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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 2560A10802211 สัญญา เลขท่ี  21/2560 ได้ รับ

งบประมาณรวมทั้งส้ิน 700,000 บาท (เจ็ดแสนบาทถ้วน) ระยะเวลาการด าเนินงาน 1 ปี (ระหว่างวนัท่ี 1 

ตุลาคม 2559 – วนัท่ี 30 กนัยายน 2560) โดยผลการด าเนินงานทางคณะผูว้จิยัไดท้  าการบูรณาการพฒันาสูตร

อาหารเหลวท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Vibrio parahaemolyticus เน่ืองจากประเทศไทยเป็น

ผูผ้ลิตและส่งออกอาหารทะเลสดแช่เยือกแข็งรายใหญ่ของโลก ทั้งน้ีปัญหาส าคญัของการผลิต และส่งออก

อาหารทะเลสดแช่เยือกแข็งคือการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ซ่ึงเป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิด

โรค และเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค เป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ โดยส่วนใหญ่พบเช้ือ

ชนิดน้ีบริเวณชายฝ่ังทะเลและปนเป้ือนอยูใ่นอาหารทะเล การบริโภคอาหารทะเลท่ีไม่ไดผ้า่นกระบวนการ

ให้ความร้อนท่ีเพียงพอ จะท าให้มีโอกาสติดเช้ือสูง โดยปกติการตรวจสอบเช้ือ V. parahaemolyticus ใน

อาหารทะเลใชว้ิธีดั้งเดิมหรือวิธีมาตรฐานซ่ึงเป็นวิธีการท่ียุง่ยาก และใช้เวลานาน บางคร้ังให้ผลไม่ทนัต่อ

การเน่าเสียของอาหารทะเล หรืออาหารทะเลท่ีมีปัญหาดังกล่าวได้ไปถึงมือผูบ้ริโภคแล้ว จึงมีความ

จ าเป็นตอ้งมีการพฒันาวธีิส าหรับตรวจวเิคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารท่ีสามารถประหยดัเวลา 

และมีประสิทธิภาพในการตรวจวเิคราะห์ เพื่อความปลอดภยัของผูบ้ริโภคในการท่ีจะบริโภคอาหารเหล่านั้น

ได้อย่างปลอดภยั ดงันั้นในงานวิจยัจึงบูรณาวิธีการวิเคราะห์ V. parahaemolyticus ด้วยการพฒันาอาหาร

เหลวบ่งช้ีชนิดใหม่ โดยเป็นการพฒันาอาหารเหลวสีหลากหลายปฏิกริยาท่ีใช้ร่วมกัน (Multiplexed 

colorimetric enrichment media) เพื่อน าไปประยุกตใ์ชใ้นขั้นตอนการเพิ่มจ านวนแบคทีเรียในขณะเดียวกนั

เป็นการตรวจสอบการปนป้ือนของเช้ือจุลินทรีย์โดยอาศยัหลกัการเปล่ียนสีของปฏิกริยาการใช้น ้ าตาล 

(sugar fermentation, SFT), ปฏิกริยาการใช้กรดอะมิโน (amino acid decarboxylation, AAD), ปฏิกริยาเอส
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คิวรินไฮโดรไลซิส (Esculin hydrolysis, ESC) และปฏิกริยาการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ (Hydrogen sulfide, 

HSP) ร่วมกบัการตรวจสอบปฏิกริยาดว้ยการวดัการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของอาหาร

เหลวบ่งช้ีจ  าเพาะด้วยเคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ท่ีความยาวคล่ืน 600, 550, 450, และ 650 นาโนเมตร 

ตามล าดบั เพื่อการตรวจสอบการปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus เบ้ืองตน้ ทั้งน้ีในงานวิจยัยงัไดน้ าชุด

ทดสอบอาหารเหลวสีเพิ่มจ านวน เด็กซ์โตรส-โบรโมครีซอลเพอเพิล (DEX-BP), อะราบิโนส-โบรโมครี

ซอลเพอเพิล (ARA-BP), แมนโนส-โบรโมครีซอลเพอเพิล (MAO-BP), แมนนิทอล-โบรโมครีซอลเพอเพิล 

(MAO-BP), ไลซีน-ฟีนอลเรด (LYS-PR), ออร์นิธิน-ฟีนอลเรด (ORN-PR), และเอสคิวรินไฮโดรไลซิส 

(ESC) มาประยุกต์ใช้ตรวจสอบคุณภาพของน ้ าทะลท่ีผ่านระบบกรองเพื่อการเตรียมน ้ าส าหรับการเล้ียง

แพลงก์ตอนพืชและแพลงกต์อนสัตว ์ส าหรับการอนุบาลลูกกุง้ลูกปลา นอกจากน้ีในงานวจิยัยงัมีการพฒันา

สูตรอาหารจ าเพาะส าหรับการตรวจวิเคราะห์ V. parahaemolyticus ท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาไลซีนดีคาร์บอก

ซีเลชัน่ เป็นการเพิ่มความสามารถในการคดัแยกเช้ือ (selectivity) ไดดี้ยิ่งข้ึนดว้ยการศึกษาชนิดของตวัยบัย ั้ง

ท่ีเหมาะสมในการคดัแยกเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาไลซีนดีคาร์บอกซีเลชัน่ไดเ้ช่นเดียวกนั เช่นเช้ือ 

E. coli และ S. aureus การเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวมีการประยกุตใ์ชอุ้ปกรณ์ 96-microwell plate ท่ีลดปริมาณ

การใชอ้าหารแต่ยงัคงให้ผลสอดคลอ้งกบัวธีิการท่ีเป็นมาตรฐาน ท าใหส้ามารถวธีิเคราะห์ตวัอยา่งไดจ้  านวน

มาก ให้ผลการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว ถูกตอ้ง นอกจากน้ียงัเป็นประโยชน์กบัหน่วยงานท่ีรับตรวจสอบความ

ปลอดภยัของอาหาร สามารถตรวจสอบอาหารไดที้ละหลายตวัอยา่งในเวลาเดียวกนั  
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บทคัดย่อ 

หลกัการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียท่ี์สามารถน าไปทดสอบใชไ้ดจ้ริงดว้ยการใชอ้าหารเล้ียง

เช้ือเพิ่มจ านวนท่ีเป็นลกัษณะสีท่ีมีหลายปฏิกริยาชีวเคมีร่วมกนัไดถู้กพฒันาเพื่อใช้ในการตรวจสอบการ

ปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคส าหรับตวัอย่างโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร รูปแบบการตรวจวิเคราะห์

ดงักล่าวเป็นการผนวกร่วมกบัอาหารเหลวเพิ่มจ านวนในขั้นตอนแรก โดยรูปแบบการวิเคราะห์อาหารเพิ่ม

จ านวนน้ีใช้ปฏิกริยาชีวเคมีในการบ่มเพาะเล้ียงด้วย 96-well ไมโครไทเทอเพลทท่ีเป็นการลดปริมาตร

อาหารท่ีใช้แต่ยงัคงมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์ ร่วมกบัการใช้เทคนิคการวดัค่าการดูดกลืนคล่ืน

แสงของตวัอยา่งเพื่อใหไ้ดผ้ลวิเคราะห์ท่ีรวดเร็วดว้ยเคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ รูปแบบจ าเพาะของปฏิกริยา

ชีวเคมีของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคแต่ละชนิดสามารถเกิดปฏิกริยาไดค้รอบคลุมกลุ่มปฏิกริยาชีวเคมีมาตรฐานท่ี

ไดน้ าเสนอ เช่น การใช้น ้ าตาล, การเกิดกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่, การเกิดปฏิกริยา esculin hydrolysis 

และการเกิดปฏิกริยาไฮโดรเจนซัลไฟด์ โดยการใช้ปฏิกริยาเหล่าน้ีเพื่อการตรวจสอบการปนเป้ือนของ

เช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีส าคญั ทั้งน้ีอาหารเพิ่มจ านวนเซลล์ท่ีใชจ้ะมีสีท่ีเกิดจากการใชพ้ีเอชอินดิเคเตอร์ท่ีเป็น 

โบรโมครีซอลเพอเพิล, ฟีนอลเรด, เฟอร์ริกแอมโมเนียมซิเตรท, และโซเดียมไธโอซลัเฟท ถูกเติมลงไปใน

อาหารเหลวเพิ่มจ านวนเพื่อบ่งบอกการเกิดปฏิกริยาและเพื่อให้มีผลกบัการตอบสนองของค่าการดูดกลืน

คล่ืนแสงดว้ยการวดัดว้ยไมโครเพลทรีดเดอร์ เง่ือนไขการเพิ่มจ านวนของเซลล์ถูกบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง กลุ่มแบคทีเรียแกรมบวกท่ีใชใ้นการทดสอบ เช่น Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus และแบคทีเรียแกรมลบ เช่น Salmonella Typhi, Yersinia enterocolitica ทั้งน้ี Vibrio 

paraheamolyticus เป็นหน่ึงแบคทีเรียท่ีใช้รูปแบบการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนดว้ยอาหารหลากหลาย

ปฏิกริยาชีวเคมีด้วยเช่นกนั โดยในการทดสอบปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใช้ประมาณ 1-2 log CFU/ml อาหาร

เหลวเพิ่มจ านวนสีท่ีไดมี้การพฒันาจะถูกท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงภายใน 24 ชัว่โมง หรืออาจจะสามารถ

เห็นการเปล่ียนแปลงของสีภายใน 16 – 18 ชั่วโมงในบางกรณีของปฏิกริยา การเปล่ียนแปลงของอาหาร

เหลวสีสะทอ้นลกัษณะจ าเพาะของเช้ือแบคทีเรียเป้าหมายท่ีมีความจ าเพาะกบัปฏิกริยาดงักล่าว รูปแบบของ

ปฏิกริยาชีวเคมีของแต่ละเช้ือจะบ่งบอกความเป็นไปไดข้องการปนเป้ือนของเช้ือท่ีปรากฏ ส าหรับรูปแบบ

จ าเพาะของการเปล่ียนสีของอาหารเหลวสามารถถูกน าไปใช้ในการบ่งบอกความเป็นไปไดใ้นการปนเป้ือน

ของเช้ือจุลินทรียเ์ป้าหมายในตวัอยา่งดว้ยชุดวิเคราะห์ขนาดเล็ก อาหารเหลวจ าเพาะท่ีใชค้รอบคลุม 24 สับ
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เสตรท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาได้ และสามารถใช้ได้จริงในการตรวจสอบการปนเป้ือนว่ามีหรือไม่มี

เช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจสอบในตัวอย่างโรงงาน

อุตสาหกรรมท่ีมีปริมาณท่ีตอ้งการทดสอบจ านวนมากและมีความถ่ีในการตรวจสอบ ตวัอยา่งอาหารทั้งท่ีมี

การปนเป้ือนโดยธรรมชาติและไม่มีการปนเป้ือนโดยธรรมชาติ ถูกน ามาทดสอบการปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus โดยใชอ้าหารเหลวจ าเพาะ 7 อาหารเหลวท่ีให้ผลบวกของเช้ือ V. parahaemolyticus จาก 

24 อาหารเหลวท่ีไดมี้การพฒันาถูกน ามาใช้ในการตรวจสอบการปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus ดว้ย

รูปแบบการวิเคราะห์ท่ีน าเสนอพบวา่ ผลการวิเคราะห์การปนเป้ือนในตวัอยา่งท่ีทดสอบให้ผลสอดคล้องดี

กบัวธีิการวเิคราะห์ท่ีเป็นมาตรฐานเป็นอยา่งดี 

ค าส าคัญ : อาหารเหลวสีเพิ่มจ านวน, รูปแบบปฏิกริยาชีวเคมี, เช้ือจุลินทรียก่์อโรค, การตรวจวิเคราะห์ 
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Abstract 

A practical concept of microbial identification using multiplexed colorimetric enrichment substrates was 

developed to facilitate foodborne pathogen detection for industrial food samples in resource-poor settings. 

This detection scheme is seamlessly integrated into the primary liquid enrichment step of the conventional 

culture-based protocols. This enrichment protocol utilized miniaturized biochemical reactions based on the 

miniaturized cultivation in 96-well microtiter plates together with the use of high-throughput optical density 

measurement by a microplate reader. Specific biochemical fingerprints of foodborne pathogens can be 

obtained from a comprehensive matrix of standard biochemical reactions (i.e., sugar fermentation, amino 

acid decarboxylation, esculin hydrolysis and hydrogen sulfide production) and used to presumptively 

identify probability of foodborne pathogen contamination. Multiple color-producing agents including 

bromocresol purple, phenol red, ferric ammonium citrate, and sodium thiosulfate were added to enable 

unique colorimetric or absorbance responses. Cell enrichment condition was set at 37 C for 24 h. Several 

Gram-positive (i.e., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) and Gram-negative 

bacteria (i.e., Salmonella Typhimurium, Yesinia enterocolitica, Vibrio parahaemolyticus) were included in 

this experiment and they were inoculated at the initial cell concentrations as low as log 1-2 CFU/ml. The 

broths developed color and alter absorbance within 24 h or as early as 16-18 h in some cases. The shift of 

broth colors reflected unique cell biochemistry specific to a particular strain. These biochemical fingerprints 

of each bacteria constituted a presumptive indicator of the existence of foodborne pathogens. Divergence 

from unique broth color patterns can presumptively signify the absence of the target foodborne pathogens 

in the samples. Our miniaturized, comprehensive broth set using all 24 substrates can reliably and 

practically identify the presence of foodborne pathogens suitable for industrial samples having high 

volumes and high sampling frequency in nature.Three commercial and artificially- V. parahaemolyticus 

contaminated samples were included in the test. 7 out of 24 developed substrates were selected to test 

positive of V. parahaemolyticus existence. The results of the proposed protocol agree well with those of the 

conventional agar-based culture. 

Keywords: multiplexed colorimetric enrichment media / 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. และ 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  

 

                        รูปที ่1.1 ผลิตภณัฑจ์ากทะเลมีโอกาสปนเป้ือนของเช้ือมากท่ีสุด           
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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 ่1.2 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 การใช้  alkaline peptone water 

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

แข็งเพื่อตรวจสอบลักษณะเชิงชีวเคมีของเช้ือ (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 

เ ช้ือ  Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholera, Salmonella sp., Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes และ Escherichia coli สถิติของวิกฤตการณ์จากเช้ือจุลินทรียก่์อโรคมีผลกระทบต่อ

ความเป็นอยูข่องประชาชนอยา่งมาก (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

สาเหตุมาจากการรับประทานอาหารทะเลท่ีปนเป้ือนเช้ือ 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 าใหเ้กิดอาการทอ้งเสีย

ได ้ นอกจากน้ีบางสปีชีส์ ยงัก่อใหเ้กิดการติดเช้ือภายนอกล าไส้ (extraintestinal infection) เช่น การติดเช้ือ

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

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

cincinnatiensis และ V. carchariae ปัจจยัก่อโรคของเช้ือ 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

ใหญ่เกิดจากการรับประทานอาหารทะเลดิบ 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  

2.4.1 Vibrio spp.  

Vibrio spp. มีความส าคัญทางการแพทย์ ปัจจุบันมีมากว่า 30 สปีชีส์ ท่ีส าคัญคือ Vibrio cholera, Vibrio 

parahaemolyticus และ Vibrio vulnificus สปีชีส์อ่ืนเป็นเช้ือฉวยโอกาสท าใหเ้กิดโรค 

ลกัษณะของเช้ือ Vibrio spp. เป็นแบคทีเรียรูปท่อนสั้น ติดสีแกรมลบ มกัเป็นรูปท่อนโคง้ และเคล่ือนท่ีดว้ย 

ฟลาเจลลา เจริญเติบโตดีท่ีสุดเม่ือมีออกซิเจน 

2.4.2 Vibrio parahaemolyticus  

ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา – เช้ือ V. parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียท่ีอยูใ่นวงศ ์Vibrionaceae เป็นแบคทีเรีย 

แกรมลบรูปท่อนตรงหรือโคง้ มีขนาด 0.4 – 0.6 x 1-3 ไมโครเมตร มีฟลาเจลลาเพียงหน่ึงเส้นอยูท่ี่ปลายขา้ง

หน่ึง (Polar flagellum) แต่บางสายพนัธ์ุอาจมีฟลาเจลลาหลายเส้นอยู่รอบเซลล์ ไม่สร้างแคปซูลและสปอร์ 

สามารถเคล่ือนท่ีในของเหลวด้วยความเร็ว 60 ไมครอนต่อวินาที (McCarter, 2001) โดยเฉพาะสายพนัธ์ุ 

O3:K6 มีพิไลท่ีมีมวลโมเลกุล 18 กิโลดาลตนั (Nakasone et al., 2000) ลกัษณะของเช้ือ V. parahaemolyticus 

ดงัแสดงในรูปท่ี 2.1 
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รูปที ่2.1 ลกัษณะของเช้ือ V. parahaemolyticus 

การแพร่กระจาย – V. parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียในสกุล Vibrio spp. ท่ีมีการแพร่กระจายมากท่ีสุด 

โดยพบไดท้ัว่ไปในอาหารทะเลทัว่ทุกแห่งของโลก และพบไดบ้่อยท่ีสุดบริเวณชายฝ่ัง และปากอ่าวของ

ประเทศสหรัฐอเมริกา เช้ือ V. parahaemolyticus มีถ่ินอาศยัอยู่ตามปากอ่าว บริเวณชายฝ่ังและในน ้ ากร่อย 

และมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัส่ิงมีชีวติหลายชนิด เช่น แพลงกต์อน ปลา และปลาหมึก เป็นตน้ โดยไม่เก่ียวขอ้งกบั

การเพิ่มจ านวนของส่ิงปฏิกูลในทะเล แต่บ่อยคร้ังท่ีพบวา่ เช้ือ V. parahaemolyticus มีการเพิ่มจ านวนมากข้ึน

ตามปริมาณสารอินทรีย์ท่ี เพิ่ม ข้ึน (Chai และ Pace, 1994) นอกจากน้ี  การเพิ่มจ านวนของเ ช้ือ V. 

parahaemolyticus ในธรรมชาติยงัมีความสัมพนัธ์กบัความเค็ม และอุณหภูมิของน ้ าทะเลด้วย (Tamplin, 

2001) 

การระบาดในประเทศเขตอบอุ่นนั้ น มักพบว่า มีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิ  หรืออากาศ เ ช้ือ V. 

parahaemolyticus มกัเกิดการระบาดในฤดูร้อน มกัไม่ค่อยพบการระบาด ในฤดูหนาวท่ีอุณหภูมิลดต ่าลงใน

ฤดูหนาวเป็นระยะฟักตัวของเช้ือ เน่ืองจากอุณหภูมิไม่ เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต โดยเช้ือ V. 

parahaemolyticus มกัจะเขา้ไปอยูใ่นหอยนางรม กุง้ และสัตวท์ะเลอ่ืนๆ (Suthienkul et al., 1995) 

ลกัษณะทางสรีระวิทยา – เช้ือ V. parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียท่ีชอบอุณหภูมิปานกลาง (Mesophile) 

เจริญเติบโตไดใ้นอุณหภูมิระกว่าง 15 – 42 องศาเซลเซียส อุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 37 องศาเซลเซียส และ

ช่วงของความเป็นกรด-ด่าง (pH) 5 – 11 แต่เจริญไดดี้ท่ีความเป็นกรด-ด่าง 7.5-8.5 จดัเป็นพวก Facultative 

Anaerobe และเป็นพวกท่ีชอบเกลือ (Halophile) สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้
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ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0.5 – 8 แต่ความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีเจริญเติบโตไดดี้อยู่

ในช่วงร้อยละ 2 – 3 เน่ืองจากโซเดียมอิออนมีความจ าเป็นต่อการน ากลูโคสเขา้สู่เซลล์ ปริมาณของโซเดียม 

อิออนท่ีท าใหมี้การน ากลูโคสเขา้สู่เซลลม์ากท่ีสุดอยูท่ี่ 40 มิลลิโมลาร์ จึงมกัพบเช้ือ V. parahaemolyticus ใน

แหล่งน ้ าท่ีมีความเค็ม รวมทั้งผิว และเคร่ืองในของสัตวน์ ้ าเค็มทัว่ๆ ไป เช้ือ V. parahaemolyticus สามารถ

ถูกท าลายดว้ยรังสี 0.03 – 0.04 กิโลเกรย ์(Dion et al., 1994) 

เช้ือ V. parahaemolyticus เจริญเติบโตไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือ Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose agar ให้

โคโลนีสีเขียว ขนาด 0.5 – 2.0 มิลลิเมตร ลกัษณะกลม ผวิโคง้นูน ผวิหนา้เรียบ และเป็นมนั ขอ้จ ากดัของการ

เจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus แสดงในตารางท่ี 2.2 

ตารางที ่2.2 ขอ้จ ากดัของการเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus    

ปัจจยั ค่าทีร่ายงาน 
ปริมาณน ้ าอิสระต ่าสุด 0.94 
ความเป็นกรด-ด่างต ่าสุด 4.8 
ความเป็นกรด-ด่างสูงสุด 11 
ความเขม้ขน้โซเดียมคลอไรดสู์งสุด ร้อยละ 10 
อุณหภูมิต ่าสุด 5 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิสูงสุด 44 องศาเซลเซียส 

 

เช้ือ V. parahaemolyticus ไม่สามารถหมกัยอ่ยน ้ าตาลซูโครสได ้ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีส าคญัในการแยกเช้ือ V. 

parahaemolyticus ออกจากเช้ือ Vibrio spp. สกุลอ่ืน เช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีอยูใ่นสภาวะขาดสารอาหาร

จะสามารถทนทานต่อความร้อน แรงดนัออสโมติก และปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ไดดี้กว่าเซลล์ในสภาวะปกติ 

(Koga และ Takumi, 1995) 

Jackson, 1973 ไดศึ้กษาผลของอุณหภูมิต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus 8 สายพนัธ์ุ พบวา่

เช้ือ V. parahaemolyticus สามารถเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิต ่ าสุด 9.5 – 10.5 องศาเซลเซียส อุณหภูมิท่ี

เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต เท่ากับ 37 องศาเซลเซียส และสามารถเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิ 44 องศา

เซลเซียส แต่ไม่เจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
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ระยะเวลาการแบ่งตวั (Generation Time) และอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific Growth Rate) ของการ

เจริญเติบโตของเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีอุณหภูมิต่างๆ แสดงในรูปท่ี 2.2 

 

รูปที ่2.2 Generation Time และ Specific Growth Rate ของเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีอุณหภูมิต่างๆ  

(Jackson, 1973) 

เช้ือ V. parahaemolyticus สามารถถูกยบัย ั้งการเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิต ่า การเก็บรักษาอาหารทะเลไวท่ี้

อุณหภูมิต ่า สามารถลดอนัตรายท่ีเกิดจากการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารทะเลได้ 

(Muntada-Garriga et al., 1995) 

Jiang และ Tuu-Jyi (1996) ไดศึ้กษาถึงการรอดชีวติอยูข่องเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีอุณหภูมิต ่าๆ พบวา่ ท่ี

อุณหภูมิต ่าน้ี เช้ือ V. parahaemolyticus มีการเปล่ียนรูปร่างจากรูปท่อนเป็นทรงกลม 

Pace และคณะ (1997) ไดศึ้กษาถึง ผลของน ้ ายอ่ยในกระเพาะอาหารของคน ต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ V. 

parahaemolyticus พบว่า  น ้ าย่อยในกระเพาะอาหารสามารถกระตุ้นการเจริญเ ติบโตของเ ช้ือ V. 

parahaemolyticus ใหส้ามารถเพิ่มจ านวนข้ึนได ้
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เช้ือ V. parahaemolyticus เป็นพวก Chemoorganotroph เหมือนกนักบัเช้ือ Vibrio spp. สกุลอ่ืนๆ สามารถ

เจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal Medium ท่ีประกอบดว้ยน ้ าตาลกลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์ 

(NH4Cl)  

เช้ือ V. parahaemolyticus สามารถเจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 1 

แต่ไม่เจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีเกลือ ท าให้สามารถแยกเช้ือ V. parahaemolyticus ออกจากเช้ือ 

Vibrio cholera และ Vibrio mimicus ได ้(Doyle, 1989) 

Vibrio alginolyticus, V. parahaemolyticus และ Vibrio vulnificus ใหผ้ลลบต่อปฏิกิริยา Arginine dihydrolase 

แต่ใหผ้ลบวกส าหรับการทดสอบ Ornithine decarboxylase (Doyle, 1989) 

       ตารางที ่2.3 ความแตกต่างทางชีวเคมีของเช้ือ V. alginolyticus, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus 

คุณสมบติั ปฏิกิริยาของ 
V. alginolyticus V. parahaemolyticus V. vulnificus 

การหมกัของ:    
Cellobiose - - - 
Lactose - - + 
Salicin - - + 
การเจริญเติบโตใน:    
โซเดียมคลอไรด์
เขม้ขน้ร้อยละ 8 

+ + + 

โซเดียมคลอไรด์
เขม้ขน้ร้อยละ 10 

แตกต่างตามสายพนัธ์ุ - - 

Voges-Proskauer + - - 
การหมกัน ้าตาล
ซูโครส 

+ - - 

การหมกัน ้าตาลอะรา
บิโนส 

- + - 
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แอนติเจนและซีโรไทป์ – เช้ือ V. parahaemolyticus มีโครงสร้างทางแอนติเจนประกอบดว้ย Thermostable 

Somatic O Antigens 12 กลุ่ม และ Thermolabile Capsular K Antigen 59 ชนิด ส่วน Flagella H Antigens มี

มากกวา่ 70 กลุ่ม และมีในเช้ือ V. parahaemolyticus ทุกสายพนัธ์ุ (strains)  

เช้ือ V. parahaemolyticus มีแอนติเจน O, K, และ H เหมือนกบัแบคทีเรียในล าไส้ทัว่ไป โดยซีโรไทป์ท่ีพบ

มากท่ีสุดในประเทศไทย สหรัฐอเมริกา องักฤษ และประเทศในทวปีแอฟริกาคือ O5:K17  

K. Antigen เป็นสารโพลีแซคคาไรด์ (Polysaccharide) ท่ีมีสภาพเป็นกรด ประกอบด้วยน ้ าตาลหลายชนิด 

ไดแ้ก่ น ้ าตาลเพนโตส (Pentose) น ้ าตาลเฮกโซส (Hexose) และน ้ าตาลเฮกโซ-ซามิเนส (Hexosamines) ซ่ึง

อตัราส่วนจะแตกต่างไปตามชนิดของแอนติเจน K Antigen ถูกปลดปล่อยออกมาจากผิวเซลล์ โดยการ

กระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชัว่โมง  

O antigen เป็นสารประกอบไลโปโพลีแซคคาไรด์ (Lypopolysaccharide) ท่ีประกอบด้วยน ้ าตาลกลูโคส 

น ้ าตาลกาแลคโตส น ้ าตาลกลูโคซามีน (Glucosamine) น ้ าตาลเฮปโตส (Heptose) ฟอสฟอรัส เอสเทอร์ของ

กรดไขมนั และสารประกอบไนโตรเจน  

2.4.3 การระบาด การปนเป้ือนในอาหารทะเล และส่ิงแวดล้อม 

นันจิรา (2544) ได้ท าการศึกษาถึงการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอย่างน ้ าท่ีเก็บมาจาก

ทะเลสาบสงขลา จ านวนทั้งหมด 64 ตวัอยา่ง จาก 13 จุดของการเก็บตวัอยา่ง พบวา่มีการปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus สูงถึง ร้อยละ 50 ของตวัอยา่งน ้าท่ีเก็บมาทั้งหมด 

ในประเทศไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2542 – 2544 เช้ือ V. parahaemolyticus  เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษเป็น

อนัดบั 1 คิดเป็นร้อยละ 57.7, 57.1 และ 58.1 (วนัทนีย,์ 2545) 

Bhathema และ Doctor (1995) ได้ศึกษาถึงการแพร่กระจายของเช้ือ V. parahaemolyticus ในอ่าวบอมเบย์ 

ประเทศอินเดีย พบว่า มีการแพร่กระจายของเช้ือ V. parahaemolyticus มากท่ีสุดในช่วงฤดูหนาวของทุกปี 

และการรอดชีวิตอยู่ของเช้ือ V. parahaemolyticus ในช่วงฤดูหนาวยงัมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณของสาร   

ไคตินท่ีเป็นสารป้องกนัความเยน็ใหก้บัเช้ือ V. parahaemolyticus อีกดว้ย 
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จากรายงานการระบาดของเช้ือ V. parahaemolyticus ในระหว่าง ปี ค.ศ.1996 – 1998 ของกระทรวง

สาธารณสุข ประเทศญ่ีปุ่น พบว่ามีผู ้ป่วยท่ีเกิดจากเช้ือ V. parahaemolyticus 292, 568 และ 850 ราย 

ตามล าดบั และมีแนวโน้มสูงข้ึนทุกปี โดยสายพนัธ์ุ ของเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีพบมากท่ีสุดคือ สาย

พนัธ์ุ O3:K6  

ใ น ปี  ค .ศ . 1997 Canada Communicable Disease Report ไ ด้ ร า ย ง า น ถึ ง ก า ร ร ะบ า ด ข อ ง เ ช้ื อ  V. 

parahaemolyticus ในเมือง British Columbia ประเทศแคนาดา พบวา่ มีผูป่้วยสูงถึง 43 ราย โดยผูป่้วยทุกราย

มีอาการทอ้งร่วง ร้อยละ 87 มีอาการปวดทอ้ง ร้อยละ 38 มีอาการคล่ืนไส้ ร้อยละ 36 มีอาการอาเจียน ร้อยละ 

33 มีอาการไข ้และร้อยละ 5 มีอาการถ่ายอุจจาระเป็นเลือด  

Ghosh และ Sehgal (1998) ไดศึ้กษาการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอยา่งท่ีเก็บมาจากทะเล

อันดามัน  ในระหว่าง ปี  ค .ศ . 1996 – 1997 จ านวน 60 ตัวอย่าง  พบว่า มีการปนเ ป้ือนของเ ช้ือ  V. 

parahaemolyticus ท่ีให้ผลบวกต่อการทดสอบ Kanagawa test สูงถึง 44 ตวัอย่าง โดยสารพิษท่ีผลิตข้ึนมา 

สามารถถูกท าลายดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และความรุนแรงจะเพิ่มข้ึน เม่ือ

เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

Wong และคณะ (1999) ไดศึ้กษาถึงลกัษณะทางชีวเคมีของเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีระบาดในประเทศ

ไตห้วนั ท่ีท่ีแยกจากผูป่้วย 370 ราย ระหวา่งปี ค.ศ. 1992 – 1995 พบวา่เช้ือ V. parahemolyticus ท่ีพบมีเพียง

ร้อยละ 4 เท่านั้นท่ีให้ผลการทดสอบยูรีเอสเป็นบวก โดยสายพนัธ์ุของเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีพบมาก

ท่ีสุดคือ สายพนัธ์ุ O5:K15 คิดเป็นร้อยละ 18.5 สายพนัธ์ุ O4:K8 คิดเป็นร้อยละ 16.2 สายพนัธ์ุ O3:K29 คิด

เป็นร้อยละ 12.5 สายพนัธ์ุ O1:K56 คิดเป็นร้อยละ 8.3 สายพนัธ์ุ O2:K3 คิดเป็นร้อยละ 6.5 และสายพนัธ์ุ 

O4:K12 คิดเป็นร้อยละ 6.0 เช้ือ V. parahaemolyticus ทุกสายพนัธ์ุท่ีแยกไดถู้กท าลายไดง่้ายดว้ย Nalidixic 

acid, Tetracycline, Tobramycin, Cephalothin และ Gentamicin มีเพียงร้อยละ 10 เท่านั้นท่ีต้านทานต่อยา

ปฏิชีวนะ 

Davies และคณะ (2001) ไดศึ้กษาถึงการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ในปลาทะเลท่ีจ าหน่ายใน

สหภาพยุโรป พบว่า ปลาทะเลท่ีน าเข้ามาจากประเทศโปรตุเกสและกรีก มีการปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus สูงถึงร้อยละ 35 และ 14 ตามล าดบั 
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นอกจากน้ียงัพบการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารทะเลท่ีผา่นการแปรรูปดว้ยความร้อน

ต ่า เช่น ปลารมควนั เป็นตน้  

ประเทศไทยมีอุณหภูมิอบอุ่นตลอดปี จึงมกัพบการระบาดของเช้ือ V. parahaemolyticus มีการพบการ

ปนเป้ือนในลูกช้ินปลา ท่ีจ  าหน่ายในโรงเรียน การระบาดคร้ังนั้น มีผูป่้วยถึง 132 ราย และเป็นสาเหตุหลกั

ของการเกิดโรคทอ้งร่วงในผูป่้วยโรคเอดส์ สูงถึงร้อยละ 53.3  

2.4.4 ปัจจัยทีก่่อให้เกดิความรุนแรงขอโรค 

เช้ือ V. parahaemolyticus มีปัจจัยท่ีก่อให้เกิดความรุนแรงของโรคหลายชนิด คือ Thermostable Direct 

Hemolysin (TDH) เป็นสารพิษหลกัของเช้ือ V. parahaemolyticus ฮีโมไลซินน้ีมีคุณสมบติัทนความร้อน 

และสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได้ การทดสอบความสามารถในการท าลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ V. 

parahaemolyticus ท าได้โดยการเล้ียงเช้ือน้ีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมเลือดคน หรือกระต่ายท่ีเรียกว่า 

Wagatsuma ถา้เช้ือ V. parahaemolyticus มีคุณสมบติัเป็น TDH จะสามารถย่อยเม็ดเลือดแดงได ้ท าให้เกิด

เ ป็นวงใสรอบโคโล นี  เ รี ยกว่ าก ารให้ผลบวก ต่อการทดสอบ  Kanagawa phenomenon เ ช้ื อ  V. 

parahaemolyticus สายพันธ์ุท่ีแยกจากอุจจาระผู ้ป่วย พบว่าร้อยละ 97 ให้ผลการทดสอบ Kanagawa 

phenomenon เป็นบวก ส่วนสายพนัธ์ุท่ีแยกจากส่ิงแวดล้อม ร้อยละ 99 ให้ผลการทดสอบ Kanagawa 

phenomenon เป็นลบ TDH เป็นโปรตีนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุล 23 กิโลดาลตนั มีคุณสมบติัทนต่อ ความร้อนท่ี

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เป็นสารพิษท่ีท าให้เกิดรูพรุนบนผนงัเซลล์เม็ดเลือดแดงท าให้

เซลลเ์มด็เลือดแดงแตก คลอไรดอิ์ออน และแคลเซียมอิออนสามารถกระตุน้ใหเ้กิดความรุนแรงมากข้ึน  

2.4.5 อาการของโรค  

ระยะพกัตวัของโรคท่ีเกิดจากเช้ือ V. parahaemolyticus มีระยะเวลาประมาณ 3-9 ชั่วโมง โดยเฉล่ียแล้ว

ประมาณ 12-18 ชัว่โมง ภายหลงัจากการบริโภคอาหารท่ีมีการปนเป้ือนเช้ือ V. parahaemolyticus จ  านวน

ประมาณ 106 -109 เซลลเ์ขา้ไป โดยผูป่้วยจะมีอาการป่วยนาน 2-3 วนั 

อาการของโรคท่ีส าคญัคือ อุจจาระเป็นน ้ าเลือด และปวดทอ้งอย่างรุนแรง ผูป่้วยจะมีอาหารไข ้คล่ืนไส้ 

อาเจียน ทอ้งร่วง และอุจจาระเป็นน ้ า หรือมีมูกเลือด ผูป่้วยบางรายอาจมีอตัราการเตน้ของหวัใจผิดปกติ แต่

พบอตัราการตายต ่ามาก 
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2.4.6 การรักษา   

ผูป่้วยท่ีมีการสูญเสียน ้ าจากการถ่ายอุจจาระ ตอ้งรักษาดว้ยการให้น ้ าเกลือ เพื่อทดแทนน ้ าท่ีเสียไป ส่วนยา

ปฏิชีวนะท่ีใชรั้กษา ไดแ้ก่ Chloramphenicol, Erythromysin, Tetracycline และ Streptomycin เป็นตน้ 

 

2.5 อาหารเลีย้งเช้ือ Thiosulfate Citrate Bile Sucrose agar (TCBS) 

อาหารเล้ียงเช้ือ Thiosulfate Citrate Bile Sucrose agar (TCBS) ถูกคิดคน้ข้ึนในปี ค.ศ. 1962 โดย Nakanishi 

และถูกปรับปรุงโดย Kobayashi และคณะ ในปี ค.ศ. 1963  

อาหารเล้ียงเช้ือ Thiosulfate Citrate Bile Sucrose agar (TCBS) ใช้ส าหรับการแยกเช้ือ และคดัเลือกเช้ือ V. 

cholerae และ Vibrio spp. สกุลอ่ืนๆ เช่น V. parahaemolyticus เป็นต้น อาหารเล้ียงเช้ือชนิดน้ีได้รับการ

รับรองจากองคก์ารอนามยัโลก (WHO) และสมาคมสาธารณสุขแห่งสหรัฐอเมริกา (APHA) 

ในปี ค.ศ. 1969 Kamplimacher และคณะ ไดพ้ิสูจน์ใหเ้ห็นวา่ อาหารเล้ียงเช้ือ TCBS สามารถน าไปใชใ้นการ

ตรวจ และจ าแนกเช้ือ V. parahaemolyticus ในปลาได ้

2.5.1 กลไกการคัดเลือกเช้ือของอาหาเลีย้งเช้ือ TCBS  

ปริมาณของสารไธโอซลัเฟต และซิเตรท (Citrate) ท่ีมาก รวมทั้งการมีค่าความเป็นด่างท่ีสูงของอาหารเล้ียง

เช้ือ จะช่วยยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ Enterobacteriaceae อ๊อกบิล (Oxbile) และคลอเรต (Cholate) จะไป

ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพวก Enterococci ท าให้โคโลฟอร์ม แบคทีเรียท่ีอาจเจริญเติบโตข้ึนมา แต่ไม่

สามารถใช้น ้ าตาลซูโครสได้ มีเพียงแบคทีเรียพวกโปรเทียส (Proteus) บางชนิดเท่านั้ น ท่ีสามารถ

เจริญเติบโต เกิดเป็นโคโลนีสีเหลืองท่ีคล้ายกับ Vibrio spp. ตวับ่งช้ี (Indicator) สองชนิดท่ีใส่ลงไปคือ        

ไธมอลบลู (Thymol blue) และโบรโมไธมอลบลู (Bromothymol Blue) จะเปล่ียนสีเป็นสีเหลือง เม่ือมีการ

สร้างกรดในอาหารเล้ียงเช้ือน้ี 

2.5.2 ส่วนประกอบของอาหารเลีย้งเช้ือ TCBS  

อาหารเล้ียงเช้ือ TCBS มีส่วนประกอบ (กรัมต่อลิตร) ดงัต่อไปน้ี 
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Peptone จากเคซีน (Casein) 5.0; Peptone จากเน้ือสัตว ์5.0; Yeast extract 5.0; Sodium citrate 10.0; Sodium 

thiosulfate 10.0; Oxbile 5.0; Sodium cholate 3.0; Sucrose 20.0; Sodium chloride 10.0; Iron () citrate 

1.0; Thymol blue 0.04; Bromothymol blue 0.04; Agar 15 ปรับความเป็นกรด-ด่าง  เท่ ากับ  8.6 ± 0.2 ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตม้ให้เดือด (ไม่ตอ้งน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนัสูง) เทใส่จานเพาะเช้ือท่ีปลอดเช้ือ รอ

ใหเ้ยน็ อาหารแขง็ท่ีไดจ้ะมีลกัษณะใส และมีสีน ้าเงินแกมเขียว 

2.5.3 การตรวจวเิคราะห์โดยใช้อาหารเลีย้งเช้ือ TCBS  

ถ่ายเช้ือลงบนผิวหน้าอาหารแข็ง แลว้เกล่ียเช้ือให้กระจายบนผิวหนา้ของอาหารแข็งอย่างสม ่าเสมอ น าไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจสอบลกัษณะการเจริญเติบโตตามตารางท่ี 2.4 

ตารางที ่2.4 ลกัษณะของโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย ท่ีเจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือ TCBS 

ลกัษณะปรากฏของโคโลนี ชนิดของแบคทีเรีย 
โคโลนีแบน ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 2-3 มิลลิเมตร สีเหลือง Vibrio cholerae 
โคโลนีขนาดเล็ก ศูนยก์ลางของโคโลนี มีสีน ้าเงินแกมเขียว Vibrio parahaemolyticus 
โคโลนีขนาดใหญ่สีเหลือง Vibrio alginolyticus 
โคโลนีสีน ้าเงิน Pseudomonas spp., Aeromonas spp. และอ่ืนๆ 
โคโลนีมีขนาดเล็กมาก โปร่งแสง Enterobacteriaceae และอ่ืนๆ  

 

ตารางที ่2.5 แสดงความสามารถในการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียชนิดต่างๆ ในอาหารเล้ียงเช้ือ TCBS  

เช้ือจุลินทรีย ์ การเจริญเติบโต การเปล่ียนแปลงของสี 
Vibrio alginolyticus ดี สีเหลือง 
Vibrio cholera Inaba ดี สีเหลือง 
Vibrio cholerae Ogawa ดี สีเหลือง 
Vibrio cholera eltor Inaba ดี สีเหลือง 
Vibrio cholera eltor Ogawa ดี สีเหลือง 
Vibrio parahaemolyticus ATCC 
17802 

ดี สีน ้าเงิน 
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Escherichia coli ATCC 25922 ไม่เจริญเติบโต  
Enterobacter cloacae ATCC 13047 ไม่เจริญเติบโต/เจริญเติบโต

ไดไ้ม่ดี 
สีเหลือง 

Proteus mirabilis ATCC 14273 ไม่เจริญเติบโต/เจริญเติบโต
ไดน้อ้ยมากๆ 

สีน ้าเงินใส 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 

ไม่เจริญเติบโต/เจริญเติบโต
ไดป้านกลาง 

สีน ้าเงิน 

 

2.6 การตรวจวเิคราะห์เช้ือ Vibrio spp. ในอาหาร  

การตรวจวิเคราะห์เช้ือ Vibrio spp. ในอาหาร ท าไดด้งัน้ี 

ก. ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 50 กรัม ใส่ในบฟัเฟอร์ปริมาตร 450 มิลลิลิตร (บฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะห์

เช้ือ Vibrio spp. ในตวัอยา่งอาหารคือ สารละลายโซเดียมคลอไรด ์เขม้ขน้ร้อยละ 3 หรือ PBS 

(Phosphate Buffered Saline) pH 7.2 – 7.5 ท าใหเ้จือจาง 10 เท่าในบฟัเฟอร์ชนิดเดียวกนั 

ข. น าไปใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ Alkaline Peptone Water หรือ Alkaline Peptone Salt Broth ท่ีประกอบดว้ย

เปปโตน 10 กรัม และเกลือโซเดียมคลอไรด ์30 กรัม ในน ้ า 1 ลิตร ปรับ pH เป็น 8.5 จ านวน 3 หลอด 

(Multiple Dilution MPN) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชัว่โมง   

ค. เข่ียเช้ือในหลอดท่ีใหผ้ลบวกไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) 

Agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 18 – 24 ชัว่โมง 

ง. ตรวจสอบโคโลนีท่ีมีสีเขียวหรือสีเขียวแกมน ้าเงิน (sucrose-negative) ท่ีมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 2-3 

มิลลิเมตร 

จ. น าโคโลนีท่ีไดต้ามขอ้ ง. ไปเล้ียงในอาหารแขง็ Trytone salt ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ร้อยละ 1 

หรือ Tryptic Soy agar ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 1.5 พร้อมทั้งถ่ายเช้ือลงในอาหารแขง็ 

Gelatin Salt agar โดยใชโ้คโลนีเดียวกนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 12 – 24 ชัว่โมง   
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                                (a) V. pararahamolyticus                           (b) V. cholerae 

                                           รูปที่ 2.3 เช้ือ Vibrio สายพนัธ์ุต่างๆบนอาหารแขง็ TCBS  

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) 
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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 

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  
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ตารางที่ 2.6 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 

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 ในขณะท่ีแบคทีเรียแกรมลบสามารถทนต่อการกระท า
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ดังกล่าวได้ (Entis, 2002) แบคทีเรียก่อโรคหลายชนิด (E. coli, V. cholerae และ Campylobacter jejuni) 

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 2.4 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 2.5 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 2.6 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 2.7 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 2.8 โครงสร้าง Tellurite (ท่ีมา: Wells, 2013) 

2.8 อาหารเลีย้งเช้ือ CHROMagarTMVibrio (Hara-Kura et al., 2001) 

อาหารเล้ียงเช้ือน้ีประกอบดว้ยสารตั้งตน้ (Substrates) ท่ีจ  าเพาะต่อเอนไซมเ์บตา้-กาแลคโตซิเดส (Beta-

galactosidase) ท่ี V. parahaemolyticus  ผลิตข้ึนมา ท าใหเ้ช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีเจริญเติบโตบนอาหาร

เล้ียงเช้ือน้ีมีลกัษณะแตกต่างไปจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน ลกัษณะของโคโลนีของแบคทีเรียชนิดต่างๆ ท่ี

เจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือ CHROMagarTMVibrio แสดงในตารางท่ี 2.7 
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ตารางที ่2.7 ลกัษณะของแบคทีเรียชนิดต่างๆ ท่ีเจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือ CHROMagarTMVibrio  

แบคทีเรีย CHROMagar TCBS 
 ขนาดของโคโลนี 

(มิลลิเมตร) 
สีของโคโลนี ขนาดของโคโลนี 

(มิลลิเมตร) 
สีของโคโลนี 

Citrobacter freundii ไม่เจริญ  ไม่เจริญ  
Edwardsiella tarda ไม่เจริญ  ไม่เจริญ  
Enterobacter cloacae ไม่เจริญ  ไม่เจริญ  
Escherichia coli O157:H7 ไม่เจริญ  ไม่เจริญ  
Klebsiella ornithinolytica ไม่เจริญ  ไม่เจริญ  
Klebsiella oxytoca ไม่เจริญ  ไม่เจริญ  
Photobacterium damselae  ไม่เจริญ  ไม่เจริญ  
Proteus mirabilis  เล็กมาก สีขาวขุ่น เล็กมาก สีน ้าเงินเขียว 
Providencia rettgeri 1 สีขาวขุ่น เล็กมาก สีน ้าเงินเขียว 
Pseudomonas aeruginosa  ไม่เจริญ    
Salmonella Enteritidis ไม่เจริญ    
Serrratia marcescens ไม่เจริญ    
Shigella sonnei ไม่เจริญ    
Vibrio alginolyticus 5-6 สีขาวขุ่น 3-4 สีเหลือง 
Vibrio cholera O1 3 สีน ้าเงินอ่อน 3 สีเหลือง 
Vibrio hollisae 4 สีขาวขุ่น 3 สีเขียว 
Vibrio mimicus 3-4 สีน ้าเงินอ่อน 1-2 สีเขียว 
Vibrio parahaemolyticus 3-5 สีม่วง 2-4 สีเขียว 
Vibrio vulnificus 5 สีน ้าเงินอ่อน 1 สีเขียว 
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2.9 การตรวจทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือ Vibrio parahaemolyticus 

การตรวจทดสอบทางชีวเคมี แสดงในตารางท่ี 2.8 และ 2.9 

       ตารางที ่2.8 การทดสอบทางชีวเคมีขั้นตน้ส าหรับการตรวจวเิคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอยา่ง

อาหาร (Mac, 2000) 

การทดสอบ ปฏิกริิยาทีเ่กดิขึน้ ลกัษณะปรากฏ 
ออกซิเดส ผลบวก สีน ้าเงินเขม้ (ภายใน 2 นาที) 
การเคล่ือนท่ี เคล่ือนท่ี เคล่ือนท่ีเป็นวงกลม 
A G S K/A Akaline (สีม่วง) Slant และ acid 

(สีเหลือง) butt 
ความอ่อนไหวต่อ O/129 
Vibriostant 
10 มิลลิกรัม 

 
 
ทนทาน 

 
 
เจริญเติบโต 

150 มิลลิกรัม อ่อนไหว ยบัย ั้ง 
ONPG dics ผลลบ ไม่เปล่ียนแปลง 
แกรม แกรมลบ สีแดง รูปท่อน 

      หมายเหตุ AGS  =  Arginine – glucose slant 

                 TSI   =  Triple sugar iron slant 

                 O/129   =  2,4-Diamino-6,7-diisopropyl pterridine disks 

                 ONPG  =  O-nitrophenyl--D-galactosidase 

ตารางที ่2.9 ลกัษณะท่ีใชใ้นการทสอบทางชีวเคมีของเช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอยา่งอาหาร (Mac, 

2000) 

การทดสอบ ปฏิกริิยาทีเ่กดิขึน้ 
สัณฐานวทิยา แกรมลบ รูปท่อน 
Indophenol oxidase ผลบวก 
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ลกัษณะปรากฏในอาหารเล้ียงเช้ือ TSI Akaline Slant/Acid Butt, ไ ม่ ส ร้ า ง ก๊ า ซ
ไฮโดรเจนซลัไฟด ์

Hugh-Leifson หมกัน ้าตาลกลูโคส 
Cytochrome oxidase ผลบวก 
Arginine dihydrolase ผลลบ 
Ornithin decarboxylase ผลบวก 
Lysine decarboxylase ผลบวก 
Voges-Proskauer ผลลบ 
Halophilism ปราศจาก NaCl-ผลลบ;  

NaCl ร้อยละ 3, 6 และ 8 – ผลบวก; 
NaCl ร้อยละ 10 – ผลลบ หรือเจริญเติบโตไม่ดี 

การหมกัน ้าตาลซูโครส ผลลบ 
O-nitrophenyl--D-galactosidase ผลลบ 
การหมกัน ้าตาลอะราบิโนส ปกติใหผ้ลบวก 
ความอ่อนไหวต่อ O/129 10 ไมโครกรัม – ทนทาน; 

150 ไมโครกรัม – อ่อนไหว; 
การเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ผลบวก 

  

2.10 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 
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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

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
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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  

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 
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2.11 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

ของผลิตภณัฑ์เหล่าน้ีในระหวา่งการขนส่ง กระบวนการผลิตและการจดัเก็บผลิตภณัฑ์เป็นส่ิงส าคญัท่ีจะลด

ความเส่ียงของการติดเช้ือ V. parahaemolyticus  

2.12 การตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือน V. parahaemolyticus ด้วยเทคนิค (PCR) 

โดยทัว่ไปแลว้การตรวจสอบแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ในตวัอย่างอาหารทะเลสามารถท าไดโ้ดยใช้

วิธีการเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเช้ือชนิดคัดเลือก (selective media) Thiosulfate citrate bile salt sucrose 

(TCBS) agar และยืนยนัผลด้วยการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีหลายชนิด ซ่ึงการทดสอบหรือแยกชนิด

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
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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 ้

 

2.13 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

วิเคราะห์ท่ีเป็นการใช้วิธีทางด้านอณูพนัธุศาสตร์ (PCR) มาใช้ในการตรวจสอบ แต่เทคโนโลยีดงักล่าว

จ าเป็นตอ้งใช้เคร่ืองมืออุปกรณ์ท่ีมีความเฉพาะทาง และผูว้ิเคราะห์ตอ้งมีความช านาญระดบัหน่ึงอีกทั้ง

อุตสาหกรรมในประเทศไทยในระดบักลางและเล็ก  ตลอดจนจน SME อาจจะยงัไมส่ามารถท่ีจะมีเคร่ืองมือ

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
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ตามหลังจากบ่มในอาหารดังกล่าวแล้วจะต้องน าตวัอย่างไปเข่ียบนอาหารแข็งจ าเพาะ เพื่ออ่านผลการ

ทดสอบในอีก 1 วนัถัดมา ดังนั้นในการพฒันาอาหารในปัจจุบนัจึงมุ่งเน้นพฒันาวิธีการตรวจสอบการ

ปนเป้ือนของแบคทีเรียชนิดต่างๆโดยอาศยัการวดัการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรียนั้นๆ โดยวดั

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

 

จากแนวคิดการใช้ปฏิกริยาทางชีวเคมีเพื่อการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ปฏิริยา

หน่ึงท่ีส าคญัและปรากฏอยูใ่น 9th edition of the Manual of Clinical Microbiology สามารถน ามาประยกุตใ์ช้

ในการพฒันาเป็นอาหารเหลวเพิ่มจ านวนเพื่อการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ โดยรายละเอียดในแต่

ละปฏิกริยาแสดงดงัต่อไปน้ี 

2.13.1 ปฏิกริยาการใช้น า้ตาล (sugar fermentation) 

เป็นปฏิกริยาการตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียในการหมกัย่อย (ferment) น ้ าตาลชนิดต่างๆ เช่น 

น ้ าตาลแลคโตส (lactose), ซูโครส (sucrose), กลูโคส (glucose) และน ้ าตาลอ่ืนๆ ลักษณะของปฏิกริยา

ดงักล่าวแบคทีเรียจะใช้น ้ าตาลส่งผลให้เกิด by product ท่ีท าให้อาหารมีสภาพเป็นกรด (positive) อาหาร

เหลวท่ีมีพีเอชอินดิเคเตอร์จะเปล่ียนสีจากพีเอชเป็นกลางประมาณ 6.8 – 7.2 เป็นพีเอชกรดประมาณ 5 – 6 

ส าหรับเช้ือแบคทีเรียท่ีไม่สามารถใชน้ ้ าตาล อาหารจะไม่มีสภาพเป็นกรด (negative) สีของอาหารจะคงเดิม

ไม่เกิดการเปล่ียนแปลง นอกจากน้ีปฏิกริยาการใช้น ้ าตาลยงัใช้ในการแยกเช้ือแกรมบวกแกรมลบ enteric 

pathogens  

 

                   รูปที ่2.9 กลไก (mechanism) ของการเกิดปฏิกริยาการใชน้ ้าตาล (fermentation) 
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ทั้งน้ีเช้ือ V. parahaemolyticus สามารถใช้น ้ าตาลเด็กซ์โตรส อะราบิโนส แมนโนส แมนนิทอล น ้ าตาล

ดงักล่าวถูกน ามาใชใ้นการพฒันาเป็นอาหารเหลวจ าเพาะเพื่อการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ การใช้

น ้าตาลท่ีใหผ้ลบวกหลากหลายชนิดจะช่วยเพิ่มความถูกตอ้งในการวเิคราะห์ 

2.13.2 ปฏิกริยาการใช้กรดอะมิโน (amino acid decarboxylation) 

ปฏิกริยาน้ีจะเกิดกบัแบคทีเรียท่ีมีเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลส โดยเอนไซม์ดงักล่าวจะสามารถใชก้รดอะมิโน 

เช่น ไลซีน ออร์นิธีนและอาร์จินินเพื่อการเจริญเติบโต โดยในอาหารเหลวของการเกิดปฏิกริยาการใช้

กรดอะมิโนมีส่วนประกอบของ เด็กซ์โตรส เปปโตนและพีเอชอินดิเคเตอร์ กลไกการเกิดปฏิกริยาแสดงดงั

รูปท่ี 2.10 

 
            รูปที ่2.10 กลไก (mechanism) ของการเกิดปฏิกริยาการใชก้รดอะมิโน (amino acid decarboxylation) 

โดยขั้นตอนของการเกิดปฏิกริยา แบคทีเรียท่ีมีเอนไซม์ดีคาร์บอกซีเลสจะใช้น ้ าตาลเด็กซโตรสในอาหาร

เหลวก่อน ส่งผลให้มี by product ท่ีท าให้อาหารมีสภาพเป็นกรดพีเอชของอาหารลดลง ซ่ึงท่ีสภาวะดงักล่าว

จะเร่งการเกิดปฏิกริยาการใชก้รดอะมิโน จากนั้นแบคทีเรียจะใชก้รดอะมิโนท่ีมีอยูใ่นอาหารต่อไปส่งผลให้

พี เอชของอาหารสูงข้ึน อาหารเหลวจะมีการเปล่ียนแปลงของสี เห็นได้อย่างชัดเจน ทั้ ง น้ี เ ช้ือ V. 

parahaemolyticus สามารถท่ีจะใชก้รดอะมิโนไลซีนและออร์นิธินไดดี้ 

 

 



38 

 

2.13.3 ปฏิกริยาการใช้ Esculin hydrolysis 

ส่วนใหญ่แลว้แบคทีเรียแกรมบวก เช่น Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis สามารถเกิดปฏิกริยา

ดงักล่าวได้ ก็คือปฏิกิริยาการใช้ esculin โดยปฏิกริยาเกิดจากอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีส่วนประกอบของ 

esculin, ferric ammonium citrate, peptone ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยาของอาหารเหลวจ าเพาะจากสีของอาหาร

เหลืองใสเป็นสีด า เกิดจากการท่ีแบคทีเรียท่ีสามารถใช้ esculin ไปเป็น -D-6, 7- dihidroxycoumarin 

(esculetin) และ glucose จากนั้น esculetin ท าปฏิกริยากบั ferric ions ในอาหารเหลวจ าเพาะเป็นผลให้เกิด

เป็นสีด า (van Netten, Perales, van de Moosdijk, Curtis, and Mossel, 1989) ดังแสดงการเกิดปฏิกิริยาทาง

ชีวเคมีในรูปท่ี 2.11 

 
   รูปที ่2.11 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  
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2.13.4 ปฏิกริยาการใช้ไฮโดรเจนซัลไฟด์ 

แบคทีเรียกลุ่มท่ีสามารถเกิดปฏิกริยาการใช้ไฮโดรเจนซัลไฟด์ แบคทีเรียดังกล่าวจะรีดิวซ์ซัลเฟตเป็น

ซลัไฟด์ จากนั้นซลัไฟด์จะจบักบัโลหะหนกัเพื่อฟอร์มเป็นโลหะซลัไฟด์ท่ีไม่ละลายดงัแสดงรายละเอียดใน

รูปท่ี 2.12 ทั้ งน้ีปฏิกริยาการใช้ไฮโดรเจนซัลไฟด์เป็นปฏิกริยาท่ีเช้ือกลุ่ม Salmonella spp. สามารถใช้

ปฏิกริยาดงักล่าวได ้ตวัอยา่งท่ีให้ผล positive กบัปฏิกริยาดงักล่าวสามารถบ่งบอกไดว้า่มีความเป็นไปไดท่ี้

จะมีการปนเป้ือนดว้ยเช้ือกลุ่ม Salmonella 

 
                          รูปที ่2.12 ปฏิกริยาการรีดกัชัน่ของไธโอซลัเฟตและการบ่งช้ีการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด ์

 

ท่ามกลางแหล่งของซัลเฟอร์ท่ีหลากหลายและอินดิเคเตอร์ท่ีใช้ สารสับเสตรทไธโอซัลเฟตกับเฟอริก

แอมโมเนียมซิเตรทเป็นสารส่วนใหญ่ท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับใชใ้นการแยก 

 

2.14 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง 

Miyamoto, Harufumi และ Shoji (1990) ได้พฒันาการตรวจสอบเช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหาร โดย

วิธีการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ (Fluorogenic assay) โดยตรวจสอบการท าปฏิกริยาของเอนไซม์ Trypsin 

like จ า ก เ ช้ื อ  V. parahaemolyticus กับส า ร  Benzoyl-L-Arginine-7-Aminomethyl-Coumarin พบว่ า มี

ประสิทธิภาพใกลเ้คียงกบัวิธีมาตรฐาน โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (Corelation Coefficients) เท่ากบั 

0.95 

Lee และคณะ  (1992) ได้ ศึ กษา ถึ งการใช้  Oligonucleotide Probe ในการตรวจวิ เ คราะ ห์  เ ช้ื อ  V. 

parahaemolyticus   ท่ีปนเป้ือนอยู่ในหอยนางรม โดยการใช้ Oligonucleotide Probe ท่ีมีล าดับเบส 5’-

GCTAAGTTTGTTGGAAGATGAAGG-3’ ท่ีสังเคราะห์มาจาก 1,275 คู่ เบส ของ Thermostable Direct 
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Hemolysin (tdh) gene ของเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีถูกติดฉลากดว้ย (32P) ATP โดยวธีิ 5’ End Labeling 

พบว่า Oligonucleotide Probe ท่ีสร้างข้ึนมา มีความจ าเพาะต่อเช้ือ V. parahaemolyticus 89 สายพนัธ์ุ จาก

ทั้งหมด 95 สายพนัธ์ุท่ีน ามาทดสอบ และไม่มีความจ าเพาะกบัเช้ือ Vibrio spp. และจุลินทรียช์นิดอ่ืนๆ  

Hagen และคณะ (1994) ไดท้  าการศึกษาถึงประสิทธิภาพของ Enrichment Broths สองชนิด ส าหรับเล้ียงเช้ือ 

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

ตรวจวิเคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus ในเน้ือปู หอยนางรม กุง้ กุง้กา้มกรามและหูฉลาม พบว่า อาหาร

เล้ียงเช้ือ Alkaline Peptone Water มีประสิทธิภาพในการรักษาเซลล์ V. parahaemolyticus ท่ีบาดเจ็บจาก

กระบวนการแปรรูปอาหารใหก้ลบัคืนสู่สภาพปกติไดดี้กวา่อาหารเล้ียงเช้ือ Salt-Polymyxin B Broth 

Chang และคณะ (1994) ได้พฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารด้วยวิธี Latex 

Agglutination Test ท่ีจ  าเพาะต่อ Outer Membrane Protein ของเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุล 

36,000 และ 34,000 ดาลตนั พบว่าให้ประสิทธิภาพในการตรวจสอบสูง และให้ผลการวิเคราะห์ ภายใน

ระยะเวลาท่ีรวดเร็ว 

Kaysner และคณะ (1994) ไดพ้ฒันาวิธีการตรวจนบัเช้ือ V. parahaemolyticus ให้สามารถแยกความแตกต่าง

ออกจากเช้ือ V. vulnificus ได ้ดว้ยวิธี DNA-DNA Colony Hybridization ท่ีจ  าเพาะกบัยีนส์ tdh ท่ีแยกมาดว้ย

วิธี Hydrophobic Grid Membrane Filtration Technique พบวา่มีประสิทธิภาพสูงในการตรวจนบั และให้ผล

การตรวจสอบภายใน 18 ชัว่โมง 

Chen และ Tsung (1992) ไดพ้ฒันาการตรวจวิเคราะห์เช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารท่ีรวดเร็วโดยวิธี 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ท่ีจ  า เพาะต่อ Outer – Membrane Proteins สองชนิดของเ ช้ือ V. 

parahaemolyticus ท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุล 36,000 ดาลตนั และ 34,000 ดาลตนั ตามล าดบั พบวา่มีประสิทธิภาพ

ในการตรวจวิเคราะห์สูง สามารถตรวจสอบเช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีมีอยูใ่นอาหารปริมาณต ่าๆได ้และ

ใชเ้วลาในการตรวจวเิคราะห์เพียง 24 ชัว่โมง นอ้ยกวา่การตรวจวเิคราะห์โดยวธีิมาตรฐานท่ีใชเ้วลา 4-6 วนั 

Yok และคณะ (1995) ไดพ้ฒันาวิธีการตรวจสอบสารพิษ Thermostable Direct Hemolysin (TDH) ของเช้ือ 

V. parahaemolyticus ในตัวอย่างอาหาร ด้วยวิธี Reversed Passive Latex Agglutination (RPLA) หรือวิธี  

Bead-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Bead-ELISA) ซ่ึงเป็นชุดทดสอบท่ีใช้อย่างแพร่หลายใน
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ประเทศญ่ีปุ่น พบวา่มีประสิทธิภาพสูง โดยปริมาณสารพิษท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจสอบไดเ้ท่ากบั 10 นา

โนกรัมต่อมิลลิลิตร 

Hui แ ล ะ  Chang (1996) ไ ด้พัฒน า วิ ธี ก า ร ต ร ว จสอบ เ ช้ื อ  V. parahaemolyticus ด้ ว ย วิ ธี  Indirect 

Immunofluorescence Microscopy โดยการใชแ้อนติบอด้ี ท่ีจ  าเพาะต่อ Outer Membrane Proteins ของเช้ือ V. 

parahaemolyticus ท่ี มีมวลโมเลกุล 34 และ 36 กิโลดาลตัน ตามล าดับ ท่ี ติดฉลากด้วย Fluorescein 

Isothiocyanate-Conjugate Goat Anti-Rabbit Immunoglobulin G พบว่ามีประสิทธิภาพสูง และสามารถใช้

ในการตรวจวเิคราะห์ขั้นยนืยนั โดยใหผ้ลท่ีแน่นอน ภายใน 24 ชัว่โมง  

Kim และคณะ  (1999) ได้พัฒนาวิ ธี ก ารตรวจนับ เ ช้ื อ  V. parahaemolyticus ด้ว ยวิ ธี  DNA Colony 

Hybridization Test โดยการใช ้tox R Gene เป็น Polynucleotide Probe เปรียบเทียบกบัวิธีการตรวจวิเคราะห์

ดว้ยวธีิมาตรฐาน พบวา่วธีิน้ีใหผ้ลบวกต่อเช้ือ V. parahaemolyticus 373 สายพนัธ์ุ      

Gooch และคณะ (2001) ได้พฒันาการตรวจนับเช้ือ V. parahaemolyticus โดยวิธี Most Probable Number 

โดยใช้  Akaline Phosphatase-Labled DNA-Probe VPAP ซ่ึ งจ า เพาะ ต่อ  Species-Specific Thermolabile 

Hemolysin Gene (tlh) และวิธี  Direct Plating 2 วิธี  โดยใช้ VPAP Probe และ Digoxigenin-labeled Probe 

พบวา่ทั้ง 3 วธีิ ไดผ้ลใกลเ้คียงกนั และพบวา่วธีิ Direct Plating เป็นวธีิการท่ีรวดเร็ว และถูกตอ้ง แต่วธีิ MPN 

เหมาะส าหรับเซลลท่ี์บาดเจบ็ และอ่อนแอ 

Hara-Kudo และคณะ (2001) ได้ตรวจนับเช้ือ V. parahemolyticus ในอาหารทะเล โดยใช้อาหารเล้ียงเช้ือ 

Chromogenic Agar พบว่าการน าอาหารทะเลมาบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB ท่ีอุณหภูมิ 35 – 37 องศา

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

Broth จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการตรวจนบั และเป็นการซ่อมแซมเซลลท่ี์บาดเจบ็ไดดี้ 

Wright และคณะ (1993) ไดส้ร้าง Oligonucleotide DNA Probe (VWP) ท่ีจ  าเพาะกบัส่วนหน่ึงกบัส่วนหน่ึง

ของล าดบัยีนส์ของ V. vulnificus Cytolysin Gene (hly A) ส าหรับตรวจหาเช้ือ V. vulnificus ในอาหาร ผล

การทดลองพบวา่ วธีิการดงักล่าวใหผ้ลในการวเิคราะห์ท่ีมีประสิทธิภาพสูงถึงร้อยละ 100 
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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 ในอาหารสีของการใชน้ ้าตาลจ านวน 19 ชนิด (sugar fermentation), การ

เกิดกรดอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ของไลซีน ออร์นิธินและอาร์จินิน (amino acid decarboxylation), การเกิด

ปฏิกริยา esculin hydrolysis, และการเกิด Hydrogen sulfide production โดยอาหารเหลวสีจ าเพาะดงักล่าวมี

การตรวจติดตามปฏิกริยาดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ี A600, A550, A450, และ 

A650 ตามล าดบั ดว้ยเทคนิคสเปคโตรโฟโตเมตรีท่ีเป็นการใชไ้มโครเพลทรีดเดอร์ร่วมกบัอุปกรณ์ 96-well 

ไมโครเพลท นอกจากน้ียงัมีการศึกษาชนิดของตวัยบัย ั้งท่ีเหมาะสมในการยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ีสามารถเกิด

ปฏิกริยาไลซีน โดยตวัยบัย ั้งท่ีใชไ้ดจ้ากส่วนประกอบพื้นฐานในอาหารมาตรฐานท่ีมีการใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนั

เพื่อให้ได้สูตรอาหารเหลวจ า เพาะท่ีมีความเหมาะสมในการตรวจวิ เคราะก์การปนเป้ือนของ V. 

parahaemolyticus ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง นอกจากน้ีแลว้อาหารสีท่ีไดมี้การพฒันามีการน าไปทดสอบประสิทธิภาพ

การวิเคราะห์กบัตวัอย่างอาหารจริงและตวัอย่างน ้ าทะเลเพื่อตรวจสอบคุณภาพของน ้ าส าหรับการเล้ียง

แพลงก์ตอนพืชและแพลงก์ตอนสัตว์ ส าหรับการอนุบาลลูกกุ้งลูกปลา โดยรายละเอียดขั้นตอนการ

ด าเนินงานแสดงดงัต่อไปน้ี 

   

       3.1 วสัดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ 

              3.1.1 เช้ือจุลนิทรีย์ที่ใช้ในการทดสอบ 

Group Organisms Culture collection number 
แบคทีเรียแกรมบวก Listeria monocytogenes DMST 17303 
 Listeria innocua DMST 9011 
 Enterococcus faecalis ATCC 29212 
 Enterococcus faecium DMST 4743 
 Enterococcus avium DMST 4159 
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 Staphylococcus aureus TISTR 808 
 Bacillus cereus DMST 12126 
แบคทีเรียแกรมลบ Vibrio parahaemolyticus DMST 15285 
 Vibrio cholerae DMST 4279 
 Vibrio vulnificus DMST 21245 
 Escherichia coli  DMST 4609 
 Escherichia coli O157:H7 DMST 23156 
 Yersinia enterocolitica DMST 8012 
 Krebsiella pneumaniae DMST 8216 
 Shigella dysenteriae DMST 7123 
 Shigella flexneri DMST 4423 
 Shigella sonnei DMST 561 
 Salmonella Choleraesuis DMST 8014 
 Salmonella Enteritidis DMST 15676 
 Salmonella Paratyphi A DMST 15673 
 Salmonella Paratyphi B DMST 28118 
 Salmonella Typhi  DMST 22842 

 

       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) 
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- 96 – well flat bottom microplate (Corning, Tewksbury, MA)  

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

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

  

             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  

- Sodium thiosulfate 

 

      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) 

 

3.1.5 กรดอะมิโนชนิดต่างๆ 

- L-Lysine 

- L-Ornithine 

- L-Arginine 

 

3.1.6 พเีอชอนิดิเคเตอร์ชนิดต่างๆ 

- โบรโมครีซอลเพอเพิล 

- ฟีนอลเรด 

 

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  
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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   

 

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 

3.3 การศึกษาพฒันาอาหาร (Multiplexed Colorimetric Enrichment Media) เพ่ือการบ่งบอกความเป็นไป 

     ได้ของการปนเป้ือนเช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคทีส่ามารถวเิคราะห์ด้วยวธีิสเปกโตรโฟโตเมตรี

(Spectrophotometry) 

3.3.1 การเตรียมส่วนประกอบอาหาร 

- อาหารเหลว Sugar fermentation  
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เพื่อท่ีจะทดสอบการ fermentation ของน ้าตาล จะท าการเตรียมน ้าตาลชนิดต่างๆ เช่น เด็กโตรส อะราบิโนส 

แมนโนส แมนนิทอล ฯลฯ ท่ีปริมาณ 5 กรัมต่อลิตร ถูกน าไปเติมลงในเบสอาหารท่ีมีส่วนประกอบของ     

เปปโตน 10 กรัม/ลิตร, ทริปโตน 3 กรัม/ลิตร, เกลือโซเดียมคลอไรด์ 3% และพีเอชอินดิเคเตอร์ของโบร

โมครีซอลเพอเพิล 0.08 กรัม/ลิตร เพื่อท่ีจะผลิตอาหารเหลวเพื่อการ fermentation 

- อาหารเหลว Amino acid decarboxylation  

ส าหรับการทดสอบปฏิกริยาอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่, 5 กรัมต่อลิตรของกรดอะมิโนไลซีน (L) ออร์นิธิน 

(O) และอาร์จินิน (A) ถูกเติมในอาหารท่ีมีส่วนประกอบของซอยโตน 4.5 กรัม/ลิตร, กลูโคส 1 กรัม/ลิตร, 

และฟีนอลเรด 0.08 กรัม/ลิตร เพื่อท่ีจะผลิต ไลซีน-ฟีนอลเรด, ออร์นิธิน-ฟีนอลเรด, และอาร์จินิน-ฟีนอลเรด  

- อาหารเหลว Esculin hydrolysis (ESC) 

อาหารเหลว ESC มีการเติมเปปโตน 10 กรัม/ลิตร, beef extract 5 กรัม/ลิตร, ferric ammonium citrate 0.5 

กรัม/ลิตรและ esculin 1 กรัม/ลิตร  

- อาหารเหลว Hydrogen suldide production (HSP) 

อาหารเหลว HSP มีส่วนประกอบของซอยโตน 4.5 กรัม/ลิตร, ไซโลส 1 กรัม/ลิตร, ferric ammonium citrate 

0.5 กรัม/ลิตร และโซเดียมไธโอซลัเฟต 6.8 กรัม/ลิตร  

อาหารทั้งหมดในแต่ละสูตรถูกน ามาละลายส่วนผสมและปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น pH 7 ดว้ยกรด HCl 

1 N และ NaOH 1 N จากนั้นท าการฆ่าเช้ือดว้ยการกรองผา่น filter ดว้ยการใช ้nylon syringe เมมเบรน ท่ีมี 

pore size ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 13 mm. และ 0.45 m เก็บรักษาในขวด aseptic filling ก่อนการใชง้าน 

3.3.2 การศึกษาการเปลีย่นแปลงค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเหลวจ าเพาะ (SFT, AAD, ESC, HSP) ทีม่ีต่อ

เช้ือแบคทเีรียแกรมบวกและแกรมลบ 

เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก (i.e., L. monocytogenes, E.  faecalis, S. aureus, B. cereus) และเช้ือแบคทีเรียแกรม

ลบ (i.e., E. coli, V. parahaemolyticus, S. Typhi, Y. enterocolitica) ปริมาณ 20 l ท่ีปริมาณของเช้ือ 2 log 

CFU/ml (ถูกเตรียมดว้ยการ recovery เช้ือในอาหาร TSB จนไดค้วามเขม้ขน้ของเช้ือ 107 CFU/ml จากนั้นท า

การ dilution ดว้ยเปปโตนท่ีความเขม้ขน้ 0.1%) เช้ือแต่ละชนิดถูก inoculation ลงในอาหารเหลว 24 ชนิด
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โดยแต่ละชนิดอาหารเหลวปริมาณ 180 l ใน 96-deep well microplate ตวัอยา่งทั้งหมดถูกท าการบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง การวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี A600, A550, A450, และ A650 ถูกท า

การวดัทุกๆ 3 ชัว่โมงโดยการใชไ้มโครเพลทรีดเดอร์ โดยในระหวา่งการวดัค่าการดูดกลืนแสง ตวัอยา่งมี

การเขยา่ดว้ยความถ่ี 840 rpm เป็นเวลา 5 วนิาที เพื่อท าการเขยา่ตวัอยา่งใหมี้ลกัษณะเป็นส่วนผสมเน้ือ

เดียวกนัก่อนท าการวดัตวัอยา่ง 

3.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจวเิคราะห์ V. parahaemolyticus ในอาหารเหลว

จ าเพาะกบัตัวอย่างอาหารทะเล 

ตวัอย่างอาหารทั้งหมดเช่น ขา้วผดัปู, กุง้ตม้, และหอยลวก ซ้ือมาจากร้านสะดวกซ้ือทัว่ไป ถูกน ามาใช้ใน

การศึกษาประเมินประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus 

ควบคู่กบัการตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธีการท่ีเป็นมาตรฐานตาม BAM, 2002 เพื่อให้ไดผ้ลท่ีเป็นแหล่งอา้งอิงท่ี

ถูกตอ้ง นอกจากน้ีตวัอย่างอาหารจริงยงัไดถู้กน าไปทดสอบกบัอาหาร CHROMagarTM Vibrio ซ่ึงเป็น

อาหาร Chromogenic ท่ีไดรั้บความนิยมในการน ามาตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus  

และมีรายงานพบวา่อาหารดงักล่าวให้ผลการตรวจวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งน่าเช่ือถือกว่าการใช้อาหาร TCBS ท่ี

เป็น selective agar จากเทคนิควิธีการท่ีเป็นมาตรฐาน (Di Pinto et al., 2011) ในการทดลองตวัอย่างอาหาร 

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

       3.3.3.1 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  

3.3.3.2 การด าเนินการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเหลวจ าเพาะ 

ตวัอยา่งท่ี pre-enriched ดว้ย APW ปริมาณ 20 l ถูกน ามาใส่ในอาหารเหลว 180 l ของแต่ละอาหารเหลว 

(เด็กซ์โตรส-โบรโมครีซอลเพอเพิล, อะราบิโนส-โบรโมครีซอลเพอเพิล, แมนโนส-โบรโมครีซอลเพอเพิล, 

แมนนิทอล-โบรโมครีซอลเพอเพิล, อาหารเหลว ESC, ไลซีน-ฟีนอลเรด, และออร์นิธิน-ฟีนอลเรด) ใน 

sterile 96-well ไมโครเพลท ตวัอยา่งทั้งหมดถูกท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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ตวัอย่างมีการเขย่าในไมโครเพลทท่ี 840 rpm เป็นเวลา 5 วินาที เพื่อให้เซลล์มีการกระจายตวัสม ่าเสมอใน

อาหารเหลวก่อนท่ีจะท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี A600 และ A550 และท าการวดัควบคู่กบัน ้ ากลัน่ท่ีเป็น 

blank ดว้ยการวดัดว้ยไมโครเพลทรีดเดอร์ 

3.4 การศึกษาประสิทธิของอาหาร Multiplexed Colorimetric Enrichment Media ในการตรวจสอบ

ความสามารถในการ treatment น า้ทะเลด้วยระบบกรองน า้ 

3.4.1 การเตรียมอาหาร  

ท าการเตรียมอาหารเหลวสีจ าเพาะ 24 ชนิดตามส่วนประกอบท่ีปรากฏในขอ้ 3.3.1 ท่ีความเขม้ขน้ 20X 

จากนั้นท าการบรรจุลงใน aseptic appendoft เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนการใชง้าน 

        

       3.4.2 ทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการ treatment น า้ทะเลด้วยระบบกรองน า้ด้วยอาหาร 

Multiplexed Colorimetric Enrichment Media 

ปิเปตอาหารเหลวจ าเพาะสี (24 broths) แต่ละชนิดปริมาณ 10 l ลงใน 96 – well flat bottom microplate 

จากนั้นเติมตวัอยา่งน ้าทะเลท่ีตอ้งการทดสอบปริมาณ 190 l น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1C เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง ทั้งน้ีในระหวา่งการบ่มตวัอยา่งมีการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี A600, A550, A450, และ A650 ตามล าดบั 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

อาหารเหลวจ าเพาะ 24 ชนิด
ความเขม้ขน้ 20 เท่า ปริมาณ
หลอดละ 0.8 - 1 ml 

บรรจุอาหารเหลวจ าเพาะปริมาตร 
10 μl ลงใน 96-well microplate 

ตวัอยา่งอาหาร 25 g  
ผสมกบัอาหารเหลวไม่ 
จ  าเพาะ UPB ปริมาตร 225 ml 
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         รูปที ่3.2 การใชอ้าหารเหลวสีจ าเพาะท่ีมีหลายปฏิกริยาในการเพิ่มจ านวนของเซลล ์(enrichment step) 

                ในขณะเดียวกนัสามารถบ่งบอกการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียจ์ากการเปล่ียนแปลงของสีอาหาร 

 

3.5 การพฒันาอาหารเหลวไลซีนดีคาร์บอกซีเลช่ันเพ่ือเพิม่ความสามารถในการ selectivity ในการตรวจ

วเิคราะห์ V. parahaemolyticus  

3.5.1 การเตรียมอาหารทีเ่พิม่จ านวนและคัดเลือกเช้ือ  

       Lysine decarboxylase เป็นเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยสลาย lysine ไดเ้ป็น cadaverine และสามารถเกิดข้ึนใน

เช้ือ V. parahaemolyticus ได ้(Soda และ Moriguchi, 1969) อยา่งไรก็ตามเช้ือ E. coli และ S. aureus ก็มี

เอนไซมช์นิดน้ีเช่นเดียวกนั แต่จะใชเ้อนไซมไ์ดช้า้กวา่ในเช้ือ V. parahaemolyticus เอนไซม ์Lysine 

decarboxylase ถูกน ามาทดลองในขั้นตอนน้ี เน่ืองจากจะใหร้ะบบการเปล่ียนแปลงสีท่ีชดัเจน สูตรของ

อาหาร lysine decarboxylase salt broth ประกอบดว้ย เด็กซ์โตรส (0.5 กรัม/ลิตร), L-ไลซีน (10 กรัม/ลิตร), 

เน้ือสกดั (5 กรัม/ลิตร), เน้ือเปปโตน (5 กรัม/ลิตร), เกลือ (30 กรัม/ลิตร) และ ฟีนอลเรด (0.015 กรัม/ลิตร) 

สูตรอาหารน้ีถูกประยกุตใ์ชใ้นงานวจิยัจาก Elston (1971) อาหาร Lysine decarboxylase salt broth จะถูกเติม

สารคดัเลือกท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ สารคดัเลือกจะผสมกบัเกลือ ร้อยละ 3 และ pH 8.5 ถูกพิจารณาในการ

ทดลองน้ี (ตารางท่ี 3.1) 

 

บ่มตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง 
หลงัจากนั้นวดัค่าการดูดกลืนของแสง 

บรรจุตวัอยา่งอาหารปริมาตร 190 μl 
ลงใน 96-well microplate 

http://en.wikipedia.org/wiki/Lysine
http://en.wikipedia.org/wiki/Cadaverine
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       ตารางที่ 3.1 ปัจจยัท่ีศึกษาในอาหาร lysine decarboxylase media 

สภาวะ 

ปัจจัยทีศึ่กษา 

สารคดัเลือก 
(polymyxin B sulfate 0.3 mg/L 

และ bile salt3 g/L) 

ความเป็นเกลือ 
(เกลือร้อยละ 3) 

ความเป็นด่าง 
(pH 8.5) 

1 
 - - 

2 -  - 

3 - -  

4   - 

5  -  

6 -   

7    
 

3.5.2 ขั้นตอนการทดลอง 

แบคทีเรียก่อโรคทั้ง 3 ชนิด ถูกพิจารณาในอาหาร lysine decarboxylase salt broth ท่ีผสมกบัความเขม้ขน้

ของสารคดัเลือกใน 96-microwell plate การทดลองน้ีศึกษาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท าการ

วเิคราะห์ผลโดยการนบัเช้ือท่ีเวลา 0, 8, 16 และ 24 ชัว่โมง การถ่ายรูป และการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 550 nm  
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บทที ่4  

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาสูตรอาหารเหลวพร้อมรูปแบบการวิเคราะห์ท่ีมีประสิทธิภาพในการ

วิเคราะห์ V. parahaemolyticus ส าหรับขั้นตอนการเล้ียงเพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์ในอาหารเหลวจ าเพาะ (Pre-

enrichment step) เป็นการประยุกต์ใช้อาหารเหลวท่ีได้มีการพัฒนาจากปฏิกริยาการใช้น ้ าตาล (sugar 

fermentation, SFT), ปฏิกริยาการใช้กรดอะมิโน (amino acid decarboxylation, AAD), ปฏิกริยาเอสคิวริน

ไฮโดรไลซิส (Esculin hydrolysis, ESC) และปฏิกริยาการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ (Hydrogen sulfide, HSP)  

เพื่อคัดเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus โดยรูปแบบการวิเคราะห์เป็นการลดปริมาตรของตัวอย่างท่ีใช้

วเิคราะห์ (miniaturized protocol) ท่ีมีการประยกุตใ์ช ้96-well ไมโครเพลท ในขณะท่ียงัใหผ้ลการวเิคราะห์ท่ี

มีความถูกตอ้ง นอกจากน้ีในการทดลองยงัไดมี้การทดสอบอาหารเหลวชีวเคมีจ าเพาะจ านวน 24 ชนิดกบั

แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ โดยในแต่ละเช้ือจุลินทรีย์จะให้ finger print เพลทฟอร์มท่ี

แตกต่างกันซ่ึงแต่ละ finger print สามารถน ามาใช้ในการบ่งบอกความเป็นไปได้ในการปนเป้ือนของ

เช้ือจุลินทรียก่์อโรค และมีการประเมินประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์ของอาหารเหลวสีดงักล่าวในการ

ตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus นอกจากน้ีแลว้อาหารเหลวชีวเคมีจ าเพาะ 24 ชนิด 

ยงัสามารถน าไปประยกุตใ์ชท้ดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการ treatment น ้าทะเลเพื่อการเตรียมน ้ า

ในการเล้ียงแพลงก์ตอนพืชและแพลงก์ตอนสัตวส์ าหรับการน าไปอนุบาลลูกกุง้และลูกปลา และเพื่อให้

ไดผ้ลท่ีมีความถูกตอ้ง น่าเช่ือถือ มีการติดตามปฏิกริยาดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยสเปคโตรโฟโต

เมทรี นอกจากน้ีในงานวิจยัยงัไดมี้การพฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะไลซีนเพื่อเพิ่มความ selectivity ของ

การตรวจวิเคราะห์ V. parahaemolyticus ด้วยการใช้ตัวยบัย ั้งท่ีเหมาะสมท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแข่งขนัท่ี

สามารถเกิดปฏิกริยาดงักล่าวไดเ้ช่นเดียวกนั ทั้งน้ีรายละเอียดผลการทดลองแสดงดงัต่อไปน้ี 

4.1 การใช้อาหารเหลวจ าเพาะสีร่วม (Multiplexed Colorimetric Enrichment Media) ในการบ่งบอกความ

เป็นไปได้ในการปนเป้ือนของเช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคชนิดต่างๆ  

ในความพยายามท่ีจะท าการพฒันาอาหารเหลวสีเพิ่มจ านวนท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับการตรวจสอบการ

ปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคเช่น L. monocytogenes, S. aureus, E. coli O157:H7, V. parahemolyticus 
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การประยุกต์ใช้การทดสอบทางชีวเคมี ปฏิกริยาท่ีใช้ถูกเลือกจากคู่มือทางจุลชีววิทยา 9th edition of the 

Manual of Clinical Microbiology ในการแบ่งจ าแนกปฏิกริยาชีวเคมีของเช้ือเป้าหมายเหล่าน้ี โดยปฏิกริยาท่ี

ใช้ เช่น ปฏิกริยาการใช้ SFT, AAD, ESC, และ HSP ถูกน ามาใช้เพื่อยอมให้ pH และอาหารสีเปล่ียนใน

ระหว่างขั้ นตอนการเพิ่มจ านวนเพื่อการว ัดค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงโดยการตรวจวัดด้วยการใช้ 

spectrophotometric ทั้งน้ีกลไกของการเกิด by-product จากปฏิกริยาในอาหารเหลว 24 ชนิดของการเกิดกรด

และเบสโดยธรรมชาติ ดว้ยการใชพ้ีเอชอินดิเคเตอร์ท่ีเหมาะสม การเปล่ียนแปลงของอาหารเหลวสีส่งผลต่อ

ค่าการดูดกลืนแสงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือมีการเปล่ียนแปลงของปฏิกริยาดว้ยการติดตามด้วย wavelength ท่ี

เหมาะสม การเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงในอาหารเหลวสามารถท่ีจะท าการวดัและสะดวกง่ายใน

การ detected โดยรูปแบบการวิเคราะห์ด้วยอาหารเหลวเพิ่มจ านวนสียงัไม่เคยมีการน ามาประยุกต์ใช้ใน

ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนของตวัอยา่งเพื่อท่ีจะท าการตรวจวิเคราะห์ร่วมกนัและจ าแนกชนิดของเช้ือจุลินทรีย์

ก่อโรค ประโยชน์ของการเปล่ียนสีของอาหารเหลวเพิ่มจ านวนดงักล่าวร่วมกบัการตรวจวดัปฏิกริยาดว้ยการ

ใชเ้ทคนิคการวเิคราะห์ขนาดเล็กสามารถท่ีจะให้ผลการวเิคราะห์ท่ีรวดเร็วเพื่อประยกุตใ์ชก้บัโรงงานในการ

ตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีเป็น routine ของโรงงาน และเพื่อให้ง่ายในการจดัท า

เป็นรูปแบบการวิเคราะห์ท่ีได้มาตรฐานเพื่อน าไปใช้ในการเฝ้าเตือนระวงัแนวโน้มการปนเป้ือนจาก

เช้ือจุลินทรียก่์อโรค 

4.1.1 กราฟแสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงทีเ่วลาการบ่มต่างๆ ของปฏิกริยาในอาหาร

เหลวจ าเพาะชนิดต่างๆ (SFT, AAD, ESC, และ HSP)  

อาหารเหลวท่ีประกอบไปดว้ยความจ าเพาะของแต่ละปฏิกริยาจ านวน 24 อาหารและเช้ือจุลินทรียจ์  านวน 22 

ชนิด ซ่ึงจดัได้ว่าอยู่ในกลุ่มเช้ือจุลินทรียก่์อโรคถูกน ามาทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการเกิด

ปฏิกริยาดังกล่าวของเช้ือแต่ละชนิดในระหว่างการบ่มเช้ือเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปริมาณเช้ือเร่ิมต้นท่ีใช้

ประมาณ 2 log CFU/ml จ านวน 20 l ถูก inoculation ลงในอาหารจ าเพาะแต่ละชนิดท่ี 180 l น าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทั้งน้ีในระหวา่งท าการบ่ม ตวัอยา่งถูกน าออกมาวดัค่าการดูดกลืนแสง

ทุกๆ 3 ชัว่โมง (A600 ส าหรับปฏิกริยาการใช้น ้ าตาล; A550 ส าหรับปฏิกริยาการใช้กรดอะมิโน; A450 ส าหรับ

ปฏิกริยาการใช ้esculin hydrolysis; A650 ส าหรับปฏิกริยาการเกิด Hydrogen sulfide) 
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(A2) MAO-BP 

รูปที ่4.1 แสดงรูปแบบการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่างๆ ของการเกิดปฏิกริยาการใชน้ ้าตาล

แมนโนสในอาหารเหลวท่ีบ่มเพาะเช้ือแต่ละชนิด (i.e., Y. emterocolitica, E. coli, V. parahaemolyticus) 
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(B1) LYS-PR 
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รูปที ่4.2 แสดงรูปแบบการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่างๆ ของการเกิดปฏิกริยาการใชก้รด      

อะมิโนไลซีนในอาหารเหลวท่ีบ่มเพาะเช้ือแต่ละชนิด (i.e., Y. enterocolitica, E. coli, V. 

parahaemolyticus) 
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(C2) ESC 

รูปที ่4.3 แสดงรูปแบบการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่างๆ ของการเกิดปฏิกริยาการใชเ้อสคิวริน

ในอาหารเหลวท่ีบ่มเพาะเช้ือแต่ละชนิด (i.e., Y. enterocolitica, E. coli, V. parahaemolyticus) 
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(D1) HSP 
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รูปที ่4.4 แสดงรูปแบบการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่างๆ ของปฏิกริยาการเกิด

ไฮโดรเจนซลัไฟดใ์นอาหารเหลวท่ีบ่มเพาะเช้ือแต่ละชนิด (i.e., Y. enterocolitica, E. coli, V. 

parahaemolyticus) 
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รูปท่ี 4.1-4.4 แสดงใหเ้ห็น profile ของค่าการดูดกลืนแสงของตวัแทนอาหารเหลวจ าเพาะการใชน้ ้ าตาลอะรา

บิโนส, อาหารไลซีนดีคาร์บอกซีเลชัน่, ปฏิกริยา Esculin hydrolysis, และ ปฏิกริยาการเกิดไฮโดรเจนซลัไฟด์

ซ่ึงในการทดลองไดแ้สดงกราฟ profile ของค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกริยาดงักล่าวเน่ืองจากน ้ าตาลและ

กรดอะมิโนเป็นท่ีรู้จกักนัดี พีเอชอินดิเคเตอร์โบรโมครีซอลเพอเพิลและฟีนอลเรดถูกเลือกให้เป็นพีเอชอินดิ

เคเตอร์ท่ีใช้ในระบบของ SFT และ AAD ของการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 และ 550 นาโนเมตร 

ตามล าดบั การคน้พบและการใช้พีเอชอินดิเคเตอร์ท่ีเหมาะสมได้มีการถูกตีพิมพ์ในงานวิจยัก่อนหน้าน้ี 

(Khueankhancharoen และคณะ, 2016) การใช้ Ferric ammonium citrate และโซเดียมไธโอซัลเฟตถูก

น ามาใช้เพื่อให้อาหารเหลวเกิดเป็นสีด าของ ESC และ HSP (Khueankhancharoen และคณะ, 2016) ท่ีซ่ึง

ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมในการตรวจ detect ตวัอยา่งเป็นท่ี 450 และ 650 นาโนเมตร (Sangadkit และคณะ, 

2016; Khueankhancharoen และคณะ, 2016) การเปล่ียนแปลงของอาหารเหลวสีสามารถตรวจสอบติดตาม

ไดด้ว้ยการใชส้ายตาและมีความสัมพนัธ์สอดคลอ้งดีกบัการวดัค่าดูดกลืนแสงโดยการวดัดว้ยเคร่ืองไมโคร

เพลทรีดเดอร์ ใน 96-well ไมโครไทเทอเพลท 

ในรูปท่ี 4.2 แสดง profile การเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกริยาการใชก้รดอะมิโนไลซีน-ฟี

นอลเรด (LYS-PR) โดยในช่วงแรกค่าการดูดกลืนแสงจะลดลงจากนั้นมีแนวโนม้สูงข้ึน โดยรูปแบบของค่า

การดูดกลืนแสงของกรดอะมิโนถูกสังเกตโดยงานวิจยัอ่ืนเช่นเดียวกัน (Khueankhancharoen และคณะ, 

2016) แบคทีเรียท่ีสามารถเกิดผลบวกของ LYS –PR สามารถท่ีจะดูดซึมใชก้ลูโคสส่งผลท าให้ค่าความเป็น

กรดด่างของอาหารเหลวลดลงจากท่ี 7.0 ไปอยู่ท่ีประมาณ 4.5 เน่ืองจากเกิดผลิตผลพลอยได้จากการ 

fermentation ไดก้รดส่งผลให้อาหารเหลวมีสภาวะเป็นกรด ในการมีพีเอชอินเคเตอร์ฟีนอลเรด ส่งผลให้ 

phenomena ของการเปล่ียนสี LYS –PR เปล่ียนจากสีส้มของอาหารท่ี pH 7 เป็นสีเหลืองเม่ืออาหารเหลวมี

สภาวะเป็นกรดท่ีเกิดจาก by product ท่ีสภาวะกรด โดยเง่ือนไขของสภาวะกรดจะกระตุน้การใชก้รดอะมิโน

ส่งผลให้เกิดผลพลอยได้จากการใช้กรดอะมิโนโดยเอนไซม์ดีคาร์บอกซีเลสเปล่ียน L-Lysine ไปเป็น 

cadaverine เอมีน derivative ท่ีเกิดข้ึนน้ีท าให ้pH ของอาหารเหลวจาก 4-4.5 เปล่ียนไปเป็นสภาวะเบสท่ี 8.5-

9 ดงันั้น LYS-PR ของอาหารเหลวจะถูกเปล่ียนจากสีเหลืองไปเป็นสีชมพู ท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีประมาณ 

2.2-2.5A550  ส าหรับอาหารเหลว ODB-PR และ ADR-PR แสดงให้เห็นรูปแบบการเปล่ียนแปลงของค่าการ

ดูดกลืนแสงเช่นเดียวกนักบัอาหารเหลวสี LYS –PR 
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เพื่อเป็นองค์ความรู้ การประยุกต์ใช้อาหารเหลว ESC กบัเช้ือจุลินทรียก่์อโรคอ่ืนๆ นอกเหนือจากเช้ือ L. 

monocytogenes  และกลไกของการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงเน่ืองจากการเกิด esculatin ไดมี้การ

ยืนยนัเป็นเอกสารปรากฏค่อนขา้งนอ้ย (รูปท่ี 2.11) โดยรูปท่ี 4.3 น าเสนอการวดัดว้ยการใชส้เปคโตรโฟโต

เมทตรีในการตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงของปฏิกริยาท่ีเป็นสีด าของอาหารเหลวท่ีไดมี้การพฒันาข้ึนมา

และมีการตรวจสอบการเกิดปฏิกริยาดงักล่าวดว้ยการใชเ้ช้ือจุลินทรียก่์อโรคจ านวน 22 ชนิด เป็นตวัแทนใน

การทดสอบ ตามรายการท่ีไดป้รากฏในวสัดุและอุปกรณ์ท่ีใช ้รูปแบบการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืน

แสงมีแนวโน้มสูงข้ึนแสดงให้เห็นถึงการเกิด ESC ท่ีเป็นผลบวกโดยแบคทีเรียท่ีสามารถเกิดปฏิกริยา

ดงักล่าวไดเ้ช่น L. monocytogenes, V. parahaemolyticus, E. faecalis สามารถท่ีจะใชโ้ดยเปล่ียน esculin ไป

เป็น esculatin อาหารเหลวสีด าถูกเกิดจาก esculin ท าปฏิกริยากับ ferric ions (Netten และคณะ, 1989) 

ส าหรับแบคทีเรียท่ีให้ผลลบกบัการเกิดปฏิกริยาดงักล่าว เช่น E. coli O157:H7, Y. enterocolitica, S. Typhi, 

S. Paratyphi A สีของอาหารเหลวจะยงัคงเป็นสีเดิมท่ีเป็นสีเหลืองใสตลอดระยะเวลาการบ่ม 

ส าหรับรูปแบบการเกิด HSP ไดถู้กน าเสนอในการทดสอบ serological และการออกแบบการเกิดโคโลนีท่ี

เป็นสีด าในอาหารแข็ง การเกิดสีของอาหารเช่นเดียวกบัอาหารเหลว ESC โดยอาหารเหลว ESC เป็นอาหาร

เหลวทดสอบทางชีวเคมีและกลไกการพฒันาของสีถูกมีการทดลองศึกษาโดย Khueankhancharoen และ

คณะ, 2016 รูปท่ี 4.4 แสดงให้เห็นการ verified ของการใช ้ferrous sulfide (FeS) เพื่อท่ีจะ generate การเกิด

เป็นตะกอนสีด าจากเช้ือ S. Enteritidis และ S. Paratyphi B และส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงของสีในอาหาร

เหลว HSP ท่ีปริมาณของเซลล์ต ่ าประมาณ 2 log CFU/ml พบว่าเช้ือแบคทีเรีย Salmonella ท่ีสามารถ 

reducing สาร thiosulfate ส่งผลต่อการเปล่ียนสีด้วยการเปล่ียนสีของอาหารเหลวไปเป็นสีด าภายใน 24 

ชั่วโมง และสามารถแยกให้เห็นความแตกต่างท่ีค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 650 นาโนเมตร โดยสามารถท่ีจะ 

detect ปฏิกริยาไดภ้ายในระยะเวลา 6-9 ชัว่โมง ผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกนัดีกบัขอ้มูลท่ีไดมี้การ

น าเสนอตีพิมพไ์ปก่อนหนา้น้ี จากกลุ่มตวัอยา่งเช้ือ Salmonella มีเพียงเช้ือ S. Enteritidis และ S. Paratyphi B 

ท่ีสามารถ metabolize ไธโอซัลเฟตในการพฒันาการเกิดเป็นตะกอนสีด าซ่ึงสามารถสังเกตไดด้ว้ยสายตา

มนุษยแ์ละการใชส้เปคโตรโฟโตเมตรี 
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4.1.2 ลกัษณะปรากฏทางกายภาพของอาหารเหลวสีจ าเพาะภายใต้ micro well ทีเ่วลาการบ่มต่าง ๆ  

ในการเกิดปฏิกริยาของอาหารเหลวจ าเพาะนอกจากมีการตรวจติดตามปฏิกริยาดว้ยการวดัค่าการดูดกลืน

แสงแลว้ การตรวจวิเคราะห์ดว้ยสายตาเบ้ืองตน้สามารถท่ีจะบ่งบอกความสามารถในการเกิดปฏิกริยาได้

เช่นกนั โดยผลการทดลองท่ีใหผ้ลบวก (positive) และผลลบ (negative) ควรท่ีจะใหผ้ลสอดคลอ้งสัมพนัธ์

กนัดีกบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัได ้ 

ตารางที ่4.1 แสดงรูปภาพของอาหารเหลวใน well เด่ียวท่ีบรรจุอาหารปฏิชีวเคมีชนิดต่างๆ กนัจ านวน 4 

ชนิดท่ีเป็นอะราบิโนส-โบรโมครีซอล, ไลซีน-ฟีนอลเรด, ปฏิกริยาการใช ้esculin hydrolysis, 

และการใช ้Hydrogen sulfide ท่ีมีการ inoculation ดว้ยเช้ือต่างชนิดกนั การเปล่ียนสีดงักล่าวอยู่

ภายใตก้ารบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

                   ปฏิกริยาการใช้น า้ตาล (sugar fermentation) 

เวลา (ชัว่โมง) 0 3 6 9 12 15 18 21 24 
สภาวะควบคุม  

(ไม่มีเช้ือ) 
 
 

        

ผลบวก (positive) 
V. parahaemolyticus 

         
 

 

                   ปฏิกริยาการใช้กรดอะมิโน (amino acid decarboxylation) 

เวลา (ชัว่โมง) 0 3 6 9 12 15 18 21 24 
สภาวะควบคุม  

(ไม่มีเช้ือ) 
 
 

        

ผลบวก (positive) 
V. parahaemolyticus 
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                        ปฏิกริยาเอสคิวรินไฮโดรไลซิส (esculin hydrolysis) 

เวลา (ชัว่โมง) 0 3 6 9 12 15 18 21 24 
สภาวะควบคุม  

(ไม่มีเช้ือ) 
 
 

        

ผลบวก (positive) 
V. parahaemolyticus 

         
 

                   

                  ปฏิกริยาการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ (Hydrogen sulfide prduction) 

เวลา (ชัว่โมง) 0 3 6 9 12 15 18 21 24 
สภาวะควบคุม  

(ไม่มีเช้ือ) 
 
 

        

ผลบวก (positive) 
S. Enteritidis 

         
 

 

ตารางท่ี 4.1 แสดงให้เห็นบางตวัอยา่งของเช้ือท่ีสามารถท่ีจะเกิดปฏิกริยาได ้โดยจะมีตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่มี

การเติมเช้ือและตวัอย่างท่ีให้ผลบวก ในการทดลองเช้ือแบคทีเรีย V. parahaemolyticus และ S. Enteritidis 

ถูกน ามาเป็น model ของแบคทีเรียในการทดสอบปฏิกริยาการใช้น ้ าตาล, ปฏิกริยาการใช้กรดอะมิโน, 

ปฏิกริยาเอสคิวรินไฮโดรไลซิสและปฏิกริยาการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ ดังท่ีกล่าวมา จากภาพการ

เปล่ียนแปลงของสีอาหารเหลวท่ีปฏิกริยาต่างๆ จะเห็นว่า สีของอาหารเหลวทั้ง 4 ชนิดท่ีให้ผลเป็นบวก

ค่อนขา้งท่ีจะมีความแตกต่างแยกจากตวัอย่างควบคุมท่ีไม่มีการเติมเช้ืออย่างชัดเจน โดยปฏิกริยาการใช้

น ้ าตาล สีของอาหารเหลวจะเปล่ียนจากสีน ้ าเงินเป็นสีเหลืองท่ีเวลาการบ่มประมาณ 9 ชั่วโมง ส าหรับ

ปฏิกริยาการใช้กรดอะมิโนสีของอาหารเหลวจะเปล่ียนจากสีส้มแดงเป็นสีเหลืองเน่ืองจากการใช้น ้ าตาล

เด๊กซ์โตรสในช่วงแรก จากนั้นสีของอาหารจะเปล่ียนเป็นสีชมพู ส่วนปฏิกริยาเอสคิวรินไฮโดรไลซิสและ

ปฏิกริยาการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ ทั้ง 2 ปฏิกริยาอาหารเหลวสีเหลืองใสจะเปล่ียนเป็นสีด า ส าหรับเช้ือ

แบคทีเรียท่ีให้ผลลบกบัอาหารเหลวจ าเพาะสีทั้ง 4 ชนิด ตวัอย่างอาหารจะยงัคงสีเดิมเหมือนกบัตวัอย่าง

ควบคุมท่ีไม่ไดมี้การเติมเช้ือ   
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การพฒันาการเปล่ียนแปลงของสีในอาหารเหลวเหล่าน้ีมีประสิทธิภาพในการสนบัสนุนการเจริญเติบโต

ของเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบทั้งหมดเป็นอยา่งดี ในการทดลองสามารถท่ีจะตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงของ

สีอาหารเหลวดว้ยการใชส้ายตาภายใน 24 ชัว่โมง และดว้ยการใชเ้ทคนิคสเปคโตรโฟโตเมตรีสามารถเห็น

การเปล่ียนแปลงของสีภายใน 12 – 18 ชัว่โมง (รูปท่ี 4.1 – 4.4) ดงันั้นการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี  A600, A550, 

A450, และ A650 ของอาหารเหลวการใชน้ ้ าตาล, ปฏิกริยาการใชก้รดอะมิโน, ปฏิกริยาเอสคิวรินไฮโดรไลซิส

และปฏิกริยาการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ ถูกใช้ในการติดตามกิจกรรมของแบคทีเรียท่ีสามารถเกิดปฏิกริยา

ดงักล่าวไดใ้นการวดัดว้ยค่าการดูดกลืนแสงในระดบัขนาดเล็ก โดยอาหารเหลวสีของ ARA-BP และ LYS-

PR น าเสนอการเปล่ียนแปลงท่ีเห็นได้อย่างชดัเจนในน ้ าตาลทั้ง 18 ชนิด และ 2 กรดอะมิโน ในปฏิกริยา

ความสามารถในการใชน้ ้าตาลและอะมิโนดีคาร์บอกซีเลชัน่ 

4.1.3 ความสามารถในการเกิดปฏิกริยาในอาหารเหลวจ าเพาะ 24 ชนิดของเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคแกรมบวก

และแกรมลบ 

รูปแบบปฏิกริยาจ าเพาะท่ีเกิดข้ึนกบัเช้ือจุลินทรียก่์อโรคแต่ละชนิดในอาหารเหลวจ าเพาะ 24 อาหารท่ี

พฒันาข้ึนมาดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 ซ่ึงแสดงให้เห็นอาหารเหลวสีหลงัจากท่ีท าการเพาะบ่มเล้ียงเป็นเวลา 

24 ชัว่โมงดว้ยการใชเ้ช้ือจุลินทรียก่์อโรคจ านวน 22 ชนิด โดยจากการทดลองก่อนหนา้นั้น (4.1.1 และ 4.1.2) 

ท่ีพบวา่การประเมินดว้ยสายตาและการวดัดว้ยค่าการดูดกลืนแสงสเปคโตรโฟโตรเมตรีให้ผลการทดลองท่ี

สอดคลอ้งตรงกนัดงัท่ีแสดงในรูปภาพและกราฟการเปล่ียนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาการบ่มต่างๆ  

ส าหรับข้อมูลการทดลองท่ีให้ผลเป็น positive และ negative ได้รับจากการท าการทดลองในการบ่ม

เพาะเล้ียงแบคทีเรีย โดยในการทดลองมีการใช้เช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีมีความส าคญัจ านวน 22 ชนิด ท่ีมี

ปรากฏอยู่ ใน  Bergey’s manual of systematic และ  9th edition of the Manual of Clinical Microbiology 

ส าหรับขอ้มูลท่ีตีพิมพ์ด้านอ่ืนๆ ได้รับจากการส ารวจในการงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง (Jacxsen et al., 2009) มี

ขอ้มูลบางผลการทดลองท่ีเป็น positive และ negative ไม่มีปรากฏอยู่ในฐานขอ้มูลวิทยาศาสตร์ท่ีสามารถ

เขา้ถึงได ้นอกเหนือจากน้ีในการ verification ของปฏิกริยาชีวเคมีเหล่าน้ีในการอา้งอิงทางวิทยาศาสตร์อ่ืนๆ 

เป็นขอ้มูลท่ีส าคญัท่ีจะเป็นประโยชน์ต่อไปในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรค 
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ตารางที ่4.2 แสดงความสามารถในการคดัเแยกเช้ือดว้ยอาหารเหลวเพิ่มจ านวนจ าเพาะ 24 ชนิดในการเพาะบ่มเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในแต่ละเช้ือจุลินทรีย์

ก่อโรคใช้ปริมาณเซลล์ท่ี 1-2 log CFU/ml ผลการทดลองท่ีน าเสนอแสดงอยู่บนพื้นฐานของการเปล่ียนแปลงของสีของอาหารเหลวท่ีมีการ 

inoculation เช้ือ เปรียบเทียบกบัตวัอยา่งท่ีเป็น control  

เช้ือจุลินทรีย ์ GAL DUC MAN CEL ARA XYL FRU SUC TRE MEL INO RHA MAI LAC SOR MAL DEX ADO SAL LYS ORN ARG ESC HSP 

แบคทีเรียแกรมบวก                         
- L. monocytogenes - - + + - - + + + - - + - + - + + - + - - - + - 
- L. innocua - - + + - - + + + - - + - + - + + - + - - + + - 
- E. faecalis + - + + - - + + + - - - + + + + + - + - - + + - 
- E. faecium + - + + + - + + + + - - + + - + + - + - - + + - 
- E. avium + - + + + - + + + + - + + + + + + + + - - - + - 
- S. aureus + - + - - - + + + - - - + + - + + - - - - + - - 
- B. cereus + - - - - - + + + - - - - - - + + - + - - - + - 
แบคทีเรียแกรมลบ                         
V. parahaemolyticus - - + - + - - - + - - - - - - - + - - + + - + - 
V. cholerae + - + - - - + + - - - - - - - + + - - + + - - - 
V. vulnificus + - + + - - + - + - - - - + - + + - + + - - + - 
E. coli + +  + - + + + - + + - + + + + + + - - + + + - - 
E. coli O157:H7 + + + - + + + - + + - - + + - + + - - + + + - - 
Y. enterocolitica + - + + + - + + + - + - + - + - + - - - + - - - 
K. pneumaniae + + - + + + + + + + - + - + + + + + + + - - + - 
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เช้ือจุลินทรีย ์ GAL DUC MAN CEL ARA XYL FRU SUC TRE MEL INO RHA MAI LAC SOR MAL DEX ADO SAL LYS ORN ARG ESC HSP 

S. dysenteriae + - + - - - + - + - - + - - - - + - - - - + - - 
S. flexneri + - + - + - + - - - - - + - - - + - - - - + - - 
S. sonnei + - + - + - + - + - - + + - - + + - - - + + - - 
S. Choleraesuis + - + - - - + - - + - - + - + + + - - + + + - - 
S. Enteritidis + + + - + + + - + + - + + - + + + - - + + + - + 
S. Paratyphi A + + + - + - + - + + - + + - + + + - - - + + - - 
S. Paratyphi B + + + - + + + - + + - + + - + + + - - + + + - + 
S. Typhi + - - - - + + - + + - - + - + + + - - + - - - - 

  
หมายเหตุ : ปฏิกริยาของอาหารเหลวท่ีมีการใช้น ้ าตาล; +, ผลบวก, A600 sample < A600 ตวัอยา่งควบคุม; -, ผลลบ, A600 ตวัอยา่ง  A600 ตวัอยา่งควบคุม; 

อาหารเหลวกรดอะมิโน; +, A550 ตวัอยา่ง > A550 ตวัอยา่งควบคุม; -, A550 ตวัอยา่ง ≤ A550 ตวัอยา่งควบคุม; อาหารเหลว esculin hydrolysis; +, A450 ตวัอยา่ง 

> A450 ตวัอย่างควบคุม; -, A450 ตวัอย่าง  A450 ตวัอย่างควบคุม; การเกิด hydrogen sulfide production; +, A650 ตวัอย่าง > A650 ตวัอย่างควบคุม; -, A650 

ตวัอยา่ง  A650 ตวัอยา่งควบคุม)    
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ผลการทดลองในตารางท่ี 4.2 ได้จากการ inoculation ของเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคแกรมบวกและแกรมลบ

จ านวน 22 ชนิดในอาหารเหลวสีจ าเพาะ โดยแบคทีเรียท่ีให้ผลบวก (positive) จะปรากฏมีการเปล่ียนแปลง

ของสีอาหาร ในขณะท่ีแบคทีเรียท่ีไม่สามารถเกิดปฏิกริยาดงักล่าวไดห้รือใหผ้ลลบ (negative) สีของอาหาร

เหลวจะยงัคงสีเดิม ผลการเปล่ียนแปลงของอาหารเหลวสีสะทอ้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแต่ละชนิดท่ี

จะสามารถ metabolize การใชน้ ้ าตาลชนิดต่างๆ กรดอะมิโน การใช ้esculin และปฏิกริยาการเกิด Hydrogen 

sulfide production โดยผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ในแต่ละชนิดของแบคทีเรียใหรู้ปแบบการเกิดปฏิกริยา

ท่ีแตกต่างกันไปหลังจากท าการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส าหรับตัวอย่าง finger print pattern ของ L. 

monocytogenes จะเห็นไดว้า่สามารถท่ีจะเกิดปฏิกริยาการใช ้MAO-BP, CEL-BP, FRU-BP, SUC-BP, TRE-

BP, RHA-BP, LAC-BP, MAL-BP, DEX-BP, SAL-BP, และ ESC ในอาหารเหลวดงักล่าว นอกจากน้ีแลว้จะ

เห็นไดว้า่เช้ือ V. parahaemolyticus สามารถท่ีจะเกิดเพลทฟอร์มการเกิดปฏิกริยาของ 7 ชีวเคมีอาหารเหลวท่ี

เป็น (DEX-BP, ARA-BP, MAO-BP, MAI-BP, ESC, LYS-PR และ ORN-PR) รูปแบบการเกิดปฏิกริยา

ชีวเคมีเหล่าน้ีของ finger prints ในแต่ละเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคถูกใช้เป็น indicator เพื่อการบ่งบอกความ

เป็นไปไดก้ารปรากฏมีการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียแ์ละสามารถท่ีจะแยกความแตกต่างกนัอย่างชัดเจน 

โดยเช้ือแต่ละชนิดจะให้รูปแบบการเกิดปฏิกริยาท่ีแตกต่างกนั ทางเลือกในการน าไปประยุกตใ์ชจึ้งเป็นการ

น าความเป็น unique ของการวดัอาหารเหลวด้วยค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีรูปแบบท่ีแตกต่างกนัจะถูกน าไป

ประยกุตใ์ชเ้พื่อบ่งบอกการมีหรือไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในตวัอยา่ง 

4.1.4 การทดสอบประสิทธิภาพความสามารถของอาหารเหลวจ าเพาะในการตรวจสอบการปนเป้ือนของ

เช้ือ V. parahaemolyticus ในตัวอย่างอาหารทะเลส าเร็จรูป (finished products)  

ทั้ งน้ีเน่ืองจาก V. parahaemolyticus สามารถท่ีจะ metabolized การเกิดปฏิกริยาได้ 7 ชนิดอาหารเหลว 

เพื่อท่ีจะตรวจสอบประสิทธิภาพความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ด้วยอาหารเหลวเพิ่มจ านวนท่ีมีการ

เปล่ียนสี ปฏิกริยาท่ีใช้ใน 7 อาหารเหลวจากใน 24 อาหารเหลวสีจ าเพาะ ปฏิกริยาท่ีน าเสนอท่ีมีการใช้           

สับเสตรทถูกใช้ในการ identified อาหารเหลวสีเพิ่มจ านวนท่ีให้ผลบวกของเช้ือ V. parahaemolyticus 

(ตามท่ีแสดงในตารางท่ี 4.2) ถา้ 7 อาหารเหลวเพิ่มจ านวนดงักล่าวมีการให้ผลเป็นลบ สามารถบ่งบอกไดว้า่

ไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ในตวัอยา่งอาหารท่ีท าการวเิคราะห์และสามารถท่ีจะรายงาน

ในรูปของ not detected (ND) ของเช้ือ V. parahaemolyticus ผลการทดลองท่ีเป็นลบจากอาหารเหลวเพิ่ม
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จ านวนท่ีบ่งบอกความเป็นไปไดใ้นการปนเป้ือนน าไปสู่การสรุปวา่ตวัอยา่งมีความปลอดภยัในการปนเป้ือน

จากเช้ือ V. parahaemolyticus และไม่จ  าเป็นตอ้งมีการใช ้agar เพื่อการวิเคราะห์ต่อไป ตวัอยา่งอุตสาหกรรม

อาหารถูกใช้และแบ่งเป็นตวัอย่างเพื่อวิเคราะห์ท่ีมีการ sterilization และไม่มีการ sterilization ตวัอยา่งทั้งคู่

เหล่าน้ีมีการเติมเช้ือลงไปในตวัอย่างอาหารแบบทั้ งเติมและไม่มีการเติมเช้ือ V. parahaemolyticus ใน

ระหวา่งการบ่ม บนพื้นฐานของการใช้อาหารเหลวจ าเพาะจ านวน 7 อาหารท่ีเป็นอาหารเหลวสี เช่น เด็กซ์ 

โตรส-โบรโมครีซอลเพอเพิล, อะราบิโนส-โบรโมครีซอลเพอเพิล, แมนโนส-โบรโมครีซอลเพอเพิล, แมน

นิทอล-โบรโมครีซอลเพอเพิล, ปฏิกริยาการใช ้ESC, ไลซีน-ฟีนอลเรด และออร์นิธิน-ฟีนอลเรด โปรโตคอล

ท่ีน าเสนอสามารถท่ีจะบ่งบอกการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียท่ี์มีตามธรรมชาติให้ผลสอดคลอ้งตรงกนักบั

วธีิการท่ีเป็นมาตรฐานท่ีเป็นการใช ้agar 

ตารางที ่4.3  การตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemoltuticus ในตวัอยา่งอาหารจริงโดยการ

ใชว้ธีิการวเิคราะห์ท่ีแตกต่างกนั 2 แบบ: การตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเหลวชีวเคมี

ท่ีน าเสนอและวธีิการท่ีเป็นมาตรฐานการวิเคราะห์ดว้ย BAM, 2002 

การเตรียม
ตวัอยา่ง 

ตวัอยา่งอาหาร (n) ตวัอยา่งอาหาร 
มีการเติมเช้ือ 

V. parahaemolyticus 

อาหารเหลวจ าเพาะ ผลโดยรวมจาก
อาหารเหลวสี 

วธีิการท่ีเป็น
มาตรฐาน DEX ARA MAO MAI ESC LYS ORN 

มีการฆ่าเช้ือ 
(sterilization) 

ขา้วผดัปู (2)  - - - - - - - - - 
กุง้ตม้ (3)  + + + + + + + + + 

หอยแครงลวก (2)  + + + + + + + + + 

ไม่มีการฆ่า
เช้ือ  
(no 

sterilization) 

ขา้วผดัปู (2)  + - + + + - + - - 
กุง้ตม้ (2)  + - - - - - - - - 

หอยแครงลวก (2)  + + + + - - - - - 
ขา้วผดัปู (3)  + + + + + + + + + 

กุง้ตม้ (3)  + + + + + + + + + 

หอยแครงลวก (3)  + + + + + + + + + 

 

ตวัอยา่งอาหารท่ีมีการฆ่าเช้ือคร้ังท่ี 2 ในระดบั sterilized ถูก served เพื่อท่ีจะก าจดัเช้ือท่ีจะมีการปนเป้ือนใน

ตอนตั้งแต่เร่ิมตน้ในตวัอยา่ง เช่น ขา้วผดัปู, กุง้ตม้, และหอยแครงลวก การบ่งบอกการปนเป้ือนของเช้ือ V. 
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parahaemolyticus ในตวัอยา่งท่ีมีการเติมเช้ือและตวัอยา่งท่ีเป็น sterilized พบวา่ให้ผลสอดคลอ้งตรงกนักบั

รูปแบบของการออกแบบการทดลอง อยา่งไรก็ตามตวัอยา่งอาหารท่ีไม่มีการฆ่าเช้ือสามารถท่ีจะมีแนวโนม้

การปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนเป็นจ านวนมากนอกเหนือจากเช้ือ V. parahaemolyticus โดยส่วน

ใหญ่แลว้ผลิตภณัฑอ์าหารส าเร็จรูปควรท่ีจะไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียห์รือมีการปนเป้ือนนอ้ยมาก 

ซ่ึงวธีิการตรวจวิเคราะห์ท่ีไดน้ าเสนอจะให้ผลท่ีถูกตอ้งและมีประโยชน์เป็นอยา่งมาก อยา่งเช่นเม่ือพิจารณา

ผลของตวัอยา่งท่ีไม่ไดมี้การ sterilization ในตวัอยา่งก่อนท าการวิเคราะห์ ถึงแมว้า่จะไม่ไดมี้การเติมเช้ือ V. 

parahaemolyticus ลงไป ปรากฏให้ผลการทดสอบในอาหารเหลวจ าเพาะท่ีให้ผลบวก มีผลการทดลอง ท่ี

ให้ผลเป็น 5, 1, 4 ท่ีให้ผลเป็นบวก จาก 7 อาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มจ านวนจ าเพาะ แต่มีเพียงผลบวกทั้งหมดแสดง

ให้เห็นเป็นผลบวกของ V. parahaemolyticus ใน protocol ท่ีเป็น conventional เน่ืองจากการปนเป้ือนโดย

ธรรมชาติส่วนใหญ่มาจากแบคทีเรียผสมท่ีมีปนเป้ือนอยู่ในตวัอย่าง โดยปกติมีโอกาสท่ีตวัอย่างจะมีการ

ปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรียอ่ืนๆ ท่ีสามารถใชส้ับเสตรทในอาหารเหลวจ าเพาะดงักล่าวได ้เป็นความคุม้ค่า

เพื่อท่ีจะสนใจมุ่งไปท่ีการตรวจวิเคราะห์ดว้ยการเปล่ียนสีของอาหารจากสาร substrate ท่ีส่งผลให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงท าให้เกิดการตรวจวิเคราะห์ภายใน 1 วนั การพฒันาเทคนิคเพื่อให้ไดผ้ลวิเคราะห์ภายใน 1 วนั

ใชเ้วลานอ้ยกวา่การใชว้ิธี conventional method ท่ีใชเ้วลา 2 -3 วนั การใชอ้าหารเหลวจ าเพาะชีวเคมีจ านวน 

7 ชนิดสามารถท่ีจะถูกใชเ้พื่อยืนยนัการไม่ปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus เม่ือผลการวเิคราะห์ให้ผล

เป็น negative  อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์ท่ีให้ผลบวกในอาหาร selective หรืออาหาร chromogenic 

จ  าเป็นท่ีจะตอ้งมีการน าไปยืนยนัผลการมีเช้ือ V. parahaemolyticus เพื่อหลีกเล่ียงผลการทดลองท่ีให้ผลแต่

จริงๆ ไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือ 

4.2 การใช้อาหารเหลวสีจ าเพาะ (Multiplexed Colorimetric Enrichment Media) ในการทดสอบ

ประสิทธิภาพการ treatment น า้ทะเลด้วยระบบกรอง 

การใช้ประโยชน์อาหารเหลวสีจ า เพาะนอกจากน าไปใช้ในการทดสอบการปนเป้ือนของเช้ือ V. 

parahaemolyticus ในตวัอย่างอาหารส าเร็จรูปแล้ว (Finished products) ยงัมีการประยุกต์น าไปใช้ในการ

ทดสอบกับตวัอย่างน ้ าทะเลท่ีมีการ treatment ด้วยระบบกรอง เพื่อเป็นการเตรียมน ้ าทะเลให้ปราศจาก

เช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีอาจจะไปใช้ในการเล้ียงแพลงก์ตอนพืชและแพลงก์ตอนสัตว ์โดยในการทดลองน ้ า

ทะเลหลงัจากผ่านกระบวนการบ าบดัน ้ าให้ปราศจากเช้ือจุลินทรียก่์อโรคแลว้จะน าตวัอย่างน ้ าดงักล่าวมา
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ทดสอบประสิทธิภาพความสามารถในการกรองน ้าทะเลดว้ยอาหารเหลวจ าเพาะ 24 อาหาร โดยรายละเอียด

ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4.4 

ตารางที ่4.4 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการ treatment น ้าทะเลดว้ยระบบกรองในอาหารเหลวสีจ าเพาะ 24  

อาหาร    

24 Broths Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 
1. GAL-BP - - - - - 

2. DUC-BP - - - - - 

3. MAN-BP - - - - - 

4. CEL-BP - - - - - 

5. ARA-BP - - - - - 

6. XYL-BP - - - - - 

7. FRU-BP - - - - - 

8. SUC-BP - - - - - 

9. TRE-BP - - - - - 

10. MEL-BP - - - - - 

11. INO-BP - - - - - 

12. RHA-BP - - - - - 

13. MAI-BP - - - - - 

14. LAC-BP - - - - - 

15. SOR-BP - - - - - 

16. MAL-BP - - - - - 

17. DEX-BP - - - - - 

18. ADO-BP - - - - - 

19. SAL-BP - - - - - 

20. LYS-PR + - - + + 

21. ORN-PR - - + - - 

22. ARG-PR + - - - - 

23. ESC + + + + + 
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24. HSP - - - - - 

 

หมาย เห ตุ  : GAL-Galactose, DUC-Ducitol, MAO-Mannose, CEL-Cellobiose, ARA-Arabinose, XYL-

Xylose, FRU-Fructose, SUC-Sucrose, TRE-Trehalose, MEL-Melibiose, INO-Inositol, RHA-Rhamnose, 

MAI-Mannitol, LAC-Lactose, SOR-Sorbitol, MAL-Maltose, DEX-Dextrose, ADO-Adonitol, SAL-

Salicin, LYS-Lysine, ORG-Ornithine, ARG-Arginine, ESC-Esculin, HSP-Hydrogen sulfide production, 

BP-Bromocresol purple, PR-Phenol red   

  จากการทดลองตวัอยา่งน ้าทะเลท่ีผา่นการ treatment ดว้ยระบบกรอง เม่ือน าตวัอยา่งท่ีไดม้าทดสอบใน

อาหารเหลวสีจ าเพาะทั้ง 24 อาหารไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมงหลงัจากนั้นสังเกตและบนัทึก

ผลดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสง จากการทดลองพบวา่ ตวัอยา่งน ้าจาก sample ต่าง ๆ ใหผ้ลปรากฏเป็น 

positive นอ้ยมาก โดยเฉพาะ sample 2 มีเพียงอาหารเหลว ESC ท่ีใหผ้ลเป็น positive นอกจากน้ีแลว้เป็นท่ี

สังเกตวา่ sample ทั้ง 5 ตวัอยา่งใหผ้ล positive กบัอาหาร ESC ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Liamkaew และ

คณะ, 2016 ท่ีพบวา่อาหาร Palcam ท่ีมีส่วนผสมของ esculin เช้ือส่วนใหญ่สามารถท่ีจะใชป้ฏิกริยาดงักล่าว

ท าใหอ้าหารเหลวเปล่ียนเป็นสีด า ส าหรับอาหารกรดอะมิโนไลซีน ออร์นิธินและอาร์จินินพบมีโอกาสท่ีเช้ือ

ท่ีหลุดรอดสามารถใชป้ฏิกริยาดงักล่าวได ้ จึงใหผ้ล positive กบัอาหารดงักล่าว เม่ือพิจารณาอาหาร 

fermetable ท่ีเป็นการใชน้ ้าตาล 19 ชนิด พบวา่ sample ทั้ง 5 ตวัอยา่งใหผ้ลเป็น negative แสดงใหเ้ห็นวา่เช้ือ

ท่ีสามารถผา่นออกมาไดไ้ม่สามารถใชน้ ้าตาลดงักล่าว จึงส่งผลใหอ้าหารเหลวไม่ปรากฏการเปล่ียนแปลง

ของสี แต่ทั้งน้ีเม่ือพิจารณาโดยรวมน ้าทะเลไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรค เน่ืองจากในแต่ละ

ตวัอยา่งน ้าทะเลไม่ปรากฏรูปแบบอาหารท่ีใหผ้ล positive ท่ีใหล้กัษณะ finger print ท่ีตรงกบัเช้ือจุลิทรียก่์อ

โรคใดๆ ดงัในตารางท่ี 4.2 

 

ทั้งน้ีเม่ือกล่าวถึงประสิทธิภาพของระบบกรองน ้ าทะล คุณภาพของน ้ าท่ีกรองได้ยงัไม่ได้อยู่ในระดับท่ี

ปราศจากเช้ือทั้งหมดซ่ึงสอดคล้องกบัผลการทดลองท่ีพบว่าตวัอย่างน ้ ายงัมีการให้ผลเป็น positive กบั

ตวัอย่างอาหารเหลวจ าเพาะกรดอะมิโน ซ่ึงเม่ือพิจารณาระบบกรองท่ีใช้พบว่า filter มีขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลาง 0.3 l ซ่ึงสามารถท่ีจะกรองแบคทีเรียไดโ้ดยส่วนใหญ่แต่ก็อาจจะมีโอกาสท่ีมีแบคทีเรียท่ีมีขนาด
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เล็กกว่า 0.3 l สามารถหลุดผ่านออกมาไดส่้งผลให้มีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในน ้ าหลงักรองประมาณ 

2.26 log CFU/ml โดยท่ีปริมาณเช้ือดงักล่าวส่งผลให้อาหารเหลวจ าเพาะเป็น positive ดงันั้นเพื่อใหเ้กิดมีการ

บ าบดัน ้ าท่ีสมบูรณ์ น ้ าทะเลท่ีผา่นการกรองแลว้ควรท่ีจะถูกส่งไปฆ่าเช้ือแบคทีเรียท่ีอาจยงัเหลือรอดอยูด่ว้ย

เทคโนโลยี Advanced Oxidation Processes โดยเทคโนโลยีดังกล่าวเป็นการผสมผสานการใช้แสง

อลัตราไวโอเลต (Ultraviolet) ร่วมกบัโอโซนเนชัน่ (Ozonation) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและความสามารถใน

การท าลายเช้ือจุลินทรีย ์โดยเทคโนโลยีน้ีไม่ก่อให้เกิดการระคายเคืองหรือความเป็นพิษตกคา้ง และท่ีส าคญั

เป็นกระบวนการท่ีเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม 

4.3 อาหารเหลวไลซีน-ฟีนอลเรดทีผ่สมสารคัดเลือก เกลือ และเบส 

       การใชส้ารคดัเลือกร่วมกนัในระบบอาหารเหลวไลซีน-ฟีนอลเรดถูกศึกษาแทนอาหารเหลว TSB ระบบท่ีใช้

ในการบ่งช้ีการเจริญของเช้ือ V. parahaemolyticus คือกลไกการผลิตเบสจากไลซีน ภายใตก้ารกระตุน้ของ

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นกรด ในการทดลองน้ีจะท าการวดัการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเช้ือควบคู่การ

เปล่ียนแปลงสีของอาหารแข็ง TSA 

4.3.1 ผลของปัจจัยเดี่ยว 

ลกัษณะการเจริญและค่าการดูดกลืนแสงของแบคทีเรียทั้งสามชนิดในอาหารเหลวไลซีน-ฟีนอลเรดซ่ึง

ปราศจากปัจจยัท่ีศึกษา (ตวัแปรควบคุม) ถูกแสดงในรูปท่ี 4.6a และ 4.6b จากการทดลองพบว่า อาหาร

เหลวไลซีน-ฟีนอลเรดสามารถสนบัสนุนการเจริญของเช้ือ V. parahaemolyticus, E. coli และ S. aureus ได้

เป็นอย่างดี อย่างไรก็ตาม ความเขม้ขน้ของเช้ือ V. parahaemolyticus และ E. coli สุดทา้ยมีค่าลดลงต ่ากว่า

จ  านวนเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารเหลว TSB อยา่งมีนยัส าคญั  

 

ในการควบคุมการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่ เม่ือเช้ือแบคทีเรียเจริญในอาหารเหลวไลซีน-ฟี

นอลเรด ท  าใหเ้กิดการเปล่ียนสีจากสีส้มเป็นสีเหลือง เน่ืองจากการสร้างกรดของแบคทีเรีย จากนั้นแบคทีเรีย

ท่ีสามารถใช้ไลซีนไดจ้ะสร้างคาดาเวอรีนและคาร์บอนไดออกไซด์เป็นผลิตภณัฑ์ ส่งผลให้ความเป็นด่าง

ของอาหารมากข้ึน และเปล่ียนสีของอาหารเป็นสีชมพู 
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     รูปที ่4.5   การเปล่ียนแปลงของสีจากผลของปัจจยัต่างๆท่ีศึกษาและแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดในอาหารเหลว      

ไลซีน-ฟีนอลเรด 

 (รูปท่ี 4.5a) เม่ือครบเวลาการเพาะเล้ียงพบว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเจริญของ V. parahaemolyticus จะ

เปล่ียนเป็นสีชมพูหลงัจากบ่มเป็นเวลา 8 ชัว่โมง ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียสามารถใชไ้ลซีนและเปล่ียนสี

อาหารจากส้มไปเป็นสีชมพูได้โดยใช้ฟีนอลเรดเป็นอินดิเคเตอร์ อย่างไรก็ตาม E. coli ก็สามารถผลิต

เอนไซม ์lysine decarboxylase ไดเ้ช่นเดียวกบั V. parahaemolyticus 

กระบวนการยอ่ยไลซีนในแบคทีเรีย S. aureus เป็นไปอยา่งเช่ืองชา้ซ่ึงสรุปไดจ้ากการท่ีเกิดการเปล่ียนแปลง

สีของอาหารเล้ียงเช้ือช้ากว่าในแบคทีเรียอีก 2 ชนิด ซ่ึงสอดคล้องกบัการศึกษาของ Bermudez และคณะ

(2012) ท่ีพบวา่แบคทีเรียกลุ่มแกรมบวกจะใชก้รดอะมิโนไลซีนไดช้า้กวา่กลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ 

 (a) growth profile (b) optical density 
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       รูปที ่4.6   ลกัษณะการเจริญและค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของแบคทีเรียตน้แบบ (V. parahaemolyticus, E. 

coli และ S. aureus) ในอาหารเหลวไลซีน-ฟีนอลเรด โดยปราศจากสารคดัเลือก เกลือ และความ

เป็นด่าง (ตวัแปรควบคุม)  

การใชส้ารคดัเลือกในการทดลองก่อนหนา้ (preliminary) พบวา่การใช ้polymyxin B sulfate 3 mg/L ควบคู่

กับ bile salt 0.3 g/L ประสบความส าเร็จในการยบัย ั้งการเจริญของ E. coli และ S. aureus ดังนั้ นการใช้

สภาวะของสารคดัเลือกดงักล่าวในการทดลองน้ีจึงช่วยในการหยุดการเจริญของ S. aureus ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ 

อยา่งไรก็ตามท่ีสภาวะสารคดัเลือกน้ีกลบัท าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ V. parahaemolyticus มากกวา่ E. 

coli (รูปท่ี 4.7a) 

ส าหรับผลการทดลองในส่วนของการเปล่ียนแปลงค่าการดูดกลืนแสงพบวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเจริญของ 

S. aureus มีการเปล่ียนแปลงสีจากสีส้มไปเป็นสีเหลืองเท่านั้นในขณะท่ี  V. parahaemolyticus และ E. coli 

เปล่ียนแปลงเป็นสีชมพู (รูปท่ี4.7b และ 4.5b) อย่างไรก็ตามการใช้สภาวะสารคดัเลือกดงักล่าวพบว่าไม่

สามารถคดัแยก V. parahaemolyticus ออกจาก E. coli ไดด้ว้ยระบบ lysine decarboxylase  

 

       รูปที ่4.7   ลกัษณะการเจริญและค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของแบคทีเรียตน้แบบ (V. parahaemolyticus, E. coli 

และ S. aureus) ในอาหารเหลวไลซีน-ฟีนอลเรด ท่ีผสมสารคดัเลือก (polymyxin B sulfate 3 mg/L 

และ bile salt 0.3 g/L) 

(a) growth profile (b) optical density 
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การใช้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีปริมาณความเข้มข้นของเกลือสูงนั้ นสามารถสนับสนุนการเจริญของ V. 

parahaemolyticus ได้อีกทั้งยงัมีส่วนช่วยในการชะลอการเจริญของ S. aureus และ E. coli (รูปท่ี 4.8a) ใน

อาหารเหลวท่ีมีเช้ือ S. aureus จะไม่มีการเปล่ียนแปลงค่าการดูดกลืนคล่ืนแสง แต่สีอาหารของเช้ือ V. 

parahaemolyticus และ E. coli จะเปล่ียนแปลงไปอย่างรวดเร็ว (รูปท่ี 4.8b) อย่างไรก็ตาม การยบัย ั้งเช้ือ E. 

coli สามารถใชป้ระโยชน์จากสารไลซีนในขณะท่ีเช้ือ S. aureus ไม่สามารถเปล่ียนสีของอาหารเหลวไลซีน-

ฟีนอลเรดไดเ้ลย (รูปท่ี 4.5c) 

 

         รูปที่ 4.8   ลกัษณะการเจริญและค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของแบคทีเรียตน้แบบ (V. parahaemolyticus, E. 

coli และ S. aureus) ในอาหารเหลวไลซีน-ฟีนอลเรด ท่ีผสมเกลือร้อยละ 3 

ความเป็นด่างท่ีพีเอช 8.5 ไม่ช่วยสนบัสนุนการเจริญของเช้ือจุลินทรียบ์างชนิด แต่ในสภาวะดงักล่าวปกปิด

การใชป้ระโยชน์จากคุณสมบติัของไลซีน-ฟีนอลเรด (รูปท่ี 4.9a) สีของอาหารเป็นสีชมพูในช่วงเวลาการบ่ม

เร่ิมตน้ การเกิดปฏิกริยาของ lysine decarboxylase สังเกตไดค้่อนขา้งยากหลงัจากบ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

(รูปท่ี 4.9b) 

ดงันั้น ความเป็นด่างเป็นสภาวะท่ีดีส าหรับการคดัเลือกเช้ือ V. parahaemolyticus ออกจากเช้ือจุลินทรียช์นิด

อ่ืน แต่ฟีนอลเรดไม่ใช่ระบบในอุดมคติท่ีสนบัสนุนการบ่งช้ีสีของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีดี เพราะสีของอาหาร

เหลวทั้งหมดยงัคงเป็นสีชมพูตลอดระยะเวลาท่ีท าการบ่ม (รูปท่ี 4.5d) 
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จากการทดลองของ Tanaka และคณะ, 2008 พบว่าการใช้ระบบ lysine decarboxylase ในสภาวะกรดนั้น

ใหผ้ลอยา่งมีประสิทธิภาพดงันั้นการใชร้ะบบน้ีท่ี pH 8.5 จึงใหผ้ลท่ีมีประสิทธิภาพมากดงัแสดงในรูปท่ี 4.8 

 

      รูปที ่4.9  ลกัษณะการเจริญและค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของแบคทีเรียตน้แบบ (V. parahaemolyticus, E. coli 

และ S. aureus) ในอาหารเหลวไลซีน-ฟีนอลเรด กบัความเป็นด่าง (พีเอช 8.5) 

ความเข้มข้นของเกลือในอาหารเหลวท่ีสูงกว่าเป็นสารท่ีส าคัญในการส่งเสริมการเจริญของเช้ือ V. 

parahaemolyticus ในขั้นตอนการเพิ่มจ านวน (Covert และ Woodburn, 1972) Whitaker และคณะ (2010) 

รายงานวา่การใชเ้กลือความเขม้ขน้ร้อยละ 3 จะช่วยให ้V. parahaemolyticus เจริญในอาหารเหลว TSB ไดดี้

ข้ึน อยา่งไรก็ตามแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืนยงัสามารถเจริญไดใ้นความเขม้ขน้เกลือดงักล่าว  

ทั้งเช้ือ E. coli และ S. aureus สามารถฟ้ืนตวัในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมเกลือในช่วงความเขม้ขน้ระหวา่งร้อย

ละ 5 ถึง 10 (Hajmeer และคณะ, 2006) ในอีกนัยหน่ึงความเข้มข้นของเกลือประมาณร้อยละ 0.85 และ

ปริมาณทริปโตสท่ีมีความเขม้ข้นต ่ามาก จะท าให้เช้ือ S. aureus ได้รับอนัตราย (Parfentjev และ Catelli, 

1964) 

สภาวะความเป็นด่างไม่มีผลต่อการเจริญของเช้ือ E. coli เพราะ E. coli สามารถเจริญไดใ้นช่วงพีเอชท่ีกวา้ง

ระหว่างพี เอช 3 ถึง 10.78 (Erdogrul และ Erbilir, 2005) ในทางตรงกันข้ามความเข้มข้นของเช้ือ V. 

(a) growth profile (b) optical density 
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parahaemolyticus ท่ีเล้ียงในอาหารเหลวไลซีน-ฟีนอลเรด ลดลงอย่างมีนยัส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกับการ

เล้ียงเช้ือในอาหารเหลว TSB ท่ีผสมเกลือร้อยละ 3   

ปรากฏการณ์น้ีอาจมีผลมาจากสารคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ของการยอ่ยสลายสารไลซีนและ

สังเคราะห์สารคาดาเวอรีน ซ่ึงสนบัสนุนในการทะลุผา่นของ bile salt ไปยงัเซลล์แบคทีเรีย ซ่ึงถูกรายงาน

โดย King และคณะ (2003) และแนะน าโดย Begley และคณะ (2005) 
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง 

การพฒันาเทคนิคการวิเคราะห์รูปแบบอาหารเหลวสีเพิ่มจ านวนให้มีประสิทธิภาพในการบ่งช้ีการปนเป้ือน

ของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในอาหารอยา่งรวดเร็วและสามารถท่ีจะบอกไดว้า่ควรท่ีจะท าการ reject ตวัอยา่งเม่ือ

อาหารเหลวจ าเพาะปรากฏการปนเป้ือนของเช้ือ หรือในกรณีท่ีอาหารเหลวจ าเพาะให้ผลลบ ตวัอย่าง

ดงักล่าวไม่จ  าเป็นท่ีจะตอ้งไปท าการทดสอบในอาหารแข็งต่อไป ท าให้โรงงานลดตน้ทุนในการวิเคราะห์ 

ผลการวิเคราะห์ท่ีไดเ้พื่อประโยชน์และช่วยในการตดัสินใจ การประเมินเบ้ืองตน้ของอาหารเหลวสีจ าเพาะ 

24 ชนิดไดมี้การน าไปประยกุตใ์ชใ้นตวัอยา่งทั้งในอาหารและตวัอยา่งส่ิงแวดลอ้ม ขอ้มูลการทดลองท่ีมีการ

เก็บมากมายอาจจ าเป็นตอ้งมีการปรับเปล่ียนเทคนิค นอกเหนือจากนั้นดว้ย concept รูปแบบการเปล่ียนแปลง

ของสีในรูปแบบท่ีแตกต่างกนัของเช้ือแต่ละชนิดได ้provide ให้เห็นผลท่ีเป็นประโยชน์เบ้ืองตน้ของความ

เป็นไปไดข้องการปนเป้ือนส าหรับการน าไปประยกุตใ์ชจ้ริงดงัท่ีแสดงในงานวจิยัน้ี  

จากการทดลองพบวา่ชุดอาหารเหลวสีจ าเพาะ 24 อาหารมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือน

ของเช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารส าเร็จรูป (Finished food) เป็นอย่างดี โดยผลการทดลองให้ผล

ถูกตอ้งสอดคลอ้งกบัวธีิการท่ีเป็นมาตรฐาน สามารถน าไปประยกุตใ์ชไ้ดจ้ริง นอกจากน้ีดว้ยชุดอาหารเหลว

สีจ าเพาะท่ีน าเสนอสามารถใหผ้ลการวิเคราะห์ภายในเวลา 1 วนั จากวธีิปกติท่ีใชเ้วลา 2 – 3 วนั ช่วยลดเวลา

การวิเคราะห์ส่งผลให้ช่วยตดัสินใจเก่ียวกบักระบวนการผลิต นอกจากน้ีดว้ยชุดอาหารเหลวสีจ าเพาะ 24 

อาหาร เช้ือจุลินทรียก่์อโรคแต่ละชนิดจะให้ลกัษณะปรากฏรูปแบบของ finger print ท่ีแตกต่างกนั สามารถ

น ามาใชใ้นการบ่งบอกโอกาสการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในอาหาร  

ในการทดสอบประสิทธิภาพการ treat น ้ าทะเลดว้ยชุดอาหารเหลวสีจ าเพาะพบวา่ชุดทดสอบดงักล่าวใหผ้ล

การทดสอบคุณภาพน ้ าท่ีกรองไดส้อดคล้องกบัระบบการกรองน ้ าซ่ึงเป็นการใช้ filter ขนาด 0.3 l ซ่ึงท่ี

ขนาดเมมเบรนดงักล่าวยงัมีโอกาสท่ีเช้ือแบคทีเรียสามารถผ่านออกมาได้ ส่งผลให้น ้ าทะเลท่ีกรองไดมี้

ปริมาณเช้ือระดบัหน่ึง (2.26 log CFU/ml) ท าให้อาหารเหลวสีจ าเพาะให้ผลบวกในบางตวัอยา่งอาหาร เช่น 

อาหารเหลวกลุ่มอะมิโน 
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นอกจากน้ีประโยชน์ของชุดอาหารเหลวสีจ าเพาะยงัสามารถน าไปใช้กบัโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร

กระป๋องหรืออาหารท่ีจ าเป็นตอ้งมีการ Sterilized ชุดทดสอบดงักล่าวสามารถใชท้ดสอบวา่ผลิตภณัฑ์มีการ

ฆ่าเช้ือสมบูรณ์หรือไม่โดยไม่จ  าเป็นต้องใช้วิธีการทดสอบเช้ือเป้าหมาย เช่น L. monocytogenes, E. coli 

O157:H7, S. Typhi หรือเช้ืออ่ืนๆ ท่ีตอ้งใชอ้าหารจ านวนมากและหลายขั้นตอน ดว้ยชุดอาหารเหลวสีจ าเพาะ 

24 อาหารจะสามารถบ่งบอกไดว้า่ผลิตภณัฑ์ผ่านกระบวนการฆ่าเช้ือสมบูรณ์หรือไม่ โดยตวัอยา่งอาหารท่ี

ท าการทดสอบจะตอ้งใหผ้ลเป็นลบ (negative) ทั้งหมด นอกจากน้ีในการทดลองยงัไดพ้ฒันาอาหารเหลวไล

ซีน-ฟีนอลเรดเพื่อเพิ่มความจ าเพาะในการบ่งช้ีการปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus โดยจากการศึกษา

การยบัย ั้งของเช้ือ E. coli และ S. aureus ดว้ยสารยบัย ั้งชนิดต่างๆ พบวา่อาหารเหลวไลซีน-ฟีนอลเรดท่ีมีสาร

ยบัย ั้งมีแนวโนม้ช่วยเพิ่มความสามารถในการคดัแยกเช้ือ V. parahaemolyticus 
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ผลผลติ (Output) 

1. ผลงานตีพมิพในวารสารวชิาการทั้งในระดับชาติและนานาชาติ (ระบุช่ือผู้แต่ง ช่ือเร่ือง ช่ือวารสาร ปี 

เล่ม เลขที ่และหน้า) 

 1.1 Wipavadee Sangadkit, Juthamas Khueankhancharoen, Anat Deepatana, and Aluck Thipayarat, 
2018, “Biochemical fingerprints of foodborne pathogens for rapid industrial detection routine”, Food 
Innovation Asia Conference 2018 Creative Food for Future and Sustainability (Fostat 2018), pp. 466 
– 474, June 14 – 16, 2018, BITEC, Bangkok, Thailand. 
 

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

หรือบุคคลทัว่ไป 

 ชุดอาหารเหลวจ าเพาะสีร่วม (Multiplexed colorimetric enrichment media) มีการน าไปทดสอบการ

ปนเป้ือนของเช้ือ V. parahaemolyticus ในตัวอย่างน ้ าบ่อกุ้ง บริษัทสุชาติฟาร์มเพื่อการตรวจสอบ

คุณภาพน ้ าท่ีใชใ้นการอนุบาลลูกกุง้ลูกปลา นอกจากน้ีชุดอาหารเหลวจ าเพาะดงักล่าวยงัไดมี้การผลิต

ออกมาในรูปแบบเชิงพาณิชย ์เพื่อน าไปจ าหน่ายแก่ภาคธุรกิจหรือบุคคลทัว่ไปท่ีสนใจน าไปใชง้าน 

 
  
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 

 องคค์วามรู้ท่ีไดจ้ากงานวิจยั สามารถเป็นแนวทางต่อยอดการพฒันาชุดตรวจสอบการปนเป้ือนเช้ือก่อ

โรคชนิดอ่ืน ช่วยลดดุลการคา้จากการน าเขา้ชุดทดสอบท่ีมีราคาแพงจากต่างประเทศ  สามารถน าผลงาน

ดงักล่าวไปประยกุตใ์ชจ้ริงในโรงงานอุตสาหกรรมและหน่วยงานของรัฐต่างๆ 
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