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 เชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารที่กอใหเกิดปญหาไดบอยในระบบสาธารณสุขของไทย ไดแก 
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus และ Salmonella spp. อาจพบปนเปอนในอาหารทั่วไป
เชน ผัก เนื้อสัตวตางๆ ไข ผลิตภัณฑจําพวกนมและอาหารปรุงสําเร็จบางชนิด หากรับประทานอาหาร
ท่ีปนเปอนเชื้อจุลินทรียเหลานี้เขาไปอาจทําใหเกิดอาการอาหารเปนพิษ เกิดทองรวงรุนแรง คลื่นไส 
อาเจียน และปวดทอง ได 
 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารโดยวิธีมัลติเพล็กซพีซี
อาร ซึ่งเปนวิธีทดสอบที่มีความจําเพาะเจาะจงและใหผลการตรวจสอบที่รวดเร็วมากขึ้นกวาวิธีที่เคยมี
ในอดีต การทํา PCR นั้นสามารถเจาะจงไปถึงยีนกอโรคของเชื้อจุลินทรียชนิดนั้นๆได เชน ยีน sea ของ
เชื้อ S.aureus  ยีน invA ของเชื้อ Salmonella หรือ ยีน nheA สําหรับ B. cereus เปนตน ซ่ึงการที่
สามารถกําหนด sequence ของยีนในการทํา PCR น้ีทําใหการตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนมี
ความจําเพาะเจาะจงและมีความไวตอเชื้อสูง จากการทดลองพบวาการใชวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร
ทดสอบกับเชื้อจุลินทรียท่ีเพาะเลี้ยงขึ้นในหลอดทดลองใหผลที่มีความจําเพาะเจาะจงสูงและเปนที่
นาเชื่อถือ แตเมื่อนํามาทดสอบกับตัวอยางอาหารจริงโดยใชผักสดหลายๆชนิด พบวา ผลการทดลองที่
ไดน้ันยังไมเปนที่นาพอใจเนื่องจาก ผลการทดลองที่ไดในแตละครั้งยังมีความคลาดเคลื่อนอยูบาง ทั้งนี้
อาจเปนเพราะวาสภาวะการตรวจสอบตัวอยางอาหารจริงที่นํามาทดลองนั้นยังไมเหมาะสมเพียงพอ
ตอการนํามาใชเปนมาตรฐานในการตรวจสอบ ซ่ึงหากนําสภาวะการตรวจสอบนี้มาศึกษาปรับปรุง
เพิ่มเติม ก็จะสามารถพัฒนาไปเปนสภาวะมาตรฐานในการตรวจสอบเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารได
ตอไป 
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Abstract 
Detection of food-borne pathogens by multiplex PCR 
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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 
 
 จุลินทรียกอโรคในอาหารนั้นถือเปนปญหาที่สําคัญอยางหนึ่งในระบบสาธารณสุขของไทย 
ตัวอยางเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารที่พบไดบอย คือ Staphylococcus aureus ซึ่งเปนแบคทีเรีย
คอคไคแกรมบวก สามารถพบไดในอาหารจําพวกเนื้อสัตวตาง ๆ ไข และผลิตภัณฑจําพวกนม(1) 

โดยเชื้อ S. aureus  จะสราง enterotoxin ปนเปอนในอาหาร(2) หากรับประทานเขาไปจะทําใหเกิด
อาการอาหารเปนพิษ เกิดทองรวงรุนแรง คลื่นไส อาเจียน และปวดทอง(3) นอกจาก   S. aureus 
แลวยังมีเชื้อจุลินทรียอ่ืน ๆ ที่กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ นั่นคือ Salmonella spp. และ Bacillus 
cereus  โดยเชื้อ salmonella นั้นเปนแบคทีเรียแกรมลบที่ถือวามีความสําคัญทางการแพทย 
เนื่องจากเชื้อนี้กอใหเกิดโรคทองรวงจากการรับประทานอาหารที่ไมสุก(Gastroenteritis)(4) อาการ
ที่สําคัญ คือ คลื่นไส อาเจียน ทองรวงเปนน้ําหรือมูกเลือด ปวดทองและมีไข  สวน B. cereus นั้น
เปนเชื้อแบซิลไลแกรมบวก พบไดทั่วไปตามธรรมชาติ จึงมักปนเปอนในอาหารจําพวกนม ไข และ
อาจพบไดในอาหารปรุงสําเร็จเชน ขาวผัด ไอศกรีม ซอส เปนตน 
 แมวาการตรวจหาเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารนั้นมีการกระทํากันมาเปนเวลานานแต
เนื่องจากวิธีที่ปฏิบัติกันมานั้นจะเปนแบบ Conventional method นั่นคือการนําตัวอยางมาเพาะ
เชื้อลงบน plate ในชวงระยะเวลาตางๆกัน จากนั้นจึงนําตัวอยางโคโลนีของเชื้อที่เพาะไดไปทําการ
ทดสอบดวยวิธีทางชีวเคมีเพ่ิมเติม ซึ่งเปนวิธีที่ใชเวลานานประมาณ 4 ถึง 7 วัน และสวนใหญ
มักจะทราบผลการตรวจสอบก็ตอเมื่อผลิตภัณฑอาหารนั้นไดวางขายหรือบริโภคไปแลว(5) ดังนั้นจึง
มีการคิดคนวิธีตรวจสอบวิธีใหมที่เห็นผลไดเร็ว และมีความไวตอเชื้อสูงนั่นคือการทํา PCR 
(Polymerase Chain Reaction) เนื่องจากการทํา PCR นั้นสามารถวิเคราะหเจาะจงไปถึงยีนของ
เชื้อจุลินทรียได ซึ่งเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารนั้นจะมียีนที่ใหกอเกิดโรคอยู เชน invA ของ
เชื้อ Salmonella หรือ nheA สําหรับ B. cereus เปนตน ซึ่งการที่สามารถกําหนด sequence ของ
ยีนในการทํา PCR นี้ทําใหการตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนมีความจําเพาะเจาะจงมาก
ยิ่งขึ้น(5)              
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ทบทวนวรรณกรรม 
 
โรคอาหารเปนพิษจากเชื้อจุลินทรีย 
 
 โรคอาหารเปนพิษมีสาเหตุสําคัญจากการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียในอาหาร ความ
รุนแรงของโรคขึ้นอยูกับปริมาณของเชื้อ และชนิดของสารพิษที่เชื้อขับออกมา เมื่อมีอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียในอาหารจะทําใหเชื้อโรคสามารถแบงตัวเพิ่ม
จํานวน และผลิตสารพิษไดอยางรวดเร็วจนมีปริมาณมากพอที่จะทําใหเกิดอาการปวยได ตัวอยาง
เชื้อโรคที่เปนสาเหตุสําคัญ ไดแก 

1. Staphylococcus aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวก เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนจะเห็น
เปนแบคทีเรียรูปรางกลม มักพบเปนคูเกาะกันดวยสายสั้น ๆ เปนกิ่งหรือเปนลักษณะพวงองุน บาง
สายพันธุสามารถสรางสารพิษที่เปนโปรตีนซึ่งทนตอความรอนไดดี และเปนสาเหตุใหเกิดอาการ
เจ็บปวยในมนุษย ซึ่งโรคอาหารเปนพิษจากเชื้อ Staphylococcus นั้นมีชื่อเรียกคือ 
Stapyhloenterotoxicosis และ Staphylorenterotoxemia(6) 

 

 

รูปที่ 1 แสดงลักษณะของเชื้อ Staphylococcus aureus 
 

  1.1 แหลงที่พบและสาเหตุการเกิดโรค เชื้อ S. aureus จะมีชีวิตอยูในอากาศ 
ฝุนละออง ขยะมูลฝอย น้ํา อาหาร หรืออาหารบรรจุเสร็จ สภาวะแวดลอมภายนอกมนุษยและสัตว 
ซึ่งมนุษยและสัตวนั้นเปนแหลงปฐมภูมิของเชื้อชนิดนี้ โดยจะพบอยูตามทางเดินหายใจ ลําคอ เสน
ผมและผิวหนัง อาจพบเชื้อชนิดนี้ไดถึง 60-80 %ในผูที่สัมผัสโดยตรงกับผูปวยหรือผูที่สัมผัสกับ
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สภาพแวดลอมในโรงพยาบาล ตลอดจนผูประกอบอาหาร รวมทั้งในขั้นตอนของการบรรจุและ
สภาพแวดลอมภายนอกนั้นก็เปนสาเหตุสวนใหญที่ทําใหเกิดการปนเปอน  ส่ิงที่ตองคํานึงถึงอีก
อยางหนึ่ง คือการเก็บอาหารไวในอุณหภูมิที่ไมเหมาะสม เปนผลใหอาหารที่มีการปนเปอนอยูแลว
มีการเพิ่มจํานวนของเชื้อ และสรางสารพิษอยางรวดเร็ว 

1.2 อาการของโรค ลักษณะอาการที่บงบอกวาติดเชื้อ S.aureus นั้นจะแสดงให
เห็นอยางรวดเร็ว และรุนแรงในหลาย ๆ กรณี โดยทั้งนี้จะขึ้นอยูกับสภาพความตานทานสารพิษ
ของรางกาย ปริมาณการปนเปอนของเชื้อในอาหารและปริมาณสารพิษที่เชื้อสรางขึ้นใน
อาหาร รวมทั้งสภาพรางกายโดยทั่วไปของผูที่ไดรับเชื้อดวย อาการทั่วไปที่พบ คือ หลังจาก
รับประทานอาหารที่ปนเปอนเขาประมาณ 2-4 ชั่วโมง ผูปวยจะมีอาการคลื่นไส อาเจียน วิงเวียน 
เปนตะคริวในชองทอง และออนเพลีย ในผูปวยบางรายอาจมีอาการอื่นแทรกซอน เชน ภาวะขาด
น้ําอยางรุนแรง ปวดหัว เปนตะคริวที่กลามเนื้อ และมีการเปลี่ยนแปลงความดันโลหิตเปนระยะ ๆ             
รวมทั้งอาจมีการเตนของชีพจรผิดปกติ ซึ่งโดยทั่วไปอาการจะดีขึ้นภายใน 2-3 วัน 

1.3 การปองกัน สามารถทําไดโดยอบรมใหผูประกอบอาหารมีความรู และเห็น
ถึงความสําคัญของการรักษาความสะอาดในขณะปรุงอาหารเพื่อเปนการลดโอกาสในการ
ปนเปอนของเชื้อ สวนในการบริโภคนั้นใหรับประทานอาหารที่ปรุงสุกใหม ๆ หรือนําอาหารที่ปรุง
สําเร็จแลวไปเก็บที่อุณหภูมิตํ่าเพียงพออยางรวดเร็วเพื่อปองกันการเจริญของเชื้อ หากยังไม
รับประทานในทันที และทําการอุนอาหารใหรอนกอนรับประทานทุกครั้ง 
 2. Bacillus cereus เปนแบคทีเรียแกรมบวก สามารถสรางสปอรไดทั้งในที่ที่มีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจน เซลลมีลักษณะเปนแทงขนาดใหญ และ sporangium ในสปอรจะไมบวม 
ลักษณะพิเศษเหลานี้รวมถึงลักษณะสําคัญทางชีวเคมี และการวิเคราะหการเคลื่อนไหวสามารถใช
บอกความแตกตางและยืนยันลักษณะเฉพาะของ B. cereus ได(7) 

 

 
รูปที่ 2 แสดงลักษณะของเชื้อ Bacillus cereus 
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  2.1 แหลงที่พบและสาเหตุการเกิดโรค เชื้อ B. cereus สามารถพบไดใน
อาหารทั่วไป ตัวอยางเชน เนื้อสัตว นม ผัก ลวนมีสวนทําใหเกิดอาการทองรวงจากอาหารเปนพิษ
ได การระบาดของอาหารที่ทําใหเกิดโรคโดยทั่วไปจะเกิดจากผลิตภัณฑจากขาว และอาหาร
จําพวกแปงอื่น ๆ เชน มันฝร่ัง พาสตา และผลิตภัณฑเนยแข็งรวมทั้งอาหารปรุงแตง เชน ซอส พุด
ด้ิง ซุป ลูกชิ้น พาย และสลัด 
  2.2 อาการของโรค จะเหมือนกับอาการทองรวงที่เกิดจากการไดรับ 
เชื้อ  Clostridium perfringens คือ ถายอุจจาระเปนน้ํา มีอาการปวดเกร็งที่ชองทอง ซึ่งจะเกิด
ภายใน 6 - 15 ชั่วโมง หลังจากบริโภคอาหารที่มีการปนเปอน    อาจมีอาการคลื่นไสพรอม ๆ กับ
ปวดทอง แตอาการอาเจียนเกิดขึ้นไมบอยนัก  
  อาการของโรคจะยังคงอยูนานที่สุด 24 ชั่วโมง อาหารเปนพิษชนิดที่ทําใหเกิด
อาการอาเจียนจะมีลักษณะเฉพาะ คือ มีอาการคลื่นไส และอาเจียนภายในเวลา 0.5 - 6 ชั่วโมง
หลังจากบริโภคอาหารที่มีการปนเปอน  
  2.3 การปองกัน ทําไดโดยการเก็บอาหารที่ปรุงเสร็จแลวไวที่อุณหภูมิตํ่ากวา     
7 oC (4-6oF) หรือเก็บที่อุณหภูมิสูงกวา 55-60oC (131-140oF) และควรจะมีการอุนอาหารที่เก็บไว
กอนที่จะนํามารับประทานเสมอเพ่ือปองกันการงอกของสปอรเชื้อชนิดนี้  
 3. Salmonella spp. เชื้อ Salmonella เปนแบคทีเรียที่มีรูปรางเปนทอน  ไมสราง
สปอร  ยอมติดสีแกรมลบ สามารถเคลื่อนที่ไดดัวยแฟลกเจลลาที่อยูรอบตัว เจริญไดดีในสภาวะที่
มีออกซิเจน สวนในที่ที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยเชื้อชนิดนี้ยังสามารถเจริญได เชื้อ Salmonella มี
หลายชนิด แตละชนิดมีลักษณะความเปนอยูหรือการดํารงชีวิตที่ตางกันไป เชน เชื้อ  S. typhi ซึ่ง
เปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารที่เรียกวา ไขไทฟอยด โดยพบในมนุษยมากกวา
สัตวอ่ืน ๆ อยางไรก็ตามจะพบเชื้อจากสัตวติดตอสูมนุษย และสัตวอ่ืน ๆ เชน หนู  สัตวปก  แมลง  
วัว  ควาย  สุนัข  แมว และมา เปนตน สําหรับการติดเชื้อในมนุษยนั้นสวนมากจะไดรับเชื้อ
ปนเปอนมาในน้ํา และอาหาร บางครั้งอาจเกิดจากสัตวเลี้ยงที่อาศัยตามอาคารบานเรือน ซึ่งเปน
พาหะของเชื้อ ดวยเหตุนี้จึงทําใหเชื้อ Salmonella เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดอาการทองรวง
ประกอบกับเชื้อมีอัตราการแพรระบาดสูง  จึงสามารถพบผูปวยที่เปนโรคจากเชื้อนี้ในอัตราสูงดวย 
และเรียกโรคที่เกิดจากเชื้อ Salmonella วา salmonellosis(8) 
  3.1 แหลงที่พบและสาเหตุการเกิดโรค อาหารที่เปนสาเหตุไดแก เนื้อหมู เนื้อ
วัว เนื้อไก ไข นม ผลิตภัณฑจากนม เนื้อปลา และอาหารทะเลที่ไมไดผานความรอนอยางเพียงพอ 
ซึ่งการรับประทานอาหารสุก ๆ ดิบ ๆ ไมวาจะเปนแหนม ลาบ ยํา ปูเค็ม ปูดอง ผักสด หากมีเชื้อโรค
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ก็มีโอกาสติดโรคไดเทากัน สําหรับไขนั้น หากเปลือกไขมีเชื้อ Salmonella อยู เชื้อจะสามารถผาน
เขาไปในไขขาวและไขแดงได ดังนั้นในการปรุงอาหารที่มีไขเปนสวนประกอบจึงควรจะปรุงใหสุก
ดวยความรอนที่พอเหมาะ นอกจากนี้หากมีบุคคลที่ทํางานเกี่ยวของกับการแปรรูปอาหารแลวมี
สุขลักษณะไมดีพอ เชน ไวเล็บยาว หลังกลับจากหองน้ํามิไดมีการลางมือใหสะอาดและเปนโรค 
salmonellosis ดวย เชื้อ Salmonella ก็มีโอกาสที่จะปนเปอนลงไปยังอาหารได 
 

  
รูปที่ 3 แสดงลักษณะของเชื้อ Salmonella 

   
  3.2 อาการของโรค อาการจะเกิดขึ้นหลังจากบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนแลว
ประมาณ 6-48 ชั่วโมง และจะมีอาการอยูในระหวาง 1-5 วัน สําหรับอาการของโรค salmonellosis 
ที่พบไดทั่วไปคือ คลื่นไส  อาเจียน  ทองเดิน ปวดศีรษะ  ปวดทอง มีไข  หนาวสั่น และออนเพลีย 
ความรุนแรงของอาการที่เกิดขึ้นนั้นจะแตกตางไปตามปริมาณเชื้อที่บริโภค  ชนิดของเชื้อที่บริโภค 
และความตานทานของผูบริโภค ถาหากเปนผูสูงอายุ หรือเด็กทารก จะพบวามีอาการรุนแรงกวา
คนในวัยอื่นที่บริโภคเชื้อชนิดเดียวกันในปริมาณที่เทากัน และยังพบอีกวาผูปวยโรค AIDS มีโอกาส
เกิดโรคแทรกซอนจากเชื้อ Salmonella ไดมากกวาคนธรรมดาถึง 20 เทา 
  3.3 การปองกัน เชื้อ Salmonella ถูกทําลายไดงายที่อุณหภูมิ 60 oC นาน 4-5 
นาที หรือที่อุณหภูมิ 100 oC นาน 1 นาที ดังนั้น การรับประทานอาหารที่ปรุงสุกใหม ๆ และ
รับประทานในขณะที่ยังรอน จะชวยลดการติดเชื้อ Salmonella ไดเปนอยางมาก   สวนการแชเย็น
ที่อุณหภูมิตํ่ากวา 4 oC ก็เปนอีกวิธีหนึ่งที่จะยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Salmonella ได 
นอกจากนี้ควรใชภาชนะบรรจุอาหารที่สะอาดถูกสุขลักษณะและทําความสะอาดหลังใชแลวทุก
คร้ัง 
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อุบัติการณการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคในอาหารในประเทศไทย(9) 
 
ตารางที่ 1 ตัวอยางอุบัติการณการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคในอาหารในประเทศไทยในป 
2548 
 

 
 

การสํารวจ 
 
 

ผลการ
ตรวจพบ
เชื้อ 

(%ของ
ตัวอยาง
ทั้งหมด) 

%ที่พบ 
S. aureus 

%ที่พบ 
B. cereus 

%ที่พบ 
Salmonella 

อันตรายจากเชื้อโรคอาหารเปนพิษ
ในแผนใยขัดและฟองน้ําที่ใชทํา 
ความสะอาดภาชนะบรรจุอาหาร 

53.92 N/A 7.27 45.45 

การศึกษาปจจัยที่มีผลกระทบตอการ
ปนเป อน เชื้ อก อ โ รคในอาหารที่
จําหนายในโรงเรียน 

18.54 16.22 24.32 51.35 

การปนเปอน Salmonella serovars 
ในอาหารพรอมปรุงที่จําหนายใน
ศูนยการคา 

26 N/A N/A 26 
 
 

คุณภาพทางจุลชีววิทยาของสมตํา
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 ไมมีการดําเนินการสํารวจ  
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เกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาสําหรับอาหารทั่วไปที่มิใชอาหารควบคุมเฉพาะ
กรมวิทยาศาสตรการแพทย(12) 

 
ตารางที่ 2 เกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร 
 

เกณฑคุณภาพทางจลุชวีวทิยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร  
ประเภทอาหาร คากําหนด 

 MPN E. coli/กรัม นอยกวา 50 
 S. aureus/กรัม นอยกวา 200 
 B. cereus/กรัม นอยกวา 200 
 V. parahaemolyticus/กรัม นอยกวา 200 
 C. perfringens/0.001กรัม ไมพบ  
 Salmonellae/25 กรัม ไมพบ  

1. อาหารดิบ 
หมายถึง อาหารที่ยังบริโภคไมได 
ตองผานการทาํสุกหรือการเตรียม
ดวยกรรมวธิีใดๆ กอนบริโภค 
ไดแก เนื้อสด ปลาสด ไสกรอก
อีสานดิบ ปลาแหง และเนื้อเค็ม
ดิบ ไข เครื่องแกง เปนตน  

 V. cholerae/25 กรัม ไมพบ  
 
ที่มา : สํานักงานคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวง
สาธารณสุข 
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การตรวจสอบจุลินทรียกอโรคในอาหาร 
 
 ในการตรวจสอบจุลินทรียกอโรคในอาหารนั้น วิธีที่ใชกันมานานและใหผลถูกตอง
นาเชื่อถือ คือ วิธี Conventional method ซึ่งมีขั้นตอนคือ นําตัวอยางอาหารมาใสในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เหมาะสมเพื่อที่จะเพิ่มปริมาณเชื้อที่ตองการจะตรวจสอบ แลวนําตัวอยางที่ไดมาทํา culture 
ลงใน plate ที่มี selective หรือ differential agar เพ่ือที่จะแยก pure culture ของเชื้อออกมา และ
ตรวจสอบเชื้อจุลินทรียใน culture โดยวิธีการวิเคราะหแบบ phenotypic analysis หรือทํา
metabolic fingerprinting (ตรวจดูปริมาณการใชคารบอนและไนโตรเจนของเชื้อ) (10) 
 ขอเสียหลักของวิธีการตรวจสอบนี้คือ ใชแรงงานมากซึ่งใชเวลาประมาณ 2-3 วันในการรอ
ผลทดสอบและใชเวลาอีก 7-10 วันในการยืนยันผลการทดสอบ ดังนั้นเพื่อเปนการลดความลาชาที่
เกิดขึ้น จึงมีผูคิดคนวิธีการตรวจสอบเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารใหม ๆ ขึ้นมาโดยใชเวลาในการ
ทดสอบนอยลง เชนการใช antibody และการนําวิธีทางชีวเคมีมาประยุกตใช 
 ปจจุบันวิธีการตรวจทางชีวโมเลกุลที่เรียกวา Multiplex-PCR เปนเทคนิคที่มีความจําเพาะ 
และรวดเร็วกวา โดยที่สามารถตรวจหาปริมาณ DNA ไดหลายชนิดจากการเพิ่มปริมาณ DNA 
เพียงครั้งเดียว ซึ่งในการเพิ่มขยายปริมาณ DNA นี้ ตองอาศัยองคประกอบตาง ๆ คือ Template 
DNA, Oligonucleotide primer, เอนไซม DNA polymerase และ Deoxyribonucleotide 
triphosphate (dNTPs) เมื่อใชบัฟเฟอรที่เหมาะสม ปฏิกิริยาการสังเคราะหจะเกิดตอเนื่องซ้ํากัน
เปนวงจรลูกโซ ซึ่งในแตละรอบ (Cycle) ประกอบดวย 3 ขั้นตอน คือ ขั้นตอน Denaturation เปน
ขั้นตอนแยกสายคูของ Template DNA ใหเปนสายเดี่ยว โดยใชอุณหภูมิประมาณ 90-95 oC 
จากนั้นเปนขั้นตอน Annealing คือ การลดอุณหภูมิลงมาที่ 50-55 oC เพ่ือให Primer สามารถ
เกาะติดกับ Template DNA สายเดี่ยวตรงบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดคูผสม ขั้นตอนสุดทายคือ 
Primer extension เปนขั้นตอนการสรางสาย DNA ใหมตอจาก Primer ในทิศทางจาก 5’ ไป 3’ 
อุณหภูมิในขั้นนี้จะอยูในชวง 70-75 oC ในการสังเคราะหจะดําเนินตามลําดับ 3 ขั้นตอนนี้ซ้ํากัน
เปนจํานวนหลาย ๆ รอบ เพ่ือใหได Amplified product หรือที่เรียกวา amplicon ซึ่งเปน DNA 
สายใหมเพ่ิมขึ้นเปนจํานวนมาก (11) 
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วัสดุและวิธีวิธีดําเนินการทดลอง 
1.วัสดุ 
ตารางที่ 3 เครื่องมือและสารเคมีที่ใชในการทดลอง 

เครื่องมือและสารเคมี ผูผลิต/ผูจัดจําหนาย 
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 ( รุน TE313S) 
     3.2 Shaking water bath  
     (รุน GFL 1086) 
     3.3 Incubator Memmert  (รุน 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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     (รุน 260D) 
     3.5 Laminar Air Flow (Model 1.2) 
     3.6 เครื่อง PCR Primus96plus   
     (Model MWGAG) 
     3.7 เครื่องถายรูป Image Analyzer  
Image Master ( รุน VDS-CL 18-1130-55) 
 

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

 
2. วิธีการวิจัย 
 
 การศึกษานีแ้บงการวิจัยออกเปน 2 สวนคอื 
 2.1 การตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรียในอาหารที่เปน Positive Control 
    2.1.1 นําเชื้อทีเ่พาะเลี้ยงไวไดแก S. aureus, B. cereus และ Salmonella spp.
มาใสใน Tryptic Soy Broth ทิ้งไว 1 คืน 
   2.1.2 นําเชื้อใน Tryptic Soy Broth มาลง Tryptic Soy Broth ใหมอีกครั้ง 
   2.1.3 นํา 1ml ของ mixed culture (จะม ีS. aureus, B. cereus และ 
Salmonella spp อยางละ 400mcl) มาผสมลงในเนื้อ 10 กรัม แลวเติม Tryptic Soy broth ลงไป 
อีก 90 ml 
   2.1.4 เขยาใหเขากันโดยใช vortex mixer แลว incubate ที่ 37°C เปนเวลา 24 
ชั่วโมง 
   2.1.5 นํา culture broth ทีไ่ดจากการ incubate มา 1 ml ไป centrifuge ที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี
   2.1.6 ทําการ resuspend สวนของชิ้นที่ตกตะกอนดวย Double distilled water 
100 mcl 
   2.1.7 นําชิน้สวนที่ตกตะกอนนัน้มาแยกเปน whole cell และอีกหนึ่งไปทํา heat 
treatment กอนที่อุณหภูม ิ98°C เปนเวลา 10 นาที แลวนําทั้งสองสวนนั้นไปทํา PCR 
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  2.2 การทํา PCR (Polymerase Chain Reaction) สําหรับตรวจหาเชื้อจุลินทรีย
ในอาหาร 
  2.2.1 คํานวณปริมาณสารตางๆทีจ่ะตองใชในการทดลองโดยใหมีปริมาตรรวม
เปน 50 mcl ซึ่งในแตละหลอดจะใช ThermolPol buffer จํานวน 5 mcl, dNTP mix 1 mcl, Primer 
A และ B ของแตละเชื้ออยางละ 1 mcl, Taq DNA polymerase enzyme เชื้อละ 0.25 mcl, 
Template DNA ของแตละเชื้อ (S. aureus 1.11mcl, Salmonella spp. 0.5 mcl และ B. cereus 
1.28 mcl) และน้ํากลั่น double distilled water 
    2.2.2 เตรียมเชื้อที่ไดจากการทํา culture ไวมาเชื้อละ 0.05 mcg จํานวน 3 หลอด 
หลอดละ 1 เชื้อ และหลอดทีม่ีเชื้อทั้ง 3 ชนิด 1 หลอด 
  2.2.3 เติมน้ํากลั่น (Double distilled water) ลงในแตละหลอดตามปริมาณที่
คํานวณได 
    2.2.4 เติม ThermolPol buffer และ dNTP mix ตามปรมิาณทีก่ําหนด 
    2.2.5 เติม Primer A และ B ของแตละเชื้ออยางละ 1 mcl  
    2.2.6 เติม Template DNA ของแตละเชื้อลงไป จากนัน้เติม Taq DNA 
polymerase  
    2.2.7 นําหลอดเขาเครื่อง PCR โดยตั้งคาใหเปน 30 cycles 
    2.2.8 นํา PCR product ที่ไดมาทาํ Gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบดู base 
pair  
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ผลการทดลอง 
 

1. ผลการการทดสอบความจําเพาะของ Primers ตอเชื้อตางๆ 
 1.1 sea1-sea2 primer sets ของเชื้อ S. aureus 

 
  1    2    3    4    5       6   7  8 

รูปที่ 4 แสดงความจาํเพาะเจาะจงของ primer sea1-sea2 ตอเชื้อตาง 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 แสดงใหเห็นวา target gene ของเชื้อ S. aureus คือ sea1 และ sea2 นั้นจะ
จับกับ S. aureus ATCC13565 ไดเทานัน้ เนื่องจาก target gene sea1 และ sea2 นี้เปนสวนของ 
gene ในเชื้อ S. aureus ที่สราง enterotoxin และสายพันธุ ATCC13565 นั้นเปนสายพันธุที่
สามารถสราง enterotoxin ไดมาก และมยีีนที่สราง enterotoxin อยูมากกวาครึ่งหนึ่งของทั้งหมด 
จึงสามารถตรวจเจอไดงาย สําหรับสายพันธุอ่ืน ๆ ใน Lane ที่ 3 ถึง 8 นั้นเปนเชื้อที่ไมมีการสราง 
enterotoxin ทําใหไมเกิดปฏิกิริยาใด ๆ ตอ 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 ตอเชื้อตาง 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  
  
 จากรูปจะเหน็วา target gene invA1-invA2 ซึ่งเปน invasive gene ของเชื้อ Salmonella 
spp. ที่กอใหเกิด food poisoning จะสามารถจับกับเชื้อใน lane ที่ 2 ถึง 6 นั่นคือเชื้อ Salmonella 
ในสายพนัธุตาง ๆ ที่มี invasive gene อยู สําหรับเชื้ออ่ืน ๆ เชน E. coli, P.aeruginosa  เปนตน 
จะไมมีการตอบสนองใด ๆ ในการทํา PCR เนื่องจากเชื้อเหลานั้นไมมี 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 ตอเชื้อตาง 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 นี้เปน target gene ที่ถูกออกแบบมาเพื่อใหมี
ความจาํเพาะเจาะจงกับ non-hemolytic enterotoxin A ที่พบใน B.cereus ที่กอใหเกิดอาการ
ทองเสียเมื่อรับประทานเขาไป ซึ่งเมื่อทําการทดสอบความจาํเพาะเจาะจงแลว พบวา lane ที่ 2 4 
และ 6 นั่นคือเชื้อ B. cereus, B. Thuringiensis ATCC10792  และ B. Thuringiensis แสดงผล
การจับกับ target gene ขึ้น เนื่องจากเชื้อทั้ง 3 นี้ตางม ี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 พบวา S. aureus จะตอบสนองตอ sea1-sea2 เทานัน้ซึ่งมีคู base pair อยูที ่
263 base pairs ใน lane ที ่1 สวน Salmonella spp. ใน lane ที่ 2 จะตอบสนองกบั invA1-invA2 
เทานัน้ที ่463 base pairs และ B.cereus ใน lane ที่ 3 จะตอบสนองตอ nheA1-nheA2 เทานั้นที่ 
757 base pairs และเมื่อทดสอบกับเชื้อทั้ง 3 ชนิดกจ็ะพบการตอบสนองตอทั้ง 3 target genes 
ดังที่แสดงในรูป 
 

B. cereus            757 bp 

S. aureus           263 bp 
Salmonella spp.  463 bp 
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3. ผลการทดสอบในตัวอยางอาหารที่เวลา 0 และ 18 ช่ัวโมง 

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

รูปที่ 8 แสดงผลการทดสอบตัวอยางอาหารดวยวธิ ีmultiplex PCR 
Lane 1 : DNA Ladder 100 bp   Lane 7 : ตัวอยางกระเพรา ที่ 18 ชั่วโมง 
Lane 2 : ตัวอยางกระเพรา ที่ 0 ชั่วโมง  Lane 8 : ตัวอยางหอมหัวใหญ ที ่18 ชั่วโมง 
Lane 3 : ตัวอยางหอมหัวใหญ ที ่0 ชั่วโมง  Lane 9 : ตัวอยางถั่วฝกยาว ที่ 18 ชั่วโมง 
Lane 4 : ตัวอยางถั่วฝกยาว ที่ 0 ชั่วโมง  Lane 10: ตัวอยางกะหล่ําปลี ที่ 18 ชั่วโมง 
Lane 5 : ตัวอยางกะหล่ําปลี ที่ 0 ชั่วโมง  Lane 11: ตัวอยางสะระแหน ที่ 18 ชั่วโมง 
Lane 6 : ตัวอยางสะระแหน ที่ 0 ชั่วโมง  Lane 12: Positive Control ที ่18 ชั่วโมง 
      Lane 13 : Pure Culture ที่ 18 ชั่วโมง 
  
 จากรูปแสดงใหเห็นวาตัวอยางอาหารที่ 0 ชั่วโมง (lane 1-6) จะไมเกดิการจับกับ target 
geneใด ๆ เนื่องจากที่เวลา 0 ชั่วโมงในอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นยังไมมกีารเติบโตของเชื้อเพียงพอที่จะ 
detect ได หรืออาจจะไมมีเชื้ออยูเลย 
 แตเมื่อเวลาผานไป 18 ชั่วโมงจะเห็นวาใน lane ที่ 7 นั่นคือ ตัวอยางกระเพรา พบแถบการ
จับกับ target gene sea1-sea2 ที่ 263 base pairs แสดงใหเห็นถึงการมีเชื้อ S. aureus ปนเปอน
อยู และใน lane 13 ที่พบแถบของ target genes ของเชื้อทั้ง 3 ชนิดเนื่องจาก lane 13 นั้นเปน 
Pure culture สวนใน lane 12 นั้นควรพบทั้ง 3 แถบเชนเดียวกับ lane 13 เนื่องจากเปน Positive 
control  แตจากรูปทีแ่สดงจะยังเห็นวามแีถบขึน้ไมชัดเจนนกั 
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3.1 ผลแสดงปริมาณเชื้อ (CFU/mL) ที่ตรวจพบในตัวอยางอาหารที่ 0 ชั่วโมง 
ตารางที่ 4 แสดงปริมาณเชื้อที่ตรวจพบในตัวอยางอาหารที่ 0 ชั่วโมง 

ตัวอยาง Salmonells spp. S. aureus B. cereus 
กระเพรา TMTC - 4.0 x 102 

หอมหวัใหญ 2.6 x 103 - - 
ถั่วฝกยาว 2.1 x 104 - - 
กะหล่าํปล ี 6.0x 102 - - 
สะระแหน 8.4 x 103 - - 

 
3.2 ผลแสดงปริมาณเชื้อ (CFU/mL) ที่ตรวจพบในตัวอยางอาหารที่ 18 ชั่วโมง 
ตารางที่ 5 แสดงปริมาณเชื้อที่ตรวจพบในตัวอยางอาหารที่ 18 ชั่วโมง, Positive Control และ 
Pure Culture 

ตัวอยาง Salmonells spp. S. aureus B. cereus 
กระเพรา 2.9 x 109 - 1.0 x 108 

หอมหวัใหญ 8.0 x 109 - - 
ถั่วฝกยาว 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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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
สรุปผลการทดลอง 
  การตรวจสอบเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารของการศึกษานี้เปนการทดลองควบคูไป 
ระหวางการทดสอบแบบ Conventional method และการทดสอบโดยวิธี Multiplex-PCR เพ่ือ
พิจารณาความสอดคลองและความนาเชื่อถือของแตละวีธี ซึ่งผลจากการตรวจสอบเชื้อ จุลินทรีย
กอโรคทั้ง 3 ชนิด เปนดังนี้ 

1. การตรวจหาเชื้อจุลินทรียในอาหารที่เปน Positive Control นั้นใหผลตรงกันทั้ง 2 วิธี ทั้ง
ในแงของความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อ และปริมาณของเชื้อแตละชนิด 

2. การตรวจหาเชื้อจุลินทรียในตัวอยางผักสด 5 ชนิด ที่ 0 ชั่วโมง ผลปรากฎวาไมพบเชื้อ 
ใด ๆ จากการตรวจดวยวิธี Multiplex-PCR สวน Conventional method นั้นสามารถตรวจพบเชื้อ 
Salmonella ไดในตัวอยางทั้ง 5 ชนิด พบเชื้อ B. cereus ในตัวอยางเพียง 1 ชนิด และไมพบเชื้อ S. 
aureus ในตัวอยางใด ๆ เลย 

3. สําหรับการตรวจหาเชื้อจุลินทรียในตัวอยางผักสด 5 ชนิด ที่ 18 ชั่วโมง จากการตรวจ
ดวยดวยวิธี Multiplex-PCR พบวา มีการตรวจพบเชื้อที่ไมเฉพาะเจาะจงในทุก ตัวอยางอาหาร แต
พบเชื้อ B. cereus เพียงชนิดเดียว ในตัวอยางเดียวเทานั้น ในขณะที่  Conventional method 
สามารถตรวจพบเชื้อ Salmonella ไดในตัวอยางทั้ง 5 ชนิด พบเชื้อ B. cereus ในตัวอยางเพียง 1 
ชนิด (ตัวอยางเดียวกันกับที่พบที่ 0 ชั่วโมง) และไมพบเชื้อ S. aureus ในตัวอยางใด ๆ เลย
เชนเดียวกับที่ 0 ชั่วโมง 

4. ผลของ Positive control (ในตัวอยางอาหาร) และ Pure culture (ในอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
ในการตรวจที่ 18 ชั่วโมงที่ไดจากวิธี Multiplex-PCR ยังไมชัดเจนนักทั้ง ๆ ที่ใชสภาวะในการ
ทดสอบเดียวกัน แตสําหรับ Conventional method สามารถพบเชื้อไดทั้ง 3 ชนิด ในปริมาณที่
ใกลเคียงกัน  

สรุปผลการตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรียในตัวอยางอาหารทั้ง 5 ชนิดของการศึกษานี้โดยวิธี 
Multiplex-PCR และ Conventional method ไมมีความสอดคลองซึ่งกันและกัน และผลที่ไดจาก
วิธี Multiplex-PCR ยังไมมีความนาเชื่อถือเทาที่ควร 
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วิจารณผลการทดลอง 
  
 1. การตรวจสอบหาเชื้อจลุินทรยีในอาหารที่เปน Positive Control 
 การทํา Positive Control มีความสําคัญเพื่อตรวจสอบความถูกตองของการทดลอง และ
ทําใหการทดลองมีความนาเชื่อถือ ผลจากการทํา Positive Control พบวา primer ที่เลือกมา ใชมี
ความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อจุลินทรียเปนอยางมากแมวาจะทดสอบในหลอดทดลองเดียวกัน        
  ซึ่งกอนหนาที่จะมีการทํา Positive Control นั้น ไดมีการทดสอบหาความจําเพาะ เจาะจง
ของ primer เหลานี้ตอเชื้อจุลินทรียเฉพาะสายพันธุที่กอโรคเทานั้น เชื้อที่เลือกมาทดสอบ ไดแก 
Staphylococcus aureus (มี 263 bp), Bacillus cereus (มี 757 bp) และ Salmonella spp. (มี 
463 bp) โดย primer sea1 และ sea2 มีความจําเพาะเจาะจงตอ S. aureus ATCC13565 ซึง่เปน
สายพันธุที่สามารถสราง enterotoxin ไดมาก และมียีนที่สราง enterotoxin อยูมากกวาครึ่งหนึ่ง
ของทั้งหมด จึงสามารถตรวจเจอไดงาย primer invA1 และ invA2 มีความจําเพาะเจาะจงตอ S. 
typhimurium,  S. paratyphi A, S. typhi,  S. Enteritidis และ S. choleraesuis สวน primer 
nheA1 และ nheA2 มีความจําเพาะ เจาะจงตอ B. cereus, B. thuringiensisATCC10792 และ 
B. thuringiensis ซึ่งลวนแตกอใหเกิดโรคทางระบบทางเดินอาหารไดทั้งสิ้น 
  
 2. การทํา PCR สําหรับตรวจหาเชื้อจลุินทรยีในอาหาร 
 อาหารมีหลากหลายชนิดทั้งที่ผานการปรุงสําเร็จ และที่รับประทานโดยตรง องคประกอบ
หลักของอาหารสวนใหญมักจะเปนเนื้อสัตว ผัก และเครื่องปรุง หากพิจารณาถึงโครงสรางภายใน
แลว เนื้อสัตวจะมีรายละเอียดและความซับซอนมากกวาผัก ซึ่งอาจทําใหเกิดความยุงยากในการ
ทดลองมากกวา 
 ในการทดลองนี้ผูทดลองจึงไดเลือกผักสดมาทั้งหมด 5 ชนิด ไดแก กระเพรา หอมหัวใหญ 
ถั่วฝกยาว กะหล่ําปลี และสะระแหน ซึ่งเปนผักที่หาไดงาย และสวนใหญมักกินสด ไมไดผานการ
ปรุงหรือไดรับความรอน จึงทําใหผูบริโภคมีความเสี่ยงที่จะไดรับเชื้อจุลินทรียกอโรค และเกิดโรคใน
ระบบทางเดินอาหารได โดยในการทดลองไมไดมีการลางผักแตอยางใดเพื่อเปน การเลียนแบบ
รานอาหารทั่วไปที่มักไมมีการลางผักกอนนํามาใหผูบริโภค 
 การทดลองนี้มีการบันทึกผลที่ 2 ชวงเวลา คือที่ 0 ชั่วโมง และ 18 ชั่วโมง ซึ่งจากงานวิจัย 
ที่มีการทํามากอนหนานี้มักจะบันทึกผลที่ 16 ถึง 18 ชั่วโมง แตที่ผูทดลองบันทึกผลที่ 0 ชั่วโมง 
ดวยเนื่องจากตองการตรวจดูวาหากนําตัวอยางอาหารมาตรวจทันทีนั้นจะไดผลเปนอยางไร  
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 จากผลการทดลองที่ไดพบวา ผลที่ไดจากการทํา pure culture นั้นเปนที่นาพอใจ และ 
เชื่อถือไดเพราะผลที่ไดจากภาพถายและผลจากการนับเชื้อ (Conventional method) มีความ
สอดคลองกัน ในขณะที่ผลจากการทดลองกับตัวอยางอาหารจริงนั้นไมเปนที่นาพอใจ เนื่องจากผล
ที่ไดจากภาพถายและผลจากการนับเชื้อไมมีความสอดคลองกัน ประกอบกับผลจากการทํา 
Positive Control ยังไมเปนอยางที่ควรจะเปน อาจเนื่องมาจาก Multiplex PCR เปนเทคนิคที่มี
ความจําเพาะเจาะจงและมีความละเอียดสูง ซึ่งตองอาศัยความชํานาญในการทําเปนอยางมาก 
หากคลาดเคลื่อนเพียงเล็กนอยก็อาจทําใหผลการทดลองผิดไปจากคาที่ควรจะเปนได หรืออาจเกิด
จากสภาวะของการทดลองในอาหารยังไมเหมาะสม และมีความเปนไปไดวาในตัวอยางผักนั้นอาจ
มีสารหรือเอนไซมซึ่งสามารถรบกวนปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสไมใหดําเนินไปอยางที่ควรจะเปน  
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ขอเสนอแนะ 
     

สภาวะในการทดสอบครั้งนี้จําเพาะเจาะจงกับการทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) 
เทานั้น แตเมื่อนํามาใชกับตัวอยางอาหารจริง (in vivo) จําเปนตองปรับสภาวะใหมใหเหมาะสม
มากขึ้น โดยการสกัดสารที่รบกวนปฏิกิริยาดังกลาวออกไป ซึ่งตองใชเวลามากกวานี้ นอกจากนี้
ตัวอยางแตละชนิดอาจตองการสภาวะในการทดลองตางกัน จึงจําเปนตองหาสภาวะที่เหมาะสม
ของแตละตัวอยาง เพ่ือที่จะพัฒนาตอไปเปน standard protocol ซึ่งจะสงผลประโยชนใหแกระบบ
สาธารณสุขไดเปนอยางมาก 
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