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ในปัจจบุันเช้ือ Salmonella spp. เป็นปญัหาด้านสาธารณสุขทีส่ าคัญทั่วโลก ซึ่งส่วนใหญ่เกิดจากอาหารที่มีการปนเปื้อนเช้ือ Salmonella spp. โดยมักพบได้ในเนือ้ไก่สด สุกร ไข่ ผลิตภัณฑ์จากนม ผัก และผลไม้ ความปลอดภัยของ
อาหารก าลงักลายเป็นประเด็นด้านสาธารณสุขทีส่ าคัญมากข้ึน โดยเช้ือ Salmonella spp. มักพบในอาหารปริมาณต่ า ดังนั้นการตรวจหาจงึเป็นไปได้ยาก โครงการวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาอาหารและสารที่ช่วยส่งเสริมการเจริญของเช้ือ
Salmonella spp. และพัฒนาสูตรอาหารทีส่ามารถส่งเสรมิการเจริญและลดระยะเวลาในการตรวจจบัของเช้ือ Salmonella spp. โดยการเปรียบเทียบอาหาร 3 ชนิด (Buffer peptone water (BPW), Brain heart infusion (BHI) และ Tryptic
soy broth (TSB)) ที่เช้ือเริ่มต้น <1 และ 1-10 CFU/portion ซึ่งพบว่าอาหารเหลวชนิด BHI มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการช่วยสง่เสริมการเตบิโตของเช้ือ Salmonella spp. ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ใช้อาหารเหลว BHI เป็นอาหารหลักที่ใช้ในการพัฒนา
สูตรอาหาร โดยการเสริมด้วย Sodium pyruvate, Magnesium sulphate, Bile salts, Novobiocin และ Trehalose ได้ออกมาเป็นอาหารสูตรใหม่ 17 สูตร (A1-E2) โดยพบว่าอาหารทั้ง 17 สูตรยังไม่สามารถลดระยะเวลาพักตัวของเช้ือ
Salmonella spp. ได้ แต่มีอาหารอยู่ 2 สูตรที่สามารถเพิม่ปริมาณเช้ือ Salmonella spp. ให้เพิ่มข้ีนได้เมื่อเทียบกับอาหารเหลว BHI คือ อาหารสูตร B3 และ B4 โดยที่เช้ือเริ่มต้น <1 CFU/portion อาหารสูตร B3 และ B4 สามารถเพิม่ปริมาณ
เช้ือหลังการเพาะเลีย้งได้ถึง 7.47×108 และ 7.93×108 CFU/ml ตามล าดับ และที่เช้ือเริ่มต้น 1-10 CFU/portion อาหารสูตร B3 และ B4 สารมารถเพิ่มปริมาณเช้ือหลงัการเพาะเลีย้งได้ถึง 8.28×108 และ 8.23×108 CFU/ml ตามล าดับ

- เพื่อศึกษาอาหารและสารที่ช่วยสง่เสริมการเติบโตของเช้ือ Salmonella spp.
- เพื่อศึกษาการเติบโตของเช้ือและน าไปสูก่ารพัฒนาสตูรอาหารที่สามารถสง่เสริมการเจรญิและลด

ระยะเวลาในการตรวจจบัของเช้ือ Salmonella spp.

ผลการศึกษาการคัดเลือกอาหารท่ีเป็นอาหารท่ีมีใช้อยู่ท่ัวไป เพ่ือใช้ในการน ามาพัฒนาสูตรอาหารใหม่
จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง ก า ร ศึ ก ษ า ก า ร เ จ ริ ญ เ ติ บ โ ต  แ ล ะ ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ข อ ง เ ช้ื อ 

Salmonella spp. ในสภาวะต่าง ๆ ได้แก่ เซลล์ปกติ, เซลล์ที่ถูกท าให้บาดเจ็บด้วยการผ่านความร้อน และ
เซลล์ที่ได้รับการบาดเจบ็จากสารเคมี จากนั้นน าเซลล์ที่ถูกทดสอบในสภาวะต่าง ๆ มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ
แบบ non-selective medium (BPW, BHI และ TSB) พบว่าเซลล์ทั้ง 3 สภาวะถูกส่งเสริมการเติบโตได้ดี ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว BHI ดังนั้นในการทดลองต่อไปจะมีการเลือกอาหาร BHI มาเป็นฐานในการทดสอบ
เปรียบเทียบกับอาหารสง่เสริมการเจริญสตูรใหม่ ทั้งนี้ พบว่า ระดับความเข้มข้นที่ <1 CFU/portion นั้นมีผล
ท าให้เกิดความไม่แน่นอนของการวัดทางจุลชีววิทยาได้มากกว่าที่ระดับความเข้มข้น 1-10 CFU/portion

ผลการศึกษาการส่งเสริมการเจริญของเชื้อ Salmonella spp. ของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตท่ีได้รับการพัฒนา
จากการศึกษาการเพาะเลี้ยงเช้ือ Salmonella spp. ที่ผ่านการเลี้ยงในสภาวะแบบปกติเป็นตัวแทน

ของการศึกษาในล าดับข้ันนี้  โดยยังคงใช้ ความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้นที่ระดับ <1 และ 1-10 CFU/portion 
จากนั้นน ามาเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่พัฒนาข้ึนใหม่ จ านวน 17 สูตร (ส่วนประกอบเป็นความลับของ
บริษัท) จากการทดลองพบว่า การศึกษาระยะการเติบโตของเช้ือ Salmonella spp. ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่
พัฒนาใหม่ทั้ง 17 ชนิด (ส่วนประกอบเป็นความลับของบริษัท) (A1-E2) เทียบกับอาหารเลี้ยงเช้ือแบบ 
non selective medium คือ BHI แสดงให้เห็นว่าที่ระยะพักตัวของเช้ือ Salmonella spp. ในอาหารเลี้ยง
เช้ือทั้ง 17 ชนิดนั้น (ส่วนประกอบเป็นความลับของบริษัท) มีระยะพักตัวที่ใกล้เคียงกับอาหาร BHI ดังนั้น
แสดงให้เห็นว่า อาหารทั้ง 17 ชนิด (ส่วนประกอบเป็นความลับของบริษัท) นั้นยังไม่มีประสิทธิภาพมาก
พอที่จะใช้ในการช่วยลดระยะพักตัวของเช้ือ Salmonella spp. ได้ และจากการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
อาหารเลี้ยงเช้ือที่สามารถส่งเสริมของเช้ือ Salmonella spp. ที่ระดับความเข้มข้นเช้ือเริ่มต้น <1 และ 1-10 
CFU/portion หลังผ่านการบม่เปน็เวลา 24 ช่ัวโมง โดยเทียบกับอาหารเลีย้งเช้ือที่มีขายโดยทั่วไป BHI คือ B3 
และ B4 สามารถเพิ่มปริมาณเช้ือหลังบ่มได้ที่ 7.47×108 และ 7.93×108 CFU/ml ตามล าดับ (กรณีเช้ือ
เริ่มต้นที่ <1 CFU/portion) และ 8.28×108 และ 8.23×108 CFU/ml ตามล าดับ (กรณีเช้ือเริ่มต้นที่ 1-10
CFU/portion) โดยการยืนยันผลด้วย CPF Strip test ให้ผลการทดสอบสอดคล้องกับการนับจ านวนบน 
XLD Agar แสดงให้เห็นว่า อาหารเลี้ยงเช้ือนั้น ๆ ไม่มีผลต่อการทดสอบ

การคัดเลือกอาหารท่ีใช้ในการน ามาพัฒนาสูตรอาหารใหม่
การคัดเลือกอาหารที่ใช้ในการพัฒนาสูตรอาหารใหม่ เพื่อหาอาหารที่สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญ และมีระยะพัก

ตัว (Lag phase) ที่สั้นที่สุด ส าหรับใช้เป็นอาหารหลักในการพัฒนาสูตรอาหารที่สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญ และลดระยะ
พักตัว (Lag phase) ของเช้ือ Salmonella spp. ลงได้ โดยจะมีการใช้

- สูตรอาหารที่มีขายโดยทั่วไป ได้แก่ BPW, BHI และ TSB
- อาหารสูตรที่ทางบริษัทท าการพัฒนาข้ึน (ส่วนประกอบเป็นความลับของบริษัท) ได้แก่  A1-A4, B1-B4, C1-

C4, D1-D3 และ E1-E2
จากนั้นท าการศึกษาการเติบโตของเช้ือโดยใช้ S. Typhimurium เป็นต้นแบบ โดยตรวจสอบในสภาวะต่าง ๆ ทั้ง

สังเกตจากการเจริญด้วยการวัดความขุ่น การตรวจสอบการเจริญบนจานเพาะเช้ือ และการทดสอบด้วยชุดทดสอบที่มี
ความจ าเพาะของบริษัท CPF
การศึกษาการเติบโตของเชื้อ Salmonella spp. (Growth curve)

การวัดค่าการเจริญของเช้ือ S. Typhimurium จากการวัดค่าการดูดกลื่นแสงในช่วง 600 นาโนเมตร เพื่อ
เปรียบเทียบระยะพักตัวของเช้ือ S. Typhimurium ในอาหารชนิดต่าง ๆ โดยปิเปตอาหารเลี้ยงเช้ือจากที่มีการเติมเช้ือใน
ปริมาณความเข้มข้น <1 และ 1-10 CFU/portion (ที่ได้จากการค านวณ) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จากนั้นน าไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก ๆ 1 ช่ัวโมง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ด้วยเครื่อง FLUOstar Omegar
Microplate Reader ในทุก ๆ การทดสอบจะท าอย่างน้อย 4 ซ้ า
การศึกษาปริมาณเชื้อ Salmonella spp. ท่ีผ่านการเจริญในอาหารชนิดต่าง ๆ 

ปิเปตอาหารเลี้ยงเช้ือจากที่มีการเติมเช้ือ S. Typhimurium ในปริมาณความเข้มข้น <1 และ 1-10 CFU/portion
(ที่ได้จากการค านวณ) ปริมาตร 1 ml ลงในอาหารเหลวชนิดต่าง ๆ 100 ml แล้วผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปบ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วท าการ Spread plate เพื่อนับจ านวนเช้ือที่ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารแต่ละชนิดหลัง
ผ่านไป 24 ช่ัวโมง โดยการเจือจางตามล าดับส่วน แล้วนับจ านวนโคโลนีที่มีการเจริญได้ โดยการปิเปตตัวอย่าง 100 µl ลงบน 
Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar แล้วท าการ Spread plate จากนั้นน าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24
ช่ัวโมง ท าการทดลอง 3 ซ้ า รายงานผลเป็น CFU/ml
การศึกษาการตรวจสอบเชื้อ Salmonella spp. ด้วยชุดทดสอบ CPF Strip test (Salmonella Rapid Test Kit)

ปเิปตตัวอย่าง 3 - 4 หยด จากอาหารชนิดต่าง ๆ ในข้ันตอนก่อนหน้า หลักจากบ่มแล้ว 24 ช่ัวโมง (ประมาณ 100 
µL) หยดลงในหลมุหยดตัวอย่างของ Strip test ปล่อยที่ไว้เป็นเวลา 8 นาที และสามารถยืนยันผลได้ภายใน 10 นาที รายงาน
ผลเป็น Detect (+) หรือ Not Detected (-)

จากการศึกษาการพัฒนาสูตรอาหารเพื่อส่งเสริมการเติบโตของเช้ือ Salmonella spp. โดยใช้
Salmonella Typhimurium เป็นต้นแบบ ซึ่งเป็นเช้ือทีผ่่านการเลี้ยง 3 สภาวะดงันี้ สภาวะปกต,ิ ได้รับ
บาดเจบ็จากความร้อน และได้รบับาดเจบ็ด้วยสารเคมี โดยเริ่มต้นจากการใช้อาหารที่มีขายโดยทั่วไป ได้แก่
Buffer peptone water (BPW), Brain heart infusion (BHI) และ Tryptic soy broth (TSB) ด้วย
ปริมาณเช้ือเริ่มต้นที่ระดับ <1 และ 1-10 CFU/portion พบว่าอาหารเหลวชนิด Brain heart infusion
(BHI) มีประสิทธิภาพในการช่วยส่งเสริมการเตบิโตของเช้ือ Salmonella spp. มากที่สุดจึงคัดเลือกน ามาใช้
การพัฒนาสูตรเพิ่มเติม ทั้งนี้ภายหลงัจากที่พัฒนาสูตรเพิ่มเติมแล้วนั้น พบว่า สูตร B3 และ B4 สามารถช่วย
ส่งเสริมการเตบิโตของ Salmonella spp. มากที่สุดเมื่อเทียบกบั BHI โดยสามารถท าให้ปริมาณเช้ือเริ่มต้น
<1 CFU/portion เพิ่มข้ึนเป็น 7.47×108 และ 7.93×108 CFU/ml ตามล าดับ และเช้ือเริ่มต้น 1-10
CFU/portion เพิ่มข้ึนเป็น 8.28×108 และ 8.23×108 CFU/ml ตามล าดับ เมื่อผา่นการบ่มเป็นระยะเวลา 24
ช่ัวโมง


