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Abstract 

In 2005, the contamination of Salmonella spp. in fresh produce exporting affected on the import-export 
factory and all the stakeholders in this business, especially farmers. The contamination of this pathogen caused 
unreliable and more stringency in inspection by oversea buyers. The PCR technique which known as rapid 
method and internationally accepted test system in combination with MPN technique was conducted to compare 
with conventional method in the detection the amounts of Salmonella spp. in exported sweet basil, from 
Nakhonpathom province, and also in the surrounded environment. The results showed that pre-washed, post-
washed and unloaded sweet basil exporting samples (n=10) were contaminated with Salmonella spp. 60, 100 and 
40%, respectively. The isolates were done serotyping and found Hvittingfoss (group I) in pre-washed sweet basil. 
While surrounded environmental samples such as soils, manures, irrigation water (15 samples each) and gloves 
(n = 8), trimming tables (n = 6) and scissors (n = 5) were contaminated with Salmonella spp. at 33.33, 26.67, 
53.33, 87.5, 100 and 60%, respectively. Serotype Bovismorbificans (group C) and Aberdeen (group F) were found 
from gloves and trimming tables. The detection of Salmonella spp. contaminated by PCR technique found positive 
56.38% while the conventional method found 4.25% from 94 samples.  
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บทคัดยอ 
อุบัติการณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในผักสดเพื่อการสงออกในป 2005 มีผลกระทบตอโรงงานผักสด

สงออกตลอดจนผูเกี่ยวของ โดยเฉพาะเกษตรกรผูปลูก สรางความไมเชื่อม่ันในสินคาและเขมงวดในการตรวจสอบเพิ่มขึ้น
โดยเฉพาะประเทศผูซื้อสินคา การพัฒนาตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Salmonella spp. ในโหระพาเพื่อการสงออกและปจจัย
แวดลอมจากแปลงผลิตผักจังหวัด นครปฐม โดยเทคนิค PCR รวมกับเทคนิค MPN เปรียบเทียบกับวิธีการตรวจสอบตามปกติ 
พบวา โหระพากอนลาง หลังลางและหนาโรงงาน จํานวนชนิดละ 10 ตัวอยาง มีการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. รอยละ 
60, 100 และ 40 ตามลําดับ และจําแนกไดซีโรไทป Hvittingfoss (group I) จากตัวอยาง โหระพากอนลาง ในขณะที่มีการ
ปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella spp. ในส่ิงแวดลอม ไดแก  ดิน ปุยและน้ําที่ใชในระหวางกระบวนการเพาะปลูก 
จํานวนชนิดละ 15 ตัวอยาง รวมถึง ถุงมือ จํานวน 8 ตัวอยาง โตะตัดแตง จํานวน 6 ตัวอยาง และ กรรไกรที่ใชตัดแตง จํานวน 5 
ตัวอยาง พบการปนเปอนของเชื้อรอยละ 33.33, 26.67, 53.33, 87.5, 100 และ 60 ตามลําดับ และจําแนกซีโรไทป 
Bovismorbificans (group C) และ Aberdeen (group F) ไดจาก ถุงมือ และโตะตัดแตง ตามลําดับ จาก 94 ตัวอยาง เมื่อ
ตรวจหาเชื้อดวยเทคนิค PCR พบการปนเปอนคิดเปน รอยละ 56.38 ในขณะที่การตรวจดวยวิธีดั้งเดิมพบการปนเปอนเพียง 
รอยละ 4.25  
คําสําคัญ ผักสดสงออก, Salmonella spp., เทคนิค PCR  
 
 
 

                                                           
1 ภาควิชาวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะอตุสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพฯ 10900 
1 Department of Food Science and Technology, Faculty of Agro-Industry, Kasetsart University, Bangkhen Campus, Bangkok 10900 
2 ศูนยพันธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแหงชาติ 113  ถนนพหลโยธนิตําบลคลองหนึ่ง  อําเภอคลองหลวง จ. ปทุมธานี  12120 
2 National Center for Genetic Enginnering and  Biotechnology  113 Paholyothin Rd. Klong 1, Klong Luang Pathumthani 12120 Thailand 



ว. วิทยาศาสตรเกษตร  ปที่ 41 ฉบับที่ 1 (พิเศษ) มกราคม-เมษายน  2553     การตรวจการปนเปอน  569

คํานํา 
 ในปจจุบันความตองการในการบริโภคผักสดของผูบริโภคตางประเทศเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะการสงออกผักสดประเภทผัก
สวนครัว เพื่อจําหนายใหกับภัตตาคารอาหารไทย และเปนเครื่องปรุงสําหรับอาหารตะวันออก ดวยเหตุนี้ การสงออกผักสด
เหลานี้จําเปนตองมีคุณภาพและความปลอดภัยตอผูบริโภค โดยเฉพาะอยางยิ่งมาตรการในการเฝาระวังการปนเปอนจุลินทรีย
กอโรคในผักสดเพื่อการนําเขา หลายประเทศในยุโรปตางมีขอกําหนดที่เขมงวดมากขึ้น ในประเทศไทยผักสดสวนครัวสวนใหญ
ผลิตจากเกษตรกรรายยอย ตอมาจึงถูกรวบรวมโดยผูสงออก ทําใหผักสดซึ่งมาจากหลายแหลงที่มีการปฏิบัติและการผลิตผัก
แตกตางกัน สงผลใหคุณภาพและการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียมากนอยตางกัน ดวยเหตุนี้ ปจจุบันผักสวนครัวสงออกจาก
ประเทศไทยจึงมีปญหาการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. ทําใหเกิดการตีกลับของสินคาผักสด และสรางความไมเชื่อถือ
สินคาเกษตร นอกจากนี้ยังมีรายงานวา หากผักสดมีการปนเปอนแบคทีเรียตั้งแตกระบวนการขั้นตนของการผลิต คือตั้งแตการ
ปลูก การเก็บเกี่ยวและกอนเขาสูโรงงาน การกําจัดแบคทีเรียเหลานี้ทําไดยาก เนื่องจากการลางไมสามารถลดการปนเปอนใน
ผักไดหมด (Beuchat, 1996) จากขอมูลของศูนยควมคุมและปองกันโรคระบาดที่เกี่ยวกับการเกิดโรคระบาดที่เกิดจาก
เชื้อจุลินทรียในผักและผลไมสดพบวา ในรอบ 10 ปที่ผานมา มีจํานวนอุบัติการณการเกิดโรคจากผักสดเปนพาหะเพิ่มขึ้น 
(Johnston et al., 2005) การศึกษาในครั้งนี้จึงมุงเนนไปที่การตรวจสอบปริมาณการปนเปอน Salmonella spp. ซึ่งเปนเชื้อกอ
โรคสําคัญที่ระบุไมใหมีในผักสดเพื่อการสงออก โดยใชวิธี MPN คูกับ PCR เพื่อตรวจนับปริมาณ รวมถึงจําแนกสายพันธุของ
เชื้อ Salmonella spp. จากตัวอยางที่คาดวาอาจเปนแหลงการปนเปอน ใหสามารถระบุแหลงของเชื้อ เพื่อเสนอการจัดการ
ความเสี่ยงโดยการปองกันและควบคุมการปนเปอนของ Salmonella spp. ในกระบวนการผลิตผักสดสงออกตอไป  
 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การตรวจปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ดวยเทคนิค PCR รวมกับการนับเช้ือแบบ MPN  
 เก็บตัวอยางผักสดในแปลงที่มีการปลูกเพื่อการสงออกในจังหวัด นครปฐม ไดแก โหระพากอนลาง หลังลางและหนา
โรงงาน ชนิดตัวอยางละ 10 ตัวอยาง และจากสิ่งแวดลอมในแปลงเพาะปลูก ไดแก ดิน ปุย และน้ําที่ใชในการเพาะปลูก ชนิด
ตัวอยางละ 15 ตัวอยาง รวมทั้งเก็บอุปกรณและบริเวณจุดตัดแตง เชน ถุงมือ โตะตัดแตงและกรรไกร จํานวนตัวอยางละ 8,  6 
และ 5 ตัวอยางตามลําดับ ตัวอยางทั้งหมดจะถูกเก็บในที่กลองน้ําแข็งที่มีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและนํามาสงที่
หองปฏิบัติการเพื่อตรวจวิเคราะหโดยเร็ว นําตัวอยางมาตรวจดวยวิธี MPN (BAM, 1995) ทําการเจือจางตัวอยางดวย peptone 
water อยางนอย 3 ระดับ ระดับละ 3 หลอด แลว enrichment ตัวอยางดวย buffer peptone water (BPW) จากนั้นจึงนําไปทํา
การตรวจ PCR  โดยใช primer ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ Salmonella spp. คือ inv A 139 และ 141 และมีการใช IAC (internal 
amplification control) เพื่อเปนตัวชี้บงวาตัวอยางที่นํามาตรวจใหผลลบจริงหรือไม (false negative) (Malorny et al., 2003) 
ผลการตรวจ PCR นําไปวิเคราะหปริมาณและรายงานผลในหนวย MPN 
2. การจําแนกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp.  
 การตรวจสอบเชื้อ Salmonella spp.โดยวิธี conventional (BAM, 1995) นําตัวอยางทั้งหมดหลังจาก enrichment 
ดวย BPW ใสใน RV broth หรือ Rappaport-Vassiliadis (selective enrichment) บมที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
18 – 24 ชั่วโมง แยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD (Xylose Lysine Desoxycholate) Agar และ HE (Hektoen Enteric) Agar 
คัดแยกโคโลนี ที่คาดวาจะเปน เชื้อ Salmonella spp.  ทดสอบคุณสมบัติทางดาน ชีวเคมี ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ LIA (Lysine 
Iron Agar) และ TSI (Triple Sugar Iron) ทําการจําแนกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. โดยสงตรวจที่บริษัท เอส.เอ.พี.  
แล็บบอราตอรี่  
 

ผล 
 จากการตรวจวิเคราะหปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ดวยวิธี MPN รวมกับเทคนิค PCR ในโหระพา 
พบวา โหระพาหลังลางทุกตัวอยางมีความชุกจากการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. คิดเปน รอยละ 100 และมีปริมาณ
การปนเปอนจากเชื้อสูงที่สุด คือ 210 MPN/g เปรียบเทียบระหวางโหระพากอนลางและหนาโรงงาน พบวามีความชุกจากการ
ปนเปอนเทากับ รอยละ 40 และ 60 ตามลําดับ และมีปริมาณการปนเปอนสูงที่สุดเพียง 6 และ 20 MPN/g ตามลําดับ ซึ่ง
ปริมาณความชุกจากการปนเปอนของเชื้อในโหระพาหลังลางมีจํานวนมากกวาเปนสองเทาในโหระพากอนเขาโรงงาน ทั้งนี้
สามารถคัดแยกสายพันธุของเชื้อไดจากตวัอยางโหระพากอนลางไดเปน Salmonella Hvittingfoss (Group I) (Table 1) 
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Table 1 The population of Salmonella spp. found in Sweet basil 
 

Sample 
Number 

of sample 
Contaminate 
of sample (%) 

Mean ± SD 
(MPN/g) 

Range of 
contaminate 

(MPN/g) 

Serotype 
(isolates) 

Before washing 10 40 1.68 ± 2.3 < 3.0-6 
S. Hvittingfoss 
(Group I) (3) 

After washing 10 100 47.82 ± 73.8 3.6-210 - 
After 
transporting  
to factory 

10 60 4.12 ± 6.2 < 3.0-20 - 

 
 สวนปริมาณการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. ในแปลงเพาะปลูกไดแก ดิน ปุยและน้ํา (ที่ใชเพาะปลูก) จํานวน
ชนิดตัวอยางละ 15 ตัวอยาง พบการปนเปอนเชื้อ Salmonella spp. เปนจํานวน 5, 4 และ 8 ตัวอยาง ตามลําดับ  โดยน้ําที่ใช
ในการเพาะปลูกมีจํานวนตัวอยางที่มีการปนเปอนเปนจํานวนมากคิดเปนรอยละ 53.34 ดินและปุยมีจํานวนตัวอยางที่พบการ
ปนเปอนนอยกวา คิดเปนรอยละ 33.34 และ 26.67 ตามลําดับ โดยที่ปริมาณของเชื้อ Salmonella spp. ที่ตรวจพบในดินและ
ปุยมีการปนเปอนของเชื้อในปริมาณที่เทากันคือ < 3.0 ถึง 15 MPN/g ซึ่งจํานวนเชื้อที่พบมากเปนสองเทาเมื่อเปรียบเทียบกับ
ปริมาณการปนเปอนของเชื้อที่ตรวจพบในน้ําที่ใชเพาะปลูก อยางไรก็ดีปริมาณเชื้อที่สูงที่สุดพบปนเปอนในน้ําเพาะปลูก มีคา
เทากับ 7.4 MPN/ml (Table 2) 
 
Table 2 The population of Salmonella spp. found in farm environment and trimming area 
 

Sample 
Number 

of 
sample 

Contaminate 
of sample 

(%) 

Mean ± SD 
(MPN/g, ml, cm2) 

Range of 
contaminate 

(MPN/g, ml, cm2) 

Serotype 
(isolates) 

Soil 15 33.34 2.94 ± 4.9 < 3.0-15 - 
Fertilizer 15 26.67 2.63 ± 4.8 < 3.0-15 - 
Irrigation water 15 53.34 0.91 ± 1.9 < 0.3-7.4 - 

Glove 8 87.5 0.62 ± 0.5 < 0.3-1.5 
S. Aberdeen (group F)(1)  

S. Bovismorbificans       
(group C)(5) 

Trimming table 6 100 0.54 ± 0.9 0.06-2.4 
S. Aberdeen (group F)(2) 

S. Bovismorbificans 
(group C)(1) 

Scissors 5 60 0.68 ± 0.7 < 0.3-1.6 - 
  
 จากการตรวจปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. บริเวณจุดตัดแตง (Table 2) พบวา ถุงมือ โตะตัดแตง 
และกรรไกรมีปริมาณการปนเปอนเฉลี่ยของเชื้อในระดับที่ไมมีความแตกตางกันมาก คือ 0.62, 0.54 และ 0.68 MPN/cm2  
ตามลําดับ แตพบชวงการปนเปอนของโตะตัดแตงคอนขางกวางเมื่อเทียบกับตัวอยางถุงมือและกรรไกร คือ 0.06-2.4 
MPN/cm2 ซึ่งในขณะที่ตัวอยางถุงมือและกรรไกรมีชวงปริมาณการปนเปอนของเชื้อเทากับ < 0.3-1.5 และ < 0.3-1.6 
MPN/cm2 ตามลําดับ  และพบการปนเปอนบริเวณโตะตัดแตงทุกตัวอยาง (รอยละ 100) ซึ่งในขณะที่จํานวนตัวอยางถุงมือและ
กรรไกรที่มีการปนเปอนเทากับรอยละ 87.5 และ 60 ตามลําดับ นอกจากนี้สามารถคัดแยกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. 
ไดจากตัวอยาง ถุงมือและโตะตัดแตง  จากตัวอยางทั้ง 2 ชนิดดังกลาวเปนจํานวน  2  สายพันธุ  ไดแก Salmonella  Aberdeen 
(group F) และ Salmonella  Bovismorbificans (group C)   



ว. วิทยาศาสตรเกษตร  ปที่ 41 ฉบับที่ 1 (พิเศษ) มกราคม-เมษายน  2553     การตรวจการปนเปอน  571

วิจารณและสรุป 
 จากการตรวจปริมาณการปนเปอของเชื้อ Salmonella spp. ในโหระพากอนลาง หลังลางและหนาโรงงาน พบผักสด
ในทุกขั้นตอนกระบวนการผลิตมีการปนเปอน โหระพาหลังลางมีความชุกและปริมาณการปนเปอนของเชื้อสูง คาดวามีการ
ปนเปอนในขั้นตอนของการลางโหระพากอนเขาโรงงานที่มีการปฏิบัติไมถูกตอง ไมมีการเปลี่ยนน้ําในอางเมื่อโหระพาที่มีเชื้อ
ปนเปอนมาแลวลางในอางเดียวกัน เชื้อจึงแพรกระจายภายในอาง ทําใหเกิดการปนเปอนซ้ําในตัวอยางที่ไมมีการปนเปอนมา
ตั้งแตแรกได ตลอดจนไมมีการเติมสารฆาเชื้อในระหวางการลาง สงผลใหเชื้อ Salmonella spp. ยังคงปนเปอนอยูในผักสดแม
จะผานกระบวนการผลิตในโรงงานก็ไมสามารถกําจัดเชื้อใหลดลงได นอกจากนี้ในส่ิงแวดลอมบริเวณแปลงปลูกผัก ไดแก แหลง
น้ํา ยังมีผลตอการตรวจพบเชื้อ Salmonella spp. (Foltz, 1969; Cherry et al.,1972) ในขณะที่ ดินและปุยยังเปนอีกสาเหตุ
หนึ่งจากการปนเปอนของเชื้อไดเชนกัน โดยที่เชื้อมีการปนเปอนในดิน และสามารถใชเวลาในการรอดชีวิตไดนานถงึ 968 วัน 
(Jones, 1986) นอกจากนี้ แหลงการปนเปอนของเชื้อในผักสดที่สําคัญอีกจุดหนึ่งคือ บริเวณจุดตัดแตง การลดปริมาณและ
ความชุกในการปนเปอนควรเริ่มจากเกษตรกรโดยใหความรูและปลูกฝงใหเกษตรกรมีความตระหนักถึงการมีสุขลักษณะที่ดี 
เพื่อใหเกิดสุขอนามัยและการสุขาภิบาลที่ดี (วิชา และคณะ, 2549) โดยเฉพาะความสะอาดของอุปกรณที่ใช บริเวณจุดตัดแตง 
ซึ่งคาดวาจะชวยลดปญหาการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. ในผักสดเพื่อการสงออกได 
 

คําขอบคุณ 
 ขอขอบคุณศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
ที่ใหการสนับสนุนเงินทุนวิจัย ขอขอบคุณ ผศ.ดร.สุดสาย ตรีวานิช และอาจารยสิริพร สธนเสาวภาคย สําหรับคําแนะนําในการ
ทําวิจัยในครั้งนี้ 
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