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         Dry pomegranate peel were powdered and extracted by maceration using ethyl 
alcohol (95%).  Then the extract was filtered and evaporated under vacuum.  This crude 
extract exhibited microbicidal action on 100 isolates of Salmonella spp. isolated from 
chickens.  The minimal bactericidal concentration (MBC) determined by macrobroth 
(tube) dilution method was 1.25% - 2.5 % (w/v).  Seventy-eight isolates showed MBC 
1.25%.  The crude extract was evaluated for its efficacy against Salmonella Enteritidis 
(SE) in broiler chicks.  Each chick was orally inoculated with 1x104 colony-forming units 
of SE at 3-day-old.  Crude extract was given at 12.5 or 25 mg/bird for 3 days by crop 
gavage.  Birds received the crude extract 24 hrs before or  24 hrs after receiving the SE.  
All birds were killed at 7 day of age.  Rate of Salmonella group D isolation from ceca of 
each treatment was compared.  The results revealed that birds which  received the 
crude extract before receiving the SE had the lowest isolate rate with scientific 
significant (p<0.05). 
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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมา  และความสําคัญของปญหา 

เนื้อไกและผลิตภัณฑจากไก  จัดเปนแหลงอาหารโปรตีนที่สําคัญแหลงหนึ่งของประชากร
โลก และแนวโนมความตองการมีเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง  สําหรับประเทศไทยการเลี้ยงไกเนื้อจัดเปน
อุตสาหกรรมหนึ่งที่มีความสําคัญตอระบบเศรษฐกิจเปนอยางมาก  เพราะไมเพียงแตเปนการผลิต
เพื่อบริโภคภายในประเทศเทานั้น  ยังเปนสินคาหมวดปศุสัตวที่สามารถนําเงินตราตางประเทศเขา
สูประเทศสูงสุด  เมื่อเทียบกับผลิตภัณฑจากปศุสัตวชนิดอื่นๆ โดยมีสัดสวนกวา 90 เปอรเซ็นตของ
มูลคาการสงออกสินคาปศุสัตวของประเทศ (สํานักนโยบายเศรษฐกิจระหวางประเทศ, 2545: 44)  
ทั้งนี้สัดสวนผลผลิตเนื้อไกเพื่อการสงออกและบริโภคภายในประเทศ  ตั้งแตป พ.ศ. 2541-พ.ศ. 
2544  อยูระหวาง 30 เปอรเซ็นตและ 70 เปอรเซ็นต (สมาคมผูผลิตไกเพื่อสงออกไทย  สมาคมผู
เลี้ยงเปดเพื่อการคาและการสงออก  สมาคมผูผลิต ผูคา และสงออกไขไก  สมาคมผูผลิตและแปร
รูปสุกรเพื่อการสงออก  และสมาคมผูเล้ียงไกพันธุ, 2545: 12)  และในป พ.ศ. 2544  ประเทศไทย
สามารถสงออกเนื้อไกไปจําหนายยังตางประเทศไดมากถึง 437,870 ตัน  คิดเปนมูลคา 41,345 
ลานบาท  เพิ่มข้ึนจากป พ.ศ. 2543 ที่สงออกได 337,410 ตัน  หรือเพิ่มข้ึน 29.77 เปอรเซ็นต (กรม
ปศุสัตว, กองสัตวแพทยสาธารณสุข, 2545)   

สําหรับประเทศคูคาที่สําคัญและนําเขาเนื้อไกจากประเทศไทยมากที่สุดคือ ประเทศญี่ปุน  
รองลงมาคือ กลุมประเทศในสหภาพยุโรป (นโยบายความปลอดภัยดานอาหารของสหภาพยุโรป, 
2544: 46; สถานการณการสงออกไกเนื้อป  2544-2545, 2544: 10)  สิงคโปร  เกาหลีใต  และ 
ฮองกง (นโยบายความปลอดภัยดานอาหารของสหภาพยุโรป, 2544: 46) โดยมีประเทศจีน    
สหรัฐอเมริกา  และบราซิล  เปนประเทศคูแขงทางการคาที่สําคัญในตลาดญี่ปุน  และมีประเทศ
สมาชิกสหภาพยุโรป และบราซิล เปนคูแขงทางการคาที่สําคัญในตลาดสหภาพยุโรป (ศูนยสาร
สนเทศการคาระหวางประเทศ, กลุมงานวิเคราะหขอมูลการคา, 2544: 52) 

เมื่อจําหนายเนื้อไกไดมากขึ้น การผลิตไกเนื้อยอมเพิ่มข้ึนตามไปดวย จึงเปนสาเหตุที่ทํา
ใหมีการใชยาตานจุลชีพและชีวภัณฑอ่ืนๆ ในปริมาณที่สูงขึ้นอยางหลีกเลี่ยงไมได   จากรายงาน
ของกลุมงานเศรษฐกิจการปศุสัตว กองสงเสริมการปศุสัตว กรมปศุสัตว (2543: 45) แสดงใหเห็น
วา เวชภัณฑ ชีวภัณฑ และอาหารเสริมสําหรับสัตว ที่ประเทศไทยนําเขาจากตางประเทศในป       
พ.ศ. 2543  หากพิจารณาเฉพาะสวนที่นํามาใชกับไก (ทั้งไกเนื้อ  ไกไข  และไกพันธุ)  พบวา มี   
มูลคาสูงถึง 2,561.475 ลานบาท  คิดเปน 20.5 เปอรเซ็นตของมูลคาการนําเขาทั้งหมด  ทั้งนี้ยา
ตานจุลชีพถูกจัดเปนเวชภัณฑที่มีการนํามาใชมากที่สุด โดยมีมูลคานําเขา 761.09 ลานบาท  รอง
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ลงมาไดแก  วัคซีนและไวตามิน-แรธาตุสําหรับผสมอาหาร  ซึ่งมีมูลคานําเขา 613.67 และ 610.69 
ลานบาท ตามลําดับ  

อยางไรก็ตาม  ผูบริโภคไดใหความสนใจในความปลอดภัยดานอาหารกันมากขึ้น โดยเฉพาะ
ผูบริโภคในสหภาพยุโรป นับต้ังแตมีการแยกพบเชื้อ Enterococcus ที่ดื้อตอยา Vancomycin หรือ
เชื้อวีอารอี (Vancomycin-resistant enterococci; VRE) ไดเปนครั้งแรกจากผูปวยในประเทศ    
ฝร่ังเศส  เมื่อป พ.ศ. 2529 (Association of Medical Microbiologists, 1997)  กอนที่จะมีรายงาน
การแยกพบเชื้อชนิดเดียวกันนี้ในสหรัฐอเมริกา สหราชอาณาจักร เยอรมนี เนเธอรแลนด  สเปน   
ซาอุดิอาระเบีย (Qadri and Postle, 1996)  และพบไดทั่วโลกในที่สุด (Association of Medical 
Micro- biologists, 1997; Stobberingh et al., 1999)  ซึ่งเชื้อ Enterococcus นี้  จัดเปนเชื้อที่พบ
ได ต ามป กติ ใน ท าง เดิ น อ าห า รขอ งคน และสั ต ว ห ล ายชนิ ด  (Association of Medical   
Microbiologists, 1997; National Health and Medical Research Council, 2002) แตสามารถ
กอโรคไดโดยเฉพาะผูที่มีภูมิคุมกันบกพรอง  หรือไดรับยาตานจุลชีพติดตอกันเปนเวลานาน  หรอืไต
ล ม เห ล ว  เป น ต น  (Cetinkaya, Falk and Mayhall, 2000; National  Health  and  Medical 
Research Council, 2002)  โดยเชื้อ Enterococcus  สามารถทําใหเกิดปญหาดังตอไปน้ีได  เชน 
การติดเชื้อในระบบขับถายปสสาวะ  แผลติดเชื้อหลังการผาตัด  ภาวะโลหิตเปนพิษ  ลิ้นหัวใจ
อักเสบ   และเยื่อหุมสมองอักเสบ   เปนตน  (Association of Medical Microbiologists, 1997; 
Cetinkaya, Falk and Mayhall, 2000; National Health and Medical Research Council, 
2002; Community Health Administration, 2003)  ตัวยาที่นิยมใชเปนทางเลือกสุดทายหรือใช
รักษาในรายที่มีการติดเชื้อรุนแรง คือ Vancomycin หรือ Teicoplanin (Manitoba Health Public 
Health, 1998; National Health and Medical Research Council, 2002)  แตเมื่อเชื้อเกิดการดื้อ
ยา Vancomycin ปญหาที่ตามมาคือเชื้อมักจะดื้อตอยาตัวอ่ืนๆ ดวย เชน Aminoglycosides, 
Cephalosporins และ Clindamycin เปนตน (Otero, 1999)  ยิ่งไปกวานั้นเชื้อยังสามารถถายทอด
ยีนที่ดื้อยานี้ใหกับเชื้อแบคทีเรียกอโรคชนิดอื่นๆ ไดดวย  โดยเฉพาะเชื้อ Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus  แ ล ะ  3rd generation cephalosporin resistant Streptococcus 
pneumoniae (Cetinkaya, Falk and Mayhall, 2000)   

มีขอมูลที่สนับสนุนวา การใช Avoparcin ซึ่งมีสูตรโครงสรางใกลเคียงกับ Vancomycin เปน
สารเรงการเจริญเติบโต (Growth promoter) ในอาหารสัตว  มีผลทําใหแยกพบเชื้อวีอารอีในสัตว
เพิ่มข้ึน  และมีโอกาสที่เชื้อจะถูกถายทอดมาสูคนได  ทางสหภาพยุโรปจึงไดออกมาตรการหามใช 
Avoparcin เปนสารเรงการเจริญเติบโตตั้งแตป พ.ศ. 2540  เปนตนมา   ซึ่งภายหลังการออกมาตร
การนี้  ปรากฏวาการตรวจพบเชื้อวีอารอีในฟารมเลี้ยงสัตว  โดยเฉพาะในฟารมไก  และในอุจจาระ
ของประชาชนทั่วไปลดลงอยางชัดเจน  ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2541  ทางสหภาพ ยุโรปจึงได
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ประกาศยกเลิกการใชยาปฏิชีวนะเปนสารเรงการเจริญ เติบโตอีก  4 ชนิด   ไดแก  Tylosin, 
Spiramycin, Zinc bacitracin  และ Virginiamycin  โดยใหเหตุผลวา ยาเหลานี้มีโครงสรางใกล
เคียงกับยาตานจุลชีพที่ใชในมนุษย (Wegener et al., 2000) 

ศักดิ์ชาย วงศเกียรติสุภาพ (2543: 38-45)  ไดแปลสรุป Council Regulation (EC) No 
1804/1999 ของสหภาพยุโรป ในประเด็นที่เกี่ยวกับการผลิตปศุสัตวปลอดสารพิษ ซึ่งมีสาระสําคัญ
บางสวนที่นาสนใจวา หามใชยาปฏิชีวนะหรือสารเคมีใดๆ ในการรักษาและปองกันโรคในสตัวแตถา
หากสัตวเลี้ยงเจ็บปวยหรือไดรับบาดเจ็บใหรีบทําการรักษาดวยสมุนไพร (Phytotherapeutic 
medicinal products)  และหากจําเปนตองรักษาดวยเวชภัณฑที่ผลิตจากสารเคมี  ใหใชในปริมาณ
นอยที่สุดเทาที่จําเปน  นอกจากนั้นยังหามใชสารเรงการเจริญเติบโต  รวมทั้งยาปฏิชีวนะ  ยากนับดิ
และสารเคมีตางๆ ที่มีคุณสมบัติเรงการเจริญเติบโตของสัตว   

จนถึงป พ.ศ. 2545 สหภาพยุโรปไดยกเลิกการใชยาปฏิชีวนะในสัตวที่เลี้ยงเพื่อเปนอาหาร
ไปแล วหลายชนิ ด   ได แก   กลุ ม  Nitrofurans, กลุ ม  Nitroimidazole, กลุ ม  Beta-agonists, 
Chloramphenicol, Carbadox, Olaquindox, Aristolochia spp., Chloroform, Dapsone, 
Chlorpromazine, Colchicine และ Avoparcin  รวมทั้งยังไดประกาศเพิกถอนยากันบิดและยา
อ่ืนๆ ที่ใชเปนวัตถุเติมในอาหารสัตว (Feed additives) อีก ไดแก  Amprolium, Meticlopindol, 
Meticlopindol+Methylbenzoquate, Amprolium+Ethopabate, Dimetridazole, Nicarbazin, 
Arprinocide, Dinitolamide และ Ipronidazole  นอกจากนี้ยังมีนโยบายที่จะยกเลิกการใชยาผสม
ในอาหารสั ต ว เพื่ อ เป นก ารเร งก ารเจ ริญ เติ บ โต   ที่ มี เพี ย ง  4 ชนิ ด ได แก   Avilamycin, 
Flavophospholipol, Monensin และ Salinomycin ในอนาคตอีกดวย (กรมปศุสัตว, กองควบคุม
ยาสัตว, 2545) 

ดังนั้น หากประเทศไทยยังตองการเปนหนึ่งในประเทศผูผลิตและผูสงออกเนื้อไกรายใหญ
ของโลก  และโดยเฉพาะมีสหภาพยุโรปเปนตลาดสงออกที่สําคัญ  จําเปนตองมีการปรับเปลี่ยน 
กลยุทธในการผลิต  เพื่อใหไดสินคาตรงตามความตองการของตลาด  ซึ่งนอกจากจะกอใหเกิด
ความปลอดภัยตอผูบริโภคทั้งภายในและตางประเทศแลว ยังเปนการสรางมูลคาเพิ่มใหแกสินคา
อีกดวย 

ประเทศไทยมีพืชสมุนไพรมากมายหลายชนิด  ซึ่งนาจะนํามาใชประโยชนในการเลี้ยงสัตว
ได  จากการสืบคนขอมูลพบวา เปลือกผลทับทิมเปนสมุนไพรที่มีศักยภาพชนิดหนึ่ง  เนื่องจากมี
การนํามาใชรักษาโรคบิด (Dysentery) และอาการทองเสียในคน (วิทย เที่ยงบูรณธรรม, 2533: 
112-114; นันทวัน บุณยะประภัศร และ อรนุช โชคชัยเจริญพร, บรรณาธิการ, 2541: 331)  ซึ่งมี
สาเหตุจากเชื้อไดหลายชนิดทั้ งเชื้อแบคที เรียและเชื้อโปรโตซัว   อาทิ เชน  Shigella spp., 
Campylobacter spp., Salmonella spp., Vibrio parahaemolyticus, Entamoeba histolytica  
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และ Balantidium coli  เปนตน  (อํานาจ ศรีรัตนบัลล, 2543: 100)   ในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือก
เปลือกผลทับทิมมาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียที่กอปญหาในไก  โดยเชื้อที่เลือกศึกษา
คือเชื้อ Salmonella spp.  

วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก  

เมื่อทดสอบในหลอดทดลอง (In vitro) 
2. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก  

เมื่อทดสอบในตัวไก (In vivo) 

วิธีดําเนินการวิจัยโดยยอ 
ขั้นแรกไดทําการศึกษาฤทธิ์ในการตานเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก  ของสาร

สกัดเปลือกผลทับทิมในหองปฏิบัติการ  จากนั้นนําผลที่ไดทดสอบเบื้องตนในไกทดลอง 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ทําใหทราบสรรพคุณทางยาของสารสกัดเปลือกผลทับทิม  ในการนํามาใชเพื่อตานการ

เจริญของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก 
2. เปนแนวทางศึกษาเพื่อพัฒนาการใชสมุนไพรเปลือกผลทับทิม แทนการใชยาตานจุลชีพ

ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก 
 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

เชื้อ Salmonella spp. 

ก. ลักษณะของเชื้อ  

เชื้อ Salmonella spp. เปนแบคทีเรียแกรมลบ  รูปทอน  ไมสรางสปอร  มีขนาด 0.7-1.5 
ไมโครเมตร  ยาว 2.0-5.0 ไมโครเมตร  เจริญไดดีทั้งในสภาพที่มีและไมมีออกซิเจน (Facultative 
anaerobe)  ไมสรางแคปซูล  เคลื่อนที่ดวยแฟลกเจลลาที่ยาวและมีอยูรอบเซลล (Peritrichous 
flagella) ดังแสดงในรูปที่ 2.1  ยกเวน Salmonella Pullorum, Salmonella Gallinarum  และบาง
สายพันธุที่ ไมมี แฟลกเจลลา   สรางไฮโดรเจนซัลไฟด  (ยกเวน  Salmonella Paratyphi A, 
Salmonella Choleraesuis)  สรางกรดและกาซจากการหมักยอยน้ําตาลกลูโคส  อุณหภูมิที่เจริญ
ไดคือ 37-45 องศาเซลเซียส  เจริญไดดีที่สุดที่ 42 องศาเซลเซียส  สามารถทนตอความเย็นหรือ
อุณหภูมิต่ําไดดีแมในสภาวะแชแข็ง  ซึ่งเชื้อจะถูกยับยั้งการเจริญเติบโตไวเทานั้นและสามารถเพิ่ม
จํานวนไดใหมเมื่อนํามาไวที่ อุณหภูมิหอง  แตเชื้อจะไมทนความรอน  พบวาถูกทําลายไดที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  นาน 1 ชั่วโมง  หรือ 60 องศาเซลเซียส  นาน 15-20 นาที  หรือ       
62 องศาเซลเซียส   นาน  4 นาที   ยกเวน  Salmonella Senftenberg ที่ทนความรอนไดดีกวา          
ซีโรไทป (Serotype) หรือ ซีโรวาร (Serovar) อ่ืนๆ 10-20 เทา  โดยตองใหความรอนถึง 62 องศา
เซลเซียส  นาน 1 ชั่วโมง  จึงจะสามารถทําลายเชื้อได (Aroon Bangtrakulnonth, 2002: 41-42) 
 

รูปที่ 2.1 รูปรางของเชื้อ Salmonella spp. เมื่อดูดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน   
(ที่มา: Alcamo, 1983: 544) 
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ข. แหลงของเชื้อ 

เชื้อ Salmonella spp. จัดเปนเชื้อโรคที่พบไดทุกหนทุกแหง  และพบไดทั่วโลก สามารถ
แยกเชื้อไดจากทางเดินอาหารของคนและสัตวอีกหลายชนิด  ทั้งสัตวเลือดอุนและสัตวเลือดเย็น 
(Clarke and Gyless, 1993: 134; Quinn et al., 1994: 226; Hirsh, 1999: 75)  โดยเฉพาะจิ้งจก
และงูพบวาเปนสัตวที่มีการติดเชื้อไดเสมอๆ  ซึ่งมักไมแสดงอาการปวยแตสามารถแยกเชือ้ได  และ
บางครั้งอาจพบไดหลายซีโรไทปในสัตวตัวเดียวกัน (Hirsh, 1999: 76)  นอกจากนั้นเชื้อยังสามารถ
มีชีวิตอยูในสิ่งแวดลอมไดนานถึง 9 เดือนหรือมากกวานั้น  เมื่อปนเปอนอยูในดินที่ชื้นแฉะ น้ํา มูล
สัตว  หรืออาหารสัตว  โดยเฉพาะสวนประกอบที่ทํามาจากเลือดปน  กระดูกปน  หรือปลาปน 
(Clarke and Gyless, 1993: 134; Quinn et al., 1994: 226; Hirsh, 1999: 76)   

ค. การจําแนกชนิดของเชื้อ 

ปจจุบันเชื้อในสกุล Salmonella แบงออกเปน 2 Species ตามขอตกลงของ Centers for 
Disease Control and Prevention (CDC) ในสหรัฐอเมริกา ดังนี้  1) Salmonella enterica  และ 
2) Salmonella bongori โดย Salmonella enterica ประกอบดวย 6 Subspecies (subsp.) ไดแก 
Subspecies I (enterica), II (salamae), IIIa (arizonae), IIIb (diarizonae), IV (houtenae) และ 
VI (indica)  ส วน  Salmonella bongori  มี  1 Subspecies คื อ  Subspecies V  ซึ่ ง ก า รแบ ง 
Species แ ล ะ  Subspecies  จ ะ ใ ช วิ ธี ท ด ส อ บ ท า ง ชี ว เค มี  (Biochemical test) (Aroon 
Bangtrakulnonth, 2002: 38) ดังแสดงในตารางที่ 2.1  ทั้งนี้ Salmonella enterica จัดวามีบท
บาทสําคัญที่สุดในการกอปญหาตอสุขภาพของคนและสัตว (Heuzenroeder et al., 2001: 2)  
และสามารถแบงยอยไดอีก 2,480 ซีโรไทป (Popoff, 2001 cited in Aroon Bangtrakulnonth, 
2002: 40)  ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.1 คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของเชื้อ Salmonella spp. แตละ 
Species และ Subspecies  

 
Species Salmonella enterica Salmonella bongori 

Subspecies Enterica Salamae Arizonae diarizonae houtenae indica  
คุณสมบัติ        
Dulcitol + + - - - d + 
ONPG (2 ชั่วโมง) - - + + - d + 
Malonate - + + + - - - 
Gelatinase - + + + + + - 
Sorbitol + + + + + - + 
Culture with KCN - - - - + - + 
Galacturonate - + - + + + + 
β-glucuronidase d d - + - d - 
Mucate + + + - (70%) - + + 
Salicine - - - - + - - 
Lactose - - - (75%) + (75%) - d - 
Lysis by phage O1 + + - + - + d 
Usual habitat Warm-

blooded 
animals 

Cold-blooded animals 

+ = 90% หรือมากกวา ใหผลบวก 
- = 90% หรือมากกวา ใหผลลบ 
d = ปฏิกิริยาแตกตางกันขึ้นกับซีโรไทปของเชื้อ  
ที่มา : Popoff (2001) อางถึงใน Aroon Bangtrakulnonth (2002: 39) 

 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                                                              8 
 

ตารางที่ 2.2 จํานวนซีโรไทปในแตละ Species และ Subspecies ของเชื้อในสกุล   
Salmonella  

ป พ.ศ. Species Subspecies 
2540 2544 

Salmonella enterica subsp. enterica 1,435 1,478 
 subsp. salamae 485 489 
 subsp. arizonae 94 94 
 subsp. diarizonae 321 327 
 subsp. houtenae 69 71 
 subsp. indica 11 12 
Salmonella bongori  20 21 
 รวม 2,435 2,501 
ที่มา : Popoff (2001) อางถึงใน Aroon Bangtrakulnonth (2002: 40) 
 

ง. โครงสรางทางแอนติเจนของเชื้อ   

แอนติเจนที่สําคัญของเชื้อ Salmonella spp. มี 3 ชนิด  ไดแก  
1. โอแอนติเจน (O antigen หรือ Somatic antigen)  เปนสวนหนึ่งของเมมเบรนชั้นนอก 

(Outer membrane)  ประกอบดวยน้ําตาลตางชนิดเชื่อมตอกัน  แลวยึดติดกับสวนที่เปนพอลิแซก-
คาไรด คอร (Polysaccharide core หรือ Region core)  และลิพิดเอ (Lipid A) ตามลําดับ (ดัง
แสดงในรูปที่ 2.2)  ชนิดและจํานวนของน้ําตาล  รวมทั้งรูปแบบการเชื่อมตอกันระหวางน้ําตาลแต
ละชนิด (Alpha หรือ Beta glycosidic linkage)  ทําใหมีโอแอนติเจนแตกตางกันไดหลายแบบ (นั
นทนา อรุณฤกษ, 2537: 204; Hirsh, 1999: 75) โดยอาศัยคุณสมบัติของโอแอนติเจนนี้สามารถ
แบงเชื้อออกเปนซีโรกรุป (Serogroup) ตางๆ   แตละกรุปมีโอแอนติเจนใหชื่อเปนเลขอารบิค  ทั้งนี้
จะเริ่มจาก กรุป A  มีโอแอนติเจน 1,2,12  ไปจนถึง กรุป  Z  ซึ่งตรงกับ  โอกรุป 50 (O group 50)  
ตอจากนั้นจะเปน โอกรุป 51 เร่ือยไป  จนถึง โอกรุป 67 (Aroon Bangtrakulnonth, 2002: 42)   

เนื่องจากโอแอนติเจนอยู รวมกับสารประกอบอื่น  ในรูปของลิโพพอลิแซกคาไรด 
(Lipopolysaccharide)  จึงทําใหสามารถทนความรอน 100 องศาเซลเซียสไดนานถึง 2 ช่ัวโมง 30 
นาที  ทนตอเอธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต  และกรดออนๆ ไดดี (นันทนา อรุณฤกษ, 2537: 208, 
Aroon Bangtrakulnonth, 2002: 42)   
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2. เอช หรือแฟลกเจลลา แอนติเจน (H antigen หรือ Flagella antigen) เปนสวนประกอบ
ของสารประเภทโปรตีน เชื้อ Salmonella spp. สวนมากจะมีเอชแอนติเจน 2 เฟส (Phase) คือ เฟส 
1 เรียกวา เฟสจําเพาะ (Specific phase)  และเฟส 2 เรียกวา เฟสไมจําเพาะ (Non-specific 
phase) ซึ่งแอนติเจนของเฟส 1 จะใหชื่อเปนตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพเล็ก  โดยเริ่มจาก a ถึง 
z แตเนื่องจากในปจจุบันนี้  ไดพบแอนติเจนมีอยูมากกวาจํานวนตัวอักษร  แอนติเจนที่พบระยะ
หลังจึงใหชื่อเปน z1 ถึง z59 (Aroon Bangtrakulnonth, 2002: 42) สวนแอนติเจนเฟส 2 มีอยูหลาย
ชนิด  กําหนดดวยตัวเลข  โดยอาศัยคุณสมบัติของเอชแอนติเจนทําใหแบงเชื้อ Salmonella spp. 
เปนซีโรไทปตางๆ ได (นงลักษณ สุวรรณพินิจ, 2544: 93) ซึ่งเชื้อ ซีโรไทปหนึ่งๆ อาจมีเอชแอนติเจน
มากกวา 1 ชนิด  แอนติเจนอาจอยูในเฟส 1 หรือ ในเฟส 2  หรือในทั้ง 2 เฟส (นันทนา อรุณฤกษ, 
2537: 208)   ตัวอยางซีโรไทปที่มีแอนติเจนเฟสเดียวเชน Salmonella Paratyphi A, Salmonella 
Typhi, Salmonella Derby, Salmonella Enteritidis และ Salmonella Dublin เปนตน และซีโรไทป
ที่ไมมีเอชแอนติเจน เชน Salmonella Gallinarum  เปนตน (Aroon Bangtrakulnonth, 2002: 42)  

เอชแอนติเจนถูกทําลายไดงายดวยความรอน (100 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที)  
แอลกอฮอล  และกรดตางๆ (นันทนา อรุณฤกษ, 2537: 208) 

3. วีไอ แอนติเจน (Vi antigen)  เปนแอนติเจนที่คลุมอยูรอบนอกโอแอนติเจน  เปนสาร
ประกอบพอลิแซกคาไรด  ถูกทําลายไดดวยความรอน (60 องศาเซลเซียส  นาน 1 ชั่วโมง)  กรด 
และฟนอล (นันทนา อรุณฤกษ, 2537: 208) ซีโรไทปที่มีวีไอแอนติเจน  ไดแก  Salmonella Typhi, 
Salmonella Paratyphi C และ Salmonella Dublin  ซึ่งจะทําใหเกิดอาการของโรครุนแรงกวา      
ซีโรไทปที่ไมมีวีไอแอนติเจน (Aroon Bangtrakulnonth, 2002: 42-43) วีไอแอนติเจนอาจบดบัง  
โอแอนติเจน  ทําใหเชื้อไมจับกลุมตกตะกอน (Agglutinate) กับโอแอนติซีรัมในตอนแรก  หลัง
ทราบผลทดสอบดวยวีไอแอนติซีรัมแลว  ตองละลายเชื้อในน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต  ตมที่ 100 
องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที  เพื่อทําลายวีไอแอนติเจน  แลวจึงนําเอาตะกอนเชื้อทดสอบกับ     
โอแอนติซีรัมตอไป (Aroon Bangtrakulnonth, 2002: 56) 
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รูปที่ 2.2  โครงสรางทางแอนติเจนของเชื้อในตระกูล Enterobacteriacae 
    (ที่มา: นงลักษณ  สุวรรณพินิจ, 2544: 86) 

จ. การแยกซีโรกรุปของเชื้อ  

ในการแยกซีโรกรุปและซีโรไทปของเชื้อ Salmonella spp.  จะใชวิธีทดสอบทางซีรัมวิทยา 
(Serological test)  โดยอาศัยคุณสมบัติในการจับกลุมตกตะกอน (Agglutination)  ระหวาง
แอนติเจนที่ผิวเซลลกับแอนติซีรัมจําเพาะ  ซึ่งจะทําหลังจากที่เชื้อผานการทดสอบทางชีวเคมีเบื้อง
ตนแลว ในกรณีที่ตองการระบุถึงระดับซีโรไทปของเชื้อ  ตองใชแอนติซีรัมจํานวนมากและมีขั้นตอน
มากมาย หองปฏิบัติการทั่วไปจึงมักรายงานถึงระดับซีโรกรุปของเชื้อ ซึ่ง Aroon Bangtrakulnonth 
(2002: 55-56) ไดแนะนําวิธีการและขั้นตอนในการตรวจไวดังนี้   

1. หยดน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต  ลงบนแผนกระจกสไลด 1 หยด เขี่ยเชื้อจาก Triple 
sugar iron (TSI) agar slant  มาละลายในน้ําเกลือ  กวนใหเขากัน  แลวสังเกตวาเกิดการจับกลุม
ตกตะกอนภายใน 30 วินาทีหรือไม  หากเกิดการตกตะกอนแสดงวา เชื้อดังกลาวไมสามารถ
ทดสอบซีโรไทปไดเนื่องจากเชื้อเกิดการผาเหลา (Mutation) ทําใหสูญเสียความสามารถในการ
สังเคราะหโอแอนติเจน  หรือทําใหตําแหนงที่สัมผัสกันระหวางโอแอนติเจนกับพอลิแซกคาไรด คอร 
ขาดหายไป (นันทนา อรุณฤกษ, 2537: 204)  เปนผลใหเชื้อตกตะกอนกับน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต
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และตกตะกอนกับแอนติซีรัมทุกชนิด  ดังนั้นจะไมสามารถวินิจฉัยไดวาเปนซีโรไทปใด)  ถาไมตก
ตะกอนกับน้ําเกลือ  จึงทดสอบตอได 

2. หยดแอนติซีรัม Salmonella Polyvalent A-67 และ Salmonella Polyvalent A-I  บน
กระจกสไลดอยางละ 1 หยด  และเขี่ยเชื้อจาก TSI agar slant มาทดสอบกับแอนติซีรัมทั้ง 2 ชนิด  
กวนใหเขากันดีกับแอนติซีรัมทั้ง 2 ชนิด  สังเกตปฏิกิริยาการจับกลุมตกตะกอนที่เกิดขึ้น  ซึ่งจะเห็น
ภายใน 30-60 วินาที  ถาจับกลุมตกตะกอนกับแอนติซีรัมชนิดใด  แสดงวาเชื้อมีแอนติเจนชนิดนั้น  
แตเนื่องจากในขั้นตอนนี้ใชแอนติซีรัมรวมหลายชนิด  จึงยังไมสามารถบอกไดวาเปนกรุปใด  อาจ
เปนชนิดใดชนิดหนึ่งระหวาง  Salmonella group A ถึง  Salmonella group I ในกรณีที่ใหผลบวก
ตอ Salmonella Polyvalent A-I   แตถาใหผลลบตอ Salmonella Polyvalent A-I  แตใหผลบวกตอ 
Salmonella Polyvalent A-67  แสดงวาเชื้อนี้อยูระหวางชวง  Salmonella group J ถึง  
Salmonella group O:67 

3. หลังจากนั้นใหทดสอบกับแอนติซีรัมเดี่ยวแตละกรุป คือ Salmonella group A, B, C, 
D, E ถึง I  ถาใหผลบวกตอกรุปใดใหรายงานวาเปน Salmonella group นั้น 

ฉ. โรคที่เกิดจากการติดเชื้อ  

เชื้อ Salmonella spp. บางซีโรไทปคอนขางมีความจําเพาะตอโฮสต (Relatively host-
specific)  อาทิเชน Salmonella Typhi, Salmonella Abortusequi, Salmonella Dublin, 
Salmonella Abortusovis, Salmonella Typhisuis และ Salmonella Pullorum และ Salmonella 
Gallinarum ที่มักกอโรคเฉพาะในคน  มา  โค  แกะ  สุกร และสัตวปก ตามลําดับ (Clarke and 
Gyless, 1993: 134; Barrow, Huggins and Lovell, 1994 cited in Okamura et al., 2001; 
Gast, 1997b: 81; Hirsh, 1999: 77)  เปนตน  สวนซีโรไทปอ่ืนๆ พบวาเปนปญหาไดในสัตวหลาย
ชนิดรวมถึงคนดวย   

โรคที่พบในคน 
สาเหตุทั่วไปของการติดเชื้อในคน  เกิดจากการรับประทานอาหารและน้ําที่มีเชื้อปนเปอน

เขาไป  สัตวหลายชนิดเปนพาหะนําเชื้อมาสูคนได  แตไกและไขไกถูกจัดวาเปนแหลงของเชื้อที่
สําคัญที่สุดแหลงหนึ่ง (Coyle et al., 1988 cited in Byrd et al., 1999: 40, Clarke and Gyless, 
1993: 134; Gast, 1997a: 97, 1997b: 81; Hirsh, 1999: 77)  ทั้ ง นี้ เพ ร า ะ ไก มี ค ว า ม ชุ ก 
(Prevalence) ในการติดเช้ือสูง  และมีการเลี้ยงเปนจํานวนมากเพื่อการบริโภคทั่วโลก  อยางไรก็
ตาม ไมใชทุกคนที่ไดรับเชื้อแลวจะแสดงอาการของโรค (Horrox, ed., 1995, VII)  ทั้งนี้ยังมีปจจัย
อ่ืนที่เกี่ยวของเชน ซีโรไทปของเชื้อ  ปริมาณของเชื้อ  และความตานทานของแตละคน  เปนตน 
(Hirsh, 1999: 77) 
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สําหรับอาการของโรคที่พบในคนนั้น  จากขอมูลที่รวบรวมโดยนงลักษณ สุวรรณพินิจ 
(2544: 94-97)  และ Aroon Bangtrakulnonth (2002: 44) รายงานวา สามารถจําแนกออกเปน 3 
แบบคือ 

- ไขเอนเทอริก (Enteric fevers)  ประกอบดวย โรคไขไทฟอยด (Typhoid) และ         
พาราไทฟอยด (Paratyphoid)  เชื้อที่เปนสาเหตุของไขไทฟอยดคือ Salmonella Typhi  สวน  
พาราไทฟอยดมีสาเหตุจากเชื้อ Salmonella Paratyphi A, Salmonella Paratyphi B และ 
Salmonella Paratyphi C  ทั้ง 2 โรคนี้มีอาการคลายกัน  แตพาราไทฟอยดหรือไขรากสาดเทียมมี
ความรุนแรงนอยกวา  ทางติดตอที่สําคัญคือการไดรับอาหารและน้ําที่มีเชื้อปนเปอนเขาไป  เมื่อ
เชื้อไปถึงลําไสเชื้อจะบุกรุกผานชั้นเยื่อเมือกทําใหเกิดการอักเสบของลําไส  จากนั้นเชื้อจะเขา
ตอมน้ําเหลืองของลําไสกอนผานเขาสูกระแสเลือดแลวกระจายไปยังตับ  ถุงน้ําดี  มาม  ไต  และ 
ไขกระดูก  รวมทั้งเนื้อเยื่อน้ําเหลือง (Lymphoid tissue) ของอวัยวะตางๆ  ทําใหผูปวยมีอาการไข
สูง  ปวดศรีษะ  ปวดเมื่อยกลามเนื้อ  ทองอืดหรือทองผูก  ตับและมามโต  อุจจาระรวงอาจมีเลือด
ปนออกมาดวย  ถาผนังลําไสถูกทําลายมากอาจทําใหลําไสทะลุได  เชื้อที่เขาสูอวัยวะอื่นๆ อาจทํา
ใหเกิดโรคแทรกซอนได  เชน  เยื่อหุมกระดูกอักเสบเปนหนอง  กระดูกอักเสบ  มีฝหนองในไต      
ถุงน้ําดีอักเสบเฉียบพลัน  เปนตน 

- ภาวะโลหิตเปนพิษ (Septicemia)  สาเหตุมักเกิดจาก Salmonella Choleraesuis  เมื่อ
เชื้อเขาสูรางกาย  เชื้อจะไปเจริญและเพิ่มจํานวนในกระแสเลือด  ดังนั้นผูปวยจะไมมีอาการ
อุจจาระรวง  แตจะมีอาการไขสูง  หนาวสั่น  น้ําหนักลดลง  การแยกเชื้อจะพบเชื้อในกระแสเลือด
เทานั้น  แตเชื้อสามารถกระจายไปยังสวนตางๆ ของรางกายได  ทําใหปอดอักเสบ  ไตอักเสบ      
ไขกระดูกอักเสบ  ล้ินหัวใจอักเสบ  และเยื่อหุมสมองอักเสบ   

- ลําไสอักเสบ (Enterocolitis, Gastroenteritis)  สาเหตุเกิดจากเชื้อหลายซีโรไทปดวยกัน 
ซึ่งเชื้อจะติดเขาไปกับอาหาร  โดยเฉพาะอาหารประเภทเนื้อสัตว  ไข  และนม  เมื่อเชื้อเขาสูราง
กายเชื้อจะแทรกผานชั้นเยื่อเมือกของลําไสอยางรวดเร็ว  เขาไปเพิ่มจํานวนในชั้น Lamina propria 
ของลําไสเล็กสวนปลายและลําไสใหญ  ทําใหเกิดการอักเสบ  ผูปวยจะมีอาการคลื่นไสอาเจียน  
อุจจาระรวงรุนแรง  ปวดทองและมีไขเล็กนอย  ซีโรไทปที่แยกพบไดบอยและกอโรครุนแรงคือ 
Salmonella Enteritidis และ Salmonella Typhimurium 

โรคที่พบในไก 
จากขอมูลที่รวบรวมไวโดย จิโรจ ศศิปรียจันทร (2544: 93-97), Gast (1997a: 97-104)  

และ Shivaprasad (1997: 81-86)  สามารถแยกโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ Salmonella spp. ในไก  
ออกเปน 3 โรค ดังนี้ 
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- โรคขี้ขาว (Pullorum disease)  มีสาเหตุจากเชื้อ Salmonella Pullorum  การเกิดโรคพบ
ไดทุกชวงอายุ  แตอัตราการตายจะสูงในไกอายุนอย  โดยเฉพาะชวงอายุ 2-3 สัปดาหแรก  สวนไก
ใหญมักไมแสดงอาการ  ไกที่ปวยจะมีอาการทองเสีย  มีมูลสีขาวติดที่กน  หากลูกไกหายใจเอาเชื้อ
เขาไปขณะอยูในตูฟก  จะแสดงอาการและมีรอยโรคในระบบหายใจ   

- โรคไทฟอยด (Fowl typhoid)  เกิดจากเชื้อ Salmonella Gallinarum  ไกอายุนอยกวา 1 
เดือน  อาการจะเหมือนโรคขี้ขาว  แตสภาพการเกิดโรคจะเปนแบบเรื้อรัง  และมีไกทยอยตายไป
เร่ือยๆ  สวนการเกิดโรคในไกรุนและไกใหญมักเปนแบบเฉียบพลัน  อาการที่พบคือ หนาซีด  หงอน
เหี่ยว  ทองเสีย  และอาจถึงตายได 

- โรคพาราไทฟอยด (Paratyphoid infections)  เกิดจากเชื้อ Salmonella spp.  ซีโรไทป
อ่ืนๆ นอกเหนือจาก Salmonella enterica subsp. arizonae  และ 2 ซีโรไทปที่กลาวมาขางตน  
การเกิดโรคเปนไดทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง  การตายจะพบไดในลูกไกอายุไมเกิน 2 สัปดาห  
แตถาอายุมากกวานั้นมักจะไมแสดงอาการของโรคทั้งที่มีเชื้ออยูในลําไส  และมีการกระจายของ
เชื้อไปยังอวัยวะภายในตางๆ   ไกสวนหนึ่งจึงเปนพาหะแพรเชื้อเขาสูฝูงไดตลอดเวลา  ซึ่งเชื้อใน
กลุมนี้ที่มีบทบาทสําคัญตอสุขภาพของคนดวยไดแก  Salmonella Enteritidis และ Salmonella 
Typhimurium  

ในระหวาง Salmonella Enteritidis และ Salmonella Typhimurium นี้  Salmonella 
Enteritidis  นับวามีความรุนแรงในการกอโรคมากกวา (Spackman, 1989: 16)  และแยกพบได
บอยกวาทั้งจากฝูงไก (Lahellec et al., 1985; Cooper, Nicholas and Bracewell, 1992; Ebel, 
David and Mason, 1992)  และผูปวยที่ติดเชื้อ Salmonella spp. (Humphrey et al., 1996 
cited in Hang’ombe et al., 1999: 597; Duchet-Suchaux et al., 1997: 559)  

จากการศึกษาของ Okamura และคณะ (2001) แสดงใหเห็นวา Salmonella Enteritidis 
สามารถเจริญแฝงอยูในอวัยวะสืบพันธุของแมไกไดดี โดยพบสัดสวนจํานวนตัวที่แยกพบเชื้อสูง
กวาการใหเชื้อซีโรไทปอ่ืนๆ ที่ใชศึกษาในครั้งเดียวกัน อันไดแก Salmonella Typhimurium, 
Salmonella Infantis, Salmonella Hadar, Salmonella Heidelberg และ Salmonella 
Montevideo ทั้งนี้แมไกที่ไดรับเชื้อทั้งจากการทดลองและจากธรรมชาติ สวนใหญจะไมแสดง
อาการปวย และสามารถใหไขไดตามปกติ (Timoney et al.,1989; Humphrey, 1990: 5; O’Brien, 
1990: 120; Ziprin and DeLoach, 1993: 628; Miyamoto et al., 1997: 297) การปนเปอนเชื้อที่
ไข เกิดขึ้นได 2 ทางคือ 1) เชื้อในระบบสืบพันธุของแมไก ผานเขาไปในไข กอนที่จะมีการวางไข 
(Vertical contamination) และ 2) เชื้อจากสิ่งแวดลอมภายนอกตัวแมไกผานเปลือกไขเขาไป 
(Horizontal contamination) (Cox, Berrang and Cason, 2000: 1571-1572) ไขที่มีการปน
เปอนเชื้อของ Salmonella Enteritidis สวนหนึ่งตัวออนจะตายตั้งแตอยูในไขฟก (Dead-in-shell 
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chicken embryo) (Kabilika, 1997 cited in Hang’ombe et al., 1999: 597) แตลูกไกที่ฟกออก
มาไดจะทําใหมีการแพรกระจายของเชื้อไปสูลูกไกตัวอื่นๆ ในโรงฟกไดดวย (Bailey, Cox and 
Berrang, 1994; Carson, Bailey and Cox, 1994) ลูกไกที่ไดรับเชื้อผานไขหรือไดรับขณะที่อายุ
ยังนอย  หากรอดตายจากโรคสวนหนึ่งจะมีสภาพรางกายไมสมบูรณ  แคระแกร็น  การเจริญเติบ
โตไมสม่ําเสมอ  และกลายเปนพาหะของโรคตอไป (จิโรจ ศศิปรียจันทร, 2544: 93-97; Gast, 
1997a: 97-104; Shivaprasad, 1997: 81-86) 

ถึงแม Salmonella Pullorum และ Salmonella Gallinarum จะทําใหเกิดการติดเชื้อและ
เปนพาหะเฉพาะในสัตวปก  ไมกอโรคหรือเปนพาหะในคน  แตจะมีผลกระทบตอคนได  เมื่อมีการ
ใชยาปฏิชีวนะรักษาการติดเชื้อในสัตวปก  สงผลใหเกิดปญหาการติดเชื้อด้ือยาในคนดวย (จิโรจ  
ศศิปรียจันทร, 2544: 94)  
ทับทิม (Pomegranate)   

ทับทิมมีชื่อวิทยาศาสตรวา Punica granatum L.  เปนพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งที่มีการกลาว
ถึงสรรพคุณวา สามารถรักษาโรคบิดและอาการทองเสียในคนได  โดยสวนที่นํามาใชเปนยาเพื่อ
รักษาโรคนั้น  มีทั้งสวนที่เปนเปลือกผล (วิทย เที่ยงบูรณธรรม, 2533: 112-114; นันทวัน          
บุณยะประภัศร และ อรนุช โชคชัยเจริญพร, บรรณาธิการ, 2541: 331)  เปลือกตน  เปลือกราก  
ใบและผลออน (นันทวัน บุณยะประภัศร และ อรนุช โชคชัยเจริญพร, บรรณาธิการ, 2541: 330-
331)   

Wandee Gritsanapan และ Malyn Chulasiri (1983)  ไดทําการสกัดสมุนไพรไทยจํานวน 
35 ชนิดดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต  จากนั้นทําใหแหงหรือกึ่งแหงขึ้นกับชนิดของสมุนไพร  สาร
สกัดหยาบ (Crude extract) ที่ไดนํามาทดสอบฤทธิ์ตอเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากอุจจาระผูปวยที่
มีอาการทองเสีย  ดวยวิธี Agar-disc diffusion  ผลพบวา สารสกัดหยาบจากเปลือกผลทับทิม
สามารถตานการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Vibrio cholerae 
และ Vibrio parahaemolyticus  แตยังไมสามารถตานการเจริญของเชื้อ Enterococcus faecalis 
(เดิมเรียก Streptococcus faecalis), Escherichia coli, Salmonella Typhi  และ  Aeromonas 
hydrophila ที่ใชทดสอบในครั้งนั้น   

สุรีย ประเสริฐสุข และ มรกต สุกโชติรัตน (2529)  ไดทําการศึกษาผลของสารสกัดหยาบ
จากพืชสมุนไพร 18 ชนิดตอเชื้อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคบิดในคน  ทั้งนี้ไดเลือกใชน้ํากลั่น   
เอธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต  และไดเอธิลอีเทอรเปนตัวทําละลาย  โดยใชวิธีการหมัก 
(Maceration)  เมื่อหมักครบ 5 วัน  นําสารสกัดที่ไดไปทําใหแหงภายใตสูญญากาศดวยเครื่อง
ระเหยแบบหมุน (Rotary evaporator) จากนั้นนําผงสารสกัดทดสอบตอเชื้อ Shigella sp.  4 ชนิด  
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ไดแก Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei และ Shigella boydii  โดยวิธี 
Agar-disc diffusion  ผลพบวา สารสกัดหยาบจากเปลือกผลทับทิมเมื่อสกัดดวยเอธิลแอลกอฮอล  
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดเกือบทั้งหมด  ยกเวนเพียง Shigella boydii 

Anesini และ Perez (1993)  ไดทําการสกัดสารสําคัญจากเปลือกผลทับทิม  โดยการตม
ในน้ําเดือด  จากนั้นนําสารสกัดหยาบที่ไดมาทดสอบฤทธิ์ตอเชื้อจุลชีพ  ดวยวิธี Agar-well 
diffusion  ผลพบวา สารสกัดหยาบที่ไดนี้สามารถตานการเจริญของเชื้อ Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli และ Aspergillus niger  และในปถัดมา Perez และ Anesini (1994) 
ไดรายงานผลการศึกษาออกมาเพิ่มเติมวา สารสกัดหยาบจากเปลือกผลทับทิมที่ไดจากการเตรียม
โดยวิธีเดียวกันนั้น  สามารถตานการเจริญของเชื้อ Salmonella Typhi ไดดวย  จากการทดสอบ
ดวยวิธี Agar-well diffusion เชนเดียวกัน 

Malyn Chulasiri, Rungravi Temsiririrkkul, Srichan Boonchai และคณะ (1995)  ไดทํา
การสกัดเปลือกผลทับทิมดวยแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต  ของเหลวที่ไดนําไปกรอง  สวนที่ผานการ
กรองนําไปทําใหขนโดยการระเหยเอาสวนของแอลกอฮอลออก  จากนั้นนําไปละลายในน้ํา  กรอง
เอาเฉพาะสวนที่ละลายน้ําไดไปทําใหแหงโดยวิธี Spray drying  จนไดผงของสารสกัด  ซึ่งสาร
สกัดนี้เมื่อนําไปทดสอบฤทธิ์ตอเชื้อแบคทีเรีย  โดยวิธี Agar-disc diffusion  ผลพบวา สามารถ
ตานการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus, Bacillus cereus  และ Pseudomonas 
aeruginosa   แตไมไดผลตอเชื้อ Escherichia coli   จากนั้น Malyn Chulasiri, Kleophant 
Thakerngpol และ Rungravi Temsiririrkkul (1995)  ไดรายงานผลการศึกษาออกมาตอเนื่องวา 
สารสกัดจากเปลือกผลทับทิมที่ไดมาดวยวิธีการเดียวกัน  สามารถฆาเชื้อ Staphylococcus 
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa  จากการทดสอบ
ในหลอดทดลอง และสังเกตผลภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน  และในปเดียวกัน Malyn 
Chulasiri, Rungravi Temsiririrkkul, Arunee Saraya และคณะ (1995)  ไดใชสารสกัดเปลือกผล
ทับทิมที่ไดมาดวยวิธีการเดียวกับ 2 รายงานขางตน  เปนองคประกอบสําคัญในการเตรียมยาบวน
ปาก  ผลพบวา ยาบวนปากที่เตรียมขึ้นไมแสดงพิษตอเซลลไฟโบรบลาสของเหงือกที่เลี้ยงในหลอด
ทดลอง  เมื่อสัมผัสกันนาน 30 นาทีที่อุณหภูมิหอง  ในทางกลับกันไดแสดงผลอยางเดนชัดในการ
ฆาเชื้อแบคทีเรียกอโรคในชองปากที่ทําการทดสอบไดแก Staphylococcus aureus, 
Streptococcus mutans  และ Lactobacillus spp.  อีกทั้งสามารถลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียใน
น้ําลาย  ภายหลังนําน้ําลายจากอาสาสมคัรทั้งที่มีสุขภาพชองปากดีและที่มีปญหาจากฟนผุและ/
หรือกลิ่นปากสัมผัสกับยาบวนปากนี้  แตยาบวนปากนี้ยังไมสามารถทําลายเชื้อ Candida 
albicans 
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หลังจากนั้น 1 ป Malyn Chulasiri (1996)  ไดนําเสนอผลการเตรียมน้ํายาฆาเชื้อเครื่องมือ 
(Instrument disinfectant)  จากสารสกัดเปลือกผลทับทิมที่ไดมาดวยวิธีการเดียวกับ 3 รายงาน
ขางตน  ซึ่งพบวา สามารถใชฆาเชื้อที่ผิวภาชนะที่นํามาทดสอบได  โดยเชื้อที่นํามาทดสอบมีทั้ง
เชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา  ไดแก Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella Typhi, 
Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus spores, Candida albicans, 
Aspergillus niger, Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum  และ Trichophyton 
mentagrophyte  ซึ่งมีเพียง Shigella flexneri และ Pseudomonas aeruginosa ที่คอนขางดื้อตอ
น้ํายาฆาเชื้อที่เตรียมไดนี้  และในปตอมา M Chulasiri (1997)  ไดนําเอาสารสกัดเปลือกผลทับทิม
ดังกลาวมาเตรียมเปนสบูเหลวฆาเชื้อ (Antiseptic liquid soap)  ซึ่งจากการศึกษาประสิทธิภาพ
ในการตานเชื้อจุลชีพ  ดวยวิธี Agar-disc diffusion  พบวา สบูเหลวฆาเชื้อนี้สามารถตานการ
เจริญของเชื้อ Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aeromonas 
hydrophila, Salmonella Typhi, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Candida 
albicans, Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, 
Trichophyton mentagrophyte, Trichophyton rubrum และ Aspergillus niger ไดดี  และเมื่อ
ประยุกตใชกับผิวหนังพบวา จุลชีพบนมือของอาสาสมัครลดลง  ภายหลังการฟอกดวยสบูเหลว
ชนิดนี้ 

ในชวงเวลาใกลเคียงกันนี้ Navarro และคณะ (1996) ไดนําเสนอผลการสกัดเปลือกผล
ทับทิมดวยเมธิลแอลกอฮอล  หลังทําใหแหงภายใตสูญญากาศดวยเครื่องระเหยแบบหมุน  พบวา
สารสกัดหยาบที่ไดมีฤทธิ์ตานการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa และ Candida albicans  

จากงานวิจัยตางๆ ที่กลาวมาทั้งหมดนั้น   แสดงใหเห็นวา   สารสกัดเปลือกผลทับทิมมี
ประสิทธิภาพในการตานการเจรญิของเชื้อแบคทีเรียไดหลายชนิด  แตเนื่องจากแหลงของวัตถุดิบ
ตางกัน  ขั้นตอนการสกัดที่ไมเหมือนกัน  หรือแมกระทั่งเชื้อสายพันธุอางอิงที่ใชทดสอบแตกตางกัน  
ทําใหมีบางรายงานที่ใหผลขัดแยงกับที่กลาวถึงในขางตน  อาทิเชน  Caceres และคณะ (1991) 
รายงานวา สารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดเปลือกผลทับทิมดวยแอลกอฮอล 88 เปอรเซ็นต  ไม
สามารถตานการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus  เชนเดียวกับการศึกษาของ Ahmad, 
Mehmood และ Mohammad (1998) ที่พบวา สารสกัดเปลือกผลทับทิมที่เตรียมไดไมสามารถ
ตานการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus เชนกัน  รวมทั้งไมสามารถตานการเจริญของเชื้อ 
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella Typhimurium  และ Proteus vulgaris  ไมวา
จะสกัดดวยน้ํา  เฮกเซน หรือแอลกอฮอล 
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อยางไรก็ตาม  เชื้อจุลชีพที่ใชทดสอบในการศึกษาตางๆ ที่กลาวมานั้น  ทั้งหมดเปนเชื้อที่
แยกไดจากคน  ดังนั้น จึงมีความจําเปนอยางยิ่งในการทดสอบผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอ
เชื้อจุลชีพที่แยกไดจากไกโดยตรง  เพื่อผลที่เชื่อถือไดในการนําไปใชจริงในไก  

สารสําคัญในสวนของเปลือกผลทับทิมมีหลายชนิด  หากพิจารณาแยกเปนกลุมของสาร
สําคัญจะพบวามี Flavonoids (Du, Wang and Francis, 1975; Mavlyanov et al., 1997) และ 
Tannins (Kakiuchi et al., 1986; Satomi et al., 1993; Mavlyanov et al., 1997) เปนสวน
ประกอบหลัก   โดยเฉพาะ  Tannins  ซึ่งมีรายงานวาพบไดประมาณ  26-28  เปอรเซน็ต (วัฒนา  
วิริวุฒิกร, 2539: 158) หรืออาจพบไดมากถึง 30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Duke and Ayensu, 
1985 cited in Schubert, Lansky and Neeman, 1999)  นอกจากนั้นในแตละกลุมยังสามารถ
แบงยอยเปนสารสําคัญเดี่ยวๆ ไดอีกหลายชนิด  ถึงแมจะมีการกลาวถึงวา Tannins มีฤทธิ์ฆาเชื้อ
จุลชีพได (พรรนิภา ชุมศรี, 2526: 188)  แตยังไมมีรายงานฉบับใดระบุไดวา สารสําคัญใดบางใน
เปลือกผลทับทิมที่ออกฤทธิ์ดังกลาว  และตองใชตัวทําละลายหรือใชวิธีการสกัดอยางไรจึงจะ
เหมาะสม  จากการศึกษาของ Malyn Chulasiri, Rungravi Temsiririrkkul, Srichan Boonchai 
และคณะ (1995), Malyn Chulasiri และคณะ (1995), Malyn Chulasiri, Rungravi 
Temsiririrkkul, Arunee Saraya และคณะ (1995) และ M Chulasiri (1997) แสดงใหเห็นวา เมื่อ
ใชแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นตเปนตัวทําละลายครั้งแรก  แลวใชน้ําเปนตัวทําละลายครั้งที่ 2  จะได
สารสกัดที่มีฤทธิ์ตานการเจริญของเชื้อแบคทีเรียไดหลายชนิด  รวมถึงเชื้อ Salmonella Typhi  ซึ่ง
อยูในกลุมของเชื้อที่กําลังสนใจศึกษาดวย  นอกจากนี้ Malyn Chulasiri, Rungravi 
Temsiririrkkul, Srichan Boonchai และคณะ  ไดทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเปลือกผลทับทิม 
เปรียบเทียบกับ Tannic acid ตอเชื้อแบคทีเรีย  พบวา ใหผลคลายกัน  และมีความแรง (Potency)  
ประมาณ 60 เปอรเซ็นตของ Tannic acid  ถึงแมในภายหลัง Malyn Chulasiri      และคณะ  ได
ทําการวิเคราะหทางเคมีเบื้องตนพบวา สารสกัดดังกลาวมีสวนประกอบของ Hydrolyzable 
tannins  แตสาร Tannins ดังกลาวนี้  ไมใชทั้ง Tannic acid และ Gallic acid  



บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

การเตรียมสารสกัดเปลือกผลทับทิม 

ซื้อเปลือกผลทับทิมแหงจากรานขายสมุนไพรในกรุงเทพมหานคร นํามาคัดแยกสิ่งปลอมปน
ออก จากนั้นนํามาบดใหเปนผงดวยเครื่องบด ชั่งน้ําหนักผงเปลือกผลทับทิมที่ได แลวแบงใสถุงผา
ขาวบางขนาด 5 นิ้ว x 10 นิ้ว ที่เย็บเตรียมไวแลว โดยแตละถุงใสผงเปลือกผลทับทิมไมเกินครึ่งหนึ่ง
ของความจุของถุง  มัดปากถุงใหแนน  นํามาวางซอนกันในภาชนะเพื่อทําการหมัก ซึ่งในที่นี้ใชถัง 
สเตนเลสขนาดใหญที่มีฝาปด (ดังแสดงในรูปที่ 3.1) สวนตัวทําละลายที่เลือกใชคือ เอธิลแอลกอฮอล 
95 เปอรเซ็นต  เนื่องจากสามารถสกัดสารไดกวางมาก (นันทวัน บุณยะประภัศร และคณะ, 2532) 

สําหรับข้ันตอนการหมักนั้น เร่ิมจากเทเอธิลแอลกอฮอลใหทวมถุงผงเปลือกผลทับทิม ปดฝา
ถังใหสนิท เมื่อครบเวลาตามที่กําหนด ทําการเก็บสารสกัด  โดยกรองตัวทําละลายผานกระดาษกรอง
เบอร 1 (Whatman filter paper No. 1, Whatman, England)  สวนที่ เปนกาก (Marc) นําไปหมัก
ตามขั้นตอนเดิม  สวนที่เปนของเหลวนําไปทําใหแหงภายใตสูญญากาศดวยเครื่องระเหยแบบหมุน  
โดยตั้งอุณหภูมิไวที่ 35 องศาเซลเซียส (ดังแสดงในรูปที่ 3.2) จนไดผงของสารสกัดที่มีสีน้ําตาลเขม  
ชั่งน้ําหนักผงสารสกัดที่ไดทั้งหมด  แบงบรรจุลงในขวดสีชา ปดฝาใหแนน (ดังแสดงในรูปที่ 3.3)  แลว
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จนกวาจะนําไปใช   

ในการเตรียมสารสกัดเปลือกผลทับทิมครั้งนี้  ไดทําการหมักซ้ํารวมทั้งหมด  12 คร้ัง ใน 6 
คร้ังแรกหมักนานครั้งละ 1 คืน  อีก 5 คร้ังตอมาหมักนานครั้งละ 2 คืน  และในครั้งสุดทายหมักทิ้ง
ไวนาน 7 คืน  จึงทําการเก็บสารสกัด   

รูปที่ 3.1  วิธีการหมักผงเปลือกผลทับทิม 
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รูปที่ 3.2  เครื่องกลั่นภายใตสูญญากาศ (Rotary evaporator)                              

รูปที่ 3.3  การเก็บรักษาผงสารสกัดเปลือกผลทับทิมในขวดแกวสีชา 
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การศึกษาผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก  โดย
การหาคา MBC (Minimal bactericidal concentration)   

ก. การเก็บรวบรวมเชื้อ Salmonella spp. 

เชื้อ Salmonella spp. ที่ใชศึกษาในครั้งนี้  ทั้งหมดเปนเชื้อที่แยกไดจากไก  ซึ่งมีจํานวน 
100 ตัวอยาง (Isolate)  89 ตัวอยางเพาะแยกเชื้อจากตัวอยางที่สงเขามาตรวจที่หองปฏิบัติการ
ภาควิชาอายุรศาสตร  คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  อีก 11 ตัวอยางไดรับ
ความอนุเคราะหจากศูนยติดตามการดื้อยาของเชื้อโรคอาหารเปนพิษ (ภายใตความรวมมือของ
องคการอนามัยโลก)  คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

สําหรับเชื้อ  Salmonella spp. 89 ตัวอยางที่มีอยูในหองปฏิบัติการภาควิชาอายุรศาสตร
นั้น  เปนเชื้อที่เก็บรวบรวมไวแลวจากตัวอยางที่สงเขามาตรวจตั้งแตป พ.ศ. 2540-2544  จํานวน 
19 ตัวอยาง  สวนที่เหลือเปนตัวอยางที่แยกไดจากไขตายโคม (Dead-in-shell chicken embryo) 
และไสตัน (Ceca) ลูกไกอายุ 1 วัน  ที่สงมาจากโรงฟกไขของบริษัทเอกชน  ในชวงป พ.ศ. 2545  

ในระหวางการรวบรวมเชื้อ Salmonella spp. ใหครบ 100 ตัวอยาง  เชื้อแตละตัวอยางที่
แยกไดจะเพาะลงบน Tryptic soy agar (TSA) (Pronadisa®, Hispanlab, S.A.)  บมที่ 37 องศา
เซลเซียส  นาน 20 ชั่วโมง  แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  กอนที่จะทําการศึกษาในลําดับตอไป   

ข. การทดสอบแยกซีโรกรุปและซีโรไทปของเชื้อ 

กอนทําการแยกซีโรกรุปของเชื้อ  จะเพาะเชื้อลงใน TSI agar slant (Pronadisa®, 
Hispanlab, S.A.) จากนั้นดําเนินตามขั้นตอนที่แนะนําไวโดย Aroon Bangtrakulnonth (2002: 
55-56)  ดังแสดงรายละเอียดไวในบทที่ 2 (จ)  สวนการแยกซีโรไทปของเชื้อนั้นไดสงตัวอยางไปยัง 
WHO National Salmonella and Shigella Center สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข  กรม
วิทยาศาสตรการแพทย  ซึ่งไดใหความอนุเคราะหทดสอบหาซีโรไทปของเชื้อทั้ง 100 ตัวอยางนี้ 

ค. การเตรียมเชื้อเพื่อทดสอบ 

ทําการเพาะเชื้อ Salmonella spp. ที่เก็บรวบรวมไว  ลงบน Xylose lysine 
desoxycholate (XLD) agar (Pronadisa®, Laboratorios, Conda, S.A.) บมที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 20 ชั่วโมง  เลือก 1 โคโลนีของเชื้อ Salmonella spp. เพาะตอบน Blood agar บมที่ 
37 องศาเซลเซียส นาน 20 ชั่วโมง  จากนั้นใชลูปแตะเอาโคโลนขีองเชื้อมาละลายใน Sterile 
phosphate-buffered saline pH 7.0 (PBS)  แลวปรับความขุนใหเทากับ McFarland 
nephelometer standards 0.5  โดยใชเครื่องวัดความขุน (Oxoid turbidometer, Oxoid Limited) 
ซึ่งในขั้นตอนนี้จะทําใหมีเชื้อประมาณ 108 CFU (Colony-forming units) ตอมิลลิลิตร  เสร็จแลว
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เจือจางเชื้อใน PBS ในสัดสวน 1:100 ตามวิธีของ Baron, Peterson และ Finegold (1994: 170-
171)  เพื่อใหเชื้อมีปริมาณที่เหมาะสมสําหรับการทดสอบ Broth dilution นั่นคือ 105-106 เซลลตอ
มิลลิลิตร (นันทนา อรุณฤกษ, 2537: 138) 

ง. วิธีทดสอบ 

เลือกใชวิธี Macrobroth (tube) dilution  โดยยึดแนวปฏิบัติที่แนะนําไวโดย Baron และ
คณะ (1994: 168-174) ดังนี้  ทําการละลายสารสกัดเปลือกผลทับทิมใน Mueller Hinton broth 
(MHB) (Pronadisa®, Hispanlab, S.A.)  ใหมีความเขมขน 20 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  
จากนั้นเจือจางใน MHB ใหความเขมขนลดลงทุกๆ 2 เทา (Two-fold serial dilution) จนถึงหลอด
ที่ 9 ซึ่งมีความเขมขนของสารสกัดฯ 0.078 เปอรเซ็นต  แตละหลอดจะมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร  และ
มีหลอดที่ไมมีสารสกัดฯ เปนหลอดควบคุม  จากนั้นเติมเชื้อ Salmonella spp. ที่เตรียมไวทุก
หลอด  หลอดละ 1 มิลลิลิตร (หลังเติมเชื้อแตละหลอดจะมีความเขมขนของสารสกัดลดลงครึ่งหนึ่ง  
และปริมาณเชื้อลดลงครึ่งหนึ่งจากที่เตรียมไวเชนกัน)  นําหลอดทดสอบเขาบมที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 20  ชั่วโมง 

เฉพาะหลอดควบคุมของเชื้อแตละตัวอยาง  กอนนําเขาบม  ใหนํามาหาปริมาณเชื้อต้ังตน
โดยการทํา Total plate count บน Standard Methods Agar (SMA) (Pronadisa®, 
Laboratorios, Conda, S.A.) 

เมื่อครบเวลาตามที่กําหนด นําของเหลวจากทุกหลอดยกเวนหลอดควบคุม ไปหาปริมาณ
เชื้อทั้งหมดโดยการทํา Total plate count บน SMA คาความเขมขนต่ําสุดที่มีเชื้อ Salmonella 
spp. ขึ้นไมเกิน 0.1 เปอรเซ็นตของปริมาณเชื้อต้ังตน  ถือเปนคา MBC (Minimal bactericidal 
concentration หรือคาความเขมขนต่ําสุดที่ฆาทําลายเชื้อ) ของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ 
Salmonella spp.    

จากการทดสอบเบื้องตนพบวา  เมื่อละลายสารสกัดเปลือกผลทับทิมใน MHB จะใหสีน้ํา
ตาลเขมจนถึงน้ําตาลออนตามระดับความเขมขน  และอยูในรูปสารแขวนตะกอน (Colloid) (ดัง
แสดงในรูปที่ 3.4 และ 3.5)  แมจะมี DMSO (Dimethyl sulfoxide) เปนตัวชวยทําละลายถึง 2 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในทุกๆ ความเขมขนของสารสกัดฯ  นอกจากนี้ยังพบวาคา MBC 
ที่ไดไมแตกตางกันไมวาจะเติม DMSO ดวยหรือไมก็ตาม  ดังนั้นจึงไมสามารถอานคา MIC 
(Minimal inhibitory concentration หรือคาความเขมขนต่ําสุดที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อ) ของสาร
สกัดฯ ตอเชื้อได  เพราะคา MIC ในการทดสอบโดยวิธีนี้  ตัดสินจากการสังเกตไมพบความขุนเนื่อง
จากการเจริญของเชื้อดวยตาเปลา 
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รูปที่ 3.4  การละลายของสารสกัดเปลือกผลทับทิมใน Mueller Hinton broth     
   ก) ขณะเขยาใหเขากันดี  ข) ปลอยทิ้งไวใหตกตะกอน  ค) เมื่อตกตะกอนโดยสมบูรณ   

รูปที่ 3.5  ลักษณะที่ปรากฏในหลอดทดสอบหลังบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 ชั่วโมง     
                ก) กอนเขยา                                                   ข) หลังเขยา 

การศึกษาผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella Enteritidis ที่แยกไดจากไก 
โดยวิธี Agar dilution 

ก. การเตรียมสารสกัดเปลือกผลทับทิมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เนื่องจากสารสกัดเปลือกผลทับทิมไมละลายเปนสารละลาย (Solution) ใน MHB  แตมี
ลักษณะเปนสารแขวนตะกอนและเกิดการตกตะกอนไดในเวลาตอมา  ทําใหการกระจายตัวของ
สารสกัดฯ ไมสม่ําเสมอในหลอดทดลอง  จึงไดเตรียมสารสกัดฯ ใหอยูในรูปของ Agar เพื่อใหสาร
สกัดฯ มีการกระจายตัวทั่วถึงและมีความเขมขนเทากันในทุกๆ จุดที่สัมผัสกับเชื้อ 

ทั้งนี้ในการเตรียมสารสกัดเปลือกผลทับทิมใน Agar นั้น  ไดดัดแปลงวิธีการของ Baron 
และคณะ (1994: 178-179) และ European Committee for Antimicrobial Susceptibility 
Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious 

ก ข ค
ก                                    ข                                    ค  
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Diseases (ESCMID) (2000)  ซึ่งเปนการเตรียมสารละลายยาตานจุลชีพใน Agar ในความเขมขน
ตางๆ  เพื่อทดสอบตอเชื้อแบคทีเรีย  แตในการศึกษาครั้งนี้ใชสารสกัดฯ แทนยาตานจุลชีพ  ดังนั้น
จึงมีขั้นตอนดังนี้  ขั้นแรกเตรียมสารสกัดฯ ในสารละลาย DMSO 20 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) จํานวน 2 มิลลิลิตร  เขยาใหสารสกัดฯ ละลาย (มีลักษณะเปนสารแขวนตะกอนในทุก
ระดับความเขมขนของสารสกัดฯ)  จากนั้นนําไปผสมกับ Mueller Hinton agar (MHA) 
(Pronadisa®, Hispanlab, S.A.) (ขณะที่ยังเหลวและมีอุณหภูมิไมเกิน 50 องศาเซลเซียส) 
จํานวน 18 มิลลิลิตร รวมเปน 20 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันดี  แลวเทลงในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri 
dish)  ทิ้งให Agar แข็งตัว  กอนนํามาใชทดสอบตอไป  ซึ่งจานเพาะเลี้ยงเชื้อแตละอันจะมีความ
เขมขนของสารสกัดฯ เพียง 1 ระดับ  คือ  5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 หรือ 0.156 เปอรเซ็นต (น้ํา
หนักตอปริมาตร) และมีจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีเฉพาะ DMSO 2 เปอรเซ็นต (สารละลาย DMSO 20 
เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) จํานวน 2 มิลลิลิตรผสมกับ MHA 18 มิลลิลิตร) เปน Control 
plate  ในขณะเดียวกันเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเฉพาะสารสกัดฯ โดยไมมี DMSO อีก 1 ชุด  เพื่อ
เปรียบเทียบผล 

ในระหวางการเตรียม Agar คร้ังนี้พบวา เมื่อใชสารสกัดเปลือกผลทับทิมเขมขน 2.5 และ 
5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) มีผลทําให Agar ไมแข็งตัว  จึงไมสามารถทดสอบไดใน 2 
ระดับดังกลาว  

ข. การเตรียมเชื้อเพื่อทดสอบ 

เชื้อที่ใชทดสอบเปนเชื้อ Salmonella Enteritidis  1 ตัวอยาง  ซึ่งสุมจากเชื้อ Salmonella 
Enteritidis ในกลุมที่ถูกฆาทําลายไดที่ความเขมขนของสารสกัดเปลือกผลทับทิม 1.25 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร)  ที่เลือกศึกษาผลตอเชื้อซีโรไทปนี้เพราะเปนซีโรไทปที่แยกพบมากที่สุด   และ
มีบทบาทสําคัญตอทั้งสุขภาพของคนและไก  สวนที่กําหนดวาตองเปนตัวอยางที่ถูกฆาทําลายไดที่
ความเขมขนของสารสกัดฯ 1.25 เปอรเซน็ต (น้ําหนักตอปริมาตร)  เนื่องจากเปนความเขมขนต่ํา
สุดที่สามารถฆาเชื้อไดในการศึกษาครั้งนี้  และจะมีการนําตัวอยางนี้ไปทดสอบผลของสารสกัดฯ 
ในตัวไกตอไป   

ในการเตรียมเชื้อเพื่อทดสอบนั้น  ปฏิบัติเชนเดียวกับการเตรียมเชื้อเพื่อหาคา MBC  โดย
เมื่อไดสารละลายเชื้อที่มีความขุนเทากับ  McFarland nephelometer standards 0.5  นําเชื้อไป
เจือจางดวย PBS ในสัดสวน 1:10  แลวเจือจางตอใน PBS ในสัดสวน 1:2 กอนนําไปใช   
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ค. วิธีทดสอบ 

นําสารละลายเชื้อที่เตรียมไวปริมาณ 100 ไมโครลิตร  ไป Spread บนผิวหนา Agar ใหทั่ว  
ดังนั้นแตละระดับความเขมขนของสารสกัดเปลือกผลทับทิมที่ทดสอบ  จึงสัมผัสกับเชื้อในจํานวนที่
ใกลเคียงกับจํานวนเชื้อที่ใชทดสอบหาคา MBC โดยวิธี Macrobroth dilution 

นําจานเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งหมดเขาบมที่ 37 องศาเซลเซียส  นาน 20 ชั่วโมง  แลวจึงอานผล 

การศึกษาผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella Enteritidis ที่แยกไดจากไก 
โดยการหาคา MIC (Minimal inhibitory concentration) 

ก. การเตรียมสารสกัดเปลือกผลทับทิมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ในการทดสอบหาคา MIC ไดเลือกใชวิธี Agar dilution  โดยดัดแปลงวิธีการของ Baron 
และคณะ (1994: 178-179) และ EUCAST of ESCMID (2000) ซึ่งมีขั้นตอนการเตรียมเชนเดียว
กับในการทดสอบผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella Enteritidis ที่แยกไดจากไก 
โดยวิธี Agar dilution  แตไมไดเติม DMSO และปรับขนาดของสารสกัดฯ ใน MHA ใหมีความเขม
ขนเริ่มตนที่ 1.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  จากนั้นเจือจางใหความเขมขนลดลงทุกๆ 2 
เทา  จนถึงต่ําสุดที่ 0.005 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  สวน Control plate จะมีเฉพาะ MHA 

ข. การเตรียมเชื้อเพื่อทดสอบ 

เชื้อที่ใชทดสอบเปนเชื้อ Salmonella Enteritidis ตัวอยางเดียวกับที่ใชทดสอบผลของสาร
สกัดเปลือกผลทับทิมโดยวิธี Agar dilution  และมีขั้นตอนการเตรียมเชื้อจนไดสารละลายเชื้อที่มี
ความขุนเทากับ McFarland nephelometer standards 0.5  เชนเดียวกัน  จากนั้นนําไปเจือจาง
ดวย PBS ในสัดสวน 1:10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 104 CFU ตอ 1 ไมโครลิตร 

ค. วิธีทดสอบ 

ใช Multi-point inoculator จุมลงในสารละลายเชื้อที่เตรียมไว  แลวแตะบนผิวหนา Agar 
ซึ่งแตละจุดที่เข็มเพาะเชื้อ (Inoculating needle) สัมผัสกับ Agar    จะมีสารละลายเชื้อประมาณ 
1 ไมโครลิตรหรือมีเชื้อประมาณ 104 CFU  ซึ่งเปนขนาดที่เหมาะสมในการทดสอบโดยวิธีนี้  จาก
นั้นนําจานเพาะเลี้ยงเชื้อเขาบมที่ 37 องศาเซลเซียส  นาน 18 ชั่วโมง  แลวจึงอานผล 
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การศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก 

ยึดหลักการจาก Quinn และคณะ (1994: 95-102) ดังนี้  เตรียมเชื้อแตละตัวอยางใหมี
ความขุนเทากับ McFarland nephelometer standards 0.5  แลวใชไมพันสําลีปราศจากเชื้อชุบ
ลงในสารละลายเชื้อ  กดสําลีกับขางหลอดเพื่อไมใหมีปริมาณเชื้อติดสําลีมากเกินไป  นํามาถูบน
ผิวหนา MHA ใหทั่ว  โดยถู 3 ทิศทาง  เอียง 60 องศาซึ่งกันและกัน  ทิ้งใหผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ
แหง  แลวจึงวาง Antibiotic disc ลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ  โดยใช Antibiotic disc 
dispenser  จากนั้นนําเขาบมที่ 37 องศาเซลเซียส  นาน 18 ชั่วโมง 

Antibiotic disc ที่ใชทดสอบในครั้งนี้เปนของ Oxoid® (Basingstoke, Hampshire, 
England) ทั้งหมด  ซึ่งเปนตัวยาที่นิยมนํามาใชรักษาการติดเชื้อในสัตวปก  ทั้งนี้ไดแก (ตัวเลขใน
วงเล็บคือ ขนาดของตัวยาในแตละ Disc)  

Neomycin  (30 ไมโครกรัม) 
Gentamicin  (10 ไมโครกรัม) 
Amoxycillin  (10 ไมโครกรัม) 
Norfloxacin  (10 ไมโครกรัม) 
Colistin sulphate  (10 ไมโครกรัม) 
Doxycycline hydrochloride  (30 ไมโครกรัม) 
Amoxycillin  (20 ไมโครกรัม) + Clavulanic acid  (10 ไมโครกรัม) 
Sulphamethoxazole  (23.75 ไมโครกรัม) + Trimethoprim  (1.25 ไมโครกรัม) 

การศึกษาเบื้องตนถึงผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมในการตานเชื้อ Salmonella Enteritidis 
ที่แยกไดจากไก  เมื่อทดสอบในตัวไก  

ตัวอยางเชื้อที่ใชทดสอบ : เชื้อที่ใชทดสอบเปนเชื้อ Salmonella Enteritidis ตัวอยางเดียว
กับที่ใชทดสอบผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมโดยวิธี Agar dilution และที่ใชทดสอบหาคา MIC 
ของสารสกัดฯ 

การเตรียมเชื้อเพื่อใชทดสอบ : เตรียมสารละลายเชื้อใหมีความขุนเทากับ McFarland 
nephelometer standards 0.5  จากนั้นเจือจางดวย PBS เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 105 CFU ตอ
มิลลิลิตร  แบงสารละลายเชื้อสวนหนึ่งนําไปหาปริมาณเชื้อที่แทจริงโดยการทํา Total plate count 
บน SMA  อีกสวนหนึ่งนําไปทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดฯ ในตัวไกตอไป 

การใหเชื้อแกไก : ไกแตละตัวไดรับเชื้อขนาด 1x104 CFU ใน PBS 100 ไมโครลิตร  โดย
การปอนปากเมื่อไกอายุ 3 วัน  และไดอดอาหารกอนปอนเชื้อ 2 ชั่วโมง  ซึ่งจากการศึกษาของ 
Corrier และคณะ (1994) พบวาเมื่อใหเชื้อ Salmonella Enteritidis แกไกในขนาด 104 CFU ตอ
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ตัวที่อายุเดียวกันนี้  สามารถตรวจพบเชื้อจากไสตันไดถึง 16-18 ตัวจากทั้งหมด 20 ตัว (80-90 
เปอรเซ็นต) ที่อายุ 10 วัน   

การใหสารสกัดเปลือกผลทับทิมแกไก : การใหสารสกัดฯ จะใหติดตอกัน 3 วัน  โดย
ละลายในน้ํากลั่นกอนปอนเขากระเพาะพักโดยตรง  ทั้งนี้ขนาดที่ใหแกไกพิจารณาจากคา MBC ที่
ดีที่สุดจากการทดสอบในหลอดทดลอง  ซึ่งในที่นี้คือ 1.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  หรือ 
1.25 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร  หรือ 12.5 มิลลิกรัมตอ 1 มิลลิลิตร  ดังนั้นขนาดตั้งตนที่เลือกปอนให
แกไกคือ 12.5 มิลลิกรัมตอตัว (1X)  และอีกขนาดที่ใหแกไกคือ 25 มิลลิกรัมตอตัว (2X) (เพิ่มเปน 
2 เทา)  โดยละลายในน้ํากลั่น 0.5 มิลลิลิตรตอตัวเทากัน 

อาหาร : ใชอาหารสําหรับไกเนื้อระยะแรก  ซึ่งมีโปรตีนไมนอยกวา 21 เปอรเซ็นต  และไม
มียากันบิดและยาปฏิชีวนะ 

การเลี้ยง : ไกแตละกลุมเลี้ยงในกรงยกพื้นสูง  ขนาด 0.6x1.0 ตารางเมตร  อยูในบริเวณ
เดียวกัน  ใหแสงสวางตลอด 24 ชั่วโมง  ใหน้ําและอาหารกินเต็มที่ตลอดเวลา 

ไกทดลอง :  
 ใชไกเนื้อคละเพศอายุ 1 วัน  จํานวน 180 ตัว  ทําการเก็บตัวอยางมูลไกจากกระดาษรอง

กลองลูกไก  พรอมทั้งสุมลูกไกออกมา 20 ตัวผาเก็บไสตัน  เพื่อตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อ 
Salmonella spp. ในไกกอนการทดลอง  ที่เหลืออีก 160 ตัวสุมแบงออกเปน 8 กลุมๆ ละ 20 ตัว  
แตละกลุมไดรับสารสกัดฯ และเชื้อ Salmonella Enteritidis แตกตางกันดังนี้ 

 กลุมที่ 1  ไมไดรับสารสกัดฯ, ไมไดรับเชื้อ 
 กลุมที่ 2  ไมไดรับสารสกัดฯ, ไดรับเชื้อ (ที่อายุ 3 วัน) 
 กลุมที่ 3  เร่ิมไดรับสารสกัดฯ ในขนาด 1X กอนไดรับเชื้อ 24 ชั่วโมง 
 กลุมที่ 4  เร่ิมไดรับสารสกัดฯ ในขนาด 2X กอนไดรับเชื้อ 24 ชั่วโมง 
     (กลุมที่ 3 และ 4  ไดรับสารสกัดที่อายุ 2-4 วัน  และไดรับเชื้อที่อายุ 3 วัน) 
 กลุมที่ 5  เร่ิมไดรับสารสกัดฯ ในขนาด 1X หลังไดรับเชื้อ 24 ชั่วโมง 

กลุมที่ 6  เร่ิมไดรับสารสกัดฯ ในขนาด 2X หลังไดรับเชื้อ 24 ชั่วโมง 
    (กลุมที่ 5 และ 6  ไดรับสารสกัดที่อายุ 4-6 วัน  และไดรับเชื้อที่อายุ 3 วัน) 

 กลุมที่ 7  ไดรับเฉพาะสารสกัดฯ ในขนาด 1X ที่อายุ 4-6 วัน 
 กลุมที่ 8  ไดรับเฉพาะสารสกัดฯ ในขนาด 2X ที่อายุ 4-6 วัน 
เมื่อไกอายุ 7 วัน  ทําการผาซากเก็บไสตันเพื่อตรวจหาเชื้อ Salmonella spp.  
การเพาะแยกเชื้อ : สําหรับข้ันตอนในการเพาะแยกเชื้อ Salmonella spp. จากไสตันไกนั้น 

เบื้องตนไดดัดแปลงวิธีของ Corrier และคณะ (1994: 299)  โดยเก็บไสตันแยกรายตัวในถุง
พลาสติกที่ใหมและสะอาด  จากนั้นใชกรรไกรตัดชิ้นเนื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว  ตัดยอยไสตันให
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เปนชิ้นเล็กๆ  เติม Buffered peptone water (BPW) pH 7.5 ตัวอยางละ 30 และ 50 มิลลิลิตร
สําหรับไสตันที่เก็บเมื่ออายุ 1 และ 7 วัน ตามลําดับ  ปดผนึกปากถุงพลาสติกดวยความรอน  โดย
ใช Plastic sealer  จากนั้นนําถุงตัวอยางเขาเครื่อง Masticator (IUL instruments, Barcelona, 
Spain) เปดใหเครื่องทํางานนาน 20 วินาทีตอถุง (ดัดแปลงจากวิธีของ Wooley, Gibbs และ 
Shotts,Jr. (1999: 247) และ Corrier และคณะ (1991: 338))  กอนนําเขาบมเพาะเชื้อ  สําหรับ
ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อและขั้นตอนในการเพาะแยกเชื้อ Salmonella spp. ในลําดับตอไป  ไดดัด
แปลงจากวิธีที่แนะนําไวโดย Aroon Bangtrakulnonth และคณะ (1995), O Suthienkul และคณะ 
(1995) และ Aroon Bangtrakulnonth (2002: 48-49)  ดังนี้   

เมื่อครบเวลาตามที่กําหนด  ใหนําถุงตัวอยางออกมาจากตูบมเพาะเชื้อ  ใชกรรไกรตัดปาก
ถุงใหเปนรู  แลวใชปเปตดูดถายของเหลวจํานวน 100 ไมโครลิตร  หยดลงบน Modified semi-
solid Rappaport-Vassiliadis (MSRV) medium (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)  และ
อีก 1 มิลลิลิตรเติมลงในหลอดที่มี Tetrathionate broth (TTB) (Pronadisa®, Laboratorios, 
Conda, S.A.) 15 มิลลิลิตร  นําอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ชนิดเขาบมในตูบมเพาะเชื้อ  ตัวอยางที่ทําให
สีของ MSRV medium เปลี่ยนจากสีเขียวแกมน้ําเงินใส  เปนสีขาวขุนรอบๆ จุดที่หยดเชื้อ (เชื้อ 
Salmonella spp. ที่มีแฟลกเจลลา  จะเคลื่อนที่ไปรอบๆ จุดที่หยดเชื้อ)  จากนั้นใชเข็มเขี่ย 
(Straight wire) แตะเชื้อ ณ จุดที่แผไปไกลที่สุด  เพาะใน TSI agar slant  สวนของเหลวจาก TTB 
ใชไมพันสําลีปราศจากเชื้อจุมแลวนําไปปายบน XLD agar  กอนใชลูป (Loop) แตะเชื้อจาก
ตําแหนงที่ปายลงครั้งแรก  แลว Streak เชื้อใหกระจายเพื่อเชื้อจะไดขึ้นเปนโคโลนีเดี่ยวๆ  นําทั้ง 
TSI agar slant และ XLD agar เขาบมในตูบมเพาะเชื้อ  ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Salmonella spp. 
สวนใหญ (91.6 เปอรเซ็นต (Ewing and Ball, 1996 cited in Aroon Bangtrakulnonth, 2002: 
9)) ที่ขึ้นบน XLD agar จะมีสีแดง  รูปรางกลม  ขนาดปานกลาง  ตรงกลางมีสีดําเนื่องจากมีการ
สรางไฮโดรเจนซัลไฟด  เลือกลักษณะโคโลนีดังกลาวนําไปเพาะยืนยันใน TSI agar slant 

การบมเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิดขางตน  จะใชอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
นาน 20 ชั่วโมง  กอนนําไปเพาะแยกเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดถัดไป  ยกเวน MSRV medium ท่ี
ตองบมที่ 42 องศาเซลเซียส 

ตัวอยางที่สามารถเปลี่ยนสีของ TSI agar slant ใหมีสีเหลืองที่กนหลอด  และมีสีแดงที่ผิว
หนา Slant  ทั้งนี้อาจมีหรือไมมีการสรางกาซและไฮโดรเจนซัลไฟด  จะนําไปตรวจยืนยันดวยวิธี
ทางซีรัมวิทยาและหาซีโรกรุปของเชื้อที่ตรวจพบ  ตามวิธีของ Aroon Bangtrakulnonth (2002: 
55-56) ดังรายละเอียดในบทที่ 2 (จ) 

สวนการเพาะแยกเชื้อจากกระดาษรองกลองลูกไก  ใชไมพันสําลีจุม BPW ใหเปยก  แลว
เช็ดมูลไกที่เปอนอยูบนกระดาษ  สุมใหกระจายทั่วบริเวณ (1 ชองบรรจุลูกไก 25 ตัว  ใชไมพันสําลี 
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4 อันตอ 1 ชอง)  จุมไมพันสําลีทิ้งไวในหลอด BPW 10 มิลลิลิตร  นําเขาบมเพาะเชื้อ  วิธีการใน
ลําดับตอไปปฏิบัติเชนเดียวกับการเพาะแยกเชื้อจากไสตัน 

สําหรับการเพาะแยกเชื้อจากอาหารและน้ําที่ใชเลี้ยงไก  ไดสุมอาหารและน้ําที่ใชเลี้ยงไก
มาจํานวน 25 กรัมและ 25 มิลลิลิตรตามลําดับ  เพาะเชื้อลงใน BPW เปนขั้นตนเชนเดียวกับการ
เพาะแยกเชื้อจากตัวอยางอื่นๆ แตใช BPW ในขั้นตอนนี้ 225 มิลลิลิตรตอ 1 ชนิดตัวอยาง  เขยาให
เขากันดีใน Erlenmeyer flask  กอนนําเขาบมในตูบมเพาะเชื้อ  วิธีการในลําดับตอไปเชนเดียวกับ
การเพาะแยกเชื้อจากไสตัน 

การวิเคราะหทางสถิติ : วิเคราะหความแตกตางระหวางกลุม  โดยการเปรียบเทียบสัดสวน 
จํานวนตัวที่ตรวจพบเชื้อ Salmonella group D ดวย Chi-square test 



บทที่  4 

ผลการทดลอง 

ผลการแยกซีโรกรุปของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก 

จากเชื้อ  Salmonella spp. ทั้งหมด  100  ตัวอยาง     สามารถแยกเปนกรุปตางๆ ตาม
คุณสมบัติของโอแอนติเจนไดดังแสดงในตารางที่ 4.1  โดยพบวาเชื้อสวนใหญที่ใชศึกษาในครั้งนี้  
เปน Salmonella group D ถึง 71 ตัวอยาง  รองลงมาคือ Salmonella group C, B, E และ I  ซึ่งมี
จํานวน 12, 8, 8 และ 1 ตัวอยางตามลําดับ 

   

ตารางที่ 4.1  ผลการแยกซีโรกรุปของเชื้อ Salmonella spp.  
ซีโรกรุป รวมจํานวนตัว

อยางทั้งหมด 
เก็บรวบรวมในป 
พ.ศ. 2540-2544 

เก็บรวบรวมในป 
พ.ศ. 2545 

จากศูนยติด
ตามการดื้อยาฯ 

B 8 3 5 0 
C 12 10 0 2 
D 71 6 62 3 
E 8 0 3 5 
I 1 0 0 1 

ผลการแยกซีโรไทปของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก 

จากการทดสอบหาซีโรไทปของเชื้อทั้ง 100 ตัวอยาง โดย WHO National Salmonella and 
Shigella Center  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข  กรมวิทยาศาสตรการแพทย  พบวา เชื้อใน 

กรุป B ประกอบดวย Salmonella Typhimurium 6 ตัวอยาง และ Salmonella Stanley  2 
ตัวอยาง 

กรุป C ประกอบดวย Salmonella Albany 3 ตัวอยาง, Salmonella Hadar 3 ตัวอยาง, 
Salmonella Haardt 2 ตัวอยาง, Salmonella Virchow 2 ตัวอยาง, Salmonella 
Brunei 1 ตัวอยาง  และ  Salmonella Newport 1 ตัวอยาง 

กรุป D ประกอบดวย Salmonella Enteritidis 70 ตัวอยาง  และ Salmonella Blockley 1 
ตัวอยาง 

กรุป E ประกอบดวย Salmonella Orian 3 ตัวอยาง, Salmonella Weltevreden 3 ตัว
อยาง  และ Salmonella Anatum 2 ตัวอยาง 

กรุป I มี 1 ตัวอยาง คือ Salmonella Hvittingfoss 
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ปริมาณผงของสารสกัดเปลือกผลทับทิมที่เตรียมได 

น้ําหนักรวมของผงสารสกัดเปลือกผลทับทิมที่ไดในครั้งนี้คิดเปน 24.69 เปอรเซ็นต เมื่อ
เทียบกับน้ําหนักผงเปลือกผลทับทิมแหงตั้งตน 

คา MBC ของผงสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก 

สารสกัดเปลือกผลทับทิมที่เตรียมไดในครั้งนี้  มีฤทธิ์ฆาทําลายเชื้อ Salmonella spp. ที่
แยกไดจากไก  ทั้ง 100 ตัวอยางที่ใชทดสอบ  โดยใหคา MBC อยูที่ระดับ 1.25 ถึง 2.5 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร)  ทั้งนี้ตัวอยางเชื้อสวนใหญ (78 ตัวอยาง)  ถูกฆาทําลายไดที่ระดับความเขม
ขนของสารสกัดฯ 1.25 เปอรเซ็นต  ที่เหลืออีก 22 ตัวอยางถูกฆาทําลายไดที่ระดับความเขมขนของ
สารสกัดฯ ที่สูงขึ้นคือ  2.5 เปอรเซ็นต  ดังแสดงในตารางที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.2  ระดับความเขมขนของสารสกัดเปลือกผลทับทิมที่สามารถฆาทําลายเชื้อ          
                 Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก 

จํานวนตัวอยางที่ถูกฆาทําลายไดที่ระดับความเขมขนของสารสกัดฯ  Salmonella 
group 5  

เปอรเซ็นต 
2.5  

เปอรเซ็นต 
1.25 

เปอรเซ็นต 
0.625  

เปอรเซ็นต 
0.312  

เปอรเซ็นต 
B 8 8 8 0 0 
C 12 12 10 0 0 
D 71 71 56 0 0 
E 8 8 4 0 0 
I 1 1 0 0 0 

รวม 100 100 78 0 0 

ผลการทดสอบสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella Enteritidis ที่แยกไดจากไก 
โดยวิธี Agar dilution 

จากการศึกษาพบวาสารสกัดเปลือกผลทับทิม สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
Salmonella Enteritidis ได  แมถูกเตรียมรวมอยูกับอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งหรือ Agar  และความ
เขมขนของสารสกัดฯ ต่ําสุดที่ไมพบเชื้อข้ึนเลยคือ 0.312 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ทั้งที่
เติมและไมเติม DMSO  

คา MIC ของผงสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella Enteritidis ที่แยกไดจากไก 

คา MIC ของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอตัวอยางเชื้อ Salmonella Enteritidis ที่นํามา
ทดสอบ คือ 0.312 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  
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ผลการศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก 

จากตารางที่ 4.3 จะเห็นวา มีเชื้อเพียง 13 ตัวอยางจากทั้งหมด 100 ตัวอยางที่ดื้อตอยา
ปฏิชีวนะตั้งแต 1 ชนิดขึ้นไป  ซึ่งยาที่พบวามีการดื้อของเชื้อมากที่สุดคือ Doxycycline 
hydrochloride  รองลงมาคือ Amoxycillin, Sulphamethoxazole+Trimethoprim, Neomycin 
และ Gentamicin  ซึ่งมีตัวอยางเชื้อที่ใหผลดังกลาวจํานวน 8, 6, 5, 2 และ 1 ตัวอยาง ตามลําดับ  
เมื่อแยกผลการดื้อยาของเชื้อตามกรุป พบวา เชื้อจํานวน 3 ใน 8 ตัวอยางของกรุป B มีการดื้อยา 
ซึ่งทั้ง 3 ตัวอยางนี้ดื้อตอ Sulphamethoxazole+Trimethoprim และ Doxycycline 
hydrochloride เหมือนกัน และมี 1 ตัวอยาง ที่ดื้อตอ Amoxycillin ดวย  สําหรับกรุป C นั้น จากทั้ง
หมด 12 ตัวอยาง พบการดื้อยา 4 ตัวอยาง และทั้ง 4 ตัวอยาง ดื้อตอ Doxycycline 
hydrochloride ในจํานวนนี้มี 1 ตัวอยางที่ดื้อตอ Neomycin ดวย สวนเชื้อในกรุป D พบการดื้อยา 
5 ใน 71 ตวัอยาง เชื้อ 4 ตัวอยาง ดื้อตอ Amoxycillin และ อีก 1 ตัวอยางดื้อตอ, 
Sulphamethoxazole+Trimethoprim  กรุป E พบการดื้อยาเพียง 1 ตัวอยาง จากทั้งหมด 8 ตัว
อยาง แตดื้อตอยาทั้ง 5 ชนิด ไดแก Gentamicin, Neomycin, Amoxycillin, 
Sulphamethoxazole+Trimethoprim และ Doxycycline hydrochloride สวน กรุป I มี 1 ตัว
อยาง และไมพบการดื้อยาตอทั้ง 8 ชนิดที่นํามาทดสอบ 

ยาที่ใหผลกึ่งกลาง (Intermediate) ในการทดสอบ คือ Colistin sulphate, Doxycycline 
hydrochloride และ Neomycin ซึ่งเชื้อที่ทําใหเกิดผลดังกลาวนั้นมีจํานวน 8, 4 และ 1 ตัวอยาง 
ตามลําดับ  

จากเชื้อที่นํามาศึกษาทั้งหมด 100 ตัวอยาง พบวา เชื้อทั้ง 100 ตัวอยางไวตอ 
Norfloxacin และ Amoxycillin+Clavulanic acid, 99 ตัวอยางไวตอ Gentamicin, 97 ตัวอยางไว
ตอ Neomycin, 95 ตัวอยางไวตอ Sulphamethoxazole+Trimethoprim, 94 ตัวอยางไวตอ 
Amoxycillin, 92 ตัวอยางไวตอ Colistin sulphate  และ 88 ตัวอยางไวตอ Doxycycline 
hydrochloride 

เมื่อเปรียบเทียบผลการดื้อยากับคา MBC ที่ไดพบวา เชื้อ 11 ใน 13 ตัวอยางที่มีการดื้อยา
ถูกฆาทําลายไดดวยสารสกัดเปลือกผลทับทิมในระดับความเขมขน 1.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) สวนที่เหลืออีก 2 ตัวอยาง ถูกฆาทําลายไดในระดับความเขมขนที่สูงขึ้นคือ 2.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
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 ตารางที่ 4.3  ผลทดสอบการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก 

ชนิดของยาปฏิชีวนะที่ใชทดสอบ ตัวอยาง
หมายเลข 

 
กรุป 

 
ซีโรไทป 

 
คาMBC NOR CN N CT AMC AML SXT DO 

1 B Stanley 1.25 S S S I S S S S 
2 B Stanley 1.25 S S S S S S S S 
3 B Typhimurium 1.25 S S S S S S S S 
4 B Typhimurium 1.25 S S S S S S S S 
5 B Typhimurium 1.25 S S S S S R R R 
6 B Typhimurium 1.25 S S S S S S S S 
7 B Typhimurium 1.25 S S S S S S R R 
8 B Typhimurium 1.25 S S S S S S R R 
9 C Albany 2.5 S S S S S S S S 
10 C Haardt 2.5 S S S S S S S R 
11 C Albany 1.25 S S S S S S S S 
12 C Albany 1.25 S S S S S S S S 
13 C Brunei 1.25 S S S S S S S S 
14 C Haardt 1.25 S S S S S S S I 
15 C Hadar 1.25 S S S S S S S R 
16 C Hadar 1.25 S S S S S S S R 
17 C Hadar 1.25 S S I I S S S I 
18 C Newport 1.25 S S R S S S S R 
19 C Virchow 1.25 S S S S S S S S 
20 C Virchow 1.25 S S S S S S S S 
21 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
22 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
23 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
24 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
25 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
26 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
27 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
28 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
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ตารางที่ 4.3  ผลทดสอบการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก (ตอ) 

ชนิดของยาปฏิชีวนะที่ใชทดสอบ ตัวอยาง
หมายเลข 

 
กรุป 

 
ซีโรไทป 

 
คาMBC NOR CN N CT AMC AML SXT DO 

29 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
30 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
31 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
32 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
33 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
34 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
35 D Enteritidis 2.5 S S S S S S S S 
36 D Blockley 1.25 S S S S S S S I 
37 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
38 D Enteritidis 1.25 S S S I S S S S 
39 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
40 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
41 D Enteritidis 1.25 S S S I S S S S 
42 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
43 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
44 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
45 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
46 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
47 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
48 D Enteritidis 1.25 S S S I S S S S 
49 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
50 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
51 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
52 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
53 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
54 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
55 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
56 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
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ตารางที่ 4.3  ผลทดสอบการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก (ตอ) 

ชนิดของยาปฏิชีวนะที่ใชทดสอบ ตัวอยาง
หมายเลข 

 
กรุป 

 
ซีโรไทป 

 
คาMBC NOR CN N CT AMC AML SXT DO 

57 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
58 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
59 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
60 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
61 D Enteritidis 1.25 S S S I S S S S 
62 D Enteritidis 1.25 S S S S S R S S 
63 D Enteritidis 1.25 S S S S S R S S 
64 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
65 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
66 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
67 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
68 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
69 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
70 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
71 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
72 D Enteritidis 1.25 S S S I S S S S 
73 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
74 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
75 D Enteritidis 1.25 S S S S S R S S 
76 D Enteritidis 1.25 S S S S S R S S 
77 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
78 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
79 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
80 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
81 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
82 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
83 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
84 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
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ตารางที่  4.3  ผลทดสอบการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก (ตอ) 

ชนิดของยาปฏิชีวนะที่ใชทดสอบ ตัวอยาง
หมายเลข 

 
กรุป 

 
ซีโรไทป 

 
คาMBC NOR CN N CT AMC AML SXT DO 

85 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
86 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
87 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
88 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
89 D Enteritidis 1.25 S S S S S S R S 
90 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
91 D Enteritidis 1.25 S S S S S S S S 
92 E Orian 2.5 S S S S S S S S 
93 E Orian 2.5 S S S I S S S S 
94 E Orian 2.5 S S S S S S S S 
95 E Weltevreden 2.5 S R R S S R R R 
96 E Anatum 1.25 S S S S S S S S 
97 E Anatum 1.25 S S S S S S S S 
98 E Weltevreden 1.25 S S S S S S S S 
99 E Weltevreden 1.25 S S S S S S S S 

100 I Hvittingfoss 2.5 S S S S S S S S 

NOR = Norfloxacin, CN = Gentamicin, N = Neomycin, CT = Colistin sulphate, AMC = 
Amoxycillin + Clavulanic acid, AML = Amoxycillin, SXT = Sulphamethoxazole + Trimethoprim, DO = 
Doxycycline hydrochloride 

จากผลการทดสอบ กําหนดให S = มีความไว (Susceptible), I = ใหผลกึ่งกลาง (Intermediate)  และ 
R = ดื้อยา (Resistant) 

ผลของสารสกัดเปลือกผลทับทิมในการตานเชื้อ Salmonella Enteritidis  เมื่อทดสอบใน
ตัวไก 

ในการเพาะแยกเชื้อ Salmonella group D จากไสตันไกเมื่อไกอายุ 7 วัน (4 วันหลังให
เชื้อ)  ดังแสดงในตารางที่ 4.4  จะเห็นวา ไกในกลุมที่ 5  ซึ่งไดรับสารสกัดฯ ในขนาด 1X หลังไดรับ
เชื้อ  มีจํานวนตัวที่ตรวจพบเชื้อมากที่สุด คือ 18 ตัวจาก 20 ตัว  ซึ่งพบในสัดสวนที่สูงกวากลุมอ่ืนๆ 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  แตไมแตกตางทางสถิติจากกลุมที่ 2  ซึ่งเปนกลุมควบคุมได
รับเชื้อ (ตรวจพบ 15 ตัวจาก 20 ตัว) สวนการพบเชื้อในกลุมที่ 6 (ไดรับสารสกัดฯ ในขนาด 2X  
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หลังไดรับเชื้อ)  ถึงแมจะตรวจพบเชื้อไดนอยลงคือ ตรวจพบ 9 ตัวจาก 20 ตัว  และแตกตางจาก
กลุมที่ 5 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  แตสัดสวนจํานวนตัวที่ตรวจพบเชื้อไมแตกตางทาง
สถิติจากกลุมที่ 2  

สําหรับกลุมที่ไดรับสารสกัดฯ กอนไดรับเชื้อ พบวา สัดสวนจํานวนตัวที่ตรวจพบเชื้อตํ่า
กวากลุมควบคุมไดรับเชื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ทั้งที่ใหในขนาด 1X และ 2X (กลุมที่ 
3 และ 4 ซึ่งตรวจพบ 1 ตัวจาก 20 ตัว  และ 5 ตัวจาก 20 ตัว ตามลําดับ)  นอกจากนั้นสัดสวน
จํานวนตัวที่ตรวจพบเชื้อของกลุมที่ 3 ไมแตกตางทางสถิติ  จากกลุมควบคุมไมไดรับเชื้อ (กลุมที่ 1) 
อีกดวย  

ไกที่ไดรับเฉพาะสารสกัดฯ อยางเดียว ทั้ง 2 ขนาด (กลุมที่ 7 และ 8)  ไมพบการติดเชื้อที่
ไสตัน การเพาะแยกเชื้อจากอาหารและน้ําที่ใชเลี้ยงไกทดลอง และจากกระดาษรองกลองลูกไก  
ตรวจไมพบเชื้อเชนกนั   
 
ตารางที่ 4.4  การตรวจพบเชื้อ Salmonella group D ในไสตันไก  เมื่อส้ินสุดการทดลองที่อายุ 7 

วัน   
 

กลุม การไดรับสารสกัดเปลือกผลทับทิม จํานวนตัวที่ตรวจพบ Salmonella group D 
1 ไมไดรับสารสกัดฯ  ไมไดรับเชื้อ    0/20*จ 

2 ไมไดรับสารสกัดฯ  ไดรับเชื้อ 15/20กข 
3 เร่ิมไดรับสารสกัดฯ ขนาด 1X กอนไดรับเชื้อ 1/20งจ 
4 เร่ิมไดรับสารสกัดฯ ขนาด 2X กอนไดรับเชื้อ 5/20คง 
5 เร่ิมไดรับสารสกัดฯ ขนาด 1X หลังไดรับเชื้อ 18/20ก 
6 เร่ิมไดรับสารสกัดฯ ขนาด 2X หลังไดรับเชื้อ 9/20ขค 
7 ไดรับเฉพาะสารสกัดฯ ขนาด 1X  0/20จ 
8 ไดรับเฉพาะสารสกัดฯ ขนาด 2X 0/20จ 

    * จํานวนตัวที่ตรวจพบเชื้อ/จํานวนตัวที่ตรวจทั้งหมด 
กขคงจ ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งเดียวกัน แสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) 
 

 
 



บทที่  5 

วิจารณ ขอคิดเห็น และ สรุปผลการทดลอง 

 เชื้อที่นํามาศึกษาในครั้งนี้  หากพิจารณาเฉพาะตัวอยางที่เก็บรวบรวมในชวงป พ.ศ. 2545  
ซึ่งเปนตัวอยางที่แยกเก็บไดจากไขตายโคมและจากไสตันลูกไกอายุ 1 วัน  จะพบวาเปนเชื้อ 
Salmonella Enteritidis ถึง 62 ตัวอยาง  จากทั้งหมด 70 ตัวอยาง  และเปน Salmonella 
Typhimurium เพียง 3 ตัวอยาง  ซึ่งสอดคลองกับ Lahellec และคณะ (1985), Cooper และคณะ 
(1992), Ebel และคณะ (1992) และ Laksana Kantama และ Panida Jayanetra (1996) ที่ราย
งานวา สามารถแยกพบเชื้อ Salmonella Enteritidis จากฝูงไกไดในสดัสวนที่สูงกวาซีโรไทปอ่ืนๆ  
และเปนไปตามขอสรุปของ Hansenson และคณะ (1992) อางถึงใน Miyamoto และคณะ (1999: 
498)  ที่กลาวไววา ไขไกเปนแหลงของเชื้อ Salmonella Enteritidis ที่สําคัญที่สุด  ซึ่งไขอาจไดรับ
เชื้อจากแมไกโดยตรงหรือไดรับเชื้อที่ปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอมแลวผานเปลือกไขเขาไป (Cox et 
al., 2000: 1571-1572) ตัวออนสวนหนึ่งตายตั้งแตอยูในไขฟก (ไขตายโคม) (Kabilika, 1997 
cited in Hang’ombe et al., 1999: 597)  ในขณะที่สวนหนึ่งสามารถฟกออกมาเปนตัวได (Bailey 
et al., 1994; Carson et al., 1994)  และทําใหตรวจเจอเชื้อไดตั้งแตอายุ 1 วัน (Kabilika, 1997 
cited in Hang’ombe et al., 1999: 597) ทั้งนี้ลูกไกอาจไดรับเชื้อต้ังแตอยูในไข หรือไดรับหลังฟก
ออกมาเปนตัวแลวขณะอยูในโรงฟกไข (Gast and Beard, 1989; Cox et al., 1992; Gast and 
Holt, 1998)  ซึ่งเชื้อนอกจากจะเขาสูรางกายลูกไกทางการกินแลว  ยังผานเขาไปกับลมหายใจได
อีกดวย (Nakamura et al, 1997; Gast, Mitchell and Holt, 1998; Holt, Mitchell and Gast, 
1998)  และตําแหนงที่เชื้อเขาไปเจริญไดดีที่สุดในทางเดินอาหารของไก คือ ไสตัน (Fanelli et al., 
1971)  แมจะใหเชื้อเขาทางหลอดลม  และสามารถตรวจพบเชื้อไดหลังใหเชื้อนาน 6 ชั่วโมง 
(Nakamura et al., 1995) 

ปริมาณผงของสารสกัดหยาบจากเปลือกผลทับทิม  เมื่อสกัดดวยแอลกอฮอล 95 
เปอรเซ็นต  ที่เตรียมไดในครั้งนี้  คิดเปน 24.69 เปอรเซ็นตเมื่อเปรียบเทียบกับน้ําหนักผงเปลือกผล
ทับทิมแหงตั้งตน  ซึ่งปริมาณที่ไดนี้แตกตางจากผลการศึกษาของ Wandee Gritsanapan และ 
Malyn Chulasiri (1983)  ที่ใชแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นตเปนตัวทําละลาย  ไดสารสกัดหยาบคิด
เปน 29.1 เปอรเซ็นต  ในขณะที่ Navarro และคณะ (1996)  ใชเมธิลแอลกฮอลเปนตัวทําละลาย  
และไดสารสกัดหยาบคิดเปน 20.1 เปอรเซ็นต  ถึงแมจะไมมีการวิเคราะหถึงชนิดและปริมาณของ
สารสําคัญที่เปนสวนประกอบภายใน  แตจากคุณภาพของวัตถุดิบที่แตกตางกัน  วิธีการและขั้น
ตอนในการสกัด  รวมทั้งชนิดของตัวทําละลายที่ไมเหมือนกัน  ยอมสงผลใหเกิดความแตกตางกัน
ทั้งชนิดและปริมาณของสารสําคัญที่สกัดได  ดังผลการศึกษาของ Kusumoto และคณะ (1995) ที่
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สกัดสารจากเปลือกผลทับทิมดวยวิธีการเดียวกัน  แตใชน้ําและเมธิลแอลกอฮอลเปนตัวทําละลาย 
พบวา ไดสารสกัดหยาบคิดเปน 25.9 และ 18.0 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับน้ําหนักผงเปลือกผล
ทับทิมแหงตั้งตน ตามลําดับ แสดงวา สารประกอบในเปลือกผลทับทิมเปนสารที่มีขั้ว (Polar 
compound) มากกวาสารที่ไมมีข้ัว (Non-polar compound) เนื่องจากละลายในน้ําไดมากกวาใน
เมธิลแอลกอฮอล   

เมื่อพิจารณาจากสารสําคัญที่มีรายงานการแยกพบในสวนของเปลือกผลทับทิมพบวามี
หลายชนิดสวนใหญจัดอยูในกลุม Flavonoids (Du, Wang and Francis, 1975; Mavlyanov et 
al., 1997) และกลุม Tannins (Okuda et al., 1980; Kakiuchi et al., 1986; Satomi et al., 1993; 
Mavlyanov et al., 1997) เปนหลัก  ซึ่งสารในแตละกลุมยังมีสารสําคัญชนิดยอยๆ ที่เปนสมาชิก
อีกหลายชนิด    นอกจากนี้อาจพบสารกลุม Alkaloids (Debelmas et al., 1973; Arseculeratne, 
Gunatilaka and Panabokke, 1985) และ Saponin (Debelmas et al., 1973) ไดดวย  เมื่อยังไม
สามารถระบุไดวา สารสําคัญชนิดใดบางในสวนของเปลือกผลทับทิมนอกเหนือจาก Tannins ที่
ออกฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย ดังนั้นการใชแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นตเปนตัวทําละลาย  จึงนาจะ
เหมาะสมที่สุด เพราะแอลกอฮอลมีความสามารถในการสกัดสารไดกวางมาก (นันทวัน บุณยะ-
ประภัศร และคณะ, 2532: 57)  ทั้ง Flavonoids, Tannins และ Alkaloids สามารถละลายไดในตัว
ทําละลายชนิดนี้ (พรรนิภา ชุมศรี, 2526: 189; วันดี กฤษณพันธ, 2526: 257; เอมอร โสมนะพันธุ, 
นันทวัน บุณยะประภัศร  และ นพมาศ สรรพคุณ, 2529: 123)  และเมื่อเปรียบเทียบความสามารถ
ในการสกัดสารระหวางเอธิลแอลกอฮอลกับเมธิลแอลกอฮอล  พบวาใหผลใกลเคียงกัน (นันทวัน 
บุณยะประภัศร และคณะ, 2532: 57)   แตเมธิลแอลกอฮอลมีความเปนพิษมากกวา   ดังนั้นใน
การศึกษาครั้งนี้จงึเลือกใชเอธิลแอลกอฮอลเปนตัวทําละลาย 

เมื่อนําสารสกัดเปลือกผลทับทิมมาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อ Salmonella spp. ที่แยก
ไดจากไก  พบวาทั้ง 100 ตัวอยาง  ถูกฆาทําลายไดในการทดสอบในหลอดทดลอง  โดยสารสกัด
เปลือกผลทับทิมใหคา MBC อยูระหวาง 1.25-2.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ซึ่งผลการ
ศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับผลการศึกษาของ Perez และ Anesini (1994), Malyn Chulasiri (1996) 
และ M Chulasiri (1997) ถึงแมเชื้อที่ใชทดสอบในทั้ง 3 คร้ังนั้นเปนเชื้อ Salmonella Typhi  และ
เปนเชื้อที่แยกไดจากคน  ในขณะที่เชื้อที่ใชทดสอบในครั้งนี้เปนซีโรไทปอ่ืนที่ตางออกไปและเปน
เชื้อที่แยกไดจากไก  แสดงใหเห็นวา สารสกัดเปลือกผลทับทิมออกฤทธิ์ตอเชื้อ Salmonella spp. 
ไดโดยไมจําเพาะตอซีโรไทปของเชื้อ  และผลจากการทดสอบพบวา เชื้อที่นํามาศึกษาสวนใหญถูก
ฆาทําลายไดที่ความเขมขนของสารสกัดเปลือกผลทับทิม เทากับ 1.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร)  ซึ่งระดับดังกลาวเปนระดับที่ดีที่สุดที่พบในการศึกษาครั้งนี้  
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เนื่องจากสารสกัดเปลือกผลทับทิมที่เตรียมไดไมละลายเปนสารละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดเหลวหรือ MHB แตใหสวนผสมที่มีลักษณะเปนสารแขวนตะกอน และเกิดการตกตะกอนไดใน
เวลาตอมา (พบผลเชนเดียวกันนี้แมละลายดวยน้ํา, แอลกอฮอล หรือแมแตใช DMSO 100 
เปอรเซ็นต)  ซึ่งลักษณะที่ปรากฏนี้ตรงกับขอมูลของสรศักดิ์ เหลี่ยวไชยพันธุ (2531) อางถึงใน 
วัฒนา วิริวุฒิกร (2539: 159) ที่กลาววา Tannins เมื่อละลายอยูในน้ําจะมีสภาพเปนสารแขวน
ตะกอน  ดังนั้นคา MBC ที่ไดจากการทดสอบดวยวิธี Macrobroth dilution อาจไมใชคา MBC ที่
แทจริงของสารสกัดฯ  อยางไรก็ตามเมื่อยังไมสามารถหาตัวทําละลายที่เหมาะสมได  ยอมสรุปแน
นอนไมไดเชนกัน  เนื่องจากการทดสอบหาคา MBC ของสารตานจุลชีพตามวิธีมาตรฐานนิยมใชวิธี 
Broth dilution (นันทนา อรุณฤกษ, 2537: 144; Baron et al.,1994: 172)  

เมื่อนําสารสกัดเปลือกผลทับทิมมาเตรียมใน Agar เพื่อแกปญหาการกระจายตัวไม
สม่ําเสมอของสารสกัดฯ ใน Broth และเพื่อใหสารสกัดฯ มีโอกาสสัมผัสกับเชื้อในระดับความเขม
ขนที่ตองการทดสอบ  ผลพบวาสารสกัดฯ ที่เตรียมใน Agar สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
Salmonella Enteritidis ที่นํามาศึกษาไดที่ความเขมขน 0.312 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  
ถึงแมคาความเขมขนต่ําสุดที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อโดยวิธีนี้กับคา MBC ที่ไดจากการทดสอบโดย
วิธี Macrobroth dilution ซึ่งมีคาเทากับ 1.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  จะนํามาเปรียบ
เทียบกันไมได  เนื่องจากไมไดอยูในมาตรฐานการทดสอบเดียวกัน  แตเปนขอมูลเบื้องตนในการนํา
รูปแบบมาใชศึกษาหาคา MIC ตอไป  และอาจเปนแนวทางในการนําไปใชกับสารสกัดจากพืช
สมุนไพรชนิดอื่นที่มีขอจํากัดดานการละลายเชนเดียวกับสารสกัดจากเปลือกผลทับทิมนี้   

การใชหรือไมใช DMSO ในระดับ 2 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) เพื่อชวยในการ
ละลายของสารสกัดเปลือกผลทับทิมที่เตรียมไดนี้ ทั้งเมื่อเติมใน Broth และ Agar  ไมพบความ
แตกตางทั้งตอการเจริญของเชื้อ Salmonella Enteritidis  และการออกฤทธิ์ของสารสกัดฯ  ดังนั้น
ในการทดสอบลําดับตอไปจึงไมใช DMSO   

คา MIC ของสารสกัดเปลือกผลทับทิมตอเชื้อ Salmonella Enteritidis ที่นํามาศึกษาครั้งนี้
คือ 0.312 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ซึ่งต่ํากวาคา MBC ที่ไดทดสอบไว (1.25 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร))  ผลที่ปรากฏนี้เหมือนกับยาตานจุลชีพทั่วไปที่คา MIC มักต่ํากวาคา 
MBC(Prescott, 1999: 38)  แตถาคา MBC และ MIC เหมือนกันหรือใกลเคียงกัน (ตางกันไมเกิน
สองความเขมขน) ถือวายาตานจุลชีพนั้นเปนชนิดฆาทําลายเชื้อ (Bactericidal agent) (นันทนา   
อรุณฤกษ, 2537: 131)  ดังนั้นจึงอาจสรุปไดวา สารสกัดเปลือกผลทับทิมออกฤทธิ์เปนชนิดฆา
ทําลายเชื้อ  เนื่องจากคา MIC ต่ํากวาคา MBC เพียงสองความเขมขนเทานั้น 
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จากผลการศึกษาการดื้อยาของเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก ตอยาปฏิชีวนะที่
นิยมใชรักษาการติดเชื้อในสัตวปก  โดยภาพรวมจะเห็นวา จํานวนตัวอยางที่มีการดื้อยานั้นยังพบ
ในสัดสวนที่ต่ํา (13 ใน 100 ตัวอยาง)  และเชื้อที่ดื้อยาสวนใหญ (8 ใน 13 ตัวอยาง) ดื้อตอยาเพียง
ชนิดเดียวใน 8 ชนิดที่นํามาทดสอบ  ซึ่งอาจกลาวในทางกลับกันไดวา ยาทั้ง 8 ชนิดนี้มีโอกาสให
ผลสัมฤทธิ์สูงในการนํามาใชรักษาการติดเชื้อ Salmonella spp. ในไก  สําหรับยาที่พบวามีการดื้อ
ของเชื้อมากที่สุด 3 ลําดับแรกคือ Doxycycline hydrochloride, Amoxycillin และ 
Sulphamethoxazole+Trimethoprim (แตพบเชื้อที่ใหผลดังกลาวเพียง 8, 6 และ 5 ตัวอยางตาม
ลําดับเทานั้น)  ซึ่งมีความเปนไปไดเพราะยาทั้ง 3 ชนิดนี้มีการนําเขามาใชรักษาการติดเชื้อในสัตว
ไมนอยกวา 20 ป และยังใชอยูจนถึงปจจุบัน (จิโรจ ศศิปรียจันทร, สัมภาษณ, 10 เมษายน 2546)  
ในขณะเดียวกันพบวาเชื้อทั้ง 100 ตัวอยางไวตอ Norfloxacin และ Amoxycillin+Clavulanic acid    
ดังนั้นยาทั้ง 2 ชนิดนี้จึงมีความนาสนใจในการนํามารักษาการติดเชื้อ Salmonella spp. ในไก  
โดยไมตองรอผลการทดสอบความไวเชื้อตอยาปฏิชีวนะจากหองปฏิบัติการ  รวมทั้งยา 
Gentamicin ซึ่งพบวามีเชื้อเพียง 1 ตัวอยางเทานั้นที่ดื้อตอยาชนิดนี้  สอดคลองกับผลการศึกษา
ของ เกรียงศักดิ์ สายธนู และ เยาวภา เจิงกลิ่นจันทร (2541) ที่รายงานไววาเชื้อ Salmonella spp. 
ซีโรไทปตางๆ ทั้งที่แยกไดจากคนและไก สวนใหญดื้อตอ Sulphamethazine, 
Sulphamethoxazole, Oxytetracycline และ Tetracycline  ในขณะเดียวกัน เชื้อกลับมีความไว
ตอ Norfloxacin และ Gentamicin มากที่สุด  อยางไรก็ตามการใช Gentamicin รักษาการติดเชื้อ
ในไกมีเพียงรูปแบบเดียวคือ ใหโดยการฉีด  จึงไมสะดวกในทางปฏิบัติเมื่อตองใหยาแกไกทั้งฝูง 

เปนที่นาสังเกตวา ตัวอยางเชื้อ Salmonella Typhimurium  ดื้อตอยาตั้งแต 2-3 ชนิด  ตรง
กับขอสรุปของ Prescott (1999: 42) ที่วา ความยุงยากในการรักษาการติดเชื้อซีโรไทปนี้  เปนผล
มาจากเชื้อมักดื้อยาพรอมกันหลายชนิด (Multiple antibiotic resistance)  ที่นาสนใจยิ่งกวานั้น
คือ การดื้อยาของเชื้อในกรุป E ซึ่งมี 1 ตัวอยาง คือ Salmonella Weltevreden ที่ดื้อตอยา 5 ชนิด 
ไดแก Gentamicin, Neomycin, Amoxycillin, Sulphamethoxazole+Trimethoprim และ 
Doxycycline hydrochloride  ตัวอยางนี้ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยติดตามการดื้อยาฯ  และ
เปนตัวอยางที่แยกเก็บไดจากอุจจาระของไกพื้นเมือง  ถึงแมจะเปนการทดสอบเพียง 1 ตัวอยาง  
แตผลที่ปรากฏทําใหตระหนักวา การเลี้ยงไกพื้นเมืองซึ่งตองใชเวลานานกวาที่ไกจะมีขนาดโตพอ
สําหรับนํามาประกอบอาหาร  และสวนใหญเปนการเลี้ยงปลอยใหไกคุยเขี่ยหาอาหารกินเองตาม
ธรรมชาติ  จะทําใหไกมีโอกาสไดรับเชื้อด้ือยาที่ตกคางในสิ่งแวดลอมไดมากขึ้น  ซึ่งเชื้อด้ือยาที่พบ
ในกรณีนี้นาจะเปนเชื้อที่ปนเปอนออกมากับอุจจาระคน  เนื่องจาก สุมาลี บุญมา และคณะ 
(2541) Sumalee Boonmar และคณะ (1998) ไดสํารวจการดื้อยาของเชื้อ Salmonella spp. ที่
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แยกไดจากคน พบวา เชื้อ Salmonella Weltevreden เปนอีกซีโรวารหนึ่งที่พบวาดื้อตอยา
ปฏิชีวนะไดหลายชนิด  และมีอุบัติการที่เพิ่มข้ึน 

เมื่อพิจารณารูปแบบการดื้อยาของเชื้อทั้ง 13 ตัวอยางกับคา MBC ที่ไดจากการทดสอบ
กับสารสกัดเปลือกผลทับทิม  พบวา มีเชื้อเพียง 2 ตัวอยางเทานั้นที่ใหคา MBC เทากับ 2.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  เชื้อ 1 ใน 2 ตัวอยางดื้อตอยาเพียง 1 ชนิด (Doxycycline 
hydrochloride)  ในขณะที่อีก 1 ตัวอยางดื้อตอยา 5 ชนิด (Gentamicin, Neomycin, 
Amoxycillin, Sulphamethoxazole+Trimethoprim และ Doxycycline hydrochloride)  สวนเชื้อ
ที่เหลืออีก 11 ตัวอยางใหคา MBC 1.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ดังนั้นจากการศึกษา
คร้ังนี้จะเห็นวา สารสกัดเปลือกผลทับทิมสามารถฆาเชื้อที่ดื้อยาปฏิชีวนะได  จึงเปนจุดที่นาสนใจ
นําไปศึกษาถึงความเปนไปไดในการนําสารสกัดฯ มาใชทดแทนสารเคมีหรือยาปฏิชีวนะที่ใชใน
ปจจุบัน  โดยเฉพาะอยางยิ่งตวัยาที่พบการดื้อของเชื้อ Salmonella spp. 

เมื่อนําสารสกัดเปลือกผลทับทิมมาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อ Salmonella Enteritidis  
ในตัวไก  จะเห็นวา การใหสารสกัดฯ กอนใหเชื้อสามารถปองกันการติดเชื้อ Salmonella 
Enteritidis ในไสตันไกได  ในขณะที่การใหสารสกัดฯ ภายหลังจากที่เชื้อเขาไปเจริญในไสตันแลว  
ถาใหในขนาดที่สูงอาจมีผลทําลายเชื้อไดบาง  แตไมทําใหจํานวนตัวที่ตรวจพบเชื้อที่ไสตันแตกตาง
ทางสถิติจากกลุมที่ไมไดรับสารสกัดฯ  อยางไรก็ตามการออกฤทธิ์ฆาทําลายเชื้อสวนใหญนาจะ
เกิดขึ้นขณะที่สารสกัดฯ สัมผัสกับเชื้อโดยตรงในทางเดินอาหารสวนตน  เพราะในกลุมที่ไดรับสาร
สกัดฯ กอนไดรับเชื้อ (กลุมที่ 3 และ 4) ไดรับสารสกัดฯ ดวยเชนกันในวันที่ไดรับเชื้อ  ทั้งนี้เชื่อวา 
ฤทธิ์ในการทําลายเชื้อสวนหนึ่งมาจาก Tannins ที่มีอยูในสวนของสารสกัดฯ  เพราะเมื่อพิจารณา
จาก คุณสมบัติของ Tannins  ซึ่งเปนองคประกอบสําคัญในเปลือกผลทับทิม  พบวาการออกฤทธิ์
ของ Tannins นั้นเกิดขึ้นจากการเขาทําปฏิกิริยากับโปรโตพลาสม (Protoplasm) ของจุลชีพทําให
เกิดการตกตะกอน (Coagulation) (พรรนิภา ชุมศรี, 2526: 195)  ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษา
ของ Malyn Chulasiri และคณะ (1995) ที่พบการจับกลุมและแตกตัวของเชื้อ Staphylococcus 
aureus ในหลอดทดลองหลังสัมผัสกับสารสกัดเปลือกผลทับทิมเมื่อสังเกตการเปลี่ยนแปลงดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน  แตการออกฤทธิ์ของ Tannins ไมไดจําเพาะเจาะจงตอเชื้อจุลชีพเทา
นั้น  เพราะสามารถทําปฏิกิริยากับเนื้อเยื่อที่สัมผัสได โดยพบวาเมื่อใหโดยการกินในขนาดที่ต่ําจะ
ทาํใหเนื้อเยื่อทางเดินอาหารชั้นนอกตกตะกอน  ทําใหการซึมผาน (Permeable) ลดลง  และชวย
ปองกันเนื้อเยื่อช้ันในจากปฏิกิริยาของเชื้อแบคทีเรีย  แตถาใหในขนาดที่สูงขึ้นจะทําใหเกิดการตก
ตะกอนของโปรตีนในชั้นที่ลึกลงไปของผนังทางเดินอาหาร  เกิดการอักเสบ  และทองเสียได     
(พรรนิภา   ชุมศรี, 2526: 194)  นอกจากนั้นยังมีขอมูลวา การให Tannins ในรูปอิสระไมเหมาะที่
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จะใหทางปาก  เพราะนอกจากจะมีฤทธิ์จับกับโปรตีนของเยื่อบุของทางเดินอาหารแลว  ยังถูก
ทําลายไดโดยเร็วจากสภาพดางในบริเวณลําไสเล็ก (พรรนิภา ชุมศรี, 2526: 195) 

อยางไรก็ตามเนื่องจากการเตรียมสารสกัดเปลือกผลทับทิมครั้งนี้  ใชแอลกอฮอล 95 
เปอรเซ็นตเปนตัวทําละลาย  ซึ่งนอกจาก Tannins แลวยอมมีสารสําคัญชนิดอื่นๆ เปนสวน
ประกอบอยูดวย  ซึ่งกลไกการออกฤทธิ์ตอเชื้อแบคทีเรียของสารสําคัญเหลานั้นภายในรางกายยัง
ไมทราบแนนอน  ดังนั้นจึงมีความนาสนใจในการศึกษาเพื่อหารูปแบบการใชและขนาดที่เหมาะสม
ตอไป 

สรุป  สารสกัดเปลือกผลทับทิมมีฤทธิ์ฆาทําลายเชื้อ Salmonella spp. ที่แยกไดจากไก  
ทั้งเมื่อทดสอบในหลอดทดลองและทดสอบในตัวไก 

ขอเสนอแนะ  แมสารสกัดเปลือกผลทับทิมจะสามารถออกฤทธิ์ทําลายเชื้อ Salmonella 
Enteritidis ไดในตัวไก  แตการจะนําเอาสารสกัดเปลือกผลทับทิมมาใชตานการเจริญของเชื้อ 
Salmonella spp. ในตัวไกโดยตรงนั้น  ยังตองมีการศึกษาเพิ่มเติมอีกมาก  เนื่องจากยังขาดขอมูล
สนับสนุนหลายประการ  อาทิเชน สารสําคัญที่ออกฤทธิ์  กลไกการออกฤทธิ์ในตัวไก  และผล
กระทบตอตัวไก เปนตน  แตจากประสิทธิภาพในการฆาทําลายเชื้อจุลชีพของสารสกัดเปลือกผล
ทับทิมในหองปฏิบัติการทั้งจากการศึกษาของนักวิจัยทานอื่นๆ และจากการศึกษาในครั้งนี้  ทําให
เห็นศักยภาพของสารสกัดเปลือกผลทับทิม ในการนํามาศึกษาเพื่อพัฒนารูปแบบการใชที่เหมาะ
สมตอไป 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางกัลยา  เจือจันทร  เกิดวันพุธที่ 25 มีนาคม พ.ศ. 2513  ที่จังหวัดรอยเอ็ด  สําเร็จการ
ศึกษาระดับปริญญาตรี  วุฒิการศึกษาสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต  จากมหาวิทยาลัยขอนแกน  เมื่อ
ปการศึกษา 2537  จากนั้นเขารับราชการตําแหนงอาจารยระดับ 4 ที่คณะสัตวแพทยศาสตร  
มหาวิทยาลัยขอนแกน  ตั้งแตป พ.ศ 2537   ปจจุบันดํารงตําแหนงผูชวยศาสตราจารยระดับ 6  
เขารับการศึกษาตอระดับปริญญาโทที่คณะสตัวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เมื่อป
การศึกษา 2543  ดวยทุนพัฒนาอาจารย 
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