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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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บทคัดยอ 
อุบัติการณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในผักสดเพื่อการสงออกในป 2005 มีผลกระทบตอโรงงานผักสด

สงออกตลอดจนผูเกี่ยวของ โดยเฉพาะเกษตรกรผูปลูก สรางความไมเชื่อม่ันในสินคาและเขมงวดในการตรวจสอบเพิ่มขึ้น
โดยเฉพาะประเทศผูซื้อสินคา การพัฒนาตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Salmonella spp. ในโหระพาเพื่อการสงออกและปจจัย
แวดลอมจากแปลงผลิตผักจังหวัด นครปฐม โดยเทคนิค PCR รวมกับเทคนิค MPN เปรียบเทียบกับวิธีการตรวจสอบตามปกติ 
พบวา โหระพากอนลาง หลังลางและหนาโรงงาน จํานวนชนิดละ 10 ตัวอยาง มีการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. รอยละ 
60, 100 และ 40 ตามลําดับ และจําแนกไดซีโรไทป Hvittingfoss (group I) จากตัวอยาง โหระพากอนลาง ในขณะที่มีการ
ปนเปอนของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella spp. ในส่ิงแวดลอม ไดแก  ดิน ปุยและน้ําที่ใชในระหวางกระบวนการเพาะปลูก 
จํานวนชนิดละ 15 ตัวอยาง รวมถึง ถุงมือ จํานวน 8 ตัวอยาง โตะตัดแตง จํานวน 6 ตัวอยาง และ กรรไกรที่ใชตัดแตง จํานวน 5 
ตัวอยาง พบการปนเปอนของเชื้อรอยละ 33.33, 26.67, 53.33, 87.5, 100 และ 60 ตามลําดับ และจําแนกซีโรไทป 
Bovismorbificans (group C) และ Aberdeen (group F) ไดจาก ถุงมือ และโตะตัดแตง ตามลําดับ จาก 94 ตัวอยาง เมื่อ
ตรวจหาเชื้อดวยเทคนิค PCR พบการปนเปอนคิดเปน รอยละ 56.38 ในขณะที่การตรวจดวยวิธีดั้งเดิมพบการปนเปอนเพียง 
รอยละ 4.25  
คําสําคัญ ผักสดสงออก, Salmonella spp., เทคนิค PCR  
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คํานํา 
 ในปจจุบันความตองการในการบริโภคผักสดของผูบริโภคตางประเทศเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะการสงออกผักสดประเภทผัก
สวนครัว เพื่อจําหนายใหกับภัตตาคารอาหารไทย และเปนเครื่องปรุงสําหรับอาหารตะวันออก ดวยเหตุนี้ การสงออกผักสด
เหลานี้จําเปนตองมีคุณภาพและความปลอดภัยตอผูบริโภค โดยเฉพาะอยางยิ่งมาตรการในการเฝาระวังการปนเปอนจุลินทรีย
กอโรคในผักสดเพื่อการนําเขา หลายประเทศในยุโรปตางมีขอกําหนดที่เขมงวดมากขึ้น ในประเทศไทยผักสดสวนครัวสวนใหญ
ผลิตจากเกษตรกรรายยอย ตอมาจึงถูกรวบรวมโดยผูสงออก ทําใหผักสดซึ่งมาจากหลายแหลงที่มีการปฏิบัติและการผลิตผัก
แตกตางกัน สงผลใหคุณภาพและการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียมากนอยตางกัน ดวยเหตุนี้ ปจจุบันผักสวนครัวสงออกจาก
ประเทศไทยจึงมีปญหาการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. ทําใหเกิดการตีกลับของสินคาผักสด และสรางความไมเชื่อถือ
สินคาเกษตร นอกจากนี้ยังมีรายงานวา หากผักสดมีการปนเปอนแบคทีเรียตั้งแตกระบวนการขั้นตนของการผลิต คือตั้งแตการ
ปลูก การเก็บเกี่ยวและกอนเขาสูโรงงาน การกําจัดแบคทีเรียเหลานี้ทําไดยาก เนื่องจากการลางไมสามารถลดการปนเปอนใน
ผักไดหมด (Beuchat, 1996) จากขอมูลของศูนยควมคุมและปองกันโรคระบาดที่เกี่ยวกับการเกิดโรคระบาดที่เกิดจาก
เชื้อจุลินทรียในผักและผลไมสดพบวา ในรอบ 10 ปที่ผานมา มีจํานวนอุบัติการณการเกิดโรคจากผักสดเปนพาหะเพิ่มขึ้น 
(Johnston et al., 2005) การศึกษาในครั้งนี้จึงมุงเนนไปที่การตรวจสอบปริมาณการปนเปอน Salmonella spp. ซึ่งเปนเชื้อกอ
โรคสําคัญที่ระบุไมใหมีในผักสดเพื่อการสงออก โดยใชวิธี MPN คูกับ PCR เพื่อตรวจนับปริมาณ รวมถึงจําแนกสายพันธุของ
เชื้อ Salmonella spp. จากตัวอยางที่คาดวาอาจเปนแหลงการปนเปอน ใหสามารถระบุแหลงของเชื้อ เพื่อเสนอการจัดการ
ความเสี่ยงโดยการปองกันและควบคุมการปนเปอนของ Salmonella spp. ในกระบวนการผลิตผักสดสงออกตอไป  
 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การตรวจปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ดวยเทคนิค PCR รวมกับการนับเช้ือแบบ MPN  
 เก็บตัวอยางผักสดในแปลงที่มีการปลูกเพื่อการสงออกในจังหวัด นครปฐม ไดแก โหระพากอนลาง หลังลางและหนา
โรงงาน ชนิดตัวอยางละ 10 ตัวอยาง และจากสิ่งแวดลอมในแปลงเพาะปลูก ไดแก ดิน ปุย และน้ําที่ใชในการเพาะปลูก ชนิด
ตัวอยางละ 15 ตัวอยาง รวมทั้งเก็บอุปกรณและบริเวณจุดตัดแตง เชน ถุงมือ โตะตัดแตงและกรรไกร จํานวนตัวอยางละ 8,  6 
และ 5 ตัวอยางตามลําดับ ตัวอยางทั้งหมดจะถูกเก็บในที่กลองน้ําแข็งที่มีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและนํามาสงที่
หองปฏิบัติการเพื่อตรวจวิเคราะหโดยเร็ว นําตัวอยางมาตรวจดวยวิธี MPN (BAM, 1995) ทําการเจือจางตัวอยางดวย peptone 
water อยางนอย 3 ระดับ ระดับละ 3 หลอด แลว enrichment ตัวอยางดวย buffer peptone water (BPW) จากนั้นจึงนําไปทํา
การตรวจ PCR  โดยใช primer ที่มีความจําเพาะตอเชื้อ Salmonella spp. คือ inv A 139 และ 141 และมีการใช IAC (internal 
amplification control) เพื่อเปนตัวชี้บงวาตัวอยางที่นํามาตรวจใหผลลบจริงหรือไม (false negative) (Malorny et al., 2003) 
ผลการตรวจ PCR นําไปวิเคราะหปริมาณและรายงานผลในหนวย MPN 
2. การจําแนกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp.  
 การตรวจสอบเชื้อ Salmonella spp.โดยวิธี conventional (BAM, 1995) นําตัวอยางทั้งหมดหลังจาก enrichment 
ดวย BPW ใสใน RV broth หรือ Rappaport-Vassiliadis (selective enrichment) บมที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
18 – 24 ชั่วโมง แยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD (Xylose Lysine Desoxycholate) Agar และ HE (Hektoen Enteric) Agar 
คัดแยกโคโลนี ที่คาดวาจะเปน เชื้อ Salmonella spp.  ทดสอบคุณสมบัติทางดาน ชีวเคมี ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ LIA (Lysine 
Iron Agar) และ TSI (Triple Sugar Iron) ทําการจําแนกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. โดยสงตรวจที่บริษัท เอส.เอ.พี.  
แล็บบอราตอรี่  
 

ผล 
 จากการตรวจวิเคราะหปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ดวยวิธี MPN รวมกับเทคนิค PCR ในโหระพา 
พบวา โหระพาหลังลางทุกตัวอยางมีความชุกจากการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. คิดเปน รอยละ 100 และมีปริมาณ
การปนเปอนจากเชื้อสูงที่สุด คือ 210 MPN/g เปรียบเทียบระหวางโหระพากอนลางและหนาโรงงาน พบวามีความชุกจากการ
ปนเปอนเทากับ รอยละ 40 และ 60 ตามลําดับ และมีปริมาณการปนเปอนสูงที่สุดเพียง 6 และ 20 MPN/g ตามลําดับ ซึ่ง
ปริมาณความชุกจากการปนเปอนของเชื้อในโหระพาหลังลางมีจํานวนมากกวาเปนสองเทาในโหระพากอนเขาโรงงาน ทั้งนี้
สามารถคัดแยกสายพันธุของเชื้อไดจากตวัอยางโหระพากอนลางไดเปน 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 - 

 
 สวนปริมาณการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. ในแปลงเพาะปลูกไดแก ดิน ปุยและน้ํา (ที่ใชเพาะปลูก) จํานวน
ชนิดตัวอยางละ 15 ตัวอยาง พบการปนเปอนเชื้อ Salmonella spp. เปนจํานวน 5, 4 และ 8 ตัวอยาง ตามลําดับ  โดยน้ําที่ใช
ในการเพาะปลูกมีจํานวนตัวอยางที่มีการปนเปอนเปนจํานวนมากคิดเปนรอยละ 53.34 ดินและปุยมีจํานวนตัวอยางที่พบการ
ปนเปอนนอยกวา คิดเปนรอยละ 33.34 และ 26.67 ตามลําดับ โดยที่ปริมาณของเชื้อ Salmonella spp. ที่ตรวจพบในดินและ
ปุยมีการปนเปอนของเชื้อในปริมาณที่เทากันคือ < 3.0 ถึง 15 MPN/g ซึ่งจํานวนเชื้อที่พบมากเปนสองเทาเมื่อเปรียบเทียบกับ
ปริมาณการปนเปอนของเชื้อที่ตรวจพบในน้ําที่ใชเพาะปลูก อยางไรก็ดีปริมาณเชื้อที่สูงที่สุดพบปนเปอนในน้ําเพาะปลูก มีคา
เทากับ 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 - 
  
 จากการตรวจปริมาณการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. บริเวณจุดตัดแตง (Table 2) พบวา ถุงมือ โตะตัดแตง 
และกรรไกรมีปริมาณการปนเปอนเฉลี่ยของเชื้อในระดับที่ไมมีความแตกตางกันมาก คือ 0.62, 0.54 และ 0.68 MPN/cm2  
ตามลําดับ แตพบชวงการปนเปอนของโตะตัดแตงคอนขางกวางเมื่อเทียบกับตัวอยางถุงมือและกรรไกร คือ 0.06-2.4 
MPN/cm2 ซึ่งในขณะที่ตัวอยางถุงมือและกรรไกรมีชวงปริมาณการปนเปอนของเชื้อเทากับ < 0.3-1.5 และ < 0.3-1.6 
MPN/cm2 ตามลําดับ  และพบการปนเปอนบริเวณโตะตัดแตงทุกตัวอยาง (รอยละ 100) ซึ่งในขณะที่จํานวนตัวอยางถุงมือและ
กรรไกรที่มีการปนเปอนเทากับรอยละ 87.5 และ 60 ตามลําดับ นอกจากนี้สามารถคัดแยกสายพันธุของเชื้อ Salmonella spp. 
ไดจากตัวอยาง ถุงมือและโตะตัดแตง  จากตัวอยางทั้ง 2 ชนิดดังกลาวเปนจํานวน  2  สายพันธุ  ไดแก Salmonella  Aberdeen 
(group F) และ Salmonella  Bovismorbificans (group C)   
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วิจารณและสรุป 
 จากการตรวจปริมาณการปนเปอของเชื้อ Salmonella spp. ในโหระพากอนลาง หลังลางและหนาโรงงาน พบผักสด
ในทุกขั้นตอนกระบวนการผลิตมีการปนเปอน โหระพาหลังลางมีความชุกและปริมาณการปนเปอนของเชื้อสูง คาดวามีการ
ปนเปอนในขั้นตอนของการลางโหระพากอนเขาโรงงานที่มีการปฏิบัติไมถูกตอง ไมมีการเปลี่ยนน้ําในอางเมื่อโหระพาที่มีเชื้อ
ปนเปอนมาแลวลางในอางเดียวกัน เชื้อจึงแพรกระจายภายในอาง ทําใหเกิดการปนเปอนซ้ําในตัวอยางที่ไมมีการปนเปอนมา
ตั้งแตแรกได ตลอดจนไมมีการเติมสารฆาเชื้อในระหวางการลาง สงผลใหเชื้อ Salmonella spp. ยังคงปนเปอนอยูในผักสดแม
จะผานกระบวนการผลิตในโรงงานก็ไมสามารถกําจัดเชื้อใหลดลงได นอกจากนี้ในส่ิงแวดลอมบริเวณแปลงปลูกผัก ไดแก แหลง
น้ํา ยังมีผลตอการตรวจพบเชื้อ Salmonella spp. (Foltz, 1969; Cherry et al.,1972) ในขณะที่ ดินและปุยยังเปนอีกสาเหตุ
หนึ่งจากการปนเปอนของเชื้อไดเชนกัน โดยที่เชื้อมีการปนเปอนในดิน และสามารถใชเวลาในการรอดชีวิตไดนานถงึ 968 วัน 
(Jones, 1986) นอกจากนี้ แหลงการปนเปอนของเชื้อในผักสดที่สําคัญอีกจุดหนึ่งคือ บริเวณจุดตัดแตง การลดปริมาณและ
ความชุกในการปนเปอนควรเริ่มจากเกษตรกรโดยใหความรูและปลูกฝงใหเกษตรกรมีความตระหนักถึงการมีสุขลักษณะที่ดี 
เพื่อใหเกิดสุขอนามัยและการสุขาภิบาลที่ดี (วิชา และคณะ, 2549) โดยเฉพาะความสะอาดของอุปกรณที่ใช บริเวณจุดตัดแตง 
ซึ่งคาดวาจะชวยลดปญหาการปนเปอนจากเชื้อ Salmonella spp. ในผักสดเพื่อการสงออกได 
 

คําขอบคุณ 
 ขอขอบคุณศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
ที่ใหการสนับสนุนเงินทุนวิจัย ขอขอบคุณ ผศ.ดร.สุดสาย ตรีวานิช และอาจารยสิริพร สธนเสาวภาคย สําหรับคําแนะนําในการ
ทําวิจัยในครั้งนี้ 
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