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การเฝ้าระวงัเช้ือสกลุวบิริโอ ซัลโมเนลลา และชิเกลลาในหอยแครงส่งออกสาธารณรัฐ
ประชาธิปไตยประชาชนลาว โดยวธีีโมเลกลูาร์เปรียบเทยีบกบัวธีิเพาะเลีย้งเช้ือ 

และทดสอบความไวของเช้ือต่อยาปฏิชีวนะ 

วราลกัษณ์ ตังคณะกลุ1  จริยา ชมวารินทร์2   วเิศษ นามวาท2  มยุรฉัตร เบีย้กลาง1 

1  กลุ่มโรคติดต่อระหวา่งประเทศ สาํนกัโรคติดต่อทัว่ไป กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข 

 2   ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น 

บทคดัย่อ 

การวิจยัคร้ังน้ีเป็นการศึกษาความชุกของเช้ือ Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, 

Salmonella spp. และ Shigella  spp. ในตวัอยา่งหอยแครงทั้งหมด 161 ตวัอยา่ง ท่ีเกบ็ในระหวา่งเดือน

มีนาคม ถึงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2553 โดยแบ่งเป็นหอยแครงท่ีส่งออกสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชน

ลาว (68 ตวัอยา่ง) หอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย (56 ตวัอยา่ง) อุดรธานี (7 ตวัอยา่ง) และ

ขอนแก่น (30 ตวัอยา่ง)  การตรวจวิเคราะห์หาเช้ือดงักล่าวใชว้ิธี duplex PCR เปรียบเทียบกบัวิธีเพาะเช้ือ

มาตรฐาน เช้ือท่ีแยกไดน้าํมาทดสอบการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพ 6 ชนิดโดยวิธี disk diffusion ผลการวิจยัพบ

ความชุกของเช้ือ V.  parahaemolyticus  สูงสุด คิดเป็นร้อยละ 86.3 เม่ือตรวจโดยวิธี duplex PCR และร้อยละ 

65.2 เม่ือตรวจโดยวิธีเพาะเช้ือ ในขณะท่ีความชุกของเช้ือ  V.cholerae คิดเป็นร้อยละ 71.4 เม่ือตรวจโดยวิธี 

uniplex PCR และร้อยละ 18.6 เม่ือตรวจโดยวิธี duplex PCR  และร้อยละ 1.9 เม่ือตรวจโดยวิธีเพาะเช้ือ 

สาํหรับเช้ือ Salmonella spp. ตรวจโดยวิธี uniplex PCR ร้อยละ 1.2 ส่วน Shigella  spp. ตรวจไม่พบเช้ือทั้ง

โดยวิธี PCR และวิธีเพาะเช้ือ   เช้ือ V.  parahaemolyticus ท่ีแยกไดจ้ากหอยแครง 97 ตวัอยา่งพบวา่ ด้ือต่อยา 

ampicillin คิดเป็นร้อยละ 93.8 แต่ไม่ด้ือกบัยา chloramphenicol, norfloxacin, ofloxacin, cotrimoxazole และ 

tetracycline (ร้อยละ 0)  

การวิจยัคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ ความชุกของการพบเช้ือก่อโรคอุจจาระร่วงหรืออาหารเป็นพษิใน

หอยแครงมีสูง โดยเฉพาะ V.  parahaemolyticus  ท่ีตรวจพบจากทุกตวัอยา่ง  วิธี duplex PCR ใหผ้ลการ

ตรวจท่ีมีความไวและความจาํเพาะสูงกวา่วธีิเพาะเช้ือมาก รวมทั้งใชเ้วลาในการตรวจท่ีรวดเร็ว จึงเหมาะสม

ท่ีจะนาํมาใชป้ระโยชน์ในการวิเคราะห์คุณภาพอาหารทางจุลชีววิทยา เพื่อป้องกนัการแพร่ระบาดของเช้ือก่อ

โรคอุจจาระร่วงใหมี้ประสิทธิภาพมากข้ึน
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Abstract 

The objective of this study is to investigate the prevalence of V. cholerae, V. parahaemolyticus, 
Salmonella spp. and Shigella spp. in 161 cockle samples that were collected between March and 
November 2010.   The samples included the cockles that were exported to Lao People’s Democratic 
Republic (68 samples), and were commercially available in Nong Khai (56 samples), Udon Thani (7 
samples), and Khon Kaen (30 samples).  The samples were detected those bacteria by duplex PCR and 
standard culture method.  The organisms isolated from cockle were tested with 6 antimicrobial agents by 
disk diffusion method. The result showed that V. parahaemolyticus was the most frequently found in 86.3 
% by duplex PCR and 65.2 % by culture method.  V. cholerae was detected in 71.4% by uniplex PCR, 
18.6% by duplex PCR and 1.9 % by culture and Salmonella spp., was detected in 1.2% by uniplex PCR 
whereas Shigella spp. were not detected by PCR and culture method.  V. parahaemolyticus isolated from 
97 cockle samples were resistant to ampicillin (93.8%) but sensitive to chloramphenicol, norfloxacin, 
ofloxacin, cotrimoxazole and tetracycline.  

The results of this study demonstrate the high prevalence of V. parahaemolyticus in cockles and 
indicate that the duplex PCR is an alternative method because it has a highly sensitive, specific and rapid 
method compared to the culture method.  Therefore, the duplex PCR can be applied for the assessment of 
microbiological food safety in order to increase the efficiency in the prevention of the diarrheal outbreak. 
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บทที ่1 
บทนํา 

 

1.1ความสําคญัและทีม่าของการวจัิย 

  ในปี 2550 ระหวา่งวนัท่ี 16 พฤศจิกายน ถึง 10 ตุลาคม  มีการระบาดของอหิวาตกโรคในประเทศ

ไทย มีการรายงานพบผูป่้วยในพื้นท่ีระบาดใหม่ 29 จงัหวดั และเช้ือท่ีพบเป็น Vibrio cholerae El Tor 

Ogawa ทั้งหมด ยกเวน้จงัหวดัลาํปางพบการระบาดของเช้ือ Vibrio cholere  El Tor Inaba โดยการระบาด

ดงักล่าวเกิดข้ึนในพื้นท่ีภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 12 จงัหวดั ซ่ึงมีพื้นท่ีติดต่อกนัและเร่ิมตน้การระบาดใน

เวลาใกลเ้คียงกนั เม่ือศึกษาเพ่ือหาแหล่งโรค พบวา่การรับประทานหอยแครงเป็นปัจจยัเส่ียงต่อการเกิดโรค

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (2-6 เท่า) นอกจากน้ียงัมีรายงานจากองคก์ารอนามยัโลกประจาํประเทศลาววา่มี

ผูป่้วยอหิวาตกโรคในช่วงเวลาดงักล่าว ซ่ึงการสอบสวนโรคพบวา่อาหารท่ีสงสยัท่ีทาํใหเ้กิดโรคเป็น

หอยแครงลวกซ่ึงเป็นหอยแครงท่ีนาํเขา้มาจากประเทศไทย(ตงัคณะกลุ,2008) 

  ปัจจุบนัโรคอาหารเป็นพษิมีแนวโนม้สูงข้ึน โดยเฉพาะภาคตะวนัออกเฉียงเหนือซ่ึงมีการระบาด

โรคอาหารเป็นพิษสูงสุด  อยา่งไรกดี็การสอบสวน ป้องกนั และการควบคุมโรคอาหารเป็นพษิมีขอ้จาํกดั 

เน่ืองจากในปัจจุบนัการตรวจหาเช้ือโดยวธีิเพาะเล้ียงเช้ือซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐาน ตอ้งใชเ้วลานานกวา่จะทราบ

ผลวา่มีเช้ือก่อโรคปนเป้ือนในอาหารท่ีสงสยัวา่เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพษิ (อยา่งนอ้ย 3 วนั) ซ่ึงทาํให้

การป้องกนัและควบคุมโรคไม่สามารถทาํไดท้นัที โดยเฉพาะอาหารท่ีมีผูจ้าํหน่ายหลายระดบั เช่น 

หอยแครง เช้ือก่อโรคในอาหารจึงสามารถแพร่กระจายและก่อใหเ้กิดการระบาดของโรคติดต่อทางอาหาร

และนํ้า ดงันั้นการพฒันาวิธีทาง molecular เช่นวิธี polymerase chain reaction (PCR) ซ่ึงจะสามารถทราบผล

วา่อาหารมีการปนเป้ือนของเช้ือก่อโรคไดอ้ยา่งรวดเร็วและถูกตอ้ง และหากสามารถตรวจเช้ือก่อโรคติดต่อ

ทางอาหารและนํ้าหลายชนิดในตวัอยา่งเดียวกนัโดยวิธี duplex PCR จะช่วยประหยดัเวลาและสารเคมี

รวมทั้งสามารถควบคุมการแพร่ระบาดของเช้ือไดดี้ยิง่ข้ึน 

  ส่ิงท่ีสาํคญัในการตรวจหาเช้ือโดยวิธี PCR คือสามารถตรวจหาเช้ืออหิวาตใ์นสภาพมีชีวิต แต่ไม่

เติบโต (dormant stage)  ซ่ึงตรวจพบวา่มี metabolic และมีการใชอ้ากาศแต่ไม่สามารถเพาะเล้ียงเช้ือ ดงันั้น

ถา้มีเช้ือในสภาพจาํศีลในหอยแครงส่งออกระหวา่งท่ีขนส่ง เช้ือกส็ามารถเพ่ิมจาํนวนจนถึงระดบัท่ีสามารถ

ทาํใหผู้รั้บประทานอาหารท่ีปนเป้ือนเช้ือ สามารถมีอาการได ้การใชว้ธีิน้ีในการตรวจหาเช้ืออหิวาตใ์นสภาพ

ส่งออก จึงมีผลต่อการควบคุมโรคสูงมาก เพราะใชใ้นการป้องกนัล่วงหนา้  ซ่ึงเช่ือวา่เม่ือมีสภาวะท่ี

เหมาะสมเช้ือจะสามารถเปล่ียนจากสภาพจาํศีลเป็นสภาพท่ีสามารถเพาะเช้ือ และสามารถเพ่ิมจาํนวนได ้การ
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การศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อเฝ้าระวงัเช้ือท่ีก่อโรคท่ีสาํคญัในหอยแครง คือ Vibrio cholerae 

และ Vibrio parahaemolyticus  รวมทั้งเช้ือ Salmonella spp.และ Shigella spp. ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคอาหาร

เป็นพิษท่ีสาํคญัในประเทศไทย โดยการพฒันาวิธี duplex PCR เพื่อตรวจสอบหอยแครงท่ีส่งออกไปประเทศ

ลาว และเสน้ทางท่ีหอยแครงส่งขายในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลทาง molecular สาํหรับ

เป็นฐานขอ้มูลของเช้ือท่ีสาํคญัในหอยแครงท่ีส่งออก เพื่อใชใ้นการยนืยนัเม่ือมีการระบาดจากอาหารส่งออก

ของประเทศไทย และทาํใหมี้ขอ้มูลแหล่งท่ีมาของเช้ือและหาทางป้องกนัก่อนท่ีเช้ือจะแพร่ต่อไป ซ่ึง

ก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อเศรษฐกิจและภาพลกัษณ์ของประเทศได ้ นอกจากน้ียงัทราบถึงความชุกของเช้ือท่ี

ตรวจพบในหอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ การศึกษาคร้ังน้ีจะช่วยทาํใหมี้ความ

ตระหนกัในการพฒันาการเล้ียงหอยแครงใหถู้กตอ้งตามมาตรฐานของกรมประมงมากยิง่ข้ึน การศึกษาคร้ังน้ี

ยงัไดท้ดสอบการด้ือยาของเช้ือท่ีพบในหอยแครง ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ในการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพและยงั

เป็นการเฝ้าระวงัการด้ือยาของเช้ืออีกทางหน่ึงดว้ย 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1. ศึกษาความชุกของเช้ือ Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella spp. และ Shigella     

spp. ในหอยแครงท่ีส่งออกสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว และหอยแครงท่ีจาํหน่ายใน

จงัหวดัหนองคาย อุดรธานี และขอนแก่น 

2. พฒันาวิธีการตรวจหาเช้ือ Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella spp. และ Shigella   

spp. ในหอยแครงท่ีส่งออกสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว และหอยแครงท่ีจาํหน่ายใน

จงัหวดัหนองคาย อุดรธานี และขอนแก่นโดยวิธี duplex PCR เปรียบเทียบกบัวิธีเพาะเล้ียงเช้ือโดย

วิธีมาตรฐาน 

ศึกษาคุณสมบติัการด้ือต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือท่ีแยกไดจ้ากหอยแครง ท่ีส่งออกสาธารณรัฐ

ประชาธิปไตยประชาชนลาว และหอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย อุดรธานี และขอนแก่น 

3. 

 

1.3  ขอบเขตของโครงการวจัิย 

  ตวัอยา่งหอยแครงจาํนวน  161 ตวัอยา่ง เกบ็ในช่วงเดือนมีนาคม – พฤศจิกายน พ.ศ. 2553 

โดยแบ่งกลุ่มหอยแครงเป็น 4 กลุ่มตวัอยา่ง 
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1. ตวัอยา่งหอยแครงจากฟาร์ม 3 ฟาร์มท่ีเล้ียงหอยแครงทางภาคใตข้องไทย  ท่ีส่งออกไปยงัประ 

เทศลาว โดยเกบ็ตวัอยา่งหอยแครงเม่ือรถท่ีบรรทุกหอยแครง ถึงท่ีจงัหวดัขอนแก่น และหนอง 

คายโดยเกบ็ 12 คร้ังๆละ 3 ตวัอยา่งต่อสถานท่ี(โดยคร้ังท่ี 12 เกบ็ได ้2 ตวัอยา่ง) รวม 68 ตวัอยา่ง 

2. ตวัอยา่งหอยแครงท่ีจาํหน่ายในตลาดจงัหวดัหนองคาย 7 แห่งไดแ้ก่ จุดผอ่นปรนบา้นหมอ้ อ.

ศรีเชียงใหม่, ตลาดโพธ์ิชยั, ตลาดวดัธาตุ, ร้านจาํหน่ายอาหารทะเล 1,ร้านจาํหน่ายอาหารทะเล2

ตลาดท่าอุดม และตลาดแจง้สวา่ง  โดยเกบ็ตวัอยา่ง  8 คร้ังๆ ละ 7 ตวัอยา่ง รวม 56 ตวัอยา่ง 

3. ตวัอยา่งหอยแครงท่ีจาํหน่ายในตลาดเมืองทอง จงัหวดัอุดรธานี โดยเกบ็ตวัอยา่ง  7  คร้ังๆ ละ  1  ตวัอยา่ง รวม  7   ตวัอยา่ง 

4. ตวัอยา่งหอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัขอนแก่น 3 แห่ง ไดแ้ก่ ตลาด อ.จิระ, ตลาดบางลาํพ,ู   

            หา้งสรรพสินคา้ โดยรวม 30 ตวัอยา่ง 

      นาํตวัอยา่งหอยแครงท่ีไดม้าศึกษายงัหอ้งปฏิบติัการ เพื่อตรวจหาเช้ือ Vibrio cholerae, Vibrio 

parahaemolyticus, Salmonella spp. และ Shigella spp.   โดยวิธีเพาะเล้ียงเช้ือดว้ยวธีิมาตรฐานและวิธี PCR  

หลงัจากนั้นศึกษาคุณสมบติัการด้ือต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือ 

1.4  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

              1. ทราบความชุกของเช้ือก่อโรคอุจจาระร่วงและอาหารเป็นพิษท่ีสาํคญั ในหอยแครงท่ีส่งออก    

         สาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว  และหอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย อุดรธานี     

         และขอนแก่น เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานใหห้น่วยงานท่ีรับผดิชอบ เช่น กรมควบคุมโรค  กระทรวง   

         สาธารณสุข หรือกรมประมง ใหมี้การเฝ้าระวงัการแพร่กระจายของเช้ือดงักล่าว 

เป็นขอ้มูลพื้นฐานแก่ประชาชนใหร้ะมดัระวงัการบริโภคหอยแครงท่ีปรุงสุกๆ ดิบๆ ท่ีอาจเส่ียง  2. 

             ต่อโรคอาหารเป็นพษิหรืออุจจาระร่วง 

  3. เป็นแนวทางท่ีจะเสนอแนะแก่ผูท่ี้ทาํฟาร์มเล้ียงหอยแครง ตลอดจนหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้ง ใน  

     การปรับปรุงระบบการเล้ียงหอยแครงใหเ้ป็นไปตามมาตรฐาน เพื่อผลิตสินคา้ท่ีมีคุณภาพถูก 

     สุขอนามยัปลอดภยัต่อผูบ้ริโภคมากยิง่ข้ึน เป็นท่ีตอ้งการทั้งในและต่างประเทศ 

             4. สามารถถ่ายทอดเทคโนโลยท่ีีใชใ้นการตรวจหาเช้ือก่อโรคแก่หน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งได ้

บทที่ 2  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ระบาดวิทยา 
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โรคท่ีเกิดจากอาหารเป็นส่ือ (Foodborne disease) เป็นอุบติัการณ์ท่ีมีแนวโนม้สูงข้ึนทัว่โลก 

(Garbutt, 1997) ทั้งในประเทศพฒันาและกาํลงัพฒันา รวมทั้งประเทศไทยดว้ย โรคท่ีเกิดจากอาหารเป็นส่ือ

น้ีแบ่งออกเป็น  5 ประเภท ตามสาเหตุการเกิด  ไดแ้ก่ 1) infections 2) intoxication  3) metabolic food 

disorder 4) allergies  และ  5) idiosyncratic illnesses (cliver & Riemann, 2002)    World Health  

Organization ไดใ้หค้วามหมายของโรคอาหารเป็นพษิ (food poisoning) วา่  เป็นโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือ 

(infections) หรือเกิดจากสารพิษ (toxin) เน่ืองจากบริโภคนํ้าและอาหารท่ีปนเป้ือน (WHO, 1998)  จากผล

การวิเคราะห์ขอ้มูลจากกองระบาดวิทยา กระทรวงสาธารณสุข รายงานการสอบสวนโรคอาหารเป็นพิษและ

พบวา่สาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษส่วนใหญ่เกิดจากการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรีย (ร้อยละ 54.7)  สาเหตุอ่ืนๆ

พบไดน้อ้ย ไดแ้ก่ การปนเป้ือนสารเคมี (ร้อยละ 12.1) พิษจากพืช (ร้อยละ 12.1) พิษจากสตัว ์ (ร้อยละ 2.1) 

ไม่ทราบสาเหตุ (ร้อยละ 19.0)  ถา้โรคอาหารเป็นพษินั้นเกิดจากการท่ีร่างกายบริโภคอาหารท่ีมีการปนเป้ือน

ของสารพิษท่ีเช้ือจุลินทรียส์ร้างข้ึนและปล่อยออกมาในอาหารเขา้ไป เรียกวา่  bacterial food intoxication     

ส่วนโรคอาหารเป็นพิษท่ีเกิดจากการบริโภคอาหารซ่ึงปนเป้ือนตวัเช้ือจุลินทรียท่ี์มีชีวติเขา้ไป แลว้ทาํใหเ้กิด

อาการแสดงของโรคกระเพาะอาหารและลาํไสอ้กัเสบเฉียบพลนั เรียกวา่  bacterial food infection  (Garbutt, 

1997)  บางรายงานไดก้ล่าวถึงโรคอาหารเป็นพิษท่ีมีแบคทีเรียเป็นสาเหตุ  วา่เป็นภาวะท่ีกระเพาะอาหารและ

ลาํไสอ้กัเสบเฉียบพลนั จะแสดงอาการคร้ังแรกหลงัจากบริโภคอาหารท่ีปนเป้ือนสารพิษท่ีเช้ือสร้างข้ึนหรือ

ปนเป้ือนตวัเช้ือจุลินทรียภ์ายใน  2-3 ชัว่โมง หรือ 2-3  วนั ทั้งน้ีข้ึนกบัอตัราการเจริญของเช้ือก่อโรค (Eley, 

1996)    

โรคกระเพาะอาหารและลาํไสอ้กัเสบเฉียบพลนั (gastroenteritis) เป็นโรคในระบบทางเดินอาหาร มี

ลกัษณะอาการท่ีสาํคญัคือ  ทอ้งร่วง  อาเจียน ปวดทอ้ง (Eley, 1996; Garbutt, 1997)  และอาจมีอาการไขร่้วม

ดว้ยหรือไม่กไ็ด ้  อาการทอ้งร่วง  คือภาวะท่ีการดูดซึมนํ้าและเกลือแร่ผดิปกติ  ทาํใหสู้ญเสียของเหลวออก

จากร่างกายหรือถ่ายเป็นนํ้าหรืออาจเกิดเน่ืองจากการบุกรุกผนงัลาํไสท้าํให ้mucosal cell ถูกทาํลายทาํใหเ้กิด

การอกัเสบของลาํไส ้ (Eley, 1996) นอกจากน้ีองคก์ารอนามยัโลก ไดก้าํหนดคาํจาํกดัความของ โรคอุจจาระ

ร่วงวา่ เป็นภาวะท่ีมีการถ่ายอุจจาระเป็นนํ้ามากกวา่ 3 คร้ังต่อวนั หรือถ่ายมูกหรือปนเลือด อยา่งนอ้ย 1 คร้ัง 

ใน 24 ชัว่โมง   

ในช วงทศวรรษท่ีผ านมาของประเทศไทย  อุบติัการณ ของโรคอาหารเป นพิษและโรคอุจจาระร่วงสูง

เป็นอนัดบัตน้ๆ ของโรคท่ีมีการเฝ้าระวงัและยงัเป็นปัญหาท่ีรัฐบาลใหค้วามสาํคญั  เม่ือพิจารณาจากขอ้มูล

การเฝ้าระวงัโรคท่ีสาํนกัระบาดวิทยา  กรมควบคุมโรค  กระทรวงสาธารณสุข  พบวา่  ตั้งแต่ปี 2537  เป็นตน้

มาอุบติัการณ ของโรคอาหารเป นพิษมีแนวโนม้สูงข้ึนทุกปี   และในปี 2547  สาํนกัระบาดวทิยาไดรั้บ
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 2.2 แบคทเีรียทีท่าํให้เกดิโรคอุจจาระร่วงหรืออาหารเป็นพษิ 

Vibrio cholerae  

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ  รูปร่างท่อน  สามารถเจริญไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน 

(facultative anaerobic)  ไม่สร้างสปอร์ มีเอนไซม ์ oxidase (Eley, 1996)  มีแหล่งอาศยัอยูใ่นนํ้า (aquatic 

water)  เป็นสาเหตุของอหิวาตกโรค (cholerae) ซ่ึงส่วนใหญ่เป็น water-borne disease ติดต่อจากการสมัผสั

นํ้าท่ีปนเป้ือนเช้ือไปยงัมือ (Garbutt, 1997)  V. cholerae  แบ่งออกเป็น  2  serogroups  คือ V. cholerae O1  

และ  O139  (Chomvarin et al., 2007)  โดย  V. cholerae O1  จาํแนกออกเป็น  2  biotype  คือ  classical และ 

El Tor  และจาํแนกเป็น2 serotypes  คือ Inaba  และ Ogawa  ส่วน V. cholerae  สายพนัธ์ุอ่ืนๆ ท่ีไม่ทาํ

ปฏิกิริยาเกาะกลุ่ม (agglutination) กบั O group1  antiserum  จดัวา่เป็น non-O1  หรือ non-agglutinating 

vibrios (NAGs)  โดยส่วนใหญ่ non-O1 strains  จะทาํใหเ้กิดโรคกระเพาะอาหารและลาํไสอ้กัเสบและติด

เช้ือในกระแสเลือด (septicemia) ในคน  รายงานการระบาดของเช้ือ V. cholerae  ในปี 1961   การระบาดทัว่
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ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงตรวจหายนี ompW  ซ่ึง encode  เป็น outer membrane protein  มีบทบาทช่วย

ในการเกาะติด (adhere) และช่วยส่งเสริมใหเ้ช้ือเจริญไดดี้ในโฮสตแ์ละสภาวะแวดลอ้ม (Sharma & 

Chaturvedi, 2006) และเป็นยนีท่ีจาํเพาะสาํหรับเช้ือ V. cholerae  และยนี rfb  ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะห์ 

“O” antigen ท่ีช่วยจาํแนกวา่เป็น O1  หรือ non-O1 (Singh et al., 2002)         

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์  กระทรวงสาธารณสุข (พฤศจิกายน 2546) ไดก้าํหนดคุณภาพอาหาร

ทางดา้นจุลชีววิทยาเพื่อใหป้ลอดภยัต่อการบริโภควา่  อาหารดิบ  อาหารทะเลท่ีเตรียมเพื่อบริโภคดิบ  

เช่น  ปลา  กุง้  ปลาหมึก  หอยดิบ  มีค่ามาตรฐานของ  V. cholerae  คือ ตอ้งไม่พบในตวัอยา่งอาหาร 25 

กรัม 
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Vibrio parahaemolyticus   

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ  รูปร่างท่อน  สามารถเจริญได้ทั้ งในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน 

(facultative anaerobic)  ไม่สร้างสปอร์ มีเอนไซม ์oxidase เช่นเดียวกบั V. cholerae จดัเป็น enteric 

bacteria ท่ีทาํใหเ้กิดโรคกระเพาะอาหารและลาํไสอ้กัเสบเฉียบพลนัในคน  เม่ือบริโภคเน้ือดิบหรืออาหาร

ทะเลสุกๆดิบๆ  (Asim K. Bej, 1999; DePaola et al., 1990)  โดยเช้ือมีระยะเวลาการฟักตวัประมาณ  12-

24  ชัว่โมง ปริมาณเช้ือท่ีทาํให้เกิดโรค คือ 105-107 cells ส่วนใหญ่มีถ่ินอาศยัอยูใ่นนํ้ าเคม็ จึงจดัเป็น 

halophilic bacteria โดยเช้ือมกัปนเป้ือนในอาหารทะเล เช่น  ปลา หอย  หรืออาจเกิดจากการปนเป้ือนขา้ม 

(cross contamination) ไปยงัอาหารอ่ืน เช่น ผกั ได ้(Garbutt, 1997) เน่ืองจากเช้ือสามารถบุกรุก mucosal 

ไดโ้ดยตรง  อีกทั้งยงัมีความสามารถ ในการผลิตสารพิษต่างๆ ไดแ้ก่  thermolabile hemolysin (TLH)  ซ่ึง

ถูก encode โดยยนี tl  และ  thermostable direct hemolysin (TDH)  มีขนาดประมาณ  46 kDa  ถูก encode  

โดยยนี  tdh  ซ่ึงอยูบ่นโครโมโซม  TDH  มีคุณสมบติัสาํคญัคือ สามารถทาํใหเ้มด็เลือดแดงแตก  ทาํให้

เกิดรูและเป็นพิษต่อเซลล ์ แต่ทนความร้อนไดดี้  นอกจากน้ีมีบางงานวิจยัรายงานว่า  TDH  จะทาํลาย 

microtubule cytoskeleton  และการนาํไอออนเขา้สู่เซลล ์(ion influx)  (Vongxay et al., 2008)  V. 

parahaemolyticus ท่ีมีความรุนแรงในการก่อโรคส่วนใหญ่จะใหผ้ลการทดสอบ Kanagawa positive (K+) 

และผลิตสารพิษ TDH  ส่วนสายพนัธ์ุท่ีไม่มีความรุนแรงในการก่อโรค  จะใหผ้ลการทดสอบ Kanagawa 

negative (K-)  และผลิตสารพิษ TLH   จากการรายงานพบว่า 1% ของเช้ือท่ีแยกไดจ้ากส่ิงแวดลอ้มและ 

100% ของเช้ือท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยท่ีเป็นโรคกระเพาะอาหารและลาํไส้อกัเสบจะใหผ้ลเป็น  K+ 
 (Jay, 2000)   

ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Vongxay  ซ่ึงศึกษาลกัษณะการก่อโรคของ V. parahaemolyticus    จาก

ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจและตวัอยา่งอาหารทะเลและพบว่า  84 %  ของ clinical isolates  ใหผ้ล tdh positive  

ขณะท่ี seafood isolates  ใหผ้ล  tdh  positive เพียง 1.57%  (Vongxay et al., 2008)  ส่วนยนี tl  จะพบใน 

V. parahaemolyticus ทุก strains   (ong-Kyung Lee, 2008)  การตรวจหาเช้ือ  V. parahaemolyticus  ในส่ิง

ส่งตรวจจากผูป่้วยและตวัอยา่งอาหารทะเลโดยใชย้นีเป้าหมาย 3 ยนี ไดแ้ก่  tl , tdh  และ trh  ซ่ึงจะถูก 

encode เป็น thermolabile hemolysin, thermostable direct hemolysin และ thermostable direct 

hemolysin-related protein  พบว่า   ความไวใน การตรวจพบเช้ืออยูใ่นช่วง 101- 102 cfu ต่อ  10 g ของ

ตวัอยา่งหอยนางรมท่ีถูก enrichment ใน  alkaline peptone water  และในจาํนวนตวัอยา่งทั้งหมด 111 

ตวัอยา่ง  สามารถตรวจพบยนี tl  ไดใ้นทุกตวัอยา่ง และพบ tdh  และ trh  จาํนวน 60  และ43 isolate 

ตามลาํดบั   
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โดยในการศึกษาน้ีเลือกใช้ยีน tl  เป็นยีนเป้าหมายในการตรวจหาเช้ือในตัวอย่างหอยแครง  

เน่ืองจากพบใน V. parahaemolyticus ทุกสายพนัธ์ุ     

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์  กระทรวงสาธารณสุข (พฤศจิกายน 2546)  ไดก้าํหนดเกณฑคุ์ณภาพ

อาหารทางดา้นจุลชีววิทยาเพื่อใหป้ลอดภยัต่อการบริโภค  โดยกาํหนดวา่  1) อาหารดิบ 2) อาหารทะเลท่ี

เตรียมเพื่อบริโภคดิบ  เช่น  ปลา  กุง้  ปลาหมึก  หอยดิบ  3) อาหารปรุงสุกทัว่ไป เช่น  ก๋วยเต๋ียว  ขนมยนี 

ยาํ 4)  อาหารแช่เยน็และแช่แขง็  มีค่ามาตรฐานของ  V. parahaemolyticus  คือ ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง

อาหาร 25 กรัม   

 Salmonella    

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างท่อนสามารถเจริญไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultative  

anaerobic)  ไม่สร้างสปอร์  เป็นเช้ือสาเหตุของโรค Salmonellosis โดยปริมาณเช้ือท่ีสามารถทาํใหเ้กิดโรค

ประมาณ 106 cells  หรือบางคร้ังอาจสูงถึง 108 -109 cells  ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของเช้ือและความไวของแต่

ละบุคคล  มีระยะฟักตวัประมาณ 12 -36 ชัว่โมง (Garbutt, 1997)  เม่ือแบ่งเช้ือตามคุณสมบติัของแอนติเจน

ต่างๆ ไดแ้ก่ somatic (O) และ  flagella (H) antigen สามารถแบ่งไดถึ้ง 2000 serotypes  โดยมีรายงานวา่เช้ือท่ี

พบปนเป้ือนในตวัอยา่งอาหารและทาํใหเ้กิดการระบาดส่วนใหญ่ในประเทศอเมริกาและองักฤษ คือ S. 

enteritidis  และ S. typhimurium  ตามลาํดบั   มีหลายงานวิจยัท่ีใชย้นี oriC (origin of DNA replication) เป็น

ยนีเป้าหมายในการตรวจหา Salmonella spp. จากตวัอยา่งอาหาร  โดยวิธี PCR  พบวา่มีความจาํเพาะต่อเช้ือ 

Salmonella spp. (Aabo et al., 1995; Elizaquivel & Aznar, 2008; Zyskind & Smith, 1980) 

ในการวิจยัน้ีไดเ้ลือกใช ้  oriC gene  เป็นยนีเป้าหมายเพื่อตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. ในตวัอยา่ง

หอยแครง        

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์  กระทรวงสาธารณสุข (พฤศจิกายน 2546) ไดก้าํหนดคุณภาพอาหาร

ทางดา้นจุลชีววิทยาเพื่อใหป้ลอดภยัต่อการบริโภควา่  1) อาหารดิบ 2) อาหารดิบท่ีเตรียมหรือปรุงในสภาพท่ี

พร้อมบริโภคทนัที  เช่น  สลดั สม้ตาํ 3) อาหารทะเลท่ีเตรียมเพื่อบริโภคดิบ  เช่น  ปลา  กุง้  ปลาหมึก  หอย

ดิบ   4)  อาหารหมกัพื้นเมืองท่ีเป็นผลิตภณัฑจ์ากสตัว ์ เช่น  แหนม  ปลาร้า  ปลาจ่อม       5)  อาหารปรุงสุก

ทัว่ไป  เช่น  ขนมยนี  ยาํ   ไสก้รอก  ก๋วยเต๋ียว  ขนม       6) อาหารปรุงสุกและแช่เยน็  เช่น ขนมจีบ ลูกช้ิน  มี

ค่ามาตรฐานของ  Salmonella spp.  คือ ไม่พบในตวัอยา่งอาหาร 25 กรัม  ส่วนเคร่ืองด่ืมหาบเร่แผงลอย  ตอ้ง

ไม่พบ  Salmonella spp.  ต่อ 50 มล. ของเคร่ืองด่ืม   

Shigella   
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เป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างท่อน สามารถเจริญไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultative 

anaerobic)  ไม่สร้างสปอร์และไม่เคล่ือนท่ี  จาํแนกออกเป็น 4 serogroups ตามโครงสร้างของแอนติเจนและ

ปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเช้ือ  ไดแ้ก่  S. dysenteriae  (groupA),                       S. flexneri (group B) , S. boydii (group C) 

และ S. sonnei (group D)  เป็นเช้ือสาเหตุของโรคบิดไม่มีตวั (Bacillary dysentery หรือ Shigellosis) สามารถ

เขา้สู่ร่างกายไดโ้ดยการรับประทานอาหารหรือนํ้าด่ืมท่ีมีเช้ือปนเป้ือน โรคบิดน้ีจะมีระยะฟักตวันาน 1-4 วนั 

หลงัจากไดรั้บเช้ือและก่อใหเ้กิดการแสดงอาการทางคลินิก เช่น ปวดทอ้ง คล่ืนไสอ้าเจียน อุจจาระเหลวเป็น

นํ้าและมีมูกเลือดปน (จริยา ชมวารินทร์ และคณะ., 2542) เน่ืองจากเช้ือมีความสามารถในการก่อโรคไดโ้ดย

อาศยักลไกหลกั  คือ การบุกรุกเน้ือเยือ่ (invasiveness) โดยเช้ือจะมีการแสดงออกของ invasion plasmid 

antigen ซ่ึง encode โดยยนี ipa  (Schaechter et al., 1993) ทาํใหเ้ช้ือบุกรุกเขา้ฝังตวัเจริญอยูใ่นเซลลเ์ยือ่เมือก

ของลาํไสใ้หญ่  แลว้บุกรุกลามไปยงัเซลลข์า้งเคียงและแบ่งตวัเพิ่มจาํนวน  เป็นผลใหเ้กิดการอกัเสบของลาํไส้

ใหญ่เฉียบพลนั  นอกจากนั้นเช้ือ S. dysenteriae type 1 ยงัสามารถสร้างเอกโซทอกซิน ท่ีเรียกวา่ Shiga toxin  

ซ่ึงมีฤทธ์ิเป็นทั้ง enterotoxin  neurotoxin และ cytolyxin  จึงทาํใหเ้กิดโรครุนแรงกวา่ชนิดอ่ืนๆ (จริยา ชมวาริ

นทร์ และคณะ, 2542) โดยปริมาณเช้ือ S. dysenteriae ท่ีสามารถทาํใหเ้กิดโรคคือประมาณ 10 cells  

(Garbutt, 1997; Jay, 2000)  ส่วน  S. flexneri และ     S. sonnei  ประมาณ 102-104  cells  รายงานอาหารท่ี

เส่ียงต่อการปนเป้ือนเช้ือ Shigella  ไดแ้ก่  นํ้านมดิบ  ผกัสด  ผลไม ้ สลดั  หอย  เน้ือไก่ (Garbutt, 1997; Jay, 

2000) และอาหารทะเล  ซ่ึงการปนเป้ือนส่วนใหญ่เกิดจากสุขอนามยัส่วนบุคคลไม่ดี (Uyttendaele et al., 

2001)  ปัจจุบนัวิธีการท่ีน่าเช่ือถือสาํหรับตรวจหา Shigella  ในอาหารยงัเป็นไปไดย้าก (Uyttendaele et al., 

2001)  อีกทั้ง Shigella  spp. ยงัสามารถรอดจากการตรวจหาดว้ยวิธีเพาะเล้ียงเช้ือแบบดั้งเดิม (culture 

method) ไดเ้น่ืองจาก  1)  ความไวในการตรวจดว้ยวิธี culture ค่อนขา้งตํ่า  2)  เช้ือก่อโรคมีปริมาณนอ้ย หรือ 

3)  สภาวะแวดลอ้มต่างๆ เช่น  อุณหภูมิ  pH  ไม่เหมาะสม  (Vu et al., 2004)  ดงันั้นจึงไดพ้ฒันามาใชว้ธีิ 

PCR เพื่อตรวจหายนีท่ีจาํเพาะของเช้ือ  โดยในรายงานส่วนใหญ่ซ่ึงตรวจหาเช้ือทั้งในตวัอยา่งอาหาร และใน

ส่ิงส่งตรวจทางการแพทยจ์ะใชย้นีเป้าหมายคือ  invasion plasmid antigen H (ipaH) (Kong et al., 2002; Vu 

et al., 2004; Y. Li, 2005) ซ่ึงการตรวจพบยนีน้ีจะใชใ้นการวนิิจฉยัการถ่ายเป็นมูกเลือด (dysentery)  โดย 

ipaH gene  จะพบใน Shigella ทั้ง 4  สปีชีส์  รวมทั้งสามารถตรวจพบใน enteroinvasive Escherichia coli 

(EIEC)  ไดด้ว้ย  โดยมีรายงานวา่การพบเช้ือ  EIEC  ใน fecal specimen พบไดน้อ้ย  แต่ส่วนใหญ่จะเป็น 

Shigella  เม่ือเทียบกบัวิธีเพาะเช้ือ (Vu et al., 2004)  จากการตรวจหาเช้ือ E. coli O157:H7,  S. typhimurium  

และ S.  flexneri ในตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์น้ือ (ready-to-eat meat products) ดว้ยวิธี duplex PCR  โดยใช ้ipaH  

เป็นยนีเป้าหมายสาํหรับตรวจหา S.  flexneri  พบวา่  ความไวในการตรวจพบเช้ือประมาณ  0.2 log10 CFU/g 
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ดงันั้นการวิจยัคร้ังน้ีใชย้นีเป้าหมายคือ  invasion plasmid antigen H (ipaH) 

เกณฑคุ์ณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารซ่ึงกาํหนดโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ กระทรวง

สาธารณสุข (พฤศจิกายน 2546) สาํหรับเช้ือ Shigella spp. ไม่ไดร้ะบุไวแ้น่ชดัแต่อาจจะรวมอยูใ่น

เช้ือจุลินทรียท่ี์ทาํใหเ้กิดโรค  ซ่ึงตอ้งไม่พบในตวัอยา่งอาหารนั้น 

2.3 วธีิในการตรวจหาเช้ือก่อโรคโรคอุจจาระร่วงหรืออาหารเป็นพษิ 

 วิธีการดั้งเดิมท่ีใชใ้นการตรวจหาและนบัจาํนวนแบคทีเรียก่อโรค  อาศยัพื้นฐานของการเพาะเล้ียง

บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นอาหารคดัเลือกเช้ือท่ีตอ้งการ (selective media)  จากนั้นจึงระบุเช้ือโดยวธีิทดสอบ

คุณสมบติัทางชีวเคมี (biochemical method)  แต่เน่ืองดว้ยวิธีการเหล่าน้ีมีขอ้ดอ้ยหลายประการ (Kong et al., 

2002) เช่น 1) เช้ือแบคทีเรียก่อโรคนั้นมีจาํนวนนอ้ยทาํใหต้รวจไม่พบเช้ือในตวัอยา่ง  ซ่ึงทาํใหเ้กิดการ

รายงานผลผดิพลาด 2) วิธีการเพาะเล้ียงเช้ือแบบวิธีมาตรฐานใชเ้วลานาน (A. Jofre, 2005; Chomvarin et al., 

2007; Y. Li, 2005) และสามารถตรวจเช้ือก่อโรคไดเ้พยีงชนิดเดียว (monospecific) จึงจดัเป็น low 

throughput method  และ  3)  เช้ือก่อโรคหลายชนิดไม่สามารถเจริญไดห้รือเจริญเติบโตไดไ้ม่ดีเม่ือนาํมา

เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ  ซ่ึงแตกต่างจากเม่ืออยูใ่นสภาวะแวดลอ้มทัว่ไป  เรียกวา่  viable but not 

culturable (VBNC)  ดงันั้นปัจจุบนัจึงไดพ้ฒันาวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพและสามารถตรวจหาเช้ือก่อโรคได้

รวดเร็ว  โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR)  เป็นวิธีหน่ึงท่ีนิยมใชก้นัทัว่ไป เน่ืองจากเป็นวิธีท่ี

น่าเช่ือถือ  รวดเร็ว  มีความจาํเพาะ  มีความไว (A. Jofre, 2005) แต่อยา่งไรกต็ามวิธี conventional PCR น้ีกมี็

ขอ้จาํกดั คือ สามารถตรวจหายนีของเช้ือไดเ้พยีงหน่ึงยนีต่อหน่ึง reaction  ดงันั้นจึงไดมี้การพฒันามาใชว้ิธี 

duplex PCR  ซ่ึงสามารถตรวจหาหรือเพิ่มจาํนวนดีเอน็เอไดม้ากกวา่หน่ึงยนีเป้าหมายใน PCR  reaction 

เดียว  ซ่ึงจะช่วยใหป้ระหยดัเวลาและลดจาํนวน reaction ท่ีตอ้งใชต้รวจหาเช้ือก่อโรคในอาหาร (A. Jofre, 

2005; Elnifro, 2000) 
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รูปที ่1 แผนผงัในการตรวจทางหอ้งปฏิบติัการเพื่อหาเช้ือก่อโรคอุจจาระร่วงหรืออาหารเป็นพิษในหอยแครง 
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บทที ่3 

การดาํเนินการวจิยั 

3.1 รูปแบบการวจัิย  งานวิจยัประยกุต ์( Applied research) 
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identification by 
culture method 

Antimicrobial 
susceptibility test 

Sample collection 

n = 152 

Detection of V.cholerae, V.parahaemolyticus,      

                     Salmonella spp. and Shigella spp. 

Genotypic methods Phenotypic methods 

Comparison 
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3.2  ขนาดตัวอย่าง 

ตวัอยา่งหอยแครง จาํนวน  161 ตวัอยา่ง เกบ็ในช่วงเดือนมีนาคมถึงพฤศจิกายน พ.ศ. 2553 

โดยแบ่งกลุ่มหอยแครงเป็น 4 กลุ่มตวัอยา่ง 

1. ตวัอยา่งหอยแครงจากฟาร์ม 3 ฟาร์มท่ีเล้ียงหอยแครงทางภาคใตข้องไทย  ท่ีส่งออกไปยงัประ 

เทศลาว โดยเกบ็ตวัอยา่งหอยแครงเม่ือรถท่ีบรรทุกหอยแครง ถึงท่ีจงัหวดัขอนแก่น และหนอง 

คายโดยเกบ็ 12 คร้ังๆละ 3 ตวัอยา่งต่อสถานท่ี(โดยคร้ังท่ี 12 เกบ็ได ้2 ตวัอยา่ง) รวม 68 ตวัอยา่ง 

2. ตวัอยา่งหอยแครงท่ีจาํหน่ายในตลาดจงัหวดัหนองคาย 7 แห่งไดแ้ก่ จุดผอ่นปรนบา้นหมอ้ อ.

ศรีเชียงใหม่, ตลาดโพธ์ิชยั, ตลาดวดัธาตุ, ร้านจาํหน่ายอาหารทะเล 1,ร้านจาํหน่ายอาหารทะเล2

ตลาดท่าอุดม และตลาดแจง้สวา่ง  โดยเกบ็ตวัอยา่ง  8 คร้ังๆ ละ 7 ตวัอยา่ง รวม 56 ตวัอยา่ง 

3. ตวัอยา่งหอยแครงท่ีจาํหน่ายในตลาดเมืองทอง จงัหวดัอุดรธานี โดยเกบ็ตวัอยา่ง  7  คร้ังๆ ละ  1  ตวัอยา่ง รวม  7   ตวัอยา่ง 

4. ตวัอยา่งหอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัขอนแก่น 3 แห่ง ไดแ้ก่ ตลาด อ.จิระ, ตลาดบางลาํพ,ู   

     หา้งสรรพสินคา้ โดยรวม 30 ตวัอยา่ง 

เกบ็หอยแครงตวัอยา่งละประมาณ 1 กิโลกรัมใส่ในถุงพลาสติกนาํมาศึกษายงัหอ้งปฏิบติัการวิจยั

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น 

 

3.3 ขั้นตอนในห้องปฏิบตัิการ 

1. การหายนีเป้าหมายและออกแบบ Primer 

การหายนีเป้าหมายท่ีมีความจาํเพาะต่อเช้ือก่อโรคอาหารเป็นพิษแต่ละสายพนัธ์ุ  เพื่อนาํมาออกแบบ

primer สาํหรับเพิ่มจาํนวนดีเอน็เอของเช้ือจุลินทรีย ์ดงัแสดงในตารางท่ี 1 การออกแบบ primer ในการศึกษา

น้ีมีทั้งท่ีไดจ้ากการตีพิมพแ์ลว้และถูกออกแบบใหม่โดยใชโ้ปรแกรม Primer3 (http://fokker.wi.mit.edu/ 

primer3/input.htm) โดย Primer sequence ท่ีถูกเลือกนาํมาใชเ้หล่าน้ีไดผ้า่นการตรวจสอบความจาํเพาะโดย

ใชโ้ปรแกรม Blast  ของ NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และวิเคราะห์ค่า Temperature 

Melting  (Tm) อีกทั้งยงัตรวจสอบโอกาสการเกิด hairpin,self-dimer,hetero-dimerโดยใชโ้ปรแกรม

Integrated DNA technologies (http://idtdna.com/analyzer/Application/OligoAnalyzer) 

2. การตรวจหายนีโดยวธีิ Duplex PCR 

2.1 การสกดั DNA 

2.1.1 การสกดัดีเอน็เอจากตวัเช้ือ 

 

http://fokker.wi.mit.edu/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)%20%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%B0
http://idtdna.com/analyzer/Application/OligoAnalyzer
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การสกดัดีเอน็เอ (DNA extraction) ของเช้ือท่ีใชเ้ป็น control ไดใ้ชชุ้ดสกดัสาํเร็จรูป  โดยการเตรียม

ตวัอยา่งเช้ืออยา่งละ 1 โคโลนี ท่ีนาํมาตรวจสอบตอ้งทาํการเพาะเล้ียงใน Brain heart infusion (BHI) broth 

10 ml. และนาํไปบ่มในตูบ่้มแบบเขยา่ (Shaking incubator) ความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ  37 ๐C , 18 – 

24 ชัว่โมง จากนั้นจึงนาํมาสกดัดีเอน็เอ ซ่ึงมีขั้นตอนการทาํโดยยอ่คือ ใช ้ Suspension ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

แลว้นาํไปป่ัน 14,000g  เป็นเวลา 5 วินาที เพื่อใหต้วัเซลลต์กตะกอน จากนั้นจึงเติม Cell lysis solution 

ปริมาตร  300 ไมโครลิตร แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 80๐C เป็นเวลา 5 นาที และเติม RNase a Solution(25 

mg/μl) ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 30 นาที ท้ิงใหเ้ยน็บน

นํ้าแขง็ จากนั้นเติม Protein precipitation solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้นาํไปป่ันดว้ย

ความเร็ว 14,000g เป็นเวลา 20 วินาที เพื่อใหโ้ปรตีนตกตะกอน แลว้ดูดเอาส่วนนํ้าใสส่วนบนซ่ึงมีดีเอน็เออยู่

ใส่ในหลอด Centrifuge หลอดใหม่ท่ีบรรจุ 100% Isopropanal (2-proponol) ปริมาตร 300 μl จากนั้นป่ันดว้ย

ความเร็ว 14,000g เป็นเวลา 1 นาที เพื่อตกตะกอนดีเอน็เอ เทนํ้าใสส่วนบนท้ิง ลา้งตะกอนดีเอน็เอดว้ย 70% 

ethanol 300 ไมโครลิตร นาํไปป่ันท่ี 14,000g เป็นเวลา 1 นาที เทนํ้าใสส่วนบนท้ิง แลว้คว ํ่าหลอด ปล่อยให้

ตะกอนดีเอน็เอแหง้ประมาณ  5-10 นาที  จากนั้นจึงเติม DNA Hydration Solution ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65๐C เป็นเวลา 1 ชัว่โมงหรือบ่มขา้มคืนท่ีอุณหภูมิหอ้งจากนั้นนาํดีเอน็เอท่ีสกดัได้

เกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20 ๐C จนกวา่จะนาํมาใชใ้นการทาํ PCR amplification 

2.1.2 การสกดัดีเอน็เอโดยการเติมเช้ือในหอยแครง 

เพื่อเป็นการทดลองวา่ การใชว้ิธี PCR ตรวจเช้ือในอาหารสามารถทาํไดจ้ริง จึงไดท้ดสอบคือ เตรียม

เช้ือความเขม้ขน้ประมาณ 106 CFU/ml. ใส่ลงในอาหาร 250 กรัม แลว้นาํไปกระตุน้การเจริญของเช้ือใน

อาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่างๆ จากนั้นนาํไปสกดัดีเอน็เอเหมือนวิธีการท่ีกล่าวมาขา้งตน้ 

2.1.3 การสกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งหอยแครง 

ชัง่ตวัอยา่งหอยแครง(เอาเปลือกออกแลว้) มา 250 กรัม แลว้ตดัเป็นช้ินเลก็ๆ  จากนั้นเติมสารละลาย 

phosphate buffer 250 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ แลว้แบ่งสารละลายแขวนลอยเป็น 2 ส่วน ส่วนแรก ดูด

สารละลายแขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตรเพื่อสกดัดีเอน็เอในสภาวะท่ีไม่ enrichment ส่วนท่ี 2 ดูดสารละลาย 

แขวนลอยปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใส่ใน enrichment media โดย V. cholerae และ V. parahaemolyticus  ใช ้

alkaline peptone water (APW 10X), Salmonella spp. ใช ้Buffer peptone water (BPW) ส่วน Shigella spp.

ใช ้ Shigella broth (SG broth) แลว้นาํ BPW และ APW ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ส่วน SG brothบ่มท่ี 42๐C 

เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนั้นดูดตวัอยา่งอาหารท่ีผา่นการ enrichment แลว้ 1 มิลลิลิตร  ใส่ในหลอด centrifuge 

แลว้นาํไปสกดัดีเอน็เอเหมือนวิธีการท่ีกล่าวมาขา้งตน้ 
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การทาํ DNA amplification 

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทาํ duplex PCR ใช ้primer sequence และ PCR conditions ดงัแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางที ่1  Primer sequence และ PCR conditions สาํหรับการเพิ่มจาํนวนดีเอน็เอของเช้ือ V.cholerae,            

                 V.parahaemolyticus, Salmonella spp. และ Shigella spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organisms 

 

Target gene 

 

Primer sequence (bp) 

Amplicon 

size (bp) 

 

Reference 

V. cholerae 

 

ompW 

(outer membrane 

protein W ) 

F-5’-GTACTTGCAGCCCTAAGCTC-3’ (20) 

R-5’-GGACCATAAAGGTAGGTGGC-3’ (20) 

  

307 Warawan  

V.parahaemolyticus tl 

(thermolabile 

hemolysin) 

F-5’-CCACATTAGATTTGGCGAACGA -3’ (22) 

R-5’-CAGACAAGCTGTCACCGAGT-3’ (20) 

150 Warawan  

Salmonella spp. 

 

 

oriC 

(replication origin 

sequence) 

 

F-5’-TTA TTA GGA TCG CGC CAG GC-3’ (20) 

R-5’-GGA CCA CGA TCA CCG ATC A-3’ (19) 

100 Patricia 

Elizaquıvel, 

(2008) 

Shigella spp. ipaH 

(Invasion plasmid 

antigen H) 

 

F-5’-AGTGCCTCTGCGGAGCTTCG-3’ (20) 

R-5’-GGAGAGTTCTGACTTTATCCCG-3’  (22) 

 

232 Modified of 

Jin D. 

(2008) 

V. cholerae 

 

ctxA  
(cholerae toxin  

A subunit) 

F -5’-TGGTCTTATGCCAAGAGGACA-3’ (21) 

R -5’-ATCTTGGAGCATTCCCACAAC-3’(21) 

 

517 
 

Bunnapa  

V. cholerae O1 

 

rfbO1 F-5’- TCTATGTGCTGCGATTGGTG -3’(20)   

R-5’- ACCCCGAAAACCTAATGTGAG-3’ (21) 

639 Modified 
from Goel , 
A. K. (2007) 

V. cholerae O139 

 

rfbO139 F-5’- AGCCTCTTTATTACGGGTGG-3’ (20)  

R-5’- GTCAAACCCGATCGTAAAGG-3’(20) 

449 Alam, M. 
(2006) 

 

 



16 
 

จากตารางท่ี 1  องคป์ระกอบของ Reaction mixture  สาํหรับการเพิ่มจาํนวนดีเอน็เอของเช้ือก่อโรคอาหาร

เป็นพิษทั้ง 4  ชนิด  (ปริมาตรรวม 50 µl)   ความเขม้ขน้โดยประมาณประกอบดว้ย   

- 1X  PCR buffer 

- 1.5 mM  MgCl2 

- 200 µM  deoxynucleotide triphosphates (dNTPs)  

- 0.2 – 0.5 µM  ของ  Primer  แต่ละสาย 

- 2.0 – 2.5 U  Taq DNA polymerase 

- 100 – 200 ng  ของ DNA template    

-  Sterile water  (ใชใ้นการปรับปริมาตรและใชเ้ป็น negative control) 

การตรวจหา PCR product 

  โดยนาํ amplified product ท่ีไดไ้ปแยกดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis แลว้ยอ้มดว้ยethidium 

bromide จากนั้นจึงนาํไปดูภายใตก้ลอ้งซ่ึงใชแ้สง Ultraviolet(UV) (Imagemaster VDS , Pharmacia Biotech  

USA) จะปรากฏแถบ (Band) ดีเอน็เอใหเ้ห็น ซ่ึงตรงกบัขนาดของ PCR product ท่ีตอ้งการเม่ือเทียบกบั 

Standard marker 

 2.1.4 การทดสอบความจําเพาะ (Specificity) และความไว (Sensitivity) ของวธีิ Duplex PCR 

 การทดสอบความจาํเพาะ (Specificity) ทดสอบความจาํเพาะของ Primer ท่ีใชใ้นการเพิ่มจาํนวนยนี

เป้าหมายของเช้ือแต่ละชนิด ดงัแสดงในตารางท่ี 1 โดยการใชดี้เอน็เอของเช้ือในจีนสั และสปีชีส์เดียวกนั แต่

หลายสายพนัธ์ุ นอกจากนั้นยงัทดสอบความจาํเพาะกบัเช้ือต่างจีนสัและต่างสปีชีส์ดว้ย เพื่อตรวจสอบ

ปฏิกิริยาขา้ม (Cross reaction) ซ่ึงอาจเกิดข้ึนได ้ โดยใชเ้ช้ือ V.cholerae O1, O139, nonO1/nonO139,  V. 

parahaemolyticus, Salmonella  spp., Shigella spp.  S.aureus, Aeromonas spp., Plesiomonas spp., 

Klebsiella spp., Campylobacter jejuni 1410, 1810, 1809, V. alginolytius, V. vulnificus, V. mimicus 

 การทดสอบความไว (Sensitivity) คือ  การตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอหรือยนีเป้าหมายนอ้ยท่ีสุดท่ี

สามารถตรวจพบไดด้ว้ยวิธี PCR สามารถตรวจทดสอบไดโ้ดยเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

เหมาะสมดงักล่าวขา้งตน้ ก่อนทาํการสกดัดีเอน็เอแลว้คาํนวณความเขม้ขน้ตํ่าสุดของจาํนวนเช้ือท่ีสามารถ

ตรวจพบดีเอน็เอของเช้ือได ้
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3. การตรวจหาเช้ือจุลนิทรีย์ในตัวอย่างอาหาร โดยวธีิเพาะเลีย้งเช้ือแบบวธีิมาตรฐาน 

 การตรวจหาและระบุเช้ือ V. cholerae  และ V. parahaemolyticus (Chomvarin et al., 2006) 

 มีวิธีทาํโดยยอ่คือ ชัง่ตวัอยา่งหอยแครงท่ีแกะเปลือกแลว้มา 250 กรัม ใส่ในสารละลาย phosphate 

buffer saline solution 250 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ดูดสารละลายแขวนลอย  20  ml. ใส่ใน  APW (10X) 

pH 8.4 ปริมาตร 80 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขา้กนั แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 6 ชัว่โมงจากนั้น นาํมา

เพาะเล้ียง(Subculture) ลงในอาหาร Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar (TCBS, Eiken) ซ่ึงเป็น 

selective media สาํหรับ Vibrio spp. แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา  18-24  ชัว่โมง สงัเกตลกัษณะ

โคโลนี (typical colony) ของ V. cholerae  และ V. parahaemolyticus ซ่ึงมีลกัษณะดงัน้ี คือ โคโลนีสีเหลือง

เรียบ และโคโลนีขนาดใหญ่สีเขียวแกมนํ้าเงิน ตามลาํดบั จากนั้นจึงนาํโคโลนีท่ีใหผ้ลบวกมาทดสอบคุณ

สมบตัาทงชีวเคมี(biochemical test) ไดแ้ก่ oxidase test และใชอ้าหารทดสอบไดแ้ก่ Triple Sugar Iron (TSI), 

Motile-Indole(MI) , Lysine (L) และความสามารถในการเจริญในความเขม้ขน้ต่าง ของเกลือ ( 0, 3, 6, 8,  

10 % NaCl) 

การตรวจหาและระบุเช้ือ Salmonella spp. (Chomvarin et al., 2006) 

วิธีการทาํโดยยอ่คือ ชัง่ตวัอยา่งหอยแครงท่ีแกะเปลือกแลว้มา 250 กรัม ใส่ในสารละลาย phosphate 

buffer saline solution 250 มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ดูดสารละลายแขวนลอย  20  มิลลิลิตร ใส่ใน  BPW 

ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้นาํ BPW ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนั้นสาร

แขวนลอยจะถูกแบ่งออกเป็น 2 ส่วน  ส่วนแรกนาํมาเพาะเล้ียง(Subculture) ลงในอาหาร Salmonella-

Shigella (SS) agar และ Xylose lysine deoxycholate (XLD) agar แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา  

18-24  ชัว่โมง สงัเกตลกัษณะโคโลนี (typical colony) ของ Salmonella spp. บน SS agar และ XLD agar ซ่ึง

มีลกัษณะดงัน้ีคือ โคโลนีสีดาํและมีลกัษณะคลา้ย Clear zone รอบๆ โคโลนี และโคโลนีสีแดง ขนาด 3-5 

มิลลิเมตร อาจมีหรือไม่มีสีดาํตรงกลางโคโลนี ส่วนท่ีสอง ทดสอบความสามารถในการเคล่ือนท่ี (Motility) 

โดยการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร MSRV โดยใช ้ pasture pipette ดูดสารแขวนลอยข้ึนมาและหยดลงบน

ผวิหนา้อาหาร MSRV เป็น 4 มุม ในแนวตั้งฉาก จุดละ 1 หยด แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 ๐C เป็นเวลา 18-24 

ชัว่โมง สงัเกตลกัษณะการเคล่ือนท่ีของ Salmonella spp. บนอาหาร MSRV ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ย Precipitin 

band จากนั้นจึงนาํโคโลนีท่ีใหผ้ลบวกไปเพาะเล้ียงลงบนอาหาร SS agar และ XLD agar แลว้นาํไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง สงัเกตลกัษณะของโคโลนีท่ีมีลกัษณะดงักล่าวขา้งตน้ ซ่ึงถือวา่เป็น 

Positive colony และนาํมาทดสอบคุณสมบติัดา้นต่างๆ และคุณสมบติัทางชีวเคมี (Biochemical test) โดยใช้

อาหารทดสอบไดแ้ก่ Triple Sugar Iron(TSI) , Motile-Indole(MI) , Lysine (L) , Urea agar  และ Citrate(C) 
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การตรวจหาและระบุเช้ือ Shigella spp.  (Uyttendaele et al., 2001)   

วิธีการทาํโดยยอ่คือ ชัง่ตวัอยา่งหอยแครงท่ีแกะเปลือกแลว้มา 250 กรัม ใส่ในสารละลาย phosphate 

buffer saline solution 250 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ดูดสารละลายแขวนลอย  20  มิลลิลิตร ใส่ใน  

Shigella broth (SB) ท่ีมียาปฏิชีวนะ novobiocin ความเขม้ขน้ 3.0 μg/ml  ปริมาตร 80 มล.  ผสมใหเ้ขา้กนั

แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42oC  เป็นเวลา 18-20  ชัว่โมง  จากนั้นจึงนาํมาเพาะเล้ียง (subculture) ลงในอาหาร 

Salmonella-Shigella (SS) agar และ Xylose lysine deoxycholate (XLD) agar  แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37oC  

เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  สงัเกตลกัษณะโคโลนี (typical colony) ของ  Shigella spp. บนอาหารเล้ียงเช้ือ SS agar 

(โคโลนีขนาดเลก็  สีใส ขอบเรียบ  ผวิหนา้นูน ) และ  XLD agar (โคโลนีสีแดง  ขนาด  2-4 มม. ขอบเรียบ 

ผวิหนา้นูน)  จากนั้นจึงนาํโคโลนีท่ีใหผ้ลบวก (Positive colony)  มาทดสอบคุณสมบติัดา้นต่างๆ และ

คุณสมบติัทางชีวเคมี (biochemical test) โดยใชอ้าหารทดสอบไดแ้ก่  Triple Sugar Iron  (TSI),  Motile-

Indole (MI), Lysine (L), Urea agar และ  Citrate (C) 

 

4. การทดสอบการดือ้ของเช้ือจุลนิทรีย์ต่อยาปฏิชีวนะ 

 ใชว้ิธี Disk agar diffusion เพื่อดูผลของยาปฏิชีวนะในการฆ่าเช้ือหรือยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ

เช้ือจุลินทรีย ์เพื่อแพทยจ์ะไดเ้ลือกใชย้าใหถู้กตอ้งในการรักษาโรค 

 การเตรียมเช้ือจุลินทรีย ์ มีวิธีการดงัน้ีคือ นาํโคโลนีของเช้ือแต่ละชนิดของเช้ือซ่ึงเจริญในอาหาร 

Blood  agar plate จาํนวน 3-4 โคโลนี  มาเพาะเล้ียงในหลอดซ่ึงบรรจุอาหาร trypticase soy broth ปริมาตร 4 

มิลลิลิตร แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 2-5 ชัว่โมง จากนั้นปรับเช้ือใหมี้ความขุ่นเท่ากบั Mc 

Farland No.0.5 

 การทดสอบ ใช ้ Swab ปลอดเช้ือจุ่มลงในสารแขวนลอยของเช้ือท่ีเจือจางแลว้นาํมาป้ายลงบน

ผวิหนา้อาหาร Mueller-Hinton agar (หนา 4 มิลลิเมตร) เป็น 3 ระนาบ ท้ิงให ้Plate แหง้แลว้จึงวาง Disk ท่ีมี

ตวัยาชนิดต่างๆ ลงผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือโดยใชป้ากคีบ (Forcep) ท่ีปราศจากเช้ือ จากนั้นนาํไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 14-18  ชัว่โมง 

 การอ่านผลการทดสอบ วดัเสน้ผา่นศูนยก์ลางของ Inhibition zone แลว้นาํค่าวดัไดไ้ปเปรียบเทียบ

กบัค่าในตารางมาตรฐานและรายงานผล โดยรายงานเป็น Sensitivity (S) , Intermediate sensitive (I) และ 

Resistant (R) ดงัตารางท่ี 2 
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ตารางที ่2  ชนิดและความเขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะท่ีใชใ้นการทดสอบความไวต่อยาของเช้ือ V.cholerae , 

V. parahaemolyticus, Salmonella spp.  และ Shigella spp. และการแปลผลจากขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลางของ Inhibition zone 

ความ

เขม้ขน้ 
ยาปฏิชีวนะ 

เสน้ผา่นศูนยก์ลาง(Zone diameter)(มม.) และการแปลผล 

Resistant Intermediate Sensitivity 

1.Ampicillin (AMP) 10 μg ≤ 13 14-16 ≥17 

2.Chloramphenicol (C) 30 μg ≤ 12 13-17 ≥18 

3.Norfloxacin (NOR) 10 μg ≤ 12 13-16 ≥17 

4.Ofloxacin (OFX) 5 μg ≤ 12 13-15 ≥16 

5. Trimethoprim-   

    sulfamethoxazole (SXT) 

1.25/23.75 

μg 
≤ 10 11-15 ≥16 

6.Tetracycline (TE) 30 μg ≤ 11 12-14 ≥15 

ท่ีมา : CLSI , 2007 (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007) 

 

3.4 การวเิคราะห์ข้อมูล 

หาเปอร์เซ็นตก์ารตรวจพบเช้ือ V.cholerae ,V. parahaemolyticus, Salmonella spp.  และ   1. 

    Shigella spp. โดยวิธี PCR 

หาเปอร์เซ็นตก์ารตรวจพบเช้ือ V.cholerae ,V. parahaemolyticus, Salmonella spp.  และ   2. 

    Shigella spp. โดยวิธีเพาะเช้ือ  

3. เปรียบเทียบเปอร์เซ็นตก์ารตรวจพบเช้ือ V.cholerae ,V. parahaemolyticus, Salmonella spp.      

    และ Shigella spp. โดยวิธี PCR และวิธีเพาะเช้ือ 

หาเปอร์เซ็นตก์ารด้ือยาปฏิชีวนะของเช้ือดงักล่าวในหอยแครงเปรียบเทียบกบัในผูป่้วย 4. 
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บทที ่4 

ผลการวจิยั 

การวิจยัคร้ังน้ีเป็นการตรวจหาเช้ือ V.cholerae, V. parahaemolyticus,  Salmonella spp. และShigella 

spp. ในตวัอยา่งหอยแครงจากฟาร์มเล้ียงหอยแครงทางภาคใตข้องไทยท่ีส่งออกไปยงัสาธารณรัฐประชาธิป- 

ไตยประชาชนลาว และหอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย อุดรธานี และขอนแก่นโดยวิธี duplex PCR  

เปรียบเทียบกบัวิธีเพาะเล้ียงเช้ือโดยวิธีมาตรฐาน จากจาํนวนตวัอยา่งหอยแครงทั้งหมด 161 ตวัอยา่ง 

(ระหวา่งเดือนมีนาคม ถึงเดือนพฤศจิกายน) ใหผ้ลการพบเช้ือดงัน้ี 

4.1  การพบเช้ือ V. parahaemolyticus ในตัวอย่างหอยแครง 

      จากการตรวจหาเช้ือ V. parahaemolyticus โดยวิธีเพาะเช้ือและวิธี PCR ตวัอยา่งหอยแครงทั้งหมด 

161 ตวัอยา่งพบวา่ ตรวจพบเช้ือโดยวิธีเพาะเช้ือร้อยละ 65.2 (105/161) ในขณะท่ีตรวจดว้ยวิธี PCR พบเช้ือ 

ร้อยละ 86.3 (139/161) (ตารางท่ี 3)  

 เม่ือพิจารณาถึงสถานท่ีในการเกบ็ตวัอยา่ง 4 แห่งพบวา่ หอยแครงจากทั้ง 3 ฟาร์มท่ีส่งออกไปยงั

สาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว หอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย อุดรธานี และขอนแก่น

ตรวจพบเช้ือโดยวิธีเพาะเช้ือร้อยละ 66.2 (45/68), 89.3 (50/56), 71.4(5/7) และ 20(6/30) ตามลาํดบั ในขณะ

ท่ีตรวจดว้ยวิธี PCR พบเช้ือ ร้อยละ 75  ในตวัอยา่งหอยแครงจากฟาร์มท่ีส่งออกไปประเทศลาว และร้อยละ 

100 จากหอยแครงในจงัหวดัอุดรธานี และร้อยละ 86.3 จากหอยแครงในจงัหวดัขอนแก่น (ตารางท่ี 3) 

 การพบเช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอยา่งหอยแครงจากทั้ง 3 ฟาร์มท่ีส่งออกไปยงัสาธารณรัฐ

ประชาธิปไตยประชาชนลาว เม่ือเกบ็ตวัอยา่งท่ีขอนแก่นและหนองคาย พบวา่ เกบ็ตวัอยา่งท่ีขอนแก่น ตรวจ

พบเช้ือโดยวิธีเพาะเช้ือร้อยละ 64.7 (22/34) ส่วนท่ีหนองคายตรวจพบเช้ือร้อยละ 67.6 (23/34) และเม่ือตรวจ

ดว้ยวิธี PCR เกบ็ท่ีขอนแก่นและหนองคายพบเช้ือ ร้อยละ 82.4 (28/34) และร้อยละ 79.4 (27/34) ตามลาํดบั  

 จากการตรวจหาเช้ือ V. parahaemolyticus โดยวิธีเพาะเช้ือและวิธี PCR ในตวัอยา่งท่ีเกบ็มาจาก

สภาวะท่ีไม่ไดก้ระตุน้การเจริญของเช้ือ และ สภาวะท่ีใส่อาหารเพือ่กระตุน้การเจริญของเช้ือเป็นเวลา 6 

ชัว่โมง (enrichment) พบวา่ ตรวจพบเช้ือโดยวิธีเพาะเช้ือในสภาวะท่ีไม่กระตุน้การเจริญของเช้ือ ร้อยละ 
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หลงัจากท่ีตรวจไม่พบเช้ือ V. parahaemolyticus ดว้ยวิธี duplex  PCR จากหอยแครง 4 ตวัอยา่ง ได้

นาํตวัอยา่งดงักล่าวมาตรวจดว้ยวิธี uniplex PCR ซ่ึงมีความไวกวา่วิธี duplex PCR พบวา่ สามารถตรวจพบ

เช้ือจากตวัอยา่งหอยแครงทั้ง 4 ตวัอยา่ง ดงัแสดงในตารางท่ี 5  

 

4.2  การพบเช้ือ V. cholerae ในตัวอย่างหอยแครง 

      จากการตรวจหาเช้ือ V. cholerae โดยวธีิเพาะเช้ือและวิธี PCR ในตวัอยา่งหอยแครงทั้งหมด 161

ตวัอยา่งพบวา่ ตรวจพบเช้ือโดยวิธีเพาะเช้ือร้อยละ 2.0 ( 3/161)โดยพบวา่เป็น V. cholerae O1 Ogawa จาก 1

ตวัอยา่งและ V. cholerae  non O1 จาก 2 ตวัอยา่งซ่ึงเป็นตวัอยา่งหอยแครงจากฟาร์มท่ีจะส่งออกประเทศลาว

ในขณะท่ีตรวจดว้ยวิธี PCR พบเช้ือ V. cholerae ร้อยละ 72.0 (111/161) โดยพบเช้ือในหอยแครงจากฟาร์มท่ี

ส่งออกไปประเทศลาว ร้อยละ 76.5 (52/68) จากตวัอยา่งหอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย พบเช้ือ

ร้อยละ 66.1 (37/56)   หอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัอุดรธานี พบเช้ือร้อยละ 57.1 (4/7) และหอยแครงท่ี

จาํหน่ายในจงัหวดัขอนแก่น พบเช้ือร้อยละ 73.3 (22/30) (ตารางท่ี 3) โดยพบวา่เป็น V.cholerae O1 ร้อยละ 

52.4 (11/21) 

  

4.3 การพบเช้ือ Salmonella spp. ในตัวอย่างหอยแครง 

จาการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. ในตวัอยา่งหอยแครงโดยวิธีเพาะเช้ือและวิธี PCR ในตวัอยา่ง

หอยแครงทั้งหมด 161 ตวัอยา่งพบวา่ ตรวจไม่พบเช้ือ Salmonella spp. โดยวิธีเพาะเช้ือ ในขณะท่ีตรวจพบ

เช้ือ 1.3% เม่ือตรวจดว้ยวิธี PCR (ตารางท่ี 3)  

4.4 การพบเช้ือ Shigella spp. ในตัวอย่างหอยแครง 

จาการตรวจหา Shigella spp. ในตวัอยา่งหอยแครงโดยวธีิเพาะเช้ือและวิธี PCR ในตวัอยา่งหอยแครง

ทั้งหมด 161 ตวัอยา่งพบวา่ ตรวจไม่พบเช้ือจากทั้ง 161 ตวัอยา่ง (ตารางท่ี 3)  
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ตารางที ่3   ผลการตรวจนบัจาํนวนเช้ือทั้งหมด (Total plate count, mean) และจาํนวนการตรวจพบเช้ือ               

และ Shigella spp.  ในตวัอยา่งหอยแครง                   V.cholerae, V. parahaemolyticus,  Salmonella spp. 

Source of cockles No.  

Total plate 
count  

จาํนวน (ร้อยละ) การพบเช้ือ 

V.cholerae V. parahaemolyticus Salmonella spp. Shigella spp. 

(mean) culture PCR culture PCR culture PCR culture PCR 

1. หอยแครงจากฟาร์มส่งออกประเทศลาว                     

   1.1  ฟาร์มท่ี 1 เกบ็ท่ี ขอนแก่น 11  3.2 x 102 1(9.1) 8(72.7) 6(54.5) 9(81.8) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   1.2  ฟาร์มท่ี 1 เกบ็ท่ี หนองคาย 11  6.3 x 102  1(9.1) 10(90.9) 8(72.7) 10(90.9) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   1.3  ฟาร์มท่ี 2 เกบ็ท่ี ขอนแก่น 11  3.9 x 102  1(9.1) 8(72.7) 9(81.8) 10(90.9) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   1.4  ฟาร์มท่ี 2 เกบ็ท่ี หนองคาย 11  4.7 x 102  0(0) 9(81.8) 7(63.6) 8(72.7) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   1.5  ฟาร์มท่ี 3 เกบ็ท่ี ขอนแก่น 12  1.3 x 103 0(0)  9 (75) 7(58.3) 9 (75) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   1.6  12  2.7 x 103  0(0) 8 (66.7) 8 (66.7) 9 (75) 0(0) 1(8.3) 0(0) 0(0) ฟาร์มท่ี 3 เกบ็ท่ี หนองคาย 

รวม 68  9.8 x 102*  3(4.4) 52(76.5) 51(66.2)     51(75) 0(0) 1(1.5) 0(0) 0(0) 

2. หอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย                     
   2.1 จุดผอ่นปรนบา้นหมอ้ 
         อ. ศรีเชียงใหม่  8  4.5 x 102  0(0) 7(87.5) 7(87.5) 8(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   2.2  ตลาดโพธ์ิชยั  8  7.7 x 104  0(0) 6(75) 7(87.5) 8(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   2.3 ตลาดวดัธาตุ  8  1.7 x 106  0(0) 6(75) 7(87.5) 8(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   2.4  ร้านจาํหน่ายอาหารทะเล 1 8  1.2 x 103  0(0) 5(62.5) 8(100) 8(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   2.5  ร้านจาํหน่ายอาหารทะเล 2 8  1.2 x 103 0(0)  7(87.5) 7(87.5) 8(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   2.6  ตลาดคิวรถไฟ  8  5.5 x 105  0(0) 6(75) 6(75) 8(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   2.7  8  7.6 x 104  0(0) 4(50) 8(100) 8(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) ตลาดแจง้สวา่ง  

รวม 56  3.5 x 105*  0(0) 37(66.1) 50(89.3) 56(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

3. หอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัอุดรธานี 

7  1.6 x 105 0(0)   4(57.1) 4(57.1) 4(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)    ตลาดเมืองทอง 

หอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัขอนแก่น 4.                 

   4.1 ตลาด อ. จิระ 6  4.6 x 107  0(0)  3(50) 2(100) 1(100) 0(0) 1(16.7) 0(0) 0(0) 

   4.2 ตลาดบางลาํพ ู 11  3.2 x 103  0(0)  9(81.8) 1(9.1) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

   4.3 13  2.9 x 106  0(0)  10(76.9) 3(23.1) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) หา้งสรรพสินคา้  

30 1.6 x 107* 0(0) 22(73.3) 6(20)  3(100)  0(0) 1(3.3) 0(0) 0(0) รวม 

161 1.3 x 106* 3(1.9) 115(71.4) 105(65.2)  139(86.3)  0(0) 2(1.2) 0(0) 0(0) รวมตวัอยา่งหอยแครงทั้งหมด 

*ค่าเฉล่ียของเช้ือ 
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ตารางที ่4   การตรวจพบเช้ือ V. parahaemolyticus โดยวธีิเพาะเช้ือและวิธี PCR ในสภาวะท่ีไม่กระตุน้การ 
     เจริญของเช้ือ และกระตุน้การเจริญของเช้ือ ตวัอยา่งหอยแครงก่อนตรวจวิเคราะห์ 
 

  
 จาํนวน

ตวัอยา่ง 

จาํนวน (ร้อยละ) การพบเช้ือ V. parahaemolyticus 
เพาะเช้ือ PCR 

แหล่งตวัอยา่งหอยแครง ไม่กระตุน้การ
เจริญของเช้ือ 

ไม่กระตุน้การ
เจริญของเช้ือ 

กระตุน้การ
เจริญของเช้ือ 

กระตุน้การ
เจริญของเช้ือ 

หอยแครงจากฟาร์มส่งออกประเทศลาว 1. 68 22 (32.4) 45 (66.2) 40 (58.8) 55 (80.9) 
2. หอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย 56 36 (64.2) 50 (89.3) 56 (100) 56 (100) 
3. หอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัอุดรธานี     7 4 (57.1) 4 (57.1) 5 (71.4) 7 (100) 
4. หอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัขอนแก่น 30 3 (10) 5 (16.7) 19 (63.3) 22 (73.3) 

รวม 161 64 (40.4) 104 (64.6) 120 (74.5) 140 (87) 

 
 
ตารางที ่5  การตรวจพบเช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอยา่งหอยแครง โดยวิธี uniplex PCR   
                 และวิธี duplex PCR  
 

  จาํนวน (ร้อยละ) การพบเช้ือ 
V. parahaemolyticus 
โดยวธีิ  duplex PCR 

รวม 

  
พบเช้ือ ไม่พบเช้ือ 

จาํนวน (ร้อยละ) พบเช้ือ 
 

74 (94.9) 4 (5.1) 78 (100) 
การพบเช้ือ 

V. parahaemolyticus ไม่พบเช้ือ 
 

0 (0) 0 (0) 0 (0) 
โดยวธีิ  uniplex PCR 

รวม 74 (94.9) 4 (5.1) 78 
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4.4  การทดสอบการดือ้ของเช้ือจุลนิทรีย์ต่อยาปฏชีิวนะ 
จากผลการเพาะเช้ือท่ีพบเช้ือ V. parahaemolyticus  จากตวัอยา่งหอยแครง 61 ตวัอยา่งเม่ือนาํเช้ือ

ดงักล่าวมาทดสอบการด้ือของเช้ือต่อยาปฏิชีวนะ 6 ชนิด ไดแ้ก่ ampicillin (AMP), chloramphenicol (C), 

norfloxacin (NOR), ofloxacin (OFX), trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT) และ tetracycline (TE) พบวา่ 

เช้ือด้ือกบัยา ampicillin ร้อยละ 93.8(91/97) ในขณะท่ีเช้ือไม่ด้ือกบัยา chloramphenicol, trimethoprim-

sulfamethoxazole, tetracycline และยาในกลุ่ม fluoroquinolones ซ่ึงไดแ้ก่ norfloxacin, ofloxacin  (ร้อยละ0 

(0/97) (ตารางท่ี 6) 

 
ตารางที ่6  ผลการทดสอบการด้ือของเช้ือ V. parahaemolyticus ต่อยาปฏิชีวนะ 6 ชนิด 

จํานวน (ร้อยละ) เช้ือ V. parahaemolyticus ที่ดือ้กบัยาปฏิชีวนะ 6 ชนิด 

จํานวนเช้ือ
ทีแ่ยกได้ แหล่งทีเ่กบ็หอยแครง AMP C NOR OFX SXT TE 

1. หอยแครงจากฟาร์ม 
   ส่งออกประเทศลาว 38 35(92.1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 
2. หอยแครงท่ีจาํหน่าย 
  ในจงัหวดัหนองคาย 50 47(94) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 
3. หอยแครงท่ีจาํหน่าย 
   ในจงัหวดัขอนแก่น 6 6(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 
4. หอยแครงท่ีจาํหน่าย 
   ในจงัหวดัอุดรธานี 3 3(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

รวม 97 91(93.8) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

AMP: ampicillin; C: chloramphenicol; NOR: norfloxacin; OFX: ofloxacin;  
SXT;trimethoprim-sulfamethoxazole; TE: tetracycline 
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บทที ่5 
สรุปและอภปิรายผล 

จากการตรวจหาเช้ือ V.cholerae, V. parahaemolyticus,  Salmonella spp. และShigella spp. ใน

ตวัอยา่งหอยแครงจากฟาร์มเล้ียงหอยแครงทางภาคใตข้องไทยท่ีส่งออกไปยงัสาธารณรัฐประชาธิปไตย

ประชาชนลาว และหอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย อุดรธานี และขอนแก่นโดยวิธี duplex PCR  

เปรียบเทียบกบัวิธีเพาะเล้ียงเช้ือโดยวิธีมาตรฐานนั้นสรุปไดด้งัน้ี 

 ความชุกในการพบเช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอยา่งหอยแครง สูงถึงร้อยละ 65.2 (105/161) 

เม่ือตรวจดว้ยวิธีเพาะเช้ือและร้อยละ 86.3 (139/161)  เม่ือตรวจดว้ยวธีิ PCR ซ่ึงเม่ือเทียบกบัการศึกษาของ 

Thararat  Chitov และคณะ (2009) ท่ีศึกษาหาเช้ือ Vibiro spp. ในอาหารทะเลสด ท่ีจาํหน่ายในจงัหวดั

เชียงใหม่โดยโดยวิธีเพาะเช้ือ ตรวจพบ V. parahaemolyticus ร้อยละ 43.6 จาก  118  ตวัอยา่ง (Chitov, 2009) 

และมีความชุกสูงกวา่การศึกษาของ Jean-Philippe-Rosec และคณะ (2008) ไดศึ้กษาตรวจหาเช้ือ V. 

parahaemolyticus ใน Shellfish ท่ีพบเพียงร้อยละ 5.2 (3/57)  โดยวิธีเพาะเช้ือ และร้อยละ 43.9 ดว้ยวิธี PCR 

(Rosec et al., 2009) ซ่ึงแสดงถึงหอยแครงท่ีจาํหน่ายในเขตจงัหวดัหนองคาย  อุดรธานี และขอนแก่น  มี

ความชุกในการพบเช้ือท่ีก่อใหเ้กิดโรคอุจจาระร่วงและอาหารเป็นพษิสูง  โดยเฉพาะอยา่งยิง่หอยแครงจาก

ฟาร์มท่ีส่งออกไปยงัประเทศลาว มีความชุกของเช้ือ V. parahaemolyticus สูงถึงร้อยละ 66.2 (45/68) โดยวิธี

เพาะเช้ือ และ ร้อยละ 80.9 (55/68) โดยวธีิ PCR  รวมทั้งหอยแครงท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัหนองคาย ซ่ึงเป็น

จงัหวดัชายแดนท่ีอยูติ่ดประเทศลาว มีความชุกของเช้ือ V. parahaemolyticus  สูงถึงร้อยละ 89.3 (50/56) โดย

วิธีเพาะเช้ือ และ ร้อยละ 100 (56/56) โดยวิธี PCR  ดงันั้นในการบริโภคหอยแครงควรปรุงใหสุ้กก่อน

รับประทานเพ่ือความปลอดภยัในการบริโภค 

 ความชุกในการพบเช้ือ V. cholerae ในตวัอยา่งหอยแครง ร้อยละ 71.4 (111/161) เม่ือตรวจดว้ยวิธี 
PCR  และตรวจพบโดยวิธีเพาะเช้ือเพียง ร้อยละ 1.9 (3/161)  ทั้งน้ีอาจเกิดจากเช้ืออยูใ่นระยะพกั (resting 
state) หรือระยะ viable but non-culturable (VBNC) state ซ่ึงจะไม่สามารถตรวจพบไดด้ว้ยวิธีเพาะเช้ือ แต่
ตรวจพบไดด้ว้ยวิธี PCR โดยเช้ือในระยะดงักล่าวน้ียงัมีชีวิตอยูแ่ละอาจก่อโรคไดเ้ม่ือมีสภาวะท่ีเหมาะสม 
หากมียนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการก่อโรค (Chomvarin et al., 2007) โดยหอยแครง  21  ตวัอยา่ง ท่ีตรวจพบเช้ือ V. 
cholerae นั้นพบวา่เป็น V. cholerae  O1สูงถึงร้อยละ 52.4 (11/21)โดยการตรวจพบเช้ือ V. cholerae ใน
การศึกษาน้ีมีอตัราการพบท่ีสูงเม่ือเทียบกบัการศึกษาของ Gitika  Panicker และคณะ (2004) ท่ีตรวจไม่พบ
เช้ือ V. cholerae  ในหอยนางรมดว้ยวิธี Duplex PCR (ยนี ompU, toxR, tcpI และ hlyA) ขณะท่ีการศึกษาของ 
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จากการศึกษาคร้ังน้ีตรวจพบเช้ือ Salmonella spp., เพียงร้อยละ 1.2% โดยวิธี PCR และไม่พบเช้ือ 
Shigella spp. ในตวัอยา่งหอยแครง 161 ตวัอยา่ง ทั้งโดยวิธีเพาะเช้ือและวิธี PCR ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษา
ของ Vantarakis และคณะ(2000) ท่ีศึกษาตรวจหาเช้ือ Shigella spp ในหอยแมลงภู่ในประเทศกรีซ ซ่ึงตรวจ
ไม่พบเช้ือ Shigella spp. (Vantarakis et al., 2000)   และจากการศึกษาของ  Martinez-Urtaza  และคณะ
(2003) ท่ีตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. ใน อาหารทะเล ซ่ึงตรวจพบเช้ือ Salmonella spp. เพียงร้อยละ 1.8 
จาก 2,980 ตวัอยา่ง โดยเฉพาะในหอยแครงซ่ึงพบวา่ตรวจพบเช้ือไดน้อ้ยกวา่อาหารทะเลชนิดอ่ืน เน่ืองจาก
ลกัษณะการเจริญเติบโต (growing habitat) ของหอยแครงท่ีต่างจากสตัวท์ะเลชนิดอ่ืน (Martinez-Urtaza et 
al., 2003) 

จากผลการพฒันาการตรวจหาเช้ือ V.cholerae, V. parahaemolyticus,  Salmonella spp. และ Shigella 
spp. ในหอยแครงดว้ยวิธี duplex PCR ระหวา่งยนี ompW ของเช้ือ V.cholerae และยนี  tl ของเช้ือ
V.parahaemolyticus และ วธีิ duplex PCR ระหวา่งยนี ori C ของเช้ือ Salmonella spp. และยนี  ipaH  ของ
เช้ือ Shigella spp. เปรียบเทียบกบัวิธีเพาะเล้ียงเช้ือนั้นจะเห็นวา่ วิธี duplex PCR มีความไวในการตรวจพบ
เช้ือ V.cholerae และ V. parahaemolyticus มากกวา่ คือร้อยละ 18.6 (30/161) และร้อยละ 142 (142/134) 
ตามลาํดบั ในขณะท่ีวิธีเพาะเช้ือมีความไวในการตรวจพบเช้ือร้อยละ 1.9 (3/161) และ 65.2(105/161) 
ตามลาํดบั 

เม่ือเปรียบเทียบสภาวะท่ีกระตุน้การเจริญของเช้ือ(enrichment)และไม่กระตุน้การเจริญของเช้ือก่อน
ทาํการตรวจนั้นจะเห็นวา่ ในสภาวะท่ีกระตุน้การเจริญของเช้ือ จะมีโอกาสตรวจพบเช้ือไดม้ากกวา่สภาวะท่ี
ไม่ไดก้ระตุน้การเจริญของเช้ือ ทั้งจากวิธีเพาะเช้ือ (จากร้อยละ 40.4 เป็น 64.6) และวิธี PCR (จากร้อยละ 
74.5 เป็น 87)  อยา่งไรกต็าม การตรวจ PCR ในสภาวะท่ียงัไม่กระตุน้การเจริญของเช้ือ ยงัจาํเป็นอยูม่าก 
เน่ืองจากผลการตรวจพบเช้ือ V.cholerae ในสภาวะท่ีไม่ไดก้ระตุน้การเจริญของเช้ือ พบร้อยละ 17.9 
(24/134) ในขณะท่ีสภาวะกระตุน้การเจริญของเช้ือตรวจพบเช้ือร้อยละ 0.8 (1/134) กล่าวคือ ท่ีสภาวะยงัไม่ 
กระตุน้การเจริญของเช้ือ ตรวจพบทั้ง  V.cholerae  และ  V. parahaemolyticus  แต่เม่ือ กระตุน้การเจริญของ
เช้ือ แลว้     ตรวจพบเพียง V. parahaemolyticus  ซ่ึงอาจอธิบายไดว้า่เกิดจากการมีเช้ือหลายชนิดในตวัอยา่ง
เดียวกนั  เม่ือเช้ือชนิดหน่ึงเพิ่มจาํนวนมากกวา่เช้ืออีกชนิดหน่ึงมาก จะทาํใหมี้โอกาสนอ้ยในการตรวจพบ
เช้ือท่ีมีปริมาณนอ้ยกวา่ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Patricia Elizaquivel (2008) ท่ีตรวจหาเช้ือ E.coli 
0157:H7, Salmonella spp และ S.aureus ในผกัสด โดยวิธี Duplex real time PCR ซ่ึง Inoculate เช้ือใน

ปริมาณท่ีต่างกนัคือ 10 และ 104 cell/reaction พบวา่ตวัอยา่งท่ีมีปริมาณเช้ือนอ้ยกวา่ไม่สามารถตรวจพบเช้ือ
ได ้(Elizaquivel & Aznar, 2008) 

เช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีแยกไดจ้ากการเพาะเช้ือมีการด้ือต่อยา ampicillin ร้อยละ 93.8 (91/97) 
ในขณะท่ีไม่ด้ือต่อ chloramphenicol, norfloxacin, ofloxacin, trimethoprim-sulfamethoxazole และ 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martinez-Urtaza%20J%22%5BAuthor%5D
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