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Abstract 
Microbial contamination on vegetable produce can be caused by poor management during the 

production. In this study, the possibility of Escherichia coli contamination on lettuce seedling was performed. 
Eosin methylene blue (EMB) agar was used to isolate E. coli from pre-cooked food from fresh market and 
enriched in Nutrient Broth with shaking for 36 hours. Various bacterial inoculation methods including soil draining, 
leaf spraying, plant wound and soil base inoculation were tested on lettuce seedling. An infested lettuce seedling 
contamination by dilution plate method with EMB agar at 3, 7 and 14 day was determined the bacteria. A 
possibility of E. coli contamination was highly found on wound inoculated of the non-transplant seedling and soil 
base inoculums before transplant of seedling. The limitation of bacterial contamination to lettuce seedling was 
found from the inoculation methods of leaf spraying and soil draining to the non-transplant seedling after 7 to 14 
day of inoculation. The result reveals that an injury of lettuce during the production wax prone to contaminate with 
E. coli while the contamination of E. coli to healthy or non injured lettuce is rare.  
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บทคัดยอ 
การปนเปอนของเชื้อจุลินทรียกอโรคที่ติดไปกับผักสดสามารถเกิดขึ้นไดเนื่องการไมมีระบบจัดการที่ดีในแปลงผลิต 

สภาพจําลองของการปนเปอนจึงไดทดสอบโดยใชเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli และผักกาดหอม โดยเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่
แยกดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin methylene blue (EMB) จากตัวอยางอาหารปรุงสําเร็จในตลาดสด และนําไปเพิ่มปริมาณดวย
อาหาร Nutrient broth เปนเวลา 36 ชั่วโมงกอนนําไปปลูกเชื้อลงในพืชดวยวิธีตางๆ ไดแก การราดเชื้อลงดิน การฉีดพนเชื้อที่ใบ  
การสรางบาดแผลที่ลําตน และการผสมเชื้อลงดินกอนการยายปลูกตนกลา ซึ่งจะบงบอกถึงโอกาสการปนเปอนไปสูผักกาดหอม 
ทําการตรวจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียในผักกาดหอมภายหลังการปลูกเชื้อ 3 วัน 7 วัน และ 14 วัน ดวยวิธี dilution plate count 
ดวย อาหาร EMB agar พบวาผักกาดหอมมีโอกาสปนเปอนไดสูงในตัวอยางที่ไดรับเชื้อทางบาดแผลบริเวณลําตนของ
ผักกาดหอมที่ไมมีการยายปลูก และในตนกลาผักกาดหอมที่ยายลงปลูกในดินที่มีเชื้อจุลินทรีย สําหรับการฉีดพนเชื้อหรือการ
รับเชื้อผานการชะลางสูผักกาดหอมที่ไมมีการยายปลูกจะพบอยางจํากัดในตัวอยางภายหลังการปลูกเชื้อ 7 ถึง 14 วัน ดังนั้น
เชื้อ E. coli มีโอกาสปนเปอนในผักกาดหอมที่มีบาดแผลไดมากกวาในผักกาดหอมที่สมบรูณหรือผักกาดหอมที่ไมมีบาดแผล  
คําสําคัญ เชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli, การปนเปอน, ผักกาดหอม 

 
คํานํา 

ความตองการของผูบริโภคในการบริโภคผักสดและผลไมมีเพิ่มสูงขึ้น ในบางครั้งผักสดและผลไมก็เปนอันตรายไดหาก
มีการปนเปอนจากแบคทีเรียที่เปนอันตรายซึ่งกอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ ในผักสดที่สงออกจากประเทศไทยไดมีรายงานการ
ตรวจพบ E. coli หรือ Salmonella และแจงผานระบบเตือนภัยของสหภาพยุโรป (Rapid Alert System for Food and Feed) 
ซึ่งนําความเสื่อมเสียชื่อเสียงใหกับประเทศไทย การปนเปอนของเชื้อโรคในผักสดสามารถเกิดไดในแปลงเพาะปลูก  ระหวาง
การเก็บเกี่ยว การจัดการหลังการเก็บเกี่ยว กระบวนการขนสง การจัดเก็บในตลาด รวมไปถึงการเตรียมอาหารภายในครัวเรือน 
(วชิราภรณ, 2545) ในภาคการผลิตการปนเปอนจุลินทรียเกิดขึ้นจาก ดินที่ปนเปอนมูลสัตว น้ําชลประทานที่ไมไดรับการบําบัด 
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ปุยคอกที่มีเชื้อโรคปะปน การวิจัยครั้งนี้ไดจําลองจุดเสี่ยงของการปนเปอนเชื้อแบคทีเรีย E. coli ในระหวางการเพาะปลูก
ผักกาดหอม เพื่อนําผลการศึกษาไปใชเปนแนวทางในการลดการปนเปอนในระหวางการจัดการแปลงผลิต 

 
อุปกรณและวิธีการ 

1. การตรวจสอบปริมาณเชื้อ Escherichia coli จากอาหารในธรรมชาติ 
เชื้อ E. coli ที่แยกจากสวนของน้ําปรุงรสในอาหารปรุงสุกจากตลาดสด โดยเลือกโคโลนีเชื้อเดี่ยวๆบนอาหาร EMB 

(Eosin methylene blue) agar ที่มีลักษณะโคโลนีสีมวงน้ําเงิน ผิวโคโลนีเหลือบสี และเพิ่มปริมาณเชื้อในอาหาร NB (Nutrient 
broth) ที่อุณหภมิูหองเปนเวลา 36 ชั่วโมง ทําการตรวจหาปริมาณเชื้อแบคทีเรียโดยการเจือจางที่ระดับ 1:10,1:100, 1:1000 
และ 1:10000 (โดยปริมาตร) ดวยสารละลาย 0.1 M NaCl ใชสารละลายเชื้อ 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยบนอาหาร EMB ตรวจนับ
จํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 25-250 โคโลนีตอจาน บันทึกคาระดับการเจือจาง และนํามาสรุปผล
การตรวจเชื้อเปน colony forming unit (CFU) ตอมิลลิลตร  
2. การตรวจสอบสาเหตุการปนเปอนของ Escherichia coli ในผักกาดหอม 
 ปลูกเมล็ดผักกาดหอม 15-20 เมล็ด ในถวยที่มีขนาดปากถวย 7 เซนติเมตร มีความจุ 150 มิลลิลิตร โดยไมตองเจาะ
กนถวย ภายในบรรจุพีทมอสที่ผานการฆาเชื้อ และใชน้ําที่สะอาดรดพอเปยก เมื่อผักกาดหอมอายุ 30 วัน ใหถอนแยกแตละ
ถวยใหเหลือ 9 ตน แบงผักกาดหอมเปน 5 กลุมเพื่อทดสอบการปลูกเชื้อแบบตางๆ โดยใชเชื้อ E. coli ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งมี
ความเขมขนของเชื้อเริ่มตนเทากับ 8.55 log10CFU/มิลลิลิตร เพื่อการปลูกเชื้อในผักกาดหอมแตละถวย (ภาพที่ 1) โดยมีวิธีการ
ปลูกเชื้อดังนี้  

กลุมที่ 1 จะเปนวิธีการทดลองที่ไมปลูกเชื้อ E. coli (ชุดควบคุม)  
กลุมที่ 2 เปนวิธีการทดลองราดเชื้อลงดิน  
กลุมที่ 3 วิธีการทดลองฉีดพนเชื้อทางใบ   
กลุมที่ 4 วิธีการทดลองที่สรางบาดแผลทางใบและลําตน 
กลุมที่ 5 วิธีการทดลองที่ผสมเชื้อลงดินกอนยายปลูก 
ทําการเก็บตัวอยางผักกาดหอมมาตรวจหาปริมาณ E. coli ภายหลังจากปลูกเชื้อไป 3 วัน 7 วัน และ 14 วัน โดยจะ

ตัดตัวอยางผักกาดหอมในสวนที่ไมสัมผัสดิน ตัดเปนชิ้นเล็กๆ และผสมกันใหทั่วในถุงพลาสติก จากนั้นสุมตัวอยางผักกาดหอม
การทดลองละ 1 กรัม นํามาบดดวยโกรงใหละเอียด และทําการเจือจางน้ําผัก (เชนเดียวกับขอ 1) เพื่อตรวจนับปริมาณเชื้อบน
อาหาร EMB ภายหลังการบมเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 36 - 48 ชั่วโมง คํานวณหาปริมาณเชื้อโคลิฟอรมทั้งหมด
และเชื้อ E. coli ที่พบ และรายงานผลการตรวจเชื้อเปน colony forming unit (CFU) ตอกรัม 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
Figure 1 Diagram of E. coli inoculations to lettuce seedlings by various means of infectious port as A) non-   
            inoculation, B) soil draining, C) Leaf spraying,  D) plant wound and E) soil base inoculation 
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ผล 
การตรวจสอบวิธีการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ในผักกาดหอมในแปลงผลิต โดยการปลูกเชื้อแบคทีเรีย E. 

coli ดวยวิธีตางๆไดแก การราดลงดิน การฉีดพนทางใบ การทําบาดแผลแลวปลูกเชื้อ การผสมเชื้อลงดินปลูก และการไมปลูก
เชื้อเพื่อเปนชุดควบคุม ผลการตรวจหาปริมาณเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่ปนเปอนภายหลังการปลูกเชื้อ 3 วัน 7 วัน และ 14 วัน 
ดังแสดงในตารางที่ 1  

 
Table 1 Number of microorganisms founded (log10 CFU/gram) after 3, 7 and 14 day of various inoculation process 

on lettuce seedling. 
 

Day after 
inoculation 

Inoculation methods 
Non 

inoculation 
Soil draining  Leaf spraying  Plant wound Soil base 

inoculums 
Number of Escherichia coli 

3 0c 3.265ab 2.875b 4.925a 3.595ab 
7 0b 0b 2.785a 4.480a 2.990a 

14 0b 0b 0b 4.295a 3.815a 
Total Plate Count  

3 6.060a 3.490b 3.515b 5.695a 3.880b 
7 2.285ns 2.085ns 2.810ns 3.980ns 3.170ns 

14 2.955ns 3.325ns 2.53ns 4.460ns 3.905ns 
คาเฉลี่ยในแนวนอนที่ตามหลังดวยอักษรที่เหมือนกันไมมีความแตกตางกันเมื่อวิเคราะหคาเฉล่ียโดยวิธี lsd ที่ระดับความ
เชื่อม่ัน 95% 
 

จากการตรวจนับปริมาณเชื้อจุลินทรียภายหลังการปลูกเชื้อ 14 วันในตัวอยางผักกาดหอมพบวา วิธีการสรางบาดแผล
ที่ใบและลําตนกอนการปายเชื้อจะพบปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ปนเปอนในผักกาดหอมมากที่สุด รองลงมาเปนวิธีการ
ผสมเชื้อลงดินกอนยายปลูก ในขณะที่วิธีการราดเชื้อ E. coli ลงดิน และการฉีดพนเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่ใบจะสามารถตรวจ
พบเชื้อแบคทีเรีย E. coli ไดในระยะแรก และปริมาณเชื้อ E. coli จะลดลงเมื่อเวลาผานไป 7 และ 14 วัน 
  

วิจารณ 
 จุลินทรียกอโรคที่พบในทางเดินอาหารของสัตวและมนุษย หลายชนิด เชน แบคทีเรีย Salmonella sp., Shigella sp., 
Listeria sp., E. coli  เปนตน ผักสดสามารถปนเปอนจากจุลินทรียไดเมื่อสัมผัสกับอุจจาระ ส่ิงปฏิกูล และน้ําผิวดินที่ไมได
บําบัด และการปนเปอนของจุลินทรียสามารถเกิดไดในขณะที่ผักกําลังเจริญเติบโต (Tauxe, 1997; Beuchatt, 1997) จาก
สภาพการผลิตทางการเกษตร การปนเปอนของจุลินทรียจะมาจากดินที่มีการปนเปอนของมูลสัตว แหลงน้ําที่สกปรก หรือปุย
คอกที่ไมไดผานการหมัก (วชิราภรณ, 2545) จากการจําลองแบบการปนเปอนในระบบการผลิต (ภาพที่ 1) โดยใชเชื้อแบคทีเรีย 
E. coli เริ่มตนที่ระดับ 8.55 log10CFU/มิลลิลิตร ทําการปลูกเชื้อลงในผักกาดหอมโดยการราดเชื้อใหลงดิน (ภาพที่ 1-B) การฉีด
พนเชื้อใหทั่วบริเวณใบ (ภาพที่ 1-C) การทําแผลและใสเชื้อไปที่กิ่งหรือใบของผักกาดหอม (ภาพที่ 1-D) และวิธีการคลุกเชื้อกับ
ดินกอนการยายกลาปลูก (ภาพที่ 1-E) จะมีความสัมพันธกับการปฏิบัติของเกษตรกรในแปลงผลิตดังนี้ 
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การทดลองที่ การจําลองการปลูกเชื้อ เหตุการณที่เกิดขึ้นในแปลงผลิต 
1 ชุดควบคุมในผักที่ไมมีการยายปลูกและไมปลูกเชื้อ การยายปลูกในดินที่สะอาด หรือการไมยายปลูก

ในดินที่สะอาด 
2 การผสมเชื้อลงในดินปลูก กอนการยายปลูก การปนเปอนของเชื้อจากปุยคอกที่ไมสะอาด 
3 การปลูกเชื้อผานทางแผลที่ตนหรือใบ การปลูกพืชหนาแนน ทําใหเกิดบาดแผลใน

ระหวางการจัดการ 
4 การรดใบพืชดวยน้ําที่ผสมเชื้อแบคทีเรีย การใชน้ําจากแหลงน้ําที่มีการปนเปอนจุลินทรีย 
5 การรดโคนตนดวยน้ําที่ผสมเชื้อแบคทีเรีย การชะลางของจุลินทรียจากแหลงที่มีการปนเปอน 

 

จากการศึกษาสาเหตุการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ในผักกาดหอมทั้ง 5 วิธีการทดลอง คือ วิธีการราดเชื้อลง
ดินแทนสาเหตุการปนเปอนจากการใชปุยคอกบํารุงพืช วิธีการฉีดพนเชื้อทางใบแทนสาเหตุการปนเปอนจากน้ําใชทาง
การเกษตร วิธีการสรางบาดแผลที่ใบและลําตนกอนปลูกเชื้อแทนการปนเปอนของเชื้อโดยตรง วิธีการผสมเชื้อลงดินกอนยาย
ปลูกแทนสาเหตุการปนเปอนจากพื้นที่ดิน  และวิธีที่ไมปลูกเชื้อแบคทีเรีย E. coli แทนชุดควบคุม พบวา การสรางบาดแผลที่ใบ
และลําตนกอนปลูกเชื้อจะเปนสาเหตุที่มีการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ในผักสดมากที่สุด รองลงมาเปนวิธีการผสมเชื้อ
ลงดินกอนยายปลูก  ในการตรวจวิเคราะหเชื้อแบคทีเรีย E. coli ตลอดการทดลอง สําหรับวิธีการอื่นๆจะตรวจพบการปนเปอน
ของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ในระยะแรกๆของการตรวจสอบเทานั้น ยิ่งระยะเวลานานขึ้นการปนเปอนของเชื้อ E. coli จะลดลงจน
ตรวจไมพบการปนเปอนของเชื้ออีก แสดงวาการสรางบาดแผลจะเปนการสงเสริมทําใหเชื้อ E. coli สามารถเขาไปเจริญเติบโต
ในพืชไดมากขึ้น สวนการผสมเชื้อ E. coli ลงดินกอนยายปลูกทําใหรากเกิดบาดแผลซึ่งเปนเหตุใหเชื้อ E. coli เขาไปเจริญ
ภายในพืชได การเคลื่อนที่ของเชื้อ E. coli ในพืชนั้นมีความเปนไปไดสูง ดังเชนการทดลองของ Cooley et al. (2003) และ 
Cooley et al. (2006) ที่ไดปลูกเชื้อ E. coli O157:H7 ที่รากของพืชตระกูลกะหล่ําประเภท Arabidopsis thaliana และพบวา
เชื้อสามารถกระจายไปไดทั่วทั้งตน อยางไรก็ตามในสภาพธรรมชาติจะพบวามีเชื้อ Enterobacter asburiae ซึ่งเจริญอยูผิวใบ
ของพืชจะสามารถควบคุมประชากรของเชื้อ E. coli O157:H7 ได แตถาเชื้อเจริญเขาไปในตนพืชแลวการควบคุมก็จะเปนไปได
ยากขึ้น 
  

สรุป 
 ในผักปกติที่ไมมีบาดแผลเกิดขึ้นในระหวางการเพาะปลูก การปนเปอนของเชื้อ E. coli จะเปนไปไดยาก แตเมื่อเกดิ
บาดแผลที่ใบ ลําตน หรือรากก็จะทําใหเชื้อแบคทีเรีย E. coli สามารถแทรกเขาทางบาดแผลได ซึ่งจะเปนผลใหมีการตรวจพบ
การปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ในตัวอยางผักสด และเมื่อเชื้อแบคทีเรีย E. coli สามารถเขาไปอาศัยในผักแลวก็จะ
สามารถดํารงชีวิตอยูภายในผักได  
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