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บทคัดย่อ 
Salmonella entericaเป็นสาเหตสุ าคญัท่ีก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษทัว่โลก Salmonellaถกู

จ าแนกออกได้กวา่ 2,500 Serovars ซึง่ serovars ท่ีมีความส าคญัในอตุสาหกรรมอาหาร และห้ามตรวจพบใน
อาหารพร้อมบริโภคและเนือ้สตัว์ดิบคือ Salmonella enterica serovar Typhimurium และ Enteritidis ซึง่การ
ตรวจยืนยนัชนิดเชือ้โดยสงัเกตการเกิดปฏิกิริยาชีวเคมีจนทราบผลระดบั serovar ใช้เวลา 10-12 วนั การศกึษา
นีเ้ป็นการน าเทคนิคการยืนยนัเชือ้แบคทีเรียด้วย Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) ประกอบกบัการตรวจยืนยนั serovars ด้วยวิธีทางซีร่ัมวิทยา 
Kauffman-Whiteมาตรวจเชือ้แบคทีเรียปนเปือ้นในตวัอย่างเนือ้สตัว์ท่ีเก็บจากโรงฆา่สตัว์เพ่ือบริโภค
ภายในประเทศและเนือ้สตัว์ท่ีจ าหนา่ยในตลาดสดซึง่จะลดเวลาตรวจวิเคราะห์ลงตลอดขัน้ตอนเหลือ 7 วนั 
พบวา่สามารถแยกและระบชุนิดเชือ้แบคทีเรียท่ีปนเปือ้นในตวัอยา่งวา่เป็น Salmonella entericaจ านวน 108
ตวัอยา่งจากตวัอยา่งเนือ้สตัว์ทัง้หมด 560 ตวัอยา่ง และสามารถระบวุา่ตวัอยา่งถกูปนเปือ้นด้วย Salmonella 
enterica serovar Typhimurium และ Enteritidis จ านวน 7 ตวัอยา่ง คดิเป็นร้อยละ 1.25 จากจ านวนตวัอยา่ง
ทัง้หมด พบว่าการใช้เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ท่ีทนัสมยัสามารถตรวจวิเคราะห์เชิงลึกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
ลดเวลาในการตรวจ และตอบสนองตอ่ข้อก าหนดด้านอาหารปลอดภยัได้เป็นอยา่งดี 
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Method Development and Adaptation of Salmonella spp. Confirmation and Serotyping by Matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry to Routine Analysis. 
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Abstract 
Salmonella enterica is a major cause of worldwide food poisoning. Salmonella is 

divided by 2,500 serovars, one of them which important to food manufacturing and detection of 
them in ready to eat food and raw poultry meat are Salmonella enterica serovar Typhimurium and 
Enteritidis. Recent analytical method is a phenotypic biochemical test that required 10-12 days until 
serovar identification process finished, then we brings a Matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) to assist the microbial identification. Samples are 
came from local slaughter house and fresh market in Thailand provinces totally 560 samples, in this 
amount we found Salmonella enteric contamination 108 samples, classified as Salmonella enteric 
serovar Typhimurium and Enteritidis amount of 7 samples (1.25%). A modern technology in 
bacterial identification can improved an analytical process significantly especially time reduction 
and in depth analysis which serve food safety regulations and requirement excellently. 
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บทน า 

Salmonellosis เป็นหนึง่ในสาเหตสุ าคญัด้านสาธารณสขุทัว่โลกอยา่งตอ่เน่ือง โดยก่อให้เกิด
โรคอาหารเป็นพิษในมนษุย์ เชือ้ Salmonellaถกูค้นพบครัง้แรกในปี พ.ศ. 2423 ใน Peyer’s patches และม้าม
ของผู้ ป่วยโรคไข้รากสาดน้อย (Typhoid) โดย Karl Joseph Eberth นกัพยาธิวิทยาชาวเยอรมนี และได้มีการ
วิจยัศกึษาอยา่งจริงจงัโดยนายสตัวแพทย์ Daniel Elmer Salmon ร่วมกบั Theobald Smith โดยแยกเชือ้
สาเหตขุองโรคอหิวาต์สกุรออกมาจากสกุรท่ีป่วยในปี พ.ศ. 2428 

เชือ้แบคทีเรีย Salmonellaเป็น genus หนึง่ของ family Enterobacteriaceae มีลกัษณะเป็น
แทง่สัน้ ติดสีแกรมลบ สามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะท่ีมีหรือไมมี่ออกซิเจน แตเ่จริญเตบิโตได้ดีกวา่ใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจน (facultatively anaerobic) ไมส่ร้างสปอร์ บางรูปแบบของเชือ้สามารถเคล่ือนท่ีได้ด้วย 
peritrichous flagella สามารถสร้างกรด และบางครัง้ก๊าซจากกลโูคส และบางสายพนัธุ์สร้างก๊าซไขเ่นา่ 
(Hydrogen sulphide) ได้ เจริญเตบิโตได้ดีในสภาวะท่ีเป็นกลาง อณุหภมูิท่ีเหมาะสมอยูร่ะหว่าง 25 ถึง 43 
องศาเซลเซียส 

เชือ้ Salmonellaถกูแบง่ออกเป็น 7 subspecies คือ subsp. Enterica (I), subsp. Salamae 
(II), subsp. Arizonae (monophasic arizonae IIIa), subsp. Diarizonae (diphasic arizonaeIIIb), subsp. 
Houtenae (IV), subsp. Bongori (V), และ subsp. Indica (VI) และถกูจดัแบง่เป็น Serovarยอ่ยอีกกว่า 
2,500 serovarsซึง่ serovar ท่ีมีความส าคญัในอตุสาหกรรมอาหาร และถกูห้ามตรวจพบในเนือ้สตัว์ดบิและ
อาหารพร้อมบริโภคตาม Commission regulation (EC) No 2073/2005 Microbiological criteria for 
foodstuffs คือ Salmonella entericaserovar Typhimurium และ Enteritidis 

การตรวจยืนยนัชนิดเชือ้Salmonellaด้วยการสงัเกตปฏิกิริยาชีวเคมีจะใช้เวลาในการทดสอบ
จนถึงทราบผล serovar ประมาณ 10-12 วนั ซึง่ห้องปฏิบตักิารให้บริการทดสอบสินค้าปศสุตัว์ท่ีมีแผนการ
ทดสอบตวัอยา่งรายสปัดาห์จะประสบปัญหาภาระงานทดสอบซ้อนทบักบัตวัอยา่งสินค้าท่ีจะเข้าทดสอบใน
สปัดาห์ถดัไป ดงันัน้การน าเทคนิคการยืนยนัชนิดเชือ้แบคทีเรียด้วย Matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) ซึง่ใช้เวลาในการทดสอบยืนยนั
ชนิดเชือ้แบคทีเรียภายในเวลาไมเ่กิน 2 นาที จะสามารถประหยดัเวลาในการรอสงัเกตการณ์เกิดปฏิกิริยา
ชีวเคมีซึง่ใช้เวลา 1-2 วนั และน าเวลาท่ีประหยดัได้ดงักล่าวไปทดสอบหา serovar ซึง่จะท าให้การตรวจ
วิเคราะห์จบได้ภายใน 7 วนั 

 
อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

เชือ้แบคทีเรียท่ีใช้ในการวิจยั น ามาจากตวัอยา่งเนือ้สตัว์ดบิเพ่ือการบริโภคท่ีสง่มาทดสอบหา
การปนเปือ้นของเชือ้จลุินทรีย์ท่ีส านกัตรวจสอบคณุภาพสินค้าปศสุตัว์ กรมปศสุตัว์ ต าบลบางกะดี อ าเภอเมือง



ปทมุธานี จงัหวดัปทมุธานี ซึ่งตวัอย่างเนือ้สตัว์ดบิเพ่ือการบริโภคทัง้หมดถกูเก็บจากโรงฆา่สตัว์เพ่ือบริโภค
ภายในประเทศและแผงจ าหนา่ยเนือ้สตัว์ในตลาดสดภายในประเทศไทยโดยเจ้าหน้าท่ีปศสุตัว์ประจ าจงัหวดั
และเจ้าหน้าท่ีปศสุตัว์ประจ าอ าเภอ 

น าตวัอยา่งเชือ้แบคทีเรียท่ีแยกได้จากการเพาะเชือ้ตามวิธี ISO 6579-2017 โดยใช้ Xylose 
Lysine Deoxycholate agar และ Brilliant Green agar เป็นอาหารเลีย้งเชือ้แข็งท่ีใช้บง่ชี ้colony ของเชือ้ท่ี
สงสยัวา่เป็น Salmonellaมาทดสอบยืนยนัชนิดของเชือ้แบคทีเรียด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS โดยใช้โหมด
การท างานแบบ linear เร่งอนภุาคประจบุวก ปรับความถ่ีของแสงเลเซอร์ท่ี 50 เฮิรตซ์ ตรวจจบัโมเลกลุท่ีมี
น า้หนกัตัง้แต ่2,000 – 20,000 Dalton ใช้ความตา่งศกัย์ของกระแสไฟฟ้าในการเร่งอนภุาค 20,000 โวลต์ ตัง้
คา่ความหน่วงในการแตกตวัของอนภุาคให้หลดุจากมวลตวัอยา่ง 200 nanoseconds เก็บข้อมลู mass 
spectrum profile 100 ชดุตอ่การวิเคราะห์ 1 ตวัอย่าง ประมวลผล mass spectrum profile ด้วยซอฟต์แวร์ 
LaunchpadTM v.2.8 แล้วสง่ถ่ายข้อมลู protein mass fingerprint มายงัซอฟต์แวร์ Spectral Archive And 
Microbial Identification System (SARAMISTM) และวิเคราะห์ protein mass fingerprint ในชว่งความคลาด
เคล่ือนน า้หนกัโมเลกลุท่ี 700 ppm ระบบ Cluster analysis โดยใช้ single-link agglomerative algorithm 
ของซอฟต์แวร์ SARAMISTMจะเปรียบเทียบ mass fingerprint ของตวัอยา่งกบั super spectrum ของ
ฐานข้อมลู แล้วรายงานวา่ตวัอยา่งเป็นเชือ้แบคทีเรีย family, genus, และ species ใด 

ตวัอยา่งเชือ้แบคทีเรียท่ีได้รับการทดสอบทราบวา่เป็นเชือ้ Salmonella enterica subspecies 
entericaจะถกูน ามาทดสอบซีร่ัมวิทยาตามวิธีทดสอบแยก serovar ของ Kauffman-Whiteหากเป็นเชือ้ 
Salmonella serovar Typhimurium หรือ Enteritidis จะรายงานผู้ใช้ผลทดสอบในระดบั serovar แตห่ากเป็น 
Salmonellaนอกเหนือจากนัน้จะรายงานระบเุพียง O antigen 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
จากการทดสอบเชือ้แบคทีเรียตวัอยา่งจ านวน 560 ตวัอย่าง ซึง่แยกได้จากตวัอย่างเนือ้สตัว์ท่ี

เก็บจากโรงฆา่สตัว์เพ่ือสง่ขายภายในประเทศ และเนือ้สตัว์ท่ีวางขายในตลาดสดในประเทศไทย โดยเชือ้
แบคทีเรียทัง้หมดจะถกูน ามาทดสอบยืนยนัว่าเป็นเชือ้ Salmonella enterica subspecies entericaหรือไมโ่ดย
ใช้เทคนิค MALDI-TOF MS และทดสอบแยก serovar ตามวิธีของ Kauffman-White ได้ผลตามตารางท่ี 1 
ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบยืนยนัเชือ้ Salmonellaท่ีแยกได้จากตวัอย่างเนือ้สตัว์ 
 จ านวน

ตวัอยา่ง 
พบ Salmonella 

spp. 
พบ Salmonella 
Group B และ D 

พบ Salmonella 
Typhimurium 
และ Enteritidis 

ตวัอยา่งเนือ้สตัว์จากโรงฆา่สตัว์ 221 68 (30.77%) 24 (10.86%) 3 (1.36%) 
ตวัอยา่งเนือ้สตัว์จากตลาดสด 339 40 (11.80%) 21 (6.19%) 4 (1.18%) 

รวม 560 108 (19.28%) 45 (8.04%) 7 (1.25%) 



จากผลการทดลองพบวา่ ร้อยละการตรวจพบการปนเปือ้นของเชือ้ Salmonellaในตวัอยา่ง
เนือ้สตัว์ท่ีเก็บจากโรงฆา่สตัว์อยูท่ี่ 30.77 และในตวัอย่างเนือ้สตัว์ท่ีเก็บจากตลาดสดอยูท่ี่ 11.80 สอดคล้องกบั
การศกึษาของสรรเพชญ และคณะ (2556) ท่ีท าการศกึษาความชกุของ Salmonella entericaในเนือ้ดิบใน
ร้านอาหารบริการตนเองแบบไทยในเทศบาลเมืองขอนแก่น โดยเก็บตวัอยา่งเนือ้สกุร 54 ตวัอยา่ง เนือ้โค 54 
ตวัอยา่ง และเนือ้ไก่ 50 ตวัอยา่ง รวม 158 ตวัอยา่ง พบการปนเปือ้นของเชือ้ Salmonella entericaในเนือ้สกุร 
32 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 59 ในเนือ้โค 28 ตวัอย่าง คิดเป็นร้อยละ 52 และในเนือ้ไก่ 9 ตวัอยา่ง คดิเป็นร้อย
ละ 18 

และหากน าผลการศกึษามาเปรียบเทียบอตัราการปนเปือ้นของ Salmonellaจะพบวา่ การพบ 
Salmonella serogroup B และ D มีอตัราสว่นร้อยละ 35.29 ในตวัอยา่งเนือ้สตัว์ท่ีเก็บจากโรงฆา่สตัว์ และร้อย
ละ 52.5 ในตวัอยา่งเนือ้สตัว์ท่ีเก็บจากตลาดสด เม่ือเทียบกบัปริมาณตวัอยา่งท่ีพบการปนเปือ้นของ 
Salmonella spp. และหากเปรียบเทียบอตัราการปนเปือ้นของ Salmonella enterica serovar Typhimurium 
และ Enteritidis จากจ านวนตวัอยา่งท่ีพบการปนเปือ้นของ Salmonella serogroup B และ D จะพบวา่
ตวัอยา่งเนือ้สตัว์ท่ีเก็บจากโรงฆา่สตัว์มีอตัราการปนเปือ้นร้อยละ 12.5 และตวัอย่างเนือ้สตัว์ท่ีเก็บจากตลาดสด
มีอตัราการปนเปือ้นร้อยละ 19.05 ตามสรุปดงัแสดงในตารางท่ี 2 
ตารางท่ี 2 อตัราสว่นร้อยละการปนเปือ้นของ Salmonellaจ าแนกตามความละเอียดของการวิเคราะห์ 

 อตัราสว่นตวัอยา่ง
ท่ีพบ Salmonella 

spp. 

อตัราสว่นตวัอยา่งท่ี
พบ Salmonella 
Group B และ D 

อตัราสว่นตวัอยา่งท่ีพบ 
Salmonella Typhimurium 

และ Enteritidis 
ตวัอยา่งเนือ้สตัว์จากโรงฆา่สตัว์ 68 (100%) 24 (35.29%) 3 (4.41%, 12.5%) 
ตวัอยา่งเนือ้สตัว์จากตลาดสด 40 (100%) 21 (52.5%) 4 (10%, 19.05%) 

 
สรุปผลการทดลอง 

วิธียืนยนัเชือ้แบคทีเรียด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS เป็นเทคโนโลยีใหมใ่นการทดสอบยืนยนั
ชนิดของเชือ้แบคทีเรียท่ีปนเปือ้นในตวัอยา่งอาหารโดยเปรียบเทียบชนิดและอตัราสว่นของโปรตีนโครงสร้าง
ของเซลล์แบคทีเรีย กบัฐานข้อมลูรูปแบบชนิดและอตัราส่วนของโปรตีนของแบคทีเรียชนิดตา่งๆ (SARAMISTM) 
ท าให้สามารถลดขัน้ตอนในการทดสอบ ยน่ระยะเวลาในการทดสอบจาก 1-2 วนั เหลือเพียงไมเ่กิน  2 นาที 
เทคโนโลยีนีจ้งึเร่ิมมีการศกึษาอยา่งกว้างขวาง และประยกุต์ใช้ในงานท่ีหลากหลาย รวมทัง้เร่ิมมีการน ามา
ศกึษาและพฒันาเพื่อใช้ในงานด้านสขุอนามยัและความปลอดภยัทางชีวภาพในผลิตภัณฑ์อาหาร ซึง่ปัจจบุนันี ้
ข้อก าหนดด้านสขุอนามยัอาหารระดบัสากลได้มีความก้าวหน้าขึน้อยา่งมากตามเทคโนโลยีท่ีพฒันาขึน้ ความ
ต้องการการตรวจวิเคราะห์ท่ีละเอียดถ่ีถ้วน ความเจาะลกึของการตรวจวิเคราะห์เร่ิมปรากฎในข้อก าหนดระดบั
สากล ซึง่ประเทศท่ีเป็นสมาชิกขององค์การท่ีตัง้ข้อก าหนดมีข้อผกูพนัท่ีจะต้องน าไปปฏิบตัแิละปรับใช้ รวมทัง้



เป็นมาตรฐานในการก าหนดคณุภาพของสินค้าอาหารน าเข้าและสง่ออกของประเทศสมาชิก ห้องปฏิบตัิการ
ตรวจวิเคราะห์สินค้าอาหารจึงจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องค้นคว้า ศกึษา น าวิธีวิเคราะห์ทดสอบท่ีมีความทนัสมยั
ไปใช้ปฏิบตัิการทดสอบ และพฒันาองค์ความรู้ในการตรวจวิเคราะห์ให้ทนัสมยัอยูเ่สมอ เพ่ือตอบสนองความ
ต้องการความปลอดภยัในอาหาร ทัง้การบริโภคภายในประเทศ การน าเข้าและสง่ออกสินค้าอาหารระหวา่ง
ประเทศ และข้อก าหนดด้านความปลอดภยัอาหารในระดบัสากล 
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