
 

โครงการ 

การเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์ 

ชื่อโครงการ การตรวจสอบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรคในหอยกนัในพืน้ท่ี
อ าเภอเทพา จงัหวดัสงขลา โดยใช้เทคนิคทางอณพูนัธุศาสตร์ 

ชื่อนิสิต บรุัสกร  พิมแพง เลขประจ าตัว 5832122323 

  

ภาควิชา พฤกษศาสตร์ 
ปีการศึกษา 2561 

  

คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลัย บทคดัยอ่และแฟ้มข้อมลูฉบบัเตม็ของโครงงานทางวิชาการท่ีให้บริการในคลงัปัญญาจฬุาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มข้อมลูของนิสติเจ้าของโครงงานทางวิชาการท่ีสง่ผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of senior projects  in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the senior project authors' files submitted through the faculty. 



การตรวจสอบการปนเป้ือนของแบคทเีรียก่อโรคในหอยกันในพืน้ที่อ าเภอเทพา 

จังหวัดสงขลา โดยใช้เทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์ 

 

 

 

 

 

 

นางสาวบุรัสกร   พมิแพง 

 

 

 

 

 

 

โครงงานนีเ้ป็นส่วนหน่ึงของหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  

สาขาวิชาพันธุศาสตร์ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ปีการศกึษา 2561 



Detection of pathogenic bacterial contamination in Polymesoda bengalensis in        
Thepha district, Songkhla province using molecular genetic technique 

 

 

 

 

 

 

Burassakorn  Pimpang 

 

 

 

 

 

 

A Senior Project Submitted in partial Fulfillment of Requirement  
For the Degree of Bachelor of Science in Genetics 

Department of Botany 
Faculty of Science, Chulalongkorn University 

Academic Year 2018 

 





ก 

 

ช่ือเร่ือง การตรวจสอบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรคในหอยกนัในพืน้ท่ี
อ าเภอเทพา จงัหวดัสงขลา โดยใช้เทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์ 

ช่ือนิสิต  นางสาวบุรัสกร พิมแพง 
ภาควิชา  พฤกษศาสตร์ 
สาขาวิชา  พนัธุศาสตร์ 
อาจารย์ที่ปรึกษา  ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชมภนูชุ กลิน่วงษ์ 
อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม  รองศาสตราจารย์ ดร.วรวฒุิ จุฬาลกัษณานกุลู 
ปีการศึกษา  2561 
 

บทคัดย่อ 
การตรวจสอบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรคเป็นข้อก าหนดตามมาตรฐานอาหารสากลซึง่

มีจ านวนกลุม่ของแบคทีเรียจ ากดั และอีกทัง้ยงัไม่มีการศกึษาในสตัว์น า้ท่ีพบเฉพาะถ่ิน งานวิจยันีจ้ึงมี
วตัถปุระสงค์เพื่อตรวจสอบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรค 5 กลุม่ ได้แก่ Escherichia coli/coliform, 
Salmonella spp., Vibrio spp., Clostridium spp. และ Bacillus spp. ซึ่งการตรวจแบคทีเรียกลุ่ม 
Clostridium spp. และ Bacillus spp. เป็นการตรวจเพิ่มขึน้จากเกณฑ์มาตรฐาน โดยตรวจสอบใน
หอยกัน (Polymesoda bengalensis) จ านวน 6 ตวัอย่าง ท่ีเก็บจากคลองควาย อ าเภอเทพา จังหวดั
สงขลา ในฤดูร้อนและฤดูฝน พ.ศ. 2561 ด้วยวิธีคดัแยกเชือ้และระบุชนิดโดยวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอ
ไทด์ของยีน 16S rDNA ร่วมกับการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี ผลการศึกษาพบการปนเปือ้นของ 
coliform ในตัวอย่างหอยกันจากฤดูร้อนมากกว่าฤดูฝน โดยพบจ านวนเฉลี่ย 6.7x104 และ 4.1x104 
CFU/ml ตามล าดับ อีกทัง้พบการปนเปือ้นของ Bacillus cereus ในตัวอย่างหอยกันจากฤดูร้อน
มากกว่าฤดฝูน โดยพบจ านวนเฉลี่ย 6.7x103 และ 40 CFU/ml ตามล าดบั นอกจากนีพ้บการปนเปือ้น
ของเชือ้ Clostridium sp. ในตวัอย่างหอยกันจากฤดูฝนจ านวนเฉลี่ยมากกว่า 1.6x103 MPN/ml จาก
การตรวจสอบพบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรคได้แก่ Shewanella algae, Clostridium sp.,                  
B. cereus, Aeromonas allosaccharophila, Enterococcus sp. แ ล ะ  Rahnella aquatilis ซึ่ ง        
ตรวจเพิ่มเติมจากข้อระบุในเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารทะเลท่ีบริโภคดิบ โดยสรุป การ
ตรวจสอบแบคทีเรียตามเกณฑ์มาตรฐานปัจจุบนัไม่ครอบคลมุถึงแบคทีเรียกลุม่อ่ืนท่ีสง่ผลกระทบตอ่
สุขภาพของผู้บริโภค และจากการพบการปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรียก่อโรคหลายชนิดในหอยกัน 
ผู้บริโภคจึงควรหลกีเลีย่งการบริโภคหอยกนัท่ียงัไม่ผา่นการปรุงสกุ  
 
ค าส าคัญ: หอยกนั, แบคทีเรียก่อโรค, เทคนิคอณูพนัธุศาสตร์ 
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Abstract 
Detection of pathogenic bacterial contamination is a requirement of international food 

standards which have a limited number of bacterial groups. Pathogenic bacterial 
contamination in local endemic aquatic has never been studies. This research aimed to 
examine 5 groups of pathogenic bacterial: Escherichia coli/ coliform, Salmonella spp., Vibrio 
spp., Clostridium spp. and Bacillus spp. In addition, examination of Clostridium spp. and 
Bacillus spp. was an optional test to check for quality control. Six samples of Polymesoda 
bengalensis were collected from Khwai Canal, Thepha District, Songkhla Province during 
summer and rainy season in 2018. Bacterial isolates were identified using combinatorial 
analysis of rDNA nucleotide sequence and biochemical tests. The results showed that 
samples from summer having higher coliform contamination than that in rainy season, with an 
average amount of 6.7x104 and 4.1x104 CFU/ml respectively and also presence of Bacillus 
cereus contamination was much higher than that in rainy season, with an average amount of 
6.7x103 and 40 CFU/ml respectively. Besides, Clostridium sp. contamination in sample from 
the rainy season had an average amount of more than 1.6x103 MPN/ml. After inspection, the 
contamination included pathogenic groups of Clostridium sp., B. cereus, Aeromonas 
allosaccharophila, Shewanella algae, Enterococcus sp. and Rahnella aquatilis which were 
additionally examined from the criteria in the microbiological quality of raw seafood. In 
summary, the current standard bacteriological examination does not cover other bacterial 
groups that affect consumer’s health. Also, due to the contamination of several pathogenic 
bacterial found in Polymesoda bengalensis, the consumers should avoid consuming 
uncooked Polymesoda bengalensis. 
 
Keywords: Polymesoda bengalensis, pathogenic bacterial, molecular genetic technique 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
อาหารทะเลเป็นอาหารท่ีนิยมบริโภคกันมากเพราะมีสารอาหารท่ีดีอย่างเช่น โปรตีน รวมทัง้  

แร่ธาตุท่ีส าคญัอย่าง ไอโอดีน แคลเซียม เหล็ก วิตามินบี ซึ่งหอยเป็นหนึ่งในวตัถุดิบหลกัของอาหาร
ทะเล หอยในทะเลไทยเกือบทุกชนิดใช้เป็นอาหารได้ มีคุณค่าทางอาหารไม่น้อยกว่าสตัว์น า้จ าพวก
ปลา ปแูละกุ้ ง ลกัษณะเดน่ของหอย ได้แก่ มีเนือ้นุม่ และมีเปลอืกหอ่หุ้ม หอยพบได้ทัง้ในทะเล และใน
น า้จืด โดยหอยแบ่งได้เป็น 2 กลุม่ คือ กลุม่แรก เป็นหอยท่ีมีความส าคญัเชิงพาณิชย์ซึ่งได้จากการท า
ฟาร์มเพาะเลีย้ง และจากการท าประมงขนาดกลางและขนาดใหญ่ เช่น หอยนางรม หอยแมลงภู่ และ
หอยแครง เป็นต้น อีกกลุม่เป็นหอยในท้องถ่ินท่ีมีอยู่ในธรรมชาติ เช่น หอยตาววั หอยเสยีบ เป็นต้น ซึง่
มีปริมาณไม่มากและมีการบริโภคกนัในท้องถ่ิน (วนัทนา อยูส่ขุ และ ธีระพงศ์   ด้วงดี, 2536) 
 หอยกัน (Polymesoda bengalensis) หรือท่ีมีช่ือเรียกในท้องถ่ินว่า หอยตาควาย เป็นอาหาร
ท้องถ่ินในจังหวัดสงขลาและบางพืน้ท่ีในภาคตะวันออก หอยกันเป็นหอยสองฝาหรือหอยกาบคู่            
มีลกัษณะล าตัวแบน มีสองฝาประกบเข้าหากัน ซึ่งมีพฤติกรรมการกินอาหารแบบกรองกิน ( filter 
feeding) เร่ิมด้วยหอยจะดูดน า้และอาหารเข้าสูร่่างกาย ทางท่อน า้เข้า (incurrent siphon) อาหารจะ
ผ่านการกรองท่ีเหงือก (external gill) และจะถูกล าเลียงไปท่ีร่องอาหาร (ventral food groove) ใน
บริเวณนีจ้ะมี การผลิตเมือกท าให้อนุภาคของอาหารเป็นเส้นสาย และลาเบียลพัล (labial pale)         
ท าหน้าท่ีโบกพัดอาหารเข้าปาก (Navarro and Thompson, 1997) โดยพฤติกรรมแบบกรองกินจะ     
ท าให้สิ่งมีชีวิตขนาดเล็กท่ีล่องลอยอยู่ในกระแสน า้ไม่ว่าจะเป็น แพลงก์ตอนพืช แพลงก์ตอนสัตว์ 
แบคทีเรีย ไดอะตอม หรือแม้แตเ่ศษดินเศษทรายที่แขวนลอยอยูใ่นน า้ มีโอกาสท่ีจะเข้าไปสะสมภายใน
ตวัหอยได้งา่ย อีกทัง้แหลง่ท่ีอยูอ่าศยัของหอยกนัสว่นใหญ่จะเป็นบริเวณทะเลท่ีมีชายฝ่ังเป็นโคลนและ
บริเวณปากแม่น า้ (จุฑามาศ จิวาลกัษณ์, พิชิต พรหมประศรี และอรภา นาคจินดา, 2550) ซึ่งเป็น
บริเวณรองรับของเสียจากแม่น า้ ชุมชน เกษตรกรรม และโรงงานอุตสาหกรรม ท าให้มีโอกาสพบ      
การปนเปื ้อนของแบคทีเ รียก่อโรคชนิดต่างๆ ไ ด้  เช่น Salmonella spp., Bacillus spp. และ            
Vibrio spp. เป็นต้น แบคทีเรียเหล่านีเ้ป็นสาเหตุของโรคไข้ไทฟอยด์ โรคอาหารเป็นพิษ และ
อหิวาตกโรค ตามล าดบัท่ีกลา่วมา (ภาวิน ผดุงทศ, 2547) สว่นใหญ่การบริโภคหอยหรืออาหารทะเล
นัน้จะนิยมบริโภคโดยไม่ปรุงสุก บริโภคดิบๆ หรือกึ่งสุกกึ่งดิบ ซึ่งหากมีการปนเปือ้นของแบคทีเรีย      
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ก่อโรค ย่อมส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผู้ บริโภคและอาจท าให้ถึงขัน้เสียชีวิตได้ อีกทัง้ปัจจุบัน         
การตรวจสอบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรคในสิ่งมีชีวิตประเภทหอยสองฝา มักท าในหอยนางรม 
หอยแครง หอยเป๋าฮือ้ หอยแมลงภู่ หอยเซลล์ ซึ่งเป็นสตัว์น า้ท่ีมีมูลค่าทางเศรษฐกิจ มีการสง่ออก       
ในสว่นการตรวจสอบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรคของหอยท่ีเป็นอาหารท้องถ่ินนัน้ แทบจะไม่มี
ข้อมูลดงักลา่ว โดยเฉพาะข้อมูลจุลินทรีย์ก่อโรคตามฤดูกาล (สขุุม เร้าใจ, กาญจนา พฒัธนานุรักษ์ 
และ อิสริยา วฒุิสนิธ์ุ, 2550) 
 ดังนัน้งานวิจัยชิน้นีมี้วัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรค 5 กลุ่ม 
ได้แก่ Escherichia coli และ Total coliform, Salmonella spp., Vibrio spp., Clostridium spp. และ 
Bacillus spp. ในหอยกันในพืน้ท่ี อ าเภอเทพา จังหวัดสงขลา ด้วยวิธีคัดแยกเชือ้และบ่งชีช้นิดด้วย
เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในยีน 16S rDNA ซึ่งถือเป็นยีนท่ี
ส าคญัท่ีจะมี โพรแคริโอติกเซลล์ทุกชนิดโดยเฉพาะในแบคทีเรีย สามารถน ามาใช้จดัจ าแนกกลุ่มของ
แบคทีเรียทางอนุกรมวิธานโมเลกุลได้ เน่ืองจากล าดบันิวคลีโอไทด์มีความอนุรักษ์สงู และเป็นระบบท่ี
เป็นข้อมูลยอมรับเป็นสากลในการน ามาใช้ชีเ้ฉพาะชนิดของเชือ้แบคทีเรียได้อย่างแม่นย าและรวดเร็ว 
(Woo et al., 2008) ทัง้นีเ้พื่อเป็นข้อมูลพืน้ฐานในการบ่งชีคุ้ณภาพอาหารทะเล แนวทางการป้องกัน
แก้ไข และประยกุต์ใช้ในการควบคมุปัญหาสิง่แวดล้อมตอ่ไป 
 
วัตถุประสงค์  
 เพื่อตรวจสอบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรคในหอยกันในพืน้ท่ีอ าเภอเทพา จงัหวดัสงขลา โดย
ใช้เทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์ 
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บทที่ 2 
การตรวจเอกสารของงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
หอยกัน (Polymesoda bengalensis) 
 หอยกัน เป็นหอยกาบหรือหอยสองฝาอยู่ในชัน้ไบวาลเวีย (class bivalvia) ของสัตว์ใน       
กลุ่มหอย (phylum Mollusca) ดังรูปท่ี 1 จะเห็นว่าเปลือกหอยทัง้สองฝามีรูปร่างเหมือนกัน ขนาด
ใกล้เคียงกัน ยึดติดกันด้วยกล้ามเนือ้ยึดฝา (adductor muscle) และเอ็นยึดฝา (hinge ligament) 
บริเวณใต้เอ็นยึดฝา ประกอบด้วย ฟันคาร์ดินลั 3 ซี่ ในแต่ละฝา ฟันแลเทอรัลเรียบ มี 1 ซี่ ในฝาซ้าย 
และ 2 ซี่ ในฝาขวา มีขนาดความยาว 5.5 - 6.2 เซนติเมตร ความสงู 5.4 – 6.0 เซนติเมตร และความ
หนา 2.8 – 3.5 เซนติเมตร (จุฑามาศ จิวาลกัษณ์, พิชิต พรหมประศรี และ อรภา นาคจินดา, 2550)  
 พฤติกรรมการกินอาหาร  หอยกันมีพฤติกรรมการกินอาหารเป็นแบบกรองกิน ( filter 
feeding) เร่ิมด้วยการดดูน า้และอาหารเข้าสูร่่างกาย ทางทอ่น า้เข้า (incurrent siphon) อาหารจะผา่น
การกรองท่ีเหงือก (external gill) และจะถกูล าเลยีงไป ท่ีร่องอาหาร (ventral food groove) ในบริเวณ
นีจ้ะมีการผลติเมือกท าให้อนภุาคของอาหารเป็นเส้นสาย และ ลาเบียลพลั (labial pale) ท าหน้าท่ีโบก
พดัอาหารเข้าปาก (Navarro and Thompson, 1997)  
 การกระจายตัว หอยกันมีการกระจายตัวอยู่บริเวณลุ่มแม่น า้ภาคใต้และลุ่มแม่น า้ภาค
ตะวนัออก พบมากในบริเวณทะเลท่ีมีชายฝ่ังเป็นโคลนและบริเวณปากแม่น า้ จึงมีการน ามาประกอบ
อาหารและบริโภคกนัในระดบัท้องถ่ิน (ราชบณัฑิตยสถาน, 2540) 

 
รูปท่ี 1 ลกัษณะของหอยกนั มาตราสว่นเทา่กบั 1 เซนติเมตร (จุฑามาศ จิวาลกัษณ์,                          

พิชิต พรหมประศรี และอรภา นาคจินดา, 2550) 



4 
 

แบคทเีรียก่อโรค (Pathogenic bacterial) 
 แบคทีเรียก่อโรค (pathogenic bacterial) หมายถึงแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของการเกิดโรคใน
คนและสัตว์ โรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียมีด้วยกันหลายโรคเช่น วัณโรค ซึ่งเกิดจากเชือ้แบคทีเรีย 
Mycobacterium tuberculosis โรคอาหารเป็นพิษซึง่เกิดได้จากแบคทีเรียหลายชนิดเช่น Salmonella 
spp., Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus เป็นต้น ความรุนแรงของโรคขึน้อยูก่บัชนิดของ
สารพิษท่ีเชือ้ขบัออกมาและปริมาณเชือ้ซึง่ต้องมีปริมาณสงูถึงระดบัหนึง่ท่ีจะท าให้เกิดการเจ็บป่วยขึน้
ได้ (ภาวิน ผดงุทศ, 2547) ตวัอยา่งเชือ้แบคทีเรียก่อโรคท่ีส าคญั ได้แก่ 
 1. Coliform เป็นกลุ่มของแบคทีเรียในสกุล Enterobacteriaceae มีรูปร่างเป็นแท่ง (rod 
shape) ไม่สร้างสปอร์ (non spore forming) เจริญได้ทัง้มีอากาศและไม่มีอากาศ ย้อมติดสีแกรมลบ 
สามารถหมักน า้ตาลแล็กโทส (lactose) ท าให้เกิดกรดและแก๊สได้ท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส        
โคลิฟอร์มสามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท ตามแหล่งท่ีมาคือ ฟีคัลโคลิฟอร์ม (fecal coliform) เป็น
แบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่ในล าไส้คน และสตัว์เลือดอุ่น ได้แก่ Escherichia coli (E. coli) อีกประเภทคือ 
นันฟีคัลโคลิฟอร์ม (non-fecal coliform) เช่น Enterobacter aerogenes เป็นต้น แบคทีเรียในกลุ่ม    
โคลฟิอร์มเป็นแบคทีเรียท่ีพบได้ทัว่ไปตามธรรมชาติ เช่น ในดิน ในพืช บางชนิดพบในล าไส้ของคนและ
สัตว์เลือดอุ่น เช่น สุกร โค กระบือ เป็นต้น ซึ่งเชื อ้กลุ่มนีจ้ะพบมากในสภาพแวดล้อมท่ีมีสภาวะ
สขุาภิบาลไม่ดีท่ีอาจมีการปนเปือ้นของอุจจาระของคนหรือสตัว์เลอืดอุ่น (สมคิด ร่ืนภาควฒุิ, 2548) 
  การก่อโรค แบคทีเรียในกลุม่โคลิฟอร์มสว่นใหญ่ไม่ใช่เชือ้ก่อโรค มีเพียงบางสายพันธ์ุ
เทา่นัน้ท่ีสามารถท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษได้ ซึง่ได้แก่ Enteropathogenic E. coli (EPEC) สายพนัธ์ุ
นีท้ าให้เกิดอาการท้องร่วงอย่างรุนแรงในทารก สร้างสารพิษท่ีท าลายเซลล์คล้ายสารพิษชิกาจาก      
เชือ้บิดซิเจลลา Enteroinvasive E. coli (EIEC) สายพนัธ์ุนีท้ าให้เกิดอาการคล้ายบิดจากเชือ้ซิเจลลา 
แต่มักไม่เข้าสูก่ระแสเลือด Enterotoxigenic E. coli (ETEC) ท าให้เกิดอาการท้องร่วงในทารก สร้าง
สารพิษเอนเทอโรท็อกซินท่ีท าให้มีอาการท้องร่วงคล้ายอหิวาตกโรคและ Enterohaemorrhagic E. coli 
(EHEC) หรือ E. coli 0157:H7 สายพนัธ์ุนีท้ าให้เกิดอาการท้องร่วงอย่างรุนแรงอาจมีเลือดปน  อาจมี
ไข้หรือไม่มีไข้ได้  อาเจียน  สร้างสารพิษท่ีท าลายเซลล์ ท่ีเรียกวา่สารพิษชิกา (Shiga toxin) และสารพิษ
คล้ายชิกา (Shiga-like toxin) ซึ่งเป็นสารพิษจากเชือ้บิดซิเจลลา (Gerardi and Zimmerman, 2005: 
ภาวิน ผดุงทศ, 2547) โดยความแตกต่างของแต่ละสายพนัธ์ุอยู่ท่ีชนิดของสารพิษท่ีสร้างขึน้ กลไกท่ี   
ท าให้เกิดโรคและอาการของโรคท่ีแสดงออกมา นอกจากนีป้ริมาณของโคลิฟอร์มแบคทีเรียยงัสามารถ

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0429/pathogen-%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C%E0%B8%81%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84
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ใช้เป็นดชันีบง่ชี ้สขุาภิบาลอาหารและน า้ได้ โดยการพบโคลิฟอร์มแบคทีเรียในอาหารและน า้ปริมาณ
มาก บง่ชีถ้ึงความไม่สะอาด ไม่ถกูสขุลกัษณะ อาจมีการปนเปือ้นของอุจจาระของคนหรือ สตัว์เลอืดอุ่น 
และมีโอกาสท่ีจะมีจุลนิทรีย์ท่ีท าให้เกิดโรคชนิดอ่ืนปนเปือ้นอยูด้่วย (ธีรพง กงบงัเกิด, 2546) 
  การคัดแยกเชือ้ การคดัแยกเชือ้กลุม่ Coliform สามารถท าได้หลายวิธี โดยวิธีท่ีนิยมมี    
2 วิธี คือ MPN method (most probable number) และ 3M PetrifilmTM E. coli/coliform count plate 
ซึ่งเป็นวิธีท่ีได้รับการยอมรับโดย FDA, ISO, AOAC  โดยแผ่น 3M PetrifilmTM ดงัแสดงในรูปท่ี 2 เป็น
อาหารเลีย้งเชือ้ส าเร็จรูป    ท่ีประกอบด้วย อาหารเลีย้งเชือ้ไวโอเล็ตเรดไบล์ (VRB), เจลท่ีละลายได้
ด้วยน า้เย็น, สีย้อมเพื่อบ่งชีป้ฏิกิริยาจากเอ็นไซม์กลคิูวโรนิเดส (glucuronidase) และ สีย้อมเพื่อช่วย
ในการนับโคโลนี หากมีเชือ้กลุ่ม Coliform จะมีโคโลนีสีชมพูหรือแดง ส่วนเชือ้ E. coli จะมีโคโลนีสี    
น า้เงินและมีฟองก๊าซ (Matner et al., 1990) 
 

 
 

รูปท่ี 2 แผน่อาหารส าเร็จรูป 3M PetrifilmTM 
 

2. Salmonella spp. เป็นแบคทีเรียท่ีจัดอยู่ในสกุล Enterobacteriaceae มีรูปร่างเป็นแท่ง มี
ขนาด 0.7-1.5 ไมโครเมตร ยาว 2.0-5.0 ไมโครเมตร ไม่สร้างสปอร์ ย้อมติดสีแกรมลบ สามารถ
เคลื่อนท่ีได้ด้วยแฟลกเจลลา (flagella) ท่ีอยู่รอบเซลล์ยกเว้นบางสายพันธ์ุ เจริญได้ดีในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจน และส่วนใหญ่สามารถเจริญได้ตัง้แต่อุณหภูมิ 5 - 47 องศาเซลเซียส เชือ้ salmonella 
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สามารถพบได้ทัว่ไปในธรรมชาติรวมถึงในทางเดินอาหารของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม สตัว์เลือ้ยคลานและ
แมลง เช่น คน โค สุนัข ม้า สุกร และแมว เป็นต้น ส าหรับการติดเชือ้ในคนส่วนใหญ่มาจากการ
รับประทานอาหารหรือด่ืมน า้ท่ีมีการปนเปือ้นของเชือ้ซึ่งออกมากับอุจจาระหรือปัสสาวะของผู้ ท่ีป่วย
หรือผู้ ท่ีเป็นพาหะ บางส่วนติดเชือ้จากสัตว์เลีย้งท่ีอาศัยตามบ้านเรือน โดยอาหารท่ีมักพบว่ามี          
การปนเปือ้นของเชือ้ Salmonella ได้แก่ เนือ้สตัว์ ไข ่นม ปลาและอาหารทะเล เป็นต้น (ทนิฐ หงส์ดสุติ, 
2551; ภาวิน ผดงุทศ, 2547) 

การก่อโรค เชือ้  Salmonella สามารถท าให้เกิดโรคได้ 2 แบบคือ 1. ไข้เอนเทอริก 
(enteric fever) ได้แก่ ไข้ไทฟอยด์และไข้พาราไทฟอยด์ สาเหตุเกิดได้จากเชือ้ S. typhi, S. paratyphi 
A, S. paratyphi B และ  S. paratyphi C โดยมีอาการ ท่ีพบไ ด้ทั่ว ไป  เช่น  ปวดหลัง  มี ไ ข้สูง                     
ปวดศีรษะ ปวดท้อง และท้องเสีย เป็นต้น 2. ซาลโมเนลโลซิส (salmonellosis) เกิดจากเชือ้ 
salmonella สายพนัธ์ุอ่ืนนอกเหนือจาก S. typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi B และ S. paratyphi 
C โดยก่อให้เกิดการติดเชือ้ในทางเดินอาหาร หรือ โรคอุจจาระร่วง ซึง่สว่นใหญ่จะเกิดในกลุม่เด็กอายุ 
0-15 ปี  ส าหรับอาการท่ีพบได้ทัว่ไป คือ คลืน่ไส้ อาเจียน ท้องเสยี     มีไข้ หนาวสัน่และอ่อนเพลยี โดย
ความรุนแรงของอาการจะแตกต่างกันไปตามปริมาณของเชือ้ท่ีบริโภค ชนิดของเชือ้ท่ีบริโภค และ   
ความต้านทานของผู้บริโภค (Eng et al., 2015) 

การคัดแยกเชือ้ สามารถท าได้โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้ส าหรับการเจริญของแบคทีเรีย
เฉพาะชนิด ซึง่อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีนิยมใช้มีหลายแบบ เช่น MacConkey agar , Eosin methylene blue 
(EMB) agar และ Salmonella-Shigella (SS) agar เป็นต้น ซึ่ง SS agar มีความสามารถในการยบัยัง้
การเจริญของแบคทีเรียแกรมลบบางกลุ่มได้สูง โดยมีส่วนประกอบคือ peptone, lactose, ferric 
citrate และ sodium citrate อีกทัง้ยงัมี brilliant green และ bile salt ท่ีเป็นสารยบัยัง้แบคทีเรียกลุ่ม 
Coliform และมี neural red เป็นอินดิเคเตอร์ (indicator) โดยลกัษณะโคโลนีของ Salmonella spp. 
จะสขีาว ขอบเรียบ ตรงกลางโคโลนีมีสีด าเน่ืองจากเชือ้ผลิตก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์ (Ruiz et al., 1996) 
ดงัแสดงในรูปท่ี 3  

https://www.pobpad.com/%E0%B9%84%E0%B8%82%E0%B9%89
https://www.pobpad.com/%E0%B8%9B%E0%B8%A7%E0%B8%94%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7
https://www.pobpad.com/%E0%B8%9B%E0%B8%A7%E0%B8%94%E0%B8%97%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87
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รูปท่ี 3 ลกัษณะโคโลนีของ Salmonella spp. บนอาหาร SS agar  
(ท่ีมา : https://hyserve .com/ product.php?lang=pt&gr=33&pr=295) 

 
3. Vibrio spp. เป็นแบคทีเรียท่ีจัดอยู่ในสกุล Vibrionaceae มีรูปร่างเป็นแท่งสัน้ โค้งงอ

เลก็น้อย (curved rod) ไม่สร้างสปอร์ ไม่มีแคปซูล มีขนาดยาวประมาณ 1.3 – 3 ไมโครเมตร เคลือ่นท่ี
ได้ด้วยแฟลกเจลลาท่ีอยูป่ลายเซลล์ ย้อมติดสแีกรมลบ เจริญได้ทัง้มีอากาศและไม่มีอากาศ เจริญได้ดี
ในอุณหภูมิประมาณ 35-37 องศาเซลเซียส ช่วง pH ในการเจริญเติบโตอยู่ระหว่าง 6-9 เชือ้ Vibrio 
สามารถพบได้ตามธรรมชาติ โดยเชือ้จะอาศยัอยู่ในสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ ตามชายฝ่ังทะเล ในน า้ทะเล 
แหลง่น า้จืด บริเวณปากแม่น า้ สิ่งมีชีวิตท่ีอาศยัอยู่ในน า้ เช่น ล าไส้ของแพลงก์ตอนพืช แพลงก์ตอน
สตัว์ สาหร่าย และสตัว์ทะเลจ าพวก ปลา กุ้ ง ป ูและหอย เป็นต้น (Beyhan and Yildiz, 2007)  

การก่อโรค เชือ้ Vibrio มีสมาชิกมากกวา่ 30 สายพนัธ์ุ ซึ่งมีทัง้สายพนัธ์ุท่ีก่อโรคและไม่
ก่อโรค เชือ้ท่ีสามารถก่อให้เกิดโรคในคน ได้แก่ V. parahaemolyticus, V. cholera และ V. vulnificus 
เป็นต้น (Pruzzo et al., 2005) โดยเชือ้ V. cholerae เป็นสาเหตุส าคัญของอหิวาตกโรคหรือโรค
อุจจาระร่วงอยา่งรุนแรงในประเทศตา่ง ๆ รวมถึงประเทศไทย อาการท่ีพบทัว่ไป ได้แก่ คลืน่ไส้ อาเจียน 
ปวดเกร็งช่องท้อง และท้องเสีย เป็นต้น สว่นเชือ้ V. parahaemolyticus ท าให้เกิดอาหารเป็นพิษ และ
เป็นสาเหตุของการเกิดโรคกระเพาะอาหารและล าไส้อักเสบ โดยจะมีอาการปวดท้องอย่างรุนแรง 
อุจจาระเหลว มีไข้ บางคนอาจมีอาการหายใจล าบาก หนาวสัน่ ชีพจรลดต ่าอย่างรวดเร็ว อาจถึงขัน้
เสียชีวิตได้ และเชือ้ V. vulnificus เป็นเชือ้ท่ีก่อโรคในคนได้ 3 ลกัษณะคือ 1. ติดเชือ้ท่ีบาดแผล จนท า



8 
 

ให้เกิดเนือ้เยื่ออักเสบ ผิวหนงัจะมีอาการบวม ร้อนแดง และเจ็บปวด 2. เกิดอาการโลหิตเป็นพิษ โดย
จะมีอาการ หนาวสัน่ ความดนัต ่า อาเจียน อาจมีอาการท้องเสยีร่วมด้วย 3. กระเพาะอาหารและล าไส้
อกัเสบ ท าให้มีอาการท้องเสีย และอาเจียน ซึง่สาเหตสุว่นใหญ่ของการเกิดโรคมาจากการรับประทาน
อาหารทะเลแบบดิบ ๆ หรือปรุงสกุ ๆ ดิบๆ (Daniels and Shafaie, 2000)  

การคดัแยกเชือ้ สามารถท าได้ด้วยการใช้อาหารเลีย้งเชือ้ส าหรับการเจริญของแบคทีเรีย
เฉพาะชนิด ซึ่งการคดัแยกเชือ้ Vibrio spp. นิยมใช้ Thiosulphate citrate bile-salt sucrose (TCBS) 
agar เน่ืองจากสามารถคดัแยกเชือ้ V. parahaemolyticus , V. cholerae และ สายพนัธ์ุอ่ืน ๆ ท่ีเป็น
แบคทีเรียก่อโรคใน Vibrio spp. ได้ ซึ่ง TCBS agar ประกอบด้วย yeast extract, peptone, sodium 
thiosulfate, sodium citrate, ox bile, sucrose, sodium chloride, iron (III) citrate, bromothymol 
blue, thymol blue, agar, และน า้-กลัน่ โดยโคโลนีของ Vibrio spp. จะมีสีเขียวหรือสีเหลืองและมี
ขนาดท่ีแตกตา่งกนัไปขึน้อยูก่บัสายพนัธ์ุ (Percival and Williams, 2014) ดงัแสดงในรูปท่ี 4 

  

 
 

รูปท่ี 4 ลกัษณะโคโลนีของ V. parahaemolyticus (สเีขียว) และ V. cholerae (สเีหลอืง)  
บนอาหาร TCBS agar (ท่ีมา : http://fsl.nmsu.edu/laboratory-safety.html) 

 
4. Clostridium spp. เป็นแบคทีเรียในสกลุ Clostridiaceae มีรูปร่างเป็นแทง่ สร้างสปอร์ ย้อม

ติดสี แกรมบวก เจริญได้ในภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน และ pH ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตอยู่ระหวา่ง    
5 - 8.5 เชือ้ Clostridium สามารถพบได้ในสิง่แวดล้อม เช่น ดิน น า้ ผกั เนือ้สตัว์ นม สตัว์ทะเล เป็นต้น 
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และยงัพบได้ในอาหารท่ีอยู่ในสภาพไร้ออกซิเจน ซึ่งผ่านความร้อนไม่เพียงพอ เช่น อาหารกระป๋อง    
ไส้กรอก เป็นต้น โดยหากอยูใ่นสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมแก่การเจริญเติบโต กลา่วคือ บรรยากาศ
ท่ีมีออกซิเจน จะอยู่ในรูปสปอร์ซึ่งทนต่อความร้อนได้ดี การท าลายเชือ้ในรูปสปอร์ต้องใช้อุณหภูมิ
มากกว่า 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลานานกว่า 30 นาที แต่เม่ืออยู่ในสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมจะ
เจริญเติบโตและสร้างสารพิษขึน้มา (Public Health England, 2015) 

การก่อโรค เชือ้ Clostridium เป็นแบคทีเรียก่อโรคท่ีส าคญัซึง่สายพนัธ์ุหลกัๆท่ีก่อให้เกิด
โรคในคนได้แก่ C. botulinum ก่อให้เกิดโรคโบทลูซิมึซึง่แบง่เป็น 3 ชนิดหลกั ๆ คือ โรคโบทลูซิมึอาหาร
เป็นพิษ (foodborne botulism) โรคโบทูลิซึมบาดแผล (wound botulism) และโรคโบทูลิซึมล าไส้ 
(intestinal botulism) อาการทั่วไปของโรคโบทูลิซึมคือ มองเห็นภาพซ้อน เปลือกตาตก พูดไม่ชัด      
เป็นต้น C. perfringens ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ อาการทัว่ไปคือ ปวดท้องอย่างรุนแรง ท้องเสีย 
อาเจียน เป็นต้น และ C. difficile ซึ่งก่อให้เกิดอาการท้องเสียและล าไส้ใหญ่อักเสบ อาการทัว่ไปคือ    
มีไข้สูง ปวดท้อง และท้องเสีย เป็นต้นซึ่งสาเหตุของการเกิดโรคมาจากการบริโภคอาหารท่ีมีเชือ้
ปนเปือ้นอยู่ โดยมักเป็นอาหารท่ีผ่านกระบวนการถนอมอาหารและการบรรจุท่ีไม่ได้มาตรฐาน (วินยั 
วนานกุลู, 2551; Anany et al., 2015) 

การคัดแยกเชือ้ สามารถท าได้ด้วยการใช้อาหารเลีย้งเชือ้ส าหรับการเจริญของแบคทีเรีย
เฉพาะชนิด ซึ่งการคัดแยกเชือ้ Clostridium spp. สายพันธ์ุท่ีก่อโรค เช่น C. perfringens APHA 
แนะน าให้ใช้อาหาร Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) agar ท่ีประกอบด้วย tryptose, soytone, 
yeast extract, sodium metabisulfite, iron (III) ammonium citrate, D-Cycloserine, agar และ        
น า้กลัน่ โดย Clostridium spp. ท่ีสามารถรีดิวซ์ sulfite จะมีโคโลนีสีด าจากการสร้าง ferrous sulfide 
(Downes and Ito., 2001) ดงัแสดงในรูป ท่ี 5  
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รูปท่ี 5 ลกัษณะโคโลนีของ Clostridium spp. บนอาหาร TSC agar 
(ท่ีมา:http://www.dongnamlab.com/ clostridium-difficile-325/bk031ha-tsc-agar-915) 

 
5. Bacillus spp. เป็นแบคทีเรียในสกุล Bacillaceae มีรูปร่างเป็นแท่ง ย้อมติดสีแกรมบวก 

สามารถเคลือ่นท่ีได้ด้วยแฟลกเจลลา่ เจริญได้ดีในสภาวะท่ีมีอากาศ บางสายพนัธ์ุจะมีหรือไม่มีอากาศ
ก็สามารถเจริญได้ สร้างสปอร์ท่ีทนต่อความร้อน แบคทีเรียกลุ่มนีส้่วนใหญ่เจริญได้ดีในอุณหภูมิ
ระหว่าง 30 – 45 องศาเซลเซียส บางสายพันธ์ุเจริญเติบโตได้ดีในท่ีอุณหภูมิสูง ซึ่งเป็นสาเหตุ             
การเนา่เสยีของอาหารกระป๋อง อีกทัง้ยงัเจริญได้ในคา่ pH ช่วงกว้าง กลา่วคือ ตัง้แต ่2 – 11 ขึน้อยูก่บั   
สายพันธ์ุ เชือ้ Bacillus สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น ดิน น า้ ส่วนสปอร์ของเชือ้นีพ้บได้ใน     
ฝุ่ น ควัน และปนเปือ้นมากับอาหารแห้ง เช่น เคร่ืองเทศ เส้นก๋วยเต๋ียว อาหารกึ่ง -ส าเร็จรูป เป็นต้น 
(กระทรวงสาธารณสขุ, 2557 : ออนไลน์) 

การก่อโรค แบคทีเรียกลุม่นีมี้หลายสายพนัธ์ุท่ีสามารถก่อให้เกิดโรคทัง้ในคนและในสตัว์ 
ตวัอยา่ง สายพนัธ์ุท่ีส าคญัท่ีก่อให้เกิดโรค ได้แก่ B. cereus ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ มี 2 ลกัษณะ
อาการคือ ท าให้อาเจียนและท าให้ท้องเสยี ซึง่เกิดจากสารพิษท่ีเชือ้สร้างขึน้ เรียกวา่ เอนเทอโรท๊อกซิน 
(enterotoxin) โดยมักพบการปนเปือ้นของเชือ้นีใ้นอาหารท่ีมีโปรตีนสงูจ าพวกเนือ้สตัว์ นม ไข่ เป็นต้น  
B. anthracis ก่อให้เกิดโรคแอนแทรกซ์ (anthrax) ซึ่งสตัว์ท่ีเป็นโรค  แอนแทรกซ์มกัตายในทนัที โรคนี ้
สามารถติดต่อมาสู่คนได้ จากการสมัผัสทางผิวหนัง การหายใจ และการกิน อาการท่ีพบในคนคือ        
มีไข้สงู ไอ เจ็บหน้าอกรุนแรง หายใจล าบาก (กฤติยา วนิชจิวพนัธ์, 2545) อีกเชือ้ท่ีอยูใ่นกลุม่เดียวกบั



11 
 

เชือ้ Bacillus ท่ีมีความส าคัญต่อการเกิดโรคในคน คือ S. aureus ซึ่งท าให้เกิดการติดเชือ้บริเวณ
ผิวหนังและบาดแผล รวมไปถึงโรคอาหารเป็นพิษ ซึ่งเชือ้เหล่านีส้ามารถเข้าสู่ร่างกายได้โดย
รับประทานอาหารท่ีมีเชือ้ปนเปือ้น และอาหารท่ีพบบอ่ยว่าเป็นสาเหตุของโรคคือ อาหารสดท่ีไม่ผ่าน
ความร้อน อาหารท่ีมีการหยิบจบัสมัผสัด้วยมือ (นฤมล ธนานนัต์ และ ธีระชยั ธนานนัต์, 2555) 

การคัดแยกเชือ้ สามารถท าได้ด้วยการใช้อาหารเลีย้งเชือ้ส าหรับการเจริญของแบคทีเรีย
เฉพาะชนิด ซึง่การคดัแยกเชือ้ Bacillus spp. จากตวัอยา่งท่ีเป็นอาหาร นิยมใช้อาหาร Mannitol Egg 
Yolk Polymyxin (MYP) agar เน่ืองจากสามารถคดัแยก B. cereus และ S. aureus ซึง่เป็นสายพนัธ์ุท่ี
มีความส าคัญในการก่อให้เกิดโรคในคน โดย MYP agar ประกอบด้วย peptone, meat extract, 
sodium chloride, mannitol, phenol red, polymyxin B, egg yolk emulsion, agar และน า้กลัน่ โดย 
S. aureus และ Bacillus spp. บางสายพนัธ์ุจะมีโคโลนีสีเหลือง สว่น B. cereus จะมีโคโลนีโคโลนี
เป็นสขีาว มีโซนขุน่รอบโคโลนี และอาหารเลีย้งเชือ้มีสชีมพ ู(Tallent et al., 2012) ดงัแสดงในรูปท่ี 6 
 

 
 

รูปท่ี 6 ลกัษณะโคโลนี B. cereus บนอาหาร MYP agar  
(ท่ีมา: https://cit.vfu.cz/alimentarni-onemocneni/xbc/xbc04) 

 
 
 



12 
 

การระบุชนิดของแบคทเีรียด้วยยีน 16S rDNA (16S rDNA identification) 
 ไรโบโซมของโพรคาริโอตมีขนาด 70S ซึ่งประกอบด้วยหน่วยย่อย 2 หน่วย คือ หน่วยขนาด
ใหญ่ 50S (large subunit) และหน่วยขนาดเล็ก 30S (small subunit) โดยหน่วยใหญ่ประกอบด้วย 
23S rRNA ขนาดประมาณ 2,904 นิวคลีโอไทด์ 5S rRNA ขนาดประมาณ 120 นิวคลีโอไทด์ และ
โปรตีน 34 ชนิด ส่วนหน่วยเล็กประกอบด้วย 16S rRNA ขนาดประมาณ 1,541 นิวคลีโอไทด์และ
โปรตีน 21 ชนิด เน่ืองจากไรโบโซมเป็นออร์แกเนลล์ท่ีมีอยูใ่นจุลินทรีย์ทุกชนิดมีหน้าท่ีท่ีแน่นอนและมี
ความส าคัญต่อเซลล์ โดยมีการสงัเคราะห์โปรตีนชนิดเดิมเสมอเพื่อความอยู่รอดของสิ่งมีชีวิตนัน้ๆ 
และพบว่า rRNA มีการเปลี่ยนแปลงน้อยมากในแต่ละช่วงวิวฒันาการ กลา่วคือ มีความเป็นบริเวณ
อนุรักษ์สงู ซึ่งในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดมีล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีจ าเพาะจึงสามารถน ามาใช้ส าหรับจ าแนก
ชนิดของจุลินทรีย์ได้ การบ่งชีค้วามแตกต่างและความหลากหลายทางพันธุกรรมนิยมเลือก ยีน        
16S rDNA มาใช้ในการวิเคราะห์ เน่ืองจากความเหมาะสมของยีน 16S rDNA ท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทด์
ประมาณ 1,500 นิวคลโีอไทด์ สว่น 23 rRNA มี 2,900 นิวคลโีอไทด์ ถึงจะมีข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ท่ี
มากแต่ในทางปฏิบัติและการวิเคราะห์นัน้ท าได้ยากกว่า รวมทัง้ยีน 16S rDNA มีส่วนของบริเวณ
อนุรักษ์และความแปรผันท่ีเพียงพอส าหรับจัดกลุ่ม หรือบอกความสมัพันธ์ได้  (Janda and Abbott, 
2007) 
 
ชุดทดสอบ Analytical profile index (API identification) 
 Analytical profile index หรือ API คือการจ าแนกแบคทีเรียโดยทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี 
ซึ่ง API ได้รับการพัฒนาเพื่อให้สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได้อย่างแม่นย าและรวดเร็ว โดย          
ชุดทดสอบ API เป็นแถบพลาสติกประกอบด้วยหลมุ หรือช่อง (microtubes) ท่ีบรรจุสารเคมีชนิดแห้ง 
(dehydrated substrates) ใช้ส าหรับทดสอบคุณสมบัติของเชือ้จุลินทรีย์ เม่ือเติมสารแขวนลอยของ
เชือ้ลงไปในช่องท่ีบรรจุสารเคมีเชือ้จะสามารถเจริญและใช้สารเหลา่นี  ้ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงขึน้ 
เช่น การเปลี่ยนแปลงสีและความขุ่น หลงัจากบ่มเชือ้และเติม reagent บางชนิดลงไป เม่ือแปรผลท่ี
บนัทกึได้จากการทดสอบจะท าให้ทราบถึงชนิดของแบคทีเรียได้ ยกตวัอยา่งเช่น ชุดทดสอบ API 20 E 
ซึ่งใช้ในการทดสอบแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriacae และแบคทีเรียท่ีย้อมติดสี แกรมลบอ่ืน ๆ        
ชุดทดสอบ API 50 CHB ใช้ในการทดสอบแบคทีเรียกลุม่ Bacillus spp. และชุดทดสอบ API 20 A ใช้
ในการทดสอบแบคทีเรียกลุม่ Clostridium spp. (Biomerieux, 2017 : online) 
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เกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร  
จากประกาศกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เร่ือง เกณฑ์คณุภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและ

ภาชนะสมัผสัอาหาร ฉบบัท่ี 3 ได้ก าหนดเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารทะเลท่ีบริโภคดิบ 
ดงัแสดงในตารางที ่1  
 
ตารางที่ 1 เกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารทะเลท่ีบริโภคดิบ (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 
2560) 

อาหารทะเลท่ีบริโภคดิบ เช่น กุ้ ง ปลา ปลาหมึก หอย และซาชิมิ เป็นต้น 
จ านวนจุลนิทรีย์ CFU/กรัม น้อยกวา่ 1 x 105 

Escherichia coli  MPN/กรัม น้อยกวา่ 3 
Staphylococcus aureus  CFU/กรัม น้อยกวา่ 100 
Salmonella spp.  /25 กรัม ไม่พบ 
Vibrio cholera  /25 กรัม ไม่พบ 
Vibrio parahaemolyticus /25 กรัม ไม่พบ 
Listeria monocytogenes /25 กรัม ไม่พบ 

 
 

ดงันัน้การตรวจสอบการปนเปือ้นจุลนิทรีย์ในอาหารนัน้จึงมีความจ าเป็น เพือ่บง่ชีค้ณุภาพของ
อาหารและให้ข้อมลู เพื่อลดความเสีย่งการเกิดโรคท่ีอาจเกิดจากการบริโภคอาหารท่ีปนเปือ้นจุลนิทรีย์ 
โดยเฉพาะจุลนิทรีย์ท่ีมีความสามารถในการก่อให้เกิดโรค (กระทรวงสาธารณสขุ, 2559 : ออนไลน์)  
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บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการด าเนินงาน 

 
วัสดุและอุปกรณ์ 

จานเลีย้งเชือ้ 
 หลอดทดลอง ขนาด 15 มิลลลิติร 

Screw cap tubes ขนาด 50 มิลลลิติร (Axygen, USA) 
ตู้ เข่ียเชือ้แบบ laminar flow (Esco, Gibthai) 
ตู้บม่เชือ้ (Memmert) 
ตู้แช่แข็ง (Mirage) 
เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลเิมอเรส (Bio-Active, Thailand) 
เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Hettich, Germany)  
เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 4 ต าแหนง่ 
เคร่ืองผสมสารละลาย (vortex) (KMC-1300V, Better syncate) 
อ่างน า้ควบคมุอณุหภมิู (WNB 7, Memmert) 
ไมโครปิเปตต์ ขนาด 2, 20, 200, 1000 ไมโครลิตร และ 5 มิลลลิติร (Oxygen) 
ทิป ขนาด 2, 20, 200, 1000 ไมโครลติร และ 5 มิลลลิติร (Oxygen) 
เคร่ืองแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟา้ 
เคร่ืองถ่ายเจล 
3M PetrifilmTM  (3M, USA) 
Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) agar (Himedia, India) 
Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) agar (Scharlau, Spain) 
Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) agar (Scharlau, Spain) 
Rappapaort-Vassiliadis (RV) broth (Himedia, India) 
Salmonella Shigella (SS) agar (Himedia, India) 
Differential reinforced clostridia medium (DRCM) (Himedia, India) 
API 20 E kit (Biomerieux, USA) 
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API 50 CHB kit (Biomerieux, USA) 
API 20 A kit (Biomerieux, USA) 
 

สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
สารเคมีในขัน้เตรียมอาหาร 
 Peptone  
 Sodium chloride 
 Disodium hydrogen phosphate 
 Potassium dihydrogen phosphate 
สารเคมีในขัน้สกัดดเีอ็นเอ เพิ่มปริมาณดีเอน็ และตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR 

10X บฟัเฟอร์ PCR (Biolabs, USA) 
Phusion DNA polymerase (Biolabs, USA) 
dNTP  
DNA ladder marker 1 kb (Vivantis, Malaysia) 
ไพรเมอร์ 27F 
ไพรเมอร์ 1492R 
สย้ีอมฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescent dye) (Maestrogen, Taiwan) 
เจลอะกาโรส (Agarose gel) 
 

พืน้ที่ศึกษา 
 ศกึษาหอยกนัในพืน้ท่ีป่าชายเลนบริเวณคลองควาย อ าเภอเทพา จงัหวดัสงขลา ซึง่เป็นป่า
ชายเลนท่ีอยูใ่กล้กบัชุมชน พืน้ท่ีป่าบางสว่นถกูใช้เป็นพืน้ท่ีทางการเกษตร ดินมีลกัษณะเป็นดินโคลน 
ดงัแสดงในรูปท่ี 7 
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รูปท่ี 7 ป่าชายเลนบริเวณคลองควาย  

 
วิธีการด าเนินงาน 

1. ศึกษารวบรวมข้อมลูที่เก่ียวข้อง 
 

2. เก็บตัวอย่างหอยกัน  
 เก็บตัวอย่างหอยกันจากพืน้ท่ีบริเวณคลองควาย 3 จุด จุดละ 30 ตัว ล้างท าความสะอาด
เปลือกของหอยกันและแกะเนือ้หอยกันด้วยวิธีการปลอดเชือ้ โดยท าความสะอาดอุปกรณ์ท่ีใช้ในการ
แกะเนือ้หอยด้วยแอลกอฮอล์ จากนัน้บรรจุหอยกันลงในขวดเก็บตวัอย่าง แยกตามจุดเก็บตวัอย่าง 
แล้วใสน่ า้กลัน่ปลอดเชือ้ลงในขวดเก็บตวัอย่าง เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 
ชั่วโมง เพื่อน ามาวิเคราะห์กลุ่มแบคทีเรียในห้องปฏิบติัการ โดยเก็บตัวอย่างหอยกันในช่วงฤดูร้อน 
(เดือนเมษายน 2561) และ ช่วงฤดฝูน (เดือนสงิหาคม 2561) 
 

3. คัดแยกและจ าแนกชนิดของแบคทีเรียจากตัวอย่างหอยกัน 
3.1 แบคทีเรียกลุ่ม Escherichia coli และ total coliform 

 วิเคราะห์โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้ส าเร็จรูป 3M PetrifilmTM E. coli/coliform count plate น าสาร
แขวนลอยจากขวดเก็บตวัอย่าง มาเจือจางให้ได้ระดบัความเจือจาง 10-1, 10-2 และ 10-3 เขย่าจนสาร
แขวนลอยตัวอย่างเป็นเนือ้เดียวกัน เปิดแผ่นฟิล์มแผ่นบนขึน้ จากนัน้ดูดสารแขวนลอยตัวอย่าง
ปริมาตร 1 มิลลลิติร แล้วถ่ายสารแขวนลอยตวัอยา่งลงบนแผน่ 3M PetrifilmTM E. coli/coliform count 
plate วางตวักด (spreader) ใช้นิว้กดจนสารแขวนลอยตวัอย่างกระจายเต็มวงกลม วางแผ่นทิง้ไว้ 1 
นาทีก่อนเคลือ่นย้าย แล้วน าไปบม่ โดยส าหรับ Coliform บม่ท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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และส าหรับ E. coli บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการนบัโคโลนีท่ีปรากฏบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ และรายงานผลเป็น CFU/ml อ้างอิงตามวิธี AOAC Official Method 991.14 

 
3.2 แบคทีเรียกลุ่ม Vibrio spp. 

 วิ เคราะห์โดยอ้างอิงวิ ธีจาก Most probable number (MPN) method APHA 2001 และ 
BAM/FDA 2004 (Silva et al., 2013)  
 เร่ิมจากการเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์ ท าโดยปิเปตต์สารแขวนลอยจากขวดตวัอย่าง ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ถ่ายลงหลอดทดลองท่ีมีอาหารเหลว Phosphate Buffered Saline (PBS) ปริมาตร 9 
มิลลิลิตร เจือจางสารแขวนลอยให้ได้ 10-2, 10-3 และ 10-4 เขย่าจนสารแขวนลอยเป็นเนือ้เดียวกันกับ
อาหารเหลว ปิเปตต์สารแขวนลอยท่ีมีระดับความเจือจาง 10-1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถ่ายลงหลอด
ทดลองท่ีมีอาหารเหลว Alkaline Peptone water (APW) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จ านวน 3 หลอด โดย
ท าขัน้ตอนดงักลา่วเหมือนกันในสารแขวนลอยท่ีมีระดบัความเจือจาง 10-2, 10-3 และ 10-4 แล้วน าไป
บม่ท่ีอุณหภมิู 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง จากนัน้คดัแยกจุลนิทรีย์ด้วยน าอาหารเหลว
ท่ีผ่านการเพาะเชือ้มาสตรีค (Streak) บนอาหารเลีย้งเชือ้ Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) 
agar รวมทัง้หมดเป็นจ านวน 12 เพลต แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
หลงัจากครบระยะเวลาท่ีก าหนดแล้วมีเชือ้ท่ีมีลกัษณะโคโลนีคล้าย Vibrio spp. จะท าการคดัเลือก 5 
โคโลนี เพื่อน าไปท าการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี และขัน้ตอนการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี  
ท าโดยน าโคโลนีท่ีคดัเลอืกมาทดสอบด้วยชุดทดสอบ API 20 E kit identification ด้วยการเขี่ยโคโลนีท่ี
คดัเลือกลงในหลอดท่ีมีน า้เกลือปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วเติมสารแขวนลอยลงในแถบทดสอบ โดย
ส าหรับการทดสอบ Citrate utilization : CIT, Voges Proskauer : VP และ Gelatin : GEL เติมสาร
แขวนลอยทัง้สว่นท่ีเป็นหลอดและสว่นท่ีเป็นรูปถ้วย สว่นการทดสอบ Arginine Dihydrolase : ADH, 
Lysine Decarboxylase : LDC, Ornithine Decarboxylase : ODC, Urease (URE) แ ล ะ  H2O 
production : H2S เติมสารลายสว่นท่ีเป็นหลอดและเติมน า้มันแร่ (mineral oil) ในสว่นท่ีเป็นรูปถ้วย 
และการทดสอบอ่ืน ๆ นัน้ให้เติมสารแขวนลอยเฉพาะสว่นท่ีเป็นหลอด แล้วใสใ่นกลอ่งบ่มเชือ้ บ่มท่ี
อุณหภูมิ 36 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง บนัทึกผลและแปรผลด้วยซอฟแวร์ส าหรับ
การจ าแนกชนิด apiwebTM 
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3.3 แบคทีเรียกลุ่ม Salmonella spp.  
วิ ธี วิ เคราะ ห์ประยุก ต์จาก  Bacteriological Analytical Manual, chapter 5, Salmonella 

(Silva et al., 2013)    
เร่ิมจากการเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์ โดยปิเปตต์สารแขวนลอยจากขวดเก็บตวัอย่าง 1 มิลลิลิตร 

ถ่ายลงหลอดทดลองท่ีมีอาหารเหลวแลคโตส (lactose broth) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทิง้ไ ว้ ท่ี
อุณหภมิูห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ปรับคา่ pH ของสารแขวนลอยให้ได้ 6.8 ± 2 แล้วบม่ท่ีอุณหภมิู 
35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 – 24 ชั่วโมง จากนัน้คัดแยกจุลินทรีย์ด้วยการใช้อาหารเลีย้งเชือ้ 
Rappapaort-Vassiliadis (RV) broth โดยปิเปตต์อาหารเหลวท่ีผ่านการเพาะเชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ถ่ายลงอาหารเลีย้งเชือ้ RV ปริมาตร 10 มิลลลิติร จ านวน 3 หลอด แล้วบม่ในอ่างน า้ร้อนท่ีอุณหภมิู 42 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผา่นการบม่ครบตามเวลามาสตรีค ลง
บนอาหารเลีย้งเชือ้ Salmonella Shigella (SS) agar จ านวน 3 เพลต แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง หลงัจากครบระยะเวลาท่ีก าหนดแล้วมีเชือ้ท่ีมีลกัษณะโคโลนีคล้าย 
Salmonella spp. จะท าการคัดเลือก 5 โคโลนี เพื่อน าไปท าการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี และ
ขัน้ตอนการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี ท าโดยน าโคโลนีท่ีคดัเลือกมาทดสอบด้วยชุดทดสอบ API    
20 E kit identification ด้วยการเขี่ยโคโลนีท่ีคดัเลือกลงในหลอดท่ีมีน า้เกลือปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้ว
เติมสารแขวนลอยลงในแถบทดสอบ โดยส าหรับการทดสอบ Citrate utilization : CIT , Voges 
Proskauer : VP และ Gelatin : GEL เติมสารแขวนลอยทัง้สว่นท่ีเป็นหลอดและสว่นท่ีเป็นรูปถ้วย สว่น
ก า ร ท ด ส อ บ  Arginine Dihydrolase : ADH, Lysine Decarboxylase : LDC, Ornithine 
Decarboxylase : ODC, Urease (URE) และ H2O production : H2S เติมสารลายส่วนท่ีเป็นหลอด
และเติมน า้มันแร่ (mineral oil) ในสว่นท่ีเป็นรูปถ้วย และการทดสอบอ่ืน ๆ นัน้ให้เติมสารแขวนลอย
เฉพาะสว่นท่ีเป็นหลอด แล้วใสใ่นกลอ่งบม่เชือ้ บม่ท่ีอุณหภมิู 36 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 
ชัว่โมง บนัทกึผลและแปรผลด้วยซอฟแวร์ส าหรับการจ าแนกชนิด apiwebTM 
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3.4 แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. 
 วิธีวิเคราะห์ประยุกต์จากวิธีวิเคราะห์เชือ้ B. cereus ด้วยวิธี Plate Count Method APHA 
2001 (Silva et al., 2013)  
 เร่ิมจากการเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์ โดยปิเปตต์สารแขวนลอยจากขวดเก็บตวัอย่าง 1 มิลลิลิตร 
ถ่ายลงในหลอดทดลองท่ีมีสารละลายเปปโตน (peptone water) ปริมาตร 9 มิลลลิติร แล้วเจือจางสาร
แขวนลอยตวัอย่างให้ได้ความเข้มข้น 10-2 และ 10-3 จากนัน้คดัแยกจุลินทรีย์ด้วยการใช้อาหารเลีย้ง
เชือ้ Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) agar โดยปิเปตต์สารแขวนลอยตัวอย่างท่ีมีระดับความ
เจือจาง 10-1 ปริมาตร 0.3 มิลลลิติร ถ่ายลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ จ านวน 3 เพลต ปริมาตร 0.1 มิลลลิิตร 
จ านวน 1 เพลต และปิเปตต์สารแขวนลอยตวัอยา่งท่ีมีระดบัความเจือจาง 10-2 และ 10-3 ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร ถ่ายลงบนอาหารเลีย้งเชือ้อย่างละ 1 เพลต รวมทัง้หมดเป็นจ านวน 6 เพลต จากนัน้ท า
การสเปรด (spread) แล้วน าไปบม่ท่ีอุณหภมิู 30-32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชั่วโมง หลงัจาก
ครบระยะเวลาท่ีก าหนดแล้ว มีเชือ้ท่ีมีลกัษณะโคโลนีคล้าย Bacillus spp. จะท าการคดัเลอืก 5 โคโลนี 
เพื่อน าไปท าการทดสอบคณุสมบติัทางชีวเคมี และขัน้ตอนการทดสอบคณุสมบติัทางชีวเคมี ท าโดยน า
โคโลนีท่ีคัดเลือกมาทดสอบด้วยชุดทดสอบ API 50 CHB kit identification โดยเขี่ยเชือ้ลงในอาหาร
เลีย้งเชือ้ API 50 CHB/E  ให้มีความขุ่นเท่ากับ 2.0 แม็คฟาร์แลนด์ (McFarland) จากนัน้น าอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีผา่นการเพาะเชือ้ในหลอด เติมลงในแถบทดสอบ แล้วน าไปบม่ท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง บันทึกผลและแปรผลด้วยซอฟแวร์ส าหรับการจ าแนกชนิด 
apiwebTM 

 

3.5 แบคทีเรียกลุ่ม Clostridium spp.  
วิธีวิเคราะห์ประยุกต์จากวิธีวิเคราะห์เชือ้ C. perfringens ด้วยวิธี Most probable number 

(MPN) method (Corry, Curtis and Baird, 1995)  
เร่ิมจากปิเปตต์สารแขวนลอยจากขวดเก็บตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ถ่ายลงหลอดทดลองท่ีมี

สารละลายเปปโตน 0.1 เปอร์เซ็นต์ ( 0.1% peptone water) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร แล้วเจือจางสาร
แขวนลอยตวัอยา่งให้ได้ความเข้มข้น 10-2, 10-3 และ 10-4 จากนัน้ปิเปตต์สารแขวนลอยท่ีมีระดบัความ
เข้มข้น 10-1 ปริมาตร 1 มิลลลิติร ถ่ายลงหลอดทดลองท่ีมี differential reinforced clostridia medium 
(DRCM) ปริมาตร 10 มิลลลิติร จ านวน 5 หลอด และท าขัน้ตอนดงักลา่วเหมือนกันในสารแขวนลอยท่ี
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มีระดบัความเจือจาง 10-2, 10-3 และ 10-4 รวมเป็นจ านวน 20 หลอด แล้วน าไปบม่ท่ีอุณหภมิู 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ชั่วโมง ในสภาวะไม่มีอากาศ หลงัจากบ่มจนครบระยะเวลาท่ีก าหนดแล้ว 
น าหลอดทดลองมาบ่มในอ่างน า้ร้อนท่ีอุณหภูมิ 78 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ปิเปตต์
สารแขวนลอยท่ีผ่านการบ่ม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองท่ีมีอาหาร DRCM ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ชั่วโมง ในสภาวะไม่มีอากาศ 
เม่ือครบระยะเวลาท่ีก าหนดแล้ว เจือจางสารแขวนลอยท่ีมีระดบัความเข้มข้น 10-1 ให้มีความเข้มข้น 
10-1, 10-2, 10-3 และ 10-4 จากความเข้มข้นเดิม แล้ว spread ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ Tryptose Sulfite 
Cycloserine (TSC) agar และท าขัน้ตอนดงักลา่วเหมือนกันในสารแขวนลอยท่ีมีระดบัความเจือจาง 
10-2, 10-3 และ 10-4 รวมทัง้หมดเป็นจ านวน 20 เพลต น าไปบม่ท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ
ไม่มีอากาศ เป็นเวลา 18 – 24 ชั่วโมง หลงัจากครบระยะเวลาท่ีก าหนดแล้วมีเชือ้ท่ีมีลกัษณะโคโลนี
คล้าย Clostridium spp. จะท าการคดัเลือก 5 โคโลนี เพื่อน าไปท าการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี 
และขัน้ตอนการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี ท าโดยน าโคโลนีท่ีคดัเลือกมาทดสอบด้วยชุดทดสอบ 
API 20 A kit identification โดยเขี่ยโคโลนีท่ีคัดเลือก ใสล่งในหลอดอาหารเลีย้งเชือ้ API 20 A  จาก
นัน้ปิเปตต์สารแขวนลอยเติมลงในแถบทดสอบ โดยส าหรับการทดสอบ Gelatin : GEL เติมสาร
แขวนลอยทัง้สว่นท่ีเป็นหลอดและสว่นท่ีเป็นรูปถ้วย สว่นการทดสอบ Indole : IND เติมสารแขวนลอย
เฉพาะสว่นท่ีเป็นหลอดและเติมน า้มนัแร่ (mineral oil) ในสว่นท่ีเป็นรูปถ้วยขนาดเล็ก แล้วใสใ่นกลอ่ง
บม่เชือ้ บม่ท่ีอุณหภมิู 36 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชัว่โมง ในสภาวะไม่มีอากาศ บนัทกึผล
และแปรผลด้วยซอฟแวร์ส าหรับการจ าแนกชนิด apiwebTM 

 
4. ระบุชนิดของแบคทีเรียโดยวิธีการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลเิมอเรส (polymerase chain reaction : PCR) ซึง่การเตรียม

สารแขวนลอยจากเชือ้ ท าได้โดยเขี่ยโคโลนีเ ด่ียวท่ีคัดเลือกใส่ลงในหลอดท่ีมีน า้กลั่นปริมาตร 20 
ไมโครลติร น าหลอดไปต้มในอ่างน า้ท่ีอุณหภมิู 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปแช่น า้แข็ง
เป็นเวลา 1 นาที จากนัน้ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที แล้วดดูสารละลายสว่นใส 
(supernatant) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดท่ีมีสารละลาย Master Mix ปริมาตร 43 
มิลลิลิตร ซึ่งสารละลาย Master Mix ใน 1 ปฏิกิริยา ประกอบด้วย น า้กลัน่ปริมาตร 27.5 ไมโครลิตร, 
10X PCR buffer ปริมาตร 6.25 ไมโครลติร, dNTPs ปริมาตร 6.25 ไมโครลติร, ไพรเมอร์ 27F ปริมาตร 



21 
 

1.56 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ 1492R ปริมาตร 1.56 ไมโครลิตร และ Phusion DNA polymerase 
ปริมาตร 0.625 ไมโครลิตร จากนัน้น าหลอดตัวอย่างเข้าเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา         
พอลิเมอเรส โดยท าปฏิกิริยา 25 รอบ ซึ่งใช้อุณหภูมิท่ี 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ในระยะ
เร่ิมต้นของขัน้ตอนการแยกสายดีเอ็นเอเกลยีวคู ่(initial denaturation) ใช้อุณหภมิูท่ี 94 องศาเซลเซียส 
เ ป็นเวลา 1 นาที  ในขัน้ตอนการแยกสายดีเ อ็นเอ เกลียวคู่  (denaturation) ใ ช้อุณหภูมิ  55                   
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ในขัน้ตอนการจบักันของไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) ใช้
อุณหภมิูท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ในขัน้ตอนการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ (extension) 
และใช้อุณหภมิูท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เป็นอุณหภมิูสดุท้าย (final hold)  

การตรวจสอบผลติภณัฑ์จาก PCR ด้วยเทคนิคเจลอิเลก็โทรโฟริซิส (gel electrophoresis) 
ซึง่ใช้อะกาโรสเจลท่ีความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร และใช้กระแสไฟฟา้ท่ี 100 โวลต์ 
เป็นเวลา 40 นาที เม่ือครบระยะเวลาท่ีก าหนด ตรวจดูแถบแบนท่ีขึน้เปรียบเทียบกับ DNA ladder       
1 kb จากนัน้สง่ตวัอย่างเพื่อตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ (sequencing) กับบริษัท แปซิฟิค ไซแอนซ์ 
จ ากัด เม่ือได้ข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA แล้ว ใช้โปรแกรม BlastN เพื่อเปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank ของ National Center for Biotechnology Information 
(NCBI)  

 
5. สรุปผลและเขียนรายงาน  
วิเคราะห์การปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรค 5 กลุม่ ในฤดรู้อนและฤดฝูน 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
ผลการคัดแยกและจ าแนกเชือ้แบคทีเรียกลุ่ม Total coliform และ Escherichia coli 
 ผลบวกของเชือ้ Coliform คือ มีโคโลนีสแีดง ดงัแสดงในรูปท่ี 8 สว่นผลบวกของเชือ้ E. coli คือ 
มีโคโลนีสนี า้เงิน มีฟองก๊าซ  
 

 
 
รูปท่ี 8 แผน่ 3M petrifilm ท่ีมี total coliform (ซ้าย) และ แผน่ 3M petrifilm ท่ีไม่พบการเจริญ (ขวา) 

 
จากตารางท่ี 2 ตัวอย่าง SM1, RN2 และ RN3 พบเชื อ้กลุ่ม Coliform จ านวน 6.7x104, 

7.6x104 และ 6x103 CFU/ml ตามล าดบั โดยคา่เฉลีย่จ านวนเชือ้ท่ีพบในตวัอยา่งหอยกนัจากฤดูฝนคือ 
4.1x104 CFU/ml  แสดงให้เห็นว่า การปนเปือ้นของเชือ้กลุม่ Coliform ในหอยกันมีความแตกต่างตาม
ฤดกูาล พบการปนเปือ้นของเชือ้กลุม่นีใ้นฤดรู้อนมีมากกวา่ฤดฝูน 
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ตารางที่ 2 จ านวนเชือ้แบคทีเรียกลุ่ม Total coliform และ Escherichia coli ที่พบในตัวอย่าง
หอยกันจากทัง้ฤดูร้อนและฤดูฝน 

ตัวอย่าง 
 

ค่าเฉล่ียจ านวนเชือ้แบคทเีรียกลุ่ม Total coliform และ Escherichia coli 
(CFU/ml) 

Total coliform Escherichia coli 
SM1 6.7x104 ไม่พบ 
SM2 ไม่พบ ไม่พบ 
SM3 ไม่พบ ไม่พบ 
RN1 ไม่พบ ไม่พบ 
RN2 7.6x104 ไม่พบ 
RN3 6x103 ไม่พบ 

 
 
หมายเหตุ  

ก าหนดให้ SM1 คือตวัอยา่งหอยกนัจากจุดท่ี 1 ในฤดรู้อน (เดือนเมษายน) 
ก าหนดให้ SM2 คือตวัอยา่งหอยกนัจากจุดท่ี 2 ในฤดรู้อน (เดือนเมษายน) 
ก าหนดให้ SM3 คือตวัอยา่งหอยกนัจากจุดท่ี 3 ในฤดรู้อน (เดือนเมษายน) 
ก าหนดให้ RN1 คือตวัอยา่งหอยกนัจากจุดท่ี 1 ในฤดฝูน (เดือนสงิหาคม) 
ก าหนดให้ RN2 คือตวัอยา่งหอยกนัจากจุดท่ี 2 ในฤดฝูน (เดือนสงิหาคม) 
ก าหนดให้ RN3 คือตวัอยา่งหอยกนัจากจุดท่ี 3 ในฤดฝูน (เดือนสงิหาคม) 
 

ผลการคัดแยกและจ าแนกเชือ้แบคทีเรียกลุ่ม Vibrio spp. 
จากการคัดแยกเชือ้จากตัวอย่างหอยกันในฤดูร้อน พบว่าตัวอย่าง SM1 พบเชือ้แบคทีเรีย

จ านวน มากกว่า1,100 MPN/ml โดยมีลกัษณะโคโลนีเป็นสีเขียว และสีเหลือง เจริญบนอาหารเลีย้ง
เชือ้ สว่นตวัอยา่ง SM2 และ SM3 ไม่พบการเจริญของเชือ้แบคทีเรีย  

ผลการตรวจสอบการเพิ่มประมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rDNA ของเชือ้แบคทีเรียท่ีคดัแยก
ได้จากตวัอย่างหอยกันในฤดูร้อนจากตวัอย่าง SM1 จ านวน 10 โคโลนี ได้แก่ VSM1, VSM2, VSM3 
,VSM4, VSM6, VSM8, VSM9, VSM11, VSM12 และ VSM13 พบว่าทุกตัวอย่างมีแถบของดีเอ็นเอ
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ชดัเจนและตรงกบัขนาดท่ีต้องการ (ประมาณ 1500 คูเ่บส) สว่น Negative control (N) ไม่ปรากฏแถบ
ดีเอ็นเอ ดงัแสดงในรูปท่ี 9 
 

 
 

รูปท่ี 9 ผลการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rDNA ของเชือ้กลุม่ Vibrio ท่ี
คดัแยกได้จากตวัอยา่งหอยกนัในฤดรู้อน  

 
โดยแถบดีเอ็นเอ M คือ DNA marker 1 kb และแถบดีเอ็นเอ 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 คือ 

โคโลนี VSM1, VSM2, VSM3, VSM4, VSM6, VSM8 ,VSM9, VSM11, VSM12 และ VSM13 ตามล าดบั 
จากตารางที่ 3 ผลจากการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของผลิตภณัฑ์ PCR และใช้โปรแกรม 

BlastN เพื่อเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI และผลการจ าแนก
ชนิดของแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 20 E พบว่าโคโลนีท่ีมีลกัษณะสีเขียว คือ Shewanella algae 
และโคโลนีท่ีมีลกัษณะสีเหลือง คือ Aeromonas allosaccharophila  ซึ่งลกัษณะโคโลนีเป็นดงัแสดง
ในรูปท่ี 10 

  
 
 

  

M      1       2      3      4       5       6      7      8       9     10    N 

1500 bp 

3000 bp 

10000 bp 
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ตารางที่ 3 ผลการจ าแนกชนิดแบคทเีรียกลุ่ม Vibrio spp. จากตัวอย่างหอยกันในฤดูร้อนด้วย
ชุดทดสอบ API 20 E และยีน 16S rDNA 

ตัวอย่าง
โคโลนี 

API 20 E ยีน 16S rDNA 
ชนิดของแบคทีเรีย % 

Identity 
ชนิดของแบคทีเรีย Accession 

number 
% 

Identity 
VSM1 Aeromonas 

hydrophila/caviae/sobria  
97.00 Aeromonas 

allosaccharophila  
KC202260.1 97.14 

VSM2 Shewanella putrefaciens 
group 

99.30 Shewanella algae  MH361603.1 96.34 

VSM3 Aeromonas 
hydrophila/caviae/sobria  

97.00 Aeromonas 
allosaccharophila  

KC202276.1 96.78 

VSM4 Shewanella putrefaciens 
group 

99.90 Shewanella algae  CP018456.1 96.35 

VSM6 Shewanella putrefaciens 
group 

99.30 Shewanella algae  CP018456.1 97.96 

VSM8 Shewanella putrefaciens 
group 

99.90 Shewanella algae  CP018456.1 97.70 

VSM9  Doubtful profile 
 

 Aeromonas 
allosaccharophila  

KC202260.1 97.66 

VSM11 Shewanella putrefaciens 
group 

99.90 Shewanella algae  CP018456.1 97.88 

VSM12 Shewanella putrefaciens 
group 

99.90 Shewanella algae  MH361595.1 97.25 

VSM13 Shewanella putrefaciens 
group 

99.90 Shewanella algae  MF171030.1 98.04 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC202260.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=7J9D8SAB014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1496310138
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH361603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=7JN6RW6T015
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รูปท่ี 10 ลกัษณะโคโลนีของ S. algae (ซ้าย) และ A. allosaccharophila (ขวา) บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
TCBS 

 
จากการคัดแยกเชือ้ตัวอย่างหอยกันในฤดูฝน พบว่าตัวอย่าง RN1 มีเชือ้แบคทีเรียจ านวน 

มากกว่า 1,100 MPN/ml โดยมีลกัษณะโคโลนีเป็นสีเหลือง กลม ขนาดเล็ก และ RN3 มีเชือ้แบคทีเรีย
จ านวน มากกว่า 1,100 MPN/ml โดยมีลกัษณะโคโลนีเป็นสีเหลือง แบน ขนาดใหญ่ เจริญบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ TCBS สว่นตวัอยา่ง RN2 ไม่พบการเจริญของเชือ้แบคทีเรีย  

จากการเพิ่มประมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rDNA ของเชือ้แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จาก
ตัวอย่างหอยกันในฤดูฝนจากตัวอย่าง RN1 จ านวน 5 โคโลนี ได้แก่ VRN1-1, VRN1-2, VRN1-3, 
VRN1-4 และ VRN1-5 และเชือ้แบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากตวัอย่างหอยกนัในฤดูฝนจากตวัอยา่ง RN3 
จ านวน 5 โคโลนี ได้แก่ VRN3-6, VRN3-7, VRN3-8, VRN3-9 และ VRN3-10  แล้วส่งตรวจล าดับ        
นิวคลโีอไทด์ ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลโีอไทด์ของผลติภณัฑ์ PCR กบัฐานข้อมลู GenBank ของ 
NCBI โดยใช้โปรแกรม BlastN และผลการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 20 E เป็นดงั
แสดงในตารางที่ 4  

จากตารางท่ี 4 พบว่าโคโลนีสีเหลือง กลม ขนาดเล็ก ท่ีคัดแยกจากตัวอย่าง RN1 คือ 
Enterococcus sp. และโคโลนีสีเหลือง  แบน ขนาดใหญ่ ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่าง RN3 คือ 
Aeromonas allosaccharophila ซึง่ลกัษณะโคโลนีเป็นดงัแสดงในรูปท่ี 11 
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ตารางที่ 4 ผลการจ าแนกชนิดแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio spp. จากตัวอย่างหอยกันในฤดูฝนด้วย
ชุดทดสอบ API   20 E และยีน 16S rDNA  

ตัวอย่าง
โคโลนี 

API 20 E 
 

ยีน 16S rDNA 

ชนิดของแบคทีเรีย % 
Identity 

ชนิดของแบคทีเรีย Accession 
number 

% 
Identity 

VRN1-1  Low discrimination 
 

 Enterococcus 
casseliflavus  

KJ803876.1 97.98 

VRN1-2 Enterobacter cloacae 
 

86.10 Enterococcus sp.  AB675128.1 97.90 

VRN1-3 Enterobacter cloacae 
 

86.10 Enterococcus sp.  AB675128.1 97.48 

VRN1-4 Enterobacter cloacae 
 

86.10 Enterococcus sp.  FJ965843.1 98.33 

VRN1-5 Enterobacter cloacae 
 

86.10 Enterococcus sp.  AB675128.1 98.10 

VRN3-6 Aeromonas 
hydrophila/caviae/sobria 

97.00 Aeromonas 
allosaccharophila  

KC202275.1 99.93 

VRN3-7 Aeromonas 
hydrophila/caviae/sobria 

97.00 Aeromonas 
allosaccharophila 

JF920535.1 99.86 

VRN3-8 Aeromonas 
hydrophila/caviae/sobria 

97.00 Aeromonas 
allosaccharophila  

KC202275.1 99.79 

VRN3-9 Aeromonas 
hydrophila/caviae/sobria 

97.00 Aeromonas 
allosaccharophila  

KC202275.1 96.42 

VRN3-10 Aeromonas 
hydrophila/caviae/sobria  

97.00 Aeromonas 
allosaccharophila  

KC884670.1 99.49 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ803876.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=BGM1RVVD014
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รูปท่ี 11 ลกัษณะโคโลนีของ Enterococcus sp. (ซ้าย) และ A.allosaccharophila (ขวา) บนอาหาร
เลีย้งเชือ้ TCBS   

 
ผลการคัดแยกและจ าแนกเชือ้แบคทีเรียกลุ่ม Salmonella spp. 

จากการคดัแยกเชือ้แบคทีเรียจากตวัอยา่งหอยกันในฤดรู้อนได้แก่ SM1, SM2 และ SM3 และ
ตวัอย่างหอยกันในฤดูฝน ได้แก่ RN1, RN2 และ RN3 พบว่า ไม่พบการเจริญของเชือ้แบคทีเรียกลุ่ม 
Salmonella spp. บนอาหารเลีย้งเชือ้ โดยตวัอย่างเพลทอาหารเลีย้งเชือ้ SS agar ท่ีไม่พบการเจริญ
ของเชือ้แบคทีเรีย เป็นดงัแสดงในรูปท่ี 12 

 

             
 

รูปท่ี 12 อาหารเลีย้งเชือ้ SS agar ของตวัอยา่ง SM1 (ซ้าย) และ ตวัอยา่ง RN1 (ขวา) ซึง่ไม่
พบการเจริญของเชือ้แบคทีเรีย  
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ผลการคัดแยกและจ าแนกเชือ้แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. 
 จากการคัดแยกเชือ้จากตัวอย่างหอยกันในฤดูร้อน พบว่าตัวอย่าง SM1 และ SM2 พบเชือ้
แบคทีเรียเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ โดยเชือ้แบคทีเรียจากตวัอย่าง SM1 มีลกัษณะโคโลนีเป็นสีขาว มี
โซนขุ่นรอบโคโลนี และอาหารเลีย้งเชือ้มีสีชมพู และเชือ้ท่ีมีโคโลนีสีเหลือง กลม ขนาดเล็ก ส่วน
ตวัอย่าง SM2 พบเชือ้แบคทีเรียท่ีมีลกัษณะโคโลนีเป็นสีขาวขุ่น กลม และตวัอย่าง SM3 ไม่พบการ
เจริญของเชือ้แบคทีเรีย 

จากการเพิ่มประมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rDNA ของเชือ้แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จาก
ตัวอย่างหอยกันในฤดูร้อนจากตัวอย่าง SM1 ได้แก่ BSM1-1, BSM1-2, BSM1-3, BSM1-4 และ 
BSM1-5 และเชือ้แบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากตวัอยา่ง SM2 ได้แก่ BSM2-6, BSM2-7, BSM2-8, BSM2-
9 และ BSM2-10 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของผลติภณัฑ์ PCR กบัฐานข้อมลู GenBank 
ของ NCBI โดยใช้โปรแกรม BlastN และผลการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 50 CHB 
เป็นดงัแสดงในตารางที่ 5  

จากตารางที่ 5 พบวา่เชือ้แบคทีเรียท่ีพบในตวัอยา่ง SM1 คือ B. cereus และ Enterococcus 
faecalis โดยพบเชือ้ B. cereus จ านวนเฉลี่ย 6.7x103 CFU/ml ส่วนเชือ้แบคทีเรียท่ีพบในตัวอย่าง 
SM2 คือ Rahnella aquatilis ซึง่ลกัษณะโคโลนีเป็นดงัแสดงในรูปท่ี 13 
 
ตารางที่ 5 ผลการจ าแนกชนิดแบคทเีรียกลุ่ม Bacillus spp. จากตัวอย่างหอยกันในฤดูร้อน

ด้วยชุดทดสอบ API 50 CHB และยีน 16S rDNA  
ตัวอย่าง
โคโลนี 

API 50 CHB ยีน 16S rDNA 
ชนิดของแบคทีเรีย % 

Identity 
ชนิดของแบคทีเรีย Accession 

number 
% 

Identity 
BSM1-1 Bacillus cereus 99.30 Bacillus cereus  DQ923480.1 93.69 
BSM1-2 Bacillus cereus 99.30 Bacillus cereus  MH988719.1 97.36 
BSM1-3 Bacillus cereus 99.30 Bacillus cereus  MH569380.1 97.47 
BSM1-4 Unacceptable profile  Enterococcus faecalis  KU311637.1 96.91 

BSM1-5 Unacceptable profile  Enterococcus faecalis   KX527572.1 98.33 

BSM2-6 Unacceptable profile  Rahnella aquatilis  GU204974.1 99.65 
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รูปท่ี 13 ลกัษณะโคโลนีของ B. cereus (ซ้าย) E. faecalis (กลาง) และ R. aquatilis (ขวา) บนอาหาร

เลีย้งเชือ้ MYP 

 
จากการคัดแยกเชือ้จากตัวอย่างหอยกันในฤดูฝน พบว่าตัวอย่าง RN1 และ RN3 พบเชือ้

แบคทีเรียเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ โดยเชือ้แบคทีเรียจากตวัอยา่ง RN1 มีลกัษณะโคโลนีเป็นสีขาว มี
โซนขุ่นรอบโคโลนี อาหารเลีย้งเชือ้มีสีชมพู และโคโลนีสีขาว อาหารเลีย้งเชือ้มีสีเหลือง สว่นตวัอย่าง 
RN3 พบเชือ้แบคทีเรียท่ีมีลกัษณะโคโลนีเป็นสขีาว อาหารเลีย้งเชือ้มีสเีหลอืง และตวัอยา่ง RN2 ไม่พบ
การเจริญของเชือ้แบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ MYP 

จากการเพิ่มประมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rDNA ของเชือ้แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จาก
ตัวอย่างหอยกันในฤดูร้อนจากตัวอย่าง RN1 จ านวน 5 โคโลนี ได้แก่ BRN1-1, BRN1-2, BRN1-3, 
BRN1-4 และ BRN1-5 และเชือ้แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่าง RN3 จ านวน 5 โคโลนี ได้แก่ 
BRN3-6, BRN3-7, BRN3-8, BRN-9 และ BRN3-10 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ

ตัวอย่าง
โคโลนี 

API 50 CHB ยีน 16S rDNA 
ชนิดของแบคทีเรีย % 

Identity 
ชนิดของแบคทีเรีย Accession 

number 
% 

Identity 
BSM2-7 Rahnella aquatilis 98.80 Rahnella aquatilis  GU204974.1 99.51 
BSM2-8 Rahnella aquatilis 98.80 Rahnella aquatilis  KC840866.1 99.71 
BSM2-9 Rahnella aquatilis 98.80 Rahnella aquatilis  KJ877661.1 99.65 

BSM2-10 Rahnella aquatilis 98.80 Rahnella aquatilis  KJ877661.1 99.44 
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ผลติภณัฑ์ PCR กบัฐานข้อมลู GenBank ของ NCBI โดยใช้โปรแกรม BlastN และผลการจ าแนกชนิด
ของแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 50 CHB เป็นดงัแสดงในตารางที่ 6  

จากตารางที่ 6 พบวา่เชือ้แบคทีเรียท่ีพบในตวัอยา่ง RN1 คือ B. cereus และ E. faecalis โดย
พบเชือ้ B. cereus จ านวนเฉลีย่ 40 CFU/g ซึง่ลกัษณะโคโลนีเป็นดงัแสดงในรูปท่ี 14 

 
ตารางที่ 6 ผลการจ าแนกชนิดแบคทเีรียกลุ่ม Bacillus spp. จากตัวอย่างหอยกันในฤดูฝนด้วย

ชุดทดสอบ API 50 CHB และยีน 16S rDNA 
ตัวอย่าง
โคโลนี 

API 50 CHB ยีน 16S rDNA 
ชนิดของแบคทีเรีย % 

Identity 
ชนิดของแบคทีเรีย Accession 

number 
% 

Identity 
BRN1-1 Unacceptable profile  Enterococcus faecalis MK045767.1 99.33 
BRN1-2 Unacceptable profile  Enterococcus faecalis MH210885.1 92.60 
BRN1-3 Bacillus cereus 99.30 Bacillus cereus KY312802.1 97.38 
BRN1-4 Bacillus cereus 99.30 Bacillus cereus MH988719.1 99.72 
BRN1-5 Bacillus cereus 99.30 Bacillus cereus MH988719.1 99.66 

 
 

    
 
รูปท่ี 14 ลกัษณะโคโลนีของ B. cereus  (ซ้าย) และ E. faecalis (ขวา) บนอาหารเลีย้งเชือ้ MYP 
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จากการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโคโลนีท่ีให้ผลบวกบนอาหารเลีย้งเชือ้ MYP ด้วยชุดทดสอบ 
API 50 CHB โดยเชือ้ท่ีจ าแนกได้เป็น B. cereus ให้ผลบวกในการทดสอบ Glycerol (1), D-ribose (5), 
D-galactose (10), D-glucose (11), D-fructose (12), N-acetylglucosamine (22), Arbutin (24), 
Esculin ferric citrate (25), Salicin (26), D-cellobiose (27), D-maltose (28), D-saccharose (31), 
D-trehalose (32), Amidon (36) และ Glycogen (37) ดงัในตารางที ่7 และชุดทดสอบ API 50 CHB 
ท่ีผา่นการเพาะเชือ้ B. cereus เป็นดงัแสดงในรูปท่ี 15  
 
ตารางที่ 7 ผลการทดสอบเชือ้ B. cereus ด้วยชุดทดสอบ API 50 CHB 

 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
B. cereus - + - - - + - - - - + + + - - - - 
 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 
B. cereus - - - - - + - + + + + + - - + + - 
 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49  
B. cereus - - + + - - - - - - - - - - - -  

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 15 ชุดทดสอบ API 50 CHB ท่ีผา่นการเพาะเชือ้ B. cereus 
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ผลการคัดแยกและจ าแนกเชือ้แบคทีเรียกลุ่ม Clostridium spp. 

จากการคัดแยกเชือ้แบคทีเรียจากตัวอย่างหอยกันในฤดูร้อนได้แก่ SM1, SM2 และ SM3 
พบวา่ ไม่พบการเจริญของเชือ้แบคทีเรียกลุม่ Clostridium spp. บนอาหารเลีย้งเชือ้  

จากการคดัแยกเชือ้จากตวัอยา่งหอยกันในฤดูฝน พบวา่ตวัอยา่ง RN1 พบเชือ้แบคทีเรียเจริญ
บนอาหารเลีย้งเชือ้ โดยเชือ้ท่ีพบมีลกัษณะโคโลนีเป็นสขีาวมีจุดสดี าตรงกลาง สว่นตวัอยา่ง RN2 และ 
RN3 ไม่พบการเจริญชองเชือ้แบคทีเรีย   

จากการเพิ่มประมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rDNA ของเชือ้แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จาก
ตัวอย่างหอยกันในฤดูฝนจากตัวอย่าง RN1 จ านวน 5 โคโลนี ได้แก่ CRN1-1, CRN1-2, CRN1-3, 
CRN1-4 และ CRN1-5 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR กับฐานข้อมูล 
GenBank ของ NCBI โดยใช้โปรแกรม BlastN และผลการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ 
API 20 A เป็นดงัแสดงในตารางที่ 8  

จากตารางท่ี 7 พบว่าเชือ้แบคทีเรียท่ีพบในตัวอย่าง RN1 คือ Clostridium sp. โดยพบเชือ้ 
Clostridium sp. จ านวนเฉลีย่ มากกวา่ 1600 MPN/ml ซึง่ลกัษณะโคโลนีเป็นดงัแสดงในรูปท่ี 16 

 
ตารางที่ 8 ผลการจ าแนกชนิดแบคทเีรียกลุ่ม Clostridium spp. จากตัวอย่างหอยกันในฤดูฝน
ด้วยชุดทดสอบ API 20 A และยีน 16S rDNA 
ตัวอย่าง
โคโลนี 

API 20 A ยีน 16S rDNA 
ชนิดของ
แบคทีเรีย 

% 
Identity 

ชนิดของแบคทีเรีย Accession 
number 

% 
Identity 

CRN1-1 Clostridium sp. 43.90 Clostridium bifermentans  LN998086.1 99.86 
CRN1-2 Clostridium sp. 75.10 Clostridium sp.  LC194786.1 99.93 
CRN1-3 Clostridium sp. 43.90 Clostridium sp.  HM104461.1 99.64 
CRN1-4 Clostridium sp. 43.90 Clostridium  bifermentans  KP944167.1 99.78 
CRN1-5 Clostridium sp. 43.90 Clostridium sp.  HM104461.1 99.90 
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รูปท่ี 16 ลกัษณะโคโลนีของ Clostridium sp. บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSC 
 

จากการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโคโลนีท่ีให้ผลบวกบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSC ด้วยชุดทดสอบ 
API 20 A โดยเชือ้ท่ีจ าแนกได้เป็น Clostridium sp. ให้ผลกบวกในการทดสอบ Gelatin (11), Esculin 
ferric citrate (12) และ Glycerol (13) ดงัแสดงในตารางที่ 9 ชุดทดสอบ API 20 A ท่ีผา่นการเพาะเชือ้ 
Clostridium sp. ดงัแสดงในรูปท่ี 17 

 
ตารางที่ 9 ผลการทดสอบเชือ้ Clostridium sp. ด้วยชุดทดสอบ API 20 A  
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

Clostridium 
sp. 

- - - - - - - - - - + + + - - - - - - - 

 
 

 
 

รูปท่ี 17 ชุดทดสอบ API 20 A ท่ีผา่นการเพาะเชือ้ Clostridium sp. 
 
 
 



35 
 

บทที่ 5 
อภปิรายและสรุปผล 

 
อภปิรายผล 
 จากการศกึษาการปนเปือ้นของแบคทีเรียกลุม่ Total coliform และ E.coli พบวา่การปนเปือ้น
ของเชือ้กลุม่ Coliform ในหอยกันมีความแตกต่างกันตามฤดูกาล โดยพบการปนเปือ้นของเชือ้กลุม่นี ้
ในฤดรู้อนมากกว่าฤดูฝน ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะในฤดูร้อน มีสภาวะท่ีเหมาะสมแก่การเจริญของเชือ้กลุม่
นี ้อีกทัง้น า้ท่ีไหลผ่านบริเวณคลองควายมีปริมาณน้อย เชือ้จึงสะสมอยู่ในดินมาก ท าให้โอกาสท่ีเชือ้
แบคทีเรียกลุม่นีจ้ะปนเปือ้นในหอยกนัท่ีอาศยัอยูใ่นบริเวณผิวดินมีมากตามไปด้วย จึงพบปนเปือ้นของ
แบคทีเรียกลุ่ม Coliform ในหอยกันในฤดูร้อนมากกว่าฤดูฝน สอดคล้องกับการศึกษาของ มณีย์         
กรรณรงค์, อนุวัฒน์ รัตนโชติ และ สุพาภร ทศพร้อม (2551) ซึ่งศึกษาการปนเปือ้นของแบคทีเรีย        
ก่อโรคในหอยสองฝา บริเวณอ่าวบ้านดอน จงัหวดัสรุาษฎร์ธานี จ านวน 12 เดือน ในปีพ.ศ. 2550 พบ
เชือ้กลุม่ Coliform และ fecal coliform ในหอยสองฝาสงูมากในช่วงเดือนพฤษภาคมถึงมิถนุายน 
 

การปนเปือ้นของแบคทีเรียกลุม่ Vibrio spp. จากการศึกษาพบว่าตวัอยา่งหอยกันในฤดูร้อน
และฤดูฝนมีเชือ้แบคทีเรียท่ีมีลกัษณะโคโลนีเป็นสีเขียวและสีเหลือง โดยผลจากระบุชนิดด้วยยีน      
16S rDNA พบว่าเชือ้แบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีเขียวท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่าง SM1 คือ S. algae แต่ผล
จากการระบุชนิดด้วยชุดทดสอบ API 20 E ให้ผลท่ีแตกต่างไป โดยพบว่าเชือ้แบคทีเรียท่ีมีโคโลนีเป็น   
สีเขียวคือ S. putrefaciens group เน่ืองจาก S. algae และ S. putrefaciens group ให้ผลทดสอบ
ทางเคมีเหมือนกันในหลายปฏิกิริยา (Khashe and Janda, 1998) และชุดทดสอบ API 20 E ไม่
ครอบคลมุถึงการระบุชนิดของ S. algae จึงสรุปได้วา่เชือ้แบคทีเรียโคโลนีสเีขียวท่ีพบคือ S. algae ซึง่
เป็นสาหร่ายท่ีพบได้ในแหลง่น า้ทัว่ไป ท าให้มีโอกาสท่ีจะพบสาหร่ายชนิดนีไ้ด้ในหอยกนั โดยสาหร่าย
ชนิดนีย้งัไม่มีการพบวา่ก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร แตส่ามารถก่อให้เกิดการติดเชือ้ในหูและ
เนือ้เยื่ออ่อนได้ (Holt, Garhrn-Hensen and Bruun, 2005) ส่วนเชือ้แบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนี           
สีเหลือง แบน ขนาดใหญ่ท่ีคดัแยกได้จากตวัอย่าง SM1 และ RN3 ผลจากการระบุชนิดด้วยยีน 16S 
rDNA พบว่าเป็นเชือ้แบคทีเรีย A. allosaccharophila แต่ผลจากการระบุชนิดด้วยชุดทดสอบ API      
20 E ให้ผลท่ีแตกต่างไป โดยจากการวิเคราะห์ผลระบุวา่สามารถเป็นเชือ้แบคทีเรียได้ทัง้หมด 3 ชนิด 
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คือ A. hydrophila หรือ A. caviae หรือ A. sobria เน่ืองจากผลทดสอบทางเคมีของเชือ้แบคทีเรียสกลุ 
Aeromonas เหมือนกันในหลายปฏิกิริยา และชุดทดสอบ API 20 E ไม่ครอบคลมุถึงการระบุชนิดของ 
A. allosaccharophila จึงสรุปได้วา่ เชือ้แบคทีเรียท่ีมีลกัษณะโคโลนีสีเหลืองท่ีคดัแยกได้จากตวัอยา่ง 
SM1 และ RN3 คือ A. allosaccharophila ซึ่งแบคทีเรียชนิดนีม้ักพบในแหล่งน า้และในสัตว์น า้  
โดยเฉพาะหอยสองฝาและปลา (Miñana-Galbis et al., 2002) โดยเป็นเชือ้แบคทีเรียท่ีสามารถก่อโรค
ในปลา และก่อให้เกิดอาการท้องเสียและอาหารเป็นพิษในคนได้ (Saavedra et al., 2007) และจาก
ระบุชนิดด้วยยีน 16S rDNA ของเชือ้แบคทีเรียโคโลนีสเีหลอืง กลม ขนาดเลก็ ท่ีคดัแยกได้จากตวัอยา่ง 
RN3 พบว่าเป็น Enterococcus sp. แต่ผลวิเคราะห์จากชุดทดสอบ API 20 E พบว่าเป็น E. cloacae 
เน่ืองจาก Enterococcus sp. และ E. cloacae ให้ผลทดสอบทางเคมีเหมือนกันในหลายปฏิกิริยา 
(Manero and Blanch, 1999) และชุดทดสอบ  API 20 E ไม่ครอบคลุมถึ งการระบุ ช นิดขอ ง 
Enterococcus sp. จึงสรุปได้ว่าเชือ้แบคทีเรียท่ีพบ คือ Enterococcus sp. ซึ่งมีรายงานว่า สามารถ
ก่อให้เกิดการติดเชือ้ของระบบทางเดินปัสสาวะและการติดเชือ้ในกระแสเลอืดได้ (Fisher and Phillips, 
2009) จากผลการคดัแยกและระบุชนิดของเชือ้ท่ีพบในตวัอย่างหอยกันจากทัง้ฤดูร้อนและฤดูฝน พบ
เชือ้แบคทีเรีย 3 ชนิด คือ S. algae, A. allosaccharophila และ Enterococcus sp.  โดยไม่พบเชือ้ก่อ
โรคกลุ่ม Vibrio spp. เป็นไปตามข้อก าหนดของเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารทะเลท่ี
บริโภคดิบ ซึง่ก าหนดวา่ต้องไม่พบเชือ้ V. cholera และ V. parahaemolyticus   

 
การปนเปือ้นของแบคทีเรียกลุม่ Salmonella spp. จากการศกึษาพบวา่ตวัอยา่งหอยกนัท่ีเก็บ

จากบริเวณคลองควายทัง้ 3 จุด ในฤดูร้อนและฤดูฝน ไม่พบการเจริญของเชือ้กลุม่ Salmonella spp. 
บนอาหารเลีย้งเชือ้ SS agar จึงสรุปได้ว่า ไม่พบการปนเปือ้นของเชือ้ Salmonella spp. ในหอยกัน 
และเป็นไปตามข้อก าหนดของเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารทะเลท่ีบริโภคดิบ ซึ่งก าหนด
ว่าต้องไม่พบเชือ้กลุ่ม Salmonella spp. สอดคล้องกับการศึกษาของ พรพงษ์ สุทธิรักษ์, ชัชวาล        
โชติมากร และสา่หรี บุญประสพ (2552) ท่ีได้ท าการศึกษาคุณภาพของหอยแครงจากแหล่งเลีย้งใน
จงัหวดัสรุาษฎร์ธานี โดยตรวจไม่พบการปนเปือ้นของเชือ้กลุม่ Salmonella spp. ในตวัอยา่งหอยแครง 
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การปนเปือ้นของแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. จากการศึกษาพบว่าตัวอย่างหอยกันใน        
ฤดรู้อนและฤดฝูนมีเชือ้แบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากตวัอยา่ง SM1 และ RN1 คือ B. cereus ซึง่เป็นเชือ้ท่ี
มักพบปนเปือ้นในอาหาร สามารถท าให้เกิดโรคระบบทางเดินอาหารได้ (กฤติยา วนิชจิวพนัธ์, 2545)  
และเชือ้ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่าง SM1 และ RN1 คือ E. faecalis ซึ่งผลมาจากการระบุชนิดด้วย       
การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA เน่ืองจากไม่สามารถระบุชนิดด้วยชุดทดสอบ 
API 50 CHB ได้ทัง้นีเ้น่ืองจากชุดทดสอบไม่ครอบคลมุถึงการระบุชนิดของ เชือ้กลุม่ Enterococcus 
sp. ส่วนเชือ้ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่าง SM1 ผลจากระบุชนิดด้วยยีน 16S rDNA และ ชุดทดสอบ       
API 50 CHB พบว่าคือ R. aquatilis ซึ่งเป็นเชือ้ท่ีสามารถพบได้ตามแหลง่น า้ ดิน และในคน สามารถ
ก่อให้เกิดโรคติดเชือ้ระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินปัสสาวะ (Harrell, Cameron and Ohara, 
1989) จึงสรุปได้ว่าเชือ้กลุ่ม Bacillus spp. ท่ีพบคือ B. cereus ซึ่งมีรายงานจาก Son and Fleet 
(1980) ศึกษาพฤติกรรมของแบคทีเรียก่อโรคในหอยนางรมในออสเตรเลีย พบเชือ้  B. cereus ใน    
หอยนางรมจ านวนระหว่าง 100 ถึง 500 เซลล์/กรัม นอกจากนีย้ังมีการพบ B. cereus ปนเปือ้นใน
อาหารทะเลในสหรัฐอเมริกาท่ีปริมาณน้อยกว่า 102 CFU/กรัม (Rahmati and Labbe, 2008) โดย      
B. cereus เป็นเชือ้ก่อโรคท่ีไม่อยูใ่นข้อระบุในเกณฑ์คณุภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารทะเลท่ีบริโภค
ดิบ และเม่ือเทียบกับเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารท่ีมีอาหารดิบเป็นสว่นประกอบหรือ
สว่นผสมและอาหารพร้อมปรุงของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึง่ก าหนดวา่ B. cereus ต้องน้อยกว่า 
1,000 CFU/กรัม โดยในการศกึษานีพ้บจ านวนเชือ้ B. cereus สงูกวา่เกณฑ์ท่ีก าหนด 
 

การปนเปือ้นของแบคทีเรียกลุม่ Clostridium spp. จากการศึกษาพบว่าตวัอย่างหอยกันใน   
ฤดูร้อนไม่พบเชือ้กลุม่นี ้สว่นตวัอย่างหอยกันจากฤดูฝนพบเชือ้ Clostridium sp. ซึ่งสามารถระบุชนิด
ได้เพียง 2 โคโลนี พบว่าคือ C. bifermentans ซึ่งเป็นเชือ้ท่ีก่อโรคได้ในคน ท าให้เกิดเยื่อบุโพรงมดลกู
อกัเสบ พบได้ในดิน ตะกอนทะเล และน า้ เป็นต้น (Hale, Kirby and Albrecht, 2016) จึงมีโอกาสท่ีจะ
พบการปนเปือ้นในหอยกนัได้  

 
การศึกษานีส้อดคล้องกับการศึกษาของ มนสัชยา (2561) ศึกษาตรวจติดตามแบคทีเรียบง่ชี ้

ทางชีวภาพส าหรับวิเคราะห์ผลกระทบสิ่งแวดล้อมและสุขภาพ ในแหล่งน า้ผิวดิน อ าเภอเทพา      
จังหวัดสงขลา ในปีพ.ศ. 2561 ซึ่งพบการปนเปื ้อนของเชือ้กลุ่ม Coliform, Bacillus spp. และ 
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Clostridium spp. และไม่พบการปนเปือ้นของเชือ้กลุ่ม Salmonella spp. ในตัวอย่างดินท่ีเก็บจาก
บริเวณคลองควายทัง้ในฤดูร้อนและฤดูฝน ส่วนการปนเปือ้นของเชือ้กลุ่ม Vibrio spp. และ E.coli 
ให้ผลท่ีไม่สอดคล้องกัน โดยพบว่ามีการปนเปือ้นของเชือ้ Vibrio spp. และ E.coli ในตวัอย่างดินจาก
ทัง้ฤดรู้อนและฤดฝูน แตใ่นการศกึษาครัง้นีไ้ม่พบเชือ้ทัง้ 2 กลุม่นีใ้นตวัอยา่งหอยกนั ทัง้นีเ้ชือ้ทัง้ 2 ชนิด
ท่ีปนเปือ้นในตวัอย่างดินมีปริมาณค่อนข้างน้อย จึงอาจจะเป็นสาเหตุท่ีท าให้ไม่พบการปนเปือ้นใน
ตวัอยา่งหอย   
 
สรุปผล 

จากการตรวจสอบการปนเปือ้นของแบคทีเรียก่อโรค 5 กลุ่มในตัวอย่างหอยกัน ท่ีสุ่มเก็บ
ระหว่างฤดูร้อนเดือนเมษายน และฤดูฝนเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2561 พบว่ามีการปนเปือ้นของเชือ้กลุม่ 
Coliform ทัง้ในฤดูร้อนและฤดูฝน จ านวนเฉลี่ย 6.7x104 CFU/ml และ 4.1x104 CFU/ml ตามล าดบั  
และพบการปนเปือ้นของเชือ้ B. cereus ในตัวอย่างหอยกันจากฤดูร้อนและฤดูฝน โดยพบจ านวน
เฉลี่ย 6.7x103 CFU/ml และ 40 CFU/ml ตามล าดับ อีกทัง้ยังพบการปนเปือ้นของเชือ้ Clostridium 
sp. ในตวัอย่างหอยกันจากฤดูฝน จ านวนเฉลี่ยมากกวา่ 1.6x103 MPN/ml แต่ไม่พบการปนเปือ้นของ
เชือ้กลุม่นีใ้นตวัอยา่งหอยกนัจากฤดรู้อน ทัง้นีไ้ม่พบการปนเปือ้นของเชือ้กลุม่ E.coli และ Salmonella 
spp.ในตวัอย่างหอยกันทัง้ 2 ฤดู นอกจากนีพ้บการปนเปือ้นของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการ
ก่อให้เกิดโรคได้ คือ A. allosaccharophila, S. algae, Enterococcus sp. และ R. aquatilis จาก
ข้อมลูนีค้าดวา่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการเป็นข้อมูลพืน้ฐานให้กบัผู้บริโภค เพื่อแนวทางป้องกัน
และลดความเสีย่งในการเกิดโรคท่ีอาจเกิดจากการบริโภคอาหารท่ีปนเปือ้นได้ 
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