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บทสรุปส าหรับผู้บริหาร  
(Executive Summary)  

 
      ขา้พเจา้ ผศ.ดร.อาลกัษณ์ ทิพยรัตน์ ไดรั้บทุนสนบัสนุนโครงการวิจยั จากมหาวทิยาลยับูรพา 

ประเภทงบประมาณเงินรายได้ (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) มหาวิทยาลัยบูรพา โครงการวิจัยเร่ือง 

(ภาษาไทย)  การพฒันาเทคนิคการเพาะเล้ียงขนาดจุลภาคร่วมกบัอาหารเหลวบ่งช้ีการเกิดไฮโดรเจน

ซัลไฟด์ส าหรับตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของซลัโมเนลลากลุ่มท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาไทโอซลัเฟตรี

ดกัชั่นได้อย่างรวดเร็ว (ภาษาองักฤษ) Microscale detection and hydrogen sulfide indicator enrichment 

media for rapid presumptive screening of thiosulfate-reducing Salmonella ร หั ส โ ค ร ง ก า ร 

256101A1080001 / สัญญาเลขท่ี 22/2561 ไดรั้บงบประมาณรวมทั้งส้ิน 1,022,100 บาท (หน่ึงลา้นสอง

หม่ืนสองพนัหน่ึงร้อยบาทถว้น) ระยะเวลาการด าเนินงาน 1 ปี 6 เดือน (ระหว่างวนัท่ี 1 ตุลาคม 2560 – 

วนัท่ี 31 มีนาคม 2562) โดยผลการด าเนินงานทางคณะผูว้ิจยัได้พฒันาอาหารเหลวบ่งช้ีโอกาสการ

ปนเป้ือนของซลัโมเนลลาซ่ึงไดน้ าคุณสมบติัการสร้างก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์จากปฏิกิริยาไทโอซลัเฟตรี

ดักชั่นของซัลโมเนลลาในกลุ่มท่ีสามารถใช้ไทโอซัลเฟตเป็นแหล่งซัลเฟอร์ ปฏิกิริยาการเกิดก๊าซ

ไฮโดรเจนซลัไฟดส์ามารถบ่งช้ีไดจ้ากการเกิดตะกอนสีด าของไอรอน ซลัไฟดซ่ึ์งเกิดจากการรวมตวัของ

ซลัไฟดไ์อออนกบัไอรอนซ่ึงเป็นอินดิเคเตอร์ท่ีใส่ลงไป ในขณะท่ีแบคทีเรียแข่งขนัส่วนใหญ่ ไม่สามารถ

เกิดปฏิกิริยาไทโอซลัเฟตรีดกัชัน่ได ้จึงไม่เกิดการเปล่ียนแปลงเป็นตะกอนสีด า ท าให้สามารถแยกและ

บ่งช้ีโอกาสการปนเป้ือนของซัลโมเนลลาในกลุ่มดงักล่าวเบ้ืองตน้ได ้ซ่ึงในงานวิจยัน้ีไดมี้การพฒันา

สูตรใหม่โดยปรับมาจากสูตรอาหารแข็งจ าเพาะมาตรฐานไซโลสไลซีนดีคาร์บอกซีเลสเป็นรูปแบบ

อาหารเหลว โดยใช้องค์ประกอบหลกัตามเดิมคือ โซเดียมไทโอซัลเฟต เฟอร์ริกแอมโนเนียมซิเตรท 

น ้าตาลไซโลส แต่มีการปรับปรุงองคป์ระกอบอ่ืนๆ เพื่อเพิ่มความสามารถในการตรวจสอบการปนเป้ือน

ของซลัโมเนลลาใหมี้ประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน โดยการเปล่ียนชนิดของกรดอะมิโนท่ีใชจ้ากไลซีนไปเป็น

กรดอะมิโนออร์นิทีนและอาร์จินีน นอกจากน้ีในงานวิจยัยงัไดป้ระยุกตใ์ชก้ารวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ย

ไมโครเพลทเพื่อตรวจติดตามปฏิกิริยา การประยุกต์วิธีการตรวจสอบของอาหารเหลวท่ีพฒันาข้ึนน้ี

เหมาะกบัตวัอยา่งในอุตสาหกรรมซ่ึงมีความตอ้งการทราบผลการทดสอบเบ้ืองตน้ในระยะเวลาท่ีรวดเร็ว

สามารถบ่งช้ีโอกาสการปนเป้ือนของซัลโมเนลลาเบ้ืองตน้ได้ภายใน 1-2 วนัโดยผลบวก หมายถึงใน

ตวัอยา่งอาจมีซลัโมเนลลาและ/หรือแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่ซลัโมเนลลาบางสายพนัธ์ุท่ีสามารถ

สร้างก๊าซไฮโดรเจนจากไทโอซัลเฟตได ้ส่วนผลลบ หมายถึงในตวัอย่างไม่มีซัลโมเนลลากลุ่มท่ีสร้าง

ก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟดจ์ากไทโอซลัเฟตปนเป้ือนในตวัอยา่งอาหารท่ีน ามาวิเคราะห์ ซ่ึงวิธีการทดสอบน้ี
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สามารถให้ผลการทดสอบท่ีถูกตอ้ง แม่นย  า มีประสิทธิภาพและสามารถอ่านผลได้อย่างรวดเร็วกว่า

อาหารเหลวจ าเพาะมาตรฐานในปัจจุบนั อีกทั้งเม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐานในปัจจุบนั เทคนิคการ

วเิคราะห์แบบเพาะเล้ียงขนาดเล็กท่ีน ามาประยกุตใ์ชร่้วมกบัอาหารเหลวบ่งช้ีท่ีพฒันาข้ึนน้ี ท าใหส้ามารถ

วิเคราะห์ตวัอยา่งในจ านวนมากข้ึนต่อรอบการวิเคราะห์ ซ่ึงนบัวา่ท าให้เกิดความสะดวก รวดเร็วในการ

ปฏิบติังานของบุคลากรในหอ้งปฏิบติัการจุลชีววิทยาอีกดว้ย 
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บทคัดย่อ 

งานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาเทคนิคการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวบ่งช้ีในระดบัไมโครสเกล เพื่อเป็นทางเลือกหน่ึง

ส าหรับใชใ้นการตรวจสอบการปนเป้ือนของซลัโมเนลลาเบ้ืองตน้ในผลิตภณัฑ์อาหารและบริเวณผลิต 

โดยมีการพฒันาสูตรอาหารเหลวบ่งช้ีชนิดใหม่ท่ีอาศยัหลกัการของปฏิกิริยาความสามารถในการผลิต

ก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ของซัลโมเนลลา ซ่ึงสามารถบ่งช้ีการปนเป้ือนไดจ้ากการเปล่ียนสีของอาหาร

เหลวในตวับ่งช้ีการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม การอ่านผลจากอาหารเหลวบ่งช้ีสูตรท่ีใชไ้ทโอซลัเฟตเป็น

สารตั้งตน้ ท าให้สามารถจ าแนกกลุ่มซลัโมเนลลาท่ีสามารถใช้ไทโอซลัเฟตออกจากกลุ่มแบคทีเรียท่ีไม่

สามารถใช้ไทโอซัลเฟตได้ เม่ือตรวจวดัสมบติัทางแสงของระบบบ่งช้ีแต่ละชนิดในอาหารท่ีมีการ

เพาะเล้ียงซลัโมเนลลาและแบคทีเรียอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่ซลัโมเนลลาโดยวิธีทางสเปคโตรโฟโตรเมตรีดว้ยการ

ใช้ความยาวคล่ืนแสงท่ี 650 นาโนเมตร (ใช้เฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรทเป็นอินดิเคเตอร์) ตามล าดบั 

ส าหรับการทดลองพฒันาสูตรอาหารเหลวบ่งช้ีเบ้ืองตน้ชนิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ ท่ีมีองค์ประกอบเป็น   

ไทโอซลัเฟตเป็นหลกันั้น พบวา่ในการบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง สูตรอาหาร TFTOA (องคป์ระกอบหลกั 

ไดแ้ก่ ไทโอซลัเฟตเฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรท ทรีฮาโลส ออร์นิธินและอาร์จินีน) มีประสิทธิภาพสูงใน

การเพิ่มการเกิดตะกอนสีด าของไฮโดรเจนซลัไฟด์และค่า OD650 ใน Salmonella Typhi และ Salmonella 

Anatum และค่อนข้างสูงในซัลโมเนลลาซีโรวาร์อ่ืนๆ ท่ีสามารถใช้ไทโอซัลเฟตได้ ในขณะท่ีซัล

โมเนลลาซีโรวาร์ทัว่ๆ ไป สร้างตะกอนสีด าได้ในปริมาณมากในสูตร TFXOA แต่ S. Typhi และ S. 

Anatum นั้นสร้างตะกอนสีด าไดน้อ้ย นอกจากน้ีสูตรอาหารทั้งสองยงัมีความจ าเพาะในการคดัเลือกซัล

โมเนลลาจากแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ มากกวา่อาหารในปัจจุบนั เพราะสามารถแยก Citrobacter freundii 

และ Proteus vulgaris ออกได้ ผลจากงานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นในเบ้ืองต้นว่าวิธีการใหม่ในการตรวจ

วิเคราะห์การปนเป้ือนของซัลโมเนลลาเบ้ืองตน้ มีความสะดวกในการวิเคราะห์และให้ผลการทดลอง

รวดเร็ว โดยให้ผลเบ้ืองตน้ในอาหารเหลวในวนัแรกของการทดสอบและให้ผลเบ้ืองตน้คร้ังท่ีสองบน

อาหารแข็งในวนัท่ีสอง ในขณะท่ีวิธีการมาตรฐานนั้นจ าเป็นตอ้งใชเ้วลาอยา่งน้อย 3 วนั ส าหรับให้ผล

การทดสอบเบ้ืองตน้คร้ังแรก 

 
ค าส าคัญ: การตรวจวเิคราะห์หาซลัโมเนลลา/ การสร้างไฮโดรเจนซลัไฟด์/ ไมโครเพลทแบบ 96 หลุม/ 

อาหารเหลวบ่งช้ีเบ้ืองตน้ 
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บทคัดย่อ 

Our rapid microscale assay (RapidSAL) uses an array of new presumptive indicator in the enrichment 

step. The new indicator broths are based on hydrogen sulfide (H2S) production. The presence of 

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

thiosulfate as sulfur substrates could distinguish between thiosulfate reductase-positive salmonellae and 

reductase-negative non-salmonellae. Spectrophotometrically, the highest difference in absorbance 

between broths spiked with Salmonella spp. and non-salmonellae was at 650 nm. (ferric ammonium 

citrate) for H2S production, respectively. 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. 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:  Hydrogen sulfide production/ Industrial food sample/ Presumptive broth/ Salmonella 

detection/ 96-well microplate      
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เตรท (TFX) ท่ีไดมี้การเสริมดว้ยกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนั; ไลซีน (L), ออร์นิธิน (O), 
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บทที ่1 

บทน า 

      
 1.1 ความส าคัญและทีม่าของงานวจัิย 

ซลัโมเนลลาเป็นจุลินทรียก่์อโรคติดเช้ือในระบบทางเดินอาหารท่ีส าคญัอยา่งยิง่ในคนและสัตว ์สามารถ

ก่อใหเ้กิดอนัตรายถึงชีวติและมีการแพร่ระบาดเกิดข้ึนในหลายประเทศทัว่โลก ส่งผลใหเ้กิดความสูญเสีย

ด้านเศรษฐกิจและค่าใช้จ่ายในการรักษา การแพร่ระบาดของโรคดงักล่าว มีสาเหตุส าคญัมาจากการ

บริโภคอาหารท่ีมีการปนเป้ือนของซัลโมเนลลาเขา้ไป ดงันั้นผูผ้ลิตอาหาร สินคา้อุปโภคบริโภคและ

สินคา้แปรรูปสินคา้เกษตรต่างๆ จึงไดใ้ห้ความส าคญัและตระหนกัถึงสุขอนามยัตลอดกระบวนการผลิต

เพื่อให้ผูบ้ริโภคไดรั้บสินคา้และผลิตภณัฑ์ท่ีมีความปลอดภยัทางชีวอนามยัสูงตามหลกัมาตรฐานสากล 

โดยการน าระบบและแนวทางมาตรฐานความปลอดภยัต่างๆ มาร่วมดว้ย เพื่อเป็นการป้องกนัอนัตราย

จากจุลินทรีย์ก่อโรค อาทิเช่น หลักเกณฑ์และวิธีการท่ีดีในการผลิตอาหาร (Good Manufacturing 

Practice, GMP), เอชเอซีซีพี (Hazard Analysis Critical Control Point, HACCP) เป็นต้น ส าหรับระบบ

มาตรฐานเอชเอซีซีพีนั้นจะเกิดประสิทธิภาพสูงสุดได ้ถา้วธีิการตรวจสอบการปนเป้ือนของซลัโมเนลลา

ในตวัอยา่งอาหารเป็นวิธีการท่ีให้ผลการตรวจสอบท่ีถูกตอ้ง แม่นย  า รวดเร็วและสามารถใช้ตรวจสอบ

การปนเป้ือนไดค้รอบคลุมทุกจุดสุ่มเส่ียงต่างๆ ท่ีมีอยูใ่นบริเวณการผลิต แต่อยา่งไรก็ตาม ดว้ยขอ้จ ากดั

ในหลายๆ ดา้นของมาตรฐานการวิเคราะห์ในปัจจุบนันั้น นัน่คือประกอบไปดว้ยขั้นตอนท่ีใชเ้วลานาน

ถึง 3 วัน และค่อนข้างซับซ้อน ประกอบไปด้วยขั้ นตอนการตรวจสอบการปนเป้ือนเบ้ืองต้น 

(Presumptive step) มี ถึง  3 ขั้ นตอน ได้แก่  1) การเ ล้ียงในอาหารเหลวไม่จ  า เพาะ  (Non-selective 

enrichment) เพื่อเพิ่มจ านวนซลัโมเนลลา 2) การเล้ียงในอาหารเหลวจ าเพาะ (Selective enrichment) ซ่ึงมี

สารยบัย ั้งหรือลดจ านวนจุลินทรียอ่ื์นๆ ท่ีไม่ใช่ซัลโมเนลลา และ 3) การคดัแยกโคโลนีบนอาหารแข็ง

จ าเพาะ (Selective agar plating) โดยอาศยัการจ าแนกสีของโคโลนีของซัลโมเนลลา ซ่ึงจะมีลกัษณะท่ี

จ าเพาะแตกต่างจากจุลินทรียก์ลุ่มอ่ืน การทดสอบทั้ง 3 ขั้นตอนดงักล่าวท าให้เกิดค่าใชจ่้ายและภาระงาน

ในการสุ่มตรวจวิเคราะห์ท่ีสูง โรงงานผลิตสินคา้อุปโภคบริโภคส่วนใหญ่จึงจ ากดัจ านวนตวัอยา่งหรือ

จ านวนซ ้ าในการตรวจวิเคราะห์ ซ่ึงท าให้มีปริมาณการสุ่มวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีไม่เหมาะสมทั้งจ  านวน

ตวัอย่างและความถ่ีในการสุ่มตรวจ จึงท าให้ผูบ้ริโภคสุ่มเส่ียงต่อการบริโภคสินคา้และผลิตภณัฑ์ท่ีมี

โอกาสปนเป้ือนของซลัโมเนลลาเกิดความเสียหายทั้งชีวิตสุขภาพและส่งผลกระทบต่อความเช่ือมัน่ใน

สินคา้ในท่ีสุด 
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แนวทางในการพฒันาวิธีการตรวจซัลโมเนลลาให้มีประสิทธิภาพสูงสุดนั้น จะตอ้งตอบโจทย ์3 ส่วน

ส าคญัคือ 1) ความถูกตอ้ง แม่นย  าของผลการตรวจวิเคราะห์ 2) ความรวดเร็วในการให้ผลการทดลอง 

รวมไปถึงความง่ายและสะดวกในการด าเนินการวิเคราะห์ และ 3) ค่าใช้จ่ายและความคุม้ค่าในการ

วิเคราะห์และการลงทุนอุปกรณ์เคร่ืองมือส าหรับวิเคราะห์ ดงันั้น ทางคณะผูว้ิจยัเล็งเห็นวา่การปรับปรุง

สูตรอาหารให้มีความจ าเพาะต่อคุณสมบติัทางชีวเคมีของซัลโมเนลลาร่วมกบัการวิเคราะห์ในระดบั     

ไมโครสเกล จะสามารถตอบโจทยท์ั้ง 3 ส่วนไดเ้ป็นอยา่งดี นอกจากน้ีหากน าแนวทางดงักล่าวมาใช้ใน

ขั้นตอนแรกหรือขั้นตอนท่ีสองของการวิเคราะห์จะท าให้สามารถบ่งช้ีเ บ้ืองต้นได้ว่ามีโอกาส

ปนเป้ือนซลัโมเนลลาหรือไม่ ซ่ึงในปัจจุบนัในขั้นตอนการบ่งช้ีดงักล่าวจ าเป็นตอ้งอ่านผลการทดสอบ

ดงักล่าวในวนัท่ี 3 หรือในขั้นตอนท่ี 3 บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ ซ่ึงอาหารแข็งดงักล่าวก็มีขอ้จ ากดัในเร่ือง

ของปริมาณเช้ือขั้นต ่าท่ีเล้ียงลงไปตอ้งมีมากถึงระดบั 104 - 105 CFU/mL เน่ืองจากในสูตรของอาหารแข็ง

จ าเพาะดงักล่าวนั้นมีองคป์ระกอบของสารยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัของซลัโมเนลลา แต่ก็มีผลกบัซลัโมเนลลา

เล็กน้อยถึงปานกลางข้ึนอยู่กับซีโรวาร์และปริมาณเร่ิมต้น ท าให้ในปัจจุบนัจึงมีการรายงานผลการ

ทดสอบผดิพลาดในเชิงลบ หรือ False negative result ซ่ึงนบัวา่เป็นปัญหาส่งผลกระทบสูงมาก 

 
งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาอาหารเหลวบ่งช้ีโอกาสการปนเป้ือนของซัลโมเนลลากลุ่มท่ี

สามารถใช้ไทโอซัลเฟตเป็นแหล่งซัลเฟอร์ (Indicator enrichment mediumfor thiosulfate-reducing 

Salmonella) โดยน าคุณสมบัติการสร้างก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ จากปฏิกิริยาไทโอซัลเฟตรีดักชั่น 

(Thiosulfate reduction) ของซัลโมเนลลาในกลุ่มท่ีสามารถใช้ไทโอซัลเฟตเป็นแหล่งซัลเฟอร์ (Sulfur 

source) ซ่ึงจะสามารถเกิดปฏิกิริยาได้ดีในสภาวะด่าง จึงตอ้งมีการใช้ปฏิกิริยาดีคาร์บอกซีเลชั่นของ

กรดอะมิโน  (Amino acid decarboxylation) ร่วมด้วยเพื่อสร้างสภาวะด่าง ปฏิ กิ ริยาการเกิดก๊าซ

ไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) ดงักล่าว สามารถบ่งช้ีได้จากการเกิดตะกอนสีด าของไอรอนซัลไฟด์ (Iron 

sulfide หรือ ferrous sulfide, FeS) ซ่ึงเกิดจากการรวมตวัของซลัไฟด์ไอออน (S2-) กบัไอรอน (Fe2+) อินดิ

เคเตอร์ท่ีใส่ลงไป ในขณะท่ีแบคทีเรียแข่งขนัส่วนใหญ่ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาไทโอซลัเฟตรีดกัชัน่ได ้

จึงไม่เกิดการเปล่ียนแปลงเป็นตะกอนสีด าดงักล่าวได ้ท าให้สามารถแยกและบ่งช้ีโอกาสการปนเป้ือน

ของซัลโมเนลลาในกลุ่มดงักล่าวเบ้ืองตน้ได ้ซ่ึงในงานวิจยัน้ีไดมี้การพฒันาสูตรใหม่ โดยปรับมาจาก

สูตรอาหารแข็งจ าเพาะมาตรฐานไซโลสไลซีนดีคาร์บอกซีเลส (Xylose Lysine Decarboxylase Agar, 

XLD) แต่มีการปรับให้อยู่ในรูปแบบอาหารเหลว โดยใช้องค์ประกอบหลกัตามเดิมคือ โซเดียมไทโอ

ซัลเฟต (Sodium Thiosulfate) เฟอร์ริกแอมโนเนียมซิเตรท (Ferric Ammonium Citrate) น ้ าตาลไซโลส 

(Xylose) แต่มีการปรับปรุงองค์ประกอบอ่ืนๆ  เพื่อเพิ่มความสามารถให้การเกิดปฏิกิริยาและ
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ความสามารถในการตรวจสอบซลัโมเนลลามีประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน โดยการปรับปรุงชนิดของกรดอะ

มิโนท่ีใช้จากไลซีน (Lysine) ไปเป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ และมีการศึกษาผลของการใช้พีเอชอินดิเค

เตอร์ท่ีเหมาะสมส าหรับช่วยจ าแนกในกรณีใช้การตรวจวดัค่าทางสเปกโตรโฟโตเมตรี (Spectrometry) 

นอกจากน้ี มีขอ้แนะน าเพิ่มเติมส าหรับซลัโมเนลลาหน่ึงในกลุ่มน้ี คือ ซลัโมเนลลาอะนาตมั (Salmonella 

Anatum) ซ่ึงพบวา่ซีโรวาร์น้ีสามารถเกิดปฏิกิริยาไทโอซลัเฟตรีดกัชัน่ หรือสร้างไฮโดรเจนซลัไฟด์ไดดี้

ในสภาวะท่ีไม่เป็นด่าง ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งปรับชนิดของกรดอะมิโนท่ีเหมาะสมหรืออาจไม่จ  าเป็นตอ้ง

ใส่กรดอะมิโนลงไปเลยก็ได้ จากคุณสมบติัการบ่งช้ีดงักล่าวค่อนขา้งมีความจ าเพาะและคดัเลือกซัล

โมเนลลากลุ่มใหญ่น้ีออกจากแบคทีเรียแข่งขนัในกลุ่มใกล้เคียงกบัซัลโมเนลลาซ่ึงประกอบไปด้วย

แบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกเกือบทั้งหมดไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพในระดบัสูง แต่อยา่งไรก็ตาม ยงัมี

ขอ้จ ากดัส าหรับการคดัแยกออกจากแบคทีเรียแกรมลบบางสายพนัธ์ุ อาทิ ไซโตรแบคเตอร์ (Citrobacter) 

และโปรเตียส (Proteus) เน่ืองจากแบคทีเรียดงักล่าวก็สามารถเกิดปฏิกิริยาน้ีได้เหมือนซัลโมเนลลา

เช่นกนั 

 
นอกจากน้ีการประยกุตก์ารใชง้านวธีิการตรวจสอบของอาหารเหลวท่ีจะพฒันาข้ึนน้ีเหมาะกบัตวัอยา่งใน

อุตสาหกรรมซ่ึงมีความต้องการทราบผลการทดสอบเบ้ืองต้น (Presumptive result) ในระยะเวลาท่ี

รวดเร็วสามารถบ่งช้ีโอกาสการปนเป้ือนของซัลโมเนลลาเบ้ืองต้นได้ ภายใน 1-2 วนัโดยผลบวก 

(Positive result) หมายถึงในตวัอย่างอาจมีซัลโมเนลลาและ/หรือแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่ซัล

โมเนลลาบางสายพนัธ์ุท่ีสามารถสร้างก๊าซไฮโดรเจนจากไทโอซลัเฟตได ้ส่วนผลลบ (Negative result) 

หมายถึงในตวัอย่างไม่มีซัลโมเนลลากลุ่มท่ีสร้างก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์จากไทโอซัลเฟตปนเป้ือนใน

ตวัอย่างอาหารท่ีน ามาวิเคราะห์ ซ่ึงวิธีการทดสอบน้ีสามารถให้ผลการทดสอบท่ีถูกต้อง แม่นย  า มี

ประสิทธิภาพและสามารถอ่านผลไดอ้ยา่งรวดเร็วกวา่อาหารเหลวจ าเพาะมาตรฐานในปัจจุบนัอีกทั้งเม่ือ

เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานในปัจจุบนั เทคนิคการวิเคราะห์แบบเพาะเล้ียงขนาดเล็ก (Microscale 

enrichment) ท่ีน ามาประยกุตใ์ชร่้วมกบัอาหารเหลวบ่งช้ีท่ีพฒันาข้ึนน้ี ท าใหส้ามารถวเิคราะห์ตวัอยา่งใน

จ านวนมากข้ึนต่อรอบการวิเคราะห์ ซ่ึงนับว่าท าให้เกิดความสะดวก รวดเร็วในการปฏิบติังานของ

บุคลากรในหอ้งปฏิบติัการจุลชีววทิยาอีกดว้ย 

 
       1.2 วตัถุประสงค์และขอบเขตงานวจัิย 

1.2.1 พฒันาสูตรอาหารเหลวบ่งช้ีเบ้ืองตน้ท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือน

ของซัลโมเนลลาเบ้ืองต้นในขั้นตอนการเล้ียงในอาหารเหลว (Enrichment) โดยอาศยั
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หลักการเกิดปฏิกิริยาไทโอซัลเฟตรีดักชั่นของซัลโมเนลลาท่ีมีความถูกต้อง แม่นย  า 

รวดเร็วและเหมาะกบัการวเิคราะห์ตวัอยา่งในอุตสาหกรรมท่ีมีจ านวนมากและรวดเร็ว 

1.2.2 ปรับชุดตรวจสอบแบบส าเร็จรูปและอุปกรณ์ท่ีเก่ียวขอ้งในการตรวจการปนเป้ือนของซลั

โมเนลลาท่ีสามารถให้ผลวิเคราะห์เบ้ืองตน้ภายในเวลา 24 - 48 ชัว่โมงโดยให้ผลท่ีถูกตอ้ง

แม่นย  าเทียบเท่าวธีิการมาตรฐาน 

1.2.3 เพื่อลดระยะเวลาและค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์การปนเป้ือนของซัลโมเนลลาส าหรับ

อุตสาหกรรมไทย ท าให้สามารถลดการน าเข้าชุดวิเคราะห์เช้ือส าเร็จรูปและสามารถ

วเิคราะห์ตวัอยา่งอาหารไดม้ากข้ึนและบ่อยคร้ังข้ึน 

1.2.4 พฒันาวิธีการท่ีเป็นมาตรฐานเพื่อให้สามารถวิเคราะห์ตรวจการปนเป้ือนไดอ้ย่างถูกตอ้ง

และแม่นย  าเพื่อเป็นยุทธศาสตร์ในการเพิ่มความสามารถในการแข่งขนัส่งออกผลิตภณัฑ์

อาหารในประเทศไทย 

 
      1.3 ขอบเขตของงานวจัิย 

1.3.1 ศึกษาหาความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีสามารถจ าแนกความแตกต่างของสีและตะกอนสีด า

ของไอรอนซลัไฟดท่ี์เกิดจากปฏิกิริยาไทโอซลัเฟตรีดกัชัน่ของซลัโมเนลลากลุ่มท่ีสามารถ

ใช้ไทโอซัลเฟตได้ และสามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของการเปล่ียนแปลงสีกบัค่าการ

ดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีวดัได ้

1.3.2 ศึกษาผลของชนิดสารตั้งตน้ในการเกิดปฏิกิริยาไทโอซัลเฟตรีดกัชัน่ ไดแ้ก่ กรดอะมิโน 

และน ้ าตาล ท่ีระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อการเกิดตะกอนสีด าของซัลโมเนลลาและ

แบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ เพื่อเลือกชนิดและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสามารถจ าแนกซัล

โมเนลลาและแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆได ้โดยอาศยัการตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงจาก

การเปล่ียนสีของอาหาร 

1.3.3 ศึกษาผลของพีเอชอินดิเคเตอร์ชนิดต่างๆ ส าหรับการเพิ่มความสามารถในการจ าแนกซลั

โมเนลลาและแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ ในสูตรอาหารบ่งช้ีท่ีเลือกกรดอะมิโนและน ้ าตาลท่ี

เหมาะสมแลว้ 

1.3.4 ทดสอบการใช้อาหารเหลวบ่งช้ีท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากการทดลองในเช้ือบริสุทธ์ิ ในการ

ตรวจวิเคราะห์หาการปนเป้ือนของซัลโมเนลลาในตวัอย่างอาหารจากท้องตลาดและ

อุตสาหกรรมอาหาร โดยสอบเทียบประสิทธิภาพของอาหารเหลวร่วมกบัวิธีการใหม่ท่ี
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อาศยัหลกัการการลดขนาดของอาหารและตวัอยา่ง (Miniaturization) กบัวิธีการมาตรฐาน

ในการวิเคราะห์ซัลโมเนลลาขององค์กรต่างๆ อาทิ เช่น องค์กรระหว่างประเทศว่าด้วย

มาตรฐาน ) International standard organization, ISO) คู่ มื อการวิ เคราะ ห์แบคที เ รี ย 

)Bacteriological Analytical Manual, BAM) เป็นตน้ โดยอาศยัค่าการค านวณทางสถิติ 

1.3.5 พฒันารูปแบบของชุดตรวจวิเคราะห์ซลัโมเนลลาให้เหมาะกบัการใชง้านในอุตสาหกรรม

อาหารต่อไป 
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บทที ่2 

เอกสารทีเ่กีย่วข้องกบัการศึกษา 

 
เอกสารที่เกีย่วข้องกบัการศึกษาจ าแนกได้ดังนี ้  

2.1 จุลชีววทิยาของซลัโมเนลลา 

2.2 ลกัษณะของเช้ือซลัโมเนลลาแหล่งท่ีอยูอ่าศยัตามธรรมชาติและนิสัยการเจริญเติบโต 

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 

 
ในบรรดาแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดการติดเช้ือและการระบาดในคนนั้นซาลโมเนลลาเป็นแบคทีเรียท่ีมีการ         

ววิฒันาขนานไปกบัววิฒันาของมนุษย ์แต่เดิมแบคทีเรียในกลุ่มน้ีส่วนใหญ่อาศยัอยูใ่นสัตวแ์ละก่อให้เกิด

โรคในสัตวมี์เพียงไม่ก่ีชนิด เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคในมนุษยโ์ดยตรงและอาศยัอยู่ในคนแต่

ปัจจุบนัน้ีซาลโมเนลลาจากสัตวห์ลายชนิดท าให้เกิดการติดเช้ือในคนและอาศยัเป็นพาหะอยูในคนได้

เป็นเวลานานทั้งน้ีเพราะซาลโมเนลลาสามารถปรับตวัได้ดีท าให้สามารถอยู่ได้ในสภาวะแวดล้อมท่ี

เปล่ียนแปลงไปในปัจจุบนัไม่วา่จะเป็นเร่ืองของเทคโนโลยใีหม่ๆ เช่นการผลิตอาหารกระป๋อง อาหารแช่

แข็งหรือขบวนการต่างๆ ในการเตรียมอาหารส าเร็จรูปทั้งอาหารท่ียงัไม่สุกและอาหารท่ีสุกแลว้ซ่ึงใน

ปัจจุบนัเกิดข้ึนมากมายเพื่อสนองความตอ้งการของประชาชนท่ีเพิ่มข้ึนโดยเฉพาะอยา่งยิ่งประเทศไทย

เป็นครัวอาหารโลกจ าเป็นอย่างยิ่งต้องควบคุมป้องกันพร้อมทั้ งหาทางหยุดย ั้งซัลโมเนลลามิให้

แพร่กระจายไปในอาหารส่ิงแวดลอ้มต่างๆ เพิ่มข้ึน ดงันั้นการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาจึงเป็น

ส่ิงท่ีทางโรงงานอุตสาหกรรมอาหารไม่สามารถท่ีจะหลีกเล่ียงได ้

 
2.1 จุลชีววทิยาของซัลโมเนลลา 

แบคทีเรียในกลุ่มน้ีจดัไดว้า่เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคในมนุษยท่ี์พบไดทุ้กหนทุกแห่งและทัว่โลก

โดยเขา้มามีบทบาทไม่เฉพาะแต่ในคนและสัตวเ์ล้ียงของคนเท่านั้น หากยงัพบไดใ้นสัตวท์ัว่ๆไปเช่น
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สัตวเ์ล้ือยคลาน นกและแมลงต่างๆ เป็นแบคทีเรียกลุ่มใหญ่กลุ่มหน่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างเป็น

แท่งสั้นไม่สร้างสปอร์ )รูปท่ี 2.1( อยูใ่นสกุล Enterobacteriaceae เช่นเดียวกบัเช้ือ E. coli 

 
Salmonella เดิมเรียกว่า paratyphoid bacteria เป็นจุลินทรีย ์ท่ีท าให้เกิดโรคทั้งในมนุษยแ์ละสัตว ์พบได้

ทัว่ไปในแต่ละปีถือว่าเป็นเช้ือก่อโรคท่ีเกิดข้ึนกบัประชากรต่างๆ ทัว่โลก แมว้่ามีผูว้ิจยัหลายท่านได้

กล่าวถึง นิเวศวิทยา สรีระวิทยา ระบาดวิทยา และวิธีการตรวจวิเคราะห์ส าหรับการแยกและการตรวจ

พิสูจน์ Salmonella ท่ีไดมี้การตีพิมพไ์ปแลว้จ านวนมาก แต่วิวฒันาการของ Salmonella ท าให้จ  าเป็นท่ี

จะตอ้งมีการปรับปรุงวิธีวิเคราะห์ให้ทนัสมยัอยู่เสมอเพื่อน ามาซ่ึงความรู้ใหม่ ๆ เก่ียวกบั Salmonella 

และผลเสียหายของโรคท่ีเกิดจาก Salmonella ท่ีมีความสัมพนัธ์กบัอาหาร 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

                                                           

                 รูปที่ 2.1 แฟลกเจลลา (flagella) ท่ีใชใ้นการเคล่ือนท่ี (ก)  

                  และลกัษณะของเช้ือSalmonella เม่ือส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (ข)  

 
ประวติัของเช้ือซัลโมเนลลาเดิมเรียกว่า paratyphoid bacteria ส่วนช่ือสกุลได้เปล่ียนไปโดยตั้งให้เป็น

เกียรติ D.E.Salmon นกัแบคทีเรียชาวอเมริกนัซ่ึงได้ร่วมกบั Theobald Smith ท่ีไดท้  าการแยกเช้ือน้ีจาก

สุกรท่ีป่วยโรคอหิวาต์เช้ือท่ีแยกได้น้ีต่อมาเรียกว่า Salmonella Choleraesuis ใน ค.ศ.1885 และในปี 

ค.ศ.1888 Gartner แยกเช้ือไดจ้ากมา้มผูป่้วยท่ีตายดว้ยโรคอาหารเป็นพิษระบาดในประเทศเยอรมนัคือ 

Salmonella Enteritidis ปี ค.ศ. 1892 Loffler แยก Salmonella Typhimurium ไดจ้ากหนูขาวท่ีมีอาการโรค

คล้ายไทฟอยด์จนกระทัง่ Schottmiille สามารถแยกถึงความแตกต่างระหว่าง Salmonella Paratyphi A 

และ Salmonella Paratyphi B ไดใ้นปี 1990 การคน้พบ Salmonella สายพนัธ์ุใหม่ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยและ

(ก) (ข) 
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สัตวท่ี์ป่วยดว้ยโรคต่างๆ มีมากข้ึนท าให้เกิดความยุง่ยากในการตั้งช่ือสายพนัธ์ุใหม่ ๆ เหล่าน้ีจนกระทัง่

ในปี ค.ศ. 1926 Kauffmann, Edwards, และ Ewing ไดร่้วมกนัจดัท าหนงัสือ Kauffmann – White Schema 

ข้ึนเพื่อเป็นเอกสารส าคญัแยกลกัษณะทางแอนติเจนของ Salmonella (Ewing, 1986) 

 
ในยคุตน้ของศตวรรษท่ี 19 นกัพยาธิวทิยาคลินิคในฝร่ังเศส ไดร้ายงานถึงความสัมพนัธ์ของการเป็นแผล

ในล าไส้ของมนุษยก์บัการเป็นโรคติดต่อเป็นคร้ังแรก ซ่ึงโรคท่ีถูกตรวจพบไดแ้ก่ ไขไ้ทฟอยด์ (typhoid 

fever) ต่อมาไดมี้การแยกและอธิบายลกัษณะของ typhoid bacillus โดยชาวยโุรป พบวา่ เช้ือน้ีเป็นตน้เหตุ

ของไข้ไทฟอยด์และต่อมาได้พิสูจน์ว่ามีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับพาราไทฟอยด์ (paratyphoid 

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

Theobald Smit ได้แ ยก  Bacillus cholera – sius ใน ปั จ จุบันได้แ ก่  Salmonella enteric ซี โรว า ร์  

Choleraesuis จากสุกรท่ีป่วยดว้ยโรคอหิวาต ์(Le Minor, 1981) ค.ศ. 1888 Gartner แยกเช้ือ S. Enteritidis 

จากมา้มของผูป่้วยท่ีตายด้วยโรคอาหารเป็นพิษระบาดในประเทศเยอรมนั ค .ศ. 1892 Loffler แยกเช้ือ 

Typhimurium ได้จากโรคท่ีคลา้ยไทฟอยด์ในหนูขาว ต่อมาการพฒันาด้านความรู้เก่ียวกบัเช้ือน้ีมีมาก

จนกระทัง่ Schottmiller สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง S. Paratyphi A และ S. Paratyphi B ไดใ้นปี 

ค.ศ. 1900 (อรุณ บ่างตระกูลนนาทแ์ละคณะ, 2540) 

 
การคน้พบ Salmonella สายพนัธ์ุใหม่มีมากข้ึน ท าใหเ้กิดความยุง่ยากในการตั้งช่ือสายพนัธ์ุใหม่ ๆ เหล่าน้ี 

White (1926) เป็นคนแรกท่ีเสนอ antigenic scheme ส าหรับการแบ่งประเภทของ Salmonella และต่อมา 

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

ข้ึนในปี ค.ศ. 1955 เพื่อใช้แยกลกัษณะทางแอนติเจนของ Salmonella ซ่ึงมีการรวบรวม Salmonella ไว้

มากกว่า 2,400 ซีโรวาร์ (Popoff et. al., 2000) การตั้ งช่ือ Salmonella ได้ก าหนดเป็นมาตรฐานตาม

ขอ้ตกลงระหว่างชาติ โดยเห็นพอ้งตอ้งกนัใช้ช่ือน้ีและเร่ิมใช้ช่ือน้ีทัว่ไปตั้งแต่ปี ค.ศ. 1955 เป็นตน้มา 

(อรุณ บ่างตระกูลนนทแ์ละคณะ, 2540) 

 
2.1.1 สัณฐานวิทยา 

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

ไมโครเมตร เจริญไดดี้ทั้งในสภาพท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultative anarobe) ไม่สร้างแคปซูล เคล่ือนท่ี

ดว้ยแฟลกเจลลาท่ียาวและมีอยูร่อบเซลล ์(peritrichous flagella) และบางสายพนัธ์ุไม่สามารถเคล่ือนท่ีได้

และสร้างไฮโดรเจนซลัไฟต ์เช่น S. Gallinarum  อุณหภูมิท่ีเจริญได ้37 – 45C โดยเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 
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42 C เจริญไดใ้นช่วงความเป็น กรด – ด่าง 4.5 – 9.0 ความช้ืน (Aw) ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ ประมาณ 

0.93 – 0.99 ภายใตอุ้ณหภูมิและอาหารท่ีเหมาะสม Salmonella ไม่ทนความร้อน ถูกท าลายไดท่ี้อุณหภูมิ 

55C นาน 1 ชั่วโมง หรือ 60C นาน 15 – 20 นาที หรือท่ี 62C นาน 4 นาที การใช้ความเย็นหรือ

อุณหภูมิต ่าไม่สามารถท าลาย Salmonella เพียงแต่ไปยบัย ั้งการเจริญของเช้ือเท่านั้น 

 
2.1.2 การเรียกช่ือ 

การเขียนหรือพิมพ์ช่ือซีโรวาร์เปล่ียนจากการใช้ตวัอกัษรเล็กและตวัพิมพ์เอียงเป็นอกัษรใหญ่ เช่น 

Salmonella typhimurium เปล่ียนเป็น Salmonella Typhimurium นอกจากน้ีในบางซีโรวาร์ มี Phage เขา้

ไปแทนท่ีท าให้ antigen เปล่ียนไปซ่ึงระบบเดิมจะเปล่ียนช่ือเป็นซีโรวาร์ใหม่ แต่ระบบใหม่จะไม่มีการ

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

ให้ factor O:15 หรือ O:15, 34 เขา้แทนท่ี factor O:10 ซ่ึงเดิม Salmonella O:3, 15 จะจดัอยู่ใน 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) 

 
2.1.3 การจัดแบ่งประเภท 

จีนัส Salmonella จัดอยู่ใน family Enterobactericeae ภายในจีนัสเดียวกันตามรายงานของ WHO 

Collaborating Center for Reference and Research on Salmonella, Institute Pasteur ประ เทศฝ ร่ัง เศส 

รายงานเร่ือง Antigenic formulas of the Salmonella serovars 1987 ได้จัดอนุกรมวิธานของ genus 

Salmonella และสรุปว่า Salmonella มีเพียง 1 species และแบ่งออกเป็น 7subspecies คือ , , a , 

b, V, V และ VI มีรายละเอียดดงัน้ี 
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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 ท่ีพบในคนและสัตว์เลือดอุ่น ซ่ึงพบมากท่ีสุดจ านวน 1,299 ซีโรวาร์ 

ส าหรับ subspecies  - V เป็น Salmonella มาจากสัตวเ์ลือดเยน็และส่ิงแวดล้อม ประมาณ 914 ซีโร

วา ร์  ต่อมา  World Health Organization (WHO) Collaborating Center for Reference and Research on 

Salmonella (Institut Pasteur, ประเทศฝร่ังเศส) ได้จัด Taxonomy of genus Salmonella ใหม่สรุปว่า 

Salmonella มี 2 สปีชีส์ สปีชีส์ท่ี 1 ไดแ้ก่ S. enterica แบ่งออกเป็น 6 subspecies 2,480 ซีโรวาร์ สปีชีส์ท่ี 

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 
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2.1.4 ลกัษณะทางซีร่ัมวิทยา 

ลกัษณะของแอนติเจนท่ีส าคญัของ Salmonella ใชเ้ป็นคุณสมบติัในการทดสอบทางซีร่ัมวทิยา มี 3 ชนิด 

ดงัน้ี 

1. โอ แอนติเจน หรือ โซมาติก แอนติเจน (O or somatic antigen) เป็นแอนติเจนท่ีเป็นส่วนประกอบ

ของผนงัเซล์ ประกอบดว้ยสารประกอบโพลีแซคคาไรด์  โปรตีนและฟอสโฟลิปิด มีคุณสมบติัคือ

สามารถทนความร้อนท่ี 100C นาน 2 ชัว่โมง 30 นาที ทนต่อเอธิลแอลกอฮอล์เขม้ขน้ 95% ทนต่อ

กรดเจือจาง ปฏิกริยาของโอแอนติเจนกบัแอนติซีร่ัมจ าเพาะ จะมีลกัษณเป็น granular โอแอนติเจน

ของ Salmonella ถูกจดัแบ่งเป็นกลุ่มต่าง ๆ ตามแบบของ Kauffiman White Schema 

2. เอช หรือแฟลกเจลลา แอนติเจน (H or flagella antigen) เป็นส่วนประกอบของสารประเภทโปรตีน 

มีคุณสมบติั ถูกท าลายได้ด้วยความร้อนอุณหภูมิ 60C แอลกอฮอล์และกรด ปฏิกริยาของเอช 

แอนติเจนกับแอนติซีร่ัมท่ีจ าเพาะ จะมีลักษณะเป็น 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. วีโอ แอนติเจน (Vi antigen) เป็นแอนติเจนท่ีคลุมอยู่รอบนอกโอ แอนติเจน คุณสมบติัของวีโอ 

แอนติเจน คือถูกท าลายเม่ือได้รับความร้อน กรด หรือฟีนอล โดยปกติเช้ือ Salmonella ท่ีมีวีโอ

แอนติเจน จะท าให้เกิดอาการของโรครุนแรงกวา่เช้ือท่ีไม่มีวีโอ แอนติเจน เช้ือ Salmonella ท่ีมีวีโอ

แอนติเจนไดแ้ก่ S. Typhi, S. Paratyphi C, และ S. Dublin 

 
2.1.5 การท าให้เกดิโรค 

Salmonella สามารถก่อให้เกิดโรคไดดี้ในผูท่ี้มีความตา้นทานต ่า หรือไดรั้บเช้ือเขา้สู่ร่างกายเป็นจ านวน

มาก สาเหตุทัว่ไปของการติดเช้ือ เกิดจากการรับประทานอาหารหรือน ้ าท่ีมีเช้ือปะปนเขา้ไป ผูท่ี้ไดรั้บ

เช้ืออาจมีอาการหรือไม่มีอาการของโรคปรากฏ อาการของโรคท่ีเกิดจาก Salmonella จ าแนกออกเป็น 3 

แบบคือ 

 
2.1.5.1 Enteric fevers ไดแ้ก่ โรคไขไ้ทฟอยด์และพาราไทฟอยด์ เช้ือท่ีเป็นสาเหตุของไขไ้ทฟอยด์ ไดแ้ก่ 

S. Typhi เช้ือท่ีเป็นสาเหตุของโรคไขพ้าราไทฟอยดไ์ดแ้ก่ S. Paratyphi A, S. Paratyphi B, S. Paratyphi C 

ไขไ้ทฟอยด์และพาราไทฟอยด์จะเกิดข้ึนเฉพาะในคนเท่านั้น สาเหตุท่ีส าคญัในการติดเช้ือคือไดรั้บเช้ือ

ปนเป้ือนเขา้ไปในอาหารและน ้ าด่ืม เช้ือจะเขา้สู่กระเพาะอาหาร ล าไส้เล็ก ไปตามทางเดินอาหาร ต่อม

น ้าเหลือง และเขา้สู่ระบบหมุนเวยีนโลหิต ผูป่้วยท่ีมีอาการเฉียบเพลนั สามารถตรวจพบเช้ือไดใ้นกระแส
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โลหิต เช้ือสามารถเขา้ไปยงัอวยัวะต่างๆ ไดร้วมทั้งไต ไขกระดูก ล าไส้ ถุงน ้ าดี เช้ือถูกขบัออกมากบั

อุจจาระและอาจพบไดใ้นปัสสาวะ เช้ือท าให้มีอาการอกัเสบของ lymphoid tissue ต่างๆ บางคร้ังท าให้

เยื่อหุ้มกระดูก ปอดมีการอกัเสบได ้ระยะฟักตวัของโรคประมาณ 10-14 วนั ปริมาณเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรค

ประมาณ 106 CFU (Fall, 2000) ผูป่้วยมีอาการไขสู้ง ปวดศีรษะ ปวดเม่ือย ตามตวั เซ่ืองซึม เบ่ืออาหาร มี

อาการทอ้งอืดหรือทอ้งผูก มา้มโต ต่อมาอาจมีอาการอุจจาระร่วง อาจมีเลือดปนกบัอุจจาระดว้ย ถา้มีการ

ท าลายของเยื่อบุล าไส้เป็นจ านวนมากอาจท าให้เกิดล าไส้ทะลุได้ ระยะของ ไข้ Enteric fevers นาน

ประมาณ 3 – 4 สัปดาห์ โรคพาราไทฟอยด์มีอาการของโรคคล้ายไทฟอยด์แต่จะรุนแรงน้อยกว่า จะ

ก่อใหเ้กิดอาการ อุจจาระร่วงภายหลงัรับประทานอาหารประมาณ 12 – 24 ชัว่โมง 

 
2.1.5.2 Septicemia เช้ือเขา้สู่กระแสโลหิตโดยตรงสามารถตรวจพบเช้ือในกระแสโลหิตโดยไม่มีอาการ

ของโรคอุจจาระร่วง ผูป่้วยมีอาการเป็นไขสู้งเป็นระยะ ๆ ตบัและมา้มโต น ้ าหนกัลด เซ่ืองซึม อาจท าให้

เกิดอาการปวดบวม เยือ่หุม้สมองอกัเสบ เยือ่บุล้ินหวัใจอกัเสบ เช้ือท่ีเป็นสาเหตุไดแ้ก่ S. Choleraesuis  

 
2.1.5.3 Gastroenteritis หรือ Enteritis เ ช้ือ Salmonella ส่วนมากจะท าให้เ กิดอาการแบบน้ีโดยเช้ือ

ปนเป้ือนเขา้ไปกบัอาหารประเภทเน้ือสัตว ์ไข่ นมและผลิตภณัฑน์ม หรือส่ิงอ่ืนๆ ผูป่้วยเม่ือรับประทาน

อาหารท่ีมีเช้ือปนเป้ือนเขา้ไป เช้ือจะแทรกเขา้ไปอยู่ในเน้ือเยื่อบุล าไส้ใหญ่ และล าไส้เล็กส่วนกลาง 

ระยะฟักตวัของเช้ือประมาณ 6 – 48 ชัว่โมง ปริมาณเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรคประมาณ 108 CFU (Fall, 2000) 

ผูป่้วยจะมีอาการปวดทอ้ง คล่ืนไส้ อาเจียน ทอ้งร่วง มีไขเ้ล็กนอ้ย 

 
2.1.6 ระบาดวทิยา 

การปนเป้ือนในอาหารเป็นวิ ธีการหลักของการส่งผ่าน non – typhoidal Salmonella  เพราะว่า 

Salmonellosis เป็นโรคของสัตวท่ี์ติดต่อมาถึงคนไดแ้ละมีสัตวท่ี์เป็นพาหะจ านวนมาก สัตวท่ี์เป็นพาหะ

มากท่ีสุดไดแ้ก่ ไก่ หมูและววั นอกจากน้ีสัตวเ์ล้ียงและสัตวอ่ื์นๆ ทัว่ไปก็เป็นพาหะของเช้ือน้ี เพราะวา่ 

Salmonella สามารถอยูร่อดไดใ้นเน้ือและผลิตภณัฑ์จากสัตวท่ี์ยงัไม่ผา่นความร้อน ผลิตภณัฑจ์ากสัตวจึ์ง

เป็นพาหะหลกัของการส่งผา่น Salmonella (Giannelia, 2000)  
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2.2 ลกัษณะของเช้ือซัลโมเนลลา แหล่งทีอ่ยู่อาศัยตามธรรมชาติและนิสัยการเจริญเติบโต 

ซัลโมเนลลาเป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างเป็นแท่งสั้ นไม่สร้างสปอร์อยู่ในสกุล Enterobacteriaceae 

เช่นเดียวกับเช้ือ E.coli สมาชิกในสกุลน้ีเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีหรือไม่มีอากาศก็ได้ (facultative 

anaerobe) เคล่ือนท่ีไดโ้ดยอาศยัแซ่รอบตวั (peritrichous flagella) และอาศยัอยูใ่นล าไส้ของคน 

 

 2.3 แหล่งทีอ่ยู่อาศัยของซัลโมเนลลา (Salmonella) 

ซลัโมเนลลาอาศยัอยูใ่นทางเดินอาหารล าไส้ของสัตวต่์างๆ เช่น นก สัตวเ์ล้ือยคลาน สัตวเ์ล้ียง คนและ

บางทีก็พบในแมลง แมว้า่แหล่งก าเนิดของเช้ือคือล าไส้ของสัตว ์แต่บ่อยคร้ังท่ีพบเช้ือซลัโมเนลลาตาม

ร่างกายส่วนอ่ืน ๆ ของสัตวด์ว้ย (Jay, 1996) เน่ืองจากสัตวจ์ะปล่อยเช้ือซลัโมเนลลาผา่นทางอุจจาระซ่ึง

จะแพร่ผา่นแมลงและสัตวอ่ื์นๆ ขยายวงกวา้งออกไปดว้ยเหตุน้ีเช้ือซลัโมเนลลาอาจพบในน ้ าโดยเฉพาะ

ในน ้ าสกปรกและในอาหารท่ีมีแมลงวนัตอม เม่ือคนและสัตว์บริโภคอาหารและน ้ าท่ีมีเช้ือน้ีเข้าไป

บางคร้ังจะแสดงอาการป่วยออกมาแต่บางคร้ังก็กลายเป็นพาหนะ (carrier) คือไม่แสดงอาการป่วยทั้งๆ ท่ี

มีเช้ือซลัโมเนลล่าอยูใ่นร่างกายมนุษยผ์ูน้ั้นอาจกลายเป็นพาหะของเช้ือต่อไปมนุษยแ์ละสัตวข์บัเช้ือซัล

โมเนลล่าออกจากทางเดินอาหารทางอุจจาระ อรุณ บ่างตระกูลนนทแ์ละคณะไดท้  าการส ารวจอุจจาระ

ของผูส้ัมผสัอาหารท่ีปฏิบติังานในอุตสาหกรรมอาหารแช่แขง็พบอตัราผูเ้ป็นพาหะของเช้ือซลัโมเนลล่า

สูงสุดร้อยละ 15.38 อตัราผูเ้ป็นพาหะของเช้ือซลัโมเนลล่าสูงสุดในฤดูร้อนและต ่าสุดในฤดูฝน (อรุณบ่าง

ตระกูลนนทแ์ละคณะ, 2545) เช้ือซลัโมเนลล่าในอุจจาระของมนุษยแ์ละสัตวส์ามารถแพร่กระจายไปใน

ดิน น ้ าและส่ิงแวดลอ้มปนเป้ือนเขา้สู่ห่วงโซ่อาหารไดห้ลายทางซ่ึงจะเป็นอนัตรายอยา่งยิง่ถา้น าสัตวท่ี์มี

เช้ือซลัโมเนลลามาใชเ้ป็นอาหาร ท าใหผู้บ้ริโภคมีความเส่ียงสูงต่อการเกิดโรคอาหารเป็นพิษ  

 
สถานการณ์ปัจจุบันในประเทศไทยท่ียงัขาดการบริการทางห้องปฏิบัติการท่ีจะช่วยให้สามารถ

วินิจฉยัโรค Salmonellosis ไดถู้กตอ้ง แม่นย  าและรวดเร็ว สวนทางกบัการเจริญเติบโตของอุตสาหกรรม

ผลิตเน้ือสัตวแ์ละอาหารส าเร็จรูปท่ีเห็นความส าคญัของการควบคุมคุณภาพดา้นจุลินทรียม์ากนอ้ยต่างกนั 

ตลอดจนการเคล่ือนตวัของประชากรเขา้สู่เมืองใหญ่ๆ และการเกิดธุรกิจการจ าหน่ายอาหารท่ีไม่ถูก

สุขลกัษณะ ซ่ึงปรากฎให้เห็นอยู่โดยทัว่ไปเหล่าน้ีเป็นส่ิงท่ีควรจะคาดคะเนไดว้า่ หากยงัไม่สามารถลด

การปนเป้ือนของ Salmonella ในเคร่ืองอุปโภคของคนแล้ว การติดเช้ือจาก Salmonella จะมีแต่การ

เพิ่มข้ึนให้เป็นอุปสรรคต่อความหวงัในการน าสาธารณสุขท่ีดีมาให้แก่ประชากรชาวไทย (พนิดา ชัย

เนตร, 2531) 

 



14 

 

2.4 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการเจริญเติบโตของซัลโมเนลลา 

2.4.1 อุณหภูมิ 

ซลัโมเนลลาเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิปานกลางแมว้า่จะมีรายงานวา่เช้ือซลัโมเนลลาในบางสายพนัธ์ุสามารถ

เจริญไดท่ี้อุณหภูมิต ่ากวา่ 5C (D’Aoust, 1991) ก็ตาม ส าหรับอุณหภูมิสูงสุดท่ีเช้ือน้ีเจริญไดคื้อ 49.5C 

(ICMSF, 1996) ด้วยเหตุน้ีการปฏิบัติอย่างถูกต้องเพื่อเก็บรักษาอาหารร้อนหรืออุ่นอาหารเพื่อให้

ปลอดภยัจากเช้ือซลัโมเนลลาตามท่ี USDA/FSIS แนะน าจึงใชอุ้ณหภูมิ 63C เป็นเกณฑ ์(แมว้า่ในทฤษฎี

ท่ีอุณหภูมิ 55C จะสามารถท าลายเช้ือซลัโมเนลลาไดแ้ลว้ก็ตาม) 

 
2.4.2 pH  

ความสัมพนัธ์ระหว่างความเป็นกรด-ด่างกบัการเจริญเติบโตของเช้ือซัลโมเนลลา พบว่าค่า pH ต ่าสุด

ท่ีซลัโมเนลลาชนิดท่ีทนกรดมากท่ีสุดจะเจริญไดอ้ยูท่ี่ pH 3.8 และ pH สูงสุดอยูท่ี่ 9.5 ช่วง pH ท่ีเช้ือซลั

โมเนลลาส่วนมากเจริญไดดี้อยูร่ะหวา่ง 7-7.5 ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสภาวะแวดลอ้มท่ีเช้ือเจริญเติบโตและชนิด

ของซัลโมเนลลาแต่ละสปีชีส์ดว้ย จากการทดลองของชุงและก๊อฟเฟิร์ท (Chung และ Goepfert, 1970) 

พบว่ากรดท่ีใช้ปรับ pH ของอาหารเล้ียงเช้ือในห้องปฏิบติัการมีผลต่อการปรับตวัของเช้ือซัลโมเนลลา

กล่าวคือในกรณีท่ีใชก้รดเกลือและกรดซิตริกปรับ pH เช้ือซลัโมเนลลาปรับตวักบัการเปล่ียนแปลงของ 

pH ไดม้ากกว่าการใช้กรดน ้ าส้มหรือกล่าวอีกนยัหน่ึงว่าเช้ือซัลโมเนลลาไวต่อกรดน ้ าส้มมากกว่ากรด

เกลือและกรดซิตริก 

 
2.4.3 วอเตอร์แอคติวติี้ (Aw) 

มีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือซลัโมเนลลากล่าวคือ เช้ือซลัโมเนลลาเจริญไดใ้นช่วงท่ีมี Aw แคบมาก

คือค่า Aw  ต ่าสุดอยู่ท่ี 0.94 ส่วนค่า Aw สูงสุดอยู่ในช่วง 0.99 – 1.00 ในสภาวะท่ีส่ิงแวดลอ้มเอ้ือต่อการ

เจริญเติบโตของเช้ือซัลโมเนลลา เช่น มีอาหารเหมาะสม มี Aw เหมาะสม มีอุณหภูมิเหมาะสม เช้ือซัล

โมเนลลาสามารถปรับตวัต่อการเปล่ียนแปลงของ pH ได้มากกว่าปกติ ฉะนั้นปัจจยัร่วม (Combined 

effects) จึงมีความส าคญัในแง่ของการประยุกตม์าใชเ้พื่อควบคุมเช้ือซลัโมเนลลามากกวา่ปัจจยัใดปัจจยั

หน่ึงเพียงปัจจยัเดียว 

 
2.5 การปนเป้ือนจากซัลโมเนลลาและการป้องกัน 

2.5.1 ผลกระทบเชิงเศรษฐศาสตร์อนัเน่ืองมาจากการระบาดของโรค Salmonellosis  
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การปนเป้ือนจากเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคในผลิตภณัฑ์อาหารถือเป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลกระทบต่อ

สังคมในเชิงเศรษฐศาสตร์และระบบสุขภาพของมนุษยใ์นกรุงเทพมหานคร มีผลงานวิจยัเก่ียวกบัการ

ตรวจหาซัลโมเนลลาท่ีปนเป้ือนในแหนมท่ีจ าหน่ายตามท้องตลาดและห้างสรรพสินคา้ พบว่ามีซัล

โมเนลลาจ านวน 30 ตวัอยา่งจากทั้งหมด 40 ตวัอยา่ง )75%) ฉะนั้นเพื่อความปลอดภยัควรบริโภคแหนม

ฉายรังสี การตรวจพบซลัโมเนลลาปนเป้ือนในผกัสด ท าใหต่้างประเทศระงบัและสั่งหา้มน าเขา้สินคา้ผกั

สดของประเทศไทย ช่วงปลายเดือนกรกฏาคม พ.ศ. 2548 ประเทศไทยไดรั้บแจง้จากประเทศนอร์เวย์

ห้ามน าเขา้สินคา้ผกัสดจากไทยเป็นการชัว่คราวจ านวน 8 ชนิด ไดแ้ก่ สะระแหน่ ตน้หอม ผกัชีฝร่ัง ผกัชี 

โหระพา ใบจนัทร์หอม ผกัคะแยง และใบกระเพราเน่ืองจากตรวจพบเช้ือซัลโมเนลลาและอีโคไล

ปนเป้ือน ต่อมาเดือนกนัยายน พ .ศ . 2548 ประเทศเดนมาร์กไดต้รวจพบจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิดในใบกระ

เพรา โหระพาและผกัชีท่ีน าเขา้จากประเทศไทยและตามมาดว้ยประเทศสวีเดนก็ตรวจพบเช้ือจุลินทรีย์

ในผกัดงักล่าวเช่นกนั ในประเทศสหรัฐอเมริกามีการประเมินถึงผลกระทบค่าใช้จ่ายในการรักษาท่ีเกิด

จากอาหารเป็นพิษสูงกว่า 35 พนัล้านดอลลาร์สหรัฐต่อปี รวมไปถึงการสูญเสียประสิทธิภาพในการ

ท างาน (WHO, 2010) Economic Research Service (ERS) under United States Departmentof Agriculture 

(USDA) รายงานถึงจ านวนการแพร่ระบาดของโรค salmonellosis ในประเทศสหรัฐอเมริกาซ่ึงก่อให้เกิด

การสูญเสียเป็นจ านวนเงินถึง 2,646,750,437 ดอลลาร์สหรัฐ (Frenzen, 2009) และในปี 2008 พบการ

ระบาดของโรค salmonellosis ท าให้มีผูป่้วยกว่า 52,826 รายและเกิดการสูญเสียเป็นมูลค่า 2.6 พนัลา้น

ดอลลาร์สหรัฐ (Anon, 2009) ซ่ึงการระบาดของโรค salmonellosis อนัเน่ืองมาจากเช้ือ Salmonella แสดง

ใหเ้ห็นถึงระบบสุขลกัษณะการผลิตและการสุขาภิบาลท่ีไม่มีประสิทธิภาพซ่ึงก่อให้เกิดการปนเป้ือนจาก

เช้ือ Salmonella 

 

2.5.2 การควบคุมและการป้องกนัการปนเป้ือนจากเช้ือ Salmonella  

ตน้ก าเนิดของโรค salmonellosis เกิดจาการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ในวตัถุดิบจ าพวกไข่ ไก่ ววั ท่ีมี

การปนเป้ือนขา้มมายงัผลิตภณัฑสุ์ดทา้ย ดงัตารางท่ี 2.1 

        
 
 
 
 



16 

 

       ตารางที่ 2.1 อาหารท่ีพบว่าสามารถเป็นสาเหตุการเกิดโรค salmonellosis ในประเทศสหรัฐอเมริกา

ระหวา่ง  ปี 1973-1978 

ชนิดของอาหาร จ านวนการระบาด (คร้ัง) 
เน้ือววั 77 
เน้ือไก่ 30 

เน้ือไก่งวง 36 
เน้ือหมู 25 
ไข่ 16 

ผลิตภณัฑน์ม 50 
ปลาและหอย 
ขนมอบ 

ผกัและผลไม ้

8 
12 
9 

เคร่ืองด่ืม 4 
อาหารจีน 2 

อาหารแมกซิกนั 10 
อาหารอ่ืนๆ 191 

                           ท่ีมา: Ray (1996) 

 
การระบาดของโรคน้ีเกิดจากการรับประทานอาหารต่างๆ ท่ีอาจจะไดรั้บการปนเป้ือนของเช้ือโดยตรง

หรือโดยออ้มจากอุจจาระของสัตวแ์ละมนุษย ์โดยการรับประทานอาหารดิบ หรือปรุงสุกไม่เพียงพอหรือ

เป็นอาหารท่ีไดรั้บการปนเป้ือนซ ้ าภายหลงัการปรุงสุกดว้ยความร้อน การปนเป้ือนแบบขา้มไปมา การ

ปรุงอาหารภายในบา้นและร้านอาหาร ก็เป็นหน่ึงในสาเหตุหลกัของการเกิดโรคน้ี ในส่วนของการพบ

เช้ือในผลิตภณัฑป์ระเภทผกัซ่ึงเช้ือจะปนเป้ือนผา่นทางน ้ าท่ีไม่สะอาดมาใชใ้นการรดผกัหรือปุ๋ยต่างๆ ท่ี

ใส่บ ารุงพืชผกัใหง้อกงามหรือการลา้งผกัดว้ยน ้าสกปรก 

 

2.6 วธีิการจ าแนกและตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella spp. 

การตรวจวเิคราะห์ Salmonella เร่ิมตน้จะท าให ้Salmonella แขง็แรงและเพิ่มจ านวน เน่ืองจาก Salmonella 

ท่ีปนเป้ือนในอาหารมีการบาดเจ็บหรืออ่อนแอเน่ืองจากกระบวนการแปรรูปอาหาร หรืออาจมีปริมาณ

เช้ือน้อยแต่เป็นเช้ือท่ียงัมีชีวิต และมีในปริมาณน้อย เม่ือเช้ือปนเป้ือนในอาหารและเขา้สู่ร่างกายของ

ผูบ้ริโภคซ่ึงมีสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสม จะท าให้เช้ือสามารถเพิ่มจ านวนมากข้ึนและก่อให้เกิดโรค
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ทางเดินอาหารได ้การมีเช้ือปนเป้ือนในอาหารนอ้ย รวมทั้งการใชอ้าหารไม่เหมาะสมในการตรวจ จะท า

ใหต้รวจไม่พบเช้ือ ซ่ึงจะท าใหเ้ป็นการรายงานผลท่ีผดิพลาดวา่อาหารชนิดนั้นปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่2.2 แผนภาพแสดงกระบวนการตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella แบบดั้งเดิม 

ท่ีมา: Andrews และ Hammack (1998) 

 

ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Salmonella แบ่งเป็น 5 ขั้นตอนดงัต่อไปน้ี (Andrews และ 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 เป็นขั้นตอนเร่ิมตน้ ซ่ึงตวัอยา่งอาหารถูก enrichment ใน non-selective medium ในการ

ส่งเสริมเซลล์ Salmonella ท่ีไดรั้บบาดเจ็บให้กลบัสมบูรณ์ดงัเดิม อีกทั้งยงัเสถียรต่อสภาวะทางกายภาพ
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และยอมให้มีการเพิ่มจ านวนของ Salmonella และจุลินทรียอ่ื์นๆ Pre – enrichment broth มีหลายชนิด

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

nutrient broth ทั้งน้ีอาจข้ึนอยูก่บัมาตรฐานท่ีใชใ้นการอา้งอิง ดงัตารางท่ี 2.2 ถูกใชเ้ป็น Pre – enrichment 

broth ส าหรับตวัอยา่งอาหารเกือบทั้งหมด ถึงแมจ้ะมีตวัอยา่งอาหารบางชนิดท่ีตอ้งการอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

มีความจ าเพาะมากกว่า แต่ดูเหมือนว่าเวลาและอุณหภูมิมีความส าคญัมากกว่าการเลือกชนิดของ Pre – 

enrichment broth ระยะเวลาในการบ่มของ Pre – enrichment ทัว่ไป ๆ คือ 16 – 20 ชัว่โมง (D’Aoust et. 

al., 1992) Pre – enrichment broth ควรท่ีจะท าให้ Salmonella เจริญไดอ้ยา่งน้อย 105 CFU/mL เพื่อให้อยู่

รอดจากความเป็นพิษของ 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 
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 และในเวลาเดียวกนัเป็นการ

ลดจุลินทรีย์ท่ีไม่ใ ช่  Salmonella ใน ISO Standard 6579 ทั้ ง  Rappaport-Vassiliadis (RV broth) และ 

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

(SC) broth ไม่มีผลใหเ้กิดการพบ Salmonella เพิ่มข้ึน (O’Donoghue และ Winn, 1993) และในทางปฏิบติั

เม่ือมีการใช้ enrichment medium เพียงตวัเดียวจะมีการเลือกใช้ RV broth หรือการดดัแปลงของอาหาร

เล้ียงเช้ือชนิดน้ีอยูเ่ป็นประจ า เหตุท่ีไม่นิยมเลือกใช ้Selenite cystine (SC) broth เพราะวา่มีความเป็นพิษ
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ต่อเซลล์สูงมากและมีการพฒันา Selective enrichment broth ข้ึนมาใหม่ชนิดหน่ึงให้ช่ือว่า KIMAN 

พบว่ามีความเป็นพิษน้อยกว่าและให้ผลดีกว่า SC broth ส าหรับการแยกเช้ือ Salmonella จากผลิตภณัฑ์

สัตวปี์ก (Blivet et. al., 1997) RV medium มีคุณสมบติัเหนือกวา่ Selective enrichment media อ่ืนๆ (Allen 

et. al., 1991; Maijala et. al., 1992; June et. al., 1996) Fries และ Steinhof (1997) พบวา่จ านวนท่ีนอ้ยมาก

ของ S. Enteritidis ซ่ึงมีปนอยู่กบัจุลินทรียอ่ื์นๆ ท่ีมีจ  านวนมาก สามารถตรวจพบโดย RV enrichment 

อย่างไรก็ตามก็มีรายงานว่าในการตรวจหา Salmonella ในเน้ือสัตวปี์ก tetrathionate brilliant green bile 

broth มีคุณสมบติัสูงกวา่ RV broth (De Boer, 1998)   

 
Waltman และคณะ (1993) แสดงถึงเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการบ่ม enrichment cultures คือ 24 ชัว่โมง 

D’Aoust และคณะ (1995) พบวา่การระงบัการวิเคราะห์ Salmonella โดยการแช่เยน็ของ pre-enrichment 

และ enrichment culture ในช่วงวนัหยุด ไม่มีผลต่อการลดลงของการพบ Salmonella มีการศึกษายืนยนั

พบว่า motility enrichment บน Modified Semisolid Rappaport Vassiliadis (MSRV) medium มีผลมาก

ต่อการแยก Salmonella จากตัวอย่างอาหารเม่ือเปรียบเทียบกับวิธี อ่ืน (O’Donoghue et. al., 1992; 

O’Donoghue และ  Winn, 1993; Pless et. al., 1993; Oggel et. al., 1995; Bolderdijk และ  Milas, 1996; 

Afflu และ Gyles, 1997; Schalch และ Eisgruber, 1997) การตรวจพบ Salmonella โดยใช ้MSRV medium 

ท าได้ง่าย มีราคาถูกและทราบผลภายใน 24 ชั่วโมง ซ่ึงง่ายกว่า Standard ISO method ของ buffered 

peptone water มีผลท าให้การเคล่ือนท่ีของ Salmonella เพิ่มข้ึนและส่งเสริมการเพิ่มข้ึนของเส้นผ่าน

ศูนย์กลางบน semi – solid enrichmenr media ปรากฏการณ์น้ีเป็นผลในการท าให้ระยะเวลาในการ

วเิคราะห์สั้นลง 

 
หลงัจากกระตุน้ให้เช้ือซัลโมเนลลา (ท่ีอาจมีในอาหาร) แข็งแรงข้ึนแลว้จึงน ามาเพาะลงในอาหารเล้ียง

เช้ือเหลวซ่ึงเติมสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ไม่ตอ้งการ (เลือกเฉพาะเช้ือซัลโมเนลลา) ตวัอย่างเช่นสี (dyes) 

tetrathionate selenite อุณหภูมิ ระยะเวลาบ่มเพาะเช้ือจะตอ้งเหมาะสมกบัเช้ือซลัโมเนลลาซ่ึงจะมีผลท า

ให้เช้ือซัลโมเนลลาเจริญได้ดีกว่าแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ และปรากฏโคโลนีข้ึนเม่ือน าไปเพาะเล้ียงบน 

selective differential plating media หรือน าไปจ าแนกเช้ือโดยใช้เทคนิคอ่ืนตามปกติใช้เวลาบ่มเพาะเช้ือ

ประมาณ 16-24 ชัว่โมง อุณหภูมิท่ีใชบ้่มเพาะเช้ือซลัโมเนลลาโดยทัว่ไปอยูท่ี่ 35-40C แต่บ่อยคร้ังพบวา่

การบ่มเพาะเช้ือท่ี 41-43C มีโอกาสให้ไดเ้ช้ือซัลโมเนลลาเพิ่มข้ึน เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียอ่ืนท่ีไวต่อ

อุณหภูมิไม่เจริญรบกวนเช้ือซัลโมเนลลา ตวัอย่างอาหารเล้ียงเช้ือเหลวเลือกเฉพาะชนิดท่ีนิยมใช้ 

(Selective broth media) เช่น Tetrathionate ท่ีเติม Brilliant Green, Selenite Cystein, Gram Nagative (GN) 
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broth และ  Magnesium Chloride – malachite Green ของ  Rappaport – Vassiliadis (Vassiliadis, 1983) 

ในทางปฏิบติัแนะน าให้ใช้ selective broth media มากกว่าชนิดหน่ึงและอุณหภูมิในการบ่มเพาะเช้ือ

มากกว่าหน่ึงสภาวะเพื่อเพิ่มโอกาสในการตรวจพบ การรายงานผลจะรายงานว่าตรวจพบ/ไม่พบใน

ปริมาณตวัอยา่งอาหารท่ีน ามาตรวจ 

 
ขั้นท่ี 3) Selective plating: ขั้นแยกเช้ือบนวุน้อาหารเลือกเฉพาะชนิด  

อาหารท่ีใช้ในขั้นตอนน้ีได้แก่ Bile salts, Deoxycholate, Brilliant Green, Bismuth Sulfide และสารปฎิ

ชีวนะอาหารเหล่าน้ีจ  าแนกเช้ือซลัโมเนลลาโดยอาศยัลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏบนวุน้อาหารสังเกตไดจ้าก

การเปล่ียนสีของ pH indicators ท่ีเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ืออนัเป็นผลจากความสามารถของเช้ือในการ

ใช้น ้ าตาลแลคโตสหรือซูโครสผ่านกระบวนการหมกั (fermentation) นอกจากน้ียงัอาจตอบสนองต่อ

ความสามารถของเช้ือท่ีจะสร้างก๊าซไข่เน่า (H2S) หรือความสามารถในการดึงคาร์บอนไดออกไซด์  

(decarboxylation) ออกจากกรดอะมิโนไลซีน (lysine) เป็นตน้ วุน้อาหาร (Plating media) ท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ 

Brilliant Green ท่ี เ ติม /หรือไม่ เ ติม  sulphadiazine ห รือ  sulphapyridine, Xylose Lysine Deoxycholate 

(XLD) Agar, Bismuth Sulfide (BS) Agar, Hektoen Enteric (HE) Agar, MacConkey, Deoxycholate 

Citrate (DC) Agar และSalmonella-Shigella (SS) Agar ในการใช้วุน้อาหารท่ีเลือกเฉพาะชนิดเพื่อแยก

เช้ือซลัโมเนลลา แนะน าใหใ้ชอ้าหารเล้ียงเช้ือมากกวา่หน่ึงชนิดเช่นกนั 

 
การ plating บน selective media เป็นการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนและยอมใหมี้การเจริญของ

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

green (BGA), Xylose lysine deoxycholate (XLD), และ  hektoen enteric agar (Hek) นอกจาก น้ีการ

ประเมินค่าของ plating media และการพฒันาอาหารเล้ียงเช้ือชนิดใหม่ส าหรับแยก Salmonella มีการ

พฒันามาตลอด พบวา่ยงัไม่มีอาหารเล้ียงเช้ือชนิดไหนท่ีเหมาะสมท่ีสุด  
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                  รูปที ่2.3 แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือ Salmonella ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ต่างกนั 
 

ขั้นท่ี 4) Biochemical test: การทดสอบทางชีวเคมี 

การกลั่นกรองเบ้ืองต้นใช้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่จ  ากัดชนิดของเช้ือเช่น Triple Sugar Iron Agar (TSI), 

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

ขั้นต่อมาอาศยัการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเช้ือบริสุทธ์ิซ่ึงตามปกติจะใช้เวลาหลายวนัในการ

ทดสอบขั้นแรกโดยทัว่ไปท าการทดสอบ lysine, urease, และ Indole ก่อน จากนั้นจึงท าการทดสอบ

ปฏิกิริยาทางชีวเคมีอีก 14 อยา่งเพื่อจ าแนกสมาชิกในตระกูล Enterobacteriaceae ในระดบั genus (ในทาง

การค้ามีอุปกรณ์ test kits ส าหรับจ าแนกเช้ือจ าพวก Enterobacteriaceae ในช่ือการค้าต่าง ๆ กัน เช่น 

Micro ID, Minitek, API20E, Entero-tube II และ Vitek เป็นตน้)  

 
การทดสอบทางชีวเคมีสามารถจ าแนก Salmonella ไดพ้อสังเขปและถึงแมว้า่จะแยกได ้Salmonella ท่ีมี

ลกัษณะชีวเคมีใดก็ตามก็มีความจ าเป็นตอ้งท าการทดสอบ agglutimation กบั antisera ชนิดต่างๆ 
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       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 + 
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. 
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                                        รูปที่ 2.4 แสดงลกัษณะของเช้ือ Salmonella ในขั้นตอนทางชีวเคมี 

 
ขั้นท่ี 5) Serological test: การทดสอบทางซีโรวทิยา 

แบคทีเรียซ่ึงผา่นการทดสอบทางชีวเคมีมาแลว้วา่เป็น Salmonella มีความจ าเป็นตอ้งท าการทดสอบโดย

อาศยัปฏิกริยาทางอิมมูนวิทยา เพื่อพิสูจน์ลกัษณะแอนติเจนของเช้ือดงักล่าวซ่ึงจะเป็นประโยชน์ใน

การศึกษาทางระบาดวิทยาของเช้ือ Salmonella ไดเ้ป็นอยา่งดี การทดสอบในห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา

คลินิคทัว่ไป นิยมใช ้Slide agglutination โดยท าการทดสอบระหวา่งเช้ือกบัแอนติซีร่ัมท่ีจ าเพาะโดยการ

หยด antiserum 1 หยดบนสไลด์ จากนั้นถ่ายเช้ือท่ีสงสัยมาเกล่ียผสมกบั antiserum ถา้มีการตกตะกอน 

แสดงวา่เป็นเช้ือ 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 

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.  
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ท่ีมา : ISO (2002) 
 

จากขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีใชว้ิเคราะห์เช้ือ จะเห็นไดว้า่วิธีการตรวจวิเคราะห์และจ าแนกเช้ือซลัโมเนลลาแบบ

ดั้งเดิม เป็นวิธีท่ีใช้แรงงานและระยะเวลาประมาณ 7 วนัเพียงเพื่อท่ีจะบอกว่ามีแนวโน้มว่าพบเช้ือซัล

โมเนลลาหรือไม่เท่านั้น ดงันั้นจึงมีการพฒันาวิธีตรวจหาเช้ือซลัโมเนลลาท่ีรวดเร็วกวา่เดิม ตวัอยา่งเช่น 

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

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

(Sperber และ  Diebel, 1969) วิ ธี  Enzyme-linked immunosotbent assay (ELISA) (Minnich et. al., 1982; 

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

และวิธี Salmonella phage tests (Welkos et. al., 1974) แต่วิธี ELISA และวิธี DNAH (ไม่วา่จะเตรียมจาก 

polyclonal หรือ monoclonal antibodies) และวิธี  DNAH เป็นวิธีท่ีได้รับการรับรองจาก  AOAC แล้ว 

(Flowers et. al., 1986) 

 

2.7 วธีิรวดเร็วในการตรวจหา Salmonella spp. 

การตรวจวิเคราะห์ทั้งเช้ือโรคอาหารเป็นพิษและแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดการเน่าเสียในอาหารถือว่าเป็น

มาตรฐานการปฏิบติัเพื่อให้แน่ใจในคุณภาพและความปลอดภยัของอาหาร อย่างไรก็ตามในการตรวจ

วิเคราะห์โดยวิธี Conventional ใช้ระยะเวลานานหลายวนักว่าจะทราบผล ดังนั้ นวิธีรวดเร็ว (rapid 

method) จึงมีความส าคญัอยา่งยิ่งต่อการตรวจหาทั้งเช้ือโรคอาหารเป็นพิษและแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดการ

เน่าเสียในอาหาร ทั้งในวตัถุดิบและในผลิตภณัฑ์อาหาร (De Boer และ Beumer, 1999) วิธีรวดเร็วหลาย

วิธี ท่ีใช้ในการตรวจหา Salmonella จากอาหารท่ีได้ถูกน ามาใช้เป็น office methods โดย AOAC 

International และไดรั้บการรับรองโดย FDA อยา่งไรก็ตามเม่ือมีตวัอยา่งท่ีใหผ้ลบวกจะตอ้งท าการตรวจ

ยนืยนัดว้ยวธีิ Conventional ส่วนตวัอยา่งท่ีใหผ้ลลบดว้ยวธีิรวดเร็วน้ีสามารถรายงานผลไดเ้ลย วธีิรวดเร็ว

ท่ีไดรั้บการรับรองโดย 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 
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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 

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 

ในปัจจุบนัน้ี มีสูตรอาหารเหลวจ าเพาะหลากหลายชนิดท่ีได้รับการพฒันาให้มีประสิทธิภาพในการ

คดัเลือกซัลโมเนลลาท่ีดีข้ึนและยบัย ั้งแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืน ๆ ท่ีไม่ใช่ซัลโมเนลลาลง อาหารดงักล่าว

ยกตวัอยา่งแบ่งออกเป็นกลุ่มใหญ่ๆ 3 กลุ่มหลกั ตามบทบาทของสารยบัย ั้ง (inhibitor) ไดแ้ก่ กลุ่มท่ีหน่ึง 

คือกลุ่มท่ีมีสารยบัย ั้งคือ Malachite green และ MgCl2 ตวัอย่างเช่น อาหาร Rappaport Vassiliadis soy 

broth (RVS) ก ลุ่ม ท่ีสองคือก ลุ่มท่ี มี  Selenite เ ป็นสารย ับย ั้ ง  เ ช่น  selenite cystine broth (SC) และ 

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

พฒันาสูตรอาหารใหมี้ความจ าเพาะและถูกตอ้งมากข้ึน แต่ยงัคงกลุ่มสารยบัย ั้งหลกัๆ ไวใ้นสูตร อยา่งไร

http://www.aoac.org/
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ก็ตามหลงัจากบ่มในอาหารดงักล่าวแลว้จะตอ้งน าตวัอยา่งไปเข่ียบนอาหารแข็งจ าเพาะ เพื่ออ่านผลการ

ทดสอบในอีก 1 วนัถดัมา ดงันั้นในการพฒันาอาหารในปัจจุบนัจึงมุ่งเน้นพฒันาวิธีการตรวจสอบการ

ปนเป้ือนของแบคทีเรียชนิดต่างๆ โดยอาศยัการวดัการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรียนั้นๆ โดยวดั

ออกมาเป็นค่าต่างๆ อาทิเช่น ค่าการน าไฟฟ้า ความขุ่น ค่าสี เป็นต้น (Shelef และ Firstenberg-Eden, 

1997)  

 
ปฏิกิริยาทางชีวเคมีปฏิริยาหน่ึงท่ีส าคญัในแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae ซ่ึงซัลโมเนลลาจดัอยู่ใน

กลุ่มน้ีดว้ย ก็คือปฏิกิริยาการใชก้รดอะมิโนโดยปฏิกิริยาน้ีเกิดจากการเปล่ียนอะมิโนเป็นเอมีนโดยอาศยั

การท างานของเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลสและเอนไซม์ดงักล่าวจะไดรั้บการกระตุน้เม่ืออยู่ในสภาวะกรด 

เม่ือกรดอะมิโนถูกยอ่ยเป็นเอมีนซ่ึงสารดงักล่าวมีคุณสมบติัเป็นด่างท าใหอ้าหารเหลวท่ีมีอินดิเคเตอร์นั้น

เปล่ียนสี การเปล่ียนสีดงักล่าวสามารถตรวจสอบได้โดยวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี

เหมาะสม จากการวิจยัของ Shelefet และคณะ (1998) ไดท้  าการตรวจวดัการเปล่ียนแปลงสีในระหว่าง

การเกิดปฏิกิริยาของกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ ไลซีน อาร์จีนีน และออนิทีน ของซัลโมเนลลาและ

แบคทีเรียอ่ืนๆในกลุ่ม Enterobacteriaceae โดยอาศยัเคร่ือง BioSys ส าหรับวดัค่า Transmittance ท่ีความ

ยาวคล่ืน 585 นาโนเมตร โดยพบวา่สามารถอธิบายการเปล่ียนแปลงสีของปฏิกิริยาดีคาร์บอกซีเลชัน่ได้

ดว้ยการเปล่ียนแปลงค่า Transmittance  

 
ซลัโมเนลลาและแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriaceae นั้นสามารถเกิดปฏิกิริยาการใชก้รดอะมิโนได ้ซ่ึง

ปฏิกิริยาดงักล่าวเกิดกบักรดอะมิโนหลกัๆ 3 ชนิด ไดแ้ก่ ไลซีน อาร์จีนีน และออนิทีน ซ่ึงแบคทีเรียแต่

ละชนิดจะมีเอนไซม์ท่ีสามารถยอ่ยกรดอะมิโนไดแ้ตกต่างกนัไป ในส่วนของซัลโมเนลลานั้น ทุกสาย

พนัธ์ุสามารถมีเอนไซม์ไลซีนดีคาร์บอกซีเลส ยกเวน้ S. Paratyphi A ส่วนออนิทีนดีคาร์บอกซีเลสก็มี

ในซลัโมเนลลาทุกสายพนัธ์ุ ยกเวน้ S. Typhi และนอกจากน้ีในแบคทีเรียชนิดอ่ืนบางสายพนัธ์ุท่ีไม่ใช่ซลั

โมเนลลาก็สามารถเกิดปฏิกิริยาไลซีนและออนิทีนดีคาร์บอกซีเลชัน่ไดเ้ช่นเดียวกนั ดงันั้นแนวทางใน

การปรับปรุงสูตรอาหารให้มีความจ าเพาะกบัซัลโมเนลลามากข้ึนก็คือ การน าเอาสารยบัย ั้งมาช่วยลด

ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาในแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ลง 
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บทที ่3  

วสัดุอปุกรณ์ และการด าเนินงานวจิัย 

 
งานวิจยัน้ีเป็นการน าเสนอการพฒันาอาหารเล้ียงเช้ือ Salmonella เพื่อให้ไดชุ้ดวิเคราะห์ท่ีสามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพการวิเคราะห์และลดเวลาการด าเนินงานจากวิธีการปกติ (conventional method) ซ่ึงใช้

เวลานาน 3 – 5 วนั ให้เหลือเพียง 2 วนั ทั้ งน้ีขั้นตอนท่ีพฒันาศึกษาเป็นขั้นตอนการบ่งช้ีจ  าเพาะการ

ปนเป้ือนของ Salmonella ในอาหารสีจากปฏิกิริยา H2S production เพื่อใหไ้ดสู้ตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมี

ความเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ Salmonella ไดอ้ย่างถูกตอ้ง ในขณะท่ีอาหารสี

จากปฏิกิริยา H2S production มีการพฒันาสูตรเพื่อเพิ่มความจ าเพาะในการคัดเลือกให้สูงข้ึน โดย

รายละเอียดขั้นตอนการด าเนินงานแสดงดงัต่อไปน้ี 

   
       3.1 วสัดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ 

              3.1.1 เช้ือจุลนิทรีย์ที่ใช้ในการทดสอบ 

Group Organisms Culture collection number 
เช้ือ Salmonella ท่ีใหผ้ลบวก
ในการเกิดปฏิกิริยา H2S 
production 

Salmonella Anatum 
Salmonella Enteritidis 
Salmonella Rissen 
Salmonella Typhimurium 
Salmonella Weltevreden 
Salmonella Typhi 
Salmonella Paratyphi B 

DMST 19600 
DMST 15673 
DMST 17365 
TISTR 292 
TISTR 292 
DMST 22842 
DMST 28118 

เช้ือแข่งขนัท่ีเป็นแบคทีเรีย 
แกรมลบท่ีใหผ้ลลบในการ
เกิดปฏิกิริยา H2S production  

Enterobacter aerogenes 
Escherichia coli 
Pseudomonas aeruginosa 
Shigella flexneri 
Shigella sonnei 
Serratia marcescens 
Yersinia enterocolitica 

DMST 8216 
DMST 4609 
DMST 4739 
DMST 4423 
DMST 561 
DMST 8845 
DMST 8012 

เช้ือแข่งขนัท่ีเป็นแบคทีเรีย 
แกรมลบท่ีใหผ้ลบวกในการ
เกิดปฏิกิริยา H2S production 

Citrobacter freundii 
Proteus mirabilis 
Proteus vulgalis 

DMST 16368 
TISTR 100 
DMST 557  
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เช้ือแข่งขนัท่ีเป็นแบคทีเรีย 
แกรมบวกท่ีใหผ้ลลบในการ
เกิดปฏิกิริยา H2S production 

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)  
- ปิเปตแบบ Multichannel (Biohit, Bohemia, NY, USA)  
- Nylon syringe filter membrane (13 mm diameter, 0.45 m pore size, Filtrex, Thailand) 
  

        3.1.3 อาหารเลีย้งเช้ือ 

- Trypticase soy broth (TSB, Lab M, UK) 
- Trypticase soy agar (TSA, Lab M, UK) 

 

3.2. การเตรียมเช้ือทีใ่ช้ในการทดสอบ 

       3.2.1 การท า frozen stocks 

เช้ือบริสุทธ์ิท่ีไดจ้ากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์(Department of Medical Sciences Thailand) ถูก streak 

ลงบนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA, Lab M, UK) เพื่อให้ได้เช้ือเด่ียวท่ีบริสุทธ์ิ จากนั้นโคโลนีเด่ียว

ดงักล่าวจะถูกถ่ายลงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) ปริมาณ 100 mL และน าเขา้เคร่ืองเขย่าท่ี 200 

rpm บ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ก่อนท าการแช่แขง็ เช้ือถูกผสมอยา่งดีกบักลีเซอรอลจน

ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 10 – 15% (v/v) ปริมาณ 1.5 mL และถูกบรรจุลงในเอพเพนดอร์พเก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ –20C  
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3.2.2 การเตรียมเช้ือบริสุทธ์ิ 

เช้ือแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิจาก frozen stock ถูกท าให้เพิ่มจ านวนด้วย 100 mL ของ TSB ในขวดลูกชมพู่

ขนาด 250 mL และท าการบ่มดว้ยอุณหภูมิ 37±1C ภายใตก้ารเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 

rpm เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง น าลูปท่ีปลอดเช้ือจุ่มลงในสารละลายเช้ือท่ีถูกท าให้เพิ่มจ านวน จากนั้น

น ามา streak ลงบนอาหารแข็ง TSA แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ส าหรับ agar 

ท่ีมีโคโลนีของเช้ือถูกเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±1C ส าหรับใชใ้นการทดลองแต่ละคร้ัง   

 
3.2.3 การเตรียม cell culture  

1 ลูปของแต่ละโคโลนีท่ีอยูบ่นอาหาร TSA ถูกน าไปใส่ในอาหาร TSB ปริมาตร 10 mL ท่ีบรรจุในหลอด

ทนความร้อนสามารถฆ่าเช้ือไดแ้ละท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อให้ไดค้วาม

เขม้ขน้ของเช้ือท่ีตอ้งการ ท าการเจือจางเช้ือท่ี 10 เท่า ด้วยสารละลายเปปโตนความเขม้ขน้ 0.1% w/v 

ปริมาณเช้ือถูกวดัดว้ยเทคนิค spread plate 

 

รูปที ่3.1 Schematic diagram ของการท าเจือจางเช้ือ 10 เท่า 

 
3.2.4 เทคนิคการหาปริมาณเช้ือ 

ในการทดลองได้เลือกใช้ S. Typhi เป็นเช้ือตวัอย่างท่ีใช้ศึกษา โดยเช้ือดังกล่าวถูกน ามาท าให้มีการ

เจริญเติบโตในอาหาร TSB และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ของเซลล์ท่ีไดอ้ยู่

ในช่วง 8 – 9 log CFU/mL เซลล์เหล่าน้ีถูกน ามานับโดยการใช้เทคนิค spread plate ท่ี เป็นวิธีการ 

conventional method เปรียบเทียบกบัวธีิการท่ีน าเสนอซ่ึงเป็นแบบ MDPT  

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

ประมาณ 102 – 105 CFU/mL ปริมาตรเช้ือท่ี 0.1 mL ของแต่ละความเขม้ขน้ถูก spread โดยตรงบนเพลท
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อาหาร TSA ส าหรับเทคนิค MDPT ท่ีปริมาณเช้ือ 8 – 9 log CFU/mL ถูกท าการเจือจาง (10-1 – 10-5) โดยปิ

เปตตัวอย่าง 20 L ลงใน 96-well U-bottomed polypropylene plate ท่ีในแต่ละ well มีน ้ าเกลือความ

เขม้ขน้ 0.85% จ านวน 180 L จากนั้นท าการเจือจางตวัอย่างดว้ยปิเปตแบบ multichannel ส าหรับการ

เตรียมเพลทอาหาร TSA ใชแ้ผน่ 96-well U-bottomed polypropylene เพลทท่ีไดมี้การฆ่าเช้ือแลว้ ถูกเติม

ดว้ยอาหาร TSA ซ่ึงในแต่ละ well ของเพลทมีปริมาตรของ TSA ประมาณ 0.5 mL (รูปท่ี 3.2) ปริมาตร

เช้ือของแต่ละ dilution ท่ี 10 L ถูก drop ลงบนอาหาร TSA ทั้ง 2 เทคนิคถูกน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จ านวนโคโลนีในรูปแบบ log CFU/mL ถูกนบัท่ีเวลาในการบ่มต่างๆ   

 

 

 

 

 

 

 

 

                                             

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

 

3.3 การเพาะเลีย้งเพิม่จ านวนขนาดเลก็ของเช้ือ Salmonella และทีไ่ม่ใช่เช้ือ Salmonellae ในอาหารเหลว 

TFXL  

น าเสนออาหารเหลว H2S ท่ีมีช่ือว่า TFXL ท่ีประกอบไปด้วยส่วนประกอบในหน่วย g/L ซอยโตน 

(USbiological, Salem, MA), 4.5; ไซโลส  (Acros organics, Fair Lawn, NJ), 1; เฟอริกแอมโมเนียมซิ       

เตรท (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ), 0.5; โซเดียมไธโอซัลเฟต, 6.8, L-ไลซีน, 5, และโซเดียมคลอ

ไรด,์ 5. ส่วนประกอบอาหารทั้งหมดถูกผสมและละลายให้เป็นเน้ือเดียวกนัดว้ยน ้ากลัน่และใหค้วามร้อน

และท าให้เยน็จนถึงท่ีอุณหภูมิ 25C ก่อนท่ีจะมีการปรับ pH ให้เป็น pH เร่ิมตน้ประมาณ 7.0+0.1 ดว้ย

กรด HCl (QRëC®, Malaysia) ความเขม้ขน้ 1 N และ NaOH (Carlo Erba, France) ความเขม้ขน้ 1 N และ

เม่ือนั้นท าการฆ่าเช้ือดว้ยเทคนิคการกรองผ่าน filter ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 13 mm. ท่ีเป็นไนล่อนมี 

pore size ขนาด 0.45 μm (Filtrex, Thailand) ก่อนการใช ้
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ปริมาณเ ช้ือ ท่ีน้อย  (2-3 log CFU/mL) และ ท่ีมาก  (6-7 log CFU/mL) ท าการ  inoculums ด้วย เ ช้ือ 

Salmonella ท่ีสามารถเกิด H2S+ และท่ีปริมาณเช้ือสูง (6-7 log CFU/mL) ของแบคทีเรียแกรมลบและ    

แกรมบวกท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S-) โดยแบคทีเรียได้ถูกเตรียมในแต่ละ 

inculum ท่ีปริมาณ 20 L จากนั้นปิเปตลงใน 180 L ของ TFXL ท่ีอตัราส่วน 1:10 ใน microwell ของ 

96-well flat bottom ไมโครเพลทท่ีมีการใช้ปิเปตแบบ multi-channel อาหารเหลว TFXL 200 L ถูกใช้

เป็นตวัอยา่งควบคุม ตวัอยา่งท่ีทดสอบถูกบ่มท่ี 37±1C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และเม่ือนั้นในแต่ละอาหาร

เหลว ตวัอยา่งในแต่ละ well ไดถู้กทดลองและบนัทึกในรูปแบบภาพ digital camera 

 
3.4 การประยุกต์ใช้การวดัค่าการดูดกลืนแสงในการตรวจการเกดิตะกอนสีด าในอาหารเหลว TFXL 

เพื่อท่ีจะวดัปริมาณเปรียบเทียบความสามารถในการ sensitivity และ selectivity ของสูตรอาหารท่ี

หลากหลายของการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์ ( H2S-based broth media) เราไดใ้ชก้ารวดัค่าการดูดกลืนแสง 

(OD) เพื่อวดัปริมาณเฟอรัสซัลไฟด์ (FeS) ของการตกตะกอนสีด าท่ีเกิดข้ึนในอาหารเหลวตวัอย่าง 

อยา่งไรก็ตามไม่เพียงแต่การเกิดตะกอนสีด า มนัยงัรวมถึงความขุ่นท่ีจะมีผลกบัค่า OD ดงันั้นผลของการ

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีต่อความขุ่นไดถู้กประเมินวดัเพื่อท่ีจะสามารถน ามาหกัลา้งกนั 

 
เราไดป้ระเมินผลของการวดัค่าการดูดกลืนแสงในการวดัค่าความขุ่นโดยการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืน

แสงของอาหารเหลว 2 ชนิดท่ีแตกต่างกนัท่ีมีการเติมเช้ือ TFXL และ TXL (ไม่มีเฟอร์ริกแอมโมเนียมซิ 

เตรท) ภายใต้สภาวะเง่ือนไขเดียวกัน TXL บรรจุส่วนประกอบทั้งหมดเป็น TFXL ยกเวน้ เฟอร์ริก

แอมโมเนียมซิเตรท (เป็นอินดิเคเตอร์ส าหรับการเกิดตะกอนสีด า) การเพาะบ่มลงในอาหาร TXL จดัเป็น

ตวัอยา่งควบคุมส าหรับเซลลต์วัอยา่งท่ีขุ่น ไม่ไดเ้กิดการตกตะกอนสีด า กลุ่มของ Salmonellae ท่ีสามารถ

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้ (H2S+) เช่น S. Anatum, S. Enteritidis, S. Rissen, S. Typhimurium, S. 

Weltevreden, S. Typhi, และ S. Paratyphi B และท่ีไม่ใ ช่ เ ช้ือ Salmonella ไม่สามารถเกิดปฏิก ริยา

ไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S-) เช่น E. aerogenes, E. coli, และ S. flexneri ปริมาตรเช้ือแต่ละชนิดท่ี 20 L 

ของ 6-7 log CFU/mL ไดถู้ก inoculated ลงใน 180 L ในแต่ละอาหาร TFXL และ TXL และท าการบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 – 48 ชัว่โมง ค่าการดูดกลืนแสง (OD) ของทุกตวัอย่างจะถูกท าการวดั

หลงัจาก 24 ชัว่โมงของการบ่มท่ีความยาวคล่ืน 340, 405, 450, 490, 550, 590, 600, และ 650 nm โดยการ

ใชเ้คร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ อาหารเหลว pH 7 ท่ีไม่มีการ inoculation ของเซลลเ์ป็น blank ของตวัอยา่ง 

ความแตกต่างใน OD ระหว่างตวัอย่างอาหารเหลว TFXL และ TXL ไดถู้กวดัเป็นค่า OD เน่ืองจากการ

ตกตะกอนสีด าของ iron sulfide (ODcorrected) ค่า ODcorrected spectra ของเช้ือ Salmonellae ท่ีใช้ทดสอบ



33 

 

ทั้งหมดและท่ีไม่ใช่เช้ือ salmonellae ไดถู้กพล็อตกราฟ หลงัจากนั้น, ODcorrected ของ H2S+ และ H2S- ของ

แต่ละแบคทีเรียไดถู้กเปรียบเทียบและสเปคตรัมของ OD ท่ีแตกต่างกนัระหว่าง H2S+ และ H2S- ไดถู้ก

พล็อตกราฟเพื่อค้นหาความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมในการตรวจติดตามการเกิดปฏิกริยาของ H2S+ ใน

แบคทีเรีย 

 
เราไดป้ระเมินการวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเหมือนกนัในสภาวะท่ีตวัอย่างไม่ขุ่น การทดสอบกบัเช้ือ

เ ป็ น ท่ี  6-7 log CFU/mL ท่ี ไ ด้ มี ก า ร  inoculum ด้ว ย เ ช้ื อ  Salmonella ท่ี ส าม า รถ เ กิ ดป ฏิ กิ ริ ย า

ไฮโดรเจนซลัไฟดไ์ด ้เช่น S. Rissen ส่วน S. Anatum เป็นตวัแทนของเช้ือท่ีเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์ท่ีอ่อน 

E. aerogenes และ E. coli  เป็นตวัแทนของเช้ือท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซลัไฟด์ ในแต่ละเช้ือ

ปริมาณ 20 L ได้ถูกปิเปตลงใน 180 L ของแต่ละอาหาร TFXL ใน microwell ของ 96-well flat 

bottom โดยการใช้ปิเปตแบบ multi-channel อาหารเหลว TFXL ปริมาตร 200 L ท่ีไม่มีการเติมเช้ือให้

เป็นสภาวะควบคุม ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่างทั้งหมดถูกวดัท่ีความยาวคล่ืน 340, 405, 450, 490, 

550, 590, 600, และ 650 nm โดยการใช้ไมโครเพลทรีดเดอร์ ค่าสเปคตรัมของ S. Rissen ไดถู้กลบออก

โดย S. Anatum เพื่อให้ได้ค่าความแตกต่างของ ODdifference สเปคตรัมในการค้นหาความยาวคล่ืนท่ี

เหมาะสมส าหรับการตรวจสอบปฏิกิริยาการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์โดยแบคทีเรีย ค่า spectra ของ S. 

Rissen และ S. Anatum ไดถู้กแบ่งโดยเช้ือ E. aerogenes และ E. coli ส าหรับการพล็อตค่า ODratio สเปค

ตราเพือ่บ่งช้ีความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมส าหรับตวัอยา่งท่ีมีผลกระทบเน่ืองจากการแทรกแซงของความขุ่น 

ทั้ง 2 วิธีแสดงให้เห็นความแตกต่างระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของ H2S+ และ H2S- เป็นค่าสูงสุดท่ี 650 

nm ดว้ยความขุ่นท่ีน้อย ความยาวคล่ืนน้ีถูกใชใ้นการเปรียบเทียบท่ี 600 nm ซ่ึงโดยปกติความยาวคล่ืน

ธรรมดาส าหรับการประเมินค่าของเซลล์ความขุ่น (Sutton, 2011) ดงันั้นท่ี 650 nm  ถูกใชเ้พื่อแยกความ

แตกต่างสภาวะท่ีสามารถเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ (positive) และไม่เกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ (negative) 

ตลอดการศึกษาไดมี้การพฒันาอาหารไธโอซลัเฟตเฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรทเป็นเบสอาหาร 

 
3.5 กราฟการดูดกลืนแสงที่เวลาต่างๆ ของ OD650 ที่ได้จากเช้ือ Salmonellae ที่สามารถเกิด H2S

+ และที่

ไม่ใช่เช้ือ Salmonellae ทีไ่ด้มีการเพิม่จ านวนในอาหารเหลว TFXL  

เพื่อยนืยนัและแสดงให้เห็นการหกัลบค่าความขุ่นและไม่หกัลบค่าความขุ่นของค่าการดูดกลืนแสงไดถู้ก

เปรียบเทียบและสามารถแลกเปล่ียนกนัได ้การวดัค่าการดูดกลืนแสง OD650 ท่ีเวลาต่างๆ ไดรั้บโดยทั้ง 2 

วิธีถูกน าไปพล็อตกราฟภายใตก้ารทดลองท่ีเหมือนกนั ในแต่ละหลุมของ 96-microwell plates ได้ถูก

บรรจุด้วย 180 L ของอาหาร TFXL และ TXL และท าการบ่มเช้ือในแต่ละหลุมด้วย Salmonellae ท่ี
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สามารถ เ กิดปฏิ กิ ริย าไฮโดรเจนซัลไฟด์ไ ด้  (H2S+) เ ช่น  S. Anatum, S. Enteritidis, S. Rissen, S. 

Typhimurium, S. Weltevreden, S. Typhi, และ S. Paratyphi B และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella ไม่สามารถ

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S-) เช่น E. aerogenes, E. coli, และ S. flexneri เช้ือแต่ละชนิดท่ี

ปริมาตร 20 L จ านวนเช้ือเร่ิมต้นประมาณ 6-7 log CFU/mL ตัวอย่างถูกบ่มภายใต้สภาวะคงท่ีท่ี 

37±1C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ค่า OD650 ไดถู้กวดัท่ีเวลาต่างๆ ในระหวา่งการบ่ม 

 
3.6 ผลของกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลช่ันที่มีต่อการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ในไธโอซัลเฟต-รีดิวซ์ซ่ิงด้วย

เช้ือ Salmonella และเช้ืออ่ืน ๆ ทีไ่ม่ใช่ Salmonellae 

อาหารเหลวบ่งช้ี 3 ชนิดท่ีเป็น TFXL, TFXO, และ TFXA อาหารเหลวดังกล่าวประกอบไปด้วย

ส่วนประกอบในหน่วย g/L: ซอยโตน (USbiological, Salem, MA), 4.5; ไซโลส (Acros organics, Fair 

Lawn, NJ), 1; เฟอริกแอมโมเนียมซิเตรท (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ), 0.5; โซเดียมไธโอซลัเฟต, 

6.8, โซเดียมคลอไรด์, 5; และ L-ไลซีน (TFXL) หรือ L-ออร์นิธิน (TFXO) หรืออาร์จินิน (TFXA), 5. 

ตวัอย่างควบคุมเป็น TFX ท่ีบรรจุส่วนประกอบท่ีเหมือนกันยกเวน้ไม่มีกรดอะมิโน ส่วนประกอบ

ทั้งหมดถูกผสมและละลายให้เป็นเน้ือเดียวกันด้วยน ้ ากลั่นและให้ความร้อนและท าให้เย็นจนถึงท่ี

อุณหภูมิ 25C ก่อนท่ีจะใชมี้การปรับ pH ให้เป็น pH เร่ิมตน้ประมาณ 7.0+0.1 ดว้ยกรด HCl (QRëC®, 

Malaysia) ความเขม้ขน้ 1 N และ NaOH (Carlo Erba, France) ความเขม้ขน้ 1 N และเม่ือนั้นท าการฆ่าเช้ือ

ดว้ยเทคนิคการกรองผ่าน filter ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 13 mm. ท่ีเป็นไนล่อนมี pore size ขนาด 0.45 

μm (Filtrex, Thailand) ก่อนการใช ้ปริมาณเช้ือท่ี 7 log CFU/mL เช้ือ Salmonellae ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา

ไฮโดรเจนซลัไฟดไ์ด ้(H2S+) เช่น S. Anatum, S. Enteritidis, S. Rissen, S. Typhimurium, S. Weltevreden, 

S. Typhi, และ S. Paratyphi B และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซัลไฟด์ 

(H2S-) เ ช่น  E. aerogenes, E. coli, P. aeruginosa, S. flexneri, S. sonnei, S. marcescens, Y. enteritidis, E. 

faecalis, L. innocua, และ S. aureus เช้ือแบคทีเรียแกรมลบท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซลัไฟด ์เช่น 

C. freundii, P. mirabilis, และ P. vulgalis ไดถู้กปิเปตลงในอาหารเหลว TFX, TFXL, TFXO, และ TFXA 

อตัราส่วน 1:10 ของการเพาะบ่มเช้ือลงไปในอาหารเหลว ค่าการดูดกลืนแสงท่ี O650 ถูกวดัเป็นเวลา 48 

ชัว่โมงโดยการใชไ้มโครเพลทรีดเดอร์ท่ีเวลาต่างๆ ระหวา่งการบ่ม อาหารท่ีไม่มีเช้ือเป็นตวัอยา่งควบคุม 

เพื่อศึกษาผลของกรดอะมิโนท่ีเป็น double และ triple ของกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชั่นท่ีมีต่อการ

ตกตะกอนสีด า กรดอะมิโนเด่ียวในอาหารขา้งบนถูกแทนท่ีโดยไลซีน-ออร์นิธิน, ออร์นิธิน-อาร์จินิน, 

หรือไลซีน-อาร์จินิน, และไลซีน-อาร์จินิน-ออร์นิธิน (5 กรัมของแต่ละกรดอะมิโน) เพื่อเตรียมเป็น
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อาหารเหลว TFXLO, TFXOA, TFXLA, และ TFXLOA การทดลองท่ีเหมือนกันเป็นอาหารเหลวท่ีมี

เพียงกรดอะมิโนชนิดเดียว  

 
3.7 ผลของคาร์โบไฮเดรตที่มีต่อการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ในไธโอซัลเฟต-รีดิวซ์ซ่ิงในตัวอย่างอาหาร

เหลวทีม่ีเช้ือ Salmonella และเช้ืออ่ืนๆ ทีไ่ม่ใช่ Salmonellae 

การเกิด H2S ท่ีเป็นตวับ่งช้ีอาหารเหลวท่ีมีออร์นิธินและอาร์จินิน แต่ไม่มีน ้าตาลหรือคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ 

TFOA ท่ีเป็นอาหารเหลวประกอบไปด้วยส่วนประกอบดังน้ีในหน่วย g/L: ซอยโตน, 4.5; เฟอร์ริก

แอมโมเนียมซิเตรท, 0.5; โซเดียมคลอไรด์, 6.8, และ L-ออร์นิธิน และ L-อาร์จินินม 5 กรัม ในแต่ละ

องคป์ระกอบ TFOA ถูกใชเ้ป็นอาหารเหลวส าหรับเตรียมอาหาร 19 ชนิดโดยการเติม 3.5 g/L ของน ้าตาล

ชนิดต่างๆ เช่น อะโดนิทอล (Ourchem, China), อะราบิโนส (Ourchem, China), เซลโลไบโอส (SCR, 

China), D-เด็กซ์โตรส (Merck, Germany), ดูซิทอล (Ourchem, China), D-(-)-ฟรุคโตส (Sigma-Aldrich, 

Singapore), D-(+)-กาแลคโตส  (SCR, China), อิโนซิทอล (SCR, China), แมนนิทอล (USbiological, 

Salem, MA), แมนโนส (SCR, China), D-(+)-เมลิไบโอส  (Aladdin, China), แรมโรส  (SCR, China), 

D(-)-ซาลิ ซิน  (Acros Organics, Fair Lawn, NJ), D-ซอร์ บิทอล  (Sigma-Aldrich, Singapore), ซู โครส 

(Merck, Germany), ทรีฮาโลส  (Ourchem, China), D-(+)-ไซโลส  (Acros Organics, Fair Lawn, NJ) 

อาหารเหลว TFOA ท่ีมีไซโลส 3.5 g/L ถูกใช้ในการเป็นตวัควบคุมเพื่อหาชนิดของคาร์โบไฮเดรตท่ี

เหมาะสมและ TFOA เป็นตัวอย่างควบคุมในการประเมินการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ในท่ีไม่มี

คาร์โบไฮเดรต 

 
ส่วนผสมทั้งหมดถูกผสมและละลายให้เป็นเน้ือเดียวกนัด้วยน ้ ากลัน่และให้ความร้อนและท าให้เย็น

จนถึงท่ีอุณหภูมิ 25C ก่อนท่ีจะมีการปรับ pH ให้เป็น pH เร่ิมต้นประมาณ 7.0+0.1 ด้วยกรด HCl 

(QRëC®, Malaysia) ความเขม้ขน้ 1 N และ NaOH (Carlo Erba, France) ความเขม้ขน้ 1 N และเม่ือนั้นท า

การฆ่าเช้ือด้วยเทคนิคการกรองผ่าน filter ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 13 mm. ท่ีเป็นไนล่อนมี pore size 

ขนาด 0.45 μm (Filtrex, Thailand) ก่อนการใช้ เ ช้ือท่ีใช้ในการบ่มเพาะเพิ่มจ านวนเป็นเช้ือ H2S+ 

Salmonella และ H2S- ท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonellae ในทุกอาหารเหลวท่ีใชใ้นการทดสอบไดถู้กประเมินเป็น

เวลา 48 ชัว่โมงในระหวา่งการบ่มโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 nm. 
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บทที ่4  

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 
งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาสูตรอาหารเหลวท่ีมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์เช้ือ Salmonella 

ส าหรับขั้นตอนการเล้ียงในอาหารเหลวไม่จ  าเพาะ (Non selective enrichment) เป็นการประยุกต์ใช้

อาหารเหลวท่ีได้มีการพัฒนาจากการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S production) เพื่อคัดเลือกเช้ือ 

Salmonella ในขณะเดียวกนัมีการยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถใชป้ฏิกิริยาดงักล่าวได ้โดยการเกิดปฏิกิริยา

สามารถวเิคราะห์ดว้ยวธีิสเปกโตรโฟโตเมตรี (Spectrophotometry) การเพาะเช้ือระดบัเล็ก (micro-scale) 

เป็นการใช้อุปกรณ์ 96-microplate นอกจากน้ีในการพฒันาสูตรอาหารการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S 

production) เพื่อเพิ่มความจ าเพาะในการคดัเลือกเช้ือ Salmonella มีการแทนท่ีด้วยน ้ าตาลท่ีสามารถ

เกิดปฏิกิริยา fermentation และกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ดงัแสดงรายละเอียดผลการทดลองต่อไปน้ี 

  
4.1 การพฒันาสูตรอาหารการเกดิไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S production) เพ่ือเพิม่ความจ าเพาะในการ

คัดเลือกเช้ือ Salmonella 

การรีดกัชัน่ของไทโอซลัเฟตไปเป็นไฮโดรเจนซลัไฟดมี์ความส าเร็จในการผสมผสานท างานร่วมกนัเพื่อ

ทดสอบการบ่งช้ีและแยกความแตกต่างของเช้ือ Salmonella spp. โดยส่วนใหญ่ออกจากสปีชีส์อ่ืนๆ ท่ี

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

ความสัมพนัธ์ค่อนขา้งเฉพาะเจาะจงกบั Salmonella และมีเช้ือบางตวัท่ีไม่ใช่ Salmonella สามารถท่ีจะ

เกิดปฏิกิริยาดงักล่าวได ้เช่น Proteus และ Citrobacter (Park et. al., 2012) โดยปกติมนัถูกน าไปใชค้วบคู่

กบัอาหารจ าเพาะแข็งเพื่อคดัเลือกเช้ือ Salmonella เช่น อาหารแข็งไลซีนดีคาร์บอกซีเลชัน่ในไลซีนไอ

รอนและอาหารแข็งไซโลสไลซีนดีคาร์บอกซีเลสดว้ยเหมือนกนั ดว้ยตวัยบัย ั้งท่ีหลากหลายเพื่อใช้ใน

การบ่งช้ีความเป็นไปไดใ้นการปนเป้ือนของโคโลนีเช้ือ Salmonella เบ้ืองตน้และเพื่อเป็นการยืนยนัผล

ของการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella เช้ือดงักล่าวจะถูกน ามายืนยนัด้วยการใช้ปฏิกิริยาทางชีวเคมีใน

ตวัอย่างอาหารและตัวอย่างส่ิงแวดล้อม (Taylor, 1965; Hoben et. al., 1973; Miller et. al., 1991) ทั้งน้ี

อาหารท่ีใชบ้่งบอกการปนเป้ือนของ Salmonella ท่ีใชป้ฏิกิริยาการเกิด H2S production อยูใ่นรูปของแขง็ 

ดงันั้นในการปรับเปล่ียนเป็นรูปแบบอาหารเหลวจ าเพาะจึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาพฒันาเพื่อใหไ้ดอ้าหาร

เหลวท่ีมีประสิทธิภาพ มีความจ าเพาะกบัการบ่งช้ีการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella  
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ถึงแมว้า่คุณลกัษณะความจ าเพาะของไธโอซลัเฟตรีดกัชัน่ มีการศึกษาหลายอนัท่ีไดน้ าไปสู่การบ่งบอก

การปนเป้ือนเบ้ืองตน้ดว้ยการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวขนาดเล็ก Shelef และ Tan (1998) ไดศึ้กษาอาหาร

เหลวท่ีมีการใส่ไธโอซัลเฟต, เฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรท, ไซโลสและกรดอะมิโน (ไลซีน, ออร์นิธิน, 

หรืออาร์จินิน) ท่ีมีโบรโมครีซอลเพอเพิลและไม่มีโบรโมครีซอลเพอเพิลแทนท่ีระบบอาหารท่ีเป็น

ของแข็ง เพื่อการวิเคราะห์แบบอัติโนมัติ ส าหรับการแยกเช้ือ Salmonella บริสุทธ์ิ จากเช้ือท่ีไม่ใช่ 

Salmonella หลงัจากนั้นสูตรอาหารเหลวไธโอซัลเฟต 3 ชนิดท่ีส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพส าหรับการ

ตรวจวดัดว้ยวิธีทางแสงแบบอตัโนมติัไดป้ระสบความส าเร็จในการตรวจสอบส าหรับการคดัแยกเช้ือ 

Salmonella ท่ีมีปริมาณนอ้ยในนม ไข่และตวัอยา่งอาหารพร้อมบริโภคและตวัอยา่งของสด โดยหลงัจาก

เวลา 6 ชัว่โมงของขั้นตอนการเพิ่มจ านวนในอาหาร non-selective enrichment (Tan และ Shelef, 1999; 

Peng และ Shelef, 2001) หลกัการของวิธีเหล่าน้ีท่ีเป็นสีด าตะกอนของไอรอนซัลไฟด์ท่ีแพร่เขา้ไปใน

อาหารแข็งต ่ากวา่การส่งผา่นทางแสง การเกิดตะกอนสีด าในอาหารเหล่าน้ีท าให้เกิดการส่งผา่นของการ

เกิดไธโอซัลเฟตรีดิวซ่ิงจากเช้ือท่ีให้ผลลบอ่ืนๆ เวลาในการตรวจวิเคราะห์โดยการอ่านค่าการส่งผ่าน

สัญญาณท่ีเปล่ียนแปลงในช่วงเวลาประมาณ 10 ถึง 17 ชัว่โมง ส าหรับท่ีปริมาณเช้ือ 105 ไปเป็น 101 ของ

เช้ือ S. Enteritidis เซลลต่์อ mL ตามล าดบั อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีขอ้มูลของไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิงแบคทีเรีย 

แต่เช้ือท่ีสามารถเกิดตะกอนสีด าท่ีเป็น S. Anatum และ S. Typhi ไดถู้กทดสอบในการศึกษาน้ี 

 
การตระหนกัถึงขอ้จ ากดัของอาหารคดัเลือกท่ีใช้และอาหารคดัแยก มนัเป็นความตอ้งการเพื่อท่ีจะพฒันา

ความจ าเพาะ specificity และ sensitivity ของอาหารในขณะท่ีย ังคง รักษาราคาท่ีมีประสิทธิภาพ 

โดยเฉพาะเป็นพิเศษ มันเป็นส่ิงท่ีต้องการเพื่อท่ีจะแยกเช้ือ Salmonella spp. ออกจาก Proteus spp. 

เช่นเดียวกบัการแยกจาก Citrobacter spp. เพื่อท่ีจะพฒันาผลท่ีไดแ้ละราคาของการตรวจวิเคราะห์ เราได้

น าเสนอการใช้รูปแบบ 96-microwell ส าหรับอาหารเหลวอินดิเคเตอร์ไฮโดรเจนซัลไฟด์ในการเพิ่ม

จ านวน อตัราของการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์โปรดกัชัน่ข้ึนอยู่กบัปัจจยัท่ีหลากหลาย ตวัอย่างเช่น ชนิด

ของเช้ือจุลินทรีย ์ปริมาณและชนิดของสับสเตรท (แหล่งของซัลเฟอร์, น ้ าตาล, และกรดอะมิโน), pH, 

ออกซิเจน, และความเขม้ขน้ของตวับ่งช้ีไอรอน (Rambach, 1990; McLaughlin, 2006; Park et. al., 2012) 

เง่ือนไขความเป็นกรดท่ีสูงไดถู้กผลิต โดยการเกิด fermentation ของคาร์โบไฮเดรตสามารถท่ีจะยบัย ั้ง

การเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ผ่านกิจกรรมของไธโอซัลเฟตรีดกัเตส (Bulmash และ Fulton, 1964; Barret 

และ Clark, 1987) งานน้ีมีจุดมุ่งหมายเพื่อท่ีจะใชก้รดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ควบคู่ ซ่ึงรีดิวซ์ความเป็น

กรดของอาหารเหลวในไฮโดรเจนซัลไฟด์โปรดกัชั่นและพฒันาให้เร็วและมีความ sensitive ในการ

ทดสอบส าหรับไธโอซลัเฟต-รีดิวซ์ซ่ิง Salmonella spp. โดยเฉพาะเป็นพิเศษส าหรับเช้ือ Salmonella ซีโร
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วาร์ท่ีพบค่อนขา้งน้อย อะมิโนแอซิดดีคาร์บอกซีเลชั่นของอะมิโนเด่ียว คู่และแบบสามชนิดถูกใช้ใน

การศึกษาเพื่อท่ีจะปรับปรุงให้ดีข้ึนในการแยกเช้ือ Salmonella ท่ีสามารถเกิดไธโอซัลเฟตรีดิวซ์ซ่ิง 

Salmonella ซีโรวาร์จากเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonella โดยส่วนใหญ่ สภาวะท่ีเหมาะสมของการใช้น ้ าตาล 

ยกตัวอย่างเช่น การใช้ดูซิทอลช่วยในการคัดเลือกเช้ือ P. mirabilis และ C. freundii ออกจากเช้ือ 

Salmonella โดยการขดัขวางอตัราการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์โปรดกัชัน่ของ P. mirabilis และ C. freundii 

การประยุกต์ใช้อาหารดว้ยกนัของขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างอยา่งแม่นย  าและวิธีการวิเคราะห์

เช้ือมีความส าคญัส าหรับการตรวจวเิคราะห์ Salmonella ท่ีประสบความส าเร็จในผลิตภณัฑอ์าหาร 

 
การตกตะกอนของไอรอนซัลไฟด์จากการท่ีไฮโดรเจนซัลไฟด์ท าปฏิกิริยากบัเฟอร์ริกแอมโมเนียมซิ     

เตรทถูกสังเกตไดง่้ายโดยการใชส้ายตา อยา่งไรก็ตามการใชไ้มโครเพลทร่วมกบัระบบการเขยา่ตวัอยา่ง

เพื่อการอ่านค่าการดูดกลืนแสง optical density (OD) ไดถู้กจดัเตรียมส าหรับการวดัเชิงปริมาณเพื่อท่ีจะ

คดัเลือกอาหารท่ีเหมาะสม มีประสิทธิภาพ ส าหรับผลของความขุ่นของเซลล์ท่ีมีต่อการอ่านค่าการ

ดูดกลืนแสง OD ได้ถูกประเมินและวดัผลเพื่อเก็บขอ้มูล นอกจากน้ีมีการใช้ pH อินดิเคเตอร์เพื่อการ

เปล่ียนให้ใกลก้บั pH ท่ีเป็นกลาง (โบรโมครีซอลเพอเพิล, โบรโมไทมอลบลู, และฟีนอลเรด) ได้ถูก

ทดสอบส าหรับการท าให้ดีข้ึนเพื่อเพิ่มความแตกต่างระหว่างปฏิกิริยาท่ีเป็น positive- และ negative-

ไฮโดรเจนซัลไฟด์โปรดกัชั่นในการดูด้วยสายตาและการวดัด้วย optical detection อย่างในท่ีสุดสูตร

อาหารเหลวไฮโดรเจนซลัไฟดท่ี์มีประสิทธิภาพโดยส่วนใหญ่ไดถู้กทดสอบดว้ยสายตาในตวัอยา่งอาหาร

ควบคู่ไปกบัอาหารเหลว AADC     

 

4.2 อาหารเหลวเพิม่จ านวนขนาดเลก็ส าหรับ Salmonella และเช้ือทีไ่ม่ใช่ Salmonella ในอาหารเหลว 

TFXL  

การใชป้ระโยชน์ของการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟดโ์ปรดกัชัน่ไดถู้กปรับและแปลงไปเป็นอาหารเหลวเพิ่ม

จ านวนท่ีมีความสะดวกในการคดัเลือกเช้ือ Salmonella spp. ท่ามกลางแหล่งของซลัเฟอร์ท่ีหลากหลาย

และตวับ่งช้ีไฮโดรเจนซลัไฟด ์ไธโอซลัเฟตและเฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรทไดถู้กคดัเลือกเป็นระบบท่ี

มีประสิทธิภาพส าหรับการแยกเช้ือ Salmonella โดยส่วนใหญ่จากเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืน อาหารเหลว

จ าเพาะท่ีหลากหลายและอาหารคัดเลือกรวมถึง xylose lysine deoxycholate (XLD) agar, Hektoen 

enteric agar (HEA), และ triple sugar iron (TSI) agar ไดพ้ฒันาจากพื้นฐานระบบไธโอซัลเฟตเฟอร์ริก

แอมโมเนียมซิเตรท (Rambach, 1990) 
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รูปท่ี 4.1 แสดงให้เห็นการพฒันาของเฟอรัสซัลไฟด์ไปเป็นตะกอนสีด าในอาหารเหลวท่ีได้มีการ

ปรับปรุง (TFXL) โดยท าการทดสอบกบัเช้ือท่ีปริมาณเช้ือน้อย (3 log CFU/mL) และท่ีปริมาณเช้ือมาก 

(7 log CFU/mL) เช้ือ Salmonella ท่ีทดสอบทั้งหมดสามารถเกิดไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิงเปล่ียนจากอาหาร

เหลวสีใสไปเป็นอาหารท่ีมีลกัษณะสีด าน ้ าตาลภายใน 24 ชัว่โมง ในบางเช้ือท่ีปรากฏ S. Rissen และ S. 

Weltevreden สามารถท่ีจะย่อยไธโอซัลเฟตไดอ้ย่างรวดเร็วภายใน 10 – 12 ชัว่โมง และพฒันาให้เห็น

การตกตะกอนสีด าซ่ึงสามารถสังเกตเห็นไดด้ว้ยสายตา การแยกความแตกต่างของการเกิดตะกอนสีด า

ไอรอนซัลไฟด์ใน TFXL สัมพนัธ์สอดคลอ้งกนัดีกบัผลของอาหารแข็ง XLD (รูปท่ี 4.2) แต่ดว้ยการ

วิเคราะห์ท่ีใชเ้วลาสั้นกวา่การใช้อาหารจ าเพาะแข็ง XLD (24 - 48 ชัว่โมง) อตัราการเกิดตะกอนสีด าท่ี

ฟอร์มตวัใน TFXL อาหารเหลวข้ึนอยูก่บัซีโรไทด์และความสามารถในการใชแ้หล่งคาร์บอน กรดอะมิ

โน ความเขม้ขน้ของไอรอนและสารอาหารท่ีใชใ้นของเหลวซบัเสตรท Park และคณะ (2012) ไดแ้ทนท่ี

ไซโลสโดยการใช้อะราบิโนสเพื่อปรับปรุงความ specificity และ sensitivity ของอาหารแข็ง XLD การ

ใช้อาหาร modified XLD agar เช้ืออ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่ Salmonella เช่น Proteus spp. และ Citrobacter spp. 

สามารถท่ีจะเจริญเติบโตได ้

 

TFXL broth log 
CFU/mL 

เวลา (ชัว่โมง) 
0 8 10 12 24 32 48 24-48 ชัว่โมง 

สภาวะควบคุม   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
โ ค โ ล นี สี แ ด ง
เหลือง ท่ี มี สีด า
อยู่ตรงกลางบน
อาหารแขง็ XLD 

S. Anatum 3  
 

 7  
 

S. Enteritidis 3  
 

 7 
 

 

S. Rissen 3  
 

 7  
 

S. Typhimurium 3  
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 7 
 

  

S. Typhi 3 
 

 

 7  
 

S. Paratyphi B 3 
 

 

 7 
 

 

รูปที ่4.1   แสดงภาพของ microwells ท่ีเวลาต่างๆ ของการเปล่ียนสีไอรอนซลัไฟดโ์ดยไธโอซลัเฟต-รีดิวซ์ซ่ิง 

Salmonella (3 และ 7 log CFU/mL) ท่ีท  าการบ่มในอาหาร TFXL และ XLD agar (อาหารทาง

ดา้นขวาบน) ท่ีอุณหภูมิ 37C 

 

อาหารเหลว TFXL  เวลา (ชัว่โมง) 
0 4 8 10 12 24 32 48 

แบคทีเรียแกรมลบ 

Enterobacter aerogenes  
 

       

Escherichia coli  
 

       

Klebsiella pneumoniae  
 

       

Pseudomonas aeroginosa 
 

        

Serratia marcescens  
 

       

Shigella flexneri  
 

       

Shigella sonnei  
 

       

Yersinia enterocolitica  
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      รูปที ่4.2 กลุ่มเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonella ท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกริยา non-thiosulfate ปริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ท่ี

ทดสอบเป็น 7 log CFU/mL ถูกท าการบ่มในอาหารเหลว TFXL ท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง 

 
Citrobacter และ Proteus spp. เป็นท่ีรู้จกักนัดีวา่สามารถท่ีจะเกิดไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิง เช้ือแข่งขนัท่ีเป็น      

แกรมลบท่ีไม่สามารถแยกจาก Salmonella น าไปสู่ผลท่ีเป็น false positive โดย C. freundii, P. mirabilis, 

และ P. vulgaris สามารถเจริญเติบโตในอาหารเหลว TFXL เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อท่ีจะประเมินความ

เป็น selectivity ของอาหารเหลว (รูปท่ี 4.3) เช้ือแข่งขนัทั้ง 3 ตวัท่ีเป็น thiosulfate-reducing สามารถเกิด

ปฏิกริยาได ้(7 log CFU/mL, สภาวะเช้ือแข่งขนัท่ีมีปริมาณสูงจดัเป็นตวัแทนท่ีเกิดข้ึนในสภาวะจริง) จะ

เปล่ียนอาหารเหลวสีเหลืองใสไปเป็นสีด าภายใน 24-48 ชัว่โมง การเกิดตะกอนสีด าท่ีเร็ว (4-8 ชัว่โมง), 

ขนาดกลาง (8 ชัว่โมง), และท่ีชา้ (24-48 ชัว่โมง) ท่ีเกิดจากเช้ือ P. mirabilis, P. vulgaris, และ C. freundii 

ตามล าดบั การเกิดตะกอนสีด าจาก C. freundii จะเป็นลกัษณะค่อยๆ เกิดและเกิดสีเต็มใน well ท่ี 48 

ชั่วโมง ในขณะท่ี Proteus เหล่านั้นสามารถท่ีจะ produced การเกิดไอรอนซัลไฟด์อย่างรวดเร็วและ

ปรากฏเร่ิมตน้ไม่มีสีใหเ้ห็นหลงัจาก 24 ชัว่โมง การลดลงของการเกิดตะกอนสีด าหลงัจากใชเ้วลาในการ

บ่มท่ีนานข้ึนถูกเป็นสาเหตุจากการเกิดออกซิเดชัน่ของไอรอนซลัไฟด์และการยบัย ั้งการเกิดกิจกรรมไธ

โอซลัเฟตรีดกัเตส (Kuester และ Williams, 1964)     
 

TFXL broth เวลา (ชัว่โมง) 
0 4 8 10 12 24 32 48 

Citrobacter freundii   
 

      
 

Proteus mirabilis  
 

       

Enterobacter faecalis  
 

       

Staphylococcus aureus  
 

       

Listeria innocua  
 

       

แบคทีเรียแกรมบวก 
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Proteus vulgaris  
 

       

 

รูปที ่4.3 เช้ือท่ีไมใช่ Salmonella ท่ีสามารถเกิด Thiosulfate-reducing ปริมาณเซลลป์ระมาณ 7 log 

CFU/mL ท าการบ่มในอาหารเหลว TFXL ท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 
ไธโอซลัเฟต-เฟอร์ริกบนพื้นฐานอาหารเหลวท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิว เช่น Tergitol 7 นอกเหนือจาก

นั้น ได้แสดงให้เห็นว่ามีความสามารถในการคดัเลือกท่ีดีส าหรับ Salmonella (Shelef และ Tan, 1998) 

Tergitol 7 มีความสะดวกในการใช้ในอาหารแข็ง XLT-4 (อาหารท่ีพฒันามาจาก XLD) สามารถยบัย ั้ง

เช้ือแบคทีเรีย แกรมบวก ราและเช้ือแบคทีเรียแกรมลบทั้งหมดรวมถึง Citrobacter, Proteus, Providencia, 

และ Pseudomonas (Miller et. al., 1991; Waltman, 2003) เพื่ อ ท่ีจะหลีกเ ล่ียงอันตรายจากผล false 

negative มนัไดถู้กแนะน าให้มีการใช้เพียงหลงัจากการฟ้ืนตวัของเช้ือเป้าหมาย Salmonella เพื่อให้ได้

จ  านวนของประชากรท่ีมากพอเพื่อท่ีจะสามารถทน Tergitol ได ้(Bibek, 1989) 

 
ส าหรับเกณฑ์ในการพฒันาอาหารเหลวบ่งช้ีเพื่อท่ีจะตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ Salmonella ซีโร

วาร์ท่ีมีปริมาณเซลล์น้อย ความสามารถในการคดัแยกเช้ืออ่ืนท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella ถือไดว้่าประสบ

ความส าเร็จ การพิจารณาถดัไปเป็นการ selectivity ส าหรับเช้ือเป้าหมาย Salmonella การคน้พบเป็นการ

หลีกเล่ียงเช้ือยบัย ั้งตวัอ่ืนเพื่อป้องกันผลท่ีเป็น false negative ดังนั้นได้มีการพฒันาและหาสภาวะท่ี

เหมาะสมของสารในไธโอซัลเฟตเฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรทบนพื้นฐานของอาหารเหลวหรือ TFXL 

broth อะมิโนแอซิดดีคาร์บอกซีเลชัน่และน ้าตาลชนิดต่างๆ ถูกใชเ้ป็นพื้นฐานในการศึกษาปัจจยัท่ีส าคญั

เพื่อให้ไดไ้ฮโดรเจนซลัไฟด์ท่ีมีประสิทธิภาพใน Salmonella ท่ีตรวจพบไดน้อ้ย โดยการตรวจวิเคราะห์

เช้ือ Salmonella ทั้งหมด แต่ไม่ใช่ Citrobacter และ Proteus spp.  

 
การตกตะกอนของไอรอนซัลไฟด์จากการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ในแบคทีเรียเป็นส่วนใหญ่ สามารถ

ตรวจวเิคราะห์ไดด้ว้ยสายตา หลงัจากนั้นนกัวจิยัหลายๆ ท่านไดน้ าเสนอรูปแบบการวเิคราะห์จากการวดั

ค่าความหนาแน่นทางแสงหรือการวดัการส่งผ่าน (Shelef และ Firstenberg – Eden, 1997; Shelef และ 

Tan, 1998; McLaughlin, 2006) เพื่อท่ีจะวดัปริมาณของระดบัการตกตะกอนสีด าท่ีเกิดข้ึนโดยอินดิเค

เตอร์ไฮโดรเจนซลัไฟด์ท่ีหลากหลายในการศึกษา การตรวจวิเคราะห์ดว้ยการวดัความหนาแน่นของแสง

โดยการใช้ไมโครเพลทรีดเดอร์ไดถู้กน าเสนอ การโตของเช้ือ S. Typhi ในอาหารเหลว TFXL ไดแ้สดง

ใหเ้ห็นอาหารเหลวท่ีมีการเปล่ียนแปลงของสีท่ีอ่อนและใชเ้วลานานในการบ่มท่ี (48 ชัว่โมง) เพื่อพฒันา
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เป็นตะกอนสีด าท่ีชดัเจน โดยปริมาณเซลลท่ี์นอ้ย 3 log CFU/mL และปริมาณเซลลท่ี์มาก 7 log CFU/mL 

(รูปท่ี 4.1) S. Typhi ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีสามารถเกิดไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิงไดดี้ในแหล่งซลัเฟอร์อ่ืนๆ (เช่น ซลั

ไฟต)์ มากกวา่ไธโอซลัเฟต (Fricker, 1987; Cox, 1993) ดงันั้นการผลิตการเกิดตะกอนท่ีนอ้ยของไอรอน

ซัลไฟด์จากไธโอซัลเฟต การแทนท่ีของไธโอซัลเฟตซัลไฟด์ บางทีควรท่ีจะถูกใช้เพื่อบ่งบอกการ

ปนเป้ือนของ S. Typhi การเกิดสีน ้ าตาลท่ีน้อยของอาหารเหลวของเช้ือ S. Anatum ได้มีเอกสารท่ี

กวา้งขวางในการกล่าวถึงเช้ือท่ีสามารถเกิดไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิง (Midorikawa et. al., 2014) สามารถท่ี

จะถูกใช้เป็นขอ้ผิดพลาดส าหรับอาหารเหลวท่ีมีลกัษณะใส สีน ้ าตาลสว่างท่ีพฒันาโดยเช้ือแบคทีเรีย    

แกรมลบบางตวัหรือเทียบเท่ากบัเช้ือแข่งขนัแกรมบวก (รูปท่ี 4.1) บางทีการพฒันาอาหารเหลวด้วย

สารอาหาร (กรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่และน ้ าตาล) ถูกเป็นท่ีตอ้งการเพื่อท่ีจะท าให้สะดวกข้ึนในการ

เกิดไธโอซลัเฟตรีดกัชัน่ 

 
เช้ือแบคทีเรีย Enterobacteriaceae จ านวน 8 ชนิดท่ีไม่สามารถเกิดไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิงและเช้ือแบคทีเรีย 

แกรมบวกถูกใชใ้นการประเมินความสามารถในการ selectivity ของ TFXL อาหารเหลว (รูปท่ี 4.2) ไม่มี 

Enterobacteriaceae และเช้ือแข่งขนัแกรมบวกท่ีแสดงให้เห็นการเกิดตะกอนสีด า ถึงแมว้า่อาหารเหลวสี

จะเปล่ียนจากสีท่ีเป็นดั้งเดิมท่ีไม่มีสีไปเป็นสีเหลืองหรือสีน ้ าตาลสวา่ง โดยเฉพาะเช้ือใน E. coli และ E. 

aerogenes สีน ้ าตาลสวา่งของอาหารเหลวถูกแตกต่างจากสีด าของการตกตะกอนส่งผลให้เกิดโดยไธโอ

ซัลเฟตรีดิวซ์ซ่ิง ยกเวน้เช้ือ S. Anatum และ S. Typhi ซ่ึงเกิดเป็นตะกอนสีด าท่ีน้อยเม่ือดูดว้ยตา (รูปท่ี 

4.1) และเราไดส้มมติค่าการดูดกลืนแสงท่ีอ่านได ้(OD) เพื่อช่วยในการแยกความแตกต่างจากเช้ือท่ีเป็น

ผลลบของ H2S ดงันั้นวธีิการวดัค่าการดูดกลืนแสงไดถู้กน าเสนอในหวัขอ้ถดัไป     

 

4.3 การสแกนความยาวคล่ืนของการเกดิตัวบ่งช้ีไฮโดรเจนซัลไฟด์ในอาหารเหลว 

การกระจายของแสงเป็นเทคนิคโดยทัว่ไปเพื่อท่ีจะตรวจติดตามความเขม้ขน้ของเช้ือท่ีเป็นเช้ือบริสุทธ์ิได้

ถูกน าเสนอเพื่อท่ีจะสามารถท าการวดัความหนาแน่นของแสงท่ีเปล่ียนและแยกการตกตะกอนของไอ

รอนซัลไฟด์จากอาหารเหลวสีน ้ าตาลท่ีไม่มีตะกอนสีด า (Sutton, 2011) เทคนิคน้ีได้มีการจ าลองและ

ประยุกตเ์พื่อตรวจติดตามการเกิดตะกอนสีด าของไอรอนซลัไฟด์ในการแยกความแตกต่างของเฟอร์ริก

แอมโมเนียมไธโอซัลเฟตในอาหารเหลวของชั้นผิวอาหารแข็งและก่ึงอาหารแข็งท่ีมีการผลิตโดยเช้ือ 

Salmonella และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella (Shelef และ Tan, 1998; McLaughlin, 2006) 
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การเขา้แทรกแซงของเซลล์ความขุ่นในการตรวจวดัค่าความหนาแน่นของแสงของการเกิดตะกอนสีด า

ของไอรอนซัลไฟด์ การเจริญเติบโตของเช้ือได้ส่งผลให้เกิดความขุ่นในตัวอย่างท่ีท าการทดสอบ 

เพื่อท่ีจะใหไ้ดค้่าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีถูกตอ้งของการตกตะกอนของไอรอนซลัไฟด์ โดยปราศจาก

ความขุ่นท่ีจะไปแทรกแซง ผลของการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีเกิดจากความขุ่นได้ถูกประเมินเพื่อ

ตดัสินใจในการเก็บขอ้มูลท่ีถูกตอ้ง วิธีวดัค่าการดูดกลืนแสงของเช้ือท่ีโตในอาหารท่ีแตกต่างกันใน

อาหารเหลว TFXL และ TXL ภายใตเ้ง่ือนไขการเจริญเติบโตท่ีเหมือนกนั ตวัอยา่งในอาหาร TXL ถูกใช้

เป็นตวัอยา่งควบคุมส าหรับความขุ่นของเซลลซ่ึ์งไม่ไดเ้กิดเป็นตะกอนสีด า เช้ือ Salmonellae และท่ีไม่ใช่

เช้ือ Salmonellae ปริมาตร 20 L ท่ีปริมาณเซลล์ 6-7 log CFU/mL ไดมี้การปิเปตลงในอาหาร 180 L 

ในแต่ละ TFXL และ TXL และเม่ือท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง การวดัสเปคตรา

ของค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่างทั้งหมดท่ีความยาวคล่ืน 340, 405, 450, 490, 550, 600, และ 650 นา

โนเมตร เปรียบเทียบกบัการเกิดตะกอนสีด าของ TFXL และ TXL ความแตกต่างในค่าการดูดกลืนแสง 

(OD) ระหว่าง TFXL และ TXL ท่ีมีการบ่มเพาะเช้ือได้ถูกวดัค่าการดูดกลืนแสง OD เน่ืองจากการ

ตกตะกอนสีด าของไอรอนซลัไฟดท่ี์ปราศจากผลของความขุ่น 

 
ค่ าการดูดกลืนแสง (OD spectra) ของการเ กิด  H2S ท่ี เ ป็น positive ของ Salmonella, S. Rissen ท่ี

เจริญเติบโตในอาหาร TFXL และ TXL ไดถู้กแสดงใหเ้ห็นในรูปท่ี 4.4 การลบออกของค่า OD ในอาหาร 

TFXL มีการ inoculation ของเช้ือโดยค่า OD ของ TXL ในอาหารเหลวท่ีมีเช้ือได้แสดงให้เห็นค่า OD 

ของไอรอนซัลไฟด์ตะกอนสีด าปราศจากผลจากเซลล์ความขุ่น ตวัอย่างท่ีไม่มีการหักลบ (การเกิด

ตะกอนสีด า+เซลลค์วามขุ่น) และตวัอยา่งท่ีมีการหกัลบ (ตะกอนสีด าเพียงอยา่งเดียว) ค่า OD ถูกพบวา่มี

ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (Duncan’s multiple range tests, p  0.05) เซลล์ความขุ่นท่ีปรากฏไดมี้

การรบกวนต่อการวดัค่าการดูดกลืนแสงของไอรอนซลัไฟด์ การแกไ้ขของเซลล์ความขุ่นไดถู้กมีความ

จ าเป็นส าหรับ protocol 
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รูปที่ 4.4 ค่า OD สเปคตราของเช้ือ S. Rissen ในอาหารเหลวไฮโดรเจนซัลไฟด์ (TFXL และ TXL) ท า

การบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ค่า ODTFXL เป็นผลจากการตกตะกอนของไอรอน

ซลัไฟดแ์ละเซลลค์วามขุ่น ODTXL จากเซลลค์วามขุ่นเพียงอยา่งเดียว ความแตกต่างของ 2 สเปค

ตราไดแ้สดงให้เห็นการหักลบค่า OD สเปคตรัมเน่ืองจากไอรอนซัลไฟด์ ผลของการหักลบ 

และไม่หักลบสเปคตรา มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (Duncan’s multiple range tests, p  

0.05) 
 

รูปท่ี 4.4 ไดแ้สดงให้เห็นผลของความขุ่นท่ีมีต่อค่า OD ท่ีอ่านไดข้อง H2S ท่ีให้ผลเป็นลบซ่ึงไม่ใช่เช้ือ

Salmonella (E. coli) ไม่มีการตกตะกอนเกิดข้ึน ดงันั้นในทุกความยาวคล่ืน (ยกเวน้ 340 nm) ODTFXL-TXL 

เป็น 0 หมายถึงไม่มีการตกตะกอนสีด าของไอรอนซลัไฟดท่ี์เกิดข้ึน เซลลใ์นอาหารทั้งคู่ขุ่นเท่าเทียมกนั  
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รูปที ่4.5 ค่า OD สเปคตราของอาหารเหลวไฮโดรเจนซลัไฟด ์(TFXL และ TXL) ท่ีมีการ inoculated ดว้ย 

E. coli ท่ีปริมาณเซลล ์7 log CFU/mL ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ผลของ

แบคทีเรียท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซลัไฟด ์ดงันั้นจึงไม่มีการตกตะกอนสีด าท่ีจะไป

เพิ่มค่า OD 

 
การหักลบค่าความขุ่นของค่าการดูดกลืนแสง OD spectra ของแบคทีเรีย Salmonella กลุ่มท่ีสามารถ

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซัลไฟด์  (H2S+) เช่น S. Anatum, S. Enteritidis, S. Rissen, S. Typhimurium, S. 

Weltevreden, S. Typhi, และ S. Paratyphi และแบคทีเรียท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซัลไฟด์ 

(H2S-) ท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonellae เช่น E. aerogenes, E. coli, และ S. flexneri ไดถู้กพล็อตกราฟดงัแสดงใน

รูปท่ี 4.6 ค่า OD spectra ของ H2S+ ไดแ้ยกความแตกต่างเห็นไดอ้ย่างชดัเจนจากแบคทีเรียท่ีไม่สามารถ

เกิด H2S- การทดสอบเช้ือ Salmonella ทั้งหมด รวมถึงการเกิดไอรอนซลัไฟด์ท่ีอ่อนส าหรับเช้ือท่ีเกิดได ้

โดย S. Anatum ไดใ้หค้่า OD ท่ีสูงกวา่แบคทีเรียท่ีไม่สามารถเกิด H2S- ท่ีเป็นเช้ือแข่งขนั อยา่งไรก็ตามผล

ท่ีได้บ่งช้ีอาหารเหลวไฮโดรเจนซัลไฟด์ TFXL ด้วยการวดัค่า OD ท่ีมีความถูกต้องได้บ่งช้ีการเกิด

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์หรือ FeS การตกตะกอนท่ามกลางแบคทีเรียดว้ยการพฒันาอาหารท่ีสามารถเกิด

ไธโอซัลเฟตได้ดี ในการเพิ่มการตรวจสอบ S. Typhi และ S. Anatum ค่า OD ท่ีสูงข้ึนเป็นผลให้ไธโอ

ซัลเฟตรีดักชั่นสามารถท่ีจะถูกใช้ในการคัดแยกไธโอซัลเฟตรีดิวซ์ซ่ิงของ Salmonella จากเช้ือ 

Enterobacteriaceae    
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รูปที ่4.6 ค่าการหกัลบสเปคตรัมการดูดกลืนแสง (ODFeS) ท่ีไดรั้บจากเช้ือ Salmonella ท่ีสามารถ

เกิดปฏิกิริยา H2S+ และเช้ือแข่งขนัท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกิริยา H2S- ปริมาณ 7 log CFU/mL ท่ี

เจริญเติบโตในอาหารเหลว TFXL บ่มท่ี 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 
ก่อนการพฒันาอาหาร ผูว้ิจยัไดพ้ยายามท่ีจะศึกษาหาความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมเพื่อท่ีจะใชใ้นการตรวจ

ติดตามสภาวะท่ีมีประสิทธิภาพของเช้ือ Salmonella ในการเกิดปฏิกิริยา H2S+ จากนอ้ยไปมาก ออกจาก

เช้ือแข่งขนัท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกิริยา H2S- รูปท่ี 4.8 แสดงให้เห็นกราฟพื้นท่ีของค่าการดูดกลืนแสงของ

ไธโอซัลเฟตรีดิวซ์ซ่ิงของเช้ือ Salmonella ท่ีผลิตตะกอนของ FeS ในปริมาณท่ีสูง (S. Rissen และ S. 

Enteritidis) ในอาหารเหลว TFXL เราไดท้  าการพล็อตค่าการดูดกลืนแสงเป็นฟังกช์ัน่กบัค่าความยาวคล่ืน

ท่ี 340, 405, 450, 490, 550, 600, และ 650 นาโนเมตร และท าการบ่มเป็นเวลา 0 – 48 ชั่วโมง อย่างใด

อย่างหน่ึงก่อนหรือหลังการหักลบค่าความขุ่น การหาสภาวะของความยาวคล่ืนส าหรับการตรวจ

วิเคราะห์การตกตะกอนของ FeS ส าหรับเช้ือ S. Rissen และ S. Enteritidis จาก 405 – 650 nm และท่ีการ

บ่มเวลา 24 – 48 ชัว่โมง 
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(a) S. Rissen 

 

(b) S. Enteritidis 

รูปที ่4.7 พื้นท่ีการตอบสนอง (Response surface plots) ของค่าการดูดกลืนแสงของไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิง

ของเช้ือ Salmonella ท่ีสามารถเกิดการตกตะกอนของ FeS ท่ีสูง เช้ือ S. Rissen (a) และเช้ือ S. 

Enteritidis (b) ในอาหารเหลว TFXL ก่อน (คอลมัน์ซา้ย) และหลงัการหกัลบค่าความขุ่น 

(คอลมัน์ทางขวา) ดว้ยความยาวคล่ืนท่ีแตกต่างกนัท่ี 340, 405, 450, 490, 550, 600, และ 650 

นาโนเมตร และท าการบ่มท่ีเวลา 0 – 48 ชัว่โมง 

 
โดยในทางตรงกนัขา้ม S. Anatum และ S. Typhi ไดท้  าใหเ้กิดการตกตะกอนสีด าท่ีอ่อน แสดงใหเ้ห็นค่า

การดูดกลืนสูงสุดอยูท่ี่ 405 นาโนเมตรหลงัจาก 24 และ 48 ชัว่โมง ตามล าดบั (รูปท่ี 4.8) ผลของท่ีมีและ

ไม่มีการหกัความขุ่นแสดงใหเ้ห็นพอ้งตรงกนัท่ีดี 
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(a) S. Anatum 

 

(b) S. Typhi 

รูปที ่4.8  พื้นท่ีการตอบสนองของค่าการดูดกลืนแสงของไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิงของเช้ือ Salmonella ท่ีท า

ใหเ้กิดการตกตะกอนของ FeS ท่ีนอ้ย S. Anatum (a) และ S. Typhi (b) ในอาหารเหลว TFXL 

ก่อน (คอลมัน์ดา้นซา้ย) และหลงัการหกัค่าความขุ่น (คอลมัน์ดา้นขวา) ดว้ยความยาวคล่ืนท่ี

แตกต่างกนัท่ี 340, 405, 450, 550, 600, และ 650 nm และท าการบ่มท่ีเวลา 0 – 48 ชัว่โมง 

 
ส าหรับการตกตะกอน FeS ท่ีปานกลางท่ีเกิดข้ึนโดยเช้ือ S. Weltevreden, S. Paratyphi B, และเช้ือ S. 

Typhimurium การพล็อตกราฟของเช้ือ Salmonella ทั้ ง 3 ตวั ก่อนและหลังการหักค่า OD ได้ให้ผลท่ี

แตกต่างกัน (รูปท่ี 4.9) ก่อนการหักค่าความขุ่น ค่า OD ท่ีสูงถูกได้รับจาก S. Weltevreden และ S. 

Typhimurium ท่ีทุกความยาวคล่ืนเหนือ 405 นาโนเมตร ในเวลาการบ่มท่ี 24 – 48 ชัว่โมง หลงัจากการ

ลบออกของค่าความขุ่น ค่าการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุดเป็น 650 นาโนเมตร และ 550 – 650 นาโนเมตร 

ส าหรับ S. Weltevreden และ S. Typhimurium ตามล าดบั ในการบ่มท่ีเวลา 32 – 48 ชั่วโมง ส าหรับ S. 



50 

 

Paratyphi B ค่า OD พีค ก่อนและหลังการหักลบค่าความขุ่นได้ถูกแสดงท่ี 405 นาโนเมตร (24 – 48 

ชัว่โมง) และ 405 – 450 นาโนเมตร (48 ชัว่โมง) ตามล าดบั 

 
โดยสรุปความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมเป็นไปไดส้ าหรับการวดัไอรอนซลัไฟด์ส าหรับ Salmonella ซีโรวาร์

เป็น 405 และ 650 nm ดงันั้น เราได้พล็อตค่า OD ท่ีเวลาต่างๆ ของ 2 ความยาวคล่ืนของอาหารเหลว 

TFXL ท่ีมีการ inoculated ดว้ยเช้ือ Salmonella และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella เพื่อท่ีจะเห็นความแตกต่างได้

อยา่งชดัเจน (รูปท่ี 4.9 และ 4.10) แมว้า่ค่า OD405 สามารถท่ีจะช่วยขยายสัญญาณของ S. Anatum และ S. 

Typhi มนัได้ลดสัญญาณของเช้ือ Salmonella ซีโรวาร์อ่ืนๆ น าไปสู่การพล็อตกราฟท่ีใกลเ้คียงกบัเช้ือ

แข่งขนัทั้งคู่ใน OD ท่ีไม่ไดห้ักลบออก (รูปท่ี 4.9a) และหักลบออก (รูปท่ี 4.10b) วิธีนอกเหนือจากนั้น 

OD650 ท่ีเวลาการบ่มต่างๆ ของเช้ือ Salmonella ทั้ง 7 ซีโรวาร์แสดงให้เห็นการแยกท่ีชัดเจนจากเช้ือ

แข่งขนัอีก 3 ตวัท่ีไม่สามารถเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด ์(รูปท่ี 4.10a) โดยแบคทีเรียท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกิริยา 

H2S- ไดจ้ะส่งผลให้อาหารเหลวเป็นสีเหลืองและสีน ้ าตาลสวา่งดว้ยค่า OD650  อยูร่ะหวา่ง -0.2 และ -0.1 

ในขณะท่ีเช้ือ Salmonella โดยส่วนใหญ่ท่ีสามารถเกิด H2S+ ปรากฏสีด ามากดว้ยค่า OD650 ท่ีสูงกวา่ ทั้งค่า

ความขุ่นท่ีหักออกทั้งคู่และท่ีไม่ได้หักค่าออก ได้ผลิตโดยเช้ือ Salmonella ท่ีแข็งแรง 5 ตวัท่ีสามารถ

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้ดี (H2S+) และ 3 ตัวท่ีเป็นแบคทีเรียท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกิ ริยา

ไฮโดรเจนซลัไฟด์ (H2S-)  แบคทีเรียไดถู้กแยกออกจากกนัอยา่งชดัเจนโดยประมาณเป็นค่าการดูดกลืนท่ี

ประมาณ 0.8 (รูปท่ี 4.10b) 

 

 

(a) S. Weltevreden 
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(b) S. Paratyphi B 

 

(c) S. Paratyphi B 

รูปที่ 4.9 กราฟการตอบสนองค่า OD ของไธโอซัลเฟตรีดิวซ์ซ่ิงของเช้ือ Salmonella ท่ีท  าให้เกิดการ

ตกตะกอนของ  FeS ท่ี เ ป็นกลางโดย มี  S. Weltevreden (a), S. Paratyphi B (b), และ  S. 

Typhimurium (c) ในอาหารเหลว TFXL ก่อน (คอลัมน์ซ้าย) และหลังการหักค่าความขุ่น 

(คอลมัน์ขวา) ดว้ยค่าความยาวคล่ืนท่ีแตกต่างกนัท่ี 340, 405, 450, 490, 550, 600, และ 650 nm 

และท าการบ่มท่ีเวลา (0 – 48 ชัว่โมง) 
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(a) ไม่มีการหกัค่าความขุ่น 

 

(b) มีค่าความขุ่น 

 
รูปที ่4.10  เวลาในการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสง OD650 ท่ีปราศจาก (a) และมี (b) การหกัค่า

ความขุ่นเป็นสาเหตุโดย Salmonella ซีโรวาร์และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella ท่ีโตในอาหารเหลว 

TFXL  
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(a) ไม่มีการหกัค่าความขุ่น 

 

(b) มีการหกัค่าความขุ่น 

 

รูปที่ 4.11 ท่ีเวลาในการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสง OD650 ท่ีปราศจาก (a) และมี (b) การหกัค่า

ความขุ่นเป็นสาเหตุโดย Salmonella ซีโรวาร์และท่ีไม่ใช่เช้ือ non-salmonellae ท่ีโตในอาหาร

เหลว TFXL         
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4.4 การแทนทีข่องไลซีนในอาหารเหลว TFXL โดยการใช้กรดอะมิโนชนิดอ่ืนเพ่ือให้เกิด H2S 

production มากในการคัดเลือกเช้ือ Salmonella 

อะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่เป็นท่ีรู้จกักนัดีวา่สามารถป้องกนัการเกิดสีท่ีผดิปกติของการตรวจวเิคราะห์การ

เกิด H2S+ ในกรณีท่ีมีน ้ าตาลซ่ึงจะไปส่งผลให้เกิดกรดท่ีมากเกินพอในการเกิดเป็นตะกอนสีด าของ FeS 

(Bulmash และ Fulton, 1964; Barrett และ Clark, 1987) โดยกลูโคสและน ้ าตาลอ่ืนๆ ไดถู้กจ าลองสาธิต

ข้ึนมา (Clark และ Barrett, 1987b; Clack และ Barrett, 1987a) เพื่อท่ีจะลดผลกระทบท่ีจะเกิดกบัอาหาร

เหลวท่ีเป็นกรดและพฒันาความสามารถในการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์น าไปสู่การเพิ่มข้ึนของการ

ตกตะกอนสีด า ส าหรับกรดอะมิโนอ่ืนๆ (ออร์นิธิน, อาร์จินิน, และการผสมใชร่้วมกนั) ไดถู้กประเมิน

ส าหรับเช้ือ Salmonella ท่ีสามารถเกิดไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ โดยถูกน ามาทดสอบในการเตรียมอาหารเพื่อ

ศึกษาผลของกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ในการเพิ่มข้ึนของการเกิดตะกอนสีด า ในขณะท่ีการเลือกเอา

ออกของเช้ือท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella ท่ีเป็นเช้ือแข่งขนัออกไป อาหารท่ีเป็นตวัควบคุมถูกใชเ้ป็นเบสท่ีไม่

มีการเติมกรดอะมิโนเป็นอาหาร TFX 

 
4.4.1 การใช้กรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลช่ันเดี่ยวในการเกดิไฮโดรเจนซัลไฟด์ 

การเปล่ียนแหล่งของกรดอะมิโนจากไลซีน (TFXL) ไปเป็นออร์นิธิน (TFXO) และอาร์จินิน (TFXA) ใน

อาหารเหลว TFX ท่ีมีผลกบัการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์และอตัราการเกิดตะกอนสีด าของ Salmonella ใน

ทุกความแตกต่างข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย (รูปท่ี 4.12) เช้ือ Salmonella ซีโรวาร์โดยปกติ เช่น S. 

Enteritidis (รูปท่ี  4.12a) และ S. Typhi (รูปท่ี  4.12b) ในอาหาร TFXO แสดงให้เห็นอัตราการเกิด

ไฮโดรเจนซลัไฟตม์ากท่ีสุดและมีอตัราเร็วท่ีสุดของการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟตก์วา่ไลซีนและอาร์จินิน S. 

Typhi อยา่งไรก็ตามมีช่วง lag time ท่ียาวนานกวา่ S. Enteritidis ท่ามกลางกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลส 3 

ชนิด (AADC) ODC ไดถู้กรายงานวา่สามารถให้ค่าอตัราการเกิดดีคาร์บอกซีเลชัน่สูงท่ีสุด (Shelef และ 

Tan, 1998) ดงันั้นอตัราการเกิดอลัคาไลน์เอมีนท่ีเร็วจากการสนบัสนุนของออร์นิธินและเร่งการเกิด H2S 

production และการตกตะกอนสีด าในอาหารเหลว ค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650 ท่ีเวลาต่าง ๆ ของอาหาร

เหลว TFXL (ไม่มีกรดอะมิโน) ท่ีมีการ inoculated ดว้ยเช้ือ Salmonella ในรูปท่ี 4.12a และ b แสดงให้

เห็นการไม่มีกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ในอาหารเหลว ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเหลวต ่า และ

การเกิด H2S production ไดถู้กปิดบงั 
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(a) S. Enteritidis 

 

(b) S. Typhi 

 

(c) S. Anatum 

รูปที ่4.12 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีท าการวดัท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตรเทียบกบัเวลาของเช้ือ 

Salmonellae ท่ีปริมาณเช้ือ 7 log CFU/mL; (a) S. Enteritidis (b) S. Typhi และ (c) Anatum, 

และท าการเติมเช้ือลงในไธโอซลัเฟต-เฟอริกแอมโมเนียมซิเตรทบนพื้นฐานของอาหาร TFX 

ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัไปของไลซีน (TFXL), ออร์นิธิน (TFXO), และอาร์จินิน 

(TFXA) ภายใตก้ารบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยในแต่ละขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ีย ± 

SEM, n = 3 

 
S. Anatum นอกเหนือจากนั้นไดแ้สดงให้เห็นผลท่ีแตกต่าง (รูปท่ี 4.12c) เป็นท่ีน่าแปลกใจเป็นอยา่งมาก 

อตัราการเกิด H2S production สูงท่ีสุดไดม้าจากอาหารเหลว TFXA ถึงแมว้า่อตัราการเกิดของ ADC จะ
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น้อยเม่ือเปรียบเทียบกบั ODC และ LDC ในโดยทัว่ไป Goldschmidt และ Lockhart (1971) ไดแ้สดงให้

เห็นว่า S. Anatum สามารถท่ีจะใช้อาร์จินีนไปเป็น agmatine และ putrescine มีประสิทธิภาพดีกว่าท่ี

สภาวะเป็นกลางและเป็นกรด ซ่ึงสามารถบอกไดว้า่ S. Anatum เปรียบเทียบกบั S. Enteritidis เกิดความ

เป็นกรดไดช้า้กวา่ xylose ดงันั้นอาหารเหลวมีค่าความเป็นกรด-ด่างยงัคงใกลเ้คียงกบั 7 เป็นท่ีสังเกตวา่ท่ี

รูป 4.12c อาหารเหลว TFX ท่ีมีเช้ือ S. Anatum ไดแ้สดงให้ค่า OD650 ท่ีสูงกว่าอาหารเหลวท่ีมี S. Typhi 

และ S. Enteritidis เพราะว่าเกิดการ fermentation ท่ีช้า ส่งผลให้ ADC เพื่อผลิตเอมีนท่ีมากกว่าในการ

ยงัคงอาหารเหลวให้เป็นกลาง การเกิดดีคาร์บอกซีเลชั่นไม่จ  าเป็นเพื่อจะท าให้ค่าความเป็น กรด-ด่าง

สูงข้ึนและดงันั้นการเกิด H2S ท่ีดีเป็นผลให ้S. Anatum เกิดตะกอนสีด าใน TFXA     

 

 
เช้ือท่ีใชท้ดสอบ 

log 
CFU/mL 

อาหารเหลว 
TFX TFXL TFXO TFXA 

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 
Typical          
S. Enteritidis 3  

 
       

 7  
 

       

S. Rissen 3 
 

        

 7 
 

        

 7  
 

       

S. Weltevreden 3  
 

       

 7  
 

       

S. Paratyphi B 3  
 

       

 7  
 

       

Atypical          

S. Anatum 3  
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 7  
 

       

S. Typhi 3  
 

       

 7  
 

       

 
รูปที่ 4.13 รูปอาหารเหลวใน microwells ท่ีมีไธโอซัลเฟตเฟอริกแอมโมเนียมซิเตรทบนพื้นฐานของ

อาหารเหลว (TFX) ท่ีมีการเติมไลซีน (L), ออร์นิธิน (O), และอาร์จินิน (A) โดยการทดลองมี

การเติมเช้ือ Salmonellae ท่ี 3 และ 7 log CFU/mL เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 

37C 

 
รูปท่ี 4.13 แสดงใหเ้ห็นสีของอาหารเหลว TFX, TFXL, TFXO, และ TFXA ท่ีไดมี้การ inoculated ดว้ย

เช้ือ Salmonella ท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง เวลาการบ่มสอดคลอ้งกบักราฟค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650 (รูป

ท่ี 4.12) การปรากฏของตะกอนสีด าสอดคลอ้งกนัดีกบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650 ท่ีเวลาต่างๆ ดงัแสดง

ในรูปท่ี 4.12 

 
การเกิดผลบวกของ H2S ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงไดถู้กใชใ้นการตดัสินใจเป็นองค์ประกอบปัจจยัส าหรับการ

เลือกกรดอะมิโน ออร์นิธินถูกเลือกใช้ส าหรับเช้ือ typical Salmonella  เพราะสามารถเร่งการเกิด H2S 

production ภายใน 8-14 ชั่วโมง อาร์จินินถูกพิจารณาส าหรับ S. Anatum ซ่ึงเกิดซัลไฟด์ท่ีต ่าในอาหาร

เหลวออร์นิธิน ส าหรับ S. Typhi พฒันาค่าการดูดกลืนแสงท่ีน้อย เม่ือออร์นิธินดีคาร์บอกซีเลชั่นให้

ประสิทธิภาพท่ีดีส่วนมากส าหรับ S. Typhi ดว้ยสัญญาณท่ีนอ้ย (OD650 = 0.7205) 

 
เพื่อท่ีจะตัดสินใจคัดเลือกอาหารเหลว เราได้พล็อตค่า OD650 ของเช้ือ Salmonella และท่ีไม่ใช่เช้ือ 

Salmonellae ในอาหารเหลว TFX, TFXL, TFXO, และ TFXA ส าหรับ 48 ชัว่โมง และอ่านผลบวกและ

ลบของการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด ์(รูปท่ี 4.14) ในตารางท่ี 4.1 ผลท่ีอธิบายเป็น H2S ท่ีเป็น (+) เม่ือ OD650 

ของตวัอยา่ง  OD650 ของเช้ือแข่งขนัท่ีไม่สามารถเกิดเป็นไธโอซลัเฟตรีดิวซ่ิงซ่ึงให้ค่าความขุ่นสูงท่ีสุด 

และ H2S ท่ีเป็น (-) เม่ือ OD650 ของตวัอยา่ง   OD650 ของเช้ือแข่งขนั ไม่เกิดไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิงท่ีเป็น

เช้ือแข่งขนัซ่ึงให้ค่าความขุ่นสูงท่ีสุด การอ่านผลจากรูปท่ี 4.14 ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงของการบ่มไดถู้กสรุป

ในตารางท่ี 4.1 ไลซีนและออร์นิธินท่ีเป็นเบสอาหารเหลวไดป้ระสบความส าเร็จในการแยก Citrobacter 
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freundii ออกจาก Salmonella ในขณะท่ี P. mirabilis และ P. vulgaris ยงัคงให้ผลบวก การพิจารณาทั้ง 

sensitivity และ selectivity ของ Salmonella, ไลซีน, ออร์นิธิน, และอาร์จินิน แสดงให้เห็นผลส าเร็จใน

แง่มุมท่ีแตกต่างกนั ออร์นิธิน (sensitive กบัเช้ือโดยส่วนใหญ่ของ Salmonella) และอาร์จินิน (sensitive 

กบัเช้ือ S. Anatum) ถูกเป็นสารท่ีสนใจโดยส่วนมากส าหรับการใช้เป็นส่วนผสมในอาหารเหลว เพื่อ

พฒันาความเป็น sensitivity ส าหรับ S. Typhi ดงันั้นไดย้ืนยนัต่อไปและประเมินการใช้ร่วมกนัของออร์

นิธินและอาร์จินินในทั้งคู่และแบบ triple กรดอะมิโน   

 
(a) TFX 

 
(b) TFXL 

 

รูปที่ 4.14 ค่าการดูดกลืนแสง OD650 ท่ีเวลาต่างๆ ของไธโอซลัเฟต-รีดิวซ์ซ่ิงของกลุ่มเช้ือ Salmonella ไธ

โอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิง และท่ีไม่ใช่ไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิงซ่ึงไม่ใช่เช้ือกลุ่มเช้ือ Salmonellae (7 log 
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CFU/mL) ในอาหาร TFX (a), มีส่วนผสมไลซีน (b), ออร์นิธิน (c), และอาร์จินิน (d) อาหาร

เหลวบรรจุในเพลท microwell ภายใตก้ารเพาะบ่มท่ีมีออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง 

 
(c) TFXO 

 
(d) TFXA 

รูปที ่4.14  ค่าการดูดกลืนแสง OD650 ท่ีเวลาต่างๆ ของไธโอซลัเฟต-รีดิวซ์ซ่ิงของกลุ่มเช้ือ Salmonella ไธ

โอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิง และท่ีไม่ใช่ไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิงซ่ึงไม่ใช่เช้ือกลุ่มเช้ือ Salmonellae (7 log 

CFU/mL) ในอาหาร TFX (a), มีส่วนผสมไลซีน (b), ออร์นิธิน (c), และอาร์จินิน (d) อาหาร
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เหลวบรรจุในเพลท microwell ภายใตก้ารเพาะบ่มท่ีมีออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง (ต่อ) 

 
ตารางที่ 4.1 สรุปความสามารถในการคดัเลือกในอาหารเหลวไธโอซลัเฟต-เฟอร์ริก แอมโมเนียมซิเตรท 

(TFX) ท่ีไดมี้การเสริมดว้ยกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนั; ไลซีน (L), ออร์นิธิน (O), และอาร์จิ

นิน (A) ทดสอบด้วยเช้ือ Salmonellae หรือท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonellae ท่ี 7 log CFU/mL ท า

การบ่มท่ี 37C (ผลท่ี 24 ชัว่โมงของการบ่ม) 

เช้ือทีใ่ช้ในการทดสอบ 
การเกดิ H2S จากการ  

รีดักช่ันของไธโอซัลเฟต 
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 - - - - - 
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Yersinia enterocolitica - - - - - 

แบคทเีรียแกรมบวก      

ทีไ่ม่ใช่เช้ือ Salmonella      

Enterococcus faecalis - - - - - 

Listeria innocua - - - - - 

Staphylococcus aureus - - - - - 

*ผลการทดลองอยูบ่นพ้ืนฐานของ OD650 ของอาหารเหลวท่ีไดเ้พาะบ่มเช้ือ ส าหรับ blank สอดคลอ้งกบัอาหารเหลวท่ีไม่

มีเช้ือ และอธิบายเป็นผลบวก positive H2S (+) สะทอ้นการเจริญเติบโตของเซลล ์และผลลบ H2S (-) สะทอ้นการไม่เกิด

ไฮโดรเจนซลัไฟด.์ +,  OD650 ของตวัอยา่ง  OD650 ของตวัอยา่งท่ีเกิดจากความขุ่นเช้ือโดยส่วนใหญ่ท่ีไม่ไดเ้กิดจาก H2S 

(-); -, OD650 ของตวัอยา่ง  OD650 ของตวัอยา่งท่ีเกิดจากความขุน่เช้ือโดยส่วนใหญ่ท่ีไม่ไดเ้กิดจาก H2S (-)      

 
4.4.2 ผลของการรวมกนัของไลซีน, ออร์นิธิน, หรืออาร์จินินดีคาร์บอกซีเลช่ันทีม่ีต่อการเกดิ H2S 

production 

ตามท่ีผลของกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ ออร์นิธินไดท้  าให้เกิดตะกอนสีด าของ FeS โดยเช้ือส่วนใหญ่

ของ Salmonella แต่ให้ผลในระดบัปานกลางใน S. Paratyphi B และเล็กน้อยมากใน S. Anatum และ S. 

Typhi อาร์จินินถูกพบวา่ให้ผลท่ีดีมากส าหรับ S. Anatum แต่ไม่ค่อยดีในเช้ืออ่ืนๆ ดงันั้นเราไดส้มมติการ

ผสมกรดอะมิโนอาจจะท าใหเ้กิด H2S production มากท่ีสุด และเกิดตะกอนสีด าของไอรอนซลัไฟด ์จาก

ผลของกรดอะมิโนเด่ียว การรวมกนัของออร์นิธินและอาร์จินินไดถู้กน าเสนอ อยา่งไรก็ตามเราไดศึ้กษา

แบบ double และ triple ของการรวมกนัทั้ง 3 กรดอะมิโนในเซ็ทของการทดลองต่อไป โดยอาหารเหลว, 

TFX ไดถู้กเตรียมและเติมดว้ย (1) ไลซีน (L) และ ออร์นิธิน (O), (2) ออร์นิธิน (O) และอาร์จินิน (A), (3) 

ไลซีน (L) และอาร์จินิน (A), (4) ไลซีน (L), ออร์นิธิน (O) และอาร์จินิน (A) เพื่อให้ได้อาหารเหลว 

TFXLO, TFXOA, TFXLA, และ TFXLOA ตามล าดบั เช้ือ Salmonella ท่ีสามารถเกิดไธโอซลัเฟต-รีดิวซ์

ซ่ิงและท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonellae (7 log CFU/mL) ไดถู้กน ามาทดสอบในการศึกษาอาหารดงักล่าว เพื่อ

ศึกษาผลของกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ของการเกิดตะกอนสีด า ในขณะคดัเลือกเช้ือท่ีเป็นเช้ือแข่งขนั

ของ Salmonella ส าหรับอาหารท่ีเป็นตวัควบคุมมีส่วนประกอบกรดกรดอะมิโนเป็น TFX ท่ีมีไลซีนหรือ 

TFXL  

 
รูปท่ี 4.15 และ 4.16 ได้แสดงให้เห็นการตกตะกอนสีด าท่ีเป็นผลมาจาก Salmonella และท่ีไม่ใช่เช้ือ 

Salmonellae ตามล าดบั ในอาหาร TFX ท่ีมีการเสริมดว้ยกรดอะมิโนแบบ double และ triple หลงัจาก 24 

ชัว่โมงของการบ่มไดถู้กประเมินดว้ยสายตา การตกตะกอนสีด าปรากฏมากใน LO, OA, LA, และ LOA 
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กวา่อาหารเหลวท่ีเป็น TFXL ดว้ยเช้ือ typical Salmonella ทั้งหมดและ S. Anatum สภาวะโดยส่วนใหญ่ท่ี

เหมาะสมของการเสริมร่วมกนัดว้ยกรดอะมิโน ส าหรับ S. Anatum มีแนวโนม้เป็น LA ไม่มีการพฒันา

ของการเกิดตะกอนด าถูกสังเกตใน S. Typhi ในทุกอาหารเหลวทั้งหมดท่ีมีกรดอะมิโน 2 ตวัหรือ 3 ตวั 

ในการสนบัสนุนการเกิด H2S production และการเกิดตะกอนสีด าของไอรอนซลัไฟด ์จากการสังเกตดว้ย

สายตา มนัยากในการตดัสินซ่ึงการใช้กรดอะมิโนในการเสริมร่วมกนัเป็นส่วนใหญ่ท่ีมีประสิทธิภาพ 

ดงันั้นเราใช ้OD650 ในการวดัปริมาณของการเกิดตะกอนสีด า เราไดพ้ล็อตค่า OD650  ท่ีเวลาต่างๆ ของแต่

ละเช้ือในแต่ละอาหาร เพื่อตดัสินใจคดัเลือกกรดอะมิโนท่ีเหมาะสมซ่ึงใหก้ารเกิดตะกอนสีด าของอาหาร

เหลว 

 

เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ บนพื้นฐานอาหาร TFX 
L LO OA LA LOA 

Salmonellae      
Typical      
S. Enteritidis  

 
    

S. Rissen  
 

    

S. Typhimurium  
 

    

S. Weltevreden  
 

    

S. Paratyphi B  
 

    

Atypical      
S. Anatum  

 
    

S. Typhi  
 

    

 

รูปที ่4.15 การเกิดไฮโดรเจนซลัไฟดข์องเช้ือ Salmonella ชนิดต่างๆ (ปริมาณเซลล ์7 log CFU/mL) ในอาหาร

เหลวไธโอซลัเฟตเฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรท เบสอาหารเหลว (TFX) ท่ีมีการเสริมดว้ยกรดอะมิ

โนท่ีแตกต่างกนั; (1) ไลซีน (L) และออร์นิธิน (O), (2) ออร์นิธิน (O) และอาร์จินิน (A), (3) ไลซีน 

(L) และอาร์จินิน (A), (4) ไลซีน (L), ออร์นิธิน (O) และอาร์จินีน (A) เพื่อให้ได้อาหารเหลว 
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TFXLO, TFXOA, TFXLA, และ TFXLOA ภายใตก้ารบ่มเพาะท่ีมีออกซิเจน อุณหภูมิ 37C เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง ส าหรับอาหารท่ีเป็นสภาวะควบคุมเป็น TFX ท่ีมีไลซีน, TFXL อาหารเหลว 

 

เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ บนพื้นฐานอาหาร TFX 
L LO OA LA LOA 

ไม่ใช่เช้ือ Salmonella, แกรมลบ      
Citrobacter freundii  

 
    

Proteus mirabilis  
 

    

Proteus vulgaris  
 

    

Enterobacter aerogenes  
 

    

Escherichia coli  
 

    

Klebsiella pneumoniae  
 

    

Serratia marcescens  
 

    

Shigella flexneri  
 

    

Shigella sonnei  
 

    

Yersinia enterocolitica  
 

    

 
รูปที ่4.16  การเกิดไฮโดรเจนซลัไฟดข์องเช้ือ non-salmonellae (7 log CFU/mL) ในไธโอซลัเฟตเฟอร์ริก

แอมโมเนียมซิเตรทบนเบสอาหารเหลว (TFX) ท่ีเสริมดว้ยกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนั; (1) ไล

ซีน (L) และ ออร์นิธิน (O), (2) ออร์นิธิน (O) และอาร์จินิน (A), (3) ไลซีน (L) และอาร์จินิน 

(A), (4) ไลซีน (L), ออร์นิธิน (O) และอาร์จินิน (A) เพื่อใหไ้ดอ้าหารเหลว TFXLO, TFXOA, 

TFXLA, และ TFXLOA ภายใตก้ารบ่มเพาะท่ีมีออกซิเจน อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ส าหรับ medium ท่ีเป็นสภาวะควบคุมเป็น TFX ท่ีมีไลซีน, TFXL อาหารเหลว 
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ตารางท่ี 4.2 ไดส้รุปผลของการเกิด H2S production ในทุกแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบบนพื้นฐานของ

การอ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650 ท่ีเวลาต่าง ๆ ผลบวกและผลลบจากการอ่านค่า OD650 ไดถู้กบ่งช้ีเพื่อ

การสังเกตจากการดูดว้ยสายตา 

 
ตารางที ่4.2 สรุปความสามารถในการคดัเลือกจากอาหารเหลวไธโอซลัเฟต-เฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรท 

บนพื้นฐานอาหารเหลว (TFX) ท่ีมีการเสริมดว้ยกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนั; (1) ไลซีน (L) 

และ ออร์นิธิน (O), (2) ออร์นิธิน (O) และอาร์จินิน (A), (3) ไลซีน (L) และ อาร์จินีน (A), 

(4) ไลซีน (L), ออร์นิธิน (O) และอาร์จินิน (A) เป็นอาหารเหลว TFXLO, TFXOA, TFXLA, 

และ TFXLOA ภายใตก้ารบ่มเพาะท่ีมีออกซิเจน อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง อาหาร

ท่ีสภาวะ control เป็น TFX ท่ีมีไลซีน, TFXL  

เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ การเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์
จากไธโอซลัเฟตรีดกัชัน่ 

อาหารเหลว TFX 
L LO OA LA LOA 

Salmonellae       
Typical serovars       
S. Enteritidis + + + + + + 
S. Rissen + + + + + + 
S. Typhimurium + + + + + + 
S. Weltevreden + + + + + + 
S. Paratyphi B + + + + + + 
Atypical serovars       
S. Anatum + + + + + + 
S. Typhi + - - - - - 
Non-salmonellae, 
Gram-negative 

      

Citrobacter freundii + - + + + + 
Proteus mirabilis + + + + + + 
Proteus vulgaris + + + + + + 
Escherichia coli - - - - - - 
Klebsiella pneumoniae  - - - - - - 
Serratia marcescens - - - - - - 
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Pseudomonas 
aeruginosa 

- - - - - - 

Shigella flexneri - - - - - - 
Shigella sonnei - - - - - - 
Yersinia enterocolitica - - - - - - 
Non-salmonellae, 
Gram-positive 

      

Enterococcus faecalis - - - - - - 
Listeria innocua - - - - - - 
Staphylococcus aureus - - - - - - 

 
*ผลการทดลองอยูบ่นพ้ืนฐานของการเปล่ียนแปลงค่าการดูดกลืนแสง OD650 ของอาหารเหลวท่ีมีเช้ือเจริญเติบโต

สมัพนัธ์กบั blank ท่ีเป็น control (สอดคลอ้งกบัอาหารเหลวท่ีไม่ไดมี้การเพาะบ่ม) และอธิบายเป็นผลบวก H2S (+) 

สะทอ้นการเกิดปฏิกริยาและเป็นผลลบ H2S (-) สะทอ้นการไม่เกิดปฏิกริยา H2S (+), OD650 ของตวัอยา่ง  OD650 ของ

เช้ือแบคทีเรียท่ีใหค้วามขุ่น - H2S (-) bacterium; -, OD650 ของตวัอยา่ง  OD650 ของเช้ือแบคทีเรียโดนส่วนใหญ่ท่ีให้

ความขุ่น-H2S (-) bacterium 

 

ในตารางท่ี 4.3 เราไดเ้ปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสง OD650 ท่ี 24 ชัว่โมงของอาหารท่ีมีการใชก้รดอะมิ

โนเด่ียวและ double/triple amino acids ท่ามกลางการใช้เช้ือ Salmonella สายพนัธ์ุท่ีแตกต่างกันเพื่อ

คดัเลือก กรดอะมิโนท่ีมีประสิทธิภาพในการน าไปผสมส าหรับการเกิด H2S production สัญญาณค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ี OD650 ของ typical Salmonella ไดพ้ฒันาปรับปรุงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือการเปล่ียนไลซีนไป

เป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ กรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัไดส่้งผลให้ค่า OD650 ท่ีสูง โดยให้ค่าท่ีแตกต่างกนั

ข้ึนกบั Salmonella ซีโรวาร์ ส าหรับตวัอยา่งออร์นิธิน (S. Enteritidis) และออร์นิธินบวกกบัอาร์จินิน (S. 

Rissen) ไม่สามารถให้ค่า OD650 สูงท่ีสุดในทุก Typical Salmonella, สูตรโดยส่วนใหญ่; OA ได้ถูก

คดัเลือกเพราะสามารถให้ค่า OD650 มากกวา่ 1.7 เป้าหมายหลกัโดยส่วนใหญ่ส าหรับอาหารท่ีเสริมดว้ย 

double หรือ triple กรดอะมิโนท่ีเหมาะสมได้ถูกพัฒนาสัญญาณค่าการดูดกลืนแสงใน atypical S. 

Anatum และ S. Typhi อย่างไรก็ตาม ไม่มี double หรือ triple ของกรดอะมิโน ท่ีเม่ือมีการใช้ร่วมกนั

สามารถเพิ่มค่าการดูดกลืนแสง OD650 ของเช้ือ S. Anatum สัมพนัธ์สอดคลอ้งกบัอาร์จินินเพียงอยา่งเดียว 

(OD650 = 2.147) ในการเสริมดว้ยกรดอะมิโนทั้งหมดเป็นผลให้เกิดตะกอนท่ีน้อยและให้ค่า OD650 ท่ีต  ่า

ใน S. Typhi (OD650 = 0.425-0.796) ค่าสูงท่ีสุด OD650 ของ S. Typhi เป็นจากสูตรท่ีมีการเสริมด้วยออร์

นิธิน (OD650 = 0.796) การสรุปการใช้ร่วมกันของกรดอะมิโนไม่สามารถท่ีจะพัฒนาการเ กิด
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ไฮโดรเจนซัลไฟด์ใน atypical Salmonella ซีโรวาร์ (S. Anatum และ S. Typhi) แต่เป็นท่ีโชคดี การใช้

ร่วมกนัของออร์นิธินและอาร์จินินได้พฒันาการเกิดตะกอนสีด าเปรียบเทียบกับกรดอะมิโนอ่ืนๆ ท่ี

ทดสอบ ดงันั้นเราได้เลือกออร์นิธินและอาร์จินินเป็นเบสสารอาหาร ส าหรับการพฒันาต่อไป เพราะ

น ้ าตาลมีผลอยา่งมีนยัส าคญักบัการเกิดไธโอซลัเฟตรีดกัชัน่และการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์ในแบคทีเรีย 

เราไดศึ้กษาผลของไฮโดรเจนซลัไฟด์ใน Salmonella และเช้ือแข่งขนัท่ีมีการใช้น ้ าตาลท่ีหลากหลายใน

การเติมลงในอาหาร TFOA โดยไดต้รวจติดตามการตกตะกอนและวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650   

 
ตารางที ่4.3 ค่า OD650 ของอาหารท่ีมีการบ่มเพาะเช้ือ Salmonella ซีโรวาร์ในการใชก้รดอะมิโนเด่ียว, 

แบบคู่, และแบบผสม 3 ชนิดในอาหารเหลว TFX ภายใตอุ้ณหภูมิการบ่มท่ี 37C เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง 

Salmonellae เบสของอาหาร TFX 
control L O A LO OA LA LOA 

Typical serovars 
S. Enteritidis 0.631±0.011 1.235±0.042 2.637±0.020 0.781±0.039 2.421±0.002 2.460±0.013 1.561±0.006 2.023±0.009 
S. Rissen 0.570±0.022 1.887±0.040 1.745±0.051 1.533±0.017 1.406±0.028 1.986±0.010 1.612±0.014 1.478±0.049 
S. Typhimurium 0.511±0.037 1.481±0.011 1.284±0.032 1.228±0.062 1.468±0.006 1.720±0.003 1.468±0.006 1.895±0.002 
S. Weltevreden 0.518±0.022 1.540±0.020 2.143±0.046 0.706±0.020 1.368±0.005 2.178±0.012 1.256±0.003 1.290±0.001 
S. Paratyphi A 0.523±0.021 1.078±0.039 1.066±0.034 0.446±0.026 2.397±0.008 1.783±0.006 1.740±0.001 2.232±0.001 
Atypical serovars 
S. Anatum 1.199±0.007 0.912±0.005 0.319±0.009 2.147±0.013 0.360±0.004 0.875±0.013 1.611±0.004 0.603±0.011 
S. Typhi 0.384±0.012 0.663±0.017 0.796±0.103 0.425±0.043 0.672±0.008 0.455±0.007 0.628±0.010 0.633±0.011 

 

4.4.3 การศึกษาน า้ตาล (Fermentable carbohydrate) ในอาหาร TFOA ของการเกดิ H2S production 

การเกิดกรดท่ีเกิดจากผลของการใชค้าร์โบไฮเดรตอาจส่งผลกระทบกบัการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์ Veron 

และ Gasser (1963) ไดร้ายงานท่ีสภาวะเง่ือนไขภายใตก้รด แบคทีเรียท่ีสามารถเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์ไม่

สามารถเกิดตะกอนสีด าของไอรอนซลัไฟด์ได้ ในการศึกษาปัจจุบนั ความสามารถในการ fermentation 

ของคาร์โบไฮเดรตของเช้ือ Salmonella และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonella (โดยเฉพาะเป็นพิเศษ Citrobacter 

และ Proteus spp.) ได้ถูกคัดแยกส าหรับการเติมแหล่งของคาร์โบไฮเดรตเพื่อท่ีจะเพิ่มการเกิด

ไฮโดรเจนซลัไฟด์ใน Salmonella แต่ไม่ใน Citrobacter และ Proteus spp. น ้ าตาลทั้ง 19 ชนิด โดยแต่ละ

ชนิดไดถู้กเติมลงในอาหารเหลว TFOA จากผลการทดลองไธโอซลัเฟตรีดิวซ์ซ่ิง Salmonella และท่ีไม่ใช่

เช้ือ Salmonella เช้ือแต่ละตวัไดถู้กบ่มเพาะลงในแต่ละ well ท่ีไดมี้การเติมอาหารเหลวท่ีตอ้งการทดสอบ 
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และเม่ือท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 – 48 ชัว่โมง อาหารเหลวในสภาวะควบคุมท่ีเป็น TFOA 

ซ่ึงมี xylose ค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650 ถูกใชว้ดัปริมาณการตกตะกอนของไอรอนซลัไฟด ์ 

 
เกณฑ์ในการเลือกแหล่งของคาร์โบไฮเดรตพิจารณาจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงของ OD650 จากการ

ทดสอบของเช้ือ Salmonellae โดยเฉพาะเป็นพิเศษส าหรับ S. Anatum และ S. Typhi ในขณะท่ีการยบัย ั้ง

การเกิดตะกอนสีด าในเช้ือท่ีไม่ใช่ Salmonellae ท่ามกลางน ้ าตาลท่ีใชท้ดสอบทั้งหมดไดค้ดัเลือกน ้ าตาล 

ทรีฮาโลสเติมลงในอาหารเหลว TFOA เพราะน ้ าตาลดงักล่าวให้ค่า OD650 ท่ีสูงกว่าน ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ 

ส าหรับเช้ือ Salmonella โดยส่วนใหญ่รวมถึง S. Anatum และ S. Typhi (ตารางท่ี 4.4) การใชน้ ้ าตาลท่ีชา้

ของทรีฮาโลสในเช้ือ S. Anatum ท่ีไดค้งไวข้องค่าความเป็นกรด - ด่างท่ี 7 โดยสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับ

การเกิด pH ท่ีเพิ่มข้ึนจากอาร์จินินดีคาร์บอกซีเลชัน่และส่งผลให้เกิดการตกตะกอนสีด า (Goldschmidt 

และ Lockhart, 1971) 

 
S. Typhi ไดร้ายงานความสามารถในการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ท่ีอ่อนในอาหารแข็งท่ีหลากหลายและ

โดยปกติให้โคโลนีท่ีเป็นสีด าเล็กกว่าเช้ือ Salmonella สายพนัธ์ุอ่ืนๆ หรือบางทีอาจเกิดความผิดพลาด

โดยส้ินเชิง (Janda, 2008; Park et. al., 2012) ความผิดพลาดในการตรวจสอบไฮโดรเจนซัลไฟด์อาจ

เป็นไปไดเ้น่ืองจากสภาวะความเป็นกรดของอาหารตามดว้ยการเกิด fermentation ของคาร์โบไฮเดรตท่ี

ไม่เหมาะสม (Kolmos และ Schmidt, 1987) ค าถามเป็น ถา้การเกิดกรดจากกระบวนการใชค้าร์โบไฮเดรต

ลดการเกิดซัลไฟด์ การ fermentation สามารถท่ีจะถูกก าจดัได ้โดยมีการกล่าวถึงว่าอะมิโนดีคาร์บอก

ซีเลชัน่ในแบคทีเรียส่วนใหญ่รวมถึง Salmonella จ าเป็นตอ้งใชน้ ้าตาลหรือคาร์โบไฮเดรตเพื่อให้เกิดกรด

ท่ีจะไปสนบัสนุนการเกิดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ท่ีเร็ว (Bearson et. al., 1998; Viala et. al., 2011) ตามท่ี

เห็นในอาหารเหลว ภายใตก้ารไม่มีคาร์โบไฮเดรตหรือ TFOA ใน Salmonella (ตารางท่ี 4.4) ให้ค่าการ

ดูดกลืนแสง OD650 ท่ีนอ้ยกวา่และการตกตะกอนสีด าท่ีให้ผลความแตกต่างอยา่งชดัเจน เช้ือ Salmonella 

ทั้งหมดไดถู้กสังเกต S. Typhi ไดแ้สดงให้เห็นไม่มีการตกตะกอนท่ี 24 หรือ 48 ชัว่โมงของการบ่ม แต่

การตกตะกอนสีด าถูกเห็นไดใ้น TFOA ท่ีมีไซโลส (สภาวะควบคุม) ท่ี 48 ชัว่โมง ในกรณีของ S. Typhi 

มนัเป็น negative – ODC แต่เป็น positive-ADC ดงันั้น ADC กลายเป็นอลัคาไลน์ในระดบัช้าและอย่าง

สุดทา้ยการเกิด H2S ท่ีชา้ ทรีฮาโลสอาจจะเป็นคาร์โบไฮเดรตโดยส่วนใหญ่ท่ีตอ้งการส าหรับการเกิดกรด

ท่ีจะไปเร่งการเกิดของ ADC ดงันั้นทรีฮาโลสจะไปเร่งการเกิดไฮโดรเจน H2S production และใหผ้ลบวก

ภายใน 24 ชัว่โมงเร็วกวา่การใช ้xylose (48 ชัว่โมง) 
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Salmonella อ่ืนๆ (ไม่รวม S. Anatum และ S. Typhi) เห็นดว้ยกบัการใชไ้ซโลสส าหรับการสนบัสนุนการ

เกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์มากกวา่ทรีฮาโลส (ตารางท่ี 4.4) การใชไ้ซโลสไดใ้ห้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงกวา่ 

OD650 และเกิดตะกอนสีด ากวา่การใชท้รีฮาโลส ส าหรับเช้ือ Typical Salmonella ทั้งทรีฮาโลสและหรือ

ไซโลสบนเบสสูตรอาหารอาจจะถูกใชค้วบคู่ส าหรับการตรวจวเิคราะห์เช้ือ Salmonella ทั้งท่ีเป็น typical 

และ atypical ซีโรวาร์ 

 
การคดัเลือกอาหารเหลว, TFOA ท่ีมีทรีฮาโลส C. freundii และ P. vulgalis ไดแ้สดงให้เห็นการปรับปรุง

พฒันาความสามารถในการ selectivity เปรียบเทียบกบัการใช ้xylose อยา่งไรก็ตามมนัยงัคงแสดงผลเป็น

บวกดว้ย P. mirabilis (ตารางท่ี 4.5) เน่ืองจากการ fermentation ของทรีฮาโลสในเช้ือแข่งขนัเหล่าน้ี เช้ือ

เหล่าน้ีไดท้  าให้เกิดกรดเร่ิมตน้ในอาหารมากเกินพอ ซ่ึงส่งผลใหเ้กิดการช้าของปฏิกิริยาทางอลัคาไลน์

โดยเช้ือเหล่าน้ี และการเกิดสีด าของอาหารเหลวของเช้ือเหล่าน้ีไม่ไดป้รากฏถึงแมจ้ะใชเ้วลาในการบ่มท่ี

นานถึง 48 ชัว่โมง (Park et. al., 2012) Park และคณะ (2012) ไดร้ายงานถึงผลของชนิดคาร์โบไฮเดรต

และความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมเพื่อท่ีจะขดัขวาง C. freundii และ P. mirabilis และประสบความส าเร็จใน

การออกแบบอาหารแข็งจ า เพาะใหม่ , XA, ด้วยความเข้มข้นของอะราบิโนสท่ีเหมาะสม ทรี

ฮาโลสหรืออะราบิโนสและคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ (ยกเวน้ฟรุคโตสและมอลโทส) ท่ีเป็นส่วนผสมใน

อาหารเหลว สามารถท่ีจะหยุดการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ใน C. freundii และ P. vulgaris แต่ไม่ส าหรับ

ใน P. mirabilis การพฒันาต่อไปเพื่อคดัแยกเช้ือ P. mirabilis อาจจะจ าเป็นกบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ี

ไดต้ั้งไวข้องคาร์โบไฮเดรต อีกวิธีเป็นการใช ้AADC ส าหรับการบ่งช้ีควบคู่กนัไปของเช้ือแข่งขั้นทั้ง 3 

ตวั ซ่ึงเป็น LDC-negative 

 
ตารางที ่4.4 ค่าการดูดกลืนแสง OD650 ของเช้ือ Salmonella (7 log CFU/mL) ท่ีไดบ้่มเพาะเจริญในอาหาร

เหลว TFOA ท่ีมี xylose/ไม่มี xylose หรือทรีฮาโลส (คดัเลือกจาก 19 น ้ าตาล) ท่ีไดท้  าการ

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

เช้ือ Salmonella H2S production from 
thiosulfate reduction 

อาหารเหลวเบสของ TFOA  

-  Xylose  Trehalose  

Typical serovars OD650 Eye OD650 Eye OD650 Eye 
S. Enteritidis 
 

+ 0.826±0.004  1.705±0.005  1.273±0.003  

S. Rissen 
 

+ 0.435±0.026  2.085±0.004  1.209±0.006  
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S. Typhimurium 
 

+ 1.337±0.005  1.796±0.003  1.613±0.003  
 
 

S. Weltevreden + 0.880±0.022  
 
 

1.989±0.002  1.551±0.005  

S. Paratyphi B + 0.714±0.005  
 
 

2.063±0.005  2.028±0.005  

Atypical serovars 
       

S. Anatum + 
 

0.978±0.003  1.052±0.003 
 
 

 1.379±0.004  

S. Typhi + 
 

0.177±0.000  0.496±0.004  1.503±0.007 

 

 

 

ตารางที่ 4.5 สรุปความสามารถในการ selectivity ไธโอซัลเฟตเฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรทของอาหาร

เหลว (TFOA) ท่ีไดมี้การเสริมดว้ยทรีฮาโลสเป็นแหล่งของคาร์บอนโดยมีการ inoculated 

ดว้ยเช้ือ Salmonellae และท่ีไม่ใช่เช้ือ Salmonellae ท่ี 7 log CFU/mL, ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 

37C ผลการทดลองอยูบ่นพื้นฐานของการอ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD650 และการสังเกต

ดว้ยตาภายใน 24 ชัว่โมงหลงัการบ่ม 

 
เช้ือท่ีใชท้ดสอบ 

การเกิดไฮโดรเจน 
production จากไธโอซลั    

เฟตรีดกัชัน่ 

TFOA+ไซโลส 
(TFTOA) 

TFOA+ทรีฮาโลส 
(TFTOA) 

Salmonellae    

Typical serovars    

S. Enteritidis + + + 

S. Rissen + + + 

S. Typhimurium + + + 

S. Weltevreden + + + 

S. Paratyphi B + + + 

Atypical serovars    

S. Anatum + + + 

S. Typhi + - + 

ไม่ใช่เช้ือ Salmonella     
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แบคทเีรียแกรมลบ 
C. freundii + + - 
P. mirabilis + + + 

P. vulgaris + + - 
E. aerogenes - - - 
E. coli - - - 
K. pneumoniae - - - 
S. marcescens - - - 
P. aeruginosa - - - 
S. flexneri - - - 
S. sonnei - - - 
Y. enterocolitica - - - 
ไม่ใช่เช้ือ Salmonella  
แบคทเีรียแกรมบวก 

   

E. faecalis - - - 
L. innocua - - - 
S. aureus - - - 

 

เราไดแ้นะน าการใชอ้าหารเหลวบ่งช้ีดว้ยปฏิกิริยา 2 ปฏิกิริยาคือ AADC และ H2S พาราเรลควบคู่กนัไป

เพื่อให้ไดป้ระสิทธิภาพความสามารถในการคดัเลือกเช้ือ Salmonella ไดดี้ท่ีสุด จากการศึกษาดว้ยเช้ือ

บริสุทธ์ิได้มีการพัฒนาสูตรท่ีมีประสิทธิภาพเป็น 7 AADC (mLDB-PR, LRVS, LMC, mODB-PR, 

ORVS, OMC, และ ONB) และ 2 H2S (TFTOA และ TFXOA) เพื่อการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ 

Salmonella เบ้ืองตน้ เราควรท่ีจะประเมินประสิทธิภาพสูตรอาหารในตวัอยา่งอาหารจริง ประสิทธิภาพ

ของอาหารในแต่ละชนิดถูกใช้เป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ในการช่วยเลือกสูตรท่ีมีประสิทธิภาพโดยส่วนใหญ่

ส าหรับในแต่ละปฏิกริยา (LDC, ODC, และ H2S ) เพื่อท่ีจะตรวจสอบความถูกต้องในการสรุปเป็น

โปรโตคอลการวเิคราะห์ต่อไป  
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง 

  
การศึกษาการคดัเลือกเช้ือ Salmonella ในอาหารเหลวบ่งช้ีจ  าเพาะของการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟดเ์พื่อท่ีจะ

ตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ในขั้นตอนการเพิ่มจ านวนไดถู้กศึกษาในตวัอย่างเช้ือ

บริสุทธ์ิ การท าให้เพิ่มจ านวนในอาหารเหลวปฏิกิริยาการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์สามารถท่ีจะตรวจ

วิเคราะห์ความเป็นไปไดใ้นการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella การวิเคราะห์ตรวจสอบโดยการใชไ้มโคร

เพลทสามารถท่ีจะถูกน ามาใช้กบัอาหารหลายชนิดโดยปราศจากส่ิงรบกวนของความขุ่น ความไวและ

ความจ าเพาะของอาหารเหลวไฮโดรเจนซลัไฟด์ของไธโอซลัเฟตรีดิวซ่ิงถูกพฒันาโดยการหาสภาวะท่ี

เหมาะสมในการเลือกใช้กรดอะมิโนและคาร์โบไฮเดรตท่ีสามารถเกิดการเฟอร์เมนเตชั่นได ้S. Typhi 

และ S. Anatum ซ่ึงปกติให้อัตราการเกิดไธโอซัลเฟตรีดักชั่นท่ีน้อย ในงานวิจัยได้ศึกษาสภาวะท่ี

เหมาะสมจนสามารถให้การตกตะกอนสีด าท่ีมากในการพฒันาเป็นอาหารเหลว โดยสูตรอาหารเหลว 

H2S ท่ีมีประสิทธิภาพถูกพฒันาเป็นอาหารเหลว 2 ชนิดคือ TFTOA และ TFXOA (ไธโอซลัเฟต, เฟอริก

แอมโมเนียมซิเตรท, ออร์นิธิน, และอาร์จินินร่วมกับทรีฮาโลสหรือไซโลส ตามล าดับ) TFTOA มี

ประสิทธิภาพในการเพิ่มการตกตะกอนสีด าและให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 สูง (OD650) ของ S. Typhi 

และ S. Anatum และแสดงความไวท่ีดีในการบ่งช้ีเช้ือ Salmonella ท่ีสามารถใชไ้ธโอซัลเฟต-รีดิวซ่ิงได ้

ในขณะท่ีอาหารเหลว TFXOA ภายใน 24 ชัว่โมง ให้ผลท่ีมีความไวท่ีสูงส าหรับเช้ือ typical Salmonella 

แต่นอ้ยส าหรับ S. Typhi และ S. Anatum วธีิการวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยการวดัท่ีความยาวคล่ืน 650 นา

โนเมตร เพื่อวดัตะกอนสีด าของไอรอนซลัไฟด์ในไมโครเวล มีความประสบความส าเร็จใชเ้ป็นเคร่ืองมือ

ส าหรับการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับอาหารเหลวในการทดสอบกบัเช้ือบริสุทธ์ิ  
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ผลผลติ (Output) 

1. ผลงานตีพมิพในวารสารวชิาการทั้งในระดับชาติและนานาชาติ (ระบุช่ือผู้แต่ง ช่ือเร่ือง ช่ือวารสาร ปี 

เล่ม เลขที ่และหน้า) 

 1.1 Khueankhancharoen, J., Deepatana, A. and Thipayarat, A., 2019, “Combined effect of amino acid 
decarboxylation on the improvement of hydrogen sulfide enrichment media for presumptive 
screening of thiosulfate-reducing Salmonella”, Srinakharinwirot University (Journal of Science and 
Technology), TCI-Tier 1, submitted. 
 

2. การจดสิทธิบัตร 
 อาหารเหลวบ่งช้ีการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟดส์ าหรับตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของซลัโมเนลลา 

  
3. ผลงานเชิงพาณชิย์ (มีการน าเสนอไปผลติ/ขาย/ก่อให้เกดิรายได้ หรือมีการประยุกต์ใช้โดยภาคธุรกจิ

หรือบุคคลทัว่ไป 

 เทคนิคการเพาะเล้ียงขนาดจุลภาคร่วมกบัอาหารเหลวบ่งช้ีการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์ มีการน าผลงาน

ไปเสนอการใชป้ระโยชน์ท่ีบริษทั ซีพีแรม จ ากดัโดยโรงงานดงักล่าวด าเนินธุรกิจแปรรูปผลิตภณัฑ์

จากไก่ ทางคณะผูว้ิจยัไดน้ าชุดทดสอบไปทดลองสาธิตตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella 

spp. ในผลิตภณัฑ์ไก่ ตรวจสอบความสะอาดของวสัดุ อุปกรณ์เคร่ืองจกัร ดว้ยการ swab testing ผล

การทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบัวิธีการวิเคราะห์ของโรงงานดว้ยเวลาท่ีใช้ในการวิเคราะห์ท่ีน้อยกว่า 

สามารถวเิคราะห์ตวัอยา่งไดจ้  านวนมาก เทคนิคดงักล่าวอยูใ่นระหวา่งการพิจารณาท่ีจะเป็นส่วนหน่ึง

ของการตรวจสอบสุขลกัษณะท่ีดีในการผลิตของโรงงาน  

  
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 

 ชุดตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella ดว้ยราคาท่ีไม่แพง อุตสาหกรรมขนาดเล็กตลอดจน 

SME สามารถจดัหาหรือจดัซ้ือไดเ้พื่อน าไปใช้ประโยชน์ในการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่าง ซ่ึงเทคนิค

ดงักล่าวให้ผลการวิเคราะห์เบ้ืองตน้ท่ีรวดเร็ว สามารถตดัสินใจในการปล่อยสินคา้ไดอ้ยา่งมัน่ใจ ลด

การเก็บของสินคา้คงคลงั ท าให้ประหยดัค่าใชจ่้ายในการเก็บรักษา สามารถวิเคราะห์ตวัอยา่งไดม้าก

ซ ้ า ท าให้ลดความผิดพลาดท่ีเกิดจากวิเคราะห์ ช่วยแกปั้ญหาจากการท่ีสินคา้ถูกตีกลบัเน่ืองจากมีการ

ตรวจพบเช้ือท่ีปลายทาง นอกจากยงัเป็นการช่วยลดดุลการคา้จากการน าเขา้ชุดทดสอบท่ีมีราคาแพง

จากต่างประเทศ เป็นการส่งเสริมศกัยภาพความสามารถนกัวทิยาศาสตร์ไทย  
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