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บทสรุปส าหรับผู้บริหาร  

(Executive Summary)  

ข้าพเจ้า ผศ.ดร.อาลักษณ์ ทิพยรัตน์ ได้รับทุนสนับสนุนโครงการวิจยั จากมหาวิทยาลยับูรพา

ประเภทงบประมาณเงินรายได้ จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) มหาวิทยาลัยบูรพา 

โครงการวิจัยเ ร่ือง (ภาษาไทย) การพัฒนาอาหารเหลวส าหรับการตรวจสอบเช้ือจุลินทรีย์ Vibrio 

parahaemolyticus แบบมีอินดิเคเตอร์สีเพื่อบ่งบอกการปนเป้ือนอย่างรวดเร็วในอุตสาหกรรมอาหาร 

(ภาษาอังกฤษ) Development of chromogenic enrichment broth for Vibrio parahaemolyticus to facilitate 

early-warning detection in food industry รหัสโครงการ 2559A10802167 สัญญาเลขท่ี 156/2559 ได้รับ

งบประมาณรวมทั้งส้ิน 770,000 บาท (เจ็ดแสนเจ็ดหม่ืนบาทถว้น) ระยะเวลาการด าเนินงาน 1 ปี (ระหว่าง

วนัท่ี 1 ตุลาคม 2558 – วนัท่ี 30 กนัยายน 2559) โดยผลการด าเนินงานทางคณะผูว้ิจยัไดท้  าการบูรณาการ

พฒันาสูตรอาหารเหลวท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Vibrio parahaemolyticus เน่ืองจาก

ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิตและส่งออกอาหารทะเลสดแช่เยือกแข็งรายใหญ่ของโลก ทั้งน้ีปัญหาส าคญัของการ

ผลิต และส่งออกอาหารทะเลสดแช่เยือกแข็งคือการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ซ่ึงเป็นเช้ือ

แบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรค และเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค เป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษ โดย

ส่วนใหญ่พบเช้ือชนิดน้ีบริเวณชายฝ่ังทะเลและปนเป้ือนอยูใ่นอาหารทะเล การบริโภคอาหารทะเลท่ีไม่ได้

ผ่านกระบวนการให้ความร้อนท่ีเพียงพอ จะท าให้มีโอกาสติดเช้ือสูง โดยปกติการตรวจสอบเช้ือ V. 

parahaemolyticus ในอาหารทะเลใช้วิธีดั้ งเดิมหรือวิธีมาตรฐานซ่ึงเป็นวิธีการท่ียุ่งยาก และใช้เวลานาน 

บางคร้ังให้ผลท่ีได้ไม่ทนัต่อการเน่าเสียของอาหารทะเล หรืออาหารทะเลท่ีมีปัญหาดงักล่าวได้ไปถึงมือ

ผูบ้ริโภคแล้ว จึงมีความจ าเป็นตอ้งพฒันาวิธีส าหรับตรวจวิเคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารท่ี

สามารถประหยดัเวลา และมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ข้ึนมา เพื่อความปลอดภยัของผูบ้ริโภคในการท่ี

จะบริโภคอาหารเหล่านั้นไดอ้ย่างปลอดภยั ดงันั้นในงานวิจยัจึงบูรณาการวิเคราะห์ V. parahaemolyticus 

ดว้ยการพฒันาสูตรอาหารเหลวบ่งช้ีชนิดใหม่ โดยอาศยัหลกัการเปล่ียนสีของปฏิกริยาเอสคิวรินไฮโดรไล

ซิส (Esculin hydrolysis) ร่วมกบัการตรวจสอบปฏิกริยาดว้ยการวดัการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนคล่ืน

แสงของอาหารบ่งช้ีจ  าเพาะด้วยเคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ เพื่อการตรวจสอบการปนเป้ือนของ V. 

parahaemolyticus เบ้ืองตน้และใช้ในการคดัเลือกสูตรอาหารท่ีดีท่ีสุด จากการเปรียบเทียบปริมาณการเกิด
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ปฏิกริยาของ V. parahaemolyticus และแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ ส าหรับความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการ

บ่งช้ีปฏิกริยา Esculin hydrolysis (ESC) คือท่ี 450 (เฟอริกแอมโมเนียมซิเตรทเป็นอินดิเคเตอร์)โดยใน

งานวิจัยน้ีมีการศึกษาปริมาณของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) และระดับของความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ี

เหมาะสมท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถเกิดปฏิกริยา Esculin hydrolysis นอกจากน้ีในงานวิจยัยงัมี

การพฒันาสูตรอาหารส าหรับการตรวจวิเคราะห์ V. parahaemolyticus ท่ีสามารถเกิดปฏิกริยา Esculin 

hydrolysis เป็นการเพิ่มความสามารถในการคดัแยกเช้ือ (selectivity) ได้ดียิ่งข้ึนด้วยการศึกษาชนิดของ

น ้ าตาลท่ีเหมาะสมในการเพิ่มความเข้มของสีอาหารเหลวจ าพาะ การเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวมีการ

ประยุกตใ์ชอุ้ปกรณ์ 96-microwell plate ท่ีลดปริมาณการใชอ้าหารแต่ยงัคงให้ผลสอดคลอ้งกบัวิธีการท่ีเป็น

มาตรฐาน ท าให้สามารถวิธีเคราะห์ตวัอย่างไดจ้  านวนมาก ให้ผลการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว ถูกตอ้ง ช่วยลด

ค่าใช้จ่ายในการเก็บรักษาก่อนส่งจ าหน่าย นอกจากน้ียงัเป็นประโยชน์กบัหน่วยงานท่ีรับตรวจสอบความ

ปลอดภยัของอาหาร สามารถตรวจสอบอาหารได้ทีละหลายตวัอย่างในเวลาเดียวกัน ในการทดสอบ

ประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus ไดน้ าสูตรอาหารเหลว Esculin 

hydrolysis ท่ีไดป้ริมาณความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์และระดบัค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมท าการ

ทดสอบกบัตวัอย่างอาหารจริงพบวา่ สูตรอาหารดงักล่าวให้ประสิทธิภาพท่ีดีในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ V. 

parahaemolyticus 
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บทคัดย่อ 

วิธีการวิเคราะห์ท่ีเป็นมาตรฐานของ V. parahaemolyticus ในตวัอย่างอาหารประกอบดว้ยขั้นตอนการเพิ่ม

จ านวนในอาหารเหลวเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นตวัอยา่งอาหารเหลวดงักล่าวถูกน ามาคดัแยกเช้ือในอาหาร

แข็งรวมเวลาท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ประมาณ 3 วนัจึงจะไดผ้ลการบ่งบอกการติดเช้ือเบ้ืองตน้ ซ่ึงใชเ้วลานาน

และขั้นตอนการด าเนินงานมีความยุ่งยากในการท่ีจะวิเคราะห์ตวัอย่างจ านวนมาก เพื่อความปลอดภยัใน

ผลิตภณัฑ์อุตสาหกรรมอาหารทะเล ในงานวิจยัน้ีจึงได้พฒันาเทคนิคการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวบ่งช้ี

เบ้ืองตน้ เพื่อเป็นแนวทางเลือกหน่ึงส าหรับใช้ในการตรวจสอบการปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus 

ส าหรับการพฒันาสูตรอาหารเหลวบ่งช้ีชนิดใหม่นั้น ไดอ้าศยัหลกัการของปฏิกริยา Esculin hydrolysis ซ่ึง

สามารถบ่งช้ีการปนเป้ือนไดจ้ากการเปล่ียนสีของอาหารเหลวเป็นสีด าซ่ึงเป็นผลพลอยไดจ้าก esculin-ferric 

ammonium citrate การอ่านผลโดยรวมจากอาหารเหลวบ่งช้ีท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรด์และระดบั

ของความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมนั้น ท าใหส้ามารถจ าแนกกลุ่ม V. parahaemolyticus ท่ีสามารถใช ้esculin 

ออกจากกลุ่มแบคทีเรียท่ีไม่สามารถใช ้esculin ได ้เม่ือตรวจวดัสมบติัทางแสงของระบบบ่งช้ีในอาหารท่ีมี

การเพาะเล้ียง V. parahaemolyticus โดยวิธีทางสเปคโตรโฟโตรเมตรี พบวา่ความยาวคล่ืนแสงท่ีเหมาะสม

ท่ีสุดในการบ่งช้ีปฏิกิริยา Esculin hydrolysis คือ 450 นาโนเมตร (เฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรทเป็นอินดิเค

เตอร์) โดยสามารถตรวจวดัปฏิกิริยาไดภ้ายใน 24 ชัว่โมง และใหป้ริมาณเซลลท่ี์สูงหลงัจากการบ่มท่ี 106-107 

CFU/ml ในการพฒันาสูตรอาหารเหลวส าหรับบ่งช้ีเบ้ืองตน้ของอาหารเหลว Esculin พบว่าส่วนผสมของ

อาหารท่ีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ 6% ระดบัความเป็นกรด-ด่างท่ี 10 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการ

เพิ่มจ านวน V. parahaemolyticus  และสามารถคดัเลือกเช้ืออ่ืนๆ ไดดี้ท่ีสุด นอกจากน้ียงัไดมี้การพฒันาความ

เข้มของสีอาหารเหลวด้วยการศึกษาชนิดของน ้ าตาลท่ีเหมาะสมพบว่า น ้ าตาลอะราบิโนส ช่วยเพิ่ม

ความสามารถในการเกิดปฏิกริยา Esculin hydrolysis ผลจากงานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นเบ้ืองตน้วา่ วิธีการใหม่

ในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus สามารถตอบโจทยเ์ป้าหมายของงานวจิยั คือ มี

ความสะดวกในการวิเคราะห์ และให้ผลการทดสอบรวดเร็ว โดยให้ผลเบ้ืองตน้ในอาหารเหลวในวนัแรก

ของการทดสอบ ในขณะท่ีวธีิการมาตรฐานนั้นจ าเป็นตอ้งใชเ้วลาอยา่งนอ้ย 2 วนั 

ค าส าคัญ: อาหารเหลวจ าเพาะ, เอสคิวรินไฮโดรไลซิส, การวิเคราะห์ปนเป้ือนอยา่งรวดเร็ว, วิบริโอพาราฮี

โมไลติคสั 
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Abstract 

Conventional methods for V. parahaemolyticus detection in food samples require a liquid enrichment step 

followed by agar culture with the total analytical time of 3 days to obtain presumptive results. Such lengthy 

and complex procedures compromise productivity and food safety of the seafood industry. In this paper, 

the use of esculin hydrolysis was proposed to provide a primary screening of V. parahaemolyticus 

contamination in industrial samples. This research explored alternative rapid screening strategies of V. 

parahaemolyticus detection by the occurrence of blackened broth as a result of the esculin-ferric ammonium 

citrate reaction. V. parahaemolyticus as well as other Gram-positive competitors and Gram-negative non- 

V. parahaemolyticus bacteria were cultured in these substrates and incubated at 37C for 24 h. Viable cell 

count and broth color were monitored using the micro scale cultivation technique and spectrophotometer at 

discrete wavelengths from 340 to 650 nm, respectively. The results showed that the optimal signal in 

detecting esculin activity was at 450 nm and detected as early as 18-24 h after incubation. All tested strains 

grew very well in these broths maintaining high viable cell counts (106-107 CFU/ml). The esculin activity 

itself was able to differentiate Gram-negative from – positive due to the lack of -glucosidase (no dark 

brown broth for E. coli). In this developed esculin based broth, the concentrations of sodium chloride (3, 6, 

8 and 10% w/v) and pH values (7, 8, 9, and 10) were varied to determine the most optimal selectivity 

towards V. parahaemolyticus selection. The optimized esculin-ferric ammonium citrate based broth, named 

EFA (esculin, ferric ammonium citrate, and arabinoe), effectively increased black color and OD450 of V. 

parahaemolyticus and displayed good selectivity. The modified esculin broth was able to presumptively 

screen the presence of V. parahaemolyticus in industrial food samples within 1 day in contrast to the 

conventional method. 

 

Keywords: selective broth / esculin hydrolysis / rapid screening / Vibrio parahaemolyticus  
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บทที ่1 

บทน า 

      1.1 ความส าคญัและทีม่าของงานวจิัย 

 ปัจจุบนัประเทศไทยสามารถส่งออกอาหารทะเลแช่เยือกแข็งท ารายไดใ้ห้ประเทศมูลค่าหลายหม่ืนลา้นบาท

ต่อปี โดยอาหารทะเลแช่เยือกแข็งท่ีส่งออกไปจ าหน่ายต่างประเทศประมาณร้อยละ 40 – 60 เป็นกุ้ง 

รองลงมาคือปลาหมึก ปลา เป็นตน้ (กองวิจยัสินคา้และการตลาด กรมเศรษฐกิจการพาณิชย,์ 2556)ถึงแมว้า่

การส่งออกอาหารทะเลแช่เยือกแข็งของไทยจะขยายตวัเพิ่มข้ึน แต่ก็ยงัพบปัญหาเก่ียวกบัผลิตภณัฑ์คือ  

คุณภาพของสินคา้ตอ้งเป็นท่ียอมรับโดยควรมีจ านวนจุลินทรียห์ลงเหลือในผลิตภณัฑใ์นระดบัต ่าท่ีสุด ทั้งน้ี

เพื่อประโยชน์ในดา้นการยืดอายุการเก็บผลิตภณัฑ์ท่ีผลิตให้อยู่ไดน้านรวมถึงความปลอดภยัของผูบ้ริโภค

(Frazier, W.C. and Westhoff, D.C., 1988) โดยแต่ละประเทศต่างก็มีขอ้ก าหนดคุณภาพและมาตรฐานสินคา้

น าเขา้อยา่งเขม้งวด ท าให้ผูส่้งออกตอ้งประสบกบัปัญหาการกกักนัสินคา้ เน่ืองจากคุณภาพไม่ไดม้าตรฐาน 

ไม่เป็นท่ียอมรับของผูซ้ื้อ ก่อให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจต่อประเทศเป็นอยา่งมาก คุณภาพทางจุลินทรีย์

นับเป็นดชันีท่ีส าคัญในการบ่งช้ีคุณภาพของอาหาร โดยเฉพาะเช้ือโรคอาหารเป็นพิษ (Food poisoning 

bacteria) อนัอาจเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภคหรือเป็นแหล่งปนเป้ือนไปสู่อาหารอ่ืน ทั้งน้ีปัญหาส าคญัของการ

ผลิตและส่งออกอาหารทะเลสดแช่เยือกแข็งของไทยคือการปนเป้ือนของเช้ือ Vibrio spp. โดยเฉพาะเช้ือ 

Vibrio parahaemolyticus ซ่ึงเป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรค และเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค  

 

 

 

                                                     
(ก) (ข) 
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รูปที ่ 1 (ก)   ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ V. parahaemolyticus (ข) ผลิตภณัฑจ์ากทะเลมีโอกาสปนเป้ือน

ของเช้ือมากท่ีสุด         

เ น่ืองจากเช้ือ V. parahaemolyticus ชอบอยู่ในสภาพแวดล้อมท่ีมีน ้ า เกลือและสามารถเพิ่มจ านวน

แพร่กระจายอยา่งกวา้งขวาง ซ่ึงเป็นสาเหตุท่ีท าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษระบาดทัว่โลก (Dileep et al., 2003)  

โดยมีรายงานวิกฤตการณ์อาหารเป็นพิษจากเช้ือ V. parahaemolyticus พบคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1951 ขณะนั้น

การเกิดโรคน้ีพบนอ้ยในประเทศสหรัฐอเมริกาและยโุรป แต่พบมากในประเทศแถบทวปีเอเชียซ่ึงประชาชน

บริโภคอาหารทะเลกนัเป็นกิจวตัรประจ าวนั เช่น สถานการณ์การเกิดโรคอาหารเป็นพิษในประเทศญ่ีปุ่น ปี 

ค .ศ . 1951 จากสถานการณ์ดงักล่าวมีผูป่้วยท่ีติดเช้ือจ านวน 272 คน และตายอีก 20 คน (Fujino et al., 1953) 

และในปัจจุบนัการบริโภคอาหารทะเลของประชาชนทัว่โลกเพิ่มข้ึนทุกปี เน่ืองจากมีการระบาดของโรคววั

บา้และโรคปากและเทา้เป่ือย เป็นสาเหตุใหผู้บ้ริโภคหนัมาบริโภคอาหารทะเลแทนเน้ือววัและเน้ือสุกร โดย

อาหารท่ีเคยพบวา่เป็นพาหะของเช้ือซ่ึงท าให้เกิดโรคระบาดคือ ปลาซาร์ดีนก่ึงแห้ง สลดัปู ปูน่ึง หอยนางรม

ดิบ ระยะฟักตวัของเช้ือน้ีอยูใ่นช่วง 3 – 76 ชัว่โมง เฉล่ีย 16.7 ชัว่โมง ผูป่้วยจะมีอาการของโรคเป็นเวลา 1 – 

8 วนั เฉล่ีย 4.6 วนั โดยจะมีอาการทอ้งเสีย เป็นตะคริวท่ีทอ้ง อ่อนเพลีย คล่ืนไส้ หนาว ปวดหวัและอาเจียน  

 

ทั้งน้ีการท่ีผลิตภณัฑ์แปรรูปอาหารทะเลมีการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus แลว้ยงัปล่อยผ่านไป

จนถึงมือผูบ้ริโภค อาจเกิดจากวิธีวิเคราะห์ซ่ึงปกติใช้วิธีดั้งเดิมซ่ึงเป็นวิธีการท่ียุ่งยาก ใช้เวลานาน ท าให้

บางคร้ังมีการปล่อยสินคา้ไปก่อนท่ีจะทราบผล ซ่ึงมีโอกาสท่ีผลิตภณัฑ์ท่ีมีปัญหาไดไ้ปถึงมือผูบ้ริโภคแลว้ 

นอกจากน้ียงัเกิดจากความไม่แน่นอนของวิธีการวิเคราะห์ซ่ึงบางคร้ังให้ผล False Positive ทั้งท่ีไม่มีการติด

เช้ือและท่ีส าคญัคือผลท่ีเป็น False Negative หรือจากการตรวจวิเคราะห์ไม่พบเช้ือเน่ืองจากสารยบัย ั้งใน

อาหารเล้ียงเช้ือมีความเป็นพิษสูง (ประกอบกบัปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ในอาหารตวัอยา่งมีปริมาณนอ้ย) ทั้ง ๆ ท่ี

จริงแลว้ ผลิตภณัฑ์อาหารมีการติดเช้ือดงักล่าว ซ่ึงเป็นอีกสาเหตุหน่ึงท่ีผูบ้ริโภคไดรั้บอาหารท่ีไม่ปลอดภยั

ไปรับประทานและเกิดปัญหาอาหารเป็นพิษท่ีพบเห็นไดท้ัว่ไปในส่ือต่างๆ ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นเป็นอยา่ง

ยิ่งในการพฒันาวิธีส าหรับการตรวจวิเคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารท่ีสามารถประหยดัเวลา 

และมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ เพื่อความปลอดภัยสูงสุดของผูบ้ริโภคและลดความเสียหายเชิง

เศรษฐศาสตร์ท่ีเป็นผลพวงจากปัญหาสุขภาพและการเจบ็ไขไ้ดป่้วยของประชากรในประเทศ 
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      รูปที ่2 ลกัษณะโคโลนีของ V. parahaemolyticus ท่ีปรากฏบนอาหารเล้ียงเช้ือ TCBS agar 

                  ท่ีมา : www.microblog.me.uk/189 

ในปัจจุบนัจึงมีความพยายามในการพฒันาอาหารและปรับปรุงวิธีการตรวจสอบ V. parahaemolyticus  ใน

ตวัอยา่งอาหารให้มีประสิทธิภาพสูงสุด โดยวิธีการวิเคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus แบบดั้งเดิมตามปกติ 

(Conventional method, BAM, 2007) มกัจะใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสองขั้นตอน คือ การใช ้alkaline peptone water 

(APW) เป็นอาหารเหลวเพื่อเพิ่มจ านวนของเช้ือจุลินทรีย ์thiosulfate citrate bile salts (TCBS) เป็นอาหาร

แข็ง เพื่อตรวจสอบลักษณะเชิงชีวเคมีของเช้ือ (Hara-Kudo et al., 2001) นอกจากน้ีย ังมีอาหาร Salt 

polymyxin broth (SPB) หรือ glucose teepol (หรือ sodium dodecylsulfate) salt broth (GTSB) เป็นอาหาร

เล้ียงเช้ือเหลวท่ีถูกแนะน าเพิ่มเติม เพื่อใชใ้นการเพิ่มประสิทธิภาพของการเพิ่มจ านวนเช้ือจุลินทรยใ์นอาหาร

เหลว (Donovan และ van Netten, 1995) ก่อนน ามาเล้ียงในอาหารเหลวจ าเพาะซ่ึงมีสารยบัย ั้งหรือลดจ านวน

จุลินทรียอ่ื์นๆท่ีไม่ใช่ V. parahaemolyticus แต่ในขณะเดียวกนัก็เพิ่มจ านวน V. parahaemolyticus  และใน

ขั้นตอนสุดทา้ยคือ น าไปคดัแยกบนอาหารแขง็จ าเพาะ โดยโคโลนีของ V. parahaemolyticus จะใหสี้จ าเพาะ

แตกต่างจากจุลินทรียก์ลุ่มอ่ืน ขั้นตอนดงักล่าวเป็นขั้นตอนท่ีมีความส าคญัและมีผลต่อความแม่นย  าของการ

วิเคราะห์เป็นอย่างมาก โดยปัจจุบนัอาหารเหลวจ าเพาะในขั้นตอนน้ี มีประสิทธิภาพและความแม่นย  า

แตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัการเลือกใชช้นิดของสารยบัย ั้งและการใชส้ารคดัเลือกท่ีเหมาะสม ซ่ึงปัจจุบนัความรู้ใน

การใชส้ารยบัย ั้งส าหรับคดัเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus อยา่งมีประสิทธิภาพถูกจ ากดั และการคดัเลือกเช้ือ 

V. parahaemolyticus จากการปนเป้ือนของแบคทีเรียคู่แข่งยงัไม่เป็นท่ีเขา้ใจกนัมากนกั (Bauer et al., 1966; 
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Twedt และ Novelli, 1971; Zulkifli et al., 2009) และยงัไม่มีการพฒันาใชง้านอินดิเคเตอร์สีในขั้นตอนน้ีเพื่อ

ใชบ้่งบอกการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียใ์นวธีิการมาตรฐาน ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจึงศึกษาถึงบทบาทของสาร

คดัเลือกทัว่ไป ไดแ้ก่ อินดิเคเตอร์สี methyl violet ร่วมกบัสารยบัย ั้งประเภทต่างๆ เช่น sodium lauryl sulfate, 

polymyxin B sulfate, sodium citrate กบั oxbile, bile salt, tellurite กบั sodium laurly sulfate และ nystatin ท่ี

มีผลต่อการฟ้ืนฟูเช้ือ V. parahaemolyticus โดยความเขม้ขน้ของสารคดัเลือกและผลของระดบัการปนเป้ือน

ของเช้ือ V. parahaemolyticus สามารถให้ขอ้มูลเก่ียวกบัวิธีการท่ีจะก าหนดสูตรของอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับ

การเพิ่มจ านวนและคดัเลือกเช้ือจุลินทรียท่ี์ตอ้งการไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ การใช้ขั้นตอนการเพิ่มจ านวน

และคดัเลือกเช้ือจุลินทรียน์ าไปสู่การวินิจฉยัถึงความสามารถในการตรวจสอบเช้ือ V. parahaemolyticus ใน

ตวัอย่างผลิตภณัฑ์อาหารรวมทั้งผลิตภณัฑ์อาหารทะเลแช่แข็ง ในขั้นตอนดงักล่าวสามารถปรับปรุงความ

แม่นย  าและความรวดเร็วในการตรวจสอบไดเ้ป็นอยา่งดี  

 

นวตักรรมเทคโนโลยีการตรวจวิเคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีพฒันาข้ึนมาใหม่น้ี นอกจากโรงงาน

อุตสาหกรรมอาหารทะเลและโรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปอาหารอ่ืน ๆ สามารถน าไปประยุกต์ใชใ้นการ

เสริมศกัยภาพการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียเ์พื่อเป็นการตรวจสอบคุณภาพวตัถุดิบ การตรวจสอบคุณภาพ

ระหวา่งกระบวนการผลิตและการตรวจสอบคุณภาพผลิตภณัฑ์สุดทา้ยให้มีความถูกตอ้งและแม่นย  าไดม้าก

ยิ่งข้ึน นวตักรรมเทคโนโลยีดงักล่าวจะสามารถวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีมีจ  านวนมากในโรงงานและสามารถ

วิเคราะห์ตรวจหาเช้ือดว้ยเวลาอนัสั้น เทคโนโลยีน้ีจะช่วยเสริมศกัยภาพและความสามารถในการส่งออก

ผลิตภณัฑอ์าหารทะเลและยงัสามารถน าไปประยกุตใ์ชก้บัผลิตภณัฑ์อาหารและสินคา้แปรรูปทางการเกษตร

ชนิดอ่ืนๆ ของประเทศไดเ้ป็นอยา่งดี ลดการท าลายสินคา้ท่ีส่งออกเน่ืองจากลูกคา้ตรวจพบการปนเป้ือนของ

เช้ือ V. parahaemolyticus ในสินคา้ท่ีลูกคา้ปลายทางท าให้สามารถสุ่มตรวจตัวอย่างสินค้าได้ปริมาณมาก

และทราบถึงผลการวิเคราะห์ด้วยเวลาที่เหมาะสมท าให้ทราบถึงปัญหาการปนเป้ือนของสินค้าก่อนส่งออก

จากคลังสินค้า ซ่ึงเทคโนโลยีน้ีจะท าให้อุตสาหกรรมอาหารทะเลของประเทศไทยลดความสุ่มเส่ียงต่อการ

ท าใหผู้บ้ริโภคไดรั้บเช้ือจุลินทรียท่ี์ก่อให้เกิดโรคทางเดินอาหารซ่ึงจะท าใหป้ระเทศคู่คา้ไม่มีความเช่ือมัน่ใน

นโยบายอาหารท่ีปลอดภยัในการบริโภค (Food Safety) ของประเทศไทย ส่งผลกระทบต่อยุทธศาสตร์ใน

การเป็นครัวโลก (Kitchen of the World) อีกทั้ งประเทศไทยเป็นประเทศท่ีติดชายฝ่ังทะเลทั้ ง 2 ด้าน 
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อุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่เยือกแข็งจึงเจริญเติบโตข้ึนอย่างรวดเร็ว นอกจากการผลิตเพื่อการบริโภค

ภายในประเทศแลว้ยงัส่งออกไปจ าหน่ายยงัต่างประเทศอีกดว้ย ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะตอ้งมี

การพฒันาวิธีการวิเคราะห์เช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารทะเลท่ีแม่นย  าและรวดเร็ว นวตักรรมวิธีการ

วิเคราะห์ดงักล่าวจดัเป็นนวตักรรมท่ีสามารถสร้างบุคลากรท่ีมีความรู้ความสามารถในการประยุกต์และ

พฒันาวิธีการวิเคราะห์แบบใหม่เพื่อทดแทนวิธีการวิเคราะห์แบบเดิม ท่ียุ่งยาก ใช้เวลานาน เป็นวิธีการ

วิเคราะห์ท่ีสะดวก รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงโดยเฉพาะอยา่งยิ่งการใชอิ้นดิเคเตอร์สีในอาหารเล้ียงเช้ือ

เหลวร่วมกับการประยุกต์ใช้คุณสมบติัทางชีวเคมีอ่ืน ๆ ของเช้ือในการจ าแนกวิเคราะห์เช้ือจุลินทรีย์

เป้าหมาย เช่น การใช้ความสามารถในการใช้น ้ าตาลชนิดต่าง ๆ (fermentable) ความสามารถในการใช้

กรดอะมิโนไลซีน ออนิทินและไลซีน การย่อยสลาย esculin เป็นตน้ ขณะเดียวกนัในปัจจุบนัพบว่าก็มี

ประเทศผูส่้งออกอาหารทะเลแช่เยือกแข็งรายใหม่เกิดข้ึนตลอดเวลา เช่น เวียดนาม มาเลเซีย เขา้มาแข่งขนั

เพื่อช่วงชิงส่วนแบ่งการตลาดเพิ่มข้ึน ดงันั้นการสร้างฐานการแข่งขนัในระดบัตลาดโลกจ าเป็นตอ้งมีการ

ยกระดบัเทคโนโลยีและกระบวนการผลิตท่ีทนัสมยัรวมทั้งการรักษามาตรฐานคุณภาพของผลิตภณัฑ์เพื่อ

ขยายผลผลิตให้เป็นอุตสาหกรรมขนาดใหญ่เพื่อใช้ในการส่งออกทั้งในและต่างประเทศ จากท่ีมาและ

ความส าคญัของการปฏิรูปการวิเคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus จึงเห็นสมควรให้การสนบัสนุนเป็นอย่าง

ยิง่ในการพฒันาวธีิการตรวจวเิคราะห์เช้ือจุลินทรียก่์อโรคทางเดินอาหารดงักล่าว   

       1.2 วตัถุประสงค์และขอบเขตงานวจัิย 

1.2.1 เพื่อน าเสนอวธีิการตรวจสอบเช้ือ Vibrio parahaemolyticus ท่ีรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ

เทียบเท่าวธีิมาตรฐาน 

1.2.2 เพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับการเพิ่มจ านวนและคดัเลือกเช้ือ Vibrio 

parahaemolyticus 

1.2.3 น าผลงานวจิยัมาประยกุตใ์ชจ้ริงในระดบัอุตสาหกรรมเพื่อการส่งออกผลิตภณัฑท์ั้งในและ 

ส่งออกต่างประเทศ 

1.2.4 ไดเ้ทคโนโลยใีหม่ท่ีสามารถตรวจ Vibrio parahaemolyticus ไดอ้ยา่งถูกตอ้งและแม่นย  า 

เพื่อเป็นยทุธศาสตร์ในการเพิ่มความสามารถในการแข่งขนัส่งออกผลิตภณัฑอ์าหารใน 

ประเทศไทย 
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      1.3 ขอบเขตของงานวจัิย 

1.3.1 ศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสารคดัเลือกจากการตรวจเอกสารจ านวนมากในการ

เพิ่มจ านวนเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ โดยเปรียบเทียบกบั

เช้ือจุลินทรียคู์่แข่ง 

1.3.2 ศึกษาการรวมกันของสารคัดเลือกท่ีใช้ในการฟ้ืนฟูและคัดเลือกการปนเป้ือนเช้ือ V. 

parahaemolyticus จากเช้ือจุลินทรียคู์่แข่งอ่ืนๆ 

1.3.3 ศึกษาการใช้อาหารเหลวสีจ าเพาะและสารคัดเลือกเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการฟ้ืนฟูเช้ือ V. 

parahaemolyticus โดยการก าหนดความแตกต่างของสีส าหรับการบ่งบอกการเจริญของเช้ือ V. 

parahaemolyticus 

1.3.4        ปรับระดบัของปัจจยัท่ีมีผลต่อการตรวจหาเช้ือและการตรวจนบัท่ีสามารถท าใหก้ารตรวจหา 

เช้ือ   เป็นไปอยา่งแม่นย  า 

1.3.5 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสูตรอาหารท่ีพฒันาข้ึนกบัวิธีมาตรฐานในการตรวจวเิคราะห์เช้ือ 

V. parahaemolyticus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

บทที ่2 

เอกสารทีเ่กีย่วข้องกบัการศึกษา 

บทน้ีจะแสดงทฤษฎีและรายงานต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งกบัการศึกษาน้ี ซ่ึงมีเน้ือหาเก่ียวกบัแบคทีเรียก่อโรคใน

อาหารเช้ือ Vibrio parahaemolyticus และสารคดัเลือกท่ีใชใ้นการคดัเลือกเช้ือ Vibrio parahaemolyticus 

2.1 แบคทเีรียก่อโรคในอาหาร 

โรคท่ีเกิดจากอาหารเป็นส่ือเกิดข้ึนจากแบคทีเรียก่อโรค ไวรัส หรือปรสิต ท่ีปนเป้ือนในผลิตภณัฑ์อาหาร 

วิกฤตการณ์ทั่วโลกส่วนใหญ่เกิดจากแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร แม้ว่าสหรัฐอเมริกาเป็นประเทศให้

ความส าคญักบัความปลอดภยัทางอาหารมากท่ีสุด อยา่งไรก็ตามมีผูป่้วยมากกวา่หน่ึงลา้นคนท่ีเจ็บป่วยจาก

การรายงานในทุกปี 

2.1.1 ประเภท  

ความเจ็บป่วยท่ีเกิดจากอาหารเป็นส่ือส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือจุลินทรีย ์2 ประเภท คือ โรคติดเช้ือจากอาหาร

และโรคอาหารเป็นพิษ  โรคติดเช้ือจากอาหารเกิดข้ึนจากการเจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในร่างกายมนุษย ์

ระยะเวลาในการบ่มตวัของอาการ คือ เวลาหลังจากผูบ้ริโภครับประทานอาหารท่ีปนเป้ือนจนกระทัง่

ผูบ้ริโภคเกิดการเจ็บป่วย ซ่ึงมกัเกิดข้ึนบ่อยกวา่โรคอาหารเป็นพิษจากแบคทีเรียสร้างสารพิษข้ึนในร่างกาย

มนุษย ์(Dack, 1960)  โรคการติดเช้ือรุนแรงและโรคอาหารเป็นพิษจากแบคทีเรียสร้างสารพิษข้ึนในร่างกาย

มนุษยม์กัเกิดข้ึนจากกลุ่มของเช้ือจุลินทรียก่์อโรค โรคการติดเช้ือรุนแรงจะเกิดข้ึนบริเวณเน้ือเยื่อหรืออวยัวะ

ข อ ง ร่ า ง ก า ย ม นุ ษ ย์ โ ด ย ไ ว รั ส  โ ป ร โ ต ซั ว  ป ร สิ ต  แ ล ะ แ บ ค ที เ รี ย ช นิ ด รุ น แ ร ง 

(e.g., Salmonella, Aeromonas, Campylobacter, Shigella, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia,  enteric-

type Escherichia coli และอ่ืนๆ) แบคทีเรียท่ีท าให้ติดเช้ือจะสร้างสารพิษบริเวณระบบทางเดินอาหารของ

ม นุษ ย์ ร ว มทั้ ง  Vibrio cholerae, Bacillus cereus (diarrheal-type), C. botulinum, C. perfringens แ ล ะ 

verotoxigenic E. coli จุลินทรีย์เหล่าน้ีจะถูกเรียกว่าโรคอาหารเป็นพิษจากแบคทีเรียสร้างสารพิษข้ึนใน

ร่างกายมนุษย์ (Dewberry, 1959; Chin, 2000) ปริมาณของเช้ือจุลินทรีย์ท่ีจ  ากัดสามารถเจริญและสร้าง

สารพิษในผลิตภณัฑอ์าหารได ้อาการของผูป่้วยท่ีไดรั้บสารพิษจากแบคทีเรียจะเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วกวา่ผูท่ี้มี
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อาการจากการติดเ ช้ือ ตัวอย่างของแบคทีเ รีย ท่ีท าให้ เ กิดโรคอาหารเป็นพิษคือ C. botulinum, B. 

cereus (emetic-type), Staphylococcus aureus และอ่ืนๆ (Schmidt et al., 2003; Cliver et al., 2011) 

2.1.2 วกิฤตการณ์ 

วิกฤตการณ์การเจ็บป่วยจากเช้ือจุลินทรียก่์อโรคแพร่กระจายไปทัว่โลก คนจ านวนมากเจ็บป่วยจากการ

รับประทานอาหารท่ีปนเป้ือน แบคทีเรียก่อโรคเป็นสาเหตุหลกัและท าให้คนตายอยา่งต่อเน่ือง ตวัอยา่งเช่น 

เช้ือ V. parahaemolyticus, Vibrio cholera, Salmonella sp., Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes และ Escherichia coli สถิติของวิกฤตการณ์จากเช้ือจุลินทรียก่์อโรคมีผลกระทบต่อความ

เป็นอยูข่องประชาชนอยา่งมาก (ตารางท่ี 2.1)  

ตารางที ่2.1 วกิฤตการณ์ของแบคทีเรียก่อโรค 

ประเภท ผู้ป่วย 
(คน) 

ประเภทอาหาร ประเทศ อ้างองิ 

V. parahaemolyticus 3,725 อาหารทะเล ชิลี Cabello et al. (2007) 
V. cholera 2,591 อาหารทะเล อินเดีย Ceccarelli et al. (2011) 
Salmonella sp. 500 ปลาแซลมอนรมควนั เนเธอร์แลนด์ Flynn (2012) 
B. cereus 103 ขา้ว สหรัฐอเมริกา Wamnes (2011) 
S. aureus 855 ไก่ตุรกี สหรัฐอเมริกา Horwitz and Ganagarosa 

(1976) 
L. monocytogenes 38 ชีส แคนาดา Gaulin et al. (2012) 
E. coli 33 ผกักาด สหรัฐอเมริกา Centers for Disease Control 

and Prevention (2010) 
 

เช้ือ V. parahaemolyticus ท าใหค้นเจบ็ป่วย 3,725 คน จากการบริโภคอาหารทะเลในประเทศชิลีปี ค.ศ. 2019 

ประเทศอินเดียปี ค.ศ. 2012 เกิดวิกฤตการณ์จากเช้ือ V. cholera ท าให้คนตายจ านวน 2,591 คน จากการ

บริโภคอาหารทะเลท่ีปนเป้ือนเช่นเดียวกบัการติดเช้ือจาก V. parahaemolyticus รายงานเหล่าน้ีเปิดเผยความ
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เป็นไปไดข้องการเกิดวิกฤตการณ์ทั้งในประเทศท่ีพฒันาแลว้ ประเทศก าลงัพฒันาและประเทศท่ียงัไม่ได้

พฒันา ดงันั้น ความเจบ็ป่วยของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคเป็นท่ีจดจ าไปทัว่โลก 

2.2 จีนัส Vibrio 

จีนสั Vibrio จดัอยูใ่นวงศ ์Vibrionaceae ซ่ึงประกอบดว้ย 4 จีนสัคือ Aeromonas Photobacterium Plesiomonas 

และ Vibrio เช้ือในจีนสั Vibrio มีมากกวา่ 30 สปีชีส์ แต่สปีชีส์ท่ีท าใหเ้กิดโรคในคนมี 12 สปีชีส์ คือ V. 

cholerae, V. mimicus, V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus, V. furnissii, V. 

damsel, V. metschnikovii, V. hollisae, V. cincinnatiensis และ V. carchariae โดย Vibrio เป็นแบคทีเรียแกรม

ลบ รูปแท่ง ลกัษณะเป็นท่อนตรงหรือโคง้ หลายสปีชีส์เคล่ือนท่ีโดยใช ้ polar flagellum ในอาหารเหลว แต่

เม่ือเจริญในอาหารแขง็สามารถสร้าง peritrichous flagella ได ้เช้ือในจีนสั Vibrio ไม่สร้างสปอร์ เจริญไดท้ั้ง

ในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) ใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังาน พบ

ทัว่ไปทั้งในน ้าจืดและน ้าเคม็ เจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส สปีชีส์ท่ีท าใหเ้กิดโรคในคนเจริญไดดี้ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ส่วนใหญ่ไม่สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 10 – 15 องศาเซลเซียส สามารถเผาผลาญ

อาหารไดโ้ดยใชข้บวนการหายใจและขบวนการหมกั เช้ือสามารถเจริญไดดี้ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอ

ไรด ์(halophile) โดยสปีชีส์ท่ีก่อใหเ้กิดโรคในคนตอ้งการเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้ 1-3% Vibrio 

สามารถหมกัน ้าตาลกลูโคสใหก้รดแต่ไม่ใหแ้ก๊ส โดยทัว่ไปสามารถสร้าง indole catalase และ oxidase 

สามารถยอ่ยไนเตรทเป็นไนไตรทไ์ด ้ สามารถสร้างเอนไซมห์ลัง่ออกภายนอกเซลล ์ (exoenzyme) ไดแ้ก่ 

protease amylase lipase lecitinase DNAase และ chitinase เช้ือในจีนสั Vibrio มีความใกลเ้คียงกบัแบคทีเรีย

ในวงศ ์Enterobacteriaceae ซ่ึงใหผ้ล oxidase เป็นลบ จากการศึกษาทางชีวโมเลกุลพบวา่ Vibrio ท่ีท าใหเ้กิด

โรคในคนมีปริมาณ Guanine รวมกบั cytosine (ค่า G+C content) ของดีเอ็นเอ เท่ากบั 39-51 mol % (Lee, 

1990) 

2.3 การก่อโรค 

Vibrio ท่ีแพร่กระจายอยูใ่นธรรมชาติส่วนใหญ่ก่อใหเ้กิดการติดเช้ือภายในล าไส้ (intestinal infection) โดยมี

สาเหตุมาจากการรับประทานอาหารทะลท่ีปนเป้ือนเช้ือ ท าใหเ้กิดโรคล าไส้อกัเสบ (gastroenteritis) ผูป่้วยมี

อาการ ปวดทอ้ง ทอ้งเสีย คล่ืนไส้ อาเจียน มีไข ้อุจจาระอาจมีมูกเลือดปน การติดเช้ือภายในล าไส้ท่ีรู้จกักนัดี
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คือ การติดเช้ือจาก V. cholerae เน่ืองจากมีความรุนแรงสูงท าใหผู้ติ้ดเช้ือถ่ายเหลวเป็นน ้ าซาวขา้ว (rice water 

stool) V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุส าคญัท าให้เกิดโรคล าไส้อกัเสบชนิดรุนแรงแต่ผูป่้วยสามารถหายได้

เอง นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่ V. fluvialis, V. hollisae, V. mimicus และ V. vulnificus ท  าเกิดอาการทอ้งเสียได ้

นอกจากน้ีบางสปีชีส์ ยงัก่อใหเ้กิดการติดเช้ือภายนอกล าไส้ (extraintestinal infection) เช่น การติดเช้ือทาง

บาดแผล การติดเช้ือในหู และการติดเช้ือในกระแสเลือด ยกตวัอยา่งไดแ้ก่ V. cholerae, V. mimicus, V. 

parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus, V. damsel, V. metschnikovii, V. hollisae, V. 

cincinnatiensis และ V. carchariae ปัจจยัก่อโรค ของเช้ือ Vibrio มีหลายชนิด ไดแ้ก่ protease siderophore 

adhesion factor haemagglutinin enterotoxin cytotoxin และ hemolysin โดย haemolysin เป็นปัจจยัก่อโรคท่ี

ส าคญัใน Vibrio หลายสปีชีส์ไดแ้ก่ V. cholerae, V. mimicus, V. parahaemolyticus, V. hollisae, V. vulnificus, 

V. damsel.  

Vibrio สามารถพบไดใ้นน ้าทะเลทัว่โลก และปนเป้ือนในสัตวท์ะเล ในประเทศไตห้วนัไดมี้การศึกษาการ

แยกเช้ือ Vibrio จากอาหารทะเลพบวา่ V. alginolyticus, V. cholera, V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V. 

mimicus, Aeromonas caviae, A. hydrophila และ A. sobria ในประเทศฮ่องกงไดมี้การศึกษาแยกเช้ือ V. 

parahaemolyticus และ Vibrio อ่ืน ๆ จากอาหารทะเลท่ีจ าหน่ายในตลาด พบวา่สามารถแยกเช้ือ V. 

alginolyticus ไดม้ากท่ีสุด รองลงมาคือ V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. fluvialis, V. vulnificus, V. 

pelagius, V. compbellii, V. spendidus และ V. marius ตามล าดบั ในประเทศอิตาลี Baffone และคณะ (2000) 

ไดต้รวจแยกเช้ือ Vibrio ในอาหารทะเลจากทะเล Adriatic พบเช้ือ V. alginolyticus (81.48%) มากท่ีสุด 

รองลงมาคือ V. parahaemolyticus (14.8%) และ V. cholera non-O1 (3.7%) และไดท้  าการศึกษา กุง้ทะเลสด

แช่แขง็ พบวา่ 30% ของจ านวนตวัอยา่งทั้งหมด 129 ตวัอยา่ง มีเช้ือ V. parahemolyticus, V. vulnificus, V. 

metschnikovii, V. cholera non-O1 และ V. fluvialis จากการศึกษาของ Lowy และคณะ (1989) ท่ีประเทศ

สหรัฐอเมริกา พบวา่ 100% ของจ านวนหอยนางรมดิบปนเป้ือนดว้ยเช้ือ V. parahaemolyticus และ 67% 

ปนเป้ือนดว้ย V. vulnificus และจากการศึกษาการกระจายของเช้ือ Vibrio ในหอยนางรมจากชายฝ่ังทะเล

ประเทศบราซิล พบเช้ือ V. alginolyticus (81%) V. parahemolyticus (77%) V. cholera non-O1 (37%) V. 

fluvialis (27%) V. furnissii (19%) V. vulnificus (12%) และ V. mimicus (12%) การก่อโรคล าไส้อกัเสบของ 

Vibrio เกิดจากการรับประทานอาหารทะเลดิบ หรือปรุงสุกๆ ดิบๆ นอกจากน้ี น ้าท่ีปนเป้ือนยงัเป็นสาเหตุ
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ส าคญัในการติดเช้ือ V. cholera (Lee, 1990) จากการศึกษา Vibrio ในหอยและน ้าทะเลในประเทศฝร่ังเศส 

ระหวา่งเดือน กรกฎาคม – กนัยายน ปี ค.ศ. 1999 จ านวน 189 ตวัอยา่ง พบ V. vulnificus 20 ตวัอยา่ง และ V. 

cholera non-O1/non-O139 3 ตวัอยา่ง (Hervio – Health et al., 2002) และจากการศึกษา Vibrio ในประเทศ

ออสเตรเลีย สามารถแยกเช้ือ Vibrio ไดจ้าก น ้า ตะกอน พืชและอุจจาระ จากแถบชายฝ่ังแม่น ้า 8 แห่งในภาค

ตะวนัออกเฉียงใตข้องรัฐควีนแลนดพ์บเช้ือส่วนใหญ่เป็น V. cholera, V. fluvialis และ Aeromonas spp. 

(Myatt และ Davis, 1989) ในประเทศสหรัฐอเมริการะหวา่งปี ค.ศ. 1981 – 1994 มีรายงานการติดเช้ือ Vibrio 

ในรัฐฟลอริดาสูงมาก ซ่ึงส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือ V. parahaemolyticus รองลงมาคือ V. vulnificus, V. cholerae 

non-O1, V. hollisae, V. alginolyticus, V. fluvialis และ V. mimicus (Hlady, 1997) การติดเช้ือ Vibrio ส่วน

ใหญ่เกิดจากการับประทานอาหารทะเลดิบ โดยปี ค.ศ. 1988 – 1997 ในรัฐแถบชายฝ่ังทะเลจ านวน 4 รัฐ คือ 

Alabama, Florida, Lousiana และ Texas มีผูป่้วยล าไส้อกัเสบอนัเน่ืองมาจากเช้ือ Vibrio จ านวน 234 คน 

(53%) จากจ านวนผูป่้วยทั้งหมด 445 คน โดยมีสาเหตุมาจากการรับประทานหอยนางรมดิบ (Altekruse et al., 

2000) 

       ในประเทศไทยระหวา่งปี ค.ศ. 1980 – 1981 พบผูป่้วย 660 ราย มีอาการทอ้งร่วง ซ่ึงเกิดจากเช้ือ Shigella 27% 

V. parahaemolyticus 19% E. coli 5% Salmonella spp. 3% V. cholera non-O1 3% Campylobacter jejuni 1% 

และ Vibrio อ่ืนๆ นอ้ยกวา่ 1% (Echeverria et al., 1983) และไดมี้การศึกษาแยกเช้ือ Vibrio จากเลือดของ

ผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษาในโรงพยาบาลระหวา่งเดือน มกราคม ค.ศ. 1983 – มีนาคม ค.ศ. 1988 พบ V. cholera 

non-O1 13 สายพนัธ์ุ V. vulnificus 3 สายพนัธ์ุ และ Vibrio สปีชีสช์อ่ืน อีก 10 สายพนัธ์ุ โดยผูป่้วยส่วนใหญ่

เป็นชายมีประวติัการเป็นโรคตบัแขง็ ผูป่้วยมีอาการ ปวดเกร็งในช่องทอ้ง ทอ้งเสีย เยือ่บุทอ้งอกัเสบ ช็อคและ

มีบาดแผลท่ีผวิหนงั ผูป่้วยบางรายมีประวติัการรับประทานอาหารทะเลหรือสัมผสักบัน ้าทะเลก่อนท่ีจะเกิด

อาการดงักล่าว 50% ของผูป่้วยเสียชีวติถึงแมจ้ะไดรั้บการรักษาโดยใชย้าปฏิชีวนะ (Thamlikitkul, 1990) ใน

ปี ค.ศ. 1999 มีรายงานการตรวจแยกเช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารทะเลส่งออกจ านวน 686 ตวัอยา่ง ซ่ึง

มาจากฮ่องกง อินโดนีเซีย ไทย และเวยีดนาม พบ V. parahaemolyticus สูงถึง 45.9% โดยส่วนใหญ่พบเช้ือ

ในตวัอยา่งท่ีมาจากฮ่องกงและประเทศไทยสูงกวา่ตวัอยา่งท่ีมาจากอินโดนีเซียและเวยีดนามมาก ซ่ึงตวัอยา่ง

ท่ีพบส่วนใหญ่เป็น กุง้ ปู ปลาและหอย (Wong et al., 1999) และในเดือนมิถุนายนปี ค.ศ. 1998 ไดมี้การ

ระบาดของโรคอาหารเป็นพิษในโรงเรียนกินนอนในประเทศไทย จากการตรวจแยกเช้ือในลูกช้ินปลา น ้า 
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และอุปกรณ์ การปรุงอาหารเพื่อหาสาเหตุของโรค พบ V. parahaemolyticus จากลูกช้ินปลาเป็นสาเหตุของ

การระบาดดงักล่าว นอกจากน้ีในเดือนธนัวาคมปี 1988 ถึง มกราคม ปี ค.ศ. 1999 ไดมี้การตรวจแยกเช้ือ V. 

parahaemolyticus จากอาหารทะเลสดท่ีจ าหน่ายในตลาดสดในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา จ านวน 114 

ตวัอยา่ง แบ่งเป็น หอย 54 ตวัอยา่ง กุง้ 30 ตวัอยา่งและปลา 30 ตวัอยา่ง พบเช้ือ V. parahaemolyticus จากหอย 

51 ตวัอยา่ง (94%) กุง้ 25 ตวัอยา่ง (83%) และปลา 22 ตวัอยา่ง (73%) โดยพบเช้ือ V. parahaemolyticus สาย

พนัธ์ุท่ีมียนีสร้างสารพิษในตวัอยา่งหอย 1 ตวัอยา่ง      

2.4 Vibrio parahaemolyticus  

ถูกพบคร้ังแรกโดย Fujino และคณะ ในปี ค.ศ. 1950 โดยขณะนั้นเช้ือดงักล่าวเป็นสาเหตุของการระบาดของ

โรคอาหารเป็นพิษในเมืองโอซากา ประเทศญ่ีปุ่น มีผูป่้วยท่ีแสดงอาการกระเพาะและล าไส้อกัเสบอย่าง

รุนแรงจ านวน 272 ราย และเสียชีวิต 20 ราย เน่ืองจากการรับประทานชิราสุ ซ่ึงเป็นปลาซาร์ดีน (Engraulis 

japonica Hottuyn) ตวัเล็กก่ึงตากแหง้ โดยผูป่้วยส่วนใหญ่มีระยะฟักตวัของโรค 2-6 ชัว่โมง อาการโดยทัว่ไป

ประกอบไปดว้ย ปวดเกร็งในช่องทอ้ง อาเจียน ถ่ายเหลวเป็นน ้ า แต่บางรายอุจจาระอาจมีมูกเลือดปน ปวด

ศรีษะ หนาวสั่น Fujino ตั้งช่ือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุวา่ Pasteurella parahaemolyticus ต่อมาในปี ค.ศ. 1953 

ไดมี้การศึกษาลกัษณะของเช้ือพบว่าเป็นแบคทีเรียท่ีมีรูปร่างเป็นท่อนปลายมนยาว 1-3 m หมกัน ้ าตาล 

glucose ให้กรดแต่ไม่ให้แก๊ส เคล่ือนท่ีได้โดยใช้ single polar flagellum ให้ผลบวกในการทดสอบ indole 

และในปี ค.ศ. 1955 Takikawa พบวา่ P. parahaemolytica เป็นแบคทีเรียท่ีตอ้งการเกลือในการเจริญเติบโต 

(halophile) สามารถเจริญไดดี้ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ 3% ในปี ค.ศ. 1963 Sakazaki และคณะ 

ไดศึ้กษาลกัษณะรูปร่าง การเพาะเล้ียงเช้ือ และลกัษณะทางชีวเคมีของเช้ือ P. parahaemolyticus จึงเปล่ียน

จากจีนสั Pasteurella เป็นจีนสั Vibrio (Miwatani และ Takeda, 1979)  

ในประเทศญ่ีปุ่นพบ V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุส าคญัของโรคอาหารเป็นพิษ ในปี ค.ศ. 1961 – 1974 

มีผูป่้วยจากเช้ือ V. parahaemolyticus ประมาณ 50-70% ของจ านวนผูป่้วยทั้งหมดท่ีเกิดโรคอาหารเป็นพิษ

จากเช้ือแบคทีเรีย (Miwatani และ Takeda, 1976) และเช่นเดียวกนัในปี ค.ศ. 1987 – 1996 พบผูป่้วยจากเช้ือ 

V. parahaemolyticus ประมาณ 70% ของจ านวนผูป่้วยทั้งหมดท่ีเกิดโรคอาหารเป็นพิษจากเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึง

สาเหตุเกิดจากการติดเช้ือจากอาหารทะเลโดยตรงและโดยออ้ม การติดเช้ือโดยตรงเกิดจากวฒันธรรมการ
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รับประทานอาหารแบบดิบ ส่วนการติดเช้ือโดยอ้อมเกิดจากการปนเป้ือนของอาหารภายหลังการปรุง 

(Farmer et al., 1985) 

ในสหรัฐอเมริกา การระบาดของเช้ือ V. parahaemolyticus คร้ังส าคญัคร้ังแรกเกิดในรัฐ Maryland ปี ค.ศ. 

1971 ท าใหมี้ผูป่้วย 320 ราย ซ่ึงสาเหตุเกิดจากการรับประทานปูน่ึง และต่อมาเกิดการระบาดข้ึนตลอดชายฝ่ัง

ของสหรัฐอเมริกาและเกาะฮาวาย การระบาดคร้ังใหญ่ท่ีสุดเกิดในช่วงหนา้ร้อนปี ค.ศ. 1978 มีผูป่้วย 1,133 

ราย จากทั้งหมด 1,700 ราย ท่ีรับประทานกุง้ตม้เป็นอาหารเยน็ใน Port Allen La. จากการตรวจแยกเช้ือจาก

อุจจาระของผูป่้วยพบวา่เป็น V. parahaemolyticus สายพนัธ์ุ KP+ (Oliver และ Kaper, 1997) และปี ค.ศ. 1988 

– 1997 พบวา่ V. parahaemolticus เป็นสาเหตุของการเกิดโรคล าไส้อกัเสบ 59% การติดเช้ือในบาดแผล 34% 

ติดเช้ือในกระแสโลหิต 5% และติดเช้ือบริเวณอ่ืน 2% ซ่ึงสาเหตุหลกัในการติดเช้ือส่วนใหญ่เกิดจากการ

รับประทานหอยนางรมดิบ โดยพบว่า  88% ของผู ้ป่วยท่ีมีอาการล าไส้อักเสบจากการติดเช้ือ V. 

parahaemolyticus และ 91% ของผูป่้วยท่ีมีอาการติดเช้ือในกระแสโลหิต  มีประวติัการรับประทานหอย

นางรมดิบก่อนเกิดอาการ (Daniels et al., 2000) และจากการศึกษาพบว่าปริมาณเช้ือ V. parahaemolyticus 

ในอาหารทะเลท่ีก่อใหเ้กิดโรค (infective dose) เท่ากบั 105 - 107 เซลล ์(Sanyal et al., 1974) 

ส าหรับในประเทศไทยมีรายงานการพบเช้ือ V. parahaemolyticus คร้ังแรกในปี ค.ศ. 1970 คร้ังนั้ น V. 

parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียก่อโรคอุจจาระร่วงสูงถึงร้อยละ 25 ของสาเหตุทั้ งหมด ซ่ึงสูงกว่า

Salmonella และ Shigell และจากรายงานการส ารวจ V. parahaemolyticus ในผูป่้วยโรงพยาบาลโรคติดต่อ 

กรมควบคุมโรคติดต่อ ระหวา่งเดือนพฤศจิกายน ค.ศ. 1970 – มิถุนายน ค.ศ. 1973 มีผูป่้วย 2.9 – 22.6% และ

ในปี ค.ศ. 1978 Maruyama และคณะ พบวา่สาเหตุของการเกิดโรคอุจจาระร่วงในจงัหวดัจนัทบุรี มีสาเหตุมา

จาก V. parahaemolyticus 39.9% จากการศึกษาอุบติัการของโรคร่วมกบัชนิดของอาหารท่ีรับประทานพบวา่ 

สาเหตุเกิดจากการรับประทานปูแสม (ปูเคม็) ปลาทะเล กุง้ทะเล ลูกช้ินปลาทะเล และหอยแมลงภู่ อยา่งไรก็

ตามการศึกษาการระบาดของ V. parahaemolyticus ในผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษาในโรงพยาบาลบ าราศนราดูร 

จงัหวดันนทบุรี ระหวา่งปี ค.ศ. 1990 – 1991 พบวา่อตัราการป่วยซ่ึงมีสาเหตุจาก V. parahaemolyticus ลดลง

เหลือไม่ถึงร้อยละ 10 แต่จากรายงานการเฝ้าระวงัทางห้องปฏิบติัการของเช้ือแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดโรคใน

ล าไส้ผูป่้วยจงัหวดัอุบลราชธานี เดือนเมษายน ค.ศ. 2000 – มีนาคม ค.ศ. 2001 พบการระบาดของโรคล าไส้

อกัเสบในจงัหวดัอุบลราชธานีมีสาเหตุมาจาก V. parahaemolyticus สูงถึง 49% การเกิดโรคพบในผูป่้วยทุก
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กลุ่มอายุ พบมากในเดือนกรกฏาคม และกระจายในทุกเดือน จากการส ารวจผูท่ี้มีสุขภาพสมบูรณ์จ านวน 

450 คน พบ 3.8% (17 คน) เป็นพาหะของเช้ือ V. parahaemolyticus และมีผูป่้วย 3 ราย ท่ีมีอาการทอ้งเดินไม่

รุนแรง ดงันั้นถา้บุคคลเหล่าน้ีเป็นผูป้ระกอบอาหารอาจเป็นพาหะท าให้เกิดการระบาดของเช้ือได ้

2.4.1 ลกัษณะและคุณสมบัติทัว่ไป 

V. parahaemolyticus  เป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่ง ลกัษณะเป็นท่อนตรงหรือโคง้เล็กนอ้ยขนาด 0.5 – 0.8 

x 1.4-2.6 m สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน ไม่สร้างสปอร์ มีแคปซูล เม่ืออยู่

ในอาหารเหลวเคล่ือนท่ีด้วย single polar flagellum แต่เม่ือเจริญในอาหารแข็งสามารถสร้าง peritrichous 

flagella เพื่อใชใ้นการเคล่ือนท่ี สามารถใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังาน V. parahaemolyticus 

สามารถสร้างเอนไซม ์catalase และ oxidase ได ้ไม่สามารถหมกัน ้าตาล sucrose แต่หมกัน ้าตาล glucose ให้

กรดแต่ไม่ให้แก๊ส ดงันั้นลกัษณะโคโลนีบนอาหาร TCBS จึงมีสีเขียวอมน ้าเงินขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 2-3 

มิลลิเมตร V. parahemolyticus  สามารถหมกัน ้าตาล mannitol และ mannose แต่ไม่สามารถหมกั salicin และ 

cellubiose สามารถเปล่ียน tryptophan เป็น indole 

การศึกษาปัจจยัต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญของเช้ือ V. parahaemolyticus พบวา่ เช้ือ V. parahaemolyticus เจริญ

ได้ท่ีอุณหภูมิระหว่าง 15-42 องศาเซลเซียส (mesophile) อุณหภูมิต ่าสุดท่ีสามารถเจริญได้คือ 5 องศา

เซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดท่ีสามารถเจริญไดคื้อ 44 องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจิญอยู่

ระหวา่ง 30 – 35 องศาเซลเซียส V. parahaemolyticus  สามารถเจริญไดท่ี้ pH ค่อนขา้งกวา้งคือ 4.8 – 11 แต่ 

pH ท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูใ่นช่วง 7.6 – 8.6 นอกจากน้ี โซเดียมคลอไรด์ ก็เป็นปัจจยัส าคญัในการเจริญ

ของเช้ือ ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ท่ีเช้ือสามารถเจริญได้อยู่ในช่วง 0.5 – 8% ความเข้มข้นท่ี

เหมาะสมคือ 2-3 % เม่ือเช้ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ peptone water ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมจะมี generation 

time สั้นประมาณ 11 นาที 

ในธรรมชาติพบวา่ท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่ 10 องศาเซลเซียส เช้ือไม่สามารถเจริญได ้ มีการศึกษาเล้ียงเช้ือในน ้า

ทะเลท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา่ เช้ือไม่สามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ heart infusion agar และ 

TCBS แต่เช้ือยงัมีขบวนการ metabolism และ เซลลเ์มมเบรนยงัมีสภาพสมบูรณ์ แต่มีการเปล่ียนลกัษณะ

รูปร่างของเซลลจ์ากรูปแท่งเป็นรูปกลม แต่เช้ือบางสายพนัธ์ุสามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าวไดห้าก
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มีการเพิ่มอุณหภูมิของน ้าทะเลก่อนการเพาะเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ (Johnston และ Brown, 2002) ส่วนการ

อยูร่อดในอาหารต่างๆ พบวา่ เม่ือน ากุง้ทั้งตวัเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 3, 7, 10 หรือ -18 องศาเซลเซียส ปริมาณ V. 

parahaemolyticus จะลดลงแต่ยงัมีชีวติอยูไ่ด ้ 8 วนั ในหอยนางรมท่ีวางบนชั้นจ าหน่ายอาหารอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เช้ือสามารถมีชีวติอยูไ่ด ้ อยา่งนอ้ย 3 อาทิตย ์ และสามารถเพิ่มจ านวนไดเ้ม่ือน าไปบ่มท่ี 35 

องศาเซลซียส เป็น 2-3 วนั และเช่นเดียวกนั V. parahemolyticus ในซูริมิ (surimi) ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จะมีปริมาณเช้ือลดลงแต่สามารถเพิ่มจ านวนไดอี้กเม่ือวางไวท่ี้อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (Wong et al., 1994) ส าหรับผลของความร้อนต่อการอยูร่อดของ V. parahaemolyticus พบวา่

ท่ีอุณหภูมิ 60, 80, และ 100 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที สามารถท าลายเช้ือจ านวน 5x102 เซลลไ์ด ้แต่หากเช้ือ

มีปริมาณเพิ่มมากข้ึน จ าเป็นตอ้งใชเ้วลาในการท าลายเช้ือเพิ่มมากข้ึน เช่น ปริมาณเช้ือ 2x105 เซลล ์ถูกท าลาย

ดว้ยอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หรือ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และเช้ือสามารถถูกท าลายไดใ้นน ้า

เดือดท่ีเวลา 1 นาที (Vanderzant และ Nickelson, 1972) 

2.4.2 แหล่งทีอ่ยู่ 

V. parahaemolyticus พบทัว่ไปบริเวณชายฝ่ังทะเลในน ้าทะเล ทัว่โลก ในตะกอนดิน สัตวท์ะเล เช่น กุง้ หอย 

ปู ปลา แพลงกต์อน และสาหร่าย การกระจายตวัของเช้ือในส่ิงแวดลอ้มข้ึนกบัฤดูกาล ในช่วงฤดูร้อนพบเช้ือ

มากกวา่ฤดูหนาว จากการศึกษาปริมาณ V. parahaemolyticus ในหอยนางรมท่ีจ าหน่ายในร้านคา้ปลีกช่วงปี 

ค.ศ. 1998 – 1999 ในสหรัฐอเมริกาโดยวิธี Most Probable Number พบวา่ปริมาณของ V. parahaemolyticus 

เพิ่มข้ึนสูงมากในช่วงฤดูร้อน (Cook et al., 2002) ในช่วงฤดูหนาวเช้ือจะอาศยัอยู่ในตะกอนใต้น ้ า เม่ือ

อุณหภูมิสูงข้ึนเช้ือสามารถเพิ่มจ านวนและปนเป้ือนในน ้ าทะเลมากข้ึน นอกจากน้ียงัสามารถพบเช้ือ V. 

parahaemolyticus ได้ในแพลงก์ตอนสัตว ์โดยเช้ือดูดซับสารไคตินบนแพลงก์ตอนเม่ือสภาวะแวดล้อม

เหมาะสมเช้ือจะยอ่ยผนงัเซลล์ของแพลงก์ตอน และเพิ่มจ านวนมากข้ึนในน ้ าทะเล จากการศึกษาพบวา่ ไม่

สามารถแยกเช้ือในน ้ าทะเลท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่ 15 องศาเซลเซียส แต่สามารถแยกเช้ือจากตะกอนดินไดแ้มว้่า

อุณหภูมิของตะกอนดินจะต ่ากวา่ 10 องศาเซลเซียส  

ประเทศไทยมีอุณหภูมิตลอดปีไม่แตกต่างกนัมาก ดงันั้นการระบาดของเช้ือจึงพบไดทุ้กเดือน แต่พบผูป่้วย

มากท่ีสุดในเดือนมิถุนายน และพบนอ้ยท่ีสุดในเดือนธนัวาคม จากการส ารวจเช้ือบริเวณชายฝ่ังทะเลอนัดา

มนั และอ่าวไทย โดยเก็บตวัอยา่งน ้าทะเลทั้งหมด 234 ตวัอยา่ง จากระดบัผวิหนา้ ระดบักลาง และระดบัผวิ
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ดิน จากตะกอนดิน 78 ตวัอยา่ง พบวา่บริเวณฝ่ังอ่าวไทยตอนบนมีเช้ือมากกวา่ฝ่ังทะเลอนัดามนั โดยบริเวณ

ฝ่ังอ่าวไทยมีเช้ือในน ้าทะเล 54% ตะกอนดิน 72% ฝ่ังทะเลอนัดามนัมีเช้ือในน ้าทะเล 8% ตะกอนดิน 44% 

ผลดงักล่าวอาจเกิดจากบริเวณฝ่ังอ่าวไทยมีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการกระจายของเช้ือกล่าวคือ เป็นบริเวณท่ี

ประชากรหนาแน่น มีสารอินทรียแ์ละส่ิงปฏิกูลจากคนและสัตวไ์หลจากพื้นดินสู่อ่าวไทยจ านวนมาก จึงท า

ใหส้ภาวะเหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนและการกระจายของเช้ือมากกวา่ฝ่ังทะเลอนัดามนั        

  2.4.3 ลกัษณะทางกายภาพ 

V. parahaemolyticus เป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่ง ชอบเกลือ เป็นแบคทีเรียท่ีตอ้งการเกลือในการ

เจิญเติบโต (halophile) เช้ือจุลินทรียช์นิดน้ีจะมี flagellum ท่ีมีขั้วท าให้สามารถเคล่ือนท่ีได ้และจะเจริญใน

อาหารเหลว (Twedt และคณะ, 1969; Baumann และ Schubert, 1984) 

ตารางที่ 2.2 ลกัษณะการเจริญของเช้ือ Vibrio parahaemolyticus (แหล่งท่ีมา: Swanson, 1996) 

ปัจจัย สภาวะทีเ่หมาะสม ช่วงทีส่ามารถเจริญได้ 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 37 5 – 43 

พีเอช 7.8 – 8.6 4.8 – 11 
เกลือ (ร้อยละ) 1.5 – 3.0 0.5 – 10 
Water activity (Aw) 0.981 0.940 – 0.996 
Atmosphere Aerobic Aerobic – anaerobic 

 

2.4.4 วกิฤตการณ์ 

เช้ือ V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุส าคญัของการเกิดโรคล าไส้อกัเสบในประเทศต่างๆ ทัว่โลก โดยเฉพาะ

ประเทศท่ีนิยมรับประทานอาหารดิบหรือปรุงสุกๆดิบๆ การเจ็บป่วยท่ีเป็นผลมาจากการบริโภคอาหารท่ี

ปนเป้ือนมีรายงานบ่อยคร้ังในแถบเอเชีย อยา่งไรก็ตามสหรัฐอเมริกาเป็นประเทศท่ีพฒันาแลว้ก็เร่ิมเผชิญกบั

ปัญหาเหล่าน้ี การระบาดคร้ังแรกของเช้ือ V. parahaemolyticus ถูกบนัทึกไวใ้นประเทศญ่ีปุ่นปี ค.ศ. 1950 มี

ผูติ้ดเช้ือ 272 ราย และเสียชีวติ  

(Yeung และ Boor, 2004; Nair et al., 2007) ประเทศชิลีเกิดทอ้งร่วงอย่างรุนแรงในฤดูร้อนปี ค.ศ. 2005 ซ่ึง

ร้อยละ 75 มาจากการบริโภคอาหารทะเล (Cabello et al., 2007) การระบาดของเช้ือ V. parahaemolyticus 
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ในช่วงฤดูร้อนเม่ือไม่นานมาน้ีท าให้คนเจ็บป่วย 177 คน จากการรับประทานหอยนางรมท่ีปนเป้ือนใน

ประเทศสหรัฐอเมริกาและแคนาดาในปี ค .ศ . 2006 (Centers for Disease Control and Prevention, 2006) 

นอกจากน้ีสถานการณ์ของเช้ือจุลินทรียด์งักล่าวยงัแพร่กระจายไปทัว่โลก  

       2.4.5 โรคทีเ่กดิขึน้ 

โรคระบบทางเดินอาหารจากสายพนัธ์ุชนิดน้ีมกัเกิดข้ึนจากการบริโภคอาหารทะเลท่ีปนเป้ือน (Doyle, 

1989) ความเจบ็ป่วยจะเกิดข้ึนอยา่งรุนแรง โดยมีอาการทอ้งเสีย ปวดหวั อาเจียน วงิเวยีน ปวดทอ้งแบบเกร็ง 

และมีไขต้  ่า หลงัจากบริโภคอาหารท่ีติดเช้ือในช่วง 48 ถึง 72 ชั่วโมง เวลาท่ีติดเช้ือ V. parahaemolyticus 

โดยทัว่ไปประมาณ 18 ชัว่โมง  (Lund et al., 2000).  

2.5 ปัญหาโรคกุ้งตายด่วน (Early Mortality Syndrome: EMS) 

โรค EMS เร่ิมมีการระบาดคร้ังแรกในประเทศจีน ในปี พ.ศ. 2552 และมีการแพร่กระจายอยา่งรวดเร็วสู่ 

ประเทศเวยีดนามในปี พ.ศ. 2553 ในมาเลเซียปี พ.ศ. 2554 และไทยปลายปี พ.ศ. 2554 ตามล าดบั และสร้าง 

ความสูญเสียต่ออุตสาหกรรมกุง้ของไทยอยา่งรุนแรงตั้งแต่ตน้ปี พ.ศ. 2556 เป็นตน้มา ท าใหเ้กิดปัญหาการ

ขาดแคลนกุง้อยา่งหนกั และราคากุง้ปรับตวัเพิ่มข้ึนเป็นประวติัการณ์ จากตวัอยา่งกุง้ตายด่วนท่ีท าการศึกษา 

พบวา่มี ตวัอยา่งท่ีมีโรคของตบัและตบัอ่อนวายฉบัพลนั (Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease: 

AHPND) เขา้มาเก่ียวขอ้ง ซ่ึงมกัจะเกิดข้ึนหลงัการปล่อยลูกกุง้ลงบ่อดินไม่เกิน 35 วนั 

ในตน้ปี พ.ศ. 2556 พบวา่แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคน้ีคือแบคทีเรียในกลุ่ม วบิริโอ พาราฮีโมไลทิคสั (Vibrio 

parahaemolyticus) ในขณะนั้นถึงแมจ้ะทราบสาเหตุของโรค แต่การควบคุมและป้องกนัแบคทีเรียน้ี เป็นไป

ไดย้าก เน่ืองจากยงัขาดวธีิการตรวจวินิจฉยัเช้ือก่อโรคท่ีมีความจ าเพาะและรวดเร็ว ท่ีสามารถจะน าไปใช ้

ตรวจหาเช้ือก่อโรคในพอ่พนัธ์ุแม่พนัธ์ุ และคดักรองลูกกุง้ก่อนปล่อยลงบ่อดินได ้ ผูเ้ก่ียวขอ้งกบั

อุตสาหกรรมน้ีทุกภาคส่วน ไดพ้ยายามแกปั้ญหา ตั้งแต่กระบวนการผลิตลูกกุง้ รวมทั้งมี การตรวจเช้ือ

แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุท่ีท าใหเ้กิด EMS ตั้งแต่ลูกกุง้ ก่อนน าไปเล้ียงในบ่อดิน รวมทั้งการจดัการ คุณภาพน ้า 

และหลากหลายวธีิตามความเหมาะสม แต่ก็ยงัไม่สามารถน าไปปฏิบติัไดผ้ลสม ่าเสมอ ไม่ใชว้ธีิตายตวั ท่ี

บอกไดว้า่ ท าแบบน้ีแลว้จะประสบความส าเร็จ เพราะบางทีเล้ียงรอบน้ีไดผ้ลดี เล้ียงรอบหนา้กลบัไม่ได้

ผลผลิตดี เช่นเดิม ทั้งๆท่ีน าวธีิการเล้ียงและการจดัการเช่นเดิมมาใช ้ บางฟาร์มเล้ียงกุง้แลว้ไดผ้ลผลิตดี บาง
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ฟาร์มน าไปใช ้กลบัไม่ไดผ้ล ทั้งน้ีอาจเพราะคุณภาพของลูกกุง้ในแต่ละรอบการเล้ียงแตกต่างกนั จากปัญหา

ต่างๆนั้น แมว้า่จะมีการน าเสนอแนวทางการเล้ียงในรูปแบบต่างๆ หลายรูปแบบ แต่ละรูปแบบมีความ

เหมาะสมกบัลกัษณะภูมิประเทศแลว้ แต่ก็ตอ้งยอมรับวา่ในขณะน้ี การเล้ียงกุง้ในประเทศไทยมี ขอ้จ ากดัท่ี

คุณภาพของลูกกุง้ และความไม่สม่าํเสมอของคุณภาพลูกกุง้ ท่ีบางคร้ังโตดี มีภูมิตา้นทาน บางคร้ังโตดี แต่ไม่

มีภูมิตา้นทาน ตายง่าย หรือโตชา้แต่ทนทาน รวมทั้งโตชา้แต่ยงัเป็น EMS อีกดว้ย ลกัษณะอาการของโรค โรค 

EMS มกัเกิดโรคภายใน 20 - 30 วนัหลงัการปล่อยลูกกุง้ลงบ่อ ในช่วงแรกกุง้ในบ่อไม่แสดงอาการ ผดิปกติ

อยา่งเด่นชดั แต่จะเร่ิมพบกุง้ตายในยอและตายท่ีกน้บ่อ หลงัจากนั้นจะพบซากกุง้ลอยข้ึนมา กุง้ทยอยตายและ

อาจมีการตายสูงถึง 100% ภายในเวลาประมาณ 30 วนั ในบ่อท่ีมีการตายมากพบกุง้มีอาการวา่ยน ้า เฉ่ือย เซ่ือง

ซึม กินอาหารลดลง เปลือกน่ิมและมีสีเขม้ข้ึน ตบัลีบ น่ิม ซีดหรือสีคล ้า ปัจจุบนัพบวา่โรค EMS ท่ีเกิด ในกุง้

กุลาด าและกุง้ขาวมีลกัษณะพยาธิสภาพของโรค EMS ท่ีเหมือนกนั โดยตวัอยา่งกุง้ท่ีเก็บมาศึกษาทาง เน้ือเยือ่

แสดงใหเ้ห็นความผดิปกติท่ี บริเวณตบัและตบัอ่อน (hepatopancreas) เร่ิมจาก epithelial cell ของ ตบัและตบั

อ่อนถูกท าลาย การสะสมของไขมนัในตบัอ่อนลดลงทั้งในรูปของ fat storage cell vesicle และ oil droplet 

รวมทั้งมีการท างานท่ีลดลงของเซลลท่ี์ท าหนา้ท่ีหลัง่สาร ในกุง้ท่ีมีอาการรุนแรงมากพบวา่ ไขมนั เซลล ์ของ

ตบัและตบัอ่อน และเซลลท่ี์ท าหนา้ท่ีหลัง่สารถูกท าลายมากข้ึนและหลุดสู่ช่องของท่อตบั ในระยะทา้ยของ 

โรคจะมีการติดเช้ือซ ้ า (secondary infection) อยา่งรุนแรงโดยเช้ือ Vibrio parahaemolyticus ซ่ึงในท่ีสุดกุง้ ท่ี

ติดเช้ือจะตายจากการท่ีตบัและตบัอ่อนไม่สามารถท างานได ้และการติดเช้ือแบคทีเรียวิบริโอในช่วงทา้ยของ

โรค ซ่ึงพบวา่พยาธิสภาพของตบัและตบัอ่อนท่ีถูกท าลายน่าจะเกิดจากสารพิษ โดยพบลกัษณะท่ีคลา้ยคลึง

กบัในกุง้ท่ี ไดรั้บ aflatoxin B1 และ benomyl จึงไดมี้การศึกษาการติดเช้ือโดยใชอ้าหารส าเร็จรูปท่ีเก็บจาก

ฟาร์มกุง้ท่ีพบ โรค รวมทั้งยาและสารเคมีท่ีใชก้นัมากในพื้นท่ีท่ีเกิดโรคเพื่อฆ่าพาหะของโรคตวัแดงดวงขาว

ในการเตรียมบ่อก่อน ลงลูกกุง้ อยา่งไรก็ตามจนถึงปัจจุบนัน้ียงัไม่สามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดโรค EMS ไดใ้น

หอ้งปฎิบติัการ จึงยงัไม่ สามารถยนืยนัสาเหตุของโรคน้ีตามล าดบั แนวทางการป้องกนัโรค EMS อยา่งท่ี

ทราบกนัดีวา่โรค EMS ไม่มียารักษาใดๆ สามารถรักษาโรคน้ีได ้ท าไดเ้พียงป้องกนัใหดี้ท่ีสุด เทา่นั้น เพื่อลด

ความเส่ียงของการเกิดโรคน้ี มาดูแนวทางการป้องกนัโรค EMS ดงัน้ี  
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1. เตรียมบ่อใหดี้ก่อนลงเล้ียงกุง้ เติมคลอรีน เพื่อฆ่าเช้ือในบ่อทิ้งไวป้ระมาณ 20 วนัข้ึนไป จึงค่อยปล่อยน ้า

ออกจากบ่อเล้ียง จากนั้นท าการลา้งบ่อ ก าจดัสารอินทรียก์น้บ่อ และตากบ่อใหแ้หง้ทิ้งไวป้ระมาณ 1 - 1.5 

เดือน แลว้จึงเอาน ้าเขา้สูบ่อเล้ียง และ เติมคลอรีนในน ้าก่อนลงเล้ียง  

2. คดัเลือกลูกกุง้ท่ีสุขภาพดี แขง็แรง มาจากแหล่งผลิตลูกกุง้ท่ีเช่ือถือได ้ ลูกกุง้ท่ีน ามาปล่อยตอ้งผา่นการ

ตรวจสอบตบั และเซลลไ์ขมนัก่อน ตบัตอ้งมีความสมบูรณ์ มีเมด็ไขมนัมาก และตรวจไม่พบแบคทีเรียในตบั 

 3. ทดสอบความแขง็แรง จากการใชน้ ้าความเคม็เป็นศูนย ์ หรือน ้าจืด ถา้มีกุง้ตายมากกวา่ 10% ในเวลา 30 

นาที ถือวา่ไม่ผา่น  

4. ลงกุง้ไม่หนาแน่นจนเกินไป เพราะจะท าใหค้วบคุมและจดัการบ่อไดย้าก เป็นเหตุใหกุ้ง้เกิด ความเครียด 

อ่อนแอ และเกิดโรคไดง่้าย  

5. ควรมีการจดัการอาหารท่ีดี ใชอ้าหารท่ีมีคุณภาพดี และไม่ควรใหอ้าหารปริมาณมากเกินไป  

6. ควบคุมคุณภาพน ้าใหดี้เสมอและควบคุมอุณหภูมิของน ้าไม่ใหมี้การเปล่ียนแปลงอยา่งกะทนัหนั พร้อมทั้ง

ดูแลพื้นบ่อไม่ใหเ้กิดการเน่าเสีย  

7. กรณีเกิดโรคหรือมีอาการท่ีน่าสงสัย ควรรีบส่งตวัอยา่งกุง้ใหห้น่วยงานของกรมประมงตรวจวนิิจฉยั เพื่อ

ป้องกนัและแกไ้ขปัญหาไดท้นัท่วงที หากเป็นโรคตอ้งท าการฆ่าเช้ือกุง้และน ้าในบ่อ โดยใส่คลอรีน เพื่อฆ่า

เช้ือ ทิ้งไวอ้ยา่งนอ้ย 14 วนั ก่อนปล่อยน ้าทิ้งออกสู่แหล่งน ้ าภายนอก เพื่อควบคุมการแพร่กระจายของโรคไป

ยงัพื้นท่ีอ่ืน 

2.6 แหล่งทีม่า 

แบคทีเรียชนิดน้ีเป็นเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในมนุษย ์ซ่ึงจะเกิดข้ึนในส่ิงแวดลอ้มทางน ้ าและบ่อยคร้ังจะแยก

เช้ือไดจ้ากอาหารทะเลท่ีหลากหลายรวมทั้งปลาคอด, ปลาซาร์ดีน, ปลาทู, หอย, ปลาหมึก, กุง้, ปู, และหอย

นางรม (Liston, 1990) การบริโภคอาหารทะเลก่ึงสุกและอาหารทะเลดิบ โดยเฉพาะในหอยท่ีปนเป้ือนเช้ือ 

V. parahaemolyticus อาจจะน าไปสู่การพฒันาของโรคทางเดินอาหารท่ีรุนแรง ซ่ึงเกิดข้ึนในประเทศ

สหรัฐอเมริกาและกระจายไปทัว่โลก (DePaola et al., 1990) การเฝ้าระวงัควบคุมอุณหภูมิหลงัการเก็บเก่ียว
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ของผลิตภณัฑ์เหล่าน้ีในระหวา่งการขนส่ง กระบวนการผลิตและการจดัเก็บผลิตภณัฑ์เป็นส่ิงส าคญัท่ีจะลด

ความเส่ียงของการติดเช้ือ V. parahaemolyticus  

2.7 วธีิการวเิคราะห์เช้ือจุลนิทรีย์แบบดั้งเดิม 

วิธีการตรวจสอบเช้ือ V. parahaemolyticus มีขั้ นตอนหลักๆ 6 ขั้ นตอน คือ non-selective enrichment, 

selective enrichment, selective plating, purification, biochemical screening และ  serological identification 

ตามล าดบั (ISO, 2007) โดย 3 ขั้นตอนแรก เป็นขั้นตอนเบ้ืองตน้ ส่วนอีก 3 ขั้นตอนหลงั เป็นขั้นตอนในการ

ยืนยนัผลการวิเคราะห์เช้ือจุลินทรีย ์วิธีการตรวจสอบแบบน้ีมีทั้งขอ้ดีและขอ้เสีย  ส าหรับขอ้ดีคือมีความ

น่าเช่ือถือและความแม่นย  ามากอยา่งเห็นไดช้ดั และไดรั้บการยอมรับจากมาตรฐานอาหารทั้งหมดทัว่โลก 

การทดสอบทางชีวเคมีส าหรับเช้ือ V. parahaemolyticus มี 12 ขั้นตอน (Elliot et al., 1992) Miles et al. 

(1997) และ Abdeldaim and Herrmann (2013) รายงานถึงขอ้เสียของการตรวจเช้ือด้วยวิธีแบบดั้งเดิมว่าใช้

เวลาในการเตรียมอาหารแข็งค่อนขา้งมาก ปริมาณอาหารเล้ียงเช้ือก็มากเกินความจ าเป็น ใชจ้  านวนคนงาน

ในการตรวจสอบจ านวนมาก และแปลความผิดเน่ืองจากการแทรกซ้อนของเช้ือแบคทีเรียคู่แข่ง การ

ตรวจสอบเช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอย่างอาหารดว้ยวิธีน้ีจะเสร็จส้ินภายใน 4 ถึง 5 วนั ซ่ึงถือว่าเป็น

ระยะเวลาท่ีนานถึงจะทราบวา่อาหารทะเลนั้นเสียหรือไม่ (Chen และ Chang, 1996) 

อยา่งไรก็ตามวธีิการตรวจสอบเช้ือจุลินทรียอ์ยา่งรวดเร็วเป็นอีกตวัเลือกหน่ึงท่ีใชก้นั โรงงานส่วนใหญ่กล่าว

ว่าวิธีการน้ีใช้ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์ท่ีรวดเร็ว แต่ยงัปรากฏขอ้เสียบางประการ วิธีการเหล่าน้ี

ตอ้งการเงินลงทุนส าหรับอุปกรณ์จ านวนมากและจ าเป็นตอ้งใชก้ารยืนยนัในขั้นตอนสุดทา้ยดว้ยอาหารแข็ง

ตามวิธีแบบดั้งเดิมเพื่อท าให้อาหารได้รับการยอมรับตามมาตรฐาน นอกจากน้ีนักวิจยัท่ีท าการวิเคราะห์

จ าเป็นตอ้งมีความเช่ียวชาญเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากอุปกรณ์ท่ีใชว้ิเคราะห์มีความไวสูงโดยเฉพาะเร่ืองความ

สะอาด (Mandal et al., 2011). 

วธีิการตรวจสอบแบบดั้งเดิมในมุมมองของอุตสาหกรรมอาหารควรจะถูกปรับปรุงและพฒันาร่วมกบัวิธีการ

ตรวจสอบเช้ือจุลินทรียอ์ยา่งรวดเร็ว โดยการเพิ่มประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ซ่ึงจะน าไปสู่ค่าใชจ่้ายท่ี

ลดลง นอกจากน้ีการวเิคราะห์ในระดบัไมโครจะถูกน ามาใชใ้นการลดปริมาณอาหารเล้ียงเช้ือ และไดรั้บการ

ยอมรับจากมาตรฐานอาหารในขั้นตอนสุดทา้ย 
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2.7.1 Media in conventional methods 

ขอ้มูลของอาหารเล้ียงเช้ือ V. parahaemolyticus ของมาตรฐานและรายงานท่ีตีพิมพ์แสดงดงัตารางท่ี 2.3 

Australian/New Zealand Standard (AS/NZS), U.S. Food and Drug Administration, International 

Organization for Standardization (USFDA), Bacteriological Analytical Manual (BAM) และ  Chatterjee et 

al. (1977) ไม่ไดใ้ชอ้าหารเล้ียงเช้ือส าหรับเพิ่มจ านวนและคดัเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus ในทางกลบักนั 

World Health Organization (WHO) แนะน าให้เพิ่มขั้นตอนในการคัดเลือกเช้ือแต่ข้ามขั้นตอนการเพิ่ม

จ านวนเช้ือ โดยการใช ้GSTB ซ่ึงก็คือ Glucose Salt Teepol Broth Donovan and Netten (1995) แนะน า SPB 

หรือ GSTB หลงัจากการใช้อาหารเล้ียงเช้ือเพื่อเพิ่มจ านวนเช้ือ แต่ไม่คดัเลือกเช้ือ ไดแ้ก่ APW ท่ีใช้ในการ

ตรวจสอบแบคทีเรียก่อโรคดงักล่าว อาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง TCBS ถูกแนะน าใหใ้ชใ้นขั้นตอนการคดัเลือก

เช้ือจากหลายมาตรฐาน อาหารเล้ียงเช้ือประเภทน้ีจะใช้ในการคดัเลือกระหว่างแบคทีเรียท่ีหมกัน ้ าตาล

กลูโคสและแบคทีเรียท่ีไม่หมกัน ้าตาลกลูโคสโดยจะปรากฏโคโลนีท่ีมีสีแตกต่างกนั  

ตารางที่ 2.3 อาหารเล้ียงเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีแนะน า 

ผู้แนะน า อาหารเหลวส าหรับเพิม่จ านวน อาหารแข็งทีค่ัดเลือกเช้ือ 

ไม่คัดเลือกเช้ือ คัดเลือกเช้ือ 
AS/NZS APW - TCBS 

USFDA APW - TCBS 
ISO APW - TCBS 

BAM APW - TCBS, VPSA 
WHO - GSTB TCBS 

Donovan and Netten (1995) APW GSTB, SPB TCBS 
Chatterjee et al. (1977) - - STT 

*APW = Alkaline Peptone Water, GSTB = Glucose Salt Teepol Broth, SPB = Salt Polymyxin Broth 

**TCBS = Thiosulfate Citrate Blie-salt Sucrose agar, VPSA = Vibrio parahaemolyicus Sucrose Agar, 
STT = Sucrose Tellurite Teepol agar 
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                                   (a) V. pararahamolyticus                           (b) V. cholerae 

                                       รูปที่ 3 เช้ือ Vibrio สายพนัธ์ุต่างๆบนอาหารแขง็ TCBS  

2.7.2 สารส าหรับคัดเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus  

สารคดัเลือกเช้ือในทางจุลชีววิทยาถูกน ามาใชป้ระโยชน์อยา่งแพร่หลายกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุต่างๆ ระบบ

คดัเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus ถูกน ามาใช้ในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยทัว่ไปแบคทีเรียแกรมตรงข้ามกบั

แบคทีเรียท่ีตอ้งการคดัเลือกจะถูกยบัย ั้งดว้ยสารคดัเลือก อาหารท่ีคดัเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus ตามท่ี

อธิบายไวข้า้งตน้มี 5 ชนิด อาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิดจะมีชนิดและความเขม้ขน้ของสารคดัเลือกท่ีแตกต่าง

กนั ไดแ้ก่ อาหาร GSTB มี methyl violet ปริมาณ 2 mg/L และ sodium lauryl sulfate ร้อยละ 0.1 ปริมาณ 4 

mL/L อาหาร SPB มี polymyxin B sulfate ปริมาณ 6 mg/L อาหาร TCBS มี sodium citrate and ปริมาณ 10 

g/L และ oxbile ปริมาณ 8 g/L อาหาร VPSA มี bile salt ปริมาณ 1.5 g/L และ อาหาร STT มี tellurite ร้อยละ 

0.05 ปริมาณ 2.5 mL/L และ sodium lauryl sulfate ร้อยละ ปริมาณ 0.2 mL/L 

- Bile salt และ oxbile 

สาร bile salts ในอาหารเล้ียงเช้ือโดยส่วนมากจะถูกน ามาใช้เป็นสารคัดเลือกเพื่อยบัย ั้งการเจริญของ

แบคทีเรียแกรมบวก โดยการท าลายผนังเซลล์ ในขณะท่ีแบคทีเ รียแกรมลบสามารถทนต่อการกระท า

ดังกล่าวได้ (Entis, 2002) แบคทีเรียก่อโรคหลายชนิด (E. coli, V. cholerae และ Campylobacter jejuni) 
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สามารถก าจดัสาร bile salts จากบริเวณเยื่อหุ้มเซลลไ์ด ้(Thanassi et al., 1997; Lin et al., 2003; Chatterjee et 

al., 2004) 

King และ Metzger (1968) รายงานวา่ E. coli และ Proteus mirabilis สามารถยบัย ั้ง bile salts ท่ีมีความเขม้ขน้

ร้อยละ 1.5 ไดท้ั้งหมด และเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม Citrobacter สามารถยบัย ั้ง bile salts ไดเ้พียงบางส่วนเท่านั้น 

เช้ือ E. coli จะถูกแยกออกมาจากถุงน ้ าดีและน ้ าดีของสัตวแ์ละมนุษย ์(Onyekaba และ Njoku, 1986; Brook, 

1989; Flores et al., 2003) เช้ือ Salmonellae มีประสิทธิภาพในการต่อตา้นความเขม้ขน้ของน ้ าดีไดค้่อนขา้ง

สูง ความเขม้ขน้ของ oxbile หรือ oxgall ในระดบัต ่ามีผลต่อเช้ือ Salmonella typhimurium และ Salmonella 

typhi ในช่วง stationary phase ประมาณร้อยละ 18 และ ร้อยละ 12 ตามล าดับ (Velkinburgh และ Gunn, 

1999) อาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็งท่ีใชใ้นการแยกแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารจะมีส่วนประกอบ

ของ peptone เพื่อทดแทนผลของการยบัย ั้งจาก bile salts 

                                     รูปที่ 4 โครงสร้าง Bile salt (sodium glycochol) (ท่ีมา: (Ball et al., 2013) 

- Methyl violet  

สาร methyl violet หรือเรียกอีกอย่างหน่ึงว่า crystal violet มกัน ามาใช้ในการยอ้มแกรม สารน้ีจะทะลุผ่าน

ผนงัเซลล์ของเช้ือจุลินทรีย ์กลไกของสารน้ีจะไปยบัย ั้งเซลล์ในระหว่างการแบ่งตวั (Walker et al., 1971) 

นอกจากน้ี Fry (1957) พบว่าการกระท าของสาร crystal violet ต่อเช้ือ Staphylococcus aureus โดยการ

ปรับเปล่ียนการสังเคราะห์กรดอะมิโน ท าใหแ้บคทีเรียชนิดน้ีไม่สามารถเจริญต่อได ้
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รูปที่ 5 โครงสร้าง Methyl violet (ท่ีมา: (Frick, 2009) 

- Polymyxin B sulfate 

สาร Polymyxin เป็นกลุ่มของสาร antibiotic ซ่ึงพบในปี ค .ศ . 1940 โดยการผลิตเช้ือ Bacillus polymyxa 

(Arnold et al., 2007) บทบาทของสาร polymyxin B sulfate ต่อแบคทีเรียแกรมลบจะเช่ือมต่อกบั cytoplasm 

โดยเกิดปฏิกิริยาของ polymyxin B sulfate กบั lipo-polysaccharide (Alipour et al., 2008) 

การรวมกนัของสาร polymyxin B sulfate กบัยาชนิดอ่ืนถูกคน้พบวา่เกิดผลกระทบกบัแบคทีเรียก่อโรคอยา่ง

มาก (Evans et al., 1999) สาร Polymyxin ถูกน ามาใชใ้นการตรวจสอบเช้ือ Vibrio spp. และใชเ้ป็นสารในการ

คดัเลือกเช้ือจากอาหารทะเล (Oliver et al., 1992) การใชส้าร polymyxin ถูกแนะน าใหใ้ชใ้นขั้นตอนการเพิ่ม

จ านวนและคดัเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus  ในอาหารเล้ียงเช้ือ (Hagen et al., 1994) 

 

       รูปที่ 6 โครงสร้าง Polymyxin B sulfate (ท่ีมา: Anonymous, 2009) 
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- Sodium lauryl sulfate (teepol) 

สาร Sodium Lauryl Sulfate มกัเรียกช่ือในทางการคา้วา่ teepol เป็นสารลดแรงตึงผวิ แมว้า่สารน้ีจะใชเ้ป็น

สารส าหรับท าความสะอาด แต่ยงัถูกน ามาใชใ้นการคดัเลือกเช้ือ  Chun et al. (1974) เป็นคนแรกท่ีใช ้teepol 

ในการพฒันาการพิจารณาเช้ือ V. parahaemolyticus  

 

 

 

รูปที่ 7 โครงสร้าง Sodium lauryl sulfate (sodium dodecyl sulfate) (ท่ีมา: (Mills, 2013) 

- Tellurite 

สาร Tellurite (TeO3
2-) เป็นสารท่ีมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรียอยา่งมาก เน่ืองจากมีอ านาจในการเกิดปฏิกิริยา 

oxidation อยา่งไรก็ตามแบคทีเรียบางสายพนัธ์ุสามารถต่อตา้นสารดงักล่าวได ้ แบคทีเรียก่อโรคจ านวนมาก

สามารถอยูร่อดจากสารน้ีไดโ้ดยใชป้ฏิกิริยาระหวา่ง cellular thiols เช่น glutathione, หรือ methyltransferase-

catalyzed reaction (Taylor, 1999).   

 

 

 

รูปที่ 8 โครงสร้าง Tellurite (ท่ีมา: Wells, 2013) 

 

2.8 การตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือน V. parahaemolyticus ด้วยเทคนิค (PCR) 

โดยทัว่ไปแลว้การตรวจสอบแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ในตวัอย่างอาหารทะเลสามารถท าไดโ้ดยใช้

วิธีการเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเช้ือชนิดคัดเลือก (selective media) Thiosulfate citrate bile salt sucrose 

(TCBS) agar และยืนยนัผลด้วยการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีหลายชนิด ซ่ึงการทดสอบหรือแยกชนิด



26 

 

แบคทีเรียชนิดน้ีตอ้งใช้ระยะเวลา 3-5 วนั ในการท าปฏิกริยาชีวเคมีและการรายงานผล (ISO/TS 21872) 

อย่างไรก็ตามนอกจาก V. parahaemolyticus ยงัมีแบคทีเรียในสกุล Vibrio ท่ีมีลักษณะทางสรีรวิทยาท่ี

คลา้ยกนั จึงท าให้การตรวจสอบดว้ยวิธีการดงักล่าวมีโอกาสเกิดขอ้ผิดพลาดได ้ในปัจจุบนัจึงมีความสนใจ

หาวธีิการแกไ้ขขอ้ผดิพลาดน้ีโดยการน าวธีิทางดา้นอณูพนัธุศาสตร์มาใชใ้นการตรวจสอบ โดยเฉพาะการใช้

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (polymerase chain reaction; PCR) ซ่ึงสามารถตรวจสอบเช้ือ

เป้าหมายได้อย่างรวดเร็ว มีความไวและมีความจ าเพาะสูง ซ่ึงยีนเป้าหมายท่ีน ามาใช้ตรวจและบ่งช้ี V. 

parahaemolyticus ทุกสายพนัธ์ุ ได้แก่ toxR (น ารหัสการสร้าง transmembrane regulatory protein) (Kim et 

al., 1999) และ tl (thermolabile hemolysin gene) ส าหรับยีนบ่งช้ีความเป็นสายพนัธ์ุก่อโรคของแบคทีเรีย

ชนิดน้ีสามารถใชย้ีน tdh (thermostable direct hemolysin gene) (Bej et al., 1999) ซ่ึงเป็นปัจจยัส าคญัในการ

ก่อโรคของ V. parahaemolyticusก าหนดให้ส ร้าง  thermostable direct hemolysin (TDH) เ ป็นโปรตีน

ก่อให้เกิดภาวะเป็นพิษต่อหัวใจ (cardiotoxic) เกิดภาวะเป็นพิษต่อเซลล์ เช่น เกิดภาวะเป็นพิษต่อระบบ

ทางเดินอาหาร (enterotoxicity) และสามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (hemolytic activity) (Humada et al., 

2007) และV. parahaemolyticus สายพนัธ์ุ O3:K6 เป็นสาเหตุการเกิดโรคจากการรับประทานอาหารทะเล ซ่ึง

เคยพบการระบาดไปทัว่โลกในปี พ.ศ. 2516-2541 เป็นสายพนัธ์ุท่ีมียีน tdh+ ซ่ึงเป็นยีนก าหนดการสร้าง

สารพิษท่ีก่อให้เกิดอาการเจ็บป่วย (Okuda et al., 1997) แต่อยา่งไรก็ตามดว้ยเทคนิค PCR มีขอ้จ ากดัในเร่ือง

ของเคร่ืองมือวิเคราะห์ท่ีมีราคาแพง บางช้ินส่วนตอ้งน าเขา้จากต่างประเทศ อีกทั้งผูป้ฏิบติังานจ าเป็นตอ้งมี

ความรู้ความเขา้ใจระดบัหน่ึงในการตรวจวิเคราะห์ตวัอยา่ง ดงันั้นโรงงานอุตสาหกรรมขนาดกลางหรือเล็ก

อาจไม่สามารถด าเนินการดงักล่าวได ้

 

2.9 การพฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะส าหรับ V. parahaemolyticus 

ในปัจจุบนัวิธีการวิเคราะห์ V. parahaemolyticus ส่วนใหญ่ยงัคงเป็นวิธีการวิเคราะห์แบบ conventional 

method ท่ีมีการเพิ่มจ านวนของเซลล์เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนั้นน าตวัอย่างไปลงในอาหาร selective agar 

เพื่อคัดแยกโคโลนีของ V. parahaemolyticus ซ่ึงโคโลนีท่ีเป็น V. parahemolyticus จะมีสีเขียว ในการ

วิเคราะห์ผลเบ้ืองตน้ตอ้งใช้เวลาอย่างน้อย 2 วนั ท าให้ไม่สามารถแก้ปัญหาเช้ือท่ีมีโอกาสปนเป้ือนท่ีจะ

ส่งผลกระทบกบัผูบ้ริโภค และสินคา้อาจถูกตีกลบัเน่ืองจากมีการปนเป้ือนเช้ือดงักล่าว ท าให้ตอ้งท าลาย

สินคา้ lot ดงักล่าว เกิดการสูญเสียรายไดมู้ลค่าหลายลา้นบาท ถึงแมว้า่ในปัจจุบนัจะมีการพฒันาเทคนิคการ
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วิเคราะห์ท่ีเป็นการใช้วิธีทางด้านอณูพนัธุศาสตร์ (PCR) มาใช้ในการตรวจสอบ แต่เทคโนโลยีดงักล่าว

จ าเป็นตอ้งใช้เคร่ืองมืออุปกรณ์ท่ีมีความเฉพาะทาง และผูว้ิเคราะห์ตอ้งมีความช านาญระดบัหน่ึงอีกทั้ง

อุตสาหกรรมในประเทศไทยในระดบักลางและเล็ก  ตลอดจนจน SME อาจจะยงัไม่สามารถท่ีจะมีเคร่ืองมือ

ดงักล่าวได ้ดงันั้นผูว้จิยัน าเสนอวธีิการวิเคราะห์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus ในรูปแบบใหม่ โดย

เป็นการพฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะส าหรับการตรวจสอบการปนเป้ือน ซ่ึงในปัจจุบนัยงัไม่มีงานวิจยัท่ีมี

การใชอ้าหารเหลวจ าเพาะเพื่อการตรวจสอบการปนเป้ือนเบ้ืองตน้ ในขณะท่ีการตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือน

เช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ เช่น Salmonella spp. มีสูตรอาหารเหลวจ าเพาะหลากหลายชนิดท่ีไดรั้บการพฒันา

ใหมี้ประสิทธิภาพในการคดัเลือกซลัโมเนลลาท่ีดีข้ึนและยบัย ั้งแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆท่ีไม่ใช่ซลัโมเนลลาลง 

อาหารดงักล่าวยกตวัอยา่งแบ่งออกเป็นกลุ่มใหญ่ๆ 3 กลุ่มหลกั ตามบทบาทของสารยบัย ั้ง (inhibitor) ไดแ้ก่ 

กลุ่มท่ีหน่ึง คือกลุ่มท่ีมีสารยบัย ั้งคือ Malachite green และ MgCl2  ตวัอยา่งเช่น อาหาร RappaportVassiliadis 

soy broth (RVS) ก ลุ่มท่ีสองคือกลุ่มท่ี มี  Selenite เ ป็นสารย ับย ั้ ง  เ ช่น selenite cystine broth (SC) และ 

MüllerKauffmann tetrathionate novobiocin broth (MKTTn) (Taskilaet et al., 2012) ซ่ึ งแ ต่ละก ลุ่ม มีการ

พฒันาสูตรอาหารให้มีความจ าเพาะและถูกตอ้งมากข้ึน แต่ยงัคงกลุ่มสารยบัย ั้งหลกัๆ ไวใ้นสูตร อยา่งไรก็

ตามหลังจากบ่มในอาหารดังกล่าวแล้วจะต้องน าตวัอย่างไปเข่ียบนอาหารแข็งจ าเพาะ เพื่ออ่านผลการ

ทดสอบในอีก 1 วนัถัดมา ดังนั้นในการพฒันาอาหารในปัจจุบนัจึงมุ่งเน้นพฒันาวิธีการตรวจสอบการ

ปนเป้ือนของแบคทีเรียชนิดต่างๆโดยอาศยัการวดัการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรียนั้นๆ โดยวดั

ออกมาเป็นค่าต่างๆ อาทิเช่น ค่าการน าไฟฟ้า ความขุ่น ค่าสี เป็นตน้ (Shelef และ Firstenberg-Eden, 1997) 

 

จากแนวคิดการใช้ปฏิกิริยาทางชีวเคมีเพื่อการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ปฏิริยา

หน่ึงท่ีส าคัญในแบคทีเรีย  V. parahaemolyticus ซ่ึงส่วนใหญ่แล้วแบคทีเรียแกรมบวกเช่น Listeria 

monocytogenes, Enterococcus faecalis สามารถเกิดปฏิกริยาดงักล่าวได้ ก็คือปฏิกิริยาการใช้ esculin โดย

ปฏิกริยาเกิดจากอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีส่วนประกอบของ esculatin, ferric ammonium citrate, peptone ซ่ึง

การเกิดปฏิกิริยาของอาหารเหลวจ าเพาะจากสีของอาหารเหลืองใสเป็นสีด า เกิดจากการท่ีแบคทีเรียท่ี

สามารถใช ้esculin ไปเป็น -D-6, 7- dihidroxycoumarin (esculetin) และ glucose จากนั้น esculetin ท า

ปฏิกริยากบั ferric ions ในอาหารเหลวจ าเพาะเป็นผลใหเ้กิดเป็นสีด า (van Netten, Perales, van de Moosdijk, 

Curtis, & Mossel, 1989) ดงัแสดงการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีในรูปท่ี 9 
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   รูปที ่9 แสดงกลไลการเกิดปฏิชีวเคมีการใช ้esculin ดว้ยเอนไซม ์-glucosidase ท่ีอยูใ่นแบคทีเรีย 

 

โดยปฏิกิริยาน้ีเกิดจากการเปล่ียน esculin เป็น esculetin โดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์-glucosidase ท า

ให้อาหารเหลวท่ีมีอินดิเคเตอร์ ferric ammonium citrate เปล่ียนสี การเปล่ียนสีดงักล่าวสามารถตรวจสอบ

ไดโ้ดยวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม ดงัเช่นจากการวิจยัของ Shelefet et al., (1998) 

ไดท้  าการตรวจวดัการเปล่ียนแปลงสีในระหวา่งการเกิดปฏิกิริยาของกรดอะมิโนชนิดต่างๆไดแ้ก่ ไลซีน อาร์

จีนีน และออนิทีน ของซลัโมเนลลาและแบคทีเรียอ่ืนๆในกลุ่ม Enterobacteriaceae โดยอาศยัเคร่ือง BioSys 

ส าหรับวดัค่า Transmittance ท่ีความยาวคล่ืน 585 นาโนเมตร โดยพบวา่สามารถอธิบายการเปล่ียนแปลงสี

ของปฏิกิริยาดีคาร์บอกซีเลชัน่ไดด้ว้ยการเปล่ียนแปลงค่า Transmittance  

 

2.10 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง 

Hagen et al., 1994 ไดท้  าการศึกษาถึงประสิทธิภาพของ Enrichment Broths 2 ชนิด ส าหรับเล้ียงเช้ือ 

V.parahaemolyticus คือ อาหารเล้ียงเช้ือ Salt-polymyxin B Broth และ Alkaline Peptone Water ส าหรับการ

ตรวจวเิคราะห์เช้ือ V.parahaemolyticus ในเน้ือปู หอยนางรม กุง้ กุง้กา้มกรามและหูฉลาม พบวา่ อาหารเล้ียง
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เช้ือ Alkaline Peptone Water มีประสิทธิภาพในการรักษาเซลล ์ V.parahaemolyticus ท่ีบาดเจบ็จาก

กระบวนการแปรรูปอาหารใหก้ลบัคืนสู่สภาพปกติไดดี้กวา่อาหารเล้ียงเช้ือ Salt – Polymyxin B Broth   

Hara-Kudo et al., 2001 ไดต้รวจนบัเช้ือ V.parahaemolyticus ในอาหารทะเล โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ 

Chromogenic Agar พบวา่การน าอาหารทะเลมาบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB ท่ีอุณหภูมิ 35 – 37 องศาเซลเซียส 

นาน 6 ชัว่โมง ก่อนน าไปใส่ใน Selective medium เช่น Alkaline Peptone Salt หรือ Salt Polymyxin Broth จะ

ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการตรวจนบั และเป็นการซ่อมแซมเซลลท่ี์บาดเจบ็ไดดี้  

Abul Monsur (1961) ไดมี้การน าสาร Tellurite มาใชใ้นการพิจารณาเช้ือ Vibrio spp. เน่ืองจากมียนีท่ีสามารถ

ทนทานไดจ้ากการคน้พบถดัมา (O'Brien และ Colwell, 1985; Jensen et al., 2013) 

Entis, 2002 พบวา่สาร bile salts สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก โดยการท าลายผนงัเซลล ์

ในขณะท่ีแบคทีเรีย แกรมลบสามารถทนต่อการกระท าดงักล่าวได ้ 

Oliver et al., 1992 ใชส้าร Polymyxin ในการตรวจสอบเช้ือ Vibrio spp. และใชเ้ป็นสารในการคดัเลือกเช้ือ

จากอาหารทะเล  
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บทที ่3  
วสัดุอปุกรณ์ และการด าเนินงานวจิัย 

 
งานวิจยัน้ีเป็นการน าเสนอการพฒันาอาหารเล้ียงเช้ือ V. parahaemolyticus เพื่อให้ได้ชุดวิเคราะห์ท่ี

สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการวิเคราะห์และลดเวลาการด าเนินงานจากวิธีการปกติ (conventional method) 

ซ่ึงใช้เวลานาน 2 - 3 วนั ให้เหลือเพียง 1 วนั ทั้งน้ีขั้นตอนท่ีพฒันาศึกษาเป็นขั้นตอนการบ่งช้ีจ  าเพาะการ

ปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus ในอาหารสี Esculin hydrolysis โดยอาหารสีดังกล่าวมีการศึกษา 

wavelength ท่ีเหมาะสมในการตรวจติดตามปฏิกิริยาดว้ยเทคนิคสเปคโตรโฟโตเมตรีท่ีเป็นการใช้ไมโคร

เพลทรีดเดอร์ร่วมกบัอุปกรณ์ 96-well ไมโครเพลท นอกจากน้ียงัมีการศึกษาชนิดของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสม

ในการยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาดงักล่าวได ้โดยตวัยบัย ั้งท่ีใชไ้ดจ้ากส่วนประกอบพื้นฐานใน

อาหารมาตรฐานท่ีมีการใช้กนัอยู่ในปัจจุบนัเพื่อให้ไดสู้ตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีความเหมาะสมในการ

ตรวจวิเคราะก์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus ได้อย่างถูกตอ้ง นอกจากน้ีแล้วอาหารสีท่ีได้มีการ

พฒันามีการน าไปทดสอบประสิทธิภาพการวิเคราะห์กบัตวัอย่างอาหารจริง โดยรายละเอียดขั้นตอนการ

ด าเนินงานแสดงดงัต่อไปน้ี 

   

       3.1 วสัดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ 

              3.1.1 เช้ือจุลนิทรีย์ที่ใช้ในการทดสอบ 

Group Organisms Culture collection number 
Gram-negative bacteria Vibrio parahaemolyticus 

Vibrio cholerae 
Vibrio vulnificus 
Vibrio fluvialis 
Vibrio furnissii 
Vibrio mimicus 
Aerogenes hydrophila 
Vibrio alginolyticus 
Yersinia enterocolitica 

DMST 15285 
DMST 4279 
DMST 21245 
DMST 19347 
DMST 21247 
DMST 29396 
DMST 21250 
DMST 14800 
DMST 8012 
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Krebsiella pneumaniae 
Proteus mirabilis 
Providencia rettgeri 
Serratia marcescens 
Pseudomonas aeruginosa 
Enterobacter cloacae 
Enterobacter aerogenes 
Escherichia coli 

DMST 8216 
TISTR 100 
DMST 17137 
DMST 8845 
DMST 4739 
DMST 19719 
DMST 8216 
DMST 4609 

Gram-positive competitors Listeria monocytogenes 
Enterococcus faecalis 
Enterocaoccus avium 
Staphylococcus aureus 
Enterococcus faecium 
Listeria innocua 
Bacillus cereus 

DMST 17303 
ATCC 29212 
DMST 4159 
TISTR 808 
DMST 4743 
DMST 9011 
DMST 12126 

 

       3.1.2 เคร่ืองมืออุปกรณ์ 

- เคร่ืองชัง่ 0.0001 g (Metter Toledo Model AG204, Switzerland) 

- เคร่ืองชัง่ 0.01 g (Metter Toledo Model GG4002 - S, Switzerland) 

- ตูป้ลอดเช้ือ (DWYER Series 0325, USA) 

- ตูเ้ขยา่เช้ือ (New Brunwick Scientific, Enfield, CT) 

- ตูเ้ยน็ 4C (Hitachi 35S I, Japan) 

- ตูบ้่ม (Memmert Model ULM500, Japan ) 

- หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Becthai and Hirayama Model HA300D, Japan) 

- Microplate reader (M965, Metertech, Taiwan)  

- พีเอชมิเตอร์ (S220 SevenCompactTM, Mettler Toledo) 

- 96 – well flat bottom microplate (Corning, Tewksbury, MA)  
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- 96-well U-bottomed polypropylene plate (Nunc, Rochester, NY, USA) 

- Multichannel  pipette (Biohit, Bohemia, NY, USA)  

- Nylon syringe filter membrane (13 mm diameter, 0.45 m pore size, Filtrex, Thailand) 

- Mechanical stepper (Biohit, Bohemia, NY, USA) 

             3.1.3 อาหารเลีย้งเช้ือ 

- Trypticase soy broth (TSB, Lab M, UK) 

- Trypticase soy agar (TSA, Lab M, UK) 

- Peptic digest of annitmal tissue (USbiological, Salem, MA) 

- Yeast extract (USbiological, Salem, MA) 

- Esculin  

- Ammonium ferric citrate  

- D-glucose  

 

      3.1.4 น า้ตาลชนิดต่างๆ 

- adonitol (Ourchem, China) 

- arabinose (Ourchem, China) 

- cellobiose (SCR, China)  

- D-dextrose (Merck, Germany) 

- Ducitol (Ourchem, China) 

- D-(-)-fructose (Sigma-Aldrich, Singapore) 

- D-(+)-galactose (SCR, China) 

- Inositol (SCR, China) 

- alpha-D-lactose (Acros Organics, Fair Lawn, NJ) 

- maltose monohydrate (SCR, China) 

- mannitol (USbiological, Salem, MA)  

- mannose (SCR, China)  
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- D-(+)-melibiose (Aladdin, China) 

- rhamnose (SCR, China) 

- D-(-)-salicin (Acros Organics, Fair Lawn, NJ) 

- D-sorbitol (Sigma-Aldrich, Singapore) 

- sucrose (Merck, Germany)  

- trehalose (Ourchem, China) 

- D-(+)-xylose (Acros Organics, Fair Lawn, NJ) 

 

3.2. การเตรียมเช้ือทีใ่ช้ในการทดสอบ 

       3.2.1 การท า frozen stocks 

เช้ือบริสุทธ์ิท่ีไดจ้ากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์(Department of Medical Sciences Thailand) ถูก streak ลง

บนอาหาร tryptic soy agar (TSA, Lab M, UK) เพื่อให้ไดเ้ช้ือเด่ียวท่ีบริสุทธ์ิ จากนั้นเช้ือเด่ียวดงักล่าวจะถูก

ถ่ายลงด้วยลูปในอาหาร tryptic soy broth (TSB) ปริมาณ 100 ml และน าเข้าเคร่ืองเขย่าท่ี 200 rpm บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ก่อนท าการแช่แข็ง เช้ือ inoculum ถูกผสมอยา่งดีกบักลีเซอรอลจน

ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 10 – 15% (v/v) ปริมาณ 1.5 ml ของส่วนผสมเช้ือและกลีเซอรอลถูกบรรจุลงใน 

Eppendorf และเก็บรักษาท่ี -20C  

 

3.2.2 การเตรียมเช้ือบริสุทธ์ิ 

เช้ือแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิจาก frozen stock ถูกท าใหเ้พิ่มจ านวนใน 100 ml ของ TSB ในขวดลูกชมพูข่นาด 250 

ml และท าการบ่มดว้ยอุณหภูมิ 37±1C ภายใตก้ารเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 18 

– 24 ชั่วโมง น าลูปท่ีปลอดเช้ือจุ่มลงในสารละลายเช้ือท่ีถูกท าให้เพิ่มจ านวน จากนั้นน ามา streak ลงบน

อาหารแข็ง TSA แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ส าหรับ agar ท่ีมีโคโลนีของเช้ือถูก

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±1C ส าหรับใชใ้นการทดลองแต่ละคร้ัง   
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3.2.3 การเตรียม cell culture preparation 

1 ลูปของแต่ละโคโลนีท่ีอยูบ่นอาหาร TSA ถูกน าไปใส่ในอาหาร TSB ปริมาตร 10 ml ท่ีบรรจุในหลอดทน

ความร้อนสามารถฆ่าเช้ือไดแ้ละท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้

ของเช้ือท่ีตอ้งการ ท าการเจือจางเช้ือท่ี 10 เท่า ดว้ยสารละลายเปปโตนความเขม้ขน้ 0.1% w/v ปริมาณเช้ือถูก

วดัดว้ยเทคนิค spread plate 

 

รูปที ่3.1 Schematic diagram ของการท าเจือจางเช้ือ 10 เท่า 

3.2.4 เทคนิคการหาปริมาณเช้ือ 

ตวัอยา่งท่ีตอ้งการหาปริมาณเช้ือดว้ยเทคนิค MDPT ท่ีปริมาณเช้ือ 8 – 9 log CFU/ml ถูกท าการเจือจาง (10-1 

– 10-5) โดยปิเปตตวัอยา่ง 20 l ลงใน 96-well U-bottomed polypropylene plate ท่ีในแต่ละ well มีน ้ าเกลือ

ความเขม้ขน้ 0.85% ส าหรับเช้ือแบคทีเรียทัว่ไป (i.e.,  E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus)  และ

น ้ าเกลือความเข้มข้น 3% ส าหรับเช้ือแบคทีเรียกลุ่มอาหารทะเลจ านวน 180 l จากนั้นท าการเจือจาง

ตวัอย่างด้วย Multichannel  pipette ส าหรับการเตรียมเพลทอาหาร TSA โดยใช้แผ่น 96-well U-bottomed 

polypropylene plate ท่ีไดมี้การฆ่าเช้ือแลว้ถูกเติมดว้ยอาหาร TSA ซ่ึงในแต่ละ well ของเพลทมีปริมาตรของ 

TSA ประมาณ 0.5 ml (รูปท่ี 3.1) ปริมาตรเช้ือของแต่ละ dilution ท่ี 10 L ถูก drop ลงบนอาหาร TSA เพลท

ดงักล่าวถูกน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จ านวนโคโลนีถูกนบัในรูปแบบ log CFU/ml  
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                                            รูปที่ 3.2 แผน่ polystyrene ท่ีมีการเติมอาหาร TSA 

 

                             รูปที่ 3.3 แสดงขั้นตอนการใชเ้ทคนิค MDPT ในการหาปริมาณเช้ือดว้ยอาหาร TSA 
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3.3 การศึกษาพฒันาอาหาร ESC ทีส่ามารถวเิคราะห์ด้วยวธีิสเปกโตรโฟโตเมตรี (Spectrophotometry) 

3.3.1 การเตรียมอาหาร 

อาหารเหลวเอสคิวรินไฮโรไลซิสท่ีใชใ้นการทดลอง พฒันามาจากสูตรอาหารพื้นฐาน Palcam broth ซ่ึงเป็น

สูตรอาหารเพิ่มจ านวนท่ีมีความจ าเพาะกบัแบคทีเรีย L. monocytogenes โดยองค์ประกอบของสูตรอาหาร

ประกอบด้วย  Peptic digest of annitmal tissue 20 g/l, yeast extract 5 g/l, D-glucose 1 g/l, esculin 0.8 g/l, 

ferric ammonium citrate 0.5 g/l อาหารถูกปรับเป็นท่ีกลาง (pH 7) โดยการใช้ 1 N ของ HCl โดยการใช้ 

pH/Ion meter กบั pH electrode อาหารท่ี pH 7 ปราศจาก inoculation ของเช้ือเป็น blank โดยอาหารทั้งหมด

ถูกท าใหป้ราศจากเช้ือดว้ยการกรองผา่น filter เมมเบรนท่ีเป็นไนลอนขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 13 มิลลิเมตร 

และมี pore size ขนาด 0.22 µm ก่อนการใชง้าน 

3.3.2 การวดัค่าการดูดกลืนแสงของอาหาร 

ปริมาณของอาหาร ESC ท่ีมีการปรับ pH ท่ีแตกต่างกนัปริมาณ 180 l ถูกบรรจุลงใน 96 – well flat bottom 

microplate โ ด ย ก า ร ใ ช้  multi - channel pipette ท า ก า ร เ ติ ม ส า รล ะ ล า ย  suspension ข อ ง เ ช้ื อ  V. 

parahaemolyticus ท่ีปริมาณ 102 - 103 CFU/ml ลงในอาหารเหลวดังกล่าว จากนั้นน าไปบ่มด้วยตู้บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นตวัอยา่งทั้งหมดจะถูกวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี wavelength 

ดงัต่อไปน้ี 340, 405, 450, 490, 550, 590, 600, และ 650 นาโนเมตร ค่าการสแกนท่ีความยาวคล่ืนต่างๆ ของ

อาหารเหลวท่ีมีการ inoculation ของเช้ือจะถูกลบออกจากค่าการสแกนท่ี reference (pH 7) ท่ีเป็นตวัอย่าง

ควบคุมไม่มีการเติมเช้ือ เพื่อให้ไดผ้ลต่างค่าการดูดกลืนแสง ส าหรับท่ีค่าการดูดกลืนท่ีให้ค่าความแตกต่าง

ของตัวอย่างท่ีเป็น positive (+) กับตัวอย่างควบคุมสูงท่ีสุด ท่ี wavelength ดังกล่าวจะถูกเลือกให้เป็น 

wavelength ท่ีจะถูกใชใ้นการทดลองตลอดการศึกษาของอาหาร ESC ต่อไป  

 

3.4 การศึกษาการเปลีย่นแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเหลว ESC ทีม่ีต่อเช้ือ V.parahaemolyticus 

และเช้ือแบคทเีรียแข่งขันอ่ืน ๆ  

อาหารเหลว ESC ท่ีใช้ในการทดลอง ถูกเตรียมดว้ย Peptic digest of annitmal tissue 20 g/l, yeast extract 5 

g/l, D-glucose 1 g/l, esculin 0.8 g/l, ferric ammonium citrate 0.5 g/l จากนั้นอาหารถูกปรับเป็นกลางท่ี (pH 

7) โดยการใช ้1 N ของ HCl และ 1 N ของ NaOH โดยการใช ้pH/Ion meter กบั pH electrode อาหารทั้งหมด
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ถูกท าใหป้ราศจากเช้ือดว้ยการกรองผา่น filter เมมเบรนท่ีเป็นไนลอนขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 13 มิลลิเมตร 

และมี pore size ขนาด 0.22 µm ก่อนการใชง้าน โดยในแต่ละ well ของ 96-microwell plate ถูกเติมดว้ย 180 

ul ของอาหารเหลว ESC ปริมาณเช้ือ 20 ul ท่ีความหนาแน่นของเซลล์เร่ิมต้น 2 log CFU/ml ของเช้ือ V. 

parahaemolyticus หรือเช้ือแข่งขนัอ่ืนถูก inoculation ลงในไมโครเพลทดังกล่าว น าเพลทไปท าการบ่ม

ภายใตอุ้ณหภูมิ stationary ท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทั้งน้ีในระหวา่งการบ่ม เพลทดงักล่าว

ถูกน าออกมาวดัค่าการดูดกลืนแสงทุก ๆ 3 ชั่วโมงท่ี wavelength 450 นาโนเมตร ตวัอย่างควบคุมเป็น

ตวัอยา่งท่ีไม่ไดมี้การเติมเช้ือใดๆ  

 

3.5 การประเมินอาหารเหลวจ าเพาะมาตรฐานส าหรับการเพิม่จ านวนของ V. parahaemolyticus 

3.5.1 การศึกษาผลของตัวยบัยั้งมาตรฐานทีใ่ช้ในการคัดแยกเช้ือ V. parahaemolyticus 

เช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดลองจ านวน 24 ชนิดท่ีความหนาแน่นของเช้ือเร่ิมตน้ 102 – 103 CFU/ml  ในแต่ละ

เช้ือปริมาณ 0.2 ml ถูกใส่เช้ือลงใน 1.8 ml ของอาหารเหลวจ าเพาะ ESC มาตรฐาน 5 ชนิด ดงัน้ี Glucose Salt 

Teepol Broth (GSTB), Salt Polymysin Broth (SPB), Thiosulfate Citrate Blie-salt Sucrose agar (TCBS),  

Vibrio parahaemolyicus Sucrose Agar (VPSA), และ  Sucrose Tellurite Teepol agar (STT) การบ่มของ

ตวัอย่างถูกด าเนินการใน 96-well microplate ในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตวัอย่าง

ควบคุมเป็นตวัอยา่งท่ีไม่ไดมี้การเติมตวัยบัย ั้งใดๆ  การวดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ี 450 นาโนเมตร

และตวัอย่างควบคุมถูกวดัโดยไมโครเพลทรีดเดอร์ท่ีมีการใช้น ้ ากลั่นเป็น blank การเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียท่ีถูกอธิบายเป็นผลบวก (+), A450  ตวัอยา่ง  A450  ควบคุม; ผลลบ (-), A450  ตวัอยา่ง  A450  ควบคุม 

 

3.5.2 การศึกษาผลของตัวยบัยั้งเดี่ยวทีใ่ช้ในการคัดแยกเช้ือ V. parahaemolyticus 

อาหาร ESC ร่วมกบัสารยบัย ั้งเด่ียวท่ีความเข้มขน้ต่างๆ เช่น laurylsulfate, 0.5x, 0.75x, 1x; colistin, 0.5x, 

0.75x, 1x; oxbile, 0.5x, 0.75x, 1x; bile, 0.5x, 0.75x, 1x; tellurite, 0.5x, 0.75x, 1x; citrate; 0.5x, 0.75x, 1x; 

Polymyxin B, 0.5x, 0.75x, 1x ถูกเตรียมและปรับค่าความเป็นกรด - ด่างเป็น pH 7 และเม่ือนั้นท าการฆ่าเช้ือ

ก่อนการใช้งาน โดยในแต่ละ well ของ 96-microwell plate ถูกเติมด้วย 180 ul ของอาหารท่ีมีตัวยบัย ั้งท่ี

แตกต่างกันและในแต่ละปริมาณเ ช้ือ ท่ีใช้  20 ul ท่ีป ริมาณเ ช้ือ เ ร่ิมต้น  2 log CFU/ml ของ เ ช้ือ  V. 
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parahaemolyticus หรือเช้ือแข่งขนัอ่ืน ไมโครเพลทถูกท าการบ่มภายใตอุ้ณหภูมิ stationary ท่ีอุณหภูมิ 37 ± 

1 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตวัอย่างควบคุมเป็นตวัอย่างท่ีไม่ไดมี้การเติมตวัยบัย ั้งใดๆ หลงัจากการบ่ม 24 

ชัว่โมง การวดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ี 450 นาโนเมตรและตวัอยา่งควบคุมถูกวดัโดยไมโครเพลท

รีดเดอร์ท่ีมีการใชน้ ้ ากลัน่เป็น blank การเจริญเติบโตของแบคทีเรียถูกอธิบายเป็นผลบวก (+), A450  ตวัอยา่ง 

 A450  ควบคุม; ผลลบ (-), A450  ตวัอยา่ง  A450  ควบคุม 

 

3.5.3 การศึกษาผลของความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์และค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหาร ESC ทีม่ีต่อ 

การเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus และคัดแยกเช้ือแบคทเีรียแข่งขันอ่ืนๆ 

อาหาร ESC ถูกเตรียมโดยการใช้ความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ท่ี 3, 6, 8, และ 10 %w/v และปรับค่า

ความเป็นกรด-ด่างของอาหาร ESC ท่ีระดบั 7, 8, 9, และ 10 โดยการใช ้1 N ของ HCl และ 1 N ของ NaOH 

โดยการใช ้pH/Ion meter กบั pH electrode อาหารทั้งหมดถูกท าใหป้ราศจากเช้ือดว้ยการกรองผา่น filter เมม

เบรนท่ีเป็นไนลอนขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 13 มิลลิเมตร และมี pore size ขนาด 0.22 µm ก่อนการใช้งาน 

โดยในแต่ละ well ของ 96-microwell plate ถูกเติมดว้ย 180 ul ของอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอ

ไรด์และค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีแตกต่างกนั และในแต่ละปริมาณเช้ือท่ีใช ้20 ul ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 2 log 

CFU/ml ของเช้ือ V. parahaemolyticus หรือเช้ือแข่งขันอ่ืน ไมโครเพลทถูกท าการบ่มภายใต้อุณหภูมิ 

stationary ท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตวัอยา่งควบคุมเป็นตวัอยา่งท่ีไม่ไดมี้การเติมตวัยบัย ั้ง

ใดๆ หลงัจากการบ่ม 24 ชัว่โมง การวดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ี 450 นาโนเมตรและตวัอยา่งควบคุม

ถูกวดัโดยไมโครเพลทรีดเดอร์ท่ีมีการใช้น ้ ากลัน่เป็น blank การเจริญเติบโตของแบคทีเรียถูกอธิบายเป็น

ผลบวก (+), A450  ตวัอยา่ง  A450  ควบคุม; ผลลบ (-), A450  ตวัอยา่ง  A450  ควบคุม 

      3.6 การพฒันาอาหารเหลวจ าเพาะ ESC เพ่ือเพิม่ความสามารถในการคัดแยกเช้ือ V. parahaemolyticus  

อาหารเหลว ESC ถูกเตรียมดว้ยการผสม 0.8 g/L ของ esculin กบัส่วนประกอบอ่ืนๆ เช่น peptic digest of 

animal tissue 20 g/L, D-glucose 1 g/L, yeast extract 5 g/L, และเฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรท 0.5 g/L การ

ทดลองเดียวกนัถูกด าเนินการดว้ยการแทนท่ีน ้ าตาล D-glucose ดว้ยคาร์โบไฮเดรตต่างชนิดกนัจ านวน 18 

ชนิด เช่น อะโดนิทอล, อะราบิโนส, เซลโลไบโอส, เด็กซ์โตรส, ดูซิทอล, ฟรุคโตส, กาแลคโตส, อินโนซิ

ทอล, แลคโตส, มอลโตส, แมนนิทอล, แมนโนส, เมลิไบโอส, แรมโนส, ซาลิซิน, ซอร์บิทอล, ซูโครส, ทรี
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ฮาโลสและไซโลส โดยปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีใช้แต่ละชนิดเป็น 1 g/L ส าหรับอาหารท่ีควบคุม (control) 

เป็นอาหารเหลวท่ีไม่มีการเติมคาร์โบไฮเดรต ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหาร ESC ท่ีระดบั 7 โดยการ

ใช้ 1 N ของ HCl และ 1 N ของ NaOH โดยการใช้ pH/Ion meter กบั pH electrode อาหารทั้งหมดถูกท าให้

ปราศจากเช้ือดว้ยการกรองผา่น filter เมมเบรนท่ีเป็นไนลอนขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 13 มิลลิเมตร และมี 

pore size ขนาด 0.22 µm ก่อนการใชง้าน โดยในแต่ละ well ของ 96-microwell plate ถูกเติมดว้ย 180 ul ของ

อาหารท่ีมีน ้ าตาลต่างชนิดกนัและปริมาณเช้ือ 20 ul ของ V. parahaemolyticus ท่ีความหนาแน่นของเซลล์

เร่ิมต้น 2 log CFU/ml ถูก inoculation ลงในอาหารท่ีเตรียม จากนั้นเพลทถูกน าไปบ่มภายใต้อุณหภูมิ 

stationary ท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตวัอยา่งควบคุมเป็นตวัอยา่งท่ีไม่ไดมี้การเติมตวัยบัย ั้ง

ใดๆ หลงัจากการบ่ม 24 ชัว่โมง การวดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ี 450 นาโนเมตรและตวัอยา่งควบคุม

ถูกวดัโดยไมโครเพลทรีดเดอร์ท่ีมีการใช้น ้ ากลัน่เป็น blank การเจริญเติบโตของแบคทีเรียถูกอธิบายเป็น

ผลบวก (+), A450  ตวัอยา่ง  A450  ควบคุม; ผลลบ (-), A450  ตวัอยา่ง  A450  ควบคุม 

3.7 การศึกษา detection limit ของอาหารเหลวจ าเพาะ ESC 

ปริมาณเซลล์ 20 l ของเช้ือ V. parahaemolyticus 0.01-8 log CFU/ml ถูกบ่มใน 180 l ของอาหารเหลว

บ่งช้ีเบ้ืองตน้ ESC ท่ีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ 6% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 10 ท่ีไดจ้ากการศึกษาใน

หวัขอ้ 3.5.3 ใน 96-well microplate การใส่เช้ือลงในอาหารเหลวจ าเพาะ ESC ถูกประเมินประสิทธิภาพดว้ย

การวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงด้วย (A450) ในระหว่างการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 

37±1C ตวัอย่างควบคุมเป็นตวัอย่างท่ีไม่ได้มีการเติมเช้ือใดๆ หลงัจากการบ่ม 24 ชั่วโมง การวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ี 450 นาโนเมตรและตวัอยา่งควบคุมถูกวดัโดยไมโครเพลทรีดเดอร์ท่ีมีการใช้น ้ า

กลัน่เป็น blank การเจริญเติบโตของแบคทีเรียถูกอธิบายเป็นผลบวก (+), A450  ตวัอยา่ง  A450  ควบคุม; ผล

ลบ (-), A450  ตวัอยา่ง  A450  ควบคุม 

3.8 การทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจวเิคราะห์ V. parahaemolyticus ในอาหารเหลว

จ าเพาะกบัตัวอย่างอาหารทะเล 

ในการทดลองตัวอย่างกุ้ง ปู หอยนางรมและน ้ าทะเล ถูกน ามาใช้ในการศึกษาประเมินประสิทธิภาพ

ความสามารถในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus ควบคู่กบัการตรวจวิเคราะห์ดว้ย
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วธีิการท่ีเป็นมาตรฐานตาม BAM, 2002 เพื่อใหไ้ดผ้ลท่ีเป็น reference นอกจากน้ีตวัอยา่งอาหารจริงยงัไดถู้ก

น าไปทดสอบกบัอาหาร CHROMagarTM Vibrio ซ่ึงเป็นอาหาร Chromogenic ท่ีไดรั้บความนิยมในการ

น ามาตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus  และมีรายงานพบว่าอาหารดงักล่าวให้ผลการ

ตรวจวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งน่าเช่ือถือกว่าการใช้อาหาร TCBS ท่ีเป็น selective agar จากเทคนิควิธีการท่ีเป็น

มาตรฐาน (Di Pinto et al., 2011) ในการทดลองตวัอยา่งอาหาร 25 กรัมท่ีมีการปนเป้ือนโดยธรรมชาติจะมี

การ spiked ดว้ย 1 ml ของ V. parahaemolyticus ท่ี 1 log CFU/ml  

       3.8.1 การเตรียมตัวอย่างอาหาร (Food sample) 

อาหารเหลวไม่จ  าเพาะท่ีเป็นท่ีนิยมใช้กนัอย่างกวา้งขวาง Alkaline Peptone Water (APW) ปริมาณ 225 ml 

ถูกเติมลงในตัวอย่างปริมาณ 25 กรัมแล้วจึง homogenized ด้วย stomacher (Interscience, 400 VM, Saint 

Nom, France) เป็นเวลา 10 วนิาทีท่ี high speed  

3.8.2 การด าเนินการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเหลวจ าเพาะ 

ตวัอยา่งท่ี pre-enriched ดว้ย APW ปริมาณ 20 l ถูกน ามาใส่ในอาหารท่ีพฒันาปริมาณ 180 l ของอาหาร

เหลว ESC ท่ีอยู่ใน sterile 96-deep well microplate ตวัอย่างทั้งหมดถูกบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ขณะท าการวดัด้วยไมโครเพลทโดยก่อนวดัตวัอย่างจะถูกเขย่าท่ีความถ่ี 14 Hz เป็นเวลา 5 วินาที 

เพื่อท่ีจะ disperse เซลล์ในตวัอย่างก่อนท าการวดัท่ีค่าการดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร และใช้น ้ ากลัน่เป็น 

blank ทุกการทดลองถูกด าเนินการ 3 ซ ้ า 
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บทที ่4  

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

งานวิจัย น้ี มีว ัตถุประสงค์ เพื่ อพัฒนาสูตรอาหารเหลว ท่ี มีประสิทธิภาพในการวิ เคราะห์  V. 

parahaemolyticus ส าหรับขั้นตอนการเล้ียงเพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์ในอาหารเหลวจ าเพาะ (Selective pre-

enrichment) ท่ีเป็นการประยุกต์ใช้อาหารเหลวท่ีได้มีการพฒันาจากการใช้  esculin เพื่อคดัเลือกเช้ือ V. 

parahaemolyticus ในขณะเดียวกนัมีการยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถใช้ปฏิกริยาดงักล่าวได้ โดยปฏิกริยา

ดงักล่าวสามารถวิเคราะห์ดว้ยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี (Spectrophotometry) ท่ีความยาวคล่ืนท่ีให้ค่าความ

แตกต่างระหวา่งค่าการดูดกลืนของตวัอย่างท่ีเป็น positive (+) กบัตวัอยา่งควบคุมสูงท่ีสุดดว้ยการเพาะเช้ือ

ระดบัเล็ก (micro-scale) โดยการใชอุ้ปกรณ์ 96-microplate ทั้งน้ีอาหารเหลวจ าเพาะ ESC ไดมี้การศึกษาชนิด

ของสารยบัย ั้งแบคทีเรียแข่งขนัของ V. parahaemolyticus ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ เพื่อเลือกชนิดและความ

เขม้ขน้ของสารยบัย ั้งท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถจ าแนก V. parahaemolyticus และแบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆได ้โดย

อาศัยการตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงจากการเปล่ียนสีของอาหารและพัฒนาสูตรอาหารเพื่อเพิ่ม

ความจ าเพาะในการคดัเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus ด้วยการแทนท่ีด้วยน ้ าตาลชนิดต่างๆ นอกจากน้ี

อาหารเหลวจ าเพาะ ESC ไดมี้การทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจ detection ดว้ยการน าไป

ทดสอบกบัตวัอยา่งจริง ดงัแสดงผลต่อไปน้ี 

4.1 การศึกษาพฒันาอาหาร ESC ทีส่ามารถวเิคราะห์ด้วยวธีิสเปกโตรโฟโตเมตรี (Spectrophotometry) 

ในอดีตท่ีผ่านมาการวิเคราะห์ V. parahaemolyticus ประกอบด้วยขั้นตอนการเพิ่มจ านวนเซลล์ในอาหาร

เหลว APW เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นตวัอย่างอาหารดงักล่าวจะถูกน าไป streak บนอาหารแข็งท่ีเป็น 

TCBS แล้วท าการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ้าบนเพลทอาหารแข็งปรากฏโคโลนีสีเขียว แสดงว่ามีความ

เป็นไปได้ท่ีจะเป็น V. parahaemolyticus การวิเคราะห์ดังกล่าวใช้เวลาอย่างน้อย 2 วนั ซ่ึงใช้เวลานาน 

(Kaysner และ DePaola, 2004; Ministry of Health, Labor และ Welfare, 2004) ไม่ทนักบัความตอ้งการของ

โรงงานอุตสาหกรรมท่ีตอ้งการผลวิเคราะห์ท่ีรวดเร็ว เพื่อใช้ในการตดัสินใจปล่อยสินคา้ให้กบัลูกคา้และ

นอกจากน้ีในการใชเ้วลาท่ีนานจากการรอผลการวิเคราะห์ท าให้โรงงานอุตสาหกรรมตอ้งสูญเสียค่าใช้จ่าย

ในการเก็บสินคา้คงคลงั ดงันั้นผูว้ิจยัจึงน าเสนอรูปแบบการวิเคราะห์แบบใหม่โดยในขั้นตอนแรกเป็นการ
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เพิ่มจ านวนเซลล์ของตวัอยา่งอาหารในอาหารเหลวบ่งช้ีสี ซ่ึงอาหารเหลวบ่งช้ีท่ีใช้ในการทดลองเป็นสูตร

อาหารบ่งช้ีจากปฏิกริยาเคมี Esculin hydrolysis (ESC) โดยปกติปฏิกริยาดังกล่าวเป็นปฏิกริยาท่ีอยู่ใน

ขั้นตอนการยืนยนัผล (confirmation) ของการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ Listeria monocytogenes ทั้งน้ี 

V. parahaemolyticus สามารถท่ีจะเกิดปฏิกริยาดงักล่าวได ้ดงันั้นจึงประยุกต์น าปฏิกริยาท่ีมีเบสส่วนผสม

อาหารในการเพิ่มจ านวนเช่นเดียวกบัสูตรส่วนผสมของ APW มาใชใ้นขั้นตอนแรกท่ีเป็นการเพิ่มจ านวนซ่ึง

ถา้อาหารเหลวจ าเพาะมีการเปล่ียนสีสามารถบ่งบอกมีความเป็นไปไดท่ี้จะมีการปนเป้ือนของเช้ือ งานวจิยัน้ี

มุ่งพฒันาการวเิคราะห์ขนาดเล็กระดบั microscale แต่ใหผ้ลวเิคราะห์ท่ีเร็ว ชดัเจน และค่อนขา้งเฉพาะเจาะจง

กบัการตรวจวิเคราะห์ V. parahaemolyticus  ในขั้นตอน enrichment step โดยมีการตรวจติดตามปฏิกริยา

ดว้ยการตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเหลวระหวา่งการเกิดปฏิกริยา ESC โดยเป็นการใช้ micro – 

cultivation (200 l broth ใน 96 – well microplate) และกิจกรรมของปฏิกริยา ESC มีการติดตามด้วย

เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนเสียง (microplate reader) ซ่ึงในระหว่างท่ีท าการวดัตวัอย่าง ตวัอย่างจะมีการเขย่า

ภายในเคร่ืองดว้ยระบบ shaker เพื่อให้ตวัอยา่งมีความเป็นเน้ือเดียวกนั (uniform) ระหวา่งท่ีท าการวดัค่าการ

ดูดกลืนคล่ืนแสง  

 

การหาค่าการดูดกลืนแสงท่ีเหมาะสม ส าหรับการตรวจติดตามปฏิกริยา ESC บนพื้นฐานของการใช้สับ

เสตรท esculin เป็น esculatin เม่ือนั้น esculatin ท าปฏิกริยากบั ferric ammonium citrate อาหารเหลวบ่งช้ีจะ

กลายเป็นสีด า ในการศึกษา ESC ถูกขยายการศึกษาโดยการใช้ microplate assay ซ่ึงกลุ่มผู ้วิจ ัยได้ใช้ 

microplate reader ในการทดลองเลือก wavelength ท่ีเหมาะสม ปริมาณสารท่ีเตรียมจ านวน 200 l ถูกบรรจุ

ลงในแต่ละ well ของ 96 – well flat bottom microplate ค่าการดูดกลืนแสงของ media ท่ี wavelength 340, 

405, 450, 490, 550, 590, 600, และ 650 nm ไดจ้ากเคร่ือง microplate reader ค่าการดูดกลืนแสงของอาหารท่ี

มีการ inoculation ของเช้ือ V. parahaemolyticus หักออกกบัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอย่างควบคุมท่ีไม่มี

การ inoculation เพื่อใหไ้ดค้่าความแตกต่าง โดยการใชค้่าการดูดกลืนแสงท่ี pH 7  
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รูปที่ 4.1 กราฟค่าการดูดกลืนแสงของอาหาร ESC ท่ีมีการ inoculation ด้วยเช้ือ V. parahaemolyticus (ให้

ผลบวก) กบัตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่มีการเติมเช้ือ  

 

จากกราฟรูปท่ี 4.1 จะเห็นว่าอาหารเหลว ESC ท่ีมีเช้ือ V. parahaemolyticus หลงัจากท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 

37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมงท่ีแต่ละ wavelength ต่างๆ จะให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีแตกต่างกนั ทั้งน้ีกราฟของ

ตวัอย่างควบคุมท่ีไม่มีเช้ือก็แสดงผลในลกัษณะเช่นเดียวกนั โดยตวัอย่างท่ีมีเช้ือหลงัจาก 24 ชัว่โมงสีของ

อาหารจะเป็นสีด าของ ferric ammonium citrate ในขณะท่ีสีของตวัอย่างอาหารควบคุมมีลักษณะเป็นสี

เหลืองใส ดงันั้นลกัษณะกราฟท่ีไดใ้นรูปท่ี 4.1 จึงแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน โดยทั้งน้ีจากกราฟท่ีช่วงความยาว

คล่ืนระหวา่ง 450 – 650 นาโนเมตร แสดงช่วงค่าการดูดกลืนแสงท่ีค่อนขา้งแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน เทคนิค

การตรวจติดตามปฏิกริยาดว้ยการใชห้ลกัการสเปคโตรโฟโตเมทรีมีปรากฏให้เห็นในงานวิจยัท่ีหลากหลาย 

ซ่ึงเป็นประโยชน์อย่างมาก แทนท่ีจะตรวจติดตามดว้ยการใชส้ายตาแต่เปล่ียนมาเป็นการตรวจติดตามดว้ย

เคร่ืองมือวดัไมโครเพลทรีดเดอร์ซ่ึงจ าเป็นตอ้งทราบค่าความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมในการใช้วดัปฏิกริยา

ดงักล่าว โดย criteria ในการเลือกความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมในการตรวจติดตามปฏิกริยา ค่าความแตกต่าง

ของตวัอย่างท่ีเป็น positive (ตวัอย่างท่ีมีการ inoculation ของเช้ือ) กบัตวัอย่างควบคุม (ตวัอย่างไม่มีการ 

inoculation) ควรจะใหค้่าสูงท่ีสุด ดงันั้นในการทดลองจึงไดท้  าการพล๊อตกราฟขอ้มูลดงักล่าวดงัแสดงในรูป

ท่ี 4.2 
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รูปที ่4.2 กราฟค่าความแตกต่างของค่าการดูดกลืนแสงของอาหาร ESC ท่ีมีการ inoculation ดว้ยเช้ือ V.  

               parahaemolyticus (ใหผ้ลบวก) กบัตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่มีการเติมเช้ือ  

 

จากกราฟรูปท่ี 4.2 เราใชค้่าความแตกต่างเป็น criterion เพื่อตดัสินใจเลือกความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน

การตรวจติดตามปฏิกริยา จากกราฟรูปท่ี 4.2 พบวา่ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm ให้ค่าความแตกต่างของค่าการ

ดูดกลืนแสงสูงท่ีสุด คุณสมบติัน้ีเป็นประโยชน์ในการตรวจวิเคราะห์และแยกความแตกต่างของเช้ือท่ี

สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารเหลวและสามารถใชป้ฏิกริยาดงักล่าวได ้และผลการทดลองของปฏิกริยา 

ESC ใหผ้ลเป็น positive ดงันั้นค่าความแตกต่างของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร A450 ของตวัอยา่งท่ี

มีเช้ือ – ตวัอย่างท่ีไม่ได้มีการ inoculation ของเช้ือซ่ึงมี pH 7 ถูกใช้ในการติดตามปฏิกริยาของ ESC ใน

แบคทีเรียกบัการลดขนาดการวเิคราะห์ในระดบั microscale ท่ีไดท้  าการวดั optical measurement บนพื้นฐาน

ของ pH changes ท่ีเหมือนกนั Onal และ Frigi (2013) ใช ้phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ซ่ึงเป็นเทคโนโลยท่ีีล ้า

สมยัในการวิเคราะห์ดว้ย spectrophotometric assay (ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 560 nm) ส าหรับปฏิกริยาการใช้

ยูเรียในแบคทีเรีย วิธีเหล่าน้ีมีความถูกต้องในการตดัสินใจปฏิกริยาของการใช้ยูเรียท่ีเป็น positive และ 

negative ในชนิดของตวัอยา่งท่ีแตกต่างกนักวา่การใช ้Nessler method 
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4.2 การศึกษาการเปลีย่นแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเหลว ESC ทีม่ีต่อเช้ือ V.parahaemolyticus 

และเช้ือแบคทเีรียแข่งขันอ่ืน ๆ  

4.2.1 รูปภาพ microwell ของอาหาร ESC ทีเ่วลาการบ่มต่าง ๆ  

การตรวจวดัด้วยสายตาของปฏิกริยา ESC ใน V. parahaemolyticus ซ่ึงเป็นจุลินทรีย์เป้าหมายท่ีต้องการ

ศึกษา โดยแบคทีเรีย L. monocytogenes เป็นตวัแทนของแบคทีเรียแข่งขันท่ีสามารถใช้สาร esculin ได้

เช่นกนั ในขณะท่ี Salmonella Anatum ไม่สามารถใช้ esculin ได ้ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใช้ในการศึกษาอยู่ท่ี 

102 CFU/ml โดยการติดตามของปฏิกริยาดงักล่าว ด าเนินการภายใต ้modified media 96 – microwell plate 

ในการทดลองเราใช ้200 l ของ culture broth ในแต่ละ microwell และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง เราสามารถ detect กิจกรรมความสามารถในการใช ้esculin ไดภ้ายใน 8 ชัว่โมง หลงัจากท าการ

บ่ม  esculin ถูกลดลงเป็น esculatin ก่อนเ กิดปฏิกริยา ร่วมกับ  ferric ammonium citrate (Swan, 1954; 

Wasilauskas, 1971) ดงันั้นใชเ้วลามากกวา่ 8 ชัว่โมง เพื่อแสดงให้เห็นสีท่ีเปล่ียนไปอยา่งชดัเจน (รูปท่ี 4.3) 

ท่ีเวลาการบ่มต่าง ๆ ตวัอยา่งถูกน าออกมาถ่ายภาพดว้ยกลอ้งก าลงัขยาย Dino ในแต่ละ well เพื่อให้เห็นการ

เปล่ียนแปลงของปฏิกริยาอย่างชดัเจน (รูปท่ี 4.3) โดยการเปล่ียนแปลงของปฏิกริยาดงักล่าวจะพิจารณา

ควบคู่กบักราฟการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่าง ๆ เพื่อใหเ้ห็นความสัมพนัธ์ควบคู่กนั 

 

       ตารางที ่4.1  แสดง profile ของการเกิดปฏิกริยาการใช ้ESC ท่ีเวลาการบ่มต่างๆ ของเช้ือ V.  

                            parahaemolyticus, L. monocytogenes, และ S. Anatum โดยเป็นการบ่มท่ีเวลาต่างๆ ใน 

                            ระยะเวลา 24 – 48 ชัว่โมงดว้ยระบบไมโครคลัทิเวชัน่ (Micro cultivation) โดยในแต่ละอาหาร 

                            จะท าการเติมเช้ือท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา (+) และไม่สามารถเกิดปฏิกิริยา (-) 
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Control  
 
 

       

 

จากตารางท่ี 4.1 แสดงสีของอาหารเหลวท่ีมีเช้ือใน microwells ท่ีเวลาต่างๆ กนั หลงัจากท าการบ่มดว้ยเช้ือท่ี

สามารถ metabolise ซับเสตรท esculin ได้ (V. parahaemolyticus และ L. monocytogenes) และไม่สามารถ

ใช้ esculin ได ้เช่น S. Anatum โดยจะเห็นว่า microwell ของเช้ือ L. monocytogenes จะให้ความสามารถใน

การเกิดปฏิกริยาท่ีให ้signal ของอาหารเหลวสีจ าเพาะมากท่ีสุด ซ่ึงโดยปกติแลว้อาหารเหลวจ าเพาะ ESC ถูก

ใชใ้นการตรวจ detect เช้ือก่อโรค L. monocytogenes ซ่ึงเช้ือดงักล่าวมีความจ าเพาะกบัปฏิกริยาค่อนขา้งสูง

ซ่ึงจะเห็นวา่ท่ีเวลา 8 ชัว่โมง สามารถเห็นสีของอาหารไดอ้ย่างชดัเจนและสีของอาหารเร่ิมท่ีจะคงท่ีท่ีเวลา 

16 – 24 ชั่วโมง ส าหรับการเกิดปฏิกริยา ESC ของเช้ือ V. parahaemolyticus เม่ือเวลาการบ่มผ่านไป จะ

ปรากฏการเปล่ียนแปลงของปฏิกริยาโดยท่ีเวลาท่ี 0 ชัว่โมง ยงัไม่มีการเปล่ียนแปลงของอาหารจ าเพาะ เม่ือ

เวลาผา่นไป 16 ชัว่โมงถึงเร่ิมท่ีจะเห็นการเปล่ียนแปลงท่ีชดัเจน แต่ทั้งน้ีทั้งนั้นอาหารเหลวจ าเพาะดงักล่าว

ยงัตอ้งมีการปรับปรุงพฒันาเพื่อเพิ่มความสามารถในการคดัแยกเช้ือ ส าหรับตวัอย่างท่ีมีเช้ือ S. Anatum 

อาหารเหลวสียงัคงเป็นสีเดิมไม่เกิดการเปล่ียนแปลงของปฏิกริยา ดงันั้นอาหารเหลวจึงยงัคงมีสีใกลเ้คียงกบั

ตวัอย่างควบคุมท่ีไม่ได้มีการ inoculation ของเช้ือ จากปฏิกิริยา ESC ท่ีน าเสนอแสดงให้เห็นว่าสามารถ

น าไปประยุกตใ์ชใ้นการแยกแบคทีเรียท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาดงักล่าวได ้(ESC-positive) ออกจากแบคทีเรีย

ท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกริยาได ้(ESC-negative)  

 

4.2.2 กราฟ profile ของการเปลีย่นแปลงค่าการดูดกลืนแสงอาหาร ESC ทีเ่วลาการบ่มต่าง ๆ  

ในการติดตามปฏิกริยาของการเกิด ESC นอกจากเป็นการตรวจ detect ดว้ยการใชส้ายตาแลว้ ยงัมีการตรวจ

ติดตามดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเทคนิคการวดัสเปคโตรโฟโตเมตรี ดงัแสดงในรูปท่ี 4.3 
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รูปที ่4.3 แสดงการเปล่ียนสีของอาหารเหลวจ าเพาะ ESC ในระยะเวลาการบ่ม 24 ชัว่โมงดว้ยระบบไมโคร 

              คลัทิเวชัน่ (Micro cultivation) โดยในแต่ละอาหารจะท าการเติมเช้ือท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา (+) และ 

             ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยา (-) 

 

จากกราฟรูปท่ี  4.3 แสดงให้ เ ห็นค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง ท่ี มีการ inoculation ของเ ช้ือ L. 

monocytogenes, V. parahaemolyticus, และ S. Anatum จากกราฟจะเห็นว่า เช้ือ L. monocytogenes และ V. 

parahaemolyticus ให้แนวโน้มของค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงข้ึนเม่ือเวลาการบ่มผ่านไป โดยเฉพาะเช้ือ L. 

monocytogenes ให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูง ท่ีสุดเ ม่ือเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงท่ี เกิดจากเช้ือ V. 

parahaemolyticus ในขณะท่ีอาหารเหลวท่ีมีการ inoculation ดว้ยเช้ือ S. Anatum ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีไม่สามารถเกิด

ปฏิกริยาดงักล่าวได ้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่างๆ พบว่ามีค่าใกลเ้คียงกบัตวัอย่างควบคุมท่ีไม่ได้มีการ 

inoculation ทั้งน้ีการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของเช้ือทั้ง 3 ดงักล่าว สอดคลอ้งกบัรูป profile การ

เกิดปฏิกริยา ESC ท่ีปรากฏใน microwell ท่ีเวลาการบ่มต่างๆ ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 ดังนั้นการตรวจ

ติดตามปฏิกริยาดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จึงมีความเหมาะสมในการ

น าไปใชใ้นการด าเนินงานวจิยัต่อไปในการศึกษาปฏิกริยาท่ีพารามิเตอร์ต่างๆ    
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4.2.3 การเปลีย่นแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเหลว ESC ทีม่ีต่อเช้ือ V.parahaemolyticus และ

เช้ือแบคทเีรียแข่งขันอ่ืน ๆ  

การตรวจวดัด้วยเทคนิคสเปคโตรโฟโตรเมทรีของปฏิกริยา ESC ใน V. parahaemolyticus และ non - V. 

parahaemolyticus ใน modified media 96 – microwell plate ภายใตก้ารวิเคราะห์ด้วย microplate ปฏิกริยา 

ESC ของ V. parahaemolyticus และ  23 non – V. parahaemolyticus  (16 แกรมลบ, และ 7 แกรมบวก

แบคทีเรีย) ถูกน ามาทดสอบโดยการใช ้ESC broth ในการทดลองเราใช ้200 l ของ culture broth ในแต่ละ 

microwell และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 24 h ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 nm ซ่ึงในการ

ทดลองสามารถท่ีจะตรวจกิจกรรมของปฏิกริยาได้ภายใน 8 ชั่วโมง หลังจากท าการบ่ม esculin ถูก 

metabolize เป็น esculatin ก่อน esculatin ท าปฏิกริยากับ ferric ammonium citrate ได้ by product ท่ีท าให้

อาหารเหลวเป็นสีด า (Swan, 1954; Wasilauskas, 1971) ดงันั้นใชเ้วลามากกวา่ 8 ชัว่โมง เพื่อแสดงให้เห็นสี

ท่ีเปล่ียนไปอยา่งชดัเจน (รูปท่ี 4.4) 

 

 
รูปที ่4.4  กราฟค่าการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตรท่ีไดรั้บจากอาหาร ESC โดย

อาหารดงักล่าว inoculated ดว้ยเช้ือ V. parahaemolyticus และ non- V. parahaemolyticus ท่ี

ปริมาณเช้ือ 2 log CFU/ml ในแต่ละจุดของกราฟเป็นค่าเฉล่ีย 3 ซ ้ า±SEM ท่ีวดัจากตวัอยา่ง ค่าการ

เปล่ียนแปลงของกราฟท่ีสูงข้ึนไปจาก control ของท่ี wavelength 450 เป็นกราฟของแบคทีเรียท่ี

สามารถเกิดปฏิกริยาได ้
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อาหาร ESC ถูกน ามาทดสอบประสิทธิภาพกบัเช้ือท่ีเป็น V. parahaemolyticus และเช้ืออ่ืน ๆ ท่ีสามารถเกิด

ปฏิกริยา ESC และไม่สามารถเกิดปฏิกริยา ESC โดยเช้ือท่ีใชจ้  านวน 7 Strains เป็นแกรมบวก (i.e., L. 

monocytogenes, L. innocua, S. aureus, B. cereus) และ 17 แกรมลบ (i.e., V. parahaemolyticus, Y. 

enterocolitica, P. mirabilis, K. pneumoniae) จากกราฟจะเห็นวา่เช้ือโดยส่วนใหญ่สามารถท่ีจะเกิดปฏิกริยา 

ESC ได ้ โดยลกัษณะกราฟท่ีใหผ้ลเป็นบวกจะมีแนวโนม้สูงข้ึนแตกต่างจากกราฟของตวัอยา่งควบคุมท่ี

ไม่ไดมี้การเติมเช้ือ (A450 1.8 nm) จากกราฟรูปท่ี 4.4 สามารถสรุปผลของความสามารถในการเกิดปฏิกริยา 

ESC ไดด้งัตารางท่ี 4.2 

       ตารางที ่4.2 แสดงความสามารถในการเกิดปฏิกริยาการใช ้ESC ของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 

เช้ือทีใ่ช้ในการทดสอบ ความสามารถในการเกดิปฏิกริยา 

กลุ่มเช้ือ Vibrio  

Vibrio parahaemolyticus + 

Vibrio cholerae - 

Vibrio vulnificus + 

Vibrio fluvialis + 

Vibrio furnissii - 

Vibrio mimicus - 

Aeromonas hydrophila + 

Vibrio alginolyticus + 

แบคทเีรียแกรมลบทีไ่ม่ใช่ Vibrio  

Yersinia enterocolitica - 

Providentia regetti - 

Klebsielia pneumoniae + 

Proteus mirabilis - 

Serratia marcescens + 

Pseudomonas aeruginosa - 

Enterobacter cloacae - 

Enterobacter aerogenes + 
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Escherichia coli - 

แบคทเีรียแกรมบวกทีไ่ม่ใช่ Vibrio  

Staphylococcus aureus - 

Listeria monocytogenes + 

Enterococcus faecalis + 

Enterococcus avium + 

Enterococcus faecium + 

Listeria innocua + 

Bacillus cereus + 

 

โดยจากตารางท่ี 4.2 แสดงใหเ้ห็นความสามารถในการเกิดปฏิยา ESC โดยเช้ือโดยส่วนใหญ่สามารถท่ีจะใช้

ปฏิกริยาดงักล่าวได ้ โดยแบคทีเรียแกรมลบท่ีเป็นเช้ือแข่งขนัสามารถเกิดปฏิกริยาไดมี้จ านวน 7 ชนิด (V. 

vulnificus, V. fluvialis, A. hydrophila, V. alginolyticus, K. pneumonia, S. marcescens, และ E. aerogenes) 

ส าหรับแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเป็นเช้ือแข่งขนัเช่นเดียวกนัท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาไดมี้จ านวน 6 ชนิด (L. 

monocytogenes, E. faecalis, E. avium,  E. faecium, L. innocua, และ B. cereus) ส าหรับแบคทีเรียท่ีไม่

สามารถใชป้ฏิกริยาดงักล่าวอาหารเหลวจะยงัคงสีเดิม ส าหรับแบคทีเรียท่ีสามารถเกิดปฏิกริยา ESC ได้

เน่ืองจากในอาหาร ESC เป็นอาหารท่ีมีส่วนประกอบของ esculin เป็น substrate เม่ือเซลลแ์บคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการยอ่ย esculin เป็น esculetin กบั กลูโคส ซ่ึงกลูโคสท่ีเกิดเป็น by product จะถูกน าไปใช้

เป็นพลงังานใหก้บัเซลลต่์อไป ในส่วนของ esculetin ท่ีเกิดข้ึนจะท าปฏิกริยาต่อกบั ferric ammonium citrate 

ไดอ้าหารเหลวท่ีมีลกัษณะเป็นสีด า ซ่ึงจะมีเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาดงักล่าวไดด้งัท่ีไดก้ล่าวก่อน

หนา้นั้น ดงันั้นในการทดลองต่อไปจึงจ าเป็นตอ้งมีการพฒันาสูตรอาหารเพื่อเพิ่มความสามารถในการ 

selectivity ในการคดัแยกเช้ือท่ีเป็น V. parahaemolyticus  โดยยอมใหเ้พียงแค่ 1 strains ของเช้ือเป้าหมายท่ี

เป็น V. parahaemolyticus  สามารถเจริญเติบโตได ้ โดยเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบท่ีเป็นเช้ือ

แข่งขนั เช้ือเหล่าน้ีตอ้งถูก selected out ออกไป   
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4.3 การประเมินอาหารเหลวจ าเพาะมาตรฐานส าหรับการเพิม่จ านวนของ V. parahaemolyticus 

ในขั้นตอนการพฒันาสูตรอาหาร ESC การเลือกสารยบัย ั้งท่ีใชใ้นการทดลองไดน้ าสารยบัย ั้งท่ีมีใชก้นัอยู่ใน

สูตรอาหารมาตรฐานมาประยุกตใ์ชใ้นอาหารเหลว เพื่อศึกษาชนิดของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสมท่ีสามารถยบัย ั้ง

เช้ือแข่งขนัในขณะเดียวกนัยงัคงสามารถท่ีจะ recovery เช้ือ V. parahaemolyticus ซ่ึงเป็นเช้ือเป้าหมายท่ี

ตอ้งการศึกษา ทั้งน้ีในปัจจุบนัสูตรอาหารทั้งท่ีเป็นอาหารแข็งและอาหารเหลวมีความหลากหลายในการใช้

สารยบัย ั้งท่ีแตกต่างกนั และเพื่อป้องกนัผล false negative คือการท่ีอาหารเหลวให้ผลเป็นลบแต่ความเป็น

จริงแลว้มีการปนเป้ือนของเช้ือดงักล่าว การคดัเลือกชนิดของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสมจึงมีความส าคญัในการ

พฒันาอาหาร ESC ท่ีตอ้งการผลวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งแม่นย  าน่าเช่ือถือ โดยผลความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ

แข่งขนัในอาหาร ESC ท่ีใชต้วัยบัย ั้งจากสูตรอาหารมาตรฐานแสดงดงัตารางท่ี 4.3 

 

4.3.1 การศึกษาผลของตัวยบัยั้งมาตรฐานทีใ่ช้ในการคัดแยกเช้ือ V. parahaemolyticus 

จากการน าตวัยบัย ั้งท่ีมีใชก้นัอยูใ่นสูตรอาหารมาตรฐานทัว่ไปมาเป็นส่วนประกอบในสูตรอาหาร ESC เพื่อ

ศึกษาชนิดของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสมในการท่ีจะน าไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus ซ่ึงสูตรอาหาร 5 ชนิดท่ีเป็น GSTB, SPB, TCBS, VPSA, และ STT ถูกน ามาใช้ใน

การศึกษาชนิดของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสม โดยอาหารมีการ inoculation ของเช้ือทั้งท่ีเป็น V. parahaemolyticus 

และ non- V. parahaemolyticus ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 2-3 log CFU/ml ถูกน ามาด าเนินการทดสอบ

ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือดงักล่าว  

 

       ตารางที ่4.3 ผลของความสามารถในการเกิดปฏิกริยา ESC ของเช้ือแบคทีเรียต่างๆ ในอาหาร ESC ท่ีมี 

                           ส่วนประกอบตวัยบัย ั้งจากอาหารท่ีมีการใชใ้นปัจจุบนั 
เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ  

No inhibitor 
อาหาร ESC 

GSTB 

(Teepol) 

SPB 

(Polymyxin 

B) 

TCBS 

(Bile+Sodium 

citrate) 

VPSA 

(Bile salt) 

STT 

(Tellurite + 

Teepol) 

กลุ่มเช้ือ Vibrio       
V. parahaemolyticus + + + - - + 
V. cholerae - - - - - - 
V. vulnificus + + + - - + 
V. fluvialis + + - - - + 
V. furnissii - - - - - - 
V. mimicus - - - - - - 
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A. hydrophila + + - + + - 
V. alginolyticus + + + - - + 
แบคทีเรียแกรมลบที่ไม่ใช่ 
Vibrio 

      

Y. enterocolitica - - - - - - 
K. pneumoniae + + + - + + 
P. rettgeri 

P. mirabilis 
- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

S. marcescens + + + - - - 
P. aeruginosa - - - - - - 
E. cloacae - - - - - - 
E. aerogenes + + + - + + 
E. coli - - - - - - 
แบคทีเรียแกรมบวกที่ไม่ใช่ 
Vibrio 

      

S. aureus - - - - - - 
L. monocytogenes + + + + - + 
E. faecalis + + + + - + 
E. avium + + + + - + 
E. faecium + + + - - + 
L. innocua + + + + - + 
B. cereus + + + - - - 

% การยบัยั้ง  0 15.38 61.53 76.92 23.07 

 

จากตารางท่ี 4.3 แสดงผลความสามารถในการเกิดปฏิกริยาการใช้ esculin ในอาหารเหลวท่ีมีการเติม

ส่วนผสมของตวัยบัย ั้งท่ีได้จากสูตรอาหาร 5 ชนิดท่ีเป็น GSTB, SPB, TCBS, VPSA, และ STT จากการ

ทดลองจะเห็นว่าอาหารเหลว ESC ท่ีมีส่วนประกอบของตวัยบัย ั้งท่ีได้จาก VPSA มีความสามารถในการ

ยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัไดดี้ท่ีสุดเม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นตจ์  านวนเช้ือท่ีสามารถยบัย ั้งไดเ้ทียบกบัปริมาณเช้ือท่ีสามารถ

เกิดปฏิกริยาดงักล่าวไดคิ้ดเป็น 76.92 % แต่อยา่งไรก็ตามอาหารเหลวท่ีส่วนประกอบของตวัยบัย ั้งดงักล่าวมี

ผลต่อเช้ือ V. parahaemolyticus ซ่ึงเป็นเช้ือกลุ่มเป้าหมาย ดงันั้นท่ีสภาวะดงักล่าวจึงไม่เหมาะสมท่ีจะน ามา

พฒันาสูตรอาหารเหลว ESC ทั้งน้ีอาหารเหลวท่ีมีส่วนผสมของตวัยบัย ั้งจาก TCBS ให้ผลในลักษณะ

เดียวกันคือมีความสามารถในการย ับย ั้ ง เ ช้ือแข่งขันท่ีดี  แต่ในทางกลับกันกลับมีผลย ับย ั้ ง เ ช้ือ V. 

parahaemolyticus ดว้ยเช่นกนั ทั้งน้ีอาจเป็นไปไดว้่าสารยบัย ั้งท่ีใช้มีปริมาณ dose ท่ีเขม้ขน้เกินไปซ่ึงปกติ

แลว้ สารดงักล่าวใชใ้นอาหารแขง็เพื่อการตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus หลงัจากท่ีมี

การเพิ่มจ านวนเช้ือในตวัอยา่ง (enrichment step) เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง ดงันั้นเช้ือจึงแขง็แรงสามารถท่ีจะ

เจ ริญเ ติบโตบนอาหารแข็งปรากฏเป็นโคโลนีสี เ ขียวได้ในกรณี ท่ี มีการปนเ ป้ือนของเ ช้ือ  V. 
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parahaemolyticus ส าหรับอาหารเหลวท่ีมีส่วนประกอบของ GSTB พบว่าไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัได้

เลย ทั้งน้ีส่วนผสมหลกั Teepol อาจไม่มีผลต่อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบจึงท าให้ผลท่ีออกมา เช้ือ

แข่งขนัดงักล่าวยงัคงสามารถเกิดปฏิกริยาการใช ้esculin ได ้ในส่วนของอาหารเหลวท่ีมีส่วนประกอบของ

ตวัยบัย ั้งจาก SPB และ STT พบวา่มีความสามารถในการยบัย ั้ง 15.38 และ 23.07 % โดยท่ีสภาวะการใช้ตวั

ยบัย ั้งดงักล่าวไม่ส่งผลกระทบกบัเช้ือ V. parahaemolyticus แต่ยงัไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอท่ีจะสามารถ

ยบัย ั้งเช้ือแข่งขนักลุ่มเป้าหมายไดห้มด ซ่ึงเม่ือน าไปประยุกต์ใช้จริงอาจท าให้เกิดผล false positive ได ้คือ

ให้ผลเป็นบวกแต่ความเป็นจริง ไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ดงันั้นทางคณะผูว้ิจยัจึงได้

ท าการทดลองศึกษาทางเลือกตวัยบัย ั้งชนิดอ่ืนท่ีมีแนวโน้มความเป็นไปไดใ้นการน ามาพฒันาเป็นอาหาร

เหลว ESC ท่ีเหมาะสม
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4.3.2 การศึกษาผลของตัวยบัยั้งเดี่ยวทีใ่ช้ในการคัดแยกเช้ือ V. parahaemolyticus 

ในการทดลองตวัยบัย ั้งเด่ียวในสูตรมาตรฐานแต่ละชนิดถูกน ามาศึกษาท่ีปริมาณความเขม้ขน้ต่างๆ เพื่อศึกษาประสิทธิภาพความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ

แข่งขนัท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาการใช ้ESC เช่นเดียวกนั 

ตารางที ่4.4 แสดงความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบในอาหารเหลว ESC ท่ีมีตวัยบัย ั้งเด่ียวชนิดต่างๆ  
เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ No 

inhibitor 

Laurylsulfate Colistin Oxbile Bile salt Tellurite Citrate Polymysin B 

0.5x 0.75x 1x 0.5x 0.75x 1x 0.5x 0.75x 1x 0.5x 0.75x 1x 0.5x 0.75x 1x 0.5x 0.75x 1x 0.5x 0.75x 1x 
กลุ่มเช้ือ Vibrio                        
V. parahaemolyticus + + + + - - - - - - - - - + + + + + + + + + 
V. cholerae - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
V. vulnificus + + + + - - - + + - + - - + + + + + + + + + 
V. fluvialis + + + + - - - - - - - - - - - - + + + - - - 
V. furnissii + - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - 
V. mimicus - - - - - - - - - - - - - - - + - - - + - - 
A. hydrophila + + + + - - - + + + + - + - - - + + + - - + 
V. alginolyticus + + + + - - - - - - - - - + + + + + + + + + 
แบคทีเรียแกรมลบที่ไม่ใช่ 
Vibrio 

                      

Y. enterocolitica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
K. pneumoniae + + + + - - - + + + + + + + + + + + + - - - 
P. mirabilis + + + + + + + + - - + + + + + - - - - + + + 
P. rettgeri + - - - + + + - - - + + + - - - + + - + + + 
S. marcescens + + + + + + + + + + + + + + + - + + + + + + 
P. aeruginosa - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
E. cloacae - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
E. aerogenes + + + + - - - + + + + + + + + + + + + - - - 
E. coli - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
แบคทีเรียแกรมบวกที่ไม่ใช่ 
Vibrio 

                      

S. aureus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
L. monocytogenes + + + + + + + + + + - - - + + + + + + + + + 
E. faecalis + + + + + + + + + + - - - + + + + + + + + + 
E. avium + + + + + + + + + + - - - + + + + + + + + + 
E. faecium + + + + + + + + + + - - - + + + + + + + + + 
L. innocua + + + + + - - + + + - - - + + + + + + + + + 
B. cereus + + + + + + - - - - - - - + + + - - - + + + 
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ในการศึกษาตวัยบัย ั้งเด่ียวท่ีเหมาะสมในอาหารเหลวบ่งสี ESC เพื่อยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถเกิดปฏิกริยา

ไดเ้ช่นเดียวกบัเช้ือ V. parahaemolyticus นอกจากจะศึกษาประสิทธิภาพในรูปแบบของตวัยบัย ั้งผสมท่ีได้

จากส่วนประกอบท่ีเป็นสูตรมาตรฐานซ่ึงไดแ้สดงผลการทดลองก่อนหนา้น้ีพบวา่สูตรอาหารดงักล่าวยงัไม่

สามารถย ับย ั้ งเ ช้ือแข่งขันดังกล่าวได้ ดังนั้ นจึงได้ท าการทดลองศึกษาผลของตัวย ับย ั้ งเ ด่ียวท่ีมีต่อ

ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาเช่นเดียวกบั V. parahaemolyticus โดย criteria ของ

การศึกษาชนิดของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสม ควรสามารถยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ในขณะเดียวกนั

ท่ีความเขม้ขน้ของสารดงักล่าวควรท่ีจะสามารถ recovery เช้ือ V. parahaemolyticus ไดดี้เช่นกนั ทั้งน้ีจะเห็น

วา่อาหารเหลว ESC บ่งช้ีท่ีมีส่วนผสมของ colistin, oxbile, และ bile salt ท่ีความเขม้ขน้ 0.5x, 0.75x และ 1x 

มีผลในการยบัย ั้บเช้ือ V. parahaemolyticus ดังนั้นท่ีสภาวะดังกล่าวจึงยงัไม่เหมาะสมท่ีจะน ามาใช้เป็น

ส่วนประกอบสูตรอาหารเพื่อการ recovery เช้ือและตรวจสอบการปนเป้ือน ดงันั้นจึงเหลือเพียงอาหารเหลว

บ่งช้ีท่ีมีส่วนประกอบของตัวยบัย ั้งของ laurylsulfate, tellurite, citrate, และ polymysin B แต่ทั้ งน้ีทั้ งนั้ น 

อาหารเหลว laurylsulfate ท่ีทุกความเขม้ขน้ สามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือไดเ้พียง V. furnissii และ P. rettgeri ใน

ขณะเดียวกนัส าหรับอาหารเหลวบ่งช้ีท่ีมีส่วนประกอบของตวัยบัย ั้งของ tellurite ท่ีความเขม้ขน้ 1x สามารถ

ท่ีจะยบัย ั้ง V. fluvialis, A. hydrophilia, P. mirabilis, และ P. rettgeri ซ่ึงยงัมีเช้ือแข่งขนัอ่ืนๆ ท่ีไม่สามารถ

ยบัย ั้งไดอี้ก เช่น V. vulnificus, V. furnissii, V. alginolyticus, K. pneumonia, E. aerogenes, L. monocytogenes, 

E. faecalis, E. avium, E. faecium, L. innocua, และ B. cereus เช่นเดียวกบัอาหารเหลวบ่งช้ีท่ีมีส่วนประกอบ

ของ citrate และ Polymyxin B ท่ีความเขม้ขน้ 1x สามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือไดเ้พียง V. furnissii, P. mirabilis, P. 

rettgeri, และ B. cereus และในส่วนของ Polymyxin B เป็นเช้ือ V. fluvialis, V. furnissii, K. pneumonia, และ

เช้ือ E. aerogenes ทั้งน้ีจะเห็นไดว้่าอาหารเหลวบ่งสีท่ีมีตวัยบัย ั้งเด่ียวของแต่ละสูตรอาหาร ยงัไม่สามารถท่ี

จะยบัย ั้งเช้ือแข่งขันได้ทั้ งหมด ซ่ึงอาหารเหลวบ่งช้ีท่ีมีตัวยบัย ั้งต่างชนิดกัน ก็จะให้ผลประสิทธิภาพ

ความสามารถในการยบัย ั้งท่ีแตกต่างกนัออกไป จากผลการทดลองดงักล่าวจะเห็นวา่อาหารเหลวบ่งช้ีท่ีมีตวั

ยบัย ั้งของ tellurite มีแนวโน้มสามารถยบัย ั้งเช้ือได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุดเน่ืองจากมีเช้ือแข่งขนัหลาย

ชนิดท่ีสามารถยบัย ั้งไดด้ว้ย tellurite แต่ก็ยงัมีเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถเจริญเติบโตได ้ซ่ึงเป้าหมายของงานวิจยั

การพฒันาอาหารเหลวส าหรับการตรวจสอบเช้ือจุลินทรีย ์Vibrio parahaemolyticus แบบมีอินดิเคเตอร์สีเพื่อ

บ่งบอกการปนเป้ือนอย่างรวดเร็วในอุตสาหกรรมอาหาร โดยอาหารบ่งช้ีสีดงักล่าวสามารถท่ีจะตรวจสอบ

การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus ให้ผลของ false positive ในปริมาณนอ้ย นัน่หมายความวา่ตวัอยา่งท่ี
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วิเคราะห์ให้ผลเป็น positive ซ่ึงจริงๆ แลว้เป็นผล positive ดงันั้นในการทดลองต่อไปจึงไดศึ้กษาตวัยบัย ั้งท่ี

เป็นโซเดียมคลอไรดร่์วมกบัการปรับค่าความเป็นกรด-เบสของอาหารจ าเพาะ 

4.3.3 การศึกษาผลของความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์และค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหาร ESC ทีม่ีต่อ

การเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus และคัดแยกเช้ือแบคทเีรียแข่งขันอ่ืนๆ 

       ในการทดลองน้ีอาหารเหลว ESC ถูกเตรียมท่ีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์3, 6, 8, และ 10 % โดยใน

แต่ความเขม้ขน้ถูกปรับใหมี้ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7, 8, 9, และ 10 จากนั้นท าการฆ่าเช้ือดว้ยการกรองผา่น 

filter ขนาด 0.22 ไมครอน อาหาร ESC ท่ีเตรียมไดถู้ก inoculation ดว้ยเช้ือ V. parahaemolyticus และเช้ือ

แบคทีเรียอ่ืนๆ ท่ีเป็นเช้ือแข่งขนัอ่ืนๆ จากนั้นท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจาก 24 

ชัว่โมง น าตวัอยา่งออกมาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร     

 

ตารางที ่4.5 ผลของความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดแ์ละความเป็นกรด-ด่างในอาหารเหลวจ าเพาะ ESC (+, 

ผลบวก, A450 ตวัอยา่ง > A450 ควบคุม; -, ผลลบ, A450 ตวัอยา่ง ≤ A450 ควบคุม) สะทอ้นใหเ้ห็น

ถึงการเจริญเติบโตของ V. parahaemolyticus และท่ีไม่ใช่ V. parahaemolyticus  (2-3 log 

CFU/ml) ท่ีการบ่มอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตวัอยา่งควบคุม (control) เป็นอาหาร

เหลวท่ีไม่มีการเติมตวัยบัย ั้ง 

เช้ือท่ีใชใ้นการทดสอบ No 

inhibitor 
3% NaCl 6% NaCl 8% NaCl 10% NaCl 

7 8 9 10 7 8 9 10 7 8 9 10 7 8 9 10 

กลุ่มเช้ือ Vibrio                  
V. parahaemolyticus + + + + + + + + + + - - - - - - - 
V. vulnificus + + + + - - - - - - - - - - - - - 
V. fluvialis + + + + - + + + - + + - - - - - - 
V. furnissii + + + + + + + + - + + - - - - - - 
V. alginolyticus + + + + + + + + - + + + + - - - - 
แบคทีเรียแกรมลบที่ไม่ใช่ 
Vibrio 

                 

K. pneumoniae + + + + + + + + - + - - - - - - - 
S. marcescens + + + + + + + + - + + - - - - - - 
E. aerogenes + + + + + + + + - + + - - - - - - 
แบคทีเรียแกรมบวกที่ไม่ใช่ 
Vibrio 

                 

L. monocytogenes + + + + - + + - - + + - - + - - - 
E. faecalis + + + + + + + + - - - - - - - - - 
E. avium + + + + + + + + - - - - - - - - - 
E. faecium + + + + + + + + - - - - - - - - - 
L. innocua + + + + - + + - - + + - - - - - - 
B. cereus + + + + - - - - - - - - - - - - - 
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จากการศึกษาใชต้วัยบัย ั้งท่ีเป็นสูตรส่วนผสมจากอาหารมาตรฐานและการศึกษาท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ของตวั

ยบัย ั้งพบว่ายงัไม่สามารถท่ีจะคดัแยกหรือคดัเลือกเฉพาะเช้ือ V. parahaemolyticus ออกจากเช้ือท่ีสามารถ

เกิดปฏิกริยาเช่นเดียวกนัได ้โดยยงัมีเช้ือส่วนใหญ่ท่ียงัคงสามารถเจริญเติบโตและให้ผลเป็น false positive 

เพื่อเป็นการคดัเลือกตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสม และเน่ืองจากโดยธรรมชาติแลว้เช้ือ V. parahaemolyticus สามารถ

ท่ีจะเจริญเติบโตไดดี้ในสภาวะปริมาณโซเดียมคลอไรด์และค่าความเป็นกรด-ด่างสูง ทั้งน้ีโซเดียมคลอไรด์

และค่าความเป็นกรด-ด่างจดัไดว้่าเป็นกลุ่มของตวัยบัย ั้งชนิดหน่ึงท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ

แบคทีเรีย ดงันั้นในการทดลองพฒันาสูตรอาหาร ESC จึงได้ปรับปรุงสูตรด้วยการใช้ความเขม้ข้นของ

โซเดียมคลอไรด์และความเป็นกรด-ด่างท่ีแตกต่างกนั ดงัแสดงผลในตารางท่ี 4.5 โดยในการทดลองได้น า

อาหารเหลวท่ีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์3, 6, 8, และ 10% ท่ีแต่ละค่าความเป็นกรด-ด่าง 7, 8, 9, และ 

10 มาท าการ incouclation ของเช้ือแบคทีเรียจ านวน 14 ตวัโดยเป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมลบจ านวน 8 strains 

(i.e., V. parahaemolyticus, V. vulnificus, K. pneumonia, S. marcescens) และเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกจ านวน 

6 strains (i.e., L. monocytogenes, E. faecalis, E. faecium, B. cereus) จ  านวนของเช้ือเ ร่ิมต้นท่ีใช้ในการ

ทดลองประมาณ 2-3 log CFU/ml โดยปริมาณเซลล์ suspension ท่ี 20 l ถูก inoculation ลงในอาหารเหลว

จ าเพาะ 180 l จากนั้นท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากการทดลองเม่ือพิจารณาท่ีอาหาร

เป็นกลางคืออาหารเหลวความเขม้ขน้โซเดียมคลอไรด์ 3% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 พบว่าไม่สามารถท่ีจะ

ยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัได ้โดยเช้ือแบคทีเรียยงัคงสามารถเจริญเติบโตให้การเปล่ียนแปลงของสี ถึงแมจ้ะมีการ

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็น 8 และ 9 ก็ยงัพบว่ามีการเจริญเติบโตของเช้ือ ในขณะท่ีอาหารเหลวท่ีมีค่า

ความเป็นกรด-ด่าง เป็น 10 สามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือ V. vulnificus, V. fluvialis, L. monocytogenes, L. innocua, 

และ B.cereus อาหารเหลวท่ีความเขม้ขน้โซเดียมคลอไรด์ 6% ค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็น 7, 8, 9, และ 10 

พบว่าสามารถท่ีจะยบัย ั้ง V. vulnificus และ B. cereus ได้เพียงแค่ 2 strains เม่ืออาหารเหลว ESC ใช้ความ

เขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดท่ี์สูงท่ี 10% พบวา่ท่ีทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง สามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียได้

ทั้งหมดเป็นอยา่งดี แต่อยา่งไรก็ตามท่ีความเขม้ขน้ดงักล่าวมีผลต่อเช้ือ V. parahaemolyticus  ซ่ึงเป็นเง่ือนไข

ท่ีไม่เหมาะสมในการน ามาพฒันาเป็นอาหารเหลว มีเพียงท่ีความเขม้ขน้โซเดียมคลอไรด์ 10% ค่าความเป็น

กรด-ด่าง 7 ท่ีเช้ือ L. monocytogenes ยงัสามารถเจริญเติบโตได ้ดงันั้นสภาวะของอาหาร ESC ท่ีความเขม้ขน้

ของโซเดียมคลอไรด ์6% pH ค่าความเป็นกรด-ด่าง 10 เป็นสภาวะอาหารเหลวท่ีเหมาะสมเน่ืองจากสามารถ

ยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัไดท้ั้งหมดโดยท่ีเช้ือ V. parahaemolyticus ยงัคงสามารถเจริญเติบโตไดดี้ 



58 

 

4.3.4 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์และค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหาร ESC ทีม่ีต่อปริมาณ

เซลล์ของเช้ือ V. parahaemolyticus  

               อาหารเหลว ESC ท่ีไดมี้การพฒันาเพื่อการคดัเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีเปอร์เซ็นตข์องโซเดียมคลอ

ไรดแ์ละระดบัค่าความเป็นกรด-ด่างต่าง ๆ ไดถู้กน ามาศึกษาผลของโซเดียมคลอไรดแ์ละความเป็นกรด-ด่าง

ท่ีมีต่อความสามารถในการเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus ดงัแสดงในกราฟรูปท่ี 4.5 
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รูปที ่4.5  กราฟความสัมพนัธ์ของเวลาและปริมาณโคโลนี (CFU/ml) ท่ีระดบัของความเขม้ขน้ของโซเดียม

คลอไรดแ์ละค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีต่างกนั  

เช้ือ V. parahaemolyticus จดัได้ว่าเป็นเช้ือแบคทีเรีย halophile ท่ีสามารถเจริญเติบโตในอาหารท่ีความ

เขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์อยา่งนอ้ย 2% ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ท่ีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ท่ี 3% ของค่า

ความเป็นกรด-ด่างท่ี 7, 8, 9, และ 10 เม่ือเวลาการบ่มผา่นไป ปริมาณเซลลย์งัคงเพิ่มข้ึนโดยมีแนวโนม้ลดลง

เล็กนอ้ยท่ีเวลา 24 ชัว่โมง แต่เป็นท่ีน่าสังเกตวา่อาหารท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง pH 10 ท่ีเวลาการบ่ม 8 ชัว่โมง

  pH 7 

  pH 8 

  pH 9 
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ให้ค่าความสามารถในการเจริญเติบโตท่ีน้อย ทั้งน้ีเน่ืองจากท่ี pH ดงักล่าวค่อนขา้งสูง ท าให้ในช่วงแรก

เซลล์ V. parahaemolyticus จ าเป็นตอ้งปรับตวัให้เขา้กบัสภาวะแวดล้อมแต่หลงัจากนั้นท่ีเวลา 16 ชัว่โมง 

ปริมาณเซลล์จึงเพิ่มสูงข้ึน และนอกจากน้ี อาหารเหลว ESC ท่ีปริมาณความเขม้ขน้ 6% กราฟแนวโนม้การ

เจริญเติบโตพบวา่มีความใกลเ้คียงกบัอาหารเหลวท่ีความเขม้ขน้ 3% ส าหรับอาหารเหลวท่ีความเขม้ขน้ของ

โซเดียมคลอไรด์ 8% พบวา่ท่ี pH 10 สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus ในขณะท่ี

ท่ี pH 7, 8, และ 9 พบว่าปริมาณของโคโลนี ยงัคงมีการเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus ส าหรับ

อาหารเหลวท่ีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 10% พบว่ามีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ V. 

parahaemolyticus เป็นอยา่งมาก โดยพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ดงักล่าว ถึงแมอ้าหารเหลว

ดงักล่าวจะมีค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี 7 ซ่ึงจดัไดว้า่เป็นกลางแต่ผลของโซเดียมคลอไรด์ก็มีผลเป็นอยา่งมาก 

โดยท าให้เช้ือไม่สามารถท่ีจะเจริญเติบโตไดข้องทุกค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหาร ทั้งน้ีส าหรับอาหาร

เหลวในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 6% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 10 เช้ือ V. 

parahaemolyticus สามารถท่ีจะเจริญเติบโตได้ดีและท่ีเง่ือนไขดงักล่าวก็สามารถท่ีจะยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ี

สามารถเกิดปฏิกริยาได้เช่นเดียวกบัเช้ือ V. parahaemolyticus กราฟความสัมพนัธ์ของเวลาในการบ่มกบั

ปริมาณเช้ือท่ีปริมาณโซเดียมคลอไรด์และค่าความเป็นกรด-ด่างต่างกนัช้ีให้เห็นว่าท่ีเง่ือนไขเหมาะสมคือ

อาหารเหลวความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 6% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 10 สามารถท่ีจะ recovery เช้ือ V. 

parahaemolyticus ไดเ้ป็นอย่างดี ในการคดัเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมของอาหารเหลวนอกจากพิจารณาจาก

ความสามารถในการเจริญเติบโตของโคโลนีแลว้ ยงัค านึงถึงเร่ืองของความเขม้ของสีอาหารเหลวซ่ึงควรท่ี

จะสัมพนัธ์สอดคลอ้งกนัโดยแสดงรายละเอียดผลการทดลองในหวัขอ้ 4.3.5 

  

4.3.5 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์และค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหาร ESC ทีม่ีต่อค่าการ

ดูดกลืนแสงของเช้ือ V. parahaemolyticus  

ในการตรวจติดตามปฏิกริยาของ ESC นอกจากพิจารณาดว้ย vistual แลว้ยงัมีการตรวจติดตามดว้ยเทคนิค

การวดัค่าการดูดกลืนแสงสเปคโตรโฟเมตรีเพื่อให้ผลการวิเคราะห์ท่ีแม่นย  าในการ detect ปฏิกริยา ในการ

ทดลองอาหารเหลว ESC ท่ีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ต่างๆ และท่ีระดับค่าความเป็นกรด-ด่าง

ต่างๆกันปริมาณ 200 l ถูกน าไปวดัด้วยไมโครเพลทรีดเดอร์ท่ีค่าความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร โดย



60 

 

ตวัอยา่งถูกน าออกมาวดัทุกๆ 3 ชัว่โมง ค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่างๆ ถูกน ามาพล็อตกราฟความสัมพนัธ์

แสดงดงัรูปท่ี 4.6 
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รูปที ่4.6  กราฟความสัมพนัธ์ของเวลาและค่าการดูดกลืนแสงท่ีระดบัของความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์

และค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีต่างกนั  

 

อาหารเหลว ESC ท่ีไดมี้การพฒันาเพื่อการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ค่าการ

ดูดกลืนคล่ืนแสงของอาหารดังกล่าวมีความส าคญัในการ selectivity เพื่อการคดัเลือกเช้ือเป้าหมายโดย

อาหารเหลว ESC เม่ือเกิดปฏิกริยา ตอ้งสามารถท่ีจะเปล่ียนสีของอาหารจากของเหลวใสเป็นสีด า เป็นการบ่ง

บอกการเกิดปฏิกริยา ถึงแมว้่าท่ีสภาวะดงักล่าวจะสามารถยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัได้ดี แต่มีผลกระทบกบัการ

เปล่ียนแปลงของสีโดยไม่ปรากฏสีของปฏิกริยาท่ีเกิดข้ึนให้เห็น ดงันั้นอาหารบ่งช้ีการปนเป้ือนของเช้ือ V. 
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parahaemolyticus ท่ีเหมาะสมนั้น ปริมาณเซลลใ์นอาหารบ่งช้ีควรจะพิจารณาควบคู่กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี

วดัได ้โดยจากผลการทดลองในหวัขอ้ 4.3.3 เร่ืองการศึกษาผลของความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์และค่า

ความเป็นกรด-ด่างของอาหาร ESC ท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus และคดัแยกเช้ือ

แบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ พบวา่อาหารเหลวบ่งสีท่ีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์6% ความเป็นกรด-ด่าง 10 

เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมในการยบัย ั้งเช้ือแข่งขนั ในขณะเดียวกนัสามารถตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ 

V. parahaemolyticus ซ่ึงท่ีสภาวะดังกล่าวเม่ือพิจารณาค่าการดูดกลืนแสงพบว่าการเปล่ียนแปลงสีของ

ปฏิกริยาจะปรากฏท่ีเวลา 18 – 24 ชัว่โมง ซ่ึงยงัคงให้ signal ปรากฏการเปล่ียนแปลงของสี ในขณะท่ีความ

เขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ 10% ความเป็นกรด-ด่าง 7, 8, 9, และ 10 พบวา่ไม่มีการเปล่ียนแปลงของสีของ

ปฏิกริยาโดยท่ีเง่ือนไขเหล่าน้ีถูกน ามาพิจารณาควบคู่กบัสภาวะท่ีเหมาะสมในการยบัย ั้งเช้ือแข่งขนั 

 

4.4 การพฒันาอาหารเหลวจ าเพาะ ESC เพ่ือเพิม่ความสามารถในการคัดแยกเช้ือ V. parahaemolyticus  

อาหารเหลว ESC ท่ีมีปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 6% และค่าความเป็นกรด-ด่าง 10 อาหารเหลวสีท่ีสภาวะ

ดงักล่าวไดมี้การพฒันาสูตรอาหารเพื่อเพิ่มความสามารถในการ selectivity โดยเป็นการเตรียมอาหารดว้ย

การแทนท่ีน ้ าตาลเด็กซ์โตรสดว้ยการใช้น ้ าตาลชนิดอีก 18 ชนิด ซ่ึงเป็นน ้ าตาลกาแลคโตส น ้ าตาลดูซิทอล 

น ้ าตาลแมนโนส น ้ าตาลเซลโลไบโอส น ้ าตาลอะราบิโนส น ้ าตาลไซโลส น ้ าตาลฟรุคโตส น ้ าตาลซูโครส 

น ้ าตาลทรีฮาโลส น ้ าตาลเมลิไบโอส น ้ าตาลอินโนซิทอล น ้ าตาลแรมโนส น ้ าตาลแมนนิทอล น ้ าตาลแลค

โตส น ้ าตาลซอร์บิทอล น ้ าตาลมอลโทส น ้ าตาลอะโดนิทอล น ้ าตาลซาลิซิน จากนั้นอาหารถูกผสมและ

เตรียมให้เป็นเน้ือเดียวกนั ก่อนการใชง้านมีการฆ่าเช้ือดว้ยการกรองผา่น filter sterlize ท่ี 0.22 ไมครอน ใน

การทดลองจะใช้เช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 2 log CFU/ml ปริมาณ 20 L ท าการ 

inoculation ลงในตวัอย่างอาหารเหลวท่ีมีน ้ าตาลชนิดต่างๆ ท่ีปริมาณอาหารเหลว 180 L ท าการบ่มเป็น

เวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจึงน าออกมาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร น าค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีวดัไดไ้ปท าการพล็อตกราฟแท่งเพื่อศึกษาผลของการแทนท่ีน ้าตาลท่ีมีต่อความเขม้ของอาหาร

สีดงัแสดงกราฟแท่งในรูปท่ี 4.7 
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รูปที ่4.7  กราฟผลของน ้าตาลจ านวน 19 ชนิด ท่ีมีต่อค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตรของอาหารเหลว 

ESC (ความเขม้ขน้โซเดียมคลอไรด ์6% ท่ีปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 10) ท่ีไดมี้การพฒันาเพื่อ

เพิ่มความสามารถในการ selectivity ของเช้ือ V. parahaemolyticus 

เหตุผลความจ าเป็นในการพฒันาปรับปรุงสูตรอาหาร ESC ในการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus เน่ืองจากเม่ือพิจารณาสูตรอาหารเดิมท่ีเป็นน ้าตาลเด็กซ์โตรส พบวา่ใหค้่าการดูดกลืนแสง

ท่ีน้อยเม่ือเปรียบเทียบกบัน ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ ทั้งน้ีอาจเป็นสมมติฐานท่ีวา่ในส่วนประกอบของสูตรอาหารมี 

esculin ซ่ึง esculin เป็น substrate เม่ือเซลล์แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอ่ย esculin เป็น esculetin กบั 

กลูโคส ซ่ึงกลูโคสท่ีเกิดเป็น by product จะถูกน าไปใชเ้ป็นพลงังานให้กบัเซลล์ต่อไปดว้ยการ metabolize 

ทั้งน้ีในการ metabolize น ้ าตาลเด็กซ์โตรสดงักล่าว จะท าให้อาหารเหลวมีสภาพเป็นกรด อีกทั้งในอาหาร

เหลวก็ยงัมีส่วนประกอบท่ีเป็นเด็กซ์โตรสซ่ึงการ metabolize น ้ าตาลจะท าให้อาหารมีสภาพเป็นกรด ท าให้

เป็นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมในการเกิดปฏิกริยา สีของอาหารเหลวให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีนอ้ยทั้งน้ีในขณะท่ี

อาหารท่ีไม่มีการเติมน ้ าตาลเป็นส่วนประกอบพบวา่อาหารดงักล่าวใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงทั้งน้ีเน่ืองจาก

มีเพียง by product ท่ีเกิดจากการ metabolize ของซบัเสตรท esculin เท่านั้น ดงันั้นอาหารเหลวจ าเพาะท่ีไม่มี

การแทนท่ีน ้ าตาลเป็นองค์ประกอบจึงยงัคงให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูง แต่อย่างไรก็ตามอาหารเหลวสี

ดงักล่าวก็ยงัปรากฏค่าการดูดกลืนแสงหรือ signal ของความเขม้ของสีท่ียงัตอ้งมีการพฒันา โดยจะเห็นว่า
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การแทนท่ีน ้ าตาลเด็กซ์โตรสดว้ยน ้ าตาลอะราบิโนส ให้แนวโนม้ของค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุด ซ่ึงน่าจะ

มีความเป็นไปไดจ้ากการใชน้ ้าตาลอะราบิโนสช่วยเพิ่มค่าความเป็นกรด-ด่างใหก้บัอาหารเหลวสูงข้ึนซ่ึงเป็น

สภาวะท่ีเหมาะสมของการเกิดปฏิกริยา ESC โดยผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกบังานวิจยัของจุฑามาศ 

เข่ือนขนัธ์เจริญ (2016) ท่ีไดป้รับปรุงการเกิดสีของปฏิกริยาการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์ดว้ยการศึกษาการใช้

น ้าตาล 19 ชนิด พบวา่การใชน้ ้าตาลไซโลสและทรีฮาโลสช่วยเสริมประสิทธิภาพการเกิดสีของปฏิกริยาไดดี้

ยิง่ข้ึน 

4.5 การศึกษา detection limit ของอาหารเหลวจ าเพาะ ESC 

ประสิทธิภาพของอาหารเหลวจ าเพาะ ESC ท่ีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์6% ระดบัค่าความเป็นกรด-

ด่าง 10 ถูกประเมินความสามารถในการฟ้ืนตวัเพิ่มจ านวนของเซลล์แบคทีเรีย V. parahaemolyticus บน

พื้นฐานของการอ่านค่าการดูดกลืนแสงดงัแสดงในกราฟรูปท่ี 4.8 โดยปริมาณเซลล์ 20 l ของปริมาณเช้ือ

จาก 1 – 8 log CFU/ml ถูกเติมลงในอาหารเหลวจ าเพาะใหม่ท่ีพฒันาปริมาณ 180 L ใน 96-well microplate 

เม่ือท าการใส่เซลล์ลงในอาหาร อาหารเหลวดงักล่าวจะถูกน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±1C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง

โดยทั้งน้ีในระหวา่งการบ่มมีการวดัค่าการดูดกลืนแสง (A450) ทุก 3 ชัว่โมง  
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รูปที ่4.8 กราฟ profile แสดงปริมาณเช้ือจ ากดั (detection limit) ในอาหารเหลวจ าเพาะ ESC ท่ีความเขม้ขน้

ของโซเดียมคลอไรด ์6% ระดบัค่าความเป็นกรด-ด่าง 10 ส าหรับเช้ือ V. parahaemolyticus บ่ม

อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ความสามารถในการ detectability อยูบ่นพื้นฐานของการเพิ่ม

ค่าการดูดกลืนแสงใน A450 ของอาหารเหลวท่ีมีเช้ือ เม่ือเปรียบเทียบกบั control (ไม่มีการ

เจริญเติบโตของเช้ือ). +, สามารถตรวจพบ (A450 ตวัอยา่ง > A450 ควบคุม); -, ไม่สามารถตรวจพบ 

(A450 ตวัอยา่ง = A450 ควบคุม) 

 

จากกราฟรูปท่ี 4.8 จะเห็นไดว้า่เช้ือ V. parahaemolyticus สามารถท่ีจะเพิ่มจ านวนและเปล่ียนสีของอาหารท่ี

ปริมาณเซลล์เร่ิมตน้ 10 CFU/ml ในอาหาร ESC ท่ีไดมี้การพฒันา ดงันั้นในการใช้งานอาหารเหลวจ าเพาะ 

ตวัอยา่งควรท่ีจะมีการ pre-enriched เพื่อเพิ่มจ านวนของเซลล์ให้ไดอ้ยา่งน้อย 10 CFU/ml และเพื่อเป็นการ

resuscitate เซลล์ท่ีบาดเจ็บ โดยตวัอยา่งอาจจะตอ้งมีการเพิ่มจ านวนอยา่งนอ้ย 3 ชัว่โมง เพื่อให้เช้ือสามารถ

ตา้นทานในอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีโซเดียมคลอไรดแ์ละค่าความเป็นกรด-ด่างระดบัหน่ึง (Chen et al., 1993; 

Hammack et al., 2003) ท่ามกลางอาหารมาตรฐานท่ี เป็นอาหารเหลวไม่จ  า เพาะ (non-selective pre-

enrichment) อลัคาไลน์เปปโตนวอเตอร์ (APW) เป็นอาหารเหลวไม่จ  าเพาะท่ีถูกใช้อย่างกวา้งขวางส าหรับ 

V. parahaemolyticus ในการฟ้ืนตวัเพิ่มจ านวนเซลล์ในอาหารท่ีหลากหลายชนิด (de Boer, 1998; Baylis et 

al., 2000) และนอกจากน้ียงัมีอาหารมาตรฐานเหลวไม่จ  าเพาะท่ีมีการพฒันาท่ีเป็น universal pre-enrichment 

broth (UPB) ได้มีการพัฒนาส าหรับการฟ้ืนเซลล์หรือเพิ่มจ านวนของ Salmonella spp. และ Listeria 

monocytogenes  ในการเพิ่มจ านวน (ISO, 2002; Taskila et al., 2012) Pre-enrichment ของ UPB ในการเพิ่ม

จ านวนเซลล ์Salmonella ท่ีบาดเจบ็ดว้ยความร้อน ท่ีความเขม้ขน้ของเซลล์ท่ีนอ้ยเพื่อใหไ้ดเ้ซลล์เพิ่มจ านวน

ถึง 6 log CFU/ml ในเวลา 24 ชัว่โมง (Bailey และ Cox, 1992; Jiang et al., 1998; Hammack et al., 2003) โดย

อาหารดงักล่าวเช้ือ V. parahaemolyticus สามารถท่ีจะน ามาประยกุตใ์ชไ้ด ้การตรวจสอบ screening เบ้ืองตน้

ของ V. parahaemolyticus โดยการใช้อาหาร selective enrichment media ท่ีน าเสนอเหล่าน้ีสามารถท่ีจะ

ด าเนินการไดอ้ยา่งรวดเร็ว มีความไวและใหผ้ลท่ีถูกตอ้งดว้ยปริมาณของสารตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสม การให้ผล

ท่ีเป็นลบแต่ตวัอยา่งมีการติดเช้ือจริงสามารถท่ีจะลดปริมาณไดเ้พราะ V. parahaemolyticus มีแนวโนม้ท่ีสูง
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ท่ีสามารถฟ้ืนตวัได้สูงในสภาวะท่ีมีโซเดียมคลอไรด์และค่าความเป็นกรด-ด่างระดบัหน่ึงเน่ืองจากเป็น

สภาวะโดยธรรมชาติท่ีเช้ือดงักล่าวสามารถท่ีเจริญเติบโตไดดี้ 

 

4.6 การทดสอบประสิทธิภาพการวเิคราะห์ของอาหารเหลวจ าเพาะในการตรวจสอบการปนเป้ือนของ V. 

parahaemolyticus กบัตัวอย่างอาหารจริง 

เพื่อท่ีจะส ารวจประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ V. parahaemolyticus อาหาร ESC ท่ีไดมี้

การพฒันาจะถูกน าไปทดสอบกบัตวัอยา่งอาหารจริง การปนเป้ือนของเช้ือตามธรรมชาติในอาหารและการ

เติมเช้ือลงไปในอาหารถูกสร้างข้ึนมา โดยตวัอยา่งอาหารท่ีใชเ้ป็น กุง้ ปู หอยนางรม น ้ าทะเล นอกจากน้ีใน

การทดลองยงัไดมี้การ spiked เช้ือ V. parahaemolyticus ลงในตวัอยา่งอาหารซ่ึงถูกน ามาใชใ้นการประเมิน

ประสิทธิภาพของรูปแบบการวิเคราะห์ท่ีได้มีการพฒันา (Peng และ Shelef, 2001) คณะผูว้ิจยัใช้ตวัอย่าง

อาหารท่ีเหมือนกนัในการ spiked เช้ือลงไปเพื่อท่ีจะน าไปสู่การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเหลวด้วย

เทคนิคไมโครเพลทรีดเดอร์ท่ีให้ผลรวดเร็ว ตวัอย่างอาหารทั้งหมดถูกวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus ตามมาตรฐาน BAM, 2002 เพื่อให้ไดผ้ลท่ีเป็นอา้งอิง ตวัอยา่งอาหารจ านวน 25 กรัมท่ีมี

การปนเป้ือนธรรมชาติ (naturally) และตวัอย่างท่ีมีการปนเป้ือนของเช้ือธรรมชาติมีการ spiked เช้ือ V. 

parahaemolyticus ปริมาตร 1 mL ท่ีปริมาณเช้ือ 1 log CFU/mL เม่ือเตรียมอาหารตาม protocol ควบคู่กบั

วธีิการวเิคราะห์ท่ีเป็น standard method จากนั้นตวัอยา่งอาหารดงักล่าวจะถูกน าไปทดสอบกบัอาหาร ESC ท่ี

ความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์6% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 10 จากนั้นบ่มท่ี 37 ± 1 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

โดยผลค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 ถูกอธิบายตีความควบคู่กบัการพิจารณาดว้ยสายตาโดยตวัอยา่งท่ีใหผ้ลเป็น

บวก สีของอาหารเหลวจะเปล่ียนจากสีเหลืองใสเป็นสีด า โดยผลการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเหลว

ดว้ยตวัอยา่งอาหารจริงแสดงดงัตารางท่ี 4.6 
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ตารางที่ 4.6 การทดสอบประสิทธิภาพการวิเคราะห์ของอาหารเหลว ESC (ความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอ

ไรด์  6% และระดับค่าความเป็นกรด-ด่าง  10 ในการตรวจสอบการปนเป้ือนของ V. 

parahaemolyticus กบัตวัอยา่งอาหารจริงโดยเปรียบเทียบผลความถูกตอ้งกบัวธีิมาตรฐาน 

 

ในการทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus 

ในอาหารเหลว ESC ท่ีไดมี้การพฒันาดว้ยการใช้โซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 6% และปรับค่าความเป็น

กรด-ด่างเป็น 10 และมีการปรับปรุงสีของอาหารดว้ยการใชน้ ้ าตาลอะราบิโนสเพื่อเพิ่มความเป็น selectivity 

ของตวัอย่าง จากการทดสอบกบัตวัอย่างท่ีมีการฆ่าเช้ือ (sterilized product) พบว่าอาหารเหลวจ าเพาะไม่มี

การเปล่ียนแปลงของสี ให้ผลเป็น negative ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่อาหารเหลวจ าเพาะมีความสามารถในการบ่ง

บอกการปนเป้ือน ซ่ึงตวัอยา่งท่ีไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือ อาหารเหลวจ าเพาะจะไม่ปรากฏการเปล่ียนแปลง

ของสี ส าหรับตวัอย่างอาหารท่ีมีการปนเป้ือนโดยธรรมชาติเช่น ตวัอย่างกุง้ ปู หอยให้ผลการทดสอบใน

อาหารเหลวเป็น positive ทั้งน้ีเม่ือตรวจสอบความถูกตอ้งของผลการวิเคราะห์กบัวิธีการท่ีเป็นมาตรฐาน

พบวา่ตวัอยา่งปูให้ผลทดสอบในตวัอยา่งอาหารจ าเพาะ ESC ตรงกบัทั้งของวิธีการท่ีเป็นมาตรฐานและการ

ใชอ้าหารโครโมเจนิก (CHROMagarTM Vibrio) ส าหรับในการทดสอบตวัอยา่งกุง้และหอยพบว่าให้ผลเป็น 

positive ในอาหารจ าเพาะ ESC ดว้ยเช่นกนั แต่ทั้งน้ีตวัอยา่งดงักล่าวให้ผลเป็น negative ในเทคนิควิธีการท่ี

เป็นมาตรฐาน แต่ในขณะท่ีการทดสอบดว้ยอาหารโครโมเจนิกให้ผลเป็นบวก ดงันั้นเพื่อเป็นการยืนยนัผล 

(confirmation test) ในการทดลองไดน้ าโคโลนีสีม่วงท่ีปรากฏบนอาหารโครโมเจนิกดงักล่าวไปทดสอบ

 ตวัอยา่งอาหาร ผลการทดสอบ
ในอาหาร ESC 

วธีิการมาตรฐาน 
(TCBS) 

วธีิการอาหารโครโมเจนิก 
(CHROMagarTM Vibrio) 

 
ตวัอยา่งท่ีมีการฆ่าเช้ือ 
(Sterilized products) 

กุง้ - - - 

ปู - - - 

หอย - - - 

น ้าทะเล - - - 

ตวัอยา่งท่ีมีการปนเป้ือนโดย
ธรรมชาติ (Naturally 

contamination) 

กุง้ + - + 

ปู + + + 

หอย + - + 

น ้าทะเล - - - 



67 

 

ทางด้านชีวเคมีด้วยการใช้ชุดทดสอบ API 20 พบว่าโคโลนีดังกล่าวมีความเป็นไปได้ท่ีจะเป็นเช้ือ V. 

parahaemolyticus ดงันั้นจากผลการทดสอบตวัอย่างช้ีให้เห็นว่าการใช้อาหารโครโมเจนิก ให้ผลท่ีถูกตอ้ง

และมีความน่าเช่ือถือกวา่การใชอ้าหาร TCBS ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Di Pinto และคณะ (2011) พบวา่

ในการทดสอบตวัอย่างกบัอาหารโครโมเจนิกให้ผลท่ีถูกตอ้งกว่า จากการทดลองจะเห็นไดว้่าอาหารเหลว

จ าเพาะ ESC ท่ีไดพ้ฒันามีความสามารถในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus และ

นอกจากน้ีแลว้ชุดทดสอบอาหารดงักล่าวสามารถน าไปประยกุตใ์ชก้บัการทดสอบคุณภาพของน ้าทะเลท่ีใช้

ในการเล้ียงกุ้ง โดยจะเห็นว่าน ้ าทะเลท่ีไม่มีการปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus จะให้ผล negative ใน

ตวัอย่างอาหารเหลวจ าเพาะ ESC อีกทั้งยงัให้ผลสอดคลอ้งกบัวิธีการตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธีมาตรฐานและ

การใชอ้าหารโครโมเจนิกซ่ึงใหผ้ลเป็น negative เช่นกนั   
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยน้ีเป็นการศึกษาพฒันาอาหารเหลวสีจ าเพาะ ESC ในการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus ในขณะเดียวกนัเป็นการคดัแยกเช้ือแข่งขนัดว้ยการใช้ความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์

และการใช้ระดับของค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี เหมาะสมเพื่อเป็นการบ่งช้ีการปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus และเป็นแนวทางเลือกใหม่ในการเพิ่มจ านวนของเช้ือ V. parahaemolyticus ในขั้นตอน 

non-selective enrichment ในงานวิจยัมีการตรวจติดตามการเกิดปฏิกริยาดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ย

เคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ โดยรายละเอียดผลการทดลองสรุปไดด้งัน้ี การใชกิ้จกรรมของ esculin จดัไดว้า่

เป็นตวับ่งช้ีการปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus ท่ีดี มีการติดตามปฏิกริยาด้วยการใช้ความยาวคล่ืนท่ี

เหมาะสมท่ีสุดในการบ่งช้ีท่ีค่าการดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร โดยใช ้ferric ammonium citrate เป็นอินดิเค

เตอร์ร่วมกบัการตรวจวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคการวดัการเปล่ียนแปลงของสีด้วยไมโครเพลทลีดเดอร์ได้ถูก

น าเสนอเพื่อการวดัปริมาณการเกิดปฏิกริยาในการเพาะเล้ียงเช้ือในระดบั microscale เพื่อการ screening 

อยา่งรวดเร็วต่อการปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus เพื่อท่ีจะคดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถเกิดปฏิกริยา 

ESC และไม่สามารถเกิดปฏิกริยา ESC  จากการทดลองพบว่าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดจ้ากอาหารเหลว 

ESC สอดคลอ้งกบัสีของอาหารท่ีติดตามปฏิกริยาดว้ยการดูดว้ยสายตา และนอกจากน้ีเทคนิคสเปคโตโฟโต

เมทรีท่ีใชเ้ป็นการน าเสนอวธีิการวเิคราะห์ท่ีรวดเร็วในการประเมินความสามารถในการเกิดปฏิกริยา ส าหรับ

ตวัย ั้บย ั้งท่ีเหมาะสมพบวา่ อาหารเหลว ESC ท่ีมีการพฒันาสูตรดว้ยการใชค้วามเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์

ท่ี 6% และปรับค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี 10 ถูกพบวา่เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มจ านวนของเช้ือท่ีดีและ

ใหค้วามสามารถในการคดัแยกเช้ือบริสุทธ์ิท่ีสูง และนอกจากน้ีเพื่อเพิ่มความสามารถในการคดัแยกเช้ือ การ

แทนท่ีน ้ าตาลเด็กซ์โตรสดว้ยอะราบิโนส พบว่าช่วยเพิ่มความเขม้ของสีอาหารเหลว โดยสูตรอาหารเหลว

ดงักล่าวมีแนวโนม้ท่ีสูงในการท่ีจะเป็นอาหารเหลวจ าเพาะบ่งบอกสีในการตรวจสอบการปนเป้ือนของ V. 

parahaemolyticus อยา่งรวดเร็ว นอกจากน้ีอาหารเหลวจ าเพาะ ESC ท่ีไดมี้การพฒันาพบวา่มีประสิทธิภาพ

ในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอย่างท่ีดีโดยให้ผลการวิเคราะห์

สอดคลอ้งกบัวธีิการท่ีเป็นมาตรฐาน ใชเ้วลาการวเิคราะห์นอ้ยจาก 2 วนัเหลือเพียง 1 วนั 
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1. ผลงานตีพมิพในวารสารวชิาการทั้งในระดับชาติและนานาชาติ (ระบุช่ือผู้แต่ง ช่ือเร่ือง ช่ือวารสาร ปี 

เล่ม เลขที ่และหน้า) 

 1.1 Sangadkit, W, Deepatana, A, and Thipayarat, A., 2017, “Development of selective esculin 
hydrolysis broth for rapid screening of Vibrio parahaemolyticus”, Proceedings of the International 
Food Research Conference, pp. 69 - 72, July 25 – 27, Vanue:Complex of the Deputy Vice Chancellor 
(Research and Innovation), University Putra, Malaysia. 
 

2. การจดสิทธิบัตร 
 - 
  
3. ผลงานเชิงพาณชิย์ (มีการน าเสนอไปผลติ/ขาย/ก่อให้เกดิรายได้ หรือมีการประยุกต์ใช้โดยภาคธุรกจิ

หรือบุคคลทัว่ไป 

 ชุดตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus มีการน าผลงานไปประยุกตใ์ช้โดยภาคธุรกิจ

เก่ียวกับอุตสาหกรรมโรงงานแปรรูปอาหารทะเล  เพื่อการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus และนอกจากน้ีน าไปประยุกต์ใช้ตรวจสอบคุณภาพของลูกกุ้ง ลูกปลาว่ามีการ

ปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus เป็นการควบคุมคุณภาพก่อนท่ีจะส่งใหลู้กคา้เพื่อน าไปเล้ียง เป็น

แนวทางเลือกใหม่ของการวิเคราะห์ของโรงงาน ช่วยลดค่าใชจ่้ายในการวิเคราะห์ โรงงานสามารถท่ีจะ

วิเคราะห์ตวัอย่างไดจ้  านวนมาก ท าให้ไดผ้ลวิเคราะห์ท่ีมีความถูกตอ้งน่าเช่ือถือ อีกทั้งใช้เวลาในการ

วเิคราะห์นอ้ยเม่ือเทียบกบัวธีิการในปัจจุบนัท่ีโรงงานใชอ้ยู ่ 

  
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 

 องคค์วามรู้ท่ีไดจ้ากงานวิจยั สามารถเป็นแนวทางต่อยอดการพฒันาชุดตรวจสอบการปนเป้ือนเช้ือก่อ

โรคชนิดอ่ืนท่ีช่วยลดดุลการคา้จากการน าเขา้ชุดทดสอบท่ีมีราคาแพงจากต่างประเทศ เป็นการส่งเสริม

ศกัยภาพความสามารถนกัวิทยาศาสตร์ไทย และเป็นความทา้ทายท่ีจะน าผลงานดงักล่าวไปประยุกตใ์ช้

จริงในโรงงานอุตสาหกรรมและหน่วยงานของรัฐต่างๆ 
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