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การประเมินปริมาณจุลินทรียและการจําแนกชนิดเชื้อ Vibrio spp. ในอาหารทะเลสดและดองดวยการ

วิเคราะหยีน 16S rRNA เพื่อการเฝาระวังความปลอดภัยดานอาหารทะเล 
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บทคดัยอ 

อาหารทะเลสดและดองเป็นที่นิยมบริโภคในหลายพื้นที่ของประเทศไทย แต่มีความเสี ่ยงต่อการ

ปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณจุลินทรยี์รวมในอาหารทะเล

สดและอาหารทะเลดอง รวมถึงการจำแนกชนิดเชื้อ Vibrio spp. โดยใช้การวิเคราะห์ยีน 16S rRNA เก็บ

ตัวอย่างกุ้งขาว ปูม้า และหอยแครงจากตลาดในอำเภอเมือง จังหวัดชลบุรี ในสภาพสด และดอง 24 และ 

48 ชั่วโมง (n = 3) วิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ด้วยวิธีมาตรฐานเพลทเพาะเชื้อ และจำแนกชนิดเชื้อด้วย

อาหารคัดเลือก TCBS ร่วมกับการย้อมแกรมและการหาลำดับนวิคลีโอไทด์ ผลการศึกษาพบวา่อาหารทะเล

สดมีปริมาณจุลินทรีย์สูงที่สุด โดยหอยแครงสดมีค่า 3.19×106 CFU/g และปูม้าสด 1.86×105 CFU/g ซึ ่ง

เกินเกณฑ์มาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ขณะที่การดองช่วยลดปริมาณจุลินทรีย์ โดยกลุ่มดอง 

48 ช่ัวโมงมค่ีานอ้ยที่สุด เช่น กุ้งขาวดองมคี่า 2.85×10² CFU/g ค่าเฉลี่ยปริมาณจุลินทรีย์รวม log10(CFU/g) 

ของสภาพสด ดอง 24 ชั ่วโมง และ 48 ชั ่วโมง เท่ากับ 5.536±0.865, 4.449±0.588 และ 3.387±0.876 

ตามลำดับ การวิเคราะห์ทางสถิติพบว่ากลุ่มอาหารทะเลสดแตกต่างจากกลุ่มดอง 48 ชั่วโมงอย่างมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) การจำแนกชนิดเชื ้อพบ V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. cholerae, 

Aeromonas sp. และ Shewanella sp. ซึ ่งเป็นเชื ้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยเฉพาะ V. 

cholerae ท่ีมีความสำคัญเชิงการระบาดในอนามัยสิ่งแวดล้อม ผลการศึกษาช้ีว่าการดองสามารถลดปริมาณ

จุลินทรียไ์ด้อย่างมีนัยสำคัญ แต่ยังต้องคำนึงถึงคุณภาพวัตถุดิบและสุขลักษณะการผลิตเพื่อลดความเส่ียงต่อ

การปนเป้ือนของผู้บริโภค 
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Evaluation of the Microbiological Quality and Identification of Vibrio spp. in Fresh 

and Fish Sauce Marinated Seafood by 16S rRNA Gene Analysis for Seafood Safety 

Surveillance 
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ABSTRACT 

Fresh and fish sauce–marinated seafood are popular in many areas of Thailand but are 

prone to contamination by pathogenic microorganisms. This study aimed to compare total 

microbial counts in fresh and marinated seafood and to identify Vibrio spp. using 16S rRNA gene 

analysis. Samples of white shrimp, blue swimming crab, and bloody cockle were collected from 

a market in Mueang District, Chonburi Province, in fresh condition and after marination in fish 

sauce for 24 and 48 hours (n = 3). Total microbial counts were determined using the standard 

plate count method, and bacterial species were identified using TCBS selective agar, Gram 

staining, and nucleotide sequencing. Results showed that fresh seafood had the highest 

microbial loads, with bloody cockle at 3.19×106 CFU/g and blue swimming crab at 1.86×105 

CFU/g, exceeding the Department of Medical Sciences standards. Marination reduced microbial 

loads, with the lowest counts found in the 48-hour group; for example, marinated shrimp had 

2.85×10² CFU/g. The mean total microbial counts (log10 CFU/g) for fresh, 24-hour, and 48-hour 

marinated samples were 5.536±0.865, 4.449±0.588 and 3.387±0.876, respectively. Statistical 

analysis showed that fresh seafood differed significantly from 48-hour marinated seafood 

(p<0.05). Identified bacteria included V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. cholerae, 

Aeromonas sp., and Shewanella sp., all of which are gastrointestinal pathogens. In particular, V. 

cholerae is of epidemiological importance in environmental health. The presence of these 

bacteria in seafood indicates a potential risk to consumers. The study demonstrates that 

marination significantly reduces microbial contamination, but raw material quality and hygienic 

processing remain essential to minimize microbial risks to consumers. 

Keywords: food safety, fresh seafood, fish sauce marinated seafood, Vibrio spp., 

               16S rRNA 
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บทนํา 

อาหารทะเลเป็นแหล่งโปรตีนคุณภาพสูงที่

ม ีคุณค่าทางโภชนาการและเป็นส่วนหนึ ่งของ

วัฒนธรรมการบริโภคของคนไทย ปัจจุบันยงัคง

ได้ร ับความน ิยมอย่างแพร่หลาย จากรายงาน

อัตราการบริโภคสัตว์ทะเลในปี พ.ศ. 2559 พบวา่

มีการบริโภคเฉลี ่ย 33.73 กิโลกรัมต่อคนต่อปี 

และในปี พ.ศ. 2560 ความต้องการบรโิภคเพิ่มขึ้น

ร ้ อยละ 10.95 (1)  แม ้ในบางภูม ิภาคท ี ่ไม่ม ี

พรมแดนติดทะเลต้องพึ ่งพาการนำเข้าอาหาร

ทะเล แต่กระบวนการขนส่งท่ีใช้เวลานานอาจทำ

ให ้ ว ั ตถ ุด ิ บ เ ส ื ่ อมค ุ ณภาพหร ือ ปน เป ื ้ อ น

เชื้อจุลินทรีย ์ เพ ื ่อป้องก ันการเน่าเสียและคง

คุณค่าทางอาหาร จ ึงมีการใช้ว ิธ ีถนอมอาหาร

หลายรูปแบบ โดยหนึ่งในวิธีที่นิยมคือ  การดอง 

ซ ึ ่ งเป็นว ิธ ีการถนอมอาหารแบบธรรมชาต ิ 

นอกจากช่วยเพิ ่มรสชาติ เช่น ปูดอง หอยดอง 

และกุ้งดองแช่น้ำปลาแล้ว ยังสามารถช่วยยืดอายุ

การเก็บรักษาอาหารได ้นานขึ้น อย่างไรก็ตาม

ผู ้บริโภคมักมองข้ามความเสี่ยงจากการปนเปื้อน

เชื ้อจุลินทรีย ์ก่อโรค ซึ่งอาจนำไปสู ่การเกิดโรค

อาหารเป็นพิษ (food poisoning) โรคอหิวาต์ 

(cholera) และโรคลำไส้อักเสบ (gastroenteritis)(2)

จากรายงานการสุ่มตรวจอาหารทะเลสดใน

ตลาดสดกรุงเทพมหานคร พบการปนเปื ้อน  

Vibrio parahaemolyticus ใ น ป ร ิ ม าณ  24–

1,100 MPN/กรัม โดยพบในกุ้ง 5/10 ตัวอย่าง 

ปลา  9/10 ต ั วอ ย ่ า ง  หม ึก  8/10 ต ั วอ ย ่ าง 

หอยแมลงภู ่ 9/10 ต ัวอย่าง และหอยนางรม 

9/10 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 40/50 ตัวอย่าง อกี

ทั ้งตรวจพบเชื ้อด ังกล่าวในปูไข่ดองคร บทุก

ตัวอย่าง(3)  นอกจากนี ้ย ังพบเชื ้อสกุล  Vibrio      

ม ีอ ี ก  8 สป ี ช ี ส ์  ได ้ แก ่  V. alginolyticus, V. 

parahaemolyticus, V. mimicus, V. furnissii, 

V. fluvialis, V. hollisae, V. vulnificus และ  V. 

cholerae ค ิ ด เป ็ นร ้ อยละ 52 และพบ เช ื ้ อ 

Salmonella จ ำ น ว น  7 ซ ี โ ร ไ ท ป ์  ไ ด ้ แก ่ 

Typhimurium, Derby, Typhi, Paratyphi A, 

Paratyphi B, Infantis และ Abortus equi คิด

เป็นร้อยละ 10 ของตัวอย่างอาหารทะเลทั้งหมด 

150 ตัวอย ่าง (4) เม ื ่อเปร ียบเที ยบกับเกณฑ ์

ม าต รฐ าน ค ุ ณภาพ ทา งจ ุล ช ี วว ิ ทย าข อ ง

กรมว ิทยาศาสตร ์การแพทย์ (5) ท ี ่ก ำหนดค่า

จุลินทรีย ์รวมในอาหารทะเลด ิบไม่เก ิน 1×10⁶ 
CFU/g จะเห ็นว ่ามีต ัวอย่ างจำนวนมากท ี ่ม ี

ปริมาณเชื้อเก ินเกณฑ์ และมีความเสี ่ยงเพียง

พอท ี ่จะก ่อโรคในระบบทางเดิ นอาหาร ซ ึ ่ง

สอดคล้องกับรายงานในป ีพ.ศ. 2562 ว่ามีผู้ป่วย

โรคอาหารเป็นพิษ 105,672 ราย และเสียชีวิต 1 

ราย โดยมีอาการสำคัญ เช่น ปวดท้อง คลื ่นไส้ 

อาเจยีน ท้องเสีย และภาวะขาดน้ำ(6) 

ตลาดในอำเภอเมือง จังหวัดชลบุรี เป็น

แหล่งจำหน่ายอาหารทะเลสดและแปรรูปท่ีสำคัญ

ของภาคตะวันออก มีตลาดอาหารทะเลขนาด

ใหญ่ซึ ่งเป็นศูนย์กลางกระจายสินค้าสู ่จงัหวัด

ใกล้เคียง และเป็นจุดที่นักท่องเทีย่วและผู้บริโภค
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ท ั ่ว ไปน ิยมเล ือกซ ื ้ออาหารทะเลสด รวมถึง

ผลิตภัณฑ์ดองแบบพื้นบ้านที ่ผลิตและจำหน่าย

โดยอาศัยภ ูมิปัญญาท้องถ ิ ่น ซึ ่ งอาจมีความ

แตกต่างจากกระบวนการควบคุมคุณภาพใน

ระดับอุตสาหกรรม การเลือกพื้นที ่ดังกล่าวเป็น

กรณศีึกษาจึงสะท้อนบริบทจริงของกระบวนการ

จำหน่ายและบริโภคอาหารทะเลที่มีความเส่ียงต่อ

การปนเป้ือนเช้ือจุลินทรีย์ได้อย่างชัดเจน อย่างไร

ก็ตามยังม ีรายงานเก ี่ยวก ับการปนเปื ้อนเชื ้อ 

Vibrio spp. ในอาหารทะเลสดในประเทศไทย(3,4) 

และขาดข้อมูลเปรียบ เทียบระหว่างอาหารทะเล

สดและ อาหา รทะ เล ดอ ง  ร วม ถ ึ งผล ของ

กระบวนการดองต่อปริมาณจุ ลินทรีย์รวมและ

ชนิดของเช้ือกอ่โรค  

การจำแนกชนิดของแบคทีเรียในปัจจุบัน

นิยมใช้เทคโนโลยีชีวโมเลกุลควบคู่กับการตรวจ

ลักษณะสัณฐานวิทยา เนื ่องจากข้อมูลพันธุกรรม

มีความจำเพาะต ่อสิ ่ งม ีช ีว ิตแต่ละชนิด(7) การ

วิเคราะห์ย ีน 16S rRNA เป็นวิธ ีท ี ่ ใช้กันอย่าง

แพรห่ลายเพราะมีความแม่นยำและรวดเร็ว ยีนน้ี

มีความแปรผันทางวิวัฒนาการต่ำและเป็นบริเวณ

อนุร ักษ ์ส ูงที ่พบในแบคทีเร ียทุกชนิด (8) จาก

งานวิจัยที่มีรายงานมาก่อนยืนยันว่าการใช้ว ิธี

ด ั งกล ่ าวสามารถระบ ุ ชน ิ ด เช ื ้ อได ้ อย ่ าง ม ี

ประส ิทธ ิภาพ(9,10 ) ด ั งน ั ้ นจากข ้อม ูลแ ละ

สถานการณ์ข้างต้น ผู ้วิจัยจึงเห็นความสำคัญใน

การศึกษาการปนเปื ้อนและประเมินปริมาณ

เชื ้อจุลินทรีย ์รวมในอาหารทะเลสดและอาหาร

ทะเลดอง พร้อมทั้งจำแนกชนิดเชื้อ Vibrio spp. 

โดยใช้การวิเคราะห์ยีน 16S rRNA เพื่อเป็นข้อมูล

พื ้นฐานด ้านความปลอดภัยอาหาร และเป็น

แนวทางเฝ้าระวังและป้องกันโรคจากการบริโภค

อาหารทะเล 

วัตถปุระสงค  

1. เพ่ือประเมินปริมาณจุลนิทรีย์รวมใน

อาหารทะเลสดและดอง 

2. เพ่ือเปรยีบเทียบความแตกต่างของ

ปริมาณจุลินทรีย์รวมระหว่างอาหารทะเลสด และ

อาหารทะเลที่ผ่านกระบวนการถนอมด้วยวิธีการ

ดองเป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง 

3. เพื่อจำแนกชนิดเชื ้อ Vibrio spp. ที่พบ

ในอาหารทะเลสดและดอง โดยใช้การวิเคราะห์

ยีน 16S rRNA  

สมมุติฐานการศึกษา 

1.กระบวนการดองมีผลต่อคุณภาพทางจุล

ชีววทิยาของอาหารทะเล โดยสามารถลดปริมาณ

จุลินทรียร์วมเมื่อเทียบกับอาหารทะเลสด 

2.ระยะ เวลาการดองที ่ แตกต ่างก ันม ี

อิทธพิลต่อระดับการลดลงของจุลินทรยี์ในอาหาร

ทะเล 

วิธีการศึกษา 

การศึกษานี ้เป็นการศึกษาเชิงทดลองใน

ห ้องปฏ ิบัต ิการ (Experimental Laboratory 

Study) โดยออกแบบเพือ่ศึกษาการเปรียบเทียบ

ปริมาณจุลินทรีย ์รวมในอาหารทะเลสดและ

อาหารทะเลดอง รวมถึงการจำแนกชนิดเชื ้อ 

Vibrio spp. ด้วยการวิเคราะห์ยีน 16S rRNA 

การเก็บตัวอยางและการเตรยีมตัวอยาง 

ทำการสุ่มเก็บตัวอย่างอาหารทะเลสด 3 ชนิด 

เล ือกใช ้ว ิธ ีการสุ ่มแบบเจาะจง (purposive 
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𝑁
∑𝐶

(𝑛 𝑛 )𝑑

sampling) เพื่อความโปร่งใสและสามารถทำซ้ำ

ได้ ได้แก่ กุ ้งขาว (Litopenaeus vannamei),   

ป ูม ้ า  (Portunus armatus), และ  หอยแครง 

(Anadara granosa) แต่ละชนิดจำนวน 3 ซ ้ำ 

(n=3) ในชว่งวันและเวลาเดียวกัน จากตลาดแห่ง

หนึ่งในอำเภอเมอืง จงัหวดัชลบุรี  ทัง้นี้ตัวอย่าง

แต่ละชนิดถูกบรรจุในถุงพลาสติกปลอดเชื้อ ปิด

ปากถุงด้วยยางรดัและติดฉลากระบุชนดิและวันท่ี

เก็บตัวอย่าง จากนั้นบรรจุถุงตัวอย่างลงในกล่อง

โฟมที่บรรจนุ ้ำแข็ง อุณหภูมิประมาณ 4°C และ

นำส่งห้องปฏิบัติการภายใน 4 ชั่วโมง  

สำหรบัตัวอย่างที่ใช้ในการดองทำการล้าง

ทำความสะอาด ขจัดคราบโคลน แลว้ใส่ภาชนะ

สะอาดปราศจากเชื ้อ น ้ำดองประกอบ ด้วย 

น้ำเปล่า 920 มิลลิลิตร น้ำปลา 230 มิลลิลิตร และ

น้ำตาลทราย 70 กรัม เค่ียวจนนำ้ตาลละลาย พัก

ให้เย็นแล้วราดลงบนตัวอย่างอาหารทะเล ทำการ

ดองเป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมงในตู้เย็นอุณหภูมิ 

4°C ก่อนนำไปวิเคราะห์ การเตรยีมตัวอย่างเพื่อ

ตรวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์รวมใชว้ิธีดัดแปลง

จาก US FDA-BAM กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ , 

Andrews & Hammack (11,12) โดยชั ่ งต ัวอย ่ าง 

50 กรัม ใส่ถุง stomacher พร้อม Butterfield’s 

phosphate buffer 450 มิลลิลิตร ป่ันด้วยเคร่ือง 

Stomacher รุ่น BagMixer (Interscience) เจือจาง

เป ็นลำดับ 10-1, 10-2 และ  10-3 เพ ื ่อใช้ในการ

เพาะเช้ือในขั้นตอนต่อไป  

การวิเ คราะหปริ มาณจุลินทรีย รวม 

(Total viable count: TVC) 

ใช ้ว ิ ธ ี มาตรฐาน US FDA-BAM(11-13) 

โดยปิเปตสารละลายเจ ือจางแต่ละระดับ 1 

มิลลิลิตร หยอดบน Plate Count Agar (PCA) 

และเกลี่ยด้วยแท่งแก้วรูปตัว L จากนั้นคว่ำจาน

และบ่มที่ 35 ± 2°C เป็นเวลา 48 ± 2 ชั ่วโมง 

เลือกจานที่มีจำนวนโคโลนี 25–250 โคโลนีเพื่อ

นำมาคำนวณ CFU/g ตามสูตรดังนี ้

 

โดยท่ี  N คือ จำนวนโคโลนตี่อกรัม 

∑C คือ ผลรวมของจำนวนโคโลนีท่ีนับได้ทุกจานเพาะเชื้อ 

 n_1 คือ จำนวนจานเพาะเช้ือของระดับความเจือจางแรกท่ีนับ 

 n_2 คือ จำนวนจานเพาะเช้ือของระดับความเจือจางถัดมาท่ีนับ 

 d คือ dilution factor แรกท่ีนับ 

ค่าทีค่ำนวณได้รายงานผลเป็นตัวเลข 2 ลำดับ โดย

ปัดตัวเลขลำดับท่ี 2 เพ่ิมขึ้น 1 ค่า ถ้าเลขลำดับที่ 3 

มากกว่า 5 และถ้าเลขลำดับที่ 3 น้อยกว่า 5 ให้

ปรับตัวเลขในลำดับที ่ 3 เป็นศูนย์ แต่ถ้าเลขใน

ลำดับท่ี 3 มีค่าเท่ากับ 5 จะพจิารณาตัวเลขลำดับท่ี 

2 ถ้าเป็นเลขค่ีให้ปัดตัวเลขลำดับที่ 2 ข้ึน 1 ค่า แต่

ถ้าเป็นเลขคู่ให้ปรับตัวเลขลำดับที่ 3 เป็นศูนย์ และ

รายงานผลเป็น log10 (CFU/g) สำหรับการวิเคราะห์

ทางสถิติ 

การแยกและจําแนกชนิดเชื้อ Vibrio 

spp. และการวิเคราะหยีน 16S rRNA  

นำตัวอย่างเจือจาง (10-1– 10-3) หยดบน 
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Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar 

(TCBS agar) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยให้ทั่ว

และบ่มท่ี 37°C เป็นเวลา 16–18 ชั่วโมง จากนั้น

สังเกตลักษณะโคโลนโีดยพิจารณาถึงขนาด รูปร่าง 

ขอบโคโลนี ระดับความนูน ลักษณะทางด้านแสง 

สีของโคโลนี ลักษณะผิวหน้าของโคโลนี(14) ทำการ

ย้อมแกรมแบคทีเรีย และตรวจสอบด้วยกล้อง

จุลทรรศน(์15) 

เช้ือแบคทีเรียท่ีแยกได้บริสุทธิ์นำมาเล้ียงใน

อาหารเหลว (NB) และสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด 

Bacterial DNA extraction kit (Vivantis, 

Malaysia) ทำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S 

rRNA โดยใช้ ไพรเมอร์  fD1 (5’-AGA GTT TGA 

TCC TGG CTC-3) และ rP2 (5’-ACG GCT ACC 

TTG TTA CGA CTT-3’) โดยไพรเมอร์ fD1 และ 

rP2 มีความยาวประมาณ 1,500 bp ซึ ่งเป็นยีนที่

เหม าะสม ใน การว ิ เ คร าะห ์ อน ุ กรมว ิ ธ าน 

( phylogenetic analysis) แ ล ะ ร ะ บ ุ ช น ิ ด 

(species) ของจุลิ นทรีย ์ ได้ อย ่างถูกต้องและ

แม่นยำ(16)

ปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า PCR ปร ิม าตรรวม  50 μL 

ประกอบด้วย 10X Taq buffer, MgCl2, dNTPs, 

ไพรเมอร ์ท ั ้ งค ู ่ , Taq DNA polymerase, DNA 

template และน้ำปราศจาก DNase โปรแกรม 

PCR ป ร ะ ก อ บ ด ้ ว ย  denaturation 94°C, 

annealing 50–57°C, และ extension 72°C ตาม

รอบที ่กำหนด ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย 

agarose gel electrophoresis และถ่ายภาพด้วย 

Gel documentation system (GE-ImageQuant 

LAS 500, Sweden) ผลผลิต PCR ทำให้บริสุทธิ ์

ด ้ ว ย  GF-1 PCR Clean-Up Kit  (Vivantis, 

Malaysia) และส ่ งหาลำด ับน ิ วคล ี โ อไทด ์ท ี ่ 

MACROGEN (Korea) ลำดับที ่ได้เปรยีบเทียบกับ

ฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST และ

จั ดเรียงลำดับด ้วย ClustalW(17) ในโปรแกรม 

BioEdit v7.2.(18) จากน ั ้ นสร ้า งแผนภ ู ม ิ ส า ย

วิวัฒนาการด้วย MEGA X โดยใช้วิธี Neighbor-

joining ตาม Kimura 2-parameter model(18) 

กา รวิ เ ค รา ะห ทางส ถิติ  ( Statistical 

analysis)

ค่าปริมาณจุลินทรีย์รวม (CFU/g) แปลงเป็น 

log10 ก่อนการวิเคราะห์ ตรวจสอบความเป็นปกติ

ของข้อมู ลด้วย Shapiro–Wilk test และความ

เท่ากันของความแปรปรวนด้วย Levene’s test 

วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วย One-way 

ANOVA และเปรียบ เทียบรายค ู่ด้วย Tukey’s 

HSD test กำหนดระดับนัยสำคัญทางสถิติที่ 0.05 

วิเคราะห์ทางสถิติทำโดยใช้โปรแกรมสถิติสำเร็จรูป 

ผลการวิจัย 

ปริมาณจุลินทรียรวมในอาหารระหวาง

กระบวนการถนอมอาหารดวยวิธีการดอง 

ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณจลุินทรีย์รวม (Total 

viable count: TVC) ของตัวอย่างอาหารทะเลสด

และดอง ได้แก่ กุ้งขาว ปูม้า และหอยแครงในสภาพ

สด ดอง 24 ช่ัวโมง และดอง 48 ช่ัวโมง พบว่า กลุ่ม

ตัวอย่างสดมีค่าปริมาณจุลินทร ีย ์รวมสูงที ่สุด 

โดยเฉพาะหอยแครงสด (3.19 × 106 CFU/g; log10 

= 6.503) รองลงมาคือปูม้าสด (1.86 × 105 

CFU/g; log10 = 5.270) และกุ้งขาวสด (6.86 × 

104 CFU/g; log10 = 4.836) ในขณะท่ีกลุ่มดองมี
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ปริมาณจุลินทรีย์ลดลงตามระยะเวลาการดอง โดย

กุ้งขาวดอง 48 ชั่วโมงมีค่าต่ำที่สดุ (2.85 × 10² 

CFU/g; log10 = 2.454) (ตารางท่ี 1) ผลดังกล่าว

แสดงให้ เห ็นว ่าการดองสามารถลดปร ิมาณ

จุลินทร ีย ์รวมได้อย่างช ัดเจน และเม ื ่อเพ ิ ่ ม

ระยะเวลาการดองจาก 24 ชั่วโมงเป็น 48 ชั่วโมง 

ปริมาณจุลินทรีย์มีแนวโน้มลดลงมากขึ้น

 

ตารางที่ 1 ผลการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ท้ังหมดในตัวอย่างอาหารทะเล 
 

ตัวอยาง ปริมาณเช้ือจุลินทรียทั้งหมด (CFU/g) Log10 (CFU/g)

กุ้งสด 6.86 x 104 4.836 

หอยแครงสด 3.19 x 106 6.503 

ปูม้าสด 1.86 x 105 5.270 

กุ้งดองนำ้ปลากวน 24 ชัว่โมง 6.30 x 103 3.799 

หอยแครงดองน้ำปลากวน 24 ชั่วโมง 8.80 x 104 4.944 

ปูม้าดองน้ำปลากวน 24 ชั่วโมง 4.03 x 104 4.605 

กุ้งดองนำ้ปลากวน 48 ชั่วโมง 2.85 x 102 2.454 

หอยแครงดองน้ำปลากวน 48 ชั่วโมง 1.56 x 104 4.193 

ปูม้าดองน้ำปลากวน 48 ชั่วโมง 3.26 x 103 3.513 

การวิเคราะหความแตกตางทางสถิติของ

ปริมาณจุลินทรียรวม 

การทดสอบสมมต ิ ฐานเบื ้ องต ้ นด ้ ว ย 

Shapiro–Wilk test พบว่าข้อมูลมีการกระจายตัว

เป็นปกต ิ  (p > 0.05) และการทดสอบความ

แปรปรวนด้วย Levene’s test พบว่ าม ีความ

แปรปรวนเท่ากัน (p > 0.05) จึงใช้การวิเคราะห์ 

One-way ANOVA เพื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี ่ย ผล

การวิเคราะห์พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติระหว่างอย่างน้อยหนึ ่งคู ่ของ

กลุ ่มต ัวอย่าง (p < 0.05) การว ิ เคราะห์ด ้วย 

Tukey’s HSD พบว่ากลุ่มตัวอย่างสดมค่ีาปริมาณ

จุลินทรีย์รวมสูงกว่ากลุ่มดอง 48 ชั ่วโมงอย่างมี

น ัยสำคั ญทางสถ ิติ  (p < 0.05) ขณะที ่ ความ

แตกต่างระหว่างกลุ ่มสดกับดอง 24 ชั ่วโมง และ

ระหว่างดอง 24 ช่ัวโมงกับดอง 48 ช่ัวโมง แตกตา่ง

กันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 2- 4) 
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ตารางที่ 2 ค่าเฉลี่ย (±SD) ของปริมาณจุลินทรีย์รวม Log10CFU/g) และค่า CFU/g ตามสภาวะ 

             ตัวอย่าง (n=3) 
 

ตัวอยาง Log10(CFU/g) (เฉล่ีย ± SD) กลุมตัวอักษร* CFU/g 

สด 5.536 ± 0.865 b 3.44×105 

ดอง 24 ชม. 4.449 ± 0.588 ab 2.81×104 

ดอง 48 ชม. 3.387 ± 0.876 a 2.44×10³ 

 * อักษรเดียวกันในคอลัมน์เดียวกันหมายถึง แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (Tukey HSD, α=0.05) 
 

ตารางที่ 3 ผลการวิเคราะห์ One-way ANOVA ของปริมาณจุลินทรีย์รวม log10 (CFU/g) ตามสภาวะ 

              ตัวอย่าง  
 

ความแปรปรวน df SS MS F p-value 

ระหว่างกลุ่ม  2 6.932 3.466 5.585 0.043* 

ภายในกลุ่ม  6 3.724 0.621   

รวม  8 10.656    

 * p < 0.05 = มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคญั 

 
ตารางที่ 4 ผลการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบจับคู่ ของปริมาณจุลินทรีย์รวมตามสภาวะตัวอย่าง 
 

การเปรียบเทียบคู Mean Difference 

(I–J) 

Std. 

Error 

p-value 95%  

CI Lower 

95%  

CI Upper 

สด – ดอง 24 ชม. 1.087 0.643 0.284 -0.887 3.066 

สด – ดอง 48 ชม. 2.150 0.643 0.036* 0.176 4.123 

ดอง 24 ชม. – ดอง 48 ชม.      1.063 0.643 0.297 -0.910 3.036 

* p < 0.05 = มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคญั 
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ผลศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

แบคทีเรียในตัวอยางอาหารทะเล และการระบุ

ชนดิของเชื้อแบคทีเรีย

จากการแยกเชื ้อแบคทีเรียจากตัวอย่าง

อาหารทะเลทั้ งหมด พบว่าสามารถแยกเชื้อที ่

เจร ิญบนอาหารเลี้ยงเชื ้อคัดเลือก Thiosulfate 

Citrate Bile Salts Sucrose (TCBS) agar ไ ด ้

รวมทั ้งสิ้น 8 ไอโซเลต การจำแนกโดยสังเกต

ลักษณะโคโลนีของเชื ้อบน TCBS พบว่า เชื้อท่ีได้

สามารถจัดกลุ่มตามลักษณะโคโลนีได้ 4 ลักษณะ 

คือ โคโลนีสีเขียวทึบแสงกลมนูน จำนวน 3 ไอโซ

เลต โคโลนีสีเขียวเข้มทึบแสงขอบเรียบ จำนวน 2 

ไอโซเลต โคโลนีส ีเหลืองโปร่งแสงขอบเรียบ 

จำนวน 2 ไอโซเลต และ  โคโลน ีกลมสีเหลือง

สะท้อนแสงขนาดเล็กขอบเรียบ จำนวน 1 ไอโซ

เลต (ภาพที่ 1) การทดสอบด้วยการย้อมแกรม

พบว่า เช้ือท้ัง 8 ไอโซเลตติดสีแดงของสีย้อมซาฟ

รานิน แสดงว่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีร ูปร่าง

เป็นท่อนสั ้น โค้งหรือแท่ง และมีแฟลกเจลลาที่

ปลายเซลล์

 

 
 

ภาพที่ 1 แสดงลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียจากตัวอย่างอาหารทะเล ที่เจริญบนอาหาร TCBS 

(ก) โคโลนีสีเขียว ทึบแสง กลมนูน       (ข) โคโลนีสีเขียวเข้ม ทึบแสง ขอบเรียบ 

(ค) โคโลนีสีเหลืองโปร่งแสง ขอบเรียบ  (ง) โคโลนีกลมสีเหลืองสะท้อนแสง ขนาดเล็ก ขอบเรียบ 

 

เชื ้อแบคทีเรียทั ้ง 8 ไอโซเลตที ่แยกได ้

บริสุทธิ์นำมาทำการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีน 16S 

rRNA ด้วย Polymerase Chain Reaction (PCR) 

โดยใช้ไพรเมอร์ fD1 และ rP2 ผลการตรวจสอบ

ด้วย agarose gel electrophoresis พบว่ามีการ

ขยายชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,500 bp 

ในทุกไอโซเลต เมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไป

เปรียบเทียบกับยีน 16S rRNA ในฐานข้อมูล 

GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST search พบว่า 

เช้ือแบคทีเรียจำนวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ Shrimp1, 

Bloody cockle และ Bloody cockle1 24HR 

มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับเชื ้อใน

กลุ ่ม V. parahaemolyticus โดยมีเปอร์เซ็นต์

ความเหมือนอยู่ระหว่าง 97–98 เปอร์เซ็นต์ เชื้อ

จำนวน 1 ไอโซเลต ได้แก่ Bloody cockle 48HR 

มีความสัมพ ันธ ์ทางพันธ ุกรรมใกล้ชิดกับ V. 

alginolyticus โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 99 

เปอร์เซ็นต์ และเช้ืออีก 1 ไอโซเลต ได้แก่ Bloody 

cockle-2 24HR มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม

ใกล้ชิดกับ V. cholerae โดยมีเปอร์เซ็นต์ความ
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เหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ สำหรับเช้ืออีก 2 ไอโซเลต 

ไ ด ้ แ ก ่  Blue swimming crab 2 4HR แ ล ะ 

Shrimp2 มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิด

กับเช้ือในกลุ่ม Aeromonas sp. โดยมีเปอร์เซ็นต์

ความเหมือนระหว่าง 97–98 เปอร์เซ็นต์ และเช้ือ

อีก 1 ไอโซเลต ได้แก่ Blue swimming crab (3-

3) มคีวามสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับเชื้อใน

กลุ ่ม Shewanella sp. โดยมีเปอร์เซ็นต์ความ

เหมือน 98 เปอร์เซ็นต์       

จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ

เช้ือแบคทีเรียท้ัง 8 ไอโซเลตและเช้ือที่ใกล้เคียงใน

ฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม MEGA X 

โดยใช้วิธ ี Neighbor-joining และการคำนวณค่า 

Bootstrap จำนวน 1,000 ครั ้ง ตามวิธี Kimura 

2-parameter model พบว่า สามารถจำแนก

เชื้อที่แยกได้ออกเป็น 5 กลุ่มหลัก ได้แก่ กลุ่ม V. 

parahaemolyticus จำนวน 3 ไอโซเลต กลุ่ม V. 

alginolyticus จำนว น 1 ไอ โซ เ ลต กล ุ ่ ม  V. 

cholerae จำนวน 1 ไอโซเลต กลุ่ม Aeromonas 

sp. จำนวน 2 ไอโซเลต และกลุ ่ม Shewanella 

sp. จำนวน 1 ไอโซเลต (ภาพท่ี 2) 

 
 

ภาพที่ 2 แสดงสายววิัฒนาการร่วมกับเชื้อตัวอื่นท่ีมีการรายงานในฐานข้อมูล Genbank 

(Bootstrap จำนวน 1000 ครั้ง ตามวิธีของ Kimura 2-parameter model) 
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อภิปรายผลการวิจัย 

ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่า 

การถนอมอาหารทะเลด้วยวิธีการดองมีผลต่อการ

เจร ิญเตบิโตของจุลินทรีย์อย่างมีนัยสำคัญ โดย

จากการตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์รวม (Total 

viable count; TVC) ตามมาตรฐาน US FDA-

BAM พบว่า อาหารทะเลสดมีปริมาณจุลินทรีย์สูง

ที ่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ผ่านการดอง 24 

และ 48 ชั ่วโมง แม้สัดส่วนตัวอย่างที ่พบการ

ปนเปื้อนในท้ังสามกลุ่มจะเท่ากัน (ร้อยละ 33.33 

ต่อกลุ่ม) แต่ในเชิงปริมาณ กลุ่มดอง 48 ชั ่วโมงมี

ค่าลดลงอย่างมีน ัยสำคัญทางสถิติ  (p=0.036) 

เมื ่อเทียบกับกลุ่มสด ซึ่งสะท้อนถึงบทบาทของ

กระบวนการดองในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

จุลินทรีย ์ ผลการวิจัยนี้สอดคล้องก ับหลักการ

ถนอมอาหารที่ระบุว่าการลดค่า water activity 

(aw) ด้วยเกลือและน้ำปลา รวมถึงการปรับค่า 

pH ให้อยู ่นอกช่วงที ่เหมาะสมต่อการเจริญของ

เชื้อก่อโรค จะทำให้เชื้อเพิ่มจำนวนได้ยาก (20) 

นอกจากนี ้ V. harveyi เจริญได้ดีที ่ สุดในความ

เค็ม 30–40 ส่วนในพันส่วน ที่อุณหภูมิ 20°C และ

จำนวนเชื ้อลดลงอย่างต่อเนื ่องหลังผ่านไป 48 

ชั ่วโมง (21)  เช่นเดียวกับรายงานวจิัยที่ตรวจพบ

ปริมาณจุลินทรีย์รวมในอาหารทะเลสด(22) ในช่วง 

1×104 – 9.95×104 CFU/g แ ล ะ  1×104 – 

7.74×104 CFU/g ซึ่งอยู่ในระดับใกล้เคียงกับค่าที่

พบในงานว ิจ ัยนี ้  ท ั ้ งน ี ้การปนเปื ้อนของ  V. 

parahaemolyticus ใ น ก ุ ้ ง  ป ล า  ห ม ึ ก 

หอยแมลงภู ่ และหอยนางรมจากตลาดสดใน

กรุงเทพมหานคร โดยมีปริมาณตั้งแต่ 24–1,100 

MPN/g แสดงให้เห็นว่าการปนเปื้อนในอาหาร

ทะเลสดสามารถพบได้ในหลายพื้นที่และหลาย

ชนิดสัตว์นำ้(3) 

การตรวจวิเคราะห์เชื้อกอ่โรคในงานวิจัยนี้

พบการปนเป้ือนของเชื้อ V. parahaemolyticus, 

V. alginolyticus, V. cholerae, Aeromonas sp. 

, Shewanella sp. โ ดย  V. parahaemolyticus 

เป็นเชื ้อที ่พบมากที่สุดและเป็นสาเหตุสำคัญของ

โรคอาหารเป็นพิษจากการบริโภคอาหารทะเลดิบ

หรือสุกไม่ทั่วถึง ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานท่ีพบเชื้อ

ในสกุล Vibrio 8 สปีชีส์ และพบ Salmonella 

ถึง   ร้อยละ 10 ของตัวอย่างอาหารทะเลทัง้หมด 

การพบ V. cholerae แม้เพียง 1 ไอโซเลตก ็ม ี

ความสำคัญเชิงสาธารณสุข เนื่องจากเป็นสาเหตุ

ของโรคอหิวาตกโรค (cholera) ซึ ่งอาจนำไปสู ่

การระบาดได ้  ขณะท ี ่  Aeromonas sp. และ 

Shewanella sp. แม้จะเป็นเชื ้อฉวยโอกาส(4)  

แต่ก็มีรายงานว่าสามารถก่อโรครุนแรงในผู ้ป่วย

ภูมิค ุ ้มกันบกพร่อง (23) และมีการตรวจพบใน

ผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักหรือดองในประเทศ(24) 

นอกจากนี้ผลการศึกษานี้ยังสอดคล้องกับรายงาน

ที ่ตรวจพบเชื้อในสกุล Vibrio ถึง 8 สปีชีส์ และ

เช ื ้อ Salmonella 7  ซี โรไทป์ จากตัวอย่าง

อาหารทะเล 150 ตัวอย่าง(4) รวมถึงรายงานการ

ปนเปื้อนจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น Salmonella spp.,  

V. parahaemolyticus, S. aureus แ ล ะ 

Lactobacillus spp. ในกุ้งจ่อม ซึ่งเป็นผลติภัณฑ์

อาหารทะเลหมักพื ้นบ ้านในไทย(24)  ผลลัพธ์

เหล่านี ้ชี ้ให้เห็นว่าการถนอมอาหารด้วยวิธีการ

ดองสามารถลดปริมาณเชื้อได้ แต่ยังไม่สามารถ
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กำจัดเชื้อก่อโรคทั้งหมดออกไปได้อย่างสมบูรณ์ 

จากการศึกษาในครั้งนี้ใช้ตัวอย่างจากตลาดเพียง

แห่งเดียวในช่วงเวลาเดียว ซึ่งอาจไม่สะท้อนความ

แปรปรวนของพื ้ นที ่อ ื ่น ด ังน ั ้น การศึกษาใน

อนาคตควรขยายพื ้นที ่และเพิ่มจำนวนตัวอย่าง

เพ่ือยืนยันผลการวิเคราะห์ 

การดองอาหารทะเลเป็นเวลา 24–48 

ชั ่วโมงมปีระสิทธิภาพในการลดปริมาณจุลินทรีย์

รวมได้จริง แต่ยังคงตรวจพบเชื้อก่อโรคบางชนิด 

จึงควรเน้นการควบคุมสุขลักษณะในทุกขั้นตอน 

ต้ังแต่กระบวนการจับ การขนส่ง การแปรรูป ไป

จนถึงการจำหน่ายอาหารทะเล รวมถึงการเลือก

ซื้อจากแหล่งที ่มีมาตรฐานตามกฎกระทรวงว่า

ด้วยสุขลักษณะของสถานที่จำหนา่ยอาหาร (พ.ศ. 

2561) เพื่อความปลอดภัยของผู ้บรโิภค ข้อมูลที่

ได้จากการศึกษานี้สามารถใช้เปน็แนวทางสำหรับ

การเฝ้าระวัง การให้ความรู ้ผู้ประกอบการ และ

การกำหนดมาตรการควบคุมความปลอดภัยของ

อาหารทะเลในอนาคต 

สรุปผลการวิจัย 

การศ ึกษาน ี ้พบว ่ า อาหารทะเลสดที ่

จำหน่ายในพื้นที่ศึกษามีปริมาณจุลินทรีย์รวมสูง

กว่าอาหารทะเลที่ผ่านการถนอมด้วยวิธีการดอง 

ทั ้งในระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง โดยการดอง 

48 ชั ่วโมงสามารถลดปริมาณจุลินทรีย์รวมได้

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื ่อเทียบกับอาหาร

ทะเลสด (p=0.036) แสดงให้เห็นว่ากระบวนการ

ดองมีประสิทธภิาพในการยบัยั้งการเจริญเติบโต

ของจุลินทรีย์ แม้จะไม่สามารถกำจัดเช้ือก่อโรคได้

ทั ้งหมด จากการวิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวิทยา

ร่วมกับการใช้เทคนคิการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ

ยีน 16S rRNA ในการระบุชนิดเช้ือแบคทีเรียที่แยก

ได้ พบเชื ้อก่อโรคและเชื้อฉวยโอกาสรวม 5 กลุ่ม 

ได้แก่ V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, 

V. cholerae, Aeromonas sp. แ ล ะ 

Shewanella sp. ซึ ่ ง เป ็ นกล ุ ่ มจ ุล ินทร ีย ์ ท ี ่ ม ี

ความสำคัญทางสาธารณสุขและมรีายงานเกี่ยวข้อง

กับการปนเปื้อนในอาหารทะเลจากงานวิจัยทั้งใน

และต่างประเทศ การตรวจพบเชื้อเหล่านี ้แม้ใน

อาหารทะเลที่ผ่านการดองแล้ว สะท้อนใหเ้ห็นถึง

ความจำเป็นของการจัดการสุขลักษณะในทุก

ขั้นตอนของกระบวนการผลิต การขนส่ง และการ

จำหนา่ย 

การดองอาหารทะเลจะสามารถลด

ปริมาณจุลินทรีย์รวมได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่

ยังคงพบเช ื ้อก ่อโรคและเชื ้อฉวยโอกาสที ่ม ี

ศักยภาพในการก่อโรคในมนุษย์ ดังน ั ้น ควรมี

มาตรการเฝ้าระว ังและควบคุมคุณภาพอาหาร

ทะเลอย่างต่อเนื ่อง รวมถึงการให้ความร ู ้ แก ่

ผู้ประกอบการและผู้บริโภค เพื่อป้องกันความ

เสี่ยงต่อการเกิดโรคจากการบริโภคอาหารทะเล

ดิบหร ือดองท ี ่ ไม ่ถ ูกสุขล ักษณะ ข้อมูลจาก

การศึกษานี้สามารถนำไปใช้เป็นแนวทางในการ

กำหนดมาตรการด้านความปลอดภัยอาหารทะเล

ท้ังในเชิงป้องกันและเชิงนโยบาย 

ขอเสนอแนะทั่วไป 

1) ควรควบคุมสุขลักษณะในทุกขั ้นตอน

ของการผลิต การขนส่ง และการจำหน่ายอาหาร

ทะเล รวมถึงกำหนดระยะเวลาและสภาวะการ

ดองที่เหมาะสม เพ่ือให้ปลอดภัยตอ่ผู้บริโภค 
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2) ควรศึกษาการปนเปื ้อนเชื ้อก่อโรคใน

อาหารทะเลเพิ ่มเต ิมในพื ้นท ี ่และฤดูกาลที่

หลากหลาย พร้อมใช้เทคนิคระดับโมเลกุลที ่ม ี

ความไวสูงเพ่ือระบุชนิดเช้ืออย่างแม่นยำ 
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