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บทคัดย่อ  การวิจัยเชิงส�ำรวจนี้ได้ด�ำเนินการเฝ้าระวังการปนเปื้อนแบคทีเรียก่อโรค Vibrio parahaemolyticus, 
Staphylococcus aureus และ Salmonella spp. ในเน้ือปูต้มแกะที่จ�ำหน่ายในตลาดสดและตลาดนัด 10 แห่ง ในเขต
กรุงเทพมหานคร ระหว่างเดือนพฤศจิกายน 2557- มิถุนายน 2558 จากการเก็บตัวอย่างเนื้อปูต้มแกะส่วนต่างๆ ที่นิยมบริโภค 
ได้แก่ เนื้อปูก้อน เนื้อปูขาว เนื้อปูส่วนก้าม และเนื้อปูส่วนขา จ�ำนวน 50 ตัวอย่าง พบว่ามีการปนเปื้อน V. parahaemolyticus 
29 ตัวอย่าง ปริมาณ 15-1,100,000 MPN/g (1.18-6.04 log MPN/g) หรือปริมาณเฉลี่ยเท่ากับ 3.72 ± 0.91 log MPN/g 
พบ S. aureus 27 ตัวอย่าง ปริมาณ 20-11,000 cfu/g (1.30-4.04 log cfu/g) หรือปริมาณเฉลี่ยเท่ากับ 230 ± 0.51 cfu/g 
ในขณะที่พบ Salmonella spp. 7 ตัวอย่าง จ�ำแนกได้ 6 serovars คิดเป็นร้อยละ 58, 54 และ 14 ตามล�ำดับ โดยจ�ำนวนนี้ 
พบตัวอย่างที่ S. aureus ไม่เข้ามาตรฐานเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร ตามประกาศ 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ฉบับที่ 2 (2553) ของอาหารพร้อมบริโภค ที่ระบุให้พบได้ไม่เกิน 100 cfu/g คิดเป็นร้อยละ 32 
และต้องไม่พบทั้ง V. parahaemolyticus และ Salmonella spp. ส�ำหรับ Vibrio spp. ชนิดอื่นที่ตรวจพบประกอบด้วย 
V. parahaemolyticus  (58%), V. cholerae non O1(18%), V. vulnificus (16%), V. mimicus (12%), 
V. alginolyticus (10%) และ V. fluvialis (4%) จ�ำแนกซีโรไทป์ของ V. parahaemolyticus ด้วยชุดส�ำเร็จรูป 
Denka Seiken, Tokyo พบ O3: KUT มากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 20.70 และตรวจไม่พบ ยีนสร้างสารพิษทั้ง tdh และ 
trh (tdh-, trh-) ในทุกซีโรไทป์
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บทน�ำ

สถานการณ์โรคที่ส�ำคัญและเป็นปัญหาสาธารณสุขของทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย ส่วนใหญ่เป็นโรคระบบ 

ทางเดินอาหารและน�้ำเป็นสื่อ ได้แก่ โรคอาหารเป็นพิษซึ่งพบการระบาดบ่อยที่สุดและพบได้ตลอดทั้งปี   จากการ

สอบสวนโรค พบว่าสาเหตุส่วนใหญ่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียร้อยละ 73 พิษจากพืชร้อยละ 23 และพิษจากสัตว์ร้อยละ 2 

ผลการตรวจชนิดเชื้อก่อโรคที่ได้รับรายงานในระบบเฝ้าระวังทางระบาดวิทยาของผู้ป่วยอาหารเป็นพิษทั้งหมดตั้งแต่ป ี

2555 จนถงึปัจจบุนั พบผูป่้วยจาก Vibrio parahaemolyticus มากทีส่ดุ รองลงมา ได้แก่ Salmonella spp. ตามด้วย 

Staphylococcus aureus และมีแนวโน้มเช่นนี้ตลอด 3-4 ปี ที่ผ่านมา สาเหตุเกิดจากรับประทานอาหารที่ปรุงไม่สุก

รวมทัง้อาหารทะเล  โดยเฉพาะอาหารทะเลและข้าวผดัโรยเนือ้ปตูดิอนัดบัหนึง่ในสบิเมนอูาหารทีเ่ป็นสาเหตกุารระบาด

ของโรคทางเดินอาหารเสมอ(1, 2)

ในช่วงปลายปี 2557 ถึงต้นปี 2558 กรมควบคุมโรคได้รับรายงานผู้ป่วยโรคอาหารเป็นพิษที่สามารถระบ ุ

เชือ้ก่อโรค ได้แก่  V. parahaemolyticus ซึง่พบมากทีส่ดุทีจ่งัหวดัเชยีงใหม่  และหลายจงัหวดัในภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื 

โดยแหล่งโรคครั้งนั้นมีความเกี่ยวข้องกับอาหารประเภทข้าวมันไก่ โดยพบแหล่งโรคร่วมที่มาจากแหล่งผลิตไก่ 

และรถขนส่งของโรงงานอีกหลายแห่งซึ่งในปัจจุบันยังไม่สามารถระบุสาเหตุของการปนเปื้อนได้แน่ชัด(3)

V. parahaemolyticus หรืออหิวาต์เทียมอยู่ในวงศ์ Vibrionaceae ซึ่งประกอบด้วย 5 จีนัส ได้แก ่

Aeromonas, Plesiomonas, Enhydrobacter, Photobacterium  และ Vibrio(4) ส�ำหรบั จนีสั Vibrio  มมีากกว่า 30 สปีชีส์ 

และทีส่ามารถก่อโรคในมนุษย์ 12 สปีชส์ี ได้แก ่V. cholerae, V. furnisii, V. mimicus, V. fluvialis, V. vulnificus, 

V. alginolyticus, V. damsela, V. hollisae, V. metschnikovil, V. cincinnateinsis,V. carchaiae และ 

V. parahaemolyticus(5, 6, 7)

V. parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อนตรงหรือโค้งงอ พบได้ทั่วโลก ในสัตว์ทะเล

และสัตว์น�้ำกร่อยทุกชนิดทั้ง ปลา หอย กุ้ง กั้ง หมึก ปู จึงได้ชื่อว่าเป็น “Seafood-borne pathogen”(8) ซึ่งเจริญได้

ดีในภาวะที่มีความเค็ม เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษที่พบบ่อยและมากที่สุด ระยะฟักตัวของเช้ือระหว่าง 4-96 

ชั่วโมง ผู้ได้รับเชื้อจะมีอาการท้องเสีย เป็นตะคริวที่ท้อง อ่อนเพลีย คลื่นไส้ หนาว ปวดหัว และอาเจียน ความรุนแรง

ของอาการขึ้นอยู่กับปริมาณเชื้อที่ได้รับ(9, 10, 11) สามารถจ�ำแนกสายพันธุ์หรือซีโรไทป์ (serotyping) ตามชนิด O และ 

K antigen ได้ 13 O และ 71 K antigen(6)

การศึกษาด้านระบาดวิทยา ค้นหาแหล่งแพร่กระจาย การควบคุมเฝ้าระวัง และป้องกันการระบาดของโรค 

อาจมข้ีอจ�ำกดับางประการ กล่าวคอื สามารถจ�ำแนกความหลากหลายได้ไม่มากนกั หรอือกีนยัหนึง่ถงึแม้จะเป็นซโีรไทป์

เดียวกันแต่ก็อาจจะมีลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ต่างกัน(12, 13) มีคณะวิจัยหลายคณะ(14, 15, 16) ท�ำการศึกษาปัจจัยอื่นที่เกี่ยวข้อง

คือ ยีนที่เป็นปัจจัยการก่อโรค ได้แก่ ยีน tdh ที่ควบคุมการสร้างสารพิษ thermostable direct hemolysin (TDH) 

ทีม่ผีลท�ำให้เกดิการย่อยสลายเม็ดเลอืดแดงแบบสมบรูณ์ และยนี trh เป็นยนีทีค่วบคมุการสร้างสารพษิ thermostable 

direct hemolysin-related hemolysin (TRH) แต่ไม่ท�ำให้เกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ ์ 

จากผลการศกึษาดงักล่าวสามารถน�ำมาร่วมอธบิายถงึแหล่งก�ำเนดิสายพนัธุท์ีแ่ยกได้จากสิง่แวดล้อมหรอืผูป่้วยได้ชดัเจน

ยิ่งขึ้น

Salmonella spp. เป็นแบคทีเรียชนิดแกรมลบ รูปร่างเป็นแท่ง (rod shape) ไม่สร้างสปอร์และแคปซูล 

มี flagella อยู่รอบตัว เพื่อใช้ประโยชน์ในการเคลื่อนที่ สามารถเจริญได้ทั้งในภาวะที่มี และไม่มีออกซิเจน พบในล�ำไส้ 

ของมนษุย์ และสัตว์เล้ียงชนิดต่างๆ(17, 18, 19)  Salmonella spp. เป็นสาเหตขุองการระบาดของโรคอาหารเป็นพษิขึน้ได้บ่อย

คร้ังโดยผูป่้วยอาจมีอาการไข้ หนาวสัน่ คลืน่ไส้ อาเจยีน ปวดท้อง ท้องเสยีแบบมเีลอืดปน หรอืไม่มก็ีได้ ผู้ป่วยอาจตดิเชือ้ 

ในกระแสเลือดและเสียชีวิตได้
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Surveillance of Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus	 Sasithorn Thitipetchrakul et al.

Staphylococcus aureus เป็นแบคทเีรยีชนดิแกรมบวก รปูร่างเป็นทรงกลม (cocci) เรยีงตวัเป็นกลุม่คล้าย

พวงองุ่น ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญได้ทั้งในภาวะที่มี และไม่มีออกซิเจน เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส 

โดยทั่วไปมักตามผิวหนัง หรือเยื่อเมือกของร่างกายคนและสัตว์ ในอากาศ ฝุ ่นละออง สามารถผลิตสารพิษ 

(enterotoxin) ที่ทนความร้อนสูง การรับประทานอาหารที่ปนเปื้อน S. aureus ในช่วง 100,000 เซลล์ต่อกรัม 

สามารถก่อโรคอาหารเป็นพิษ เนื่องจากสามารถสร้างสารพิษถึงระดับก่อโรคได้(20)

การศึกษาน้ีจัดท�ำข้ึนโดยมีวัตถปุระสงค์ เพือ่ให้ทราบถึงสถานการณ์การปนเป้ือนของ V. parahaemolyticus, 

S. aureus และ Salmonella spp. ในเนื้อปูต้มแกะ และจ�ำแนกสายพันธุ์หรือซีโรไทป์ ตลอดจนศึกษาปัจจัยก่อ 

ความรุนแรงโรค เพือ่ใช้เป็นข้อมูลในการอธบิาย และประเมนิความปลอดภยัของอาหารทางจลุชีววทิยา ก�ำหนดมาตรการ

เฝ้าระวังควบคุม และป้องกันการปนเปื้อน รวมทั้งเพิ่มประสิทธิภาพในการป้องกันการระบาดของโรคอุจจาระร่วง 

ซึ่งยังคงเป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุขที่ส�ำคัญของไทย

วัสดุและวิธีการ

การเก็บตัวอย่าง

ตวัอย่างเนือ้ปตู้มแกะส่วนต่างๆ ทีน่ยิมบรโิภค ได้แก่ เนือ้ปกู้อน (lump meat) เนือ้ปขูาว (special meat) 

เนื้อปูส่วนก้าม (claw meat) และเนื้อปูส่วนขา (leg meat) (ภาพที่ 1) ที่จ�ำหน่ายในตลาดสดและตลาดนัด 10 แห่ง 

ในเขตกรุงเทพมหานครจ�ำนวน 50 ตัวอย่าง เก็บตัวอย่างระหว่างเดือนพฤศจิกายน 2557- มิถุนายน 2558 (ภาพที่ 1)

	 เนื้อปูก้อน	 เนื้อปูขาว	 เนื้อปูส่วนก้าม	 เนื้อปูส่วนขา

ภาพที่ 1 เนื้อปูส่วนต่างๆ ที่นิยมบริโภค

ที่มา : มกษ. 7004-2548 ปูม้า

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี

1.	 V. parahaemolyticus

1.1	 Phosphate buffered saline (PBS)

1.2	 Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose agar (TCBS) 

1.3	 CHROMagar™ vibrio (CV)

1.4	 Tryptic (trypticase) Soy Agar + 2% NaCl (TSA 2% NaCl)

1.5	 Arginine glucose slants (AGS)

1.6	 T1N0, T1N3, T1N6, T1N8, T1N10broths 

1.7	 Oxidase reagent 

1.8	 Rapid Diagnostic Kits API 20 E (R 21)
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2.	 S. aureus

2.1	 Butterfield’s phosphate-buffered dilution water 

2.2	 Trypticase soy broth (10%  NaCl & 1% Sodium pyruvate)

2.3 	Baird-parker medium (with Egg Yolk telluritesuspension) 

2.4	 Brain heart infunion (BHI) broth 

2.5 	Coagulase plasma (rabbit) with EDTA

3.	 Salmonella spp.

3.1	 Bacto peptone water (BPW) 

3.2 	Muller-Kauffmann tetrathionate-novobiocin broth (MKTTn)

3.3 	Rappaport-Vassiliadis broth (RV) 

3.4	 Xylose lysine desoxycholateagar (XLD) 

3.5	 Hektoen enteric agar (HE)

3.6 	Triple sugar iron agar (TSI) 

3.7 	Lysine iron agar (LIA) 

3.8 	Urea broth 

เครื่องมือและอุปกรณ์

-	 เครือ่งนึง่ฆ่าเชือ้,  ตูบ่้มเชือ้, เครือ่งนบัโคโลน,ี กล้องจลุทรรศน์, เครือ่งตผีสมอาหาร,  เครือ่งชัง่, ตะเกยีงแก๊ส, 

ขวดแก้ว, หลอดแก้ว, จานเพาะเชื้อ, ปิเปต, เข็มเขี่ยเชื้อ, แอลกอฮอล์ (70% v/v)

-	 เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม PCR MJ Research รุ ่น PTC-200, Microcentrifuge,  

Autopipette, Mixer, PCR tube

วิธีการ

การวิเคราะห์ V. parahaemolyticus โดยวิธีมาตรฐาน BAM 2004(6)

ด�ำเนินการโดยน�ำตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์มาเจือจางให้ได้ระดับความเจือจางที่เหมาะสม โดยใช ้ 

phosphate buffered saline (PBS) เป็น enrichment medium และเลือกหลอดที่ขุ่นมา streak ลงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ TCBS agar และ Chrome Vibrio agar ซึ่งเป็น selective media จากนั้นทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี

ทดสอบ Oxidase ย้อมแกรม และทดสอบยืนยันเช้ือโดย Rapid Diagnostic Kits API 20E และการเจริญใน 

น�้ำเกลือ 0%, 3%, 6%, 8% และ 10% (ปริมาตร/น�้ำหนัก) รายงานผลเป็น MPN/g

การวิเคราะห์ S. aureus โดยวิธีมาตรฐาน BAM 2001(21)

ด�ำเนินการโดยน�ำตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์มาเจือจางให้ได้ระดับความเจือจางที่เหมาะสม จากนั้นปิเปต

สารละลายตัวอย่างในแต่ละระดับความเจือจางมา 1 มิลลิลิตร ถ่ายลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ BP 0.3, 0.3 และ 0.4 

มลิลิลติร จากน้ันเกลีย่ให้เชือ้กระจายโดยใช้แท่งแก้วทิง้ให้สารละลายของเชือ้ซมึผ่านอาหารเลีย้งเชือ้บ่มที ่35 ± 1 ํC นาน 

48 ± 2 ชัว่โมง ตรวจนับโคโลนีท่ีมีลกัษณะ กลม ผวิเรยีบ โค้งนนู ขนาดโคโลน ี2-3 มลิลเิมตร สเีทาจนถงึด�ำมขีอบสจีางๆ 

ล้อมรอบด้วยบริเวณทึบตามด้วยขอบใสรอบโคโลนี ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของ S. aureus และน�ำเช้ือไปทดสอบ 

coagulase test และรายงานผลเป็น cfu/g
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การวิเคราะห์ Salmonella spp. โดยวิธีมาตรฐาน ISO 6579: 2002/Cor.1: 2004(22)

ด�ำเนินการโดยน�ำตัวอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์ Salmonella spp. เติม bactopeptone water เป็น 

pre-enrichment medium และถ่ายเชื้อลงใน MkTTn และ RV เพื่อเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ แล้วจึง streak ลงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่เป็น selective agar ได้แก่ HE agar  และ XLD agar จากนั้นทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และจ�ำแนก

สายพันธุ ์หรอืซโีรไทป์ Salmonella spp. โดยฝ่ายทดสอบยนืยนัเชือ้ซาลโมเนลลาและชเิกลลา สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข

จ�ำแนกสายพันธุ์หรือซีโรไทป์ และศึกษาปัจจัยก่อความรุนแรงโรคของ V. parahaemolyticus

การจ�ำแนกสายพนัธุ์ หรอืซโีรไทป์ V. parahaemolyticus ด้วย O และ K antiserakit  (Denka Seiken, 

Tokyo) ด้วยเทคนคิ slide agglutination โดยน�ำ V. parahaemolyticus เพาะบน Heart Infusion agar ทีม่ ี 3% 

NaCl โดย streak เชื้อถี่ๆ ให้เชื้อขึ้นหนาแน่น บ่มที่ 35-37 ํC 18-24 ชั่วโมง ใช้ไม้พันส�ำลีปราศจากเชื้อ กวาดเชื้อ ½ 

ของจานเพาะลงในหลอดทดลองที่มี 3% NaCl ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมให้เชื้อกระจายต้มในน�้ำเดือด นาน 1 ชั่วโมง

เพื่อท�ำลาย K antigen ปั่นให้เชื้อตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentifuge) ที่ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

20 นาท ีจากนัน้เทน�ำ้ใสทิง้ แล้วน�ำตะกอนมาทดสอบกบั O-antisera ส่วนทดสอบ K antisera ไม่ต้องต้มในน�ำ้เดอืด

การวิเคราะห์ยีนเป้าหมายท่ีเป็นปัจจัยก่อความรุนแรงโรค ได้แก่ tdh และ trh gene ด้วย Duplex 

Polymerase Chain Reaction (ตารางที่ 1) ด�ำเนินการดังนี้

ตารางที่ 1  Primer ล�ำดับเบส และขนาด

tdh-4F	 GTA AAG GTC TCT GAC TTT TGG AC	 270

tdh-4R	 TGG AAT AGA ACC TTC ATC TC ACC	 270

trh-3F	 TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT	 500

trh-3R	 CAT AAC AAA CAT ATG CCC ATT TCCG	 500

primer	 ล�ำดับเบส	 ขนาด (bp)

		  (5’  3’)

1.	 เตรียม DNA template

	 บ่มจานเพาะเชื้อบน Luria-Bertani agar ที่อุณหภูมิ 37 ± 2 ํ C นาน 18-24 ช่ัวโมง แตะเชื้อติด

ปลายลวดเพียงเล็กน้อย น�ำเชื้อมากระจายในน�้ำ Milli Q ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ต้มในน�้ำเดือด 15 นาที ปั่นด้วย 

เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ดูดน�้ำใสซึ่งมี DNA template ใส่ในหลอดแก้วใหม่ 

หากยังไม่น�ำ DNA template ไปใช้ในทันทีให้เก็บรักษาในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 ํC

2.	 เตรียม PCR mixture

	 PCR mixture ปริมาตร 20 µl ประกอบด้วย 2 µl DNA template, 0.1 µM tdh primer, 0.15 µM 

trh primer,  0.25 mMdNTPs, 1X PCR buffer และ 1 unit i-StarTaq DNA polymerase 

3.	 เพิ่มปริมาณ DNA โดยเข้าเครื่อง PCR machine โดยตั้งโปรแกรม ดังนี้ 

 	 -	 pre-PCR  ที่อุณหภูมิ 94 ํC 3 นาที เพิ่มปริมาณ DNA จ�ำนวน 25 รอบ  แต่ละรอบประกอบด้วย 

	 -	 denaturation step ที่อุณหภูมิ 94 ํC 45 วินาที    

	 -	 annealing step ที่อุณหภูมิ 60 ํC 45 วินาที   
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 	 -	 chain elongation step ที่อุณหภูมิ 72 ํ C 1 นาที 30 วินาที   เมื่อครบ 25 รอบ แล้วตามด้วย 

post-PCR ที่อุณหภูมิ 72 ํC 3 นาที

4.	 แยกขนาด DNA ด้วย gel electrophoresis โดยแผ่นเจลมคีวามเข้มข้น 2% agarose gel ใช้กระแสไฟฟ้า 

ที่ความต่างศักย์ 80 หรือ 100 โวลต์ 50-60 นาที ย้อม gel ด้วย ethidium bromide ความเข้มข้น 1 µg/ml 10 นาที 

ล้างแผ่น gel ด้วยน�้ำสะอาด 2 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที  ถ่ายภาพ gel ภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง gel documentation

การวิเคราะห์ข้อมูล

น�ำผลท่ีได้มาเปรียบเทียบกับมาตรฐานเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร 

ตามประกาศกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ฉบับที่ 2 (2553) ของอาหารพร้อมบริโภค(23) และวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติ 

เชิงพรรณนา (Descriptive statistic) ได้แก่   ร้อยละ (percentage) และวัดค่าการกระจายด้วยค่าเฉลี่ย 

(mean ± SD)

ผล

จากการเก็บตัวอย่างเนื้อปูต้มแกะส่วนต่างๆ ที่นิยมบริโภค ได้แก่ เนื้อปูก้อน เนื้อปูขาว เนื้อปูส่วนก้าม และ 

เนื้อปูส่วนขา รวมทั้งหมด 50 ตัวอย่าง มาท�ำการวิเคราะห์ พบการปนเปื้อน V. parahaemolyticus 29 ตัวอย่าง 

ในปริมาณ ตั้งแต่ 1.18-6.04 log MPN/g หรือปริมาณเฉลี่ยเท่ากับ 3.72 ± 0.91 log MPN/g พบ S. aureus  

27 ตัวอย่าง ในปริมาณ 1.30-3.04 log cfu/g หรือปริมาณเฉลี่ยเท่ากับ 230 ± 0.51 cfu/g ในขณะที่พบ 

Salmonella spp. 7 ตัวอย่าง (6 serovar) คิดเป็นร้อยละ 58, 54 และ 14 ตามล�ำดับ โดยจ�ำนวนนี้มีตัวอย่างที่มี  

S. aureus ไม่เข้ามาตรฐานเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหาร และภาชนะสัมผัสอาหารตามประกาศ 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ฉบับที่ 2 (2553) ของอาหารพร้อมบริโภคที่ระบุให้พบได้ไม่เกิน 100 cfu/g คิดเป็น 

ร้อยละ 32 และต้องไม่พบทั้ง V. parahaemolyticus และ Salmonella spp. (ตารางที่ 2)

V. parahaemolyticus	 29(58)	 15-1,100,000 MPN/g	 3.72 ± 0.91	 ไม่พบ	 58
			   (1.18-6.04 log MPN/g)	 log MPN/g		

S. aureus	 27(54)	 20-11,000 cfu/g	 230 ± 0.51	 <100	 32
			   (1.30-4.04 log cfu/g)		  cfu/g	

Salmonella spp.	 7(14)			   ไม่พบ	 14	 ซีโรวาร์
								        (จ�ำนวน) 
	 Stanley (2)
	 Corvallis (1)
	 Bareilly(1)
	 Panama (1)
	 Weltevreden  (1)
	 Rissen (1)

ตารางที่ 2  ปริมาณการปนเปื้อน V. parahaemolyticus, S. aureus และ Salmonella spp. ในเนื้อปูต้มแกะ

	
รายการวิเคราะห์

	 จ�ำนวนตัวอย่าง	 ปริมาณ 		  ร้อยละ	 หมายเหตุ
		  ที่ตรวจพบ	 ต�่ำสุด-สูงสุด	 เฉลี่ย	 เกณฑ์	 ที่เกิน
		  ร้อยละ		  ± SD	 มาตรฐาน	 มาตรฐาน
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นอกจากพบการปนเปื้อนแบคทีเรียแต่ละชนิดดังกล่าวแล้ว บางตัวอย่างสามารถพบการปนเปื้อนร่วมของ

แบคทีเรียชนิดอื่นด้วย โดยสามารถจ�ำแนกชนิดของการปนเปื้อนดังนี้  พบเฉพาะ V. parahaemolyticus 11 ตัวอย่าง 

S. aureus  9 ตัวอย่าง และ Salmonella spp. 1 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ  22, 18 และ 2 ตามล�ำดับ ขณะที่พบ 

การปนเปื้อนร่วมของ V. parahaemolyticus และ S. aureus 13 ตัวอย่าง V. parahaemolyticus และ 

Salmonella spp. 1 ตัวอย่าง S. aureus และ Salmonella spp. 1 ตัวอย่าง และพบทั้ง V. parahaemolyticus, 

S. aureus และ Salmonella spp. 4 ตัวอย่าง คิดเป็น ร้อยละ 26, 2, 2 และ 8 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3)

จ�ำนวน	 11(22)	  9(18)	       1(2)	      13(26)	       1(2)	       1(2)	         4(8)
(ร้อยละ)	

Vp	 11+13+1+4 = 29 (58)
S. aureus	 9+13+1+4 = 27 (54)
Salmonella	 1+1+1+4 =7 (14)
spp.

ตารางที่ 3  จ�ำแนกชนิดของการปนเปื้อนจุลินทรีย์ก่อโรคในเนื้อปูต้มแกะ

จุลินทรีย์	    Vp	       S. aureus	    Salmonella	 Vp + 	 Vp + 	 S. aureus+ 	Vp + S. aureus +
				       spp.	 S. aureus	 Salmonella 	 Salmonella	 Salmonella
						      spp.	 spp.	 spp.	

V. parahaemolyticus	 29 (58)	 +++	 +	 +	 +

V. cholerae non O1	 9 (18)	 +++	 ++	 +	 +

V. vulnificus	 8 (16)	 +	 ++	 ++	 ++

V. mimicus		 6 (12)	 ++	 -	 +	 -

V. alginolyticus	 5 (10)	 (+)	 ++	 ++	 +

V. fluvialis		  2 (4)	 ++	 -	 -	 -

+++ = พบการรายงานบ่อยครั้ง, ++ = พบการรายงานน้อยครั้ง (6-100 รายงาน), + = พบการรายงานน้อยมาก (1-5 รายงาน), 
(+) = พบอาการทางคลินิกไม่ชัดเจน และ – ไม่พบการรายงาน
*ที่มา: http://Seafood.ucdavis.edu/haccp/compendium/chapt20.htm

ตารางที่ 4 ปริมาณการแพร่กระจายของ Vibrio spp. ในเนื้อปูต้มแกะและลักษณะการก่อโรคทางคลินิก*

	 สปีชีส์	 จ�ำนวนตัวอย่าง	 ล�ำไส้อักเสบ	 ติดเชื้อ	 ติดเชื้อในหู	 ติดเชื้อ	
		  (ร้อยละ)		  ทางบาดแผล		  ในกระแสเลือด

การศึกษาน้ีนอกจากจะพบ V. parahaemolyticus แล้วยังพบ Vibrio spp. ที่ก่อโรคอีกหลายชนิด

ได้แก่ V. cholerae non O1, V. vulnificus, V. mimicus, V. alginolyticus และ V. fluvialis คิดเป็นสัดส่วน 

ร้อยละ 18, 16, 12, 10 และ 4 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 4)

จ�ำแนกสายพันธุ์แบคทีเรียหรือซีโรไทป์ และปัจจัยก่อความรุนแรงโรคของ V. parahaemolyticus

ที่ได้รับการยืนยันทางชีวเคมีร่วมกับ API 20 E Denka Seiken Tokyo Kit ซึ่งปัจจุบันสามารถจ�ำแนกได้ 71 

ซโีรไทป์ พบว่า 12 ซีโรไทป์ ประกอบด้วย 9 O antigen: untypeable K antigen และ 3 O antigen: 3 typeable 
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K antigen โดยพบ O3:KUT มากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 20.70 รองลงมาพบ O10:KUT, O2:KUT, O5:KUT, 

O1:KUT, O6:KUT, O8:KUT, O11:KUT, O4:KUT, O1:K1, O3:K57 และ O4:K8 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 4)

และจากการวเิคราะห์ยนีซึง่เป็นปัจจยัก่อความรนุแรงโรคด้วย Duplex Polymerase Chain Reaction ไม่พบยนี tdh 

และ trh ในทุกซีโรไทป์ (ตารางที่ 5 และภาพที่ 2)

	 6 (20.70)	 O3:KUT	 -	 -

	 5 (17.24)	 O10:KUT	 -	 -

	 3 (10.35)	 O2:KUT	 -	 -

	 3 (10.35)	 O5:KUT	 -	 -

	 2 (6.90)	 O1:KUT	 -	 -

	 2 (6.90)	 O6:KUT	 -	 -

	 2 (6.90)	 O8:KUT	 -	 -

	 2 (6.90)	 O11:KUT	 -	 -

	 1 (3.44)	 O4:KUT	 -	 -

	 1 (3.44)	 O1:K1	 -	 -

	 1 (3.44)	 O3:K57	 -	 -

	 1 (3.44)	 O4:K8	 -	 -

รวม    29 (100)			 

หมายเหตุ: UT = Untypeable

ตารางที่ 5 จ�ำแนกสายพันธุ์หรือซีโรไทป์ และยีนปัจจัยก่อความรุนแรงโรคของ V. parahaemolyticus

	 จ�ำนวนไอโซเลท	 ซีโรไทป์	 ปัจจัยก่อความรุนแรงโรค

V. parahaemolyticus		  tdh	 trh

	 (ร้อยละ)			 

ภาพที่ 2	 ผลตรวจยีนปัจจัยก่อความรุนแรงโรค (tdh-and trh-) ของ V. parahaemolyticus ในเนื้อปูต้มแกะ 

		  Lane M: ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส; lane 1-10: V. parahaemolyticus จากตัวอย่าง 

		  (tdh- and trh-); lane 11: positive control; lane 12: negative  control

500 bp

	 M	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	 9	 10	 11	 12	 13

270 bp
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วิจารณ์

ผลการวเิคราะห์ตวัอย่างเนือ้ปตู้มแกะ  จากตลาดสดและตลาดนดัในกรงุเทพมหานคร 50 ตวัอย่าง พบการปนเป้ือน 
ของเชื้อก่อโรค อาทิ V. parahaemolyticus, S. aureus และ salmonella spp. สาเหตุน่าจะเกิดจากการปนเปื้อน
ข้ามจากวัตถุดิบ ผู้ปฏิบัติงาน อุปกรณ์ เครื่องมือเครื่องใช้ และอื่นๆ ในการท�ำเนื้อปูแกะ เนื่องจากเชื้อเหล่านี้ไม่ทน 
ต่อความร้อน และไม่สร้างสปอร์ ดงัน้ันการต้มสุกจงึสามารถท�ำให้เชือ้ดงักล่าวตายได้ การตรวจพบจงึเกดิจากการปนเป้ือน 
ภายหลังการต้มสุก และถึงแม้จะพบการปนเปื้อนในปริมาณไม่มากนักในช่วงระหว่าง 102-104 cfu/กรัม ซึ่งการเก็บที่
อุณหภูมิห้องโดยไม่รับประทานทันที เชื้อก็จะเพิ่มปริมาณอย่างรวดเร็ว ท�ำให้มีโอกาสเสี่ยงต่อการเกิดโรคเพิ่มขึ้นและ
รุนแรงมากขึ้น

เมื่อน�ำ V. parahaemolyticus ที่พบทั้งหมด 29 ตัวอย่าง มาจ�ำแนกสายพันธุ์หรือซีโรไทป์ เพื่อน�ำมาเป็น
เครือ่งมอืในการศกึษาด้านระบาดวิทยา เพ่ือค้นหาแหล่งแพร่กระจายของเช้ือ  ซึง่น�ำไปสูก่ารเฝ้าระวงั ควบคุม และป้องกนั
การระบาดของโรค พบท้ังหมด 12 ซโีรไทป์ โดยพบ O3:KUT มากทีส่ดุร้อยละ 20.70 และรองลงมา ได้แก่  O10:KUT, 
O2:KUT, O5:KUT, O1:KUT, O6:KUT, O8:KUT,  O11:KUT, O4:KUT,  O1:K1, O3:K57 และ O4:K8 
ตามล�ำดับ (ตารางที่ 5) จะเห็นว่าซีโรไทป์ที่ได้ส่วนใหญ่เป็น KUT (untypeable) แสดงว่าสภาพแวดล้อมยังคงมี
การเปล่ียนแปลงสงู ท�ำให้แอนตเิจนบรเิวณแคปซลูมกีารเปลีย่นแปลง หรอืปรบัตวัเพือ่ความอยูร่อดกบัสภาพแวดล้อม 
นั้นๆ (24)

มีรายงานว่า V. parahaemolyticus ซีโรไทป์ O1:KUT เป็นสายพันธุ์ที่เคยระบาดร่วมกับ O3:K6 
และ O4:K68 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ก่อโรคระบาดรุนแรงทั่วโลก (Pandemic) ในปี 1998(25, 26) เนื่องจากการจ�ำแนก 
สายพันธุ์หรือซีโรไทป์มีข้อจ�ำกัด เพราะครอบคลุมเพียง 71 ซีโรไทป์ กล่าวคือ ได้ความหลากหลาย และรายละเอียด 
ทางระบาดวทิยาไม่มากนัก(24) ท�ำให้ต้องเพิม่การศกึษายนีทีค่วบคุมการก่อโรคด้วยเทคนคิ duplex PCR ในการตรวจหา 
ยีน tdh ที่ควบคุมการสร้างสารพิษ thermostable direct hemolysin (TDH) ที่มีผลท�ำให้เกิดการย่อยสลาย 
เมด็เลอืดแดงแบบสมบรูณ์ และยนี trh ทีค่วบคมุการสร้างสารพษิ thermostable direct hemolysin-related hemolysin 
(TRH) แต่ไม่ท�ำให้เกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์ โดยยีนดังกล่าวเป็นปัจจัยก่อความรุนแรงของโรค

จากผลการศึกษาในครั้งนี้ตรวจไม่พบยีนสร้างสารพิษทั้ง tdh และ trh (tdh-, trh-) ในทุกซีโรไทป์ ซ่ึง 
เป็นไปได้ว่า ยนีท้ังสองชนดิมักตรวจพบได้ใน V. parahaemolyticus ทีก่่อโรคในคนมากกว่า V. parahaemolyticus 
ที่จะแยกได้จากสิ่งแวดล้อมซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยหลายฉบับ(10, 12, 27) ที่ได้ศึกษาสมบัติของ V. parahaemolyticus 
ท�ำให้เกิดพยาธิสภาพในล�ำไส้และพบว่า V. parahaemolyticus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมต่างๆ มีเพียงร้อยละ 1 
ที่ท�ำให้เกิดโรคในคน(28, 29, 30, 31)

อย่างไรก็ตาม แม้การศึกษานี้ตรวจพบ V. parahaemolyticus สายพันธุ์ที่ไม่มียีน tdh และ trh ที่สร้าง 
สารพิษ ซึ่งเป็นปัจจัยก่อให้เกิดความรุนแรงของโรค  แต่ผู้บริโภคยังควรระมัดระวังในการบริโภค เนื่องจากการก่อโรค 
ไม่ได้เกิดจากปัจจัยของ hemolysin ยีนเท่านั้น ยังมีปัจจัยอื่น ได้แก่ ยีน toxR ซึ่งจะสร้างโปรตีน ToxR ไปกระตุ้น 
การถอดรหัสของยีนก่อความรุนแรงโรค(29) ปัจจัยพยาธิสภาพ ซึ่งขึ้นอยู่กับภูมิคุ้มกันของแต่ละบุคคล และปริมาณเชื้อ 
ที่ได้รับ เพราะถ้าบริโภคเนื้อปูที่ปนเปื้อน V. parahaemolyticus ในปริมาณ 105- 107 เซลล์(11) ก็สามารถแสดง 
อาการอุจจาระร่วง ปวดท้อง คลื่นไส้ อาเจียน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่พบว่า V. parahaemolyticus  
สายพันธุ์ไม่ก่อโรคก็ท�ำให้ผู้บริโภคเกิดอาการล�ำไส้อักเสบได้(9)

การปนเป้ือนของ S. aureus 27 ตวัอย่าง ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานทีร่ะบใุห้ว่าสามารถพบ S. aureus ได้ไม่เกนิ 
100 cfu/g ร้อยละ 32 โดยมีปริมาณเฉลี่ย 230 ± 0.51 cfu/g เนื่องจากตัวอย่างเนื้อปูต้องผ่านการแกะด้วยมือท�ำให้
มีโอกาสปนเปื้อนสูง โดยเฉพาะถ้าผู้แกะไม่มีสุขอนามัยที่ดี ทั้งนี้จะส่งผลให้เกิดปัญหาทางสาธารณสุขได้ เนื่องจาก 
S. aureus สามารถก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ (Staphylococus food poisioning) ได้อย่างเฉียบพลันหลัง
รับประทานอาหารที่ปนเปื้อนสารพิษ (enterotoxin) โดยผู้ป่วยจะมีอาการคล่ืนไส้ อาเจียน ปวดท้อง อุจจาระร่วง 
ภายหลังได้รับสารพิษชนิดนี้เข้าสู่ร่างกาย 1-6 ช่ัวโมง ที่ส�ำคัญสารพิษนี้สามารถทนความร้อนสูง และจะมีปริมาณ 
สูงพอในการก่อโรคเมื่อ S. aureus ปนเปื้อนอยู่ในอาหารอย่างน้อย 100,000 เซลล์ต่อกรัม
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การเฝ้าระวัง Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus	 ศศิธร  ฐิติเพชรกุล และคณะ

การปนเปื้อน Salmonella spp. ใน 7 ตัวอย่าง ซึ่งจ�ำแนกได้ 6 ซีโรวาร์ ได้แก่ Stanley, Corvallis, 

Bareilly, Panama ,Weltevreden และ Rissen นัน้ จากรายงานประจ�ำปีกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ (2557) พบว่า 

ซีโรวาร์ Stanley,Weltevreden และ Rissen มักพบเป็น 5 อันดับแรกของการปนเปื้อนในอาหาร นํ้า ดิน และ 

ส่ิงแวดล้อม และเป็นสาเหตุท�ำให้เกิดโรค Salmonellosis ซึ่งส่วนใหญ่จะท�ำให้เกิดความผิดปกติของล�ำไส้(17) 

Salmonella spp. มีความส�ำคัญ ที่ต้องควบคุมผ่านกิจกรรมการจัดการสุขาภิบาลอาหารที่ดี พบการปนเปื้อนได้บ่อย

ในอาหารที่ปรุงสุก ๆ  ดิบ ๆ  หรือท�ำไว้ล่วงหน้านาน ๆ  แล้วไม่ได้เก็บแช่เย็น ในส่วนของผู้ประกอบการต้องใช้ภาชนะ 

อุปกรณ์ที่สะอาด ลดการสัมผัสกับอาหารโดยตรง ควรสวมถุงมือ และต้องมีสุขภาพสมบูรณ์ ปราศจากโรคติดต่อ 

รวมถึงมีสุขลักษณะส่วนบุคคลที่ดี

นอกจากน้ียังพบการปนเปื้อนร่วมกันไม่ว่าจะเป็น V. parahaemolyticus ร่วมกับ S. aureus หรือ 

Salmonella spp. หรือแม้กระทั่งพบร่วมกันของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด (ตารางที่ 3) ในบางตัวอย่าง ซึ่งท�ำให้เพิ่มโอกาส

หรือมีความเสี่ยงต่อการเจ็บป่วยมากขึ้นในผู้บริโภค

การศึกษานี้นอกจากจะพบแบคทีเรียก่อโรคที่ส�ำคัญ เช่น V. parahaemolyticus, Salmonella spp. 

และ S. aureus ในเนื้อปูต้มแกะแล้ว ยังพบการปนเปื้อนของ Vibrio spp. อ่ืน ๆ  ที่อาจก่อโรคทางเดินอาหารได้ 

เช่นกัน (ตารางที่ 4) ตามทฤษฎี V. parahaemolyticus  และ Salmonella spp. ถูกท�ำลายได้ที่อุณหภูมิ 60 ํ C 

15 นาที และ S. aureus ถูกท�ำลายได้ด้วยอุณหภูมิ 66 ํ C 12 นาที(20) แต่ยังพบการปนเปื้อนของแบคทีเรียดังกล่าว 

ในเนื้อปูแกะที่ต้มจนสุกก่อนน�ำมาจ�ำหน่าย ทั้งนี้อาจเป็นเพราะเกิดการปนเปื้อนข้ามระหว่างอาหารทะเลดิบและสุก 

ซึง่มกัวางจ�ำหน่ายในร้านเดยีวกนั อาจมีการใช้อปุกรณ์ร่วมกนั ตลอดจนปัญหาจากสขุลกัษณะส่วนบคุคลทีห่ยบิจ�ำหน่าย

เนื้อปู ดังนั้น ผู้บริโภคที่มีพฤติกรรมการบริโภคอาหารไม่เหมาะสม เช่น รับประทานอาหารสุก ๆ  ดิบ ๆ  ไม่รับประทาน

อาหารที่ปรุงสุกใหม่ ๆ  ต้องได้รับความรู้และเข้าใจให้ถูกต้อง เพื่อลดความเสี่ยงจากเชื้อโรคอาหารเป็นพิษเหล่านี้ ทั้งนี้

เพ่ือเพ่ิมความปลอดภัยในการบริโภคอาหารโดยเฉพาะอาหารที่ปรุงจากร้านค้า อย่างไรก็ตามความปลอดภัยในการ

บรโิภคอาหารจากร้านค้า ต้องอาศยัความร่วมมอืจากหลายฝ่ายทัง้ผูป้ระกอบการและผูข้นส่ง โดยต้องดแูลเอาใจใส่เรือ่ง 

ความสะอาดของพาหนะท่ีใช้เพ่ือไม่ให้เป็นแหล่งสะสมของเช้ือโรคก่อนมาถึงร้านจ�ำหน่าย ส่วนผู้ประกอบการต้อง

เคร่งครดัเกีย่วกบัอนามยัส่วนบคุคลรวมถงึจดัการสถานทีจ่�ำหน่ายให้สะอาดถกูสขุลกัษณะอยูเ่สมอ ส�ำหรบัผูบ้รโิภคนัน้

ก่อนบริโภคควรอุ่นอาหารโดยให้ความร้อนอย่างเพียงพอและทั่วถึง เพื่อลดความเสี่ยงจากการเกิดโรคอาหารเป็นพิษ

หรือเกิดความปลอดภัยแก่ผู้บริโภคมากขึ้น

คณะผู้วิจัยเห็นว่ายังมีความจ�ำเป็นที่จะต้องติดตามเฝ้าระวังจุลินทรีย์ก่อโรคที่ส�ำคัญในอาหารทะเลชนิดอื่นๆ

ให้หลากหลายยิง่ขึน้ (matrices integration)  เพือ่เป็นข้อมลูในการประเมนิความปลอดภยัของอาหารทางจลุชวีวทิยา   

สามารถก�ำหนดมาตรการเฝ้าระวังควบคุมและป้องกันการปนเปื้อน เพิ่มประสิทธิภาพในการป้องกันการระบาดของ

โรคอุจจาระร่วง ซึ่งยังคงเป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุขที่ส�ำคัญของไทย นอกจากนี้ควรตรวจหาสารปนเปื้อนชนิดอื่นๆ 

ที่อาจเป็นปัญหาสาธารณสุขที่มาจากมลภาวะจากภาคอุตสาหกรรมของประเทศ อาทิ โลหะหนักชนิดต่างๆ ที่ปนเปื้อน

ในอาหารทะเล เพื่อเป็นข้อมูลในการประเมินความปลอดภัยของอาหารทะเลในประเทศต่อไป

สรุป

เนื้อปูต้มแกะเป็นอาหารที่มีโอกาสปนเปื้อนเชื้อโรคอาหารเป็นพิษหลากหลายชนิด จึงมักเป็นหนึ่งในสิบเมนู

อาหารทีเ่ป็นสาเหตกุารระบาดของโรคทางเดนิอาหาร ผูบ้รโิภคสามารถป้องกนัและรกัษาสขุภาพ โดยการเลอืกซือ้เนือ้ปู

ต้มแกะที่วางจ�ำหน่ายในบรรจุภาชนะปิดสนิท และเก็บรักษาในอุณหภูมิแช่เย็นตลอดอายุผลิตภัณฑ์ และที่ส�ำคัญในการ

ประกอบอาหารให้น�ำเน้ือปตู้มแกะมาผ่านความร้อนให้ทัว่ถึงก่อนบรโิภค เพือ่ลดความเสีย่งในการเกิดโรคอาหารเป็นพษิ 

อีกทั้งรับประทานอาหารที่ถูกสุขลักษณะด้วยการ “กินร้อนช้อนกลางล้างมือ”  หรือกินอาหารที่สุกสะอาดขณะที่ยังร้อน

ยังเป็นค่านิยมของการกินเพื่อสุขภาพ ท�ำให้ปลอดจากโรคอาหารเป็นพิษได้เป็นอย่างดีในทุกยุคทุกสมัย
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Surveillance of Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus	 Sasithorn Thitipetchrakul et al.
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Abstract   This survey research is to monitor the contamination of Vibrio parahaemolyticus, 
Staphylococcusaureus and Salmonella spp. in boiled crab meats sold in 10 areas of fresh and fair 
markets of Bangkok district. From the favorite parts for consumption such as lump meat, special 
meat, claws meat and legs meat, a total of 50 samples during November 2014 till June 2015 were 
collected for this study. It was found that 29 out of 50 samples were contaminated (58%) with the 
amount of 15-1,100,000 MPN/g (1.18-6.04 log MPN/g) or the average of 3.72 ± 0.91 log MPN/g 
of V. parahaemolyticus and 27 out of 50 samples (54%) were contaminated with the amount of  
20-11,000 cfu/g (1.30-4.04 log cfu/g) or the average of 230 ± 0.51 cfu/g of S. aureus. Moreover, 
Salmonella spp. with  6 serovars was detected in 7 samples (14%). From these results, only the amount 
of S. aureus (32%) was over the specified criteria, stated Microbiological Qualification Standard 
of Foods and Container notified by Department of Medical Science No. 2 (2553) under the category 
of ready to eat food, which is less than 100 cfu/g and V. parahaemolyticus as well as Salmonella spp. 
shall be non-detectable. Various Vibrio spp. of V. parahaemolyticus (58%), V. cholerae non O1 (18%), 
V. vulnificus (16%),V. mimicus (12%), V. alginolyticus (10%) and V. fluvialis (4%) were found 
and identified. Concurrently, serotypes of V. parahaemolyticus were classified by using Denka Seikenkit, 
Tokyo. The most of O3: KUT serotype was found (20.70%),whereas the genes of tdh and trh (tdh-,trh-) 
were not detected in all serotypes.
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