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บทคัดยอ 
 

      ไดนําเทคนิค  Polymerase  Chain  Reaction (PCR)  มาใชในการตรวจสอบเชื้อ Escherichia  coli ( E. coli )  ใน
ผักสดหลายชนิด  พบวา ผักที่ตรวจพบเชื้อ E. coli โดยไมตอง enrichment ไดแก ผักกวางตุงและผักชีไทย เปนตน และ
จากการ spread Petrifilm ควบคูกันพบวาจะตรวจพบเชื้อ E. coli  ดวยวิธี PCR ในผักดังกลาว ตองมีปริมาณเชื้ออยาง
นอย 55 cells/g.ผัก ,  ผักที่ตรวจพบเชื้อ E. coli หลัง  incubate 3   hr.ใน LB broth ไดแก ผักชีฝร่ัง, ผักชีลาว, 
ผักกาดหอม, หัวผักกาดและหนอไมฝร่ัง , ผักที่ตรวจพบเชื้อ E. coli หลัง  incubate 6  hr. ไดแก กระเพรา, สะระแหน
และตะไคร และผักที่ตรวจพบเชื้อไดหลัง enrichment ตั้งแต 6  hr.ถึง overnight (~16 hr.)  ไดแก ตนหอม,ขา,ผัก
กระเฉดและคะนา ผักที่ตรวจพบเชื้อไดหลังการ enrichment อาจเปนเพราะมีเชื้อ E. coli เร่ิมตนในผักปริมาณคอนขาง
นอยหรืออาจมีสารบางอยางรบกวนปฏิกิริยา PCR  การ enrichment ดวยเวลาตางๆ กันเปนการเพิ่มปริมาณเชื้อและ
อาจลดปริมาณสารยับย้ังลงได และจากการตรวจหาเชื้อ ดวย PCR เปรียบเทียบกับ Petrifilm พบวา PCR ใชเวลานอย
กวาคือสามารถทราบผลตรวจไดอยางชาที่สุดภายในเวลา 24 hr. ขณะที่ Petrifilm ใชเวลา 48 hr. และราคาที่ใชในการ
ตรวจหา E. coli ดวยวิธ ีPCR (~40 บาท/ตัวอยาง) ถูกกวา Petrifilm (~63 บาท/ตัวอยาง) 
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บทนํา

     การบงชี้ความสะอาดของอาหารและนํ้าด่ืมจะตอง
ตรวจไมพบการปนเปอนของ fecal coliform ไดมีการใช
จุลินทรียในกลุม coliforms, fecal streptococci, 
Escherichia coli สายพันธทั่วไปหรือสายพันธที่เปนเชื้อ
โรคเชน Enteropathogenic หรือ Enterotoxigenic  E. 
coli เปนดัชนีบงชี้การปนเปอนของของเสียจากรางกาย  
แตขอกําหนดทั่วไปนิยมใช E. coli เปนตัวบงชี้ความ
สะอาดมากกวาเชื้อชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากเชื้อน้ีพบมากใน
ทางเดินอาหารทําใหบงบอกไดเฉพาะเจาะจงวามีการ
ปนเปอนของอุจจาระ (Feng and Hastman, 1982) ใน
การตรวจหาเชื้อ E. coli  จะตองอาศัยลักษณะ
ความสามารถในการสรางกรดหรือแกสจากการใช

นํ้าตาล lactose หรืออาจใชวิธีการ Most-Probable-
Number (MPN) ซ่ึงวิธีการเหลาน้ีจะใชแรงงานและใช
เวลานาน ประมาณ 96 ชั่วโมง จึงไดมีการพัฒนาวิธีการ
ที่รวดเร็วและมีความไวสูงในการตรวจหาเชื้อดังกลาว 
ซ่ึงอาศัยหลักการตรวจหาเอนไซม β-glucuronidase 
(GUS) โดยที่ E. coli ประมาณ  94-97% จะสราง
เอนไซมชนิดนี้จากยีนที่ชื่อวา gus gene หรืออีกชื่อหนึง่
คือ uidA gene (Killian and Bulow, 1979) อยางไรก็
ตามมี ร ายงาน อ่ืนๆ  ที่ พบว า เมื่ อ ใช  4 -
methylumbelliferyl -β-D-glucuronide หรือ MUG ซ่ึง
เปน substrate ของเอนไซมน้ี พบวา 34% ของ E. coli 
ที่แยกไดจากคนไมมี Gus activity (Chang et al, 1989) 
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ซึ่งแสดงวาอาจมี E. coli จํานวนมากที่ไมสราง GUS 
enzyme  ในการใชแผนเพาะเชื้อสําเร็จรูป 3 M 
Petrifilm ในการตรวจหา E. coli และ coliform ซ่ึงเปน
วิธีการตรวจที่รวดเร็ว ทราบผลภายใน 48 ชั่วโมง โดย
แผนเพาะเชื้อประกอบดวยอาหารเล้ียงเชื้อไวโอเล็ตเรด
ไบด (VRB) สียอมเพื่อบงชี้ปฏิกิริยาจากเอนไซม β-
glucuronidase เพื่อใชในการตรวจหา E. coli และ สี
ยอมเพื่อชวยในการนับโคโลนีของ coliform ซ่ึงการพบ
เอนไซมน้ีไมถึง 100% น้ีอาจทําใหมีปญหาในการ
ตรวจสอบได โดยในการทําการทดลองน้ีจึงพัฒนา
วิธีการตรวจสอบเชื้อ E. coli เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและ
ความรวดเร็วในการตรวจสอบ ดวยวิธี Polymerase 
Chain Reaction (PCR)  โดยใช primer 1 คู ท่ีไดมา
จาก  gus gene (uidA gene) ใน E. coli  คือ  GAL-301 
กับ GAR-432 ซ่ึงเปน  primer ที่มีความจําเพาะเจาะจง 
เพื่อขยายสวนของ    DNA  จากเชื้อ  E. coli  ที่ปนเปอน
ในตัวอยางผักสดที่สนใจ  โดยจะไดผลิตภัณฑที่มีขนาด 
 0.153 kb  เปรียบเทียบกับการใช   petrifilm  ในการ
ตรวจสอบเชื้อ E. coliในผักสดหลายชนิดซ่ึง gus หรือ 
uidA gene น้ีคาดวามีอยูใน E. coli ทุกสายพันธ  แตมี
บางสายพันธุที่ไมมี GUS activity นาจะเกิดจากผลของ 
mutation ใน regulatory gene หรือ structural gene 
ของ gus (Feng และคณะ , 1991) ซ่ึงยังคงตรวจสอบ
ไดดวยวิธี PCR 
 
วัสดุและอุปกรณ 
 
วัสดุอุปกรณ     ถุงสําหรับเคร่ืองStomacher, เคร่ือง  
Stomacher, มีด sterile, เขียง sterile, vortex  mixer, 
Petrifilm, steriled PCR  tube, steriled new 
Eppendorf  tubes, micro pipette ขนาด  1000 µl 
,200 µl และ 20 µl , Thermal  cycler, ตู Laminar Flow,
อุปกรณสําหรับ  gel  electrophoresis 
ตัวอยางผัก ผักสดจากตลาดมหานาคและผักจาก
โรงงานของบริษทักําแพงแสน  คอมเมอรเชยีล จํากัดซ่ึง
ผักจากโรงงานจะม ี3 ขั้นตอน คือ ผักกอนลาง, ผักที่อยู
ในขบวนการผลิตและผักทีเ่ปนผลิตภณัฑ 

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายบัฟเฟอร LB (Luria  
Bertani) Broth (1% tryptone, 0.5% yeast extract, 
0.5% NaCl)   TE buffer pH 8 (10  mM  Tris-HCl  
pH  8, 1 mM  EDTA pH 8)  
Primersใช primer 1 คูท่ีไดมาจาก uidA geneคือ 
GAL-301 กับ GAR-432ซ่ึงมีลําดับเบสดังน้ีGAL-301 
5’TgTTACgTCCTgTAgAAAgCCC-3’ และ GAR-432  
5’AAAACTgCCTggCACAgCAATT-3’ (Klungthong 
และคณะ, 1997) 
 
วิธีการทดลอง 
 
1. การเตรียมตัวอยางผักเพ่ือสกัดเช้ือและ DNA 
      เตรียมผักสดกอนตรวจหาเชื้อดวยวิธ ี PCR โดยนํา
ผักสดมาหั่นและชั่งในถุงสําหรับ Stomacher 50 g. เตมิ 
LB 225 ml. สกัดเช้ือจากผักดวยเคร่ือง Stomacher 30 
วินาท ี นํา LB ท่ีผานการสกัดเช้ือ incubate ที ่ 37oC 
rotary shaker เปนเวลา 0,3,6,8 ช่ัวโมงและเล้ียง
ขามคืน จากนั้นนําตัวอยางแตละเวลามา1,500 µl ปน 
10,000 rpm 3 นาท ี เอาเซลลมาเติม TE 15 µl ทําให
เซลลกระจาย ตม 100oC 10 นาท ีปน 10,000 rpm 3 
นาท ีเอา supernatant ท่ีไดสําหรับใชทําปฏิกิริยา PCR  
2. การตรวจหาเชือ้ E. coli โดยวิธ ีPCR  
นํา supernatant ท่ีได 5 µl ไปทํา PCR โดยเตมิ
สารละลายสําหรับทาํ PCR ดังน้ี  1×buffer, 25 mM 
MgCl2, Deionize Distiled  Water, 200 µM dATP 
dCTP dGTP และ dTTP , 0.4 µM ของ primer GAL-
301 กับ GAR-432 และ Taq DNA polymerase 2.5 U 
เติมสารทั้งหมดใหไดปรมิาตรสดุทายเปน 20 µl นําไป
เขาเคร่ือง PCR โดยมีสภาวะการทํา PCR ดังน้ี Initial 
template denaturation 94oC 3 นาท,ีTemplate 
denaturation 94oC 1 นาท,ี Primer annealing 60 oC   
1 นาท,ี Primer extension 72 oC 1 นาท,ี Final  
primer extension 72 oC   1 นาท ี เปนจํานวน 35 รอบ  
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 ผลการทดลองและบทวจิารณ 
 
จากการตรวจหาเชื้อ E. coli ในผักสดจากตลาดสด
(ตารางที่ 1)โดยใช optimized condition ในการตรวจ
หลังจาก incubate ที่     37 oC  ใน  rotary  shaker เปน
เวลา 0, 3, 8   ชั่วโมง โดยการตรวจดวย PCR และ 
petrifilm กับผักที่ซ้ือจากตลาดจํานวนทั้งหมด 20 ชนิด 
ไดแก ผักบุง,  ผักกวางตุง, ตนหอม, ขึ้นชาย,  คะนา, 
ผักกาดหอม, ถั่วงอก  ,หัวผักกาด,  ผักกาดขาว, 
กะหลํ่าปลี, ถั่วลันเตา, มะเขือเทศ, ผักชีไทย,  ผักชีฝร่ัง, 
โหระพา, กระเพรา, สะระแหน, กุยชาย , ตะไครและ ขา  

 
รูปที ่ 1  1.5% agarose gel แสดง PCR product ใน
การตรวจหาเชือ้ E. coli  จากผักชนิดตางๆ ท่ีผสม E. 
coli 3×105 cells/1.5 ml (~1,000 cells/5µl ซึ่งใชเปน 
DNA template ใน 1 PCR reaction) หรือตรวจหาเชื้อ
จากผักหลังenrichmentที่เวลาตางๆ  Lane 1 % PstI , 
Lane 2  ผักกวางตุง + spiked E. coli,  Lane 3,4   
ผักกวางตุง enrichment 0,3 hr, Lane 5  ผักคะนา 
+spiked E. coli, Lane 6,7  ผักคะนา  enrichment  0,3 
hr, Lane 8  ผักกาดหอม + spiked E. coli, Lane 9,10  
ผักกาดหอม  enrichment 0,3  hr, Lane 11  control  
E. coli  
-  ผลที่ไดในการตรวจหาเชื้อ E. coli  ดวย  PCR  คือ  ผัก
ที่พบเชื้อโดยไมตอง incubate (0 ชั่วโมง) ไดแก  ผกับุง 
 กวางตุง    ขึ้นชาย    ผักกาดขาว    ถั่วลันเตาและมะเขือ
เทศพบวาสามารถตรวจเชื้อ E. coli ในผักสดดวย PCR 
ซึ่งจํานวนเชื้อเริ่มตนที่อยูในผักนอยที่สุดที่สามารถตรวจ
ไดดวย PCRโดยไมตองมีการ enrichment (0 hr)  คือ  

10 cfu/ml หรือคิดเปน 55 cfu/ผัก1g. (นับโดยใช 
Petrifilm) ซึ่งผักที่พบที่ 0 hr สวนใหญเปนผักที่มีดิน
ติดตามลําตน,ผลและราก หรืออาจจะเกิดการปนเปอน
ในตลาดสด  แตผักบางชนิดเชนพวกสมุนไพรจะตรวจ
ดวย PCR ไมพบในปริมาณเชื้อนอยๆ ซ่ึงอาจเกิดจาก
ผลรบกวนปฏิกิริยา จึงไดทําการ enrichment โดย 
incubate ใน LB broth ที่เวลาตางๆ กัน – ผักที่พบเชื้อ
ดวยวิธี PCR หลัง  incubate     3  ชั่วโมง ไดแก 
ผักกาดหอม    โหระพา ซ่ึงการพบเชื้อในเวลา incubate 
3 hr น้ีอาจเกิดจากเชื้อในผักที่มีปริมาณนอยเกินกวาจะ
ตรวจสอบได    - สําหรับผักที่มีการตรวจพบเชื้อที่เวลา 
incubate 8  hr ไดแก ขา  สะระแหน  ตนหอม  กระ
เพรา  ตะไคร ซ่ึงผักที่ตรวจพบเชื้อหลัง incubate เปน
เวลานาน 8 hr น้ีสวนใหญมักเปนผักที่มีกล่ินแรงและ
เปนพวกสมุนไพรที่อาจมีสารบางชนิด  ที่อาจรบกวน
การทํา PCR  แตเมื่อทําการ incubate นานขึ้นปริมาณ
เชื้อเพิ่มขึ้นและสารที่รบกวนการทํา PCR อาจลดลงทํา
ใหไมมีการรบกวนปฏิกิริยา PCR ได  หรืออาจตรวจพบ
เน่ืองจากในผักน้ันมีเชื้อเร่ิมตนอยูปริมาณนอยมาก จน
ตองใชเวลาในการเพิ่มจํานวนจนมากพอที่จะตรวจสอบ
ได - จากผลการทํา control ดวยการ spread  Petrifilm  
รวมกับการทํา PCR พบวาเปนไปแนวทางเดียวกันคือ
ถาพบเชื้อ E. coli ดวยวิธี PCR จะตรวจพบ E. coli ใน 
Petrifilm ดวย อยางไรก็ตามในการทดลองบางคร้ังผล
การตรวจ E. coli ดวยวิธีทั้งสองไมตรงกันเชน  ตนหอม
ซึ่งในการทดลองวันที่ 3/12/2003ในการ spread 
Petrifilm พบเชื้อแตตรวจดวย PCRที่เวลา 0 และ 3 hr 
ไมพบ ,ตนหอมในการทดลองวันท่ี27/1/2004 พบเชื้อใน
การตรวจดวย PCR ท่ีการ incubate  8 hr แตไมพบเชือ้
บนแผน Petrifilm , ผักกาดขาว  ถั่วลันเตาและมะเขือ
เทศ  วันที่ 27/1/2004 ตรวจพบเชื้อดวย PCR แตไมพบ
ใน Petrifilm  สาเหตุที่ไดผลไมตรงกันน้ีอาจเกิดจากเชื้อ
ที่มีปริมาณนอยเกินไปเพราะนํามาจากLB ที่ผานการ
สกัดเชื้อในผักที่ยังไม incubate ( 0 hr)  และในการ
นํามา spread บน Petrifilm  ไดนําตัวอยางมาเพียง 1 
ml ในปริมาตรทั้งหมด โอกาสที่ไมมีเชื้อในสวนที่นํา
ตัวอยางมาตรวจแสดงวายังมีขอผิดพลาดในการ
ตรวจหาเชื้อ E. coli ดวยวิธีทั้งสอง 

0.153 !

1.7 

0.34 

0.81 

11.5 

1.26!

0.51 
0.26 

Kb

5.08 

   1     2     3    4     5     6    7     8    9   10  11 
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ตารางที่1  สรุปผลการตรวจเชื้อ E. coliจากผักสดที่ซื้อจากตลาดมหานาค 

 
หมายเหต ุ  + =  ตรวจพบ DNA band ขนาด 153 bp.,หรือตรวจ
พบ  เชื้อ E. coli บน Petrifilm 
                - = ตรวจไมพบ DNA band., หรือตรวจไมพบเชือ้ 
E. coli บน Petrifilm 
             ND =  (Not Done) ไมไดทํา 
         TNTC = (Too Numerous To Count) นับไมได 
      
      ในการตรวจเชื้อ E. coli จากผักสดที่ไดรับจาก
โรงงานโดยใช optimized condition ( ตารางที่ 2 และ3) 
ในการตรวจหลังจาก incubate ที่   37  oC  ใน  rotary  
shaker เปนเวลา 0, 3และ8 ชั่วโมง โดยการตรวจดวย 

PCR และ Petrifilm จากผักสดทั้งหมด 20 ชนิด ไดแก
ผักชีไทย, กุยชาย,โหระพา, กระเพรา, ผักชีลาว, ผักชี
ฝร่ัง,  สะระแหน,  คะนา,  ถั่วฝกยาว ,    หนอไมฝร่ัง , 
ขาวโพดออน,  ใบแมงลัก,  ใบเตย,  กระเฉด,  ใบมะกรูด, 
พริกหยวก,  พริกแดงเล็ก,  พริกแดงใหญ,  พริกเหลือง
และ   พริกขี้หนู  พบวา  -ผักที่พบเชื้อโดยไมตอง  
incubate (0  ชั่วโมง)ไดแก ผักชีไทย (วันที่14/1/2004)   
กุยชายกอนลาง  ใบเตยกอนลาง และ ขาวโพดออน
ขบวนการผลิต และผลิตภัณฑสําเร็จรูป(วันที่ 3/2/2004)
พบเชื้อในการทํา PCR ในผักที่ยังไมลางซ่ึงอาจมีดินติด
อยู และผักที่มีซอกหลืบเยอะเชนในขาวโพดอาจทํา 
ใหล างได ไมสะอาดเทาที่ ควร  -ผักที่พบเชื้ อหลัง 
incubate 3 hr ไดแก ผักชีฝร่ังขบวนการผลิต (วันที่ 
17/12/2003) ถั่วฝกยาวกอนลาง  ขบวนการผลิต  และ
ผลิตภัณฑ  ผักชีฝร่ังกอนลาง และผลิตภัณฑใบมะกรูด
กอนลางและขบวนการผลิต  หนอไมฝร่ังกอนลาง  
ขบวนการผลิตและผลิตภัณฑ  (วันที่ 14/1/2004)  พริก
ขี้หนูกอนลาง (วันที่ 20/1/2003) และในใบแมงลักกอน
ลาง  ขบวนการผลิตและผลิตภัณฑ (วันที่ 3/2/2004)  -
ผักที่พบเชื้อหลังจาก incubate ตั้งแต 8 hr จนถึง 
overnight (ในภายหลังไดทดลอง enrichment เปนเวลา 
6 hr  ใหผลเชนเดียวกัน)   ไดแก สะระแหนกอนลาง  
ตารางที่2 การตรวจเชื้อ E.coli จากผักสดของโรงงานและ
ขบวนการผลิต, กระเฉดกอนลาง และขบวนการผลิต,   
ใบเตย ผลิตภัณฑ (วันที่ 3/2/2004)  การที่พบเชื้อหลัง 
incubate 3,8 hr. หรือ overnight อาจเกิดจากที่เวลา 
incubate ที่ น านขึ้ น  เชื้ อ เพิ่ มป ริมาณมากขึ้ น จน
ตรวจสอบไดและในผักอาจมีสารบางอยางที่รบกวน
ปฏิกิริยา PCR ซ่ึงการเพ่ิมเวลาincubateอาจทําให 
inhibitor ที่มีในผักลดลงไดและพบวาเมื่อเปรียบเทียบ
ผลการทดลองระหวางผักสดที่ซ้ือมาจากตลาดสดและ
ผักที่นํามาจากโรงงานพบวาผักจากทั้งสองแหลงใหผล
การตรวจสอบตรงกันระหวาง วิธี PCR และ Petrifilm 
ยกเวนหนอไมฝร่ัง  (กอนลาง), ผักชีฝร่ัง (กอนลาง), 
กระเพราและโหระพา(ขบวนการผลิตและผลิตภัณฑ) ที ่
Petrifilm ตรวจพบแต PCR ที่ 0 ชม .  ตรวจไมพบ 
(ตารางที่ 2) 
 

PCR after incubation 
(hr) Petrifilm 

Incubation 
(0 hr) 

Date Vegetable 0 3 8 Cfu/ml  
25/11/03  ผักบุง   +   430 

กวางตุง + + ND 430 
ผักกาดหอม - + ND 330 
คะนา - - ND 0 

29/11/03  

ขาวโพดออน - - ND 0 
ผักชีไทย - + ND 90 
ตนหอม - - ND 90 
กะหล่ําปลี - - ND 0 

3/12/2003  

ถ่ัวงอก - - ND 0 
8/12/2003  ตนหอม - - ND 0 

  ผักบุง + + ND 710 
  กวางตุง - + ND 50 
  ถ่ัวงอก - - ND 0 
  ผักชีไทย - + ND 10 

12/12/2003  ผักบุง - - ND 0 
15/12/03  ผักกวางตุง - + ND ND 
7/1/2004  ผักชีฝรั่ง - - ND ND 

  ผักชีไทย - - ND ND 
  หัวผักกาด - + ND ND 
  ขึ้นชาย + + ND ND 

27/1/04  ผักชีไทย - + ND 360 
  โหระพา - + ND 390 
  สะระแหน - - + 320 
  ตนหอม - - + 0 
  กระเพรา - - + 20 
  ขา - - + 0 
  ผักกาดขาว + + ND 0 
  ถ่ัวลันเตา + + ND 0 
  มะเขือเทศ + + ND 0 
  ตะไคร - - + TNTC 
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ตารางที่2   สรุปผลการตรวจเชื้อ E. coli จากผักสดของโรงงาน 

หมายเหต ุ  + =  ตรวจพบ DNA band ขนาด 153 bp.,หรือตรวจพบเชือ้     
E. coli บน Petrifilm 

                      - =  ตรวจไมพบ DNAbandหรือเชือ้ E.coli บน Petrifilm 
               TNTC = (Too Numerous To Count) นับไมได 

อยางไรก็ตามเมื่อ incubate ตวัอยางผักนานขึ้นเปน 3 
ชม. สามารถตรวจพบ E. coli ในผักหลายตัวอยางดวย
วิธ ี PCR ไดแก ถั่วฝกยาว และหนอไมฝรั่งไดในทุก
ข้ันตอนการผลิต ขณะที่ในใบมะกรูด ตรวจพบเชื้อจาก
ตัวอยางดวยวธิี PCR ในข้ันตอนกอนลาง และ
ขบวนการผลิตและในผักชีฝรั่งพบเชื้อ E. coli ในขั้นตอน
กอนลางและในผลิตภณัฑ (ตารางที่ 2, 14/1/2004) และ
ยังพบใน ผักชีฝร่ังขบวนการผลิต (ตารางที่ 2,  2,17/12/ 
2003) จากผลที่ไดจงึไดทําการทดลองตรวจสอบหาเชือ้ 
E. coli ดวย Petrifilm ในทุกชวงเวลาที่เก็บตวัอยางมา
ทํา PCR ไดแก 0, 3 และ overnight (incubate 
ประมาณ 16 ชั่วโมง) ดังแสดงผลใน ตารางที ่3  พบวา
ที ่ 0 ชม. วธิี Petrifilm ตรวจพบเชื้อในใบสะระแหนที่
ข้ันตอนกอนลาง,ขบวนการผลิต  และในใบแมงลักในทุก
ข้ันตอนการผลิต  ขณะที่วธิี PCRไมสามารถตรวจพบ
เชื้อ E. coli  ได แตในผัก เชน กุยชาย (กอนลาง) และ
ขาวโพดออน (ระหวางขบวนการผลิตและผลิตภัณฑ)    
สามารถตรวจพบเชื้อ E. coli ไดดวยวธิี PCR  ในขณะที ่ 
Petrifilm ตรวจไมพบ ในใบเตย กับผักกระเฉด ท่ีเวลาที ่
0 ชม. วธิี Petrifilm และ PCR ใหผลตรงกัน (ตารางที ่
3) หลังจาก enrichment เปนเวลา 3 ชม. ทัง้ PCR และ 
Petrifilmใหผลตรงกันคือตรวจไมพบเชื้อ E. coli ในทุก
ข้ันตอนการผลิตในผักกระเฉด   และที่ใหผลตรงกันอีก
คือ ตรวจไมพบเชื้อในผลิตภัณฑใน สะระแหนและตรวจ
พบเชื้อ E. coli  ในใบเตยกอนลาง ในสวนท่ีใหผล
แตกตางกันคือ ที ่3 ชม. วิธ ี Petrifilm ตรวจพบ E. coli  
ในใบสะระแหน (กอนลาง, ขบวนการผลิต) และใบเตย 
(ขบวนการผลิต) ขณะที่วธิี PCR ตรวจไมพบขณะที่วธิ ี
PCR ตรวจพบเชื้อในกุยชาย (กอนลาง), ขาวโพดออน 
(ขบวนการผลิต, ผลิตภัณฑ) แตวิธี Petrifilm ตรวจไม
พบ แตเมื่อ incubate นานข้ึน (overnight ประมาณ  16
ชั่วโมง) ใหผลตรวจกันในทุกตวัอยางทีท่ดสอบ ยกเวน
ขาวโพดออน ที่วิธ ี PCR ตรวจพบในขณะที่ Petrifilm 
ตรวจไมพบ 
 
 
 
 

PCR after 
Incubation (hr) 

  
Date 
! 

  
Vegetable 
! 

 
Process 

 0 3 

Petrifilm 
Incubation 

(0 hr) 
ผักชีฝรั่ง กอนลาง - - 130 

  ขบวนการผลิต - + 20 
  ผลิตภัณฑ - - 0 

กุยชาย กอนลาง - - 0 
  ขบวนการผลิต - - 0 
  ผลิตภัณฑ - - 0 

ผักชีลาว ขบวนการผลิต - - 0 
  ผลิตภัณฑ - - 0 

กระเพรา ขบวนการผลิต - - 30 
  ผลิตภัณฑ - - 10 

โหระพา ขบวนการผลิต - - 10 
  ผลิตภัณฑ - - 90 
คะนา กอนลาง - - 0 

  ขบวนการผลิต - - 0 
  ผลิตภัณฑ - - 0 

พริกหยวก กอนลาง - - 0 
  ขบวนการผลิต - - 0 
  ผลิตภัณฑ - - 0 

พริกแดงเล็ก กอนลาง - - 0 
  ขบวนการผลิต - - 0 
  ผลิตภัณฑ - - 0 

พริกแดงใหญ กอนลาง - - 0 
  ขบวนการผลิต - - 0 
  ผลิตภัณฑ - - 0 

พริกขี้หนู กอนลาง - - 0 
  ขบวนการผลิต - - 0 

17/12/ 
03  

  ผลิตภัณฑ - - 0 
ผักชีไทย ขบวนการผลิต + + 430 

  ผลิตภัณฑ + + TNTC 
ถ่ัวฝกยาว กอนลาง - + 0 

  ขบวนการผลิต - + 0 
  ผลิตภัณฑ - + 0 

ผักชีฝรั่ง กอนลาง - + 0 
  ขบวนการผลิต - - 0 
  ผลิตภัณฑ - + 0 

ใบมะกรูด กอนลาง - + 0 
  ขบวนการผลิต - + 0 
  ผลิตภัณฑ - - 0 

หนอไมฝรั่ง กอนลาง - + 70 
  ขบวนการผลิต - + 0 

14/1/ 
04  

  ผลิตภัณฑ - + 0 
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ตารางที่3 ผลการตรวจเชื้อ E. coli จากผักสดของโรงงานหลังenrichment 0, 3 และ 
overnight (~16 ชม.) 

 
หมายเหต ุ  + =  ตรวจพบ DNA band ขนาด 153 bp.,หรือตรวจพบ  เชื้อ  

E. coli บน Petrifilm 
                 -  =  ตรวจไมพบ DNAbandหรือเชื้อ E.coli บน Petrifilm 
          TNTC  = (Too Numerous To Count) นับไมได 
 

สรุปผลการทดลอง 
1. สามารถตรวจหา E. coli ในตัวอยางผักดวยวิธี PCR 
ไดโดยใชใช primer  GAL-301 และ GAR-432 ซึ่งมา
จาก uidA gene ท่ีสรางเอนไซม β-glucuronidase 
2. ไดสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอยางผักซ่ึง
แสดงรายละเอียดในวิธีการทดลอง โดยผักบางชนิด

สามารถตรวจหาเชื้อไดโดยไมตอง enrichment แตผัก
บางชนิดตองมีขั้นตอน enrichment ที่เวลาตางๆ (ดูผล
การทดลอง) 
 3. ไดสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียม DNA จากเชื้อใน
ผักกอนทํา PCR และการทํา PCR ดังแสดงรายละเอียด
ในวิธีการทดลอง 
4. ผักที่สามารถตรวจพบเชื้อ E. coli ไดทันทีโดยไมตอง 
enrichment ไดแก  ผักบุง, ผักกวางตุง, ขึ้นชาย,  
ผักกาดขาว, ถัวลันเตา, มะเขือเทศ, ผักชีไทย, กุยชาย, 
ใบเตย, ขาวโพดออน, ใบมะกรูด จากการนับเชื้อโดย
การใช Petrifilm พบวาจะสามารถตรวจพบเชื้อไดเมื่อมี
เช้ือนอยท่ีสุด 10 cfu/ml หรือคิดเปน 55 cfu/g. ผัก ซ่ึง
ในผักบางชนิดที่ตรวจพบเชื้อดวยวิธPีCRไดแก
ผักกาดขาว, ถัวลันเตา,ขาวโพดออนและมะเขือเทศ แต
ตรวจไมพบเชื้อดวยวิธี Petrifilm 
5. ผักที่สามารถตรวจพบเชื้อ E .coli ดวยวิธ ีPCR หลัง 
enrichment 3 hr. ไดแก  ผักกาดหอม  หัวผักกาด  
โหระพา  ผักชีฝรั่ง  ถั่วฝกยาว  หนอไมฝรั่ง  สะระแหน  
ใบแมงลัก  ผักชลีาวและคะนา 
6.ผักที่สามารถตรวจพบเชื้อ E .coli ดวยวิธ ี PCR หลัง 
enrichment 6 hr. ถึง overnight (~16 hr.) ไดแก  กระ
เพรา, ตนหอม, ขา, ตะไครและกระเฉด 
7. เวลาที่ใชในการตรวจหาเชื้อ E. coli ด วยวิ ธี 
PCR จะใชเวลาไมเกิน 24 ชั่วโมง ขณะที่การตรวจหา
เชื้อ E. coli  ดวยวิธี Petrifilm จะใชเวลา 48 ชั่วโมง 
คาใชจายตอตัวอยางของวิธี PCR ประมาณ 40 บาท 
ขณะที่คาใชจายในการตรวจหาเชื้อ E. coli โดยใช 
Petrifilm ประมาณ 63 บาทตอแผน 
 
กิตติกรรมประกาศ 
 
     การทํางานวิจัยคร้ังน้ีไดรับทุนอุดหนุนจากสํานักงาน
กองทุนสนันสนุนการวิจัย  ฝายอุตสาหกรรม  โครงการ
โครงงานอุตสาหกรรมสําหรับปริญญาตรี  ประจําป 
2546 (IRPUS) และผูวิจัยขอขอบคุณ คุณชูศักด์ิ ชื่น
ประโยชน กรรมการผูจัดการบริษัทกําแพงแสน คอม
เมอรเชียล จํากัด ที่ไดใหการสนับสนุนงานวิจัยน้ีเปน
อยางดียิ่ง 

Result  after  incubate (hr) 
Overnight  

0 3 ( ~16 hr) 

Vegetable 
3/3/2004 

  
  
  Process PCR 

Pe-
trifilm  PCR 

Pe-
trifilm  PCR 

Pe-
trifilm  

สะระแหน กอนลาง - 40 - TNTC + TNTC 
ขบวน 

  การผลิต - 50 - TNTC + TNTC 
  ผลิตภัณฑ - 0 - 0 - 0 

ใบแมงลัก กอนลาง - 400 + TNTC + TNTC 
ขบวน 

  การผลิต - 360 + TNTC + TNTC 
  ผลิตภัณฑ - 200 + TNTC + TNTC 

กระเฉด กอนลาง - 0 - 0 + TNTC 
ขบวน 

  การผลิต - 0 - 0 + 12,000 
  ผลิตภัณฑ - 0 - 0 - 0 

กุยชาย กอนลาง + 0 + 0 + 6,000 
ขบวน 

  การผลิต - 0 - 0 - 0 
  ผลิตภัณฑ - 0 - 0 - 0 

ใบเตย กอนลาง + 4,600 + TNTC + TNTC 
ขบวน 

  การผลิต - 0 - 50 + TNTC 
  ผลิตภัณฑ - 0 - 0 + TNTC 

ขบวน ขาวโพด
ออน การผลิต + 0 + 0 + 0 

  ผลิตภัณฑ + 0 + 0 + 0 
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