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บทสรุปยอสําหรับผูบริหาร  (Executive Summary)    

เชื้อ Campylobacter เปนเชื้อแบคทีเรียสาเหตุสําคัญของโรคอุจจาระรวงทั้งในมนุษย และ 

สัตว ในประเทศสหรัฐอเมริกามีรายงานคนไขที่ไดรับเชื้อ Campylobacter จํานวน 2.4-2.5  

ลานคน/ป (Bhaduri and Cottrell, 2004) สําหรับประเทศทางแถบยุโรปพบคนไขติดเช้ือ Campylobacter 

จํานวน 47.6 ราย/ประชากร 100,000 คน สําหรับประเทศไทยมีรายงานในป 1998-2000 วา เชื้อ 

Campylobacter กอใหเกิดอุจจาระรวงถึง 28% ขณะท่ีเชื้อ Salmonella, Shigella และ ETEC กอใหเกิด

อุจจาระรวง 18%, 9% และ 6% ตามลาํดับ (Bodhidatta et al., 2002) ผูปวยติดเช้ือ Campylobacter ใน

ประเทศไทยสวนใหญเปนผูปวยเด็ก อายุนอยกวา 12 ป และมักพบเปนเช้ือท่ีดื้อตอสารตานจุลชีพที่ใชใน

การรักษาผูปวยอุจจาระรวง เชน erythromycin, ciprofloxacin, tetracycline เปนตน (Bodhidatta et al., 

2002, Padungtod et al., 2006) นอกจากน้ียังมีรายงานในตางประเทศพบวาเชื้อ Campylobacter มี

ความสัมพันธกับการเกิดโรค Guillain-Barre Syndrome (GBS)  ซึ่งพบวา 25-45% ของผูปวยโรค GBS 

เกิดจากการติดเชื้อ Campylobacter (Nachamkin et al., 1999 ; Mishu et al., 1997 ; Hughes and Rees, 

1997) และพบวาผูปวยกลุมอาการดังกลาวมีอัตราการเสียชีวิตถึง 2 - 3 % (Briscoe et al., 1987) เชื้อ

ดังกลาวยังเปนสาเหตุนําที่ทาํใหเกิดอาการของโรค reactive arthritis, urticaria, erythema nodosum ดวย 

(Moore et al., 2005) ดังนั้นจึงเห็นไดวา Campylobacter เปนเช้ือแบคทีเรียกอโรคมีความสาํคัญเปนอยาง

มากทางดานสาธารณสุข  

ปจจัยท่ีกอใหเกิดความเสี่ยงตอการติดเช้ือ Campylobacter  เกิดขึ้นจากการบริโภคและ/หรือการ

จัดการอาหารที่ไมผานการทาํใหสุก เชน สัตวปก เนื้อสัตวอ่ืน ๆ นมดิบ  และน้ําดื่ม การปนเปอนขามของ

อาหารพรอมบริโภค ระหวางการเตรียมอาหารรวมท้ังการสัมผัสเน้ือสัตวโดยตรง (Anonymous, 1995 ; 

Tompkin, 1994 ; Adak et al., 1995 ; Fitch et al., 2005) สําหรับการปนเปอนในพืชมีรายงานไมมากนัก

ในอดีต แตในป 2007 พบการปนเปอนในสลัดผักและผลไมสูงถึง 40.9% ในประเทศปากีสถาน โดยพบ

เช้ือสวนใหญ 2 ชนิดคือ C. jejuni 70.6% และ C. coli 29.4% (Hussain et al., 2007) ในประเทศมาเลเซีย

ซึ่งเปนประเทศเพ่ือนบานติดชายแดนตอนใตของประเทศไทย (Chai et al., 2007) ตรวจพบ 

Campylobacter ในสลัดผักจํานวน 309 ตัวอยาง ซึ่งสุมมาจากตลาดสดและในซุปเปอรมารเก็ต 2 แหง ใน 

Selangor พบวา สลัดผักจากซุปเปอรมารเก็ตแหงที่ 1 มี   Campylobacter spp. ปนเปอน 51.9%  C. jejuni 

40.7%  C. coli 35.2%  และ C. fetus 1%  สําหรับซุปเปอรมารเก็ตแหงที่ 2 มี   Campylobacter spp.  



ปนเปอน 67.7%  C. jejuni 67.7% และ C. coli 65.7%  และตลาดสดพบการปนเปอนของ  

Campylobacter spp. 29.4%  C. jejuni 25.5% และ C. coli 22.6%  จํานวนสูงสุดของ Campylobacter ที่

ตรวจสอบพบในผักดิบ ณ ตลาดสดมีมากกวา 460 MPN/g  และจากซุปเปอรมารเก็ตมากกวา 2,400 

MPN/g  ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่เชื้อดังกลาวจะมีการปนเปอนในผักและผลไมตัดแตงพรอมบริโภค

ของไทย  

ปจจุบันการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคท่ีปนเปอนมากับอาหารพรอมบริโภคมีการนําเทคนิค 

polymerase chain reaction มาใชมากขึ้น เนื่องจากสามารถทราบผลไดอยางรวดเร็วภายใน 1-2 วัน 

ขณะท่ีวิธีการเพาะเช้ือในจานเลี้ยงเชื้อตองใชเวลานาน 4-6 วันจึงจะทราบผล อยางไรก็ตามวิธีการ

ดังกลาวเปนการตรวจหาเชื้อสาเหตุ แตปจจัยที่กอใหเกิดโรคกับมนุษยนั้นคือ สารพิษ (toxin) น่ัน

หมายความวาแมเชื้อจะถูกทําลายไปแลว ตรวจสอบไมพบ แตยังคงมีสารพิษซึ่งกออันตรายใหกับมนุษย

ตกคางอยู ดังนั้นการตรวจสอบหายีนท่ีสรางสารพิษจึงนาจะเปนวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพ และศักยภาพ

มากกวา และนาจะเปนวิธีการท่ีสามารถนําไปใชไดอยางกวางขวางในอนาคตเพื่อตรวจสอบการปนเปอน

ของเชื้อ Campylobacter ในผลิตผลเกษตร ทั้งนี้ยังไมมีการนําวิธีการดังกลาวมาใชในผักและผลไม แตมี

รายงานวาการใชเทคนิค cdt gene-based multiplex PCR  สามารถวิเคราะหหายีนที่กอใหเกิดสารพิษจาก 

stool ของคนไขและจากเนื้อไกจากเชื้อ C. jejuni, C. fetus และ C. coli (Asakura et al., 2008; Asakura et al., 

2007; Samosornsuk et al., 2007)  สําหรับแนวทางท่ีจะปองกันและแกปญหาการปนเปอนเชื้อกอโรคในระบบ

ทางเดินอาหารในผกัและผลไมตัดแตงพรอมบริโภค  สามารถ ทําไดโดยการปรับปรุงกระบวนการผลิตโดยการ

ใชมีดคมที่สะอาดตัดแตงผักและผลไม รวมกับสารปองกันกาํจัดเช้ือจุลินทรีย เชน สารละลายคลอรีน และ

อุณหภูมิต่ํา  

สําหรับประเทศไทยในปจจุบันยังไมมีการรายงานการปนเปอนของเชื้อ Campylobacter spp.  ในผัก

และผลไม อยางไรก็ตามผูวิจัยไดทําการสุมซื้อผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคจากตลาดนัด และซุปเปอรมาร

เก็ตในเขตจังหวัดปทุมธานี มาตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อ Campylobacter spp. และไดพบการปนเปอน

ของเชื้อดังกลาวในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคอุบัติขึ้นเชนกัน  

ดังนั้น งานวิจัยน้ีไดทําการพัฒนาเทคนิค 16S rRNA gene-based PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อ 

Campylobacter พรอมทั้งตรวจแยกชนิดของเชื้อ.C. jejuni, C. coli และ C. fetus ดวยวิธี cdt gene-based 

multiplex PCR ในผักสลัดตัดแตง ซึ่งสามารถตรวจพบเชื้อไดตั้งแต 10 โคโลนี/มล และเม่ือนําเทคนิคนี้มาทํา

การตรวจหาเช้ือ Campylobacter ในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคท้ังหมด 210 ตัวอยาง จากตลาดสดและ



ซุปเปอรมารเก็ตในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล ซึ่งประกอบดวย กะหล่ําปลี 58 ตัวอยาง แครอท 49 

ตัวอยาง แตงกวา 57 ตัวอยางและผักกาดหอม 46 ตัวอยาง ขณะเดียวกันไดใชวิธีตรวจเพาะเชื้อและนับ

ปริมาณของเชื้อ Campylobacter (MPN method) ซึ่งผลการใชเทคนิค PCR มาชวยในการตรวจทําใหทราบ

ผลเร็วข้ึน 2-4 วัน และสามารถตรวจพบเช้ือนี้ไดในขณะที่ ไมพบจากการเพาะเชื้อ นั่นแสดงใหเห็นวา การ

ตรวจดวยเทคนิค PCR สามารถตรวจพบเช้ือในปริมาณนอย ๆ ได ซึ่งจากผลการตรวจตัวอยาง 210 ตัวอยาง 

พบ การปนเปอนเชื้อ Campylobacter ท้ังหมด 5 ตัวอยาง คิดเปน 2.4% โดยพบกะหล่ําปลีปนเปอนเชื้อ C. 

jejuni และ C. coli 1 ตัวอยาง ซึ่งตัวอยางน้ี ไดรับการรับรองคุณภาพแลวจากกรมวิชาการเกษตร กระทรวง

เกษตรและสหกรณ (GAP) แครอท 2 ตัวอยาง ปนเปอนเชื้อ C. coli และ Arcobacter butzleri อยางละ 1 

ตัวอยาง และผักกาดหอม 2 ตัวอยาง ปนเปอนเช้ือ Arcobacter butzleri ท้ัง 2 ตัวอยาง เมื่อทําการทดสอบผัก

ทั้ง 3 ชนิดโดยผานขั้นตอนการจัดการของงานวิจัยพืชผลหลังเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต

กําแพงแสน ซึ่งใชวิธี peroxyacetic acid treatment พบวา สามารถลดการปนเปอนของเชื้อ Campylobacter 

และ Salmonella ได จากผลการวิจัยน้ีสรุปไดวา ในผักท้ัง 4 ชนิด ไดแก กะหล่ําปลี แครอท แตงกวา และ

ผักกาดหอม ซึ่งคนไทยนิยมบริโภคดิบนั้น ตรวจพบการปนเปอนเช้ือ Campylobacter ได แมจะพบใน

ปริมาณนอย แตตัวอยางท่ีผานการรับรองคุณภาพการผลิตจากกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ (GAP) ยังสามารถพบการปนเปอนเชื้อนี้ได นอกจากนี้การใชเทคนิค cdt gene-based multiplex 

PCR สามารถใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจหายีนที่สรางสารพิษของเชื้อ Campylobacter และการใชวิธี 

peroxyacetic acid treatment เพื่อทําความสะอาดผักกอน package สามารถลดการปนเปอนของเช้ือ 

Campylobacter และ Salmonella ได  



ข 

การพัฒนาการตรวจหาเช้ือ Campylobacter ในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคจากตลาดสดและซุปเปอรมาเก็ต

ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลโดยใชเทคนิค cdt gene-based multiplex PCR เพ่ือตรวจหายีนที่สราง

สารพิษของเชื้อ  
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ปริมณฑล ระหวางเดือนมีนาคมและสิงหาคม 2552 โดยทําการตรวจนับปริมาณของเชื้อ Campylobacter 

(MPN) และตรวจหาเชื้อ Campylobacter ดวยวิธี 16S rRNA และ วิธี cdt gene-based multiplex PCR ผลการ

ตรวจตัวอยางผัก 210 ตัวอยาง พบการปนเปอนเช้ือ Campylobacter 2 ตัวอยาง (0.95%) ปริมาณการปนเปอน

เช้ือ <3 MPN/g โดยพบในกะหล่ําปลีที่ไดรับการรับรองคุณภาพผลิต (GAP) ปนเปอนเช้ือ C. jejuni และ C. 

coli 1 ตัวอยาง แครอท 1 ตัวอยาง ปนเปอนเช้ือ C. coli นอกจากนี้ยังตรวจพบการปนเปอนของเช้ือ 

Arcobacter butzleri 3 อยาง (1.43%) โดยพบในแครอท 1 ตัวอยาง และผักกาดหอม 2 ตัวอยาง เมื่อใชวิธี 

peroxyacetic acid treatment ในการลางผักกอนทําการ package พบวา สามารถลดการปนเปอนของเช้ือ 

Campylobacter ได จากผลการวิจัยน้ีสรุปไดวา การปนเปอนเชื้อ Campylobacter ในผักสด พบไดในปริมาณ

นอย อยางไรก็ตาม ตัวอยางท่ีผานการรับรองคุณภาพการผลิต (GAP) ยังสามารถพบการปนเปอนเชื้อนี้ได 

นอกจากนี้การใชเทคนิค cdt gene-based multiplex PCR สามารถใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจหายีนที่

สรางสารพิษของเชื้อ Campylobacter และการใชวิธี peroxyacetic acid treatment เพื่อทําความสะอาดผักกอน 

package สามารถลดการปนเปอนของเชื้อ Campylobacter ได 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate Campylobacter contamination by conventional culture method 

and PCR in 210 samples of four types of raw vegetables including cabbage, carrot, lettuce and cucumber. 

These samples were collected from one wet market and 4 supermarkets in Bangkok and 1 open market 

and 2 supermarkets nearby Bangkok, Thailand during March to August 2009. The prevalences of 

Campylobacter were found in 2 samples (0.95%) included 1 cabbage from a supermarket in local area and 

1 carrot from a wet market in Bangkok. However, in this study Arcobacter butzleri which is similar to 

Campylobacter were detected in other 3 samples included 1 carrot and 2 lettuces. The wet market 

exhibited higher contamination of these bacteria than the supermarkets. The presence of this organism was 

difficult to isolate by conventional method but it could be identified using PCR assay. Phenotypic 

differences in population recovered before and after chlorine and peroxyacetic acid treated lettuce cabbage 

and carrot were observed. This study revealed that raw or minimally processed vegetables can be 

contaminated with Campylobacter, leading to direct infection of consumers or cross contamination of 

other foodstuffs. These contaminated vegetables can represent a severe health risk for the Thai consumer. 

The efficacy of chlorine and peroxyacetic treatment can reduce foodborne pathogen in salad vegetables.  
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บทท่ี 1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญ 

โรคอุจจาระรวงท่ีเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคอุจจาระรวงที่เกิดจากการ

บริโภคอาหารที่ปนเปอนเชื้อ (food-borne disease) ซ่ึงเปนโรคท่ีพบไดบอย โดยเฉพาะในประเทศกําลัง

พัฒนา หากผูปวยไมไดรับการรักษาที่เหมาะสม หรือ ไดรับการรักษาที่ชาเกินไป อาจทําใหผูปวยพิการหรือ

เสียชีวิตได นอกจากนี้ ยังกอใหเกิดความสูญเสียตอเศรษฐกิจทั้งตอผูปวยและเศรษฐกิจโดยรวมของประเทศ

ดวย เชื้อแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหารที่สาํคัญและพบไดบอยไดแก เชื้อ Salmonella, Shigella, E. 

coli, Vibrio และ Campylobacter  

เชื้อ Campylobacter เปนเชื้อแบคทีเรียสาเหตุสําคัญของโรคอุจจาระรวงทั้งในมนุษย และ 

สัตว จากการรายงานของโครงการเฝาระวังโรค campylobacteriosis ในประเทศท่ีพัฒนาแลว พบ 

อุบัติการณของโรคติดเชื้อ Campylobacter ประมาณ 5 – 20 % (Tauxe et al., 1992) ซึ่งเชื้อดังกลาวเปน

เช้ือสาเหตุของโรคอุจจาระรวงในลําดับตน ๆ เม่ือเปรียบเทียบกบัเชื้อแบคทีเรียกอโรคอุจจาระรวงชนิดอ่ืนๆ 

(Hughes and Rees, 1997; Varavithya et al., 1990)   สามารถกอใหเกิดโรคอุจจาระรวงไดทั้งแบบ sporadic 

case และแบบ outbreaks (Alterkruse et al., 1999; de Wit et al., 2001;  Friedman et al., 2000; Frost et al., 

2001; Oberhelman and Taylor, 2000; Effler et al., 2001) มีรายงานในประเทศท่ีพัฒนาแลวเชน 

สหรัฐอเมริกา มีคนไขปวยจากการติดเชื้อ Campylobacter มีถึง 2.4-2.5 ลานคนตอป (Bhaduri and 

Cottrell, 2004; Zhao et al., 2001) ในประเทศอังกฤษและเวลสพบคนไขติดเช้ือ 58,059 ราย (CDSC, 

1998)  และเร็ว ๆ น้ีเองในป 2547 มีการยืนยันอัตราการติดเช้ือ Campylobacter จากสมาชิกในกลุม EU 

25 ประเทศ คิดเปน 47.6 คนตอ 100,000 คน  (EFSA, 2006) จากการประมาณการจํานวนผูปวยโรค

อุจจาระรวงในประเทศท่ีกําลังพัฒนา พบวาในแตละปมีผูปวยเด็กที่อายุนอยกวา 5 ป ติดเช้ือดังกลาวถึง 

40,000-60,000 คน จาก 100,000 คน (Oberhelman and Taylor, 2000; Rao et al., 2001) และพบวาเชื้อ 

Campylobacter jejuni และ C. coli เปนสายพันธุที่เปนสาเหตุสาํคัญโดยเฉพาะในเด็กเล็ก ผูปวยที่ติดเช้ือ

นี้จะมีอาการปวดทอง มีไข ถายอุจจาระเปนน้ําเหลว หรือมีมูกเลือดปน บางคร้ังพบวามีการอักเสบของ

ลําไสใหญรวมดวย (Altekruse et al., 1999; Reina et al., 1995)  สําหรับประเทศกําลังพัฒนา เชน ใน

ประเทศไทย มีรายงานในป 1989 และ 1994 ผูปวยอุจจาระรวงที่เกิดจากการติดเชื้อ Campylobacter 

ประมาณ 10-15% ซึ่งใกลเคียงกับการติดเช้ือ ETEC, Shigella และ rotavirus (Echeverria 1989, 
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Echeverria 1994) และมีรายงานในป 1998-2000 วา เชื้อ Campylobacter กอใหเกิดอุจจาระรวงถึง 28% 

ขณะท่ีเชื้อ Salmonella, Shigella และ ETEC กอใหเกิดอุจจาระรวง 18%, 9% และ 6% ตามลําดับ 

(Bodhidatta et al. 2002) ผูปวยติดเชื้อ Campylobacter ในประเทศไทยสวนใหญเปนผูปวยเด็ก อายุนอย

กวา 12 ป และมักพบเปนเชื้อที่ดื้อตอสารตานจุลชีพที่ใชในการรักษาผูปวยอุจจาระรวง เชน 

erythromycin, ciprofloxacin, tetracycline เปนตน (Bodhidatta et al. 2002, Padungtod et al. 2006) 

นอกจากน้ียังมีรายงานในตางประเทศพบวาเชื้อ Campylobacter มีความสัมพันธกับการเกิดโรค Guillain 

Barre Syndrome (GBS) ซึ่งพบวา 25-45% ของผูปวยโรค GBS เกิดจากการติดเช้ือ Campylobacter 

(Nachamkin et al., 1999; Nachamkin et al., 1998; Mishu, 1997; Hughes and Rees, 1997)  และพบวาผูปวย

กลุมอาการดังกลาวมีอัตราการเสียชีวิตถึง 2 - 3 % (Briscoe et al., 1987)  เชื้อดังกลาวยังเปนสาเหตุนําที่

ทําใหเกิดอาการของโรค reactive arthritis, urticaria, erythema nodosum ดวย (Moore et al., 2005) 

ดังนั้นจึงเห็นไดวา เชื้อ Campylobacter เปนเช้ือแบคทีเรียกอโรคมีความสําคัญเปนอยางมากทางดาน

สาธารณสุข  

นอกจากรายงานการพบเช้ือ Campylobacter ในมนุษยและสัตว แลว ยังมีรายงานการพบเชื้อ

นี้ในผักและผลไมซึ่งเปนอาหารของมนุษย เมื่อผูบริโภค บริโภคผัก หรือ ผลไมที่ปนเปอนเชื้อนี้ จะทําให

เกิดการติดเช้ือและเกิดอาการอุจจาระรวง และสามารถนําไปสูโรคตางๆท่ีเกี่ยวเนื่องตอไป ปจจุบัน

ผูบริโภคนิยมซื้อผัก หรือผลไมพรอมรับประทาน ท่ีผานการตัดแตงและบรรจุในภาชนะสําเร็จรูป   

กระบวนการผลิตผักหรือผลไมดังกลาว จึงเปนสวนที่สาํคัญอยางยิ่งในการผลิตผลิตภัณฑผักและผลไมที่

มีคุณภาพ มีความสะอาด และ ปลอดภัย ซึ่งปจจัยที่กอใหเกิดความเสี่ยงตอการติดเชื้อ Campylobacter  

เกิดขึ้นจากการบริโภคและ/หรือการจัดการอาหารที่ไมผานการทําใหสุก เชน สัตวปก เนื้อสัตวอ่ืน ๆ นม

ดิบ และนํ้าดื่ม การปนเปอนขามของอาหารพรอมบริโภคระหวางการเตรียมอาหารรวมทั้งการสัมผัสเนื้อสัตว

โดยตรง (Anonymous, 1995 ; Tompkin, 1994 ; Adak et al., 1995) สําหรับการปนเปอนในพืชมีรายงาน

ไมมากนักในอดีต แตในป 2007 พบการปนเปอนในสลัดผักและผลไมสูงถึง 40.9% ในประเทศ

ปากีสถาน โดยพบเชื้อสวนใหญ 2 ชนิดคือ C. jejuni 70.6% และ C. coli 29.4% (Hussain et al., 2007) 

ในประเทศมาเลเซียซึ่งเปนประเทศเพ่ือนบานติดชายแดนตอนใตของประเทศไทย (Chai et al., 2007) 

ตรวจพบ Campylobacter ในสลัดผักจํานวน 309 ตัวอยาง ซึ่งสุมมาจากตลาดสดและในซุปเปอรมารเก็ต 

2 แหง ใน Selangor พบวา สลัดผักจากซุปเปอรมารเก็ตแหงที่ 1 มี   Campylobacter spp. ปนเปอน 

51.9%  C. jejuni 40.7%  C. coli 35.2%  และ C. fetus 1%  สําหรับซุปเปอรมารเก็ตแหงที่ 2 มี   
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Campylobacter spp. ปนเปอน 67.7%  C. jejuni 67.7% และ C. coli 65.7%  และตลาดสดพบการ

ปนเปอนของ   Campylobacter spp. 29.4%  C. jejuni 25.5% และ C. coli 22.6%  จํานวนสูงสุดของ 

Campylobacter ที่ตรวจสอบพบในผักดิบ ณ ตลาดสดมีมากกวา 460 MPN/g  และจากซุปเปอรมารเก็ต

มากกวา 2,400 MPN/g  นอกจากน้ีในประเทศปากีสถานยังพบการปนเปอนของเช้ือ Campylobacter ใน

สลัดผักและผลไมสูงถึง 40.9% (Hussain et al., 2007) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่เชื้อดังกลาวจะมีการ

ปนเปอนในผักและผลไมตัดแตงพรอมบริโภคของไทย  

ปจจุบันการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคท่ีปนเปอนมากับอาหารพรอมบริโภคมีการนําเทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) มาใชมากขึ้น เชน การใชเทคนิค ceuE-based multiplex PCR เพื่อแยก

ความแตกตางระหวางเช้ือ C. jejuni และ C. coli ใน stool ของคนไขในประเทศไทย (Houng et al., 

2001) การใชเทคนิค PCR ตรวจหา  C.  jejuni  C. lari และ C. coli ในเนื้อหมูและเนื้อไก (Perelle et al., 

2004) และสลัดผักในมาเลเซีย (Chai et al., 2007) เนื่องจากสามารถทราบผลไดอยางรวดเร็วภายใน 1-2 

วัน ขณะท่ีวิธีการเพาะเช้ือในจานเลี้ยงเชื้อตองใชเวลานาน 4-6 วันจึงจะทราบผล อยางไรก็ตามวิธีการ

ดังกลาวเปนการตรวจหาเชื้อสาเหตุ แตปจจัยที่กอใหเกิดโรคกับมนุษยนั้นคือ สารพิษ (toxin) น่ัน

หมายความวาแมเชื้อจะถูกทําลายไปแลว ตรวจสอบไมพบ แตยังคงมีสารพิษซึ่งกออันตรายใหกับมนุษย

ตกคางอยู ดังนั้นการตรวจสอบหายีนท่ีสรางสารพิษจึงนาจะเปนวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพ และศักยภาพ

มากกวา และนาจะเปนวิธีการท่ีสามารถนําไปใชไดอยางกวางขวางในอนาคตเพื่อตรวจสอบการปนเปอน

ของเชื้อ Campylobacter ในผลิตผลเกษตร ทั้งนี้ยังไมมีการนําวิธีการดังกลาวมาใชในผักและผลไม แตมี

รายงานวาการใชเทคนิค cdt gene-based multiplex PCR  สามารถวิเคราะหหายีนที่กอใหเกิดสารพิษจาก 

stool ของคนไขและจากเนื้อไกจากเชื้อ C. jejuni, C. fetus และ C. coli (Asakura et al., 2008; Asakura et al., 

2007; Samosornsuk et al., 2007)  สําหรับแนวทางท่ีจะปองกันและแกปญหาการปนเปอนเชื้อกอโรคในระบบ

ทางเดินอาหารในผกัและผลไมตัดแตงพรอมบริโภค  สามารถทําไดโดยการปรับปรุงกระบวนการผลิตโดยการใช

มีดคมที่สะอาดตัดแตงผักและผลไม รวมกับสารปองกันกําจัดเชื้อจุลินทรีย เชน สารละลายคลอรีน การบรรจุ

ในสภาพบรรยากาศดัดแปลง และอุณหภูมิตํ่า  

ดังนั้น งานวิจัยนี้ ไดทําการตรวจหาเชื้อ Campylobacter ในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคท่ีเก็บ

ตัวอยางไดมาจากซุปเปอรมาเก็ตในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล โดยวิธีการเพาะแยกเช้ือ และแยก

ชนิดเชื้อ Campylobacter ดวยเทคนิค cdt gene-based multiplex PCR ซึ่งเปนวิธีการเพิ่มสารพันธุกรรมที่

จําเพาะตอยีนที่สรางสารพิษของเชื้อ Campylobacter ชนิดตาง ๆ และยังสามารถบอกทั้งชนิดและสายพันธุ
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ของเช้ือ Campylobacter นอกจากนี้ยังไดทําการเปรียบเทียบผลการตรวจพบการปนเปอนเช้ือในตัวอยางผัก

กอนและหลังนํามาผานขั้นตอนการจัดการของศูนยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว สถาบันวิจัยและพัฒนา 

กําแพงแสน  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ซึ่งพบวาวิธีการจัดการของงานวิจัยพืชผล

หลังเก็บเกี่ยวนั้นสามารถลดการปนเปอนเชื้อ Campylobacter ลงได คณะผูวิจัยฯ คาดวากระบวนการ

ผลิตนี้ก็จะสามารถลดการปนเปอนของเช้ือกอโรคในระบบทางเดินอาหารชนิดอื่นๆ ไดอีกดวย ซึ่งจะทํา

ใหสามารถนํากระบวนผลิตวิธีนี ้ไปใชในการผลิต ผักและผลไมตัดแตงพรอมบริโภคจริง เพ่ือเปน

ประโยชนตอผูบริโภค รวมท้ังผูผลิตผักและผลไมพรอมบริโภคอีกดวย 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.  เพื่อตรวจหาเชื้อ Campylobacter ที่ปนเปอนในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคท่ีจําหนายในซุปเปอร

มารเก็ตในเขตกรุงเทพมหานคร  

2.  เพื่อพัฒนาเทคนิคซึ่งสามารถใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อ 

Campylobacter ในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคโดยการตรวจสอบยีนที่สรางสารพิษที่เปนสาเหตุ

กอใหเกิดโรคอุจจาระรวงกับผูปวยโดยตรง  

3.  เพื่อจําแนกชนิดและสายพันธุของเชื้อ Campylobacter ดวยเทคนิค cdt gene-based multiplex PCR 

ที่ปนเปอนในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคท่ีจําหนายในซุปเปอรมารเก็ตในเขตกรุงเทพมหานคร  

4. เพื่อใหทราบกระบวนการที่เหมาะสมในการจัดการผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคเพื่อลดการ

ปนเปอนของเชื้อ Campylobacter 
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บทท่ี 2 

การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

โรคอุจจาระรวงท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคอุจจาระรวงที่เกิดจาก

การบริโภคอาหารที่ปนเปอนเชื้อ (food-borne disease) ซึ่งเปนโรคท่ีพบไดบอย โดยเฉพาะในประเทศ

กําลังพัฒนา หากผูปวยไมไดรับการรักษาที่เหมาะสม หรือ ไดรับการรักษาที่ชาเกินไป อาจทําใหผูปวย

พิการหรือเสียชีวิตได นอกจากน้ียังกอใหเกิดความสูญเสียตอเศรษฐกิจทั้งตอผูปวยและเศรษฐกิจโดยรวม

ของประเทศดวยเชื้อแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหารท่ีสําคัญและพบไดบอยในประเทศไทย 

ไดแก เช้ือ Campylobacter, Salmonella, Shigella, E. coli, และ Vibrio สูงขึ้น  จากรายงานของกองระบาด

วิทยา กระทรวงสาธารณสุข พบวา ในชวง 10 ปที่ผานมา โรคทางเดินอาหาร โดยเฉพาะ โรคอุจจาระรวง 

(Acute diarrhoea) มีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นมาตลอด ซึ่งจากขอมูลสรุปรายงานการเฝาระวังโรค ของสํานัก

ระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุขในป พ.ศ.2549 มีอัตราผูปวยโรคอุจจาระรวงสูงถึง 

1,988.11 ตอประชากรแสนคน และมีอัตราการเสียชีวิตถึง 0.14 ตอประชากรแสนคน เชื้อจุลชีพที่มี

รายงานวาเปนเชื้อสาเหตุหลักของโรคอุจจาระรวง ไดแก เชื้อ E. coli และ เช้ือ Salmonella    

เชื้อ E. coli โดยท่ัวไป เปนเชื้อประจําถิ่น (normal flora) อยูในลําไสและมักจะไมกอใหเกิด

โรค ในอดีตจึงไมไดใหความสนใจกับเชื้อ E. coli ที่ตรวจพบในอุจจาระของผูปวย และเน่ืองจาก

ลักษณะโคโลนีของเชื้อ E. coli มีลักษณะเฉพาะ จดจําไดงายจึงถูกละเลยท่ีจะนํามา identify ตอ หรือ

เมื่อมีการ identify ไดเปนเชื้อ E. coli ก็จะไมมีการรายงานผล ดังนั้นจะพบวาในคนไขบางรายมี

รายงานวาเปนโรคอุจจาระรวงโดยไมทราบสาเหตุมาจากการติดเช้ือ E. coli ได จากการศึกษาวิจัย

ยอนหลังจากเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยเด็กไทยอายุต่ํากวา 12 ป ที่มีอาการอุจจาระรวงรุนแรง

จํานวน 2,100 ราย ในระหวางป 1996-2000 ผลการวิจัยพบวาเปนเช้ือ E. coli ที่ทําใหเกิดโรคอุจจาระ

รวง (diarrheagenic E. coli; DEC) ถึง 16.9% (Ratchtrachenchai et al., 2004) เชื้อ E. coli ที่กอโรค

สามารถแบงออกเปนชนิดตาง ๆ ตามลักษณะของอาการการเกิดโรค และการเกิดพยาธิสภาพในผูปวย

หรือในเซลลเพาะเล้ียงที่นํามาทดสอบไดถึง 6 ชนิด ไดแก enteropathogenic E. coli (EPEC), 

enterotoxigenic E. coli (ETEC), Enterohaemorhagic E. coli (EHEC), enteroaggregrative E. coli 

(EAEC), enteroinvasive E. coli (EIEC) และ diffusely adherent E. coli (DAEC) (Nataro and Kaper, 

1998; Kaper et al., 2004) 
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เชื้อ Salmonella เปนเชื้อที่พบโดยทั่วไป ไดแก ในสัตวปก สัตวเลื้อยคลาน สัตวเลี้ยงลูกดวย

นม รวมท้ังมนุษย เปนสาเหตุสําคัญของโรคอุจจาระรวง โดยเฉพาะในผูที่มีคุมภูมิกันต่ํา หรือผูสูงอายุ 

สาเหตุของการติดเชื้อจากการบริโภคอาหาร หรือ ผลิตภัณฑสัตว เชน ไข หรือเนื้อ ผูที่ไดรับเชื้อจะมี

อาการของโรคได 3 แบบ คือ 1)โรคไขไทฟอยด และ พาราไทฟอยด (Enteric fever) ผูปวยจะมีอาการ

ปวดเมื่อยตามตัว ปวดศีรษะ เบื่ออาหาร และเปนไข  เน่ืองจากเช้ือเขาสูกระแสโลหิต  เช้ือจะกระจาย

สูอวัยวะภายในรวมท้ังไต ไขกระดูก ลําไส ถุงน้ําดี เช้ือจะถูกขับถายออกทางอุจจาระ และปสสาวะ      

2) การติดเชื้อในกระแสโลหิต (Septicemia)  เชื้อท่ีเปนสาเหตุ ไดแก เช้ือ Salmonella Choleraesuis 

ผูปวยจะมีอาการเปนไขสูงเปนระยะ ตับและมามโต อาจกอใหเกิดอาการปอดบวม เยื่อหุมสมอง

อักเสบ เย่ือหุมหัวใจอักเสบได  3) โรคอุจจาระรวง (Gastroenteritis)  เชื้อ Salmonella สวนใหญ

สามารถทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงได มีอาการปวดทอง คล่ืนไส อาเจียน อุจจาระเหลว บางคร้ังอาจมี

มูกเลือดปน 

เชื้อ Campylobacter เปนเชื้อแบคทีเรียสาเหตุสําคัญของโรคอุจจาระรวงทั้งในมนุษย และ 

สัตว จากการรายงานของโครงการเฝาระวังโรค campylobacteriosis ในประเทศท่ีพัฒนาแลว พบ 

อุบัติการณของโรคติดเชื้อ Campylobacter ประมาณ 5 – 20 % (Tauxe et al., 1992) ซึ่งเชื้อดังกลาว

เปนเชื้อสาเหตุของโรคอุจจาระรวงในลําดับตน ๆ เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียกอโรคอุจจาระรวง

ชนิดอ่ืนๆ (Hughes and Rees, 1997 ; Varavithya et al., 1990) จากการประมาณการจํานวนผูปวยโรค

อุจจาระรวงในประเทศท่ีกําลังพัฒนา พบวาในแตละปมีผูปวยเด็กที่อายุนอยกวา 5 ป ติดเช้ือดัง

กลาวถึง 40,000-60,000 คน จาก 100,000 คน (Oberhelman et al., 2000 ; Rao et al., 2001) และพบวา

เชื้อ Campylobacter jejuni และ C. coli เปนสายพันธุที่เปนสาเหตุสําคัญโดยเฉพาะในเด็กเล็ก ผูปวยที่

ติดเช้ือนี้จะมีอาการปวดทอง มีไข ถายอุจจาระเปนน้ําเหลว หรือมีมูกเลือดปน บางคร้ังพบวามีการ

อักเสบของลําไสใหญรวมดวย(Altekruse et al., 1999 ; Reina et al., 1995)  สําหรับประเทศกําลัง

พัฒนา เชน ในประเทศไทย มีรายงานในป 1989 และ 1994 ผูปวยอุจจาระรวงที่เกิดจากการติดเช้ือ 

Campylobacter ประมาณ 10-15% ซึ่งใกลเคียงกับการติดเช้ือ ETEC, Shigella และ rotavirus 

(Echeverria 1989, Echeverria 1994) และมีรายงานในป 1998-2000 วา เชื้อ Campylobacter 

กอใหเกิดอุจจาระรวงถึง 28% ขณะท่ีเชื้อ Salmonella, Shigella และ ETEC กอใหเกิดอุจจาระรวง 

18%, 9% และ 6% ตามลําดับ (Bodhidatta et al. 2002) ผูปวยติดเช้ือ Campylobacter ในประเทศไทย

สวนใหญเปนผูปวยเด็ก อายุนอยกวา 12 ป และมักพบเปนเช้ือท่ีดื้อตอสารตานจุลชีพที่ใชในการรักษา
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ผูปวยอุจจาระรวง เชน erythromycin, ciprofloxacin, tetracycline เปนตน (Bodhidatta et al. 2002, 

Padungtod et al. 2006) นอกจากน้ียังมีรายงานในตางประเทศพบวาเชื้อ Campylobacter มี

ความสัมพันธกับการเกิดโรค Guillain_Barre Syndrome (GBS) ซึ่งพบวา 25-45% ของผูปวยโรค GBS 

เกิดจากการติดเชื้อ Campylobacter (Nachamkin et al., 1999 ; Mishu, 1997 ; Hughes and Rees, 1997 )  

และพบวาผูปวยกลุมอาการดังกลาวมีอัตราการเสียชีวิตถึง 2 - 3 % (Briscoe et al., 1987 )  เชื้อดังกลาว

ยังเปนสาเหตุนําที่ทาํใหเกิดอาการของโรค reactive arthritis, urticaria, erythema nodosum ดวย 

(Moore et al., 2005) ดังนั้นจึงเห็นไดวา เช้ือ Campylobacter เปนเช้ือแบคทีเรียกอโรคมีความสําคัญ

เปนอยางมากทางดานสาธารณสุข  

นอกจากรายงานการพบเช้ือ Salmonella, E. coli และ Campylobacter ในมนุษยและสัตว 

แลว ยังมีรายงานการพบเชื้อนี้ในผักและผลไมซึ่งเปนอาหารของมนุษย เมื่อผูบริโภค บริโภคผัก หรือ 

ผลไมที่ปนเปอนเชื้อนี้ จะทําใหเกิดการติดเช้ือและเกิดอาการอุจจาระรวง และสามารถนําไปสูโรค

ตางๆที่เกี่ยวเนื่องตอไป การปนเปอนจุลินทรียในผลไมอาจมีการปนเปอนต้ังแตแหลงเพาะปลูก และ

หลังเก็บเกี่ยว จนกระทั่งถึงผูบริโภค โดยท่ัวไปผลไมนิยมรับประทานสด ซึ่งไมผานข้ันตอนของการฆา

เช้ือ จึงมีโอกาสท่ีจะเกิดการเจ็บปวยเนื่องจากรับประทานผลไมที่ปนเปอนเชื้อกอโรค เช้ือกอโรคเหลานี้

หลายตัวแพรกระจายผานมนุษยหรือสัตวไปสูอาหารแลวแพรกลับมาสูมนุษย โดยการจับตองสัมผัสกับ

ผักและผลไมโดยคนงานในสวนหรือผูบริโภคที่ติดเชื้อ การปนเปอนขาม การใชน้ําที่ปนเปอน การไม

ระมัดระวังความสะอาดหรือการสัมผัสกับดินที่ปนเปอนเช้ือ ปจจุบันผูบริโภคนิยมซื้อผัก หรือผลไม

พรอมรับประทาน ท่ีผานการตัดแตงและบรรจุในภาชนะสําเร็จรูป   กระบวนการผลิตผักหรือผลไม

ดังกลาว จึงเปนสวนท่ีสาํคัญอยางยิ่งในการผลิตผลิตภัณฑผักและผลไมที่มีคุณภาพ มีความสะอา ด 

และ ปลอดภัย มีรายงานที่เกี่ยวของกับการบริโภคผักและผลไมที่มีการปนเปอนของจุลินทรีย ทําใหมี

ผูปวยจํานวนมากและมีผูเสียชีวิต เชน ในเดือนกันยายน ป 2006 ที่สหรัฐอเมริกาพบวามีการระบาดของ 

E.coli O157:H7 จากผักโขมสด ทําใหมีผูปวย 250 ราย เสียชีวิต 3 ราย ในป 1998 เกิดการระบาดของ

อุจจาระรวงจากเช้ือ enterotoxigenic E. coli ในสหรัฐอเมริกา ซึ่งจากการตรวจสอบปจจัยเสี่ยงท่ีเกี่ยวของ

พบวา การบริโภคมันสําปะหลัง แตงโม สลัดไข และสลัดมักกะโรนี (Beatty et al. 1998) สําหรับเชื้อ 

Salmonella นั้น มีรายงานการระบาดของเช้ือ Salmonella ที่มีสาเหตุจากการปนเปอนของเช้ือ Salmonella 

ในผักและผลไม โดยเฉพาะ melon, cantaloupe, cilantro และ alfala sprout ( Backer et al., 2000; 

Campbell et. al., 2001; Long et. al., 2002; Mead et. al. ,1999; Mohle-Boetani et. al., 1999; Wells and 
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Butterfiled, 1997)  นอกจากนี้ ยังมีรายงานการตรวจพบเช้ือจุลชีพกอโรคอีกหลายชนิด เชน เช้ือ E. coli  

และ เช้ือ Campylobacterในผลิตภัณฑจากผักและผลไม อีกดวย (Abadias et. al. 2008) ในป 2007 พบ

การปนเปอนในสลัดผักและผลไมสูงถึง 40.9% ในประเทศปากีสถาน โดยพบเช้ือสวนใหญ 2 ชนิดคือ 

C. jejuni 70.6% และ C. coli 29.4% (Hussain et al., 2007) ในสหภาพยุโรปพบการระบาดของ 

แบคทีเรียและไวรัส ซึ่งทําใหเกิดอาหารเปนพิษจากขาวโพดออน ผักกาดหอมและราสเบอร่ีที่นําเขาใน

สหภาพยุโรป การตรวจพบเชื้อ Campylobacter jejuni ปนเปอนในแคนตาลูปและสตรอเบอร่ี 

(Karenlampi และ Hanninen, 2004) เช้ือ E. coli O157:H7 และ Salmonella สามารถอยูรอดไดในสัปปะ

รดพรอมบริโภค ไดนานถึง 180 วัน (Strawn and Danyluk, 2010) ในประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบ

เช้ือ E. coli, Salmonella และ Campylobacterในอาหาร และผัก (Chomvarin  et. al., 2005; Dhiraputra et 

al., 2005; Rasrinual et al., 1988)  ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่เชื้อดังกลาวจะมีการปนเปอนในผลไม

ตัดแตงพรอมบริโภคของไทย  

ปจจุบันการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคอุจจาระรวงที่ปนเปอนมากับอาหารพรอม

บริโภค ไดมีการนําเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) มาใชมากข้ึน เชน invA- gene based 

PCR ตรวจหา Salmonella ในอาหาร (Kumar et al., 2008), stx gene-based PCR ตรวจหา E. coli ใน

เนื้อ และผัก (Mora et al., 2007) , การการใชเทคนิค PCR ตรวจหา  C.  jejuni, C. lari และ C. coli ใน

เนื้อหมูและเน้ือไก (Perelle et al., 2004) และสลัดผักในมาเลเซีย (Chai et al., 2007)  เนื่องจาก

สามารถทราบผลไดอยางรวดเร็วภายใน 1-2 วัน และนาจะเปนวิธีการท่ีสามารถนําไปใชไดอยาง

กวางขวางในอนาคต ในการศึกษาน้ี ไดใชเทคนิคทาง PCR ทําการตรวจหาอัตราการปนเปอนของเช้ือ 

Salmonella, E. coli, และ Campylobacter ในผลไมตัดแตงพรอมบริโภคท่ีเก็บตัวอยางไดมาจากตลาดสด

และซุปเปอรมาเก็ตในเขตกรุงเทพมหานคร และปริมณฑล  จํานวน 201 ตัวอยาง  โดยทําการตรวจหายีน

ที่สรางสารพิษของตัวเชื้อ ไดแก Salmonella (stn), Campylobacter (cdtB), และ E. coli (ETEC: LT and 

ST, EHEC: stx) อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งน้ี ไดเพิ่มการตรวจหาเช้ือ E. coli กอโรคกลุมอื่น ๆ ดวย 

โดยการตรวจหายีนกอโรค (virulent gene) ท่ีจําเพาะตอเชื้อ มีรายงานวาการใชเทคนิค PCR ตอยีนที่

สรางสารพิษท่ี เชื้อเหลานี้สรางข้ึน สามารถวิเคราะหหายีนที่กอใหเกิดสารพิษจาก stool ของคนไขและ

จากเนื้อสัตว อาหาร และผัก (Asakura et al., 2007; Mora et al., 2007; Makino  et al., 1999)   

สําหรับแนวทางท่ีจะปองกันและแกปญหาการปนเปอนเช้ือกอโรคในระบบทางเดินอาหารใน

ผลไมตัดแตงพรอมบริโภค  สามารถทําไดโดยการปรับปรุงกระบวนการผลิตโดยการใชมีดคมที่สะอาดตัด
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แตงผลไม รวมกับสารปองกันกําจัดเชื้อจุลินทรีย เชน สารละลายคลอรีน การบรรจุในสภาพบรรยากาศ

ดัดแปลง และอุณหภูมิต่ํา ซึ่งในการศึกษาครั้งน้ี ไดทําการศึกษาวิธีการลดการปนเปอนเชื้อเหลานี้ใน

ผลไมตัดแตงพรอมบริโภค โดยการเลือกตัวอยางผลไมตัดแตงพรอมบริโภคชนิดเดียวกันที่ตรวจพบการ

ปนเปอนของเช้ือเหลานี้มากที่สุด มาผานข้ันตอนการจัดการของงานวิจัยพืชผลหลังเก็บเกี่ยว 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 2 วิธี ไดแก วิธี Total chlorine treatment และ วิธี 

chlorine-peroxyacetic acid และนํามาเปรียบเทียบผลการปนเปอนเช้ือโดยวิธีการเพาะแยกเชื้อ และแยก

ชนิดเชื้อ Salmonella, E. coli, และ Campylobacter ดวยเทคนิค toxin gene-based PCR และ virulent gene 

base PCR คณะผูวิจัยฯ พบวา การใชเทคนิคทาง toxin gene-based PCR และ virulent gene base PCR  

สามารถตรวจพบการปนเปอนของเช้ือ Salmonella, E. coli, และ Campylobacter ในผลไม และ

กระบวนการจัดการผลไมดวยวิธี Total chlorine treatment สามารถลดการปนเปอนของเช้ือกอโรค

เหลานี้ ซึ่งสามารถนํากระบวนการผลิตวิธีนี้ไปใชในการผลิตผักและผลไมตัดแตงพรอมบริโภคจริง 

เพื่อเปนประโยชนตอผูบริโภค รวมท้ังผูผลิตผักและผลไมพรอมบริโภคอีกดวย  
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บทท่ี 3 

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1.  ตัวอยางผักจากตลาดสดและซุปเปอรมารเก็ต 

  ผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคท้ังหมด 210 ตัวอยาง ถูกเก็บจากตลาดสด (Figure 1) และซุปเปอรมาร

เก็ต (Figure 2) ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล (Table 1) ซึ่งประกอบดวย กะหล่ําปลี 58 ตัวอยาง แค

รอท 49 ตัวอยาง แตงกวา 57 ตัวอยางและผักกาดหอม 46 ตัวอยาง นํามาทําการตรวจหาเชื้อ Campylobacter  

ณ ภาควิชาเทคนิคการแพทย คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ระยะเวลาดําเนินงานวิจัยตั้งแต

เดือนธันวาคม 2551 ถึงเดือนพฤศจิกายน 2552 

 

Figure 1.  Wet market.  

 

Figure 2.  Supermarket. 
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Table 1 ชนิดของผักที่เก็บจากตลาดสดและซุปเปอรมารเก็ตในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 

ผัก 

กรุงเทพมหานคร ปริมณฑล 

สรุป ตลาดสด ซุปเปอรมารเก็ต ตลาดสด ซุปเปอรมารเก็ต 

d* b* e* f* j* p* g* n* 

กะหล่ําปล ี 8 11 10 8 6 6 4 5 58 

แครอท 8 6 8 8 7 5 5 2 49 

แตงกวา 8 8 8 8 10 5 6 4 57 

ผักกาดหอม 8 6 7 5 6 5 5 4 46 

รวม 32 31 33 29 29 21 20 15 210 

*d = BigC มีนบุร;ี b = ตลาดสด อตก; e = TOPS เซ็นทรัลลาดพราว; f = TOPS พรานนก; j = LOTUS บางแค; p = ตลาดสด

นครปฐม; g = LOTUS นครปฐม; n = LOTUS นวนคร 

3.2. การพัฒนาเทคนิคซึ่งสามารถใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบการปนเปอน ของเชื้อ 

Campylobacter ในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภค โดยทําการศึกษาการเจริญของเชื้อ C. jejuni, C. coli, และ 

C. fetus ในการบมที่ 0, 6, 12, 24, 30 และ 48 ชั่วโมง และการตรวจสอบยีนท่ีสรางสารพิษที่เปนสาเหตุ

กอใหเกิดโรคอุจจาระรวงกับผูปวยโดยตรง 

ทําการปรับเชื้อ C. jejuni, C. coli และ C. fetus ใหไดปริมาณ 102, 101 และ 100 โคโลนี/มล หลังจาก

นั้น inoculate เชื้อ ลงในผักกะหล่ําปลีที่ไมมีเชื้อ Campylobacter ปนเปอนจํานวน 25 กรัม ใน Bolton 

enrichment broth base supplemented (BEBB)+Bolton supplement 225 มล. นําไปตีบดดวยเคร่ือง 

stomacher เปนเวลา 1 นาที จากน้ันนํามาทําการเจือจาง 10 เทา โดยทําการปเปต suspension จาก stomacher 

bag 1 มล. ใสลงในหลอดที่มี 9 มล. ของอาหาร BEBB+Bolton supplement  ซึ่งจะไดปริมาณของเชื้อ เทากับ 

101, 100 และ 10-1 โคโลนี/มล. นําหลอดอาหาร ไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 0, 6, 12, 24, 30 และ 48 

ชั่วโมง ในบรรยากาศ microaerophilic นํา suspension จากแตละหลอดในแตละชวงเวลา ไปทําการ

ตรวจสอบการเจริญของเชื้อ Campylobacter ดวยวิธีการเพาะเช้ือลงอาหาร mCCDA นําไปบมที่อุณหภูมิ 

37°C เปนเวลา 48 ชั่วโมง ในบรรยากาศ microaerophilic และ ในขณะเดียวกัน นําหลอดอาหารที่บมในแต

ละชวงเวลามาเตรียม boiled template เพ่ือตรวจหาเชื้อดวยเทคนิค PCR โดยทําการดูดอาหารมา 1 มล ปน

ดวยความเร็ว 12,800 X g เปนเวลา 5 นาที นําตะกอนมาปนลาง 1 คร้ังใน 1 มล ของ 1XTE buffer หลังจาก

นั้น resuspend ดวย 500 มคล ของ 1XTE buffer นําไปตมที่ 95°C เปนเวลา 10 นาที นํามาแชน้ําแข็ง 2 นาที 

ปนตะกอนท้ิงดวยความเร็ว 12,800 X g เปนเวลา 10 นาที เก็บ supernatant ที่ -20°C เพ่ือใชเปน boiled 

template ในการตรวจดวยเทคนิค 16S rRNA gene-based PCR และ cdtB gene-based multiplex PCR  
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3.3. การเพาะเชื้อและตรวจนับปริมาณเชื้อ Campylobacter 

ทําการเพาะเชื้อโดยวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Chai (2007) เพื่อ ดู      การเจริญของเชื้อ นับปริมาณของ

เช้ือ ดังขั้นตอนตอไปน้ี หั่นตัวอยางผักเปนชิ้นเล็ก ๆ และนําตัวอยางผัก 25 กรัม ใสใน Bolton enrichment 

broth base supplemented (BEBB)+Bolton supplement 225 มิลลิลิตร (มล.) นําไปตีบดดวยเคร่ือง stomacher 

เปนเวลา 1 นาที จากนั้นนํามาทําการเจือจาง 10 เทา และ 100 เทา สําหรับการตรวจนับปริมาณของเชื้อดวย

วิธี MPN นั้น ทําการปเปต suspension จาก stomacher bag, suspensionที่เจือจางไว 10 เทา และ 100 เทา 

อยางละ 1 มล. ใสลงในหลอดที่มี 9 มล. ของอาหาร BEBB+Bolton supplement  แตละ dilution ถูกทํา 3 ซ้ํา 

นําหลอดอาหารทั้งหมด พรอมกับ stomacher bag ไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ในบรรยากาศ 

microaerophilic ตรวจสอบหลอดท่ีขุนและบันทึกผลไว นํา suspension จาก bag และหลอดที่ขุนไปทําการ

ตรวจสอบเชื้อ Campylobacter ดวยวิธี PCR นําตัวอยางท่ีใหผล PCR บวก มาทําการเพาะหาเชื้อ 

Campylobacter โดยหยด PCR positive suspension 200 ไมโครลิตร (มคล.) ลงบนอาหารชนิด 

Campylobacter modified charcoal-cefoperazone-deoxycholate blood free selective agar (mCCDA) 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ในบรรยากาศ microaerophilic  แตละ PCR positive 

suspension จะถูกทําการทดสอบท้ังหมด 2 ซ้ํา ทําการบันทึกผลของหลอดที่ใหผลบวกดวยการตรวจวิธี PCR 

อานคา MPN (Table 2)  

และเชื้อท่ียอมแกรม เปนแกรมลบ มีลักษณะเปนหยักเกลียวเหมือนปกนก และใหผลบวกตอ oxidase 

และ catalase จะถูกตรวจยืนยันดวยเทคนิคทาง PCR 
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Figure 3 ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อ Campylobacter ในผัก 
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Table 2. For 3 tubes each at 0.1, 0.01, and 0.001 g inocula, the MPNs per gram.  

         

Positive tubes 
MPN/g 

 Positive tubes 
MPN/g 

0.1 0.01 0.001  0.1 0.01 0.001 

0 0 0 <3.0  2 2 0 21 

0 0 1 3  2 2 1 28 

0 1 0 3  2 2 2 35 

0 1 1 6.1  2 3 0 29 

0 2 0 6.2  2 3 1 36 

0 3 0 9.4  3 0 0 23 

1 0 0 3.6  3 0 1 38 

1 0 1 7.2  3 0 2 64 

1 0 2 11  3 1 0 43 

1 1 0 7.4  3 1 1 75 

1 1 1 11  3 1 2 120 

1 2 0 11  3 1 3 160 

1 2 1 15  3 2 0 93 

1 3 0 16  3 2 1 150 

2 0 0 9.2  3 2 2 210 

2 0 1 14  3 2 3 290 

2 0 2 20  3 3 0 240 

2 1 0 15  3 3 1 460 

2 1 1 20  3 3 2 1100 

2 1 2 27  3 3 3  >1100 
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3.4. การแยกเช้ือ Campylobacter ดวยเทคนิคระดับโมเลกุล 

การสกัด boiled DNA template 

 นํา Bolton broth 1 มล. หรือโคโลนีที่สงสัย Campylobacter จํานวน 1-3 โคโลนี มาละลายใน 1xTE 

ที่ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 500 μl และตมที่อุณหภูมิ 95oC เปนเวลา 15 นาที และ on ice เปนเวลา 2 นาที 

หลังจากนั้นจึงทําการตกตะกอน DNA ของเชื้อ ดวยการปนเหว่ียงที่ 12,800 x g  เปนเวลา 5 นาที ซึ่งจะได 

DNA ที่อยูในสวนใส (supernatant) และใช 2 μl เปน PCR template  

การแยกเชื้อ Campylobacter ดวยเทคนิค 16S rRNA gene-based PCR และ cdtB gene-based multiplex PCR 

 ผูวิจัยไดแยกพิสูจนเชื้อ Campylobacter โดยการใช primers และ conditions (Table 2) ซ่ึง primers 1 

คู คือ C412F และ C1288R สําหรับการตรวจสอบยืนยันวาเปนเชื้อ Campylobacter spp. มาจากยีน 16S rRNA 

gene (Linton et al., 1996) และ primers 3 คู ซึ่งเปนสวนของ cytolethal distending toxin gene คือ cdtB gene 

ออกแบบโดย Asakura และคณะในป 2008 ซึ่งไดรับการประเมินการตรวจเชื้อ Campylobacter สายพันธุใน

ประเทศไทยแลว ไดผลการตรวจถูกตอง 100% (Samosornsuk et al., 2007) โดย primers คูแรกสําหรับตรวจ 

C. jejuni คือ Cj-CdtBU5 และ Cj-CdtBR6 คูที่ 2 สําหรับตรวจ C. coli คือ Cc-CdtBU5 และ Cc-CdtBR5 และ

คูที่ 3 สําหรับตรวจ C. fetus คือ Cf-CdtBU6 และ Cf-CdtBR3 PCR reaction ประกอบดวย Primers, MgCl2 

และ Taq DNA polymerase ความเขมขนดังแสดงในตารางท่ี 3, 0.2 mM ของ dNTPs mix, 1 x Taq 

polymerase buffer, และปรับปริมาตรดวย steriled distilled water ใหไดปริมาตรสุทธิ 50 μl Amplification 

ถูกทําในเคร่ือง G-Storm GS482 Thermal Cycler (Gene Technology Co., UK) PCR product และวิเคราะห

โดยใช 1% และ 1.5% agarose gel electrophoresis ตามลําดับ และยอมดวย  ethidium bromide 1.0 μg/ml 

เปนเวลา 10 นาที และลางสีสวนเกินดวยน้ํากลั่น 10 นาที ถายภาพดวย Bio-Rad Gel Doc system (Fig.1และ 

Fig. 2) 

 

3000 bp 

1 2 3 4 5 M

816 bp 
1000 bp 

M: 1 Kb DNA Ladder 

Lane 1 : _ C. coil ATCC 33559 

Lane 2 : C. jejuni _ ATCC 33560

Lane 3 : C. fetus _ ATCC 27374 

Lane 4: E . coli C600

Lane 5:  Distilled water 

Figure 4 Representative amplification of the 16S rRNA for the 

identification of Campylobacter spp. 
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Figure 5 Representative amplification cdtB gene-based multiplex PCR for the identification 

Campylobacter jejuni, C. coli and C. fetus 

3.5. การพัฒนากระบวนการผลิตผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภค เพื่อใชเปนแนวทางในการปองกันการ

ปนเปอนของเชื้อ Campylobacter 

นําผักสลัดจากสถานที่ที่พบการปนเปอนของเช้ือ Campylobacter ไดแก ผักกาดหอม และแครอท 

จากตลาดสด อตก และผักกะหล่ําปลี จากฟารมเกษตรสวนบัว จากน้ันแบงผักออกเปนสองสวน โดยสวนที่ 

1 จะทําการตรวจหาเชื้อ Campylobacter  กอนผานขั้นตอนการจัดการของศูนยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว

และสวนที่ 2 นําไปผานขั้นตอนการจัดการของศูนยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว ดวยวิธี chlorine 

peroxyacetic acid treatment ดังตอไปน้ี ทําการลางผักใน NaOCl 100 ppm ยายเขาหองเย็น 5˚ซ อุปกรณทํา

ความสะอาดดวย 70% ethyl alcohol หั่นผักลางใน peroxyacetic acid 80 ppm เปนเวลา 2 นาที ลางน้ํากรอง 

(drinking water) เย็น เปนเวลา 1 นาที เสด็ดน้ํา และทําการบรรจุผัก ทั้งนี้จะทําการเลียนแบบการบรรจุ

เชนเดียวกับบริษัทท่ีทําการผลิตผักตัดแตงพรอมบริโภค และนําตัวอยางมาทําการตรวจหาเชื้อ 

Campylobacter  เปรียบเทียบผลการตรวจกอนและหลังผานขั้นตอนการจัดการของของศูนยเทคโนโลยีหลัง

การเก็บเกี่ยว ซึ่งตัวอยางแตละชนิดจะทําการตรวจท้ังหมด 3 ซ้ํา 

M            1             2             3              4              5 

1000 bp 

500 bp 

714 bp 
553 bp 
413 bp 

M: 100 bp DNA Ladder 
Lane 1:  C. jejuni ATCC33559 (714 bp),  

C. coli ATCC33560 (413 bp),  
C. fetus ATCC27374 (553 bp) 

Lane 2: Sample positive for C. jejuni and  
C. coli 

Lane 3: Sample negative for C. jejuni,  
C. coli and C. fetus 

Lane 4: Sample positive for C. coli 
Lane 5: E. coli C600 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการวิจารณผลการวิจัย 

ผลการพัฒนาเทคนิคซึ่งสามารถใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบการปนเปอน ของเชื้อ Campylobacter 

ในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภค โดยทําการศึกษาการเจริญของเชื้อ C. jejuni, C. coli, และ C. fetus ในการ

บมที่ 0, 6, 12, 24, 30 และ 48 ชั่วโมง และการตรวจสอบยีนท่ีสรางสารพิษท่ีเปนสาเหตุกอใหเกิดโรคอุจจาระ

รวงกับผูปวยโดยตรง 

ผลการวิจัย จากการตรวจผลการตรวจเพาะเชื้อ C. jejuni, C. coli, และ C. fetus ในปริมาณ 101, 100 และ 10-1 

โคโลนี/มล และบมเพาะในชวงเวลาตาง ๆ พบวา เช้ือที่มีปริมาณ 101 โคโลนี/มล. เชื้อสามารถเจริญได ทุก

ชวงเวลา และ การตรวจดวยวิธี 16S rRNA gene-based PCR และ cdtB gene-based multiplex PCR ให

ผลบวกกับเชื้อ C. jejuni, C. coli และ C. fetus ทุกชวงเวลา เชนกัน ขณะที่เชื้อปริมาณ 100 โคโลนี/มล. 

สามารถตรวจเชื้อไดจากการเพาะเช้ือและการตรวจดวยเทคนิคทาง PCR เม่ือบมเพาะเชื้อตั้งแต 6 ชม. สวน

การตรวจเพาะเชื้อปริมาณ 10-1 โคโลนี/มล. สามารถตรวจเชื้อไดจากการเพาะเชื้อและการตรวจดวยเทคนิค

ทาง PCR เมื่อบมเพาะเชื้อตั้งแต 12 ชม. (Table 4) 

วิจารณผลการวิจัย เช้ือ Campylobacter สามารถเจริญไดในอุณหภูมิ 30-47˚ซ อยางไรก็ตามท่ีอุณหภูมิ 37˚ซ 

สามารถตรวจ Campylobacter ไดทุกสายพันธุ และเปนอุณหภูมิที่ทําใหเชื้อมีอัตราการเจริญและ

ความสามารถในการกอโรคมากกวาอุณหภูมิที่ 42˚ซ (Khanna et al, 2006) การตรวจดูการเจริญของเชื้อ 

Campylobacter ดวยวิธีการเพาะเช้ือและดวยเทคนิคทาง PCR ใหผลที่สอดคลองกัน โดยสามารถตรวจการ

เจริญของเชื้อไดหลังจากบมอาหาร Bolton broth ที่มีเชื้อปนเปอนในผักเพียง 1 โคโลนี/มล ท่ีอุณหภูมิ 37˚ซ 

ตั้งแตเวลา 12 ชม แตการตรวจดวยเทคนิคทาง PCR โดยตรงจาก broth ไมตองรออานผลจาก mCCDA plate 

จะใหผลการตรวจไดเร็วกวาการเพาะเชื้อถึง 2 วัน นอกจากนั้นการอานผลการเจริญของเชื้อ Campylobacter 

ในอาหารเพาะเชื้อนั้นตองใชความชํานาญในการอานผล เนื่องจากเช้ืออ่ืนๆ ท่ีไมใชเชื้อ Campylobacter ก็

สามารถเจริญในอาหาร mCCDA ไดเชนกัน ดังนั้น การนําเทคนิคทาง PCR มาใชในการตรวจหาเชื้อ 

Campylobacter เปนวิธีที่งายและใหผลการตรวจรวดเร็วกวาการตรวจดวยวิธีเพาะเชื้อ อยางไรก็ตาม ในการ

วิจัยคร้ังนี้ ผูวิจัยไดทําการบมเพาะอาหาร Bolton broth จนถึงเวลา 48 ชม กอนทําการตรวจหาเชื้อ 

Campylobacter เนื่องจากผูวิจัยไมไดทําการทดสอบการเจริญของเชื้อ Campylobacter ทุกสายพันธุ แตทํา

การทดสอบเชื้อ C. jejuni, C. coli และ C. fetus เทานั้น ดังนั้นผูวิจัยขอแนะนําใหทําการบมเพาะเชื้อจนถึง
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เวลา 48 ชม เพราะจะทําใหเชื้อ Campylobacter สายพันธุอ่ืน ๆสามารถเจริญเติบโตไดเต็มที่ เน่ืองจากเชื้อ

เจริญเติบโตไดชา 

ผลการตรวจหาเชื้อ Campylobacter ท่ีปนเปอนในผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภคที่จําหนายในตลาดสด และ

ซุปเปอรมารเก็ตในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 

ผลการวิจัย ผลการตรวจหาเชื้อ Campylobacter ในผัก 4 ชนิด ไดแก กะหล่ําปลี แครอท ผักกาดหอม และ 

แตงกวา จํานวน 210 ตัวอยาง ดวยวิธีการเพาะเชื้อจากหลอดท่ีขุน เพื่อแยกชนิดของเช้ือนั้น ไมสามารถที่จะ

แยกไดจากการเพาะเชื้อ อยางไรก็ตาม จากการทดสอบดวย 16S rRNA gene-based PCR ตรวจพบเชื้อที่สงสัย

เปน Campylobacter ในตัวอยางผักท้ังหมด 5 ตัวอยาง ไดแก ผักกะหล่ําปลี 1 ตัวอยาง แครอท 2 ตัวอยาง 

และผักกาดหอม 2 ตัวอยาง (Table 5) แตไมตรวจพบในแตงกวา (เน่ืองจากไมใหผลบวกจึงไมไดรายงานใน

ตาราง) โดยผักท่ีตรวจพบนี้ประกอบดวย กะหล่ําปลีที่เก็บจากซุปเปอรมารเก็ตในเขตปริมณฑล จากการเก็บ

กะหล่ําปลีจากสถานที่นี้มา 5 ตัวอยาง ตรวจพบ Campylobacter 1 ตัวอยาง เปนเชื้อ Campylobacter 2 สาย

พันธุ ไดแก C. jejuni และ C. coli สวน แครอท และ ผักกาดหอมท่ีตรวจพบเช้ือ เก็บจาก ตลาดสด ในแครอท 

8 ตัวอยางที่เก็บจากสถานที่นี้ ตรวจพบ C. coli 1 ตัวอยาง และ ไมสามารถแยกสายพันธุได 1 ตัวอยาง 

สําหรับผักกาดหอมท่ีเก็บจากสถานที่นี้ 8 ตัวอยาง ตรวจพบเชื้อท่ีไมสามารถแยกสายพันธุได 2 ตัวอยาง เมื่อ

นําเชื้อทีไ่มสามารถแยกสายพันธุได 3 ตัวอยางมาทําการตรวจแยกสายพันธุดวยเทคนิค 16S rRNA gene 

sequencing พบวาเชื้อ 3 ตัวอยางน้ี คือ Arcobacter butzleri  และปริมาณของเช้ือท่ีแยกไดนั้น สูงที่สุดคือ 3.6 

MPN/g ในแครอท จากตลาดสด ในการดู MPN นั้นจะทําการเทียบกับ Table 2 หนา 14 ซึ่งปริมาณเชื้อนี้ จะ

ตรงกับหลอดท่ีใหผลบวก 1 หลอดในหลอดที่มีความเขมขน 0.1 กรัม รองลงมาคือ 3.0 MPN/g (เทียบกับ 

Table 2 หนา 14 หลอดที่ใหผลบวก 1 หลอด เปนหลอดท่ีมีความเขมขน 0.01 กรัม) ในผักกาดหอมจากตลาด

สด 1 ตัวอยาง และ ตํ่าท่ีสุดคือ <3 MPN/g (เทียบกับ Table 2 หนา 14 ไมมีหลอดใดใหผลบวก แตหลอดที่

ใหผลบวกเปนหลอดท่ีมีความเขมขน 1 กรัม) ไดแก กะหล่ําปลี 1 ตัวอยาง จากซุปเปอรมารเก็ต, ผักกาดหอม 

และ แครอทจากตลาดสดอยางละ 1 ตัวอยาง  

วิจารณผลการวิจัย การตรวจหา Campylobacter-like strain สามารถใชเทคนิค 16S rRNA gene-based PCR 

ผลการตรวจดวยเทคนิคนี้ ตองทําการตรวจยืนยันชนิดของเชื้อ C. jejuni, C. coli และ C. fetus ดวยเทคนิค 

cdtB gene-based multiplex PCR กอน ถาการตรวจใหผลลบตอวิธี cdtB gene-based multiplex PCR ผูวิจัยไม

ควรรายงานผลวาเปน Campylobacter spp. ควรทําการตรวจยืนยันดวย 16S rRNA gene sequencing จากผล
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การตรวจพบวาเชื้อที่ใหผลบวกตอวิธี 16S rRNA gene-based PCR แตใหผลลบตอวิธี cdtB gene-based 

multiplex PCR เปนเชื้อ Arcobacter butzleri ซึ่งเชื้อนี้เปนเชื้อท่ีจัดอยูใน Family Campylobacteraceae 

เชนเดียวกับเชื้อ Campylobacter และมียีน 16S rRNA ที่คลายคลึงกับยีน 16S rRNA ของ C. coli 86.2% และ

C. fetus 85.6%  (Prouzet-Mauléon et al 2006) จากงานวิจัยของ Chai 2007 ไดทําการตรวจหา 

Campylobacter spp. ดวยวิธี 16S rRNA gene-based PCR โดยใช primer ชุดเดียวกันนี้ไดรายงานวาเปน 

Campylobacter spp. 51.9% (Chai et al, 2007) ซึ่งเชื้อเหลานี้ อาจเปน Arcobacter butzleri ก็ได ดังนั้นการ

รายงานการตรวจพบเช้ือ Campylobacter ในผักท่ีมาเลเซียนั้น อาจสูงเกินความเปนจริง ในทางกลับกัน การ 

C. fetus 85.6%  (Prouzet-Mauléon et al 2006) จากงานวิจัยของ Chai 2007 ไดทําการตรวจหา 

Campylobacter spp. ดวยวิธี 16S rRNA gene-based PCR โดยใช primer ชุดเดียวกันนี้ไดรายงานวาเปน 

Campylobacter spp. 51.9% (Chai et al, 2007) ซึ่งเชื้อเหลานี้ อาจเปน Arcobacter butzleri ก็ได ดังนั้นการ

รายงานการตรวจพบเช้ือ Campylobacter ในผักท่ีมาเลเซียนั้น อาจสูงเกินความเปนจริง ในทางกลับกัน การ

รายงานการตรวจพบเช้ือ Arcobacter butzleri ก็จะต่ํากวาความเปนจริง ซึ่งในรายงานการตรวจแยกพิสูจน

ชนิดของเช้ือ Campylobacter-like organisms 2,855 สายพันธุ จากผูติดเชื้อ Campylobacter ในฝรั่งเศส พบ

เปนเชื้อ Arcobacter butzleri (1.0%) ซึ่งเปนอันดับที่ 4 รองจากเชื้อ C. jejuni (78.9%), C. coli (18.1%) และ 

C. fetus (1.3%) (Prouzet-Mauléon et al, 2006) เช้ือ Arcobacter butzleri เปนเชื้อที่พบกอใหเกิดโรคอุจจาระ

รวง มีรายงานการตรวจพบเช้ือน้ีในเด็กไทยที่มีอาการอุจจาระรวง (Taylor et al 1991) นอกจากน้ี เชื้อนี้ยัง

กอใหเกิดการติดเชื้อในกระแสโลหิต (Yan et al 2000, Lau et al 2002) การเลือกใชยีนที่สรางสารพิษ 

cytolethal distending toxin (cdt) ซึ่งตรวจไดตํ่าสุด 1 โคโลนี ในการเลือกผัก 4 ชนิดประกอบดวย แตงกวา 

กะหล่ําปลี แครอท และ ผักกาดหอม การตรวจพบเช้ือพบในตลาดสดมากกวาในซุปเปอรมารเก็ต อาจ

เน่ืองจากสวนใหญ ผักที่ขายในซุปเปอรมารเก็ต เปนผักสดสะอาด บางสวนไดรับการรับรองคุณภาพจาก

กระทรวงเกษตรและสหกรณ ผักจากตลาดสดจะถูกรดน้ําใหเปยกอยูเสมอ เพื่อไมใหผักเหี่ยว จากการตรวจ

ผัก 4 ชนิด ไมพบแตงกวามีการปนเปอนเชื้อ พบการปนเปอนในผักกาดหอมมากท่ีสุด รองลงมาเปนผัก

กะหล่ําปลี และ แครอท ตามลําดับ การตรวจพบการปนเปอนเช้ือ Campylobacter และ เชื้อ Arcobacter ซึ่ง

เช้ือทั้ง 2 ชนิดนี้ ทําใหเกิดอันตรายตอ ผูบริโภคได ในการศึกษาน้ีสามารถตรวจพบเชื้อ Campylobacter ใน

ผักสดในอัตราที่ต่ําเชนเดียวกับการตรวจหาเช้ือนี้ในผัก ประเทศอินเดีย ซึ่งพบเพียง 2 ตัวอยาง จาก 56 

ตัวอยางเทานั้น (Kumar et al, 2001) โดยปกติ เช้ือ Campylobacter อาศัยอยูใน ลําไสของสัตวเลือดอุนและ

นก ซึ่งการปนเปอนเชื้อนี้ในสิ่งแวดลอมน้ัน เกิดจากมูลของสัตวเหลานี้ (Franco, 1998; Khanna et al, 1996) 

ดังนั้น การตรวจพบเชื้อนี้ในผัก แสดงใหเห็นวามีการปนเปอนมูลสัตวเหลานี้ ซึ่งอาจเกิดขึ้นไดที่ขั้นตอนใด 
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Table 5 Most probable numbers (MPN/g), number and percent of raw vegetables samples obtained from 2 

retail outlets that were positive for Campylobacter jejuni, C. coli and Arcobacter butzleri  

Location Vegetables Campylobacter jejuni Campylobacter coli Arcobacter butzleri 

  No. % MPN/g No. % MPN/g No. % MPN/g 

Supermarketa Cabbagec 1d/5 20.0 < 3.0 1d/5 20 < 3.0 0 0 0.0 

Wet marketb Carrot 0/8 0.0 0.0 1/8 12.5 3.6 1/8 12.5 < 3.0 

 Lettuce 0/8 0.0 0.0 0/8 0/8 0.0 2/8 25.0 <3.0-3 

aTesco Lotus-Navanakorn, bThe Marketing Organization for Farmers, cAccredited (GAP), dDetected from 

the same sample 

ขั้นตอนหน่ึงของกระบวนการผลิต มีรายงานของ Butzler และ Oosterman (1991) ท่ีอธิบายถึงผักปนเปอน

เช้ือจากปุยธรรมชาติหรือน้ํา หรือการปนเปอนจากเคร่ืองมือเคร่ืองใชในครัวที่มีการปนเปอนในระหวางการ

เตรียมเน้ือสัตว โดยเฉพาะเน้ือไก กอนนํามาใชเตรียมผักเพ่ือบริโภค (De-Boer and Hahne, 1990) 

ผลการพัฒนากระบวนการผลิตผักสลัดตัดแตงพรอมบริโภค เพื่อใชเปนแนวทางในการปองกันการปนเปอน

ของเช้ือ Campylobacter 

ผลการวิจัย ผลการตรวจพบ Campylobacter ในแครอท ผักกาดหอม และกะหลาปล ี กอนผานข้ันตอนการ

จัดการของศูนยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว พบตัวอยางใหผลบวกตอ Campylobacter ในผักกาดหอม 1 

ตัวอยาง ซึ่งแยกพิสูจนเชื้อไดเปน C. fetus ดวยเทคนิค cdtB gene-based multiplex PCR นอกจากนี้ใน

ตัวอยางกะหล่ําปลี 1 ตัวอยาง ยังตรวจพบเชื้อ Salmonella ดวยเทคนิค stn (salmonella enterotoxin) gene-

based PCR และไมพบเชื้อ Campylobacter และ Salmonella หลังผานข้ันตอนการจัดการของศูนยเทคโนโลยี

หลังการเก็บเกี่ยว (Table 6) 

วิจารณผลการวิจัย  ในการศึกษานี้ตรวจพบเช้ือ Campylobacter และ Salmonella ไดในกะหล่ําปลีที่ผานการ

รับรองคุณภาพจากกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ (GAP) ซึ่งอาจเปนสาเหตุจากตรา GAP 

ไมไดครอบคลุมการตรวจถึงเชื้อ Campylobacter และการตรวจพบ Salmonella นั้น เปนการตรวจพบยีนที่

สรางสารพิษ (stn gene) ของเชื้อ Salmonella ดวยวิธี PCR ซึ่งมีความไวในการตรวจมากกวาวิธีการเพาะเชื้อ 

ซึ่งหนวยรับรองมาตรฐานอาจใชวิธีการเพาะเชื้อในการตรวจการปนเปอน อยางไรก็ตาม การใชวิธี chlorine-
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peroxyacetic acid treatment ซึ่งเปนกระบวนการจัดการผักกอนทําบรรจุภัณฑ ของศูนยเทคโนโลยีหลังการ

เก็บเกี่ยว สามารถลดการปนเปอนของเชื้อ Campylobacter และเชื้อ Salmonella ได  

 ไฮโปคลอไรต เปนสารประกอบคลอรีนที่ไดรับอนุญาตใหใชฆาเชื้อในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 

และนิยมใชกันมาก เน่ืองจากมีประสิทธิภาพที่ดีในการตอตานเช้ือจุลินทรีย และมีราคาถูก คลอรีนเหลวเปน

สารละลายของโซเดียมไฮโพคลอไรต (NaOCl) ในน้ํา พีเอชมีอิทธิพลอยางมากตอความสมดุลของปฏิกิริยา 

ที่พีเอชมากกวา 5 จะเกิดไฮโพคลอไรตไอออนเพิ่มข้ึน กรดไฮโพคลอรัสมีประสิทธิภาพในการเปนสารฆา

เชื้อมากกวาไฮโพคลอไรตไอออน 80 เทาที่ความเขมขนเทากัน ในการปฏิบัติงานโดยท่ัวไปนิยมใชคาพีเอช 

เทากับ 6.5 - 7.0 กรดไฮโพคลอรัสจะมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการฆาเซลลของจุลินทรียโดยยับยั้งปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของกลูโคสดวยหมู Chlorine-oxidizing sulfhydryl ของเอนไซมที่มีความสําคัญตอกระบวนการ

เมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต เซลลของแบคทีเรียจะรับคลอรีนในรูปคลอรีนอิสระไมใช Combined 

chlorine ซึ่งทําลายความสามารถในการซึมผานผนังเซลลของจุลินทรีย (cell membrane injury) ทําใหเซลล

แตกตายในท่ีสุด โดยท่ัวไปปริมาณการใชคลอรีนในสารละลายฆาเชื้อ เทากับ100 ถึง 200 พีพีเอ็ม การศึกษา

ของ ณัญญรัตน รัตนเสถียร ป 2546 การใชโซเดียมไฮโพคลอไรต 100-150 ppm สามารถลดปริมาณจุลชีพ 

(Total plate count) ลงได อยางไรก็ตาม จากรายงานของ มนฑกานต์ิ บุยการ และ วราภา มหากาญจนกุล ป 

พ.ศ. 2545 ไดศึกษาการลดโอกาสเส่ียงในการปนเปอนขามของ Salmonella Typhimurium ในการเตรียมผัก

พรอมบริโภค ผลการศึกษาพบวา การใชโซเดียมไฮโพคลอไรต 25-200 ppm ไมสามารถทําลายเชื้อเหลานี้ได

หมดในเวลา 30 นาที  ดังน้ันในงานวิจัยคร้ังนี้ จึงไดนําโซเดียมไฮโพคลอไรต 100 ppm มาทําการลางผัก

เบื้องตนเพื่อทําการกําจัดเชื้อจุลินทรียสวนหน่ึงออกไปกอน หลังจากนั้นจึงทําการลางผักที่เตรียมพรอม

บริโภค ดวย peroxyacetic acid ผลการวิจัยพบวาสามารถกําจัดเชื้อกอโรคได 

กรด peroxyacetic acid ซึ่งผลิตจากปฏิกิริยาระหวางกรดน้ําสมสายชูและไฮโดรเจนเพอรออกไซด

นั้น ปจจุบันใชเปนสารฆาเชื้อ สําหรับอุตสาหกรรมนม เคร่ืองดื่ม และเคร่ืองมือผลิตอาหารเน่ืองจากใหผล

รวดเร็วและฆาเชื้อไดหลายชนิดดวยการออกซิไดสองคประกอบผนังเซลล มีการกัดกรอนนอยกวาคลอรีน

และไอโอดีนจึงไมทําใหเกิดเปนรูพรุนที่เคร่ืองมือ มีประสิทธิภาพในการตอตานเช้ือยีสต เชน Candida, 

Saccharomyces, Hasenula และเชื้อราเชน Penicillium, Aspergillus, Mucor และ Geotrichum ยอยสลายได

ตามธรรมชาติ มีการใชงานเพ่ิมมากขึ้นในอุตสาหกรรมนมและการแปรรูปอาหารเน่ืองจากมีประสิทธิภาพ

ในการตอตานเชื้อ Listeria และ Salmonella กรด peroxyacetic acid มีประสิทธิภาพที่ดีเมื่อ pH ต่ํากวา 8 
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(Block 1991) เมื่อแชอยูในนํ้ายานี้เปนเวลา 2 นาที สามารถลดการปนเปอนของเช้ือกอโรค E. coli O157:H7 

ที่ผิวแอปเปลได (Wright et al., 2000)  

Table 6 Effect of chlorine-peroxyacetic acid treatment on Campylobacter contamination in raw 

vegetables. 

Location Vegetables 
Campylobacter positive 

Before treatment After treatment 

Wet marketb Carrot  0/3 0/3 
 Lettuce  1d/3 0/3 

Supermarketa Cabbagec  0/6e 0/6 

aTesco Lotus-Navanakorn, bThe Marketing Organization for Farmers, cAccredited (GAP), didentified as 

Campylobacter fetus,  eOne sample is Salmonella positive. 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

ในงานวิจัยครั้งนี้ พบวา วิธีการตรวจหา Campylobacter ดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ (conventional 

method) และการใชเทคนิค PCR นั้น ไมไดแตกตางกัน อยางไรก็ตาม การนําเทคนิคทาง PCR มาใชในการ

ตรวจหาเช้ือ Campylobacter จะทําใหไดผลการตรวจรวดเร็วกวาการตรวจดวยวิธีเพาะเชื้อ 2 วัน และการ

ตรวจพบการปนเปอนของเชื้อ Campylobacter และ/หรือ Arcobacter ในผักท่ีมีการจําหนายทั้งในตลาดสด 

ในเขตกรุงเทพมหานคร และซุปเปอรมารเก็ต ในเขตปริมณฑล และยังตรวจพบไดในผักที่ไดรับการรับรอง

มาตรฐานการผลิต (GAP) แมจะตรวจพบในปริมาณที่ต่ํา แตก็ไมควรจะมองขามความเสี่ยงตอการบริโภคผัก

สดท่ีมีจําหนายอยูในตลาดและซุปเปอรมารเก็ตในประเทศไทย เน่ืองจาก ปจจุบัน คนไทยนิยมบริโภคผัก

เหลานี้แบบดิบ ๆ หรือเตรียมเปนสลัด การใช chlorine-peroxyacetic acid ในการทําความสะอาดผัก ชวย

เสริมการทําลายเชื้อกอโรค Campylobacter และ Salmonella ที่ปนเปอนในผักได ซึ่งสารเหลานี้ เปนสารที่

หาซื้อไดงาย ราคาถูก ปริมาณความเขมขนของสารท่ีใช ปลอดภัยตอผูบริโภค ดังนั้นวิธีนี้เปนการทําความ

สะอาดผักที่ผูบริโภคสามารถนําไปใชได ในบาน อีกทั้งบริษัทผูผลิตสามารถนําไปใชกอนบรรจุเพื่อจําหนาย

ใหแกผูบริโภคตอไป 
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The main of this study was to detect Salmonella and Campylobacter by 
conventional method and PCR in 154 samples of four types of raw vegetables 
included cabbage, carrot, lettuce and cucumber. These samples were collected 
from one wet market and 4 supermarkets in Bangkok, Thailand during March 
and May 2009. The prevalences of Salmonella and Campylobacter in raw 
vegetables were 9.1% (14/154) and 5.8% (9/154), respectively. The wet market 
exhibited higher contamination of these bacteria than the supermarkets. For 
wet market, Salmonella contamination was found in lettuces (37.5%) and 
cabbages (25%) and Campylobacter contamination was found in lettuces 
(25%), carrots (25%) and cabbages (12.5%). For supermarkets, the highest 
Salmonella contamination was found in cabbages (8.6%), followed by lettuces 
(8.3%), carrots (6.8%) and cucumbers (5.9%) whereas the highest 
Campylobacter contamination was found in carrots (6.8%). The presence of 
these two human pathogens, which were difficult to isolate by conventional 
method, could be identified using PCR assay. This study revealed that raw or 
minimally processed vegetables can be contaminated with Salmonella and 
Campylobacter, leading to direct infection of consumers or cross 
contamination of other foodstuffs. These contaminated vegetables can 
represent a severe health risk for the Thai consumer. The further study of an 
appropriate method will be implemented to decontaminate these pathogens. 
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� SUMMARY 

�INTRODUCTION AND OBJECTIVE 

This study was supported by research grants from Thailand Research Fund and Department of Medical Technology, Faculty of Allied Health Sciences, Thammasat University . We would like to
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Medical Science Program Panel on Cholera and Other Bacterial Enteric Infections for travel support to present in poster at the 44 th Joint Meeting and Conference of the United States - Japan 
Panel on Cholera and Other Bacterial Enteric Infections, to be held in San Diego, California from October 12 - 14 , 2009 . 

� MATERIALS AND METHODS 

Salmonella and Campylobacter can spread to salads and vegetables. The contamination in 
animals or vegetables may influence the acquisition of these isolates by humans . Ready - to- 
eat vegetables are served as the main food in most of the Thai people . The products, 
therefore, have to go through a production process that ensures they are clean and safe for 
consumption . Presently, GAP (Good Agricultural Practice) is applied to the industrial 
production from the beginning stage to the end - that is from a planting process to finished 
products ready to be on sales . Therefore, we investigated Salmonella and Campylobacter in 
ready - to - eat vegetables with and without GAP certification which were collected from wet 
market and supermarkets in Bangkok . 

Figure 1.  Wet market.                   Figure 2.  Supermarket 

� VEGETABLES AND SAMPLING 
A total of 154 vegetables was purchased from one wet market and 4 supermarkets in 
Bangkok, Thailand during March to May 2009 (Table 1 ) . 
� LABORATORY PROCEDURE 
• Preparation of samples : Twenty - five grams of each sample were diluted in 225 ml of 
buffered peptone water for the enumeration of Salmonella and homogenized for 1 min at 
normal speed in stomacher . The sample is first cultured by direct plating . The enrichment 
broth was incubated at 37 � C for 24 h and then subcultured onto MSRV and incubate at 37 � C 
for 24 h ( 4 ) . Homogenise another 25 g of sample in 225 ml of Bolton broth by stomaching . 
The enrichment broth was incubated at 37 � C for 48 h and then subcultured onto mCCDA 
and incubate at 37 � C microaerobically for 48 h . 
• Salmonella and Campylobacter Identification : Enriched broths were used as boiled
templates for PCR assay . Incubated plates are examined and suspected colonies are 
identified . Identification of Salmonella was done using biochemical method and PCR for iro B
( glycosyl transferase ) ( 2 ) and stn (salmonella enterotoxin ) ( 5 ) gene and Campylobacter 
species was confirmed by Gram stain and suspected colony was identified by 16 S rRNA 
gene based PCR for Campylobacter spp . ( 3 ) and multiplex cdtB gene based multiplex PCR 
for C . jejuni , C . coli and C . fetus . ( 6 ) . 

Salmonella Campylobacter 

Source Vegetables (N) MSRV 
positive 

PCR 
for 

iro B 
Total 
(%) 

PCR 
for 
16S

rRNA 
PCR for 

cdtB 
Total 
(%) 

Wet market 
( n = 32 ) 

Lettuce 
(8) - 3 3 (37.5) 2 1 

( C. coli) 2 (25.0) 
Cucumber 
(8) - - - - - - 
Cabbage 
(8) - 2 2 (25.0) 1 - 1 (12.5) 
Carrot 
(8) - - - 2 1 

( C. coli) 2 (25.0) 

Supermarket 
( n = 1 22 ) 

Lettuce 
(24) 1 2 2 (8.3) - - - 
Cucumber 
(34) - 2 2 (5.9) 2 2 (5.9)

Cabbage 
(35) 1 3 3 (8.6) - - - 
Carrot 
(29) 2 2 (6.8) 2 - 2 (6.8)

Table 1 Results of S almonella and Campylobacter in the samples analyzed . 

Positive 
Vegetables 

Sample 
No. 

Salmonella (n) Campylobacter (n) 
MSRV 

positive 
PCR for 

stn 
PCR for 

iro B 
PCR for 

16S rRNA 
PCR for 

cdtB 
Lettuce 166 1 1 1 - - 

179 - - 1 - - 

Cucumber 

161 - - 1 1 - 
177 - - 1 - - 
79 - - - 1 - 

Cabbage 

173 1 1 1 - - 
174 - - 1 - - 
159 - - 1 - - 

Carrot 
172 - - 1 - - 
158 - - 1 - - 
20 - - - 1 - 
21 - - - 1 - 

Table 2 Salmonella and C ampylobacter positive isolates . 
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(Good Agricultural Practice) certification . Salmonella detected by PCR from enriched broths 
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gene iro B was S . enterica group- specific and this codes for glycosyltransferase which were 
amplified in all the 58 Salmonella standard serovars tested and also in all the 7 Salmonella 
isolates ( 6 ) . This gene isolated from serotype S . Typhi , was shown to be located in a large DNA 
region which is absent from the E . coli chromosome ( 1) . Prager et al . ( 1995 ) reported that stn 
gene is prevalent among strains _of S . enterica , but not among Salmonella bongori and other 
Enterobacteriaceae . _ This study, Salmonella detection from enriched broth for iro B based PCR is 
more sensitive than stn gene based PCR . This may be due to the capability of iro B for 
detection of more Salmonella strains . Campylobacter spp . not C . jejuni , C . coli and C . fetus 
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ระหวางวันที่ 24-27 พฤษภาคม 2553  

ระดับนานาชาติ 

1. ไดนําเสนอสวนหน่ึงของงานวิจัยดวยโปสเตอร ในงานประชุมวิชาการ 44th Conference cholera and 

other bacterial enteric infections US - Japan cooperative medical science program ณ San Diego, 

California วันที่ 12 – 14 ตุลาคม 2552  

2.  การถายทอดเทคโนโลยีซึ่งสํานักเสริมและฝกอบรม กําแพงแสน รวมกับสํานักงานความรวมมือ

ระหวางประเทศ (TICA) และ องคการความรวมมือระหวางประเทศญ่ีปุน (JICA) จัดฝกอบรม

นานาชาติหลักสูตร “post-harvest Technology of perishable crops” งานวิจัยพืชผลหลังเก็บเกี่ยวมี

การจัดอบรมวิทยากรหลังการเก็บเกี่ยวใหกับบริษัทสงออก ผูสนใจทั่วไป ขาราชการ อาจารย และ 

ผูประกอบการ รุนที่ 30 เร่ือง อันตรายจากจุลินทรียปนเปอนกับการเกิดโรคของมนุษย และการใช

เทคนิค PCR ในการตรวจสอบเช้ือ (ภาคสาธิต) ณ ศูนยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต กําแพงแสน ระหวางวันที่ 11 มกราคม -19 กุมภาพันธ 2553  
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ตารางเปรียบเทียบวัตถปุระสงค กิจกรรมท่ีวางแผนไว และกิจกรรมท่ีดําเนินการมา และผลท่ีไดรับตลอดโครงการ 

วัตถุประสงค กิจกรรมที่วางแผนไว กิจกรรมที่ดําเนินการมา ผลที่ไดรบัตลอดโครงการ 
1. เพื่อตรวจหาเช้ือ 

Campylobacter ที่
ปนเปอนในผักสลัดตัด
แตงพรอมบริโภคที่
จําหนายในซุปเปอร
มารเก็ตในเขต
กรุงเทพฯ 

สุมตัวอยางผักสลัดตัดแตง
เสร็จในภาชนะบรรจุพรอม
บริโภคจากซูเปอรมารเก็ต 
และตรวจหาเช้ือ 
Campylobacter 

สุมผักกะหล่ําปลี แครอท 
แตงกวา ผักกาดหอม ทั้งใน
ตลาดสด และ ซุปเปอรมาร
เก็ต จํานวน 210 ตัวอยาง 
ตรวจหาเช้ือ Campylobacter  
ดวยวิธีเพาะเชื้อ และวิธี16S 
rRNA-based PCR และ cdtB 
gene-based multiplex PCR  
ไมสามารถแยกไดจากการ
เพาะเชื้อ แตสามารถตรวจ
พบไดดวยวิธี 16S rRNA-
based PCR และ cdtB gene-
based multiplex PCR   
 

ไมสามารถแยกไดจากการ
เพาะเชื้อ แตสามารถตรวจ
พบไดดวยวิธี 16S rRNA-
based PCR และ cdtB gene-
based multiplex PCR  
จํานวน 5 ตัวอยาง การใช
วิธีการตรวจหาเช้ือดวย
เทคนิค PCR สามารถ
ตรวจหาเช้ือ Campylobacter 
ไดดีกวาการใชวิธีการเพาะ
เชื้อ 

2. เพื่อพัฒนาเทคนิคซ่ึง
สามารถใชเปนวิธี
มาตรฐานในการ
ตรวจสอบการปนเปอน
ของเช้ือ 
Campylobacter ในผัก
สลัดตัดแตงพรอม
บริโภคโดยการ
ตรวจสอบยีนที่สราง
สารพิษที่เปนสาเหตุ
กอใหเกิดโรคอุจจาระ
รวงกับผูปวยโดยตรง  

พัฒนาวิธีการตรวจสอบการ
ปนเปอนของเช้ือ 
Campylobacter  ในผักสลัด
ตัดแตงพรอมบริโภค โดย
การตรวจสอบยีนที่สราง
สารพิษที่เปนสาเหตุ
กอใหเกิดโรคอุจจาระรวง
กับผูปวยโดยตรง 
 
 
 

ทําการเพาะเชื้อ C. jejuni C. 
coli C. fetus ในผักใหได
ปริมาณกอนบมเพาะเช้ือ
เทากับ 101, 100 และ 10-1 
โคโลนี ทีเ่วลา 0, 6, 12, 24, 
30 และ 48 ชม. และตรวจหา 
Campylobacter ดวยการ
เพาะเชื้อและเทคนิค 16S 
rRNA-based PCR for และ
ตรวจหา C. jejuni C. coli C. 
fetus ดวยวิธี cdtB gene-
based multiplex PCR   

การใชเทคนิค PCR งายและ
รวดเร็วกวาการเพาะเช้ือ 2 
วัน  
 
 

3. เพื่อจําแนกชนิดและ
สายพันธุของเช้ือ 
Campylobacter ดวย
เทคนิค cdt gene-based 
multiplex PCR ที่
ปนเปอนในผักสลัดตัด
แตงพรอมบริโภคที่
จําหนายในซุปเปอร
มารเก็ตในเขต
กรุงเทพมหานคร 

นําเชื้อ Campylobacter มา
ตรวจแยกสายพันธุ 

แยกชนิดของเช้ือที่ใหผล 
บวกตอ 16S rRNA-based 
PCR ดวยวิธี  cdtB gene-
based multiplex PCR  เพ่ือ
แยก C. jejuni C. coli และ 
C. fetus เชื้อที่ใหผลลบ จะ
นําไปตรวจยืนยนัดวย 16S 
rRNA gene sequencing 

เชื้อที่ตรวจได ประกอบดวย 
C. jejuni, C. coli, C. fetus 
และ Arcobacter butzleri 

4. เพื่อใหทราบ
กระบวนการที่
เหมาะสมในการจดัการ
ผักสลัดตัดแตงพรอม
บริโภคเพ่ือลดการ
ปนเปอนของเช้ือ 
Campylobacter 

4.1 ทําการสุมตัวอยางจากไร
หรือบรษิัทที่ตรวจพบเช้ือ 
Campylobacter นํามาทําการ
ตรวจหาเช้ือ Campylobacter  
4.2 นําตัวอยางจากขอ 4.1 
มาผานกระบวนการผลิตจาก
งานวิจัยพืชผลหลังเก็บเกี่ยว 
มหาวิทยาลัยเกษตร ศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน และ
นํามาทําการตรวจหาเช้ือ 
Campylobacter ซํ้าอีกครั้ง  
 

พัฒนากระบวนการผลิตและ
ผลิตผักสลัดตัดแตงเสร็จใน
ภาชนะบรรจุพรอมบริโภค 
 

วิธีการจัดการท่ีเรียกวา 
chlorine peroxyacetic acid 
treatment ของศูนย
เทคโนโลยีหลงัการเก็บเก่ียว 
สามารถลดการปนเปอนเชื้อ 
Campylobacter ได 
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Abstract 

The aim of this study was to investigate Campylobacter contamination by conventional culture 

method and PCR in 210 samples of four types of raw vegetables including cabbage, carrot, lettuce and 

cucumber. These samples were collected from 1 wet market and 4 supermarkets in Bangkok and 1 wet 

market and 2 supermarkets nearby Bangkok, Thailand during March to August 2009. Campylobacter 

was found in 2 samples (0.95%) from a cabbage in a supermarket and a carrot in a wet market. This 

study was also able to identify 3 samples as Arcobacter butzleri from one carrot and 2 lettuces. The 

wet market exhibited higher contamination of these bacteria than the supermarkets. The presence of 

these organisms was difficult to isolate by conventional method, however, it could be isolated and 

identified by our cultural and PCR assay. This study revealed that raw vegetables can be contaminated 

with Campylobacter and may be the source of cross contamination of other foodstuffs which will lead 

to the infection of consumers. These contaminated vegetables can represent a severe health risk for the 

Thai consumer.  

Keywords: Campylobacter, vegetables, Bangkok 

Introduction 

Foodborne gastroenteritis caused by 

Campylobacter spp. is a major public health 

concern in many countries. Campylobacters 

are the most common registered bacterial 

causes of diarrhea in young adult in developed 

countries and in children age less than 5 years 

in developing countries (Varavithya et al., 

1990; Oberhelman and Taylor, 2000; Coker 

et al., 2002; Padungtod et al., 2006). 

Campylobacter infection of major public 

health importance is due to C. jejuni and C. 

coli (Jacobs-Reitsma, 2000). Food-borne 



outbreaks caused by Campylobacter spp. have 

been reported infrequently (Centers for 

Disease Control, 2000). The common risk 

factor of Campylobacter infection is believed 

to be travel abroad, contaminated drinking 

water, contact with pet animals, food of animal 

origin such as raw milk and poultry meat 

(Schorr et al., 1994; Solomon and Hoover, 

1999; Osano and Arimi, 1999; Kalman et al., 

2000; Rautelin and Hanninen, 2000; Hanninen 

et al., 2003). The study of Samosornsuk’s 

group in 2009 (Samosornsuk et al, 

unpublished) revealed that risk factor of 

consuming meat including chicken, pork, and 

beef was not significantly related to 

Campylobacter infection whereas consuming 

fresh vegetables was the risk factor related to 

Campylobacter infection in children aged less 

than 5 years.  The use of raw manure as a 

fertilizer gives rise to a high risk of bacterial 

contamination of fresh produce, and has 

resulted in several outbreaks of food-borne 

disease (Nelson, 1997; Guan and Holley, 

2003). Outbreak of Campylobacter illness 

associated with contaminated fruits, 

vegetables, or other produce-related products 

are quite rare (Beuchat, 1996; Jacobs-Reitsma, 

2000). However, the Center for Disease 

Control (2000) has recorded 18 outbreaks of 

Campylobacter enteritis associated with 

produce worldwide from 1990 to 2001. 

Campylobacter is a notoriously difficult 

organism to culture and maintain in the 

laboratory (Solomon and Hoover, 1999). 

Currently, campylobacter is identified using 

selective culture media and a confirmatory 

series of biochemical tests. These methods are 

expensive and time-consuming (Todor, 2004). 

Recently Polymerase Chain Reaction (PCR) 

based methods for campylobacter detection 

have become popular. Continuing research on 

PCR based methods has improved the accuracy 

and sensitivity of these tests (Englen and 

Fedorka-Cray, 2002 and Wang et al., 2002). In 

this study, we developed a most probable 

number (MPN) enumeration protocol for 

thermophilic Campylobacter spp., along with 

the identification of campylobacters by using a 

species-specific PCR technique. The rapid 

PCR identification step combined with the 

most probable number (MPN) method.  

Ready-to-eat vegetables are served as 

the common food in most of Thai people. In 

Thailand, several types of vegetables are 

consumed in salad recipes and popular disk 

like green papaya salad named Som Tum as 

well. The vegetables are purchased from either 

wet markets or supermarkets. Supermarkets or 

hypermarkets generally offer foods under 

conditions that appear more hygienic than 

those in wet markets as foodstuffs and are 

packed before display. The products, therefore, 

have to go through a production process that 

ensures they are clean and safe for 

consumption. Presently, GAP (Good 

Agricultural Practice) is applied to the 

industrial production from the beginning stage 

to the end - that is from a planting process to 

finished products ready to be on sales. 

However, the hygienic condition and foodstuff 



handling methods in the packing facilities may 

be poor. Therefore, the prevalences and 

number of campylobacters in raw vegetables 

with and without GAP certification from 

supermarkets and wet markets in Bangkok and 

nearby area of Thailand were determined. 

1. Materials and methods 

Vegetable samples and bacterial strains 

A total of 210 vegetables was purchased from 

8 locations in Bangkok and nearby area; one 

wet market and 4 supermarkets and 3 locations 

in nearby area consisting one wet market and  

2 supermarkets during March to August 2009 

(Table 1). E. coli C600 was grown on LB agar 

plate was used as negative control for PCR. 

Three reference strains including C. jejuni 

ATCC 33560, C. coli ATCC 33559, and C. 

fetus ATCC 27374 were used as positive 

control for culture and PCR. 

Laboratory procedure 

Culture procedures for isolation and 

enumeration of Campylobacter spp.   

Determination of Campylobacter was 

performed by the following method (Chai et al, 

2007). Twenty-five grams of chopped sample 

were put in 225 ml of Campylobacter 

enrichment broth with supplement (Bolton 

formula, Oxoid) in a stomacher bag. After 

stomaching for 60 s, 10 fold and 100 fold 

dilutions of the stomacher fluid were prepared 

and a 1 mL portion of the undiluted and each 

dilution of the fluid were inoculated into three 

tubes, each containing 9 mL of Campylobacter 

enrichment broth with supplement. For MPN 

analysis, the tubes were incubated at 37°C for 

48 h under microaerophilic condition (10% 

CO2, 5% O2 and 85% N2). Tubes were 

observed for positive or negative by turbidity. 

Portions (0.2 ml) of the turbid and 

Campylobacter spp. PCR-positive tubes were 

used as boiled templates for PCR assay and 

also plated on Campylobacter modified 

charcoal-cefoperazone-deoxycholate blood-

free selective agar (mCCDA; Oxoid) in 

duplicate. The plates were incubated under 

microaerophilic condition at 37°C for 48 h.  

Conventional methods for identification of 

Campylobacter spp.  Incubated plates are 

examined and suspected colonies are 

identified. For initial identification from 

mCCDA agar plate, Gram staining and oxidase 

test were performed. Oxidase-positive colonies 

exhibiting Gram-negative curved to S-shaped 

rod on selective media at 42°C under 

microaerobic condition can be reliably 

reported as Campylobacter-like organisms. 

The 16S rRNA gene-based PCR and cdtB gene- 

based multiplex PCR were used for 

confirmation and species identification of 

Campylobacter. 

PCR. RBC Taq polymerase was purchased 

from RBC Bioscience corp., Taiwan. All 

primers were obtained from Bio Basic Inc. 

(Ontario, Canada). 16S rRNA gene-based PCR 

for detection of Campylobacter spp. (Linton et 

al, 1996) and cdtB gene-based mulitiplex PCR 

(Asakura et al, 2008) for detection of 

Campylobacter jejuni, C. coli and C. fetus was 

performed by PCR primers and conditions 



summarized in Table 2. Template DNA was 

prepared by the boiling method. Briefly, 

bacterial precipitation from 1 ml of enriched 

broth or a loopful of bacteria collected from 

agar plate was suspended in 500 µl of TE 

buffer (10 mM Tris-HCl, 1.0 mM EDTA [pH 

8.0]) followed by boiling of the suspension for 

10 min, centrifugation at 12,800 X g for 5 min 

and 2 µl of supernatant was used as a PCR 

template. All reactions contained appropriate 

concentration of the primer sets (Table 2), 0.2 

mM each of dNTPs, 1 X Taq DNA polymerase 

buffer, and 1.25 U of Taq DNA polymerase in 

50 µl reaction volume. PCR was carried out in 

a final volume of 50 µl containing 1X RBC 

Taq polymerase buffer with MgCl2 as 

described in Table 2, Amplification was 

performed on a G-Storm GS482 Thermal 

Cycler (Gene Technology Co., UK)  and PCR 

products were analyzed by 1% agarose gel (for 

16S rRNA gene-based PCR) and 2% agarose 

gel electrophoresis (for cdtB gene-based 

multiplex PCR) in 1X TAE buffer (40 mM 

Tris-acetate [pH 8.5], 1 mM EDTA) at 

voltages of 100V for 30 min and bands were 

visualized with UV light after staining with 1.0 

µg/ml of ethidium bromide (Sigma) for 10 min 

and destaining with DW for 10 min. Images 

were captured on a Bio-Rad Gel Doc system 

(Bio-Rad). 

3. Results 
A total of 210 samples of raw 

vegetables were examined for the prevalence 

and number of Campylobacter spp. using 2 

sets of specific PCR were run in the study. Fig. 

1 shows a representative gel electrophoresis of 

the PCR amplification of 16S rRNA gene and 

Fig. 2 shows a representative gel 

electrophoresis of the multiplex PCR of cdtB 

gene. The prevalences of Campylobacter-like 

strains are summarized in Table 3. All 

Campylobacter-like strains were recovered 

from only 5 of 210 (2.4%) samples positive for 

Campylobacter spp. by PCR. The average 

prevalence of Campylobacter-like strains in 

raw vegetables from these 8 locations was 

detected in 2 locations included one wet 

market in Bangkok area and one supermarket 

in nearby area (Table 3). Among the four types 

of vegetable sampling from each positive 

retailed outlets, lettuce, carrot and cabbage 

were detected Campylobacter-like strains as 

25%, 25%, and 20% respectively while 

cucumber was not detected these contaminants 

in all samples.  

 

Table 1. Types and numbers of vegetable tested for the prevalence and numbers of Campylobacter 

English name Local name Scientific name Number of samples (n) 
Cabbage Kalumplee Brassica oleracea 

L.var.capitata 
58 

Carrot Carrot Daucus Carota 49 
Cucumber Tangkua Cucumis sativus 57 

Lettuce Pakkadhom Lactuca sativa 46 
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Fig. 1. Representative amplification of the 16S 

rRNA for the identification of Campylobacter 

spp. Lanes 2 to 8 show the PCR amplicons 

specific for Campylobacter spp. at 816 bp. 

Lane M shows the 100 bp DNA ladder, Lane 1 

DNA from a MPN broth (negative for 

Campylobacter spp.), Lanes 2 to 5 DNA from 

a MPN broth (positive for Campylobacter 

spp.), Lane 6 C. jejuni ATCC 33560, Lane 7 

C. fetus ATCC27374, Lane 8 C. coli 

ATCC33559 and Lane 9 E. coli C600 

(negative control). 

 
 

Fig. 2. Representative amplification of the 

cdtB for the identification of Campylobacter 

jejuni, C. coli, C. fetus. Lane M shows the 

100-bp DNA ladder, lanes 1 and 2 DNA from 

a MPN broth (negative for C. jejuni, C. coli 

and C. fetus), Lane 3 DNA from a MPN broth 

positive for C. jejuni (714 bp) and C. coli (413 

bp), Lanes 4 and 5 DNA from a MPN broth 

positive for C. coli (413 bp), Lane 6 C. jejuni 

ATCC 33560 (714 bp), Lane 7 C. fetus 

ATCC27374 (553 bp), Lane 8 C. coli 

ATCC33559 (413 bp) and Lane 9 E. coli C600 

(negative control). 

Among the individual species, C. coli 

were detected in cabbage from a supermarket 

nearby Bangkok and a carrot from wet market 

in Bangkok with MPN 3.6 while C. jejuni was 

detected in a cabbage from supermarket 

nearby Bangkok with the MPN <3.0 (Table 4).  

One positive cabbage sample was found to 

carry both C. jejuni and C. coli. 

Campylobacter spp. neither C. jejuni, C. coli, 

nor C. fetus were detected in 3 vegetable 

samples included 2 lettuces and 1 carrot from 

wet market in Bangkok with the MPN <3.0, 

<3.0, and 3, respectively. These strains were 

identified as Arcobacter butzleri after 

confirming by 16S rRNA gene sequencing. C. 

jejuni and C. coli were usually present together 

in the Campylobacter spp. positive samples. 

The number of C. jejuni in cabbage from 

supermarket NBSII was < 3.0. The numbers of 

C. coli in cabbage from supermarket NBSII 

and carrot from wet market BWI were < 3.0 

and 3.6, respectively.  

4. Discussion 

 The prevalence of campylobacters in 

vegetables from supermarkets and wet markets 

in Bangkok or nearby areas were found only in 

low rate. This data was similar to other studies 

of campylobacters in raw vegetables which 



were found only low incidences or no 

Campylobacter (Park and Sanders, 1992; 

Odumeru et al., 1997; Kumar et al, 2001; 

Moore et al, 2005). For example, Park and 

Sanders (1992) detected only 1.7% prevalence 

of Campylobacter spp. in fresh produce from 

farmers’ outdoor market and no 

Campylobacter spp. was detected in samples 

from supermarket. The high incidence of 

Campylobacter spp. in the fresh produce was 

unexpected because Campylobacter spp. are 

thought to survive poorly and cannot grow 

well on these commodities (Kumar et al, 

2001). All Campylobacter-like strains 

including Campylobacter and Arcobacter in 

this study were recovered from only 5 out of 

210 (2.4%) samples positive for 

Campylobacter spp. by PCR. The lack of 

appropriate methods for recovery of 

Campylobacter from produce samples may 

explain some of the reported in low-incidence 

of campylobacters in vegetables. The MPN-

PCR method used in this study was evidently 

more effective for detecting campylobacters 

than was plating after enrichment. According 

to Hazeleger et al. (1994), Campylobacter spp. 

may not be isolated from PCR-positive 

samples by conventional culture methods 

because the organisms are present in a non-

cultivatable coccoidal form. There was no 

investigation in this study of the possible 

presence of the coccoidal form of 

Campylobacter spp. in the samples. 

Nonetheless, the conventional culturing 

method was evidently unsuitable for 

determining the prevalence and number of 

Campylobacter spp. in the samples. The 

contamination of Arcobacter butzleri was 

found in vegetables samples in this study. 

Campylobacter and Arcobacter are classified 

in the Family Campylobacteraceae. A. butzleri 

is found in environmental samples, and 

untreated water appears to be a potential 

source of infection. The French surveillance 

network of Campylobacter infections 

identified 29 A. butzleri infections from 2,855 

strains of Campylobacter-like organisms 

(Prouzet-Mauléon et al, 2006). This species 

ranks fourth for Campylobacteraceae 

isolation. Taylor et al (1991) identified A. 

butzleri in 2.4% of diarrheal stool samples 

collected from Thai children. The Arcobacter 

16S rRNA gene sequences differed 

considerably from those of Campylobacter 

spp., with only 86.2% identity with C. coli and 

85.6% identity with C. fetus (Prouzet-Mauléon 

et al, 2006). With the same 16S rRNA gene 

primer (Linton et al, 1996) for doing PCR as in 

this study, Chai et al (2007) reported the high 

prevalence of Campylobacter spp. (51.9%) in 

vegetables of Malaysia. This report may be 

overestimated because some strain may be A. 

butzleri as evidence from our study. Therefore, 

the designation of 16S rRNA gene primer 

should be careful for selecting a part of 

consensus sequence of these Campylobacter -

like organisms. Campylobacter and 

Arcobacter mainly reside in intestinal tract of 

warm-blooded animals and birds and the 

excreta may contaminate the environment with 

the organisms (Franco, 1998; Khanna et al, 

1996). The isolation of Campylobacter and 

Arcobacter from vegetables in our study 

indicates the contamination with faecal 
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material of these commodities at any stage 

from point of production to sale. The finding 

of Campylobacter contamination was able to 

detect in ready-to-eat vegetables with GAP 

certification from supermarkets suggests that 

cross-contamination might occur at the 

holding and packaging stage in the 

supermarkets or the sale representative 

company before sending to supermarkets. 

Butzler and Oosterman (1991) have also 

reported that vegetables might become 

contaminated if they came in contact with 

natural fertilizers or contaminated waters. In 

some instances, C. jejuni has been isolated 

from raw vegetables which were in contact 

with the utensils used to keep the raw chicken, 

the main reservoir of C. jejuni (De-Boer and 

Hahne, 1990). 

5. Conclusion 
Although Campylobacter spp. were 

detected only in low rate in products from 

some locations, it indicates that raw vegetables 

from both wet market and supermarket with or 

without GAP certification in Thailand might 

possibly be contaminated with campylobacters 

and becomes a health risk to consumers. 

Therefore, monitoring of product at the retail 

level would be desirable. However, further 

investigation is needed to identify possible 

contamination source of Campylobacter spp. 

on vegetables.  
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