
รายงานจากห้องปฏิบัติการ  ว กรมวิทย พ 2561; 60 (4) : 196-204  

196
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 60 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2561

ดวงดาว	วงศ์สมมาตร์		สมภพ	วัฒนมณี		ปัทมา	แดงชาติ		กนกพรรณ	สมยูรทรัพย์
ศศิธร	ฐิติเพชรกุล		และสุดารัตน์	ศรีน้อยเมือง
ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

การวเิคราะห์การปนเป้ือน	Clostridium botulinum 

และสารพิษโบทูลินัมในนำ้าปลาไทย

บทคัดย่อ การทีป่ระเทศสหรัฐอเมริกาห้ามน�าเข้าน�า้ปลาจากประเทศไทย เมือ่ปี พ.ศ. 2557 เพราะขาดข้อมลูสารพิษโบทูลินัม 

ส่งผลกระทบต่อมูลค่าและสัดส่วนการตลาดของน�้าปลาไทยในสหรัฐอเมริกาเป็นอย่างมาก เพ่ือสนับสนุนการส่งออก จึงได้ 
ตรวจสอบการปนเป้ือน Clostidium botulinum และสารพิษโบทูลินัม ในน�้าปลา จ�านวน 117 ตัวอย่าง แบ่งเป็น 48 และ 69  
ตัวอย่าง ในปี พ.ศ. 2559 และ 2560 ตามล�าดับ ท�าการตรวจหา C. botulinum ด้วยเทคนิคเพาะเชื้อ และตรวจหาสารพิษ 

โบทูลินัม type A, B, E และ F ซ่ึงเป็น type ที่ก่อโรคในคน ด้วยเทคนิค ELISA (ชุดน�้ายา Tetracore®, USA)  
ผลการตรวจไม่พบทั้ง C. botulinum และสารพิษโบทูลินัม ในน�้าปลาทุกตัวอย่าง แต่พบ Clostridium sporogenes,  
Clostridium bifermentans และ Bacillus cereus group ในน�้าปลาจ�านวน 7, 3 และ 3 ตัวอย่าง ตามล�าดับ  
ข้อมูลผลการตรวจวิเคราะห์สารพิษโบทูลินัม และ C. botulinum ในน�้าปลาน้ี ได้ถูกน�าไปเป็นส่วนหน่ึงของข้อมูลสนับสนุน
ในการเจรจาการค้าระหว่างประเทศ เพ่ือต่อรองการส่งออกน�้าปลาไทยไปยังสหรัฐอเมริกา เพ่ือช่วยรักษาและเพ่ิมศักยภาพ 

การแข่งขนัของตลาดน�า้ปลาไทยในต่างประเทศ และท�าให้ผูบ้ริโภคมั่นใจได้วา่น�า้ปลาไทยปลอดจากสารพษิที่มอีนัตรายร้ายแรง
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บทนำา
Clostridium botulinum เป็นแบคทีเรียที่ไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญ และสามารถสร้างสปอร์ 

ที่ทนต่อความร้อน ท�าให้เกิดโรค Botulism ซ่ึงเป็นอันตรายร้ายแรง เนื่องจากเชื้อสามารถสร้างสารพิษโบทูลินัม  
(Botulinum toxin) ที่มีฤทธ์ิต่อระบบประสาท และมีความเป็นพิษรุนแรงที่สุดเท่าที่พบในปัจจุบัน แม้โรคนี้จะเกิด
ขึ้นนานๆ ครั้ง แต่พบอัตราตายสูง สารพิษจาก C. botulinum จ�าแนกได้เป็น 7 type คือ A, B, C, D, E, F และ G  
โดยที่ type A, B, E และ F ก่อให้เกิดโรค ในขณะที่ type C, D และ E ก่อให้เกิดโรคในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมชนิดอ่ืนๆ 
สัตว์ปีก และปลา (1) นอกจากนี้ C. botulinum ยังจ�าแนกตามหลักการเพาะเชื้อ คุณสมบัติทางชีวเคมี และคุณสมบัต ิ

ทางสรีระวิทยา ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ย่อยโปรตีน (proteolytic strains) ได้แก่ ทุกสายพันธุ์ของ type A  
และบางสายพันธุ์ของ type B และ F และกลุ่มที่ไม่ย่อยโปรตีน (non-proteolytic strains) ได้แก่ ทุกสายพันธุ ์
ของ type E และสายพันธุ์อ่ืนๆ ที่เหลือของ type B และ F (2)

C. botulinum พบทั่วไปในดิน ตะกอนดินในมหาสมุทรและทะเลสาบ type E พบบ่อยในแหล่งน�้า 
ทั้งน�้าจืดและน�้าทะเล รวมทั้งปลาหรืออาหารทะเลอ่ืน โดยพบตามเหงือก เครื่องใน ของปลา ปู และหอย ส่วน type  
A และ B มกัพบในอาหารทีป่นเป้ือนดนิ และพบในน�า้ได้ด้วย (3) รายงานการส�ารวจ C. botulinum ในดนิ ทราย และปลา 
บริเวณอ่าวไทย เมื่อปี ค.ศ. 1979 พบ C. botulinum type D และ type E (4) ขณะที่รายงานการศึกษาของประเทศ
ญ่ีปุ่น เมื่อปี ค.ศ. 1980 พบ C. botulinum type C และ D ในปลาและอาหารทะเลที่จ�าหน่ายในซุปเปอร์มาร์เกต 

ในเมืองโอซากา (5)

ผลิตภัณฑ์อาหารที่มีความเสี่ยงต่อการก่อโรค Botulism ส่วนใหญ่เป็นอาหารกระป๋องท่ีผลิตในครัวเรือน 
(home-canned หรือ home-bottled foods) อาหารที่ผ่านกระบวนการถนอมอาหาร หรือแปรรูปที่ไม่สมบูรณ์ 
หรืออาหารหมัก (fermented food) (1) อาจมีสปอร์ของ C. botulinum ปนเป้ือนมากับวัตถุดิบอาหาร นอกจากนี้ 
ในผลิตภัณฑ์อาหารที่ผลิตโดยไม่ผ่านความร้อนหรือกระบวนการผลิตที่มีการให้ความร้อนไม่เพียงพอ ท�าให้สปอร ์

ยังคงหลงเหลอือยู่ และหากอาหารนัน้อยู่ในภาวะทีเ่หมาะสมกับการเจรญิของเชือ้ สปอร์จะงอกเป็นตวัเชือ้ เจรญิเพิม่จ�านวน 

และสร้างสารพิษโบทูลินัมในอาหารนั้นๆ ได้ ภาวะที่เหมาะสมกับการเจริญของเช้ือ ได้แก่ ภาวะที่ไม่มีออกซิเจนหรือ
ออกซิเจนต�่า มีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) สูงกว่า 4.6 มีส่วนผสมของเกลือไม่เกิน 5-10% (6) นอกจากนั้น การเก็บ
รกัษาอาหารในช่วงอุณหภูมิทีพ่อเหมาะกับการเจรญิของเชือ้ เป็นปัจจยัร่วมทีท่�าให้เชือ้เจรญิและสร้างสารพษิในอาหารได้ 

เช่น เก็บรักษาในอุณหภูมิปกติ หรือไม่เกิน 45-50 องศาเซลเซียส (เช่น อาหารหมัก และหมูยอที่นิยมวางจ�าหน่าย 

โดยไม่แช่เย็น เป็นต้น) ส�าหรบัอุณหภมูทิีเ่หมาะสมต่อการเจรญิและสร้างสารพษิของ C. botulinum กลุม่ทีย่่อยโปรตนี 

(proteolytic strains) ประมาณ 35 องศาเซลเซียส ส่วนกลุ่มที่ไม่ย่อยโปรตีน (non-proteolytic strains)  
อยู่ในช่วง 26-28 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามกลุม่ทีไ่ม่ย่อยโปรตนี (non-proteolytic strains) types B, E, and F  
ยังสามารถสร้างสารพิษได้ แม้เก็บรักษาอาหารที่อุณหภูมิ 3-4 องศาเซลเซียส (2-3) 

ประเทศสหรัฐอเมริกามีรายงานผู้ป่วยด้วยโรค Botulism ในปีค.ศ. 2016 จ�านวน 205 ราย โดยพบว่า  
เป็น Foodborne Botulism 29 ราย (ร้อยละ 14) ซ่ึงมีสาเหตุจากทั้ง home-canned food และอาหารอ่ืนๆ  
โดยพบ C. botulinum type A, E และ B (7) ส�าหรับประเทศไทย มีรายงานการระบาดของ Foodborne Botulism 
ที่เกิดจากการบริโภคอาหารต่างๆ ได้แก่ หน่อไม้ป๊ีบที่จังหวัดน่าน เมื่อปี พ.ศ. 2541 (8) และ พ.ศ. 2549 (9) หน่อไม้ป๊ีบ 

ที่จังหวัดล�าปาง ปี พ.ศ. 2546 (10) ลาบเนื้อเก้งดิบที่จังหวัดพะเยา ปี พ.ศ. 2549 (11) หมูยอ (พบสารพิษ type A)  
ทีจ่งัหวดันครราชสมีา ปี พ.ศ. 2553 (12)  ถ่ัวเน่าอึ (ถ่ัวเหลอืงหมกั) (พบสารพษิ type B) ทีจ่งัหวดัแม่ฮ่องสอน ปี พ.ศ. 2553 (13)  

ปูดองที่จังหวัดสุราษฎร์ธานี ปี พ.ศ. 2555 (14) และหน่อไม้ต้มบรรจุถุงพลาสติก (พบสารพิษ type B) ที่จังหวัดชัยภูมิ  
และจงัหวดัชลบรุ ีปี พ.ศ. 2557 (15)  ซ่ึงอาหารดงักล่าวเป็นกลุม่อาหารในภาชนะบรรจทุีปิ่ดสนทิทีผ่่านความร้อนไม่สมบรูณ์  
และอาหารหมักเป็นหลัก



การปนเป้ือน Clostridium botulinum และสารพิษโบทูลินัมในน�้าปลาไทย ดวงดาว  วงศ์สมมาตร์ และคณะ
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น�้าปลาเป็นอาหารหมักที่นิยมใช้เป็นเครื่องปรุงรสในอาหารไทย จัดเป็นผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูปผ่าน
กระบวนการหมกั โดยน�าปลาทะเลขนาดเลก็ เช่น ปลาซิว ปลาสร้อย ปลาไส้ตนั ปลากะตกั มาหมกัเกลอืนาน 6-18 เดือน 

จึงกรองและบรรจุขวด จ�าหน่ายเป็นน�้าปลาน�้าที่หนึ่งและหลังจากหมักกากปลาที่เหลือต่อ โดยเติมน�้าเกลืออ่ิมตัว  
ทิ้งไว้ 3-6 เดือน ผ่านการกรองและบรรจุขวด ได้เป็นน�้าปลาน�้าที่สอง (16) น�้าปลาจึงเป็นอาหารที่ไม่ได้ผ่านความร้อน  
หากมกีารปนเป้ือนสปอร์ของ C. botulinum มาตัง้แต่ในวตัถุดบิ เชือ้อาจเจรญิในปลาหมกัได้ น�า้ปลาเป็นอาหารก�าหนด
คุณภาพหรือมาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 203 พ.ศ. 2543 เรื่องน�้าปลา (17) ซ่ึงมีการจัดเกรด 

เป็นน�า้ปลาแท้ หรอืน�า้ปลาผสม โดยพจิารณาจากคุณภาพ เช่น ปรมิาณไนโตรเจนทัง้หมด และสัดส่วนของกรดกลตูามคิ 

ต่อไนโตรเจนทั้งหมด เป็นต้น แต่ทั้งน�้าปลาแท้และน�้าปลาผสม ต้องมีความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์  
และ/หรอืเกลอืโพแทสเซียมคลอไรด์ รวมกันแล้วไม่น้อยกว่า 200 กรมั ต่อ น�า้ปลา 1 ลติร (20%) ซ่ึงเป็นปรมิาณทีส่งูกว่า 
ค่าปริมาณเกลือสูงสุดในการเจริญของ C. botulinum (10 % เกลือ) (6) 

ประเทศไทยส่งออกน�้าปลาไปยังหลายประเทศ แต่เมื่อปี พ.ศ. 2557 ประเทศสหรัฐอเมริกาห้ามน�าเข้า
น�้าปลาจากผู้ผลิต 4 บริษัทของประเทศไทย เนื่องจากส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา สหรัฐอเมริกา (US FDA)  
อ้างว่าการผลิตน�้าปลาไม่ได้มาตรฐานตามกฎระเบียบเรื่องการวิเคราะห์จุดความเสี่ยงอันตรายและการจัดท�าแผน 

เพื่อควบคุมอันตรายที่อาจเกิดขึ้น (Hazard Analysis & Critical Control Points: HACCP) ซึ่งอาจก่อให้เกิด
สารฮีสตามนีและสารพษิโบทลูนัิม การห้ามน�าเข้าสนิค้านีส่้งผลกระทบต่อมลูค่าและสดัส่วนการตลาดของน�า้ปลาไทยใน
สหรฐัอเมรกิาเป็นอย่างมาก แม้ว่ากรมประมงได้ท�าการศึกษาวจิยัวตัถุดิบและน�า้ปลาทีผ่ลติในโรงงานผลติน�า้ปลาภายใน
ประเทศ 3 แห่ง เพื่อตรวจหาการปนเป้ือน C. botulinum ใน 3 กลุ่มตัวอย่าง รวมทั้งหมด 370 ตัวอย่าง คือ ปลากะตัก 

ที่เป็นวัตถุดิบในการผลิตน�้าปลา ปลากะตักเคล้าเกลือ และน�้าปลาในบ่อหมักตั้งแต่เดือนที่ 1 จนถึงเดือนสุดท้าย 

ที่หมักน�้าปลา (หมักนาน ตั้งแต่ 10 เดือนขึ้นไป) และผลการศึกษาไม่พบปนเปื้อน C. botulinum (18) แต่ไม่ได้
ศึกษาการปนเปื้อนสารพิษโบทูลินัม US FDA จึงพิจารณาว่าข้อมูลไม่เพียงพอ ท�าให้มีการกักกันสินค้าจากผู้ผลิตทั้ง  
4 บริษัทต่อไป เพื่อสนับสนุนข้อมูลในการแก้ปัญหาการส่งออกน�้าปลาไทย จึงได้ท�าการศึกษาวิเคราะห์การปนเปื้อน  
C. botulinum และสารพิษโบทูลินัมในน�้าปลา โดยใช้ชุดน�้ายา Tetracore® ซ่ึงผลิตโดย Tetracore, Inc. USA  
และได้รับการทวนสอบโดยหน่วยงาน U.S. Environmental Protection Agency (19)

วัสดุและวิธีการ
สารมาตรฐานและเช้ืออ้างอิง

สารมาตรฐาน : สารพิษโบทูลินัม type A, B, E และ F ได้รับความอนุเคราะห์จากฝ่ายแบคทีเรียไร้อากาศ 
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

เชื้ออ้างอิง : Clostridium sporogenes DMST 15536 (ATCC 11437) จากศูนย์เก็บรักษาและรวบรวม
สายพันธุ์จุลินทรีย์ทางการแพทย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์ การแพทย์ ใช้ในการควบคุม
คุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อ และเป็น positive analytical control ส�าหรับการตรวจหา C. botulinum ในน�้าปลา

อาหารเลี้ยงเช้ือ	
อาหารเลีย้งเช้ือส�าหรบัเพาะเชือ้ C. botulinum : gel-phosphate buffer, cooked meat medium (CM)  

(Oxoid, England), trypticase-peptone-glucose-yeast extract broth (TPGY), anaerobic egg yolk agar  
(anaerobic-EY) 
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ตัวอย่างทดสอบ
ตวัอย่างน�า้ปลาแท้และน�า้ปลาผสม จ�านวนรวม 117 ตวัอย่าง ทีน่�าส่งส�านกัคุณภาพและความปลอดภยัอาหาร 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยหน่วยงานภาครัฐคือ ส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา และส�านักงานสาธารณสุข
จังหวัด และภาคเอกชน รวมทั้งตัวอย่างที่สุ่มเก็บจากท้องตลาด เป็น 2 ช่วงเวลา ดังนี้

1. ช่วงที่ 1 เดือนกรกฎาคม-พฤศจิกายน 2559 ส�ารวจน�้าปลา จ�านวน 48 ตัวอย่าง แยกเป็นน�้าปลาแท้  
28 ตัวอย่าง 21 เครื่องหมายการค้า จาก 18 แหล่งผลิตใน 12 จังหวัด (กรุงเทพฯ จันทบุรี ชลบุรี นครปฐม นนทบุรี 
ปทุมธานี ระยอง สตูล สมุทรปราการ สมุทรสงคราม สมุทรสาคร อุทัยธานี) และน�้าปลาผสม 20 ตัวอย่าง  
18 เครือ่งหมายการค้า จาก 14 แหล่งผลติ ใน 9 จงัหวดั (กรงุเทพฯ ชมุพร นนทบรุ ีปทมุธาน ีระยอง ราชบรุ ีสมทุรสงคราม 
สระบุรี อุทัยธานี)

2. ช่วงเดือนกรกฎาคม-สิงหาคม 2560 จ�านวน 69 ตัวอย่าง แยกเป็นน�้าปลาแท้ 44 ตัวอย่าง 20 
เครื่องหมายการค้า จาก 10 แหล่งผลิตใน 9 จังหวัด (กรุงเทพฯ ชลบุรี นครปฐม ปทุมธานี ปราจีนบุรี ระยอง ราชบุรี 
สมุทรปราการ สมุทรสงคราม) ซ่ึงรวมถึงน�้าปลาแท้ที่น�าเข้าจากประเทศเวียดนามอีก 1 ตัวอย่าง และน�้าปลาผสม  
25 ตัวอย่าง 24 เครื่องหมายการค้า จาก 11 แหล่งผลิตใน 11 จังหวัด (กรุงเทพฯ ชุมพร นครปฐม นนทบุรี ปราจีนบุรี 
สมุทรปราการ สมุทรสงคราม สิงห์บุรี ระยอง ราชบุรี อยุธยา)

การเตรียมตัวอย่าง
เขย่าขวดให้น�้าปลาผสมกันให้ทั่ว เปิดฝาด้วยเทคนิคปราศจากเชื้อ และปิเปตตัวอย่างน�้าปลา 50 มิลลิลิตร 

ใส่ขวดฝาเกลียวที่ปราศจากเชื้อ

การตรวจวิเคราะห์
การตรวจหาสารพิษโบทูลินัม type A, B, E และ F: 

ท�าการวเิคราะห์โดยใช้เทคนคิ indirect capture ELISA ด้วยชดุน�า้ยา Tetracore® (Tetracore, Inc., USA) 
กล่าวคือ เติม ELISA dilution/blocking buffer ลงใน 96-well pre-coated ELISA plate ส�าหรับแต่ละ type 
ของ toxin แล้วบ่มที ่ 37 องศาเซลเซียส (˚ซ) 1 ชั่วโมง หลังจากล้างด้วย Phosphate Buffered Saline with  
tween-20 (PBST) เติมตัวอย่างน�้าปลาทดสอบที่ได้เตรียมไว้ (undiluted sample) โดยมีตัวอย่างน�้าปลาที่  
spike toxin แต่ละ type เป็นตัวอย่างควบคุมบวก และ ELISA dilution/blocking buffer เป็นตัวอย่างควบคุมลบ 

และตัวอย่างน�้าปลาที่มีสีเข้มที่สุดของการวิเคราะห์แต่ละครั้งเป็น blank control แล้วบ่มที่ 37˚ซ นาน 1 ชั่วโมง  
จากนั้นเติม detector antibody (Mab anti-Bot Toxin A, Rabbit anti-Bot tox, biotinylated Horse  
anti-bot toxin E, biotinylated Horse anti-bot toxin F ที่เจือจาง 2.5, 5, 5 และ 4 µg/ml ในการตรวจหา 
toxin type A, B, E และ F ตามล�าดบั) บ่มต่อที ่37˚ซ 1 ชัว่โมง แล้วเตมิ conjugate antibody (Goat anti-Mouse 

IgG–HRP และ Streptavidin-HRP ทีเ่จอืจาง 1:5000 ส�าหรบัการตรวจหา Toxin type A, B และ E, F ตามล�าดบั) 
บ่มที่ 37˚ซ 1 ชั่วโมง หลังจากล้าง plate ด้วย PBST แล้วจึงเติม substrate (ABTS peroxidase Substrate  
(1 component)) แล้วบ่มที่ 37˚ซ 30 นาที จากนั้นอ่านค่า Optical Density (OD) ที่ 405 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
ELISA plate reader (Tecan®, Tecan Austria GmbH, Austria) 

ตัดสินผลการตรวจพบ/ไม่พบ Botulinum toxin โดยเปรียบเทียบกับค่า positive cutoff (ค�านวณจาก  
ค่า mean ของ negative control + 3SD ของ negative control + 0.150 (ค่าblank control ของผู้ผลิตชุดน�้ายา)  
+ ค่า blank control ของน�้าปลา) โดยตัวอย่างที่อ่านค่า OD ได้มากกว่าค่า positive cutoff อ่านผลเป็นบวก  
ซึ่ง positive control เตรียมจากตัวอย่างน�้าปลาที่ spike toxin แยกแต่ละ type โดยให้มี final concentration  
ของ toxin น้อยกว่า 5 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 
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การตรวจหา C. botulinum: 
ท�าการตรวจด้วยเทคนคิเพาะเชือ้ ตามวธีิมาตรฐาน US FDA BAM 2001 (2)   โดยปิเปตตวัอย่างน�า้ปลา  2  มลิลลิติร  

ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ CM และ TPGY ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ชนิดละ 2 หลอด บ่มหลอด CM ที่ 35˚ซ และ 
บ่มหลอด TPGY ที ่28˚ซ นาน 5 วนั ตรวจสอบความขุ่น ก๊าซ กลิน่เหมน็ การย่อยสลายของเนือ้อาหาร และย้อมสแีกรม 

หากไม่พบการเจรญิ (no growth) บ่มต่ออีก 10 วนั จากนัน้น�าอาหารทีเ่พาะเลีย้งเชือ้จากใน CM และ TPGY ปรมิาตร 
1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดแก้วฝาเกลียวปราศจากเชื้อ และเติม absolute ethanol ที่ปราศจากเชื้อ (โดยกรองผ่าน 

แผ่นกรองเมมเบรน ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร) 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้ววางบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง  
จากนั้น ถ่ายเชื้อ 1 loop บนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ anaerobic-EY บ่มที่ 35˚ซ 48 ชั่วโมง ในภาวะที่ไร้ออกซิเจน  
เมื่อพบลักษณะโคโลนีที่สงสัย ส่งตรวจยืนยันที่สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ผล
จากการวเิคราะห์น�า้ปลาแท้และน�า้ปลาผสม เพือ่ตรวจหาการปนเป้ือน C. botulinum และสารพษิโบทลูนิมั 

ในช่วงปี พ.ศ. 2559 และ 2560 จ�านวน 48 และ 69 ตัวอย่างตามล�าดับ รวมทั้งสิ้น 117 ตัวอย่าง ผลการตรวจวิเคราะห์
ไม่พบสารพิษโบทูลินัม และ C. botulinum ในน�้าปลาทุกตัวอย่าง (ตารางที่ 1)
ตารางท่ี	1 ผลการตรวจการวิเคราะห์การปนเปื้อน C. botulinum และสารพิษโบทูลินัมในน�้าปลา ปี พ.ศ. 2559  
 และปี พ.ศ. 2560

แหล่งผลิต
ปี	พ.ศ.	2559

จำานวนตัวอย่างตรวจ	(ไม่ผ่านเกณฑ์)
ปี	พ.ศ.	2560

จำานวนตัวอย่างตรวจ(ไม่ผ่านเกณฑ์)	
นำ้าปลาแท้ นำ้าปลาผสม นำ้าปลาแท้ นำ้าปลาผสม

กรุงเทพฯ 1 (0) 3 (0) 1 (0) 6 (0)
จันทบุรี 1 (0) - - -
ชลบุรี 1 (0) - 4  (0) -
ชุมพร - 3 (0) - 3 (0)
นครปฐม 2 (0) - 2 (0) 1 (0)
นนทบุรี 1 (0) 1 (0) - 2 (0)
ปราจีนบุรี - - 2 (0) 2 (0)
ปทุมธานี 2 (0) 3 (0) 1 (0) -
ระยอง 9 (0) 5 (0) 10 (0) 2 (0)
ราชบุรี - 2 (0) 1 (0) 5 (0)
สระบุรี - 1 (0) - -
สมุทรปราการ 4 (0) - 4 (0) 1 (0)
สมุทรสาคร 2 (0) - - -
สมุทรสงคราม 2 (0) 1 (0) 18 (0) 1 (0)
สตูล 1 (0) - - -
สิงห์บุรี - - - 1 (0)
อยุธยา - - - 1 (0)
อุทัยธานี 2 (0) 1 (0) - -
เวียดนาม - - 1 (0) -
รวม 28 (0) 20  (0) 44 (0) 25 (0)
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เมือ่เพาะเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ anaerobic-EY พบโคโลนีผิวหน้าวาว หรอืค่อนข้างวาว และมโีซนสเีหลืองขุน่ 

จากตัวอย่างน�้าปลาแท้และน�้าปลาผสม จ�านวน 8 และ 5 ชนิด ตามล�าดับ ผลการตรวจยืนยันเชื้อพบ Clostridium  
sporogenes ในน�า้ปลาแท้ 3 ตวัอย่าง และน�า้ปลาผสม 4 ตวัอย่าง Clostridium bifermentans ในน�า้ปลาแท้ 2 ตวัอย่าง  
และน�้าปลาผสม 1 ตัวอย่าง และพบ Bacillus cereus group ในน�้าปลาแท้ 3 ตัวอย่าง (ตารางที่ 2)

ปี 
พ.ศ.

ประเภท
น�้าปลา

จ�านวน
ตัวอย่าง

ตรวจยืนยัน

จ�านวนตัวอย่างตรวจพบเชื้อ
C. botulinum C. sporogenes C. bifermentans B. cereus 

group
2559 แท้ 4 0 0 1 3

ผสม 1 0 1 0 0
2560 แท้ 4 0 3 1 0

ผสม 4 0 3 1 0
รวม 13 0 7 3 3

ตารางท่ี	2 ผลการตรวจยืนยันเชือ้แบคทเีรยีลกัษณะเฉพาะทีแ่ยกได้จากตวัอย่างน�า้ปลา ปี พ.ศ. 2559 และ ปี พ.ศ. 2560 

วิจารณ์
จากการวิเคราะห์การปนเป้ือนสารพิษโบทูลินัม และ C. botulinum ในน�้าปลาแท้และน�้าปลาผสมจ�านวน

รวม 117 ตัวอย่าง ไม่พบทั้งสารพิษโบทูลินัม และ C. botulinum แต่พบ C. sporogenes และ C. bifermentans 
ซ่ึงเป็นเชื้อแบคทีเรียที่เจริญในภาวะที่ไม่มีออกซิเจนเช่นเดียวกับ C. botulinum แต่ต่างกันที่ C. sporogenes  
และ C. bifermentans ตามปกติเป็นเชื้อที่ไม่ก่อโรค รวมทั้งตรวจพบ Bacillus cereus group ซึ่งเป็นแบคทีเรีย 

ที่เจริญได้ทั้งในภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน (Facultative anaerobe) เชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 กลุ่มนี้เป็นเชื้อที่สามารถ
สร้างสปอร์ และพบได้ตามธรรมชาติในสิ่งแวดล้อม ดินและแหล่งน�้าเช่นเดียวกับ C. botulinum (20-21) การตรวจพบ
เชื้อเหล่าน้ีแสดงว่าน�้าปลามีการปนเปื้อนสปอร์ของเชื้อ จึงมีโอกาสที่จะพบการปนเปื้อนสปอร์ของ C. botulinum  

ที่มาจากสิ่งแวดล้อมได้ด้วย แต่หากการผลิตน�้าปลาได้ตามมาตรฐานก�าหนด จะมีส่วนผสมของเกลือไม่น้อยกว่า 20% 
(200 กรัม ต่อน�้าปลา 1 ลิตร) ซึ่งเป็นภาวะที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อ C. botulinum จะท�าให้เชื้อไม่เจริญ  
จึงไม่สามารถสร้างสารพิษโบทูลินัมได้ อย่างไรก็ตามหากมีการสร้างสารพิษโบทูลินัมในน�้าปลา สารพิษจะถูกท�าลายได้
โดยการต้มเดือด นานอย่างน้อย 5 นาที (อุณหภูมิภายในอาหารสูงกว่า 85 องศาเซลเซียส) (1) เพราะสารพิษชนิดนี้ 
ไม่ทนความร้อน การต้มเป็นวิธีหนึ่งที่จะสามารถป้องกันการเกิดโรค Botulism ในผู้บริโภคได้ และสอดคล้องกับ 

ข้อเสนอของ US FDA ที่ให้ผู้ผลิตต้มน�้าปลาก่อนน�าเข้าไปจ�าหน่ายในประเทศสหรัฐอเมริกา 

สรุป
จากข้อมูลการส�ารวจที่ไม่พบสารพิษโบทูลินัม และ C. botulinum ในน�้าปลา ท�าให้ผู้บริโภคมั่นใจว่า

น�้าปลาไทยปลอดจากสารพิษที่มีอันตรายร้ายแรง อย่างไรก็ตามผู้ประกอบการผลิตน�้าปลาควรเคร่งครัดในการปฏิบัต ิ

ตามกฎหมายอาหารของไทย และจ�าหน่ายน�้าปลาที่มีคุณภาพได้มาตรฐาน โดยเฉพาะอย่างย่ิงปริมาณเกลือในน�้าปลา
ต้องไม่น้อยกว่า 20% เพื่อยับย้ังการเจริญของ C. botulinum ได้อย่างสมบูรณ์ ข้อมูลผลการตรวจวิเคราะห์นี้เป็น
ส่วนหนึ่งของข้อมูลสนับสนุนในการเจรจาการค้าระหว่างประเทศ เพื่อต่อรองการส่งออกน�้าปลาไทยไปยังสหรัฐอเมริกา 
เพื่อช่วยรักษาและเพิ่มศักยภาพการแข่งขันของตลาดน�้าปลาไทยในต่างประเทศ 
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สารมาตรฐานและตรวจยืนยันเชื้อ และเจ้าหน้าที่ฝ่ายอาหาร กลุ่มจุลชีววิทยา ที่ช่วยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและเตรียม 

ตัวอย่างในการตรวจวิเคราะห์ และขอขอบคุณนางสาวณัฐกานต์ ติยศิวาพร นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ช�านาญการ  
ที่ช่วยสืบค้นเอกสารอ้างอิง และนายกรกช พรหมจันทร์ นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ปฏิบัติการ ที่ช่วยทวนสอบเอกสาร 
และท�าให้โครงการวิจัยนี้ส�าเร็จลงได้ด้วยดี
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Abstract In 2014, the United States banned the import of certain brands of fish sauce from Thailand  
due to lack of laboratory tests on botulinum toxin. This has an impact on the market share of Thai fish sauce 
in the US. The objective of this study was to ensure the safety to the consumers and to fulfil the requirements 
for exporting Thai fish sauce to the US. A total of 117 samples collected during 2016-2017 were investigated.  
The contaminations of Clostidium botulinum and botulinum toxin types A, B, E and F were detected using 
media culture and ELISA techniques, respectively. All samples were free from Clostidium boltulinum bacteria 
and its toxin. However, Clostridium sporogenes, Clostridium bifermentans and Bacillus cereus were present  
in 7, 3 and 3 samples, respectively. The results indicated that Thai fish sauces were safe for human  
consumption and can be used to reassure the product quality of Thai fish sauce exports to the US. 
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