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งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ีอประเมินความเส่ียงโดยศึกษาแหล่งท่ีมาและเส้นทางการปนเปือ้นของ 

Listeria spp. ในกระบวนการผลติไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งโดยใช้วิธีทางอณชีูววิทยา และหาแนวทางการควบคมุ

และจดัการความเส่ียง เพ่ือลดการปนเปือ้นของ Listeria spp. ในผลติภณัฑ์สดุท้าย งานวิจยัเร่ิมจากการศกึษา

รูปแบบการปนเปือ้นของ Listeria spp. พบว่าบริเวณท่ีสมัผสักบัผลิตภณัฑ์ท่ีพบเชือ้มากท่ีสดุคือ สายพาน

ลําเลียงของเคร่ืองหัน่ จึงได้มีการส่ือสารกับผู้ ท่ีเก่ียวข้องในการล้างสายพานให้มีประสิทธิภาพ แต่หลงัการ

จดัการก็ยงัคงพบ Listeria spp.ในผลิตภณัฑ์ จึงได้นําวิธีทางอณชีูววิทยาเข้ามาใช้ในการตรวจสอบแหลง่ท่ีมา

ของการปนเปือ้น งานวิจยันีไ้ด้ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธี Random amplification of  polymorphic 

DNA (RAPD) โดยเร่ิมจากการคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ได้คดัเลือกไพรเมอร์ 4 

ชนิดจาก 14 ชนิด จากนัน้จึงศึกษาความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมกบัไพรเมอร์ท่ีเลือก พบว่าไพร

เมอร์ท่ีสามารถจําแนกสายพนัธุ์ของ L. innocua ได้ดีคือ OMP-01, HLWL 74 , HLWL 85 และ Universal 

forward sequencing primer (UFS) ความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมกบัไพรเมอร์ทัง้ 4 ชนิดคือ 5 

ng/μl จากนัน้จึงตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างด้วยวิธี RAPD แล้วประเมินความสอดคล้องของการปนเปือ้นของเชือ้

ในผลิตภณัฑ์และในสิ่งแวดล้อม พบว่าตวัอย่างผลิตภณัฑ์และสิ่งแวดล้อมท่ีปนเปือ้น Listeria spp. รวม 415 

ตวัอย่าง พบ L. innocua 82.3%, L. welshimeri 11.2%, L. seeligeri 5.5% และ L. monocytogenes 1% 

เม่ือจําแนกสายพนัธุ์ของ Listeria spp. พบ L. innocua สายพนัธุ์ LI 1.1, L. welshimeri สายพนัธุ์ LW 1.5 

และ L. seeligeri สายพนัธุ์ LS 1 ในผลิตภณัฑ์ โดยพบ L. innocua สายพนัธุ์ LI 1.1 ดํารงอยู่มากท่ีสดุใน

สิ่งแวดล้อมตลอดระยะเวลาการเก็บตวัอย่าง และพบแหล่งการปนเปือ้นท่ีสําคญัคือ ท่อระบายก๊าซ N2 ของ

เคร่ือง Liquid N2 chiller, สายพานลําเลียงของเคร่ืองตรวจจบัโลหะ และท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

ดงันัน้จึงได้มีการทบทวนวิธีการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้ และนําไปปฏิบติัใช้อย่าง เข้มงวด  เพ่ือลดและ

กําจดัความเส่ียงของการปนเปือ้นของ Listeria ในกระบวนการผลติเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งนี ้

ภาควิชา ........เทคโนโลยีทางอาหาร......... ลายมือช่ือนิสติ .................................................... 

สาขาวิชา .......เทคโนโลยีทางอาหาร........ ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั................... 

ปีการศกึษา................2553…………….. ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาวทิยานิพนธ์ร่วม.................... 



จ 

 

 

# # 5072653023 : MAJOR   FOOD TECHNOLOGY 

KEYWORDS :  RISK ASSESSMENT / Listeria spp. / CHICKEN MEAT / RANDOM 

AMPLIFICATION OF POLYMORPHIC DNA  

PUNNIDA TECHARUWICHIT : RISK ASSESSMENT AND MANAGEMENT OF 

Listeria spp. IN COOKED FROZEN CHICKEN MEAT PRODUCT. THESIS 
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This study aimed to assess the risk by investigating the sources and the routes of Listeria 

spp. contamination in cooked frozen chicken meat process by the use of molecular typing method 
and manage the risk to reduce the contamination of Listeria spp. in finished product. 
Contamination profile of Listeria spp. was studied. By evaluating the samples of chicken meat 
product and environmental swab samples, it was found that the transferring conveyor belt of dicer 
had the highest frequency of Listeria spp. contamination. Communication between all 
stakeholders was carried out to improve the effectiveness of cleaning and sanitizing of the 
conveyor. However, the presence of Listeria spp. was still found on the products. Hence, 
molecular typing method was used to investigate the sources and routes of contamination. The 
optimum condition of a random amplified polymorphic DNA (RAPD) fingerprinting method was 
developed to differentiate Listeria spp.. A total of 14 arbitrary primers were screened to obtain the 
appropriate 4 primers. Once the step of primer identification was accomplished, determination of 
the appropriate concentration of DNA template was also necessary for optimal discriminatory 
power. The selected primers were OMP-01, HLWL 74, HLWL 85 and universal forward sequencing 
primer (UFS) and the concentration of DNA template for these primers used in this study was 5 
ng/μl. A total of 415 Listeria contaminated samples were identified by conventional method and 
further subjected to the RAPD analysis to evaluate a relationship of the contamination in product 
and environment. The identified species were: L. innocua (82.3%), L. welshimeri (11.2%), L. 
seeligeri (5.5%) and L. monocytogenes (1%). By applying RAPD fingerprinting, L. innocua type LI 
1.1, L. welshimeri type LW 1.5 and L. seeligeri type LS 1 were found in product. L. innocua type LI 
1.1 remained persistently in the environment throughout the sampling period. The most frequently 
recovered surfaces of the microorganisms were the exhaust pipe of liquid N2 chiller, conveyor belt 
of metal detector and drain of freezer. Therefore, the cleaning and sanitizing procedures were 
revised and strictly implemented to reduce and eliminate the risk of Listeria contamination in the 
cooked frozen chicken meat process. 
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
เนือ้ไก่เป็นสินค้าเกษตรท่ีมีความสําคญัตอ่เศรษฐกิจของประเทศไทยในระดบัต้นๆ เพราะ

เป็นสินค้าท่ีมีศกัยภาพในการส่งออกและสร้างรายได้เข้าประเทศปีละหลายหม่ืนล้านบาท ในปี 

2547 ประเทศไทยประสบปัญหาวิกฤติการณ์การระบาดของไข้หวดันกซึง่ส่งผลให้การส่งออกเนือ้

ไก่สดไปยงัต่างประเทศถกูระงบั ทําให้รายได้ของประเทศจากการส่งออกเนือ้ไก่สดแช่เย็นและแช่

แข็งลดลงจาก 24,774.51 ล้านบาท (ปี 2546) เหลือเพียง 1,744.19 และ 243.17 ล้านบาทในปี 

2547 และปี 2548 ตามลําดบั (สํานกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2547) ซึ่งส่งผลกระทบต่อ

เศรษฐกิจของประเทศเป็นอยา่งมาก ดงันัน้จงึมีการแปรรูปไก่สดไปเป็นผลติภณัฑ์ไก่ปรุงสกุมากขึน้ 

โดยปริมาณการสง่ออกเนือ้ไก่ปรุงสกุในปี 2550 และ 2551 มีปริมาณ 322,471 และ 386,093 ตนั 

มลูค่า 36,791 และ 51,350 ล้านบาท ตามลําดบั (สมาคมผู้ผลิตไก่เพ่ือสง่ออกไทย, 2552) ซึง่

ประเทศไทยยงัคงเป็นประเทศผู้ส่งออกเนือ้ไก่เป็นอนัดบั 4 ของโลก และมีประเทศญ่ีปุ่ นและ

สหภาพยโุรปเป็นผู้ นําเข้าผลิตภณัฑ์เนือ้ไก่ปรุงสกุรายใหญ่ของไทย (สํานกัมาตรการนําเข้าสง่ออก

สนิค้าทัว่ไป, 2549)  

ปัจจุบนัความปลอดภยัของอาหารกลายเป็นกระแสท่ีทัว่โลกให้ความสําคญัมาก และ

กลายเป็นมาตรการทางการค้าท่ีประเทศผู้ นําเข้านํามาใช้ยกอ้างเพ่ือเป็นข้อจํากดัทางการค้ามาก

ขึน้ การผลิตอาหารท่ีได้รับการยอมรับในระดบัสากลทัง้ด้านคุณภาพและความปลอดภยัจึงเป็น

เร่ืองจําเป็นสําหรับผู้ประกอบการธุรกิจอาหารในยคุปัจจบุนัเม่ือประเทศไทยต้องการเป็น “ครัวของ

โลก” ผลิตภณัฑ์อาหารท่ีจะสง่ออกจึงต้องมีการควบคมุคณุภาพและความปลอดภยัให้เป็นไปตาม

ข้อกําหนดของประเทศผู้ นําเข้านัน้ๆ เช่น ข้อกําหนดเก่ียวกับสุขอนามัยของอาหาร (Directive 

93/43/EEC: Hygiene of Foodstuffs) ของหน่วยงานความปลอดภยัอาหารแห่งสหภาพยโุรป 

(European Food Safety Authority: EFSA), กฎหมายสขุอนามยัอาหารของญ่ีปุ่ น (Food 

Sanitation Law) เป็นต้น นอกจากนีผ้ลิตภณัฑ์เนือ้ไก่ท่ีจะสง่ออกนัน้จะต้องเป็นไปตามมาตรฐาน

สินค้าปศสุตัว์เพ่ือการสง่ออกของกรมปศสุตัว์ด้วย โดยกรมปศสุตัว์กําหนดให้โรงงานอตุสาหกรรม

ท่ีจะส่งออกต้องมีการจัดทําหลักเกณฑ์วิธีการผลิตท่ีดีในการผลิต (Good Manufactoring 

Practices: GMP) และระบบการวิเคราะห์อนัตรายและจดุวิกฤติท่ีต้องควบคมุ (Hazard Analysis 

and Critical Control Point: HACCP) ซึง่เป็นระบบประกนัคณุภาพของอาหาร เพ่ือลดความเส่ียง

การปนเปือ้นของแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ (Food borne disease bacteria) 
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แต่อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ผู้ผลิตจะดําเนินการตามหลกัเกณฑ์วิธีการผลิตท่ีดีในการผลิต และระบบ

การวิเคราะห์อนัตรายและจดุวิกฤติท่ีต้องควบคมุแล้วก็ตาม แตก็่พบว่ายงัคงมีปัญหาการปนเปือ้น

ของจุลินทรีย์ก่อโรคอยู่เนืองๆโดยเฉพาะอย่างยิ่ง Listeria monocytogenes ซึ่งมกัปนเปื้อน

ภายหลงัจากการปรุงสกุ  L. monocytogenes นีเ้ป็นจลุินทรีย์ก่อโรคท่ีทัว่โลกให้ความสําคญัเป็น

อย่างมากในปัจจบุนั และส่งผลกระทบอย่างมากต่ออตุสาหกรรมอาหารพร้อมบริโภคทัง้ประเภท

แช่เย็นและแช่แข็ง เน่ืองจากจลุินทรีย์นีส้ามารถมีชีวิตอยู่รอดและเพิ่มจํานวนได้ท่ีอณุหภมูิต่ํา และ 

L. monocytogenes นีทํ้าให้เกิดโรค Listeriosis ซึง่มีอตัราการทําให้ผู้ ป่วยเสียชีวิตสงูถึงประมาณ

ร้อยละ 30 (Yucel et al., 2004) ในปี 2552 (ตัง้แตเ่ดือนมค.ถึงธค.) โรงงานผลิตไก่ปรุงสกุพร้อม

บริโภคแช่เยือกแข็งเพ่ือการสง่ออกแห่งหนึ่งต้องสญูเสียรายได้จากสินค้าท่ีปนเปือ้น Listeria spp. 

ถึง 12,158,000 บาท (ข้อมลูจากการสมัภาษณ์ผู้ผลติรายหนึง่)   ซึง่ถึงแม้วา่กฎหมายกําหนดให้ใน

ผลิตภณัฑ์ต้องไม่พบ L. monocytogenes เท่านัน้ ไม่ได้ครอบคลมุถึง Listeria species อ่ืนๆ แต่

ในระดบัคู่ค้าด้วยกันเองในระดบัสากล การพบเพียง Listeria spp. นัน้ก็ไม่ได้รับการยอมรับ 

(ข้อมลูจากการสมัภาษณ์ผู้ผลติรายหนึง่) ดงันัน้ผู้ผลติในอตุสาหกรรมอาหาร และนกัวิจยัทัว่โลกจงึ

ใ ห้ความ สําคัญกับ ปัญหานี ม้ากขึ น้  และไ ด้ มีการศึกษาถึ งแนวทาง ท่ีจะควบคุม  L. 

monocytogenes อย่างกว้างขวาง แต่การปนเปือ้นของ L. monocytogenes นีมี้แหล่งท่ีมา

หลากหลาย ทําให้การควบคมุการปนเปือ้นของเชือ้สูผ่ลิตภณัฑ์ทําได้ยาก ปัจจบุนัการวิเคราะห์ใน

โรงงานอุตสาหกรรมและหน่วยงานของรัฐจะเป็นการวิเคราะห์ในระดบัชนิด (species) ของ 

Listeria เท่านัน้ ไม่สามารถจําแนกในระดบัสายพนัธุ์  เม่ือพบการปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์และการ

ปนเปือ้นจากสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิตก็ไม่สามารถหาความสมัพนัธ์ของการปนเปือ้นได้ 

ทําให้ไม่สามารถควบคุมแหล่งท่ีมาของการปนเปื้อนในโรงงานอุตสาหกรรมได้  นอกจากนี ้

ผลงานวิจยัท่ีผ่านมา ถึงแม้ว่าจะมีการศกึษาการปนเปือ้นของ Listeria spp. โดยใช้หลกัการทาง

สถิติซึ่งพบว่าการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมส่งผลต่อการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ (Lekroengsin, 

Keeratipibul & Trakoonlerswilai, 2007) อย่างไรก็ตามก็ยงัมีข้อจํากดัว่าเชือ้ท่ีปนเปือ้นใน

ผลิตภัณฑ์อาจไม่ใช่เชือ้เดียวกันกับท่ีปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม การแก้ปัญหาจึงอาจจะไม่ตรง

ประเดน็กบัปัญหาการปนเปือ้นท่ีแท้จริง 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
- ประเมินความเส่ียงโดยศกึษาแหลง่ท่ีมาและเส้นทางการปนเปือ้นของ Listeria spp. ใน

กระบวนการผลติไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งโดยใช้วิธีทางอณชีูววิทยา  

- หาแนวทางการควบคมุและจดัการความเส่ียง เพ่ือลดการปนเปือ้นของ Listeria spp. ใน

ผลิตภณัฑ์สดุท้ายอย่างมีประสิทธิภาพ และสง่เสริมให้มีระบบประกนัคณุภาพและความปลอดภยั

ท่ีน่าเช่ือถือมากขึน้ 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจยั 

การระบแุหล่งท่ีมาของการปนเปือ้นของ Listeria spp.ในสิ่งแวดล้อมของกระบวนการ

ผลิตของโรงงานไก่ปรุงสุกพร้อมบริโภคแช่แข็งท่ีมีความสัมพันธ์กับการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์

สดุท้ายโดยดคูวามสมัพนัธ์ในระดบัสายพนัธุ์ (strain) โดยใช้เทคนิคอณชีูววิทยา 

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

- ทราบถึงแหลง่ต้นตอท่ีก่อให้เกิดการปนเปือ้นของ Listeria ในผลติภณัฑ์ 

- สามารถตดิตามการแพร่กระจายของ Listeria ภายในบริเวณการผลติได้  

- ควบคมุการปนเปือ้นของ Listeria และภายในบริเวณการผลิตและการปนเปือ้นข้ามสู่

ผลติภณัฑ์อยา่งมีประสทิธิภาพ 

- ใช้เป็นแนวทางการตดิตามการปนเปือ้นของเชือ้จลุนิทรีย์ก่อโรคอ่ืนๆในโรงงานได้ 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 
 2.1 Listeria spp. 

Listeria เป็นจลุินทรีย์แกรมบวก รูปร่างแท่งสัน้ ไม่สร้างสปอร์ (ภาพท่ี 2.1) เติบโตได้ทัง้ท่ี

อุณหภูมิ ต่ําและในภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนหรือมีออกซิเจนในปริมาณท่ีต่ํามาก (facultative 

anaerobes) เคล่ือนท่ีได้เม่ืออยูใ่นท่ีท่ีมีอณุหภมูิ 20 ถึง 25 oC แตไ่ม่สามารถเคล่ือนท่ีได้ท่ีอณุหภมูิ 

37 oC (Dons et al., 1992; Farber, 1991; Van Renterghem, 1991; Macgowan, 1994)  
 

 
 

ภาพที่ 2.1 Listeria monocytogenes (Dennis Kunkel Microscopy, Inc.) 
 

Listeria spp. จดัเป็นจลุนิทรีย์ประเภท mesophile ท่ีสามารถเพิ่มจํานวนและเจริญเติบโต

ได้ในท่ีอณุหภมูิต่ํา โดยมีภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเติบโตมากท่ีสดุคือท่ีอณุหภมูิ 37 oC และ pH 

เท่ากบั 7.0 โดยเม่ืออยูใ่นภาวะท่ีเหมาะสมจะมีระยะเวลาการแบง่ตวั (generation time) ประมาณ 

45 นาที ตารางท่ี 2.1 แสดงปัจจยัและขอบเขตของการเจริญเตบิโตของ Listeria spp.  

ตารางที่ 2.1 ปัจจยัท่ีจํากดัการเตบิโตของ Listeria spp. (ICMSF, 1996) 

ต่ําสดุ ปัจจัย สงูสดุ 

อุณหภมู ิ -0.4oC (31.3oF) 45oC (113oF) 

pH 4.39 9.4 

a w 0.92 (11.5 % เกลือ)  - 
 

Listeria spp. ประกอบด้วย 6 species คือ L. monocytogenes, L. innocua, L. 

seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii และ L. grayi โดยการแบง่แยก Listeria spp. แตล่ะชนิดจะ

แยกโดยใช้ hemolytic phenotype และการหมกันํา้ตาลท่ีจําเพาะ (Rocourt, 1988; Farber & 

Peterkin, 1991) สําหรับความแตกตา่งระหว่าง L. monocytogenes และ Listeria ชนิดอ่ืนๆท่ีแบง่
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โดยใช้ความสามารถในการหมกัและสร้างกรดจากนํา้ตาล mannitol, rhamnose และ xylose 

รวมทัง้การทดสอบ CAMP test (Christie Atkins Munch-Peterson phenomenon) และดู

ปฏิกิริยา β-haemolysis แสดงในตารางท่ี 2.2 
 

ตารางที่ 2.2 ลกัษณะท่ีจําแนกชนิดของ Listeria (Warburton et al., 2003) 

คณุลกัษณะทางชีวเคมี 
L. L. L. L. L. L. 

monocytogenes innocua seeligeri welshimeri ivanovii  grayi 

β - Haemolysis + a - + - + - 

Mannitol - - - - - + 

L-Rhamnose + +/- - +/- - - 

D-Xylose - - + + + - 

CAMP test (S. aureus) + b - + - - - 

CAMP test (R. Equi) - - - - + - 

การสร้างกรดจาก: 
      

Dextrin +/- - 
  

- + 

Galactose +/- - 
  

+/- + 

Lactose +/- + 
  

+ + 

D-Xylose - - 
  

- + 

Melezitose +/- +/- 
  

+/- - 

Sorbitol +/- - 
  

- - 

Soluble starch - - 
  

- + 

Sucrose - +/- 
  

+/- - 

Voges-Proskauer + + + + + + 

ปฏิกิริยา Hydrolysis: 
      

Hippurate + + 
  

+ - 

Strach +/- +/- 
  

- - 

Lecithinase +/- +/- 
  

+ - 

Phosphatase + + 
  

+ + 

 +/- คือ ปฏิกิริยาให้ผลเป็นบวก, ลบ และเป็นได้ทัง้บวกและลบ 
a ยกเว้น L. monocytogenes สายพนัธุ์ ATCC 15313 ซึง่ไมพ่บปฏิกิริยา β-haemolysis ในเลือดม้า แกะ และววั 
b ยกเว้น L. monocytogenes สายพนัธุ์ ATCC 15313 ซึง่ให้ผลเป็นลบ 
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Listeria spp. ชนิดท่ีก่อให้เกิดโรค คือ L. monocytogenes โดยทําให้เกิดการติดเชือ้ได้ทัง้

ในคนและสตัว์ (Gellin and Broome, 1989; Lorber, 1997) แตอ่ยา่งไรก็ตามทกุสายพนัธุ์ (strain) 

ของ L. monocytogenes ไม่ได้เป็นเชือ้จุลินทรีย์ก่อโรค มีเพียง 3 serovars จากทัง้หมด 11 

serovar ดงัแสดงในตารางท่ี 2.3 ท่ีเป็นสาเหตขุองโรค listeriosis ในคน สว่นใหญ่เป็น serovar 4b 

และท่ีพบเป็นครัง้คราวเป็น serovars1/2a และ 1/2b  (Faber and Peterkin, 2000) ซึง่ก่อให้เกิด

โรค listeriosis ได้มากถึงร้อยละ 89 ถึง 96 

ตารางที่ 2.3 Serotype และการเกิดโรคในหนขูอง Listeria ชนิด (species) ตา่งๆ (Warburton et 

al., 2003) 

ชนิด Serotype การเกิดโรคในหน ู

L. monocytogenes 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, + 

4a, 4ab, 4b, 4b(x), 4c, 4d, 4e, 7 

L. ivanovii 5 + 

L. innocua 4ab, 6a, 6b, un* - 

L. welshimeri 6a, 6b - 

L. seeligeri 1/2b, 4c, 4d, 6b, un* - 

*un คือ ยงัไมกํ่าหนด 

2.2 โรค Listeriosis 
 โรค listeriosis เร่ิมเป็นท่ีรู้จกัในช่วงทศวรรษท่ี 1980 เน่ืองจากเกิดการระบาดของโรค 

listeriosis อย่างรุนแรงในอเมริกาเหนือและยุโรป เม่ือมีการค้นหาสาเหตุ พบว่าสาเหตุของการ

ระบาดมาจากอาหาร (Bille, 1990; Broome et al., 1990) โรค listeriosis เป็นโรคท่ีเกิดจากการ

บริโภคอาหารท่ีปนเปือ้น L. monocytogenes โรคนีมี้โอกาสพบคอ่นข้างยาก แตเ่ม่ือเป็นแล้วจะมี

ความรุนแรงและมีอตัราการเสียชีวิตท่ีสงูเม่ือเทียบกบัโรคท่ีเกิดจากจลุินทรีย์ก่อโรคชนิดอ่ืนท่ีพบใน

อาหาร ดงัผลแสดงในตารางท่ี 2.4 ท่ีแสดงให้เห็นว่าจากเหตกุารณ์ระบาดในสหรัฐอเมริกาตัง้แตปี่ 

1998-2002 รวม 11 เหตกุารณ์ มีจํานวนผู้ ป่วยเพียง 256 คน แตมี่จํานวนผู้ เสียชีวิตมากท่ีสดุ (38 

คน) เม่ือเทียบกับการระบาดของจุลินทรีย์ก่อโรคชนิดอ่ืนๆ ซึ่งถึงแม้ว่าจะมีการปนเปื้อนของ L. 

monocytogenes ในอาหารเป็นจํานวนมาก แตใ่นการระบาดขนาดใหญ่หรือการป่วยเป็นรายๆไป

นัน้  ส่วนใหญ่จะเกิดจากอาหารประเภทพร้อมบริโภคและมักเป็นอาหารท่ีผลิตในระดับ
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อตุสาหกรรม ซึ่งส่งผลกระทบต่อสงัคมและเศรษฐกิจสงูท่ีสดุในบรรดาโรคท่ีเกิดจากจุลินทรีย์ก่อ

โรคชนิดอ่ืนท่ีพบในอาหาร (Rocourt, 1988; Roberts and Pinner, 1990)  
 

ตารางที่ 2.4 จํานวนครัง้ของเหตกุารณ์ระบาดของจลุนิทรีย์ท่ีก่อให้เกิดโรคจากอาหาร จํานวน

ผู้ ป่วย และจํานวนผู้ เสียชีวิตท่ีได้รับรายงานในสหรัฐอเมริกา ตัง้แตปี่ 1998-2002 (Lynch et al., 

2006) 

จลุนิทรีย์ เหตกุารณ์ระบาด  จํานวนผู้ ป่วย จํานวนผู้ เสียชีวิต 

 
(จํานวนครัง้) (คน) (คน) 

Bacillus cereus 37 571 0 

Brucella 1 4 0 

Campylobacter 61 1,440 0 

Clostridium botulinum 12 52 1 

Clostridium perfringens 130 6,724 4 

Escherichia coli 140 4,854 4 

Listeria monocytogenes 11 256 38 

Salmonella 585 16,921 20 

Shigella 67 3,677 1 

Staphylococcus aureus 101 2,766 2 

Streptococcus 1 4 0 

Vibrio cholerae 3 12 0 

Vibrio parahemolyticus 25 613 0 

Vibrio อ่ืนๆ 1 2 0 

Yersinia enterocolitica 8 87 0 

แบคทีเรียอ่ืนๆ 1 4 0 

รวม 1,184 37,887 70 

 

 โรค listeriosis แบ่งตามลกัษณะทางคลินิคได้เป็น 2 ประเภท คือ invasion และ non-

invasion โดยทัว่ไป listeriosis แบบ invasion จะเกิดการติดเชือ้ท่ีเนือ้เย่ือของลําไส้ และลกุลามไป

ยงัส่วนอ่ืนๆของร่างกาย เช่น รกของเด็กในครรภ์ ระบบประสาทส่วนกลาง เลือด หรือหลายส่วน

ร่วมกนั ผู้ ป่วยจะมีอตัราการเสียชีวิตสงู (Mead et al., 1999) การระบาดของโรค listeriosis แบบ 



8 

 

non-invasion ก็พบหลายครัง้ ผู้ ป่วยจะมีอาการของ gastroenteritis เช่น ท้องร่วง ปวดหวั และ

ปวดกล้ามเนือ้ (Reido et al., 1994; Salamina et al., 1996; Dalton et al., 1997; Aureli et al., 

2000) 

 โรค listeriosis เกิดขึน้เม่ือร่างกายได้รับ L. monocytogenes ปนเปือ้นมากบัอาหารท่ี

บริโภคเข้าสูร่่างกาย L. monocytogenes จะก่อตวัอยู่ในลําไส้ และผ่านเย่ือบลํุาไส้เข้าไป หลงัจาก

นัน้เชือ้จะเร่ิมแบง่ตวัในตบัและม้าม แล้วเกิดการกระจาย (ขึน้กบั T cell-mediated immunity ของ

ผู้ ท่ีได้รับเชือ้) หรือกระจายไปตามกระแสเลือดสูอ่วยัวะตา่งๆในระหว่างท่ี L. monocytogenes เข้า

สูลํ่าไส้นัน้ ผู้ ท่ีได้รับเชือ้มกัมีอาการลําไส้อกัเสบ และการท่ี L. monocytogenes แบง่ตวัในตบัและ

ม้าม ผู้ ท่ีได้รับเชือ้จะมีอาการคล้ายเป็นไข้หวดั เช่น มีไข้และหนาวสัน่ ซึง่ผู้ ท่ีติดเชือ้ต้องได้รับการ

รักษาโดยทนัที  

กลไกการบกุรุกของ L. monocytogenes เม่ือเข้าสู่ร่างกายนัน้ประกอบด้วย 4 ขัน้ตอน 

(Orndorff et al., 2006) คือ 

1. L. monocytogenes จากลําไส้จะเข้าสูเ่ซลล์ 

2. L. monocytogenes จะปล่อยเอนไซม์ออกมาย่อยผนังของ vacuole ทําให้ L. 

monocytogenes ออกมาอยูใ่น mitochondria 

3. L. monocytogenes เพิ่มจํานวน 

4. L. monocytogenes ออกจากเซลล์หนึง่ไปอีกเซลล์หนึง่ 

ยีนส์ prfA ในเซลล์ของ L. monocytogenes จะผลิต intermalin A (inlA) และ intermalin 

B (inlB) ซึ่งเฉพาะเจาะจงกบัตวัรับ InlA ท่ีผนงัเซลล์ของโฮสต์เกิดเป็น vacuole ล้อมรอบ L. 

monocytogenes หลงัจากนัน้ยีน hly และ plcA จะผลิตสาร Listeriosin O และ phospholiapse 

C (PLC) 2 ชนิด ซึง่ประกอบด้วย phosphatidyl inositol (PI-PLC) และ phosphatidylcholine 

((PC)-PLC) ตามลําดบั ซึง่ Listeriosin O จะทําให้ L. monocytogenes รอดพ้นจากการถกูจบั

และทําลายจาก phagocytic vacuole (Portnoy et al., 1988; Gedded et al., 2000) สําหรับ

เอนไซม์ทัง้ 2 ชนิด จะทํางานร่วมกบั Listeriosin O ในการยอ่ย vacuole แล้ว L. monocytogenes 

จะเพิ่มจํานวนและมีการปรับตวัมีผนงัหุ้ม 2 ชัน้ หลงัจากนัน้ L. monocytogenes จะเคล่ือนท่ีไปท่ี

ปลายของ actin polymerization tail เข้าไปยงัเซลล์ข้างเคียง แล้ว L. monocytogenes จะออก

จาก double membrane vacuole ตามด้วยเข้าสู่การเพิ่มจํานวน แล้วออกจากเซลล์หนึ่งไปยงั

เซลล์ข้างเคียงอีกครัง้ การบกุรุกของ L. monocytogenes เข้าสูเ่ซลล์แสดงดงัในภาพท่ี 2.2 
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ภาพที่ 2.2 ภาพจําลองการบกุรุกเข้าสูเ่ซลล์และภาพ electron micrographs ของ L. 

monocytogenes (Hamon, Bierne, and Cossart, 2006) 

เน่ืองจากการกระจายของ L. monocytogenes ในร่างกายขึน้กบัระบบภมูิคุ้มกนัของผู้ ท่ี

ได้รับเชือ้ listeriosis อาการจะแตกต่างกนัไปและจะมีอาการกบัระบบอ่ืนของร่างกายมากกว่า

ระบบทางเดนิอาหาร ดงันัน้โรคนีจ้งึสง่ผลกระทบอย่างรุนแรงตอ่ประชากรในกลุม่จําเพาะบางกลุม่

ท่ีมีความเส่ียงต่อโรคมากกว่าประชากรทั่วไป ซึ่งประชากรกลุ่มเส่ียงต่อการเป็นโรค listeriosis 

(Gillbert et al., 2009) ได้แก่:  
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- หญิงมีครรภ์ มีความเสี่ยงต่อโรค listeriosis มากกว่าคนสขุภาพดีทัว่ไปถึง 20 ซึง่ใน

ประเทศเดนมาร์ค และสหรัฐอเมริกามีรายงานว่ามีผู้ ป่วยเป็นโรค listeriosis ประมาณ 1 ใน 3 เป็น

หญิงตัง้ครรภ์ ขณะท่ีในประเทศสวีเดน และเยอรมนั จะมีผู้ ป่วยโรค listeriosis ถึง 2 ใน 3 ท่ีเป็น

หญิงตัง้ครรภ์ 

- ทารกแรกเกิด ซึง่ตดิเชือ้ระหวา่งอยูใ่นครรภ์มารดา 

- ผู้ ท่ีมีระบบภมูิคุ้มกนัไมแ่ข็งแรง 

- ผู้ ป่วยโรคไต เบาหวาน หรือมะเร็ง 

- ผู้ ป่วยโรคเอดส์ มีความเสี่ยงตอ่โรคมากกวา่ผู้ ท่ีมีระบบภมูิคุ้มกนัปกตถิึง 300 เท่า 

- ผู้ได้รับการรักษาทางการแพทย์ด้วยฮอร์โมน glucocorticosteroid  

- ผู้สงูอาย ุ

อาการของโรค listeriosis แบง่ได้ 5 ประเภท (NSW Department of Health, 2002) คือ 

1. Pregnancy infections: เป็นโรคตดิเชือ้ท่ีเกิดระหวา่งการตัง้ครรภ์ ผู้ ป่วยจะมีอาการเป็น

ไข้จบัสัน่ ปวดหวั ปัสสาวะไม่มีสี ผู้ ป่วยบางรายจะมีอาการคอหอยอกัเสบ ท้องเสีย ซึ่งถ้าหากนํา

เนือ้เย่ือในช่องคลอด รก และปัสสาวะมาตรวจจะพบ L. monocytogenes อยู่ในเนือ้เย่ือเหล่านี ้

นอกจากนีแ้ล้วโรคชนิดนีอ้าจทําให้เกิดการตดิเชือ้ในทารกได้ด้วย 

 2. Granulomatosis infantiseptica: เป็นโรคติดเชือ้ท่ีเกิดขึน้ในทารกซึง่จะมีอาการหายใจ

ตดิขดั หวัใจเต้นเบา ผิวหนงัเป็นสีนํา้เงิน เน่ืองจากขาดอากาศหายใจ อาเจียน ชกัและอจุจาระเป็น

เมือก จะเกิดปุ่ มเลก็ๆขึน้ในตบั ม้าม adrenal gland ปอด หลอดอาหาร และตอ่ม tonsils 

  3. Sepsis: ผู้ ป่วยท่ีเป็นผู้ ใหญ่จะมีอาการหนาวสัน่ มีไข้ คอหอยอกัเสบ เม็ดเลือดขาวแตก 

สว่นใหญ่จะไม่แสดงอาการเพราะมีภมูิคุ้มกนั แต่ในทารกแรกเกิดจะแสดงอาการของโรคหลงัจาก

เกิดได้ 3 วนั ซึง่สว่นใหญ่ตดิเชือ้ระหวา่งหรือหลงัจากคลอดมากกวา่การตดิเชือ้ในมดลกู และพบวา่

มารดาของเด็กทารกส่วนใหญ่จะไม่แสดงอาการ และอาการท่ีพบในเด็กจะเหมือนกบัอาการท่ีพบ

ในผู้ใหญ่ 

4. Meningoencephalitis: อาการเย่ือหุ้มสมองอกัเสบหรือไขสนัหลงัอกัเสบซึง่พบในทารก

แรกเกิด และผู้ใหญ่ โดยทัว่ไปจะพบในคนท่ีอายสุงูกว่า 50 ปี ผู้ ป่วยโรคนีจ้ะมีอาการหายใจถ่ีหอบ 

ผิวหนงัเป็นสีนํา้เงินอ่อนๆ เน่ืองจากขาดอากาศหายใจ เฉ่ือยชา เป็นไข้ การเจริญเติบโตหยดุชะงกั

เบ่ืออาหาร ชกั และสว่นใหญ่เสียชีวิต 2 ใน 8 ของเด็กท่ีรอดชีวิตเม่ืออายไุด้ 16 เดือน จะปัญญา

อ่อน พิการ อาการในผู้ ใหญ่จะคล้ายไข้หวัดใหญ่ แล้วตามด้วยปวดหัว หนาวสั่น  เป็นไข้ 

คล่ืนไส้ อาเจียน กลวัแสง และตบัแข็ง ผู้ ป่วยจะง่วงซมึ เพ้อคลัง่ และเสียชีวิตในท่ีสดุ 
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5. Focal infections: โรคชนิดนีจ้ะมีระยะของโรค 2 ระยะ โดยในช่วงแรกจะมีอาการปวด

หวั ปวดหลงั อาเจียน เย่ือตาขาวอกัเสบ และเย่ือเมือกในช่องจมกูอกัเสบ ในระยะท่ี 2 ผู้ ป่วยจะมี

ไข้สงู และระบบประสาทสว่นกลางจะไมส่ามารถทํางานได้ปกต ิและจะเสียชีวิตในท่ีสดุ 

Farber และ Peterkin (2000) สรุปสถิติของผู้ ท่ีเป็นโรค listeriosis จํานวน 222 คน ซึง่อยู่

ในภาวะของการป่วยด้วยโรคตา่งๆ ดงัตารางท่ี 2.5 
 

ตารางที่ 2.5 จํานวนผู้ ป่วยโรค listeriosis ขณะท่ีอยู่ในภาวะของการป่วยต่างๆ (Farber and 

Peterkin, 2000) 

ภาวะของการป่วย จํานวนผู้ ป่วยท่ีพบ 

มะเร็ง 135 (61%) 

ปลกูถ่ายอวยัวะ 33 (15%) 

เบาหวาน 24 (11%) 

ตบัอกัเสบเรือ้รัง 11 (5%) 

เอดส์ 11 (5%) 

โรคกล้ามเนือ้และ collagen 8 (3%) 
 

 

จากตารางท่ี 2.5 พบว่าในจํานวนผู้ ป่วยโรค listeriosis จํานวน 222 คนนัน้ อยู่ในภาวะท่ี

เป็นโรคมะเร็งสงูท่ีสดุ สงูกว่าผู้ ท่ีปลกูถ่ายอวยัวะ ผู้ ท่ีเป็นเบาหวาน ผู้ ท่ีเป็นตบัอกัเสบเรือ้รัง ผู้ ป่วย

โรคเอดส์ และผู้ ท่ีเป็นโรคกล้ามเนือ้และ collagen จะเห็นว่าผู้ ท่ีมีสภาพร่างกายอ่อนแอมีโอกาส

เป็น listeriosis มาก Tompkin (2002) ได้รายงานการระบาดของโรค listeriosis และอาหารท่ีเป็น

แหลง่การปนเปือ้น แสดงดงัในตารางท่ี 2.6 
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ตารางที่ 2.6 ตวัอยา่งเหตกุารณ์ระบาดของ L. monocytogenes ท่ีสําคญัในปี 1985-2008 
 

ปี ประเทศ สาเหต ุ
จํานวน

ผู้ ป่วย 

จํานวน

ผู้ เสียชีวิต 
เอกสารอ้างอิง 

   
(คน) (คน) 

 
1985 อเมริกา เนยเหลว 142 * Linnan et al. (1988) 

1985-1987 เดนมาร์ก ไมท่ราบ 35 * Frederiksen et al. (1991) 

1987-1988 องักฤษ ตบับด > 300 * McLauchlin et al. (1990) 

1992 ฝร่ังเศส ลิน้หม ู 279 * Salvat et al. (1995) 

1993 ฝร่ังเศส Pork rillettes 39 * Rocourt et al. (1993) 

1994 อเมริกา นม 53 * Dalton et al. (1997) 

1995 ฝร่ังเศส เนยเหลว 36 * Goulet (1995);  

  
Rocourt and Bille (1997) 

1998 อเมริกา ผลติภณัฑ์สตัว์ปีก 108 18 CDC (1999) 

1998 ฟินแลนด์ เนยเหลว 25 24 Lyytikäinen et al. (2000) 

2000 ฝร่ังเศส เนือ้หม ู 32 31 Kathariou (2002) 

2000 อเมริกา ผลติภณัฑ์สตัว์ปีก 30 7 CDC (2000) 

2002 อเมริกา ผลติภณัฑ์สตัว์ปีก 54 11 CDC (2003) 

2003 อเมริกา เนยแข็ง 12 2 CDC (2003) 

2005 สวิสเซอร์แลนด์ เนยแข็ง  11 2 Swissinfo (2005) 

2007 นอร์เวย์ เนยแข็ง 12 2 Johnsen et al. (2010) 

2008 แคนาดา เนือ้แดง (red meat) 53 20 CFIA (2008) 

* ไมมี่ข้อมลู 

  

จากตารางท่ี 2.6 แสดงให้เห็นวา่เหตกุารณ์ระบาดของโรค listeriosis เน่ืองจากการบริโภค

อาหารท่ีปนเปือ้น L. monocytogenes เกิดขึน้ในหลายประเทศและระบาดเป็นประจําเกือบทกุปี 

ซึ่งการระบาดครัง้ใหญ่เกิดขึน้ท่ีประเทศองักฤษในช่วงปี 1987-1988 พบว่าสาเหตมุาจากการ

ปนเปือ้นในตบับด 
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2.3 การปนเป้ือนของ Listeria spp. 

2.3.1 การปนเป้ือนของ Listeria spp. ในส่ิงแวดล้อม 
Listeria spp. เป็นจลุินทรีย์ท่ีกระจายอยู่ทัว่ไปในสิ่งแวดล้อม โดยทัว่ไปมกัพบ Listeria 

spp. ในดิน นํา้ สิ่งสกปรก พืชผกัท่ีเน่าเป่ือย นํา้เสียจากโรงฆ่าสตัว์ นํา้นมของทัง้แม่ววัปกติและท่ี

เป็นโรคเต้านมอกัเสบ อจุจาระของคนและสตัว์ (Farber, 1991; Van Renterghem et al., 1991; 

MacGowan et al., 1994) โดยทัว่ไปมกัพบ Listeria อยู่ร่วมกบั Lactic acid bacteria, 

Brochothrix และ coryneform bacteria บางชนิด ดงันัน้จงึพบ Listeria ชนิดเดียวกนัในหญ้าหมกั

กบัผลิตภณัฑ์นมเป็นประจํา (Fenlon, 1985) Ryser และคณะ (1997) ได้ศกึษาปริมาณการพบ 

Listeria ชนิดตา่งๆในอาหารสตัว์ ได้แก่ ข้าวโพด ฟาง และหญ้าหมกั โดยสํารวจตวัอย่างทัง้หมด 

210 ตวัอย่าง พบว่ามี L. innocua ปนเปื้อนอยู่มากท่ีสุดถึง 84% รองลงมาคือ L. 

monocytogenes และ L. welshimeri ตามลําดบั ดงัผลแสดงในตารางท่ี 2.7 
 

ตารางที่ 2.7 การพบ Listeria ชนิดตา่งๆในตวัอย่างข้าวโพด ฟาง และหญ้าหมกัสําหรับเลีย้งสตัว์

จํานวน 210 ตวัอยา่ง (Ryser et al., 1997) 

ชนิด ปริมาณการพบ 

L. innocua 83.70% 

L. monocytogenes 13.50% 

L. welshimeri 2.70% 
 

ในปี 1995 Pritchard และคณะ ศกึษาการปนเปือ้นของ Listeria ในสิ่งแวดล้อมและ

อปุกรณ์การผลิตของโรงงานผลิตนม โดยเก็บตวัอย่างโดยการใช้ฟองนํา้ swab รวมทัง้หมด 378 

ตวัอยา่ง พบการปนเปือ้นของ L. innocua อยูม่ากท่ีสดุ รองลงมาเป็น L. monocytogenes และ L. 

seeligeri ตามลําดบั ดงัผลแสดงในตารางท่ี 2.8 
 

ตารางที่ 2.8 การพบ Listeria ชนิดตา่งๆในตวัอยา่งสิง่แวดล้อมและอปุกรณ์การผลติ 378 

ตวัอยา่งในโรงงานผลตินม (Pritchard et al., 1995) 
 

ชนิด ปริมาณการพบ 

L. innocua 60% 

L. monocytogenes 35% 

L. seeligeri 5% 
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ในขณะท่ี Odumeru และคณะ (2004) พบการปนเปือ้นของ L. monocytogenes อยู่มาก

ท่ีสดุเกือบ 90% ของตวัอย่างสิ่งแวดล้อมภายในบริเวณการผลิต รองลงมาคือ L. innocua, L. 

seeligeri และ L. ivanovii ดงัผลแสดงในตารางท่ี 2.9 
 

ตารางที่ 2.9 การพบ Listeria ชนิดต่างๆในตวัอย่างสิ่งแวดล้อมภายในบริเวณการผลิตจํานวน 

552 ตวัอยา่ง (Odumeru et al., 2004) 
 

ชนิด ปริมาณการพบ 

L. monocytogenes 89.40% 

L. innocua 8.80% 

L. seeligeri 0.90% 

L. ivanovii 0.90% 

 

 Listeria สามารถมีชีวิตอยู่ในดินชืน้ได้นานถึง 295 วนั (Welshimer, 1960) ในการศกึษา

การปนเปื้อนของเชือ้นีใ้นบริเวณนํา้กร่อยในเขตแคลิฟอร์เนีย สหรัฐอเมริกา พบว่าตรวจพบ L. 

monocytogenes ใน 62% จาก 37 ตวัอย่างของนํา้จืดหรือนํา้ท่ีมีความเค็มต่ํา และพบใน 17.4% 

ของตวัอยา่งตะกอน 46 ตวัอยา่ง (Colburn et al., 1990) 
 

 ตวัอย่างเส้นทางการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ระหว่างแหล่งการปนเปือ้นใน

สิง่แวดล้อมสูค่น แสดงดงัในภาพท่ี 2.3 
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สิง่ขบัถ่ายจากสตัว์ 

 

สิง่แวดล้อม 

ดนิ – นํา้ 

*พืชผกัปนเปือ้น 

คน 

เป็นโรค/เชือ้สะสมใน

ระบบทางเดนิอาหาร 

สตัว์ 

เป็นโรค/เชือ้สะสมใน

ระบบทางเดนิอาหาร 

ผลติภณัฑ์จากสตัว์ 

ปนเปือ้น 

ทางอากาศ 

ปนเปือ้น 

ทางอากาศ 

สิง่ปฏิกลู 
สิง่ปฏิกลู 

ในนํา้, แมนํ่า้ 

ผลติภณัฑ์จากนม นํา้นม เนือ้ 

ภาพที่ 2.3 เส้นทางการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ระหวา่งสิง่แวดล้อม สตัว์ อาหาร  

และคน (Audurier and Martin, 1989) 

 
2.3.2 การปนเป้ือนของ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์อาหาร 
 พืน้ผิวท่ีเปียกชืน้ในโรงงานผลิตอาหารเป็นภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การกกัเก็บและเติบโตของ 

Listeria spp. ซึ่งสามารถเติบโตได้ท่ีอณุหภมูิแช่เย็นและแช่เยือกแข็ง ดงันัน้โรงงานผลิตอาหาร

พร้อมบริโภคจึงมกัพบปัญหาการปนเปื้อน Listeria spp. ในส่วนแช่เย็นหรือแช่เยือกแข็งหลงั

กระบวนการให้ความร้อนของโรงงาน (ICMSF, 1996) 

ในผลิตภณัฑ์จากเนือ้สตัว์ อาจพบ Listeria ได้ทัง้ในเนือ้ววั เนือ้หม ูเนือ้แกะ ผลิตภณัฑ์ไส้

กรอก และผลิตภณัฑ์เนือ้พร้อมบริโภค รวมถึงเนือ้สตัว์ปีกด้วย (Johnson et al., 1990) โดย 

Gibbons และคณะฯ (2005) สรุปว่าในผลิตภณัฑ์เนือ้ปรุงสกุพร้อมบริโภคมีการปนเปือ้นของ 

Listeria spp. ร้อยละ 1.8 ถึง 48 ในขณะท่ี Jay (1996) รายงานว่าในเนือ้ท่ีผ่านกระบวนการผลิต

แล้ว พบการปนเปือ้นของ Listeria spp. ประมาณ ร้อยละ16 รวมทัง้ยงัได้สรุปการปนเปือ้นของ L. 

monocytogenes ในเนือ้ดบิ โดยรวบรวมจากรายงานตา่งๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 2.10 
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ตารางที่ 2.10 การพบ L. monocytogenes ในเนือ้หมแูละววัดบิ (Jay, 1996) 
 

ปี   ผลติภณัฑ์ จํานวน positive/ ประเทศ อ้างอิงจาก  

จํานวนท่ีตรวจสอบ 

1987 เนือ้หม ู 4/31 (13%) สวิตเซอร์แลนด์     Breer and Schopfer (1998) 

1988 เนือ้หม ู 23/58 (40%) เยอรมนั     Karches and Teufel (1998) 

1988 คอและหนงัววั 8/17 (47%) เดนมาร์ก Skovgaard and Morgan (1998) 

1989 ซากววั 21/90 (23%) สหรัฐฯ     Bailey et al. (1989) 

1990 เนือ้หม ู 7/25 (28%) จีน     Varabioff (1992) 

1990 เนือ้ววัแช่เยือกแข็ง 15/90 (16%) ออสเตรเลีย     Varabioff (1992) 

1993 ชิน้สว่นววั 42/67 (63%) มาเลเซยี Arumugaswamy et al. (1994) 
  

 นอกจากนี ้Jay (1996) ได้สรุปการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ในผลิตภณัฑ์เนือ้

หมแูละววั โดยรวบรวมจากรายงานตา่งๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 2.11 
 

ตารางที่ 2.11 การพบ L. monocytogenes ในผลติภณัฑ์เนือ้หมแูละววั (Jay, 1996) 
 

ปี ผลติภณัฑ์    จํานวน positive/ ประเทศ อ้างอิงจาก 

    จํานวนท่ีตรวจสอบ     

1976    เนือ้ววัอบ    10/68 (15%)    องักฤษ Gitter (1976) 

1990    เนือ้หมอูบ    3/50 (6%)    สหรัฐฯ Johnson et al. (1990) 

1992    แฮม    12/80 (15%)    ออสเตรเลีย Wang et al. (1992) 

 

 จากตารางท่ี 2.11 จะเห็นว่ามีการปนเปือ้น L. monocytogenes ในผลิตภณัฑ์เนือ้ท่ีปรุง

สกุแล้ว คือ ในเนือ้ววัอบ, หมอูบ และแฮมร้อยละ 15, 6 และ 16 ตามลําดบั นอกจากนีจ้ะเห็นได้ว่า 

L. monocytogenes ท่ีปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์เนือ้ววัอบจะเท่ากบัท่ีพบในเนือ้ววัสดแช่แข็งซึง่เป็น

เนือ้ดบิ ท่ีระดบัร้อยละ 15 
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 นอกจากการปนเปือ้นของเชือ้ในผลิตภณัฑ์เนือ้หมแูละววัแล้ว หน่วยงานความปลอดภยั

ของอาหารของนิวซีแลนด์ ได้สํารวจการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ในผลิตภณัฑ์จากสตัว์

ปีกปรุงสุกจากประเทศต่างๆ ผลแสดงดงัในตารางท่ี 2.12 พบการปนเปื้อนในผลิตภณัฑ์หลาย

ประเภท ได้แก่ เนือ้ไก่ปรุงสุก เนือ้ไก่งวงพร้อมบริโภค ตบัไก่บด เนือ้ไก่ชุบแป้งขนมปังทอด และ

แซนด์วิชไก่ เป็นต้น 
 

ตารางที่ 2.12 การพบ L. monocytogenes ในผลติภณัฑ์จากสตัว์ปีก (Gilbert et al., 2009) 
 

ประเทศ 
ผลติภณัฑ์จาก

สตัว์ปีก 

จํานวนตวัอยา่ง ปริมาณการพบ 
ปี อ้างอิงจาก 

ท่ีวิเคราะห์ L. monocytogenes 

ออสเตรเลีย เนือ้ไก่ปรุงสกุ 50 16 1991 Trott et al., 1991 

ออสเตรเลีย ตบัไก่บด 30 16.6 1991 Trott et al., 1991 

เบลเย่ียม เนือ้ไก่ปรุงสกุ 
53 16.9 

1985-1990 

Art & Andre, 

1991 

แคนาดา เนือ้อกไก่งวง 100 3 2001 Bohaychuk et al., 

2006 

แคนาดา Chicken wiener 101 3 2001 Bohaychuk et al., 

2006 

เดนมาร์ก เนือ้ไก่งวงพร้อม 

บริโภค 

55 7.3 2000 Ojeniyi et al.,  

2000 

องักฤษ เนือ้ไก่แช่เยน็ 

พร้อมบริโภค 

758 6 1997 MAFF, 1997 

องักฤษ ตบัไก่บด 268 2 2002 Elson et al., 2004 

องักฤษ แซนด์วิชไก่ 376 5.9 2005-2006 Little et al., 2008 

อเมริกา เนือ้ไก่พร้อม

บริโภค 

527 12 1996 Hitchins, 1996 

NS = ไมไ่ด้กลา่วถงึ 
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 จากข้อมลูข้างต้นจะเห็นได้ว่าผลิตภณัฑ์สกุก็มีโอกาสท่ีจะเกิดการปนเปือ้นโดย Listeria 

spp. ได้ในระดบัสงูใกล้เคียงกบัผลิตภณัฑ์ดิบ  ถึงแม้ว่าจะผ่านขัน้ตอนการให้ความร้อนมาแล้วก็

ตาม ดงันัน้จึงมีงานวิจยัจํานวนมากท่ีได้ศึกษาหาท่ีมาของการปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์สกุดงักล่าว  

โดยในปี 1999 Tompkin  และคณะ ได้ศกึษาการปนเปือ้น Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์อาหารและ

สรุปว่าการปนเปือ้น Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์ส่วนใหญ่เกิดจากสิ่งแวดล้อมการผลิต  โดยเกิด

จากการท่ีผลิตภณัฑ์สมัผสัพืน้ผิวท่ีมีการปนเปือ้น  นอกจากนีมี้นกัวิจยัจํานวนมากศกึษาเก่ียวกบั

การปนเปือ้นของ L. monocytogenes ซึง่พบว่า L. monocytogenes ท่ีปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์

เนือ้สตัว์ มาจากสิ่งแวดล้อมการผลิตในห้องแช่เย็น  และห้องตดัแตง่ (Pociecha, 1991; Van der 

Elen, 1993) มือ (Kerr et al., 1993)  และอปุกรณ์การผลติ (Lawrence and Gilmour, 1995) 

 ในปี 2002 Tompkin สรุปเก่ียวกบัการปนเปือ้นของ L. monocytogenes จากสิ่งแวดล้อม

การผลิตว่าสาเหตหุนึ่งของการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ในผลิตภณัฑ์อาหารปรุงสกุ คือ 

การปนเปือ้นจากอปุกรณ์ในสว่นท่ีเป็นร่องหรือตวัหมนุ (roller) ของสายพาน สําหรับผลิตภณัฑ์ท่ีมี

การชุบเกล็ดขนมปัง พบว่าการปนเปื้อนเกิดจากอุปกรณ์ในส่วนของล้อรับสายพาน (wheel 

bearing) สายพานท่ีออกจาก spiral freezer สําหรับไส้กรอกปรุงสกุ พบว่าการปนเปือ้นเกิดจาก

รอยแตกของเคร่ืองบรรจ ุการสะสมของ L. monocytogenes ในร่องบนพืน้ผิวของอปุกรณ์การผลติ

และเกิดการสร้างไบโอฟิล์ม (ภาพท่ี 2.4) และสามารถก่อให้เกิดการปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์ได้

โดยตรงหรือทางอ้อมเม่ือมีการสมัผสัท่ีพืน้ผิวกบัผลติภณัฑ์หรือมือพนกังานผลติ 
 

 

 
 

ภาพที่ 2.4 ภาพถ่าย SEM ของ L. monocytogenes เกิดเป็นไบโอฟิลม์ในร่องบนผิวสเตนเลส  

(แหลง่ท่ีมา: ASM MicrobeLibrary.org) 
 

  

http://www.microbelibrary.org/
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 Hoffman และคณะ (2003) ได้ทดลองหาแหล่งของการปนเปื้อน Listeria spp. ใน

โรงงานผลิตปลารมควัน  ซึ่งได้ทําการวิจัยหาแหล่งของการปนเปื้อนในโรงงานปลารมควัน 2 

โรงงาน เป็นระยะเวลา 3 เดือน โดย swab พืน้ผิวของสิง่แวดล้อมการผลติ คือพืน้ผิวท่ีสมัผสัอาหาร

และพืน้ผิวอ่ืนๆ  ซึง่ประกอบด้วยพืน้ผิวของท่ีจบัประต ูกลอ่งพลาสติก อปุกรณ์การผลิต และพืน้ผิว

ของรางระบายนํา้  ผลการทดลองพบวา่ ความชกุของ Listeria spp. ท่ีพืน้ผิวท่ีสมัผสัอาหาร พืน้ผิว

อ่ืนๆ และพืน้ผิวของรางระบายนํา้ เท่ากบัร้อยละ 3.1, 32.3 และ 62.5 ตามลําดบั และพบว่า

ภายในโรงงานผลิตปลารมควนัมีการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ในสิ่งแวดล้อมการผลิตทัง้

โรงงาน 

 Victoria และคณะ (2004) ได้ศกึษาการปนเปือ้นของ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์กุ้ งปรุง

สกุพร้อมบริโภคจากสิ่งแวดล้อมการผลิตในโรงงาน โดยทดลองในโรงงานกุ้ งปรุงสกุพร้อมบริโภค  

จํานวน 2 โรงงานเป็นระยะเวลา 2 ปี และแบง่การทดลองเป็น 2 สว่น ซึง่ประกอบด้วยการวิเคราะห์

หาการปนเปื้อนของ L. monocytogenes ในผลิตภัณฑ์สุดท้าย และการปนเปื้อนของ L. 

monocytogenes ในสิง่แวดล้อมการผลติ ซึง่แบง่พืน้ท่ีเป็นพืน้ผิวท่ีสมัผสัอาหาร ประกอบด้วย โต๊ะ 

ตระแกรง ถาด ถงุมือ และ/หรือ ผ้ากนัเปือ้น พืน้ผิวท่ีไมส่มัผสัอาหารซึง่ประกอบด้วย ประต ูและพดั

ลมดดูอากาศ และสดุท้ายคือพืน้ผิวท่ีของรางระบายนํา้ ผลการทดลองพบว่า มีการปนเปื้อน L. 

monocytogenes ในผลิตภณัฑ์สดุท้ายของกุ้ งปรุงสกุพร้อมบริโภคร้อยละ 0 ถึง 1 ส่วน พืน้ผิวท่ี

สมัผสัอาหารไม่พบ L. monocytogenes แตพ่บ L. monocytogenes ในพืน้ผิวท่ีไม่สมัผสัอาหาร  

ซึง่มีความชกุเท่ากบัร้อยละ 4.2 ถึง 9.2 และพบ L. monocytogenes ในรางระบายนํา้เท่ากบัร้อย

ละ 12 ถึง 40 ซึง่การท่ีผลิตภณัฑ์ และพืน้ผิวท่ีไม่สมัผสัอาหาร ไม่พบ L. monocytogenes หรือ 

พบน้อยมาก แสดงว่าระบบสขุอนามยัมีประสิทธิภาพ และได้มีการป้องกันการเกิดการปนเปือ้น

ข้าม แตอ่ยา่งไรก็ตามยงัคงพบ L. monocytogenes ท่ีรางระบายนํา้ 

 ในปี 2002 Tompkin แนะนําว่าในการควบคมุ L. monocytogenes ให้ใช้การควบคมุ 

Listeria spp. แทน  และสรุปว่าในตวัอย่างท่ีพบ Listeria spp. จะพบ L. monocytogenes เป็น

จํานวนร้อยละ 40 รวมทัง้แนะนําว่าในการควบคมุ L. monocytogenes ในอุตสาหกรรมผลิต

อาหาร ควรตรวจวิเคราะห์การปนเปือ้นของ Listeria spp. แทน L. monocytogenes  เน่ืองจาก

การวิเคราะห์ Listeria spp. นัน้ให้ผลท่ีเร็วกว่า  ทําให้ดําเนินการแก้ไขปัญหาได้อย่างรวดเร็ว และ

เป็นการสร้างความตระหนกัให้มีการแก้ไขปัญหาการปนเปือ้น ทุกครัง้ท่ีมีการพบ Listeria  ไม่ว่า 

species ใดก็ตาม ให้ถือปฏิบตัวิา่มีความสําคญัเทียบเท่ากบัการพบ L. monocytogenes 
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 นอกจากนีก้ารแบ่งพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมการผลิต ตามความเสี่ยงต่อการปนเปื้อนของ

เชือ้จุลินทรีย์สู่ผลิตภณัฑ์ จะทําให้สามารถควบคมุและกําจดัการปนเปือ้นของจุลินทรีย์ได้อย่างมี

ประสทิธิภาพมากขึน้ โดยใช้การแบง่พืน้ผิวของสิง่แวดล้อมการผลติออกเป็นโซน หรือเรียกวา่ zone 

concept  ในการวางแผนการสุ่มเก็บตวัอย่างเชือ้จลุินทรีย์จากสิ่งแวดล้อมการผลิต ซึง่การสุ่มเก็บ

ตวัอย่างจากสิ่งแวดล้อมมีวตัถปุระสงค์เพ่ือตรวจสอบระบบ Good Hygiene Practice (GHP) ว่า

สามารถควบคมุความเส่ียงในการปนเปือ้นจลุนิทรีย์ในผลติภณัฑ์ได้อยา่งมีประสทิธิภาพหรือไม ่ใน

การแบ่งโซนของสิ่งแวดล้อมการผลิตของผลิตภณัฑ์ท่ีผ่านกระบวนการให้ความร้อนแล้ว บริเวณท่ี

ต้องควบคุมการปนเปื้อนอย่างเข้มงวดคือพืน้ท่ีการผลิตหลงัขัน้ตอนการให้ความร้อนแล้ว และ

บริเวณท่ีผลิตภณัฑ์เปิดสู่สภาพแวดล้อม โดยพืน้ท่ีการผลิต ในระหว่างขัน้ตอนการให้ความร้อน

จนถึงขัน้ตอนการบรรจ ุเป็นบริเวณท่ีต้องมีการควบคมุการปนเปือ้นอยา่งเข้มงวดท่ีสดุ 

 การแบ่งโซนมีหลกัการคือให้แบ่งพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมการผลิตออกเป็นกลุ่ม ตามความ

เส่ียงท่ีพืน้ผิวนัน้จะก่อให้เกิดากรปนเปือ้นของจลุินทรีย์สูผ่ลิตภณัฑ์ ดงัตวัอย่างในภาพท่ี 2.5 โดย

โซนท่ีมีความเส่ียงสงูสดุ คือ โซน 1 ซึง่เป็นพืน้ผิวท่ีมีการสมัผสักบัผลิตภณัฑ์โดยตรง โซนท่ีมีความ

เส่ียงน้อยลงมา คือโซน 2 ซึง่เป็นพืน้ผิวท่ีไมส่มัผสักบัผลิตภณัฑ์โดยตรงแตอ่ยู่ใกล้ชิดกบัผลิตภณัฑ์ 

ซึง่อาจก่อให้เกิดการปนเปือ้นโดยอ้อมได้ สําหรับโซน 3 เป็นโซนท่ีมีความเสี่ยงน้อย โดยเป็นพืน้ผิว

ท่ีอยู่ห่างออกมาจากผลิตภณัฑ์ แต่ต้องมีการดแูลและควบคมุเชือ้จลุินทรีย์ท่ีอาจปนเปือ้นข้ามไป

ยงัโซน 1 และโซน 2 ได้ และสดุท้ายคือโซน 4 ซึง่เป็นพืน้ผิวท่ีอยู่นอกพืน้ท่ีการผลิต แต่ก็ต้องมีการ

ดแูลรักษาความสะอาดเพ่ือให้ไมเ่ป็นการเพิ่มความเส่ียงในการปนเปือ้นไปสูโ่ซน 1, 2 และ 3 

 การแบ่งโซนในแต่ละโรงงานจะขึน้กับระดับความเส่ียงของพืน้ท่ีท่ีจะก่อให้เกิดการ

ปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์ ซึง่อาจมีก่ีโซนก็ได้ ในการแบ่งโซนต้องอาศยัความรู้และประสบการณ์ท่ีได้

จากการทํางานจริงในโรงงาน การแบ่งโซนท่ีเหมาะสมจะทําให้แผนการสุ่มตัวอย่างให้มี

ประสิทธิภาพมากขึน้ โดยไม่ต้องเพิ่มค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์และทําให้การจดัการในเร่ือง

การล้างทําความสะอาดและฆ่าเชือ้สิ่งแวดล้อมการผลิตเป็นไปอย่างเหมาะสม ซึ่งส่งผลให้การ

ควบคมุการปนเปือ้นของจลุนิทรีย์ในโรงงานมีประสทิธิภาพมากขึน้ (ICMSF, 2002) 
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ภาพที่ 2.5 ตวัอยา่งการแบง่พืน้ผิวสิง่แวดล้อมการผลติออกเป็นโซนตา่งๆ (ICMSF, 2002) 
  

 สิ่งแวดล้อมการผลิตในโรงงานผลิตอาหาร มักจะมีเศษอาหารติดอยู่ทําให้ภาวะท่ี

เหมาะสมต่อการเติบโตและแพร่ขยายของจุลินทรีย์ ไปยงัส่วนต่างๆของโรงงานรวมทัง้ผลิตภณัฑ์

สดุท้ายด้วย ดงันัน้จึงต้องทําความสะอาดและฆ่าเชือ้เพ่ือป้องกนัการปนเปือ้นและการเพิ่มจํานวน

ของจุลินทรีย์สู่ผลิตภณัฑ์ สวุิมล กีรติพิบูล (2545) สรุปว่าวตัถปุระสงค์ของการล้างประกอบด้วย 

การลดปริมาณสมับูรณ์ของจุลินทรีย์ท่ีปนเปือ้น การกําจดัแหล่งอาหารท่ีจําเป็นต่อการแพร่พนัธุ์

ของจุลินทรีย์ การเพิ่มประสิทธิภาพในการฆ่าเชือ้ การเพิ่มประสิทธิภาพในการทํางานของ

เคร่ืองจักรอุปกรณ์ และเป็นการยกระดบัความปลอดภยัและคุณภาพของผลิตภณัฑ์ ในการทํา

ความสะอาด สารชะล้างจะช่วยกําจัดเศษอาหารและสิ่งสกปรกท่ีติดอยู่บนพืน้ผิวหน้าของ

เคร่ืองจกัรอปุกรณ์ให้หลดุออกได้ง่ายขึน้ จากนัน้จึงฆ่าเชือ้ด้วยสารฆ่าเชือ้ในปริมาณท่ีเหมาะสม

หรือใช้ความร้อนอยา่งเพียงพอในการกําจดัจลุนิทรีย์ท่ีตกค้างอยู ่

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
โซน 4 

ห้องเก็บของใช้สว่นตวั โรงอาหาร โถงทางเดนิ 

 

 

 

 
 

โซน 2 
พืน้ผิวที่ใกล้ชิดกับผลิตภณัฑ์ ซึ่งไม่ได้สัมผัสผลิตภณัฑ์โดยตรง 

ผิวด้านนอกของเคร่ืองจกัร พืน้ท่ีในขัน้ตอนการแช่แข็ง พืน้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โซน 3 

โทรศพัท์ รถยกสําหรับขนของ (Forklifts) กําแพง ทางระบายนํา้ 

โซน 1 
พืน้ผิวที่มีการสัมผัสกับผลิตภณัฑ์โดยตรง 

สายพาน โต๊ะ ชัน้วาง ถงั อปุกรณ์ในการผลติ วาล์ว  

เคร่ืองหัน่ เคร่ืองแช่เยือกแข็ง เคร่ืองบรรจ ุ 
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2.4 การควบคุมและยับยัง้ (Inactivation) Listeria (Gilbert et al., 2009) 

ในการควบคมุและยบัยัง้ Listeria มีปัจจยัสําคญั ดงันี ้ 

อุณหภูมิ: การให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิสงูกว่า 70°C สามารถทําลาย Listeria ได้อย่าง

รวดเร็วโดย โดยท่ีอณุหภมูิ 50°C คา่ D-value (decimal reduction time) ของ Listeria จะใช้เวลา

หลายชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิ 60°C คา่ D-value ของ Listeria จะอยู่ท่ี 5-10 นาที และท่ีอณุหภมูิ 70°C 

คา่ D-value อยูท่ี่ประมาณ 10 วินาที 

ความเป็นกรดด่าง (pH): การปรับ pH ให้มีคา่ต่ํากว่า 4.4 จะสามารถยบัยัง้และทําลาย 

Listeria ได้ ซึง่อตัราการยบัยัง้จะขึน้อยู่กบัชนิดของกรดท่ีใช้และอณุหภมูิ โดย organic acid เช่น 

acetic acid จะมีประสิทธิภาพในการทําลายเชือ้ได้ดีกว่า mineral acid เช่น hydrochloric acid 

และอตัราการยบัยัง้จะมีประสทิธิภาพมากขึน้เม่ืออณุหภมูิสงูขึน้  

Water activity (aw): Listeria สามารถอยู่รอดและเพิ่มจํานวนได้ในสิ่งแวดล้อมท่ีแห้งหรือ

มีค่า water activity ต่ําได้เป็นเวลานาน ซึง่ปริมาณตวัถกูละลาย เช่น เกลือ เป็นปัจจยัสําคญัท่ี

ส่งผลโดยตรงต่อค่า water activity ของสารละลาย โดยค่า water activity จะแปรผกผนักบั

ปริมาณตวัถกูละลายหรือความเข้มข้นของสารละลาย Hudson (1992) ได้ศกึษาผลของเกลือท่ี

ความเข้มข้น 6, 16 และ 26% นํา้หนกั/ปริมาตรเกลือ NaCl ต่อการอยู่รอดของ L. 

monocytogenes ท่ีอณุหภมูิต่ํา ได้แก่ 10°C, 2°C (ในตู้แช่เย็น) และ -18°C (ในตู้แช่แข็ง) พบว่าใน

ระยะเวลา 6 ชัว่โมงท่ีอณุหภมูิต่ํา ความเข้มข้นของสารละลายเกลือท่ีทดสอบไมส่ามารถลดจํานวน 

L. monocytogenes ได้ และท่ีระยะเวลา 33 วนั เชือ้ยงัสามารถเจริญเติบโตได้ในสารละลายเกลือ

ท่ีความเข้มข้น 6% แต่เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายเกลือเป็น 16% พบว่าสามารถยบัยัง้

การเจริญเตบิโตของ L. monocytogenes ได้ แตเ่ชือ้ยงัมีจํานวนคงท่ี และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ

สารละลายเกลือเป็น 26% จึงพบว่าเชือ้มีจํานวนลดลง ซึง่ถึงแม้ว่า L. monocytogenes ถกู

ทําลายท่ีความเข้มข้นเกลือ 26% แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของสารละลายเป็นปัจจยัหนึ่งท่ีมีผล

ต่อการยบัยัง้ Listeria แต่อตัราการลดลงของเชือ้ท่ีช้าแสดงให้เห็นว่าการทําลาย Listeria โดย

ควบคมุความเข้มข้นของสารละลายไมไ่ด้เป็นวิธีการทําลายเชือ้ท่ีมีประสทิธิภาพ 

สารถนอมอาหาร (Preservatives): ในผลติภณัฑ์ผกั สามารถยบัยัง้และทําลาย Listeria 

ได้โดยการใช้เอนไซม์ lysozyme ท่ีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และการใช้สารถนอม

อาหารประเภทเกลือ ท่ีควบคมุคา่ pH อยู่ท่ี 5.0 ได้แก่ เกลือ sodium benzoate เข้มข้น 0.2%, 

เกลือ sodium propionate เข้มข้น 0.25-0.3% ซึง่ประสิทธิภาพในการทําลายเชือ้จะลดลงเม่ือ

อณุหภมูิต่ําลง และเกลือ potassium sorbate เข้มข้น 0.2- 0.3% สําหรับผลิตภณัฑ์ซาลามี 
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(salami) จะเติมสารไนไตรท์ (nitrite) เพ่ือยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้ แตอ่ย่างไรก็ตามอาจใช้

การลดคา่ pH ร่วมด้วย เน่ืองจากการเตมิสารไนไตรท์เพียงอยา่งเดียวไมส่ามารถใช้ควบคมุเชือ้ได้ดี

เพียงพอท่ีอุณหภูมิ 37°C ส่วนผลิตภัณฑ์จากเนือ้สัตว์ประเภทอ่ืนๆ ก็สามารถชะลอการ

เจริญเตบิโตของเชือ้ได้โดยการเติมสารไนไตรท์เข้มข้น 70-140 ppm และการควบคมุคา่ pH ให้อยู่

ท่ี 6.0-6.3 รวมทัง้การเติมสารไนไตรท์ร่วมกบัการใช้เกลือ sodium ascorbate เข้มข้น 0.042% 

(Duffy et al., 1994) 

การฉายรังสี: การฉายรังสี Ultraviolet (UV) สามารถยบัยัง้และทําลาย Listeria ได้ โดย

คา่ D-value ท่ีใช้ในการฉายรังสีของ Listeria มีคา่อยู่ระหว่าง 0.34 – 2 kGy ซึง่คา่ D-value ท่ีใช้

ในการฉายรังสีของ Listeria ขึน้อยู่กบัประเภทของอาหารและอณุหภมูิท่ีใช้ในการฉายรังสี โดยใน

ผลติภณัฑ์จากเนือ้สตัว์มีคา่ D-value สงูกวา่ผลติภณัฑ์จากอาหารทะเล (0.2-0.3 kGy) 

สารฆ่าเชือ้ (Disinfectant): Van de Weyer และคณะ (1993) ได้ทดสอบสารฆ่าเชือ้ 9 

ชนิด ได้แก่ สารฆ่าเชือ้ในกลุ่มสารประกอบฟีโนลิก แอลกอฮอลล์ และสารประกอบของ 

quaternary ammonium ในการฆ่าเชือ้ L. monocytogenes serotype 1/2a 1/2b 1/2c และ 4b 

รวมทัง้ L. innocua และ L. welshimeri พบว่าไม่มี Listeria สายพนัธุ์ไหนท่ีให้ผลแตกตา่งอย่างมี

นยัสําคญั โดยสารฆ่าเชือ้สามารถลดจํานวนเชือ้ได้มากกว่า 5 log CFU ในระยะเวลา (contact 

time) 5 นาที และสารฆ่าเชือ้ในกลุ่มแอลดีไฮด์ ไดโซคลอรีน และสารประกอบ quaternary 

ammonium มีประสิทธภาพในการฆ่าเชือ้ลดลงเม่ือมีสารอินทรีย์อยู่ด้วย Vasseur และคณะ 

(2001) พบว่าการใช้สารฆ่าเชือ้ท่ีมีฤทธ์ิเป็นดา่ง (pH 10.5) ตามด้วยการใช้สารฆ่าเชือ้ท่ีมีฤทธ์ิเป็น

กรด (pH 5.4) จะเป็นการช็อคเชือ้ (pH shock) โดยมีประสิทธิภาพในการทําลาย L. 

monocytogenes ได้ถึง 3 log CFU 

 
2.5 มาตรฐานด้านจุลินทรีย์ในผลิตภณัฑ์เนือ้ไก่ปรุงสุกส่งออก 
 การส่งผลิตภัณฑ์เนือ้ไก่ปรุงสุกพร้อมบริโภคไปขายยังต่างประเทศนัน้ ผู้ผลิตจําเป็นท่ี

จะต้องปฏิบตัิตามมาตรฐานด้านจุลินทรีย์ท่ีกําหนดโดยกรมปศสุตัว์ และท่ีเป็นข้อตกลงระหว่าง

ผู้ ผลิตและกลุ่มลูกค้าในประเทศท่ีนําเข้าผลิตภัณฑ์ เพ่ือให้ผู้ บริโภคมีความปลอดภัยจาก

เชือ้จุลินทรีย์ก่อโรคชนิดต่างๆ ท่ีอาจปนเปือ้นไปกบัผลิตภณัฑ์ได้ โดยมาตรฐานด้านจุลินทรีย์ของ

ผลิตภัณฑ์เนือ้ไก่ปรุงสุกเพ่ือการส่งออกของกรมปศุสัตว์ ประเทศญ่ีปุ่ น และสหภาพยุโรปมี

รายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 2.13 
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ตารางที่ 2.13 มาตรฐานด้านจลุนิทรีย์ของผลติภณัฑ์เนือ้ไก่ปรุงสกุเพ่ือการสง่ออก 
 

  ข้อกําหนด 

จลุนิทรีย์ กรมปศสุตัว์ ประเทศญ่ีปุ่ น สหภาพยโุรป 

Total plate count <1.0*105 CFU/g <3.0*106 CFU/g < 4.0 CFU/cm2 

Enterobacteriacae ไมร่ะบ ุ ไมร่ะบ ุ < 2.0 CFU/cm2 

Coliform < 500 MPN/g ต้องไมพ่บ ไมร่ะบ ุ

Faecal Streptococcus < 100 CFU/g ไมร่ะบ ุ ไมร่ะบ ุ

ต้องไมพ่บ Escherichia coli < 100 CFU/g n = 5 c = 2 

m = 50 M = 500 

Staphylococcus aureus ต้องไมพ่บ < 1000 CFU/g n = 5 c = 2 

m = 100 M = 5000 

Salmonella spp. ต้องไมพ่บ ต้องไมพ่บ ไมพ่บในตวัอยา่ง 10 

g จํานวน 5 ตวัอยา่ง 

Clostridium spp. ไมร่ะบ ุ < 1000 CFU/g ไมร่ะบ ุ

ต้องไมพ่บ ไมร่ะบ ุ ไมร่ะบ ุC. perfringens 

ไมร่ะบ ุ ไมร่ะบ ุ ต้องไมพ่บ Listeria spp. 

L. monocytogenes ต้องไมพ่บ ต้องไมพ่บ ไมร่ะบ ุ
 
 

  

 

n = จํานวนตวัอยา่งทัง้หมด, c = จํานวนตวัอยา่งท่ีมีปริมาณาเชือ้อยูร่ะหวา่งคา่ m และ M 

หากตวัอยา่งทัง้หมดท่ีปริมาณเชือ้ไมเ่กิน m หรือตวัอยา่งท่ีมีปริมาณเชือ้ในช่วง m ถงึ M มีจํานวนไมเ่กิน c 

ตวัอยา่งถือวา่ผ่านมาตรฐาน หากมีตวัอยา่งใดตวัอยา่งหนึง่มีปริมาณเชือ้เกิน M ถือวา่ไมผ่า่นมาตรฐาน 

สําหรับมาตรฐานเก่ียวกับการปนเปือ้นของ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์เนือ้ไก่ปรุงสกุ

พร้อมบริโภค Codex Committee on Food Hygiene ได้กําหนดให้อาหารท่ีส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของ Listeria (มากกว่า 0.5 log CFU/g) ต้องไม่พบเชือ้นีใ้นตวัอย่างอาหาร 25 กรัม 

และสําหรับอาหารแช่แข็งซึง่จดัอยู่ในอาหารท่ีไม่ได้สง่เสริมการเจริญเติบโต (น้อยกว่าหรือเท่ากบั 

0.5 log CFU/g) ให้พบ L. monocytogenes ได้ไม่เกิน 100 cfu /25 กรัม (Nørrung, 2000) 

สําหรับมาตรฐานของประเทศไทย กรมปศสุตัว์กําหนดว่าจะต้องไม่พบ L. monocytogenes ใน

ผลิตภัณฑ์ปริมาณ 25 กรัม แต่ในผลิตภัณฑ์ท่ีจะส่งไปยังประเทศทัง้ในกลุ่มยุโรปและญ่ีปุ่ น 

มาตรฐานของกลุม่ลกูค้าจะระบใุห้ต้องไมพ่บ Listeria spp. ไมว่า่จะเป็นชนิดใดก็ตาม 
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 จะเห็นวา่มาตรฐานด้านจลุินทรีย์โดยเฉพาะมาตรฐานท่ีเก่ียวกบั Listeria spp. จะมีความ

เข้มงวดมาก เม่ือเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ดงันัน้โรงงานผลิตจําเป็นจะต้องมีวิธีการท่ีมี

ประสิทธิภาพในการควบคมุไม่ให้ผลิตภณัฑ์มีการปนเปือ้นของ Listeria spp. ประกอบด้วยการให้

ความร้อนกบัผลติภณัฑ์อยา่งเหมาะสม และการป้องกนัการปนเปือ้นภายหลงัการให้ความร้อนโดย

ดแูลให้การล้างทําความสะอาดและฆา่เชือ้พืน้ผิวสิง่แวดล้อมการผลติเป็นไปอยา่งมีประสทิธิภาพ 

 

2.6 ทฤษฎีและหลักการของปฏิกิริยาลูกโซ่จาํลองตัว (จริยา ชมวารินทร์ และคณะ, 2540; 

พจน์ ศรบญุลือ และคณะ, 2540; มนตรี จฬุาวฒันทล และคณะ, 2542; วสนัต์ จนัทราทิตย์ และ

คณะ, 2539) 

 การทําปฏิกิริยาลกูโซ่จําลองตวั (Polymerase Chain Reaction; PCR) โดยทัว่ไปมี

วตัถปุระสงค์เพ่ือให้ได้ยีนส์ท่ีต้องการและเพิ่มขยายยีนส์ดงักล่าว ซึง่เทคนิคนีส้ามารถเพิ่มขยายดี

เอ็นเอให้มีจํานวนเพ่ิมมากขึน้กว่าเดิมได้หลายล้านเท่า โดยการเพิ่มปริมาณยีนส์ท่ีสนใจในหลอด

ทดลอง ดงันัน้เทคนิคนีจ้ึงเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า In vitro enzymatic gene amplification ค้นพบครัง้

แรกโดย Kary Mullis และคณะ ในปี 1983 โดยใช้หลกัการเลียนแบบธรรมชาติโดยอาศยัดีเอ็นเอ

ต้นแบบเป็นจดุเร่ิมต้น และมีเอนไซม์พวก DNA Polymerase ช่วยทําให้สายดีเอ็นเอยาวออกไป

โดยเลือกจบัเอานิวคลีโอไทด์ตวัใดตวัหนึ่งใน 4 ชนิดได้แก่ dATP, dGTP, dCTP, dTTP เข้ามาตอ่

เป็นเบสคูส่มกบัดีเอ็นเอสายต้นแบบ (DNA template) สว่นประกอบตา่งๆในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็น

เอมีดงันีคื้อ  1. ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) 2. Thermostable DNA polymerase 3. 

Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) ทัง้ 4 ชนิด ได้แก่ deoxyadenosine triphosphate 

(dATP), deoxyguanine triphosphate (dGTP), deoxythymine triphosphate (dTTP) และ 

deoxycytosine triphosphate (dCTP) 4. Oligonucleotide primer 5. บฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสม 

ปริมาณดีเอ็นเอจะเพิ่มมากขึน้ได้ต้องอาศัยปฏิกิริยาท่ีต่อเน่ืองหลายๆรอบ  ซึ่งแต่ละรอบจะ

ประกอบด้วย 3 ขัน้ตอน (ดงัภาพท่ี 2.6)  
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ภาพที่ 2.6 ขัน้ตอนการจําลองตวัของสายดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส  

(Vierstraete, 1999) 
 

 ขัน้ตอนการจําลองตวัของสายดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสประกอบด้วย 

1. ขัน้ตอน denaturation เป็นขัน้ตอนการทําให้ DNA สายคู่แยกเป็นสายเด่ียว  โดย

อาศยัความร้อนท่ีอณุหภมูิประมาณ 90-95 oC 

2. ขัน้ตอน Primer annealing เป็นขัน้ตอนท่ีมีการลดอณุหภมูิลงมาท่ีประมาณ 45-60 
oC  เพ่ือให้ไพรเมอร์ (primer) สามารถเกาะติดกับดีเอ็นเอต้นแบบสายเด่ียวตรง

บริเวณลําดบัเบสคูส่มได้ 

3. ขัน้ตอน Primer extention เป็นขัน้ตอนการขยายสายดีเอ็นเอ โดยการตอ่ลําดบันิวคลิ

โอไทด์เข้าท่ีปลาย 3 ของไพรเมอร์แล้วมีการขยายสายดีเอ็นเอสายใหม่จากทิศทาง 5 

ไป 3 โดยอาศยัเอนไซม์ Thermostable DNA polymerase เช่น Taq polymerase ซึง่

ปกตใิช้อณุหภมูิอยูใ่นช่วง 70-75 oC 
 

ถ้าพิจารณาสายดีเอ็นเอท่ีเพิ่มขึน้  โดยเร่ิมจากสายดีเอ็นเอต้นแบบ 1 คู ่เม่ือสิน้สดุรอบท่ี 1 

จะได้สายดีเอ็นเอเป็น 2 คู่ เม่ือทําเช่นนีห้ลายๆรอบของ PCR ดีเอ็นเอก็จะเพิ่มขึน้เป็น 2 เท่าของ



27 

 

 

ทกุๆ รอบลกัษณะทวีคณูเป็น 2n เม่ือ n เป็นจํานวนรอบของปฏิกิริยา ดงันัน้ถ้าปฏิกิริยาดําเนินไป

ได้ 20 รอบ จะได้ดีเอ็นเอ 220 ชุด หรือมีปริมาณของดีเอ็นเอประมาณ 1 ล้านเท่า ลกัษณะการ

เพิ่มขึน้ของปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา PCR แสดงดงัในภาพท่ี 2.7 
 

 
 

ภาพที่ 2.7 รูปแบบการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส (Vierstraete, 1999) 
 

  การเตรียมและขัน้ตอนของทาํ PCR 
1.  การเก็บตวัอย่างเพื่อสกัดดเีอน็เอ 

  ตวัอยา่งท่ีสง่ตรวจอาจเป็นเนือ้เย่ือจากพืช สตัว์ หรือสิ่งสง่ตรวจจากผู้ ป่วย เช่น เลือด  

สารนํา้ตา่งๆ ชิน้เนือ้  อาจเป็น Fix paraffin-embedded tissue สามารถเอามาสกดัสารพนัธุกรรม

ท่ีเป็น DNA หรือ RNA ก็ได้ โดยใช้วิธีง่ายๆและรวดเร็ว สามารถสกดัเอาดีเอ็นเอปริมาณน้อยๆ ได้ 

เน่ืองจากเทคนิค PCR มีความไวสงูและอาศยัดีเอ็นเอปริมาณน้อยๆได้ รวมทัง้สามารถเลือกเพ่ิม

จํานวนดีเอ็นเอช่วงสัน้ได้ดี  
2. ดเีอน็เอต้นแบบ (template DNA) 

  ดีเอ็นเอต้นแบบท่ีมีลําดบัเบสเป้าหมายหรือดีเอ็นเอเป้าหมาย (DNA Target) สามารถ

จะใช้ในปฏิกิริยา PCR ในลกัษณะดีเอ็นเอสายเด่ียวหรือสายคูก็่ได้ แม้วา่ขนาดของดีเอ็นเอไมใ่ช่จดุ

ท่ีมีปัญหามากนัก แต่การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ โดยดีเอ็นเอมีขนาดสัน้ๆ อยู่ในรูปปลายเปิดจะมี

ประสิทธิภาพท่ีดีกว่า ซึ่งช่วยให้ง่ายต่อการเพ่ิมจํานวนและลดผลผลิตดีเอ็นเอท่ีไม่จําเพาะลง 

โดยทั่วไปควรทดสอบปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบท่ีเหมาะสม เพ่ือให้ได้ปริมาณดีเอ็นเอท่ีต้องการ

เพียงพอและมีความไวท่ีเหมาะสม 
3. นิวคลิโอไทด์ตัง้ต้น (Primer) 

  การเลือกออกแบบไพรเมอร์ท่ีใช้ต้องเลือกให้เหมาะสมกับแต่ละงาน โดยอาศยั

หลกัการจบัคูก่นัแบบจําเพาะของสายดีเอ็นเอท่ีต้องการตรวจหากบัไพรเมอร์ โดยลําดบันิวคลโิอ 
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ไทด์ของไพรเมอร์เป็นตวักําหนดความจําเพาะในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ ดงันัน้จึงต้องทราบลําดบั

เบสท่ีนํามาสงัเคราะห์ไพรเมอร์ 

  ขอ้แนะนําในการเลือกและออกแบบไพรเมอร์ ไดแ้ก่ 

1.) ความยาวของไพรเมอร์ ควรยาวประมาณ 18-30 นิวคลโิอไทด์  ขึน้อยูก่บังานท่ีใช้ 

2.) ควรเลือกไพรเมอร์ท่ีมีการกลายของเบสอยา่งสม่ําเสมอ 

3.)  ควรเลือกไพรเมอร์ท่ีมีปริมาณเบส GC อยู่ระหว่าง 50-60% ไม่ควรเลือกไพรเมอร์ท่ีมี

ปริมาณเบส GC ท่ีสงูเกินไป 

4.)  ไพรเมอร์ต้องมีความจําเพาะกบัลําดบัเบสเป้าหมาย (target sequence) ในดีเอ็นเอ

ต้นแบบนัน่ คือ ลําดบันิวคลิโอไทด์ของไพรเมอร์ต้องมีความจําเพาะเพียงแห่งเดียวในสายดี

เอ็นเอต้นแบบ 

5.)  หลีกเล่ียงลําดบัเบสท่ีจบักบัลําดบัเบสของตวัไพรเมอร์เอง 

6.)  ควรหลีกเล่ียงลําดบัเบสของแตล่ะไพรเมอร์ไมใ่ห้เป็นคูส่มกนัเอง 

7.)  คา่ Tm (melting temperature) ของแตล่ะไพรเมอร์ควรใกล้เคียงกนั  โดยทัว่ไปควร

อยูใ่นช่วง 55-80 oC 

8.)  ไพรเมอร์ควรมีลําดบัคูส่มกบัปลาย 3 ของลําดบันิวคลิโอไทด์ในแตล่ะสายของดีเอ็น

เอต้นแบบ 
1. Thermostable DNA polymerase   

 Thermostable DNA polymerase ท่ีนิยมใช้กนัมากท่ีสดุคือ Taq DNA polymerase 

ซึง่แยกได้จากแบคทีเรียท่ีเจริญได้ในนํา้พรุ้อนช่ือ Thermus aquaticuse (Taq) ซึง่มีคณุสมบตัิทน

ความร้อนได้สงูและไม่เสียคณุสมบตัิของเอนไซม์ในขัน้ตอน denature และสามารถในการเร่ง

ปฏิกิริยาการสร้างดีเอ็นเอได้ท่ีอณุหภมูิสงูคือ 70 - 85 oC และอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการเร่ง

ปฏิกิริยาคือ 72 oC 

 Taq DNA polymerase เป็นโปรตีนท่ีมีนํา้หนกัโมเลกุล 94 กิโลดาลตนั  ขาด

คณุสมบตัิ 3-5 exonuclease activity จึงขาดคณุสมบตัิในการตรวจสอบท่ีเรียกว่า proofreading 

ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ Taq DNA polymerase อยู่ในช่วง 1.0 - 2.5 unit ความเข้มข้นท่ีใช้

ขึน้กบัปริมาณและลกัษณะของดีเอ็นเอต้นแบบ, ไพรเมอร์ รวมทัง้สารประกอบอ่ืนๆด้วย การใช้

เอนไซม์ท่ีมากเกินไปจะทําให้เกิดผลผลิต PCR ท่ีไม่จําเพาะขึน้ ทําให้เกิด nonspecific 

background มาก  แตถ้่าใช้ความเข้มข้นน้อยเกินไปก็จะทําให้ได้ผลผลติน้อย 
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5. Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) 
  ความเข้มข้นของ dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ปกติอยู่ระหว่าง 50-200 μM 

ของแตล่ะ dNTP  แตถ้่าเป็น dNTPs ทัง้ 4 ตวั จะมีสว่นประกอบรวมไมเ่กิน 800 μM  ถ้าหากมีการ

ใช้ dNTPs ท่ีมีความเข้มข้นท่ีสงูเกินไปจะเกิดการตอ่ลําดบัเบสคูส่มท่ีผิดพลาด การเตรียม dNTPs 

ควรเตรียมเป็น primary stock solution ท่ีเจือจาง 10 mM แล้วแบง่ aiquot เก็บท่ี -20 oC 
6. บัฟเฟอร์ (Buffer) 

  ส่วนประกอบของบฟัเฟอร์ประกอบด้วย Tris-HCl, KCl, MgCl2 และ Glycerol ความ

เข้มข้นและภาวะท่ีเหมาะสมของสว่นประกอบตา่งๆ ในบฟัเฟอร์มีดงันี ้

6.1 ความเขม้ขน้ของไอออน Magnesium (Mg2+) 

  Taq DNA polymerase ต้องการไอออน magnesium เพ่ือช่วยส่งเสริมให้ปฏิกิริยาการ

ขยายสายดีเอ็นเอดําเนินตอ่ไปได้  โดยไอออน magnesium จะทําหน้าท่ีเป็นโคแฟกเตอร์ รวมทัง้

ไอออน magnesium ยงัมีผลตอ่การทํางานของเอนไซม์ด้วย (enzyme fidelity) และมีผลตอ่การ 

anneal ของไพรเมอร์ ความเข้มข้นของไอออน Magnesium คือต้องเหลือ magnesium ในรูปอิสระ

ประมาณ 0.5-1.0 mM โดยทัว่ไปมกัใช้ magnesium ความเข้มข้นทัง้หมดเป็น 1.5 mM ความ

เข้มข้นของไอออน magnesium ท่ีมากเกินไปจะทําให้เกิดผลผลิตดีเอ็นเอท่ีไม่จําเพาะ และการ

ปรับคา่ไอออน magnesium จะช่วยให้ไพรเมอร์มีการ anneal ท่ีมีความจําเพาะขึน้เช่นเดียวกบัการ

เปล่ียนแปลงอณุหภมูิ 

6.2 pH 

  pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานสําหรับ Taq DNA polymerase คือท่ี 7 - 7.5 ท่ีอณุหภมูิ 

72oC  แตป่กติ Taq DNA polymerase จะอยู่ใน Tris buffer ซึง่มี pH 8.5-9.0 ท่ี 25 oC เน่ืองจาก 

pH ของ Tris buffer จะลดลงประมาณ 0.3 ของอณุหภมูิท่ีเพิ่มขึน้แตล่ะองศา ดงันัน้เม่ืออณุหภมูิ

เพิ่มขึน้เป็น 72oC จะได้ pH 7.3 

6.3 องค์ประกอบอืน่ในปฏิกิริยา PCR 

  โดยทัว่ไปสว่นประกอบของบฟัเฟอร์ท่ีใช้ใน PCR คือ 10-15 mM Tris-HCl ท่ี pH 8.4 ท่ี 

25oC, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCL2, 0.01% เจลาติน (W/V) หรืออาจใช้ non-ionic detergent  

อ่ืนแทนเจลาตนิได้ เช่น 0.01% NP40  และ 0.01% Tween 20  การทดลองบางแห่งใช้  DMSO ใส่

ลงไปในปฏิกิริยาเพ่ือลด secondary structure ของดีเอ็นเอ แตพ่บว่า 10% DMSO ไม่เหมาะสม

กบั  Taq DNA polymerase เพราะไปยบัยัง้ปฏิกิริยาของเอนไซม์ ทําให้ได้ผลผลิต PCR ท่ีน้อยลง 

เจลาตินหรือ Bovine serum albumin (BSA) ท่ีความเข้มข้นต่ําๆ (100 μg/ml) สามารถช่วยคง
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สภาพเอนไซม์ได้ แต่ BSA ถูกทําลายได้ง่ายท่ีอณุหภูมิสงู และอาจตกตะกอนกับ Taq DNA 

polymerase 

  การทํา PCR อาศยัการเปลี่ยนแปลงของอณุหภมูิ (Temperature cycling) ทําให้

เกิดปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส โดยขัน้ตอนของปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส ประกอบด้วย 

1. ขัน้ตอน Denaturation อณุหภมูิท่ีใช้สว่นใหญ่ประมาณ 94-95oC เป็นเวลานาน 30-

60 วินาที อยา่งไรก็ตามการใช้เวลานานและอณุหภมูิท่ีสงูเกินไป จะทําให้เอนไซม์และนิวคลิโอไทด์

สญูเสียคณุสมบตัไิด้ แตถ้่าใช้เวลาน้อยและอณุหภมูิท่ีต่ําเกินไป จะทําให้สายดีเอ็นเอแยกออกจาก

กนัได้ไม่ดี ทําให้ผลผลิต PDR ลดลง กรณีท่ีดีเอ็นเอต้นแบบมีปริมาณ GC ท่ีสงูมาก ต้องเพิ่ม

อณุหภมูิให้สงูขึน้ด้วย 

2. ขัน้ตอน Primer annealing โดยทัว่ไปใช้อณุหภมูิในขัน้ตอนนีป้ระมาณ 55-72oC ซึง่

ใช้อณุหภมูิ annealing temperature ท่ีต่ํากว่า Tm ของไพรเมอร์ประมาณ 5oC การใช้อณุหภมูิท่ี

สงูในขัน้ตอนนีจ้ะช่วยเพิ่มความจําเพาะในการจบัคู ่เวลาท่ีใช้ในขัน้ตอนนีป้ระมาณ 30 วินาที 

3. ขัน้ตอน  Primer extension เวลาท่ีใช้ในขัน้ตอนนีข้ึน้อยู่กบัความยาว ความเข้มข้น 

และลําดบัเบสของดีเอ็นเอต้นแบบ โดยทัว่ไปใช้เวลาประมาณ 1 นาที ท่ีอุณหภมูิ 72oC โดยปกติ 

Taq DNA polymerase สามารถเพิ่มความยาวของสายดีเอ็นเอได้ประมาณ 6,000 นิวคลิโอไทด์

ตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 72oC  การใช้เวลาท่ีมากในขัน้ตอนแรกจะมีประโยชน์สําหรับดีเอ็นเอต้นแบบท่ี

มีจํานวนน้อย 
จาํนวนรอบในการทาํ PCR (cycle number) 

  จํานวนรอบในการทํา PCR ขึน้กบัปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบตัง้ต้น ยิ่งใช้จํานวนรอบมากขึน้

เท่าใด โอกาสท่ีจะได้ผลผลิต PCR ผิดพลาดก็มากขึน้ตามไปด้วย เน่ืองจากผลผลิต PCR ท่ีได้จะมี

ความจําเพาะเจาะจงท่ีน้อยลง และมี background มากขึน้ แต่ถ้าใช้จํานวนรอบน้อยเกินไป

ผลผลติท่ีได้ก็น้อยลงด้วย 
การตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR 

  การตรวจวิเคราะห์ผลผลติมีด้วยกนัหลายวิธี ท่ีนิยมใช้กนัทัว่ไปคือ 

1. Gel electrophoresis  โดยนําผลผลิต PCR ท่ีสร้างได้มาแยกตามขนาดดีเอ็นเอ โดย

ใช้กระแสไฟฟ้าแยกดีเอ็นเอบน agarose gel หรือ polyacrylamide gel เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอ

มาตรฐานท่ีทราบขนาดท่ีแน่นอน จากนัน้ย้อมชิน้ดีเอ็นเอด้วย ethidium bromide แล้วนําไปสอ่งดู

ด้วยแสงอุลตราไวโอเลต ภาพท่ีได้แสดงดงัในภาพท่ี 2.8 ผลผลิต PCR ท่ีดีควรให้ชิน้ดีเอ็นเอท่ี

ชดัเจน และตรงตามขนาดความต้องการ แต่ถ้ามีขนาดเล็กและแถบดีเอ็นเอไม่ชดัเจน อาจเป็นดี

เอ็นเอท่ีเป็น primer dimmer 
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ภาพที่ 2.8 ผลผลติ RAPD-PCR ของ L. monocytogenes ท่ีวเิคราะห์ด้วยหลกัการ gel 

electrophoresis (Wernars et al., 1991) 
 

2. Nucleic acid hybridization  ในกรณีท่ีดผูลจากเจลไม่ชดัเจน  สามารถนําผลผลิต 

PCR ท่ีได้มาตรึงกบัแผ่น nitrocellulose  หรือแผ่น nylon แล้วนํามาทํา southern blot, dot blot 

หรือ slot bolt  โดยอาศัยตัวติดตาม (probe) ท่ีจําเพาะกับเบสคู่สม  ซึ่งติดฉลากด้วยสาร

กมัมนัตรังสีหรือสารปลอดรังสี  แล้วจงึนําผลไปดกูารจบัของผลผลติ PCR กบัตวัตดิตามได้ 

3. Direct sequencing  ในกรณีตรวจสอบความถกูต้องของลําดบัเบสของผลผลิต PCR 

สามารถตรวจหาลําดบัเบสโดยวิธี sequencing PCR ท่ีเป็นสายคู่ (double strand PCR 

products) หรืออาจจะ sequencing PCR ท่ีเป็นสายเด่ียว (single stranded PCR products) 

ข้อควรระวังในการทาํ PCR: การปนเปือ้น 

  ถึงแม้ว่าเทคนิค PCR นี ้จะเป็นวิธีท่ีสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได้หลายล้านเท่า แต่ก็

สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอท่ีปนเปือ้นเพียงเลก็น้อยได้มากเช่นกนั ทําให้เกิดผลบวกปลอมได้ การ

ปนเปือ้นอาจเกิดได้จากหลายสาเหต ุ เช่น  การสกดัแยกดีเอ็นเอหรือจากการปนเปือ้นของผลผลิต 

PCR ครัง้ก่อน (carry over contamination)  ซึง่มกัจะอยู่ในรูปละอองลอย (aerosol)  ท่ีมกั

เกิดขึน้ขณะการเปิด-ปิดฝาหลอดและการป่ันตกตะกอน ละอองลอยนีส้ามารถปนเปื้อนกับสิ่ง

ต่างๆ ในห้องปฏิบัติการทัง้อุปกรณ์เคร่ืองมือและวัสดุต่างๆ รวมทัง้ผิวหนัง เส้นผม และมือผู้

ปฏิบตัิการได้ ดงันัน้จึงควรมีการระวงัการปนเปือ้นให้มากโดยเฉพาะการปนเปือ้นชนิด carry - 

over contamination 
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  วิธีการท่ีจะป้องกนัการปนเปือ้นมีด้วยกนัหลายอยา่งเช่น 

1) ควรแบง่พืน้หรือห้องทํางานในช่วงก่อนและหลงัทํา PCR 

2) แบง่สารเคมีหรือนํา้ยาลงในหลอดเล็กๆ (Aliquot) เพ่ือให้การนํามาใช้แตล่ะครัง้ไม่ปน

กนั 

3) ใช้ Micropipette และ Filter tip ซึง่เป็นทิปชนิดพิเศษท่ีป้องกนัการแพร่กระจายของ

ละอองลอย  โดยมีลกัษณะสําคญัคือ  มีไส้กรอง (membrane) อยูภ่ายใน 

4) มีตวัควบคมุท่ีเหมาะสมในการทํา PCR  โดยตวัควบคมุจะมีด้วยกนั 3 แบบ  คือ แบบ

แรกเป็นตวัควบคมุท่ีไม่มีดีเอ็นเอ (no template) เพ่ือเป็นการควบคมุการปนเปือ้นของสารท่ีใช้ 

(negative control)  แบบท่ีสองเป็นตวัควบคมุท่ีมีดีเอ็นเอชนิดท่ีไม่มีลําดบัเบสเป้าหมายอยู ่

(negative control)  และแบบท่ีสามเป็นตวัควบคมุท่ีมีดีเอ็นเอต้นแบบอยู ่(positive control) 
 

5) การปฏิบตัิงานด้วยขบวนการปราศจากเชือ้ (Sterile technique) และด้วยความ

ระมดัระวงั เช่นการสวมถงุมือและเปล่ียนถงุมือบอ่ยๆ 

6) ลดขัน้ตอนย้ายถ่ายสารละลาย เช่น ลดขัน้ตอนการใช้ปิเปต โดยการทํา master mix 

เม่ือต้องทํา PCR หลายตวัอยา่ง 
 
2.7 Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) 
 

Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) เป็นเทคนิคท่ีอาศยัหลกัการเพิ่ม

ขยายชิน้สว่นของดีเอ็นเอโดยอาศยัหลกัการของปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส (PCR) แบบสุม่ โดยใช้

ไพรเมอร์ขนาดสัน้ประมาณ 10 เบส เพียงชนิดเดียวท่ีมีลําดบัเบสแบบสุม่ (random primer) ซึง่ไม่

จําเพาะกบัยีนใด แล้วนํามาแยกขนาดของดีเอ็นเอท่ีได้โดยการ electrophoresis บนเจล agarose 

หรือ polyacylamide เทคนิค RAPD ทําได้ง่ายไม่ซบัซ้อน ให้ผลท่ีรวดเร็ว สามารถทําซํา้ได้ 

ค่าใช้จ่ายไม่สงู ใช้ปริมาณดีเอ็นเอน้อยประมาณ 25-100 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา (Winter and 

Kahl, 1995)  

Kerouanton et al. (1998) ได้ศกึษาการจําแนก Listeria monocytogenes ด้วยวิธี 

RAPD เปรียบเทียบกบัวิธี PFGE, restriction fragment length polymorphism of ribosomal 

DNA (ribotyping), electrophoretic typing of esterases (zymotyping) และ serotyping พบว่า

จากเชือ้ทัง้หมด 35 isolates  วิธี RAPD สามารถวิเคราะห์รูปแบบได้ 13 รูปแบบโดยใช้เพียง 1 

primer (5’ ACGTATCTGC 3’)  ในขณะท่ีวิธี PFGE วิเคราะห์ได้ 12 รูปแบบ วิธี ribotyping 
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ตารางที่ 2.14 การจําแนก L. monocytogenes 35 สายพนัธุ์โดยเทคนิค serotype, zymotype, 

RAPD, PFGE และ ribotype (Kerouanton et al., 1998) 
 

ลําดบัสายพนัธุ์ Serotype Zymotype RAPD PFGE Ribotype 
1 4b Z6 I 1 I 

2 4b Z6 I 1 II 

3 4b Z6 I 1 II 

4 4b Z6 I 2 II 

5 4b Z6 I 3 II 

6 4b Z7 II 4 III 

7 4b Z7 II 4 III 

8 4b Z7 II 4 III 

9 4b Z6 II 4 III 

10 4b Z8 II 4 III 

11 4b Z7 II 4 II 

12 4b Z7 II 4 IV 

13 4b Z7 II 4 IV 

14 4b Z7 II 4 V 

15 1/2a Z1 IV 5 V 

16 1/2a Z1 V 5 V 

17 1/2a Z5 VI 12 IV 

18 1/2a Z2 VII 5 III 

19 1/2a Z1 XII 9 X 

20 1/2a Z1 XII 5 IV 

21 1/2a Z2 VIII 6 III 

22 1/2a Z2 IX 6 II 

23 1/2a Z2 X 6 IV 

24 1/2a Z2 XI 6 VII 

25 1/2a Z1 XII 6 VIII 

26 1/2a Z1 XIII 6 II 

27 1/2c Z3 III 11 IV 
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ตารางที่ 2.14 (ต่อ) การจําแนก L. monocytogenes 35 สายพนัธุ์โดยเทคนิค serotype, 

zymotype, RAPD, PFGE และ ribotype (Kerouanton et al., 1998) 
 

ลําดบัสายพนัธุ์ Serotype Zymotype RAPD PFGE Ribotype 

28 1/2c Z3 III 7 IV 

29 1/2c Z3 III 7 III 

30 1/2c Z3 III 7 III 

31 1/2c Z3 III 7 VII 

32 1/2c Z3 III 11 VI 

33 1/2c Z3 III 9 VI 

34 1/2 Z4 III 10 IV 

35 1/2c Z3 III 8 IX 

 

มีรายงานการใช้เทคนิค RAPD ในการตรวจติดตามการปนเปือ้นของ Listeria ใน

ผลิตภณัฑ์อาหาร เช่น Niederhauser et al., 1994 ใช้เทคนิค RAPD ในการติดตามการปนเปือ้น

ของ L. monocytogenes ในผลิตภณัฑ์เนือ้กึ่งสกุพร้อมบริโภคจากร้านขายเนือ้ถึงโรงงานผลิต 

Chambel et al., 2007 ติดตามการปนเปือ้นของ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์นมภายใน

โรงงานผลิต Giovannacci et al., 1999 ติดตามการปนเปือ้นและศกึษาเชิงระบาดวิทยาในระดบั

โมเลกลุของ L. monocytogenes ในโรงเชือดและสว่นตดัแตง่เนือ้หม ู
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2.8 การประเมินความเส่ียง  
 การประเมินความเส่ียงเป็นขัน้ตอนหนึ่งของการวิเคราะห์ความเสี่ยง (risk analysis) โดย

โครงการมาตรฐานอาหารระหว่างประเทศ (Codex) ได้ให้นิยามของความเส่ียง (risk) ว่าหมายถึง 

โอกาสในการเกิดผลกระทบด้านลบต่อสุขภาพและความรุนแรงของผลกระทบนัน้ซึ่งสืบ

เน่ืองมาจากอันตรายในอาหาร (CAC, 1999) ภายใต้กรอบของ Codex Alimentarius 

Commission (CAC) กําหนดไว้ว่าการวิเคราะห์ความเส่ียงนัน้ประกอบด้วยองค์ประกอบ 3 

ประการ คือ (Hoornstra and Notermans, 2001) 

1. การประเมินความเสีย่ง (risk assessment) หมายถึงกระบวนการประเมินโอกาสท่ีจะ

เกิดผลกระทบด้านลบตอ่สขุภาพของมนษุย์ 

2. การสือ่สารความเสีย่ง (risk communication) เป็นการส่ือสารถึงอนัตรายท่ีมีโอกาส

เกิดขึน้ ระหว่างผู้ประเมินความเส่ียง (risk assessor) และผู้จดัการความเส่ียง (risk 

manager) ซึง่ถือเป็นสว่นสําคญั เพราะระหวา่งผู้ประเมินความเส่ียงและผู้จดัการความ

เส่ียงอาจมีมมุมองความเห็นท่ีแตกตา่งกนั  

3. การจดัการความเสีย่ง (risk management) เป็นการจดัการความเส่ียงหรืออนัตรายท่ี

เกิดขึน้ หรือการตดัสินใจในการจดัการสิ่งท่ีเก่ียวกับความปลอดภยัของผู้บริโภค โดย

พิจารณาทางเลือกในการจดัการท่ีเหมาะสมจากผลการประเมินความเส่ียง 
 

  การประเมินความเสี่ยง ประกอบด้วย 4 ขัน้ตอนดงันี ้(CAC, 1999) 

(1) การระบุอันตราย (hazard identification) เป็นการระบสุิ่งท่ีเป็นเคมี ชีวภาพ และ

ภายภาพ ท่ีอาจปรากฏอยู่ในอาหารท่ีเฉพาะเจาะจงหรือในกลุ่มของอาหาร ซึ่งเป็นสาเหตุของ

ผลกระทบด้านลบตอ่สขุภาพของผู้บริโภค โดยการระบอุนัตรายทางชีวภาพนัน้ต้องอธิบายลกัษณะ

ของจลุนิทรีย์ ซึง่ประกอบด้วย ลกัษณะทางอนกุรมวิธาน การแบง่กลุม่ การแพร่กระจายในสตัว์และ

มนษุย์ ปัจจยัท่ีมีผลตอ่การเจริญและการอยูร่อด รวมทัง้การรวบรวมสถิตกิารปนเปือ้นของจลุนิทรีย์

ในผลติภณัฑ์อาหารแตล่ะกลุม่ เพ่ือศกึษาการกระจายของจลุนิทรีย์ในอาหารตา่งๆ 

(2) การอธิบายอันตราย (hazard characterization) เป็นการหาระดบัและ/หรือปริมาณ

ของผลกระทบด้านลบต่อสขุภาพของผู้บริโภคท่ีมีความสมัพนัธ์กบัอนัตรายท่ีได้รับสมัผสั โดยใช้

การประเมินการตอบสนองต่อปริมาณอนัตราย (dose-response assessment) ซึง่เป็นการหา

ความสมัพนัธ์ระหว่างขนาดการสมัผสัของสิ่งท่ีเป็นเคมี ชีวภาพ หรือกายภาพกบัความรุนแรงและ/

หรือความถ่ีท่ีก่อให้เกิดผลกระทบท่ีมีผลด้านลบต่อสขุภาพ สําหรับการประเมินความเส่ียงของ

จลุนิทรีย์จะเป็นการหาความสมัพนัธ์โดยใช้ปริมาณจลุนิทรีย์หรือสารพิษของจลุนิทรีย์ก็ได้  



36 
 

ในการประเมินความเส่ียงของจุลินทรีย์ มีงานวิจัยหลายงานท่ีอธิบายอนัตรายโดยการ

อธิบายการติดเชือ้ของจลุินทรีย์ ซึง่ประกอบด้วย กลไกการก่อให้เกิดโรค ปัจจยัเก่ียวกบัมนษุย์ท่ีมี

ผลต่อการติดเชือ้ ปัจจัยเก่ียวกับภาวะในการบริโภคอาหารท่ีมีการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ท่ีเป็น

อันตราย และอาการหรือความเจ็บป่วยท่ีเกิดจากจุลินทรีย์ และรวบรวมสถิติของประชากรท่ี

เจ็บป่วยและข้อมลูลกัษณะการเจ็บป่วย รวมทัง้หาความสมัพนัธ์ระหว่างขนาดของการสมัผสักบั

จลุินทรีย์ กบัความรุนแรงและ/หรือความถ่ีท่ีก่อให้เกิดการเจ็บป่วย เพ่ือประเมินการตอบสนองหรือ

โอกาสในการเจ็บป่วยตอ่ขนาดการสมัผสั (exposure) กบัจลุนิทรีย์  

(3) การประเมินการสัมผัส (exposure assessment) เป็นการหาระดบัและ/หรือปริมาณ

ของสิง่ท่ีเป็นเคมี ชีวภาพ หรือกายภาพ ท่ีน่าจะมีในอาหาร รวมถึงโอกาสท่ีผู้บริโภคจะได้รับสมัผสั 

(4) การอธิบายความเส่ียง (risk characterization) เป็นการประมาณโอกาสการเกิดและ

ความรุนแรงของผลกระทบด้านลบท่ีจะเกิดต่อสขุภาพในประชากรกลุ่มใดๆ ทัง้ในเชิงคณุภาพหรือ

เชิงปริมาณ ซึง่ได้จากการระบอุนัตราย การอธิบายอนัตราย และการประเมินการสมัผสั  
 

ในแต่ละขัน้ตอนของการประเมินความเส่ียงต้องจดัทําภายใต้พืน้ฐานทางวิทยาศาสตร์ 

และมีแนวการคิดร่วมกับสภาพทางเศรษฐกิจ จริยธรรม สาธารณสุข และกฎหมาย เพ่ือความ

เข้าใจอย่างแท้จริงของความเส่ียงนัน้ๆ (Foegeding, 1997) ซึ่งการประเมินความเส่ียงของ L. 

monocytogenes มีรายละเอียดโดยสรุปดงัตอ่ไปนี ้(WHO/FAO, 2004) 
 

การระบุอันตราย  
โรค listeriosis มีโอกาสพบคอ่นข้างยากแตเ่ม่ือเป็นแล้วจะมีความรุนแรงและมีอตัราการ

เสียชีวิตท่ีสงู (20-30%) เม่ือเปรียบเทียบกบัโรคท่ีเกิดจากจุลินทรีย์ก่อโรคชนิดอ่ืนท่ีพบในอาหาร 

เช่น Salmonella โรค listeriosis มีผลกระทบรุนแรงต่อประชากรบางกลุ่มท่ีมีความเสี่ยงต่อโรค

มากกว่าประชากรทัว่ไป โดยมี L. monocytogenes เป็นจุลินทรีย์ท่ีก่อให้เกิดโรคนีใ้นกลุ่ม

ประชากรท่ีเป็นโรคหรือมีภาวะร้ายแรงท่ีเก่ียวกบัระบบภมูิคุ้มกนั หญิงมีครรภ์ ทารกในครรภ์หรือ

แรกเกิด เส้นทางหลกัของการถ่ายทอด (transmission) ของ L. monocytogenes สู่คนคือการ

บริโภคอาหารท่ีปนเปือ้น โดย L. monocytogenes มกัพบในอาหารทัง้จากพืชและสตัว์ท่ีไม่ได้ผ่าน

การปรุงสกุ แต่อาหารท่ีผ่านการปรุงสกุแล้วก็มีโอกาสปนเปือ้นเชือ้นีไ้ด้ถ้าการปรุงสกุนัน้มีการให้

ความร้อนไม่เพียงพอหรือเป็นการปนเปือ้นหลงักระบวนการให้ความร้อน นอกจากนีย้งัพบการ

ปนเปือ้นของ L. monocytogenes ในสิ่งแวดล้อมภายในโรงงานผลิตอาหารด้วย ซึง่ปัจจยัสําคญั

ของโรค listeriosis คือ L. monocytogenes ซึง่เป็นเชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรคนีส้ามารถเจริญเติบโตและ
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เพิ่มจํานวนได้ในท่ีอณุหภมูิต่ํา เช่น ในตู้ เย็น ซึง่ถึงแม้ว่าจะมีการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ใน

อาหารหลากหลายประเภท แต่ในเหตุการณ์การระบาดครัง้ใหญ่หรือการป่วยเป็นรายๆ (sporadic 

case) นัน้ สว่นใหญ่เกิดจากอาหารประเภทพร้อมบริโภค ซึง่เป็นประเภทอาหารท่ีเป็นกลุม่ใหญ่และมี

ความหลากหลาย สามารถแบ่งประเภทของอาหารพร้อมบริโภคเป็นกลุ่มย่อยได้หลายกลุ่มขึน้อยู่กบั

แต่ละประเทศ เน่ืองจากเก่ียวข้องกับลกัษณะนิสยัท้องถ่ินในการบริโภค ความสามารถในการหาได้ 

(availability) และความสมบรูณ์ (integrity) ของห่วงโซแ่ช่เย็น (chill chain) และข้อกฏหมายตา่งๆ 

โดยถึงแม้ว่าโรค listeriosis เป็นโรคท่ีมีโอกาสพบยาก มีอตัราการพบประมาณ 0.1 ถึง 11.3 คนต่อ

ประชากรล้านคน (Notermans et al., 1998) แตค่วามรุนแรงของโรคและเหตกุารณ์การระบาดท่ีมกั

เก่ียวข้องกับอาหารพร้อมบริโภคท่ีผลิตในระดบัอุตสาหกรรมแสดงให้เห็นว่าการเกิดโรค listeriosis 

ส่งผลกระทบต่อสงัคมและเศรษฐกิจสูงท่ีสุดในบรรดาโรคท่ีเกิดจากจุลินทรีย์ก่อโรคชนิดอ่ืนท่ีพบใน

อาหาร (foodborne diseases) (Roberts, 1989; Roberts and Pinner, 1990)  
 

การอธิบายอันตราย  
การอธิบายอันตรายจะพิจารณารายละเอียดของจุลินทรีย์ท่ีก่อโรคและผู้ ได้รับเชือ้ (host) 

ผลกระทบทางสาธารณสขุของการเกิดโรค อาหารท่ีมกัเก่ียวข้องกบัโรค listeriosis และความสมัพนัธ์

ของการตอบสนองหรือโอกาสในการเจ็บป่วยต่อขนาดการสัมผัสกับจุลินทรีย์ (dose-response 

relation) 

โรค listeriosis แบง่ตามลกัษณะทางคลินิคได้เป็น 2 ประเภท คือ แบบ invasive และ แบบ 

non-invasive ซึง่โรค listeriosis แบบ invasive จะเกิดการตดิเชือ้ท่ีเนือ้เย่ือของลําไส้ และลกุลามไปยงั

ส่วนอ่ืนๆของร่างกาย เช่น รกของเด็กในครรภ์ ระบบประสาทส่วนกลาง เลือด หรือหลายส่วนร่วมกนั 

ทําให้มีผู้ ป่วยมีอตัราการเสียชีวิตสงู (Mead et al., 1999) สว่นเหตกุารณ์การระบาดของโรค listeriosis 

แบบ non-invasive ก็พบหลายครัง้ โดยหลงัจากรับประทานอาหารท่ีมีการปนเปือ้นของเชือ้ได้ไม่นาน 

ผู้ ป่วยส่วนใหญ่มักมีอาการทางระบบทางเดินอาหาร เช่น ท้องร่วง ปวดศีรษะ เป็นไข้ และปวด

กล้ามเนือ้ (Dalton et al., 1997; Salamina et al., 1996; Riedo et al., 1994; Aureli et al., 2000) 

ผู้ ป่วยในเหตกุารณ์การระบาดมกัเกิดจากการได้รับเชือ้ L. monocytogenes ในปริมาณมากถึงแม้ว่า

บคุคลนัน้จะมีสขุภาพแข็งแรงดีก็ตาม ซึง่อตัราการเกิดและปัจจยัของการเกิดโรค listeriosis แบบ non-

invasive ยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั ดงันัน้การประเมินความเส่ียงของ L. monocytogenes จึงพิจารณา

เฉพาะโรค listeriosis แบบ invasive เป็นผลลพัธ์ของการได้รับสมัผสัอนัตราย 
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อาหารท่ีเก่ียวข้องกบัเหตกุารณ์การระบาดของโรค listeriosis ได้แก่ Hispanic-style soft 

cheese (queso fresco), mould-ripened cheese, hot dog (frankfurter), ลิน้หมใูนเจลลี่ เนือ้

แปรรูป ตบับด ซาลาม่ี นมพาสเจอไรซ์ นมท่ีไม่ได้พาสเจอไรซ์ เนย กุ้ งปรุงสกุ หอยแมลงภู่รมควนั 

ปลารมควนั สลดัมนัฝร่ัง ผกัสดและโคลสลอว์ (coleslaw) ในกรณีผู้ ป่วยเป็นรายๆ พบเก่ียวข้องกบั

การบริโภคนํา้นมดบิ ไอศครีมท่ีไมไ่ด้พาสเจอไรซ์  ricotta cheese ชีสจากนมแพะและแกะ mould-

ripened cheese, Hispanic-style cheese, hot dog, ซาลาม่ี เห็ดดองเค็ม ไข่ปลาค็อด (cod) 

รมควนั หอยแมลงภู่รมควนั ปลาท่ีปรุงไม่สกุ มะกอกดอง ผกัสดและโคลสลอว์ โดยปริมาณของ L. 

monocytogenes ท่ีพบในอาหารท่ีบริโภคเข้าไปแล้วก่อให้เกิดโรคมีปริมาณอยู่มากกวา่ 103 CFU 

ตอ่กรัม (FSA/FSIS, 2001) แตก็่มีรายงานพบการเกิดโรคจาก L. monocytogenes ท่ีมีปริมาณตํ่า

กว่า 103 CFU ตอ่กรัม แตอ่ย่างไรก็ตามยงัมีความไม่แน่นอนของการประมาณปริมาณเชือ้ท่ีทําให้

เกิดโรค เน่ืองจากปริมาณจริงของเชือ้ท่ีปนเปือ้นอยู่ในอาหารท่ีบริโภคเข้าไปโดยผู้ ป่วยแปรผนัตาม

ปริมาณอาหารท่ีผู้ ป่วยบริโภค  

การตอบสนองหรือโอกาสในการเจ็บป่วยของกลุ่มประชากรต่อขนาดการสัมผัสกับ

จลุินทรีย์ก่อโรคท่ีพบในอาหารขึน้อยู่กบัหลายปัจจยั สะท้อนให้เห็นว่าการเกิดโรค listeriosis ก็

ขึน้อยู่กบัปัจจยัหลายปัจจยัเช่นกนั เช่น องค์ประกอบของอาหาร ความรุนแรงของเชือ้ท่ีก่อให้เกิด

โรค ปริมาณเชือ้ท่ีได้รับ และสขุภาพและระบบภมูิคุ้มกันของผู้ ท่ีได้รับเชือ้ ซึ่งโดยทัว่ไปนกัวิจยัจะ

ขาดข้อมลูในส่วนนี ้เน่ืองจากเป็นการผิดศีลธรรมท่ีจะทดลองให้คนบริโภคจลุินทรีย์เข้าไป แล้วหา

โอกาสในการเจ็บป่วย นอกจากนีผู้้บริโภคยงัมีความแตกตา่งกนัในด้านเพศ อาย ุความแข็งแรงของ

ร่างกาย จึงทําให้การเจ็บป่วยเม่ือได้รับจลุินทรีย์มีความแตกต่างกนัมากขึน้ ดงันัน้จึงมีการพฒันา

และประเมินความสมัพนัธ์ของการตอบสนองหรือโอกาสในการเจ็บป่วยต่อขนาดการสมัผสักับ

จลุนิทรีย์ โดยการอ้างอิงจากประสบการณ์ของผู้ เช่ียวชาญ ข้อมลูเชิงระบาดวิทยาหรือการศกึษาใน

สตัว์ทดลอง เพ่ือสร้างแบบจําลองทางคณิตศาสตร์สําหรับประเมินการตอบสนองหรือโอกาสในการ

เจ็บป่วยตอ่ขนาดการสมัผสักบัจลุนิทรีย์  ซึง่แบบจําลองทางคณิตศาสตร์สามารถใช้ประเมินโอกาส

ในการเจ็บป่วยได้ในระดบัประชากรเท่านัน้ ไมส่ามารถใช้อ้างอิงการเกิดโรคในรายบคุคลได้ 

แบบจําลองความสัมพันธ์ของการตอบสนองต่อขนาดการสัมผัสกับจุลินทรีย์อาจ

ครอบคลมุถึงการตอบสนองทางชีวภาพ (biological end-points) ตา่งๆ เช่น การติดเชือ้ การป่วย 

(morbidity) และการเสียชีวิต (mortality) ซึง่ประเมินได้จากข้อมลูเชิงระบาดวิทยาในคน ดงัแสดง

ในตารางท่ี 2.15 ซึง่ทกุแบบจําลองสร้างจากสมมตฐิานท่ีวา่จลุนิทรีย์แตล่ะเซลล์สง่ผลกระทบอย่าง

เป็นอิสระตอ่กนัและจลุนิทรีย์เพียงหนึง่เซลล์ก็สามารถก่อให้เกิดการเจ็บป่วยได้  
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ตารางที่ 2.15 ตวัอยา่งแบบจําลองความสมัพนัธ์ของการตอบสนองหรือโอกาสในการเจ็บป่วยตอ่ขนาดการสมัผสักบั L. monocytogenes  

(WHO/FAO, 2004) 

 

แบบจําลอง และงานวจิยั การตอบสนองทางชีวภาพ รายละเอียด 

Exponential    

(Buchanan et al., 1997) 
การป่วยที่รุนแรง อ้างอิงจากสถิตกิารเกิด

โรคประจําปีและข้อมลูสํารวจทางอาหาร 

อ้างอิงจากการประมาณในบคุคลที่มีระบบภมูิคุ้มกนัปกต ิและทกุกรณีเกิดจาก

การบริโภคอาหารประเภทเดียวกนั ปริมาณเชือ้ที่ทําให้เกิดการป่วยประมาณได้

เท่ากบั 5.9 x109 CFU 

Exponential    

(Lindqvist and Westöö, 

2000) 

อ้างอิงจากการประมาณในบคุคลที่มีระบบภมูิคุ้มกนัปกต ิและทกุกรณีเกิดจาก

การบริโภคอาหารประเภทเดียวกนั ปริมาณเชือ้ที่ทําให้เกิดการป่วยประมาณได้

เท่ากบั 1.2 x109 CFU 

Weibull-Gamma 

(Farber, Ross and 

Harwig, 1996) 

การตดิเชือ้อยา่งรุนแรงในคน อ้างอิงจาก

ประสบการณ์จากผู้ เชียวชาญ 

ประมาณปริมาณเชือ้ที่ประชากรร้อยละ 50 จะตดิเชือ้ โดยปริมาณเชือ้ที่ทําให้มี

ความเสีย่งตํ่าในการตดิเชือ้เท่ากบั 4.8 x 105 CFU และปริมาณเชือ้ที่มีความ

เสี่ยงสงูเทา่กบั 4.8 x 107 CFU  

Exponential    

(FDA/FSIS, 2001) 

การป่วยที่รุนแรง วิเคราะห์จากข้อมลู

เหตกุารณ์การระบาด 

อ้างอิงจากเหตกุารณ์ระบาดใน Finland จากการบริโภคเนย (butter) ผู้ ป่วยอยูใ่น

กลุม่ประชากรที่มีระบบภมูิคุ้มกนัปกต ิโดยประมาณปริมาณเชือ้ที่ทําให้เกิดการ

ป่วยได้เทา่กบั 6.8 x 104 CFU 
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ตารางที่ 2.15 (ต่อ) ตวัอย่างแบบจําลองความสมัพันธ์ของการตอบสนองหรือโอกาสในการเจ็บป่วยต่อขนาดการสมัผัสกับ L. monocytogenes 

(WHO/FAO, 2004) 

 

แบบจําลอง และงานวจิยั การตอบสนองทางชีวภาพ รายละเอียด 

Exponential    

(FDA/FSIS, 2001) 

การป่วยเกิดอาการ Perinatal  วเิคราะห์

จากข้อมลูเหตกุารณ์การระบาด 

อ้างอิงจากเหตกุารณ์ระบาดในหญิงตัง้ครรภ์ในสหรัฐอเมริกา มีสาเหตจุากการ

บริโภค Hispanic-style cheese โดยปริมาณเชือ้ที่ทําให้เกิดการป่วยประมาณ

ได้ 1.9 x 106 CFU 

FDA/FSIS-General 

(FDA/FSIS, 2001) 
การเสียชีวิต อ้างอิงจากอตัราการตายของ

สตัว์ทดลอง (หน)ู และข้อมลูทางสถิตขิอง

การเสียชีวิตในคน 

เป็นแบบจําลองสําหรับประชากรที่มีอายตุัง้แต ่30 วนัถงึ 60 ปี ซึง่ประมาณ

จํานวนผู้ ป่วย โดยเทา่กบัจํานวนผู้ เสียชีวิตที่ประมาณได้คณู 5 

FDA/FSIS-Neonates 

(FDA/FSIS, 2001) 

เป็นแบบจําลองสําหรับทารกในครรภ์และทารกแรกเกิดที่มีอายนุ้อยกวา่ 30 วนั 

โดยสมมตวิา่เกิดการสมัผสักบัเชือ้ในมดลกู (utero) 

FDA/FSIS-Elderly 

(FDA/FSIS, 2001) 

เป็นแบบจําลองสําหรับประชากรที่มีอายมุากกวา่ 60 ปีขึน้ไป ซึง่ประมาณ

จํานวนผู้ ป่วยโดยเท่ากบัจํานวนผู้ เสียชีวิตที่ประมาณได้คณู 5 

Beta-Poisson และ 

Exponential           

(Haas et al., 1999) 

การตดิเชือ้ในหน ู
ทดลองฉีด L. monocytogenes ในหน ูพบวา่การคดัเลือกคา่การตอบสนองของ

การเกิดโรคในคนเป็นไปได้ยากที่จะตดัสนิจากการตดิเชือ้ในหน ู

40 
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จากตารางท่ี 2.15 แบบจําลอง exponential เป็นแบบจําลองแบบหนึ่งตวัแปร (single 

parameter) สร้างจากสมมติฐานท่ีว่าทุกๆเซลล์ของ L. monocytogenes ท่ีสมัผสันัน้มีโอกาส

เท่ากันท่ีจะก่อให้เกิดการเจ็บป่วยได้ โดยโอกาสการเจ็บป่วยจะประเมินได้เป็นตัวเลขค่าหนึ่ง 

แบบจําลอง Beta-Poisson เป็นแบบจําลองแบบสองตวัแปรท่ีพิจารณาถึงความหลากหลายของ

ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างจุลินทรีย์กับผู้ ท่ีสมัผสัจุลินทรีย์ด้วย (pathogen–host interaction) ทําให้

ประเมินโอกาสการเจ็บป่วยได้ค่าท่ีหลากหลาย แบบจําลอง Weibull-Gamma เป็นแบบจําลอง

แบบสามตวัแปร โดยนอกจากจะพิจารณาความหลากหลายของปฏิสมัพนัธ์ระหว่างจลุินทรีย์กบัผู้

ท่ีสัมผัสจุลินทรีย์แล้ว ยังรวมถึงตัวแปรอ่ืนท่ีอาจส่งผลถึงรูปร่างกราฟความสัมพันธ์ของการ

ตอบสนองต่อขนาดสมัผสักบัจลุินทรีย์ โดยความสมัพนัธ์ของโอกาสในการเจ็บป่วยกบัขนาดการ

สมัผสักบั L. monocytogenes ท่ีได้จากการประมาณด้วยแบบจําลองทางคณิตศาสตร์ในตารางท่ี 

2.15 แสดงให้เห็นในรูปกราฟได้ดงัภาพท่ี 2.9 ซึง่ความแตกตา่งของเส้นกราฟดงัในภาพนีเ้ป็นผล

เน่ืองจากความแตกต่างของชุดข้อมูลท่ีนํามาใช้ประมาณ แบบจําลองทางคณิตศาสตร์ และ

เป้าหมายการตอบสนองท่ีศกึษา 

 

 
 

ภาพที่ 2.9 กราฟเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ของโอกาสในการเจ็บป่วยกบัปริมาณเชือ้ท่ีได้รับใน

งานวิจยัตา่งๆ โดยประเมินจากข้อมลูเชิงระบาดวทิยาและประสบการณ์จากผู้ เช่ียวชาญ 

(WHO/FAO, 2004) 
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การประเมินการสัมผัส  
การประเมินการสมัผสัของ L. monocytogenes จะประเมินความถ่ี (frequency) และการ

พบ (incidence) L. monocytogenes ในอาหาร ณ จดุจําหน่ายอาหาร และประเมินโอกาสในการ

สมัผสัหรือปริมาณเชือ้ท่ีผู้บริโภคจะได้รับจากการบริโภคอาหารท่ีปนเปือ้น ณ จดุท่ีบริโภค โดยการ

พัฒนาแบบจําลองทางคณิตศาสตร์เพ่ือประเมินถึงการเจริญเติบโตหรือการลดลงของ L. 

monocytogenes ณ เวลาท่ีซือ้อาหารนัน้ถึงเวลาท่ีบริโภค โดยใช้ข้อมูลและแบบจําลองทาง

คณิตศาสตร์เพ่ือประเมินอตัราการเจริญเติบโตและ lag time ของ L. monocytogenes ท่ีได้รับ

อิทธิพลจากองค์ประกอบของอาหาร รวมทัง้ระยะเวลาและอณุหภมูิในการเก็บรักษาอาหารทัง้ท่ีจดุ

จําหน่ายอาหารและในครัวเรือน  

ในการประเมินโอกาสในการสมัผสักบั L. monocytogenes ณ จุดท่ีบริโภค จะคํานวณ

ปริมาณของ L. monocytogenes ท่ีบริโภคเข้าไปจริงจากการบริโภคอาหารท่ีปนเปือ้น โดยการ

พิจารณาถึงปริมาณและความถ่ีของการบริโภคอาหารนัน้ด้วย ซึง่อาหารประเภทพร้อมบริโภคท่ีมกั

เป็นสาเหตุของการเจ็บป่วยเน่ืองจากการบริโภคอาหารนัน้ เป็นอาหารกลุ่มใหญ่ซึ่งมีความ

หลากหลายมาก เช่น ในอาหารแตล่ะชนิดก็มีสภาวะและวิธีการเตรียมและการเก็บรักษาท่ีแตกตา่ง

กันไป อาหารพร้อมบริโภคบางชนิดอาจสนับสนุนการเจริญเติบโตของ L. monocytogenes 

ขณะท่ีอาหารพร้อมบริโภคบางชนิดก็ไม่ได้สนบัสนนุการเจริญเติบโตของเชือ้นีภ้ายใต้สภาวะและ

ระยะเวลาในการเก็บรักษาท่ีจําเพาะ ยกตวัอย่างเช่น นมท่ีพาสเจอไรซ์แล้วจะมีโอกาสและระดบั

การปนเปือ้นของ L. monocytogenes อยู่น้อย แตค่ณุสมบตัิของอาหารจดัเป็นอาหารท่ีสนบัสนนุ

การเจริญเติบโตของเชือ้ระหว่างการเก็บรักษา ไอศครีมก็มีโอกาสและระดบัการปนเปือ้นของ L. 

monocytogenes อยู่น้อยคล้ายนมพาสเจอไรซ์ แต่ไอศครีมเป็นอาหารท่ีไม่ได้สนับสนุนการ

เจริญเติบโตของ L. monocytogenes ระหว่างการเก็บรักษาเน่ืองจากเก็บรักษาด้วยการแช่เยือก

แข็ง ผลิตภณัฑ์เนือ้หมกัแปรรูป (fermented meat product) เป็นอาหารท่ีมกัพบปนเปือ้นด้วย 

Listeria และไม่มีขัน้ตอนการทําลายเชือ้ในกระบวนการผลิต แต่สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโต

ของเชือ้ในระหว่างการเก็บรักษาได้โดยการเติมสารถนอมอาหาร (preservatives) เช่น ไนไตรท์ 

(nitrite) เป็นต้น ผลติภณัฑ์ปลารมควนัเย็นก็มกัพบปนเปือ้นด้วย L. monocytogenes เช่นกนั และ

ไม่มีขัน้ตอนการทําลายเชือ้ในกระบวนการผลิต รวมทัง้เป็นอาหารท่ีสนบัสนนุการเจริญเติบโตของ

เชือ้ระหวา่งการเก็บรักษาด้วย 
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การอธิบายความเส่ียง  

การอธิบายความเส่ียงจะใช้ผลลัพธ์ (output) ท่ีได้จากการอธิบายอันตรายด้วย

แบบจําลองการตอบสนองหรือโอกาสในการเจ็บป่วยตอ่ขนาดการสมัผสักบั L. monocytogenes 

(dose-respond model) และจากการประเมินการสมัผสั เพ่ือคาดคะเนโอกาสของการเกิดโรค 

listeriosis โดยผลลพัธ์ของการอธิบายความเส่ียงจะอธิบายด้วยค่าประมาณความเส่ียง (risk 

estimates) ของการเกิดโรคตอ่หน่วยบริโภค (serving) ซึง่จะใช้ค่าความเส่ียงของการเกิดโรคต่อ

หน่วยบริโภคและปริมาณการบริโภคในการประมาณจํานวนผู้ ป่วยในแต่ละกลุ่มประชากร จํานวน

ผู้ ป่วยโรค listeriosis ต่อประชากร 10 ล้านคนต่อปีและจํานวนผู้ ป่วยโรค listeriosis ต่อหน่วย

บริโภคของนมพาสเจอไรซ์ ไอศครีม ปลารมควนั และเนือ้หมกัแปรรูป แสดงดงัในตารางท่ี 2.16 

ยกตวัอย่างเช่นผลิตภณัฑ์นม ถึงแม้ว่าจะมีความเส่ียงของการเกิดโรคต่อหน่วยบริโภคของอาหาร

จะมีค่าต่ํา โดยมีจํานวนผู้ ป่วยโรค listeriosis ประมาณ 5 × 10-9 คนต่อหนึ่งหน่วยบริโภค แต่

เน่ืองจากผลิตภัณฑ์นมมีปริมาณการบริโภคสูงจึงเป็นผลให้ประมาณจํานวนผู้ ป่วยของโรค 

listeriosis ตอ่กลุ่มประชากรได้จํานวนมากกว่าอาหารชนิดอ่ืน ซึง่ตรงกนัข้ามกบัผลิตภณัฑ์ปลา

รมควนั ท่ีมีความเสี่ยงของการเกิดโรคต่อหน่วยบริโภคของอาหารอยู่ค่อนข้างสูง โดยมีจํานวน

ผู้ ป่วยโรค listeriosis ประมาณ 2.1 × 10-8 คนตอ่หนึ่งหน่วยบริโภค แตอ่ย่างไรก็ตามปริมาณการ

บริโภคผลิตภณัฑ์ปลารมควนัมีปริมาณปานกลาง ประมาณ 1 ถึง 18 หน่วยบริโภคตอ่คนตอ่ปี จึง

เป็นผลให้ประมาณจํานวนผู้ ป่วยโรค listeriosis ในกลุม่ประชากรได้อยูใ่นระดบัปานกลาง  

 

ตารางที่ 2.16 จํานวนผู้ ป่วยโรค listeriosis ตอ่ประชากร 10 ล้านคนตอ่ปี และจํานวนผู้ ป่วยตอ่

หนว่ยบริโภค 1 ล้านหนว่ยของตวัอยา่งอาหารพร้อมบริโภค 4 ชนิด (WHO/FAO, 2004) 
 

ชนิดอาหาร 
จํานวนผู้ ป่วยโรค listeriosis ตอ่

ประชากร 10 ล้านคนตอ่ปี 

จํานวนผู้ ป่วยโรค listeriosis ตอ่

หนว่ยบริโภค 1 ล้านหน่วย 

นม 9.1 0.005 

ไอศครีม 0.012 0.000014 

ปลารมควนั 0.46 0.021 

เนือ้หมกัแปรรูป 0.00066 0.0000025 
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บทที่  3 

วธีิดาํเนินการวจิัย 
3.1  วัตถุดบิ 
เนือ้ไก่ปรุงสุกพร้อมบริโภค 
 เนือ้ไก่ปรุงสกุประเภทนึ่ง ผลิตจากโรงงานผลิตเนือ้ไก่ปรุงสกุพร้อมบริโภคแช่เยือกแข็งเพ่ือ

การสง่ออก ซึง่ได้รับการรับรองระบบสขุลกัษณะท่ีดีในการผลิต หรือ GMP (Good Manufacturing 

Practice) และระบบการวิเคราะห์อนัตรายและจุดวิกฤติท่ีต้องควบคมุ หรือ HACCP (Hazard 

Analysis and Critical Control Point) จากกรมปศสุตัว์ 
 

3.2  วัสดุและอุปกรณ์ 
3.2.1   วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ชนิดของ Listeria spp. ในผลิตภัณฑ์เนือ้ไก่

ปรุงสุก เนือ้ไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็ง และจากการ swab พืน้ผิวส่ิงแวดล้อมการผลิต 
 1.   Incubator 30 ถึง 32 และ 35 ถึง 37oC (บริษัท Binder จํากดั) 

 2.   Water bath (บริษัท Memmert จํากดั) 

 3.   Loop และ Needle 

 4.   ปิเปตขนาด 1 หรือ 10 มิลลลิติร 

 5.   หลอดทดลอง หรือขวดใสอ่าหารเลีย้งเชือ้ 

 6.   Petri dish 

 7.   Glass slide 

 8.   Stomacher 

 9.   ตะเกียงแก๊ส 
 

3.2.2   วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิเคราะห์สายพันธ์ุของ Listeria spp. โดยวิธีทางอณู
ชีววิทยา 

 1.   Incubator 37 oC (บริษัท Binder จํากดั) 

 2.   เคร่ือง Centrifuge (บริษัท Hettich จํากดั) 

 3.   เคร่ือง Vortex mixer (บริษัท Scientific Industries จํากดั)  

 4.   เคร่ือง Micro-Centrifuge (บริษัท LabTech จํากดั) 

 5.   Spectrophotometer (บริษัท Hitachi จํากดั) 

 6.   Loop และ Needle 

 7.   หลอดทดลองและฝาปิดหลอดทดลอง 
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 8.   ตะเกียงแก๊ส 

 9.   Auto pipette ขนาด 10, 200, 1000 ไมโครลติร (บริษัท Biohit จํากดั) 

 10. Auto pipette ขนาด 5 มิลลลิติร (บริษัท Biohit จํากดั) 

 11. ชดุสกดัดีเอ็นเอ (บริษัท RBC Bioscience จํากดั) 

 12. เคร่ือง Palm-Cycler (บริษัท Corbett Research จํากดั) 

 13. ชดุอปุกรณ์ Agilent DNA 7500 (บริษัท Agilent Technologies จํากดั) 

 14. Agilent 2100 Bioanalyzer (บริษัท Agilent Technologies จํากดั) 
 

3.3   สารเคมี 
3.3.1   สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ชนิดของ Listeria spp.   
 1. Peptone (บริษัท Merck จํากดั) 

 2. Dey/Engley (D/E) Neutralizing Broth (บริษัท Difco จํากดั) 

 3. Half Fraser Broth (บริษัท Merck จํากดั) 

 4. Fraser Broth (บริษัท Merck จํากดั) 

 5. Oxford agar (บริษัท Merck จํากดั) 

 6. Ottaviani Agosti agar (OAA; บริษัท Merck จํากดั) 

 7. Tryptone Soy Agar (บริษัท Merck จํากดั) 

8. Yeast Extract (บริษัท Merck จํากดั) 
 

3.3.2   สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์สายพันธ์ุของ Listeria spp. โดยวิธีทางอณูชีววิทยา 
 1. Tryptic Soy Broth (บริษัท Merck จํากดั) 

2. Yeast extract (บริษัท Merck จํากดั) 

3. Lysozyme (บริษัท Amesco จํากดั) 

4. Taq DNA polymerase (บริษัท Invitrogen จํากดั) 

5. Deoxynucleoside triphosphate (บริษัท Fermentas จํากดั) 

6. Primer (สัง่ผลติจากบริษัท 1st BASE จํากดั) 

7. Ladder (บริษัท Agilent Technologies จํากดั) 
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3.4  วิธีการทดลอง 
3.4.1   ศกึษากระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุงสุกแช่เยอืกแข็ง 
 โรงงานผลิตเนือ้ไก่ปรุงสุกท่ีศึกษานีมี้กระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็งหลาย

ประเภท โดยงานวิจยันีศ้กึษากระบวนการผลติเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งประเภทนึ่ง ซึง่มีกําลงัการ

ผลติ 23,000 กิโลกรัมตอ่วนั และในบริเวณของการผลิตมีการแยกกนัอย่างเด็ดขาดของบริเวณการ

ผลิตเนือ้ไก่ดิบและเนือ้ไก่ท่ีปรุงสกุแล้ว กระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งนีป้ระกอบด้วย

การปรุงสกุเนือ้ไก่โดยการนึ่งด้วยไอนํา้ร้อน 100 oC จนอณุหภมูิใจกลางของชิน้เนือ้ไก่อยู่ท่ี 80 oC 

เป็นเวลา 2 นาที จากนัน้จึงทําเนือ้ไก่ให้เย็นลง โดยขัน้ตอนการทําให้เย็นลงขัน้แรกจะใช้ liquid 

nitrogen โดยเนือ้ไก่บนสายพานจะผ่านเคร่ือง liquid N2 chiller ซึง่ทําให้เนือ้ไก่มีอณุหภมูิลดลง

เหลือประมาณ 60 oC แล้วจึงทําให้เย็นลงอีกครัง้ด้วยลมเย็น จนเนือ้ไก่จะมีอณุหภมูิประมาณ 10 
oC จากนัน้จงึหัน่เนือ้ไก่ด้วยพนกังานหรือใช้เคร่ืองหัน่ แช่เยือกแข็งชิน้เนือ้ไก่แบบ individual quick 

freezing (IQF) บรรจเุนือ้ไก่แช่เยือกแข็งใสถ่งุพลาสติก ปิดผนึกปากถงุโดยเคร่ืองปิดผนึก ผ่านการ

ตรวจจบัโลหะด้วยเคร่ืองตรวจจบัโลหะ อณุหภมูิห้องการผลิตประมาณ 10 oC และมีฉากสเตนเลส

กัน้แยกบริเวณการผลติในแตล่ะกระบวนการผลติ  
 

3.4.2   หาความชุกของการปนเป้ือน Listeria spp. ในผลิตภัณฑ์สุดท้าย และผลิตภัณฑ์
ระหว่างขัน้ตอนการผลิต 

 เก็บตวัอยา่งผลติภณัฑ์สดุท้าย โดยเก็บผลิตภณัฑ์สดุท้ายท่ีถกูบรรจอุยู่ในถงุพลาสติกแล้ว 

และเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์เนือ้ไก่ระหว่างการผลิตในแต่ละขัน้ตอน ได้แก่ (1) หลังผ่าน

กระบวนการให้ความร้อน ณ จดุท่ีออกจากเคร่ืองปรุงสกุ (2) จดุท่ีออกจากเคร่ือง liquid N2 chiller 

(3) จดุท่ีออกจากเคร่ือง chiller ด้วยลมเย็น (4) จดุท่ีออกจากเคร่ืองหัน่ หรือเนือ้ไก่ท่ีหัน่เสร็จแล้ว

ด้วยมือ (5) จดุท่ีออกจากเคร่ือง IQF การเก็บตวัอย่างจะใช้ถงุพลาสติกสําหรับเก็บตวัอย่างท่ีผ่าน

การฆา่เชือ้แล้ว รองรับผลติภณัฑ์จากสายพานหรือหยิบผลติภณัฑ์โดยไมใ่ห้สมัผสัถกูมือหรือพืน้ผิว

ของถงุด้านนอก เพ่ือนําไปวิเคราะห์หาการมีอยู่ของ Listeria spp. ด้วยวิธี VIDAS® Listeria (LIS) 

(รายละเอียดในภาคผนวก ข้อ 1) และสําหรับตวัอย่างผลิตภณัฑ์ท่ีพบ Listeria spp. จะนําไป

วิเคราะห์ต่อเพ่ือหาชนิดของ Listeria spp. ตามวิธีมาตรฐานสากล ISO 11290-1:1996 

(รายละเอียดในภาคผนวก ข้อ 2) นําข้อมลูการพบมาหาความชกุของ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์

โดยเท่ากบัอตัราส่วนระหว่างจํานวนตวัอย่างท่ีพบ Listeria spp. และจํานวนตวัอย่างทัง้หมดท่ี

วิเคราะห์ในผลติภณัฑ์นัน้ๆ ดงัสมการตอ่ไปนี ้
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จํานวนตวัอยา่งท่ีพบ Listeria spp.ใน 10 สปัดาห์ 

จํานวนตวัอยา่งทัง้หมดท่ีวิเคราะห์ของผลติภณัฑ์

นัน้ๆใน 10 สปัดาห์ 

ความชกุของ Listeria spp. ในผลติภณัฑ์    =  

 

การเก็บตวัอย่างจะเก็บทุกครัง้ท่ีมีการผลิตโดยสุ่มตวัอย่างภายในช่วงเวลาการผลิต ซึ่งมี

ระยะเวลาการผลิต 20 ชัว่โมงต่อวนั แบ่งเป็นการผลิตช่วงกลางวนัและช่วงกลางคืน โดยเก็บ

ตวัอย่างทัง้ 2 ช่วงเวลา ในช่วงกลางวนัเก็บตวัอย่างเม่ือเร่ิมผลิตเวลา 7.00 น. ระหว่างผลิต 10.00 

น. และ 16.00 น. ในช่วงกลางคืนเก็บตวัอย่างเม่ือเร่ิมผลิตเวลา 19.00 น. ระหว่างผลิต 22.00 น. 

และ 04.00 น. เก็บตวัอย่างครัง้ละประมาณ 100 ถึง 300 กรัม (ขึน้กบัขนาดของผลิตภณัฑ์) เป็น

ระยะเวลา 3 วนัใน 1 สปัดาห์ ได้แก่ วนัองัคาร วนัพฤหสับดี และวนัศกุร์ ทําทัง้สิน้ 10 สปัดาห์   
 

3.4.3   หาความชุกของการปนเป้ือน Listeria spp. บริเวณพืน้ผิวของส่ิงแวดล้อมใน
บริเวณการผลิตส่วนหลังการปรุงสุก 
 แบง่พืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมบริเวณการผลิตหลงักระบวนการให้ความร้อน ตามระดบัความ

เส่ียงของการปนเปือ้นสูผ่ลติภณัฑ์ เป็น 3 โซน (zone) ดงัแสดงในภาพท่ี 3.1 และตารางท่ี 3.1 
 

 
 

ภาพที่ 3.1 แผนผงัการแบง่โซนของสิง่แวดล้อมในบริเวณการผลติ 
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ตารางที่ 3.1 จดุเก็บตวัอย่างสิ่งแวดล้อมในบริเวณการผลิต แบ่งตามระดบัความเสี่ยงของการ

ปนเปือ้นสูผ่ลติภณัฑ์ 
 

โซน จดุ swab 

1 สายพานออกจากเคร่ืองปรุงสกุ 

(พืน้ผิวท่ีสมัผสัผลติภณัฑ์) สายพานขาเข้าและขาออกท่ีจดุตา่งๆ  

สายพานเคร่ืองหัน่ 

ถาด/มีด/เขียง 

ถงุมือพนกังานท่ีจดุตา่งๆ  

2 ตู้ควบคมุเคร่ืองจกัรตา่งๆ  

(พืน้ผิวท่ีไมส่มัผสัผลติภณัฑ์ สายพานลําเลียงระหวา่งจดุ 

แตอ่ยูใ่กล้ผลติภณัฑ์ มอเตอร์/ปลัก๊ไฟสายพาน 

และพืน้ผิวท่ีทําความสะอาดได้ยาก) ท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller 

โต๊ะบรรจผุลติภณัฑ์ 

โครง+ลกูกลิง้สายพาน 

หน้าจอควบคมุเคร่ืองหัน่ 

สายพานเคร่ืองตรวจจบัโลหะและเคร่ืองปิดผนกึ 

เคร่ืองชัง่ 

3 พืน้บริเวณตา่งๆ 

(พืน้ผิวท่ีไมส่มัผสัผลติภณัฑ์ ผนงัด้านนอกตู้แช่เยือกแข็ง 

และอยูไ่กลจากผลติภณัฑ์) ท่อระบายนํา้ทิง้ของตู้แช่เยือกแข็ง 

 
 จากนัน้ swab พืน้ผิวของโซนท่ีบริเวณต่างๆ ท่ีคาดว่าจะพบ Listeria รวม 44 จดุ เก็บ

ตวัอย่าง 6 เวลาตอ่วนั ในช่วงกลางวนัเก็บตวัอย่างเม่ือเร่ิมผลิตเวลา 7.00 น. ระหว่างผลิต 10.00 

น. และ 16.00 น. ในช่วงกลางคืนเก็บตวัอย่างเม่ือเร่ิมผลิตเวลา 19.00 น. ระหว่างผลิต 22.00 น. 

และ 04.00 น. เป็นระยะเวลา 3 วนัใน 1 สปัดาห์ ได้แก่ วนัองัคาร วนัพฤหสับดี และวนัศกุร์ ทํา

ทัง้สิน้ 10 สปัดาห์ โดย swab พืน้ผิวด้วยก้าน swab ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้วท่ีชุ่มด้วยสารละลาย 

Dey/Engley (D/E) Neutralizing Broth เข้มข้น 3.9% แล้วจึงเก็บรักษาก้าน swab ใน D/E 

Neutralizing Broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร พืน้ท่ี swab ขึน้อยู่กบัพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมท่ี swab โดย 
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swab พืน้ท่ี 100 ตารางเซนติเมตรสําหรับพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมท่ีมีพืน้ท่ีผิวทัง้หมดมากกว่า 100 

ตารางเซนติเมตร เช่น พืน้ผิวสายพาน พืน้ ผนงั เป็นต้น และ swab พืน้ท่ีผิวทัง้หมดสําหรับพืน้ผิว

สิ่งแวดล้อมท่ีมีพืน้ท่ีผิวทัง้หมดน้อยกว่า 100 ตารางเซนติเมตร เช่น ถงุมือพนกังาน ใบมีด ลกูกลิง้

สายพาน เป็นต้น จากนัน้นําไปวิเคราะห์หาความชกุของ Listeria spp. โดยวิธี VIDAS® Listeria 

(LIS) และสําหรับตวัอยา่งท่ีพบ Listeria spp. จะนําไปวิเคราะห์หาชนิดของ Listeria spp. ตามวิธี

มาตรฐานสากล ISO 11290-1:1996 นําข้อมลูการพบมาหาความชกุของ Listeria spp. ของพืน้ผิว

สิ่งแวดล้อมโดยเท่ากบัอตัราสว่นระหว่างจํานวนตวัอย่างท่ีพบ Listeria spp. ท่ีพืน้ผิวสิ่งแวดล้อม

นัน้ๆใน 10 สปัดาห์และจํานวนตวัอย่างทัง้หมดท่ีวิเคราะห์ของพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมนัน้ใน 10 สปัดาห์ 

ดงัสมการตอ่ไปนี ้

ความชกุของ Listeria spp.      = 

ของพืน้ผิวสิง่แวดล้อม     

จํานวนตวัอยา่งท่ีพบ Listeria spp.ท่ีพืน้ผิว

สิง่แวดล้อมนัน้ใน 10 สปัดาห์ 
 

จํานวนตวัอยา่งทัง้หมดท่ีวิเคราะห์ของพืน้ผิว

สิง่แวดล้อมนัน้ใน 10 สปัดาห์ 
 

3.4.4   หาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสแบบสุ่มในการจาํแนก Listeria 
spp. 

ในการทําปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสแบบสุม่จําเป็นต้องมีการเตรียมตวัอย่าง Listeria โดย

สกดัดีเอ็นเอของ Listeria เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการทําปฏิกิริยา และการวิเคราะห์รูปแบบดี

เอ็นเอจากผลผลติปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส (PCR Product) ดงันี ้
 

การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ  

 เตรียมดีเอ็นเอต้นแบบจากตวัอย่างท่ีวิเคราะห์ชนิดของ Listeria spp. แล้ว โดยถ่าย 

colony เด่ียวของ Listeria spp. จากจานเพาะเชือ้ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Tryptic Soy Broth (TSB) 

ท่ีมีสว่นผสมของ 0.6% Yeast extract แล้วบม่ท่ี 37oC นาน 14-16 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เก็บเก่ียว

เซลล์จํานวน 3 มิลลิลิตร แล้วนํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที นาน 10 นาที ท่ี

อณุหภมูิห้อง แล้วจึงดดูสารละลายส่วนใสออก ล้างตะกอนเซลล์ด้วย Double distilled water 

(ddH2O) ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้จํานวน 150 ไมโครลิตร แล้วจึงป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อ

นาที นาน 10 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง จากนัน้ย่อยสารละลายเซลล์ด้วยเอนไซม์ Lysozyme เข้มข้น 5 

มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร จํานวน 200 ไมโครลิตร บม่ท่ี 37oC เป็นเวลา 40 นาที แล้วต้มสารละลาย 

เป็นเวลา 10 นาที แล้วทําให้สารละลายเย็นลงอยา่งรวดเร็ว แล้วป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 
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รอบตอ่นาที นาน 10 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง แล้วใช้ชดุสกดัดีเอ็นเอ (RBC) ทําการสกดัดีเอ็นเอและ

ทําให้ดีเอ็นเอบริสทุธ์ิ แล้ววดัความเข้มข้นของสารละลายโดยวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร จากนัน้จงึเก็บรักษาสารละลายดีเอ็นเอท่ีอณุหภมูิ -20oC 

 การตรวจวิเคราะห์ผลผลติลกูโซโ่พลีเมอเรส 

นําผลผลิตลกูโซโ่พลีเมอเรสจํานวน 1 ไมโครลิตร (จาก 1 ไพรเมอร์) มาวิเคราะห์หาขนาด

ของผลิตภณัฑ์ลกูโซ่โพลีเมอรเรส ด้วยเคร่ือง Agilent 2100 Bioanalyzer โดยใช้ชิป (chip) รุ่น 

Agilent DNA 7500 
 

การหาภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุม่ในงานวิจยันี ้ประกอบด้วย 
 3.4.4.1 คัดเลือกไพรเมอร์ (Primer) ทีเ่หมาะสมในการเพิ่มปริมาณดเีอน็เอที่

ต้องการแบบสุ่ม 
 งานวิจัยนีแ้บ่งขัน้ตอนการคัดเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ี

ต้องการแบบสุม่ออกเป็น 2 ขัน้ตอน โดยขัน้ตอนท่ี 1 เป็นการคดัเลือกตวัอย่าง Listeria เพ่ือใช้

ทดสอบไพรเมอร์ และขัน้ตอนท่ี 2 เป็นการคดัเลือกไพรเมอร์ โดยการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส

แบบสุม่ของไพรเมอร์กบัตวัอยา่ง Listeria ท่ีคดัเลือก ดงัมีรายละเอียดตอ่ไปนี ้

ตอนที่ 1 คดัเลือกตวัอยา่งเพ่ือใช้ทดสอบไพรเมอร์ 

จําแนกตวัอย่าง L. innocua 15 ตวัอย่าง L. welshimeri 7 ตวัอย่าง และ L. seeligeri 10 

ตวัอยา่งท่ีแยกได้จากตวัอยา่งท่ีพบ Listeria spp. ในบริเวณการผลติของโรงงานผลิตเนือ้ไก่ปรุงสกุ

ท่ีศึกษาในงานวิจัยนี ้โดยใช้ไพรเมอร์ Universal Forward Sequencing (UFS; 5’ 

TTATGTAAAACGACGGCCAGT 3’) ในการทําปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรส แล้วจึงคดัเลือก

ตวัอย่าง 10 ตวัอย่างเพื่อใช้ในการทดสอบไพรเมอร์ โดยคดัเลือก L. innocua 5 ตวัอย่าง L. 

welshimeri 3 ตวัอย่าง และ L. seeligeri 2 ตวัอย่าง โดยในแตล่ะชนิดของตวัอย่าง Listeria ท่ี

คดัเลือกมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนั ซึง่แสดงถึงสายพนัธุ์ท่ีแตกตา่งกนั 

ตอนที่ 2 คดัเลือกไพรเมอร์ 

ใช้ไพรเมอร์แต่ละตวัทัง้ 14 ตวัในตารางท่ี 3.2 ทําปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสกบัตวัอย่าง 

Listeria 10 ตวัอย่างท่ีคดัเลือกจากตอนท่ี 1 แล้วคดัเลือกไพรเมอร์ 4 ไพรเมอร์ท่ีมีความสามารถ

จําแนกตวัอย่าง Listeria ทัง้ 10 ตวัอย่างได้ท่ีดีท่ีสดุ โดยพิจารณาจากความหลากหลายของ

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากผลผลติลกูโซโ่พลีเมอเรสของไพรเมอร์แตล่ะตวั 
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ตารางที่ 3.2 ไพรเมอร์ท่ีใช้ทดสอบ 
 

ไพรเมอร์ / ลําดบัเบส สารละลายของ สภาวะของ 

ปฏิกิริยา PCR ปฏิกิริยา PCR 

อ้างอิงจาก 

Universal forward 

sequencing primer / 

5’ TTATGTAAAACGA 

CGGCCAGT 3’ 

Sequencing primer for 

Tn21 / 5’ GGGCGTTGT 

CGGTGTTCA TG 3’ 

Sequencing primer for the 

ampC gene / 5’ ACAGGT 

CC AACAAAAGCTGG 3’ 

1X PCR Buffer 

1.5 mM MgCl2 

200 μM dNTP  

0.5 μM DNA Primer 

0.1 U Taq DNA 

Polymerase 

5-10 μl of Genomic DNA 

94°C  3 min 

94°C  45 sec 

26°C  2 min        4 รอบ 

72°C  2 min 

94°C  45 sec 

36°C  1 min      30 รอบ 

72°C  2 min 

72°C  5 min 

Macgowan  

et al. 

(1993) 

UBC155 /  

5’ CTGGCGGCTG 3’ 

UBC156 /  

5’ GCCTGGTTGC 3’ 

UBC127 /  

5’ ATCTGGCAGC 3’ 

1X PCR Buffer 

3 mM MgCl2  

200 μM dNTP 

1 μM DNA Primer 

0.5 U Taq DNA 

Polymerase 

2 ng of Genomic DNA 

94°C  2 min 

94°C  1 min 

35°C  1 min       

72°C  2 min 30 sec 

72°C  5 min 

Farber & 

Addison 

(1994) 

CsM13 / 5’ GAGGGTGGC 
GG TTCT 3’ 

inlAF / 5’ CAGGCAGCTA 
CAATTACACA 3’ 

PH / 5’ AAGGAGGTGAT 
CCAGCCGCA 3’ 

1X PCR Buffer 

3 mM MgCl2 

0.2 mM dNTP  
1 mM DNA Primer 

1 U Taq DNA 

Polymerase  

0.5 μl of Genomic DNA 

 94°C  1 min 

94°C  30 sec      

35°C  1 min      35 

35  
รอบ 

รอบ   

72°C  1 min 

72°C  4 min      

 

Chambel  

et al. 

(2007) 
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ตารางที่ 3.2 (ต่อ) ไพรเมอร์ท่ีใช้ทดสอบ 
 

ไพรเมอร์ / ลําดบัเบส สารละลายของ สภาวะของ 

ปฏิกิริยา PCR ปฏิกิริยา PCR 

อ้างอิง

จาก 

PB1 / 5’ GGAACTGCTA 3’ 

PB4 / 5’ AAGGATCAGC 3’ 

1X PCR Buffer 

25  mM MgCl2 

10 μM dNTP  

20 μM DNA Primer 

2.0 U Taq DNA Polymerase 

2 ml of Genomic DNA 

94°C  4 min 

35°C  2 min      

72°C  2 min   

94°C  1 min 

35°C  2 min         

72°C   2 min   

94°C   1 min 

35°C   2 min      

72°C   10 min                  

Byun  

et al. 

(2001) 

HLWL74 /  

5’ ACGTATCTGC 3’ 

HLWL85 /  

5’ ACAACTGCTC 3’ 

OMP-01 /  

5’ GTTGGTGGCT 3’ 

1X PCR Buffer 

1.2 mM MgCl2 

100 AM dNTP  

0.3 AM DNA Primer 

0.625 U Taq DNA 

Polymerase 

7.5 μl of Genomic DNA 

94°C   4 min 

39°C  45 sec   45 

43 รอบ 

รอบ     

72°C  1 min   

94°C  15 sec 

39°C  45 sec   43 รอบ  

72°C  1 min   

94°C  15 sec 

39°C,45 s; 72°C,10min    

Aguado 

et al. 

(2004) 

 
3.4.4.2 ศึกษาความเข้มข้นของปริมาณดเีอน็เอทีเ่หมาะสมกับไพรเมอร์ทีเ่ลือก  
แปรความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบเป็น 8 ระดบัได้แก่ 3, 5, 10, 20, 40, 80, 

100 และ 300 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร แล้วจึงทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสกบัไพรเมอร์ท่ีคดัเลือก

จากข้อ 3.4.4.1 ตอนท่ี 2 โดยระดบัความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมจะทําให้เกิดผล

ผลติลกูโซโ่พลีเมอเรสท่ีมีจํานวนแถบดีเอ็นเอครบทกุชิน้ และมองเห็นได้ชดัเจน 
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3.4.4.3 เปรียบเทยีบวิธี RAPD กับวธีิทีใ่ช้ในทางการค้า  
คดัเลือกตวัอย่าง Listeria 12 ตวัอย่างได้แก่ L. innocua 6 ตวัอย่าง L. welshimeri 4 

ตวัอยา่ง และ L. seeligeri 2 ตวัอยา่ง ท่ีแยกได้จากตวัอยา่ง Listeria spp. ท่ีพบในโรงงานผลติเนือ้

ไก่ปรุงสกุท่ีศกึษาในงานวิจยันี ้แล้วสง่จําแนกสายพนัธุ์กบับริษัท DuPontTM จํากดั ซึง่จําแนกโดยใช้

วิธี Restriction fragment length polymorphism of ribosomal DNA หรือ ribotyping จากนัน้

ตวัอย่าง Listeria 12 ตวัอย่างนีก็้จะนํามาทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสกบัไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกจาก

ข้อ 3.4.4.1 ตอนท่ี 2 แล้วจึงเปรียบเทียบผลการจําแนก โดยพิจารณาจากความหลากหลายของ

สายพนัธุ์ของ Listeria ท่ีวิธีท่ีใช้ในทางการค้าและวิธี RAPD (4 ไพรเมอร์) จําแนกได้ 
3.4.4.4 ทดสอบความสามารถในการทาํซํา้ (Reproducibility) 

 ใช้ตวัอย่าง Listeria 12 ตวัอย่างชดุเดียวกนักบัข้อ 3.4.4.3 ทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส

ด้วยไพรเมอร์ทัง้ 4 ไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกไว้อีกครัง้ แล้วเปรียบเทียบผลระหว่างการทําปฏิกิริยาครัง้ท่ี 

1 ในข้อ 3.4.4.3 กบัครัง้ท่ี 2 นี ้โดยผลการทําปฏิกิริยาทัง้สองครัง้จะต้องไม่มีความแตกตา่งกนัจึง

จะถือวา่วิธี RAPD ด้วย 4 ไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกในงานวิจยันีมี้ความสามารถในการทําซํา้ได้ 
 

3.4.5   ประเมินความสอดคล้องของการปนเป้ือนของ Listeria spp. ในผลิตภัณฑ์และใน
ส่ิงแวดล้อม 

จําแนกสายพนัธุ์ของตวัอย่าง Listeria ท่ีระบชุนิดแล้ว โดยใช้วิธี RAPD ด้วยไพรเมอร์ 4 

ไพรเมอร์ท่ีคัดเลือกไว้และใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบท่ีเหมาะสม ในการทําปฏิกิริยา 

RAPD ทกุครัง้จะมีตวัอย่าง negative control ซึง่ใช้ ddH2O แทนดีเอ็นเอต้นแบบของ Listeria 

เพ่ือให้มัน่ใจได้ว่าแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึน้เป็นแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างท่ีต้องการจําแนกจริง และมี

ตวัอย่าง positive control ซึง่ใช้ดีเอ็นเอต้นแบบของ L. innocua ท่ีแยกได้จากโรงงานผลิตไก่ปรุง

สกุแช่เยือกแข็งท่ีศกึษาในงานวิจยันี ้เพ่ือควบคมุความสม่ําเสมอและความสามารถในการทําซํา้ได้

ของวิธี RAPD ในการประเมินความสอดคล้องของการปนเปือ้นของ Listeria ในระดบัสายพนัธุ์ใน

ผลติภณัฑ์และในสิง่แวดล้อมใช้ Microsoft Excel 2007 for Windows ในการวิเคราะห์ผล 
 

3.4.6   เสนอวิธีการสาํหรับจัดการความเส่ียง 
 เสนอวิธีการจดัการความเสี่ยงให้กบัโรงงานผลิต โดยผู้จดัการความเสี่ยงของโรงงานผลิต

จะเป็นผู้ จัดการความเส่ียง จากนัน้ประเมินผลการนําวิธีทางอณูชีววิทยามาประยุกต์ใช้ในการ

ติดตามแหล่งของการปนเปื้อนและควบคุมการปนเปื้อน Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์และ

สิ่งแวดล้อมของการผลิต โดยเปรียบเทียบความชกุของ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์ก่อนและหลงั

การนําวิธีทางอณชีูววิทยามาประยกุต์ใช้ 
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บทที่  4 
ผลการดาํเนินงานวจิัยและการอภปิรายผล 

 

4.1 การศึกษารูปแบบการปนเป้ือน (Contamination profile) ของ Listeria spp. ก่อนการใช้
วิธีทางอณูชีววิทยา 

ในการศกึษารูปแบบการปนเปือ้นของผลติภณัฑ์และสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิตเนือ้

ไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็ง ได้เก็บตวัอย่างผลิตภณัฑ์สดุท้ายของเนือ้ไก่ปรุงสกุประเภทนึ่งแช่เยือกแข็ง

และพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในบริเวณการผลิต โดยมีการแบง่โซนของพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมเป็น 3 โซน 

ดงัรายระเอียดในข้อ 3.4.3 การเก็บตวัอย่างเร่ิมต้นตัง้แต่เดือนมกราคมถึงกมุภาพนัธ์ 2552 จาก

การเก็บตวัอย่างทัง้หมด 278 ตวัอย่าง โดยเน้นการเก็บตวัอย่างท่ีพืน้ผิวของโซน 1 (226 ตวัอย่าง) 

ซึง่เป็นพืน้ผิวท่ีมีโอกาสสมัผสักบัผลิตภณัฑ์ พบว่าพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมท่ีมีการปนเปือ้นของเชือ้

มากท่ีสดุ คือโซน 3 (ร้อยละ 30.4) ซึง่ได้แก่ พืน้ ท่อระบายนํา้ ขอบปนูของเคร่ือง IQF และรองเท้า

บู๊ทของพนกังาน ส่วนโซนท่ี 1 พบความชกุของการปนเปือ้นอยู่ท่ีร้อยละ 8.8 และโซนท่ี 2 ไม่พบ

การปนเปือ้นของ Listeria spp. เลย 

สําหรับพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมของโซน 1 ได้เก็บตวัอย่างพืน้ผิวสายพานออกจากเคร่ืองปรุงสกุ 

สายพานออกจากเคร่ือง liquid N2 chiller, สายพานเข้าเคร่ือง chiller, มือพนกังานหัน่ สายพาน

เคร่ืองหัน่ มือพนกังานเกล่ียสินค้าท่ีเคร่ืองแช่เยือกแข็ง, สายพานเข้าเคร่ืองแช่เยือกแข็ง และมือ

พนกังานบรรจ ุพบว่าสายพานเคร่ืองหัน่มีความชกุของ Listeria มากท่ีสดุเท่ากบัร้อยละ 14.0 ดงั

แสดงในภาพท่ี 4.1 และจากตารางท่ี 4.1 ซึง่แสดงความชกุของ Listeria spp. ของพืน้ผิวท่ีสมัผสั

กบัผลิตภณัฑ์ท่ีเวลาต่างๆของการผลิต ยงัพบว่ามีการปนเปือ้นของ Listeria spp. อยู่ท่ีสายพาน

เคร่ืองหั่นอยู่เกือบตลอดระยะเวลาการผลิตด้วย โดยในงานวิจัยของ Lundén, Autio และ 

Korkeala (2002) ซึ่งศึกษาการถ่ายโอนของการปนเปื้อนข้ามเน่ืองจากเคร่ืองหั่นของ L. 

monocytogenes ท่ีอาศยัแบบคงอยู่ (persistence) ระหว่างโรงงานผลิต และงานวิจยัของ Autio 

และคณะ (1999) ศกึษาแหลง่ของการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ในโรงงานผลิตปลาเรน

โบว์เทร้าท์ (Rainbow trout) รมควนัแบบเย็นโดยการจําแนกด้วยวิธี Pulse Field Gel 

Electrophoresis (PFGE) ก็พบรูปแบบการปนเปือ้นในลกัษณะเดียวกนั โดยพบว่าเคร่ืองสไลด์ 

เคร่ืองหัน่ และเคร่ืองจกัรบรรจเุป็นแหลง่สําคญัท่ีก่อให้เกิดการปนเปือ้นของ L. monocytogenes 

ในผลติภณัฑ์ 
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ภาพที่ 4.1 ความชกุของ Listeria spp. ณ บริเวณท่ีสมัผสักบัผลติภณัฑ์  

ก่อนการใช้วิธีทางอณชีูววิทยา 

 

ตารางที่ 4.1 ความชกุของ Listeria spp. ณ บริเวณท่ีสมัผสักบัผลติภณัฑ์ท่ีเวลาตา่งๆของการ

ผลติ  

 

จดุ swab 
ร้อยละความชกุของ Listeria spp. ท่ีเวลา (นาฬิกา) ตา่งๆ 

8:00 9:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 

สายพานออกจากเคร่ืองปรุงสกุ 
         

สายพานออกจาก liq. N2 chiller 
  

33.3 
      

สายพานเข้า chiller 
         

มือพนกังานหัน่ 
         

สายพานเคร่ืองหัน่ 
 

33.3 66.7 100 
 

33.3 66.7 33.3 100 

มือพนกังานท่ีเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 
  

66.7 50 
     

สายพานเข้าเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 
       

33.3 
 

มือพนกังานบรรจ ุ       50           
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ดงันัน้จากการศกึษารูปแบบการปนเปือ้น พบว่าเคร่ืองหัน่และสายพานของเคร่ืองหัน่อาจ

เป็นแหลง่ท่ีก่อให้เกิดการปนเปือ้นของ Listeria ในผลิตภณัฑ์ จึงมีการจดัการความเส่ียง เพ่ือแก้ไข

ปัญหาการพบ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์ โดยได้มีการแยกชิน้ส่วนของตวัเคร่ืองหัน่ก่อนแล้วจึง

ทําความสะอาดและฆ่าเชือ้ เปล่ียนสายพานของเคร่ืองหัน่โดยแบบเดิมมีพืน้ผิวของสายพานแบบ

ร่องฟันปลาทําให้ล้างทําความสะอาดยากเน่ืองมีซอกมมุลกึ จึงเปล่ียนมาใช้พืน้ผิวแบบจดุนนูแทน 

มีการเปลี่ยนชนิดและเพิ่มความเข้มข้นของสารฆ่าเชือ้โดยเดิมใช้สารฆ่าเชือ้ในกลุ่ม quaternary 

ammonium compound เข้มข้น 0.2% ได้เปล่ียนมาใช้สารฆ่าเชือ้ในกลุม่ peracetic acid เข้มข้น 

3.0% (pH 4.02) สดุท้ายจึงใช้ไอนํา้ร้อนพ่นหลงัทําความสะอาดแล้วหรือก่อนการใช้งาน สําหรับ

การปนเปือ้นของ Listeria spp. ในโซน 3 ถึงแม้ว่าพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมของโซน 3 จะอยู่ไกลจาก

ผลิตภณัฑ์ แต่ก็มีโอกาสการถ่ายโอน (transfer) ของเชือ้ข้ามโซนแล้วปนเปื้อนสู่ผลิตภณัฑ์ได้ 

ดงันัน้จึงได้มีการจดัการกบัพืน้ผิวในโซนท่ี 3 ซึง่สว่นใหญ่พบการปนเปือ้นของ Listeria spp. อยู่ท่ี

พืน้ ท่อระบายนํา้ และขอบปนูของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง ได้มีการใช้ Bio Enzyme ราดท่อระบายนํา้ 

ใช้ถงุตาข่ายดกัเศษเนือ้ไก่ท่ีออกมาจากท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง เพ่ือไม่ให้เศษเนือ้

กระจายเลอะเทอะอยู่บนพืน้ ฆ่าเชือ้ในท่อระบายนํา้ด้วยสารฆ่าเชือ้ในกลุ่ม peracetic acid 

เข้มข้น 3.0% สดุท้ายใช้ไอนํา้ร้อนพ่นฆ่าเชือ้ท่ีพืน้และขอบปนูของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง ซึง่หลงัจาก

การจดัการแล้วมีการเก็บตวัอยา่งพืน้ผิวสิง่แวดล้อมตามโซนตา่งๆเป็นระยะ ดงัผลแสดงในตารางท่ี 

4.2 พบความชกุของ Listeria spp. ลดลงทกุครัง้ โดยก่อนมีการจดัการพบพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมของ

โซน 1 มีความชกุของ Listeria spp. อยู่ท่ีร้อยละ 31.2 หลงัสิน้สดุการจดัการครัง้ท่ี 4 แล้วและเก็บ

ตวัอยา่งพบความชกุลดลงเหลือเพียงร้อยละ 2.2 เท่านัน้ และไมพ่บการปนเปือ้นเลยในเดือนถดัมา 

และสําหรับพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมท่ีโซน 3 มีความชกุอยู่ท่ีร้อยละ 46.2 หลงัสิน้สดุการจดัการครัง้ท่ี 4 

แล้วและเก็บตวัอย่าง ปรากฏว่าไม่พบตวัอย่างปนเปือ้น Listeria spp. ในสิ่งแวดล้อมเลย และพบ

การปนเปือ้นของเชือ้อีกในเดือนถดัมา โดยมีความชกุของ Listeria spp. อยูร้่อยละ 5.9 
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ตารางที่ 4.2 ความชกุของ Listeria spp. หลงัการจดัการความเส่ียงในเดือนกมุภาพนัธ์ พ.ศ. 

2552 

ร้อยละความชกุของ Listeria spp. 

การจดัการ การจดัการ การจดัการ

ครัง้ท่ี 2 

การจดัการ

ครัง้ท่ี 4 ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 3 ก่อนจดัการ 

เดือนหลงั

การจดัการ โซน 

เก็บตวัอยา่ง เก็บตวัอยา่ง

ครัง้ท่ี 1 

เก็บตวัอยา่ง

ครัง้ท่ี 2 

เก็บตวัอยา่ง

ครัง้ท่ี 3 

เก็บตวัอยา่ง

ครัง้ท่ี 4 ก่อนจดัการ 
มีนาคม 

1 31.2 7.6 0.0 0.0 2.2 0.0 

2 0.0 0.0 0.0 0.0 3.8 0.0 

3 46.2 9.1 10.0 7.7 0.0 5.9 
  

แตอ่ย่างไรก็ตาม ยงัคงพบการปนเปือ้นของ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์สดุท้ายภายหลงั

จากการจดัการในเดือนกมุภาพนัธ์แล้ว ดงัแสดงในภาพท่ี 4.2 โดยความชกุของ Listeria spp. ใน

ผลติภณัฑ์สดุท้ายลดลงจากร้อยละ 2.4 ในเดือนกมุภาพนัธ์ เหลือเพียงร้อยละ 0.2 ในเดือนมีนาคม 

จากนัน้ความชกุของ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์สดุท้ายกลบัเพิ่มขึน้ในเดือนถดัมา ซึง่พบคา่สงู

ท่ีสดุในเดือนพฤษภาคม (ร้อยละความชกุ 3.2) ต่อมาความชกุลดลงในเดือนมิถนุายนและยงัคง

พบการปนเปือ้นในผลติภณัฑ์อยูถ่ึงเดือนตลุาคม แสดงให้เห็นวา่การจดัการท่ีผ่านมายงัไม่สามารถ

กําจัดแหล่งของการปนเปือ้นของ Listeria spp.ท่ีแท้จริง ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงนําวิธีทางอณู

ชีววิทยามาวิเคราะห์ Listeria ในระดบัสายพนัธุ์เพ่ือตดิตามหาแหลง่ท่ีมาของการปนเปือ้นตอ่ไป 
 

ภาพที่ 4.2 ความชกุของ Listeria spp. ในผลติภณัฑ์ ตัง้แตเ่ดือนมค. – ตค. 2552 

ก่อนการใช้วิธีทางอณชีูววิทยา 
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4.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสแบบสุ่ม 
 

การคัดเลือกไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดเีอน็เอที่ต้องการแบบสุ่ม 4.2.1 
ในงานวิจยันีแ้บ่งการคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมออกเป็น 2 ขัน้ตอน คือการคดัเลือก

ตวัอยา่ง Listeria เพ่ือใช้ในการทดสอบไพรเมอร์ และการคดัเลือกไพรเมอร์ โดยคดัเลือกไพรเมอร์ท่ี

สร้างรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันในแต่ละตัวอย่าง ซึ่งรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ี

เหมือนกนัสามารถแปลความหมายได้สองลกัษณะ คือตวัอย่าง Listeria spp. เหลา่นัน้มีสายพนัธุ์

เดียวกนั หรือไพรเมอร์ Universal Forward Sequencing (UFS) ท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลี

เมอเรสแบบสุม่กบัตวัอย่าง Listeria ท่ีใช้ในการคดัเลือกตวัอย่างไม่สามารถจําแนกความแตกตา่ง

ของตวัอย่าง Listeria เหลา่นัน้ได้ ดงันัน้ในการเลือกตวัอย่างเชือ้ท่ีจะนํามาใช้ในการคดัเลือกไพร

เมอร์จงึต้องเลือกตวัอยา่งเชือ้ท่ีมีความแตกตา่งกนัอยา่งแน่นอน จากการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลิเมอ

เรสแบบสุม่ด้วยไพรเมอร์ UFS กบัตวัอย่างดีเอ็นเอจาก L. innocua จํานวน 15 ตวัอย่างท่ีได้จาก

การสกดัดีเอ็นเอในข้อ 3.4.4 พบว่าตวัอย่างดีเอ็นเอจาก L. innocua ท่ีมีรูปแบบของดีเอ็นเอท่ี

แตกตา่งกนัสามารถแบง่ออกได้เป็น 5 กลุม่ ดงัแสดงในภาพท่ี 4.3 จึงทําการเลือกตวัอย่างดีเอ็นเอ

จาก L. innocua จํานวน 5 ตวัอยา่งจากแตล่ะกลุม่ ได้แก่ ตวัอยา่ง N3, N10, N12, N14 และ N15  

มาใช้ในการคดัเลือกไพรเมอร์ตอ่ไป 

 

 

Base pair [bp] 

N N2 N3 

ภาพที่ 4.3 ภาพ Gel electrophoresis ของตวัอยา่ง L. innocua 15 ตวัอยา่ง                                        

สําหรับใช้ในการคดัเลือกตวัอยา่งเพื่อใช้ทดสอบไพรเมอร์ 

 

 

N1 N7 N6 N5 N4 12 N8 N9 N 
10

N 
11 

N 
13 

N 
14 

N 
15Ladder 
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ในกรณีของ L. welshimeri จากการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุ่มของตวัอย่างดี

เอ็นเอต้นแบบของ L. welshimeri 7 ตวัอย่าง พบว่าตวัอย่างดีเอ็นเอจาก L. welshimeri ท่ีมี

รูปแบบของดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่ม ดงัผลแสดงในภาพท่ี 4.4 จึงทํา

การเลือกตวัอย่างดีเอ็นเอจาก L. welshimeri จํานวน 3 ตวัอย่างจากแตล่ะกลุม่ ได้แก่ ตวัอย่าง 

W3, W5 และ W6 มาใช้ในการคดัเลือกไพรเมอร์ตอ่ไป 
 

 
ภาพที่ 4.4 ภาพ Gel electrophoresis ของตวัอยา่ง L. welshimeri 7 ตวัอยา่ง                                       

สําหรับใช้ในการคดัเลือกตวัอยา่งเพื่อใช้ทดสอบไพรเมอร์ 
 

สําหรับ L. seeligeri จากการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุม่ของตวัอย่างดีเอ็นเอ

ต้นแบบของ L. seeligeri 10 ตวัอย่าง พบว่าตวัอย่างดีเอ็นเอจาก L. seeligeri ท่ีมีรูปแบบของดี

เอ็นเอท่ีแตกต่างกนัสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม ดงัผลแสดงในภาพท่ี 4.5 จึงทําการเลือก

ตวัอย่างดีเอ็นเอจาก L. welshimeri จํานวน 2 ตวัอย่างจากแตล่ะกลุม่ ได้แก่ ตวัอย่าง S1 และ S2 

มาใช้ในการคดัเลือกไพรเมอร์ตอ่ไป 
 

 
ภาพที่ 4.5 ภาพ Gel electrophoresis ของตวัอยา่ง L. seeligeri 10 ตวัอยา่ง                                        

สําหรับใช้ในการคดัเลือกตวัอยา่งเพื่อใช้ทดสอบไพรเมอร์ 

 [bp] 
Ladder W4 W5 W6 W7 

Ladder 
[bp] 
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สําห รับการคัด เ ลือกไพรเมอ ร์  ในงานวิจัยส่วนใหญ่จะใ ห้ความสําคัญกับ  L. 

monocytogenes เป็นหลกั เน่ืองจาก L. monocytogenes สามารถก่อให้เกิดโรคในมนษุย์ได้ 

ดงันัน้งานวิจยัสว่นใหญ่จึงรายงานเฉพาะไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการจําแนก L. monocytogenes 

แต่อย่างไรก็ตามในงานวิจัยนีศ้ึกษาการปนเปื้อนของ Listeria ชนิดอ่ืนๆนอกเหนือจาก L. 

monocytogenes ด้วย จึงจําเป็นต้องคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการจําแนก L. innocua, L. 

welshimeri และ L. seeligeri ซึ่งเป็น Listeria นอกจากชนิด monocytogenes ท่ีพบใน

กระบวนการผลติเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งท่ีศกึษาในงานวิจยันี ้หลงัจากการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลี

เมอเรสแบบสุ่มของตวัอย่างดีเอ็นเอต้นแบบของ Listeria 10 ตวัอย่างท่ีคดัเลือกไว้ ซึ่งเป็น L. 

innocua 5 ตวัอย่าง (ตวัอย่าง N3, N10, N12, N14 และ N15) L. welshimeri 3 ตวัอย่าง 

(ตวัอย่าง W3, W5 และ W6) และ L. seeligeri 2 ตวัอย่าง (ตวัอย่าง S1 และ S2) โดยทําปฏิกิริยา

ลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุม่กบัไพรเมอร์ท่ีมีรายงานว่าสามารถจําแนก L. monocytogenes ได้ดี รวม

ทัง้หมด 14 ไพรเมอร์ ดงัในตารางท่ี 3.2 ในข้อ 3.4.4.1 ซึง่ Kerr และคณะ (1995) แนะนําว่าการ

จําแนก L. monocytogenes โดยใช้วิธี RAPD วิธีเดียว ควรใช้ไพรเมอร์อย่างน้อย 3 ไพรเมอร์ใน

การจําแนก ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้งึคดัเลือก 4 ไพรเมอร์ท่ีมีความสามารถในการจําแนก L. innocua, 

L. welshimeri และ L. seeligeri ได้ดีท่ีสดุ ได้แก่ ไพรเมอร์ OMP-01, HLWL 74, HLWL 85 และ 

UFS ผลการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุม่จากทัง้ 14 ไพรเมอร์แสดงดงัในตารางท่ี 4.3 โดย

ไพรเมอร์ท่ีสามารถจําแนก L. innocua ได้ดีท่ีสดุคือ ไพรเมอร์ OMP-01 โดยจําแนกความแตกตา่ง

ของ L. innocua ท่ีใช้ทดสอบได้ทัง้ 5 ตวัอย่าง พิจารณาจากการได้รูปแบบของผลผลิตลกูโซโ่พลี

เมอเรสท่ีแตกตา่งกนั 5 รูปแบบ สําหรับไพรเมอร์ท่ีสามารถจําแนก L. welshimeri ได้ดีท่ีสดุคือ ไพร

เมอร์ HLWL 74 และ HLWL 85 โดยจําแนกความแตกตา่งของ L. welshimeri ท่ีใช้ทดสอบได้ทัง้ 3 

ตวัอย่าง พิจารณาจากการได้รูปแบบของผลผลิตลกูโซ่โพลีเมอเรสท่ีแตกต่างกนั 3 รูปแบบ ส่วน

ไพรเมอร์ท่ีสามารถจําแนก L. seeligeri ได้ดีคือ ไพรเมอร์ OMP-01, HLWL 74, HLWL 85 และ 

UFS โดยจําแนกความแตกตา่งของ L. seeligeri ท่ีใช้ทดสอบได้ทัง้ 2 ตวัอยา่ง พิจารณาจากการได้

รูปแบบของผลผลิตลกูโซโ่พลีเมอเรสท่ีแตกตา่งกนั 2 รูปแบบ ซึง่ผลการจําแนกตวัอย่าง Listeria ท่ี

ใช้ทดสอบทัง้ 10 ตวัอย่างของไพรเมอร์ OMP-01, HLWL 74, HLWL 85 และ UFS แสดงดงัใน

ภาพท่ี 4.6 และในการจําแนกสายพนัธุ์ของ Listeria เพ่ือตดิตามหาแหลง่การปนเปือ้นในงานวิจยันี ้

ใช้สภาวะของปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสแบบสุ่มตามแหล่งอ้างอิงของแต่ละไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกดงั

แสดงในตารางท่ี 3.2 
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ตารางที่ 4.3 จํานวนรูปแบบของผลผลติลกูโซโ่พลีเมอเรสของตวัอยา่ง Listeria ท่ีใช้ทดสอบไพร

เมอร์ตา่งๆ 
 

ไพรเมอร์ 

จํานวนรูปแบบของผลผลติลกูโซโ่พลีเมอเรส 

จาก L. innocua 

5 ตวัอยา่ง 

จาก L. welshimeri 

3 ตวัอยา่ง 

จาก L. seeligeri 

2 ตวัอยา่ง 

OMP-01 5 2 2 

HLWL 74 4 3 2 

HLWL 85 4 3 2 

UFS 4 2 2 

Amp C 3 2 1 

UBC 127 3 2 1 

UBC 155 3 2 1 

UBC 156 3 2 1 

Tn 21 x a x x 

PB 1 x x x 

PB 4 x x x 

CsM 13 x x x 

inl AF x x x 

PH x x x 
                          a ไมมี่ผลผลติลกูโซโ่พลีเมอเรสเกิดขึน้ พิจารณาจากการไมมี่แถบดีเอ็นเอแสดงให้เห็น 
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 (a)

 

 

[bp] 
Ladder 

(b) 

(c)

 

[bp] 
Ladder 

 

 

[bp] 
Ladder 

(d) 

[bp] 
Ladder 

ภาพที่ 4.6 ภาพ Gel electrophoresis ของ Listeria ชนิดตา่งๆ 10 ตวัอยา่ง จากไพรเมอร์                            

(a) OMP-01, (b) HLWL74, (c) HLWL85 และ (d) UFS 
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4.2.2 การศึกษาความเข้มข้นของปริมาณดเีอน็เอที่เหมาะสมกับไพรเมอร์ที่เลือก 
 

เพ่ือให้ได้ผลผลิตลูกโซ่โพลีเมอเรสท่ีมีจํานวนแถบดีเอ็นเอครบทุกชิน้ และมองเห็นได้

ชดัเจน จึงศึกษาหาความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบท่ีเหมาะสมกับไพรเมอร์แต่ละตวัท่ี

คดัเลือกไว้ โดยการแปรความเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบของตวัอย่าง L. innocua N14 เป็น 8 

ระดบั ได้แก่ 3, 5, 10, 20, 40, 80, 100 และ 300 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร แล้วทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พ

ลีเมอเรสแบบสุม่กบัไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกไว้ ซึง่ได้แก่ ไพรเมอร์ OMP-01, HLWL 74, HLWL 85 และ 

UFS พบว่าความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบมีอิทธิพลต่อรูปแบบของแถบดีเอ็นเอของ

ผลผลิตลกูโซโ่พลีเมอเรส โดยปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบในช่วงความเข้มข้น 3 ถึง 80 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลติรยงัไมมี่ผลทําให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของผลผลิตลกูโซโ่พลีเมอเรสจากทัง้ 4 ไพรเมอร์

เปล่ียนไป แตอ่ย่างไรก็ตามเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบถึง 100 และ 300 นา

โนกรัมต่อไมโครลิตร พบว่ารูปแบบของแถบดีเอ็นเอของผลผลิตลกูโซ่โพลีเมอเรสเปล่ียนไป โดยมี

แถบดีเอ็นเอหายไปหนึ่งแถบ ดงัผลแสดงในภาพท่ี 4.7 ดงันัน้ในงานวิจยันีใ้นการจําแนกสายพนัธุ์

ของ Listeria ท่ีพบปนเปือ้นอยูใ่นกระบวนการผลติจงึใช้ความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบท่ี 

5 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตรในการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสของทัง้ 4 ไพรเมอร์ เน่ืองจากให้แถบ

ดีเอ็นเอท่ีเห็นได้ชดัเจน และสะดวกในการใช้งาน แต่อย่างไรก็ตาม Niederhauser และคณะ 

(1994) ศกึษาการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุม่ของ L. monocytogenes โดยใช้ 11 ไพร

เมอร์ และประยกุต์ใช้ผลการจําแนกของ L. monocytogenes ในการศกึษาการปนเปือ้นของเชือ้ใน

อาหาร ได้รายงานวา่ความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบมีผลตอ่รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของ

ผลผลิตลกูโซ่โพลีเมอเรสไม่มากนกั โดยความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอจากเซลล์จํานวน 105, 

106 และ 107 เซลล์ให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีคล้ายกนั มีเพียงความเข้มของแถบดีเอ็นเอท่ีแปร

ผนัไปเลก็น้อยเท่านัน้ 
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(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.7 ภาพ Gel electrophoresis ท่ีแตล่ะความเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบของ L. innocua                  

จากไพรเมอร์ (a) OMP-01, (b) HLWL74, (c) HLWL85 และ (d) UFS 
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4.2.3 การเปรียบเทยีบวธีิ RAPD กับวธีิที่ใช้ในทางการค้า (วิธี ribotyping) 
 

ในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี RAPD กบัวิธี ribotyping โดยการทําปฏิกิริยา

ลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุม่ของตวัอย่าง L. innocua, L. welshimeri และ L. seeligeri โดยใช้ 4 ไพร

เมอร์ท่ีคดัเลือกไว้แล้วเปรียบเทียบผลการจําแนกจากวิธี RAPD กับผลการจําแนกจากวิธี 

ribotyping จากบริษัท DuPontTM จํากดั พบว่าวิธี RAPD มีความสามารถเหนือกว่าวิธี ribotyping 

ในการจําแนก L. welshimeri เน่ืองจากวิธี ribotyping ไม่สามารถแยกความแตกตา่งของตวัอย่าง 

L. welshimeri 4 ตวัอย่างได้ (ตวัอย่างท่ี 7 ถึง 10) โดยให้รหสัเป็น L. welshimeri 1079 ดงัแสดง

ในตารางท่ี 4.4 แตว่ิธี RAPD โดยใช้ 4 ไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกไว้สามารถแยกความแตกต่างของ L. 

welshimeri  ตวัอย่างท่ี 7 ได้ ดงัแสดงในภาพท่ี 4.8 และทัง้สองวิธีมีความสามารถเท่าเทียมกนัใน

การจําแนก L. innocua (ตวัอย่างท่ี 1 ถึง 6) และ L. seeligeri (ตวัอย่างท่ี 11 ถึง 12) โดยวิธี 

ribotyping และวิธี RAPD สามารถจําแนกความแตกตา่งของสายพนัธุ์ของ L. innocua ตวัอย่างท่ี 

4 (รหสั DuPontTM - L. innocua 1006) และ L. seeligeri ตวัอย่างท่ี 12 (รหสั DuPontTM - L. 

seeligeri 1063) ได้เหมือนกนั 

 

ตารางที่ 4.4 ผลการจําแนกสายพนัธุ์ Listeria ด้วยวิธีท่ีใช้ในทางการค้า (วิธี ribotyping) 
 

ตวัอยา่งท่ี รหสัจาก DuPontTM 

1 L. innocua 1010 

2 L. innocua 1010 

3 L. innocua 1010 

4 L. innocua 1006 

5 L. innocua 1010 

6 L. innocua 1010 

7 L. welshimeri 1079 

8 L. welshimeri 1079 

9 L. welshimeri 1079 

10 L. welshimeri 1079 

11 L. seeligeri 1065 

12 L. seeligeri 1065/1063 
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 L. seeligeri L. welshimeriL. innocua 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

[bp] 
Ladder 

ภาพที่ 4.8 ผลการจําแนกสายพนัธุ์ Listeria ด้วยวธีิ RAPD (4 ไพรเมอร์)  

เพ่ือใช้เปรียบเทียบกบัวิธีท่ีใช้ในทางการค้า (วิธี ribotyping) 
 

เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการจําแนกของวิธี RAPD กบัวิธี ribotyping แล้ว พบว่า

การจําแนกด้วยวิธี RAPD มีโอกาสท่ีจะพบความแตกตา่งของเชือ้แตล่ะตวัมากกว่าวิธี ribotyping 

เน่ืองจากวิธี RAPD จําแนกความแตกตา่งของเชือ้โดยการจบักนัแบบสุม่ของไพรเมอร์กบั DNA ทัง้

จีโนม (genome) ขณะท่ีวิธี ribotyping เป็นการจําแนกโดยการจบักนัของไพรเมอร์กบั 16s rRNA 

ซึ่งเป็นบริเวณอนุรักษ์ (conserved region) การเกิดวิวฒันาการหรือการเปล่ียนแปลงในระดบั

โมเลกลุของเชือ้จะเกิดการเปล่ียนแปลงท่ีบริเวณนีช้้าท่ีสดุ (Case et al., 2007) ทําให้มีโอกาสน้อย

ท่ีจะพบความแตกต่างของเชือ้แต่ละตวัโดยการพิจารณาจากบริเวณอนุรักษ์นี ้ ซึ่ง Kerouanton 

และคณะ (1998) ศกึษาการจําแนก L. monocytogenes ด้วยวิธี RAPD เปรียบเทียบกบัวิธี 

ribotyping ก็พบว่าจากเชือ้ทัง้หมด 35 สายพนัธุ์ วิธี RAPD วิเคราะห์ได้ 13 รูปแบบโดยใช้เพียง 1 

ไพรเมอร์ (5’ ACGTATCTGC 3’) สว่นวิธี ribotyping วิเคราะห์ได้เพียง 10 รูปแบบ และใน

งานวิจยัเดียวกนันีย้งัเปรียบเทียบการจําแนก L. monocytogenes ด้วยวิธี RAPD กบัวิธีทางอณู

ชีววิทยาอ่ืนๆ ได้แก่ PFGE, electrophoretic typing of esterases (zymotyping) และ 

serotyping พบว่าวิธี PFGE จําแนก L. monocytogenes ได้ 12 รูปแบบ วิธี zymotyping จําแนก

ได้ 8 รูปแบบ และวิธี serotyping จําแนกได้ 5 รูปแบบเท่านัน้ สว่น Boerlin และคณะ (1995) ได้

ศกึษาการจําแนก L. monocytogenes ด้วยวิธี RAPD เปรียบเทียบกบัวิธีทางอณชีูววิทยาอ่ืนๆอีก 

5 วิธี พบว่าจากการจําแนก L. monocytogenes ทัง้หมด 100 สายพนัธุ์ วิธี RAPD โดยใช้ 3 ไพร

เมอร์ มีความสามารถในการจําแนก L. monocytogenes ได้ดีท่ีสดุ รองลงมาคือ วิธี phage 

typing, restriction enzyme analysis (REA), multilocus enzyme electrophoresis (MEE), 

ribotyping และ serotyping ตามลําดบั 
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4.2.4 การทดสอบความสามารถในการทาํซํา้ (Reproducibility) 
 

การทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุม่ของตวัอยา่ง Listeria ชดุเดียวกนั 2 ครัง้ ได้ผลดงั

แสดงในภาพท่ี 4.9a ซึง่พบว่าผลผลิตลกูโซโ่พลีเมอเรสจากการทําปฏิกิริยาในครัง้ท่ี 1 และ 2 ให้

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนกัน และจากการทําปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสแบบสุ่มของผู้

ทดสอบ 2 คน โดยเป็นการทําปฏิกิริยาของตวัอย่าง L. innocua ด้วยไพรเมอร์ OMP-01 พบว่า

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของผลผลิตลกูโซ่โพลีเมอเรสของผู้ทดสอบทัง้สองคนไม่มีความแตกต่าง

กนั (ภาพท่ี 4.9b) ดงันัน้วิธี RAPD ท่ีใช้ในงานวิจยันีจ้งึมีความสามารถในการทําซํา้ได้ แตอ่ยา่งไรก็

ตามผู้ วิจัยพบว่าวิธีการเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบมีผลต่อความสามารถในการทําซํา้ของวิธี RAPD 

เน่ืองจากเร่ิมแรกผู้วิจยัใช้เพียงวิธีการต้มสารละลายเซลล์ นาน 10 นาที พบว่าไม่สามารถทําซํา้

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอได้ ซึง่เป็นผลเน่ืองจากการใช้ดีเอ็นเอต้นแบบท่ีได้จากการต้มสารละลาย

เซลล์ ทําให้ไม่สามารถควบคุมปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยาแต่ละครัง้ รวมทัง้

สิง่เจือปน (impurities) ท่ีอาจอยูใ่นสารละลายดีเอ็นเอต้นแบบท่ีได้จากการต้มสารละลายเซลล์ ทํา

ให้ในการทําปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสแต่ละครัง้ถึงแม้ว่าใช้ตวัอย่างดีเอ็นเอต้นแบบของ Listeria 

ชดุเดียวกนั แตก็่ไมส่ามารถทําซํา้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอได้ ดงันัน้ตอ่มาจึงเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ

โดยการสกดัดีเอ็นเอด้วยชดุอปุกรณ์ (DNA extraction kit) รวมทัง้เพิ่มขัน้ตอนการย่อยเซลล์ด้วย

เอนไซม์ lysozyme เข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร นาน 40 นาที และการต้มในนํา้เดือด นาน 10 

นาที ทําให้ตวัเซลล์แตกมากขึน้ เพ่ือเพิ่มความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ รวมทัง้ควบคมุ

ความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ จงึพบวา่สามารถทําซํา้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอได้  

จากงานวิจยัของ Fonnesbech Vogel และคณะ (2001) ซึง่ศกึษาความหลากหลายของ 

L. monocytogenes ในปลาแซลมอนรมควนัเย็น (cold- smoked salmon) และการจําแนกสาย

พนัธุ์ของเชือ้โดยใช้วิธี RAPD ด้วย 4 ไพรเมอร์ รายงานว่าคุณภาพของดีเอ็นเอต้นแบบมี

ความสําคญัอยา่งมากตอ่ความสามารถในการทําซํา้ของวิธี RAPD โดยการเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ

ด้วยการต้มและการใช้สกดัดีเอ็นเอด้วยสารละลายฟีนอลคลอโรฟอร์ม (phenol-chloroform) ให้

รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทัง้ความเข้มและจํานวนของแถบดีเอ็นเอ 

แต่อย่างไรก็ตามเม่ือนําสารละลายดีเอ็นเอท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20oC นาน 9 เดือน และ

สารละลายดีเอ็นเอท่ีเตรียมใหม่มาทําปฏิกิริยาลกูโซ่โพลิเมอเรสแบบสุ่ม พบว่าอายกุารเก็บรักษา

ของดีเอ็นเอต้นแบบไม่มีผลถึงรูปแบบและจํานวนของแถบดีเอ็นเอของผลผลิตลกูโซ่โพลีเมอเรสท่ี

เกิดขึน้ ในงานวิจยัของ Boerlin และคณะ (1995) พบวา่การใช้สภาวะในการทําปฏิกิริยา RAPD ท่ี

เหมือนกนั แต่เปลี่ยนเคร่ือง thermocycler ท่ีใช้ในการเปล่ียนรอบอณุหภมูิของสภาวะในการทํา
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ปฏิกิริยามีผลต่อความสามารถในการทําซํา้ของวิธี RAPD ดงันัน้ในแต่ละห้องปฏิบตัิการจึงควร

ปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยาสําหรับห้องปฏิบัติการนัน้เอง เพ่ือให้วิธี RAPD ท่ีใช้มี

ความสามารถในการทําซํา้ได้อย่างดีท่ีสดุ แต่อย่างไรก็ตามมีงานวิจยัท่ีได้ผลขดัแย้งกนัเก่ียวกบั

วิธีการเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบและการใช้เคร่ือง thermocycler โดยในงานวิจยัของ Lin และคณะ 

(1996) รายงานว่าวิธีการเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบท่ีแตกต่างกนัโดยใช้การต้มและการสกดัดีเอ็นเอ

ด้วยสารละลายฟีนอลคลอโรฟอร์ม จากการเปรียบเทียบผลการทําปฏิกิริยา 2 ครัง้ พบวา่วิธี RAPD 

ยงัคงมีความสามารถในการทําซํา้ได้ดีในตวัอย่าง Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Staphylococcus aureus, Hafnia alvei, Citrobacter freundii และ Salmonella enteritidis 

รวมทัง้การใช้เคร่ือง thermocylcer คนละเคร่ืองในการทําปฏิกิริยา โดยเคร่ืองหนึ่งผลิตจากบริษัท 

Perkin-Elmer และอีกเคร่ืองผลิตจากบริษัท MJ Research พบว่ารูปแบบของแถบดีเอ็นเอของ

ผลผลติลกูโซโ่พลีเมอเรสยงัคงเหมือนเดมิ 

 

 

(a) 

(b) 

 

ภาพที่ 4.9 ภาพ Gel electrophoresis ของ (a) Listeria spp. จาก 4 ไพรเมอร์เปรียบเทียบกนั

สองครัง้ (ตวัอยา่งหมายเลข 1, 2 เป็น L. innocua; 3, 4 เป็น L. welshimeri; 5, 6 เป็น L. 

seeligeri) และ (b) L. innocua จากไพรเมอร์ OMP-01 โดยผู้ทดสอบ 2 คน 
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4.3 การจําแนกการปนเป้ือนของ Listeria ระดับชนิด (species) ในผลิตภัณฑ์และ
ส่ิงแวดล้อม 

 

เพ่ือพิจารณาความสมัพนัธ์เบือ้งต้นของการปนเปือ้นของ Listeria ในกระบวนการผลิตไก่

ปรุงสกุแช่เยือกแข็งท่ีศกึษานี ้จึงได้สุ่มเก็บตวัอย่างผลิตภณัฑ์และสิ่งแวดล้อมแล้วจําแนก Listeria 

ในระดบัชนิด (species) โดยการวิเคราะห์ตวัอย่างด้วยวิธี VIDAS® Listeria (LIS) (รายละเอียดใน

ภาคผนวก ข้อ 1) และสําหรับตวัอย่างท่ีพบ Listeria spp. จะนําไปวิเคราะห์หาชนิดของ Listeria 

spp. ตามวิธีมาตรฐานสากล ISO 11290-1:1996 (รายละเอียดในภาคผนวก ข้อ 2) ซึง่ตลอด

ระยะเวลาการสุ่มตวัอย่างตัง้แต่กลางเดือนพฤศจิกายน 2552 ถึงมกราคม 2553 พบว่าตวัอย่าง

ผลติภณัฑ์ระหวา่งขัน้ตอนการผลติทัง้หมด 5 ขัน้ตอน ได้แก่ หลงัการปรุงสกุ หลงัการทําให้เย็นด้วย

เคร่ือง liquid N2 chiller หลงัการทําให้เย็นด้วยลมเย็นโดยเคร่ือง chiller หลงัการหัน่ทัง้การหัน่ด้วย

มือและเคร่ืองหัน่ หลงัการแช่เยือกแข็ง รวมตวัอย่างผลิตภณัฑ์ระหว่างขัน้ตอนๆละ 865 ตวัอย่าง 

รวมทัง้หมด 5 ขัน้ตอนได้ 4,325 ตวัอย่าง ปรากฏว่าไม่พบตวัอย่างผลิตภณัฑ์ระหว่างขัน้ตอนการ

ผลติท่ีปนเปือ้น Listeria spp. อยูเ่ลย แตเ่ม่ือผลิตภณัฑ์ผ่านกระบวนการผลิตตอ่ไป จนผ่านการแช่

เยือกแข็งและบรรจุถงุ พบการปนเปือ้นของ Listeria spp. อยู่ในผลิตภณัฑ์สดุท้าย และเม่ือนํา

ตวัอย่างผลิตภณัฑ์สดุท้ายท่ีปนเปือ้น Listeria spp. ไปวิเคราะห์ชนิดของ Listeria พบว่าเป็น L. 

innocua 12 ตวัอย่าง L. welshimeri 1 ตวัอย่างและ L. seeligeri 1 ตวัอย่าง ซึง่คิดความชกุของ 

Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์สดุท้ายได้เท่ากบัร้อยละ 1.6 โดยการพบ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์

สุดท้าย แต่กลับไม่พบในผลิตภัณฑ์ระหว่างขัน้ตอนการผลิตนัน้ ไม่ได้หมายความว่าไม่มีการ

ปนเปือ้นของ Listeria spp. อยู่ในผลิตภณัฑ์ระหว่างขัน้ตอนการผลิต แตเ่ป็นผลเน่ืองมาจากการ

สุม่เก็บตวัอยา่งท่ีไมพ่บตวัอยา่งท่ีปนเปือ้นเท่านัน้ 

ในการสุม่เก็บตวัอย่างพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในบริเวณการผลิตในหนึ่งวนั ทัง้หมด 6 เวลา

ของการผลิตทัง้ในรอบการผลิตช่วงกลางวนัและรอบการผลิตช่วงกลางคืน พบว่าการเก็บตวัอย่าง

ในรอบการผลิตช่วงกลางวนักบัช่วงกลางคืนไม่มีผลตอ่การพบ Listeria spp. พิจารณาจากความ

ชกุของ Listeria ทัง้ 4 ชนิด ซึง่ได้แก่ L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri และ L. 

monocytogenes ท่ีพบท่ีพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมในรอบการผลิตกลางวนัมีค่าใกล้เคียงกบัความชกุใน

รอบกลางคืน ดงัแสดงผลในตารางท่ี 4.5 ซึ่งอาจเน่ืองจากโรงงานผลิตไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งท่ี

ศกึษาในงานวิจยันีมี้การควบคมุทัง้ด้านการผลติและสขุาภิบาล (sanitation) ท่ีสม่ําเสมอทัง้ในรอบ

กลางวนัและกลางคืน ขณะท่ี Whyte และคณะ (2004) ซึ่งศึกษาผลของเวลาในการสุ่มเก็บ

ตวัอย่างต่อระดบัของเชือ้จุลินทรีย์ในโรงงานผลิตเนือ้ไก่ พบว่ารอบการผลิตกลางคืนมีระดบัของ
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เชือ้จลุินทรีย์ ได้แก่ Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Listeria spp. ต่ํากว่ารอบ

การผลติในช่วงกลางวนั ยกเว้น L. monocytogenes ท่ีพบในรอบการผลติกลางวนัมากกวา่ 

 

ตารางที่ 4.5 ความชกุของ Listeria ชนิดตา่งๆ แบง่ตามรอบการผลติ 
 

ชนิดของ Listeria 
ร้อยละความชกุของ Listeria 

รอบการผลติช่วงกลางวนั รอบการผลติช่วงกลางคืน 

L. innocua 4.32 4.27 

L. welshimeri 0.58 0.6 

L. seeligeri 0.13 0.44 

L. monocytogenes 0.05 0.05 

 

แต่อย่างไรก็ตามพบว่าเวลาของการผลิตในแต่ละรอบการผลิตมีผลต่อการพบ Listeria 

จากภาพท่ี 4.10 แสดงให้เห็นว่าตัง้แต่เวลาเร่ิมต้นของการผลิตของรอบการผลิตช่วงกลางวนัท่ี 

7:00 นาฬิกา และรอบการผลิตช่วงกลางคืนท่ี 19:00 นาฬิกาพบการปนเปือ้นของ Listeria spp. ท่ี

พืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมทัง้ 3 โซน แสดงว่าการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้หลงัการปฏิบตัิงานเม่ือ

สิน้สดุการผลิตไม่สามารถกําจดั Listeria spp. บนพืน้ผิวได้หมด โดยความชกุของ Listeria spp. 

ของโซน 3 ตัง้แตเ่วลา 16:00 ถึง 4:00 นาฬิกาเพิ่มขึน้เม่ือเวลาของการผลิตเพิ่มขึน้ แสดงให้เห็นว่า

พืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซน 3 ในช่วงเวลานีถ้กูละเลยในการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้ ทําให้มี

การเจริญเติบโตของ Listeria spp. หรือมีการปนเปือ้นเพิ่มขึน้ระหว่างโซนในระหว่างการผลิต แต่

อยา่งไรก็ตามการลดลงของความชกุของ Listeria spp. ของพืน้ผิวสิง่แวดล้อมในโซน 3 ในรอบการ

ผลิตช่วงกลางวนัท่ีเวลา 7:00 ถึง 10:00 นาฬิกาอาจเป็นเพราะว่าพืน้ผิวเหลา่นัน้มีความชืน้ลดลง

เม่ือการผลิตดําเนินไป ทําให้พบเชือ้น้อยลง สําหรับลกัษณะการพบเชือ้ในโซน 1 และ 2 แสดงว่ามี

การทําความสะอาดและฆ่าเชือ้พืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซนทัง้สองนีอ้ย่างสม่ําเสมอ แตอ่ย่างไรก็

ตามการทําความสะอาดระหว่างเวลาพักและการทําความสะอาดเม่ือสิน้สุดการผลิตในแต่ละ 

batch ยงัไม่สามารถควบคมุ Listeria spp. ได้ ทําให้ Listeria spp. ท่ีเหลือรอดจากการทําความ

สะอาดและฆ่าเชือ้หลงัการปฏิบตัิงานไม่ได้ลดลงหรือหมดไป หรืออาจเพิ่มขึน้ระหว่างท่ีมีการผลิต 

เป็นผลให้เม่ือเวลาของการผลติผา่นไปดคูล้ายกบัมีการปนเปือ้นอยูอ่ยา่งสม่ําเสมอ 
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ภาพที่ 4.10 ความชกุของ Listeria spp. แบง่ตามเวลาของการผลติ 

ในการหาแหลง่ของการปนเปือ้นของ Listeria spp. ในสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิต

เนือ้ไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็ง ได้แบ่งพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมตามระดบัความเส่ียงในการปนเปื้อนสู่

ผลิตภณัฑ์ออกเป็น 3 โซน ตามท่ีระบใุนหวัข้อ 3.4.3 (บทท่ี 3) จากผลการ swab ในพืน้ผิวทัง้ 3 

โซน พบว่ามีการปนเปือ้นของ Listeria spp. ในโซนท่ี 1, 2 และ 3 คิดเป็นความชกุได้ร้อยละ 1.1, 

5.8 และ 13.4 ตามลําดบั โดย Listeria spp. ท่ีพบในตวัอย่างพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมทัง้หมด 401 

ตวัอย่างเม่ือนําไปวิเคราะห์ชนิด พบว่าเป็น L. innocua มากท่ีสดุ คิดเป็นร้อยละ 82.3 ของ

ตวัอย่างพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมทัง้หมดท่ีปนเปือ้น Listeria spp. รองลงมาเป็น L. welshimeri ร้อย

ละ 11.2, L. seeligeri ร้อยละ 5.5 และ L. monocytogenes ร้อยละ 1.0 ดงัผลแสดงในตารางท่ี 

4.6 ซึง่การพบ L. innocua เดน่กว่าการพบ L. monocytogenes และ Listeria ชนิดอ่ืนๆนัน้ มีการ

พบลกัษณะนีเ้ช่นกนัในงานวิจยัของ Capita และคณะ (2001) และ Barros และคณะ (2007) ซึง่

การพบ Listeria ชนิดใดชนิดหนึง่เดน่นัน้ขึน้อยู่กบัเขตพืน้ท่ีท่ีพบ เน่ืองจากในแตล่ะพืน้ท่ีมีความชกุ

ของ Listeria แตล่ะชนิดแตกตา่งกนั ดงัเช่นในงานวิจยัของ Chambel และคณะ (2007) ซึง่ศกึษา

การปนเปือ้นของ Listeria ชนิดตา่งๆในโรงนมในแต่ละพืน้ท่ี (region) ของประเทศโปรตเุกส พบ

ความชกุของ L. monocytogenes เดน่ในพืน้ท่ีเขต South Portugal ขณะท่ีพบความชกุของ L. 

innocua เด่นในพืน้ท่ีเขต Azores ส่วนในงานวิจยัของ Hofer และคณะ (2000) ซึง่ศกึษาการ

ปนเปือ้นของ Listeria ในผลิตภณัฑ์และสิ่งแวดล้อมของโรงงานผลิตเนือ้สตัว์แปรรูปในประเทศ

บราซิล รายงานว่าไม่พบการปนเปือ้นของ L. monocytogenes และพบเพียงการปนเปือ้นของ L. 

welshimeri, L. seeligeri และ L. grayi  เท่านัน้ 
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ตารางที่ 4.6 ความชกุและชนิดของ Listeria ในสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่

เยือกแข็ง 
 

Listeria จํานวนตวัอยา่งท่ีพบ ร้อยละความชกุ 

L. innocua 330 (ร้อยละ 82.3) 4.32 

L. welshimeri 45 (ร้อยละ 11.2) 0.59 

L. seeligeri 22 (ร้อยละ 5.5) 0.29 

L. monocytogenes 4 (ร้อยละ 1.0) 0.05 

ทัง้หมด 401 
 

 
  

สําหรับการปนเปือ้นของ L. innocua ซึง่มีความชกุสงูท่ีสดุในบรรดา Listeria ชนิดอ่ืนๆ 

จากตารางท่ี 4.7 พบว่ามีความชกุมากอยู่ในพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซน 3, 2 และ 1 ตามลําดบั 

โดยพืน้ผิวของสิง่แวดล้อมในโซน 3 ซึง่เป็นพืน้ผิวท่ีไม่ได้สมัผสักบัผลิตภณัฑ์และยงัอยู่ห่างไกลจาก

ผลิตภณัฑ์ เช่น พืน้ ท่อระบายนํา้ พบความชกุของเชือ้มากและมีชนิดของ Listeria ท่ีปนเปือ้นอยู่

อย่างหลากหลายมากกว่าโซนอ่ืนนัน้ เน่ืองจากพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซน 3 โดยเฉพาะท่อ

ระบายนํา้มีสภาพเย็นและเปียกชืน้อยูต่ลอดเวลา ซึง่เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญเตบิโตของ

เชือ้ ทําให้ท่อระบายนํา้เป็นแหลง่สะสมของ Listeria ได้เป็นอย่างดี (Tompkin et al., 1999) การ

ปนเปือ้นของ L. innocua ในสิ่งแวดล้อมของการผลิตพบว่ามีความชกุมากรองลงมาคือพืน้ผิวของ

สิ่งแวดล้อมในโซน 2 แต่กลบัพบท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller ซึง่เป็นพืน้ผิวของ

สิ่งแวดล้อมในโซน 2 มีความชุกของ L. innocua อยู่มากท่ีสดุถึงร้อยละ 78.7 ของพืน้ผิว

สิ่งแวดล้อมจากทกุโซน นอกจากนีใ้นโซน 2 พบว่าท่ีสายพานของเคร่ืองปิดผนึกและสายพานของ

เคร่ืองตรวจจบัโลหะมีความชุกของ L. innocua อยู่ถึงร้อยละ 13.2 ซึ่งทัง้สองจดุนีย้งัพบ L. 

welshimeri ร่วมอยู่ด้วย สําหรับความชกุของ L. innocua ท่ีพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซน 1 พบว่า

มีการปนเปือ้นของเชือ้อยู่ท่ีพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซน 1 ในทกุขัน้ตอนของกระบวนการผลิต ซึง่

ถึงแม้ว่าจะมีความชุกของเชือ้อยู่น้อย แต่ก็มีความเส่ียงมากท่ีจะก่อให้เกิดการปนเปื้อนใน

ผลติภณัฑ์ เน่ืองจากพืน้ผิวของสิง่แวดล้อมในโซน 1 เป็นพืน้ผิวท่ีมีการสมัผสักบัผลติภณัฑ์โดยตรง 
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ตารางที่ 4.7 ความชกุของ Listeria ชนิดตา่งๆ บนพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในบริเวณการผลิต แบง่

ตามโซนการเก็บตวัอยา่ง 
 

Listeria 

โซน จดุ swab L. 

innocua 

L. 

welshimeri 

L. 

seeligeri 

1 

1.1     สายพานออกจากเคร่ืองนึง่ไอนํา้ 

0.6 
  

มือพนกังาน QC หลงัเคร่ืองนึง่ไอนํา้ 

2.9 
  

สายพานเข้าเคร่ือง liquid N2 chiller 

1.7 
  

สายพานเข้าเคร่ือง chiller 

1.7 
  

สายพานออกจากเคร่ือง chiller 

1.7 
  

สายพานเคร่ืองหัน่ 

1.1 
  

มือพนกังาน QC หลงัหัน่ 

1.1 
  

สายพานเข้าเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

2.3 
 

0.6 สายพานออกจากเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

ถงุมือของพนกังาน QC ท่ีสายพานเคร่ือง

แช่เยือกแข็งขาออก 
1.1 0.6 

 

ถงุมือของพนกังานบรรจ ุ 1.1 1.1 0.6 

2 

78.7 1.0 ท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller 

1.1 1.1 หน้าจอควบคมุของเคร่ืองหัน่ 

1.1 1.1 โครงเคร่ืองหัน่ 

2.3 
 

กลอ่งควบคมุสายพานหลงัหัน่ 

1.1 
 

โต๊ะบรรจสุนิค้า 

สายพานเคร่ืองปิดผนกึ และเคร่ืองตรวจจบั

โลหะ 
13.2 4.6 

1.1 
 

พนกังานลําเลียงถาดก่อนใช้ 

1.1   พนกังานลําเลียงถาดใช้แล้ว 
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ตารางที่ 4.7 (ต่อ) ความชกุของ Listeria ชนิดตา่งๆ บนพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในบริเวณการผลิต 

แบง่ตามโซนการเก็บตวัอยา่ง 
 

โซน จดุ swab 
Listeria 

L. innocua L. welshimeri L. seeligeri 

3 

พืน้บริเวณเคร่ืองปรุงสกุ 7.5 1.1   

พืน้ห้องหัน่ 15.5 
 

0.6 

ผนงัเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 0.6 5.7 1.1 

ท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 23.6 6.9 1.7 

พืน้ห้องบรรจ ุ 16.1 1.7 6.3 

มือพนกังานทําความสะอาดโซน 3 2.9 
  

สําหรับ L. welshimeri (ตารางท่ี 4.7) พบการปนเปือ้นของเชือ้มากท่ีพืน้ผิวของ

สิ่งแวดล้อมในโซน 3, 2 และ 1 ตามลําดบั โดยพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซน 3 ท่ีพบความชกุของ 

L. welshimeri อยู่มากได้แก่ ท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง ผนงัของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง พืน้

ห้องบรรจ ุและพืน้บริเวณเคร่ืองปรุงสกุ ตามลําดบั พืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซน 2 ท่ีพบความชกุ

ของ L. welshimeri ได้แก่ สายพานเคร่ืองปิดผนึกและเคร่ืองตรวจจบัโลหะ หน้าจอควบคมุของ

เคร่ืองหัน่ โครงเคร่ืองหัน่ และท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller ตามลําดบั และการ

ปนเปือ้นของ L. welshimeri ในโซน 1 พบท่ีถงุมือของพนกังานควบคมุคณุภาพท่ีสายพานขาออก

ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง และถงุมือของพนกังานบรรจเุท่านัน้  

เม่ือพิจารณาการปนเปือ้นของ L. seeligeri พบความชกุมากท่ีพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมใน

โซน 3 ได้แก่ พืน้ห้องบรรจ ุท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง ผนงัเคร่ืองแช่เยือกแข็ง และพืน้

ห้องหัน่ ตามลําดบั แตไ่ม่พบการปนเปือ้นของ L. seeligeri ท่ีพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซน 2 ซึง่

เป็นโซนท่ีอยู่ระหว่างโซน 3 กบัโซน 1 แต่อย่างไรก็ตามกลบัพบการปนเปือ้นของ L. seeligeri ท่ี

พืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซน 1 โดยพบการปนเปือ้นท่ีพืน้ผิวของสายพานออกจากเคร่ืองแช่เยือก

แข็ง และถงุมือของพนกังานบรรจ ุ

ในกรณีการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ท่ีพบในสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิตนี ้

ตลอดระยะเวลาของแผนการสุ่มเก็บตวัอย่างพบการปนเปือ้นของ L. monocytogenes อยู่ 4 

ตวัอย่าง คิดความชุกท่ีพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมได้เท่ากับร้อยละ 0.05 โดยเป็นการปนเปื้อนของ
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ตวัอย่างสิ่งแวดล้อมในโซน 1 คือตะแกรงต่อจากสายพานขาออกของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง ตวัอย่าง

สิ่งแวดล้อมในโซน 2 คือถุงมือของพนักงานควบคุมคุณภาพหลังการบรรจุ และตัวอย่าง

สิง่แวดล้อมในโซน 3 คือพืน้ห้องบรรจ ุ

 
4.4 ความชุกของ Listeria ชนิดต่างๆในระดบัสายพันธ์ุ 
 

 ในการจําแนกสายพนัธุ์ของ Listeria ท่ีปนเปือ้นอยู่ในผลิตภณัฑ์และสิ่งแวดล้อมของ

กระบวนการผลิตด้วยวิธี RAPD พบว่าจากตวัอย่าง L. innocua 342 ตวัอย่าง ซึง่พบในผลิตภณัฑ์

สดุท้าย 12 ตวัอย่าง และพบในตวัอย่างสิ่งแวดล้อม 330 ตวัอย่าง จําแนกได้ 3 สายพนัธุ์หลกั 

กําหนดเป็นสายพนัธุ์ LI 1, 2 และ 3 โดยพิจารณาจากขนาด (หน่วย base pair; bp) ของชิน้ดีเอ็น

เอแต่ละชิน้ท่ีเป็นผลผลิตของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสแบบสุ่ม ซึ่งเม่ือพิจารณาจากภาพ gel 

electrophoresis เพียงอยา่งเดียวจะไมส่ามารถแยกความแตกตา่งภายในสายพนัธุ์หลกัได้ แตก่าร

พิจารณาเส้นกราฟจากกราฟ electropherogram จะทําให้ทราบถึงจํานวนและขนาดของชิน้ดีเอ็น

เอของผลผลิตลูกโซ่โพลีเมอเรสได้อย่างถูกต้องและครบถ้วน ดงันัน้เม่ือพิจารณาจากกราฟ 

electropherogram ทําให้สายพนัธุ์ LI 1 แบง่เป็นสายพนัธุ์ย่อยได้อีก 4 สายพนัธุ์ย่อย ได้แก่ LI 

1.1, LI 1.2, LI 1.5 และ LI 1.6 และสายพนัธุ์ LI 2 แบง่เป็นสายพนัธุ์ย่อยได้อีก 2 สายพนัธุ์ย่อย 

ได้แก่ LI 2.1 และ LI 2.2 ซึง่ในสายพนัธุ์ยอ่ยมีขนาดชิน้ดีเอ็นเอสว่นใหญ่คล้ายกนัในกลุม่ของแตล่ะ

สายพนัธุ์ แตจ่ะมีดีเอ็นเอบางชิน้ท่ีทําให้เกิดความแตกตา่งเป็นสายพนัธุ์ยอ่ย สว่นสายพนัธุ์ LI 3 ไม่

พบสายพนัธุ์ยอ่ย ซึง่แตล่ะตวัอยา่งในสายพนัธุ์ยอ่ยเดียวกนัมีผลผลติลกูโซโ่พลีเมอเรสท่ีมีขนาดชิน้

ดีเอ็นเอคลาดเคล่ือนกนัไม่เกิน 5% ของขนาดชิน้ดีเอ็นเอนัน้ ดงัแสดงผลในตารางท่ี 4.8 โดย

เส้นกราฟท่ีมีขนาด 50 และ 10,380 bp เป็น lower และ upper marker ตามลําดบั และไม่

พิจารณาเส้นกราฟของชิน้ดีเอ็นเอท่ีมีความเข้มข้นน้อยกว่า 20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยการ

เกิดขึน้ของสายพนัธุ์ย่อยเป็นไปเพราะความแตกต่างของตวัเชือ้ ไม่ใช่เป็นเพราะปัจจยัแวดล้อมใน

การวิเคราะห์ เช่น วิธีการวิเคราะห์ อปุกรณ์เคร่ืองมือ หรือผู้วิเคราะห์ เน่ืองจากในแต่ละสายพนัธุ์

ย่อยมีจํานวน Listeria หลายตวัอย่างท่ีวิเคราะห์ในวนัและเวลาท่ีตา่งกนั แตย่งัได้ผลการจําแนกท่ี

เหมือนกนั รวมทัง้ในงานวิจยันีมี้ตวัอย่างควบคมุทัง้แบบ negative และ positive ควบคมุการทํา

ปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสแบบสุ่มอยู่ ดงันัน้ผลการวิเคราะห์ของสายพนัธุ์ย่อยของแต่ละสายพนัธุ์

จึงเกิดขึน้เน่ืองจากการความแตกตา่งของตวัเชือ้เอง ซึง่ Fonnesbech Vogel และคณะ (2001) 

รายงานวา่ความเครียดจากสิง่แวดล้อม เช่น ปัจจยัจากกระบวนการผลติ การสลบัใช้สารฆ่าเชือ้ท่ีมี

ฤทธ์ิเป็นกรดและดา่ง หรือการเปล่ียนชนิดสารทําความสะอาดและสารฆา่เชือ้บอ่ยๆ เป็นสาเหตใุห้    
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เชือ้มีการปรับตวัและเกิดการเปล่ียนแปลงในระดบัดีเอ็นเอให้ทนต่อสภาวะแวดล้อมเพ่ือความอยู่

รอด  

เม่ือพิจารณาความชกุของ L. innocua ทัง้ 3 สายพนัธุ์หลกัแสดงดงัในตารางท่ี 4.8 พบ

สายพนัธุ์ LI 1.1 ในผลติภณัฑ์สดุท้ายและดํารงอยูม่ากท่ีสดุในสิง่แวดล้อมตลอดระยะเวลาการเก็บ

ตวัอยา่ง โดยมีร้อยละความชกุ 77.1 ของตวัอย่างทัง้หมดท่ีปนเปือ้น L. innocua รองลงมาคือสาย

พนัธุ์ LI 2.2 (ร้อยละ 11.5), LI 1.2 (ร้อยละ 4.1), LI 1.6 (ร้อยละ 3.5), LI 2.1 (ร้อยละ 1.8), LI 3 

(1.8) และ LI 1.5 (ร้อยละ 0.3) ตามลําดบั  
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ตารางที่ 4.8 ความชกุและสายพนัธุ์ของ L. innocua ท่ีพบในกระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่

เยือกแข็ง (a จํานวนตวัอยา่งท่ีพบในผลติภณัฑ์สดุท้าย) 
 

จํานวน

ตวัอยา่ง 

ร้อยละ ภาพ  
สายพนัธุ์ กราฟ electropherogram 

gel electrophoresis ความชกุ 

 

 

LI 1.1 262 (12 a) 77.1 

 

 

LI 1.2 14 4.1 

 

 

LI 1.5 1 0.3 

 

 

LI 1.6 12 3.5 

 

 

LI 2.1 6 1.8 

 

 

LI 2.2 39 11.5 

 

 

LI 3 6 1.8 
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L. innocua LI 1.1 ปนเปือ้นอยู่บนพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในทกุโซน และพบบนวสัดพืุน้ผิว

ท่ีหลากหลาย ได้แก่ สเตนเลส พลาสติก และยาง ดงัแสดงในตารางท่ี 4.9 ซึง่แหลง่การปนเปือ้นท่ี

สําคญัคือ ท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller (ร้อยละ 58.6) ท่ีอาจก่อให้เกิดการปนเปือ้น

ข้ามมาท่ีสายพานเข้าเคร่ือง liquid N2 chiller (ร้อยละ 2.3) ซึง่พืน้ผิวในโซน 1 โดยท่ีท่อระบายก๊าซ

นีย้งัพบ L. innocua หลากหลายสายพนัธุ์มากกว่าพืน้ผิวอ่ืนๆท่ีพบ L. innocua เช่นกนั โดย

นอกจาก L. innocua LI 1.1 แล้วยงัพบสายพนัธุ์ LI 1.2, LI 1.6 LI 2.1 และ LI 2.2 นอกจากนี ้

แหล่งการปนเปือ้นอ่ืนๆ รองลงมา เช่น สายพานเคร่ืองปิดผนึกและเคร่ืองตรวจจบัโลหะ (ร้อยละ 

7.5) โต๊ะบรรจ ุ(ร้อยละ 1.1) และมือพนกังานบรรจ ุ (ร้อยละ 0.6) แสดงให้เห็นว่ามีการปนเปือ้น

ข้ามระหว่างจุดเหล่านี ้โดยสายพานเคร่ืองปิดผนึกและเคร่ืองตรวจจบัโลหะเป็นแหล่งสะสมของ

เชือ้ มือพนกังานบรรจุสมัผสักบัสายพานดงักล่าวหรือสมัผสักบัถงุบรรจุท่ีสมัผสักบัสายพานอีกที 

ทําให้มีโอกาสท่ีเชือ้ปนเปือ้นข้ามจากสายพานลงไปในผลิตภณัฑ์ได้ นอกจากนีส้ายพานเคร่ืองหัน่ 

(ร้อยละ 1.7) ก็เป็นอีกเส้นทางของการปนเปือ้นของเชือ้สู่ผลิตภณัฑ์ ซึง่ถึงแม้ว่ามีการใช้มาตรการ

ในการกําจดัเชือ้ไปแล้วก่อนเร่ิมการเก็บตวัอย่าง แต่ก็ยงัพบการปนเปือ้นของเชือ้ท่ีตําแหน่งนีอ้ยู ่

อาจเน่ืองจากเคร่ืองหัน่มีซอกมมุต่างๆท่ียากต่อการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้ได้อย่างทัว่ถึง จึง

เป็นแหลง่ซกุซอ่นของเชือ้ได้เป็นอยา่งดี 
 

ตารางที่ 4.9 ความชกุของ L. innocua สายพนัธุ์ตา่งๆ บนพืน้ผิวของสิง่แวดล้อมในบริเวณการ

ผลติ แบง่ตามโซนการเก็บตวัอยา่ง 
 

โซน จดุ swab 
สายพนัธุ์ของ L. innocua 

LI 1.1 LI 1.2 LI 1.5 LI 1.6 LI 2.1 LI 2.2 LI 3 

1 

สายพานออกจากเคร่ืองปรุงสกุ 
   

0.6 
   

สายพานเข้าเคร่ือง liq. N2 chiller 2.3 
    

0.6 
 

สายพานเข้าเคร่ือง chiller 0.6 
    

0.6 
 

สายพานออกจากเคร่ือง chiller 0.6 0.6 
     

สายพานเคร่ืองหัน่ 1.7 
      

ถงุมือของพนกังาน QC หลงัหัน่ 1.1 
      

สายพานเข้าเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 0.6 
      

สายพานออกจากเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 1.1 0.6 
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ตารางที่ 4.9 (ต่อ) ความชกุของ L. innocua สายพนัธ์ุตา่งๆ บนพืน้ผิวของสิง่แวดล้อมในบริเวณ

การผลติ แบง่ตามโซนการเก็บตวัอยา่ง 

 

โซน จดุ swab 
สายพนัธุ์ของ L. innocua 

LI 1.1 LI 1.2 LI 1.5 LI 1.6 LI 2.1 LI 2.2 LI 3 

1 

ถงุมือพนกังานเกล่ียสนิค้าท่ี

สายพานของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง  
1.1 

      

ถงุมือของพนกังานบรรจ ุ 0.6 0.6           

2 

กรอบทางออกจากเคร่ืองปรุงสกุ 0.6 
      

ถาดรองใต้สายพานเคร่ืองปรุงสกุ 
 

0.6 
     

ท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 

chiller 
58.6 0.6 

 
2.9 2.3 9.2 

 

ถาดรองเศษใต้สายพาน liquid N2 

chiller 
4.0 

      

หน้าจอควบคมุของเคร่ืองหัน่ 0.6 
      

โครงเคร่ืองหัน่ 0.6 
     

1.1 

กลอ่งควบคมุสายพานหลงัหัน่ 1.1 
    

0.6 
 

โต๊ะบรรจสุนิค้า 1.1 
      

สายพานเคร่ืองปิดผนกึ และ 

เคร่ืองตรวจจบัโลหะ 
7.5 

  
1.7 

  
0.6 

สายพานลําเลียงถาด 0.6             

3 

ถงุมือพนกังานลําเลียงถาดใช้แล้ว 0.6 
      

พืน้ห้องหัน่ 9.8 1.1  1.1  2.3 0.6 

ผนงัเคร่ืองแช่เยือกแข็ง       0.6 

ท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 22.4  0.6    0.6 

พืน้ห้องบรรจ ุ 14.4 0.6   0.6 0.6  
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จากภาพท่ี 4.11 และตารางท่ี 4.10 แสดงให้เห็นวา่ L. innocua LI 1.1 ท่ีพบในบริเวณการ

ผลิตเนือ้ไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็งนี  ้อยู่อย่างกระจัดกระจายทั่วบริเวณการผลิตและพบอยู่ในทุก

ขัน้ตอนของกระบวนการผลติ  

 

 
 

ภาพที่ 4.11 แผนผงัแสดงการพบ L. innocua LI 1.1 ณ จดุตา่งๆ ในบริเวณการผลติ โดย

เคร่ืองหมายสแีดงแทนพืน้ผิวในโซน 1 เคร่ืองหมายสฟ้ีาแทนพืน้ผิวในโซน 2 สีเหลืองแทนพืน้ผิวใน

โซน 3 และลกูศรเส้นปะแสดงเส้นทางของผลติภณัฑ์ 
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ตารางที่ 4.10 หมายเลขกํากบัแหลง่ท่ีพบ L. innocua LI 1.1 ในแผนผงัแสดงพืน้ท่ีของบริเวณการ

ผลติ 
 

 

หมายเลข a จดุ swab 

1 ท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller 

2 ท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

3 พืน้ห้องบรรจ ุ

4 พืน้ห้องหัน่ 

5 สายพานเคร่ืองปิดผนกึและเคร่ืองตรวจจบัโลหะ 

6 ถาดรองเศษใต้สายพานออกจากเคร่ือง liquid N2 chiller 

7 สายพานเข้าเคร่ือง liquid N2 chiller 

8 พืน้บริเวณเคร่ืองปรุงสกุ 

9 สายพานเคร่ืองหัน่ 

10 สายพานออกจากเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

11 ถงุมือของพนกังานควบคมุคณุภาพหลงัการหัน่ 

12 ถงุมือของพนกังานเกล่ียสนิค้าท่ีสายพานออกจากเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

13 ตู้ควบคมุเคร่ืองหัน่ 

14 โต๊ะบรรจ ุ

15 สายพานเข้าเคร่ือง chiller 

16 สายพานออกจากเคร่ือง chiller 

17 สายพานเข้าเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

18 มือพนกังานบรรจ ุ

19 หน้าจอควบคมุเคร่ืองหัน่ 

20 โครงเคร่ืองหัน่ 

21 กรอบทางออกของเคร่ืองปรุงสกุ 

22 สายพานลําเลียงถาด 

    a เรียงลําดบัตามความชกุ 
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การดํารงอยู่ของ L. innocua LI 1.1 ท่ีพบในกระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งนี ้

แสดงให้เห็นวา่เป็น Listeria ท่ีปนเปือ้นอยูใ่นสิง่แวดล้อมของบริเวณการผลตินีเ้ป็นเชือ้ท่ีอาศยัแบบ

คงอยู่ (persistence) ในบริเวณการผลิต เน่ืองจากพบการปนเปือ้นของ L. innocua LI 1.1 นีอ้ยู่

ตลอดระยะเวลา 3 เดือนของการสุม่เก็บตวัอยา่ง  

Autio และคณะ (2003) รายงานว่า L. monocytogenes ท่ีอาศยัแบบคงอยู่จะมีความ

แตกต่างในระดบัยีนส์ (genetically distinct) จาก L. monocytogenes ท่ีพบปนเปือ้นอยู่แบบ

ชัว่คราว (sporadic) โดย L. monocytogenes ท่ีอาศยัแบบคงอยู่จะปรับตวัให้เข้ากบัสิ่งแวดล้อม

ของโรงงานผลิต เพ่ือให้สามารถอยู่รอดและเจริญเติบโตต่อไปได้ มีงานวิจยัหลายท่ีให้เหตผุลถึง

การเป็นเชือ้ท่ีอาศยัแบบคงอยู่ (persistence) ดงันี ้: (1) เชือ้พบได้ทัว่ไปมากกว่าสายพนัธุ์อ่ืน หรือ

อาจเข้ามาปนเปือ้นอยู่ในโรงงานก่อน (Wulff et al., 2006); (2) เชือ้แข่งขนัการเจริญเติบโต 

(outcomplete) ได้ดีกว่าเชือ้สายพนัธุ์อ่ืน (Lopez et al., 2008); (3) เชือ้สร้างสภาวะเพ่ือการ

เจริญเตบิโตและเพิ่มจํานวน (colonize) ได้ดีกวา่สายพนัธุ์อ่ืน เช่น สามารถเกาะติดพืน้ผิวได้ดีกว่า; 

(4) เชือ้ทน (resistent) ต่อสารฆ่าเชือ้ได้มากกว่า ซึง่การทนต่อสารฆ่าเชือ้นัน้อาจเกิดจากการ

เกิดไบโอฟิล์ม (Heir et al., 2004; Pan, Breidt & Kathariou, 2006) ดงัเช่นในผลงานวิจยัของ 

Lundén, Autio และ Korkeala (2002) ซึ่งศึกษาการถ่ายโอนของการปนเปือ้นของ L. 

monocytogenes ระหว่างโรงงานผลิตเน่ืองจากเคร่ืองหัน่ โดยการจําแนกสายพนัธุ์ด้วยวิธี Pulse 

Field Gel Electrophoresis (PFGE) พบว่าสามารถจําแนก L. monocytogenes ท่ีปนเปือ้นอยู่ใน

กระบวนการผลติได้ 4 สายพนัธุ์ (type) โดยมี L. monocytogenes PFGE type I ปนเปือ้นแบบคง

อยูม่ากท่ีสดุในบริเวณการหัน่ โดยเป็นการปนเปือ้นเน่ืองจากการสะสมของเชือ้ท่ีเคร่ืองหัน่มากกว่า

เป็นการปนเปือ้นเข้ามากับวตัถุดิบ จากนัน้จึงได้ศึกษาการเกาะติดของเชือ้สายพนัธุ์ต่างๆบนผิว

แผ่นสเตนเลส พบว่า L. monocytogenes PFGE type I นีมี้ความสามารถในการเกาะติดบน

พืน้ผิวสเตนเลสได้ดีกว่าสายพนัธุ์ อ่ืน และมีค่า minimum inhibitory concentration (MIC) ของ

สาร quaternary ammonium compound ซึง่เป็นสารฆ่าเชือ้ชนิดหนึ่งสงูกว่าของสายพนัธุ์อ่ืน จึง

เป็นผลทําให้สายพนัธุ์นีเ้หลือรอดจากการล้างทําความสะอาดและฆ่าเชือ้หรืออาจอยู่ในซอกมมุท่ี

ล้างทําความสะอาดได้ยาก  จากนัน้จึงเจริญเติบโต และคงอยู่ต่อไป  ซึ่งในงานวิจัยของ 

Fonnesbech Vogel และคณะ (2001) พบการปนเปือ้นของ L. monocytogenes สายพนัธุ์หนึ่ง 

(RAPD type) ปนเปือ้นอยู่แบบคงอยู่ในโรงงานผลิตปลาแซลมอน (salmon) รมควนัแห่งหนึ่งนาน

ถึง 8 เดือน ขณะท่ี Miettinen และคณะ (1999) พบการปนเปือ้นแบบคงอยู่ของ L. 

monocytogenes (PFGE type) ในโรงงานผลิตไอศครีมแห่งหนึ่งนานถึง 7 ปี และ Unnerstad 
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และคณะ (1996) พบการปนเปือ้นแบบคงอยู่ของ L. monocytogenes (PFGE type) ในโรงนม

แห่งหนึง่นานถึง 7 ปี เช่นกนั 

สําหรับการจําแนกสายพนัธุ์ของ L. welshimeri ท่ีพบในตวัอย่างผลิตภณัฑ์สดุท้ายและ

ตวัอย่างพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในกระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็งปนเปื้อนรวม 46 

ตวัอย่าง ซึง่พบในผลิตภณัฑ์สดุท้าย 1 ตวัอย่าง และพบในตวัอย่างสิ่งแวดล้อม 45 ตวัอย่าง จาก

การทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุม่ด้วย 4 ไพรเมอร์ จําแนก L. welshimeri ได้ 3 สายพนัธุ์

หลกั กําหนดเป็นสายพนัธุ์ LW 1, 2 และ 3 ซึง่สายพนัธุ์ LW 1 แบง่ออกเป็นสายพนัธุ์ย่อยได้อีก 5 

สายพนัธุ์ย่อย ได้แก่ LW 1.1, LW 1.5, LW 1.6, LW 1.7 และ LW 1.8 ดงัผลแสดงในตารางท่ี 4.11 

โดยสายพนัธุ์ย่อยมีขนาดชิน้ดีเอ็นเอสว่นใหญ่คล้ายกนัในแตล่ะกลุม่สายพนัธุ์ แตมี่ดีเอ็นเอบางชิน้

ท่ีทําให้เกิดความแตกตา่งของแตล่ะสายพนัธุ์ย่อย สว่นสายพนัธุ์ LW 2 และ LW 3 ไม่พบสายพนัธุ์

ย่อย ซึง่แต่ละตวัอย่างในสายพนัธุ์เดียวกนัมีผลิตภณัฑ์ RAPD ท่ีมีขนาดชิน้ดีเอ็นเอคลาดเคลื่อน

กนัไมเ่กิน 5% ของขนาดชิน้ดีเอ็นเอนัน้   

ความชกุของ L. welshimeri ทัง้ 3 สายพนัธุ์หลกัแสดงดงัในตารางท่ี 4.11 โดยพบสาย

พนัธุ์ LW1.7 มีความชกุมากท่ีสดุในสิ่งแวดล้อมของบริเวณการผลิต (ร้อยละ 37.5) รองลงมาคือ 

สายพนัธุ์ LW 1.1 มีความชกุร้อยละ 25.0, LW 2 (ร้อยละ 10.0), LW 3 (ร้อยละ 10.0), LW 1.6 

(ร้อยละ 7.5), LW 1.8 (ร้อยละ 7.5) และ LW 1.5 (ร้อยละ 5.0) ตามลําดบั ซึง่ถึงแม้ว่าพบสายพนัธุ์ 

LW1.7 มีความชกุมากท่ีสดุในสิ่งแวดล้อม แตอ่ย่างไรก็ตามไม่พบสายพนัธุ์ LW 1.7 นีใ้นตวัอย่าง

ผลิตภณัฑ์ โดยตลอดระยะเวลาการสุม่เก็บตวัอย่างพบผลิตภณัฑ์สดุท้ายปนเปือ้น L. welshimeri 

เพียง 1 ตวัอยา่งโดยเป็น L. welshimeri สายพนัธุ์ LW 1.5  ซึง่มีความชกุในสิง่แวดล้อมของบริเวณ

การผลิตร้อยละ 5.0 แสดงให้เห็นว่าการวิเคราะห์การปนเปือ้นของเชือ้ในระดบัสายพนัธุ์เป็นการ

วิเคราะห์ถึงแหล่งสําคัญท่ีก่อให้เกิดการปนเปื้อนอย่างแท้จริง เน่ืองจากแยกแยะได้ว่าเชือ้ท่ี

ปนเปือ้นในผลติภณัฑ์เป็นหรือไมไ่ด้เป็นเชือ้เดียวกนักบัท่ีปนเปือ้น ณ จดุตา่งๆในสิง่แวดล้อม 
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ตารางที่ 4.11 ความชกุและสายพนัธ์ุของ L. welshimeri ท่ีพบในกระบวนการผลติเนือ้ไก่ปรุงสกุ

แช่เยือกแข็ง (a จํานวนตวัอยา่งท่ีพบในผลติภณัฑ์สดุท้าย) 
 

ภาพ gel 

electrophoresis 

จํานวน

ตวัอยา่งท่ีพบ 

ร้อยละ 
กราฟ electropherogram สายพนัธุ์ 

ความชกุ 

 

 

LW 1.1 10 25.0 

 

 

LW 1.5 2 (1 a) 5.0 

 

 

LW 1.6 3 7.5 

 

 

LW 1.7 15 37.5 

 

 

LW 1.8 3 7.5 

 

 

LW 2 4 10.0 

 

 

LW 3 4 10.0 
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จากตารางท่ี 4.12 พบว่า L. welshimeri LW 1.7 ซึง่มีความชกุมากท่ีสดุในบรรดา L. 

welshimeri สายพนัธุ์อ่ืน พบการปนเปือ้นมากท่ีผนงัและท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง โดย

คิดความชกุท่ีตําแหน่งเหลา่นีไ้ด้ร้อยละ 2.9 รองลงมาพบท่ีถงุมือของพนกังาน QC และพนกังาน

บรรจ ุหน้าจอควบคมุเคร่ืองหัน่ สายพานเคร่ืองปิดผนึกและเคร่ืองตรวจจบัโลหะ และพืน้ห้องบรรจ ุ

ซึง่ตําแหน่งเหลา่นีมี้ความชกุของ LW 1.7 อยู่ท่ีร้อยละ 0.6 สว่น L. welshimeri LW 1.1 ซึง่มีความ

ชกุมากรองลงมา (ความชกุร้อยละ 25.0) จาก LW 1.7 พบปนเปือ้นมากอยู่ท่ีสายพานเคร่ืองปิด

ผนึกและเคร่ืองตรวจจบัโลหะ (ร้อยละ 2.3) รองลงมาคือท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง (ร้อย

ละ 1.7) และผนงัเคร่ืองแช่เยือกแข็ง (ร้อยละ 1.1) โดยตําแหน่งพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมท่ีมีความ

หลากหลายของสายพนัธุ์ของ L. welshimeri อยู่มากท่ีสดุ คือผนงัและท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่

เยือกแข็ง 
 

ตารางที่ 4.12 ความชกุของ L. welshimeri สายพนัธุ์ตา่งๆ บนพืน้ผิวของสิง่แวดล้อมในบริเวณ

การผลติ แบง่ตามโซนการเก็บตวัอยา่ง 
 

โซน จดุ swab 
สายพนัธุ์ของ L. welshimeri 

LW 1.1 LW 1.5 LW 1.6 LW 1.7 LW 1.8 LW 2 LW 3 

1 

มือพนกังานเกล่ียสนิค้าท่ี 

สายพานออกจากเคร่ืองแช่

เยือกแข็ง 
  

0.6 
    

มือพนกังาน + มือ QC บรรจ ุ       0.6     0.6 

2 

ท่อระบายก๊าซของเคร่ือง 

liquid N2 chiller 
            0.6 

หน้าจอควบคมุของเคร่ืองหัน่ 0.6 
  

0.6 
   

สายพานเคร่ืองปิดผนกึ และ

เคร่ืองตรวจจบัโลหะ 
2.3   0.6 0.6 0.6     

3 

พืน้บริเวณเคร่ืองปรุงสกุ           1.1   

ผนงัเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 1.1 
  

2.9 0.6 0.6 0.6 

ท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่

เยือกแข็ง 
1.7 0.6 

 
2.9 0.6 

 
0.6 

พืน้ห้องบรรจ ุ
   

0.6 
 

1.1 
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จากภาพท่ี 4.12 แสดงให้เห็นว่าแหลง่สะสมของ LW 1.7 ในสิ่งแวดล้อมอยู่ท่ีบริเวณช่วง

ท้ายของกระบวนการผลิต ได้แก่ เคร่ืองแช่เยือกแข็ง และบริเวณการบรรจ ุยกเว้นท่ีหน้าจอควบคมุ

เคร่ืองหัน่ และไม่พบการปนเปือ้นของ LW 1.7 ในบริเวณช่วงต้นของกระบวนการผลิตดงัเช่นการ

พบ L. innocua ซึง่อาจจะเน่ืองจากบริเวณช่วงต้นของกระบวนการผลิตมี L. innocua เป็นเชือ้

ท้องถ่ินหลกั (dominant flora) อยู่ ทําให้เกิดภาวะแข่งขนักนัในการอยู่อาศยั ซึง่อาจเป็นภาวะท่ีไม่

เหมาะสมในการเจริญเติบโตของเชือ้ ทําให้สว่นใหญ่ไม่พบการอยู่ร่วมกนัของ Listeria หลายชนิด 

ณ จดุเดียวกนั (Gilot and Content, 2002) 
 

 

หมายเลข a จดุ swab 

ท่อระบายนํา้ของ 

 

ภาพที่ 4.12 แผนผงัแสดงการพบ L. welshimeri LW 1.7 ณ จดุตา่งๆ ในบริเวณการผลติ โดย

เคร่ืองหมายสแีดงแทนพืน้ผิวในโซน 1 เคร่ืองหมายสฟ้ีาแทนพืน้ผิวในโซน 2 เคร่ืองหมายสีเหลือง

แทนพืน้ผิวในโซน 3 และลกูศรเส้นปะแสดงเส้นทางของผลติภณัฑ์ 

1 
เคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

2 ผนงัเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

3 มือพนกังานQC หลงับรรจ ุ

4 หน้าจอควบคมุเคร่ืองหัน่ 

5 สายพานเคร่ืองปิดผนกึถงุ 

6 พืน้ห้องบรรจ ุ
a เรียงลําดบัตามความชกุ 
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Ladder 

 
ภาพที่ 4.13 ภาพ Gel electrophoresis ของ L. seeligeri 22 ตวัอยา่ง ท่ีพบปนเปือ้นท่ีพืน้ผิวของ

สิง่แวดล้อมในบริเวณการผลติเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็ง 

ในการจําแนก L. seeligeri ด้วยวิธี RAPD เพ่ือวิเคราะห์การปนเปือ้นในระดบัสายพนัธุ์ 

พบว่าจําแนก L. seeligeri ท่ีพบในงานวิจยันีไ้ด้เป็นสายพนัธุ์เดียวกนัทัง้หมด กําหนดเป็น LS 1 

โดยพบในผลิตภณัฑ์สดุท้าย 1 ตวัอย่าง และพบท่ีพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในบริเวณการผลิต 21 

ตวัอย่าง ดงัผลการจําแนกแสดงในภาพท่ี 4.13 โดยแถบดีเอ็นเอของ L. seeligeri ท่ีพบใน

ผลิตภัณฑ์สุดท้ายอยู่ท่ีแถวหมายเลข 4 ของภาพ และถึงแม้ว่าพิจารณาจากภาพ gel 

electrophoresis จะเห็นความแตกตา่งของความเข้มของแถบดีเอ็นเอของแตล่ะตวัอย่าง แตก็่เป็น

เพียงความแตกต่างของความเข้มข้นของชิน้ดีเอ็นเอเท่านัน้  ซึ่งเ ม่ือพิจารณาจากกราฟ 

electropherogram พบว่าแต่ละเส้นกราฟท่ีแสดงขนาดของชิน้ดีเอ็นเอไม่มีความแตกต่างหรือมี

ความคลาดเคล่ือนกนัไมถ่ึง 5% ของขนาดชิน้ดีเอ็นเอนัน้ จงึจดัวา่เป็นเชือ้ในสายพนัธุ์เดียวกนั โดย

พบความชกุของ L. seeligeri LS 1 มากอยู่ท่ีพืน้ห้องบรรจ ุและเคร่ืองแช่เยือกแข็ง (ตารางท่ี 4.7) 

และจากภาพท่ี 4.14 แสดงให้เห็นว่าพบการปนเปือ้นของ L. seeligeri LS 1 อยู่บริเวณช่วงท้าย

ของกระบวนการผลิตเท่านัน้ ซึ่งได้แก่ ในขัน้ตอนการแช่เยือกแข็งและขัน้ตอนการบรรจุ (ยกเว้น

ตวัอยา่งพืน้ห้องหัน่)  
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หมายเลขa จดุ swab 

1 พืน้ห้องบรรจ ุ

ท่อระบายนํา้ของ 
2 

เคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

3 ผนงัเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

4 มือพนกังานบรรจ ุ

ถาดรองเศษใต้

สายพาน 
5 

6 พืน้ห้องหัน่ 
a เรียงลําดบัตามความชกุ 

 
 ภาพที่ 4.14 แผนผงัแสดงการพบ L. seeligeri LS 1 ณ จดุตา่งๆ ในบริเวณการผลติ โดย

เคร่ืองหมายสแีดงแทนพืน้ผิวในโซน 1 เคร่ืองหมายสฟ้ีาแทนพืน้ผิวในโซน 2 สีเหลืองแทนพืน้ผิวใน

โซน 3 และลกูศรเส้นปะแสดงเส้นทางของผลติภณัฑ์ 
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สําหรับ L. monocytogenes ไม่พบการปนเปือ้นของ L. monocytogenes ในผลิตภณัฑ์ 

และพบการปนเปือ้นของเชือ้ท่ีพืน้ผิวของตวัอย่างสิ่งแวดล้อมในกระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่

เยือกแข็งเพียง 4 ตวัอยา่ง จากการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสแบบสุม่ด้วย 4 ไพรเมอร์ท่ีคดัเลือก 

จําแนกตวัอย่าง L. monocytogenes ท่ีพบได้ 1 สายพนัธุ์หลกั ซึง่แบง่ได้เป็น 2 สายพนัธุ์ย่อย 

กําหนดเป็นสายพนัธุ์ LM 1.1 และ LM 1.2 ดงัผลแสดงในตารางท่ี 4.13 โดยพบ LM 1.1 ท่ีพืน้ห้อง

บรรจ ุ(2 ตวัอย่าง) และถงุมือของพนกังานควบคมุคณุภาพหลงัการบรรจุ และพบ LM 1.2 ท่ี

ตะแกรงรับผลติภณัฑ์ตอ่จากสายพานออกจากเคร่ืองแช่เยือกแข็ง  
 

ตารางที่ 4.13 L. monocytogenes ท่ีพบ 4 ตวัอยา่ง จําแนกในระดบัสายพนัธุ์ 
 

วนัท่ีเก็บ

ตวัอยา่ง  
ภาพ gel 

electrophoresis 
กราฟ electropherogram สายพนัธุ์ จดุ swab 

(วนั/เดือน/ปี) 

ตะแกรงตอ่จาก

สายพานออก

จากของเคร่ือง

แช่เยือกแข็ง 
 

 

LM 1.2 3/12/2552 

 

 

LM 1.1 พืน้ห้องบรรจ ุ 13/1/2553 

 

 

LM 1.1 พืน้ห้องบรรจ ุ 14/1/2553 

 

 

LM 1.1 

ถงุมือพนกังาน

ควบคมุคณุภาพ

หลงับรรจ ุ

19/1/2553 
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4.5 การประเมินความสอดคล้องของการปนเป้ือนของ Listeria ในระดับสายพันธ์ุใน
ผลิตภณัฑ์และส่ิงแวดล้อม 
 

จากการวิเคราะห์ชนิดของ Listeria และในระดบัสายพนัธุ์ พบผลิตภณัฑ์สุดท้าย 12 

ตวัอย่าง ปนเปือ้น L. innocua LI 1.1 คิดความชกุได้ร้อยละ 1.4 และพบผลิตภณัฑ์สดุท้าย

ปนเปือ้น L. welshimeri LW 1.5 และ L. seeligeri LS 1 เชือ้ละ 1 ตวัอยา่ง (ร้อยละความชกุ 0.1) 

จากตารางท่ี 4.14 แสดงพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมในบริเวณการผลิตท่ีปนเปือ้น L. innocua LI 

1.1 ในวนัเดียวกนัหรือวนัท่ีใกล้เคียงกบัวนัท่ีพบการปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์ พบว่าในวนัท่ีพบการ

ปนเปือ้นในตวัอย่างผลิตภณัฑ์สดุท้าย มกัพบการปนเปือ้นท่ีท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 

chiller ด้วยและท่ีตําแหน่งนีย้ังพบจํานวนตัวอย่างท่ีปนเปื้อนมากกว่าตัวอย่างจากพืน้ผิว

สิ่งแวดล้อมอ่ืน ถึงแม้ว่าท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller จดัเป็นพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมใน

โซน 2 ซึง่ไม่ได้สมัผสักบัผลิตภณัฑ์ แต่ก็เป็นพืน้ผิวท่ีอยู่ใกล้กบัผลิตภณัฑ์ สามารถก่อให้เกิดการ

ปนเปื้อนข้ามสู่ผลิตภณัฑ์ได้ง่ายและมกัเป็นพืน้ท่ีท่ีถูกละเลยในการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้

เน่ืองจากเป็นพืน้ท่ีท่ีไม่ได้สมัผสักบัผลิตภณัฑ์โดยตรง พืน้ผิวสิ่งแวดล้อมในโซน 1 ส่วนใหญ่จะ

ได้รับความเอาใจใส่ในการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้จึงมกัไม่ใช่แหลง่สะสมของเชือ้ท่ีอาศยัแบบ

คงอยู่ การพบเชือ้ท่ีพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมในโซน 1 จะแสดงให้เห็นถึงแหลง่การปนเปือ้นแบบถ่ายโอน 

(transfer) และเส้นทางการปนเปือ้นของเชือ้สูผ่ลิตภณัฑ์ท่ีพืน้ผิวนัน้สมัผสั ดงัเช่นการปนเปือ้นของ

ผลติภณัฑ์ในวนัท่ี 13/01/53 การปนเปือ้นของผลติภณัฑ์อาจเกิดขึน้เน่ืองจากการปนเปือ้นข้ามของ

เชือ้จากท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller โดยหยดนํา้ควบแน่นท่ีหยดออกมาจากท่อ

ระบายก๊าซอาจพาเชือ้ปนเปือ้นลงบนสายพานของเคร่ือง liquid N2 chiller แล้วจึงปนเปือ้นสู่

ผลิตภณัฑ์ หรือการปนเปือ้นของผลิตภณัฑ์ในวนันัน้อาจเกิดจากการสมัผสัโดยตรงกบัเชือ้ท่ีพบท่ี

พืน้ผิวสายพานของเคร่ืองหัน่ ดงัเช่นภาพแหล่งการปนเปือ้นแสดงในภาพท่ี 4.15 แต่เน่ืองจากท่อ

ระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller พบความชุกของเชือ้มากกว่า จึงมีความเป็นไปได้ท่ี

ตําแหน่งนีนี้จ้ะเป็นแหลง่สะสมของ L. innocua LI 1.1 และก่อให้เกิดการปนเปือ้นข้ามของเชือ้สู่

ผลิตภณัฑ์ ซึง่นอกจากท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller สายพานของเคร่ือง liquid N2 

chiller และสายพานของเคร่ืองหัน่แล้ว ในวนัท่ีใกล้เคียงหรือวนัเดียวกนักับท่ีพบการปนเปือ้นใน

ผลิตภณัฑ์ยงัพบการปนเปือ้นของ L. innocua LI 1.1 ท่ีสายพานเคร่ืองปิดผนึก สายพาน

เคร่ืองตรวจจบัโลหะ หน้าจอควบคมุเคร่ืองหัน่ ถาดรองเศษใต้สายพานเคร่ือง liquid N2 chiller พืน้

ห้องหัน่ ท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง พืน้ห้องบรรจ ุและถงุมือพนกังานลําเลียงถาดใช้แล้ว 
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ตารางที่ 4.14 การพบ L. innocua LI 1.1 ที่พืน้ผิวของสิง่แวดล้อมตา่งๆในวนัที่ผลติผลติภณัฑ์ที่พบการปนเปือ้นหรือวนัที่ใกล้เคียง 
 

วนั/เดือน/ปี ที่ผลติผลติภณัฑ์ที่พบการปนเปือ้น (จํานวนตวัอยา่งผลติภณัฑ์ที่พบเชือ้) 

 

15/11/52 

(4) 

20/11/52 

(1) 

21/11/52 

(1) 

14/12/52 

(1) 

04/01/53 

(3) 

13/01/53 

(1) 

16/01/53 

(1) 
ทอ่ระบายก๊าซ

ของเครื่อง liquid 

N2 chiller (1) 

ทอ่ระบายก๊าซ

ของเครื่อง liquid 

N2 chiller (4) 

ทอ่ระบายก๊าซของ

เครื่อง liquid N2 

chiller (4) 

ทอ่ระบายก๊าซของ

เครื่อง liquid N2 

chiller (4) 

ทอ่ระบายก๊าซของ

เครื่อง liquid N2 

chiller (6) 

ทอ่ระบายก๊าซของ

เครื่อง liquid N2 chiller 

(5) 

แหลง่ที่พบการ

ปนเปือ้นใน

สิง่แวดล้อม  

ทอ่ระบายก๊าซของ

เครื่อง liquid N2 

chiller (4) 

 พืน้ห้องหัน่ (1) พืน้ห้องหัน่ (2) สายพานเครื่องปิด

ผนกึ (1) 

สายพานเครื่อง 

ตรวจจบัโลหะ (1) 

ทอ่ระบายนํา้ของ เครื่อง

แช่เยือกแข็ง (2) 

ทอ่ระบายนํา้ของ 

เครื่องแช่เยือกแข็ง (4) 
(จํานวนตวัอยา่ง) 

สายพานเครื่อง 

ตรวจจบัโลหะ (1) 

   สายพานเครื่อง 

ตรวจจบัโลหะ (1) 

ทอ่ระบายนํา้ของ 

เครื่องแช่เยือกแข็ง (1) 

สายพานเครื่อง liquid 

N2 chiller (1) 

    พืน้ห้องบรรจ ุ(1) สายพานเครื่องหัน่ (1) พืน้ห้องหัน่ (1) 

    ถงุมือพนกังานลําเลียง

ถาดใช้แล้ว (1) 

หน้าจอควบคมุเครื่อง

หัน่ (1) 

พืน้ห้องบรรจ ุ(1) 

      ถาดรองเศษใต้สายพาน

เครื่อง liquid N2 chiller 

(1) 

91 
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หมายเลข a จดุ swab 

ทอ่ระบายก๊าซของเคร่ือง  
1 

liquid N2 chiller  

2 ทอ่ระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

3 สายพานเคร่ืองตรวจจบัโลหะ  

4 พืน้ห้องหัน่  

5 พืน้ห้องบรรจ ุ 

สายพานเข้าเคร่ือง liquid N2 chiller  6 

ถาดรองเศษใต้สายพานออกจาก  
7 

liquid N2 chiller  

8 สายพานเคร่ืองหัน่  

9 หน้าจอควบคมุเคร่ืองหัน่  
a 

 
เรียงลําดบัตามชกุ 

 

ภาพที่ 4.15 แผนผงัแสดงแหลง่การปนเปือ้นของ L. innocua LI 1.1 จากพืน้ผิวสิง่แวดล้อมสู่

ผลติภณัฑ์ โดยเคร่ืองหมายสีแดงแทนพืน้ผิวในโซน 1 เคร่ืองหมายสฟ้ีาแทนพืน้ผิวในโซน 2  

สีเหลืองแทนพืน้ผิวในโซน 3 และลกูศรเส้นปะแสดงเส้นทางของผลติภณัฑ์ 
 

ตารางที่ 4.15 การพบ L. innocua ท่ีท่อระบายก๊าซฝ่ังผลติภณัฑ์เข้าและออกของเคร่ือง liquid N2 

chiller 

เดือน 

จํานวนตวัอยา่งท่ีพบเชือ้ /จํานวนตวัอยา่งท่ีวิเคราะห์ 

ท่อระบายก๊าซฝ่ังผลติภณัฑ์เข้า ท่อระบายก๊าซฝ่ังผลติภณัฑ์ออก 

มกราคม N 1/1 

กมุภาพนัธ์ 9/10 N 

มีนาคม 3/5 N 

เมษายน 4/5 N 

พฤษภาคม 7/11 N 

N – ไมพ่บเชือ้
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ท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller ท่ีพบวา่เป็นแหลง่การปนเปือ้นของ L. innocua 

LI 1.1 นัน้เป็นท่อระบายก๊าซฝ่ังผลิตภณัฑ์เข้าของเคร่ือง liquid N2 chiller จากตารางท่ี 4.15 

เปรียบเทียบการพบ L. innocua ท่ีท่อระบายก๊าซฝ่ังผลิตภณัฑ์เข้าและออก พบว่าการปนเปือ้นอยู่

ท่ีท่อระบายก๊าซฝ่ังผลิตภณัฑ์เข้าเท่านัน้ โดยท่อระบายก๊าซฝ่ังผลิตภณัฑ์เข้าเคร่ือง liquid N2 

chiller มีหน้าท่ีดดูลมก๊าซ N2 ท่ีใช้ทําให้เนือ้ไก่ท่ีเพิ่งออกจากเคร่ืองปรุงสกุท่ีมีอณุหภมูิ 80oC เย็น

ลงเหลือ 60oC ลม N2 ท่ีระบายออกในท่อระบายฝ่ังผลิตภณัฑ์เข้าจึงพาความร้อนจากเนือ้ไก่

ออกไปด้วย ทําให้ภายในท่อระบายก๊าซฝ่ังผลิตภณัฑ์เข้ามีอณุหภมูิอยู่ในช่วงท่ี Listeria สามารถ

อยู่รอดและเจริญเติบโตได้ โดยท่อระบายก๊าซฝ่ังผลิตภณัฑ์เข้าและออกมีอณุหภมูิอยู่ท่ี 6oC และ -

91oC ตามลําดบั ซึ่งถึงแม้ว่าอุณหภูมิภายในท่อระบายก๊าซฝ่ังขาเข้าจะมีอุณหภูมิเพียง 6oC แต ่

Listeria นัน้สามารถเพิ่มจํานวนและเจริญเติบโตได้ในอณุหภมูิต่ําถึง -0.4oC (ICMSF, 1996) 

รวมทัง้การสะสมของเศษเนือ้ไก่ท่ีถกูพาเข้าไปในท่อโดยแรงลมของก๊าซ N2 ทําให้ Listeria สามารถ

ใช้เศษเนือ้ไก่ท่ีสะสมอยู่ในท่อเป็นอาหารในการเจริญเติบโต และเน่ืองจากลกัษณะของท่อระบาย

ก๊าซท่ีสงูและไม่สามารถถอดแยกส่วนเพ่ือทําความสะอาดและฆ่าเชือ้ได้ และความเร่งรีบในการ

ผลิต ทําให้การทําความสะอาดและฆ่าเชือ้ท่ีจดุนีมี้ความถ่ีไม่เพียงพอและไม่สามารถทําได้อย่างมี

ประสิทธิภาพในช่วงพักระหว่างวันหรือหลังสิน้สุดการผลิต จึงเป็นผลให้ท่อระบายก๊าซฝ่ัง

ผลติภณัฑ์เข้าของเคร่ือง liquid N2 chiller เป็นแหลง่สะสมของ Listeria ได้เป็นอยา่งดี 

สําหรับ L. welshimeri จากการจําแนกในระดบัสายพนัธุ์ของ L. welshimeri ด้วยวิธี 

RAPD พบว่า L. welshimeri ท่ีปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์เป็นสายพนัธุ์ LW 1.5 ซึง่พบสอดคล้องกบั

ตวัอย่างสิ่งแวดล้อมของบริเวณการผลิต 1 ตวัอย่าง คือท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง แต่

อย่างไรก็ตามพบการปนเปื้อนในผลิตภณัฑ์ท่ีผลิตในวันท่ี 14 พฤศจิกายน 2552 แต่พบการ

ปนเปือ้นของ LW 1.5 ท่ีท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็งในวนัท่ี 18 ธนัวาคม 2552 รวมทัง้ท่อ

ระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็งจดัเป็นพืน้ผิวในโซน 3 แสดงให้เห็นว่ายงัไม่พบเส้นทางการ

ปนเปือ้นท่ีแท้จริงของ L. welshimeri สูผ่ลิตภณัฑ์ อาจเน่ืองจาก L. welshimeri มีความชกุต่ํา จึง

มีโอกาสน้อยท่ีสุม่เก็บตวัอยา่งแล้วพบเชือ้นี ้ 

กรณีการประเมินความสอดคล้องของ L. seeligeri LS 1 พบว่าวนัท่ีพบการปนเปือ้นของ

ผลิตภณัฑ์ไม่พบการปนเปือ้นของ L. seeligeri LS 1 ในสิ่งแวดล้อม แตอ่ย่างไรก็ตามก่อนพบการ

ปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์ 4 วนั พบการปนเปือ้นท่ีพืน้ผิวโซน 1 ซึง่คือท่ีถงุมือของพนกังานบรรจ ุและ

อีก 2 วนัหลงัจากพบการปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์ พบการปนเปือ้นท่ีพืน้ห้องบรรจแุละท่อระบายนํา้

ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง แสดงให้เห็นวา่มีการปนเปือ้นของ L. seeligeri LS 1 จากพืน้ผิวในโซน 3 

มาสูพื่น้ผิวในโซน 1 แล้วจงึปนเปือ้นสูผ่ลติภณัฑ์ 
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4.6 การจัดการความเส่ียง 
 

จากการประเมินแหลง่สะสมของ Listeria ในสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุง

สุกแช่เยือกแข็งท่ีจะก่อให้เกิดความเส่ียงต่อการปนเปื้อนของผลิตภัณฑ์ พบท่อระบายก๊าซของ

เคร่ือง liquid N2 chiller เป็นแหลง่สะสมสําคญัของ L. innocua และ L. welshimeri ทัง้สายพนัธุ์

หลกัท่ีมีการปนเปือ้นอยูใ่นผลติภณัฑ์ และสายพนัธุ์ยอ่ยอ่ืนๆ ดงันัน้จงึได้มีการจดัการกบัท่อระบาย

ก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller เพ่ือลดปัญหาการปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์และในสิ่งแวดล้อมอ่ืนๆท่ี

เกิดการปนเปือ้นเน่ืองจากการปนเปือ้นข้ามของเชือ้จากท่อระบายก๊าซ โดยถึงแม้ว่าท่อระบายก๊าซ

นัน้มีความสงูแตก็่แก้ไขให้สามารถถอดแยกออกเป็นท่อน เพ่ือให้สามารถล้างทําความสะอาดและ

ฆ่าเชือ้ภายในท่อได้อย่างทัว่ถึง แล้วจึงฆ่าเชือ้ด้วยไอนํา้ร้อนและนํา้ร้อน 70oC และทําฝาครอบปิด

ปากท่อระบายก๊าซขณะท่ีหยดุพกัหรือไมมี่การผลติ เพ่ือป้องกนัหยดนํา้ควบแน่นท่ีจะพาเชือ้ภายใน

ท่อตดิมากบัหยดนํา้ แล้วหยดออกมาปนเปือ้นสิง่แวดล้อมอ่ืนๆภายในบริเวณการผลิต หรือหยดลง

บนพืน้ ซึง่พนกังานท่ีเดนิผา่นอาจยํา้นํา้แล้วพาเชือ้กระจายไปยงัจดุอ่ืน 

สายพานของเคร่ืองปิดผนึกและสายพานของเคร่ืองตรวจจับโลหะเป็นแหล่งสะสมของ 

Listeria ท่ีสําคญัอีกแหล่งหนึ่งท่ีทําให้เกิดการปนเปือ้นข้ามภายในบริเวณการบรรจ ุซึง่สายพาน

ของเคร่ืองปิดผนึกและสายพานของเคร่ืองตรวจจับโลหะก่อให้เกิดการปนเปื้อนข้ามไปถึงถุงมือ

พนกังานบรรจแุละถงุมือพนกังานควบคมุคณุภาพหลงัการบรรจไุด้ เน่ืองจากมีการเคลื่อนท่ีไปมา

ของพนกังานในบริเวณบรรจุ ทําให้ Listeria ปนเปือ้นข้ามจากสายพานของเคร่ืองปิดผนึกและ

สายพานของเคร่ืองตรวจจบัโลหะมาท่ีโต๊ะบรรจหุรือปนเปือ้นสูใ่นผลิตภณัฑ์ได้ สายพานของเคร่ือง

ตรวจจับโลหะมกัเปียกชืน้จากหยดนํา้ควบแน่นท่ีเกาะอยู่ท่ีผิวด้านนอกของบรรจุภณัฑ์อยู่เสมอ 

ดงันัน้จึงมีการรักษาพืน้ผิวของสายพานนีใ้ห้อยู่ในสภาพท่ีแห้ง และใช้สารฆ่าเชือ้เช็ดทําความ

สะอาดท่ีสายพาน เน่ืองจากไม่สามารถล้างทําความสะอาดและฆ่าเชือ้เคร่ืองปิดผนึกและเคร่ือง

ตรวจจบัโลหะได้เหมือนเคร่ืองจกัรอ่ืนๆ เช่น เคร่ืองหัน่ ท่ีมีการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้ในช่วง

หยดุพกัการผลติระหวา่งวนัหรือหลงัเสร็จสิน้การผลิต เพราะจะกระทบตอ่ประสิทธิภาพการทํางาน

ของเคร่ือง แตอ่ยา่งไรก็ตามมีการถอดแยกชิน้สว่นของเคร่ืองตรวจจบัโลหะ แล้วจึงทําความสะอาด

และฆา่เชือ้สายพานและสว่นประกอบตา่งๆเคร่ืองตรวจจบัโลหะในวนัท่ีไมมี่การผลติ 

ท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็งเป็นแหลง่สะสมของ Listeria ท่ีสําคญัอีกแหลง่หนึ่งท่ี

ทําให้เกิดการปนเปือ้นข้ามภายในบริเวณการบรรจ ุซึง่มีการจดัการโดยใช้ถงุตาขา่ยดกัเศษเนือ้ไก่ท่ี

ออกมาจากท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง เพ่ือไม่ให้เศษเนือ้กระจายเลอะเทอะอยู่บนพืน้ ได้

เปล่ียนชนิดของสารฆ่าเชือ้ในท่อระบายนํา้จากเดิมเป็นสารฆ่าเชือ้ในกลุม่ peracetic acid เข้มข้น 
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3.0% เปล่ียนเป็นสารฆ่าเชือ้ในกลุม่ quaternary ammonium compound เข้มข้น 1.5% (2,400 

ppm) รวมทัง้ใช้ไอนํา้ร้อนฉีดพน่บริเวณพืน้รอบเคร่ืองแช่เยือกแข็งด้วย 

หลงัการใช้มาตรการตา่งๆในการจดัการแหล่งสะสมของ Listeria แล้วจึงสุ่มเก็บตวัอย่าง

ผลิตภณัฑ์และพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในบริเวณการผลิตอีกครัง้ พบการปนเปือ้นของผลิตภณัฑ์ 2 

ตวัอยา่งในระยะเวลา 1 เดือน โดยคดิเป็นความชกุได้ร้อยละ 0.2 โดยลดลงจากเดมิ 1.6% โดยสาย

พนัธุ์ของ Listeria ท่ีพบในผลิตภณัฑ์หลงัการจดัการพบว่าเป็น L. innocua LI 1.6 ซึง่พบสายพนัธุ์ 

LI 1.6 นีส้อดคล้องกบัท่ีท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller ดงัแสดงในตารางท่ี 4.16 และ

กลบัพบ L. welshimeri ปนเปือ้นอยู่ในสิ่งแวดล้อมของการผลิตมากกว่า L. innocua โดยพบว่า 

LW 1.7 ยงัคงเป็นสายพนัธุ์หลกัของ L. welshimeri ท่ีปนเปือ้นในสิ่งแวดล้อม ซึง่พบท่ีพืน้ผิวของ

สิ่งแวดล้อมทัง้ 3 โซน ได้แก่ โซน 1 พบท่ีถงุมือของพนกังานควบคมุคณุภาพหลงัการบรรจ ุโซน 2 

พบท่ีหน้าจอควบคมุเคร่ืองหัน่ และโซน 3 พบท่ีท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง และบนัได

เคร่ืองแช่เยือกแข็ง 

 

ตารางที่ 4.16 ความชกุของ Listeria สายพนัธุ์ต่างๆท่ีพบในสิ่งแวดล้อมของการผลิตหลงัการ

จดัการความเส่ียง 
 

จดุ swab LI 1.1 LI 1.2 LI 1.6 LW 1.7 LW 1.8 

มือพนกังานควบคมุคณุภาพหลงัการบรรจ ุ
   

0.6 
 

หน้าจอควบคมุเคร่ืองหัน่ 
   

1.7 0.6 

ท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller 
  

0.6 
  

ท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 
   

1.7 
 

บนัไดเคร่ืองแช่เยือกแข็ง 
   

0.6 
 

พืน้ห้องบรรจ ุ 1.7 0.6 
   

 

หลงัจากการประเมินความเส่ียงของแหล่งสะสม Listeria ในสิ่งแวดล้อมของบริเวณการ

ผลิตท่ีก่อให้เกิดการปนเปื้อนของผลิตภัณฑ์ และได้ปฏิบัติใช้มาตรการจัดการความเส่ียงแล้ว 

ถึงแม้ว่ามีความชกุของ Listeria ในกระบวนการผลิตลดลง แตย่งัคงพบการปนเปือ้นของ Listeria 

หลงเหลืออยู่ในผลิตภณัฑ์และสิ่งแวดล้อมของบริเวณการผลิต ดงัเช่นในงานวิจยัของ Beresford 

และคณะ (2001) และ Gudbjornsdottir และคณะ (2004) ท่ีพบว่ายงัพบการปนเปือ้นของ L. 
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monocytogenes อยูห่ลงัการปฏิบตัใิช้มาตรการจดัการเพ่ือกําจดัการปนเปือ้นของเชือ้ ซึง่ถึงแม้ว่า

ยงัไมส่ามารถกําจดัการปนเปือ้นของ Listeria ให้หมดไปได้ แตอ่ย่างไรก็ตามต้องมีการควบคมุเชือ้

ให้มีการปนเปื้อนอยู่น้อยท่ีสุด โดยการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้อย่างถูกวิธีและมีความถ่ีท่ี

เหมาะสม เน่ืองจากการพบ Listeria ท่ีอาศยัแบบคงอยู่ (persistence) ในงานวิจยันี ้แสดงให้เห็น

ว่าจําเป็นจะต้องมีการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้อย่างทั่วถึงตามซอกมุมของพืน้ผิวต่างๆของ

สิ่งแวดล้อมมากขึน้ นอกจากนีใ้นงานวิจยัจึงเสนอมาตรการจดัการเพ่ือใช้ควบคมุและลดการ

ปนเปือ้นของ Listeria ตอ่ไป โดยให้มีการทบทวนวิธีการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้ท่ีใช้อยู่เพ่ือให้

มัน่ใจถึงประสิทธิภาพของการทําความสะอาดและฆ่าเชือ้ โดยสลบัลําดบัของการฆ่าเชือ้จากเดิม

หลงัการทําความสะอาดแล้วจะฉีดพ่นด้วย peracetic acid แล้วตามด้วยการฉีดพ่นไอนํา้ร้อน ซึง่

การใช้กรดก่อนจะทําให้มีชัน้ฟิล์มของเหลวค้างอยู่บนพืน้ผิวทําให้การใช้ไอนํา้ร้อนมีประสิทธิภาพ

ไมเ่พียงพอในการฆ่าเชือ้ท่ีหลงเหลืออยู่บนพืน้ผิว  (Koutsoumanis and Sofos, 2004) จึงขอเสนอ

ให้เปล่ียนลําดบัการฆ่าเชือ้เป็นการใช้ไอนํา้ร้อนก่อนแล้วจึงฉีดพ่นด้วย peracetic acid นอกจากนี ้

ควรมีการขจดัคราบหรือวตัถอิุนทรีย์ (organic matter) ท่ีหลงเหลืออยู่หลงัจากการผลิต เช่น เศษ

เนือ้ไก่ท่ีอาจติดอยู่ท่ีสายพานหรือตามซอกมุมของเคร่ืองจักร ให้หมดไปก่อนการล้างทําความ

สะอาดและฆ่าเชือ้ เน่ืองจากสารอินทรีย์เหล่านีจ้ะลดประสิทธิภาพการทํางานของสารฆ่าเชือ้ 

โดยเฉพาะสารฆ่าเชือ้ในกลุม่ quaternary ammonium compound และคลอรีน ซึง่เป็นสารท่ีใช้

ฆา่เชือ้ในสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิตเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งนี ้รวมทัง้สารอินทรีย์จะทําให้

ความเข้มข้นจริงของสารฆ่าเชือ้ท่ีอยู่บนพืน้ผิวไม่เป็นไปตามท่ีกําหนด ซึง่อาจทําให้เกิดการปรับตวั

ของ Listeria ในการต้านทานต่อสารฆ่าเชือ้ (Aase และคณะ, 2000) นอกจากนีใ้นการกําจดั 

Listeria ท่ีสะสมอยู่ในท่อระบายนํา้นัน้ อาจใช้การควบคมุทางชีวภาพ โดย Zhao และคณะ 

(2006) พบว่าเชือ้ Lactococcus lactis subsp. Lactis C-1-92 และ Enterococcus durans 152 

สามารถยบัยัง้การเจริญเตบิโตของ L. monocytogenes ได้ทัง้ในหลอดทดลองและในรูปไบโอฟิล์ม

ท่ีอณุหภมูิ 4 ถึง 37oC และเม่ือนํามาใช้จริงในท่อระบายนํา้ของโรงงานผลิตเนือ้ไก่สด พบว่าการใช้

แบคทีเรียสองชนิดนีร่้วมกนัสามารถลดจํานวนของ Listeria spp. ในท่อระบายนํา้ได้ตัง้แต่ท่ี

อณุหภมูิ 3 ถึง 26oC 
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บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย และข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย 5.1 
1. ไพรเมอร์ท่ีสามารถจําแนก L. innocua ได้ดีท่ีสดุคือ ไพรเมอร์ OMP-01 (5’ 

GTTGGTGGCT 3’) ไพรเมอร์ท่ีสามารถจําแนก L. welshimeri ได้ดีท่ีสดุคือ ไพรเมอร์ HLWL 74 

(5’ ACGTATCTGC 3’) และ HLWL 85 (5’ ACAACTGCTC 3’) สว่นไพรเมอร์ท่ีสามารถจําแนก L. 

seeligeri ได้ดีคือ ไพรเมอร์ OMP-01, HLWL 74, HLWL 85 และ UFS (5’ TTATGTAAAACGAC 

GGCCAGT 3’) และในการทําปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสแบบสุ่มนัน้ ความเข้มข้นของปริมาณดี

เอ็นเอต้นแบบมีผลตอ่รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของผลผลติของปฏิกิริยา 

 2. วิธี RAPD เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการจําแนกสายพนัธุ์ของ Listeria โดยมี

ความสามารถในการจําแนกทัดเทียมกับวิ ธี ท่ีใช้ในทางการค้า  (วิ ธี  ribotyping) รวมทัง้มี

ความสามารถในการทําซํา้ได้ 

 3. ผลิตภณัฑ์สดุท้ายมีการปนเปือ้น L. innocua 12 ตวัอย่าง L. welshimeri 1 

ตวัอย่างและ L. seeligeri 1 โดยความชกุในการปนเปือ้นของ Listeria spp. ในผลิตภณัฑ์สดุท้าย

เท่ากบัร้อยละ 1.6 แตไ่มพ่บการปนเปือ้นในผลติภณัฑ์ระหวา่งขัน้ตอนการผลติ 

 4. รอบการผลิตช่วงกลางวันและกลางคืนไม่มีผลต่อการพบ Listeria spp. ใน

สิ่งแวดล้อม แตเ่วลาของการผลิตในรอบการผลิตแตล่ะช่วงมีผลตอ่การพบ Listeria spp. ท่ีพืน้ผิว

ของโซน 3 สว่นโซน 1 และ 2 มีการพบ Listeria spp. อยา่งสม่ําเสมอตลอดระยะเวลาการผลติ 

 5. ในการหาแหลง่ของการปนเปือ้นของ Listeria spp. ในสิง่แวดล้อมของบริเวณการ

ผลติ มีการปนเปือ้นของ Listeria spp. มากในพืน้ผิวของทัง้โซน 3, 2 และ 1 ตามลําดบั โดยเป็น L. 

innocua มากท่ีสดุ คิดเป็นร้อยละ 82.3 ของตวัอย่างท่ีพบ Listeria spp. รองลงมาเป็น L. 

welshimeri ร้อยละ 11.2, L. seeligeri ร้อยละ 5.5 และ L. monocytogenes ร้อยละ 1.0  

 6. ในการจําแนกสายพนัธุ์ของ Listeria ท่ีปนเปือ้นอยู่ในผลิตภณัฑ์สดุท้ายและ

สิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิตด้วยวิธี RAPD สามารถจําแนกตวัอย่าง L. innocua ได้ 3 สาย

พนัธุ์หลกั กําหนดเป็นสายพนัธุ์ LI 1, 2 และ 3 โดยสายพนัธุ์ LI 1 แบง่ออกเป็นสายพนัธุ์ย่อยได้อีก 

4 สายพนัธุ์ย่อย สว่นสายพนัธุ์ LI 2 แบง่ออกเป็นสายพนัธุ์ย่อยได้อีก 2 สายพนัธุ์ย่อย สําหรับสาย

พนัธุ์ LI 3 ไม่มีสายพนัธุ์ย่อย โดย L. innocua ท่ีปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์สดุท้ายเป็นสายพนัธุ์ LI 1.1 
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และดํารงอยู่มากท่ีสดุในสิ่งแวดล้อมตลอดระยะเวลาการเก็บตวัอย่าง โดยการดํารงอยู่ของ L. 

innocua สายพนัธุ์ LI 1.1 ในกระบวนการผลติเนือ้ไก่ปรุงสกุแช่เยือกแข็งนีเ้ป็นการอาศยัแบบคงอยู ่

สําหรับ L. welshimeri จําแนกได้ 3 สายพนัธุ์หลกั กําหนดเป็นสายพนัธุ์ LW 1, 2 

และ 3 โดยสายพนัธุ์ LW 1 แบง่ออกเป็นสายพนัธุ์ย่อยได้อีก 5 สายพนัธุ์ย่อย สว่นสายพนัธุ์ LW 2 

และ LW 3 ไม่พบสายพนัธุ์ย่อย โดย L. welshimeri ท่ีพบในตวัอย่างผลิตภณัฑ์สดุท้ายเป็นสาย

พนัธุ์ LW 1.5   

สําหรับ L. monocytogenes จําแนกได้ 1 สายพนัธุ์หลกั 2 สายพนัธุ์ย่อย สว่น L. 

seeligeri ในงานวิจยันีเ้ป็นสายพนัธุ์เดียวกนัทัง้หมด 

7. การปนเปือ้นของ L. innocua สายพนัธุ์ LI 1.1 ในตวัอย่างผลิตภณัฑ์สดุท้าย เกิด

จากการปนเปือ้นข้ามจากท่อระบายก๊าซของเคร่ือง liquid N2 chiller เป็นหลกั เน่ืองจากหยดนํา้

ควบแน่นท่ีหยดออกมาจากท่อระบายก๊าซพาเชือ้ปนเปือ้นลงบนสายพานของเคร่ือง liquid N2 

chiller แล้วจงึปนเปือ้นสูผ่ลติภณัฑ์  

สําหรับการปนเปือ้นของ L. welshimeri สายพนัธุ์ LW 1.5 ในผลติภณัฑ์ ยงัไมพ่บ

เส้นทางการปนเปือ้นท่ีแท้จริงของ L. welshimeri สูผ่ลิตภณัฑ์ สว่นการปนเปือ้นของ L. seeligeri 

สายพนัธุ์ LS 1 ในผลิตภณัฑ์ เกิดจากการปนเปือ้นข้ามของเชือ้จากพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมใน

บริเวณบรรจ ุและท่อระบายนํา้ของเคร่ืองแช่เยือกแข็งสูผ่ลติภณัฑ์ 

 8. การจดัการความเสี่ยงหลงัการประเมินความเส่ียงโดยหาแหล่งและเส้นทางการ

ปนเปือ้นของ Listeria โดยการใช้วิธีทางอณชีูววิทยาทําให้ความชกุของ Listeria ท่ีพบในผลติภณัฑ์

ลดลงจากร้อยละ 1.6 เหลือร้อยละ 0.2 

 9. การหาเส้นทางการปนเปือ้นของ Listeria จากสิ่งแวดล้อมในบริเวณการผลิตสู่

ผลิตภณัฑ์เป็นเร่ืองยาก ดงันัน้เม่ือตรวจพบ Listeria ท่ีพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมในโซนใดก็ตามต้อง

เร่งกําจดัและหาแนวทางป้องกนัไมใ่ห้มีการปนเปือ้นของเชือ้ท่ีพืน้ผิวของสิง่แวดล้อมในโซนนัน้อีก 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 1. การแบ่งโซนของพืน้ผิวสิ่งแวดล้อมการผลิต แบ่งตามระดบัความเส่ียงของการ

ปนเปือ้นของจุลินทรีย์ก่อโรคไปสู่ผลิตภณัฑ์ ดงันัน้โรงงานผลิตอาหารแต่ละประเภทจําเป็นต้องมี

การประเมินและจัดโซนของพืน้ผิวของสิ่งแวดล้อมของแต่ละโรงงานเอง เน่ืองจากพืน้ผิวของ

สิง่แวดล้อมของโรงงานผลติอาหารแตล่ะประเภทอาจมีระดบัความเส่ียงท่ีแตกตา่งกนั 

 2. การวิเคราะห์ Listeria ในระดบัสายพนัธุ์โดยใช้วิธี RAPD จําเป็นต้องมีการ 

standardize วิธีปฏิบตัิการ และมีตวัอย่างควบคมุในการทําปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรสทกุครัง้ เพ่ือ

ความถกูต้องและความสม่ําเสมอของผลการวิเคราะห์ 

 3. การวิเคราะห์การปนเปื้อนของ Listeria ในระดบัสายพนัธุ์โดยใช้วิธีทางอณู

ชีววิทยา สามารถใช้เป็นแนวทางการติดตามหาแหล่งท่ีมาและเส้นทางการปนเปื้อนของ

เชือ้จลุนิทรีย์ก่อโรคอ่ืนๆในโรงงานได้ 
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ภาคผนวก 
วธีิวเิคราะห์เชือ้จุลินทรีย์ 

 
1. การวิเคราะห์การมีอยู่ของ Listeria spp. ตามวธีิ VIDAS® Listeria (LIS) 
อปุกรณ์ 

 Flask ขนาด 250 ml 

 Sterile pipette ขนาด 1 และ 10 ml 

 Petri dish 

 ก้าน swab 

 หลอดทดลอง 

 Glass slide 

 Loop 

 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ตําแหนง่ 

 Stomacher 

 Incubator 30-32 oC 

 Incubator 35-37 oC 

 กล้องจลุทรรศน์ 

 

สารเคมีและอาหารเลีย้งเชือ้ 

 Half Fraser broth 

 Fraser broth 

 Oxford agar 

 Ottaviani Agosti agar 

 TSAYE (Tryptone soya agar + 0.6% Yeast extract) 

 TSYE (Tryptone soya + 0.6% Yeast extract) broth 

 Hydrogen peroxide 

 Gram stain reagent 
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วิธีทดลอง 

1. ชัง่ตวัอย่างผลิตภณัฑ์ 25 g ด้วยวิธี aseptic technique หรือตวัอย่าง swab 1 ml ใส่

ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Half Fraser broth ปริมาตร 225 ml ผสมให้เข้ากนัด้วย 

stomacher หลงัจากนัน้นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 ± 1 oC เป็นเวลา 24 ± 2 ชัว่โมง 

2. Pipette ตวัอย่างจากข้อ 1 ปริมาตร 1 ml ใส่ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Fraser broth 

ปริมาตร 10 ml นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 ± 1 oC เป็นเวลา 24 ± 2 ชัว่โมง 

3. Pipette ตวัอย่างจากข้อ 2 ปริมาตร 1 ml ใสล่งในหลอดทดลอง ปิดฝาหลอดทดลอง 

ให้ความร้อนใน water bath ท่ีอณุหภมูิ 95 – 100 oC เป็นเวลา 15 นาที (เก็บตวัอย่าง

ท่ียงัไม่ได้ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 2 – 8 oC สําหรับการยืนยนัผลในกรณีท่ีผลการ

วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง VIDAS® เป็น positive) 

4. วางตวัอย่างจากข้อ 3 ทิง้ไว้ให้เย็น แล้ว pipette ตวัอย่าง 0.5 ml ลงในหลมุของ 

VIDAS® strip 

5. วิเคราะห์ตวัอยา่งด้วยเคร่ือง VIDAS® ซึง่ใช้เวลาประมาณ 45 นาที 

6. การอา่นผล : < 0.1 แสดงวา่ไมพ่บเชือ้ Listeria 

 > หรือเท่ากบั 0.1 ให้ดําเนินการยืนยนัผล 

7.    ใช้ก้าน swab จุ่มลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Fraser broth ท่ีบม่แล้วในข้อ 2 แล้วลากก้าน 

swab บนผิวหน้าของอาหารเลีย้งเชือ้ Oxford agar และ Ottaviani Agosti agar เป็น

บริเวณ     คร่ึงหนึ่งของ petri dish ให้ทัว่ จากนัน้ใช้ loop มา streak ให้ทัว่ทัง้ plate 

แล้วนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

8. เลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะท่ีคาดว่าจะเป็น Listeria spp. ท่ีตรวจพบบน Oxford และ 

Ottaviani Agosti agar อย่างน้อย 3 โคโลนี ตอ่อาหารเลีย้งเชือ้ 1 ชนิด (ถ้าพบน้อย

กวา่ 3 โคโลนีให้เลือกมาทัง้หมด) 

 

อาหารเลีย้งเชือ้ ลกัษณะโคโลนีท่ีสงสยัวา่เป็น Listeria spp. 

Oxford agar โคโลนีขนาด 1 mm สีเทามี clear zone สีดํารอบๆ 

Ottaviani Agosti agar  โคโลนีขนาด 1 mm สีเขียวฟ้าหรือฟ้าออ่น ถ้าเป็น L. 

monocytogenes จะมี clear zone สีขาวขุน่รอบๆด้วย 
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9. ใช้ loop เข่ียโคโลนีท่ีคดัเลือกแล้วจากข้อ 8 มา streak ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSAYE 

แล้วนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 oC เป็นเวลา 18 - 24 ชัว่โมง 

10. การยืนยนัผล 

10.1 Catalase test  

หยด hydrogen peroxide 3% ลงบนแผ่นสไลด์ ใช้ loop เข่ียเชือ้จากข้อ 9 มา

ผสมลงในสารละลาย สงัเกตปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ ถ้ามีฟองก๊าซเกิดขึน้ทนัที ผลเป็น 

positive ถ้าไมมี่ฟองก๊าซเกิดขึน้ ผลเป็น negative 

10.2 Gram staining 

ทําการย้อมสี gram stain เชือ้ท่ีได้จากข้อ 9 

10.3 การอา่นผล 

 

การทดสอบ Listeria spp. 

Catalase test ผลเป็น positive 

Gram staining ตดิสี gram positive มีรูปร่างเป็นท่อนสัน้ 

  
2. การวิเคราะห์ชนิดของ Listeria spp. ตามวิธีมาตรฐานสากล ISO 11290-1:1996 
อปุกรณ์ 

Flask ขนาด 250 ml 

 Petri dish 

 หลอดทดลอง 

 Loop 

 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ตําแหนง่ 

 Stomacher 

 Incubator 25 oC 

 Incubator 35-37 oC 

สารเคมีและอาหารเลีย้งเชือ้ 

 TSYE (Tryptone soya + 0.6% Yeast extract) broth 

 Sheep blood agar 

 Carbohydrate utilization broth (rhamnose และ xylose) 
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เชือ้จลุนิทรีย์มาตรฐาน 

 Staphylococcus aureus  

 Rhodococcus equi  

 

วิธีทดลอง 

1. Haemolysis test 

ใช้ loop เข่ียเชือ้จากภาคผนวกข้อ 1 วิธีทดลองข้อ 9 มา streak บน sheep 

blood agar นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35-37 oC เป็นเวลา 24 ± 2 ชัว่โมง 

ถ้าผลเป็น positive จะเกิด clear zone รอบๆ โคโลนี ถ้าผลเป็น negative จะ

ไมเ่กิด clear zone   

2. Carbohydrate utilization 

ใช้ loop เข่ียเชือ้จากภาคผนวกข้อ 1 วิธีทดลองข้อ 9 แล้วถ่ายลงใน TSYE 

broth นําไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 25 ± 1 oC เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง หรือจนกระทัง่

สงัเกตเห็นความขุ่นของ TSYE broth จากนัน้ใช้ loop ถ่ายเชือ้ลงใน carbohydrate 

utilization broth (rhamnose และ xylose) นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 – 37 oC เป็นเวลา 

5 วนั (โดยทัว่ไปปฏิกิริยาจะเกิดขึน้ภายใน 24 – 48 ชัว่โมง) 

ถ้าผลเป็น positive อาหารเลีย้งเชือ้จะเปล่ียนเป็นสีเหลือง ถ้าผลเป็น 

negative อาหารเลีย้งเชือ้จะยงัคงมีสีแดงเหมือนเดมิ 

3. CAMP test (Christie Atkins Munch-Peterson test) 

ใช้ loop เข่ียเชือ้ S. aureus และ R. equi จาก working reference culture 

แล้วลากเป็นเส้นตรงในแนวขนานกนับนอาหารเลีย้งเชือ้ sheep blood agar จากนัน้

เข่ียเชือ้จากภาคผนวกข้อ 1 วิธีทดลองข้อ 9 มา streak ให้อยู่ระหว่างเชือ้มาตรฐานทัง้ 

2 ชนิด โดยมีระยะห่างประมาณ 1 – 2 mm นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 – 37 oC เป็นเวลา 

18 – 24 ชัว่โมง  

ถ้าผลเป็น positive การเกิด haemolysis ของเชือ้ท่ีทดสอบจะขยายเพิ่มขึน้

ใกล้ S. aureus และ R. equi โดยสําหรับ R. equi จะมีรูปร่างคล้ายหวัลกูศร ถ้าผล

เป็น negative การเกิด haemolysis จะไม่ขยายเพิ่มขึน้ใกล้ S. aureus หรือไม่เกิด

เลย และการเกิด haemolysis จะขยายเพิ่มขึน้ใกล้ R. equi แต่ไม่เป็นรูปหวัลกูศร 

หรือไมเ่กิดเลย 
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4. การอา่นผล 
 

ผลการทดสอบ 

ชนิดของ Listeria 
Heamolysis 

Carbohydrate 

utilization 
CAMP test 

Rhamnose Xylose S. aureus R. equi 

L. monocytogenes + + - + - 

L. innocua - va - - - 

L. ivanovii + - + - + 

L. seeligeri + - + + - 

L. welshimeri - v + - - 

L. grayi - - - - - 
   a variable reaction 
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