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 เชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารที่กอใหเกิดปญหาไดบอยในระบบสาธารณสุขของไทย ไดแก 
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus และ Salmonella spp. อาจพบปนเปอนในอาหารทั่วไป
เชน ผัก เนื้อสัตวตางๆ ไข ผลิตภัณฑจําพวกนมและอาหารปรุงสําเร็จบางชนิด หากรับประทานอาหาร
ท่ีปนเปอนเชื้อจุลินทรียเหลานี้เขาไปอาจทําใหเกิดอาการอาหารเปนพิษ เกิดทองรวงรุนแรง คลื่นไส 
อาเจียน และปวดทอง ได 
 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารโดยวิธีมัลติเพล็กซพีซี
อาร ซึ่งเปนวิธีทดสอบที่มีความจําเพาะเจาะจงและใหผลการตรวจสอบที่รวดเร็วมากขึ้นกวาวิธีที่เคยมี
ในอดีต การทํา PCR นั้นสามารถเจาะจงไปถึงยีนกอโรคของเชื้อจุลินทรียชนิดนั้นๆได เชน ยีน sea ของ
เชื้อ S.aureus  ยีน invA ของเชื้อ Salmonella หรือ ยีน nheA สําหรับ B. cereus เปนตน ซ่ึงการที่
สามารถกําหนด sequence ของยีนในการทํา PCR น้ีทําใหการตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนมี
ความจําเพาะเจาะจงและมีความไวตอเชื้อสูง จากการทดลองพบวาการใชวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร
ทดสอบกับเชื้อจุลินทรียท่ีเพาะเลี้ยงขึ้นในหลอดทดลองใหผลที่มีความจําเพาะเจาะจงสูงและเปนที่
นาเชื่อถือ แตเมื่อนํามาทดสอบกับตัวอยางอาหารจริงโดยใชผักสดหลายๆชนิด พบวา ผลการทดลองที่
ไดน้ันยังไมเปนที่นาพอใจเนื่องจาก ผลการทดลองที่ไดในแตละครั้งยังมีความคลาดเคลื่อนอยูบาง ทั้งนี้
อาจเปนเพราะวาสภาวะการตรวจสอบตัวอยางอาหารจริงที่นํามาทดลองนั้นยังไมเหมาะสมเพียงพอ
ตอการนํามาใชเปนมาตรฐานในการตรวจสอบ ซ่ึงหากนําสภาวะการตรวจสอบนี้มาศึกษาปรับปรุง
เพิ่มเติม ก็จะสามารถพัฒนาไปเปนสภาวะมาตรฐานในการตรวจสอบเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารได
ตอไป 
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 Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, and Salmonella spp., the most common 
examples of food-borne pathogens, have frequently caused problems in the public health 
system of Thailand. They can be contaminated in common foods on a daily basis, for 
example; fresh vegetables, meat, eggs, dairy products, and some cooked foods. 
Consumption of such food could lead to various symptoms including food poisoning, 
stomachache, nausea, vomiting, and severe diarrhea. 
 The objective of this study is to detect food-borne pathogens by using multiplex 
polymerase chain reaction (multiplex PCR). Multiplex PCR is a modern method which is 
more specific to the genetic level and requires less time to perform than the conventional 
method. These food-borne pathogens have their own toxic genes, such as sea for S. 
aureus, invA for Salmonella, or nheA for B. cereus. Once these gene sequences are 
specified, PCR method would be applied and yield high specific result with high sensitivity 
to each pathogen. According to the experiments, using multiplex PCR with pure culture 
bacteria yielded specific and credible results. However, with real food samples, such as 
various fresh vegetables, the results were still unsatisfactory due to slight error in each 
experiment. It is possible that the testing conditions for real food samples are still not good 
enough to provide a standard protocol for this detection method. If given more time to 
investigate these testing conditions, it is very likely that they could be developed into a 
standard protocol for food-borne pathogen detection. 
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บทนํา 
 
 จุลินทรียกอโรคในอาหารนั้นถือเปนปญหาที่สําคัญอยางหนึ่งในระบบสาธารณสุขของไทย 
ตัวอยางเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารที่พบไดบอย คือ Staphylococcus aureus ซึ่งเปนแบคทีเรีย
คอคไคแกรมบวก สามารถพบไดในอาหารจําพวกเนื้อสัตวตาง ๆ ไข และผลิตภัณฑจําพวกนม(1) 

โดยเชื้อ S. aureus  จะสราง enterotoxin ปนเปอนในอาหาร(2) หากรับประทานเขาไปจะทําใหเกิด
อาการอาหารเปนพิษ เกิดทองรวงรุนแรง คลื่นไส อาเจียน และปวดทอง(3) นอกจาก   S. aureus 
แลวยังมีเชื้อจุลินทรียอ่ืน ๆ ที่กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ นั่นคือ Salmonella spp. และ Bacillus 
cereus  โดยเชื้อ salmonella นั้นเปนแบคทีเรียแกรมลบที่ถือวามีความสําคัญทางการแพทย 
เนื่องจากเชื้อนี้กอใหเกิดโรคทองรวงจากการรับประทานอาหารที่ไมสุก(Gastroenteritis)(4) อาการ
ที่สําคัญ คือ คลื่นไส อาเจียน ทองรวงเปนน้ําหรือมูกเลือด ปวดทองและมีไข  สวน B. cereus นั้น
เปนเชื้อแบซิลไลแกรมบวก พบไดทั่วไปตามธรรมชาติ จึงมักปนเปอนในอาหารจําพวกนม ไข และ
อาจพบไดในอาหารปรุงสําเร็จเชน ขาวผัด ไอศกรีม ซอส เปนตน 
 แมวาการตรวจหาเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารนั้นมีการกระทํากันมาเปนเวลานานแต
เนื่องจากวิธีที่ปฏิบัติกันมานั้นจะเปนแบบ Conventional method นั่นคือการนําตัวอยางมาเพาะ
เชื้อลงบน plate ในชวงระยะเวลาตางๆกัน จากนั้นจึงนําตัวอยางโคโลนีของเชื้อที่เพาะไดไปทําการ
ทดสอบดวยวิธีทางชีวเคมีเพ่ิมเติม ซึ่งเปนวิธีที่ใชเวลานานประมาณ 4 ถึง 7 วัน และสวนใหญ
มักจะทราบผลการตรวจสอบก็ตอเมื่อผลิตภัณฑอาหารนั้นไดวางขายหรือบริโภคไปแลว(5) ดังนั้นจึง
มีการคิดคนวิธีตรวจสอบวิธีใหมที่เห็นผลไดเร็ว และมีความไวตอเชื้อสูงนั่นคือการทํา PCR 
(Polymerase Chain Reaction) เนื่องจากการทํา PCR นั้นสามารถวิเคราะหเจาะจงไปถึงยีนของ
เชื้อจุลินทรียได ซึ่งเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารนั้นจะมียีนที่ใหกอเกิดโรคอยู เชน invA ของ
เชื้อ Salmonella หรือ nheA สําหรับ B. cereus เปนตน ซึ่งการที่สามารถกําหนด sequence ของ
ยีนในการทํา PCR นี้ทําใหการตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนมีความจําเพาะเจาะจงมาก
ยิ่งขึ้น(5)              
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ทบทวนวรรณกรรม 
 
โรคอาหารเปนพิษจากเชื้อจุลินทรีย 
 
 โรคอาหารเปนพิษมีสาเหตุสําคัญจากการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียในอาหาร ความ
รุนแรงของโรคขึ้นอยูกับปริมาณของเชื้อ และชนิดของสารพิษที่เชื้อขับออกมา เมื่อมีอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียในอาหารจะทําใหเชื้อโรคสามารถแบงตัวเพิ่ม
จํานวน และผลิตสารพิษไดอยางรวดเร็วจนมีปริมาณมากพอที่จะทําใหเกิดอาการปวยได ตัวอยาง
เชื้อโรคที่เปนสาเหตุสําคัญ ไดแก 

1. Staphylococcus aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวก เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนจะเห็น
เปนแบคทีเรียรูปรางกลม มักพบเปนคูเกาะกันดวยสายสั้น ๆ เปนกิ่งหรือเปนลักษณะพวงองุน บาง
สายพันธุสามารถสรางสารพิษที่เปนโปรตีนซึ่งทนตอความรอนไดดี และเปนสาเหตุใหเกิดอาการ
เจ็บปวยในมนุษย ซึ่งโรคอาหารเปนพิษจากเชื้อ Staphylococcus นั้นมีชื่อเรียกคือ 
Stapyhloenterotoxicosis และ Staphylorenterotoxemia(6) 

 

 

รูปที่ 1 แสดงลักษณะของเชื้อ Staphylococcus aureus 
 

  1.1 แหลงที่พบและสาเหตุการเกิดโรค เชื้อ S. aureus จะมีชีวิตอยูในอากาศ 
ฝุนละออง ขยะมูลฝอย น้ํา อาหาร หรืออาหารบรรจุเสร็จ สภาวะแวดลอมภายนอกมนุษยและสัตว 
ซึ่งมนุษยและสัตวนั้นเปนแหลงปฐมภูมิของเชื้อชนิดนี้ โดยจะพบอยูตามทางเดินหายใจ ลําคอ เสน
ผมและผิวหนัง อาจพบเชื้อชนิดนี้ไดถึง 60-80 %ในผูที่สัมผัสโดยตรงกับผูปวยหรือผูที่สัมผัสกับ
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สภาพแวดลอมในโรงพยาบาล ตลอดจนผูประกอบอาหาร รวมทั้งในขั้นตอนของการบรรจุและ
สภาพแวดลอมภายนอกนั้นก็เปนสาเหตุสวนใหญที่ทําใหเกิดการปนเปอน  ส่ิงที่ตองคํานึงถึงอีก
อยางหนึ่ง คือการเก็บอาหารไวในอุณหภูมิที่ไมเหมาะสม เปนผลใหอาหารที่มีการปนเปอนอยูแลว
มีการเพิ่มจํานวนของเชื้อ และสรางสารพิษอยางรวดเร็ว 

1.2 อาการของโรค ลักษณะอาการที่บงบอกวาติดเชื้อ S.aureus นั้นจะแสดงให
เห็นอยางรวดเร็ว และรุนแรงในหลาย ๆ กรณี โดยทั้งนี้จะขึ้นอยูกับสภาพความตานทานสารพิษ
ของรางกาย ปริมาณการปนเปอนของเชื้อในอาหารและปริมาณสารพิษที่เชื้อสรางขึ้นใน
อาหาร รวมทั้งสภาพรางกายโดยทั่วไปของผูที่ไดรับเชื้อดวย อาการทั่วไปที่พบ คือ หลังจาก
รับประทานอาหารที่ปนเปอนเขาประมาณ 2-4 ชั่วโมง ผูปวยจะมีอาการคลื่นไส อาเจียน วิงเวียน 
เปนตะคริวในชองทอง และออนเพลีย ในผูปวยบางรายอาจมีอาการอื่นแทรกซอน เชน ภาวะขาด
น้ําอยางรุนแรง ปวดหัว เปนตะคริวที่กลามเนื้อ และมีการเปลี่ยนแปลงความดันโลหิตเปนระยะ ๆ             
รวมทั้งอาจมีการเตนของชีพจรผิดปกติ ซึ่งโดยทั่วไปอาการจะดีขึ้นภายใน 2-3 วัน 

1.3 การปองกัน สามารถทําไดโดยอบรมใหผูประกอบอาหารมีความรู และเห็น
ถึงความสําคัญของการรักษาความสะอาดในขณะปรุงอาหารเพื่อเปนการลดโอกาสในการ
ปนเปอนของเชื้อ สวนในการบริโภคนั้นใหรับประทานอาหารที่ปรุงสุกใหม ๆ หรือนําอาหารที่ปรุง
สําเร็จแลวไปเก็บที่อุณหภูมิตํ่าเพียงพออยางรวดเร็วเพื่อปองกันการเจริญของเชื้อ หากยังไม
รับประทานในทันที และทําการอุนอาหารใหรอนกอนรับประทานทุกครั้ง 
 2. Bacillus cereus เปนแบคทีเรียแกรมบวก สามารถสรางสปอรไดทั้งในที่ที่มีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจน เซลลมีลักษณะเปนแทงขนาดใหญ และ sporangium ในสปอรจะไมบวม 
ลักษณะพิเศษเหลานี้รวมถึงลักษณะสําคัญทางชีวเคมี และการวิเคราะหการเคลื่อนไหวสามารถใช
บอกความแตกตางและยืนยันลักษณะเฉพาะของ B. cereus ได(7) 

 

 
รูปที่ 2 แสดงลักษณะของเชื้อ Bacillus cereus 
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  2.1 แหลงที่พบและสาเหตุการเกิดโรค เชื้อ B. cereus สามารถพบไดใน
อาหารทั่วไป ตัวอยางเชน เนื้อสัตว นม ผัก ลวนมีสวนทําใหเกิดอาการทองรวงจากอาหารเปนพิษ
ได การระบาดของอาหารที่ทําใหเกิดโรคโดยทั่วไปจะเกิดจากผลิตภัณฑจากขาว และอาหาร
จําพวกแปงอื่น ๆ เชน มันฝร่ัง พาสตา และผลิตภัณฑเนยแข็งรวมทั้งอาหารปรุงแตง เชน ซอส พุด
ด้ิง ซุป ลูกชิ้น พาย และสลัด 
  2.2 อาการของโรค จะเหมือนกับอาการทองรวงที่เกิดจากการไดรับ 
เชื้อ  Clostridium perfringens คือ ถายอุจจาระเปนน้ํา มีอาการปวดเกร็งที่ชองทอง ซึ่งจะเกิด
ภายใน 6 - 15 ชั่วโมง หลังจากบริโภคอาหารที่มีการปนเปอน    อาจมีอาการคลื่นไสพรอม ๆ กับ
ปวดทอง แตอาการอาเจียนเกิดขึ้นไมบอยนัก  
  อาการของโรคจะยังคงอยูนานที่สุด 24 ชั่วโมง อาหารเปนพิษชนิดที่ทําใหเกิด
อาการอาเจียนจะมีลักษณะเฉพาะ คือ มีอาการคลื่นไส และอาเจียนภายในเวลา 0.5 - 6 ชั่วโมง
หลังจากบริโภคอาหารที่มีการปนเปอน  
  2.3 การปองกัน ทําไดโดยการเก็บอาหารที่ปรุงเสร็จแลวไวที่อุณหภูมิตํ่ากวา     
7 oC (4-6oF) หรือเก็บที่อุณหภูมิสูงกวา 55-60oC (131-140oF) และควรจะมีการอุนอาหารที่เก็บไว
กอนที่จะนํามารับประทานเสมอเพ่ือปองกันการงอกของสปอรเชื้อชนิดนี้  
 3. Salmonella spp. เชื้อ Salmonella เปนแบคทีเรียที่มีรูปรางเปนทอน  ไมสราง
สปอร  ยอมติดสีแกรมลบ สามารถเคลื่อนที่ไดดัวยแฟลกเจลลาที่อยูรอบตัว เจริญไดดีในสภาวะที่
มีออกซิเจน สวนในที่ที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยเชื้อชนิดนี้ยังสามารถเจริญได เชื้อ Salmonella มี
หลายชนิด แตละชนิดมีลักษณะความเปนอยูหรือการดํารงชีวิตที่ตางกันไป เชน เชื้อ  S. typhi ซึ่ง
เปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารที่เรียกวา ไขไทฟอยด โดยพบในมนุษยมากกวา
สัตวอ่ืน ๆ อยางไรก็ตามจะพบเชื้อจากสัตวติดตอสูมนุษย และสัตวอ่ืน ๆ เชน หนู  สัตวปก  แมลง  
วัว  ควาย  สุนัข  แมว และมา เปนตน สําหรับการติดเชื้อในมนุษยนั้นสวนมากจะไดรับเชื้อ
ปนเปอนมาในน้ํา และอาหาร บางครั้งอาจเกิดจากสัตวเลี้ยงที่อาศัยตามอาคารบานเรือน ซึ่งเปน
พาหะของเชื้อ ดวยเหตุนี้จึงทําใหเชื้อ Salmonella เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดอาการทองรวง
ประกอบกับเชื้อมีอัตราการแพรระบาดสูง  จึงสามารถพบผูปวยที่เปนโรคจากเชื้อนี้ในอัตราสูงดวย 
และเรียกโรคที่เกิดจากเชื้อ Salmonella วา salmonellosis(8) 
  3.1 แหลงที่พบและสาเหตุการเกิดโรค อาหารที่เปนสาเหตุไดแก เนื้อหมู เนื้อ
วัว เนื้อไก ไข นม ผลิตภัณฑจากนม เนื้อปลา และอาหารทะเลที่ไมไดผานความรอนอยางเพียงพอ 
ซึ่งการรับประทานอาหารสุก ๆ ดิบ ๆ ไมวาจะเปนแหนม ลาบ ยํา ปูเค็ม ปูดอง ผักสด หากมีเชื้อโรค
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ก็มีโอกาสติดโรคไดเทากัน สําหรับไขนั้น หากเปลือกไขมีเชื้อ Salmonella อยู เชื้อจะสามารถผาน
เขาไปในไขขาวและไขแดงได ดังนั้นในการปรุงอาหารที่มีไขเปนสวนประกอบจึงควรจะปรุงใหสุก
ดวยความรอนที่พอเหมาะ นอกจากนี้หากมีบุคคลที่ทํางานเกี่ยวของกับการแปรรูปอาหารแลวมี
สุขลักษณะไมดีพอ เชน ไวเล็บยาว หลังกลับจากหองน้ํามิไดมีการลางมือใหสะอาดและเปนโรค 
salmonellosis ดวย เชื้อ Salmonella ก็มีโอกาสที่จะปนเปอนลงไปยังอาหารได 
 

  
รูปที่ 3 แสดงลักษณะของเชื้อ Salmonella 

   
  3.2 อาการของโรค อาการจะเกิดขึ้นหลังจากบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนแลว
ประมาณ 6-48 ชั่วโมง และจะมีอาการอยูในระหวาง 1-5 วัน สําหรับอาการของโรค salmonellosis 
ที่พบไดทั่วไปคือ คลื่นไส  อาเจียน  ทองเดิน ปวดศีรษะ  ปวดทอง มีไข  หนาวสั่น และออนเพลีย 
ความรุนแรงของอาการที่เกิดขึ้นนั้นจะแตกตางไปตามปริมาณเชื้อที่บริโภค  ชนิดของเชื้อที่บริโภค 
และความตานทานของผูบริโภค ถาหากเปนผูสูงอายุ หรือเด็กทารก จะพบวามีอาการรุนแรงกวา
คนในวัยอื่นที่บริโภคเชื้อชนิดเดียวกันในปริมาณที่เทากัน และยังพบอีกวาผูปวยโรค AIDS มีโอกาส
เกิดโรคแทรกซอนจากเชื้อ Salmonella ไดมากกวาคนธรรมดาถึง 20 เทา 
  3.3 การปองกัน เชื้อ Salmonella ถูกทําลายไดงายที่อุณหภูมิ 60 oC นาน 4-5 
นาที หรือที่อุณหภูมิ 100 oC นาน 1 นาที ดังนั้น การรับประทานอาหารที่ปรุงสุกใหม ๆ และ
รับประทานในขณะที่ยังรอน จะชวยลดการติดเชื้อ Salmonella ไดเปนอยางมาก   สวนการแชเย็น
ที่อุณหภูมิตํ่ากวา 4 oC ก็เปนอีกวิธีหนึ่งที่จะยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Salmonella ได 
นอกจากนี้ควรใชภาชนะบรรจุอาหารที่สะอาดถูกสุขลักษณะและทําความสะอาดหลังใชแลวทุก
คร้ัง 
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อุบัติการณการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคในอาหารในประเทศไทย(9) 
 
ตารางที่ 1 ตัวอยางอุบัติการณการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคในอาหารในประเทศไทยในป 
2548 
 

 
 

การสํารวจ 
 
 

ผลการ
ตรวจพบ
เชื้อ 

(%ของ
ตัวอยาง
ทั้งหมด) 

%ที่พบ 
S. aureus 

%ที่พบ 
B. cereus 

%ที่พบ 
Salmonella 

อันตรายจากเชื้อโรคอาหารเปนพิษ
ในแผนใยขัดและฟองน้ําที่ใชทํา 
ความสะอาดภาชนะบรรจุอาหาร 

53.92 N/A 7.27 45.45 

การศึกษาปจจัยที่มีผลกระทบตอการ
ปนเป อน เชื้ อก อ โ รคในอาหารที่
จําหนายในโรงเรียน 

18.54 16.22 24.32 51.35 

การปนเปอน Salmonella serovars 
ในอาหารพรอมปรุงที่จําหนายใน
ศูนยการคา 

26 N/A N/A 26 
 
 

คุณภาพทางจุลชีววิทยาของสมตํา
ป รุ ง สํ า เ ร็ จ ใ น เ ข ต จั ง ห วั ด
สมุทรสงคราม 

30.88 10.29 N/A 5.88 

 
หมายเหตุ: N/A ไมมีการดําเนินการสํารวจ  
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เกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาสําหรับอาหารทั่วไปที่มิใชอาหารควบคุมเฉพาะ
กรมวิทยาศาสตรการแพทย(12) 

 
ตารางที่ 2 เกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร 
 

เกณฑคุณภาพทางจลุชวีวทิยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร  
ประเภทอาหาร คากําหนด 

 MPN E. coli/กรัม นอยกวา 50 
 S. aureus/กรัม นอยกวา 200 
 B. cereus/กรัม นอยกวา 200 
 V. parahaemolyticus/กรัม นอยกวา 200 
 C. perfringens/0.001กรัม ไมพบ  
 Salmonellae/25 กรัม ไมพบ  

1. อาหารดิบ 
หมายถึง อาหารที่ยังบริโภคไมได 
ตองผานการทาํสุกหรือการเตรียม
ดวยกรรมวธิีใดๆ กอนบริโภค 
ไดแก เนื้อสด ปลาสด ไสกรอก
อีสานดิบ ปลาแหง และเนื้อเค็ม
ดิบ ไข เครื่องแกง เปนตน  

 V. cholerae/25 กรัม ไมพบ  
 
ที่มา : สํานักงานคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวง
สาธารณสุข 
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การตรวจสอบจุลินทรียกอโรคในอาหาร 
 
 ในการตรวจสอบจุลินทรียกอโรคในอาหารนั้น วิธีที่ใชกันมานานและใหผลถูกตอง
นาเชื่อถือ คือ วิธี Conventional method ซึ่งมีขั้นตอนคือ นําตัวอยางอาหารมาใสในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เหมาะสมเพื่อที่จะเพิ่มปริมาณเชื้อที่ตองการจะตรวจสอบ แลวนําตัวอยางที่ไดมาทํา culture 
ลงใน plate ที่มี selective หรือ differential agar เพ่ือที่จะแยก pure culture ของเชื้อออกมา และ
ตรวจสอบเชื้อจุลินทรียใน culture โดยวิธีการวิเคราะหแบบ phenotypic analysis หรือทํา
metabolic fingerprinting (ตรวจดูปริมาณการใชคารบอนและไนโตรเจนของเชื้อ) (10) 
 ขอเสียหลักของวิธีการตรวจสอบนี้คือ ใชแรงงานมากซึ่งใชเวลาประมาณ 2-3 วันในการรอ
ผลทดสอบและใชเวลาอีก 7-10 วันในการยืนยันผลการทดสอบ ดังนั้นเพื่อเปนการลดความลาชาที่
เกิดขึ้น จึงมีผูคิดคนวิธีการตรวจสอบเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารใหม ๆ ขึ้นมาโดยใชเวลาในการ
ทดสอบนอยลง เชนการใช antibody และการนําวิธีทางชีวเคมีมาประยุกตใช 
 ปจจุบันวิธีการตรวจทางชีวโมเลกุลที่เรียกวา Multiplex-PCR เปนเทคนิคที่มีความจําเพาะ 
และรวดเร็วกวา โดยที่สามารถตรวจหาปริมาณ DNA ไดหลายชนิดจากการเพิ่มปริมาณ DNA 
เพียงครั้งเดียว ซึ่งในการเพิ่มขยายปริมาณ DNA นี้ ตองอาศัยองคประกอบตาง ๆ คือ Template 
DNA, Oligonucleotide primer, เอนไซม DNA polymerase และ Deoxyribonucleotide 
triphosphate (dNTPs) เมื่อใชบัฟเฟอรที่เหมาะสม ปฏิกิริยาการสังเคราะหจะเกิดตอเนื่องซ้ํากัน
เปนวงจรลูกโซ ซึ่งในแตละรอบ (Cycle) ประกอบดวย 3 ขั้นตอน คือ ขั้นตอน Denaturation เปน
ขั้นตอนแยกสายคูของ Template DNA ใหเปนสายเดี่ยว โดยใชอุณหภูมิประมาณ 90-95 oC 
จากนั้นเปนขั้นตอน Annealing คือ การลดอุณหภูมิลงมาที่ 50-55 oC เพ่ือให Primer สามารถ
เกาะติดกับ Template DNA สายเดี่ยวตรงบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดคูผสม ขั้นตอนสุดทายคือ 
Primer extension เปนขั้นตอนการสรางสาย DNA ใหมตอจาก Primer ในทิศทางจาก 5’ ไป 3’ 
อุณหภูมิในขั้นนี้จะอยูในชวง 70-75 oC ในการสังเคราะหจะดําเนินตามลําดับ 3 ขั้นตอนนี้ซ้ํากัน
เปนจํานวนหลาย ๆ รอบ เพ่ือใหได Amplified product หรือที่เรียกวา amplicon ซึ่งเปน DNA 
สายใหมเพ่ิมขึ้นเปนจํานวนมาก (11) 
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วัสดุและวิธีวิธีดําเนินการทดลอง 
1.วัสดุ 
ตารางที่ 3 เครื่องมือและสารเคมีที่ใชในการทดลอง 

เครื่องมือและสารเคมี ผูผลิต/ผูจัดจําหนาย 
1. PCR reagents 
     1.1 Deoxynucleotide Solution Mix 
           (N 04475 Lot 18  Assayed 5/06)       
     1.2 Taq DNA Polymerase  
           (MO267S Lot:7  Assayed 6/06) 
     1.3 Thermopol Buffer  
           (B9004S Lot:0206) 
 
2. Culture media 
     2.1 CertifiedTM Molecular Biology 
     Agarose (Catalog 16T3101) 
     2.2 Soybean-Casein Digest Medium 
     (BactoTM  Tryptic Soy Broth)  
     (Lot 5321341) 
     2.3 Bismuth sulfite agar (BS Difco) 
     (Lot 2142718) 
     2.4 Mannitol-Egg-Yolk-Polymyxine-Agar 
     (M.Y.P.-agar) (Lot VM357067 451 ) 
 
3. Instruments 
     3.1 เครื่องชั่ง Sartorius ( รุน TE313S) 
     3.2 Shaking water bath  
     (รุน GFL 1086) 
     3.3 Incubator Memmert  (รุน 100-800) 
     3.4 Brushless microcentrifuge 

   
     BioLabs ( New England ) , USA 
 
     BioLabs ( New England ) , USA 
 
     BioLabs ( New England ) , USA 
 
 
 
     Bio-Rad Laboratories, USA  
 
     Difco Laboratories, USA 
 
   
     Becton, Dickenson and company. USA 
 
     Merck KGaA,  Germany   
 
 
 
     Scientigic Promotion Co.,LTD. Germany 
     Siam&Co.,ltd, Thailand 
 
     Beschickung-Loading, USA 
     Danville scientific inc. 
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     (รุน 260D) 
     3.5 Laminar Air Flow (Model 1.2) 
     3.6 เครื่อง PCR Primus96plus   
     (Model MWGAG) 
     3.7 เครื่องถายรูป Image Analyzer  
Image Master ( รุน VDS-CL 18-1130-55) 
 

     Bio-Active Co., Ltd., USA 
     Holten, Denmark 
     Biotech, USA 
 
     USA 

 
2. วิธีการวิจัย 
 
 การศึกษานีแ้บงการวิจัยออกเปน 2 สวนคอื 
 2.1 การตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรียในอาหารที่เปน Positive Control 
    2.1.1 นําเชื้อทีเ่พาะเลี้ยงไวไดแก S. aureus, B. cereus และ Salmonella spp.
มาใสใน Tryptic Soy Broth ทิ้งไว 1 คืน 
   2.1.2 นําเชื้อใน Tryptic Soy Broth มาลง Tryptic Soy Broth ใหมอีกครั้ง 
   2.1.3 นํา 1ml ของ mixed culture (จะม ีS. aureus, B. cereus และ 
Salmonella spp อยางละ 400mcl) มาผสมลงในเนื้อ 10 กรัม แลวเติม Tryptic Soy broth ลงไป 
อีก 90 ml 
   2.1.4 เขยาใหเขากันโดยใช vortex mixer แลว incubate ที่ 37°C เปนเวลา 24 
ชั่วโมง 
   2.1.5 นํา culture broth ทีไ่ดจากการ incubate มา 1 ml ไป centrifuge ที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี
   2.1.6 ทําการ resuspend สวนของชิ้นที่ตกตะกอนดวย Double distilled water 
100 mcl 
   2.1.7 นําชิน้สวนที่ตกตะกอนนัน้มาแยกเปน whole cell และอีกหนึ่งไปทํา heat 
treatment กอนที่อุณหภูม ิ98°C เปนเวลา 10 นาที แลวนําทั้งสองสวนนั้นไปทํา PCR 
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  2.2 การทํา PCR (Polymerase Chain Reaction) สําหรับตรวจหาเชื้อจุลินทรีย
ในอาหาร 
  2.2.1 คํานวณปริมาณสารตางๆทีจ่ะตองใชในการทดลองโดยใหมีปริมาตรรวม
เปน 50 mcl ซึ่งในแตละหลอดจะใช ThermolPol buffer จํานวน 5 mcl, dNTP mix 1 mcl, Primer 
A และ B ของแตละเชื้ออยางละ 1 mcl, Taq DNA polymerase enzyme เชื้อละ 0.25 mcl, 
Template DNA ของแตละเชื้อ (S. aureus 1.11mcl, Salmonella spp. 0.5 mcl และ B. cereus 
1.28 mcl) และน้ํากลั่น double distilled water 
    2.2.2 เตรียมเชื้อที่ไดจากการทํา culture ไวมาเชื้อละ 0.05 mcg จํานวน 3 หลอด 
หลอดละ 1 เชื้อ และหลอดทีม่ีเชื้อทั้ง 3 ชนิด 1 หลอด 
  2.2.3 เติมน้ํากลั่น (Double distilled water) ลงในแตละหลอดตามปริมาณที่
คํานวณได 
    2.2.4 เติม ThermolPol buffer และ dNTP mix ตามปรมิาณทีก่ําหนด 
    2.2.5 เติม Primer A และ B ของแตละเชื้ออยางละ 1 mcl  
    2.2.6 เติม Template DNA ของแตละเชื้อลงไป จากนัน้เติม Taq DNA 
polymerase  
    2.2.7 นําหลอดเขาเครื่อง PCR โดยตั้งคาใหเปน 30 cycles 
    2.2.8 นํา PCR product ที่ไดมาทาํ Gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบดู base 
pair  
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ผลการทดลอง 
 

1. ผลการการทดสอบความจําเพาะของ Primers ตอเชื้อตางๆ 
 1.1 sea1-sea2 primer sets ของเชื้อ S. aureus 

 
  1    2    3    4    5       6   7  8 

รูปที่ 4 แสดงความจาํเพาะเจาะจงของ primer sea1-sea2 ตอเชื้อตาง ๆ 
  Lane 1    :  DNA ladder 100 bp   
  Lane 2    :  S. aureus ATCC13565  
  Lane 3    :  S. aureus ATCC14458 
  Lane 4    :  S. aureus ATCC25923 
  Lane 5    :  E. Coli 

Lane 6    :  S. flexneri 
  Lane 7    :  S. Sonnei 

Lane 8    :  P. Aeruginosa 

   
 จากรูปที ่1 แสดงใหเห็นวา target gene ของเชื้อ S. aureus คือ sea1 และ sea2 นั้นจะ
จับกับ S. aureus ATCC13565 ไดเทานัน้ เนื่องจาก target gene sea1 และ sea2 นี้เปนสวนของ 
gene ในเชื้อ S. aureus ที่สราง enterotoxin และสายพันธุ ATCC13565 นั้นเปนสายพันธุที่
สามารถสราง enterotoxin ไดมาก และมยีีนที่สราง enterotoxin อยูมากกวาครึ่งหนึ่งของทั้งหมด 
จึงสามารถตรวจเจอไดงาย สําหรับสายพันธุอ่ืน ๆ ใน Lane ที่ 3 ถึง 8 นั้นเปนเชื้อที่ไมมีการสราง 
enterotoxin ทําใหไมเกิดปฏิกิริยาใด ๆ ตอ primer sea1 และ sea2 
  
 

263 bp 
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 1.2 invA1-invA2 primer set ของเชื้อ Salmonella spp. 

 
  1      2       3       4       5      6 7       8      9     10 

รูปที่ 5 แสดงความจาํเพาะเจาะจงของ primer invA1-invA2 ตอเชื้อตาง ๆ 
  Lane 1    :  DNA ladder 100 bp  Lane 6    :  S. choleraesuis 
  Lane 2    :  S. typhimurium  Lane 7    :  E. coli  
  Lane 3    :  S. paratyphi A  Lane 8    :  S. flexneri  
  Lane 4    :  S. typhi       Lane 9    :  S. sonnei  
  Lane 5    :  S. Enteritidis  Lane 10  :  P. aeruginosa  
  
 จากรูปจะเหน็วา target gene invA1-invA2 ซึ่งเปน invasive gene ของเชื้อ Salmonella 
spp. ที่กอใหเกิด food poisoning จะสามารถจับกับเชื้อใน lane ที่ 2 ถึง 6 นั่นคือเชื้อ Salmonella 
ในสายพนัธุตาง ๆ ที่มี invasive gene อยู สําหรับเชื้ออ่ืน ๆ เชน E. coli, P.aeruginosa  เปนตน 
จะไมมีการตอบสนองใด ๆ ในการทํา PCR เนื่องจากเชื้อเหลานั้นไมมี invasive gene นั่นเอง 
  
 

463 bp 
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 1.3 nheA1-nheA2 primer sets ของเชื้อ B. cereus 

 
  1      2       3       4       5      6 7       8      9     10 

รูปที่ 6 แสดงความจาํเพาะเจาะจงของ primer nheA1-nheA2 ตอเชื้อตาง ๆ 
 Lane 1    :  DNA ladder 100 bp   Lane 6    :  B. thuringiensis 
 Lane 2    :  B. cereus    Lane 7    :  E. coli  
 Lane 3    :  B. subtilis                Lane 8    :  S. flexneri  
 Lane 4    :  B. Thuringiensis ATCC10792   Lane 9    :  S. Sonnei 
 Lane 5    :  B. coagulans               Lane 10  :  P. Aeruginosa 
 
 สําหรับ target gene nheA1-nheA2 นี้เปน target gene ที่ถูกออกแบบมาเพื่อใหมี
ความจาํเพาะเจาะจงกับ non-hemolytic enterotoxin A ที่พบใน B.cereus ที่กอใหเกิดอาการ
ทองเสียเมื่อรับประทานเขาไป ซึ่งเมื่อทําการทดสอบความจาํเพาะเจาะจงแลว พบวา lane ที่ 2 4 
และ 6 นั่นคือเชื้อ B. cereus, B. Thuringiensis ATCC10792  และ B. Thuringiensis แสดงผล
การจับกับ target gene ขึ้น เนื่องจากเชื้อทั้ง 3 นี้ตางม ีnon-hemolytic enterotoxin A ทั้งสิ้น 
 

757 bp 
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2. ผลการทํา Pure Culture ของเชื้อทั้งสามชนิด จากการทํา multiplex PCR 

 
       1        2        3           4        5 
รูปที่ 7 แสดงผลการทาํ multiplex PCR จาก pure culture ของเชื้อทั้ง 3 ชนิด 
 Lane 1 : DNA Ladder 100 bp 
 Lane 2 : S. aureus 
 Lane 3 : Salmonella spp. 
 Lane 4 : B. cereus 
 Lane 5 : Mixed culture of S. aureus, Salmonella spp., and B. cereus 
  
 เมื่อทดสอบโดยใช multiplex PCR คือใช target gene ทั้ง 3 ชนิด ตรวจสอบกับเชื้อเดี่ยวๆ 
และเชื้อที่รวมกัน พบวา S. aureus จะตอบสนองตอ sea1-sea2 เทานัน้ซึ่งมีคู base pair อยูที ่
263 base pairs ใน lane ที ่1 สวน Salmonella spp. ใน lane ที่ 2 จะตอบสนองกบั invA1-invA2 
เทานัน้ที ่463 base pairs และ B.cereus ใน lane ที่ 3 จะตอบสนองตอ nheA1-nheA2 เทานั้นที่ 
757 base pairs และเมื่อทดสอบกับเชื้อทั้ง 3 ชนิดกจ็ะพบการตอบสนองตอทั้ง 3 target genes 
ดังที่แสดงในรูป 
 

B. cereus            757 bp 

S. aureus           263 bp 
Salmonella spp.  463 bp 
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3. ผลการทดสอบในตัวอยางอาหารที่เวลา 0 และ 18 ช่ัวโมง 

 
             1     2     3     4     5      6     7     8     9    10   11    12    13 

รูปที่ 8 แสดงผลการทดสอบตัวอยางอาหารดวยวธิ ีmultiplex PCR 
Lane 1 : DNA Ladder 100 bp   Lane 7 : ตัวอยางกระเพรา ที่ 18 ชั่วโมง 
Lane 2 : ตัวอยางกระเพรา ที่ 0 ชั่วโมง  Lane 8 : ตัวอยางหอมหัวใหญ ที ่18 ชั่วโมง 
Lane 3 : ตัวอยางหอมหัวใหญ ที ่0 ชั่วโมง  Lane 9 : ตัวอยางถั่วฝกยาว ที่ 18 ชั่วโมง 
Lane 4 : ตัวอยางถั่วฝกยาว ที่ 0 ชั่วโมง  Lane 10: ตัวอยางกะหล่ําปลี ที่ 18 ชั่วโมง 
Lane 5 : ตัวอยางกะหล่ําปลี ที่ 0 ชั่วโมง  Lane 11: ตัวอยางสะระแหน ที่ 18 ชั่วโมง 
Lane 6 : ตัวอยางสะระแหน ที่ 0 ชั่วโมง  Lane 12: Positive Control ที ่18 ชั่วโมง 
      Lane 13 : Pure Culture ที่ 18 ชั่วโมง 
  
 จากรูปแสดงใหเห็นวาตัวอยางอาหารที่ 0 ชั่วโมง (lane 1-6) จะไมเกดิการจับกับ target 
geneใด ๆ เนื่องจากที่เวลา 0 ชั่วโมงในอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นยังไมมกีารเติบโตของเชื้อเพียงพอที่จะ 
detect ได หรืออาจจะไมมีเชื้ออยูเลย 
 แตเมื่อเวลาผานไป 18 ชั่วโมงจะเห็นวาใน lane ที่ 7 นั่นคือ ตัวอยางกระเพรา พบแถบการ
จับกับ target gene sea1-sea2 ที่ 263 base pairs แสดงใหเห็นถึงการมีเชื้อ S. aureus ปนเปอน
อยู และใน lane 13 ที่พบแถบของ target genes ของเชื้อทั้ง 3 ชนิดเนื่องจาก lane 13 นั้นเปน 
Pure culture สวนใน lane 12 นั้นควรพบทั้ง 3 แถบเชนเดียวกับ lane 13 เนื่องจากเปน Positive 
control  แตจากรูปทีแ่สดงจะยังเห็นวามแีถบขึน้ไมชัดเจนนกั 
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3.1 ผลแสดงปริมาณเชื้อ (CFU/mL) ที่ตรวจพบในตัวอยางอาหารที่ 0 ชั่วโมง 
ตารางที่ 4 แสดงปริมาณเชื้อที่ตรวจพบในตัวอยางอาหารที่ 0 ชั่วโมง 

ตัวอยาง Salmonells spp. S. aureus B. cereus 
กระเพรา TMTC - 4.0 x 102 

หอมหวัใหญ 2.6 x 103 - - 
ถั่วฝกยาว 2.1 x 104 - - 
กะหล่าํปล ี 6.0x 102 - - 
สะระแหน 8.4 x 103 - - 

 
3.2 ผลแสดงปริมาณเชื้อ (CFU/mL) ที่ตรวจพบในตัวอยางอาหารที่ 18 ชั่วโมง 
ตารางที่ 5 แสดงปริมาณเชื้อที่ตรวจพบในตัวอยางอาหารที่ 18 ชั่วโมง, Positive Control และ 
Pure Culture 

ตัวอยาง Salmonells spp. S. aureus B. cereus 
กระเพรา 2.9 x 109 - 1.0 x 108 

หอมหวัใหญ 8.0 x 109 - - 
ถั่วฝกยาว 5.5 x 109 - - 
กะหล่าํปล ี 6.0 x 109 - - 
สะระแหน 2.5 x 109 - - 

Positive Control 3.3 x 109 6.3 x 109 1.0 x 108 
Pure Culture 5.6 x 109 4.0 x 108 - 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
สรุปผลการทดลอง 
  การตรวจสอบเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารของการศึกษานี้เปนการทดลองควบคูไป 
ระหวางการทดสอบแบบ Conventional method และการทดสอบโดยวิธี Multiplex-PCR เพ่ือ
พิจารณาความสอดคลองและความนาเชื่อถือของแตละวีธี ซึ่งผลจากการตรวจสอบเชื้อ จุลินทรีย
กอโรคทั้ง 3 ชนิด เปนดังนี้ 

1. การตรวจหาเชื้อจุลินทรียในอาหารที่เปน Positive Control นั้นใหผลตรงกันทั้ง 2 วิธี ทั้ง
ในแงของความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อ และปริมาณของเชื้อแตละชนิด 

2. การตรวจหาเชื้อจุลินทรียในตัวอยางผักสด 5 ชนิด ที่ 0 ชั่วโมง ผลปรากฎวาไมพบเชื้อ 
ใด ๆ จากการตรวจดวยวิธี Multiplex-PCR สวน Conventional method นั้นสามารถตรวจพบเชื้อ 
Salmonella ไดในตัวอยางทั้ง 5 ชนิด พบเชื้อ B. cereus ในตัวอยางเพียง 1 ชนิด และไมพบเชื้อ S. 
aureus ในตัวอยางใด ๆ เลย 

3. สําหรับการตรวจหาเชื้อจุลินทรียในตัวอยางผักสด 5 ชนิด ที่ 18 ชั่วโมง จากการตรวจ
ดวยดวยวิธี Multiplex-PCR พบวา มีการตรวจพบเชื้อที่ไมเฉพาะเจาะจงในทุก ตัวอยางอาหาร แต
พบเชื้อ B. cereus เพียงชนิดเดียว ในตัวอยางเดียวเทานั้น ในขณะที่  Conventional method 
สามารถตรวจพบเชื้อ Salmonella ไดในตัวอยางทั้ง 5 ชนิด พบเชื้อ B. cereus ในตัวอยางเพียง 1 
ชนิด (ตัวอยางเดียวกันกับที่พบที่ 0 ชั่วโมง) และไมพบเชื้อ S. aureus ในตัวอยางใด ๆ เลย
เชนเดียวกับที่ 0 ชั่วโมง 

4. ผลของ Positive control (ในตัวอยางอาหาร) และ Pure culture (ในอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
ในการตรวจที่ 18 ชั่วโมงที่ไดจากวิธี Multiplex-PCR ยังไมชัดเจนนักทั้ง ๆ ที่ใชสภาวะในการ
ทดสอบเดียวกัน แตสําหรับ Conventional method สามารถพบเชื้อไดทั้ง 3 ชนิด ในปริมาณที่
ใกลเคียงกัน  

สรุปผลการตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรียในตัวอยางอาหารทั้ง 5 ชนิดของการศึกษานี้โดยวิธี 
Multiplex-PCR และ Conventional method ไมมีความสอดคลองซึ่งกันและกัน และผลที่ไดจาก
วิธี Multiplex-PCR ยังไมมีความนาเชื่อถือเทาที่ควร 
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วิจารณผลการทดลอง 
  
 1. การตรวจสอบหาเชื้อจลุินทรยีในอาหารที่เปน Positive Control 
 การทํา Positive Control มีความสําคัญเพื่อตรวจสอบความถูกตองของการทดลอง และ
ทําใหการทดลองมีความนาเชื่อถือ ผลจากการทํา Positive Control พบวา primer ที่เลือกมา ใชมี
ความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อจุลินทรียเปนอยางมากแมวาจะทดสอบในหลอดทดลองเดียวกัน        
  ซึ่งกอนหนาที่จะมีการทํา Positive Control นั้น ไดมีการทดสอบหาความจําเพาะ เจาะจง
ของ primer เหลานี้ตอเชื้อจุลินทรียเฉพาะสายพันธุที่กอโรคเทานั้น เชื้อที่เลือกมาทดสอบ ไดแก 
Staphylococcus aureus (มี 263 bp), Bacillus cereus (มี 757 bp) และ Salmonella spp. (มี 
463 bp) โดย primer sea1 และ sea2 มีความจําเพาะเจาะจงตอ S. aureus ATCC13565 ซึง่เปน
สายพันธุที่สามารถสราง enterotoxin ไดมาก และมียีนที่สราง enterotoxin อยูมากกวาครึ่งหนึ่ง
ของทั้งหมด จึงสามารถตรวจเจอไดงาย primer invA1 และ invA2 มีความจําเพาะเจาะจงตอ S. 
typhimurium,  S. paratyphi A, S. typhi,  S. Enteritidis และ S. choleraesuis สวน primer 
nheA1 และ nheA2 มีความจําเพาะ เจาะจงตอ B. cereus, B. thuringiensisATCC10792 และ 
B. thuringiensis ซึ่งลวนแตกอใหเกิดโรคทางระบบทางเดินอาหารไดทั้งสิ้น 
  
 2. การทํา PCR สําหรับตรวจหาเชื้อจลุินทรยีในอาหาร 
 อาหารมีหลากหลายชนิดทั้งที่ผานการปรุงสําเร็จ และที่รับประทานโดยตรง องคประกอบ
หลักของอาหารสวนใหญมักจะเปนเนื้อสัตว ผัก และเครื่องปรุง หากพิจารณาถึงโครงสรางภายใน
แลว เนื้อสัตวจะมีรายละเอียดและความซับซอนมากกวาผัก ซึ่งอาจทําใหเกิดความยุงยากในการ
ทดลองมากกวา 
 ในการทดลองนี้ผูทดลองจึงไดเลือกผักสดมาทั้งหมด 5 ชนิด ไดแก กระเพรา หอมหัวใหญ 
ถั่วฝกยาว กะหล่ําปลี และสะระแหน ซึ่งเปนผักที่หาไดงาย และสวนใหญมักกินสด ไมไดผานการ
ปรุงหรือไดรับความรอน จึงทําใหผูบริโภคมีความเสี่ยงที่จะไดรับเชื้อจุลินทรียกอโรค และเกิดโรคใน
ระบบทางเดินอาหารได โดยในการทดลองไมไดมีการลางผักแตอยางใดเพื่อเปน การเลียนแบบ
รานอาหารทั่วไปที่มักไมมีการลางผักกอนนํามาใหผูบริโภค 
 การทดลองนี้มีการบันทึกผลที่ 2 ชวงเวลา คือที่ 0 ชั่วโมง และ 18 ชั่วโมง ซึ่งจากงานวิจัย 
ที่มีการทํามากอนหนานี้มักจะบันทึกผลที่ 16 ถึง 18 ชั่วโมง แตที่ผูทดลองบันทึกผลที่ 0 ชั่วโมง 
ดวยเนื่องจากตองการตรวจดูวาหากนําตัวอยางอาหารมาตรวจทันทีนั้นจะไดผลเปนอยางไร  
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 จากผลการทดลองที่ไดพบวา ผลที่ไดจากการทํา pure culture นั้นเปนที่นาพอใจ และ 
เชื่อถือไดเพราะผลที่ไดจากภาพถายและผลจากการนับเชื้อ (Conventional method) มีความ
สอดคลองกัน ในขณะที่ผลจากการทดลองกับตัวอยางอาหารจริงนั้นไมเปนที่นาพอใจ เนื่องจากผล
ที่ไดจากภาพถายและผลจากการนับเชื้อไมมีความสอดคลองกัน ประกอบกับผลจากการทํา 
Positive Control ยังไมเปนอยางที่ควรจะเปน อาจเนื่องมาจาก Multiplex PCR เปนเทคนิคที่มี
ความจําเพาะเจาะจงและมีความละเอียดสูง ซึ่งตองอาศัยความชํานาญในการทําเปนอยางมาก 
หากคลาดเคลื่อนเพียงเล็กนอยก็อาจทําใหผลการทดลองผิดไปจากคาที่ควรจะเปนได หรืออาจเกิด
จากสภาวะของการทดลองในอาหารยังไมเหมาะสม และมีความเปนไปไดวาในตัวอยางผักนั้นอาจ
มีสารหรือเอนไซมซึ่งสามารถรบกวนปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสไมใหดําเนินไปอยางที่ควรจะเปน  
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ขอเสนอแนะ 
     

สภาวะในการทดสอบครั้งนี้จําเพาะเจาะจงกับการทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) 
เทานั้น แตเมื่อนํามาใชกับตัวอยางอาหารจริง (in vivo) จําเปนตองปรับสภาวะใหมใหเหมาะสม
มากขึ้น โดยการสกัดสารที่รบกวนปฏิกิริยาดังกลาวออกไป ซึ่งตองใชเวลามากกวานี้ นอกจากนี้
ตัวอยางแตละชนิดอาจตองการสภาวะในการทดลองตางกัน จึงจําเปนตองหาสภาวะที่เหมาะสม
ของแตละตัวอยาง เพ่ือที่จะพัฒนาตอไปเปน standard protocol ซึ่งจะสงผลประโยชนใหแกระบบ
สาธารณสุขไดเปนอยางมาก 
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