SE F52 SE LAB 

1. Killed ST AV19 antigen (n=10) 0a 2ab 3ab 9c 
2. ST AV19 infected (n=10) 0a 6bc 5bc 7bc 

Total 0a 8b 8b 16c 
วิเคราะห์ผลที่ได้จากซีรัมของแต่ละกลุ่มที่ทดสอบกับแอนติเจน ทั้ง 4 ชนิดด้วย Fisher's exact test 
ค่าที่มีตัวอักษรกำกับที่ต่างกันจะมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางท่ี 6 ผลการตรวจตัวอย่างซีรัมท่ีมาจากฝูงไก่ท่ีเลี้ยงเพื่อการค้า ด้วย RSA กับแอนติเจนท่ีเตรียมท้ัง 4 ชนิด 

Serum samples 
Dilution 

Positive/Total 
Negative 1:10 1:20 1:40 

1. ฝูงไก่ตรวจไม่พบเชื้อ (n=6)      

Formalin inactivated antigens 
SE F52 3 0 3 ND 3/6 
SE LAB 5 1 ND ND 1/6 

Alcohol inactivated antigens 
SE F52 5 1 ND ND 1/6 
SE LAB 4 2 ND ND 2/6 

2. ฝูงไก่ที่ตรวจพบ SE (n=6)      

Formalin inactivated antigens 
SE F52 0 2 4 ND 6/6 
SE LAB 0 2 4 ND 6/6 

Alcohol inactivated antigens 
SE F52 0 1 5 ND 6/6 
SE LAB 0 6 ND ND 6/6 

3. ฝูงไก่ที่ตรวจพบ SE (n=6)      

Formalin inactivated antigens 
SE F52 0 4 2 ND 6/6 
SE LAB 0 4 2 ND 6/6 

Alcohol inactivated antigens 
SE F52 0 2 4 ND 6/6 
SE LAB 0 5 1 ND 6/6 

ND คือ นอกเหนือการทดสอบ (not determined) 
 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
การตรวจทางซีรัมวิทยาสำหรับโรคซัลโมเนลโลซิสในไก่ 

ในกรณีโรค pullorum และ fowl typhoid จะใช้วิธีการตรวจ 
agglutination test เช่น RSA (pullorum test) TA หรือ WBA 
เป็นต้น ซึ่งแอนติเจนที่ใช้ในการตรวจจะเตรียมมาจากเชื้อ S. 
Pullorum ซึ่งแต่ละวิธีก็มีข้อดี ข้อด้อยแตกต่างกัน จากรายงาน
การทดลองเปรียบเทียบวิธ ีการตรวจระหว่าง WBA และ TA 
พบว่า TA ให้ผลที่ดีกว่า (Gast, 1997) ส่วนเชื้อซัลโมเนลลา ชนิด
อื่น ๆ นั้นไม่มีแอนติเจนจำเพาะชนิดของเชื้อจำหน่ายเพื่อการค้า 
แต่สำหรับการติดเชื ้อ SE การตรวจ RSA ส่วนใหญ่จะนิยมใช้
แอนติเจนของเชื้อ S. Pullorum นำมาใช้ตรวจแทน เพราะว่าเชื้อ 
S. Pullorum และ SE เป็นเชื ้อที ่อยู่ใน serogroup D เดียวกัน 
ซึ่งมีแอนติเจนที่ผนังเซลล์บางส่วนเหมือนกัน (O antigen 9 และ 
12) ซึ่งแอนติเจน S. Pullorum นี้ สามารถให้ผลบวก ต่อ IgM 
และ IgG ที่มีต่อ SE ด้วยวิธีการตรวจ RSA แต่ก็มีรายงานพบว่า
การตรวจ RSA มักจะไม่สัมพันธ์กับผลเพาะแยกเชื้อในกรณีเชื้อ 
SE (Kim et al., 1991; Shivaprasad et al., 1990; Waltman 
and Horne, 1993) ดังนั้นการตรวจ RSA ด้วยแอนติเจนทั่วไป
หรือ ที่มีจำหน่ายทางการค้าจึงมักให้ผลการตรวจได้ไม่ดีนัก การ
ผลิตแอนติเจนจำเพาะต่อสายพันธุ์ของเชื้อในแต่ละท้องถิ่น จึง

เป็นวิธีที่ให้ผลการตรวจที่ดีกว่า ในการตรวจ RSA เท่าที่รายงาน
ในต่างประเทศรวมทั ้งประเทศไทย ไม่พบแอนติเจนจำเพาะ
สำหรับการตรวจ RSA ในตัวอย่างซีรัมไก่ท่ีมีการติดเชื้อ SE ดังนั้น
จุดประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพื่อเปรียบเทียบวิธีการเตรียม
แอนติเจนของเชื ้อ SE สำหรับการทดสอบ RSA เพื ่อใช้ในการ
ตรวจซีรัมไก่ที่มีปัญหาติดเชื้อ SE และเพื่อเป็นแนวทางในการ
นำไปใช้ในทางปฏิบัติได้ จากผลการศึกษาวิธีการเตรียมแอนติเจน
ทั้ง 2 วิธี เมื่อทดสอบกับซีรัมไก่ที่สุขภาพดี พบว่าแอนติเจนทั้ง 4 
ชนิด มีความจำเพาะสูง (specificity) และเมื่อทดสอบกับซีรัม
ของไก่ที่ให้ killed SE antigen และติดเชื้อ SE พบว่า แอนติเจน
ที ่ เตร ียม มีความไวในการตรวจสูงเช ่นก ัน (sensitivity) ซ่ึง
สอดคล้องกับการศึกษาของ Yang และคณะ (2019) ใช้การ
เตรียมแอนติเจน S. Pullorum ด้วย วิธี formalin inactivation 
ก็ให้ผลคล้ายคลึงกัน มีความจำเพาะ และความไวในการตรวจสูง 
(Yang et al., 2019) เมื ่อนำแอนติเจนที ่เตรียมทั ้ง 4 ชนิด มา
ทดสอบ cross reactivity กับซีรัมไก่ที ่มีแอนติบอดีต่อเชื ้อ ST 
พบว่า แอนติเจนที่เตรียมด้วยวิธี formalin inactivation ให้ผล 
cross reactivity ของแอนติบอดีต่อ ST ที่ต่ำกว่า วิธี alcohol 
inactivation อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) เชื้อ ST เป็น 
ซัลโมเนลลาที ่อยู ่ใน serogroup B ซึ ่งอาจมี cross reactivity 
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ของแอนติบอดีกับแอนติเจนบางส่วนของผนังเซลล์ของเชื้อ SE 
(อาจเป็นไปได้ O antigen 1 หรือ 12 ที่ SE กับ ST มีเหมือนกัน) 
ซึ่งอาจเกี่ยวข้องกับวิธีการเตรียมแอนติเจนด้วย ในการเตรียม
แอนติเจนด้วย วิธี formalin inactivation จะเน้นที่แอนติเจน
ของ flagella (H antigen) ในขณะที่วิธี alcohol inactivation 
จะเน ้นแอนต ิ เจนของผน ัง เซลล ์  (Kolmer, 1951) ซ ึ ่ งการ
ตอบสนองของแอนติบอดีของไก่ท่ีติดเชื้อ ต่อ flagella จะรวดเร็ว
และมีความจำเพาะต่อชนิดของซัลโมเนลลาสูงกว่าแอนติเจนของ
ผนังเซลล์ (Timoney et al., 1990) สุดท้ายเมื่อนำแอนติเจนท่ี
เตรียมทั้ง 4 ชนิด ทดสอบกับซีรัมที่ได้มาจากฝูงไก่ที่มีการเลี้ยง
เพ่ือการค้าจำนวน 3 ฝงู สำหรับฝูงไก่แรกเป็นฝูงท่ีตรวจเพาะแยก
เชื้อไม่พบเชื้อ SE พบว่า จำนวนตัวอย่างที่ให้ผลลบเกือบทั้งหมด 
และให้บวกต่อการตรวจในระดับต่ำ (1:10) เพียง 1 – 2 ตัวอย่าง
เท ่าน ั ้น ซ ึ ่ ง เป ็นไปได ้ท ี ่ผลบวกนี ้อาจเก ิดจากการต ิดเชื้อ 
ซัลโมเนลลา หรืออาจเกิดจาก cross reactivity ต่อเชื้อแบคทีเรีย
กรัมลบชนิดอื ่น ๆ ได้ ซึ ่งต้องทำการศึกษาต่อไป แต่เมื ่อนำ
แอนติเจนที่เตรียมทั้ง 4 ชนิด ไปตรวจกับฝูงไก่ที่พบการติดเชื้อ 
SE พบตัวอย่างให้ผลบวกทั้งหมด ซึ่งแสดงให้เห็นว่า วิธีเตรียม
แอนติเจนทั้ง 2 วิธีนี ้ สามารถใช้ในการตรวจ RSA กับตัวอย่าง
ซีรัมในทางปฏิบัติในภาคสนามได้ ซึ่งวิธี formalin inactivation 
จะให้ผลการตรวจที่จำเพาะดีกว่าวิธี alcohol inactivation และ
เหมาะสำหรับเป็นวิธีตรวจเชื้อซัลโมเนลลาบางชนิดที่มักพบในมูล
ระดับต่ำ ซึ่งไม่สามารถใช้วิธีเพาะแยกเชื้อจากตัวอย่างป้ายก้นได้ 
(Immerseel et al., 2004) 
 

สรุปผลการวิจัย 
การศึกษาครั ้งนี ้มีจุดประสงค์เพื ่อพัฒนาการเตรียม

แอนต ิ เ จนของ เช ื ้ อ  SE และ เปร ี ยบ เท ี ยบว ิ ธ ี  formalin 
inactivation ก ับ  ว ิ ธ ี  alcohol inactivation เพ ื ่ อ ใช ้ ในการ
ทดสอบ RSA กับซีร ัมไก่ที ่ม ีป ัญหาติดเชื ้อ SE และเพื ่อเป็น
แนวทางในการนำไปใช้ในทางปฏิบ ัติ ผลการทดลองพบว่า
แอนติเจนที่เตรียมมาจากทั้ง 2 วิธี มีความไว และความจำเพาะ
ในการตรวจสูง การศึกษานี้พบว่า SE แอนติเจนที่เตรียมด้วยวิธี 
formalin inactivation ให้ผล cross reactivity ต่อ ST ต่ำกว่า
วิธี alcohol inactivation อย่างไรก็ตามการสรุปผลให้แน่ชัด ยัง
ต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป และสุดท้ายแอนติเจนที่เตรียมมา
จากท้ัง 2 วิธีสามารถนำไปตรวจซีรัมในฝูงไก่ในภาคสนามได้ 
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