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กติติกรรมประกาศ 

งานวิจยัน้ีไดรั้บทุนสนบัสนุนการวิจยัจากงบประมาณเงินรายไดจ้ากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณ  

แผน่ดิน) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 มหาวิทยาลยับูรพา ผา่นส านกังานคณะกรรมการการวิจยัแห่งชาติ 

เลขท่ีสัญญา 22/2560 
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บทสรุปส าหรับผู้บริหาร  

(Executive Summary)  

ข้าพเจ้า ผศ.ดร.อาลักษณ์ ทิพยรัตน์ ได้รับทุนสนับสนุนโครงการวิจยั จากมหาวิทยาลยับูรพา

ประเภทงบประมาณเงินรายได้ จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) มหาวิทยาลัยบูรพา 

โครงการวิจยัเร่ือง (ภาษาไทย) การบูรณาการภาพรวมของชุดการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของซัล

โมเนลลาอยา่งรวดเร็วในอุตสาหกรรมอาหารเพื่อยกระดบัมาตรฐานการส่งออก (ภาษาองักฤษ) Innovation 

rapid Salmonella identification to assure high quality with the emphasis on world-class quality for export   

รหัสโครงการ 2560A10802220 สัญญาเลขท่ี 22/2560 ไดรั้บงบประมาณรวมทั้งส้ิน 1,004,000 บาท (หน่ึง

ลา้นส่ีพนับาทถว้น) ระยะเวลาการด าเนินงาน 1 ปี (ระหวา่งวนัท่ี 1 ตุลาคม 2559 – วนัท่ี 30 กนัยายน 2560) 

โดยผลการด าเนินงานทางคณะผูว้ิจยัไดท้  าการบูรณาการพฒันาสูตรอาหารเหลวท่ีมีประสิทธิภาพในการ

ตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella spp. เน่ืองจากเกิดการแพร่ระบาดของ Salmonella ท่ีเกิดข้ึนในหลายแห่งและ

มีการปนเป้ือนท่ีมากบัวตัถุดิบในการผลิตอาหารส่งผลกระทบท าใหผู้บ้ริโภคเกิดการเจบ็ป่วยจากการติดเช้ือ 

ทอ้งร่วงอยา่งรุนแรง อาการโลหิตเป็นพิษ ผลิตภณัฑข์องโรงงานอุตสาหกรรมถูกตีกลบั สูญเสียรายไดมู้ลค่า

มหาศาล ดงันั้นการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ Salmonella ในอาหารอย่างรวดเร็วและแม่นย าก่อน

อาหารจะถูกส่งไปยงัผู้บริโภคเป็นวธีิการป้องกันปัญหาการแพร่ระบาดของซัลโมเนลลาได้ดีทีสุ่ด แต่อย่างไร

ก็ตามวิธีการวิเคราะห์ในปัจจุบันยงัคงมีปัญหาเก่ียวกบัความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) 

โดยตอ้งมีแบคทีเรียซลัโมเนลลาความเขม้ขน้ 104 - 106 เซลล์/มิลลิลิตร จึงจะให้ผลบวก นอกจากน้ีมีการน า

เทคโนโลยีชั้ นสูง เช่น เทคนิคพีซีอาร์ (PCR, polymerase chain reaction) มาใช้ตรวจสอบแบคทีเรียซัล

โมเนลลาซ่ึงไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีรวดเร็วและน่าเช่ือถือ อยา่งไรก็ตามงานวิจยั

เก่ียวกบัการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบแบคทีเรียซลัโมเนลลาท่ีเคยมีรายงานมาจะตอ้งสกดัดีเอ็นเอจาก

แบคทีเรียก่อน ซ่ึงเป็นการเพิ่มขั้นตอนและเสียเวลามากขึ้นและมีค่าใช้จ่ายสูง เน่ืองจากชุดทดสอบน้ีตอ้ง

น าเขา้จากต่างประเทศท่ีมีราคาแพง ดงันั้นในงานวิจยัจึงบูรณาการวิเคราะห์ Salmonella spp. ดว้ยการพฒันา

สูตรอาหารเหลวบ่งช้ีชนิดใหม่ โดยอาศยัหลกัการเปล่ียนสีของปฏิกริยาดีคาร์บอกซีเลชัน่ของกรดอะมิโน

และการผลิตไฮโดรเจนซลัไฟตข์องซลัโมเนลลา ร่วมกบัการตรวจสอบปฏิกริยาดว้ยการวดัการเปล่ียนแปลง

ของค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของอาหารบ่งช้ีจ  าเพาะดว้ยเคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ เพื่อการตรวจสอบการ

ปนเป้ือนของซัลโมเนลลาเบ้ืองตน้และใช้ในการคดัเลือกสูตรอาหารท่ีดีท่ีสุด จากการเปรียบเทียบปริมาณ

การเกิดปฏิกริยาของซลัโมเนลลาและแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ ส าหรับความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการ
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บ่งช้ีปฏิกริยาดีคาร์บอกซีเลชัน่ของกรดอะมิโนและการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์ คือท่ี 550 (ใชฟี้นอลเรดเป็น

อินดิเคเตอร์) และ 650 (ใช้เฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรท เป็นอินดิเคเตอร์) นาโนเมตร ตามล าดบั  โดยใน

งานวิจยัน้ีมีการศึกษาชนิดของตวัยบัย ั้ง (inhibitor) ท่ีเหมาะสมท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถเกิด

ปฏิกริยาอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่โดยเฉพาะไลซีนและออร์นิธิน นอกจากน้ีในงานวิจยัยงัมีการพฒันาสูตร

อาหารส าหรับการตรวจวิเคราะห์ซลัโมเนลลาท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาการผลิตก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟต ์โดยใน

งานวิจยัมีการศึกษาชนิดของน ้ าตาลท่ีเหมาะสมในการเพิ่มความสามารถในการคดัแยกเช้ือ การเล้ียงเช้ือใน

อาหารเหลวทั้ง 2 ปฏิกริยาประยุกตใ์ชอุ้ปกรณ์ 96-microwell plate ท่ีลดปริมาณการใชอ้าหารแต่ยงัคงให้ผล

สอดคลอ้งกบัวธีิการท่ีเป็นมาตรฐาน ท าให้สามารถวิธีเคราะห์ตวัอยา่งไดจ้  านวนมาก ให้ผลการตรวจสอบท่ี

รวดเร็ว ถูกตอ้ง ช่วยลดค่าใชจ่้ายในการเก็บรักษาก่อนส่งจ าหน่าย นอกจากน้ียงัเป็นประโยชน์กบัหน่วยงาน

ท่ีรับตรวจสอบความปลอดภยัของอาหาร สามารถตรวจสอบอาหารไดที้ละหลายตวัอยา่งในเวลาเดียวกนั ใน

การทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Salmonella ไดน้ าสูตรอาหารเหลวกรดอะ

มิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ท่ีไดช้นิดของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสมท าการทดสอบกบัตวัอย่างอาหารจริงพบว่า สูตร

อาหารดงักล่าวใหป้ระสิทธิภาพสูงในการตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella 
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บทคัดย่อ 

งานวิจัยน้ีได้พัฒนาเทคนิคการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวบ่งช้ีเบ้ืองต้นในระดับไมโครสเกล  

(RapidSAL) เพื่อเป็นทางเลือกหน่ึงส าหรับใช้ในการตรวจการปนเป้ือนของซัลโมเนลลาเบ้ืองต้นใน

ผลิตภณัฑ์อาหารและในบริเวณผลิตอาหาร โดยมีการพฒันาสูตรอาหารเหลวบ่งช้ีชนิดใหม่ท่ีอาศยัหลกัการ

ของปฏิกิริยาดีคาร์บอกซีเลชัน่ของกรดอะมิโน (ออร์นิธิน และ/หรือ ไลซีน) และความสามารถในการผลิต

ก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟดข์องซลัโมเนลลา ซ่ึงสามารถบ่งช้ีการปนเป้ือนไดจ้ากการเปล่ียนสีของอาหารเหลวใน

ตวับ่งช้ีการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม การอ่านผลโดยรวมจากอาหารเหลวบ่งช้ีสูตรท่ีใช้กรดอะมิโนทั้งท่ีมี

ส่วนผสมของสารยบัย ั้งในปริมาณท่ีเหมาะสม ร่วมกับสูตรท่ีใช้ไทโอซัลเฟตเป็นสารตั้งต้นนั้น ท าให้

สามารถจ าแนกกลุ่มซัลโมเนลลาท่ีสามารถใช้กรดอะมิโนและไทโอซัลเฟตออกจากกลุ่มแบคทีเรียท่ีไม่

สามารถใชก้รดอะมิโนและไทโอซลัเฟตได ้เม่ือตรวจวดัสมบติัทางแสงของระบบบ่งช้ีแต่ละชนิดในอาหาร

ท่ีมีการเพาะเล้ียงซลัโมเนลลาและแบคทีเรียอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่ซลัโมเนลลาโดยวิธีทางสเปคโตรโฟโตรเมตรีดว้ย

การใช้ความยาวคล่ืนแสงท่ี 550 (ใช้ฟีนอลเรดเป็นอินดิเคเตอร์) และ 650 (ใช้เฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรท

เป็นอินดิเคเตอร์) นาโนเมตร ตามล าดบั ในการพฒันาสูตรอาหารเหลวส าหรับบ่งช้ีเบ้ืองตน้ของชนิดกรดอะ

มิโนดีคาร์บอกซีเลส พบวา่สารยบัย ั้งของอาร์วีเอส (MgCl2 anhydrous 28.6 g/L ร่วมกบั malachite green 36 

mg/L) หรือสารยบัย ั้ง MgCl2 50 g/L นั้น มีประสิทธิภาพสูงสุดในการเพิ่มจ านวนซลัโมเนลลาและสามารถ

คดัเลือกซลัโมเนลลาจากเช้ืออ่ืนๆ ไดดี้ท่ีสุด ทั้งในการทดลองกบัเช้ือบริสุทธ์ิและตวัอยา่งอาหาร นอกจากน้ี 

การตรวจสอบสมบติัทางสเปกโตรโฟโตเมตรีในอาหารเหลวบ่งช้ีกลุ่มกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลส ยงั

สามารถบ่งบอกการเกิดปฏิกิริยาในแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนโดยไม่เกิดความคลาดเคล่ือนจากความขุ่นของเซลล์

แบคทีเรียและอนุภาคของอาหารอีกด้วย ส าหรับการทดลองพัฒนาสูตรอาหารเหลวบ่งช้ีเบ้ืองต้นชนิด

ไฮโดรเจนซลัไฟด ์ท่ีมีองคป์ระกอบเป็นไทโอซลัเฟตเป็นหลกันั้น พบวา่ในการบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง สูตร

อาหาร TFTOA (องค์ประกอบหลกั ไดแ้ก่ ไทโอซัลเฟต เฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรท ทรีฮาโลส ออร์นิธิน

และอาร์จินีน) มีประสิทธิภาพสูงในการเพิ่มการเกิดตะกอนสีด าของไฮโดรเจนซัลไฟด์และค่า OD650 ใน 

Salmonella Typhi และ Salmonella Anatum และค่อนขา้งสูงในซัลโมเนลลาซีโรวาร์อ่ืนๆ ท่ีสามารถใช้ไท

โอซัลเฟตได ้ในขณะท่ีซัลโมเนลลาซีโรวาร์ทัว่ๆ ไป สร้างตะกอนสีด าไดใ้นปริมาณมากในสูตร TFXOA 

แต่ S. Typhi และ S. Anatum นั้นสร้างตะกอนสีด าไดน้อ้ย นอกจากน้ี สูตรอาหารทั้งสองยงัมีความจ าเพาะใน

การคัดเลือกซัลโมเนลลาจากแบคทีเรียแข่งขันอ่ืนๆ มากกว่าอาหารในปัจจุบัน เพราะสามารถแยก 

Citrobacter freundii และ Proteus vulgaris ออกได ้เม่ือน าวธีิการตรวจวิเคราะห์หาซลัโมเนลลารูปแบบใหม่ 
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หรือ RapidSAL น้ี มาทดสอบกับตวัอย่างอาหารท่ีปนเป้ือนจากอุตสาหกรรมจ านวน 14 ตวัอย่าง และ

เปรียบเทียบผลการทดสอบท่ีไดก้บัผลจากวธีิการมาตรฐาน ISO 6579:2002 พบวา่ผลการทดสอบจากวิธีการ

วิเคราะห์ทั้ง 2 มีความสอดคลอ้งและเทียบเท่ากนั (Cohen KAPPA = 1) ผลจากงานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นใน

เบ้ืองต้นว่าวิธีการใหม่ในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของซัลโมเนลลาเบ้ืองต้น หรือ RapidSAL น้ี 

สามารถตอบโจทยเ์ป้าหมายของงานวิจยั คือ มีความสะดวกในการวิเคราะห์ และให้ผลการทดลองรวดเร็ว  

โดยใหผ้ลเบ้ืองตน้ในอาหารเหลวในวนัแรกของการทดสอบ และใหผ้ลเบ้ืองตน้คร้ังท่ีสองบนอาหารแข็งใน

วนัท่ีสอง ในขณะท่ีวธีิการมาตรฐานนั้นจ าเป็นตอ้งใชเ้วลาอยา่งนอ้ย 3 วนั ส าหรับใหผ้ลการทดสอบเบ้ืองตน้

คร้ังแรก 

 

ค าส าคัญ: การตรวจวเิคราะห์หาซลัโมเนลลา / การสร้างไฮโดรเจนซลัไฟด ์/ ดีคาร์บอกซีเลชัน่ของกรดอะมิ

โน / ตวัอยา่งอาหารในอุตสาหกรรม / ไมโครเพลทแบบ 96 หลุม / อาหารเหลวบ่งช้ีเบ้ืองตน้ 
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บทคัดย่อ 

A screening protocol of Salmonella spp. was developed to test both finished ready-to-eat food 

products and swab samples collected during food processing. Our rapid microscale assay (RapidSAL) uses 

an array of new presumptive indicator in the enrichment step. The new indicator broths are based on amino 

acid decarboxylation (AADC) (i.e., ornithine and/or lysine) and hydrogen sulfide (H2S) production. The 

presence of Salmonella is indicated by clear changes of broth color. Collectively, the broth formulations with 

different amino acids with optimized selective inhibitors and thiosulfate as sulfur substrates could distinguish 

between decarboxylase and thiosulfate reductase-positive salmonellae and reductase-negative non-

salmonellae. Spectrophotometrically, the highest difference in absorbance between broths spiked with 

Salmonella spp. and non-salmonellae were at 550 nm (phenol red) and 650 nm (ferric ammonium citrate) 

for AADC and H2S production, respectively. For inhibitory agents in AADC media, MgCl2 anhydrous 28.6 

g/L and malachite green 36 mg/L (RVS inhibitors), or MgCl2 50 g/L was chosen for good recovery and high 

selectivity in both pure culture and food samples. The optimized thiosulfate-based broth, named TFTOA 

(thiosulfate, ferric ammonium citrate, trehalose, ornithine, and arginine), effectively increased black 

precipitates and OD650  of Salmonella  Typhi and Salmonella Anatum, and displayed good sensitivity for 

other thiosulfate – reducing Salmonella, while TFXOA broth within 24 h showed high sensitivity for typical 

Salmonella, but low for S. Typhi and S. Anatum. These developed H2S broths had more selectivity than the 

conventional media since the common false positive competitors (C. freundii and P. vulgaris) could be 

distinguished. Comparison between ISO 6579:2002 and our RapidSAL protocol was performed using 14 

naturally-contaminated industrial food and swab samples. The results of the RapidSAL protocol agreed well 

with the ISO method (Cohen KAPPA = 1). RapidSAL satisfied our main research goals of no false negative 

results, high throughput, and rapid analytical time; first presumptive result on day 1 and second presumptive 

result on day 2, in contrast to the conventional method that requires 3 days for the first presumptive result. 

 

Keywords: Amino acid decarboxylation / Hydrogen sulfide production / Industrial food sample / 

Presumptive broth / Salmonella detection / 96-well microplate                         
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สารบัญตาราง 

ตารางที่  หน้า 
2.1 อาหารท่ีพบวา่สามารถเป็นสาเหตุการเกิดโรค salmonellosis ในประเทศสหรัฐอเมริกา

ระหวา่งปี 1973-1978 
19 

2.2 แสดงอาหารเล้ียงเช้ือเหลวมาตรฐานท่ีใชใ้นการกระตุน้และคดัเลือกเช้ือ Salmonella 21 
2.3 ปฏิกริยาชีวเคมีของ Salmonella 25 

2.4 การทดสอบยนืยนัเช้ือ Salmonella 26 

2.5 วธีิรวดเร็วส าหรับการตรวจหา Salmonella ท่ีไดรั้บการับรองโดย AOAC 28 

4.1 การ recovery ของเช้ือ typical และ atypical ของเช้ือ  Salmonella ในอาหารเหลว
มาตรฐาน  3 ชนิด : MKTTn, Muller-Kauffmann tetrathionate novobiocin broth; SC, 
selenite cysteine broth; RVS, Rappaport – Vassiliadis soy broth จ านวนในคอลัมน์
เป็นค่าเฉล่ียของ log CFU/ml ± SEM, N = 3 หลงัจาก 24 ชัว่โมงใน selective broth 

46 

4.2 ผลของตวัยบัย ั้งท่ีไดจ้ากสูตรอาหารมาตรฐานต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ Salmonellae 
และท่ีไม่ใช่ Salmonellae (ปริมาณเซลล ์7 log CFU/ml) ในอาหารเหลว mLDB-PR (L) 
และ mODB-PR (O) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ผลการทดลองอยู่บน
พื้นฐานของการอ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตรส าหรับปฏิกริยาการใชไ้ลซีน
และออร์นิธิน (+, ผลบวก, A550 ของตวัอย่าง  A550 ของ control; -, ผลลบ,  A550 ของ
ตวัอย่าง  A550 ของ control) ท่ีปรากฏใน Salmonellae และเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonellae 
แกรมลบ ตวัอยา่งควบคุม (control) เป็นอาหารเหลวท่ีไม่มีการ inoculation ของเช้ือ 

54 

4.3 ผลของตวัยบัย ั้งเด่ียวในอาหารเหลวจ าเพาะถูกใชใ้นการอธิบายกิจกรรมของเอนไซมดี์
คาร์บอกซีเลส (+, ผลบวก, A550 ตวัอยา่ง > A550 ควบคุม; -, ผลลบ, A550 ตวัอยา่ง ≤ A550 
ควบคุม) สะทอ้นใหเ้ห็นถึงการเจริญเติบโตของ Salmonellae และท่ีไม่ใช่ Salmonellae 
(7 log CFU/ml) ในอาหารเหลว mLDB-PR (L) และ mODB-PR (O) ท่ีการบ่มอุณหภูมิ 
37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตัวอย่างควบคุม (control) เป็นอาหารเหลวท่ีไม่มีการ 
inoculation ของเช้ือ 

58 

4.4 สรุปความสามารถในการ selectivity ของอาหารเหลว 7 ชนิดท่ีไดมี้การพฒันาซ่ึงมีการ 

inoculated ในแต่ละอาหารดว้ยเช้ือ salmonellae และท่ีไม่ใช่ salmonellae ดว้ยปริมาณ

เช้ือ 7 log CFU/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

59 
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ตารางที่  หน้า 

4.5 ปริมาณเช้ือจ ากดั (detection limit) ในอาหารเหลวจ าเพาะท่ีน าเสนอ AADC ส าหรับ
เช้ือท่ีเป็น typical และ atypical Salmonella ซีโรวาร์ บ่มอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ความสามารถในการ detectability อยู่บนพื้นฐานของการเพิ่มค่าการดูดกลืน
แสงใน A550 ของอาหารเหลวท่ีมีเช้ือเม่ือเปรียบเทียบกบั control (ไม่มีการเจริญเติบโต
ของเช้ือ). +, สามารถตรวจพบ (A550 ตวัอย่าง > A550 ควบคุม); -, ไม่สามารถตรวจพบ 
(A550 ตวัอย่าง = A550 ควบคุม); x, ไม่สามารถตรวจพบ (A550 ตวัอย่าง ≤ A550 ควบคุม) 
เน่ืองจากไม่มีเอนไซมไ์ลซีนและออร์นิทีนดีคาร์บอกซีเลส 

61 

4.6 การตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ Salmonella ในตวัอยา่งอาหารท่ีมีการ spiked และ
มีเช้ือโดยธรรมชาติในอาหารเหลว 7 AADC ส าหรับการคัดเลือกจ าเพาะและ 
simultaneously detection ของปฏิกริยาดีคาร์บอกซีเลส. x, ไม่มี; , มี; -, ผลลบ DC, 
+, ผลบวก DC. Control ถูกสอดคลอ้งกบัตวัอยา่งอาหารเหลวท่ีไม่มีการเติมเช้ือ 

65 

4.7 แสดงความสามารถในการคดัเลือกเช้ือของอาหารไทโอซลัเฟต-เฟอริกแอมโมเนียมซิ
เตรท ในอาหารเหลว TFX ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนชนิดต่างๆ เช่น ไลซีน (L), ออร์นิ
ทีน (O), และอาร์จินิน (A) ท่ีใส่เช้ือดว้ย Salmonellae และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonellae ท่ี
ปริมาณเซลล์ 7 log CFU/ml ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C (ให้ผลท่ี 24 ชัว่โมงของการ
บ่ม) 

70 

4.8 ค่าการดูดกลืนแสงของ Salmonella ท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร ของ Salmonella 
ท่ีปริมาณเช้ือ 7 log CFU/ml ในอาหารเหลว TFOA ท่ีมีหรือไม่มีไซโลสหรือทรีฮาโลส 
(คดัเลือกจากการใชน้ ้าตาล 19 ชนิด) ท  าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

72 

4.9 แสดงการคดัเลือกเช้ือของอาหารไทโอซลัเฟต-เฟอริก แอมโมเนียมซิเตรทของอาหาร 
TFLOA ท่ีมีการเสริมดว้ยไซโลส (ตวัอยา่งควบคุม), ดูซิทอล, หรือแมนนิทอลซ่ึงเป็น
แหล่งคาร์บอน โดยท าการใส่เช้ือ Salmonellae และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella ปริมาณ 7 
log CFU/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC ผลการทดลองอยู่บนพื้นฐานของการว ัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตร และสังเกตดว้ยตาท่ีเวลา 24 ชัว่โมงหลงัจากการบ่ม 

73 

4.10 ผลของอาหารเด่ียวและผลรวมการใช้อาหารทั้ง 8 presumptive ท่ีบ่งบอกการเปล่ียนสี
ในการตรวจวิเคราะห์ Salmonella spp. เป็นการตดัสินใจดว้ยสายตาในตวัอยา่งอาหาร 
14 ตวัอยา่งท่ีเป็นตวัอยา่งจากกระบวนการผลิตและตวัอยา่งควบคุมท่ี 12 ชัว่โมงของ 
การเพิ่มจ านวนเปรียบเทียบกบัผลของตวัอยา่งอา้งอิงท่ีไดจ้ากการทดสอบดว้ย PCR 

82 
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ตารางท่ี  หน้า 
 ทดสอบ  

4.11 ผลของอาหารเด่ียวและผลรวมการใช้อาหารทั้ง 8 presumptive ท่ีบ่งบอกการเปล่ียนสี
ในการตรวจวิเคราะห์ Salmonella spp. เป็นการตดัสินใจดว้ยสายตาในตวัอยา่งอาหาร 
14 ตวัอย่างท่ีเป็นตวัอย่างจากกระบวนการผลิตและตวัอย่างควบคุมท่ี 24 ชัว่โมงของ
การเพิ่มจ านวนเปรียบเทียบกบัผลของตวัอยา่งอา้งอิงท่ีไดจ้ากการทดสอบดว้ย PCR 

83 

4.12 ผลการทดลองการยนืยนัเช้ือ Salmonella โดยการใชเ้ทคนิค RapidSAL เปรียบเทียบกบั 
ISO protocol ในตวัอยา่งอุตสาหกรรม 14 ตวัอยา่ง  RapidSAL ถูกประกอบไปดว้ยการ 
presumptive enrichment ใน 8 อาหารเหลวเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ subsequently ลง
บนอาหารแข็ง XLD และ ABC ท่ีบรรจุอยู่ใน 96-well plate และบ่มท่ีอุณหภูมิ 24 
ชัว่โมง โปรโตคอล ISO ใช้ในขั้นตอน non-selective enrichment (24 h), ขั้นตอนการ
คดัเลือกจ าเพาะ (24 ชัว่โมง) และ selective plating (24 ชัว่โมง) 

84 
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สารบัญรูป 

รูปที ่  หน้า 
1.1 (ก) พบการระบาดของเช้ือโรคซาลโมเนลลาเน่ืองจากการบริโภคขา้วมนัไก่ โดยพบผูป่้วย 

รวม 6 คร้ัง ระบาดคร้ังละ 400-500 คน โดยเฉพาะในช่วงน้ีประเทศไทยมีสภาพอากาศท่ี 

ร้อนมากข้ึน ดงันั้นการรับประทานขา้วมนัไก่ควรกินท่ีปรุงเสร็จภายในไม่เกิน 4 ชัว่โมง 

 ขา้ว ไก่ ตอ้งร้อน รวมทั้งเลือดตอ้งตม้ใหสุ้ก (ข) นกัเรียนท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ โรงเรียน 

ศึกษาสงเคราะห์เชียงใหม่ เกิดอาการทอ้งร่วงอยา่งรุนแรงพร้อม ๆ กนัจ านวนมาก เกิด 

การติดเช้ืออยา่งรุนแรงน าส่งโรงพยาบาลกวา่ 500 คน หลงัจากท่ีรับประทานไข่ตม้ ซ่ึง 

ไดรั้บบริจาคจากผูท่ี้น าไข่ไปแกบ้น แลว้น ามาใหน้กัเรียนรับประทาน โดยไม่ผา่นการให ้

ความร้อนก่อนบริโภค โดยอาการของเด็กส่วนใหญ่มีอาการโลหิตเป็นพิษ จากผลการ 

ตรวจไข่ตม้ รวมทั้งสารคดัหลัง่ ทั้งอุจจาระและเลือดนั้นพบการปนเป้ือนของ "ซลั 

โมเนลลา"   

2 

2.1 แฟลกเจลลา (flagella) ท่ีใชใ้นการเคล่ือนท่ี (ก) และลกัษณะของเช้ือ Salmonella เม่ือส่อง
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (ข) 

10 

2.2 แผนภาพแสดงกระบวนการตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella แบบดั้งเดิม 20 

2.3 แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือ Salmonella ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ต่างกนั 24 

2.4 แสดงลกัษณะของเช้ือ Salmonella ในขั้นตอนทางชีวเคมี 26 

3.1 Schematic diagram ของการท าเจือจางเช้ือ 10 เท่า 34 

3.2 แผน่ polystyrene ท่ีมีการเติมอาหาร TSA 35 

3.3 แสดงขั้นตอนการใชเ้ทคนิค MDPT ในการหาปริมาณเช้ือดว้ยอาหาร TSA 36 

4.1 (a) ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ของอาหารเหลว mLDB-PR (●), mDB-PR (, 
control ส าหรับความขุ่นของเซลล์) ท่ีใส่เช้ือด้วย S. Anatum (6 log CFU/ml) วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่างๆ กนัหลงัจากเพาะบ่มเช้ือแลว้ ค่าการดูดกลืนแสงคิดจากค่าการ
ดูดกลืนแสงตวัอยา่งท่ีมีความขุ่น ( = ●  ) ไดถู้กค านวณและพล็อตกราฟในแต่ละ
เวลา ในแต่ละจุดของขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ียของตวัอยา่ง 3 ซ ้ า ± SEM ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
ไม่ไดห้กัออก (●), และค่าการดูดกลืนแสงท่ีหกัออก () ท่ี 6 ถึง 24 ชัว่โมง พบวา่ไม่มี 

50 

XI 
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รูปที ่  หน้า 
 ไม่ไดห้ักออก (●), และค่าการดูดกลืนแสงท่ีหักออก () ท่ี 6 ถึง 24 ชัว่โมง พบว่าไม่มี

ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (ANOVA, P  0.05). 

 

 (b) ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ของอาหารเหลว  mLDB-PR ท่ีใส่เช้ือด้วย S. 
Anatum (6 log CFU/ml) ท่ีเวลาในการบ่มเช้ือต่างกนั แต่ละขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ียของตวัอยา่ง 
3 ซ ้ า ± SEM ท่ีเวลาจ าเพาะ ค่าเฉล่ียของค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ีไม่ไดเ้หวีย่งแยก
, (●) และท่ีเหวี่ยงแยก, () ตวัอย่างไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (ANOVA, P  
0.05). 

50 

4.2 A550 ค่า absorbance เทียบกบัเวลาของตวัอย่างนมท่ี spike และไม่ spike ด้วยแบคทีเรีย
ปริมาณ 10 CFU ต่อตวัอย่าง 25 ml แต่ละขอ้มูลมาจากค่าเฉล่ีย 3 ซ ้ า ± SEM ตวัอย่างถูก
บ่มในอาหารจ า เพาะ OMC ท่ี อุณหภูมิ  37 C นมปราศจากเช้ือถูก spiked ด้วย S. 
Typhimurium (●), ODC-positive E. coli (), ODC-negative P. vulgalis (), น ม
ปราศจากเช้ือท่ีไม่มีการเติมเช้ือ (), อาหารเหลว OMC ท่ีไม่มีการเติมเช้ือ (). 

66 

4.3 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีท าการวดัท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตรเทียบกับเวลาของเช้ือ 
Salmonellae ท่ีป ริมาณเ ช้ือ  7 log CFU/ml; (A) S. Enteritidis (B) S. Anatum และ  (C) 
Typhi, และท าการเติมเช้ือลงในไธโอซลัเฟต-เฟอริกแอมโมเนียมซิเตรทบนพื้นฐานของ
อาหาร TFX ท่ีมีการ supplemented ดว้ยกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัไปของไลซีน (TFXL), 
ออร์นิทีน (TFXO), และอาร์จินิน (TFXA) ภายใตก้ารบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง โดยในแต่ละขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ีย ± SEM, n = 3. 

70 

4.4 ไดอะแกรมแสดงเทคนิค MDPT ท่ีประกอบไปดว้ยเซ็ทอุปกรณ์ต่างๆ ส าหรับการตรวจ

วิ เคราะ ห์ เ ช้ือ  Salmonella ใน 96-well microplate มีการใช้ เทคนิคกล้อง ดิ จิตอล 

microscopic ในการพฒันาตรวจนบัโคโลนีของ Salmonella บนอาหารจ าเพาะแขง็     

78 
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บทที ่1 

บทน า 

      1.1 ความส าคญัและทีม่าของงานวจิัย 

        แบคทีเรียซลัโมเนลลา (Samonella) จดัอยูใ่นวงศ ์Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียรูปท่อนแกรมลบท่ี

สามารถเจริญเติบโตไดดี้ทั้งสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน เคล่ือนท่ีไดด้ว้ยแฟลกเจลลา (flagella) ท่ีอยูร่อบ ๆ 

เซลล์ แบคทีเรียซลัโมเนลลา (Samonella) จดัเป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือจากอาหารสู่คนท่ีมีความส าคญัเป็น

ล าดบัตน้ ๆ สามารถก่อโรคติดเช้ือทั้งในระบบทางเดินอาหารและกระแสเลือด ปัจจุบนัเป็นปัญหาด้าน

สาธารณสุขมูลฐานทั้งในประเทศอุตสาหกรรมและประเทศก าลังพฒันาเป็นอย่างมาก นอกจากน้ีเช้ือ 

Salmonella ยงัมีความส าคัญในด้านเศรษฐกิจอุตสาหกรรมอาหารส่งออกของประเทศไทย ซ่ึงเป็น

อุตสาหกรรมหน่ึงท่ีท ารายไดใ้ห้กบัประเทศเป็นอยา่งมาก ตามสถิติการส่งออกในรอบส่ีปี (2551 - 2554) ท่ี

ผ่านมาปรากฏว่าอุตสาหกรรมอาหารส่งออกสินคา้ประมงท ารายได้เข้าประเทศในปีหน่ึงคิดเป็นมูลค่า 

80,654.03, 134,667.82, 135,610.94, 71,724.26 ล้านบาท (กรมเศรษฐกิจการพาณิชย์, 2012) เม่ือพบการ

ปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella spp. ในอาหารย่อมท าให้ประเทศท่ีรับสินคา้ปฏิเสธสินคา้ ก่อให้เกิดความ

เสียหายทางดา้นเศรษฐกิจการส่งออกได ้มีรายงานจากประเทศนอร์เวยร์ะหวา่งปี ค.ศ. 1982 – 1986 มีผูป่้วย 

186 ราย (อตัราป่วย 4.50 คนต่อประชากร 100,000 คน) ร้อยละ 61.8 ของผูป่้วยนั้นติดเช้ือภายหลังจาก

เดินทางกลับจากต่างประเทศ ในปี ค .ศ . 1987 ประเทศนอร์เวย์และฟินแลนด์ เกิดการระบาดของ 

S.typhimurium สาเหตุมาจากการปนเป้ือนของเช้ือในช็อกโกเลต (Kapperud และคณะ, 1990) ในปี ค.ศ. 

1992 Torensma และคณะไดท้  าการศึกษาและคน้ควา้ พบวา่จ านวนเช้ือ Salmonella spp. ปริมาณนอ้ยกวา่ 10 

เซลล์ในช็อกโกแลต 100 กรัม สามารถก่อให้เกิดอาการของโรคได ้จากการศึกษาของเกรียงศกัด์ิ สายธนู 

และ อรุณ บ่างตระกูลนนท์ ในปี 2541 ไดป้ระมาณจ านวนผูป่้วย Salmonellosis จากโรคอุจจาระร่วง โรค

อาหารเป็นพิษ โรคบิด โรคไขแ้อนเทซิสและโรคไขไ้ม่ทราบสาเหตุ ซ่ึงพบวา่เม่ือปี 2550 – 2555 มีจ านวนถึง 

45,192 – 632,684 ราย หรือคิดเป็น 76-1,057 รายต่อประชากรหน่ึงแสนคน 

 

จากรายงานข่าวล่าสุดของการติดเช้ือ Salmonella ปี 2557 ในประเทศไทยท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ มีการปนเป้ือน

ของเช้ือซลัโมเนลลาในขา้วมนัไก่ โดยพบผูป่้วยจากการรับประทานขา้วมนัไก่รวม 6 คร้ัง ระบาดคร้ังละ 
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400-500 คน ทั้งหมดมีอาการติดเช้ือโรคซลัโมเนลลา ทั้งน้ีเน่ืองจากเน้ือไก่และเลือดไก่บูดเน่าไดง่้าย 

โดยเฉพาะในช่วงน้ีประเทศไทยมีสภาพอากาศท่ีร้อนมากข้ึน การรับประทานขา้วมนัไก่ท่ีมีการติดเช้ือ

ดงักล่าวเม่ือร่างกายรับเช้ือ  เช้ือโรคจะมุ่งเขา้สู่เซลลน์ ้าเหลืองของล าไส้เล็ก และจะเจริญแบ่งตวัท่ีนัน่ แต่ยงั

ไม่มีอาการ เพราะเป็นระยะฟักตวั หลงัจากนั้นเช้ือจะแพร่เขา้สู่กระแสเลือดกระจายสู่ส่วนต่างๆ ของ

ร่างกาย  และเร่ิมแสดงอาการหลงับริโภคประมาณ 6-48 ชัว่โมง  มีอาการอยูใ่นระหวา่ง 1-5 วนั นอกจากน้ียงั

มีเหตุการณ์ในท านองเดียวกนัเกิดข้ึนโดยพบการปนเป้ือนของ Salmonella ในไข่ตม้ท่ีน ามาใหน้กัเรียนท่ี

จงัหวดัเชียงใหม่ ท าใหเ้ด็กนกัเรียนโรงเรียนศึกษาสงเคราะห์เชียงใหม่ เกิดอาการทอ้งร่วงอยา่งรุนแรงพร้อม 

ๆ กนัจ านวนมาก เกิดการติดเช้ืออยา่งรุนแรงน าส่งโรงพยาบาลกวา่ 500 คน หลงัจากท่ีรับประทานอาหารไข่

ตม้ ซ่ึงไดรั้บบริจาคจากผูท่ี้น าไข่ไปแกบ้น แลว้น ามาใหน้กัเรียนรับประทาน โดยอาการของเด็กส่วนใหญ่มี

อาการโลหิตเป็นพิษ จากการไดรั้บเช้ือ "ซัลโมเนลลา" 

 

รูปที่ 1.1 (ก) พบการระบาดของเช้ือโรคซาลโมเนลลาเน่ืองจากการบริโภคขา้วมนัไก่ โดยพบผูป่้วยรวม 6 

คร้ัง ระบาดคร้ังละ 400-500 คน โดยเฉพาะในช่วงน้ีประเทศไทยมีสภาพอากาศท่ีร้อนมากข้ึน ดงันั้นการ

รับประทานขา้วมนัไก่ควรกินท่ีปรุงเสร็จภายในไม่เกิน 4 ชัว่โมง ขา้ว ไก่ ตอ้งร้อน รวมทั้งเลือดตอ้งตม้ให้

สุก (ข) นกัเรียนท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ โรงเรียนศึกษาสงเคราะห์เชียงใหม่ เกิดอาการทอ้งร่วงอยา่งรุนแรงพร้อม 

ๆ กนัจ านวนมาก เกิดการติดเช้ืออยา่งรุนแรงน าส่งโรงพยาบาลกวา่ 500 คน หลงัจากท่ีรับประทานไข่ตม้ ซ่ึง

ไดรั้บบริจาคจากผูท่ี้น าไข่ไปแกบ้น แลว้น ามาให้นกัเรียนรับประทาน โดยไม่ผ่านการให้ความร้อนก่อน

บริโภค โดยอาการของเด็กส่วนใหญ่มีอาการโลหิตเป็นพิษ จากผลการตรวจไข่ตม้ รวมทั้งสารคดัหลัง่ ทั้ง

อุจจาระและเลือดนั้นพบการปนเป้ือนของ "ซลัโมเนลลา" 

(ก) (ข) 
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              จากการแพร่ระบาดของ Salmonella ท่ีเกิดข้ึนในหลายแห่งท าใหเ้ห็นวา่เช้ือจุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดโรค

ทางเดินอาหารประเภทน้ีมีอยู่ทัว่ไป การปนเป้ือนท่ีมากบัวตัถุดิบในการผลิตอาหารเป็นปัจจยัหลกัในการ

แพร่ระบาดของเช้ือชนิดน้ี โรงงานอุตสาหกรรมอาหารขนาดใหญ่และโรงงานส่งออกอาหารและผลิตสินคา้

แปรรูปเกษตรขนาดกลาง-เล็กในประเทศไทยจึงมีโอกาสประสบปัญหาการปนเป้ือนของ Salmonella ใน

โรงงานอาหารส่งออก เช่น โรงเชือดไก่ หรือแปรรูปเน้ือไก่ส่งออก รวมถึงโรงงานผลิตอาหารพร้อม

รับประทานแช่แข็งส่งออก (Frozen ready-to-eat manufacturers) ด้วยกันทั้งน้ัน ดังนั้นวิธีการหน่ึงท่ีมี

บทบาทส าคญัมากในการตรวจสอบและป้องกนัปัญหาดงักล่าวก็คือ การตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ 

Salmonella ในอาหารอย่างรวดเร็วและแม่นย าก่อนอาหารจะถูกส่งไปยังผู้บริโภคเป็นวิธีการป้องกันปัญหา

การแพร่ระบาดของซัลโมเนลลาได้ดีที่สุด ดังน้ันในปัจจุบันจึงมีความพยายามในการพัฒนาและปรับปรุง

วิธีการตรวจสอบซัลโมเนลลาในตัวอย่างอาหารให้มีประสิทธิภาพสูงสุด ซ่ึงในปัจจุบนัจะมีวิธีทดสอบท่ี

รวดเร็ว (rapid test) ส าหรับแบคทีเรียซลัโมเนลลาท่ีปนเป้ือนในอาหารหลายวธีิ อยา่งไรก็ตามแต่ละวธีิยงัคง

มีปัญหาเก่ียวกบัความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) โดยตอ้งมีแบคทีเรียซลัโมเนลลาความ

เขม้ขน้ 104 - 106 เซลล/์มิลลิลิตร จึงจะใหผ้ลบวก นอกจากน้ีมีการน าเทคนิคพีซีอาร์ (PCR, polymerase chain 

reaction) มาใชต้รวจสอบแบคทีเรียซลัโมเนลลาซ่ึงไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากเป็นวธีิท่ีรวดเร็ว

และน่าเช่ือถือ อยา่งไรก็ตามงานวจิยัเก่ียวกบัการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบแบคทีเรียซลัโมเนลลาท่ีเคย

มีรายงานมาจะต้องสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียก่อน ซ่ึงเป็นการเพิ่มขั้นตอนและเสียเวลามากขึ้นและมี

ค่าใ ช้ จ่ายสูง  เ น่ืองจากชุดทดสอบน้ีต้องน า เข้าจากต่างประเทศท่ีมีราคาแพง เ ช่น Singlepath® 

SALMONELLA (MERCK, Germany) โดย 1 ชุด สามารถวิเคราะห์ได้ 20 ตวัอย่าง ราคาประมาณ 10,000 

บาท (ตวัอย่างละ 500) เป็นตน้ ซ่ึงชุดตรวจสอบ 1 ชุด จะสามารถตรวจสอบเช้ือไดช้นิดเดียว หากตอ้งการ

ตรวจสอบเช้ือชนิดอ่ืนจะต้องซ้ือชุดตรวจสอบส าหรับเช้ือนั้น ๆ ใหม่ ในขณะท่ีวิธีการตรวจสอบซัล

โมเนลลาในตัวอย่างอาหารทีอ่าศัยหลกัการเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเช้ือ (Culture-based method) จัดว่าเป็น

วิธีการที่มีประสิทธิภาพ และได้รับการรับรองจากหน่วยงานอาหารสากลต่างๆ อาทิเช่น องค์กรระหว่าง

ประเทศว่าด้วยการมาตรฐาน (International standard organization, ISO)  คู่มือการวิเคราะห์แบคทีเรีย 

(Bacteriological Analytical Manual, BAM) และ เอ โอ เ อ ซี  ( the Association of Official Analytical 

Chemists, AOAC) เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามวิธีการวิเคราะห์โดยอาศัยหลักการเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเช้ือ



4 

 

น้ัน ยงัมีข้อเสียคือใช้เวลาในการอ่านผลเบื้องต้นนานถึง 3 วนั ท าให้ไม่เหมาะทีจ่ะใช้ตรวจสอบอาหารทีม่ีอายุ

การเกบ็รักษาส้ัน (Mcpherson et al., 1991) หรืออาหารทีต้่องการทราบผลการวเิคราะห์ทีร่วดเร็ว  

 

 ดงันั้นการพฒันาใชว้ิธีการอ่ืนท่ีให้ผลการตรวจสอบท่ีถูกตอ้งและแม่นย  า รวมทั้งมีความไวใกลเ้คียง เท่ากบั 

หรือดีกวา่วธีิมาตรฐาน จึงเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจ ทั้งน้ีเม่ือพิจารณาขั้นตอนในการวเิคราะห์เช้ือซัลโมเนลลา 

ประกอบไปด้วย การเลีย้งในอาหารเหลวไม่จ าเพาะเพ่ือเพิ่มจ านวนเช้ือ จากน้ันในขั้นตอนที่สอง น ามาเลีย้ง

ในอาหารเหลวจ าเพาะซ่ึงมีสารยับยั้งหรือลดจ านวนจุลินทรีย์อ่ืนๆที่ไม่ใช่ซัลโมเนลลา แต่ในขณะเดียวกันก็

เพิ่มจ านวนซัลโมเนลลา และในขั้นตอนที่สามคือ น าไปคัดแยกบนอาหารแข็งจ าเพาะ โดยโคโลนีของซัล

โมเนลลาจะให้สีจ าเพาะแตกต่างจากจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืน จาก protocol วธีิการวเิคราะห์จะเห็นไดว้า่ขั้นตอนท่ีมี

ความส าคญัในการวิเคราะห์การปนเป้ือนของซลัโมเนลลาในอาหาร คือ ขั้นตอนท่ี 1 และ 2 โดยขั้นตอนท่ี 1 

ซ่ึงเป็นการเล้ียงในอาหารเหลวไม่จ  าเพาะ (Pre-enrichment or non-selective enrichment) เพื่อเพิ่มจ านวนซลั

โมเนลลาทั้งท่ีไดรั้บบาดเจ็บและไม่บาดเจ็บ เน่ืองจากในธรรมชาติสามารถพบซลัโมเนลลาปนเป้ือนอยู่ใน

ปริมาณน้อยมาก อีกทั้งอาจเกิดการบาดเจ็บจากการผ่านกระบวนการการผลิต ในขั้นตอนที่สอง ปัจจุบัน

อาหารเหลวจ าเพาะในขั้นตอนนี้น้ัน มีประสิทธิภาพและความแม่นย าแตกต่างกันและมีข้อจ ากัดในการ

คัดเลือกซัลโมเนลลาบางซีโรวาร์ (Serovars) อาทเิช่น อาหารอาร์วเีอส (RVS) หรืออาหารในกลุ่มเดียวกนั อา

หารเอม็เคททีีเอ็น (MKTTn) หรืออาหารในกลุ่มเดียวกนั ไม่เหมาะส าหรับการคัดเลือกซัลโมเนลลา ไทฟี (S. 

Typhi) ในขณะที่ อาหารเอสซี (SC) ไม่เหมาะส าหรับการคัดเลือกซัลโมเนลลาในหลายซีโรวาร์ แต่เหมาะ

ส าหรับการคัดเลือกซัลโมเนลลา แกลลินาลั่ม (S. Gallinarum) และซัลโมเนลลา ไทฟี (S. Typhi) ดังน้ัน

มาตรฐานต่างๆจึงแนะน าให้ใช้อาหารอย่างน้อยสองชนิดร่วมกัน ตามชนิดตัวอย่างอาหารที่ปนเป้ือนและ

ชนิดซีโรวาร์ของซัลโมเนลลาทีส่งสัย แม้ว่าจะใช้อาหารร่วมกนัดังกล่าวแต่การอ่านผลการทดสอบยงัคงต้อง

น าไปคัดแยกบนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะและใช้เวลาอ่านผลเป็นเวลาเพิ่มเติมอกี 1 วนัและแม้ว่าจะมีความ

พยายามปรับปรุงสูตรอาหารให้มีประสิทธิภาพและมีความจ าเพาะมากขึ้น แต่อย่างไรก็ตามก็ยังมีรายงาน

การระบาดของซัลโมเนลลาจากการรับประทานอาหารที่ปนเป้ือนซัลโมเนลลาเกิดขึ้นในหลายๆประเทศทั่ว

โลก ทั้งน้ีจะเห็นไดว้่าดว้ยขอ้จ ากดัท่ีเกิดข้ึนในวิธีการวิเคราะห์จะส่งผลกระทบกบัความแม่นย  าและความ

ถูกตอ้งในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Salmonella ซ่ึงอาจส่งผลกระทบใหไ้ม่สามารถท่ีจะควบคุมการระบาดของ
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การติดเช้ือและส่งผลกระทบภาพรวมของเศรษฐกิจท่ีมีการตีกลบัของสินคา้เน่ืองจากมีการตรวจพบเช้ือท่ี

ปลายทางของผลิตภณัฑ ์ 

  

           งานวิจัยน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อบูรณาการพฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีประสิทธิภาพโดย

อาศยัปฏิริยาทางชีวเคมีของซัลลาโมเนลลา เช่น ปฏิกริยาการใช้กรดอะมิโนร่วมกบัการใช้สารยบัย ั้งการ

เจริญของแบคทีเรียแข่งขนั เพื่อเพิ่มความจ าเพาะของอาหารต่อการตรวจสอบและบ่งช้ีการเกิดปฏิกิริยาโดย

อาศยัพีเอชอินดิเคเตอร์ การเปล่ียนสีดงักล่าวสามารถตรวจวดัไดโ้ดยประยกุตใ์ชอุ้ปกรณ์ 96-microwell plate 

เพื่อการวดัการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของอาหารโดยเคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ 

(Microplate reader) สามารถวดัตวัอย่างไดค้ร้ังละ 96 ตวัอย่าง ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงเป็นการบูรณาการปัจจยั

ภาพรวมท่ีมีผลต่อการตรวจวิเคราะห์เช้ือ เพื่อพฒันาชุดอาหารเหลวจ าเพาะท่ีสามารถบ่งช้ีการปนเป้ือน

ของซลัโมเนลลาเบ้ืองตน้ ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง รวดเร็วและแม่นย  า รวมทั้งมีประสิทธิภาพใกลเ้คียง เท่ากบัหรือ

ดีกว่าวิธีมาตรฐาน (conventional method) หรือวิธีการท่ีรวดเร็วซ่ึงอาศยัหลกัการอ่ืน นับเป็นวิธีการท่ีจะ

ปฏิรูปการวเิคราะห์ Salmonella ในกลุ่มท่ีก่อใหเ้กิดโรคไดเ้ป็นอยา่งดี ความส าเร็จท่ีเกิดข้ึนจะเป็นประโยชน์

ต่ออุตสาหกรรมอาหารส าเร็จรูปแช่แข็ง (Frozen ready-to-eat products) โรงเชือดไก่ (Chicken Slaughter 

house) และโรงงานไก่แปรรูป (Chicken Further Factory) ท  าให้สามารถวิธีเคราะห์ตวัอย่างไดจ้  านวนมาก 

ให้ผลการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว ถูกตอ้ง ช่วยลดค่าใชจ่้ายในการเก็บรักษาก่อนส่งจ าหน่าย นอกจากน้ียงัเป็น

ประโยชน์กบัหน่วยงานท่ีรับตรวจสอบความปลอดภยัของอาหาร สามารถตรวจสอบอาหารไดที้ละหลาย

ตวัอยา่งในเวลาเดียวกนั สุดทา้ยคือความปลอดภยัแก่ผูบ้ริโภคทั้งภายในและต่างประเทศ และเป็นการเพิ่ม

ศกัยภาพในการประกนัความปลอดภยัของอาหารส่งออก  

          โดยทางคณะผูว้ิจยัมีความร่วมมือทางวิชาการกบัโรงงานอุตสากรรมอาหารแปรรูปแช่แข็งเพื่อการ

ส่งออก อาทิเช่น บริษทั บูโอโน่ (ประเทศไทย) จ ากดั, บริษทั ศิริมานิต จ ากดั เป็นตน้ ทางบริษทัฯมีความ

ตอ้งการใชว้ธีิการวเิคราะห์และสูตรอาหารท่ีมีประสิทธิภาพในดา้นต่างๆ ขา้งตน้มาประยกุตใ์ชใ้นระบบการ

ควบคุมและประกนัคุณภาพของทางโรงงาน ท าให้สามารถวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือซัลโมเนลล่าใน

ตวัอย่างอาหารส าเร็จรูปแช่แข็งส่งออกของทางบริษทั ซ่ึงทางคณะผูว้ิจยัจึงเล็งเห็นว่าแนวทางการวิจยั

ดงักล่าวจะสามารถแกไ้ขปัญหาและตอบโจทยใ์ห้กบัอุตสาหกรรมในทุกๆดา้น และท่ีส าคญัท่ีสุด คือการ

ประยกุตใ์ชว้ธีิการน้ีจะเป็นการแกปั้ญหาการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ในอาหารเชิงป้องกนั (Preventive 
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measures) แทนการแก้ไขปัญหา (Corrective approach) ท่ีปลายเหตุดงัพบเห็นได้ในส่ือทัว่ไปเม่ือเกิดการ

แพร่ระบาดท่ีบานปลายแลว้  

 

       1.2 วตัถุประสงค์และขอบเขตงานวจัิย 

1.2.1 พฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีประสิทธิภาพในการวเิคราะห์ Salmonella ส าหรับขั้นตอน
การเล้ียงในอาหารเหลวจ าเพาะ (Selective enrichment) ท่ีสามารถวเิคราะห์ดว้ยวธีิสเปกโตร
โฟโตเมตรี (Spectrophotometry) มีความถูกตอ้ง แม่นย  า รวดเร็ว และเหมาะกบัการวิเคราะห์
ตวัอยา่งในอุตสาหกรรมท่ีมีจ านวนมากและรวดเร็ว 

1.2.2 ปรับชุดตรวจสอบเช้ือจุลินทรียส์ าเร็จรูปและอุปกรณ์ท่ีเก่ียวขอ้งในการตรวจวิเคราะห์การ
ปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ท่ีสามารถวเิคราะห์ตวัอยา่งไดใ้นปริมาณมากโดยการประยกุตใ์ช ้
96 – well microplate และใหผ้ลวเิคราะห์ภายในเวลา 24 ชัว่โมงโดยใหผ้ลท่ีถูกตอ้งแม่นย  า
เทียบเท่าวธีิการมาตรฐาน 

1.2.3 เพื่อลดระยะเวลาและค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ส าหรับ
อุตสาหกรรมของไทยท าให้สามารถลดการน าเข้าชุดวิเคราะห์เช้ือส าเร็จรูปและสามารถ
วเิคราะห์ตวัอยา่งอาหารไดม้ากข้ึนและบ่อยคร้ังข้ึน 

1.2.4 พฒันาวธีิการท่ีเป็นมาตรฐานเพื่อใหส้ามารถตรวจวิเคราะห์และตรวจนบัการปนเป้ือนไดอ้ยา่ง
ถูกต้องและแม่นย  าเพื่อเป็นยุทธศาสตร์ในการเพิ่มความสามารถในการแข่งขันส่งออก
ผลิตภณัฑอ์าหารในประเทศไทย 

 

      1.3 ขอบเขตของงานวจัิย 

1.3.1 ศึกษาผลของชนิดสารยบัย ั้งแบคทีเรียแข่งขนัของซลัโมเนลลาท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ เพื่อ
เลือกชนิดและความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถจ าแนกซลัโมเนลลาและ
แบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆได ้ โดยอาศยัการตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงจากการเปล่ียนสีของ
อาหาร 

1.3.2 ศึกษาปัจจยัในการบ่มเพาะเช้ือ ไดแ้ก่ อุณหภูมิ พีเอช เป็นตน้ เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
เกิดปฏิกิริยาความสามารถในการใชก้รดอะมิโน 



7 

 

1.3.3 ทดสอบการใชอ้าหารเหลวจ าเพาะท่ีมีการพฒันาโดยใชร้ะบบการเกิดสีท่ีเกิดจากปฏิกิริยาการ
ใช้กรดอะมิโนกับตัวอย่างอาหารจากท้องตลาดและอุตสาหกรรมอาหาร โดยสอบเทียบ
ประสิทธิภาพของอาหารเหลวจ าเพาะร่วมกบัวิธีการใหม่ท่ีอาศยัหลกัการการลดขนาดของ
อาหารและตัวอย่าง (Miniaturization) ผ่านการประยุกต์ใช้ 96 – well microplate กับวิธีการ
มาตรฐานในการวิเคราะห์ซลัโมเนลลาในปัจจุบนั โดยอาศยัค่าการค านวณทางสถิติช่วยในการ
วเิคราะห์ผล  

1.3.4 น าเสนอรูปแบบวิธีการวิเคราะห์เช้ือซัลโมเนลลา (protocol) ตั้งแต่ต้นกระบวนน ้ า เพื่อให้
เหมาะสมกบัการประยุกตใ์ชใ้นโรงงานอุตสาหกรรมอาหารท่ีครอบคลุมทั้งกระบวนการผลิต 
เพื่อลดโอกาสการปนเป้ือนของเช้ือซลัโมเนลลา  

 

      1.4 ขอบเขตของงานวจัิย 

1.4.1 ไดอ้งค์ความรู้ใหม่ในการปฏิรูปการวิเคราะห์ซลัโมเนลลาโดยพฒันาอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อเพิ่ม

จ านวนดว้ยการทดแทนดว้ยวตัถุดิบทางการเกษตรท่ีหาไดใ้นประเทศไทยร่วมกบัเทคนิคการ

ประยกุตใ์ช ้สเปกโตรโฟโตเมตรีเพื่อตรวจหาการปนเป้ือนของซลัโมเนลลาโดยอาศยัปฏิกิริยา

ของเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลสจากการเปล่ียนสีของอาหารเหลวจ าเพาะ และเป็นพื้นฐานความรู้

ในการพฒันาสร้างนวตักรรมชุดตรวจวเิคราะห์เช้ือจุลินทรียก่์อโรคชนิดอ่ืน 

1.4.2 เพิ่มมูลค่าวตัถุดิบทางการเกษตรเป็นแนวทางในการต่อยอดไปสู่การแปรรูปผลิตภณัฑ์ท่ีมี

มูลค่าสูงข้ึน 

1.4.3 ไดร้ะบบการตรวจวเิคราะห์และสูตรอาหารส าหรับซลัโมเนลลา ในขั้นตอนการเพิ่ม 

จ านวนซลัโมเนลลาท่ีมีประสิทธิภาพ มีระยะเวลาในการรอผลวเิคราะห์สั้น แม่นย  า ท าให ้

อุตสาหกรรมท่ีเก่ียวขอ้งมีความมัน่ใจในการส่งสินคา้สู่ผูบ้ริโภค 

1.4.4 สร้างเทคนิคและวิธีการวิเคราะห์ระดับจุลภาคท าให้สามารถวิเคราะห์จ านวนตวัอย่างได้

ปริมาณมากและมีความถ่ีเพิ่มข้ึน 

1.4.5 เพิ่มโอกาสในการตรวจวิเคราะห์เช้ือซลัโมเนลลาไดอ้ยา่งแม่นย  าและถูกตอ้ง เน่ืองจากเป็นการ

วิจยับูรณาการภาพรวมปัจจยัท่ีมีผลต่อการตรวจวิเคราะห์เช้ือดังกล่าว สามารถวิเคราะห์
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ตวัอย่างได้มากซ ้ า สร้างความมัน่ใจให้กบัผลการวิเคราะห์ ลดความผิดพลาดท่ีเกิดจากการ

วเิคราะห์ การตีกลบัของสินคา้เป็นศูนย ์

1.4.6 เทคนิควิธีการตรวจวิเคราะห์ ผูป้ระกอบการและลูกคา้ให้การยอมรับเทียบเท่าไดก้บัวิธี

มาตรฐานท่ีใช้ในปัจจุบนั 

1.4.7 โรงงานอุตสาหกรรมทั้งขนาดกลางและขนาดเล็ก สามารถน านวตักรรมไปประยุกต์ใชไ้ด้

จริง เพื่อทดแทนเทคโนโลยีท่ีใช้อยู่ในปัจจุบนัซ่ึงราคาค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ค่อนขา้งสูง

เน่ืองจากตอ้งน าเขา้อาหารเล้ียงเช้ือจากต่างประเทศ 

1.4.8 ได้วิธีการท่ีมีการพฒันาให้ได้มาตรฐาน เป็นยุทธศาสตร์ในการเพิ่มความสามารถในการ

แข่งขนัส่งออกผลิตภณัฑอ์าหารในประเทศไทย 
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บทที ่2 

เอกสารทีเ่กีย่วข้องกบัการศึกษา 

เอกสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการศึกษาจ าแนกไดด้งัน้ี   

2.1 จุลชีววทิยาของซลัโมเนลลา 
2.2 ลกัษณะของเช้ือซลัโมเนลล่าแหล่งท่ีอยูอ่าศยัตามธรรมชาติและนิสัยการเจริญเติบโต 
2.3 แหล่งท่ีอยูอ่าศยัของซลัโมเนลลา (Salmonella) 
2.4 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของซลัโมเนลลา 
2.5 การปนเป้ือนจากซลัโมเนลลาและการป้องกนั 
2.6 วธีิการจ าแนกและตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella spp. 
2.7 วธีิรวดเร็วในการตรวจหา Salmonella spp. 
2.8 การพฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะส าหรับซลัโมเนลลา 

 

ในบรรดาแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดการติดเช้ือและการระบาดในคนนั้นซาลโมเนลล่าเป็นแบคทีเรียท่ีมีการวิ

วฒันาขนานไปกบัวิวฒันาของมนุษยแ์ต่เดิมแบคทีเรียในกลุ่มน้ีส่วนใหญ่อาศยัอยูใ่นสัตวแ์ละก่อให้เกิดโรค

ในสัตวมี์เพียงไม่ก่ีชนิดเป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคในมนุษยโ์ดยตรงและอาศยัอยูใ่นคนแต่ปัจจุบนัน้ี

ซาลโมเนลล่าจากสัตวห์ลายชนิดท าให้เกิดการติดเช้ือในคนและอาศยัเป็นพาหะอยูในคนไดเ้ป็นเวลานาน

ทั้งน้ีเพราะซาลโมเนลล่าสามารถปรับตวัไดดี้ท าให้สามารถอยูไ่ดใ้นสภาวะแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลงไปใน

ปัจจุบนัไม่ว่าจะเป็นเร่ืองของเทคโนโลยีใหม่ๆเช่นการผลิตอาหารกระป๋องอาหารแช่แข็งหรือขบวนการ

ต่างๆในการเตรียมอาหารส าเร็จรูปทั้งอาหารท่ียงัไม่สุกและอาหารท่ีสุกแลว้ซ่ึงในปัจจุบนัเกิดข้ึนมากมาย

เพื่อสนองความตอ้งการของประชาชนท่ีเพิ่มข้ึนโดยเฉพาะอยา่งยิ่งประเทศไทยเป็นครัวอาหารโลกจ าเป็น

อยา่งยิ่งตอ้งควบคุมป้องกนัพร้อมทั้งหาทางหยุดย ั้งซลัโมเนลลามิให้แพร่กระจายไปในอาหารส่ิงแวดล้อม

ต่างๆเพิ่มข้ึนดงันั้นการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาจึงเป็นส่ิงท่ีทางโรงงานอุตสาหกรรมอาหารไม่

สามารถท่ีจะหลีกเล่ียงได ้

 

2.1 จุลชีววทิยาของซัลโมเนลลา 
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แบคทีเรียในกลุ่มน้ีจดัไดว้่าเป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคในมนุษยท่ี์พบไดทุ้กหนทุกแห่งและทัว่โลก

โดยเข้ามามีบทบาทไม่เฉพาะแต่ในคนและสัตว์เล้ียงของคนเท่านั้ นหากยงัพบได้ในสัตว์ทั่วๆไปเช่น

สัตวเ์ล้ือยคลานนกและแมลงต่างๆ เป็นแบคทีเรียกลุ่มใหญ่กลุ่มหน่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างเป็นแท่ง

สั้นไม่สร้างสปอร์  )รูปท่ี 2.1  (อยูใ่นสกุล  Enterobacteriaceae เช่นเดียวกบัเช้ือ E.coli  

Salmonella เดิมเรียกว่า paratyphoid bacteria เป็นจุลินทรีย์ ท่ีท  าให้เกิดโรคทั้งในมนุษย์และสัตว์ พบได้

ทัว่ไปในแต่ละปีถือวา่เป็นเช้ือก่อโรคท่ีเกิดข้ึนกบัประชากรต่างๆ ทัว่โลก แมว้า่มีผูว้จิยัหลายท่านไดก้ล่าวถึง 

นิเวศวิทยา สรีระวิทยา ระบาดวิทยา และวิธีการตรวจวิเคราะห์ส าหรับการแยกและการตรวจพิสูจน์ 

Salmonella ท่ีไดมี้การตีพิมพไ์ปแลว้จ านวนมาก แต่วิวฒันาการของ Salmonella ท าให้จ  าเป็นท่ีจะตอ้งมีการ

ปรับปรุงวิธีวิเคราะห์ให้ทนัสมยัอยูเ่สมอเพื่อน ามาซ่ึงความรู้ใหม่ๆ เก่ียวกบั Salmonella และผลเสียหายของ

โรคท่ีเกิดจาก Salmonella ท่ีมีความสัมพนัธ์กบัอาหาร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                           

                 รูปที่ 2.1 แฟลกเจลลา (flagella) ท่ีใชใ้นการเคล่ือนท่ี )ก(  

                  และลกัษณะของเช้ือSalmonellaเม่ือส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ )ข(  

 
ประวติัของเช้ือซลัโมเนลล่าเดิมเรียกวา่ paratyphoid bacteria ส่วนช่ือสกุลไดเ้ปล่ียนไปโดยตั้งให้เป็นเกียรติ 

D.E.Salmon นกัแบคทีเรียชาวอเมริกนัซ่ึงไดร่้วมกบั Theobald Smith ท่ีไดท้  าการแยกเช้ือน้ีจากสุกรท่ีป่วย

โรคอหิวาตเ์ช้ือท่ีแยกไดน้ี้ต่อมาเรียกวา่ Salmonella Choleraesuis ใน ค.ศ.1885 และในปี ค.ศ.1888 Gartner 

แยกเช้ือไดจ้ากมา้มผูป่้วยท่ีตายดว้ยโรคอาหารเป็นพิษระบาดในประเทศเยอรมนัคือ Salmonella Enteritidis 

(ก) (ข) 
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ปี ค.ศ. 1892 Loffler แยก Salmonella Typhimurium ไดจ้ากหนูขาวท่ีมีอาการโรคคลา้ยไทฟอยดจ์นกระทัง่ 

Schottmiille สามารถแยกถึงความแตกต่างระหวา่ง Salmonella Paratyphi A และ Salmonella Paratyphi B ได้

ในปี 1990 การคน้พบ Salmonella สายพนัธ์ุใหม่ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยและสัตวท่ี์ป่วยดว้ยโรคต่างๆ มีมากข้ึนท า

ใหเ้กิดความยุง่ยากในการตั้งช่ือสายพนัธ์ุใหม่ๆ เหล่าน้ีจนกระทัง่ในปี ค.ศ. 1926 Kauffmann, Edwards และ 

Ewing ไดร่้วมกนัจดัท าหนงัสือ Kauffmann – White Schema ข้ึนเพื่อเป็นเอกสารส าคญัแยกลกัษณะทาง

แอนติเจนของ Salmonella (Ewing, 1986) 

 
ในยุคตน้ของศษตวรรษท่ี 19 นกัพยาธิวิทยาคลินิคในฝร่ังเศส ไดร้ายงานถึงความสัมพนัธ์ของการเป็นแผล

ในล าไส้ของมนุษยก์บัการเป็นโรคติดต่อเป็นคร้ังแรก ซ่ึงโรคท่ีถูกตรวจพบได้แก่ ไขไ้ทฟอยด์ (typhoid 

fever) ต่อมาไดมี้การแยกและอธิบายลกัษณะของ typhoid bacillus โดยชาวยุโรป พบว่า เช้ือน้ีเป็นตน้เหตุ

ของไขไ้ทฟอยด์ และต่อมาไดพ้ิสูจน์วา่มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัพาราไทฟอยด์ (paratyphoid organisms) 

(D’ Aoust, 1989; Le Minor,1981) คศ. 1885 D.E. Salmon นกัแบคทีเรียชาวอเมริกนั ร่วมกบั Theobald Smit 

ไดแ้ยก Bacillus cholera – sius ในปัจจุบนัไดแ้ก่ Salmonella enteric ซีโรวาร์ Choleraesuis จากสุกรท่ีป่วย

ด้วยโรคอหิวาต์ (Le Minor, 1981) ค.ศ. 1888 Gartner แยกเช้ือ S. Enteritidis จากมา้มของผูป่้วยท่ีตายด้วย

โรคอาหารเป็นพิษระบาดในประเทศเยอรมนั ค .ศ. 1892 Loffler แยกเช้ือ Typhimurium ไดจ้ากโรคท่ีคลา้ย

ไทฟอยด์ในหนูขาว ต่อมาการพฒันาดา้นความรู้เก่ียวกบัเช้ือน้ีมีมากจนกระทัง่ Schottmiller สามารถแยก

ความแตกต่างระหว่าง S. Paratyphi A และ S. Paratyphi B ไดใ้นปี ค.ศ. 1900 (อรุณ บ่างตระกูลนนาท์และ

คณะ, 2540) 

การคน้พบ Salmonella สายพนัธ์ุใหม่มีมากข้ึน ท าให้เกิดความยุ่งยากในการตั้งช่ือสายพนัธ์ุใหม่ๆ เหล่าน้ี 

White (1926) เป็นคนแรกท่ีเสนอ antigenic scheme ส าหรับการแบ่งประเภทของ Salmonella และต่อมา 

Kauffmann, Edwards และ Ewing ไดร่้วมมือกบัอนุกรรมการจดัท าหนงัสือ Kauffmann-White Schema ข้ึน

ในปี ค.ศ. 1955 เพื่อใชแ้ยกลกัษณะทางแอนติเจนของ Salmonella ซ่ึงมีการรวบรวม Salmonella ไวม้ากกวา่ 

2,400 ซีโรวาร์ (Popoff et al., 2000) การตั้งช่ือ Salmonella ได้ก าหนดเป็นมาตรฐานตามขอ้ตกลงระหว่าง

ชาติ โดยเห็นพอ้งตอ้งกนัใชช่ื้อน้ี และเร่ิมใชช่ื้อน้ีทัว่ไปตั้งแต่ปี ค.ศ. 1955 เป็นตน้มา (อรุณ บ่างตระกูลนนท์

และคณะ, 2540) 

2.1.1 สัณฐานวิทยา 
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Salmonella เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน ไม่สร้างสปอร์ มีขนาด 0.7 – 1.5 ไมโครเมตร ยาว 2.0 – 5.0 

ไมโครเมตร เจริญไดดี้ทั้งในสภาพท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultative anarobe) ไม่สร้างแคปซูล เคล่ือนท่ี

ดว้ยแฟลกเจลลาท่ียาวและมีอยู่รอบเซลล์ (peritrichous flagella) และบางสายพนัธ์ุไม่สามารถเคล่ือนท่ีได้

และสร้างไฮโดรเจนซลัไฟต ์เช่น S. Gallinarum  อุณหภูมิท่ีเจริญได ้37 – 45 องศาเซลเซียส โดยเจริญไดดี้ท่ี

อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เจริญไดใ้นช่วงความเป็น กรด – ด่าง 4.5 – 9.0 ความช้ืน (Aw) ท่ีเหมาะสมต่อการ

เจริญ ประมาณ 0.93 – 0.99 ภายใตอุ้ณหภูมิและอาหารท่ีเหมาะสม Salmonella ไม่ทนความร้อน ถูกท าลาย

ไดท่ี้อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง หรือ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 – 20 นาที หรือท่ี 62 องศา

เซลเซียส นาน 4 นาที การใชค้วามเยน็หรืออุณหภูมิต ่าไม่สามารถท าลาย Salmonella เพียงแต่ไปยบัย ั้งการ

เจริญของเช้ือเท่านั้น 

2.1.2 การเรียกช่ือ 

การเขียนหรือพิมพ์ช่ือซีโรวาร์เปล่ียนจากการใช้ตัวอักษรเล็กและตัวพิมพ์เอียงเป็นอักษรใหญ่ เช่น 

Salmonella typhimurium เปล่ียนเป็น Salmonella Typhimurium นอกจากน้ีในบางซีโรวาร์ มี Phage เขา้ไป

แทนท่ีท าให้ antigen เปล่ียนไปซ่ึงระบบเดิมจะเปล่ียนช่ือเป็นซีโรวาร์ใหม่ แต่ละระบบใหม่จะไม่มีการ

เปล่ียนช่ือซีโรวาร์ เช่น Salmonella ซ่ึงมี O antigen 3,10 เม่ือมี phage E15 และ phage E34 เขา้แทรกจะท าให้ 

factor O:15 หรือ O:15, 34 เข้าแทนท่ี factor O:10 ซ่ึงเดิม  Salmonella O:3, 15 จะจัดอยู่ใน group E2 และ 

Salmonella O:3, 15, 34 จะจัดอยู่ใน group E3  แต่ในปัจุบันจะจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ O:3, 10 (groupE1) 

เท่านั้น แต่ใหเ้ขียน factor O:15 และ O:15, 34 อยูใ่นวงเล็บ เช่น  

ระบบเดิม  S. Anatum3, 10:e, h:1,6 (มี O Antigen group E1)  

                  S. Newington3, 15:e, h:1,6 (มี O Antigen group E2) 

                  S. Minneapolis3, 15, 34:e,  h:1,6 (มี O Antigen group E3) 

ระบบใหม่ จดั Salmonella O group E2 และ E3 รวมกบั group O:3, 10(E1) 

โดยใหเ้ขียน factor O:15 และ factor O:15, 34 อยูใ่นวงเล็บ 

ดงันั้น S. Anatum, S. Newington และ S. Minneapolis จึงมีช่ือเดียวกนั 

คือ S. Anatum 3,10(15)(15,34):eh:1,6 (อรุณ บ่างตระกูลนนทแ์ละคณะ, 2540) 
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2.1.3 การจัดแบ่งประเภท 

จีนสั Salmonella จดัอยูใ่น family Enterobactericeae ภายในจีนสัเดียวกนัตามรายงานของ WHO 

Collaborating Center for Reference and Research on Salmonella, Institute Pasteur ประเทศฝร่ังเศส 

รายงานเร่ือง Antigenic formulas of the Salmonella serovars 1987 ไดจ้ดัอนุกรมวธิานของ genus 

Salmonella และสรุปวา่ Salmonella มีเพียง 1 species และแบ่งออกเป็น 7subspecies คือ , , a , b, 

V, V และ VI มีรายละเอียดดงัน้ี 

Subspecies   Salmonella enterica subspecies enterica  

Subspecies  Salmonella enterica subspecies salamae 

Subspecies a Salmonella enterica subspecies arizonae 

Subspecies b Salmonella enterica subspecies diarizanae 

Subspecies V Salmonella enteric subspecies bongori 

Subspecies V Salmonella enterica subspecies indica 
จ านวนซีโรวาร์ ของ Salmonella แต่ละ subspecies (1987) มีดงัน้ี 

Subspecies  จ านวน 1,299 ซีโรวาร์ 

Subspecies  จ านวน 445 ซีโรวาร์ 

Subspecies a จ านวน 91 ซีโรวาร์ 

Subspecies b จ านวน 296 ซีโรวาร์ 

Subspecies V จ านวน 59 ซีโรวาร์ 
Subspecies V จ านวน 14 ซีโรวาร์ 
Subspecies V จ านวน 9 ซีโรวาร์ 
รวม 2,213 ซีโรวาร์ 

Subspecies  เป็น Salmonella ท่ีพบในคนและสัตวเ์ลือดอุ่น ซ่ึงพบมากท่ีสุดจ านวน 1,299 ซีโรวาร์ ส าหรับ 

subspecies  - V เป็น Salmonella มาจากสัตวเ์ลือดเยน็และส่ิงแวดลอ้ม ประมาณ 914 ซีโรวาร์ ต่อมา 

World Health Organization (WHO) Collaborating Center for Reference and Research on Salmonella 

(Institut Pasteur, ประเทศฝร่ังเศส) ไดจ้ดั Taxonomy of genus Salmonella ใหม่สรุปวา่ Salmonella มี 2 สปี
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ชีส์ สปีชีส์ท่ี 1 ไดแ้ก่ S. enterica แบ่งออกเป็น 6 subspecies 2,480 ซีโรวาร์สปีชีส์ท่ี 2 ไดแ้ก่ S. bongori มี 

21 ซีโรวาร์ มีรายละเอียดดงัน้ี (Popoff, 2001) 

S.enterica subsp. enterica() จ านวน 1,478 ซีโรวาร์ 

S.enterica subsp.salamae () จ านวน 498 ซีโรวาร์ 

S.enterica subsp.arizonae (a) จ านวน 94 ซีโรวาร์ 

S.enterica subsp.diarizonae (b) จ านวน 327 ซีโรวาร์ 

S.enterica subsp.houtenae (V) จ านวน 71 ซีโรวาร์ 

S.enterica subsp.indica (V) จ านวน 12 ซีโรวาร์ 
S. bongori จ านวน 21 ซีโรวาร์ 
รวม 2,501 ซีโรวาร์ 

 

2.1.4 ลกัษณะทางซีร่ัมวิทยา 

ลกัษณะของแอนติเจนท่ีส าคญัของ Salmonella ใชเ้ป็นคุณสมบติัในการทดสอบทางซีร่ัมวทิยา มี 3 ชนิด 
ดงัน้ี 

1. โอ แอนติเจน หรือ โซมาติก แอนติเจน (O or somatic antigen) เป็นแอนติเจนท่ีเป็นส่วนประกอบของ
ผนงัเซล ์ประกอบดว้ยสารประกอบโพลีแซคคาไรดโ์ปรตีนและฟอสโฟลิปิด มีคุณสมบติัคือสามารถ
ทนความร้อนท่ี 100C นาน 2 ชัว่โมง 30 นาที ทนต่อเอธิลแอลกอฮอลเ์ขม้ขน้ 95% ทนต่อกรดเจือจาง 
ปฏิกริยาของโอ แอนติเจนกบัแอนติซีร่ัมจ าเพาะ จะมีลกัษณเป็น granular โอ แอนติเจนของ Salmonella 
ถูกจดัแบ่งเป็นกลุ่มต่างๆ ตามแบบของ Kauffiman White Schema 

2. เอช หรือแฟลกเจลลา แอนติเจน (H or flagella antigen) เป็นส่วนประกอบของสารประเภทโปรตีน มี
คุณสมบติั ถูกท าลายไดด้ว้ยความร้อนอุณหภูมิ 60C แอลกอฮอลแ์ละกรด ปฏิกริยาของเอช แอนติเจน
กบัแอนติซีร่ัมท่ีจ าเพาะ จะมีลกัษณะเป็น floccular เช้ือ Salmonella ส่วนมากจะมี H แอนติเจน 2 เฟส 
ไดแ้ก่ เฟส 1 เรียกวา่ เฟสจ าเพาะ (specific phase) และเฟส 2 เรียกวา่ เฟสไม่จ  าเพาะ (non specific 
phase) เพราะอาจตรวจไม่พบได ้

3. วโีอ แอนติเจน (Vi antigen) เป็นแอนติเจนท่ีคลุมอยูร่อบนอกโอ แอนติเจน คุณสมบติัของวโีอ 
แอนติเจน คือถูกท าลายเม่ือไดรั้บความร้อน กรด หรือฟีนอล โดยปกติเช้ือ Salmonella ท่ีมีวโีอ
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แอนติเจน จะท าใหเ้กิดอาการของโรครุนแรงกวา่เช้ือท่ีไม่มีวโีอ แอนติเจน เช้ือ Salmonella ท่ีมีวโีอ
แอนติเจนไดแ้ก่ S. Typhi, S. Paratyphi C และ S. Dublin 

2.1.5 การท าให้เกดิโรค 

Salmonella สามารถก่อให้เกิดโรคไดดี้ในผูท่ี้มีความตา้นทานต ่า หรือไดรั้บเช้ือเขา้สู่ร่างกายเป็นจ านวนมาก 

สาเหตุทัว่ไปของการติดเช้ือ เกิดจากการับประทานอาหารหรือน ้ าท่ีมีเช้ือปะปนเขา้ไป ผูท่ี้ไดรั้บเช้ืออาจมี

อาการหรือ ไม่มีอาการของโรคปรากฏอาการของโรคท่ีเกิดจาก Salmonella จ าแนกออกเป็น 3 แบบคือ 

2.1.5.1 Enteric fevers ไดแ้ก่ โรคไขไ้ทฟอยด์และพาราไทฟอยด์ เช้ือท่ีเป็นสาเหตุของ ไขไ้ทฟอยด์ ไดแ้ก่ S. 
Typhi เช้ือท่ีเป็นสาเหตุของโรคไขพ้าราไปฟอยด์ได้แก่ S. Paratyphi A, S. Paratyphi B, S. Paratyphi C ไข้
ไทฟอยด์และพาราไทฟอยด์จะเกิดข้ึนเฉพาะในคนเท่านั้น สาเหตุท่ีส าคญั ในการติดเช้ือคือได้รับเช้ือ
ปนเป้ือนเขา้ไปในอาหารและน ้ าด่ืมเช้ือจะเขา้สู่กระเพาะอาหาร ล าไส้เล็ก ไปตามทางเดินอาหาร ต่อม
น ้ าเหลือง และเขา้สู่ระบบหมุนเวียนโลหิต ผูป่้วยท่ีมีอาการเฉียบเพลนั สามารถตรวจพบเช้ือไดใ้นกระแส
โลหิต เช้ือสามารถเขา้ไปยงัอวยัวะต่างๆ ไดร้วมทั้งไต ไขกระดูก ล าไส้ ถุงน ้าดี เช้ือถูกขบัออกมากบัอุจจาระ 
และอาจพบไดใ้นปัสสาวะ เช้ือท าใหมี้อาการอกัเสบของ lymphoid tissue ต่างๆ บางคร้ังท าใหเ้ยือ่หุม้กระดูก 
ปอดมีการอกัเสบได ้ระยะฟักตวัของโรคประมาณ 10-14 วนั ปริมาณเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรคประมาณ 106 CFU 
(Fall, 2000) ผูป่้วยมีอาการไขสู้ง ปวดศีรษะ ปวดเม่ือย ตามตวั เซ่ืองซึม เบ่ืออาหาร มีอาการทอ้งอืดหรือ
ทอ้งผูก มา้มโต ต่อมาอาจมีอาการอุจจาระร่วง อาจมีเลือดปนกบัอุจจาระดว้ย ถา้มีการท าลายของเยือ่บุล าไส้
เป็นจ านวนมากอาจท าให้เกิดล าไส้ทะลุได ้ระยะของ ไข ้Enteric fevers นานประมาณ 3 – 4 สัปดาห์ โรค
พาราไทฟอยดมี์อาการของโรคคลา้ยไทฟอยดแ์ต่จะรุนแรงนอ้ยกวา่ จะก่อใหเ้กิดอาการ อุจจาระร่วงภายหลงั
รับประทานอาหารประมาณ 12 – 24 ชัว่โมง 

2.1.5.2 Septicemia เช้ือเขา้สู่กระแสโลหิตโดยตรงสามารถตรวจพบเช้ือในกระแสโลหิตโดยไม่มีอาการของ
โรคอุจจาระร่วง ผูป่้วยมีอาการเป็นไขสู้งเป็นระยะๆ ตบัและมา้มโต น ้ าหนักลด เซ่ืองซึม อาจท าให้เกิด
อาการปวดบวมเยือ่หุม้สมองอกัเสบ เยือ่บุล้ินหวัใจอกัเสบ เช้ือท่ีเป็นสาเหตุไดแ้ก่ S. Choleraesuis  

2.1.5.3 Gastroenteritis หรือ Enteritis เช้ือ Salmonella ส่วนมากจะท าให้เกิดอาการแบบน้ีโดยเช้ือปนเป้ือน
เขา้ไปกบัอาหารประเภทเน้ือสัตว ์ไข่ นมและผลิตภณัฑน์ม หรือส่ิงอ่ืนๆ ผูป่้วยเม่ือรับประทานอาหารท่ีมีเช้ือ
ปนเป้ือนเขา้ไปเช้ือจะแทรกเขา้ไปอยู่ในเน้ือเยื่อบุล าไส้ใหญ่ และล าไส้เล็กส่วนกลาง ระยะฟักตวัของเช้ือ
ประมาณ 6 – 48 ชัว่โมง ปริมาณเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรคประมาณ 108  CFU (Fall, 2000) ผูป่้วยจะมีอาการ ปวด
ทอ้ง คล่ืนไส้ อาเจียน ทอ้งร่วง มีไขเ้ล็กนอ้ย 
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2.1.6 ระบาดวทิยา 

การปนเป้ือนในอาหารเป็นวธีิการหลกัของการส่งผา่น non – typhoidal Salmonella  เพราะวา่ Salmonellosis 
เป็นโรคของสัตวท่ี์ติดต่อมาถึงคนไดแ้ละมีสัตวท่ี์เป็นพาหะจ านวนมาก สัตวท่ี์เป็นพาหะมากท่ีสุดไดแ้ก่ ไก่ 
หมูและววั นอกจากน้ีสัตวเ์ล้ียงและสัตวอ่ื์นๆ ทัว่ๆ ไปก็เป็นพาหะของเช้ือน้ี เพราะวา่ Salmonella สามารถ
อยูร่อดไดใ้นเน้ือและผลิตภณัฑจ์ากสัตวท่ี์ยงัไม่ผา่นความร้อน ผลิตภณัฑ์จากสัตวจึ์งเป็นพาหะหลกัของการ
ส่งผา่น Salmonella (Giannelia, 2000)  

 
2.2 ลกัษณะของเช้ือซัลโมเนลล่าแหล่งทีอ่ยู่อาศัยตามธรรมชาติและนิสัยการเจริญเติบโต 

ซัลโมเนลล่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างเป็นแท่งสั้ นไม่สร้างสปอร์อยู่ในสกุล  Enterobacteriaceae 

เช่นเดียวกับเช้ือ E.coli สมาชิกในสกุลน้ีเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีหรือไม่มีอากาศก็ได้ (facultative 

anaerobe) เคล่ือนท่ีไดโ้ดยอาศยัแซ่รอบตวั (peritrichous flagella) และอาศยัอยูใ่นล าไส้ของคน 

 

 2.3 แหล่งทีอ่ยู่อาศัยของซัลโมเนลลา (Salmonella) 
ซลัโมเนลลาอาศยัอยูใ่นทางเดินอาหารล าไส้ของสัตวต่์างๆ เช่น นกสัตวเ์ล้ือยคลานสัตวเ์ล้ียงคนและบางทีก็

พบในแมลงแมว้า่แหล่งก าเนิดของเช้ือคือล าไส้ของสัตวแ์ต่บ่อยคร้ังท่ีพบเช้ือซลัโมเนลล่าตามร่างกายส่วน

อ่ืนๆของสัตวด์ว้ย (Jay, 1996) เน่ืองจากสัตวจ์ะปล่อยเช้ือซลัโมเนลล่าผา่นทางอุจจาระซ่ึงจะแพร่ผา่นแมลง

และสัตวอ่ื์นๆ ขยายวงกวา้งออกไปดว้ยเหตุน้ีเช้ือซลัโมเนลล่าอาจพบในน ้ าโดยเฉพาะในน ้ าสกปรกและใน

อาหารท่ีมีแมลงวนัตอมเม่ือคนและสัตวบ์ริโภคอาหารและน ้ าท่ีมีเช้ือน้ีเขา้ไปบางคร้ังจะแสดงอาการป่วย

ออกมาแต่บางคร้ังก็กลายเป็นพาหนะ (carrier) คือไม่แสดงอาการป่วยทั้งๆท่ีมีเช้ือซลัโมเนลล่าอยูใ่นร่างกาย

มนุษยผ์ูน้ั้นอาจกลายเป็นพาหะของเช้ือต่อไปมนุษยแ์ละสัตวข์บัเช้ือซลัโมเนลล่าออกจากทางเดินอาหารทาง

อุจจาระ อรุณ บ่างตระกูลนนท์และคณะได้ท าการส ารวจอุจจาระของผูส้ัมผสัอาหารท่ีปฏิบัติงานใน

อุตสาหกรรมอาหารแช่แข็งพบอตัราผูเ้ป็นพาหะของเช้ือซลัโมเนลล่าสูงสุดร้อยละ 15.38 อตัราผูเ้ป็นพาหะ

ของเช้ือซัลโมเนลล่าสูงสุดในฤดูร้อนและต ่าสุดในฤดูฝน (อรุณบ่างตระกูลนนท์และคณะ, 2545) เช้ือซัล

โมเนลล่าในอุจจาระของมนุษยแ์ละสัตวส์ามารถแพร่กระจายไปในดินน ้าและส่ิงแวดลอ้มปนเป้ือนเขา้สู่ห่วง

โซ่อาหารได้หลายทางซ่ึงจะเป็นอนัตรายอย่างยิ่งถ้าน าสัตว์ท่ีมีเช้ือซัลโมเนลล่ามาใช้เป็นอาหารท าให้

ผูบ้ริโภคมีความเส่ียงสูงต่อการเกิดโรคอาหารเป็นพิษ  
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สถานการณ์ปัจจุบนัในประเทศไทยท่ียงัขาดการบริการทางห้องปฏิบติัการท่ีจะช่วยให้สามารถวินิจฉัยโรค

Salmonellosis ไดถู้กตอ้ง แม่นย  าและรวดเร็ว สวนทางกบัการเจริญเติบโตของอุตสาหกรรมผลิตเน้ือสัตว์

และอาหารส าเร็จรูปท่ีเห็นความส าคญัของการควบคุมคุณภาพดา้นจุลลินทรียม์ากนอ้ยต่างกนัตลอดจนการ

เคล่ือนตวัของประชากรเขา้สู่เมืองใหญ่ๆ และการเกิดธุรกิจการจ าหน่ายอาหารท่ีไม่ถูกสุขลกัษณะซ่ึงปรากฎ

ให้เห็นอยู่โดยทั่วไปเหล่าน้ีเป็นส่ิงท่ีควรจะคาดคะเนได้ว่าหากยงัไม่สามารถลดการปนเป้ือนของ 

Salmonella ในเคร่ืองอุปโภคของคนแล้วการติดเช้ือจาก Salmonella จะมีแต่การเพิ่มข้ึนให้เป็นอุสรรคต่อ

ความหวงัในการน าสาธารณสุขท่ีดีมาใหแ้ก่ประชากรชาวไทย (พนิดาชยัเนตร, 2531) 

 
2.4 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการเจริญเติบโตของซัลโมเนลลา 

2.4.1 อุณหภูมิ 

ซัลโมเนลล่าเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิปานกลางแมว้่าจะมีรายงานว่าเช้ือซัลโมเนลล่าในบางสายพนัธ์ุสามารถ

เจริญไดท่ี้อุณหภูมิต ่ากวา่ 5 องศาเซลเซียส (D’Aoust, 1991) ก็ตามส าหรับอุณหภูมิสูงสุดท่ีเช้ือน้ีเจริญไดคื้อ 

49.5 องศาเซลเซียส (ICMSF, 1996) ด้วยเหตุน้ีการปฏิบติัอย่างถูกต้องเพื่อเก็บรักษาอาหารร้อนหรืออุ่น

อาหารเพื่อให้ปลอดภยัจากเช้ือซลัโมเนลล่าตามท่ี USDA/FSIS แนะน าจึงใชอุ้ณหภูมิ 63 องศาเซลเซียสเป็น

เกณฑ ์(แมว้า่ในทฤษฎีท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสจะสามารถท าลายเช้ือซลัโมเนลล่าไดแ้ลว้ก็ตาม) 

 
2.4.2 pH  

ความสัมพนัธ์ระหว่างความเป็นกรด-ด่างกบัการเจริญเติบโตของเช้ือซลัโมเนลล่า พบวา่ค่า pH ต ่าสุดท่ีซัล

โมเนลลาชนิดท่ีทนกรดมากท่ีสุดจะเจริญไดอ้ยูท่ี่ pH 3.8 และ pH สูงสุดอยูท่ี่ 9.5 ช่วง pH ท่ีเช้ือซลัโมเนลล่า

ส่วนมากเจริญไดดี้อยูร่ะหวา่ง 7-7.5 ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสภาวะแวดลอ้มท่ีเช้ือเจริญเติบโตและชนิดของซลัโมเนล

ล่าแต่ละสปีชีส์ดว้ย จากการทดลองของชุงและก๊อฟเฟิร์ท (Chung and Goepfert,1970) พบวา่กรดท่ีใช้ปรับ 

pH ของอาหารเล้ียงเช้ือในห้องปฏิบติัการมีผลต่อการปรับตวัของเช้ือซลัโมเนลล่ากล่าวคือในกรณีท่ีใชก้รด

เกลือและกรดซิตริกปรับ pH เช้ือซลัโมเนลล่าปรับตวักบัการเปล่ียนแปลงของ pH ไดม้ากกวา่การใชก้รดน ้า

ส้มหรือกล่าวอีกนยัหน่ึงวา่เช้ือซลัโมเนลล่าไวต่อกรดน ้าส้มมากกวา่กรดเกลือและกรดซิตริก 

 

2.4.3 วอเตอร์แอคติวิต้ี (aw) 
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มีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือซลัโมเนลล่ากล่าวคือเช้ือซลัโมเนลล่าเจริญไดใ้นช่วงท่ีมี aw แคบมากคือค่า 

aw  ต ่าสุดอยูท่ี่ 0.94 ส่วนค่า aw สูงสุดอยูใ่นช่วง 0.99 – 1.00 ในสภาวะท่ีส่ิงแวดลอ้มเอ้ือต่อการเจริญเติบโต

ของเช้ือซัลโมเนลล่าเช่นมีอาหารเหมาะสมมี aw เหมาะสมมีอุณหภูมิเหมาะสมเช้ือซัลโมเนลล่าสามารถ

ปรับตวัต่อการเปล่ียนแปลงของ pH ไดม้ากกวา่ปกติฉะนั้นปัจจยัร่วม (Combined effects) จึงมีความส าคญั

ในแง่ของการประยกุตม์าใชเ้พื่อควบคุมเช้ือซลัโมเนลล่ามากกวา่ปัจจยัใดปัจจยัหน่ึงเพียงปัจจยัเดียว 

 
2.5 การปนเป้ือนจากซัลโมเนลลาและการป้องกัน 

2.5.1 ผลกระทบเชิงเศรษฐศาสตร์อนัเน่ืองมาจากการระบาดของโรค Salmonellosis  

การปนเป้ือนจากเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคในผลิตภณัฑ์อาหารถือเป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลกระทบต่อ

สังคมในเชิงเศรษฐศาสตร์และระบบสุขภาพของมนุษยใ์นกรุงเทพมหานคร มีผลงานวิจยัเก่ียวกบัการ

ตรวจหาซัลโมเนลลาท่ีปนเป้ือนในแหนมท่ีจ าหน่ายตามท้องตลาดและห้างสรรพสินค้า พบว่ามีซัล

โมเนลลาจ านวน 30 ตวัอย่างจากทั้งหมด 40 ตวัอย่าง (75%) ฉะนั้นเพื่อความปลอดภยัควรบริโภคแหนม

ฉายรังสี 

 
การตรวจพบซัลโมเนลลาปนเป้ือนในผกัสด ท าให้ต่างประเทศระงบัและสั่งห้ามน าเขา้สินคา้ผกัสดของ

ประเทศไทย ช่วงปลายเดือนกรกฏาคม พ .ศ . 2548 ประเทศไทยไดรั้บแจง้จากประเทศนอร์เวยห์้ามน าเขา้

สินคา้ผกัสดจากไทยเป็นการชัว่คราวจ านวน 8 ชนิด ไดแ้ก่ สะระแหน่ ตน้หอมผกัชีฝร่ัง ผกัชี โหระพา ใบ

จนัทร์หอม ผกัคะแยง และใบกระเพราเน่ืองจากตรวจพบเช้ือซลัโมเนลลาและอีโคไลปนเป้ือน ต่อมาเดือน

กนัยายน พ .ศ . 2548 ประเทศเดนมาร์กไดต้รวจพบจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิด ในใบกระเพรา โหระพาและผกัชีท่ี

น าเขา้จากประเทศไทยและตามมาดว้ยประเทศสวเีดนก็ตรวจพบเช้ือจุลินทรียใ์นผกัดงักล่าวเช่นกนั 

 

ในประเทศสหรัฐอเมริกามีการประเมินถึงผลกระทบค่าใชจ่้ายในการรักษาท่ีเกิดจากอาหารเป็นพิษสูงกว่า 

35 พนัลา้นดอลลาร์สหรัฐต่อปี รวมไปถึงการสูญเสียประสิทธิภาพในการท างาน (WHO, 2010) Economic 

Research Service (ERS) under United States Departmentof Agriculture (USDA) รายงานถึงจ านวนการ

แพร่ระบาดของโรค salmonellosis ในประเทศสหรัฐอเมริกาซ่ึงก่อให้เกิดการสูญเสียเป็นจ านวนเงินถึง 

2,646,750,437 ดอลลาร์สหรัฐ (Frenzen, 2009) และในปี 2008 พบการระบาดของโรค salmonellosis ท าให้

มีผูป่้วยกว่า 52,826 รายและเกิดการสูญเสียเป็นมูลค่า 2.6 พนัล้านดอลลาร์สหรัฐ (Anon, 2009) ซ่ึงการ
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ระบาดของโรค salmonellosis อนัเน่ืองมาจากเช้ือ Salmonellaแสดงให้เห็นถึงระบบสุขลกัษณะการผลิต

และการสุขาภิบาลท่ีไม่มีประสิทธิภาพซ่ึงก่อใหเ้กิดการปนเป้ือนจากเช้ือ Salmonella 

2.5.2 การควบคุมและการป้องกนัการปนเป้ือนจากเช้ือ Salmonella  

ตน้ก าเนิดของโรค salmonellosis เกิดจาการปนเป้ือนของเช้ือSalmonella ในวตัถุดิบจ าพวกไข่ ไก่ ววั ท่ีมี

การปนเป้ือนขา้มมายงัผลิตภณัฑสุ์ดทา้ย ดงัตารางท่ี 2.1 

         ตารางที ่2.1 อาหารท่ีพบวา่สามารถเป็นสาเหตุการเกิดโรค salmonellosis ในประเทศสหรัฐอเมริการะหวา่ง  

ปี 1973-1978 

ชนิดของอาหาร จ านวนการระบาด (คร้ัง(  

เน้ือววั 
เน้ือไก่ 

เน้ือไก่งวง 
เน้ือหมู 
ไข่ 

ผลิตภณัฑน์ม 
ปลาและหอย 
ขนมอบ 

ผกัและผลไม ้
เคร่ืองด่ืม 
อาหารจีน 

อาหารแมกซิกนั 
อาหารอ่ืนๆ 

77 
30 
36 
25 
16 
50 
8 

12 
9 
4 
2 

10 
191 

   ท่ีมา: Ray (1996) 

การระบาดของโรคน้ีเกิดจากการรับประทานอาหารต่างๆ ท่ีอาจจะไดรั้บการปนเป้ือนของเช้ือโดยตรงหรือ

โดยออ้มจากอุจจาระของสัตวแ์ละมนุษย ์โดยการรับประทานอาหารดิบ หรือปรุงสุกไม่เพียงพอหรือเป็น

อาหารท่ีได้รับการปนเป้ือนซ ้ าภายหลงัการปรุงสุกด้วยความร้อน การปนเป้ือนแบบขา้มไปมา การปรุง

อาหารภายในบา้นและร้านอาหาร ก็เป็นหน่ึงในสาเหตุหลกัของการเกิดโรคน้ี ในส่วนของการพบเช้ือใน
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ผลิตภณัฑ์ประเภทผกัซ่ึงเช้ือจะปนเป้ือนผ่านทางน ้ าท่ีไม่สะอาดมาใช้ในการรดผกัหรือปุ๋ยต่างๆท่ีใส่บ ารุง

พืชผกัใหง้อกงามหรือการลา้งผกัดว้ยน ้าสกปรก 

2.6 วธีิการจ าแนกและตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella spp. 

การตรวจวิเคราะห์ Salmonella เร่ิมตน้จะท าให ้Salmonella แขง็แรงและเพิ่มจ านวน เน่ืองจาก Salmonella ท่ี

ปนเป้ือนในอาหารมีการบาดเจ็บหรืออ่อนแอเน่ืองจากกระบวนการแปรรูปอาหาร หรืออาจมีปริมาณเช้ือ

นอ้ยแต่เป็นเช้ือท่ียงัมีชีวติ และมีในปริมาณนอ้ย เม่ือเช้ือปนเป้ือนในอาหารและเขา้สู่ร่างกายของผูบ้ริโภคซ่ึง

มีสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม จะท าให้เช้ือสามารถเพิ่มจ านวนมากข้ึนและก่อให้เกิดโรคทางเดินอาหารได ้

การมีเช้ือปนเป้ือนในอาหารนอ้ย รวมทั้งการใชอ้าหารไม่เหมาะสมในการตรวจจะท าใหต้รวจไม่พบเช้ือ ซ่ึง

จะท าใหเ้ป็นการรายงานผลท่ีผดิพลาดวา่อาหารชนิดนั้นปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่2.2 แผนภาพแสดงกระบวนการตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella แบบดั้งเดิม 

รูปที ่2.2 แผนภาพแสดงกระบวนการตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella แบบดั้งเดิม 

ท่ีมา: Andrews and Hammack (1998) 
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ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Salmonellaแบ่งเป็น 5 ขั้นตอนดงัต่อไปน้ี (Andrews and Hammack, 1998; 

McLandsborough, 2005) 

 1. Pre-enrichment:ขั้นกระตุน้ใหเ้ช้ือท่ีบาดเจบ็แขง็แรงและเพิ่มจ านวน(24 ชัว่โมง) 

 2. Selective enrichment: ขั้นเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเลือกเฉพาะชนิด(48 ชัว่โมง) 

 3. Selective plating: ขั้นแยกเช้ือบนวุน้อาหารเลือกเฉพาะชนิด (48 ชัว่โมง) 

 4. Biochemical test: การทดสอบทางชีวเคมี (24 ชัว่โมง) 

 5. Serological test: การทดสอบทางซีโรวทิยา 

ขั้นท่ี 1) Pre-enrichment: ขั้นกระตุน้ใหเ้ช้ือบาดเจบ็แขง็แรง 

Pre-enrichment เป็นขั้นตอนเร่ิมต้น ซ่ึงตัวอย่างอาหารถูก enrichment ใน non-selective medium ในการ

ส่งเสริมเซลล ์Salmonella ท่ีไดรั้บบาดเจบ็ให้กลบัสมบูรณ์ดงัเดิม อีกทั้งยงัเสถียรต่อสภาวะทางกายภาพและ

ยอมให้มีการเพิ่มจ านวนของ Salmonella และจุลินทรีย์อ่ืนๆ Pre – enrichment broth มีหลายชนิดได้แก่ 

buffer peptone water, nutrient of lactose broths (ICMSF,1978), lactose broth, tryptone soya broth, nutrient 

broth ทั้ งน้ีอาจข้ึนอยู่กับมาตรฐานท่ีใช้ในการอ้างอิง ดังตารางท่ี 2.2 ถูกใช้เป็น Pre – enrichment broth 

ส าหรับตัวอย่างอาหารเกือบทั้งหมด ถึงแม้จะมีตัวอย่างอาหารบางชนิดท่ีต้องการอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี

ความจ าเพาะมากกว่า แต่ดูเหมือนว่าเวลาและอุณหภูมิมีความส าคัญมากกว่าการเลือกชนิดของ Pre – 

enrichment broth ระยะเวลาในการบ่มของ Pre – enrichment ทัว่ไปๆคือ 16 – 20 ชั่วโมง (D’Aoust et al., 

1992) Pre – enrichment broth ควรท่ีจะท าให้ Salmonella เจริญไดอ้ยา่งนอ้ย 105 CFU/ml เพื่อให้อยูร่อดจาก

ความเป็นพิษของ selective enrichment media (Chen et al., 1993)  

ตารางที ่2.2 แสดงอาหารเล้ียงเช้ือเหลวมาตรฐานท่ีใชใ้นการกระตุน้และคดัเลือกเช้ือ Salmonella 

Medium Commodity Standard Organization 
Bufferd Peptone Water (BPW) General purpose ISO, IDF 
BPW + Casein Chocolate ISO, APHA, AOAC/FDA 
Lactose Broth (LB) Eggs, frog legs APHA, AOAC/FDA 
LB + tergitol 7 or Triton X-100 Coconut, meat APHA, AOAC/FDA 
Skim milk + brilliant green Cacao, chocolate, candy AOAC/FDA 
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Tryptone Soya Broth (TSB) Spices, dried yeast AOAC/FDA 
TSB + 0.5% potassium sulphate Onion, garlic powder etc. AOAC/FDA 
Water + brilliant green Milk powder AOAC/FDA 

 

ISO = International Organization for Standardization; IDF = International Daily Federation; APHA = American Public 
Health Association; AOAC = American Association of Analytical Chemists; FDA = Food and Drug Agency 

ขั้นท่ี 2) Selective enrichment: ขั้นเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเลือกเฉพาะชนิด 

จุดมุ่งหมายของ Selective enrichment เป็นการเพิ่มจ านวนของ Salmonella และในเวลาเดียวกนั เป็นการลด

จุลินทรียท่ี์ไม่ใช่ Salmonella ใน ISO Standard 6579 ทั้ง Rappaport-Vassiliadis (RV broth) และ Selenite 

cystine (SC) broth ถูกใชเ้ป็น enrichment ของ Salmonella การเพิ่มปริมาณของ Selenite cystine (SC) broth 

ไม่มีผลใหเ้กิดการพบ Salmonella เพิ่มข้ึน (O’Donoghue and Winn, 1993) และในทางปฏิบติัเม่ือมีการใช ้

enrichment medium เพียงตวัเดียวจะมีการเลือกใช ้RV broth หรือการดดัแปลงของอาหารเล้ียงเช้ือชนิดน้ีอยู่

เป็นประจ า เหตุท่ีไม่นิยมเลือกใช ้Selenite cystine (SC) broth เพราะวา่มีความเป็นพิษต่อเซลลสู์งมาก และมี

การพฒันา Selective enrichment broth ข้ึนมาใหม่ชนิดหน่ึงใหช่ื้อวา่ KIMAN พบวา่มีความเป็นพิษนอ้ยกวา่

และใหผ้ลดีกวา่ SC broth ส าหรับการแยกเช้ือ Salmonella จากผลิตภณัฑส์ัตวปี์ก (Blivet et al., 1997) RV 

medium มีคุณสมบติัเหนือกวา่ Selective enrichment media อ่ืนๆ (Allen et al., 1991; Maijala et al., 1992; 

June et al., 1996) Fries and Steinhof (1997) พบวา่ จ  านวนท่ีนอ้ยมากของ S. Enteritidis ซ่ึงมีปนอยูก่บั

จุลินทรียอ่ื์นๆ ท่ีมีจ านวนมาก สามารถตรวจพบโดย RV enrichment อยา่งไรก็ตาม ก็มีรายงานวา่ในการ

ตรวจหา Salmonella ในเน้ือสัตวปี์ก tetrathionate brilliant green bile broth มีคุณสมบติัสูงกวา่ RV broth (De 

Boer, 1998)   

Waltman et al., (1993) แสดงถึงเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการบ่ม enrichment cultures คือ 24 ชัว่โมง D’Aoust 

et al., (1995) พบวา่การระงบัการวิเคราะห์ Salmonella โดยการแช่เยน็ของ pre-enrichment และ enrichment 

culture ในช่วงวนัหยุด ไม่มีผลต่อการลดลงของการพบ Salmonella มีการศึกษายืนยนัพบว่า motility 

enrichment บน  Modified Semisolid Rappaport Vassiliadis (MSRV) medium มี ผ ลม าก ต่ อก า ร แ ย ก 

Salmonella จากตวัอยา่งอาหารเม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิอ่ืน (O’Donoghue et al., 1992; O’Donoghue and Winn, 

1993; Pless et al., 1993; Oggel et al., 1995; Bolderdijk and Milas, 1996; Afflu and Gyles, 1997; Schalch 

and Eisgruber, 1997) การตรวจพบ Salmonella โดยใช ้MSRV medium ท าไดง่้าย มีราคาถูกและทั้งผลบวก

และผลลบทราบผลภายใน 24 ชัว่โมง ซ่ึงง่ายกวา่ Standard ISO method ของ buffered peptone water มีผลท า
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ให้การเคล่ือนท่ีของ Salmonella เพิ่มข้ึนและส่งเสริมการเพิ่มข้ึนของเส้นผ่านศูนยก์ลางบน semi – solid 

enrichmenr media ปรากฏการณ์น้ีเป็นผลในการท าใหร้ะยะเวลาในการวเิคราะห์สั้นลง 

 

หลงัจากกระตุน้ให้เช้ือซลัโมเนลล่า (ท่ีอาจมีในอาหาร) แข็งแรงข้ึนแลว้จึงน ามาเพาะลงในอาหารเล้ียงเช้ือ

เหลวซ่ึงเติมสารย ับย ั้ งจุลินทรีย์ท่ีไม่ต้องการ  (เลือกเฉพาะเช้ือซัลโมเนลล่า) ตัวอย่างเช่นสี  (dyes), 

tetrathionate, selenite อุณหภูมิระยะเวลาบ่มเพาะเช้ือจะตอ้งเหมาะสมกบัเช้ือซลัโมเนลล่าซ่ึงจะมีผลท าให้

เช้ือซัลโมเนลล่าเจริญไดดี้กว่าแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ และปรากฏโคโลนีข้ึนเม่ือน าไปเพาะเล้ียงบน selective 

differential plating media หรือน าไปจ าแนกเช้ือโดยใชเ้ทคนิคอ่ืนตามปกติใชเ้วลาบ่มเพาะเช้ือประมาณ 16-

24 ชัว่โมงอุณหภูมิท่ีใชบ้่มเพาะเช้ือซลัโมเนลล่าโดยทัว่ไปอยูท่ี่ 35-40C แต่บ่อยคร้ังพบวา่การบ่มเพาะเช้ือ

ท่ี 41-43C มีโอกาสให้ได้เช้ือซัลโมเนลล่าเพิ่มข้ึนเน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียอ่ืนท่ีไวต่ออุณหภูมิไม่เจริญ

รบกวนเช้ือซลัโมเนลล่า ตวัอยา่งอาหารเล้ียงเช้ือเหลวเลือกเฉพาะชนิดท่ีนิยมใช ้(Selective broth media) เช่น 

Tetrathionate ท่ีเติม Brilliant Green, Selenite Cystein, Gram Nagative (GN) broth และ Magnesium Chloride 

– malachite Green ของ Rappaport – Vassiliadis (Vassiliadis, 1983) ในทางปฏิบัติแนะน าให้ใช้ selective 

broth media มากกว่าชนิดหน่ึงและอุณหภูมิในการบ่มเพาะเช้ือมากกว่าหน่ึงสภาวะเพื่อเพิ่มโอกาสในการ

ตรวจพบ การรายงานผลจะรายงานวา่ตรวจพบ/ไม่พบในปริมาณตวัอยา่งอาหารท่ีน ามาตรวจ 

 

ขั้นท่ี 3) Selective plating: ขั้นแยกเช้ือบนวุน้อาหารเลือกเฉพาะชนิด  

อาหารท่ีใชใ้นขั้นตอนน้ีไดแ้ก่ Bile salts, Deoxycholate, Brilliant Green, Bismuth Sulfide และสารปฎิชีวนะ

อาหารเหล่าน้ีจ  าแนกเช้ือซัลโมเนลล่าโดยอาศยัลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏบนวุน้อาหารสังเกตได้จากการ

เปล่ียนสีของ pH indicators ท่ีเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ืออนัเป็นผลจากความสามารถของเช้ือในการใชน้ ้ าตาล

แลคโตสหรือซูโครสผ่านกระบวนการหมกั (fermentation) นอกจากน้ียงัอาจตอบสนองต่อความสามารถ

ของเช้ือท่ีจะสร้างก๊าซไข่เน่า (H2S) หรือความสามารถในการดึงคาร์บอนไดออกไซด์  (decarboxylation) 

ออกจากกรดอะมิโนไลซีน (lysine) เป็นตน้วุน้อาหาร (Plating media) ท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ Brilliant Green ท่ีเติม/

หรือไม่เติม sulphadiazine หรือ sulphapyridine, Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar, Bismuth Sulfide 

(BS) Agar, Hektoen Enteric (HE) Agar, MacConkey, Deoxycholate Citrate (DC) Agar และSalmonella-

Shigella (SS) Agar ในการใชวุ้น้อาหารท่ีเลือกเฉพาะชนิดเพื่อแยกเช้ือซลัโมเนลลา แนะน าใหใ้ชอ้าหารเล้ียง

เช้ือมากกวา่หน่ึงชนิดเช่นกนั 
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การ plating บน selective media เป็นการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนและยอมใหมี้การเจริญของ

จุลินทรียท่ี์คาดวา่จะเป็น Salmonella  ซ่ึง selective media มีหลายชนิด bismuth sulfite (Bis), brilliant green 

(BGA), Xylose lysine deoxycholate (XLD) และ hektoen enteric agar (Hek) นอกจากน้ีการประเมินค่าของ 

plating media และ การพฒันาอาหารเล้ีงเช้ือชนิดใหม่ส าหรับแยก Salmonella มีการพฒันามาตลอด พบวา่

ยงัไม่มีอาหารเล้ียงเช้ือชนิดไหนท่ีเหมาะสมท่ีสุด  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                   
 
 
                 รูปที่ 2.3 แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือ Salmonellaท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ต่างกนั 
 

ขั้นท่ี 4) Biochemical test: การทดสอบทางชีวเคมี 

การกลัน่กรองเบ้ืองตน้ใช้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่จ  ากดัชนิดของเช้ือเช่น Triple Sugar Iron Agar (TSI), Lysine 

Iron Agar (LIA), Gilliesmedium I และ II หรือ TSI, Urea Agar เป็นตน้ ส าหรับการจ าแนกเช้ือในขั้นต่อมา

อาศยัการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเช้ือบริสุทธ์ิซ่ึงตามปกติจะใชเ้วลาหลายวนัในการทดสอบขั้นแรก
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โดยทัว่ไปท าการทดสอบ lysine, urease และ Indole ก่อนจากนั้นจึงท าการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีอีก 14 

อย่างเพื่อจ าแนกสมาชิกในตระกูล Enterobacteriaceae ในระดับ genus (ในทางการค้ามีอุปกรณ์ test kits 

ส าหรับจ าแนกเช้ือจ าพวก Enterobacteriaceae ในช่ือการค้าต่างๆกัน เช่น Micro ID, Minitek, API20E, 

Entero-tube II และ Vitek เป็นตน้)  

 

การทดสอบทางชีวเคมีสามารถจ าแนก Salmonella ไดพ้อสังเขป และถึงแมว้า่จะแยกได ้ Salmonella ท่ีมี

ลกัษณะชีวเคมีใดก็ตาม ก็มีความจ าเป็นตอ้งท าการทดสอบ agglutimation กบั antisera ชนิดต่างๆ 

       ตารางที ่2.3 ปฏิกริยาชีวเคมีของ Salmonella 

Test or substrate 
Result Salmonella 

species 
reactiona 

Positive Negative 

1. Glucose (TSI) yellow butt red butt  + 
2. Lysine decarboxylase 
(LIA) 

purple butt yellow butt + 

3. H2S (TSI and LIA) blackening no blackening + 
4. Urease purple-red color  no color change - 
5. Lysine decarboxylase broth  purple color yellow color + 
6. Phenol red ducitol broth yellow color and/or gas no gas; no color change +b 
7. KCN broth growth no growth - 
8. Malonate broth blue color no color change - 
9. Indole test  violet color atsurface  yellow color at surface - 
10. Polyvalent flagellar test  agglutination no agglutination + 
11. Polyvalent somatic test agglutination no agglutination + 
12. Phenol red lactose broth yellow color and/or gas no gas; no color change -c 
13. Phenol red sucrose broth yellow color and/or gas no gas; no color change - 
14. Voges – Proskauer test pink – to – red color no color change - 
15. Methyl red test diffuse red color  diffuse yellow color + 
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16. Simmons citrate Growth; blue color No growth; no color 
change 

v 

a+, 90% or more positive in 1 or 2 days; -, 90% or more negative in 1 or 2 days; v, variable. 

bMajority of S. Arizona cultures are negative. 

cMajority of S. Arizonae cultures are negative. 

 

 
 
 
 

 

 

 

                                        รูปที่ 2.4 แสดงลกัษณะของเช้ือ Salmonella ในขั้นตอนทางชีวเคมี 

ขั้นท่ี 5) Serological test: การทดสอบทางซีโรวทิยา 

แบคทีเรียซ่ึงผ่านการทดสอบทางชีวเคมีมาแลว้ว่าเป็น Salmonella มีความจ าเป็นตอ้งท าการทดสอบโดย

อาศัยปฏิกริยาทางอิมมูนวิทยา เพื่อพิสูจน์ลักษณะแอนติเจนของเช้ือดังกล่าวซ่ึงจะเป็นประโยชน์ใน

การศึกษาทางระบาดวิทยาของเช้ือ Salmonella ได้เป็นอย่างดี การทดสอบในห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา

คลินิคทัว่ไป นิยมใช ้Slide agglutination โดยท าการทดสอบระหวา่งเช้ือกบัแอนติซีร่ัมท่ีจ าเพาะโดยการหยด 

antiserum 1 หยดบนสไลด์ จากนั้นถ่ายเช้ือท่ีสงสัยมาเกล่ียผสมกบั antiserum ถา้มีการตกตะกอน แสดงว่า

เป็นเช้ือ Salmonella sp. 

ตารางที ่2.4 การทดสอบยนืยนัเช้ือ Salmonella 

Biochemical reaction Auto-agglutination1 Serological reaction Interpretation 
Typical No O-, Vi-, H- antigen 

positive 
Strains considered to be 
Salmonella 
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Typical No All reactions negative May be Salmonella 
Typical Yes Not tested2  
No typical reactions No/Yes O-, Vi-, H- antigen 

positive 
 

No typical reactions No/Yes All reactions negative Not considered to be 
Salmonella 

1 the agglutination of bacteria after tested with saline solution only 

2 the strain considered as auto-agglutination shall not be submitted to the following tests as the detection of 
the antigen is impossible.  

ท่ีมา : ISO (2002) 

 

จากขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีใช้วิเคราะห์เช้ือ จะเห็นไดว้่าวิธีการตรวจวิเคราะห์และจ าแนกเช้ือซัลโมเนลล่าแบบ

ดั้งเดิมเป็นวิธีท่ีใชแ้รงงานและระยะเวลาประมาณ 7 วนัเพียงเพื่อท่ีจะบอกวา่มีแนวโนม้วา่พบเช้ือซลัโมเนล

ล่าหรือไม่เท่านั้ นดังนั้ นจึงมีการพัฒนาวิธีตรวจหาเช้ือซัลโมเนลล่าท่ีรวดเร็วกว่าเดิมตัวอย่างเช่นวิธี  

Fluorescent antibody (Cherry et al., 1975; Thomson, 1981; Insalata and Chordash, 1984) วิ ธี  DNA/DNA 

hybridization assays (DNAH) (Fitts et al., 1983; Ewing, 1986) วิ ธี  Enrichment Serology (Sperber and 

Diebel, 1969) วธีิ Enzyme-linked immunosotbent assay (ELISA) (Minnich et al.,1982; Mattinglyand Gehle, 

1984) วธีิ Membrane filter – disc – immunoimmobilization (La Roche et al., 1981) และวธีิSalmonella phage 

tests (Welkos et al., 1974) แต่วิธี ELISA และวิธี DNAH (ไม่ว่าจะเตรียมจาก polyclonal หรือ monoclonal 

antibodies) และวธีิ DNAH เป็นวธีิท่ีไดรั้บการรับรองจาก AOAC แลว้ (Flowers et al., 1986) 

 

2.7 วธีิรวดเร็วในการตรวจหา Salmonella spp. 

การตรวจวิเคราะห์ทั้งเช้ือโรคอาหารเป็นพิษและแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดการเน่าเสียในอาหารถือว่าเป็น

มาตรฐานการปฏิบติัเพื่อให้แน่ใจในคุณภาพและความปลอดภยัของอาหาร อย่างไรก็ตามในการตรวจ

วิเคราะห์โดยวิธี Conventional ใชร้ะยะเวลานานหลายวนักวา่จะทราบผล ดงันั้นวิธีรวดเร็ว (rapid method) 
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จึงมีความส าคญัอย่างยิ่งต่อการตรวจหาทั้งเช้ือโรคอาหารเป็นพิษและแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดการเน่าเสียใน

อาหาร ทั้งในวตัถุดิบและในผลิตภณัฑอ์าหาร (De Boer and Beumer, 1999) 

วธีิรวดเร็วหลายวธีิท่ีใชใ้นการตรวจหา Salmonella จากอาหารท่ีไดถู้กน ามาใชเ้ป็น office methods โดย 

AOAC International และไดรั้บการรับรองโดย FDA อยา่งไรก็ตามเม่ือมีตวัอยา่งท่ีใหผ้ลบวกจะตอ้งท าการ

ตรวจยนืยนัดว้ยวธีิ Conventional ส่วนตวัอยา่งท่ีใหผ้ลลบดว้ยวธีิรวดเร็วน้ีสามารถรายงานผลไดเ้ลย วธีิ

รวดเร็วท่ีไดรั้บการรับรองโดย AOAC International แสดงดงัตารางท่ี (Andrew et al., 1998) 

 

ตารางที ่2.5 วธีิรวดเร็วส าหรับการตรวจหา Salmonella ท่ีไดรั้บการับรองโดย AOAC 

 
Kit name 

 
Manufacture 

 
Primary matrices 

AOAC Official 
Methods of Analysis 

section number 
1-2 TEST BioControl 

Systems, Inc. 
Food, ingredeitns and 
environmental samples 

989.13 

Assurance Gold 
Salmonella EIA 

BioControl 
Systems, Inc. 

Food, ingredeitns and 
environmental samples 

999.08 

Assurance 
Salmonella 
EIA 

BioControl 
Systems, Inc. 

Food, ingredeitns and 
environmental samples 

992.11 

VIP for Salmonella BioControl 
Systems, Inc. 

Food, ingredeitns and 
environmental samples 

999.09 

VIDAS Immuno 
Concentation 
Salmonella 

bioMerieux All foods 2001.07;2001.08;2001.09 

VIDAS Salmonella 
(SLM) 

bioMerieux Food and ingredients 996.08 

GENE TRAK 
Salmonella Assay 

Neogen Corporation Food 987.10 
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Salmonella Tek Organon Teknika Food 986.35; 987.11; 993.08 
TECRA Salmonella 
Unique 

TECRA Diagnostics  Food and food related 
samples, environmental 
samples 

2000.07 

TECRA Salmonella 
VIA 

TECRA Diagnostics Food and food related 
samples, environmental 
samples 

989.14 

      ท่ีมา : www.aoac.org (2004, October) 

 

2.8 การพฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะส าหรับซัลโมเนลลา 

ในปัจจจุบนัน้ี มีสูตรอาหารเหลวจ าเพาะหลากหลายชนิดท่ีได้รับการพฒันาให้มีประสิทธิภาพในการ

คัดเลือกซัลโมเนลลาท่ีดีข้ึนและยบัย ั้งแบคทีเรียแข่งขันอ่ืนๆท่ีไม่ใช่ซัลโมเนลลาลง อาหารดังกล่าว

ยกตวัอยา่งแบ่งออกเป็นกลุ่มใหญ่ๆ 3 กลุ่มหลกั ตามบทบาทของสารยบัย ั้ง (inhibitor) ไดแ้ก่ กลุ่มท่ีหน่ึง คือ

กลุ่มท่ีมีสารยบัย ั้งคือ Malachite green และ MgCl2  ตัวอย่างเช่น อาหาร RappaportVassiliadis soy broth 

(RVS) กลุ่มท่ีสองคือกลุ่มท่ีมี Selenite เป็นสารยบัย ั้ง เช่น selenite cystine broth (SC) และ MüllerKauffmann 

tetrathionate novobiocin broth  ) MKTTn) (Taskilaet et al., 2012) ซ่ึงแต่ละกลุ่มมีการพฒันาสูตรอาหารให้มี

ความจ าเพาะและถูกตอ้งมากข้ึน แต่ยงัคงกลุ่มสารยบัย ั้งหลกัๆ ไวใ้นสูตร อย่างไรก็ตามหลงัจากบ่มใน

อาหารดงักล่าวแลว้จะตอ้งน าตวัอยา่งไปเข่ียบนอาหารแขง็จ าเพาะ เพื่ออ่านผลการทดสอบในอีก 1 วนัถดัมา 

ดงันั้นในการพฒันาอาหารในปัจจุบนัจึงมุ่งเน้นพฒันาวิธีการตรวจสอบการปนเป้ือนของแบคทีเรียชนิด

ต่างๆโดยอาศยัการวดัการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรียนั้นๆ โดยวดัออกมาเป็นค่าต่างๆ อาทิเช่น ค่า

การน าไฟฟ้า ความขุ่น ค่าสี เป็นตน้ (Shelef and Firstenberg-Eden, 1997) 

 
ปฏิกิริยาทางชีวเคมีปฏิริยาหน่ึงท่ีส าคญัในแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae ซ่ึงซลัโมเนลลาจดัอยูใ่นกลุ่ม

ดว้ย ก็คือปฏิกิริยาการใชก้รดอะมิโนโดยปฏิกิริยาน้ีเกิดจากการเปล่ียนอะมิโนเป็นเอมีนโดยอาศยัการท างาน

ของเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลสและเอนไซมด์งักล่าวจะไดรั้บการกระตุน้เม่ืออยูใ่นสภาวะกรดเม่ือกรดอะมิโน

ถูกย่อยเป็นเอมีนซ่ึงสารดงักล่าวมีคุณสมบติัเป็นด่างท าให้อาหารเหลวท่ีมีอินดิเคเตอร์นั้นเปล่ียนสี การ

เปล่ียนสีดงักล่าวสามารถตรวจสอบไดโ้ดยวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม จากการ

http://www.aoac.org/
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วิจยัของ Shelefet et al., (1998) ไดท้  าการตรวจวดัการเปล่ียนแปลงสีในระหวา่งการเกิดปฏิกิริยาของกรดอะ

มิโนชนิดต่างๆได้แก่ ไลซีน อาร์จีนีน และออนิทีน ของซัลโมเนลลาและแบคทีเรียอ่ืนๆในกลุ่ม 

Enterobacteriaceae โดยอาศยัเคร่ือง BioSys ส าหรับวดัค่า Transmittance ท่ีความยาวคล่ืน 585 นาโนเมตร 

โดยพบว่าสามารถอธิบายการเปล่ียนแปลงสีของปฏิกิริยาดีคาร์บอกซีเลชั่นได้ด้วยการเปล่ียนแปลงค่า 

Transmittance  

 
ซัลโมเนลลาและแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriaceae นั้นสามารถเกิดปฏิกิริยาการใช้กรดอะมิโนได ้ซ่ึง

ปฏิกิริยาดงักล่าวเกิดกบักรดอะมิโนหลกัๆ 3 ชนิด ไดแ้ก่ ไลซีน อาร์จีนีน และออนิทีน ซ่ึงแบคทีเรียแต่ละ

ชนิดจะมีเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยกรดอะมิโนได้แตกต่างกนัไป ในส่วนของซัลโมเนลลานั้น ทุกสายพนัธ์ุ

สามารถมีเอนไซม์ไลซีนดีคาร์บอกซีเลส ยกเวน้ S. Paratyphi A ส่วนออนิทีนดีคาร์บอกซีเลสก็มีในซัล

โมเนลลาทุกสายพนัธ์ุ ยกเวน้ S. Typhi และนอกจากน้ี ในแบคทีเรียชนิดอ่ืนบางสายพนัธ์ุท่ีไม่ใช่ซัล

โมเนลลาก็สามารถเกิดปฏิกิริยาไลซีน และออนิทีนดีคาร์บอกซีเลชัน่ ไดเ้ช่นเดียวกนั ดงันั้น แนวทางในการ

ปรับปรุงสูตรอาหารให้มีความจ าเพาะกับซัลโมเนลลามากข้ึนก็คือการน าเอาสารยบัย ั้ งมาช่วยลด

ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาในแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆลง 
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บทที ่3  
วสัดุอปุกรณ์ และการด าเนินงานวจิัย 

 
งานวิจยัน้ีเป็นการน าเสนอการพฒันาอาหารเล้ียงเช้ือ Salmonella เพื่อให้ไดชุ้ดวิเคราะห์ท่ีสามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพการวิเคราะห์และลดเวลาการด าเนินงานจากวิธีการปกติ (conventional method) ซ่ึงใช้

เวลานาน 3 – 5 วนั ใหเ้หลือเพียง 2 วนั ทั้งน้ีขั้นตอนท่ีพฒันาศึกษาเป็นขั้นตอนการบ่งช้ีจ  าเพาะการปนเป้ือน

ของ Salmonella ในอาหารสีอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ (amino decarboxylation) และอาหารสีจากปฏิกริยา 

H2S production โดยในอาหารสีอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่เป็นการศึกษาการใช้ตวัยบัย ั้งชนิดต่างๆ ท่ีไดจ้าก

ส่วนประกอบพื้นฐานในอาหารมาตรฐานท่ีมีการใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนัเพื่อให้ไดสู้ตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมี

ความเหมาะสมในการตรวจวิเคราะก์การปนเป้ือนของ Salmonella ไดอ้ย่างถูกตอ้ง ในขณะท่ีอาหารสีจาก

ปฏิกริยา H2S production มีการพฒันาสูตรเพื่อเพิ่มความจ าเพาะในการคดัเลือกให้สูงข้ึน นอกจากน้ีแล้ว

อาหารสีอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่มีการน าไปทดสอบประสิทธิภาพการวิเคราะห์กบัตวัอยา่งอาหารจริง โดย

รายละเอียดขั้นตอนการด าเนินงานแสดงดงัต่อไปน้ี 

   

       3.1 วสัดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ 

              3.1.1 เช้ือจุลนิทรีย์ที่ใช้ในการทดสอบ 

Group Organisms Culture collection number 
Nontyphoid Salmonella Salmonella Anatum 

Salmonella Choleraesuis 
Salmonella Enteritidis 
Salmonella Gallinarum 
Salmonella Rissen 
Salmonella Typhimurium 
Salmonella Weltevreden 

DMST 19600 
DMST 8014 
DMST 15673 
DMST 15968 
DMST 17365 
TISTR 292 
TISTR 10637 

Typhoid Salmonella Salmonella Typhi DMST 22842 
Paratyphoid Salmonella Salmonella Paratyphi A 

Salmonella Paratyphi B 
DMST 15673 
DMST 28118 

Gram-negative competitors Citrobacter freundii DMST 16368 
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Enterobacter aerogenes 
Escherichia coli 
Krebsiella pneumaniae 
Proteus mirabilis 
Proteus vulgalis 
Pseudomonas aeruginosa 
Shigella flexneri 
Shigella sonnei 
Serratia marcescens 
Yersinia enterocolitica 

DMST 8216 
DMST 4609 
DMST 8216 
TISTR 100 
DMST 557  
DMST 4739 
DMST 4423 
DMST 561 
DMST 8845 
DMST 8012 

Gram-positive competitors Enterococcus faecalis 
Listeria innocua 
Staphylococcus aureus 

DMST 4736 
DMST 9011 
TISTR 808 

 

       3.1.2 เคร่ืองมืออุปกรณ์ 

- เคร่ืองชัง่ 0.0001 g (Metter Toledo Model AG204, Switzerland) 
- เคร่ืองชัง่ 0.01 g (Metter Toledo Model GG4002 - S, Switzerland) 
- ตูป้ลอดเช้ือ (DWYER Series 0325, USA) 
- ตูเ้ขยา่เช้ือ (New Brunwick Scientific, Enfield, CT) 
- ตูเ้ยน็ 4C (Hitachi 35S I, Japan) 
- ตูบ้่ม (Memmert Model ULM500, Japan ) 
- หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Becthai and Hirayama Model HA300D, Japan) 
- Microplate reader (M965, Metertech, Taiwan)  
- พีเอชมิเตอร์ (S220 SevenCompactTM, Mettler Toledo) 
- 96 – well flat bottom microplate (Corning, Tewksbury, MA)  
- 96-well U-bottomed polypropylene plate (Nunc, Rochester, NY, USA) 
- Multichannel  pipette (Biohit, Bohemia, NY, USA)  
- Nylon syringe filter membrane (13 mm diameter, 0.45 m pore size, Filtrex, Thailand) 
- Mechanical stepper (Biohit, Bohemia, NY, USA) 



33 

 

             3.1.3 อาหารเลีย้งเช้ือ 

- Trypticase soy broth (TSB, Lab M, UK) 
- Trypticase soy agar (TSA, Lab M, UK) 
- Soytone (USbiological, Salem, MA) 
- Yeast extract (USbiological, Salem, MA) 

 
      3.1.4 กรดอะมิโนชนิดต่างๆ (USbiological, Salem, MA) 

- ไลซีน  
- ออร์นิธิน 

 

      3.1.5 พเีอชอนิดิเคเตอร์ต่างๆ 

- Phenol red (PR; Acros organics, Fair Lawn, Nj) 
 

3.2. การเตรียมเช้ือทีใ่ช้ในการทดสอบ 

       3.2.1 การท า frozen stocks 

เช้ือบริสุทธ์ิท่ีไดจ้ากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์(Department of Medical Sciences Thailand) ถูก streak ลง

บนอาหาร tryptic soy agar (TSA, Lab M, UK) เพื่อให้ไดเ้ช้ือเด่ียวท่ีบริสุทธ์ิ จากนั้นเช้ือเด่ียวดงักล่าวจะถูก

ถ่ายลงด้วยลูปในอาหาร tryptic soy broth (TSB) ปริมาณ 100 ml และน าเข้าเคร่ืองเขย่าท่ี 200 rpm บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ก่อนท าการแช่แข็ง เช้ือ inoculum ถูกผสมอยา่งดีกบักลีเซอรอลจน

ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 10 – 15% (v/v) ปริมาณ 1.5 ml ของส่วนผสมเช้ือและกลีเซอรอลถูกบรรจุลงใน 

Eppendorf และเก็บรักษาท่ี -20C  

 

3.2.2 การเตรียมเช้ือบริสุทธ์ิ 

เช้ือแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิจาก frozen stock ถูกท าใหเ้พิ่มจ านวนใน 100 ml ของ TSB ในขวดลูกชมพูข่นาด 250 

ml และท าการบ่มดว้ยอุณหภูมิ 37±1C ภายใตก้ารเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 18 

– 24 ชั่วโมง น าลูปท่ีปลอดเช้ือจุ่มลงในสารละลายเช้ือท่ีถูกท าให้เพิ่มจ านวน จากนั้นน ามา streak ลงบน

อาหารแข็ง TSA แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ส าหรับ agar ท่ีมีโคโลนีของเช้ือถูก

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±1C ส าหรับใชใ้นการทดลองแต่ละคร้ัง   
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3.2.3 การเตรียม cell culture preparation 

1 ลูปของแต่ละโคโลนีท่ีอยูบ่นอาหาร TSA ถูกน าไปใส่ในอาหาร TSB ปริมาตร 10 ml ท่ีบรรจุในหลอดทน

ความร้อนสามารถฆ่าเช้ือไดแ้ละท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้

ของเช้ือท่ีตอ้งการ ท าการเจือจางเช้ือท่ี 10 เท่า ดว้ยสารละลายเปปโตนความเขม้ขน้ 0.1% w/v ปริมาณเช้ือถูก

วดัดว้ยเทคนิค spread plate 

 

รูปที ่3.1 Schematic diagram ของการท าเจือจางเช้ือ 10 เท่า 

3.2.4 เทคนิคการหาปริมาณเช้ือ 

ในการทดลองได้เลือกใช้ S. Typhi เป็นเช้ือตัวอย่างท่ีใช้ศึกษา โดยเช้ือดังกล่าวถูกน ามาท าให้มีการ

เจริญเติบโตในอาหาร TSB และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความเขม้ขน้ของเซลล์ท่ีได้อยู่

ในช่วง 8 – 9 log CFU/ml เซลลเ์หล่าน้ีถูกน ามานบัโดยการใชเ้ทคนิค spread plate ท่ีเป็นวธีิการ conventional 

method เปรียบเทียบกบัวธีิการท่ีน าเสนอซ่ึงเป็นแบบ MDPT  

 

ส าหรับเทคนิค spread plate เช้ือ S. Typhi ท่ีปริมาณเช้ือ 8 – 9 log CFU/ml ถูกท าการเจือจางใหอ้ยูท่ี่ประมาณ 

102 – 105 CFU/ml ปริมาตรเช้ือท่ี 0.1 ml ของแต่ละความเขม้ขน้ถูก spread โดยตรงบนเพลทอาหาร TSA 

ส าหรับเทคนิค MDPT ท่ีปริมาณเช้ือ 8 – 9 log CFU/ml ถูกท าการเจือจาง (10-1 – 10-5) โดยปิเปตตวัอยา่ง 20 

l ลงใน 96-well U-bottomed polypropylene plate ท่ีในแต่ละ well มีน ้ าเกลือความเขม้ขน้ 0.85% จ านวน 

180 l จากนั้นท าการเจือจางตวัอยา่งดว้ย Multichannel  pipette ส าหรับการเตรียมเพลทอาหาร TSA โดยใช้

แผ่น 96-well U-bottomed polypropylene plate ท่ีได้มีการฆ่าเช้ือแล้วถูกเติมด้วยอาหาร TSA ซ่ึงในแต่ละ 

well ของเพลทมีปริมาตรของ TSA ประมาณ 0.5 ml (รูปท่ี 3.2) ปริมาตรเช้ือของแต่ละ dilution ท่ี 10 L ถูก 
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drop ลงบนอาหาร TSA ทั้ง 2 เทคนิคถูกน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จ านวนโคโลนีใน

รูปแบบ log CFU/ml ถูกนบัท่ีเวลาในการบ่มต่างๆ   

 

 

 

 

 

 

 

                                             

                                                   รูปที่ 3.2 แผน่ polystyrene ท่ีมีการเติมอาหาร TSA 
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                             รูปที่ 3.3 แสดงขั้นตอนการใชเ้ทคนิค MDPT ในการหาปริมาณเช้ือดว้ยอาหาร TSA 

 

3.3 การศึกษาพฒันาอาหารสีบ่งช้ีทีเ่หมาะสม 

3.3.1 การประเมินอาหารเหลวจ าเพาะมาตรฐานส าหรับการเพิม่จ านวนของ Salmonella  

ในแต่ละเช้ือ Salmonella ซีโรวาร์ เช้ือปริมาณ 0.2 ml ของ stock culture ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้แตกต่างกนัจาก 

6 log CFU/ml ถูกใส่เช้ือลงใน 1.8 ml ของอาหารเหลวจ าเพาะมาตรฐาน 3 ชนิด ดงัน้ี Muller-Kauffmann 

tetrathionate-novobiocin broth (MKTTn), selenite cysteine (SC) และ  Rappaport – Vassiliadis soy broth 

(RVS) การบ่มของตวัอยา่งถูกด าเนินการใน 96-deep well ท่ีแต่ละหลุมมีปริมาตร 2.5 ml (Labcon, Petaluma, 

CA) การนบัปริมาณเช้ือในอาหารเหลวเหล่าน้ีหลงัจากท าการบ่มไป 24 ชัว่โมง ท่ี 37±1C (MKTTn และ 

SC) และท่ีอุณหภูมิ 41.5±1 C (RVS) ถูกนับด้วยอาหาร TSA โดยการใช้ modified drop-plate technique 

(MDPT) (เข่ือนขนัธ์เจริญ และ ทิพยรัตน์, 2011; เล่ียมแกว้ et al., 2014)  
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3.3.2 การศึกษาผลกระทบของความขุ่นทีม่ีต่อค่าการดูดกลืนแสง 

แบคทีเรียเม่ือเจริญเติบโตจะก่อให้เกิดความขุ่นในตวัอยา่งท่ีทดสอบ เพื่อท่ีจะให้เกิดความมัน่ใจวา่ความขุ่น

ไมมี่ผลต่อการวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยการใชไ้มโครเพลทรีดเดอร์ การศึกษาผลของความขุ่นท่ีมีต่อค่าการ

ดูดกลืนแสงถูกประเมินตรวจวดัดว้ยกระบวนการ 2 วิธี วิธีแรกเป็นการวดัท่ีค่าการดูดกลืนแสง 550 นาโน

เมตร (A550) ของการเจริญของเช้ือใน 2 อาหารท่ีแตกต่างกนั ท่ีเป็น mLDB-PR และท่ีไม่มีไลซีนในอาหาร 

mDB-PR ภายใต้เง่ือนไขเดียวกัน ตัวอย่างใน mDB-PR เป็นตัวแทนของตัวอย่างควบคุมส าหรับ cell 

turbidity ท่ีไม่มีการเกิดปฏิกริยาของดีคาร์บอกซีเลชั่น ดงันั้นจึงไม่มีการเปล่ียนสี เช้ือ S. Anatum (LDC-

positive) ปริมาณ 5 ml ของ 6 log CFU/ml ถูกใส่เช้ือลงใน 45 ml ของแต่ละอาหารดว้ยขวด duran ขนาด 200 

ml (Schott, Elmsford, NY) และเม่ือนั้นท าการบ่มท่ี  37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตวัอยา่งอาหารเหลวท่ีบ่ม

ปริมาณ 2 ml ถูกยา้ยไปยงั microwells ทุก 2 ชัว่โมง จากท่ีเวลา 0 ถึง 12 ชัว่โมง และท่ี 24 ชัว่โมง ส าหรับการ

วดัค่าการดูดกลืนท่ี A550 โดยการใช้เคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ น ้ ากลั่นถูกใช้เป็น blank การวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงของตวัอยา่งด าเนินการ 3 ซ ้ าท่ีแต่ละเวลาของการบ่มถูกบนัทึก ความแตกต่างของค่าการดูดกลืน

แสง A550 ระหวา่งตวัอยา่งท่ีมีและไม่มีสารซบัเสตรทท่ีท าใหเ้กิดปฏิกริยาดีคาร์บอกซีเลชัน่ เช่น ไลซีน ถูกวดั

ท่ีค่าการดูดกลืนแสง 550 นาโนเมตร เน่ืองจากปฏิกริยาดีคาร์บอกซีเลชัน่ท่ีเกิดไดห้กัลบค่าการดูดกลืนของ

ความขุ่น การค านวณในรูปของผลต่างและการไม่คิดในรูปผลต่างของการวดั A550 ในแต่ละเวลาถูก

เปรียบเทียบโดยการวเิคราะห์ดว้ยสถิติ (ANOVA) 

 

ในวิธีท่ี 2 ตวัอยา่งถูกน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อท่ีจะให้ไดค้่าความขุ่น และค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 ของค่าความ

ขุ่นและตวัอยา่งส่วนใส (clear samples) ถูกเปรียบเทียบ เช้ือ S. Anatum (LDC-positive) ท่ีปริมาณ 5 ml ของ 

6 log CFU/ml ถูกใส่เช้ือลงใน 45 ml ของ mLDB-PR ดว้ยขวด duran ขนาด 200-ml (Schott, Elmsford, NY) 

และเม่ือนั้นบ่มท่ี 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทุก 2 ชัว่โมงจาก 0 ถึง 12 ชัว่โมง และท่ี 24 ชัว่โมง ตวัอยา่ง

อาหารเหลว (2 ml) ถูกน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4000 rpm เป็นเวลา 15 นาที โดยการใชเ้คร่ืองเซ็นตริ

ฟิวจ์ท่ีสามารถควบคุมอุณหภูมิได ้ (Himac CR21, Hitachi, Japan) ตวัอย่าง supernatants ท่ีเคลียร์ใสถูกยา้ย

ไปบรรจุลงใน microwells ส าหรับการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ท่ีมีการใชน้ ้ ากลัน่เป็น blank 

ค่าเฉล่ียของการทดลองป่ันเหวีย่งและไม่ป่ันเหวี่ยงจาก 3 ซ ้ าการทดลองของตวัอยา่งท่ีแต่ละการบ่มของเวลา

ถูกเปรียบเทียบความแตกต่างดว้ยสถิติ ANOVA 
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3.3.3 การเกดิปฏิกริยาอะมิโนแอซิดดีคาร์บอกซีเลช่ันใน Salmonella และทีไ่ม่ใช่ Salmonella  

เพื่อท่ีจะทดสอบปฏิกริยาอะมิโนแอซิดดีคาร์บอกซีเลชั่นปริมาณอะมิโนท่ีใช้ 5 g/L ของแต่ละซับ สเตรท 

เช่น L-lysine (L), L-ornithine (O), หรือ L-arginine (A) ถูกเติมดว้ยอาหารพื้นฐานท่ีประกอบดว้ย (ซอยโตน, 

กลูโคส, และฟีนอลเรด) เพื่อให้ไดอ้าหารเหลว mLDB-PR, mODB-PR, และ mADB-PR ตามล าดบั อาหาร

ทั้งหมดถูกท าให้ปราศจากเช้ือดว้ยการกรองผ่าน filtration ดว้ย nylon syringe filter membrane (ขนาดเส้น

ผ่านศูนยก์ลาง 13 mm., และไส้กรองมีขนาด pore size 0.45 m) ก่อนใช้งาน เช้ือ Salmonella และ non-

Salmonella ปริมาณเซลล์ประมาณ 6-7 log CFU/ml (เตรียมโดยการเพาะเล้ียงเพื่อเพิ่มจ านวนใน TSB และ

เม่ือนั้นท าการเจืองจางดว้ย 0.1% w/v ของเปปโตน) เช้ือปริมาณ 20 L ถูกเล้ียงใน 180 L ดว้ย mLDB-

PR, mODB-PR, และ mADB-PR ใน sterile 96-deep well microplate  ตัวอย่างทั้ งหมดถูกบ่มท่ีอุณหภูมิ 

37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ไมโครเพลทถูกเขย่าท่ีความถ่ี 14 Hz เป็นเวลา 5 วินาที เพื่อท่ีจะให้ตวัอย่างมี

การกระจายตวัของเซลล์ในอาหารก่อนท่ีจะวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยการใชไ้มโครเพลทรีดเดอร์ ซ่ึงใชน้ ้ า

กลัน่เป็น blank เพราะ mLDB-PR และ mODB-PR ให้ค่าความแตกต่างของค่าการดูดกลืนแสงท่ีค่อนขา้ง

ชดัเจนส าหรับการตรวจวดัของเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลสในเวลาสั้นและท าการเก็บเช้ือ Salmonella ซีโรวาร์

ทั้งหมดท่ีฟ้ืนตวัเหล่าน้ีเพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

3.3.4 การศึกษาตัวยบัยั้ง (selective inhibitors) 

ตวัยบัย ั้งท่ีหลากหลายถูกเติมลงใน mLDB-PR และ mODB-PR เพื่อท่ีจะศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ

แข่งขนัในการตรวจวิเคราะห์ Salmonella ตวัยบัย ั้งท่ีใช ้(ihhibitor ) ถูกน ามาจากสูตรมาตรฐานอาหารเหลว

จ าเพาะท่ีมีการใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนั 3 ชนิด คือ Muller-Kauffmann tetrathionate-novobiocin broth (MKTTn), 

selenite cysteine broth (SC) และ Rappaport – Vassiliadis soy broth (RVS) องค์ประกอบของตัวยบัย ั้ งใน 

MKTTn ถูกประกอบไปด้วย  sodium thiosulfate (47.8 g/l), oxgall (4.78 g/l), brilliant green (0.0096 g/l, 

Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ), 0.8% w/v novobiocin solution (5 ml/l) และสารละลายไอโอดีน (20 ml/l) 

ตวัยบัย ั้ง SC ประกอบไปด้วยโซเดียมซีลีไนท์ (4 g/l) และ L-cystine (0.01 g/l) ส าหรับตวัยบัย ั้งของ RVS 

ประกอบไปด้วย malachite green (0.036 g/L, Acros Organics, Fair Lawn, NJ) และ magnesium chloride 

anhydrous (28.6 g/l) ตวัยบัย ั้งในอาหารมาตรฐานแข็งประกอบไปดว้ย sodium deoxycholate (2.5 g/L), bile 

salt (9 g/L, Difco Laboratories, Sparks, MD) และ brilliant green (0.025 g/l) ถูกน ามาแยกในการศึกษา
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เด่ียวๆ โดยเพิ่มเติมของตวัยบัย ั้งท่ีใช ้selective agents ในอาหาร new selective medium, KIMAN ประกอบ

ไปด้วย potassium iodide (40 g/L), malachite green (10 mg/l) และ novobiocin (20 mg/l) ถูกน ามาศึกษา

ความเขม้ขน้ของแต่ละสารตวัยบัย ั้งถูก varied ในอาหารเหลวจ าเพาะ mLDB-PR ความเขม้ขน้ของตวัยบัย ั้ง 

tetrathionate (โซเดียมไธโอซัลเฟต 47.8 g/l และสารละลายไอโอดีน 20 ml/l) เป็น 0.25x, 0.5x และ 1x; 

brilliant green 30, 40, 50 mg/l; sodium selenite 1, 2, 3, 4 g/l; malachite green 40, 60, 80, 100 mg/l; 

magnesium chloride anhydrous 30, 40, 50, 60 g/l; potassium iodide 40, 50, 60, 70 g/l; novobiocin 120, 140, 

160 mg/l ส าหรับ mODB-PR ความเขม้ขน้ของตวัยบัย ั้งของ tetrathionate 0.25x, 0.5x, 1x; brilliant green 5, 

10, 15 mg/l; sodium selenite 2, 3, 4, 5 g/l; malachite green 60, 80, 100 mg/l; magnesium chloride anhydrous 

40, 50, 60, 70 g/l; potassium iodide 40, 50, 60, 70 g/l; novobiocin 20, 40, 60, 80  mg/l ตวัอยา่งอาหารเหลว

ท่ีทดสอบทั้งหมดหลงัจากผสมละลายเป็นเน้ือเดียวกนัแล้ว จะถูกปรับให้ได้ pH ท่ี 7.0±0.2 (red-orange 

color) โดยการใช้กรดความเขม้ข้น 1 N และ NaOH ความเขม้ขน้ 1 N แล้วหลงัจากนั้นตวัอย่างถูกท าให้

ปราศจากเช้ือดว้ยการกรองผา่น sterile nylon syringe filter membrane ท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 13 mm., 

และไส้กรองมีขนาด pore size 0.45 m ก่อนการใชง้าน ในแต่ละ well ของ 96 microwell plate ถูกเติมดว้ย 

180 l ของอาหารเหลวท่ีแตกต่างกนั ท่ีไดถู้กอธิบายไวก่้อนหน้าน้ีและแต่ละการใส่เช้ือของ Salmonella 

และท่ีไม่ใช่ Salmonella ปริมาณ 20 l ของ 6 – 7 log CFU/ml จะถูกใส่ลงในไมโครเพลทและน าไปบ่ม

ภายใตเ้ง่ือนไขท่ีอุณหภูมิคงท่ี 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ผลของสารตวัยบัย ั้งท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียถูกศึกษาโดยการใช ้microplate reader และใชน้ ้ากลัน่เป็น blank ผลการทดลองท่ีเป็น positive และ 

negative จากปฏิกริยา decarboxylase ถูกไดรั้บจากการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ของ

ตวัอย่างท่ีสอดคลอ้งกบัอาหารเหลวท่ีไม่ไดมี้การเติมเช้ือ (control) Positive (+) เป็นการวดัค่าการดูดกลืน

แสงของตวัอยา่งท่ี 550 นาโนเมตรท่ีใหค้่า absorbance มากกวา่ตวัอยา่งท่ีเป็น control, ส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น 

negative (-) การวดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ี 550 นาโนเมตรนอ้ยกวา่หรือเท่ากบัค่า absorbance ของ

ตวัอยา่ง control 

3.3.5 การศึกษา detection limit ของอาหารเหลวจ าเพาะ Modified Decarboxylase Broths 

ในแต่ละ Salmonella ซีโรวาร์ suspension ตามตารางท่ี 3.1 ปริมาณเซลล์ 20 L ของเช้ือ 1-8 log CFU/ml 

ถูกบ่มใน 180 l ของแต่ละอาหารเหลวบ่งช้ีเบ้ืองตน้ 7 AADC broths ท่ีไดจ้ากการศึกษาในหัวขอ้ 3.3.4, 

mLDB-PR, mODB-PR, LRVS, ORVS, LMC, และ ONB ใน 96-well microplate การใส่เช้ือลงในอาหาร
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เหลวจ าเพาะ AADC ถูกประเมินประสิทธิภาพดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงดว้ย (A550) ใน

ระหว่างการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 37±1C และรายงานผลเป็น positive/negative ส าหรับ

ปฏิกริยาเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลส   

 

3.4 การพฒันาอาหารเหลวจ าเพาะของปฏิกริยาการเกดิ H2S production 

3.4.1 เช้ือแบคทเีรียทีใ่ช้ในการทดสอบ 

แบค ที เ รี ย บ ริ สุ ท ธ์ิ แ ล ะ ก า ร เ ต รี ย ม เ ซ ล ล์ แ บ ค ที เ รี ย  เ ช้ื อ แ บ ค ที เ รี ย ทั้ ง ห ม ด ไ ด้ รั บ ม า จ า ก

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย  ์(DMST, Bangkok, Thailand) และสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง

ประเทศไทย (TISTR, Bangkok, Thailand) โดยเช้ือเป้าหมาย Salmonella ท่ีเป็น 5 non-typhoid ซีโรวาร์ 

(Salmonella Anatum, DMST 19600; DMST 19600; Salmonella Enteritidis, DMST 15673; Salmonella 

Rissen, DMST 17365; Salmonella Typhimurium, TISTR 292; and Salmonella Weltevreden, DMST 10637) 

และ ท่ี เ ป็น  2 typhoid และ  paratyphoid serovars (Salmonella Typhi, DMST 22842; และ  Salmonella 

Paratyphi B, DMST 28118) เช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นแกรมลบและเป็นเช้ือแข่งขนัรวมถึง Citrobacter freundii, 

DMST 16368; Enterobacter aerogenes DMST 8216; Proteus mirabilis, TISTR 100; Proteus vulgaris, 

DMST 557; Psuedomonas aeruginosa, DMST 4739; Shigella flexneri, DMST 4423; Shigella sonnei, 

DMST 561; Serratia marcescens, DMST 8845; and Yersinia enterocolitica, DMST 8012. เ ช้ือแบคที เ รีย   

แกรมบวกท่ีเป็นเช้ือแข่งขนั เช่น Enterococcus faecalis, DMST4736; Listeria innocua, DMST 9011; และ 

Staphylococcus aureus, TISTR 808 ได้ถูกน ามาทดสอบด้วยเช่นกัน โดยเช้ือบริสุทธ์ิแต่ละชนิดถูกน ามา 

sub-culture ลงบนอาหาร tryptic soy agar (TSA, Lab M, UK) และใชลู้ปเข่ียเช้ือแต่ละเช้ือลงในอาหารเหลว 

10 ml ของ tryptic soy broth (TSB, Lab M, UK) ท่ีบรรจุในหลอดแกว้ขนาด 10 ml และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 

37±1C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการ dilution ตวัอย่างท่ี 10 เท่า ใน peptone ความเขม้ขน้ 0.1% w/v (PW, 

Difco Laboratoroes, Sparks, MD) เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 
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3.4.2 การเตรียม Media  

พฤติกรรมของเช้ือจุลินทรียจ์ะถูกศึกษาในอาหารเหลวท่ี (pH 7.0+0.1) โดยอาหารท่ีใชศึ้กษามีดงัต่อไปน้ี (1) 

อาหาร TFX ท่ีถูกพฒันาจาก Xylose Lysine Decarboxylase agar (XLD) ท่ีมีส่วนประกอบของซอยโตน

ปริมาณ (USbiological, Salem, MA), 4.5 g/L; ไซโลส  (Acros organics, Fair Lawn, NJ), 1 g/L; เฟอ ริก

แอมโมเนียมซิเตรท (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ), 0.5 g/L ; โซเดียมไธโอซลัเฟต, 0.1 g/L อาหารเหลว 

TFX ถูกน ามาเติม 5 กรัมของ L-lysine, L-ornithine, และ L-arginine (USbiological, Salem, MA) เพื่อท่ี

พฒันาไปเป็น (2) TFXL, (3) TFXO, และ (4) TFXA, ตามล าดบั โดยอาหารทั้งหมดถูกผสมและละลายให้

เป็นเน้ือเดียวกนัด้วยความร้อนและท าให้เย็นจนถึงท่ีอุณหภูมิ 25C ก่อนท่ีจะมีการปรับ pH ให้เป็น pH 

เ ร่ิมต้นประมาณ 7.0+0.1 ด้วยกรด HCl (QRëC®, Malaysia) ความเข้มข้น  1 N และ  NaOH (Carlo Erba, 

France) ความเขม้ขน้ 1 N และเม่ือนั้นท าการฆ่าเช้ือดว้ยเทคนิคการกรองผา่น filter ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 

13 mm ท่ีเป็นไนล่อนมี pore size ขนาด 0.45 μm (Filtrex, Thailand) ก่อนการใช ้

3.4.3 ผลของกรดอะมิโนเดี่ยวในอาหาร TFX ของการเกดิ hydrogen sulfide production  

เพื่อท่ีจะศึกษาผลของกรดอะมิโนในการเพิ่มความเขม้ของปฏิกริยาในการเกิดตะกอนสีด าในแต่ละ 96-

micowell plates ถูกเติมด้วย 180 L ของ TFXL, TFXO, และ TFXA เม่ือนั้นเช้ือ Salmonella ท่ีเป็นเช้ือ

บริสุทธ์ิ และเช้ือท่ีไม่ไดเ้ป็น Salmonella จ  านวน 20 L แต่ละเช้ือถูกเติมลงใน media ท่ีใชใ้นการทดสอบ 

ไมโครเพลทถูกท าการบ่มภายใตอุ้ณหภูมิน่ิงท่ี 35+2 ºC เป็นเวลา 48 h โดยท าการวดัท่ีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

650 นาโนเมตรดว้ย wavelength ท่ีเหมาะสมซ่ึง wavelength ดงักล่าวไดถู้กมีการศึกษาก่อนหนา้น้ีโดยเข่ือน

ขนัธ์เจริญและคณะ, 2016 ซ่ึงตวัอย่างมีการวดัระหว่างท าการบ่ม media และใช้ blank ท่ีไม่มีการเติมเช้ือ 

อาหารเหลวท่ีเป็น control จะไม่มีการเติมกรดอะมิโนโดยจะอยูใ่นรูป TFX 

3.4.4 ผลของคาร์บอนทีม่ีต่อการเกดิ hydrogen sulfide production ในอาหาร TFLOA 

อาหารเหลว TFLOA ถูกเตรียมดว้ยการผสม 5 g/L ของแต่ละกรดอะมิโนท่ีเป็น L-lysine, L-ornithine, และ 

L-arginine กับส่วนประกอบอ่ืนๆ  เช่น ซอยโตน 4.5 g/L, โซเดียมไธโอซัลเฟต 0.1 g/L, และเฟอร์ริก

แอมโมเนียมซิเตรท 0.5 g/L การทดลองเดียวกนัถูกด าเนินการท่ี TFLOA ดว้ยน ้ าตาลต่างชนิดกนัจ านวน 19 
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ชนิด ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชแ้ต่ละชนิดเป็น 1 g/L ส าหรับอาหารท่ีควบคุม (control) เป็นอาหารเหลวท่ีไม่มีการ

เติมคาร์โบไฮเดรต, TFLOA  

3.5 การทดสอบกบัตัวอย่างอาหาร 

อาหารหลากหลายชนิดท่ีขุ่น (milk, cooked chicken meat, chilled ready-to-eat stir-fried basil chicken with 

rice, และ chilled ready – to – eat boiled eggs) ถูกใช้ในการศึกษาประเมินประสิทธิภาพของการวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงส าหรับ DC-positive แบคทีเรีย ตวัอยา่งอาหารทั้งหมดถูกซ้ือมาจากร้านสะดวกซ้ือและวิเคราะห์

การปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ตามมาตรฐาน ISO 6579:2002 เพื่อให้ได้ผลท่ีเป็น reference ตวัอย่าง

อาหาร 25 กรัมท่ีมีการปนเป้ือนโดยธรรมชาติท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella ในตวัอยา่งอาหาร boiled eggs, cooked 

chicken meat, และ stir-fried basil chicken with rice) ถูก spiked ด้วย 1 ml ของ  S. Typhimurium ท่ี  1 log 

CFU/ml ตวัอยา่ง 25 ml ท่ีไม่มีการปนเป้ือนของแบคทีเรีย (นมท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ) ถูก spiked ดว้ยแบคทีเรียท่ี

แตกต่างกนั ดงัต่อไปน้ี  

(a) 1 ml ของ S. Typhimurium ท่ีปริมาณเช้ือ 1 log CFU/ml 

(b) 1 ml ของ S. Typhimurium ท่ีปริมาณเช้ือ 1 log CFU/ml และ 1 ml ของ E. coli ท่ีปริมาณเช้ือ 1 log 

CFU/ml (LDC และ ODC เช้ือท่ีสามารถเกิดปฏิกริยา)  

(c) 1 ml ของ E. coli ท่ีปริมาณเช้ือ 1 log CFU/ml 

(d) 1 ml ของ P. vulgalis ท่ีปริมาณเช้ือ 1 log CFU/ml (LDC และ ODC เช้ือท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกริยาได)้ 

อาหารเหลวไม่จ  าเพาะท่ีเป็นท่ีนิยมใช้กนัอย่างกวา้งขวาง universal pre-enrichment broth (UPB) ปริมาณ 

225 ml ถูกเติมด้วยตวัอย่างปริมาณ 25 กรัมแล้วจึง homogenized ด้วย stomacher (Interscience, 400 VM, 

Saint Nom, France) เป็นเวลา 10 วนิาทีท่ี high speed ตวัอยา่งท่ี homogenized แลว้ถูกบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตวัอย่างท่ี pre-enriched แล้วถูกปรับให้เป็นกลาง (pH 7.0±0.2) และตวัอย่างอาหาร

ปริมาณ 20 l ถูกน ามาใส่ในอาหารท่ีพฒันาปริมาณ 180 l ของแต่ละอาหารเหลว AADC (mLDB-PR, 

LRVS, LMC, mODB-PR, ORVS, OMC, และ  ONB) ท่ี อยู่ ใน  sterile 96-deep well microplate ตัวอย่า ง

ทั้งหมดถูกบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ขณะท าการวดัดว้ยไมโครเพลทโดยก่อนวดัตวัอย่าง

จะถูกเขย่าท่ีความถ่ี 14 Hz เป็นเวลา 5 วินาที เพื่อท่ีจะ disperse เซลล์ในตวัอย่างก่อนท าการวดัท่ีค่าการ

ดูดกลืนแสง 550 นาโนเมตร และใชน้ ้ากลัน่เป็น blank ทุกการทดลองถูกด าเนินการ 3 ซ ้ า  
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บทที ่4  

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาสูตรอาหารเหลวท่ีมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์  Salmonella 

ส าหรับขั้นตอนการเล้ียงในอาหารเหลวจ าเพาะ (Selective enrichment) ท่ีเป็นการประยุกตใ์ชอ้าหารเหลวท่ี

ได้มีการพัฒนาจากการใช้กรดอะมิโน (amino decarboxylation) และการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S 

production) เพื่อคัดเลือกเช้ือ Salmonella ในขณะเดียวกันมีการยบัย ั้งเช้ือแข่งขันท่ีสามารถใช้ปฏิกริยา

ดงักล่าวได ้โดยปฏิกริยาทั้ง 2 สามารถวิเคราะห์ดว้ยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี (Spectrophotometry) ดว้ยการ

เพาะเช้ือระดบัเล็ก (micro-scale) โดยการใชอุ้ปกรณ์ 96-microplate ทั้งน้ีอาหารเหลวจ าเพาะการใชก้รดอะมิ

โนไดมี้การศึกษาชนิดสารยบัย ั้งแบคทีเรียแข่งขนัของซลัโมเนลลาท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ เพื่อเลือกชนิด

และความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถจ าแนกซลัโมเนลลาและแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆได ้โดย

อาศัยการตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงจากการเปล่ียนสีของอาหารและพัฒนาสูตรอาหารการเกิด

ไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S production) เพื่อเพิ่มความจ าเพาะในการคดัเลือกเช้ือ Salmonella ดว้ยการแทนท่ี

ดว้ยน ้ าตาลท่ีสามารถเกิดปฏิกริยา fermentation ได ้นอกจากน้ีอาหารเหลวจ าเพาะของกรดอะมิโนไดมี้การ

ทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจ detection ด้วยการน าไปทดสอบกับตัวอย่างจริง ดัง

แสดงผลต่อไปน้ี 

4.1 การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเหลวจ าเพาะทีม่ีการใช้กนัอยู่ในปัจจุบัน 

ในอดีตท่ีผ่านมา สูตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีหลากหลายชนิดไดถู้กพฒันาข้ึนมาเพื่อเพิ่มความไวและความ

ถูกตอ้ง ในการวเิคราะห์ โดยการลดความเป็นพิษของอาหารและเพิ่มส่วนประกอบอ่ืนๆ เพื่อการเจริญเติบโต 

(Muller, 1923; Kauffmann, 1930; Kauffmann, 1935; Leifson, 1939; Rappaport et al., 1956; van Schothorst 

และ Renaud, 1983; van Schothost และ Renaud, 1985) อยา่งไรก็ตามอาหารเหล่าน้ีไม่สามารถบ่งช้ีวา่มีการ

ปรากฏของเช้ือ Salmonella และยงัตอ้งการขั้นตอนการน าไปลงในเพลทอาหารแข็งอีก ทั้งน้ียงัไม่มีอาหาร

มาตรฐานใดท่ีสามารถฟ้ืนฟูเช้ือ Salmonella ซีโรวาร์ด้วยความไวท่ีสูงได้ (Taskila et al., 2012) ดังนั้ น

คณะผู ้วิจ ัยจึงได้มีการพัฒนาอาหารเหลวจ าเพาะใหม่ท่ีเป็นการใช้กรดอะมิโนและปฏิกริยาการใช้
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ไฮโดรเจนซลัไฟด์ดว้ยชนิดของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสม ดงันั้นกิจกรรมของการเกิดปฏิกริยาสามารถตรวจสอบ

ความถูกตอ้งและรวดเร็วดว้ยการวดัดว้ยไมโครเพลทรีดเดอร์  

เพื่อท่ีจะแสดงให้เห็นผลของสารตวัยบัย ั้งท่ีเป็นส่วนประกอบในอาหารมาตรฐานเหลวจ าเพาะ (standard 

selective broth) และจ าเป็นส าหรับการพฒันาอาหารเหลวสี การ resuscitation ของเช้ือ Salmonella ในอาหาร

เหลวเหล่าน้ีถูกประเมิน อาหารเหลวจ าเพาะมาตรฐานในการเพิ่มจ านวนส าหรับเช้ือ Salmonella ถูกแบ่งเป็น 

3 กลุ่มสอดคลอ้งกบัตวัยบัย ั้งท่ีส าคญัๆ เช่น เตราไทโอเนต ซีลีไนท์ และมาลาไคกรีนร่วมกบัแมกนีเซียม

คลอไรด์ ส าหรับมาตรฐาน ISO ไดแ้นะน าให้ใชอ้าหาร MKTTn ร่วมกบั RVS ในการเพิ่มความสามารถใน

การฟ้ืนฟูของเช้ือ Salmonella ซีโรวาร์ ส าหรับมาตรฐานบางอนัเช่น Bacteriological Analytical Mannual 

(BAM) อาหารเหลวจ าเพาะ 2 อาหาร พฒันาจาก 3 สูตร TT, SC และ RV ข้ึนอยู่กับตวัอย่างอาหาร ใน

งานวิจยัน้ี พวกเราเปรียบเทียบประสิทธิภาพของอาหารเหลวจ าเพาะในการเพิ่มจ านวนท่ีมีการใชก้นัอยู่ใน

ปัจจุบนั 3 ชนิด (standard selective broths) MKTTn, SC, และ RVS บนพื้นฐานความสามารถของการฟ้ืนตวั

ในสภาพท่ีมีตวัยบัย ั้ง (typical) และ sensitive (atypical) Salmonella ซีโรวาร์ (Blivet et al., 1997) ปริมาณ

เซลล์จาก 1 ถึง 6 log CFU/ml โดยแต่ละ Salmonella ซีโรวาร์ ปริมาณเช้ือจ านวน 0.2 ml ของปริมาณเซลลท่ี์ 

1 ถึง 6 log CFU/ml ถูกถ่ายเช้ือลงใน 1.8 ml ของแต่ละอาหารเหลวมาตรฐานจ าเพาะทั้ง 3 ชนิด คือ MKTTn, 

SC และ RVS ใน 2.5 ml 96-deep well plates เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปริมาณเซลล์ของอาหารเหล่าน้ีถูกนับ

หลังจาก enrichment เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิการบ่ม 37±1C (MKTTn และ SC) และ 41.5±1C 

(RVS) ถูกนบัเช้ือดว้ยเทคนิค spread-plate บนอาหาร TSA 

ท่ามกลางอาหารเหลวจ าเพาะท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 พบว่า RVS ให้ประสิทธิภาพ

ความสามารถในการฟ้ืนฟู เ ช้ือ Salmonella ทั้ ง  typical และ atypical (1 - 2 log CFU/ml) การศึกษาท่ี

หลากหลาย (Maijala et al., 1992; June et al., 1995; Blivet et al., 1997; Schonenbrucher et al., 2008) โดย 

SC ให้ความสามารถในการ resuscitation ท่ีเหมือนกับใน RVS ยกเวน้ S. Choleraesuis และ S. Typhi ซ่ึง

สามารถมีชีวติท่ี 6 และ 4 log CFU/ml ตามล าดบั ส าหรับ MKTTn, ท่ี 1-2 log CFU/ml ของเช้ือ S. Enteritidis, 

S. Rissen, S. Weltevreden, และ S. Paratyphi B ถูก detected ในขณะท่ีเช้ือไม่สามารถท่ีจะมีชีวิตอยู่ได้ถ้า

ปริมาณเซลล์เป็นท่ี 4 – 6 log CFU/ml MKTTn ไม่สามารถท่ีจะฟ้ืนฟูเช้ือ S. Choleraesuis ท่ี 6 log CFU/ml 

ดงันั้นไม่เหมาะสมในการน ามาใชใ้นการเพิ่มจ านวนของเช้ือ S. Choleraesuis. 
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ผลการทดลองเหล่าน้ีแสดงใหเ้ห็นขอ้จ ากดัของอาหารเหลวบางชนิดท่ีตอ้งการปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ีสูง (เซลล์

ท่ี active ปริมาณ 4 ถึง 6 log CFU/ml) เพื่อท่ีจะ detection ของเช้ือ Salmonella (Chen et al., 1993) เม่ือการ

ทดสอบตวัอยา่งอาหารจริงดว้ยเซลล์ท่ีบาดเจ็บ หลายๆ รายงานแสดงให้เห็นวา่เกิดความลม้เหลวกบัอาหาร

เหลวมาตรฐานเพิ่มจ านวนท่ีมีการใชใ้นปัจจุบนัส าหรับการ detection ของ Salmonella (Cudjoe et al., 1994; 

June et al., 1995; Schonenbrucher et al., 2008) การใชต้วัยบัย ั้งท่ีมากเกินไปในช่วงแรกของการเกิดจะส่งผล

ให้เกิด false negative ได้ ดังนั้นมนัจึงมีความจ าเป็นท่ีจะต้อง optimize ปริมาณของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสม 

ส าหรับใชก้บัระบบอาหารเหลวเพื่อความถูกตอ้งและมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Salmonella 
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ตารางที่ 4.1 การ recovery ของเช้ือ typical และ atypical ของเช้ือ Salmonella ในอาหารเหลวมาตรฐาน 3 ชนิด: MKTTn, Muller-Kauffmann tetrathionate 

novobiocin broth; SC, selenite cysteine broth; RVS, Rappaport – Vassiliadis soy broth จ านวนในคอลัมน์เป็นค่าเฉล่ียของ log CFU/ml ± 

SEM, N = 3 หลงัจาก 24 ชัว่โมงใน selective broth 

Salmonella 
group types 

Salmonella 
serovars 

อาหารเหลว ความเข้มข้นของเซลล์ (log CFU/ml) 
1 2 3 4 5 6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Typical 
serovars 

S. Anatum MKTTn 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 4.15±0.21 5.89±0.16 
 SC 7.28±0.14 7.58±0.37 7.60±0.17 7.24±0.34 7.77±0.19 7.89±0.27 
 RVS 7.21±0.13 7.84±0.34 7.83±0.24 7.80±0.06 7.78±0.25 7.76±0.08 

S. Choleraesuis MKTTn 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
 SC 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 2.35±0.49 
 RVS 0.00±0.00 3.32±0.03 3.55±0.35 3.68±0.29 5.83±0.19 7.00±0.43 

S. Enteritidis MKTTn 0.00±0.00 2.00±0.00 2.15±0.21 2.24±0.34 2.66±0.26 2.78±0.25 
 SC 5.79±0.23 6.80±0.29 7.58±0.03 7.16±0.23 7.27±0.38 7.71±0.10 
 RVS 2.39±0.12 2.54±0.09 2.65±0.07 2.57±0.38 7.22±0.11 7.24±0.03 

S. Rissen MKTTn 0.00±0.00 2.74±0.37 4.84±0.43 5.15±0.21 6.15±0.18 7.42±0.26 
 SC 7.01±0.04 7.42±0.16 7.64±0.08 7.53±0.08 7.90±0.13 7.73±0.49 
 RVS 7.62±0.48 7.55±0.10 7.57±0.18 7.50±0.28 7.58±0.14 8.02±0.02 

S. Typhimurium MKTTn 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 4.81±0.15 
 SC 2.95±0.07 4.81±0.05 5.94±0.14 7.55±0.10 7.79±0.16 7.81±0.29 
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ตารางที่ 4.1 การ recovery ของเช้ือ typical และ atypical ของเช้ือ Salmonella ในอาหารเหลวมาตรฐาน 3 ชนิด: MKTTn, Muller-Kauffmann tetrathionate 

novobiocin broth; SC, selenite cysteine broth; RVS, Rappaport – Vassiliadis soy broth จ านวนในคอลัมน์เป็นค่าเฉล่ียของ log CFU/ml ± 

SEM, N = 3 หลงัจาก 24 ชัว่โมงใน selective broth (ต่อ)  

Salmonella 
group types 

Salmonella 
serovars 

Broths ความเข้มข้นของเซลล์ (log CFU/ml) 
1 2 3 4 5 6 

  RVS 7.34±0.19 7.71±0.10 7.46±0.20 7.44±0.37 7.67±0.09 7.91±0.19 
S. Weltevreden MKTTn 3.38±0.11 5.24±0.09 6.02±0.30 7.68±0.24 7.71±0.19 7.76±0.20 

 SC 0.00±0.00 7.70±0.13 7.68±0.29 7.65±0.24 7.72±0.17 7.87±0.04 
 RVS 7.40±0.11 7.42±0.08 7.45±0.03 7.47±0.27 7.52±0.37 7.85±0.21 

S. Paratyphi B MKTTn 4.38±0.11 4.52±0.37 4.56±0.12 4.60±0.18 5.17±0.24 5.80±0.02 
 SC 7.40±0.56 7.46±0.23 7.55±0.35 7.58±0.39 7.93±0.04 7.95±0.07 
 RVS 6.66±0.26 7.07±0.26 7.15±0.05 7.37±0.16 7.48±0.31 7.55±0.21 

 
 
 
 

Atypical 
serovars 

S. Gallinarum MKTTn 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 2.24±0.34 
 SC 0.00±0.00 2.24±0.34 2.78±0.25 2.85±0.21 2.89±0.16 3.80±0.21 
 RVS 0.00±0.00 2.59±0.16 3.49±0.02 3.55±0.07 4.30±0.43 6.40±0.28 

S. Typhi MKTTn 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 2.24±0.34 3.34±0.48 3.54±0.34 
 SC 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 2.15±0.21 3.28±0.28 4.54±0.10 
 RVS 0.00±0.00 2.89±0.16 3.91±0.19 4.87±0.13 5.63±0.21 7.41±0.15 

S. Paratyphi A MKTTn 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 2.50±0.71 2.65±0.49 
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ตารางที่ 4.1 การ recovery ของเช้ือ typical และ atypical ของเช้ือ Salmonella ในอาหารเหลวมาตรฐาน 3 ชนิด: MKTTn, Muller-Kauffmann tetrathionate 

novobiocin broth; SC, selenite cysteine broth; RVS, Rappaport – Vassiliadis soy broth. จ านวนในคอลัมน์เป็นค่าเฉล่ียของ log CFU/ml ± 

SEM, N = 3 หลงัจาก 24 ชัว่โมงใน selective broth (ต่อ) 

Salmonella 
group types 

Salmonella 
serovars 

Broths ความเข้มข้นของเซลล์ (log CFU/ml) 
1 2 3 4 5 6 

  SC 0.00±0.00 4.74±0.20 6.54±0.33 6.80±0.07 7.46±0.54 7.58±0.17 
 RVS 3.19±0.16 4.92±0.11 7.05±0.29 7.07±0.24 7.09±0.20 7.48±0.25 
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4.2 ผลของความขุ่นของเซลล์ทีม่ีต่อค่าการดูดกลืนแสงทีอ่่านได้โดยการใช้เคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ 

ในระหวา่งการเพิ่มจ านวนเซลล์ของ Salmonella spp. การเจริญเติบโตของเซลล์เป็นสาเหตุให้เกิดความขุ่น

ซ่ึงอาจจะไปรบกวนต่อค่าความถูกตอ้งของการอ่านค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งอาหารเหลว ในความเป็น

จริงตวัอยา่งส าหรับการวดัสเปกโตรโฟโตเมตรีควรท่ีจะเป็นตวัอยา่งท่ีเคลียร์ เพื่อลดความผิดพลาดท่ีจะให้

เกิดข้ึนนอ้ยท่ีสุดซ่ึงจะเก่ียวขอ้งกบัการสะทอ้นหรือการกระจายของแสง (Shibata et al., 1954) การกระจาย

ของแสงสามารถท่ีจะลดการส่งผา่นของแสงผ่านตวัอยา่งซ่ึงจะมีผลกบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีอ่านได ้ในการ

ทดลองใช ้2 วิธีเพื่อการประเมิน ถา้ความขุ่นของเซลล์มีผลอยา่งมีนยัส าคญักบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีอ่านได้

ของตวัอยา่งภายใตเ้ง่ือนไขการทดลอง ในวิธีการทดลองแรก เป็นการวดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ีมี

เช้ือ Salmonella ในอาหารเหลวท่ีมีสับเสตรทอะมิโนไลซีนและไม่มีไลซีนถูกน ามาวดั อาหารเหลวทั้ง 2 ถูก 

inculated ด้วยเช้ือ S. Anatum (6 log CFU/ml) ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั ดงันั้นควรท่ีจะให้ความขุ่นเดียวกนั 

ความแตกต่างของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 ของทั้ง 2 ตวัอยา่งถูกน าเสนอเน่ืองจากปฏิกริยาการใชไ้ลซีนดี

คาร์บอกซีเลชัน่ปราศจากการ interference จากความขุ่นท่ีเกิดข้ึนของเซลล ์ในวธีิท่ี 2 เป็นการเปรียบเทียบค่า

การดูดกลืนแสงท่ี 550 ของตวัอย่างท่ีมีความขุ่นและตวัอย่าง supernatant ท่ีชัดเจนโดยการ plot ค่าท่ีเวลา

ต่างๆ กบัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ีอ่านไดท้ั้งท่ีมีการเหวี่ยงแยกและไม่มีการเหวี่ยงแยกของอาหาร 

mLDB-PR ท่ีมีการใส่เช้ือ Salmonella ถูกน ามา plot และเปรียบเทียบกนั 
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รูปที่ 4.1 (a) ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ของอาหารเหลว mLDB-PR (●), mDB-PR (, control 

ส าหรับความขุ่นของเซลล์) ท่ีใส่เช้ือดว้ย S. Anatum (6 log CFU/ml) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่างๆ กนั

หลงัจากเพาะบ่มเช้ือแลว้ ค่าการดูดกลืนแสงคิดจากค่าการดูดกลืนแสงตวัอยา่งท่ีมีความขุ่น ( = ●  ) 

ไดถู้กค านวณและพล็อตกราฟในแต่ละเวลา ในแต่ละจุดของขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ียของตวัอยา่ง 3 ซ ้ า ± SEM ค่า

การดูดกลืนแสงท่ีไม่ไดห้ักออก (●), และค่าการดูดกลืนแสงท่ีหักออก () ท่ี 6 ถึง 24 ชัว่โมง พบว่าไม่มี

ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (ANOVA, P  0.05). 

(b) ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ของอาหารเหลว  mLDB-PR ท่ีใส่เช้ือด้วย S. Anatum (6 log 

CFU/ml) ท่ีเวลาในการบ่มเช้ือต่างกนั แต่ละขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ียของตวัอย่าง 3 ซ ้ า ± SEM ท่ีเวลาจ าเพาะ 

ค่าเฉล่ียของค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ีไม่ไดเ้หวีย่งแยก, (●) และท่ีเหวีย่งแยก, () ตวัอยา่งไม่มีความ

แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (ANOVA, P  0.05). 

รูปท่ี 4.1 แสดงให้เห็นวา่ค่าการดูดกลืนแสงเทียบกบัเวลาของ S. Anatum ท่ีเจริญเติบโตใน mLDB-PR และ 

mDB-PR ค่าการดูดกลืนแสงในช่วงแรกท่ีเวลาช่วง (0 – 4 ชั่วโมง) ของทั้งคู่ของเซลล์ เน่ืองจากเกิดการ

เฟอร์เมนเตชัน่ของกรด, ซ่ึงปรากฏสะทอ้นเหมือนกนักบัอตัราการเจริญเติบโตใน 2 อาหาร ค่าการดูดกลืน

แสงท่ีชา้ในช่วง (6 - 24 ชัว่โมง) ของทั้ง 2 อาหารถูกพบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน ค่าการดูดกลืนแสง

ของ mDB-PR (เฉพาะเซลล์ท่ีมีการเจริญเติบโตแต่ไม่ใชไ้ลซีนดีคาร์บอกซีเลชัน่) ปรากฏมีความจ าเป็นเป็น
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ศูนยช้ี์ให้เห็นวา่แบคทีเรียไม่มีผลต่อการอ่านของค่าการดูดกลืนแสง A550 นอกเหนือจากนั้น mLDB-PR ให้

ค่าการดูดกลืนแสงอย่างเคลียร์เพิ่มข้ึนเน่ืองจากปฏิกริยาไลซีนดีคาร์บอกซีเลชัน่ ค่าการดูดกลืนแสงของ 

mLDB-PR ระหวา่งเวลาของปฏิกริยาไลซีนดีคาร์บอกซีเลชัน่ (6-24 ชัว่โมง) ก่อนและหลงัการ substracting 

ดว้ย mDB-PR พบวา่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (ANOVA, P  0.05) การเปล่ียนแปลงเร่ิมตน้ของ

ค่าการดูดกลืนแสงเน่ืองจากการเฟอร์เมนเตชัน่ (เซลลมี์การเจริญเติบโต) ของ mLDB-PR และ mDB-PR ถูก

เท่ากนัโดยเห็นไดจ้ากช่วงเวลา 0 – 6 ชัว่โมงแรกของการบ่ม (4.1a) 

การเหวี่ยงแยกเป็นวิธีท่ีสนบัสนุนผลการทดลองขา้งบน รูปท่ี 4.1b แสดงให้เห็นวา่ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 

ท่ีเวลาของการเจริญเติบโตต่างๆ ของการเหวีย่งแยกและไม่มีการเหวีย่งแยกตวัอยา่ง ไม่มีความแตกต่างอยา่ง

มีนยัส าคญั (ANOVA, P  0.05) โดยทั้งคู่ของการเหวี่ยงแยกและการหกัค่าการดูดกลืนแสงแสดงให้เห็นท่ี

ปริมาณเซลล์เร่ิมตน้ของ S. Anatum อยูท่ี่ 6 log CFU/ml ท่ีไดจ้ากการเพิ่มจ านวนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จนถึง

ปริมาณเซลล์ประมาณ 8 – 9 log CFU/ml ไม่เพียงพอท่ีจะท าให้เกิดความขุ่น การ interfere ไม่มีผลอย่างมี

นยัส าคญัท่ีการอ่านของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร เน่ืองจากปฏิกริยาดีคาร์บอกซีเลชัน่ (รูปท่ี 4.1) 

ภายใต้เง่ือนไขของการทดลอง การ detection ของการวดัด้วยสเปกโตรโฟโตเมตรีของปฏิกริยาการใช้

เอนไซมดี์คาร์บอกซีเลสในตวัอยา่งท่ีมีความขุ่น (มากกวา่ 9 log CFU/ml) สามารถท่ีจะมีความสะดวกและมี

ความถูกตอ้ง 

เหมือนกบั colorimetric assays ท่ีมีความประสบส าเร็จในการท่ีจะสามารถวดัตวัอย่างเซลล์ท่ีไม่โปร่งแสง

ทะลุผา่น Yu et al. (2011) สามารถท่ีจะ detect ปฏิกริยาของเอนไซมก์ลูตาเมทดีคาร์บอกซีเลสในตวัอยา่งท่ีมี

ความขุ่นเน่ืองจากการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (cell suspension) โดยการวดัท่ีค่าการดูดกลืนแสง 620 นา

โนเมตรของพีเอชอินดิเคเตอร์โบรโมครีซอลกรีน McLaughlin (2007) ใช้คลัเลอร์เมทริคไมโครเพลท ใน

การทดสอบการมีชีวิตอยูข่อง Salmonella เซลล์ในตวัอยา่งของเหลว suspension การเปล่ียนแปลงของสี (สี

เหลืองสวา่งของอาหารเหลวไปเป็นสีแดงของ formazan ใน Salmonella มีความถูกตอ้งในการวดัท่ีความยาว

คล่ืน 590 นาโนเมตร โดยปราศจากการ interference ของการปรากฏของเฟสและเซลลค์วามขุ่นเน่ืองจากการ

เจริญเติบโตของ Salmonella 
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4.3 การตัดสินใจเลือกใช้ตัวยบัยั้ง selective inhibitor 

มนัเป็นความจ าเป็นส าหรับการเติมตวัยบัย ั้งในระหวา่งท่ีท าการเพิ่มจ านวนเช้ือ Salmonella เพื่อให้ตวัยบัย ั้ง

ดังกล่าวสามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือในกลุ่ม Enterobacteriaceae เช่น E. aerogenes, E. coli, S. marcescens, K. 

pneumonia, P. mirabilis, S. sonnei, และ Y. enterocolitica โดยเฉพาะใน 3 strains แรกท่ีเป็น LDC และ ODC 

ท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาใหผ้ลเป็นบวกจ าเป็นตอ้งยบัย ั้งโดยการใชต้วัยบัย ั้งท่ีเหมาะสม 

4.3.1 ตัวยบัยั้งผสม (inhibitor mixture) จากสูตรอาหารมาตรฐาน 

ในการทดลองเร่ิมตน้ ไดด้ าเนินการทดสอบประสิทธิภาพของสารตวัยบัย ั้งท่ีเป็นองค์ประกอบในอาหาร 

media สารตวัยบัย ั้งท่ีใชถู้กน ามาจากส่วนประกอบของอาหารเหลวมาตรฐานท่ีใชก้บัเช้ือ Salmonella ในการ

เพิ่มจ านวน; MKTTn, SC, และ RVS อาหารแข็ง; xylose lysine deoxycholate agar, XLD; Hektoen enteric 

agar, HEA; และ  bismuth sulfite agar, BSA และอาหารเหลวใหม่  KIMAN (Blivet et al., 1997) ผลการ

ทดลองแสดงให้เห็นในส่วนของ 4.3.1 เช่นเดียวกบังานวิจยัอ่ืนๆ ของ D’ Aoust et al., 1992; Chen et al., 

1993; June et al., 1995; Schonenbrucher et al., 2008 แสดงให้เห็นความล้มเหลวในการใช้ตัวยบัย ั้งจาก

อาหารมาตรฐานบางตัวเพื่อท่ีจะสนับสนุนการเจริญเติบโตของเซลล์และแยกเซลล์ ดังนั้นพวกเราจึง

ด าเนินการศึกษาต่อถึงผลของตวัยบัย ั้งในอาหารท่ีไดมี้การพฒันาโดยการใชเ้ทคนิค microchromatic 

จากผลการทดลองการใชส้ารยบัย ั้งเหล่าน้ีในอาหารกรดอะมิโนไลซีนท่ีมีพีเอชอินดิเคเตอร์เป็นฟีนอลเรด

(mLDB-PR) และอาหารกรดอะมิโนออร์นิธินท่ีมีพีเอชอินดิเคเตอร์เป็นฟีนอลเรด (mODB-PR) ในการ

ทดสอบกบัเช้ือ Salmonella และเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonella ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 ค่าการดูดกลืนแสงของ 

LDC- และ ODC- ใหผ้ลเป็นบวก (A550 ของอาหารท่ีมีเช้ือ - A550 ของอาหารท่ีไม่มีเช้ือ) ถูกใชเ้ป็นพารามิเตอร์

ส าหรับการเจริญเติบโตในแต่ละเช้ือท่ีเป็น DC-positive ตวัยบัย ั้งท่ีดีควรท่ีจะยอมให้เช้ือ Salmonella โตได้

ทั้งหมด แต่ไม่ยอมให้เช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonella (DC-positive และ negative) สามารถโตได้ ปริมาณของตวั

ยบัย ั้งท่ีนอ้ยของ brilliant green (BG) ในอาหารเหลว Salmonella และ agar ยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกโดยไม่

ท าลายเช้ือ Salmonella (Wilson และ Blair, 1926; van Schothorst et al., 1987) อย่างไรก็ตาม ในการศึกษา

การใช ้BG ในอาหารเหลว mODB-PR สามารถยบัย ั้งการโตของ ODC – positive แบคทีเรียท่ีท าการทดสอบ 

โดย Cystine ใน SC แสดงให้เห็นวา่สามารถป้องกนัเช้ือ Salmonella จากผลของการยบัย ั้งดว้ยซีลีไนท์และ



53 

 

กระตุน้ Salmonella ให้สามารถเจริญเติบโตได ้(North และ Bartram, 1953) อยา่งไรก็ตามใน mLDB-PR ไม่

สามารถท่ีจะป้องกนัเช้ือ Salmonella บางตวัได ้ตวัยบัย ั้ง SC ส าหรับเช้ือ Salmonella ท่ีเป็น LDC-positive (S. 

Enteritidis, S. Gallinarum, S. Typhi, และ  S. Paratyphi) ด้วย เหมือนกันกับ  1 LDC-positive (Serratia 

marcescens) และ  3 ODC-positive (E. coli, P. mirabilis, และ  Y. enterocolitica) ซ่ึ ง เ ป็น เ ช้ือ ท่ีไม่ ใ ช่  

Salmonella โดย June et al., (1995) และ Schonenbrucher et al., (2008) ได้รายงานว่าการใช้ SC ท่ีปริมาณ

น้อยสามารถท่ีจะเพิ่มเช้ือ Salmonellae โดยส่วนใหญ่ แต่ไม่เพิ่มเช้ือซีโรวาร์ท่ีจ  าเพาะบางตวั เช่น S. Typhi 

และ S. Gallinarum ในการทดลองของเคสน้ี SC สามารถท่ีจะฟ้ืนเซลล์ของ 2 ซีโรวาร์น้ีไดใ้น mODB-PR 

เพียงอย่างเดียว โพแทสเซียมไอโอไดด์, มาลาไคกรีน, และโนโวไบโอซิน ใน KIMAN อาหารเหลวใหม่

ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ Salmonella บนพื้นฐานของสัญญาณการน าไฟฟ้าส าหรับเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonella 

ในการทดสอบกับตวัยบัย ั้ง เช่น E. coli, P. vulgaris, K. pneumoniae, Serratia odorifera, C. freundii, และ 

Enterobacter cloacae โดยไม่มีผลกระทบกับ 14 Salmonella ซ่ึงส่วนใหญ่เป็น nontyphoid  (Blivet et al., 

1997) อย่างไรก็ตามใน mLDB-PR และ mODB-PR มนัทั้งหลายสามารถท่ีจะยบัย ั้งไม่เพียงแต่เช้ือท่ีไม่ได้

เป็น Salmonella แต่ยงัคงเป็นเช้ือท่ีเป็น LDC- และ ODC-positive typhoid และ paratyphoid Salmonella 

serovars เช่น S. Typhimurium, S. Typhi, และ S. Paratyphi A 
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ตารางที ่4.2 ผลของตวัยบัย ั้งท่ีไดจ้ากสูตรอาหารมาตรฐานต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ Salmonellae และท่ีไม่ใช่ Salmonellae (ปริมาณเซลล ์7 log CFU/ml) 
ในอาหารเหลว mLDB-PR (L) และ mODB-PR (O) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ผลการทดลองอยูบ่นพื้นฐานของการอ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
550 นาโนเมตรส าหรับปฏิกริยาการใชไ้ลซีนและออร์นิธิน (+, ผลบวก, A550 ของตวัอยา่ง  A550 ของ control; -, ผลลบ,  A550 ของตวัอยา่ง  A550 ของ 
control) ท่ีปรากฏใน Salmonellae และเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonellae แกรมลบ ตวัอยา่งควบคุม (control) เป็นอาหารเหลวท่ีไม่มีการ inoculation ของเช้ือ 

เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ 
ไม่ใส่ตัว
ยบัยั้ง 

ตวัยบัย ั้งผสมท่ีเติม* 

ST+ID+OG 

+BG+NB 

(MKTTn) 

 
SN+CT 

(SC) 

 

 

MG+MC 

(RVS) 

 

 

SD 

(XLD) 

 

 

BS 

(HEA) 

 

 

BG 

(BSA) 

 

 

PI+MG+NB 

(KIMAN) 

L O L O  L O  L O  L O  L O  L O  L O 

กลุ่มเช้ือ Salmonella                       

S. Anatum + + - -  + +  + +  + +  + +  + +  + + 

S. Choleraesuis + + - -  + +  + +  + +  + +  + +  + + 

S. Enteritidis + + - -  - +  + +  + +  + +  + +  + + 

S. Gallinarum + + - -  - +  + +  + +  + +  + +  - + 

S. Rissen + + - -  + +  + +  + +  + +  + +  + + 

S. Typhimurium + + - -  + +  + +  + +  + +  + -  - - 

S. Weltevreden + + - -  + +  + +  + +  + +  + -  + + 

S. Typhi (ODC-) + - - -  - -  + -  - -  - -  + -  - - 

S. Paratyphi A (LDC-) - + - -  - +  - +  - -  - -  - -  - - 

S. Paratyphi B + + - -  - +  + +  + +  + +  + -  + + 

แบคทีเรียแกรมลบ                       

ที่ไม่ใช่ Salmonella                       

Enterobacter aerogenes + + - -  + +  + +  + +  + +  + -  - + 

Escherichia coli + + - -  + -  + +  + +  + +  + -  - - 

Klebsiella pneumoniae + - - -  + -  + -  + -  + -  + -  - - 

Serratia marcescens + + - -  - +  + +  + +  + +  + -  - - 

Proteus mirabilis - + - -  - -  - +  - +  - +  - -  - - 

Shigella sonnei - + - -  - +  - +  - +  - +  - -  - - 

Yersinia enterocolitica - + - -  - -  - +  - +  - +  - -  - - 

แบคทีเรียแกรมบวก                       

ที่ไม่ใช่ Salmonella                       

Enterococcus faecalis - - - -  - -  - -  - -  - -  - -  - - 

ST, sodium thiosulfate; ID, iodine solution; OG, Oxgall, BG, brilliant green; NB, novobiocin; SN, selenite; CT, cysteine; MG, malachite green; MC, magnesium chloride; SD, sodium deoxycholate; 

PI, potassium iodide. MKTTn, Muller-Kauffmann tetrathionatenovobiocin broth; SC, Selenite cystine; RVS, Rappaport-Vassiliadis soy broth; XLD, Xylose lysine deoxycholate agar; HEA, Hektoen 

enteric agar; BSA, Bismuth sulfite agar; KIMAN, a new selective broth (Blivet et al., 1998) 
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ตวัยบัย ั้งส่วนผสมจาก KMTTn ท่ีใช้ใน mLDB-PR และ mODB-PR ท าให้เช้ือ Salmonellae ทั้งหมดและท่ี

ไม่ใช่เช้ือ Salmonellae ตาย ในการทดลองใช้ Sodium deoxycholate และ bile salts ท่ีความเขม้ขน้ท่ีใช้ไม่

สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแข่งขนั แต่มนัสามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือ S. Typhi และ S. 

Paratyphi A ผลการทดลองของผูว้ิจยัเห็นด้วยกบัท่ี review มาซ่ึงได้รายงานในหลายๆ ชนิดของ bile salt 

สามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและเช้ือแบคทีเรียแกรมลบบางตวั ยกเวน้พวก enteric bacteria 

(Begley et al., 2005) ตวัยบัย ั้งจาก RVS (malachite green และ magnesium chloride) ในทั้ง mLDB-PR และ 

mODB-PR, brilliant green ใน mLDB-PR ไม่สามารถท่ีจะยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ Salmonella ได้

ทั้งหมด และเช้ือบางตวัท่ีไม่ใช่ Salmonella (4 LDC- และ 6 ODC-positive แบคทีเรีย) ท่ีใช้ในการทดสอบ 

ท่ามกลางระหว่างสารตวัยบัย ั้งผสมท่ีได้จากมาตรฐานท่ีน ามาทดสอบ เฉพาะตวัยบัย ั้ง RVS จะถูกน าไป

ทดสอบกบัเช้ือ Salmonella ซีโรวาร์ท่ีใชใ้นการทดสอบทั้งหมดในทั้ง mLDB-PR และ mODB-PR ตามท่ีได้

แสดงโดยการ shifting ของกราฟค่าการดูดกลืนแสงเน่ืองจากการเป็นผลบวกของ DC (Khueankhancharoen 

และ Thipayarat, 2014) ผูว้ิจยัและนกัคน้พบอ่ืนๆ แสดงให้เห็นวา่ตวัยบัย ั้ง RVS ในอาหาร media มาตรฐาน

เหนือกวา่ดว้ยเหมือนกนั ดงัท่ีไดส้รุปในตารางท่ี 4.1 และในอาหารเหลว dLDB-PR ท่ีไดถู้กพฒันา ตวัยบัย ั้ง 

RVS ท าให้เกิดการฟ้ืนฟูของเช้ือ Salmonella เพื่อให้ไดป้ริมาณเซลล์ท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีสูงกวา่อาหาร media 

ท่ีไม่มีตวัยบัย ั้ง RVS (Khueankhancharoen และ Thipayarat, 2014) ท่ีความเขม้ขน้ของ magnesium chloride 

ท่ีสูงใน RVS ช่วยดูแลไม่ใหเ้กิดการตึงผวิของเซลล ์ของการเพิ่มจ านวนในอาหารท่ีมี pH ต ่าและสูง (Taskila 

et al., 2012)     

 

4.3.2 ผลของตัวยบัยั้งเดี่ยว (Individual inhibitors) 

ในแต่ละองคป์ระกอบของตวัยบัย ั้งท่ีเป็นส่วนประกอบในอาหารจ าเพาะยกเวน้ sodium deoxycholate และ 

bile salts (รวมถึง oxgall) ถูกน ามาทดสอบต่อไปโดยแยกเป็นชนิด ๆ ของตวัยบัย ั้งท่ีความเขม้ขน้ท่ีแตกต่าง

กนั เพื่อท่ีจะหาความเขม้ขน้ของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืน

แสงท่ีมีความจ าเพาะสูงของ Salmonella ตวัยบัย ั้ง : tetrathionate (thiosulfate ผสมกบัสารละลายไอโอดีน), ซี

ลีไนทก์บั cysteine, brilliant green, malachite green, magnesium chloride, potassium iodide, และ novobiocin 
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ไม่ข้ึนกบัการเติมท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนัในอาหาร mLDB-PR และ mODB-PR เพื่อท่ีจะท าการทดสอบ

โดยการวดัท่ีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 ส าหรับการเจริญเติบโตของ Salmonellae และท่ีไม่ใช่ Salmonellae  

ตวัยบัย ั้งโดยส่วนใหญ่ท่ีความเขม้ขน้ท่ีใช้ในการทดสอบท่ีน้อยท่ีสุดไม่สามารถท่ีจะยบัย ั้งการเจริญเติบโต

ของ DC positive แบคทีเรีย เช่น E. aerogenes, E. coli และหรือ S. marcescens เช้ือเหล่าน้ีไม่ sensitive กบั

ตัวยบัย ั้งเหล่าน้ีท่ีความเข้มสูง ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 malachite green ท่ีความเข้มข้น 40 – 100 mg/L 

สามารถท่ีจะยบัย ั้ง K. pneumoniae ใน lysine-based broth ท่ีความเขม้ขน้ 60 mg/L และท่ีสูงกว่า S. Typhi 

สามารถท่ีจะถูกยบัย ั้งไดเ้หมือนกนั ส าหรับอาหารเหลวออร์นิธิน มาลาไคกรีน 40 mg/L ยอมใหมี้การโตของ

เช้ือ Salmonella ท่ีใช้ในการทดสอบทั้งหมด ในขณะท่ีสามารถยบัย ั้ง 3 ของ 6 ODC-positive ท่ีเป็นเช้ือ

แข่งขนั เช่น P. mirabilis, S. sonnei, และ Y. enterocolitica อยา่งไรก็ตาม มาลาไคกรีนท่ีความเขม้ขน้ทั้งหมด

ไม่สามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือเป้าหมาย E. aerogenes, E. coil, และ S. marcescens โดยไม่กระทบกบัการฟ้ืนตวั

ของ Salmonella ผลของตวัยบัย ั้งของมาลาไคกรีนท่ีมีต่อ Salmonella เร่ิมตน้ท่ีปริมาณ 100 mg/L ส าหรับ

อาหารเหลวไลซีน และ 80 mg/L ส าหรับอาหารเหลวออร์นิธิน มาลาไคกรีนในระดบัความเขม้ขน้ดั้งเดิมของ 

Rappaport (108 mg/L) ถูกลดลงเป็น 36 mg/L ในตวัยบัย ั้งของอาหารเหลว RVS โดยส่วนใหญ่ เน่ืองจากมนั

ค่อนข้างท่ีจะมีความเป็นพิษสูงใน S. Paratyphi A (Rappaport และ Konforti, 1959; Busse, 1995) เป็นท่ี

น่าสนใจวา่ แมกนีเซียมคลอไรด์ ซ่ึงเป็นเกลือออสโมติก มีประสิทธิภาพของตวัยบัย ั้งท่ีดีส าหรับในหลายๆ 

แบคทีเรีย โดยเฉพาะ E. coli และ Proteus แต่ไม่มีผลใน Salmonella ซ่ึงสามารถท่ีจะอดทนต่อความตึงผิว

ของเซลล์ท่ีสูงมาก (Rappaport et al., 1956) ผลการทดลองของพวกเราแสดงให้เห็นว่า mLDB-PR กับ

แมกนีเซียมคลอไรด์ 50 g/L (LMC) มีประสิทธิภาพส่วนใหญ่ในการยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถใช้ไลซีน 

(LDC-positive) และออร์นิธิน (ODC-positive) แต่ไม่ spared กบัเช้ือ Salmonellae ทั้งหมด มนัยบัย ั้งเช้ือ 4 

LDC-positive ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมลบยกเวน้ E. aerogenes และ E. coli อาหารเหลวชนิด mODB-PR ท่ีมี

การเติมแมกนีเซียมคลอไรด์ 50 g/L (OMC) สามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถใช้ออร์นิธิน (ODC-

positive) ไดท้ั้งหมด ยกเวน้ E. aerogenes, P. mirabilis และ S. sonnei. Restaino et al. (1977) ไดร้ายงานว่า 

novobiocin ท่ีมากกว่า 150 mg/L สามารถท่ีจะยบัย ั้ งการเจริญเติบโตของ E. coli บนอาหาร TSA และ 

delayed การฟ้ืนตวัหรือ recovery ของเช้ือ Salmonella พวกเราพบว่า novobiocin ท่ี 20 mg/L สามารถท่ีจะ
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ยบัย ั้งเช้ือท่ีสามารถใช้ออร์นิธิน ODC-positive (E. aerogenes, E. coli และ P. mirabilis) โดยปราศจากการ

ฆ่าเช้ือ Salmonellae 

ประสิทธิภาพความสามารถของสารยบัย ั้งในอาหารเปล่ียนสีถูกแสดงในตารางท่ี 4.3 การใช้อาหารเหลว

จ าเพาะท่ีพฒันาทั้ง 7 ชนิดสามารถท่ีจะฟ้ืนตวัเพิ่มจ านวนเช้ือของ Salmonella serovars ไดท้ั้งหมด รวมทั้ง 

typhoid, paratyphoid และท่ีไม่ใช่ typhoid ดงันั้นพวกเราจึงน าเสนอการใช้อาหารจ าเพาะจากกรดอะมิโน

ชนิดใหม่ (new amino-acid decarboxylase - AADC) ท่ีเป็น mLDB-PR, mODB-PR, LRVS, ORVS, LMC, 

OMC และ ONB เป็นอาหารเบ้ืองต้นในการ screening เช้ือ Salmonella ในขั้นตอน selective enrichment 

step. อาหารเหลวจ าเพาะเหล่าน้ีดีกวา่อาหารเหลวจ าเพาะมาตรฐานส าหรับการตรวจสอบการปนเป้ือนของ 

Salmonella ท่ีมีการใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนั
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ตารางที ่4.3 ผลของตวัยบัย ั้งเด่ียวในอาหารเหลวจ าเพาะถูกใชใ้นการอธิบายกิจกรรมของเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลส (+, ผลบวก, A550 ตวัอยา่ง > A550 ควบคุม; 

-, ผลลบ, A550 ตวัอยา่ง ≤ A550 ควบคุม) สะทอ้นใหเ้ห็นถึงการเจริญเติบโตของ Salmonellae และท่ีไม่ใช่ Salmonellae (7 log CFU/ml) ในอาหารเหลว 

mLDB-PR (L) และ mODB-PR (O) ท่ีการบ่มอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตวัอยา่งควบคุม (control) เป็นอาหารเหลวท่ีไม่มีการ inoculation ของเช้ือ 

เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ 
ไม่ใส่ตวัยบัย ั้ง 

ตวัยบัย ั้งแต่ละชนิดและความเขม้ขน้ท่ีใช ้

MG (มิลลิกรัม/ลิตร)  MC (กรัม/ลิตร)  NB (มิลลิกรัม/ลิตร) 

40 

60 

80 

100  
40 

60 
80 100  

40 

50 
60  40 50 60  140 160  20 60 

L O L  O  L  O  L  O 

กลุ่มเช้ือ Salmonella                      

S. Anatum + + + +  + + +  + +  + + +  + +  + + 

S. Choleraesuis + + + +  + + +  + +  + + +  + +  + + 

S. Enteritidis + + + +  + + +  + +  + + +  + +  + - 

S. Gallinarum + + + +  + + +  + -  + + -  + +  + + 

S. Rissen + + + +  + + +  + +  + + +  + -  + + 

S. Typhimurium + + + +  + - -  + +  + + +  + -  + + 

S. Weltevreden + + + +  + - -  + +  + + +  + +  + + 

S. Typhi (ODC-) + - + -  - - -  + -  - - -  + +  - - 

S. Paratyphi A (LDC-) - + - -  + - -  - -  + + +  - -  + + 

S. Paratyphi B  + + + +  + + +  + +  + + +  + +  + + 

แบคทีเรียแกรมลบ                      

ทีไ่ม่ใช่ Salmonella                      

Enterobacter aerogenes + + + +  + + +  + +  + + -  + +  - - 

Escherichia coli + + + +  + + -  + +  + - -  + +  - - 

Klebsiella pneumoniae + - - -  - - -  - +  - - -  + +  - - 

Serratia marcescens + + + +  + + +  + +  + - -  + -  + - 

Proteus mirabilis - + - -  - - -  - -  + + +  - -  - - 

Shigella sonnei - + - -  - - -  - -  + + -  - -  + + 

Yersinia enterocolitica - + - -  - - -  - -  + - -  - -  + - 

แบคทีเรียแกรมบวก                      

ที่ไม่ใช่ Salmonella                      

Enterococcus faecalis - - - -  - - -  - -  - - -  - -  - - 
   MG, malachite green; MC, magnesium chloride; NB, novobiocin 
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ตารางที ่4.4 สรุปความสามารถในการ selectivity ของอาหารเหลว 7 ชนิดท่ีไดมี้การพฒันาซ่ึงมีการ inoculated ในแต่ละอาหารดว้ยเช้ือ salmonellae และท่ี

ไม่ใช่ salmonellae ดว้ยปริมาณเช้ือ 7 log CFU/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ ปฏิกริยาไลซีน 
ปฏิกริยาออร์

นิธิน 

อาหารเหลวปฏิกริยาไลซีน*  อาหารเหลวปฏิกริยาออร์นิธิน* 

mLDB-PR LRVS LMC  mODB-PR ORVS OMC ONB 

กลุ่มเช้ือ Salmonella           

S. Anatum + + + + +  + + + + 

S. Choleraesuis + + + + +  + + + + 

S. Enteritidis + + + + +  + + + + 

S. Gallinarum + + + + +  + + + + 

S. Rissen + + + + +  + + + + 

S. Typhimurium + + + + +  + + + + 

S. Weltevreden + + + + +  + + + + 

S. Typhi (ODC-) + - + + +  - - - - 

S. Paratyphi A (LDC-) - + - - -  + + + + 

S. Paratyphi B  + + + + +  + + + + 

แบคทีเรียแกรมลบ           

ที่ไม่ใช่ Salmonella           

Enterobacter aerogenes + + + + +  + + + - 

Escherichia coli + + + + +  + + - - 

Klebsiella pneumoniae + - + + -  - - - - 

Serratia marcescens + + + + -  + + - + 

Citrobacter freundii - - - - -  - - - - 

Proteus mirabilis - + - - -  + + + - 

Proteus vulgaris - - - - -  - - - - 

Psuedomonas aeruginosa - - - - -  - - - - 

Shigella flexneri - - - - -  - - - - 

Shigella sonnei - + - - -  + + + + 

Yersinia enterocolitica - + - - -  + + - + 

แบคทีเรียแกรมบวก           

ที่ไม่ใช่ Salmonella           

Enterococcus faecalis - - - - -  - - - - 

Listeria innocua - - - - -  - - - - 

Staphylococcus aureus - - - - -  - - - - 
* ผลการทดลองอยูบ่นพ้ืนฐานของการเปล่ียนสีท่ีการวดัค่าการดูดกลืนของแสงท่ี 550 นาโนเมตรของตวัอยา่งอาหารเหลวท่ีมีการ inoculation ของเช้ือท่ีสมัพนัธ์กบัตวัอยา่งควบคุม (สอดคลอ้งกบัอาหาร
เหลวท่ีไม่มีการเติมเช้ือ) และอธิบายปฏิกริยาให้ผลเป็นบวกของเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลส (+) สะทอ้นการเจริญเติบโตของเซลลแ์ละผลเป็นลบของปฏิกริยา (-) สะทอ้นความสามารถในการยบัย ั้ง.            
(+,ผลบวก, A550 ตวัอยา่ง > A550 ควบคุม; -, ผลลบ, A550 ตวัอยา่ง ≤ A550 ควบคุม) 
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4.4 Detection limit 

ประสิทธิภาพของอาหารเหลวจ าเพาะทั้ง 7 ชนิด AADC ถูกประเมินความสามารถในการฟ้ืนตวัเพิ่มจ านวน

ของเซลล์แบคทีเรีย Salmonella ทั้งท่ีเป็น typical และ atypical บนพื้นฐานของการอ่านค่าการดูดกลืนแสง 

(ตารางท่ี 4.5) ในแต่ละ Salmonella ซีโรวาร์ ตามตารางท่ี 4.1 ปริมาณเซลล ์20 L ของปริมาณเช้ือจาก 1 – 8 

log CFU/ml อาหารเหลวจ าเพาะใหม่ท่ีพฒันา (7 AADC) ซ่ึงเป็น mLDB-PR, mODB-PR, LRVS, ORVS, 

LMC, OMC และ ONB ถูกเติมท่ีปริมาณ 180 L ใน 96-well microplate เม่ือท าการใส่เซลลล์งในอาหารทั้ง 

7 ชนิด อาหารเหลว AADC ดงักล่าวถูกน ามาประเมินประสิทธิภาพด้วยการวดัค่าการดูดกลืนแสง (A550) 

ระหวา่ง 24 ชัว่โมงของการบ่มตวัอยา่งเป็นเวลา 37±1C และผลการทดลองท่ีเป็นบวก/ลบ จากปฏิกริยาของ

เอนไซม ์decarboxylase ถูกด าเนินการศึกษาต่อไป 

เช้ือ typical ซีโรวาร์ เพิ่มจ านวนท่ีปริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ 1 log CFU/ml ในอาหาร mLDB-PR, ปริมาณเซลล ์1-

2 log CFU/ml ใน LRVS, mODB-PR, ORVS, OMC และ ONB, และ 1-3 log CFU/ml ใน LMC ดงันั้นอาหาร 

AADC ทั้งหมดถูกแนะน าส าหรับตวัอย่างท่ีมีเช้ือ typical ซีโรวาร์ ตวัยบัย ั้งก่อนหน้าน้ี ตวัอย่างควรท่ีจะมี

การ pre-enriched เพิ่มจ านวนเพื่อท่ีจะ resuscitate เซลล์ท่ีบาดเจ็บ และเพื่อเพิ่มจ านวนของเซลล์ท่ีอยา่งนอ้ย 

5 log CFU/ml เพื่อใหเ้ช้ือสามารถตา้นทานในอาหารเหลวจ าเพาะใน step ท่ี 2 ก่อนน าไปสู่การ streak ลงบน

อาหารแข็ง (Chen et al., 1993; Hammack et al., 2003) ท่ามกลางอาหารมาตรฐานท่ีเป็นอาหารเหลวไม่

จ  าเพาะ (non-selective pre-enrichment) บฟัเฟอร์เปปโตนวอเตอร์ (BPW) เป็นอาหารเหลวไม่จ  าเพาะท่ีถูกใช้

อย่างกวา้งขวางส าหรับ Salmonella ในการฟ้ืนตวัเพิ่มจ านวนในอาหารท่ีหลากหลายชนิด (de Boer, 1998; 

Baylis et al., 2000) ส าหรับอาหารมาตรฐานเหลวไม่จ  าเพาะท่ีมีการพฒันาท่ีเป็น universal pre-enrichment 

broth (UPB) ได้มีการพัฒนาส าหรับการฟ้ืนเซลล์หรือเพิ่มจ านวนของ Salmonella spp. และ Listeria 

monocytogenes  ในการเพิ่มจ านวน (ISO, 2002; Taskila et al., 2012) Pre-enrichment ของ UPB ในการเพิ่ม

จ านวนเซลล ์Salmonella ท่ีบาดเจบ็ดว้ยความร้อน ท่ีความเขม้ขน้ของเซลล์ท่ีนอ้ยเพื่อใหไ้ดเ้ซลล์เพิ่มจ านวน

ถึง 6 log CFU/ml ในเวลา 24 ชัว่โมง (Bailey และ Cox, 1992; Jiang et al., 1998; Hammack et al., 2003) 

ส าหรับบาง AADC broths แสดงให้เห็นวา่มีการ recovery ท่ีสูงของ atypical Salmonella (S. Gallinarum, S. 

Typhi, และ S. Paratyphi A) ปริมาณเซลล์ท่ีจ  ากดัส าหรับ S. Gallinarum เป็น 1 log CFU/ml (ORVS), 2 log 

CFU/mL (LRVS, mODB-PR) และ 3 log CFU/mL (mLDB-PR) นอกเหนือจากนั้น S. Gallinarum สามารถ
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มีชีวิตใน OMC และ ONB ท่ีปริมาณเซลล์ 6 log CFU/ml อาหาร mLDB-PR และ LRVS เป็นตวัยบัย ั้งส่วน

ใหญ่ส าหรับการฟ้ืนตวัของเซลล์และการตรวจวเิคราะห์ S. Typhi (ODC-negative) ดว้ยปริมาณเซลลท่ี์จ ากดั

ท่ี 1-2 log CFU/mL ส าหรับ Salmonella ท่ีให้ผลเป็นลบของปฏิกริยา LDC-negative, S. Paratyphi A อาหาร 

mODB-PR, ONB และ ORVS แสดงให้เห็นมีการฟ้ืนตวัของเซลล์ท่ีดีท่ี 1-3 log CFU/mL การตรวจสอบ 

screening เบ้ืองตน้ของ Salmonella โดยการใชอ้าหาร selective enrichment media ท่ีน าเสนอเหล่าน้ีสามารถ

ท่ีจะด าเนินการไดอ้ยา่งรวดเร็ว มีความไวและให้ผลท่ีถูกตอ้งดว้ยปริมาณของสารตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสม การ

ให้ผลท่ีเป็นลบแต่ตวัอยา่งมีการติดเช้ือจริงสามารถท่ีจะลดปริมาณไดเ้พราะ Salmonella มีแนวโน้มท่ีสูงท่ี

สามารถฟ้ืนตวัโดยปราศจากการฆ่าจากความเป็นพิษของตวัยบัย ั้งท่ีมากเกินไป 

 

ตารางที่ 4.5 ปริมาณเช้ือจ ากดั (detection limit) ในอาหารเหลวจ าเพาะท่ีน าเสนอ AADC ส าหรับเช้ือท่ีเป็น 

typical และ atypical Salmonella ซีโรวาร์ บ่มอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความสามารถในการ 

detectability อยูบ่นพื้นฐานของการเพิ่มค่าการดูดกลืนแสงใน A550 ของอาหารเหลวท่ีมีเช้ือ เม่ือเปรียบเทียบ

กบั control (ไม่มีการเจริญเติบโตของเช้ือ). +, สามารถตรวจพบ (A550 ตวัอยา่ง > A550 ควบคุม); -, ไม่สามารถ

ตรวจพบ (A550 ตวัอยา่ง = A550 ควบคุม); x, ไม่สามารถตรวจพบ (A550 ตวัอยา่ง ≤ A550 ควบคุม) เน่ืองจากไม่

มีเอนไซมไ์ลซีนและออร์นิทีนดีคาร์บอกซีเลส 

เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ อาหารเหลว 
ปริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้, log CFU/ml 

1  2  3  4  5  6  7  8 

Typical Salmonella                 

S. Enteritidis mLDB-PR +  +  +  +  +  +  +  + 

 LRVS +  +  +  +  +  +  +  + 

 LMC +  +  +  +  +  +  +  + 

 mODB-PR +  +  +  +  +  +  +  + 

 ORVS +  +  +  +  +  +  +  + 

 OMC +  +  +  +  +  +  +  + 

 ONB -  -  +  +  +  +  +  + 

S. Typhimurium mLDB-PR +  +  +  +  +  +  +  + 

 LRVS -  +  +  +  +  +  +  + 

 LMC -  +  +  +  +  +  +  + 

 mODB-PR +  +  +  +  +  +  +  + 

 ORVS +  +  +  +  +  +  +  + 

 OMC +  +  +  +  +  +  +  + 

 ONB -  -  -  +  +  +  +  + 

Atypical Salmonella                 

S. Typhi mLDB-PR +  +  +  +  +  +  +  + 
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4.5 การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค protocol และ media ทีไ่ด้มีการพฒันาในตัวอย่างทีม่ีการ spiked  

เพื่อท่ีจะส ารวจประสิทธิภาพของ microplate assay ดว้ยอาหารเหลว อาหาร AADC ท่ีไดมี้การพฒันาจะถูก

น าไปทดสอบกบัตวัอยา่งอาหารจริง การปนเป้ือนของเช้ือตามธรรมชาติในอาหารและการเติมเช้ือลงไปใน

อาหารถูกสร้างข้ึนมาเพื่อใชก้บัอาหารท่ีมีความเป็นเน้ือเดียวกนั (pasteurized milk), อาหารของแข็ง (cooked 

chicken) และอาหารท่ีมีความซับซ้อนหลายมิติ (ready – to – eat) ท่ีปริมาณของเซลล์ต ่า (50 – 150 เซลล์) 

เช้ือลิสทีเรียและเช้ือซลัโมเนลลาถูก spiked ลงในผลิตภณัฑ์อาหารท่ีมีจ าหน่ายโดยทัว่ไป เช่น นม ไข่ เน้ือ 

ซ่ึงถูกใช้ในการประเมินประสิทธิภาพของรูปแบบการวิเคราะห์ท่ีได้มีการพฒันา และการพฒันาอาหาร 

(Peng และ Shelef, 2001) คณะผูว้ิจยัใชต้วัอยา่งอาหารท่ีเหมือนกนัในการ spiked เช้ือลงไปเพื่อท่ีจะน าไปสู่

การศึกษาประสิทธิภาพของ AADC broth ท่ีแตกต่างกนัด้วยเทคนิคไมโครเพลทรีดเดอร์ท่ีให้ผลรวดเร็ว 

ตวัอยา่งอาหารทั้งหมดถูกวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ตามมาตรฐาน ISO 6579:2002 เพื่อให้

ได้ผลท่ีเป็นอ้างอิง ตวัอย่างอาหารจ านวน 25 กรัมท่ีมีการปนเป้ือนธรรมชาติ (naturally) กับท่ีไม่มีเช้ือ 

Salmonella เป็น background เช่น ไข่ตม้, เน้ือไก่สุก, และ stir-fried basil chicken with rice ถูก spiked ด้วย

เช้ือปริมาตร 1 mL ของ S. Typhimurium ท่ีปริมาณเช้ือ 1 log CFU/mL ตวัอยา่งอาหารจ านวน 25 กรัม ท่ีไม่มี

เ ช้ือแบคที เ รีย  (sterile milk) ถูก  spiked ด้วยแบคที เ รีย ท่ีแตกต่างกันดัง ต่อไปน้ี  : (a) 1 mL ของ  S. 

Typhimurium ท่ีปริมาณเซลล ์1 log CFU/mL, (b) 1 mL ของ S. Typhimurium ท่ีปริมาณเซลล ์1 log CFU/mL 

และ 1 mL ของ E. coli ท่ีปริมาณเซลล์ 1 log CFU/mL (ตวัแทนของเช้ือท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาไดท้ั้ง LDC- 

และ ODC-positive ), (c) 1 mL ของ  E. coli ท่ีปริมาณเซลล์ 1 log CFU/mL, (d) 1 mL ของ  P. vulgalis ท่ี

ปริมาณเซลล์ 1 log CFU/mL (ตวัแทนของเช้ือท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาไดท้ั้ง LDC- และ ODC-negative) เม่ือ

(ODC-negative) LRVS -  +  +  +  +  +  +  + 

 LMC -  -  -  -  +  +  +  + 

 mODB-PR x  x  x  x  x  x  x  x 

 ORVS x  x  x  x  x  x  x  x 

 OMC x  x  x  x  x  x  x  x 

 ONB x  x  x  x  x  x  x  x 

S. Paratyphi A  mLDB-PR x  x  x  x  x  x  x  x 

(LDC-negative) LRVS x  x  x  x  x  x  x  x 

 LMC x  x  x  x  x  x  x  x 

 mODB-PR +  +  +  +  +  +  +  + 

 ORVS -  -  +  +  +  +  +  + 

 OMC -  -  -  -  +  +  +  + 

 ONB -  +  +  +  +  +  +  + 
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อาหารไดมี้การเพิ่มจ านวน (pre-enriched) เป็นท่ีเรียบร้อยแลว้ จะถูกน าไปทดสอบกบัอาหาร AADC เช่น 

mLDB-PR, LRVS, LMC, mODB-PR, ORVS, OMC, และ ONB จากนั้นบ่มท่ี 37 ± 1 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

โดยผลค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 ถูกอธิบายตีความ  

เป้าหมายเพื่อการใชง้านท่ีสะดวก ขั้นตอนไม่ยุง่ยากส าหรับการทดสอบตวัอยา่งอาหารจริงเพื่อแสดงให้เห็น

วา่ตวัอยา่งอาหารปราศจากการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ดงันั้นพวกเราใชอ้าหารอะมิโน AADC broths 

เพื่อแสดงให้เห็นการไม่มีการปนเป้ือนของ Salmonellae ในตวัอยา่งอาหารโดยการไม่ปรากฏสีเปล่ียนจาก

เหลืองไปเป็นสีชมพู ให้ผลการทดลองเป็นลบในทั้ง อาหาร LDC และ ODC บนพื้นฐานของ Ewing (1986) 

หน่ึงในชีวเคมีท่ีใช้ในการบ่งบอกการปนเป้ือนของ Salmonella และ Enterobacteriaceae เป็นการทดสอบ

การใชก้รดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ (Moeller, 1955; Falkow, 1958) มีบางค าแนะน าซ่ึง S. Paratyphi A เป็น 

LDC – negative และ ODC-positive และในทางกลับกัน ส าหรับ S. Typhi ดังนั้ นผลท่ีให้เป็นลบจากทั้ง 

LDC- และ ODC-based ถูกมีความจ าเป็นในการบ่งบอกช้ีชัดการไม่มีของเช้ือ Salmonellae ตัวอย่างถูก

ยอมรับวา่ไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ตวัอยา่งบางตวัอยา่งอาจมีการปนเป้ือนโดยตามธรรมชาติ

ทั้งท่ีเป็น Salmonella และท่ีไม่ใช่ Salmonellae ดงันั้นตวัอยา่งเหล่าน้ีอาจจะใหผ้ลบวกในอาหารท่ีมีหรือไม่มี

ตัวยบัย ั้ง ในเคสเหล่าน้ีขั้นตอนของการ subsequent ตามโปรโตคอลมาตรฐานท่ีประกอบไปด้วยการ

เพาะเล้ียงเช้ือในอาหารแขง็จ าเพาะและการทดสอบเชิงชีวเคมีและซีโรโลยคีวรท่ีจะด าเนินการทดสอบต่อไป 

ในตารางท่ี 4.6 เช้ือ Salmonella ทั้งหมดถูก spiked ลงในตวัอย่างนมให้ผล LDC- และ ODC-positive ใน

ตวัอยา่ง 7 AADC broths เม่ือตวัอยา่งนมปราศจากเช้ือถูก spiked ดว้ยแบคทีเรียท่ีไม่สามารถใช ้LDC – และ 

ODC เช่น P. vulgaris อาหารเหลว AADC ใหผ้ลเป็นลบ ส่งผลใหมี้การแยกท่ีชดัเจนระหวา่งเช้ือท่ีใหผ้ลเป็น 

DC-positive และ negative ในตวัอยา่งอาหารท่ีมีองคป์ระกอบท่ีซบัซ้อน ตวัอยา่งนมปราศจากเช้ือท่ีไม่มีการ 

spiked ของเช้ือแสดงให้เห็นปฏิกริยาอะมิโนท่ีเป็นลบ (DC-negative) ด้วย E. coli (LDC- และ ODC-

positive) spiked ลงในตวัอย่าง ตวัยบัย ั้งท่ีใช้แสดงให้เห็นความสามารถในการคดัเลือกท่ีแตกต่างกันใน

อาหารเหลว LDC และ ODC โดยเช้ือ E. coli ท่ีท าการ spiked ลงในตวัอยา่งอาหารเจริญเติบโตใน LMC และ 

LRVS และยอ่ยสลายไลซีน เพื่อพฒันาเป็นอาหารเหลวสีชมพูในทุกอาหารท่ีเป็นไลซีน 

อาหารเหลวจ าเพาะออร์นิธิน นอกเหนือจากนั้น สามารถท่ีจะแยกเช้ือ Salmonella จาก E. coli ในเง่ือนไขท่ี

จ าเพาะน้ี ตวัยบัย ั้งในอาหาร ORVS, OMC, และ ONB ด าเนินการในการฆ่าเช้ือ E. coli ในการทดลอง
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ตวัอย่างนมท่ี spiked ไดเ้ป็นอย่างดี ในการทดลองกบัเช้ือบริสุทธ์ิ, MC 50 g/L ใน mODB-PR (OMC) และ 

NB 20 mg/L ใน ONB แต่ไม่ในมาลาไคกรีนและแมกนีเซียมคลอไรด์ใน ORVS ยบัย ั้งการเจริญของ E. coli 

ท่ีปริมาณของเช้ือเร่ิมตน้ 7 log CFU/mL (Table 4.3) ความแตกต่างของตวัยบัย ั้ง RVS บางทีเน่ืองจากปริมาณ

เซลล์เร่ิมตน้ท่ีสูง เพียงพอท่ีจะ overcome ผลของตวัยบัย ั้งซ่ึงโดยทัว่ไปข้ึนอยู่กบัความเขม้ขน้ของตวัยบัย ั้ง 

(Table 4.2) และปริมาณเซลล์เร่ิมตน้ (Table 4.5) โดยเพิ่มเติม ตวัอย่างท่ีมีการ spiked มีความเป็นกรดท่ีสูง

หลงัจากท าการเพิ่มจ านวนเช้ือ (pre-enrichment step) Rappaport et al., (1956) ไดร้ายงานผลของการท างาน

ร่วมกนัท่ี pH ต ่า และมาลาไคกรีนและแมกนีเซียมคลอไรด์ในการส่งเสริมคดัเลือกการเจริญเติบโตของ 

Salmonella spp. แต่ไม่สนบัสนุนการคดัเลือกเช้ือแข่งขนัอ่ืนๆ ความเป็นกรดในอาหารเหลวเป็นผลมาจากใส่

เช้ือเพื่อเพิ่มจ านวนหรือฟ้ืนฟูเซลลใ์นอาหาร non-selective enrichment เป็นผลใหเ้กิดสภาวะท่ีเป็นประโยชน์

ในการคดัเลือกเช้ือ Salmonellae ในอาหารเหลวจ าเพาะกรดอะมิโนทั้งหมด (AADC) รูปท่ี 4.2 แสดงให้เห็น

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 เทียบกบัเวลาของตวัอยา่งนมสเตอริไรส์ท าการ spiked ดว้ยแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนั

ระหวา่งการบ่มตวัอยา่งในตวัยบัย ั้ง OMC ท่ี 37 C ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 ของตวัอยา่งนมท่ี spiked ดว้ย 

S. Typhimurium แสดงให้เห็นอย่างชัดเจนโดยให้ค่าเพิ่มมากกว่า A550 ของ OMC ท่ีเป็นตวัอย่าง control, 

ตวัอยา่งนมท่ีไม่มีการ spiked ของเช้ือ, และ ODC-negative ท่ีเป็นเช้ือ P. vulgaris ท่ีได ้spiked ลงในนมอยา่ง

ชดัเจน E. coli ถูกคดัเลือกยบัย ั้งใน OMC ดงันั้น ค่าการดูดกลืนแสงท่ี A550 ยงัคงไม่มีการเปล่ียนแปลง ผล

การทดลองจากการ spiked ลงในตวัอย่างอาหารช้ีให้เห็นว่าเทคนิค chromatic microplate บนพื้นฐานของ 

DC activity ของ Salmonella และ Enterobacteriaceae มีประสิทธิภาพท่ีเช่ือถือได้โดยปราศจากการแทรก

ของอนุภาคจากอาหารและความขุ่น 
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ตารางที ่4.6  การตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนของ Salmonella ในตวัอยา่งอาหารท่ีมีการ spiked และมีเช้ือโดยธรรมชาติในอาหารเหลว 7 AADC ส าหรับการ

คดัเลือกจ าเพาะและ simultaneously detection ของปฏิกริยาดีคาร์บอกซีเลส x, ไม่มี; , มี; -, ผลลบ DC, +, ผลบวก DC Control ถูกสอดคลอ้งกบัตวัอยา่ง

อาหารเหลวท่ีไม่มีการเติมเช้ือ 

 

* ผลการทดลองอยูบ่นพ้ืนฐานของการเปล่ียนสีท่ีการวดัค่าการดูดกลืนของแสงท่ี 550 นาโนเมตรของตวัอยา่งอาหารเหลวท่ีสมัพนัธ์กบัตวัอยา่งควบคุม (สอดคลอ้งกบัอาหารเหลว
ท่ีไม่มีการเติมเช้ือ) และอธิบายปฏิกริยาใหผ้ลเป็นบวกของเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลส (+) สะทอ้นการเจริญเติบโตของเซลลแ์ละผลเป็นลบของปฏิกริยา (-) สะทอ้นความสามารถใน
การยบัย ั้ง. (+,ผลบวก, A550 ตวัอยา่ง > A550 ควบคุม; -, ผลลบ, A550 ตวัอยา่ง ≤ A550 ควบคุม) 
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รูปที ่4.2 A550 ค่า absorbance เทียบกบัเวลาของตวัอยา่งนมท่ี spike และไม่ spike ดว้ยแบคทีเรียปริมาณ 10 

CFU ต่อตวัอยา่ง 25 ml แต่ละขอ้มูลมาจากค่าเฉล่ีย 3 ซ ้ า ± SEM ตวัอยา่งถูกบ่มในอาหารจ าเพาะ 

OMC ท่ีอุณหภูมิ 37 C นมปราศจากเช้ือถูก spiked ดว้ย S. Typhimurium (●), ODC-positive E. 

coli (), ODC-negative P. vulgalis (), นมปราศจากเช้ือท่ีไม่มีการเติมเช้ือ (), อาหารเหลว 

OMC ท่ีไม่มีการเติมเช้ือ (). 

เพื่อท่ีจะประเมินผลกระทบของการปนเป้ือนของแบคทีเรียโดยธรรมชาติท่ีมีอยูใ่นการตรวจวิเคราะห์หาเช้ือ 

Salmonella โดยการใช้วิธีและอาหารท่ีได้มีการพฒันา ชนิดของอาหารท่ีใช้ท่ีแตกต่างกนั เช่น เน้ือไก่ตม้ 

(cooked chicken meat) ขา้วกะเพราไก่ (chilled stir-fried basil chicken with rice) และไข่ตม้ (chilled boiled 

eggs) ถูกน ามาทดสอบ เน้ือไก่ตม้และขา้วกะเพราะไก่ท่ีมีเช้ือและไม่มีเช้ือ Salmonella ท่ีใหผ้ล positive และ 

negative ตามล าดบั ผลจากอาหาร AADC broth ทั้งหมดถูกมีการด าเนินการทดสอบเพื่อยืนยนัผลกบัวิธีการ

มาตรฐานของ ISO 6579:2002 ส าหรับการวิเคราะห์ Salmonella ตวัอย่างไข่ตม้ท่ีไม่ไดเ้ติมเช้ือ Salmonella 

ให้ผลเป็น negative กบัปฏิกริยาอะมิโนใน LRVS, LMC, และ OMC อาหารจ าเพาะทั้ง 3 ชนิดเหล่าน้ีมีการ

เติมตวัยบัย ั้งท่ีสามารถกดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีเป็น background ส าหรับอาหารอาหารเหลวอีก 4 

ชนิด : mLDB-PR, mODB-PR (ไม่มีตวัยบัย ั้ง), ORVS, และ ONB (มีตวัยบัย ั้ง) ไม่มีผลกระทบในการยบัย ั้ง

กับเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonella ท่ีเป็น background และดังนั้นแสดงให้เห็นว่า DC-positive Salmonella และท่ี
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ไม่ใช่ Salmonella ผลการทดลองเหล่าน้ีช้ีให้เห็นว่า LRVS, LMC, และ OMC ให้ผลท่ีดีในการคดัเลือกของ

การ detection เช้ือ Salmonella เพราะวา่มนัสามารถท่ีจะเลือกยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแข่งขนั 

และสามารถตรวจ detect เช้ือ Salmonella ไดท่ี้ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ท่ีต ่า 

อาหารเหลว AADC ถูกออกแบบเพื่อใช้ในการ screen ตวัอย่างท่ีมีความเป็นไปไดท่ี้จะมีการปนเป้ือนเช้ือ 

Salmonella โดยเป้าหมายแรกเพื่อท่ีจะหลีกเล่ียงการเกิดผล false negative การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่า

ตวัอย่างทั้งหมดท่ีมีการปนเป้ือนดว้ย Salmonella สามารถท่ีจะตรวจพบไดใ้นอาหาร AADC ทั้งหมด โดย

ผลประโยชน์หลกัของงานวิจยัน้ีเพื่อท่ีจะจดัการตดัสินใจตรวจเช็คการปนเป้ือนของ Salmonella ภายใน 48 

ชัว่โมง ท่ีสามารถให้ผลท่ีรวดเร็วกว่าวิธีการท่ีเป็นมาตรฐาน ซ่ึงใชเ้วลา 72 ชัว่โมง โดยการใชห้ลกัการการ

ทดสอบดว้ยการบ่งช้ีดว้ยปฏิกริยาท่ีสามารถให้สี ส าหรับปฏิกริยาการใชก้รดอะมิโนในระหวา่งขั้นตอนการ

ฟ้ืนฟูเพิ่มจ านวนอาหารเหล่าน้ีมีการยืนยนัว่าตัวอย่างมีการปราศจากเช้ือจาก Salmonella ซ่ึงถ้าอาหาร

ทั้งหมดแสดงกิจกรรมการใชก้รดอะมิโนท่ีไม่มี ถา้ตวัอยา่งอาหารอยา่งนอ้ย 1 อาหาร  แสดงวา่ตวัอยา่งใหผ้ล

เป็นบวกท่ีจ าเป็นตอ้งมีการทดสอบต่อไปซ่ึงจะเป็นการใช้อาหารแข็งจ าเพาะ หรืออาหารโครโมเจนิกถูกมี

ความจ าเป็นเพื่อใช้ในการตดัสินใจว่ามีความเป็นไปได้ท่ีจะให้ผลเป็น false positive ของอาหารจ าเพาะ 

AADC ส าหรับอาหารเหลวบ่งช้ีสีอีกชนิดหน่ึงท่ีพฒันามาจากการใช้ไทโอซัลเฟตท่ีมีความจ าเพาะกบัเช้ือ

ส่วนใหญ่ของ Salmonella มนัสามารถท่ีจะถูกใชค้วบคู่กบัอาหาร AADC เพื่อเอาชนะความเป็นไปไดท่ี้จะ

ให้ผลการทดลองเป็น false positive โดยการใชอ้าหารเหลวจ าเพาะ AADC การใชป้ระสบการณ์ท่ีไดรั้บจาก

การพฒันาในระดับเล็กของ AADC การพฒันารูปแบบอาหารต่อไปเป็นงานท่ีได้มีการผลิตเทคนิคการ

เพาะเล้ียงเช้ือขนาดเล็กท่ีเป็นการใช้ปฏิกริยาไธโอซัลเฟตรีดักเตส ส าหรับเพื่อการตรวจวิเคราะห์เช้ือ 

Salmonella ท่ีเป็นกิจวตัรท่ีใหผ้ลท่ีปราศจาก false negative หรือ positive results 

นอกเหนือจากการใช้หลักการการใช้กรดอะมิโน (AADC; amino acid decarboxylation) ปฏิกริยา 

biochemical อีกชนิดหน่ึงท่ีใช้ในการทดสอบ เป็นปฏิกริยาการรีดกัชัน่ของไธโอซัลเฟตเพื่อไดไ้ฮโดรเจน

ซัลไฟต์ ปฏิกริยาดงักล่าวถูกน ามาท าให้เกิดประโยชน์ดว้ยเหมือนกนัเพื่อท่ีจะท าให้เกิดความสมบูรณ์ของ

การวดัด้วยกิจกรรม AADC เพื่อท่ีจะให้ได้ประสิทธิภาพในการ screening ของเช้ือ Salmonella ท่ีดีมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน การรีดกัชั่นของไธโอซัลเฟตเพื่อเป็นไฮโดรเจนซัลไฟต์ได้มีความส าเร็จมาอย่าง

ยาวนานในการแยกความแตกต่างของ Salmonella spp. จากเช้ือแข่งขนั Enterobacteriaceae ท่ีมีคุณสมบติั
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ใกล้เคียงกนั อย่างไรก็ตามเช้ือแบคทีเรียแข่งขนัท่ีมีความส าคญั เช่น Proteus, Citrobacter, และ Arizona 

ยงัคงให้ผลท่ีเป็น positive สามารถให้ผลการใช้ไฮโดรเจนซัลไฟต์ไดเ้ช่นเดียวกนั แต่มนัทั้งหลายให้ผลท่ี

เป็น negative ใน DC ของกรดอะมิโนบางตวั ในทางตรงกนัขา้มอาหารไฮโดรเจนซัลไฟต์ไม่สามารถท่ีจะ

แยกเช้ือ Salmonella ท่ีส าคญับางตวั เช่น S. Cholereasuis, S. Gallinarum, S. Paratyphi A ได้ (Barrett และ 

Clark, 1987; Shelef และ Tan, 1998) ดงันั้นเพื่อให้ไดก้าร screening ของเช้ือ Salmonella ท่ีมีความปลอดภยั

สูง อาหารเหลว H2S ควรท่ีจะพฒันาเพื่อใชเ้ป็นอาหาร chromatic broth ท่ี 2 เพื่อสนบัสนุนอาหาร AADC  

4.6 การพฒันาสูตรอาหารการเกดิไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S production) เพ่ือเพิม่ความจ าเพาะในการคัดเลือก

เช้ือ Salmonella 

การรีดกัชัน่ของไทโอซัลเฟตไปเป็นไฮโดรเจนซัลไฟด์มีความส าเร็จในการผสมผสานท างานร่วมกนัเพื่อ

ทดสอบการบ่งช้ีและแยกความแตกต่างของเช้ือ Salmonella spp. โดยส่วนใหญ่จากสปีชีส์อ่ืนๆ ของ 

Enterobacteriaceae (Barrett และ Clark, 1987; Shelef และ Tan, 1998) กิจกรรมของปฏิกริยาน้ีมีความสัมพนัธ์

ค่อนขา้งเฉพาะเจาะจงกบั Salmonella และมีเช้ือบางตวัท่ีไม่ใช่ Salmonella สามารถท่ีจะเกิดปฏิกริยาดงักล่าว

ได้ เช่น Proteus และ Citrobacter (Park et al., 2012) ปฏิกริยาดังกล่าวโดยปกติมนัถูกน าไปใช้ควบคู่กบั

อาหารจ าเพาะแข็งเพื่อคดัเลือกเช้ือ Salmonella เช่น ไลซีนดีคาร์บอกซีเลชั่นในไลซีนไอรอน agar และ

ไซโลสไลซีนดีคาร์บอกซีเลส agar ดว้ยเหมือนกนั ดว้ยตวัยบัย ั้งท่ีหลากหลายใชใ้นการบ่งช้ีความเป็นไปได้

ในการปนเป้ือนของโคโลนีเช้ือ Salmonella เบ้ืองตน้และเพื่อเป็นการยืนยนัผลของการปนเป้ือนของเช้ือ 

Salmonella เช้ือดังกล่าวจะถูกน ามายืนยนัด้วยการใช้ปฏิกริยาชีวเคมี ในตัวอย่างอาหารและตัวอย่าง

ส่ิงแวดล้อม (Taylor, 1965; Hoben et al., 1973; Miller et al., 1991) ทั้งน้ีอาหารท่ีใช้บ่งบอกการปนเป้ือน

ของ Salmonella ท่ีใชป้ฏิกริยาการเกิด H2S production อยูใ่นรูปของของแข็ง ดงันั้นในการปรับเปล่ียนเป็น

รูปแบบอาหารเหลวจ าเพาะจึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาพฒันาเพื่อให้ได้อาหารเหลวท่ีมีประสิทธิภาพ มี

ความจ าเพาะกบัการบ่งช้ีการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella 

4.6.1 ผลของกรดอะมิโนเดี่ยวของปฏิกริยาดีคาร์บอกซีเลช่ันทีม่ีต่อการเกดิ hydrogen sulfide production 

ใน TFX media 

รูปท่ี 4.3 แสดงการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสง (OD650) โดย Salmonella  spp. ในอาหารเหลว TFX 

ท่ีมีการเติมไลซีน, ออร์นิธิน, หรืออาร์จินิน ในอาหารท่ีปรากฏไฮโดรเจนซลัไฟด์เป็น indicator และอาหาร
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เหลวควบคุมเป็น TFX เช้ือ Salmonella ซีโรวาร์ เช่น S. Enteritidis (รูปท่ี 4.3A) ในอาหาร TFXO แสดงให้

เห็นปริมาณท่ีมากท่ีสุดและอตัราการเกิด H2S production ท่ีรวดเร็วกวา่อาหารเหลวท่ีมีไลซีนและอาร์จินิน

เป็นส่วนผสม ค่าการดูดกลืนแสงต่อเวลาของอาหารเหลว TFX (ไม่มีกรดอะมิโน) ท่ีถูกใส่เช้ือด้วย 

Salmonella ในรูปท่ี 4.3 ให้ค่าการดูดกลืนแสง (OD650) ท่ีน้อยท่ีสุดของการวดั เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหาร

เหลวจ าเพาะตวัอ่ืนท่ีมีการเติมกรดอะมิโน 

 
(A) S. Enteritidis 

 
(B) S. Anatum 

 
(C) S. Typhi 
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รูปที ่4.3  ค่าการดูดกลืนแสงท่ีท าการวดัท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตรเทียบกบัเวลาของเช้ือ Salmonellae 

ท่ีปริมาณเช้ือ 7 log CFU/ml; (A) S. Enteritidis (B) S. Anatum และ (C) Typhi, และท าการเติมเช้ือ

ลงในไธโอซลัเฟต-เฟอริกแอมโมเนียมซิเตรทบนพื้นฐานของอาหาร TFX ท่ีมีการ supplemented 

ดว้ยกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัไปของไลซีน (TFXL), ออร์นิธิน (TFXO), และอาร์จินิน (TFXA) 

ภายใตก้ารบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยในแต่ละขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ีย ± SEM, n = 3. 

 

มีสถานการณ์ท่ีเช้ือบางตวัเกิดปฏิกริยา H2S+ ท่ีอ่อน เช่น S. Anatum และ S. Typhi โดยสามารถเกิดปฏิกริยาท่ีชา้

และมีการตกตะกอนท่ีอ่อนไม่เขม้และการพฒันาค่าการดูดกลืนแสงเป็นไปอยา่งชา้ เช้ือ S. Anatum (รูปท่ี 4.3B) 

เกิด H2S production มากท่ีสุดในอาหารเหลว TFXA ถึงแมว้า่โดยทัว่ไปใน typical Salmonella อตัราของการ

เกิดปฏิกริยาอาร์จินินดีคาร์บอกซีเลชัน่ (ADC) มีความชา้เม่ือเปรียบเทียบกบั ODC และ LDC ส าหรับ S. 

Typhi เช้ือดงักล่าวใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650  ท่ีนอ้ย (ไม่มากกวา่ 1.0 OD) ในกรดอะมิโนทุกชนิดท่ี

ทดสอบเม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ืออ่ืนๆ ท่ีท าการทดสอบ อยา่งไรก็ตามปฏิกริยาไลซีนดีคาร์บอกซีเลชัน่ถูกมี

ประโยชน์ส าหรับ S. Typhi (รูปท่ี 4.3C)  

อาหารเหลวท่ีมีส่วนประกอบของไลซีนและออร์นิธินพบว่าไดมี้การพฒันาช่วยเพิ่มความสามารถในการ

คดัเลือกโดยสามารถท่ีจะคดัเลือกเช้ือ Citrobacter freundii ซ่ึงสามารถเกิดปฏิกริยาการใช ้H2S ไดด้งัแสดง

ในตารางท่ี 4.7 ในขณะเดียวกนั อาร์จินินอยา่งแน่นอนสามารถท่ีจะชกัน าให้เกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์ โดยให้

ปฏิกริยาการเกิดท่ีอ่อนของเช้ือ S. Anatum (รูปท่ี 4.3) การพิจารณาทั้งความไวและความสามารถในการ

คดัเลือกของเช้ือ Salmonella กรดอะมิโนไลซีน ออร์นิธินและอาร์จินิน แสดงให้เห็นประสิทธิภาพในการ

แยกความแตกต่างได้ตามท่ีหวงั ดงันั้นเพื่อท่ีจะครอบคลุมการตรวจวิเคราะห์ของ H2S production ในทุก 

Salmonella  ซีโรวาร์ การใชก้รดอะมิโนทั้ง 3 ชนิด (ไลซีน, ออร์นินธิน และอาร์จินิน) ในการผสมท างานเขา้

ดว้ยกนัมีความจ าเป็นท่ีจะตอ้งมีการพฒันาต่อไป 

 

ตารางที ่4.7     แสดงความสามารถในการคดัเลือกเช้ือของอาหารไทโอซลัเฟต-เฟอริกแอมโมเนียมซิเตรท 

ในอาหารเหลว TFX ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนชนิดต่างๆ เช่น ไลซีน (L), ออร์นิธิน (O), และ

อาร์จินิน (A) ท่ีใส่เช้ือดว้ย Salmonellae และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonellae ท่ีปริมาณเซลล ์7 log 

CFU/ml ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C (ใหผ้ลท่ี 24 ชัว่โมงของการบ่ม) 
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เช้ือทีใ่ช้ในการทดสอบ 
การเกดิ H2S จากการ  

รีดกัช่ันของไธโอซัลเฟต 
อาหารเหลวบ่งช้ี 

TFX TFXL TFXO TFXA 
เช้ือ Salmonella      

เช้ือในกลุ่ม Typical serovars      

S. Enteritidis + - + + + 

S. Rissen + - + + + 

S. Typhimurium + - + + + 

S. Weltevreden + - + + + 

S. Paratyphi B + - + + - 

เช้ือในกลุ่ม Atypical serovars      

S. Anatum + + + - + 

S. Typhi + - - + - 

แบคทเีรียแกรมลบ      

ทีไ่ม่ใช่เช้ือ Salmonella      

Citrobacter freundii + + - - + 

Proteus mirabilis + + + + + 

Proteus vulgaris + + + + + 

Escherichia coli - - - - - 

Klebsiella pneumoniae - - - - - 

Serratia marcescens - - - - - 

Pseudomonas aeruginosa - - - - - 

Shigella flexneri - - - - - 

Shigella sonnei - - - - - 

Yersinia enterocolitica - - - - - 

แบคทเีรียแกรมบวก      

ทีไ่ม่ใช่เช้ือ Salmonella      

Enterococcus faecalis - - - - - 

Listeria innocua - - - - - 

Staphylococcus aureus - - - - - 

 

*ผลการทดลองอยูบ่นพื้นฐานของการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตรในอาหารเหลวท่ีมีการใส่เช้ือ 

โดย blank ของการทดลองเป็นอาหารเหลวท่ีไม่มีเ ช้ือ และอธิบายผล positive H2S (+) บ่งบอกการ

เจริญเติบโตของเซลล์ และผล negative H2S (-) บ่งบอกการไม่เกิด H2S production. +, OD650 ของตวัอยา่ง > 

OD650 of the most turbid-H2S (-) bacterium; -, OD650 ของตัวอย่า ง  ≤ OD650 of the most turbid-H2S (-) 

bacterium.  
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4.6.2 ผลของน ้าตาลที่สามารถเกิดการ fermentation ของการเกิด hydrogen sulfide production ในอาหาร 

TFLOA   

ในการศึกษาปัจจุบนั คาร์โบไฮเดรตท่ีสามารถเกิดการ fermentation ของเช้ือ Salmonella และท่ีไม่ใช่เช้ือ 

Salmonella โดยเฉพาะเป็นพิเศษเช่นเช้ือ Citrobacter และ Proteus spp. ถูกน ามาศึกษาเพื่อท่ีจะหาแหล่ง

คาร์โบไฮเดรตทางเลือกท่ีเหมาะสมเพื่อท่ีจะบ่งบอกการเกิด hydrogen sulfide production ใน Salmonella แต่

ไมป่รากฏใน Citrobacter และ Proteus spp. ดงันั้น 19 คาร์โบไฮเดรตถูกเติมอยา่งเด่ียวๆ ลงในอาหารเหลว 

TFLOA ซ่ึงเป็นอาหารท่ีไดมี้การคดัเลือกวา่เหมาะสมในการทดลองก่อนหนา้น้ี ไธโอซลัเฟต-รีดิวซ์ซ่ิง 

Salmonella และท่ีไม่ใช่ Salmonella (non-salmonellae) ถูกเพาะบ่มในแต่ละชนิดของเช้ือในแต่ละ well ของ

แต่ละอาหารท่ีใชใ้นการทดสอบ และเม่ือนั้นท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 24 – 48 ชัว่โมง อาหารเหลว

ควบคุมท่ีเป็น TFLOA ท่ีเติมไซโลส ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตรถูกใชใ้นการวดัปริมาณการ

ตกตะกอนของ iron sulfide precipitation. 

ส าหรับเกณฑห์รือบรรทดัฐานในการเลือกแหล่งของคาร์บอนเพื่อใหไ้ดค้่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 650 นา

โนเมตรจากเช้ือ Salmonellae ท่ีใชใ้นการทดสอบทั้งหมด โดยเฉพาะเป็นพิเศษเช้ือ S. Anatum และ S. Typhi 

ในขณะท่ีมนัยบัย ั้งการเกิดการตกตะกอนสีด าของเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonella ท่ามกลางคาร์โบไฮเดรตท่ีสามารถ

เกิดการ fermentation ไดท้ั้งหมด ดูซิทอล และแมนนิทอล ไดถู้กน ามาใช ้(ตารางท่ี 4.8) เช้ือ S. Anatum ให้

สัญญาณการเกิด H2S มากท่ีสุดใน TFLOA ท่ีมีการเติมน ้าตาลแมนนิทอลและสัญญาณของ H2S ของ S. Typhi 

ใหค้่ามากท่ีสุดโดยการแทนท่ีไซโลสดว้ยดูซิทอล การใช ้ TFLOA ร่วมกบัดูซิทอลหรือแมนนิทอลยงัฟ้ืนตวั

และ detected การตกตะกอนสีด าดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650  

ตารางที ่4.8 ค่าการดูดกลืนแสงของ Salmonella ท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร ของ Salmonella ท่ีปริมาณ

เช้ือ 7 log CFU/ml ในอาหารเหลว TFOA ท่ีมีหรือไม่มีไซโลสหรือทรีฮาโลส (คดัเลือกจากการ

ใชน้ ้าตาล 19 ชนิด) ท  าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

เช้ือทีใ่ช้ใน 
การทดสอบ 

อาหาร TFLOA ทีม่ีองค์ประกอบของน า้ตาล 

         -      ไซโลส     ดูซิทอล  แมนนิทอล 
S. Anatum 1.536+0.005 1.392+0.003 0.867+0.004 1.740+0.002 
S. Typhi  0.265+0.004 0.654+0.004 1.678+0.007 0.789+0.005 
S. Enteritidis 0.952+0.004 1.390+0.005 1.499+0.003 1.336+0.003 
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S. Rissen 0.768+0.006 1.920+0.004 1.921+0.006 1.520+0.004 
S. Typhimurium 1.448+0.007 1.801+0.003 1.935+0.003 1.392+0.005 
S. Weltevreden 0.838+0.005 1.517+0.002 1.430+0.005 0.882+0.007 
S. Paratyphi B 0.864+0.005 1.652+0.005 1.805+0.005 1.084+0.006 

 
ตารางที่ 4.9 แสดงการคดัเลือกเช้ือของอาหารไทโอซลัเฟต-เฟอริก แอมโมเนียมซิเตรทของอาหาร TFLOA 

ท่ีมีการเสริมด้วยไซโลส (ตวัอย่างควบคุม), ดูซิทอล, หรือแมนนิทอลซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอน 

โดยท าการใส่เ ช้ือ Salmonellae และท่ีไม่ใช่เ ช้ือ Salmonella ปริมาณ 7 log CFU/ml บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37ºC ผลการทดลองอยู่บนพื้นฐานของการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตร 

และสังเกตดว้ยตาท่ีเวลา 24 ชัว่โมงหลงัจากการบ่ม 
 

เช้ือที่ใช้ในการทดสอบ 
อาหาร TFLOA 

ไซโลส ดูซิทอล แมนนิทอล 

แบคที เ รียที่สามารถรีดิว ซ่ิงไธโอ
ซัลเฟต 

    

Citrobacter freundii +  - - 

Proteus mirabilis  +  + + 

Proteus vulgaris +  - - 

    

แบคทีเรียที่ไม่สามารถรีดวิซ่ิงไธโอ
ซัลเฟต 

    

Enterobacter aerogenes - - - 

Escherichia coli - - - 

Klebsiella pneumoniae - - - 

Serratia marcescens - - - 

Psuedomonas aeruginosa - - - 

Shigella flexneri - - - 

Shigella sonnei  - - - 

Yersinia enterocolitica - - - 

แบคทีเรียแกรมบวก 

ที่ไม่ใช่ Salmonella 

   

Enterococcus faecalis - - - 

Listeria innocua  - - - 
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Staphylococcus aureus - - - 

 

*ผลการทดลองอยูบ่นพื้นฐานของการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตรในอาหารเหลวท่ีมีการใส่เช้ือ 

โดย blank ของการทดลองเป็นอาหารเหลวท่ีไม่มีเ ช้ือ และอธิบายผล positive H2S (+) บ่งบอกการ

เจริญเติบโตของเซลล์ และผล negative H2S (-) บ่งบอกการไม่เกิด H2S production. +, OD650 ของตวัอยา่ง > 

OD650 of the most turbid-H2S (-) bacterium; -, OD650 ของตัวอย่า ง  ≤ OD650 of the most turbid-H2S (-) 

bacterium.  

 

 

ในอาหารเหลวจ าเพาะ , TFLOA ร่วมกับดูซิทอลหรือแมนนิทอล แสดงให้เห็นการพฒันาอาหารให้มี

ความสามารถในการคดัเลือกเช้ือโดยสามารถคดัแยกเช้ือเช่น  C. freundii และ P. vulgaris เม่ือเปรียบเทียบ

กบัไซโลสดงัแสดงในตารางท่ี 4.9 

 

ปฏิกริยาอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่เป็นท่ีทราบดีวา่เพื่อป้องกนัการ Masking ของการ detection ของ H2S ใน

การปรากฏของคาร์โบไฮเดรตท่ีสามารถเกิดการเฟอร์เมนเตชัน่ได ้ซ่ึงก่อให้เกิดกรดท่ีมากในการแทรกแซง

การตกตะกอนของ FeS (Barrett และ Clark, 1987; Bulmash และ Fulton, 1964)  การท าลายหรือสลายของ

ไธโอซลัเฟตรีดกัเตสโดยกลูโคสและคาร์โบไฮเดรตท่ีสามารถ ferment ไดอ่ื้นๆ ไดถู้กจ าลองข้ึนมา 

เพื่อลดผลกระทบในทางตรงกนัขา้มของอาหารเหลวท่ีเป็นกรดและปรับปรุงความสามารถการเกิดของ

ไฮโดรเจนซัลไฟด์น าไปสู่การเพิ่มข้ึนของตะกอนสีด า กรดอะมิโนอ่ืนๆ (ออร์นิธิน, อาร์จินิน, และการใช้

ร่วมกนัของกรดอะมิโนทั้ง 2 ชนิด) ถูกน ามาประเมิน การเปล่ียนแหล่งของกรดอะมิโนจากไลซีน (TFXL) 

ไปเป็นออร์นิธิน (TFXO) และเป็นอาร์จินิน (TFXA) ในอาหาร TFX มีผลต่อการเกิด H2S production และ

อตัราการเกิดการตกตะกอนสีด าใน Salmonella ในเส้นทางท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยู่กบัชนิดของเช้ือแบคทีเรีย 

(รูปท่ี 4.3) การเกิดผลบวกของ H2S ในอาหาร TFXO ถูกยืนยนัก่อนหนา้นั้นวา่เช้ืออ่ืนๆ ในเช้ือ Salmonella 

โดยส่วนมากแลว้ท่ามกลางกรดอะมิโนทั้ง 3 ชนิด (AADC), ODC ถูกรายงานวา่ให้อตัราการเกิดปฏิกริยาอะ

มิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่มากท่ีสุด (Shelef และ Tan, 1998) ดงันั้นการผลิต production ของอลัคาไลน์เอมีนท่ี

เร็วจากการสนับสนุนของออร์นิธินและเร่งการเกิด H2S production และต่อมาเกิดการตกตะกอนสีด าใน
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อาหารเหลว การไม่เติมกรดอะมิโน อาหารเหลวให้ค่าความเป็นกรด-ด่าง ท่ี pH ลดลงและการเกิด H2S ถูก

แสดงใหเ้ห็น 

ส าหรับเช้ือบางตวัท่ีเป็น atypical เช่น เช้ือ S. Anatum สามารถท่ีจะใชก้รดอะมิโนอาร์จินิน ไปเป็น agmatine 

และ putrescine ได้อย่างมีประสิทธิภาพท่ี pH เป็นกลางกว่าท่ีสภาวะเป็นกรดซ่ึงได้ถูกรายงานโดย 

Goldschmidt และ Lockhart (1971) มนัถูกแสดงใหเ้ห็นวา่ S. Anatum เม่ือเปรียบเทียบกบั S. Enteritidis ผลิต

กรดไดช้า้กวา่จากการเฟอร์เมนเตชัน่ของน ้ าตาลไซโลส ดงันั้น อาหารเหลวยงัคงมี pH ท่ี 7 เป็นท่ีสังเกตว่า

รูปท่ี 4.3B อาหารเหลว TFX ท่ีมี S. Anatum ให้ค่า OD650 ท่ีสูงกว่า S. Typhi และ S. Enteritidis เพราะการ

เฟอร์เมนเตชั่นท่ีช้าน าไปสู่ปฏิกริยาของ ADC เพื่อผลิตเอมีนท่ีมากเพื่อยงัคงอาหารเหลวท่ี pH เป็นกลาง 

ปฏิกริยาดีคาร์บอกซีเลชัน่ไม่ไดมี้ความจ าเป็นเพื่อกระตุน้ pH ให้สูงข้ึน เพื่อให้เกิด H2S production ท่ีดี เป็น

ผลให ้S. Anatum สร้างการเกิดตะกอนสีด าของในอาหาร TFXA  

การฟอร์มตัวของกรดเป็นผลมาจากการเฟอร์เมนเตชั่นของคาร์โบไฮเดรตซ่ึงอาจจะมีผลกับการเกิด 

hydrogen sulfide production โดยการไปกดกิจกรรมไธโอซลัเฟตรีดกัเตส (Rambach, 1990) มากไปกวา่นั้น 

Veron และ Gasser (1963) ไดร้ายงานภายใตเ้ง่ือนไขท่ีเป็นกรด แบคทีเรียท่ีให้ผลเป็นบวกของ H2S-positive 

ไมก่่อใหเ้กิดตะกอนสีด าของไอรอนซลัไฟด ์น ้าตาลท่ีสามารถเกิดการ fermentation ไดท่ี้เหมาะสมในระบบ

ของไฮโดรเจนซลัไฟด์ สามารถท่ีจะพฒันาความสามารถในการคดัเลือกอาหารส าหรับ  Salmonella (Park et 

al., 2012; Shelef และ Tan, 1998) ในส่วนของอาหารเหลว TFLOA ดูซิทอลและแมนนิทอลถูกพบวา่มีความ

ไวกวา่การใชไ้ซโลสส าหรับเช้ือ S. Typhi และ S. Anatum ตามล าดบั มากไปกวา่นั้นน ้าตาลทั้ง 2 ชนิดเหล่าน้ี

ขดัขวางเช้ือ C. freundii และ Proteus spp. เพิ่มการคดัเลือกของอาหารและยงัคงมีประสิทธิภาพในการ detect 

เช้ือ typical Salmonella สายพนัธ์ุอ่ืนดว้ย การวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650 การเฟอร์เมนตข์องน ้าตาลเหล่าน้ี

ใน C. freundii และ Proteus spp. ท  าให้อาหารเหลวมีความเป็นกรดมากและอาจจะส่งผลให้เกิดความล่าช้า

ในการเกิดปฏิกริยาการใช้กรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชั่นโดยเช้ือเหล่าน้ีเป็นผลในการเกิดสีด าของ

ไฮโดรเจนซัลไฟด์และไม่เกิดสีด าของอาหาร Park et al. (2012) ไดร้ายงานเหมือนกนัว่าผลของชนิดของ

น ้ าตาลและความเข้มข้นของคาร์โบไฮเดรตสามารถท่ีจะขดัขวางเช้ือ C. freundii และ P. mirabilis และ

ประสบผลส าเร็จในการออกแบบ อาหารแขง็จ าเพาะท่ีเป็น XA ดว้ยความเขม้ขน้ของอะราบิโนสท่ีเหมาะสม 
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4.7 การตรวจสอบความถูกต้องของการลดขนาดโปรโตคอลโดยการใช้อาหารเหลวจ าเพาะ AADC ควบคู่กบัการ

ใช้ indicator ทีเ่ป็นอาหารเหลวจ าเพาะ H2S ในตัวอย่างอุตสาหกรรมอาหาร 

ผูว้ิจยัได ้combined การใช้รูปแบบการวิเคราะห์ขนาดเล็กของอาหารเหลวท่ีมีการใช้กรดอะมิโน (AADC) 

และอาหารเหลวบ่งช้ีจากปฏิกริยา H2S เพื่อท่ีจะจดัหาวิธีการวิเคราะห์การตรวจแบบเร็วของการปนเป้ือน 

Salmonella (RapidSAL) เ บ้ืองต้น การสอบเทียบของโปรโคตอลน้ีส าหรับการวิ เคราะห์ตัวอย่าง    

อุตสาหกรรมถูกน ามาวเิคราะห์ประเมินประสิทธิภาพเบ้ืองตน้ในการศึกษา วตัถุประสงคเ์บ้ืองตน้ของวิธีการ

วิเคราะห์เพื่อท่ีจะประยุกต์พฒันาอาหารเหลวจ าเพาะ AADC และอาหาร H2S จ าเพาะในการตรวจความ

เป็นไปไดใ้นการปนเป้ือนเบ้ืองตน้ ส าหรับการเพิ่มจ านวนคร้ังท่ี 2 อยา่งไรก็ตามหลงัจากสรุปความตอ้งการ

ในระดบัอุตสาหกรรมซ่ึงตอ้งการผลเบ้ืองตน้อย่างรวดเร็วภายใน 1 วนั ดงันั้นพวกเราได้ประยุกต์การใช้

อาหารเหลวบ่งบอกการปนเป้ือนเบ้ืองตน้โดยเป็นอาหารในการเพิ่มจ านวนของเช้ือในขั้นตอนแรก อาหาร

เปล่ียนสีเพิ่มจ านวนโดยหลักเป็นการท างานร่วมกันของอาหารท่ีอาศัยปฏิกริยา biochemical ของ 

Salmonella  ท่ีเป็น AADC และ H2S production เพื่อท่ีจะช่วยในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ 

Salmonella เบ้ืองตน้ ตวัยบัย ั้งท่ีปริมาณนอ้ยถูกรวมอยูใ่นอาหารดงักล่าวเพื่อท่ีจะยบัย ั้งหรือลดเช้ือแข่งขนัแต่

ยงัคงมีประสิทธิภาพในการฟ้ืนตวัของเช้ือ Salmonella ท่ีมีปริมาณนอ้ย ดงันั้นถา้อาหาร AADC และ H2S ท่ี

ไดมี้การพฒันาส าหรับเป็นอาหารตรวจวิเคราะห์เช้ือเบ้ืองตน้ให้ผลเป็นลบ นัน่หมายถึงไม่มีการปนเป้ือน

ของ Salmonella ในตวัอย่างอาหารท่ีวิเคราะห์และสามารถถูกรายงานว่าไม่มีการปนเป้ือนของ Salmonella 

(ND) น้ีเป็นวตัถุประสงคห์ลกัและเป็นการประยกุตก์ารใชข้อง RapidSAL ในการตรวจวเิคราะห์ Salmonella 

ในการศึกษาพวกเราได้มีการสอบเทียบวิธีการวิเคราะห์ RapidSAL กับมาตรฐาน ISO และประเมิน

ประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ของอาหารท่ีไดมี้การพฒันาส าหรับการเพิ่มจ านวนในตอนแรกของการ

วเิคราะห์ตวัอยา่งอาหารจริงและตวัอยา่งท่ีไดมี้การ swab      

ส าหรับรูปแบบการวิเคราะห์ RapidSAL (รูปท่ี 4.4) ท่ีมี 3 steps ส าหรับการวิเคราะห์ โดยเร่ิมจากการเตรียม

ตวัอย่าง โดยตวัอย่างถูกผสมกบัอาหารไม่จ  าเพาะท่ีเป็น BPW ในอตัราส่วน 1:10 จากนั้นตวัอย่างอาหาร       

ถูกปิเปตลงสู่อาหารเหลวบ่งบอกสี 8 ชนิดท่ีเป็น mLDB-PR, LRVS, LMC, mODB-PR, ORVS, OMC, 

TFXOA, และ TFTOA ตามล าดบั และเม่ือนั้นท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ส าหรับผลการ

ตรวจวิเคราะห์ การปนเป้ือนเบ้ืองต้น สามารถให้ผลการอ่านด้วยสายตาภายใน 24 ชั่วโมง ส าหรับการ
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ทดลองต่อไปเป็นการใชอ้าหารจ าเพาะแขง็ขนาดเล็กเพื่อท่ีจะบ่มตวัอยา่งเบ้ืองตน้ ท าการเจือจางตวัอยา่งเป็น 

10 เท่า และหยดลงบนอาหารแข็งจ าเพาะ XLD และอาหารแขง็โครโมเจนิก ABC โดยการใชเ้ทคนิค MDPT 

จากนั้นบ่มภายใน 24 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 37C โคโลนีท่ีอาจเป็นไปไดว้า่จะเป็น Salmonella สามารถถูกตรวจ

พบไดบ้นอาหารแข็ง (การทดสอบความเป็นไปไดว้า่จะมีการปนเป้ือนคร้ังท่ี 2) ไม่เพียงเท่านั้นส าหรับการ

ตีความของ protocol ถา้ผลการทดลองจากตวัอย่างอาหารเหลวท่ีเป็นไปไดท่ี้จะเป็น Salmonella ให้ผลเป็น 

negative ในตวัอยา่งท่ีท าการทดสอบทั้งหมด มนัหมายถึงตวัอยา่งไม่มีการปนเป้ือนของ Salmonella อยา่งไร

ก็ตาม ถา้มีการปนเป้ือนท่ีเป็นบวก แสดงเป็นนยัวา่มีความเป็นไปไดท่ี้จะมีการปนเป้ือนของ Salmonella ผล

การทดลองท่ีเป็นลบจากอาหารเหลวจ าเพาะสามารถสรุปตดัสินใจไดว้า่ตวัอยา่งอาหารมีความปลอดภยัจาก 

Salmonella ดงันั้นเราสามารถท่ีจะก าจดัขั้นตอนการทดลองต่อไปท่ีเป็น step การเพาะเล้ียงตวัอยา่งบน agar 

ประโยชน์คุณลกัษณะจ าเพาะของอาหารเหลวเพื่อจะสามารถ screening การตรวจตวัอย่างไดอ้ยา่งรวดเร็ว

ส าหรับการไม่มีการปนเป้ือนของ Salmonella ในขณะท่ีผลการวิเคราะห์ท่ีให้ negative จากตวัอย่างอาหาร

เหลวทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าตวัอย่างไม่มีการปนเป้ือนของ Salmonella  ดว้ยวิธีการวิเคราะห์ท่ีให้ผลอยา่ง

รวดเร็ว และมีการใชป้ริมาณของอาหารท่ีนอ้ย ท าใหส้ามารถประหยดัค่าใชจ่้าย โดยไม่จ  าเป็นตอ้งด าเนินการ

ทดลองในขั้นตอนของ agar ต่อไปเพื่อท่ีจะยนืยนัผลการทดสอบท่ีเป็น negative นอกจากน้ีแลว้เพื่อให้ไดผ้ล

ของความเป็นไปไดใ้นการปนเป้ือนคร้ังท่ี 2 เราสามารถใชอ้าหารแขง็จ าเพาะ XLD และ อาหารโครโมเจนิก 

ABC agar การทดสอบน้ีให้ความจ าเพาะท่ีสูงกวา่อาหารจ าเพาะสีท่ีเป็นการบ่งบอกความเป็นไปไดใ้นการ

ปนเป้ือน เพราะมนัสามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัไดม้าก แบคทีเรียหลายๆ ตวัท่ีใหผ้ลเป็น positive ในอาหาร

เหลวตรวจการปนเป้ือนเบ้ืองตน้ สามารถท่ีจะถูกจ าแนกจาก Salmonella บนอาหารแข็งทั้ง 2 ชนิดเหล่าน้ีได ้

ในการเปรียบเทียบกบัวิธีการ conventional ISO 6579:2002 ซ่ึงมี 3 step ในการวิเคราะห์กบั 1 ขั้นตอนของ

ผลการทดลองท่ีเป็นไปไดจ้ากอาหารแขง็ในวนัท่ี 3 



78 

 

 

รูปที ่4.4  ไดอะแกรมแสดงเทคนิค MDPT ท่ีประกอบไปดว้ยเซ็ทอุปกรณ์ต่างๆ ส าหรับการตรวจวิเคราะห์

เช้ือ Salmonella ใน 96-well microplate มีการใชเ้ทคนิคกลอ้งดิจิตอล microscopic ในการพฒันา

ตรวจนบัโคโลนีของ Salmonella บนอาหารจ าเพาะแขง็     

การศึกษาน้ีเพื่อท่ีจะประเมินประสิทธิภาพในเทอมของความไวและความจ าเพาะของในแต่ละอาหารเหลวสี

และการท างานร่วมกันของอาหารเหลวจ าเพาะ และเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ protocol ของ 

RapidSAL ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีเป็นการเพิ่มจ านวนของเช้ือในอาหาร enrichment ท่ีบ่งบอกสี และหลกัจากนั้น

ท าการ subsequent อาหารดังกล่าวลงบนอาหารแข็งขนาดเล็ก เปรียบเทียบกับโปรโตคอลของวิธีการ

วิเคราะห์ท่ีเป็นมาตรฐาน ISO โดย PCR ส าหรับ Salmonella ตวัอยา่งอุตสาหกรรมทั้งหมด 14 ตวัอยา่ง และ

ตวัอย่าง swab รวมถึงตวัอย่างควบคุมท่ีเป็น positive (S. Enteritidis, 1 log CFU/ml), และตวัอย่างควบคุมท่ี

เป็น negative (L. monocytogenes) ถูกใช้ส าหรับการปนเป้ือนของ Salmonella โดยธรรมชาติโดยการใช้
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เทคนิค RapidSAL และเทคนิควิธีการท่ีเป็นมาตรฐาน conventional ของ ISO 6579:2002 ตวัอย่างอาหารท่ี

เป็นวตัถุดิบส าหรับผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นสัตวปี์ก และตวัอย่างท่ีเป็น swab จากอุปกรณ์เคร่ืองจกัรกระบวนการ

ผลิต เช่น ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่, เคร่ืองตดั, เคร่ืองควกัไส้, เคร่ืองลา้ง, วตัถุดิบไก่สด, และตวัอย่างท่ี 

swab จากทวาร โดยตวัอยา่งถูกน ามาจากโรงงานอุตสาหกรรมไก่และตวัอยา่งถูกน ามาทดสอบในวนัท่ีมีการ

เก็บตวัอยา่ง โดยทัว่ไปการปนเป้ือนของ Salmonella เป็นปัญหาหลกัท่ีเป็นอนัตรายกบัผูบ้ริโภคในผลิตภณัฑ์

สตัวปี์ก ดงันั้นโรงงานอุตสาหกรรมจ าเป็นตอ้งการผลวิเคราะห์ท่ีเร็ว ถูกตอ้งและราคาไม่สูง มีประสิทธิภาพ

ส าหรับการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนท่ีไม่พึงปรารถนา ใน protocol ของ RapidSAL (รูปท่ี 4.4) ตวัอย่าง

ทั้งหมดถูกน ามาผสมกบัอาหารเหลวไม่จ  าเพาะท่ีเป็น BPW จากนั้นตวัอยา่งถูก subsequently ลงในอาหาร

เหลวจ าเพาะสีทั้ง 8 ท่ีเป็น mLDB-PR, LRVS, LMC, mODB-PR, ORVS, OMC, TFXOA, และ TFTOA และ 

2 ชนิดท่ีเป็นอาหารแข็งคือ XLD และอาหารโครโมเจนิก ABC โดยการใชเ้ทคนิค MDPT เพื่อท่ีจะประเมิน

อาหารเหลวจ าเพาะท่ีเป็นไปได ้การเปล่ียนสีในแต่ละอาหารเหลวจ าเพาะท่ี 12 และ 24 ชัว่โมง การวเิคราะห์

ตวัอยา่งเดียวกนัโดยการใช้วิธีท่ีเป็นมาตรฐานของ ISO 6579:2002 ถูกน ามาใช้ซ่ึงด าเนินการโดยเจา้หน้าท่ี

ควบคุมคุณภาพของโรงงาน ตวัอยา่งทั้งหมดหลงัขั้นตอนการตรวจสอบการปนเป้ือนเบ้ืองตน้ของวิธีการท่ี

พฒันาและวิธีการท่ีเป็นมาตรฐาน ISO ถูกน ามายืนยนัการมีอยู่ของ Salmonella โดยการใช้ชุดทดสอบ

ทอ้งตลาดท่ีใชพ้ื้นฐาน PCR ในการวิเคราะห์โดย lab ของทางโรงงาน การยืนยนัผลดว้ย PCR เพื่อเป็นการ

อา้งอิงเปรียบเทียบความถูกตอ้งกบั protocol อีก 2 วธีิ 

 

4.8 ความไวและความจ าเพาะของอาหารเหลว AADC และอาหารจ าเพาะ H2S เพ่ือวเิคราะห์ความเป็นไปได้

ในการปนเป้ือน  

ความไวและความจ าเพาะของอาหารเหลวบ่งบอกดว้ยสีทั้ง 8 อาหาร เช่น mLDB-PR, LRVS, LMC, mODB-

PR, ORVS, OMC, TFXOA, และ TFTOA ท่ี enrichment เป็นเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง ถูกน ามาวิเคราะห์ 

(ตารางท่ี 4.10 และ 4.11, ตามล าดบั) เปรียบเทียบผลทดสอบกบัเทคนิค PCR (ตารางท่ี 4.10 และ 4.11) ทั้ง 8 

อาหารเหลวจ าเพาะท่ี มีการ enrichment เป็นเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง ให้ผลท่ีไม่ เป็น false negative 

ความหมายคือ ทั้ง 8 อาหารไม่ไดใ้หผ้ลการทดสอบท่ีเป็นลบ แต่ความเป็นจริงมีการปนเป้ือนของเช้ือ ซ่ึงเป็น

ผลการทดลองท่ีเป็นไปตามวตัถุประสงค ์ผลการทดลองจากการอ่านค่าการเปล่ียนแปลงของอาหารเหลวสี
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ในอาหารเหลวจ าเพาะทั้ง 8 ท่ีท  างานร่วมกนัให้ผลวิเคราะห์ท่ีเป็น positive  และ negative ในตวัอยา่งของทั้ง 

12 และ 24 ชั่วโมง โดยให้ค่า sensitivity = 100% และ selectivity = 25% ถึงแม้ว่าค่า selectivity ท่ีได้ของ

อาหารทั้ง 8 ให้ค่าค่อนขา้งต ่า มนัไม่ไดเ้ป็นปัญหา เพราะวา่อาหารแข็งจ าเพาะและอาหารโครโมเจนิกของ

การตรวจวิเคราะห์ Salmonella สามารถท่ีจะกดหรือยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัโดยส่วนใหญ่ได ้วิธีการวิเคราะห์แบบ 

conventional ของ XLD ควบคู่กับการใช้ agar ท่ี เป็นโครโมเจนิก ABC สามารถท่ีจะจ าแนกแยกเช้ือ 

Salmonella ซีโรไทด์ (ยกเว้นซีโรวาร์บางตัว) ในขณะท่ีมันยบัย ั้ งเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonella ได้หลายตัว 

โดยเฉพาะเป็นพิเศษ strain ท่ีมีความใกล้เคียงกับ Salmonella เช่น Shigella, E. coli, Citrobacter, Proteus 

(Perry et al., 1999; Mooijman, 2012) มากไปกว่านั้น วตัถุประสงค์ของอาหารเหลว presumptive ได้มีการ

พฒันา sensitivity ซ่ึงเป็นปัจจยัท่ี critical เพื่อท่ีจะแก้ปัญหาหลักของอาหารของ media ท่ีเป็น selective 

enrichment ในปัจจุบนั (Bolton, 1998) 

ในแต่ละ medium ให ้100% sensitivity ท่ี 12 และ 24 ชัว่โมง ของการ enrichment ไดผ้ลเป็นไปตามเป้าหมาย 

การเพิ่มเวลาการบ่มจาก 12 ไปเป็น 24 ชัว่โมง ลดความสามารถในการ selectivity ของอาหารบางชนิด เช่น  

mODB-PR, OMC, TFXOA, และ TFTOA โดย False positive มาจากเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonella สามารถใชอ้อร์

นิธินดีคาร์บอกซีเลชั่นและไธโอซัลเฟตได้เช่นเดียวกนั และไม่ถูกยบัย ั้งโดยแมกนีเซียมคลอไรด์ (OMC 

media)  

False positive คือการให้ผลเป็นบวกแต่จริงๆ ไม่มีการปนเป้ือนสามารถเกิดข้ึนไดเ้ช่นเดียวกนับนอาหาร 

selective agar (mODB-PR, TFXOA, และ TFTOA) แบคทีเรียหลายตวัสามารถใช้ไธโอซัลเฟตได้เช่นกัน 

ดงันั้นปราศจากการเติมตวัยบัย ั้ง อาหาร TFXOA และ TFTOA ให้ผลวิเคราะห์ท่ีเป็นบวก แต่ความเป็นจริง

ไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือเป็นจ านวนมาก หรือใหผ้ล selectivity ท่ีนอ้ย ท่ีการบ่ม 12 ชัว่โมง (27% และ 35% 

ตามล าดับ) และท่ีการบ่ม 24 ชั่วโมง (20% และ 27% ตามล าดับ) เปรียบเทียบกับอาหาร media อ่ืนๆ 

นอกเหนือจากนั้น ผล selectivity ยงัข้ึนกบัตวัอย่างท่ีใช้ทดสอบส าหรับการทดสอบอาหารเหลวจ าเพาะ

เหล่าน้ี protocol ของการวิเคราะห์ท่ีไดมี้การพฒันาเบ้ืองตน้ ไดมี้การออกแบบเพื่อท่ีจะคดัแยกผลตวัอย่างท่ี

เป็น negative ในตวัอยา่งท่ีมีการปนเป้ือนของปริมาณเช้ือนอ้ย และแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลายโดยปกติ

ไม่มี Salmonella อย่างไรก็ตามดว้ยขอ้จ ากดัของตวัอย่างท่ีเลือกมาใช้ทดสอบในโรงงาน บางตวัอย่างเช่น 

วสัดุวตัถุดิบและตวัอย่างท่ีเก็บจากส่ิงแวดล้อมเต็มไปด้วยแบคทีเรียจ านวนมาก ดงันั้นผล false positive 
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จ านวนมากท่ีแสดงให้เห็นในบางตวัอย่างอาหารเหลว โดยเฉพาะเป็นพิเศษกบัสูตรท่ีไม่มีการเติมตวัยบัย ั้ง

และอยา่งสุดทา้ยผลตวัอยา่งของอาหารเหลวทั้ง 8 ชนิดท่ีท างานร่วมกนัแสดงใหเ้ห็นค่า selectivity ต ่าท่ี 25% 

ดว้ยเหมือนกนั (ตารางท่ี 4.10 และ 4.11) การ enrichment ตวัอย่างเป็นเวลา 12 ชัว่โมง ให้ selectivity ท่ีสูง

กว่าท่ี 24 ชั่วโมง ในขณะท่ี sensitivity ยงัคงมีค่าสูงท่ี 100% ใช้เวลา enrichment 24 ชั่วโมง ไม่เหมือนกบั

อาหาร media ของมาตรฐานอ่ืน ท่ีอาหารเหลวตอ้งการเวลาการบ่มท่ีนานส าหรับเพื่อใหไ้ดเ้ซลล์เป้าหมายถึง

ระดบัจ านวนท่ีสามารถปรากฏในอาหารเหลวท่ีมีสารยบัย ั้ง ผลจากการทดลองของอาหารเหลวทั้ง 8 อาหาร

ท่ีท างานร่วมกันสามารถท่ีจะตดัสินใจได้อย่างมัน่ใจในการยอมรับของตวัอย่างทั้ง 3 ท่ีท าการทดสอบ 

(ตวัอย่างท่ีเก็บจากเคร่ืองลา้ง, ไก่ดิบ 2 ตวัอย่าง) ตวัอย่างเหล่าน้ีให้ผลเป็น negative (คือไม่มีการปนเป้ือน

ของ Salmonella) ในเวลาอนัสั้น 12 – 24 ชัว่โมง กว่าการใช้วิธีท่ีเป็นมาตรฐานท่ีใช้เวลา 72 ชัว่โมง การใช้

อาหาร media หลายชนิด มากถึง 8 สูตรอาหาร ท าให้เป็นการวิเคราะห์มีความยุง่ยาก ดงันั้นมนัควรท่ีจะเป็น

วิธีท่ีน่าพอใจ เพื่อเลือก 1 ทางเลือกจากใน 3 กิจกรรม (LDC, ODC, และการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์) จ  านวน

ของตวัอยา่งท่ีมากควรท่ีจะประเมินดว้ยอาหารเหลวจ าเพาะทั้ง 8 เพื่อท่ีจะช่วยเป็นทางเลือก 
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No. บริเวณท่ีเก็บตวัอยา่ง อาหารเหลวบ่งช้ีสีเบ้ืองตน้ ผลสรุปจากการทดสอบดว้ย
อาหารเหลวบ่งช้ีสีเบ้ืองตน้ 

ผลการทดลองท่ี
ถูกตอ้ง (PCR) 1 2 3 4 5 6 7 8 

1 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (1) - - - - - - + + + - 
2 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (2) - - - - - - + + + - 
3 เคื่องตดั (1) - - - - - - + + + - 
4 เคร่ืองควกัไส ้(1) - - - - - + + + + - 
5 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (3) - - - - - - + + + - 
6 เคร่ืองควกัไส ้(2) - - - - - - + + + - 
7 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (4) - - - - - - + + + - 
8 เคร่ืองตดั (2) - - - - - - + + + - 
9 เคร่ืองลา้ง - - - - - - - - - - 
10 ไก่สด 1 - - - - - - + - + - 
11 ไก่สด 2 - - - - - - + + + - 
12 ไก่สด 3 - - - - - - - - - - 
13 ไก่สด 4 - - - - - - - - - - 
14 บริเวณช่องทวาร - - - - - - + + + - 
15 Salmonella Enteritidis + + + + + + + + + + 
16 Listeria monocytogenes - - - - - - - - - - 
 จ านวนผลท่ีเป็นบวก 1 1 1 1 1 2 12 11 12 1 
 จ านวนผลท่ีเป็นลบ 15 15 15 15 15 14 4 5 4 15 
 จ านวนผลเป็นลบแต่จริงๆมีการปนเป้ือนของเช้ือ 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
 จ านวนผลเป็นบวกแต่จริงๆไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือ 0 0 0 1 0 1 11 10 11  
 ความไว 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  
 ความจ าเพาะ 100% 100% 100% 93% 100% 93% 27% 33% 25%  

ตารางที ่4.10 ผลของอาหารเด่ียวและผลรวมการใชอ้าหารทั้ง 8 presumptive ท่ีบ่งบอกการเปล่ียนสีในการตรวจวเิคราะห์ Salmonella spp. เป็นการตดัสินใจดว้ยสายตาในตวัอยา่ง

อาหาร 14 ตวัอยา่งท่ีเป็นตวัอยา่งจากกระบวนการผลิตและตวัอยา่งควบคุมท่ี 12 ชัว่โมงของการเพ่ิมจ านวนเปรียบเทียบกบัผลของตวัอยา่งอา้งอิงท่ีไดจ้ากการทดสอบดว้ย PCRทดสอบ

ดว้ย PCR  
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ตารางที ่4.11 ผลของอาหารเด่ียวและผลรวมการใชอ้าหารทั้ง 8 presumptive ท่ีบ่งบอกการเปล่ียนสีในการตรวจวเิคราะห์ Salmonella spp. เป็นการตดัสินใจดว้ยสายตาในตวัอยา่ง

อาหาร 14 ตวัอยา่งท่ีเป็นตวัอยา่งจากกระบวนการผลิตและตวัอยา่งควบคุมท่ี 24 ชัว่โมงของการเพ่ิมจ านวนเปรียบเทียบกบัผลของตวัอยา่งอา้งอิงท่ีไดจ้ากการทดสอบดว้ย PCRทดสอบ

ดว้ย PCR  

 

No. บริเวณท่ีเก็บตวัอยา่ง อาหารเหลวบ่งช้ีสีเบ้ืองตน้ ผลสรุปจากการทดสอบดว้ย
อาหารเหลวบ่งช้ีสีเบ้ืองตน้ 

ผลการทดลองท่ี
ถูกตอ้ง(PCR) 1 2 3 4 5 6 7 8 

1 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (1) - - - - - - + + + - 
2 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (2) - - - - - - + + + - 
3 เคื่องตดั (1) - - - - - - + + + - 
4 เคร่ืองควกัไส ้(1) - - - + - + + + + - 
5 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (3) - - - - - + + + + - 
6 เคร่ืองควกัไส ้(2) - - - - - + + + + - 
7 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (4) - - - - - - + + + - 
8 เคร่ืองตดั (2) - - - - - - + + + - 
9 เคร่ืองลา้ง - - - - - - - - - - 
10 ไก่สด 1 - - - - - - + + + - 
11 ไก่สด 2 - - - - - - + + + - 
12 ไก่สด 3 - - - - - - - - - - 
13 ไก่สด 4 - - - - - - - - - - 
14 บริเวณช่องทวาร - - - - - - + + + - 
15 Salmonella Enteritidis + + + + + + + + + + 
16 Listeria monocytogenes - - - - - - - - - - 
 จ านวนผลท่ีเป็นบวก 1 1 1 2 1 4 13 12 12 1 
 จ านวนผลท่ีเป็นลบ 15 15 15 14 15 12 3 4 4 15 
 จ านวนผลเป็นลบแต่จริงๆมีการปนเป้ือนของเช้ือ 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
 จ านวนผลเป็นบวกแต่จริงๆไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือ 0 0 0 1 0 3 12 11 11  
 ความไว 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  
 ความจ าเพาะ 100% 100% 100% 93% 100% 80% 20% 27% 25%  
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4.9 การศึกษาเปรียบเทยีบวธีิของ RapidSAL และวธีิ ISO method 

จ านวนทั้งหมดของ Salmonella ท่ีให้ผลเป็น negative และ positive ถูกพบว่าเป็น 15 (94%) และ 1 (5%) 

ตามล าดบั ตวัอยา่งทั้งหมด 16 ตวัอยา่ง ตรวจพบโดยวิธี RapidSAL และ ISO method และยืนยนัผลดว้ยวิธี 

PCR assay kit (ตารางท่ี 4.12) ผลการทดลองท่ีตวัอย่างมีการปนเป้ือนโดยธรรมชาติและตวัอย่างท่ีมีการ 

inoculation ของเช้ือ โดยทั้ง 2 วิธีท่ีท าการตรวจวิเคราะห์แสดงให้เห็นมีความสอดคลอ้งกนัระหวา่งทั้ง 2 วิธี

ท่ีมีการใช้ 22 configuration ดงันั้น โปรโตคอลของ RapidSAL มีความถูกตอ้งมากสอดคล้องกบัวิธีการ

ของ ISO method (Cohan KAPPA,  = 1)    

ตารางที ่4.12 ผลการทดลองการยนืยนัเช้ือ Salmonella โดยการใชเ้ทคนิค RapidSAL เปรียบเทียบกบั ISO 

protocol ในตวัอยา่งอุตสาหกรรม 14 ตวัอยา่ง  RapidSAL ถูกประกอบไปดว้ยการ 

presumptive enrichment ใน 8 อาหารเหลวเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ subsequently ลงบน

อาหารแขง็ XLD และ ABC ท่ีบรรจุอยูใ่น 96-well plate และบ่มท่ีอุณหภูมิ 24 ชัว่โมง 

โปรโตคอล ISO ใชใ้นขั้นตอน non-selective enrichment (24 ชัว่โมง), ขั้นตอนการคดัเลือก

จ าเพาะ (24 ชัว่โมง) และ selective plating (24 ชัว่โมง) 

No. ตวัอย่าง RapidSAL ISO 
1 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (1) - - 
2 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (2) - - 
3 เคื่องตดั (1) - - 
4 เคร่ืองควกัไส ้(1) - - 
5 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (3) - - 
6 เคร่ืองควกัไส ้(2) - - 
7 ลูกกล้ิงสายพานล าเลียงไก่ (4) - - 
8 เคร่ืองตดั (2) - - 
9 เคร่ืองลา้ง - - 
10 ไก่สด 1 - - 
11 ไก่สด 2 - - 
12 ไก่สด 3 - - 
13 ไก่สด 4 - - 
14 บริเวณช่องทวาร - - 
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Positive 
control 

Salmonella Enteritidis + + 

Negative 
control 

Listeria monocytogenes - - 

 จ านวนผลท่ีเป็นบวก 1 1 
 จ านวนผลท่ีเป็นลบ 15 15 
 จ านวนผลเป็นลบแต่จริงๆมีการปนเป้ือนของเช้ือ 0 0 
 จ านวนผลเป็นบวกแต่จริงๆไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือ 0 0 

 

วิธีท่ีเป็นทางเลือกโปรโตคอล RapidSAL แสดงให้เห็นแนวโนม้ความเป็นไปไดส้ าหรับวิธีท่ีให้ผลวเิคราะห์

อยา่งรวดเร็ว: 1 วนัในขั้นตอน (first presumptive result); 2 วนั (second presumptive result); และใชเ้วลา 3-4 

วนั (PCR-confirmation) ในทางตรงกันข้ามกับวิธีท่ีเป็น conventional method ซ่ึงต้องการ 3 วนั (เพียง 1 

presumptive result) ด้วยมากกว่า 2 วนัเพื่อยืนยนัผลการทดลอง มากไปกว่านั้นไม่เคยให้ผลท่ีเป็น false 

negative คือใหผ้ลเป็นลบแต่จริงๆแลว้ มีการติดเช้ือของตวัอยา่ง การศึกษาน้ีเป็นเพียงผลการทดลองเบ้ืองตน้

ส าหรับการสอบเทียบวธีิการตรวจท่ีถูกตอ้งโดยพื้นฐาน 

 

ถา้โปรโตคอล RapidSAL น้ีถูกเลือกส าหรับการน าไปรับรองอยา่งเป็นทางการเพื่อเป็นทางเลือกของวิธีการ

วิเคราะห์ในระดับ in-house การสอบเทียบความถูกต้องควรท่ีจะประเมินต่อไปตามวิธีของมาตรฐาน 

standard ISO 16140:2003 (ISO, 2003) ซ่ึงประกอบด้วย 2 เฟส อนัแรกเปรียบเทียบกบัวิธีท่ีเป็นทางเลือก 

RapidSAL เปรียบเทียบกบัวิธีท่ีเป็นอา้งอิง และ 2 เป็นการศึกษาในระดบัห้องปฏิบติัการส าหรับในแต่ละวธีิ

ของทั้ง 2 วิธี ใน step แรก มาตรฐาน ISO 16140:2003 การทดสอบการสอบเทียบด าเนินตามพารามิเตอร์ 

ขอ้จ ากดัของการวิเคราะห์ (LOD), ความถูกตอ้งสัมพนัธ์, ความจ าเพาะความสัมพนัธ์, และความไวสัมพนัธ์, 

ระดบัท่ีสามารถตรวจพบได ้(RDL) และการครอบคลุมและการจ าเพาะ ยกเวน้ส าหรับ LOD, การครอบคลุม

และการจ าเพาะ ส าหรับ step อ่ืนๆ ถูกด าเนินการเปรียบเทียบกบัวิธีท่ีเป็นอา้งอิง (ISO 10272:2006) ท่ีอยา่ง

นอ้ย 5 อาหาร (food matrices)ท่ีสัมพนัธ์กนัถูกเลือกจาก NordVAL matrix –lists ส าหรับในแต่ละ matrix ท่ี

อย่างน้อย 60 ตัวอย่าง ถูกวิเคราะห์เพื่อให้ได้ผลท่ีเป็น positive โดยประมาณเป็น 30 และผลท่ีเป็น 30 
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negative โดยวิธีท่ีเป็นมาตรฐานอา้งอิง ในแต่ละตวัอย่างถูกวิเคราะห์โดยวิธีการวิเคราะห์ท่ีเป็นวิธีอ้างอิง 

และโดยวธีิท่ีเป็นทางเลือก      
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง 

             การศึกษาการคดัเลือกเช้ือ Salmonella ในอาหารเหลวบ่งช้ีจ  าเพาะเป็นการวิเคราะห์ผลกระทบ

ในทางลบของผลของตัวยบัย ั้งท่ีมีต่อการฟ้ืนตัวหรือเพิ่มจ านวนของเช้ือ Salmonella ถึงแม้ว่าอาหาร

มาตรฐานเหลวบ่งช้ีจ  าเพาะได้ถูกออกแบบมาเพื่อการเพิ่มจ านวนเช้ือ Salmonella spp. ในขณะเดียวกนัก็

ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ ซ่ึงโดยส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวกและ Enterobacteriaceae บางตวั 

ผลของสารยบัย ั้งในอาหารมาตรฐานจ าเพาะท่ีมีต่อเช้ือ Salmonella spp. อาจจะฆ่าเช้ือ Salmonella ซีโรวาร์

บางตวัท่ีให้ผลเป็น false negative คือให้ผลเป็นลบแต่จริงๆ มีการปนเป้ือนของเช้ือ อาหารเหลว MKTTn 

และ SC มีตวัยบัย ั้งท่ีมีความแรงมาก อาจจะมีผลกบัเช้ือ Salmonella บางสายพนัธ์ุ  RVS ซ่ึงเป็นอาหารเหลว

ทางการคา้โดยส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพความไวท่ีสูงมากท่ีสุด ในการตรวจวิเคราะห์ Salmonella ทั้งใน 

typical และ atypical ของเช้ือท่ีปริมาณ 1-2 log CFU/ml การใชกิ้จกรรมของเช้ือท่ีมีความจ าเพาะเช่น อะมิโน

เอซิดดีคาร์บอกซีเลชัน่และการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์โปรดกัชัน่ เพื่อท่ีจะตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ

เช้ือ Salmonella ในขั้นตอนการเพิ่มจ านวนไดถู้กศึกษาและใชใ้หเ้หมาะสมในตวัอยา่งท่ีเป็นเช้ือบริสุทธ์ิและ

ตวัอยา่งอาหาร การท าใหเ้พิ่มจ านวนในอาหารเหลวปฏิกริยาการใชก้รดอะมิโนท่ีด าเนินการควบคู่กบัอาหาร

เหลวการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์สามารถท่ีจะตรวจวิเคราะห์ความเป็นไปได้ในการปนเป้ือนของเช้ือ 

Salmonella อาหารเหลว AADC ท่ีได้มีการพฒันาถูกพฒันาไปเป็น 7 สูตรและมีประสิทธิภาพท่ีดีในการ

คดัเลือกการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ในตวัอยา่งท่ีมีการเติมเช้ือดงักล่าวและในตวัอยา่งอาหาร โดยการ

สังเกตดวัยตาและใชว้ธีิการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตรดว้ยความไวท่ีสูง การวเิคราะห์ตรวจสอบ

โดยการใชไ้มโครเพลทสามารถท่ีจะถูกน ามาใชก้บัหลายชนิดของอาหารโดยปราศจากส่ิงรบกวนของความ

ขุ่น ความไวและความจ าเพาะของอาหารเหลวไฮโดรเจนซลัไฟด์ของไธโอซลัเฟตรีดิวซ่ิงถูกพฒันาโดยการ

หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเลือกใช้กรดอะมิโนและคาร์โบไฮเดรตท่ีสามารถเกิดการเฟอร์เมนเตชัน่ได ้S. 

Typhi และ S. Anatum ซ่ึงปกติให้อตัราการเกิดไธโอซัลเฟตรีดกัชั่นท่ีน้อย ในงานวิจยัได้ศึกษาสภาวะท่ี

เหมาะสมจนสามารถให้การตกตะกอนสีด าท่ีมากในการพฒันาเป็นอาหารเหลว โดยสูตรอาหารเหลวท่ีมี

ประสิทธิภาพของอาหารเหลว H2S ถูกแปรเปล่ียนส าหรับ 2 ชนิดคือ TFTOA และ TFXOA (ไธโอซลัเฟต, 

เฟอริกแอมโมเนียมซิเตรท, ออร์นิธิน, และอาร์จินินร่วมกบัทรีฮาโลสหรือไซโลส ตามล าดบั) TFTOA มี
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ประสิทธิภาพในการเพิ่มการตกตะกอนสีด าและให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 สูง (OD650) ของ S. Typhi และ 

S. Anatum และแสดงความไวท่ีดีส าหรับเช้ือ Salmonella อ่ืนท่ีสามารถใชไ้ธโอซลัเฟต-รีดิวซ่ิงได ้ในขณะท่ี

อาหารเหลว TFXOA ภายใน 24 ชั่วโมง ให้ผลท่ีมีความไวท่ีสูงส าหรับเช้ือ typical Salmonella แต่น้อย

ส าหรับ S. Typhi และ S. Anatum วธีิการวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยการวดัท่ี wavelength 650 นาโนเมตร เพื่อ

วดัการตกตะกอนสีด าของ iron sulfide ในไมโครเวลมีความประสบความส าเร็จใชเ้ป็นเคร่ืองมือส าหรับการ

หาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับอาหารเหลวในการทดสอบกบัเช้ือบริสุทธ์ิ แต่ไม่ไดป้ระยุกต์ใช้กบัตวัอย่าง

อาหารเน่ืองจากมีส่ิงรบกวนท่ีมากเกินไปจากช้ินส่วนของอาหาร  

อาหารเหลวเพิ่มจ านวนบ่งบอกสีใหม่และอาหารแข็งในระดบัสเกลเล็กไดมี้การสอบเทียบความถูกตอ้งกบั

ตวัอยา่งอาหาร อาหารเหลวเพิ่มจ านวนจ าเพาะและอาหารแข็งใช้อาหารมาตรฐานทัว่ไปเป็นการสอบเทียบ

ในเช้ือบริสุทธ์ิและในตวัอย่างอาหาร การสอบเทียบคร้ังท่ี 2 ไดถู้กแนะน าโปรโตคอล RapidSAL อาหาร

เหลวบ่งบอกสี AADC และ H2S และอาหารแข็งขนาดเล็ก การตรวจสอบความถูกตอ้งกบัตวัอยา่งอาหารถูก

เปรียบเทียบกบัมาตรฐาน ISO 6579:2002 ส าหรับการตรวจเช็ค Salmonella การใช้โปรโตคอล RapidSAL 

ขนาดเล็กเป็นทางเลือกแสดงให้เห็นผลเหมือนกนักบัวิธีมาตรฐาน ISO ดว้ยค่า Cohen Kappa ท่ีสูง วิธีของ

โปรโตคอล RapidSAL ใหผ้ลท่ีเร็ว: 1 วนั (ผลคร้ังแรก); 2 วนั (ผลคร้ังท่ีสอง); และ 3 – 4 วนั (การยนืยนัดว้ย 

PCR) ในขณะท่ีวิธีการวิเคราะห์โดยทัว่ไปตอ้งการ 3 วนั (เพียง 1 วนัส าหรับ presumptive result) มากกวา่ 2 

วนัเพื่อยนืยนัผลการทดลอง ประโยชน์ของวธีิเหล่าน้ีจะไม่เป็นอนัตรายกบัตวัอยา่งท่ีจะใหผ้ล false negative   

วธีิการท่ีน าเสนอ RapidSAL มีประสิทธิภาพส าหรับการคดัเลือกเช้ือ Salmonella เม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิ ISO 

ประโยชน์หลกัจาก 3 ผลท่ีอ่านเป็นลบจากอาหารเหลวเพิ่มจ านวนทั้งหมดร่วมกบั step แรก (วนัแรก) ของ

โปรโตคอล หมายถึงมีการยนืยนัผลลบ เม่ือมีเพียงผลท่ีใหผ้ลเป็นลบใน step แรก มนัสามารถท่ีจะบ่งบอกได้

ว่าตวัอย่างไม่มีการปนเป้ือนของ Salmonella การทดสอบต่อไปไม่จ  าเป็นตอ้งด าเนินการเน่ืองจากเพื่อลด

เวลาการวิเคราะห์ลงได ้นอกเหนือจากนั้นโคโลนีท่ีเป็นบวกจ าเป็นตอ้งการอาหารแข็งขนาดเล็ก ซ่ึงผลท่ีให้

ลบสอดคลอ้งดีกบัวธีิ ISO ดว้ยการวเิคราะห์ท่ีรวดเร็วภายใน 1 วนั อยา่งในท่ีสุด PCR kit ถูกใชใ้นการยนืยนั

ผลการทดสอบจากทั้ง 2 วธีิ แสดงใหเ้ห็นวา่ทั้ง 2 วธีิมีประสิทธิภาพสามารถใชแ้ทนกนัได ้  
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ค่าใชจ่้ายในการวิเคราะห์ โรงงานสามารถท่ีจะวเิคราะห์ตวัอยา่งไดจ้  านวนมาก ท าใหไ้ดผ้ลวเิคราะห์ท่ีมี
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