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อุบัติการณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในผักสดเพื่อการสงออกในป 2005  ทําใหประเทศผู
ซื้อสินคาไมเช่ือมั่นในความปลอดภัยสินคาอาหารและเพิ่มความเขมงวดในการตรวจสอบยิ่งขึ้นจึงมีผลกระทบตอ
ทั้งโรงงานผักสดสงออก องคกรรัฐบาลผูรับผิดชอบ ตลอดจนผูเกี่ยวของโดยเฉพาะเกษตรกรผูปลูก  งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงคเพื่อตรวจปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในโหระพาและผักชีเพื่อการสงออก
ตลอดจนสิ่งแวดลอม จากแปลงผัก 2 แหลงในจังหวัดนครปฐม ดวยเทคนิค PCR รวมกับเทคนิค MPN (MPN-
PCR)  ซึ่งเปนวิธีที่รวดเร็วและใหผลเชิงปริมาณ  ทั้งนี้เพื่อระบุแหลงการปนเปอน ใหสามารถเสนอวิธีการจัดการ
ความเสี่ยงในการปนเปอนของเชื้อชนิดนี้ในกระบวนการสงออกผักสด  ทั้งยังเพื่อประโยชนในการประเมินความ
เสี่ยงของจุลินทรียโดยกลุมวิจัยอื่นตอไป  พบวาปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. สูงที่สุดพบใน
โหระพาหลังลางในปริมาณ 210 MPN/g  สามารถคัดแยกสายพันธุของเชื้อไดซีโรไทป Hvittingfoss (group I) 
และ Singapore (group C) และ Weltevreden (group E) จากโหระพากอนลางและโหระพาพรอมสงออก  ในขณะ
ที่จําแนกซีโรไทป Bovismorbificans (group C) และ Aberdeen (group F) ไดจากถุงมือและโตะตัดแตงและคัดแยก
ซีโรไทป II 17: g,t: - (O: 17) ไดจากตะกราบรรจุโหระพา  ในกรณีของผักชีพบปริมาณการปนเปอนสูงสุดของเชื้อ 
Salmonella spp. ในผักชีสงออกเทากับ 44 MPN/g  จําแนกไดซีโรไทป Augustenborg (group C) ในผักชีกอนลาง 
หลังขัดราก หนาโรงงาน รวมทั้ง น้ําที่ใชในการลางผัก  สวนซีโรไทป Singapore (group C) คัดแยกไดจากผักชี
พรอมสงออก ในขณะที่สายพันธุ Newport (group C), Albany (group C) และ IIIb 48: 1, V: 1, 5, 7 (O: 48) คัด
แยกไดจากผักชีหลังลาง น้ําที่ใชในแปลงเพาะปลูกและโตะตัดแตง ตามลําดับ  สรุปไดวาตรวจพบตัวอยาง
ปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ดวยเทคนิค MPN-PCR คิดเปนรอยละ 65.60  จากตัวอยางทั้งหมด 282 ตัวอยาง 
ซึ่งการพัฒนาการตรวจเชื้อ Salmonella spp. ดวยเทคนิค MPN-PCR พบวาใหผลแมนยําและรวดเร็วใชเวลาไมเกิน 
48 ช่ัวโมงเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน (Modified standard method) ซึ่งใชเวลา 4-6 วัน  จาก
การศึกษาความสามารถในการรอดชีวิตของเชื้อผสมระหวาง Salmonella spp.กับ E. coli  ที่อุณหภูมิ 25 และ 40 °C 
ในปุยมูลสัตว พบวา Salmonella spp. อยูรอดไดในปุยมูลคางคาวไดนานที่สุด 21 วัน (ที่ 25 °C) สวนปุยมูลไก
ตรวจไมพบการรอดชีวิตของเชื้อต้ังแตวันที่ 1 ของการเก็บรักษา (ที่ 40 °C)  ขณะที่ E .coli ในปุยมูลคางคาว (ที่ 
25°C) มีชีวิตรอดนานที่สุดถึง 12 วัน และตรวจไมพบ E. coli ไดต้ังแตวันที่ 1 ในปุยทั้ง 3 ชนิด คือ ปุยมูลสุกร ปุย
มูลวัวและปุยมูลไก (ที่ 40 °C)  นอกจากชนิดของปุยปจจัยของการเก็บรักษาโดยเฉพาะอยางยิ่งอุณหภูมิมีผลอยาง
ยิ่งตอการอยูรอดของเชื้อทั้งสองชนิดนี้ในปุยมูลสัตวเหลานี้  
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In 2005, the incidence of Salmonella spp. contaminated in fresh produce export caused an unreliable 

tame and put more stringency in export inspection by oversea buyers.  Therefore, the incidence caused negative 
impact on Thai fresh produce market and all the stakeholders in their business chain.  The PCR technique 
combination with MPN method (MPN-PCR) was conducted to investigate the amount of Salmonella spp. in 
sweet basil and coriander during primary production and farm environment.  All samples were taken from 2 
farms in Nakhonpathom province then microbial contamination was analysed by modified standard method and 
MPN-PCR.  This MPN-PCR gives the rapid qualitative results and provides the useful information to manage 
risk in fresh produce exporting.  Moreover the number of Salmonella spp. contamination in fresh produce 
production will be useful for further research such as microbial risk assessment.  The isolates from typical 
colony on selective media were also identified.  The highest number of Salmonella spp. found on sweet basil 
was 210 MPN/g and serotype Hvittingfoss (group I) was found in sample before washing.  Singapore (group C) 
and also Weltevreden (group E) serotype were found in exported sweet basil, as well as Aberdeen (group F) and 
Bovismorbificans (group C) in glove and table.  And group J II 17: g,t: - (O: 17) was found from container.  
The highest count of Salmonella spp. was 44 MPN/g on coriander for exporting.  Augustenborg (group C) were 
found in samples before washing, after soil remove, after transporting to factory and in washing water.  In 
addition Singapore (group C) was isolated from exported coriander.  Serotype Newport (group C), Albany 
(group C) and IIIb 48: 1, V: 1, 5, 7 (O: 48) were found in coriander samples after washing, irrigating water and 
table, respectively.  MPN-PCR method gave a rapid result (≤ 48 h.) and better recovery compare to modified 
standard method (4-6 days), a total of 282 samples was found positive as 65.60%.  The investigation of cell 
survival in four type of manure using as fertilizers at 25°C and 40°C was investigated.  The results showed that 
Salmonella spp. survived in bat manure within 21 days at 25°C.  While cell in chicken manure was not detected 
since day 1 at 40°C.  The ability of E. coli survival in bat manure (25°C) was found at day 12  where as, E. coli 
were not detected in swine, cow and chicken manure (40°C) at day 1.  Besides the manure type, the storage 
condition particularly the temperature affected on the survival of both pathogens in these fertilizers. 
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ตารางที่ หนา 
  

1 ขอมูลการแจงเตือนการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในผักสดสงออก 4 
2 อุบัติการณการเกิดโรคจากผกัผลไมสดและผลิตภัณฑสดเปนพาหะ 7 
3 คาพีเอช ปริมาณความชืน้และธาตุอาหารในปุยคอก 21 
4 แหลงการปนเปอนจากตวัอยาง ผักสด ส่ิงแวดลอมบริเวณแปลงเพาะปลกูและ

จุดตัดแตง 
 

27 
5 ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด ยีสตรา และ Salmonella spp. ที่ตรวจพบใน

ส่ิงแวดลอมในแปลงเพาะปลูกระหวางการผลิตขั้นตนเพื่อการสงออก 
 

48 
6 ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด ยีสตรา และ Salmonella spp. ที่ตรวจพบใน

ส่ิงแวดลอมขัน้ตอนตัดแตงระหวางการผลิตขั้นตนเพื่อการสงออก 
 

49 
7 ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด ยีสตรา และ Salmonella spp. ที่ตรวจพบในผักสด

ระหวางการผลิตขั้นตนเพื่อการสงออก 
 

50 
8 สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากกระบวนการผลิตขัน้ตนของ

โหระพาเพื่อการสงออก 
 

56 
9 สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp ที่คัดแยกไดจากกระบวนการผลิตขัน้ตนของ

ผักชีเพื่อการสงออก 
 

57 
10 สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากผักสดเพื่อการสงออก 57 
11 ความสามารถในการรอดชวีติของเชื้อ S. Hvittingfoss ในปุยมูลสัตวที่อุณหภูม ิ

25±2 และ 40±2 oC ระหวางการเก็บรักษา 21 วัน 
 

65 
12 ความสามารถในการรอดชวีติของเชื้อ S. Augustenborg ในปุยมูลสัตวทีอุ่ณหภูม ิ

25±2 และ 40±2 oC ระหวางการเก็บรักษา 21 วัน 
 

66 
  
   

 
 
 



 (3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่    หนา 
  
ค1 ปริมาณและความเขมขนของสวนประกอบในปฏิกิริยา PCR 88 
จ1 ตาราง Most Probable Number 93 
ฉ1 ปริมาณจุลินทรียในตวัอยางดิน ปุย และน้าํจากแปลงเพาะปลูกโหระพา 97 
ฉ2 ปริมาณจุลินทรียในตวัอยางโหระพาในกระบวนการผลิตขั้นตน 98 
ฉ3 ปริมาณจุลินทรียในตวัอยางอุปกรณขั้นตอนการตัดแตงโหระพา 99 
ฉ4 ปริมาณจุลินทรียในน้ําลางและการขนสงโหระพา 100 
ฉ5 ปริมาณจุลินทรียจาก ดนิ ปุยและน้ําจากแปลงปลูกผักช ี 101 
ฉ6 ปริมาณจุลินทรียในตวัอยางผักชีในกระบวนการผลิตขัน้ตน 102 
ฉ7 ปริมาณจุลินทรียในตวัอยางอุปกรณขั้นตอนการตัดแตงและขัดรากผักช ี 103 
ฉ8 ปริมาณจุลินทรียในกระบวนการลางและขนสงผักชี 104 
ฉ9 ปริมาณจุลินทรียในโหระพาและผักชีสงออก 105 
ฉ10 จํานวนเชื้อ E. coli ที่เจริญและรอดชีวิตในปุยมูลคางคาว และปุยมูลสุกรที่

อุณหภูมิ 25±2 และ 40±2 oC ระหวางการเกบ็รักษา 21 วัน  

 
106 

ฉ11 จํานวนเชื้อ E. coli ที่เจริญและรอดชีวิตในปุยมูลวัว และปุยมูลไกที่อุณหภูม ิ
25±2 และ 40±2 oC ระหวางการเก็บรักษา 21 วัน   

 
107 

ฉ12 คาพีเอชในปุยมูลสัตวทั้ง 4 ชนิด ระหวางการเก็บรักษา 21 วัน ที่อุณหภูม ิ25±2 
และ 40±2 oC 

 
108 

ฉ13 ปริมาณความชื้นในปุยมูลสัตวทั้ง 4 ชนิด ระหวางการเกบ็รักษา 21 วัน ที่
อุณหภูม ิ25±2 และ 40±2 oC 

 
109 

ฉ14 อุณหภูมิในปุยมูลสัตวทั้ง 4 ชนิด ระหวางการเก็บรักษา 21 วัน ที่อุณหภูม ิ25±2 
และ 40±2 oC 

 
110 

   
   
   

 



 (4) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หนา 
  

1 ขั้นตอนของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส (PCR reaction) 14 
2 เสนทางการแพรเชื้อและปนเปอนของเชื้อจุลินทรียสูอาหาร 19 
3 การตรวจผล PCR ดวย Gel Electropholysis 31 
4 แผนภูมแิสดงกระบวนการการผลิตขั้นตนของโหระพาเพื่อการสงออก 39 
5 แผนภูมแิสดงกระบวนการการผลิตขั้นตนของผักชีเพื่อการสงออก 40 
6 ปริมาณตัวอยางที่ตรวจพบเชือ้ Salmonella spp. ดวยเทคนคิ MPN-PCR เปรียบเทียบ

กับวิธีดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน (ISO 6579) ในตวัอยางสิ่งแวดลอมบริเวณ
เพาะปลูกจากกระบวนการผลิตผักสดเพื่อการสงออก 

 
 

52 
7 ปริมาณตัวอยางที่ตรวจพบเชือ้ Salmonella spp. ดวยเทคนคิ MPN-PCR เปรียบเทียบ

กับวิธีดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน (ISO 6579) ในตวัอยางผักสดจากกระบวนการผลิต
ขั้นตนของผักสดเพื่อการสงออก 

 
 

54 
8 ปริมาณตัวอยางที่ตรวจพบเชือ้ Salmonella spp. ดวยเทคนคิ MPN-PCR เปรียบเทียบ

กับวิธีดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน (ISO 6579) ในตวัอยางสิ่งแวดลอมขัน้ตอนตัดแตง
จากกระบวนการผลิตขั้นตนของผักสดเพื่อการสงออก 

 
 

54 
9 ปริมาณการรอดชีวิตและการเจริญของเชื้อ E. coli ในปุยมูลคางคาว ปุยมูลสุกร ปุย

มูลวัว ปุยมูลไก ที่อุณหภูม ิ25±2 และ 40±2 oC 
 

62 
10 ความสามารถในการรอดชวีติของเชื้อ S. Hvittingfoss และ S. Augustenborg ในปุย

มูลคางคาว ปุยมูลสุกร ปุยมูลวัวและปุยไก ที่อุณหภูม ิ25±2 และ 40±2 oC 
 

64 
   

   
   

 
  
 
 



 (5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพผนวกที ่   หนา 
  
ง1 การเก็บตวัอยาง ดิน ปุย น้ําในแปลงเพาะปลูก 90 
ง2 การเก็บตวัอยาง น้ําลางผัก ผาคลุมผักและผักสดจากภาชนะ 90 
ง3 การเก็บตวัอยางจากถุงมือ/มอื กรรไกรตัดแตง ภาชนะบรรจุผักสด 91 

   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 (6) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

bp       =   base pair (s) 
cm       =   centimeter 
cm2       =   square centimeter 
CFU                     =   colony forming unit  
DNA       =   deoxyribonucleic acid 
DW       =   distilled water 
g       =   gram 
km    =   kilometer 
m       =   meter 
mm       =   millimeter 
ml       =   milliliter 
ppm   =   part per million 
μg       =   microgram (s) 
μl       =   microliter (s) 
rpm       =   revolution per minute 
MPN       =   most probable number  
°C       =   degree celsius 
x g         =   relative centrifugal force (acceleration gravity) 
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การปนเปอนของซัลโมเนลลาในกระบวนการผลิตขั้นตนของผักสดสงออก 
 

The Contamination of Salmonella spp. on Exported Fresh Produce during 
Primary Production  

 
คํานํา 

 
ในปจจุบันความตองการของผูบริโภคในการบริโภคผักสดทั้งภายในประเทศและ

ตางประเทศเพิ่มมากขึ้น  โดยเฉพาะการสงออกผักสดประเภทผักสวนครัว ไดแก ผักชี สะระแหน 
ใบแมงลัก กระเพรา และอื่นๆ  ซ่ึงมีจุดประสงคหลักเพื่อจําหนายแกรานภัตตาคารอาหารไทย และ
เพื่อจําหนายเปนเครื่องปรุงสําหรับผูที่ชื่นชอบอาหารตะวันออกในการประกอบอาหารในครัวเรือน  
การสงออกผักเหลานี้ในปริมาณมากจําเปนตองมีคุณภาพและความปลอดภัยตอผูบริโภค  
โดยเฉพาะอยางยิ่งมาตรการการเฝาระวังการปนเปอนสารเคมีและจุลินทรียกอโรคในผักสดเพื่อการ
สงออกและการนําเขา  ในปจจุบัน ประเทศนําเขาสินคาเกษตรหลายประเทศในกลุมประเทศยุโรป
ตางมีขอกําหนดดานจุลินทรียที่เขมงวดมากขึ้นและมีการตรวจสอบอยางเขมแข็ง  ทําใหหลายคร้ัง
พบวาผักสดนําเขาจากประเทศไทยเหลานี้ไมผานคุณภาพทางดานจุลินทรียและสารเคมี ทําใหถูก
กักกันหรือถูกทําลาย  กอใหเกิดความเสียหายแกผูสงออกและมีผลกระทบถึงการคาขายสินคา
เกษตรรวมทั้งเกษตรกรผูผลิตในประเทศ 

 
ผักสดสวนครัวเหลานี้ถูกผลิตจากเกษตรกรรายยอย  ตอมาจึงถูกรวบรวมโดยผูขายและผู

สงออก  ทําใหผักสดซึ่งมาจากหลายแหลง  มีการปฏิบัติและการผลิตผักที่ถูกสุขลักษณะแตกตางกัน 
สงผลใหคุณภาพและการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียมากนอยตางกัน  นอกจากนี้การรวบรวมผักจาก
หลายแหลงทําใหเกิดการปนเปอนขามระหวางผูผลิตดวยกันเองในแหลงรวบรวม  การสืบคน
ปญหาคุณภาพทําไดยาก  เนื่องจากยังไมมีระบบสืบยอนกลับที่สมบูรณ  นอกเหนือไปจากนั้น
ลักษณะทางกายภาพของผักสดบางชนิดสงเสริมใหมีการทําความสะอาดที่ลางนอยครั้ง  เนื่องจาก 
ผักสดเหลานี้เสื่อมเสียงาย  ผักบางชนิดจึงมักไมลางน้ํา หรือ บางชนิดนิยมสงออกทั้งราก หรือ 
สงออกในรูปแบบแงง เหงา การคัดเลือกตลอดจนการตัดแตงอาจจะลดการปนเปอนไดบางแตอาจ
หลงเหลือดินปนเปอน ดวยเหตุนี้ จึงมีปญหาคุณภาพดานจุลินทรียในการสงออก  
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ดวยเหตุนี้ ผักสดสงออกจากประเทศไทยจึงมีปญหาการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. 
แมวาจะเกิดขึ้นเปนบางครั้งบางคราวแตทําใหเกิดการตีกลับของสินคาผักสด และสรางความไม
เชื่อมั่นของสินคาเกษตร  ซ่ึงมีผลกระทบตอโรงงานสงออก  พอคาคนกลางตลอดจนเกษตรกร  
แหลงของการปนเปอนเชื้อกอโรคในผักสดเหลานี้มาจากหลายแหลง ไดแก จากดิน ปุยมูลสัตว น้ําที่
ใชในแปลงเพาะปลูก ผูสัมผัสผัก (เกษตรกรและคนงานผูตัดแตง)  ตลอดจนภาชนะบรรจุที่ไม
สะอาดที่สําคัญคือ การผลิตที่ไมถูกตองตามสุขลักษณะที่ดี  ปจจัยเหลานี้ลวนแลวแตเปนสาเหตุที่
เชื้อกอโรคมีโอกาสปนเปอนและทําใหเกิดความไมปลอดภัยอาหารแกผูบริโภคทั้งส้ิน  นอกจากนี้
ยังมีรายงานวาหากผักสดถูกปนเปอนตั้งแตกระบวนการผลิตขั้นตน  คือตั้งแตการปลูก การเก็บเกี่ยว 
ตลอดจนการปนเปอนในโรงคัดแยกผักกอนเขาสูโรงงาน  การกําจัดแบคทีเรียเหลานี้กําจัดไดยาก 
การลางไมสามารถลดการปนเปอนในผักไดหมด (Beuchat, 1996) ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึง
มุงเนนไปที่การสํารวจ Salmonella spp.  ซ่ึงเปนเชื้อกอโรคสําคัญที่ระบุไมใหมีในผักสดเพื่อการ
สงออก  เพื่อระบุแหลงของเชื้อ  ผลจากการวิจัยคร้ังนี้นอกเหนือจากไดเสนอแนะวิธีการที่สามารถ
ปองกันและควบคุมการปนเปอน  เนื่องจากวิธีการตรวจ Salmonella spp. เปนการตรวจนับปริมาณ 
(Quantitative method) แทนการตรวจแบบคุณภาพ (Quanlitative method) ดวยเหตุนี้ขอมูลและ
ปริมาณการปนเปอนจะสามารถนําไปใชประโยชนในการประเมินความเสี่ยงซึ่งจักเปนขอมูล
สนับสนุนในการกําหนดมาตรฐานและเปนโมเดลการจัดการความเสี่ยงของอันตรายในผักในการ
วิจัยอ่ืนๆ ตอไป  

 
อนึ่ง มีรายงานวาการปนเปอนของ Salmonella spp. และ E. coli ในผักสดสงออกของไทย

ในป 2005 มีแหลงมาจากปุยมูลสัตว (กรมวิชาการเกษตร, 2537) ในการวิจัยคร้ังนี้จึงมีความสนใจที่
จะศึกษาปจจัยที่มีผลตอการอยูรอดของเชื้อ Salmonella spp. รวมกับ E. coli ในปุยอินทรีย 
โดยเฉพาะปุยมูลสัตวผสมซ่ึงกําลังเปนที่นิยมใชในกระบวนการผลิตผักอินทรียในปจจุบัน เพื่อ
ปองกันและลดการปนเปอนของเชื้อในระหวางกระบวนการปลูก คาดวาผลการศึกษาจะเปน
ขอแนะนําที่มีประโยชนแกเกษตรกรผูปลูกและเสนอแนะการควบคุมการเก็บรักษาปุยมูลสัตวใน
การเพาะปลูกพืชตอไป 
 
 
 
 
 
 
 



 3 

วัตถุประสงค 

 
  1.   ตรวจสอบการปนเปอนปริมาณเชื้อ Salmonella spp. ดวยวิธี MPN-PCR และปริมาณจ-ุ
ลินทรียทั้งหมดจากกระบวนการผลิตผักสด ส่ิงแวดลอมในแปลงเพาะปลูก ระหวางการตัดแตง
ขั้นตน และในผลิตภัณฑผักสดเพื่อสงออก กําหนดโหระพาและผักชีเปนตัวแทนผักสดสงออก 
 

2.  จําแนก serotype ของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากระหวางกระบวนการผลิต
ขั้นตนของผักสดทั้งสองชนิดเพื่อการสงออก 
 

3.  ศึกษาปจจยั ไดแก อุณหภูมิ ที่มีผลตอการรอดชีวิตของเชื้อผสม Salmonella spp. และ      
Escherichia coli ในปุยอินทรียประเภทปุยมูลสัตว 
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       การตรวจเอกสาร 

 

1.  ความสําคญัของเชื้อ Salmonella spp. และ Escherichia coli ในผักสดสงออก 

 

 ปริมาณและมูลคาการสงออกของผักสดของประเทศจากสถิติการสงออกผักสดไปยัง
สหภาพยุโรป  ในป พ.ศ. 2549 รวมทั้งสิ้น 15,334,868 กิโลกรัม  ซ่ึงคิดเปนมูลคาสูงถึง 457,241,750 
บาท เฉพาะผักสดสวนครัวไดแก โหระพาและผักชี มียอดการสั่งซื้อจากสหภาพยุโรปคิดเปนมูลคา
เทากับ 6,335,173 และ 9,443,814 บาทตอป (กรมวิชาการเกษตร, 2549)  ผักสดทั้งสองชนิดนี้เปนที่
นิยมนํามาปรุงอาหาร  เปนสวนประกอบของอาหารตะวันออกโดยเฉพาะอาหารไทย  แตการ
บริโภคโดยที่ไมผานความรอนหรือผานความรอนไมมากพอที่จะทําลายเชื้อโรคที่ปนเปอนอาจ
กอใหเกิดปญหาโรคจากอาหารเปนพาหะ  ไดมีรายงานแจงเตือนการปนเปอนของ เชื้อจุลินทรียกอ
โรคในผักสดสงออกจากประเทศไทยระบุวาผักสดสวนครัวเหลานี้ปนเปอนจาก Salmonella spp.  
(ตารางที่ 1)  

 

ตารางที่ 1  ขอมูลการแจงเตือนการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในผักสดสงออก 
 

วันที ่ ประเทศที่พบ สายพันธุที่พบ ชนิดผักสด 
26 พ.ค. 2548    นอรเวย           Salmonella Aberdeen          สะระแหน 
26 พ.ค. 2548    นอรเวย           Salmonella Augustenborg          ผักชี 
27 พ.ค. 2548    นอรเวย           Salmonella Zanzibar          สะระแหน 
11 ม.ค. 2550    ฟนแลนด           Salmonella Hvittingfoss          ผักบุง 
 7  เม.ย. 2552    ฟนแลนด           Salmonella Weltevreden          ขา 
 
ที่มา: RASFF (2009) 
 

Johnston et al. (2005) ศึกษาคุณภาพทางจุลินทรียของผักและผลไมสดจากขอมูลของศูนย
ควมคุมและปองกันโรคพบวาในรอบ 10 ปที่ผานมาการเกิดโรคระบาดที่เกิดจากเชื้อจุลินทรียในผัก
และผลไมสดเปนพาหะ มีจํานวนอุบัติการณการเกิดโรคเพิ่มขึ้นทุกป  จากการศึกษาเสนทางการ
ปนเปอนของจุลินทรียในผักและผลไมสดที่มาจากกระบวนการเพาะปลูก  ตลอดจนการจัดการใน
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ระหวางการเก็บเกี่ยว  พบวา ผักและผลไมสดที่มีการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคลวนเปนผลิตผล
ที่ไดมาจากทางตอนใตของประเทศสหรัฐอเมริกา  จากจํานวนของตัวอยางผักและผลไมทั้งหมด 
398 ตัวอยาง ไดแก ผักใบเขียว สมุนไพรและแคนตาลูป  เมื่อตรวจนับจํานวนจุลินทรียทั้งหมด 
จํานวนโคลิฟอรมทั้งหมด จํานวน Enterococcus ทั้งหมดและ E. coli ตลอดจนเชื้อแบคทีเรียกอโรค
บางชนิด ไดแก Salmonella spp., Listeria monocytogenes และ E. coli O157:H7 พบวา ผักใบเขียว
และสมุนไพรมีการปนเปอนของจุลินทรียทั้งหมดอยูในชวง 4.5 - 6.2 log CFU/g จํานวน Coliforms 
และ Enterococcus ตรวจพบนอยกวา 1 - 4.3 log CFU/g และ E. coli ตรวจพบนอยกวา 1-1.5 log 
CFU/g ผักบางชนิดเชน ผักชี (Cilantro) และผักชีลาว (Dill) มีปริมาณ Coliform เพิ่มขึ้นในระหวาง
กระบวนการบรรจุ  ผลไมบางชนิดเชน แคนตาลูปมีจํานวนจุลินทรียเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับตัวอยางที่เก็บมาจากสวนและตัวอยางระหวางบรรจุ  โดยปริมาณของจุลินทรีย
ทั้งหมดอยูในชวง 6.4-7.0 log CFU/g จํานวน Coliforms อยูในชวง 2.1- 4.3 log CFU/g ปริมาณ 
Enterococcus ตรวจพบในชวง 3.5- 5.2 log CFU/g และ E. coli  พบเชื้อนอยกวา 1- 2.5 log CFU/g 
แสดงใหเห็นวาผักและผลไมมีโอกาสปนเปอนจุลินทรียโดยธรรมชาติ และหากการผลิตขั้นตน
ไดแก การตัดแตง การบรรจุ ไมถูกสุขอนามัยที่ดี  ทําใหจํานวนจุลินทรียเพิ่มขึ้นในระหวางการ
ปฏิบัติหลังการเก็บเกี่ยว  การปนเปอนจุลินทรีนชนิดกอโรคเหลานี้อาจกอใหเกิดความเสี่ยงในการ
บริโภคได 
 
2.  ลักษณะและสมบัติของ Salmonella spp. 
 
 Salmonella spp. เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน ไมสรางสปอร ขนาด 0.7-1.5 μm ยาว 
2.0-5.0 μm เจริญไดดีทั้งในสภาพที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน   รีดิวซซัลไฟทใหเปน
ไฮโดรเจนซัลไฟด และสามารถใช citrate decarboxylate lysine และ ornithine  นอกจากนี้ยัง
สามารถรีดิวซไนเตรทเปนไนไตรท (Ziprin, 1994) ไมสรางแคปซูล เคล่ือนที่ดวยแฟลกเจลลาที่ยาว
รอบเซลล (Peritichous flagella)  แบคทีเรียชนิดนี้บางซีโรไทปไมสามารถเคลื่อนที่ไดและไมสราง
ไฮโดรเจนซัลไฟด เชน สายพันธุ Pullorum และ Gallinarum (Banwart, 1981)  สวนใหญเจริญไดที่
อุณหภูมิ 8-45 °C อุณหภูมิที่เจริญไดดีที่สุด คือ 37 °C (Roberts et al., 1996) คาวอเตอรแอคติวิตี้ 
(aw) ที่เหมาะสมตอการเจริญอยูในชวง 0.93 - 0.99 และสามารถเจริญไดที่คา aw เพียง 0.49 (Guthrie, 
1991)  ภายใตอุณหภูมิและอาหารที่เหมาะสมเจริญไดในชวงความเปนกรด - เบสหรือคาพีเอช 4.5 - 
9.0  แตในชวงคาพีเอชที่เหมาะสมในการเจริญอยูในชวงประมาณ 6.5 - 7.5  ซ่ึงคาพีเอชนี้จะ
แตกตางกันไปในแตละสายพันธุและอุณหภูมิที่ใชในการบมเชื้อ 
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Salmonella spp. ไมทนความรอน  ถูกทําลายไดที่อุณหภูมิ 55 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หรือ  
60 °C เปนเวลา 15 - 20 นาที หรือที่อุณหภูมิ 62 °C เปนเวลา 4 นาที (อรุณและคณะ, 2540; Doyle 
and Mazzotta, 2000) S. Senftenberg เปนซีโรไทปที่ทนอุณหภูมิสูงไดดีกวา Salmonella ซีโรไทป
อ่ืน 10 - 20 เทา กลาวคือ ทนความรอนถึง 62 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง  นอกจากนั้นยังพบวาการใช
ความเย็นหรืออุณหภูมิต่ําไมสามารถทําลาย Salmonella spp.  เพียงแตไปยับยั้งการเจริญของเซลล
เทานั้น  ที่อุณหภูมิต่ํากวา 5 °C หรืออุณหภูมิสูงกวา 44 – 47 °C ยับยั้งการเจริญของ Salmonella บาง
ซีโรไทปไดในภาวะของอุณหภูมิแชเยือกแข็งแบคทีเรียไมสามารถแบงเซลลไดและพบวาเมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิหรือนําอาหารแชเยือกแข็งนั้นมาวางทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เซลลสามารถเพิ่มจํานวนอยาง
รวดเร็ว ดังนั้นในการผลิตที่มีการใชความรอนรวมกับอุณหภูมิต่ํา เชน กระบวนการผลิตที่มีขั้นตอน
การลวกอาหารรวมกับการแชเยือกแข็งจะชวยลดการปนเปอนของอาหารจาก Salmonella spp. ไดดี 
 

 ตารางที่ 2 แสดงอุบัติการณการเกิดโรคจากผักผลไมสดเปนพาหะทําใหผูบริโภคเจ็บปวย
และบางรายเปนอันตรายถึงแกชีวิต  พบวา เชื้อกอโรคหลายชนิดปนเปอนในผักสดมีสาเหตุจากปุย
มูลสัตวที่ใชในการเพาะปลูกเปนแหลงกอโรค  
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ตารางที่ 2  อุบัติการณการเกดิโรคจากผักผลไมสดและผลิตภัณฑสดเปนพาหะ 

 

ป ประเทศ ชนิดของปุย ชนิดจุลินทรีย พาหะ ปวย (เสียชีวิต) อางอิง 

1979-1981   แคนาดา  มูลแกะ   Listeria monocytogenes กะหล่ําปลี  ปวย 34 ราย (เสียชีวิต 7 ราย) Schlech et al., 1983 

1985   อังกฤษ  มูลวัว   Escherichia coli O157:H7 มันฝรั่ง  ปวย 49 ราย (เสียชีวิต 1 ราย) Morgan et al., 1988 

1992   เยอรมน ี  มูลวัว กระบือ   Escherichia coli O157:H7 ผักสด  ปวย 4 ราย (เสียชีวิต 1 ราย) Cieslak et al., 1993 

1993   เยอรมน ี  มูลวัว กระบือ   Cryptosporidium spp. น้ําแอปเปลสด  ปวย 160 ราย Millard et al., 1994 

1996   สหรัฐอเมริกา  มูลสัตวปก   Salmonella Hartford น้ํา 
 ปวย 30 ราย/รับการรักษาที่  

 โรงพยาบาล 1 ราย 

Centers for Disease 

Control and 
Prevention, 1998 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Guan and Holley (2003)

 7 



 8 

3.  การเกิดโรคจาก Salmonella spp. 
 
 Salmonella spp. เกือบทุกซีโรไทปเปนสาเหตุของโรคทางเดินอาหารในมนุษย (Beuchat, 
1996)  แบคทีเรียชนิดนี้พบไดทั่วไปในสัตวปก สัตวเล้ือยคลาน สัตวเล้ียงลูกดวยนม รวมทั้งมนุษย  
แบคทีเรียชนิดก อให เกิดโรคไดง ายในผู ที่มีความต านทานตํ่าหรือไดรับเชื้อเข าสู ร างกาย                 
เปนจํานวนมาก  การบริโภคอาหารหรือน้ําดื่มที่มีแบคทีเรียปนเปอนจะทําใหเกิดโรคซัลโมเนลโล
ซิส (Salmonellosis)  อาการของโรคเกิดจากสารพิษชนิด endotoxin  ซ่ึงเปนสารประกอบเชิงซอน
ของ polysaccharide - polypeptide lipid A ที่ปรากฏอยูบริเวณผนังเซลลของแบคทีเรีย (Varnam and 
Evans, 1991)  สารพิษจะกระตุนใหเกิดการอักเสบบริเวณผนังลําไสเล็ก  ดังนั้น เมื่อบริโภคอาหารที่
มีแบคทีเรียนี้เขาไปในปริมาณที่สูงพอ จะเกิดอาการของโรคซัลโมเนลโลซิสภายใน 6 - 36 ชั่วโมง  
ซ่ึงลักษณะอาการของโรคซัลโมเนลโลซิสที่มีสาเหตุมาจาก Salmonella spp. จําแนกออกเปน 3 
ประเภท ดังนี้ 
 

3.1.  ไขไทฟอยด (Typhoid fever) แสดงอาการของโรครุนแรงที่สุด  สาเหตุจาก S. Typhi  
ในบรรดาผูปวยซัลโมเนลโลซิสทั้งหมดในประเทศสหรัฐอเมริกา  พบผูปวยไทฟอยดไมมากนักคือ 
นอยกวารอยละ 2.5  แหลงของ S. Typhi จะอยูในคนเทานั้น  ดังนั้นการติดตอของ S. Typhi เกิดจาก
การปนเปอนของอุจจาระจากผูปวยสูแหลงน้ําและอาหาร  อาการของไขไทฟอยดคอนขางรุนแรง 
พบการติดเชื้อในกระแสเลือด (Septicemia) มีไขสูง ปวดหัว ทองเสีย อาเจียน และทองรวง อาจพบ
จุดสีแดงบนหนาอกและคอ มีเลือดออกจากลําไสและจมูก  ผูปวยจะแสดงอาการตั้งแต 1-8 สัปดาห 
(Tauxe 1991; Robinson et al., 2000)  

 
การติดเชื้อเริ่มจากแบคทีเรียเขามาในระบบยอยอาหารและผานมาถึงลําไสเล็ก จากนั้น

แบคทีเรียจะบุกรุก epithelial cell ของ villi ในลําไสเล็กตอนลาง ผานไปยัง lamina propria แลวเขา
สูระบบน้ําเหลืองของผูปวย  เซลล macrophage ซ่ึงเปนเซลลภูมิคุมกันจะโอบลอมแบคทีเรียเพื่อ
ทําลายแบคทีเรียซ่ึงถือวาเปนส่ิงแปลกปลอมในระบบน้ําเหลือง  เปนกลไกหนึ่งในการปองกันการ
ติดเชื้อในรางกาย  แตอยางไรก็ตาม S. Typhi สามารถทนตอการทําลายของเซลล macrophage ได 
จึงรอดชีวิตและสามารถเจริญอยูภายในเซลล macrophage นั้น  หลังจากนั้นแบคทีเรียจะมีการเพิ่ม
จํานวนและกระจายออกมาสูกระแสเลือด และแพรกระจายไปยังอวัยวะตางๆ เชน ตับ มาม 
กระเพาะปสสาวะ เปนตน จึงเปนผลใหเกิดการติดเชื้อในกระแสโลหิตและอวัยวะตางๆ ตอไป 
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3.2.  ไขเอนเทอริก (Enteric fever) สวนใหญเกิดจาก Salmonella spp. 3 ชนิด ไดแก S. 
Paratyphi type A, B และ C พบผูปวยนอยกวารอยละ 0.5 ของผูปวยซัลโมเนลโลซิสทั้งหมด กลุม
อาการของไขเอนเทอริกคลายคลึงกับไขไทฟอยด แตรุนแรงนอยกวา  มีการติดเชื้อในกระแสเลือด 
มีไข ปวดหัว และปวดทองนอย ผูปวยมีอาการ 1-3 สัปดาห (Robinson et al., 2000) 

 
3.3.  กระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ (Gastroenteritidis syndrome) เปนกลุมโรคที่พบมาก

ที่สุดในประเทศสหรัฐอเมริกา  สาเหตุเกิดจาก Salmonella หลายซีโรไทป อาการที่พบบอย ไดแก 
ทองรวง ปวดทองนอย ตัวเย็น มีไข อาเจียน ขาดน้ํา และปวดหัว  ในผูปวยเด็กและคนชราพบอัตรา
การตายสูง อยูระหวางรอยละ 0.1-0.2 ระยะฟกตัวอยูในชวง 5 - 72 ชั่วโมง แสดงอาการปวยระหวาง 
1-4 วัน (Cliver and Doyle, 1990) 

 
การเกิดอาการกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบเกิดจากเชื้อ Salmonella spp. เขาไปยังระบบ

ยอยอาหารเปนจํานวนมากพอที่จะเขาสู lamina propria เชื้อมีการเจริญบริเวณนั้นซึ่งเปนสาเหตุทํา
ใหเกิดอาการอักเสบ (Inflammatory response) บริเวณลําไสเล็ก แตไมมีการแพรกระจายไปยังสวน
ตางๆ ของรางกายจึงไมพบการติดเชื้อในกระแสเลือดและบริเวณอวัยวะตางๆ  

 
4.  การตรวจและจําแนก Salmonella spp.  
 
             การจําแนกเชื้อ Salmonella spp. โดยอาศัยเทคนิคทางซีโรวิทยาหลักการคือ ขึ้นกับสมบัติ
ของโปรตีนที่มีความจําเพาะตามลักษณะทางพันธุกรรมและใชวิธีที่ประยุกตเพื่อทดสอบสปชีของ
เชื้อแบคทีเรีย  ในขั้นแรกจะทําการทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองตอชนิดของโปรตีนที่ผิวเซลล 
เรียกวา somatic antigens (O-antigens) กอน  โดยจําแนกซีโรวารออกเปนกลุมๆ ตามตัวอักษร
อังกฤษตัวพิมพใหญ เชน A, B และ C เร่ือยไป  ตัวอยางเชน เชื้อ Salmonella spp. ที่มี O-antigens 6 
และ 7 ไดรับการจัดไวในกลุม C1  ตอไปในขั้นที่สองเปนการทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองตอชนิด
ของโปรตีนที่แฟลกเจลลาของแบคทีเรีย เรียกวา flagellar antigens (H-antigens)  ซ่ึงจําแนกออกเปน 
2 ชนิด คือ เฟส 1 หรือเฟสจําเพาะ (Specific phase) และเฟส 2 หรือเฟสกลุม (Group phase) เฟส 1 
ประกอบดวย Salmonella spp. ไมกี่สปชีส เชื้อ Salmonella spp. สวนใหญจัดอยูในเฟส 2 ซ่ึงเชื้อ 
Salmonella spp. หนึ่งๆ อาจมี H-antigens ตกอยูในเฟสใดเฟสหนึ่งเพียงเฟสเดียว  หรือตกอยูทั้งสอง
เฟสก็ไดปกติ เฟส 1 ใชสัญลักษณเปนตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็ก  สวนเฟส 2 ใชตัวเลขอารบิค 
ตัวอยางเชน การวิเคราะหแอนติเจนของ S. Choleraesuis ปรากฏผลเปน 6, 7, c, 1, 5 เลข 6, 7 เปน
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ตัวแทนของ O-antigens gr. C1 ตัวอักษร c แทน H-antigens เฟส 1 และเลข 1, 5 แทน H-antigens 
เฟส 2  
 

สําหรับชื่อซีโรวารของ Salmonella spp. เปนขอตกลงระหวางประเทศ  ซีโรวารที่บงถึง    
สปชีสถูกตั้งชื่อตามสถานที่ที่แยกเชื้อนั้นไดเปนครั้งแรก เชน S. London, S. Miami, S. Richmond, 
S. Muenchen, S. Bangkok และ S. Rachaburi เปนตน (สุมณฑา, 2545) 
 
5.  ลักษณะและสมบัติของ E. coli 
 

            E. coli  เปนแบคทีเรียในแฟมิล่ี enterobacteriaceae และอยูในกลุม fecal coliform อาศัยอยู
ในทางเดินอาหารของคนและสัตวเลือดอุน  จึงพบในอุจจาระของคนและสัตว  ดวยเหตุนี้จึงใชเปน
ดัชนีบงบอกวาอาหารนั้นอาจมีการปนเปอนจากอุจจาระ (Index of fecal contamination) เปนการ
แสดงใหทราบวาโรงงานนั้นมีการสุขาภิบาลที่ไมดีหรือไมถูกตอง  รูปรางและคุณสมบัติทั่วไป คือ 
เซลลรูปทอนสั้น แกรมลบ ไมสรางสปอร พบอยูในลําไสของคน และสัตวเลือดอุน  ในอาหารหรือ
น้ําที่มีการปนเปอนอุจจาระ จึงจัดอยูในกลุม fecal coliform มีคุณสมบัติพิเศษและแตกตางจากโคลิ-
ฟอรมแบคทีเรียจากแหลงอื่น คือ สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 44.5 - 45.5°C (สุมณฑา, 2545)  
  
            การจําแนก E. coli แบงตามความรุนแรงของการเกิดโรค  สมบัติในการเจริญ และลักษณะ
ทางพันธุกรรมทําใหแบง E. coli ไดเปน 5 กลุม ไดแก enteropathogenic E. coli (EPEC), 
enteroinvasive E. coli (EIEC), enterotoxicgenic E. coli (ETEC), enterohemorrhagic E. coli 
(EHEC) และ enteroaggregative E. coli (EAggEC) (ICMSF, 1996) E. coli สายพันธุ EPEC, EIEC 
และ ETEC พบแพรกระจายอยูในน้ําและอาหารสวน E. coli เกือบทุกชนิดปนเปอนมาจากอุจจาระ 
ในขณะที่ EHEC มักเกี่ยวของกับอาหารที่มีเนื้อวัวเปนสวนประกอบ  โดยเฉพาะเนื้อบด แตอาจมี
ขอยกเวนเพราะเกิดจากการปนเปอนขามได  ซ่ึงความรุนแรงของเชื้อ E. coli แตละกลุมสรุปไดดังนี้ 
 
 Enteropathogenic E. coli (EPEC) 
 
 E. coli สายพันธุนี้แมวาจะทําใหเกิดโรคอาหารเปนพษิขึ้นแตมิไดเปนผลมาจากเอนเทอ-
โรทอกซิน (Enterotoxin)  จากการศึกษาพบวา แบคทีเรียทําใหเกิดโรคโดยกลไกการเกาะติด
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เฉพาะที่กับเซลลของเนื้อเยื่อเมือกของลําไสแลวขับโปรตีนออกมายับยั้งการทํางานของเม็ดเลือด
ขาวโดยทั่วไป EPEC ทําใหทารกที่มีอายุต่ํากวาหนึ่งขวบทองรวง 
 
 Enteroinvasive E. coli (EIEC) 
 
 เชื้อสายพันธุนี้ไมสรางเอนเทอโรทอกซิน (Enterotoxin)  การทําลายเซลลของโฮสตโดย
การเจาะเขาไปทางเซลลช้ันนอกของโฮสต (Epithelial cells) แลวกระจายไปยังเซลลใกลเคียง  ซ่ึง
คลายกับพฤติกรรมของเชื้อบิด (Cheasty and Rowe, 1983) แบคทีเรียในกลุมนี้ชอบอยูในลําไสใหญ
ทําใหเกิดโรคทองรวงทั้งแบบที่ถายมีเลือดปนและไมมีเลือดปน  มักพบการระบาดในเด็กออนและ
คนชรา  เวลาในการฟกตัวระหวาง 2 – 48 ชั่วโมง (เฉลี่ย 18 ชั่วโมง) EIEC เปน E. coli สายพนัธุแรก
ที่พบวาทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ  โดยเกิดการระบาดในประเทศอังกฤษในป ค.ศ. 1947 ในครั้ง
นั้นเกิดขึ้นกับนักเรียนในโรงเรียนแหงหนึ่งที่บริโภคปลาแซลมอน  แมวาจะพิสูจนไดวาการระบาด
คร้ังนั้นมาจากอาหารแตทําใหทราบขอมูลเพิ่มเติมวา EIEC สามารถแพรจากคนสูคนได  
 
 Enterotoxigenic E. coli (ETEC) 
 
 แบคทีเรียชนิดนี้สรางเอนเทอโรทอกซิน (Enterotoxin) ซ่ึงมีสมบัติตางกัน 2 แบบ คือ ทน
ความรอน (Heat-stable toxin - ST) จําแนกออกเปน 2 ชนิด คือ STA หรือ ST-I และ STA หรือ ST-II 
ซ่ึงคลายสารพิษของชิเกลลา และสมบัติที่ไมทนความรอน (Heat-labile toxin - LT) จําแนกออกเปน 
2 ชนิดเชนกัน คือ LTA และ LTB มีสมบัติคลายสารพิษของเชื้ออหิวาต 
 
 โรคจากอาหารเปนพาหะสาเหตุจาก ETEC เริ่มจากการไดรับเชื้อที่มีชีวิตประมาณ            
106 – 1010 CFU/g เขาสูรางกาย  แบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนในลําไสเล็ก  เจริญพรอมกับขับ
สารพิษออกมา  ทําใหผูปวยมีอาการทองรวง  ถายอุจจาระเหลวเปนน้ําคลายกับไดรับเชื้ออหวิาต  แต
อาการรุนแรงนอยกวา อุจจาระมักไมมีเลือดปน  อาการทองรวงเปนผลมาจากสารพิษชนิดที่ไวตอ
ความรอนกระตุนใหขับสาร adenylate cyclase จากผนังลําไส  ซ่ึงเปนผลใหมีสาร cAMP (Cyclic 
3’, 5’-adenosine monophosphate) เพิ่มขึ้น  ทําใหมีของเหลวหลั่งออกมามากในทางเดินอาหาร สวน
สารพิษที่ทนความรอนจะกระตุนใหมีการหลั่ง cGMP (Cyclic guanosine monophosphate) เพิ่มขึ้น
ในเยื่อเมือก  ทําใหเกิดการสูญเสียของเหลวและอิเล็กโตรไลทของรางกาย 
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 Enterohemorrhagic E. coli (EHEC)  
 
 E. coli สายพันธุนี้สรางสารพิษที่มีสมบัติคลายกับสารพิษของชิเกลลา (Shiga like toxins) 
และเปนสารพิษประเภท verotoxin หรือ verocytotoxin คือ สารพิษที่สามารถฆา vero cells ใน
หองปฏิบัติการได  ซ่ึงเซลลชนิดนี้ไดจากไตของลิงเขียวแอฟริกันชนิดหนึ่ง  จากการศึกษาสารพิษ
ของ EHEC ม ี2 แบบ คือ SLT-I หรือ VT-I และ SLT-II หรือ VT-II  แตปจจุบันนิยมใช Stx1 และ 
Stx2 ตามลําดับ (Calderwood et al., 1996)  ซ่ึงสารพิษทั้งสองชนิดนี้ตางกันที่องคประกอบทางเคมี
ทําใหปฏิกิริยาการตอบสนองทางพันธุกรรมตางกัน ยกตัวอยางเชน E. coli O157 : H7 
 

6.  การตรวจวิเคราะหปริมาณ Salmonella spp. โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
รวมกับเทคนิค most proable number (MPN) 
 

Salmonella spp. เปนแบคทีเรียที่มีอาหารและน้ําเปนพาหะที่สําคัญ  หลายประเทศทั่วโลก
พบการระบาดของเชื้อชนิดนี้เปนจํานวนมากในอาหารโดยเฉพาะอาหารสดที่มีแหลงมาจาก
เนื้อสัตวกลุมสัตวปก ไข และเนื้อสัตวทั้งโคและสุกร  การรับประทานดิบๆ สุกๆ ตลอดจนการขาด
สุขลักษณะที่ดีในการเตรียมอาหารทําใหมีความเสี่ยงตอการเกิดโรคจากเชื้อชนิดนี้เพิ่มมากขึ้น  การ
พัฒนาตรวจหาเชื้อ Salmonella spp. โดยใชระยะเวลาไมนานนักเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
(Standard method) จึงไดรับการยอมรับเพิ่มขึ้น  โดยวิธีมาตรฐานการตรวจหาเชื้อจะใชเวลานานถึง 
4 – 6 วัน ในการคัดแยกเชื้อ แตในขณะที่การเพิ่มปริมาณ DNA โดยวีธี PCR เพื่อตรวจหา
เชื้อจุลินทรียซ่ึงจะใชเวลาสั้นลงและไดผลที่แมนยํา  ดวยเหตุนี้จึงมีแนวโนมปจจุบันและในอนาคต
ที่หลายหนวยงานทั้งภาครัฐและเอกชนสนใจการตรวจวิเคราะหโดยวิธีนี้ 

 
 PCR เปนวิธีการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม  โดยทําใหเกิดปฏิกิริยาในหลอดทดลอง         

(In vitro) หรือเกิดขึ้นนอกเซลลส่ิงมีชีวิต  หลักการพื้นฐานของ PCR จะเลียนแบบกระบวนการ 
DNA replication ที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติในเซลลส่ิงมีชีวิต  โดยปริมาณของสารพันธุกรรมที่
สังเคราะหดวย PCR จะเพิ่มจํานวนเปน 2 เทาในทุกๆ รอบของปฏิกิริยา  มีการประมาณการกันวา 
การทําปฏิกิริยา PCR ที่มีประสิทธิภาพรอยละ 100 จํานวน 20 รอบ จะไดผลผลิต PCR เทากับ 106 
ตอหนึ่งโมเลกุลเร่ิมตนของ DNA เปาหมาย  แตการทํา PCR ในทางปฏิบัติจะใหประสิทธิภาพชวง
รอยละ 60 – 80 (สุดสายและสายพิณ, 2546) แตละรอบของ PCR ประกอบดวย 3 ขั้นตอน (ภาพที่ 1)  
ไดแก 



 13 

1.  Denaturation เปนขั้นตอนที่เกิดขึ้นโดยควบคุมอุณหภูมิที่สูงประมาณ 90 – 95 °C ความ
รอนจะทําใหสายดีเอ็นเอแมพิมพ (DNA template) ที่เปนเกลียวคู (Double stranded) แยกออกจาก
กันกลายเปนสายเดี่ยว 2 สาย (Two single strands) และอยูเปนอิสระ โดยแตละสายจะทําหนาที่เปน
แมพิมพในการเกิด DNA replication 

 
2.  Primer annealing เปนขั้นตอนที่ไพรเมอร (Primer) ซ่ึงเปนดีเอ็นเอสายสั้นๆ ที่ได

ออกแบบใหจําเพาะในลักษณะเปนคูสมกับดีเอ็นเอแมพิมพที่จะสังเคราะห (Annealing site) 
ขั้นตอนนี้เกิดขึ้นในชวงอุณหภูมิ 40 – 60 °C ปฏิกิริยาตองพิจารณาถึงชนิดของไพรเมอรที่ออกแบบ 
 

3.  Primer extension หรือ Primer elongation เปนขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดย
เอนไซม DNA polymerase  ซ่ึงทําหนาที่นํานิวคลีโอไทดชนิดตางๆ ไปเขาคูแบบคูสมกับดีเอ็นเอ
แมพิมพตรงปลาย 3' ของไพรเมอร (5'             3' extension) เอนไซมจะเคลื่อนที่ไปตามความยาว
ของสายดีเอ็นเอแมพิมพและเติมนิวคลีโอไทดที่ปลาย 3’ ของไพรเมอรไปเรื่อยๆ จนไดดีเอ็นเอสาย
คูสมบูรณ  ในการทําปฏิกิริยาของสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกริิยาในขั้นตอนนี้ที่สําคัญขึ้นกับชนิด
ของเอนไซมที่ใช และความเขมขนของแมกนีเซียมอิออน เปนตน  

 
6.1.  การตรวจวิเคราะหผล (PCR products) 

 
  การตรวจผลจากปฏิกิริยา PCR สามารถทําไดหลายวิธี เชน membrane hybridization, 
color complement assay (CCA), microtitre plate detection assay และ gel electrophoresis  วิธีหลัง
นี้เปนวิธีที่นิยมใชกันทั่วไป โดยนําผลิตผลจากปฏิกิริยา PCR มาแยกตามขนาดของ DNA โดยใช
กระแสไฟฟาบน agarose gel หรือ polyacylamide gel เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานที่ทราบขนาด
ความยาวแนนอน (DNA marker)  ตรวจสอบผลโดยการยอมแถบแผนเจลดวย ethidium bromide 
ซ่ึงเปนสารเรืองแสงที่จะแทรกเขาไปใน DNA ทําใหมองเห็นเปนแถบ DNA ชัดเจนภายใตแสง UV 
สามารถตรวจสอบแถบหรือแบนดที่มี DNA เพียง 1 – 10 ng (สุดสายและสายพิณ, 2546) 
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ภาพที่ 1  ขั้นตอนของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส (PCR reaction) 
ท่ีมา: Vierstraete (1999) 
 
 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Agarose gel electrophoresis) 
 

agarose เปนสารสกัดจากสาหรายทะเลมีโครงสรางพื้นฐานแบบพอลิเมอรเชิงเสน agarose 
gel ทางการคาจากแตละบริษัทมีความไมบริสุทธิ์ที่แตกตางกัน  การปนเปอนของ พอลิแซ็กคาไรด 
เกลือ และโปรตีน  ซ่ึงสงผลถึงคุณภาพของ DNA ที่แยกออกมา  ในปจจุบันมีการพัฒนา agarose มี
คุณภาพพิเศษ  ซ่ึงลดการมีสารยับยั้ง (Inhibitor) และเอนไซมนิวคลีเอส  นอกจากนี้ ยังดัดแปลง 
agarose gel ใหหลอมเหลวที่อุณหภูมิต่ําได (Low – gelling – temperature agarose) ทําใหสามารถใช
วิเคราะหช้ินสวน DNA ที่มีขนาดเล็กมากประมาณ 10 – 500 bp  การเตรียม agarose gel ทําไดโดย
หลอม agarose ในบัฟเฟอรจนกระทั่งไดสารละลายใส โปรงแสง  หลังจากนั้นเทสารละลาย agarose 
ใสลงในแมพิมพปลอยใหแข็งตัว  จากนั้นจึงสามารถนําไปใชในการทํา gel electrophoresis เพื่อดู
ผลผลิต DNA ที่เกิดขึ้น (สุดสาย และ สายพิณ, 2546) 
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ในป ค.ศ. 2003a Malorny et al. ไดทําการศึกษาไพรเมอร 139, 141 จากยีน invA  ซ่ึงมี
ความจําเพาะดีกวา Ori C, Omp C และ ST11, ST15 พบวา มีความสามารถในการตรวจหาเชื้อ 
Salmonella spp. ไดทั้ง Salmonella enterica ทุก subspecies และ  Salmonella bongori แตใหผลลบ
กับสายพันธุที่ไมมี invA คือสายพันธุ Saintpaul  เน่ืองจาก invA gene มีความสําคัญตอการรุกรานอิ-
พิเทลเรียลเซลล (Invade epithelial cell)  ดังนั้นสายพันธุที่ไมมียีนนี้อาจเปนสายพันธุที่ไมสามารถ
รุกรานเซลลเจาบานหรือใชกลไกอื่น  คณะวิจัยกลุมนี้ยังทดสอบการใช internal amplification 
control (IAC)  โดยใช IAC 30 – 300 copies/reaction พบวา ถาใช IAC ในปริมาณมาก  อาจจะทําให
เกดิยับยั้งปฏิกิริยา  แตหากใชนอยเกินไป แถบของ IAC จะปรากฏไมสม่ําเสมอ  ตอมาในปเดียวกัน
มีการพัฒนาการสกัด DNA โดยวิธี chelex ดวยสารละลาย Chelex 100  ซ่ึงผลที่ไดมีความสอดคลอง
กับการตรวจสอบแบบดั้งเดิม คือ ใหประสิทธิภาพการตรวจสอบมากกวารอยละ 97.5 ซ่ึง การเติม 
Chelex -100 ชวยยับยั้งสารกลุม PCR inhibit ได แตไมทุกกรณี อยางไรก็ตามจําเปนตองมีสาร PCR 
enhancer ชวย (Malorny et al., 2003b)   

 
ป ค.ศ. 2002 Liu et al. ไดใชเทคนิค Nested PCR ในการตรวจสอบ Salmonella spp. ใน

ตัวอยางสัตวปก  โดยใชไพรเมอร 2 ชุด ชุดแรก invA 1 กับ invA 2 และ ชุดที่สอง invAnest 1 กับ 
invAnest 2  ซ่ึงใหผลิตผล PCR ขนาด 437 และ 199 bp  โดยวิธีนี้เร่ิมจากการนําตัวอยางสัตวปก  บม
ใน tetrathionate brilliant green broth ที่อุณหภูมิ 41.5 °C เปนเวลา 18 ช่ัวโมง  จากนั้นนํามาสกัด
DNA โดยการตมแลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปทํา PCR 2 คร้ัง  คร้ังแรกใชไพรเมอรชุดแรกโดยมี
สภาวะดงันี้ DNA denaturation 93 °C 1 วินาที, primer annealing 42 °C 1 วินาที และ primer 
extension 72 °C 1 วินาที จํานวน 30 รอบ  จากนั้นนําผลิตผลที่ไดไปทํา PCR อีกครั้ง  โดยใชไพร-
เมอรชุดที่สอง มีสภาวะดังนี้ DNA denaturation 94 °C 10 วินาที, primer annealing 55 °C 10 วินาที 
และ primer extension 72 °C เวลา 35 วินาที จํานวน 30 รอบ  นําผลิตภัณฑที่ไดไปแยกโดยการใช
กระแสไฟฟา  บน agarose gel รอยละ 1.5  ตรวจสอบผลการแยกดวยเอธิเดียมโบรไมด  พบวา การ
ใชไพรเมอรชุดแรกสามารถตรวจสอบ Salmonella spp. ไดตั้งแต 430 เซลล  โดยมีขนาด DNA 
เทากับ 437 bp และเมื่อนําผลิตผลที่ไดจากการทํา PCR คร้ังแรกมาทํา PCR อีกครั้ง  โดยใชไพรเมอร
ชุดที่สองสามารถตรวจสอบ Salmonella spp. ไดตั้งแต 4 เซลล  โดยมีขนาด DNA เทากับ 199 bp 
เพิ่มความไวของการตรวจสอบไดอยางมาก 

 
ในขณะที่ Oliveira et al. (2002) ไดใชเทคนิค PCR ตรวจสอบ และระบุชนิดของ 

Salmonella spp. จากสัตวปกจํานวน 103 ตัวอยาง และใชเชื้อแบคทีเรียเปรียบเทียบในการทดลอง 
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156 strains แบงเปน Salmonella 32 ซีโรไทป และ non – Salmonella  16 สปชีส และใชไพรเมอร 3 
ชุด  โดยชุดแรกเปน InvA ชุดที่สองเปน FliC และชุดที่สามเปน SefA  มีการ pre-enrichment 
ตัวอยางใน trypticase soy broth ที่อุณหภูมิ 37 °C 18 ชั่วโมง แลวทํา selective enrichment ใน 
rappaport vassiliadis (RV) broth บมที่อุณหภูมิ 42 °C 18 ช่ัวโมง  จากนั้นสกัด DNA template ที่ได
ไปทํา PCR ที่สภาวะ DNA denaturation 94 °C 1 นาที (รอบแรก 5 นาที), primer annealing 55 °C 1 
นาที และ primer extension 72 °C 2 นาที (รอบสุดทาย 7 นาที) เปนจํานวน 35 รอบ  นําผลิตผลจาก 
PCR ที่ไดมาแยกโดยกระแสไฟฟาบน agarose gel รอยละ 1.2  ตรวจสอบผลการแยกโดยการยอม
แถบ DNA ดวยเอธิเดียมโบรไมด  พบวา Salmonella ทุก strains ใหผลผลิต PCR ขนาด 284 bp  เมื่อ
ใช primer InvA สวน S. Typhimurium  ใหผลผลิต PCR ขนาด 620 bp เมื่อใชไพรเมอร Fli 15 กับ 
Typ 04 สําหรับ S. Enteritidis, S. Gallinarum และ S. Pullorum ใหผลิตผลขนาดเดียวกันคือ 488 bp 
เมื่อใชไพรเมอร A058 และ A01  เมื่อทดสอบความไวของเทคนิค พบวา การใชไพรเมอรที่จําเพาะ
ตอ invA สามารถตรวจสอบ S. Enteritdis , S. Gallinarum, S. Pullorum และ S. Typhimurium ได
ตั้งแต 8, 1.1 x 103, 1.8 x 105 และ 2 เซลล ตามลําดับ  สวนไพรเมอรที่จําเพาะตอ sefA สามารถ
ตรวจสอบ S. Enteritidis, S. Pullorum และ S. Gallinarum ไดตั้งแต 1.2 × 103, 1.8 × 106 และ         
4.4 × 107 เซลล ตามลําดับ  สําหรับไพรเมอรที่จําเพาะตอ fliC สามารถตรวจสอบ S. Typhimurium 
ไดตั้งแต 7 เซลล   

 
สําหรับการตรวจนับเชื้อดวยวิธี MPN เปนการตรวจนับแบคทีเรียโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ

ชนิดเหลวหรือชนิดแข็งก็ได  แตเหมาะสําหรับตัวอยางที่มีแบคทีเรียปนเปอนในตัวอยางอยูนอย  
เทคนิคนี้ในกรณีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเริ่มจากการเตรียมตัวอยางเชนเดียวกับการตรวจเชื้อดวยอาหาร
แข็ง  โดยเตรียมตัวอยางที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดหลวในหลอด
ทดลองที่ระดับความเขมขนละ 3 หรือ 5 หลอด  ซ่ึงจะเรียกวาเทคนิค MPN แบบ 9 หลอด หรือ 15 
หลอด ตามลําดับ  การประเมินผลจํานวนแบคทีเรียอานไดจากตาราง MPN  ซ่ึง MPN จากตาราง
คํานวณโดยใชเทคนิคทางสถิติ  ผลการนับแบคทีเรียจาก MPN โดยทั่วไปมักสูงกวาการตรวจนับ
โดยเทคนิค standard plate count  เทคนิค MPN นับไดวาไดรับความนิยมกันอยางกวางขวางทั้งนี้
อาจจะเนื่องมาจากเปนเทคนิคที่งายไมซับซอนและอาจตรวจหาแบคทีเรียกลุมใดกลุมหนึ่งโดยใช
อาหารเลี้ยงเชื้อเลือกชนิดเฉพาะ (Selective media) หรืออาหารเลี้ยงเชื้อที่จําแนกความแตกตาง 
(Differential media) (สุมณฑา, 2545)  นอกจากนี้ยังเปนทางเลือกวิธีใหมในการตรวจหาปริมาณเชื้อ 
Salmonella spp. รวมกับการใชเทคนิค PCR (MPN-PCR)  ซ่ึงเปนวิธีที่แมนยําและรวดเร็วสามารถ
ทราบการปนเปอนในเชิงปริมาณ  



 17 

Yen et al. (2009) ศึกษาการปนเปอนของเชื้อ Bacillus spp. และ Bacillus cereus ดวยวิธี 
MPN-PCR ในธัญพืชพรอมบริโภค เชน อาหารสําหรับทารก ธัญพืชที่ไมไดผานกระบวนการแปร
รูป ธัญพืชชนิดแทงและธัญพืชพรอมดื่มกึ่งสําเร็จรูป เปนตน พบวา ความชุกจากการปนเปอนของ
เชื้อ B. cereus คิดเปนรอยละ 78 ของตัวอยางธัญพืชที่ผานกระบวนการแปรรูป  ชวงปริมาณการ
ปนเปอนเทากับ 30 – 2,400 MPN/g  ในขณะที่พบความชุกของการปนเปอนของเชื้อ Bacillus spp. 
และ B. cereus ในธัญพืชพรอมบริโภคคิดเปนรอยละ 95 และ 76 ตามลําดับ และพบวาจากตัวอยาง
ทั้งที่มีการปนเปอนของเช้ือ B. cereus เพียงรอยละ 3.6 ที่มีปริมาณการปนเปอนสูงกวา 10,000 
MPN/g และสาเหตุที่ตัวอยางที่ผานกระบวนการแปรรูปแลวมีการปนเปอนคาดวามาจากการ
ปนเปอนขามในระหวางการผลิต 

 
จึงสรุปไดวาการตรวจเชื้อ Salmonella spp. ดวยวิธี MPN-PCR เปนทางเลือกของ

หองปฏิบัติการอีกวิธีหนึ่งเนื่องจากเปนวิธีที่รวดเร็ว และมีความแมนยําเปนผลดีกับการตรวจ
วิเคราะหเชื้อปนเปอนชนิดอ่ืนๆ ในตัวอยางที่มีจํานวนมากเนื่องจากสามารถลดความซับซอนของ
ขั้นตอนในการตรวจวิเคราะหและประหยัดเวลาโดยจะทราบผลภายในระยะเวลาไมเกิน 48 ชั่วโมง 
นอกจากนี้ยังสามารถรายงานผลในเชิงปริมาณเพื่อที่จะนําขอมูลที่ไดไปใชประโยชนตอไป เชน 
การเปรียบเทียบเกณฑมาตรฐานและการนําไปประเมินความเสี่ยงตอไป 
 
7.  ความสําคัญของการปนเปอนเชื้อจุลินทรียในผักสดจากการใชปุยอินทรีย 
 

ผักสดเปนผลิตผลทางการเกษตรที่มีการเสื่อมเสียจากจุลินทรียไดงาย  การผลิตในระดับ
อุตสาหกรรมจึงตองมีการควบคุมที่ดี  โดยเริ่มตั้งแตแหลงเพาะปลูก ขณะเพาะปลูก การปฏิบัติหลัง
การเก็บเกี่ยว การขนสงจนกระทั่งถึงการจําหนาย  แบคทีเรียชนิดที่เปนสาเหตุของการเกิดโรค
อาหารเปนพาหะและมักพบวาปนเปอนมากับผักผลไมพรอมบริโภค ไดแก E. coli และ Salmonella 
spp. (Singh et al., 2002) ซ่ึงมีการพบการปนเปอนของจุลินทรียที่มีอยูในสิ่งแวดลอมโดยมีแหลง
จากดิน น้ําและปุย (Brackett, 2000) ตลอดจนบริเวณพื้นที่ในการใชเล้ียงสัตว แหลงเหลานี้มักมี      
จุลินทรียที่อาศัยอยูในระบบทางเดินอาหารของสัตวปะปนออกมากับสิ่งขับถายของสัตว                  
ซ่ึงจุลินทรียเหลานี้เปนสาเหตุของการเกิดโรคในมนุษย  

 
การใชปุยคอกหรือปุยมูลสัตวผสมในการบํารุงดินและพืชเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดการ

ปนเปอนสูอาหาร  มีรายงานลาสุดยืนยันการตรวจพบแบคทีเรียชนิดกอโรค S. Typhimurium และ    
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E. coli O157:H7 ที่ใบและรากของผักที่ปลูกโดยการใชปุยคอก (Natvig et al., 2002)  ในการวิจัย
คร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อสํารวจคุณภาพทางจุลินทรียของผักสดเนนพืชผักสวนครัวเพื่อสงออก  
เนนชนิดจุลินทรียกอโรคคือ Salmonella spp. จากตัวอยางทั้งผักและสิ่งแวดลอมในแปลงเพาะและ
โรงคัดบรรจุ ณ สถานที่ที่เคยมีประวัติวามีการปนเปอนในผักสดสงออก  เพื่อนําขอมูลดังกลาวไป
ใชประโยชนในการประเมินความเสี่ยงและเพื่อพัฒนาการจัดการความเสี่ยงที่สามารถปฏิบัติไดใน
การสงออกผักตอไป  นอกจากนี้มีวัตถุประสงคศึกษาการอยูรอดและการคงอยูของเชื้อ Salmonella 
spp.ในปุยมูลสัตวที่ผลิตในประเทศ  เพื่อเปนขอมูลประกอบการจัดการความเสี่ยงของจุลินทรียกอ
โรคไมใหปนเปอนในพืชและอาหาร 

 

ปุยคอกเปนปุยอินทรียชนิดหนึ่งซ่ึงไดมาจากการเลี้ยงสัตวและไดมีการนํามาใชทาง
การเกษตรอยางแพรหลายเปนเวลานานปมาแลว  ปุยคอกไมเพียงแตจะใหอินทรียวัตถุ ธาตุอาหาร
หลัก และธาตุอาหารรองที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของพืช  แตยังชวยปรับปรุงโครงสรางของดิน
ใหเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของพืช  ทําใหดินมีการระบายน้ําและอากาศดีขึ้น  ชวยเพิ่มความ
คงทนใหแกเม็ดดินเปนการลดการชะลางพังทลายของดินและชวยรักษาหนาดินไว  นอกจากนี้ยัง
เปนแหลงธาตุอาหารของจุลินทรียที่เปนประโยชนในดิน  ซ่ึงมีผลทําใหกิจกรรมตางๆ ของจุลินทรีย
ดําเนินไปอยางมีประสิทธิภาพและยังชวยเพิ่มปริมาณของจุลินทรียในดินอีกดวย  ในอดีตการใชปุย
คอกเปนไปอยางงายๆ ตามธรรมชาติจากมูลของสัตวที่เกษตรกรผลิตไดในฟารมเชน วัว ควาย สุกร 
มา แพะ แกะ ฯลฯ (นิรนาม, 2551) 

 

สําหรับคุณคาทางอาหารพืชของปุยคอกที่ผลิตจากมูลสัตวนั้นจะแตกตางกันไปตามแหลง
วิธีการเลี้ยงและการเก็บรักษา  ในแงของธาตุอาหารหลักที่พืชตองการคือ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
และโพแทสเซียมมีปริมาณคอนขางนอย ยกเวน มูลสุกร มูลไก และมูลคางคาวซึ่งมีธาตุอาหารหลัก
อยูสูง  แตขอดีของมูลสัตวคือ จะใหธาตุอาหารรองไดแก แคลเซียม แมกนีเซียม กํามะถัน และธาตุ
อาหารเสริม เชน เหล็ก แมงกานีส สังกะสี ทองแดง โบรอน โมลิบดีนัม และคลอรีน (ตารางที่ 3) 
นอกเหนือจากนั้นปุยมูลสัตวยังใหฮอรโมนและสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดตางๆ ที่จําเปน
สําหรับพืชอีกมากมาย  แตอยางไรก็ตาม พบวามูลสัตวเหลานี้กอใหเกิดโรคปญหาการปนเปอนของ
เชื้อจุลินทรียกอโรคชนิดตางๆ โดยมีแหลงจากปุยคอก  มีผลทําใหเกิดการปนเปอนในผักและผลไม 
และกอใหเกิดปญหาโรคระบาด  บางโรครายแรงถึงแกชีวิต ตัวอยางเชน การปนเปอนของ
เช้ือจุลินทรียกอโรคในปุยคอกและในผักและผลไมชนิดตางๆ รวมถึงแสดงอัตราการเจ็บปวยและ
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เสียชีวิตแสดงกอนหนานี้ (ตารางที่ 2) อยางไรก็ดี มีปจจัยหลายประการที่เกี่ยวของกับการรอดชีวิต
ของจุลินทรียกอโรคในสภาวะการหมักและการเก็บรักษา ขึ้นกับ 

 

- ชนิดของปุยคอกหรือปุยมลูสัตว 
- คาความเปนกรด-เบสหรือพีเอช 
- อินทรียวัตถุที่มีอยูในปุยคอก เชน เศษพชื ผัก ฟาง หญา 
- อุณหภูม ิ
- ชนิดและจํานวนของเชื้อกอโรคที่มีในปุยคอก 
- การแขงขันการอยูรอดของจุลินทรียแตละชนิดในปุยคอก 
 
สวนปจจัยประกอบอื่นๆ ที่กอใหเกิดการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียในผลิตภัณฑและบรรจุ

ภัณฑของผักและผลไมสดมีหลายปจจัย  ที่พบมากคือ ระบบการชลประทาน สุขลักษณะที่ไมดีของ
เกษตรกรรมอันเนื่องมาจากคน และการทําความสะอาดอุปกรณเพื่อใชในการเกษตรไมดีพอ 
(Beuchat, 1996) มีหลายเสนทางที่เช้ือจุลินทรียกอโรคสามารถปนเปอนจากมูลสัตวมาสูผักและ
ผลไมสดได สรุปไดและแสดงในภาพที่ 2  

 
ภาพที่ 2  เสนทางการแพรเชือ้และปนเปอนของเชื้อจุลินทรียสูอาหาร 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Beuchat (1996) 
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ภาพที่ 2 แสดงเสนทางในการที่เชื้อจุลินทรียมีโอกาสแพรกระจายไปยังผักและผลไม ได 
ยกตัวอยาง เชน จุลินทรียในมูลสัตวมีการกระจายลงสูส่ิงปฏิกูลรวมถึงน้ําโสโครก ตอมากระจายลง
สูแหลงน้ําที่ใชในการเกษตร ดวยเหตุนี้ จึงมีโอกาสที่เชื้อจุลินทรียจะปนเปอนสูผักและผลไมได 
หรือการปนเปอนจากเชื้อจุลินทรียในมูลสัตวสูผักและผลไมโดยตรงเมื่อเกษตรกรนํามูลสัตวมาใช
เพื่อทําปุยเพื่อเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Beuchat, 1996) 
 

ในป ค.ศ. 2003 Jiang et al. ศึกษาอัตราการยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. coli O157:H7 ทั้ง 5 
strain ในปุยมูลวัวที่ผานการฆาเชื้อ (Autoclaved) ที่ปริมาณความชื้นรอยละ 38  โดยเปรียบเทียบการ
เก็บปุยมูลวัวที่อุณหภูมิแตกตางกันคือ 50, 55, 60, 65 และ 70 °C ตรวจนับโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ 
trypticase soy agar (TSA) ที่เติม ampicillin  พบเชื้อ E. coli O157:H7 ในปุยมูลวัวที่ผานการฆาเชื้อ
มีจํานวนลดลง 4 log CFU/g ที่ 8, 3 ชั่วโมงและ 15, 2 และนอยกวา 1 นาที  ที่อุณหภูมิ 50, 55, 60, 65 
และ 70 °C ตามลําดับ  เวลาที่ใชในการลดจํานวนจุลินทรียในปุยที่ไมผานการฆาเชื้อนอยกวาปุยที่
ผานการฆาเชื้อ คา D-value ของปุยที่ผานการฆาเชื้อท่ี 50, 55, 60, 65 และ 70°C มีคา 137, 50.3, 4.1 
1.8 และ 0.93 นาที ตามลําดับ  สวนคา D-values ของปุยที่ไมผานการฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 50, 55 และ 
60°C มีคา 135, 35.4 และ 3.9 นาที ตามลําดับ  

 
ในขณะที่ Islam et al. (2004) ศึกษาการปนเปอนจากเชื้อ S. Typhimurium ในแครอทและ

แรดดิช  โดยการสรางการปนเปอนของเชื้อ S. Typhimurium ที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 7  log 
CFU/g ลงใน ปุยมูลสัตวปก ปุยมูลวัวและปุยมูลวัวที่มีการปรับคาพีเอชเทากับ 7.5 และน้ําที่ใชใน
การเพาะปลูกมีเชื้อเร่ิมตนเทากับ 5 log CFU/ml  เพื่อศึกษาความสามารถในการอยูรอดของเชื้อ S. 
Typhimurium ในดินที่มีการผสมกับปุยรวมถึงน้ําที่ใชเพาะปลูกท่ีมีการปนเปอนดังกลาว พบวา S. 
Typhimurium รอดชีวิตไดในดินเปนเวลา 203-231 วัน และสามารถตรวจพบเชื้อในแปลงหลังจาก
หวานเมล็ดแครอทและแรดดิชไดนาน 203 และ 84 วันตามลําดับ  เชื้อมีชีวิตรอดไดนานที่สุดในดิน
ที่ผสมดวยปุยมูลสัตวปกและเจริญไดนอยที่สุดในดินที่ผสมกับปุยมูลวัวที่มีการปรับคาพีเอชเปน 
7.5  ในขณะที่ผัก เชื้อมีชีวิตรอดไดนานถึง 2-3 เดือน 
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ตารางที่ 3  คาพีเอช ปริมาณความชื้นและธาตุอาหารในมลูสัตวและอินทรียวัตถุที่จะนํามาทําปุยคอก 
 

รอยละของธาตุอาหารหลัก** รอยละของธาตุอาหารรอง** รอยละของธาตุอาหารเสริม (ppm) ชนิด 
มูลสัตว 

ความเปน 
กรด-เบส* 

ความชื้น 
(%)* N P K Ca Mg S Fe Mn Zn Cu 

มูลวัว (ใหม) 10.4 47 1.95 1.76 0.43 1.82 0.56 0.07 4,630 670 190 32 
มูลวัว (เกา) 8.7 - 1.73 0.49 0.30 0.55 0.22 0.05 4,630 840 87 29 
มูลกระบือ (เกา) 8.7 10 1.82 1.92 0.12 2.06 0.74 0.51 14,550 722 300 52 
มูลสุกร (เกา) 6.9 30 2.83 16.25 0.11 8.11 2.42 0.14 8,500 970 2,600 1,650 
มูลไก (เกา) 8.2 9 2.09 6.07 0.42 11.30 0.86 0.68 1,850 670 1,040 32 
กากน้ําปลา 6.1 - 4.02 7.75 0.06 6.23 0.63 0.00 850 120 220 140 
มูลคางคาว 7.5 9 3.32 13.95 0.29 18.01 0.48 0.28 22,100 3,800 9,900 4,200 
 
ที่มา: ดัดแปลงจาก (ชนวน และคณะ, 2532) *, (กรมวิชาการเกษตร, 2537) ** 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1.  จุลินทรียท่ีใชในการทดลอง 
 
 1.1 การตรวจสอบโดยวิธี PCR ใช DNA ของเชื้อ Salmonella Rissen เปนตัวควบคมุที่
ใหผลบวก (Positive control) 
 1.2 การทดลองเรื่องการอยูรอดของเชื้อ Salmonella spp. ใชเชื้อบริสุทธิ์                                        
S. Hvittingfoss (Group I) และ S. Augustenborg (Group C) คัดแยกไดจากสิ่งแวดลอมใน
กระบวนการผลิตขั้นตนของโหระพาและผักชี ตามลําดับ สวน E. coli ไดรับอนุเคราะหจาก 
ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหารมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   

 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 2.1   Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) (Merck Labolatories, Darmstad, Germany) 
 2.2   Trypticase Soy Broth (TSB) (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
 2.3   PetrifilmTM Aerobic Count Plate (3M Microbiology Products, USA) 
 2.4   PetrifilmTM Yeast and Mold Count Plate (3M Microbiology Products, USA) 

 2.5   Peptone from meat (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
2.6   Di – Sodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Analytical Univar Reagent, 

Australia) 
 2.7   Mono – Potassium phosphate (Analytical Univar Reagent, Australia) 
 2.8   Sodium chloride (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
 2.9   Rappaport-Vassiliadis (RV) Broth (Difco Laboratories, U.S.A.) 
 2.10 Hektoen Enteric (HE) agar (Difco Laboratories, U.S.A.) 
 2.11 Triple Sugar Iron Agar (TSI) (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
 2.12 Lysine Iron Medium (LIM) (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
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 2.13 MacConkey agar (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany)  
 

3.  สารเคมี 
 

3.1   Chelex-100 (BIORAD®, USA) 
 3.2   แมกนีเซยีมคลอไรด (MgCl2) (Invitrogen, Brasil) 
 3.3   Deoxynucleoside triphosphates (dNTP) (Sib Enzyme Co., Ltd.) 
 3.4   เอนไซม DNA polymerase (Platinum® Taq Polymerase, Invitrogen, Brasil) 
 3.5   DNA Marker (Bio Excellence, Thailand) 
 3.6   IAC (Internal Amplification Control) (ศูนยพันธวุศิวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ 
แหงชาต)ิ 

3.7   ไพรเมอร (Primer): pinvA – 139, pinvA – 141 (ศูนยพันธุวิศวกรรมและ   
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต)ิ 
 3.8    Agarose (Bio Excellence, Thailand) 
 3.9   10x PCR Reaction Buffer (Invitrogen, Brasil) 
 3.10  5x TBE buffer (Bio Excellence, Thailand)  
 
4.  อุปกรณ 
 
 4.1    เครื่องปนเหวี่ยง (Tomy model MX – 301, USA) 
 4.2    เครื่องปนเหวี่ยง (Biofuge primo model D-37520 osterode, Germany) 
 4.3    เครื่องควบคุมอุณหภมูิ (Heat box) (Eppendorf ®model T 3317-1EA, USA) 
 4.4    Electropholysis Chamber (Hoefer model EV 265, USA) 
 4.5    เครื่องพีซีอาร (BIORAD model S1000, USA) 

4.6    เครื่อง UV transilluminator (Geneflow model Gel Doc 2000, UK)  
 4.7    ไมโครปเปตขนาด 5, 20, 100 และ 1,000 μl (Eppendorf ®model series 2100, USA) 

4.8    ไมโครเวฟ (Sharp model R-241, Thailand) 
4.9    ตูบมเพาะเชื้อ (Memmert model 600 D 06062, Germany) 

 4.10   หมอนึ่งฆาเชื้อ (Tomy model ES-315, Japan) 
 4.11   เครื่องชั่งชนิดหยาบ (Sartorius model BA-160, Germany) 
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 4.12   เครื่องชั่งทศนิยมชนดิละเอียด (Ohaus model AP 2105, USA) 
4.13   ตู Laminate flow cabinet (Microflow model Advanced biosafety cabinet, UK) 
4.14   เครื่องวัดคาความเปนกรดเบสหรือคาพีเอช (Jenco model 6071, Taiwan) 
4.15   เครื่องตีปน (Seward Stomacher model BA 7021, Lab Blender, England) 
4.16   เครื่องผสมสารละลายในหลอด (Vortex mixer model Genie II, USA) 
4.17   เครื่องวัดอุณหภูมิ (Testo model Mini thermometer, USA) 

 
5.  เคร่ืองแกวและอุปกรณตางๆ ท่ีจําเปน 

 
6.  ตัวอยางตัวอยางผักสดท้ัง 2 ชนิด  
 

โหระพาและผักชีพรอมสงออกไดรับความอนุเคราะหจากบริษัทเอกชนผลิตผักสดเพื่อการ
สงออก 
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วิธีการ 
 

1.  ตรวจสอบคุณภาพทางดานจุลินทรียและปริมาณ Salmonella spp. ของผักสด สิ่งแวดลอมใน
แปลงเพาะปลูก และบริเวณตัดแตง   
 

        1.1  การสุมตัวอยาง  
 

  ผักสด 2 ชนิดที่ใชในการศึกษาเปนตัวแทนผักสดสวนครัวที่นิยมใชในภัตตาคารอาหาร
ไทยในตางประเทศ และมีรายงานวาโหระพาและผักชีมีการปนเปอน Salmonella spp. และ E. coli 
ในป พ.ศ. 2548 ทําการเก็บตัวอยาง ดิน น้ําและปุยจากสิ่งแวดลอมจากแปลงเพาะปลูกและ
ส่ิงแวดลอมและอุปกรณ ณ ขั้นตอนตัดแตงที่สงผักสดกอนสงเขาโรงงาน รวมทั้งผักสดที่บริษัท
สงออกพรอมที่จะสงตางประเทศ  

 
  เมล็ดและสิ่งแวดลอมบริเวณแปลงเพาะปลูก ไดแก สุมตัวอยางเมล็ดโหระพาและผักชี

จํานวนชนิดละ 3 ตัวอยาง ดินจากแปลงผักสดทั้ง 2 ชนิด จํานวน 30 จุด แปลงละ 15 จุด ซ่ึงดนิในแต
ละจุดกําหนดมีระยะหางกันประมาณ 10 m โดยจุดที่สุมควรมีระยะหางจากขอบแปลงประมาณ 30 
cm ในกรณีของปุยมูลใหสุมตัวอยางจากกองปุย จากจุดที่มีความลึกลงมาจากผิวหนาประมาณ 15 
cm จากทั้ง 2 แปลงจํานวน 30 จุด และตําแหนงในการเก็บตัวอยางน้ําในแปลงเพาะปลูกแตละจุด
ควรหางออกจากกันประมาณ 10 m ทั้ง 2 แปลงจํานวน 30 ตัวอยาง (ภาพผนวกที่ ง1) 

 
  ผักสด ในกรณีของโหระพาทําการเก็บตัวอยางระหวางการตัดแตงเบื้องตน ไดแก ผัก

กอนลาง ผักหลังลางน้ําและผักกอนสงเขาโรงงานคือ บริเวณหนาโรงงาน จํานวนชนิดละ 10 ตัวอยาง 
สุมตัวอยางทํานองเดียวกันกับ ผักชี เพียงแตจํานวนตัวอยางผักชีเพิ่มขึ้นมา 1 ขั้นตอนคือ ตัวอยางผักชี
หลังมีการขัดรากทําความสะอาดจํานวน 5 ตัวอยาง ผักสดทั้ง 2 ชนิดถูกเก็บจากเขงบรรจุผักโดยที่ แต
ละจุดของการสุมจะหางกันประมาณ 15 cm (ภาพผนวกที่ ง2) 
 

  ส่ิงแวดลอมบริเวณขั้นตอนตัดแตง ไดแก ตัวอยางถุงมือและมือจากเกษตรกรที่ทํางาน
ขณะตัดแตงเบื้องตนของโหระพาและผักชี ชนิดละ 10 ตัวอยาง (ภาพผนวกที่ ง3) กรณีถุงมือใหตัด
บริเวณฝามือใหไดขนาด 2×5 cm2 และสวนการ swab มือเกษตรกรใหนําไม swab ปลอดเชื้อจุมลงใน
สารละลาย เปปโตนเขมขน รอยละ 0.1 แลวนําไปปายบริเวณฝามือและหัวแมมือรวมทั้งนิ้วที่สัมผัส
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กับผักใหไดพื้นที่ 2×5 cm2  จากนั้นนําไม swab จุมลงในสารละลายเปปโตนเขมขนรอยละ 0.1 
ปริมาตร 10 ml บรรจุในหลอดที่เตรียมไวแลว  ในกรณีกรรไกรตัดแตงเฉพาะในแปลงโหระพา 
จํานวน 10 ตัวอยาง สุมตัวอยางโดย swab บริเวณสวนที่กรรไกรสัมผัสกับผักสดโดยมีพื้นที่ประมาณ 
2×5 cm2 ตอตัวอยาง (ภาพผนวกที่ ง3) 

 
การเก็บตัวอยางโตะตัดแตง  จากทั้งแปลงโหระพาและผักชีจํานวนแปลงละ 10 ตัวอยาง 

โดยวิธีการ swab โดยใชไม swab ที่ปลอดเชื้อปายบริเวณโตะที่ปฏิบัติงานในพื้นที่ 5×10 cm2 ตอ
ตัวอยางสวนตัวอยางเขงใสผักสดให swab 3 จุด คือ กน กลาง และปากเขง ในเขงที่พบในการตัดแตง
ขั้นตนของแปลงโหระพาและแปลงผักชี จํานวน 5 และ 10 ตัวอยาง ตามลําดับ (ภาพผนวกที่ ง3) 
สําหรับผาคลุมผักจากการสงโหระพาและผักชีเขาโรงงาน  ใหตัดสวนของผาคลุมที่สัมผัสกับผักสดใน
ระหวางการขนสงไปยังโรงงาน  ดวยขนาดพื้นที่ประมาณ 2×5 cm2 จํานวนชนิดผักละ 5 และ 8 
ตัวอยาง ตามลําดับ (ภาพผนวกที่ ง2) 

 
สุดทายคือสุมตัวอยางน้ําที่ใชในการลางผักโดยจะทําการสุมตัวอยางทั้งกอน หลัง และใน

ระหวางการลางโหระพาและผักชี เปนจํานวน 3 และ 10 ตัวอยาง ตามลําดับ (ภาพผนวกที่ ง2) ตัวอยาง
จะถูกเก็บและนําเขาหองปฏิบัติการแลวทําการวิเคราะหจุลินทรียภายใน 4 ชั่วโมงดังนี้ 

 
-  ตัวอยาง ดิน น้ํา ปุย เก็บตัวอยาง ดินและปุยในถุงปลอดเชื้อ และตัวอยางน้ําเก็บในขวด    

แกวปลอดเชื้อ  โดยตัวอยางทั้ง 3 ชนิด ควบคุมที่อุณหภูมิ 10 °C บรรจุในกลองโฟม ซ่ึงมี   
เจลใหความเย็นบรรจุอยู  

 
-  ตัวอยางผักสดบรรจุในถุงพลาสติกถูกเก็บไวในกลองควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิ    

ประมาณ 10 °C  
 

-  ตัวอยางจากสิ่งแวดลอม (จากการ Swab) หลอดบรรจุเปปโตนเก็บที่อุณหภมูิ           
ประมาณ 10 °C ในกลองควบคุมอุณหภูมิ  
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1.2  ตรวจสอบปริมาณเชื้อจลิุนทรียทั้งหมด 
 

ชั่งตัวอยาง เมล็ด ดิน ปุยและผักสดที่เตรียมไดจากขอ 1.1 มา 25 g ใสในถุงตีปนปลอด
เชื้อ  เติมสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 225 ml ลงไป ตัวอยางจากสิ่งแวดลอม
ไดแก เมล็ด ดิน ปุยและผักสดใชวิธีการตีปน เปนเวลา 60 วินาที  สวนตัวอยางถุงมือ ผาคลุม ตรวจนับ
ปริมาณเซลลดวยเทคนิค rinse test ปเปตสารละลายเปปโตนที่ทําการ rinse หรือตีปน 1 ml  ในกรณี
ตัวอยาง swab test ปเปตตัวอยางจากหลอดที่เก็บตัวอยางโดยตรงหรือตัวอยางน้ําปริมาตร 1 ml ใสลง
ในหลอดทดลองซึ่งมีสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 9 ml  เจือจางใหไดระดับ
ความเขมขนที่เหมาะสม  ปเปตสารละลายดังกลาว 1 ml เติมลงบนแผน PetrifilmTM Aerobic Count 
Plate  ใชแบบพิมพกดบริเวณผิวหนาอาหารเพื่อใหสารละลายกระจายทั่ว  นําไปเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
37±0.2 °C เปนเวลา 24 - 48 ชั่วโมง  ตรวจนับโคโลนีบนแผน PetrifilmTM ที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 
25-250 CFU แตละตัวอยาง ทําการตรวจสอบ 2 ซํ้า  

 
จํานวนตัวอยางและปริมาณตัวอยางที่สุม ไดสรุปและเสนอในตารางที่ 4 ดังนี้ 

 
ตารางที่ 4  แหลงการปนเปอนจากตวัอยาง ผักสด ส่ิงแวดลอมบริเวณแปลงเพาะปลูกและจุดตัดแตง 
 

แหลงการปนเปอน 
ปริมาณ/ตัวอยาง 

g, ml, cm2 
โหระพา 
(ตัวอยาง) 

ผักชี 
(ตัวอยาง) 

ผักกอนลาง 400 – 600 10 10 
ผักหลังลาง 400 - 600 10 10 
ผักหนาโรงงาน (กอนเขา) 400 - 600 10 10 
ผักหลังขัดราก 400 - 600 - 5 
ผักสงออก 400 - 600 15 15 
เมล็ด 50 - 100 3 3 
ดิน 250 15 15 
ปุย 250 15 15 
น้ําในแปลงเพาะปลูก 250 15 15 
ถุงมือ/มือ 2×5 (swab) 10 10 
โตะตัดแตง 5×10 (swab) 10 10 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

แหลงการปนเปอน 
ปริมาณ/ตัวอยาง 

g, ml, cm2 
โหระพา 
(ตัวอยาง) 

ผักชี 
(ตัวอยาง) 

ภาชนะใสผักหลังลาง 2×5 (swab) 5 10 
ผาคลุม 2×5 5 8 
กรรไกรตัดแตง 2×5 (swab) 10 - 
น้ําลางผัก 250 3 10 
รวมจํานวนทั้งหมด  136 146 
 

1.3  ตรวจสอบปริมาณของเชื้อราและยีสต 
 

ชั่งตัวอยางทําการ rinse test หรือตีปนจากตัวอยางผักสดและตัวอยางจากสิ่งแวดลอมตาม
ความเหมาะสมดังไดกลาวมาแลวในขอ 1.2 เจือจางใหไดระดับความเขมขนที่เหมาะสมดวย
สารละลายเปปโตนรอยละ 0.1 ปริมาตร 9 ml  โดยปกติเจือจางใหไดความเขมขนสุดทายคือ 10-2, 10-3 
และ 10-4  จากนั้นปเปตสารละลายดังกลาวมา 1 ml ใสลงบนแผน PetrifilmTM Yeast and mold count 
plate ใชแบบพิมพกดบริเวณผิวหนาอาหารเพื่อใหสารละลายกระจายทั่วแลวนําไปเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
25±1 °C เปนเวลา 3 - 5 วัน  ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนแผน PetrifilmTM ที่เพาะเชื้อที่มีจํานวน
ระหวาง 15-150 CFU แตละตัวอยาง ทําการตรวจสอบ 2 ซํ้า   

 
1.4  การคัดแยกเชื้อ Salmonella spp. เพื่อตรวจหา serotype  (ดัดแปลงจากวิธีการมาตรฐาน 

อางอิงจาก International Standardization Organization, ISO 6579; 2002) 
 

เตรียมตัวอยางในทํานองเดียวกันกับขอ 1.2  หากเปนตัวอยางแข็งนําไปชั่ง 25 g สวน
ตัวอยางเหลวเชน น้ํา ใชปริมาตร 25 ml ใสลงใน buffered peptone water (BPW) ปริมาตร 225 ml 
นําไปเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง  ปเปตตัวอยางอาหารปริมาตร 0.1 ml ใสลงใน 
rappaport-vassiliadis (RV) Broth แลวนําไปแชในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 42±0.2 °C เปนเวลา 18 - 
24 ชั่วโมง  นําเชื้อที่อยูใน RV broth มา streak ลงบนจานเพาะเชื้อท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อ xylose lysine 
desoxycholate (XLD) agar และ hektoen enteric (HE) agar เพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 
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ชั่วโมง  ตรวจดูลักษณะโคโลนีสีเขียวเขมถึงสีดําขนาด 0.5 mm ที่ปรากฏบนอาหาร HE และโคโลนี
สีแดงถึงสีดําขนาด 0.5 mm ที่ปรากฏบนอาหาร XLD  

 
   เขี่ยโคโลนีที่สงสัยวาเปน Salmonella spp. มา streak และ stab ลงบนอาหาร triple sugar 

iron agar slant (TSI) และ lysine iron medium (LIM) นําไปเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 
ชั่วโมง  ถาใหผลบวกใน TSI ที่กน slant จะเปนสีดํา ชวงกลาง slant เปนสีเหลืองและที่ผิวหนา slant 
จะมีสีแดง สวนใน LIM จะไมเกิดการเปลี่ยนแปลงคือเปนสีมวง  จากนั้นเขี่ยเชื้อเล้ียงบนอาหาร 
nutrient agar ชนิดเดียว เชื้อละ 1 หลอด  สงตรวจทางซีโรวิทยาเพื่อหาซีโรไทป ที่บริษัท  S.A.P.  
Laboratories จํากัด  

 
 1.5  การตรวจวิเคราะหปริมาณเชื้อ Salmonella spp. ดวยวิธี MPN-PCR 

 
1.5.1  การสกัด DNA (Malorny et al., 2003b) 

 
ปเปตตัวอยางที่ผานการเพาะเชื้อดวย buffer peptone water (BPW) ที่ 37 °C เปนเวลา 

24 ชั่วโมง (ขอที่ 1.4)  ปริมาตร 1 ml ใสลงในหลอด micro centrifuge นํามาปนเหวี่ยงที่ 10,000 x g 
เปนเวลา 5 นาที ทิ้งสวนใส  จากนั้นเติมสารละลาย chelex-100 เขมขนรอยละ 6 ปริมาตร 300 μl 
เขยาใหเขากัน แลวจึงบมที่อุณหภูมิ 56 °C เปนเวลา 15 – 20 นาที เขยาใหเขากัน  นําตัวอยางนั้นมา
ตมในหมอตมน้ําที่อุณหภูมิ 100 °C เปนเวลา 8 นาที  จากนั้นนําออกมาแชน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 2 
นาที แลวนําตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบเทากับ 13,000 rpm นําสวนใสที่ไดมาทําการเจอื
จางดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อในอัตราสวน 1 : 50  

 
1.5.2  การปฏิบัติการ PCR (ดัดแปลงจากวธีิของ Malorny et al., 2003a) 
 

  ปเปตสารตางๆ ใสลงในหลอด micro centrifuge ในปริมาตรที่กําหนดตอ 1 ตัวอยาง
ที่ตองการตรวจ PCR  ดังนี้ Nanopure Water (MQ) ปริมาตร 10.35 μl, 10 x Buffer (MgCl2 Free) 
ปริมาตร 2.5 μl, Magnesiumchloride (MgCl2 50 mM) ปริมาตร 0.75 μl, dNTPs (2.5 mM) ปริมาตร 
2 μl, DNA primer pinvA – 139 (5’-GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA-3’) 20 μM 
ปริมาตร 0.25 μl, DNA primer pinvA – 141(5’-TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C-3’) 20 
μM ปริมาตร 0.25 μl, IAC (300 coppies/μl) 0.25 μl และปเปต Taq DNA Polymerase (Platinum 



 30 

Taq 5 U/ μl) ปริมาตร 0.15 μl เปนลําดับสุดทาย  ในระหวางการเตรียมสารละลายเหลานี้จําเปน
จะตองเตรียมในที่อุณหภูมิต่ําเพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยาในระหวางการเตรียมสาร โดยเตรียมสาร
ทั้งหมดในกลองโฟมบรรจุน้ําแข็ง  ปเปตสารประกอบของปฏิกิริยาปริมาตร 20 μl ใสลงใน strip 
tube  จากนั้นปเปตตัวอยางที่สกัดดวย chelex-100 และเจือจางตัวอยางแลวปริมาตร 5 μl ไวที่ขอบ
ของ strip tube เพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยา  ปนเหวี่ยง strip tube อีกครั้งกอนนําตัวอยางลงเครื่อง 
PCR เพื่อตรวจเชื้อ Salmonella spp. ในการตรวจเชื้อจําเปนตองมีตัวอยางควบคุมโดยใช DNA ของ
เชื้อ Salmonella spp. ดังเสนอไวแลวในหัวขออุปกรณ (ขอ 1.1) และน้ํากลั่นปราศจากเชื้อเปน 
positive control และ negative control ตามลําดับ (ภาคผนวก ค) 
 
  สภาวะในระหวางการเกิดปฏิกิริยา PCR จะประกอบไปดวยชวงอุณหภูมิตางๆ  คือ 
ชวงแรกอุณหภูมิจะเพิ่มจนถึง 95 °C และจะยังคงอุณหภูมินี้เปนเวลา 1 นาที และเขาสูชวงอุณหภูมิ 
95 °C เปนเวลา 30 วินาที  จากนั้นเปนชวงลดอุณหภูมิโดยอุณหภูมิลดลงเปน 64 °C เปนเวลา 30 
วินาที และกลับเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเปน 72 °C เปนเวลา 30 วินาที  โดยชวงอุณหภูมิและเวลาดังกลาวจะ
ยอนกลับมาเชนนี้เปนจํานวน 35 รอบ  หลังจากนั้นอุณหภมูิจะถูกคงที่ 72 °C เปนเวลา 4 นาที 
 
 1.5.3  การตรวจผล PCR ดวย Gel Electropholysis 
 
  เตรียม agarose gel เขมขนรอยละ 2 ดวย 0.5xTBE buffer มีความหนาประมาณ 0.5 
cm ทิ้งไวใหเจลแข็งตัวเวลา 1 ช่ัวโมง วางเจลลงใน electrophoresis chamber ทําการยอมสีทั้ง 
marker และตัวอยางที่ผานปฏิกิริยา PCR แลวหยด marker และตัวอยางลงหลุมโดยหยดหลุมละ 1 
ตัวอยาง ปริมาตร 5 μl  ใชความตางศักย 100 โวลตสําหรับเจลที่มีความยาว 10 cm เปนเวลา 1 
ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเจล มายอมดวย ethidium bromide เขมขน 0.5 μg /ml เวลา 15 – 20 นาที แลว
ลางออกดวยน้ําประปา  ตรวจผลโดยสองดูแถบ DNA ดวย UV transilluminator  โดยขนาดของ
โมเลกุลของเชื้อ Salmonella spp. เทากับ 285 bp (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 3  การตรวจผล PCR ดวย gel electropholysis โดย เลนที่ 1 – 5 และ 7 -8 คือตัวอยางน้ําที่ใช   
               ในการลางผักสดที่ใหผลลบ เลนที่ 6 ตัวอยางน้าํลางผักสดที่ใหผลบวก เลน + ve คือ   
               ตัวอยางควบคุมที่ใหผลบวก (285 bp) เลน – ve คือ ตัวอยางควบคุมที่ใหผลลบ (225 bp) 
  

 1.5.4 การตรวจนับเชื้อ Salmonella spp. ดวยวิธี MPN (Bacteriological Analytical Manual;  
FDA, 2006) 
 
  หลังจากที่ตีปนตัวอยางดวย peptone water ใหไดระดับความเขมขน 3 ระดับ เชน 
0.1, 0.01 และ 0.001 ml จากนั้น ปเปตแตละระดับความเขมขน ใสลงใน buffer peptone water 
(BPW) ปริมาตร 10 ml ที่ระดับความเขมขนละ 3 หลอด เพาะเชื้อท่ี 37 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง ซ่ึง
เปนเทคนิค MPN แบบ 9 หลอด แตละหลอดนําไปตรวจการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ดวย 
วิธี PCR บันทึกจํานวนหลอดที่ใหผลบวกในแตละระดับความเขมขน แลวประเมินจํานวนแบคทเีรยี
โดยการอานคาไดจาก ตาราง MPN (ตารางผนวกที่ จ1) รายงานผลในหนวย MPN/g, ml หรือ cm2  

222255  bbpp  

M 1 2 4 5 6 7 8 + ve - ve 

228855  bbpp 

3 

PPoossiittiivvee
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ตัวอยางเชน ผลการตรวจเชื้อดวยเทคนิค PCR  ใหผลบวกที่ระดับความเขมขนที่ 10-1, 10-2 และ 10-3 
ไดเทากับ 1 – 1 – 0  นําผลบวกที่ไดไปอานคาจากตาราง MPN ไดเทากับ 7.4 MPN เปนตน 
 
2.  ศึกษาการอยูรอดของเชื้อ Salmonella spp. และ E. coli   ในปุยอินทรีย 

  
   2.1  การเตรียมปุย 

 
ปุยอินทรียทีใ่ชในการศึกษาเปนปุยคอกหรือปุยมูลสัตวที่ผสมเสร็จแลวซ้ือจากราน

จําหนายปุยในเขตจังหวัดนครปฐม ปุยมูลสัตวผสมแบงออกเปน 4 ชนิด คือ ปุยมลูคางคาว ปุยมูล
สุกร ปุยมูลวัวและปุยมูลไก  ฆาเชื้อปุยทั้ง 4 ชนิดดวย autoclave sterilizer ที่ อุณหภมูิ 121 °C เวลา 
15 นาที โดยบรรจุในถุงพลาสติกชนิด poly propylene มัดปากถุงแนนปองกันไมใหไอน้ําเขาไปใน
ถุง เพื่อรักษาสภาพความชืน้เดิมของปุย หลังจากฆาเชือ้เสร็จทิ้งใหเยน็ที่อุณหภูมิหองกอนสรางการ
ปนเปอนในขอ 2.5 

 
 2.2  การเตรียมเชื้อบริสุทธิ์ Salmonella spp. และ E. coli 
 

 แบคทีเรียผสมแบงออกเปน 2 ชุด ไดแก ชุดที่ 1 แบคทีเรียผสมระหวางเชื้อ E. coli กับ 
S. Hvittingfoss และ ชุดที่ 2 เชื้อ E. coli ผสมกับ S. Augustenborg  เตรียมเชื้อบริสุทธ์ิโดยการถาย
เชื้อที่เก็บดวย NA slant ที่อุณหภูมิ 4 °C  ทําการถายเชื้อ 1 ลูป ลงใน TSB 10 ml  เพาะเลี้ยงเชื้อในตู
เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  วันที่สองจึงทําการถายเชื้อ 1 ลูป จาก TSB หลอด
แรกลงใน TSB 10 ml หลอดใหม  เพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะเดียวกันกับ TSB หลอดแรก และวันที่
สามจึงถายเชื้อ 1 ml ลงใน TSB 10 ml  ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง  
ตรวจนับปริมาณเซลลดังวิธีการในขอ 2.3  จากนั้นนําเซลลแบคทีเรียที่มีอายุได 18 ชั่วโมง มาเจือ
จางใหไดระดับความเขมขนสุดทายที่ตองการคือ 108 CFU/ml  เพื่อใชเปนเชื้อตั้งตนในการทดลอง
ตอไป 
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 2.3  การวิเคราะหหาปริมาณ Salmonella spp. และ E. coli ในกลาเชื้อ 
 
  ตรวจนับปริมาณเซลลเร่ิมตนดวยวิธี surface plate โดยการปเปตเชื้อเร่ิมตน 1 ml ใส
หลอดทดลองซึ่งมีสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 9 ml  เจือจางใหไดระดับ
ความเขมขนที่ตองการ  จากนั้นปเปตสารละลายเจือจางของเชื้อปริมาตร 0.1 ml ลงในจานเพาะเชือ้ที่
มีอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD สําหรับวิเคราะหจํานวนเชื้อ Salmonella spp. และ MacConkey agar สําหรับ
วิเคราะหเชื้อ E. coli ใชแทงแกวปลอดเชื้อเกล่ียเชื้อใหทั่วผิวหนาอาหาร  นําไปเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อ XLD และ MacConkey agar ที่
มีจํานวนโคโลนีระหวาง 15 - 150 CFU ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Salmonella spp. บน XLD คือ
โคโลนีสีแดงถึงสีดํา สวนลักษณะโคโลนีของเชื้อ E. coli บนอาหาร MacConkey agar คือ โคโลนี 
กลม สีชมพูแดง  คํานวณหาปริมาณเชื้อทั้งหมดในสารละลาย 1 ml  ทําการทดลอง 2 ซํ้าตอหนึ่ง
ความเขมขน 
 
 2.4  การเตรียมเชื้อผสมระหวาง Salmonella spp. และ E. coli เพื่อใชเปนเชื้อตั้งตน 
 

 หลังจากที่มีการเตรียมเช้ือบริสุทธิ์ Salmonella spp. และ E. coli ปริมาณเซลลตั้งตน
ประมาณ 108 CFU/ml นําสารละลายเชื้อบริสุทธิ์ใน TSB ไปปนเหวี่ยงเพื่อทําความสะอาดเซลล 
(Arrus et al., 2006) โดยการปนเหวี่ยงดวยควมเร็วรอบที่ 2,800 x g เวลา 10 นาที  จากนั้นเทสวนใส
ทิ้งแลวเติมสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดรอยละ 0.85 ปริมาตร 10 ml เขยาใหเขากันแลวนําไป
ปนเหวี่ยงที่ 2,800 x g เวลา 10 นาที แลวเทสวนใสออกลางเซลลและ ทําเชนนี้อีกครั้งจนครบ 3 ครั้ง 
แลวจึงนําเชื้อที่ผานการลางเซลลแลวมาผสมกัน  ซ่ึงในสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดรอยละ 
0.85 ปริมาตร 10 ml จะประกอบดวยเซลลของเชื้อ Salmonella spp. และ E. coli ชนิดละประมาณ 
108 CFU/ml  จากนั้นเจือจางเชื้อดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดรอยละ 0.85  ปริมาตร 90 ml 
เขยาใหเขากัน 

 
 2.5  การสรางการปนเปอนเทียมในปุยอินทรีย 
 

 ปุยมูลสัตวทั้ง 4 ชนิด ที่เตรียมไวในขอ 2.1 แตละชนิดปุยแยกชั่งปุยแบงใสขวดแกว
ปลอดเชื้อ 12.5 g  จากนั้นปเปตสารละลายเชื้อผสมที่เตรียมได ปริมาตร 0.1 ml เติมใสลงในขวดที่
ไดชั่งปุยในเบื้องตน  แลวจึงชั่งปุยชนิดเดียวกันจํานวน 12.5 g ใสทับลงอีกครั้ง  ปดฝาแลวนําไปเก็บ
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ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 (อุณหภูมิหองปฏิบัติการที่ควบคุมดวยเครื่องปรับอากาศ) และ 40 ± 2 °C (ภายใต
ตูเพาะเชื้อควบคุมอุณหภูมิ)  ทําการทดลอง 2 ซํ้า จํานวนขวดแกวเพียงพอที่จะเก็บตัวอยางในเวลา 
21 วัน ทําซ้ําในทํานองเดียวกันจนครบปุยทั้ง 4 ชนิด 
 
 2.6  ศึกษาปรมิาณและการรอดชีวติของเชือ้ผสมภายใตอิทธิพลของอุณหภูมิ ในปุยอินทรีย 
 
 โดยวิธีการทดลองดัดแปลงจากวิธีของ Jiang et al., 2003 นําปุยคอกที่ผานการ
ปนเปอนเทียมจากขอ 2.5 เก็บรักษาอุณหภูมิ 25 ± 2 และที่ 40 ± 2 °C  ศึกษาการรอดชีวิตของเซลล
ในปุยคอก  ในวันที่ 0, 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 และ 21 ตรวจสอบเซลลรอดชีวิตดวยเทคนิค surface 
plate โดยนําตัวอยางปุยที่เตรียมไวใสลงในถุงตีปนแลวเทสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 
0.1 ปริมาตร 225 ml ตีปนใหเขากันเปนเวลา 30 วินาที  จากนั้นทําการเจือจางดวยสารละลาย         
เปปโตนเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 9 ml ในระดับที่เหมาะสม  ปเปตสารละลายลงบนผิวหนาของ
อาหารเลี้ยงเช้ือ MacConkey agar แลวใชแทงแกวปลอดเช้ือเกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อจน
แหง นําไปเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C เวลา 24 ชั่วโมง  ตรวจนับปริมาณของเชื้อ E. coli โดยโคโลนี
มีสีชมพูเขมขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 mm  
  
 สวนการรอดชีวิตของเชื้อ Salmonella spp. แตละสายพันธุในเชื้อผสมตรวจโดยการป-
เปตสารละลายจากถุงตีปนปริมาตร 10 ml ใสลงในอาหาร TSB ที่มีความเขมขนเปนสองเทา 
ปริมาตร 10 ml แลวนําไปเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C เวลา 18-24 ชั่วโมง  จากนั้นนําไป streak ลงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ XLD แลวเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C เวลา 24 ชั่วโมง  ตรวจการรอดชีวิตของเชื้อ 
Salmonella spp. โดยการปรากฏโคโลนีสีดําขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 mm บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
XLD การตรวจสอบจุลินทรีย ตรวจสอบ 2 ซํ้า  วัดคาพีเอชและปริมาณความชื้น (ภาคผนวก ข) สวน
อุณหภูมิวัดบริเวณจุดกึ่งกลางของตัวอยางดวย Mini thermometer  ในกรณีตรวจสมบัติทางเคมีของ
ปุย ตรวจสอบเพียงซํ้าเดียวจากทุกครั้งที่ทําการตรวจวิเคราะหจุลินทรีย (ภาคผนวก ข)  
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สถานที่และระยะเวลาทําการวิจัย 
 
1.  สถานที่ทําการทดลอง 

 
หองปฏิบัติการ Food safety ตึกอุตสาหกรรมเกษตร 2 ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

การอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน และศูนยพันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) อุทยานวิทยาศาสตรประเทศไทย ถนน
พหลโยธิน ตําบลคลองหนึ่ง อําเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี  
 
2.  สถานที่เก็บตัวอยาง 

 
 แปลงเพาะและโรงตัดแตงเบื้องตนของโหระพาและผักชีจากอําเภอเมอืง จังหวดันครปฐม 
ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท วี.เอส.เฟรสโก จํากัด  
 
3.  ระยะเวลาที่ทําการวิจัย 

 
             เร่ิมทําการวิจัยตั้งแตเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2551 และส้ินสุดการวิจัยเดือน ตุลาคม พ.ศ. 2552  
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ผลและวิจารณ 
 

1. ขอมูลจากการสํารวจแปลงเพาะปลูก สิ่งแวดลอมรอบแปลง และการปฏิบัติระหวางการผลิต
ขั้นตนของโหระพาและผักชีเพื่อการสงออก 
 
 1.1  แปลงโหระพา 
 
        จากการสํารวจแปลงโหระพาที่ผลิตเพื่อการสงออก และเก็บตัวอยางเพื่อนํามา
ตรวจสอบคุณภาพทางดานจุลชีววิทยา ในชวงเดือน พฤษภาคม – สิงหาคม พ.ศ. 2551  แปลงผัก
ตั้งอยูที่อําเภอเมือง จังหวัดนครปฐม  ซ่ึงมีระยะทางหางจากทางหลวงประมาณ 5 กิโลเมตร  
โดยรอบแปลงผักมีการปลูกพืชสวนครัวอ่ืนๆ ดวย เชน ตะไครและพริกขี้หนู  รวมถึงมีการเลี้ยงปลา
ในรองน้ําสําหรับใชรดผัก  บริเวณจุดตัดแตงผักเพื่อสงโรงงานผลิตตั้งอยูดานหนาแปลงเพาะปลูก  
ซ่ึงเปนบริเวณเดียวกับที่พักอาศัยของเกษตรกรโดยมีการตอเติมเปนลานปูนและมีหลังคาโดยใช
สังกะสี  บริเวณจุดตัดแตงเปนพื้นปูนแตพื้นที่ใชลางผักสดเปนดิน  เกษตรกรมีการรับประทาน
อาหารในระหวางปฏิบัติงาน  ไมไดกั้นบริเวณจึงมีสุนัขเล้ียงอยูบริเวณท่ีตัดแตง  จากการสํารวจ
บริเวณแปลงเพาะปลูกพบวา การปลูกโหระพามีการยกแปลงสูงขึ้นจากรองน้ํารอบแปลง  บริเวณ
รอบแปลงมีหองน้ําดานขางแปลงเพาะปลูก  ซ่ึงอยูติดกับรองน้ําที่ใชในการรดผัก  ใกลแปลงผักมี
ฟารมเปดตั้งอยูหางจากแปลงประมาณ 300 เมตร 
 
        ในการปลูกโหระพาเปนแบบการเพาะกลายายที่ปลูกคือ หวานและเพาะเมล็ดจากที่
หนึ่งและใหระยะเวลาเจริญจนเปนตนกลาประมาณ 20 - 25 วัน  จากนั้นจึงถอนตนกลาเพื่อท่ีจะยาย
ลงแปลงที่เตรียมไวแลวโดยจะปรับสภาพดินกอนที่จะมีการปลูก  โดยพรวนดินใหรวน  ผสมปุยมูล
สัตวและดินใหเขากัน  ลักษณะของดินในแปลงจะรวนพรอมนําตนกลาลงแปลง  เมื่อนําตนกลาลง
ปลูกในแปลงดังกลาวแลวจะรดน้ําดวยน้ําที่ไดมาจากทองรองบริเวณรอบแปลงเพาะปลูก  ใน
ระหวางการเพาะปลูกมีการใชปุยเคมีเพื่อเรงการเจริญของผัก  และฉีดยาฆาแมลงกอนการเก็บเกี่ยว
ประมาณ 2 อาทิตย  จากนั้นจึงจะสามารถเก็บเกี่ยวโหระพา  นับระยะการเก็บเกี่ยวหลังจากนําตน
กลาลงแปลงไดประมาณ 30-35 วนั 
 
        การเก็บเกี่ยวเร่ิมจากใชกรรไกรตัดบริเวณโคนตนและบรรจุโหระพาลงตะกรา
พลาสติกประมาณ 10 กิโลกรัมตอหนึ่งตะกราหลังเก็บเกี่ยวแลวตนของโหระพาสามารถแตกกิ่งและ
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ใบออกมาไดผลผลิตอีก จะทําการเก็บเกี่ยวทุกๆ 14 - 15 วัน ไดนานถึง 7-8 เดือน ซ่ึงหลังจากเก็บ
เกี่ยวแลวนําโหระพาไปตัดแตง 
         
        เร่ิมจากเกษตรกรใสถุงมือและรูดใบโหระพาที่แกและเนาเสียออก  ใชกรรไกรตัดแตง
กิ่งที่ไมตองการทิ้ง  มัดเปนกํา  แลวจึงนําไปลางทําความสะอาดเปนจํานวน 1 คร้ัง ในอางพลาสติกที่
รองน้ําประปาซึ่งไหลตลอดเวลาจากสายยางที่มีกอนหินผูกถวงไวกับขอบอางเพื่อปองกันไมใหสาย
ยางหลุดออกจากบริเวณปากอาง จากนั้นเขยาผักใหสะเด็ดน้ํา แลวบรรจุลงตะกราพลาสติก คลุมดวย
ผาขนหนูชุบน้ําหมาดพรอมสงไปยังโรงงานขนาดบรรจุประมาณ 10 กิโลกรัมตอตะกรา การปฏิบัติ
ในขั้นตนอางอิงตามแผนภูมิ (ภาพที่ 4) 
 
              1.2  แปลงผักชี 

 
 ในระหวางเดือน มีนาคม - พฤษภาคม พ.ศ. 2552 ไดเขาไปสํารวจและเก็บตัวอยางจาก

แปลงผักชีที่ผลิตเพื่อการสงออก  ตั้งอยูที่อําเภอดอนตูม จังหวัดนครปฐม  ซ่ึงแปลงผักนี้อยูหางจาก
ทางหลวงประมาณ 3 กิโลเมตรและใชเวลาในการเดินทางจากแปลงไปถึงโรงงานผลิตประมาณ 30 
นาที  จากการสํารวจบริเวณโดยรอบของแปลงเพาะปลูกพบวา แปลงเพาะปลูกบริเวณใกลเคียง
แปลงปลูกผักชีมีการปลูกผักสวนครัวชนิดตางๆ เชนกัน เชน โหระพาและกระเพรา  ประวัติการ
ปลูกจากการสัมภาษณพบวา ปลูกสลับกับการปลูกพืชตระกูลหัวไดแก เผือก  ซ่ึงจุดตัดแตงจะอยู
หางจากแปลงเพาะปลูกประมาณ 500 เมตร  ซ่ึงเปนพื้นที่บริเวณเดียวกับที่อยูอาศัยของเกษตรกร  
โตะตัดแตงทําจากไม และคลุมดวยแผนสังกะสี  มีพื้นที่ประมาณ 2×4 ตารางเมตร  ทั้งบริเวณที่ใช
ในการตัดแตงและลางผักเปนพื้นปูนที่อยูสูงจากพื้นดินประมาณ 10 เซนติเมตร  แตบริเวณดังกลาว
มีการเลี้ยงเปดที่มีการกั้นคอกไว 

 
จากการสังเกตการระหวางการเก็บตัวอยางในแปลงเพื่อตรวจสอบคุณภาพทางดานจุล-

ชีววิทยา พบวา แปลงผักชีมีความแตกตางจากแปลงโหระพาคือไมมีรองน้ําบริเวณรอบแปลงปลูก  
ลักษณะของแปลงจะยกแปลงขึ้นสูงจากพื้นดินรอบแปลงเล็กนอยเพื่อปองกันน้ําทวมขัง  
ส่ิงแวดลอมบริเวณแปลงเพาะปลูกมีแปลงผักโดยรอบ  เกษตรกรมีการปรับสภาพดินโดยการไถดิน
ใหรวนรวมกับการผสมปุยมูลสัตวใหเขากัน  รดน้ําเพื่อใหดินชุมแลวจึงทําการหวานเมล็ดลงแปลง  
ในระหวางการเพาะปลูกเกษตรกรจะใหน้ําแกผักชีเปนแบบระบบหัวฉีด (Springer) โดยที่ใชน้ํา
บาดาลเปนแหลงน้ําในการรดน้ําผัก ในระหวางการเพาะปลูกเกษตรกรมีการใชปุยเคมแีละกอนทํา
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การเก็บเกี่ยวประมาณ 2 อาทิตยมีการฉีดยาฆาแมลงและทําการเก็บเกี่ยวผักชีเมื่อมีอายุประมาณ 30 - 
45 วัน (นับจากวันที่หวานเมล็ดลงแปลง) และเก็บเกี่ยวผักชีทุกๆ 7 - 10 วัน ซ่ึงผักชีสามารถเก็บเกี่ยว
ไดนานประมาณ 30 วันหลังจากที่มีการเก็บเกี่ยววันแรก เนื่องจากผักชีอายุมากหรือแกไมเปนที่นิยม
ในการรับประทาน 

 
คนงานจะเก็บเกี่ยวผักชีโดยการใชมือเปลาถอนทั้งตนและราก  ซ่ึงกอนการถอนจะรด

น้ําใหทั่วแปลงเพื่อใหงายตอการถอนและปองกันไมใหรากขาด  หลังจากเก็บผักที่ไดจากแปลง  เร่ิม
มีการตัดแตงผักชีโดยใชมือเปลาเด็ดใบเสียออก มัดเปนกํา นําไปขัดราก  เกษตรกรจะใชแปรงที่มี
ลักษณะคลายแปรงขัดผาขัดบริเวณรากรวมกับการใชสายยางฉีดบริเวณรากเพื่อใหดินที่ติดมากับ
รากหลุดออก  หลังจากนั้นทําการลางทําความสะอาดดวยน้ําประปาอีกครั้งในอางน้ํา  แลวเขยาเพื่อ
สะเด็ดน้ํา  บรรจุลงเขงพลาสติก และใชผาสีขาวเนื้อบางชุบน้ําใหหมาดคลุมผักแลวนําสงโรงงาน
โดยปฏิบัติในขั้นตนตามขั้นตอน  ทั้งนี้พบวาไมมีการเติมสารฆาเชื้อใดๆ ในน้ําลาง (ภาพที่ 5) 
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ภาพที่ 4  แผนภูมิแสดงกระบวนการการผลิตขั้นตนของโหระพาเพื่อการสงออก 
        ขั้นตอนการผลิต ชนิดตัวอยางที่เก็บ 
 
 
 

 

แปลงเพาะปลกู 

 

การเก็บเกีย่ว 

 

ตัดแตงและมดัเปนกํา 

 

การลาง 

 

การขนสง 

 

เขาโรงงาน 

 

โหระพาพรอมสงออก 

 

เมล็ด, ดิน, ปุย, น้ํา 

 

โหระพากอนลาง 

 

โหระพาหลังลาง 

 

โหระพาหนาโรงงาน 

 

น้ําลางผักสด 

ผาคลุม, 
ภาชนะบรรจุผักสด 

กรรไกรตัดแตง,  
ถุงมือ 

โตะตัดแตง,  
ถุงมือ 
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ภาพที่ 5  แผนภูมิแสดงกระบวนการการผลิตขั้นตนของผักชีเพื่อการสงออก 

        ขั้นตอนการผลิต   ชนิดตัวอยางที่เก็บ 
 
 
 
 
 

แปลงเพาะปลกู 

การเก็บเกีย่ว 

ตัดแตงและมดัเปนกํา 

ขัดราก 

ลางทําความสะอาด 

การขนสง 

เมล็ด, ดิน, ปุย, น้ํา 

ผักชีกอนลาง 

ผักชีหลังขัดราก 

ผักชีหนาโรงงาน 

โตะตัดแตง, 
มือ 

น้ําลางผักสด 

ผาคลุม, 
ภาชนะบรรจุผักสด 

เขาโรงงาน 

ผักชีพรอมสงออก 

ผักชีหลังลาง 
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2.  ปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในกระบวนการผลิตผักสดเพื่อการสงออก โดยวิธี 
Polymerase Chain Reaction (PCR) รวมกับ Most Probable Number (MPN) 

 
2.1  ปริมาณการปนเปอนของ เชื้อ Salmonella spp. ในสิ่งแวดลอมในแปลงเพาะปลูก

ระหวางกระบวนการผลิตเพือ่การสงออก 
 

จากการเก็บตัวอยางดิน ปุย น้ําในแปลงเพาะปลูก เมล็ดโหระพาและผักชี พบวา
ปริมาณเชื้อ Salmonella spp. ในตัวอยาง ดิน ปุยและน้ําที่ใชเพาะปลูก (แปลงโหระพา) จํานวน
ตัวอยางละ 15 ตัวอยาง (ตารางที่ 4)  พบการปนเปอนเชื้อ Salmonella spp. ในตัวอยางดิน น้ําและปุย
จํานวน 5, 4 และ 8 ตัวอยาง ตามลําดับ  น้ําที่ใชในการเพาะปลูกใชในการรดผักมีจํานวนตัวอยางที่มี
การปนเปอน Salmonella spp. มาก คิดเปนความชุกรอยละ 53.34 (ตารางที่ 5)  แตในขณะท่ีตัวอยาง
ดินและปุยมีความชุกต่ํากวา คิดเปนรอยละ 33.34 และ 26.67 ตามลําดับ แตอยางไรปริมาณ 
Salmonella spp. ที่ตรวจพบในดินและปุยมีปริมาณมากกวาน้ํา ตัวอยางทั้งสองชนิดนั้นมีปริมาณ 
Salmonella spp. ปนเปอนในปริมาณที่เทากันคือ < 3 ถึง 15 MPN/g  พบปริมาณมากเปนสองเทาเมื่อ
เปรียบเทียบกับปริมาณของเชื้อที่ตรวจพบในน้ําที่ใชเพาะปลูก ปริมาณเชื้อท่ีสูงที่สุดพบปนเปอนใน
น้ําเพาะปลูก มีคาเทากับ 7.4 MPN/ml  

 
การที่ความชุกของการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในตัวอยางดินและปุยมีคา

มากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับน้ํา คาดวาเพราะน้ําเปนของเหลว  หากมีการปนเปอนจุลินทรียยอม
แพรกระจายไดดีกวาเมื่อเปรียบเทียบปุยและดินซึ่งการปนเปอนแพรกระจายไดยากกวา  สอดคลอง
กับคาความชุกจากการปนเปอนตัวอยางดินและปุยในแปลงโหระพาตรวจพบนอยกวาตัวอยางน้ํา  
Foltz 1969 และCherry et al., 1972 รายงานวา น้ําเปนปจจัยที่สําคัญที่ทําใหเกิดการแพรกระจายการ
ปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. แหลงน้ําไมวาจะเปน แมน้ํา บริเวณริมฝงทะเลรวมถึงปากอาว 
พบการปนเปอนของเชื้อ จําพวก fecal colifrom  ซ่ึงอาจจะรวมถึงเชื้อ Salmonella spp. แตผลการ
ตรวจสอบในที่นี้พบปริมาณการปนเปอนในดินและปุยมีปริมาณเชื้อ Salmonella spp. สูงกวาในน้ํา 
คาดวาแหลงของการปนเปอน Salmonella spp. ในดินและปุยมาจากมูลสัตวที่ใชเปนปุย และอาจพบ
ในปุยมูลสัตวที่มีเชื้อ Salmonella spp. รอดชีวิตได ในป ค.ศ. 1986 Jones รายงานวา เชื้อ Salmonella 
spp. สามารถมีชีวิตรอดอยูไดในดินที่มีปุยมูลวัวผสมอยูนานถึง 300 วัน ในขณะที่ เชื้อ Salmonella 
spp. สามารถเจริญอยูไดในดินนานถึง 968 วัน ดังนั้นหากมีเชื้อ Salmonella spp. ในกองปุยจึงมี
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โอกาสการแพรกระจายในกรณีปุยมูลสัตวที่ปนเปอนเชื้อใชในการเพาะปลูกยอมทําใหปนเปอนสู
ผักสด 

 
ส่ิงแวดลอมรอบแปลงเพาะปลูกอาจเปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหเกิดการปนเปอนจุลินทรีย  

จากการสํารวจบริเวณโดยรอบของแปลงปลูกโหระพา  พบฟารมเลี้ยงเปดตั้งอยูซ่ึงระยะหางจาก
ฟารมเปดมาถึงแปลงโหระพาไมหางกันนักประมาณ 300 เมตร Pelzer (1989) รายงานวา เชื้อ 
Salmonella spp. จากมูลและคอกสัตวมีโอกาสแพรกระจายลงสูแหลงน้ํา ในกรณีที่มีฝนตกน้ําไหลสู
ทองรอง แตอยางไรก็ดี ในการวิจัยคร้ังนี้พบวาปุยและดินนาจะเปนแหลงสําคัญในการปนเปอนของ 
Salmonella spp.ในแปลงเพาะปลูก  

 
ในกรณีแปลงผักชีพบวา ตัวอยางดินและปุย มีปริมาณการปนเปอนเชื้อ Salmonella 

spp. ต่ํากวาโหระพาคือ ปริมาณสูงสุดเทากับ 15 และ 20 MPN/g ตามลําดับ ความชุกในการ
ปนเปอนของเชื้อในตัวอยางปุยที่ใชในแปลงผักชีมีปริมาณสูง  โดยคิดเปนรอยละ 93.34 เปนที่นา
สังเกตวาสวนผักชีมีการใชปุยมูลคางคาวซึ่งแตกตางจากแปลงโหระพาซึ่งใชปุยมลูเปด โดยปกติปุย
มูลคางคาวจะผานความรอนในการอัดเปนเม็ดซึ่งนาจะชวยลดปริมาณเชื้อลงได  แตในระหวางการ
ผลิตปุยเกษตรกรขาดความรูความเขาใจอาจทําใหเกิดการปนเปอนขาม ในระหวางการผลิตจากการ
ใชกระสอบเดิมซ่ึงใสปุยมูล ปุยอัดเม็ดสําเร็จ  ไมมีการแยกกระสอบปุย ปุยอัดเม็ดแมผานอากาศ
รอนแลวหากถูกบรรจุลงในถุงเดิมที่ใสมูลคางคาวอาจเปนเหตุของการเกิดการปนเปอนได  สวน
ตัวอยางน้ําที่ใชรดผักในแปลงผักชีพบวามีการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. สูงที่สุดเพียง 0.15 
MPN/ml  เนื่องจากน้ําที่ใชในการเพาะปลูกผักชีไดมาจากแหลงน้ําบาดาล แหลงน้ําใตดินมีการ
ปนเปอนจุลินทรียไดต่ํากวาเมื่อเปรียบเทียบกับน้ําบนผิวดินเชน ทองรอง ในกรณีของการปลูก
โหระพา 

 
ในกรณีที่ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด ในตัวอยางดินและปุยทั้งในแปลงโหระพาและ

แปลงผักชี พบวา มีปริมาณใกลเคียงกัน คือ อยูในชวงประมาณ 7 – 8 log CFU/g ปริมาณ
เชื้อจุลินทรียทั้งหมดในตัวอยางน้ําในแปลงโหระพาและผักชี เทากับ 4.16 และ 1.67 log CFU/ml 
ตามลําดับ สอดคลองกับรายงานของตางประเทศ พบวา ในการตรวจเชื้อจุลินทรียทั้งหมดใน
ตัวอยางที่ไดจากฟารมผลิตผักสด พบการปนเปอนอยูในชวง 5 – 7 log CFU/g ในขณะที่ปริมาณการ
ปนเปอนของเชื้อจุลินทรียทั้งหมดบนผักสดอยูในชวง 4 – 6 log CFU/g (Ruiz et al., 1987) 
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2.2  ปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในตัวอยางจากสิ่งแวดลอมบริเวณจุดตัด
แตงระหวางการผลิตขั้นตน 

 
เก็บตัวอยางสิ่งแวดลอมขณะตัดแตงโหระพาและผักชี จํานวน 6 และ 5 จุด ตามลําดับ 

(ตารางที่ 6)  เมื่อเปรียบเทียบความชุกของการปนเปอนเชื้อ Salmonella spp. ระหวางการตัดแตง
โหระพากับผักชี พบวา ความชุกของการปนเปอนที่จุดตัดแตงของโหระพามีคาสูงกวาผักชี โตะตัด
แตงและผาคลุมโหระพามีความชุกของการปนเปอน Salmonella spp. สูงถึงรอยละ 100 มีปริมาณ
การปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในผาคลุมโหระพาและโตะตัดแตงในระหวางการขนสงไป
ยังหนาโรงงานสูงที่สุดคือ 4.2 และ 2.4 MPN/cm2  ในกรณีผักชีพบความชุกของ Salmonella spp. 
บนโตะตัดแตงและผาคลุมมีคารอยละ 90 และ 66.67 ตามลําดับ ปริมาณการปนเปอนของเชื้อ 
Salmonella spp. ในผาคลุมมีปริมาณสูงคาดวานาจะเกิดจากความชื้นของผา ในการผลิตผักสด
ระหวางการขนสงจําเปนตองควบคุมความชื้นของผัก เกษตรกรใชผาเปยกนํ้าคลุมเพื่อลดปญหาผัก
สดเหี่ยวเฉา  ผาคลุมที่สกปรกและชื้นเปนอีกปจจัยหนึ่งที่ทําใหมีปริมาณของเชื้อในระดับสูง  โดย
สวนใหญเกษตรกรขาดความรูเร่ืองการปนเปอนมักใชน้ําลางผักชุบใหผาเปยกน้ําโดยไมไดเติมสาร
ฆาเชื้อและหากมีการแพรกระจายของ Salmonella spp. จากดินและจากผักแบคทีเรียชนิดนี้ยอม
สะสมในผาที่เปยกและเจริญเพิ่มจํานวนได  สวนถุงมือ กรรไกร และเขงบรรจุผักสดโหระพามี
ความชุกคิดเปนรอยละ 80, 70 และ 60 และพบปริมาณการปนเปอนจากเชื้อโดยเฉลี่ยเทากับ 0.53, 
0.68 และ 0.09 MPN/cm2 ตามลําดับ สวนน้ําที่ใชสําหรับลางผักสดคือโหระพามีความชุกรอยละ 
66.67 และพบการปนเปอนสูงสุดเพียง 2.8 MPN/ml  ในขณะที่น้ําลางผักชีมีความชุกรอยละ 90 ที่
ปริมาณการปนเปอนเฉลี่ยเทากับ 7.32 MPN/ml 

 
ในป ค.ศ. 1992 Madden รายงานวาการปนเปอนจากเชื้อจุลินทรียกอโรคมาจากหลาย

ปจจยั  ปจจัยที่สําคัญไดแก การปนเปอนจากน้ําที่ใชในแปลงเพาะปลูก การจัดการของเกษตรกรใน
ฟารม การใชปุยมูลสัตว รวมทั้งขั้นตอนการลางผักหลังการเก็บเกี่ยวที่ไมดีพอ วิธีการในการทํา
ความสะอาดผักสดและการบรรจุลงภาชนะที่ไมเหมาะสม  ปจจัยตางๆ ลวนเปนเหตุใหเกิดปญหา
การปนเปอนทั้งส้ิน  ซ่ึงสอดคลองกับผลงานวิจัยของ Beuchat (1996) ไดกลาวถึงสาเหตุจากการ
ปนเปอนจุลินทรียกอโรคมาจากกระบวนการผลิตจนกระทั่งการบรรจุผลิตภัณฑลงภาชนะ  จากการ
ตรวจปริมาณจุลินทรียทั้งหมดโดยเฉลี่ยพบวา ถุงมือ กรรไกร โตะตัดแตง น้ําลางผัก ผาคลุมและเขง
บรรจุผักสด เทากับ 7.47, 7.82, 6.83, 7.17, 5.07 และ 7.16 log CFU/cm2, ml ตามลําดับ ซ่ึงกอนหนา
นี้  Houang et al. (1991) พบวา การปนเปอนของเชื้อจุลินทรียทั้งหมดโดยมากเปนยีสตและรา และ
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ปริมาณของยีสตและราที่ตรวจพบในตัวอยางบริเวณจุดตัดแตงอยูในชวงประมาณ 2.7 – 4.97 log 
CFU/cm2 หรือ ml  

 
สวนผลจุลินทรียจากการเก็บตัวอยางบริเวณจุดตัดแตงในกระบวนการผลิตผักชีเพื่อ

การสงออก พบวา มีความชุกจากการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในตัวอยาง swab มือ โตะ
ตัดแตง ผาคลุมผักและเขงบรรจุผักสด คิดเปนรอยละ 70, 90, 66.67 และ 60 ตามลําดับ ถึงแมวาภาพ
โดยรวมแสดงความชุกของการปนเปอน Salmonella spp. ในตัวอยางจากกระบวนการผลิตผักชีจะ
นอยกวาโหระพา  อยางไรก็ตาม ความชุกโดยเฉลี่ยมีคาเกินรอยละ 60 หรือ 2 ใน 3 ตัวอยางถือไดวา
มีความชุกคอนขางสูง  แมวาปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ตัวอยาง swab มือ โตะ
ตัดแตง ผาคลุมผักและเขงบรรจุผักมีปริมาณการปนเปอนไมมากนักคือโดยเฉลี่ยเทากับ 0.15, 1.07, 
0.7 และ 0.076 MPN/cm2 ตามลําดับ  

 
สําหรับปริมาณการปนเปอนของจุลินทรียทั้งหมดโดยเฉลี่ยจากตัวอยางถุงมือและมือที่

ไดจากแปลงโหระพาและผักชีมีคาเทากับ 7.47 และ 7.96 log CFU/cm2 ตามลําดับ สวนปริมาณยีสต
และราในตัวอยางถุงมือจากแปลงโหระพาและ swab มือ จากแปลงผักชี มีคาโดยเฉลี่ยเทากับ 4.6 
และ 3.49 log CFU/cm2 ตามลําดับ ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดและยีสตราจากการ swab กรรไกร
ตัดแตงที่ไดจากแปลงโหระพาโดยเฉลี่ยเทากับ 7.82 และ 3.92 log CFU/cm2 ตามลําดับ ในการตัด
แตงผักชีไมมีการใชกรรไกรตัดแตงเนื่องมาจากผักชีมีการสงออกทั้งราก  เกษตรกรจึงไมใชกรรไกร
ในการตัดแตจะใชการถอนขึ้นมาทั้งราก  ในขณะที่ตัวอยาง swab จากโตะตัดแตงจากแปลงโหระพา
และแปลงผักชีมีปริมาณการปนเปอนใกลเคียงกันคือ 6.73 และ 7.19 log CFU/cm2 ตามลําดับ 
เชนเดียวกับน้ําลางผักจากแปลงโหระพาและผักชี  พบปริมาณของเชื้อจุลินทรียทั้งหมดโดยเฉลี่ย
เทากับ 7.17 และ 7.81 log CFU/ml แตพบการปนเปอนของจุลินทรียทั้งหมดในตัวอยางผาคลุมผัก
สดจากแปลงโหระพาและผักชีโดยเฉลี่ยเพียง 5.07 และ 5.79 log CFU/cm2  สวนปริมาณการ
ปนเปอนของยีสตและราโดยเฉลี่ยเทากับ 3.16 และ 1.91 log CFU/cm2 ตามลําดับ และปริมาณการ
ปนเปอนของจุลินทรียทั้งหมดจากทั้งแปลงโหระพาและผักชีโดยเฉลี่ยเทากับ 7 - 8 log CFU/cm2 
ในขณะที่ ปริมาณของยีสตและรามีการปนเปอนประมาณ 3 - 4 log CFU/cm2 
 

2.3  ปริมาณการปนเปอนของ เชื้อ Salmonella spp. ในผักสดระหวางกระบวนการผลิตเพื่อ
การสงออก 
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                    2.3.1  การตรวจสอบโดยวิธี MPN - PCR 
 

          จากการเก็บตัวอยางในผักสดโหระพาและผักชี 5 ขั้นตอน กอนลางน้ํา หลังลาง
น้ํา หลังขัดราก (กรณีผักชี)  ซ่ึงเปนกระบวนการผลิตขั้นตน ณ โรงคัดแยกและตัดแตงรวมทั้งผักชี
ระหวางการลําเลียงสงโรงงานเรียกวาผักหนาโรงงานและผักสดที่พรอมสงออก  ในที่นี้เรียกวาผัก
สดสงออก  พบวาทุกขั้นตอนมีการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. (ตารางที่ 7)  ในกรณีโหระพา 
ในขั้นตอน กอนลาง หลังลาง หนาโรงงาน และสงออก  มีความชุกของการปนเปอนของเชื้อ 
Salmonella spp. คิดเปนรอยละ 40, 100, 60 และ 80 ตามลําดับ  ซ่ึงในแตละขั้นตอนมีปริมาณการ
ปนเปอน Salmonella spp. โดยเฉลี่ยแตกตางกันปริมาณระหวาง นอยกวา 3 MPN/g และปริมาณการ
ปนเปอนสูงที่สุด เทากับ 210 MPN/g ที่นาสังเกตคือ โหระพากอนลางมีปริมาณการปนเปอนของ
เชื้อ Salmonella spp. คอนขางต่ํา  ปริมาณการปนเปอนสูงที่สุดที่ตรวจพบคือ 6 MPN/g แตหลังผาน
การลางทําความสะอาดกลบัพบวาโหระพาหลังลางมีการปนเปอนโดยเฉลี่ยเพิ่มขึ้นจาก 1.68 MPN/g 
(โหระพากอนลาง) เปน 47.80 MPN/g  คาดวาเซลล Salmonella spp. ในผักที่ผานการลางอาจเพิ่ม
จํานวนจากน้ําลาง (Berrang, 1989)  การปนเปอนยังอาจเพิ่มขึ้นจากวิธีการลางผักที่ไมเหมาะสม  
จากการสังเกตพบวาในระหวางการลางผักสดผูปฏิบัติงานเปลี่ยนน้ําที่ใชในการลางนอยครั้ง  น้ําลาง
ผักมักถูกลางซ้ําๆ ทําใหขุนจากตะกอนดินเพิ่มขึ้น  จากการตรวจสอบปริมาณ Salmonella spp. ทีพ่บ
ในดินจากขอ 2.1 ก็พบวามีอยูจริง  จึงเปนไปไดที่จะมีการกระจายตัวของเชื้อ Salmonella spp. ในน้ํา
และเพิ่มจํานวนขึ้นในผักที่ผานน้ําลาง  ทําใหผักสดบางสวนที่อาจมีการปนเปอนนอยมาตั้งแต
ขั้นตนมีการปนเปอนเพิ่มขึ้นในขั้นตอนนี้ 

 
          ในป ค.ศ. 1996 Rushing et al. รายงานวา ชนิดของอาหารเองคือ ผักสดมีสวน

ชวยสงเสริมการเจริญของเชื้อ Salmonella spp. รวมไปถึง จุลินทรียชนิดอื่นๆ เชน Shigella และ E. 
coli และพบวาระหวางการปฏิบัติขั้นตนเพิ่มความชุกจากการปนเปอนไดดวยเชนกัน  ซ่ึงผลการ
ตรวจเชื้อดังกลาวจะบงชี้ถึงการขาดสุขลักษณะที่ดีในการปฏิบัติงานเชนเดียวกัน  ผลการปนเปอน
ของเชื้อ Salmonella spp. ในโหระพาบริเวณหนาโรงงานและโหระพาพรอมที่จะสงออกมีปริมาณ
การปนเปอนสูงสุดเทากันคือ 20 MPN/g แตคาความชุกเพิ่มขึ้นจากรอยละ 60 (โหระพากอนสงเขา
โรงงาน) เปนรอยละ 80 (โหระพาพรอมสงออก)  ในขณะที่ปรมิาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดรวมทั้ง
ปริมาณยีสตและราลดลงประมาณ 1 log CFU/g เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางโหระพาหนาโรงงาน  
คาดวาขั้นตอนปฏิบัติในโรงงานผลิตชวยลดปริมาณจุลินทรียทั้งหมดลงไดสวนหนึ่ง  แตอยางไรก็
ตาม พบวา หากมีการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. เปนไปไดยากที่จะกําจัดออกไดหมด 
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          ในกรณีกระบวนการผลิตผักชีเพื่อการสงออกพบวาความชุกและปริมาณของการ
ปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ของผักชีแตละขั้นตอนมีคาโดยเฉลี่ยใกลเคียงกันคือ ประมาณ
รอยละ 70 – 80 ในสวนขั้นตอนกอนลางน้ํา หลังลางน้ําและหลังขัดราก ปริมาณการปนเปอนสูงสุด
มีคาเทากับ 14, 15 และ 15 MPN/g ตามลําดับ  ซ่ึงปริมาณการปนเปอนดังกลาวคอนขางต่ําเมื่อ
เปรียบเทียบผักชีหนาโรงงานและผักชีสงออก คือมีคา 35 และ 44 MPN/g ตามลําดับ  ซ่ึงมีปริมาณ
การปนเปอนของเชื้อเพิ่มขึ้นเปนสองเทาจากการปฏิบัติในขั้นตนจึงมีความเปนไปไดวา  ในระหวาง
ที่มีการขนสงผักชีไปยังหนาโรงงาน  เช้ือ Salmonella spp. อาจมีการเจริญและเพิ่มปริมาณขึ้นจาก
ปจจัยของความชื้นและการปนเปอนเพิ่มขึ้นในระหวางการลางและขนสง  ประกอบกับปริมาณเชื้อ
อาจปนเปอนเพิ่มขึ้นเกิดจากอุปกรณที่ใชระหวางการขนสง   

 
          ความชุกของการปนเปอนในผักชีหลังขัดรากพบวาเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 80 จาก

รอยละ 70 จากการสังเกตขั้นตอนการลางพบวายังไมถูกสุขลักษณะการผลิตที่ดี การขัดราก โดยวาง
ผักกองบนพื้นใกลเทาคนงานรวมทั้งไมมีการเติมสารฆาเชื้อในน้ําลาง ดวยเหตุนี้ จึงเปนเรื่อง
เรงดวนที่ทางโรงงานควรใหความรูแกเกษตรกรถึงขั้นตอนและกระบวนการลางทําความสะอาดที่
ถูกวิธี การเสนอรวมกับการลางผักดวยสารฆาเชื้อจะชวยลดปญหาการปนเปอนจากเชื้อจุลินทรียลง
ได 

 
         ปยาณี (2542) รายงานวา การลางขิงดวยน้ําประปาที่ปรับพีเอชเทากับ 4 ดวยกรด      

แลคติกหรือกรดอะซิติกและเติมสารละลายโซเดียมคลอไรทที่ความเขมขน 25 - 50 ppm มี
ประสิทธิภาพในการลดจํานวนเซลลของ E. coli ที่ปนเปอนบนขิง 5 log CFU/g ได 2.5-3.8 log 
CFU/g ภายในเวลา 30 นาที โดยไมทําใหสีของขิงเปลี่ยนแปลง  ตอมาใน ป พ.ศ. 2545 สุดาพร 
ศึกษาการใชสายละลายโซเดียมคลอไรทและสารละลายคลอรีนไดออกไซดในการทําลายเชื้อ E. 
coli และ S. Typhimurium บนขาวโพดฝกออน (Baby corn) และหนอไมฝร่ัง (Asparagus)  โดยทํา
การสรางการปนเปอนของเชื้อผสมระหวาง E. coli และ S. Typhimurium มีเชื้อเร่ิมตน ประมาณ 5 - 
6 log CFU/ml แลวลางดวยสารละลายโซเดียมคลอไรท (ปรับพีเอชใหเทากับ 4 ดวยกรดอะซิติก) 
ความเขมขน 300 ppm เปนเวลา 0 - 30 นาที  สามารถลดเชื้อ E. coli และ S. Typhimurium ลงได 1 - 
3 และ 2 - 4 log CFU/g ตามลําดับ สวนการใชสารละลายคลอรีนไดออกไซดในการลางผักทั้ง 2 
ชนิดที่ความเขมขน 10 ppm เปนเวลา 30 นาที สามารถลดปริมาณของ E. coli และ S. Typhimurium 
ลงได 2 - 3 log CFU/g  สารฆาเชื้อเหลานี้อาจนํามาประยุกตเพื่อใชในการลดจํานวนจุลินทรียกอโรค
ไดในผลิตภัณฑผักสดเหลานี้ 
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แมวาในปจจุบันวิทยาการทางดานอุตสาหกรรมเกษตร กระบวนการผลิตจะ
กาวหนาไปมาก  แตกลับยังคงพบปญหาคุณภาพทางดานจุลินทรียและความปลอดภัยของผลิตภัณฑ  
ซ่ึงปญหาดังกลาวเปนปญหาซ้ําซากที่เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการผลิต เชน เกิดการปนเปอนขาม 
หรือการปนเปอนซ้ํา  ทั้งนี้เปนเรื่องของการจัดการความเสี่ยงที่สามารถแกไขได  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับผู
ปฏิบัติ เกษตรกรและคนงานผูสัมผัสอาหาร  จึงตองไดรับการฝกอบรมใหทราบถึงหลักการปฏิบัติที่
ดีรวมทั้งเสนอแนวทางในการแกไขปญหาที่อาจจะเกิดขึ้น  ทั้งนี้เพื่อใหสินคาอาหารโดยเฉพาะ
สินคาเกษตรมีคุณภาพและลดปญหาการตีกลับสินคารวมถึงการถูกกีดกันทางการคา 
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ตารางที่ 5  ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด ยสีตรา และ Salmonella spp. ที่ตรวจพบในสิ่งแวดลอมในแปลงเพาะปลูกระหวางการผลิตเพื่อการสงออก  

 

จุลินทรียทั้งหมด 
 (log CFU/g) 

ยีสตและรา  
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

คาเฉลี่ย Salmonella  ± SD* 
(MPN/g) 

ความชุกของ 
Salmonella (%) 

ตัวอยาง โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี 
เมล็ด 6.21 ± 0.25 2.54 ± 0.14 5.18 ± 0.09 2.16 ± 0.78 < 30 – 30     < 30 15 ± 21.2     < 30    66.7 0 
ดิน 7.1 ± 0.35 7.43 ± 0.34 4.76 ± 0.39 4.95 ± 0.37 < 3 – 15    < 3 – 15 2.94 ± 4.9     3.84 ± 4.9 33.34 46.67 
ปุย 8.24 ± 0.63 7.47 ± 0.33 6.46 ± 1.02 3.46 ± 0.57 < 3 - 15    < 3 – 20 2.63 ± 4.9    6.27 ± 5.1 26.67 93.34 
น้ํา** 4.16 ± 0.49 1.67 ± 1.20 2.06 ± 1.08 0.1 ± 0.16 < 3 – 7.4 < 0.03 – 0.15 0.9 ± 1.95 0.0026 ± 0.004 53.34 46.67 
 
หมายเหตุ  *     หมายถึง คาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน (average and standard deviation) 
      **    หมายถงึ น้ําจากแปลงผัก 
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ตารางที่ 6  ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด ยสีตรา และ Salmonella spp. ที่ตรวจพบในสิ่งแวดลอมบริเวณจุดตัดแตงระหวางการผลิตเพื่อการสงออก  

 

จุลินทรียทั้งหมด 
 (log CFU/g) 

ยีสตและรา  
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

คาเฉลี่ย Salmonella  ± SD* 
(MPN/g) 

ความชุกของ 
Salmonella (%) 

ตัวอยาง โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี 
ถุงมือ / มือ 7.47±7.55* 7.96±0.81  4.6±4.76 3.49±0.65 < 0.3 –  1.5 < 0.06 – 0.56 0.53±0.5 0.15±0.2     80    70 
กรรไกร 7.82±7.76       NT 3.92±3.9 NT < 0.3 –  1.6 NT 0.68±0.6       NT     70    NT 
โตะตัดแตง 6.73±6.38 7.19±1.1 2.7±2.86 3.06±0.81 0.06 – 2.4 < 0.06 – 5.8 0.45±0.7 1.07±1.8     100    90 
น้ําลางผัก 7.17±6.82 7.81±1.57 4.97±4.24 3.92±0.95 < 0.3 – 2.8 < 3 – 35 1.03±1.53 7.32±12.4     66.67    90 
ผาคลุมผักสด 5.07±4.65 5.79±0.50 3.16±3.36 1.91±0.99 0.06 – 4.2 < 0.3 – 4.3 6.2±8.4 0.7±1.3     100    66.67 
เขงบรรจุ-     
ผักสด 

7.16±6.52 7.63±1.16 3.45±3.6 3.34±0.53 < 0.06 – 0.3 < 0.06 – 0.2 0.09±0.1 0.076± 
0.0004 

    60    60 

 
หมายเหตุ   *     หมายถึง คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (average and standard deviation) 

NT   หมายถึง ไมไดสุมตัวอยางตรวจปริมาณการปนเปอน  
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ตารางที่ 7  ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมด ยสีตรา และ Salmonella spp. ที่ตรวจพบในผักสดระหวางการผลิตเพื่อการสงออก  

 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/g) 

ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

คาเฉลี่ย Salmonella  ± SD* 
(MPN/g) 

ความชุกของ 
Salmonella (%) 

ตัวอยาง โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี โหระพา ผักชี 
กอนลาง 6.26 ± 6.41* 8.49  ± 0.48 5.82 ± 5.77 5.16  ± 0.20 < 3 – 6 < 3 – 14 1.68 ± 2.3  4.3 ± 4.6 40 70 
หลังลาง 5.95 ± 6.26 7.47  ± 0.65 5.57 ± 5.47 4.79  ± 0.43 3.6 – 210 < 3 – 15 47.8 ± 73.8  5.62 ± 5.1 100 70 
หลังขัดราก        NT 8.35  ± 0.68        NT 5.22  ± 0.34      NT < 3 – 15 NT  5.88 ± 5.7 NT 80 
หนาโรงงานa 6.25 ± 6.1 7.31  ± 0.44 5.57 ± 5.53 4.73  ± 0.37 < 3 – 20 < 3 – 35 4.12 ± 6.24  5.79 ± 10.5 60 70 
ผักสดสงออกb 5.39  ± 0.31 6.25  ± 0.27 4.27  ± 0.43 4.40  ± 0.19 < 3 - 20 < 3 - 44 8.37 ± 7.25  13.99 ± 11.2 80 70 
 
หมายเหตุ   * หมายถึง คาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน (average and standard deviation) 

 NT  หมายถึง ไมไดสุมตัวอยางตรวจปริมาณการปนเปอน  
 a หมายถึง ผักทีส่งเขาโรงงานผลิตผักสดเพื่อสงออก 
 b หมายถึง ผักสดพรอมสงออก 
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                  2.3.2  การตรวจสอบโดยวิธีดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน (ISO 6579) 
 

              จากการตรวจปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. จากตัวอยาง
ส่ิงแวดลอมบริเวณแปลงเพาะปลูก (ภาพที่ 6) พบวา รอยละ 40 (12/30), 60 (18/30), 50 (15/30) และ 
33.33 (2/6) ของตัวอยางดิน ปุย น้ําในแปลงเพาะปลูกและเมล็ดทั้งหมดที่เก็บไดจากแปลงโหระพา
และผักชี ตามลําดับ  ซ่ึงตรวจพบเชื้อแสดงผลบวกไดดวยวิธี PCR  ในขณะที่การตรวจสอบโดย
วิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน  ตรวจพบการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. ไดเพียง 1 
ตัวอยาง (รอยละ 3.33) คือตัวอยางน้ําที่ใชรดผัก  ในการทดลองนี้วิธีดัดแปลงจากมาตรฐาน 
(Modified standard) คือวิธีของ ISO 6579  โดยมีขั้นตอนที่ดัดแปลงคือใชอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด RV 
broth เปน selective enrichment media เพียงชนิดเดียว โดยตามวิธีการมาตรฐานจะตองมีการยืนยัน
ผลดวยการใชอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิดในขั้นตอนนี้ เชน tetrathionate (TT) broth หรือ selenite 
cystine (SC) broth  สาเหตุที่ใชอาหารเลี้ยงเชื้อ RV broth เพียงชนิดเดียวเนื่องจาก ในป พ.ศ. 2541 
สุทธิพรและคณะไดทําการเปรียบเทียบความสามารถในการตรวจพบเชื้อ Salmonella spp.  โดย
เปรียบเทียบระหวาง SC broth, TT broth และ RV broth  พบวา RV broth มีประสิทธิภาพในการ
ตรวจเชื้อสูงที่สุดคิดเปนรอยละ 11.82  ในขณะที่ TT broth และ SC broth มีประสิทธิภาพในการ
ตรวจเชื้อ Salmonella spp. ไดเพียงรอยละ 7.88 และ 5.42 ตามลําดับ  จากผลการศึกษาดังกลาวพบวา 
RV broth มีประสิทธิภาพสูงที่สุดขอจํากัดในเรื่องการปฏิบัติงานผูวิจัยจึงเลือก RV broth ใชเปน 
อาหารเลี้ยงเชื้อ ชนิด selective enrichment เพียงชนิดเดียวในการตรวจเชื้อ Salmonella spp. 
เนื่องจากเปนการประหยัดคาใชจายเวลาและแรงงาน 
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ภาพที่ 6  จํานวนตวัอยางที่ตรวจพบเชื้อ Salmonella spp. (คา n)ดวยเทคนิค PCR เมื่อเปรียบเทียบ 
               กับวธีิดัดแปลงจากวิธีมาตรฐานในตัวอยางสิ่งแวดลอมบริเวณเพาะปลูกจากกระบวนการ           
               ผลิตผักสดเพื่อการสงออก 
 

       สวนการตรวจพบการปนเปอนของเชื้อดวยเทคนิค PCR ซ่ึงใหผลบวกในตัวอยาง
ผักสดกอนลาง หลังลาง หลังขัดราก หนาโรงงานรวมทั้งผักสดเพื่อการสงออก (ภาพที่ 7) คิดเปน
รอยละ 55 (11/20), 85 (17/20), 80 (4/5), 65 (13/20) และ 86.66 (26/30) ตามลําดับ ซ่ึงใหผลใน
ทํานองเดียวกันกับขางตนคือการตรวจพบดวยวิธีมาตรฐานสามารถตรวจพบในจํานวนผลบวกนอย
กวาคือ เทากับรอยละ 10 (2/20), 5 (1/20), 20 (1/5) และ 5 (1/20) ตามลําดับ (ภาพที่ 7) 

 
       เชนเดียวกันกับการตรวจการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. จากตัวอยาง

ส่ิงแวดลอมบริเวณจุดตัดแตง (ภาพที่ 8) ไดแก ตัวอยางที่ swab จากโตะตัดแตง มือหรือถุงมือ 
กรรไกร ภาชนะใสผักสด (เขง) และตัวอยางผาคลุมและน้ําลางผักมีการปนเปอนจาก Salmonella 
spp.  จากการตรวจดวยเทคนิค PCR คิดเปนรอยละ 85 (17/20), 75 (15/20), 70 (7/10), 53.33 (8/15), 
69.23 (9/13) และ 84.62 (11/13) แต ในขณะที่การตรวจการปนเปอนดวยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธี
มาตรฐานสามารถตรวจพบการปนเปอนจากเชื้อไดเทากับรอยละ 10 (2/20), 15 (3/20), 0 (0/10), 
6.66 (1/15), 0 (0/13) และ 7.69 (1/13) ตามลําดับ 

 

Mod. Standard 
PCR 
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       ผลการตรวจปริมาณการปนเปอนเชื้อ Salmonella spp. ในตัวอยางดินและปุยดวย 
เทคนิค PCR ที่ใหผลบวก  ซ่ึงไมสามารถคัดแยกเชื้อจากการตรวจดวยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธี
มาตรฐาน สอดคลองกับรายงานของ Turpin et al ในป 1993 ไดอธิบายวา เชื้อสามารถรอดชีวิตอยู
ในสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญ เชน ในภาวะที่มีปริมาณน้ําอิสระหรือสารอาหารไมเพียงพอ  
ซ่ึงเชื้ออยูในสภาวะดังกลาวมักไมมีการเจริญหรือเพิ่มจํานวนเซลลแมมีอาหารที่สมบูรณ ดังนั้น 
วิธีการตรวจสอบเพื่อตรวจนับปริมาณ (Quantitative test) จึงเปนวิธีที่สําคัญอยางยิ่งที่สามารถฟน
เซลลใหเจริญและตรวจนับปริมาณได  แมวาในปจจุบันมาตรฐานคุณภาพจุลินทรียในการคา
ระหวางประเทศยังนิยมใชวิธีดั้งเดิม (Conventional method) โดยเฉพาะการตรวจสอบ Salmonella 
spp.  เนื่องจากมาตรฐานกําหนดวาตองตรวจไมพบในอาหารนั้นๆ โดยไมกําหนดปริมาณต่ําสุดใน
อาหาร  ซ่ึงไมมีความจําเปนตองใชวิธีตรวจนับปริมาณ  แตอยางไรก็ตาม วิธีดั้งเดิมมีขอเสียหลาย
ประการคือ ส้ินเปลืองทั้งคาใชจายหองปฏิบัติการ (อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี) ใชเวลาประมาณ 4 - 
6 วัน และยังตองอาศัยความชํานาญในการตรวจสอบ โดยวิธีตรวจสอบจากระดับโมเลกุล 
(Molecular method) ของเชื้อ Salmonella spp. โดยเทคนิค PCR เปนวิธีที่ตรวจเร็วมีความจําเพาะ
และแมนยําทําไดหลายตัวอยางในเวลาเดียวกันทั้งยังประยุกตกับวิธี MPN ซ่ึงจะชวยใหทราบ
ปริมาณจะไดนํามาใชประโยชนอ่ืนๆ ไดเปนอีกวิธีที่นาจะมีแนวโนมมาใชเปนวิธีมาตฐานในการตก
ลงทางการคาในอนาคต แตอยางไรก็ตาม ในปจจุบันยังมีขอดอยในเรื่องของความชํานาญของผู
วิเคราะหและสารเคมีเฉพาะเชน เอนไซม มีราคาแพง 
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ภาพที่ 7  จํานวนตวัอยางที่ตรวจพบเชื้อ Salmonella spp. (คา n) ดวยเทคนิค PCR เมื่อเทียบกับวิธี 

  ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐานในตัวอยางผักสดจากกระบวนการผลิตผักสดเพื่อการสงออก 
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ภาพที่ 8  จํานวนตวัอยางที่ตรวจพบเชื้อ Salmonella spp. (คา n) ดวยเทคนิค PCR เมื่อเปรียบเทียบ 
               กับวธีิดัดแปลงจากวิธีมาตรฐานในตัวอยางสิ่งแวดลอมบริเวณจุดตัดแตงจากกระบวนการ 
               ผลิตผักสดเพื่อการสงออก 
 

Mod. Standard 
 PCR 

Mod. Standard 
 PCR 
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3.  จําแนก serotype ของเชือ้ Salmonella spp. ท่ีคัดแยกไดจากบางขัน้ตอนของกระบวนการผลติ
ผักสดเพื่อการสงออก 
 
 3.1 สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากกระบวนการผลิตโหระพาเพื่อการ
สงออก 
 

จากการเก็บตัวอยางในระหวางการผลิตผักโหระพาสงออก  เพื่อทําการตรวจปริมาณ
การปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. แลวไดทําการคัดแยกสายพันธุของเชื้อควบคูไปดวย  พบวา
สามารถจําแนกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ทั้งหมดไดจํานวน 4 สายพันธุ (ตารางที่ 8) คัด
แยกได Salmonella Hvittingfoss (Group I) จากตัวอยางโหระพากอนลาง  ซ่ึงจากผลการตรวจ MPN 
รวมกับ PCR พบวาตัวอยางโหระพากอนลางที่คัดแยกเชื้อไดนั้นมีการปนเปอนของเชื้อ Salmonella 
spp. คอนขางสูงในชวงปริมาณการปนเปอนเทากับ 6 MPN/g (ตารางผนวกที่ ฉ1) สวน Salmonella 
Aberdeen (Group F) และ Salmonella Bovismorbificans (Group C) คัดแยกไดจากตัวอยางถุงมือ
และโตะตัดแตง  โดยตัวอยางถุงมือนั้นมีชวงปริมาณการปนเปอนของเชื้อในตัวอยางที่คัดแยกได
เทากับ 3.6 MPN/10 cm2 และ 7.5 MPN/50 cm2   ขณะที่ตัวอยางโตะตัดแตงบางตัวอยางสามารถแยก
เชื้อไดมีปริมาณการปนเปอนสูงถึง 120 MPN/50 cm2  จากผลการคัดแยกเชื้อพบวาถุงมือและโตะ
ตัดแตงมีการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. สายพันธุที่มีความสอดคลองกัน  เปนไปไดวาเชื้อที่
ตรวจพบเกิดการปนเปอนขามกันระหวาง ถุงมือและโตะตัดแตงและในขณะเดียวกันพบวาสายพันธุ
ที่จําแนกไดนั้นสอดคลองกับสายพันธุที่พบวาปนเปอนในผักสงออกที่ทําใหเกิดปญหาการกักกัน
และตีกลับในป พ.ศ. 2548  ในขณะที่เขงบรรจุผักสามารถคัดแยก Salmonella  II 17 : g, t:- (O: 17) 
(Group J) 
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ตารางที่ 8  สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากกระบวนการผลิตโหระพาเพื่อการ  
    สงออก 

 
ตัวอยาง 

(จํานวนไอโซเลต) ชวงปริมาณการปนเปอน 
สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. 

(Group, จํานวน) 
ผักสดกอนลาง (3)   < 3 - 6 MPN/g       Hvittingfoss (Group I, 3) 
ถุงมือ (6)   < 3.0 – 15.0 MPN/10cm2       Aberdeen (Group F, 1) และ 

      Bovismorbificans (Group C, 5) 
โตะตัดแตง (3)   3.0 – 120 MPN/50cm2       Aberdeen (Group F, 2) และ 

      Bovismorbificans (Group C, 1) 
เขงบรรจุผักสด (1)   < 3.0 – 15.0 MPN/10cm2       II 17 : g, t:- (O: 17) (Group J, 1) 
 
  3.2  สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากกระบวนการผลิตผักชีเพื่อการ
สงออก 
 

 ในทํานองเดียวกันจากการคัดแยกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. จากกระบวนการ
ผลิตผักชีเพื่อการสงออก พบ Salmonella Augustenborg (Group C) และ Salmonella III: 48: 1, V: 
1, 5, 7 (O: 48) จากตัวอยางผักชีกอนลางที่มีปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp.  ซ่ึงตรวจ
โดย วิธี MPN - PCR เทากับ 7.3 MPN/g  พบ Salmonella Augustenborg (Group C) ไดจากผักชีหลัง
ขัดราก หนาโรงงานและน้ําที่ใชลาง  ตัวอยางเหลานี้ไดมีปริมาณการปนเปอนของเชื้อ เทากับ 10, 3 
MPN/g และ 34 MPN/ml ตามลําดับ จะเห็นไดวาทั้งผักสดกอนลาง หลังขัดราก รวมถึงน้ําลางผักมี
การปนเปอนจากเชื้อ Salmonella สายพันธุเดียวกัน  เปนไปไดวาเชื้อมีการปนเปอนมากับตัวอยาง
ผักหลังการขัดราก  และมีโอกาสรอดชีวิตไปจนถึงกระบวนการสงผักไปยังหนาโรงงาน 
เชนเดียวกันกับโตะตัดแตง พบเชื้อ Salmonella III: 48: 1, V: 1, 5, 7 (O: 48) ซ่ึงสายพันธุที่คัดแยก
ไดมีความสอดคลองกับผักสดกอนลางและคาดวามีการปนเปอนขามจากผักสดกอนลางไปยังโตะ
ตัดแตงดวยเชนกัน  นอกจากนี้สามารถคัดแยก Salmonella Newport (Group C) และ Salmonella 
Albany (Group C) ไดจากผักชีหลังลางและน้ําที่ใชในแปลงเพาะปลูก ตามลําดับ (ตารางที่ 9) 
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ตารางที่ 9  สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากกระบวนการผลิตผักชีเพื่อการสงออก 
 

ตัวอยาง 
(จํานวนไอโซเลต) ชวงปริมาณการปนเปอน 

สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. 
 (Group, จํานวน) 

ผักสดกอนลาง (2)    < 3.0 – 14.0 MPN/g   Augustenborg (Group C,1) และ  
  IIIb : 48 : 1, V : 1, 5, 7 (O: 48) (1) 

ผักสดหลังขัดราก (4)    < 3.0 – 15.0 MPN/g   Augustenborg (Group C, 4) 
ผักสดหลังลาง (3)    < 3.0 – 15.0 MPN/g   Newport (Group C, 3) 
ผักสดหนาโรงงาน (1)    < 3.0 – 35.0 MPN/g   Augustenborg (Group C, 1) 
น้ําในแปลงเพาะปลูก (2)    < 0.3  MPN/ml   Albany  (Group C, 2) 
น้ําลางผักสด (1)    < 3.0 – 35.0 MPN/ml   Augustenborg (Group C, 1) 
โตะตัดแตง (4)    < 3.0 – 290.0 MPN/50 cm2   IIIb : 48 : 1, V : 1, 5, 7 (O: 48) (4) 
 

3.3  สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากผักสดเพื่อการสงออก 
 

หลังจากผักสดออกจากโรงงานเพื่อนําไปสงออกตางประเทศ  ทําการคัดแยกเชื้อ 
(ตารางที่ 10) โดยพบสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. จํานวน 2 สายพันธุ  ในโหระพาสดสงออก 
คือ Singapore (Group C) และ Weltevreden (Group E)  ซ่ึงสายพันธุที่ไดมีรายงานการวิจัยของ 
Jerngklinchan and Saitanu ในป ค.ศ. 1993 โดยคัดแยกเชื้อ S. Weltevreden ไดจากถั่วงอกสดที่เก็บ
ตัวอยางมาจากตลาดสดในกรุงเทพมหานคร และ ตอมาในป 2003 Salleh et al.  ไดทําการสํารวจ
และคัดแยก Salmonella Weltevreden ไดจากผักสดเชนกันสวนสายพันธุนี้ Aggarwal et al. (1985) 
ไดรายงานไววา Salmonella Weltevreden เปนสายพันธุ ที่เคยเกิดอุบัติการณของโรคซัลโมเนลโล-
ซิสในประเทศมาเลเซียและประเทศขางเคยีง  
 
ตารางที่ 10  สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากผักสดเพื่อการสงออก 
 

ตัวอยาง 
(จํานวนไอโซเลต) ชวงปริมาณการปนเปอน 

สายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. 
(Group, จํานวน) 

โหระพาสดสงออก (6)    < 3.0 – 20.0 MPN/g   Singapore (Group C, 5) 
  Weltevreden (Group E, 1) 

ผักชีสดสงออก (5)    < 3.0 – 44.0 MPN/g   Singapore (Group C, 5) 
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สรุปไดวาการคัดแยกและจําแนกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ในตัวอยางผักสด
ทั้ง 2 ชนิด (ตารางที่ 7 และ 8)  พบวาคัดแยกเชื้อไดตางสายพันธุ  ทั้งนี้คาดวาขึ้นอยูกับพื้นที่แปลง
ปลูกตางกัน ดิน ปุย น้ํา ส่ิงแวดลอมที่ตางกนันาจะมีผลปนเปอนในผักตางชนิดกัน ตัวอยางเชน พบ
สายพันธุ Hvittingfoss ในโหระพากอนลาง  สวนสายพันธุ Augustenborg พบในผักชี  ในประเด็นที่
สองคือบางสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ที่คัดแยกไดจากผักสดทั้ง 2 ชนิด มีความสอดคลอง
กับสายพันธุที่ตรวจพบในผักสดที่สงออกไปยังประเทศนอรเวย และ ฟนแลนด (ตารางที่ 1) แสดง
วานอกจากสภาพแวดลอมของการเพาะปลูกผักสดที่มีการปนเปอนของดิน น้ํา ปุยที่ใชในการเกษตร
ดังที่กลาวแลว  ขั้นตอนอุปกรณที่เกี่ยวของกับการปฏิบัติขั้นตนไดแก อุปกรณ/เครื่องใชภาชนะ
บรรจุในขั้นตอนการตัดแตง  สุขลักษณะของคนงานที่สัมผัสผักระหวางการตัดแตง  ตลอดจน
วิธีการลางผักสด การลําเลียง เกือบทุกขั้นตอนเปนสาเหตุการปนเปอนของ Salmonella spp. สูผักได 
 

ซ่ึงขั้นตอนที่ตองเนนอยางยิ่งในการจัดการสุขลักษณะใหถูกวิธีคือ ขั้นตอนการลาง  
เนื่องจากมีการพบวาทําใหเกิดการกระจายแพรของเชื้อได  ทําใหความชุกของการปนเปอนเพิ่มขึ้น  
ซ่ึงตองมีวิธีการแนะนําการลางดวยน้ําสะอาด  การหมุนเวียนใชน้ํา และการเติมสารฆาเชื้อในน้ํา จะ
ชวยลดการปนเปอนได เชนเดียวกับการใชอุปกรณ/เครื่องมือที่สะอาด  เนนการทําความสะอาดที่ถูก
วิธีและควรทําการฆาเชื้ออุปกรณ  ไมเพียงแตการทําความสะอาดเพียงอยางเดียว และที่สําคัญของวธีิ
ปฏิบัติและสุขลักษณะของคนงานสัมผัสผักสดจําเปนตองมีการฝกอบรมใหความรูดานสุขลักษณะ  
เขาใจการปนเปอนและแหลงการปนเปอนเพื่อควบคุมปองกันไมใหมีการเพิ่มจํานวนและปริมาณ
เพราะทายที่สุด  หากมีการปนเปอนในผักสดแตแรกไมวาผานกระบวนการผลิตในโรงงานก็อาจไม
สามารถขจัดไมให Salmonella spp. ปนเปอนไดในผักสด 
 
4.  ศึกษาปจจัยของอุณหภูมิท่ีมีผลตอการรอดชีวิตของ Salmonella 2 ซีโรวาร และ E. coli ในปุย
อินทรียประเภทปุยมูลสัตวเชิงการคา  
 
 4.1  ความสามารถในการอยูรอดของเชื้อผสมระหวาง E. coli และ Salmonella 2 ซีโร
วาร ในปุยมูลคางคาว 
 

 จากการศึกษาความสามารถในการรอดชีวิตของเชื้อผสมระหวาง E. coli กับ 
Salmonella Hvittingfoss (เชื้อผสมสูตรที่ 1) และ E. coli กับ Salmonella Augustenborg (เชื้อผสม
สูตรที่ 2)  พบวา ปริมาณ E. coli เร่ิมตน (วันที่ 0) ที่อุณหภูมิ 25±2 ºC มีคาเทากับ 5.17 log CFU/g 
(ภาพที่ 9A) สวน อุณหภูมิ พีเอชและปริมาณความชื้นมีคาเริ่มตนเทากับ 26.30 °C , 7.62 และรอยละ 
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8.22 ตามลําดับ (ตารางผนวกที่ ฉ13, 14 และ 15) จากการติดตามการรอดชีวิตของเชื้อผสมทั้งสอง
ในตัวอยางปุยระหวางการเก็บที่อุณหภูมิ 25 ºC พบวาปริมาณการรอดชีวิตของเชื้อ E. coli ที่ผสมกับ
เชื้อ S. Hvittingfoss ในปุยมูลคางคาวมีแนวโนมลดลง  พบวาในวันที่ 1 และ 9 เชื้อ E. coli มีจํานวน
ลดลงเทากับ 4.22 และ 1.76 log CFU/g  ในขณะที่เชื้อ Salmonella ทั้งสองซีโรวาร  จากปริมาณเชื้อ
เร่ิมตนคือ 4-5 log CFU/g  มีความสามารถในการรอดชีวิตไดดีกวา  ตรวจพบผลบวกแมวาจะเก็บปุย
ดังกลาวเปนเวลา 21 วัน (ตารางผนวกที่ ฉ10) เชนเดียวกันกับการตรวจสอบปริมาณและ
ความสามารถในการเจริญของเชื้อผสมระหวาง E. coli และ S. Augustenborg พบวา ที่อุณหภูมิ 25 
ºC ปริมาณการรอดชีวิตของเชื้อ E. coli มีแนวโนมลดลงในวันที่ 1 และ 9 เทากับ 4.51 และ 1.13 log 
CFU/g ตามลําดับ และตรวจไมพบในวันที่ 12  ในขณะที่ Salmonella ทั้งสองซีโรวารยังคงมีชีวิต
รอดอยูถึงวันที่ 21 
 

 เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเจริญและการอยูรอดของเชื้อผสมระหวาง E. coli 
กับ S. Hvittingfoss และ E. coli กับ S. Augustenborg ในปุยมูลคางคาวที่อุณหภมูิสูงขึ้นคือ 40±2 °C 
อุณหภูมินี้เลียนแบบกองปุยที่ตากภายใตแสงแดด (ภาพที่ 9A) พบวา ในวันที่ 0 วัดอุณหภูมิ พีเอช
และปริมาณความชื้นเริ่มตนเทากับ 36.70 °C , 7.38 และรอยละ 8.45 ตามลําดับ ปริมาณของเชื้อ E. 
coli เทากับ 5.05 – 5.72 log CFU/g เมื่อเก็บรักษาเพียง 1 วัน ปริมาณเชื้อ E. coli จะลดลงรวดเร็ว 
เหลือเทากับ 3.07 - 3.15 log CFU/gไมสามารถหาปริมาณการรอดชีวิตไดในปุยมูลคางคาวที่มีเชื้อ
ผสมระหวาง E. coli กับ S. Hvittingfoss ในวันที่ 3 ของการเก็บรักษาที่ 40 °C แตยังตรวจพบ E. coli 
ในเชื้อผสมระหวาง E. coli กับ S. Augustenborg ไดเทากับ 0.59 log CFU/g และไมพบในวันที่ 6  
สวน Salmonella ทั้งสองซีโรวารคือ  S. Hvittingfoss และ S. Augustenborg พบวามีความสามารถ
ในการรอดชีวิตไดเพียงแค 6 วัน ที่อุณหภูมิ 40 °C 
 

4.2  ความสามารถในการเจรญิและการอยูรอดของเชื้อผสมระหวาง E. coli และ 
Salmonella spp. ในปุยมูลสุกร 

 
การเจริญและรอดชีวิตของเชื้อผสมระหวาง E. coli กับ S. Hvittingfoss และ E. coli กับ 

S. Augustenborg ในปุยมูลสุกร (ภาพที่ 9B) พบวา ที่อุณหภูมิ 25±2 °C  ปริมาณการเจริญและการ
รอดชีวิตของเชื้อ E. coli ในปุยมูลสุกรที่มีเชื้อผสมระหวาง E. coli และ S. Hvittingfoss มีคาเทากับ 
4.84 และ 3.02 log CFU/g ในวันที่ 0 และ 3 ตามลําดับ และพบวา ในวันที่ 9 เซลลเหลืออยูเพียง 0.5 
log CFU/g  ในกรณีเชื้อผสมระหวาง E. coli ที่ผสมกับเชื้อ S. Augustenborg ในปุยมูลสุกรมีปริมาณ 
E. coli การเจริญของเชื้อเร่ิมตนในวันที่ 0 เทากับ 4.71 log CFU/g และในทํานองเดียวกันการรอด
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ชีวิตมีแนวโนมที่จะลดลงเรื่อยๆ ในวันที่ 6 เทากับ 1.99 log CFU/g  ตรวจไมพบปริมาณ E. coli  ใน
วันที่ 9  สวนเชื้อ S. Hivttingfoss และ S. Augustenborg รอดชีวิตไดดีกวาคือ ยังพบผลบวกในวันที่ 
21 และ 15 ของการเก็บรักษา  จากการตรวจวัด อุณหภูมิ พีเอชและปริมาณความชื้นเฉลี่ยของปุยมูล
สุกร มีคาเทากับ 26 °C, 6.66 และรอยละ 17.92 ตามลําดับ (ตารางผนวกที่ ฉ13, 14 และ 15) และมี
คาไมเปล่ียนแปลงมากนักตลอดระยะเวลาการเก็บ 21 วัน 
 

ในกรณีของการศึกษาการเจริญและรอดชีวิตของเชื้อผสมระหวาง E. coli กับ S. 
Hvittingfoss หรือ S. Augustenborg ในปุยมูลสุกรที่อุณหภูมิ 40±2°C (ภาพที่ 9B) พบวาเชื้อ E. coli 
รอดไดเพียง 1 วันเทานั้นคือ ปริมาณของเชื้อลดลงจากเริ่มตนเทากับ 5.26 และ 4.68 log CFU/g 
ตามลําดับ  โดยที่ อุณหภูมิ พีเอชและปริมาณความชื้น ในวันที่ 0 มีคาเทากับ 35.2 °C, 6.82 และรอย
ละ 30.50 ตามลําดับ (ตารางผนวกที่ ฉ13, 14 และ 15) แตในขณะที่เช้ือ S. Hvittingfoss และ S. 
Augustenborg ในปุยมูลสุกรสามารถอยูรอดที่ 40 °C ไดเพียงวันที่ 3 และตรวจไมพบในวันที่ 6         
(ภาพที่ 10) ผลของขอ 4.1 ในขณะที่ Salmonella spp. ยังสามารถอยูรอดไดในปุยมูลคางคาวในวันที่ 
6 

 
4.3  ความสามารถในการเจรญิและการอยูรอดของเชื้อผสมระหวาง E. coli และ 

Salmonella spp. ในปุยมูลวัว 
 

จากการตรวจวัดอุณหภูมิ พีเอชและปริมาณความชื้นในปุยมูลวัวเร่ิมตนมีคาเทากับ 
26.20 °C, 8.76 และรอยละ 10.12 ตามลําดับ  ซ่ึงคาความชื้นมีคาต่ํากวาปุยมูลสุกรอยางมาก (ตาราง
ผนวกที่ ฉ13, 14 และ 15)  ดังนั้นจึงพบวาปริมาณในการรอดชีวิตของเชื้อผสมที่อุณหภูมิ 25±2 °C 
พบเชื้อ   E. coli ที่ผสมกับเชื้อ S. Hvittingfoss และ S. Augustenborg มีปริมาณของเชื้อเร่ิมตน
เทากับ 4.85 และ 4.66 log CFU/g ตามลําดับ (ภาพที่ 9C) หลังจากเก็บรักษาปุยมูลสุกรที่มีเชื้อ E. 
coli ที่ผสมกับเชื้อ S. Hvittingfoss วันที่ 1 และ 3 พบวาเชื้อมีแนวโนมลดลงอยางรวดเร็วเทากับ 2.49 
และ 1.15 log CFU/g ตามลําดับ  ซ่ึงเปนไปในทางเดียวกับปริมาณของเชื้อ E. coli ในปุยมูลวัวที่
ผสมกบั S. Augustenborg โดยพบวาการรอดชีวิตลดลงเรื่อยๆ ตั้งแต วันที่ 1 และ 3 เทากับ 3.40 และ 
0.5 log CFU/g ตามลําดับ และตรวจไมพบปริมาณในวันที่ 6 สวนการรอดชีวิตของเชื้อ Salmonella 
spp. ในปุยมูลวัวทั้งสองสายพันธุคือ S. Hvittingfoss และ S. Augustenborg ในปุยมูลวัวเก็บที่ 25 °C 
พบวา เชื้อสามารถอยูรอดไดจนถึงวันที่ 18 และ 15 ตามลําดับ (ภาพที่ 10)  
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ในขณะที่การศึกษาปริมาณการเจริญและการรอดชีวิตของเชื้อผสมในปุยมูลวัวที่
อุณหภูมิ 40±2 °C พบเชื้อ E. coli อยูรอดไดเพียงแค 1 วันเทานั้นคือ จากจํานวนเริ่มตนเทากับ 4.60 - 
5.26 log CFU/g และคาอุณหภูมิ พีเอชและปริมาณความชื้นเทากับ 38.50 °C, 8.53 และรอยละ 10.95 
ตามลําดับ  หลังจากเก็บเปนเวลา 1 วัน  ตรวจไมพบเซลล E. coli (ตารางผนวกที่ ฉ13, 14 และ 15) 
เชนเดียวกับเชื้อ Salmonella spp. ทั้ง 2 สายพันธุ  ตรวจไมพบในวันที่ 6 ทั้งใน 2 ซีโรวาร (ภาพที่ 10)  

 
4.4  ความสามารถในการเจรญิและการอยูรอดของเชื้อผสมระหวาง E. coli และ 

Salmonella spp. ในปุยมูลไก 
 

จากการตรวจวัดอุณหภูมิ พีเอชและปริมาณความชื้นของปุยมูลไกเริ่มตนในวันที่ 0 ที่
อุณหภูมิหอง มีคาเทากับ 26.3 °C, 6.39 และรอยละ 16.52 ตามลําดับ (ตารางผนวกที่ ฉ13, 14 และ 
15) และปริมาณเชื้อ E. coli ที่ผสมกับ S. Hvittingfoss และ S. Augustenborg เร่ิมตนในวันที่ 0 
เทากับ 3.99 และ 4.84 log CFU/g ตามลําดับ  โดยปริมาณเชื้อ E. coli ที่ผสมกับ S. Hvittingfoss  มี
การเจริญและรอดชีวิตไดในวันที่ 1 เทากับ 3.15 log CFU/g และไมสามารถตรวจนับปริมาณของ E. 
coli ไดในวันที่ 3 ตามลําดับ เชนเดียวกับ ปริมาณของเชื้อ E. coli ที่ผสมกับเชื้อ S. Augustenborg มี
แนวโนมลดลงในวันที่ 1 และ 3 เทากับ 3.32 และ 1.35 log CFU/g ตามลําดับ (ภาพที่ 10) ปริมาณ
ของเชื้อ E. coli ในปุยทั้งที่ผสมกับ S. Hvittingfoss และ S. Augustenborg ไมสามารถตรวจไดใน
วันที่ 3 และวันที่ 6  ในขณะที่ความสามารถในการรอดชีวิตของเชื้อ S. Hvittingfoss มากกวา E. coli 
หลายเทาสามารถมีชีวิตอยูไดนานถึงวันที่ 15 (ตารางที่ 11) สวนเชื้อ S. Augustenborg มี
ความสามารถในการรอดชีวิตไดถึงวันที่ 9 แตตรวจไมพบในวันที่ 18 (ตารางที่ 12) 
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ภาพที่ 9  ปริมาณการรอดชีวิตและการเจริญของเชื้อ E. coli ในปุยมูลคางคาว (A) ปุยมูลสุกร (B) ปุย 

  มูลวัว (C) ปุยมูลไก (D) โดยที่ 
                            คือ ปริมาณสายพันธุผสมระหวาง E. coli และ S. Hvittingfoss ที่ 25±2 °C,                

              คือ ปริมาณสายพันธุผสมระหวาง E. coli และ S. Hvittingfoss ที่ 40±2 °C,                         
              คือ ปริมาณสายพันธุผสมระหวาง E. coli และ S. Augustenborg ที่ 25±2 °C,             

                            คือ ปริมาณสายพันธุผสมระหวาง E. coli และ S. Augustenborg ที่ 40±2 °C   
 

การศึกษาการเจริญและการรอดชีวิตของเชื้อ  E. coli ในปุยมูลไกที่อุณหภูมิ 40±2 °C 
พบวา จากปริมาณ E. coli เร่ิมตนผสมระหวาง S. Hvittingfoss และ S. Augustenborg ในวันที่ 0
เทากับ 4.75 และ 4.20 log CFU/g ตามลําดับ ตรวจไมพบการเจริญของเชื้อดังกลาวในวันที่ 1 (ตาราง
ผนวกที่ ฉ10) เชนเดียวกันกับการรอดชีวิตของเชื้อ Salmonella spp. ทั้ง 2 ซีโรวาร ไมพบการอยูรอด
ของเชื้อตั้งแตวันที่ 1 เปนตนไป (ภาพที่ 10)  

0

1

2

3

4

5

6

0 3 6 9 12 15 18 21 24

ระยะเวลาในการก็บ (วัน)

ปริ
มา

ณเ
ชื้อ

 E
. c

oli
 (lo

g C
FU

/g)

0

1

2

3

4

5

6

0 3 6 9 12 15 18 21 24

ระยะเวลาในการเก็บ (วันที่)

ปริ
มา

ณเ
ชื้อ

 E
. c

oli
 (lo

g C
FU

/g)

0

1

2

3

4

5

6

0 3 6 9 12 15 18 21 24

ระยะเวลาในการเก็บ (วัน)

ปริ
มา

ณเ
ชื้อ

 E
. c

oli
 (lo

g C
FU

/g)

0

1

2

3

4

5

6

0 3 6 9 12 15 18 21 24

ระยะเวลาในการเก็บ (วัน)

ปริ
มา

ณเ
ชื้อ

 E
. c

oli
 (lo

g C
FU

/g)

A B 

C D 



 63 

จากการศึกษาการรอดชีวิตและการเจริญโดยรวมของเชื้อ E. coli และ Salmonella spp. 
จํานวนสองซีโรวารคือ Hvittingfoss และ Augustenborg พบวา ชนิดของปุยเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอ
การเจริญและการอยูรอดของเชื้อ  โดยจะเห็นไดวาเชื้อ E .coli ในปุยมูลคางคาวและปุยมูลสุกรมีการ
รอดชีวิตที่สอดคลองกันคือ เชื้อสามารถตรวจนับการรอดชีวิตไดกอนถึงวันที่ 12 แตในขณะที่ เชื้อ 
E. coli ในปุยมูลวัวและมูลไกสามารถตรวจนับปริมาณไดกอนวันที่ 6 ที่อุณหภูมิ 25±2 °C ปจจัย
ตอมาที่มีผลอยางมากคืออุณหภูมิ เชื้อผสมทั้ง 2 ชนิดคือ E. coli และ Salmonella spp. ไมสามารถ
ทนตออุณหภูมิ 40°C ไดในปุยท้ัง 4 ชนิด  เมื่อเก็บไวเปนเวลาเกิน 6 วัน จากรายงานพบวา 
Salmonella spp. สามารถทนตออุณหภูมิไดสูงสุดคือ 62ºC (อรุณและคณะ, 2540; Doyle and 
Mazzotta, 2000) แตในการทดลองนี้เซลลไมสามารถรอดชีวิตแมวาอุณหภูมิจะไมสูงมากนักเปน
เพราะปจจัยของความชื้นและปริมาณแอมโมเนียในปุย  สังเกตไดวาเชื้อแบคทีเรียทั้งสองชนิดมีชีวิต
รอดไดในปุยมูลไกไดนอยกวาปุยชนิดอื่นๆ (Ottoson et al., 2008)  

 
เนื่องจากปุยที่นํามาทําการวิจัยในครั้งนี้เปนปุยคอกซึ่งเปนปุยมูลสัตวไมทราบขอมูล

สวนผสมเบื้องตนตลอดจนในการหมักปุยดังกลาว แตอยางไรก็ดี จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถทํา
ใหทราบไดวาหากมีเชื้อ E. coli หรือ Salmonella spp. ซ่ึงเปนเชื้อกอโรคที่กําลังเปนปญหาในการ
ปนเปอนผักสดเพื่อการสงออกที่รอดชีวิตหากผานการหมักที่สมบูรณและปองกันการปนเปอนซ้ํา  
การตากปุยมูลสัตวบริเวณกลางแสงแดดซึ่งอุณหภูมิจะสูงประมาณ 40 °C จะชวยปองกันการเพิ่ม
จํานวนและลดจํานวน Salmonella spp. ได  จากผลการศึกษาในครั้งนี้พบวา การเก็บปุยมูลสัตวที่
อุณหภูมิ 40±2 °C เปนระยะเวลาประมาณ 3 สัปดาหสามารถลดปริมาณและการรอดชีวิตของเชื้อ    
E. coli และ Salmonella spp. ทั้งสองซีโรวารลงไดทั้งในปุยมูลคางคาว ปุยมูลสุกร ปุยมูลวัวและปุย
มูลไก (ภาพที่ 10)  อยางไรก็ตาม ในกรณีปุยมูลคางคาวเปนที่นาสังเกตวา Salmonella spp. รอดชีวิต
ไดที่ 25±2 °C นานที่สุด  ดังนั้น ควรควบคุมอุณหภูมิและความชื้น  ซ่ึงเปนปจจัยสําคัญชวยลดการ
เจริญของเชื้อที่ปนเปอนมาได 
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ภาพที่ 10  ความสามารถในการรอดชีวิตของเชื้อ S. Hvittingfoss และ S. Augustenborg ในปุยมูล 

   คางคาว ปุยมูลสุกร ปุยมูลวัวและปุยไก ที่อุณหภูม ิ25±2 และ 40±2 ºC 
  

ป ค.ศ. 1997 Pell รายงานวาเชื้อ Salmonella Typhimurium สามารถรอดชีวิตอยูในปุย
มูลวัวไดนานกวาเชื้อ E. coli O157: H7 ซ่ึงตอมาในป ค.ศ. 2005 Franz et al. พบวา ปริมาณเสนใย
กากอาหารในปุยมูลสัตว และคาพีเอชมีผลตอการรอดชีวิตของเชื้อจุลินทรีย  โดยปริมาณของเสนใย
ถายิ่งมีในปริมาณมากจะทําใหการรอดชีวิตของเชื้อลดลง  ทั้งนี้เนื่องมาจากเชื้อไมสามารถใช
สารอาหารที่อยูในรูปเสนใยได  จึงสอดคลองกับงานวิจัยคร้ังนี้ที่พบวา เช้ือสามารถรอดชีวิตในปุย
มูลไกและมูลวัวในชวงเวลาสั้นทั้งที่อุณหภูมิ 25±2 และ 40±2 °C  ในขณะที่ความสามารถในการ
รอดชีวิตของเชื้อ ทั้ง 2 ชนิด คือ Salmonella สองซีโรวาร และ E. coli ในปุยมูลคางคาวรอดชีวิตได
นานที่สุดถึง 21 วัน ที่อุณหภูมิ 25±2 °C ปุยมูลไกท่ีใชในการทดลอง  มีสวนประกอบของฟางและ
แกลบเปนจํานวนมากที่สุด  ในขณะที่ ปุยมูลวัว ปุยมูลสุกรและปุยมูลคางคาว  มีเสนใยต่ํากวามีเศษ
ใบไมและดินปนอยูมาก ตามลําดับ  จากการศึกษาในครั้งนี้ไดมีการวัดคาพีเอชและปริมาณความชื้น
ควบคูไปดวย  
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ตารางที่ 11  ความสามารถในการรอดชีวิตของเชื้อ S. Hvittingfoss ในปุยมูลสัตวที่อุณหภูม ิ25±2 และ 40±2  oC ระหวางการเก็บรักษา 21 วัน  
 

 
หมายเหตุ   *      หมายถึง ผลการทดลองในซ้ําที่ 1 และ 2 
     a     หมายถึง ใหผลบวก 3 ใน 3 ซ้ําจากการทดสอบ 
    b         หมายถึง ใหผลบวก 1 ใน 3 ซ้ําจากการทดสอบ 

c     หมายถึง ใหผลบวก 0 ใน 3 ซ้ําจากการทดสอบ 

วันที่เก็บตัวอยาง 
0 1 3 6 9 12 15 18 21 ชนิดปุยและ 

สภาวะการเกบ็ (°C)  1* 2* 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
ปุยมูลคางคาว 25±2 3/3 a 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

 40±2 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3b 0/3c 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
ปุยมูลสุกร 25±2 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3 1/3 0/3 
 40±2 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
ปุยมูลวัว 25±2 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3 1/3 0/3 0/3 
 40±2 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3 2/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
ปุยมูลไก 25±2 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3 3/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
 40±2 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
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ตารางที่ 12  ความสามารถในการรอดชีวิตของเชื้อ S. Augustenborg ในปุยมูลสัตวทีอุ่ณหภูม ิ25±2 และ 40±2 oC ระหวางการเกบ็รักษา 21 วัน 
 

 
หมายเหตุ   *      หมายถึง ผลการทดลองในซ้ําที่ 1 และ 2                    c     หมายถึง ใหผลบวก 2 ใน 3 ซ้ําจากการทดสอบ 
                              a     หมายถึง ใหผลบวก 3 ใน 3 ซ้ําจากการทดสอบ                 d    หมายถึง ใหผลบวก 3 ใน 3 ซ้ําจากการทดสอบ 
        b         หมายถึง ใหผลบวก 1 ใน 3 ซ้ําจากการทดสอบ 
  

วันที่เก็บตัวอยาง 
0 1 3 6 9 12 15 18 21 ชนิดปุยและ 

สภาวะการเกบ็ (°C)  1* 2* 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
ปุยมูลคางคาว 25±2 3/3 a 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 
 40±2 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 d 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
ปุยมูลสุกร 25±2 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
 40±2 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 2/3 c 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
ปุยมูลวัว 25±2 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3 b 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
 40±2 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
ปุยมูลไก 25±2 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
 40±2 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 

 
 1.  การตรวจปริมาณเชื้อ Salmonella spp. โดยเทคนิค MPN - PCR ในตัวอยางดิน ปุยและ
น้ํา พบวา ดินและปุยมีปริมาณเชื้อ Salmonella spp. ที่ปนเปอนเปนปริมาณมากที่สุด คือ 15 MPN/g 
ซ่ึงการปนเปอนของตัวอยางที่ตรวจพบเชื้อมีความชุกประมาณรอยละ 33.33 แตกตางจากปริมาณ
การปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในนํ้าที่ทําการเพาะปลูกคือพบปริมาณการปนเปอนที่สูงที่สุด 
เทากับ 7.4 MPN/ml แตจํานวนตัวอยางมีความชุกสูงคิดเปนรอยละ 53.33 ปริมาณความชุกของน้ําที่
มีการปนเปอนจึงอาจเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหมีการแพรกระจายของเชื้อ Salmonella spp. สูผักไดใน
ระหวางการเพาะปลูกสูงกวาการใชปุยและการปนเปอนจากดิน  พบวาหากแหลงน้ําสะอาด เชน ใน
กรณีแปลงผักชีที่มีแหลงน้ําที่ใชเปนน้ําบาดาล  ปริมาณการปนเปอนและความชุกของตัวอยางน้ําที่
รดผักปนเปอนนอยกวาอยางเห็นไดชัด  ในกรณีของผักสดซึ่งรวมทั้งโหระพาและผักชีที่ปนเปอน
ในขั้นตอนกอนลางจนกระทั่งถึงขั้นตอนการสงออก  พบวาความชุกและปริมาณการปนเปอนของ
เชื้อ Salmonella spp. เพิ่มขึ้น  โดยที่ปริมาณการปนเปอนที่เพิ่มขึ้นของโหระพาและผักชีเพิ่มจากขั้น
กอนลางจนถึงออกจากโรงงานโดยเฉลี่ยเทากับ 6.69 และ 9.69 MPN/g ตามลําดับ  ซ่ึงปริมาณการ
ปนเปอนของเชื้อที่เพิ่มขึ้นนั้นปจจัยสําคัญคือ ขั้นตอนการลางและการตัดแตงที่ปนเปอนเพิ่มจาก
อุปกรณ ผูสัมผัสผัก โดยปริมาณความชุกน้ําที่ใชลางผักทั้ง 2 ชนิดพบการปนเปอนไดมากเกินรอย
ละ 50  
 
 2.  จากการคัดแยกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. จากกระบวนการผลิตโหระพาเพือ่การ
สงออก รวม 11 ไอโซเลต พบ S. Aberdeen (Group F) และ S. Bovismorbifican (Group C) จาก
ตัวอยางถุงมือและโตะตัดแตง  นอกจากนี้ S. Hvittingfoss (Group I) และ S. II17: g, t: - (O: 17) 
(Group J) ถูกคัดแยกไดจากโหระพากอนลางและเขงบรรจุผักสด ตามลําดับ  ขณะที่ตัวอยางจาก
กระบวนการผลิตผักชีเพื่อการสงออกสามารถคัดแยก S. Augustenborg (Group C) ไดจากตัวอยาง 
ผักชีกอนลาง หลังขัดรากและคัดแยก S. III: 48: 1, v: 1, 5, 7 (O: 48) ไดจากตัวอยางผักชีกอนลาง
และโตะตัดแตง  ซ่ึงผลการคัดแยกชี้ใหสนับสนุนและเห็นไดวาขั้นตอนของการลางและการตัดแตง
มีผลตอการปนเปอนของเชื้อเพิ่มมากขึ้น  นอกจากนี้ยังพบ S. Newport (Group C) และ S. Albany 
(Group C) จากตัวอยางผักชีหลังลางและน้ําที่ใชในแปลงเพาะปลูกอีกดวย  ในกรณีผักสดสงออกคัด
แยกเชื้อ S. Singapore (Group C) ไดจากทั้งโหระพาและผักชีพรอมสงออกและ S. Weltevreden 
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(Group E) ไดจากโหระพาพรอมสงออก  สายพันธุที่ตรวจพบสอดคลองกับสายพันธุที่ระบุวาพบใน
ตัวอยางผักสดสงออกและทําใหเกิดปญหาในชวงป 2005 - 2008 คือ สายพันธุ Augustenborg และ 
Weltevreden 
 
 3.  จากการศึกษาการอยูรอดของเชื้อผสมระหวาง E. coli และ Salmonella spp. 2 ซีโรไทป 
คือ Hvittingfoss และ Augustenborg ซ่ึงเปนตัวแทนจากแปลงโหระพาและแปลงผักชี ตามลําดับ 
พบวา การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25±2 ºC เชื้อ E. coli ในปุยมูลคางคาวและปุยมูลสุกรมีชีวิตรอดได
นานถึงวันที่ 12 แตในขณะที่ ปุยมูลวัวและปุยมูลไกพบการรอดชีวิตของเชื้อ E. coli ส้ันกวา  เซลลมี
ชีวิตรอดไดถึงวันที่ 6 ของการเก็บรักษา  สวนการศึกษาที่อุณหภูมิ 40±2 ºC พบวา เชื้อ E. coli ในปุย
มูลคางคาวสามารถพบการรอดชีวิตไดในวันที่ 6 แตในปุยมูลสุกร ปุยมูลวัว และปุยมูลไก ตรวจไม
พบการรอดชีวิตหลังจากวันที่ 1 ของการเก็บรักษา ความสามารถในการรอดชีวิตของเชื้อ E. coli 
ใหผลสอดคลองกับเชื้อ Salmonella spp. โดยพบวา ที่อุณหภูมิ 25±2 ºC Salmonella spp. ในปุยมูล
คางคาวและปุยมูลสุกรมีชีวิตรอดไดนานถึงวันที่ 21  ในขณะที่ปุยมูลวัวและปุยมูลไก เช้ือสามารถ
รอดชีวิตไดถึงวันที่ 18 และ 15 ตามลําดับ  จากการศึกษาการอยูรอดของเชื้อ Salmonella spp. ทั้ง 2 
สายพันธุ ที่อุณหภูมิ 40±2 ºC พบวา ปุยมูลคางคาวและปุยมูลวัวสามารถตรวจการรอดชีวิตไดถึง
วันที่ 6 ของการเก็บรักษา  ในกรณีของปุยมูลไกไมพบการรอดชีวิตของเชื้อทั้ง 2 ซีโรวาร  ตั้งแต
วันที่ 1 ของการเก็บรักษา  สรุปไดวา อุณหภูมิของการเก็บรักษาปุยเปนปจจัยหลักในการอยูรอดของ
เชื้อกอโรคไดแก E. coli และ Salmonella spp. ในปุยมูลสัตว  ปจจัยรองลงมาคือ ชนิดของปุย
โดยเฉพาะชนิดมูลสัตวที่เปนองคประกอบหลักของปุยคอก  โอกาสในการอยูรอดของเชื้อจะลดลง 
เมื่อระยะเวลาในการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 69 

ขอเสนอแนะ 
 

1.  ในขั้นตอนของการตรวจปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ดวยวิธี PCR 
(Polymerase chain reaction) ควรระมัดระวังปญหาการปนเปอนจาก DNA ของเชื้อ Salmonella spp. 
โดยตองการควบคุมสภาพปลอดเชื้อเปนอยางยิ่ง  เนื่องจาก DNA อาจมีการปนเปอนลงสู
สวนประกอบของปฏิกิริยาเชน ไพรเมอร หรือ เอนไซม DNA polymerase เปนตน  ทั้งนี้เนื่องจาก
สารตางๆ ในปฎิกิริยามีราคาคอนขางสูงการผิดพลาดของเทคนิคปฏิบัติทําใหเพิ่มคาใชจายในการ
ตรวจวิเคราะห  นอกจากนี้ในระหวางทําการทดลองควรควบคุมอุณหภูมิใหต่ําอยูเสมอ (4 °C)  เพื่อ
ยับยั้งการทํางานของเอนไซมไมใหเกิดปฏิกิริยากอนนําเขาเครื่อง PCR และทําใหพบปญหาแถบ 
DNA ไมแสดงผลบอยครั้ง  ซ่ึงปญหาสวนมากเกิดจากการขาดการระมัดระวังในขั้นตอนปเปต
ตัวอยางจากหลอดที่มีสาร Chelex ติดมากับตัวอยาง  ซ่ึงสารดังกลาวมีผลไปยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา 
PCR  วิธีการแกปญหาดังกลาวคือ พยายามปเปตตัวอยางบริเวณผิวหนาตัวอยางเพื่อไมใหสารละลาย
ฟุงกระจาย 

 
2.  วิธีการมาตรฐานในการตรวจ เชื้อ Salmonella spp. เพื่อตองการที่จะทราบผลวาตรวจ

พบหรือไมพบในสินคาที่ตองการสงออกไปยังตางประเทศ ซ่ึง ตองใชเวลาอยางนอย 4 – 6 วัน จึงจะ
ทราบผล  ในกรณีของอาหารที่มีอายุการเก็บการเก็บสั้นเชน ผักสดมีความจําเปนตองทราบผลการ
ตรวจในระยะเวลาสั้นและแนนอนเพื่อที่จะสงออกไดโดยไมมีปญหาการตีกลับของสินคา  เทคนิค 
PCR (Polymerase chain reaction) เปนอีกวิธีการหนึ่งที่ใหผลไดอยางรวดเร็วและแมนยํามากกวา
การตรวจเชื้อดวยวิธีการมาตรฐาน  โดยใชเวลาประมาณ 1 วันครึ่งในการตรวจเพื่อท่ีจะทราบผลวา
ใหผลเปนบวกหรือลบ  เทคนิคนี้ถูกใชกันอยางแพรหลายในแถบประเทศที่มีการพัฒนา และคาดวา
ในอีกไมนานนักประเทศไทยมีแนวโนมยอมรบัและปรับใหเปนวิธีตรวจสอบ  เพื่อใชในการตรวจ
การปนเปอนของเชื้อที่ตองการทราบผลในระยะเวลาสั้น 

 
3.  อยางไรก็ตาม ในการวิจัยครั้งนี้แมจะไดดําเนินการตามวิธีมาตรฐานแตขั้นตอนวิธีการ

ในการคัดแยกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. ในกระบวนการผลิตผักสดใชอาหารเลี้ยงเชื้อ RV 
broth เพียงชนิเดียว หากสามารถเพิ่มชนิดอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวเชน ทดสอบ รวมกับ Tetrathionate 
(TT) brtoth หรือ Selenite cystine (SC) broth เชื่อวาจะคัดแยกสายพันธุของเชื้อไดจากตัวอยางที่
ใหผลบวกโดยวิธี PCR ใหไดมากยิ่งขึ้น 
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4.  จากการศึกษาความสามารถในการเจริญและรอดชีวิตของเชื้อ E. coli และ Salmonella 
spp. ในครั้งนี้มีขอจํากัดในเรื่องเวลาจึงใชเวลาในการศึกษาคอนขางสั้น ซ่ึงกําหนดอายุการเก็บ 21 
วัน คาดวาหากสามารถทดสอบไดมากกวานี้จะสามารถตรวจสอบเชื้อ Salmonella spp. ไดในปุยมูล
สัตว ที่ 25±2 ºC  เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้น  นอกจากนี้ควรกําหนดปจจัยในการอยูรอด
อ่ืนๆ รวมดวย  นอกเหนือจากอุณหภูมิ เชน ความชื้น พีเอช เปนตน 
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.  Tryticase soy broth (TSB, Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
 
 Peptone from casein      17.0 กรัม 
 Peptone from soymeal     3.0 กรัม 
 D (+) Glucose     2.5 กรัม 
 Sodium chloride     5.0 กรัม 
 di-Potassium hydrogen phosphate     2.5 กรัม 
 น้ํากลั่น     1.0 ลิตร 

 
ละลายสารในน้ํากลั่น 1 ลิตร ใสหลอดทดลองหลอดละ 10 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ 121 ºC นาน 15 นาที 
 

2.  Diluent (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
 
 Peptone from meat    1.0 กรัม 
 น้ํากลั่น    1.0 ลิตร 
 

ละลายสารในน้ํากลั่นใหเขากัน ใสหลอดทดลองหลอดละ 9 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 121 ºC นาน 15 นาที 
 
3. สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดรอยละ 0.85 (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
  
 Sodium chloride                                                          8.5     กรัม 
                       น้ํากลั่น                                                                          1.0         ลิตร 
 
 ละลายสารในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรสารละลายเปน 1 ลิตรดวยน้ํากล่ันแลวนําไปนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 ºC นาน 15 นาที 
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4. Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD, Difco Laboratories, USA) 
 
  Yeast extract                                                 3.0 กรัม 
  L-Lysine 5.0 กรัม 
  Xylose 3.5 กรัม 
  Lactose 7.5 กรัม 
  Saccharose 7.5 กรัม 
  Sodium desoxycholate 2.5 กรัม 
  Ferric ammonium citrate 0.8 กรัม 
  Sodium thiosulfate 6.8 กรัม 
  Sodium chloride 5.0 กรัม 
  Agar 13.5 กรัม 
  Phenol red 0.08 กรัม 
 
 ละลายสารในน้ํากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนในอางน้ํารอนหรือตั้งบนเปลวไฟโดยตรง หาม
นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อ ผสมใหเปนเนื้อเดยีวกันแลวเทลงจานเพาะเชื้อใหหนาพอประมาณ 
 

5. Rappaport - Vassiliadis (RV) Broth (Difco Laboratories, U.S.A.) 
 
   Pancreatic digest of casein    4.54 กรัม 
   Sodium chloride     7.2 กรัม 
   Monopotassium phosphate    1.45 กรัม 
   Magnesium chloride (adhydrous)   13.4 กรัม 
   Malachite green oxalate    0.036 กรัม 
 

ละลายสารในน้ํากลั่นใหเขากัน ใสหลอดทดลองหลอดละ 10 มิลลิลิตรแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 116 ºC นาน 15 นาที 
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6. Hektoen Enteric (HE) agar (Difco Laboratories, U.S.A.) 
 
  Proteose peptone     12.0 กรัม 

  Yeast extract     3.0 กรัม 
  Bile salt No. 3     9.0 กรัม 
  Lactose      12.0 กรัม 
  Saccharose     12.0 กรัม 
  Salicin      2.0 กรัม 
  Sodium chloride     5.0 กรัม 
  Sodium thiosulfate     5.0 กรัม 
  Ferric ammonium citrate    1.5 กรัม 
  Agar      14.0  กรัม 
  Bromthymol blue     0.065 กรัม 
  Acid fuchsin     0.1 กรัม  

 
 ละลายสารในน้ํากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนในอางน้ํารอนหรือตั้งบนเปลวไฟโดยตรง หาม
นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อ ผสมใหเปนเนื้อเดยีวกันแลวเทลงจานเพาะเชื้อใหหนาพอประมาณ 
 

7. Triple Sugar Iron Agar (TSI) (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
 
   Peptone      2.0 กรัม 
   Glucose      0.1 กรัม 
   Lactose      1.0  กรัม 
   Sucose      1.0 กรัม 
   Ferrous ammonium phosphate   0.02 กรัม 
   Sodium chloride     0.5 กรัม 
   Phenol red     0.0025 กรัม 
   Agar      1.5 กรัม 
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 ละลายสารในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรสารละลายเปน 1 ลิตรดวยน้ํากล่ันแลวนําไปนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 ºC นาน 15 นาที 
 
8. Lysine Iron Medium (LIM) (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
 
  Peptone from meat 5.0 กรัม 
  Yeast extract 3.0 กรัม 
  D (+) glucose 1.0 กรัม 
  L – lysine monohydrochloride 10.0 กรัม 
  Sodium thiosulfate 0.04 กรัม 
  Ammonium iron (III) citrate 0.5 กรัม 
  Bromocresol purple 0.02 กรัม 
  Agar 12.5 กรัม 
 
 ละลายสารในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรสารละลายเปน 1 ลิตรดวยน้ํากล่ันแลวนําไปนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 ºC นาน 15 นาที 
 

9. MacConkey agar (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
 

  Peptone from casein 17.0 กรัม 
  Peptone from meat 3.0 กรัม 
  Sodium chloride 5.0 กรัม 
  Bile salt mixture 1.5 กรัม 
  Neutral red 0.03 กรัม 
  Crystal violet 0.001 กรัม 
  Agar 13.5 กรัม 

 
 ละลายสารในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรสารละลายเปน 1 ลิตรดวยน้ํากล่ันแลวนําไปนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 ºC นาน 15 นาที 
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10. Nutrient agar (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
 

  Peptone from meat 5.0 กรัม 
  Meat extract 3.0 กรัม 
  Agar 12.0 กรัม 

 
 ละลายสารในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรสารละลายเปน 1 ลิตรดวยน้ํากล่ันแลวนําไปนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 ºC นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะหทางเคมี 
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การวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีของปุยมูลสัตว 
 

1.  การวิเคราะหความเปนกรดเบสหรือคาพเีอช (AOAC, 2000) 
 

วิธีตรวจสอบพีเอช ช่ังตัวอยางที่บดละเอยีด 5 g ใสในบีกเกอรขนาด 50 ml เติมน้ํากล่ัน 10 
ml ผสมใหเขากันแลววัดดวย Jenco model 6071 ทําการวัดพีเอชของปุยเร่ิมตนของการเก็บรักษา 
(วันที่ 0) และระหวางการเก็บรักษาในวันที่ 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 และ 21 
 
2.  การหาปริมาณความชื้น (AACC, 2000) 
 

เครื่องมือและอุปกรณ 
 

2.1.1 ตูอบลมรอน (Hot air oven) 
 2.1.2 ภาชนะใสตัวอยาง (Moisture can) 
 2.1.3 เดซิกเคเตอร (Desiccator) 
 

วิธีการวิเคราะห 
 

ทําแหงภาชนะใสตัวอยางพรอมฝา ในตูอบลมรอนอุณหภูมิ 105 ºC เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
นํามาใสในเดซิกเคเตอรทิ้งไวใหเย็นลงแลวนําไปชั่งหาน้ําหนักที่แนนอน 

 
ชั่งตัวอยางปุยมูลสัตวลงในภาชนะใสตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 2 – 3 g 

นําไปใสตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 105 ºC เปนเวลา 3 ช่ัวโมง โดยเปดฝาภาชนะไว เมื่อครบเวลาแลว
นําออกจากตูอบลมรอน ปดฝาแลวนํามาใสในเดซิกเคเตอรทันที ทิ้งไวใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหอง 
(ปกติ 45 – 60 นาที) แลวจึงนําไปชั่งน้ําหนัก คํานวณความชื้นจากน้ําหนักท่ีหายไป โดยที่ A เปน
น้ําหนักที่หายไป (กรัม) และ B เปนน้ําหนักของตัวอยางเริ่มตน (g) ดังนี้ 

 
รอยละของความชื้น (moisture) = (A/B) × 100 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการเตรียมสารในปฏิกิริยา PCR 
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สูตรและวิธีการเตรียมสารในปฏิกิริยา PCR 
 
ตารางผนวกที่ ค1  ปริมาณและความเขมขนของสวนประกอบในปฏิกริิยา PCR 
 
สวนประกอบในปฏิกิริยา ปริมาณสาร (μl) / 1 ปฏิกิริยา 
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 13.85 
10×Buffer (MgCl2 free) 2.5 
Magnesiumcholide (MgCl2) 50 mM 0.75 
Deoxyneucleotidetriphosphate (dNTP 2.5 mM) 2 
Primer invA -139 (20 μM) 0.25 
Primer invA -141 (20 μM) 0.25 
IAC (300 copies/μl) 0.25 
Platinum Taq DNA polymerase (5U/μl) 0.15 
รวมปริมาตร 20 
ปริมาตร DNA 5 
ปริมาตรทั้งหมด 25 

 
 

 ปเปตสวนผสมของสารแตละชนิดลงในหลอด microcentrifuge โดยปเปต DNA 
polymerase เปนสวนประกอบสุดทายและสารละลายตองเตรียมในอุณหภูมิต่ําในกลองน้ําแข็ง  เพื่อ
ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม ปเปตสวนประกอบที่เตรียมไวใสลงในหลอด PCR strip tube 
ปริมาตร 20 μl  หลังจากนั้นปเปตตัวอยาง DNA ตนแบบปริมาตร 5 μl ลงบริเวณขอบ strip tube 
และ นําไปปนเหวี่ยงเพื่อให DNA ตนแบบลงไปรวมกับสารที่เตรียมไวกอนนําตัวอยางลงเครื่อง 
PCR 
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ภาคผนวก ง 
ภาพการเก็บตวัอยางและการเตรียมตัวอยาง 
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ภาพผนวกที่ ง1  การเก็บตวัอยาง ดิน ปุย น้ําในแปลงเพาะปลูก 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ง2  การเก็บตวัอยาง น้ําลางผัก ผาคลุมผักและผักสดจากภาชนะ 

 

 

 

1515  ccmm  

1515  ccmm  

1515  ccmm  
  

ผาคลุม 

2×5 cm  

อางนํ้า 

15 cm 

 
1100  mm  

3300  ccmm  00  ccmm  

1155  ccmm  
  1100mm  



 91 

 
 
ภาพผนวกที่ ง3  การเก็บตวัอยางจากถุงมอื/มือ กรรไกรตัดแตง ภาชนะบรรจุผักสด 
 
การเตรียมตัวอยาง 
 
 ดิน: เก็บตัวอยางดินจากแปลงเพาะปลูก (กอนหวานเมล็ด) จุดละ 100 g เปนจํานวน 10 จุด 
โดยแตละจุดที่เก็บควรมีระยะหางจากกันประมาณ 10 m ผสมดินทั้ง 10 จุด เขาดวยกันแลวสุมเก็บ
ตัวอยางอีกครั้งปริมาณ 250 g ใสลงในถุงพลาสติกปลอดเชื้อแลวนํามาวิเคราะหผลทางจุลชีววิทยา
ในหองปฏิบัติการ 
 
 ปุย: เก็บตัวอยางปุยมูลสัตวจากกอง โดยเก็บตัวอยางปุยที่มีความลึกจากผิวหนากอง
ประมาณ 15 cm ประมาณ 10 จุด จดุละ 10 g แลวผสมใหเขากันจากนั้นสุมเก็บตัวอยางลงใน
ถุงพลาสติกปลอดเชื้อประมาณ 250 g เพื่อนํามาวิเคราะหผลที่หองปฏิบัติการ 
 

น้ําที่ใชในแปลงเพาะปลูก: เก็บตัวอยางน้ําจากทองรองในกรณีของแปลงโหระพา โดยที่แต
ละจุดที่เก็บตัวอยางควรมีระยะหางกันประมาณ 10 m เปนจํานวนจุดละ 250 ml 
 
 ผักสด: เก็บตัวอยางผักสดกอนลางน้ํา หลังลางน้ํา หลังขัดราก (กรณีผักชี) และหนาโรงงาน
จากภาชนะบรรจุผักจุดละ 1 - 2 กํา (น้ําหนักประมาณ 400-600 g) แตละจุดที่เก็บตัวอยางหางกัน
ประมาณ 15 cm ใสตัวอยางผักสดลงในถุงพลาสติกปราศจากเชื้อและสงตัวอยางตรวจที่
หองปฏิบัติการ 

 บริเวณ swab 

 

กน 

กลาง 

ปาก 

 
55  ccmm  

22ccmm 
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ภาคผนวก จ 
ตาราง MPN 
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ตารางผนวกที่ จ1  ตาราง most probable number (MPN) ตอกรัมของตัวอยาง ใชชุดละ 3 หลอด แต
ละหลอด dilution มีเนื้อตัวอยางหลอดละ 0.1, 0.01 และ 0.001 g/ml ตามลําดับ 

 
จํานวนหลอดที่ใหผลบวก 

0.1 g/ml 0.01 g/ml 0.001 g/ml MPN/g, ml 
0 0 0 <3.0 
0 0 1 3.0 
0 0 2 6.0 
0 0 3 9.0 
0 1 0 3.0 
0 1 1 6.1 
0 1 2 9.2 
0 1 3 12.0 
0 2 0 6.2 
0 2 1 9.3 
0 2 2 12.0 
0 2 3 16.0 
0 3 0 9.4 
0 3 1 13.0 
0 3 2 16.0 
0 3 3 19.0 
1 0 0 3.6 
1 0 1 7.2 
1 0 2 11.0 
1 0 3 15.0 
1 1 0 7.3 
1 1 1 11.0 
1 1 2 15.0 
1 1 3 19.0 
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ตารางผนวกที่ จ1  (ตอ) 
 

จํานวนหลอดที่ใหผลบวก 
0.1 g/ml 0.01 g/ml 0.001 g/ml MPN/g, ml 

1 2 0 11.0 
1 2 1 15.0 
1 2 2 20.0 
1 2 3 24.0 
1 3 0 16.0 
1 3 1 20.0 
1 3 2 24.0 
1 3 3 29.0 
2 0 0 9.1 
2 0 1 14.0 
2 0 2 20.0 
2 0 3 26.0 
2 1 0 15.0 
2 1 1 20.0 
2 1 2 27.0 
2 1 3 34.0 
2 2 0 21.0 
2 2 1 28.0 
2 2 2 35.0 
2 2 3 42.0 
2 3 0 29.0 
2 3 1 36.0 
2 3 2 44.0 
2 3 3 53.0 
3 0 0 23.0 
3 0 1 39.0 
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ตารางผนวกที่ จ1  (ตอ) 
 

จํานวนหลอดที่ใหผลบวก 
0.1 g/ml 0.01 g/ml 0.001 g/ml MPN/g, ml 

3 0 2 64.0 
3 0 3 95.0 
3 1 0 43.0 
3 1 1 75.0 
3 1 2 120.0 
3 1 3 160.0 
3 2 0 93.0 
3 2 1 150.0 
3 2 2 210.0 
3 2 3 290.0 
3 3 0 240.0 
3 3 1 460.0 
3 3 2 1100.0 
3 3 3 >1100.0 
    

ท่ีมา:  FDA-BAM (2001) 
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ภาคผนวก ฉ 
ตารางแสดงขอมูล 
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ตารางผนวกที่ ฉ1  ปริมาณจลุินทรียในตวัอยางดิน ปุย และน้ําจากแปลงเพาะปลูกโหระพา 
 

ปริมาณจุลินทรียในดิน ปริมาณจุลินทรียในปุย ปริมาณจุลินทรียในน้ํา 

ตัวอยางที ่
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/g) 
ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/ml) 

ยีสตและรา 
(log CFU/ml) 

Salmonella spp. 
(MPN/ml) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/ml) 

ยีสตและรา 
(log CFU/ml) 

Salmonella spp. 
(MPN/ml) 

1 7.19 5.11 < 3.0 7.88 5.96 < 3.0 4.24 1.53 <0.3 
2 7.76 4.95 7.2 7.80 6.30 < 3.0 4.50 1.19 <0.3 
3 7.61 4.15 3.6 8.48 5.06 11 5.17 1.31 0.36 
4 7.19 4.74 < 3.0 8.28 6.52 < 3.0 4.98 1.88 <0.3 
5 7.20 5.06 11 8.40 6.13 < 3.0 4.71 1.70 0.61 
6 7.72 4.88 15 9.64 6.88 < 3.0 3.30 1.30 <0.3 
7 7.03 4.88 < 3.0 8.16 6.10 15 3.97 2.19 1.1 
8 6.93 5.20 7.4 7.84 5.86 < 3.0 3.89 1.48 0.3 
9 6.93 5.06 < 3.0 8.20 5.46 7.4 3.77 2.26 <0.3 

10 6.61 4.65 < 3.0 8.14 8.14 < 3.0 4.04 4.04 0.61 
11 6.86 5.06 < 3.0 8.64 8.64 < 3.0 4.02 4.02 <0.3 
12 6.93 3.95 < 3.0 6.89 7.89 6.1 4.08 4.08 0.3 
13 6.80 4.24 < 3.0 7.71 6.28 < 3.0 3.94 1.36 3 
14 7.01 5.04 < 3.0 8.54 5.78 < 3.0 3.95 1.34 7.4 
15 6.75 4.41 < 3.0 9.01 5.89 < 3.0 3.89 1.19 <3 97 
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ตารางผนวกที่ ฉ2  ปริมาณจลุินทรียในตวัอยางโหระพาในกระบวนการผลิต 
 

ปริมาณจุลินทรียในผักกอนลาง ปริมาณจุลินทรียในผักหลังลาง ปริมาณจุลินทรียในผักหนาโรงงาน 

ตัวอยางที ่
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/g) 
ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/g) 

ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/g) 

ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

1 6.92 5.05 < 3.0 5.96 5.29 7.2 6.21 5.00 20.0 
2 5.79 5.18 < 3.0 5.08 4.90 15.0 6.29 5.17 9.2 
3 6.00 4.94 < 3.0 4.73 4.85 9.1 5.97 5.07 3.0 
4 6.34 5.23 3.6 4.96 4.88 35.0 6.24 4.98 3.0 
5 5.72 4.61 3.6 5.47 4.98 160.0 6.28 5.00 < 3.0 
6 5.53 6.15 3.6 5.89 5.73 7.3 5.93 5.11 < 3.0 
7 5.94 6.06 < 3.0 4.67 5.73 20.0 6.59 5.83 < 3.0 
8 5.69 6.05 < 3.0 4.75 5.82 3.6 5.81 5.97 3.0 
9 6.59 6.06 < 3.0 6.75 5.88 11.0 6.59 5.88 3.0 

10 5.11 6.10 6.0 6.00 5.86 210.0 5.43 5.81 < 3.0 
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ตารางผนวกที่ ฉ3  ปริมาณจลุินทรียในตวัอยางอุปกรณบริเวณตดัแตงโหระพา 
 

ปริมาณจุลินทรียในถุงมือ ปริมาณจุลินทรียในโตะตัดแตง ปริมาณจุลินทรียในกรรไกร 

ตัวอยางที ่
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/10 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/10 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/10 cm2) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/50 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/50 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/50 cm2) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/10 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/10 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/10 cm2) 

1 6.29 3.24 <3.0 3.75 1.35 15 7.34 3.68 <3 
2 6.57 3.48 3 4.64 2.42 11 7.33 3.77 16 
3 6.84 3.42 3.6 3.57 1.11 11 7.15 3.38 <3 
4 6.06 2.81 3 3.79 1.32 3 7.06 3.62 11 
5 4.15 2.49 3.6 4.23 2.57 3 7.36 3.80 7.2 
6 7.84 4.83 3.6 6.06 2.33 29 8.03 2.69 <3 
7 7.62 4.68 7.2 7.19 3.09 7.2 8.04 4.45 3 
8 7.57 5.24 15 7.10 3.33 12 8.09 4.07 6.1 
9 7.41 4.95 14 7.11 2.30 12 8.23 3.85 11 

10 8.03 4.11 <3 7.07 2.69 120 7.79 4.07 14 
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ตารางผนวกที่ ฉ4  ปริมาณจลุินทรียในน้าํลางและการขนสงโหระพา 
 

ปริมาณจุลินทรียในน้ําลางผกั ปริมาณจุลินทรียในผาคลุม ปริมาณจุลินทรียในเขง 
ตัวอยาง

ที่ 
จุลินทรียทั้งหมด

(log CFU/ml) 

ยีสตและรา 
(log CFU/ml) 

Salmonella spp. 
(MPN/10 ml) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/50 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/50 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/50 cm2) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/10 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/10 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/10 cm2) 

1 6.83 4.87 2.8 5.27 3.74 28 7.18 3.13 <3 
2 7.24 5.01 0.3 5.03 2.74 3 7.21 3.20 <3 
3 7.31 5.02 <0.3 5.00 2.57 34 7.24 3.44 <3 
4 NT NT NT 4.83 2.61 35 7.00 3.00 3 
5 NT NT NT 4.93 2.53 210 7.18 4.02 6.1 

 
หมายเหตุ   NT หมายถึงไมไดทําการตรวจหาปริมาณเชื้อ 
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ตารางผนวกที่ ฉ5  ปริมาณจลุินทรียในตวัอยางดิน ปุย และน้ําจากแปลงเพาะปลูกผักชี 
 

ปริมาณจุลินทรียในดิน ปริมาณจุลินทรียในปุย ปริมาณจุลินทรียในน้ํา 

ตัวอยางที ่
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/g) 
ยีสตและรา 

(log CFU/g) 
Salmonella spp. 

(MPN/g) 
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/g) 
ยีสตและรา 

(log CFU/g) 
Salmonella spp. 

(MPN/g) 
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/ml) 
ยีสตและรา 

(log CFU/ml) 
Salmonella spp. 

(MPN/ml) 
1 7.26 5.16 11 7.29 3.10 6.1 0 0 <0.3 
2 6.83 4.48 <3.0 7.27 4.93 3 0 0 <0.3 
3 7.00 4.70 <3.0 7.16 4.29 20 0 0 <0.3 
4 8.14 4.93 <3.0 8.59 2.88 15 1.70 0 <0.3 
5 7.54 5.45 7.3 7.54 3.23 7.2 4.25 0.40 <0.3 
6 7.40 5.20 <3.0 7.38 2.88 3 1.13 0.30 <0.3 
7 7.13 4.81 6.2 7.45 4.10 3 1.92 0.30 <0.3 
8 7.42 5.18 15 7.45 3.24 6 2.32 0 <0.3 
9 7.16 4.88 <3.0 7.48 3.02 7.3 2.16 0.30 <0.3 

10 7.75 5.55 3.6 7.35 3.63 3.6 1.73 0 <0.3 
11 7.61 5.47 <3.0 7.22 3.22 3.6 1.24 0.30 <0.3 
12 7.43 4.81 7.3 7.65 3.31 7.3 0.78 0 <0.3 
13 7.28 4.50 <3.0 7.37 3.41 6 2.46 0 <0.3 
14 7.76 4.56 <3.0 7.40 3.40 <3.0 2.29 0 <0.3 
15 7.69 4.52 7.2 7.50 3.28 3 3.18 0 <0.3 101 
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 ตารางผนวกที่ ฉ6  ปริมาณจุลินทรียในตวัอยางผักชใีนกระบวนการผลิต 
 

ปริมาณจุลินทรียในผักกอนลาง ปริมาณจุลินทรียในผักหลังลาง ปริมาณจุลินทรียในผักหนาโรงงาน 

ตัวอยางที ่
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/g) 
ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/g) 

ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/g) 

ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

1 7.95 5.10 7.3 6.88 4.06 3 6.82 4.60 7.3 
2 7.83 5.20 3 6.89 4.89 <3.0 6.91 4.70 3 
3 8.82 5.30 <3.0 6.89 4.48 7.2 6.88 4.42 35 
4 8.43 4.70 3 6.82 4.30 15 7.50 5.24 <3.0 
5 8.65 4.90 3 7.05 4.61 9 7.05 4.79 <3.0 
6 8.08 5.24 14 7.66 4.96 3.6 7.34 4.37 3 
7 8.92 5.31 3.6 7.81 4.89 9.3 7.26 4.82 <3.0 
8 8.74 5.35 9.1 7.90 5.06 <3.0 7.36 4.27 3 
9 8.15 5.19 <3.0 8.19 5.15 <3.0 7.77 4.73 3.6 
10 9.29 5.26 <3.0 8.64 5.54 9.1 8.21 5.45 3 
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ตารางผนวกที่ ฉ7  ปริมาณจลุินทรียในตวัอยางอุปกรณบริเวณตดัแตงและขัดรากผักชี 
 

ปริมาณจุลินทรียในมือ ปริมาณจุลินทรียในโตะตัดแตง ปริมาณจุลินทรียในผักชีหลังขัด 

ตัวอยางที ่
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/10 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/10 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/10 cm2) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/50 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/50 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/50 cm2) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/g) 

ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

1 6.24 2.22 3 4.95 1.84 3 7.67 5.61 7.2 
2 8.14 4.03 <3.0 8.20 3.77 <3.0 8.01 5.16 3.6 
3 8.20 3.86 3 6.91 2.61 3 9.26 5.35 15 
4 7.94 3.62 <3.0 7.53 3.20 <3.0 8.88 4.68 3.6 
5 8.06 3.79 6 5.90 2.57 6 7.95 5.28 <3.0 
6 7.54 2.34 <3.0 6.75 1.96 <3.0 NT NT NT 
7 8.88 3.68 3 7.54 4.26 3 NT NT NT 
8 8.60 3.74 28 7.96 2.95 28 NT NT NT 
9 8.86 3.72 27 8.60 3.75 27 NT NT NT 
10 7.16 3.95 7.3 7.56 3.67 7.3 NT NT NT 

 
หมายเหตุ   NT หมายถึง ไมไดทําการตรวจหาปริมาณเชื้อ 
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ตารางผนวกที่ ฉ8  ปริมาณจลุินทรียในกระบวนการลางและขนสงผักชี 
 

ปริมาณจุลินทรียในน้ําลางผัก ปริมาณจุลินทรียในผาคลุม ปริมาณจุลินทรียในเขง 

ตัวอยางที ่
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/g) 

ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/50 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/50 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/50 cm2) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/50 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/50 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/50 cm2) 

1 6.80 3.37 0.36 5.57 2.02 43 2.95 5.11 11 
2 8.67 4.02 0.9 5.61 2.49 <3.0 3.79 7.33 <3.0 
3 6.56 3.23 0.72 5.62 2.87 <3.0 3.78 7.47 11 
4 7.44 4.38 1.5 5.71 2.76 <3.0 2.70 7.54 7.3 
5 7.49 4.58 1.5 5.65 2.82 <3.0 2.37 7.49 <3.0 
6 4.56 1.73 34 6.93 1.18 6.1 3.14 8.32 6 
7 8.43 4.58 27 5.99 0.90 3 3.65 8.40 6.1 
8 9.41 3.73 3.6 5.26 0.30 15 3.65 9.39 <3.0 
9 9.06 4.65 <3.0 NT NT NT 3.97 6.76 7.3 
10 9.64 4.95 3.6 NT NT NT 3.43 8.44 <3.0 

 
หมายเหตุ   NT หมายถึง ไมไดทําการตรวจหาปริมาณเชื้อ 
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ตารางผนวกที่ ฉ9  ปริมาณจลุินทรียในโหระพาและผักชสีงออก 
 

ปริมาณจุลินทรียในโหระพา ปริมาณจุลินทรียในผักชี 

ตัวอยางที ่
จุลินทรียทั้งหมด 

(log CFU/g) 
ยีสตและรา 
(log CFU/g) 

Salmonella spp. 
(MPN/g) 

จุลินทรียทั้งหมด 
(log CFU/50 cm2) 

ยีสตและรา 
(log CFU/50 cm2) 

Salmonella spp. 
(MPN/50 cm2) 

1 5.55 3.64 6.1 5.95 4.10 20 
2 5.21 3.77 7.2 5.88 4.08 7.3 
3 5.81 4.00 19 6.07 4.15 44 
4 4.78 4.32 20 6.06 4.38 28 
5 5.07 3.54 6.2 5.93 4.33 20 
6 5.50 4.53 <3.0 6.58 4.54 11 
7 4.92 4.70 <3.0 6.53 4.30 20 
8 5.26 4.48 15 6.47 4.41 15 
9 5.45 4.07 7.2 6.42 4.42 11 
10 5.47 3.85 3 6.16 4.45 11 
11 5.48 4.69 7.3 6.63 4.49 6.1 
12 5.67 4.57 15 5.92 4.52 7.3 
13 5.81 4.35 9.3 6.26 4.64 6.2 
14 5.70 4.69 3.6 6.45 4.72 3 
15 5.19 4.88 <3.0 6.47 4.48 <3.0 105 



 106 

ตารางผนวกที่ ฉ10  จํานวนเชื้อ E. coli ที่เจริญและรอดชีวิตในปุยมูลคางคาวและปุยมลูสุกรที่อุณหภมูิ 25±2 และ 40±2 oC  

 
จํานวนเชื้อ E. coli (log CFU/g)a 

เวลา (วันที่) 
ชนิดปุย เชื้อผสม 

อุณหภูมิ  
ในการ
เก็บ (oC) 0 1 3 6 9 12 15 18 21 

25±2 5.17 ± 0.52 4.22 ± 0.34 3.25 ± 0.21 2.7 ± 0.42 1.76 ± 0.73 0.35 ± 0.49 ND ND NT  E. coli +  
S. Hvittingfoss 40±2 5.72 ± 0.17 3.15 ± 0.05 ND ND NT NT NT NT NT 

25±2 4.93 ± 0.11 4.51 ± 0.21 3.55 ± 0.07 2.99 ± 0.30 1.13 ± 0.05 0.19 ± 0.27 ND ND NT 

ปุยมูลคางคาว 

 E. coli +  
S. Augustenborg 40±2 5.05 ± 0.47 3.07 ± 0.15 0.59 ± 0.82 ND ND NT NT NT NT 

25±2 4.84 ± 0.22 3.81 ± 0.33 3.02 ± 0.35 1.97 ± 0.37 0.5 ± 0.7 ND ND NT NT  E. coli +  
S. Hvittingfoss 40±2 5.26 ± 0.39 ND ND NT NT NT NT NT NT 

25±2 4.71 ± 0.05 4.48 ± 0.09 3.53 ± 0.36 1.99 ± 0.16 ND ND NT NT NT 

ปุยมูลสุกร 

 E. coli +  
S. Augustenborg 40±2 4.68 ± 0.27 ND ND NT NT NT NT NT NT 

 
หมายเหตุ    a     หมายถึง ตรวจปริมาณ E. coli ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MacConkey Agar 

 b     หมายถึง คาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน (average and standard deviation) 
ND หมายถึง ตรวจไมพบเชือ้ E. coli  
NT หมายถึง ไมไดทําการตรวจหาปริมาณเชื้อ E. coli 106 
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ตารางผนวกที่ ฉ11  จํานวนเชื้อ E. coli ที่เจริญและรอดชีวิตในปุยมูลววั และปุยมูลไกที่อุณหภูม ิ25±2 และ 40±2 oC  

 
จํานวนเชื้อ E. coli (log CFU/g)a 

เวลา (วันที่) 
ชนิดปุย เชื้อผสม อุณหภูมิในการเก็บ ( oC) 0 1 3 6 9 12 15 18 21 

25±2 4.85 ± 0.22b 2.49 ± 0.23 1.15 ± 0.21 ND ND NT NT NT NT  E. coli +  
S. Hvittingfoss 40±2 5.26 ± 0.39 ND ND NT NT NT NT NT NT 

25±2 4.66 ± 0.03 3.4 ± 0.07 0.5 ± 0.71 ND ND NT NT NT NT 

ปุยมูลวัว 

 E. coli +  
S. Augustenborg 40±2 4.60 ± 0.00 ND ND NT NT NT NT NT NT 

25±2 4.84 ± 0.23 b 3.15 ± 0.21 ND ND NT NT NT NT NT  E. coli +  
S. Hvittingfoss 40±2 4.75 ± 0.35 ND ND NT NT NT NT NT NT 

25±2 3.99 ± 0.13 3.32 ± 0.33 1.35 ± 0.06 ND ND NT NT NT NT 

ปุยมูลไก 

 E. coli +  
S. Augustenborg 40±2 4.2 ± 0.32 ND ND NT NT NT NT NT NT 

 
หมายเหตุ    a     หมายถึง ตรวจปริมาณ E. coli ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MacConkey Agar 

 b     หมายถึง คาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน (average and standard deviation) 
ND หมายถึง ตรวจไมพบเชือ้ E. coli  
NT หมายถึง ไมไดทําการตรวจหาปริมาณเชื้อ E. coli 107 
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ตารางผนวกที่ ฉ12  คาพีเอชในปุยมูลสัตวทั้ง 4 ชนิดในวนัตางๆ ที่อุณหภูม ิ25±2 และ 40±2 oC 

 
คาพีเอช / วันที่เก็บตัวอยาง ชนิดปุยและ 

สภาวะการเกบ็ ( °C)  0 1 3 6 9 12 15 18 21 
คาเฉลี่ย 

(°C)  

ปุยมูลคางคาว 25±2 7.62 7.50 6.78 6.90 6.97 6.62 6.86 6.67 6.73   6.96±0.36  a 
 40±2 7.38 6.96 6.80 6.90 7.05 6.73 6.71 6.77 6.81 6.90±0.21 
 ปุยมูลสุกร 25±2 6.67 6.76 6.48 6.64 6.64 6.69 6.77 6.69 6.58 6.66±0.09 
 40±2 6.82 6.68 6.49 6.67 6.62 6.62 6.63 6.38 6.65 6.62±0.12 
ปุยมูลวัว  25±2 8.76 8.43 8.49 8.67 8.75 8.51 8.72 8.65 8.78 8.64±0.13 
 40±2 8.53 8.61 8.54 8.59 8.68 8.55 8.47 8.77 8.54 8.59±0.09 
ปุยมูลไก 25±2 6.39 6.43 6.80 6.94 6.98 7.00 6.98 6.32 6.46 6.70±0.29 
 40±2 6.46 6.68 6.71 7.00 6.90 6.84 6.94 6.51 6.25 6.70±0.25 
 
หมายเหตุ   ตรวจวดัคาพีเอชจากตัวอยางซ้ําเดียว 
                                    a     หมายถึง คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (average and standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ฉ13  ปริมาณความชื้นในปุยมูลสัตวทั้ง 4 ชนิดในวันตางๆ ที่อุณหภูม ิ25±2 และ 40±2 oC 
 

ปริมาณความชื้น / วันที ่ชนิดปุยและ 
สภาวะการเกบ็ (°C)  0 1 3 6 9 12 15 18 21 

คาเฉลี่ย 
(°C)  

ปุยมูลคางคาว  25±2 8.22 9.31 12.15 14.09 14.52 14.34 10.62 10.15 10.83  11.58±2.37 a 
 40±2 8.45 13.24 6.81 11.66 8.54 7.58 6.52 5.56 5.52    8.21±2.67 
ปุยมูลสุกร 25±2 30.76 30.59 15.66 11.86 16.03 16.69 16.31 12.23 11.11 17.92±7.53 
 40±2 30.50 50.01 10.63 11.57 8.13 6.75 4.80 4.62 4.80  14.65±15.52 
ปุยมูลวัว  25±2 10.12 10.85 19.07 11.17 12.35 12.69 10.71 7.76 7.58 11.37±3.39 
 40±2 10.95 11.30 15.12 8.81 8.81 6.09 2.71 2.15 2.53    7.61±4.55 
ปุยมูลไก  25±2 16.52 16.28 15.28 13.59 16.57 14.81 14.53 12.53 12.15 14.69±1.66 
 40±2 16.27 16.55 12.62 10.00 9.66 5.15 3.29 2.98 3.21    8.86±5.49 
 
หมายเหตุ   ตรวจวดัปริมาณความชืน้จากตัวอยางซ้ําเดยีว 

            a      หมายถึง คาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน (average and standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ฉ14  อุณหภูมใินปุยมูลสัตวทั้ง 4 ชนิดในวนัตางๆ ที่อุณหภูม ิ25±2 และ 40±2 oC 
 

อุณหภูมิ / วนัที่ ชนิดปุยและ 
สภาวะการเกบ็ ( °C)  0 1 3 6 9 12 15 18 21 

คาเฉลี่ย 
(°C)  

ปุยมูลคางคาว 25±2 26.30 27.30 25.40 26.50 28.10 24.50 24.00 25.50 25.60   25.91±1.29 a 
 40±2 36.70 40.00 39.70 39.00 41.00 38.00 39.50 39.80 39.90 39.29±1.26 
ปุยมูลสุกร 25±2 27.60 26.80 27.20 25.60 26.00 24.10 25.30 25.30 26.10 26.00±1.08 
 40±2 35.20 40.00 38.10 39.80 40.00 38.50 38.40 40.20 40.20 38.93±1.63 
ปุยมูลวัว 25±2 26.20 26.20 27.80 26.70 25.00 24.20 25.70 24.90 25.20 25.77±1.09 
 40±2 38.50 40.50 40.40 39.30 41.40 38.40 39.90 40.80 38.70 39.77±1.09 
ปุยมูลไก 25±2 26.30 26.80 26.40 26.80 25.10 24.10 24.80 25.50 26.30 25.79±0.96 
 40±2 34.20 39.40 39.60 39.10 39.60 38.00 38.70 40.20 41.10 38.88±1.96 

 
หมายเหตุ   ตรวจวดัอุณหภูมิจากตวัอยางซ้ําเดียว 

             a     หมายถึง คาเฉลี่ยและสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน (average and standard deviation)
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ชื่อ –นามสกุล นางสาววภิาวดี  อนทวม 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 18 เมษายน พ.ศ. 2527 
สถานที่เกิด  จ. สุพรรณบุรี 

ประวัติการศึกษา วท.บ. (จุลชีววทิยาอุตสาหกรรม) สถาบันเทคโนโลยีพระ    
จอมเกลาเจาคณุทหารลาดกระบัง 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจุบัน นิสิตบัณฑิตวทิยาลัย มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
ผลงานวิจัย - ตนฉบับไดรับการตอบรับเพื่อตีพิมพในวารสาร Asian 

Journal of Food and Agro Industry ฉบับที่ 3 เร่ือง Risk 
Evaluation of Favourite Ready-to-Eat Foods Sold in 
Bangkok (อยูในระหวางดําเนินการ คาดวาสามารถ 
ตีพิมพไดในป 2010) 
- เสนอผลงานทางวิชาการ ภาคบรรยาย เร่ือง การตรวจ
การปนเปอน Salmonella spp. ดวย เทคนิค PCR และคัด
แยกสายพันธุในกระบวนการผลิตผักสดเพื่อการสงออก 
ในการสัมมนาทางวิชาการวทิยาการหลังการเก็บเกีย่ว
แหงชาติ คร้ังที่ 7 ระหวางวนัที่ 19-20 สิงหาคม 2552 ณ 
โรงแรมอาวนางวิลลารีสอรท อําเภอเมือง จังหวดักระบี ่
ตนฉบับไดรับการยอมรับใหตีพิมพในวารสาร
วิทยาศาสตรการเกษตร (Proceeding) 
- เสนอผลงานทางวิชาการ ภาคโปสเตอร เร่ือง ผลของ
อุณหภูมิเก็บรักษาตอการรอดชีวิต ของ Escherichia coli 
และ Salmonellae ในปุยมูลสัตว การเสนอผลงานจะจดัให
มีขึ้นในการประชุมทางวิชาการ คร้ังที่ 48 ระหวางวันที่ 3 -
6 กุมภาพนัธ 2553 ณ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 

 




