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           Abstract
Background: Salmonellosis is a significant public health concern caused by Salmonella spp., 
commonly found in the environment, water, and food ingredients.

Objectives: To analyze the contamination of Salmonella spp. and Salmonella Enteritidis 
in meat samples obtained from supermarkets in Mueang Loei District, Loei Province, 
between April and August 2023.

Methods: A random sample of 300 grams of meat was collected from 3 supermarkets, 
including pork, chicken, and beef. Samples were collected three times (April, June, and 
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August), totaling 27 samples. Analysis included nonselective enrichment, selective 
enrichment, and selective plating. Confirmation involved: 1. Conventional method with 
Gram's staining, 2. Biochemical tests using triple sugar iron agar (TSI) and motility indole 
lysine medium (MIL), and 3. Conventional Polymerase Chain Reaction (cPCR) for genus 
and serovar confirmation.

Results: From a total of 27 meat samples, 81 isolates of bacteria suspected to be 
Salmonella spp. were identified. Among these, confirmation tests revealed contamination 
with Salmonella spp. in 8 isolates (9.88%) of chicken meat samples. Upon further 
confirmation at the serovar level, 7 isolates (8.64%) were identified as S. Enteritidis. 
The study results indicate that the type of meat significantly affects the contamination 
levels of Salmonella spp. and S. Enteritidis, with statistical significance (p < 0.05).

Conclusions: In this study, Salmonella spp. was found from chicken samples and most 
of these isolates were confirmed to be S. enteritidis.

Keywords: salmonella spp., S. enteritidis, biochemical test, conventional PCR, raw meat

            บทคัดยอ
ความสําคัญ: โรคติดเชื้อซาลโมเนโลซิส (Salmonellosis) เปนหนึ่งในโรคติดตอทางเดินอาหารที่เปน

ปญหาสําคัญทางสาธารณสุข โดยมีสาเหตุมาจากเชื้อซาลโมเนลลา (Salmonella spp.) ซึ่งพบไดทั่วไป

ในสิ่งแวดลอม แหลงนํ้า และวัตถุดิบที่ใชประกอบอาหาร

วัตถุประสงค: เปนการตรวจวิเคราะหเพ่ือสํารวจการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. และ 

Salmonella Enteritidis ที่แยกจากตัวอยางเนื้อสัตวที่วางจําหนายภายในหางสรรพสินคา เขตอําเภอ

เมืองเลย จังหวัดเลย

วธิกีารวจิยั: เกบ็ตัวเนือ้สตัวแบบสุม ตวัอยางละ 300 กรมั จํานวน 3 ชนดิ ไดแก เนือ้หมู เนือ้ไก และเนือ้วัว 

จากหางสรรพสนิคา 3 แหง จํานวน 3 ครัง้ (เดอืน เมษายน มถินุายน และสงิหาคม) รวมทัง้สิน้ 27 ตวัอยาง 

จากการตรวจวเิคราะหขัน้ non selective enrichment ข้ัน selective enrichment และข้ัน selective 

plating ทาํการตรวจขัน้ยนืยนัผลดวย 1. วธิ ีconventional method โดยการยอมสแีบบแกรม (Gram’s 

staining) 2. การทดสอบทางชีวเคมีดวยอาหารเลี้ยงเช้ือ triple sugar iron agar (TSI) และ motility 

indole lysine medium (MIL) และ 3. การตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค conventional Polymerase 

Chain Reaction (cPCR) เพื่อยืนยันในระดับสกุล และระดับซีโรวาร
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บทนํา
 การบริโภคอาหารหรือนํ้าดื่มที่มีการ

ปนเปอนของจุลินทรีย เปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรค

อาหารเปนพิษไดบอยครั้ง โดยอาจมีสาเหตุจาก

สารพิษที่แบคทีเรียสรางขึ้นหรือจากการติดเช้ือ

แบคทีเรียโดยตรง1 ซึ่งโรค Salmonellosis เปน

โรคที่มีสาเหตุจากเชื้อ Salmonella enterica 

กลุม Non-thyphoidal ทําใหเกิดอาการอาหาร

เปนพิษและทองรวงอยางรุนแรง เนื่องมาจาก

สารพษิทีเ่ชือ้ Salmonella สรางขึน้ (Endotoxin, 

Cytotoxin และ Enterotoxin) โดยเชือ้ Salmonella 

เปนเชื้อที่มีจํานวนซีโรวาร (serovars) มากกวา 

2,579 ซโีรวาร2 สามารถอยูไดทัง้ในทางเดนิอาหาร

ของมนุษยและสัตวเลอืดอุน เมือ่เกดิการปนเปอน

ของอจุจาระสูสิง่แวดลอม จงึสามารถแพรกระจาย

สูสิ่งแวดลอมไดเปนวงกวาง ทั้งในแหลงน้ํา ดิน 

แปลงเพาะปลูก ฟารมปศุสัตว เปนตน นอกจากนี้

ยงัพบวากระบวนการชาํแหละสตัวทีไ่มไดมาตรฐาน 

มักทําใหจุลินทรียที่อยูในทางเดินอาหารของสัตว

แพรกระจายและปนเปอนไปยงัผวิหนงัและเนือ้สตัว

สวนตาง ๆ ซึง่เนือ้สตัวประเภท เน้ือไก เน้ือวัว และ

เนื้อหมู จัดเปนแหลงโปรตีนสําคัญที่นิยมบริโภค

มากที่สุดทั่วโลก อยางไรก็ตาม เนื้อไกถือเปน

ผลิตภัณฑจากสัตวที่พบการปนเปอนของเชื้อ 

Salmonella มากที่สุด (รอยละ 29) โดยซีโรวาร

ทีส่าํคญั พบการปนเปอนในผลติภณัฑจากสตัวปก

ที่มากที่สุดคือ Salmonella Enteritidis3-4 

 ในป พ.ศ. 2563 กระทรวงสาธารณสุข 

โดยสาํนกังานคณะกรรมการอาหารและยา ไดออก

ประกาศ กระทรวงสาธารณสุข (ฉบับท่ี 416) ซ่ึงออก

ตามความในพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 

เรื่อง กําหนดคุณภาพหรือมาตรฐาน หลักเกณฑ

เงือ่นไข และวธิกีารในการตรวจวเิคราะหของอาหาร

ดานจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค โดยผลิตภัณฑจาก

เนื้อสัตวแชเย็น และแชแข็ง นํ้าหนัก 25g จะตอง

ตรวจไมพบเชือ้ Salmonella spp.5 ซึง่ขอกาํหนด

ดังกลาวเปนไปในแนวทางเดียวกันกับประกาศ

ของกรมปศุสัตว เรื่องเกณฑดานจุลชีววิทยาของ

สนิคาปศสุตัวเพ่ือการสงออก ลงวนัท่ี 30 ธนัวาคม 

พ.ศ. 2551 โดยกําหนดมาตรฐานดานจุลชีววิทยา

ของเนือ้สตัวแชเยน็และแชแขง็ ในตัวอยางนํา้หนกั 

25g จะตองตรวจไมพบเช้ือ Salmonella spp.6 

สําหรับประเทศไทยนั้น กองอาหาร สํานักงาน

คณะกรรมการอาหารและยา ไดกาํหนดวธิกีารตรวจ

ผลการศึกษา: จากเนือ้สัตวจาํนวน 27 ตัวอยาง พบเชือ้ทีค่าดวาจะเปน Salmonella spp. ได 81 isolates 

โดยในจํานวนนี้ไดทําการตรวจยืนยัน พบการปนเปอนของเช้ือ Salmonella spp. เฉพาะในตัวอยาง

เนื้อไกจํานวน 8 isolates (รอยละ 9.88) เมื่อตรวจยืนยันในระดับซีโรวาร พบเปนเช้ือ S. Enteritidis 

จํานวน 7 isolates (รอยละ 8.64) ซึ่งจากผลการศึกษาพบวาประเภทของเนื้อสัตวแตละชนิดมีผลตอ

การปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. และเชื้อ S. Enteritidis อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <0.05)

สรุป: การศึกษาในคร้ังน้ีพบ Salmonella spp. ในตัวอยางเนื้อไก โดยเมื่อวิเคราะหในระดับซีโรวาร

พบสวนใหญเปน S. Enteritidis

คําสําคัญ: ซาลโมเนลลา หางสรรพสินคา วิธีทางชีวเคมี ปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส เนื้อสัตว
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วเิคราะหทางวิชาการ สาํหรับเชือ้ Salmonella spp. 

โดยใหเปนไปตาม ISO 6579-1: Microbiology 

of the food chain-Horizontal method for 

the detection, enumeration and serotyping 

of Salmonella – Part 1 Detection of 

Salmonella spp.5 

   จากการทบทวนเอกสารและงานวิจัย

ที่เกี่ยวของ ยังไมพบการศึกษาเกี่ยวกับการตรวจ

วเิคราะหเชือ้ Salmonella spp. และ Salmonella 

Enteritidis จากตวัอยางเน้ือสตัวท่ีจาํหนายภายใน

หางสรรพสินคา เขตอําเภอเมืองเลย จังหวัดเลย 

ดังน้ันผูวิจัยจึงเล็งเห็นถึงความสําคัญในตรวจ

วเิคราะหเช้ือ Salmonella spp. และ Salmonella 

Enteritidis จากตวัอยางเนือ้สตัวทีม่กีารจาํหนาย

ภายในหางสรรพสินคาเขตอําเภอเมืองเลย 

จงัหวดัเลย ดวยเทคนิคทางชวีเคมีรวมกบัเทคนคิ 

Polymerase Chain Reaction (PCR) ซึ่งเปน

การตรวจวิเคราะหที่มีความรวดเร็ว และความ

แมนยําสูง เหมาะกับการตรวจวิเคราะหเชื้อ 

Salmonella spp. และ Salmonella Enteritidis 

ที่แตละซีโรวารมีความสามารถทางชีวเคมีและ

ลักษณะทางพันธุกรรมที่ใกลเคียงกันมาก7 โดย

ขอมูลดังกลาวสามารถนํามาใชเปนขอมูลแก

ผูบริโภคในการตัดสินใจเลือกซ้ือเนื้อสัตว และใช

เปนแหลงขอมูลในการเฝาระวังการปนเชื้อของ 

Salmonella spp. และ Salmonella Enteritidis 

ในเนื้อสัตวไดอีกดวย

วัตถุประสงค
   เพื่อสํารวจการปนเปอนของเชื้อ 

Salmonella spp. และ Salmonella Enteritidis 

ในตวัอยางเน้ือสตัวท่ีจําหนายภายในหางสรรพสนิคา

เขตอําเภอเมืองเลย จังหวัดเลย   

ระเบียบวิธีวิจัย
วิธีวิจัย

 เปนการวิจัยเชิงวิเคราะห (analytical 

research) ดําเนนิการศกึษาระหวางเดือนเมษายน 

ถึงเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2566  

กลุมตัวอยาง

   กลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษา คือ 

หางสรรพสนิคาขนาดใหญ ในเขตพืน้ทีอํ่าเภอเมอืงเลย 

จังหวัดเลย ซึ่งมีจํานวนทั้งสิ้น 3 แหง โดยเปนหาง

ท่ีไดมาตรฐาน และเปนแหลงจําหนายเน้ือสัตว

ที่ประชาชนนิยมซื้อเพื่อนําไปบริโภค ทําการ

เก็บตัวอยางจากท้ัง 3 หาง แบบเฉพาะเจาะจง 

(purposive sampling) และสุมเก็บตวัอยางเนือ้สตัว 

3 ชนดิ ไดแก เนือ้หมู เนือ้ไก และเนือ้ววั ตวัอยางละ 

300 g ชนิดละ 3 ตัวอยาง จํานวน 3 ครั้ง (ครั้งที่ 1 

เดอืนเมษายน ครัง้ท่ี 2 เดอืนมิถนุายน และครัง้ท่ี 3 

เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2567 โดยชวงเดือนดังกลาว

เปนชวงเวลาทีป่ระเทศไทยมอีณุหภมูแิละความชืน้

สงูตามฤดูกาล) รวมท้ังสิน้ 27 ตัวอยาง ตามวิธีการ

ของ Bacteriological Analytical Manual (BAM)8 

โดยมีรายละเอียดในการเก็บตัวอยางดังนี้ 

   1. เนือ้หมแูละไก ลกัษณะเปนเนือ้สตัว

แชเย็น สุมเก็บตัวอยางจากเนื้อสัตวแบบตักชั่งกิโล 

ที่วางจําหนายบนถาดสเตนเลสทําความเย็นแบบ

เปดโลงภายในแผนกซูเปอรมารเก็ต โดยทั้ง 3 หาง 

ไมมีการระบุขอมูล ยี่หอ/แหลงของฟารม ทําการ

เก็บครั้งละ 1 ตัวอยาง/หาง  

   2. เนื้อวัว ลักษณะเปนเนื้อสัตวแชแข็ง

นาํเขาจากตางประเทศ สุมเกบ็ตวัอยางจากเนือ้ววั

ทีอ่ยูในบรรจภัุณฑท่ีวางจาํหนายในตูแชแขง็อณุหภมิู 

-20 ºC โดยท้ัง 3 หาง วางจําหนายคนละยี่หอ 

ทําการเก็บครั้งละ 1 ตัวอยาง/หาง
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 ติดฉลากขอมูลพรอมบรรจุลงในกลอง

เก็บความเย็นที่อุณหภูมิประมาณ 4 ºC แลวจึง

นํากลับมาตรวจวิเคราะหเชื้อ Salmonella spp. 

ในหองปฏิบัติการภายใน 4-6 ชั่วโมง

การตรวจหาเชื้อ Salmonella spp. จาก

ตัวอยางเนื้อสัตว

 1. การตรวจวเิคราะหขัน้ Non selective 

pre-enrichment ชั่งตัวอยาง 25 g ใสใน tryptic 

soy broth (TSB) ปริมาตร 225 ml จะไดระดับ

ความเจือจางที่ 10-1 และเขยาผสมใหเขากันเปน

เวลา 2 นาที นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 

24 ชั่วโมง9 

 2. การตรวจวิเคราะหขั้น Selective 

enrichment นาํเชือ้ทีผ่านการเพ่ิมจาํนวนใน non 

selective pre-enrichment ปริมาตร 1 ml 

ยายลงในอาหาร 5-tetrathionate broth (TTB) 

ปริมาตร 10 ml และอีก 1 ml ยายลงในอาหาร 

rappaport-vassiliadis soy broth ปริมาตร 

10 ml บมเช้ือทีอ่ณุหภมิู 37 ºC เปนเวลา 48 ชัว่โมง

 3. การตรวจวิเคราะหขั้น selective 

plating นําเชือ้จากขัน้ตอน selective enrichment 

จาํนวน 1 loop full มา streak ลงบน selective 

agar ชนิด Salmonella-Shigella agar และ 

brilliant green bile agar นําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 ºC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการคัดเลือกโคโลนี

ที่คาดวาจะเปนเชื้อ Salmonella spp. โดยทั่วไป

เชื้อ Salmonella spp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Salmonella-Shigella agar จะเกิดโคโลนีสีดํา

ตรงกลาง เน่ืองจากการทีเ่ชือ้ Salmonella spp. 

จะสามารถใช thiosulphate ซึง่ใหผลผลติเปนสาร 

sulfite และแกสไฮโดรเจนซัลไฟด เม่ือทาํปฏกิิรยิา

กับเหล็ก (ferric) จึงทําใหเกิดเปนสีดํา ในสวนเชื้อ 

Salmonella spp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ brilliant 

green bile agar จะมโีคโลนสีแีดงรอบ ๆ พืน้สแีดงใส 

เนือ่งจากเชือ้ Salmonella spp. จะไมสามารถใช

นํ้าตาลแลคโตสได จากนั้นทําการเก็บเชื้อโดยการ

นําไป streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar 

slant เปนการ stock culture

การตรวจขั้นยืนยันผล (confirmation test) 

 1. การยอมสีแกรม (Gram’s staining) 

เพื่อตรวจสอบสัณฐานวิทยาของเชื้อ หยดนํ้าลงบน

แผนสไลด 1-2 หยด เขี่ยเชื้อที่ตองการ smear 

ลงบนสไลดแลวปลอยทิง้ไวใหแหง จากนัน้นาํสไลด

ไปผานเปลวไฟพอใหอุน เพือ่เปนการตรงึเชือ้ (fix) 

ใหติดแนนกับสไลด หยดสี crystal violet ใหทวม

รอย smear นาน 1 นาที ชะสไลดดวยนํ้ากลั่น 

หยดสารละลาย iodine นาน 1 นาท ีชะสไลดดวย

นํ้ากลั่น เทสีทิ้ง หยด 95% ethyl alcohol ทิ้งไว

นาน 20 วินาที ชะสไลดดวยนํ้ากลั่น และหยด 

safranin นาน 30 วินาที ชะสไลดดวยนํ้ากลั่น 

และนาํไปสองภายใตกลองจลุทรรศนทีก่าํลงัขยาย 

1,000 เทา 

 2. การทดสอบเพื่อยืนยันดวยคุณสมบัติ

ทางชีวเคมี (Biochemical test)

     2.1 การทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Triple sugar iron agar (TSI) นําเชื้อมาทดสอบ

โดยใช needle streak ลงทีผ่วิหนาของหลอดอาหาร 

slant จากนั้นจึงทําการแทง (stab) ลงสูสวนลาง

ของหลอดอาหาร (butt) บมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC 

เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง สังเกตการเปล่ียนสีของ

อาหารที่บริเวณ slant และกนหลอด (butt) โดย

เชื้อ Salmonella spp. แปลผลไดดังนี้ Slant (K), 

Butt (A), G (+) และ H2S (+)   

     2.2 การทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Motility lysine indole medium (MIL) โดย 

stab เชือ้ทดสอบลงไปในอาหาร MIL บมทีอ่ณุหภมู ิ
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35 ºC เปนเวลา 24 - 48 ชั่วโมง จากนั้นหยดสาร

ละลาย Kovac’s reagent ลงบนผิวหนาอาหาร 

0.2 - 0.3 ml แลวสังเกตการเกิดวงแหวนสีแดง 

โดยเชือ้ Salmonella spp. ใหผลเปนลบ เน่ืองจาก

ไมสามารถสรางสารอนิโดล (indole) จากกรดอะมโิน 

tryptophan ได เมื่อหยดสารละลาย Kovac’s 

reagent ลงไปในหลอดอาหารจึงไมเกิดวงแหวน

สีแดง และดูความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ

ทีแ่พรกระจายออกจากรอย stab ซ่ึงเปนขอบงช้ีวา 

เชื้อดังกลาวมีแฟลกเจลลา (flagella) โดยเชื้อ 

Salmonella spp. ใหผลเปนบวก    

 3. การตรวจสอบทางชีววิทยาโมเลกุล

ดวยเทคนคิ Conventional Polymerase Chain 

Reaction

      3.1 ก า รส กั ด  DNA  จ าก เ ชื้ อ  

Salmonella spp. นําเช้ือที่ผานการทดสอบ

ทางชวีเคมีมา restreak บนอาหาร nutrient บมที่

อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 16 - 18 ชั่วโมง เมื่อครบ

เวลานําเชื้อมาละลายในนํ้ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 

200 µl และผสมใหเปนเนื้อเดียวกันดวยเครื่อง 

Vortex mixer จากน้ันบมเชื้อในเครื่อง water 

bath ที่อุณหภูมิ 95 ºC เปนระยะเวลา 10 นาที 

และตกตะกอนเซลลดวยเคร่ือง Centrifuge 

ที่ความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 2 นาที ดูดสาร

ละลาย DNA ใสไวใน microcentrifuge tube 

จากน้ันวัดคาปริมาณและความบริสทุธิข์องสารละลาย 

DNA ดวยเครือ่ง nanodrop spectrophotometer 

และเก็บรักษา DNA ไวที่อุณหภูมิ -20 ºC เพื่อรอ

การทดสอบในขั้นตอนตอไป10                        

      3.2 ปฏิกิริยา PCR  การตรวจเพื่อ

ยนืยนัชนดิของเช้ือโดยใช Primers ทีม่คีวามจาํเพาะ

ตอยนี Inv-A (796 bp) ซึง่ประกอบไปดวย Forward 

primers (Inv-AF 5’-CGGTGGTTTTAAGCG

TACTCTT-3’) และ Reverse primers (Inv-AR 5’- 

CGAATATGCTCC ACAAGGTTA -3’)11 และ 

Primers ที่มีความจําเพาะตอยีน IE-1 (316 bp) 

ซึ่งประกอบไปดวย Forward primers (IE-1F 5’- 

AGTGCCATACTTTTAATGAC-3’) และ Reverse 

primers (IE-1R 5’- ACTATGTCGATACGGTGG G -3’) 

โดยจําเพาะตอเช้ือ Salmonella Enteritidis5 

จากนัน้นาํผลติผลท่ีไดจากการทํา PCR มาวเิคราะห

ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดย

ใชกระแสไฟฟาที่ 90 V เปนเวลา 70 นาที และ

ตรวจสอบขนาดของผลผลิต PCR ภายใตแสง 

ultraviolet โดยเทียบกับขนาดของ DNA มาตรฐาน 

(standard DNA ladder marker)     

การวิเคราะหผล    

 นาํผลการตรวจวเิคราะหเชือ้จากตัวอยาง

มาเปรยีบเทยีบตามมาตรฐานของประกาศกระทรวง

สาธารณสุข (ฉบับท่ี 416) ซ่ึงออกตามความใน

พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 เรื่อง กําหนด

คุณภาพหรือมาตรฐาน หลักเกณฑเงื่อนไข และ

วิธีการในการตรวจวิเคราะห ของอาหารดาน

จลุนิทรยีทีท่าํใหเกดิโรค โดยผลติภณัฑจากเน้ือสตัว

แชเย็น และแชแข็ง นํ้าหนัก 25 g จะตองตรวจ

ไมพบเชื้อ Salmonella spp.5

 ในการดําเนินงานวิจัยในครั้งนี้ใชหลัก

การวิเคราะหผลทางสถิติเพ่ือวิเคราะหผลของ

การวิจัยโดยใชสถิติเชิงพรรณนาเพื่อหาคาความถี่ 

รอยละ คาเฉลีย่ สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน และ Chi-

square Test ในชวงคาความเช่ือมั่นที่รอยละ 95 

(95% confidence intervals) 
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ผลการศึกษา 
            จากผลการวิเคราะหคุณภาพทาง

จุลชีววิทยาของตัวอยางเนื้อสัตวจํานวนทั้งหมด 

27 ตัวอยาง จากเนื้อสัตวทั้ง 3 ชนิดไดแก เนื้อหมู 

เนือ้ไก และเนือ้วัว โดยจากผลการศกึษาในข้ันตอน 

selective diagnostic isolation บนอาหาร 

Brilliant green bile agar และ Salmonella-

Shigella agar ไดทําการคัดเลือกโคโลนีที่คาดวา

จะเปนเชื้อ Salmonella spp. ตัวอยางละ 3 

isolates จาก 27 ตัวอยาง รวมจํานวนทั้งหมด 

81 isolates และนํามาทําการตรวจสอบลกัษณะทาง

สณัฐานวทิยาดวย Gram’s staining การทดสอบ

ทางชีวเคมีดวย Triple sugar iron test และการ

ทดสอบ Motility indole lysine test พบเช้ือท่ี

คาดวาจะเปนเช้ือ Salmonella spp. จํานวน

ทั้งหมด 22 isolates แลวจึงนําไปตรวจสอบทาง

ชวีโมเลกลุดวยเทคนคิ PCR เพือ่ยนืยนัในระดบัชนดิ

และ Serovar ผลการศกึษา พบเชือ้ Salmonella spp. 

จํานวน 8 isolates (รอยละ 9.88) ดังตารางที่ 1 

และในจํานวนนีพ้บเปนเชือ้ S. Enteritidis จํานวน 

7 isolates (รอยละ 8.64) ดังตารางที่ 2

ตารางท่ี 1  ปรมิาณเชือ้ Salmonella spp. ทีพ่บในตัวอยางเนือ้สตัวจากการตรวจวเิคราะหดวยเทคนคิ PCR

หมายเหตุ: * หมายถึงจํานวนเชื้อที่แยกจากตัวอยางในการเก็บแตละครั้ง และคาดวาเปนเชื้อ Salmonella spp.
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เนื้อสัตวหางสรรพสินคา

2 3

จํานวน
Salmonella spp.
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รวม
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ความชุก

(%)

จํานวนของตัวอยางที่เก็บ
ในแตละครั้ง

รวม
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   สําหรับการวิเคราะหขอมูลดวยสถิติ

เชงิพรรณนาเพือ่หาคาความถี ่รอยละ คาเฉลีย่ และ

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และสถิติเชิงอนุมาน

เพือ่ใชเปรยีบเทยีบคาเฉลีย่ของเชือ้ Salmonella spp. 

และ Salmonella Enteritidis ของชนิดตัวอยาง 

(เนื้อหมู เนื้อไก และเนื้อวัว) หางสรรพสินคา

ทั้ง 3 แหง และรอบเดือนที่เก็บตัวอยาง 3 เดือน 

ซึ่งในส วนของสถิติที่ ใช ในการทดสอบคือ 

Chisquare Test เม่ือทําการทดสอบความแตกตาง

ระหวางชนิดของเนื้อสัตว หางสรรพสินคา 

ทัง้ 3 แหง และรอบเดอืนทีเ่กบ็ตวัอยาง พบวาเชือ้ 

Salmonella spp. และ Salmonella Enteritidis 

ทีพ่บในเนือ้หมู เนือ้ไก และเน้ือววั มีความแตกตางกนั

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังตารางที่ 3 

 แตหากวิเคราะหสถานที่เก็บตัวอยาง

หางสรรพสินคาทั้ง 3 แหง และชวงเวลาที่เก็บ

ตวัอยางท้ัง 3 คร้ัง (เมษายน มถินุายน และสงิหาคม) 

พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ ดังตารางที่ 4 และ 5

ตารางที ่2  ปรมิาณเชือ้ Salmonella Enteritidis ทีพ่บในตวัอยางจากการตรวจวเิคราะหดวยเทคนคิ PCR 

หมายเหตุ: * หมายถึงจํานวนเชื้อที่แยกจากตัวอยางในการเก็บแตละครั้ง และคาดวาเปนเชื้อ Salmonella spp.
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เนื้อไก

เนื้อวัว

1

2

3

0

0

0

0

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

2

0

0

2

0

0

0

0

0

4

0

0

3

0

0/27*

4/27*

3/27*

7/81*

0

14.81

11.11

8.64

1

เนื้อสัตวหางสรรพสินคา

2 3

จํานวน
S. Enteritidis
(isolates)  

รวม
(isolates)

ความชุก
(%)

จํานวนของตัวอยางที่เก็บ
ในแตละครั้ง

ตารางที่ 3  การเปรียบเทียบเช้ือ Salmonella spp. และ Salmonella Enteritidis จากตัวอยาง

เนื้อสัตวทั้ง 3 ชนิด

รวม
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อภิปรายผล
 จากการตรวจวเิคราะหเชือ้ Salmonella 

spp. จากตัวอยางของเนื้อสัตวทั้ง 3 ชนิด ไดแก

เน้ือหมู เนื้อไก และเนื้อวัว ศึกษาดวยวิธี Con-

ventional method ซ่ึงประกอบไปดวยการ Non-

selective pre-enrichment โดยการเพาะเลี้ยง

เชือ้ใน Trypticase soya broth (TSB) แลวนาํมา 

Selective enrichment ในอาหาร Tetrathionate 

broth (TT) และ Rappaport vassiliadis soya 

broth (RVS) จากนัน้นาํไป Selective diagnosis 

isolation บนอาหาร Salmonella-Shigella agar 

(SS) และ Brilliant green agar (BGA) ซึง่สามารถ

คัดแยกเชื้อไดจํานวน 81 isolates แลวจึงตรวจ

ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้โดยวิธี Gram’s 

staining และทดสอบการ Metabolize สาร

เพื่อดํารงชีวิตของเช้ือหรือการทดสอบทางชีวเคมี 

ไดแก Triple sugar iron (TSI) test และ Motility 

indole lysine (MIL) test เพ่ือเปนการคดัแยกเชือ้

เบื้องตนที่คาดวาจะเปนเชื้อ Salmonella spp. 

ไดจํานวน 22 isolates และนํามาตรวจสอบเพื่อ

ยนืยนัเชือ้ดวยเทคนคิ Conventional Polymerase 

Chain Reaction ซึง่จากการทดสอบนีจ้ะสามารถ

ยืนยันไดวาเปนเช้ือ Salmonella spp. จากการ

ที่เช้ือมียีน Invasion protein A หรือ Inv-A11 

ทีจ่าํเพาะกบั Primer Inv-A forward และ Inv-A 

reverse ซึ่งพบเช้ือจํานวน 8 isolates เม่ือนําไป

วิเคราะหในระดับซีโรวาร โดยตรวจวิเคราะหยีน 

Insertion elelment หรือ IE-1 ท่ีจําเพาะกับ 

Primer IE-1 forward และ IE-1 reverse พบเชื้อ 

S. Enteritidis จํานวน 7 isolates โดยทกุ isolate 

เปนเชื้อท่ีแยกไดจากตัวอยางเนื้อไก จึงทําให

ตัวอยางเนื้อไกที่พบเชื้อ Salmonella spp. และ 

ตารางที ่4 การเปรียบเทียบเชือ้ Salmonella spp. และ Salmonella Enteritidis จากหางสรรพสนิคา

ทั้ง 3 แหง

ตารางที่ 5  การเปรียบเทียบเชื้อ Salmonella spp. และ Salmonella Enteritidis ในแตรอบเดือน

ที่เก็บตัวอยางเนื้อสัตว

หมายเหตุ * คือ p-value < 0.05
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S. Enteritidis ไมผานมาตรฐานของประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 416) ที่กําหนดให

การตรวจวเิคราะหตวัอยางเนือ้สตัวแชเยน็/แชแขง็ 

นํ้าหนัก 25g ตองไมพบเชื้อ Salmonella spp. 

ซึ่งไกและผลิตภัณฑจากไกถือเปนวัตถุดิบหลักที่

สามารถพบเช้ือ S. Enteritidis มากท่ีสดุทัว่โลก12-14 

โดย S. Enteritidis เปนกลุม Non-typhoidal 

Salmonella ซึง่เปนเชือ้ทีไ่มเลอืกโฮสตและสามารถ

ปรับตัวตามโฮสตไดดี และมีคุณสมบัติท่ีเปน 

Zoonosis เน่ืองจากสามารถเขาสูรางกายสตัวโดยท่ี

อาจไมแสดงอาการ เมื่อมนุษยนําสัตวเหลานั้นมา

บรโิภค จงึมีความเสีย่งท่ีจะเกดิโรค Salmonellosis15 

โดยหากไดรับเช้ือปริมาณเพียง 108-109 เซลล 

ก็อาจเกิดโรค Salmonellosis ได3 อยางไรก็ตาม

แมตัวอยางเนื้อไกในการศึกษาครั้งนี้จะพบการ

ปนเปอนของทั้งเชื้อ Salmonella spp. และ 

S. Enteritidis แตผูบริโภคสามารถลดความเสี่ยง

ในการเกดิโรค Salmonellosis ได โดยการปรงุสกุ

ทีค่วามรอน 64 ºC เปนเวลา 1 นาที ข้ึนไป เพ่ือลด

ปรมิาณเชือ้และลดโอกาสในการเกดิโรคดงักลาว16

 ผลการศึกษาในครั้งนี้อาจมีหลายปจจัย

ที่สงผลตอโอกาสในการพบการปนเปอนของเชื้อ 

Salmonella spp. และ S. Enteritidis ในเน้ือหมู 

เนือ้ไก และเนือ้ววั โดยเมือ่ทดสอบทางสถติพิบวา

มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

ดังตารางที่ 3 เมื่อวิเคราะหความแตกตางของ

การเก็บรักษาเนื้อสัตวแตละประเภทจะพบวา

หางสรรพสินคามักจะเก็บรักษาเนื้อไกในอุณหภูมิ

ที่สูงกวา เนื้อหมู และเนื้อวัว ซึ่งโดยทั่วไปเนื้อไก

จะถูกวางจําหนายบนถาดสเตนเลสทําความเย็น 

แตอุณหภูมิดังกลาวอาจไมใชอุณหภูมิที่ตํ่ามากพอ 

ที่จะชะลอหรือยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อได 

โดยการศึกษาคร้ังน้ีจะพบตัวอยางเน้ือไก ที่มีน้ํา

และเลือดปะปนมาดวย ในขณะที่เน้ือหมูแมจะวาง

จําหนายบนถาดสเตนเลสทําความเย็นเชนเดียวกับ

เนื้อไก แตจากการสังเกต ในขณะที่ดําเนินการ

เก็บตัวอยาง พบวาเนื้อหมูมีความแข็งตัวและ

มีอุณหภูมิตํ่า เนื่องจากนํ้าแข็งที่เกาะภายในและ

ภายนอกเนือ้หมูยงัไมละลาย จึงอาจเปนปจจยัทีช่วย

คงอุณหภูมิของเนื้อหมูใหอยูในชวงที่ไมเหมาะสม

ตอการเจริญของเชื้อ Salmonella spp. (ตํ่ากวา 

4 ºC)3 ในขณะที่เนื้อวัวทุกตัวอยางเปนเนื้อวัว

นาํเขาจากตางประเทศ จึงมีการเก็บรักษาท่ีอณุหภมิู 

-20 ºC ตลอดเวลา เมือ่วเิคราะหสถานทีเ่กบ็ตวัอยาง 

หางสรรพสินคาทั้ง 3 แหง และชวงเวลาที่เก็บ

ตวัอยางทัง้ 3 ครัง้ (เมษายน มิถนุายน และสงิหาคม) 

พบวาไมมคีวามแตกตางกนัอยางมีนยัสาํคญัทางสถติ ิ

ดังตารางที่ 4 และ 5 จึงอาจกลาวไดวาสถานท่ี

และชวงเวลาในการเกบ็ตัวอยาง ไมมผีลตอการพบ

การปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. และ 

S. Enteritidis ท่ีแตกตางกันในเนื้อหมู เนื้อไก 

และเน้ือววั อยางไรกต็ามการศกึษาในครัง้นีเ้ปนการ

เก็บตัวอยางชนิดของเนื้อสัตว ตอครั้งและสถานที่

รวม 27 ตัวอยาง โดยจํานวนตัวอยางดังกลาว

อาจสงผลตอโอกาสในการพบเชือ้ Salmonella spp. 

และ S. Enteritidis ซึ่งหากมีการศึกษาโดยเพิ่ม

จํานวนเนื้อสัตว จํานวนครั้งที่เก็บ และสถานที่

ใหมากขึ้น อาจสงผลตอโอกาสในการพบเช้ือ 

Salmonella spp. และ S. Enteritidis ท่ีสูงข้ึนได 

 ซ่ึงการศกึษาคร้ังนี ้สอดคลองกบังานวจัิย

ของอังสุมา แกวคต และคณะ17 ที่ไดทําการศึกษา

การปนเปอนของเชือ้ Salmonella spp. ในเนือ้ไก

ท่ีวางจําหนายในตลาด 2 ประเภทคือ ตลาดสด

และหางสรรพสินคา โดยใชวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

จํานวนทั้งหมด 30 ตัวอยาง โดยแบงเปนสุมจาก

ตลาดสดจาํนวน 15 ตวัอยาง และหางสรรพสนิคา

จํานวน 15 ตัวอยาง ซึ่งการตรวจสอบหาเชื้อ 
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Salmonella spp. มียีนเปาหมายคือยีน Inv-A 

และจากผลการศึกษาพบวาประเภทของตลาด

มีผลตอการปนเปอนของเช้ือ Salmonella spp. 

ในเน้ือไกอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P <0.05) 

โดยเนื้อไกที่วางจําหนายในตลาดสดตรวจพบเชื้อ 

Salmonella spp. จาํนวน 10 ตวัอยางจากทัง้หมด 

15 ตวัอยาง คดิเปนรอยละ 66.67 ในขณะทีเ่นือ้ไก

ที่วางจําหนายในหางสรรพสินคาตรวจพบเชื้อ 

Salmonella spp. จํานวน 3 ตัวอยางจากทัง้หมด 

15 ตวัอยาง คดิเปนรอยละ 20 และยงัมผีลการศกึษา

ทีใ่กลเคยีงกบังานวจิยัของ สมุาล ีเลีย่มทอง18 ทีไ่ดทาํ

การศึกษาเพือ่หาความชกุของเชือ้ Salmonella spp. 

ในเน้ือสัตวคาปลีกที่วางจําหนายในตลาดสดและ

หางสรรพสนิคาในอําเภอเมอืง จงัหวดันครศรีธรรมราช 

ระหวางเดอืนพฤษภาคมถงึเดือนตลุาคม พ.ศ. 2559 

ซึง่ผลการศกึษาพบวา จากจํานวนตัวอยางเน้ือสตัว

คาปลกี 172 ตวัอยาง มีเน้ือสตัวทีป่นเปอนจํานวน 

116 ตัวอยาง (รอยละ 67.4) โดยมีคาความชุก

ของเชื้อในเนื้อสัตวจากตลาดสด รอยละ 74.6 

และในเนื้อสัตวจากหางสรรพสินคา รอยละ 59.8 

คาความชุกของเช้ือ Salmonella spp. ในเนือ้สตัว

แตละชนิดมีคาสูงกวารอยละ 50 โดยในเนื้อหมู 

เนื้อไก และเนื้อวัว มีคาเทากับรอยละ 75, 73.3 

และ 51.9 ตามลําดับ

 เมื่อพิจารณาวิธีการตรวจวิเคราะหแบบ

ด้ังเดมิ (conventional methods) ทีน่ยิมทาํรวม

กับวิธีทางชีวเคมี ซึ่งใชเวลาในการตรวจวิเคราะห 

1 - 2 สัปดาห และมีความแมนยําที่คอนขางตํ่า 

หรือวิธี slide agglutination ซึ่งแมจะเปนวิธีท่ี

นิยมใชในหองปฏิบัติการทั่วไป เพราะมีขั้นตอนที่

ไมยุงยากและใหผลการทดสอบที่รวดเร็ว แตเปน

วธิท่ีีเกดิปฏิกริยิา cross-reaction ไดบอย เนือ่งจาก

เปนการใช polyclonal antibodies ซึ่งจับกับ

อพิโิทป (epitope) ของเชือ้ไดหลากหลายตาํแหนง 

สวนวธิ ีEnzyme-linked Immunosorbent Assay 

(ELISA) แมจะเปนวิธีทดสอบที่ใหความแมนยําสูง 

เพราะใช monoclonal antibody ท่ีจําเพาะตอ

อพิิโทปของเชือ้เพียงอพิิโทปเดียวเทานัน้ จึงไมเกดิ

ปฏกิริิยา cross-reaction แต ELISA เปนวธิทีีเ่หมาะ

ตอการตรวจวิเคราะหตวัอยางจาํนวนมากในคราวเดยีว 

เพราะตองใชไมโครเพลท 96 หลมุในการปฏบิติังาน 

ดังนั้นจึงมีคาใชจายในการตรวจวิเคราะหที่สูงกวา 

การตรวจดวยวธีิ Conventional PCR ซึง่ไมจาํเปน

ตองตรวจวเิคราะหตัวอยางคราวละมาก ๆ ในการ

ศกึษาครัง้นีก้ารตรวจวเิคราะหเชือ้ Salmonella spp. 

และ Salmonella Enteritidis ดวยวธิทีางชวีเคม ี

และเทคนิค conventional PCR ในตัวอยาง

เน้ือสัตวที่วางจําหนายภายในหางสรรพสินคาเขต

อําเภอเมืองเลย จังหวัดเลย ถือเปนอีกวิธีในการ

ตรวจวิเคราะหเชื้อ Salmonella spp. และ 

Salmonella Enteritidis จาก Salmonella 

ซีโรวารอื่น ๆ และแบคทีเรียชนิดอื่นไดอยางมี

ประสิทธิภาพ ซ่ึงมีความไวและความจําเพาะท่ีสูง 

และสะดวกในการตรวจวเิคราะหตวัอยาง ซึง่ขอมลู

ที่ไดสามารถใชในการเฝาระวังการแพรระบาด

ของเชื้อ Salmonella spp. และ Salmonella 

Enteritidis ในเนื้อสัตว ทั้งยังเปนขอมูลทางเลือก

ในการตัดสินใจเพื่อบริโภคสินคาและบริการได

สรุปผล
 จากการตรวจวิเคราะหการปนเปอน

ของเช้ือ Salmonella spp. และ Salmonella 

Enteritidis จากเนือ้หม ูไก ววั ทีว่างจาํหนายภายใน

หางสรรพสินคา เขตอําเภอเมืองเลย จังหวัดเลย 

ระหวางเดอืนเมษายน ถงึเดอืนสงิหาคม พ.ศ. 2566 

จํานวน 27 ตัวอยาง สามารถแยกเชือ้ท่ีคาดวาจะเปน 
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Salmonella spp. ได 81 isolates พบการปนเปอน

ของเชื้อ Salmonella spp. เฉพาะในตัวอยาง

เนือ้ไกจาํนวน 8 isolates (รอยละ 9.88) เมือ่ตรวจ

ยนืยนัในระดบัซโีรวาร พบเปนเชือ้ S. Enteritidis 

จาํนวน 7 isolates (รอยละ 8.64) ไมผานมาตรฐาน

ของประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 416) 

ที่กําหนดใหการตรวจวิเคราะหตัวอยางเนื้อสัตว

แชเย็น/แชแข็ง นํ้าหนัก 25 g ตองไมพบเชื้อ 

Salmonella spp. และจากผลการศึกษาพบวา

ประเภทของเน้ือสตัวแตละชนิดมผีลตอการปนเปอน

ของเชือ้ Salmonella spp. และเช้ือ S. Enteritidis 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value < 0.05) 

ในขณะท่ีสถานที่เก็บตัวอยางหางสรรพสินคาทั้ง 

3 แหง และชวงเวลาที่เก็บตัวอยางทั้ง 3 ครั้ง 

(เมษายน มถินุายน และสงิหาคม) พบวาไมมคีวาม

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

ขอเสนอแนะ
 1. ควรมีการศึกษาเพ่ือระบุชนิดของเชื้อ 

Salmonella spp. ชนิดอื่น ๆ ที่ไดทําการตรวจ

ยืนยันจากเทคนิค conventional PCR เพื่อเปน

แหลงขอมูลและการเฝาระวังการปนเปอนของเชื้อ 

Salmonella serovar ตาง ๆ ตอไป 

 2. ผูจาํหนายควรเกบ็รกัษาเนือ้สตัวสาํหรบั

การจําหนายไวที่อุณหภูมิตํ่า เพื่อชะลอการเพิ่ม

จาํนวนของเชือ้ ซึง่สงผลตอคณุภาพทางจุลชีววิทยา

และความปลอดภัยในการบริโภคเนื้อสัตว 

กิตติกรรมประกาศ
 งานวจิยัฉบับน้ีไดรบัการสนับสนุนทุนวิจัย

จาก กองทนุอดุหนนุการทาํโครงการวิจยั (Project) 

สาํหรบันกัศกึษาระดบัปรญิญาตร ีสถาบันวิจัยและ

พัฒนา มหาวิทยาลัยราชภัฏเลย ประจําป 2566
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