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บทสรุปส าหรับผู้บริหาร  
(Executive Summary)  

 
                    ขา้พเจา้ ผศ.ดร.อาลกัษณ์ ทิพยรัตน์ ไดรั้บทุนสนบัสนุนโครงการวิจยั จากมหาวิทยาลยับูรพา 

ประเภทงบประมาณเงินรายได้ (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) มหาวิทยาลัยบูรพา โครงการวิจัยเร่ือง 

(ภาษาไทย) การพัฒนาภาพรวมของชุดตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของลิสทีเรียอย่างรวดเร็วใน

อุตสาหกรรมอาหารเพ่ือยกระดับมาตรฐานผลิตภณัฑ์อาหารส่งออก (ภาษาองักฤษ) Development of 

rapid detection protocol to assess Listeria contamination in export for Thai food industry รหสัโครงการ 

256101A1080005 / สัญญาเลขท่ี 24/2561 ไดรั้บงบประมาณรวมทั้งส้ิน 1,020,000 บาท (หน่ึงลา้นสอง

หม่ืนบาทถว้น) ระยะเวลาการด าเนินงาน 1 ปี 6 เดือน (ระหว่างวนัท่ี 1 ตุลาคม 2560 – วนัท่ี 31 มีนาคม 

2562) โดยผลการด าเนินงานทางคณะผูว้ิจยัไดท้ าการบูรณาการพฒันาสูตรอาหารเหลวท่ีมีประสิทธิภาพ

ในขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนแบบไม่คดัเลือกของเช้ือแอลอินโนคัวร่วมกับการศึกษาผลของสารยับยั้ ง

ส าหรับการตรวจพบเช้ือแอลอินโนควัและการศึกษาลกัษณะของเช้ือลิสทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง

จ าเพาะเพ่ือแสดงใหเ้ห็นถึงผลกระทบของสารอาหาร สารช้ีวดัและสารยบัยั้งต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ

ลิสทีเรีย ทั้งน้ีความเขา้ใจท่ีมีต่อกลไกภายในของแต่ละองคป์ระกอบจะน าไปสู่ความสามารถในการบ่งช้ี

เช้ือลิสทีเรีย และการปรับปรุงการตรวจหาเช้ือ ซ่ึงจะน าไปสู่การลดตน้ทุนการตรวจวิเคราะห์เช้ือและท า

ให้ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์เป็นไปไดอ้ย่างรวดเร็ว ทั้งน้ีวิธีมาตรฐานท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะห์ลิส

ทีเรียโดยทัว่ไป ไดแ้ก่ NGFIS, IDF, US FDA, NMKL, ISO, AOAC, และ USDA-FSIS โดยขั้นตอนหลกั

ประกอบไปดว้ยการเพ่ิมจ านวนในอาหารไม่จ าเพาะ ตามดว้ยการแยกเช้ือเป้าหมายดว้ยอาหารแข็ง ทั้งน้ี

เพ่ือใหเ้ป็นมาตรฐานเดียวกนัและลดการใชอ้าหารเหลวท่ีมีราคาแพง ทางคณะวิจยัจึงไดพ้ฒันารูปแบบ

วิเคราะห์ทั้งในส่วนของการเพ่ิมจ านวนเช้ือลิสทีเรียในอาหารเหลวและการคดัแยกเช้ือโดยอาหารแข็ง ผล

จากการด าเนินงานวิจยัท าให้ไดรู้ปแบบการวิเคราะห์ท่ีมีประสิทธิภาพใหผ้ลถูกตอ้ง มีความน่าเช่ือถือ ลด

ผลการวิเคราะห์ท่ีให้ false positive ท่ีเกิดจากอาหารเหลวเพ่ิมจ านวนมีปริมาณของตวัยบัยั้งมากเกินไป

ส่งผลให้เกิดความคลาดเคล่ือนในการวิเคราะห์ รูปแบบการวิเคราะห์ลิสทีเรียท่ีน าเสนอจะมีตน้ทุนการ

ด าเนินงานต ่า สามารถน าไปประยุกต์ใชก้บัการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาในผลิตภณัฑ์อาหาร

ของโรงงานอุตสาหกรรม ท่ีมีตวัอยา่งท่ีตอ้งการวิเคราะห์จ านวนมาก 
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บทคัดย่อ 

งานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาการเจริญเติบโตและการคดัเลือกเช้ือ ลิสทีเรีย อินโนควั ในขั้นตอนการเพ่ิม

จ านวนแบบคดัเลือกและไม่คดัเลือก เพ่ือสร้างความรู้พ้ืนฐานในการเพ่ิมประสิทธิภาพใหก้บัขั้นตอนการ

ตรวจเช้ือลิสทีเรีย ทั้งน้ีใช ้เช้ือ แอล อินโนควั ซ่ึงเป็นเช้ือไม่ก่อโรค เป็นเช้ือทดสอบ เน่ืองจากเช้ือ แอล อิ

โนควั มีลกัษณะทางสรีรวิทยาใกลเ้คียงกบัเช้ือ ลิสทีเรีย โมโนไซโตจีเนส ส าหรับการทดลองไดท้ าการ

เปรียบเทียบการเจริญของเช้ือ แอล อินโนควั บนอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีใชก้นัอยู่ทัว่ไป ไดแ้ก่ เอน็บี แอล

บี และทีเอสบี และบนอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีใชส้ าหรับการคดัเลือกเช้ือ ลิสทีเรียโดยเฉพาะโดยไม่มีการ

ใส่สารยบัย ั้งในสูตร ไดแ้ก่ บีแอลอีบี เอฟบี และพีบี โดยท าการบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ ไดแ้ก่ 30, 35, 37, และ 

40 องศาเซลเซียส จากนั้นประยุกต์ใชแ้บบจ าลองทางคณิตศาสตร์ชนิดซิกมอยด์ในการอธิบายลกัษณะ

การเจริญโดยค านวณค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ ไดแ้ก่ อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (max) เพ่ือ

หาสภาวะท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนแบบไม่คดัเลือก จากลกัษณะการเจริญและพารามิเตอร์

ทางจลนพลศาสตร์ท่ีไดพ้บว่าอุณหภูมิการบ่มท่ีเหมาะสมส าหรับการเจิญของเช้ือแอล อินโนควั เท่ากบั 

35 องศาเซลเซียส โดยเป็นสภาวะท่ีค่า max และความหนาแน่นเซลล์สุดท้ายสูงท่ีสุด นอกจากน้ีใน

ขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนแบบไม่คดัเลือก ยงัไดเ้ลือกอาหารเล้ียงเช้ือเหลวทีเอสบี มาใชก้บัเช้ือ แอล อินโน

ควั ดว้ย ส าหรับการศึกษาผลของสารยบัย ั้งส าหรับการตรวจพบเช้ือลิสทีเรีย ใชส้ารยบัย ั้งท่ีแนะน าใหใ้ช้

ในการตรวจเช้ือตามวิธีมาตรฐานทัว่ไป ไดแ้ก่ เอน็จีเอฟไอเอส ไอดีเอฟ ยูเอส เอฟดีเอ เอ็นเอ็มเคแอล 

ไอเอสโอ เอโอเอซี และยูเอสดีเอ-เอฟเอสไอเอส ท าการทดลองโดยเติมสารคดัเลือกส าหรับเช้ือลิสทีเรีย

ท่ีใชท้ัว่ไปในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว ทีเอสบี เพ่ือศึกษาการเจริญและการคดัเลือกเช้ือลิสทีเรีย จากกราฟการ

เจริญของเช้ือ พบว่าอคริฟลาวีน มีผลต่อการเจริญของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกอย่างเห็นได้ชดั และ

ประเด็นท่ีน่าสนใจคือ เช้ือแอลอินโนควั สามารถทนต่ออคริฟลาวีน ไดน้อ้ยกว่าเช้ือสแต็ปฟีโลค็อกคสั 

ออเรียส ในทางตรงกนัขา้ม โพลีมยัซิน บี มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดท้ั้งแกรมลบและ

แกรมบวก แต่ยบัยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกไดน้อ้ยกว่า โดยโพลีมนัซิน บี ท่ีความเขม้ 10 มิลลิกรัม/ลิตร 

ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ต ่าท่ีสุดในการศึกษา มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ อี โคไล จาก 6 ล็อก ซีเอฟยู/

มิลลิลิตร ให้ลดลงเหลือนอ้ยกว่า 2 ลอ็ก ซีเอฟยู/มิลลิลิตร ภายในระยะเวลาการบ่ม 2 ชัว่โมง นอกจากน้ี

ยงัพบวา่กรดนาลิดิซิกมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบเท่านั้น และมีประสิทธิภาพนอ้ย

กวา่ โพลีมยัซิน บี ในกรณีของ ลิเธียม คลอไรด ์ถึงแมจ้ะไม่มีผลในการยบัย ั้งเช้ือจุลชีพ  

 

a

a

a

a

a

a 

III 

I 

 

I 



6 

 

ในส่วนของการคดัเลือกเช้ือลิสทีเรียในอาหารแข็ง เพื่อความสะดวกในงานวิจยัไดมี้การใช้เทคโนโลยี

การเพาะเช้ือระดับจุลภาคร่วมกบัการถ่ายภาพแบบดิจิทลัเข้ามาช่วย ด้วยวิธีดังกล่าวท าให้ได้ขอ้มูล

จ านวนมากและลดปริมาณสารท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์เช้ือลิสทีเรีย โดยพบว่าการใช้วิธีการตรวจ

วเิคราะห์ท่ีพฒันาข้ึนร่วมกบัแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ท่ีเหมาะสมท าใหส้ามารถเปรียบเทียบค่าตวัแปร

ทางจลนพลศาสตร์ได้ นอกจากน้ียงัพบว่าการปรับค่าแสงให้เหมาะสมจะช่วยปรับปรุงคุณภาพของ

ภาพถ่ายแบบดิจิทลัได้ ส าหรับการศึกษาผลของการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Oxoid Chromogenic 

Listeria agar (OCLA) โดยใชแ้รงเฉือนสูงร่วมกบัการฆ่าเช้ือแบบพาสเจอร์ไรซ์โดยใชไ้มโครเวฟพบว่า

กลุ่มเช้ือมีขนาดใหญ่ข้ึน จากผลการวเิคราะห์พบวา่ แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ชนิดลอจิสติกสามารถใช้

แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของกลุ่มเช้ือลิสทีเรียอิวาโนวิและลิสทีเรียอินโนควับนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง

จ าเพาะ 3 ชนิด ไดแ้ก่ ออ๊กซฟอร์ด พาลคาม และโอซีแอลเอไดดี้ อยา่งไรก็ตามจลนพลศาสตร์ของเช้ือแต่

ละสายพนัธ์ุมีลกัษณะท่ีแตกต่างกนั โดยเช้ือลิสทีเรียอิวาโนวสิามารถเจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง

จ าเพาะไดน้อ้ยกวา่เช้ือลิสทีเรียอินโนควั จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงค่าความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งท่ี

ความเขม้ขน้ 0.25 ถึง 2.00 เท่า พบว่าการลดปริมาณสารยบัย ั้งช่วยให้การเจริญเติบโตของกลุ่มเช้ือลิส

ทีเรียดีข้ึนอีกทั้งช่วยลดระยะเวลาในการวเิคราะห์ลงได ้นอกจากน้ีการแทนท่ีชุดสารยบัย ั้งเดิมดว้ยชุดสาร

ยบัย ั้งของอาหารอ๊อกซฟอร์ดแสดงให้เห็นว่า การแทนท่ีด้วยชุดสารยบัย ั้งของอาหารอ๊อกซฟอร์ดท่ี

เหมาะสมสามารถเพิ่มความเร็วในการขยายขนาดของกลุ่มเช้ือลิสทีเรียอินโนควัได ้ 

 
ค าส าคัญ: การคดัเลือกเช้ือลิสทีเรีย/ การเพ่ิมจ านวนแบบไม่คดัเลือก/ การศึกษาจลนพลศาสตร์/ ลิสทีเรีย

อินโนคัว/ อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุด/ ขนาดกลุ่มตัวอย่าง/ จลนพลศาสตร์การ

เจริญเติบโต/ การวิเคราะห์ภาพถ่าย/ เช้ือลิสทีเรีย/ การเพาะเล้ียงเช้ือบนอาหารแขง็จ าเพาะ 
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Abstract 

Listeria innocua growth and selectivity during non-selective enrichment and selective enrichment steps 

were studied to formulate fundamental knowledge to enhance Listeria spp. detection protocol. L. 

innocua was utilized as a non-pathogenic Listeria model because it shares similar physiological traits 

with Listeria monocytogenes. The growth of L. innocua was compared on three conventional non-

selective media. (i.e., NB, LB, and TSB) and three Listeria enrichment broth bases from which selective 

agents were intentionally removed (i.e., BLEB, FB, and PB). The incubation conditions were varied at 

different temperatures (i.e., 30, 35, 37, and 40C). Sigmodial-type mathematical model was applied to 

capture the growth characteristics during batch cultivation and to extract key kinetic parameters (i.e., 

maximum specific growth rate; max) used to investigate the optimum non-selective enrichment 

protocol. The growth characteristics and the estimated kinetic parameters (max) indicated that the 

optimal incubation temperature for L. innocua growth was 35C where the growth profile showed the 

highest max and high final cell density. TSB, as an effective non-selective enrichment medium, was 

selected to multiply L. innocua in the non-selective enrichment step. The effects of conventional 

inhibitors were studied by using common selective inhibitors suggested in most global microbiological 

detection standards (i.e., NGFIS, IDF, USFDA, NMKL, ISO, AOAC, and USDA-FSIS). The TSB broth 

base was modified by adding selected conventional selective agents to study the growth and selectivity 

of Listeria spp. The growth profiles showed that acriflavine significantly affected the growth of Gram-

positive bacteria. Interestingly, L. innocua has less resistant to acriflavine than Staphylococcus aureus. 

Polymyxin B inhibited Gram-negative bacteria as well as Gram-positive bacteria but to a lesser extent. 

As low as 10 mg/L of Polymyxin enabled effective reduction of E. coli from 6 to less than 2 log CFU/mL 

within 2 h of incubation. Nalidixic acid only suppressed Gram-negative bacteria and was not as effective 

as Polymyxin B. Although lithium chloride did not significantly affect the inhibition of any target 

microorganisms, it was included in the optimization experiment to find an effective selective enrichment 

combination. Using the response surface analysis the optimum selective composition to isolate E. coli 

and S. aureus from L. innocua includes 5.7 mg/L of acriflavine, 10.0 mg/L of Polymyxin B and 20.7 

g/L of lithium chloride. This new media formula was proved to isolate E. coli and S. aureus from L. 

innocua. For convenience in the selective agar, this study was facilitated by the use of micro-inoculation 
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technology in combination with the application of digital image acquisition. The scheme allowed high 

throughput and use of miniaturized supplies and reagents for Listeria detection. The developed protocol, 

applied along with an appropriate mathematical model (i.e., logistic expression), was able to contrast a 

wealth of meaningful kinetic parameters. The study of proper light setting improved the quality of digital 

image. The Oxoid Chromogenic Listeria agar (OCLA) prepared using the alternative high shear mixing 

and microwave pasteurization protocols resulted in enlargement of the final colony size. The logistic 

model showed well fit and was able to represent colony growth characteristics of both L. ivanovii and 

L. innocua on three common selective agar cultures (i.e., Oxford, PALCAM, and OCLA); however, the 

kinetics of each strain showed rather differentiable qualities. L. ivanovii grew less on the selective agar 

substrate than L. innocua. Variation of the inhibitor concentration from 0.25X to 2.00X strength 

suggested that the compromise of inhibitory effect was able to effectively promote the growth of Listeria 

colonies and shorten the analytical time. Replacement of the original inhibitory system by the Oxford 

alternative was demonstrated. A proper use of the Oxford replacement enabled an improvement of the 

speed of L.innocua colony expansion. 

 
Keywords: Growth Kinetics/ Listeria innocua/ Listeria Selectivity/ Maximum Specific Growth Rate/ 

Non Selective Enrichment/ Colony Size/ Growth Kinetics/ Image Analysis/ Listeria/ 

Selective Plating  
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บทที ่1 

บทน า 

     
     1.1 ความส าคัญและทีม่าของงานวจัิย 

Listeria spp. เป็นเช้ือโรคทางเดินอาหารชนิดหน่ึงท่ีมีความส าคญัต่อความปลอดภยัของอาหารท่ีมกัพบ

ในอาหารท่ีมาจากสัตว ์เช่น เน้ือสตัว ์นม โค ผลิตภณัฑจ์ากนมโค อาหารทะเลและผกับางชนิด โดยมีผล

ต่อทางเดินอาหารของคนและสัตว์ ซ่ึงแต่เดิมเช่ือว่าท าให้เกิดโรคกับสัตว์ เช้ือดังกล่าวสามารถ

แพร่กระจายในส่ิงแวดลอ้มตามธรรมชาติอาจจะพบในผกัเน่าเป่ือย มูลสัตว ์น ้ าเสียและแหล่งน ้ าอ่ืนๆ 

โดยทัว่ไปท่ีใดท่ีพบแบคทีเรียแลคติก ยอ่มมีโอกาสพบ Listeria spp. ดว้ย (Welshimer, 1981) โดยเฉพาะ

ในน ้ านมดิบและหญา้หมกั Listeria spp. เจริญไดดี้ในช่วงอุณหภูมิกวา้งตั้ งแต่ 0 จนถึง 42C แต่ช่วง

อุณหภูมิเหมาะสมอยู่ระหว่าง 30 – 35C ท่ีอุณหภูมิต ่ากว่า 5C การเจริญของเช้ือจะชา้มาก ตอ้งใชเ้วลา 

1 – 33 วนั ในระยะ lag phase (สุมณฑา, 2545)  

 

 

 

 

 

 

 

                                                    

                รูปที ่1.1 ลกัษณะสณัฐานวิทยาของโคโลนีลิสทีเรีย 
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รูปที ่1.2 แหล่งของอาหารท่ีมีโอกาสปนเป้ือนเช้ือ Listeria spp. เช่น เน้ือสตัว ์นม โคและผลิตภณัฑจ์าก

นมโค อาหารทะเลและผกับางชนิด 
                     แหล่งท่ีมา: http://parasites.czu.cz/food/parasite.php?idParasite=59 
 

ดงันั้นหากมีการปนเป้ือนมาในอาหาร การเก็บรักษาในตูเ้ย็นจะไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Listeria 

spp. ได ้โดยสามารถเจริญและสร้างสารพิษประเภท Enterotoxin ท่ีเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค ผูป่้วยท่ีป่วย

เป็นโรค Listeriosis จะมีอาการกบัระบบอ่ืนของร่างกายมากกว่าระบบทางเดินอาหาร ลกัษณะของอาการ

แตกต่างกนัตามสภาวะของผูติ้ดเช้ือ เช่น โลหิตเป็นพิษ เยื่อหุ้มสมองอกัเสบ วิงเวียนศรีษะ ปวดศีรษะ 

เป็นไขแ้ละอาเจียน ท าให้เกิดการแทง้ในหญิงมีครรภ์และในเด็กท่ีเกิดใหม่มีอาการระบบหายใจติดขดั 

หายใจไม่สะดวก หวัใจลม้เหลว ตวัซีด ขาดน ้า อาเจียน ชกักระตุก นอกจากน้ีเช้ือน้ีท าใหเ้กิดโรคกบัสัตว์

หลายชนิด รวมทั้งเป็ด ไก่ ปลา และสัตวท์ะเล (McLauchiin, 1987) ปี ค.ศ. 1926 ในประเทศองักฤษพบ

คร้ังแรกในกระต่ายและในปี ค.ศ. 1929 มีรายงานการระบาดคร้ังแรกในมนุษยท่ี์ประเทศองักฤษและ

ประเทศฝร่ังเศส นบัจากนั้นเช้ือไดแ้พร่กระจายไปทัว่โลก Listeria spp. ร้อยละ 98 ก่อใหเ้กิดโรคกบัคน

และร้อยละ 85 เกิดกบัสตัว ์(McLauchiin, 1987) 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1.3  การติดเช้ือ Listeria spp. ท าใหเ้กิดโรค Listeriosis ซ่ึงมีผลกระทบต่อหญิงมีครรภท์ าใหเ้กิดการ

แทง้และในเด็กท่ีเกิดใหม่มีอาการระบบหายใจติดขดั หายใจไม่สะดวก หวัใจลม้เหลว ตวัซีด 

ขาดน ้า อาเจียน ชกักระตุก 

 

ส าหรับในประเทศไทย องค์การอาหารและยา (U.S. Food and Drug Administration, USFDA) ได้ส่ง

จดหมายเตือนโดยมีการแจง้ข่าวว่าไดท้ าการเรียกคืนสินคา้ของบริษทั Bidart Bros ซ่ึงเป็นแอปเป้ิลพนัธ์ุ

กาล่า ภายใต้เคร่ืองหมายการคา้ “Big B” และแอปเป้ิลพนัธ์ุแกรนน่ีสมิธ ภายใต้เคร่ืองหมายการค้า 
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“Granny’s Best” จากการจ าหน่ายในตลาดสหรัฐฯ เน่ืองจากสินคา้ทั้ง 2 รายการมีความเก่ียวขอ้งกบัการ

แพร่ระบาดของโรค Listeriosis การใชห้รือสัมผสักบัสินคา้ดงักล่าวอาจเกิดผลกระทบร้ายแรงต่อสุขภาพ

หรืออนัตรายถึงขั้นเสียชีวิตได ้ เพ่ือเป็นการเตรียมตัวรับกับโรคน้ีในดา้นการป้องกันและวินิจฉัยถึง

สาเหตุของโรคอย่างถูกตอ้งรวดเร็ว  

 

ดงันั้นวิธีการหน่ึงท่ีมีบทบาทส าคญัมากในการตรวจสอบและป้องกนัปัญหาดงักล่าวก็คือ การตรวจ

วิเคราะห์การปนเป้ือนของ Listeria spp. ในอาหารอย่างรวดเร็วและแม่นย าก่อนอาหารจะถูกส่งไปยัง

ผู้บริโภคเป็นวิธีการป้องกันปัญหาการแพร่ระบาดของลิสทีเรียได้ดีที่สุด ดังน้ันในปัจจุบันจึงมีความ

พยายามในการพัฒนาและปรับปรุงวิธีการตรวจสอบลิสทีเรียในตัวอย่างอาหารให้มีประสิทธิภาพสูงสุด 

ซ่ึงในปัจจุบนัจะมีวิธีทดสอบท่ีรวดเร็ว (rapid test) ส าหรับแบคทีเรียลิสทีเรียท่ีปนเป้ือนในอาหารหลาย

วธีิ อยา่งไรก็ตามแต่ละวธีิยงัคงมีปัญหาเก่ียวกบัความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) โดย

ตอ้งมีแบคทีเรียลิสทีเรียความเขม้ขน้ 104 - 106 เซลล/์มิลลิลิตร จึงจะใหผ้ลบวก นอกจากน้ีมีการน าเทคนิค

พีซีอาร์ (PCR, polymerase chain reaction) มาใช้ตรวจสอบแบคทีเรียลิสทีเรียซ่ึงได้รับความสนใจเป็น

อย่างมาก เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีรวดเร็วและน่าเช่ือถือ อย่างไรก็ตามงานวิจยัเก่ียวกบัการใช้เทคนิคพีซีอาร์

เพื่อตรวจสอบแบคทีเรียลิสทีเรียท่ีเคยมีรายงานมาจะตอ้งสกดัดีเอ็นเอจากแบคทีเรียก่อน ซ่ึงเป็นการเพิ่ม

ขั้นตอนและเสียเวลามากข้ึนและมีค่าใชจ่้ายสูง เน่ืองจากชุดทดสอบน้ีตอ้งน าเขา้จากต่างประเทศท่ีมีราคา

แพง โดย 1 ชุด สามารถวเิคราะห์ได ้20 ตวัอยา่ง ราคาประมาณ 10,000 บาท (ตวัอยา่งละ 500) เป็นตน้ ซ่ึง

ชุดตรวจสอบ 1 ชุด จะสามารถตรวจสอบเช้ือไดช้นิดเดียว หากตอ้งการตรวจสอบเช้ือชนิดอ่ืนจะตอ้งซ้ือ

ชุดตรวจสอบส าหรับเช้ือนั้น ๆ ใหม่ ในขณะท่ีวิธีการตรวจสอบลิสทีเรียในตัวอย่างอาหารท่ีอาศัย

หลกัการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ (Culture-based method) จดัว่าเป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพและ

ไดรั้บการรับรองจากหน่วยงานอาหารสากลต่างๆ อาทิเช่น องคก์รระหวา่งประเทศวา่ดว้ยการมาตรฐาน 

( International standard organization, ISO) องค์การอาหารและยาของสหรัฐอเม ริกา  (US.FDA), 

กระทรวงเกษตรสหรัฐอเมริกา (US.DA) เป็นตน้ แต่อย่างไรก็ตาม วิธีการวิเคราะห์โดยอาศยัหลกัการ

เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือนั้น ยงัมีขอ้เสียคือใชเ้วลาในการอ่านผลเบ้ืองตน้นานถึง 3 วนั ท าใหไ้ม่เหมาะ

ท่ีจะใชต้รวจสอบอาหารท่ีมีอายุการเก็บรักษาสั้น (Mcpherson et. al., 1991) หรืออาหารท่ีตอ้งการทราบ

ผลการวิเคราะห์ท่ีรวดเร็ว นอกจากน้ีด้วยความท่ีมีความหลากหลายของวิธีการวิเคราะห์ท าให้การ

เลือกใช้ protocol ท่ีไม่เหมาะสม อาจส่งผลต่อความถูกต้องของผลวิเคราะห์ท่ีได้ ทั้ งน้ีเม่ือพิจารณา

ขั้นตอนในการวิเคราะห์เช้ือลิสทีเรีย ประกอบไปด้วย การเลีย้งในอาหารเหลวไม่จ าเพาะเพ่ือเพิ่มจ านวน

เช้ือ จากน้ันในข้ันตอนที่สอง น ามาเลีย้งในอาหารเหลวจ าเพาะซ่ึงมีสารยับยั้งหรือลดจ านวนจุลินทรีย์
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อ่ืนๆ ที่ไม่ใช่ลิสทีเรีย แต่ในขณะเดียวกันกเ็พิ่มจ านวนลสิทีเรีย และในขั้นตอนที่สามคือ น าไปคัดแยกบน

อาหารแข็งจ าเพาะโดยโคโลนีของลิสทีเรียจะให้สีจ าเพาะแตกต่างจากจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืน จาก protocol 

วิธีการวิเคราะห์จะเห็นไดว้า่ทั้ง 3 ขั้นตอนมีความส าคญัเป็นอยา่งมากท่ีมีผลต่อผลวิเคราะห์ท่ีได ้แต่เม่ือ

พิจารณา protocol การวิเคราะห์ Listeria spp. จากหน่วยงานอาหารสากลต่างๆ พบวา่มีความหลากหลาย

ในการใช้ media ดงันั้นเพื่อให้เป็นมาตรฐานเดียวกนัและเป็น protocol ท่ีเหมาะสมช่วยแกปั้ญหาการ

วิเคราะห์ดังท่ีกล่าวเบ้ืองต้น ผูว้ิจยัจึงได้บูรณาการภาพรวมของชุดตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ         

ลิสทีเรียอย่างรวดเร็วโดยให้ผลท่ีถูกตอ้งและแม่นย  าเม่ือเทียบกบัวิธีการวิเคราะห์ท่ีเป็นมาตรฐานใน

ปัจจุบนั โดยกรอบของแนวทางการศึกษาจะเร่ิมตั้งแต่ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนเช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร

เหลวไม่จ  าเพาะ (Pre-enrichment หรือ non-selective enrichment) เพื่อเพิ่มจ านวนลิสทีเรียทั้งท่ีได้รับ

บาดเจบ็และไม่บาดเจบ็ เน่ืองจากในธรรมชาติสามารถพบลิสทีเรียปนเป้ือนอยูใ่นปริมาณนอ้ยมาก อีกทั้ง

อาจเกิดการบาดเจ็บจากการผา่นกระบวนการการผลิต ดงันั้นขั้นตอนการเล้ียงในอาหารเหลวไม่จ  าเพาะ

จะสามารถเพิ่มโอกาสในการตรวจพบในขั้นตอนต่อไป ซ่ึงจะท าใหล้ดความผดิพลาดจากการอ่านผลการ

วิเคราะห์เป็นผลลบทั้งๆ ท่ีมีการปนเป้ือนของลิสทีเรียอยู่ (False-negative results) ซ่ึงจะเกิดผลเสียเป็น

อยา่งมาก (Baylis et. al., 2000) ในปัจจุบนัอาหารเหลวไม่จ  าเพาะมาตรฐานส าหรับเพิ่มจ านวนลิสทีเรียท่ี

ไดรั้บการรับรองจากหน่วยงานอาหารสากลต่างๆ มีหลากหลายชนิด เช่น อาหาร Nutrient broth (NB), 

Lactose broth (LB), Trypticase soy broth (TSB) เป็นตน้ ซ่ึงเลือกใชต้ามชนิดของตวัอยา่งอาหารและสาย

พนัธ์ุลิสทีเรียท่ีปนเป้ือน ในขณะท่ีขั้นตอนท่ีสอง โดยปัจจุบันอาหารเหลวจ าเพาะในขั้นตอนน้ี มี

ประสิทธิภาพและความแม่นย  าแตกต่างกนัเน่ืองจากมีความหลากหลายในการใช้ selective agents (i.e., 

อคริฟลาวนี, โพลีมยัซิน บี, นาลิซิดิก, ลิเธียมคลอไรด)์ ซ่ึงถา้เลือกชนิดของอาหารเหลวจ าเพาะ (selective 

broth) ท่ีไม่เหมาะสมอาจท าให้ไดผ้ลผิดพลาดไดเ้น่ืองจากผลของเช้ือแข่งขนั หลงัจากใชอ้าหารคดัเลือก

จ าเพาะดงักล่าวแลว้การอ่านผลการทดสอบยงัคงตอ้งน าไปคดัแยกบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ เช่น 

Oxford, PALCAM, และ OCLA agar และใช้เวลาอ่านผลเป็นเวลาเพิ่มเติมอีก 1 วนัทั้งน้ีเม่ือพิจารณา

ลกัษณะโคโลนีบนอาหารสูตรจ าเพาะต่างๆ พบวา่ โคโลนีท่ีไดมี้ขนาดเล็กยากแก่การบ่งช้ีหรือตรวจนบั 

(รูปท่ี 1.4) 
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                       รูปที ่1.4 ลกัษณะโคโลนีของลิสทีเรียซ่ึงมีขนาดเลก็ ยากแก่การตรวจ detect หรือตรวจนบั 

 
ดังน้ันการใช้เคร่ืองมือในการตรวจติดตามโคโลนีลิสทีเรียและการเลือกสูตรอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะที่

เหมาะสมจึงมีความส าคัญที่มีผลต่อการบ่งช้ีและคัดแยกโคโลนีที่ไม่สามารถหลีกเลีย่งได้เลย ทั้งน้ีจะเห็น

ไดว้า่ดว้ยขอ้จ ากดัท่ีเกิดข้ึนในวิธีการวิเคราะห์จะส่งผลกระทบกบัความแม่นย  าและความถูกตอ้งในการ

ตรวจวิเคราะห์เช้ือ Listeria spp. ซ่ึงอาจส่งผลกระทบให้ไม่สามารถท่ีจะควบคุมการระบาดของการติด

เช้ือและส่งผลกระทบภาพรวมของเศรษฐกิจท่ีมีการตีกลับของสินค้าเน่ืองจากมีการตรวจพบเช้ือท่ี

ปลายทางของผลิตภณัฑ ์งานวจิยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาสูตรอาหารเหลวและอาหารแขง็จ าเพาะท่ี

มีประสิทธิภาพร่วมกบัการใชส้ารยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแข่งขนั เพื่อเพิ่มความจ าเพาะของอาหาร

ต่อการตรวจสอบ ลิสทีเรียและน าเสนอ protocol ของการตรวจติดตามการเจริญเติบโตของโคโลนีดว้ย

กลอ้งจุลทรรศน์แมชชีนวิชชัน่ก าลงัขยายสูงในขั้นตอนการคดัแยกบนอาหารแข็งจ าเพาะ ซ่ึงนวตักรรม

ดงักล่าวจะเป็นนวัตกรรมใหม่ทีม่ีต้นทุนการผลิตต ่า ได้มาตรฐานเป็นทีย่อมรับ สามารถใช้งานได้สะดวก 

รวดเร็วและมีความถูกต้องแม่นย าสูง ลดการน าเข้าอาหารเลี้ยงเช้ือและชุดตรวจสอบที่มีราคาแพงจาก

ต่างประเทศ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงเป็นการบูรณาการปัจจยัภาพรวมท่ีมีผลต่อการตรวจวิเคราะห์เช้ือ เพื่อ

พฒันาชุดอาหารเหลวและอาหารแข็งจ าเพาะท่ีสามารถบ่งช้ีการปนเป้ือนของลิสทีเรีย ไดอ้ย่างถูกตอ้ง 

รวดเร็วและแม่นย  า รวมทั้ งมีประสิทธิภาพใกล้เคียง เท่ากับหรือดีกว่าวิธีมาตรฐาน (conventional 

method) หรือวิธีการท่ีรวดเร็วซ่ึงอาศยัหลกัการอ่ืน นบัเป็นวิธีการท่ีจะปฏิรูปการวิเคราะห์ Listeria spp. 

ในกลุ่มท่ีก่อให้เกิดโรคได้เป็นอย่างดี ความส าเร็จท่ีเกิดข้ึนจะเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมอาหาร

ส าเร็จรูปแช่แข็ง (Frozen ready-to-eat products) โรงงานไก่แปรรูป (Chicken Further Factory) และ

อุตสาหกรรมผลิตภณัฑ์จากนม ท าให้สามารถวิเคราะห์ตวัอย่างได้จ  านวนมาก ให้ผลการตรวจสอบท่ี

รวดเร็ว ถูกต้อง ช่วยลดค่าใช้จ่ายในการเก็บรักษาก่อนส่งจ าหน่าย นอกจากน้ียงัเป็นประโยชน์กับ

หน่วยงานท่ีรับตรวจสอบความปลอดภยัของอาหาร สามารถตรวจสอบอาหารไดที้ละหลายตวัอย่างใน
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เวลาเดียวกนั สุดทา้ยคือความปลอดภยัแก่ผูบ้ริโภคทั้งภายในและต่างประเทศ และเป็นการเพิ่มศกัยภาพ

ในการประกนัความปลอดภยัของอาหารส่งออก 

 
       1.2 วตัถุประสงค์และขอบเขตงานวจัิย 

1.2.1 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพและน าเสนอทางเลือกสูตรอาหารเหลวไม่จ าเพาะท่ีเหมาะสม

ส าหรับเพ่ิมจ านวนลิสทีเรีย 

1.2.2 เพ่ือพฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ลิสทีเรีย ส าหรับ

ขั้นตอนการเล้ียงในอาหารเหลวจ าเพาะ (Selective enrichment) 

1.2.3 ปรับปรุงวิธีการและเพ่ิมประสิทธิภาพในการคดัแยกและตรวจสอบเช้ือลิสทีเรียในอาหาร

เล้ียงเช้ือแขง็ 

1.2.4 เพ่ือท าให้ขั้นตอนการตรวจสอบเช้ือลิสทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งง่ายข้ึนและหาปริมาณ

สารอาหารท่ีเหมาะสมในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะเพ่ือการตรวจวิเคราะห์ท่ีรวดเร็ว 

1.2.5 เพ่ือลดระยะเวลาและค่าใชจ่้ายในการวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรค ท าให้

สามารถวิเคราะห์ตวัอยา่งอาหารไดม้ากข้ึนและบ่อยคร้ังข้ึน 

1.2.6 เพ่ือพฒันาวิธีการท่ีมีความรวดเร็วและถูกตอ้งในการตรวจสอบกลุ่มเช้ือลิสทีเรียโดยใช้

หลกัการวิเคราะห์และเพาะเช้ือระดบัจุลภาคท่ีเป็นมาตรฐานเพ่ือใหส้ามารถวิเคราะห์ตรวจ

นบัการปนเป้ือนไดอ้ยา่งถูกตอ้ง แม่นย  าและตน้ทุนต ่า 

1.2.7 เพ่ือเป็นยุทธศาสตร์ในการเพ่ิมความสามารถในการแข่งขนัส่งออกผลิตภณัฑ์อาหารใน

ประเทศไทยมาประยุกต์ใช้จริงในระดบัอุตสาหกรรมเพ่ือการตรวจสอบคุณภาพทางจุล

ชีววิทยาของผลิตภณัฑท่ี์จ าหน่ายทั้งในประเทศและส่งออกต่างประเทศ 

1.2.8 ผลวิจยัท่ีไดส้ามารถน ามาเป็นแหล่งอา้งอิงส าหรับการประยุกต์ใชก้บัอุตสาหกรรมอาหาร

อ่ืน ๆ     

      

      1.3 ขอบเขตของงานวจัิย 

1.3.1 ศึกษาและเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเช้ือลิสทีเรียในอาหารเหลวไม่จ าเพาะมาตรฐาน
ชนิดต่างๆ 

1.3.2 ศึกษาผลของชนิดสารยบัย ั้งแบคทีเรียแข่งขนัของเช้ือลิสทีเรียท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ใน

อาหารคดัเลือกจ าเพาะ เพ่ือเลือกชนิดและความเขม้ขน้ของสารยบัยั้งท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถ

จ าแนกเช้ือลิสทีเรียและแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ ได ้โดยอาศยัการตรวจนบัจ านวนโคโลนี 
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1.3.3 ตรวจสอบจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตและปัจจยัเฉพาะในสภาพแวดลอ้มของการเพาะ

เช้ือระดบัจุลภาค เพ่ือเพ่ิมความรวดเร็วและประสิทธิภาพในขั้นตอนการคดัแยกเช้ือจ าเพาะ

ของลิสทีเรีย 

1.3.4 ศึกษาเทคนิคเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการขยายขนาดของกลุ่มเช้ือในการเพาะเช้ือบนอาหาร

แขง็ และเพ่ิมความเร็ว และความจ าเพาะของเช้ือลิสทีเรียในการเพาะเล้ียงเช้ือบนวุน้ 

1.3.5 พฒันาวิธีการและเสนอแบบแผนท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบเช้ือลิสทีเรียในตวัอยา่ง

อาหารโดยใชเ้ทคโนโลยีการเพาะเช้ือระดบัจุลภาคและสอบเทียบกบักรรมวิธีปกติ 

1.3.6 น าเสนอรูปแบบวิธีการวิเคราะห์เช้ือลิสทีเรีย (protocol) ตั้ งแต่ต้นกระบวนน ้ า เพ่ือให้

เหมาะสมกบัการประยุกต์ใชใ้นโรงงานอุตสาหกรรมอาหารท่ีครอบคลุมทั้งกระบวนการ

ผลิต เพ่ือลดโอกาสการปนเป้ือนของเช้ือลิสทีเรีย 
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บทที ่2 

เอกสารทีเ่กีย่วข้องกบัการศึกษา 

 

2.1 Listeria monocytogenes 

2.1.1 ประวตัิความเป็นมา 

ในปี ค .ศ . 1891 พบการติดเช้ือแบบ Listeriosis type Infection ท าให้เกิดโรค Listeric-like disease ต่อมา 

ในปี ค.ศ. 1911 Hulphers นกัวิทยาศาสตร์ชาวสวเีดน ไดแ้ยกเช้ือจาก Necrotic Foci ของตบักระต่าย เพื่อ

ศึกษาลกัษณะรูปร่าง ประกอบกบัอาการของโรคพบว่าเป็นแบคทีเรียและตั้งช่ือให้ว่า Bacillus hepatic 

(ต่อมาพบวา่มีลกัษณะใกลเ้คียงกบั L. monocytogenes) ในปี ค.ศ. 1915 และ 1919 Atkinson และ Dick ได้

รายงานว่าแยกเช้ือ L. monocytogenes จากผูป่้วยโรค Menigitis และต่อมาในปี ค .ศ . 1918 Dumont และ 

Contini แยกเช้ือ Diphtheroid จาก Cerebrospinal fluid และต่อมาไดม้อบเช้ือให้กบั Pasteur Institute ใน

กรุงปารีส ซ่ึงภายหลงั Paterson ไดศึ้กษาลกัษณะของเช้ือพบว่าคือ L. monocytogenes ต่อมาในปี ค .ศ .

1924 Murray และคณะ แยกแบคทีเรียติดสีแกรมบวก รูปร่างท่อนสั้น ขนาดเล็ก จากโรคเลือดเป็นพิษ

ของกระต่ายและหนูตะเพาท่ีติดเช้ือ ไดท้  าการตั้งช่ือแบคทีเรียน้ีว่า Bacterium monocytogenes (Murray 

et. al., 1926) และปี ค .ศ . 1927 Pirie สามารถแยกเช้ือได้จากตับของตัว Gerbilles (African jumping 

mouse) จึงไดช่ื้อว่า Listerella hepatolytica หลงัจากท่ีไดท้  าการศึกษาพบว่า Bacterium monocytogenes 

และ Listeria hepatolytica เป็นแบคทีเรียชนิดเดียวกนัจึงตั้งช่ือใหม่วา่ Listerella monocytogenes และใช้

ช่ือน้ีมาเป็นระยะเวลา 12 ปี จนในปี ค .ศ . 1939 มีผูค้น้พบว่า Listerella เป็นช่ือกลุ่มของ Slime molds 

ก่อนแล้ว ดังนั้ นในปี ค .ศ . 1940 Pirie ได้เปล่ียนช่ือเป็น Listeria monocytogenes และใช้ช่ือน้ีจนถึง

ปัจจุบนั โดยเร่ิมใชอ้ยา่งเป็นทางการใน Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (6th ed., 1948) 

และมีการยอมรับจาก Judicial Commission on Bacteriological Nomenclature Taxonomy ในปี ค .ศ . 1954 

 
2.1.2 ลกัษณะรูปร่างของเซลล์และโคโลนี 

L. monocytogenes เป็นแบคทีเรียติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ เซลล์มีขนาดเล็ก โดยมีเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางประมาณ 0.4-0.5 ไมครอน และยาวประมาณ 0.5-2.0 ไมครอน รูปแท่งสั้ นหรืออาจมีรูปร่าง

กลม โดยมีปลายกลมมนดงัรูปท่ี 2.1 การเรียงตวัของเซลล์อาจอยูเ่ป็นเซลล์เด่ียวหรือคู่ รูปลูกบาศก์หรือ

เป็นสายสั้นๆ เรียงเป็นรูปตวั V หรือ ตวั Y หรืออาจพบเป็นกลุ่มกอ้นโดยเซลล์เรียงแผข่นานกนัอยู่ก็ได ้

เซลล์ท่ีมีอายุน้อยอาจมีรูปร่าง Diplococci หรือ Cocci เซลล์ท่ีมีอายุมาก (มากกว่า 24 ชัว่โมง  )อาจติด สี 
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แกรม variable และอาจเห็นเซลล์เป็นเส้นยาว (Filamentous) ถา้เล้ียงเซลล์นานเกิน 3-5 วนั อาจพบเซลล์

ยาวขนาด 6-20 ไมครอน (Seeliger และ Jones, 1986) 

 
Listeria spp. เป็นแบคทีเรียท่ีจดัอยูใ่นกลุ่ม Facultative anaerobe หรือ Microaerophile เคล่ือนไหวไดโ้ดย

ใช้ Peritrichous flagella ท่ีมีอยู่รอบเซลล์โบกพัดให้เซลล์กล้ิง หรือเคล่ือนตัวกลับไปกลับมาได้ ท่ี

อุณหภูมิ 20-25 °C ในอาหารเหลว เช่น Trypticase soy broth เม่ือทดสอบการเคล่ือนท่ีโดย stab ลง 

Semisolid motility medium แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 20-25 °C จะเห็นการเคล่ือนท่ีแบบร่ม (Umbrella-like) 

โดยเห็นเป็นรัศมีแผอ่อก รอบๆ รอย stab คลา้ยร่มกาง ซ่ึงจะอยูต่  ่ากวา่ผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือประมาณ 3-

5 มิลลิเมตร แต่ท่ีอุณหภูมิ 37 °C การพฒันา flagella ไม่ค่อยดี มีการเปล่ียนจาก Peritrichous มาเป็น 

Single flagella หรือท่ีอุณหภูมิสูงไปจะท าลาย flagella ให้มีปริมาณน้อยลง ท าให้ไม่เห็นการเคล่ือนท่ี

อย่างชัดเจน ลกัษณะโคโลนีของเช้ือบน Nutrient agar เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

พบว่าโคโลนีมีขนาดเลก็มาก มีเส้นผ่าศูนยก์ลาง 0.3-1.5 มิลลิเมตร ลกัษณะกลมใสคลา้ยหยดน ้ า โคโลนี

โคง้นูนเลก็นอ้ย มีขอบเรียบ เน้ือบนผิวโคโลนีละเอียดและไม่แห้ง มีสีฟ้าอมเทา โคโลนีจะมีขนาดใหญ่

ข้ึนถา้เล้ียงใน Trypticase soy agar ท่ีเติม 0.6% Yeast extract เม่ือส่องดูโคโลนีผ่านกลอ้งจุลทรรศน์โดย

วิธีของ Henry’s illumination technique จะเห็นสีฟ้าอมเขียว มีผิวหนา้เรียบละเอียด Henry ไดใ้ชวิ้ธีน้ีช่วย

แยกโคโลนีของ Listeria spp. ออกจากแบคทีเรียอ่ืนๆ โคโลนีของเช้ือท่ีมีอายุมากกว่า 3 วนั จะเหนียว 

ขอบไม่เรียบ และตรงกลางโคโลนีจะบุ๋มลงไป เม่ือเช้ือมีอายุ 5-10 วนั โคโลนีจะมีขนาดใหญ่ 3-5 

มิลลิเมตร ถา้ท าการถ่ายเช้ือหลายๆ คร้ัง ลกัษณะโคโลนีอาจเปล่ียนไป เช่น ขอบไม่เรียบ ผิวหนา้หยาบ 

และอาจสูญเสียคุณสมบติัท่ีก่อให้เกิดโรคไปดว้ย ใน 5% Sheep blood agar หลงัจากเข่ียเช้ือและบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โคโลนีจะมีขนาดเสน้ผ่าศูนยก์ลาง 0.2-1.5 มิลลิเมตร และมีโซนใส

แคบๆของ β-heamolysis ลอ้มรอบโซนน้ีอาจเกิดข้ึนน้อยมากจนตอ้งเข่ียโคโลนีข้ึนก่อนจึงสังเกตเห็น 

ถา้ยิ่งบ่มไวห้ลายวนัเท่าใดก็ย่ิงเห็นโซนใสชดัข้ึนมากเท่านั้น ถา้เล้ียงเช้ือในอาหารเหลว เช่น Nutrient 

broth หรือ Tryptose broth จะเห็นอาหารขุ่นชดัเจนหลงัจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 

เช้ือจะเจริญในบริเวณท่ีต ่ากว่าผิวหนา้ของอาหารลงมาเล็กน้อย เป็นการแสดงให้เห็นว่า Listeria spp. 

เจริญไดดี้ในบริเวณท่ีมีออกซิเจนต ่ากว่าในสภาพบรรยากาศทัว่ไป การเจริญจะดีย่ิงข้ึนเม่ือเติมก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ลงไปในอาหารหรือน าเช้ือไปบ่มท่ี Modified atmosphere อย่างไรก็ตามเช้ือไม่

สามารถเจริญไดใ้นสภาพไร้ก๊าซออกซิเจนอย่างสมบูรณ์ 
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รูปที ่2.1 Listeria monocytogenes 

 

2.1.3 การจัดจ าแนกและลกัษณะทางชีวเคมีทีส่ าคัญ 

คุณสมบติัทางชีวเคมีท่ีใช้จ าแนก L. monocytogenes ออกจากสปีชีส์ อ่ืนๆ ของ Listeria spp. แสดงใน

ตารางท่ี 2.1 และลกัษณะเด่นท่ีใช้จ าแนก L. monocytogenes ออกจากแบคทีเรียจีนัสอ่ืนๆท่ีมีลักษณะ

ทางสญัฐานวิทยาเหมือนกนัไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 2.2  

 
ตารางที ่2.1 คุณสมบติัทางชีวเคมีของ Listeria spp. 

Listeria spp. β-hemolysis 
Acid production CAMP reaction Viru- 

lence Mannitol Rhamnose Xylose S. aureus R.equi 

L. monocytogenes + - + - + - + 

L. innocua - - ± - - - - 

L. ivanovii + - - + - + + 

L. welshimeri - - ± + - - - 

L. seeligeri + - - + + - - 

L. grayi - + - - - - - 

        ท่ีมา : ดดัแปลงจาก BAM: Detection and Enumeration of Listeria monocytogenes (online), 2011 
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ตารางที ่2.2  การเปรียบเทียบ L. monocytogenes กบัแบคทีเรียจีนสัอ่ืนท่ีมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ี

คลา้ยคลึงกนั 

Organisms 
Characteristics 

Cell morpho. Oxygen 
required 

Motil. 
22°c 

Hemo. 
Prod. 

Cata. 
lase 

Sali. 
ferm. 

Treh. 
ferm. 

L. monocytogenes coccoid short rod 
short chain 
filament 

Facult. + beta + + + 

Erysipelothrix slender 
rod filament 

Facult. - alpha - - - 

Lactobacillus straight 
rod 

Facult. - alpha - -/+  

Corynebacterium pleomorp. Facult. - -/+ -/+ - -/+ 
Kurthia rod 

cocci 
Aerobe + - + - - 

Streptococcus cocci Facult. - -/+ - + -/+ 
Brochothix slender 

rod  
filament 

Facult. - - + + + 

Caryphanon rod Aerobe +  +   
Renibacterium short rod Aerobe -  +   

หมายเหตุ : Motil. = Motility, Hemo. = Hemolysis, Cata.Prod. = Catalase production,  

Sali. Ferm. = Salicin fermaentation, Treh. Ferm. = Trehalose fermaentation, 

Pleomorp. = Plemorphic, Facult. = Facultative 

+ = Positive, - = Negative 

         ท่ีมา : Seeliger และ Jones (1986) 

 
2.1.4 การทดสอบทางซีโรวทิยา (Serology) 

การทดสอบทางซีโรวิทยา (Serology) จ าแนก Listeria spp. ออกเป็น 7 สายพนัธ์ุและเป็นท่ียอมรับกนั

แลว้ว่า L. monocytogenes เป็นสายพันธ์ุท่ีท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ เป็นแบคทีเรียท่ีมีสมบัติเป็น 
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Invasive intracellular pathogen แม้ว่ า  Listeria spp. ช นิด อ่ืนๆได้แ ก่  L. seeligeri, L. welshimeri, L. 

ivanovii เคยเก่ียวขอ้งกบัการท าให้เกิดโรค Listeriosis ในคนดว้ยก็ตาม แต่โอกาสเกิดน้อยกว่า Listeria 

monocytogenes ลกัษณะการเกิดพิษของ Listeria spp. ยงัไม่เป็นท่ีแน่ชดั เพราะขอ้มูลไดม้าจากการศึกษา

ในหนูทดลองและไม่แน่ว่าจะเกิดข้ึนกบัมนุษยใ์นลกัษณะเดียวกนัดว้ยหรือไม่ การเกิดพิษของ Listeria 

spp. ในคนเช่ือว่าแบคทีเรียผ่านเขา้สู่ทางเดินอาหารโดยผ่านทางล าไส้เล็ก เม่ือไปถึงตบัและมา้มจะถูก

จ ากดัโดยเซลลคุ์ม้กนัร่ายกายคือ Phagocytic cell ไดแ้ก่ Macrophages และ Monocytes ภายในเวลาเพียง 

10 นาที โดย Phagocytic cell จะสร้าง Superoxide anion (O2) และ Hydrogen peroxide (H2O2) เพ่ือท าลาย

แบคทีเรีย แต่แบคทีเรียขบัสารบางชนิดท่ีเป็นโปรตีน เช่น Superoxide dismutase และ Catalase เอนไซม์

ดงักล่าวน้ีจะกลบัไปท าลาย O2 และ H2O2 มีสมบติัป้องกนัจากการท าลายของเม็ดเลือดขาว โดยอาศยั

กลไกช่วยเหลือจากสารพิษ คือ β -Haemolysin ท่ีเรียกว่า Listeriolysin O เรียกย่อๆว่า LLO ท าให้

แบคทีเรียเขา้มาอยู่ในแวคิวโอล แต่การท่ีแบคทีเรียจะเพ่ิมจ านวนข้ึนภายในเซลล์ของเจา้บา้นได้นั้น 

แบคทีเรียต้องออกจากแวคิวโอล เพราะเม็ดเลือดขาวจะก าจัดจ านวนแวคิวโอลโดยการกินแบบ 

Phagocytosis แบคทีเรียท่ีออกมาจากแวคิวโอลจะเขา้ไปในส่วนอ่ืนๆ ของเซลลแ์ละสามารถเดินทางจาก

เซลลห์น่ึงไปยงัอีกเซลลห์น่ึงได ้พร้อมกบัท าลายเซลลห์รือเน้ือเย่ือ ท าใหเ้กิดการอกัเสบของเย่ือหุม้สมอง 

เขา้ท าลายมดลูก ต่อมน ้าเหลือง ทารกในครรภ ์และก่อใหเ้กิดการติดเช้ือในกระแสโลหิต จึงเป็นผลให้มี

อัตราการตาย สูง  จากการ ศึกษาคาดว่ าพลาสมิด (Plasmid) อย่ า งน้อย  4 ช นิดในแบคที เ รี ย                                  

L. monocytogenes เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีท าใหแ้บคทีเรียมีความรุนแรงและมีความสามารถตา้นทานต่อภาวะท่ี

ไม่เหมาะสม ท าใหอ้ยู่รอดไดใ้นธรรมชาติไดดี้ Listeria spp. ทุกสายพนัธ์ุท่ีท าใหเ้กิดโรคมีความสามารถ

ในการผลิต Listeriolysis O ซ่ึงเป็นสารโพลีเปปไทดส์ายเด่ียวท่ีมีขนาดโมเลกุลตั้งแต่ 58-60 กิโลดาลตนั 

และมีคุณสมบติัท าลายเมด็เลือด 

 
2.1.5 แหล่งทีอ่ยู่อาศัยและการแพร่กระจาย 

Listeria แพร่กระจายในส่ิงแวดลอ้มตามธรรมชาติ อาจพบในผกัเน่าเป่ือย ดิน มูลสัตว ์น ้ าเสีย หญา้หมกั 

และแหล่งน ้ า โดยทัว่ไปท่ีใดก็พบตามแบคทีเรียแลคติก ย่อมมีโอกาสพบ Listeria ดว้ย โดยเฉพาะใน

น ้ านมดิบ และหญา้หมกั รวมทั้งอุจจาระโค มีรายงานวา่ L. monocytogenes รอดชีวิตอยูใ่นดินช้ืนถึง 295 

วนัหรือนานกวา่ (Welshimer, 1960) 

 
โรคลิสเตอริโอซีส (Listeriosis) ท่ีเกิดกบัคนแพร่มากบัอาหาร ทั้งอาหารสดท่ีไดจ้ากพืชและสัตว ์เพราะ 

L. mocytogenes กระจายในส่ิงแวดลอ้ม ในอาหารพบมากในน ้านมดิบ เนยแขง็แบบน่ิม (soft cheese) เน้ือ
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สดและเน้ือแช่แขง็ ผลิตภณัฑจ์ากผกัและผลไม ้การท่ีเช้ือน้ีอยูใ่นนมและผลิตภณัฑน์ม ท าใหเ้ป็นท่ีสนใจ

กนัมาก เพราะนมเป็นอาหารหลกัอยา่งหน่ึงของมนุษย ์แบคทีเรียจึงมีโอกาสมากท่ีจะแพร่มากบันมและ

ติดต่อไปยงัมนุษย ์ในปี ค .ศ . 1983 ได้เกิดระบาดข้ึนกบันมพาสเจอไรซ์ ในมลรัฐแมสซาชูเซตส์ของ

สหรัฐฯ ท าให้ผูใ้หญ่ 42 คน และหญิงมีครรภ ์7 คนลม้ป่วยลง เป็นผลให้มีอตัราการตายร้อยละ 29 จาก

การทวนสอบหาสาเหตุ ปรากฏว่าในระหว่างท่ีเกิดการระบาดข้ึนกบันมพาสเจอไรซ์นั้น ได้เกิดโรค

ลิสเตอริโอซีสข้ึนกบัววัในฟาร์มอนัเป็นแหล่งท่ีมาของน ้ านมดิบ วิธีการพาสเจอไรซ์น ้ านมไม่มีสัญญาณ

ใดบ่งบอกวา่น ้ านมผา่นการพาสเจอไรซ์ไม่ถูกตอ้ง ท าให้นกัวิจยัสนใจท่ีจะศึกษาทบทวนค่า D-value ท่ี

เหมาะสมในการพาสเจอไรซ์น ้ านมกันใหม่ (Bradshaw et. al., 1985; Faber et. al., 1991; Lovet et. al., 

1990) แมคเคยแ์ละแบรทเซลลส์รุปวา่วธีิการพาสเจอไรซ์แบบปกติสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียชนิดน้ีได ้แต่

เพื่อความมัน่ใจในความปลอดภยัควรให้ความร้อนเกินกว่าปกติเล็กน้อย เพื่อเป็นหลกัประกนัความ

ปลอดภยั (margin of safety) ส่วนการพาสเจอร์ไรซ์น ้ านมท่ีบรรจุมาในถงัขนาดใหญ่ (vat protocol) โดย

การพาสเจอไรซ์แบบ LTLT (Long Time Low Temperature) นั้นจ าเป็นจะตอ้งเผื่อไวใ้หม้ากกวา่การพาส

เจอร์ไรซ์แบบ HTST (High Temperature Short Time) จากการค านวณค่า D ปรากฏว่าการพาสเจอไรซ์

แบบบรรจุถงัตอ้งใช้ 39D ในขณะท่ีการพาสเจอไรซ์แบบ HTST ใช้เพียง 5.2 D เท่านั้น (Mackey และ 

Bratchell, 1989) แคมเพลมคัเคอร์ และ แวน นูเบล แจนเซน พบวา่ ปกติอุจจาระโคในเนเธอร์แลนด์จะมี

เช้ือ L. monocytogenes ปนเป้ือนราวร้อยละ 10 ส่วนอุจจาระของผูท้  างานในโรงฆ่าววัในประเทศเดน

มาร์คจะมีเช้ือ L. monocytogenes ปนเป้ือนราวร้อยละ 5 (Kampelmacher และ Van Nooble Jansen, 1969) 

เขาจึงสรุปวา่คนและสัตวมี์โอกาสสูงท่ีจะเป็นพาหะของเช้ือ L. monocytogenes 

 
2.1.5 การเจริญเติบโต 

L. monocytogenes เจริญในช่วงอุณหภูมิกวา้งตั้งแต่ 0 จนถึง 42 °C แต่ช่วงอุณหภูมิเหมาะสมอยูร่ะหว่าง 

30 – 35 °C ท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่ 5 °C การเจริญของเช้ือน้ีจะชา้มาก ตอ้งใชเ้วลา 1 – 33 วนัในระยะ lag phase 

และมีบนัทึกว่าแบคทีเรียใช้เวลาในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนเป็นสองเท่า (generation times) ตั้งแต่ 13 ถึง

มากกว่า 130 ชัว่โมง L. monocytogenes สายพนัธ์ุท่ีทนความร้อนไดรั้บความสนใจเป็นพิเศษ เน่ืองจาก

เคยพบวา่เป็นสาเหตุท าใหเ้กิดการระบาดข้ึนจากนมพาสเจอร์ไรซ์ ตามปกติ Listeria ทุกสปีชีส์ถูกยบัย ั้งท่ี 

pH 5.5 อยา่งไรก็ตาม pH ต ่าสุดท่ีแบคทีเรียเจริญไดย้งัข้ึนอยูก่บัปัจจยัร่วมอ่ืนๆ ดว้ย อาทิ 

 ชนิดของกรดท่ีใชป้รับ pH )แบคทีเรียน้ีไวต่อกรดน ้าส้มและกรดแลคติกมากกวา่กรดเกลือ( 

 การมี/ไม่มีเกลือแกงในอาหาร )ถา้หากมีเกลือแกงอยูด่ว้ยท่ี pH และอุณหภูมิเดียวกนั แบคทีเรียจะใช้

เวลาในการเจริญเติบโตนานข้ึน ส าหรับ L. monocytogenes ทนต่อแรงดนัออสโมติก เช่น ทนต่อ
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สภาวะท่ีมีเกลือแกงร้อยละ 10 และมีรายงานวา่แบคทีเรียน้ีรอดชีวิตในอาหารท่ีมีเกลือแกงร้อยละ 16 

ท่ี pH 6.0) 

 L. monocytogenes สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิต ่าดงัไดก้ล่าวมาแลว้ 

 aw ต ่าสุดท่ีแบคทีเรียเจริญไดข้ึ้นกบัชนิดของสารฮิวเมคแตนทท่ี์ใชป้รับ aw เช่น ถา้ใชก้ลีเซอรอลปรับ

ค่า aw ต ่าสุดอยู่ท่ี 0.90 แต่ถ้าใช้น ้ าตาลซูโครสหรือเกลือแกงปรับ ค่า aw ต ่าสุดอยู่ท่ี 0.93 และ 0.92 

ตามล าดบั 

 
กล่าวโดยสรุป L. monocytogenes เป็นแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดอาหารเป็นพิษ ซ่ึงสามารถเจริญไดใ้นอาหาร

ท่ี มี  aw ต ่ า สุด เ ป็นสองรองจาก  S. aureus (aw ต ่ า สุดของ  S. aureus ประมาณ 0.85 ส่ วนของ  L. 

monocytogenes ประมาณ 0.93) L. monocytogenes ต้องการสารอาหาร ท่ีมีองค์ประกอบซับซ้อน

เหมือนกบัแบคทีเรียแกรมบวกทั้งหลาย และมีรายงานวา่ L. monocytogenes ตอ้งการวิตามินอยา่งนอ้ย 4 

ชนิด คือ ไบโอติน ไรโบฟลาวนิ ไธโอมีน และกรดไธออคติก (thiotic acid) ส่วนกรดอะมิโนท่ีแบคทีเรีย

ตอ้งการ ไดแ้ก่ ซีสติอีน กลูตามีน ไอโซลิวซีน ลิวซีน และวาลีน 
 

2.1.7 อาการของโรค 

ความรุนแรงของโรคข้ึนกบัพยาธิสภาพของผูไ้ดรั้บเช้ือ ผูท่ี้ไวต่อเช้ือหรือกลุ่มเส่ียงมกัมีอตัราการตายสูง 

ได้แก่ หญิงมีครรภ์ ผูท่ี้เป็นเน้ืองอก ผูเ้ป็นโรคพิษสุราเร้ือรัง เบาหวาน (โดยเฉพาะ type I) ผูเ้ป็นโรค

ภูมิคุม้กนับกพร่อง (Acquired Immunodeficiency syndrome – AIDS) ผูเ้ป็นโรคหวัใจ โรคไต และผูท่ี้อยู่

ระหวา่งการบ าบดัรักษาดว้ยฮอร์โมนประเภทท่ีมีเสตอรอยด์ เป็นตน้ บุคคลในกลุ่มเหล่าน้ีหากไดรั้บเช้ือ

มกัเร่ิมดว้ยอาการของเยื่อหุ้มสมองอกัเสบและติดเช้ือ จากผูป่้วย 641 ราย ปรากฏว่าร้อยละ 73 มีอาการ

ของเยือ่หุม้สมองอกัเสบ สมองอกัเสบ ในผูใ้หญ่มกัมีอาการต่อมมดลูกอกัเสบ ต่อมน ้าเหลืองอกัเสบ และ

มีการท าลายของเม็ดเลือดขาว ส่วนหญิงมีครรภม์กัแทง้บุตร หรือบุตรตายในทอ้งหรือตายตอนเกิด ทั้งน้ี

แมอ้าจไม่แสดงอาการของโรคมาก่อนก็เป็นไปได ้แต่ถา้แม่เกิดอาการ ก็จะมีอาการคลา้ยกบัอาการของ

ไขห้วดัใหญ่ ในกรณีของเด็กเกิดใหม่ ถา้ไดรั้บเช้ือลิสเตอริโอซีสในขณะคลอด มกัจะเกิดอาการเยื่อหุ้ม

สมองอกัเสบข้ึน 1-4 สัปดาห์หลงัคลอด แมว้า่ระยะฟักตวัของเช้ือในผูใ้หญ่ใชเ้วลา 1 สัปดาห์ถึงหลายๆ 

สัปดาห์ก็ตาม การระบาดในบอสตนั มีผูป่้วยจ านวน 20 ราย เกิดการติดเช้ือในกระแสเลือดข้ึน 18 ราย มี

อาการเยื่อหุ้มสมองอกัเสบ 8 ราย และ 13 รายมีอาการคล่ืนไส้ ปวดทอ้งและทอ้งเดินอยู่นาน 72 ชัว่โมง

ก่อนเกิดอาการอ่ืนๆ ตามมาอีก การบ าบดัรักษาดว้ยยาปฏิชีวนะใช ้คูเมอร์มยัซิน ไรแฟมปิซีนและแอมฟิ
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ซิลลิน หรือแอมฟิซิลินร่วมกบัยาปฏิชีวนะประเภทอะมิโนไกลโคไซด์ (aminoglycoside) ซ่ึงเอสพาซ

และเรนาวดก์ล่าววา่ใหผ้ลดีท่ีสุด (Espaze และ Reynaud, 1988)  
 

2.1.8 ประวตัิการระบาด 

เน่ืองจากเช้ือน้ีท าให้เกิดโรคกบัสัตวห์ลายชนิด รวมทั้งเป็ด ไก่ ปลา หมดั และสัตวท์ะเลจ าพวกครัสตา

เชียน ในปี ค .ศ . 1929 มีรายงานการระบาดคร้ังแรกในคน นับจากนั้นเช้ือไดแ้พร่กระจายไปทัว่โลก L. 

monocytogenes ร้อยละ 98 เกิดกบัคน และร้อยละ 85 เกิดกบัสัตว ์(McLauchlin, 1987) นอกจากน้ีลิสที

เรีย สปีชีส์อ่ืนก็ท าให้เกิดโรคกบัคนได ้คือ L. ivanovii ท าให้เกิดโรคกบัคนข้ึนอย่างน้อย 3 ราย และ L. 

seeligeri อย่างนอ้ย 1 ราย โรคลิสเตอริโอซีสท่ีเกิดกบัแกะในประเทศองักฤษไดเ้พ่ิมข้ึนในปี ค .ศ . 1979 

จาก 86 รายเป็น 423 รายในปี ค .ศ . 1988 ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการปรับเปล่ียนเทคนิคการท าหญา้หมกัเป็น

แบบกอ้นขนาดใหญ่ วิธีการน้ีกระท าโดยบรรจุหญา้ในถุงพลาสติกขนาดใหญ่ ปิดปากถุงไม่แน่น เป็น

เหตุใหเ้ช้ือราเจริญ ปริมาณกรดแลกติกท่ีเกิดข้ึนไม่มากพอท่ีจะมีผลให ้pH ต ่าจน L. monocytogenes หยุด

เจริญ ในปี ค .ศ . 1981 Listeria ท าใหเ้กิดโรคข้ึนกบัคนในประเทศองักฤษประมาณ 60 ราย และในปี ค .ศ .

1985 เพ่ิมข้ึนเป็น 140 ราย รวมทั้งการท าให้สัตวเ์ป็นโรคเพ่ิมข้ึนดว้ย ระหว่างปี ค .ศ . 1986 – 1988 เกิด

โรคลิสเตอริโอซีสของคนในองักฤษและเวลส์เพ่ิมข้ึนร้อยละ 150 รวมทั้งการเพ่ิมข้ึนของซัลโมเนลโล   

ซีสร้อยละ 100 มีอตัราการตายทั้งหมดในองักฤษร้อยละ 46 จากผูป่้วย 558 ราย จ าแนกออกเป็นหญิงมี

ครรภร้์อยละ 51 และผูใ้หญ่ทัว่ไปร้อยละ 44 ระหวา่งปี ค .ศ . 1983 – 1987 มีรายงานวา่มีผูป่้วย 775 รายใน

เกาะองักฤษ ตาย 219 ราย คิดเป็นร้อยละ 28 ทั้งน้ีไม่รวมการแทง้บุตรจ านวน 44 ราย แต่ถา้รวมดว้ยอตัรา

การตายจะสูงเป็นร้อยละ 34 ก่อนปี ค .ศ . 1974 มีรายงานท่ีปรากฏเป็นเอกสารว่ามีผูป่้วยในแถบตะวนัตก

ของประเทศฝร่ังเศสปีละ 15 ราย แต่ในปี ค .ศ . 1975 และ ค .ศ . 1976 ปรากฏว่ามีผูป่้วย 115 และ 54 ราย

ตามล าดับ (Carbonnelle et. al., 1978) หลายปีท่ีผ่านมาน้ีมีค าเตือนให้ระวังเก่ียวกับโรคลิสเตอริโอ            

ซีสมากข้ึน นบัตั้งแต่ตน้ถึงกลางทศวรรษท่ี 1990 ประมาณว่ามีผูป่้วยจากลิสเตอริโอซีสต่อประชากร 1 

ลา้นคนในประเทศต่างๆ ดงัน้ี 

 ออสเตรเลีย (1992)   2  ราย /ประชากร 1 ลา้นคน 

 แคนาดา    2-4  ราย /ประชากร 1 ลา้นคน 

 เดนมาร์ก   4-5  ราย /ประชากร 1 ลา้นคน 

 องักฤษ    2-3  ราย /ประชากร 1 ลา้นคน 

 สหรัฐอเมริกา   ~4  ราย /ประชากร 1 ลา้นคน 
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ประมาณปี ค .ศ . 1993 คาดวา่จะมีผูป่้วยในสหรัฐฯ จ านวน 1,092 ราย ตาย 248 ราย แต่สาเหตุมิใช่วา่จะมา

จากอาหารทั้งหมด จากการศึกษาเพื่อจดัการความเส่ียงเม่ือไม่นานมาน้ี ประมาณว่าคนทัว่ไปมีโอกาส

สัมผสักบัเช้ือแบคทีเรียน้ีจากอาหารต่อปีท่ีระดบั 5.0 log10 เฉล่ีย 3.8 เท่า และท่ีระดบั >106 log10 เฉล่ีย 0.8 

เท่า โดยประมาณวา่จะเกิดลิสเตอริโอซีสเฉล่ีย 5-7 รายต่อปี (Notermans et. al., 1998) 

 
2.1.9 มาตรการควบคุม 

สืบเน่ืองจาก L. monocytogenes มีอนัตรายสูง บางประเทศจึงออกกฎหมายมาควบคุมความปลอดภยัของ

อาหารท่ีเส่ียงต่อการปนเป้ือนของเช้ือน้ี โดยเฉพาะอาหารพร้อมบริโภค แต่บางประเทศไดจ้ดัท าแนว

ปฏิบติั (guidelines) หรือเกณฑ ์(criteria) ข้ึนใชก่้อนท่ีจะออกเป็นกฎหมายต่อไป 

 

1) ประเทศสหรัฐอเมริกา : ประเทศสหรัฐอเมริกาถือว่าอาหารท่ีมี L. monocytogenes ปนเป้ือน เป็น

อาหารท่ีไม่บริสุทธ์ิ (adulterant) และอาจถูกเรียกกลบัคืน (recall) หรือถูกจบั (seizure) โดยถือหลกัว่า

จะต้องไม่พบ L. monocytogenes ในตัวอย่างอาหาร 50 กรัม ส่วนเกณฑ์เท่ากับศูนย์ (Zero tolerance) 

โดยทัว่ไปหมายถึงไม่พบจุลินทรียใ์นตวัอย่าง 25 กรัม จากการใชแ้ผนการชกัตวัอย่าง n=5, c=0 (ตรวจ 5 

ตวัอยา่ง ตวัอยา่งละ 25 กรัม และไม่มีตวัอยา่งใดพบ L. monocytogenes) 

2) กลุ่มประเทศสหภาพยุโรป : มุ่งไปท่ีนมและผลิตภณัฑน์มท่ีน ามาผลิตเป็นเนยแขง็แบบน่ิม ทั้งน้ีจะตอ้ง

ไม่พบ L. monocytogenes ในอาหาร 1 กรัม 

 
แนวปฏิบติัของประเทศองักฤษกับอาหารพร้อมบริโภคได้จ  าแนกตามลักษณะการปนเป้ือนของ L. 

monocytogenes เป็น 4 กลุ่ม ดงัน้ี 

กลุ่มท่ี 1 พอใจ : ไดแ้ก่ อาหารท่ีตรวจไม่พบ L. monocytogenes ในตวัอยา่ง 25 กรัม 

  กลุ่มท่ี 2 พอใจพอควร : ไดแ้ก่ อาหารท่ีตรวจพบ L. monocytogenes ไม่เกิน 100 ในตวัอยา่ง 25 กรัม 

กลุ่มท่ี 3 ไม่พอใจ : ไดแ้ก่ อาหารท่ีตรวจพบ L. monocytogenes ระหวา่ง 100-1,000 ในตวัอยา่ง 25 กรัม 

กลุ่มท่ี 4 ไม่ยอมรับ : ไดแ้ก่ อาหารท่ีตรวจพบ L. monocytogenes มากกวา่ 1,000 ในตวัอยา่ง 25 กรัม 

 
3) ประเทศแคนาดา  : ในปี  ค .ศ . 1993 ประเทศแคนาดาได้เสนอเกณฑ์การปนเ ป้ือนของ L. 

monocytogenes ในอาหารพร้อมบริโภค โดยแบ่งออกเป็น 3 ประเภท คือ 

ประเภทท่ี 1 : อาหารท่ีเช่ือมโยงกบัการระบาดของโรคอาหารเป็นพิษ 

ประเภทท่ี 2 : อาหารท่ีมีอายกุารเก็บรักษามากกวา่ 10 วนั 
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ประเภทท่ี 3 : อาหารท่ีเอ้ือต่อการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีอายกุารเก็บรักษา 10 วนั หรือต ่ากวา่ หรืออาหาร

ท่ีไม่เอ้ือต่อการเจริญของแบคทีเรีย ซ่ึงมีสมบติัต่อไปน้ี 

- มี pH 5.0-5.5 และ aw < 0.95 

- มี pH < 5.0 โดยไม่ค  านึงถึง aw 

- มี aw ≥ 0.92 โดยไม่ค  านึงถึง pH 

- อาหารแช่เยอืกแขง็ 

ส าหรับอาหารประเภทท่ี 3 ถา้พบ L. monocytogenes เกิน 100 ต่อกรัมจะถูกเรียกกลบัคืน (recall) 

 

4) ประเทศเยอรมนี : ถือว่าการก าหนด Zero tolerance ไม่สามารถปฏิบติัได้ ดังนั้นจึงจ าแนกอาหาร

ออกเป็น 4 กลุ่มเส่ียงคลา้ยกบัของประเทศแคนาดา ผลิตภณัฑ์ท่ีพบ L. monocytogenes เกิน 104/g จะถูก

เรียกกลบัคืน 
 

5) ประเทศออสเตรเลีย : ก าหนดเกณฑ์ส าหรับเนยแข็งว่าตอ้งไม่พบ L. monocytogenes ใน 25 กรัมจาก

การชกัตวัอยา่งมาตรวจ 5 คร้ัง (n=5, c=0) 

 
สมชัชานานาชาติว่าดว้ยเกณฑ์จุลินทรีย์ในอาหาร (The international Commission on Microbiological 

Specification for Foods) หรือเรียกย่อว่า ICMSF ไดส้รุปว่า ถา้ L. monocytogenes ไม่พบในอาหารเกิน 

100/g ณ จุดบริโภค ใหถื้อว่าอาหารนั้นมีคุณภาพเป็นท่ียอมรับส าหรับผูบ้ริโภคท่ีมิใช่ประชากรกลุ่มเส่ียง 

นอกจากน้ีสมชัชา ICMSF ยงัแนะน าใหใ้ชร้ะบบ HACCP ในการผลิตและจดับริการอาหารดว้ย 

 

2.2 วธีิการแยกและตรวจหา L. monocytogenes 

การตรวจวิเคราะห์ L. monocytogenes จากส่ิงส่งตรวจพวกเลือด น ้าในสมองและไขสันหลงั น ้าคร ่ าจาก

ผูป่้วยสามารถแยก L. monocytogenes ไดบ้ริสุทธ์ิมากกว่าการแยกตรวจวิเคราะห์ในอาหารเน่ืองจากใน

อาหารส่วนใหญ่มี L. monocytogenes ปนเป้ือนในปริมาณต ่าและมีการปนเป้ือนของเช้ือชนิดอ่ืนๆ ควร

น าส่ิงท่ีตรวจใส่ลงใน Trypticase soy broth หรือ Tryptose broth ในสัดส่วนส่ิงตรวจต่ออาหารเหลว

เท่ากบั 1:9 แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลาหลายวนัถึงประมาณ 2 เดือน หลงัจากนั้นน ามาบ่มเพาะ

เช้ือลงบนอาหารแข็งเป็นช่วงๆ ซ่ึงควรท าบ่อยคร้ังจนกว่าจะพบเช้ือ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการจ าแนก

ชนิดอาจใช้ Sheep blood (Trypticase soy) agar และ Columbia base Colistin nalidixic acid agar (CNA) 

เม่ือบ่มเพาะเช้ือบนอาหารแข็งเช่น Sheep blood agar หรือ CAN agar แลว้ควรบ่มไวท่ี้ 35 °C  เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง ส าหรับ Sheep blood agar ตอ้งบ่มในสภาวะท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด ์5-10 % หรือในสภาพท่ี
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ไม่มีอากาศ โคโลนีท่ีข้ึนมีขนาดเลก็ แสงผ่านได ้และมีสีเทา สายพนัธ์ุส่วนใหญ่สามารถท าลายเมด็เลือด

แดงแบบ β-haemolysis เม่ือเห็นโคโลนีแลว้น ามายอ้มสีแกรมโดยเฉพาะส่ิงตรวจท่ีไดจ้ากน ้าไขสันหลงั 

เลือด หรือของเหลวจากช่องคลอดโดย L. monocytogenes ไม่ท าลายเม็ดเลือดแดงแบบ α-hemolysis 

และไมมี่โคโลนีสีขาว จากคุณสมบติัน้ีท าให้สามารถแยกออกจากแบคทีเรียแกรมบวก ลกัษณะเป็นท่อน

อ่ืนๆ ไดดี้โดยคุณสมบติัท่ีใชจ้ าแนก L. monocytogenes มีดงัน้ี 

- ผลิตเอนไซม ์Catalase 

- เคล่ือนท่ีไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 25 °C 

- เพ่ิมจ านวนไดดี้ท่ี 4 °C 

- บริเวณของการท าลายเมด็เลือดแบบ β-haemolysis แคบ 

- สามารถหมกัย่อยสลายน ้าตาลกลูโคส Trehalose และ Salicin 

- สามารถย่อยสลาย Esculin 

- ไม่ให ้H2S 

ส าหรับการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมค์าตาเลสท าไดโ้ดยการหยด H2O2 ร้อยละ 3 ลงบน

โคโลนีท่ีเจริญบน Brain - Heart Infusion agar ส าหรับ L. monocytogenes ให้ผลบวกแต่ Streptococci 

และ Lactobacilli ใหผ้ลลบ 

 
ส าหรับการเคล่ือนท่ีสามารถดูภายใตก้ลอ้งเช่น การท า Wet mouth สังเกตการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือก่ึง

เหลวก่ึงแข็ง ส าหรับการท า Wet mouth ท าไดโ้ดยน าเซลลแ์บคทีเรีย L. monocytogenes บ่มเพาะไวใ้น 

Broth culture เป็นเวลา 6 ชั่วโมงท่ี 25 °C ก่อน แลว้จึงน ามาตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เห็นการ

เคล่ือนท่ีแบบกล้ิงไปมา ซ่ึงเป็นลักษณะปลายข้างหน่ึงของเซลล์แกว่งไปมา ถ้าใช้ Phase-Contrast 

Microscope จะเห็นการเคล่ือนท่ีไดช้ดัเจนยิ่งข้ึนส าหรับการเคล่ือนท่ีจากการบ่มเพาะเช้ือลงใน Semisolid 

medium ควรบ่มไวท่ี้ 25 °C โดยสังเกตเห็นการเคล่ือนท่ีมีลกัษณะคลา้ยร่มอยู่ในบริเวณใตผิ้วหนา้วุน้ลง

ไปประมาณ 2-5 มิลลิเมตร แต่ถา้น าไปบ่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35 °C อาจจะไม่เห็นการเคล่ือนท่ีเลยก็ได ้

การทดสอบความสามารถในการเกิดโรค ทดสอบโดยการหยดเช้ือท่ีบ่มในอาหารเหลวไวแ้ลว้ 24 ชัว่โมง 

ลงบนตาขา้งหน่ึงของกระต่าย ถา้แบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบมีความสามารถก่อโรคท่ีตาดงักล่าวจะเกิดตา

อกัเสบท่ีเรียกว่า Conjunctivitis ภายใน 24-36 ชั่วโมง L. monocytogenes มีความไวต่อยา Tetracycline, 

Ampicillin, และ Penicillin โดยยาปฎิชีวนะเหล่าน้ีควรน ามารักษาตั้งแต่แรกจึงจะไดผ้ลดี 
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2.2.1 การวนิิจฉัยในห้องปฎบิัติการ 

2.2.1.1 ศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ส่ิงส่งตรวจพวกเลือด น ้ าในสมองและไขสันหลงั น ้ าคล ่า ศึกษาดว้ย

การยอ้มแกรมจะพบเช้ือลกัษณะเป็นค็อกโคบาซิลไล แกรมบวก ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ย Corynebacteria, 

Streptococcus pneumonia, หรือ Haemophilus 

2.2.1.2 การเพาะเช้ือ Listeria spp. สามารถเจริญไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือหลายชนิด เช่น Tryptose agar เม่ือ

บ่มเช้ือไว ้1-2 วนัในอาหารวุน้บนโคโลนีลกัษณะกลม ขนาดเลก็ นอกจากน้ีการใชอ้าหารคดัเลือก และ

การเก็บไวใ้นท่ีเย็นช่วยในการตรวจหาเช้ือตัวอย่างท่ีปนเป้ือนด้วยเช้ืออ่ืนท่ีเจริญเร็วกว่าช่วยในการ

จ าแนกเช้ือในการเกิด β-heamolysis บนอาหารผสมเลือดแกะ ช่วยการแยก Listeria spp. ออกจาก

แบคทีเรียอ่ืนท่ีมีรูปร่างคลา้ยกนั แต่ heamolysis อาจเกิดข้ึนบางๆ และสังเกตไดย้ากในตอนแรก การ

เคล่ือนท่ีของอาหารมกัมีลกัษณะกล้ิงไป และในอาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลว เช้ือจะมารวมกลุ่มกนัคลา้ยรูปร่ม

ซ่ึงช่วยในการจ าแนกเช้ือได ้
 

การตรวจวิเคราะห์นิยมใช้วิธี Detection มากกว่า Enumeration วิธี Detection แบ่งออกเป็น 2 วิธี คือ 

Conventional methods และ Rapid methods วิธีการตรวจวิเคราะห์โดยใช้ Conventional methods มีอยู่

หลายวิธีซ่ึงแต่ละวิธีแตกต่างกนัในขั้นตอน Enrichment และ Plating วิธีท่ีเป็นมาตรฐานและนิยมใชมี้ 4 

วิธีคือ 

- U.S. Food and Drug (US.FDA) วิธีใชต้รวจ Listeria ในอาหารชนิดต่างๆ ยกเวน้เน้ือสตัว ์

- U.S. Department of Agriculture (US.DA) วิธีใชต้รวจ Listeria ในอาหารจ าพวกเน้ือสตัว ์

- International Dairy Federation (IDF) วิธีใชต้รวจ Listeria ในนมและผลิตภณัฑ ์

- International Organization for Standardization (ISO) 
 

การใช้ Conventional methods คือ ให้ผลแน่นอนและราคาถูก ส่วนข้อเสียคือ ต้องใช้เวลานานและ

ผูป้ฎิบติังานตอ้งมีความช านาญจึงท าไดถู้กตอ้ง ส่วน Rapid methods ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์มี 2 วิธีใหญ่ๆ 

คือ ทาง Immunological และ Genetic วิ ธีทาง Immunological ท่ีใช้มีวิ ธี Monoclonal antibodies และ 

Polyclonal antibodies ส่วนวิธีทาง Genetic ใช้วิธี DNA probes และ Polymerase Chain Reaction แต่ละ

วิธีน้ีพบว่ามีความจ าเพาะในการตรวจหา Listeria spp. ท่ีต่างกนั บางวิธีตรวจไดเ้ฉพาะ Listeria spp. ไม่

สามารถระบุไดแ้ต่บางวิธีตรวจไดว้า่มี L. monocytogenes โดยไม่สนใจชนิดอ่ืนๆ 
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การตรวจแบคทีเรียโดยการเพาะเล้ียงแบบไม่นบัจ านวน (Detection Methods) เป็นเทคนิคท่ีใชต้รวจเช้ือ

โรคอาหารเป็นพิษท่ีมีอนัตรายรุนแรง แมว้่าแบคทีเรียประเภทน้ีจะมีอยู่ในอาหารเป็นจ านวนนอ้ย แต่ก็

อาจท าใหผู้บ้ริโภคเจ็บป่วยได ้ตวัอย่างเช่น เช้ือซลัโมเนลลา เช้ือบิด และเช้ืออหิวาต ์เป็นตน้ การถนอม

อาหาร เช่น การใชค้วามร้อน ความเยน็ ความดนั รังสี สารเคมี ฯลฯ สามารถท าลายแบคทีเรียไดจ้ านวน

หน่ึง ส่วนแบคทีเรียท่ีรอดชีวิตมาไดอ้าจบาดเจ็บ หรืออ่อนเพลีย ถา้ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือแบบซีเลคทีฟ 

(selective media) ซ่ึงปกติจะเติมสารท่ีมีผลยบัยั้ งแบคทีเรียอ่ืนๆ ไวใ้นสูตรอาหารด้วยนั้น อาจเป็น

อนัตรายต่อแบคทีเรียท่ีบาดเจ็บ เพราะสารยบัย ั้งน้ีมิไดย้บัยั้งเฉพาะแบคทีเรียอ่ืนๆ เท่านั้น สารยบัยั้งยงั

สามารถออกฤทธ์ิต่อแบคทีเรียท่ีตอ้งการตรวจวิเคราะห์ดว้ย แต่ผลท่ีเกิดข้ึนอาจจะอ่อนกว่าแบคทีเรีย

อ่ืนๆ ท่ีตอ้งการยบัย ั้ง ดว้ยเหตุน้ีในทางปฏิบติัจึงนิยมเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีบาดเจ็บดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ

เหลวท่ีมีสารอาหารเจือจางและไม่มีสารยบัย ั้งใดๆ เสียก่อน หลงัจากแบคทีเรียบาดเจ็บแข็งแรงดีแลว้ จึง

เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแบบซีเลคทีฟท่ีเติมสารยบัย ั้งแบคทีเรียบางชนิดเพ่ือเลือกเฉพาะแบคทีเรียท่ี

ตอ้งการ ส่วนแบคทีเรียอ่ืนเจริญไดไ้ม่ดีเท่า 
 

ยงัมีอาหารเล้ียงเช้ืออีกแบบหน่ึง จดัอยูใ่นประเภทอิเลคทิฟ มีเดีย (elective media) คือเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ

ท่ีไดรั้บการออกแบบมาโดยไม่มีสารยบัยั้งใดๆ แต่ใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเพ่ือส่งเสริมใหจุ้ลินทรียเ์พียง 

สปีชีส์เดียวหรือกลุ่มเดียวเจริญได้เร็ว ความแตกต่างระหว่าง selective และ elective media ต้องดูท่ี

จุลินทรียซ่ึ์งตอ้งการตรวจวิเคราะห์ ถา้จดัสภาวะให้แก่จุลินทรียส์ปีชีส์หรือกลุ่มเดียวและสภาวะนั้นไม่

เหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของจุลินทรียอ่ื์นๆ ให้ถือว่าเป็น elective media ปัญหาของการใช ้elective 

media คือสารเมตาบอไลท์ท่ีจุลินทรีย์สร้างข้ึนในขณะเจริญเติบโตใน elective media อาจปรับเปล่ียน

สภาวะของส่ิงแวดลอ้มในอาหารเล้ียงเช้ือ เป็นผลให้จุลินทรียอ่ื์นๆ สามารถเจริญไดดี้ ส่วน selective 

media นั้น มีขอ้ไดเ้ปรียบตรงท่ีมีสารยบัย ั้งแบคทีเรียอ่ืนๆ เป็นตวัควบคุมไว ้แต่ถา้หากสารยบัย ั้งนั้นถูก

ท าลายดว้ยสารเมตาบอไลทท่ี์แบคทีเรียสร้างข้ึน แสดงวา่สูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดอ้อกแบบมานั้นยงัไม่ดี

นกั 
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ตารางที ่2.3 รายช่ือของสารเคมียบัย ั้งท่ีใชใ้นอาหารแข็งจ าเพาะ Listeria spp. 

สารเคมี ความเขม้ขน้/L เช้ือแบคทีเรียท่ียบัยั้ง 
Acriflavine 

 

Bacitracin 

Cefotetan 

Ceftazidime 

Colistin 

Cycloheximide 

Fosfomycin 

Furacin 

Laxamoxef 

Lithium chloride 

Moxalactam 

Nalidixic acid 

Oxolinic acid 

Phenylethanol 

Polymyxin B 

 

Potassium tellurite 

Potassium 

thiocyanate 

 

Propolis 

 

Rivanol 

Thallous acetatate 

Trypaflavine 

10 mg 

 

5000 IU 

4 – 8 mg 

50 mg 

20 mg 

50 mg 

64 -512 mg 

10 mg 

4 mg 

0.5 mg 

20 mg 

 

15 – 20 mg 

2.5 ml 

16,000 IU 

 

0.5 g 

3.75 g 

 

15 mg 

 

25 mg 

0.2 g 

40 mg 

Gram-positives including Lactobacilus bulgaricus and 

Streptococcus thermophilus 

Gram-positves 

Staphylococcus aureus 

Broad spectrum 

Gram-negatives 

Fungi 

Broad spectrum including Staphylococcus aureus 

Escherichia coli, Micrococcus spp.  

Staphylococcus aureus 

Gram-negatives, except Pseudomonas spp. 

Broad spectrum 

Gram-negatives, except Pseudomonas and Proteus spp. 

Broad spectrum 

Gram-negative and Proteus spp. 

Gram-negative, including Pseudomonas spp., some 

Gram-positive 

Gram-negatives 

Most Gram-negatives, also Bacillus spp. and 

Corryneforms 

Gram-positives incluing Staphylococcus and 

Streptococcus 

Staphylococcus, Streptococcus and Pseudomonas spp. 

Gram-negatives 

Gram-positive cocci 

ท่ีมา : Ryser and Marth (1989) 
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2.3 ส่วนประกอบอาหารเลีย้งเช้ือ 

อาหารเล้ียงเช้ือนบัว่าเป็นส่ิงส าคญัในการควบคุมคุณภาพทางจุลชีววิทยา ประเภทของอาหารเล้ียงเช้ือจะ

แบ่งตามลกัษณะของเน้ือสัมผสั เช่น อาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลว อาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง อาหารเล้ียงเช้ือ

ก่ึงแขง็ (Biosci Register, 2010) ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเช้ือจุลินทรียต์อ้งการไดแ้ก่ ออกซิเจน 

น ้า แหล่งของไนโตรเจน-คาร์บอน พลงังาน แร่ธาตุ วิตามิน (Richard, 2010) 

 

2.3.1 ส่วนประกอบหลกั 

 น า้ 

แบคทีเรียทุกชนิดต้องการน ้ าเพ่ือใช้ในการเจริญเติบโต เช่นเดียวกับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย

บางอยา่งท่ีมีการปนเป้ือนกจ็ะสามารถขจดัออกดว้ยน ้า แบคทีเรียบางชนิดสามารถอาศยัอยู่ในเกลือหรือท่ี

มีความช้ืนในขณะท่ีอาหารแหง้จะไม่มีแบคทีเรียเจริญเติบโตอยู่ได ้(Eddleman, 1999) 
 

 วุ้น  

วุน้ถูกน ามาใชผ้สมในอาหารเหลวเพ่ือท า slant โดยท่ีการซึมผ่านของออกซิเจนจะเป็นไปไดย้ากในช่วง

ล่างของ slant วุน้จดัเป็นโพลิเมอร์ท่ีสร้างจากหน่วยย่อยของน ้ าตาลกาแลกโทสและยงัเป็นส่วนประกอบ

ของผนงัเซลลข์องสาหร่ายสีแดงบางสายพนัธ์ุ (Science Buddies, 2010) 
 

 แหล่งของคาร์บอน 

คาร์บอนเป็นส่ิงจ าเป็นพ้ืนฐานท่ีใช้ในการสร้างบล็อกของสารประกอบอินทรียทุ์กชนิด ประกอบดว้ย

กรดนิวคลีอิก คาร์โบไฮเดรต กลูโคส โปรตีนและไขมนั (Harold et. al, 1999) 
 

 แหล่งของไนโตรเจน 

แบคทีเรียตอ้งการไนโตรเจนเพ่ือใชใ้นการสร้างโปรตีนและกรดนิวคลีอิก สายพนัธ์ุท่ีแตกต่างกนัของ

แบคทีเรียท าให้มีความต้องการไนโตรเจนท่ีแตกต่างกันด้วย มีเพียงแบคทีเรียบางชนิดท่ีสามารถใช้

โมเลกุลอิสระของไนโตรเจนในอากาศได้ เช่น Peptone เป็นแหล่งของไนโตรเจนท่ีมีการใช้อย่าง

กวา้งขวางในสูตรอาหาร (Harold et. al, 1999) 
 

ตารางที ่2.4 องคป์ระกอบของ Peptone 

แหล่งท่ีมา DIFCO BBL GIBCO OXOID 

Casein acid hydrolysis Casamino Acids Acidicase Peptone 5 L41 
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Same extra soluble Paptamin - Peptone 20 - 

Casein acid hydrolysis Pepticase - Peptone 50 - 

Lactalbumin enzymic 

digest 

Lactaltone Lactalysate Peptone 60 Lactalbumin 

hydrolsate 

Meat enzymic digest Proteose/Peptone Thiotone Peptone 100 Peptone P 

Soymeal enzymic 

digest 

Soytone Phytone Peptone 110 Soya Peptone 

Casein trypsin digest Tryptone/Casitone Trypticase Peptone 140 Tryptone 

Animal casein 

polypeptone 

Proteose Peptone #2, 

#3/ Tryptose 

Polypeptone Peptone 180 Tryplose 

Gelatin pancreatic 

digest 

Peptone Gelysate Peptone 190 Peptone 

Yeast casein 

polypeptone 

Bitone Biosate Peptone 220 - 

        ท่ีมา: Harold Eddleman, Indiana Biolab (1999) 

 
2.3.2 สารยบัยั้ง 

 Lithium Chloride/Phenyl ethanol 

การใช้ phenyl ethanol ร่วมกบั lithium chloride เป็นการช่วยเพ่ิมจ านวนของ L. monocytogenes ซ่ึงถือ

เป็นสารท่ีใช้ยบัยั้ งแบคทีเรียชนิดอ่ืน เช่น อาหารเล้ียงเช้ือ L. monocytogenes McBride Listeria agar 

(MLA) (Ryser และ Marth, 1989) 
 

 Nalidixic Acid 

Beerens และ Tahon-Castel (1966) เป็นนักวิทยาศาสตร์สองท่านแรกท่ีรายงานถึงคุณประโยชน์ของ 

nalidixic acid ในการแยกเช้ือ L. monocytogenes ออกจากตวัอย่างท่ีมีการปนเป้ือนจากจุลินทรียห์ลาย

ชนิด โดยท่ีการใช ้nalidixic acid จะไปยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบ (Ralovich, 1971) 

 
 Polymyxin B 

Polymyxin B เป็นยาปฎิชีวนะท่ีใชใ้นการต่อตา้นการติดเช้ือของแบคทีเรียแกรมลบ Polymyxin B ผลิต

จากแบคทีเรีย Bacillus polymyxa โดยกลไกการท าลายแบคทีเรียของ Polymyxin จะเกิดจากการจบักนั
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ของ Polymyxin กบัเย่ือหุม้เซลลแ์ลว้ท าให้เกิดเป็นรูซ่ึงจะท าใหแ้บคทีเรียสูญเสียน ้าในเซลล ์(Cardoso et. 

al., 2007) 
 

 Ceftazidime 

Ceftazidime เป็นรุ่นท่ีสามของยาปฎิชีวนะ cephalosporin โดยท่ีมีช่วงกวา้งในการต่อตา้นแบคทีเรียทั้ง

แกรมบวกและแกรมลบ ในทางการตลาด Ceftazidime pentahydrate มีช่ือเรียกหลายช่ือประกอบด้วย 

Cefzim (Pharco B International), Fortum (GSK), และ Fortaz (White, 2003) 
 

 Cycloheximide 

Cycloheximide เป็นสารยบัยั้งการสังเคราะห์โปรตีนในส่ิงมีชีวิตยูคาริโอตท่ีสร้างจาก Streptomyces 

griseus Cycloheximide ถูกใชอ้ยา่งแพร่หลายในงานวิจยัดา้นชีวการแพทยเ์พ่ือท่ีจะยบัยั้งการสร้างโปรตีน

ในเซลลย์ูคาริโอต (Lin และ Hsu, 2000) 

 

2.4 รูปแบบการเจริญเติบโตเพิม่จ านวนของแบคทเีรีย 

รูปแบบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแสดงได้จากเส้นแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า log จ านวน

แบคทีเรียกบัระยะเวลา (เป็นนาที )ของการเจริญเติบโต ซ่ึงมีลกัษณะเป็นเส้นโคง้ เรียกว่า โกรธเคิร์บ 

(Growth Curve) ซ่ึงแสดงในรูปท่ี 2.2 แบ่งออกเป็น 4 ระยะ คือ 

 

รูปที ่2.2 Growth Curve 

 
ระยะเร่ิมต้น  

เป็นระยะท่ีแบคทีเรียปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อม จึงใช้ระยะเวลาในการแบ่งตัว ซ่ึงเรียกว่า 

generation time นาน ระยะน้ี เรียกวา่ แลคเฟส (Lag phase) 
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ระยะทีส่อง  

หลงัจากแบคทีเรียปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอมไดดี้ แบคทีเรียจะเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนข้ึนอย่างรวดเร็ว 

ท าใหเ้สน้การเจริญมีลกัษณะชนั (Exponential growth) ระยะน้ี เรียกว่า ลอคเฟส (Log phase) 

ระยะทีส่าม  

เป็นระยะหลงัจากท่ีแบคทีเรียเจริญเต็มท่ีแลว้ ปริมาณแบคทีเรียท่ีเพ่ิมข้ึนท าใหอ้าหารร่อยหรอลง จ านวน

แบคทีเรียจะคงท่ี ระยะน้ี เรียกว่า สเตชนันาร่ีเฟส (Stationary phase) 

ระยะทีส่ี่  

(ระยะสุดทา้ย )อาหารท่ีร่อยหรอลง ในขณะท่ีแบคทีเรียเพิ่มข้ึนเป็นจ านวนมาก อีกทั้งอาจเกิดสารพิษท่ี

เป็นผลพลอยไดจ้ากการเมตาบอลิสมของแบคทีเรียดว้ย สารพิษเหล่าน้ีอาจเป็นอนัตรายต่อแบคทีเรีย ท า

ให้แบคทีเรียค่อยๆ ตายลง เส้นแสดงการเจริญเติบโตจึงมีลกัษณะโคง้ต ่าลง ระยะน้ีเป็นระยะท่ีแบคทีเรีย

ตาย เรียกวา่ เดดเฟส (Dead phase) 

 
ปัจจุบนัไดมี้ความสนใจการท านายการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียใ์นอาหารระหวา่งการเก็บรักษามาก

ข้ึน หากวิธีการน้ีสามารถพฒันาให้การคาดการณ์ท่ีสมจริงไดจ้ะช่วยประหยดัค่าใชจ่้ายท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ

ทดสอบอาหารในห้องปฏิบติัการไดม้าก (Baranyi และ Roberts, 1994) หลกัวิธีการท านายทุกวิธีตอ้งใช้

แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ทั้ งบางส่วนหรือเต็มส่วนของ Growth Curve ของเช้ือจุลินทรีย์ท่ีสนใจ

ในช่วงสภาวะแวดล้อมต่างๆ ในปี ค .ศ . 1990 Zwietering และคณะได้ตรวจสอบสมการแสดงการ

เจริญเติบโตท่ีใช้กันทั่วไป ได้แก่ สมการ Gompertz, Logistic และสมการท่ีแก้ตัวแปรบางส่วนของ 

Gompertz และ Logistic เพ่ือให้ความหมายทางกายภาพกบัตวัแปรต่างๆ ต่อมาในปี 1994 Baranyi และ

คณะไดเ้สนอแบบจ าลองท่ีพฒันาข้ึนมาใหม่ โดยแบบจ าลอง Gompertz และ Logistic นั้นมีลกัษณะคลา้ย

รูปอกัษรเอส (Sigmoid shape) กบัจุด inflection ท่ีชดัเจน ในขณะท่ีแบบจ าลอง Baranyi นั้นมีลกัษณะท่ี

แตกต่างเพราะแสดงส่วนก่ึงเชิงเสน้ (quasi-linear segment) ระหวา่งช่วง exponential  

 
การเลือกแบบจ าลองการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมท่ีสุดมกัจะเป็นเร่ืองของการลองผิดลองถูก นอกจากน้ี

หลกัเกณฑใ์นการพิจารณาความเหมาะสมของแบบจ าลองนั้นแตกต่างกนัไป บางคร้ังไดอ้าศยัมาตรการ

ทางคณิตศาสตร์โดยพิจารณาจากความเข้ากันดีระหว่างสมการกับผลการทดลอง (Buchanan et. al., 

1997) ในขณะท่ีบางคร้ังเนน้การเปรียบเทียบค่าตวัแปรเฉพาะท่ีแสดงการเจริญเติบโตโดยตรงซ่ึงไดจ้าก

การท านายในแบบจ าลองหลายแบบ (Membre´ et. al., 1999) 

 



26 

 

อยา่งไรก็ตามในงานวิจยัน้ีไดใ้ชแ้บบจ าลอง Logistic แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของโคโลนี Listeria 

ดว้ยการวดัขนาดของโคโลนีซ่ึงเคยใช้ในงานของ Saeaung และคณะ, 2009 โดยสมการ Logistic แสดง

ดงัสมการท่ี 2.1 
 

     𝐴  =     
𝐴𝑚𝑎𝑥

1+𝑒−2𝜇𝑚𝑎𝑥(𝑡−𝑡𝑖)                                                  (2.1) 

 

โดยท่ี  A คือ ขนาดพื้นท่ีผวิของโคโลนี (mm2) 

               Amax คือ ขนาดพื้นท่ีผวิท่ีใหญ่ท่ีสุดของโคโลนี (mm2) 

                t คือ ระยะเวลาในการบ่มเช้ือ (h) 

 ti คือ ระยะเวลาท่ีจุด inflection ซ่ึงอตัราการเจริญเติบโตของโคโลนีมีค่าสูงสุด (h) 

 μmax คือ ค่าสูงสุดของอตัราการเจริญจ าเพาะ หรือ ค่า tangent ของ growth curve ท่ีจุด 

inflection (h-1) 

 
นอกจากน้ีจากสมการท่ี 2.1 จะพบวา่ขนาดพื้นท่ีผวิของโคโลนีท่ีเวลา ti จะเป็นคร่ึงหน่ึงของขนาดพื้นท่ี

ผวิท่ีใหญ่ท่ีสุดของโคโลนี (Amax) 
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บทที ่3  
วสัดุอปุกรณ์ และการด าเนินงานวจิัย 

 
งานวิจยัการพฒันาภาพรวมของชุดตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของลิสทีเรียอย่างรวดเร็วในอุตสาหกรรม

อาหารเพ่ือยกระดบัมาตรฐานผลิตภณัฑ์อาหารส่งออก โดยในการพฒันารูปแบบการวิเคราะห์จะพฒันา

ในส่วนของอาหารเหลวเพ่ิมจ านวน (enrichment broth) และอาหารแขง็ (selective agar) โดยวสัดุอุปกรณ์

และวิธีการด าเนินงานในแต่ละส่วนประกอบไปดว้ยรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 

 
        3.1 อุปกรณ์เคร่ืองมือทีใ่ช้ 

3.1.1 ตูเ้ข่ียเช้ือ (Laminar flow cabinet DWYER Series 0325, USA) 
3.1.2 ตูบ่้มเช้ือ (MEMMERT Model ULM500 Series TS8000, Germany) 
3.1.3 ตูเ้ยน็ (Sanyo, Japan) 
3.1.4 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (BECTHAI and HIRAYAMA Model HA300D, Japan) 
3.1.5 เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex mixer, Scientific industries Model genie 2, USA) 
3.1.6 เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Bench Top Centrifuge, HITACHI himac Model CT6D, Japan) 
3.1.7 เคร่ืองเขยา่พร้อมระบบควบคุมอุณหภูมิ (NEW BRUNWICK SCIENTIFIC, USA) 
3.1.8 จานเพาะเช้ือพลาสติกขนาด 15x60 มม. (Griner, the Netherland) 
3.1.9 Auto pipette ปริมาตร 20 มล. (Autopipette, USA) 
3.1.10 Auto pipette ปริมาตร 200 มล. (Autopipette, USA)  
3.1.11 Auto pipette ปริมาตร 1,000 มล. (Autopipette, USA) 
3.1.12 เคร่ืองชัง่ละเอียด 0.0001 กรัม (Metter Toledo Model AG204, Switzerland) 
3.1.13 เคร่ืองชัง่ละเอียด 0.01 กรัม  (Metter Toledo Model GG 4002- S, Switzerland) 
3.1.14 กลอ้งจุลทรรศนดิ์จิทลั (Dino-Lite Model AM413ZT, Taiwan) 
3.1.15 กลอ้งถ่ายรูปดิจิทลั (Olympus SP 570 UZ, Indonesia) 
3.1.16 24-microwell plate (Costar, USA) 
3.1.17 96-microwell plate (Costar, USA) 

 
         3.2 อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 

3.2.1 อาหารเล้ียงเช้ือ Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco, France) 
3.2.2 อาหารเล้ียงเช้ือ Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco, France) 
3.2.3 อาหารเล้ียงเช้ือ Lactose Broth (LB), Hi-media, India 
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3.2.4 อาหารเล้ียงเช้ือ Listeria selective agar base (Oxford formulation) (Oxoid, England) 
3.2.5 อาหารเล้ียงเช้ือ Buffered Listeria Enrichment Broth (BLEB) (Oxoid, England) 
3.2.6 อาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Broth (NB), Scharlau Chemis, Spain 
3.2.7 อาหารเล้ียงเช้ือ PALCAM medium base (Difco, France) 
3.2.8 อาหารเล้ียงเช้ือ Chromogenic Listeria agar (ISO) (Oxoid, England) 
3.2.9 อาหารเล้ียงเช้ือ Columbia agar (Difco, France) 
3.2.10 Yeast extract (Himedia Laboratories, India) 
3.2.11 Lab Lemco Powder (Oxoid, England) 
3.2.12 Peptone A (US Biologocal, USA) 
3.2.13 Proteose (US Biologocal, USA) 
3.2.14 Tryptose (US Biologicsl, USA) 
3.2.15 Lactose (ACROS organics, USA) 
3.2.16 Esculin hydrate 97% (ACROS organics, USA) 
3.2.17 Ammonium ferric citrate (Fisher Chemical, USA) 
3.2.18 Lithium chloride (US Biological, USA) 
3.2.19 D-mannitol (US Biological, USA) 
3.2.20 Phenol red (ACROS organics, USA) 
3.2.21 Modified Listeria selective supplement (Oxford, England) 
3.2.22 OCLA (ISO) selective supplement (Oxoid, England) 
3.2.23 Amphotericin B (Fisher bio reagents, China) 
3.2.24 Colistin sulphate (US Biological, USA) 
3.2.25 Acriflavine (ACROS organics, USA) 
3.2.26 Cefotetan (ACROS organics, USA) 
3.2.27 Phosphomycin disodium salt (MP Biomedicals, France) 
3.2.28 Polymycin B (US Biological, USA) 
3.2.29 Ceftazidime (Diffco, France) 
3.2.30 Nalidixic acid (ACROS organics, USA) 
3.2.31 Lithium chloride (US Biological, USA) 
3.2.32 Sodium Chloride (NaCl) (UNIVAR, New Zealand) 
3.2.33 D-glucose (UNIVAR, New Zealand) 
3.2.34 Glycerol (UNIVAR, New Zealand) 
3.2.35 Ethanol (CARLO ERBA Reagent, France) 
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         3.3 เช้ือจุลนิทรีย์ 

Listeria ivanovii จากอุตสาหกรรม Golden Line Business 

Listeria innocua DMST 9011 กองชีววตัถุ, กรมวทิยาศาสตร์การแพทย,์ กระทรวงสาธารณสุข  

Escherichia coli DMST 4609 กองชีววตัถุ, กรมวทิยาศาสตร์การแพทย,์ กระทรวงสาธารณสุข 

Staphylococcus aureus TISTR 808 สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
         
         3.4 การทดลองศึกษาอาหารเหลวเพิม่จ านวนทีเ่หมาะสม 

         3.4.1 การเตรียมเช้ือจุลนิทรีย์ 

          L. innocua 

         ในการศึกษาใช้เช้ือ L. innocua ซ่ึงเป็นเช้ือไม่ก่อโรค เป็นเช้ือทดสอบ เน่ืองจากเช้ือ L. innocua มี

ลกัษณะทางสรีรวิทยาใกลเ้คียงกับเช้ือ L. monocytogenes และเช้ือทั้งคู่ดังกล่าวสามารถท่ีจะเกิดใน

ตวัอย่างอาหารเดียวกนั (Cornu et. al., 2002) โคโลนีเด่ียวของ L. innocua ถูกลงในอาหาร Tryptic Soy 

Broth (TSB) ปริมาตร 100 mL น าเขา้เคร่ืองเขย่าดว้ยความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง 

          E. coli 

         โคโลนีเด่ียวของ E. coli ถูกลงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) ปริมาตร 100 mL น าเขา้เคร่ืองเขย่า

ดว้ยความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

          S. aureus 

         โคโลนีเด่ียวของ S. aureus ถูกลงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) ปริมาตร 100 mL น าเขา้เคร่ือง

เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (Yamaki et. al., 2011) เช้ือทั้งหมด

ถูกบ่มจนไดป้ริมาณเช้ือประมาณ 109 – 1010 CFU/mL ท่ีปริมาณเช้ือดงักล่าวจะเป็นปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ี

ใชใ้นการทดสอบผลของสารยบัยั้งร่วมกนัท่ีมีต่อการเจริญเติบโตและความสามารถในการคดัแยกเช้ือ 

Listeria spp. ส าหรับการศึกษาประสิทธิภาพความสามารถในการเพ่ิมจ านวนในอาหารไม่จ าเพาะ เช้ือ

ทุกตวัท่ีใชใ้นการทดสอบจะถูกเตรียมท่ีปริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ประมาณ 2-3 log CFU/mL และใชท่ี้ปริมาณ

เช้ือดงักล่าวในการทดลอง  
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3.4.2 การเตรียมอาหาร 

3.4.2.1 การศึกษาประสิทธิภาพการเพิม่จ านวนเซลล์ในอาหารไม่จ าเพาะ 

อาหารเหลวท่ีใช้ในการศึกษาการเจริญเติบโตประกอบดว้ย Nutrient Broth (NB), Lactose Broth (LB), 

Tryptic Soy Broth (TSB), Buffered Listeria Enrichment Broth (BLEB), Fraser Broth (FB), แ ล ะ 

PALCAM Broth base (PB) ซ่ึงถูกเตรียมตามสูตรอาหารท่ีโรงงานใช้ดงัแสดงในตารางท่ี 3.2 โดยสูตร

ดงักล่าวถูกใชใ้นการศึกษาผลของอาหารเหลวไม่จ าเพาะในการเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนของแบคทีเรีย 

200 L ของเช้ือลิสทีเลียท่ีความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการถูกปิเปตลงใน 20 mL ของอาหารเหลวไม่จ าเพาะในแต่

ละเง่ือนไขการทดลอง ตวัอย่างถูกวิเคราะห์หาปริมาณแบคทีเรียท่ีเวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 20, 

และ 24 ชัว่โมง 
 

         ตารางที ่3.1 สูตรอาหารไม่จ าเพาะ 
Function NB LB TSB BLEB FB PB 
 Component Conc. 

(g/L) 
Component Conc. 

(g/L) 
Component Conc. 

(g/L) 
Component Conc. 

(g/L) 
Component Conc. 

(g/L) 
Component Conc. 

(g/L) 
C source   Lactose 5 Dextrose 2.5     D-Mannitol 5 
 Beef 

extract 
3 Beef 

extract 
3 Pancreatic 

digest of 
casein 

17 Yeast extract 6 Lab-Lemco 
powder 

5 Peptone 23 

 Peptone 5 Peptone 5 Papaic 
digest of 
soybean 

meal  

3   Proteose 
peptone 

5 Yeast 
extract 

 

         Tryptone 5   
         Yeast 

extract 
5   

Buffer     Dipotassium 
phosphate 

2.5 Potassium 
dihydrogen 

orthophosphate 

1.35 Di-sodium 
hydrogen 
phosphate 

12   

       Disodium 
hydrogen 

orthophosphate 

9.6 Potassium 
dihydrogen 
phosphate 

1.35   

Salt     Sodium 
chloride 

5   Sodium 
chloride 

20   

Neutralizer           Polysorbate 
80 

2 

           Soya 
lecithin 

5 
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3.4.3 การทดสอบผลของการใช้สารตัวยับยั้งร่วมกันที่มีต่อความสามารถในการเจริญเติบโตและการคัด

แยกเช้ือ Listeria spp. 

หลงัจากผลของอาหารเหลวไม่เพิ่มจ านวนท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดถู้กมีการศึกษา อาหาร

เหลวดงักล่าวไดถู้กคดัเลือกจากการทดลองก่อนหน้าน้ี และถูกน ามาเพิ่มสารยบัย ั้งโดยการใชส้ารยบัย ั้ง

ต่างชนิดกันด้วยความเข้มข้นท่ีต่างกัน 120 L ปริมาตรของเช้ือ L .innocua, E. coli และ S. aureus          

ถูกปิเปตลงใน 1.2 mL ของอาหารในแต่ละการทดลองโดยการใชภ้าชนะบรรจุเพลท 96-deep well (รูปท่ี 

3.1) ท าการผสมตวัอยา่งดว้ยการใช ้auto ปิเปต ตวัอยา่งเหล่าน้ีถูกวิเคราะห์ปริมาณของเช้ือท่ีเวลา 0, 2, 4, 

6, 8, 10, 12, 16, 20, และ 24 ชัว่โมง 

 
รูปที ่3.1 96-deep well 

 

3.4.4 การนับปริมาณเซลล์ 

ปริมาณเซลล์เร่ิมตน้ในแต่ละการทดลองไดถู้กท าการวดั วิธีการนบัจ านวนเซลล์ใช้วิธี Standard Plate 

Count (SPC) โดยตวัอย่างท่ีความเจือจาง 102 และ 103 ปริมาตร 5 L ถูกน าไป drop บนอาหารแข็ง 

Tryptic Soy Agar (TSA) ท่ีบรรจุอยู่ในภาชนะ 96-micro plate จากนั้นท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง  

 
3.4.5 การศึกษาคุณลกัษณะการเจริญเติบโตโดยการใช้ Sigmoidal Function 

ขั้นตอนการค านวณถูกแสดงดงัสมการท่ี 3.2 ขอ้มูลจากการทดลองถูก save เป็น text file จากนั้นเปิด

ข้อมูลดังกล่าวด้วยการใช้โปรแกรม Microsoft excel 2007 ข้อมูลถูกเก็บในแผ่นงานและ sorted by 

เง่ือนไขการเพาะเล้ียง (e.g., ชนิดของอาหาร) ขอ้มูลเวลาในการเพาะเล้ียงและขอ้มูลความหนาแน่นใน

การเจริญเติบโตของลิสทีเรียได้ถูกน าไปวิเคราะห์โดยการใช้โปรแกรม SigmaPlot 10.0 เพื่อท่ีจะ
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ประมาณค่า max อตัราการเจริญเติบโตถูก created และการ fitting cureve ได้ถูก applied ค่าอตัราการ

เจริญเติบโตสูงสุดถูก fixed เขา้ไปใน Sigmoid 4 พารามิเตอร์ ดงัแสดงในสมการ 3.1 

y  =     
𝑎

1 + e
−(𝑥 − 𝑥0)

𝑏

 

 

y0 = the amount of initial inoculation of Listeria 

x0 = the first derivative maximum of the function 

a = maximum value of Listeria growth 

b = slope of curve 

max= maximum specific growth rate, 1/b (h-1) 

ความชนัของกราฟท่ี fit ถูกด าเนินการโดยสมการทางคณิตศาสตร์โดยการใชข้อ้มูลจริงท่ีเก็บได ้เพื่อให้

ไดค้่า 1/b (max) ท่ีอาจแสดงถึงผลค่าจริงในการสะทอ้นผลการทดลอง 

 
เข่ียเช้ือ L. innocua และ L.ivanovii บริสุทธ์ิลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Tryptic Soy Broth (TSB) 50 mL แลว้

น าเขา้เคร่ืองเขย่าดว้ยความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดูดเช้ือใน TSB 500 

µL ลงในสารละลายกลีเซอรอล 20% ปริมาตร 500 µL ผสมให้เขา้กนัในเอพเพนดอร์ฟเก็บรักษาเป็น 

stock culture ท่ีอุณหภูมิ -18C ก่อนน ามาใช้ในการทดลองจึงดูด stock culture 100 µL ลงใน TSB 100 

mL แลว้น าไปเขา้เคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จ  านวนเช้ือ

เร่ิมตน้อยูท่ี่ประมาณ 109 CFU/mL 

 

3.5 การทดลองศึกษาสภาวะการแยกเช้ือบนอาหารแข็งทีเ่หมาะสม 

       3.5.1 การเตรียมเช้ือจุลนิทรีย์ 

เข่ียเช้ือ L. innocua และ L. ivanovii บริสุทธ์ิลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Tryptic Soy Broth (TSB) 50 mL แลว้

น าเขา้เคร่ืองเขย่าดว้ยความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 h ดูดเช้ือใน TSB 500 µL ลง

ในสารละลายกลีเซอรอล 20% ปริมาตร 500 µL ผสมให้เขา้กนัในเอพเพนดอร์ฟ เก็บรักษาเป็น stock 

culture ท่ีอุณหภูมิ -18C ก่อนน ามาใช้ในการทดลองจึงดูด stock culture 100 µL ลงใน TSB 100 mL 

แลว้น าไปเขา้เคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 h จ านวนเช้ือเร่ิมตน้อยู่

ท่ีประมาณ 109 CFU/mL 

        

(3.1) 
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       3.5.2 การถ่ายรูป 

การศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ Listeria ใช้อุปกรณ์การถ่ายรูป 2 แบบ แบบแรกเป็นกล้องถ่ายภาพ

ดิจิทลัทัว่ไปดงัแสดงในรูปท่ี 3.1 ซ่ึงใชถ่้ายรูปของจานเพาะเช้ือทั้งจาน และอีกแบบเป็นกลอ้งจุลทรรศน์

ดิจิทลัดงัแสดงในรูปท่ี 3.2 ซ่ึงใช้ถ่ายรูปเฉพาะส่วนในจานเพาะเช้ือเพื่อใชใ้นการศึกษาจลนพลศาสตร์

การเจริญเติบโต 
 

 

 

 

 

                                               รูปที่ 3.2 กลอ้งถ่ายรูปดิจิทลั              รูปที ่3.3 กลอ้งจุลทรรศนดิ์จิทลั 

 

3.5.3 ขั้นตอนการทดลอง 

การทดลองน้ีสามารถแบ่งไดเ้ป็น 5 ส่วนหลกั โดยขั้นตอนการทดลองนั้นแตกต่างไปในแต่ละหวัขอ้ 

3.5.3.1 การเพิม่ประสิทธิภาพในขั้นตอนการทดลอง 

3.5.3.1.1 การประยุกต์ใช้ 24-microwell plate และจานเพาะเช้ือพลาสติก 

ในการศึกษาน้ีอาหารเล้ียงเช้ือถูกเทลงใน 24 micro-well plates และจานเพาะเช้ือพลาสติกเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางขนาด 6 cm. โดยน ามาเปรียบเทียบขอ้ดีและขอ้เสียของแต่ละภาชนะและเลือกภาชนะใส่อาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมในแต่ละการทดลอง เพ่ือใหไ้ดรู้ปถ่ายท่ีชดัเจนและสามารถน าไปวิเคราะห์ลกัษณะ

ของโคโลนีได ้

 

3.5.3.1.2 การตั้งค่า USB bandwidth ของกล้องจุลทรรศน์ดิจิทลั 

การตั้งค่า USB bandwidth ของกลอ้งจุลทรรศน์ดิจิทลัสามารถตั้งค่าไดจ้าก 1 ถึง 8 และเพื่อให้ไดภ้าพท่ี

คมชดัท่ีสุดจึงตอ้งเลือกค่าท่ีเหมาะสมในแต่ละการทดลอง ในการทดลองน้ีใช้ L. innocua เป็นตวัแทน

ของ Listeria โดยเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ Oxford agar, PALCAM agar, และ OCLA ในจานเพาะเช้ือ

พลาสติก 
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3.5.3.1.3 การเปรียบเทยีบพืน้หลงัของรูปถ่าย  

ในท านองเดียวกบัการตั้งค่า USB bandwidth การแทรกพื้นหลงัโดยการน าแผ่นใสหรือกระดาษสีต่างๆ

วางใตจ้านเพาะเช้ือในขณะถ่ายรูปจะท าให้รูปของโคโลนีคมชดัมากข้ึนและช่วยในขั้นตอนการวิเคราะห์

ผล การศึกษาน้ีไดท้  าการเปรียบเทียบพื้นหลงัในแบบต่างๆ ไดแ้ก่ แผน่ใสสีฟ้า แผน่ใสสีชมพูเขม้ แผน่ใส

สีชมพูอ่อน แผน่ใสสีส้ม กระดาษสีด า และกระดาษสีขาว 

 

3.5.3.2 การท า Serial dilution เพ่ือสนับสนุนการเจริญเติบโตของ Listeria spp. บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็ง 

การทดลองน้ีศึกษาการเจริญเติบโตของ L. innocua โดยสารละลายท่ีใชใ้นการเจือจางความเขม้ขน้เช้ือใน

ขั้น Serial dilution มีสองชนิดเพ่ือน ามาเปรียบเทียบ ไดแ้ก่ 0.85% NaCl และ TSB ความเขม้ขน้ของเช้ือท่ี

ใช้ spread plate ประมาณ 103 CFU/mL ปริมาตร 20 µL บนอาหาร TSA, Oxford agar, PALCAM agar, 

และ OCLA ในจานเพาะเช้ือพลาสติก หลงัจากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 
3.5.3.3 การศึกษาผลของการเส่ือมสภาพเน่ืองจากความร้อนในขั้นตอนการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

OCLA  

การศึกษาผลของการเส่ือมสภาพเน่ืองจากความร้อนไดท้ าการเปรียบเทียบผลจากวิธีการให้ความร้อน

ดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอกบัวิธีการใหค้วามร้อนดว้ยไมโครเวฟในขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ โดย

หมอ้น่ึงความดนัไอให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 121C เป็นระยะเวลา 15 นาที ส่วนไมโครเวฟใหค้วามร้อน

ท่ีอุณหภูมิประมาณ 100C เป็นระยะเวลา 1 นาที การทดลองน้ีใช ้L. innocua เป็นตวัแทนของ Listeria 

ใช้ TSB ในการเจือจางความเข้มข้นเช้ือในขั้น Serial dilution ความเข้มข้นของเช้ือท่ีใช้ spread plate 

ประมาณ 103 CFU/mL ปริมาตร 20 µL บนอาหาร OCLA ในจานเพาะเช้ือพลาสติก หลงัจากนั้นน าไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

        

       3.5.3.4 จลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของ Listeria spp. บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะ (Selective 

media) 

       3.5.3.4.1 การศึกษาผลของสารคัดเลือก (selective agent) ของสูตรอาหารเลีย้งเช้ือ OCLA ในอาหาร 

non-selective agar (TSA) และ OCLA agar base ทีม่ีต่อการเจริญเติบโตของ L. ivanovii 

การศึกษาแรกเป็นการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ L. ivanovii  ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีต่างกนั

ระหว่าง TSA สูตรมาตรฐานและ TSA ท่ีเติมสารคดัเลือกซ่ึงน ามาจากสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ OCLA ใน

อตัราส่วนต่างๆ กนั สารคดัเลือกถูกน ามาเติมในอตัราส่วน 25%, 50%, และ 100% ของความเขม้ขน้ใน
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สูตรมาตรฐานของ OCLA การศึกษาท่ีสองเป็นการเปรียบเทียบระหว่าง TSA ท่ีเติมสารคดัเลือกใน

อตัราส่วน 100% และอาหารเล้ียงเช้ือ OCLA สูตรมาตรฐานซ่ึงมีปริมาณของสารคดัเลือกเท่ากนั ส าหรับ

การศึกษาน้ีใช ้24-microwell plate ใส่อาหารเพาะเช้ือ และใช ้TSB ในการเจือจางความเขม้ขน้เช้ือในขั้น 

serial dilution ความเข้มข้นของเช้ือประมาณ 103 CFU/mL ปริมาตร 10 µL หลังจากนั้นน าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 84 ชัว่โมง 

 

3.5.3.4.2 การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ  L. ivanovii และ L. innocua บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง

จ าเพาะสูตรมาตรฐาน 

การทดลองน้ีเป็นการทดลองเพื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะสูตรมาตรฐานต่างๆ ได้แก่ Oxford agar, PALCAM agar, และ OCLA โดยท าการ

เพาะเช้ือใน 24-microwell plate การเจือจางความเขม้ขน้เช้ือในขั้น serial dilution ใช้ TSB ความเขม้ขน้

ของเช้ือประมาณ 108 CFU/mL และ 103 CFU/mL ส าหรับ L. ivanovii และ L. innocua ตามล าดบั ปริมาตร 

10 µL หลงัจากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 96 ชัว่โมง 

 

3.5.3.5 จลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของ Listeria spp. บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งจ าเพาะ (Selective 

media) 

       3.5.3.5.1 การศึกษาผลของสารคัดเลือก (selective agent) ของสูตรอาหารเลีย้งเช้ือ OCLA ในอาหาร 

non-selective agar (TSA) และ OCLA agar base ทีม่ีต่อการเจริญเติบโตของ L. ivanovii 

       การศึกษาแรกเป็นการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ L. ivanovii  ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีต่างกนั

ระหว่าง TSA สูตรมาตรฐานและ TSA ท่ีเติมสารคดัเลือกซ่ึงน ามาจากสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ OCLA ใน

อตัราส่วนต่างๆ กนั สารคดัเลือกถูกน ามาเติมในอตัราส่วน 25%, 50%, และ 100% ของความเขม้ขน้ใน

สูตรมาตรฐานของ OCLA การศึกษาท่ีสองเป็นการเปรียบเทียบระหว่าง TSA ท่ีเติมสารคดัเลือกใน

อตัราส่วน 100% และอาหารเล้ียงเช้ือ OCLA สูตรมาตรฐานซ่ึงมีปริมาณของสารคดัเลือกเท่ากนั ส าหรับ

การศึกษาน้ีใช ้24-microwell plate ใส่อาหารเพาะเช้ือและใช ้TSB ในการเจือจางความเขม้ขน้เช้ือในขั้น 

serial dilution ความเข้มข้นของเช้ือประมาณ 103 CFU/mL ปริมาตร 10 µL หลังจากนั้นน าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 84 ชัว่โมง 
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      3.5.3.5.2 การเปรียบเทยีบการเจริญเติบโตของ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็ง

จ าเพาะสูตรมาตรฐาน 

การทดลองน้ีเป็นการทดลองเพื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะสูตรมาตรฐานต่างๆ ได้แก่ Oxford agar, PALCAM agar, และ OCLA โดยท าการ

เพาะเช้ือใน 24-microwell plate การเจือจางความเขม้ขน้เช้ือในขั้น serial dilution ใช้ TSB ความเขม้ขน้

ของเช้ือประมาณ 108 CFU/mL และ 103 CFU/mL ส าหรับ L. ivanovii และ L. innocua ตามล าดบั ปริมาตร 

10 µL หลงัจากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 96 ชัว่โมง 

        
       3.5.3.6 การดัดแปลงสูตรอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะเพ่ือพฒันาการเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ Listeria 

spp. 

สูตรอาหารเล้ียงเช้ือ Listeria สามารถแบ่งออกไดเ้ป็นสองส่วนหลกั ส่วนแรกเป็น agar base และอีกส่วน

คือสารคดัเลือก (selective agent) อาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะท่ีใชใ้นการทดลองน้ี ไดแ้ก่ Oxford, PALCAM, 

และ OCLA ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีสารคดัเลือกไดแ้ก่ TSA ซ่ึงถูกน ามาใช้เพื่อเปรียบเทียบผลของ

จ านวนโคโลนีสุดทา้ยท่ีนับได้ โดยใช้ L. innocua เป็นตวัแทนของเช้ือ Listeria ในการศึกษา ใช้ TSB 

เป็นสารละลายเจือจางความเขม้ขน้เช้ือในขั้น serial dilution ความเขม้ขน้ของเช้ือประมาณ 103 CFU/mL 

ปริมาตร 10 µL โดยท าการเพาะเช้ือในจานเพาะเช้ือพลาสติก และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นระยะเวลา 120 

ชัว่โมง 

 

3.5.3.6.1 การศึกษาผลของสารคัดเลือกทีผ่สมกบัส่วนสารอาหารและวุ้นของอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะ

สูตรมาตรฐานทีม่ีต่อการเจริญเติบโตของ Listeria spp. 
การศึกษาน้ีสารคดัเลือกจะถูกเติมในขั้นตอนการเตรียมอาหารแข็งจ าเพาะท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 

25%, 50%, 100%, และ 200% ของความเขม้ข้นในสูตรมาตรฐาน ซ่ึงในแต่ละ agar base จะใช้ชุดสาร

คดัเลือกของตวัเอง เช่น Oxford agar base จะถูกเติมสารคดัเลือกชุด Oxford formulation ท่ีความเขม้ขน้

ต่างๆ ขา้งตน้ 
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3.5.3.6.2 การศึกษาผลของสารคัดเลือกสูตร Oxford ทีผ่สมกบัส่วนสารอาหารและวุ้นของอาหารเลีย้ง

เช้ือแข็งสูตร PALCAM และ OCLA 

ในการทดลองน้ีไดน้ าสารคดัเลือกสูตร Oxford มาเติมในขั้นตอนการเตรียมอาหารแข็งจ าเพาะท่ีความ

เขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 25%, 50%, 100%, และ 200% ของความเขม้ขน้ในสูตรมาตรฐาน Oxford แต่น ามา

ดดัแปลงใชใ้น PALCAM และ OCLA agar base 

 

3.5.3.6.3 การเปรียบเทยีบการเจริญเติบโตของโคโลนี Listeria spp. บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะจาก

การผสมสารคัดเลือกต่างสูตรและความเข้มข้นกบัสารอาหารและวุ้นสูตร Oxford, PALCAM, และ 

OCLA สูตรมาตรฐาน 

จากผลการทดลองในหวัขอ้ 3.6.5.1 และ 3.6.5.2 จะถูกน ามาเปรียบเทียบจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโต

โดยรวมในหวัขอ้น้ี 

 
       3.5.3.7 การวเิคราะห์ข้อมูล 

หลงัจากการถ่ายรูปดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ดิจิทลั รูปถ่ายท่ีไดจ้ะถูกน ามาวิเคราะห์ผลดว้ยโปรแกรม Image 

J 1.43U เพ่ือหาขนาดพ้ืนท่ีของแต่ละโคโลนี (mm2) โดยมีการสุ่มเลือกจ านวน 5 โคโลนีบนอาหารเล้ียง

เช้ือ แลว้น าขอ้มูลมาเขา้สมการ logistic ดว้ยโปรแกรม Sigma Plot 10.0 เพ่ือประมาณค่าพารามิเตอร์ทาง

จลนพลศาสตร์ ไดแ้ก่ Amax (ขนาดพื้นท่ีผิวท่ีใหญ่ท่ีสุดของโคโลนี), ti (inflection point), µmax (ค่าสูงสุด

ของอตัราจ าเพาะ) และค่าความชนัท่ี inflection point ในการวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ ขอ้มูลบางส่วนถูก

น าไปวิเคราะห์ t-test และอีกส่วนถูกน าไปวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ดว้ยซอฟต์แวร์ SPSS  

ดว้ยวิธี Duncan ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ของ 95% (P <0.05) 

    A  =     
Amax

1+e−2μmax(t−ti)      
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บทที ่4  

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 
งานวิจัยน้ีเป็นการพัฒนาภาพรวมของชุดตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของลิสทีเรียอย่างรวดเร็วใน

อุตสาหกรรมอาหารเพ่ือยกระดับมาตรฐานผลิตภัณฑ์อาหารส่งออก โดยในการพัฒนารูปแบบการ

วิเคราะห์จะพฒันาในส่วนของอาหารเหลวเพ่ิมจ านวน (enrichment broth) และอาหารแข็ง (selective 

agar) การพฒันาอาหารเหลวเป็นการศึกษาการเจริญเติบโตและการคดัเลือกเช้ือลิสทีเรียอินโนคัวใน

ขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนแบบคดัเลือก โดยในขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนแบบคดัเลือกของเช้ือแอลอินโนควั

ร่วมกับการศึกษาผลของสารยับยั้ งท่ีเหมาะสมสามารถยับยั้ งเช้ือแข่งขัน แต่ในขณะเดียวกันไม่มี

ผลกระทบกบัการเพ่ิมจ านวนของเช้ือลิสทีเรีย การศึกษาผลของสารยบัย ั้งส าหรับการตรวจพบเช้ือลิสทีเรีย

นั้น สารยบัย ั้งท่ีใชเ้ป็นสารยบัย ั้งตามวิธีมาตรฐานทัว่ไป ไดแ้ก่ เอ็นจีเอฟไอเอส ไอดีเอฟ ยูเอส เอฟดีเอ 

เอ็นเอ็มเคแอล ไอเอสโอ เอโอเอซี และยูเอสดีเอ-เอฟเอสไอเอส ส าหรับในส่วนของอาหารแข็งเป็น

การศึกษาเพื่อแสดงให้เห็นถึงผลกระทบของสารอาหาร สารช้ีวดั และสารยบัย ั้งต่อการเจริญเติบโตของ

เช้ือลิสทีเรีย ทั้งน้ีความเขา้ใจท่ีมีต่อกลไกภายในของแต่ละองคป์ระกอบจะน าไปสู่ความสามารถในการ

บ่งช้ีเช้ือลิสทีเรีย และการปรับปรุงการตรวจหาเช้ือ ซ่ึงจะน าไปสู่การลดตน้ทุนการตรวจวิเคราะห์เช้ือและ

ท าใหข้ั้นตอนการตรวจวเิคราะห์เป็นไปไดอ้ยา่งรวดเร็ว  

 
โดยในส่วนแรกเป็นการศึกษาเพ่ือหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการเพ่ิมจ านวน (non-selective) 

และขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนแบบจ าเพาะ (selective enrichment) ในงานวิจยัน้ีการเพาะเล้ียงเซลล์ไดถู้ก

ด าเนินการโดยการใช้เทคนิคท่ีได้มีการพัฒนาเพ่ือศึกษาปฏิกริยาในภาชนะ 96 deep well เพลทท่ี

เหมาะสมในการน ามาประยุกตใ์ช ้การตอบสนองของเซลลเ์พ่ือเป็นทางเลือกของอาหารเหลวไม่จ าเพาะ

และมีการศึกษาผลของสารยบัยั้ง การเพ่ิมข้ึนของจ านวนเซลลแ์ละการมีชีวิตอยู่ของเซลลไ์ดมี้การติดตาม

ศึกษาโดยลกัษณะส าคญัของการเจริญเติบโตท่ีศึกษา ไดแ้ก่ ค่าอตัราการเจิญเติบโตสูงสุด (maximum 

specific growth rate; max) ถูกประเมินศึกษาด้วยการใช้สมการทางคณิตศาสตร์ Sigmodal-type และ

เปรียบเทียบเง่ือนไขการเพาะเล้ียงท่ีสภาวะต่าง ๆ เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์เช้ือ 

Listeria spp. และการคัดเลือกเป้าหมายหลักเพ่ือท าความเข้าใจพารามิเตอร์การเจริญเติบโตท่ีมี

ความสัมพนัธ์กนั เพ่ือช่วยให้อตัราการเจิญเติบโตท่ีดีข้ึนและมีความสามารถในการคดัเลือกเพียงเช้ือ 

Listeria spp. ในอาหารเหลวเพ่ิมจ านวน ผลจากการคน้พบน้ีสามารถน าไปสู่ขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนท่ีมี

ประสิทธิภาพมาก ช่วยลดเวลาในการวิเคราะห์และค่าใชจ่้ายในการวิเคราะห์ 



39 

 

4.1 การส ารวจกระบวนการในขั้นตอนการเพิม่จ านวน 

โดยทัว่ไปจ านวนของ Listeria spp. ท่ีพบในตวัอย่างอาหารมีแนวโน้มปริมาณท่ีน้อย (Sheridan et. al., 

1994a; Jay, 1996; Walsh et. al., 1998) ในหลายๆ งานวิจยัไดร้ายงานวา่ Listeria monocytogenes บ่อยคร้ัง

ท่ีเกิดการบาดเจ็บจากการท่ีอาหารผา่นกระบวนการและผลกระทบจากส่ิงแวดลอ้ม ดงันั้นการเพ่ิมจ านวน

เซลลท่ี์มีประสิทธิภาพสามารถท่ีจะถูกเป็นประโยชน์เพ่ือเพ่ิมโอกาสในการคน้หาเช้ือจุลินทรียเ์ป้าหมาย

ในสถานการณ์เหล่านั้น สารเสริมในการเพ่ิมจ านวนไดถู้กน าเสนอเพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลลใ์หไ้ดป้ริมาณใน

ระดบัท่ีมากเป็นระดบัปริมาณต ่าสุดท่ีสามารถตรวจวิเคราะห์ไดด้ว้ยวิธีการวิเคราะห์ในหลายวิธี กลุ่มของ

นักวิจัยหลายๆ กลุ่มได้ท าการทดลองโดยการใช้อาหารเหลวไม่เพ่ิมจ านวนเพ่ือท่ีจะพัฒนาการเพ่ิม

จ านวนของ Listeria และการตรวจวิเคราะห์ (Kosonpisit et. al., 2011; Sheridan et. al., 1994b; Budu-

Amoako et. al., 1992; Beumer et. al., 1996; Walsh et. al., 1998; Vaz-Velho et. al., 2000 และ Nancy และ 

Herman, 2004) วตัถุประสงคข์องการทดลองน้ีเพ่ือท่ีจะคน้หาเง่ือนไขสภาวะการเพ่ิมจ านวนท่ีเหมาะสม

ซ่ึงเหมาะท่ีจะน าไปใชใ้นการเพ่ิมจ านวนการเจิญเติบโตของ Listeria spp.  

 
4.1.1 รายละเอยีดการทดลอง 

ในการทดลองน้ีเช้ือ Listeria innocua ถูกท าใหเ้พ่ิมจ านวนดว้ยการบ่มจนไดป้ริมาณเช้ือท่ี 9 log CFU/mL 

ปริมาณความเขม้ขน้ของเซลลเ์ร่ิมตน้ของ L. innocua ถูกเตรียมท่ี 2-3 log CFU/mL โดยใชเ้ทคนิคการเจือ

จางปริมาณ 100 L ของเช้ือ L. innocua ถูกน าไป inoculated ลงในหลอดเอพเพนดอร์ฟขนาด 1.5 mL ท่ี

มีการเติมน ้าเกลือ 0.85% ปริมาตร 900 L อาหารเล้ียงเช้ือเพ่ิมจ านวนถูกรวมกนัในขวด duran ท่ี 20 mL 

ส าหรับในแต่ละเง่ือนไข ความเขม้ขน้ของปริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ท่ีตอ้งการของเช้ือ L. innocua ท่ี 2-3 log 

CFU/mL ถูก inoculated ลงในขวดท่ีไดมี้การเตรียมอาหารเหลวเพ่ิมจ านวน ท าการผสมอาหารดงักล่าว

ดว้ยการใชเ้คร่ืองผสม ทั้งน้ีปริมาณของโคโลนีทั้งหมดถูกสังเกตและนบัโคโลนี         

 

4.1.2 ผลการทดลองและอภิปรายผล 

อาหารเหลวเพ่ิมจ านวนท่ีใช้ในการศึกษาน้ีถูกแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ อาหารเหลวไม่จ าเพาะทั่วไป 

(conventional non-selective) เช่น Nutrient broth (NB), Lactose broth (LB), และ Tryptic soy broth (TSB) 

และอาหารเหลวจ าเพาะส าหรับ Listeria  เช่น Buffered Listeria Enrichment Broth base (BLEB), Fraser 

broth (FB), และ Palcam broth (PB) โดยอาหารเหลวเล้ียงเช้ือจ าเพาะถูกพฒันามาจาก standard selective 

enrichment media ซ่ึงตวัยบัยั้งมาตรฐานท่ีใชน้ ามาจากส่วนประกอบในสูตรอาหารมาตรฐานทัว่ไป โดย



40 

 

รูปท่ี 4.1 และ 4.2 แสดงกราฟ profile ของเช้ือ L. innocua ท่ีเวลาต่างๆ ของเจริญเติบโตในอาหาร non-

selective media และอุณหภูมิการบ่มท่ีต่างกนั  

 

 

 

 

                                           (a)                                                                              (b) 

 

 

 

 

                                       (c)                                                                             (d) 

 

 

 

 

                                          (e)                                                                              (f) 

รูปที ่4.1  ผลของอุณหภูมิการบ่มท่ีแตกต่างกนัในการเจริญเติบโตของเช้ือ L. innocua ในอาหารเหลวไม่

จ าเพาะท่ีแตกต่างกนั a) nutrient broth (NB), b) Lactose broth (LB), c) Tryptic soy broth 

(TSB), d) Buffered Listeria Enrichment Broth base (BLEB), e) Fraser broth (FB), และ f) 

Palcam broth (PB) 
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โดยจากการทดลองจะเห็นไดว้่ากราฟ profile การเจริญเติบโตของผลของอุณหภูมิการบ่มท่ีมีต่อเช้ือ       

L. innocua ค่อนขา้งท่ีจะชดัเจนท่ีอุณหภูมิการบ่ม 35C กราฟการเจิญเติบโตของอาหารเหลวไม่จ าเพาะ

ทุกอาหาร ลกัษณะของกราฟค่อนขา้งท่ีจะมีลกัษณะชนัในระหว่างช่วง exponential growth phase โดย

การเพ่ิมจ านวนเซลล์ค่อนขา้งสูงกว่าเง่ือนไขอ่ืนๆ โดยเง่ือนไขการเจริญเติบโตน้ีสะทอ้นให้เห็นการ

ขยายตวัท่ีดี โดยช่วงรอยต่อท่ีดา้นล่างและดา้นบน (อุณหภูมิ 30 และ 40C ตามล าดบั) การเจริญเติบโต

ของ L. innocua ถูกพบว่ายงัไม่ใช่ตัวเลือกท่ีดีท่ีสุด การบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C แสดงให้เห็นอัตราการ

เจริญเติบโตท่ีชา้ อยา่งไรกต็ามท่ีอุณหภูมิดงักล่าวยงัคงสามารถท่ีจะมีประโยชน์เป็นทางเลือกเพ่ือท่ีจะท า

ใหไ้ม่สามารถเจริญเติบโตของเช้ือ psychrophiles อ่ืนๆ ท่ีจ าเป็น การประนีประนอมการเจริญเติบโตของ 

L. innocua อยูใ่นขอบเขตช่วงอุณหภูมิของการบ่มระหวา่ง 35 และ 37C ส าหรับเช้ือ L. innocua  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           

 

 

 

                                         

                                          (c)                                                                             (d) 

รูปที ่4.2  ผลของการเจริญเติบโตของ L. innocua ในอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ิมจ านวนแบบไม่จ าเพาะท่ีแตกต่าง

กนั ท่ีอุณหภูมิการบ่ม a) 30C b) 35C c) 37C d) 40C 

 

(a) (b) 
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รูปท่ี 4.2 แสดงใหเ้ห็น profile การเจริญเติบโตของเช้ือ L. innocua ในอาหารท่ีศึกษาชนิดต่างๆ โดยกราฟ

เหล่าน้ีไดใ้ห้ลกัษณะการเจริญเติบโตท่ีแตกต่างกันในอาหารเหลวไม่จ าเพาะท่ีแตกต่างกันท่ีปริมาณ

อุณหภูมิการบ่มต ่าท่ี 30C ไม่สัมพนัธ์กบัชนิดของ non-selective media ท่ีใชใ้นการโตของ L. innocua 

เม่ืออุณหภูมิในการบ่มสูงกว่า 35C การมาบรรจบกนัของการเจริญเติบโตเร่ิมท่ีจะปรากฏ โดยอาหาร 

TSB ปรากฏว่ามีความสามารถในการเพ่ิมจ านวน L. innocua กว่าอาหารชนิดอ่ืนๆ กราฟเหล่าน้ีช่วยให้

เน้นผลของอุณหภูมิต่อความเข้มข้นของเซลล์สุดทา้ย ท่ีอุณหภูมิการทดลอง 30C มนัช้ีให้เห็นว่าท่ี

อุณหภูมิต ่ามากๆ อตัราการเจริญเติบโตจะช้าในทุกเมทาบอลิซ่ึมของเซลล์และการเปล่ียนแปลงของ

แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในแต่ละสูตรอาหารไม่ไดมี้ผลกบัการเจริญเติบโตของ L. innocua การ

เจริญเติบโตของเซลล์มีปริมาณนอ้ย เม่ืออุณหภูมิในการบ่มเป็นสภาวะท่ีเหมาะสม ความแตกต่างของ

องคป์ระกอบในอาหารเร่ิมท่ีจะมีลกัษณะจ าเพาะของการเจริญเติบโต (รูปท่ี 4.2b) 

 
จากกราฟเหล่าน้ี มีการส ารวจพบว่ามีส่ิงท่ีน่าสนใจคือ องค์ประกอบของสารอาหารในอาหารเหลว

จ าเพาะท าให้การเจริญเติบโตของ L. innocua ไม่ดีเม่ือเปรียบเทียบกบัการทดลองอ่ืนๆ ในอาหาร media 

โดยทั่วๆ ไป ด้วยอุณหภูมิในการบ่มท่ีสูง (35-40C) การ combined ผลของการเจริญเติบโตของ              

L. innocua ท่ีมาจากการทดลองต่างๆ บางทีท่ีปริมาณของเซลลสู์งเน่ืองมาจากอุณหภูมิมีผลท าให้เกิดการ

แยล่ง ไม่เหมาะสมกบัองคป์ระกอบของอาหารใน non-selective medium เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน สารเคมีและ

เอนไซมเ์กิดปฏิกริยาท่ีอตัราเร็วมากและอตัราการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน เป็นท่ีแน่นอนท่ีอุณหภูมิมากข้ึนมี

ผลต่อโปรตีนเกิดความเสียหาย ดงันั้นการเจริญเติบโตและกิจกรรมเมทาบอลิคเพ่ิมข้ึนถึงจุดท่ีเป็นการ

ท าลายปฏิกริยา อย่างเป็นท่ีช้ีชัดท่ีอุณหภูมิมากกว่าท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส่งผลในทางลบต่อการ

เจริญเติบโตของเซลล์ แมว้่าอาหารโดยส่วนใหญ่แลว้ เช่น TSB ท่ีอุณหภูมิในการบ่ม 40C น าไปสู่

ปริมาณเซลล์ท่ีจาก 9 log CFU/mL (อุณหภูมิในการบ่มท่ี 35 – 37C) เหลือเพียง 8 log CFU/mL และ

กราฟในช่วง exponential เกิดข้ึนชา้อยา่งมีนยัส าคญั 

      
การท านายลกัษณะการเจริญเติบโตของเส้นรูปท่ี 4.1 และ 4.2 ไดป้ระยุกต์ใช้สมการทางคณิตศาสตร์ 

sigmoid ในการน าเสนอรูปแบบการเจริญเติบโตของ L. innocua โดยการใชส้ับเสตรทท่ีแตกต่างกนัและ

เง่ือนไขการบ่มท่ีอุณหภูมิในการบ่มท่ีแตกต่างกนั จากผลขอ้มลูการทดลองพบเห็นพอ้งตรงกนักบัสมการ

ท่ีไดท้ านาย และแบบจ าลองมีความเหมาะสม รูปท่ี 4.3 แสดงค่าอตัราการเจริญเติบโตสูงสุดของ L. 

innocua ในอาหารเหลวเพ่ิมจ านวนแบบไม่จ าเพาะท่ีอุณหภูมิการบ่มท่ีแตกต่างกัน ค่าอัตราการ

เจริญเติบโตสูงท่ีสุดแสดงใหเ้ห็นสภาวะท่ี L. innocua ถูกเล้ียงเพาะบ่มใน TSB ท่ีอุณหภูมิ 35C และดว้ย
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เหมือนกนั ท่ีอุณหภูมิน้ีใหอ้ตัราการเจริญเติบโตสูงท่ีสุดโดยเฉพาะท่ีอาหาร Frase Broth ใหค่้าอตัราการ

เจริญเติบโตสูงสุด จากการติดตามการเพาะบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C แสดงให้เห็นว่าให้ค่าอัตราการ

เจริญเติบโตสูงท่ีสุดท่ีนอ้ยกว่า ถึงแมว่้าท่ีอุณหภูมิ 30 และ 40C จะให้ค่าอตัราการเจริญเติบโตท่ีน้อย 

นัน่หมายความวา่ L. innocua โตชา้มากท่ีอุณหภูมิเหล่าน้ี 

 

 

รูปที ่4.3  ผลของอาหารเหลวเพ่ิมจ านวนแบบไมจ่ าเพาะชนิดต่างๆ และอุณหภูมิในการบ่มท่ีมีต่อการ

เจริญเติบโตของเช้ือ L. innocua ท่ีมีต่อค่า max(h-1) 

 
เม่ือพิจารณาปริมาณความหนาแน่นของเซลล์สุดทา้ย (รูปท่ี 4.4) ของ L. innocua ในอาหารเหลวไม่

จ าเพาะท่ีอุณหภูมิการบ่มท่ีแตกต่างกนั เช้ือ L. innocua ท่ีไดท้ าการเพาะเล้ียงใน TSB ท่ีอุณหภูมิการบ่ม 

35 และ 37C ให้ปริมาณจ านวนเซลล์สุดทา้ยท่ีดีมาก ช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเห็นดว้ยสอดคลอ้งกับ 

Farber และ Peterkin (1991) ซ่ึงรายงานว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตของ Listeria spp. อยู่

ระหวา่ง 30 และ 37C โดยเช้ือสามารถเจริญเติบโตไดร้ะหวา่ง 40 และ 45 C (Smith et. al., 1991)           

 

รูปที ่4.4  ผลของอาหารเหลวเพ่ิมจ านวนแบบไมจ่ าเพาะชนิดต่างๆ และอุณหภูมิในการบ่มท่ีมีต่อปริมาณ

เซลลข์องเช้ือ L. innocua  
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4.2 การทดสอบผลของตัวยบัยั้งจาก Conventional selective agents ทีม่ีต่อการเจริญและการคัดเลือก

เช้ือ L. innocua 

ในการทดลองน้ี L. innocua, E. coli, และ S. aureus ถูกเตรียมใน TSB จนไดป้ริมาณเซลล์จนถึง 9 log 

CFU/mL ด้วยขวดรูปชมพู่ ปริมาณเซลล์ 120 L ของแต่ละเช้ือถูก inoculated ลงใน 1.2 mL ท่ีเป็น

อาหารท่ีใชใ้นการทดสอบท่ีบรรจุดว้ยอาหารต่างชนิดกนัและความเขม้ขน้ของ selective agents ใน 96 

deep well plate โดยสาร selective agents รวมถึง acriflavine, Polymysin B, nalidixic acid, และลิเธียมคลอ

ไรด์ อุณหภูมิท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงถูกควบคุมท่ี 35C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือท่ีจะศึกษาไคเนติกของ

การเจริญเติบโต ปริมาณโคโลนีถูกตรวจพบดว้ยการใชอ้าหารแข็ง 

        
       4.2.2 ผลการทดลองและอภิปรายผล 

       4.2.2.1 อคริฟลาวนี 

ผลของอคริฟลาวีนท่ีเป็นสารยบัยั้งต่อการเจริญเติบโตของ L. innocua ถูกแสดงผลในรูปท่ี 4.5 ซ่ึงได้

แสดงกราฟไคเนติกเปรียบเทียบ profile การเจริญเติบโตระหว่าง L. innocua, E. coli, และ S. aureus ใน

อาหารเหลว TSB ท่ีมีการเติมอคริฟลาวีนท่ีความเข้มข้นต่างๆ กัน รูปท่ี 4.5(a) แสดง profile การ

เจริญเติบโตของ L. innocua ท่ีใชค้วามเขม้ขน้ของอคริฟลาวีนท่ีแตกต่างกนั โดยท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีใช้

ในการทดลอง 5 mg/L พบว่าไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของ L. innocua ท่ีความเขม้ขน้สูงมีผลต่อการ

การตายของเช้ือ L. innocua ท่ีความเขม้ขน้ของอคริฟลาวีน 10 mg/L แสดงใหเ้ห็นการลดลงของปริมาณ

เซลลท่ี์ 10 ชัว่โมง แต่หลงัจากนั้นเซลลมี์การฟ้ืนตวักลบัเขา้มา ปริมาณเซลลถู์กเพ่ิมข้ึน บางทีเน่ืองมาจาก 

L. innocua สามารถท่ีจะปรับตัวมันเองต่อความทนทานต่อพิษของอคริฟลาวีน ความต้านทาน

ความสามารถท่ีมีต่ออคริฟลาวีนของเช้ือ L. innocua สามารถท่ีจะถูกปรับตวัมนัเองต่อการทนความเป็น

พิษของ acriflavine โดยเน้ือแทค้วามตา้นทานของอคริฟลาวีนของ L. innocua ถูกด าเนินโดยสารท่ีปล่อย

ออกมาท่ีเกิดข้ึนเม่ือมนัถูกชกัน า (Mata et. al., 2000) 
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(a) L. innocua 

 

(b) E. coli 

 

(c) S. aureus 

รูปที ่4.5  กราฟเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ L. innocua, E. coli, และ S. aureus ท่ีมีต่ออคริฟลาวีน;  
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               (       ) อคริฟลาวนี 5 mg/mL, (       ) อคริฟลาวนี 10 mg/mL, (       ) อคริฟลาวีน 20 mg/mL,            

และ (       ) อคริฟลาวนี 40 mg/mL    

 
อยา่งไรก็ตามท่ีความเขม้ขน้มากกวา่ 20 mg/L ความเขม้ขน้ของเช้ือ L. innocua ลดลงเป็นฟังกช์นักบัเวลา

ของการบ่มและแสดงใหเ้ห็นไม่มีสัญญาณบ่งบอกของการฟ้ืนคืนของเซลล ์รูปท่ี 4.6(a) ไดจ้  าลองให้เห็น

ถึงความเป็นพิษท่ีแรงของอคริฟลาวีนในอาหารท่ีมี L. innocua เม่ือความเขม้ขน้ของอคริฟลาวีนมากกวา่ 

40 mg/L มนัสามารถท่ีจะน าไปสู่ปริมาณของ L. innocua ท่ีลดลงจาก 9 log CFU/mL ไปเป็นน้อยกวา่ 2 

log CFU/mL ภายในระยะเวลานอ้ยกวา่ 5 ชัว่โมง อยา่งไรก็ตามในการทดลองท่ี 20 mg/L การถูกท าลาย

ของ L. innocua ถูกลดน้อยลง และมนัใช้เวลานานมากกว่า 18 ชั่วโมงเพื่อท่ีจะลดความหนาแน่นของ

เซลล์ให้น้อยกว่า 2 log CFU/mL การประยุกต์ใช้อคริฟลาวีนเพื่อเป็นตวั selective media จาก 5 ไปเป็น 

40 mg/L ถูกพบวา่เป็นอนัตรายอยา่งมากในการแยก L. innocua เพราะมนัส่งผลกระทบต่อการเจริญของ 

L. innocua อยา่งมีนยัส าคญัจากท่ีไม่ท าใหเ้ซลลต์ายไปเป็นการลดปริมาณของเซลล ์

 
ผลของอคริฟลาวีนท่ีมีต่อ E. coli ถูกพิจารณาวา่มีความแตกต่างกบัเช้ือ L. innocua (รูปท่ี 4.5(b)) ในขณะ

ท่ี L. innocua ถูกพบวา่มีความไวในการถูกยบัย ั้งท่ีความเขม้ขน้มากกวา่ 20 mg/L ความหนาแน่นของ E. 

coli มีความเสถียรภาพในการทดลองท่ีมีอคริฟลาวนี นกัวจิยับางคนรายงานความสามารถในการทนของ 

E. coli ท่ี มี ต่ออคริฟลาวีน ส าหรับเช้ือ wild-type E. coli K-12 สามารถท่ีจะทนความเข้มข้นของ                

อคริฟลาวนีท่ีแตกต่างกนัได ้(Nakamura, 1968) ต่อมามนัถูกบ่งช้ีวา่เป็น Gene acrA+ ซ่ึงถูกติดตั้งใกลก้บั

ส่วนของโครโมโซม ซ่ึงเป็นส่วนต้านทาน E. coli ท่ีมีต่ออคริฟลาวีน แบคทีเรียแกรมลบ E. coli 

โดยทัว่ไปส่วนใหญ่แลว้มีความตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะและสารยาฆ่าเช้ือมากกวา่เช้ือแบคทีเรียแกรม

บวกโดยส่วนใหญ่ (Nikaido, 2011) มนัถูกพบเป็นสมมติฐานวา่ช่องพอรินท่ีดา้นนอกของเมมเบรนจ ากดั

การแทรกซึมส่งผ่านของไฮโดรฟิลิกและสารไลโปฟิลิก (Nikai, 1985; Ple’siat, 1992) โดยเพิ่มเติม 

Phalanisong (2008) ไดแ้สดงใหเ้ห็นความซบัซอ้นของเมมเบรนดา้นนอกของแบคทีเรียแกรมลบ พบวา่มี

ความประสิทธิภาพในการป้องกนัแบคทีเรียแกรมลบ 

 
ผลของอคริฟลาวีนท่ีมีต่อการเจริญของ S. aureus ถูกแสดงในรูปท่ี 4.5(c) อคริฟลาวีนมีผลต่อ S. aureus 

ในทิศทางเดียวกนั ตามท่ีมนัไม่มีผลต่อ L. innocua แต่มนัมีผลกบัเช้ือ S. aureus อย่างไรก็ตามมีความ

ทนทานต่อความเป็นพิษของอคริฟลาวีนมากกวา่ L. innocua ท่ีความเขม้ขน้นอ้ยของอคริฟลาวีนในช่วง

ระหว่าง 5 ถึง 10 mg/L มนัมีผลกระทบกบั profile การเจริญเติบโตน้อย การเจริญของเช้ือ L. innocua 
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หยุดน่ิงลดลงท่ี 20 mg/L ผลของอคริฟลาวีนท่ีมีต่อการเจริญเติบโตพบเป็นท่ีสังเกตว่า การลดลงของค่า 

log เป็น 2 และ 4 orders ของ magnitude ถูกสังเกตเม่ือความเขม้ขน้ของอคริฟลาวีนถูกเพิ่มข้ึนจาก 20 

และ 40 mg/L หลงัจาก 24 ชัว่โมงของการบ่มตามล าดบั อาจจะเป็นเพราะเช้ือ S. aureus ถูกเตรียมโดย

ธรรมชาติดว้ย peptidoglycan และความหนาของเซลล์ท่ีผนงัทนทานต่อการตอบสนองการมีอยู่ของตวั

ยบัย ั้งอย่างเช่น อคริฟลาวีน การพฒันาโดยกลไกตามธรรมชาติแล้ว เป็นผลจากความต้านทานของ         

อคริฟลาวีนท่ีสูงกวา่ในเช้ือ S. aureus มากกวา่เช้ือแบคทีเรียแกรมบวกอ่ืนๆ และเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 

(Kawai et. al., 2009) 
      
       4.2.2.2 โพลมีัยซิน B 

ผลของโพลีมยัซิน B ท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของ L. innocua และความสามารถในการคดัเลือก E. coli 

และ S. aureus ถูกน าเสนอในรูปท่ี (4.6) Polymyxin B เป็นสาร selective agent โดยส่วนใหญ่ท่ีมีผลต่อ

การมีชีวติทั้งแบคทีเรียแกรมบวก (L. innocua และ S. aureus) และแบคทีเรียแกรมลบ (E. coli) มนัถูกท า

ให้เสียหายอย่างชัดเจนท่ีระดบัความเป็นพิษท่ีสูงของแบคทีเรียแกรมลบมากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก 

Polymyxin B สามารถท่ีจะลดความหนาแน่นเซลล์ L. innocua อย่างรวดเร็วเม่ือความเขม้ขน้เพิ่มสูงข้ึน

เป็น 100 mg/L มนัสามารถท่ีจะลดปริมาณเซลล์ของ L. innocua  จากท่ีปริมาณเซลล์ 8 log CFU/mL ไป

เป็น 2 log CFU/mL ภายใน 16 h โดยการฟ้ืนตวัของ L. innocua ถูกสังเกตท่ีปริมาณของสาร 50 mg/L ท่ี

ปรากฏผลก่อนหนา้ท่ีความเขม้ขน้ของอคริฟลาวนีท่ี 20 mg/L  

 

(a) L. innocua 
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(b) E. coli 

 

(c) S. aureus 

รูปที ่4.6 กราฟเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเช้ือ (a) L. innocua (b) E. coli และ (c) S. aureus ท่ีมีต่อ 

Polymyxin B; (       ) Polymyxin B 10 mg/L, (       ) Polymyxin B 20 mg/L, (       ) Polymyxin 

B 50 mg/L และ (       ) Polymyxin B 100 mg/L 

 
ท่ีระดบัของ Polymyxin B พบว่ามีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ E. coli โดยท่ีความ

เขม้ขน้ต ่าสุดท่ี 10 mg/L E. coli ถูกปรากฏพบวา่ลดลงต ่ากวา่ 2 log CFU/mL ภายใน 2 ชัว่โมงของการบ่ม 

ความแตกต่างของ Polymysin B ท่ีมีต่อ L. innocua และ E. coli มีประโยชน์อย่างมากในการคดัเลือก

แบคทีเรียแกรมบวกจากแบคทีเรียแกรมลบ ผลกระทบเร่ิมตน้ของ Polymyxin B ท่ีมีต่อแบคทีเรียแกรม

บวกถูกสังเกตโดยการทดลองกบัเช้ือ S. aureus การประยุกต์ใช้ Polymysin B รบกวนการเจริญเติบโต

ของ S. aureus เม่ือความเขม้ขน้ของสารนอ้ยกวา่ 50 mg/L ดงันั้น profile การเจริญเติบโตของ S. aureus 
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คงท่ีตลอดช่วงของการบ่ม เฉพาะท่ีความเข้มข้นสูงสุด 100 mg/L ของ Polymysin B ท่ีมีผลกับการ

เจริญเติบโตของ S. aureus ด้วยอตัราการลดของปริมาณเซลล์ท่ีคงท่ีจาก 8 log CFU/mL ไปเป็น 4 log 

CFU/mL ท่ีเวลา 12 ชัว่โมงของการบ่ม อยา่งไรก็ตามจ านวนความหนาแน่นของเซลล์ท่ีบ่มหลงัจากนั้น

สูงข้ึนจนกระทัง่เสร็จส้ินการบ่ม ในการทดลองแสดงให้เห็นว่าจ านวนความหนาแน่นของเซลล์จาก

ผลกระทบของของ Polymyxin B ท่ีมีต่อแบคทีเรียแกรมบวกแสดงใหเ้ห็นมีการฟ้ืนตวัของเซลลเ์ม่ือความ

เขม้ขน้ของ Polymyxin B ไม่มากกวา่ระดบัท่ีเป็นพิษต่อเซลล ์

 
บทบาทของ Polymyxin B ท่ีเป็นสารยบัย ั้งพบว่าเป็นจุดท่ีดีโดย Polymyxin B เป็นโพลีเปปไทด์ท่ีซ่ึงมี 

กรุ๊ปอะมิโนในฟอร์มของวงจรเปปไทดแ์ละเช่ือมต่อกบักรดไขมนั โพลีเปปไทดมี์ลกัษณะจ าเพาะพิเศษน้ี

ท่ีมีเซลล์เมมเบรนเหมือนกบัฟอสโฟไลปิดและไลโพโพลีแซคคาไรด์ของแบคทีเรีย (Hsu Chen และ 

Feingold, 1973; Newton, 1956; Teuber, 1973; Teuber และ Bader, 1971) ปฏิกริยาเหล่าน้ีท าให้เซลล์มี

ความสามารถในการแทรกซึมผ่านไดม้ากส าหรับสารจากภายนอก เป็นผลให้เซลล์ตายได ้มนัปรากฏ

สามารถท่ีจะท าให้เสียหายในแบคทีเรียแกรมลบมากกวา่แบคทีเรียแกรมบวก เพราะวา่แบคทีเรียแกรม

ลบมีผนังเซลล์ท่ีบางกว่าแบคทีเรียแกรมบวก นอกจากน้ีแบคทีเรียแกรมลบมีไลโปโพลีแซคคาไรด์

มากกวา่แบคทีเรียแกรมบวก ดงันั้นมนัง่ายต่อความเสียหาย 

       
      4.2.2.3 Nalidixic acid 

สารยบัย ั้งของ Nalidixic acid ท่ีมีต่อ L. innocua ถูกแสดงในรูปท่ี 4.8 โดยการเจริญของ L. innocua ใน

อาหารท่ีมี Nalidixic acid ความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั ใหผ้ลท่ีแตกต่างจาก E. coli แต่เหมือนกบั S. aureus 

แบคทีเรียแกรมบวก L. innocua และ S. aureus ซ่ึงในการทดลองน้ีไม่ถูกยบัย ั้งโดย Nalidixic acid การ

เจริญเติบโตของ L. innocua ท่ีมีต่อ Nalidixic acid มีความคงท่ีในขณะท่ี S. aureus ปริมาณเซลล์มี

แนวโนม้ลดลงเม่ือบ่มเพาะในอาหาร TSB ท่ีมีความเขม้ขน้ของ Nalidixic acid ท่ีแตกต่างกนั แบคทีเรีย

แกรมลบถูกท าให้เซลล์ขาดตอนโดย Nalidixic acid ท่ีแตกต่างกัน แต่มีประสิทธิภาพท่ีน้อยใน 

Polymyxin B ท่ีความเข้มข้นต ่าสุดท่ี 10 mg/L ความหนาแน่นของเซลล์ของ E. coli ค่อนข้างมีความ

เสถียรตลอดช่วงเวลาการบ่ม ความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการทดลองท่ีสูงข้ึนส่งผลใหป้ริมาณเซลลล์ดลง ท่ีความ

เขม้ขน้ท่ีสูงท่ีสุดท่ีมีต่อปริมาณเซลล์ลดลงอย่างต่อเน่ืองภายใน 8 ชัว่โมง หลงัจากนั้นปริมาณเซลล์จะ

คงท่ีอยูท่ี่ 5 log CFU/mL จนกระทัง่บ่มเสร็จ 
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กลไกการยบัย ั้งของ Polymyxin B และ Nalidixic acid เป็นสาเหตุใหเ้กิดความแตกต่างของความสามารถ

ในการยบัย ั้ง โดย Polymyxin ท าปฏิกริยากบัส่วนประกอบหรือองคป์ระกอบของผนงัเซลล์เป็นผลให้มี

ความสามารถในการแทรกผ่านเขา้ไปในเซลล์น าไปสู่การท่ีเซลล์ตายอย่างรวดเร็ว ในขณะท่ี Nalidixic 

acid ไปมีผลยบัย ั้งการสังเคราะห์ DNA โดยการไปกดกิจกรรมของ DNA ระบบของ DNA gylase มีส่วน

เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ DNA ซ่ึงท าให้กิจกรรมดงักล่าวมีความช้า เม่ือเปรียบเทียบกบัปฏิกริยาของ 

Polymysin B (Bhanot et. al., 2001; Andriole, 1998) และดว้ยเหมือนกนัท่ีความเขม้ขน้ต ่า Nalidixic acid 

เป็นเพียงออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย นัน่หมายถึงมนัยบัย ั้งการเจริญเติบโตและการสืบพนัธ์ุแต่ไม่ฆ่า

เช้ือจุลินทรีย ์(Goss et. al., 1964)  

 

(a) L. innocua 

 

 (b) E. coli 
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(c) S. aureus 

รูปที ่4.7 กราฟเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ (a) L. innocua, (b) E. coli และ (c) S. aureus ท่ีมีต่อ 

nalidixic; (        ) nalidixic 10 mg/L, (       ) nalidixic 20 mg/L, (       ) nalidixic 50 mg/L และ  

               (       ) acriflavine 100 mg/L 

 
4.2.2.4 Lithium chloride 

ผลของความแตกต่างของความเขม้ขน้ของลิเทียมคลอไรด์ท่ีมีต่อการเจริญของ L. innocua, E. coli, และ 

S. aureus ถูกแสดงผลในรูปท่ี 4.8 แสดงใหเ้ห็นวา่ Lithium chloride ไม่มีผลต่อการยบัย ั้งการเจริญเติบโต

ของแบคทีเรียท่ีใช้ศึกษาในอาหารเหลว Lithium chloride ให้ไฮเปอร์โทนิคของการเจริญ โดยเง่ือนไข

ของการบงัคบัน ้ าเพื่อแพร่จากเซลล์และเป็นผลท าให้เซลล์ตาย อยา่งไรก็ตาม L. innocua และ S. aureus 

เป็นแบคทีเรียท่ีทนทานต่อเกลือสูง มนัสามารถท่ีจะทนเกลือไดสู้งถึง 10% w/v (Seeliger และ Jonesy, 

1986; Shahamat และ Woodbine, 1980; Carr และ Hageman, 2005) การทดลองใช้อาหารเหลวท่ีความ

เขม้ขน้สูงสุด 20 g/L หรือ 2% w/v ซ่ึงท่ีความเขม้ขน้ต ่า ดงันั้นการท าลายเช้ือจุลินทรียจึ์งไม่ปรากฏให้

เห็น 
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(a) L. innocua 

 

                                                                                (b) E. coli 

 

                                                                                (c) S. aureus 
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รูปที ่4.8 กราฟเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ (a) L. innocua (b) E. coli และ (c) S. aureus ท่ีมีสารตวั

ยบัย ั้งลิเทียมคลอไรด ์(       ) ลิเทียมคลอไรด์ 5 g/L, (       ) ลิเทียมคลอไรด ์10 g/L, (      ) 

ลิเทียมคลอไรด ์15 g/L และ (       ) ลิเทียมคลอไรด ์20 g/L 
 

4.3 การตรวจสอบลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ Listeria spp. บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็ง 

4.3.1 การเพิม่ประสิทธิภาพในขั้นตอนการทดลอง 

ในการถ่ายรูปการทดลองคร้ังน้ีอุปกรณ์ท่ีใชแ้บ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท ไดแ้ก่ กลอ้งถ่ายรูปดิจิทลัและกลอ้ง

จุลทรรศน์ดิจิทลั โดยกล้องถ่ายรูปดิจิทลัใช้ในการถ่ายรูปจานเพาะเช้ือทั้งจาน ส่วนกล้องจุลทรรศน์

ดิจิทลัใช้ในการถ่ายรูปเฉพาะส่วนของจานเพาะเช้ือ ซ่ึงค่าจุดรวมแสงและระยะทางระหว่างกล้อง

จุลทรรศน์ดิจิทลัและจานเพาะเช้ือจะถูกปรับเปล่ียนเพื่อเพิ่มก าลงัขยายและความคมชดัของรูป ภาชนะท่ี

ใชใ้ส่อาหารเล้ียงเช้ือแข็งไดแ้ก่ 24 micro-well plate และจานเพาะเช้ือพลาสติกเพื่อศึกษาจลนพลศาสตร์

การเจริญเติบโต ส่วนการหาขนาดจริงของโคโลนีไดมี้การน าแผน่แสดงระยะหน่วยมิลลิเมตรในรูปท่ี 4.9 

มาใช้เทียบมาตราส่วน นอกจากน้ียงัมีการตั้งค่า USB bandwidth ในการถ่ายรูปของกล้องจุลทรรศน์

ดิจิทลัและการน าพื้นหลงัสีต่างๆ นั้นมาตดักบัโคโลนีของเช้ือ Listeria เพื่อใหไ้ดรู้ปท่ีชดัเจนท่ีสุด 

 

 

รูปที่ 4.9 แผน่แสดงระยะหน่วยมิลลิเมตร  

        
       4.3.1.1 การประยุกต์ใช้ 24-microwell plate และจานเพาะเช้ือพลาสติก 

ในการทดลองน้ีไดใ้ช ้24 micro-well plate และจานเพาะเช้ือพลาสติกขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 ซม. เป็น

ภาชนะใส่อาหารเล้ียงเช้ือแข็งแทนจานเพาะเช้ือมาตรฐานขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 ซม. เพื่อลดปริมาณ

การใช้อาหารเล้ียงเช้ือและพื้นท่ีในการบ่มตัวอย่าง  ส าหรับ 24 micro-well plate ได้น ามาใช้ในการ

ทดลองก่อนจานเพาะเช้ือพลาสติกขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 ซม. โดยหยดเช้ือ Listeria ท่ีผา่นการเจือจาง

แบบ serial dilution มาแลว้บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ในแต่ละพื้นท่ีวงกลม ซ่ึงพบวา่การบ่มเช้ือในระยะแรก

โคโลนีของเช้ือ Listeria แต่ละโคโลนีเจริญข้ึนแยกกนัอยา่งชดัเจน แต่เม่ือบ่มเป็นระยะเวลานานโคโลนี

บางส่วนจะขยายขนาดจนกระทัง่เกิดการซ้อนทบักนัและท าให้ไม่สามารถวดัขนาดของแต่ละโคโลนีได้
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ดงัแสดงในรูปท่ี 4.10 ดงันั้นจึงน าจานเพาะเช้ือพลาสติกขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 ซม. ร่วมกบัวิธีการ 

spread plate มาแกปั้ญหาดงักล่าวดงัแสดงในรูปท่ี 4.11 นอกจากน้ียงัมีการแบ่งพื้นท่ีของจานเพาะเช้ือ

ทั้งหมดออกเป็นส่วนๆ ดว้ยการท าเส้นตารางแบ่งวางไวใ้ตจ้านเพาะเช้ือ ระหวา่งการถ่ายรูปเก็บผลการ

ทดลองเพื่อใหไ้ดรู้ปโคโลนีท่ีชดัเจนมากข้ึน 

 

 

                           ก) Oxford agar                       ข) PALCAM agar                             ค) OCLA 

รูปที่ 4.10 รูปถ่ายโคโลนีของเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะใน 24 micro-well plate จาก

กลอ้งถ่ายรูปดิจิทลั 

 

                                  ก) Oxford agar                  ข) PALCAM agar                    ค) OCLA 

รูปที่ 4.11 รูปถ่ายโคโลนีของเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะในจานเพาะเช้ือพลาสติก

ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 ซม. จากกลอ้งถ่ายรูปดิจิตอล 

 
4.3.1.2 การตั้งค่า USB bandwidth ของกล้องจุลทรรศน์ดิจิทลั 

ผลจากการตั้งค่า USB bandwidth จากค่าท่ี 1-8 แสดงในรูปท่ี 4.12 และ 4.13 การเพิ่มค่า USB bandwidth 

ท าให้รูปถ่ายสว่างมากข้ึน อย่างไรก็ตามค่า USB bandwidth ท่ีเหมาะสมนั้นต่างกนัไปในแต่ละสภาวะ

การทดลอง เช่น ประเภทของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง สีของโคโลนี เป็นตน้ จากรูปท่ี 4.12 แสดงโคโลนีของ

เช้ือ L. innocua ท่ีมีรัศมีสีด าลอ้มรอบบนอาหารเล้ียงเช้ือ PALCAM พบวา่ค่า USB bandwidth ท่ี 6 ท าให้

รูปชดัเจนท่ีสุด ในกรณีของอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ Oxford ควรตั้งค่า USB bandwidth ท่ี 6 เช่นเดียวกนั ส่วน
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อาหารเล้ียงเช้ือ OCLA ท่ีมีโคโลนีสีเขียวอมฟ้าของเช้ือ L. innocua ปรากฏนั้นพบวา่ค่า USB bandwidth 

ท่ี 7 เป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดดงัแสดงในรูปท่ี 4.13 

 
(ก) USB bandwidth = 1 

 
(ข) USB bandwidth = 2 

 
(ค) USB bandwidth = 3 

 
(ง) USB bandwidth = 4 

 
(จ) USB bandwidth = 5 

 
(ฉ) USB bandwidth = 6 

 
(ช) USB bandwidth = 7 

 
(ซ) USB bandwidth = 8 

 

รูปที ่4.12 ผลจากการตั้งค่า USB bandwidth ในการถ่ายรูปโคโลนีของเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือ 

PALCAM 

 
(ก) USB bandwidth = 1 

 
(ข) USB bandwidth = 2 

 
(ค) USB bandwidth = 3 

 
(ง) USB bandwidth = 4 

 
(จ) USB bandwidth = 5 

 
(ฉ) USB bandwidth = 6 
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(ช) USB bandwidth = 7 

 
(ซ) USB bandwidth = 8 

 

รูปที ่4.13 ผลจากการตั้งค่า USB bandwidth ในการถ่ายรูปโคโลนีของเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือ 

OCLA 

 

4.3.1.3 การเปรียบเทยีบพืน้หลงัของรูปถ่าย 

การเพิ่มสีพื้นหลงัในระหวา่งการถ่ายรูปเพื่อท าใหม้องเห็นโคโลนีของเช้ือ Listeria ไดช้ดัเจนมากข้ึน รูป

ท่ี 4.14 แสดงพื้นหลงัแบบต่างๆ ไดแ้ก่ แผน่ใสสีฟ้า แผน่ใสสีชมพูอ่อน แผน่ใสสีชมพูเขม้ แผน่ใสสีส้ม 

กระดาษสีขาว และกระดาษสีด า การน าพื้นหลงัท่ีแตกต่างกนัวางไวใ้ตจ้านอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจะให้รูป

ออกมาแตกต่างกนั โดยพบวา่การใชก้ระดาษสีด านั้นท าให้เห็นลกัษณะของโคโลนีไดช้ดัเจนท่ีสุดในทุก

กรณีดงัแสดงในรูปท่ี 4.15 และ 4.16 ดงันั้นในการทดลองจึงเลือกใช้กระดาษสีด าเป็นพื้นหลงัระหวา่ง

การถ่ายรูป อยา่งไรก็ตามอาจไม่จ  าเป็นตอ้งใช้พื้นหลงัระหวา่งการถ่ายรูปในกรณีท่ีอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

Oxford และ PALCAM  เปล่ียนเป็นสีด าอยา่งชดัเจนอนัเน่ืองมาจากการสลาย esculin ของเช้ือ Listeria 

 
(ก) แผน่ใสสีฟ้า 

 
(ข) แผน่ใสสีชมพูอ่อน 

 
(ค) แผน่ใสสีชมพูอ่อน 

 
(ง) แผน่ใสสีส้ม 

 
(จ) กระดาษสีขาว 

 
(ฉ) กระดาษสีด า 

                                                    รูปที่ 4.14 พื้นหลงัแบบต่างๆ ท่ีใชใ้นการถ่ายรูป 
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(ก) การใชแ้ผน่ใสสีฟ้า 

 
(ข) การใชแ้ผน่ใสสีชมพูอ่อน 

 
(ค) การใชแ้ผน่ใสสีขมพูเขม้ 

 
(ง) การใชแ้ผน่ใสสีส้ม 

 
(จ) การใชก้ระดาษสีขาว 

 
(ฉ) การใชก้ระดาษสีด า 

รูปที่ 4.15 การใช้พื้นหลังแบบต่างๆ ในการถ่ายรูปโคโลนีของเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือ 

PALCAM 

 
(ก) การใชแ้ผน่ใสสีฟ้า 

 
(ข) การใชแ้ผน่ใสสีชมพูอ่อน 

 
(ค) การใชแ้ผน่ใสสีชมพูเขม้ 

 
(ง) การใชแ้ผน่ใสสีส้ม 

 
(จ) การใชก้ระดาษสีขาว 

 
(ฉ) การใชก้ระดาษสีด า 

รูปที ่4.16 การใชพ้ื้นหลงัแบบต่างๆ ในการถ่ายรูปโคโลนีของเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือ OCLA 

 

4.3.2 การท า Serial dilution เพ่ือสนับสนุนการเจริญเติบโตของ Listeria spp. บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็ง 

จุดประสงค์ในการศึกษาน้ีคือการพฒันาการเจริญเติบโตของเช้ือ Listeria spp. ด้วยวิธีการท า serial 

dilutionโดยสารละลายท่ีใช้ในการเจือจางความเขม้ขน้เช้ือ L. innocua มี 2 ชนิด ไดแ้ก่ น ้ าเกลือ (0.85% 

NaCl) และ Tryptic soy broth (TSB) 
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จากรูปท่ี 4.17ก แสดงการเปรียบเทียบขนาดโคโลนีของเช้ือ L. innocua (mm2) ท่ีเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

TSA โดยพบว่าขนาดโคโลนีท่ีเจือจางด้วย TSB ใหญ่กว่าขนาดโคโลนีท่ีเจือจางด้วยน ้ าเกลืออย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติ (P>0.05) หลังจากการบ่มเป็นเวลา 12, 24, 36, และ 48 ชั่วโมง ในขณะท่ีจ านวน

โคโลนีท่ีนับได้ (log CFU/mL) นั้นไม่ต่างกนั ดงันั้นการเลือกสารละลายท่ีน ามาใช้ในขั้นตอนการท า 

serial dilution มีผลต่อขนาดของโคโลนี อิทธิพลส าคญัของสารละลายท่ีใชเ้จือจางซ่ึงมีต่อการอยูร่อดของ

เช้ือแบคทีเรียยงัได้รับการยืนยนัจากการศึกษาต่างๆ (Jayne-Williams, 1963; Mian et. al., 1997) โดย 

Straka และ Stokes (1957) รายงานการใชน้ ้า น ้าเกลือและฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เป็นสารละลายเจือจางพบวา่

มีผลในการท าลายเช้ือแบคทีเรียอยา่งรวดเร็ว ส าหรับการทดลองในหวัขอ้น้ีมีขั้นตอนการท า enrichment 

ในการเตรียมเช้ือเร่ิมตน้ซ่ึงใช้ TSB เป็นอาหารจากนั้นจึงเขา้สู่ขั้นตอนการท า serial dilution ดงันั้นเช้ือ

แบคทีเรียในขั้นตอนการท า enrichment จะเขา้สู่สภาวะใหม่ในสารละลายท่ีใช้ในการเจือจาง และเขา้สู่

ระยะปรับตวั (Lag phase) ซ่ึงเป็นช่วงเวลาท่ีเช้ือแบคทีเรียปรับตวัเขา้กบัส่ิงแวดล้อมใหม่หลงัจากการ 

spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง จากผลการทดลองมีความเป็นไปได้ว่าเช้ือ L. innocua สามารถ

ปรับตวัในสารละลาย TSB ได้ง่ายกว่าในน ้ าเกลือ เพราะในระยะปรับตัวนั้นเป็นระยะท่ีแบคทีเรีย

เตรียมพร้อมในการสืบพนัธ์ุโดยการสังเคราะห์โมเลกุลขนาดใหญ่ท่ีจ าเป็นต่อการแบ่งเซลล์ (Jowett et. 

al., 2003) ดงัในกรณีน้ีสารละลาย TSB ท่ีใช้ในการเจือจางเช้ือ L. innocua มีสารอาหารและมีสภาวะ

ใกลเ้คียงกบัขั้นตอนการท า enrichment มากกวา่น ้าเกลือ ดงันั้นการใชส้ารละลาย TSB ในการเจือจางเช้ือ 

L. innocua จึงใหผ้ลท่ีดีกวา่ 

 
อย่างไรก็ตามการเลือกใช้สารละลายในการเจือจางไม่มีผลต่อขนาดโคโลนีของเช้ือ L. innocua บน

อาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ Oxford, PALCAM, และ OCLA อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ดงัแสดง

ในรูปท่ี 4.17ข, 4.17ค, และ 4.17ง ตามล าดบั ซ่ึงอาจเป็นผลจากสารคดัเลือก (selective agent) ท่ีมีเฉพาะ

อาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะท่ีมีอิทธิพลมากกวา่ประโยชน์จากการใช ้TSB เป็นสารละลายเจือจาง นอกจากน้ี

รูปท่ี 4.18 แสดงการเปรียบเทียบจ านวนโคโลนีท่ีนบัได ้(log CFU/mL) ระหวา่งการใชน้ ้ าเกลือและ TSB 

เป็นสารละลายเจือจาง พบว่าแตกต่างกนัอย่างไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) บนอาหารเล้ียงเช้ือทุก

ชนิด 
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รูปที ่4.17 การเปรียบเทียบขนาดโคโลนี (mm2) ของเช้ือ L. innocua ท่ีเจือจางความเขม้ขน้ดว้ยน ้าเกลือ    

(  ) และ TSB (   ) บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็  (ก ) TSA, (ข) Oxford, (ค) PALCAM และ (ง) 

OCLA  

 
รูปที่ 4.18 การเปรียบเทียบจ านวนโคโลนีของเช้ือ L. innocua ท่ีนับได้ (log CFU/mL) ระหว่างการใช้

น ้ าเกลือ   (  ) และ TSB (  ) เป็นสารละลายเจือจางบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA, Oxford, 

PALCAM, และ OCLA ท่ีอุณหภูมิการบ่ม 37 oC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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4.3.3 การศึกษาผลของการเส่ือมสภาพเน่ืองจากความร้อนในขั้นตอนการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ OCLA 

หวัขอ้น้ีตอ้งการพฒันาการให้ความร้อนในขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ chromogenic 

Listeria agar (OCLA) เพื่อให้การตรวจสอบโคโลนีของเช้ือ Listeria รวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากข้ึน 

โดยเปรียบเทียบผลจากการใหค้วามร้อนระหวา่งการให้ความร้อนดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ (วธีิปกติ) และ

การใหค้วามร้อนดว้ยไมโครเวฟท่ีมีต่อการเส่ือมสลายของสารอาหารท่ีอยูใ่นอาหารเล้ียงเช้ือ  

 
จากรูปท่ี 4.19 แสดงการเปรียบเทียบขนาดโคโลนีเช้ือ L. innocua (mm2) บนอาหารเล้ียงเช้ือ OCLA ซ่ึง

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ OCLA ดว้ยวิธีการให้ความร้อนท่ีแตกต่างกนั โดยพบว่าโคโลนีเช้ือ L. innocua 

บนอาหารเล้ียงเช้ือ OCLA ท่ีเตรียมจากการให้ความร้อนดว้ยไมโครเวฟมีขนาดใหญ่กว่าโคโลนีเช้ือ L. 

innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือ OCLA ท่ีเตรียมจากการให้ความร้อนด้วยหม้อน่ึงความดันไออย่างมี

นยัส าคญั (P<0.05) ท่ีระยะเวลาการบ่ม 24, 36, และ 48 ชัว่โมง ผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ี

เก่ียวกบัอาหารเล้ียงเช้ือ Chromocult coliform agar ของ Supanivatin et al. (2010) ซ่ึงตรวจสอบวิธีการ

ให้ความร้อนในขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือและพบว่าการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยวิธีการผสม

อยา่งรุนแรงร่วมกบัการฆ่าเช้ือแบบพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยไมโครเวฟให้ผลดีท่ีสุดในการตรวจหาโคโลนีเช้ือ 

Coliforms และ E. coli เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีการให้ความร้อนสูงเป็นระยะเวลานาน (ให้ความร้อนดว้ย

หมอ้น่ึงความดนั) และวิธีการให้ความร้อนสูงเป็นระยะเวลาสั้น ดงันั้นการให้ความร้อนในการเตรียม

อาหารเล้ียงเช้ือจึงมีบทบาทส าคญัต่อการสูญเสียสารอาหารและส่งผลต่อการเจริญเติบโตของโคโลนี 

 
สารอาหารเป็นส่ิงจ าเป็นในการสร้างพลงังานและการสังเคราะห์เซลล์ ตวัอย่างเช่น กรดอะมิโนเป็นท่ี

ตอ้งการในการสังเคราะห์โปรตีน และวติามินเป็นท่ีตอ้งการของโคเอนไซมแ์ละหมู่ฟังก์ชนัของเอนไซม ์

(Todar, 2011) ในปี 1991 Premaratne และคณะไดร้ายงานวา่ L. monocytogenes Scott A ตอ้งการกลูโคส 

กลูตามีน ลิวซีน ไอโซลิวซีน อาร์จีนีน เมไทโอนีน วาลีน ซิสเทอีน ไรโบเฟลวิน ไบโอทิน ไทอะมีน 

และกรดไทออกติก ส าหรับการเจริญเติบโต ในขณะท่ีฟรุกโทส แมนโนส เซลโลไบโอส ทรีฮาโลส 

มอลโทส กีเซอรอล กลูโคซามีน N-acetylglucosamine และ N-acetylmuramic acid ช่วยสนบัสนุนการ
เจริญเติบโตกรณีท่ีขาดกลูโคส (Lungu et. al., 2009) อาหารเล้ียงเช้ือ OCLA ประกอบดว้ยกรดอะมิโน

และวติามินจาก enzymatic digest of animal tissues และ enzymatic digest of casein (Oxoid, 2010) อาหาร

เล้ียงเช้ือ OCLA ยงัประกอบด้วยแหล่งคาร์โบไฮเดรต ได้แก่ กลูโคส โซเดียมไพรูเวต และ X-

glucopyranoside เพื่อสร้างพลงังานและมีส่วนในการขบวนการเมแทบอลิซึมกรดอะมิโน อยา่งไรก็ตาม
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สารอาหารบางส่วนนั้นไวต่อความร้อน เช่น วิตามิน บี1 (ไทอะมีน), บี5 (กรดแพนโทเทนิก), บี6 (ไพริ

ดอกซีน), บี9 (โฟเลต) และ บี12 (โคบาลามีน) (Leskova et. al., 2006)  
 
นอกจากขนาดโคโลนีเช้ือ L. innocua เจริญเติบโตไดดี้กว่าแลว้ วิธีการให้ความร้อนดว้ยไมโครเวฟยงั

สามารถลดระยะเวลาในการให้ความร้อนเพื่อฆ่าเช้ือและท าให้ขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือง่ายข้ึน

อีกดว้ย โดยลดระยะเวลาการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยรวมจาก 2 ชัว่โมง การให้ความร้อนดว้ยหมอ้น่ึง

ความดนัไอ เหลือเพียง 2-3 นาทีเท่านั้น ส าหรับการนบัจ านวนโคโลนีพบวา่วิธีการให้ความร้อนอาหาร

เล้ียงเช้ือทั้ง 2 วธีินั้นใหผ้ลไม่แตกต่างกนัดงัแสดงในรูปท่ี 4.20  

 

 

 

 

 

 
รูปที ่4.19   การเปรียบเทียบขนาดโคโลนี (mm2) ของเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ OCLA ซ่ึงเตรียม

จากวธีิการใหค้วามร้อนดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ (   ) และไมโครเวฟ   (  ) 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.20 การเปรียบเทียบจ านวนโคโลนีของเช้ือ L. innocua ท่ีนบัได ้(log CFU/mL) บนอาหารเล้ียงเช้ือ
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4.3.4 จลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของ Listeria spp. บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะ (Selective 

media) 

การศึกษาน้ีตอ้งการตรวจสอบลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ Listeria spp. บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งไม่

จ  าเพาะ (TSA) และอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ (Oxford agar, PALCAM agar, และ OCLA) เพื่อเป็น

พื้นฐานการศึกษาขั้นต่อไป 

 

4.3.4.1 การศึกษาผลของสารคัดเลือก (selective agent) ของสูตรอาหารเลีย้งเช้ือ OCLA ในอาหาร non-

selective agar (TSA) และ OCLA agar base ทีม่ีต่อการเจริญเติบโตของ L. ivanovii 

จากการเปรียบเทียบโคโลนีของเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA สูตรมาตรฐานและ TSA ผสม

กบัชุดสารคดัเลือกท่ีน ามาจากสูตรอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ OCLA ในอตัราส่วนต่างๆ พบวา่โคโลนี

บนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA มาตรฐานขยายขนาดไดอ้ย่างรวดเร็วและมีขนาดใหญ่ ในทางตรงกนัขา้มเม่ือ

เร่ิมใชส้ารคดัเลือกกบัอาหารเล้ียงเช้ือ TSA โคโลนีของเช้ือ L. ivanovii ไม่สามารถขยายขนาดไดเ้ท่ากบั

บนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA สูตรมาตรฐาน โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA สูตรมาตรฐานมีขนาดสุดทา้ยถึง 

13 mm2 ส่วนโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมสารคดัเลือกมีขนาดสุดทา้ยเพียง 2-3 mm2 ไม่เพียงขนาด

สุดทา้ยของโคโลนี (Amax) เท่านั้นแต่ยงัใช้ระยะเวลาในการตรวจพบนานกว่าดว้ยซ่ึงแสดงได้จากค่า ti 

หรือระยะเวลาท่ีจุด inflection อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) ของเช้ือ L. ivanovii  มีค่ามากกว่า

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีสารคดัเลือกและความชนัท่ีเวลา ti หรืออตัราการขยายตวัของโคโลนี (Slope at ti) บน

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีสารคดัเลือกนั้นมากกวา่ 

 
จากการเปรียบเทียบผลของความเขม้ขน้สารคดัเลือกท่ีระดบัต่างๆ ไดแ้ก่ 25%, 50%, และ 100% พบว่า

ไม่แตกต่างกนั (P>0.05) ซ่ึง L. ivanovii อาจจะค่อนขา้งไวต่อสารคดัเลือกเหล่าน้ีและความสัมพนัธ์กบั

ความเขม้ขน้ของสารคดัเลือกเหล่าน้ีไม่ใช่เชิงเส้น นอกจากน้ีจากการเปรียบเทียบอาหารเล้ียงเช้ือ TSA ท่ี

ผสมกบัชุดสารคดัเลือกท่ีน ามาจากสูตรอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA ความเขม้ขน้ 100% กบัอาหาร

เล้ียงเช้ือ OCLA สูตรมาตรฐานซ่ึงอาหารทั้ง 2 ชนิดน้ีมีปริมาณของสารคดัเลือกเท่ากนั พบว่าโคโลนี

เจริญเติบโตด้วยอัตราท่ีเท่ากันเพราะมีปริมาณสารคดัเลือกเท่ากันจึงยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ L. 

ivanovii  ไดใ้กลเ้คียงกนั นัน่หมายความวา่ OCLA ตอ้งมีสารอาหารเพียงพอในการท าให้เช้ือ L. ivanovii  

เจริญเติบโตไดดี้พอๆ กบัอาหารเล้ียงเช้ือ TSA ซ่ึงแสดงไดจ้ากขนาดโคโลนีสุดทา้ย ระยะเวลาในการ

ตรวจพบ อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดและอตัราการขยายตวัของโคโลนีท่ีไม่แตกต่างกนั 
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(ก) TSA สูตรมาตรฐาน 

 
(ข) TSA + สารคดัเลือกของ

สูตร OCLA 25%  

 
(ค) TSA + สารคดัเลือกของ

สูตร OCLA 50%  

 
(ง) TSA + สารคดัเลือกของสูตร OCLA 100%  

 
(จ) OCLA สูตรมาตรฐาน 

รูปที่ 4.21 โคโลนีเช้ือ L. ivanovii ท่ีระยะเวลาการบ่ม 84 ชั่วโมงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA สูตร

มาตรฐาน อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ TSA ท่ีเติมสารคดัเลือกสูตร OCLA ในระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 

และอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA สูตรมาตรฐาน 
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รูปที ่4.22 การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ TSA สูตรมาตรฐานและ 

อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ TSA ท่ีเติมสารคดัเลือกสูตร OCLA ในระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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รูปที่ 4.23 การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA ท่ีเติมสารคดัเลือก

สูตร OCLA 100% และอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA สูตรมาตรฐาน 
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รูปที่ 4.24 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii บน

อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA สูตรมาตรฐาน อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA ท่ีเติมสารคดัเลือกสูตร 

OCLA ในระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ และอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA สูตรมาตรฐาน 

 

4.3.4.2 การเปรียบเทยีบการเจริญเติบโตของ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะ

สูตรมาตรฐาน 

4.3.4.2.1 การเจริญเติบโตของ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะ Oxford 

อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Oxford เป็นอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะท่ีนิยมมากซ่ึงไดอ้ธิบายไวใ้นทุกคู่มือของ

องค์กรระหว่างประเทศ ได้แก่ ISO, USFDA, และ AOAC อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Oxford ประกอบด้วย 

esculin และ ferric ammonium citrate ซ่ึงเป็นสารช้ีวดั (indicator) เพื่อใชผ้ลิตสีน ้ าตาลด าข้ึนรอบโคโลนี

ของ Listeria จากผลการทดลองพบวา่โคโลนีเช้ือ L. innocua ขยายขนาดอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงมีขนาดสุดทา้ย

ใหญ่กวา่โคโลนีเช้ือ L. ivanovii เกือบ 3 เท่า นอกจากน้ีสามารถตรวจพบไดเ้ร็วกวา่และอตัราการขยายตวั

ของโคโลนีมีค่ามากกว่าเกือบ 3 เท่าดังแสดงในตารางท่ี 4.1 โดยในช่วงระหว่างการบ่มน้ีพบว่า L. 

ivanovii ไม่แสดงรัศมีสีน ้ าตาลด ารอบโคโลนีในขณะท่ีปรากฏบนอาหารเล้ียงเช้ือ L. innocua เท่านั้นดงั

แสดงในรูปท่ี 4.25 และ 4.26 ตามล าดบั จากงานวิจยัของ Van Netten และคณะ, 1989 พบวา่ fosfomycin 

ซ่ึงเป็นหน่ึงในสารคดัเลือกของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Oxford สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ Listeria 
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spp.บางชนิดได ้ไดแ้ก่ L. ivanovii, L. seeligri, และ L. welshimeri โดยงานวิจยัดงักล่าวสอดคลอ้งกบัผล

การทดลองน้ีและเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีท าให้เช้ือ L. ivanovii เจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Oxford ได้

ไม่ดี 

 

 
                            40 ชัว่โมง                                              48 ชัว่โมง                                           54 ชัว่โมง 

 

                          60 ชัว่โมง                                          66 ชัว่โมง                                          72 ชัว่โมง 

 

                                                     84 ชัว่โมง                                           96 ชัว่โมง 
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รูปที ่4.25 โคโลนีเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ Oxford สูตรมาตรฐานท่ีอุณหภูมิการบ่ม 

37 oC เป็นระยะเวลา 40 ถึง 96 ชัว่โมง  

                   
 

                        24 ชัว่โมง                                         36 ชัว่โมง                                            40 ชัว่โมง                                            

                                        
                           48 ชัว่โมง                                           60 ชัว่โมง                                          72 ชัว่โมง       

 
                                                    84 ชัว่โมง                                           96 ชัว่โมง   

รูปที ่4.26 โคโลนีเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ Oxford สูตรมาตรฐานท่ีอุณหภูมิการบ่ม 

37 oC เป็นระยะเวลา 24 ถึง 96 ชัว่โมง     
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Incubation time (h)
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รูปที ่4.27 การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ 

Oxford สูตรมาตรฐาน 

 
ตารางที่ 4.1  ค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii และ L. innocua 

บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ Oxford สูตรมาตรฐาน 

ตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ 
Listeria spp. 

L. ivanovii L. innocua 

A
max 

(mm
2
) 2.48 ± 0.39a 8.78 ± 1.30b 

t
i  
(h) 86.93 ± 2.78b 63.30 ± 5.86a 

µ
max

 (h
-1
) 0.033 ± 0.004a 0.033 ± 0.003a 

Slope at  t
i
 (mm

2
/h) 0.042 ± 0.011a 0.142 ± 0.016b 

R
2
 0.983 0.995 

RSME 0.071 0.195 

 

4.3.4.2.2 การเจริญเติบโตของ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะ PALCAM 

อาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ PALCAM ประกอบดว้ย esculin และ ferric ammonium citrate ซ่ึงเป็นสารช้ี

วดัท่ีท าให้เกิดรัศมีสีน ้ าตาลด ารอบโคโลนีของเช้ือ Listeria เช่นเดียวกบัในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Oxford 
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นอกจากน้ียงัประกอบดว้ย mannitol และ phenol red ซ่ึงอาจท าให้สีของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PALCAM 

เปล่ียนจากสีแดงกลายเป็นสีเหลืองหากค่าความเป็นกรดเป็นเบส (pH) บนอาหารมีค่าเป็นกรด ส าหรับ

การเล้ียงเช้ือ Listeria spp. บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PALCAM จะไม่เกิดการเปล่ียนสีแต่อยา่งใดเน่ืองจาก 

Listeria spp.ไม่ใช้ mannitol เป็นอาหารในการเจริญเติบโต จากผลการทดลองพบว่าโคโลนีของเช้ือ L. 

innocua สามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PALCAM ได้อย่างรวดเร็วโดยสังเกตได้จากค่าขนาด

โคโลนีสุดท้าย และอตัราการขยายตวัของโคโลนีท่ี ti เหมือนผลการทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

Oxford ส าหรับเช้ือ L. ivanovii พบว่าไม่แสดงรัศมีสีด าภายใน 48 ชัว่โมงซ่ึงเป็นเวลามาตรฐานในการ

ตรวจสอบเช้ือ แต่ L. innocua แสดงรัศมีสีด าภายใน 48 ชัว่โมงได ้ดงัในรูปท่ี 4.28 และ 4.29 ตามล าดบั 

 
                                 40 h                                                    48 h                                                      54 h 

 

                              60 h                                                   66 h                                                    72 h         
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                                                          84 h                                                   96 h 

รูปที ่4.28 โคโลนีเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ PALCAM สูตรมาตรฐานท่ีอุณหภูมิการบ่ม 

37 oC เป็นระยะเวลา 40 ถึง 96 ชัว่โมง 

 

                           24 h                                                     36 h                                                     40 h 

                                                   

                          48 h                                                      60 h                                                      72 h      
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                                                          84 h                                                   96 h      

รูปที ่4.29 โคโลนีเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ PALCAM สูตรมาตรฐานท่ีอุณหภูมิการ

บ่ม 37 oC เป็นระยะเวลา 24 ถึง 96 ชัว่โมง 
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รูปที ่4.30 การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ 

PALCAM สูตรมาตรฐาน 
 

ตารางที่ 4.2 ค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii และ L. innocua 

บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ PALCAM สูตรมาตรฐาน 

ค่าตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ 
Listeria spp. 

L. ivanovii L. innocua 

A
max 

(mm
2
) 1.18 ± 0.26a 5.64±0.60b 

t
i  
(h) 69.31±3.01a 69.57±3.62a 
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µ
max

 (h
-1
) 0.036±0.003b 0.030±0.002a 

Slope at  t
i
 (mm

2
/h) 0.021±0.004a 0.085±0.006b 

R
2
 0.985 0.989 

RSME 0.046 0.163 

 

4.3.4.2.3 การเจริญเติบโตของ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะ OCLA 

อาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA ไม่มีสารประกอบ ferric ammonium เหมือนในอาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะ 

Oxford และPALCAM แต่ประกอบด้วยสาร ช้ี ว ัดช นิด อ่ืนคือ  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

glucopyranoside และ L-α-phosphatidylinositol ซ่ึงท าให้โคโลนีของ Listeria spp. มีสีเขียวอมฟ้าและ

อาจมีหรือไม่มีสีขาวขุ่นรอบโคโลนีข้ึนอยู่กบัสายพนัธ์ุ โดยสีขาวขุ่นรอบโคโลนีจะถูกสร้างข้ึนจาก L. 

monocytogenes และ L. ivanovii จากผลการทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง OCLA มีความแตกต่างจาก

อาหาร 2 ชนิดแรกเล็กนอ้ย ในกรณีน้ีอตัราการขยายตวัของโคโลนีท่ี ti ของ L. ivanovii และ L. innocua 

มีค่าใกลเ้คียงกนัและโคโลนีของ L. innocua มีขนาดใหญ่กวา่เล็กนอ้ย  

 
อยา่งไรก็ตามแมว้า่ L. ivanovii จะแสดงโคโลนีสีเขียวอมฟ้าท่ีลอ้มรอบดว้ยสีขาวขุ่นบนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็ง OCLA ซ่ึงคาดว่าจะเห็นได้จากการเจริญเติบโตของ L. monocytogenes เช่นกนั แต่ส าหรับอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็ง Oxford กลบัไม่ไดป้รากฏรัศมีสีด าท่ีลอ้มรอบโคโลนี L. ivanovii ดงันั้น L. ivanovii จึงอาจ

ไม่เหมาะท่ีจะน ามาเป็นตัวแทนในการศึกษา L. monocytogenes ขณะท่ีงานวิจัยหลายฉบับเลือก L. 

innocua เป็นตวัแทน L. monocytogenes ในการศึกษา (Miller et. al., 2009; Kamat และ Nair, 1996) เพราะ 

L. innocua เป็นเช้ือท่ีไม่ก่อให้เกิดโรค สรีรวิทยาใกลเ้คียงกบั L. monocytogenes และทั้งสองสายพนัธ์ุน้ี

สามารถเกิดข้ึนไดใ้นผลิตภณัฑอ์าหารชนิดเดียวกนั (Cornu et. al., 2002) 

 

                                   24 h                                                     36 h                                                   40 h               
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                                                      84 h                                                  96 h 

รูปที ่4.31 โคโลนีเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA สูตรมาตรฐานท่ีอุณหภูมิการบ่ม 

37 oC เป็นระยะเวลา 24 ถึง 96 ชัว่โมง                                                                                           

 
                           24 h                                                    36 h                                                     40 h 
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                            48 h                                                     60 h                                                    72 h                       

 
                                                         84 h                                                   96 h                 

รูปที ่4.32 โคโลนีเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA สูตรมาตรฐานท่ีอุณหภูมิการบ่ม 

37 oC เป็นระยะเวลา 24 ถึง 96 ชัว่โมง 

Incubation time (h)
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รูปที ่4.33 การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii และ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ 

OCLA สูตรมาตรฐาน 
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ตารางที่ 4.3 ค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii และ L. innocua 

บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA สูตรมาตรฐาน 

ค่าตัวแปรทาง
จลนพลศาสตร์ 

Listeria spp. 

L. ivanovii L. innocua 

A
max 

(mm
2
) 4.02 ± 0.17a 5.44 ± 1.15b 

t
i  
(h) 64.53 ± 0.33b 58.60 ± 4.60a 

µ
max

 (h
-1
) 0.039 ± 0.002b 0.032 ± 0.002a 

Slope at  t
i
 (mm

2
/h) 0.079 ± 0.003a 0.087 ± 0.012a 

R
2
 0.994 0.994 

RSME 0.099 0.133 

 

4.3.4.3 การเปรียบเทยีบการเจริญเติบโตของ Listeria spp. บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะสูตรมาตรฐาน

ชนิดต่าง ๆ 

4.3.4.3.1 การเจริญเติบโตของเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะ Oxford, PALCAM, และ

OCLA 

จากผลการทดลองการเล้ียงเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะทั้งสามชนิด แสดงใหเ้ห็นวา่ใน

การตรวจสอบเช้ือ L. ivanovii อาจตอ้งใช้อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง OCLA ท่ีท าให้โคโลนีของ L. ivanovii มี

ขนาดใหญ่และมีอตัราการขยายตวัของโคโลนีสูงท่ีสุดและยงัใชเ้วลาในการตรวจสอบน้อยท่ีสุดดว้ยดงั

แสดงในรูปท่ี 4.36ข เม่ือเปรียบเทียบจ านวนโคโลนีของเช้ือ L. ivanovii ท่ีนบัได ้(log CFU/mL) หลงัจาก

การบ่ม 48 ชัว่โมง พบว่าจ านวนโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งท่ีไม่มีสารคดัเลือก (TSA) มากกว่าบน

อาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะอย่างชดัเจนซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองก่อนหนา้น้ี L. ivanovii ไม่แสดง

คุณสมบติัท่ีคลา้ยกบั L. monocytogenes บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ชนิดเดียวกนั 



76 

 

Incubation time (h)
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รูปที ่4.34 การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ Oxford, 

PALCAM, และ OCLA สูตรมาตรฐาน 

 

 

 
รูปที่ 4.35 การเปรียบเทียบจ านวนโคโลนีของเช้ือ L. ivanovii ท่ีนบัได ้(log CFU/mL) บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แขง็ TSA, Oxford, PALCAM, และ OCLA 
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รูปที ่4.36 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. ivanovii บน

อาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ Oxford, PALCAM, และ OCLA สูตรมาตรฐาน 
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4.3.4.3.2 การเจริญเติบโตของเช้ือ L. innocua บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะ Oxford, PALCAM, และ 

OCLA 

อาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะทั้ง 3 ชนิดสามารถน ามาใชก้บั L. innocua ได ้โดยเฉพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็ง Oxford ซ่ึงโคโลนี L. innocua สามารถเจริญจนมีขนาดใหญ่และมีอตัราการเติบโตสูง ในรูปท่ี 4.39 

แสดงค่าตวัแปรจากแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ พบวา่โคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ Oxford 

มีขนาดสุดทา้ยท่ีใหญ่กวา่และมีค่าความชนัท่ี ti มากกวา่ 

 
ถึงแมว้า่อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ Oxford ประกอบดว้ยแหล่งไนโตรเจนและคาร์บอนนอ้ยกวา่ PALCAM และ 

OCLA แต่ L. innocua สามารถเจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Oxford จนมีขนาดท่ีใหญ่กว่าและมี

อตัราการเจริญเติบโตสูงกวา่ได ้ทั้งน้ีอาจเป็นผลจากสารคดัเลือกในระบบการยบัย ั้งของอาหารแต่ละสูตร 

จากผลดังกล่าวจึงเป็นท่ีน่าสนใจในการผสมผสานระบบสารยบัย ั้งของสูตร Oxford เข้ากับส่วน

สารอาหารและวุน้ของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PALCAM และ OCLA ซ่ึงอาจจะท าให้โคโลนีเจริญเติบโต

มากข้ึนและสามารถตรวจสอบเช้ือ Listeira ไดเ้ร็วข้ึน 

 
จากการเปรียบเทียบจ านวนโคโลนีของ L. innocua ท่ีนบัได ้(log CFU/mL) หลงัการบ่ม 48 ชัว่โมงในรูป

ท่ี 4.38 พบวา่จ านวนโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งท่ีไม่มีสารคดัเลือกไม่แตกต่างกบับนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งจ าเพาะ ดงันั้นสารคดัเลือกในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะเหล่าน้ีไม่ส่งผลต่อจ านวนโคโลนีของ L. 

innocua ท่ีนบัได ้
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รูปที ่4.37 การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ Oxford, 

PALCAM, และ OCLA สูตรมาตรฐาน 

 

รูปที ่4.38 การเปรียบเทียบจ านวนโคโลนีของเช้ือ L. innocua ท่ีนบัได ้(log CFU/mL) บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แขง็ TSA, Oxford, PALCAM, และ OCLA 
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รูปที ่4.39 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. innocua บน

อาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ Oxford, PALCAM, และ OCLA สูตรมาตรฐาน 

 

4.3.5 การดัดแปลงสูตรอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะเพ่ือพัฒนาการเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ Listeria 

spp.  

จุดประสงค์ในการศึกษาน้ีต้องการเพิ่มอตัราการเจริญเติบโตของเช้ือ Listeria spp.โดยการน าส่วน

สารอาหารและวุน้ (agar base) ของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Oxford, PALCAM, และ OCLA มาผสมกบัส่วน

ของสารคดัเลือกท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ และสูตรต่างๆ จากผลการทดลองก่อนหนา้ใน 4.4.2 การทดลองน้ี

จึงเลือก L. innocua มาเป็นตวัแทนของ Listeria spp. 

 

4.3.5.1 ผลของสารคัดเลือกที่ผสมกบัส่วนสารอาหารและวุ้นของอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะสูตร

มาตรฐานทีม่ีต่อการเจริญเติบโตของ Listeria spp. 

4.3.5.1.1 ผลของความเข้มข้นของสารคัดเลือกสูตร Oxford ทีผ่สมกบัส่วนสารอาหารและวุ้นสูตร 

Oxford 

สารคดัเลือกในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ Oxford มาตรฐานประกอบด้วย lithium chloride (15 

g/L), acriflavine (5 mg/L), colistin (20 mg/L), fosfomycin (10 mg/L), cefotetan (2 mg/L) แ ล ะ 
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amphotericin B (10 mg/L) (หรือ cycloheximide (400 mg/L)) จากการทดลองไดก้ าหนดความเขม้ขน้ของ

สารคดัเลือกท่ี 25%, 50%, 100%, และ 200% ของความเข้มข้นมาตรฐานเพื่อศึกษาอิทธิพลของสาร

คัดเลือกสูตร Oxford และก าหนดปริมาณส่วนของสารอาหารและวุ ้นสูตร Oxford คงท่ีท่ีปริมาณ

มาตรฐาน ในรูปท่ี 4.40 แสดงรูปถ่ายโคโลนีของ L. innocua หลงัจากการบ่มเป็นระยะเวลา 120 ชัว่โมง 

ซ่ึงสังเกตไดว้่าการใช้สารคดัเลือกท่ีความเขม้ขน้ 200% ท าให้โคโลนีของ L. innocua มีขนาดเล็กมาก 

นอกจากน้ีในรูปท่ี 4.41 ซ่ึงแสดงลักษณะกราฟการเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. innocua สามารถ

สังเกตไดว้า่โคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งท่ีมีสารคดัเลือกเขม้ขน้ 200% เจริญเติบโตชา้กว่า

อยา่งชดัเจนเม่ือเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ท่ีมีสารคดัเลือกท่ีนอ้ยกวา่ จากการเปรียบเทียบค่าตวัแปรทาง

จลนพลศาสตร์ในรูปท่ี 4.42 พบวา่การลดความเขม้ขน้ของสารคดัเลือกมาตรฐานลงจาก 100% เป็น 25% 

ท าให้โคโลนีเช้ือ L. innocua เจริญเติบโตไดดี้ข้ึน ซ่ึงสังเกตไดจ้ากขนาดโคโลนีสุดทา้ยและอตัราการ

ขยายตวัของโคโลนีท่ีมากข้ึน และใช้เวลาในการตรวจพบสั้นลง ดงันั้นปริมาณของสารคดัเลือกสูตร 

Oxford จึงมีผลกบัการเจริญเติบโตของโคโลนีเช้ือ L. innocua ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองในรูปท่ี 

4.44 ผลดงักล่าวพบวา่จ านวนโคโลนีของ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ท่ีมีสารคดัเลือกเขม้ขน้ 25% 

ปรากฏข้ึนครบก่อนท่ีความเขม้ขน้อ่ืน ส่วนจ านวนโคโลนีสุดทา้ยท่ีนับได้นั้นแตกต่างกนัอย่างไม่มี

นยัส าคญั (P>0.05) ในทุกความเขม้ขน้ 

 

 
(ก) สารคดัเลือก 25% 

 
(ข) สารคดัเลือก 50% 

 
(ค) สารคดัเลือก 100% 

 
(ง) สารคดัเลือก 200% 

รูปที ่4.40 โคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร Oxford 

กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ในระยะเวลาการบ่ม 120 ชัว่โมง 
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รูปที ่4.41 การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะจากการผสมสารอาหาร

และวุน้สูตร Oxford กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  
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รูปที ่4.42 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร Oxford กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความ

เขม้ขน้ต่างๆ 

 

 
รูปที่ 4.43 การเปรียบเทียบจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนับได้ (log CFU/mL) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

TSA และอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร Oxford กับสาร

คดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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รูปที่ 4.44 ร้อยละของจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนบัไดท้ั้งหมดในระยะเวลาต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร Oxford กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความ

เขม้ขน้ต่างๆ 

 
4.3.5.1.2 ผลของความเข้มข้นของสารคัดเลือกสูตร PALCAM ทีผ่สมกบัส่วนสารอาหารและวุ้นสูตร 

PALCAM 

ส าหรับการศึกษาน้ีคลา้ยกบัในหวัขอ้ท่ีแลว้ โดยตรวจสอบผลของสารคดัเลือกสูตร PALCAM ท่ีผสมกบั

ส่วนของสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM ท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของ L. innocua และก าหนดความ

เข้มข้นของสารคัดเลือกท่ีศึกษา ได้แก่ 25%, 50%, 100%, และ 200% ของความเข้มข้นมาตรฐาน

เช่นเดียวกนั สารคดัเลือกท่ีอยู่ในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ PALCAM มาตรฐานประกอบด้วย 

lithium chloride (15 g/L), acriflavine (5 mg/L), polymyxin (10 mg/L) และ ceftazidime (20 mg/L) รูปท่ี 

4.46 แสดงกราฟการเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua และรูปท่ี 4.47 แสดงการเปรียบเทียบค่าตวัแปร

ทางจลนพลศาสตร์ พบว่าการลดปริมาณสารคดัเลือกความเขม้ขน้มาตรฐานลงจาก 100% เหลือ 50% 

และ 25% นั้นท าให้โคโลนี L. innocua เจริญไดดี้ข้ึน ซ่ึงสังเกตไดจ้ากขนาดโคโลนีสุดทา้ยและอตัราการ

ขยายตวัของโคโลนีท่ีสูงข้ึนทั้งระดบัความเขม้ขน้ 50% และ 25% และใช้เวลาในการตรวจพบสั้นลงท่ี

ความเขม้ขน้ 25% อยา่งไรก็ตามการลดสารคดัเลือกท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50% ลงเหลือ 25% นั้นใหผ้ลต่อ

การยบัย ั้งเช้ือ L. innocua ไม่แตกต่างกนันกั ในท านองเดียวกนัจากรูปท่ี 4.49 แสดงร้อยละของจ านวน
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Oxford agar base  +  25% Oxford Inh. Oxford agar base  +  50% Oxford Inh.

Oxford agar base  +  100% Oxford Inh. Oxford agar base  +  200% Oxford Inh.
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โคโลนี L. innocua ท่ีนบัไดท้ั้งหมดท่ีเวลาต่างๆ พบวา่การใชส้ารคดัเลือกท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25% และ 

50% ท าให้โคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งปรากฏข้ึนครบก่อนการใช้สารคดัเลือกท่ีระดบั

ความเขม้ขน้ 100% และ 200% นอกจากน้ีการเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua ชา้ลงเม่ือเพิ่มปริมาณ

ความเขม้ขน้ของสารคดัเลือกมาตรฐานจาก 100% ถึง 200% ซ่ึงสังเกตไดจ้ากขนาดโคโลนีสุดทา้ย อตัรา

การเจริญจ าเพาะสูงสุดและอตัราการขยายตวัของโคโลนีท่ีลดลงและใช้เวลาในการตรวจพบนานข้ึน 

ส าหรับจ านวนโคโลนีสุดทา้ยท่ีนบัได ้พบวา่แตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญั (P>0.05) ในทุกความเขม้ขน้ 

 
(ก) สารคดัเลือก 25% 

 
(ข) สารคดัเลือก 50% 

 
(ค) สารคดัเลือก 100% 

 
(ง) สารคดัเลือก 200% 

รูปที่ 4.45 โคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุ ้นสูตร 

PALCAM กับสารคดัเลือกสูตร PALCAM ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในระยะเวลาการบ่ม 120 

ชัว่โมง 
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รูปที ่4.46 การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะจากการผสมสารอาหาร

และวุน้สูตร PALCAM กบัสารคดัเลือกสูตร PALCAM ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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รูปที่ 4.47 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM กับสารคัดเลือกสูตร 

PALCAM ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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รูปที่ 4.48 การเปรียบเทียบจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนับได้ (log CFU/mL) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

TSA และอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM กบัสาร

คดัเลือกสูตร PALCAM ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

 

รูปที่ 4.49 ร้อยละของจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนบัไดท้ั้งหมดในระยะเวลาต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM กบัสารคดัเลือกสูตร PALCAM ท่ี

ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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4.3.5.1.3 ผลของความเข้มข้นของสารคัดเลือกสูตร OCLA ทีผ่สมกบัส่วนสารอาหารและวุ้นสูตร 

OCLA 

สารคดัเลือกซ่ึงอยูใ่นอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA ไดแ้ก่ lithium chloride (10 g/L), ceftazidime (20 

mg/L), polymyxin B (76,700 IU/L), nalidixic acid (20 mg/L) และ  amphotericin B (10 mg/L) จากการ

ตรวจสอบผลของสารคัดเลือกสูตร OCLA ท่ีความเข้มข้น 25%, 50%, 100%, และ 200% ของความ

เขม้ขน้มาตรฐาน (แต่ไม่เปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของ lithium chloride ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25%, 50% 

และ 100%) ผสมกบัส่วนสารอาหารและวุน้สูตร OCLA พบว่าโคโลนี L. innocua ไม่สามารถเจริญบน

อาหารเล้ียงเช้ือแข็งท่ีมีปริมาณสารคดัเลือกสูตร OCLA เขม้ขน้ 200% ได ้แสดงว่าการใช้สารคดัเลือก

สูตร OCLA ท่ีความเข้มข้น 200% ผสมกับส่วนสารอาหารและวุ ้นสูตร OCLA สามารถยบัย ั้ งการ

เจริญเติบโตของ L. innocua ไดท้ั้งหมด ในรูปท่ี 4.51 แสดงการเปรียบเทียบค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์

สามารถสังเกตได้ว่าการลดความเข้มข้นมาตรฐานของสารคดัเลือกลงจาก 100% เหลือ 25% ท าให้

โคโลนี L. innocua ขยายขนาดไดดี้ข้ึน โดยขนาดโคโลนีสุดทา้ยใหญ่ข้ึน อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดมี

ค่ามากข้ึน อตัราการขยายตวัของโคโลนีมีค่ามากข้ึน และลดระยะเวลาในการตรวจพบ L. innocua ลง 

นอกจากน้ีจ านวนโคโลนีท่ีนบัไดท่ี้ระดบัการใชส้ารคดัเลือกเขม้ขน้ 25% นั้นปรากฏข้ึนครบภายใน 24 

ชัว่โมงดงัแสดงในรูปท่ี 4.54 ดว้ย ส าหรับรูปท่ี 4.53 แสดงให้เห็นวา่จ านวนโคโลนี L. innocua สุดทา้ยท่ี

นบัได ้(log CFU/mL) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการใช้ระดบัสารคดัเลือกสูตร OCLA เขม้ขน้ 

25%, 50%, และ 100% นั้นแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญั (P>0.05) 

 

 
(ก) สารคดัเลือก 25% 

 
(ข) สารคดัเลือก 50% 

 
(ค) สารคดัเลือก 100% 

 
(ง) สารคดัเลือก 200% 

รูปที่ 4.50 โคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร OCLA 

กบัสารคดัเลือกสูตร OCLA ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ในระยะเวลาการบ่ม 120 ชัว่โมง 
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รูปที ่4.51 การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะจากการผสมสารอาหาร

และวุน้สูตร OCLA กบัสารคดัเลือกสูตร OCLA ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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รูปที่ 4.52 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร OCLA กบัสารคดัเลือกสูตร OCLA ท่ี

ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 

 
รูปที่ 4.53 การเปรียบเทียบจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนับได้ (log CFU/mL) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

TSA และอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร OCLA กับสาร

คดัเลือกสูตร OCLA ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
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รูปที่ 4.54 ร้อยละของจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนบัไดท้ั้งหมดในระยะเวลาต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร OCLA กบัสารคดัเลือกสูตร OCLA ท่ีความ

เขม้ขน้ต่าง ๆ 

 
4.3.5.2 การศึกษาผลของสารคัดเลือกสูตร Oxford ทีผ่สมกบัส่วนสารอาหารและวุ้นของอาหารเลีย้งเช้ือ

แข็งสูตร PALCAM และ OCLA 

จากผลการทดลองใน 4.3.3.2 ซ่ึงเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แขง็จ าเพาะสูตร Oxford, PALCAM, และ OCLA มาตรฐานท าใหเ้กิดความสนใจในการผสมผสานระบบ
สารยบัย ั้งใหม่โดยการน าสารคดัเลือกสูตร Oxford มาแทนท่ีในส่วนของสารคดัเลือกสูตร PALCAM 

และ OCLA 

 
4.3.5.2.1 ผลของความเข้มข้นของสารคัดเลือกสูตร Oxford ทีผ่สมกบัส่วนสารอาหารและวุ้นสูตร 

PALCAM 

รูปท่ี 4.56 แสดงกราฟการเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการ

ผสมสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ 25%, 50%, 100%, 

และ 200% ของความเขม้ขน้มาตรฐานเพื่อตรวจสอบผลของสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีผสมกบัส่วน

สารอาหารและวุน้สูตร PALCAM ท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของ L. innocua และจากรูปท่ี 4.57 แสดงการ

เปรียบเทียบค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์พบว่าท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสารคดัเลือก 25%, 50%, และ 
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100% ให้ผลของขนาดของโคโลนีสุดทา้ยต่างกนัอย่างไม่มีนัยส าคญั (P>0.05) แต่การใช้สารคดัเลือก 

Oxford ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25% และ 50% นั้นท าให้ใช้ระยะเวลาในการตรวจพบโคโลนี  L. innocua 

สั้ นกว่าท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100% และค่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดของการใช้สารคดัเลือกความ

เขม้ขน้ 100% มีค่าต ่ากวา่การใชส้ารคดัเลือกท่ีระดบัความเขม้ขน้นอ้ยกวา่ ส าหรับโคโลนี L. innocua บน

อาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะแข็งท่ีใช้สารคดัเลือกความเขม้ขน้ 200% นั้นยงัคงมีลกัษณะการเจริญเติบโตช้า 

เหมือนในผลการทดลองของการใชส้ารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีผสมกบัส่วนของสารอาหารและวุน้สูตร 

Oxford และการใช้สารคดัเลือกสูตร PALCAM ท่ีผสมกบัส่วนของสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM 

โดยสังเกตไดจ้ากค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ทุกค่า นอกจากน้ีจากรูปท่ี 4.59 แสดงใหเ้ห็นวา่การใชส้าร

คดัเลือกความเขม้ขน้ 200% ท  าให้จ  านวนโคโลนีสุดทา้ยท่ีนบัไดน้้อยกวา่จ านวนโคโลนีบนอาหารเล้ียง

เช้ือแขง็ TSA และอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะท่ีผสมสารคดัเลือก 25%, 50%, และ 100% อีกดว้ย 

 
(ก) สารคดัเลือก 25% 

 
(ข) สารคดัเลือก 50% 

 
(ค) สารคดัเลือก 100% 

 
(ง) สารคดัเลือก 200% 

รูปที่ 4.55 โคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุ ้นสูตร 

PALCAM กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ในระยะเวลาการบ่ม 120 ชัว่โมง 
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รูปที ่4.56 การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะจากการผสมสารอาหาร

และวุน้สูตร PALCAM กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 



93 

 

 

 

 
 

 
 

 
รูปที่ 4.57 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM กับสารคดัเลือกสูตร 

Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
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รูปที่ 4.58 การเปรียบเทียบจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนับได้ (log CFU/mL) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

TSA และอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM กบัสาร

คดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

 

รูปที่ 4.59 ร้อยละของจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนบัไดท้ั้งหมดในระยะเวลาต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ี

ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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PALCAM agar base + 25% Oxford Inh.
PALCAM agar base + 50% Oxford Inh.
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PALCAM agar base + 200% Oxford Inh.
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4.3.5.2.2 ผลของความเข้มข้นของสารคัดเลือกสูตร Oxford ทีผ่สมกบัส่วนสารอาหารและวุ้นสูตร 

OCLA 

ในรูปท่ี 4.61 แสดงกราฟการเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะซ่ึงเป็น

ผลจากการเติมสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25%, 50%, 100%, และ 200% ของความ

เขม้ขน้มาตรฐาน (แต่ไม่เปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของ lithium chloride ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25%, 50%, 

และ 100%  )ผสมกบัส่วนสารอาหารและวุน้สูตร OCLA จากผลการทดลองพบว่าการใช้สารคดัเลือก 

Oxford ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 200% มีผลยบัย ั้งโคโลนี L. innocua ไม่ให้เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง ซ่ึง

เหมือนกบัผลการทดลองของการใช้สารคดัเลือกสูตร OCLA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 200% ผสมกบัส่วน

ของสารอาหารและวุน้สูตร OCLA ส่วนการเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งท่ี

เติมสารคดัเลือก Oxford ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25%, 50%, และ 100% นั้นไม่แตกต่างกนัซ่ึงสังเกตไดจ้าก

ค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ทุกค่าท่ีแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ (P>0.05) ในรูปท่ี 4.62 ดังนั้ น

ส าหรับกรณีน้ีการลดปริมาณสารยบัย ั้งลงไม่ช่วยให้จลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. 

innocua ดีข้ึน ความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณสารคดัเลือกกบัการเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บน

อาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะไม่ได้เป็นเชิงเส้น ส่วนจ านวนโคโลนีสุดทา้ยท่ีนับได้ (log CFU/mL) บน

อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ TSA และอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะท่ีผสมสารคดัเลือก Oxford ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 

25%, 50%, และ 100% นั้นไม่แตกต่างกนั (P>0.05) 

 

 
(ก) สารคดัเลือก 25% 

 
(ข) สารคดัเลือก 50% 

 
(ค) สารคดัเลือก 100% 

 
(ง) สารคดัเลือก 200% 

รูปที่ 4.60 โคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร OCLA 

กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ในระยะเวลาการบ่ม 120 ชัว่โมง 
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Incubation time (h)
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รูปที ่4.61 การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะจากการผสมสารอาหาร

และวุน้สูตร OCLA กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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รูปที่ 4.62 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร OCLA กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford 

ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 
รูปที่ 4.63 การเปรียบเทียบจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนับได้ (log CFU/mL) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

TSA และอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร OCLA กับสาร

คดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
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รูปที่ 4.64 ร้อยละของจ านวนโคโลนี L. innocua ท่ีนบัไดท้ั้งหมดในระยะเวลาต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ

แข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร OCLA กบัสารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความ

เขม้ขน้ต่าง ๆ 
 

4.3.5.2.3 การเปรียบเทยีบการเจริญเติบโตของโคโลนี Listeria spp. บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะจาก

การผสมสารคัดเลือกสูตร Oxford กบัสารอาหารและวุ้นสูตร Oxford, PALCAM, และ OCLA 

ส าหรับหัวขอ้น้ีไดน้ าผลการทดลองก่อนหน้าในกลุ่มอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะท่ีใชส้ารคดัเลือกสูตร 

Oxford ทั้งหมดมาเปรียบเทียบกนั โดยมีความแตกต่างในส่วนของสารอาหารและวุน้จากสูตร Oxford, 

PALCAM, และ OCLA จากรูปท่ี 4.65ก แสดงการเปรียบเทียบขนาดโคโลนีสุดท้ายพบว่าโคโลนี L. 

innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะท่ีผสมสารอาหารและวุน้สูตร PALCAM มีขนาดใหญ่กวา่การใช้

สารอาหารจากสูตร Oxford และ OCLA ท่ีแต่ละระดบัความเขม้ขน้ของสารคดัเลือกสูตร Oxford เม่ือ

พิจารณาส่วนประกอบของสารอาหารและวุน้ในสูตร Oxford และ PALCAM แลว้พบว่าทั้งสองสูตรมี

สารช้ีวดัชนิดเดียวกัน คือ esculin และ ferric ammonium citrate จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า

โคโลนี L. innocua สามารถเจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะท่ีผสมสารอาหารและวุน้สูตร 

PALCAM ไดดี้กวา่การใชสู้ตร Oxford ซ่ึงสังเกตไดจ้ากขนาดโคโลนีสุดทา้ยท่ีใหญ่กวา่และการขยายตวั

ของโคโลนีเร็วกว่าท่ีแต่ละระดับความเขม้ข้นของสารคดัเลือก เน่ืองจากในสารอาหารและวุน้สูตร 

PALCAM ไม่เพียงแต่มี esculin เป็นแหล่งอาหารธาตุคาร์บอนเท่านั้นแต่ยงัประกอบดว้ยกลูโคสซ่ึงถือวา่
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เป็นแหล่งพลังงานท่ีดีท่ีสุดส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือ Listeria spp. (Lachica, 1990) ในขณะท่ี

สารอาหารในสูตรอาหาร Oxford ไม่มีกลูโคส 
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รูปที่ 4.65 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร Oxford, PALCAM, และ OCLA กบั

สารคดัเลือกสูตร Oxford ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

 

4.3.5.3 การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของโคโลนี Listeria spp. บนอาหารเลีย้งเช้ือแข็งจ าเพาะจากการ

ผสมสารคัดเลือกต่างสูตรและความเข้มข้นกับสารอาหารและวุ้นสูตร Oxford, PALCAM, และ OCLA 

สูตรมาตรฐาน 

วตัถุประสงคใ์นหวัขอ้น้ีตอ้งการน าผลการทดลองทั้งหมดของหวัขอ้ 4.3.5 มาพิจารณาร่วมกนั จากรูปท่ี 

4.66 แสดงการเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะชนิดต่างๆ เม่ือไดพ้ิจารณาอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะในกลุ่มท่ีใชส้ารอาหารและวุน้

ของ PALCAM พบว่าเม่ือแทนท่ีสารคดัเลือกสูตร PALCAM มาตรฐาน )ความเขม้ขน้ 100%) ดว้ยสาร

a
ab

a

cd
bc b

a a
cd cd d

0.000

0.010

0.020

0.030

0.040

25% Oxford Inh. 50% Oxford Inh. 100% Oxford Inh. 200% Oxford Inh.

µ ma
x

(h
-1 )

Oxford agar base PALCAM agar base OCLA base

cd c c

a

f
e de

b

cd
de

cd

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

25% Oxford Inh. 50% Oxford Inh. 100% Oxford Inh. 200% Oxford Inh.

Slo
pe

 at
  t i(m

m2 /h)

Oxford agar base PALCAM agar base OCLA base

(ค) 

(ง) 



101 

 

คัดเลือกสูตร Oxford ความเข้มข้น 100% ท าให้ขนาดโคโลนี L. innocua สุดท้ายมีขนาดใหญ่ข้ึน 

นอกจากน้ียงัช่วยลดระยะเวลาในการตรวจสอบเช้ือ และเพิ่มความเร็วในการเจริญเติบโตไดอี้กดว้ย ใน

ท านองเดียวกนักบัอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะในกลุ่มท่ีใช้สารอาหารและวุน้ของ OCLA ท่ีระดบัสาร

คดัเลือกเขม้ขน้ 50% และ 100% พบว่าการใช้สารคดัเลือกสูตร Oxford ท าให้การเจริญเติบโตของ L. 

innocua ดีกวา่การใชส้ารคดัเลือกสูตร OCLA โดยสังเกตไดจ้ากขนาดของโคโลนีสุดทา้ยท่ีใหญ่กวา่และ

สามารถขยายขนาดไดเ้ร็วกวา่ 

 
ผลการแทนท่ีชุดสารคดัเลือกมาตรฐานของ PALCAM และ OCLA ดว้ยชุดสารคดัเลือก Oxford ขา้งตน้

นั้นอาจเก่ียวขอ้งกบัสมบติัการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ L. innocua ท่ีมาจาก Polymycin B, nalixidic 

acid, และ ceftazidime ท่ีอยู่ในชุดสารคดัเลือกสูตร PALCAM และ OCLA แต่ไม่อยู่ในชุดสารคดัเลือก

สูตร Oxford จากงานวิจยัของ Curtis และ Lee (1995) พบว่า การผสม ceftazidime ท่ีความเข้มข้น 20 

mg/L ในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง เช่น PALCAM อาจเกิดความลม้เหลวในการคืนสภาพ L. monocytogenes 

เป็นบางคร้ัง ผลของสารคดัเลือกท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของ Listeria spp. บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ

จึงเป็นท่ีน่าสนใจในการศึกษาต่อไปในอนาคต 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.66 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร Oxford, PALCAM, และ OCLA สูตร

มาตรฐานกบัสารคดัเลือกสูตรต่างๆ และท่ีความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ 
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รูปที่ 4.66 การเปรียบเทียบตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua บนอาหาร

เล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะจากการผสมสารอาหารและวุน้สูตร Oxford, PALCAM, และ OCLA สูตร

มาตรฐานกบัสารคดัเลือกสูตรต่างๆ และท่ีความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ (ต่อ)
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง 

 
การศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมของสูตรอาหารเพิ่มจ านวนเพื่อการฟ้ืนฟูและการตรวจสอบการ

ปนเป้ือนของ Listeria spp. ในการเขา้ใจอย่างแทจ้ริงของไคเนติกการเพิ่มจ านวนเซลล์ การทดลองถูก

ออกแบบเป็น 2 ส่วน ซ่ึงเป็นอาหารเหลวไม่เพิ่มจ านวนและอาหารเหลวจ าเพาะ ในแต่ละส่วนรูปแบบ

ของการเจริญเติบโตและไคเนติกของการเจริญเติบโตถูกวดัโดยการใช้เทคนิคการวิเคราะห์ท่ีได้มีการ

พฒันา (MIT) และการเพาะเช้ือระดับเล็ก (micro-cultivation) การเจริญเติบโตของเช้ือ L. innocua, E. 

coli, และ S. aureus ใน 96 deep well plates การน าเสนอรูปแบบการวิเคราะห์แบบใหม่ ถูกเป็นท่ียอมรับ

เพื่อประหยดัการใช้อาหารและการจดัหารูปแบบการวิเคราะห์น้ีสามารถลดเวลาการวิเคราะห์ไดอ้ย่างมี

นยัส าคญัและสามารถเพิ่มจ านวนและตรวจวเิคราะห์ Listeria spp. ในการทดลองอาหารเหลวเพิ่มจ านวน 

(non-selective enrichment) 6 ชนิด ในการบ่มเพาะ L. innocua ท่ามกลางระหว่างอาหารท่ีใช้ในการ

ทดสอบ อาหารเหลว TSB พบว่ามีประสิทธิภาพท่ีดีท่ีสุดในการฟ้ืนคืนและเพิ่มจ านวนของ L. innocua 

ในอาหารขณะท าการเพิ่มจ านวนในขั้นตอน non selective enrichment โดยให้ค่าอตัราการเจริญเติบโตท่ี

สูงท่ีสุดท่ีค่า 0.21 h-1 ของเช้ือ L. innocua ดว้ยค่า R2 ท่ีดีเท่ากบั 0.989 และปริมาณเซลล์สุดทา้ยท่ีไดเ้ป็น 

9.25 log CFU/mL 

 
การทดลองอาหารเหลวจ าเพาะไดต่้อยอดไปสู่การแยกบนอาหารแข็ง ในความเขา้ใจบทบาทผลกระทบ

ของสารตวัยบัย ั้งและเนน้ความส าคญัของไคเนติกในการแยก Listeria spp. จากการปนเป้ือนดว้ยเช้ือตวั

อ่ืนๆ สารยบัย ั้งโดยทัว่ไปมาจากสูตรอาหารมาตรฐานซ่ึงไดถู้กน ามาทดสอบในการทดลองน้ี acriflavine 

และ Polymyxin B เป็นตวัยบัย ั้งท่ีดีมากในการใชเ้ป็นสารยบัย ั้งส าหรับ Listeria spp. ถึงแมว้า่ลิเธียมคลอ

ไรดจ์ะไม่มีผลกบัการเจริญเติบโตและความสามารถในการคดัเลือกเช้ือ Listeria spp. มนัรวมถึงสภาวะท่ี

เหมาะสมในการหาตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสมเพื่อท่ีจะศึกษาการ combination และความเขม้ขน้ของสารต่อการ

เจริญเติบโต และความสามารถในการคดัเลือกเช้ือ L. innocua การหาสภาวะของสารผสมท่ีเหมาะสม

ของสารยบัย ั้งช้ีใหเ้ห็นการใชต้วัยบัย ั้งแต่ละตวัมีผลกระทบกบัการเจริญเติบโตของเช้ือและความสามารถ

ในการคดัเลือกเช้ือแต่ละชนิดท่ีแตกต่างกนั ความเขม้ขน้ของ Polymyxin B มีอิทธิพลกบัประสิทธิภาพ

ของ acriflavine นอกเหนือจากน้ีความเขม้ขน้ของลิเธียมคลอไรด์มีผลกระทบกบัการเจริญเติบโตของ S. 

aureus เม่ือใช้ร่วมกนักบั Polymyxin B อย่างในท่ีสุด การใช้ร่วมกนัของสารยบัย ั้งท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้าก

การทดลองท่ีไดอ้อกแบบเหมือนกบัสูตรอาหารใน Palcam broth 
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การสังเกตและศึกษาการเจริญเติบโตของโคโลนี Listeria spp. บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะในช่วงของ

การแสดงลกัษณะเฉพาะเป็นผลส าเร็จ การศึกษาโคโลนีดงักล่าวได้พฒันาการวิเคราะห์รูปถ่ายดิจิทลั

ร่วมกบัการประยุกต์ใช้การเพาะเช้ือระดบัจุลภาคของจุลินทรียเ์ป้าหมายเขา้มาช่วย ทั้งน้ีการใช้กลอ้ง

จุลทรรศน์ดิจิทลัท่ีมีอยูใ่นเชิงพาณิชยจ์  าเป็นตอ้งมีการปรับค่าแสงให้เหมาะสมเพื่อช่วยในการวดัขนาด

ของโคโลนีและการตรวจสอบลักษณะเฉพาะของโคโลนี Listeria spp. (L. ivanovii และ L. innocua) 

อุปกรณ์ตน้แบบของการถ่ายรูปดิจิทลัท่ีพฒันาข้ึนสามารถใช้ในการตรวจติดตามการขยายขนาดของ

โคโลนีและท าใหไ้ดรู้ปดิจิทลัท่ีมีประโยชน์ ส าหรับการศึกษาจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี 

Listeria การทดลองน้ีใชแ้บบจ าลองทางคณิตศาสตร์ชนิดซิกมอยด ์(Sigmoid) เพื่อน ามาอธิบายการขยาย

ขนาดของโคโลนี Listeria บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งซ่ึงไม่มีสารคดัเลือกและอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะซ่ึง

มีสารคดัเลือก แบบจ าลองชนิดลอจิสติกสามารถแสดงใหเ้ห็นลกัษณะเส้นโคง้การเจริญเติบโตรูปตวัเอส 

(S-shape) และหาค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ท่ีมีความหมายได้ ได้แก่ อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด 

เวลาท่ีจุด inflection ขนาดโคโลนีสุดทา้ย และอตัราการขยายตวัของโคโลนีท่ีจุด inflection โดยค่าตวั

แปรเหล่าน้ีใช้ในการเปรียบเทียบผลของปัจจัยทั้ งภายในและภายนอกท่ีแตกต่างกันซ่ึงมีต่อการ

เจริญเติบโตของโคโลนี 

 
ในงานวิจยัน้ีไดมี้การปรับเปล่ียนวิธีการดั้งเดิมเพื่อช่วยในการระบุลกัษณะโคโลนี Listeria  เช่น การท า 

serial dilution เพื่อสนบัสนุนการเจริญเติบโตของ Listeria spp. บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง โดยพบวา่การใช ้

TSB เป็นสารละลายเจือจาง ความเขม้ขน้ของเช้ือ Listeria สามารถช่วยในการขยายขนาดของโคโลนีบน

อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA ได ้แต่บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะพบวา่การใช ้TSB เป็นสารละลายเจือจาง

ความเข้มข้นเช้ือ Listeria มีผลบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะสูตร Oxford มากกว่า PALCAM และ 

OCLA นอกจากน้ีการผสมอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ chromogenic Listeria agar (OCLA) ดว้ยความเร็ว

ผสมสูงร่วมกบัการฆ่าเช้ือแบบพาสเจอร์ไรซ์โดยใชไ้มโครเวฟสามารถช่วยการเจริญเติบโตและการระบุ

ลกัษณะของโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือใหดี้ข้ึนได ้

 
ส่วนบทบาทในการยบัย ั้งของสารคดัเลือกไดมี้การตรวจสอบโดยเปรียบเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือแข็งซ่ึง

ไม่มีสารคดัเลือก เช่น TSA ในการทดลองน้ีใช ้OCLA เป็นตวัแทนของอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ พบวา่

โคโลนี L. ivanovii เจริญเติบโตบน TSA ได้ดีกว่าบน OCLA อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตามการเติมสาร

คดัเลือกจากสูตร OCLA ลงใน TSA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท าให้ L. ivanovii เจริญเติบโตไดไ้ม่ดีท่ี

ทุกระดบัความเขม้ขน้ การเจริญเติบโตของโคโลนี L. ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA ท่ีเติมสาร
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คดัเลือกจากสูตร OCLA ในหลายระดบัความเขม้ขน้มีลกัษณะคลา้ยกบัการเจริญเติบโตของโคโลนี L. 

ivanovii บนอาหารเล้ียงเช้ือแขง็จ าเพาะ OCLA สูตรมาตรฐาน  

 
นอกจากน้ีไดมี้การเปรียบเทียบจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของโคโลนี Listeria spp. สองสายพนัธ์ุ 

(L. ivanovii และ L. innocua) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะต่างชนิดต่างๆ (Oxford, PALCAM, และ 

OCLA) เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการพฒันาการระบุช้ีเช้ือ L. monocytogenes โดยพบวา่การใชอ้าหารต่าง

ชนิดกนัให้ผลต่อการเจริญเติบโตของโคโลนี Listeria spp. ต่างกนั และ Listeria spp. ต่างสายพนัธ์ุกนัมี

ปฏิกริยากบัสารยบัย ั้งท่ีผสมในชุดสารคดัเลือกต่างกนัดว้ย โดยทัว่ไป L. innocua  (เป็นท่ียอมรับให้เป็น

ตัวแทนของ L. monocytogenes  )สามารถเจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะทั้ ง Oxford, 

PALCAM, และ OCLA ไดดี้กวา่ L. ivanovii ซ่ึงสังเกตไดจ้ากขนาดโคโลนีสุดทา้ยในอาหารแต่ละชนิด

เม่ือเปรียบเทียบกับผลบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA โดยเฉพาะ L. ivanovii นั้นไวต่อสารคดัเลือกใน

อาหารเ ล้ียง เ ช้ือแข็งจ า เพาะมาก (PALCAM > Oxford > OCLA) ซ่ึ ง มีผลให้ขนาดโคโลนีและ

จลนพลศาสตร์ลดลงอยา่งมาก ในทางตรงกนัขา้มความไวต่อสารคดัเลือกในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะ

ของ L. innocua นั้นสลบักนั (PALCAM > OCLA > Oxford) 

 
ส าหรับการปรับเปล่ียนระดบัสารคดัเลือกในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือแข็งจ าเพาะแต่ละชนิดจาก 25% ถึง 

200% แสดงให้เห็นว่าการลดปริมาณสารคดัเลือกให้ต ่ากว่ามาตรฐาน (น้อ ยกว่า 100%) สามารถเพิ่ม

จลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตและลดระยะเวลาในการตรวจพบโคโลนี  L. innocua ได้และมีการ

พิจารณาและสร้างแบบจ าลองลกัษณะการเจริญเติบโตของ L. innocua บนอาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะแข็งทั้ง 

3 ชนิดเพื่อหาระดับความเข้มข้นของสารย ับย ั้ ง ท่ี เหมาะสมและน า เสนอแนวทางในการเพิ่ม

จลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตรวมไปถึงความจ าเพาะด้วย โดยการน าสารคดัเลือกสูตร Oxford มา

แทนท่ีสารคดัเลือกสูตรดั้งเดิมในอาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะ PALCAM และ OCLA พบว่าโดยส่วนใหญ่

ใหผ้ลคลา้ยกบัการใชส้ารคดัเลือกสูตรดั้งเดิมท่ีมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของโคโลนี L. innocua ส่วนผล

ทางดา้นความจ าเพาะท่ีมีต่อเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนควรมีการทดลองต่อไปในอนาคต 

 
ข้อเสนอแนะ 

ผลการทดลองจากการศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นโอกาสของการลดเวลาในการตรวจวเิคราะห์เช้ือ Listeria spp. 

และลดอตัราการเกิด false negative จากการตรวจวิเคราะห์ Listeria spp. ในสายกระบวนการผลิตโดย

การประยุกตใ์ชเ้ง่ือนไขสภาวะท่ีเหมาะสมของอาหารไม่เพิ่มจ านวนและขั้นตอนการเพิ่มจ านวนจ าเพาะ
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และการใช้เทคนิคการวิเคราะห์เช้ือในระดบัจุลภาค (MIT) อย่างไรก็ตามอาหารเหลวไม่จ  าเพาะเพิ่ม

จ านวนท่ีเหมาะสมและอาหารเหลวจ าเพาะของวธีิการวิเคราะห์ท่ีไดน้ าเสนอจากการศึกษาน้ียงัคงตอ้งท า

การทดลองโดยทดลองกบัเช้ือจุลินทรียก่์อโรค ผลจากการศึกษาน้ีเป็นเพียงแนวทางส าหรับการตรวจ

วิเคราะห์ L. monocytogenes ในตัวอย่างอาหาร เพราะเช้ือ Listeria ท่ีใช้ในงานวิจัยเป็น L. innocua 

นอกจากน้ีมีสารยบัย ั้งบางตวัท่ีไม่ไดถู้กศึกษาในการทดลองน้ี ดงันั้นในการศึกษาต่อไป เช้ือจุลินทรียท่ี์

ใชค้วรท่ีจะรวมกนัเพื่อสร้างสภาวะเง่ือนไขท่ีเหมือนกบัสภาวะเง่ือนไขจริง ในเพิ่มเติม ceftazidime และ 

cycloheximide ควรท่ีจะมีการทดสอบในการศึกษาถดัมาเพื่อเพิ่มความถูกตอ้งในการวิเคราะห์และไดผ้ล

การทดลองท่ีน่าเช่ือถือและน าเสนอเทคนิคท่ีควรจะเปรียบเทียบกบัเทคนิคท่ีเป็นมาตรฐานเพื่อตรวจสอบ

ประสิทธิภาพความน่าเช่ือถือ 

 
การประยกุตใ์ชก้ลอ้งจุลทรรศน์ดิจิทลัควรไดรั้บการพฒันาอยา่งต่อเน่ืองเพื่อลดระยะเวลาในการตรวจหา

เช้ือจุลินทรียซ่ึ์งเป็นประโยชน์กบัอุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะเช้ือ Listeria ท่ีเจริญเติบโตไดช้้ากว่า

เช้ือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ดงันั้นวิธีการท่ีช่วยกระตุน้ให้เช้ือ Listeria เจริญเติบโตได้เร็วยิ่งข้ึนนั้นเป็นส่ิง

ส าคญั ในขณะเดียวกนัโคโลนีของเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนไม่ควรปรากฏในลกัษณะเดียวกบัเช้ือ Listeria 

เพื่อป้องกนัความผิดพลาดจากการตรวจวิเคราะห์ อยา่งไรก็ตาม อิทธิพลของความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้ง

และการดดัแปลงสูตรควรไดรั้บการตรวจสอบต่อไป เน่ืองจากการหาปริมาณสารยบัย ั้งท่ีเหมาะสมท่ีสุด

นั้นจะส่งผลดีต่อการตรวจสอบเช้ือ Listeria ในตวัอยา่งอาหาร 

 

 

 

 

 

 

 

 



107 

 

ผลผลติ (Output) 

1. ผลงานตีพมิพในวารสารวชิาการทั้งในระดับชาติและนานาชาติ (ระบุช่ือผู้แต่ง ช่ือเร่ือง ช่ือวารสาร ปี 

เล่ม เลขที ่และหน้า) 

 1.1 Sangadkit, W., Deepatana, A. and Thipayarat, A., 2019, “Media optimization of enrichment 
protocol to improve Listeria selectivity”, Srinakharinwirot University (Journal of Science and 
Technology), 11(22). 
 

2. การจดสิทธิบัตร 

 อาหารเหลวจ าเพาะส าหรับเพิ่มจ านวนและคัดเลือกเช้ือลิสทีเรียโดยใช้อาหารสนับสนุนการ

เจริญเติบโตท่ีเสริมสารยบัย ั้ง 

3. ผลงานเชิงพาณชิย์ (มีการน าเสนอไปผลติ/ขาย/ก่อให้เกดิรายได้ หรือมีการประยุกต์ใช้โดยภาคธุรกจิ

หรือบุคคลทัว่ไป 

 ชุดตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของลิสทีเรียอย่างรวดเร็วในอุตสาหกรรมอาหารเพื่อยกระดับ

มาตรฐานผลิตภณัฑ์อาหารส่งออก ได้มีการน าผลงานดังกล่าวเสนอแนวทางการน าไปใช้งานแก่

บริษทั บูโอโน่ (ประเทศไทย) จ ากดั ซ่ึงเป็นบริษทัผลิตอาหารแช่แขง็ส่งออกโดยทางคณะผูว้ิจยัไดน้ า

ชุดวิเคราะห์ดงักล่าวไปทดสอบการใชง้านจริงท่ีโรงงาน โดยน าตวัอย่างผลิตภณัฑ์ของทางโรงงาน

และตวัอยา่งจากส่ิงแวดลอ้ม (swab testing) มาทดสอบวิเคราะห์กบัชุดทดสอบท่ีน าเสนอ พบวา่ทาง

โรงงานพึงพอใจกบัการใช้ชุดทดสอบดงักล่าว โดยมีแผนท่ีจะน ามาใช้ควบคู่กบัการทดสอบท่ีเป็น

มาตรฐานของโรงงานเม่ือตอ้งการผลการทดสอบท่ีรวดเร็ว นอกจากน้ียงัมีการน าไปใชป้ระโยชน์กบั

งานวิจยัท่ีจ  าเป็นตอ้งใช้ชุดวิเคราะห์การปนเป้ือนของลิสทีเรียเพื่อให้สามารถทดสอบกบัตวัอย่าง

จ านวนมาก ช่วยลดค่าใชจ่้ายในการวเิคราะห์ 

  
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 

 องคค์วามรู้ท่ีไดจ้ากงานวิจยั สามารถเป็นแนวทางต่อยอดการพฒันาชุดตรวจสอบการปนเป้ือนเช้ือก่อ

โรคชนิดอ่ืนท่ีช่วยลดดุลการค้าจากการน าเข้าชุดทดสอบท่ีมีราคาแพงจากต่างประเทศ เป็นการ

ส่งเสริมศกัยภาพความสามารถนกัวิทยาศาสตร์ไทย และเป็นความทา้ทายท่ีจะน าผลงานดงักล่าวไป

ประยุกตใ์ชจ้ริงในโรงงานอุตสาหกรรมและหน่วยงานของรัฐต่างๆ สามารถท่ีจะน าไประยุกตใ์ชก้าร

วเิคราะห์ในระดบัชีวโมเลกุลโดยเป็นการช่วยลดระยะเวลาในการวเิคราะห์ 
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