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ค ำน ำ 
 

               หนงัสือเลม่นี ้ ผูเ้ขียนไดเ้รียบเรียงขึน้เพ่ือใชป้ระกอบการสอนปฏิบตักิารวิชาจลุชีววิทยาทาง
อาหารใหก้บันกัศกึษาระดบัปรญิญาตรีสาขาจลุชีววิทยาอตุสาหกรรม เนือ้หาท่ีส าคญัของหนงัสือเลม่
นีป้ระกอบดว้ย  เทคนิคพืน้ฐานในการท าปฏิบตักิารดา้นจลุชีววิทยาทางอาหารท่ีใชก้นัทั่วไปในการ
ตรวจคณุภาพอาหารทางจลุินทรีย ์ไดแ้ก่ เทคนิคการตรวจหาจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด การตรวจหาและ
ประเมินจ านวนเชือ้ราและยีสต ์ การตรวจหาจ านวนจลุินทรียบ์าดเจ็บ จ านวนจลุินทรียท่ี์ชอบเจรญิใน
สภาพอณุหภมูิต  ่า และจ านวนจลุินทรียท์นความรอ้นในอาหาร การหา D value และ Z value  การ
ตรวจหาแบคทีเรียโคลิฟอรม์       ฟีคอลโคลิฟอรม์และ Escherichia coli  การตรวจหาเชือ้จลุินทรียก์อ่
โรคชนิดตา่ง ๆ ในอาหารไดแ้ก่ Salmonella,  Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 
Bacillus cereus, Clostridium perfringens และ Vibrio parahaemolyticus รวมทัง้การตรวจการเสีย
ของอาหารกระป๋องโดยจลุินทรีย ์ และการตรวจหาจ านวนจลุินทรียใ์นสิ่งแวดลอ้ม ซึ่งผูเ้ขียนไดร้วบรวม
เนือ้หาจากต าราและคูมื่อปฏิบตักิารทางจลุชีววิทยาทางอาหารท่ีทนัสมยัทัง้ในและตา่งประเทศ ผูเ้ขียน
หวงัเป็นอยา่งยิ่งวา่หนงัสือเล่มนีจ้ะเป็นประโยชนต์อ่นกัศกึษาและผูท่ี้สนใจทั่วไป 
               ความดีของหนงัสือเลม่นี ้ขอมอบแดค่ณุพอ่ คณุแมแ่ละคณาจารยผ์ูป้ระสิทธ์ิประสาทความรู้
ใหก้บัผูเ้ขียน 
 
                                                                                                         สรุีย ์นานาสมบตัิ 
                                                                                                          มถินุายน 2568 
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ข้อควรปฏบัิตเิพือ่ควำมปลอดภัยในหอ้งปฏบัิตกิำร 
 
 

1. เม่ือเขา้มาในหอ้งปฏิบตัิการ ไม่ควรวางหนงัสือและสิ่งของอ่ืนๆ บนโต๊ะบริเวณท่ีจะท าการทดลอง 
จดับริเวณนัน้ใหว้่างใหมี้เฉพาะของท่ีตอ้งใชใ้นปฏิบตัิการเท่านัน้ เช่น ตะเกียงแอลกอฮอล ์ขวดสี
ยอ้ม ลปูเข่ียเชือ้ และอปุกรณอ่ื์นๆท่ีจ าเป็น 

2. สวมเสือ้คลมุท่ีสะอาดขณะท าการทดลอง มดัผมใหเ้รียบรอ้ยกรณีท่ีผมยาวและลา้งมือใหส้ะอาด 
3. ท าความสะอาดโต๊ะบรเิวณท่ีท าการทดลองโดยใชน้  า้ยาฆา่เชือ้ทัง้ก่อนและหลงัการทดลอง 
4. ไม่ด่ืมหรือรบัประทานอาหารหรือขนมขบเคีย้วใด ๆ และปิดโทรศพัทมื์อถือตลอดเวลาขณะอยู่ใน

หอ้งปฏิบตักิาร 
5. จดุตะเกียงแอลกอฮอลอ์ย่างระมดัระวงั วางบีกเกอรบ์รรจุเอทานอลห่างตะเกียงอย่างนอ้ย 18 นิว้ 

ไมจ่ดุตะเกียงทิง้ไวน้านเกินไปถา้หากยงัไมใ่ช ้
6. ในการใชปิ้เปตดดูสารละลายใหใ้ชล้กูยางชว่ยดดูสารละลาย หา้มใชป้ากดดูปิเปตโดยเด็ดขาด 
7. ไมท่ิง้เศษกระดาษหรือเศษวสัดทุกุชนิดลงบนพืน้และในอา่งน า้  
8. วางปิเปตและกระจกสไลดท่ี์ปนเป้ือนเชือ้จลุินทรียใ์นภาชนะท่ีบรรจุน า้ยาฆ่าเชือ้ท่ีจดัเตรียมไวใ้ห้

เท่านั้นโดยให้น า้ยาฆ่าเชือ้ท่วมปิเปตและกระจกสไลด ์อย่าวางไวบ้นโต๊ะมิฉะนั้นอาจเกิดการ
ปนเป้ือน 

9. หลงัจากเข่ียเชือ้จลุินทรียด์ว้ยลปูเข่ียเชือ้ แลว้ตอ้งเผาไฟก่อนเพ่ือฆา่เชือ้ ก่อนท่ีจะวางลงบนโต๊ะ 
10. เม่ือท าภาชนะบรรจุเชือ้แตกหรือท าเชือ้หก  ให้คลุมบริเวณนั้นดว้ยกระดาษช าระแลว้ราดดว้ย

น า้ยาฆ่าเชือ้ใหท้่วมและถูบริเวณดงักล่าวซ า้ดว้ยน า้ยาฆ่าเชือ้ น ากระดาษช าระและเศษแก้วท่ี
ปนเป้ือนเชือ้จลุินทรียใ์สถ่งุน าไปนึ่งฆา่เชือ้ 

11. ในกรณีท่ีหอ้งปฏิบตัิการไม่มีเครื่องปรบัอากาศ ควรปิดพดัลมและปิดหนา้ตา่งในจดุท่ีกระแสลมจะ
ท าใหเ้กิดการปนเป้ือนได ้

12. จานเพาะเชือ้จะตอ้งมีฝาปิด หลอดหรือขวดเชือ้จะตอ้งมีจุกอดุตลอดเวลาถึงแมว้่าการทดลองจะ
สิน้สดุแลว้และตอ้งไม่วางหลอดเชือ้หรือขวดเชือ้ท่ีมีเชือ้เจรญิในอาหารเหลวในลกัษณะเอียงจนท า
ใหจ้กุส าลีเป้ือนอาหารและเชือ้จนเป็นเหตใุหจ้ลุินทรียเ์จรญิบนจกุส าลีนัน้ได ้

13. จานเพาะเชือ้หรือหลอดเชือ้ท่ีมีจลุินทรียอ์ยู่เม่ือไม่ใชแ้ลว้จะตอ้งน ามานึ่งฆ่าเชือ้ก่อนท่ีจะท าความ
สะอาดหา้มทิง้ลงถงัขยะโดยท่ียงัไมไ่ดฆ้า่เชือ้เป็นอนัขาดมิฉะนัน้เชือ้จะแพรก่ระจายสูส่ิ่งแวดลอ้ม 

14. เม่ือเสรจ็สิน้ปฏิบตัิการแตล่ะครัง้ใหปิ้ดจกุขวดสารตา่งๆ ทกุอยา่งใหแ้น่นแลว้ลา้งมือใหส้ะอาดก่อน
ออกจากหอ้งปฏิบตักิารทกุครัง้ 
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บทปฏบัิตกิารที ่ 1                
การวิเคราะหห์าจ านวนจุลินทรียท์ัง้หมดด้วยวิธี Standard Plate Count  

 
 

การวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดสามารถท าไดห้ลายวิธี อาจตรวจนบัจ านวนเซลลโ์ดย 
ตรงหรือหามวลเซลลท์ัง้หมดจากตวัอย่างซึ่งจะผนัแปรโดยตรงกบัจ านวนเซลลท่ี์มีชีวิต วิธีพืน้ฐานท่ีใช้
กนัมากก็คือวิธี Standard Plate Count (SPC) หรือ Aerobic Plate Count (APC) บางครัง้เรียกวา่ 
Total Plate Count เป็นหนึ่งในวิธีท่ีนิยมใชใ้นการตรวจหาจ านวนจลุินทรียท่ี์มีชีวิตในผลิตภณัฑอ์าหาร
หรือสว่นผสมของอาหารกนัมากท่ีสดุเพ่ือประเมินคณุภาพทางจลุินทรียข์องอาหาร วิธีนีต้อ้งเพาะเลีย้ง
จลุินทรียใ์หเ้จรญิขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้โดยอาศยัหลกัการท่ีวา่  จลุินทรียท่ี์มีชีวิตจะเจรญิแบง่ตวัเพิ่ม
จ านวนจนเห็นเป็นโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ แลว้จงึตรวจนบัจ านวนโคโลนีหลงัจากการบม่ท่ีอณุหภมูิ
เหมาะสม ขอ้เสียของวิธีนีคื้อตอ้งใชเ้วลาประมาณ 18-24 ชั่วโมงจงึจะทราบผล สิน้เปลืองแรงงานมาก 
ซึ่งไมเ่หมาะกบัอาหารท่ีตอ้งการทราบผลอยา่งรวดเรว็เพ่ือตดัสินใจรบัซือ้เชน่ น า้นมดิบ 

  
การเก็บตัวอย่างและการเตรียมตัวอย่าง 

 โดยทั่วไปการกระจายของจลุินทรียใ์นตวัอยา่งมกัจะไมส่ม ่าเสมอ เชน่ ในผกั ผลไม ้ เนือ้สตัว์
และปลา ส่วนใหญ่พบจลุินทรียป์นเป้ือนจ านวนมากบรเิวณผิวมากกวา่ภายใน นอกจากนัน้การ
กระจายตวัของแบคทีเรียในผลิตภณัฑห์นึ่งอาจผนัแปร เชน่ ในชิน้ปลาสดสว่นตา่งๆ จะมีการกระจาย
ของแบคทีเรียมกัจะไมส่ม ่าเสมอโดยจะพบแบคทีเรียจ านวนคอ่นขา้งมากบรเิวณ ครีบและทอ้งปลา ใน
ผลิตภณัฑอ์าหารก็เชน่เดียวกนั บอ่ยครัง้การกระจายตวัของแบคทีเรียไมมี่ความสม ่าเสมอทั่วทัง้กลุม่
สินคา้ท่ีผลิตขึน้มาในชว่งเวลาเดียวกนั ตวัอยา่งเชน่ถา้หากท าการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด
เพียง 1 ตวัอยา่งจากผลิตภณัฑอ์าหารชนิดเดียวกนัทัง้หมด 1,000 ตวัอยา่ง จะไมส่ามารถทราบไดว้่า
ผลการวิเคราะหส์ามารถใชเ้ป็นตวัแทนของผลิตภณัฑท์ัง้กลุม่ไดห้รือไม ่ ดงันัน้ถา้หากวิเคราะหจ์  านวน
ตวัอยา่งยิ่งมากเท่าใดก็จะสามารถเขา้ใจไดถ้ึงคณุภาพทางจลุินทรียข์องผลิตภณัฑน์ัน้ไดดี้ขึน้   

การเตรียมตวัอย่างส าหรบัวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดประกอบดว้ย 3 ขัน้ตอนไดแ้ก่ 
การท าใหต้วัอยา่งเป็นเนือ้เดียวกนั การท าเจือจางหลายๆ ระดบั (serial dilution) และการถ่ายเชือ้จาก
ตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้ลงผิวหนา้บนอาหารเลีย้งเชือ้ ก่อนท่ีจะเริ่มวิเคราะหค์วรมั่นใจว่าทกุกระบวนการ
ท่ีจะท านัน้อยูภ่ายใตส้ภาวะปลอดเชือ้ อปุกรณท์กุชนิดท่ีใชจ้ะตอ้งผา่นการฆา่เชือ้ บรเิวณพืน้ผิวท่ีจะ
ปฏิบตังิานตอ้งผา่นการท าความสะอาดโดยใชส้ารละลายแอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 70 หรือ
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรสค์วามเขม้ขน้ 200 ppm หรืออาจใชส้ารประกอบคลอรีนชนิดอ่ืนท่ี
เหมาะสมก็ได ้ ลา้งมือใหส้ะอาดและฆา่เชือ้ท่ีมือดว้ยสารฆา่เชือ้ท่ีปลอดภยัตอ่ผิวหนงั ถา้เป็นไปได้
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แนะน าใหป้ฏิบตังิานในตูเ้ข่ียเชือ้ (vertical laminar flow cabinet) เพ่ือปอ้งกนัการปนเป้ือนหรือถา้ไม่
มีตูนี้ก็้อาจปฏิบตังิานในบรเิวณท่ีใกลเ้ปลวไฟจากตะเกียงบนุเสน (Bunsen burner) 

 
การท าเจือจางตัวอย่าง 

   อาหารท่ีผ่านกระบวนการผลิตมาอยา่งไม่ถกูสขุลกัษณะอาจมีการปนเป้ือนดว้ยจลุินทรียส์งู
ถึง 103-106 เซลลต์อ่กรมัหรือตอ่มิลลิลิตรของอาหาร ในทางปฏิบตัจิ  านวนจลุินทรียท่ี์มากถึงระดบันีไ้ม่
สามารถนบัไดบ้นจานเพาะเชือ้ การท่ีมีโคโลนีขึน้หนาแน่นเกินไปบนผิวของอาหารเลีย้งเชือ้ เซลลบ์าง
เซลลอ์าจเกาะกนัท าใหไ้มแ่ยกเป็นโคโลนีเดี่ยว ผลการทดลองท่ีไดจ้ะไมถ่กูตอ้ง ดงันัน้ก่อนท่ีจะตรวจ 
หาจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในอาหาร ควรท าเจือจางตวัอยา่งท่ีน ามาวิเคราะหเ์สียก่อนเพ่ือใหมี้จ านวน
จลุินทรียอ์ยูใ่นชว่งท่ีสามารถนบัไดคื้อ 25-250 โคโลนี  อาหารท่ีคอ่นขา้งสะอาดอาจเจือจางถึงระดบั
ความเจือจางท่ี 10-3 สว่นอาหารท่ีคาดวา่จะมีการปนเป้ือนสงูอาจเจือจางถึงระดบัความเจือจางท่ี 10-6 

               ในการเจือจางตวัอยา่ง กรณีท่ีตวัอย่างอาหารมีความหนืดหรือเป็นอาหารแข็งนิยมท าเจือ
จางเริ่มตน้ท่ีระดบั 1:10 ซึ่งท าไดโ้ดยชั่งตวัอย่าง 11  0.1 กรมัดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ ผสมกบั
สารละลายท าเจือจาง (diluent) 99 มิลลิลิตร หรือ 10  0.1 กรมัผสมกบัสารละลายท าเจือจาง  90 
มิลลิลิตร หรือ 25  0.1  กรมัผสมกบัสารละลายท าเจือจาง 225 มิลลิลิตร หรือ 50  0.1 กรมัผสม
กบัสารละลายท าเจือจาง 450 มิลลิลิตร กรณีท่ีตวัอย่างเป็นของเหลว ในการท าเจือจางท่ีระดบัความ
เจือจาง 1:10 จะผสมตวัอย่าง 1 มิลลิลิตรเขา้กบัสารละลายท าเจือจาง 9 มิลลิลิตร หรือ ตวัอยา่ง 11 
มิลลิลิตรผสมกบัสารละลายท าเจือจาง 99 มิลลิลิตร หรือ ตวัอยา่ง 25 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลายท า
เจือจาง 225 มิลลิลิตร เม่ือค านวณความเจือจางทัง้หมด ปรมิาณตวัอยา่งจะถกูน าไปบวกกบัปรมิาตร
ของสารละลายท าเจือจาง แตถ่า้ตวัอยา่งเป็นของแข็งจะสมมตวิา่ตวัอย่างอาหารปริมาณ 1 กรมั
เทียบเทา่กบัปรมิาตร  1 มิลลิลิตร (สมการท่ี 1.1-1.3) 
 

ml19

ml1


 = 

ml10

ml1  = 1  10-1 = 10-1                                (1.1) 

 

                            
ml11ml99

ml11


 = 

ml110

ml11  = 
ml10

ml1  = 1  10-1 = 10-1                                (1.2) 

 

ml25ml225

ml25


 = 

ml250

ml25 = 
ml10

ml1   = 1  10-1 = 10-1                                (1.3) 

 



 

                                                                                                                                                            

3 

  การท าเจือจางอีกวิธีหนึ่งคือ การท าเจือจางท่ีระดบั 1:100 หลาย ๆ ระดบัซึ่งท าไดด้ว้ยวิธีการ
เดียวกนัโดยเริ่มตน้เตมิตวัอย่าง 1 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลายท าเจือจาง 99 มิลลิลิตรหรือ 0.1 
มิลลิลิตรผสมกบัสารละลายท าเจือจาง 9.9 มิลลิลิตร ดงัสมการท่ี 1.4 

 

                 
ml199

ml1


 = 

ml100

ml1   = 0.01 ml = 1  10-2 = 10-2                                  (1.4) 

 
  หลงัจากผสมตวัอยา่งกบัสารละลายท าเจือจางแลว้จงึน าไปท าใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนัโดยการตี
ป่นเป็นเวลาประมาณ 1-2 นาที ดว้ยเครื่องตีป่นอาหาร ถา้เป็นอาหารท่ีมีไขมนัสงูเช่น เนย (butter) 

ควรใชส้ารละลายท าเจือจางท่ีมีอณุหภมูิประมาณ 40C เพ่ือใหง้่ายตอ่การผสม อยา่งไรก็ตาม
ปรมิาณตวัอยา่งท่ีเหมาะสมส าหรบัการวิเคราะหแ์นะน าใหใ้ช ้ 25 กรมั ยกเวน้มีตวัอยา่งไมเ่พียงพอ
อาจใชน้อ้ยกว่านีไ้ด ้ ส าหรบัการตีป่นอาหารใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนั นิยมใชเ้ครื่องตีป่นอาหารท่ีเรียกวา่ 
Stomacher  แตจ่ะไมเ่หมาะกบัอาหารท่ีมีเปลือก กา้งหรือเมล็ดแข็งท่ีอาจจะทิ่มแทงถงุพลาสตกิ
ส าหรบัตีป่นใหเ้ป็นรูได ้จากนัน้จงึเจือจางตวัอยา่งท่ีตีป่นแลว้ตอ่ไปหลาย ๆ ระดบั  
  ในการท าเจือจางตวัอยา่ง จะท าถึงระดบัความเจือจางเท่าใดนัน้ขึน้กบัจ านวนจลุินทรียท่ี์มีใน
ตวัอยา่ง โดยทั่วไปจะไมท่ราบจ านวนจลุินทรียท่ี์แนน่อนในตวัอยา่ง อยา่งไรก็ตามการทราบขอ้มลู
เก่ียวกบัจ านวนจลุินทรียท่ี์อาจตรวจพบไดใ้นตวัอย่าง จะท าใหส้ามารถคาดคะเนจ านวนจลุินทรียท่ี์
ปนเป้ือนในตวัอยา่งได ้ ดงันัน้จงึตอ้งท าการเจือจางตวัอย่างท่ีหลาย ๆ ระดบัความเจือจาง (serial 
dilution) ซึ่งอาจเป็นไปไดท่ี้จะมีอยา่งนอ้ย 1 ระดบัความเจือจางท่ีมีจ  านวนจลุินทรียเ์จรญิขึน้บนจาน
เพาะเชือ้ในชว่ง 25-250 โคโลนี  ถา้คาดวา่ตวัอยา่งท่ีจะน ามาวิเคราะหมี์จ านวนจลุินทรียอ์ยูใ่นชว่ง 
2,500-250,000 เซลลต์อ่มิลลิลิตรหรือตอ่กรมั ควรเตรียมตวัอยา่งใหมี้ความเจือจางในระดบั 1:100 
และ 1:1000 การท าเจือจางหลาย ๆ ระดบัท าใหส้ามารถวิเคราะหต์วัอย่างท่ีระดบัความเขม้ขน้ตา่ง ๆ 
กนัได ้ 
  ส  าหรบัสารละลายท่ีใชท้  าเจือจาง อาจใชส้ารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 โดย
น า้หนกัตอ่ปรมิาตร (0.1% w/v peptone) หรือสารละลายโซเดียมคลอไรดร์อ้ยละ 0.85 โดยน า้หนกั
ตอ่ปรมิาตร (0.85 % w/v saline) หรืออาจใชส้ารละลายทัง้สองชนิดนีผ้สมกนัเรียกว่า     สารละลาย
เปปโตนซาไลน ์(peptone-saline diluent) ซึ่งประกอบดว้ยโซเดียมคลอไรดร์อ้ยละ 0.85 และเปป 
โตนรอ้ยละ 0.1 หรืออาจใชส้ารละลายฟอสเฟตบพัเฟอรช์นิดท่ีเรียกวา่ Butterfield's phosphate-
buffered dilution water  (0.6 mM KH2PO4, pH 7.2 สตูรในภาคผนวก ข) สารละลายท าเจือจางท่ี 
International Organization for Standardization (ISO) แนะน าใหใ้ชคื้อ สารละลายเปปโตนซาไลน ์
เน่ืองจากมีรายงานวา่ สารละลายชนิดนีท้  าใหเ้กิดการฟ้ืนคืนสภาพของจลุินทรียไ์ดส้งูท่ีสดุ จดุประสงค์



 

                                                                                                                                                            

4 

ของการใชส้ารละลายท าเจือจางเหลา่นีก็้เพ่ือปอ้งกนัเซลลจ์ากการเปล่ียนแปลงความดนัออสโมตกิท า
ใหเ้ซลลย์งัคงมีชีวิต ไมต่าย และไมแ่บง่ตวัถา้หากไมท่ิง้ไวน้านเกิน 30 นาทีหลงัจากเจือจางตวัอยา่ง  
 
ตวัอยา่งการท าเจือจาง 
1.  เริ่มเจือจางท่ีระดบัความเจือจาง 1:10 ใชส้ารละลายท าเจือจาง 9 มิลลิลิตร 

       
                                   ตวัอยา่งอาหารเหลว 1 มิลลลิติรหรอือาหารแข็ง 1 กรมั 

 
 

    
        
        
           
           
           
    

 
 
2.  เริ่มเจือจางท่ีระดบัความเจือจาง 1:100 ใชส้ารละลายท าเจือจาง  99 มิลลิลิตร 

      
                             ตวัอยา่งอาหารเหลว 1 มิลลลิติรหรอือาหารแข็ง 1 กรมั 

 
 
 

          
                                     
         
         
         
         
          

 

     

สารละลายท าเจือจาง 
                      9 มล. 
 
                                 1:10 

 

สารละลายท าเจือจาง 
                9 มล. 
   
                                
1:100 
 

  สารละลายท าเจือจาง 
                         9 มล. 
 
                                   1:1000 

 

  1:100 
 

1:10 
 

  1:100 
 

  1:1000 
 

  1:1000 
 

   1:10000 
 

1:100 
 

1:10000 
 

 1:10000 

 

1:100000 
 

 
สารละลาย 
ท าเจือจาง 
99 มล. 
 
      1:100 
 

    1 มล.     1 มล. 

    1 มล.    0.1 มล.     1 มล.      0.1 มล.      0.1 มล. 1 มล. 

 1 มล.      0.1 มล.     1 มล.    0.1 มล.  

1 มล. 
 
สารละลาย 
ท าเจือจาง 
99 มล. 
 
     1:10000 
 

  1:100 
 

1:100 
 

  1:1000 
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3.  เริ่มเจือจางท่ีระดบัความเจือจาง 1:10 ใชส้ารละลายท าเจือจางทัง้ 9 มิลลิลิตรและ 99 มิลลิลิตร

      
ตวัอยา่งอาหารเหลว 1 มิลลลิติรหรอือาหารแข็ง 1 กรมั 

 
        
                               
         

        
         
         
         
    

 

 
เทคนิคการถ่ายตัวอย่างลงบนจานเพาะเชือ้  
  เทคนิคการถ่ายตวัอยา่งลงบนจานเพาะเชือ้ (plating technique) ท าได ้ 3 วิธี ไดแ้ก่ เทคนิค 
pour plate, spread plate และ spiral plate กรณีท่ีใชเ้ทคนิค pour plate จะตอ้งถ่ายตวัอย่างลงใน
จานเพาะเชือ้เปลา่ท่ีปราศจากเชือ้ จากนัน้จงึเตมิอาหารเลีย้งเชือ้หลอมเหลวซึ่งมีอณุหภมูิประมาณ 

47C ลงไป 17-19 มิลลิลิตร หมนุจานเพาะเชือ้เพ่ือใหต้วัอยา่งผสมเขา้กนักบัอาหารเลีย้งเชือ้แลว้ตัง้
ทิง้ไวจ้นกระทั่งอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง ตวัจงึน าไปบม่ แตถ่า้ใชเ้ทคนิค spread  plate เทคนิคนีมี้ขอ้ดีคือ 
สามารถสงัเกตเห็นลกัษณะโคโลนีไดดี้กวา่ จลุินทรียจ์ะไมไ่ดร้บับาดเจ็บจากความรอ้นเหมือนกรณีท่ี
ใชเ้ทคนิค pour plate และสามารถเข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีขึน้บนผิวอาหารเลีย้งเชือ้ไปศกึษาตอ่ได้
โดยง่าย นิยมถ่ายตวัอย่าง 0.1 มิลลิลิตรลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีผิวหนา้แหง้ซึ่งไดเ้ตรียมไวล้ว่งหนา้ 
(อาจปิเปตตวัอยา่ง 0.1-0.5 มิลลิลิตรก็ไดแ้ตป่รมิาตรของตวัอย่างท่ีเตมิลงบนผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้
ไมค่วรเกิน 0.5 มิลลิลิตร เน่ืองจากจะท าใหผ้ิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้เปียกเพราะตวัอยา่งซมึลงไปไม่
หมด) หลงัจากเกล่ียตวัอยา่งใหท้ั่วผิวหนา้แลว้จงึน าไปบม่ระยะหนึ่ง ตรวจนบัจ านวนโคโลนีท่ีเจรญิบน
อาหารเลีย้งเชือ้ กลุม่ของเซลลท่ี์ท าใหเ้กิด 1 โคโลนี เรียกวา่  Colony  Forming  Unit  (CFU)  ซึ่งใช้
เป็นหนว่ยของจ านวนโคโลนีท่ีนบัไดบ้นจานอาหารเลีย้งเชือ้ จ  านวนโคโลนีนีจ้ะค านวณในรูปของ CFU 
ตอ่มิลลิลิตรหรือ CFU ตอ่กรมัของตวัอยา่ง ส าหรบัเทคนิค spiral plate  ใชใ้นการตรวจหาจ านวน
จลุินทรียใ์นนม อาหารและเครื่องส าอาง เป็นวิธีท่ีใชอ้ย่างเป็นทางการของ APHA (American Public 
Health Association) และ AOAC (the Association of Official Analytical Chemists) วิธีนีเ้หมาะ
ส าหรบัอาหารเหลวหรืออาหารแข็งท่ีตีป่นเป็นเนือ้เดียวกนั แตจ่  าเป็นจะตอ้งขจดัอนภุาคอาหารทัง้หมด

1:10 
 

  1:100 
 

  1:1000 
 

  1:10000 
 

 
  สารละลายท าเจือจาง 
                          9 มล. 
 
                                  1:10 
    1 มล.     0.1 มล.     1 มล.   0.1 มล.  

   1 มล.  
 
 สารละลาย 
 ท าเจือจาง 
   99 มล. 
   1:1000 
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ก่อนโดยการกรองหรือทิง้ไวใ้หต้กตะกอน จากนัน้จงึจ่ายตวัอย่างลงบนผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้ดว้ย
เครื่องจา่ยตวัอย่างอตัโนมตัิ (Automated Spiral Plater) ซึ่งเครื่องมือนีจ้ะประกอบดว้ย เข็มจา่ย
ตวัอยา่ง (dispensing stylus) ท่ีจะเคล่ือนจากบรเิวณจดุศนูยก์ลางของจานเพาะเชือ้ไปยงัขอบจาน 
ในขณะเดียวกนัจะจา่ยตวัอย่างปรมิาณนอ้ยลงเรื่อยๆ โดยจะทราบปรมิาณของตวัอย่างท่ีจา่ยลงบน
แตล่ะสว่นของจานเพาะเชือ้ ในการจา่ยตวัอยา่งหนึ่งครัง้สามารถตรวจหาจ านวนจลุินทรียท่ี์มีอยู่
ในชว่ง 500-500,000 เซลลต์อ่มิลลิลิตรได ้ 
               การวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด ท าใหท้ราบจ านวนจลุินทรียท่ี์มีชีวิตโดยประมาณ
ในอาหาร ซึ่งขึน้อยู่กบัชนิดของอาหารเลีย้งเชือ้ อณุหภูมิและระยะเวลาท่ีใชใ้นการบม่ โดยทั่วไปเซลล์
ของจลุินทรียจ์ะอยูร่วมกนัเป็นกลุม่ในอาหาร การตีป่นตวัอยา่งอาหารอาจชว่ยใหก้ลุม่ของจลุินทรีย์
แตกออก  การเขยา่ตวัอย่างหรือเขย่าสารแขวนลอยจลุินทรีย ์ อาจท าใหก้ลุม่ของจลุินทรียก์ระจาย
ตวัอยา่งสม ่าเสมอ อย่างไรก็ตามการกระท าเชน่นีไ้มไ่ดเ้ป็นการประกนัวา่จะท าใหเ้ซลลข์องจลุินทรีย์
ทกุเซลลแ์ยกออกจากกนัเป็นเซลลเ์ดี่ยว ๆ ดงันัน้แตล่ะโคโลนี (CFU) ท่ีเจรญิขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้
อาจมาจากกลุม่ของเซลลห์รืออาจมาจากเซลลเ์ดี่ยว ๆ ก็ได ้

               นอกจากนีค้วามถกูตอ้งในการตรวจนบัจ านวนโคโลนี ยงัถกูจ ากดัโดยปัจจยัหลายประการ  
ไดแ้ก่ การท่ีจลุินทรียบ์างชนิดไมส่ามารถสรา้งโคโลนีใหเ้ห็นไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้ ซึ่งอาจเป็นผลมา
จากการขาดสารอาหารท่ีจ าเป็นบางชนิด สภาพอากาศและอณุหภมูิของการบม่ท่ีไมเ่หมาะสม  
นอกจากนีค้วามชดัเจนของโคโลนีก็มีผลตอ่ความถกูตอ้งในการตรวจนบั ซึ่งขึน้อยู่กบัการแยกกันและ
ลกัษณะรูปรา่งของโคโลนี นอกจากนีส้ายตาท่ีเม่ือยลา้ตาของผูว้ิเคราะหอ์าจท าใหผ้ลการทดลองท่ีได้
คลาดเคล่ือน สว่นปัจจยัอ่ืน ๆ ท่ีอาจท าใหผ้ลการทดลองคลาดเคล่ือนไดแ้ก่ การท าใหอ้ปุกรณท่ี์
ปราศจากเชือ้ดว้ยวิธีการท่ีไมเ่หมาะสม การชั่งหรือวดัปริมาตรของตวัอยา่งหรือสารละลายท าเจือจาง
ท่ีไมถ่กูตอ้ง การกระจายตวัท่ีไมส่ม ่าเสมอของตวัอย่างในสารละลายท าเจือจางและอาหารเลีย้งเชือ้ 
การมีชิน้สว่นของตวัอย่างในจานอาหารเลีย้งเชือ้อาจบดบงัโคโลนีท าใหน้บัจ านวนไดไ้มถ่กูตอ้ง การ
ประเมินจ านวนโคโลนีท่ีไมถ่กูตอ้งในจานเพาะเชือ้ท่ีมีการเจรญิแผต่ดิกนั (spreader) ของเชือ้ปกคลมุ
ผิวหนา้อาหารโดยท่ีไมมี่ลกัษณะเป็นโคโลนี รวมทัง้ความผิดพลาดในการค านวณหาจ านวนจลุินทรีย์
ทัง้หมดในอาหาร (CFU ตอ่กรมัของอาหาร) ถึงแมว้า่จะมีขอ้จ ากดัดงักล่าว แตค่วามคลาดเคล่ือนของ
ผลการทดลองอาจลดลงได ้ ถา้หากผูว้ิเคราะหป์ฏิบตัิตามวิธีการอย่างเครง่ครดัตัง้แตก่ารสุม่ตวัอยา่ง 
การเตรียมตวัอย่าง และการวิเคราะหจ์นกระทั่งถึงการนบัจ านวนโคโลนี  
 
ความไวของวิธีการวิเคราะห ์

 เทคนิคการตรวจนบัจ านวนจลุินทรียด์ว้ยวิธี SPC สามารถท าใหจ้ลุินทรียห์ลายชนิดเจรญิขึน้
บนจานเพาะเชือ้เป็นโคโลนีท่ีสงัเกตเห็นได ้ ใชว้ิเคราะหจ์  านวนจลุินทรียท่ี์มีในตวัอยา่งตัง้แต ่ 1-100 
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CFU ตอ่กรมั สว่นใหญ่ขีดจ ากดัของจ านวนจลุินทรียท่ี์นอ้ยท่ีสดุท่ีจะสามารถวิเคราะหห์าจ านวน
จลุินทรียท์ัง้หมดดว้ยวิธีนีคื้อ 10 CFU ตอ่กรมัส าหรบัอาหารแข็งและ 1 CFU ตอ่มลิลิลิตรส าหรบั
อาหารเหลวเชน่ น า้นม และไม่มีขีดจ ากดัส าหรบัจ านวนจลุินทรียท่ี์มากท่ีสดุท่ีจะตรวจหาไดด้ว้ยวิธีนี ้
เพราะตามทฤษฎีแลว้ สามารถท่ีจะท าเจือจางตวัอย่างจนถึงระดบัความเจือจางท่ีสงูมากเทา่ท่ีตอ้ง 
การไดอ้ยา่งไมจ่  ากดั แตป่กติหายากท่ีจะมีจลุินทรียใ์นอาหารมากกวา่ 109 CFU ตอ่กรมั 

 ในการวิเคราะหห์าจ านวนแบคทีเรียท่ีตอ้งการอากาศทัง้หมดในอาหาร สว่นใหญ่นิยมใช้
อาหาร Plate Count Agar (PCA) จ านวนโคโลนีท่ีนบัไดท้ราบกนัดีในช่ือของ total colony counts 
หรืออาจเรียกวา่ total viable counts หรือ aerobic colony counts  หรือ aerobic plate counts 
อยา่งไรก็ตาม ไมมี่ค าจ ากดัความใดท่ีจะถกูตอ้งทัง้หมด เน่ืองจากไมส่ามารถท าใหจ้ลุินทรียท่ี์ปนเป้ือน
อยูใ่นตวัอยา่งเจรญิขึน้ไดท้ัง้หมด จะมีเฉพาะจลุินทรียท่ี์สามารถเจรญิไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้เฉพาะ
ชนิดท่ีใชเ้ทา่นัน้ท่ีจะเจรญิไดภ้ายใตอ้ณุหภมูิและเวลาท่ีใชใ้นการบม่เท่านัน้ บางทีถา้บอกวา่จ านวน

โคโลนีท่ีนบัไดเ้ป็น “total aerobic mesophilic colony count” (ใชอ้าหาร PCA บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 C 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง) นา่จะถกูตอ้งท่ีสดุ 

 
วัตถุประสงค ์

1.    เพ่ือเรียนรูว้ิธีการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในอาหารดว้ยวิธี Standard Plate Count   
2.    เพ่ือเรียนรูเ้ทคนิค pour plate เทคนิค spread plate และ เทคนิค spiral plate  
 
อุปกรณ ์(ส าหรบัตอนท่ี 1 และ 2) 
1.    ตวัอยา่งอาหารท่ีใชไ้ดแ้ก่ เนือ้บดสดและตวัอยา่งของเหลวเชน่ น า้นมดบิ น า้ผลไมค้ัน้สดและอ่ืนๆ 
2.    อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่ Plate  Count  Agar  (PCA) 
3.    ขวดและหลอดทดลองท่ีบรรจสุารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 

4.    สารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95    
5.    จานเพาะเชือ้ทัง้ชนิดแกว้และชนิดพลาสตกิ  
6.    แทง่แกว้งอและปิเปตท่ีปลอดเชือ้ขนาด 1 มิลลิลิตร  
7.    บีกเกอร ์มีด ปากคีบ ชอ้นและกรรไกรท่ีผา่นการฆ่าเชือ้แลว้ 
8.    เครื่องตีป่นอาหาร (stomacher) และถงุพลาสตกิปราศจากเชือ้ (stomacher bag) ส าหรบัตีป่น  
9.    เครื่องชั่งและเครื่องผสมตวัอยา่งในหลอดทดลอง (vortex mixer)  

10.  ตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  37C และอา่งน า้รอ้นควบคมุอณุหภมูิ  
11.  เครื่องนบัจ านวนโคโลนี (dark-field Quebec  colony count หรือชนิดอ่ืนท่ีเทียบเทา่) 
 



 

                                                                                                                                                            

8 

วิธีการทดลอง 
ตอนท่ี 1  การวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดดว้ยเทคนิค pour plate 
1. ชั่งตวัอย่างเนือ้บด  25  กรมั ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ใสใ่นภาชนะปลอดเชือ้จากนัน้ถ่ายตวัอยา่งใส่

ในถงุพลาสตกิปลอดเชือ้ (stomacher bag)  ส าหรบัใชตี้ป่นอาหาร  
2.  เตมิสารละลายเปปโตน (ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1)  225  มิลลิลิตรลงไปดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้  
3. ตีป่นตวัอยา่งดว้ยเครื่อง stomacher   1  นาที จะไดต้วัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 1:10  เท่า 
4.  ท าการเจือจางตอ่ไป ตามรูปท่ี 1.1 โดยปิเปตตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 10-1  ปรมิาตร 1  

มิลลิลิตรเตมิลงในสารละลายเปปโตน 99  มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดต้วัอยา่งท่ีระดบัความ
เจือจาง 1:100 หรือ 10-2 จากนัน้เจือจางตอ่ไปจนไดร้ะดบัความเจือจาง 10-3,  10-4, 10-5และ 10-6 

ควรผสมตวัอยา่งใหเ้ขา้กนัดีดว้ยเครื่อง vortex mixer ก่อนถ่ายตวัอยา่งตอ่ไป  
5. ปิเปตตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง  10-4 , 10-5 และ  10-6  ลงในจานเพาะเชือ้เปลา่ท่ีปลอดเชือ้

ระดบัความเจือจางละ 2  จาน จานละ  1  มิลลิลิตร ในการปิเปตตวัอยา่งลงในจานอาหารเลีย้ง
เชือ้ ใหย้กฝาจานขึน้ในระดบัท่ีสงูพอท่ีจะสอดปิเปตลงไปได ้ ถือปิเปตในลกัษณะท ามมุ 45 องศา 
โดยใหป้ลายปิเปตแตะท่ีกน้จานเพาะเชือ้ ปล่อยตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร ลงไปจนหมด  

       หมายเหต:ุ ในขณะปล่อยตวัอยา่ง ใหจ้บัปิเปตในลกัษณะตัง้ตรงตามแนวดิ่ง เม่ือปลอ่ยตวัอยา่ง
จนหมดใหแ้ตะปลายปิเปตอีก 1 ครัง้บรเิวณจดุท่ีแหง้บนจานเพาะเชือ้โดยไมต่อ้งเป่าไลต่วัอยา่งท่ี
คา้งท่ีปลายปิเปต 

6. เตมิอาหาร  PCA  ท่ีอุน่  ๆ  (อณุหภมูิ  47C)  ลงในจานเพาะเชือ้ท่ีเตมิตวัอยา่งไวแ้ลว้จานละ
ประมาณ  15  มิลลิลิตร  หมนุจานเพาะเชือ้ทนัที (ตามรูป) เพ่ือใหต้วัอยา่งผสมเขา้กนัดีกบั

อาหารเลีย้งเชือ้  ตัง้ทิง้ไวใ้หแ้ข็ง  คว ่าจาน น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  37C  เป็นเวลา  24  ชั่วโมง (รูป
ท่ี 1.1) 

 
7.    นบัจ านวนโคโลนีท่ีขึน้บนจานท่ีอยูใ่นชว่ง  25-250  โคโลนี  ค  านวณในรูปของ CFU   
       ตอ่กรมัของตวัอยา่ง 
 
ตอนท่ี 2  การวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดดว้ยเทคนิค  spread plate 

1.  ปิเปตตวัอยา่งของเหลว (เช่น น า้นมดบิ น า้ผลไมค้ัน้สดหรืออ่ืนๆ) 1  มิลลิลิตรลงในสารละลาย  
เปปโตนปรมิาตร 99 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดต้วัอย่างท่ีระดบัความเจือจาง 1:100 หรือ 10-2 

5 คร้ัง 5 คร้ัง 5 คร้ัง 5 คร้ัง 
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2.  ปิเปตตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 10-2 ปรมิาตร 1 มิลลิลิตรลงในสารละลายเปปโตน ปรมิาตร 
9  มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดต้วัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 1:1000  หรือ  10-3 ท าการเจือจาง
ตอ่ไปจนไดร้ะดบัความเจือจางท่ี  10-4  

3. ปิเปตตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง  10-2,   10-3  และ 10-4   ลงบนจานอาหาร  PCA  ระดบัความ
เจือจางละ 2  จาน ปรมิาตรจานละ 0.1  มลิลลิิตร  ในการปิเปตตวัอย่างเพียง 0.1 มิลลิลิตรลงใน
จานเพาะเชือ้ใหใ้ชปิ้เปตขนาด 1 มิลลิลิตรดดูตวัอย่างขึน้มาแลว้ปล่อยลงไปในจานเพาะเชือ้
จนถึงขีด 0.1 มิลลิลิตรถดัไป อยา่ใหป้ลายปิเปตแตะกบัผิวของอาหารในจานเพาะเชือ้  

4.  เกล่ียตวัอย่างใหท้ั่วผิวหนา้อาหาร PCA ดว้ยแทง่แกว้งอท่ีปราศจากเชือ้ (จุม่แอลกอฮอลแ์ลว้ลน

ผา่นเปลวไฟ ทิง้ไวส้กั 2-3 วินาที) คว ่าจานบม่ท่ีอณุหภมูิ 37C 24  ชั่วโมง (รูปท่ี 1.2) 
5. นบัโคโลนีบนจานท่ีมีจ านวน  25-250  โคโลนี ค านวณในรูป  CFU  ตอ่มิลลิลิตรของตวัอยา่ง 
6. สงัเกตโคโลนีท่ีเจริญในจานเพาะเชือ้  บนัทกึผลการทดลอง 
 

 
 
                             เนือ้บด 25 กรมั                   สารละลายเปปโตน 0.1% 225 มล. 

 
 
       
                                                           
                           1 มล.                

     
 

 
       
    

 
                                                                                                                                                                                      
          

                
 
รูปท่ี 1.1  การวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในเนือ้บดดว้ยเทคนิค pour plate 

 

  1 มล. 

สารละลายเปปโตน  
9 มล. 

ตีป่นดว้ยเครือ่ง  
stomacher  1 นาท ี
                                      

    10-1 

    ระดบัความเจือจางที่ 10-3 
   
 
 

1 มล. 1 มล. 

        10-4 
 1 มล. 

เทอาหาร PCA อุน่ๆ  หมนุจาน ตัง้ทิง้ไวใ้หแ้ข็ง คว ่าจาน  บม่ที่  37 C  24 ชั่วโมง 

       10-5 

 

ถงุพลาสติก
ปลอดเชือ้ 
(stomacher 
bag) 

    10-6 
  1 มล. 

1 มล. 
99  มล. 

http://www.google.co.th/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&docid=4ulaRtHtg3jrOM&tbnid=W-3VGSM8CkWmjM:&ved=0CAgQjRwwAA&url=http%3A%2F%2Faralatan.com%2FStomachers.html&ei=suOuUeG1H9CHrAep1IHADA&psig=AFQjCNEhmBQq7WxkwVeb8DMimMQAG0c0fw&ust=1370502450608394
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          ระดบัความเจือจาง                              10-2                         10-3                  10-4                     

                                                      
                                                                                               
                                                                                                                                                            
 
    
 
 รูปท่ี 1.2   การวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดดว้ยเทคนิค spread plate 

 
การนับจ านวนโคโลนีและการค านวณหาจ านวนจุลินทรียท้ั์งหมดในตัวอย่างที่วิเคราะหโ์ดย
เทคนิค pour plate และ spread plate  
ก)  การนบัจ านวนโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีวิเคราะหโ์ดยเทคนิค pour plate และ spread plate 

1. กรณีท่ีมีเชือ้เจรญิปกตแิละมีจ านวนโคโลนีในชว่ง 25-250 โคโลนี  
        การตรวจนบัจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดบน nonselective media เชน่ PCA ควรนบัทกุโคโลนีรวม

ทัง้โคโลนีท่ีมีขนาดเล็กมากๆ บนัทกึระดบัความเจือจางและจ านวนโคโลนีท่ีนบัได ้ แตถ่า้ตรวจนบั
จ านวนโคโลนีของจลุินทรียช์นิดใดชนิดหนึ่งบน  selective  media  หรือ  differential  media  
ใหน้บัโคโลนีท่ีขึน้บนจานท่ีมีจ านวนโคโลนีในชว่ง  15-150  โคโลนี 

2. กรณีท่ีมีเชือ้เจรญิหนาแนน่และมีจ  านวนมากกวา่  250  โคโลนี 

 2.1 ถา้มีจ านวนโคโลนีมากกวา่   10   โคโลนีตอ่ตารางเซนตเิมตร    ไมต่อ้งนบัแตใ่หบ้นัทกึวา่  
                 “TNTC”   หมายถึง มากเกินกวา่ท่ีจะนบัได ้(Too  Numerous  To  Count)      
 2.2 ถา้มีจ านวนโคโลนี 4-10  โคโลนีตอ่ตารางเซนตเิมตร   ใหน้บั  12  ตารางเซนตเิมตร   (12  

ชอ่งส่ีเหล่ียม)  โดยนบัติดตอ่กนั 6 ช่องในแนวนอนและ 6  ชอ่งในแนวตัง้  จากนัน้ค  านวณ 
หาคา่เฉล่ียของจ านวนโคโลนีตอ่ 1 ตารางเซนตเิมตรแลว้คณูดว้ยพืน้ท่ีของจานเพาะเชือ้ 

 2.3  ถา้มีจ  านวนโคโลนีมากกวา่  10  โคโลนีตอ่ตารางเซนตเิมตร  แตด่ไูมห่นาแนน่จนเกินไป
สามารถนบัได ้  ใหน้บัเพียง 4 ตารางเซนตเิมตร ค านวณหาคา่เฉล่ียของจ านวนโคโลนีตอ่  
1  ตารางเซนตเิมตรแลว้คณูดว้ยพืน้ท่ีของจานเพาะเชือ้  

0.1 มล.       0.1  มล.
มล. 

  99 มล. 

สารละลายเปปโตน  
 9 มล. 

อาหาร PCA ผิวหนา้แหง้ 

ตวัอยา่ง
ของเหลว 

      1  มล.
มล. 

      1  มล.
มล. 

      1  มล.
มล. 

0.1 มล. 

เกลีย่ตวัอยา่งดว้ยแทง่แกว้งอทีจุ่ม่แอลกอฮอลแ์ลว้ลนไฟ  คว ่าจาน  บม่ที่  37 C  24 ชั่วโมง 
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3. กรณีท่ีมีเชือ้ขึน้แตมี่ลกัษณะแผไ่ปทั่วผิวของอาหารเลีย้งเชือ้ ไมแ่ยกเป็นโคโลนีเดี่ยว ใหบ้นัทกึวา่  
“SPR”  (Spreader)   ลกัษณะของโคโลนีท่ีไมแ่ยกนีแ้บง่เป็น 3 ลกัษณะคือ 1) ลกัษณะโคโลนีท่ี
เรียงตดิตอ่กนัเป็นสายไมแ่ยกกนัอยา่งเดน่ชดั ลกัษณะนีเ้กิดจากการแตกออกของกลุ่มแบคทีเรีย
ท่ีเกาะกนั 2) ลกัษณะท่ีเกิดขึน้ในฟิลม์ของน า้ระหวา่งวุน้และกน้จานและ 3) ลกัษณะท่ีเกิดขึน้ใน
ฟิลม์ของน า้ท่ีขอบหรือบนผิวของวุน้   ถา้หากมีลกัษณะของการแผ่ตดิกนัมากกวา่รอ้ยละ 50 ของ
พืน้ท่ีบนจานอาหารใหบ้นัทกึวา่  “SPR”  ส าหรบัลกัษณะของโคโลนีท่ีเรียงติดกนัเป็นสาย ถา้มี
เพียง 1 สาย ใหน้บัเป็น 1  โคโลนี แตถ่า้โคโลนีท่ีเรียงตดิกนัเป็นสายนีมี้มากกวา่ 1 สายและมี
ก าเนิดมาจากหลายแหลง่ ใหน้บัโคโลนีท่ีเรียงติดกนัแตล่ะสายจากแตล่ะแหลง่เป็น 1 โคโลนี อยา่
นบัแตล่ะโคโลนีท่ีตดิกนันัน้เหมือนกบัเป็นโคโลนีเดี่ยวๆ ในบางครัง้เชือ้แบคทีเรียบางชนิดไดแ้ก่ 
Bacillus spp. และ Proteus spp. สามารถสรา้งโคโลนีใหญ่ท่ีแผไ่ปทั่วผิวหนา้ส่วนใหญ่ของ
อาหารเลีย้งเชือ้ ลกัษณะเช่นนีส้ามารถเกิดขึน้ไดบ้นจานท่ีท าดว้ยทัง้เทคนิค pour plate และ 
spread plate ส่วนมากจานท่ีท าดว้ยเทคนิค spread plate พบบอ่ยกวา่ ถา้เกิดการเจรญิแผข่อง
โคโลนีเพียง 1 จานจากจ านวน 2 จานของตวัอยา่งเดียวกนั ใหน้  าผลการนบัจ านวนโคโลนีเฉพาะ
ของจานท่ีนบัไดม้าค านวณ แตถ่า้เกิดการเจรญิแผเ่พียงส่วนเดียวของผิวหนา้อาหารเช่น เพียง 1 
ใน 2 หรือ 1 ใน 4 ของผิวหนา้อาหาร  ใหน้บัเฉพาะสว่นท่ีนบัไดแ้ลว้คณูดว้ยตวัเลขสดัสว่นท่ี
เหมาะสมของพืน้ท่ีบนจานเพาะเชือ้เชน่ ถา้นบัจ านวนโคโลนีไดเ้พียงครึง่จานใหค้ณูดว้ย 2 หรือ 
แตถ่า้นบัไดเ้พียง 1 ใน 4 ของผิวหนา้อาหารใหค้ณูดว้ย 4  ถา้ปัญหานีเ้กิดบอ่ยครัง้อย่างตอ่เน่ือง
ในตวัอยา่งบางชนิดเชน่ อาหารแหง้บางชนิด อาจแกปั้ญหาไดโ้ดยการเททบัผิวหนา้อาหารเลีย้ง
เชือ้นัน้ดว้ยวุน้ท่ีปราศจากเชือ้เพ่ือยบัยัง้โคโลนีท่ีเจริญแผ่นี ้ หรืออีกวิธีหนึ่งอาจเพิ่มความแข็งของ
วุน้ในอาหารเลีย้งเชือ้นัน้โดยการเตมิวุน้บรสิทุธ์ิเพิ่มลงไป 

4. ถา้จานอาหารนัน้ปนเป้ือนดว้ยจลุินทรียช์นิดอ่ืน  ใหบ้นัทึกวา่  “LA”  (Laboratory  Accident)  
ข)  การค านวณหาจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด (CFU ตอ่กรมัหรือ CFU ตอ่มิลลิลิตรของอาหาร)  
             การค านวณหา CFU ตอ่กรมัหรือ CFU ตอ่มิลลิลิตร ท าไดโ้ดยคณูจ านวนโคโลนีทัง้หมดท่ีนบั
ได ้หรือจ านวนโคโลนีเฉล่ีย (ถา้ท าซ า้ 2 จาน) กบัสว่นกลบัของ dilution factor 

Dilution Factor  =  ระดบัความเจือจางเริ่มตน้  ระดบัความเจือจางตอ่มา  ปริมาณตวัอย่างท่ีเติมในจาน 
 

CFU ตอ่กรมัหรือ CFU ตอ่มิลลิลิตร  =                            จ านวนโคโลนีท่ีนบัได ้

                                                                                     ระดบัความเจือจางเริ่มตน้ ระดบัความเจือจางตอ่มา  ปรมิาณตวัอยา่งที่เติมในจาน 

CFU ตอ่กรมัหรือ CFU ตอ่มิลลิลิตร  =  สว่นกลบัของ Dilution Factor  จ  านวนโคโลนีท่ีนบัได ้

 
ตวัอยา่งท่ี 1: กรณีท่ีมีจ  านวนโคโลนีท่ีนบัไดใ้นชว่ง 25-250 โคโลนีท่ีระดบัความเจือจาง  1 ระดบั  
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               เริ่มตน้เจือจางตวัอย่างอาหารท่ีระดบัความเจือจาง  1:100  โดยปิเปตตวัอย่าง 1 มิลลิลิตร 
ใสใ่นสารละลายท าเจือจาง 99 มิลลิลิตร จากนัน้เจือจางตวัอย่างตอ่ไปอีก 10 เทา่ โดยปิเปตตวัอย่างท่ี
ระดบัความเจือจาง  1:100 ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ใสใ่นสารละลายท าเจือจาง 9 มิลลิลิตร  
 1.1   ถา้นบัจ านวนโคโลนีไดบ้นจานอาหารเลีย้งเชือ้ 1 จานท่ีระดบัความเจือจาง  1 ระดบั  
               -กรณีท่ีท าดว้ยเทคนิค pour plate เตมิตวัอยา่งท่ีท าเจือจางครัง้หลงัสดุ (ระดบัความเจือจาง
10-3) 1.0 มิลลิลิตร นบัจ านวนโคโลนีได ้64 โคโลนีหลงัจากบม่  

    Dilution Factor     =      1
10

1

100

1
     =  0.001 = 10-3                                                

    CFU ตอ่มิลลิลิตร   =      64  103       =  6.4  104 

               -กรณีท่ีท าดว้ยเทคนิค spread plate เติมตวัอย่างท่ีท าเจือจางครัง้หลงัสดุ 0.1 มิลลิลิตร นบั
จ านวนโคโลนีได ้64 โคโลนีหลงัจากบม่  

                Dilution Factor    =    1.0
10

1

100

1
    =  0.0001 = 10-4                      

                CFU ตอ่มิลลิลิตร  =    64  104          =  6.4  105 

 
 1.2   ถา้นบัจ านวนโคโลนีไดบ้นจานอาหารเลีย้งเชือ้ 2 จานท่ีระดบัความเจือจาง  1 ระดบั  
               -กรณีท่ีท าดว้ยเทคนิค pour plate เติมตวัอย่างท่ีท าเจือจางครัง้หลังสุด 1.0 มิลลิลิตร นับ
จ านวนโคโลนีได ้64 และ 76 โคโลนีหลงัจากบม่  

                 Dilution Factor     =        1
10

1

100

1
      =  0.001        = 10-3 

                 CFU ตอ่มิลลิลิตร   =       310
2

7664


     =  70 103     = 7.0  104                                               

                -กรณีท่ีท าดว้ยเทคนิค spread plate เติมตวัอย่างท่ีท าเจือจางครัง้หลังสุด 0.1 มิลลิลิตร 
นบัจ านวนโคโลนีได ้64 และ 76 โคโลนีหลงัจากบม่  

                 Dilution Factor     =      1.0
10

1

100

1
    =  0.0001     =  10-4 

     CFU ตอ่มิลลิลิตร   =     410
2

7664


      =  70  104   =  7.0  105       

              
ตวัอยา่งท่ี 2: กรณีท่ีมีจ  านวนโคโลนีท่ีนบัไดอ้ยูใ่นชว่ง 25-250 โคโลนีท่ีระดบัความเจือจาง  2 ระดบั   
ระดบัความเจือจางละ 2 จาน  
               ถา้มีจ  านวนโคโลนีอยู่ในช่วง 25-250 โคโลนี  นบัไดท่ี้ระดบัความเจือจางมากกว่าหนึ่งระดบั   
อาจค านวณไดโ้ดยใชส้ตูรดงันี ้

CFU ตอ่กรมั หรือ CFU ตอ่มิลลิลิตร      =      
   dnnV

C

 21 1.0
 

เม่ือ    C  =  ผลรวมของจ านวนโคโลนีท่ีนบัไดท้กุจาน 

        V  =  ปรมิาณของตวัอยา่งท่ีเตมิลงไปในแตล่ะจาน 
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        n1 =  จ  านวนของจานท่ีนบัไดท่ี้ระดบัความเจือจางต ่า* 
        n2 =  จ  านวนของจานท่ีนบัไดท่ี้ระดบัความเจือจางสงู 
          d  =  ระดบัความเจือจางต ่าท่ีนบัโคโลนีได ้

          *ระดบัความเจือจางต ่า หมายถึงตวัอย่างท่ีเจือจางนอ้ยท่ีสดุท่ีนบัโคโลนีได ้เช่นถา้นบัโคโลนีได้
ท่ี 10-2 และ 10-3 ดงันัน้ตวัอยา่งท่ีเจือจางนอ้ยกวา่ก็คือท่ีระดบัความเจือจาง 10-2  
2.1  กรณีท่ีท าดว้ยเทคนิค pour plate 
               นบัจ านวนโคโลนีบนจานอาหาร 2 จานท่ีระดบัความเจือจาง 10-2 ได ้168 และ 196 โคโลนี 
และท่ีระดบัความเจือจาง 10-3 ได ้25  และ 27 โคโลนี เตมิตวัอยา่งปรมิาตร 1 มิลลิลิตรในแตล่ะจาน 

CFU ตอ่กรมั หรือ CFU ตอ่มิลลิลิตร  =  
210))21.0(2(1

2725196168


  = 
2.21

416


 102  = 18909= 1.9  104                                                                                                                               

2.2  กรณีท่ีท าดว้ยเทคนิค spread plate 
               นบัจ านวนโคโลนีบนจานอาหาร 2 จานท่ีระดบัความเจือจาง 10-1 ได ้168 และ 196 โคโลนี 
และท่ีระดบัความเจือจาง 10-2 ได ้25  และ 27 โคโลนี เตมิตวัอยา่งปรมิาตร 0.1 มิลลิลิตรในแตล่ะจาน 

CFU ตอ่กรมัหรือ CFU ตอ่มิลลิลิตร = 
110))21.0(2(1.0

2725196168


  = 
2.21

416


102 =18909 =1.9  104    

การรายงานผล                                                              
               ในการรายงานค่า CFU ต่อกรมั นิยมรายงานโดยเขียนเป็นเลขทศนิยม 1 ต าแหน่ง โดย
เขียนเฉพาะตวัเลข 2 ตวัแรก สว่นตวัเลขตวัท่ี 3 ใหปั้ดขึน้หรือปัดลง ถา้ตวัเลขตวัท่ี 3 เป็น 6, 7, 8 หรือ 
9 ใหปั้ดขึน้ และถา้ตวัเลขตวัท่ี 3 เป็น 1, 2, 3 หรือ 4 ใหปั้ดลง แตถ่า้ตวัเลขตวัท่ี 3 เป็นเลข 5 ใหปั้ดขึน้
ถา้ตวัเลขตวัท่ี 2 เป็นเลขคี่ แตถ่า้ตวัเลขตวัท่ี 2 เป็นเลขคูใ่หปั้ดลง   
               ตวัอย่างเช่น ถา้ตรวจนับจ านวนโคโลนีได ้212 โคโลนีและ Dilution Factor = 10-6 ค านวณ

ไดเ้ทา่กบั  212  106= 2.12  108 = 2.1  108 CFU ตอ่กรมั 

หมายเหต ุ
1. ถา้ไมพ่บโคโลนีขึน้เลยท่ีทกุ ๆ ระดบัความเจือจาง จ านวนโคโลนีจะถกูประมาณวา่นอ้ย

กวา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจหาได ้ (minimum detection limit) คา่ขีดจ ากดันอ้ยท่ีสดุก็คือ
จ านวนโคโลนีท่ีนบัไดซ้ึ่งเป็นผลมาจากการมีโคโลนี 1 โคโลนีบนจานเพาะเชือ้ท่ีมีตวัอยา่งท่ี
ระดบัความเจือจางต ่าสดุ ตวัอยา่งเชน่ ถา้วิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในตวัอยา่งท่ี
เจือจางท่ีระดบัความเจือจาง 10-2, 10-3 และ 10-4 ดว้ยเทคนิค pour plate หลงับม่ไมพ่บ
โคโลนีขึน้เลย รายงานผลดงันี ้(ค  านวณตามสตูรค านวณหนา้ 12) 

CFU ตอ่กรมัหรือ CFU ตอ่มิลลิลิตร  = < 1  102 = < 100 

ดงันัน้จงึตอ้งรายงานผลการตรวจนบัจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดวา่ นอ้ยกวา่ 1 เทา่ของคา่ความ
เจือจางต ่าสดุเชน่ ถา้ระดบัความเจือจางต ่าสดุเป็น 1:100 รายงานวา่มีจ านวนจลุินทรีย์
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ทัง้หมดนอ้ยกว่า 100 CFU ตอ่มิลลิลิตรหรือตอ่กรมัถา้ท าดว้ยเทคนิค pour plate แตถ่า้ท า
ดว้ยเทคนิค spread plate รายงานวา่ นอ้ยกว่า 1,000 CFU ตอ่มิลลิลิตรหรือตอ่กรมั 

2. ถา้ทกุ ๆ จานท่ีทัง้สองระดบัความเจือจางมีโคโลนีขึน้นอ้ยกวา่ 25 โคโลนีใหบ้นัทึกจ านวน

โคโลนีท่ีนบัไดต้ามความเป็นจรงิ แตใ่หร้ายงานวา่ นอ้ยกวา่ 25  1/d เม่ือ d คือ dilution 
factor ของจานเพาะเชือ้ท่ีระดบัความเจือจางต ่าสดุท่ีมีโคโลนีขึน้เชน่ จากขอ้มลูของจ านวน
โคโลนีในจานท่ี 1 และ จานท่ี 2 (ตารางขา้งลา่ง) ค  านวณหา CFU ตอ่มิลลิลิตรหรือ CFU ตอ่

กรมัไดเ้ทา่กบั 25  1/10-2 = นอ้ยกวา่ 2,500 และเขียน  “ESPC”  (Estimate  Standard  
Plate  Count)  หรือ “EAPC”  (Estimate Aerobic Plate Count)  ก ากบัไวด้ว้ย  เพ่ือบอกให้
ทราบว่าเป็นจ านวนท่ีประมาณไดจ้ากจ านวนโคโลนีท่ีไมไ่ดอ้ยู่ในชว่ง 25-250 โคโลนี 

        ตวัอยา่ง  
จาน
ท่ี 

จ  านวนโคโลนี CFU ตอ่มิลลิลิตร หรือ CFU ตอ่กรมั 
(EAPC/ml หรือ EAPC/g) ระดบัความเจือจางท่ี 

1:100 

ระดบัความเจือจางท่ี 
1:1000 

1 18 2 < 2,500 
2 0 0 < 2,500 

        ท่ีมา: Maturin และ Peeler (2001) 
3.  ถา้ทกุจานอาหารเลีย้งเชือ้จากทัง้ 2 ระดบัความเจือจาง มีโคโลนีขึน้มากกวา่ 250 โคโลนี แต่
ในพืน้ท่ี 1 ตารางเซนตเิมตรมีจ านวนโคโลนีนอ้ยกวา่ 100 โคโลนี ใหป้ระมาณจ านวนจลุินทรีย์
ทัง้หมดจากจานท่ีมีจ านวนโคโลนีขึน้ใกลเ้คียง 250 มากท่ีสดุแลว้คณูดว้ยสว่นกลบัของ 
dilution factor   (1/10-3 = 1000) และเขียน  “ESPC”  (Estimate  Standard  Plate  Count)  
หรือ “EAPC”  (Estimate Aerobic Plate Count)  ก ากบัไวด้ว้ย   

จาน
ท่ี 

จ  านวนโคโลนี CFU ตอ่มิลลิลิตร หรือ CFU ตอ่
กรมั (EAPC/ml หรือ EAPC/g) 1:100 1:1000 

1 TNTC 640 640,000 = 6.4  105 
ท่ีมา: Maturin และ Peeler (2001) 

 
4.    ถา้ทกุจานอาหารเลีย้งเชือ้ มีโคโลนีขึน้มากกวา่ 100 โคโลนีในพืน้ท่ี 1 ตารางเซนติเมตร ให ้

ประมาณจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดวา่มีมากกวา่ 100 เทา่ของสว่นกลบัของ dilution factor   ท่ี
ระดบัความเจือจางสงูสดุ (1/10-3 = 1000) คณูดว้ยพืน้ท่ีของจานเพาะเชือ้เชน่ จากขอ้มลูของ
จ านวนโคโลนีในจานท่ี 1 (ตารางขา้งลา่ง) ค  านวณหา CFU ตอ่มิลลิลิตรหรือ CFU ตอ่กรมัได้

เทา่กบั          > 100  1000  65 =  > 6,500,000 และจากจ านวนโคโลนีในจานท่ี 2 
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ค านวณหา CFU ตอ่มิลลิลิตรหรือ CFU ตอ่กรมัไดเ้ท่ากบั  > 100  1000  59 =  > 
5,900,000 (ตวัอยา่งขา้งลา่งนีมี้จ  านวนโคโลนีเฉล่ีย 110 โคโลนีในพืน้ท่ี 1 ตารางเซนตเิมตร)  

 ตวัอยา่ง  
จาน
ท่ี 

จ  านวนโคโลนี CFU ตอ่มิลลิลิตร หรือ CFU ตอ่กรมั  
(EAPC/ml หรือ EAPC/g) 1:100 1:1000 

1 TNTC 7,150 (a) >6,500,000 = > 6.5  106  
2 TNTC 6,490 (b) >5,900,000 = > 5.9  106  

       a พืน้ท่ีจานเพาะเชือ้ = 65 ตารางเซนตเิมตร; b พืน้ท่ีจานเพาะเชือ้ = 59 ตารางเซนตเิมตร 
       ท่ีมา: Maturin และ Peeler (2001) 
ตวัอยา่งการค านวณ 

1.   กรณีท่ีท า 1 จานท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางดว้ยเทคนิค pour plate เตมิตวัอยา่ง 1 มล.ตอ่จาน 
จ านวนโคโลนี CFU ตอ่กรมั หรือ CFU ตอ่

มลิลิลิตร  
 

ความเจือจาง 10-1 ความเจือจาง 10-2 ความเจือจาง 10-3 

TNTC 245 23 245  102 =  2.4  104 

LA 206 SPR 206  102 = 2.1  104  
228 48 2 228  101 = 2.3  103 

48  102    = 4.8  103 

เฉล่ียได ้=  3.5  103 

275 20 0 2.8  103 ESPC 
LA 18 3 <2,500 ESPC 
0 0 0 <10 ESPC 

TNTC TNTC 5873 
(พืน้ท่ีจาน 59 ซม2) 

>5.9  106 ESPC 
(ตอ้งเจือจางท่ีระดบัสงูขึน้) 

N/D N/D 387 3.9  105 ESPC 

N/D = ไมไ่ดข้อ้มลู 
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2.   กรณีท่ีท าซ า้ 2 จานท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางดว้ยเทคนิค pour plate เตมิตวัอยา่งปรมิาตร 1    
     มิลลิลิตรตอ่จาน 

จ านวนโคโลน ี CFU ตอ่มิลลลิติร หรอื  
CFU ตอ่กรมั 

ระดบัความเจือจาง 
10-1 

ระดบัความเจือจาง 
10-2 

ระดบัความเจือจาง 
10-3 

TNTC 
 TNTC 

245 
 187 

23 
17 

((245+187)/2)102 = 2.2  104  

LA 
 LA 

289 
 293 

18 
 22 

((289+293)/2)102 = 2.9  104 ESPC 

20 
18 

0 
 0 

0 
0 

<250 ESPC 

275 
 LA 

20 
 18 

0 
 0 

2.8  103 ESPC 

LA 
LA 

18 
LA 

3 
 4 

<2,500 ESPC 

0 
 0 

0 
 0 

0 
0 

<10 ESPC 

210 
278 

18 
20 

0 
0 

210101 = 2.1  103 

 
ตอนท่ี 3  การวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดดว้ยเทคนิค  spiral plate 
อุปกรณ ์

1.    ตวัอยา่งท่ีวิเคราะห:์ ใชต้วัอยา่งของเหลวท่ีเจือจางแลว้ของตอนท่ี 2 
2.    เครื่องจา่ยตวัอยา่งลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้อตัโนมตั ิ(Automated Spiral Plater รุน่ 

Autoplate4000 ของบริษัท Spiral Biotech, USA รูปท่ี 1.3)  
3.    ชดุดกัของเหลวท่ีไมต่อ้งการหลงัจากการลา้ง (vacuum trap for disposal of liquid) 

ประกอบดว้ย vacuum flask และ vacuum source 50-60 cm Hg 
4.    ถว้ยใส่ตวัอยา่งปลอดเชือ้ (sterile disposable cup)  
5.    อา่งพลาสติกปลอดเชือ้ส าหรบัใสน่  า้กลั่นจ านวน 2 อา่งและอา่งพลาสตกิปลอดเชือ้ส าหรบัใส่ 
       สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต ์(sodium hypochlorite) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 จ านวน 1 อา่ง 

6.    อาหาร PCA ในจานเพาะเชือ้พลาสตกิ (disposable Petri dish) ขนาด 100  15 มิลลิเมตร 
7.    สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรตค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 5 และน า้กลั่นปราศจากเชือ้   
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8.    spiral grid ชนิด disposable Cling-OnTM grid 

9.    เครื่องนบัจ านวนโคโลนี (dark-field Quebec  colony count หรือชนิดท่ีเทียบเทา่) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 1.3 เครื่องจา่ยตวัอยา่งลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้อตัโนมตั ิ(Automated Spiral Plater) 
 
วิธีการทดลอง 
1.    เทตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 10-1,  10-2  และ 10-3 ท่ีเหลือจากการทดลองในตอนท่ี  
       2 ในถว้ยใส่ตวัอยา่ง (sterile disposable cup) ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ ก่อนใชเ้ครื่อง Automated   
       Spiral Plater (รูปท่ี 1.3)  
2. ท าความสะอาดเข็มจา่ยตวัอยา่งโดยการลา้งดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้และสารละลายโซเดียมไฮโป

คลอไรต ์ (sodium hypochlorite) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 จากนัน้จงึใหเ้ครื่องดดูตวัอยา่งท่ีระดบั
ความเจือจางท่ีตอ้งการขึน้ไปในเข็มจา่ย แลว้จงึวางจานอาหาร PCA มีผิวหนา้แหง้ลงบนแทน่วาง
จาน เปิดฝาจานออก แลว้จงึจา่ยตวัอยา่งปรมิาตร 50 ไมโครลิตรลงบนผิวหนา้อาหาร PCA 
(ท าซ า้ระดบัความเจือจางละ 2 จาน) เม่ือจา่ยตวัอยา่งเสรจ็ ปิดฝาจานเพาะเชือ้ทนัทีท่ีเข็มจา่ย
ยกขึน้จากผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้ลา้งเข็มจา่ยดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้และสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรตค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 5 (ควรตรวจสอบความปราศจากเชือ้ของเครื่อง spiral 
plater ส าหรบัทกุๆ ชดุของตวัอยา่งโดยทดลองใหเ้ครื่องจ่ายน า้กลั่นปลอดเชือ้ลงบนในจานอาหาร 
PCA) 
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      หมายเหตุ: ตัง้รูปแบบการจา่ยเป็นแบบ Exponential 50 l mode ซึ่งจะจา่ยตวัอยา่งครัง้ละ 50 
ไมโครลิตรโดยเครื่องจะจา่ยตวัอยา่งนอ้ยลงเรื่อยๆ ตัง้แตจ่ดุศนูยก์ลางถึงขอบจาน (ดวูิธีการใชเ้ครื่อง 
Automated Spiral Plater โดยละเอียดในภาคผนวก ก) และสามารถดวีูดีโอวิธีการใชเ้ครื่องไดใ้น 
YouTube (Suree Nanasombat) 

2.     คว ่าจานแลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  37C  เป็นเวลา  48  3  ชั่วโมง 
3.     ตรวจนบัจ านวนโคโลนี (manual counting) ตามวิธีการตอ่ไปนี ้ 
 
 การนับจ านวนโคโลนีและการค านวณหาจ านวนจุลินทรียท้ั์งหมดในตัวอย่างที่วิเคราะห์
โดยเทคนิค spiral plate 

ในการนบัจ านวนโคโลนี ( manual counting) ตอ้งใช ้ spiral grid วางทาบจานอาหารเลีย้ง
เชือ้ท่ีจะนบั  ก่อนนบัใหว้างจานอาหารเลีย้งเชือ้คว ่าลงบนเครื่องนบัโคโลนีโดยใหจ้ดุท่ีท าเครื่องหมาย
เริ่มตน้ไวอ้ยูท่ี่ต  าแหนง่ 12 นาฬิกา  วางแผน่ spiral grid ทาบกบัจานใหส้่วนท่ีอยูใ่นสดุอยู่ใน 
segment ท่ี 13 อยู่ตรงกลางจานเพาะเชือ้ ดงัรูปท่ี 1.4 และ 1.5 จากนัน้ท าตามวิธีการดงัตอ่ไปนี ้
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
รูปท่ี 1.4  การวาง counting grid ทาบกบัจานอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีโคโลนีขึน้ 

                    โดยใหจ้ดุเริ่มตน้อยูท่ี่ต  าแหนง่ 12 นาฬิกา 
                    ท่ีมา: Automated Spiral Plater User Guide, Spiral Biotech 

 

 จดุเริม่ตน้ของการจา่ยตวัอยา่ง 

วางจานเพาะเชือ้บนเครือ่งนบัโคโลนีโดย
ใหต้  าแหนง่ที่ท าเครือ่งหมายขีดไวท้ี่ขอบ
จานอยูใ่นแนวนี ้

อกัษรตวัพิมพเ์ลก็ใชร้ะบุ
บรเิวณที่นบัจ านวนโคโลนี 
(ใชส้  าหรบัจานท่ีมีโคโลนี
ขึน้มาก) 

ล าดบัท่ีของ segment 
pairs ของการนบั
ตามปกต ิ
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 รูปท่ี 1.5 การเจรญิของจลุินทรียบ์นจานเพาะเชือ้ท่ีจา่ยตวัอยา่งดว้ยเครื่อง Automated Spiral Plater   
              ก) ลกัษณะโคโลนีท่ีขึน้บนจานอาหารเลีย้งเชือ้ 
              ข) การนบัจ านวนโคโลนีจะตอ้งทาบดว้ย spiral grid 

 
1.    เริ่มนบัจ านวนโคโลนีท่ีวงนอกสดุ (outer segment ท่ี 8 ส าหรบัจานอาหารขนาด 100 มม.) โดย

นบัใน quadrant A หรือ quadrant B อยา่งใดอย่างหนึ่ง นบัจากขา้งนอกเขา้มาขา้งในจนกระทั่ง
ไดอ้ยา่งนอ้ย 20 โคโลนี ถา้ในวงนอกสดุ (เชน่ segment ท่ี 8) มีโคโลนีขึน้นอ้ยกวา่ 20 โคโลนีให้
นบัโคโลนีท่ีขึน้ใน segment ท่ีตดิกนัถดัเขา้มา (segment ท่ี 9) จนกระทั่งไดอ้ย่างนอ้ย 20 โคโลนี 
ถา้หากมีโคโลนีขึน้มากกว่า 20 โคโลนีใน segment สดุทา้ยนัน้ ก็ใหน้บัตอ่ไปจนครบทกุโคโลนี 
 หมายเหต:ุ ไมต่อ้งนบัโคโลนีท่ีอยูน่อกวงท่ีใหน้บั  

2.    นบัจ านวนโคโลนีใน segment เดียวกนัดา้นทะแยงมมุฝ่ังตรงขา้มท่ีอยูใ่น quadrant เดียวกนั เชน่
ถา้นบัใน quadrant A ดา้นบนก็ตอ้งนบัใน quadrant A ดา้นลา่งฝ่ังทะแยงมมุ หรือถา้นบัใน 
quadrant B ก็ตอ้งนบัทัง้สองดา้นเชน่เดียวกนั 

       หมายเหต:ุ ถา้จ านวนโคโลนีใน segment ท่ี 8-13 นอ้ยกวา่ 20 โคโลนีใหน้บัโคโลนีทัง้หมดในจาน 
3.    บวกจ านวนโคโลนีทัง้สองดา้นเขา้ดว้ยกนั (ควรไดอ้ยา่งนอ้ย 40 โคโลนีถา้ไมไ่ดน้บัทัง้จาน) แลว้   
       หารดว้ยคา่คงท่ีของปริมาตร (volume constant ในตารางท่ี 1.1) ตวัอยา่งท่ีจ่ายลงบนจาน     
       ครอบคลมุถึง segment สดุทา้ยท่ีนบั (รวมปรมิาตรท่ีจา่ยทัง้สองดา้นดงัรูปท่ี 1.6 )  จากนัน้คณู 
       ดว้ย 1000 แลว้คณูดว้ยคา่คงท่ีของระดบัความเจือจางเชน่ ถา้จานท่ีนบัโคโลนีนัน้เป็นจานท่ีท า   
       การเจือจางท่ีระดบั 10-3 ก็ตอ้งคณูดว้ย 103 

 
 

 
 

   (ก) 

 
(ข) 
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รูปท่ี 1.6  การนบัจ านวนโคโลนีใน segment ทัง้สองดา้น 

             Segment ท่ีระบายสีด าคือ segment ท่ีนบัโคโลนี ปรมิาตรของตวัอยา่งท่ีเขียนไวคื้อ 
             ปรมิาตรตวัอยา่งรวมท่ีจา่ยลงบน segment ท่ีระบายสีด าทัง้สองดา้น 
                                 ท่ีมา: Automated Spiral Plater User Guide, Spiral Biotech 

 
ตวัอยา่งการค านวณ 

ตวัอยา่งท่ี 1: ถา้นบัใน segment 8, 9 และ 10 ทัง้สองดา้นของจานขนาด 100 มม. ได ้28 และ 32  
ตามล าดบั กรณีท่ีตวัอยา่งไมไ่ดผ้า่นการเจือจาง ค านวณหาจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด (CFU ตอ่
มิลลิลิตร) ไดด้งันี ้(ดคูา่คงท่ีของปรมิาตรตวัอยา่งท่ีจา่ยไดใ้นตารางท่ี 1.1) 

          (28+32)/5.500 l = 10.9  1000 = 1.09  104 CFU ตอ่มิลลิลิตร  
ถา้ตวัอย่างผา่นการเจือจาง 10 เทา่ หรือเป็นตวัอยา่งท่ีเจือจางท่ีระดบั 10-1 ดงันัน้จงึตอ้งคณูอีก 10 
ดงันี ้   

         10.9  1000  10 = 1.09   105 CFU ตอ่มิลลิลิตร 
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ตวัอยา่งท่ี 2: ถา้นบัใน segment 8 ทัง้สองดา้นของจานขนาด 100 มม. ได ้28 และ 20 ตามล าดบั  
กรณีท่ีตวัอย่างไมไ่ดผ้า่นการเจือจาง ค านวนหาจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด (CFU ตอ่มิลลิลิตร) ไดด้งันี ้

          (28+20)/1.214   1000 = 39.5   103 = 3.9   104   CFU ตอ่มิลลิลิตร  
ถา้ตวัอย่างผา่นการเจือจางท่ีระดบั 10-3 ดงันัน้ตอ้งคณูอีก 103 ดงันี ้   

          39.5  1000  103 = 39.5  106 = 3.9  107 CFU ตอ่มิลลิลิตร 
ตวัอยา่งท่ี 3: ถา้นบัทัง้จานไดท้ัง้หมด 36 โคโลนีของจานขนาด 100 มม. กรณีท่ีตวัอย่างไมไ่ดผ้า่น
การเจือจาง ค านวนหาจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด (CFU ตอ่มิลลิลิตร)  ไดด้งันี ้

           (36)/50.03   1000 = 7.2   102 CFU ตอ่มิลลิลิตร 
หมายเหต:ุ ดวีูดีโอวิธีการค านวณไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 
 
ตารางท่ี 1.1  คา่คงท่ีของปริมาตรตวัอยา่งท่ีจา่ยลงบน segment ท่ีนบัโคโลนีทัง้สองดา้นโดยจ่าย
ตวัอยา่งแบบนอ้ยลงเรื่อยๆ  
Segment ท่ี ปรมิาตรท่ีจา่ย (50 ไมโครลิตรตอ่จาน) ปรมิาตรท่ีจา่ย (100 ไมโครลิตรตอ่จาน) 

จานขนาด 100 
มม. 

จานขนาด 150 
มม. 

จานขนาด 100 
มม. 

จานขนาด 150 มม. 

1 - 0.043 - 0.086 

2 - 0.115 - 0.230 
3 - 0.234 - 0.468 
4 - 0.431 - 0.862 
5 - 0.757 - 1.514 
6 - 1.295 - 2.590 
7 - 2.136 - 4.272 
8 1.214 3.350 2.428 6.700 
9 2.968 5.103 5.936 10.206 
10 5.500 7.636 11.000 15.272 
11 9.157 11.292 18.314 22.584 
12 14.482 16.618 28.964 33.236 
13 25.015 27.150 50.030 54.300 

นบัทัง้จาน 50.030 54.300 100.060 108.600 
ท่ีมา: Automated Spiral Plater User Guide, Spiral Biotech 



 

                                                                                                                                                            

22 

บันทกึผลการทดลอง 
1.  ผลการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในเนือ้สดดว้ยเทคนิค pour  plate 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

 
CFU ตอ่กรมั 

ระดบัความเจือจาง
ท่ี........ 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........ 

ระดบัความเจือจาง
ท่ี........ 

1     
2    

จ  านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในเนือ้สดเท่ากบั..................................... CFU ตอ่กรมั 
 
2.  ผลการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในตวัอยา่งเหลวดว้ยเทคนิค  spread plate 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

 
CFU ตอ่มิลลิลิตร 

ระดบัความเจือจาง
ท่ี........ 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........ 

ระดบัความเจือจาง
ท่ี........ 

1     
2    

จ  านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในตวัอยา่งเหลวเทา่กบั..................................... CFU ตอ่มิลลิลิตร 
 
3. ผลการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในตวัอยา่งเหลวดว้ยเทคนิค  spiral plate 
ระดบั

ความเจือ
จาง 

จานท่ี Segment ท่ี จ  านวน
โคโลนี
(ดา้นบน) 

จ านวน
โคโลนี

(ดา้นลา่ง) 

จ  านวน
โคโลนีรวม 

CFU ตอ่มิลลิลิตร 

 1      
2      

 1      
2      

 1      
2      

 1      
2      
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ค าถามท้ายบท 
1.     ในการวิเคราะห์หาจ านวนจุลินทรีย์ทั้งหมดในตัวอย่างอาหาร A-D ด้วยเทคนิค pour plate     

เติมตวัอย่าง 1 มิลลิลิตรในจานอาหารเลีย้งเชือ้ น าไปบ่มและนบัจ านวนโคโลนีไดผ้ลการทดลอง
แสดงในตาราง   จงค านวณหาจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด (CFU ตอ่กรมั) ในตวัอยา่งแตล่ะชนิด 

 
ตวัอยา่ง จ านวนโคโลนี  

ระดบัความ 
เจือจางท่ี  10-3 

ระดบัความ 
เจือจางท่ี  10-4 

ระดบัความ 
เจือจางท่ี  10-5 

ระดบัความ 
เจือจางท่ี  10-6 

A 15 6 0 0 
B 320 134 20 0 
C 0 0 0 0 
D TNTC 376 207 89 

2.    จงบอกถึงขอ้ดีและขอ้เสียของเทคนิค pour plate เทคนิค spread plate และเทคนิค spiral plate 
3.    เม่ือชั่ งตัวอย่างอาหาร 11 กรัม ตีป่นกับสารละลายท่ีใช้ท าเจือจาง 99 มิลลิลิตร แล้วปิเปต

สารละลายนี ้1 มิลลิลิตร เติมในสารละลายท่ีใชท้  าเจือจาง 9 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ท าเจือ
จางต่อไปอีก 1 ระดับความเจือจางโดยปิเปต 1 มิลลิลิตร เติมในสารละลายท่ีใช้ท าเจือจาง 9 
มิลลิลิตร จากนั้นปิเปต 0.5 มิลลิลิตรลงในจานอาหารเลีย้งเชือ้ หลังจากบ่มแล้วนับได้ 123 
โคโลนี ตวัอยา่งนีมี้จ  านวนจลุินทรียก่ี์ CFU ตอ่กรมั 

4.     ถา้หากคาดว่าในตวัอย่างอาหารท่ีจะน ามาวิเคราะหน์ัน้ มีจ  านวนจลุินทรีย์ทัง้หมด 106 CFU ต่อ
กรมั ควรจะท าการเจือจางอย่างไรจากตวัอย่างเริ่มตน้ 25 กรมั เพ่ือใหมี้จ านวนโคโลนีเจริญบน
จานอาหารเลีย้งเชือ้อยูใ่นชว่งท่ีสามารถนบัได ้
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บทปฏบัิตกิารที ่2 

การตรวจหาจ านวนจุลินทรียท์ีช่อบเจริญในสภาพทีม่ีอุณหภูมิต ่า 
 
 

  จลุินทรียท่ี์สามารถเจรญิไดท่ี้อณุหภูมิต  ่า แบง่ไดเ้ป็น 2 กลุ่มตามอณุหภูมิท่ีจลุินทรียจ์ะเจริญ 
ได้แก่ 1) กลุ่มจุลินทรีย์ไซโครฟายล์ (psychrophile) ในปี ค. ศ. 1902 Schmidt-Nielsen ได้ให้ค  า

จ ากัดความของไซโครฟายล์ว่า เป็นจุลินทรีย์ท่ีเจริญได้ท่ีอุณหภูมิ 0C  ในปัจจุบันไซโครฟายล์

หมายถึงกลุ่มของจุลินทรียท่ี์เจริญท่ีอุณหภูมิต  ่ากว่า 0C ถึง 20C ไซโครฟายลมี์อุณหภูมิต  ่าสุด

ส าหรบัการเจริญท่ี    -5C ถึง 5C อณุหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญท่ี 10C ถึง 15C และอณุหภูมิ

สงูสดุส าหรบัการเจริญท่ี 15C ถึง 20C จึงคาดไดว้่าอาจพบจลุินทรีย์กลุ่มนีใ้นผลิตภัณฑท่ี์มาจาก
ทะเลหรือพบในแถบท่ีมีอากาศเย็นมาก ๆ และ 2)  กลุ่มจุลินทรียไ์ซโครโทรฟ (psychrotroph) หรือ
จลุินทรียท่ี์ชอบเจริญในสภาพท่ีมีอุณหภูมิต  ่า ในปี ค. ศ. 1960 ไดมี้ผูแ้นะน าใหใ้ชค้  านีเ้รียก กลุ่มของ

จลุินทรียท่ี์สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 5C หรือต ่ากว่า ปัจจุบนัเป็นท่ียอมรบักันอย่างกวา้งขวางใน

กลุ่มนกัจลุชีววิทยาทางอาหารว่า ไซโครโทรฟเป็นจลุินทรียท่ี์เจริญไดท่ี้อณุหภูมิระหว่าง 0C ถึง 7C 
ซึ่งจะสรา้งโคโลนีใหเ้ห็นไดบ้นอาหารแข็งหรือท าใหเ้กิดความขุน่ในอาหารเหลวภายใน 7-10 วนั  

ไซโครโทรฟมีอุณหภูมิต  ่าสุดส าหรบัการเจริญระดับเดียวกับไซโครฟายล ์ แต่มีอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมต่อการเจริญท่ี 25C ถึง 30C  และมีอุณหภูมิสูงสุดส าหรบัการเจริญท่ี 30C ถึง 35C 
ซึ่งสูงกว่าอุณหภูมิสูงสุดท่ีไซโครฟายลจ์ะเจริญได้ ดังนั้นการท่ีไซโครโทรฟเจริญได้ท่ีอุณหภูมิใน
ช่วงกวา้งกว่า จึงคาดว่าจะพบจุลินทรีย์ประเภทนีใ้นหลายแหล่งมากกว่าไซโครฟายลโ์ดยเฉพาะใน
อาหารแช่เย็น ไซโครโทรฟจึงเป็นจลุินทรียท่ี์ส  าคญัตอ่การเสียของอาหารแช่เย็นมากกว่าไซโครฟายล ์ 

อย่างไรก็ตามไซโครโทรฟบางชนิดสามารถเจริญไดอ้ย่างน้อย ท่ีอุณหภูมิสูงถึง 43C ซึ่งจริงๆแล้ว
จลุินทรียก์ลุม่นีก็้คือจลุินทรียท่ี์ชอบเจริญท่ีอณุหภมูิปานกลาง (mesophile) นั่นเอง  

เน่ืองจากไซโครโทรฟทกุชนิดไมไ่ดเ้จรญิในอตัราเดียวกนัทัง้หมดในชว่งอณุหภมูิ 0C ถึง 7C 
ดงันัน้จงึแบง่จลุินทรียก์ลุม่นีไ้ดเ้ป็น 2 กลุม่ยอ่ยคือ 1) กลุ่มยรูไิซโครโทรฟ (eurypsychrotroph, eurys 
หมายถึง กวา้ง) เป็นจลุินทรียก์ลุม่ท่ีไมส่รา้งโคโลนีใหเ้ห็นจนกวา่จะบม่เป็นเวลานานถึง 6-10 วนั และ  
2) กลุม่สตีโนไซโครโทรฟ (stenopsychrotroph, stenos หมายถึง แคบ) เป็นจลุินทรียก์ลุม่ท่ีสรา้ง
โคโลนีใหเ้ห็นไดภ้ายใน 5 วนั นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่จลุินทรียไ์ซโครโทรฟไมส่ามารถเจรญิไดบ้น 

nonselective medium เม่ือบม่ท่ีอณุหภมูิ 43C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ขณะท่ีจลุินทรียท่ี์ไมใ่ชไ่ซโคร
โทรฟสามารถเจรญิได ้ คณุสมบตัขิอ้นีใ้ชแ้ยกจลุินทรียไ์ซโครโทรฟออกจากจลุินทรียท่ี์ไมใ่ชไ่ซโครโทรฟ 
อยา่งไรก็ตามมีแบคทีเรียบางชนิดเชน่ Enterobacter cloacae, Hafnia alvei และ Yersinia 
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enterocolitica (ATCC 27739) สามารถเจรญิไดดี้ท่ีอณุหภมูิ 7C ภายใน 10 วนัแตก็่เจรญิไดดี้ท่ี 

43C ดว้ย จลุินทรียเ์หลา่นีจ้ดัเป็นยรูไิซโครโทรฟ นอกจากนีย้งัมีจลุินทรียช์นิดอ่ืนท่ีเจรญิไดดี้ท่ี 43C 

แตเ่จรญิไดไ้มดี่นกัท่ีอณุหภมูิ 7C เม่ือบม่เป็นเวลา 10 วนั โดยทั่วไปจลุินทรียใ์นกลุม่สตีโนไซโคร
โทรฟไดแ้ก่ Pseudomonas fragi (ATCC 4973) และ Aeromonas hydrophila (ATCC 7965) จะ

เจรญิไดดี้ท่ีอณุหภมูิ 7C แตไ่มเ่จรญิท่ีอณุหภมูิ 40C  
               จลุินทรียไ์ซโครโทรฟมีหลายชนิดแพรก่ระจายอยูใ่นธรรมชาติ ไดแ้ก่ แบคทีเรีย ยีสตแ์ละรา 
มีการศกึษาไซโครโทรฟท่ีเป็นแบคทีเรียมากกวา่ยีสตแ์ละเชือ้รา แบคทีเรียไซโครโทรฟมีทัง้ชนิดท่ีมี
รูปรา่งทอ่น รูปกลม และรูปเกลียว ชนดิท่ีสรา้งสปอรแ์ละไมส่รา้งสปอร ์ แกรมบวกและแกรมลบ ชนดิท่ี
ตอ้งการอากาศและไมต่อ้งการอากาศ รวมทัง้ชนิดท่ีเจรญิไดท้ัง้สภาพท่ีมีอากาศและไมมี่อากาศ      
ไซโครโทรฟสว่นใหญ่ท่ีพบในนมและผลิตภณัฑน์ม เนือ้สตัวแ์ละสตัวปี์ก ปลาและอาหารทะเล ไดแ้ก่
แบคทีเรียหลายชนิดในสกลุ (genus)  Acinetobacter, Aeromonas, Achromobacter, Alcaligene, 
Arthrobacter,  Bacillus, Brochothrix, Chromobacterium, Citrobacter, Clostridium, 
Corynebacterium, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Flavobacterium, Klebsiella, 
Lactobacillus, Leuconostoc,  Listeria,  Microbacterium, Micrococcus, Moraxella, 
Pseudomonas, Psychrobacter, Yersinia, Serratia, Staphylococcus และ Streptococcus  
ไซโครโทรฟท่ีพบบอ่ยในอาหารไดแ้ก ่ Pseudomonas และ Enterococcus จลุนิทรยีเ์หลา่นีเ้จรญิไดท่ี้

อณุหภมูิแชเ่ย็นจงึท าใหเ้นือ้สตัว ์ สตัวปี์ก ไข ่ ผกัผลไม ้ และอาหารอ่ืนๆ ท่ีเก็บในตูเ้ย็นท่ีอณุหภมูิ 0C 

ถึง 5C เนา่เสีย สามารถท าใหเ้กิดกลิ่นรสผิดปกติและต าหนิทางกายภาพของอาหาร การพบ
จลุินทรียเ์หลา่นีชี้ใ้หเ้ห็นถึงการมีศกัยภาพสงูในการท าใหอ้าหารเสียในระหว่างการเก็บรกัษา จลุินทรีย์
เหลา่นีส้ว่นใหญ่ถกูท าลายโดยความรอ้นท่ีอณุหภมูิไมส่งูมากนกั แตก็่มีจลุินทรียท่ี์ตา้นทานความรอ้น
ไดดี้เชน่เชือ้ Bacillus และ Clostridium บางชนิดอาจอยูร่อดได ้การมีจลุินทรียไ์ซโครโทรฟในอาหารท่ี
ผา่นความรอ้นบอกเป็นนยัว่าอาหารนัน้มีการปนเป้ือนหลงัการผลิต และจลุินทรียเ์หลา่นีย้งัเป็นแหลง่
ของเอนไซมย์อ่ยโปรตีนและเอนไซมย์อ่ยไขมนัท่ีทนความรอ้น ซึ่งมีผลตอ่การเส่ือมคณุภาพของอาหาร
หลงัจากผา่นความรอ้น 
               Pseudomonas และแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีเก่ียวขอ้งไดแ้ก่ Acinetobacter, Shewanella และ 
Psychrobacter เป็นแบคทีเรียแกรมลบท่ีเจรญิไดดี้ในสภาพท่ีชืน้ มีอณุหภมูิต  ่าและมีกรดต ่าเชน่ ใน
อาหารดบิแชเ่ย็นและบนผิวของอปุกรณท่ี์ใชใ้นการแปรรูปอาหารซึ่งท าความสะอาดไมดี่พอ แบคทีเรีย
เหลา่นีต้อ้งการอากาศในการเจรญิ มกัพบท่ีผิวของอาหารท่ีเก็บไวใ้นสภาพท่ีมีอากาศโดยเฉพาะ
อาหารท่ีมีโปรตีนสงู การเสียของอาหารโดยแบคทีเรียเหลา่นีม้กัท าใหเ้กิดลกัษณะท่ีไมพ่งึปรารถนา 
เกิดกลิ่นเหม็นผิดปกต ิ บางครัง้มีการสรา้งเมือกและท าใหเ้กิดสีท่ีเรืองแสงฟลอูอเรสเซนตเ์ป็นสีเขียว 
ท าใหเ้นือ้ดบิเกิดกลิ่นผิดปกต ิ ท าใหเ้กิดเมือกท่ีผิวของเนือ้และสตัวปี์กแชเ่ย็นและท าใหน้  า้นมแชเ่ย็นมี
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รสขม นอกจากนีแ้บคทีเรียไซโครโทรฟเหลา่นีย้งัเป็นจลุินทรียท่ี์ท าใหผ้กัสลดัและผกัสดชนิดตา่ง ๆ เนา่
เสีย การเน่าเสียของอาหารมกัสงัเกตเห็นไดเ้ม่ือมีจ านวนจลุินทรียป์ระมาณ 107-108 เซลลต์อ่กรมัของ
อาหาร  ส าหรบัไซโครโทรฟชนิดอ่ืนเช่น Alteromonas, Photobacterium และ Vibrio มีความส าคญั
ตอ่การเนา่เสียของปลา สว่นเชือ้  Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, 
Pseudomonas และ Yersinia ท าใหผ้กัแชเ่ย็นเนา่เสีย แบคทีเรียไซโครโทรฟเป็นแหลง่ของเอนไซม ์
protease ท่ีใชใ้นอตุสาหกรรมอาหารหลายชนิดซึ่งปฏิกิรยิาหลกัของเอนไซมนี์ส้ามารถเกิดขึน้ไดท่ี้
อณุหภมูิต  ่าเพ่ือถนอมกลิ่นรสของอาหาร 
               การท่ีจลุินทรียจ์ะเจรญิไดท่ี้อณุหภมูิต  ่า ระบบตา่ง ๆ ของเซลลจ์ะตอ้งท างานไดท่ี้อณุหภมูิต  ่า
เชน่ ระบบเอนไซม ์ วิถีการสงัเคราะหส์ารประกอบตา่งๆ ตลอดจนความสามารถในการใหส้ารผา่นเขา้
ออกจากเซลล ์ กลไกการเจริญท่ีอณุหภมูิต  ่าอาจเก่ียวขอ้งกบัการสรา้งพลงังานกระตุน้ระดบัต ่า การมี
กรดไขมนัไมอ่ิ่มตวัในเย่ือหุม้เซลล ์ การเปล่ียนรูปของโปรตีนในไรโบโซม และการเปล่ียนรูปของเอน 
ไซมใ์นระหวา่งการเจรญิ เซลลจ์ะเมแทบอไลตส์ารคารโ์บไฮเดรต โปรตีน และไขมนัท่ีอณุหภมูิต  ่า 

อตัราเรว็ของปฏิกิรยิาจะชา้ลงท่ีอณุหภมูิ 7C หรือต ่ากว่า การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีสว่นนอ้ยอาจ
เกิดขึน้ในช่วงแรกของการเจริญของแบคทีเรียไซโครโทรฟบางชนิด และอาจใชเ้วลานานถึงหลาย
สปัดาหจ์งึจะสงัเกตเห็นการเปล่ียนแปลงทางประสาทสมัผสัของอาหารแชเ่ย็น  
               ในการวิเคราะหจ์  านวนจุลินทรียท์ัง้หมดในอาหารแช่เย็น ท าไดโ้ดยใชเ้ทคนิคเช่นเดียวกับ

การตรวจหาจ านวนจุลินทรียท์ัง้หมด แต่จะตอ้งบ่มท่ีอุณหภูมิ 5-7C อย่างนอ้ย 7 วนั หรืออาจบ่มท่ี

อุณหภูมิ 7C 10 วนัถา้ใชเ้ทคนิค pour plate หรือ 7C  7-8 วนัถา้ใชเ้ทคนิค spread plate และถ้า

บม่ท่ีอณุหภมูิ 17C จะตอ้งบม่ 16 วนั การบม่ท่ีอณุหภมูิต  ่าท าใหมี้จ านวนโคโลนีขึน้มากกว่าเม่ือบม่ท่ี
อณุหภูมิสงู การใชเ้ทคนิค spread plate เพ่ือไม่ใหเ้ซลลข์องจลุินทรียเ์สียหายจากความรอ้นในอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ียังหลอมเหลวซึ่งอาจท าใหมี้โคโลนีขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้นอ้ยกว่าความเป็นจริง ในการ
ทดลองนีจ้ะวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท่ี์ชอบเจริญท่ีอุณหภูมิต  ่าในเนือ้หมบูดและน า้นมดิบแช่เย็น 
โดยจะน าตวัอยา่งเนือ้หมบูดและน า้นมดบิท่ีแชเ่ย็นไวเ้ป็นเวลา 7 วนัมาตรวจหาจ านวนจลุินทรียไ์ซโคร
โทรฟ ศกึษาลกัษณะรูปรา่ง การเรียงตวัของเซลลแ์ละการตดิสีแกรมของจลุินทรียป์ระเภทนี ้

 

วัตถุประสงค ์              
1.    เพ่ือใหเ้รียนรูว้ิธีการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียไ์ซโครโทรฟ 

2.    เพ่ือใหเ้รียนรูล้กัษณะรูปรา่ง การเรียงตวัของเซลลแ์ละการติดสีแกรมของแบคทีเรียไซโครโทรฟ 
 

อุปกรณ ์

1.    ตวัอยา่งอาหารท่ีใชไ้ดแ้ก่ เนือ้บด และตวัอย่างเหลวเชน่ น า้นมดบิ น า้ผลไมค้ัน้สด หรืออ่ืนๆท่ีแช่ 
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       เย็นเป็นเวลา 7 วนั 
2.    อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่ Plate Count Agar (PCA) 
3.    สารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ  0.1 และ สารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95  
4.    สียอ้มและสารเคมีส าหรบัยอ้มแกรม (ภาคผนวก ค) 
5.    จานเพาะเชือ้ หลอดทดลอง ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตร และแทง่แกว้งอ 

6.    ถงุพลาสตกิปราศจากเชือ้ส าหรบัใชตี้ป่น (stomacher bag) 
7.    เครื่องตีป่นอาหาร (stomacher) และเครื่องผสมอาหารในหลอดทดลอง (vortex mixer) 

8.    ตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37C และตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 5C    
 
วิธีการทดลอง 
1. ตรวจสอบลกัษณะปรากฏของเนือ้บดและตวัอย่างของเหลวเช่น น า้นมดิบ น า้ผลไมค้ัน้สด หรือ

อ่ืนๆท่ีแชเ่ย็นเป็นเวลา 7 วนัเชน่ สี และกลิ่น  
2. นกัศกึษาแตล่ะกลุ่มจะไดร้บัเนือ้บดและตวัอย่างของเหลว ใหว้ิเคราะหห์าจ านวนจุลินทรียไ์ซโคร

โทรฟดว้ยเทคนิค spread plate ดว้ยวิธีการดงันี ้
2.1   เนือ้บด 

                 ชั่งเนือ้บดท่ีแช่เย็นเป็นเวลา 7 วัน ปริมาณ 25 กรมัใส่ในถุงพลาสติกปลอดเชือ้และเติม
สารละลายเปปโตน ปริมาตร 225 มิลลิลิตรลงไป  น าไปตีป่นดว้ยเครื่องตีป่นอาหารเป็นเวลา  2 
นาที  ท าการเจือจางจนถึงระดับความเจือจางท่ี 10-7 ดว้ยสารละลายเปปโตน จากนั้นปิเปต
ตัวอย่างท่ีระดับความเจือจาง 3 ระดับสุดท้ายคือระดับความเจือจางท่ี 10-5, 10-6 และ 10-7 

ปรมิาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในจานอาหาร PCA ท่ีมีผิวหนา้แหง้ ระดบัความเจือจางละ 2 จาน  
       2.2    ตวัอยา่งเหลว 

         ปิเปตตัวอย่างของเหลวท่ีผ่านการแช่เย็นเป็นเวลา 7 วัน ปริมาตร  1 มิลลิลิตรลงใน
สารละลายเปปโตน 9 มิลลิลิตร ท าการเจือจางจนถึงระดับความเจือจางท่ี 10-7  และท าการ
ทดลองเชน่เดยีวกบักรณีของเนือ้บด 

3.  เกล่ียตัวอย่างให้ทั่ วผิวหน้าอาหารเลี ้ยงเชือ้ทุกจานด้วยแท่งแก้วงอท่ีปราศจากเชือ้ (ท าให ้ 
ปราศจากเชือ้โดยจุม่แอลกอฮอลแ์ลว้ลนผา่นเปลวไฟ ทิง้ไวส้กั 2-3 วินาที)  

4. คว ่าจาน น าไปบ่มท่ีอณุหภูมิ 5C เป็นเวลา 14 วนั นบัโคโลนีบนจานท่ีมีจ านวนโคโลนี   25-250 
โคโลนี ค านวณหาจ านวนจุลินทรีย์ไซโครโทรฟในรูป CFU ต่อกรัมของตัวอย่างแช่เย็น และ
เปรียบเทียบกบัผลการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในตวัอยา่งสดจากบทปฏิบตักิารท่ี 1  

5. เข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีขึน้บนอาหาร PCA ของทั้งสองตัวอย่าง น ามาย้อมแกรม บันทึกลักษณะ
รูปรา่ง การเรียงตวัของเซลลแ์ละการตดิสีแกรม เปรียบเทียบลกัษณะเซลล ์
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 บันทกึผลการทดลอง 
1.  ผลการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียไ์ซโครโทรฟในเนือ้บดท่ีแชเ่ย็นเป็นเวลา 7 วนั 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

 
CFU ตอ่กรมั 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

1     
2     

จ  านวนจลุินทรียไ์ซโครโทรฟในเนือ้บดแชเ่ย็นเทา่กบั..................................... CFU ตอ่กรมั 

ลกัษณะรูปรา่งการเรียงตวัและการติดสีแกรม ...................................................................... 
จงวาดภาพจลุินทรียไ์ซโครโทรฟในเนือ้บดแชเ่ย็น 
 
 
 
 
                                      ก าลงัขยายทัง้หมดของภาพ =  ……………………… 
 
2.  ผลการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียไ์ซโครโทรฟในตวัอยา่งของเหลวท่ีแชเ่ย็นเป็นเวลา 7 วนั 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

 
CFU ตอ่มิลลิลิตร 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

1     
2     

จ  านวนจลุินทรียไ์ซโครโทรฟในตวัอยา่งของเหลวแชเ่ย็นเท่ากบั...............................CFU ตอ่มิลลิลิตร 
ลกัษณะรูปรา่งการเรียงตวัและการติดสีแกรม ........................................................................... 
จงวาดภาพจลุินทรียไ์ซโครโทรฟในตวัอยา่งของเหลวแชเ่ย็น 
 
 
                                                                              
 
 

ก าลงัขยายทัง้หมดของภาพ =   
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ค าถามท้ายบท 
1. ถ้าต้องการตรวจหาจ านวนไซโครโทรฟในผักสดแช่เย็นด้วยเทคนิค spread plate จงอธิบาย

วิธีการตรวจหา ถ้าท าการเจือจางถึง 10-7 และปิเปตใส่จานอาหาร PCA จานละ 0.1 มิลลิลิตร 
จ านวน 2 จาน น าไปบม่และมีโคโลนีขึน้ นบัได ้134 และ 156 โคโลนี จงค านวนหาจ านวนไซโคร
โทรฟในผกัสดแชเ่ย็น 

2. จลุินทรียไ์ซโครฟายลต์า่งกบัไซโครโทรฟอย่างไร กลุม่ใดท่ีมีบทบาทตอ่การเสียของอาหารแชเ่ย็น  
3. แบคทีเรียท่ีเจริญไดท่ี้อุณหภูมิต  ่าในสกุลใดท่ีพบบ่อยในอาหารแช่เย็น อาหารแช่เย็นท่ีเสียโดย

แบคทีเรียไซโครโทรฟจะมีการเปล่ียนแปลงอยา่งไร 
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บทปฏบิัตกิารที ่3 
การตรวจหา แยกเชือ้ และประเมินจ านวนเชือ้ราและยสีตใ์นอาหาร 

 

 
             กลุม่สิ่งมีชีวิตท่ีวา่ฟังไจ (fungi) รวมถึงเชือ้รา (mold) และยีสต ์(yeast) ซึ่งพบอยูท่ั่วไปตาม
ธรรมชาตเิป็นสิ่งมีชีวิตพวกยคูารโิอต (eukaryotic microorganisms) มีนิวเคลียสท่ีแทจ้รงิ ฟังไจมี
ขนาดใหญ่กวา่แบคทีเรีย ฟังไจตอ้งการออกซิเจนในการเจรญิ เจรญิไดท่ี้ช่วง pH และอณุหภมูิ

คอ่นขา้งกวา้งคือ pH 2 ถึง >9 และระหวา่งอณุหภมูิ 10-35C เชือ้ราบางชนิดอาจเจรญิไดท่ี้อณุหภมูิ
ต  ่าหรือสงูกวา่นี ้ ความตอ้งการน า้ในการเจรญิของเชือ้ราค่อนขา้งต ่า สว่นใหญ่เจรญิไดดี้ท่ี aw 0.85 
หรือต ่ากว่า แตค่วามตอ้งการน า้ส  าหรบัการเจริญของยีสตจ์ะสงูกวา่ของเชือ้รา เชือ้ราเป็นจลุินทรียท่ี์มี
หลายเซลล ์ (multicellular microorganism) มีโครงสรา้งเป็นเสน้ใยท่ีเรียกวา่ไฮฟี (hyphae) เสน้ใยท่ี
เจรญิแตกแขนงออกไปมากมายเรียกว่า ไมซีเลียม (mycelium) ซึ่งสามารถมองเห็นไดง้่ายดว้ยตา
เปลา่บนอาหารเลีย้งเชือ้หรือบนอาหารทั่วไป เชือ้ราเจรญิไดช้า้กวา่แบคทีเรีย มกัจะตอ้งใชเ้วลาหลาย
วนัจงึจะสรา้งโคโลนีใหเ้ห็น สว่นยีสตน์ัน้เป็นสิ่งมีชีวิตเซลลเ์ดียว (unicellular organism) โคโลนีของ
ยีสตมี์ลกัษณะคลา้ยโคโลนีของแบคทีเรียแตจ่ะทบึแสงกว่า และเซลลข์องยีสตมี์ขนาดใหญ่กวา่เซลล์
ของแบคทีเรีย เชือ้ราและยีสตสื์บพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศไดโ้ดยการสรา้งสปอรห์รือโดยการแตกหน่อ 
(budding) แตบ่างชนิดอาจสืบพนัธุแ์บบอาศยัเพศโดยการสรา้งสปอรแ์บบอาศยัเพศ (sexual spore) 
การสรา้งสปอรแ์บบอาศยัเพศและไมอ่าศยัเพศมีความส าคญัในการจดัจ าแนกเชือ้ราและยีสต ์
 
เชือ้ราและยสีตท์ีเ่กี่ยวข้องกับอาหาร 
               ฟังไจถกูจดัจ าแนกเป็น subkingdom โดยอาศยัการท่ีเสน้ใยมีผนงักัน้หรือไม ่(septation of 
mycelia) และจดัจ าแนกเป็น phyla โดยอาศยัความสามารถในการสรา้งสปอรแ์บบอาศยัเพศ (sexual 
spores) และชนิดของสปอรแ์บบอาศยัเพศท่ีสรา้งขึน้ (ตารางท่ี 3.1) เชือ้ราและยีสตเ์ป็นจลุินทรียท่ี์พบ
ทั่วไปตามธรรมชาติจงึเป็นตน้เหตขุองการเสียของอาหารหลายชนิด การเจรญิของจลุินทรียก์ลุม่นีบ้น
อาหารอาจสงัเกตไดจ้ากการเกิดจดุเนา่ขนาดตา่ง ๆ กนั เกิดเมือกและเสน้ใยสีขาวหรือเกิดการสรา้ง
สปอรสี์ตา่งๆ  ท าใหอ้าหารมีกลิ่นรสผิดปกต ิ โดยทั่วไปเชือ้ราและยีสตเ์จรญิชา้กว่าแบคทีเรียและมี
ความตอ้งการสิ่งจ  าเป็นส าหรบัการเจรญินอ้ยกวา่แบคทีเรียหรืออาจเรียกวา่ มีความจูจี้ ้ (fastidious) 
นอ้ยกวา่แบคทีเรีย ดงันัน้จลุินทรียพ์วกนีจ้งึเจรญิในสภาพท่ีไมเ่หมาะสมไดดี้กว่าแบคทีเรียโดยเฉพาะ
สภาพท่ีมีความเขม้ขน้ของกรด เกลือ และน า้ตาลสงูรวมทัง้สภาพท่ีแหง้ ฉะนัน้จงึมกัท าใหเ้กิดปัญหา
การเนา่เสียของอาหารประเภทกึ่งเนา่เสียไดง้่าย(semi-perishable food) โดยเฉพาะเมล็ดธญัชาติ ถั่ว
ตา่ง ๆ และผลไมโ้ดยอาจเขา้ท าลายในชว่งก่อนการเก็บเก่ียวและระหว่างการเก็บรกัษา นอกจากนีย้งั
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อาจพบไดใ้นอาหารท่ีผา่นการแปรรูปมาอย่างไมถ่กูสขุลกัษณะเชน่ เครื่องด่ืมท่ีมีน า้ตาลและกรด แยม 
ขนมหวาน ผลไมแ้หง้ ผกัดอง อาหารท่ีถนอมไวด้ว้ยเกลือ ผลิตภณัฑเ์บเกอรี่ และอาจเจรญิไดต้าม
อปุกรณแ์ละภาชนะในโรงงานแปรรูปอาหาร  เชือ้ราและยีสตห์ลายชนิดท่ีท าใหอ้าหารเสียแสดงใน
ตารางท่ี 3.2 การตรวจพบเชือ้ราและยีสตจ์  านวนมากในอาหารอาจบง่บอกถึงสขุลกัษณะในการผลิต 
การขนสง่และการเก็บรกัษาท่ีไมดี่ การใชอ้ณุหภมูิในการเก็บรกัษาท่ีไมถ่กูตอ้งหรืออาจมีการปนเป้ือน
หลงัการผลิต การปนเป้ือนของเชือ้ราและยีสตใ์นอาหารก่อใหเ้กิดความสญูเสียทางเศรษฐกิจอยา่ง
มากตอ่ผูผ้ลิตและผูบ้รโิภค การควบคมุการเจรญิของเชือ้ราท าไดโ้ดยปอ้งกนัไมใ่หส้ปอรข์องเชือ้ราเขา้
สูอ่าหาร การปรบัอณุหภมูิและความชืน้สมัพทัธข์องการเก็บรกัษา การเปล่ียนแปลงระดบัออกซิเจน 
อยา่งไรก็ตาม วิธีการเหล่านีอ้าจไมส่ามารถปอ้งกนัการท าใหค้ณุภาพและความปลอดภยัของอาหาร
เปล่ียนแปลงไปในทกุสถานการณท่ี์มีสาเหตมุาจากการเจรญิของเชือ้รา ดงันัน้จงึจ  าเป็นตอ้งตรวจหา
เชือ้ราในอาหารรวมทัง้ในสิ่งแวดลอ้มของกระบวนการแปรรูป การบรรจแุละการเก็บรกัษา 
 การผลิตอาหารหมกับางชนิดใชป้ระโยชนจ์ากกระบวนการหมกัโดยเชือ้ราและยีสต ์ ตวัอยา่ง 
เชน่ การใชยี้สต ์Saccharomyces cerevisiae ในการผลิตไวน ์ขนมปัง และผลิตภณัฑช์นิดอ่ืนๆ การ
ใชเ้ชือ้รา Penicillium spp. ในการบม่เนยแข็ง  นอกจากนีเ้ชือ้รายงัมีประโยชนใ์นการผลิตสว่นผสม
ของอาหาร เชน่ Mucor spp. ใชผ้ลิตเอนไซมเ์รนเนทซึ่งใชต้กตะกอนน า้นมท่ีใชท้  าเนยแข็ง 
 เชือ้ราหลายชนิดท่ีปนเป้ือนในอาหารอาจเป็นอนัตรายตอ่สขุภาพของคนและสัตว ์ เน่ืองจาก
สามารถสรา้งสารพิษปนเป้ือนลงในอาหาร สารพิษจากเชือ้รา (mycotoxin) สว่นใหญ่ทนความรอ้นได้
จงึไมถ่กูท าลายหลงัการแปรรูปถึงแมว้า่เชือ้ราท่ีสรา้งสารพิษจะถกูท าลายไปแลว้ก็ตาม สารพิษจาก
เชือ้ราอาจมาจากส่วนผสมอาหารท่ีผลิตจากวตัถดุิบท่ีมีเชือ้ราเจรญิอยู่เชน่ แปง้ขา้วโพดท่ีท าจาก
ขา้วโพดท่ีมีเชือ้ราเจรญิในระหวา่งการเก็บรกัษา เชือ้ราอาจลดจ านวนลงระหวา่งการเก็บรกัษาแต่
สารพิษยงัคงอยูใ่นอาหาร ดงันัน้ในการตรวจคณุภาพและความปลอดภยัของอาหารจงึจ าเป็นตอ้ง
วิเคราะหห์าสารพิษจากเชือ้ราดว้ย สารพิษจากเชือ้รามีโครงสรา้ง คณุสมบตั ิและความเป็นพิษผนัแปร
แตกตา่งกนัแลว้แตช่นิดของสารพิษ เชน่ อะฟลาทอกซิน (aflatoxin) มีสมบตัใินการก่อมะเรง็ได้
คอ่นขา้งสงู และโอคลาทอกซิน (ochratoxin) ท าใหเ้กิดพิษตอ่ไต เชือ้ราและยีสตท่ี์เจรญิในอาหารท่ี
เป็นกรดอาจใชส้ารท่ีเป็นกรดไปในระหวา่งการเจรญิเป็นผลให ้pH ของอาหารเพิ่มขึน้ สภาพนีจ้ะท าให้
แบคทีเรียก่อโรคท่ีถกูยบัยัง้ดว้ยกรดในตอนแรกเจรญิได ้

 
โครงสร้างพืน้ฐานของเชือ้รา 
 เชือ้รา (filamentous fungi) มกัจะถกูจ าแนกชนิดโดยอาศยัโครงสรา้งพืน้ฐานซึ่งสามารถ
สงัเกตไดโ้ดยใชก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง เม่ือเรว็ๆนีไ้ดมี้การจดัแบง่เชือ้ราเป็น 2 กลุม่ใหญ่ๆ คือ 
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micro-fungi และ macro-fungi เชือ้รากลุม่ micro-fungi ไดแ้ก่ Zygomycetes, Ascomycetes และ 
Fungi Imperpecti สว่นเชือ้รากลุม่ macro-fungi ไดแ้ก่ Basidiomycetes (ตารางท่ี 3.1) 
 
ตารางท่ี 3.1  คณุลกัษณะของฟังไจ 
 
ศกัดิ ์(Division) การสรา้งเสน้ 

ใยท่ีมีผนงักัน้ 
(septate 

hyphae) 

การสรา้งสปอร ์
แบบไมอ่าศยัเพศ
(asexual 
sporulation) 

การสรา้งสปอร์
แบบอาศยัเพศ
(sexual 
sporulation) 

หมายเหต ุ

Zygomycota สรา้งเสน้ใยท่ี
ไมม่ีผนงักัน้ 
(nonseptate 
mycelium) 

สรา้สปอรท่ี์ไม่
เคลื่อนท่ี 
(nonmotile 
sporangiospores) 

สรา้งไซโกสปอร ์
(zygospore) 

เป็นราชัน้ต  ่า 
ไมใ่ช่พวกท่ีชอบสภาพ 
    แหง้ (not xerophilic) 
ไมต่า้นทานความรอ้น 
    และสารเคมี 
แทบจะไมส่รา้งสารพิษ 

Ascomycota สรา้งเสน้ใยท่ีมี
ผนงักัน้ 
(septate 
mycelium) 

สรา้งโคนิเดียหรือ
โคนิดิโอสปอร ์
(conidia or 
conidiospores) 

สรา้งแอสโค
สปอร์
(ascospore) 

เป็นราชัน้สงู 
สว่นใหญ่ชอบสภาพ 
    แหง้ (xerophilic) 
มกัจะทนความรอ้นและ 
สารเคมี 

Basidiomycota สรา้งเสน้ใยท่ีมี
ผนงักัน้ 

แทบจะไมส่รา้ง สรา้งเบสิดิโอ
สปอร์
(basidiospore) 

เป็นราชัน้สงูไดแ้ก่ เห็ด รา
สนิม (rusts) เห็ดลกูฝุ่ น 
(puff balls) และเห็ดวุน้ 
(jelly fungi) 

ไมส่  าคญัตอ่การเสียของ
อาหาร 

Deuteromycota สรา้งเสน้ใยท่ีมี
ผนงักัน้ 

สรา้งโคนิเดีย ไมส่รา้งสปอร์
แบบอาศยัเพศ 

เป็นราชัน้สงู บางชนิด
ชอบสภาพแหง้  

ไมต่า้นทานความรอ้น 
บางชนิดทนตอ่สารเคมี 
สรา้งสารพิษได ้

ท่ีมา: Jay และคณะ (2005); Yousef และ Carlstrom (2003) 
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ตารางท่ี 3.2  คณุลกัษณะของเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย 
 
สกลุ (Genus) สมบตัิท่ีใชใ้นการจดัจ าแนก Microscopic 

morphology 
สมบตัิส  าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การเสียของอาหาร 

เชือ้รา:  Zygomycota 

Mucor เสน้ใยไมม่ีผนงักัน้ สรา้งโคโลนี
คลา้ยปยุส าลี  

สรา้งสปอรผิ์วเรียบและมกัแตก
แขนง 

ไมส่รา้งไรซอยด ์(rhizoid) 
M. racemosus โคโลนีสีขาว 
เม่ือแก่มีสีน  า้ตาลเทา สปอร์
รูปรา่งรีถงึเกือบกลม 

 เจริญบนเนือ้แช่เย็นท าใหเ้กิด
ต าหนิเรียก“whiskers” 

ท าใหเ้กิดจดุด าบนเนือ้แกะแช่
แข็งและเจริญบนขนมปัง 

 M. racemosus แพรก่ระจาย 
ในดิน อาหาร โดยเฉพาะใน
นม ขา้วสาลี ขา้วบารเ์ลย่ ์
ขา้วเจา้ มะเขือเทศ ชา  

Rhizopus เสน้ใยไมม่ีผนงักัน้มีสโตรอน 
 (stolons) และไรซอยด ์

มี collumellae รูปรา่งคลา้ยรม่ 
สปอรข์นาดใหญ่ มีสีเขม้จนถงึสี
ออ่น อบัสปอร ์(sporangia) 
มีสีเขม้ 

R. stolonifer มีโคโลนีสีน  า้ตาล
เทา 

                         เป็นราขนมปัง (bread mold) 
ท าใหผ้ลไมเ้น่าแบบ watery 

soft rot 
ท าใหเ้กิดจดุด าบนเนือ้ววั 
เบคอนและเนือ้แกะแช่แข็ง  

Rhizopus stolonifer สรา้ง 
zygospore สีด  าน า้ตาล 

Thamnidium เสน้ใยไมม่ีผนงักัน้ 
มีอบัสปอรบ์นเสน้ใยท่ีแตก
แขนงมากมาย 

มีกลุม่ถงุเลก็ๆ (sporangioles) 
รวมทัง้อบัสปอร ์(มกัอยู่บน
กา้นเดียวกนั) 

 T. elegans เจริญบนเนือ้แช่
เย็น ท าใหเ้กิดต าหนิท่ี
เรียกวา่ “whiskers” บน
เนือ้ววั  

พบในดินและบนเนือ้สตัว ์
 

เชือ้รา:  Ascomycota 

Neosartorya โคโลนีสีขาวเป็นปยุคลา้ยส าลี 
โคนิเดียสีเทา เขียว 

cleistothecia สีขาว  แอสโค 
สปอร ์(ascospore) ไมม่ีสี  

 แอสโคสปอรท์นความรอ้น 
ท าใหน้ า้ผลไมท่ี้บรรจขุวดหรือ
บรรจกุระป๋องเน่าเสีย 

ไมช่อบสภาพแหง้ 

 

 
Rhizopus  stolonifer 

 
Mucor racemosus 
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ตารางท่ี 3.2 คณุลกัษณะของเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย (ตอ่) 
 
สกลุ (Genus) สมบตัิท่ีใชใ้นการจดัจ าแนก Microscopic 

morphology 
สมบตัิส  าคญัท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัการเสียของอาหาร 

Byssochlamys โคโลนีเป็นปยุคลา้ยส าล ี
B. fulva โคโลนีมีสีเหลืองออก
น า้ตาลจนถงึสีเขียวมะกอก 

ไมม่ีแอสโคคราพ(ascocarp) 

 สรา้งแอสโคสปอร ์      
ทนความรอ้นไดด้ี 

ท าใหน้ า้ผลไมท่ี้บรรจุ
กระป๋องหรือบรรจขุวด
เน่าเสีย 

Eurotium 
(Anamorph: 
Aspergillus 
glaucus group) 

Cleistothecia สีเหลืองสวา่ง  
แอสโคสปอรม์ีสีเหลืองซีด 
รูปรา่งกลมถงึเกือบกลม โค
นิดิโอฟอร ์(conidiophore)มี
ผนงัเรียบ โคนิเดียมีผิวขขุระ 

 
 
 
 

ชอบสภาพแหง้ 
ท าใหแ้ยม เยลลี่และองุ่น
เน่าเสีย 

สรา้งสารพิษเช่น 
physcion, echinulin 

เชือ้รา:  Deuteromycota 

Aspergillus 
(Teleomorph: 
Eurotium, 
Emericella, 
Neosartoya และ
สกลุอื่นๆ) 
 
 

เจริญเรว็ โคโลนีมีสีขาว 
เหลือง เหลืองน า้ตาล 
น า้ตาลถงึด า  

Vesicle, phialides, metulae 
และ conidia ประกอบกนั
เป็น conidial head 

หลายชนิด สรา้ง Hülle cells 
(เซลลท่ี์มีผนงัหนาเรียบ) 

 พบปนเป้ือนในอาหาร
หลายชนิด บางชนิด
สรา้งสารพิษเช่น A. 
flavus โคนิเดียสี
เหลืองเขียว พบบ่อย
บนถั่ว เครื่องเทศ 
เมลด็พืชท่ีมีน า้มนั 
เมลด็ธญัชาติ 

Penicillium โคโลนีเจริญสว่นมากมีสี โทน
เขียว บางครัง้สีขาว 

P. digitatum สรา้งโคนิเดีย สี
เขียวเหลือง 

P. italicum สรา้งโคนิเดีย 
   สีเทาเขียว 
P. roqueforti  สรา้งโคนิเดีย 
สีเขียว 

 ท าใหเ้กิดโรคเน่าสีน  า้เงิน
หรือเขียวในผลไม้
ตระกลูสม้ 

พบบ่อยบนมาการีน 
(margarine) เนยแข็ง 
และอาหารที่มีไขมนั 

ใชใ้นการหมกัอาหารเช่น 
blue cheeses  

 
 

  Byssochlamys fulva 

 
Aspergillus flavus 

 
Penicillium italicum 

 Penicillium roqueforti 
 

  

 

Eurotium chevalieri 
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ตารางท่ี 3.2 คณุลกัษณะของเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย (ตอ่) 
 
สกลุ (Genus) สมบตัิท่ีใชใ้นการจดัจ าแนก Microscopic morphology สมบตัิส  าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบั

การเสียของอาหาร 

Geotrichum สรา้งอารโ์ทโคนิเดีย 
(arthroconidia) โคโลนีสีขาว 
สรา้งโคนิเดียไมม่ีสี มีรูปรา่ง
ทรงกระบอก 

 เป็น  machinery mold 
ท าใหเ้กิด soft rot ในผลไม้
ตระกลูสม้ ลกูพีช 

พบบ่อยในผลิตภณัฑน์ม 
Moniliella สรา้งโคโลนี ตอนแรกมีสีครีม

ตอ่มามีสีเขม้ขึน้ถงึด าน า้ตาล 
สรา้งซูโดไมซีเลียม 
(pseudomycelium) เช่น 
เดียวกบัยีสต ์ 

 Moniliella acetoabutens 
ชอบกรด มกัจะพบในผกั
ผลไมด้องและน า้สม้ 
สายช ูมีรายงานวา่พบใน
น า้ผลไม ้น า้เช่ือม 

Trichothecium สรา้งโคนิดิโอฟอร ์
(conidiophore) ยาว  

สรา้งโคนิเดีย รูปไข ่

 ราสีชมพเูจริญบนผลไม ้
พบบ่อยบนเมลด็ธญัชาติเช่น
ขา้วบารเ์ลย่ ์ขา้วสาลีและ
ขา้วโพด 

Alternaria สรา้งโคนิเดียใหญ่รูปรา่งรี เม่ือโต
เตม็ท่ีมีสีน  า้ตาลซีดถงึน า้ตาล
เขม้ปานกลาง 

สรา้งโคนิดิโอฟอร ์สัน้ มีขนาด 

40-70  3-4 ไมโครเมตร สี
น า้ตาลซีด ผนงัเรียบ บางครัง้
แตกแขนง 

 ท าใหเ้กิดโรคเน่าสีน  า้ตาลถงึ
สีด  าในแอปเป้ิล มะเด่ือ 
ผลไมต้ระกลูสม้ 

หลายชนิดพบบ่อยบนผลไม ้
ผกั เมลด็ธญัชาติ 

    ผา้และพืน้ผิวท่ีชืน้ 
สรา้งสารพิษเช่น altenuene, 

alternariol 
Cladosporium โคโลนีสีเขียว เขียวมะกอก น า้เงิน

เขม้ ด า หรือน า้ตาล 
บางชนิดสรา้งโคนิเดียรูปคลา้ย
ผลเลมอน แตกแขนงมาก 

 ท าใหเ้กิดจดุด าบนเนือ้  
บางชนิดท าใหเ้นย (butter) 
และเนยเทียม 
(margarine) เน่าเสีย 

เป็น field fungus เจริญบน
ขา้วบารเ์ลย่แ์ละขา้วสาลี Cladosporium herbarum 

 

 Alternaria alternata 
 

 
Trichothecium roseum 

 Geotrichum candidum 
 

 Moniliella acetoabutens 
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ตารางท่ี 3.2 คณุลกัษณะของเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย (ตอ่) 
 
สกลุ (Genus) สมบตัิท่ีใชใ้นการจดัจ าแนก Microscopic 

morphology 
สมบตัิส  าคญัท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัการเสียของอาหาร 

Fusarium โคโลนีเป็นปยุสีขาว ครีม 
เหลือง ชมพ ูแดงมว่ง 

สรา้งโคนิดิโอฟอรท่ี์บางครัง้
แตกแขนงซบัซอ้น แตก
แขนงนอ้ยหรือไมแ่ตก
แขนง 

สรา้งโคนิเดียใหญ่ 
(macroconidia) รูป
เคียว และสรา้ง 
microconidia 

 

ท าใหเ้กิดโรคเน่าสีน  า้   
ตาลในผลไมต้ระกลู
สม้ และสบัปะรด 

เจริญบนเมลด็ธญัชาต ิ
ท าใหเ้บคอน เนือ้แช่เย็น
เน่าเสียและเป็น
สาเหตขุองการออ่น
น่ิมของผกัดอง 

ยีสต:์ Ascomycota 

Saccharomyces สรา้งโคโลนีสีขาวหรือครีม 
แตกหน่อไดร้อบเซลล ์
(multilateral budding)  

สปอรรู์ปรา่งกลม   
ไมห่มกัน า้ตาลแลคโตส 

 S. cerevisiae ปนเป้ือน
ท าใหเ้ครื่องดื่มเสีย
โดยเกิดการหมกั บาง
สายพนัธุท์นวตัถุกนั
เสีย 

Zygosaccharomyces แตกหน่อไดร้อบเซลล ์
สรา้ง 1-4 แอสโคสปอรต์อ่ 

1 แอสคสั (ascus) 
หมกัน า้ตาลไดด้ีมาก  

 Z. bailli ทนสารกนัเสีย
ไดด้ีมาก เจริญไดท่ี้ 
aw 0.8, pH 1.8  

Z. rouxii  -osmophilic 
yeast (aw0.62) 

Schizosaccharomyces แบ่งเซลลโ์ดยเกิด fission  
อาจสรา้งเสน้ใยแทแ้ละอาร์
โทสปอร ์สรา้ง 4-8 แอสโค
สปอรต์อ่ 1 แอสคสั 

 S. pombe ทนตอ่ความ
ดนัออสโมติกสงูไดด้ี
และตา้นทานตอ่วตัถุ
กนัเสีย 

Hanseniaspora แตกหน่อท่ีขัว้เซลล ์2 ขา้ง 
เซลลค์ลา้ยผลเลมอน  
สรา้ง 2-4 แอสโคสปอรต์อ่ 

1แอสคสั  

 พบบนผลมะเดื่อ มะเขือ
เทศ ผลไมต้ระกลูสม้ 
สตรอเบอรี่และน า้
ผลไม ้

 

 Fusarium proliferatum 

     Saccharomyces  cerevisiae 

 

 

        Hanseniaspora  valbyensis 

Zygosaccharomyces  bailli 

 
        Schizosaccharomyces pombe 

 

ascus 

bipolar budding 
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ตารางท่ี 3.2 คณุลกัษณะของเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย (ตอ่) 
 
สกลุ (Genus) สมบตัิท่ีใชใ้นการจดัจ าแนก Microscopic 

morphology 
สมบตัิส  าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การเสียของอาหาร 

Debaryomyces แตกหน่อไดร้อบเซลล ์ 
แอสโคสปอรรู์ปรา่งกลม หรือ
รูปไข่ สรา้งซูโดไมซีเลียม 
(pseudomycelium) 

 เจริญในน า้เกลือ เนยแข็ง 
D. hansenii ทนเกลือสงู 
เจริญท่ี aw 0.65 ท าใหโ้ย
เกิรต์ น า้สม้เขม้ขน้เสีย 

Kluyveromyces แตกหน่อไดร้อบเซลล ์ 
หมกัน า้ตาลไดด้ี 
K. marxianus: แอสโคสปอร์
รูปไต (kidney-shaped)  

 พบในผลิตภณัฑน์ม 
K. marxianus ท าใหเ้นย
แข็งเน่าเสีย 

Pichia แตกหน่อไดร้อบเซลล ์ 
สรา้ง 4 แอสโคสปอรต์อ่ 1 
แอสคสั สรา้งอารโ์ทสปอร ์

สรา้งซูโดไมซีเลียม 

 พบบนปลาและกุง้สด  
P. membranaefaciens: 
ทนสารกนัเสีย สรา้งฟิลม์
บนผกัดอง มะกอก ซอส 

ยีสต:์ Deuteromycota 

Candida เซลลรู์ปรา่งกลม รูปรา่งเป็น
ทรงกระบอก รูปไข ่ยาวรี 

สรา้งซูโดไมซีเลียม 
พบบ่อยในเนือ้บดสด 

 C. krusei: ทนสารกนัเสีย
สรา้งฟิลม์บนผกัดอง 

C. parapsilosis: ท าใหเ้นย
แข็ง มาการีนเน่าเสีย 

Crytococcus แตกหน่อไดร้อบเซลล ์ 
ไมห่มกัน า้ตาล 
 

 พบบนสตรอเบอรี่ ปลาทะเล 
กุง้และเนือ้ววับดสด 

Rhodotorula แตกหน่อไดร้อบเซลล ์ 
ไมห่มกัน า้ตาล 
สรา้งเมด็สี สีสม้ หรือสีชมพ ู 

 พบบนสตัวปี์ก กุง้ ปลาและ
เนือ้ววัสด บางชนิดเจริญ
ท่ีผิวของ butter 

Brettanomyces แตกหน่อไดร้อบเซลล ์ 
สรา้ง ogival cells (ปลายดา้ย
หนึ่งแหลมอีกดา้นหนึ่งมน) 

 ท าใหเ้บียร ์soft drink ไวน ์
    ผกัดองเสีย  
เชือ้ B. intermidius พบ
มาก เจริญไดท่ี้ pH 1.8 

ท่ีมา:  Yousef และ Carlstrom (2003); Samson และคณะ (2004) 
 

 
Debaryomyces hansenii 

    Kluyveromyces  marxianus 

 
      Pichia anomala 

   hat-shaped  
   ascospore 

 
      Candida tropicalis 

pseudohyphae 
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วิธีการตรวจสอบและเพาะเลีย้งเชือ้ราและยสีตใ์นอาหาร 
 การตรวจวิเคราะหเ์ชือ้ราและยีสตใ์นอาหาร ท าได ้3 วิธีคือ  
      1.     วิธีการตรวจหาเชือ้ราบนตวัอย่างอาหารโดยตรง (Direct examination)  
               อาหารท่ีเสียโดยเชือ้ราและยีสต ์เป็นไปไดท่ี้จะตรวจสอบดว้ยตาเปล่า ตามดว้ยการส่องดู
ดว้ยกลอ้งจุลทรรศนแ์บบสเตอริโอ (stereomicroscope) ทัง้นีก็้เน่ืองมาจากการเจริญขึน้เป็นโคโลนี
ของเชือ้ราและยีสตป์กติมกัเกิดขึน้ท่ีผิวของผลิตภณัฑ ์ อย่างไรก็ตามในการสงัเกตจะตอ้งกระท าทนัที
หลงัจากท่ีมีการเจริญเกิดขึน้ เพราะถ้ามีการจบัตอ้งหรือเคล่ือนยา้ยผลิตภัณฑ ์อาจท าใหโ้ครงสรา้ง
ของเชือ้ราและยีสตท่ี์จะสงัเกตเห็นไดห้ลดุออกไป ถา้พบการเจริญของเชือ้ราและยีสตก็์ควรตรวจสอบ
ดว้ยกลอ้งจลุทรรศนต์อ่ไป  โดยท าการเตรียมสไลดข์ึน้ น าชิน้ส่วนของตวัอย่างใส่ลงในของเหลวท่ีเติม
ลงบนสไลด ์(mounting fluid) เชน่ กรดแลคตกิผสมสียอ้มอะนิลีนบล ู(aniline blue)   

2.    วิธีการเจือจางตวัอยา่ง (Dilution plating method) 
               วิธีนีส้ามารถท าไดด้ว้ยวิธีการเช่นเดียวกับการตรวจนับจ านวนจุลินทรียท์ัง้หมด  เป็นวิธีท่ี
เหมาะกบัการตรวจนบัจ านวนยีสต ์เน่ืองจากยีสตเ์ป็นสิ่งมีชีวิตเซลลเ์ดียว หนึ่งโคโลนีจึงเจริญมาจาก
หนึ่งเซลล ์และยังใช้ได้ดีกับการแยกเชือ้ราจากอาหารแต่ไม่เหมาะกับการประเมินจ านวนเชือ้รา
เน่ืองจากเชือ้ราท่ีเจริญประกอบดว้ยเสน้ใยมากมายและสรา้งสปอรจ์  านวนมากจึงท าใหมี้จ านวนเซลล์
เพิ่มขึน้มากดว้ยถึงแมว้่าจะมีมวลเซลลข์องเชือ้ราเพียงเล็กนอ้ยก็ตาม เซลลข์องชิน้ส่วนเสน้ใย และ
สปอรจ์  านวนมากนีมี้โอกาสท่ีจะเจริญเป็นโคโลนีมากมายบนผิวของอาหารเลีย้งเชือ้ ดงันัน้จ  านวน
โคโลนีของเชือ้ราท่ีขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้จึงขึน้อยู่กบัความมากนอ้ยในการท าใหต้วัอย่างอาหารเป็น
เนือ้เดียวกนัในขัน้ตอนการตีป่นอาหาร เน่ืองจากในขณะตีป่นอาหารจะท าใหเ้สน้ใยของเชือ้ราแตกหกั
ออก ฉะนัน้ปริมาณของเชือ้ราในอาหารจึงไม่อาจประเมินไดจ้ากจ านวนโคโลนีของเชือ้ราท่ีนบัไดบ้น
จานอาหารเลีย้งเชือ้  
        3.    วิธีการวางตวัอยา่งลงบนผิวของอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง (Direct plating method) 
             วิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพส าหรบัอาหารทกุชนิด โดยเฉพาะส าหรบัการตรวจหา เพาะเลีย้ง
และแยกเชือ้ราจากอาหารท่ีเป็นชิน้เล็ก ๆ ไดแ้ก่ เมล็ดธัญชาตแิละเมล็ดถั่ว วิธีนีจ้ะวางตวัอยา่งท่ีจะ
วิเคราะหล์งบนผิวของอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง สว่นมากจะชะลา้งผิวของตวัอยา่งก่อนดว้ยสารละลาย
คลอรีนท่ีเตรียมใหม ่ ๆ เพ่ือใหส้ิ่งสกปรกท่ีปนเป้ือนเชน่ ฝุ่ นละอองและสิ่งอ่ืนๆ หลดุออกไป ขัน้ตอนนี้
จ  าเป็นตอ้งกระท าเพ่ือใหเ้ชือ้ราท่ีเจรญิอยู่ภายในตวัอยา่งสามารถเจรญิขึน้ได ้แตอ่าจงดขัน้ตอนการชะ
ลา้งผิวของตวัอย่างไดใ้นกรณีท่ีมีเชือ้ราท่ีตอ้งการตรวจสอบเจรญิอยูท่ี่ผิว และเชือ้รานีเ้ป็นสว่นหนึ่ง
ของเชือ้ราท่ีเจริญเขา้ไปในอาหารเชน่ เมล็ดขา้วสาลีท่ีจะน าไปใชใ้นการผลิตแปง้สาลี ผลจากการ
วิเคราะหด์ว้ยวิธีนีจ้ะแสดงเป็นรอ้ยละของการปนเป้ือนดว้ยเชือ้ราในตวัอยา่ง ในการตรวจสอบเชือ้รา
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แตล่ะชนิดในอาหารรวมถึงเชือ้ราท่ีสรา้งสารพิษ วิธีการวางตวัอยา่งโดยตรงจะมีประสิทธิภาพมากกวา่
วิธีการเจือจางตวัอยา่ง แตจ่ะมีประสิทธิภาพต ่าในการตรวจหายีสต ์  
 

วัตถุประสงค ์

1. เพ่ือใหเ้รียนรูว้ิธีการตรวจวิเคราะหเ์ชือ้ราและยีสตใ์นอาหารดว้ยวิธีตา่งๆ 
2. เพ่ือเปรียบเทียบการใช้อาหารเลี ้ยงเชือ้ท่ีมีค่า aw สูงและอาหารเลี ้ยงเชือ้ท่ีลดค่า aw ในการ

เพาะเลีย้งเชือ้ราและยีสตจ์ากอาหาร 
 

 อุปกรณ ์

1. ตวัอย่างอาหารชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ เมล็ดถั่ว เมล็ดธัญชาติชนิดต่างๆ ผลไมส้ด ผลไมแ้หง้ ผลไมแ้ช่
อ่ิม ผลไมเ้นา่เสีย น า้ผลไม ้และอาหารท่ีมีการเจรญิของเชือ้ราชนิดตา่งๆ 

2. เชื ้อราท่ีท าให้อาหารเน่า เสียได้แก่  Rhizopus stolonifer, Aspergillus flavus, Aspergillus 
terreus, Alternaria alternate, Fusarium moniliforme, Geotrichum candidum, 
Trichoderma harzianum และ Penicillium citrinum  

3. ยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสียไดแ้ก่ Candida lipolytica, Debaryomyces  hansenii, Hanseniaspora 
uvarum, Rhodotorula glutinis, Pichia membranaefaciens, Schizosaccharomyces 
pombe, Saccharomyces cerevisiae และ Zygosaccharomyces rouxii 

4. อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช ้ไดแ้ก่  
-  Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC) เป็ น อ าห าร เลี ้ย ง เชื ้อ ช นิ ด ท่ี
เหมาะสมส าหรบัเลีย้งเชือ้ราและยีสตจ์ากตวัอย่างอาหารสดหรืออาหารท่ีมีคา่ aw สงู อาหารเลีย้ง
เชือ้ท่ีมีโรสเบนกอล (rose bengal) จะไวต่อแสง เน่ืองจากสารยับยัง้จะเกิดขึน้ถา้หากไดร้บัแสง
นาน 2 ชั่วโมง ดงันัน้เม่ือเตรียมเสรจ็แลว้ควรเก็บอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีใ้นท่ีมืด 
-  Dichloran 18% Glycerol Agar (DG18, aw 0.955) ใชเ้ลีย้งเชือ้ราจากอาหารท่ีมีค่า aw ต ่ากว่า 
0.95 ไดแ้ก่ ฟังไจท่ีชอบสภาพแหง้ (xerophilic fungi) เช่น Aspergillus, Penicillium หลายชนิด
และ Xeromyces  bisporus จากอาหารท่ีมีค่า aw ต  ่าหรืออาหารแหง้ เช่น เมล็ดธัญชาติ ถั่ว แป้ง 
เครื่องเทศ และอ่ืนๆ  DG18 ไมเ่หมาะส าหรบัตรวจหาเชือ้ราในผกัและผลไม ้
-  Rose Bengal Chloramphenicol Agar (RBC) ใช้กรณีท่ีไม่มีปัญหาจากเชือ้ราท่ีเจริญอย่าง
รวดเรว็  
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       - Potato Dextrose Agar (Acidified PDA) ท่ีปรบัค่า pH ใหไ้ดป้ระมาณ 3.5 ดว้ยกรดทารท์าริก 
เตรียมไดโ้ดยเติมสารละลายกรดทารท์าริกความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แลว้ลงใน

อาหาร PDA  (อณุหภมูิ 45C) เขยา่ใหเ้ขา้กนั ก่อนท่ีจะเทลงในจานเพาะเลีย้งเชือ้  
-  Plate Count Agar (PCA) ท่ีเตมิคลอแรมฟินิคอล 100 มิลลิกรมัตอ่ลิตรใชเ้ลีย้งยีสตร์าทั่วไป 

       -  Malt Extract Agar (MEA) (pH~ 5.0) เหมาะส าหรบัเพาะเลีย้งยีสตจ์ากอาหารท่ีมีเชือ้รานอ้ย
กว่ายีสต ์เช่น น า้ผลไม ้และโยเกิรต์ แต่ถ้าตัวอย่างอาหารมีเชือ้ราอยู่มากเช่น เนยแข็ง ควรใช ้
DRBC 

-   Malt Extract Yeast Extract 50% Glucose Agar (MY 50G, aw 0.89)  
-  Malt Extract Yeast Extract 5% Salt 12 % Glucose (MY 5-12) Agar แ ล ะ  Malt Extract 
Yeast Extract 10% Salt 12 % Glucose (MY 10-12) Agar  อาหาร MY 5-12 และ MY 10-12 
เหมาะส าหรับเพาะเลี ้ยงเชือ้ราและยีสต์ท่ีชอบสภาพแห้งท่ีเจริญในอาหารเค็ม (halophilic 
xerophile)  

         หมายเหตุ การเติมสารปฏิชีวนะและสารละลายกรดลงในอาหารเลีย้งเชือ้ มีจุดประสงคเ์พ่ือ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย คลอแรมฟินิคอลไม่ถูกท าลายดว้ยความรอ้นขณะฆ่าเชือ้ การ
เตรียมสารละลาย (stock solution) ของคลอแรมฟินิคอล  ท าได้โดยชั่งคลอแรมฟินิคอล 0.1  
กรมัใสใ่นน า้กลั่น 40 มิลลิลิตรและเติมสารละลายนี ้(40 มิลลิลิตร) ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้หมด 
960 มิลลิลิตรก่อนน าไปฆา่เชือ้ (บรรจ ุ stock solution ไวใ้นขวดสีชา เก็บไวไ้ด ้1 เดือนในตูเ้ย็น) 

5.     สารละลายท่ีใชเ้จือจางตวัอย่างอาหาร (diluents) ไดแ้ก่ สารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 
0.1   เป็นสารละลายท่ีเหมาะส าหรบัท าเจือจางตวัอย่างอาหารท่ีมีทัง้เชือ้ราและยีสตห์รือ อาจใช ้
สารละลายชนิดอ่ืน เช่น สารละลายเกลือ ฟอสเฟตบฟัเฟอรห์รือน า้กลั่นก็ได ้การเตมิสารท่ีชว่ยให้
เปียก (wetting agent) เช่น พอลิซอรบ์ิแทน 80 (polysorbitan 80) หรือทวีน 80 (Tween 80) 
อาจเหมาะส าหรบัผลิตภณัฑบ์างชนิด ในกรณีท่ีตรวจหาจ านวนยีสตจ์ากอาหารท่ีมีน า้ตาลสงูเช่น 
ผลไมแ้หง้ ผลไมแ้ช่อ่ิม และน า้ผลไมเ้ขม้ขน้ ควรเตมิน า้ตาลซูโครสหรือกลโูคสหรือกลีเซอรอลรอ้ย
ละ 20 ลงในสารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 เพ่ือป้องกันการบาดเจ็บของเซลลอ์ัน
เน่ืองมาจากการเปล่ียนแปลงความดนัออสโมตกิ (osmotic shock) 

6.    สารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95  และสารละลายคลอรีนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.4       
7.   สารละลายส าหรบัเตรียมสไลดไ์ดแ้ก่ สารละลายกรดแลคติกผสมคอตตอลบล ู(cotton blue) หรือ 

อะนิลีนบล ู(aniline blue) และของเหลวเชียรส์  าหรบัเตมิลงบนสไลด ์(Shear’s mounting fluid) 
8.    จานเพาะเชือ้ หลอดทดลอง ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ปากคีบ และแทง่แกว้งอ 
9.    สไลด ์(glass slides) กระจกปิดสไลด ์(coverslips) และแทง่แกว้รูปตวัวี (V-shaped glass rod)  
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10.   หว่งเข่ียเชือ้ (loop) เข็มเข่ียเชือ้ (needle) และพาสเจอรปิ์เปตท่ีปราศจากเชือ้ (sterile pasteur 
pipette)  

11.   ถงุพลาสตกิปราศจากเชือ้ส าหรบัใชตี้ป่นดว้ยเครื่อง stomacher (stomacher bag) 

12.   เครื่องตีป่นอาหาร (stomacher) ตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 30C และเครื่องวดัคา่ aw  
13.   กลอ้งจลุทรรศนช์นิดพืน้หลงัสวา่ง (bright-field microscope) และกลอ้งจลุทรรศนช์นิดสเตอรโิอ  
        (stereomicroscope) 

วิธีการทดลอง  

ตอนท่ี 1   การศกึษาเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย (Microscopic observation of foodborne  
               fungi) 
ก )   การเตรียมและสงัเกตลกัษณะโคโลนีของเชือ้ราและยีสต ์
1.    ท าการถ่ายเชือ้ราบรสิทุธ์ิแตล่ะชนิดลงบนผิวหนา้อาหาร PDA (1 species ตอ่จาน) โดยใชล้ปูเข่ีย

เชือ้เผาไฟจนรอ้นแดงเพ่ือท าใหป้ราศจากเชือ้ จากนัน้ถ่ายเชือ้ราจากหลอดทดลอง แตะลงบนตรง
กลางผิวหนา้อาหาร PDA ในจานเพาะเชือ้ 3 จดุห่างประมาณ 1 นิว้ ส  าหรบัเชือ้ยีสต ์ใหใ้ชล้ปูเข่ีย
เชือ้เผาไฟจนรอ้นแดง จากนัน้แตะเชือ้ยีสตม์าลากบนผิวหนา้อาหาร MEA แบบ simple streak 

น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30C เป็นเวลา 7 วนั 

2.    หลงัจากท่ีโคโลนีขึน้แลว้สงัเกตลกัษณะปรากฏ (macroscopic appearance) บนัทึก สี ลกัษณะ
ของโคโลนีและเสน้ใย วดัขนาดเสน้ผ่าศนูยก์ลางของโคโลนี ตรวจดเูสน้ใยและโคนิเดียดว้ยกลอ้ง
จลุทรรศนส์เตอรโิอ วาดรูปโครงสรา้งของเชือ้ราบรสิทุธ์ิแตล่ะชนิด 

ข)  เทคนิคการเตรียม slide culture ของเชือ้ราและยีสต ์

1.     หลอมอาหาร PDA และอาหาร MEA ท่ีบรรจใุนหลอดทดลอง ท าใหเ้ย็นจนถึงอณุหภมูิ 45C 
2.     ท าความสะอาดแผ่นสไลด ์ลา้งใหส้ะอาด เช็ดใหแ้หง้ ใชป้ากคีบคีบแผ่นสไลดจ์ุ่มในแอลกอฮอล ์

ความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 ลนผ่านเปลวไฟเพ่ือฆ่าเชือ้ ทิง้ไวใ้หเ้ย็น วางแผ่นสไลดท่ี์ฆ่าเชือ้แลว้บน
แทง่แกว้รูปตวัวีในจานเพาะเชือ้ท่ีฆา่เชือ้แลว้ซึ่งมีกระดาษทิชชรูองอยูท่ี่กน้จาน 

3.    ใชพ้าสเจอรปิ์เปตท่ีปราศจากเชือ้ดดูอาหาร PDA (ส าหรบัเชือ้รา) และอาหาร MEA (ส าหรบัยีสต)์ 
ลงบนแผน่สไลด ์ทิง้ไวใ้หแ้ข็งตวั 

4.    น าเข็มเข่ียเชือ้มาเผาไฟจนรอ้นแดง แลว้เข่ียเชือ้รา แตะลงบนผิวหนา้อาหาร PDA บนแผ่นสไลด ์
กรณีเชือ้ยีสต ์ใชเ้ข็มเข่ียเชือ้แตะเชือ้ยีสตม์าลากบนผิวหนา้อาหาร MEA 3 เสน้ ปิดทับผิวหนา้
อาหารดว้ยกระจกปิดสไลดท่ี์ปราศจากเชือ้ (จุม่แอลกอฮอลแ์ลว้ลนผา่นเปลวไฟ) 
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5.    เทน า้กลั่นลงบนกระดาษทิชชท่ีูวางไวใ้นจานเพาะเชือ้ น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 30C เป็นเวลา 7 วนั  
ตรวจดกูารสรา้งไมซีเลียมและซูโดไมซีเลียมดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์ก าลงัขยาย 10 เท่าและ 40 เท่า
วาดรูปเสน้ใยของเชือ้ราและโครงสรา้งอ่ืน ๆ ท่ีเห็น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี  3.1  การเตรียม slide culture ของเชือ้ราและยีสต ์

                                                   (ก) ภาพดา้นบน   (ข) ภาพดา้นขา้ง   
 
ตอนท่ี 2   การประเมินจ านวนเชือ้ราและยีสตใ์นอาหารดว้ยวิธีการเจือจางตวัอยา่ง (Dilution Plating) 
1.    ท าการวดัคา่ aw ของตวัอย่างอาหาร โดยตดัตวัอยา่งเป็นชิน้เล็กๆบรรจใุสต่ลบัพลาสติกส าหรบัวดั

คา่ aw ประมาณ 2 ใน 3 ของปรมิาตรตลบั น าไปวดัคา่ aw ท่ีอณุหภมูิ 30C ดว้ยเครื่องวดั aw  
2.    ชั่ งตัวอย่างอาหาร 25 กรัม ด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ เทใส่ถุงพลาสติกปราศจากเชือ้แล้วเติม

สารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 ปริมาณ 225  มิลลิลิตร น าไปตีป่นดว้ยเครื่องตีป่น
อาหารเป็นเวลา 2 นาที ในกรณีท่ีมีเชือ้ราอยู่ภายในเมล็ดธัญชาติหรือเมล็ดถั่ วควรแช่ไว้ใน
สารละลายเปปโตนเป็นเวลา 30 นาทีท่ีอณุหภมูิหอ้งก่อนน าไปตีป่น 

3.    เจือจางตวัอย่างจนไดร้ะดบัความเจือจางท่ี 10-2 , 10-3  และ 10-4  ดว้ยสารละลายเปปโตนความ
เขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 

(ก) 

(ข) 

แผน่สไลด ์
กระจกปิดสไลด ์
อาหารเลีย้งเชือ้ 
จานเพาะเชือ้ 

กระจกปิดสไลด ์
อาหารเลีย้งเชือ้ 
แผน่สไลด ์
จานเพาะเชือ้ 
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4.    ปิเปตตัวอย่างท่ีระดับความเจือจาง 10-3, 10-4 และ 10-5 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนผิวของ
อาหารส าหรบัเพาะเลีย้งเชือ้ราและยีสต ์2 ชนิดท่ีมีผิวหนา้แหง้ไดแ้ก่ Acidified PDA และอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีลดค่า aw 1 ชนิด (กลุ่มท่ีไดร้บัตวัอย่างท่ีมีน า้ตาลสูงใหใ้ช ้MY 50 G และกลุ่มท่ีไดร้บั
ตวัอยา่งท่ีมีเกลือสงูใหใ้ช ้MY5-12 หรือ MY10-12) ใชแ้ทง่แกว้งอท่ีปราศจากเชือ้เกล่ียตวัอย่างให้

ทั่ว แลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 30C ไม่ตอ้งคว ่าจาน ไม่ควรซอ้นกนัมากกว่า 3 จานเม่ือบม่จนครบ 
5 วัน นับโคโลนีบนจานท่ีมีจ านวนโคโลนี 10-150 โคโลนี ถ้าไม่มีการเจริญ ให้บ่มต่ออีก 2 วัน 
รายงานผลเป็นค่า CFU ตอ่กรมั หรือ CFU ตอ่มิลลิลิตร ถา้ไม่มีโคโลนีใด ๆ ขึน้เลยใหร้ายงานว่า
มีจ านวนเชือ้ราและยีสตน์อ้ยกวา่ 1 เท่า ของระดบัความเจือจางต ่าสดุ เปรียบเทียบจ านวนโคโลนี
และสงัเกตลกัษณะของโคโลนีท่ีขึน้บนผิวหนา้ของอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้สองชนิด 

5.    เข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีมีลกัษณะแตกตา่งกัน 2-3 โคโลนีท่ีขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้สองชนิด น าไป
แยกใหบ้ริสทุธ์ิดว้ยเทคนิคการแยกเชือ้บริสุทธ์ิ จากนัน้เข่ียเชือ้มาลากบนผิวหนา้อาหารในหลอด 

PDA slant บม่จนกระทั่งเชือ้เจรญิและเก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 4C เพ่ือการจ าแนกชนิดตอ่ไป 
 
ตอนท่ี 3   การประเมินจ านวนเชือ้ราในอาหารดว้ยวิธีการวางตัวอย่างลงบนผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้

โดยตรง (Direct Plating)    
ก)    กรณีท่ีไมช่ะลา้งผิวของตวัอยา่งอาหาร 

1.    ท าการวดัคา่ aw ของตวัอยา่งอาหารท่ีอณุหภมูิ 30C ดว้ยเครื่องวดั aw  

2.    น าตวัอย่างอาหารไปแช่แข็งท่ีอณุหภูมิ –20C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เพ่ือท าลายแมลงท่ีติดมากับ
ตวัอยา่งซึ่งอาจขดัขวางการวิเคราะห ์

3.    ชั่งตวัอย่างอาหาร 50 กรมัใส่ในบีกเกอรป์ลอดเชือ้  ท าใหป้ากคีบปลอดเชือ้โดยจุ่มในสารละลาย 
เอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70 น ามาลนไฟ (ควรเตรียมไวใ้ชห้ลาย ๆ อนัเพ่ือปอ้งกนัไม่ใหร้อ้น
จนเกินไปจากการลนไฟหลายครัง้) ใช้ปากคีบนีคี้บตวัอย่างวางลงบนผิวของอาหารเลีย้งเชือ้ 
(ควรใช ้DRBC หรือ RBC ส าหรบัตัวอย่างมีค่า aw สูง แต่ถ้าตัวอย่างมีค่า aw ต  ่ากว่า 0.95 ใช้
อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีลดคา่ aw เชน่ DG 18 โดยวางตวัอยา่ง 5-10 ชิน้ตอ่จาน วางใหค้รบ  50 ชิน้ 

4.    ซอ้นจานเพาะเชือ้ 3-5 จาน น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30C 5 วนัถา้ไมพ่บการเจรญิ บม่ตอ่อีก 2 วนั 
5.    ค  านวณการเจริญของเชือ้ราเป็นรอ้ยละ เช่น ถา้มีเชือ้ราขึน้บนตวัอย่างทัง้ 50 ชิน้ ใหร้ายงานผล

การเกิดเชือ้รา (moldiness) เป็นรอ้ยละ 100 ถ้ามีเชือ้ราเจริญบนตวัอย่าง 32 ชิน้ ก็รายงานผล
เป็นรอ้ยละ   64  ผูท่ี้มีประสบการณม์ากอาจค านวณหาปริมาณของเชือ้ราในแต่ละสกุลไดเ้ช่น 
Aspergillus หรือ Penicillium  จากการสอ่งดว้ยกลอ้งจลุทรรศนก์ าลงัขยายต ่า (10X) 

6.    ท าการเตรียมสไลดเ์พ่ือตรวจดูลกัษณะของเชือ้ราเช่นเดียวกับตอนท่ี 1 น ามาตรวจดดูว้ยกลอ้ง
จลุทรรศนก์ าลงัขยาย 10 และ 40 เทา่ วาดภาพเชือ้ราท่ีเห็น 
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ข)    กรณีท่ีตอ้งท าการชะลา้งผิวของตวัอยา่งอาหาร 
1.     เตรียมสารละลายคลอรีนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.4 สวมถงุมือยางถา้หากตอ้งสมัผสัสาร 
2.     ชั่งตวัอยา่งอาหาร 50 กรมั ใส่ลงในบีกเกอรป์ลอดเชือ้ขนาด 300 มิลลิลิตรเติมสารละลายคลอรีน

ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 ลงไปจนท่วมตัวอย่าง แล้วเขย่าอย่างแรงเป็นเวลา 2 นาที ถ่าย
สารละลายคลอรีนออกแลว้ชะลา้งดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ 2 ครัง้ ครัง้ละ 1 นาที 

3.    ทดลองขัน้ต่อไปเหมือนกับกรณีตวัอย่างท่ีไม่ชะลา้งผิวทุกประการ ตัง้แต่การวางตวัอย่างลงบน
ผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้ การบม่และอา่นผล เปรียบเทียบผลการทดลองทัง้ 2 วิธีเพ่ือท่ีจะตดัสินว่า
การเกิดของเชือ้รามาจากท่ีผิวของตวัอยา่งหรือภายในตวัอยา่ง สงัเกตการเจรญิของเชือ้รา 

4.     เข่ียโคโลนีของเชือ้ราน ามาเลีย้งบนอาหาร PDA หรืออาหารชนิดอ่ืนๆ เพ่ือการศกึษาขัน้ตอ่ไป 
 
บันทกึผลการทดลอง 
1.   ตารางบนัทกึผลการศกึษาลกัษณะของเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย 
 
ช่ือเชือ้รา/ยีสตท่ี์ศกึษา ลกัษณะโคโลนีของเชือ้รา ลกัษณะโครงสรา้งของเชือ้ราบนสไลด ์
1. ………………….. 
 

 
 
 
 

 

2. ………………….. 
 

 
 
 
 

 

3. ………………….. 
 

 
 
 
 

 
 

4. ………………….. 
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ตารางบนัทกึผลการศกึษาลกัษณะของเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย (ตอ่) 
ช่ือเชือ้รา/ยีสตท่ี์ศกึษา ลกัษณะโคโลนีของเชือ้รา ลกัษณะโครงสรา้งของเชือ้ราบนสไลด ์
5. ………………… 
 
 
 

 
 
 
 

 

6. …………………. 
 
 
 

  

7. ………………… 
 
 
 

  

8. ………………… 
 
 
 

  

9. ………………… 
 
 
 

  

10. ………………… 
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ตารางบนัทกึผลการศกึษาลกัษณะของเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย (ตอ่) 
 
ช่ือเชือ้รา/ยีสตท่ี์ศกึษา ลกัษณะโคโลนีของเชือ้รา ลกัษณะโครงสรา้งของเชือ้ราบนสไลด ์
11. ………………… 
 
 
 

 
 
 
 

 

12. .………………… 
 
 
 
 

  

13. …………………. 
 
 
 

  

14. ………………… 
 
 
 

  

15. ………………… 
 
 
 

  

16. …………………. 

 
 
 

  

 
2.   ผลการประเมินจ านวนเชือ้ราและยีสตใ์นอาหารดว้ยวิธีการเจือจางตวัอย่าง  
ตวัอยา่งอาหารท่ีวิเคราะหคื์อ................................................................................................... 
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คา่ aw ของตวัอยา่งอาหารเทา่กบั............................................................................................. 
ชนิดของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชคื้อ 1)......................................และ 2) ........................................ 
สว่นประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดท่ี 1.............................................................................. 
........................................................................................................ ........................................ 
............................................................................................................................................... 
สว่นประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดท่ี 2..................................................................................... 
........................................................................................................ ........................................ 
............................................................................................................................................... 
 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนีบน Acidified PDA 

 
CFU ตอ่กรมั 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

1     
2     

 
จ  านวนเชือ้ราและยีสตท์ัง้หมดในตวัอยา่งอาหารท่ีวิเคราะหด์ว้ย Acidified PDA  
 เทา่กบั......................................................................CFU ตอ่กรมั 
 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีลดคา่ aw (......................)  

 
CFU ตอ่กรมั 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........ 

1     
2     

 
จ  านวนเชือ้ราและยีสตท์ัง้หมดในตวัอยา่งอาหารท่ีวิเคราะหด์ว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีลดคา่ aw 
เทา่กบั...................................................................CFU ตอ่กรมั 
 

3.    ผลการตรวจหาเชือ้ราในอาหารดว้ยวิธีการวางตวัอยา่งลงบนผิวของอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง 
ตวัอยา่งอาหารท่ีวิเคราะหคื์อ.................................................................................................. 
คา่ aw ของตวัอยา่งอาหารเทา่กบั............................................................................................ 
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ชนิดของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชคื้อ.............................................................................................. 
มีสว่นประกอบอะไรบา้ง......................................................................................................... 
........................................................................................................ ........................................                       
จ  านวนชิน้ของตวัอยา่งท่ีมีเชือ้ราขึน้เทา่กบั........................ชิน้   
รอ้ยละของการปนเป้ือนเชือ้ราเทา่กบัเทา่ไรจากจ านวนทัง้หมด 50 ชิน้ แสดงวิธีค  านวณ.............. 
.................................................................................................................................................. 
จงวาดภาพของเชือ้ราท่ีเห็นบนสไลด ์

ก) 
 
 
 

 
 
 

          ก าลงัขยายทัง้หมดของภาพ =  ........................................… 

จงอธิบายรายละเอียด 

................................................................................................................................................. 

................................................................................................................................................. 

ข) 

 

 

 

 
ก าลงัขยายทัง้หมดของภาพ =  ……………………………. 

 
ก าลงัขยายทัง้หมดของภาพ = .....................................................  
จงอธิบายรายละเอียด 

................................................................................................................................................. 

................................................................................................................................................. 
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ค าถามท้ายบท 

1. จงบอกช่ืออาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชเ้พาะเลีย้งเชือ้ราในอาหารท่ีมี aw สงูและอาหารท่ีมี aw ต  ่ามาอย่าง
ละ 2 ชนิด และบอกช่ือสารยบัยัง้การเจรญิของแบคทีเรียในอาหารชนิดนัน้ 

2. เชือ้ราและยีสตคื์อจลุินทรียป์ระเภทใด ตา่งกนัอยา่งไร จงยกตวัอยา่งเชือ้ราและยีสตท่ี์ท าใหอ้าหาร
เสียมาอยา่งละ 2 ชนิด แตล่ะชนิดพบในอาหารชนิดใด 

3. ถา้ตอ้งการทราบจ านวนยีสตท์ัง้หมดในกลว้ยตากควรเทคนิคอะไร และใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ชนิดใด 
4. ถา้ตอ้งการประเมินการปนเป้ือนของเชือ้ราในพรกิขีห้นสูด ควรเทคนิคอะไร จงอธิบาย 

 

เอกสารอ้างอิง 

Bell, C., Neaves, P., Williams, A.P. 2005. Food Microbiology Laboratory Practice. Blackwell 
Science Ltd., UK. 

Harrigan, W.F. 1998. Laboratory Methods in Food Microbiology, 3rd ed. Academic Press, 
Great Britain. 

Harley, J.P. 2005. Microbiology, 6th ed. McGraw-Hill Higher Education, New York. 
Pitt, J.I., Hocking, A.D. 1994. Modern methods for detecting and enumerating foodborne 

Fungi. In: P. Patel (Ed.). Rapid Analysis Techniques in Food Microbiology. Blackie 
Academic & Professional, Glasgow, pp. 232-254. 

Rojo, M.C., López, F.N.A., Lerena, M.C., Mercado, L., Torres, A., Combina, M. 2015. 
Evaluation of different chemical preservatives to control Zygosaccharomyces rouxii 
growth in high sugar culture media. Food Control. 50: 349-355. 

Samson, R.A., Hoekstra, E.S., Frisvad, J.C. 2004. Introduction to Food and Airborne Fungi, 
7th ed. Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The Netherlands. 

Tournas, V., Stack, M.E., Mislivec, P.B., Koch, H.A., Bandler, R. 2001. Bacteriological 
Analytical Manual  Chapter 18: Yeasts, molds, and mycotoxins. In: Bacteriological 
Analytical Manual (BAM). Available from: www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/ 
LaboratoryMethods/ucm071435.htm 13 June 2014. 

Yousef, A.E., Carlstrom, C. 2003. Food Microbiology: A Laboratory Manual. A John Wiley & 
Sons, Inc., New Jersey. 



 

                                                                       51                                                                           

บทปฏบัิตกิารที ่4 

 การตรวจหาโคลิฟอรม์ ฟีคอลโคลิฟอรม์ และ Escherichia coli ในอาหาร 
 

 
 Escherichia  coli  เดมิคือ Bacterium coli commune ถกูจ าแนกชนิดในปี ค.ศ. 1885 โดย
กมุารแพทยช์าวเยอรมนัช่ือ Theodor Escherich แบคทีเรีย E. coli เป็นจลุินทรียใ์นวงศ ์
Enterobacteriaceae  เจริญไดท้ัง้ในสภาพท่ีมีอากาศและไมมี่อากาศ (facultative  anaerobe) พบ
ในล าไสข้องคนและสตัวเ์ลือดอุน่ทั่วไป  ถึงแมว้า่เชือ้  E. coli  ส่วนใหญ่จะไมใ่ชจ่ลุินทรียก์่อโรค แตใ่น
บางครัง้ก็เป็นแบคทีเรียฉวยโอกาส ซึ่งเป็นสาเหตขุองการตดิเชือ้โดยเฉพาะกบัคนหรือสตัวท่ี์มี
ภมูิคุม้กนับกพรอ่ง  ในปี ค.ศ. 1892  นกัวิทยาศาสตรช่ื์อ  Shardinger  ไดเ้สนอใหใ้ช ้  E. coli  เป็น
จลุินทรียบ์ง่ชีถ้ึงการปนเป้ือนจากสิ่งขบัถ่าย  (fecal  contamination)  เน่ืองจาก  E. coli  มีมากใน
อจุจาระของคนและสตัวจ์งึพบไดไ้มบ่อ่ยนกัในสิ่งอ่ืน ๆ และสามารถตรวจหาไดง้่ายเน่ืองจากเชือ้ชนิด
นีห้มกัน า้ตาลแลคโตสได ้  การแยก  E. coli   จงึท าไดง้่ายกวา่การแยกจลุินทรียก์่อโรค  ดงันัน้การพบ  
E. coli  ในอาหารหรือน า้จงึบง่บอกถึงการปนเป้ือนจากสิ่งขบัถ่าย ซึ่งเป็นไปไดท่ี้อาจจะพบเชือ้ 
จลุินทรียก์่อโรคปนเป้ือนอยูด่ว้ย  อยา่งไรก็ตามการใช ้ E. coli  เป็นจลุินทรียบ์ง่ชีถ้ึงการมีจลุินทรียก์่อ
โรคนัน้ในทางปฏิบตัไิมแ่นน่อนเสมอไป เน่ืองจากยงัมี enteric  bacteria ชนิดอ่ืนอีกเชน่ Citrobacter, 
Klebsiella และ Enterobacter  ท่ีสามารถหมกัแลคโตสไดเ้ชน่เดียวกบั  E. coli    ดงันัน้จลุินทรีย์
เหลา่นีร้วมทัง้ Escherichia จงึจดัเป็น enteric  bacteria  กลุม่โคลิฟอรม์ (coliforms) ซึ่งเป็น
แบคทีเรียแกรมลบรูปทอ่นไม่สรา้งสปอร ์ เจรญิไดท้ัง้ในสภาพท่ีมีอากาศและไมมี่อากาศ สามารถหมกั

แลคโตสใหก้รดและแก๊สภายใน  48  ชั่วโมงท่ีอณุหภมูิ  35C  และเม่ือเร็ว ๆ นีไ้ดมี้การจดัจ าแนก
แบคทีเรียโคลิฟอรม์สกลุใหม่คือ Raoultella ซึ่งเดมิเป็นส่วนหนึ่งของแบคทีเรียในสกลุ Klebsiella อาจ
เรียกไดว้่าเป็นโคลิฟอรม์สกลุท่ี 5 บางครัง้แบคทีเรีย Arizona hinshawii และ Hafnia alvei บางสาย
พนัธุก็์สามารถหมกัแลคโตสไดแ้ตโ่ดยทั่วไปมกัจะไมห่มกัแลคโตสภายใน 48 ชั่วโมง นอกจากนี ้
Pantoea agglomerans บางสายพนัธุก็์สามารถหมกัแลคโตสไดภ้ายใน 48 ชั่วโมงเชน่เดียวกนั 
               โคลิฟอรม์เหมือนกบัแบคทีเรียแกรมลบทั่วไปท่ีไมก่่อโรคคือ เจรญิไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้และ

ในอาหารหลายชนิด มีรายงานวา่โคลิฟอรม์เจรญิไดท่ี้อณุหภมูิต  ่าถึง -2C และท่ีอณุหภมูิสงูถึง 50C 

เจรญิในอาหารไดช้า้ท่ีอณุหภมูิ 5C และเจรญิไดใ้นชว่ง pH 4.4-9.0  และ E. coli สามารถเจรญิได้
ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีประกอบดว้ยกลโูคสเป็นแหลง่คารบ์อนเพียงอยา่งเดียว มีไดแอมโมเนียมซลัเฟต 
เพียงอยา่งเดียวเป็นแหลง่ไนโตรเจนและมีแรธ่าตอ่ืุน ๆ โคลิฟอรม์เจรญิไดดี้บนอาหาร Nutrient Agar 

สรา้งโคโลนีใหเ้ห็นไดภ้ายใน 12-16 ชั่วโมง ท่ีอณุหภมูิ 37C คาดวา่ในสภาพท่ีเหมาะสมจะพบ
แบคทีเรียโคลิฟอรม์จ านวนมากในอาหารหลายชนิด นอกจากนีโ้คลิฟอรม์ยงัสามารถเจรญิไดใ้นสภาพ
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ท่ีมีเกลือน า้ดี (bile salts) ซึ่งปกติยบัยัง้การเจรญิของแบคทีเรียแกรมบวก ดงันัน้จงึใชป้ระโยชนข์อ้นีใ้น
การแยกโคลิฟอรม์จากหลาย ๆ แหลง่   
 ถึงแมว้า่การตรวจหาโคลิฟอรม์จะท าไดง้่าย  แตก็่ไมเ่สมอไปท่ีการพบโคลิฟอรม์จะเก่ียวขอ้ง
กบัการปนเป้ือนจากสิ่งขบัถ่ายทกุครัง้เน่ืองจากในสิ่งแวดลอ้มทั่วไปก็พบโคลิฟอรม์ไดเ้ชน่กนั ประเดน็
นีจ้งึเป็นเหตผุลของการน าฟีคอลโคลิฟอรม์  (fecal  coliforms)  มาใชเ้พ่ือบง่ชีถ้ึงการปนเป้ือนจากสิ่ง
ขบัถ่าย ฟีคอลโคลิฟอรม์เป็นแบคทีเรียกลุม่ย่อยในโคลิฟอรม์กลุม่ใหญ่ ซึ่งหมายถึงแบคทีเรียโคลิ
ฟอรม์ท่ีเจรญิและหมกัแลคโตสท่ีอณุหภมูิสงูกวา่อณุหภมูิของการบม่ตามปกต ิ  ดงันัน้จึงอาจเรียก
จลุินทรียก์ลุม่นีว้่าโคลิฟอรม์ทนความรอ้น (thermotolerant  coliforms)  ในการวิเคราะหห์าฟีคอลโคลิ
ฟอรม์ในอาหาร จะท าการถ่ายเชือ้จากอาหารเหลว Lauryl Sulfate Tryptose (LST) ลงในอาหาร E. 

coli (EC) broth น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 45.5C ยกเวน้ ตวัอยา่งน า้  สตัวน์  า้ประเภทท่ีมีเปลือกแข็ง 

(shellfish) และน า้จากบรเิวณท่ีจบัสตัวน์  า้ประเภทนีซ้ึ่งจะน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  44.5C  แบคทีเรียใน
กลุม่ฟีคอลโคลิฟอรม์ประกอบดว้ย  E. coli  เป็นสว่นใหญ่ แตเ่ชือ้  enteric  bacteria  บางชนิดเชน่  
Klebsiella  ก็สามารถหมกัแลคโตสท่ีอณุหภูมิเหลา่นีไ้ดเ้ชน่กนั  จึงจดั Klebsiella  เป็นฟีคอลโคลิ
ฟอรม์ดว้ย  ดงันัน้การพบแบคทีเรียกลุม่นีจ้งึไมแ่นน่อนเสมอไปวา่จะตอ้งเก่ียวขอ้งกบัการปนเป้ือนจาก
สิ่งขบัถ่าย  ดว้ยเหตนีุจ้งึมีการน า  E. coli  มาใชเ้ป็นจลุินทรียด์ชันี (indicator microorganism) เพ่ือ
ใชบ้ง่ชีถ้ึงคณุภาพของอาหารทางจลุินทรียเ์พิ่มขึน้อีก  ดงันัน้จงึมีแบคทีเรีย  3  กลุม่ท่ีใชเ้ป็นจลุินทรีย์
ดชันีซึ่งไดแ้ก่ 1)  โคลิฟอรม์  การตรวจหาโคลิฟอรม์ใชเ้ป็นดชันีบง่ชีถ้ึงคณุภาพดา้นสขุลกัษณะของน า้ 
หรือใชเ้ป็นดชันีบง่ชีท้ั่วไปดา้นสขุลกัษณะในสิ่งแวดลอ้มของการแปรรูปอาหาร นกัจลุชีววิทยาใช้
จลุินทรียด์ชันีเป็นแนวทางท่ีจะตดัสินว่าอาหารนัน้ผา่นการผลิตมาอยา่งถกูสขุลกัษณะหรือเหมาะสม
หรือไม ่ เชน่  น า้นมพาสเจอรไ์รสจ์ะปราศจากแบคทีเรียโคลิฟอรม์ไดถ้า้ผา่นกระบวนการผลิตมาอย่าง
เหมาะสมหรือไมมี่การปนเป้ือนหลงัการพาสเจอรไ์รส ์  2)  ฟีคอลโคลิฟอรม์  เป็นแบคทีเรียกลุม่ย่อย
ของแบคทีเรียโคลิฟอรม์ท่ียงัคงใชเ้ป็นดชันีบง่ชีส้  าหรบัสตัวน์  า้ประเภทท่ีมีเปลือกและน า้จากบรเิวณท่ี
จบัสตัวน์  า้ประเภทนีแ้ละ 3) E. coli  ใชเ้ป็นดชันีบง่ชีถ้ึงการปนเป้ือนจากสิ่งขบัถ่าย หรือบง่ชีถ้ึงการ
แปรรูปอาหารท่ีไมถ่กูสขุลกัษณะ  วิธีการสว่นใหญ่ท่ีใชต้รวจหาแบคทีเรียโคลิฟอรม์  ฟีคอลโคลิฟอรม์
และ E. coli ในขัน้ตน้อาศยัหลกัการพืน้ฐานของการหมกัแลคโตสโดยจลุินทรีย ์

 
การประเมินจ านวนโคลิฟอรม์ด้วยวิธี  Most  Probable  Number    
 วิธี  Most  Probable  Number  (MPN)  เป็นวิธีท่ีใชก้นัมากในการประเมินจ านวนโคลิฟอรม์
ในตวัอยา่งท่ีเป็นของเหลว แตก็่สามารถใชก้บัอาหารท่ีเป็นของแข็งไดด้ว้ย  วิธีนีอ้าศยัหลกัสถิติในการ
ค านวณหาปรมิาณจลุินทรีย ์ มีประโยชนม์ากในกรณีท่ีตวัอยา่งมีจ านวนจลุินทรียน์อ้ย (นอ้ยกวา่ 100 
เซลลต์อ่กรมั)  โดยเฉพาะตวัอยา่งน า้ น า้นมและอาหารท่ีจะมีอนภุาคอาหารไปบดบงัโคโลนีท่ีขึน้ ท า
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ใหผ้ลการนบัจ านวนโคโลนีไมถ่กูตอ้ง ในการวิเคราะหด์ว้ยวิธี MPN จะท าการเจือจางตวัอย่างท่ีหลาย 
ระดบัความเจือจาง (serial dilution) ตัง้แตร่ะดบัความเจือจางต ่าไปจนถึงระดบัความเจือจางสงู
พอท่ีจะไมมี่จลุินทรียท่ี์มีชีวิตเหลืออยู ่  ควรผสมตวัอย่างใหก้ระจายตวัเขา้กนัเป็นเนือ้เดียวก่อนท่ีจะ
ถ่ายตวัอยา่งไปยงัระดบัความเจือจางสงูขึน้ ซึ่งจะเพาะเลีย้งจลุินทรียใ์นตวัอยา่งท่ีผา่นการเจือจาง
หลาย ๆ ระดบั (3 ระดบัความเจือจางติดตอ่กนัเป็นอย่างนอ้ย) ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีเหมาะสม 
ระดบัความเจือจางละ 3 หลอดหรือ 5 หลอด หลงับม่สงัเกตผลท่ีเกิดขึน้โดยตรวจหาการมีหรือไมมี่
จลุินทรียใ์นแตล่ะหลอด ขึน้อยูก่บัชนิดของจลุินทรียท่ี์ตอ้งการตรวจสอบเช่น ในการตรวจหาโคลิฟอรม์
จะสงัเกตการสรา้งกรดและแก๊สจากการหมกัแลคโตสซึ่งบง่บอกถึงการเจรญิของจลุินทรียช์นิดนี ้ เม่ือ
ผลท่ีไดเ้ป็นบวกแสดงใหเ้ห็นวา่ มีจลุินทรียท่ี์มีชีวิตอยา่งนอ้ยหนึ่งเซลลใ์นตวัอยา่งท่ีท าการเจือจางนัน้ 
ผลการวิเคราะหท่ี์น่าพอใจก็คือ การไมเ่กิดแก๊สในหลอดทดลองสว่นใหญ่ท่ีระดบัความเจือจางสงูสดุ 
(มีตวัอยา่งปรมิาณนอ้ยท่ีสดุ) และการเกิดแก๊สในหลอดทดลองสว่นใหญ่ท่ีระดบัความเจือจางต ่าสุด 
จากนัน้จะตอ้งท าการทดสอบยืนยนัในขัน้ตอ่ไปก่อนท่ีจะค านวณหา “คา่ MPN” ของจลุินทรียท่ี์มีชีวิต
ในตวัอยา่งนัน้ ซึ่งจะประเมินไดจ้ากรูปแบบของผลบวกท่ีสงัเกตเห็นไดจ้ากตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือ
จาง 3 ระดบั โดยใชต้าราง MPN ซึ่งเป็นตารางทางสถิติ  (statistical table) เชน่ ถา้รูปแบบของ
ผลบวกเป็น 3-1-0 ท่ีระดบัความเจือจาง 3 ระดบั จะถกูแปลเป็นคา่ MPN ของจลุินทรียท่ี์มีอยูใ่น
ตวัอยา่งนัน้ การประเมินจ านวนจลุินทรียด์ว้ยวิธี MPN ไม่เหมือนกบัวิธี SPC เน่ืองจากผลท่ีไดไ้มไ่ดม้า
จากการนบัจ านวนโคโลนีโดยตรง ดงันัน้ผลการวิเคราะหจ์งึคอ่นขา้งผนัแปรมากกว่าผลท่ีไดจ้ากการ
นบัจ านวนโคโลนีดว้ยวิธี SPC และมีแนวโนม้ท่ีจะไดค้า่สงูกวา่วิธี SPC ความถกูตอ้งของผลการ
วิเคราะหด์ว้ยวิธี MPN อาจปรบัปรุงไดโ้ดยการเพิ่มจ านวนหลอดอาหารเหลวท่ีใชเ้พาะเลีย้งเชือ้ในแต่
ละระดบัความเจือจาง ตามทฤษฎีแลว้ถา้หากตวัอยา่งมีจ านวนเซลลจ์ลุินทรีย ์ 1.2-1.5 เซลลต์อ่
ลกูบาศกเ์ซนตเิมตรจะใหค้วามถกูตอ้งสงูสดุ 

 ในการทดลองนีจ้ะท าการวิเคราะหห์าจ านวนแบคทีเรียโคลิฟอรม์ ฟีคอลโคลิฟอรม์ และ E. 
coli โดยจะแบง่การทดลองออกเป็น  3  ขัน้ตอน  ไดแ้ก่ 
1.     Presumptive test  เป็นการทดสอบครา่ว  ๆ  ถึงการมีแบคทีเรียโคลิฟอรม์ 
2.  Confirmed test  เป็นการยืนยนัผลการทดสอบในขัน้  presumptive  
3.  Completed test เป็นการทดสอบขัน้สมบรูณว์า่ในตวัอย่างนัน้มีแบคทีเรียโคลิฟอรม์อยู่หรือไม่ 
   โดยทั่วไปในการตรวจหาโคลิฟอรม์และฟีคอลโคลิฟอรม์  จะท าการทดสอบใน  2  ขัน้ตอนแรก
แตก่ารตรวจหา  E. coli  ตอ้งท าครบทัง้  3  ขัน้ตอน  นอกจากนีว้ิธี  MPN  ยงัแบง่ออกไดเ้ป็น  3  แบบ
คือ  วิธี MPN แบบท่ีใชอ้าหารเหลวระดบัความเจือจางละ 3 หลอด (3-tube  MPN test) 5 หลอด (5-
tube  MPN test) และ 10 หลอด (10-tube  MPN test)  วิธี MPN แบบท่ีใชห้ลอดอาหารเหลวชดุละ  
3  หลอดใชใ้นการวิเคราะหอ์าหารสว่นใหญ่ สว่นวิธี MPN แบบ 5 หลอดใชใ้นการวิเคราะหต์วัอยา่งน า้
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ทะเล สตัวน์  า้ประเภทท่ีมีเปลือก (bivalve molluscan shellfish) และแบบ 10  หลอดใชส้  าหรบัการ
วิเคราะหน์ า้ด่ืมบรรจขุวดหรือตวัอย่างท่ีคาดวา่จะมีการปนเป้ือนนอ้ย นอกจากวิธี  MPN  แลว้การ
ตรวจหาโคลิฟอรม์ยงัอาจท าไดโ้ดยการตรวจนบัจ านวนโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ Violet  Red  Bile 
Agar  ซึ่งใชจ้ะนิวทรลัเรด  (neutral  red)  เป็นอินดเิคเตอร ์ แบคทีเรียท่ีหมกัแลคโตสไดจ้ะมีโคโลนีสี
ชมพ ู 
 
ความไวของการทดสอบด้วยวิธี MPN 

               วิธี MPN นอกจากจะใชไ้ดก้บัตวัอยา่งท่ีเป็นของเหลวแลว้ ยงัใชไ้ดก้บัตวัอย่างท่ีเป็นของแข็ง
ดว้ย ในกรณีตวัอยา่งเหลวจะไมยุ่ง่ยากมากนกั เน่ืองจากสามารถน าตวัอยา่งท่ีไมไ่ดผ้า่นการท าเจือ
จางมาวิเคราะหไ์ดเ้ชน่ สามารถใชต้วัอย่างปรมิาตร 1 มิลลิลิตรหรือ 10 มิลลิลิตรเตมิลงในหลอด
อาหารเหลว โดยตวัอยา่งเหลว 1 มิลลิลิตรท่ีเตมิลงไปในหลอดจะเจือจางและมีจ  านวนจลุินทรียน์อ้ย
กวา่ตวัอยา่งเดียวกนัท่ีเตมิในปรมิาตร 10 มิลลิลิตรเป็น 10 เทา่  นั่นคือ การใชต้วัอยา่งปรมิาตร 1 
มิลลิลิตร จะแทนการท าเจือจางท่ีระดบัสงูขึน้ถดัไปของการท าเจือจางแบบ 10 เทา่ (10-fold dilution)  
ดงันัน้ในกรณีท่ีวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียใ์นตวัอยา่งเหลวดว้ยวิธี MPN แบบ 3 หลอด จ านวน
จลุินทรียต์  ่าสดุท่ีสามารถตรวจสอบได ้ คือ 3 เซลลต์อ่ 100 มิลลิลิตร (0.3 เซลลต์อ่ 10 มิลลิลิตรหรือ 
0.03 เซลลต์อ่ 1 มิลลิลิตร) เม่ือระดบัความเจือจางต ่าสดุของตวัอยา่งท่ีไมไ่ดท้  าการเจือจางเป็น 10 
มิลลิลิตรตอ่หลอด ถา้ระดบัความเจือจางต ่าสดุท่ีตรวจสอบเป็น 1 มิลลิลิตรตอ่หลอด ดงันัน้ความไวใน
การตรวจสอบ (test sensitivity) หรือจ านวนจลุินทรียต์  ่าสดุท่ีจะตรวจหาไดคื้อ 30 เซลลต์อ่ 100 
มิลลิลิตรหรือ 3 เซลลต์อ่ 10 มิลลิลิตรหรือ 0.3 เซลลต์อ่ 1 มิลลิลิตร 
               ในกรณีอาหารแข็ง การตรวจสอบจะคอ่นขา้งยุง่ยากกวา่เน่ืองจากตอ้งน าตวัอยา่งมาตีป่น
ใหเ้ป็นเนือ้เดียวกบัสารละลายท าเจือจางเพ่ือใหไ้ดร้ะดบัความเจือจาง  10-1 ก่อนท่ีจะเตมิลงในอาหาร
เลีย้งเชือ้ โดยอาจเตมิตวัอย่างท่ีระดบัความเจือจาง  10-1 ลงไป 1 มิลลิลิตร (ปรมิาณตวัอยา่ง 0.1 
กรมั) หรือ 10 มิลลิลิตร (ปริมาณตวัอยา่ง 1.0 กรมั) เพราะฉะนัน้ในการค านวณหาปรมิาณจลุินทรียใ์น
รูปของคา่ MPN จงึตอ้งค านงึถึงทัง้ระดบัการเจือจางและปรมิาณของตวัอยา่งท่ีเติมลงไปของแตล่ะ
ระดบัความเจือจางดว้ย  ดงันัน้ส  าหรบัอาหารแข็ง ความไวในการตรวจสอบดว้ยวิธี MPN แบบ 3 
หลอดคือ 3 เซลลต์อ่ตวัอย่างอาหาร 10 กรมัหรือ 0.3 เซลลต์อ่ 1 กรมัเม่ือปรมิาตรตวัอย่างสงูสดุ 
(ระดบัความเจือจางต ่าสดุ) ท่ีตรวจสอบตอ่หลอดเป็น 10 มิลลิลิตร (ของตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 
10-1) ซึ่งมีปรมิาณตวัอยา่ง 1 กรมัตอ่หลอด และเม่ือปรมิาตรตวัอย่างสงูสดุท่ีตรวจสอบตอ่หลอดเป็น 1 
มิลลิลิตร (ของตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 10-1) ซึ่งมีปริมาณตวัอยา่ง 0.1 กรมัตอ่หลอด จะมีความ
ไวของการตรวจสอบเพียง 3 เซลลต์อ่ตวัอย่างอาหาร 1 กรมั อยา่งไรก็ตามถา้ตรวจสอบดว้ยวิธี MPN 
แบบ 5 หลอด ซึ่งใชอ้าหารเลีย้งเชือ้เหลวระดบัความเจือจางละ 5  หลอด หรือถา้ใชว้ิธี MPN แบบท่ีมี
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จ านวนหลอดสงูกวา่นีก็้จะมีความไวในการตรวจสอบแตกตา่งกนั สิ่งส  าคญัคือจะตอ้งเลือกใชต้าราง 
MPN ในการค านวณใหถ้กูตอ้ง                      
               ดงันัน้วิธี MPN จึงมีประโยชนใ์นกรณีท่ีตวัอยา่งมีจ  านวนจลุินทรียน์อ้ยเกินกวา่ท่ีจะตรวจหา
ไดด้ว้ยวิธี SPC เชน่ มีนอ้ยกวา่ 10 เซลลต์อ่กรมั ดงันัน้ถา้ตวัอยา่งมีจ านวนจลุินทรียน์อ้ย การใชว้ิธี 
MPN จะมีความไวสงูกวา่วิธี SPC แตถ่า้ตวัอยา่งมีจ านวนจลุินทรียม์ากเช่น 100 เซลลต์อ่กรมั การใช้
วิธี SPC จะใหผ้ลท่ีถกูตอ้งแมน่ย ากว่า นอกจากนีย้งัใชว้ิธี MPN ในการตรวจหาจ านวนแบคทีเรียชนิด
อ่ืนไดด้ว้ย เช่น Staphylococcus, Streptococcus, Salmonella และ Vibrio parahaemolyticus 
 
การทดสอบยืนยันเชือ้ E. coli โดยการทดสอบ IMViC  
               การทดสอบ IMViC (IMViC  test)  เป็นการทดสอบ 4 อยา่งคือ  Indole  production (I), 
Methyl  red  test (M), Voges-Proskauer test (Vi) และ Citrate  utilization  test (C)  ดงันี ้
1. การทดสอบการสรา้งอินโดล (Indole test) 
 การผลิตอินโดล (indole) จากทรปิโทเฟน (tryptophan) เป็นคณุลกัษณะของจลุินทรียห์ลาย
ชนิด การทดสอบอินโดลใชใ้นการแยกความแตกต่างของแบคทีเรียในวงศ ์ Enterobacteriaceae เชน่ 
E. coli ในการทดสอบอินโดลจะใสเ่ชือ้ท่ีจะทดสอบลงในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีทริปโทเฟนเชน่ Tryptone 
Broth ปรมิาตร 5 หรือ 10 มิลลิลิตร แลว้บม่เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง หลงับม่หยด Kovàcs’ reagent 
0.5 มิลลิลิตร เขยา่แลว้ตัง้ทิง้ไว ้ถา้เกิดสีแดงท่ีผิวภายใน 1 นาทีแสดงว่าใหผ้ลบวก  
2. การทดสอบเมทิลเรด (Methyl red test) 
 การทดสอบเมทิลเรดใชแ้ยกความแตกตา่งของแบคทีเรียโคลิฟอรม์เป็นกลุม่ย่อย coli หรือ เป็น
กลุม่ยอ่ย ‘aerogenes’ แบคทีเรียโคลิฟอรม์ทัง้หมดหมกักลโูคส บางสายพนัธุห์มกัไดดี้มาก หลงับม่ 
48 ชั่วโมง เชือ้ในกลุม่ย่อย ‘coli’ ผลิตกรดเพียงพอท่ีจะท าใหอ้าหาร peptone-phosphate growth 
medium ท่ีมีกลโูคส (รอ้ยละ 0.5 น า้หนกัโดยปรมิาตร) เป็นกรดเพ่ือวา่คา่ pH จะไดล้ดลงต ่ากวา่ 4.4 
แตถ่า้เป็นแบคทีเรียกลุม่ย่อย ‘aerogenes’ จะไมส่รา้งกรดมากแตจ่ะสรา้งผลิตภณัฑท่ี์เป็นกลาง
ปรมิาณมากและใชผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัใหห้มดไปท าใหค้า่ pH ของอาหารเลีย้งเชือ้เพิ่มขึน้เป็น 
6-7 การเตมิสารอินดเิคเตอร ์ methyl red ลงไปในหลอดเชือ้หลงัจากบม่ 48 ชั่วโมงชว่ยแยกความ
แตกตา่งของแบคทีเรียท่ีสรา้งกรดไดเ้หลา่นี ้ ถา้เกิดสีแดงคือใหผ้ลบวก แตถ่า้เกิดสีเหลืองคือใหผ้ลลบ 
ส าคญัท่ีจะตอ้งบม่เชือ้ใหค้รบเวลา ถา้บม่ไมน่านพออาจใหผ้ลบวกหลอก (false positive)  
3. การทดสอบ Voges-Proskauer (Voges-Proskauer  test)   
 ถึงแมว้า่ acetylmethylcarbinol (acetoin) จะถกูผลิตขึน้โดยจลุินทรียห์ลายชนิด แตก่ารท า  
Voges-Proskauer (VP) test ใชเ้พ่ือแยกความแตกตา่งของโคลิฟอรม์เป็นหลกัและมกัใชร้ว่มกบั 
methyl red test เน่ืองจากทัง้ 2 การทดสอบนีจ้ะใหผ้ลท่ีตรงขา้มกนัส าหรบัโคลิฟอรม์ท่ีหมกัแลคโตส
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ได ้ เชน่โคลิฟอรม์ท่ีใหผ้ลการทดสอบ methyl red เป็นลบ ก็จะใหผ้ลการทดสอบ VP เป็นบวกและ
ในทางกลบักนัโคลิฟอรม์ท่ีใหผ้ลการทดสอบ methyl red เป็นบวก ก็จะใหผ้ลการทดสอบ VP เป็นลบ 
ถา้ผลการทดสอบ methyl red เป็นลบแสดงวา่คา่ pH ของอาหารมากกวา่ 4.4 ขณะท่ีผลการทดสอบ 
VP เป็นบวกชีใ้หเ้ห็นว่า acetoin ไดถ้กูผลิตขึน้  
 VP test หลายๆ รูปแบบไดถ้กูพฒันาขึน้ ส่วนใหญ่มีความผนัแปรในเรื่องของอณุหภูมิและเวลา
ท่ีใชใ้นการบม่ รวมทัง้อินดเิคเตอรท่ี์ใชใ้นการใหสี้ของปฏิกิรยิาขัน้สดุทา้ย แตอ่าหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้
ส  าหรบั methyl red test ท่ีใชก้นัมากคือ MR-VP medium มีอณุหภมูิและเวลามาตรฐานส าหรบัการ

บม่เชน่ บม่ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 48 ชั่วโมง หลงับม่ตรวจสอบการสรา้ง acetoin ได้
โดยเตมิสารละลายแอลฟา-แนฟทอลและสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์ จากนัน้เขยา่เพ่ือให้
ออกซิเจนแลว้ตัง้ทิง้ไวส้งัเกตสีท่ีเกิดขึน้ ถา้เกิดสีชมพคืูอใหผ้ลบวก  
4. การทดสอบการใชซ้ิเตรท (Citrate utilization)  
 การทดสอบการใชซ้ิเตรทเป็นแหลง่คารบ์อนแหลง่เดียวนีใ้ชแ้ยกความแตกตา่งของเชือ้แบคทีเรีย
แกรมลบรูปทอ่นโดยเฉพาะแบคทีเรียในวงศ ์ Enterobacteriaceae และการทดสอบนีอ้าจใชแ้ยก
ความแตกตา่งของ Salmonella บางซีโรไทป์ท่ีปกตไิมค่อ่ยพบ หลกัการของการทดสอบนีอ้าศยั
ความสามารถของจลุินทรียใ์นการเปล่ียนเกลือของกรดอินทรียไ์ปเป็น alkaline carbonates ซึ่งจะท า
ใหเ้กิด alkaline reaction ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชท้ดสอบ  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.1  การทดสอบ IMViC เพ่ือยืนยนัเชือ้ Escherichia coli 
       (ก) การสรา้งอินโดล เกิดสีแดง (ใหผ้ลบวก)  (ข) การทดสอบเมทิลเรด เกิดสีแดง (ใหผ้ลบวก)  
       (ค) การทดสอบ MR-VP ไมเ่กิดสีชมพ ู(ใหผ้ลลบ)  (ง) การทดสอบการใชซ้ิเตรท ใส (ใหผ้ลลบ) 
 
วัตถุประสงค ์

1.     เพ่ือใหเ้รียนรูว้ิธีการตรวจหาโคลิฟอรม์ ฟีคอลโคลิฟอรม์ และ E. coli  ดว้ยวิธี  MPN   
2.     เพ่ือใหเ้รียนรูว้ิธีการตรวจหาโคลิฟอรม์โดยการตรวจนบัจ านวนโคโลนีบนอาหารแข็ง 

   
(ก) 

 
(ข) (ค) (ง) 



 

                                                                                                                                                            

57 

 
อุปกรณ ์
1.     ตวัอยา่งอาหารไดแ้ก่ แซนวิช น า้ผลไม ้ สม้ต า ย า และอาหารอ่ืน ๆ ท่ีจ  าหนา่ยตามบาทวิถี 
2. อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่  Lauryl Sulfate Tryptose Broth (LST) ท่ีมีหลอดดกัแก๊ส Brilliant 

Green Lactose Bile Broth, 2% (BGLB) ท่ีมีหลอดดกัแก๊ส E. coli (EC) broth ท่ีมีหลอดดกั
แก๊ส Levin’s Eosin Methylene Blue (L-EMB) Agar, Violet Red Bile (VRB) Agar, Plate 
Count Agar (PCA) Slant, Tryptone  Broth, MR-VP  Medium และ Citrate  Broth  

3.  สารเคมีท่ีใชท้ดสอบไดแ้ก่ โคแวกซร์ีเอเจนท ์(Kovac’s reagent) สารละลายแอลฟา-แนฟทอล(-
naphthol) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 ในเอทานอล สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์ (KOH) 
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 40 เมทิลเรด (methyl  red) และ ครีเอตนิ (creatin)   

4.     Butterfield’s phosphate-buffered water และสารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70   
5.     สียอ้มและสารเคมีชนิดตา่ง ๆ ส าหรบัยอ้มแกรม (ดใูนภาคผนวก ค) 
6.     จานเพาะเชือ้ หลอดทดลอง หลอดดกัแก๊ส ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตร และหว่งเข่ียเชือ้ 

7.     ถงุพลาสตกิปราศจากเชือ้ส าหรบัใชตี้ป่นอาหาร 

8.     เครื่องตีป่นอาหาร เครื่องผสมตวัอยา่งในหลอดทดลอง  และตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  35C    
 
วิธีการทดลอง  
ตอนท่ี 1  การตรวจหาจ านวนโคลิฟอรม์  ฟีคอลโคลิฟอรม์  และ  E. coli  ดว้ยวิธี  MPN 

1.     Presumptive  test  ส าหรบัการตรวจหาโคลิฟอรม์  ฟีคอลโคลิฟอรม์  และ  E. coli   
               ชั่งตวัอย่างอาหาร  50  กรมัดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้  ใสใ่นโถป่ันความเรว็สงูท่ีปราศจากเชือ้ 

(high-speed blender jar) ถา้เป็นอาหารแชแ่ข็งควรน ามาท าใหอ้่อนนุม่โดยเก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 2-5C 
เป็นเวลานอ้ยกวา่ 18 ชั่วโมงแตไ่มต่อ้งท าใหล้ะลาย จากนัน้เตมิ Butterfield’s phosphate-buffered  
water ปรมิาตร 450 มิลลิลิตรลงไป ตีป่นเป็นเวลา 2 นาที ถา้มีตวัอย่างนอ้ยกวา่ 50 กรมัชั่งตวัอย่าง  
25 กรมั เตมิ Butterfield’s phosphate-buffered water ปรมิาตร 225 มิลลิลิตร ตีป่นเชน่เดียวกนัจะ
ไดต้วัอยา่งอาหารท่ีระดบัความเจือจาง 10-1 เจือจางตอ่จนถึงระดบัความเจือจางท่ี 10-5แลว้ปิเปต 
ตวัอยา่งท่ีแตล่ะระดบัความเจือจาง  (10-1, 10-2,  10-3, 10-4 และ 10-5)  ปรมิาตร   1  มิลลิลิตร ลงใน 
หลอดอาหาร LST ท่ีมีหลอดดกัแก๊ส (หรืออาจใชอ้าหาร Lactose broth ก็ได)้ ระดบัความเจือจางละ 
3 หลอดรวม 15 หลอด   (ท าใหเ้สรจ็ภายในเวลาไมเ่กิน 15 นาที    ตัง้แตตี่ป่นตวัอยา่งจนกระทั่งเตมิ 

ตวัอยา่งลงในอาหารเหลว)  จากนัน้น าหลอดอาหารทัง้หมดไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35  0.5C  เป็นเวลา   
24  2  ชั่วโมง  หลอดท่ีเกิดแก๊สอย่างนอ้ย 10% ของหลอดดกัแก๊สถือวา่ใหผ้ลบวก ส่วนหลอดท่ีเกิด 
แก๊สเพียงเล็กนอ้ยและหลอดท่ีไมเ่กิดแก๊สใหบ้ม่ตอ่ไปอีก 24  2 ชั่วโมง นบัจ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก 
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แลว้น าหลอดท่ีเกิดแก๊สไปทดสอบยืนยนัในขัน้ตอ่ไป 

 
2.    Confirmed  test  
      2.1   การทดสอบยืนยนัส าหรบัโคลิฟอรม์        
               ใชล้ปูท่ีปราศจากเชือ้ถ่ายเชือ้จากหลอดอาหารเหลว  LST  ทกุหลอดท่ีเกิดแก๊สหนึ่งลปูเตม็

ลงในหลอดอาหารเหลว BGLB หลอดตอ่หลอด  น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  35  0.5C  เป็นเวลา  48  3  
ชั่วโมง  ตรวจสอบการเกิดแก๊ส  นบัจ านวนหลอดท่ีเกิดแก๊สเพื่อยืนยนัการเกิดแก๊สของหลอดอาหาร  
LST  ในขัน้  presumptive  น าไปค านวณหาคา่  MPN  ของโคลิฟอรม์จากตาราง  MPN  ส าหรบั 3 
หลอดในภาคผนวก ฉ 
       2.2   การทดสอบยืนยนัส าหรบัฟีคอลโคลิฟอรม์และ E. coli 
               ท าเช่นเดียวกบัขอ้  2.1  ตา่งกนัท่ีใชอ้าหาร  EC  broth  แทนอาหาร  BGLB  และบม่ท่ี

อณุหภมูิ  45.5  0.2 C  เป็นเวลา  24  2  ชั่วโมง  ตรวจสอบการเกิดแก๊ส  ถา้ไม่มีแก๊สเกิดขึน้ บม่
ตอ่ไปอีก  48  2  ชั่วโมง  นบัจ านวนหลอดท่ีเกิดแก๊ส  น าไปค านวณหาคา่  MPN  ของฟีคอลโคลิ
ฟอรม์จากตาราง  MPN  ส าหรบั 3 หลอด หากจะวิเคราะหห์า E. coli ขัน้ตอ่ไป ท าตามวิธีการในขอ้ 3  

หมายเหต:ุ การวิเคราะหห์าฟีคอลโคลิฟอรม์ท าท่ีอณุหภมูิ 45.5  0.2 C  ส าหรบัอาหารทัง้หมด
ยกเวน้ ตวัอยา่งน า้ สตัวน์  า้ประเภทท่ีมีเปลือก (shellfish) และน า้จากบรเิวณท่ีจบัสตัวน์  า้ประเภทนีจ้ะ

บม่ท่ีอณุหภมูิ 44.5  0.2 C   
 
3.    Completed  test  ส าหรบัการตรวจหา  E. coli 
               การท า completed test ส าหรบัตรวจหา  E. coli ท าไดโ้ดยเข่ียเชือ้จากหลอดท่ีใหผ้ลบวก
ในอาหาร  EC  broth  ลากลงบนผิวหนา้อาหาร L-EMB Agar  ดว้ยเทคนิคการแยกเชือ้บรสิทุธ์ิ น าไป

บม่ท่ีอณุหภมูิ  35  0.5 C  เป็นเวลา  18-24  ชั่วโมง ตรวจดลูกัษณะโคโลนีท่ีสงสยัวา่จะเป็นโคโลนี
ของ  E. coli  โคโลนีของ E. coli  จะมีขนาดเล็ก  ลกัษณะกลมสีเขม้ตรงกลางเกือบมีสีด าและท่ีผิว
อาจมีหรือไมมี่สีเขียวเหลือบเป็นเงาโลหะ (metallic  sheen) (รูปท่ี 4.2) เข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีสงสยัว่า
เป็น  E. coli  จากอาหาร  L-EMB  มาลากลงบนผิวอาหารใน  PCA  slants  น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  35 

 0.5 C  เป็นเวลา  18-24  ชั่วโมง และใชส้  าหรบัการทดสอบในขัน้ตอ่ไป 

หมายเหต:ุ การจ าแนกชนิดเพียง 1 โคโลนี (ในจ านวน 5 โคโลนี) ก็เพียงพอหากไดผ้ลสรุปวา่เป็นเชือ้ 
E. coli ถา้หากหลอดอาหาร  EC ท่ีมาของโคโลนีนีใ้หผ้ลบวก ไมจ่  าเป็นตอ้งทดสอบทัง้ 5 โคโลนี 
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                                   รูปท่ี 4.2 ลกัษณะของโคโลนีของ E. coli  บนอาหาร L-EMB Agar 
        โคโลนีมีขนาดเล็กลกัษณะกลมสีเขม้ตรงกลางเกือบมีสีด าและท่ีผิวมีสีเขียวเหลือบเป็นเงาโลหะ  

 
    จากนัน้น าเชือ้ท่ีเจรญิบนอาหาร  PCA  มายอ้มแกรม สงัเกตรูปรา่งของเซลลจ์ากกลอ้ง
จลุทรรศน ์ถา้หากเชือ้ท่ีทดสอบเป็นแบคทีเรียแกรมลบ  รูปทอ่นสัน้  ใหท้  าการทดสอบปฏิกิรยิา IMViC 
ตอ่ไป และท าการถ่ายเชือ้ลงในอาหาร LST อีกครัง้เพ่ือยืนยนัการสรา้งแก๊ส น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  35  

0.5 C  เป็นเวลา  48  2  ชั่วโมง ขัน้ตอ่ไปท าการทดสอบ IMViC 

      3.1    การทดสอบการสรา้งอินโดล 
               การทดสอบนีท้  าไดโ้ดยถ่ายเชือ้ท่ีจะทดสอบลงในอาหาร  Tryptone  Broth  น าไปบม่ท่ี

อณุหภมูิ  35  0.5 C  เป็นเวลา  24  2  ชั่วโมง  จากนัน้เตมิโคแวกซร์ีเอเจนทล์งไป  0.2-0.3  
มิลลิลิตร  ถา้ผลการสรา้งอินโดลเป็นบวกจะเกิดชัน้สีแดงท่ีผิวหนา้อาหาร 
       3.2    การทดสอบ Voges-Proskauer   
     การทดสอบนีท้  าไดโ้ดยถ่ายเชือ้ท่ีจะทดสอบลงในอาหาร  MR-VP  น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  35 

 0.5 C  เป็นเวลา  48  2  ชั่วโมง  จากนัน้ดดูอาหารท่ีบม่แลว้ปรมิาตร  1  มิลลิลิตร  ลงในหลอด
อาหารเปลา่ท่ีปราศจากเชือ้และเตมิสารละลายแอลฟา-แนฟทอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 5  ปรมิาตร 0.6 
มิลลิลิตร  และสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ  40  ปรมิาตร  0.2  มิลลิลิตร 
เขยา่เพ่ือผสมใหเ้ขา้กนั  ถา้ตอ้งการเรง่ปฏิกิรยิาใหเ้ตมิครีเอตนิ 2-3  เกล็ดแลว้ทิง้ไวท่ี้อณุหภมูิหอ้ง  2  
ชั่วโมง  ตรวจสอบการเกิดสีชมพ ู ถา้เกิดสีชมพแูสดงว่าใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกคือมีการสรา้งอะซิ
ตลิเมทิลคารบ์นิอล  (acetylmethyl  carbinol)  และ  2,3  บวิทิรีนไกลคอล (2,3 butylene  glycol)  
      3.3    การทดสอบเมทิลเรด 
               ในการทดสอบเมทิลเรดท าไดโ้ดยบม่อาหาร  MR-VP ท่ีเหลือหลงัจากท า  MR-VP  test  
แลว้ตอ่ไปอีก 48  2  ชั่วโมง  จากนัน้หยดเมทิลเรด  5  หยดลงไป  ถา้เกิดสีแดงแสดงว่าใหผ้ลบวก  
การเกิดสีแดงชีใ้หเ้ห็นวา่อาหารมีคา่  pH  4.2  หรือต ่ากว่า  4.2  แตถ่า้เกิดสีเหลืองแสดงวา่ใหผ้ลลบ 
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      3.4    การทดสอบการใชซ้ิเตรท  
               การทดสอบนีท้  าไดโ้ดยใชล้ปูเข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้ถ่ายเชือ้ท่ีจะทดสอบใสใ่นอาหาร  Koser’s 

Citrate  Broth  บม่ท่ีอณุหภูมิ  35  0.5C    96  ชั่วโมง  ถา้อาหารขุ่นอย่างชดัเจนคือใหผ้ลบวก 

 
การแปลผลการทดสอบ 
 เชือ้ใดท่ีใหผ้ลการทดสอบตอ่ไปนีส้รุปวา่เป็นเชือ้  E. coli 

1.      เป็นแบคทีเรียแกรมลบ  ไมส่รา้งสปอร ์หมกัแลคโตสและสรา้งแก๊สภายใน  48  ชั่วโมงท่ี  35C 
2.   ใหรู้ปแบบของผลการทดสอบ  IMViC  ดงันีคื้อ  + + - -  (ส าหรบั  biotype 1) หมายถึงการ

ทดสอบอินโดลและการทดสอบเมทิลเรดใหผ้ลบวก สว่นการทดสอบ Voges-Proskauer และ
การทดสอบการใชซ้ิเตรทใหผ้ลลบ หรือ   - + - -  (ส าหรบั biotype 2) หมายถึงการทดสอบอิน
โดลใหผ้ลลบ การทดสอลเมทิลเรดใหผ้ลบวก การทดสอบ Voges-Proskauer และการทดสอบ
การใชซ้ิเตรทใหผ้ลลบ เม่ือไดผ้ลการทดลองถึงขัน้นี ้ นบัจ านวนหลอดอาหาร EC ท่ีมีเชือ้  E. 
coli  ท่ีทัง้  5  ระดบัความเจือจางเพ่ือน ามาค านวณหาคา่  MPN  ของ  E. coli 

หมายเหต:ุ ดวีูดีโอวิธีตรวจเชือ้ไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 
 
ตอนท่ี 2   วิธีตรวจนบัจ านวนโคโลนีบนอาหารแข็ง 
1.     ชั่งตวัอยา่ง  25  กรมัดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ ใสใ่นถงุพลาสตกิปราศจากเชือ้  เตมิสารละลาย         
         เปปโตนปรมิาตร 225  มิลลิลิตร น าไปตีป่น  2 นาทีและท าการเจือจางถึง  10-5  
2.  ปิเปตตวัอยา่งอาหารท่ีแตล่ะระดบัความเจือจาง  (10-3,  10-4  และ  10-5)  ปรมิาตร  1  มิลลิลิตร  

ลง ในจานอาหารเปลา่ท่ีปราศจากเชือ้  ระดบัความเจือจางละ  2  จาน 

3. เทอาหาร  Violet Red Bile (VRB) Agar  ท่ีมีอณุหภมูิ  48C  ลงไปจานละ  10  มิลลิลิตร หมนุ
จานเพ่ือใหต้วัอยา่งผสมกบัอาหารเลีย้งเชือ้  ทิง้ใหแ้ข็ง จากนัน้เทอาหาร  VRB  ทบัลงไปอีก  5  
มิลลิลิตร เพ่ือปอ้งกนัการเจริญแผท่ี่ผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้  ตัง้ทิง้ไวใ้หแ้ข็ง   

4.      คว ่าจานแลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  35C  เป็นเวลา  18-24  ชั่วโมง   
5.   ตรวจนบัจ านวนโคโลนีท่ีมีสีมว่งแดงและมีขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางของโคโลนีเท่ากบั  0.5 มิลลิ 

เมตรหรือใหญ่กว่าและมีโซนการตกตะกอนของกรดน า้ดี (bile  acids) รอบ  ๆ  โคโลนีในจานท่ี
มีจ านวนโคโลนี 25-250 โคโลนี (ควรเปรียบเทียบกบัโคโลนีของเชือ้   E. coli  บรสิทุธ์ิ  โดยน า

เชือ้  E. coli  มาลากบนอาหาร  VRB  บม่ท่ีอณุหภมูิ  35C  เป็นเวลา 18-24  ชั่วโมง 
6.  ท าการยืนยนัวา่โคโลนีท่ีสงสยัเป็นแบคทีเรียโคลิฟอรม์  โดยเข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีสงสยัอยา่งนอ้ย  

10  โคโลนี  ถ่ายเชือ้แตล่ะโคโลนีลงในหลอดอาหาร BGLB ท่ีมีหลอดดกัแก๊ส บม่ท่ีอณุหภมูิ  

35C เป็นเวลา 24  ชั่วโมง  ตรวจสอบการเกิดแก๊ส  ถา้ไมเ่กิดแก๊สใหบ้ม่ตอ่ไปอีก  24  ชั่วโมง  
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ถา้หลอดท่ีเกิดแก๊สนัน้มีฝา้เกิดขึน้ดว้ย ควรเข่ียเชือ้มายอ้มแกรมเพ่ือใหแ้นใ่จว่าแก๊สท่ีเกิดขึน้นัน้
มาจากแบคทีเรียแกรมลบไม่ใชแ่บคทีเรียแกรมบวก เชน่  Bacillus  ท่ีหมกัแลคโตสได ้

7. ค  านวณหาจ านวนแบคทีเรียโคลิฟอรม์ (CFU ตอ่กรมัของอาหาร) จากจ านวนโคโลนีท่ีไดร้บัการ
ยืนยนัแลว้วา่เป็นแบคทีเรียโคลิฟอรม์ 

 
การค านวณหาคา่  MPN 

       การสนันิษฐานท่ีส าคญัซึ่งชว่ยในการสนบัสนนุการหาจ านวนจลุินทรียใ์นตวัอยา่งดว้ยวิธี 
MPN คือ แบคทีเรียในตวัอย่างกระจายตวัแบบสุม่ เซลลแ์ตล่ะเซลลอ์ยู่แยกกนั ไมเ่กาะกนัเป็นกลุม่ ใน
แตล่ะหลอดอาหารเหลว ถึงแมว้า่จะมีแบคทีเรียเพียงเซลลเ์ดียวก็สามารถท าใหเ้กิดการเจรญิหรือการ
เปล่ียนแปลงท่ีสามารถตรวจสอบไดโ้ดยแตล่ะหลอดเป็นอิสระตอ่กนั 
       สาระส าคญัของวิธี MPN ก็คือการเจือจางตวัอย่างจนถึงระดบัความเจือจางท่ีบางครัง้อาจ
ไมพ่บจลุินทรียมี์ชีวิตอยูเ่ลย เฉพาะจลุินทรียท่ี์มีชีวิตนัน้ท่ีจะถกูเพาะเลีย้งใหเ้จรญิในอาหารเหลว ผลท่ี
บนัทกึไดจ้ากการวิเคราะหก็์คือ จ านวนหลอดท่ีพบการเจรญิของจลุินทรียเ์กิดขึน้ท่ีแตล่ะระดบัความ
เจือจางซึ่งสามารถใชใ้นการประมาณจ านวนจลุินทรียท่ี์มีอยูใ่นตวัอยา่งเริ่มตน้ ซึ่งในความเป็นจรงิแลว้
สามารถพบแบคทีเรียในตวัอยา่งไดใ้นรูปท่ีอยูต่อ่กนัเป็นสาย ไมแ่ยกออกจากกนัเม่ือผา่นการเตรียม
และเจือจางตวัอยา่งแลว้ คา่ MPN ท่ีไดจ้รงิๆ ควรจะรายงานในรูปของ growth units (GU) หรือ 
colony-forming unit (CFU) ไมใ่ชร่ายงานเป็นจ านวนเซลลแ์ตล่ะเซลล ์ แตเ่พ่ือท่ีจะใหง้่าย การ
ค านวณคา่ MPN ท่ีจะอธิบายนีจ้ะกลา่วถึง GU หรือ CFU ในรูปของเซลลแ์บคทีเรียเด่ียวๆ 
      คา่ MPN คือจ านวนของแบคทีเรียท่ีมีในตวัอยา่งท่ีตรวจสอบซึ่งเป็นไปไดม้ากท่ีสดุ เป็นคา่
ความเขม้ขน้ของแบคทีเรียท่ีประมาณไดด้งัสมการ 

 

             
 j

jj

m

mg

 exp1
     =     tjmj 

 
เม่ือ exp (x) หมายถึง ex  และ K คือจ านวนระดบัความเจือจาง 
       gi คือจ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก (หรือมีการเจรญิ) ท่ีระดบัความเจือจาง j 
       mj คือ ปรมิาณของตวัอยา่งท่ีเตมิลงในหลอดแตล่ะหลอดท่ีระดบัความเจือจาง j 
       tj คือจ านวนหลอดท่ีระดบัความเจือจาง j 
      ในปี ค.ศ. 1915 McCrady ไดตี้พิมพก์ารประมาณจ านวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตท่ีวิเคราะหโ์ดย
วิธี MPN อยา่งถกูตอ้งเป็นครัง้แรก หลงัจากนัน้ก็มีนกัวิจยัอีกหลายทา่นท่ีไดตี้พิมพห์ลกัทางสถิติ

  k 

     j=1 

   k 

    j=1 
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พืน้ฐานเก่ียวกบัเรื่องนีเ้รื่อยมา จนกระทั่งในปี 1983 De Man ไดตี้พิมพว์ิธีหาระดบัความเช่ือมั่น 
(confidence interval method) ซึ่งไดถ้กูดดัแปลงเป็นตาราง MPN ในภาคผนวก ฉ ของหนงัสือเลม่นี ้
               การค านวณหาคา่ MPN และคา่ขีดจ ากดัของความเช่ือมั่น (confidence  limits หรือ 
confidence intervals) ดไูดจ้ากตาราง MPN คา่ขีดจ ากดัของความเช่ือมั่น หมายถึงคา่ท่ีชีใ้หเ้ห็นถึง
ชว่งของจ านวนจลุินทรียท่ี์แทจ้รงิท่ีมีในตวัอยา่งนัน้ ซึ่งไดแ้ก่จ  านวนสงูสดุถึงจ  านวนต ่าสดุของคา่
ขีดจ ากดัของความเช่ือมั่นท่ีระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 โดยครอบคลมุจ านวนท่ีประมาณไดจ้ากคา่ 
MPN ในการหาคา่  MPN ท าไดโ้ดยน ารูปแบบของผลบวก (จ านวนหลอดท่ีเกิดแก๊สท่ีระดบัความเจือ
จางเหมาะสม 3  ระดบั) มาหาคา่ MPN จากตาราง (มิลลิลิตรหรือกรมั ใชแ้ทนกนัได)้ การเลือก
รูปแบบของผลบวกท่ีระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม  3  ระดบั  มีหลกัการดงันี ้

         กรณีท่ี 1  เม่ือมีหลอดท่ีใหผ้ลบวกครบทกุหลอดท่ีระดบัความเจือจาง 1 หรือมากกวา่  1 ระดบั
ความเจือจาง  
               -เม่ือมีหลอดท่ีใหผ้ลบวกครบทกุหลอดใหเ้ลือกระดบัความเจือจางสงูสดุ (คือระดบัความเจือ
จางท่ีมีปรมิาณตวัอยา่งนอ้ยท่ีสดุ) ท่ีใหผ้ลบวกครบทกุหลอด (ถึงแมว้่าท่ีระดบัความเจือจางต ่ากวา่จะ
ใหผ้ลลบก็ตาม) แลว้เลือกอีก  2  ระดบัความเจือจางท่ีสงูกวา่ระดบัความเจือจางสงูสดุนัน้  (ดตูวัอยา่ง  
ก  ข  และ  ค ในตารางท่ี 4.1)   
               -ถา้มีหลอดท่ีใหผ้ลบวกท่ีระดบัความเจือจางสงูกวา่ระดบัความเจือจางท่ีใหผ้ลบวกครบทกุ
หลอดมากกว่า 2 ระดบัขึน้ไป ใหเ้ลือกระดบัความเจือจางต ่าสดุ (ของรูปแบบความเจือจาง 3 ระดบัท่ี
จะเลือก) เป็นระดบัความเจือจางท่ีสงูขึน้ถดั (จากระดบัความเจือจางท่ีใหผ้ลบวกครบทกุหลอดนัน้) ไป
อีก 1 ระดบั แลว้เลือกอีก 2 ระดบัความเจือจางถดัไป: ดตูวัอยา่ง ง)   
      -ถา้เลือกระดบัความเจือจางสงูสดุท่ีใหผ้ลบวกครบทกุหลอดและเลือกอีก  2  ระดบัความเจือ
จางท่ีสงูกวา่แลว้ยงัคงมีหลอดท่ีใหผ้ลบวกท่ีระดบัความเจือจางสงูกวา่นัน้ ใหร้วมจ านวนหลอดท่ีใหผ้ล
บวกนัน้เขา้กบัจ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวกของระดบัความเจือจางสงูสดุท่ีเลือก (ดตูวัอย่าง จ)  
      -ถา้เลือกระดบัความเจือจางสงูสดุท่ีใหผ้ลบวกครบทกุหลอดแลว้ตอ้งเลือกอีก 2 ระดบัความ 
เจือจางท่ีสงูกวา่ แตมี่เหลือไมค่รบ ใหเ้ล่ือนระดบัความเจือจางต ่าสดุท่ีจะเลือกลงมา (ดตูวัอย่าง ฉ)  
      -ถา้ปรากฏวา่หลอดอาหารเหลวท่ีทกุระดบัความเจือจาง ใหผ้ลบวกครบทัง้หมดใหเ้ริ่มเลือก
ท่ีระดบัความเจือจางสงูสดุ 3 ระดบั (ดตูวัอยา่ง  ช)   
        กรณีท่ี 2   เม่ือไมมี่ระดบัความเจือจางใดท่ีใหผ้ลบวกครบทกุหลอด 

            ใหเ้ลือกระดบัความเจือจางต ่าสดุ  3  ระดบั  (ดตูวัอย่าง  ซ)  แตถ่า้เลือกระดบัความเจือจาง
ต ่าสดุจ านวน  3 ระดบัแลว้ยงัคงมีหลอดท่ีใหผ้ลบวกท่ีระดบัความเจือจางสงูกวา่ระดบัความเจือจาง
สงูสดุท่ีเลือก ใหร้วมจ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวกนัน้เขา้กบัจ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวกของระดบัความเจือ
จางสงูสดุท่ีเลือก  (ดตูวัอย่าง  ญ) 
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               คา่  MPN  จากตารางส าหรบั  3,   5  และ  10  หลอด ในภาคผนวก ฉ ใชไ้ดโ้ดยตรงกบัการ
ท่ีมีปรมิาณตวัอยา่งในหลอดเป็น  0.1,  0.01  และ  0.001  กรมัตอ่หลอดท่ีทัง้ 3 ระดบัความเจือจาง
ของรูปแบบการใหผ้ลบวกท่ีเลือก แตถ่า้ปรมิาณตวัอยา่งในหลอดแตกตา่งไปจากนีต้อ้งผนัคา่ท่ีอา่นได้
จากตารางใหใ้ชไ้ดก้บัตวัอยา่งท่ีวิเคราะห ์ โดยน าคา่ MPN ตอ่กรมัท่ีอา่นไดม้าหารดว้ยปรมิาณ
ตวัอยา่งในหลอดท่ีระดบัความเจือจางกึ่งกลางของระดบัความเจือจาง 3 ระดบัท่ีเลือกแลว้ คณูดว้ย
ปรมิาณตวัอยา่งของระดบัความเจือจางกึ่งกลางจากตาราง ดงัตวัอย่าง ฉ ช ซ และ ญ ในตารางท่ี 4.1 

 
ตารางท่ี 4.1 ตวัอยา่งการค านวณหาคา่  MPN และคา่  confidence  limit   
ตวัอยา่ง
อาหาร 

จ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก  (จาก  5  หลอด/ระดบัความเจือจาง) รูปแบบของผลบวก 
 (3 ระดบัความ 
เจือจางท่ีเลือก) 

1  กรมั 0.1  กรมั 0.01  กรมั 0.001 กรมั 0.0001 กรมั 

ก 5 5 1 0 0 5-1-0 
ข 4 5 1 0 0 5-1-0 
ค 5 5 4 1 0 5-4-1 
ง 5 4 4 1 0 4-4-1 
จ 5 4 4 0         1 4-4-1 
ฉ 5 5 5 5 2 5-5-2 

ช 5 5 5 5 5 5-5-5 
ซ 0 0 1 0 0 0-0-1 
ญ 4 4 1        1 0 4-4-2 

 
ตวัอยา่ง  ก และ ข   
รูปแบบท่ีเลือก (เพ่ือน าไปหาคา่ MPN และคา่ confidence limit จากตารางMPN  ส าหรบั  5  หลอด):  
5-1-0  (จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห ์ 0.1,  0.01  และ  0.001  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั (จากตาราง) =  33  (จากปรมิาณตวัอย่างในตาราง  0.1,  0.01  และ  0.001  กรมั) 
                                             =  คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง   =  33 
คา่ confidence  limit  (จากตาราง)  =  คา่ confidence  limit  ของตวัอย่าง  =  10  -  100                                                   
ตวัอยา่ง  ค   
รูปแบบท่ีเลือก  :  5-4-1  (จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห ์ 0.1,  0.01  และ  0.001  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั (จากตาราง)     =  170  (จากปรมิาณตวัอย่างในตาราง  0.1, 0.01  และ  0.001  กรมั) 
                                                    =  คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง = 170 

+ 1 

+ 1 
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คา่ confidence  limit  (จากตาราง) =  คา่ confidence  limit  ของตวัอยา่ง     =  58  -  400                                                      
ตวัอยา่ง  ง และ จ   
รูปแบบท่ีเลือก  :  4-4-1  (จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห ์ 0.1,  0.01  และ  0.001  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั  (จากตาราง)   =  40  (จากปรมิาณตวัอย่างในตาราง  0.1,  0.01  และ  0.001  กรมั) 
       =  คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง  =  40 

คา่ confidence  limit  (จากตาราง) =  คา่ confidence  limit  ของตวัอยา่ง  =  14  -  100 
ตวัอยา่ง  ฉ 
รูปแบบท่ีเลือก  :  5-5-2  (จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห ์ 0.01,  0.001  และ  0.0001  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั (จากตาราง) =  540  (จากปรมิาณตวัอยา่งในตาราง  0.1,  0.01  และ  0.001  กรมั) 

คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง  = 
001.0

540   x  0.01  =  5,400 

คา่ confidence  limit  (จากตาราง) =  150    -   1,700 
คา่ confidence  limit  ของตวัอยา่ง =  1,500  - 17,000 

ตวัอยา่ง  ช 
รูปแบบท่ีเลือก  :  5-5-5 (จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห ์ 0.01,  0.001  และ  0.0001 กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั (จากตาราง) =  >  1,600  (จากปรมิาณตวัอยา่งในตาราง  0.1,  0.01  และ  0.001 กรมั) 

คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง  =  > 
001.0

600,1 x  0.01  =  > 16,000 

คา่ confidence  limit  (จากตาราง) =  700     -   infinity 
คา่ confidence  limit  ของตวัอยา่ง =  7,000  -   infinity 

ตวัอยา่ง  ซ 
รูปแบบท่ีเลือก    :  0-0-1  (จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห ์ 1.0,  0.1  และ  0.01  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั  (จากตาราง) =  1.8  (จากปรมิาณตวัอยา่งในตาราง  0.1,  0.01  และ  0.001 กรมั) 

คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง  = 
1.0

8.1   x  0.01  =  0.18  

คา่ confidence  limit  (จากตาราง)          =  0.09    -    6.8 
คา่ confidence  limit  ของตวัอยา่ง =  0.009  -    0.68 

ตวัอยา่ง  ญ 
รูปแบบท่ีเลือก    :  4-4-2  (จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห ์ 1.0,  0.1  และ  0.01 กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั  (จากตาราง) =  47  (จากปรมิาณตวัอย่างในตาราง  0.1,  0.01  และ  0.001 กรมั) 

คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง  =  
1.0

47    x  0.01  =  4.7   

คา่ confidence  limit  (จากตาราง) =  15    -  120 
คา่ confidence  limit  ของตวัอยา่ง =  1.5   -  12.0 



 

                                                                                                                                                            

65 

บันทกึผลการทดลอง 
1.   ผลการตรวจหาจ านวนโคลิฟอรม์ ฟีคอลโคลิฟอรม์และ E. coli ดว้ยวิธี  MPN 

      ตวัอย่างอาหารท่ีใชใ้นการวิเคราะหคื์อ............................................................ 
     1.1   Presumptive  test   
ระดบัความ
เจือจาง 

ปริมาณตวัอย่าง
ตอ่หลอด (กรมั) 

จ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก  (เกิดแก๊ส)  ใน  LST  broth 
หลอดท่ี  1 หลอดท่ี  2 หลอดท่ี  3 รวม 

10-1 0.1     
10-2 0.01     
10-3 0.001     
10-4 0.0001     
10-5 0.00001     

 
   1.2   Confirmed  test 
         1.2.1    Confirmed  test  ส าหรบัการตรวจหาโคลิฟอรม์ 
ระดบัความ
เจือจาง 

ปริมาณตวัอย่าง
ตอ่หลอด (กรมั) 

จ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก  (เกิดแก๊ส)  ใน BGLB  broth 
หลอดท่ี  1 หลอดท่ี  2 หลอดท่ี  3 รวม 

10-1 0.1     
10-2 0.01     
10-3 0.001     
10-4 0.0001     
10-5 0.00001     

การค านวณหาคา่ MPN ตอ่กรมัและคา่ confidence limit ของโคลิฟอรม์ 
รูปแบบท่ีเลือก (เพ่ือน าไปเปรียบเทียบกบัตาราง MPN ส าหรบั 3 หลอด) : ................... (จากปรมิาณ
ตวัอยา่งท่ีวิเคราะห.์........... ,  ..............  และ ..............  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั (จากตาราง) =  ..........(จากปรมิาณตวัอยา่งในตาราง  0.1, 0.01 และ  0.001 กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง  =  ............................. 
คา่ confidence  limit  (จากตาราง) =  ....................... 
คา่ confidence  limit  ของตวัอยา่ง =  ......................  
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         1.2.2   Confirmed  test  ส าหรบัการตรวจหาฟีคอลโคลิฟอรม์ 
ระดบัความ
เจือจาง 

ปริมาณตวัอย่าง
ตอ่หลอด (กรมั) 

จ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก  (เกิดแก๊ส) ใน EC broth 
หลอดท่ี  1 หลอดท่ี  2 หลอดท่ี  3 รวม 

10-1 0.1     
10-2 0.01     
10-3 0.001     
10-4 0.0001     
10-5 0.00001     

การค านวณหาคา่ MPN ตอ่กรมัและคา่ confidence limit ของฟีคอลโคลิฟอรม์ 
รูปแบบท่ีเลือก: ................(จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห.์..........,..............  และ ..............  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั (จากตาราง) =  ............... (จากปรมิาณตวัอยา่งในตาราง  0.1, 0.01 และ 0.001 กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง  =  ........................ 
คา่ confidence limit (จากตาราง) =..........................  
คา่ confidence limit ของตวัอยา่ง =  ........................ 
 
1.3   Completed  test  ส าหรบัการตรวจหา  E . coli 
         1.3.1    ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร EMB และผลการยอ้มแกรม 

รหสัโคโลน ี ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร EMB ผลการยอ้มแกรม 
1   
2   
3   
4   
5   

เชือ้  E. coli  บริสทุธ์ิ   
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 1.3.2   การทดสอบ IMViC 

รหสั
โคโลนี 

ชนิดของการทดสอบ 
Indole  

production 
Methyl red  

test 
Voges-Proskauer  

test 
Citrate Utilization 

test 
1     
2     
3     
4     
5     

 

    1.3.3    สรุปผลการตรวจหา E. coli ดว้ยวิธี  MPN 

ระดบัความ
เจือจาง 

ตวัอย่าง/
หลอด (กรมั) 

จ านวนหลอด EC  broth ท่ีมี E. coli 
หลอดท่ี  1 หลอดท่ี  2 หลอดท่ี  3 รวม 

10-1 0.1     
10-2 0.01     
10-3 0.001     
10-4 0.0001     
10-5 0.00001     

 

การค านวณหาคา่ MPN ตอ่กรมัและคา่ confidence limit ของ E. coli 
รูปแบบท่ีเลือก: ................(จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห.์...........,.............  และ ..............  กรมั) 
คา่ MPN ตอ่กรมั (จากตาราง) = ................ (จากปรมิาณตวัอยา่งในตาราง  0.1, 0.01 และ 0.001 กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง = ............................. 
คา่ confidence limit (จากตาราง) =  ............................. 
คา่ confidence limit ของตวัอยา่ง =  ............................. 
 
2.   วิธีการตรวจนบัโคโลนีบนอาหาร  VRB 
     2.1   จ  านวนโคโลนีบนอาหาร VRB 

ระดบัความเจือจาง จ านวนโคโลนีท่ีนา่จะเป็นโคโลนีของ  E. coli 
จานท่ี  1 จานท่ี  2 เฉลีย่ 
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 2.2   การทดสอบยืนยนั 

รหสัโคโลนีท่ีทดสอบ การเกิดแก๊สใน  BGLB  broth ผลการยอ้มแกรม 
1   
2   
3   
4   
5   
6   

     7   
8   
9   
10   

            
2.3   ค  านวณหาจ านวนแบคทีเรียโคลิฟอรม์ 
    จ  านวนแบคทีเรียโคลิฟอรม์    =     ...............................................   CFU ตอ่กรมั  
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ค าถามท้ายบท 
1.      จงค านวณหาคา่ MPN ของแบคทีเรียโคลิฟอรม์ (ตอ่กรมัของตวัอยา่ง) จากผลการทดลองดงัตอ่ไปนี  ้

 

ตวัอยา่ง จ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก  (จาก  5  หลอด/ระดบัความเจือจาง) 
0.1  มล. 0.01  มล. 0.001  มล. 0.0001  มล. 0.00001  มล. 

ก 5 5 3 0 0 
ข 5 5 3 2 0 
ค 0 3 0 0 0 
ง 5 4 3 1 1 
จ 5 5 4 1 1 

 
2. แบคทีเรียโคลิฟอรม์มีความส าคญัอยา่งไร ท าไมจงึใชเ้ป็นจลุินทรียด์ชันีในการประเมินคณุภาพ  

และความปลอดภยัของอาหาร 
3.   แบคทีเรียฟีคอลโคลิฟอรม์ตา่งกบัโคลิฟอรม์อยา่งไร จงอธิบายวิธีการทดสอบยืนยนัส าหรบัฟีคอล

โคลิฟอรม์วา่จะตอ้งท าการทดสอบอย่างไร 
4.  อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดใดใชใ้นทดสอบขัน้สมบรูณเ์พ่ือยืนยนัวา่ตวัอย่างท่ีวิเคราะหมี์ E. coli จง

บอกลกัษณะโคโลนีของ E. coli บนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนี ้ 
5.   การทดสอบ IMViC คือการทดสอบอะไรบา้ง กรณีเป็นเชือ้ E. coli จะใหผ้ลการทดสอบ IMViC 

เป็นอย่างไร อธิบายผลของการทดสอบแตล่ะชนิด 
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บทปฏบัิตกิารที ่5 

การตรวจหาจ านวนจุลินทรียท์นความร้อนและการใช้ความร้อนท าลายจุลินทรีย ์
                
 
               การใชค้วามรอ้นในการท าลายเชือ้จลุินทรีย ์ เชน่ การพาสเจอรไ์รสแ์ละการสเตอรไิลซ ์ เป็น
วิธีการท่ีใชก้นัมากท่ีสดุในการแปรรูปอาหาร การพาสเจอรไ์รส ์  (Pasteurization) หมายถึง การใช้
ความรอ้นระดบัท่ีไมส่งูมาก แตส่งูเพียงพอท่ีจะท าลายจลุินทรียก์่อโรคท่ีไมส่รา้งสปอรท์ัง้หมด  และ
พอท่ีจะท าลายจลุินทรียท่ี์ท าใหเ้นา่เสียจ านวนมากจนท าใหผ้ลิตภณัฑมี์อายกุารเก็บยาวนานขึน้ เชน่ 

อณุหภมูิและเวลาท่ีใชใ้นการพาสเจอรไ์รสน์  า้นมคือ  62.8C  30  นาที  (Low  Temperature  Long  

Time,  LTLT) และ  71.7C  15  วินาที (High  Temperature  Short  Time, HTST)  อณุหภมูิและ
เวลาท่ีใชใ้นการพาสเจอรไ์รสนี์เ้พียงพอท่ีจะท าลายจลุินทรียก์่อโรคท่ีทนความรอ้นไดดี้ท่ีสดุไดแ้ก่ เชือ้
Mycobacterium  tuberculosis  ซึ่งท าใหเ้กิดวณัโรค และ  Coxiella  burnetti  ซึ่งท าใหเ้กิดโรค  Q  
fever  นอกจากนีย้งัเพียงพอท่ีจะท าลาย ยีสตร์า แบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวกหลาย
ชนิด  แตมี่จลุินทรีย ์  2  กลุ่มท่ีอาจจะมีชีวิตรอดจากการท าลายดว้ยการพาสเจอรไ์รสคื์อ จลุินทรียท์น
ความรอ้น  (thermoduric microorganism) และจลุินทรียท่ี์ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิสงู (thermophilic 
microorganism) 
               จลุินทรียท์นความรอ้น เป็นจลุินทรียท่ี์สามารถอยูร่อดไดเ้ม่ือเผชิญกบัสภาพท่ีมีอุณหภมูิ
คอ่นขา้งสงู แตไ่มจ่  าเป็นตอ้งเจรญิไดท่ี้อณุหภูมิสงูนัน้ จลุินทรียช์นิดนีร้อดชีวิตหลงัจากใหค้วามรอ้น

อาหารท่ีอณุหภมูิ 60C ถึง 80C โดยทั่วไปแบคทีเรียทนความรอ้นเจรญิท่ีอณุหภูมิปานกลางในช่วง 

15C ถึง 37C  แบคทีเรียทนความรอ้นท่ีพบปนเป้ือนในไขไ่ดแ้ก่ Bacillus, Corynebacterium, 
Micrococcus, Pseudomonas, Staphylococcus และ Streptococcus สว่นแบคทีเรียทนความรอ้น
ท่ีแยกไดจ้ากน า้นมบอ่ยครัง้ไดแ้ก่ Micrococcus, Microbacterium, Streptococcus, Lactobacillus, 
Bacillus, Clostridium และ แบคทีเรียในกลุม่ coryneform จลุินทรียใ์นกลุม่นีป้นเป้ือนมาจากเตา้
นมววั อปุกรณ ์และเครื่องมือเครื่องใชท่ี้ไมส่ะอาด เน่ืองจากการพบจลุินทรียท์นความรอ้นจ านวนมาก
เก่ียวขอ้งกบัการปฏิบตัท่ีิไมถ่กูสขุลกัษณะ ดงันัน้จงึใชป้รมิาณจลุินทรียท์นความรอ้นชว่ยบง่บอกถึง
ประสิทธิภาพในการท าความสะอาดอปุกรณ ์และตรวจหาแหลง่ของจลุินทรียท่ี์ปนเป้ือนอีกดว้ย   
               จลุินทรียท่ี์ชอบเจริญท่ีระดบัอณุหภมูิสงู เป็นจลุินทรียท่ี์ไมเ่พียงแตจ่ะอยูร่อดท่ีอณุหภมูิสงู
เทา่นัน้ แตย่งัตอ้งการอณุหภูมิสงูเพ่ือการเจรญิและกิจกรรมเมแทบอลิกอีกดว้ย  (metabolic activity) 
จลุินทรียก์ลุม่นีไ้ดแ้ก่ Bacillus  และ  Clostridium  ซึ่งมีความส าคญัมากท่ีสดุในอาหาร  แบคทีเรียท่ี
ชอบเจรญิท่ีระดบัอณุหภมูิสงู (thermophilic bacteria)ในอตุสาหกรรมนม หมายถึงจลุินทรียท่ี์เจรญิ

ไดใ้นนมและผลิตภณัฑน์มท่ีอยูใ่นสภาพท่ีมีอณุหภมูิสงูกวา่ปกต ิ ( 55C) และรวมถึงสภาวะท่ีใชใ้น
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การพาสเจอรไ์รสแ์บบ LTLT ดว้ย แบคทีเรียประเภทนีอ้าจสะสมอยูเ่ป็นเวลานานในเครื่องพาสเจอร์
ไรสแ์บบตอ่เน่ือง (HTST pasteurizer) แบคทีเรียชนิดท่ีพบบอ่ยในน า้นมคือ Bacillus ซึ่งจะเพิ่ม
จ านวนอยา่งรวดเรว็ในนมและผลิตภณัฑน์มท่ีเก็บอยูใ่นสภาพอณุหภมูิสงูเป็นเวลานาน ในการ
ตรวจหาจ านวนจลุินทรียป์ระเภทนีท้  าไดโ้ดยวิธีการเชน่เดียวกบัวิธี Standard Plate Count ดว้ย

เทคนิค pour plate หรือ spread plate เพียงแตน่ าไปบม่ท่ีอณุหภมูิสงูกวา่ปกต ิ(55  1C) เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง รายงานผลเป็น Thermophilic count  ตอ่มิลลิลิตร หรือ ตอ่กรมัของอาหาร 
               ในการถนอมอาหารหลายชนิด จ าเป็นตอ้งใชค้วามรอ้นช่วยในการท าลายจุลินทรีย ์การใช้
ความรอ้นท าลายจุลินทรียข์ึน้อยู่กับปัจจยัหลายประการ ถา้หากเซลลข์องจลุินทรียไ์ดร้บัความรอ้นท่ี
อุณหภูมิเฉพาะค่าหนึ่ง เซลลจ์ะตายในอตัราคงท่ี ดงันัน้เพ่ือท่ีจะใหเ้ขา้ใจการท าลายจุลินทรีย์ดว้ย
ความรอ้นจงึจ าเป็นท่ีจะตอ้งเขา้ใจหลกัการเก่ียวกบัเรื่องนี ้
 
ค่า Decimal reduction time 
 ค่า Decimal reduction time หรือ D value  คือเวลาท่ีใช้ ณ  อุณหภูมิหนึ่ ง ท่ีจะท าลาย
จลุินทรียไ์ปรอ้ยละ 90 ของจ านวนจุลินทรียเ์ริ่มตน้หรือเวลาท่ีใชใ้นการท าใหจ้  านวนจลุินทรียล์ดลง 1 

log cycle โดยจะแสดงในรูป DT =  t นาที เม่ือ T คือ อุณหภูมิท่ีใชใ้นการใหค้วามรอ้น (C หรือ F) 
และ t  คือ เวลา (นาที) ท่ีใชใ้นการท าใหจ้  านวนเซลลข์องจลุินทรียล์ดลง 1 log cycle ดงันัน้จงึเป็นการ
วดัความไวต่อความรอ้น (heat sentivity) หรือความตา้นทานต่อความรอ้น (heat resistance) ของ
จลุินทรีย ์ สามารถหาคา่ D ไดด้งัสมการตอ่ไปนี ้ 

                                                                          DT =  
b log - a log

t  

เม่ือ a  คือจ านวนเซลลเ์ริ่มตน้ และ b คือจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวิตหลงัจากไดร้บัความรอ้นท่ีอุณหภูมิ T 

(C หรือ F) เป็นเวลา  t  นาที เม่ือความแตกต่างระหว่าง a  กับ b เป็น 1 log cycle ดังนัน้ log  a  

ลบกับ  log  b มีค่าเท่ากับ 1  ดงันัน้ค่า D จึงเท่ากับ t  ถา้ค่า D121C ของเชือ้ชนิดหนึ่งเท่ากับ 1 นาที

หมายถึง จ  านวนเซลลร์อ้ยละ 90 ของจ านวนเซลลเ์ริ่มตน้ถกูท าลายภายใน 1 นาทีท่ีอณุหภมูิ 121C 

               อีกวิธีหนึ่ง สามารถหาคา่ D ไดโ้ดยการเขียนกราฟการรอดชีวิตของเซลลแ์สดงความสมัพนัธ์
ระหว่างค่า log  ของจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวิตหลังจากให้ความรอ้นท่ีอุณหภูมิ T  กับระยะเวลาท่ีให้
ความรอ้น   ในอุดมคติ กราฟท่ีไดจ้ะเป็นกราฟเสน้ตรง สามารถท่ีจะประมาณค่า –log ของจ านวน
เซลล ์ เพ่ือท่ีจะให้มีจ  านวนเซลลเ์หลือรอดน้อยมาก ๆ เช่น เหลือเซลลห์รือสปอรท่ี์รอดชีวิตเพียง 1 
เซลลห์รือ 1 สปอรเ์ทา่นัน้ในอาหาร 10 กรมั หรือ 100 กรมั หรือ 1000 กรมั ดงันัน้จงึสามารถใชก้ราฟนี้
ออกแบบตวัแปรส าหรบักระบวนการใหค้วามรอ้นเพ่ือใหเ้หลือปริมาณเซลลข์องจุลินทรียต์  ่าท่ีสุดใน
อาหาร 
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หลักการให้ความร้อนแบบ 12 D (12-D concept)     
               ในการใหค้วามรอ้นอาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่า (pH > 4.6) เช่นอาหารประเภทเนือ้ ขา้วโพด 
ถั่ว และอ่ืนๆ ตอ้งค านึงถึงการท าลายสปอรข์อง Clostridium botulinum เป็นส าคญัเน่ืองจากเชือ้ชนิด
นีเ้ป็นจุลินทรียก์่อโรคท่ีทนความรอ้นไดส้งูสุด จึงไดมี้ผูค้ิดหลกัการ 12 D (12-D concept) ขึน้มาเพ่ือ
น ามาใชใ้นกระบวนการใหค้วามรอ้นอาหารกระป๋อง ซึ่งก็หมายถึง การใหค้วามรอ้นในระดบัต ่าสดุกบั
อาหารท่ีจะสามารถลดปริมาณสปอรท่ี์มีชีวิตของ C. botulinum ลงเหลือ 10-12 หรือลดลง 12 log 
cycle  ถ้ายิ่งมีปริมาณสปอรเ์ริ่มตน้นอ้ยเท่าใด ก็จะยิ่งมีปริมาณสปอรเ์หลืออยู่นอ้ยลงมากเท่านั้น
หลงัจากผ่านความรอ้น และมีโอกาสนอ้ยมากท่ีอาหารนัน้จะมีสปอรท่ี์มีชีวิตรอด  การใชห้ลกัการให้
ความรอ้นแบบ 12 D ก็เพ่ือท่ีจะประกันความปลอดภัยใหก้ับผูบ้ริโภค โดยใชก้บัอาหารท่ีมีค่า pH สูง
กวา่ 4.6 เน่ืองจากสปอรข์อง C. botulinum ไมง่อกและไมส่รา้งสารพิษท่ีระดบั pH ต ่ากวา่ 4.6  
 
ปัจจัยทีม่ีผลต่อการต้านทานความร้อนของจุลินทรีย ์  
               ค่า D ไม่ใช่ค่าคงท่ี แต่จะผนัแปรขึน้กับปัจจยัต่างๆ หลายชนิดไดแ้ก่ 1) ชนิดและสายพนัธุ์
ของจลุินทรีย ์จลุินทรียต์า่งชนิดและตา่งสายพนัธุก์นัโดยทั่วไปจะมีความตา้นทานตอ่ความรอ้นตา่งกนั 
เชือ้จุลินทรียบ์างสายพันธุ์อาจมีคุณสมบัติตา้นทานความรอ้นไดสู้งตามธรรมชาติอยู่แลว้เช่น เชือ้ 
Salmonella Senftenberg 775w สามารถตา้นทานความรอ้นไดดี้กว่า Salmonella ซีโรไทป์อ่ืน   2) 
สภาพการเจริญของจลุินทรียมี์ผลตอ่การตา้นทานความรอ้นของจลุินทรีย ์โดยทั่วไปเซลลใ์นระยะ log 
phase ไวต่อการถูกท าลายดว้ยความรอ้นมากกว่าเซลลใ์นระยะ stationary phase 3) การปรบัตัว
ของจลุินทรียต์่อความรอ้น (heat adaptation) มีผลท าใหจุ้ลินทรียต์า้นทานความรอ้นไดดี้ขึน้เช่น เม่ือ
ท าใหเ้ซลลไ์ดร้บัความรอ้นท่ีอณุหภมูิสงูกว่าอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญในชว่งระยะเวลาหนึ่ง จะ
ท าใหเ้ซลลมี์การตา้นทานต่อความรอ้นท่ีอุณหภูมิสูงไดดี้ยิ่งขึน้ เช่น ในปี ค. ศ. 1986   Mackey และ 

Derrick ไดพ้บว่าเม่ือน าเซลลข์อง S. Typhimurium ท่ีผ่านการเพาะเลีย้งท่ีอุณหภูมิ 37C ไปบ่มท่ี

อณุหภมูิสงูกว่าปกต ิท่ีอณุหภมูิ 42C, 45C และ 48C ช่วงระยะเวลาหนึ่ง  ก่อนท่ีจะใหค้วามรอ้นท่ี

อุณหภูมิระดับสูงขึน้  (55C) พบว่า S. Typhimurium สามารถต้านทานความร้อนได้ดีขึน้ตาม
อุณหภูมิของการบ่มท่ีเพิ่มขึน้ การตา้นทานต่อความรอ้นท่ีอุณหภูมิระดบัสูงขึน้นีเ้รียกว่า induced 
thermotolerance 4) การเกาะติดของเชือ้จลุินทรียก์บัผิวของสิ่งใดสิ่งหนึ่งมีผลท าใหจ้ลุินทรียส์ามารถ
ต้านทานต่อความรอ้นได้ดีกว่าจุลินทรีย์ท่ีอยู่อย่างอิสระไม่เกาะกับสิ่งใดเช่น จากการวิจัยของ 

Humphrey และคณะ ในปี ค. ศ. 1997  พบว่าค่า D58C ของ S. Typhimurium DT104 ท่ีเกาะติดอยู่

กับเนือ้หมูมีค่ามากกว่า 10 นาที ขณะท่ีค่า  D58C ของเซลลอิ์สระมีค่าเพียง 2 นาที   เช่นเดียวกับ
งานวิจยัของ Dhir และ Dodd ในปี ค. ศ. 1995 พบว่า เซลลข์อง S. Enteritidis ท่ีเกาะอยู่กับผิวของ

แกว้และโลหะสแตนเลสมีค่า D52C มากกว่าค่า D52C ของเซลลอิ์สระถึง 2 เท่า ดงันัน้ในการท าลาย
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จลุินทรียท่ี์ติดอยู่กบัผิวของอปุกรณค์วรค านงึถึงการใชค้วามรอ้นท่ีเหมาะสม และ 5) ลกัษณะทางเคมี
และกายภาพของอาหารมีผลตอ่การตา้นทานความรอ้นของจลุินทรียเ์ช่น ถา้มีการเพิ่มปรมิาณของแข็ง 
ลดปรมิาณน า้ ลดคา่ pH โดยการเติมกรดอินทรียห์รือแมแ้ตก่ารเติมกรดอินทรียต์า่งชนิดกนัในอาหาร 
ก็มีผลท าใหจ้ลุินทรียต์า้นทานความรอ้นไดต้่างกัน การเติมเกลือหรือน า้ตาลก็มีผลท าใหจ้ลุินทรีย์ทน
ความรอ้นไดดี้ขึน้   อย่างไรก็ตาม การมีสารเคมีบางชนิดในอาหารเชน่ แบคเทอรโิอซิน สาร EDTA พอ
ลิฟอสเฟต ไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด ์และระบบแลคโตเพอรอ์อกซิเดส ท าให้แบคทีเรียบางชนิดเช่น 
Salmonella ไวต่อการถูกท าลายดว้ยความรอ้นมากขึน้    ดงันัน้ในการใชค้วามรอ้นท าลายจุลินทรีย ์ 
จงึควรค านึงถึงปัจจยัตา่งๆ เหล่านีซ้ึ่งมีความส าคญัตอ่ความปลอดภยัของผูบ้ริโภคเน่ืองจากจลุินทรีย์
อาจรอดชีวิตจากกระบวนการแปรรูปอาหารและก่อใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษไดโ้ดยมีสาเหตุมาจาก
การเปล่ียนแปลงสตูรอาหารเช่น การปรบัปรมิาณของแข็งทัง้หมด ปรมิาณกรด และคา่ water activity 
(aw) ของอาหารท่ีอาจมีผลท าใหจ้ลุินทรียต์า้นทานความรอ้นไดดี้ขึน้  
 
วัตถุประสงค ์
1.     เพ่ือเรียนรูถ้ึงวิธีการตรวจหาจ านวนจลุินทรียท์นความรอ้น วิธีการหาคา่ D  และคา่ Z  
2.     เพ่ือเรียนรูถ้ึงปัจจยัท่ีมีผลตอ่การตา้นทานความรอ้นของจลุินทรีย ์ 
 
อุปกรณ ์
1. ตวัอยา่งอาหารไดแ้ก่ น า้นมดบิ 
2.  เชือ้แบคทีเรียท่ีใชไ้ดแ้ก่ Escherichia coli  
3.  อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่ Nutrient Broth (NB) และ Plate Count Agar (PCA) 
4.  หลอดทดลองท่ีบรรจนุ  า้กลั่นและสารละลายซูโครสความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 หลอดละ 9 มิลลิลิตร 
5.     สารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 และสารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70   
6.     หลอดทดลองปราศจากเชือ้ จานเพาะเชือ้ ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตร และแทง่แกว้งอ 
7.     rack ส าหรบัใสห่ลอดทดลอง และ เทอรโ์มมิเตอร ์

8.     ตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37C และ อา่งน า้ท่ีมีอณุหภมูิ  58C, 64C, 62.8 C และ 70C 
 
วิธีการทดลอง  
ตอนท่ี 1   การตรวจหาจ านวนจลุินทรียท์นความรอ้น(Thermoduric count / Laboratory   
                pasteurization count) ดว้ยวิธี Low-Temperature/Long-Time (LTLT) Pasteurization 
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1.    ปิเปตตวัอยา่งน า้นมดบิ 5 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองปราศจากเชือ้ (ระวงัอยา่ใหต้วัอยา่งอาหาร
เกาะท่ีขา้งหลอดเหนือระดบัอาหารเหลวเพราะอาหารท่ีติดขา้งหลอดอาจอาจไดร้บัความรอ้นไม่
ถึงระดบัท่ีตอ้งการ) จากนัน้ปิดฝาหลอดทดลอง   

2.     หลงัจากท่ีอณุหภูมิของอ่างน า้คงท่ี 62.8  0.5 C แลว้วาง rack ส าหรบัใส่หลอดทดลองลงไป
ในอ่างน า้ น าหลอดใส่ตวัอย่างอาหารแช่ในอ่างน า้นี ้ระดบัน า้ควรอยู่เหนือระดบัของอาหารเหลว
ประมาณ 4 เซนตเิมตรหรือมากกวา่ จุม่เทอรโ์มมิเตอรล์งในหลอดอาหารเพ่ือวดัอณุหภมูิ 

3.     เริ่มจบัเวลาเม่ืออุณหภูมิเขา้ใกล ้62.8C หรือต ่ากว่าไม่เกิน 0.5C (อุณหภูมิของตวัอย่างควร

ขึน้ถึง 62.8C ภายใน 5 นาที) จบัเวลาจนครบ 30 นาที จากนัน้น าหลอดทดลองออกจากอา่งน า้ 

น ามาท าใหเ้ย็นจนถึงอณุหภมูิต  ่ากวา่ 10C โดยแชใ่นอา่งน า้แข็ง  
4.   ตรวจหาจ านวนจลุินทรียท์นความรอ้นดว้ยวิธี Standard Plate Count โดยเจือจางตวัอยา่งอาหาร

จนไดร้ะดบัความเจือจาง 10-1 และ 10-2 ตรวจนบัจ านวนเซลลโ์ดยเทคนิค spread plate บน

อาหาร PCA  คว ่าจานแลว้น าไปบม่ในตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  37C  เป็นเวลา  48  ชั่วโมง 
5.   นบัจ านวนโคโลนีในจานอาหารท่ีมีจ  านวนโคโลนีระหวา่ง 25-250 โคโลนี  ค  านวณหาจ านวนเชือ้ 

จลุินทรียท์นความรอ้นตอ่ตวัอยา่งอาหาร 1 มิลลิลิตร (Thermoduric count หรือ Laboratory 
pasteurization count ตอ่มิลลิลิตร) 

 
ตอนท่ี 2   การหา D  value และ Z value 
1.    ถ่ายเชือ้ E. coli ปรมิาณ 1 ลปูเตม็จากหลอดอาหาร NA slant ลงในอาหารเหลว NB ปรมิาตร 10 

มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภูม ิ37C เป็นเวลา 24  ชั่วโมง จากนัน้น าหลอดเชือ้ในอาหาร NB ท่ี
บม่แลว้ มาป่ันเหว่ียงเพ่ือแยกเซลลท่ี์ความเรว็ 3000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที   ลา้งเซลล ์ 
2  ครัง้ดว้ยสารละลายเปปโตน  จากนัน้ท าใหไ้ดส้ารแขวนลอยเซลลป์รมิาตร 10 มิลลิลิตร
หลงัจากการลา้งครัง้สดุทา้ย   

2.     เติมสารแขวนลอยเซลลข์อง E. coli ลงในหลอด suspending media จ านวน 6 หลอด (เขียน
ข้างหลอดว่า 0, 30, 60, 90, 120 และ 150 วินาที) หลอดละ 1 มิลลิลิตร (ให้แต่ละกลุ่มใช ้
suspending media เพียง 1 ชนิดซึ่งไดแ้ก่ น า้กลั่น และสารละลายซูโครสความเขม้ขน้รอ้ยละ 10   

และหาคา่ D เพียง 1 ระดบัอณุหภูมิเท่านัน้จาก 3 ระดบัอณุหภูมิคือ 58C,   64C และ 70C) 
หลอดท่ี 1 (หลอดท่ีเขียนขา้งหลอดว่า 0 วินาที) เป็นหลอดท่ีไม่ตอ้งน าไปผ่านความรอ้น เก็บ
หลอดนีไ้วเ้พ่ือน าไปตรวจนบัจ านวนเซลลท่ี์มีชีวิต  

3.     ตัง้อณุหภูมิของอ่างน า้รอ้นท่ี  58C,   64C และ 70C แลว้วาง rack ส าหรบัใส่หลอดทดลอง
ลงไปในอ่างน า้รอ้น น าหลอดควบคุมอุณหภูมิท่ีมีสารชนิดเดียวกับสารท่ีใช้เป็น suspending 
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media ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (มี เทอร์โมมิ เตอร์เสียบอยู่ ในหลอดควบคุม ) และหลอด 
suspending media ท่ีเหลืออีก 5 หลอดซึ่งไดเ้ติมสารแขวนลอยเซลลข์อง E. coli แลว้ มาแช่ใน
อ่างน า้รอ้นพรอ้มๆ กัน เม่ืออุณหภูมิในหลอดควบคุมถึงระดบัท่ีตอ้งการ เริ่มจับเวลาทันที เม่ือ
ครบ 30 วินาที ยกหลอดท่ีเขียนว่า 30 วินาที ออกจากอ่างน า้รอ้น ท าใหเ้ย็นทันที แลว้จับเวลา
ตอ่ไปเม่ือครบ  60 วินาที ยกหลอดท่ีเขียนว่า 60 วินาที ออกมาอีก 1 หลอด ท าเช่นนีไ้ปเรื่อย ๆ ไป
จนครบ 150 วินาที  

4.    ท าการเจือจางเชือ้ในหลอดท่ีไมไ่ดผ้า่นความรอ้น (หลอดท่ีเขียนวา่ 0 วินาที) และหลอดท่ีผา่นการ
ใหค้วามรอ้นท่ีเวลาต่างกนัคือ 30, 60, 90, 120 และ 150 วินาที โดยท าการเจือจางไปเรื่อยๆ ถึง
ระดบัความเจือจางท่ีคาดว่าจะมีจ านวนจลุินทรียท่ี์มีชีวิตในชว่ง 25-250 โคโลนี ปิเปตตวัอย่างใน
แตล่ะหลอดผ่านการเจือจางท่ี 3 ระดบัความเจือจางสดุทา้ย (ตารางท่ี 5.1 ) ลงบนผิวหนา้อาหาร 
PCA ปรมิาตรจานละ 0.1 มิลลิลิตรแลว้เกล่ียตวัอยา่งใหท้ั่วผิวหนา้อาหารดว้ยแทง่แกว้งอท่ีปลอด
เชือ้ เพ่ือตรวจหาจ านวน E. coli ท่ีมีชีวิตในแตล่ะหลอดดว้ยเทคนิค spread plate  

 
        ตารางท่ี 5.1  ระดบัความเจือจางของตวัอย่างท่ีจะปิเปตลงบนผิวหนา้อาหาร PCA ดว้ยเทคนิค 

spread plate  
ระยะเวลาท่ีผ่านความ
รอ้น (วินาที) 

ระดบัความเจือจาง 3 ระดบัสดุทา้ย 

58C 64C 70C 
0 10-5, 10-6, 10-7 10-5, 10-6, 10-7 10-5, 10-6, 10-7 
30 10-5, 10-6, 10-7 10-4, 10-5, 10-6 10-4, 10-5, 10-6 
60 10-5, 10-6, 10-7 10-4, 10-5, 10-6 10-4, 10-5, 10-6 
90 10-3, 10-4, 10-5 10-2, 10-3, 10-4 10-2, 10-3, 10-4 
120 10-3, 10-4, 10-5 10-2, 10-3, 10-4 10-1, 10-2, 10-3 
150 10-2, 10-3, 10-4 10-1, 10-2, 10-3 10-1, 10-2, 10-3 

 

5.    น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นบัจ านวนเซลลใ์นจานท่ีมีจ านวน 25-250 โคโลนี 
6.     เขียนกราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างคา่  log ของจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวิตหลงัจากใหค้วามรอ้น 

(log CFU ต่อมิลลิลิตร) กบัเวลา จากนัน้หาสมการเสน้ตรงเพ่ือน ามาค านวนหาค่า D โดยคา่ D 
เท่ากับ -1/slope ให้นักศึกษาแต่ละกลุ่มรายงานผลการค านวณค่า D ใน suspending media 
ชนิดท่ีใชพ้รอ้มทัง้บอกอณุหภมูิท่ีใหค้วามรอ้นดว้ย  

7.    เขียนกราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง log ของคา่ D กบัอณุหภูมิท่ีใหค้วามรอ้น (58C,   64C 

และ 70C) จะไดก้ราฟการท าลายจุลินทรียด์ว้ยความรอ้น (thermal destruction curve, TDC 
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หรือ thermal death time curve, TDT) และหาสมการเส้นตรง เพ่ือค านวนหาค่า Z (Z value) 

โดยค่า Z เท่ากับ -1/slope  ค่า Z ก็คือ การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ (C หรือF)  ท่ีท าให้ค่า D 
ลดลง 1 log cycle  ค่า Z บอกถึงความตา้นทานความรอ้นของจุลินทรียท่ี์อุณหภูมิท่ีใชท้  าลาย
จลุินทรียร์ะดบัตา่งกนั ท าใหส้ามารถหากระบวนการใหค้วามรอ้นระดบัเดียวกนัท่ีระดบัอุณหภูมิ
ของการใหค้วามรอ้นต่างกนัได ้เช่น ในการใหค้วามรอ้นจุลินทรียช์นิดหนึ่ง ค  านวณหาคา่ Z  ได ้

10 C ชีใ้หเ้ห็นว่า ถ้าค่า D ของจุลินทรียช์นิดนีท่ี้อุณหภูมิ 100 C เป็น 50 นาที ดงันัน้ค่า D ท่ี

อณุหภมูิ 110 C จะเป็น 5 นาที และท่ีอณุหภมูิ 120C จะเป็น 0.5 นาที  
 
 
 
 
 
 
 
 
   

 รูปท่ี 5.1  กราฟการอยูร่อดของ Salmonella Typhimurium DT104 และการหาคา่ D ท่ีอณุหภมูิ 60 

(D60C) ในสารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1: จากภาพ D value 

เทา่กบั
033.0

1



  เทา่กบั 30.3 วินาที   

ท่ีมา: Nanasombat (2001) 
 
 
 
 
 
 
                      
 
                         รูปท่ี 5.2   ตวัอยา่งกราฟ Thermal Death Time และการหาคา่ Z 
                         ท่ีมา: Ray (2004) 
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บันทกึผลการทดลอง 
1.  ผลการหาจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวิตในระหวา่งการใหค้วามรอ้นท่ีอณุหภมูิ.........C                             

     เพ่ือหาคา่ D ท่ีอณุหภมูิ …… C ของแบคทีเรีย................................................... 
     ชนิดของ suspending media ท่ีใชคื้อ.................................................... 
เชือ้ในหลอดท่ี 1 (ใหค้วามรอ้น 0 วินาที) 
 
จานท่ี จ านวนโคโลนี 

จ านวนเซลลเ์ริ่มตน้ 
(CFU ตอ่มิลลิลิตร) 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

1     
2    

เชือ้ในหลอดท่ี 2 (ใหค้วามรอ้น 30 วินาที) 
 
จานท่ี จ านวนโคโลนี 

จ านวนเซลลท่ี์รอด
ชีวิต  

(CFU ตอ่มิลลิลิตร) 
 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

1     
2    

เชือ้ในหลอดท่ี 3 (ใหค้วามรอ้น 60 วินาที) 
 
จานท่ี จ านวนโคโลนี 

จ านวนเซลลท่ี์รอด
ชีวิต 

 (CFU ตอ่มิลลิลิตร) ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

1     
2    

เชือ้ในหลอดท่ี 4 (ใหค้วามรอ้น 90 วินาที) 
 
จานท่ี จ านวนโคโลนี 

จ านวนเซลลท่ี์รอด
ชีวิต 

 (CFU ตอ่มิลลิลิตร) 
 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

1     
2    
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เชือ้ในหลอดท่ี 5 (ใหค้วามรอ้น 120 วินาที) 
 
จานท่ี จ านวนโคโลนี 

จ านวนเซลลท่ี์รอด
ชีวิต 

 (CFU ตอ่มิลลิลิตร) ระดบัความเจือจาง
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

1     
2    

เชือ้ในหลอดท่ี 6 (ใหค้วามรอ้น 150 วินาที) 
 
จานท่ี จ านวนโคโลนี 

จ านวนเซลลท่ี์รอด
ชีวิต 

(CFU ตอ่มิลลิลิตร) 
 

ระดบัความเจือจาง
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง
ท่ี........... 

ระดบัความเจือจาง 
ท่ี........... 

1     
2    

 

3. ผลการค านวณหาคา่ D และคา่ Z  ใน suspending media ชนิดตา่งๆ 
ชนิดของ suspending 

media 
อณุหภมูิ (C) D value Z value 

น า้กลั่น 58   
64  
70  

สารละลายซูโครสความ
เขม้ขน้รอ้ยละ 10 

58   
64  
70  

 
ค าถามท้ายบท 
1.    จลุินทรียใ์นกลุม่ Thermoduric และ Thermophilic ตา่งกนัอยา่งไร มีความส าคญัตอ่อาหาร

อยา่งไร   และการตรวจหาจ านวนจลุินทรียท์ัง้สองกลุม่ท าไดอ้ย่างไร  
2.    คา่ Decimal reduction time หมายถึงอะไร และบง่บอกคณุสมบตัขิองจลุินทรียใ์นดา้นใด   
3.    จากคา่ D ท่ีนกัศกึษาหาไดจ้ากกราฟความสมัพนัธข์องจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวิตกบัเวลาท่ีใหค้วาม

รอ้น จงหาวา่จะใชเ้วลานานเพียงใดในการใหค้วามรอ้นจนท าใหจ้  านวนเซลลล์ดลง 12D    
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 4.   จากขอ้มลูการค านวณหาคา่ D และ คา่ Z  จงเปรียบเทียบการใช ้suspending media ตา่งชนิด
กนัท่ีใชใ้นการทดลองนีว้่ามีผลตอ่การตา้นทานความรอ้นของจลุินทรียอ์ยา่งไร 

 
เอกสารอ้างอิง 
Banwart, G. J. 1989. Basic Food Microbiology, 2nd ed. Van Nostrand Reinhold, New York. 
Collins-Thompson, D.L., Bunning, V.K. 1992. Thermoduric microorganisms and heat 

resistance measurements. In: Vanderzant, C., Splittstoesser, D. F. (Eds.), Compendium 
of Methods for the Microbiological Examination of Foods, 3rd ed. American Public 
Health Association, Washington, D C,  pp. 169-238. 

Dhir, V.K., Dodd, C.E.R. 1995. Susceptibility of suspended and surface-attached 
Salmonella Enteritidis to biocides and elevated temperature. Applied and 
Environmental Microbiology. 61: 1731-1738. 

Doyle, M.E., Mazzotta, A.S. 2000. Review of studies on the thermal resistance of  
salmonellae. Journal of Food Protection. 63: 779-795. 

Frank, J.F., Christen, G.L., Bullerman, L.B. 1992. Tests for groups of microorganisms. In: 
Marshall, R.T. (Ed.). Standard Methods for the Examination of Dairy Products, 16th ed. 
American Public Health Association, Washington, D C. 

Humphrey, T. J., Wilde, S. J., Rowbury, R. J. 1997. Heat tolerance of Salmonella 
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บทปฏบัิตกิารที ่6 
การศึกษาการเสียของอาหารกระป๋องโดยจุลนิทรีย ์ 

 
 

              การผลิตอาหารกระป๋องเป็นการใชค้วามรอ้นสงูในระดบัสเตอริไลซ ์ (อณุหภูมิสงูกวา่ 100C 
ภายใตค้วามดนั) เพ่ือท าลายจลุินทรียท่ี์มีความส าคญัเช่น จลุินทรียก์่อโรคและจลุินทรียท่ี์ท าใหอ้าหาร
เสียใหห้มดไป การท่ีจะใหค้วามรอ้นสงูระยะเวลานานเท่าใดนัน้ขึน้อยูก่บัคา่พีเอชของอาหาร ส าหรบั

การใหค้วามรอ้นอาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่า (low-acid foods, pH  4.6) มีจดุประสงคเ์พ่ือท าลาย
สปอรข์อง Clostridium botulinum ซึ่งเป็นจลุินทรียก์่อโรคท่ีทนความรอ้นไดส้งูสดุเพ่ือท่ีอาหารจะ
ปราศจากจลุินทรียก์่อโรคชนิดใดๆ ในการท่ีจะใหค้วามรอ้นกบัอาหารมากนอ้ยเพียงใดนัน้ขึน้อยู่กบั
ประเภทของอาหาร ปรมิาณสปอรใ์นอาหาร คา่พีเอชของอาหาร สภาวะในการเก็บรกัษา และปัจจยั
อ่ืน ๆ ตวัอยา่งเชน่ ผกักระป๋องท่ีมีกรดต ่าและเนือ้กระป๋องท่ีไม่ไดเ้ตมิเกลือตอ้งผา่นความรอ้นถึง 12D 
(12D process) หรือ botulinum cook ซึ่งหมายถึงการใหค้วามรอ้นเป็นระยะเวลานานพอท่ีจะลด
ปรมิาณสปอรข์อง C. botulinum ลง 12 log cycle สปอรข์อง C. botulinum  เป็นสปอรท่ี์สามารถ

งอกไดท่ี้อณุหภมูิ 43C หรือสงูกวา่ (thermophilic spore) หลงัจากสปอรง์อกอาจเจรญิไดท่ี้อณุหภมูิ

ต  ่าถึง 30C  
               อยา่งไรก็ตาม สปอรข์องแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเสียบางชนิดซึ่งสามารถตา้นทานความรอ้น
ไดส้งูกวา่สปอรข์อง C. botulinum  อาจรอดชีวิตไดห้ลงัผา่นความรอ้นสงูซึ่งถา้หากจะท าลายสปอร์
ของจลุินทรียท่ี์ทนความรอ้นสงูนี ้ ตอ้งเพิ่มอณุหภมูิและเวลาในการท าลายเชือ้ในอาหารกระป๋องให้
สงูขึน้ การท าเช่นนีจ้ะท าใหค้ณุภาพทางโภชนาการและลกัษณะเนือ้สมัผสัของอาหารเปล่ียนแปลงไป
อยา่งมาก ดงันัน้จงึพยายามท่ีจะถนอมลกัษณะดงักลา่วโดยใชค้วามรอ้นท่ีอณุหภมูิสงูมากภายใน
ระยะเวลาสัน้ ๆ เพ่ือท าลายจลุินทรียก์่อโรคและจลุินทรียท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย การท าลายจลุินทรียใ์น
ลกัษณะเชน่นีเ้รียกวา่ commercial sterility หรือการท าใหป้ลอดเชือ้ทางการคา้ซึ่งหมายถึงการใช้
ความรอ้นในการท าลายจลุินทรียท่ี์เป็นอนัตราย รวมทัง้จลุินทรียช์นิดอ่ืนท่ีสามารถเจรญิไดใ้นอาหาร
ภายใตส้ภาพปกตซิึ่งไมไ่ดแ้ช่เย็น ซึ่งสภาพของการใหค้วามรอ้นเชน่นีจ้ะท าใหมี้จลุินทรียท่ี์รอดชีวิต
เหลืออยูน่อ้ยมาก ตวัอย่างเชน่ อาจมีสปอรข์องจลุินทรียท่ี์ทนความรอ้นไดส้งูซึ่งไมใ่ชจ่ลุินทรียก์่อโรค
เหลือรอด สปอรท่ี์รอดชีวิตนีจ้ะเจรญิไดก็้ตอ่เม่ือเก็บอาหารกระป๋องไวท่ี้อณุหภมูิสงู ดงันัน้สิ่งส  าคญั 2 
ประการท่ีควรท าในการปอ้งกนัการเน่าเสียของอาหารกระป๋องก็คือ ตอ้งใหมี้ปรมิาณสปอรเ์ริ่มตน้ต ่า
ท่ีสดุเทา่ท่ีจะเป็นไปไดก้่อนท่ีจะผา่นกระบวนการผลิตและตอ้งเก็บอาหารกระป๋องไวท่ี้อณุหภมูิต  ่ากว่า 

40C เพราะสปอรท่ี์ทนอณุหภมูิสงูในการฆา่เชือ้สว่นใหญ่เป็นพวกท่ีเจรญิไดท่ี้อณุหภมูิสงู  
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               ส  าหรบัการผลิตอาหารกระป๋องประเภทท่ีมีกรดสงูซึ่งมี pH ต ่ากวา่ 4.6 จะใหค้วามรอ้นเพ่ือ
ท าลายเซลลท่ี์มีชีวิตทัง้หมดและสปอรบ์างชนิด  ถึงแมว้่าคา่ pH ท่ีต  ่าจะยบัยัง้การงอกของสปอรแ์ละ
การเจรญิของ C. botulinum ได ้ แตส่ปอรข์องแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเสียบางชนิดซึ่งเจรญิไดท่ี้
อณุหภมูิสงูกวา่ปกติและทนกรดไดดี้จะสามารถงอก และเจรญิไดถ้า้เก็บอาหารนัน้ไวท่ี้อณุหภมูิสงูแม้
เพียงระยะเวลาสัน้ก็ตาม สว่นสปอรข์องแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเสียและแบคทีเรียท่ีท าใหเ้กิดโรคท่ี
ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิปานกลางซึ่งทนความรอ้นสงูไดดี้ก็สามารถรอดชีวิตจากการใหค้วามรอ้นอาหาร
ท่ีมีกรดสงูไดเ้ชน่กนั แตไ่มส่ามารถงอกไดท่ี้ระดบัพีเอชต ่า ในกรณีของอาหารเนือ้กระป๋องท่ีเตมิเกลือ
หรืออาหารท่ีลดคา่ aw หรือเตมิสารยบัยัง้จลุินทรียช์นิดอ่ืน การท าลายจลุินทรียส์ามารถใชค้วามรอ้น
ในระดบัต ่าลงได ้

               โดยทั่วไป การเสียของอาหารกระป๋องเกิดขึน้ไม่บอ่ยนกั แตถ่า้มีการเสียเกิดขึน้จะตอ้งมีการ
ตรวจสอบอยา่งเหมาะสม ถา้มีการบวมของกระป๋องเกิดขึน้ก็มกัจะบง่บอกถึงการเสียของอาหารภาย 
ในกระป๋อง ในระหว่างการเสียของอาหาร กระป๋องอาจเปล่ียนรูปจากลกัษณะปกติไปเป็นลกัษณะ
กระทบโป่ง (flipper หรือ springer) ลกัษณะ soft swell  หรือลกัษณะ hard swell อยา่งไรก็ตาม การ
เสียของอาหารอาจไมใ่ชส่าเหตเุดียวท่ีท าใหก้ระป๋องมีลกัษณะผิดปกติ การบรรจอุาหารมากเกินไปใน
กระป๋อง (overfilling) การบบุของกระป๋องจากแรงกระทบ (denting) และการปิดฝากระป๋องขณะเย็น
ก็อาจเป็นสาเหตใุหก้ระป๋องเกิดลกัษณะท่ีผิดปกตไิดเ้ชน่กนั การเสียโดยการกระท าของจลุินทรียแ์ละ
แก๊สไฮโดรเจนซึ่งเกิดจากปฏิกิรยิาของกรดในอาหารกบัโลหะจากตวักระป๋อง อาจเป็นสาเหตท่ีุส าคญั
ในการท าใหก้ระป๋องบวม นอกจากนีก้ารเก็บอาหารกระป๋องไวใ้นท่ีท่ีมีอณุหภมูิสงูโดยเฉพาะในฤดู
รอ้นก็อาจเป็นปัจจยัหนึ่งท่ีชว่ยเพิ่มการบวมของกระป๋อง  อย่างไรก็ตาม มีจลุินทรียบ์างชนิดท่ีไมส่รา้ง
แก๊สเจรญิในอาหารกระป๋องและท าใหอ้าหารเสียโดยไมเ่กิดลกัษณะผิดปกตขิองกระป๋อง 
 
การเสียของอาหารกระป๋อง 
               การเสียของอาหารกระป๋อง สว่นใหญ่มีสาเหตมุาจากการกระท าของจลุินทรียท่ี์สรา้งสปอร์
ทนความรอ้นเกือบทัง้หมด แบคทีเรียท่ีสรา้งสปอรท่ี์เก่ียวขอ้งกบัอาหารมี 2 สกลุไดแ้ก่ Clostridium 
และ Bacillus ส าหรบั Clostridium มีทัง้ชนิดท่ีไมต่อ้งการอากาศในการเจรญิ (strict anaerobes) 
และชนิดท่ีเจรญิไดท้ัง้สภาพท่ีมีอากาศและไมมี่อากาศ (facultative anaerobes) แตช่อบเจรญิใน
สภาพท่ีไมมี่อากาศมากกว่า สว่นพวก Bacillus มีตัง้แตช่นิดท่ีตอ้งการอากาศในการเจรญิ (aerobes) 
ไปจนถึงพวกท่ีเจรญิไดท้ัง้สภาพท่ีมีและไมมี่อากาศ การเสียของอาหารกระป๋องโดยจลุินทรียม์าจาก
สาเหตท่ีุส าคญั 3 ประการไดแ้ก่ 1) การท าใหเ้ย็นไมเ่พียงพอหรือเก็บอาหารไวใ้นสภาพท่ีมีอณุหภมูิสงู 
2) ใหค้วามรอ้นไมเ่พียงพอเป็นผลใหจ้ลุินทรียช์นิดท่ีชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิปานกลางอยูร่อดและเจรญิ
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ไดแ้ละ 3) การรั่วของกระป๋อง ท าใหเ้กิดการปนเป้ือนของจลุินทรียจ์ากภายนอก การเสียของอาหาร
กระป๋องมีหลายประเภทไดแ้ก่ 
       1.  การเสียของอาหารกระป๋องโดยจลุินทรียส์รา้งสปอรท่ี์ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิสงู (Thermophilic 
sporeformers) 
               จลุินทรียก์ลุม่นีเ้ป็นสาเหตขุองการเสีย 3 ประเภทของอาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่าเช่นขา้วโพด 

ถั่ว เนือ้สตัว ์เม่ือเก็บอาหารไวท่ี้อณุหภมูิไมเ่หมาะสมเชน่ ท่ีอณุหภมูิ 43C แมแ้ตใ่นระยะเวลาสัน้  
       1.1   Flat Sour Spoilage  
               กระป๋องไมบ่วม แตอ่าหารภายในกระป๋องเป็นกรดมากขึน้เน่ืองจากเกิดการงอกของสปอร์
และการเจรญิของเชือ้ Bacillus stearothermophilus ซึ่งเป็นเชือ้ท่ีเจรญิไดท้ัง้สภาพท่ีมีอากาศและไม่

มีอากาศ  การงอกของสปอรเ์กิดขึน้ท่ีอณุหภมูิ 43C หรือสงูกวา่ แตก่ารเจรญิเกิดขึน้ท่ีอณุหภมูิต  ่า

กวา่ (30C หรือสงูกว่า) เชือ้ชนิดนีห้มกัคารโ์บไฮเดรต ใหก้รดแตไ่มใ่หแ้ก๊สและท าใหมี้กลิ่นรสผิดปกติ 
1.2 Thermophilic Anaerobic (T.A.) Spoilage 

การเสียแบบนี ้มีสาเหตมุาจากการเจรญิของแบคทีเรียชนิดท่ีไมต่อ้งการอากาศในการเจรญิ 
เชน่ Clostridium thermosaccharolyticum เชือ้ชนิดนีส้รา้งแก๊สไฮโดรเจนและคารบ์อนไดออกไซด์
ปรมิาณมาก ท าใหก้ระป๋องบวม มีกลิ่นเปรีย้วและกลิ่นเหมือนเนยแข็ง (sour and cheesy odor)    

1.3 Sulfide Stinker Spoilage 
               การเสียประเภทนี ้ มีสาเหตมุาจากการเจรญิของแบคทีเรียแกรมลบชนิดท่ีไมต่อ้งการอากาศ
ในการเจรญิคือ Desulfotomaculum nigrificans กระป๋องไมบ่วม แตอ่าหารภายในจะมีสีเขม้ด าขึน้
และมีกลิ่นไขเ่นา่เน่ืองจากแก๊สไฮโดรเจนซลัไฟดท่ี์แบคทีเรียชนิดนีส้รา้งขึน้ แก๊สไฮโดรเจนซลัไฟดซ์ึ่ง
สรา้งขึน้จากกรดอะมิโนท่ีประกอบดว้ยซลัเฟอรจ์ะละลายในของเหลว และท าปฏิกิริยากบัเหล็กเกิดสี

ด าของเหล็กซลัไฟด ์ทัง้การงอกของสปอรแ์ละการเจรญิจะเกิดขึน้ท่ีอณุหภมูิ 43C หรือสงูกวา่ 
       2.  การเสียของอาหารกระป๋องเน่ืองจากใหค้วามรอ้นไมเ่พียงพอ (underprocessing) 
             การใหค้วามรอ้นไม่เพียงพอในการท าลายจลุินทรีย ์ อาจมีสาเหตมุาจากความผิดพลาดใน
การท างานของหมอ้นึ่งฆา่เชือ้เน่ืองจากความผิดปกตใินการท างานของเทอรโ์มมิเตอร ์ และอปุกรณ์
ส าหรบัควบคมุอ่ืนๆ การใหค้วามรอ้นไมเ่พียงพออาจเป็นสาเหตทุ าใหส้ปอรข์อง Clostridium และ 
Bacillus บางชนิดอยูร่อด งอก เจรญิและเป็นสาเหตกุารเสียของอาหารในเวลาตอ่มา  C. botulinum 
เป็นแบคทีเรียชนิดท่ีมีความส าคญัมากท่ีสดุซึ่งจะเจรญิและสรา้งสารพิษอนัตราย การเนา่เสียของ
อาหารโดยเชือ้ C. botulinum เกิดขึน้จากการยอ่ยสลายคารโ์บไฮเดรตและโปรตีน C. butyricum และ 
C. pasteurianum ก็สามารถหมกัคารโ์บไฮเดรตใหก้รดระเหย แก๊สไฮโดรเจน และแก๊สคารบ์อนได 
ออกไซดเ์ป็นสาเหตทุ าใหก้ระป๋องบวมไดเ้ชน่กนั C. sporogenes, C. putrefacience และ C. 
botulinum สามารถย่อยสลายโปรตีนใหไ้ฮโดรเจนซลัไฟด ์ เมอแคปแทน (mercaptans) อินโดล 
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(indole) สคาโทล (skatole) แอมโมเนีย แก๊สไฮโดรเจนและแก๊สคารบ์อนไดออกไซดซ์ึ่งเป็นสาเหตกุาร
บวมของกระป๋อง ส าหรบัสปอรข์องเชือ้ Bacillus spp. ท่ีชอบเจรญิในสภาพไมมี่อากาศซึ่งอยูร่อดจะ
ไมเ่จรญิในกระป๋อง แตถ่า้เป็นสปอรข์อง Bacillus spp. ชนิดท่ีเจรญิไดท้ัง้สภาพท่ีมีและไมมี่อากาศจะ
เจรญิไดใ้นกระป๋อง สรา้งกรดและแก๊สคารบ์อนไดออกไซดเ์ชน่ B. subtilis และ B. coagulans 
นอกจากนีก้ารมีอาหารเสียในกระป๋องโดยไมพ่บจลุินทรียมี์ชีวิต อาจเป็นเพราะการเสียของอาหารเกิด 
ขึน้ก่อนการใหค้วามรอ้นหรือเชือ้ตายในระหว่างเก็บรกัษา 
       3.  การเสียของอาหารกระป๋องเน่ืองจากกระป๋องรั่ว 
             การรั่วของกระป๋องเกิดจากต าหนิท่ีตวักระป๋องและรูท่ีเกิดจากการทิ่มแทงดว้ยวตัถใุนระหว่าง 
การขนสง่ จลุินทรียท่ี์ปนเป้ือนในน า้ท่ีใชท้  าใหเ้ย็นอาจเขา้สูภ่ายในกระป๋องทางรูเล็ก ๆ ท่ีตวักระป๋อง
หรือทางตะเข็บกระป๋องท่ีไม่ดี (รูปท่ี 6.1 และ 6.2)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 6.1 การตรวจสอบกระป๋องขัน้ตน้ 
  (a) รอยสนิมและรูรั่ว  (b) ลกัษณะปรากฏของตะเข็บกระป๋อง 

         (c) ส่วนตา่งๆ ของตะเข็บกระป๋อง (d) ภาพตดัของตะเข็บกระป๋อง 
                               ท่ีมา: Roberts และคณะ (1995) 
 
 

 

ตะเขบ็แน่น 

ตะเขบ็หลวม 

 ปลายตะเขบ็ 

ความยาว 

ความกวา้ง 

  เกยกนั 
ตะขอฝา 

ตะขอตวั 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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รูปท่ี 6.2 ตะเข็บกระป๋องท่ีผิดปกติ 
                                         ท่ีมา: Roberts และคณะ (1995); รตันา (2529) 
 

ตะเขบ็แน่นปกติ 
เกยกนันอ้ยเกินไป 

 

ตะเข็บหลวม 
เกยกนัปกต ิ
 

ตะเข็บหลวม 
เกยกนันอ้ยเกินไป 
และตะขอสัน้ 
 

ตะเข็บหลวมและไมเ่กยกนั 
ตะขอตวัและตะขอฝาสัน้ 
 

  ตะขอไมเ่ก่ียวกนั 
 

ตะเข็บยว้ย 
 

ตะเข็บแนน่ปกต ิ
เกยกนันอ้ยเกินไป 
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               การพบแบคทีเรียหลายชนิดจากสิ่งแวดลอ้มทัง้รูปรา่งทอ่น และรูปรา่งกลมชีใ้หเ้ห็นถึงการรั่ว
ของกระป๋อง จลุินทรียท่ี์เจริญในอาหารกระป๋องอาจเป็นสาเหตกุารเสียของอาหารไดห้ลายแบบซึ่งขึน้ 
อยูก่บัชนิดของจลุินทรียโ์ดยเฉพาะการปนเป้ือนของจลุินทรียก์่อโรคท าใหอ้าหารนัน้ไมป่ลอดภยัตอ่ผู้ 
บรโิภค 

               ในการสุม่ตวัอยา่งอาหารกระป๋องมาตรวจสอบการเสียโดยจลุินทรีย ์ ควรสุม่ตวัอยา่งมามาก
พอท่ีจะใหผ้ลการทดลองท่ีเช่ือถือได ้ แตเ่ม่ือทราบถึงสาเหตกุารเสียท่ีแน่นอนแลว้ การเพาะเลีย้งเชือ้
จากอาหารกระป๋องจ านวน 4-6 กระป๋องก็เพียงพอ แตใ่นบางกรณีอาจจ าเป็นตอ้งเพาะเลีย้งเชือ้จาก
อาหารกระป๋องมากถึง 10-50 กระป๋องก่อนท่ีจะคน้พบสาเหตกุารเสียของอาหารได ้
 
วัตถุประสงค ์

1.   เพ่ือเรียนรูถ้ึงลกัษณะการเสียของอาหารกระป๋องโดยจลุินทรีย ์

2.   เพ่ือเรียนรูก้ารตรวจหาจลุินทรียใ์นอาหารกระป๋อง 
 
อุปกรณ ์

1.    อาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่าและอาหารกระป๋องท่ีมีกรดสงูไดแ้ก่ ขา้วโพดกระป๋อง ถั่วกระป๋อง  
       มะเขือเทศกระป๋อง สบัปะรดกระป๋อง เงาะกระป๋อง น า้สบัปะรดกระป๋อง และอ่ืนๆ 
2.    แบคทีเรียบรสิทุธ์ิท่ีใชไ้ดแ้ก่  Bacillus sterothermophilus, Bacillus coagulans, Clostridium   
     sporogenes,  Clostridium thermosaccharolyticum และ Escherichia coli 
3.    อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่  Bromcresol Purple Dextrose Broth (BCP), Cooked Meat 

Medium (CMM), Nutrient Agar (NA), Acid Broth (AB) และ Malt Extract Broth (MEB) 
4.    สารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1  และสารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 
5.    สียอ้มและสารเคมีชนิดตา่ง ๆ ส าหรบัยอ้มแกรมและยอ้มสปอร ์ 
6.    อปุกรณช์นิดตา่งๆท่ีจ าเป็นไดแ้ก่ อปุกรณส์ าหรบัเปิดกระป๋อง เครื่องมือวดัความดนัหรือเครื่องมือ   
       วดัสญุญากาศ  (pressure guage หรือ vacuum guage) และกลอ้งจลุทรรศนพื์น้หลงัสวา่ง 
 
วิธีการทดลอง 
ตอนท่ี 1   การศกึษาการเจริญของจลุินทรียต์อ่การเสียของอาหารกระป๋อง 
สปัดาหท่ี์ 1  การเตรียมอาหารกระป๋องส าหรบัเตมิเชือ้จลุินทรียบ์รสิทุธ์ิ 
 1.    ลา้งกระป๋องดว้ยน า้สบู ่แลว้ลา้งดว้ยน า้สะอาด เช็ดใหแ้หง้ แลว้เช็ดดว้ยสารละลายเอทานอล

ความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 เปิดฝากระป๋องขา้วโพดหรือถั่วในน า้เกลือดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้โดยเจาะ
รูท่ีฝากระป๋องดว้ยท่ีเปิดกระป๋องท่ีผา่นการฆา่เชือ้แลว้ 
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2.    เทน า้เกลือในกระป๋องเล็กนอ้ยลงในบีกเกอรป์ลอดเชือ้เพ่ือใหเ้กิดท่ีว่างของอากาศใตฝ้ากระป๋อง 
3.    ถ่ายเชือ้ B. sterothermophilus, B. coagulans, C. sporogenes, C. thermosaccharolyticum 

และ E. coli ลงในขา้วโพดหรือถั่วกระป๋องจ านวน 5 กระป๋อง 1 กระป๋องตอ่ 1 เชือ้ 
4.    ปิดรูบนกระป๋องดว้ยโลหะหลอม จากนัน้บรรจแุตล่ะกระป๋องลงในถงุพลาสตกิซอ้นกนั 2 ใบ รดั

ปากถงุใหแ้นน่ดว้ยยาง  
5.    น ากระป๋องทัง้ 5  ใบไปบม่เป็นเวลา 1 สปัดาหท่ี์อณุหภมูิตา่งๆกนัดงันี ้

       - กระป๋องท่ีเตมิเชือ้ C. thermosaccharolyticum  และ B. sterothermophilus บม่ท่ี 55C 

       - กระป๋องท่ีเตมิเชือ้ C. sporogenes และ B. coagulans บม่ท่ีอณุหภมูิ 37C 

       - กระป๋องท่ีเตมิเชือ้ E. coli  บม่ท่ีอณุหภมูิ 37C 
        หมายเหต:ุ ถา้กระป๋องเริ่มบวมในระหว่างบม่ ควรน าไปเก็บไวใ้นตูเ้ย็น 
สปัดาหท่ี์ 2   การศกึษาการเสียของอาหารในกระป๋องท่ีเติมเชือ้จลุินทรียบ์รสิทุธ์ิ 
1. สงัเกตลกัษณะของกระป๋อง แลว้เปิดกระป๋องอยา่งระมดัระวงัโดยใชอ้ปุกรณส์ าหรบัเปิดกระป๋อง    

ท่ีปราศจากเชือ้ ถา้กระป๋องบวมในระหว่างการเปิดกระป๋อง ใหถื้อกรวยพลาสตกิในลกัษณะคว ่า
ไวด้า้นบนของกระป๋องเพ่ือปอ้งกนัของเหลวหรืออาหารในกระป๋องท่ีจะพุง่ออกมา สงัเกตลกัษณะ
ของอาหารท่ีเสีย การเกิดแก๊ส ดมกลิ่นของอาหารและบนัทกึผล 

2.    เทของเหลวในกระป๋องลงในบีกเกอร ์ปิดบีกเกอรด์ว้ยฝาจานเพาะเชือ้ เก็บไวใ้ชเ้ตรียมสไลด ์
3. ใชล้ปูท่ีปลอดเชือ้แตะของเหลวจากอาหารกระป๋องมาเกล่ียเป็นฟิลม์บางๆ บนสไลด ์ ท าการตรงึ

เซลลจ์ลุินทรีย ์ ยอ้มแกรมและยอ้มสปอรต์ามวิธีการในภาคผนวก ค แลว้สอ่งดดูว้ยกลอ้ง    
จลุทรรศนก์ าลงัขยาย 100 เทา่ วาดภาพเซลลแ์ละสปอรข์องจลุินทรียท่ี์เห็น 

 
ตอนท่ี 2  การตรวจสอบการเนา่เสียของอาหารกระป๋องท่ีสุม่ตวัอยา่งมาจากตลาด 
ก)    การเตรียมกระป๋องท่ีจะตรวจสอบการเนา่เสีย 
             เก็บตวัอยา่งอาหารกระป๋องเก่าชนิดท่ีมีกรดต ่า (pH > 4.6) และชนิดท่ีมีกรด (pH < 4.6) 
ชนิดละ 1 กระป๋อง บนัทกึรายละเอียดเชน่ ชนิดของอาหาร วนัเดือนปีท่ีผลิต รหสัของกระป๋อง วดั
ขนาดของกระป๋อง โดยวดัเสน้ผา่ศนูยก์ลางและความสงูของกระป๋อง (หนว่ยวดัเป็นนิว้) ดงึฉลากออก  
            ตรวจสอบลกัษณะภายนอกของกระป๋อง สงัเกตลกัษณะผิดปกตขิองกระป๋องไดแ้ก่ รอยบบุ 
รอยสนิม รอยกดักรอ่น รูเล็กๆ หรือรอยรั่ว ถา้หากกระป๋องบวม บนัทกึลกัษณะการบวม จ าแนกแตล่ะ
กระป๋องตามลกัษณะผิดปกตท่ีิอาจพบไดแ้ก่  

- Flat หมายถึงลกัษณะของกระป๋องท่ีฝากระป๋องทัง้สองดา้นโคง้เขา้ดา้นใน แบนหรือเวา้ 
- Flipper หมายถึงลกัษณะกระทบโป่งซึ่งเกิดจากกระป๋องมีสญุญากาศนอ้ยท าใหก้น้และฝา

โป่งออกไดง้่ายเม่ือมีแรงมากระทบดา้นขา้ง เม่ือกระทบดา้นหนึ่งอีกดา้นหนึ่งจะโป่งออก 
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- Springer หมายถึงลกัษณะของกระป๋องซึ่งฝาดา้นหนึ่งโป่งออกอยา่งถาวร เม่ือใชแ้รงกดลงไป
ท่ีฝาดา้นท่ีโป่งออกนี ้ฝาดา้นนีจ้ะบบุลงไปดา้นใน แตฝ่าอีกดา้นหนึ่งจะโป่งออก 

- Soft swell หมายถึงลกัษณะของกระป๋องท่ีฝาทัง้สองดา้นโป่งออกแตย่งัสามารถรบัแรงกดดนั
ขนาดปานกลางได ้

- Hard swell หมายถึงลกัษณะของกระป๋องท่ีฝาทัง้สองดา้นโป่งออกและไมส่ามารถรบัแรงกด 
ดนัได ้การบวมท่ีเกิดขึน้อยา่งรวดเรว็จะท าใหก้ระป๋องเสียรูปรา่งไปเลย เรียกลกัษณะของ
กระป๋องท่ีบวมจนเสียรูปรา่งนีว้า่ บคัเคลิ (buckle) 
 

ข)    การถ่ายอาหารออกจากกระป๋องเพ่ือการตรวจสอบ 
              วดัความดนัหรือสญุญากาศภายในกระป๋องโดยใชเ้ครื่องมือวดัความดนัหรือเครื่องมือวดั
สญุญากาศภายในกระป๋อง ชั่งน า้หนกัทัง้หมดของอาหารกระป๋อง (total weight) จากนัน้เปิดกระป๋อง
ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ในสภาพแวดลอ้มท่ีปราศจากเชือ้เท่าท่ีจะเป็นไปไดเ้ชน่ ในตูป้ลอดเชือ้ (vertical 
laminar air flow) ถ่ายอาหารทัง้หมดออกจากกระป๋องลงในบีกเกอรป์ลอดเชือ้ แยกของเหลวและเนือ้
อาหารออกจากกนัดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ ชั่งน า้หนกัเนือ้อาหารไมร่วมของเหลว (drained weight) 
จากนัน้ปิเปตของเหลวใส่บีกเกอรเ์พ่ือน าไปวดั pH ดว้ยเครื่องวดัพีเอช (อยา่ใชก้ระดาษวดัพีเอช) และ
เพ่ือการตรวจเชือ้ในขัน้ตอ่ไป บนัทึกลกัษณะปรากฏ สี กลิ่น ลกัษณะเนือ้สมัผสัและคณุภาพของ

อาหารโดยรวม (หา้มชิมอาหารโดยเด็ดขาด) น าอาหารท่ีเหลือไปแชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 4C เก็บไวใ้นกรณี
ท่ีตอ้งการวิเคราะหซ์  า้  สงัเกตลกัษณะภายในและภายนอกของกระป๋องเชน่ บนัทึกลกัษณะการรั่ว 
ความผิดปกตขิองตะเข็บกระป๋อง การกดักรอ่นในกระป๋อง ชั่งน า้หนกักระป๋องเปล่าและค านวณหา
น า้หนกัสทุธิ (net weight) และรอ้ยละของน า้หนกัเนือ้อาหารไมร่วมของเหลว ตามสตูรดงันี ้
 
                                         น า้หนกัสทุธิ    =    น า้หนกัทัง้หมด – น า้หนกักระป๋องเปล่า 
 

                    น า้หนกัเนือ้อาหาร (รอ้ยละ)   =    น า้หนกัเนือ้อาหาร     100 
                    ไมร่วมของเหลว                                น า้หนกัสทุธิ 
 
ค)    การตรวจหาจลุินทรียใ์นอาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่า (low-acid food, pH > 4.6)  
1      ถ่ายของเหลวหรือสว่นของของเหลวและอาหารในกระป๋อง 1-2 มิลลิลิตร หรืออาหารแข็ง 1-2 

กรมัลงในอาหาร Cooked Meat Medium (CMM) จ านวน 4 หลอดท่ีผา่นการตม้ไลอ่ากาศแลว้
ท าใหเ้ย็นอยา่งรวดเรว็ถึงอณุหภมูิหอ้งและอาหาร Bromcresol Purple Dextrose Broth (BCP)  

อีก 4 หลอด น าอาหาร CMM 2 หลอดไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 96-120 ชั่วโมงและอีก 2 
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หลอดน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 55C เป็นเวลา 24-72 ชั่วโมง สว่นอาหาร BCP 2 หลอดน าไปบม่ท่ี

อณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 96-120 ชั่วโมงและอีก 2 หลอดน าไปบม่ท่ี 55C  24-48 ชั่วโมง 
2.   ตรวจสอบการเจรญิของเชือ้ในหลอดอาหาร BCP และอาหาร CMM ทกุ ๆ 24 ชั่วโมงจนครบเวลา

การบม่ ถา้ไมพ่บการเจรญิในหลอดใดเลยใหร้ายงานผลวา่ไมพ่บ แตถ่า้มีการเจรญิใหเ้ข่ียเชือ้จาก
หลอดท่ีมีการเจรญิแตล่ะหลอดลากลงบนอาหาร NA จ านวน 2 จาน น าจานหนึ่งไปบม่ในสภาพ

มีอากาศและสว่นอีกจานหนึ่งบม่ในสภาพไรอ้ากาศท่ีอณุหภมูิระดบัเดียวกบัหลอดเริ่มตน้ (35C 

หรือ 55C) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และบม่อาหาร CMM หลอดเดมิตอ่ไปอีก 5 วนัท่ีอณุหภมูิ 35C 
เพ่ือการตรวจหาสารพิษ    ถา้พบโคโลนีลกัษณะตา่งกนับนจานอาหาร NA เข่ียเชือ้จากโคโลนี
ลกัษณะตา่งๆนัน้ถ่ายลงในอาหาร CMM แลว้น าไปบม่ (ตามแผนภมูิในตารางท่ี 6.1)  พรอ้มทัง้
ถ่ายเชือ้ลงในหลอด NA slant ดว้ยบม่จนเชือ้เจรญิ จากนัน้เข่ียเชือ้จากหลอด NA slant ไปยอ้ม
แกรม สอ่งดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศนก์ าลงัขยาย 100 เท่า สงัเกตรูปรา่ง การเรียงตวัและการติดสีของ
เซลล ์วาดรูปเซลลท่ี์เห็น  

 
ตารางท่ี 6.1  แผนภมูิการเพาะเชือ้จากอาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่า 
 
หลอดอาหารเริม่ตน้        การถ่ายเชือ้                               เชือ้บรสิทุธ์ิ                    การศกึษาคณุลกัษณะ 
 
                                ถ่ายลง NA plate                           - ลากบน NA slant            - ยอ้มแกรม 
                                บม่สภาพมีอากาศ                          - ถ่ายเชือ้ลง CMM             - ถ่ายลง NA plate 

                                35C                                                  (บ่ม 35C)             บม่สภาพไรอ้ากาศ 35C 
CMM และ BCP  

35C                       ถ่ายลง NA plate                           -ถ่ายเชือ้ลง CMM                -  -ถ่ายลง NA plate 

                                บม่สภาพไรอ้ากาศ 35C                                                     บม่สภาพมีอากาศ 35C    
 
                                ถ่ายลง NA plate                            - ลากบน NA slant            - ยอ้มแกรม 
                                บม่สภาพมีอากาศ                          - ถ่ายเชือ้ลง CMM             - ถ่ายลง NA plate 

                                55C                                                  (บ่ม 55C)             บม่สภาพไรอ้ากาศ 55C 
CMM และ BCP  

55C                       ถ่ายลง NA plate                           -ถ่ายเชือ้ลง CMM                -  ถ่ายลง NA plate 

                                บม่สภาพไรอ้ากาศ 55C                                                     บม่สภาพมีอากาศ 55C    
ที่มา: Landry และคณะ (2001) 

หมายเหต:ุ ดวีูดีโอวิธีตรวจเชือ้ไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat)   
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 3. ถา้พบเชือ้หลายชนิดจากอาหาร BCP ใหบ้นัทกึลกัษณะเซลล ์  ถา้พบแบคทีเรียรูปทอ่นในอาหาร  
CMM ซึ่งพบเชือ้หลายชนิดปะปนกนั ใหท้ดสอบการสรา้งสารพิษในอาหาร CMM ตามวิธีการของ 
Landry และคณะ (2001) แตถ่า้พบแบคทีเรียแกรมบวกหรือแบคทีเรียแกรมลบรูปทอ่นซึ่งเป็น
ลกัษณะเฉพาะของ Bacillus หรือ Clostridium เทา่นัน้ ไมมี่แบคทีเรียลกัษณะอ่ืน ใหต้รวจหาวา่
แบคทีเรียนัน้สรา้งสปอรห์รือไม ่ ในบางกรณีเซลลแ์บคทีเรียแกรมบวกท่ีแก่อาจยอ้มติดสีแกรมลบ 
ควรทดสอบการสรา้งสารพิษของเชือ้ดว้ย 

 
ง)    การตรวจหาเชือ้จลุินทรียใ์นอาหารกระป๋องท่ีมีกรด (acid food, pH  4.6)  
1.  ถ่ายอาหารจากกระป๋อง 1-2 มิลลิลิตรหรือ 1-2 กรมัลงในอาหาร Acid Broth (AB) จ านวน 4 

หลอดและอาหาร Malt Extract Broth (MEB) จ านวน 2 หลอด น าหลอดอาหาร AB 2 หลอดไป

บม่ท่ีอณุหภมูิ 30C เป็นเวลา 96  ชั่วโมงและอีก 2 หลอดน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 55C เป็นเวลา 

48 ชั่วโมง สว่นอาหาร MEB 2 หลอดน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30C เป็นเวลา 96 ชั่วโมง  
 
ตารางท่ี 6.2  แผนภมูิการเพาะเชือ้จากอาหารกระป๋องท่ีมีกรด 
 
หลอดอาหารเริม่ตน้        การถ่ายเชือ้                               เชือ้บรสิทุธ์ิ                        การศกึษาคณุลกัษณะ 
 
                                ถ่ายลง NA, SAB                           - ลากบน agar slant            - ยอ้มแกรม 
                                บม่สภาพมีอากาศ                         - ถ่ายเชือ้ลง AB และ            - ถ่ายลง NA, SAB 

Acid broth (AB)          30C                                               MEB (บม่ 30C)             บม่สภาพไรอ้ากาศ 30C 
Malt extract broth 

(MEB) บม่ 37C         ถ่ายลง NA, SAB                       -ถ่ายเชือ้ลง AB และ                  -  ถ่ายเชือ้ลง NA, SAB 

                                บม่สภาพไรอ้ากาศ 30C              MEB (บม่ 30C)                 บม่สภาพมีอากาศ 30C    
 
                                ถ่ายลง NA plate                           - ลากบน agar slant             - ยอ้มแกรม 
                                บม่สภาพมีอากาศ                          - ถ่ายเชือ้ลง AB                   - ถ่ายเชือ้ลง NA   

                                   55C                                                                                     บม่สภาพไรอ้ากาศ 55C 
Acid broth  

บม่ 55C                  ถ่ายลง NA plate                           -ถ่ายเชือ้ลง AB                      - ถ่ายเชือ้ลง NA  

                                บม่สภาพไรอ้ากาศ 55C                    (บม่ 55C)                       บม่สภาพมีอากาศ 55C    
SAB, Sabouraud’s dextrose agar  
ที่มา: Landry และคณะ (2001) 
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2.  หลงัจากบม่ครบเวลา บนัทกึผลในแตล่ะหลอดว่ามีการเจรญิหรือไม ่ส าหรบัหลอดท่ีมีการเจรญิ ให้
แยกเชือ้จนไดเ้ชือ้บรสิทุธ์ิ เข่ียเชือ้มาเกล่ียเป็นฟิลม์บางๆ บนสไสดเ์พ่ือการยอ้มแกรม สอ่งดดูว้ย
กลอ้งจลุทรรศนก์ าลงัขยาย 100 เทา่ สงัเกตรูปรา่งการเรียงตวั การติดสีของเซลลแ์ละสปอร ์
บนัทกึผล พรอ้มทัง้วาดรูปเซลลท่ี์เห็น ท าการแยกเชือ้ตอ่ไปตามแผนภมูิในตารางท่ี 6.2 

 
การแปลผลการตรวจสอบ 

1.   ถา้ตรวจพบแบคทีเรียเฉพาะประเภทท่ีสรา้งสปอรไ์ดซ้ึ่งเจรญิท่ีอณุหภมูิ 35C ในอาหารกระป๋องท่ี
มีตะเข็บปกติดีไมร่ั่วชีใ้หเ้ห็นวา่อาหารกระป๋องนัน้ผ่านความรอ้นไมเ่พียงพอ (underprocessing) 
เน่ืองจากจลุินทรียภ์ายนอกไมส่ามารถเขา้ไปภายในกระป๋องได ้ แตถ่า้พบการเจรญิและการสรา้ง

แก๊สของจลุินทรียจ์ากอาหารกระป๋องในอาหาร CMM ท่ีอณุหภมูิ 55C และเกิดกลิ่นเนยแข็ง 
ชีใ้หเ้ห็นวา่อาหารกระป๋องนัน้เสียโดยจลุินทรียท่ี์ชอบเจริญท่ีอณุหภมูิสงู และไมต่อ้งการอากาศ
ในการเจรญิ (thermophilic anaerobes) เชน่ C. thermobutylicum ส  าหรบัการเจริญในอาหาร 

CMM ท่ีอณุหภมูิ 35C ซึ่งมีการสรา้งแก๊สและเกิดกลิ่นเหม็นเนา่ แสดงวา่อาจมีแบคทีเรีย 
Clostridium รูปทอ่นสรา้งสปอร ์ควรตรวจสอบการสรา้ง botulinal toxin ในอาหาร CMM ท่ีเชือ้
เจรญิดว้ยถึงแมว้า่จะไมพ่บสารพิษในอาหารก็ตามเพราะการมีสปอรท่ี์มีชีวิตของ C. botulinum  
ชีใ้หเ้ห็นถึงอนัตรายท่ีอาจจะเกิดขึน้กบัผูบ้รโิภค ดงันัน้ควรเรียกคืนอาหารกระป๋องทัง้หมดท่ีมีรหสั
เดียวกนั ส าหรบัการสรา้งกรดของเชือ้จากอาหารกระป๋องท่ีมีกรดสงูหรือกรดต ่าในอาหาร BCP ท่ี

อณุหภมูิ 35C และ/หรือ 55C ชีใ้หเ้ห็นถึงการเสียของอาหารกระป๋องโดยจลุินทรียท่ี์ชอบเจรญิ
ท่ีอณุหภมูิปานกลางไดแ้ก่ เชือ้ Bacillus thermoacidurans หรือ B. coagulans และ/หรือ
จลุินทรียท่ี์ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิสงูเชน่ B. sterothermophilus ซึ่งเป็นสาเหตกุารเสียแบบ flat-
sour แตถ่า้อาหารจากกระป๋องท าใหอ้าหารเลีย้งเชือ้ขุ่นตัง้แตเ่ริ่มตน้ กรณีนีจ้ะไมมี่ขอ้สรุปท่ีแน่
ชดั การมีเชือ้เจรญิหรือไมน่ัน้ตอ้งตรวจสอบโดยการถ่ายเชือ้ใสห่ลอดอาหารใหม่ 

2.  การเนา่เสียของอาหารท่ีเป็นกรดมกัมีสาเหตมุาจาก lactobacilli และยีสต ์ อาหารกระป๋องสว่น
ใหญ่ท่ีมีจลุินทรียท่ี์ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิสงูจะไมเ่จรญิท่ีอณุหภมูิของการเก็บรกัษาตามปกตแิตจ่ะ

เจรญิและท าใหอ้าหารเสียเม่ือเก็บอาหารกระป๋องนัน้ไวท่ี้อณุหภมูิสงู (50-55C) แบคทีเรียท่ี
ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิสงูไดแ้ก่ B. thermoacidurans และ B. sterothermophilus ท าใหอ้าหาร
กระป๋องท่ีมีกรดสงูและกรดต ่าเสียแบบ flat-sour เชน่การเสียของมะเขือเทศและน า้มะเขือเทศ 
กระป๋องจะไมบ่วมแตอ่าหารจะมีกลิ่นผิดปกต ิ จลุินทรียท่ี์เป็นสาเหตกุารเสียเป็นพวกท่ีตอ้งการ
อากาศ สรา้งสปอรไ์ด ้ ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิปานกลางหรืออณุหภมูิสงู ส าหรบัการเสียของมะเขือ
เทศ ลกูแพร ์ ผลมะเดื่อและสบัปะรดท่ีมีสาเหตจุาก C. pasteurianum ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีสรา้ง
สปอรไ์ดแ้ละไมต่อ้งการอากาศในการเจรญิ จะท าใหเ้กิดแก๊สและกลิ่นกรดบวิทิริกในอาหารท่ีเสีย 



 

                                                                                                                                                            

92 

สว่นเชือ้ C. thermosaccharolyticum ซึ่งไมต่อ้งการอากาศในการเจรญิเป็นสาเหตทุ าให้
กระป๋องบวมและท าใหอ้าหารมีกลิ่นเนยแข็ง สว่นอาหารกระป๋องท่ีไมไ่ดผ้า่นการใหค้วามรอ้นมกั
พบแบคทีเรียทัง้พวกท่ีสรา้งสปอรแ์ละพวกท่ีไมส่รา้งสปอร ์ ลกัษณะการเสียคลา้ยกบัการเสียของ
อาหารในกระป๋องท่ีรั่ว 

3. การพบแบคทีเรียรูปทอ่นและรูปกลมปะปนกนั ชีใ้หเ้ห็นถึงการรั่วของกระป๋องหรือกระป๋องอาจจะ
ไมไ่ดผ้า่นการฆา่เชือ้ ส่วนใหญ่กระป๋องจะบวม  

4.     การท่ีพบวา่อาหารภายในกระป๋องมีคา่พีเอช กลิ่น และลกัษณะปรากฏผิดปกติ คาดวา่นา่จะมี
จลุินทรียจ์  านวนมากเจรญิในอาหาร แตเ่ม่ือน ามาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ปรากฏวา่ไมมี่เชือ้
ใดเจรญิเลย ลกัษณะเชน่นีบ้ง่บอกถึงการเสียของอาหารก่อนท่ีจะน ามาบรรจกุระป๋อง 

5. ถา้ไมพ่บการเจรญิของจลุินทรียใ์นอาหารกระป๋องท่ีบวม การบวมอาจเน่ืองมาจากการเกิดแก๊ส
ไฮโดรเจนโดยปฏิกิรยิาเคมีของอาหารกบัโลหะภายในกระป๋อง ปรมิาณแก๊สไฮโดรเจนท่ีเกิดขึน้
ผนัแปรขึน้อยูก่บัระยะเวลาและสภาพในการเก็บรกัษา  จลุินทรียท่ี์ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิสงูซึ่งไม่
ตอ้งการอากาศในการเจรญิ (thermophilic anaerobe) จะสรา้งแก๊ส และลกัษณะการเสียของ
อาหารอาจคลา้ยกบัการเสียของอาหารโดยจลุินทรียท่ี์ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิสงูท่ีท าใหเ้กิดการบวม
ของกระป๋องอนัเน่ืองมาจากการสรา้งแก๊สไฮโดรเจน การยอ่ยสลายของอาหารทางเคมีอาจเป็น
ผลใหเ้กิดแก๊สคารบ์อนไดออกไซดข์ึน้ สภาพนีพ้บไดใ้นอาหารเขม้ขน้ท่ีมีน า้ตาลและกรดเชน่ ซอส
มะเขือเทศ  กากน า้ตาล เนือ้บด และผลไมท่ี้มีน า้ตาลสงู ปฏิกิรยิาจะเกิดเรว็ขึน้ถา้เก็บอาหารไวท่ี้
อณุหภมูิสงู 

6. ถา้แยกเชือ้ไดจ้ากกระป๋องท่ีมีสภาพปกตซิึ่งมีสภาพสญุญากาศเหมาะสม แตต่รวจไมพ่บเชือ้จาก
การน าอาหารมาเกล่ียเป็นฟิลม์บาง ๆ โดยตรงบนสไลดแ์ลว้ส่องดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์ คาดวา่
นา่จะเป็นเชือ้จากการปนเป้ือนในขณะปฏิบตักิาร เพ่ือการยืนยนัใหเ้จาะรูท่ีกระป๋องของอาหาร

กระป๋องอ่ืนท่ีไมเ่สียแลว้ถ่ายเชือ้ท่ีเจรญินีล้งไป ปิดรูบนกระป๋อง น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็น
เวลา 14 วนั ถา้มีการบวมของกระป๋องหรืออาหารเกิดการเปล่ียนแปลง แสดงวา่เชือ้นีอ้าจไม่
ไดม้าจากอาหารในกระป๋องเริ่มตน้ แตถ่า้กระป๋องยงัคงไมบ่วม ใหเ้ปิดกระป๋องดว้ยเทคนิคปลอด

เชือ้และถ่ายเชือ้ลงในอาหารเลีย้งเชือ้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C และ 55C ดว้ยวิธีเชน่เดียวกบั
ขา้งตน้ ถา้เชือ้เจรญิแตอ่าหารยงัมีสภาพปกตไิม่เนา่เสียแสดงวา่ อาหารกระป๋องนัน้ผา่นการฆา่
เชือ้ในสภาพท่ีท าใหป้ลอดเชือ้ทางการคา้ (commercial sterile) เน่ืองจากยงัคงมีเชือ้ท่ีรอดชีวิต
แตไ่มเ่จรญิในสภาพการเก็บรกัษาปกติ 
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ตารางท่ี 6.3  การจ าแนกชนิดของอาหารตามคา่ความเป็นกรดดา่งของอาหาร 
 
อาหารท่ีมีกรดต ่า ( low- acid foods, pH > 4.6) อาหารท่ีมีกรด (acid foods, pH  4.6) 
เนือ้สตัว ์ มะเขือเทศ 
อาหารทะเล สบัปะรด มะมว่ง  
น า้นม ผลไมต้ระกลูสม้ 
อาหารเนือ้ผสมผกั ผลไมท่ี้มีรสเปรีย้วเชน่ สตรอเบอรี่ เชอรี่ และอ่ืนๆ 
สปาเก็ตตี ้ กระหล ่าปลีดอง (sauerkraut) 
ผกัเชน่ ขา้วโพด ถั่ว หนอ่ไมฝ้รั่ง ฟักทอง ผกัดองชนิดตา่งๆ 
ท่ีมา: Landry และคณะ (2001) 
 
ตารางท่ี 6.4  จลุินทรียท่ี์ท าใหอ้าหารเสียท่ีเป็นสาเหตขุองการเกิดกรดสงูและกรดต ่าในผกัและผลไม ้  
 

ชนิดของการเนา่เสีย pH ตวัอยา่งอาหาร 
Thermophilic 
    Flat-sour   
   Thermophilic(a) 
    Sulfide spoilage(a) 

 

 5.3 

 4.8 

 5.3 

 
ขา้วโพด ถั่ว 

ผกัโขม ขา้วโพด 
ขา้วโพด ถั่ว 

Mesophilic 
    Putrefactive anaerobes(a) 
    Butyric anaerobes 
    Aciduric flat-sour (a) 

 

 4.8 

 4.0 

 4.2 

 
ขา้วโพด หน่อไมฝ้รั่ง 
มะเขือเทศ ถั่ว 
น า้มะเขือเทศ 

 Lactobacilli 4.5-3.7 ผลไมช้นิดตา่งๆ 
 ยีสตแ์ละเชือ้รา  3.7 ผลไมช้นิดตา่งๆ 
(a) แบคทีเรียท่ีสรา้งสปอร ์
ท่ีมา: Landry และคณะ (2001) 
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ตารางท่ี 6.5  ลกัษณะการเสียของอาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่า 
 
กลุม่ของจลุินทรีย ์ ลกัษณะท่ีปรากฏ 

สภาพของกระป๋อง อาหารภายในกระป๋อง 
Flat-sour กระป๋องไมบ่วม เป็นไปไดว้า่มี

การสญูเสียสภาพการเป็น
สญุญากาศ 

อาหารมกัมีลกัษณะไมเ่ปล่ียนแปลง 
คา่ pH ลดต ่าลงอยา่งชดัเจน มีรส
เปรีย้ว อาจมีกลิ่นผิดปกตเิล็กนอ้ย 
บางครัง้ของเหลวขุน่มากขึน้ 

Thermophilic anaerobe กระป๋องบวม อาจระเบิด อาหารเกิดการหมกั มีรสเปรีย้ว มี
กลิ่นเนยแข็งหรือกลิ่นกรดบวิทิรกิ 

Sulfide spoilage กระป๋องไมบ่วม เกิดแก๊ส
ไฮโดรเจน ซลัไฟด ์

อาหารมกัมีสีด า มีกลิ่นไขเ่น่า 

Putrefactive anaerobe กระป๋องบวม อาจระเบิด อาหารบางสว่นอาจถกูย่อยสลาย 
คา่ pH สงูกวา่ปกตเิล็กนอ้ย มีกลิ่น
เหม็น 

Aerobic sporeformers กระป๋องอาจบวมหรือไมก็่ได ้แต่
มกัจะไมบ่วม ยกเวน้เนือ้ท่ีถนอม
ไวด้ว้ยไนเตรทและน า้ตาล   

- 

ท่ีมา: Landry และคณะ (2001) 
 
ตารางท่ี 6.6  ลกัษณะการเสียของอาหารกระป๋องท่ีเป็นกรด 
 
ชนิดของจลุินทรีย ์ ลกัษณะท่ีปรากฏ 

สภาพกระป๋อง อาหารภายในกระป๋อง 
Bacillus sterothermophilus (ใน 
 น า้มะเขือเทศท่ีเสียแบบ flat-sour) 

กระป๋องไมบ่วม สภาพสญุ- 
ญากาศเปล่ียนแปลงเล็กนอ้ย 

คา่ pH ของอาหารเปล่ียน 
แปลงเล็กนอ้ย มีกลิ่นผิดปกติ 

Butyric anaerobes (ในมะเขือเทศ 
 และน า้มะเขือเทศ) 

กระป๋องบวม อาจระเบิด อาหารเกิดการหมกั มีกลิ่นกรด
บวิทิรกิ 

Nonsporeformers (สว่นใหญ่เป็น 
 แบคทีเรียท่ีสรา้งกรดแลคติก) 

กระป๋องบวม มกัระเบดิ อาหารมีกลิ่นกรด 

ท่ีมา: Landry และคณะ (2001) 
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ตารางท่ี 6.7   การวินิจฉยัการเสียของอาหารกระป๋องโดยจลุินทรีย ์
 
ลกัษณะปรากฏ สาเหตกุารเสีย 

ไดร้บัความรอ้นไมเ่พียงพอ กระป๋องรั่ว 
สภาพของกระป๋อง กระป๋องอาจบวมหรือไมบ่วม โดยทั่วไป

ตะเข็บมีสภาพปกติ 
กระป๋องบวม อาจแสดงต าหนิ
ตามปกติ(a) 

ลกัษณะอาหาร อาหารเกิดการหมกั อาหารเกิดการหมกัและหนืด 
กลิ่น กลิ่นปกต ิกลิ่นเปรีย้วหรือเหม็นเนา่ กลิ่นเปรีย้ว กลิ่นเหม็น 
คา่ pH คอ่นขา้งคงท่ี ผนัแปรมาก 
การตรวจหาจลุินทรีย ์ 
  (ใชก้ลอ้งจลุทรรศน ์  
  และการเพาะเลีย้ง 
  เชือ้) 

พบเฉพาะแบคทีเรียรูปทอ่น สรา้งสปอรไ์ด ้ พบจลุินทรียห์ลายชนิดปะปน
กนั มกัพบแบคทีเรียรูปทอ่นและ
รูปกลมท่ีอณุหภมูิปกติ 

เจรญิท่ี 35C และ/หรือ 55C  บางชนิด
อาจเจรญิไดใ้นอาหารพิเศษเชน่ เชือ้ในน า้
มะเขือเทศ และ acid agar ถา้อาหาร
ไมไ่ดผ้า่นการฆา่เชือ้เลยจะพบแบคทีเรีย
รูปกลม รูปทอ่น ยีสตแ์ละเชือ้ราอยูป่ะปน 

- 

ประวตัิการพบอาหาร 
  กระป๋องเสีย 

การเสียมกัพบในบางสว่นของชดุสินคา้ท่ี
บรรจ ุ

การเสียเกิดกระจดักระจาย 

 ในอาหารท่ีเป็นกรด การวินิจฉยัอาจท าได้
ไมช่ดัเจนนกั อาจพบจลุินทรียช์นิดคลา้ยๆ 
กนัในอาหารกระป๋องท่ีผา่นความรอ้นไม่
เพียงพอและในอาหารท่ีบรรจใุนกระป๋องท่ี
รั่ว 

- 

a การรั่วอาจไมไ่ดเ้ป็นเพราะกระป๋องมีต  าหนิเทา่นัน้ แตอ่าจเป็นเพราะสาเหตอ่ืุนเชน่ การปนเป้ือนใน
น า้ท่ีใชท้  าใหเ้ย็น 

ท่ีมา: Landry และคณะ (2001) 
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บันทกึผลการทดลอง 

1.   ผลของการเจรญิของจลุินทรียช์นิดตา่ง ๆ ตอ่การเสียของอาหารกระป๋อง 
 
ชนิดของจลุินทรียแ์ละ 
ภาพของเซลลแ์ละสปอร ์ 

ชนิดของอาหารกระป๋อง........................................................ 
ลกัษณะของ
กระป๋อง 

ลกัษณะของ
อาหาร 

การเกิดแก๊ส กลิ่นของอาหาร 

B. coagulans 
 
 
 
 

    

B. stearothermophilus 
 
 
 
 

    

C. sporogenes 
 
 
 
 

    

C. thermosaccharolyticum 
 
 
 
 

    

E. coli 
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2.  การตรวจสอบการเสียของอาหารกระป๋องท่ีสุม่ตวัอยา่งมาจากตลาด 
2.1  ลกัษณะทั่วไป 

 
ลกัษณะท่ีตรวจสอบ ชนิดของอาหารกระป๋องท่ีน ามาตรวจสอบ 

อาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่า 
(pH >4.6): ………......... 

อาหารกระป๋องท่ีมีกรด 
(pH < 4.6): ………..... 

รหสัของกระป๋อง   
วนั เดือน ปีท่ีผลิต   
ขนาดกระป๋อง: เสน้ผา่ศนูยก์ลาง (นิว้) 
                       ความสงู (นิว้) 

  

ลกัษณะของกระป๋องภายนอก   
ลกัษณะของกระป๋องภายใน   
ลกัษณะของอาหารภายในกระป๋อง   
ความดนัสญุญากาศ (นิว้ปรอท)   
ชอ่งวา่งในกระป๋อง(headspace) ระหวา่ง    
ฝากระป๋องกบัระดบัอาหาร (นิว้) 

  

น า้หนกัทัง้หมด (กรมั)   
น า้หนกักระป๋องเปลา่ (กรมั)   
น า้หนกัสทุธิ (กรมั)   
น า้หนกัเนือ้อาหาร (กรมั)   
น า้หนกัเนือ้อาหาร (รอ้ยละ)   
คา่ pH ของอาหาร   
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2.2  การเจรญิในอาหารเลีย้งเชือ้ 
      2.2.1 อาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่า  
 
ชนิดของอาหารเลีย้งเชือ้
และอณุหภมูิท่ีบม่เชือ้ 

ระยะเวลา
การบม่ 
(ชั่วโมง) 

การเจรญิของจลุินทรีย ์
+  /  - ยอ้ม 

แกรม 
ยอ้ม
สปอร ์

รูปรา่งและลกัษณะการเรียง
ตวัของเซลล ์(วาดภาพ) 

CCM  35C  หลอดท่ี 1      
 
 

CCM  35C  หลอดท่ี 2      
 
 

CCM 55C   หลอดท่ี 1      
 
 

CCM 55C   หลอดท่ี 2      
 
 

BCP  35C   หลอดท่ี 1      
 
 

BCP  35C   หลอดท่ี 2      
 
 

BCP  55C   หลอดท่ี 1      
 
 

BCP  55C   หลอดท่ี 2      
 
 

+ หมายถึงเจรญิ (เกิดความขุน่); - หมายถึงไมเ่จรญิ (ไมเ่กิดความขุน่) 
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 จลุินทรียท่ี์พบอาหารกระป๋องท่ีมีกรดต ่า นา่จะเป็นจลุินทรียใ์นกลุม่................................................. 
.................................................................................................................................................. 
 สาเหตกุารเสียของอาหารกระป๋องนีอ้าจเป็นเพราะ......................................................................... 
................................................................................................................................................... 
 
2.2.2 อาหารกระป๋องท่ีมีกรด 
 
ชนิดของอาหารเลีย้ง
เชือ้และอณุหภมูิท่ีบม่ 

ระยะเวลา
การบม่ 
(ชั่วโมง) 

การเจรญิของจลุินทรีย ์
+  /  - ยอ้ม 

แกรม 
ยอ้ม
สปอร ์

รูปรา่งและลกัษณะการเรียงตวั
ของเซลล ์(วาดภาพ)  

AB  30C   หลอดท่ี 1       
 
 

AB  30C   หลอดท่ี 2      
 
 

AB  55C   หลอดท่ี 1      
 
 

AB  55C   หลอดท่ี 2      
 
 

MEB 30C หลอดท่ี 1      
 
 

MEB 30C หลอดท่ี 2      
 
 

+ หมายถึงเจรญิ (เกิดความขุน่); - หมายถึงไมเ่จรญิ (ไมเ่กิดความขุน่) 
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จลุินทรียท่ี์พบอาหารกระป๋องท่ีมีกรดนา่จะเป็นจลุินทรียใ์นกลุม่....................................................... 
 สาเหตกุารเสียของอาหารกระป๋องนีอ้าจเป็นเพราะ......................................................................... 
...................................................................................................................................................
................................................................................................................................................... 
 
ค าถามท้ายบท 
1.  commercial sterility หมายถึงอะไร จ าเป็นส าหรบัการผลิตอาหารกระป๋องประเภทไหน ท าไมจงึ

ตอ้งท าลายจลุินทรียใ์นลกัษณะนี ้
2.    อาหารในกลุม่ low-acid food และ acid food คืออาหารประเภทใด อาหารแตล่ะกลุม่มีคา่ pH 

ในชว่งใด วิธีการตรวจหาจลุินทรียใ์นอาหารกระป๋องทัง้สองกลุม่ตา่งกนัอยา่งไร 
3.    การเสียของอาหารกระป๋องท่ีเชือ้สรา้งแก๊สไฮโดรเจนและคารบ์อนไดออกไซดป์ริมาณมาก ท าให้

กระป๋องบวม มีกลิ่นเปรีย้วและกลิ่นเหมือนเนยแข็ง คาดวา่นา่จะเป็นการเสียประเภทใด จลุินทรีย์
ชนิดใดเป็นสาเหตขุองการเสีย 

4.    การเสียของอาหารกระป๋องเน่ืองจากใหค้วามรอ้นไมเ่พียงพอ อาจพบจลุินทรียช์นิดใดบา้ง 
5.    จลุินทรียช์นิดใดเป็นสาเหตขุอง flat sour spoilage 
6.    จลุินทรียช์นิดใดเป็นสาเหตขุอง sulfide stinker spoilage 
 
เอกสารอ้างอิง 
รตันา อตัตปัญโญ 2529. เอกสารประกอบการสอนวิชาควบคมุคณุภาพอาหาร. ภาควิชาวิทยาศาสตร ์   
         และเทคโนโลยีการอาหาร. คณะเกษตรศาสตร.์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม.่ เชียงใหม.่ 
Brown, A.E. 2005. Benson’s Microbiological Applications, 9th ed. McGraw-Hill Companies, 

Inc., New York. 
Montville, T.J., Matthews, K.R. 2005. Food Microbiology: An Introduction. ASM Press, 

Washington, D C. 
Landry, W.L.,Schwab, A.H., Lancette, G.A. 2001. Bacteriological Analytical Manual Chapter 

21A: Examination of canned foods. Available from: http://www.fda.gov/Food/Food 
ScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm109398.htm. 29 July 2014. 

Ray, B. 2004. Fundamental Food Microbiology, 3rd ed. CRC Press, New York. 
Roberts, D., Hooper, W., Greenwood, M. 1995. Practical Food Microbiology. Public Health 

Laboratory Service, London, UK.  

http://www.fda.gov/Food/Food%20ScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm109398.htm
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บทปฏบัิตกิารที ่7 
การตรวจหาจ านวนจุลินทรียบ์าดเจบ็ 

 
 

               เซลลข์องจลุินทรียแ์ละสปอรท่ี์เผชิญกบัสภาวะเครียดในสิ่งแวดลอ้มท่ีไมรุ่นแรงมากนกั
อาจเกิดการบาดเจ็บแตไ่มต่าย (sublethal injury) เซลลบ์าดเจ็บจะไมส่ามารถเจริญไดใ้นสภาพท่ีมี
สารยบัยัง้ซึ่งปกตเิซลลท่ี์ไมบ่าดเจ็บสามารถทนได ้ เซลลบ์าดเจ็บอาจสามารถรกัษาตวัเองจนฟ้ืนคืน
สภาพเป็นเซลลท่ี์แข็งแรงไดด้งัเดมิในสภาพท่ีมีสารอาหารและอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเจรญิ โดย 
ทั่วไปในอาหารและส่วนผสมมกัมีจลุินทรียมี์ชีวิตท่ีมีสภาพทางสรีรวิทยาของเซลลบ์กพรอ่ง หรืออยูใ่น
สภาพบาดเจ็บเน่ืองจากการเผชิญกบัสภาวะเครียดในสิ่งแวดลอ้ม สภาวะไมเ่หมาะสมซึ่งจะท าให้
จลุินทรียเ์กิดการบาดเจ็บไดแ้ก่ สภาพตา่งๆ ท่ีใชใ้นการแปรรูปและเก็บรกัษาอาหาร รวมทัง้สภาพท่ีใช้
ในการตรวจหาจลุินทรียใ์นอาหาร สภาวะท่ีใชใ้นการแปรรูปอาหารท่ีอาจท าใหจ้ลุินทรียเ์กิดการบาด 
เจ็บไดแ้ก่ การใหค้วามรอ้นเชน่ การพาสเจอรไ์รส ์ การสเตอรไิลซ ์ และการลวก การใชค้วามเย็นเช่น 
การแชเ่ย็น การแชแ่ข็ง และการท าใหล้ะลาย การลดความชืน้หรือการลดคา่ aw เชน่ การท าแหง้โดยใช้
เครื่องพน่แหง้ (spray dryer) เครื่องท าแหง้แบบลกูกลิง้ (roller dryer) การท าใหเ้ขม้ขน้ดว้ยเครื่อง
ระเหย การเตมิเกลือ น า้ตาล การฉายรงัสี การใชว้ตัถกุนัเสียและกรดชนิดตา่งๆ เชน่ กรดซอรบ์กิและ 
กรดเบนโซอิก การใชส้ารเคมีท าความสะอาดเชน่ สารประกอบคลอรีนและสารประกอบควอเทอรน์ารี
แอมโมเนียม (quarternary ammonium compound) รวมทัง้สารยบัยัง้ท่ีเกิดจากกระบวนการหมกั
อาจท าใหจ้ลุินทรียเ์กิดการบาดเจ็บได ้ ส าหรบัสภาวะท่ีใชใ้นการตรวจหาจลุินทรียท่ี์อาจท าใหจ้ลุินทรีย์
บาดเจ็บไดแ้ก่ การยา้ยเซลลไ์ปเลีย้งในสภาพแวดลอ้มใหมเ่ชน่ ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีสว่นประกอบ
ซบัซอ้นชนิดใหมซ่ึ่งมีสารอาหารแตกตา่งจากเดมิ การใชน้  า้กลั่นในการท าเจือจางและการท าใหเ้ซลล์
ไดร้บัอากาศโดยบงัเอิญ  
               หลงัจากจลุินทรียเ์ผชิญกบัสภาพแวดลอ้มท่ีไมเ่หมาะสมหรือสภาพเครียด จะมีประชากร
ของจลุินทรีย ์ 3 ประเภทดว้ยกนัไดแ้ก่ เซลลท่ี์ไมบ่าดเจ็บ (non-injured cell) เซลลบ์าดเจ็บท่ีสามารถ
รกัษาตวัเองใหฟ้ื้นคืนสภาพเป็นเซลลท่ี์แข็งแรงไดด้งัเดมิ (injured cell) และเซลลท่ี์ตาย (dead cell) 
(ภาพท่ี 7.1) ปรมิาณเซลลท์ัง้ 3 ประเภทนีผ้นัแปรขึน้อยูก่บัชนิด สายพนัธุ ์ อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช ้สภาพ
ไมเ่หมาะสมและระยะเวลาท่ีจลุินทรียเ์ผชิญกบัสภาพไมเ่หมาะสมนัน้รวม ทัง้วิธีการท่ีใชใ้นการตรวจ 
หาจ านวนเซลลบ์าดเจ็บ 
   เซลลบ์าดเจ็บหมายถึงเซลลท่ี์รอดชีวิตหลงัจากเผชิญตอ่สภาวะเครียด แตส่ญูเสียลกัษณะ
บางประการเชน่ เซลลบ์าดเจ็บสามารถสรา้งโคโลนีไดบ้น nonselective media แตไ่มส่ามารถเจรญิ
ขึน้ไดบ้น selective media ซึ่งมีสารยบัยัง้ท่ีใชค้ดัเลือกใหจ้ลุินทรียท่ี์ตอ้งการใหเ้จรญิขึน้แตย่บัยัง้



 

                                                                                                                                                            

102 

จลุินทรียท่ี์ไมต่อ้งการ (selective compound) การเพิ่มขึน้ของความไวตอ่สารยบัยัง้ชนิดตา่งๆ ท่ีปกติ
เซลลส์ามารถทนไดเ้ป็นหนึ่งในคณุลกัษณะของเซลลบ์าดเจ็บท่ีแตกตา่งจากคณุลกัษณะของเซลล์
ปกติท่ีไมบ่าดเจ็บ สารยบัยัง้ดงักลา่วไดแ้ก่ สารลดแรงตงึผิว (surface-active compounds) เชน่ 
เกลือน า้ดี (bile salt) ดีออกซีโชเลต (deoxycholate) โซเดียมคลอไรด ์สารเคมีบางชนิดไดแ้ก่ ลิเทียม
คลอไรด ์(LiCl) บสิมทัซลัไฟต ์(bismuthsulfite) เตตราไทโอเนต (tetrathionate) ไฮโดรไลตกิ เอนไซม ์
เชน่ ไลโซไซม ์(lysozyme) อารเ์อ็นเอเอส (RNase) สารปฏิชีวนะ สียอ้มเชน่ ครสิตลัไวโอเลต (crystal 
violet) บรินเลียนซก์รีน (brilliant green) และกรดชนิดตา่ง ๆ สารยบัยัง้บางชนิดสามารถยบัยัง้การ
รกัษาตวัเองของเซลลบ์าดเจ็บ ขณะท่ีบางชนิดอาจเป็นพิษและเป็นสาเหตกุารตายของเซลลบ์าดเจ็บ  
 

ประชากรเซลลข์องจลุินทรียท์ัง้หมด 
                     สภาวะเครยีดทางกายภาพ                                สภาวะเครยีดทางเคมี 
     อณุหภมูิต  ่า: แช่เย็น แช่แขง็                                           กรด: กรดอินทรยี ์กรดอนินทรยี ์                                     
     อณุหภมูิสงู: ที่อณุหภมูิและเวลาที่ไมท่  าใหเ้ซลลต์าย      สาร sanitizers: คลอรนี ดีเทอเจนท ์(detergent) 
     การท าแหง้: ท าใหแ้หง้ในอากาศ แช่แข็งแหง้                   วตัถกุนัเสยี: ซอรเ์บท (sorbate) เบนโซเอท (benzoate) 
     สภาวะมีตวัถกูละลายความเขม้ขน้สงู: เกลอื น า้ตาล     สารเคมีเป็นพิษ: เมอควิรกิคลอไรด ์ 
     การฉายรงัส ี ออสโมติกช็อก (osmotic shock)               สว่นผสมที่มีสารยบัยัง้ตามธรรมชาติ: เบอรี ่เครือ่งเทศ  
     Hydrostatic pressure และ pulsed electric                 โลหะ: ดีบกุ สงักะส ีตะกั่ว นิเกิล 
 
 

                            เซลลท่ี์ตาย                                       เซลลท่ี์รอดชีวิต 
 

                                                                  เซลลบ์าดเจ็บ                            เซลลป์กตท่ีิไมบ่าดเจ็บ 
 

รูปท่ี 7.1  ผลของการเผชิญตอ่สภาวะเครียดของเซลลจ์ลุินทรีย ์
                           ท่ีมา: Wu (2008) 
 
               ดงันัน้เม่ือจลุินทรียอ์ยูใ่นสภาพแวดลอ้มท่ีอาจเป็นอนัตราย เซลลอ์าจจะถกูท าลายจนท าให้
ปฏิกิรยิาตา่ง ๆ และการปฏิบตัหินา้ท่ีของสว่นประกอบของเซลลต์ามปกตไิมอ่าจเกิดขึน้ได ้ เซลลจ์ะไม่
สามารถแบง่ตวัไดใ้นสภาพเดมิท่ีเซลลเ์คยเจริญและเพิ่มจ านวนซึ่งจะสงัเกตไดจ้ากการท่ีไมมี่โคโลนีขึน้
บนอาหารแข็งหรือการท่ีไมเ่กิดความขุน่ในอาหารเหลว หรือการท่ีเซลลผ์ลิตสารบางชนิดไดใ้นปรมิาณ
นอ้ยจากสารตัง้ตน้ปรมิาณท่ีเหมาะสม สิ่งท่ีเกิดขึน้เหลา่นีบ้ง่ชีถ้ึงภาวะการบาดเจ็บของเซลล ์ เซลล์
บาดเจ็บสว่นมากไดร้บัความเสียหายท่ีผนงัเซลลห์รือเย่ือหุม้ชัน้นอกรวมทัง้เย่ือหุม้เซลล ์ ท าใหไ้ดร้บั
อนัตรายไดง้่ายจากสารยบัยัง้หลายชนิดท่ีเตมิลงใน selective media หรือสารตา้นจลุินทรียต์า่งๆ โดย
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จะสญูเสียความสามารถในการกัน้สารยบัยัง้เขา้สูเ่ซลล ์ เซลลจ์ะสญูเสียองคป์ระกอบของเซลลส์ูภ่าย 
นอก การแชแ่ข็งและการท าแหง้จะท าใหเ้ซลลเ์สียหายตามลกัษณะนี ้ มีรายงานวา่ Escherichia coli 
ท่ีบาดเจ็บจากการแชแ่ข็งจะปลอ่ยกรดอะมิโน รวมทัง้กรดไรโบนิวคลิอิกและเปปไทดท่ี์มีน า้หนกั
โมเลกลุต ่าออกนอกเซลล ์ นอกจากนีค้วามเสียหายยงัเกิดขึน้กบัโมเลกลุของไลโพพอลิแซคคาไรดใ์น
เย่ือหุม้ชัน้นอกของแบคทีเรียแกรมลบท่ีไดร้บับาดเจ็บจากการแชแ่ข็งอีกดว้ย สว่นเซลลท่ี์บาดเจ็บจาก
ความรอ้นจะปล่อยองคป์ระกอบภายในเซลลอ์อกสูภ่ายนอกเซลลเ์น่ืองจากเย่ือหุม้ชัน้นอกไดร้บัความ
เสียหาย อารอ์ารเ์อ็นเอ (rRNA) ดีเอ็นเอ (DNA) ไรโบโซม และเอนไซมย์งัไดร้บัความเสียหายอีกดว้ย 
เชน่ มีรายงานว่า Staphylococcus aureus ท่ีไดร้บับาดเจ็บจากความรอ้นจะปล่อยโพแทสเซียม 
กรดอะมิโนและโปรตีนออกนอกเซลล ์ นอกจากนีย้งัมีการลดลงของ catabolic capabilities และ
กิจกรรมของเอนไซมบ์างชนิดท่ีเก่ียวขอ้งในเมแทบอลิซมึของกลโูคส และมีรายงานวา่ กรดไรโบโซมอล
ไรโบนิวคลีอิก (ribosomal ribonucleic acid) เกิดการแตกสลายภายในเซลลข์อง S. aureus และ 
Salmonella Typhimurium ท่ีบาดเจ็บจากความรอ้น โดยทั่วไปถา้ใหเ้ซลลบ์าดเจ็บอยูใ่นสภาพท่ี
เหมาะสม เซลลม์กัจะรกัษาอาการบาดเจ็บนัน้ไดแ้ละเริ่มเจรญิตอ่ไป แตถ่า้การบาดเจ็บนัน้รุนแรง
เกินไป การรกัษาตวัเองจนฟ้ืนคืนสภาพเป็นเซลลท่ี์แข็งแรงก็อาจไมเ่กิดขึน้ในสภาพปกติ หรือถา้หาก
เซลลบ์าดเจ็บอยู่ในสภาพท่ีไมเ่หมาะสมเป็นเวลานานเซลลอ์าจจะตาย โดยจะไมมี่การรกัษาตวัเองให้
กลบัฟ้ืนคืนสภาพเป็นเซลลท่ี์แข็งแรงไดอี้กตอ่ไป 
    นอกจากนีเ้ซลลบ์าดเจ็บท าใหช้ว่ง lag phase ยาวนานขึน้กวา่ในกรณีของเซลลท่ี์ไมบ่าด 
เจ็บเพ่ือท่ีจะใชเ้วลาในการซ่อมแซมความเสียหายท่ีเกิดขึน้กบัเซลลแ์ละเพ่ือสงัเคราะหโ์ปรตีน และกรด
นิวคลีอิกท่ีจ  าเป็นส าหรบัการเจรญิ ดงันัน้เซลลบ์าดเจ็บจงึเป็นเซลลท่ี์สามารถซ่อมแซมความเสียหาย
ภายในเซลลไ์ด ้ หรือท าใหเ้กิดการฟ้ืนคืนสภาพและไดร้บัความสามารถในการสรา้งโคโลนีบนอาหาร
selective media กลบัคืนมา แตกตา่งจากเซลลท่ี์ตายแลว้ซึ่งจะไมส่ามารถสรา้งโคโลนีขึน้ไดบ้น
อาหารเลีย้งเชือ้ไมว่า่จะอยูใ่นสภาวะใด ๆ ก็ตาม 
 
การตรวจหาจ านวนจุลินทรียบ์าดเจ็บ                 
 ในทางอดุมคต ิวิธีการท่ีใชใ้นการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียใ์นอาหารหรือตวัอยา่งอ่ืนๆ ควร
จะตรวจหาไดท้ัง้จ  านวนเซลลป์กติท่ีแข็งแรงและจ านวนเซลลท่ี์บาดเจ็บ จลุินทรียบ์าดเจ็บมีความ 
ส าคญัเชน่เดียวกบัจลุินทรียป์กติ ขอ้ควรทราบเพ่ือใชใ้นการพฒันาวิธีการตรวจหาจลุินทรียบ์าดเจ็บ
ไดแ้ก่ 1) เซลลบ์าดเจ็บจะไดร้บัอนัตรายไดง้่ายอยา่งชั่วคราวจาก selective compound หลายชนิดใน
อาหารเลีย้งเชือ้ ดงันัน้จงึไมส่ามารถรกัษาตวัเองใหฟ้ื้นคืนสภาพเป็นเซลลท่ี์แข็งแรงและไมส่ามารถ
เพิ่มจ านวนไดใ้นสภาพท่ีมีสารยบัยัง้ 2) ความไวตอ่สารยบัยัง้นีอ้าจเป็นผลเน่ือง จากเย่ือหุม้เซลลไ์ดร้บั
ความเสียหาย 3) การบาดเจ็บนีผ้นักลบัไดโ้ดยเซลลท่ี์ไดร้บับาดเจ็บจะสามารถรกัษาตวัเองไดอ้ยา่ง
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สมบรูณจ์นฟ้ืนคืนสภาพเป็นเซลลท่ี์แข็งแรงไดด้งัเดมิถา้หากอยู่ในสภาวะแวดลอ้มท่ีเหมาะสมเชน่ ใน
อาหารเลีย้งเชือ้ nonselective medium ท่ีประกอบดว้ยสารอาหารท่ีมีคณุคา่ทางโภชนาการสงูและ
เซลลบ์าดเจ็บท่ีฟ้ืนคืนสภาพนีจ้ะมีความตา้นทานตอ่สารยบัยัง้ รวมทัง้มีความสามารถในการเจรญิ
และเพิ่มจ านวนกลบัคืนมา ดงันัน้ในการท่ีจะเพาะเลีย้งหรือแยกจลุินทรียบ์าดเจ็บจ าเป็นตอ้งท าให้
เซลลบ์าดเจ็บนัน้รกัษาตวัเองและเพิ่มจ านวนไดก้่อน 4) อณุหภมูิและเวลาท่ีเหมาะสมตอ่การรกัษา
ตวัเองผนัแปรขึน้อยู่กบัลกัษณะของสภาวะเครียดท่ีเซลลไ์ดร้บั ตามปกตเิซลลจ์ะสามารถรกัษาตวัเอง
จากการบาดเจ็บไดภ้ายใน 1 ถึง 6 ชั่วโมง  ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัความมากนอ้ยของการบาดเจ็บและลกัษณะ
ของสภาวะเครียดท่ีเซลลไ์ดร้บั การซ่อมแซมไรโบโซมและเย่ือหุม้เซลลจ์  าเป็นตอ่การฟ้ืนคืนสภาพของ
เซลลท่ี์บาดเจ็บจากความรอ้น การแชแ่ข็ง การท าแหง้และการฉายรงัสี  
 การเตมิสารเคมีบางชนิดเชน่ ไพรูเวต (pyruvate) และคะตะเลส (catalase) ลงไปในอาหาร
เลีย้งเชือ้จะชว่ยขจดัไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด ์(H2O2) ใน selective media  และ nonselective media 
ท าใหจ้ลุินทรียมี์ชีวิตรอดและตรวจพบไดม้ากขึน้ รวมทัง้เซลลข์องโคลิฟอรม์และ Staphylococcus ท่ี
เผชิญตอ่สภาวะเครียดในอาหาร เน่ืองจากไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซดท่ี์ถกูสรา้งขึน้ในระหวา่งการหายใจ 
หรือเพอรอ์อกไซดท่ี์ถกูผลิตขึน้ในอาหารท่ีเชือ้เจรญิอยู่อาจเป็นพิษตอ่เซลลบ์าดเจ็บ นอกจากนีมี้ผู้
กลา่ววา่ แมกนีเซียมจ าเป็นตอ่การซอ่มแซมเพ่ือการรกัษาตวัเองหลงัจากเซลลไ์ดร้บัการบาดเจ็บแตไ่ม่
ตาย และการเตมิทวีน 80 (tween 80) และแมกนีเซียมคลอไรดล์งใน selective medium รวมทัง้การ
เสรมิธาตเุหล็กชว่ยเพิ่มการฟ้ืนคืนสภาพของจลุินทรียบ์าดเจ็บได ้ 
 การใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีสว่นประกอบซบัซอ้น (complex media) หรือการเตมิส่วนประกอบ
ท่ีเฉพาะลงไปสามารถชว่ยปกปอ้งเซลลข์องจลุินทรียจ์ากการบาดเจ็บโดยความรอ้นและการแชแ่ข็งได ้
เชน่องคป์ระกอบนมไดแ้ก่ ฟอสเฟต แลคโตส และเคซีนใหผ้ลดี รวมทัง้น  า้ตาลซูโครสชว่ยปกปอ้งเซลล์
จากการบาดเจ็บโดยความรอ้นได ้ มีรายงานว่าน า้ตาลและโพลีออล (polyols) ท่ียงัไมถ่กูเมแทบอไลซ์
เชน่ อะราบโินส ไซโลส และซอรบ์ทิอลปกปอ้งเซลลจ์ากการบาดเจ็บโดยความรอ้นระดบัต ่าได ้ 
               จากการศกึษาผลของการแชแ่ข็งและการท าใหล้ะลายตอ่การบาดเจ็บของ E. coli (ตารางท่ี 
7.1) พบวา่เซลลก์่อนแชแ่ข็งเจรญิไดใ้นอาหาร nonselective media (TSA) และ selective media 
(TSDA; TSA ท่ีเตมิดีออกซีโชเลตความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.075) แสดงวา่เซลลส์ามารถทนตอ่สารยบัยัง้
ได ้ หลงัจากการแชแ่ข็งและท าใหล้ะลายปรากฏว่าปรมิาณเซลลท่ี์ตายมีมากถึงรอ้ยละ 93.9 ปรมิาณ
เซลลท่ี์ตายหาไดจ้ากการน าจ านวนเซลลท่ี์เจรญิบนอาหาร TSA ก่อนแชแ่ข็งลบกบัจ านวนเซลลท่ี์
เจรญิบนอาหาร TSA หลงัแชแ่ข็ง (เซลลท่ี์เจรญิบนอาหาร TSA ไดแ้ก่ เซลลป์กติท่ีไมบ่าดเจ็บและ
เซลลบ์าดเจ็บท่ีไดร้กัษาตวัเองและเพิ่มจ านวนขึน้) สว่นจ านวนเซลลบ์าดเจ็บหลงัแชแ่ข็งหาไดจ้ากการ
น าจ านวนเซลลท่ี์เจริญบนอาหาร TSA หลงัแชแ่ข็งลบกบัจ านวนเซลลท่ี์เจริญบน TSDA หลงัแชแ่ข็ง 
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(เซลลท่ี์เจรญิบน TSDA คือเซลลท่ี์ไมบ่าดเจ็บเพราะเซลลบ์าดเจ็บไวตอ่สารยบัยัง้จงึไมส่ามารถเจรญิ
ไดบ้นอาหารชนิดนี)้  
 
ตารางท่ี 7.1 ผลของการแชแ่ข็งและการท าใหล้ะลายตอ่การตายและการบาดเจ็บของ E. coli NCSM 
 
ชนิดอาหาร 
เลีย้งเชือ้ 

ประเภทของ
อาหาร 
เลีย้งเชือ้ 

   จ  านวนเซลล ์(CFU ตอ่มิลลิลิตร) จ  านวนเซลลก์ลุม่ย่อย 
(CFU ตอ่มิลลิลิตร) ก่อนแชแ่ข็ง หลงัแชแ่ข็งท่ี 

(-20C  16  ชั่วโมง) 
TSA (Tryptic   
  Soy Agar) 

Nonselective 
media 

2.8  108 1.7  107 จ  านวนเซลลท่ี์ตาย: 

  2.8108 – 1.7107 
  (93.9%) 

TSDA  
  (Tryptic Soy    
  Agar +   
  deoxycholate  
  0.075%) 

 selective   
      media 

2.7  108 3.5  106 
 

จ  านวนเซลลท่ี์รอดชีวิต 
  -เซลลไ์มบ่าดเจ็บ:  

  3.5  106 
   -เซลลบ์าดเจ็บ:  

  1.7107 – 3.5106 
  (79.4%) 

 
ความส าคัญของจุลินทรียบ์าดเจ็บ 
               ดังท่ีได้ทราบแล้วว่า กระบวนการต่างๆ ในการแปรรูปอาหารและการท าความสะอาด
อปุกรณ ์สามารถท าใหจ้ลุินทรียบ์าดเจ็บได ้ จงึเป็นไปไดท่ี้อาหารและอปุกรณต์า่งๆจะเป็นท่ีสะสมของ
จลุินทรียบ์าดเจ็บ การบาดเจ็บของจลุินทรียมี์ความส าคญัในทางจลุชีววิทยาดว้ยเหตผุลหลายประการ
ดว้ยกนั 
       1.     การตรวจหาจลุินทรียท่ี์ไมต่อ้งการ 
               เซลลบ์าดเจ็บท่ีสามารถฟ้ืนคืนสภาพเป็นเซลลท่ี์แข็งแรง  (reversibly injured cell) ก าลงัได ้
รบัความสนใจจากนักจุลชีววิทยาทางอาหาร เน่ืองจากจุลินทรียบ์าดเจ็บมีแนวโนม้ท่ีจะแบ่งตวัและ
เป็นสาเหตขุองโรคอาหารเป็นพิษ ดงันัน้เซลลบ์าดเจ็บควรถกูตรวจพบถา้มีอยู่ในอาหาร  โดยทั่วไปใน
การตรวจหาจลุินทรียก์่อโรคในอาหารดว้ยวิธีพืน้ฐาน ไดมี้การน า selective media หลายชนิดมาใชใ้น
การคดัเลือกจลุินทรียเ์ฉพาะท่ีตอ้งการตรวจหา แตจ่ลุินทรียบ์าดเจ็บอาจไม่สามารถเจริญไดบ้นอาหาร
เลีย้งเชือ้เหล่านัน้ ท าใหต้รวจสอบไม่ไดว้่ามีจุลินทรียนี์อ้ยู่ อาหารท่ีมีเซลลบ์าดเจ็บท่ีสามารถก่อโรค
อาหารเป็นพิษได้จึงผ่านข้อก าหนดของคุณภาพอาหารทางจุลินทรีย์และถูกน าไปจ าหน่าย เม่ื อ
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จลุินทรียเ์หล่านัน้มีการรกัษาตวัเองจนคืนสภาพเป็นเซลลป์กต ิก็จะเจรญิขึน้โดยมีความรุนแรงของเชือ้
ตามปกติและก่อโรคอาหารเป็นพิษถา้คนรบัประทานอาหารนัน้เขา้ไป  เชือ้อาจมีชีวิตรอดในทางเดิน
อาหารหรืออีกนยัหนึ่งจลุินทรียบ์าดเจ็บนีอ้าจรกัษาตวัเองแลว้เจริญในอาหารตอ่ไป ท าใหอ้าหารมีอายุ
การเก็บสัน้  
       2.     การยืดอายกุารเก็บของอาหาร 
              การท่ีจุลินทรียบ์าดเจ็บไวต่อสภาพท่ีไม่เหมาะสม ดงันัน้จึงเป็นไปไดท่ี้จะน าเอาสภาพท่ีไม่
เหมาะสมตา่งๆ มาใชใ้นการถนอมอาหารเช่น การใชอ้ณุหภูมิต  ่า การใชว้ตัถกุนัเสียและสภาพอ่ืนๆ ใน
การท าลายเซลลแ์ละสปอรท่ี์บาดเจ็บ ท าใหเ้ซลลบ์าดเจ็บไม่สามารถรกัษาตวัเองจนฟ้ืนคืนกลบัเป็น
เซลลท่ี์แข็งแรงได ้จงึเป็นการลดโอกาสท่ีเซลลบ์าดเจ็บจะเจรญิและท าใหอ้าหารเสีย 
       3.     การสง่เสรมิการอยูร่อดของเชือ้จลุินทรียท่ี์เก็บรกัษา 
               ปัจจบุนัไดมี้การเก็บรกัษากลา้เชือ้จลุินทรียใ์นสภาพแช่แข็งหรือแช่แข็งแหง้ เป็นท่ีทราบดีว่า
สภาพทัง้สองนีเ้ป็นสาเหตกุารตายและการบาดเจ็บของจลุินทรีย ์ดงันัน้ถา้หากมีการศกึษากลไกตา่งๆ
ในการตายและการบาดเจ็บของจุลินทรียเ์พ่ือหยุดเหตกุารณเ์หล่านีก็้เป็นไปไดท่ี้จะช่วยใหจ้ลุินทรียมี์
ชีวิตอยูไ่ดน้านและยงัคงมีคณุลกัษณะท่ีตอ้งการ 
 
วัตถุประสงค ์
1.   เพ่ือใหเ้รียนรูถ้ึงวิธีการตรวจหาจ านวนจลุินทรียบ์าดเจ็บ 

2.   เพ่ือศกึษาผลของการแชแ่ข็งและการท าใหล้ะลายตอ่การบาดเจ็บของ Escherichia coli   
3.   เพ่ือศกึษาผลของสารปอ้งกนัความเย็นตอ่การอยูร่อดของ Escherichia coli   
 
อุปกรณ ์
1. เชือ้บรสิทุธ์ิท่ีใชไ้ดแ้ก่  Escherichia coli   
2. อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่ Nutrient Broth (NB), Tryptic Soy Agar (TSA)  และ Violet Red Bile 

(VRB) Agar  
3. สารท่ีใชแ้ขวนลอยเซลล ์(suspending medium) ไดแ้ก่ น า้กลั่น สารละลายเปปโตนความเขม้ขน้

รอ้ยละ 0.1 สารละลายโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 5 สารละลายกลีเซอรอลความเขม้ขน้
รอ้ยละ 10   สารละลายซูโครสความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 

4. หลอดทดลอง และ ขวดแกว้ทนความเย็นขนาดเล็ก 
5. จานเพาะเชือ้  ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตร แทง่แกว้งอ และหว่งเข่ียเชือ้  
6. เครื่องป่ันเหว่ียง (centrifuge)  

7. ตูแ้ชแ่ข็งท่ีอณุหภมูิ  -20C และตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37 C 
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วิธีการทดลอง 
1. ถ่ายเชือ้ E. coli จากหลอดอาหาร NA  1 ลูปเต็ม ลงในอาหาร NB 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 

37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
2. น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ท าการล้างเซลล์ 2 ครัง้ด้วย

สารละลายเปปโตน จากนั้นท าให้ไดส้ารแขวนลอยของเซลล ์5 มิลลิลิตรหลังจากการลา้งครัง้
สดุทา้ย 

3. ท าการเจือจางเซลลท่ี์ระดบัความเจือจาง 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5 ดว้ยสารละลายท าเจือ
จางต่างชนิดกันทัง้หมด 5 ชนิด  ไดแ้ก่ น า้กลั่น สารละลายเปปโตน สารละลายโซเดียมคลอไรด์
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 สารละลายกลีเซอรอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 10   และสารละลายซูโครส
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 

4. ตรวจหาปริมาณเซลลด์ว้ยเทคนิค spread plate โดยปิเปตสารแขวนลอยของเซลลท่ี์แตล่ะระดบั
ความเจือจางท่ี 10-3 , 10-4 และ 10-5 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงบนอาหาร TSA และ VRB น าไปบ่ม

ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
5. ปิเปตสารแขวนลอยของเซลลท่ี์เหลือท่ีระดบัความเจือจาง 10-2 , 10-3 และ 10-4 ลงในขวดแกว้ทน

ความเย็นปราศจากเชือ้ระดบัความเจือจางละ 2 ขวด ปริมาตรขวดละ 1 มิลลิลิตร น าไปแช่แข็งท่ี

อณุหภมูิ -20C จนกระทั่งแข็งตวั (ใชเ้วลาประมาณ 1-2 ชั่วโมง) 
6. น าขวดทนความเย็นทัง้หมดท่ีน าไปแช่แข็งออกมาท าใหล้ะลาย โดยท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางให้

น าขวดหนึ่งทิง้ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเพ่ือใหล้ะลายอย่างรวดเร็ว (rapid thaw) ส่วนอีกขวดหนึ่ง น าไป

แช่น า้เย็นท่ีอณุหภูมิประมาณ 5C ทนัทีหลงัจากเอาออกจากตูเ้ย็นเพ่ือใหล้ะลายอย่างชา้ (slow 
thaw) บนัทกึเวลาท่ีใชใ้นการท าใหล้ะลายอยา่งสมบรูณ ์

7. ตรวจหาปริมาณเซลลด์ว้ยเทคนิค spread plate เช่นเดียวกับขอ้ 4 โดยปิเปตสารแขวนลอยของ
เซลล ์0.1 มิลลิลิตรของแต่ละระดบัความเจือจาง (10-2 , 10-3 และ 10-4) ลงบนอาหาร TSA และ 

VRB น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
8. ค านวณหารอ้ยละของจ านวนเซลลท่ี์ตาย และเซลลท่ี์บาดเจ็บในแตล่ะตวัอยา่ง 
9. เปรียบเทียบผลการทดลองกบักลุม่อ่ืนๆ 
 
การค านวณหาปรมิาณเซลลบ์าดเจ็บ 
1. จ านวนโคโลนี (CFU ตอ่มิลลิลิตร) บนอาหาร TSA คือ จ านวนเซลลท่ี์แข็งแรงและเซลลท่ี์บาดเจ็บ 
2. จ านวนโคโลนี (CFU ตอ่มิลลิลิตร) บนอาหาร VRB คือ จ านวนเซลลท่ี์แข็งแรง (เพราะเซลลท่ี์บาด   
        เจ็บไมส่ามารถเจรญิบนอาหารชนิดนีไ้ดเ้น่ืองจากมีสารยบัยัง้) 
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3. จ านวนเซลลท่ี์ไมบ่าดเจ็บ (รอ้ยละ)  =  จ  านวนโคโลนีบน VRB × 100 
                                                        จ  านวนโคโลนีบน TSA 

4. จ านวนเซลลท่ี์บาดเจ็บ (รอ้ยละ)     =  จ  านวนโคโลนีบน TSA - จ  านวนโคโลนีบน VRB × 100 
                                                                      จ  านวนโคโลนีบน TSA 

5.    ปรมิาณเซลลท่ี์ตาย (รอ้ยละ)         =  จ  านวนโคโลนีบน TSA - จ  านวนโคโลนีบน TSA     
                                                                     (ก่อนแชแ่ข็ง)                     (หลงัแชแ่ข็ง)          × 100 
                                                                    จ  านวนโคโลนีบน TSA ก่อนแชแ่ข็ง 
 
บันทกึผลการทดลอง 
1.  ผลการตรวจนบัจ านวนเซลลข์องแบคทีเรียก่อนการแช่แข็ง 
     แบคทีเรียท่ีใชคื้อ.................................................................................... 
     สารละลายท าเจือจางท่ีใชคื้อ................................................................ 
ก่อนการแชแ่ข็ง 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

 
CFU ตอ่มิลลิลิตร 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

TSA VRB TSA VRB TSA VRB TSA VRB 
1         
2       

จ  านวนเซลลบ์น TSA ก่อนแชแ่ข็ง  =  ……………………………… CFU ตอ่มิลลิลิตร 
จ านวนเซลลบ์น VRB ก่อนแชแ่ข็ง  =  ……………………………… CFU ตอ่มิลลิลิตร 
 
2.  ผลการตรวจนบัจ านวนเซลลข์องแบคทีเรียหลงัการแช่แข็ง 
     2.1  หลงัการแชแ่ข็ง (ละลายเรว็) :  เวลาท่ีใชใ้นการละลาย..........นาที 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

 
CFU ตอ่มิลลิลิตร 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

TSA VRB TSA VRB TSA VRB TSA VRB 
1         
2       



 

                                                                                                                                                            

109 

จ านวนเซลลบ์าดเจ็บ (รอ้ยละ) =  …………………………………………………………………… 
.………………………………………………………………………………………………………… 
จ านวนเซลลท่ี์ตาย (รอ้ยละ) =  ………………………………………………………………………. 
.………………………………………………………………………………………………………… 
 
     2.2  หลงัการแชแ่ข็ง (ละลายชา้) :  เวลาท่ีใชใ้นการละลาย..........นาที 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

 
CFU ตอ่มิลลิลิตร 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

ระดบัความเจือ
จางท่ี........... 

TSA VRB TSA VRB TSA VRB TSA VRB 
1         
2       

 
จ านวนเซลลบ์าดเจ็บ (รอ้ยละ) =  …………………………………………………………………….. 
.………………………………………………………………………………………………………… 
จ านวนเซลลท่ี์ตาย (รอ้ยละ) =  ……………………………………………………………………….. 
.………………………………………………………………………………………………………… 
 

ค าถามท้ายบท 
1.    จงยกตวัอยา่งอาหารเลีย้งเชือ้และชนิดของสารยบัยัง้ท่ีสามารถยบัยัง้การเจรญิของเซลลบ์าดเจ็บ 
2.    จลุินทรียบ์าดเจ็บมีความส าคญัอยา่งไร  การตรวจหาจ านวนจลุินทรียบ์าดเจ็บ ท าไดอ้ยา่งไร 
3.    จากการทดลองท่ีได้ใช้สารแขวนลอยเซลล์ต่างชนิดกันเช่น  น ้ากลั่น สารละลายเปปโตน

สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 5 สารละลายกลีเซอรอลความเขม้ขน้รอ้ย
ละ 10   และสารละลายซูโครสความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 สารต่างๆ เหล่านีมี้ผลต่อการมีชีวิตรอด
ของ E. coli อย่างไร สารชนิดใดบา้งท่ีมีผลช่วยป้องกันเซลลจ์ากการบาดเจ็บและตายระหว่าง
การแชแ่ข็งและการท าใหล้ะลาย 

4.    จากผลการทดลอง  การท าใหล้ะลายอย่างชา้ๆและการท าใหล้ะลายอย่างรวดเร็วมีผลต่อการ
บาดเจ็บและการตายของ E. coli อยา่งไร ท าไมจงึเป็นเชน่นัน้  
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บทปฏบัิตกิารที ่8 
การตรวจหา Salmonella ในอาหาร 

 
 
              Salmonella เป็นแบคทีเรียแกรมลบในแฟมมิลี Enterobacteriaceae มีรูปรา่งท่อน ไม่สรา้ง
สปอร ์สรา้งเอนไซมค์ะตะเลส  ไม่สรา้งเอนไซมอ์อกซิเดส ส่วนใหญ่เคล่ือนท่ีไดด้ว้ยแฟลกเจลลารอบ
เซลล์ (peritrichous flagella) เจริญได้ทั้งสภาพท่ีมีและไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) หมัก
กลูโคสใหก้รดและแก๊ส สามารถใชซ้ิเตรทเป็นแหล่งพลงังาน ส่วนใหญ่สรา้งไฮโดรเจนซลัไฟดแ์ละไม่
ไฮโดรไลสย์ูเรีย พบไดท้ั่วไปในสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติ เป็นจุลินทรียท่ี์อยู่รอดไดดี้ในสภาพท่ีไม่
เหมาะสมเช่น สภาพท่ีมีสารอาหารต ่า สภาพท่ีมีอณุหภูมิและ pH ไม่เหมาะสม ส่วนใหญ่ไม่ทนความ
รอ้น ยกเวน้บางสายพนัธุท่ี์แยกไดจ้ากไข่และเนือ้สตัวอ์าจทนความรอ้น การท าแหง้และแชแ่ข็งอาจไม่
สามารถท าลายเชือ้ชนิดนีไ้ด้ทั้งหมด แหล่งท่ีอยู่อาศัยหลักของ Salmonella คือในล าไส้ของสัตว ์ 
ดงันัน้อาหารท่ีมาจากสตัวเ์ช่น เนือ้สด ไข่ ผลิตภัณฑจ์ากสตัวปี์กและผลิตภัณฑน์มมกัปนเป้ือนดว้ย
เชือ้ชนิดนี ้ส  าหรบัอาหารชนิดอ่ืนท่ีอาจพบ Salmonella ไดแ้ก่ ไอศกรีม อาหารท่ีมีไข่เป็นส่วนผสม 
สลัด แซนวิช ผักและผลไม้ อาหารเหล่านี ้อาจเป็นพาหะท่ีส าคัญท่ีจะน าโรคซาลโมเนลโลซีส 
(salmonellosis) มาสู่คนและสตัว ์ การปนเป้ือนดว้ยเชือ้ชนิดนีบ้่อยครัง้มีสาเหตมุาจากการปนเป้ือน
ขา้ม (cross-contamination) จากอปุกรณท่ี์ปนเป้ือนเชือ้ Salmonella   
 
ลักษณะของโรคทีเ่กิดจาก Salmonella 
 Salmonella เป็นแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของการติดเชือ้ในคนท่ีเรียกว่า โรคซาลโมเนลโลซีส 
โรคนีแ้บง่ออกไดเ้ป็นหลายรูปแบบ รวมทัง้แบบท่ีเป็นพาหะท่ีไม่แสดงอาการ Salmonella บางซีโรไทป์
เช่น  S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport และซีโรไท ป์ อ่ืนๆ เก่ียวข้องกับการเกิดโรค
โดยเฉพาะ gastroenteritis (หรือ enterocolitis) ในคนและสตัว ์ซึ่งเป็นโรคซาลโมเนลโลซีสรูปแบบท่ี
พบบ่อยท่ีสุด Salmonella อย่างนอ้ย 150 ซีโรไทป์ท าใหเ้กิดโรคนี ้ผูป่้วยจะมีอาการทอ้งเสีย ปวดทอ้ง 
เป็นไข้ หนาว อาเจียนและปวดหัว ระยะเวลาตั้งแต่ได้รับเชื ้อจนกระทั่ งเกิดอาการ ( incubation 
period) ประมาณ 12-36 ชั่วโมง และมีอาการของโรค 1-4 วัน ส่วนเชือ้ S. Typhi และ S. Paratyphi 
ท าใหเ้กิด enteric fever ในคนซึ่งพบนอ้ยกว่ารอ้ยละ 5 ของบรรดาผูป่้วยท่ีเป็นโรคซาลโมเนลโลซีส 
ผูป่้วยจะมีอาการทอ้งเสีย ปวดทอ้ง ปวดหวัและมีไขส้งู ช่วงเวลา incubation period อยู่ระหว่าง 1-7 
สปัดาห ์ผูป่้วยมีอาการในช่วง 1-8 สปัดาห ์และ S. Choleraesuis ท าใหเ้กิด bacteremia การติดเชือ้ 
S. Choleraesuis ในคนมีอตัราการตายสงู 
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การตรวจหาและแยกเชือ้ Salmonella ในอาหาร 
               การตรวจหา Salmonella ท่ีไดผ้ลเช่ือถือไดข้ึน้อยู่กับแผนการสุ่มตวัอย่างท่ีดีและการใชว้ิธี
วิเคราะหท่ี์มีประสิทธิภาพ เน่ืองจากในอาหารมกัจะมี Salmonella จ  านวนนอ้ยและบอ่ยครัง้ท่ีเชือ้ชนิด
นีเ้ผชิญกบัสภาวะเครียดในระหวา่งการแปรรูปและการเก็บรกัษาอาหาร    ดงันัน้จงึตอ้งมีขัน้ตอน pre-
enrichment เพ่ือท าใหเ้ซลลข์อง Salmonella  ท่ีบาดเจ็บฟ้ืนคืนสภาพเป็นเซลลท่ี์แข็งแรง เจริญและ
เพิ่มจ านวนจนถึงระดบัท่ีตรวจพบได้ ในขัน้นีจ้ะตอ้งเพาะเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลวท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญ ซึ่ ง ก็ คื อ  nonselective enrichment broth จากนั้นจึ งถ่ าย เชื ้อลง ไปในอาหาร selective 
enrichment broth ตามดว้ยการเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง selective differential agar เพ่ือคัดเลือก
เชือ้ในขั้นต่อไป จากนั้นจึงท าการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี (biochemical screening) และ
ทดสอบยืนยนัทางซีโรวิทยา (serological confirmation) 
        1.    Pre-enrichment 
               อาหารเหลวท่ีเหมาะสมในขัน้ pre-enrichment ตามทฤษฎีควรจะเป็นอาหารท่ีท าใหเ้ซลลมี์
การซ่อมแซมองคป์ระกอบของเซลลท่ี์เสียหาย มีการเจือจางสารพิษหรือสารยบัยัง้ และมีสารอาหารท่ี
มีคณุคา่ท่ีจะท าใหเ้ชือ้ Salmonella  เพิ่มจ านวนไดม้ากกว่าเชือ้ท่ีไม่ใช่ Salmonella  โดยทั่วไปอาหาร 
Lactose Broth เป็นอาหารท่ีใชก้ันมากแต่มีขอ้จ ากัดเน่ืองจาก Salmonella ส่วนใหญ่ไม่ใชแ้ลคโตส  
เม่ือมีการแข่งขนัเจรญิกบัแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีใชแ้ลคโตสซึ่งมีอยูใ่นตวัอยา่งอาหาร จะมีผลท าใหค้า่ pH 
ลดลง จึงจ ากัดการเจริญของเชือ้ ดงันัน้อาหาร Lactose Broth จึงเหมาะสมกับตวัอย่างอาหารบาง
ชนิดเทา่นัน้ ชนิดของ pre-enrichment broth ท่ีเหมาะสมและวิธีการเตรียมตวัอยา่งส าหรบัอาหารตา่ง
ชนิดกันจะแตกต่างกัน (ตารางท่ี 8.2) การเติมบรินเลียนซก์รีน (brilliant green) หรือคริสตลัไวโอเลต 
(crystal violet) หรือมาลาไคทก์รีน (malachite green) ปริมาณนอ้ยลงไปใน pre-enrichment broth 
ชว่ยแกปั้ญหาการปนเป้ือนดว้ยแบคทีเรียแกรมบวกจ านวนมากเชน่  Buffered Peptone Water ท่ีเติม
มาลาไคทก์รีนท่ีระดบัความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.01 ใชเ้ป็น pre-enrichment broth ไดดี้ในการเพาะเลีย้ง
เชือ้ Salmonella ในนมผง ในปี ค. ศ. 1973 Gomez และคณะ ไดพ้ฒันาอาหาร Glucose-Inorganic 
Salts Medium (M-9)  ส าหรบัเพาะเลีย้งเชือ้ Salmonella ท่ีเผชิญสภาวะเครียดต่อความรอ้น ความ
แหง้และสารปฏิชีวนะ นอกจากนีใ้นการคืนรูปตวัอย่างอาหารแหง้อาจมีผลต่อการฟ้ืนคืนสภาพของ 
Salmonella  จงึไดมี้ผูแ้นะน าว่าในการคืนรูปนมผงเริ่มแรกควรใชอ้ตัราสว่นของปรมิาณตวัอยา่งนมผง
ตอ่อาหารเหลวเท่ากบั 1:2 จากนัน้จึงเจือจางจนถึงระดบัความเจือจาง 1:9 ส่วนการวิเคราะหอ์าหารท่ี
มีไขมนัสงู ควรเตมิสารลดแรงตงึผิว (surfactant) จะชว่ยใหต้รวจพบ Salmonella ไดม้ากขึน้ เน่ืองจาก
สารนีช้่วยกระจายอนุภาคของไขมันท่ีมี Salmonella อยู่  โดยทั่วไปจะบ่ม pre-enrichment broth ท่ี

อณุหภมูิ 35-37C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง  
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       2.    Selective enrichment 
               อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชใ้นขัน้ตอนนีป้ระกอบดว้ยสารยบัยัง้ท่ีช่วยคดัเลือกใหเ้ชือ้ Salmonella 
เจริญไดแ้ละช่วยให้การเจริญของ Salmonella บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชค้ัดเลือก (selective plating 
media) ในขัน้ตอ่ไปง่ายขึน้โดยสารยบัยัง้ในอาหารเลีย้งเชือ้จะไปยบัยัง้การเจรญิของจลุินทรียช์นิดอ่ืน  
สารยบัยัง้ท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ เกลือน า้ดี (bile salt) เตตราไทโอเนต (tetrathionate) ซีลีไนต ์(selenite) และ
สีย้อมไดแ้ก่ บรินเลียนซก์รีนและมาลาไคทก์รีน ตัวอย่างของอาหารเหลวท่ีใช้คัดเลือก (selective 
enrichment broth) Salmonella ให้เจริญขึน้ได้แก่  1) Selenite Cystine (SC) Broth  มีซีลีไนต ์เป็น
สารยับยั้งและมีซีสทีน (cystine) ช่วยส่งเสริมการเจริญของ Salmonella  2) Tetrathionate (TT) 
Broth  มีเตตราไทโอเนต และเกลือน า้ดีเป็นสารยบัยัง้ อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีไ้ม่เหมาะกบั Salmonella  
ซี โรวาร์ท่ีปรับตัวอาศัยอยู่ เฉพาะในสัตว์บางชนิด  (host-adapted serovars) 3) Tetrathionate 
Brilliant Green (TBG) Broth  และ 4) Rappaport-Vassiliadis (RV) Broth  มีมาลาไคท์กรีนและ
แมกนีเซียมคลอไรดเ์ป็นสารยับยั้งและมีค่า pH ต ่า เป็นอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดหนึ่งท่ีเลือกใช้ไดก้ับ
ตวัอย่างท่ีเป็นอาหาร แต่อาจตรวจไม่พบ S. Typhi และ S. Dublin ถ้าใชอ้าหาร RV Broth ควรเติม
ตัวอย่างท่ีผ่านการบ่มจากขั้น pre-enrichment ลงไปในอาหาร selective enrichment broth ใน
อตัราส่วนของตวัอย่างตอ่อาหารเหลวเท่ากบั 1:100  แตถ่า้ใช ้SC Broth และ TT Broth อตัราส่วนของ
ตัวอย่างต่ออาหารเหลวควรเป็น 1:10 ส าหรบัอุณหภูมิท่ีใชบ้่ม ถ้าใช้ selective enrichment broth 

ทั่วไปจะบ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37C แต่ถา้ใช ้RV Broth ควรบ่มท่ีอุณหภูมิสูงถึง 41-42C ซึ่งจ  าเป็นต่อ
การคดัเลือกใหเ้ชือ้ Salmonella เจรญิขึน้ ถา้ใชอ้ณุหภมูิต  ่ากวา่นีเ้ชือ้ท่ีเจรญิแขง่ขนัอาจเจรญิได ้ 
        3.    Selective plating 
               อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็งท่ีใชใ้นการคดัเลือกเชือ้ Salmonella ใหเ้จริญขึน้ชนิดท่ีนิยมใชทุ้ก
ชนิดมีส่วนผสมของสารท่ีสามารถท าใหเ้ชือ้ Salmonella เจริญเป็นโคโลนีท่ีแตกตา่งกบัโคโลนีของเชือ้
ท่ีไม่ใช่ Salmonella  สารท่ีเตมิลงไปก็เพ่ือยบัยัง้จลุินทรียช์นิดอ่ืนเช่น สียอ้มชนิดตา่ง ๆ เกลือน า้ดี และ
สารชนิดอ่ืนๆ ซึ่งโดยทั่วไปอาศยัหลกัการท่ี Salmonella ส่วนใหญ่ไม่สามารถหมกัแลคโตสและในบาง
กรณีไม่สามารถหมกัคารโ์บไฮเดรตชนิดอ่ืนเช่น ซูโครสและซาลิซิน (salicin) โดยทั่วไปจะแยกความ
แตกต่างของ Salmonella กับเชือ้ท่ีไม่ใช่ Salmonella ไดโ้ดยอาศยัความสามารถในการสรา้งหรือไม่
สรา้งไฮโดรเจนซลัไฟด ์รวมทัง้ความสามารถในการใชค้ารโ์บไฮเดรตหนึ่งชนิดหรือมากกว่าหนึ่งชนิดใน
อาหารเลีย้งเชือ้  ตวัอยา่งของอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็งท่ีใชใ้นการคดัเลือก ไดแ้ก่ Brilliant Green Agar 
(BGA), Brilliant Green Sulfa (BGS), Bismuth Sulfite Agar (BSA), Xylose Lysine Deoxycholate 
(XLD) Agar (มีดีออกซีโชเลตยบัยัง้แบคทีเรียแกรมบวก) และ Hektoen Enteric Agar (HE) การสรา้ง
กรดจากกลโูคสหรือการใชซู้โครสจะท าใหสี้ของอาหารเลีย้งเชือ้เหลา่นีเ้ปล่ียนไป นอกจากนีย้งัสามารถ
ใช ้ Rambach Agar (มีดีออกซีโชเลตเป็นสารยบัยัง้) ในการตรวจหา Salmonella ได ้อาหารเลีย้งเชือ้
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ชนิดนีอ้าศัยการสรา้งกรดจากโพรไพลีนไกลคอล (propylene glycol) ท าใหโ้คโลนีท่ีขึน้มีสีต่างกัน
เน่ืองจากเชือ้ Salmonella สรา้งเอนไซมเ์บตา้-กาแลคโตซิเดส (-galactosidase) ท าใหแ้ยกความ
แตกต่างของ Proteus ออกจากแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriaceae ชนิดอ่ืน อาหารเลี ้ยงเชื ้อ
เหล่านี ้โดยปกติจะท าให้โคโลนีท่ีสงสัยว่าเป็น  Salmonella  เจริญภายใน 18-24 ชั่ งโมงหลังบ่มท่ี

อุณหภูมิ 35-37C ยกเว้นในอาหาร BSA ซึ่งอาจต้องบ่มเป็นเวลานานถึง 48 ชั่ วโมง โคโลนีของ 
Salmonella จึงจะเจริญ จากการศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเชือ้ในการตรวจหา Salmonella  
สามารถจดัล าดบัประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเชือ้จากมากไปหานอ้ยไดด้งันี ้BSA > BGS > BGA > 
Rambach > XLD > HE นอกจากนีย้งัมี selective media ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชไ้ดอี้กไดแ้ก่ Deoxycholate 
Citrate Agar (DCA), Deoxycholate Hydrogen Sulfide Lactose (DHL) Agar, Modified semi-
solid Rappaport Vassiliadis (MSRV), MacConkey Agar แ ล ะ  Salmonella Shigella Agar 
สามารถจัดระดบัความสามารถของอาหารเลีย้งเชือ้ในการคดัเลือก Salmonella ไดด้งันี ้1) ชนิดท่ีมี
ความสามารถในการคดัเลือกต ่า (low selective) ไดแ้ก่ MacConkey Agar  2) ชนิดท่ีมีความสามารถ
ในการคัดเลือกปานกลาง (intermediate selective) ได้แก่ XLD, DCA, SS, HE และ DHL และ 3) 
ชนิดท่ีมีความสามารถในการคดัเลือกสูง (high selective) ไดแ้ก่ BGA, BSA และ MSRV อย่างไรก็
ตามไม่มีอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดใดท่ีมีประสิทธิภาพเช่ือถือได ้100 เปอรเ์ซ็นตด์งันัน้จึงควรใช ้selective 
media มากกวา่ 1 ชนิด 
        4.   การทดสอบทางชีวเคมี 
               การทดสอบทางชีวเคมีของ Salmonella อาศยัคณุลกัษณะของแบคทีเรียชนิดนีใ้นการสรา้ง
ไฮโดรเจนซัลไฟด ์การมีกิจกรรมของเอนไซม์ไลซีนดีคารบ์อกซีเลส (lysine decarboxylase) และ
เอนไซม์ยูรีเอส (urease) และการท่ีเชือ้ไม่สามารถสรา้งกรดจากแลคโตสและซูโครส  ส าหรับการ
ทดสอบทางชีวเคมีเบือ้งตน้ เพ่ือแยกความแตกตา่งและคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสงสยัว่าเป็น Salmonella 
นิยมใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ 2 ชนิดคือ 1) Triple Sugar Iron (TSI) Agar ใชใ้นการทดสอบความสามารถ
ในการสรา้งไฮโดรเจนซัลไฟด ์การใช้กลูโคส แลคโตส และซูโครสและ 2) Lysine Indole Motility 
(LIM) หรืออาจใช ้Lysine Iron Agar (LIA) ในทดสอบการดีคารบ์อกซิเลตไลซีน การสรา้งอินโดล และ
การเคล่ือนท่ี หลงัจากท่ีไดเ้ชือ้ท่ีมีคณุสมบตัิทางชีวเคมีท่ีน่าจะเป็นเชือ้ Salmonella แลว้ ขัน้ตอ่ไปเป็น
การทดสอบยืนยนัดว้ยวิธีทางซีโรวิทยาโดยใชโ้อแอนติซีรมั (somatic (O) polyvalent antiserum) เอช
แอนติซีรมั (flagella (H) polyvalent antiserum) และแอนติซีรมัเฉพาะส าหรบัเชือ้ Salmonella แตล่ะ
กลุม่ 
         5.   การทดสอบทางซีโรวิทยา 
               การทดสอบทางซีโรวิทยา (serological test หรือ serotyping) เป็นการทดสอบท่ีใชก้นั
มากในแบคทีเรียแกรมลบกลุ่ม enteric ท่ีก่อโรคเชน่ Salmonella และ Escherichia หลกัการของการ
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ทดสอบนีก็้คือ การใชแ้อนติบอดีเฉพาะ (specific antibody หรือ antiserum) ในการจ าแนกแอนตเิจน 
(antigen) ของแบคทีเรีย การทดสอบทางซีโรวิทยาท าใหส้ามารถจ าแนก Salmonella ไดเ้ป็นหลายซี
โรไทป์ (serotype) หรือซีโรวาร ์ (serovar) ตามองคป์ระกอบของโอแอนตเิจนหรือโซมาตกิแอนตเิจน 
(Somatic (O) antigen) เอชแอนตเิจนหรือแฟลกเจลลาแอนตเิจน (Flagella (H) antigen) และเค
แอนตเิจนหรือแคปซูลาแอนตเิจน (Capsular (K) antigen) โอแอนตเิจนเป็นองคป์ระกอบในส่วนของ
เย่ือหุม้ชัน้นอกของเซลลซ์ึ่งเป็นสารประกอบเชิงซอ้นของลิโพพอลิแซ็กคาไรด ์(lipopolysaccharide) ท่ี
ทนความรอ้น ทนแอลกอฮอลแ์ละกรดเจือจาง เอชแอนติเจนเป็นองคป์ระกอบในสว่นของแฟลกเจลลา
ท่ีอยูร่อบเซลลข์อง Salmonella เป็นแอนตเิจนท่ีไมท่นความรอ้น ถกูท าลายดว้ยแอลกอฮอลแ์ละกรด 
สว่นเคแอนตเิจนเป็นแอนตเิจนในสว่นของแคปซูลท่ีคลมุรอบนอกโอแอนตเิจนซึ่งถกูท าลายดว้ยความ
รอ้น ในปัจจบุนัเชือ้ Salmonella ถกูจดัจ าแนกไวม้ากกวา่ 2,400 ซีโรไทป์ 
               การทดสอบทางซีโรวิทยา เม่ือใชก้บัเชือ้ Salmonella จะท าใหส้ามารถจดัสปีชีสแ์ละซีโรไทป์
ของเชือ้ชนิดนีใ้หอ้ยูเ่ป็นกลุม่ ๆ (group) ไดต้ามความคลา้ยกนัของโอแอนตเิจนซึ่งมีมากกวา่ 60 โอ
แอนตเิจน โดยจดัเป็นกลุ่ม A  (group A มีโอแอนตเิจน 1, 2, 12) ถึง Z (ตรงกบั group 50) ตามดว้ย
กลุม่ 51 ถึง 67 ตวัอยา่งเชน่ S. Hirschfeldii, S. Choleraesuis, S. Oranienburg และ S. 
Montevideo จดัอยูใ่นกลุม่ C1 เน่ืองจากมีโอแอนตเิจน 6 และ 7 เหมือนกนั (ตารางท่ี 8.1) และเม่ือ
ทราบกลุม่ของเชือ้แลว้ตอ้งท าการจ าแนกเอชแอนตเิจนตอ่ไปเพ่ือจะไดท้ราบช่ือซีโรไทป์ ส าหรบัเอช
แอนตเิจน Salmonella ส่วนใหญ่มี 2 เฟส (phase) คือ เฟส 1 (phase 1 หรือ specific phase) ใช้
สญัลกัษณเ์ป็นอกัษรภาษาองักฤษตวัพิมพเ์ล็ก และเฟส 2 (phase 2 หรือ group phase) ใช้
สญัลกัษณเ์ป็นตวัเลขอะราบิค เอชแอนตเิจน เฟส 2 ใน Salmonella บางชนิดอาจตรวจไมพ่บก็ไดเ้ชน่ 
S. Oranienburg, S. Typhi และ S. Gallinarum เป็นตน้เม่ือทดสอบทางซีโรวิทยาของ S. 
Choleraesuis อยา่งสมบรูณแ์ลว้จะไดโ้อแอนตเิจนและเอชแอนตเิจนเป็น 6, 7, c, 1, 5 (ตารางท่ี 8.1) 
ฉะนัน้เชือ้ Salmonella กลุม่ยอ่ยนีก็้คือซีโรวารท่ี์มีช่ือวา่ Choleraesuis  
               ในการทดสอบทางซีโรวิทยา ท าไดโ้ดยอาศยัปฏิกิรยิาการเกาะกลุม่ (agglutination) ของ 
จลุินทรียก์บัแอนตซีิรมับนกระจกสไลด ์ (slide agglutination) (รูปท่ี 8.1) หรือในหลอดทดลอง (tube 
agglutination) (รูปท่ี 8.2) โดยจะเข่ียเชือ้แบคทีเรียมาใส่ลงในหยดแอนตซีิรมั ซึ่งเป็นสารละลายท่ี
ประกอบดว้ยแอนตบิอดีส าหรบัใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของ Salmonella ถา้ในแอนตซีิรมัมี
แอนติบอดีเฉพาะท่ีจะจบักบัแอนตเิจนนัน้ๆ ก็จะเกิดปฏิกิรยิาการเกาะกลุม่ โดยเซลลข์องแบคทีเรีย
หรือแอนตเิจนนัน้จะเช่ือมกบัแอนติบอดีท าใหเ้กิดกลุม่ของเซลลท่ี์มีแอนติบอดีเป็นตวัเช่ือม (รูปท่ี 8.3) 
สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปลา่ 
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ตารางท่ี 8.1  โครงสรา้งแอนตจีินิก (antigenic structure) ของ Salmonella บางชนิดท่ีพบบอ่ย 
 
กลุม่ ซีโรวาร ์(ซีโรไทป์) โอแอนตเิจน* เอชแอนตเิจน 

เฟส 1 เฟส 2 
A S. Paratyphi A 1, 2, 12 A (1, 5) 
B S. Schottmuelleri 

S. Typhimurium 
1, 4, (5), 12 
1, 4, (5), 12 

B 
i 

1, 2 
1, 2 

C1 S. Hirschfeldii 
S. Choleraesuis 
S. Oranienburg 
S. Montevideo 

6, 7, (vi) 
6, 7 
6, 7 
6, 7 

c 
(c ) 
m, t 
g, m, s (p) 

1, 5 
1, 5 
- 
(1, 2, 7) 

C2 S. Newport 6, 8 e, h 1, 2 
D S. Typhi 

S. Enteritidis 
S. Gallinarum 

9, 12, (Vi) 
1, 9, 12 
1, 9, 12 

d 
g, m 
- 

- 
(1, 7) 
- 

E1 S. Anatum 3, 10 e, h 1, 6 
*ตวัเอียง หมายถึงเก่ียวขอ้งกบั phage conversion;  ในวงเล็บ ( ) หมายถึงอาจมี            
 ท่ีมา: Jay และคณะ (2005)  
 
           
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 8.1   ปฏิกิรยิาการเกาะกลุม่บนสไลด ์ (ก) ลกัษณะปรากฎของปฏิกิรยิาท่ีใหผ้ลบวก 
                           (ข) ลกัษณะปรากฎของปฏิกิรยิาท่ีใหผ้ลลบ 
         ท่ีมา: Wistreich (1997) 
 

 

(ก) (ข) 
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รูปท่ี 8.2   ปฏิกิรยิาการเกาะกลุม่ในหลอดทดลอง  (ก) ลกัษณะปรากฎของปฏิกิรยิาท่ีใหผ้ลบวก 
                       (ข) ลกัษณะปรากฎของปฏิกิรยิาท่ีใหผ้ลลบ 
   ท่ีมา: Wistreich (1997) 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 8.3   ปฏิกรยิาการเกาะกลุม่: แอนตเิจนเช่ือมกบัแอนตบิอดีท าใหเ้กิดกลุม่ของเซลล ์
         ท่ีมา: Wistreich (1997)   
 
การตรวจหา Salmonella ด้วยวิธีทีร่วดเร็ว 
 การปนเป้ือนของ  Salmonella  ในอาหารเป็นปัญหาท่ีส าคญัในหลาย ๆ ประเทศทั่วโลกซึ่งได้
มีรายงานการพบ  Salmonella  ในอาหารหลายชนิดไดแ้ก่  ไข ่  สตัวปี์ก  เนือ้และผลิตภณัฑเ์นือ้  
ช็อกโกแลต  เครื่องเทศและนมผง  เชือ้แบคทีเรีย Salmonella ในอาหารเหลา่นีส้ามารถก่อใหเ้กิดโรค  
ซาลโมเนลโลซีส ในการหาสาเหตขุองการเกิดโรคระบาดจาก  Salmonella  จ  าเป็นตอ้งใชว้ิธีการตรวจ 
หาเชือ้ชนิดนีอ้ยา่งมีประสิทธิภาพซึ่งมีความส าคญัตอ่การจ ากดัการเกิดโรค  การตรวจหา Salmonella  
ดว้ยวิธีมาตรฐาน  (standard  method  หรือ  conventional  method)  นัน้ใชแ้รงงานมากและทราบ
ผลชา้  (ประมาณ  5  วนั)  ดงันัน้วิธีการตรวจหา  Salmonella  ท่ีรวดเร็วจงึไดร้บัความนิยมมากขึน้ใน
ปัจจบุนั  

 

 

(ก) (ข) 
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              เม่ือเรว็ๆนีไ้ดมี้การพฒันาวิธีการตรวจหา Salmonella  อยา่งรวดเรว็ โดยมีการน าวิธีการดา้น 
อิมมโูนวิทยามาใช ้ วิธี Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ป็นวิธีหนึ่งท่ีประสบความ 
ส าเรจ็ในการใชต้รวจหา Salmonella ในอาหาร  ELISA เป็นวิธีท่ีสะดวกรวดเรว็และใชก้นัมากในการ 
ตรวจหา Salmonella  โดย  Mattingly และ Gehle (1984) ไดป้รบัปรุงวิธี Enzyme-Linked 
Immunoassay (EIA) ท่ีสามารถท าไดภ้ายในเวลานอ้ยกวา่ 2 ชั่วโมง วิธีนีส้ามารถใชใ้นการตรวจหา 
Salmonella ท่ีมีในตวัอยา่งนอ้ยกวา่ 106 เซลลต์อ่มิลลิลิตรได ้ เทคนิค sandwich ELISA นอกจากจะ 
ใชใ้นการตรวจหา Salmonella แลว้ยงัใช ้ ในการตรวจหา virulence factors ไดแ้ก่สารพิษ (toxins) 
ตา่งๆ ไดอี้กดว้ย ปัจจบุนัมีผูผ้ลิตชดุทดสอบชนิด sandwich ELISA ขึน้จ  าหนา่ยกนัมากโดยมีการใช ้
affinity-purified polyclonal หรือ  monoclonal  antibodies แตไ่มมี่ชดุทดสอบใดเลยท่ีมีความ 
จ าเพาะกบั Salmonella อย่างสมบรูณ ์ นกัวิจยัไดมุ้ง่ท่ีจะพฒันาใหช้ดุทดสอบมีความจ าเพาะตอ่สกลุ 
ของจลุินทรียโ์ดยใหมี้ความจ าเพาะท่ีแคบลงเพื่อตรวจหาแบคทีเรียชนิดนี ้ เชือ้ Salmonella ซีโรไทป์ 
ท่ีมีความส าคญัตอ่การเกิดโรคอาหารเป็นพิษไดแ้ก่ S. Typhimurium และ S. Enteritidis การตรวจหา  
Salmonella  ดว้ยวิธี  ELISA  เป็นวิธีหนึ่งท่ีใหผ้ลรวดเร็ว เป็นวิธีท่ีใชแ้อนตบิอดีตรวจจบัแอนตเิจนเชน่ 
lipopolysaccharide antigen และ porins ของ Salmonella Typhi ตวัอย่างชดุตรวจส าเรจ็รูปท่ีมี
จ  าหนา่ย เช่น  ชดุตรวจเชือ้ Salmonella ดว้ยวิธี ELISA ของ  TECRA ประเทศออสเตรเลีย และ 
Salmonella-Tek Organon Teknika ของบรษิัท วิธีนีส้ามารถตรวจหา Salmonella ท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง
อาหารท่ีผา่นขัน้ตอน enrichment แลว้ซึ่งท าไดโ้ดยเคลือบผิวของหลมุใน  microtiter  plate ดว้ย
แอนติบอดท่ีีเฉพาะเจาะจงตอ่แอนตเิจนของเชือ้  Salmonella  เม่ือหยอดตวัอยา่งลงในหลมุท่ีเคลือบ
ดว้ยแอนตบิอดีนัน้  แอนตเิจนของ Salmonella  ก็จะจบักบัแอนตบิอดีท่ีเคลือบอยู่ในหลมุถา้หากมี  
Salmonella  ปะปนอยู่ จากนัน้จงึเตมิแอนติบอดีชนิดท่ีสอง (เชน่ peroxidase conjugated anti-
Salmonella) ซึ่งเป็นแอนติบอดีท่ีเช่ือมตอ่อยูก่บัเอนไซมท่ี์เหมาะสมซึ่งไดแ้ก่ เอนไซม ์  horse  radish  
peroxidase  (ปกตจิะเรียกสัน้ๆ วา่ conjugate ซึ่งก็คือ แอนตบิอดี IgG ท่ีจบัอยู่กบัเอนไซม ์ horse 
radish peroxidase (IgG-HRP) ในสารละลายของ bovine serum albumin ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1 
ใน สารละลาย phosphate buffer saline ท่ีปราศจากเชือ้ แลว้จงึน าไปบม่ แอนตบิอดีท่ีเช่ือมอยู่กบั
เอนไซมนี์จ้ะจบักบัสารประกอบเชิงซอ้นของแอนตเิจนกบัแอนติบอดีชนิดแรก  (antigen – primary  
antibody  complex)  หลงัจากบม่จะขจดัแอนตบิอดีอิสระซึ่งไมไ่ดจ้บักบัเอนไซมอ์อกโดยการลา้งแลว้

เตมิสารตัง้ตน้ของเอนไซมน์ัน้ลงไป (เชน่สาร 3, 3, 5, 5-tetramethylbenzidine หรือ TMB 
substrate) จะเกิดปฏิกิริยาท่ีใหสี้ขึน้ซึ่งแสดงวา่ตวัอยา่งนัน้มีเชือ้ Salmonella  หลงัจากเตมิ
สารละลายส าหรบัหยดุปฎิกิรยิาเชน่ สารละลายกรดซลัฟรูกิความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 สามารถทราบ
ผลไดโ้ดยการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  450  นาโนเมตร ดว้ยเครื่องวดัคา่การดดูกลืน
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แสงชนิดพิเศษ (microplate reader) ท่ีสามารถ  scan  หลมุตา่ง ๆ ของ  microtiter  plate ได ้วิธีการ
นีเ้รียกวา่ double antibody sandwich ELISA (รูปท่ี 8.4) 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 8.4 Double antibody sandwich ELISA ส าหรบัการตรวจหา Salmonella 
            
วัตถุประสงค ์
1.    เพ่ือเรียนรูถ้ึงวิธีการตรวจหาและแยกเชือ้ Salmonella ในอาหารดว้ยวิธีพืน้ฐานและวิธีท่ีรวดเรว็ 
2.    เพ่ือเรียนรูถ้ึงวิธีการทดสอบยืนยนัเชือ้ Salmonella ทางชีวเคมีและทางซีโรวิทยา 
 
ตอนท่ี 1  การตรวจหา Salmonella โดยวิธี Conventional Method (Andrews และคณะ, 2014) 
อุปกรณ ์ 
1.     ตวัอยา่งอาหารท่ีใชไ้ดแ้ก่ ไขไ่ก่สด เนือ้หมสูด  เนือ้ไก่สด  และเนือ้ววัสด 
2.   อาหารเลี ้ย ง เชื ้อ ท่ี ใช้ ได้แก่   Lactose Broth (LB),  Trypticase (Tryptic) Soy Broth (TSB),  

Tetrathionate (TT) broth, Selenite Cystine (SC) Broth, Rappaport-Vassiliadis (RV) 

 

1. แอนติบอดีเคลอืบท่ี
กน้หลมุ 

2. เติมตวัอยา่งที่
มีSalmonella antigen  
แลว้ลา้งหลมุ 

3. เติมเอนไซมท์ี่จบัอยู่
กบัแอนติบอดี  แลว้
ลา้งหลมุ 

4. เติมสารตัง้ตน้ของ
เอนไซม ์เกิดสขีึน้ซึง่
ชีใ้หเ้ห็นวา่มีแอนตเิจน
ของ Salmonella 

 

 

 

 



 

                                                                                                                                                            

120 

Medium, M-Broth, Bismuth Sulfite (BS) Agar, Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) Agar, 
Hektoen Enteric (HE) Agar, Triple Sugar Iron (TSI) Agar, Lysine Iron Agar (LIA),  Urea 
Broth, Lysine Decarboxylase Broth, Phenol Red Dulcitol Broth, Tryptone Broth, 
Potassium cyanide (KCN) Broth และ Malonate Broth 

3.   แอนติซีรัมท่ีใช้ได้แก่ Salmonella polyvalent A-I antiserum, Salmonella group B antiserum, 
Salmonella group C antiserum, Salmonella group D antiserum, Salmonella group E 
antiserum, Salmonella group G antiserum และอ่ืน ๆ 

4.    สารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70 ซึ่งเตรียมไดโ้ดยเจือจางแอลกอฮอล ์100% ปรมิาตร 
700 มิลลิลิตรดว้ยน า้กลั่นปลอดเชือ้จนไดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร หรือเจือจางแอลกอฮอล ์95% 
ปรมิาตร 700 มิลลิลิตรดว้ยน า้กลั่นปลอดเชือ้จนไดป้รมิาตร 950 มิลลิลิตร 

5.     สารละลาย iodine/potassium iodide ซึ่งเตรียมไดโ้ดยละลาย potassium iodide 100 กรมัใน
น า้กลั่นปลอดเชือ้ปรมิาตร 200-300 มิลลิลิตร เติมไอโอดีน 50 กรมัลงไปแลว้ใหค้วามรอ้นโดยคน
สม ่าเสมอจนไอโอดีนละลาย  จากนัน้ปรบัปรมิาตรโดยเติมน า้กลั่นปลอดเชือ้ลงไปจนไดป้ริมาตร 
1000 มิลลิลิตร เก็บไวไ้มใ่หโ้ดนแสงถา้ไมใ่ชท้นัที) 

6.    สารส าหรบัใชใ้นการทดสอบไดแ้ก่ สารละลาย bromcresol purple ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.2 และ
โคแวกซร์ีเอเจนท ์(Kovacs’ reagent) 

7.    จานเพาะเชือ้ ปิเปต แผน่สไลด ์ ลปูและเข็มเข่ียเชือ้ ปากคีบ กรรไกร และถงุพลาสตกิปลอดเชือ้ 
       ใชตี้ป่น  
8.    เครื่องตีป่นอาหาร (stomacher) เครื่องวดัคา่การดดูกลืนแสง (microplate reader) และเครื่อง 
       ผสมตวัอยา่งในหลอดทดลอง (vortex mixer) 

9.    อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิท่ี 42-43C และตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 35  2 C   
 
วิธีการทดลอง 
I.      การเตรียมตัวอย่างอาหารส าหรับการแยกเชือ้ Salmonella  

1. ไข่แดงผง ไข่ขาวผง ไข่ทัง้ฟองผง น า้นม (หางนม น า้นมท่ีมีไขมนันมรอ้ยละ 2 และบตัเตอร์
มิลค)์ ผงส าเร็จรูปส าหรบัท าผลิตภัณฑข์นมอบ (prepared powdered mixes ส าหรบัท า
เคก้ คกุกี ้โดนทัและขนมปัง) อาหารทารก และอาหารส าหรบัผูป่้วยท่ีใหร้บัประทานทางปาก
และทางสายยางซึ่งมีไขเ่ป็นสว่นผสม 

 กรณีท่ีเป็นตวัอย่างแชแ่ข็ง ไม่ตอ้งท าใหล้ะลายก่อนวิเคราะห ์แตถ่า้ตอ้งท าใหมี้อณุหภูมิสงูขึน้
เพ่ือใหส้ามารถแบง่ตวัอย่างได ้ควรท าใหต้วัอย่างมีอณุหภูมิเพิ่มขึน้อย่างรวดเร็วเพ่ือลดการบาดเจ็บ

ของ Salmonella  และชะลอการเพิ่มจ านวนจุลินทรียอ่ื์นท่ีเจริญแข่งขนั โดยท าท่ีอณุหภูมิ 45C เป็น
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เวลา 15 นาทีในอ่างน า้ท่ีมีการกวนหรือท่ีอุณหภูมิ 2-5C ภายใน 18 ชั่วโมง จากนัน้ชั่งตวัอย่าง 25 
กรมัดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ใส่ในขวดฝาเกลียวปากกวา้งขนาด 500 มิลลิลิตร ส าหรบัตวัอย่างท่ีไม่เป็น
ผง เตมิอาหาร Lactose Broth (LB) ท่ีปราศจากเชือ้ปรมิาตร 225 มิลลิลิตร แตถ่า้ตวัอยา่งเป็นผง เติม
อาหาร LB ลงไปเพียง 15 มิลลิลิตรก่อนแลว้จึงคนดว้ยชอ้นท่ีปราศจากเชือ้แลว้คอ่ย ๆ เติมอาหาร LB 
ลงไปอีก 3 ส่วนคือ 10, 10 และ190 มิลลิลิตร (รวมทั้งหมดเป็น 225 มิลลิลิตร) คนให้เข้ากันดี
จนกระทั่งตวัอย่างแขวนลอยอยู่โดยไม่จบัเป็นกอ้น  ปิดฝาทิง้ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 60  5 นาที 
ผสมใหเ้ขา้กนัโดยแกว่งขวดแลว้วดัค่า pH ดว้ยกระดาษวดั pH ถา้จ าเป็นใหป้รบัค่า pH ใหไ้ด ้6.8  
0.2 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 1 นอรม์ลัหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิความ
เขม้ขน้ 1 นอรม์ัลท่ีปลอดเชือ้ ปิดฝา ผสมใหเ้ขา้กันแลว้จึงน าไปวดัค่า pH สุดทา้ย คลายฝาเกลียว

ประมาณ ¼ รอบ น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมง 
2. ไข ่

2.1 ไขท่ัง้เปลือก (Shell eggs) 
               ไข่ท่ีเปลือกแตกไม่ควรน ามาใชเ้ป็นตวัอย่าง  ขจดัสิ่งท่ีติดมากับผิวเปลือกไข่ออก แลว้ขจดั
การปนเป้ือนท่ีผิวเปลือกโดยชะลา้งดว้ยสารละลายท่ีใชข้จดัการปนเป้ือน (disinfection solution) ซึ่งก็
คือสารละลายผสมของแอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 70 (ethyl alcohol หรือ isopropyl alcohol) 3 
ส่วนกับสารละลาย iodine/potassium iodide 1 ส่วน การเตรียมสารละลายผสมนี้ท าได้โดยเติม
สารละลาย iodine/potassium iodide ปริมาตร 250 มิลลิลิตรกบัสารละลายแอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้
รอ้ยละ 70 ปริมาตร 750 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากันดี แช่ไข่ใน disinfection solution นีเ้ป็นเวลา 10 
วินาที น าไข่ออกมาทิง้ไวใ้หแ้หง้ แต่ละตวัอย่างควรประกอบดว้ยไข่ 20 ฟองจากทัง้หมด 50 ตวัอย่าง
ตอ่ 1 โรงเรือนท่ีเลีย้งไก่ไข ่ท าใหเ้ปลือกไข่แตกดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ใส่ลงในบีกเกอรข์นาด 4 ลิตรหรือ
ภาชนะอ่ืนท่ีเหมาะสมดว้ยมือท่ีสวมถุงมือ (เปล่ียนถุงมือเม่ือเปล่ียนตวัอย่าง) ผสมตวัอย่างใหเ้ขา้กัน
ดว้ยอปุกรณป์ลอดเชือ้จนกระทั่งไข่แดงผสมเขา้กนัดีกบัไข่ขาว ท าการ preenrich ตวัอย่างไข ่20 ฟอง
ดว้ยอาหารเหลว Trypticase Soy Broth (TSB ท่ีมีอณุหภูมิเท่ากบัอณุหภูมิหอ้ง) ปริมาตร 2 ลิตรผสม

ใหเ้ขา้กันดว้ยอุปกรณ์ปลอดเชือ้ ปิดภาชนะน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35C เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมง ท า
การวิเคราะหต์อ่ไปตามวิธีการในขอ้ II 

2.2 ไขเ่หลวทัง้ฟอง (Liquid whole eggs) 
 รวมตวัอย่างไข่ท่ีจะทดสอบทัง้หมด 15 ตวัอย่าง ตวัอย่างละ 25 มิลลิลิตรเขา้ดว้ยกันจะได้
ตวัอยา่งไข่ท่ีรวมกนั (composite sample) ปรมิาตรทัง้หมด 375 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไวท่ี้อณุหภูมิหอ้งเป็น
เวลา 96  2 ชั่วโมง แลว้เติม TSB ท่ีมีเฟอรสัซลัเฟตปริมาตร 3,375 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการ
แกว่ง ตั้งทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60  5 นาที ผสมให้เข้ากันโดยการแกว่ง วัดค่า pH ด้วย
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กระดาษวัดพีเอช ปรบั pH ใหไ้ด ้6.8  0.2 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35C เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมง ท า
การวิเคราะหต์อ่ไปตามวิธีการในขอ้ II 

2.3 ไขต่ม้ (ไขไ่ก่ ไขเ่ป็ด และอ่ืนๆ) 
               กรณีท่ีมีเปลือกอยู่ ใหเ้อาเปลือกออกดว้ยเทคนิคปราศจากเชือ้  ชั่งไข่ขาวและไข่แดงท่ีบด
ผสมกันแล้ว 25 กรัม ใส่ในภาชนะปราศจากเชือ้ขนาด 500 มิลลิลิตร เติมอาหาร TSB ท่ีไม่เติม

เฟอรสัซลัเฟตปริมาตร 225 มิลลิลิตร แกว่งภาชนะเพ่ือผสมใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มท่ีอณุหภูมิ 35C เป็น
เวลา 24 + 2 ชั่วโมง ท าการวิเคราะหต์อ่ไปตามวิธีการในขอ้ II 
          3.  เนือ้และผลิตภณัฑเ์นือ้ เนือ้เทียม ผลพลอยไดจ้ากเนือ้สตัว ์ปลาป่น เนือ้ป่น และกระดกูป่น 
               ชั่งตวัอย่างอาหาร 25 กรมั   ดว้ยเทคนิคปราศจากเชือ้ใส่ลงในถุงพลาสติกปราศจากเชือ้ 
เติมอาหาร LB ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ตีป่นดว้ยเครื่องตีป่นอาหารเป็นเวลา 2 นาที  ถ่ายส่วนผสมท่ีตี
ป่นแลว้ลงในขวดปากกวา้งท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แลว้ขนาด 500 มิลลิลิตรหรือภาชนะอ่ืนท่ีเหมาะสมแลว้
ปิดฝาขวดใหแ้น่น ตัง้ทิง้ไวท่ี้อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 60   5 นาที (ส าหรบัตวัอย่างอาหารท่ีเป็นผงหรือ

บดละเอียดมาแลว้   อาจไมจ่  าเป็นตอ้งตีป่น)  และน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 35C เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมง 
ท าการวิเคราะหต์อ่ไปตามวิธีการในขอ้ II 
          4.  กวักมั (guar gum) 
               ชั่งตวัอย่าง 25 กรมัดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ใส่ลงในภาชนะปลอดเชือ้ เตรียมสารละลายเซลลู
เลส (cellulase) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1 (เติมเซลลูเลส 1 กรมัในน า้กลั่นปลอดเชือ้ 99 มิลลิลิตร เก็บไว้

ท่ี 2-5C ได ้2 สัปดาห)์  ใส่อาหาร LB ปริมาตร 225 มิลลิลิตรท่ีผสมกับสารละลายเซลลูเลส 2.25 
มิลลิลิตร ในขวดฝาเกลียวปากกวา้งขนาด 500 มิลลิลิตร ขณะท่ีคนอย่างแรงดว้ย magnetic stirrer 
เทตวัอย่าง 25 กรมัผ่านกรวยแกว้ปราศจากเชือ้ลงไปในขวดอาหาร LB นัน้ ปิดฝา ตัง้ภาชนะทิง้ไวท่ี้

อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 60  5 นาที คลายฝา น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35C เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมงไม่
ตอ้งปรบั pH ท าการวิเคราะหต์อ่ไปตามวิธีการในขอ้ II 
          5.   น า้สม้พาสเจอรไ์รสแ์ละไมพ่าสเจอรไ์รส ์น า้แอปเป้ิลและแอปเป้ิลไซเดอรพ์าสเจอรไ์รส ์
               เติมตวัอย่าง 25 มิลลิลิตร ดว้ยเทคนิคปราศจากเชือ้ใส่ลงในขวดฝาเกลียวปากกวา้งขนาด 
500 มิลลิลิตรท่ีมี Universal Preenrichment Broth ปริมาตร 225 มิลลิลิตร แกว่งภาชนะ ไม่ตอ้งปรบั 

pH  ตัง้ภาชนะทิง้ไวท่ี้อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 60  5 นาที คลายฝาขวดแลว้บม่ท่ีอณุหภูมิ 35C เป็น
เวลา 24  2 ชั่ วโมง ท าการแยกเชื ้อ Salmonella ตามวิธีการของการวิเคราะห์ตัวอย่างท่ีมีการ
ปนเป้ือนนอ้ย 
 
 
 



 

                                                                                                                                                            

123 

ตารางท่ี 8.2  ชนิดของ pre-enrichment broth ท่ีเหมาะสมส าหรบัการวิเคราะหอ์าหารชนิดตา่งๆ  
 
ชนิดของอาหารท่ีวิเคราะห ์ Pre-enrichment broth การเตรียม

ตวัอยา่ง 
ไขผ่ง  สว่นผสมส าเรจ็รูปส าหรบัท าเบเกอรี่ 
อาหารทารก อาหารผูป่้วยท่ีมีไขเ่ป็นสว่นผสม  

Lactose Broth ผสมใหเ้ขา้กนั 

ไขท่ัง้เปลือก ไขเ่หลว  
 
ไขต่ม้ (ไขไ่ก่ ไขเ่ป็ด และอ่ืนๆ) 

Trypticase Soy Broth ท่ีเติม
เฟอรสัซลัเฟต 
Trypticase Soy Broth ท่ีไมเ่ตมิ
เฟอรสัซลัเฟต 

ผสมใหเ้ขา้กนั 
 
ผสมใหเ้ขา้กนั 

นมผงขาดมนัเนย นมผงพรอ้มมนัเนย Brilliant Green Water 
(น า้กลั่น 1 ลิตรเตมิสารละลาย 
บรนิเลียนซก์รีนความเขม้ขน้รอ้ย
ละ 1 ปรมิาตร 2 มิลลิลิตร) 

ผสมใหเ้ขา้กนั 

เคซีน 
- lactic casein 
- rennet casein 
- sodium caseinate 

 
Universal Preenrichment 
Broth 
Lactose Broth 
Lactose Broth 

 
ผสมใหเ้ขา้กนั 
ผสมใหเ้ขา้กนั 
ผสมใหเ้ขา้กนั 

แปง้ถั่วเหลือง (soy flour) Lactose Broth ผสมใหเ้ขา้กนั 
พาสตา้ (noodles, macaroni, spaghetti) 
egg rolls เนยแข็ง โด (dough) สลดั (ไก่ ไข ่
แฮม ปลาทนู่า)  ผกัและผลไมส้ด แหง้ และแช่
แข็ง สตัวน์  า้ท่ีมีเปลือกแข็ง และปลา  

Lactose Broth ตีป่นใหเ้ขา้กนั 

ยีสตแ์หง้ (dried yeast,active and inactive) Trypticase Soy Broth ผสมใหเ้ขา้กนั 
สว่นผสมส าหรบัใสห่นา้ขนม (Frosting and 
topping mixes) 

Nutrient Broth ผสมใหเ้ขา้กนั 

พรกิไทยด า พรกิไทยขาว ลกูผกัชี  ผงพรกิ 
ย่ีหรา่ (cumin) โรสแมรี่ (rosemary)  เมล็ดงา 
(sesame seed) ไทม ์(thyme) และผกัแหง้  

Trypticase Soy Broth ผสมใหเ้ขา้กนั 

ท่ีมา: Andrews และ Hammack (2005) 
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ตารางท่ี 8.2  ชนิดของ pre-enrichment broth ท่ีเหมาะสมส าหรบัการวิเคราะหอ์าหารชนิดตา่งๆ (ตอ่) 
 
ชนิดของอาหารท่ีวิเคราะห ์ Pre-enrichment broth การเตรียมตวัอย่าง 
หวัหอมชนิดผงและเกล็ด กระเทียมชนิด
ผงและเกล็ด 

Trypticase Soy Broth ท่ีมีสาร 
K2SO3 ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.5 

ผสมใหเ้ขา้กนั 

ออรส์ไปรส ์(allspice) ออริกาโน 
(oregano) และ อบเชย (cinnamon) 

Trypticase Soy Broth ผสมใหเ้ขา้กนั โดยใช้
อตัราสว่นของปรมิาณ
ตวัอยา่งตอ่อาหาร
เหลว เทา่กบั 1:100  

กานพล ู Trypticase Soy Broth ผสมใหเ้ขา้กนั โดยใช้
อตัราสว่นของปรมิาณ
ตวัอยา่งตอ่อาหาร
เหลว เทา่กบั 1:1000 

ลกูกวาดและสารเคลือบ (รวมทัง้
ช็อกโกแลต) 

นมผงขาดมนัเนยคืนรูปท่ีเติม
สารละลายบรินเลียนซก์รีนค
วามเขม้ขน้รอ้ยละ 1 ปรมิาตร 
0.45 มิลลิลิตร 

ตีป่นใหเ้ขา้กนั 

มะพรา้ว Lactose Broth (เตมิ steamed 
tergitol anionic 7 หรือ 
steamed triton X-100) 

ผสมใหเ้ขา้กนั 

เจลาตนิ Lactose Broth (เตมิสารละลาย
พาเพน (papain) ความเขม้ขน้
รอ้ยละ 5 ปรมิาตร 5 มิลลิลิตร) 

ผสมใหเ้ขา้กนั 

เนือ้และผลิตภณัฑเ์นือ้ เนือ้เทียม ผล
พลอยไดจ้ากเนือ้ สารท่ีไดจ้ากเนือ้ ปลา
ป่น เนือ้ป่นและกระดกูป่น 

Trypticase Soy Broth ตีป่นใหเ้ขา้กนั ถา้เป็น
ผงอาจไมต่อ้งตีป่น 

ท่ีมา: Andrews และ Hammack (2005) 
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      6.   ตวัอยา่งจากสิ่งแวดลอ้ม 
 เม่ือเก็บตวัอย่างโดยการถูพืน้ผิวดว้ยไมพ้นัส าลีปลอดเชือ้แลว้ใส่ไมพ้ันส าลีนีล้งในถุงปลอด
เชือ้ท่ีมี Dey-Engley broth (สตูรการเตรียม ดใูน BAM online) ปริมาตรเพียงพอ ขนส่งโดยบรรจไุวใ้น
กล่องโฟมหรือกระติกน า้แข็งท่ีบรรจุแผ่นเจลแช่แข็งเพ่ือท าให้ตัวอย่างเย็น แต่ไม่ถูกแช่แข็ง ถ้าไม่

วิเคราะหต์วัอยา่งทนัทีควรแชเ่ย็นไวท่ี้ท่ีอณุหภมูิ 4  2C ควรวิเคราะหภ์ายใน 48  2 ชั่วโมง 
 ใส่ไม้พันส าลีท่ีจะวิเคราะหล์งในขวดบรรจุอาหาร LB ท่ีปลอดเชือ้ปริมาตร 225 มิลลิลิตร 
แกว่งภาชนะ ปิดฝา ตัง้ทิง้ไวท่ี้อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 60  5 นาที ผสมใหเ้ขา้กันโดยการแกว่ง วดัค่า 

pH ด้วยกระดาษวัดพีเอช ปรับ pH ให้ได้ 6.8  0.2 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35C เป็นเวลา 24  2 
ชั่วโมง ท าการวิเคราะหต์อ่ไปตามวิธีการในขอ้ II 
          7.   อาหารชนิดอ่ืนๆ 
              การเตรียมตวัอยา่งอาหารชนิดอ่ืน ๆ ท าตามวิธีการใน Bacteriological Analytical Manual 
(BAM) Online (www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm070149.htm) 
 
II. การตรวจหาและแยกเชือ้ Salmonella  
1.   ปิดฝาขวดตวัอยา่งอาหารใหแ้นน่ และเขยา่ตวัอยา่งอาหารท่ีบม่แลว้ 
      กวักมั:  ปิเปตตวัอย่างอาหารท่ีบม่แลว้ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว SC ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร

และปิเปตตวัอย่างอาหารเดิมอีก 1 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว TT ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร 
อาหารชนิดอ่ืน: ปิเปตตวัอย่างอาหารท่ีบม่แลว้  0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว RV ปริมาตร 10   
มิลลิลิตรและปิเปตอีก 1 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว TT ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร 

2. บม่ Selective enrichment media ในขอ้ 1 ดงันี ้

อาหารท่ีมีจลุินทรียป์นเป้ือนมาก: บม่อาหารเหลว RV ท่ีอณุหภมูิ 42  0.2C เป็นเวลา 24 2 

ชั่วโมงและบม่อาหารเหลว TT ท่ีอณุหภมูิ 43  0.2C เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมงในอา่งน า้ควบคมุ 
อณุหภมูิ  

อาหารท่ีมีจลุินทรียป์นเป้ือนนอ้ย: บม่อาหารเหลว RV ท่ีอณุหภมูิ 42  0.2C เป็นเวลา 24  2  

ชั่วโมงและบม่อาหารเหลว TT ท่ีอณุหภมูิ 35  2C เป็นเวลา 24  2  ชั่วโมงในอา่งน า้ควบคมุ 
อณุหภมูิ 

กวักมั: บม่อาหารเหลว SC และ TT ท่ีอณุหภมูิ 35 C เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมง   
3. ผสมอาหารท่ีบม่แลว้ในหลอดจากขอ้ 2 ใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่องผสม (vortex mixer) ใชล้ปูปราศจาก

เชือ้แตะอาหาร TT ท่ีบม่แลว้ (10 ไมโครลิตร) ลากลงบนอาหาร selective agar ท่ีมีผิวหนา้แหง้ 3 
ชนิดดว้ยเทคนิคการแยกเชือ้บรสิทุธ์ิไดแ้ก่ อาหาร Bismuth Sulfite (BS) Agar (ควรเตรียมก่อนใช ้ 
1 วนัแลว้เก็บในท่ีมืดท่ีอณุหภมูิหอ้งจนกวา่จะใช)้ อาหาร Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) 

http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/
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Agar และอาหาร Hektoen Enteric (HE) Agar ส าหรบัอาหาร RV หรือ SC ท่ีบม่แลว้ท า

เชน่เดียวกนักบัอาหาร TT น าจานอาหารทัง้หมดไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35  2C เป็นเวลา 24  2 
ชั่วโมง 

4. ตรวจดโูคโลนีบนอาหาร selective agar ทัง้ 3 ชนิดวา่ มีโคโลนีท่ีน่าจะเป็นโคโลนีของ 
Salmonella หรือไม ่ โดยเข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีสงสยั 2 โคโลนีหรือมากกวา่ 2 โคโลนีถา้พบ
ลกัษณะเฉพาะของโคโลนี  Salmonella ในอาหารเลีย้งเชือ้แตล่ะชนิด ลกัษณะเฉพาะของโคโลนี  
Salmonella  (typical Salmonella colony) บนอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้ 3 ชนิด เป็นดงันี ้ 
ก) Hektoen Enteric (HE) Agar  โคโลนีสีน า้เงินเขียวหรือน า้เงินท่ีมีหรือไม่มีจุดสีด าตรงกลาง 

Salmonella อาจสรา้งโคโลนีท่ีมีจดุสีด าขนาดใหญ่ตรงกลางเรียบมนัวาวหรืออาจมีสีด าเกือบ
ทัง้โคโลนี (รูปท่ี 8.5 A) 

ข) Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) Agar โคโลนีสีชมพูท่ีมีหรือไม่มีจุดสีด าตรงกลาง 
Salmonella อาจสรา้งโคโลนีท่ีมีจดุสีด าขนาดใหญ่ตรงกลางเรียบมนัวาวหรืออาจมีสีด าเกือบ
ทัง้โคโลนี (รูปท่ี 8.5 B) 

ค) Bismuth Sulfite (BS) Agar โคโลนี สีน ้าตาล เทาหรือด า บางครั้งมันวาวคล้ายโลหะ 
(metallic sheen) บรเิวณผิวของอาหารโดยรอบมกัมีสีน า้ตาลตอนแรกและอาจเปล่ียนเป็นสี
ด าเม่ือบม่นานขึน้ (เรียกวา่ halo effect) (รูปท่ี 8.5 C) 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 8.5  Typical colony ของ Salmonella Welterreden  บนอาหาร  
HE (รูป A) XLD (รูป B) และBS (รูป C) 

 
       ในกรณีท่ีไม่พบลกัษณะท่ีน่าจะเป็นโคโลนีของ Salmonella ใหเ้ข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีมีลกัษณะ

อ่ืน ๆ ท่ีไมใ่ชล่กัษณะของโคโลนี Salmonella (atypical Salmonella colony) บนอาหารเลีย้งเชือ้ดงันี ้
ง) HE and XLD Agars โคโลนีท่ีมีลักษณะอ่ืนท่ีไม่ใช่ลักษณะของโคโลนี  Salmonella จะมีสี

เหลืองโดยมีหรือไม่มีจุดด าบน HE และ XLD  ถา้ไม่พบลกัษณะท่ีน่าจะเป็นโคโลนีของเชือ้ 

   

(A) (B) (C) 
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Salmonella บน HE หรือ XLD หลงัจากบม่ 24  2 ชั่วโมง  ใหเ้ข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีมีลกัษณะ
อ่ืนมาจ านวน 2 โคโลนีหรือมากกว่า 2 โคโลนี (เช่น โคโลนีสีเหลืองท่ีมีหรือไม่มีจุดด าตรง
กลางบน HE หรือ XLD) 

จ) BS Agar โคโลนีท่ีมีลักษณะอ่ืนท่ีไม่ใช่ลักษณะของโคโลนี  Salmonella จะมีสีเขียวและ
อาหารรอบ ๆ จะมีสีคล า้เล็กน้อยหรือไม่มีเลย  ถ้าไม่พบลักษณะท่ีน่าจะเป็นโคโลนีของ 
Salmonella บน BSA หลังจากบ่ม 24  2 ชั่วโมง ใหบ้่มต่อไปอีก 24  2 ชั่วโมง แต่ถา้พบ
ลกัษณะเฉพาะของโคโลนี  Salmonella ใหเ้ข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีสงสยั 2 โคโลนีหรือมากกว่า 
2 โคโลนี ถา้ยงัไม่พบอีกใหเ้ข่ียเชือ้จากลกัษณะอ่ืนมา (เช่น โคโลนีสีเขียวและโดยรอบโคโลนี
มีสีด าเขม้เล็กนอ้ยหรือไมมี่ลกัษณะนี)้ 

5. ใช้เข็มเข่ียเชือ้ท่ีฆ่าเชือ้แล้วแตะตรงกลางโคโลนีเบา ๆ  ถ่ายเชือ้ลงใน Triple Sugar Iron (TSI) 
slant โดยการลาก (streak) ท่ีผิวหนา้ของ slant และแทง (stab) ลงไปจนถึงกน้หลอด  จากนัน้ใช้
เข็มอัน เดิมไม่ตอ้งเผาไฟ แทงลงในหลอดอาหาร Lysine Iron Agar (LIA) ถึงกน้หลอด (butt) 2 
ครัง้แลว้ลากท่ีส่วนของผิวหนา้ลาดเอียง (slant) เน่ืองจากปฏิกิริยา lysine decarboxylation เป็น
ปฏิกิริยาท่ีเกิดในสภาพไรอ้ากาศอย่างแทจ้ริง อาหาร LIA slant จะตอ้งมีส่วนของ butt ท่ีลึก (4 

ซม.) เก็บจานอาหารท่ีมีโคโลนีท่ีเข่ียเชือ้แลว้ไวท่ี้อณุหภมูิ 5-8C   
(หมายเหตุ: ในห้องปฏิบัติการบางแห่งอาจใช้ Lysine Indole Motility (LIM) medium ในการ
ทดสอบ แทนอาหาร LIA คือ หลงัจากใส่เชือ้ในอาหาร TSI ตามวิธีดงักล่าวแลว้จะใชเ้ข็มอนัเดิม
ไม่ตอ้งเผาไฟ แทง (stab) ลงในหลอดอาหาร LIM แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิและเวลาเดียวกนักับ
อาหาร TSI)   

6. น าหลอดอาหาร TSI และ LIA ท่ีถ่ายเชือ้แลว้ไปบ่มท่ีอณุหภูมิ 35C เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมง ปิด
ฝาหลอดไว้อย่างหลวม  ๆ เพ่ือให้อยู่ ในสภาวะท่ีมีอากาศขณะบ่มเพ่ือป้องกันการสร้าง
ไฮโดรเจนซลัไฟดท่ี์มากเกินไป ปกติเชือ้ Salmonella ท่ีเพาะเลีย้งไวใ้นหลอดอาหาร TSI จะท าให้
ส่วนของบริเวณท่ีลาดเอียง (slant) เป็นด่าง (alkaline) คือมีสีแดง และส่วนของกน้หลอด (butt) 
เป็นกรด (acid) คือมีสีเหลือง โดยมีหรือไม่มีการสรา้งไฮโดรเจนซัลไฟด ์(ถา้อาหารมีสีด าแสดงว่า
มีการสรา้งไฮโดรเจนซลัไฟด)์ ส่วนในหลอดอาหาร LIA เชือ้ Salmonella โดยทั่วไปจะท าใหเ้กิด 
alkaline reaction (เกิดสีม่วง) ท่ีส่วนของ butt  แต่ถ้าส่วนของ butt เกิดสีเหลืองแสดงว่าเกิด 
acidic reaction (ให้ผลลบ) Salmonella ส่วนใหญ่สรา้งไฮโดรเจนซัลไฟดบ์นอาหาร LIA เชือ้ท่ี
ไมใ่ช ่Salmonella บางชนิดใหป้ฏิกิรยิาสีแดงอิฐท่ีสว่นของ LIA slant (รูปท่ี 8.6) 
  ควรเก็บเชือ้ทัง้หมดท่ีใหสี้ม่วงท่ีส่วนของกน้หลอด (alkaline butt) ในอาหาร LIA ไว ้(โดยไม่
ตอ้งค านึงปฏิกิริยาใน TSI) เน่ืองจากน่าจะเป็นเชือ้ Salmonella แล้วน ามาทดสอบทางชีวเคมี 
(biochemical test) และซีโรวิทยา (serological test) ต่อไป ส่วนเชือ้ท่ีท าให้ส่วนของก้นหลอด



 

                                                                                                                                                            

128 

ของอาหาร LIA เป็นกรด (acid butt) และท าใหส้่วนของบรเิวณท่ีลาดเอียงในหลอดอาหาร TSI มี
สีแดง (เป็นด่าง หรือ alkaline slant) และส่วนของก้นหลอดอาหาร TSI เป็นกรดคือมีสีเหลือง 
(acid butt ) มีโอกาสเป็นเชือ้ Salmonella ด้วยเช่นกัน ควรน ามาทดสอบทางชีวเคมีและซีโร
วิทยาต่อไป ส่วนเชือ้ท่ีท าใหส้่วนของกน้หลอดของอาหาร LIA เป็นกรด และในหลอดอาหาร TSI 
ท าใหท้ัง้ส่วนของบริเวณท่ีลาดเอียงมีสีเหลือง (acid slant) และส่วนของกน้หลอดมีสีเหลืองดว้ย 
(acid butt) ทิง้ไปไดเ้พราะไม่น่าจะเป็นเชือ้ Salmonella แต่ถา้ผลการทดสอบในอาหาร TSI ไม่
พบเชือ้ท่ีมีลกัษณะท่ีน่าจะเป็น Salmonella ใหเ้ข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีน่าสงสยั (โคโลนีลกัษณะอ่ืน) 
ท่ีขึน้บนจานอาหาร Selective media มาถ่ายลงในอาหาร TSI และ LIA ถ้าพบลกัษณะท่ีน่าจะ
ใช ่Salmonella  เก็บหลอดอาหาร TSI ไวท้ดสอบตอ่ไป 

(หมายเหต:ุ ในกรณีท่ีใชอ้าหาร LIM  ในการทดสอบตรวจผลดงันีคื้อ  ในอาหาร LIM จะตรวจดสีู
ของอาหารก่อนเพ่ือดูผลของการทดสอบไลซีน (lysine) Salmonella ส่วนใหญ่จะใหผ้ลเป็นบวก
คืออาหารมีสีม่วง แต่ถ้าให้ผลลบอาหารจะมีสีเหลือง จากนั้นตรวจดูการเคล่ือนท่ี (motility)    
Salmonella  ส่วนใหญ่มีแฟลกเจลลาจะใหผ้ลบวกซึ่งสงัเกตจากความขุ่นของอาหารรอบรอยแทง
ยกเวน้ S. Pullorum และ S. Gallinarum ซึ่งไม่มีแฟลกเจลลาจะใหผ้ลการเคล่ือนท่ีเป็นลบ อาหาร
จะไม่ขุ่น จากนั้นทดสอบอินโดล (indole) โดยเปิดฝาหลอดทดลองแล้วหยดโคแวกซร์ีเอเจนท์
ปริมาตร 0.2-0.3 มิลลิลิตร (3-4 หยด) ลงไปบนผิวหน้าของอาหาร LIM ถ้าเป็น Salmonella  
จะตอ้งใหผ้ลลบคือเกิดสีเหลือง ถา้ใหผ้ลบวกจะเกิดสีแดง)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 8.6  ผลการทดสอบท่ีคาดวา่นา่จะใชเ่ชือ้ Salmonella ในอาหาร TSI และ LIA:  
                         ฝาหลอดสีขาวคือ TSI  และฝาหลอดสีชมพคืูอ LIA 
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   ท าการทดสอบทางชีวเคมีและการจ าแนกชนิดโดยวิธีทางซีโรวิทยา (biochemical and 
serological tests) จะท ากบัเชือ้ดงัตอ่ไปนี:้ 
a) เชือ้ในหลอดอาหาร TSI ทัง้หมด 3 หลอด ท่ีคาดว่าน่าจะใช่ Salmonella (3 presumptive TSI 
cultures) ซึ่ งเข่ียเชื ้อมาจากอาหาร selective agar ท่ี มี เชื ้อท่ี เข่ียมาจากหลอดอาหาร RV 
medium และอีก 3  presumptive TSI cultures ซึ่งเข่ียเชือ้มาจากอาหาร selective agar ท่ีมีเชือ้
ท่ีเข่ียมาจากหลอดอาหาร TT medium 
b) ทดสอบเชือ้จ  านวนอย่างนอ้ย 6 TSI cultures ส าหรบัตวัอย่าง 25 กรมัต่อ 1 ตวัอย่างท่ีจะตอ้ง
วิเคราะหห์รือ 375 กรมัตอ่ 1 ตวัอยา่งรวมกนั (composite sample)  

หมายเหต:ุ ดวีูดีโอวิธีตรวจเชือ้ไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 
 

III  การจ าแนกชนิดของ Salmonella  
1. เชือ้ผสม (mixed culture) 
 ถ้าไม่มั่นใจว่าเชือ้จากหลอดอาหาร TSI เป็นเชือ้บริสุทธ์ิ ปฏิบัติดงันีคื้อ เข่ียเชือ้จากหลอด
อาหาร TSI ซึ่งดูไม่น่าจะเป็นเชือ้บริสุทธ์ิ (มีเชือ้หลายชนิดผสมกัน) ลากลงบนผิวหน้าอาหาร 
MacConkey agar, HE agar และ XLD agar 
ก) MacConkey agar โคโลนีท่ีน่าจะเป็นเชื ้อ Salmonella จะไม่มีสี บางครัง้มีสีด  าตรงกลาง
โคโลนี บางครัง้จะมีปรเิวณของ precipitated bile ท่ีสรา้งโดยเชือ้แบคทีเรียนี ้
ข) HE agar  โคโลนีท่ีนา่จะเป็นเชือ้ Salmonella ดใูนขอ้ II (4ก) 
ค) XLD agar โคโลนีท่ีนา่จะเป็นเชือ้ Salmonella ดใูนขอ้ II (4ข) 
2. เชือ้บริสุทธิ์ 
 ถา้มั่นใจแลว้ว่าเชือ้จากหลอดอาหาร TSI เป็นเชือ้บริสุทธ์ิ ท าการทดสอบต่อไปตามวิธีการ
ดงัตอ่ไปนี ้
ก) urease test (conventional) 
 ใชเ้ข็มเข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้ถ่ายเชือ้จากหลอดอาหาร TSI แตล่ะหลอด (ท่ีใหผ้ลบวกคืออาจเป็น
เชือ้ Salmonella) ลงในหลอดอาหาร Urea Broth เน่ืองจากบางครัง้อาหาร Urea Broth ท่ีไมไ่ดใ้ส่
เชือ้เปล่ียนเป็นสีม่วง-แดง (ใหผ้ลบวก) เม่ือตัง้ทิง้ไว ้ดงันัน้จึงควรใชห้ลอดอาหาร Urea Broth ท่ี

ไม่ไดใ้ส่เชือ้เป็นหลอดควบคมุดว้ย น าหลอดอาหาร Urea Broth ทัง้หมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35C 
เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมง 
ข) Optional urease test (วิธีท่ีรวดเรว็) 
 ถ้าไม่ท าตามวิธีดัง้เดิมในขอ้ ก อาจท าโดยใชว้ิธีท่ีรวดเร็วก็ไดซ้ึ่งท าไดโ้ดย ใชลู้ปเข่ียเชือ้ท่ี
ปลอดเชือ้ถ่ายเชือ้จากหลอดอาหาร TSI  1 ลูปเต็ม แต่ละหลอด (ท่ีให้ผลบวกคืออาจเป็นเชือ้ 
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Salmonella) ลงในหลอดอาหาร Rapid Urea Broth น าหลอดอาหาร Rapid Urea Broth ทัง้หมด

ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 2 ชั่วโมงในอ่างน า้ควบคุมอุณหภูมิ หลอดท่ีใหผ้ลบวก คดัทิง้
ทัง้หมด เอาเฉพาะเชือ้จากหลอดอาหาร TSI  ท่ีให้ผล urease test เป็นลบ คือสีของอาหารไม่
เปล่ียนแปลงไปทดสอบขัน้ตอ่ไป 
3. การทดสอบเชือ้ที่มีโอกาสจะเป็นเชือ้ Salmonella (ให้ผลการทดสอบยูรีเอสเป็นลบ) 

Lysine Decarboxylase Broth: ถ้าการทดสอบในอาหาร LIA ให้ผลเป็นท่ีน่าพอใจก็ไม่
จ  าเป็นตอ้งท าซ า้ แตถ่า้ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ในอาหาร LIA ใหผ้ลไมช่ดัเจน ท าการทดสอบตอ่ไป
ใน Lysine Decarboxylase Broth เพ่ือตรวจหาว่าเชือ้สรา้ง lysine decarboxylase หรือไม ่
การทดสอบนี้ท าได้โดยถ่ายเชือ้จากหลอดอาหาร TSI ลงในหลอดอาหารเหลว Lysine 

Decarboxylase Broth ปิดจุกแน่น น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  35C เป็นเวลา 48  2 ชั่ วโมง 
ตรวจผลทุกๆ 24 ชั่วโมง  Salmonella จะท าใหเ้กิดสีม่วง (ใหผ้ลบวก) ทั่วทั้งหลอดอาหาร 
(alkaline reaction) แต่ถา้ใหผ้ลลบจะเกิดสีเหลืองทั่วทัง้หลอดอาหาร แต่ถา้อาหารมีสีท่ีไม่
ชัดเจนคือไม่ให้ทัง้สีม่วงหรือเหลือง ให้หยดสารละลาย bromcresol purple ความเขม้ข้น
รอ้ยละ 0.2 ลงไป 2-3 หยด และอา่นผลอีกครัง้ 

ก) Phenol red dulcitol broth  หรือ purple broth base ท่ีเตมิ dulcitol รอ้ยละ 0.5 การทดสอบ
นีท้  าไดโ้ดยถ่ายเชือ้จากหลอดอาหาร TSI ลงในหลอดอาหาร Phenol red dulcitol broth   

ปิดฝาอยา่งหลวมๆ แลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 48  2 ชั่วโมง แตต่รวจผลหลงั
บม่ครบ 24 ชั่วโมง Salmonella ส่วนใหญ่ใหผ้ลบวกซึ่งจะทราบไดจ้ากการเกิดฟองแก๊สใน
หลอดดกัแก๊สและอาหารเปล่ียนเป็นสีเหลือง (พีเอชเป็นกรด) ถา้ใหผ้ลลบจะไมเ่กิดการสรา้ง
แก๊สและสีของอาหารทั่วทัง้หลอดเป็นสีแดง (ถา้ใช ้ phenol red เป็นอินดเิคเตอร)์ หรือเป็นสี
มว่ง (ถา้ใช ้bromcresol purple เป็นอินดเิคเตอร)์ 

ข) Tryptone (หรือ Tryptophane) Broth การทดสอบนีท้  าไดโ้ดยถ่ายเชือ้จากหลอดอาหาร TSI 

ลงในหลอดอาหาร Tryptone Broth น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมง แลว้
ด าเนินการตอ่ดงันี:้ 
1. Potassium cyanide (KCN) Broth ใชล้ปูถ่ายเชือ้จากอาหาร Tryptone Broth ท่ีบม่ครบ 
24 ชั่วโมงลงในอาหาร KCN Broth ใหค้วามรอ้นท่ีขอบจกุคอรก์ท่ีเคลือบดว้ยแวกซจ์นปิด

สนิท น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 48  2 ชั่วโมง แตต่รวจผลหลงับม่ครบ 24 ชั่วโมง 
ถา้พบการเจรญิ (อาหารขุน่) แสดงวา่ใหผ้ลบวก Salmonella สว่นใหญ่ไมเ่จรญิในอาหาร
เหลวชนิดนี ้(อาหารไมขุ่น่) 
2. Malonate Broth ใชล้ปูถ่ายเชือ้จากอาหาร Tryptone Broth ท่ีบม่ครบ 24 ชั่วโมงลงใน
อาหาร เน่ืองจากบางครัง้อาหาร Malonate Broth ท่ีไมไ่ดใ้สเ่ชือ้เปล่ียนเป็นสีน า้เงิน (ให้
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ผลบวก) เม่ือตัง้ทิง้ไว ้ดงันัน้จงึควรใชห้ลอดอาหาร Malonate Broth ท่ีไมไ่ดใ้สเ่ชือ้เป็นหลอด

ควบคมุดว้ย น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 48  2 ชั่วโมง แตต่รวจผลหลงับม่ครบ 24 
ชั่วโมง Salmonella สว่นใหญ่ใหผ้ลลบ (อาหารมีสีเขียวไมเ่ปล่ียนแปลง) 
3. การทดสอบอินโดล (Indole test) ใชปิ้เปตปลอดเชือ้ถ่ายเชือ้จากอาหาร Tryptone Broth 
ท่ีบม่ครบ 24 ชั่วโมงปรมิาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองเปลา่ จากนัน้เตมิ Kovacs’ 
reagent ปรมิาตร 0.3 มิลลิลิตร เชือ้ Salmonella สว่นใหญ่ใหผ้ลลบคือไมเ่กิดสีแดงเขม้ท่ีผิว
ของอาหารเหลว แตถ่า้เกิดสีสม้หรือชมพโูดยทนัทีใหบ้นัทึกผลเป็นบวกลบ ()  และถา้ใหผ้ล
บวกกบัการทดสอบอินโดลสรุปวา่ไมใ่ชเ่ชือ้ Salmonella 
4.  Serological polyvalent flagella (H) test ถ่ายเชือ้จากหลอดอาหาร TSI agar slant ท่ี
ทดสอบแลว้ว่าใหผ้ล urease test เป็นลบ ลงในอาหารเหลวชนิดใดชนิดหนึ่งดงันี ้ 1) BHI 

Broth น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง จนกระทั่งสงัเกตเห็นไดว้า่มีการเจรญิ
เกิดขึน้ (เพ่ือท่ีจะท าการทดสอบในวนัเดียวกนั) หรือ 2) Trypticase Soy Broth น าไปบม่ท่ี

อณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 2 ชั่วโมง (เพ่ือท่ีจะท าการทดสอบในวนัถดัไป) เตมิสารละลาย
เกลือท่ีเตมิฟอรม์าลีน (formalinized physiological saline solution) ปรมิาตร 5 มิลลิลิตรลง
ไปในหลอดอาหารเหลวท่ีบม่แลว้ ในการทดสอบท าไดด้งันี ้ ปิเปต Salmonella polyvalent 
flagella (H) antiserum ท่ีเจือจางในระดบัท่ีเหมาะสมปรมิาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองส าหรบัท า serological test ขนาด 10 × 75 มิลลิเมตรหรือ 13 × 100 มิลลิเมตร 
จากนัน้เตมิ antigen (อาหารเหลวท่ีผา่นการบม่และเตมิฟอรม์าลีนแลว้) ปรมิาตร 0.5 
มิลลิลิตร ท าการทดสอบชดุควบคมุโดยเตมิ formalinized physiological saline solution 

ปรมิาตร 5 มิลลิลิตรเขา้กบั antigen ปรมิาตร 0.5 มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 48-50C ใน
อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ สงัเกตทกุๆ 15 นาที อา่นผลครัง้สดุทา้ยเม่ือครบ 1 ชั่วโมงดงันี ้
ถา้ใหผ้ลบวก (positive) คือเกิด agglutination (เกิดปฏิกิรยิาการเกาะกลุม่ระหวา่งแอนตเิจน
กบัแอนติบอดีคือ เกิดเกล็ดตะกอนขึน้มากมายในหลอดเชือ้ท่ีทดสอบ แตไ่มเ่กิดเกิดปฏิกิรยิา
การเกาะกลุม่ในหลอดควบคมุ 
ถา้ใหผ้ลลบ (negative) คือไมเ่กิดปฏิกิริยาการเกาะกลุม่ทัง้ในหลอดเชือ้ท่ีทดสอบและใน
หลอดควบคมุ 
ไมจ่  าเพาะ(nonspecific) คือเกิดปฏิกิริยาการเกาะกลุม่ทัง้ในหลอดเชือ้ท่ีทดสอบและใน
หลอดควบคมุ ทดสอบเชือ้ท่ีใหผ้ลลกัษณะนีด้ว้ย Spicer-Edwards antisera 
(หมายเหต:ุ ถา้เชือ้ท่ีน ามาทดสอบใหผ้ลบวกกบัการทดสอบอินโดล ใหผ้ลลบกบั polyvalent 
flagella (H) test หรือใหผ้ลบวกกบั KCN test และใหผ้ลลบกบั lysine decarboxylase test 
ไมใ่ชเ่ชือ้ Salmonella ทิง้ไปไดเ้ลย) 
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5.   Serological somatic (O) test for Salmonella 
a) Polyvalent somatic (O) test  ห ยด  Salmonella polyvalent somatic (O) antiserum ห รื อ
แอนติซีรมั Polyvalent A – I บนกระจกสไลด ์1 หยด และเข่ียเชือ้จากหลอด TSI slant มาทดสอบ
กับแอนติซีรมันีโ้ดยกวนใหเ้ขา้กันดีกับแอนติซีรมั  จากนัน้เอียงสไลดไ์ปมาหลายๆ ครัง้ สังเกต
ปฏิกิรยิาการเกาะกลุ่มท่ีเกิดขึน้จะเห็นภายในเวลา 30 – 60 วินาที  เน่ืองจากในขัน้ตอนนีใ้ชแ้อนติ
ซีรมัรวมหลายชนิดจึงยงัไม่สามารถบอกไดว้่าเป็น Salmonella กลุ่มใด อาจเป็นกลุ่มใดกลุ่มหนึ่ง
ระหว่างกลุ่ม A ถึงกลุ่ม I ในกรณีท่ีให้ผลบวกกับ Polyvalent A – I  จากนั้นทดสอบหากลุ่ม 
(group) ในขอ้ถดัไป 
b) Somatic (O) group test ท าการทดสอบกับแอนติซีรัมแต่ละกลุ่ม  (Salmonella somatic 
group (O) antisera เช่น แอนติซีรมัท่ีเฉพาะต่อกลุ่ม A, B, C1, C2, C3, D1, D2,  E1, E2, E3, E4, F, 
G, H, I, Vi และอ่ืนๆ ถา้ใหผ้ลบวกหรือเกิดปฏิกิรยิาเกาะกลุม่กบัแอนติซีรมักลุม่ใด รายงานวา่เป็น 
Salmonella ในกลุม่นัน้ 
(หมายเหต:ุ ถา้หากตอ้งการทราบช่ือซีโรไทป์ของเชือ้ Salmonella  ตอ้งทดสอบกับเอชแอนติซีรมั
ต่อไปซึ่งตอ้งใช้เอชแอนซีรัมหลายชนิด หรืออาจจะส่งเชือ้ไปส่งไปทดสอบต่อได้ท่ีศูนย ์WHO 
National Salmonella and Shigella Center สถาบันวิจัย วิทยาศาสตร์ส าธารณ สุข   กรม 
วิทยาศาสตรก์ารแพทย ์จงัหวดันนทบรุี  ก็ไดเ้พ่ือตรวจรายละเอียดว่าเป็น Salmonella  ซีโรไทป์ใด 
ทางศูนยจ์ะทดสอบทางชีวเคมี ทดสอบหากลุ่มของเชือ้ Salmonella (O antigen) อีกครัง้และ
ทดสอบหาเอชแอนติเจนของSalmonella และน าผลของการทดสอบทั้งโอแอนติเจนและเอช
แอนติเจนท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกับตารางของ antigenic formular ของ Salmonella ท าใหท้ราบช่ือ
ซีโรไทป์ของ Salmonella นัน้) 
4. การทดสอบทางชีวเคมีเพิม่เตมิ 
  การจัดจ าแนกว่าเชือ้ท่ีน ามาทดสอบเป็น Salmonella หรือไม่จะตอ้งใหผ้ลการทดสอบตรง
ตามปฏิกิริยาของเชือ้ Salmonella ขอ้ 1-11 ในตารางท่ี 8.3 ถ้าหากตรวจพบว่าเชือ้จากหลอด
อาหาร TSI เป็นเชือ้ Salmonella ก็ไม่จ  าเป็นตอ้งทดสอบต่อ แต่ถ้าพบว่าเชือ้ท่ีน ามาทดสอบให้
ผลบวกกับ Salmonella flagella (H) test แต่สมบัติทางชีวเคมีไม่ตรงกับสมบัติทางชีวเคมีของ 
Salmonella ควรน าเชือ้นัน้มาแยกใหบ้รสิทุธ์ิแลว้น ามาทดสอบใหม่ตัง้แตก่ารท า urease test 
 ท าการทดสอบทางชีวเคมีอ่ืน ๆ เพิ่มเติมกบัเชือ้ท่ีใหผ้ลการทดสอบไม่ตรงกบัปฏิกิรยิาของเชือ้ 
Salmonella ในขอ้ 1-11 ตารางท่ี 8.3 ดงันี ้
ก) Phenol Red Lactose Broth หรือ Purple Lactose Broth 
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 ถ่ายเชือ้ปริมาณเล็กนอ้ยจากหลอด TSI slant (ซึ่งยงัจดัจ าแนกไม่ได)้ ท่ีมีอายุ 24-48 ชั่วโมง

ลงในอาหาร Phenol Red Lactose Broth น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 35C เป็นเวลา 48  2 ชั่วโมง แต่
ตรวจผลหลงับม่ครบ 24 ชั่วโมง 
 ถ้ามีการสรา้งกรด (อาหารเปล่ียนเป็นสีเหลือง) และมีแก๊สในหลอดดักแก๊ส แสดงว่าให้
ผลบวก Salmonella ส่วนใหญ่ให้ผลลบคือไม่สรา้งแก๊สและอาหารมีสีแดง (ถ้าใช้ phenol red 
เป็นอินดเิคเตอร)์ หรืออาหารมีสีมว่งทั่วทัง้หลอด (ถา้ใช ้bromcresol purple เป็นอินดเิคเตอร)์  
 เชือ้ใดท่ีใหผ้ลบวกกับการทดสอบแลคโตสทิง้ไปไดเ้ลยเพราะไม่ใช่ Salmonella ยกเวน้เชือ้ท่ี
ท าใหส้่วนผิวหนา้ลาดเอียงของอาหาร TSI เป็นกรด (acid slant) และใหผ้ลบวกในอาหาร LIA 
หรือใหผ้ลบวกในอาหาร Malonate Broth ใหท้ดสอบตอ่ไปวา่ใช ่Salmonella arizonae หรือไม ่
ข) Phenol Red Sucrose Broth หรือ Purple Sucrose Broth 
 ท าการทดสอบเช่นเดียวกับการทดสอบใน Phenol Red Lactose Broth เชือ้ใดท่ีใหผ้ลบวก
กบัการทดสอบซูโครสทิง้ไปไดเ้ลยเน่ืองจากไม่ใช่ Salmonella ยกเวน้เชือ้ท่ีท าใหส้่วนผิวหนา้ลาด
เอียงของอาหาร TSI เป็นกรด (acid slant) และใหผ้ลบวกในอาหาร LIA 
ค) MR-VP Broth  
 ถ่ายเชือ้ปริมาณเล็กนอ้ยจากหลอด TSI slant (ซึ่งยงัจดัจ าแนกไม่ได)้ ท่ีมีอายุ 24-48 ชั่วโมง

ลงในอาหาร MR-VP Broth น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C 48  2 ชั่วโมง แลว้ทดสอบตอ่ไปดงันี ้
 1. ท าการทดสอบ Voges-Proskauer (VP test) ท่ีอณุหภมูิหอ้งดงันี:้  

             ถ่ายเชือ้จากหลอดอาหาร MR-VP Broth ท่ีบม่แลว้มา 1 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองท่ี 

      ปราศจากเชือ้แลว้บม่หลอดอาหาร MR-VP Broth ท่ีเหลือตอ่ไปอีก 48 ชั่วโมงท่ีอณุหภูม ิ35C  
      เตมิสารละลายแอลฟาแนฟทอล (α-naphthol) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 (ในแอลกอฮอล)์ ปรมิาตร  
      0.6 มิลลิลิตรเขยา่ใหเ้ขา้กนัดีแลว้เตมิสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 40  
      ปรมิาตร 0.2 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนัดี เตมิผลึกครีเอตนิลงไปเล็กนอ้ยเพ่ือเรง่ปฏิกิรยิา ทิง้ไว ้4  
      ชั่วโมงแลว้จงึอ่านผล ถา้เกิดสีชมพ-ูแดงทั่วทัง้หลอดอาหารแสดงวา่ใหผ้ลบวก Salmonella สว่น 
      ใหญ่ใหผ้ลลบ (ไมเ่กิดสีชมพ-ูแดงเขม้ทั่วทัง้หลอดอาหารเหลว) 
             2. ท าการทดสอบ methyl red (methyl red test) ดงันี:้ 
       เตมิ methyl red 5-6 หยด ลงในหลอดอาหาร MR-VP Broth ปรมิาตร 5 มิลลิลิตรท่ีผา่นการ 
       บม่ 96 ชั่วโมง อา่นผลทนัที Salmonella สว่นใหญ่ใหผ้ลบวก (เกิดสีแดงแพรก่ระจายทั่วทัง้หลอด  
       อาหารเหลว) ถา้เกิดสีเหลืองคือใหผ้ลลบ เชือ้ท่ีใหผ้ลบวกกบัการทดสอบ KCN และ VP และให ้  
       ผลลบกบัการทดสอบ methyl red ใหท้ิง้ไปไดเ้พราะไมใ่ช ่Salmonella 
              3. Simmon Citrate Agar  ถ่ายเชือ้จากหลอด TSI slant (ซึ่งยงัจดัจ าแนกไมไ่ด)้ ท่ีมี 
       อาย ุ24-48 ชั่วโมงโดยใชเ้ข็มเข่ียเชือ้ท่ีปลอดเชือ้ ลงในอาหาร Simmon Citrate Agar  โดยการ  
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       ลากท่ีผิวหนา้ลาดเอียง (สว่นของ slant) แลว้แทงลงไปจนถึงกน้หลอด  น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C  
       เป็นเวลา 96  2 ชั่วโมง อา่นผลดงันี ้
              ผลบวก-มีการเจริญ มกัมีการเปลียนสีของอาหารจากสีเขียวไปเป็นสีน า้เงิน เชือ้ Salmonella  
       สว่นใหญ่ใหผ้ลบวกกบัการทดสอบซิเตรท 
              ผลลบ-ไมมี่การเจริญหรือมีการเจรญินอ้ยมากและอาหารไมเ่ปลียนสี 
 
ตารางท่ี 8.3 ปฏิกิรยิาทางชีวเคมีและซีโรวิทยาของ Salmonella 
การทดสอบ / สารตัง้ตน้ท่ีใช ้
(substrate) 

ผลการทดสอบ Salmonella 
species 
reaction (a) 

ผลบวก (positive) ผลลบ (negative) 

1. Glucose (TSI) สว่นกน้หลอดมีสเีหลอืง 
(yellow butt) 

สว่นกน้หลอดมีสแีดง (red 
butt) 

+ 

2. Lysine decarboxylase (LIA) สว่นกน้หลอดมีสมีว่ง  สว่นกน้หลอดมีสเีหลอืง  + 
3. H2S (TSI and LIA) มีสดี  าเกิดขึน้ ไมม่ีสดี  าเกิดขึน้ + 
4. Urease test เกิดสมีว่ง-แดง สไีมเ่ปลีย่นแปลง - 
5. Lysine decarboxylase broth เกิดสมีว่ง เกิดสเีหลอืง + 
6. Phenol red dulcitol broth เกิดสเีหลอืงและ/หรอืแก๊ส ไมเ่กิดแก๊ส สไีมเ่ปลีย่น + (b) 
7. KCN broth มีการเจรญิ ไมม่ีการเจรญิ - 
8. Malonate broth เกิดสนี า้เงิน สไีมเ่ปลีย่น - (c) 
9. Indole test เกิดสมีว่งที่ผิว เกิดสเีหลอืงที่ผิว - 
10. Polyvalent flagella test เกิดการเกาะกลุม่ 

(agglutination) 
ไมเ่กิดการเกาะกลุม่  
(no agglutination) 

+ 

11. Polyvalent somatic test เกิดการเกาะกลุม่ 
(agglutination) 

ไมเ่กิดการเกาะกลุม่  
(no agglutination) 

+ 

12. Phenol red lactose broth เกิดสเีหลอืงและ/หรอืแก๊ส ไมเ่กิดแก๊ส สไีมเ่ปลีย่น - (c) 
13. Phenol red sucrose broth เกิดสเีหลอืงและ/หรอืแก๊ส ไมเ่กิดแก๊ส สไีมเ่ปลีย่น - 
14. Voges-Proskauer test เกิดสชีมพ-ูแดง สไีมเ่ปลีย่น - 
15. Methyl red test เกิดสแีดงแพรก่ระจาย เกิดสเีหลอืงแพรก่ระจาย + 
16. Simmons citrate มีการเจรญิ มีสนี  า้เงิน ไมเ่จรญิ สไีมเ่ปลีย่น V 

a+ คือ 90% หรอืมากกวา่ ใหผ้ลบวกภายใน 1 หรอื 2 วนั; - คือ 90% หรอืมากกวา่ ใหผ้ลลบภายใน 1 หรอื 2 วนั 
     ที่มา: Andrews และคณะ (2014) 
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2. การจัดจ าแนกเชือ้ทีน่ ามาทดสอบ  
 เชือ้ท่ีจะถกูจดัจ าแนกวา่เป็น Salmonella จะตอ้งมีผลการทดสอบตรงตามตารางท่ี 8.3 
สว่นเชือ้ท่ีไมใ่ช ่Salmonella สามารถคดัทิง้ไปไดซ้ึ่งจะใหผ้ลการทดสอบตามตารางท่ี 8.4  
 

ตารางท่ี 8.4 เกณฑก์ารพิจารณาส าหรบัการคดัทิง้เชือ้ท่ีไมใ่ช ่Salmonella 
การทดสอบ / สารตัง้ตน้ท่ีใช ้(substrate) ผลการทดสอบ 
1. Urease test ผลบวก (เกิดสีมว่ง-แดง)  
2. Indole test และ 
    Polyvalent flagella (H) test  หรือ 
    Indole test และ 
    Spicer-Edwards flagella test 

ผลบวก (เกิดสีมว่งท่ีผิว) 
ผลลบ (ไมเ่กิดการเกาะกลุม่หรือ no agglutination) 
ผลบวก (เกิดสีมว่งท่ีผิว) 
ผลลบ (ไมเ่กิดการเกาะกลุม่หรือ no agglutination) 

3. Lysine decarboxylase และ 
    KCN broth 

ผลลบ (เกิดสีเหลือง) 
ผลบวก (มีการเจรญิ) 

4. Phenol red lactose broth ผลบวก (เกิดสีเหลือง และ/หรือเกิดแก๊ส) (a), (b) 
5. Phenol red sucrose broth ผลบวก (เกิดสีเหลือง และ/หรือเกิดแก๊ส) (b) 
6. KCN broth 
    Voges-Proskauer test และ 
    Methyl red test 

ผลบวก (มีการเจรญิ) 
ผลบวก (เกิดสีชมพ-ูแดง) 
ผลลบ (เกิดสีเหลืองแพรก่ระจาย) 

aท าการทดสอบใน malonate broth ตอ่ไปเพ่ือหาว่าเชือ้ท่ีทดสอบนีเ้ป็น S. arizonae หรือไม่ 
bอยา่ทิง้ broth cultures ท่ีใหผ้ลบวกนีถ้า้ผลในอาหาร LIA ใหผ้ลท่ีตรงกบัปฏิกิรยิาของ Salmonella 
ใหท้  าการทดสอบตอ่ไปวา่ใช ่Salmonella หรือไม่ 
ท่ีมา: Andrews และคณะ (2014) 
 
ตอนท่ี 2 การตรวจหา Salmonella ดว้ยวิธีท่ีรวดเรว็ (วิธี Enzyme-Linked  lmmunosorbent  Assay,   
ELISA) 
อุปกรณ ์ 
1.   ตวัอยา่งอาหารท่ีใชไ้ดแ้ก่ ไขไ่ก่สด เนือ้หมสูด  เนือ้ไก่สด  และเนือ้ววัสด 
2.   เชือ้แบคทีเรียท่ีใชไ้ดแ้ก่  Salmonella Typhimurium DMST 0562 
2.   อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่ Brain Heart Infusion (BHI) Agar, Lactose Broth (LB),  Nutrient 
broth (NB), Nutrient Agar (NA), Trypticase (Tryptic) Soy Broth (TSB),  Tetrathionate (TT) 
broth, Selenite Cystine (SC) Broth, Rappaport-Vassiliadis (RV) Medium 
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3.   ชุดทดสอบส าหรบัตรวจหา Salmonella ดว้ยวิธี ELISA ของ  TECRA: Tecra Salmonella Visual 
Immunoassay เป็นชุดตรวจหา Salmonella ท่ีผลิตขึน้โดยบริษัท Tecra Diagnostics, New 
South Wales ประเทศออสเตรเลีย ส่วนประกอบหลกัของชุดทดสอบนีคื้อ หลุมของ microtiter 
plate ท่ีเคลือบดว้ยแอนติบอดีท่ีสามารถหักได้เพ่ือแยกแต่ละหลุมออกจากกันและสารต่างๆ 
จ านวน 8 ชนิดไดแ้ก่  wash concentrate, positive control, control diluent, conjugate, 

       conjugate diluent,  substrate, substrate diluent, stop solution และแผ่น เที ยบ สี  ท าการ 
ทดลองตามค าแนะน าในคูมื่อ 

4.   สารละลาย phosphate saline buffer ซ่ึงมีสูตรดังนี ้ NaCl 8 กรัม Na2HPO4.7H2O 2.17 กรัม 
KCl 0.2 กรมั น า้กลั่น 1  ลิตรและ ปรบัพีเอชใหไ้ด ้7.4 ดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความ 
เขม้ขน้ 1 โมลาร ์

5.    micropipette ขนาด 1-1000 ไมโครลิตร 
6.    McFarland Standard (วิธีการเตรียมดใูนภาคผนวก ง) 
7.    เครื่องวดัคา่การดดูกลืนแสงส าหรบั microtiter plate (เครื่อง Microplate Reader) และตูบ้ม่เชือ้ 

       ท่ีอณุหภมูิ 37C 
 
วิธีการ 

1. การทดสอบความไวของ ELISA Kit ต่อเชือ้ Salmonella  

 เชือ้ Salmonella ท่ีใชเ้ป็นตวัอยา่งควบคมุเชิงบวก (positive control) ไดแ้ก่ S. Typhimurium 

เก็บเชือ้ในหลอดอาหาร NA slant ท่ีอณุหภมูิ 4C  เม่ือจะเตรียมเชือ้ S. Typhimurium ถ่ายเชือ้ S. 

Typhimurium จาก NA slant ลงในอาหาร BHI slant น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนัน้ถ่ายเชือ้โดยลากลงบนผิวหนา้อาหาร BHI โดยลากใหไ้ดโ้คโลนีเดี่ยว น าไปบม่ ท่ีอณุหภมูิ 

37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใชห้ว่งเข่ียเชือ้ท่ีปราศจากเชือ้เข่ียเชือ้บนผิวหนา้อาหาร BHI 

ดงักลา่วจ านวน 8 โคโลนีลงในอาหารเหลว NB น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
เปรียบเทียบความขุ่นของสารแขวนลอยเซลลก์บัความขุน่ของ McFarland standard เบอร ์ 5 ถา้มี 
ความขุน่มากเกินไป เจือจางดว้ยสารละลาย PBS ท่ีปราศจากเชือ้ใหไ้ดค้วามขุน่เทา่กบัความขุน่ของ 
McFarland standard เบอร ์ 5 จะไดป้รมิาณเซลลป์ระมาณ 109 CFU/g (ตรวจหาความเขม้ขน้ของ
เซลลด์ว้ยเทคนิค spread plate บนอาหาร BHI agar) จากนัน้เจือจางตอ่ไปจนไดร้ะดบัความเจือจาง
ท่ี 10-1 ถึง 10-5 เพ่ือใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของเซลลต์ัง้แต ่108 CFU/g ถึง 104 CFU/g  (ขณะเดียวกนัเข่ีย
เชือ้ในหลอดเริ่มตน้ไปลากลงบนอาหาร BHI เพ่ือตรวจสอบการปนเป้ือนดว้ย) เม่ือไดเ้ชือ้ S. 
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Typhimurium ท่ีระดบัความเจือจางตา่ง ๆ แลว้น ามาทดลองกบัชดุทดสอบ ELISA ของ  TECRA ตาม 
วิธีการตอ่ไปนี ้

 น าเชือ้ S. Typhimurium ในหลอดท่ีเจือจางแลว้ (ท่ีระดบัความเจือจาง 10-1 ถึง 10-5) ไป

แชใ่นอา่งน า้รอ้นท่ีอณุหภมูิ 100C เป็นเวลา 20 นาที เม่ือครบเวลาแลว้ท าใหเ้ย็นและเตมิ S. 
Typhimurium ท่ีระดบัความเจือจางตา่ง ๆ ลงในหลมุของชดุทดสอบ TECRA ปรมิาตร 200 
ไมโครลิตรตอ่หลมุ โดยเตมิระดบัความเจือจางละ 2 หลมุรวมทัง้เตมิตวัอย่างควบคมุเชิงลบ (negative 
control) ซึ่งใช ้PBS จ านวน 2 หลมุ ปรมิาตรเทา่กนั ขัน้ตอนตอ่ไปของการท า ELISA ท าเหมือนกรณี
การตรวจหา Salmonella ในตวัอยา่งอาหารท่ีจะกลา่วตอ่ไปทกุประการ   

 

3. วธีิการตรวจหา Salmonella ในอาหารด้วยวธีิ ELISA โดยใช้ Tecra Salmonella Visual 
Immunoassay 

I. Preenrichment  
 ส  าหรบัการตรวจหา Salmonella ในตวัอย่างอาหารดิบเช่น ไข่ไก่สด เนือ้หมูสด  เนือ้ไก่สด  
และเนือ้ววัสด ซึ่งมีปริมาณจุลินทรียส์งู ขัน้ตอน preenrichment ท าเช่นเดียวกับการทดลองตอนท่ี 1 
คือชั่งตวัอย่างอาหาร 25 กรมั ใส่ในถงุพลาสติกปลอดเชือ้ เติม preenrichment  broth ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร (ใช ้TSB ส าหรบัไขไ่ก่สดและใช ้LB ส าหรบัเนือ้สด) ตีป่นดว้ยเครื่อง stomacher เป็นเวลา 2 
นาที ถ่ายตวัอย่างอาหารใส่ขวดปลอดเชือ้ขนาด 500 มิลลิลิตร ปิดฝาใหแ้น่นตัง้ทิง้ไวท่ี้อณุหภูมิหอ้ง 

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แลว้คลายฝาเกลียวออก 1/4 รอบ น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 

II. Selective enrichment 
 ท าการถ่ายเชือ้จากอาหาร preenrichment broth ท่ีบ่มแล้วปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงใน

อาหาร RV broth และน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 42C เป็นเวลา 20 ชั่วโมง 
 

III. Postenrichment 
 ในขั้นตอน postenrichment ถ่ายเชือ้จากอาหาร RV broth ท่ีบ่มแล้วปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ลงในอาหาร M-broth ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
 

IV. ข้ันตอนอื่นๆ ส าหรับวิธี ELISA 

 ปิเปตตวัอย่างจากหลอดอาหาร M-broth ท่ีผ่านการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีฝาปิดท่ีปราศจากเชือ้ แช่ในอ่างน า้รอ้นท่ีอณุหภูมิ 100C 
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เป็นเวลา 15 นาที ท าให้เย็น แล้วปิเปตตัวอย่างใส่หลุม microtiter plate ของชุดทดสอบ TECRA 
ปริมาตร 200 ไม โครลิตรต่อหลุม  (1 ตัวอย่าง ท า  2 หลุม ) รวมทั้ง เติมตัวอย่างควบคุม คือ 
ตัวอย่างควบคุม เชิ งบวก  (positive control) และตัวอย่างควบคุม เชิ งลบ (negative control) 

ใส่หลมุดว้ย หลมุละ 200 ไมโครลิตรเช่นเดียวกนั ปิดดว้ยอลูมิเนียมฟอยด ์น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37C 
เป็นเวลา  30 นาที แลว้ลา้งหลุมดว้ย wash solution จ านวน 4 ครัง้ (ในการลา้งแต่ละครัง้ เปิดฝา 
microtiter plate ออก เติม wash buffer ลงไปในหลุม เท wash buffer ออกโดยการคว ่า microtiter 
plate แลว้เคาะอย่างรวดเร็วลงบนพืน้ของอา่งน า้ประมาณ 2 ครัง้และขจดัของเหลวท่ียงัคงคา้งอยู่โดย
เคาะอีกครัง้ลงบนกระดาษช าระเป็นการเสร็จสิน้การลา้ง 1 ครัง้ ส่วนการลา้งอีก 3 ครัง้ท  าซ า้เช่นเดิม) 
จากนั้นปิเปต conjugate (สารละลายของแอนติบอดีท่ีจับอยู่กับเอนไซม์)  มา 200  ไมโครลิตร 

ใส่ในแต่ละหลุม ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยด ์น าไปบ่มอีกครัง้ท่ีอุณหภูมิ  37C เป็นเวลา  30 นาที 
แล้วล้างหลุมดว้ย wash solution อีกจ านวน 4 ครัง้  จากนั้นปิเปตสารตัง้ตน้ (substrate) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรใส่ในแต่ละหลุม  (ถ้า pipet tip แตะหลุมให้เปล่ียน pipet tip) จากนั้น ปิดด้วย 

อลูมิเนียมฟอยด ์น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25C เป็นเวลา  10 นาที เติมสารละลายส าหรบัหยุดปฏิกิริยา 
(stop solution) แลว้กระทบขา้ง plate เบาๆ เพ่ือช่วยใหส้ว่นผสมเขา้กนัไดดี้ สงัเกตสีท่ีเกิดขึน้ ทกุหลมุ
เปรียบเทียบกับแผ่นเทียบสี (Color Card No.1) หรืออ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 
นาโนเมตรดว้ยเครื่อง microplate reader  แลว้อ่านค่า absorbance ท่ี 450 นาโนเมตรดว้ยเครื่อง 
microplate reader ภายใน 30 นาที 
การแปลผล 

 การค านวณ cutoff value ตามท่ีผูผ้ลิตชดุทดสอบ การอ่านคา่ ELISA plate จะถกูตอ้งถา้: 

1) หลมุท่ีใสช่ดุควบคมุเชิงลบควรอา่นคา่การดดูกลืนแสงไดน้อ้ยกวา่ 0.3 

2) หลมุท่ีใสช่ดุควบคมุเชิงบวกควรอา่นคา่การดดูกลืนแสงไดอ้ย่างนอ้ย 0.7 

3) ถา้หากคา่การดดูกลืนแสงของหลมุท่ีใสช่ดุควบคมุเชิงบวกและชดุควบคมุเชิงลบอยู่นอกคา่ท่ี
ผูผ้ลิตหาไวล้ว่งหนา้ชีใ้หเ้ห็นถึงขอ้ผิดพลาดในระหวา่งขัน้ตอนการวิธีเคราะหเ์ชน่ ในระหวา่ง
การลา้งหรือมีปัญหาเก่ียวกบัสารท่ีใชท้ดสอบ 

 การค านวณหา cutoff value ท าไดโ้ดยบวก 0.25 เขา้กบัคา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ
เชิงลบ การค านวณเชน่นีช้ว่ยใหไ้ดผ้ลบวกหลอกนอ้ยลง (false-positive results) ควรใช ้cutoff value 
ในการพิจารณาผลดงันี ้

1) ตวัอยา่งท่ีมีคา่การดดูกลืนแสงมากกวา่หรือเทา่กบั cutoff value จะถือวา่ใหผ้ลบวก  

2) ตวัอยา่งท่ีมีคา่การดดูกลืนแสงต ่ากวา่ cutoff value จะถือวา่ใหผ้ลลบ 
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วันที่  1  (15.00  น.)  Pre-enrichment 
ตวัอยา่ง  25  g  ตอ่  LB หรอื TSB 225  ml  (ratio  1:10) 

บม่ที่อณุหภมูิ  37C  เป็นเวลา  18-22  ชม. 

 
วันที่  2  (13.00  น.)  Selective-enrichment 

ดดูตวัอยา่งที่บม่แลว้มา 0.1  ml  ใสใ่น  RV-broth  9.9  ml 

บม่ที่อณุหภมูิ  42C  เป็นเวลา  16-20  ชม. 

 
วันที่  3  (8.00  น.)  Post-enrichment 

ดดูตวัอยา่งจาก  Selective-enrichment มา 1 ml  ใสใ่น  M-broth  10  ml  

บม่ที่อณุหภมูิ  37C  เป็นเวลา  6  ชม. 

 
วันที่  3  (14.00  น.)  ดดูตวัอยา่งจาก  Post-enrichment  มา  1  ml  ใสใ่นหลอดแกว้ฝาเกลยีว 

ปิดฝาหลวม ๆ ตม้ในอา่งน า้รอ้น  100C  เป็นเวลา  15  นาท ี

 
ดดูตวัอยา่งและ control มาอยา่งละ 200 µl  ใสใ่นหลมุที่เตรยีมไว ้ ปิดหลมุดว้ยแผน่พลาสติก 

น า  microplate  ไปบม่ที่อณุหภมูิ  37C  เป็นเวลา  30  นาท ี

 
ลา้งหลมุดว้ย  wash  solution  จ านวน 4 ครัง้ 

 
ดดู  conjugate  มา  200  µl   ใสใ่นแตล่ะหลมุ  ปิดหลมุดว้ยแผน่พลาสติก 

น า  microplate  ไปบม่ที่อณุหภมูิ  37C  เป็นเวลา  30  นาท ี

 
ลา้งหลมุดว้ย  wash  solution  จ านวน  4  ครัง้ 

 
ดดู  substrate  มา  200  µl  ใสใ่นแตล่ะหลมุ  ปิดหลมุดว้ยแผน่พลาสติก 

น า  microplate  ไปบม่ที่อณุหภมูิ  20-25C  เป็นเวลา  10  นาท ีเติม stop solution 

 
สงัเกตสทีี่เกิดขึน้ทกุหลมุเปรยีบเทียบกบั  Color  Card  No.1 

หรอือา่นคา่  absorbance  ที่  414   10 nm 

 
 

รูปท่ี 8.7 การตรวจหา  Salmonella  ดว้ยวิธี  ELISA โดยใชช้ดุทดสอบของ  TECRA 
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บันทกึผลการทดลอง 
 
I  ผลการตรวจหา Salmonella ในอาหารด้วยวิธีพืน้ฐาน 
ตวัอยา่งอาหารท่ีตรวจสอบคือ.................................................................. 
1.     ลกัษณะการเจรญิใน pre-enrichment broth…………………………………………………….. 
2.     ลกัษณะการเจรญิใน selective enrichment broth 
       2.1  selective enrichment broth ชนิดท่ี 1 คือ อาหาร…………………………………………… 
ลกัษณะการเจรญิ………………………………………………………………………………………. 
……………………………………………………………………………………………………………
.………………………………………………………………………………………………………….. 
       2.2  selective enrichment broth ชนิดท่ี 2 คือ อาหาร...………………………………………… 
ลกัษณะการเจรญิ………………………………………………………………………………………. 
.………………………………………………………………………………………………………….. 
3.     การเจรญิของเชือ้บนอาหาร selective agar 
 
Selective 
plating 
media 

Selective 
enrichment 
broth 

ลกัษณะโคโลนีท่ีเลือกเข่ียเชือ้ไปทดสอบตอ่ 
โคโลนีท่ี 1 โคโลนีท่ี 2 

รหสั  รหสั  
HE RV   

 
  

TT   
 

  

XLD RV   
 

  

TT   
 

  

BS RV   
 

  

TT   
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4. การทดสอบในอาหาร TSI และอาหาร LIA 
ที่มาของ
เชือ้
(Selective 
plating 
media) 

ที่มาของ
เชือ้
(Selective 
enrichment 
broth) 

รหสัของ
เชือ้ 

ผลการทดสอบในอาหาร  TSI ผลการทดสอบในอาหาร  LIA 

Butt Slant การสรา้ง 
H2S 

Butt slant การสรา้ง 
H2S 

HE RV        
RV        
TT        
TT        

XLD RV        
RV        
TT        
TT        

BS RV        
RV        
TT        
TT        

 
5.  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของเชือ้จากหลอด TSI ท่ีใหผ้ลลบกบัการทดสอบยรูีเอส 
การทดสอบ ผลการทดสอบ 

รหสั......... รหสั......... รหสั......... รหสั......... รหสั......... รหสั......... 
Lysine decarboxylase 
broth 

      

Phenol red dulcitol broth       
KCN broth       
Malonate broth       
Indole test       
Polyvalent flagella  test       
Phenol red lactose broth       
Phenol red sucrose broth       
Voges-Proskauer test       
Methyl red test       
Simmons citrate       
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6. การทดสอบทางซีโรวิทยา (Serological somatic (O) tests) 
รหสัของเชือ้ที่
ทดสอบ 

ผลของการเกิดปฏิกิรยิาการเกาะกลุม่กบั
แอนติซีรมั Polyvalent A-I  (+ หรอื -) 

แอนติซีรมักลุม่ที่เกิดปฏิกิรยิาการเกาะกลุม่
กบัเชือ้ที่ทดสอบ (Somatic (O) group test) 

   
   
   
   
   
   

 
สรุปผลการทดลอง 
ผลการตรวจหา Salmonella (พบหรือไมพ่บ) ………………………………………………………… 
ซีโรกรุ๊ฟของ Salmonella ท่ีพบ……………………………………………………………………….. 
 
II  ผลการตรวจหา Salmonella ในอาหารด้วยวิธี ELISA 
บนัทกึรหสัของตวัอยา่งท่ีท าในแตล่ะหลมุของ microtiter plate และคา่ OD450 ลงในตาราง  
    1         2           3          4          5           6         7          8          9          10        11        12 
A            
B            
C            
D            
E            
E            
F            
G            
H            
 
ค าถามท้ายบท 
1.  จงบอกลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ Salmonella 
2.  ขัน้ตอนการตรวจหา Salmonella มีก่ีขัน้ตอนอะไรบา้ง 
3.  ยกตวัอยา่ง selective enrichment broth และ selective plating media ท่ีใชม้าอยา่งละ 2  ชนิด  
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4. จงบอกลกัษณะของ typical colony ของ Salmonella ท่ีเจรญิบนอาหาร HE, XLD และ BS 
5.  ในการทดสอบการเจรญิของเชือ้ในอาหาร TSI และ LIA ถา้เป็น Salmonella จะใหผ้ลอยา่งไร 
6.  การทดสอบทางซีโรวิทยา (serological test) คืออะไร จงอธิบายหลกัการ 
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บทปฏบัิตกิารที ่9 
การตรวจหา Vibrio parahaemolyticus ในอาหาร 

 
 

               Vibrio เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อนโคง้หรือทอ่นตรง ไมส่รา้งสปอร ์เคล่ือนท่ีได ้สว่นใหญ่
มีแฟลกเจลลาเสน้เดียวท่ีขัว้เซลลข์า้งใดขา้งหนึ่ง (single polar flagellum) สว่นใหญ่สรา้งเอนไซม์
ออกซิเดสและคะตะเลสได ้หมกักลโูคสไมใ่หแ้ก๊ส  แบคทีเรียในสกลุนีมี้อยา่งนอ้ย 28 สปีชีส ์Vibrio 3 
สปีชีสท่ี์ก่อใหเ้กิดโรคซึ่งมกัพบในแหลง่น า้และอาหารทะเลไดแ้ก่ Vibrio parahaemolyticus, Vibrio 
cholerae และ Vibrio vulnificus 
               V.  parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียรูปท่อนท่ีชอบเจรญิในสภาพท่ีมีเกลือ (halophilic 
rod) เป็นพวกท่ีเจรญิไดท้ัง้ในสภาพท่ีมีและไมมี่อากาศ สว่นใหญ่พบในน า้ทะเลในมหาสมทุรและแถบ
ชายฝ่ัง การตรวจพบเชือ้ชนิดนีเ้ก่ียวขอ้งกบัอณุหภมูิของน า้ทะเล โดยทั่วไปจะมีจ  านวนท่ีไมอ่าจตรวจ

พบไดจ้นกวา่อณุหภมูิของน า้ทะเลจะสงูขึน้ถึงประมาณ 19-20C ดงันัน้จงึมกัจะแยกเชือ้ V.  
parahaemolyticus ไดจ้ากสิ่งแวดลอ้มในทะเลแถบอบอุ่นเชน่ สตัวท์ะเล แพลงตอน ตะกอนในทะเล 

และน า้ชายฝ่ังทะเล เชือ้ชนิดนีมี้อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเจรญิในชว่ง 30-35C และอณุหภมูิสงูสดุ

ส าหรบัการเจรญิท่ี 44C เจรญิไดใ้นอาหารท่ีเก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 9.5-10C ไมเ่จรญิท่ีอณุหภูมิ 4 C 
และไมเ่จรญิในสภาพท่ีไมมี่เกลือ สามารถเจรญิไดใ้นสภาพท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ย
ละ 1-8 เจรญิไดดี้ในสภาพท่ีมีเกลือความเขม้ขน้รอ้ยละ 2-4  เจรญิไดท่ี้ช่วง pH 4.8-11.0 และชว่ง pH 
ท่ีเหมาะสมอยูร่ะหวา่ง 7.6-8.6 คา่ pH ต ่าสดุส าหรบัการเจรญิเก่ียวขอ้งกบัอณุหภมูิและปริมาณเกลือ 

จากการวิจยัพบว่า V. parahaemolyticus ATCC 107941 เจรญิไดท่ี้อณุหภมูิ 5-9C ในอาหาร 
Trypticase Soy Broth (TSB) ท่ีมีคา่ pH 7.2-7.3 และมีเกลือความเขม้ขน้รอ้ยละ 3 แตท่ี่อณุหภมูิ 

30C ในสภาพท่ีมีเกลือรอ้ยละ 3 มีคา่ pH ต ่าสดุส าหรบัการเจรญิเป็น 4.8 ขณะท่ีในสภาพท่ีมีเกลือ
รอ้ยละ 7 มีคา่ pH ต ่าสดุสงูขึน้เป็น 5.2  ส่วนคา่ aw ต  ่าสดุส าหรบัการเจรญิท่ีท าใหร้ะยะเวลาในการ
เพิ่มจ านวนเป็น 2 เทา่ (generation time) สัน้ท่ีสดุคือระดบั aw 0.992 ในอาหาร TSB ท่ีมีเกลือรอ้ยละ 
2.9 แตค่า่ aw ต  ่าสดุส าหรบัการเจรญิจะเป็น 0.937, 0.945, 0.948, 0.957, 0.983 และ 0.986 ท่ี

อณุหภมูิ 29C ถา้ใชก้ลีเซอรอล โพแทสเซียมคลอไรด ์โซเดียมคลอไรด ์ซูโครส กลโูคส และโพรไพลีน
ไกลคอลในการควบคมุระดบั aw ตามล าดบั เม่ือเจรญิในอาหารเหลวมีแฟลกเจลลาเสน้เดียวท่ีขัว้เซลล์
ขา้งใดขา้งหนึ่ง แตเ่ม่ือเจริญบนอาหารแข็งอาจมีแฟลกเจลลารอบเซลล ์ 
               เชือ้ V.  parahaemolyticus ท่ีก่อโรคทางเดนิอาหาร (gastroenteritis) เกือบทกุสายพนัธุท่ี์
แยกไดจ้ากผูป่้วยเป็นสายพนัธุท่ี์สามารถท าใหเ้ม็ดเลือดแดงแตก (hemolytic) ขณะท่ีบางสายพนัธุท่ี์
แยกไดจ้ากปลาทะเลและสิ่งแวดลอ้มในทะเลไมส่ามารถท าใหเ้ม็ดเลือดแดงแตกได ้ (nonhemolytic)  
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ปรากฏการณใ์นการท าใหเ้ม็ดเลือดแดงของคนแตกนีเ้รียกวา่ ปฏิกิรยิาคานากาวา (Kanagawa 
reaction) โดยทั่วไปจะทดสอบโดยใชเ้ม็ดเลือดแดงของคนในอาหารเลีย้งเชือ้ Wagatsuma’s Agar 
นอกจากจะท าใหเ้ม็ดเลือดแดงของคนแตกแลว้ยงัท าใหเ้ม็ดเลือดแดงของสนุขัและหนแูตกดว้ย แต่
ใหผ้ลของปฏิกิริยาอ่อนกบัเม็ดเลือดแดงของกระตา่ยและแกะ  มีรายงานวา่รอ้ยละ 1 ของเชือ้ V.  
parahaemolyticus จ  านวน 650 ไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากปลาและรอ้ยละ 96 ของเชือ้ V.  
parahaemolyticus จ  านวน 2,720 ไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยท่ีมีอาการทอ้งเสีย ใหผ้ลบวกกบั
ปฏิกิรยิาคานากาวา สว่นแบคทีเรียชนิดนีท่ี้แยกไดจ้ากน า้ทะเลโดยทั่วไปใหผ้ลลบกบัปฏิกิรยิาคานา
กาวา โปรตีนท่ีเรียกวา่ฮีโมไลซิน (hemolysin) ท่ีทนความรอ้น (thermostable direct hemolysin, 
TDH) เป็นไซโตทอกซิกโปรตีน (cytotoxic protein) ท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุ 42,000 ดาลตนั สามารถท าให้
หนตูายได ้ TDH นีเ้ก่ียวขอ้งกบัการใหผ้ลบวกกบัปฏิกิริยาคานากาวา สว่นสายพนัธุท่ี์สรา้งฮีโมไลซินท่ี
ไมท่นความรอ้น (heat-labile hemolysin) จะใหผ้ลลบกบัปฏิกิริยาคานากาวา โปรตีน TDH ถกู

ท าลายบางสว่นเม่ือไดร้บัความรอ้นท่ีอณุหภมูิ 100C เป็นเวลา 30 นาทีท่ี pH 6.0 และจากการ
ทดลองในอาสาสมคัรกลุม่หนึ่งพบวา่ สายพนัธุท่ี์ใหผ้ลบวกกบัปฏิกิริยาคานากาวาท าใหเ้กิดโรคทาง 
เดนิอาหาร ขณะท่ีสายพนัธุท่ี์ใหผ้ลลบไมท่ าใหเ้กิดโรคดงักลา่ว ดงันัน้จงึเป็นไปไดว้า่ TDH มีบทบาท
เก่ียวขอ้งกบัความรุนแรงของเชือ้ในการก่อโรคทางเดนิอาหาร 
               การติดเชือ้ V.  parahaemolyticus  ส่วนใหญ่มกัเก่ียวขอ้งกบัการรบัประทานอาหารทะเล
เชน่ อาหารทะเลดบิ อาหารท่ีปนเป้ือนอีกครัง้หลงัจากผา่นความรอ้นและอาหารทะเลท่ีผา่นความรอ้น
ไมเ่พียงพอ ซึ่งตา่งกบัการติดเชือ้โรคอาหารเป็นพิษชนิดอ่ืนท่ีอาจปนเป้ือนมากบัอาหารหลายชนิด แต่
ถา้อาหารชนิดอ่ืนท่ีไมใ่ชอ่าหารทะเลถกูปนเป้ือนดว้ยเชือ้ชนิดนี ้ ก็มกัมีสาเหตมุาจากการปนเป้ือนขา้ม
จากผลิตภณัฑอ์าหารทะเล อาหารท่ีมีรายงานวา่เป็นตน้เหตขุองโรคระบาดจากเชือ้ชนิดนีไ้ดแ้ก่ หอย
นางรม กุง้ ป ูกุง้มงักร และหอยชนิดตา่ง ๆ เชือ้ V.  parahaemolyticus เป็นสาเหตขุองอาหารเป็นพิษ
ท่ีพบบอ่ยในประเทศญ่ีปุ่ นเน่ืองจากประชาชนนิยมรบัประทานปลาดบิ แบคทีเรียชนิดนีถ้กูท าลายได้

ง่ายโดยความรอ้น มีรายงานวา่คา่ D47C ของ V.  parahaemolyticus อยูใ่นชว่ง 0.8-65.1 นาที  และ
พบวา่ V.  parahaemolyticus สายพนัธุห์นึ่งมีจ  านวนเซลลเ์ริ่มตน้ 500 เซลลต์อ่มิลลิลิตรในกุง้บดถกู

ท าลายหมดดว้ยความรอ้นท่ีอณุหภมูิ 60C ภายใน 1 นาที แตถ่า้มีจ  านวนเซลลม์ากขึน้ถึง 2.0  105 

เซลลต์อ่มิลลิลิตร การท าลายเซลลด์ว้ยความรอ้นท่ีอณุหภมูิ 80C เป็นเวลา 15 นาทีจะท าใหมี้บาง
เซลลท่ี์อยูร่อดได ้ดงันัน้ถา้ไดร้บั V.  parahaemolyticus จากอาหารทะเลท่ีผา่นการแปรรูปอาจเป็นผล
มาจากการใหค้วามรอ้นไมเ่พียงพอ หรือเกิดการปนเป้ือนขา้มหรือปนเป้ือนอีกครัง้หลงัผา่นความรอ้น 
รวมทัง้การปฏิบตัท่ีิไมถ่กูสขุลกัษณะ แบคทีเรียชนิดนีเ้จรญิไดเ้รว็มากซึ่งจะใชเ้วลาในการเพิ่มจ านวน

เป็น 2 เท่าสัน้มากเพียง 8-9 นาทีท่ีอณุหภมูิ 37C ผูท่ี้ไดร้บัเชือ้อาจมีอาการป่วยไดภ้ายใน 4 ชั่วโมง
ถึงมากกวา่ 30 ชั่วโมงหลงัจากรบัประทานอาหารท่ีปนเป้ือนเขา้ไป อาการท่ีเกิดขึน้ไดแ้ก่ ปวดทอ้ง
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รุนแรง เป็นตะคริวท่ีทอ้ง ทอ้งเสีย มกัมีน า้ออกมามาก บางครัง้มีเลือดปน คล่ืนไส ้อาเจียน และเป็นไข ้
อตัราการตายต ่า ผูป่้วยฟ้ืนตวัไดภ้ายในระยะเวลา 2-3 วนั การติดเชือ้ Vibrio มกัจะไมเ่กิดขึน้ในฤดู
หนาวแตม่กัจะเกิดในฤดรูอ้นโดยเฉพาะปนเป้ือนมากบัอาหารทะเล 
               Vibrio เหมือนกบัแบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืนหลายชนิดคือ เจรญิไดใ้นสภาพท่ีมีเกลือน า้ดี 
ความเขม้ขน้สงู เป็นพวกท่ีเจรญิไดท้ัง้ในสภาพท่ีมีและไมมี่อากาศ เจรญิไดดี้ในสภาพท่ีเป็นดา่ง ดงันัน้
ในการแยกเชือ้ Vibrio ในอาหารจงึใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ท่ีมี pH เป็นดา่งเชน่  Alkaline Peptone Water 
เป็น enrichment media ชนิดท่ีนิยมใชก้นัมากในขัน้แรกของการแยกเชือ้ Vibrio  และอาหาร 
Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose Agar นิยมใชใ้นการแยกเชือ้ V. cholerae, V. 
parahaemolyticus และ Vibrio ชนิดอ่ืนจากอาหารทะเล อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีจ้ะสง่เสรมิการเจรญิ
ของ Vibrio หลายชนิดแตจ่ะยบัยัง้การเจรญิของจลุินทรียท่ี์ไมใ่ช ่Vibrio  เชือ้ V.  parahaemolyticus 
เป็นแบคทีเรียท่ีชอบเจรญิในสภาพท่ีมีเกลือ ดงันัน้สารละลายท่ีใชใ้นการท าเจือจางหรือสารละลายท่ี
ใชใ้นการท าสารแขวนลอยของเซลลต์อ้งมีโซเดียมคลอไรดเ์ป็นสว่นประกอบเชน่ สารละลายฟอสเฟต
บพัเฟอรซ์าไลน ์ (Phosphate buffered saline) และเชน่เดียวกนัในการทดสอบทางชีวเคมีควรใช้
อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเตมิโซเดียมคลอไรดร์อ้ยละ 2 หรือ 3 

               ในการเก็บรกัษาตวัอยา่งท่ีจะวิเคราะหห์า Vibrio ควรท าใหต้วัอยา่งเย็นลงทนัทีถึง 7-10C 
หลงัจากเก็บตวัอยา่งและท าการวิเคราะหใ์หเ้ร็วท่ีสดุเทา่ท่ีจะเป็นไปได ้ ควรหลีกเล่ียงการสมัผสัโดย 
ตรงกบัน า้แข็งเพื่อท่ีจะใหเ้ชือ้อยูร่อดไดม้ากท่ีสดุ อย่างไรก็ตามเซลลข์อง Vibrio อาจบาดเจ็บไดถ้า้
หากท าใหต้วัอย่างเย็นลงเรว็เกินไป แบคทีเรียชนิดนีเ้จริญไดเ้รว็ในอาหารทะเลท่ีเก็บไวท่ี้อณุหภมูิหอ้ง 
Vibrio อยู่รอดไดท่ี้อณุหภมูิแชเ่ย็น แตจ่ะอยูร่อดไดไ้มดี่ในสภาพท่ีรอ้นและเย็นมากๆ ถา้ตอ้งการเก็บ

รกัษาอาหารไวใ้นสภาพแชแ่ข็งควรเก็บไวท่ี้อณุหภมูิ -80C 
 
วัตถุประสงค ์
1.     เพ่ือใหเ้ขา้ใจถึงหลกัการและวิธีการตรวจหา V.  parahaemolyticus ในอาหาร 
2.     เพ่ือเรียนรูว้ิธีการทดสอบทางชีวเคมีและหาจ านวน V. parahaemolyticus ดว้ยวิธี MPN 
 
อุปกรณ ์
1.   เชือ้แบคทีเรียบรสิทุธ์ิท่ีใชไ้ดแ้ก่ V.  parahaemolyticus  
2.     ตวัอยา่งอาหารท่ีใชไ้ดแ้ก่ ปลาหมกึสด ปลาสด หอยแมลงภู่สด หอยแครงสด กุง้สดและอ่ืนๆ  
3.  อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่ Phosphate-Buffered Saline (PBS), Alkaline Peptone Water 

(APW), Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose (TCBS) Agar, Arginine Glucose Slant 
(AGS), Motility Test Medium, Trypticase Soy Broth (TSB) และ Trypticase Soy Agar 
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(TSA) ท่ีเตมิโซเดียมคลอไรดร์อ้ยละ 2 (น า้หนกัโดยปรมิาตร), Tryptone broth ท่ีมีโซเดียมคลอ
ไรดค์วามเขม้ขน้ระดบัตา่งๆ คือ รอ้ยละ 0, 3, 6, 8 และ 10 (T1N0, T1N3, T1N6, T1N8 และ T1N10) 
Urea Broth หรือ Christensen’s Urea Agar ท่ีเตมิโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 2 

4.     สารละลายฟอสเฟตบพัเฟอรซ์าไลน ์(Phosphate Buffered Saline, PBS) 
5.     สียอ้มและสารเคมีส าหรบัยอ้มแกรม (ภาคผนวก ค) และ oxidase reagent (สารละลาย N, N,  

        N, N- tetramethyl-p-phenylenediamine.2HCl ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1) 
6.     API 20E diagnostic strips and reagents (BioMerieux) 
7.    เครื่องตีป่นอาหาร  เครื่องผสมตวัอยา่ง (vortex mixer) กลอ้งจลุทรรศนพื์น้หลงัสวา่งและตู ้

       บม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  35C  
8.    จานเพาะเชือ้ ปิเปต ลปูเข่ียเชือ้ และถงุพลาสตกิปราศจากเชือ้ส าหรบัใชตี้ป่น 
 
วิธีการทดลอง 
 การตรวจหาปรมิาณ V.  parahaemolyticus  ในอาหารดว้ยวิธี MPN 
1. ชั่งตวัอยา่งอาหารทะเล (ตวัอยา่งปลา: ใชส้ว่นของเนือ้เย่ือท่ีผิว เหงือกและทางเดินอาหารของปลา 

ส าหรบัสตัวน์  า้ประเภท crustaceans เชน่ กุง้ ถา้เป็นไปไดใ้หใ้ชท้ัง้ตวั ถา้ใหญ่เกินไป เลือก
สว่นกลางของตวัสตัวซ์ึ่งรวมเหงือกและทางเดนิอาหาร) 50 กรมั ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ น าไปตี
ป่นดว้ยเครื่องตีป่นอาหาร เป็นเวลา 90 วินาที โดยใชค้วามเรว็สงู  

2.    เตมิ PBS ปรมิาตร 450 มิลลิลิตร (ระดบัความเจือจาง 10-1 ) ตีป่นอีกครัง้เป็นเวลา 1 นาที ท าการ
เจือจางตอ่ไปใน PBS จนถึงระดบัความเจือจาง 10-2 10-3 และ 10-4 หรืออาจเจือจางท่ีระดบัความ
เจือจางสงูขึน้ถา้จ าเป็น 

       (ก) ส าหรบัตวัอย่างสตัวน์  า้เปลือกแข็ง (molluscan shellfish) ใชท้ัง้หมด 12 ตวั ตีป่นกบั
สารละลาย PBS ปรมิาตรเท่ากนัดว้ยความเรว็สงู 90 วินาทีจะไดข้องผสมท่ีเจือจาง 1:2 เทา่ แลว้
ชั่งของผสมนีม้า 20 กรมัใสล่งในสารละลาย PBS 80 มิลลิลิตร) จากนัน้ท าการเจือจางตอ่ไป เตมิ
ตวัอยา่งท่ีเจือจาง 1:10 เท่าปรมิาตร 10 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย PBS 90 มิลลิลิตรจะได้
ตวัอยา่งท่ีเจือจาง 1:100 หรือ 10-2 แลว้เจือจางตอ่ไปจนไดร้ะดบัความเจือจาง 10-3 และ 10-4 ขัน้
ตอ่ไปท าเชน่เดียวกบัวิธีการในขอ้ ข 

        (ข) ส าหรบัตวัอยา่งท่ีผ่านการแปรรูปเชน่ ใหค้วามรอ้น ท าแหง้ แชแ่ข็ง ใหปิ้เปตตวัอยา่งท่ีระดบั
ความเจือจาง 10-1 ปรมิาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอดอาหาร Alkaline Peptone Water (APW) 
ความเขม้ขน้ 2 เทา่ของสตูรปกติ จ  านวน 3 หลอด ปรมิาตรหลอดละ 10 มิลลิลิตร แตล่ะหลอดจะ
มีปรมิาณตวัอย่างอาหาร 1 กรมั จากนัน้ปิเปตตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 10-1, 10-2, 10-3และ 
10-4 ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดอาหาร APW ตามสตูรปกต ิปรมิาตร 10 มิลลิลิตร ระดบั
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ความเจือจางละ 3 หลอด ซึ่งจะมีปรมิาณตวัอย่างอาหาร 0.1, 0.01, 0.001 และ 0.0001 กรมัตอ่
หลอดท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางตามล าดบั 

4.     น าหลอด APW ทัง้หมดไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35  2C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
5.  เข่ียเชือ้จากหลอด APW ท่ี 3 ระดบัความเจือจางสงูสดุท่ีมีการเจรญิ (มีความขุน่)โดยเข่ียเชือ้จาก

อาหาร APW ท่ีผิวดา้นบนลึกลงมาประมาณ 1 เซนตเิมตร (อยา่เขย่าหลอด) ลากลงบนผิวหนา้
อาหาร TCBS ดว้ยเทคนิคการแยกเชือ้บรสิทุธ์ิ  เขียนระดบัความเจือจางของหลอดท่ีมาบนจาน

อาหาร TCBS ดว้ย จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35  2C เป็นเวลา 24 ชั่วโมงบนัทกึจ านวน
หลอดและระดบัความเจือจางท่ีเกิดความขุน่ โคโลนีของ V.  parahaemolyticus จะมีลกัษณะ
กลม สีเขียว หรือน า้เงินเขียว ทบึ ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 2-3 มิลลิเมตร (รูปท่ี 9.1) โคโลนีของ V. 
vulnificus และ V. mimicus ก็มีลกัษณะเชน่นี ้ เชือ้ท่ีเจรญิแขง่ขนัเชน่ V. alginolyticus จะมี
โคโลนีขนาดใหญ่ ทบึ และมีสีเหลือง สว่น V. cholerae มีขนาดโคโลนีใหญ่และมีสีเหลือง
เน่ืองจากหมกัซูโครสได ้

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 9.1  ลกัษณะของ typical colony ของ Virio parahaemolyticus บนอาหาร TCBS 
 
การคดัเลือกและการทดสอบยืนยนั 
1.    การเจรญิในอาหาร Arginine Glucose Slant (AGS) 
       ถ่ายเชือ้จากโคโลนีท่ีสงสยัวา่เป็น V. parahaemolyticus  จ  านวน 2 โคโลนีหรือมากกวา่ 2 โคโลนี 

น ามาแยกใหบ้รสิทุธ์ิบนอาหาร TSA ท่ีเตมิโซเดียมคลอไรดร์อ้ยละ 2   ก่อนท่ีจะใชเ้ข็มเข่ียเชือ้ลาก
ลงบนผิวหนา้ของอาหารสว่นท่ีลาดเอียงและแทงลงตรง ๆ ถึงกน้หลอดอาหาร AGS น าไปบม่ท่ี

อณุหภมูิ 35  2C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทัง้เชือ้ V. parahaemolyticus  และ V. vulnificus จะ
ท าใหส้ว่นท่ีลาดเอียง (slant) มีสีมว่งหรือเป็นดา่งและส่วนของกน้หลอด (butt) มีสีเหลืองหรือ
เป็นกรด (arginine dihydrolase negative) แตไ่มส่รา้งแก๊สและไมส่รา้งไฮโดรเจนซลัไฟด ์ (H2S) 
และเชน่เดียวกนัถ่ายเชือ้จากโคโลนีท่ีสงสยัลงในหลอดอาหาร TSB และ TSA slant ท่ีเตมิ
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โซเดียมคลอไรดร์อ้ยละ 2 (น า้หนกัโดยปรมิาตร)  น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35  2C เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง น าเชือ้ในหลอดทัง้สองนีม้ายอ้มแกรมและสอ่งดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์ ทัง้เชือ้ V. 
parahaemolyticus และ V. vulnificus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรา่งหลายแบบ 
(pleomorphic) เชน่รูปรา่งท่อนโคง้หรือทอ่นตรง มีแฟลกเจลลาท่ีขัว้เซลล ์ 

2.    การเจรญิในสภาพท่ีมีเกลือความเขม้ขน้ระดบัตา่งๆ 
       ถ่ายเชือ้จากหลอด TSA slant ลงในอาหาร T1N0, T1N3, T1N6, T1N8 และ T1N10 (Tryptone broth   
       ท่ีมีโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 0, 3, 6, 8 และ 10 ตามล าดบั) น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35      

       2C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สงัเกตการเจรญิ เชือ้นีจ้ะไมเ่จรญิในอาหารท่ีมีเกลือรอ้ยละ 0 และ 10 
3.    การทดสอบการสรา้งออกซิเดส 
        คดัเลือกเอาเชือ้ท่ีนา่จะใช ่เชน่ เชือ้เจรญิในอาหาร TSA  slant ท่ีเตมิโซเดียมคลอไรดร์อ้ยละ 2    
        และผา่นการบม่ 24 ชั่วโมง ทดสอบนีท้  าได ้2 วิธีคือ ใช ้platinum wire (ไมค่วรใช ้nichrome  
        wire) หรือใชไ้มย้าวแหลมๆ ท่ีปลอดเชือ้ชว่ยในการถ่ายเชือ้มาแตะท่ีกระดาษกรองท่ีอ่ิมตวัดว้ย  
        oxidase reagent ถา้เกิดสีมว่งเขม้ขึน้ภายใน 10 วินาทีแสดงวา่ใหผ้ลบวกหรืออาจท าวิธีท่ี 2 คือ  
        หยด oxidase reagent ลงไปในหลอด TSA slant ท่ีมีเชือ้เจรญิอยูถ่า้เกิดสีมว่งเขม้ขึน้ภายใน 10  
        วินาทีแสดงวา่ใหผ้ลบวก V. parahaemolyticus และ V. vulnificus สรา้งออกซิเดสได ้ 
3.     การเจรญิใน Motility Test Medium 
        ถ่ายเชือ้จากหลอด TSA slant ลงในอาหาร Motility Test Medium โดยการแทงลงไปตรงๆ ใน 
        หลอดอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีท่ี้มีความลึกของอาหารประมาณ 5 เซ็นตเิมตร น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  

        35  2C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถา้หากมีการเจรญิออกมารอบรอยแทงแสดงวา่ใหผ้ลบวก สงัเกต 
        จากการท่ีอาหารขุน่ ทัง้เชือ้ V. parahaemolyticus และ V. vulnificus เคล่ือนท่ีได ้
การจ าแนกชนิด  
  V. parahaemolyticus และ V. vulnificus มีคณุสมบตัทิางชีวเคมีท่ีใกลเ้คียงกนัมากแตกตา่งกนั  
เพียงเล็กนอ้ย คือตา่งกนัท่ีปฏิกิรยิาของ ONPG, cellobiose, lactose และการทนเกลือ (ตารางท่ี 9.1) 
นอกจากนีส้ามารถแยกความแตกตา่งของ เชือ้ V. parahaemolyticus และ V. vulnificus กบั Vibrio  
ชนิดอ่ืนไดโ้ดยการทดสอบสมบตัทิางชีวเคมีบางชนิด อีกวิธีหนึ่ง อาจใชช้ดุทดสอบ API 20E ในการ 
ทดสอบคณุสมบตัิทางชีวเคมีไดเ้พ่ือความสะดวกและรวดเรว็ ควรเตรียมสารแขวนลอยของเซลลท่ี์ตอ้ง 
การทดสอบในสารละลายโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 2 ในการจ าแนกชนิดโดยการทดสอบ 
ทางชีวเคมี อาหารเลีย้งเชือ้ทัง้หมดท่ีเตรียมตอ้งเตมิเกลือ NaCl รอ้ยละ 2 หรือรอ้ยละ 3  
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วันที ่1                                                  

 
                    
 
                                        
                                                                                                                                                                                                                               
                                                        
              
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                              
                                                         
ปรมิาณตวัอยา่ง       1                         0.1                     0.01                     0.001               0.0001  
 (กรมัตอ่หลอด)                                           

                                               บม่ท่ีอณุหภมูิ 35  2C  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
วันที ่2 
       
                            
 

                                                        ลากลงบนอาหาร TCBS (บม่ท่ีอณุหภมูิ 35  2C) 
 
วันที ่3    บนัทึกจ านวนจานและระดบัความเจือจางท่ีมีโคโลนีท่ีมีลกัษณะของ V. parahaemolyticus 

             (สีเขียว) เข่ียเชือ้มาลากลงบนผิวหนา้อาหาร TSA + 2% NaCl (บม่ท่ี 35  2C  24 ชั่วโมง)  
วันที ่4                                     ยอ้มแกรมและทดสอบทางชีวเคมี 

 
รูปท่ี 9.2  การตรวจหาปรมิาณ Vibrio  parahaemolyticus  ในอาหารดว้ยวิธี MPN 

หมายเหต:ุ ดวีูดีโอวิธีตรวจเชือ้ไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 

ตีป่นดว้ยเคร่ือง 
Stomacher 

10 มล.  1 มล.   1 มล.   1 มล.   1 มล. 

TCBS 

PBS 9 มล. 

APW ตามสูตรปกติ (10 มล. ต่อหลอด) 
APW เขม้ขน้ 2 เท่าของสูตรปกติ 
            (10 มล. ต่อหลอด) 

อาหารทะเล 50 กรัม 

  PBS 450 มล. 1 มล.     1 มล. 1 มล. 

        ระดบัความเจือจาง 10-1   10-2   10-4   10-3 

 



 

                                                                                                                                                            

152 

ตารางท่ี 9.1  ลกัษณะทางชีวเคมีของ Vibrio parahaemolyticus  
 
การทดสอบทางชีวเคมี V. 

cholerae 
V. mimicus V. parahaemolyticus V. vulnificus 

การเจรญิบน TCBS agar โคโลนีสีเหลือง โคโลนีสีเขียว โคโลนีสีเขียว โคโลนีสีเขียว 
การเจรญิใน  AGS Ka KA KA KA 
การเจรญิใน  0% NaCl + + - - 
การเจรญิใน 3% NaCl + + + + 

การเจรญิใน 6% NaCl - - + + 
การเจรญิใน 8% NaCl - - + - 
การเจรญิใน 10% NaCl - - - - 

Ornithine decarboxylase + + + + 
Lysine decarboxylase + + + + 
Arginine dihydrolase - - - - 

Oxidase  + + + + 
Gelatinase + + + + 
Urease - - V - 

การเจรญิท่ีอณุหภมูิ 42C + + + + 

การเกิดกรดจาก Voges-
Proskauer 

V - - - 

การเกิดกรดจาก ONPG + + - + 
การเกิดกรดจาก Sucrose + - - - 

การเกิดกรดจาก Lactose - - - + 
การเกิดกรดจาก D-cellobiose - - V + 
การเกิดกรดจาก D-mannose + + + + 

การเกิดกรดจาก D-mannitol + + + V 
การเกิดกรดจาก Arabinose - - + - 
KA = Slant alkaline/ Butt acidic = ส่วนของ slant เป็นด่าง (แดง) ส่วนของ butt เป็นกรด (เหลือง); Ka = Slant alkaline/ 
Butt slightly acidic; V = ผนัแปรระหว่างสายพนัธุ ์
ท่ีมา:  Kaysner และ DePaola (2004) 
 

               - การทดสอบการสรา้งเอนไซมย์รูีเอส  
    เชือ้ท่ีสงสัยว่าเป็น V. parahaemolyticus ทั้งหมดควรน ามาทดสอบการสรา้งเอนไซมย์ูรี
เอส (urease) ซึ่งท าไดโ้ดยถ่ายเชือ้ปริมาณมากลงในอาหาร Urea Broth ท่ีเติมโซเดียมคลอไรดค์วาม
เขม้ขน้รอ้ยละ 2 หรือแตะเชือ้เป็นจุดท่ีผิวหนา้อาหาร Christensen’s Urea Agar ท่ีเติมโซเดียมคลอ
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ไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 2 น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 35  2C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ถา้เชือ้สรา้งเอนไซม์
ยูรีเอสได ้อาหารจะเป็นสีชมพู (เป็นด่าง) เชือ้ท่ีใหผ้ลลบควรบ่มต่ออีก 24 ชั่วโมงเพราะอาจเป็นสาย
พนัธุท่ี์สรา้งยรูีเอสไดช้า้  การสรา้งยรูีเอสสมัพนัธก์บัการมี tdh gene และ/หรือ trh gene ปฏิกิริยาของ
ยรูีเอสใชใ้นการคดัเลือกสายพนัธุท่ี์ก่อโรค 
               เม่ือการทดสอบไดร้บัการยืนยนัแลว้วา่เป็น V. parahaemolyticus จะทราบวา่หลอดท่ีใหผ้ล
บวกท่ีแต่ละระดับความเจือจางท่ีแยกเชือ้มานัน้เป็นเชือ้ V. parahaemolyticus หรือไม่ และบนัทึก
จ านวนหลอดใหผ้ลบวกท่ีแตล่ะระดบัความเจือจาง น าผลท่ีไดไ้ปหาค านวณหาค่า MPN ของจ านวน 
V. parahaemolyticus ท่ีมีในตวัอยา่งโดยใชต้าราง MPN แบบ 3 หลอดในภาคผนวก ฉ  
 
การจ าแนกชนิดโดยใช้ชุดทดสอบ API20E 

การทดสอบสมบัติทางชีวเคมีของเชือ้ท่ีสงสัยว่าเป็น V. parahaemolyticus อีกวิธีหนึ่ง
สามารถท าได้โดยใช้ชุดทดสอบ API 20E (Biomérieux) ชุดทดสอบนี้ใช้จ  าแนกแบคทีเรียในวงศ ์
Enterobacteriaceae และแบคทีเรียแกรมลบรูปทอ่นชนิดอ่ืนประเภท non-fastidious  

API 20E strip ประกอบดว้ยหลอดเล็กๆ ท่ีบรรจุสารตัง้ตน้แหง้ (dehydrated substrates) 
จ  านวน 20 หลอด โดยจะใส่สารแขวนลอยเซลลข์องเชือ้แบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบซึ่งเตรียมโดยผสม
ในอาหารเหลว ในระหว่างการบม่ เมแทบอลิซมึของเชือ้จะท าใหเ้กิดการเปล่ียนสีของสารท่ีอยู่ในหลอด  
โดยอาจจะเปล่ียนสีไดเ้องหรือตอ้งเติมสารเคมีทดสอบลงไป อ่านผลตามตาราง การจ าแนกชนิดว่า
เป็นเชือ้ใดท าไดโ้ดยใช ้identification software  

อปุกรณ ์
          1.  API 20E strips ประกอบดว้ยหลอดจ านวน 20 หลอดท่ีบรรจสุารเคมีชนิดแหง้ 
          2.  สารละลายโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 0.85 
          3.  API Suspension Medium และ mineral oil 

4.  สารละลายมาตรฐาน McFarland Standard เบอร ์0.5 
5.  reagents ท่ีมากบัชดุทดสอบไดแ้ก่ สาร TDA สาร JAMES สาร VP 1 และ VP 2 สาร NIT 1  
     และ NIT 2 
6.  กลอ่งส าหรบัใชบ้ม่ (incubation box) ประกอบดว้ยถาดพลาสติกพรอ้มฝาปิด 
7.  โปรแกรม API 20E Analitical Profile index หรือ apiwebTM Identification software  

          - ท าการเตรียมกล่องส าหรบับม่ (ถาดและฝาปิด)   เติมน า้กลั่น (หรือน า้ท่ีปราศจากแรธ่าตหุรือ
น า้ท่ีปราศจากสารพิษหรือสารเคมีท่ีปล่อยแก๊สออกมา เช่น แก๊สคลอรีน คารบ์อนไดออกไซด์)  
ปรมิาตร 5 มิลลิลิตร  ลงในถาดเพ่ือใหใ้นบรรยากาศมีความชืน้ พรอ้มทัง้บนัทึกรหสัของเชือ้ท่ีทดสอบ
ลงบนถาด 
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          - น าชดุทดสอบออกจากหอ่บรรจ ุ  ไปวางบนกลอ่งส าหรบับม่ท่ีเตรียมไว ้ 
การเตรียม Strip 

หมายเหตุ: ควรใช้ชุดทดสอบ API 20E ในการจ าแนกแบคทีเรียในวงศ ์Enterobacteriaceae และ
แบคทีเรียแกรมลบรูปท่อนชนิดอ่ืนท่ีไม่จูจี้ ้แบคทีเรียท่ีจูจี้ ้(fastidious) มีความตอ้งการสารอาหารท่ีมี
คณุคา่สงูในการเจรญิ 
          การเตรียมเชือ้แบคทีเรีย 

เข่ียเชือ้จากโคโลนีเด่ียวท่ีมีอายุ 18-24 ชั่วโมงลงใน อาหาร API NaCl 0.85% Medium กวน
ผสมให้เข้ากันเพ่ือให้ไดส้ารแขวนลอยเซลล์ของแบคทีเรียท่ี เข้ากันเป็นเนือ้เดียวกัน  ต้องน าสาร
แขวนลอยเซลลท่ี์เตรียมนีไ้ปใชท้นัที 

การเตมิสารแขวนลอยของเชื้อ้แบคทีเรียลงใน strip 

1. ใชปิ้เปตท่ีปลอดเชือ้เติมสารแขวนลอยเซลลท่ี์เตรียมไวล้งในหลอด   , และ    
โดยเตมิใหเ้ตม็ทัง้ในสว่นของหลอด (tube) และปากหลอด (cupule) ท่ีบรรจสุารทัง้ชนิด 3 นี ้

2. สว่นสารอ่ืน ๆ ใหเ้ตมิเฉพาะในสว่นของ tube เทา่นัน้ 
3. ท าให้เกิดสภาพไรอ้ากาศในการทดสอบกับสาร ADH, LDC, ODC, H2S และ URE   โดย

เตมิ mineral oil ปิดทบัท่ีปากหลอดเพ่ือไมใ่หอ้ากาศเขา้ 
4. ปิดฝากลอ่งบม่ น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 36 ± 2 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
 การอา่นผล 
1. หลงัจากบม่ครบตามระยะเวลาแลว้ อา่นผลโดยอา้งอิงจาก  “The Reading Table” 
2. ถา้ในช่องของสารท่ีทดสอบใหผ้ลบวก 3 ช่องหรือมากกว่า (GLU test + หรือ -) ใหบ้นัทึกผล

ท่ีเกิดขึน้ในตารางผลการทดลอง   ซึ่งแสดงวา่ตอ้งเตมิสารท่ีใชท้ดสอบ (reagents) เพิ่มขึน้ ดงันี ้
     2.1 TDA test:  เติม TDA reagent 1 หยดลงไป   ถา้เกิดสีน า้ตาลแดงขึน้แสดงว่าใหผ้ลบวก   

บนัทกึผลลงในตารางบนัทกึผลการทดลอง 
     2.2 IND test:  เตมิ JAMES reagent 1 หยดลงไป   ถา้เกิดสีชมพทูัง้ชอ่งแสดงวา่ใหผ้ลบวก 
     2.3  VP test:  เติม VP1 และ VP2 reagent อย่างละ 1 หยดลงไป   ทิง้ไวอ้ย่างนอ้ย 10 นาที   

ถา้เกิดสีชมพหูรือแดงแสดงว่าใหผ้ลบวก   แต่ถา้หลงัจาก 10 นาที   เกิดสีชมพูอ่อนแสดงว่าใหผ้ลลบ   
บนัทกึผลลงในตารางบนัทกึผลการทดลอง 

หมายเหต:ุ การทดสอบการสรา้งอินโดลควรท าหลงัสดุเน่ืองจากปฏิกิริยานีใ้หผ้ลิตภัณฑ์ท่ีเป็น
แก๊สซึ่งจะไปรบกวนการแปลผลการทดสอบอ่ืนบน strip 

 3.  ถ้าจ านวนช่องท่ีใหผ้ลบวก (ซึ่งรวมทัง้ในช่อง GLU test)  ก่อนท่ีจะเติมสารทดสอบลงไป
นอ้ยกวา่ 3 ชอ่ง   ใหน้  าไปบม่ตอ่อีก 24 ± 2 ชั่วโมง   โดยไมต่อ้งเตมิสารทดสอบลงไป 
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รูปท่ี  9.3  วิธีการเตรียมเชือ้และการใชช้ดุทดสอบ API20E ในการจ าแนกชนิดของเชือ้ 
ท่ีมา: Brown (2005)  หมายเหต:ุ ดวีูดีโอไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 

 

 

  

 

 

1) เขี่ยเชือ้จากโคโลนีเดี่ยวลงในสารละลายเกลือ 0.85% ผสม
ใหเ้ขา้กนัดีดว้ย vortex mixer 
 

2) เขียนรหสัเช้ือท่ีทดสอบและช่ือผทูดสอบไวท่ี้ถาด 

เติมน ้ าลงในถาด 5 มิลลิลิตร 

3) วาง API 20E test strip ลงบนถาด   4) เติมสารแขวนลอยเซลลล์งในหลอด  (tube)  ผา่นทาง  
ปากหลอด (cupule) 

5) เพื่อใหมี้สภาพไร้อากาศในหลอด ADH, LDC, 
ODC, H2S และ URE เติม mineral oil ท่ีปลอดเช้ือลง
ในปิดทบัใหเ้ตม็ cupule ดว้ยพลาสเจอร์ปิเปตท่ีปลอด
เช้ือ 6) หลงับ่มและหลงัจากเติมสารส าหรับทดสอบลงไป 

บนัทึกผล รวมตวัเลขเพื่อใหไ้ด ้7-digit code 
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ตารางท่ี 9.2 สารเคมีชนิดแหง้ใน 20 หลอดของ API 20E และปฏิกิรยิาท่ีเกิดขึน้ 
 
อกัษรยอ่ Active ingredients ปริมาณ 

(mg/cup.) 
ปฏิกิริยา/เอนไซม ์ ผล 

ลบ บวก 

ONPG 2-nitrophenyl-βD-
galactopyranoside 

0.223 β-galactosidase (Ortho 

NitroPhenyl- βD- 
Galactopyranoside 

ไมม่ีสี เหลือง (1) 

ADH L-arginine 1.9 Arginine dihydrolase เหลือง แดง / สม้ (2) 

LDC L-lysine 1.9 Lysine decarboxylase เหลือง แดง / สม้ (2) 

ODC L-ornithine 1.9 Ornithine decarboxylase เหลือง แดง / สม้ (2) 

  
trisodium thiosulfate 0.756 CITrate utilization เขียวซีด /

เหลือง 
เขียวแกมน า้เงิน / น า้

เงิน (3) 

H2S sodium thiosulfate 0.075 H2S production ไมม่ีสี / เทา ตะกอนด า / เสน้ผอม 
URE Urea 0.76 UREase เหลือง แดง / สม้ (2) 

 
TDA 

 
L-tryptophane 

 
0.38 

 
Trytophane DeAminase 

 
เหลือง 

 
น า้ตาลแดง 

 
IND 

 
L-tryptophane 

 
0.19 

 
INDole production 

 
ไมม่ีสี /เขียว
ซีด/เหลือง 

 
ชมพ ู

  
 

sodium pyruvate 
 

1.9 
 

acetoin production (Voges 
Proskauer) 

 
ไมม่ีสี 

 
ชมพ ู/ แดง (5) 

 
gelatin (bovine origin) 0.6 GELatinase ไมม่ีการแพร่ มีการแพรข่องรงควตัถุ

สีด า 

GLU D-glucose 1.9 Fermentation / oxidation 
(GLUcose) (4) 

น า้เงิน/เขียว
แกมน า้เงิน 

เหลือง / เหลืองอมเทา 

MAN D-mannitol 1.9 Fermentation / oxidation (MANitol) 
(4) 

น า้เงิน/เขียว
แกมน า้เงิน 

เหลือง 

INO Inositol 1.9 Fermentation / oxidation (INOsitol) 
(4) 

น า้เงิน/เขียว
แกมน า้เงิน 

เหลือง 

SOR D-sorbitol 1.9 Fermentation / oxidation (SORbitol) 
(4) 

น า้เงิน/เขียว
แกมน า้เงิน 

เหลือง 

RHA L-rhamnose 1.9 Fermentation / oxidation 
(RHAmnose) (4) 

น า้เงิน/เขียว
แกมน า้เงิน 

เหลือง 

SAC D-sucrose 1.9 Fermentation / oxidation 
(SACcharose) (4) 

น า้เงิน/เขียว
แกมน า้เงิน 

เหลือง 

MEL D-melibiose 1.9 Fermentation / oxidation 
(MELibiose) (4) 

น า้เงิน/เขียว
แกมน า้เงิน 

เหลือง 

AMY Amygdalin 0.57 Fermentation / oxidation 
(AMYgdalin) (4) 

น า้เงิน/เขียว
แกมน า้เงิน 

เหลือง 

ARA L-arabinose 1.9 Fermentation / oxidation 
(ARAbinose) (4) 

น า้เงิน/เขียว
แกมน า้เงิน 

เหลือง 

OX ดวูิธีการทดสอบออกซิเดส Cytochrome-OXidase ดวูิธีการทดสอบออกซิเดส 

(1) สีเหลืองซีดมาก ถือวา่ใหผ้ลบวกเช่นกนั; (2) เกิดสีสม้หลงัการบม่ 36-48 ชั่วโมง ถือวา่ใหผ้ลลบ; (3) การอ่านผล ท าใน cupule (aerobic) 
 (4) การหมกัเริ่มในสว่นลา่งของ tube ออกซิเดชนัเริ่มใน cupule; (5) เกิดสีชมพอู่อนหลงัจากทิง้ไว ้10  นาที ถือวา่ใหผ้ลลบ 
ท่ีมา : คู่มือการใชช้ดุทดสอบ API 20E 
 

TDA / immediate 

JAMES / immediate 

VP 1+ VP 2 / 10 min 
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ตารางท่ี 9.3  การทดสอบอ่ืนๆ 
 

อกัษรยอ่ Active ingredients ปรมิาณ 
(mg/cup.) 

ปฏิกิรยิา/เอนไซม ์ ผล 

ลบ บวก 

Nitrate 
reduction 

GLU 
tube 

Potassium nitrate 0.076 NO2 production 
Reduction to N2 gas 

 
เหลอืง 

 
แดง 

 
สม้-แดง 

 
เหลอืง 

MOB API M Medium หรอื 
microscope 

- การเคลือ่นท่ี ไม่
เคลือ่นท่ี 

เคลือ่นท่ี 

McC McConkey medium - การเจรญิ ไมม่ี มี 
OF-F 
OF-O 

Glucose (API OF 
Medium) 

- การหมกั:  ใต ้mineral oil 
ออกซิเดชนั :  ไดร้บัอากาศ 

เขียว 
เขียว 

เหลอืง 
เหลอืง 

 
 

บันทกึผลการทดลอง 
       ตวัอยา่งอาหารท่ีวิเคราะหคื์อ............................................... 
1.    ผลการเจรญิในอาหาร APW 
 
ปรมิาณตวัอยา่งตอ่หลอด 

(กรมั) 
จ  านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก (เกิดความขุน่) 

หลอดท่ี  1 หลอดท่ี  2 หลอดท่ี  3 รวม 
1.0     
0.1     
0.01     

0.001     
0.0001     

 
2.   ลกัษณะของโคโลนีท่ีนา่จะเป็น V. parahaemolyticus บนอาหาร TCBS ................................... 
....................................................................................................................................................
บนัทกึจ านวนจานอาหาร TCBS ท่ีมีโคโลนีสีเขียวน า้เงินซึ่งนา่จะเป็นโคโลนีของ V. parahaemolyticus 
จากแตล่ะระดบัความเจือจางท่ีเข่ียเชือ้มา....................................................................................... 
.................................................................................................................................................... 
.................................................................................................................................................... 

NIT 1+ NIT 2 / 2-5  min 

         Zn / 5 min 
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3.   ผลการศกึษาลกัษณะเซลลแ์ละการเจรญิในสภาพท่ีมีโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ตา่ง ๆ 
 
หมายเลขของเชือ้   

ท่ีแยกได ้
ผลการ

ยอ้มแกรม 
การเจรญิในสภาพท่ีมีโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ตา่ง ๆ   

(+ หรือ -) 
รอ้ยละ 0 รอ้ยละ 3 รอ้ยละ 6 รอ้ยละ 8 รอ้ยละ 10 

1       
2       
3       
4       
5       

V. parahaemolyticus        
 

4.    ผลการเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้และสมบตัิบางประการ 
รหสัของโคโลนี การเจรญิ

บน TCBS 
การเจรญิใน

AGS 
การเคล่ือนท่ี การสรา้ง

Oxidase 
การสรา้ง
Urease 

1      
2      
3      
4      
5      

V. parahaemolyticus      
 
5.   สรุปจ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวกเม่ือเชือ้ท่ีทดสอบไดร้บัการยืนยนัแลว้ว่าเป็น V. parahaemolyticus 
ปรมิาณตวัอยา่งตอ่หลอด 

(กรมั) 
จ  านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก (มี V. parahaemolyticus) 

หลอดท่ี  1 หลอดท่ี  2 หลอดท่ี  3 รวม 
1.0     
0.1     
0.01     

0.001     
0.0001     
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การค านวณหาคา่ MPN ตอ่กรมั และคา่ confidence limit ของ V. parahaemolyticus  
รูปแบบท่ีเลือก: ................(จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห.์........... ,  .............และ ..............  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั (จากตาราง) =  ............. (จากปรมิาณตวัอยา่งในตาราง  0.1, 0.01  และ 0.001  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง =  ............................. 
Confidence limit (จากตาราง) =  ............................. 
Confidence limit ของตวัอย่าง =  ............................. 
 
บันทกึผลการจ าแนกชนิดโดยใช้ชุดทดสอบ API 20E 
บนัทกึผลบวกหรือลบลงในแตล่ะชอ่งการทดสอบ แลว้รวมตวัเลขแตล่ะกลุม่ ดงัตวัอย่างขา้งลา่ง 
API 20E รหสัของเชือ้.................. แหลง่ท่ีมา..................... วนัท่ีทดสอบ.................. 

                     
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 
ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA OX 

                     
 
ช่ือผูท้ดสอบ....................... 

      
1 2 4 1 2 4 
NO2 N2 MOB McC OF-O OF-F 

      
 

การแปลผล ท าได้โดยใช้โปรแกรม Identification software หรือ Analytical Profile Index 
โดยใส่เป็นเครื่องหมายบวกหรือลบ หรือใส่เป็นตวัเลข 7 ตวั (Numerical profile) ซึ่งตวัเลขสามารถ
ค านวณไดด้งันีคื้อ ในกระดาษบนัทึกผลจะแบง่การทดสอบเป็นกลุ่ม ๆ โดยใน 1 กลุ่มจะประกอบดว้ย 
3 การทดสอบ ถา้ใหผ้ลบวกจะมีคา่เท่ากบั 1, 2 และ 4 เหมือนกันทกุกลุ่ม จากนัน้ใหน้  าตวัเลขของผล
การทดสอบในช่องท่ีเป็นบวกมารวมกัน 1 strip จะได ้7 หมายเลขดว้ยกันจาก 20 การทดสอบของ 
API20E  ปฏิกิรยิาออกซิเดสเป็นการทดสอบท่ี 21 และมีคา่เป็น 4 ถา้ใหผ้ลบวกในการทดสอบนี ้ 
 
ตัวอย่างการสร้าง Numerical profile 
ในตารางขา้งบนแตล่ะการทดสอบท่ีใหผ้ลบวกในหนึ่งกลุ่มมีคา่ 1, 2 หรือ 4 ถา้ใหผ้ลลบมีคา่ 0
เพ่ือท่ีจะค านวณ 7-digit profile number ของเชือ้ท่ีทดสอบ ใหร้วมคา่ตวัเลขทัง้ 3 ของแตล่ะกลุม่ 
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ตัวอย่าง:              ONPG  ADH  LDC   ODC  CTI  H2S   URE  TDA  IND   VP  GEL  GLU 
5  144  572          +       -       +      +       -     -       -     -      +      -      -      + 

= E. coli               1        0        4        1        0      0      0       0       4       0       0       4 
 
                                  5                            1                        4                         4 
                                             MAN  INO  SOR   RHA  SAC  MEL   AMY  ARA  OX       
                                             +     -      +       +      +      +     -      +      - 
                                               1      0      4         1         2      4       0        2      0 
 
                                                         5                            7                          2 
ค าถามท้ายบท 
1.  จงบอกลกัษณะของเชือ้ V. parahaemolyticus และสภาพท่ีเหมาะสมในการเจริญ 
2.  V. parahaemolyticus  ก่อใหโ้รคชนิดใด อาหารชนิดใดท่ีมกัเป็นแหลง่ของ V. parahaemolyticus  
3. อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดใดท่ีใชใ้นการแยกเชือ้ V. parahaemolyticus  จงบอกลกัษณะโคโลนีของ V. 

parahaemolyticus  บนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนัน้ 
4. ปฏิกิรยิาคานากาวา (kanagawa reaction) คืออะไร โปรตีนชนิดใดเก่ียวขอ้งกบัปฏิกิรยิานี ้ 
 
เอกสารอ้างอิง 
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Kaysner, C. A., DePaola, Jr, A. 2004. Bacteriological Analytical Manual Chapter 9: Vibrio. 

Available from: www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm 
070830.htm 12 May 2014. 

Kaysner, C. A., Tamplin, M. L., Twedt, R. M. 1992. Vibrio. In: Vanderzant, C., Splittstoesser, 
D. F. (Eds.),  Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods. 
American Public Health Association, Washington, D C, pp. 451-635. 

Oliver, J. D., Kaper, J. B. 2001. Vibrio Species. In: Doyle, M. P., Beuchat, L. R., Montville, T. 
J. (Eds.),  Food Microbiology: Fundamentals and Frontiers, 2nd ed. ASM Press, 
Washington, D C, pp. 263-300. 

Sakazaki, R. 2002. Vibrio. In: Cliver, D. O., Rieman, H. P. (Eds.), Foodborne Diseases,  2nd 
ed. Academic Press, Barcelona, Spain, pp. 127-136.  

http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/
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บทปฏบัิตกิารที ่10 
การตรวจหา Staphylococcus aureus ในอาหาร 

 
 

               Staphylococcus aureus  เป็นแบคทีเรียแกรมบวกในวงศ ์ Micrococcaceae มีรูปรา่ง
กลม ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางของเซลลป์ระมาณ 0.5-1.5 ไมโครเมตร ถา้ตรวจดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศน์
อาจพบอยูเ่ป็นคู ่ ตอ่กนัเป็นสายสัน้ หรือเกาะกลุม่กนัคลา้ยพวงองุ่น ไมเ่คล่ือนท่ี ไมส่รา้งสปอร ์ สรา้ง
แคปซูลในช่วงท่ียงัอ่อนอยู ่ แตเ่ม่ืออยูใ่นระยะ stationary phase แคปซูลจะหายไป เป็นแบคทีเรียท่ี
ตอ้งการอากาศในการเจรญิ (aerobe) หรือเจริญไดใ้นทัง้สภาพท่ีมีและไมมี่อากาศ (facultative 
anaerobe) มีเมแทบอลิซมึของการหมกัและการหายใจ สามารถสรา้งเอนไซมค์ะตะเลส (catalase) 
ได ้ บางสายพนัธุท์  าใหเ้ม็ดเลือดแดงแตก (hemolytic) บน Horse Blood Agar หมกัแมนนิทอล 
(mannitol) ไดใ้นสภาพไรอ้ากาศ ตอ้งการกรดอะมิโนเป็นแหลง่ไนโตรเจน ตอ้งการไทอะมีน 
(thiamine) และกรดนิโคตนิิก (nicotinic acid) เม่ือเจริญในสภาพไรอ้ากาศตอ้งการยรูาซิล (uracil) 

เชือ้ชนิดนีช้อบเจรญิท่ีอณุหภูมิปานกลาง  บางสายพนัธุส์ามารถเจรญิไดท่ี้อณุหภูมิต  ่าถึง 6.7C 

โดยทั่วไป S. aureus เจรญิไดท่ี้อณุหภมูิในชว่ง 7.0-47.8 C และมีอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเจรญิ

ท่ี 35C  ระดบั pH ท่ีเจรญิไดอ้ยู่ระหวา่ง 4.5 ถึง 9.3  ชว่ง pH ท่ีเหมาะสมเป็น 7.0-7.5  ลกัษณะเดน่
ของแบคทีเรีย staphylococci คือ สามารถเจรญิไดใ้นสภาพท่ีมี aw ระดบัต ่ากวา่ระดบั aw ท่ีแบคทีเรีย
กลุม่ท่ีไมช่อบความเคม็ (nonhalophilic bacteria) จะเจรญิได ้เชือ้ S. aureus สว่นใหญ่ทนเกลือและ
น า้ตาลไดส้งู โดยเจรญิไดใ้นสภาพท่ีมีคา่ aw เทา่กบั 0.83 ถึงมากกว่า 0.99 เชือ้ S. aureus  บางสาย
พนัธุส์ามารถสรา้งสารพิษท่ีทนความรอ้นสงู ท าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษท่ีรุนแรง 
               แบคทีเรีย S. aureus มีลกัษณะท่ีแตกตา่งกบัเชือ้ Staphylococcus อีก 2 สปีชีสคื์อ S. 
epidermidis และ S. saprophyticus โดย S. aureus มีความสามารถสรา้งเอนไซมโ์คแอกลเูลส 
(coagulase) และเอนไซมเ์อนโดนิวคลีเอสท่ีทนความรอ้น (heat-stable endonuclease หรือ 
thermonuclease, TNase) และสามารถหมกัแมนนิทอลไดใ้นสภาพไรอ้ากาศ เอนไซมโ์คแอกลเูลส
และเอนไซมเ์อนโดนิวคลีเอสเป็นเอนไซมท่ี์ใชส้  าหรบัวินิจฉยัวา่เชือ้ท่ีสงสยัเป็นเชือ้ S. aureus หรือไม่ 
โคแอกลเูลสเป็นเอนไซมท่ี์ปลอ่ยออกมาภายนอก จะท าปฏิกิรยิากบัโพรทรอมบรนิ (prothrombrin) ซึ่ง
ปกตมีิอยูใ่นพลาสมาท าใหเ้กิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นของโคแอกลเูลสกบัทรอมบริน (coagulase-
thrombin complex) และในทางกลบักนัก็จะเปล่ียนไฟบรโินเจน (fibrinogen) ในพลาสมาใหเ้ป็น
ไฟบรนิ (fibrin) ท่ีละลายไดอ้ยู่ในลิ่มท่ีแข็งตวั จากผลการวิจยัไดร้ายงานวา่ การทดสอบการสรา้ง
เอนไซมโ์คแอกลเูลสท่ีใหผ้ลการเกิดลิ่มเป็น 1+, 2+ และ 3+ แทบจะไมใ่หผ้ลการทดสอบชนิดอ่ืน ๆ ท่ี
บง่ชีว้า่เป็นลกัษณะของ S. aureus  สว่นใหญ่จะตอ้งใหผ้ลถึงระดบั 4+ จงึจะใช ่S. aureus   ดงันัน้ถา้
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ใหผ้ลการทดสอบต ่ากว่า 4+ ควรจะท าการทดสอบชนิดอ่ืนดว้ยเพ่ือยืนยนั  ส่วนเอนไซมเ์อนโดนิวคลี
เอสสามารถยอ่ยสลายไดท้ัง้ DNA และ RNA เอนไซมช์นิดนีท้นความรอ้นไดดี้โดยไมส่ญูเสียกิจกรรม
หลงัจากไดร้บัความรอ้นท่ีอณุหภมูิน  า้เดือดเป็นเวลา 30 นาที เชือ้ staphylococci  สว่นใหญ่ท่ีสรา้ง
เอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) ไดจ้ะใหผ้ลบวกกบัการทดสอบการสรา้งเอนไซมโ์คแอกลเูลสและ
เอนไซมเ์อนโดนิวคลีเอส 
               เชือ้ S. aureus ถกูท าลายไดง้่ายโดยความรอ้นและสารท าความสะอาดเกือบทกุชนิด ดงันัน้
การตรวจพบแบคทีเรียชนิดนี ้ หรือสารพิษของแบคทีเรียชนิดนีใ้นอาหารแปรรูปหรือบนอปุกรณท่ี์ใชใ้น
กระบวนการแปรรูปอาหารชีใ้หเ้ห็นถึงสขุลกัษณะการผลิตท่ีไมดี่ เคยมีรายงานมาแลว้วา่เชือ้ชนิดนีก้่อ 
ใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษซึ่งจรงิๆแลว้เชือ้ชนิดนีอ้าจก่อใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษกบัคนจ านวนมากกวา่ 
จ  านวนท่ีไดเ้คยมีการรายงานไว ้ การปนเป้ือนของ S. aureus ในอาหารโดยทั่วไปมกัมีสาเหตมุาจาก
การสมัผสัของคน เน่ืองจากคนเป็นแหลง่ท่ีส าคญัของเชือ้ชนิดนีโ้ดยเฉพาะตามผิวหนงัและรูจมกูของ
คนเป็นแหลง่สะสม S. aureus ดงันัน้โรคอาหารเป็นพิษจาก S. aureus จงึมกัมีสาเหตมุาจากการ
ปนเป้ือนจากคนสู่อาหารโดยอาจปนเป้ือนโดยตรงจากมือคน หรืออาจปนเป้ือนผา่นอปุกรณต์า่งๆ ท่ีใช้
ประกอบการแปรรูปอาหารเช่น มีด เขียง เครื่องบดเนือ้ ภาชนะใสอ่าหารและอ่ืน ๆ นอกจากนีแ้ลว้การ
เกิดโรคอาหารเป็นพิษจากเชือ้ชนิดนีอ้าจมีสาเหตรุว่มกบัสภาพท่ีไมเ่หมาะสมตา่ง ๆ เชน่ การท าให้
อาหารเย็นไมเ่พียงพอ การเตรียมอาหารไวล้่วงหนา้นานเกินไป สขุลกัษณะสว่นบคุคลท่ีไมดี่ และการ
ใหค้วามรอ้นอาหารไมเ่พียงพอ เป็นตน้ อย่างไรก็ตามการมีเชือ้ S. aureus จ  านวนมากในอาหารแมว้่า
จะชีใ้หเ้ห็นถึงสขุลกัษณะการผลิตอาหารท่ีไม่ดี แตก็่ยงัไมเ่พียงพอท่ีจะเป็นหลกัฐานของการเป็น
สาเหตกุารเกิดโรคอาหารเป็นพิษ จะตอ้งพิสจูนใ์หเ้ห็นวา่เชือ้ S. aureus ท่ีแยกไดน้ัน้สามารถสรา้งเอน
เทอโรทอกซินไดห้รือไม ่
               ลกัษณะส าคญับางประการท่ีสามารถใชต้รวจหา S. aureus ไดแ้ก่ การเจรญิในสภาพท่ีมี
เกลือความเขม้ขน้สงูถึงรอ้ยละ 10  สภาพท่ีมีลิเทียมคลอไรด ์ (lithium chloride) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 
0.5 หรือสภาพท่ีมีโพแทสเซียมเทลลไูรส ์ (potassium tellurite, K2TeO3) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.05 
การหมกัแมนนิทอลในสภาพไรอ้ากาศ การรีดวิซเ์ทลลไูรสใ์หโ้คโลนีสีด า การไฮโดรไลสไ์ขแ่ดงเพราะ
เชือ้สรา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนส (lecithinase) รวมทัง้สรา้งโคแอกลเูลสและเอนโดนิวคลีเอสดว้ย ลกัษณะ
บางอย่างดงักลา่วไดน้  ามาใชก้บัอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมเพ่ือการตรวจหาเชือ้ S. aureus เชน่ 
Baird-Parker Medium ซึ่งเป็นอาหารเลีย้งเชือ้ประเภท selective-differential medium ท่ีใชใ้นการ
แยกเชือ้ S. aureus การทดสอบการสรา้งโคแอกลเูลสและเอนโดนิวคลีเอสเป็นการทดสอบท่ีใชเ้พ่ือ
ยืนยนัว่าเชือ้ท่ีแยกจาก Baird-Parker Medium เป็น S. aureus หรือไม ่
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วัตถุประสงค ์
        เพ่ือเรียนรูว้ิธีการตรวจหา S. aureus ในอาหาร 
 

อุปกรณ ์
1. เชือ้แบคทีเรียบรสิทุธ์ิท่ีใชไ้ดแ้ก่ Staphylococcus aureus และ Staphylococcus epidermidis  
2.    ตวัอยา่งอาหารท่ีใชไ้ดแ้ก่ อาหารประเภทย า สม้ต า สลดัผกั แซนวิชส าเรจ็รูป เปาะเป๊ียสด เอแคร ์ 
       น า้พริกท่ีต  าขายสดๆ ตามตลาด ขา้วป้ัน และอาหารชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชมื้อสมัผสัแลว้รบัประทานโดย 
       ไมผ่า่นความรอ้น      
3. อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่ Baird-Parker Agar (BPA) ท่ีมีสารโพแทสเซียมเทลลไูรสแ์ละไขแ่ดง    

Trypticase Soy Agar (TSA) และ Brain Heart Infusion (BHI) Broth, Tryptone Yeast Extract 
Agar (TYEA) ท่ีมีกลโูคสรอ้ยละ 0.5, Tryptone Yeast Extract Agar ท่ีมีแมนนิทอลรอ้ยละ 0.5 
Toluidine Blue-Deoxyribonucleic Acid Agar  และ Trypticase Soy Broth (TSB) ท่ีมีโซเดียม
คลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 10  และโซเดียมไพรูเวต (sodium pyruvate) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1 

4.    สารเคมีส าหรบัทดสอบชนิดตา่ง ๆ ไดแ้ก่ โคแอกลเูลสพลาสมา (Coagulase plasma (rabbit) ท่ี
มี EDTA)  ไลโซสตาฟรนิ (lysostaphin) และไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 3 

5.  สารละลายเปปโตนซาไลน ์  สารละลายฟอสเฟตซาไลนบ์พัเฟอรค์วามเขม้ขน้ 0.02 โมลาร ์ (0.02 
M phosphate-saline buffer ท่ีเตมิเกลือรอ้ยละ 1) น า้มนัพาราฟิน (paraffin oil) และสารละลาย
เอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70   

6.    จานเพาะเชือ้ ปิเปต เข็มและลปูเข่ียเชือ้ แทง่แกว้งอ และถงุพลาสตกิปราศจากเชือ้ส าหรบัใชตี้ป่น 

7.    เครื่องตีป่นอาหาร เครื่องผสมตวัอย่างในหลอดทดลอง ตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 35/37C และอา่งน า้

รอ้นท่ีอณุหภมูิ 100C  
             
วิธีการทดลอง 
ตอนท่ี 1  การตรวจหาปรมิาณ S. aureus โดยวิธีการตรวจนบัจ านวนบนอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง  
      (Direct plate count method): เหมาะส าหรบัตวัอย่างท่ีมี S. aureus มากกวา่ 100 เซลลต์อ่กรมั 
1. ชั่งตวัอยา่งอาหาร 25 กรมั ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ เทใสถ่งุพลาสตกิปราศจากเชือ้แลว้เตมิ

สารละลายเปปโตนซาไลน ์ปรมิาตร 225  มิลลิลิตร  น าไปตีป่นเป็นเวลา 2 นาที 
2.     ท าการเจือจางตวัอยา่งตอ่ไปถึงระดบัความเจือจางท่ี 10-2  และ 10-3  ดว้ยสารละลายเปปโตน 
        ซาไลน ์
3. ปิเปตตวัอยา่งอาหารท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางปรมิาตร 1 มิลลิลิตรแบง่ใสบ่นผิวหนา้อาหาร    

BPA จ านวน 3 จาน คือจานท่ี 1 ปรมิาตร 0.4 มิลลิลิตร จานท่ี 2 ปรมิาตร 0.3 มิลลิลิตร และจาน
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ท่ี 3 ปรมิาตร  0.3 มิลลิลิตร จากนัน้ใชแ้ทง่แกว้งอท่ีปราศจากเชือ้เกล่ียตวัอยา่งใหท้ั่วผิวหนา้
อาหาร ถา้ตวัอยา่งอาหารยงัซมึเขา้ในผิวอาหารเลีย้งเชือ้ไมห่มด ใหต้ัง้จานอาหาร BPA ไวใ้นตู้

บม่ท่ีอณุหภมูิ 35C โดยไม่ตอ้งคว ่าจานเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แลว้จงึคว ่าจานและบม่ตอ่ไปอีก 45- 

48 ชั่วโมงท่ีอณุหภมูิ 35C 
4.    ตรวจดโูคโลนีบนจานอาหาร BPA เลือกจานท่ีมีโคโลนีท่ีนา่จะเป็นโคโลนีของ S. aureus  จ  านวน 

20-200 โคโลนี โคโลนีของ S. aureus  จะมีลกัษณะกลม ผิวเรียบ ชืน้  มีขนาดเสน้ผ่าศนูยก์ลาง 
2-3 มิลลิเมตร สีเทาถึงด า มกัมีสีออ่นลงท่ีขอบโคโลนี บรเิวณรอบโคโลนีจะมีโซนขาวขุน่ 
(opaque zone) และบอ่ยครัง้จะมีโซนใสลอ้มรอบท่ีขอบนอกดว้ย บางครัง้อาจพบ S. aureus 
สายพนัธุท่ี์ไมย่อ่ยสลายไขมนัท่ีมีลกัษณะคลา้ยกนัท่ีไมมี่โซนขาวขุ่นหรือโซนใสจากอาหารหลาย
ชนิดรวมทัง้ผลิตภณัฑน์ม ส าหรบั S. aureus สายพนัธุท่ี์แยกไดจ้ากอาหารแชแ่ข็งหรืออาหารแหง้
ท่ีเก็บไวน้าน  โคโลนีท่ีขึน้มกัจะมีสีด าจางและอาจมีลกัษณะเนือ้ของโคโลนีท่ีแหง้หยาบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 10.1 ลกัษณะโคโลนีของ S. aureus บนอาหาร BPAท่ีเตมิโพแทสเซียมเทลลไูรสแ์ละไขแ่ดง     

 
5. ตรวจนบัจ านวนโคโลนีท่ีมีลกัษณะดงักลา่วแลว้จดบนัทกึไว ้ ในกรณีท่ีโคโลนีท่ีขึน้บนจานอาหารท่ี

ระดบัความเจือจางต ่าสดุโดยมีจ านวนนอ้ยกวา่ 20 โคโลนี อาจใชจ้านอาหารเหล่านีใ้นการนบั
จ านวนโคโลนี โดยใหน้บัโคโลนีท่ีมีลกัษณะตา่ง ๆ รวมทัง้โคโลนีท่ีนา่จะเป็นโคโลนีของ S. 
aureus และโคโลนีท่ีมีลกัษณะอ่ืน โดยนบัจ านวนโคโลนีแตล่ะลกัษณะและบนัทึกจ านวนโคโลนี
แตล่ะลกัษณะแยกกนั แตถ่า้โคโลนีท่ีขึน้มีจ  านวนมากกวา่ 200 โคโลนีโดยมีลกัษณะท่ีนา่จะเป็น
โคโลนีของ S. aureus  และไมพ่บลกัษณะนีท่ี้ระดบัความเจือจางสงูกวา่ ใหน้บัจ านวนโคโลนีจาก
จานอาหารเหลา่นีโ้ดยเลือกนบัเฉพาะโคโลนีท่ีมีลกัษณะเฉพาะของ S. aureus เทา่นัน้  

6.   คดัเลือกโคโลนีแตล่ะลกัษณะท่ีนา่จะเป็นโคโลนีของ S. aureus มากกวา่ 1 โคโลนีตอ่หนึ่งลกัษณะ 
น ามาทดสอบการสรา้งเอนไซมโ์คแอกลเูลส (coagulase test) และทดสอบยืนยนัชนิดอ่ืน 
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ค านวณหาจ านวนของ S. aureus  ในอาหารท่ีน ามาวิเคราะห ์ (CFU ตอ่กรมัของอาหาร) จาก
จ านวนโคโลนีท่ีใหผ้ลบวกกบัการทดสอบยืนยนั 

       หมายเหต:ุ ดวีูดีโอไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 
เชือ้ควบคมุ 
1.     เข่ียเชือ้บรสิทุธ์ิ 2 ชนิดจากหลอด TSA slant ไดแ้ก่ S. aureus  (เป็น positive control) และ S.   
       epidermidis  (เป็น negative control) ลากลงบนผิวหนา้อาหาร BPA ดว้ยเทคนิคการแยกเชือ้ 
        บรสิทุธ์ิ  สงัเกตลกัษณะโคโลนีเปรียบเทียบกบัเชือ้จากตวัอย่าง 

2.     คว ่าจานแลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
3.     น าเชือ้บรสิทุธ์ิของ  S. aureus  และ S. epidermidis มาทดสอบยืนยนัในขัน้ตอ่ไป  
 
การทดสอบการสรา้งเอนไซมโ์คแอกลเูลส 
1.  เข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีสงสยัวา่เป็นโคโลนีของ S. aureus ลงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเหลว BHI 

ปรมิาตร 0.2-0.3 มล. กวนเพ่ือผสมเชือ้ใหเ้ขา้กนัดีกบัอาหารเหลว และถ่ายเชือ้จากหลอดอาหาร 
BHI นีม้า 1 ลปูเตม็ ลากบนผิวในหลอดอาหาร TSA slant  

2.  น าหลอดอาหาร BHI และ TSA slant ท่ีถ่ายเชือ้แลว้ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง เก็บเชือ้ในหลอด TSA slant ไวเ้พ่ือทดสอบซ า้หรือทดสอบอย่างอ่ืนเพิ่มเตมิในกรณีท่ีผล
การทดสอบการสรา้งเอนไซมโ์คแอกลเูลสยงัไมช่ดัเจน 

3.  เตมิโคแอกลเูลสพลาสมาท่ีมี EDTA ซึ่งผา่นการคืนรูปแลว้ ปรมิาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในหลอด

อาหาร BHI ท่ีผา่นบม่แลว้ น าไปบม่ตอ่ท่ีอณุหภมูิ  35C เป็นเวลา 6 ชั่วโมงส าหรบัตรวจดกูาร
สรา้งลิ่ม (clot formation) 

4.  อา่นผลโดยดกูารจบัตวัเป็นลิ่มของพลาสมาเน่ืองจากเอนไซมโ์คแอกลเูลสท่ีเชือ้ S. aureus สรา้ง 
การเกิดลิ่มเพียงบางสว่น (ปฏิกิรยิาโคแอกลเูลสในระดบั 2+ และ 3+) ตอ้งทดสอบตอ่ไป ควร
ทดสอบเชือ้ท่ีทราบแลว้วา่เป็นเชือ้ชนิดใดและจะใหผ้ลบวกหรือใหผ้ลลบกบัการทดสอบการสรา้ง
เอนไซมโ์คแอกลเูลสควบคูก่นัไปกบัเชือ้ท่ียงัไมท่ราบวา่สรา้งเอนไซมโ์คแอกลเูลสไดห้รือไม ่ น าทกุ
เชือ้ท่ีสงสยัวา่จะเป็น S. aureus มายอ้มแกรม แลว้ส่องดภูายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์

 
การทดสอบยืนยนัชนิดอ่ืน 

1.  การทดสอบการสรา้งเอนไซมค์ะตะเลส (catalase test) 
               ใชเ้ชือ้ท่ีเจรญิในหลอด TSA slant ส าหรบัทดสอบการสรา้งเอนไซมค์ะตะเลส วิธีการ
ทดสอบท าไดโ้ดยปิเปตไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 3 ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ลงบนเชือ้ท่ี
ขึน้ในหลอด TSA slant สงัเกตการเกิดแก๊ส ถา้เกิดแก๊สแสดงวา่ใหผ้ลบวก หรืออีกวิธีหนึ่ง หยด
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ไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 3 จ านวน 1 หยดลงบนกระจกสไลด ์ เข่ียเชือ้มา 1 ลปู 
กวนใหเ้ขา้กนั ถา้เกิดแก๊สทนัทีแสดงวา่ใหผ้ลบวก   

2.  การใชก้ลโูคสในสภาพไรอ้ากาศ 
               เข่ียเชือ้ปรมิาณมากดว้ยหว่งเข่ียเชือ้ลงในอาหารคารโ์บไฮเดรตส าหรบัการหมกั (TYEA ท่ีมี
กลโูคสรอ้ยละ 0.5) โดยใหเ้ชือ้บางสว่นตกลงท่ีกน้หลอด ปิดผิวหนา้ของอาหารดว้ยน า้มนัพาราฟินท่ี

หนาอยา่งนอ้ย 25 มิลลิเมตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 5 วนั ถา้อินดเิคเตอรเ์ปล่ียนเป็นสีเหลือง
ทั่วทัง้หลอดแสดงวา่มีการสรา้งกรดในสภาพไรอ้ากาศชีใ้หเ้ห็นถึงการมีเชือ้ S. aureus ควรทดสอบเชือ้
ควบคมุควบคูก่นัไปไดแ้ก่ เชือ้ท่ีจะใหผ้ลบวกและเชือ้ท่ีจะใหใ้หผ้ลลบ รวมทัง้ควรทดสอบกบัอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีไมไ่ดใ้สเ่ชือ้ดว้ยเพ่ือใชเ้ป็นชดุควบคมุเชิงลบ 
        3.   การใชแ้มนนิทอลในสภาพไรอ้ากาศ 
             ท าการทดสอบเชน่เดียวกบัการทดสอบการใชก้ลโูคสในสภาพไรอ้ากาศโดยใชแ้มนนิทอลเป็น  
สารคารโ์บไฮเดรตในหลอดอาหารส าหรบัทดสอบ (TYEA ท่ีมีแมนนิทอลรอ้ยละ 0.5) ถา้เป็นเชือ้ S. 
aureus มกัจะใหผ้ลบวก   ยกเวน้บางสายพนัธุเ์ทา่นัน้ท่ีจะใหผ้ลลบ ควรทดสอบเชือ้ควบคมุควบคูก่นั
ไปเชน่เดียวกนั 
         4.   การทดสอบความไวตอ่ไลโซสตาฟรนิ (lysostaphin sensitivity)  
               การทดสอบความไวตอ่ไลโซสตาฟรนิท าไดโ้ดย ถ่ายเชือ้จากโคโลนีเดี่ยวบนอาหารแข็งใสล่ง
ในสารละลายฟอสเฟตซาไลนบ์พัเฟอรค์วามเขม้ขน้ 0.02 โมลาร ์ (ท่ีเตมิเกลือรอ้ยละ 1) ปรมิาตร 0.2 
มิลลิลิตร กวนใหเ้ขา้เป็นเนือ้เดียวกนั ถ่ายครึง่หนึ่งของสารแขวนลอยเซลลนี์ล้งในหลอดทดลองอีก
หลอดหนึ่ง ผสมกบัสารละลายฟอสเฟตซาไลนบ์พัเฟอรป์รมิาตร 0.1 มิลลิลิตรเพ่ือใชเ้ป็นหลอด
ควบคมุ ส่วนสารแขวนลอยของเซลลท่ี์เหลือในหลอดเดมิ น ามาเตมิสารละลายไลโซสตาฟรนิ (ท่ี
ละลายในสารละลายฟอสเฟตซาไลนบ์พัเฟอรท่ี์มีเกลือรอ้ยละ 1) ความเขม้ขน้ 25 ไมโครกรมัตอ่

มิลลิลิตร ปรมิาตร 0.1 มิลลิลิตร น าหลอดทัง้สองไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลาไมเ่กิน 2 ชั่วโมง ถา้
ความขุน่ในของผสมหายไปแสดงวา่ใหผ้ลบวก แตถ่า้ของผสมยงัขุน่อยูถื่อวา่ใหผ้ลลบ โดยทั่วไปเชือ้ 
S. aureus  จะใหผ้ลบวก 
        5.    การสรา้งเอนไซมน์ิวคลีเอสท่ีทนความรอ้น (thermostable nuclease production)    
               การทดสอบนีเ้ป็นการทดสอบท่ีมีความส าคญัในการยืนยนัว่าเป็น S. aureus  เช่นเดียวกบั
การทดสอบการสรา้งเอนไซมโ์คแอกลเูลส ใชแ้ทนการทดสอบสรา้งเอนไซมโ์คแอกลเูลสไมไ่ด ้ แตจ่ะใช้
เพ่ือสนบัสนนุเพิ่มเตมิในการยืนยนัว่าใช่ S. aureus ในกรณีท่ีไดผ้ลการทดสอบการสรา้งเอนไซมโ์ค
แอกลเูลสในระดบั 2+  ในการทดสอบนี ้ใหเ้ทอาหาร Toluidine Blue-Deoxyribonucleic Acid Agar  
ปรมิาตร 3 มิลลิลิตร ใหแ้ผ่บนกระจกสไลด ์ เม่ือวุน้แข็งตวั เจาะวุน้ใหเ้ป็นหลมุขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 
2 มิลลิเมตร เตมิตวัอยา่งเชือ้ในอาหารเหลว (ท่ีเหลือจากการทดสอบการสรา้งเอนไซมโ์คแอกลเูลสซึ่ง
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ได ้ผา่นการใหค้วามรอ้นในอ่างน า้รอ้นท่ีอณุหภมูิน  า้เดือดเป็นเวลา 15 นาที) ปรมิาตร 0.01 มิลลิลิตร

ใสล่งในหลมุท่ีเจาะนัน้ น าสไลดไ์ปบม่ในสภาพท่ีชืน้เป็นเวลา 4 ชั่วโมงท่ีอณุหภมูิ 35C  ถา้เกิดวงสี
ชมพสูดใสขึน้อย่างนอ้ย 1 มิลลิลิตรจากขอบหลมุแผเ่ขา้ไปในวุน้แสดงวา่ใหผ้ลบวก 
 
ตารางท่ี 10.1  ลกัษณะเฉพาะของ Staphylococcus aureus และ Staphylococcus epidermidis  
 
คณุลกัษณะเฉพาะของเชือ้ S. aureus S. epidermidis Micrococci 
การสรา้งคะตะเลส + + + 
การสรา้งโคแอกลเูลส + - - 
การสรา้งเทอรโ์มนิวคลีเอส + - - 
ความไวตอ่ไลโซสตาฟรนิ + + - 
การใชก้ลโูคสในสภาพไรอ้ากาศ + + - 
การใชแ้มนนิทอลในสภาพไรอ้ากาศ + - - 
+ หมายถึง สายพนัธุส์ว่นใหญ่ (รอ้ยละ 90 หรือมากกวา่) ใหผ้ลบวก 
-  หมายถึง สายพนัธุส์ว่นใหญ่ (รอ้ยละ 90 หรือมากกวา่) ใหผ้ลลบ 
 
การทดสอบสมบตัทิางชีวเคมีโดยใชช้ดุทดสอบ API staph (BioMérieux) 

การทดสอบสมบตัทิางชีวเคมีของเชือ้ท่ีสงสยัวา่เป็น S. aureus อีกวิธีหนึ่งสามารถท าไดโ้ดย
ใชชุ้ดทดสอบ API staph (Biomérieux) ชุดทดสอบนีใ้ชจ้  าแนกแบคทีเรียในสกุล Staphylococcus, 
Micrococcus และ Kocuria โดยอาศยัหลกัชีวเคมีทัง้หมด 20 การทดสอบ  

หลกัการ 
API staph strip ประกอบดว้ยหลอดเล็กๆ ท่ีบรรจสุารตัง้ตน้แหง้ (dehydrated substrates) 

จ  านวน 20 หลอด โดยจะใส่สารแขวนลอยเซลลข์องเชือ้แบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบซึ่งเตรียมโดยผสม
ในอาหารเหลว API Staph medium  ในระหว่างการบม่ เมแทบอลิซึมของเชือ้จะท าใหเ้กิดการเปล่ียน
สีของสารท่ีอยู่ในหลอด อ่านผลตามตาราง การจ าแนกชนิดว่าเป็นเชือ้ใดท าไดโ้ดยใช้ identification 
software  

อปุกรณ ์
1.1  API staph medium ปริมาตร 6 มิลลิลิตร (มีสูตรดงันี ้ยีสตส์กัด 0.5 กรมั bactopeptone 

10 กรมั NaCl 5 กรมั Trace elements 10 มิลลิลิตร น า้กลั่น 1 ลิตร ปรบัพีเอชใหไ้ด ้7.0-7.4) 
1.2 API staph strips ประกอบด้วยหลอดจ านวน 20 หลอดท่ีบรรจุสารเคมีชนิดแห้ง 

(dehydrated substrates) ได้แก่  ไม่ มี ซับส เตรท  (0), D-glucose (GLU), D-fructose (FRU), D-
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mannose (MNE), D-maltose (MAL), D-lactose (LAC), D-trehalose (TRE), D-mannitol (MAN), 
xylitol (XLT), D-melibiose (MEL), potassium nitrate (NIT), ß-naphthyl phosphate (PAL), 
sodium pyruvate (VP), D-raffinose (RAF), D-xylose (XYL), D-saccharose หรือ sucrose (SAC), 
methyl-α D-glucopyranoside (MDG), N-acetyl-glucosamine (NAG), L-arginine (ADH) แ ล ะ 
urea (URE) (ตารางท่ี 10.2) 

1.3.  mineral oil 
1.4.  สารละลายมาตรฐาน McFarland Standard เบอร ์0.5 
1.5.  reagents ท่ีมากบัชดุทดสอบไดแ้ก่  
        ก)  สาร VP1 และ VP2  
        ข)  สาร NIT1 และ NIT2  
        ค)  สาร ZYM A และ ZYM B  
1.6  กล่องส าหรบัใชบ้ม่ (incubation box) ประกอบดว้ยถาดพลาสตกิพรอ้มฝาปิด 
1.7  โปรแกรม apiwebTM Identification software  

วิธีการทดสอบ 
ก) การเตรียม Strip 
เตรียมกลอ่งส าหรบัใชบ้ม่ โดยเตมิน า้กลั่นหรือน า้ demineralized (หรือน า้ใดๆ ท่ีไมมี่สารเจือ 

ปนหรือสารเคมีท่ีอาจจะปล่อยแก๊สเช่น แก๊สคลอรีน แก๊สคารบ์อนไดออกไซด)์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
เพ่ือท าใหเ้กิดสภาพบรรยากาศท่ีชืน้ วาง strip ลงบนถาด 

ข) การเตรียมเชือ้แบคทีเรีย 
ท าการถ่ายเชือ้ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสม บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18-

24 ชั่วโมง ตรวจสอบว่าเชือ้อยู่ในวงศ ์Micrococcaceae หรือไม่ (เช่นตรวจดูลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา การติดสีแกรมและการสรา้งเอนไซม์คะตะเลส) พรอ้มทั้งตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเชือ้ 
จากนั้น เปิดฝา ampoule ของอาหาร API staph medium เข่ียเชื ้อลงในอาหารเพ่ือเตรียมสาร
แขวนลอยเซลลท่ี์มีความขุน่เทา่กบัความขุน่ของ McFarland Standard เบอร ์0.5  

ค) การถ่ายเชือ้ท่ีจะทดสอบลงใน API staph strip  
วาง strip บนถาดซึ่งเอียงตัง้ขึน้ แลว้ใชปิ้เปตดดูสารแขวนลอยเซลลท่ี์เตรียมไวเ้ติมลงในหลอด

เล็กๆ ใน strip นั้น โดยสอดปลาย pipet tip ลงท่ีด้านข้างของปากหลอด (cupule) แล้วจึงปล่อย
ของเหลวลงไปในหลอดเพ่ือหลีกเล่ียงการเกิดฟองอากาศ ไม่ตอ้งเติมจนเต็ม ใหเ้หลือท่ีว่างบริเวณ 
cupule ไว ้แลว้หยอด mineral oil ลงใน 2 หลอดสารไดแ้ก่ หลอด ADH และ URE  เพ่ือใหเ้กิดสภาพ
ไรอ้ากาศ น า strip ท่ีวางในกล่องบ่มไปไว้ในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง หมายเหต:ุ ดวีูดีโอไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 
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รูปท่ี 10.2  ชดุทดสอบ API staph ก่อนบม่ 

 
ตารางท่ี 10.2 สารเคมีชนิดแหง้ใน 20 หลอดของ API staph strips  
 

หลอดท่ี อกัษรยอ่ สารประกอบคารโ์บไฮเดรต ปรมิาณ (mg/cup.) 
0 หลอดควบคมุ ไมมี่ substrate 0 
1 GLU D-glucose 1.56 
2 FRU D-fructose 1.4 
3 MNE D-mannose 1.4 
4 MAL D-maltose 1.4 
5 LAC D-lactose 1.4 
6 TRE D-trehalose 1.32 
7 MAN D-mannitol 1.36 
8 XLT Xylitol 1.4 
9 MEL D-melibiose 1.32 
10 NIT potassium nitrate 0.08 
11 PAL ß-naphthyl phosphate 0.0244 
12 VP sodium pyruvate 1.904 
13 RAF D-raffinose 1.56 
14 XYL D-xylose 1.4 
15 SAC D-saccharose (sucrose) 1.32 
16 MDG methyl- α D-glucopyranoside 1.28 
17 NAG N-acetyl-glucosamine 1.28 
18 ADH L-arginine 1.904 
19 URE Urea 0.76 
ท่ีมา : คูมื่อการใชช้ดุทดสอบ API staph 
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ง) การอ่านและแปรผล  
หลงัจากบม่ ใหห้ยดสารเคมีเพ่ือการเกิดปฏิกิรยิา ตามล าดบัดงันี ้

- VP test: หยดสาร VP 1 และ VP 2  ลงในหลอด VP อยา่งละ 1 หยด ทิง้ไว ้10 นาที ถา้
เปล่ียนเป็นสีชมพ-ูมว่ง แสดงวา่ใหผ้ลบวก แตถ่า้ใหสี้ชมพซีูดหรือชมพอู่อนคือใหผ้ลลบ 
(VP 1 ประกอบดว้ยโพแทสเทียมไฮดรอกไซด ์40 กรมั น า้ 100 มิลลิลิตร และ VP 2 
ประกอบดว้ย α-naphthol 6 กรมั เอทานอล 100 มิลลิลิตร) 

- NIT test: หยดสาร NIT 1 และ NIT 2 ลงในหลอด NIT อย่างละ 1 หยด ทิง้ไว ้10 นาที ถา้
เกิดสีแดงใหบ้นัทกึผลการทดลองเป็นบวก (NIT 1 ประกอบดว้ย sulphanilic acid 0.4 
กรมั กรดแอซีตกิ 30 กรมั น า้ 70 มิลลิลิตร  และ NIT 2 ประกอบดว้ย N, N-dimethy-1-
naphthylamine 0.6 กรมั กรดแอซีตกิ 30 กรมั น า้ 70 มิลลิลิตร) 

- PAL test: หยด ZYM A และZYM B ลงในหลอด PAL อย่างละ 1 หยด ทิง้ไว ้10 นาที ถา้
เปล่ียนเป็นสีมว่งใหบ้นัทกึผลการทดลองเป็นผลบวก (ZYM A ประกอบดว้ย tris-
hydroxymethyl-aminomethane 25 กรมั กรดไฮโดรคลอริก (37%) 11 มิลลิลิตร  
sodium lauryl sulfate 10 กรมัและน า้ 100 มิลลิลิตร และ ZYM B ประกอบดว้ย fast 
blue BB (active ingredient) 0.12 กรมั เมทานอล 40 มิลลิลิตรและ dimethylsulfoxide 
(DMSO) 60 มิลลิลิตร)   

 
สว่นในหลอดอ่ืนท่ีมีสีของสบัสเตรทเริ่มตน้ก่อนบม่เป็นสีแดง ถา้หลงับม่สีของสบัสเตรท 

เปล่ียนจากสีแดงเป็นเหลืองให้บันทึกผลการทดลองเป็นบวก แต่ถ้าไม่มีการเปล่ียนแปลงของสีให้
บนัทึกผลการทดลองเป็นลบ ส่วนในหลอด ADH และ URE ซึ่งมีสบัสเตรทเริ่มตน้ก่อนบม่เป็นสีเหลือง 
ถา้หลังบ่มสีของสบัสเตรทเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีแดง-สม้หรือสีแดง-ม่วงใหบ้นัทึกผลการทดลอง
เป็นบวก แตถ่า้ไมมี่การเปล่ียนแปลงของสีใหบ้นัทกึผลการทดลองเป็นลบ อา่นคา่แลว้แปรผลตอ่ไป 

การแปรผลโดยใชโ้ปรแกรม Identification software หรือ API Staph Analytical Profile Index 
โดยใส่เป็นเครื่องหมายบวกหรือลบ หรือใส่เป็นตวัเลข 7 ตวั (Numerical profile) ซึ่งตวัเลขสามารถ
ค านวณไดด้งันีคื้อ ในกระดาษบนัทึกผลจะแบง่การทดสอบเป็นกลุ่ม ๆ โดยใน 1 กลุ่มจะประกอบดว้ย 
3 การทดสอบ ถา้ใหผ้ลบวกจะมีค่าเป็น 1, 2 และ 4 เหมือนกันทุกกลุ่ม จากนัน้ใหน้  าเลขของผลการ
ทดสอบในชอ่งท่ีเป็นบวกมารวมกนั 1 strip จะได ้7 หมายเลขดว้ยกนั ตวัอยา่งดงัในภาพ 
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ตัวอย่าง:                0     GLU    FRU    MNE   MAL  LAC   TRE  MAN  XLT   MEL  MIT  PAL 
6  706  113           -       +      +      +       +     +       -     -      -       -      +       + 

= Staphylococcus  0        2        4        1        2      4       0       0       0       0       2       4 
  epidermidis 
                                  6                            7                         0                          6 
                                              VP   RAF   XYL    SAC   MDG  NAG   ADH  URE  LSTR      
                                             +     -      -       +        -       -       +      +      - 
                                               1        0      0         1         0        0         1      2       0 
 
                                                         1                           1                             3 
 
ตอนท่ี 2   การตรวจหาจ านวน S. aureus โดยวิธี Most Probable Number 
         วิธี Most Probable Number (MPN) เป็นวิธีท่ีเหมาะส าหรบังานประจ าในการตรวจหา S. 
aureus ท่ีมีปรมิาณนอ้ยในผลิตภณัฑซ์ึ่งมีจลุินทรียช์นิดอ่ืนปะปนดว้ยปรมิาณมาก 
1.  เตรียมตวัอยา่งเหมือนกบัวิธีการตรวจนบัจ านวน S. aureus บนอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง โดยเจือ

จางตวัอยา่งอาหารจนถึงระดบัความเจือจาง 10-3 (อาจท าการเจือจางท่ีระดบัความเจือจางสงูขึน้
ถา้คาดว่ามีจ านวน S. aureus  เกิน 103 ตอ่กรมั) 

2.  ถ่ายเชือ้ท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร TSB ท่ีมีโซเดียมคลอไรด์
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 และโซเดียมไพรูเวตความเขม้ขน้รอ้ยละ 1 ระดบัความเจือจางละ 3 

หลอด น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา  48  2 ชั่วโมง 
3.  ถ่ายเชือ้ 1 ลปูจากหลอดท่ีมีการเจรญิซึ่งเกิดความขุน่ ถา้สงัเกตเห็นการเจรญิเฉพาะท่ีกน้หลอด

หรือดา้นขา้งหลอดใหผ้สมใหเ้ขา้กนัก่อนลากลงบนอาหาร BPA ท่ีมีผิวหนา้แหง้ น าไปบม่ท่ี

อณุหภมูิ 35C เป็นเวลา  48 ชั่วโมง 
4.  ถ่ายเชือ้จากจานเพาะเชือ้ท่ีมีโคโลนีท่ีนา่จะเป็นโคโลนีของ S. aureus อยา่งนอ้ย 1 โคโลนีลงใน

อาหารเหลว BHI ท าการทดสอบการสรา้งเอนไซมโ์คแอกกลเูลสและทดสอบยืนยนัเชน่เดียวกบั
วิธีการตรวจนบัจ านวน  S. aureus  บนอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง 

5.  จากการทดสอบยืนยนัจะท าใหท้ราบจ านวนหลอดอาหารท่ีมีเชือ้ S. aureus ท่ีแตล่ะระดบัความ
เจือจาง (จากจ านวนทัง้หมด 3 หลอดตอ่ 1 ระดบัความเจือจาง) น าจ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวกมา
ค านวณหาจ านวน S. aureus ในรูปของคา่ MPN ตอ่กรมัโดยใชต้าราง MPN ส าหรบั 3 หลอดใน
ภาคผนวก จ 
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บันทกึผลการทดลอง 
1.   ผลการตรวจนบัจ านวน  S. aureus  บนอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง 
      ตวัอย่างอาหารท่ีวิเคราะหคื์อ............................................... 
      ลกัษณะของโคโลนีท่ีนา่จะเป็น S. aureus................................................................................ 
      ลกัษณะของโคโลนีอ่ืนท่ีสงสยัวา่อาจเป็น S. aureus................................................................. 

1.1 ผลการตรวจนบัจ านวนโคโลนี 
ความเจือ
จาง 

จ านวนโคโลนีท่ีมีลกัษณะของ S. aureus จ  านวนโคโลนีท่ีมีลกัษณะอ่ืน 
จานท่ี 1 จานท่ี 2 จานท่ี 3 ทัง้หมด จานท่ี 1 จานท่ี 2 จานท่ี 3 ทัง้หมด 

10-1         
10-2         
10-3         
 

1.2 ผลการทดสอบยืนยนั   
หมายเลขของเชือ้
ท่ีแยกมาทดสอบ 

การทดสอบการสรา้ง
เอนไซมโ์คแอกลเูลส 

การทดสอบยืนยนัชนิดอ่ืน 
............ ............ ............ ............ ............ 

โคโลนีท่ีมีลกัษณะของ S. aureus 
1       
2       
3       
4       

โคโลนีท่ีมีลกัษณะอ่ืน 
1       
2       
3       
4       

S. aureus        
S. epidermidis       
จ  านวน S. aureus ในตวัอย่างอาหารท่ีวิเคราะหเ์ทา่กบั ..............................................CFU ตอ่กรมั 
 

2. ผลการทดสอบทางชีวเคมีดว้ยชดุทดสอบ API staph 
บนัทกึผลบวกหรือลบลงในแตล่ะชอ่งการทดสอบ แลว้รวมตวัเลขแตล่ะกลุม่ ดงัตวัอย่างขา้งลา่ง 
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API 20E รหสัของเชือ้.................. แหลง่ท่ีมา..................... วนัท่ีทดสอบ.................. 

                     
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 
0 GLU FRU MNE MAL LAC TRE MAN XLT MEL NIT PAL VP RAF XYL SAC MDG NAG ADH URE LSTR 

                     
 
สรุปผลการทดสอบ 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………………… 

 
3.  ผลการตรวจหาจ านวน S. aureus โดยวิธี MPN 
ระดบัความ
เจือจาง 

ปรมิาณ
ตวัอยา่งตอ่
หลอด (กรมั) 

จ  านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก (มี S. aureus) 
หลอดท่ี  1 หลอดท่ี  2 หลอดท่ี  3 รวม 

10-1 0.1     
10-2 0.01     
10-3 0.001     

 
การค านวณหาคา่ MPN ตอ่กรมั และคา่ confidence limit ของ S. aureus 
รูปแบบท่ีเลือก: ................(จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห.์........... ,  ..............และ ..............  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั (จากตาราง) =  ............ (จากปรมิาณตวัอยา่งในตาราง  0.1 , 0.01  และ 0.001  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง  =  ............................. 
Confidence limit (จากตาราง) =  ...........................    
Confidence limit ของตวัอย่าง =  ........................... 
 
ค าถามท้ายบท 
1.   S. aureus  มีลกัษณะอยา่งไร จงบอกสภาพท่ีเหมาะสมตอ่การเจรญิของเชือ้ชนิดนี ้ 
2.   ท าไมจงึใช ้BPA ในการตรวจหา S. aureus อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีป้ระกอบดว้ยอะไร ท าไมจงึตอ้ง 

เตมิโพแทสเซียมเทลลไูรสแ์ละไขแ่ดง โคโลนีของ S. aureus  บน BPA จะมีลกัษณะอยา่งไร 
3.    ในการทดสอบยืนยนัวา่เชือ้ท่ีสงสยัวา่เป็น S. aureus  จะตอ้งทดสอบการสรา้งเอนไซมช์นิดใด  
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บทปฏบัิตกิารที ่11 
การตรวจหา Bacillus cereus  ในอาหาร 

 
 

               Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปท่อนขนาดใหญ่ มกัจะอยูต่อ่กนัเป็นสาย 
เคล่ือนท่ีไดด้ว้ยแฟลกเจลลาท่ีอยูร่อบเซลล ์ (peritrichous flagella) เซลลมี์ขนาดใหญ่ มีขนาด
เสน้ผา่ศนูยก์ลาง 1.0-1.2 ไมโครเมตร ยาว 3.0-5.0 ไมโครเมตร เป็นพวกท่ีตอ้งการอากาศในการเจรญิ 
แตใ่นสภาพไมมี่อากาศก็สามารถเจรญิไดดี้ สรา้งเอนโดสปอรท่ี์มีรูปรา่งรี อยูร่ะหว่างกึ่งกลางเซลลถ์ึง
เกือบปลายเซลล ์  สปอรข์อง B. cereus  ทนความรอ้นไดดี้ สามารถอยูร่อดไดห้ลงัการพาสเจอรไ์รส ์

อณุหภมูิต  ่าสดุในการเจรญิ 10-12C และอณุหภมูิสงูสดุในการเจรญิ 48-50C เจรญิไดเ้รว็ท่ี

อณุหภมูิ 30-40C เจรญิไดใ้นชว่ง pH 4.9-9.3 แบคทีเรียชนิดนีป้กตแิพรก่ระจายตามธรรมชาต ิพบ
ในดนิและบนพืชผกั ในสิ่งแวดลอ้มเชน่นีท้  าใหเ้ชือ้ชนิดนีป้นเป้ือนสู่อาหารไดง้่ายทัง้ในอาหารดิบและ
อาหารแปรรูปหลายชนิดท่ีท าจากพืช และอาจปนเป้ือนขา้มสูผ่ลิตภณัฑเ์นือ้และผลิตภณัฑน์ม 
ตวัอยา่งเชน่ ปนเป้ือนจากหญา้สูเ่ตา้นมววัและในท่ีสดุปนเป้ือนลงในน า้นมดบิ สปอรข์อง B. cereus 
สามารถอยูร่อดไดห้ลงัการพาสเจอรไ์รสน์  า้นม จากนัน้สปอรจ์ะงอก เจรญิเติบโตและเพิ่มจ านวนท าให ้
เกิดปัญหาในผลิตภณัฑน์ม ถึงแมว้า่สายพนัธุข์อง B. cereus ส่วนใหญ่จะไมเ่จรญิท่ีอณุหภมูิต  ่ากวา่ 

10C หรือในผลิตภณัฑน์มท่ีเก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 4-8C แตก็่มีบางสายพนัธุท่ี์สามารถทนตอ่สภาพ

อณุหภมูิต  ่าไดดี้ (psychrotolerant strains) โดยสามารถเจรญิไดท่ี้อณุหภมูิต  ่าถึง 4-6C 
                 แบคทีเรียในสกลุ Bacillus ประกอบดว้ยแบคทีเรียชนิดท่ีมีลกัษณะคอ่นขา้งแตกตา่งกนั
มาก จากการท่ีมีผูว้ิเคราะห ์ 16S rRNA sequence ของเชือ้ Bacillus หลายชนิด ท าใหส้ามารถแยก 
Bacillus ออกไดเ้ป็นหลายกลุม่ ส าหรบัแบคทีเรียในกลุม่ B. cereus (B. cereus group) ไดแ้ก่ B. 
anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, B. pseudomycoides, B. megaterium 
และ B. weihenstephanensis คณุสมบตัขิอง B. cereus ท่ีแตกตา่งจากสปีชีสใ์กลเ้คียงไดแ้ก่ การท่ี
เชือ้ชนิดนีส้รา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนส ยอ่ยสลายเลซิทินในไขแ่ดง ไมส่ามารถสรา้งกรดจากแมนนิทอล 
สามารถเจรญิไดใ้นสภาพไมมี่อากาศ ใหผ้ลบวกกบัปฏิกิรยิา Voges-Proskauer และมีความตา้นทาน
ตอ่ไลโซไซมค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 0.001  
 
โรคอาหารเป็นพษิโดย B. cereus  
               โรคอาหารเป็นพิษท่ีมีสาเหตจุาก B. cereus เกิดขึน้จากการรบัประทานอาหารท่ีปนเป้ือน
ดว้ยเชือ้ชนิดนีจ้  านวนมากกว่า 106 เซลลต์อ่กรมั ซึ่งไดเ้ตรียมทิง้ไวน้านหลายชั่วโมงโดยไมแ่ชเ่ย็น โรค
ระบาดท่ีเกิดจากเชือ้ชนิดนีท่ี้ไดมี้รายงานไวน้ัน้มีสาเหตมุาจากการรบัประทานเนือ้ ผกัปรุงสกุ ขา้วผดั 
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ขา้วตม้ สตเูนือ้ ซอสวานิลา คสัตาสด ์มกัโรนีกบัเนยแข็ง ซุป และถั่วงอกดิบ  เชือ้ B. cereus สายพนัธุ์
ท่ีสรา้งสารพิษและก่อใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษ มกัมีสารประกอบท่ีเกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซมึ 
หลายชนิดไดแ้ก่ เอนไซมเ์ลซิทิเนส โพรตเิอส (proteases) ฮีโมไลซิน (hemolysin) เบตา้แลคทาเมส 
(-lactamase) สารพิษท่ีเป็นอนัตรายตอ่หนแูละสารพิษท่ีก่อโรคอาหารเป็นพิษ (food-poisoning 
toxins) เชือ้ B. cereus ท าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษ 2 ชนิดไดแ้ก่ 1) diarrheal syndrome เกิดจาก
การรบัประทานอาหารท่ีปนเป้ือนเชือ้ชนิดนีจ้  านวนมาก เชือ้ชนิดนีส้รา้งเอนเทอโรทอกซินในล าไสเ้ล็ก
ของผูป่้วย ท าใหผู้ป่้วยมีอาการปวดทอ้ง ทอ้งเสีย มีน า้ออกมามาก และอาจคล่ืนไส ้ ระยะเวลาตัง้แต่
ไดร้บัเชือ้จนกระทั่งแสดงอาการ (incubation period) ประมาณ 8-16 ชั่วโมง บางครัง้อาจนานกวา่ 24 
ชั่วโมง ผูป่้วยจะมีอาการเป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง อาหารท่ีมกัจะเป็นสาเหตไุดแ้ก่  ผลิตภณัฑเ์นือ้ นม
และผลิตภณัฑน์ม ซุป ผกั พดุดิง้ และซอสตา่ง ๆ 2) emetic syndrome มีสาเหตมุาจากการท่ีผูป่้วย
ไดร้บัสารพิษอิมีติก (emetic toxin) ซึ่งเป็นไซคลิกเปปไทด ์ (cyclic peptide) ท่ีเชือ้สรา้งขึน้ในอาหาร 
ผูป่้วยจะมีอาการคล่ืนไสแ้ละอาเจียนอยา่งรุนแรงหลงัจากไดร้บัเชือ้และสารพิษภายใน 0.5-5 ชั่วโมง 
ผูป่้วยจะมีอาการเป็นเวลา 6-24 ชั่วโมง อาหารท่ีมกัพบว่าเป็นสาเหตขุองโรคนีไ้ดแ้ก่  ขา้วผดั ขา้วสกุ 
พาสตา้ (pasta) เพสตรี (pastry) และอาหารเสน้ประเภทก๋วยเตี๋ยว บะหม่ี   
 
การแยกเชือ้และจ าแนกชนิดของ B. cereus 
               อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชใ้นการคดัเลือก (selective media) เพ่ือแยกเชือ้ B. cereus นัน้อาศยั
หลกัการท่ี B. cereus สามารถสรา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนสหรือเอนไซมฟ์อสฟอลิเพส ซี (phospholipase 
C) ได ้ ซึ่งทดสอบโดยการเตมิไขแ่ดงลงในอาหารเลีย้งเชือ้เพ่ือตรวจดกูารสรา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนสและ
การท่ี B. cereus ไมส่ามารถหมกัแมนนิทอล ซึ่งทดสอบไดง้่ายโดยการเตมิแมนนิทอลและสียอ้มท่ีใช้
เป็นตวับง่ชีล้งในอาหารเลีย้งเชือ้ สว่นการเตมิสารพอลิไมซิน (polymyxin) ลงไปในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ี
ใชแ้ยก B. cereus ก็เพ่ือท่ีจะปรบัปรุงประสิทธิภาพในการคดัเลือก B. cereus เน่ืองจากสารชนิดนีจ้ะ
ไปยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบส่วนใหญ่ hemolysin activity สามารถตรวจสอบไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมี
เม็ดเลือดแดงเชน่ จากเลือดของมา้ กระตา่ย แกะ หรือคน มีผูท้ดลองเปรียบเทียบอาหารเลีย้งเชือ้ 3 
ชนิดไดแ้ก่ Mannitol-Egg Yolk-Polymyxin (MYP) Agar, Polymyxin-Pyruvate-Egg Yolk-Mannitol-
Bromothymol Blue Agar (PEMBA) และ Trypticase Soy-Polymyxin-Sheep Blood Agar เพ่ือใช้
ในการตรวจหาจ านวน B. cereus ปรากฏวา่ไมพ่บความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งอาหาร
เลีย้งเชือ้ทัง้ 3 ชนิด แตน่กัวิจยับางทา่นไดแ้นะน าวา่ B. cereus ถกูแยกความแตกตา่งกบัแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนไดดี้บนอาหาร MYP  
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รูปท่ี 11.1 Bacillus cereus บนอาหาร MYP ท่ีเตมิไขแ่ดง 

 
การสุ่มตัวอย่างและการขนส่งตัวอย่าง 
 ถา้อาหารมีปรมิาณมาก เก็บตวัอยา่ง 50 กรมัจากแตล่ะสว่นท่ีแตกตา่งกนัของอาหารท่ีสงสยั
เพราะเชือ้จลุินทรียท่ี์ปนเป้ือนโดยอาจกระจายตวัไมส่ม ่าเสมอ ถา้หากอาหารเป็นผงหรือประกอบดว้ย
สว่นผสมท่ีมีอนภุาคตา่งกนั ควรผสมใหเ้ขา้กนัดีก่อนเก็บตวัอยา่ง และควรขนสง่ตวัอยา่งทนัทีท่ีเก็บ
ตวัอยา่ง โดยวางในกล่องท่ีปอ้งกนัอณุหภมูิเปล่ียนแปลงซึ่งมีสารท าความเย็นอยูเ่พียงพอเพ่ือรกัษา

อณุหภมูิของตวัอยา่งใหอ้ยูท่ี่ 6C หรือต ่ากว่า เม่ือตวัอยา่งมาถึงหอ้งปฏิบตักิาร เก็บตวัอยา่งไวท่ี้

อณุหภมูิ 4C ควรท าการวิเคราะหใ์หเ้ร็วท่ีสดุเทา่ท่ีจะท าได ้ถา้ไมส่ามารถท าการวิเคราะหไ์ดภ้ายใน 4 

วนั ควรแชแ่ข็งตวัอย่างไวท่ี้อณุหภมูิ -20C จนกวา่จะวิเคราะห ์เม่ือจะวิเคราะหน์ าตวัอยา่งมาละลาย
จนถึงอณุหภมูิหอ้งแลว้ท าการวิเคราะหต์ามปกต ิ ถา้หากตวัอยา่งเป็นอาหารแชแ่ข็ง รกัษาอณุหภมูิให้

อยูท่ี่ -20C จนกระทั่งวิเคราะห ์ ขนสง่ตวัอยา่งในสภาพท่ีมีน า้แข็งแหง้เพ่ือหลีกเล่ียงการละลาย ถา้
เป็นอาหารแหง้ควรเก็บไวท่ี้อณุหภมูิหอ้งและขนสง่โดยไมต่อ้งแชเ่ย็น 
 
วัตถุประสงค ์
        เพ่ือใหเ้ขา้ใจถึงหลกัการและวิธีการตรวจหา B. cereus ในอาหาร  
 
อุปกรณ ์
1. เชือ้แบคทีเรียบรสิทุธ์ิท่ีใชไ้ดแ้ก่ Bacillus cereus 
2.  ตวัอยา่งอาหารท่ีใชไ้ดแ้ก่ เตา้เจีย้ว แปง้ขา้วเจา้ แปง้ขา้วเหนียว ขา้วผดั ขา้วตม้ ซูชิ หม่ีผดั และ

เครื่องเทศผงเชน่ อบเชย พริก ไทยขาว พรกิไทยด า ผงพะโล ้กระเทียม และอ่ืนๆ 
3.  อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่ Mannitol-Egg Yolk-Polymyxin (MYP) agar, Nutrient Agar (NA), 

Nutrient Broth (NB), Phenol Red Glucose Broth, Nitrate Broth, Modified Voges-
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Proskauer (VP) Medium, Tyrosine Agar, Lysozyme Broth (Nutrient Broth ท่ีมีไลโซไซม์
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.001), Bacillus cereus (BC) Motility Medium, Trypticase Soy-Sheep 
Blood Agar (TSSBA) และ Trypticase Soy-Polymyxin Broth 

4.   สารส าหรบัทดสอบชนิดตา่งๆ ไดแ้ก่ สารทดสอบไนไตรต ์เอ (Nitrite test reagent A) สารทดสอบ
ไนไตรต ์ ซี (Nitrite test reagent C) สารละลายแอลฟา-แนฟทอล (alpha-naphthol) ความ
เขม้ขน้รอ้ยละ 5  ในเอทานอล สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 40 และ 
ผลกึครีเอตนิ  

5.    Basic fuchsin, crystal violet, safranin และสารเคมีท่ีใชใ้นการยอ้มแกรม  
6. สารละลาย Butterfield’s phosphate-buffered dilution water และสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร ์ 
7.    เมทานอล และสารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70   
8.    จานเพาะเชือ้ ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตร และ แทง่แกว้งอ  
9.    ถงุพลาสตกิปราศจากเชือ้ส าหรบัใชตี้ป่น 
10.   โถไรอ้ากาศ (GasPak anaerobic jar)  
11.   เครื่องตีป่นอาหารและเครื่องผสมตวัอยา่งในหลอดทดลอง 

12.   ตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  35C และกลอ้งจลุทรรศนพื์น้หลงัสวา่ง 
 
วิธีการทดลอง 
ตอนท่ี 1   วิธีการตรวจนบัจ านวนบนอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง (Direct Plate Count Method) 
1.  ชั่งตวัอย่างอาหาร 50 กรมัดว้ยเทคนิคปราศจากเชือ้ เทใส่ถงุพลาสตกิปลอดเชือ้ เตมิสารละลาย 

Butterfield’s phosphate-buffered dilution water ปริมาณ 450  มิลลิลิตร น าไปตีป่นดว้ย
ความเรว็สงูโดยใชเ้ครื่องตีป่นอาหารเป็นเวลา 2 นาที 

2.    ท าการเจือจางตวัอยา่งตอ่ไปจนได ้10-2  และ 10-3 
3. ปิเปตตวัอย่างอาหารท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางปรมิาตร 0.1 มิลลิลิตรใสบ่นผิวหนา้อาหารเลีย้ง

เชือ้ Mannitol-Egg Yolk-Polymyxin Agar (MYP) ระดบัความเจือจางละ 2 จาน ใชแ้ทง่แกว้งอท่ี
ปราศจากเชือ้เกล่ียตวัอยา่งใหท้ั่วผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้ 

4.  คว ่าจานเพาะเชือ้แลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สงัเกตโคโลนีท่ีขึน้ โคโลนีของ 
B. cereus จะมีสีชมพเูหมือนสีของอาหารและสีชมพจูะเขม้ขึน้ถา้บม่ต่อไปและรอบโคโลนีจะมี
โซนขาวขุ่น (opaque zone) เน่ืองจากเชือ้สรา้งเลซิทิเนสซึ่งจะไปท าปฏิกิรยิากบัเลซิทินในไขแ่ดง 
ท าใหเ้กิดตะกอนขุ่น ถา้ผลท่ีไดไ้มช่ดัเจน ใหบ้ม่ตอ่ไปอีก 24 ชั่วโมงก่อนนบัจ านวนโคโลนี   
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5.   เลือกจานเพาะเชือ้ท่ีมีโคโลนีสีชมพแูละมีโซนขาวขุ่นรอบโคโลนีประมาณ 15-150 โคโลนี เข่ียเชือ้
จาก 5 โคโลนีหรือมากกวา่ ลากลงบนผิวหนา้อาหารในหลอด NA slant น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 

35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อการตรวจยืนยนั นบัจ านวนโคโลนีทัง้หมดท่ีมีลกัษณะดงักลา่ว 
6.     ค  านวณหาจ านวนเซลลข์อง B. cereus ตอ่กรมัของอาหารโดยค านงึถึงรอ้ยละของโคโลนีท่ีใช ่  

B. cereus  หลงัการตรวจยืนยนั  ตวัอยา่งเชน่ ถา้จ านวนโคโลนีเฉล่ียท่ีระดบัความเจือจาง 10-3 
เป็น 65 โคโลนี และโคโลนีท่ีตรวจสอบยืนยนั 4 โคโลนี (จาก 5 โคโลนีท่ีตรวจสอบ) เป็นเชือ้ B. 
cereus  ดงันัน้: 

       จ  านวน B. cereus (CFU ตอ่กรมัของอาหาร) = 65  4/5  1000  10    =   520,000  
       (หมายเหต:ุ dilution factor สงูขึน้อีก 10 เทา่เน่ืองจากเตมิตวัอยา่งเพียง 0.1 มิลลิลิตรในการท า

ดว้ยเทคนิค spread plate) 
 
เชือ้ควบคมุ 
1.   เข่ียเชือ้  B. cereus บริสทุธ์ิจากหลอด NA slant ลากลงบนผิวหนา้อาหาร MYP ดว้ยเทคนิคการ   

แยกเชือ้บรสิทุธ์ิ 

2.   คว ่าจานแลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สงัเกตลกัษณะโคโลนีเปรียบเทียบกบั
โคโลนีจากตวัอยา่ง  

3.    น า B.  cereus บรสิทุธ์ิมาทดสอบยืนยนัในขัน้ตอ่ไป ท าเชน่เดียวกบัเชือ้ท่ีแยกไดจ้ากตวัอย่าง 
 
การทดสอบยืนยนั 
             น าเชือ้ใน NA slant มายอ้มแกรม ส่องดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์  B. cereus จะตดิสีแกรมบวก 
มีรูปทอ่นขนาดใหญ่ ตอ่กนัเป็นสายสัน้ถึงสายยาว สปอรเ์ป็นรูปรี อยู่ตรงหรือคอ่นไปทางปลายเซลล ์
เข่ียเชือ้จากหลอด NA slant มา 1 ลปูเตม็ใสล่งในหลอดทดลองท่ีมีฟอสเฟตบพัเฟอร ์ 0.5 มลิลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั น ามาเตมิในอาหารเลีย้งเชือ้เพ่ือการทดสอบยืนยนัดงันี ้

1. Phenol Red Glucose Broth  
เข่ียเชือ้ใสล่งในหลอดอาหาร Phenol Red Glucose Broth ปรมิาตร 3 มิลลิลิตร น าไปบม่ใน

โถโรอ้ากาศ (GasPak anaerobic jar) ท่ีอณุหภมูิ 35 C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขย่าหลอดอย่างแรง 
สงัเกตการเจรญิจากความขุ่นท่ีเพิ่มขึน้และสีท่ีเปล่ียนไปจากสีแดงเป็นสีเหลือง ซึ่งชีใ้หเ้ห็นถึงการสรา้ง
กรดจากกลโูคสในสภาพไรอ้ากาศ อาจมีบางหลอดท่ีสีเปล่ียนเพียงบางสว่นจากสีแดงเป็นสีสม้หรือ
เหลืองแมแ้ตใ่นหลอดควบคมุท่ีไมไ่ดใ้สเ่ชือ้เน่ืองจากคา่ pH ท่ีลดลงจากการท่ีอาหารสมัผสักบัแก๊ส
คารบ์อนคารบ์อนไดออกไซดท่ี์เกิดขึน้ในโถไรอ้ากาศ ควรทดสอบควบคูไ่ปกบัเชือ้ควบคมุ 

2. Nitrate Broth 
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       เข่ียเชือ้ใสล่งในหลอดอาหาร Nitrate Broth ปรมิาตร 5 มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบไนไตรตโ์ดยการเตมิสารทดสอบไนไตรต ์เอ และสารทดสอบไนไตรต ์ซี ลง
ในหลอดเชือ้ท่ีบม่แลว้ ถา้เกิดสีสม้ภายใน 10 นาทีแสดงวา่ ไนเตรตไดถ้กูรีดวิซเ์ป็นไนไตรต ์

3. Modified VP Medium 
             เข่ียเชือ้ใสล่งในหลอดอาหาร Modified VP Medium ปรมิาตร 5 มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ี

อณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 48  2 ชั่วโมง ทดสอบการสรา้งอะซิตลิเมทิลคารบ์นิอล (acetylmethyl 
carbinol) โดยปิเปตเชือ้ในหลอดอาหารดงักล่าวมา 1 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองปราศจากเชือ้แลว้
เตมิสารละลายแอลฟา-แนฟทอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 5  ปรมิาตร 0.6 มิลลิลิตรและสารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 40 ปรมิาตร 0.2 มิลลิลิตร เขยา่และเตมิผลกึครีเอตนิลง
ไป 2-3 ผลึก ทิง้ไวท่ี้อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา  1 ชั่วโมง สงัเกตผล ถา้เกิดสีชมพหูรือสีมว่งแสดงว่าให้
ผลบวก 

4. Tyrosine Agar 

              เข่ียเชือ้มาลากลงบนผิวอาหารใน Tyrosine Agar slant น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง สงัเกตการใสขึน้ของอาหารท่ีมีเชือ้เจรญิ ชีใ้หเ้ห็นวา่ไทโรซีน (tyrosine) ไดถ้กูย่อยสลายไป 
ส าหรบัเชือ้ท่ีไมใ่ช ่B. cereus ใหส้งัเกตการเจรญิและบม่ตอ่ไปจนครบ 7 วนัก่อนจะตดัสินวา่ใหผ้ลลบ 

5. Lysozyme Broth 
       เข่ียเชือ้ใสล่งในหลอดอาหาร NB (ท่ีมีไลโซไซมค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 0.001) ปรมิาตร 2.5 มิลลิ  

ลิตร และหลอดอาหาร NB ท่ีไมเ่ตมิไลโซไซมเ์ป็นหลอด positive control น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สงัเกตการเจรญิในหลอดทัง้สอง บม่หลอดท่ีเชือ้ไมเ่จรญิตอ่ไปอีก 24 ชั่วโมง 

6. MYP agar  
ใชป้ากกาขีดใตจ้านอาหาร MYP Agar เพ่ือแบง่ใหเ้ป็น 6-8 ชอ่งเท่าๆ กนั แลว้เข่ียเชือ้ 1 ลปู 

เตม็ แตะลงบนผิวหนา้ของอาหาร MYP (สามารถทดสอบได ้6-8 เชือ้ตอ่หนึ่งจาน) น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 

35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจดกูารสรา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนสโดยสงัเกตรอยขาวขุ่นรอบโคโลนีท่ีขึน้ ถา้
เชือ้ท่ีเจรญิมีสีของโคโลนีและสีของอาหารโดยรอบเป็นสีชมพ ู แสดงวา่ไมเ่กิดการหมกัแมนนิทอล แต่
ถา้มีสีเหลืองแสดงวา่เกิดกรดจากการหมกัแมนนิทอล โดยปกต ิ B. cereus มกัจะสรา้งเอนไซมเ์ลซิทิ
เนสได ้(lecithinase-positive) และไมห่มกัแมนนิทอล (mannitol-negative) บนอาหาร MYP 
 
การสรุปผลการทดสอบ 
               การท่ีจะสรุปวา่เชือ้ท่ีแยกจากตวัอยา่งเป็น B. cereus ไดน้ัน้ 1) เซลลจ์ะตอ้งมีรูปรา่งทอ่น
ขนาดใหญ่ สรา้งสปอรโ์ดยอบัสปอรไ์มบ่วม 2) สรา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนสและไมห่มกัแมนนิทอลบน
อาหาร MYP  3) เจรญิและสรา้งกรดจากกลโูคสในสภาพไรอ้ากาศ 4) รีดวิซไ์นเตรตเป็นไนไตรต ์
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(ยกเวน้บางสายพนัธุท่ี์อาจใหผ้ลลบ) 5) สรา้งอะซิตลิเมทิลคารบ์นิอล (ผลการทดสอบ VP เป็นบวก) 
6) ย่อยสลายแอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) และ 7) เจรญิในสภาพท่ีมีไลโซไซมร์อ้ยละ 0.001 
               ลกัษณะพืน้ฐานเหลา่นีเ้ป็นลกัษณะของแบคทีเรียในกลุม่ B. cereus ซึ่งรวมถึงสายพนัธุท่ี์มี  
ไรซอยด ์  (rhizoid strains) ไดแ้ก่ B. mycoides, B. thuringiensis (ก่อใหเ้กิดโรคกบัแมลง) และ B. 
anthracis (ก่อใหเ้กิดโรคกบัสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนม) อยา่งไรก็ตาม สามารถแยกแบคทีเรียเหลา่นีอ้อก
จาก B. cereus ไดต้ามลกัษณะเฉพาะของแบคทีเรียแตล่ะชนิด แบคทีเรียท่ีมีผลการทดสอบยืนยนั
แตกตา่งไปจากท่ีกลา่วมานี ้จ  าเป็นตอ้งน ามาทดสอบเพิ่มเตมิ 
หมายเหต:ุ ดวีูดีโอวิธีการตรวจหาเชือ้ชนิดนีไ้ดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 
 
ตารางท่ี 11.1  คณุลกัษณะของแบคทีเรียในกลุม่ Bacillus  cereus ชนิดตา่งๆ 
คณุลกัษณะ B. cereus B. thuringiensis B. mycoides B. anthrasis B. megaterium 
การยอ้มแกรม +(a) + + + + 
การสรา้งคะตะเลส + + + + + 
การเคลือ่นท่ี +/-(b) +/- -(c) - +/- 
การรดีิวซไ์นเตรต + + + + -(d) 
การสลายไทโรซีน + + +/- -(d) +/- 
การทนไลโซไซม ์ + + + + - 
ปฏิกิรยิากบัไขแ่ดง + + + + - 
การใชก้ลโูคสใน
สภาพไรอ้ากาศ 

+ + + + - 

ปฏิกิรยิา VP + + + + - 
การสรา้งกรดจาก
แมนนิทอล 

- - - - + 

ฮีโมไลซีส + + + -(d) - 
การก่อใหเ้กิดโรค สรา้งเอน

เทอโร 
ทอกซิน 

สรา้งผลกึเอนโด
ทอกซิน ก่อโรคกบั
แมลง 

มีการเจรญิใหไ้ร
ซอยด ์

ก่อโรคกบัคน
และสตัว ์

 

(a) + หมายถึง รอ้ยละ 90-100 ของสายพนัธุใ์หผ้ลบวก    (c) – หมายถงึ รอ้ยละ 90-100 ของสายพนัธุใ์หผ้ลลบ 
(b) +/- หมายถึง รอ้ยละ 50-50 ของสายพนัธุใ์หผ้ลบวก    (d) -หมายถึง สายพนัธุส์ว่นใหญ่ใหผ้ลลบ 

ที่มา: Rhodehamel และ Harmon (2001) 

 
การทดสอบเพ่ือแยกความแตกตา่งของแบคทีเรียชนิดท่ีมีคณุสมบตัใิกลเ้คียงกบั B. cereus 
   การทดสอบตอ่ไปนีเ้ป็นการทดสอบท่ีมีประโยชนส์  าหรบัแยกความแตกตา่งของแบคทีเรีย 



 

                                                                                                                                                            

182 

ชนิดท่ีมีคณุสมบตัิใกลเ้คียงกบั B. cereus ไดแ้ก่ B. mycoides, B. thuringiensis และ B. anthracis 
       1.    การทดสอบการเคล่ือนท่ี (motility test) 
               เข่ียเชือ้ท่ีตอ้งการทดสอบท่ีมีอาย ุ 24 ชั่วโมง โดยการแทงลงไปตรงกลางหลอดอาหาร BC 

Motility Medium น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ตรวจสอบการเจริญตามรอยแทง 
ถา้เชือ้เคล่ือนท่ีไดจ้ะเกิดการเจรญิกระจายออกโดยรอบรอยนัน้ แตถ่า้เชือ้เคล่ือนท่ีไม่ไดจ้ะมีการเจรญิ
เฉพาะในรอยและตามรอยแทงนัน้  
               อีกวิธีหนึ่งเตมิน า้กลั่นปลอดเชือ้ปรมิาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงบนผิวของอาหารในหลอด NA 

slant เข่ียเชือ้ท่ีจะทดสอบมา 1 ลปูเตม็ใสล่งไป น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 6-8 ชั่วโมง หยด
น า้กลั่นปลอดเชือ้ 1 หยดลงบนแผน่สไลด ์ แลว้ใชล้ปูเข่ียเชือ้ท่ีอยูใ่นของเหลวท่ีฐานของหลอดลงใน
หยดน า้ ปิดดว้ยกระจกปิดสไลด ์ น าไปส่องดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์ สงัเกตการเคล่ือนท่ี บนัทึกผล B. 
cereus และ B. thuringiensis ส่วนใหญ่เคล่ือนท่ีไดโ้ดยแฟลกเจลลาท่ีอยูร่อบเซลล ์ สว่น B. 
anthracis และ B. mycoides เกือบทัง้หมดเคล่ือนท่ีไม่ได ้ และมี B. cereus บางสายพนัธุเ์ทา่นัน้ก็
เคล่ือนท่ีไมไ่ดเ้ชน่กนั 
        2.    การเกิดไรซอยด ์(Rhizoid growth) 

               เทอาหาร NA ปริมาตร 18-20 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชือ้ท่ีปราศจากเชือ้ขนาด 15100 
มิลลิ เมตร ทิง้ไวใ้หผ้ิวหนา้แหง้ประมาณ 1-2 วนั เข่ียเชือ้ท่ีมีอาย ุ 24 ชั่วโมง 1 ลปูเตม็แตะท่ีผิวตรง

กลางจานเพาะเชือ้ น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง ตรวจดกูารเกิดไรซอยด ์ถา้เกิด
ไรซอยดจ์ะใหโ้คโลนีท่ีมีโครงสรา้งคลา้ยรากยาวย่ืนออกมาหลายเซนตเิมตรจากดา้นขา้งของโคโลนี 
เชือ้ B. cereus มกัใหโ้คโลนีผิวหยาบท่ีมีรูปรา่งกาแลคซี (galaxy shaped) ไมค่วรสบัสนกบัลกัษณะ
ของไรซอยดป์กตซิึ่งเป็นลกัษณะของ B. mycoides 
         3.    การทดสอบปฏิกิริยา hemolytic activity 
               ใชป้ากกาขีดท่ีใตจ้านอาหาร (Trypticase Soy-Sheep Blood Agar, TSSBA) เพ่ือแบง่เป็น 
6-8 ส่วนเทา่ ๆ กนั เข่ียเชือ้ท่ีตอ้งการทดสอบซึ่งมีอาย ุ 24 ชั่วโมง 1 ลปูเตม็ แตะบนผิวหนา้อาหาร 

TSSBA ในช่องใดช่องหนึ่ง (ทดสอบได ้ 6-8 เชือ้ตอ่อาหารหนึ่งจาน) น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบกิจกรรมการยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดง ส าหรบั B. cereus มีกิจกรรมย่อย
สลายเม็ดเลือดแดงไดดี้ (strong hemolytic) โดยจะเกิดโซนใสของการเกิดฮีโมไลซีสอยา่งสมบรูณ์
รอบโคโลนี โซนใสมีขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 2-4 มิลลิเมตร  B. thuringiensis และ B. mycoides ก็
ยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดงได ้ สว่นเชือ้แบคทีเรีย B. anthracis มกัไมส่ามารถยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดง 
(nonhemolytic) หลงัจากการบม่ 24 ชั่วโมง 
         4.   การทดสอบผลกึสารพิษ (Protein toxin crystal) 
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               ถ่ายเชือ้ท่ีตอ้งการทดสอบซึ่งมีอาย ุ 24 ชั่วโมง 1 ลปูเตม็ลงบนผิวหนา้อาหารในหลอด NA 

slant  น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้บม่ตอ่ท่ีอณุหภมูิหอ้งอีก 2-3 วนั จากนัน้
เตรียมสไลดท่ี์สะอาด หยดน า้กลั่นปลอดเชือ้ลงบนสไลด ์ ใชล้ปูเข่ียเชือ้มาสเมียรเ์ป็นฟิลม์บาง ๆ บน
สไลด ์ทิง้ไวใ้หร้อยสเมียรแ์หง้ ตรงึเซลลโ์ดยผ่านเปลวไฟ 2-3 ครัง้ หยดเมทานอลใหท้่วมรอยสเมียร ์ทิง้
ไว ้30 วินาที แลว้เทเมทานอลออก ทิง้ใหแ้หง้ในอากาศ หยดสี basic fuchsin หรือ TB carbolfuchsin 
ZN stain (Difco) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.5 ใหค้วามรอ้นสไลดโ์ดยลนไฟขา้งใตส้ไลดจ์นเดือด ยก
ออกมาทิง้ไวน้าน 1-2 นาที แลว้ท าขัน้ตอนนีซ้  า้อีกครัง้ ทิง้ไว ้30 วินาที เทสีทิง้แลว้ลา้งดว้ยน า้ ทิง้ไวใ้ห้
แหง้ น าไปสอ่งดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศนก์ าลงัขยาย 100 เท่า ท าการตรวจดสูปอรอิ์สระและผลกึสารพิษ 
(tetragonal (diamond-shaped) toxin crystal) ท่ีมีสีเขม้จากการยอ้มสี ปกตผิลกึสารพิษมกัมีขนาด
เล็กกวา่สปอรแ์ละมกัพบมากในเชือ้ B. thuringiensis ท่ีมีอาย ุ 3-4 วนัแตจ่ะไมส่ามารถตรวจสอบได้
ดว้ยเทคนิคการยอ้มสีจนกวา่อบัสปอร ์(sporangium) จะแตก ดงันัน้ถา้ไมเ่ห็นสปอรอิ์สระ ควรทิง้ไวใ้ห้
เชือ้อยูท่ี่อณุหภมูิหอ้งอีก 2-3 วนั จงึตรวจสอบใหมอี่กครัง้ ส  าหรบั B. cereus และเชือ้ชนิดอ่ืนในกลุม่
นีไ้มส่รา้งผลกึสารพิษ 
 
การแปลผลการทดสอบ 
               การท่ีจะสรุปวา่เชือ้ท่ีทดสอบเป็น B. cereus ได ้ เชือ้นัน้ควรจะเคล่ือนท่ีได ้  ยอ่ยสลายเม็ด
เลือดแดงไดดี้ (strongly hemolytic) ไมส่รา้งโคโลนีท่ีมีไรซอยด ์ ไม่สรา้งผลกึสารพิษ แต่ B. cereus 
บางสายพนัธุท่ี์เคล่ือนท่ีไมไ่ดก็้พบไดบ้อ่ยเชน่กนั และมีบางสายพนัธุท่ี์มีกิจกรรมย่อยสลายเม็ดเลือด
แดงอ่อน (weakly hemolytic) B. cereus สายพนัธุท่ี์ไม่ก่อโรคแตกตา่งจาก B. anthracis  ตรงท่ี B. 
cereus สายพนัธุท่ี์ไมก่่อโรคนีต้า้นทานตอ่เพนนิซิลินและแกมมาแบคเทอรโิอฟาสก ์ (gamma 
bacteriophage) 
ขอ้ควรระวงั: ไอโซเลตของเชือ้ท่ีไมส่ามารถเคล่ือนท่ีและไมย่อ่ยสลายเม็ดเลือดแดงท่ีสงสยัวา่เป็น B. 
anthrasis ควรสง่ไปตรวจสอบในหอ้งปฏิบตักิารท่ีไดร้บัการรบัรองหรือไม่ก็ควรท าลายโดยการเอาไป
ฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ 
 
ตอนท่ี 2   การตรวจหาจ านวน B . cereus โดยวิธี Most Probable Number 
               วิธี Most Probable Number (MPN) เป็นวิธีท่ีเหมาะส าหรบัตวัอย่างท่ีคาดวา่จะมี B. 
cereus นอ้ยกว่า 10 เซลลต์อ่กรมั 
1.  ท าการเตรียมตวัอยา่งเหมือนกบัวิธีการตรวจนบัจ านวน  B. cereus บนอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง 

โดยเจือจางตวัอย่างอาหารจนถึงระดบัความเจือจาง 10-3 (อาจเจือจางท่ีระดบัความเจือจาง
สงูขึน้ถา้คาดว่ามีจ านวน B. cereus เกิน 103 เซลลต์อ่กรมั) 
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2.  ถ่ายเชือ้ท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางปรมิาตร 1 มิลลิลิตรลงในอาหาร Trypticase Soy-Polymyxin 

Broth ระดบัความเจือจางละ 3 หลอด น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 48  2 ชั่วโมง 
3.    ถ่ายเชือ้ 1 ลปูจากหลอดท่ีมีการเจรญิหนาแนน่ ลากลงบนอาหาร MYP ท่ีมีผิวหนา้แหง้ น าไปบม่

ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา  24-48 ชั่วโมง 
4.  ถ่ายเชือ้จากจานเพาะเชือ้ท่ีมีโคโลนีสีชมพแูละมีโซนขาวขุน่รอบ ๆ โคโลนีจ านวน 1 โคโลนีหรือ

มากกวา่ 1 โคโลนี ลงบนผิวของอาหารในหลอด NA slant  ส าหรบัการทดสอบยืนยนัเชน่เดียวกบั
วิธีการตรวจนบัจ านวน  B. cereus  บนอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง 

5.   จากการทดสอบยืนยนั จะท าใหท้ราบจ านวนหลอดอาหาร Trypticase Soy-Polymyxin Broth ท่ีมี
เชือ้ B. cereus ท่ีแตล่ะระดบัความเจือจาง (จากจ านวนทัง้หมด 3 หลอดท่ีแตล่ะระดบัความเจือ
จาง)  น าจ านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวกมาค านวณหาจ านวน B. cereus ในรูปของคา่ MPN ตอ่กรมั
โดยใชต้าราง MPN ส าหรบั 3 หลอดในภาคผนวก ฉ 

 
บันทกึผลการทดลอง 
1.   ผลการตรวจนบัจ านวน B. cereus บนอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง 
     1.1   ผลการตรวจนบัจ านวนโคโลนีท่ีมีลกัษณะเฉพาะของ B. cereus บนอาหาร MYP 
              ตวัอย่างอาหารท่ีวิเคราะหคื์อ............................................... 
              ลกัษณะของโคโลนีท่ีนา่จะเป็น B. cereus บนอาหาร MYP.............................................. 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

ระดบัความเจือจางท่ี
.......... 

ระดบัความเจือจางท่ี
.......... 

ระดบัความเจือจางท่ี
.......... 

1    

2    
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     1.2   ผลการทดสอบยืนยนั 
 
หมายเลข
ของเชือ้ท่ี
แยกได ้

การยอ้ม
แกรม 

การทดสอบยืนยนั 

Phenol Red 
Glucose 
Broth  

Nitrate 
Broth 

Modified 
VP 
Medium 

Tyrosine 
Agar 

Lysozyme 
Broth 

MYP 
Agar 

1        
2        
3        
4        
5        
B. cereus        
 
จ  านวนโคโลนีท่ีใช ่B. cereus เทา่กบั...................โคโลนีจากจ านวนทัง้หมด 5 โคโลนีท่ีตรวจสอบ 
จ านวน B. cereus ท่ีมีในตวัอยา่ง เท่ากบั ................................................... CFU ตอ่กรมั 
2.   ผลการตรวจหาจ านวน B. cereus โดยวิธี MPN 
 
ระดบัความ
เจือจาง 

ปรมิาณ
ตวัอยา่งตอ่
หลอด (กรมั) 

จ  านวนหลอดท่ีใหผ้ลบวก (มี B. cereus) 
หลอดท่ี  1 หลอดท่ี  2 หลอดท่ี  3 รวม 

10-1 0.1     
10-2 0.01     
10-3 0.001     

 
การค านวณหาคา่ MPN ตอ่กรมั และคา่ confidence limit ของ B. cereus 
รูปแบบท่ีเลือก: ................(จากปรมิาณตวัอยา่งท่ีวิเคราะห.์........... ,  ..............และ ..............  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมั (จากตาราง) =  .............. (จากปรมิาณตวัอยา่งในตาราง  0.1, 0.01 และ 0.001  กรมั) 
คา่  MPN ตอ่กรมัของตวัอยา่ง =  ............................. 
Confidence limit (จากตาราง) =  ............................. 
Confidence limit ของตวัอย่าง =  ............................. 
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ค าถามท้ายบท 
1.  จงบอกลกัษณะของเชือ้ B. cereus และสภาพท่ีเหมาะสมในการเจรญิ 
2.  B. cereus ก่อใหโ้รคอาหารเป็นพิษชนิดใด สว่นใหญ่พบ B. cereus ในอาหารชนิดใด 
3.  จงอธิบายวิธีการตรวจหา B. cereus ในอาหาร 
4.  อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดใดใชค้ดัแยกเชือ้ B. cereus จงบอกลกัษณะโคโลนีของ B. cereus บนอาหาร  
      เลีย้งเชือ้ชนิดนัน้ ท าไมจงึตอ้งเตมิไขแ่ดงลงไป 
5.  การท่ีจะสรุปวา่เชือ้ท่ีทดสอบเป็น B. cereus ได ้เชือ้นัน้ควรจะไดผ้ลการทดสอบอย่างไร 
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บทปฏบัิตกิารที ่12 
การตรวจหา Clostridium perfringens  ในอาหาร 

  
 
             Clostridium perfringens  ไดถ้กูจดัจ าแนกครัง้แรกเป็น Bacillus aerogenes ในปี ค. ศ. 
1982 และตอ่มาจดัเป็น Clostridium welchii แบคทีเรียชนิดนีจ้ดัอยูใ่นวงศ ์  Bacillaceae    เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก รูปรา่งทอ่นขนาดใหญ่ สรา้งแคปซูล เคล่ือนท่ีไมไ่ด ้ เจรญิในสภาพไรอ้ากาศ 
คอ่นขา้งทนตอ่ออกซิเจน (aerotolerant) สรา้งสารพิษไดห้ลายชนิด ถา้แบง่ชนิดของ C. perfringens  
ตามความสามารถในการสรา้งสารพิษ สามารถแบง่ไดเ้ป็น 5 ชนิด (type) คือ ชนิด A, B, C, D และ E   
สายพนัธุท่ี์ท  าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษสว่นใหญ่เป็นชนิด A  ซึ่งทนความรอ้นไดดี้ การท่ีเชือ้ชนิดนี ้
สามารถก่อโรคไดเ้ป็นผลจากคณุลกัษณะของเชือ้ในการสรา้งสารพิษ รวมทัง้คณุลกัษณะอ่ืน ๆ ท่ีเอือ้ 
อ านวยไดแ้ก่ 1) ความสามารถของเชือ้ในการเพิ่มจ านวนเป็น 2 เทา่ เชือ้ชนิดนีส้ามารถเพิ่มจ านวนได้
อยา่งรวดเรว็ในอาหาร โดยใชเ้วลานอ้ยกวา่ 10 นาทีในการเพิ่มจ านวนเป็น 2 เท่าและ 2) ความ 
สามารถในการสรา้งสปอรท่ี์ทนตอ่สภาพเครียดตา่งๆในสิ่งแวดลอ้มไดดี้เชน่ รงัสี สภาพแหง้ และความ
รอ้น การท่ี C. perfringens สามารถสรา้งสปอรท่ี์มีความตา้นทานสงูจงึท าใหอ้ยูร่อดไดใ้นอาหารท่ี
ผา่นความรอ้นมาอย่างไมส่มบรูณห์รืออาหารท่ีอุน่ดว้ยความรอ้นท่ีไมส่งูพอ  
               C. perfringens  ชอบเจรญิท่ีอณุหภมูิปานกลาง อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเจรญิอยู่

ระหวา่ง 37-45C อณุหภมูิต  ่าสดุส าหรบัการเจรญิประมาณ 20C  และอณุหภมูิสงูสดุประมาณ 

50C  การเจรญิของเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 45C ภายใตส้ภาพท่ีเหมาะสมอ่ืน ๆ สามารถท าใหเ้ชือ้ชนิดนีมี้
ระยะเวลาของการเพิ่มจ านวนเป็น 2 เทา่ (generation time) สัน้ไดถ้ึง 7 นาที หลายสายพนัธุเ์จรญิได้
ท่ี pH 5.5-8.0 โดยทั่วไปไมเ่จรญิท่ีระดบั pH ต ่ากวา่ 5 หรือสงูกวา่ 8.5  จากการศกึษาพบว่าคา่ aw 
ต  ่าสดุส าหรบัการเจรญิและการงอกของสปอรใ์นสภาพท่ีมีซูโครสหรือโซเดียมคลอไรดใ์นอาหารเหลว 
thioglycollate อยูร่ะหว่าง 0.97-0.95 และในสภาพท่ีมีกลีเซอรอลในอาหารเดียวกนัมีคา่เป็น 0.93 
สว่นการสรา้งสปอรต์อ้งการ aw สงูกวา่ระดบัดงักลา่วขา้งตน้ เชือ้ C. perfringens  พบไดท้ั่วไปใน
สิ่งแวดลอ้มเชน่ ในดนิ ฝุ่ น อาหาร และทางเดนิอาหารของคนและสตัว ์พบบอ่ยในเนือ้สตัวแ์ละสตัวปี์ก
ซึ่งเก่ียวขอ้งกบัการท่ีเชือ้ตอ้งการสารอาหารโดยเฉพาะกรดอะมิโนและวิตามินหลายชนิด เชือ้ชนิดนี ้
สว่นใหญ่เจรญิไดดี้ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีองคป์ระกอบซบัซอ้นไดแ้ก่ เนือ้สกดัและเคซีนสกดัซึ่งเป็น
แหลง่ของกรดอะมิโน นอกจากนีย้งัเจรญิไดดี้ในอาหารคารโ์บไฮเดรต รวมทัง้อาหารท่ีเป็นแหลง่ของ
วิตามินและและนิวคลีโอไทดเ์ชน่ ยีสตส์กดั สามารถหมกัแลคโตสใหแ้ก๊สไฮโดรเจนและคารบ์อนได 
ออกไซดไ์ดดี้ ตะกอนเคซีนท่ีเกิดขึน้จากการสรา้งกรดจะถกูท าใหแ้ตกออกโดยแก๊สท่ีเกิดขึน้ ดงันัน้จงึมี
การน า Milk Medium มาใชใ้นการทดสอบยืนยนัเชือ้ชนิดนี ้
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               ในอาหารประเภทเนือ้สตัว ์ สตัวปี์ก ซุปผง ซอสผง เครื่องเทศ และผกัสดอาจมี C. 
perfringens ปนเป้ือนจ านวนไมม่ากซึ่งพบไดไ้มบ่อ่ยนกัแตใ่นบางครัง้อาจพบสปอรข์องเชือ้ชนิดนีใ้น

อาหาร สปอร ์ของ C. perfringens บางสายพนัธุส์ามารถทนความรอ้นไดส้งูถึง 100C เป็นเวลานาน
กวา่ 1 ชั่วโมง และเม่ือน าอาหารไปใหค้วามรอ้น ปรมิาณออกซิเจนอาจลดลงมากเพียงพอท่ีจะท าให ้
C. perfringens เจรญิได ้ สปอรท่ี์อยูร่อดหลงัจากใหค้วามรอ้นอาหารอาจจะงอกและเจรญิอย่าง
รวดเรว็ในอาหารท่ีตัง้ทิง้ไว ้ จากหลกัฐานดา้นการระบาดของโรคไดชี้ใ้หเ้ห็นวา่ เม่ือมีการคน้พบวา่เชือ้ 
C. perfringens เป็นสาเหตขุองโรคอาหารเป็นพิษ ก็มกัจะพบเสมอวา่ในอาหารมีเซลลข์องแบคทีเรีย
ชนิดนีป้นเป้ือนเป็นจ านวนมากนบัแสนเซลลต์อ่กรมั 
               โรคอาหารเป็นพิษท่ีมีสาเหตมุาจากเชือ้ C. perfringens อาจเกิดขึน้เม่ือรบัประทานอาหาร
เนือ้หรือเนือ้สตัวปี์กสกุท่ีเก็บไวท่ี้อณุหภมูิหอ้งโดยไมแ่ช่ตูเ้ย็น หรือมีการอุ่นอยูต่ลอดเวลาแตอ่ณุหภมูิ
ไมส่งูพอท่ีจะท าลายเชือ้ โดยเกิดขึน้จากการรบัประทานอาหารท่ีมีเซลลท่ี์มีชีวิตของ C. perfringens 
จ  านวนมากลงไปประมาณมากกวา่ 108 เซลลต์อ่กรมั และเชือ้จะสามารถอยูร่อดไดผ้า่นกระเพาะ
อาหารไปยงัล าไสเ้ล็กและสรา้งสปอรข์ึน้ เชือ้จะสรา้งเอนเทอโรทอกซินในระหว่างการสรา้งสปอรแ์ละ
ถกูปล่อยออกมากบัสปอรท่ี์โตเตม็ท่ีในระหวา่งท่ีอบัสปอรแ์ตกออก อาการของโรคอาหารเป็นพิษมี
สาเหตมุาจากสารพิษท่ีเชือ้สรา้งขึน้ ปกตจิะเกิดอาการป่วยขึน้หลงัจากรบัประทานอาหารท่ีปนเป้ือน
เชือ้ชนิดนีเ้ขา้ไปนานประมาณ 8-15 ชั่วโมง โดยผูป่้วยจะเป็นตะครวิท่ีทอ้งอยา่งรุนแรง มีแก๊สใน
ทางเดนิอาหารและทอ้งเสีย ไมค่อ่ยมีอาการคล่ืนไสอ้าเจียน มีรายงานวา่ความสามารถของเชือ้ C. 
perfringens ในการสรา้งสารพิษมีความสมัพนัธอ์ยา่งมากกบัความสามารถในการก่อโรคอาหารเป็น
พิษ การสรา้งสารพิษของแบคทีเรียชนิดนีส้ามารถตรวจสอบไดใ้นระหว่างการสรา้งสปอรใ์นอาหาร
เลีย้งเชือ้ แตบ่างสายพนัธุท์  าใหเ้กิดสปอรไ์ดย้ากเม่ือเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ นอกจากนี ้ C. 
perfringens ไมส่ามารถมีชีวิตอยูไ่ดเ้ม่ือน าอาหารไปแชแ่ข็งหรือแชเ่ย็นเป็นเวลานาน การท่ีเซลลไ์ม่
สามารถมีชีวิตรอดอยูไ่ดท้  าใหย้ากท่ีจะตดัสินไดว้า่เชือ้ชนิดนีเ้ป็นสาเหตขุองโรคอาหารเป็นพิษ ดงันัน้
ในการตรวจหาเชือ้ C. perfringens ถา้หากไมส่ามารถท าการวิเคราะหไ์ดท้นัที  ควรปอ้งกนัการ
บาดเจ็บของเซลลโ์ดยเตมิสารละลายบพัเฟอรก์ลีเซอรีนซอลทล์งในตวัอยา่งอาหารก่อนท่ีจะเก็บหรือ
แชแ่ข็งตวัอยา่งไว ้
 
วัตถุประสงค ์
1.     เพ่ือใหเ้ขา้ใจถึงหลกัการและวิธีการตรวจหา C. perfringens  ในอาหาร  
2.     เพ่ือเรียนรูว้ิธีการทดสอบยืนยนัและค านวณหาปรมิาณ C. perfringens  ในอาหาร  
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อุปกรณ ์
1.    เชือ้แบคทีเรียบรสิทุธ์ิท่ีใชไ้ดแ้ก่ C. perfringens 
2.    ตวัอยา่งอาหารท่ีใชไ้ดแ้ก่ อาหารปรุงส าเรจ็ประเภทเนือ้ 
3. อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่ Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) Agar  ท่ีผสม egg yolk 

emulsion, Cooked Meat Medium (CMM), Thioglycollate Broth, Modified Iron Milk 
Medium, Motility-Nitrate (Buffered) Medium, Lactose-Gelatin Medium, Sporulation 
Broth, Spray’s Fermentation Medium ท่ีมีซาลิซิน (salicin) รอ้ยละ 1,  Spray’s Fermentation 
Medium ท่ีมีราฟฟิโนส (raffinose) รอ้ยละ 1 และ Spray’s Fermentation Medium ท่ีไมมี่สาร
คารโ์บไฮเดรต 

4.    สารส าหรบัทดสอบไดแ้ก่ สารทดสอบไนไตรต ์เอ (Nitrite test reagent A) สารทดสอบไนไตรต ์บี 
(Nitrite test reagent B)  

5.  สารละลายบรอมไทมอลบล ู (Bromthymol blue) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.04 สียอ้มและสารเคมี
ชนิดตา่ง ๆ ส าหรบัยอ้มแกรม (ภาคผนวก ค) 

6.  สารละลายบพัเฟอรก์ลีเซอรีนซอลท ์(Buffered glycerin-salt solution) สารละลายเปปโตนความ
เขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 สารละลายฟอสเฟตบพัเฟอรแ์ละสารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70   

7.    จานเพาะเชือ้ ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตร แทง่แกว้งอ และถงุพลาสตกิปราศจากเชือ้ส าหรบัใชตี้ป่น 
8.    เครื่องตีป่นอาหาร และเครื่องผสมตวัอยา่งในหลอดทดลอง  

9.    ตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  35C และโถไรอ้ากาศ (GasPak anaerobic jar) 
10.  กลอ้งจลุทรรศนพื์น้หลงัสวา่ง 
 
วิธีการทดลอง 
 
I. การสุ่มตัวอย่างอาหาร 
               สุม่ตวัอยา่งอาหารทกุสว่นเชน่ ไก่ทอด น า้ซอส และอ่ืนๆ หรือเก็บตวัอย่างบางสว่นท่ีจะเป็น 
ตวัแทนท่ีดีเชน่ เก็บตวัอยา่งอาหารท่ีสงสยัในจดุเก็บตวัอยา่งบรเิวณตา่งกนัจดุละ 25 กรมัเน่ืองจาก
การปนเป้ือนของเชือ้อาจไม่สม ่าเสมอ 
 
II. การขนส่งและเก็บรักษาตัวอย่าง 
               น าตวัอยา่งอาหารมายงัหอ้งปฏิบตัิการและตรวจวิเคราะหโ์ดยทนัทีถา้เป็นไปไดเ้ก็บตวัอยา่ง 

อาหารไวท่ี้อณุหภมูิ 10C จนกระทั่งวิเคราะหห์รือถา้ไมส่ามารถวิเคราะหไ์ดภ้ายใน 8 ชั่วโมงนบัตัง้แต่
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เก็บตวัอย่าง ใหเ้ตมิสารละลายบพัเฟอรก์ลีเซอรีนซอลทล์งไปแลว้น าไปแชแ่ข็งทนัทีท่ีอณุหภมูิ -70C 

ถึง -90C จากนัน้จงึสง่ตวัอยา่งแชน่  า้แข็งแหง้ไปยงัหอ้งปฏิบตัิการ 
               การเตรียมตวัอย่างเพ่ือเก็บรกัษาหรือเพ่ือขนสง่ ท าดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้โดยใส่ตวัอยา่ง
อาหารท่ีจะวิเคราะห ์ 25 กรมัลงในภาชนะบรรจปุราศจากเชือ้ขนาด 150 มิลลิลิตร เตมิสารละลาย
บพัเฟอรก์ลีเซอรีนซอลท ์25 มิลลิลิตรลงไป ผสมใหเ้ขา้กนักบัตวัอยา่งอาหาร ส าหรบัตวัอยา่งเหลวเชน่ 
น า้ซุปเนือ้ ควรเตมิสารละลายบพัเฟอรก์ลีเซอรีนซอลทท่ี์มีความเขม้ขน้ 2 เทา่ลงไปผสมกบัตวัอย่าง

ดว้ยปรมิาตรเทา่กนั น าไปแชแ่ข็งทนัทีท่ีอณุหภมูิ -70C ถึง -90C เก็บไวท่ี้อณุหภมูิแชแ่ข็งนี ้
จนกระทั่งวิเคราะห ์ (ไมค่วรเก็บไวน้านเกินไป ควรท าภายใน 2-3 วนั) ถา้หากตอ้งขนสง่ไปยงั
หอ้งปฏิบตักิาร ใหบ้รรจตุวัอยา่งลงใหภ้าชนะเชน่ กระป๋องโลหะเล็กๆ มีฝาปิด เติมน า้แข็งแหง้เพ่ือ
รกัษาอณุหภมูิใหต้  ่าท่ีสดุเทา่ท่ีจะเป็นไปได ้ เม่ือจะวิเคราะหใ์หน้  าตวัอยา่งท่ีเก็บไวม้าละลายน า้แข็ง
ก่อนท่ีจะถ่ายตวัอยา่งไปยงัภาชนะปลอดเชือ้และเตมิสารละลายท าเจือจางเพื่อตีป่นใหเ้ป็นเนือ้
เดียวกนัแลว้ท าการวิเคราะหต์ามขัน้ตอนตอ่ไป 
 
III. การตรวจหาเชือ้  C. perfringens 
1.     ท าการชั่งตวัอย่างอาหาร 25 กรมัดว้ยเทคนิคปราศจากเชือ้ ใส่ในถงุพลาสติกปลอดเชือ้แลว้เติม

สารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 ปริมาณ 225  มิลลิลิตร (ระดบัความเจือจาง 10-1) 
น าไปตีป่นดว้ยเครื่องตีป่นอาหารเป็นเวลา 1-2 นาทีดว้ยความเร็วต ่าเพ่ือใหอ้าหารเขา้กนัเป็นเนือ้
เดียวโดยมีอากาศผสมลงไปนอ้ยท่ีสดุเทา่ท่ีจะเป็นไปได ้

2.    ท าการเจือจางตวัอยา่งตอ่ไปใหไ้ดร้ะดบัความเจือจางท่ี 10-2  และ 10-3 โดยใชส้ารละลายเปปโตน
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 

3. ปิเปตตวัอยา่งท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางปรมิาตร 0.1 มิลลิลิตรลงบนผิวหนา้อาหาร Tryptose 
Sulfite Cycloserine (TSC) Agar ท่ีเตมิไขแ่ดง ใชแ้ทง่แกว้งอปราศจากเชือ้เกล่ียตวัอยา่งใหท้ั่ว
ผิวอาหาร ทิง้ไวป้ระมาณ 5 นาทีเพ่ือใหต้วัอยา่งซมึเขา้ในอาหาร จากนัน้จงึเทอาหาร TSC ท่ีไมไ่ด้

เตมิไขแ่ดงปรมิาตร 10 มิลลิลิตรซึ่งมีอณุหภมูิประมาณ 45C ทบัลงไปในจานเดียวกนั ทิง้ไวใ้ห้
แข็ง น าจานเพาะเชือ้ทัง้หมดไปวางในโถไรอ้ากาศโดยไมต่อ้งคว ่าจานจากนัน้ท าใหเ้กิดสภาพไร้
อากาศ  

4.    น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โคโลนีของ C. perfringens บนอาหาร TSC จะมี
สีด าและมีรอยขาวขุน่ (opaque white zone) ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 2-4 มิลลิเมตรโดยรอบ
โคโลนีเน่ืองจากเชือ้ชนิดนีส้รา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนสยอ่ยสลายเลซิทินในไขแ่ดง ตรวจนบัโคโลนีใน
จานท่ีมีโคโลนีสีด า 20-200 โคโลนี ควรใชเ้ครื่องนบัโคโลนี (Quebec colony counter) โดยวาง
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กระดาษทิชชปูกคลมุบรเิวณท่ีจะนบั  นบัโคโลนีสีด า ค  านวณหาจ านวน clostridria ตอ่กรมัของ
อาหาร เก็บจานอาหาร TSC ท่ีนบัเชือ้แลว้ไวเ้พ่ือการจ าแนกชนิด 

5.  ขณะเดียวกนั ปิเปตตวัอยา่งอาหารท่ีระดบัความเจือจาง 10-1 ปรมิาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
Chopped Liver Broth หรือ อาจใช ้Cooked Meat Medium (CMM) ท่ีผ่านการตม้ไลอ่ากาศใน
น า้เดือดเป็นเวลา 10 นาทีแลว้ท าใหเ้ย็นอย่างรวดเร็วโดยไมต่อ้งเขยา่หลอด ประมาณ 3-4 หลอด 

น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C  เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง   
หมายเหต:ุ ขัน้นีจ้ะท าตอ่ไปก็ตอ่เม่ือตรวจไมพ่บการเจริญของ C. perfringens บน TSC ฉะนัน้
ถา้ผลการตรวจสอบบน TSC เป็นบวกคือพบโคโลนีสีด า ก็ไมจ่  าเป็นตอ้งสนใจผลในอาหาร CMM  

6.  ตรวจการเจริญในอาหาร CMM แลว้เข่ียเชือ้จากกน้หลอด CMM ลากลงบนอาหาร TSC ท่ีเตมิไข่

แดง บม่ในโถไรอ้ากาศท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจดโูคโลนีท่ีน่าจะเป็น C. 
perfringens   

 
การทดสอบเพ่ือยืนยนั (Presumptive confirmation test) 
               ท าการเข่ียเชือ้จากโคโลนีซึ่งมีลกัษณะท่ีนา่จะเป็น   C. perfringens  จากจานอาหาร TSC  

จ านวน 10 โคโลนี ลงใน Thioglycollate Broth  น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา  18-24 ชั่วโมง 
ตรวจดลูกัษณะเซลลข์องเชือ้ในแตล่ะหลอดโดยการยอ้มแกรม    C. perfringens มีรูปรา่งทอ่นหนา
สัน้ ตดิสีแกรมบวก และควรตรวจสอบความบรสิทุธ์ิ  ถา้มีการปนเป้ือนของเชือ้อ่ืนใหเ้ข่ียเชือ้จากหลอด

ท่ีปนเป้ือนไปลากบนอาหาร TSC ท่ีเตมิไขแ่ดง   น าไปบม่ในโถไรอ้ากาศท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง  
             -Iron-milk presumptive test 
           ปิเปตเชือ้ท่ีเจรญิในอาหาร Thioglycollate Broth ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร Modified  

Iron Milk Medium  บม่ในอ่างน า้ควบคมุอณุหภมูิท่ี 46C   เม่ือครบ 2 ชั่วโมงสงัเกตการเกิด “stormy  
fermentation”  โดยจะมีการตกตะกอนของนมอยา่งรวดเรว็ตามดว้ยการแตกของเคริด์เป็นมวลคลา้ย 
ฟองน า้ลอยขึน้ท่ีผิวของอาหาร น าหลอดท่ีใหผ้ลบวกออกจากอา่งน า้มิฉะนัน้เคริด์อาจหกลงในอา่งน า้   
เชือ้ท่ีไมเ่กิด stormy fermentation ภายใน 5 ชั่วโมง ไมน่า่จะเป็น C. perfringens  ในบางกรณีอาจ 
นานถึง 6 ชั่วโมง แตก็่เป็นเชือ้ท่ีตอ้งสงสยั ควรท าการทดสอบยืนยนัตอ่ไป  C. baratii บางสายพนัธุมี์ 
ลกัษณะเชน่นี ้ โดยสามารถบอกความแตกตา่งของเชือ้ชนิดนีไ้ดจ้ากการท่ีเชือ้ไมส่ามารถย่อยสลาย     
เจลาตนิไดใ้น Lactose-Gelatin Medium  ความรวดเรว็ของการเกิด  stormy fermentation  ขึน้อยู่ 
กบัสายพนัธุข์องเชือ้และจ านวนเชือ้เริ่มตน้ ดงันัน้เฉพาะเชือ้ท่ีเจรญิไดดี้ในอาหารเหลวเทา่นัน้ท่ีจะ 
เหมาะสมกบัการทดสอบนี ้ การทดสอบถึงขัน้นีอ้าจเพียงพอส าหรบัวตัถปุระสงคบ์างอยา่ง แตส่  าหรบั 
เชือ้ท่ีแยกจากตวัอยา่งท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคระบาดจะตอ้งตรวจสอบยืนยนัถึงขัน้สมบรูณ ์
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 การตรวจสอบยืนยนัขัน้สมบรูณ ์(Completed confirmation test) 
        1.    การเจรญิใน Lactose-Gelatin Medium และ Buffered  Motility-Nitrate Medium 
               ใชเ้ข็มเข่ียเชือ้ท่ีปราศจากเชือ้เข่ียเชือ้ท่ีเจรญิในอาหาร Thioglycollate  Broth หรือจาก 
โคโลนีบนอาหาร TSC โดยแทงลงไปใน  Buffered  Motility-Nitrate Medium และ Lactose-Gelatin  

Medium ใสเ่ชือ้ลงไปหลาย ๆ ครัง้เพ่ือใหมี้ปรมิาณเชือ้เพียงพอ บม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24  
ชั่วโมง ตรวจผลดงันี ้     
               -ใน Buffered Motility-Nitrate Medium  
               ตรวจดกูารเคล่ือนท่ีตามรอยแทง เชือ้ท่ีไมเ่คล่ือนท่ีจะมีการเจรญิเฉพาะในรอยและตามรอย 
แทงเทา่นัน้ สว่นเชือ้ท่ีเคล่ือนท่ีไดจ้ะมีการเจรญิออกมารอบรอยแทงนัน้ C. perfringens เคล่ือนท่ีไมไ่ด ้
และตรวจสอบการรีดิวซไ์นเตรต (nitrate) ไปเป็นไนไตรต ์(nitrite) ท าไดโ้ดยหยดสารทดสอบไนไตรต ์ 
เอ 0.5 มิลลิลิตรและสารทดสอบไนไตรต ์บี 0.2 มิลลิลิตรลงในหลอดเชือ้ท่ีเจรญิใน Buffered Motility  
Nitrate Medium ถา้มีไนไตรตจ์ะเกิดสีมว่งภายใน 5 นาที แตถ่า้ไมเ่กิดสี ใหเ้ตมิผงซิงค ์(zinc) ลงไป 
เล็กนอ้ย ถา้ใหผ้ลลบ (ไมเ่กิดสีมว่ง) หลงัจากเตมิผงซิงคล์งไปชีใ้หเ้ห็นวา่ไนเตรตไดถ้กูรีดวิซอ์ยา่ง 
สมบรูณ ์แตถ่า้ใหผ้ลบวก (เกิดสีมว่ง) หลงัจากเตมิผงซิงคชี์ใ้หเ้ห็นวา่เชือ้ไมส่ามารถรีดิวซไ์นเตรตได ้
              -ใน Lactose-Gelatin Medium  
               ตรวจดกูารสรา้งแก๊สและการเปล่ียนแปลงสีจากสีแดงเป็นสีเหลือง   ซึ่งแสดงถึงการสรา้ง 

กรด  จากนัน้น าไปแชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 5C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  เพ่ือตรวจดกูารเหลวของเจลาตนิ แตถ่า้ 

เจลาตนิแข็งเป็นเจล ใหบ้ม่ตอ่ไปอีก 24 ชั่วโมง ท่ีอณุหภมูิ 35C แลว้ตรวจดกูารเหลวของเจลาตนิอีก 
ครัง้ 
       2.     การเจรญิใน Sporulation Broth 
               ปิเปตเชือ้จากหลอดอาหาร Thioglycollate Broth ปรมิาตร 1 มิลลิลิตรลงใน Sporulation  

Broth น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เข่ียเชือ้จาก Sporulation Broth มายอ้มแกรม    

สอ่งดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์เก็บเชือ้ใน Sporulation Broth ท่ีอณุหภมูิ 4C ส าหรบัการทดสอบขัน้ 
ตอ่ไป 
               ถา้เชือ้ท่ีทดสอบเป็น C. perfringens ควรจะใหผ้ลดงันี ้   เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปทอ่น   
ไมเ่คล่ือนท่ี (nonmotile)ใหโ้คโลนีสีด าบนอาหาร TSC  รีดวิซไ์นเตรตไปเป็นไนไตรต ์ สรา้งกรดและ 
แก๊สจากแลคโตส ท าใหเ้จลาตนิเหลวภายใน 48 ชั่วโมง   แตเ่ชือ้ C. perfringens บางสายพนัธุส์รา้ง 
สปอรไ์ดไ้ม่ดีใน  Sporulation Medium  และมีปฏิกิรยิาของเลซิทิเนสอ่อนบนอาหาร TSC  ท่ีมีไขแ่ดง 
เชือ้ท่ีสงสยัวา่อาจเป็น C. perfringens  แตไ่ดผ้ลการทดสอบไมต่รงตามท่ีกล่าวขา้งตน้จ าเป็นตอ้งท า 
การทดสอบยืนยนัเพิ่มเตมิ 

หมายเหต:ุ ดวีูดีโอวิธีตรวจเชือ้นีไ้ดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 
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การทดสอบยืนยนัเพิ่มเตมิส าหรบัเชือ้ท่ีสงสยัวา่อาจเป็น C. perfringens 
               เข่ียเชือ้ท่ีไดผ้ลการทดสอบไมต่รงกบัท่ีกลา่วขา้งตน้ทัง้หมดลงในอาหาร Thioglycollate 

Broth  น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น ามายอ้มแกรม ตรวจสอบความบรสิทุธ์ิของ
เชือ้ และลกัษณะรูปรา่งของเซลล ์ จากนัน้ปิเปตเชือ้ในอาหาร Thioglycollate Broth  ลงในหลอด
อาหารเหลว 3 ชนิดท่ีผ่านการตม้ไลอ่ากาศหรือเพิ่งเตรียมใหม่ๆ  ไดแ้ก่ Spray’s Fermentation 
Medium ท่ีมีซาลิซินรอ้ยละ1   Spray’s Fermentation Medium ท่ีมีราฟฟิโนสรอ้ยละ 1 และ Spray’s 

Fermentation Medium ท่ีไมมี่คารโ์บไฮเดรต น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ตรวจสอบการสรา้งกรดและแก๊สในอาหารเหลวท่ีมีซาลิซิน การทดสอบการสรา้งกรดท าไดโ้ดยปิเปต
เชือ้ 1 มิลลิลิตรลงในจานหลมุแลว้หยดสารละลายบรอมไทมอลบลคูวามเขม้ขน้รอ้ยละ 0.04 ปรมิาณ 
1-2 หยดลงไป ถา้เกิดสีเขียวออ่นหรือสีเหลืองแสดงวา่มีการสรา้งกรด ปกตเิชือ้ C. perfringens ไม่
หมกัซาลิซิน แตม่กัจะสรา้งกรดจากราฟฟิโนสภายใน 3 วนั สว่นเชือ้สปีชีสใ์กลเ้คียงหมกัซาลิซินใหก้รด
และแก๊ส แตไ่มส่รา้งกรดจากราฟฟิโนส สว่นในอาหารท่ีไมค่ารโ์บไฮเดรตอาจมีการเปล่ียนแปลง pH 
เพียงเล็กนอ้ย 
            Clostridium ชนิดท่ีแยกไดจ้ากอาหารและมีลกัษณะท่ีแตกตา่งกบั C. perfringens ไดแ้ก่ 

- C. paraperfringens และ C. baratii มีเซลลรู์ปรา่งผอม ตอ่กนัเป็นสาย แตเ่ซลลรู์ปทรงกลม 
ใหญ่ในอาหาร CMM หรือในอาหารอ่ืนท่ีมีคารโ์บไฮเดรต การรีดิวซไ์นเตรตเป็นไนไตรตอ์่อนหรือไมมี่
การรีดิวซ ์  สรา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนสไดน้อ้ยมากและไมส่ามารถย่อยสลายเจลาตินได ้

- C. absonum หรือ C. sardiniensis เม่ือยงัออ่นเคล่ือนท่ีไดน้อ้ย ยอ่ยเจลาตนิไดช้า้ สรา้ง 
เอนไซมเ์ลซิทิเนส  การรีดิวซไ์นเตรตเป็นไนไตรตอ์อ่นหรือไมมี่หลงับม่ 18 ชั่วโมง 

- C. celatum คลา้ยกบั C. paraperfringens ยกเวน้มีการสรา้งมวลเซลลม์ากท่ีกน้หลอด  
เจรญิชา้มาก C. celatum ท่ีมีผูร้ายงานไวท้ัง้หมดแยกไดจ้ากอจุจาระ C. celatum ตา่งกบั C. 
paraperfringens  ตรงท่ีไมส่รา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนสและมีการสรา้งกรดจากสตารซ์ (starch) 
 
การค านวณหาจ านวนเซลลข์อง C. perfringens 
               ปรมิาณเซลลข์อง C. perfringens ในตวัอยา่งขึน้อยู่กบัจ านวนของโคโลนีท่ีทดสอบและ 
ไดร้บัการยืนยนัวา่ใช่ C. perfringens เชน่      ถา้จ านวนโคโลนีเฉล่ียท่ีระดบัความเจือจาง 10-4 เป็น  
85 โคโลนีและโคโลนีท่ีไดร้บัการยืนยนัวา่เป็น C. perfringens มีจ  านวน 8 โคโลนีใน 10 โคโลนีท่ี 
ทดสอบ  ดงันัน้: 

    จ  านวน C. perfringens  =  85 (8/10) 100,000= 680,000  CFU ตอ่กรมั 
(หมายเหต:ุ dilution factor สงูขึน้อีก 10 เทา่เพราะใช ้0.1 มิลลิลิตรในการท า spread plate) 
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การเพาะเลีย้งเชือ้เพ่ือการสรา้งสปอรแ์ละเอนเทอโรทอกซิน 
 ถา้ตอ้งทดสอบตวัอยา่งทนัทีเก่ียวกบัการสรา้งสปอรแ์ละเอนเทอโรทอกซิน เชือ้ท่ีจะเก็บไวห้รือสง่
ตอ่ไปยงัหอ้งปฏิบตักิารอ่ืนใหเ้ตรียมดงันี ้ ถ่ายเชือ้จากหลอดอาหาร Thioglycollate Broth ไปเลีย้งใน

หลอดอาหาร CMM น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตามดว้ยการบม่ท่ีอณุหภมูิหอ้งอีก 

24 ชั่วโมงเก็บหลอดอาหาร CMM ไวท่ี้อณุหภมูิ 4C  ในถ่ายเชือ้เพ่ือการสรา้งสปอรแ์ละการสรา้งเอน
เทอโรทอกซิน ผสมอาหาร CMM ดว้ย vortex mixer ถ่ายเชือ้ลงในหลอดอาหาร Thioglycollate 
Broth ท่ีเตรียมใหม่ๆ  (10 มิลลิลิตร) จ  านวน 2 หลอด หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร โดยน าหลอดหนึ่งไปให้

ความรอ้นท่ีอณุหภมูิ 75C เป็นเวลา 10 นาทีแลว้บม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ส่วน

หลอดท่ี 2 ไมต่อ้งน าไปใหค้วามรอ้น ใหน้  าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แลว้ใชเ้ชือ้ใน
หลอดนีส้  าหรบัถ่ายลงในอาหาร modified AE Sporulation Medium เพ่ือใหไ้ดผ้ลท่ีดีท่ีสดุ ถ่ายเชือ้
จากหลอด Thioglycollate Broth ท่ีบม่ 4 ชั่วโมงนี ้ 0.75 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว modified AE 
Sporulation Medium หรืออาหาร modified Duncan-Strong Sporulation Medium น าไปบม่ท่ี

อณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ใน anaerobic jar ตรวจดกูารสรา้งสปอรด์ว้ยกลอ้งจลุทรรศน์
เฟสคอนทราสซ ์ (phase-contrast microscope) หรือตรวจดโูดยการยอ้มสปอรบ์นรอยสเมียรบ์น
กระจกสไลด ์ ถา้พบสปอรน์อ้ยกว่า 5 สปอรต์อ่ microscopic field แสดงว่าเชือ้สรา้งสปอรไ์ดไ้มดี่ 
จากนัน้น าหลอดอาหารเหลวท่ีเชือ้สรา้งสปอรไ์ปเซนตรฟิิวสท่ี์ 10,000 xg เป็นเวลา 15 นาที ตรวจสอบ
การมีเอนเทอโรทอกซินในสว่นใสท่ีปราศจากเซลล ์(cell-free culture supernatant) โดยใช ้reversed 
passive latex agglutination test kit 
 
บันทกึผลการทดลอง 
1.   ผลการตรวจนบัจ านวนโคโลนีท่ีมีลกัษณะเฉพาะของ C. perfringens  บนอาหาร TSC 
      ตวัอย่างอาหารท่ีวิเคราะหคื์อ............................................... 
      ลกัษณะของโคโลนีท่ีตรวจนบัซึ่งนา่จะเป็นโคโลนีของ C. perfringens..................................... 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

ระดบัความเจือจางท่ี
.......... 

ระดบัความเจือจางท่ี
.......... 

ระดบัความเจือจางท่ี
.......... 

1    

2    
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2.     ผลการทดสอบยืนยนั    
 
หมายเล
ขโคโลนี
ท่ีแยกมา
ทดสอบ 

Presumptive 
confirmation test 

Completed confirmation test 

การ
ยอ้ม 
แกรม 

การเกิด
การหมกั
(stormy 
ferment) 

Motity–Nitrate 
Medium 

Lactose-Gelatin 
Medium 

Sporulation 
Broth 

การ
เคล่ือนท่ี 

การเกิด      
ไนไตรต ์

การ
เกิด
กรด 

การ
เกิด
แก๊ส 

การย่อย
สลาย  
 เจลาตนิ 

การสรา้ง 
สปอร ์

1         
2         
3         
4         
5         
6         
7         
8         
9         
10         

 
จ  านวนโคโลนีท่ียืนยนัวา่เป็น C. perfringens  = ..........โคโลนี จากจ านวน.......โคโลนีท่ีทดสอบ 
ตวัอยา่งท่ีตรวจสอบมีจ านวน C. perfringens  =......................................................CFU ตอ่กรมั 
 
ค าถามท้ายบท 
1.   จงบอกลกัษณะของเชือ้ C. perfringens  และสภาพท่ีเหมาะสมในการเจรญิ เชือ้ C. perfringens 

ชนิดใดท่ีมกัเป็นสาเหตขุองโรคอาหารเป็นพิษ 
2.  ท าไม C. perfringens จงึสามารถก่อใหเ้กิดโรคได ้แบคทีเรียชนิดนีมี้คณุลกัษณะอะไรท่ีเอือ้อ านวย

ตอ่การก่อโรค และโรคอาหารเป็นพิษท่ีเกิดขึน้มีสาเหตมุาจากอะไร 
3.   อาหารประเภทใดท่ีมกัพบ C. perfringens 
4.  จงบอกลกัษณะโคโลนีของ C. perfringens บนอาหาร TSC ท าไมจงึตอ้งเตมิไขแ่ดงลงไปในอาหาร

เลีย้งเชือ้ชนิดนี ้ 
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บทปฏบิัตกิารที ่13 
 การตรวจหา Listeria monocytogenes ในอาหาร 

 

แบคทีเรียสกลุ Listeria มี 6 ชนิดไดแ้ก่ L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. 
welshimeri, L. ivanovii และ L. grayi โดยเชือ้ L. grayi และ L. ivanovii มี 2 ชนิดย่อย 
(subspecies) เชือ้ Listeria ท่ีก่อใหเ้กิดโรคในหนแูละสตัวช์นิดอ่ืนคือ L. ivanovii และ L. 
monocytogenes อยา่งไรก็ตามมีเพียง L. monocytogenes เทา่นัน้ท่ีมกัพบบอ่ยวา่เก่ียวขอ้งกบัการ
ก่อใหเ้กิดโรคลิสเทอรโิอซีส (listeriosis) ในคน โรคลิสเทอรโิอซีสท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตดิเชือ้ L. ivanovii 
และ L. seeligeri พบนอ้ยมากๆในคน  

เชือ้ Listeria spp. ทัง้หมดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอ่น ไมส่รา้งสปอร ์สรา้งคะตะเลส ไม่
สรา้งออกซิเดส และไฮโดรไลซเ์อสควิลิน (esculin) เชือ้ Listeria แตล่ะชนิดมีสมบตัิแตกตา่งกนัในดา้น
การหมกัสารประกอบคารโ์บไฮเดรตและการท าใหเ้ม็ดเลือดแดงแตก (ตารางท่ี 13.1) 

 
ตารางท่ี 13.1  การแยกความแตกตา่งของ Listeria ชนิดตา่งๆ 
 
Species การสรา้งกรดจากการหมกัคารโ์บไฮเดรตa -hemolysisb ความรุนแรง 

(virulence) Xylose rhamnose Mannitol 
L. monocytogenes - + - + + 
L. innocua - V - - - 
L. seeligeri + - - + - 
L. welshimeri + V - - - 
L. ivanovii + - - + + 
L. grayi - - + - - 
a v = ผนัแปร 
b เม่ือทดสอบในอาหารแข็งท่ีเตมิ sheep blood 
ท่ีมา: Yousef และ Carlstrom (2003) 
 
 L. monocytogenes เป็นแบคทีเรียรูปท่อนสัน้ เคล่ือนท่ีดว้ยแฟลกเจลลาจ านวนเล็กนอ้ยท่ีอยู่

รอบเซลล ์ เม่ือเจรญิท่ีอณุหภมูิ 20-25C เคล่ือนท่ีไดไ้มดี่หรือไมเ่คล่ือนท่ีเลยถา้บม่ท่ีอณุหภมูิ 37C 
การเคล่ือนท่ีในลกัษณะกระดกไปมา สงัเกตไดโ้ดยการตรวจสอบดว้ยกลอ้งจลุทรรศนท่ี์เตรียมสไลด์
ดว้ยเทคนิคหยดแขวน (hanging-drop technique) เม่ือเพาะเลีย้งเชือ้ L. monocytogenes ในอาหาร
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ท่ีมีคณุคา่สงูและบม่ไวข้า้มคืนจะสรา้งโคโลนีท่ีมีขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 0.2-0.8 มิลลิเมตร เชือ้ L. 
monocytogenes เจรญิไดดี้ทัง้ในสภาพท่ีมีอากาศและในสภาพท่ีมีออกซิเจนเพียงเล็กนอ้ย เม่ือเจรญิ
บน blood agar สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได ้  (-hemolysis) แมว้า่จะใหโ้ซนการย่อยสลายท่ี
แคบ แบคทีเรียชนิดนีเ้ป็น homofermentative bacteria ซึ่งกลโูคสจะถกูเมแทบอไลซไ์ปเป็นแลคเตต 
(lactate) แอซีเตต (acetate) และแอซีโทอิน (acetoin)  เชือ้ L. monocytogenes เจรญิไดท่ี้อณุหภมูิ

ในชว่ง 1-45C โดยมีอณุหภมูิท่ีเหมาะสมท่ี 35-37C เจรญิไดช้า้ท่ีอณุหภมูิแชเ่ย็น generation time 

ในหางนม (skim milk) ท่ีอณุหภมูิประมาณ 4C เทา่กบั 30-40 ชั่วโมง ความสามารถในการเจรญิท่ี
อณุหภมูิต  ่านีใ้ชเ้ป็นปัจจยัส าหรบัแยกความแตกตา่งในขัน้ตอน cold enrichment ก่อนการแยกเชือ้นี ้
ออกจากตวัอยา่งอาหาร  
 เชือ้ L. monocytogenes เป็นเชือ้ท่ีมีความสามารถในการปรบัตวัไดดี้อยูอ่าศยัไดใ้นซากพืชท่ี
ตายแลว้ สามารถเพิ่มจ านวนไดท่ี้อณุหภมูิต  ่า เจรญิไดใ้นชว่งพีเอชกวา้ง (pH 4-9) และอยูไ่ดใ้นสภาพ
ท่ีมีปรมิาณน า้อิสระนอ้ย เช่น ทนเกลือไดส้งูถึงรอ้ยละ 10 ความสามารถเหลา่นีช้ว่ยสง่เสรมิการเจรญิ
ของ L. monocytogenes ในสิ่งแวดลอ้ม 
 
อาหารทีป่นเป้ือน 
 ปัจจบุนัเป็นท่ียอมรบัว่าการแพรก่ระจายของเชือ้ลิสทีเรียสว่นมากเกิดขึน้ผา่นทางอาหาร เชือ้ 
L. monocytogenes อยูใ่นสิ่งแวดลอ้มท่ีหลากหลายเน่ืองจากเคยแยกไดจ้ากอาหารดบิไดแ้ก่ นม ผกั
สลดั เนือ้สตัว ์ เนือ้สตัวปี์กและอาหารทะเล สว่นอาหารพรอ้มรบัประทานท่ีบางครัง้ถกูปนเป้ือนดว้ย
เชือ้ชนิดนีเ้ชน่ ไสก้รอกแฟรงเฟอเทอร ์ เนือ้สกุหั่นชิน้และเนยแข็ง แบคทีเรียชนิดนีเ้คยถกูแยกไดจ้าก
สตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนมและสตัวปี์กรวมทัง้ไก่และไก่งวงท่ีเลีย้งตามบา้น การปนเป้ือนดว้ยเชือ้ชนิดนีใ้น
ผลิตภณัฑเ์นือ้และสตัวปี์กอาจเริ่มจากสิ่งแวดลอ้มในการเกษตร โรงงานแปรรูป และรา้นขายปลีก 
สว่นการพบ L. monocytogenes ในน า้นมดบิเก่ียวขอ้งกบัสขุลกัษณะท่ีไมดี่พอในบรเิวณคอกสตัว์
และในบรเิวณท่ีรีดนม แบคทีเรียชนิดนีส้ามารถท าใหว้วัเป็นโรคเตา้นมอกัเสบไดแ้ละอาจปนเป้ือนสู่
น  า้นม เคยมีรายงานการปนเป้ือนของเชือ้ L. monocytogenes ในน า้นมดบิ และเนยแข็งชนิดอ่อน ผกั
หลายชนิดเคยปนเป้ือนดว้ยเชือ้ลิสทีเรีย โดยเฉพาะมนัฝรั่งและแรสดสิ (radishes) ปกตมิกัจะ
ปนเป้ือนดว้ยเชือ้ชนิดนี ้ เน่ืองจากแบคทีเรียชนิดนีมี้อยูใ่นระบบนิเวศนส์่วนใหญ่ ดงันัน้น า้อาจเป็น
แหลง่เริ่มตน้ของการปนเป้ือนดว้ยเชือ้ L. monocytogenes สูป่ลาและอาหารทะเล การปนเป้ือนของ
อาหารทะเลอาจเกิดขึน้ในโรงงานแปรรูป หอ้งรมควนั หรือแมแ้ตโ่รงฆา่สตัว ์ การปฏิบตัอิย่างถกู
สขุลกัษณะและวิธีการฆา่เชือ้ท่ีดีสามารถชว่ยหลีกเล่ียงการปนเป้ือนของเชือ้นีไ้ด ้ นอกจากนีส้ามารถ
พบแบคทีเรียชนิดนีไ้ดใ้นสิ่งแวดลอ้มของการแปรรูปอาหาร  
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โรคทีม่ีสาเหตุมาจาก Listeria monocytogenes 
 การรบัประทานอาหารแชเ่ย็นโดยไมน่ าไปใหค้วามรอ้นก่อนรบัประทานเป็นการเส่ียงตอ่การ
ตดิเชือ้แบคทีเรียชนิดนีเ้น่ืองจาก L. monocytogenes เจรญิไดท่ี้อณุหภมูิระดบัท่ีใชแ้ชเ่ย็นอาหาร การ
รบัประทานอาหารท่ีปนเป้ือนดว้ย L. monocytogenes อาจท าใหเ้กิดการติดเชือ้และก่อใหเ้กิดโรค    
ลิสเทอรโิอซีส เช่ือว่าการไดร้บัเชือ้มากกวา่ 100 เซลลต์อ่กรมัท าใหเ้กิดการติดเชือ้นีใ้นรา่งกาย แตก่าร
ไดร้บัเชือ้ปรมิาณนอ้ยกวา่นีก็้อาจก่อใหเ้กิดโรคไดเ้ช่นกนั ระยะเวลาตัง้แตไ่ดร้บัเชือ้จนกระทั่งเกิด
อาการของโรคลิสเทอรโิอซิสคือ ตัง้แต ่1 สปัดาหจ์นถึงหลายสปัดาห ์ผูท่ี้ไดร้บัอนัตรายจากเชือ้นีไ้ดง้่าย
คือ เดก็อายตุ  ่ากวา่ 4 ปี หญิงมีครรภ ์คนชราและบคุคลท่ีมีภมูิคุม้กนับกพรอ่ง  ในหญิงมีครรภโ์รคนีท้  า
ใหเ้กิดการตายของทารกเม่ือคลอดออกมา คลอดก่อนก าหนด หรือคลอดเม่ือทารกยงัไมโ่ตเตม็ท่ี 
(premature birth) โรคลิสเทอรโิอซิสในผูใ้หญ่ท่ีไมไ่ดต้ัง้ครรภก์่อใหเ้กิดภาวะโลหิตมีเชือ้แบคทีเรีย 
(bacteremia) ซึ่งมีอาการท่ีเป็นผลมาจากการมีแบคทีเรียก่อโรคชนิดนีอ้ยูใ่นกระแสเลือดเชน่ มีไข ้เกิด
ความไมส่บายและเม่ือยลา้ เกิดการอกัเสบของเย่ือหุม้สมองและไขสนัหลงั (meningitis) และเกิดการ
อกัเสบของทัง้สมองและเย่ือหุม้สมอง (meningoencephalitis) อาการท่ีเกิดขึน้รว่มกบั meningitis 
และ meningoencephalitis คือ อาการไข ้ ความไมส่บาย และจิตใจไมป่กติ มีอตัราการตายรอ้ยละ 
20-30 
 
หลักการตรวจหาเชือ้ Listeria monocytogenes 
 ความสามารถของ L. monocytogenes ในการเจริญท่ีอณุหภมูิต  ่าไดเ้คยถกูน ามาใชใ้น
ขัน้ตอนการ cold enrichment ซึ่งอาจเป็นวิธีการแรกท่ีใชใ้นการแยกเชือ้แบคทีเรียชนิดนี ้ ส  าหรบัวิธี
มาตรฐานในการตรวจหาเชือ้ L. monocytogenes โดยทั่วไปจะชั่งตวัอยา่ง 25 กรมั เตมิอาหารเหลว 

buffered  Listeria enrichment broth (BLEB) บม่ท่ีอณุหภมูิ 30C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ส าหรบัการ 
pre-enrichment ซึ่งเทียบเท่ากบัวิธีการของ AOAC/IDF ท่ีใช ้enrichment broth base ท่ีมี sodium 
pyruvate เม่ือบม่จนถึงชั่วโมงท่ี 4  จะเตมิ selective agent เช่น acriflavin ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรมั
ตอ่ลิตร sodium nalidixate ความเขม้ขน้ 40 มิลลิกรมัตอ่ลิตร และเตมิสารตา้นเชือ้รา (อาจไมเ่ตมิก็

ได)้ คือ cycloheximide ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรมัตอ่ลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 30C จนครบ 48 ชั่วโมง 
เข่ียเชือ้จาก enrichment culture ท่ีเวลา 24 และ 48 ชั่วโมงของการบม่ น ามาลากลงบนอาหาร 
differential selective agar ชนิดใดชนิดหนึ่งท่ีเลือกมาใชเ้พ่ือท่ีจะแยก Listeria species อาหาร
มาตรฐานท่ีนิยมใชก้นัมากในการคดัเลือกและแยกเชือ้ Listeria คือ อาหาร Oxford agar นอกจากนี้
สามารถเลือกใชอ้าหารชนิดอ่ืนไดอี้กเชน่ PALCAM agar, MOX agar อาหาร LPX ท่ีเตมิเอสควิริน 
(esculin) และเฟอรกิอิออน (ferric ion)  
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วัตถุประสงค ์
1.     เพ่ือเรียนรูถ้ึงวิธีการตรวจหาและแยกเชือ้ L. monocytogenes ในอาหาร 
2.     เพ่ือเรียนรูถ้ึงวิธีการทดสอบยืนยนัเชือ้ L. monocytogenes  ทางชีวเคมี 

 
อุปกรณ ์
1.   ตวัอยา่งอาหารท่ีใชไ้ดแ้ก่ เนือ้หมสูด  เนือ้ไก่สด  เนือ้ววัสด แหนม ผกัสด และอ่ืนๆ 
2.   อาหารเลีย้งเชือ้ไดแ้ก่  Buffered Listeria Enrichment Broth (BLEB) อาหาร Oxford agar หรือ

อาหาร PALCAM agar (Polymyxin, Acriflavin, Lithium chloride, Ceftazidine, Esculin and 
Mannitol (PALCAM) Agar Medium) ใชช้นิดใดชนิดหนึ่ง โดยจะใชอ้าหารส าเร็จรูป PALCAM 
medium base น าม าเติ ม  PALCAM Antimicrobic supplement อาห าร 5% sheep blood 
agar (trypticase-soy sheep blood agar) อาหาร Trypicase Soy Agar ท่ีเติม yeast extract 
ร้อยละ 0.6 (TSAye) อาหารเหลว TSBye อาหาร Motility Test Medium และอาหารเหลว 
Purple Carbohydrate Broth ท่ีเติมคารโ์บไฮเดรตรอ้ยละ 5 สารคารโ์บไฮเดรตไดแ้ก่ เด็กซโ์ทรส 
(dextrose) เอสคิ วลิ น  (esculin) มอสโทส  (maltose) แรม โนส  (rhamnose) แมนนิ ทอล 
(mannitol) และไซโลส (xylose)  

 3.  น ้ายา ท่ี จ า เป็ นส าห รับทดสอบได้แก่  nitrite detection reagents (reagent A, B และ  C) 
สารละลายไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 3 น า้ยาแกรมไอโอดีน เอทานอล สียอ้ม
เชน่ crystal violet และ safranin 

4.     ยาปฏิชีวนะไดแ้ก่ pimaricin หรือ natamycin 
5.     สารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70  
6.     จานเพาะเชือ้ ปิเปต แผน่สไลด ์ ลปู และเข็มเข่ียเชือ้ ปากคีบ กรรไกร และถงุพลาสตกิปลอดเชือ้ 
7.     เครื่องตีป่นอาหาร และเครื่องผสมตวัอยา่ง (vortex mixer)  

8.     ตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 35  2 C   
 
วิธีการทดลอง  
วีธีการตรวจหา L. monocytogenes ในอาหาร (Hitchins และ Jinneman, 2011) 
1.  การสุ่มตัวอย่างและการ enrichment: ตวัอยา่งท่ีสุ่มมาเพ่ือการตรวจหาเชือ้ L. monocytogenes  

ควรน ามาแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 4C ตลอดการจัดการ การเก็บรกัษา และการจัดส่งตวัอย่างไปยัง
หอ้งปฏิบตักิาร แบคทีเรียชนิดนีส้ามารถเจรญิเติบโตอยา่งชา้ ๆ ในอณุหภูมินีไ้ด ้แตถ่า้ตวัอยา่งอยู่
ในสภาพแชแ่ข็งแลว้ไมค่วรจะท าใหล้ะลายจนกวา่จะวิเคราะห ์

2.   กรณีทีเ่ป็นตัวอย่างรวมกัน (composite sample): โดยทั่วไปตวัอยา่งประเภทนีเ้ตรียมได ้    

mailto:karen.jinneman@fda.hhs.gov
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      โดยเก็บรวบรวมตวัอยา่งยอ่ย 10 ตวัอยา่งเชน่อาหารเหลว ครีม หรืออาหารแข็ง ปริมาณตวัอยา่ง 
      ท่ีเก็บคือ 50 กรมัหรือ 50 มิลลิกรมัตอ่ตวัอย่างยอ่ย 1 ตวัอยา่ง เพ่ือท าใหไ้ดต้วัอยา่งประเภท 
      รวมกนัจ านวน 2 ตวัอย่าง (คือ 500 กรมัแบง่ได ้2 ตวัอยา่งตวัอยา่งละ 250 กรมั) ควรเก็บตวัอย่าง 
      อย่างระมดัระวงัเพ่ือใหต้วัอยา่งนัน้เป็นตวัแทนท่ีดีของตวัอยา่งอาหารท่ีผิวดา้นนอกและดา้นใน 
      ตวัอย่างประเภทรวมกนัตวัอยา่งแรกไดจ้ากการเก็บตวัอยา่งย่อยจ านวน 5 ตวัอยา่ง ตวัอยา่งละ 
      50 กรมั น ามาผสมกนัแลว้เตมิอาหารเหลว BLEB ท่ีมีโซเดียมไพรูเวต (sodium pyruvate) และไม่ 
      มี selective agent ปรมิาตร 250 มิลลิลิตร จากนัน้จึงผสมใหเ้ขา้กนั สว่นตวัอย่างประเภทรวมกนั 
      ตวัอย่างท่ี 2 เตรียมไดจ้ากการน าตวัอย่างท่ีเหลืออีก 5 ตวัอยา่งมาผสมกนั ตวัอยา่งประเภท 
      รวมกนัทัง้สองตวัอย่างท่ีผสมใหเ้ขา้เป็นเนือ้เดียวกนัแลว้ประกอบดว้ยตวัอยา่ง 250 กรมั และ  
      basal BLEB ปรมิาตร 250 มิลลิลิตร ดงันัน้ตวัอยา่งประเภทรวมกนัท่ีผสมเขา้กนัดีแลว้ 50 กรมั  
      (ประกอบดว้ยตวัอย่างอาหาร 25 กรมัและbasal BLEB ปรมิาตร 25 มิลลิลิตร) ถกูผสมเขา้กบั  
      basal BLEB อีก 200 มิลลิลิตร ดงันัน้ตวัอยา่งอาหาร 25 กรมั มี basal BLEB ผสมอยู ่225  
      มิลลิลิตร ส าหรบัตวัอยา่งเดี่ยวๆ (non-composited sample) ชั่งตวัอยา่งอาหาร 25 กรมัผสมกบั 
      อาหาร BLEB ปรมิาตร 225 มิลลิลิตร ตีป่นดว้ยเครื่อง stomacher เป็นเวลา 2 นาที 

     การ pre-enrichment และ การ enrichment: ท าการ pre-enrichment โดยบม่ท่ีอณุหภมูิ 30C 
เป็นเวลา 4 ชั่วโมงก่อน เม่ือบม่จนครบ 4 ชั่วโมงแลว้จงึเตมิ selective agent ลงไป สาร selective 
agent ท่ีใชคื้อ cycloheximide แตถ่า้ไมมี่ อาจเตมิ pimaricin หรือ  natamycin แทนก็ได ้(การใช ้
natamycin ปลอยภยักวา่การใช ้ cycloheximide มาก) โดยเตมิในความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรมัตอ่
ลิตร (หรือในกรณีท่ีตวัอยา่งมีเชือ้ราและยีสตจ์  านวนนอ้ยอาจไม่ตอ้งเตมิ antifungal agents ก็ได ้
แตไ่มแ่นะน าถา้ตวัอย่างเป็นเนยแข็งท่ีบม่ดว้ยเชือ้รา (mold-ripened cheese) อาหารทะเลแหง้
หรือรมควนั อาหารสด) หลงัจากเตมิ selective agent บม่ตอ่ไปจนครบ 48 ชั่วโมง 

3.    การแยกเชือ้: หลังจากบ่มตวัอย่างในอาหาร BLEB จนครบเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง เข่ียเชือ้ท่ี
เจริญในอาหาร BLEB (BLEB culture) หลงับม่จนครบเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง โดยน ามาลากลง
บนอาหารเลีย้งเชือ้ OXA agar (Oxford medium) นอกจากนีอ้าจใชอ้าหาร selective isolation 
agar ชนิดอ่ืนท่ีมีเอสควิลินผสมอยู่ดว้ยแทนอาหารได ้(เขียนเรียงตามล าดบัความนิยมใช)้ อาหาร
เลี ้ยง เชื ้อดังกล่ าวได้แก่  PALCAM Listeria Selective Agar (PALCAM) (ซึ่ ง เต รียม โดยใช ้
PALCAM Medium Base ท่ีเติม antimicrobic supplement) MOX agar หรือ LPM agar ท่ีเติม

เอสคิวลินและ Fe3+ ถา้ใชอ้าหาร PALCAM, OXA และ MOX บ่มท่ีอุณหภูมิ 35C เป็นเวลา 24-

48 ชั่วโมง แต่ถ้าใชอ้าหาร LPM agar ท่ีเติมเอสคิวลินและ Fe3+ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30C เป็นเวลา 
24-48 ชั่วโมง 
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            นอกจากจะเข่ียเชือ้จากอาหาร BLEB มาลากลงบน selective isolation agar ท่ีมีเอสคิวลิน
แลว้ แนะน าอย่างยิ่งว่าควรจะถ่ายเชือ้ท่ีเจริญในอาหาร BLEB หลงับ่ม 48 ชั่วโมงมาลากลงบน
อาหาร differential selective agar ชนิดใดชนิดหนึ่งไดแ้ก่ อาหาร BCM agar หรือ ALOA agar 
หรือ Rapid’ L. mono หรือ CHROMagar Listeria (หรืออาจเข่ียเชือ้จากอาหาร BLEB หลังบ่ม 
24 ชั่วโมงดว้ยก็ได)้ การท าเช่นนีจ้ะช่วยลดปัญหาการบดบงัเชือ้ L. monocytogenes โดยเชือ้ L. 
innocua (อาหาร BCM ไดถู้ก validate โดย FDA แล้ว) อาหาร differential selective medium 
อีกชนิดหนึ่งคือ Chromogenic Listeria agar (สูตรอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีไม่มีในภาคผนวกสามารถดู
ไดใ้น BAM online) 

               โคโลนีของ Listeria บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีเอสคิวลินจะมีสีด าและมีสีด าลอ้มรอบโคโลนี
แบคทีเรียชนิดอ่ืนบางชนิดสามารถสรา้งโคโลนีสีด าออกน า้ตาล แตก่ารเกิดสีตา่ง ๆ ของโคโลนีใช้
เวลามากกว่า 2 วนั จากนัน้เข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีน่าจะเป็นโคโลนีของ Listeria จ  านวน 5 โคโลนี
หรือมากกว่า 5 โคโลนีลงบนอาหาร OXA หรือ PALCAM (หรืออาหารชนิดอ่ืน) ลากลงบนอาหาร 
Trypticase Soy Agar ท่ีเติม yeast extract รอ้ยละ 0.6  (TSAye) โดยลากในลกัษณะท่ีจะท าให้

ไดเ้ชือ้บริสทุธ์ิหรือไดโ้คโลนีเด่ียว จากนัน้น าจานอาหาร TSAye ไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 30C เป็นเวลา 

24-48 ชั่วโมง (แต่อาจบม่ท่ีอุณหภูมิ 35C ก็ไดถ้า้จะไม่ใชโ้คโลนีท่ีขึน้ในการท า wet mount เพ่ือ
ตรวจดูการเคล่ือนท่ี) ขัน้ตอนการท าให้บริสุทธ์ิบนอาหาร TSAye เป็นขั้นตอนท่ีจ าเป็นตอ้งท า
เพราะโคโลนีท่ีแยกไดจ้ากอาหาร selective agar media ยงัคงอยู่ใกลช้ิดกบัเชือ้ท่ีเจริญแข่งขนัซึ่ง
ถกูยบัยัง้เพียงบางสว่น   

      หมายเหตุ: ถ้าใช้อาหาร BCM ตามค าแนะน าดังกล่าวข้างต้น โคโลนีท่ีน่าจะเป็นเชือ้ Listeria 
monocytogenes (presumptive L. monocytogenes colonies) จะมีสีน า้เงิน เน่ืองจากไม่ค่อย
พบ L. ivanovii ในตัวอย่างอาหาร ส่วนโคโลนีของ L. monocytogenes และ L. ivanovii บน
อาหาร ALOA จะมีสีน า้เงินและมีโซนของการย่อยสลายไขมันรอบโคโลนี การใช้อาหาร BCM 
และ ALOA จะชว่ยในการลดจ านวนโคโลนีท่ีจ  าเป็นตอ้งเข่ียมาทดสอบ 

ในการแยกเชือ้จ  าเป็นตอ้งใหไ้ดอ้ยา่งนอ้ยมากกว่า 5 ไอโซเลต เพราะอาจมี Listeria    
มากกวา่  1 สปีชียท่ี์แยกไดจ้ากตวัอย่างเดียวกนั เม่ือไดเ้ชือ้บรสิทุธ์ิแลว้ เข่ียเชือ้แตล่ะไอโซเลตมาลา

กลงในหลอดอาหาร TSAye slant แลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 35C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บไวเ้พ่ือการ
ทดสอบในขัน้ตอ่ไป หมายเหต:ุ ดวีูดีโอวิธีตรวจเชือ้ไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat)  
 
การจ าแนกชนิด 

1.    เข่ียเชือ้ท่ีตอ้งการทดสอบจากจานเพาะเชือ้หลงัจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 30C มาท า wet mount โดย
ใชส้ารละลายเกลือความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.85 เป็นสารท่ีใชแ้ขวนลอยเซลลใ์นการท า wet mount 
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และส่องดดูว้ยกลอ้งจุลทรรศนแ์บบ phase – contrast โดยใชเ้ลนสใ์กลว้ตัถุท่ีตอ้งหยดน า้มนับน
สไลด ์โดยเลือกเข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีมีการเจริญมากพอใส่ลงบนสไลดแ์ลว้กวนผสมกบัสารละลาย
เกลืออย่างทั่วถึง แต่ถ้าเลือกเข่ียเชือ้จากโคโลนีท่ีมีการเจริญนอ้ยเกินไปจะมีเซลลเ์พียงจ านวน
น้อยซึ่งเซลล์จะไปติดท่ีกระจกสไลดแ์ละปรากฏเป็นเซลล์ท่ีเคล่ือนท่ีไม่ได้ (non-motile) เชื ้อ 
Listeria spp. มีลกัษณะรูปรา่งเป็นทอ่นผอม สัน้ ๆ เคล่ือนท่ีไดโ้ดยหมนุเพียงเล็กนอ้ย หรือกระดก
ไปมา ควรเปรียบเทียบกบัเชือ้ Listeria monocytogenes บริสทุธ์ิเสมอ เชือ้ท่ีมีรูปรา่งกลมหรือรูป
ท่อนขนาดใหญ่หรือรูปท่อนท่ีเคล่ือนท่ีได้โดยการว่ายอย่างรวดเร็วจะไม่ใช่เชือ้ Listeria spp. หรือ
อีกวิธีหนึ่งอาจทดสอบการเคล่ือนท่ีโดยการใช ้7-day motility test medium (ดวูิธีการทดสอบใน
ขอ้ 6) 

2.   การทดสอบการสรา้งเอนไซมค์ะตะเลส: ท าไดโ้ดยหยดสารละลายไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซดค์วาม 
      เขม้ขน้รอ้ยละ 3 หนึ่งหยดลงบนกระจกสไลด ์เข่ียเชือ้มา 1 ลปู กวนใหเ้ขา้กนั ถา้เกิดแก๊สทนัที 
      แสดงว่าใหผ้ลบวก เชือ้ Listeria spp.จะสรา้งเอนไซมค์ะตะเลส (catalase positive) 
3.   การย้อมแกรม: เข่ียเชื ้อท่ีมีอายุ 16-24 ชั่ วโมงมาย้อมแกรม เชื ้อ Listeria spp. ทั้งหมดจะมี

ลักษณะเป็นรูปท่อนสัน้ ติดสีม่วง เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ถ้าเชือ้แก่คือโคโลนีท่ีมีอายุเกิน 24 
ชั่วโมง การตดิสีแกรมอาจผนัแปร (gram variable) และเซลลอ์าจมีรูปรา่งกลม 

4.    การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง: ท าไดโ้ดยถ่ายเชือ้จากโคโลนีบนอาหารแข็ง TSAye ลง
บนอาหาร blood agar ท่ีเติมเลือดแกะรอ้ยละ 5 (5% sheep blood agar ซึ่งไดเ้ตรียมไวล้่วงหนา้ 
มีความหนาและมีผิวหน้าแห้ง) ก่อนทดสอบให้ใชป้ากกาขีดใตจ้านเพาะเชือ้เป็นช่องส่ีเหลียม
จ านวน 20 – 25 ชอ่งจากนัน้ใชเ้ข็มเข่ียเชือ้แตะเชือ้มาแทงลงในชอ่งส่ีเหล่ียม 1 เชือ้ตอ่ 1 ช่อง ควร
ท าควบคู่ไปกับเชือ้บริสุทธ์ิท่ีทราบช่ือท่ีเป็นชุดควบคมุเชิงบวกดว้ยเสมอเช่น L. ivanovii และ L. 
monocytogenes ซึ่งจะใหผ้ลการทดสอบเป็นบวก และท ากบัเชือ้ท่ีใชเ้ป็นชุดควบคมุเชิงลบดว้ย
ไดแ้ก่ L. innocua ซึ่งจะใหผ้ลการทดสอบเป็นลบ พยายามแทงเชือ้ลงไปใกลก้น้ของชัน้วุน้ใหม้าก

ท่ีสดุเท่าท่ีจะเป็นไปไดโ้ดยไมแ่ตะกน้ของชัน้วุน้จริง ๆ แลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 35C เป็นเวลา 24 
ถึง 48 ชั่วโมง 
      หลงัจากบม่แลว้ตรวจสอบจานอาหารแข็ง blood agar ท่ีมีเชือ้จากการถ่ายเชือ้โดยการแทง
ซึ่งตอ้งส่องดใูนท่ีท่ีมีแสงสว่าง ถา้เป็นเชือ้ L. monocytogenes และ L. seeligeri จะเห็นลกัษณะ
โซนใสของการยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดงเกิดขึน้รอบ ๆ รอยแทงบริเวณดงักล่าว (ใหผ้ลบวก) ส าหรบั
เชือ้ L. innocua จะไมพ่บโซนใส (ใหผ้ลลบ) จากการท าใหเ้ม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) ขณะท่ี 
L. ivanovii จะพบโซนใสรอบ ๆ บริเวณท่ีแทง ในขัน้ตอนนีอ้ย่าพยายามท่ีจะแยกความแตกต่าง
ของเชือ้แตล่ะสปีชีสแ์ตใ่หบ้นัทึกลกัษณะของปฏิกิริยาการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงท่ีเกิดขึน้ แตถ่า้
ตอ้งการทราบสปีชีสข์องเชือ้สามารถท าไดโ้ดยการท า CAMP test (หมายเหต ุhemolysis จะถูก
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ตรวจสอบไดง้่ายเม่ือความหนาของอาหาร blood agar นอ้ยกว่า 5 มิลลิเมตร อีกวิธีหนึ่งอาจท า
ไดโ้ดยใชเ้ทคนิคการเททบัดว้ยอาหาร blood agar หนา 1 – 2 มิลลิเมตร) 

5.    การทดสอบการรีดกัชนัของไนเตรต (Nitrate reduction test): เชือ้ L. grayi ssp. murrayi เท่านัน้
ท่ีสามารถรีดิวซไ์นเตรตได ้การทดสอบนีท้  าใหส้ามารถแยกความแตกต่างของเชือ้ L. grayi ssp. 
murrayi ออกจากเชือ้ L. grayi ssp. grayi ได ้การทดสอบนีท้  าไดโ้ดยถ่ายเชือ้ท่ีเจริญบนอาหาร 

TSBye ลงในอาหาร nitrate broth น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 35C เป็นเวลา 5 วนั จากนัน้ทดสอบการ
รีดิวซไ์นเตรตโดยเติมสารทดสอบไนไตรต ์เอ (sulfanilic acid reagent) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร
และสารทดสอบไนไตรต์ บี (N-(I-naphthyl) ethylenediamine reagent) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร
ถา้ปรากฏสีม่วงแดงขึน้ชีใ้หเ้ห็นถึงการมีไนไตรต ์(nitrite)  เน่ืองจากไนเตรตไดถู้กรีดิวซ ์หากไม่มี
การเปล่ียนแปลงใหเ้ติมผงซิงค ์(zinc) ลงไปเล็กนอ้ยแลว้ตัง้ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 1 ชั่วโมง ถา้เกิดสีม่วง
แดงขึน้ชีใ้หเ้ห็นวา่ยงัคงมีไนเตรตเพราะไนเตรตยงัไมถ่กูรีดิวซ ์ 

             อีกวิธีหนึ่งคือเติมสารทดสอบไนไตรต ์เอ (sulfanilic acid reagent) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร
และสารทดสอบไนไตรต ์ซี (α- naphthol reagent) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ถ้าปรากฏสีส้มขึน้
แสดงว่าไดเ้กิดปฏิกิริยารีดักชันของไนเตรต หากไม่มีการเปล่ียนแปลงสีเกิดขึน้ให้เติมผงซิงค ์
เชน่เดียวกบัขา้งตน้ ถา้เกิดสีสม้ชีใ้หเ้ห็นถึงการมีไนเตรตท่ียงัไมถ่กูรีดวิซ ์ 

6.   การทดสอบการเคล่ือนท่ี: ท าไดโ้ดยถ่ายเชือ้ท่ีขึน้ในอาหารเหลว TSBye ลงในอาหาร Motility Test 
Medium (MTM) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 7 วนั สงัเกตทุกวนั โดยเชือ้ Listeria spp. จะ
เคล่ือนท่ีได ้รูปแบบการเจริญโดยทั่วไปจะมีลักษณะคลา้ยร่ม โดยอาหาร MTM จะท าให้มีการ
เจริญลกัษณะคลา้ยรม่ไดดี้ท่ีสดุ หรืออีกวิธีหนึ่งอาจตรวจดกูารเคล่ือนท่ีแบบ tumbling ของเชือ้ท่ี

เจริญในอาหารเหลว TSBye หลงัจากบ่มท่ีอณุหภูมิ 30C โดยใชก้ลอ้งจลุทรรศนเ์ฟสคอนทราส 
(phase contrast microscope) ท่ีก าลงัขยาย 1000 เทา่ 

7.    การทดสอบการหมกัสารประกอบคารโ์บไฮเดรต: ท าไดโ้ดยเข่ียเชือ้ท่ีเจริญในอาหารเหลว TSBye 
ลงในอาหารเหลว Purple Carbohydrate Fermentation Broth ท่ีมีคารโ์บไฮเดรตชนิดใดชนิด
หนึ่งความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.5 (อาจใชห้ลอดดกัก๊าซ (Durham tubes) ก็ได)้ คารโ์บไฮเดรตท่ีใชใ้น
การทดสอบไดแ้ก่น า้ตาลเดก็ซโ์ทรส เอสคิวลิน มอสโทส แรมโนส แมนนิทอล และไซโลส น าไปบม่
ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วนั โดยเชือ้ Listeria spp. ใหผ้ลทดลองเป็นบวกคือจะ
สรา้งกรดแตไ่ม่สรา้งแก๊ส ดปูฏิกิรยิาการหมกัสารประกอบคารโ์บไฮเดรตของเชือ้ Listeria spp. ใน
ตารางท่ี 13.1 เชือ้ Listeria ทุกสปีชีสจ์ะใหผ้ลการทดสอบการหมักน า้ตาลเด็กซโ์ทรส เอสคิวลิน 
และมอลโทสเป็นบวกคือ สามารถหมกัไดแ้ละเชือ้ Listeria spp. ทุกสปีชีส ์(ยกเวน้ L. grayi) จะ
ใหผ้ลการทดสอบการหมกัแมนนิทอลเป็นลบคือ ไมเ่กิดการหมกัแมนนิทอล 
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8.   อาจจ าแนกชนิดของเชือ้ผ่านการแยกเชือ้บริสทุธ์ิแลว้โดยใชช้ดุทดสอบท่ีมีจ าหนา่ยเชน่ ชดุทดสอบ 
Vitek Automicrobic Gram Positive และ  Gram Negative Identification cards (ของบ ริษั ท 
bioMerieux, Hazelwood, MO) หรือชุดทดสอบ API Listeria (ของบริษัท bioMerieux, Marcy – 
I’Etoile ประเทศฝรั่งเศส) ซึ่งไม่จ  าเป็นตอ้งท า CAMP test หรืออาจใชช้ดุทดสอบ Micro – IDTMkit 
(ข อ งบ ริษั ท  bioMerieux, Hazelwood, MO) ห รื อ ชุ ด ท ด ส อบ  Phenotype MicroArray for 
Listeria (ของบรษิัท BiOLOG, Hayward, CA) 

หมายเหตุ:  การยืนยนัวา่ไอโซเลตของ Listeria เป็น Listeria monocytogenes หรือไม ่สามารถ
ท าไดโ้ดยใชช้ดุทดสอบเช่น AccuProbeTM Listeria monocytogenes culture confirmation test 
(Gen-Probe, Inc, San Diego, CA), GeneTrak Listeria monocytogenes test kit (Neogen, 
Lansing, MI) Probelia Listeria monocytogenes test kit (BioControl, Seattle, WA), VIDAS 
Listeria monocytogenes test kit (bioMerieux), Transia Plate Listeria monocytogenes 
(Diffchamb SA, Lyon, France) และ BAX Listeria monocytogenes test (Qualicon, Inc., 
Wilmington, DE) 
 

CAMP Test 
 Christie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP) test (ตารางท่ี 13.2 และรูปท่ี 13.1) เป็นการ
ทดสอบท่ีมีประโยชนใ์นการยืนยนัสปีชีสเ์ม่ือผลการทดสอบโดยการแทงลงใน blood agar คลมุเครือ 
ในการทดสอบนี ้ท าไดโ้ดยเข่ียเชือ้ β-hemolytic Staphylococcus aureus และ Rhodococcus equi 
(อาย ุ48 ชั่วโมง) มาลากเป็นเสน้ขนานในแนวตัง้ (ดงัรูปท่ี 13.1) บนจานอาหาร Sheep Blood Agar 
จากนัน้เข่ียเชือ้แบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบมาลากในแนวนอนระหว่างรอยลากของ S. aureus และ R. 

equi (ดงัรูปท่ี 13.1) น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ตรวจดกูารยอ่ยสลายเม็ด
เลือดแดง ปฏิกิรยิาการยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดงของ L. monocytogenes และ L. seeligeri ถกู
สง่เสรมิใหเ้กิดไดดี้ในบรเิวณท่ีไดร้บัอิทธิพลของรอยลาก S. aureus สว่น Listeria ชนิดอ่ืนไมส่ามารถ
สลายเม็ดเลือดแดงได ้ ปฏิกิรยิาของ L. monocytogenes เหมาะสมท่ีระยะเวลาการบม่ 24 ชั่วโมง
มากกวา่ท่ี 48 ชั่วโมง ควรทดสอบเชือ้ Listeria spp. บรสิทุธ์ิท่ีทราบสปีชีสบ์นจานอาหาร sheep 
blood agar อีกจานหนึ่งดว้ยเพ่ือใชเ้ปรียบเทียบ และอาหาร Sheep Blood Agar ท่ีใชก็้ควรเตรียม
ใหม่ๆ  
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รูปท่ี  13.1 CAMP test ส าหรบั Listeria monocytogenes 

รูปแบบการถ่ายเชือ้บนผิวหนา้อาหาร sheep blood agar เสน้แนวนอนคือ 
รอยลากของเชือ้ 5 สายพนัธุ ์เสน้แนวตัง้ คือรอยลากของ Staphylococcus 

  aureus (S) และ Rhodococcus equi (R) เสน้ประคือบรเิวณท่ีมีการสง่เสรมิ  
                    การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง  
                   ท่ีมา: Hitchins และ Jinneman (2011) 
 
ตารางท่ี 13.2 ผลการทดสอบ CAMP test ของ Listeria species 
 

แบคทีเรียท่ีทดสอบ การสง่เสรมิการยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดงโดย 

Staphylococcus aureus (S) Rhodococcus equi (R) 

L. monocytogenes + -* 

L. ivanovii - + 

L. innocua - - 

L. welshimeri - - 

L. seeligeri + - 

*Rare strains are S+ and R+. 
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การแปลผลการทดสอบ 
 การทดสอบคณุลกัษณะอยา่งสมบรูณข์องเชือ้แตล่ะไอโซเลตท่ีแยกไดน้ัน้ส  าคญั การทดสอบ
เพียงบางอยา่งเท่านัน้อาจท าใหเ้กิดความเขา้ใจท่ีผิดพลาดไดเ้น่ืองจาก Listeria ทกุชนิดใหผ้ลลบเม่ือ
ทดสอบการสรา้งอินโดล ออกซิเดส ยรูีเอสและไฮโดรเจนซลัไฟดจ์ากสารประกอบซลัเฟอรอิ์นทรีย ์(H2S 
ถกูสรา้งขึน้จาก thiosulfate ใน MICRO-ID test kit) และใหผ้ลบวกกบัการทดสอบ methyl red และ 
Voges-Proskauer สว่นแบคทีเรีย Brochothrix ซึ่งมีความเก่ียวพนัอยา่งใกลช้ิดทางพนัธุกรรมกบัเชือ้ 

Listeria สามารถแยกความแตกตา่งไดโ้ดย Brochothrix จะไมส่ามารถเจรญิไดท่ี้อณุหภมูิ 35C และ
เชือ้นีไ้มส่ามารถเคล่ือนท่ีได ้
 Listeria spp. ทัง้หมดเป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปท่อน ขนาดเล็ก สรา้งคะตะเลสไดแ้ละ
เคล่ือนท่ีใน wet mounts และในอาหาร MIM ท่ีใชท้ดสอบการเคล่ือนท่ี เชือ้นีส้ามารถใชเ้ดก็ซโ์ทรส 
เอสควิลิน และมอสโทสได ้ บางสปีชีสส์ามารถใชแ้มนนิทอล แรมโนสและไซโลสในการสรา้งกรดได ้
เชือ้ Listeria ท่ีใชแ้มนนิทอลในการสรา้งกรดไดคื้อ L. grayi ส่วนเชือ้ L. monocytogenes, L. 
ivanovii และ L. seeligeri ท าใหเ้กิด hemolysis ในรอยแทงในอาหาร Sheep Blood Agar และใหผ้ล
การทดสอบ CAMP test เป็นบวกซึ่งเชือ้ Listeria ทัง้ 3 ชนิดดงักลา่ว มีเพียง L. monocytogenes 
เทา่นัน้ท่ีไมห่มกัไซโลส แตส่ามารถใชแ้รมโนสได ้ การแยกความแตกตา่งของ L. ivanovii และ L. 
seeligeri ท าไดโ้ดยการท า CAMP test เชือ้ L. seeligeri  สง่เสรมิการยอ่ยสลายเม็ดแดงท่ีรอยลาก
ของ S. aureus สว่นเชือ้ L. ivanovii สง่เสรมิการยอ่ยสลายเม็ดแดงท่ีรอยลากของ R. equi ในบรรดา 
Listeria ท่ีไมส่ามารถยอ่ยสลายเม็ดแดง L. innocua อาจใหผ้ลของปฏิกิรยิาการหมกัแรมโนส-ไซโลส
เหมือนกบัผลท่ีไดเ้ม่ือทดสอบกบั L. monocytogenes แตจ่ะใหผ้ลลบเม่ือท า CAMP test เชือ้ L. 
innocua บางครัง้อาจใหผ้ลลบเม่ือทดสอบการใชแ้รมโนส ไอโซเลสของเชือ้ L. welshimeri ใหผ้ลการ
หมกัแรมโนสเป็นลบ ซึ่งอาจสบัสนกบั L. seeligeri ท่ียอ่ยสลายเม็ดเลือดแดงไดอ้ยา่งออ่นถา้ไมท่  า
การทดสอบ CAMP test 
 
Subtyping of L. monocytogenes 
1. Serological typing 
 ในการศกึษาคณุลกัษณะของแบคทีเรียท่ีแยกได ้ ควรใช ้ commercial sera เชือ้แบคทีเรีย L. 
monocytogenes ส่วนใหญ่ท่ีแยกไดจ้ากคนไขแ้ละสิ่งแวดลอ้มเป็น type 1 หรือ type 4 ในการศกึษา

ดา้นซีโรวิทยา ท าไดโ้ดย ถ่ายเชือ้จาก TSBye culture ลงใน Tryptose Broth บม่ท่ีอณุหภมูิ 35C 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ลงในหลอดอาหาร Tryptose Agar Slant บม่ท่ีอณุหภมูิ 35C 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ชะลา้ง slant ดว้ย Difco fluorescent antibody buffer ปรมิาตร 3 มิลลิลิตร ถ่าย

ไปยงัหลอดทดลองฝาเกลียวปลอดเชือ้ น าไปใหค้วามรอ้นในอา่งน า้รอ้นท่ีอณุหภมูิ 80C เป็นเวลา 1 
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ชั่วโมง น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเรว็ 1600 ×g เป็นเวลา 30 นาที ปิเปตสว่นใส (supernatant fluid) 
ออกมาปรมิาตร 2.2-2.3 มิลลิลิตร แลว้เตมิบพัเฟอรท่ี์เหลือลงไปในตะกอน (pellet) จากนัน้ท าการ 
เจือจาง sera ตามวิธีการท่ีผูผ้ลิตแนะน า แลว้ท าการทดสอบตามวิธีการทดสอบปฏิกิริยาการเกาะกลุม่ 
(agglutination test) 
2. Genetic subtyping 
 ขอ้มลูจาก pulse-field gel electrophoresis ของ DNA restriction fragments ควรสง่ไปยงั 
PulseNet (CDC, Atlanta, GA) เชือ้ท่ีไดค้วรสง่ไปท า ribotyping ท่ีหอ้งปฏิบตัิการ 
 
การตรวจหาจ านวน L. monocytogenes 
 ถา้ตรวจพบวา่ตวัอยา่งท่ีน ามาวิเคราะหมี์เชือ้ L. monocytogenes ควรน าตวัอยา่งท่ีเหลืออยู่
มาท าการตรวจหาจ านวน การตรวจหาจ านวน L. monocytogenes สามารถท าไดโ้ดยวิธีการตรวจนบั
จ านวนเซลลด์ว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์ การตรวจนบัจ านวนโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้และวิธี Most 
Probable Number (MPN) วิธีการท่ีจะกลา่วตอ่ไปนีเ้ป็นเพียงการหาจ านวน presumptive L. 
monocytogenes เทา่นัน้ จ  าเป็นตอ้งท าการทดสอบเชือ้ Listeria ท่ีแยกไดต้อ่ไป 
 ในการท่ีจะประมาณการปนเป้ือนของตวัอย่างโดยการหาจ านวนแบคทีเรีย presumptive L. 
monocytogenes ก่อนท่ีจะเริ่มบม่ตวัอยา่งใน enrichment broth ใหปิ้เปตตวัอยา่งท่ีผสมใน 
enrichment broth ในขัน้แรกมาท า spread plate บนอาหาร ALOA, BCM หรือ อาหารเลีย้งเชือ้ชนิด
ใดชนิดหนึ่งท่ีใชไ้ดดี้ ถา้หากพบโคโลนีท่ีนา่จะเป็นโคโลนีของ L. monocytogenes ใหแ้ยกเชือ้มา
ทดสอบแลว้รายงานผลจ านวนโคโลนีทัง้หมดของ L. monocytogenes ท่ีนบัได ้ โดยค านวณจาก
อตัราสว่นของจ านวนไอโซเลตท่ีใช่ L. monocytogenes ตอ่จ านวนไอโซเลตทัง้หมดท่ีแยกมาทดสอบ
หรืออาจท าดว้ยวิธี MPN (ใชว้ิธี 3-tube MPN หรือมากกวา่ 3 หลอด) โดยบม่ตวัอยา่งปรมิาณ 1, 0.1, 
0.01 และ 0.001 กรมัในอาหาร BLEB ท่ีเตมิหรือไมเ่ตมิไพรูเวตก็ได ้ จากนัน้ถ่ายเชือ้มาลากบน 
selective agar ชนิดท่ีเลือกใช ้ถา้ทกุหลอดท่ีท า MPN ใหผ้ลบวกคือมีเชือ้ Listeria ควรใชต้วัอยา่งเดมิ
ท่ีเก็บไวม้าวิเคราะหด์ว้ยวิธี MPN ซ า้อีกครัง้ ควรท าการเจือจางในระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสมเชน่ 
ท่ีระดบัความเจือจาง 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 และ 10-8  
 

บันทกึผลการทดลอง 
1.   ผลการตรวจหา L. monocytogenes  
     1.1   ผลการตรวจหาโคโลนีท่ีมีลกัษณะเฉพาะของ L. monocytogenes  
              ตวัอย่างอาหารท่ีวิเคราะหคื์อ............................................... 
              ลกัษณะของโคโลนีท่ีนา่จะเป็น L. monocytogenes บนอาหารเลีย้งเชือ้............................. 
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1.2   ผลการทดสอบยืนยนั 
 
การทดสอบ แบคทีเรยีที่ทดสอบ 

ไอโซเลต 1 ไอโซเลต 2 ไอโซเลต 3 ไอโซเลต 4 ไอโซเลต 5 L. monocytogenes 
Gram staining       
Catalase test       
Hemolysis       
Nitrate reduction 
test 

      

Motility       
การหมกั esculin       
การหมกั dextrin       
การหมกั maltose       
การหมกั mannitol       
การหมกั 
rhamnose 

      

การหมกั 
rhamnose 

      

การหมกั xylose       

 
2.   ผลการตรวจหาจ านวน L. monocytogenes โดยตรวจนบัจ านวนโคโลนีบน selective agar 
      ลกัษณะของโคโลนีท่ีตรวจนบัซึ่งนา่จะเป็นโคโลนีของ  L. monocytogenes................................ 
      บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีช่ือวา่..................................................................................................... 
 
จานท่ี จ  านวนโคโลนี 

ระดบัความเจือจางท่ี
.......... 

ระดบัความเจือจางท่ี
.......... 

ระดบัความเจือจางท่ี
.......... 

1    

2    

 
จ  านวนโคโลนีท่ีใช ่L. monocytogenes เทา่กบั...........โคโลนีจากจ านวนทัง้หมด 5 โคโลนีท่ีตรวจสอบ 
จ านวน L. monocytogenes ท่ีมีในตวัอย่างเทา่กบั .......................................... CFU ตอ่กรมั 
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ค าถามท้ายบท 
1.  จงบอกลกัษณะของเชือ้ L. monocytogenes และสภาพท่ีเหมาะสมในการเจรญิ 
2.  L. monocytogenes ก่อใหโ้รคใด จงอธิบายอาการของโรคท่ีเกิดขึน้  
3. ใครคือกลุม่คนท่ีเส่ียงตอ่การเป็นโรคท่ีเป็นค าตอบในขอ้ 2 ถา้หากตดิเชือ้ L. monocytogenes และ 
    มีวิธีใดท่ีจะปอ้งกนัไมใ่หต้ิดเชือ้ชนิดนี ้
4. อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดใดท่ีเป็น selective media ส าหรบัแยกเชือ้ L. monocytogenes โคโลนีท่ีขึน้ 
    บนอาหารเลีย้งเชือ้จะมีลกัษณะอย่างไร (ตอบอยา่งนอ้ย 2 ชนิด)  
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บทปฏบัิตกิารที ่14 
การวิเคราะหป์ริมาณจุลินทรียใ์นสิ่งแวดล้อมของการแปรรูปอาหาร 

 
 
               การปนเป้ือนของจลุินทรียใ์นสิ่งแวดลอ้มของการแปรรูปอาหาร มีผลท าใหอ้าหารท่ีผลิตไดมี้
คณุภาพต ่าซึ่งจะท าใหอ้าหารนัน้มีอายกุารเก็บสัน้ และยงัท าใหเ้กิดความไมป่ลอดภยัตอ่ผูบ้รโิภคอีก
ดว้ย แหลง่ของการปนเป้ือนดว้ยจลุินทรียจ์ากสิ่งแวดลอ้มไดแ้ก่ วัตถดุิบ อปุกรณท่ี์ใชใ้นกระบวนการ
แปรรูป ผูผ้ลิตอาหาร ขยะสิ่งปฏิกลู สตัว ์ แมลง และอ่ืนๆ ดงันัน้ถา้หากมีจลุินทรียป์นเป้ือนใน
สิ่งแวดลอ้มมากเทา่ใด ก็มีโอกาสมากย่ิงขึน้ท่ีอาหารท่ีผา่นการแปรรูปมาแลว้จะปนเป้ือนโดยจลุินทรีย์
อีกครัง้ จงึควรตรวจหาจลุินทรียใ์นสิ่งแวดลอ้มบรเิวณท่ีท าการแปรรูปอาหารบอ่ยครัง้กวา่การตรวจหา
จลุินทรียใ์นอาหาร ส่วนใหญ่จะตรวจบรเิวณพืน้ทอ่และผิวของอปุกรณโ์ดยเฉพาะบริเวณท่ีสมัผสักบั
อาหาร บรเิวณตูเ้ย็นและถงัเก็บสว่นผสมก็ควรตรวจบอ่ยครัง้ สว่นบรเิวณท่ีเคยมีประวตัิการปนเป้ือนก็
ควรตรวจบอ่ยกวา่บรเิวณอ่ืน นอกจากนีแ้หลง่ส าคญัของการปนเป้ือนดว้ยเชือ้จลุินทรียอ์าจมาจากพืน้ 
ผิวท่ีไมไ่ดส้มัผสักบัอาหารโดยตรงแตพื่น้ผิวนัน้สามารถท าใหเ้กิดฝุ่ นละอองท่ีมีจลุินทรียป์ะปนกระจาย 
ไปในอากาศ  ดงันัน้การตรวจสอบการปนเป้ือนในบรเิวณตา่ง ๆ ของโรงงานแปรรูปอาหารหรือสถานท่ี
อ่ืน ๆ ทัง้ก่อนและหลงัการท าความสะอาด  ก่อนและหลงัการผลิตหรือระหวา่งการผลิต  จงึเป็น
สิ่งจ  าเป็นเพ่ือท่ีจะไดท้ราบว่าสิ่งแวดลอ้มในโรงงานนัน้สะอาดมากนอ้ยเพียงใด  นอกจากนีผู้ท้  าการ
วิเคราะหย์งัสามารถประเมินไดถ้ึงแหลง่ของการปนเป้ือนอีกครัง้หลงัแปรรูป ยงัชว่ยใหผู้ผ้ลิตสามารถ
หาวิธีการท าความสะอาดและฆา่เชือ้ในบรเิวณตา่ง ๆ บนผิวของภาชนะและอปุกรณท่ี์ใชใ้นโรงงานได้
อยา่งเหมาะสม ท าใหท้ราบถึงประสิทธิภาพของวิธีการท าความสะอาดและวิธีการฆ่าเชือ้ท่ีใช ้  ท าให้
ทราบถึงความถ่ีท่ีตอ้งท าความสะอาดและความถ่ีในการบ ารุงรกัษา หรือเปล่ียนอปุกรณเ์ชน่ แผน่
กรองอากาศเพ่ือท่ีจะลดการปนเป้ือนของเชือ้ราในอากาศ และชว่ยใหท้ราบถึงการมีจลุินทรียก์่อโรคอยู่
ในสิ่งแวดลอ้ม  อาจท าใหต้รวจสอบไดถ้ึงความผิดพลาดของการออกแบบอปุกรณ ์ นอกจากนีก้าร
วางแผนท่ีดีในการสุม่ตวัอยา่ง การตรวจวิเคราะหแ์ละการประเมินผลท่ีดีอาจชว่ยบง่ชีถ้ึงจดุวิกฤตท่ี
ตอ้งควบคมุ (Critical Control Point, CCP) ในกระบวนการแปรรูปอาหาร ซึ่งอาจจะชว่ยใหแ้ผนการ
วิเคราะหอ์นัตรายและจดุวิกฤตท่ีตอ้งควบคมุ (Hazard Analysis and Critical Control Point, 
HACCP) ท่ีจะจดัท านัน้ประสบความส าเรจ็ได ้
 ในการสุม่ตวัอยา่งเพื่อตรวจสอบความสะอาด จ าเป็นตอ้งเลือกทกุจดุท่ีคาดวา่จะมีการสะสม
ของจลุินทรียซ์ึ่งอาจท าใหเ้กิดการปนเป้ือนทางตรงหรือทางออ้มสูผ่ลิตภณัฑ ์  การสุม่ตวัอยา่งไมค่วรท่ี
จะจ ากดัเฉพาะบรเิวณท่ีจะมีการสมัผสัอาหารโดยตรงเทา่นัน้ เพราะเป็นไปไดท่ี้การปนเป้ือนอาจเกิด 
ขึน้ทางออ้มโดยจลุินทรียท่ี์ปนเป้ือนในสิ่งแวดลอ้มเชน่ ในน า้ท่ีกลั่นตวั ละอองน า้เล็ก ๆ สารหลอ่ล่ืน 
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วสัดภุาชนะบรรจ ุ เสือ้ผา้ของคนงาน และอ่ืนๆ จลุินทรียส์ามารถท่ีจะแพรก่ระจายจากบรเิวณผิวท่ี
ไมไ่ดส้มัผสักบัอาหารไปยงัพืน้ผิวท่ีมีการสมัผสัอาหารโดยตรง ถา้หากการท าความสะอาดหรือฆา่เชือ้
บรเิวณพืน้ผิวของอปุกรณไ์ม่มีประสิทธิภาพเพียงพอ ก็จะเป็นการเพิ่มความเส่ียงในการปนเป้ือนโดย
จลุินทรียใ์นผลิตภณัฑส์ดุทา้ย ดงันัน้จงึควรวิเคราะหห์าปรมิาณจลุินทรียใ์นสิ่งแวดลอ้มและบนผิวของ
อปุกรณเ์พ่ือเป็นการตรวจสอบความสะอาด ส าหรบัวิธีการตรวจหาปรมิาณจลุินทรียใ์นสิ่งแวดลอ้ม
และบนพืน้ผิวของอปุกรณท่ี์นิยมใชก้นัมี 4 วิธีไดแ้ก่  1)  การสมัผสัดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรงกบั
พืน้ผิว (agar contact  plate) 2) การปา้ยหรือถพืูน้ผิวดว้ยไมพ้นัส าลี  ( surface swabbing)  3)  การ
ชะลา้งผิวของอปุกรณห์รือภาชนะ (rinsing) และ 4) การเก็บตวัอยา่งอากาศ (air  sampling)    
               การท่ีจะเลือกใชว้ิธีการใดในการวิเคราะหจ์  านวนจลุินทรียใ์นสิ่งแวดลอ้ม ขึน้อยูก่บัความ
มากนอ้ยของความสกปรก   ถา้พืน้ผิวสกปรกเล็กนอ้ยมกัใชว้ิธีการสมัผสัดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง  
แตถ่า้พืน้ผิวนัน้สกปรกมากจะใชว้ิธีการถดูว้ยไมพ้นัล าสี เน่ืองจากสามารถท าการเจือจางจลุินทรียใ์น
ของเหลวท่ีใชช้ะลา้งไมพ้นัส าลีนัน้ได ้ วิธีนีจ้ะท าใหท้ราบถึงปรมิาณจลุินทรียบ์นพืน้ผิวในบรเิวณพืน้ท่ีท่ี
ก าหนดและสามารถประเมินไดถ้ึงการปรมิาณการปนเป้ือนถา้อาหารสมัผสักบัพืน้ผิวนี ้จลุินทรียท่ี์มีอยู่
บนพืน้ผิวอาจมาจากฝุ่ นละอองจากแหลง่อ่ืนหรือมาจากวตัถดุบิท่ีใชใ้นโรงงานแปรรูปอาหาร การถู
ดว้ยไมพ้นัล าสียงัใชใ้นการตรวจสอบการสะสมและการเจรญิของจลุินทรียบ์นพืน้ผิวท่ีท าความสะอาด
ไดย้ากหรือบรเิวณอ่ืนท่ีอาจคาดไมถ่ึงวา่จะมีการปนเป้ือนมากเชน่ บรเิวณขอบลา่งของหนา้ตา่ง พืน้
ดา้นหลงัของเครื่องมือหนกั บรเิวณท่อ และถงัเก็บส่วนผสม  นอกจากนีว้ิธีการถดูว้ยไมพ้นัส าลียงัใชไ้ด้
ดีกบัพืน้ผิวท่ีมีรูปรา่งไมป่กติ เม่ือจะเก็บตวัอยา่งจะตอ้งท าใหไ้มพ้นัส าลีชืน้เล็กนอ้ยก่อน จากนัน้จงึถู
บรเิวณท่ีตอ้งการตรวจสอบ แลว้ใสไ่มพ้นัส าลีกลบัเขา้ภาชนะดงัเดิม สง่ไปยงัหอ้งปฏิบตักิารใหเ้รว็
ท่ีสดุเพ่ือใหมี้การเปล่ียนแปลงจ านวนจลุินทรียน์อ้ยท่ีสดุเช่น การเพิ่มจ านวนถา้มีการเจรญิ หรือการลด
จ านวนถา้ไมพ้นัส าลีแหง้ลง กรณีท่ีหอ้งปฏิบตัิการอยูห่่างไกลจากจดุเก็บตวัอยา่ง อาจแชไ่มพ้นัล าสีท่ี
ใชง้านแลว้ลงใน transport medium เพ่ือใหจ้ลุินทรียย์งัคงมีชีวิตในระหวา่งขนสง่ไปยงัหอ้งปฏิบตักิาร
และเก็บไวท่ี้อณุหภมูิต  ่าขณะขนสง่ ในการท าใหไ้มพ้นัส าลีชืน้และในการท าเจือจางเชือ้ท่ีไมพ้นัส าลี 
อาจใชอ้าหาร neutralizing broth ซึ่งมีสาร neutralizing agent ท่ีจะชว่ยท าใหส้ารฆา่เชือ้ท่ีตกคา้งบน
พืน้ผิวเป็นกลางเชน่ โซเดียมไทโอซลัเฟต (sodium thiosulphate) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1.0 (น า้หนกั
โดยปรมิาตร) ชว่ยท าใหส้ารประกอบคลอรีน ไอโอโดฟอร ์ (iodophor) และทวีน 80 (tween 80) เป็น
กลาง ชว่ยใหก้รดอินทรียแ์ละเอสเทอร ์ควอเทอรน์ารีแอมโมเนียมคอมพาวด(์quaternary ammonium 
compound)  ไบกวอไนด ์ (biquanide) และสารประกอบแอมโฟเทอรกิ (amphoteric compound) 
เป็นกลาง นอกจากนีอ้าจน าไมพ้นัส าลีท่ีผา่นการถพืูน้ผิวแลว้มาแชล่งในอาหารเหลวท่ีเหมาะสมเชน่ 
pre-enrichment media เพ่ือการตรวจหาจลุินทรียก์่อโรคหรืออาจแชใ่นอาหารเหลวท่ีเหมาะสม 
(neutralizing broth) หรืออาหารชนิดอ่ืนเพ่ือการตรวจนบัจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด  โดยทั่วไปจ านวน
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จลุินทรียท่ี์นบัไดจ้ากการใชเ้ทคนิคการถดูว้ยไมพ้นัส าลี จะสงูกวา่จ านวนจลุินทรียท่ี์นบัไดจ้ากการ
สมัผสัดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรงประมาณ 10 เทา่เม่ือทดสอบกบัพืน้ผิวท่ีเรียบ  
               ในการตรวจหาจ านวนจลุินทรียโ์ดยการชะลา้งผิวของอปุกรณห์รือภาชนะ  จะท าใหท้ราบวา่
ภาชนะนัน้มีความสะอาดมากนอ้ยเพียงใด ซึ่งควรพิจารณาทัง้จ  านวนและชนิดของเชือ้จลุินทรีย ์ ชนิด
ของจลุินทรียอ์าจส าคญัในแง่ของการเป็นสาเหตกุารเสียของอาหาร ถึงแมว้า่จลุินทรียจ์ากภาชนะ
บรรจท่ีุปนเป้ือนลงในอาหารจะมีจ านวนนอ้ยกว่าจุลินทรียท่ี์มีอยูเ่ดมิในอาหารก็ตาม แตจ่ลุินทรียท่ี์
ปนเป้ือนในภาชนะบรรจก็ุมีความส าคญัเชน่กนั ภาชนะท่ีใชบ้รรจอุาหารควรมีจลุินทรียใ์นปรมิาณท่ีต ่า
มากโดย เฉพาะการบรรจใุนสภาพปลอดเชือ้ (aseptic packaging) ในแง่ของการควบคมุคณุภาพ
ทางจลุินทรียค์วามสะอาดของภาชนะบรรจมีุความส าคญัมาก จงึเป็นจดุวิกฤตท่ีตอ้งควบคมุ ส าหรบั
มาตรฐานของจ านวนแบคทีเรียในภาชนะบรรจไุดมี้ผูก้  าหนดไวเ้ชน่ ภาชนะบรรจุน า้นมพาสเจอรไ์รส์
และผลิตภณัฑน์มชนิดตา่งๆ รวมทัง้ขวดน า้ด่ืมจะมีจ านวนจลุินทรียไ์ดเ้พียง 1 โคโลนีหรือนอ้ยกวา่ 1 
โคโลนีตอ่มิลลิลิตรของของเหลวท่ีบรรจ ุ หรือไมเ่กิน 1 โคโลนีตอ่พืน้ท่ี 1 ตารางเซนตเิมตรท่ีอาหาร
สมัผสัและตอ้งไมมี่แบคทีเรียโคลิฟอรม์ปนเป้ือน นอกจากนีใ้นการเก็บตวัอยา่งภาชนะบรรจผุลิตภณัฑ์
นมพาสเจอรไ์รสม์าตรวจสอบ จะตอ้งเก็บตวัอยา่งภาชนะจ านวน 4 ภาชนะตอ่วนัและจ านวนภาชนะ 3 
ใน 4 จะตอ้งตรงตามมาตรฐานท่ีก าหนด 
              ส  าหรบัคณุภาพทางจลุินทรียข์องอากาศก็มีความส าคญัเชน่กนั จงึควรเก็บตวัอยา่งอากาศ 
(air sampling) มาตรวจหาจ านวนจลุินทรีย ์ โดยทั่วไปจลุินทรียอ์าจอยูใ่นอากาศไดจ้ากการกระท า
ตา่งๆ เชน่ การฉีดน า้ การขนสง่สว่นผสมแหง้และการท าใหอ้ากาศเคล่ือนท่ีอยา่งรวดเรว็ ฝุ่ นผงท่ีลอย
อยูใ่นอากาศมีจลุินทรียป์ะปนอยู่ดว้ย ส่วนใหญ่มกัพบสปอรข์องเชือ้ราและแบคทีเรียปนเป้ือนอยูใ่น
อากาศเน่ืองจากสปอรส์ามารถอยูร่อดไดดี้ในสภาพแหง้และสภาพท่ีไมเ่หมาะสมอ่ืนๆ คณุภาพทาง
จลุินทรียข์องอากาศในสิ่งแวดลอ้มบรเิวณท่ีแปรรูปอาหารเก่ียวขอ้งคณุภาพและความปลอดภยัของ
อาหารชนิดท่ีเน่าเสียง่าย (perishable food) ท่ีผลิตในบรเิวณนัน้ การกรองอากาศท่ีเขา้สูบ่รเิวณท่ีท า
การแปรรูปอาหารอย่างไมเ่หมาะสม หรือการหมนุเวียนอากาศจากบรเิวณเตรียมวตัถดุบิเขา้สูป่รเิวณ
ท่ีท าการแปรรูปสามารถท าใหอ้าหารเกิดการปนเป้ือนโดยจลุินทรียไ์ด ้ คณุภาพของอากาศในบรเิวณ
บรรจจุงึมีความส าคญัในแง่ของการควบคมุการปนเป้ือนหลงัการผลิต 
  ปฏิบตัิการในครัง้นีจ้ะไดท้ดลองวิเคราะหห์าปรมิาณจลุินทรียบ์นพืน้ผิวของอปุกรณ ์ โดยใช ้ 3  
วิธีการแรกคือ  การสมัผสัพืน้ผิวโดยตรงดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ การถดูว้ยไมพ้นัส าลี  และการชะลา้งผิว
ของภาชนะ  โดยจะไดท้ดลองเปรียบเทียบการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดดว้ยวิธี Standard 
Plate Count  กบัวิธีการใชแ้ผน่ฟิลม์เพาะเลีย้งเชือ้ส าเรจ็รูปซึ่งเป็นวิธีท่ีรวดเร็ว แผน่ฟิลม์เพาะเลีย้งเชือ้
ดงักลา่วคือแผ่นเพตตรฟิิลม์ของบรษิัท 3M จ ากดั (3M  Petrifilm  Plates)  ซึ่งมีอาหารเลีย้งเชือ้ผงแหง้
เคลือบอยู่บนแผน่ฟิลม์พลาสตกิ แผน่เพตตรฟิิลม์มีหลายชนิด แตช่นิดท่ีจะใชใ้นบทปฏิบตัิการนีเ้ป็น
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ชนิดท่ีเรียกวา่  3M Petrifilm Aerobic Count Plate ใชส้  าหรบัวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท่ี์ตอ้งการ
อากาศในการเจรญิ แผ่นเพาะเลีย้งเชือ้นีป้ระกอบดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน (Plate Count Agar)  
เจลท่ีละลายไดใ้นน า้เย็น  และสียอ้มเพ่ือชว่ยในการนบัจ านวนโคโลนี ขอ้ดีของการใชแ้ผน่เพตตรฟิิลม์
ก็คือ สะดวกรวดเรว็ ไมต่อ้งเสียเวลาในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ แผน่ฟิลม์มีขนาดเล็ก ประหยดัเนือ้
ท่ีในตูบ้ม่เชือ้ สว่นขอ้เสียไดแ้ก่ โคโลนีมีขนาดเล็กท าใหน้บัไดย้าก และบางครัง้อนภุาคของอาหารอาจ
มีลกัษณะคลา้ยโคโลนีของจลุินทรียท่ี์ขึน้บนแผน่เพตตรฟิิลม์ 
 
วัตถุประสงค ์
1.    เพ่ือเรียนรูว้ิธีการเก็บตวัอยา่งและการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียใ์นสิ่งแวดลอ้มและบนพืน้ผิว 
       ของอปุกรณด์ว้ยวิธีตา่งๆ    
2.    เพ่ือเรียนรูว้ิธีการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดดว้ยวิธีท่ีรวดเรว็โดยใช ้3M  Petrifilm 
       Aerobic  Count  Plate  เปรียบเทียบกบัวิธี Standard Plate Count 
  
อุปกรณ ์
1.    ตวัอยา่งพืน้ผิวของสิ่งแวดลอ้มและอปุกรณ ์ ไดแ้ก่  พืน้ ผนงั ประต ู หนา้ตา่ง โต๊ะ ลกูบดิประต ู  
       ก๊อกน า้ ขวดพลาสติก ขวดแกว้  มีด   เขียง  ภาชนะใสอ่าหารและพืน้ผิวอปุกรณอ่ื์นๆ 
2.    อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชไ้ดแ้ก่  Plate  Count  Agar  (PCA)  
3.    3M Petrifilm  Aerobic  Count  Plate และแผน่พลาสตกิแข็งส าหรบักด (Spreader) 
4.    น า้กลั่น สารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 และไมพ้นัส าลีปราศจากเชือ้ 
5.    สารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70  และแทง่แกว้งอ  

6.    กระดาษแข็งเจาะตรงกลางเป็นชอ่งส่ีเหล่ียมจตัรุสัขนาด  55 เซนตเิมตร 

7.    จานเพาะเชือ้ หลอดทดลอง ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตร กรรไกร และตูบ้ม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  37C 
8.    เครื่องเก็บตวัอย่างอากาศ (MICROBIO MB1 Air Sampler) และ MicroBio Reported Software 
 
วิธีการทดลอง 
ตอนท่ี 1   วิธีการสมัผสัพืน้ผิวโดยตรงดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้  
1.   เลือกบรเิวณพืน้ผิวท่ีแบนราบท่ีจะตรวจหาจ านวนจลุินทรียเ์ชน่  บรเิวณพืน้  ผนงั ประต ูหนา้ตา่ง

โต๊ะหรือบรเิวณตา่ง ๆ ในหอ้งปฏิบตักิารหรือบรเิวณอ่ืน  ๆ       
2.    วางแผน่เพตตรฟิิลม์ (3M Petrifilm Aerobic Count Plate) บนพืน้ราบ เปิดแผน่พลาสตกิดา้นบน 
       ขึน้  หยดสารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 ปรมิาตร  1  มิลลิลิตรลงบนแผน่ฟิลม์นี ้ ปิด 
       แผน่พลาสตกิแลว้วางทิง้ไวท่ี้อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 30 นาที  จากนัน้เปิดแผน่พลาสตกิท่ีปิดแผน่ 
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        ฟิลม์ขึน้      น าแผ่นฟิลม์ดา้นในไปแปะใหแ้นบสนิทกบัพืน้ผิวท่ีจะทดสอบโดยใชน้ิว้ลบูดา้นหลงั 
        แผน่ฟิลม์เบา ๆ เพ่ือใหเ้นือ้เจลสมัผสักบัพืน้ผิวอย่างทั่วถึง ยกแผน่ฟิลม์ขึน้จากพืน้ผิวแลว้ปิดแผน่ 
        พลาสตกิดงัเดมิ  

3.    น าแผน่เพตตรฟิิลม์ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  37C  เป็นเวลา  48  ชั่วโมง   
4. นบัโคโลนีสีแดงท่ีขึน้บนแผน่เพตตรฟิิลม์ทัง้หมด  จ านวนโคโลนีท่ีเหมาะสมตอ่การนบัอยูใ่นชว่ง  

25-250 โคโลนี กรณีท่ีมีโคโลนีขึน้มากเกินไป ใหน้บัจ านวนโคโลนีใน 1 ชอ่งส่ีเหล่ียม (1 ตาราง
เซนตเิมตร) แลว้คณูดว้ย  20  (พืน้ท่ีในวงกลมทัง้หมด) จะไดจ้  านวนโคโลนีทัง้หมดโดยประมาณ
ท่ีเจรญิบนแผน่เพตตรฟิิลม์  

 
ตอนท่ี 2    วิธีการถพืูน้ผิวดว้ยไมพ้นัส าลี   

1.   ตดัแผน่กระดาษแข็งเป็นรูปส่ีเหล่ียมจตัรุสัขนาด  1010  เซนตเิมตรและเจาะตรงกลางแผน่เป็น

รูปส่ีเหล่ียมจตัรุสัขนาด  55  เซนตเิมตร  น าไปใสใ่นถงุพลาสตกิมดัใหแ้นน่และน าไปฆา่เชือ้ 
2.   เลือกบรเิวณพืน้ผิวของอปุกรณท่ี์จะตรวจสอบเชน่ มีด เขียง  ภาชนะบรรจอุาหารและอปุกรณช์นิด

ตา่ง ๆ ในหอ้งปฏิบตัิการแปรรูปอาหาร 
3.   วางแผน่กระดาษแข็งจากขอ้ 1 ทาบลงบนพืน้ผิวของอปุกรณท่ี์ตอ้งการทดสอบโดยวางใหแ้บนราบ

ท่ีสดุเทา่ท่ีจะเป็นไปได ้  น าไมพ้นัส าลีปราศจากเชือ้ออกจากภาชนะบรรจ ุจบัท่ีปลายไมร้ะวงัอยา่
สมัผสัสว่นอ่ืนของไมพ้นัส าลี จุม่ไมพ้นัส าลีลงไปในหลอดน า้กลั่นปราศจากเชือ้เพ่ือใหส้ว่นของ
ส าลีเปียกพอหมาด ๆ จากนัน้กดส่วนของส าลีเขา้กบัขา้งหลอดพรอ้มกบัหมนุไปดว้ยเพ่ือขจดัน า้
สว่นเกิน แลว้ถบูรเิวณชอ่งส่ีเหล่ียมตรงกลางแผ่นกระดาษใหท้ั่วบรเิวณพืน้ท่ี 25 ตารางเซนตเิมตร  
ในการถใูหอ้อกแรงเล็กนอ้ยเพียงพอท่ีจะท าใหไ้มพ้นัส าลีโคง้เล็กนอ้ยท ามมุประมาณ 30 องศา ถู
ใหท้ั่วบรเิวณพืน้ผิวทัง้สองแนว (รูปท่ี 14.1 และ 14.2) 

4. น าไมพ้นัส าลีท่ีถแูลว้ใสไ่วใ้นหลอดทดลองเปลา่ท่ีปราศจากเชือ้ ใชก้รรไกรปลอดเชือ้ตดัดา้มของไม้
พนัส าลีท่ีไมมี่ส าลีตดิอยูท่ิง้ไปใหเ้หลือเฉพาะส่วนท่ีมีส าลีพนัอยู ่ จากนัน้เตมิสารละลายเปปโตน
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 ปริมาตร 10  มิลลิลิตร  เขย่าหลอดอย่างแรง 25  ครัง้  ตัง้ทิง้ไวท่ี้
อณุหภมูิหอ้ง  20  นาที (ถา้พืน้ผิวท่ีตรวจสอบสกปรกมาก ท าเจือจางท่ีระดบัความเจือจางสงูขึน้) 

5.   ปิเปตสารละลายท่ีชะลา้งไมพ้นัส าลีมา  0.1  มิลลิลิตร  ใสล่งบนผิวหนา้อาหารเลีย้งเชือ้  PCA   ท่ี
มีผิวหนา้แหง้  เกล่ียใหท้ั่วดว้ยแทง่แกว้งอท่ีปราศจากเชือ้  จากนัน้ปิเปตสารละลายนีอี้ก 1  
มิลลิลิตร ใสล่งกลางแผ่นเพตตรฟิิลม์แผน่ล่าง  โดยใหปิ้เปตตัง้ฉากกบัแผ่นฟิลม์แลว้ปลอ่ยแผน่
พลาสตกิแผน่บนลง  วางแผ่นพลาสตกิแข็งส าหรบักด  (Spreader)  ทบัดา้นบนโดยใหด้า้นท่ีมี
ขอบวงกลมคว ่าลง  ใหข้อบวงกลมครอบบรเิวณหยดตวัอยา่งแลว้ใชน้ิว้ชีค้่อย ๆ กดแผ่นพลาสตกิ
แข็งจนเห็นตวัอยา่งกระจายทั่วบรเิวณวงกลม  (รูปท่ี  14.3) 
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                                                                                                          หลอดสารละลายท าเจือจาง 
                                                                                                                         
                                                                                                                     ไมพ้นัส าลี         
                                                                                                               แผ่นกระดาษแข็งใช ้                     

   

                                                                                                               ก าหนดบรเิวณท่ีจะถ ู  
                                                                                                            
รูปท่ี 14.1  ตวัอยา่งอปุกรณท่ี์ใชถ้พืูน้ผิวของบรเิวณท่ีจะตรวจหาจ านวนจลุินทรีย ์
ท่ีมา:  Bell และคณะ (2005) 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
                                               รูปท่ี 14.2  เทคนิคการถดูว้ยไมพ้นัส าลี  
                    (a )  ใชแ้รงกดไมพ้นัส าลีกบัพืน้ผิวเล็กนอ้ยใหไ้มโ้คง้เล็กนอ้ย หมนุกา้นไมพ้นัล าสี  
                            อย่างสม ่าเสมอขณะถพืูน้ผิว  เพ่ือจะไดใ้ชพื้น้ท่ีผิวของส าลีทัง้หมด 
                    (b)   ถพืูน้ผิว 2 แนว  เริ่มจากจดุ 1a และจบท่ีจดุ 1b ตามดว้ยการถจูากจดุ 2a  
                           ทนัทีไปจนถึงจดุ 2b                   
                   ท่ีมา: Bell และคณะ (2005) 
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6.    คว ่าจานอาหาร  PCA  และหงายแผน่เพตตรฟิิลม์ โดยใหด้า้นท่ีมีแผ่นพลาสติกใสอยูข่า้งบน  วาง

แผน่ฟิลม์นีซ้อ้นกนัได ้ไมเ่กิน 20 แผน่ น าไปบม่ท่ี 37C  เป็นเวลา  48  ชั่วโมง นบัจ านวนโคโลนี
บนอาหาร PCA  และนบัโคโลนีสีแดงบนแผ่นเพตตรฟิิลม์ น าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด  (CFU  ตอ่
มิลลิลิตร) มาคณูดว้ย  10  จะไดจ้  านวนจลุินทรียท์ัง้หมด  (CFU)  ตอ่พืน้ท่ี  25  ตาราง
เซนตเิมตร  

ตอนท่ี 3     วิธีการชะลา้งผิวของอปุกรณห์รือภาชนะ  
1.     เตมิสารละลายเปปโตนความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตรลงในภาชนะบรรจท่ีุตรวจ 
        หาจ านวนจลุินทรียเ์ชน่  ขวดแกว้ ขวดพลาสติก หรือกลอ่งบรรจอุาหาร 
2.    ปิดฝาภาชนะ  เขยา่ภาชนะอยา่งแรงตามแนวตัง้ 10 ครัง้ หมนุภาชนะ 90 องศาเขยา่อยา่งแรงอีก 

10 ครัง้ตามแนวนอน หมนุอีก 90 องศาท าซ า้เชน่เดมิ       
3.  น าน า้ชะลา้งภาชนะมาวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด  โดยปิเปตน า้ชะลา้งมา 10 มิลลิลิตร 

แบง่ใสจ่านเพาะเชือ้เปล่าท่ีปราศจากเชือ้ 3 จาน (จานละ 3.0 , 3.5 และ 3.5 มิลลิลิตร) จากนัน้      
ปิเปตน า้ชะลา้งใสใ่นจานเพาะเชือ้อีก 2 จาน จานละ 1 มิลลิลิตร  (อาจใชน้  า้ลา้งภาชนะนี ้
วิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียช์นิดอ่ืนเช่น เชือ้ราและยีสต ์ แบคทีเรียโคลิฟอรม์ และจลุินทรีย์
เฉพาะชนิดตา่ง ๆ ไดต้ามตอ้งการโดยใชอ้าหารเลีย้งเชือ้และสภาพการบม่ท่ีเหมาะสม) 

4.   เทอาหาร PCA ท่ีมีอณุหภมูิ 44-46C ลงไปจานละ 15-18 มิลลิลิตร หมนุจานเพาะเชือ้เพ่ือให้

ตวัอยา่งผสมเขา้กนัดีกบัอาหาร คว ่าจานแลว้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง                 
5.   นบัจ านวนโคโลนีบนจานอาหาร PCA ทัง้ 3 จานท่ีใสต่วัอยา่งรวม 10 มลิลิลิตร รวมจ านวนโคโลนี

เขา้ดว้ยกนัแลว้คณูดว้ย 2  จะไดจ้  านวนโคโลนีตอ่ภาชนะ 1 ใบ และ นบัจ านวนโคโลนีท่ีขึน้บน
จานอาหาร PCA ทัง้ 2 จานท่ีใสต่วัอยา่งจานละ 1 มิลลิลิตร รวมจ านวนโคโลนีแลว้คณูดว้ย 10  
จะไดจ้  านวนโคโลนีตอ่ภาชนะ 1 ใบแลว้หาคา่เฉล่ีย ถา้นบัโคโลนีในจานท่ีใส่ตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร
ไดม้ากกว่า 250 โคโลนี ใหร้ายงานวา่มีจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดมากกว่า 5,000 ตอ่ภาชนะ 1 ใบ        

การแปลผลการตรวจสอบ 
             อปุกรณท่ี์ใชใ้นการแปรรูปอาหารท่ีท าความสะอาดอยา่งเพียงพอไมค่วรจะมีจ านวนจลุินทรีย ์
เกิน 100 โคโลนีตอ่ 1 อปุกรณห์รือตอ่ 1 พืน้ท่ีท่ีตรวจสอบ แตใ่นหลายๆ กรณี ชนิดของจลุินทรียท่ี์ปน 
เป้ือนส าคญักวา่จ านวนจลุินทรียท์ัง้หมด เชน่ การมีเชือ้ Saccharomyces bailii และ/หรือ  
Lactobacillus fructivorans บนอปุกรณท่ี์ใชท้  าน า้สลดัอาจมีผลตอ่การเนา่เสียของผลิตภณัฑอ์ย่าง 
มาก ดงันัน้จงึจ  าเป็นตอ้งตรวจหาจลุินทรียท่ี์ท าใหอ้าหารเสีย และเม่ือใชว้ิธีการถดูว้ยไมพ้นัส าลีเพ่ือ 
จดุประสงคอ่ื์นนอกเหนือจากการประเมินความสะอาดของอปุกรณ ์ในการแปลผลการตรวจสอบนี ้  
จ  าเป็นตอ้งทราบขอ้มลูเก่ียวกบัผลิตภณัฑอ์าหาร อปุกรณแ์ละวิธีการแปรรูปท่ีใชเ้พ่ือท่ีจะประเมินไดถ้ึง 
ความส าคญัของผลการตรวจสอบท่ีได ้
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รูปท่ี 13.3  การวเิคราะหห์าจ านวนจลุินทรียบ์นพืน้ผิวดว้ยเทคนิคการถดูว้ยไมพ้นัส าลี 
ท่ีมาของภาพ Petrifilm: คูมื่อการใช ้ 3M  Petrifilm ของ บรษิัท  3M  Thailand  Limited 

ไมพ้นัส าลีท่ีใชถู้ (swab) ในช่อง 
ส่ีเหล่ียมกลางแผน่กระดาษแขง็ 

สารละลายเปปโตน 
(0.1%)  10 มล. 

ระดบัความเจือจางท่ี 10-1 

อาหาร PCA 

     0.1 มล. 

3M Petrifilm Aerobic Count Plate 

   1 มล. 

    บ่มท่ีอุณหภูมิ 37C 48 ชัว่โมง 

 กดดว้ย Spreader 

นบัจ านวนโคโลนีบนอาหาร PCA 
 ในช่วง 25-250 โคโลนี 

กระดาษแขง็เจาะตรงกลางเป็นรูป 
ส่ีเหล่ียมจตัุรัสพ้ืนท่ี 25 ตร. ซม. 
  

 

 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37C 48 ชัว่โมง 
 

นบัจ านวนโคโลนีสีแดงบนแผน่         
เพตตริฟิลม์ในช่วง 25-250 โคโลนี 

 

แช่ไมพ้นัส าลี 
20 นาที 

เกล่ียตวัอยา่งใหท้ัว่ 
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ตอนท่ี 4  การเก็บตวัอย่างอากาศ (air sampling) 
 ในการทดลองนีใ้หต้รวจหาจ านวนจลุินทรียใ์นอากาศในบรเิวณใดบรเิวณหนึ่ง เปรียบเทียบ
ระหวา่ง 2 วิธีการดงันี ้ 1) เปิดฝาจานอาหาร PCA ทิง้ไว ้โดยใชเ้วลานานเทา่กบัท่ีนกัศกึษาจะเก็บ

อากาศดว้ยเครื่องเก็บตวัอยา่งอากาศ จากนัน้จงึปิดฝาจานน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37C  เป็นเวลา  48  
ชั่วโมง  และ 2) เก็บตวัอยา่งอากาศดว้ยเครื่องเก็บตวัอยา่งอากาศ MICROBIO MB1 ดงัรูปท่ี 14.4  
ในการเก็บตวัอยา่งอากาศใหท้ าการทดลองตามวิธีการดงัตอ่ไปนี ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

  
รูปท่ี 14.4 เครื่องเก็บตวัอยา่งอากาศ (MICROBIO MB1 Air Sampler) 

 
1.    เปิดฝา sampling head ท่ีปลอดเชือ้ของเครื่องเก็บตวัอยา่งอากาศออก โดยใหจ้บัเฉพาะตรงขอบ 

(รูป a)  หา้มจบับรเิวณดา้นหนา้และดา้นหลงัของ sampling head ท่ีมีรูส  าหรบัดดูอากาศ 
2.    วางจานอาหาร PCA ท่ีมีผิวหนา้แหง้ ลงไประหวา่งท่ีหนีบจาน (spring clips) เปิดฝาจานอาหาร

เลีย้งเชือ้ออก แลว้ปิด sampling head เขา้ท่ีเดมิ (รูป b)   
3.     เปิดสวิทซข์องเครื่องโดยกดปุ่ ม ON/OFF (รูป c)   
4.     เลือกปรมิาตรของอากาศท่ีจะเก็บ (sampling volume) โดยสามารถเลือกไดด้งันี:้ 25, 50,100, 

150, 200, 300, 400, 500, 600, 750, 800, 1000, 1200 และ 1500 ลิตร) กดปุ่ ม +  หรือ  - เพ่ือ

 

  
(a) 

(b) 

(c) 



 

                                                                                                                                                            

220 

เพิ่มหรือลดปรมิาตรอากาศท่ีจะเลือก จากนัน้กดปุ่ ม START เพ่ือให ้turbofan ท างานเพ่ือดดู
อากาศใหไ้ดต้ามปรมิาตรอากาศท่ีตัง้คา่ไว ้เม่ือเก็บตวัอย่างครบแลว้เครื่องจะหยดุท างานเอง  
(ถา้หากตอ้งการยกเลิก  การเก็บตวัอย่างอากาศก็สามารถท าไดโ้ดยกดปุ่ ม CANCEL เพ่ือให ้
turbofan หยดุท างาน) 

5.     เปิดฝา sampling head ออก น าจานอาหารเลีย้งเชือ้ออกมาจากเครื่อง ปิดฝาจาน น าไปบม่ท่ี

อณุหภมูิ 37C  เป็นเวลา  48  ชั่วโมง  
6.    นบัจ านวนโคโลนีท่ีขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้น าจ านวนโคโลนีท่ีนบัได ้ปรมิาตรอากาศท่ี

ทดสอบ อตัราความเรว็ลมของ turbofan (100 ลิตรตอ่นาที) ไปค านวณหาปรมิาณจลุินทรียใ์น
อากาศ (CFU ตอ่ลกูบาศกเ์มตร) โดยใชโ้ปรแกรม MicroBio Reporter Software 

หมายเหต:ุ ดวีูดีโอวิธีตรวจเชือ้ไดใ้น YouTube (Suree Nanasombat) 
 
บันทกึผลการทดลอง 
1.   การสมัผสัพืน้ผิวโดยตรงดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้  
      บรเิวณท่ีท าการตรวจสอบคือ................................................... 
แผน่ท่ี  จ  านวนโคโลนีบนแผ่นเพตตริฟิลม์ CFU ตอ่ 20 ตารางเซนตเิมตร 

1   
2  

 
2.  การถดูว้ยไมพ้นัส าลี   
     บรเิวณท่ีท าการตรวจสอบคือ...................................................      
  2.1   บนอาหาร PCA 
จานท่ี จ  านวนโคโลนีบนอาหาร PCA 

(ระดบัความเจือจางท่ี .........) 
CFU ตอ่ 25 ตารางเซนตเิมตร 

1   
2  

 
  2.2   บนแผน่เพตตรฟิิลม์ 
แผน่ท่ี จ  านวนโคโลนีบนแผ่นเพตตริฟิลม์ 

(ระดบัความเจือจางท่ี ..........) 
CFU ตอ่ 25 ตารางเซนตเิมตร 

1   
2  



 

                                                                                                                                                            

221 

3.   การชะลา้งผิวของภาชนะ   
      ภาชนะท่ีท าการตรวจสอบคือ...................................................      
   3.1   น า้ชะลา้งภาชนะ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แบง่ใส ่3 จาน 
จานท่ี ปรมิาตรน า้ชะลา้ง

ภาชนะ (มิลลิลิตร) 
จ  านวนโคโลนี 
บนอาหาร PCA 

 

รวมจ านวน
โคโลนีทัง้หมด
ใน 3 จาน 

CFU ตอ่ 
ภาชนะ 1 ใบ 

1 3.0    
2 3.5  
3 3.5  

 
  3.2   น า้ชะลา้งภาชนะ ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอ่จาน จ านวน 2 จาน 
จานท่ี ปรมิาตรน า้ชะลา้ง

ภาชนะ (มิลลิลิตร) 
จ  านวนโคโลนี 
บนอาหาร PCA 

 

รวมจ านวน
โคโลนีทัง้หมด
ใน 2 จาน 

CFU ตอ่ 
ภาชนะ 1 ใบ 

1 1    
2 1  

 
คา่เฉล่ียของจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดเทา่กบั..............................CFU ตอ่ภาชนะ 1 ใบ 
 
4.  การเก็บตวัอยา่งอากาศ 
     บรเิวณท่ีเก็บตวัอยา่งอากาศคือ........................................................................... 
     วนัท่ีเก็บตวัอย่าง..................................   เวลาเก็บตวัอยา่ง.................................. 
     อณุหภมูิของอากาศ............................. 
 
วิธีการเก็บตวัอย่างอากาศ จ านวนโคโลนี จ านวนจลุินทรียใ์นอากาศ 

(CFU/ m3) 
1.  เปิดฝาจานอาหาร PCA ไว ้30 นาที   
2. เก็บตวัอยา่งอากาศดว้ยเครื่อง MICROBIO MB1 
    (ปรมิาตรอากาศท่ีทดสอบ.....................ลิตร) 
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ค าถามท้ายบท 
1.     การวิเคราะหจ์ลุินทรียใ์นสิ่งแวดลอ้มของโรงงานแปรรูปอาหารมีความส าคญัอยา่งไร สามารถ 
        ใชว้ิธีไหนในการวิเคราะหไ์ดบ้า้ง อธิบายสกั 2 วิธี 
2.     ผลการวิเคราะหห์าจ านวนจลุินทรียใ์นสิ่งแวดลอ้ม สามารถน ามาใชป้ระโยชนไ์ดอ้ยา่งไร  
3.     จงยกตวัอย่างชนิดของจลุินทรียท่ี์อาจพบไดใ้นสิ่งแวดลอ้มมาสกั 3 ชนิด 
 
เอกสารอ้างอิง 
บรษิัท  3M  Thailand  Limited.  2546.  คูมื่อการใช ้ 3M  Petrifilm  Aerobic Count  Plate.  
Collins, C.H., Lyne, P.M.,Grange, J.M. 2001. Collins and Lyne’s Microbiological Methods, 

7th ed.  Butterworth Heinemann,  Great  Britain. 
Frank ,  J.F. 1998.  Food Microbiology: Lab Manual. Department of Food Science and 

Technology, University of Georgia, Athens, Georgia, USA. 
Bell, C., Neaves, P., Williams, A.P. 2005. Food Microbiology and Laboratory Practice. 

Blackwell Science Ltd., UK. 
Sveum, W.H., Moberg, L.J., Rude, R.A., Frank, J.F. 1992. Microbiological monitoring of the 

food processing environment. In: Vanderzant, C., Splittstoesser, D.F. (Eds.), 
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods. American 
Public Health Association, Washington, D C, pp. 51-74. 

Yousef, A.E., Carlstrom, C. 2003. Food Microbiology: A Laboratory Manual. John Wiley & 
Sons, USA. 
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ภาคผนวก ก 
วิธีการใช้เคร่ืองจ่ายตัวอย่างลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้อัตโนมัต ิ (Automated Spiral 

Plater รุ่น Autoplate 4000)  
 

 การตดิตั้งเบือ้งต้น (Initial setup) 
1.   ควรวางเครื่อง spiral plater ห่างจากผนงัดา้นหลงัและดา้นขา้งอยา่งนอ้ย 6 นิว้เพ่ือการระบาย 
      อากาศอย่างเหมาะสม จดัใหบ้รเิวณท างานสะอาด ปราศจากเศษสิ่งของสกปรก 
2.   ตอ่สายไฟเขา้กบัดา้นหลงัเครื่อง spiral plater 
3.   ตอ่ vacuum tubing เขา้กบั vacuum source 
       หมายเหต:ุ ขอ้1-3 ไดท้  าเรียบรอ้ยแลว้ หา้มดงึสายออกหรือเล่ือนเครื่องมือโดยเด็ดขาด 
4.  วางอา่งของเหลว 3 อ่างท่ีผา่นการฆ่าเชือ้ (อาจน าไปฆา่เชือ้ดว้ย autoclave หรือ rinse ดว้ยน า้ยา

ฆา่เชือ้ (10% bleach solution หรือ 70% ethanol แลว้ปิดฝาไว)้ ทางซา้ยของแทน่หมนุ
ตามล าดบัดงันี ้ จากขวาไปซา้ยคือ อา่งน า้ยาฆา่เชือ้ (disinfectant) อา่งน า้ท่ี 1 (water station 1) 
และอา่งน า้ท่ี 2 (water station 2)  ดงัภาพ เทน า้กลั่นปลอดเชือ้ลงในอา่งน า้ท่ี 1 และอา่งท่ีน า้ท่ี 2  
สว่นอา่งน า้ยาฆา่เชือ้ ใหเ้ตมิโซเดียมไฮโปคลอไรตค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 5 ลงไปจนเตม็หรืออาจเตมิ
เอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70 กรณีท่ีใชง้านกบัจลุินทรียท่ี์ไมส่รา้งสปอรเ์ทา่นัน้ ถา้หาก
ของเหลวเหลา่นีผ้่านการใชท้  าความสะอาดไปประมาณ 50 ครัง้ ของเหลวจะลดระดบัจนถึงกน้
อา่ง ใหเ้ตมิเของเหลวเพิ่มลงไป หรืออาจใชอ้ปุกรณ ์(wedge) ชว่ยยกอ่างขึน้ดงัรูปท่ี ก.1 ดา้นขวา  
สามารถปิดฝาครอบอา่งบางสว่นไวไ้ดข้ณะใชง้าน โดยเปิดฝาอา่งดา้นท่ีตดิกบัผนงัเครื่องไวอ้ยา่ง
นอ้ย 1.5 นิว้ 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี ก.1  การควบคมุระดบัของเหลวท่ีลดลงในอา่งน า้ส  าหรบัท าความสะอาด 
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5.  วางท่ีวางถว้ยใส่ตวัอยา่ง (four-cup cupholder) ทางดา้นขวาของแทน่หมนุโดยใหข้อบดา้นซา้ยท่ี
วางถว้ยตดิกบัแทน่หมนุและขอบดา้นหลงัตดิกบัตวัเครื่อง  

6.  ของเหลวจะถกูดงึโดยระบบสญุญากาศผา่นเข็มจา่ย (stylus) syringe และวาลว์ (value) และถกู
ดงึออกไปยงั vacuum pump reservoir ควรตรวจสอบการท างานของ vacuum และวาลว์โดย 

       ก.  เปิดสวิทซเ์ครื่อง Autoplate และสวิทซข์องป้ัมสญุญากาศ (Vacuum source) 
       ข.  กดปุ่ ม CLEAN  
       ค.  สงัเกตของเหลวท่ีเคล่ือนท่ีผา่นเขา้และออกจาก syringe ถา้ไมเ่ห็นการเคล่ือนท่ีของของเหลว   
      หรือถา้ของเหลวหรืออากาศถกูผลกัออกจากเข็มจา่ยท่ีอา่งน า้ท่ี 2 ใหต้รวจดวูา่ไดเ้ปิดสวิทซข์อง 

vacuum source แลว้หรือไมห่รือดวู่าตอ่ vacuum source เขา้กบัเครื่องอยา่งเหมาะสมหรือไม่ 
 
การตรวจสอบเบือ้งต้นโดยใช้ สี Crystal violet 
1.  การตรวจสอบต าแหนง่ท่ีเข็มจา่ยเริ่มตน้จา่ยตวัอยา่ง 
วิธีท า 

1.1 วางจานอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเทอาหารไวล้่วงหนา้จนผิวหนา้แหง้ดีแลว้ลงบนแทน่วางจาน 
1.2 กดปุ่ ม 100 mm ส าหรบัการใชจ้านขนาด 100 มิลลิเมตร 
1.3 กดปุ่ ม test เพ่ือใหเ้ข็มจา่ย เล่ือนลงต ่าจนถึงจดุท่ีจะเริ่มจ่าย  มองดท่ีูผิวของวุน้เพ่ือตรวจดูวา่ 

ปลายเข็มจา่ยไดอ้ยูท่ี่จดุตดัของวงกลมท่ีมีรศัมี 13 มิลลิเมตรกบัเสน้ turnable radial line (รูป
ท่ี ก.2) หรือไม ่ถา้จะตอ้งปรบัต าแหนง่เริ่มตน้การจา่ย ใหด้ท่ีูขอ้ 6.1 ในคูมื่อการใชฉ้บบัภาษา 
องักฤษ (Automated Spiral Plater User Guide) 

1.4 กดปุ่ ม test อีกครัง้เพ่ือใหเ้ข็มจา่ยเคล่ือนท่ีกลบัมายงัต าแหนง่พกัของเข็ม 
 
 
 
   
 
 

 
 

รูปท่ี ก.2  การตรวจสอบต าแหนง่เริ่มตน้ของการจา่ยตวัอยา่ง 
                   ท่ีมา: Automated Spiral Plater User Guide, Spiral Biotech 

 

 

เขม็จ่าย (stylus tubing) 

จุดเร่ิมตน้ของ 
การจ่ายตวัอยา่ง 
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2.  การทดสอบโดยจ่ายสียอ้มลงบนจานเพาะเชือ้ 
     เทสารละลาย crystal violet ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.7 ลงในถว้ยใส่ตวัอยา่ง วางถว้ยท่ีต าแหนง่ซา้ย
ดา้นหลงัสดุของท่ีวางถว้ยใส่ตวัอยา่ง ต าแหนง่นีเ้ป็นต าแหนง่ท่ีตวัอยา่งจะถกูดดูขึน้ไป 

2.1 ก่อนท่ีจะดดูสีขึน้ไป ทอ่จา่ยตวัอยา่งควรมีของเหลวบรรจอุยูเ่ตม็ ดงันัน้จงึตอ้งกดปุ่ ม Clean 
ก่อน เพ่ือท่ีใหน้  า้เขา้ไปบรรจอุยูใ่นท่อ 
ขอ้สงัเกต: มีปุ่ มอยู ่ 2 ปุ่ มใหเ้ลือกท่ี Auto section ท่ีแผงกดปุ่ มตอนกลางคือ ปุ่ ม MIN และ 
MAX เพ่ือท่ีจะเลือกใหจ้่ายตวัอยา่งลงบนจานเพาะเชือ้เพียง 1 จาน หรือใหจ้า่ยตวัอย่างลงบน
จาน มากกวา่ 1 จานตามล าดบั  สามารถเลือกกดปุ่ ม MIN หรือ MAX ไดก้่อนท่ีกดจะปุ่ ม FILL  
เชน่ในการตรวจสอบครัง้นีจ้ะท าการตรวจสอบความถกูตอ้งของการจา่ยแบบ 50 l 
exponential deposition key โดยกดปุ่ ม             จากนัน้ เลือกกดปุ่ ม MIN ใน Auto section 
เข็มจา่ยจะเคล่ือนท่ีลดระดบัลงมาดดูสี  
หมายเหต:ุ   การเลือก Exponential 50 l Mode เครื่องจะจา่ยตวัอย่าง ปริมาณ 50 
ไมโครลิตรตอ่ 1 จานอาหารเลีย้งเชือ้ขนาด 100 มิลลิเมตรหรือปรมิาณ 54.3 ไมโครลิตรตอ่ 1 
จานอาหารเลีย้งเชือ้ขนาด 150 มิลลิเมตรโดยจะจา่ยตวัอยา่งปรมิาณนอ้ยลงเรื่อยๆ เริ่มตัง้แต่
จดุศนูยก์ลางจานไปจนถึงขอบจาน Mode นีใ้ชส้  าหรบัการตรวจนบัจ านวนโคโลนีดว้ยวิธี spiral 
plating  วางจานอาหารเลีย้งเชือ้ขนาด 100 มิลลิเมตรลงบนแทน่หมนุ 

2.2 เพ่ือท่ีจะตัง้ศนูยก์ลางจาน ใหส้งัเกตวงกลมตามรอยจา่ยท่ีผิวอาหารเลีย้งเชือ้ ระยะระหวา่งขอบ
นอกของจานไปยงัวงกลมควรหา่งกนัอยา่งสม ่าเสมอ  ถา้ไมเ่ทา่กนัใหห้มนุน็อตบนชิน้พลาสตกิ
รูปตวั“V”เล่ือนจนกระทั่งจานเพาะเชือ้เขา้สูต่  าแหนง่กลางอยา่งเหมาะสม จงึขนัน็อตใหแ้นน่ 

2.3 สงัเกตสีบนจานดงัรูป แนวการจา่ยตามวงกลมจะตอ้งสม ่าเสมอโดยสีจะตอ้งเขม้มากบรเิวณ
ใกล้ๆ จดุคนูยก์ลาง แลว้คอ่ยๆ จางลงจนถึงขอบจาน สีตอ้งสม ่าเสมอในแตล่ะแนว ถา้การจา่ยสี
ไมเ่ทา่กนั จะตอ้งปรบั stylus alignment ตามวิธีการในขอ้ 6.1 ในคูมื่อการใช ้ แตถ่า้ยงัไม่
สามารถแกปั้ญหาไดอี้กใหด้ท่ีูขอ้ 8.6 ในคูมื่อการใชเ้ครื่อง Spiral Plater ฉบบัภาษาองักฤษ 

2.4 ตรวจด ูspiral pattern ว่า อยูใ่นแนวเดียวกบั counting grid หรือไม่ 
 

 
 
 
 

รูปท่ี ก.3  ลกัษณะของ Exponential Dye Plate 
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วิธีการจ่ายตัวอย่างลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ 
 
1.  การท าความสะอาดเข็มจ่าย (Stylus disinfection) 
      ก่อนใชเ้ครื่อง Autoplate เพ่ือเริ่มการทดลองจรงิ เพื่อใหแ้นใ่จวา่ระบบการท าความสะอาดมี
ประสิทธิภาพ  ทดลองใหเ้ข็มจา่ยดดูแบคทีเรีย 106 CFU/ml  แลว้กดปุ่ ม Clean เพ่ือท าความสะอาด 
หรือ กดปุ่ ม Power clean ไวก้่อน ถา้หากแบคทีเรียนัน้สรา้งสปอร ์เม่ือท าความสะอาดเสรจ็แลว้ กด
ปุ่ ม MAX fill เพ่ือใหเ้ครื่องดดูน า้กลั่นปลอดเชือ้ขึน้ไปและจา่ยลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ 5 จาน น าไป
บม่ ถา้หากไมมี่โคโลนีขึน้แสดงวา่ระบบการท าความสะอาดท างานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
1.1  การท าความสะอาดดว้ย Power clean 
       ถา้กดปุ่ ม Power clean ไวก้่อนท่ีจะท าความสะอาด เครื่อง Autoplate จะอยูใ่น Power clean 
mode (สงัเกตไฟท่ีปุ่ ม Power clean จะตดิ) จากนัน้ใหก้ดปุ่ ม Clean เพ่ือเริ่มท าความสะอาด ใน
ระหวา่งกระบวนการนีเ้ข็มจา่ย (stylus) จะถกูฆา่เชือ้เป็นเวลา 15 วินาที โดยในชว่งนี ้ syringe จะดนั
น า้ยาฆา่เชือ้เขา้และออกจากทอ่ แรงถแูละเวลาการสมัผสัท่ีเพิ่มขึน้จะขจดัแบคทีเรียท่ียากตอ่การ
ท าลาย (difficult-to-kill bacteria)ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพเชน่ แบคทีเรียแกรมบวก 
1.2 Expel 
       เม่ือจา่ยตวัอย่างท่ีมีเศษชิน้ตวัอยา่ง แนะน าใหก้ดปุ่ ม EXPEL (ไฟท่ีปุ่ มนีจ้ะติด) ก่อนท่ีจะท าความ
สะอาด เพื่อไลต่วัอยา่งท่ีคา้งอยูอ่อกก่อน  
2.  การเตรียมตัวอย่าง 

ตวัอยา่งอาหารแข็งควรผสมกบัสารละลายท าเจือจางใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนั  เศษชิน้อาหารอาจ
ไปอดุตนัเข็มจา่ยได ้ดงันัน้จึงควรกรองตวัอย่างเสียก่อนหรือตัง้ทิง้ไวส้กั 2-3 นาทีเพ่ือใหเ้ศษอาหารตก
ลงท่ีกน้ภาชนะ แนะน าใหใ้ชถ้งุกรองเพื่อกรองเศษชิน้ตวัอยา่ง อาจตอ้งเจือจางตวัอย่างเพ่ือใหม้ั่นใจวา่
จะมี  จลุินทรียข์ึน้บนจานเพาะเชือ้ในจ านวนท่ีนบัได ้
3. การเลือก Mode ในการส่ังจ่ายตัวอย่าง (deposition mode selection)  

การเลือก Mode ในการสั่งจา่ยตวัอย่างขึน้กบัจดุประสงคข์องงานสามารถเลือกไดห้ลายแบบ
ดงันี ้
                             ***    - Exponential 50 l mode (50 l/ 100 mm, 54.3 l/ 150 mm) ใชก้บั
การท า              spiral plating และการจา่ยสารตา้นจลุินทรียบ์นจานเพาะเชือ้เพ่ือท า Spiral  
                        Gradient Endpoint test ใน Mode นีเ้ครื่องจะจา่ยตวัอย่างปรมิาณ 50 ไมโครลิตรตอ่      
                       1 จานเพาะเชือ้ขนาด 100 มิลลิเมตรหรือปรมิาณ 54.3 ไมโครลิตรตอ่ 1 จานเพาะเชือ้ 
                        ขนาด 150 มิลลิเมตรโดยจะจา่ยตวัอยา่งปรมิาณนอ้ยลงเรื่อยๆ เริ่มตัง้แตจ่ดุศนูย ์

                        กลางจานไปจนถึงขอบจาน  CFU range: 4.0102 – 4.0 105 
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                +                  - Slow Exponential 50 l mode (50 l/ 100 mm, 54.3 l/ 150 mm) ใช้

เม่ือจา่ยสารประกอบอินทรียเ์ชน่ เอทานอล หรือเม่ือจา่ยตวัอยา่งบนจาน
อาหารท่ีผิวหนา้ไมแ่หง้เพ่ือหลีกเล่ียงการกระเดน็ของตวัอยา่ง 

                                      CFU range: 4.0102 – 4.0 105 
                                    - Exponential 100 l mode (100 l/ 100 mm, 108.6 l/ 150 mm) ใช้

ส  าหรบัการตรวจหาจ านวนแบคทีเรียจากตวัอยา่งท่ีคาดว่าจะมีจลุินทรียน์อ้ย 
เครื่องจะจา่ยตวัอยา่งชา้กวา่ Exponential 50 l mode เพ่ือหลีกเล่ียงการ
กระเดน็ของตวัอย่าง 

                                      CFU range: 2.0102 – 4.0 105 
                                   - Uniform 20 l mode (20 l/ 100 mm, 63.45 l/ 150 mm) ใน mode นี ้

เครื่องจะจา่ยตวัอยา่งดว้ยอตัราคงท่ีเทา่กนัตลอดตามรอยจา่ยตามแนววงกลม 
สามารถใหโ้คโลนีท่ีแยกกนัจ านวนมาก 

                                     CFU range: 1.0103 – 1.5 104 
               +                   - Uniform 100 l mode (100 l/ 100 mm)เครื่องจะจา่ยตวัอยา่งปรมิาณ 

100 ไมโครลิตรดว้ยอตัราคงท่ีเทา่กนัตลอดตามรอยจา่ยตามแนววงกลม  

                                     CFU range: 2.0102 – 3.0 103 
                                   - Uniform 250 l mode (250 l/ 100 mm)เครื่องจะจา่ยตวัอยา่งปรมิาณ 

250 ไมโครลิตรดว้ยอตัราคงท่ีเทา่กนัตลอดตามรอยจ่ายตามแนววงกลม ใช้
ส  าหรบัการตรวจหาจ านวนแบคทีเรียจากตวัอยา่งท่ีคาดว่าจะมีจลุินทรียน์อ้ย
มาก 

                                       CFU range: 8.0101 – 3.0 103 
                               ***  - Lawn mode (20 l/ 100 mm, 60.23 l/ 150 mm)  การใช ้mode นีจ้ะ

ท าใหไ้ดก้ารเจรญิของจลุินทรียอ์ย่างสม ่าเสมอตลอดทั่วทัง้จานเน่ืองจากเครื่อง
จะจา่ยตวัอยา่งเชือ้จลุินทรีย ์ (inoculum) ดว้ยอตัราคงท่ีในปริมาณเทา่กนั
เชน่เดียวกบั uniform mode แตจ่า่ยถ่ีขึน้โดยมีระยะระหวา่งวงกลมแคบลง
ครึง่หนึ่ง mode นีมี้ประโยชนใ์นการกระจายเชือ้ใหเ้ทา่ๆกนับนจานเพ่ือท า 
disk diffusion tests และศกึษา viral plagues หรือการผลิตเอนไซม ์

         +                   - Proportional mode (20 l/ 100 mm, 43.09 l/ 150 mm) ใน mode นีจ้ะ
จา่ยตวัอย่างปรมิาณลดลงเรื่อยๆเป็นสดัสว่นโดยตรงกบัรศัมีจากจดุศนูยก์ลาง 
จาน ดงันัน้ช่วงของความเขม้ขน้จงึนอ้ยกวา่ exponential mode มาก มี
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ประโยชนใ์นการดกูารตอบสนองของจลุินทรียต์อ่สารยบัยัง้หรือสารท่ีท าใหผ้า่
เหลา่ ( mutagens) ในช่วงความเขม้ขน้ท่ีแคบมาก 

สรุปวิธีการใช้เคร่ือง Spiral Plater ในการวิเคราะหห์าจ านวนจุลินทรียท์ัง้หมด 
1.  เปิดสวิทซเ์ครื่อง Autoplate 
2. เปิดสวิทซข์อง Vacuum source ความดนัตอ้งอยูท่ี่ระดบั 15-20 inches (380-510 mm.) Hg 
3. วางอา่งของเหลว 3 อ่างท่ีผา่นการฆา่เชือ้ (อาจน าไปฆา่เชือ้ดว้ย autoclave หรือ rinse ดว้ย

น า้ยาฆา่เชือ้ (10% bleach solution หรือ 70% ethanol แลว้ปิดฝาไว)้ ทางซา้ยของแทน่หมนุ
ตามล าดบัดงันี ้ จากขวาไปซา้ยคือ อา่งน า้ยาฆา่เชือ้ (disinfectant) อา่งท่ีน า้ท่ี 1 (water 
station 1) และอา่งท่ีน า้ท่ี 2 (water station 2)  จากนัน้เทน า้กลั่นปลอดเชือ้ลงในอา่งน า้ท่ี 1 
และอา่งน า้ท่ี 2  สว่นอา่งน า้ยาฆา่เชือ้เตมิโซเดียมไฮโปคลอไรสค์วามเขม้ขน้ 5% ลงไปจนเตม็ 

4. ตัง้ Mode การจา่ยตวัอย่างโดยกดปุ่ ม                ส  าหรบัการจา่ย 50 l ตอ่จานและกดปุ่ ม  
ส าหรบัการใชจ้านเพาะเชือ้ขนาด 100 มิลลิเมตร 

5. กดปุ่ ม CLEAN 
6. กดปุ่ ม MIN เพ่ือท่ีจะเลือกใหจ้า่ยตวัอย่างลงบนจานเพียง 1 จาน หรือกดปุ่ ม MAX เพ่ือให้

จา่ยตวัอย่างลงบนจาน มากกวา่ 1 จาน (จา่ยไดอ้ยา่งตอ่เน่ืองมากท่ีสดุ 5 จาน) 
       7.   เตมิสารละลาย crystal violet ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.7 ปรมิาณ 3-4 มิลลิลิตรลงในถว้ยใส่

ตวัอยา่ง วางถว้ยท่ีหลมุดา้นซา้ยมือหลงัสดุของท่ีวางถว้ยใสต่วัอยา่ง ต าแหนง่นีเ้ป็นต าแหนง่
ท่ีตวัอยา่งจะถกูดดูขึน้ไป 

8.   กดปุ่ ม FILL เพิ่มใหเ้ข็มจา่ย ดดูตวัอยา่งขึน้ไป 
9.   วางจานอาหารเลีย้งเชือ้ลงบนแทน่หมนุ ใชป้ากกาขีด 1 เสน้ ตรงกลางขอบจานเพ่ือใหท้ราบ 
      ต  าแหนง่เริ่มตน้ของ spiral line   
10.  เปิดฝาจานออกแลว้กดปุ่ ม PLATE ตรวจสอบจดุเริ่มตน้ของ spiral line กบัเสน้ท่ีขีดไวท่ี้ขอบ

จาน ใหส้งัเกตวงกลมตามรอยจา่ยท่ีผิวอาหารเลีย้งเชือ้ ระยะระหวา่งขอบนอกของจานไปยงั
วงกลมควรห่างกนัอยา่งสม ่าเสมอ 

11.  กดปุ่ ม CLEAN เพ่ือท าความสะอาดเข็มจา่ย 
12.  ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 7-11 เม่ือจา่ยเพ่ือการวิเคราะหจ์  านวนเชือ้ (กดปุ่ ม FILL        วางจาน 

อาหาร         ขีดต าแหนง่เริ่มตน้       เปิดฝาจานออก       กดปุ่ ม PLATE     กดปุ่ ม CLEAN) 
        13. ก่อนปิดเครื่อง  ถา้จา่ยตวัอย่างท่ีมีเศษชิน้ส่วน ใหก้ดปุ่ ม EXPEL เพ่ือไลต่วัอยา่งท่ีคา้งอยู่

ออก ก่อนกดปุ่ ม POWER CLEAN (ไฟท่ีปุ่ มทัง้สองจะติด) จากนัน้กดปุ่ ม CLEAN เข็มจา่ย 
(stylus) จะถกูฆ่าเชือ้ syringe จะดนัน า้ยาฆา่เชือ้เขา้และออกจากท่อ แบคทีเรียท่ียากตอ่การ
ท าลายจะถกูขจดัออก 
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ภาคผนวก ข 
สูตรอาหารเลีย้งเชือ้ สารละลาย และวิธีเตรียม 

 
Acid Broth 

สว่นประกอบ 
Proteose Peptone 
Yeast extract 
Dextrose 
K2HPO4 
น า้กลั่น 

5 
5 
5 
4 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Acid Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั ปิเปตอาหาร 12-15 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด  

20  150 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH 
สดุทา้ย เทา่กบั 5.0   
 

Alkaline Peptone Water 
สว่นประกอบ  
Peptone 
NaCl  
น า้กลั่น 

10 
10 
1 

กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Alkaline Peptone Water 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั ปรบั pH เพ่ือใหไ้ด ้pH 8.5  0.2 หลงัฆา่เชือ้ แบง่อาหาร

ใสห่ลอดฝาเกลียว น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 10 นาที   
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Arginine-Glucose Slant (AGS)  
สว่นประกอบ 
Peptone  
Yeast extract 
Tryptone 
NaCl 
Glucose 
L-Arginine      
  (hydrochloride) 
 

5 
3 
10 
20 
1 
5 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Ferric ammonium citrate    
Sodium thiosulfate 
Bromocresol purple 
วุน้ 
น า้กลั่น 
 

0.5 
0.3 
0.02 
13.5 
1 
 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรยีม Arginine-Glucose Slant (AGS)  
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นและคนจนวุน้ละลาย แบง่ใสห่ลอดทดลอง

(ขนาด 13 × 100 มิลลิเมตร ใช ้ 5 มิลลิลิตร) น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121C เป็น
เวลา 10-12 นาที  หลงัจากฆ่าเชือ้แลว้ตัง้ทิง้ไวใ้หวุ้น้แข็งตวัในลกัษณะเอียง pH สดุทา้ย 6.8-7.0 
 

Baird-Parker Medium  
สว่นประกอบ  
อาหารเหลวพืน้ฐาน (Basal medium)   
Tryptone  
Beef extract 
Yeast extract 
Sodium pyruvate 
Glycine 
Lithium Chloride.6H2O 
วุน้ 
 

10 
5 
1 
10 
12 
5 
20 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

 

Egg Yolk tellurite enrichment 
               ลา้งไขส่ดใหส้ะอาด แชไ่ขท่ัง้เปลือกในเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70 เป็นเวลา 10 นาที 
น าไขไ่ปวางไวบ้นจานเพาะเชือ้ปราศจากเชือ้ทิง้ไวจ้นแหง้จากนัน้ท าใหแ้ตกดว้ยเทคนิคปราศจากเชือ้ 
แยกไขแ่ดงออกจากไขข่าว เอาไขแ่ดงออกดว้ย syringe ปลอดเชือ้หรือปิเปตปากกวา้งใสล่งใน        
บีกเกอรป์ลอดเชือ้ (เพ่ือวดัปรมิาตรของไขแ่ดง) ผสมไขแ่ดงกบัสารละลายโซเดียมคลอไรดป์ราศจาก
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เชือ้ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.85 ลงไปในอตัราส่วน 3 : 7 โดยปรมิาตร ผสมใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนั ใช้
สว่นผสมนีป้รมิาตร 50 มลิลิลิตรผสมกบัสารละลายโพแทสเซียมเทลลไูรส ์   (potassium tellurite)   
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1 ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งผา่นการท าใหป้ราศจากเชือ้โดยเครื่องกรองจลุินทรีย ์

ผสมใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนั เก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 4C จนกระทั่งใช ้
 
วิธีเตรียม  Baird-Parker Medium ท่ีมี Egg Yolk tellurite enrichment                   
               ชั่งสว่นผสมทกุชนิดตามสตูร ผสมใหเ้ขา้กนัดี ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลาย น าไปฆา่เชือ้ดว้ย

หมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย เท่ากบั 7.0  0.2  ถา้อาหารแข็ง

แลว้แตย่งัไมใ่ชท้นัที เก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 4  1C ไดน้าน 1 เดือน หลอมเหลวก่อนใช ้ ถา้ตอ้งการใช้

ทนัทีท าใหอ้าหารเย็นลงจนถึงอณุหภมูิ 48-50C เตมิ Egg Yolk tellurite enrichment  ท่ีมีอณุหภมูิ 

45-50C  ปรมิาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน Baird-Parker Medium ท่ียงัหลอมเหลวอยู ่ ปรมิาตร 95 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั อย่าใหเ้กิดฟองอากาศ เทอาหาร 15-18 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชือ้ ทิง้ไวใ้ห้
ผิวหนา้แหง้ก่อนใช ้    
 

Bismuth Sulfite (BS) Agar 
สว่นประกอบ 
Polypeptone หรือ peptone 
Beef extract 
Dextrose 
Na2 HPO4 (anhydrous) 
FeSO4 (anhydrous) 

10 
5 
5 
4 
0.3 
 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Bismuth sulfite (indicator) 
Brilliant green 
วุน้ 
น า้กลั่น 
 

8 
0.025 
20 
1 
 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม Bismuth Sulfite (BS) Agar 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นพรอ้มทัง้คนจนวุน้ละลาย ใหค้วามรอ้นจน

เดือด 1 นาที ส่วนท่ีตกตะกอนจะไมล่ะลาย ทิง้ใหเ้ย็นลงจนถึง 45-50C ท าใหต้ะกอนแขวนลอยอย่าง
ทั่วถึงโดยคนสม ่าเสมอก่อนเทอาหาร 20 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชือ้ขนาด 15  100 มิลลิเมตร ทิง้
ไวใ้หผ้ิวหนา้แหง้ 2 ชั่วโมง เปิดฝาเล็กนอ้ยแลว้จงึปิดฝา  pH สดุทา้ย 7.7  0.2   
ขอ้ควรระวงั: อยา่น าไปฆา่เชือ้ในหมอ้นึ่งฆา่เชือ้  เตรียมก่อนใช ้1 วนั และ เก็บไวใ้นท่ีมืด (selectitivity 
ของอาหารเลีย้งเชือ้จะลดลงหลงั 48 ชั่วโมง) 
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Blood agar ทีเ่ตมิเลือดแกะ 5% (5% Sheep Blood Agar) 
สว่นประกอบ  
Tryptone  
Phytone หรือ soytone 
NaCl 
วุน้ 
น า้กลั่น 

15 
5 
5 
15 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Blood Agar 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นพรอ้มทัง้คนจนวุน้ละลาย น าไปฆา่เชือ้ดว้ย

หมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที ท าใหเ้ย็นถึง 50C เตมิ defribrinated sheep 
blood ปรมิาตร 5 มิลลิลิตรลงในอาหารท่ีเตรียมไว ้(basal medium) ปรมิาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให้
เขา้กนัก่อนเทลงในจานเพาะเชือ้  หรืออาจใชอ้าหาร Tryptic soy agar เป็น basal medium ก็ได ้
 

Brain Heart Infusion Broth and Agar 
สว่นประกอบ 
Medium 1 
Calf brain infusion 
Beef heart infusion 
Proteose peptone หรือ Polypeptone 
NaCl 
Na2HPO4 
Dextrose 
น า้กลั่น 

200 
250 
10 
5 

2.5 
2 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Medium 1 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นจนละลาย แบง่ใสข่วด น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้

นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย เทา่กบั 7.4  0.2  
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Medium 2 
Brain heart infusion 
Peptic digest of animal tissue 
NaCl 
Dextrose 
Pancreatic digest of gelatin 
Na2HPO4 
น า้กลั่น 

6 
6 
5 
3 

14.5 
2.5 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Medium 2 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นโดยตม้ 1 นาทีเพ่ือใหล้ะลายอย่างสมบรูณ์

แบง่ใสข่วด น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย เทา่กบั 
7.4  0.2  
               ในการเตรียม Brain Heart Infusion Agar ใหเ้ตมิวุน้ 15 กรมัลงใน Brain Heart Infusion 
Broth ปรมิาตร 1 ลิตร ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลาย แบง่ใสข่วด น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ี 

121C เป็นเวลา 15 นาที   
หมายเหต ุ  ถา้ใชส้  าหรบัเพาะเลีย้ง Vibrio ท่ีชอบเจรญิในสภาพท่ีมีเกลือ ใหเ้ตมิโซเดียมคลอไรดล์งไป
จนมีความเขม้ขน้สดุทา้ยของเกลือเทา่กบัรอ้ยละ 2-3 
 

Brilliant Green Lactose Bile (BGLB) Broth, 2% 
สว่นประกอบ 
Peptone 
Lactose  
Oxgall 
Brilliant green 
น า้กลั่น 

10 
10 
20 

0.0133 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Brilliant Green Lactose Bile Broth 
               ละลายเปปโตนและแลคโตสในน า้กลั่น 500 มิลลิลิตร ละลาย oxgall ในน า้กลั่น 200 
มิลลิลิตร pH ของสารละลายนีค้วรเป็น 7.0-7.5 ผสมสารละลายทัง้สองเขา้ดว้ยกนั ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้
975 มิลลิลิตรดว้ยน า้กลั่น ปรบั pH ใหไ้ด ้7.4 เตมิสารละลาย brilliant green ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1  
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ปรมิาตร 13.3 มิลลิลิตร ปรบัปรมิาตรจนได ้ 1 ลิตร ปิเปตอาหาร 10 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองท่ีมี

หลอดดกัแก๊สคว ่าอยู่ น  าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH 
สดุทา้ย เทา่กบั 7.2  0.2 
 

Bromcresol Purple Dextrose Broth 
สว่นประกอบ 
Dextrose 
Beef Extract 
Peptone 
Bromcresol Purple (รอ้ยละ 1.6 ในเอทานอล) 
น า้กลั่น 

10 
3 
5 
2 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 

       มิลลิลิตร 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Bromcresol Purple Dextrose Broth 
               ละลายส่วนผสมทกุชนิดในน า้กลั่น 500 มิลลิลิตร ปิเปตอาหาร 12-15 มิลลิลิตรใสใ่นหลอด

ทดลอง น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ยเทา่กบั 7.0 
 0.2 

  

Buffered Glycerin-Salt Solution 
สว่นประกอบ 
Glycerin (reagent grade) 
K2HPO4 (anhydrous) 
KH2PO4 (anhydrous) 
NaCl 
น า้กลั่น 

100 
12.4 

4 
4.2 
900 

มิลลิลิตร 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

มิลลิลิตร 
 

วิธีเตรียม 

ละลายเกลือ NaCl ปรบัปริมาตรดว้ยน า้กลั่นจนได ้ 900 มิลลิลิตร เตมิ glycerin, K2HPO4 และ 

KH2PO4 ปรบัพีเอชใหไ้ด ้ 7.2  น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  
(ถา้จะเตรียม Buffered Glycerin-Salt Solution ความเขม้ขน้ 2 เทา่ ใช ้glycerin 200 มิลลิลิตรและ
น า้กลั่น 800 มิลลิลิตร) 
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Buffered Listeria Enrichment Broth 
สว่นประกอบ 
Media Base 
Trypticase soy broth 
yeast extract 
monopotassium phosphate (anhydrous) 
disodium phosphate (anhydrous) 
sodium pyruvate (sodium salt) 
น า้กลั่น 
 

30 
6 

1.35 
9.6 
1.11 

1 

กรมั 
กรมั 

กรมัตอ่ลิตร 
กรมัตอ่ลิตร 
กรมัตอ่ลิตร 

ลิตร 

วิธีเตรียม Media base 

ชั่งสว่นผสมทัง้หมดละลายในน า้กลั่น น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 
นาที  pH สดุทา้ยเท่ากบั 7.0  0.2 
 
Selective supplements 
Acriflavin HCl 
Nalidixic acid (sodium salt) 
Cycloheximide 

10 
40 
50 

มิลลิกรมัตอ่ลิตร 
มิลลิกรมัตอ่ลิตร 
มิลลิกรมัตอ่ลิตร 

 
วิธีเตรียม Selective supplements 

เตรียม stock solution ของ acriflavin และ nalidixic acid ความเขม้ขน้ของสารแตล่ะชนิดรอ้ยละ 0.5 
(น า้หนกัโดยปรมิาตร)ในน า้กลั่น และเตรียม stock solution ของ cycloheximide ความเขม้ขน้รอ้ยละ 
1 (น า้หนกัโดยปรมิาตร)ในสารละลายเอทานอลในน า้ความเขม้ขน้รอ้ยละ 40 (ปรมิาตรโดยปรมิาตร) 

ท าให ้stock solution เหลา่นีป้ลอดเชือ้โดยการกรอง (filter sterilize) แลว้เก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 4C อย่า
ให ้ acriflavin โดนแสง เตมิ selective supplement ทัง้ 3 ชนิดลงใน media base ท่ีฆ่าเชือ้แลว้ 
(ปรมิาณท่ีเตมิ ค  านวณใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตามสตูร) 
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Buffered Peptone Water 
สว่นประกอบ 
Peptone 
Sodium chloride 
Sodium phosphate, dibasic 
Potassium phosphate, monobasic 
น า้กลั่น 

10 
5 

3.5 
1.5 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Buffered Peptone Water 
               ละลายส่วนผสมทกุชนิดในน า้กลั่น คนใหล้ะลาย ปิเปตอาหารใสใ่นภาชนะบรรจุ น าไปฆา่

เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ยเท่ากบั 7.2  0.2 
 

Butterfield's phosphate-buffered dilution water 
สว่นประกอบ 
Stock solution 
KH2 PO4   
น า้กลั่น 

34 
500 

กรมั 
มิลลิลิตร 

 
              ปรบั pH ใหไ้ด ้7.2 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 1 นอรม์ลั จากนัน้ปรบั
ปรมิาตรใหไ้ด ้1 ลิตรดว้ยน า้กลั่น น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121OC  เป็นเวลา 15 
นาที เก็บไวใ้นตูเ้ย็น 
 
การเตรียมสารละลายส าหรบัท าเจือจาง (Dilution banks) 
             ปิเปต stock solution ท่ีเตรียมไวข้า้งตน้ ปรมิาตร 1.25 มิลลิลิตร ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1 ลิตร
ดว้ยน า้กลั่น น าไปบรรจขุวด ตามปรมิาตรท่ีตอ้งการ จากนัน้น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 
121OC  เป็นเวลา 15 นาที 
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Christensen's Urea Agar 
สว่นประกอบของอาหารพืน้ฐาน (base) 
Peptone 
NaCl 
Dextrose 
KH2PO4 
Phenol red (6 ml of 1: 500 solution) 
วุน้ 
น า้กลั่น 

1 
5 

1.0 
2.0 

0.012 
15 
900 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

มิลลิลิตร 
 
วิธีเตรียม 
               ละลายส่วนผสมในน า้กลั่น (ยกเวน้ Urea) ในน า้กลั่น 900 มิลลิลิตร จะไดอ้าหารพืน้ฐาน
(basal medium) ส าหรบั halophilic Vibrio spp. เตมิ NaCl อีก 15 กรมั (จะไดค้วามเขม้ขน้ของ 
NaCl สดุทา้ยเป็นรอ้ยละ 2)  น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121OC เป็นเวลา 15 นาที ท า
ใหเ้ย็นถึง 50-55 OC  
 

 สารละลายยเูรียเขม้ขน้ (Urea concentrate) 

สว่นประกอบ 
Urea   
น า้กลั่น 

20 
100 

กรมั 
มิลลิลิตร 

  

วิธีเตรยีม 

                น ายเูรียไปละลายในน า้กลั่น 100 มิลลิลิตร น าไปท าใหป้ลอดเชือ้โดยการกรอง เตมิลงไปใน 
basal medium ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ ผสมใหเ้ขา้กนั pH สดุทา้ยเทา่กบั 6.8  0.1 แบง่ใสห่ลอดหรือ
จานเพาะเชือ้ท่ีปลอดเชือ้ ถา้เตรียมเป็น agar slant น ามาเอียงใหมี้ความยาวของสว่นท่ีลาดเอียง 
(slant) 3 เซ็นตเิมตรและมีความลกึของกน้หลอด (butt) 2 เซ็นตเิมตร 
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Cooked Meat Medium (CMM) 
สว่นประกอบ 
Beef heart 
Proteose peptone 
Dextrose 
NaCl 
น า้กลั่น 

454 
20 
2 
5 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Cooked Meat Medium  
               ชั่งอาหาร Cooked Meat Medium ส าเรจ็รูป 12.5 กรมั ใสล่งในน า้กลั่น 100 มิลลิลิตรผสม

แลว้ทิง้ไวน้าน 15 นาทีเพ่ือใหเ้ปียกอยา่งทั่วถึง หรือชั่ง 1.25 กรมัใสใ่นหลอดทดลองขนาด 20  150 
มิลลิ เมตร เตมิน า้กลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเพ่ือใหอ้าหารเปียกทัง้หมด น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้
นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121OC เป็นเวลา 15 นาที pH สดุทา้ย 7.2  0.2 ก่อนใชน้  ามาตม้ไลอ่ากาศแลว้
ท าใหเ้ย็นโดยไมเ่ขยา่ 
 

Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar 
 

สว่นประกอบ 
Glucose 
Peptone 
KH2 PO4   
MgSO4 .7H2 O 
Chloramphenical 

10 
5 
1 
0.5 
100 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
มิลลิกรมั 

Dichloran (0.2% ในเอทานอล) 
Rose Bengal (5% ในน า้) 
วุน้ 
น า้กลั่น 

1 
0.5 
15 
1 

มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Dichloran rose bengal chloramphenicol agar 
               ผสมส่วนผสมทุกชนิดให้เขา้กัน ให้ความรอ้นจนวุน้ละลาย ฆ่าเชือ้ดว้ยหม้อนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี

อุณหภูมิ 121C  เป็นเวลา 15 นาที อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีเ้หมาะส าหรบัเลีย้งเชื ้อราและยีสต ์จาก
ตวัอย่างอาหารสดหรืออาหารท่ีมีค่า aw สงู เม่ือเตรียมไวแ้ลว้ยงัไม่ใชท้นัที ใหเ้ก็บไวใ้นท่ีมืด เน่ืองจาก
เม่ือสัมผัสกับแสง rose bengal จะให้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีผลยับยั้งการเจริญของเชือ้ราบางชนิดได้สูง
โดยเฉพาะยีสต ์สามารถเก็บไวไ้ดน้านเป็นเดือนในท่ีมืด 
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Dichloran 18% Glycerol Agar 

สว่นประกอบ 
Glucose 
Peptone 
KH2 PO4   
MgSO4 .7H2 O 
Glycerol, AR 

10 
5 
1 
0.5 
220 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Dichloran (0.2% ในเอทานอล) 
Chloramphenical 
วุน้ 
น า้กลั่น 

1 
100 
15 
1 

มิลลิลิตร 
มิลลิกรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Dichloran 18% glycerol agar (aw 0.955)  
               ในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีใ้หเ้ติมส่วนผสมทัง้หมดลงในน า้กลั่น 800 มิลลิลิตร ให้
ความรอ้นจนวุน้ละลายจากนัน้ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1 ลิตรดว้ยน า้กลั่น แลว้จึงเตมิกลีเซอรอล 220  กรมั 

(รอ้ยละ 18 น า้หนกัโดยน า้หนกั) แลว้น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121C เป็นเวลา 15 
นาที อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีใ้ช้เลีย้งเชือ้จากอาหารท่ีมีค่า aw ต ่ากว่า 0.95 ซึ่งได้แก่จุลินทรียท่ี์ชอบ
สภาพแห้ง  (xerophilic fungi) เช่ น  Aspergillus, Penicillium หลายชนิ ดและเชื ้อ  Xeromyces 
bisporus จากอาหารท่ีมีคา่ aw ต  ่าหรืออาหารแหง้ เชน่ เมล็ดธญัชาต ิถั่ว แปง้ เครื่องเทศ และอ่ืนๆ  
 

               EC Broth 
สว่นประกอบ 
Tryptose หรือ Trypticase 
Bile salts No. 3 
Lactose  
K2HPO4  
KH2PO4 
NaCl 
น า้กลั่น 

20 
1.5 
5 
4 

1.5 
5 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม EC Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ปิเปตอาหาร 8 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองขนาด 

16150 มิลลิเมตร ท่ีมีหลอดดกัแก๊สขนาด 10  75 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที pH สดุทา้ย 6.9  0.2 
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Glycerin-Salt Solution (Buffered) 

สว่นประกอบ 
Glycerin (reagent grade) 
K2HPO4 (anhydrous) 
KH2PO4 (anhydrous) 
NaCl 
น า้กลั่น 

100 
12.4 

4 
4.2 
900 

มลิลิลิตร 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

มิลลิลิตร 
 
วิธีเตรียม Buffered Glycerin-Salt Solution 
               ละลายเกลือในน า้กลั่นแลว้ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้ 900 มิลลิลิตรดว้ยน า้กลั่น จากนัน้เตมิ 
glycerin, K2HPO4 และ KH2PO4 ปรบั pH ใหไ้ด ้ 7.2 น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอุณหภมูิ 

121C เป็นเวลา 15 นาที  ส าหรบั Buffered Glycerin-Salt Solution ท่ีเขม้ขน้ 2 เทา่ มี glycerin รอ้ย
ละ 20 ใหใ้ช ้glycerin 200 มิลลิลิตร น า้กลั่น 800 มิลลิลิตร 
 

Hektoen Enteric (HE) Agar 
สว่นประกอบ 
Peptone 
Yeast extract 
Bile salts No. 3 
Lactose 
Sucrose 
Salicin 

12 
3 
9 
12 
12 
2 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

NaCl 
Sodium thiosulfate 
Ferric ammonium citrate 
Bromthymol blue 
Acid  fuchsin 
วุน้ 
น า้กลั่น 

5 
5 
1.5 
0.065 
0.1 
14 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Hektoen Enteric (HE) Agar 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นพรอ้มทัง้คนจนวุน้ละลาย ใหค้วามรอ้นจน

เดือด เดือดไมเ่กิน 1 นาที อยา่ใหค้วามรอ้นมากเกินไป ทิง้ใหเ้ย็นลงจนถึง 50C เทอาหาร 20 
มิลลิลิตรลงในจานเพาะเชือ้ขนาด 15100 มิลลิเมตร ทิง้ไวใ้หผ้ิวหนา้แหง้ 2 ชั่วโมง เปิดฝาเล็กนอ้ย  
pH สดุทา้ย 7.5  0.2  อยา่เก็บไวน้านเกิน 1 วนั 
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Iron Milk Medium (Modified) 
สว่นประกอบ 
น า้นมพรอ้มมนัเนย 
Ferrous sulfate.7H2O 
น า้กลั่น 

1 
1 
50 

ลิตร 
กรมั 

มิลลิลิตร 
 

วิธีการเตรียม Modified iron milk medium 
               ละลาย Ferrous sulfate.7H2O ในน า้กลั่น 50 มิลลิลิตร เตมิน า้นมลงไปชา้ๆ คนตลอดเวลา

ดว้ย magnetic stirrer ปิเปตอาหาร 11 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 16  150 มิลลิเมตร 

น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 118 C เป็นเวลา 12 นาที   
หมายเหต:ุ ควรเตรียมทนัทีก่อนใช ้
 

Koser’s Citrate Broth 
สว่นประกอบ 
NaNH4HPO4·4H2O  
KH2PO4 (monobasic) 
MgSO4·7H2O  
Sodium citrate·2H2O  
น า้กลั่น 

1.5 
1 

0.2 
3 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Koser’s Citrate Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั แบง่ใสห่ลอดฝาเกลียว น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที pH สดุทา้ยเทา่กบั 6.7  0.2  
 

Lactose Broth 
สว่นประกอบ 
Beef extract  
Peptone 
Lactose  
น า้กลั่น 

3 
5 
5 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม Lactose Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั แบง่อาหาร 225  มิลลิลิตรใส่ในฟลาสกข์นาด 500 

มิลลิลิตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้225 
มิลลิลิตร ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้  pH สดุทา้ยเท่ากบั 6.9  0.2  
 

Lactose-Gelatin Medium (ส าหรับ Clostridium perfringens) 
สว่นประกอบ 
Tryptose 
yeast extract 
lactose 
phenol red (รอ้ยละ 1ในเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 
95) 
เจลาตนิ 
น า้กลั่น 

15 
10 
10 
5 

120 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 

มิลลิลิตร 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม Lactose-Gelatin Medium 
               ผสม tryptose, yeast extract และ lactose ในน า้กลั่น 400 มิลลิลิตร ใหค้วามรอ้นเพ่ือชว่ย

ใหล้ะลาย  เตมิเจลาตนิในน า้กลั่น 600 มิลลิลิตรใหค้วามรอ้นท่ีอณุหภมูิ 50-60C คนเพ่ือใหล้ะลาย 
ผสมสารละลายทัง้สองเขา้ดว้ยกนั ปรบั pH ใหไ้ด ้ 7.5  0.2 เตมิ phenol red ผสมใหเ้ขา้กนั ปิเปต
อาหาร 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 16  150 มิลลิเมตรน าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่ง

ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 10 นาที  ถา้ยงัไมใ่ชภ้ายใน 8 ชั่วโมง ก่อนใชต้อ้งน าไปใหค้วาม

รอ้นท่ีอณุหภมูิ 50-70C เพ่ือไลอ่ากาศเป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง 
 

Lauryl Tryptose Broth 
สว่นประกอบ 
Tryptose หรือ Trypticase 
Lactose  
K2HPO4  
KH2PO4 
NaCl 
Sodium lauryl sulfate 
น า้กลั่น 

20 
5 

2.75 
2.75 

5 
0.1 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม Lauryl Tryptose Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ปิเปตอาหาร 10 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองขนาด 20 

150 มิลลิเมตร ท่ีมีหลอดดกัแก๊สขนาด 10  75 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที pH สดุทา้ย 6.8  0.2 
 

Levine’s Eosin Methylene Blue (L-EMB) Agar 
สว่นประกอบ 
Peptone 
Lactose 
KH2PO4  
Eosin Y 
Methylene blue 
วุน้ 
น า้กลั่น 

10 
10 
2 

0.4 
0.065 

15 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม Levine’s Eosin Methylene Blue (EMB) Agar 
               ผสมเปปโตน KH2PO4 และวุน้ลงในน า้กลั่น 1 ลิตร ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลาย ปรบั
ปรมิาตรใหไ้ดเ้ทา่ปรมิาตรเริ่มตน้ แบง่ใสข่วด ขวดละ 100 มิลลิลิตร หรือ 200 มิลลิลิตร น าไปฆา่เชือ้

ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121C เป็นเวลา 15 นาที pH สดุทา้ยเทา่กบั 7.1  0.2 
 ก่อนใช ้น าอาหารท่ีเตรียมไวข้วดละ 100 มิลลิลิตร มาหลอม แลว้เตมิสารละลายตอ่ไปนีล้งไป  

1. สารละลาย lactose ความเขม้ขน้รอ้ยละ 20 ปรมิาตร 5 มิลลิลิตร 
2. สารละลาย Eosin Y ความเขม้ขน้รอ้ยละ 2  ปรมิาตร 2 มิลลิลิตร 
3. สารละลาย Methylene blue  ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.15 ปรมิาตร 4.3 มิลลิลิตร 

 
Lysine Decarboxylase Broth (for Salmonella) 

สว่นประกอบ 
Gelysate หรือ peptone 
Yeast extract 
Glucose 
L-Lysine 
Bromcresol purple 
น า้กลั่น 

5.0 
3.0 
1.0 
5 

0.02 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม Lysine Decarboxylase Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั ใหค้วามรอ้นจนละลาย ปิเปตอาหาร 5 มิลลิลิตร ใสใ่น

หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด  16  125 มิลลิเมตร คลายฝาเกลียว น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  หมนุฝาเกลียวใหแ้น่นขณะเก็บรกัษาและหลงัการถ่ายเชือ้ pH 
สดุทา้ย เทา่กบั 6.8  0.2  
หมายเหต:ุ ส าหรบั halophilic Vibrio spp. เตมิเกลือ NaCl จนไดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยรอ้ยละ 2-3 
 

Lysine Iron Agar (LIA) 
สว่นประกอบ 
Peptone  
Yeast extract  
Glucose 
L-lysine hydrochloride 
Ferric ammonium citrate 
Sodium thiosulfate (anhydrous) 
Bromcresol purple 
วุน้ 
น า้กลั่น 

5 
3 
1 
10 
0.5 
0.04 
0.02 
15 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม LIA 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลายปิเปตอาหาร 4 มิลลิลิตร ใสใ่น

หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 13 100 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C 
เป็นเวลา 12 นาที ทัง้ใหวุ้น้แข็งในต าแหนง่ลาดเอียงเพื่อใหมี้สว่นของกน้หลอด (butt) 4 ซม. และสว่น
ของผิวหนา้ลาดเอียง 2.5 ซม. pH สดุทา้ย 6.7  0.2 
 

Lysine Indole Motility (LIM) Medium 
สว่นประกอบ 
Peptone 
Pancreatic digest of casein 
Yeast extract 
L-lysine HCl 
Dextrose 

10 
10 
3 
10 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Ferric Amonium Citrate 
Bromcresol purple 
วุน้ 
น า้กลั่น 

0.5 
0.02 
2 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม LIM Medium 

              ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121C เป็น
เวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย 6.6  0.2 
 

Lysozyme Broth 
สว่นประกอบ 
อาหารพืน้ฐาน (Base) 

              เตรียม Nutrient broth 99 มลิลิลิตร น าไปฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที 
สารละลายไลโซไซม ์ 
               ละลายไลโซไซม ์ 0.1 กรมัในสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิความเขม้ขน้ 0.01 นอรม์ลัท่ี
ปราศจากเชือ้ ปรมิาตร 65 มิลลิลิตร  ใหค้วามรอ้นจนเดือดนาน 20 นาที  เจือจางจนได ้100 มิลลิลิตร 
ดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิความเขม้ขน้ 0.01 นอรม์ลัท่ีปลอดเชือ้หรือ อีกวิธีหนึ่งเตมิไลโซไซม ์
0.1 กรมัในน า้กลั่นปรมิาตร 100 มิลลิลิตร ท าใหป้ราศจากเชือ้โดยการกรองจลุินทรียผ์า่นแผน่กรอง
ขนาดเสน้ผ่าศนูยก์ลาง 0.45 ไมครอน 
 
วิธีเตรียม Lysozyme Broth 
               เตมิสารละลายไลโซไซม ์ 1 มิลลิลิตร ลงใน Nutrient broth ปรมิาตร 99 มิลลิลิตร ผสมให้

เขา้กนั แลว้ปิเปต 2.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 13  100 มิลลิเมตรท่ีปลอดเชือ้ 
 

MacConkey Agar 
สว่นประกอบ 
Proteose peptone หรือ Polypeptone 
Peptone หรือ gelysate 
lactose 
Bile salts No. 3 หรือ bile salt mixture 
NaCl 
Neutral red 
Crystal violet 
วุน้ 
น า้กลั่น 

3 
17 
10 
1.5 
5 

0.03 
0.001 
13.5 

1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม  
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น คนขณะใหค้วามรอ้นเพ่ือละลายสว่นผสม ตม้ 1-2 นาที

แบง่ใสข่วด น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที ท าใหเ้ย็นถึง

อณุหภมูิ 45-50C เทอาหารปรมิาตร 20 มิลลิลิตรลงในจานเพาะเชือ้  ทิง้ไวใ้หผ้ิวหนา้แหง้ (อย่าเปิด

ฝาจาน) pH สดุทา้ย เทา่กบั 7.1  0.2  
 

Malonate Broth 
สว่นประกอบ 
Yeast extract 
(NH4)2(SO)4 
K2HPO4 
KH2PO4 
NaCl 
Sodium malonate 
Glucose 
Bromthymol blue 
น า้กลั่น 

1.0 
2 

0.6 
0.4 
2 
3 

0.25 
0.025 

1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Malonate Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั ท าใหล้ะลายโดยใชค้วามรอ้นถา้จ าเป็น  ปิเปตอาหาร 3 

มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองขนาด  13  100 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 

121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย เทา่กบั 6.7  0.2  
 

Malt Extract Agar  
สว่นประกอบ 
Malt extract  
Peptone 
Glucose 
วุน้ 
น า้กลั่น 

20 
1 
20 
20 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม Malt Extract Agar 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลาย น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่

เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที อย่าใชเ้วลาฆ่าเชือ้นานเกินไปเน่ืองจากอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด
นีจ้ะออ่นตวัถา้ใหค้วามรอ้นนานเกินไปหรือใหค้วามรอ้นซ า้หลายๆครัง้ 
 

Malt Extract Broth 
สว่นประกอบ 
Malt extract base 
Maltose, technical 
Dextrose 
Yeast extract 
น า้กลั่น 

6.0 
1.8 
6.0 
1.2 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Malt Extract Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั ปิเปตอาหาร 12-15 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองขนาด  

20  150 มิลลิเมตร น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH 
สดุทา้ย เทา่กบั 4.7  0.2  
 

 Malt Extract Yeast Extract 50% Glucose (MY50G) Agar 
สว่นประกอบ 
Malt extract  
Yeast extract 
Glucose, AR 
วุน้ 
น า้กลั่น 

10 
2.5 
500 
10 
500 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

 
วิธีเตรียม MY50G 
               เตมิ malt extract, yeast extract และวุน้ลงในน า้กลั่น 450 มิลลิลิตร ใหค้วามรอ้นจนวุน้
ละลาย ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้ 500 กรมัดว้ยน า้กลั่น เติมกลโูคสขณะรอ้นคนอยา่งรวดเรว็เพ่ือปอ้งกนั
กลโูคสโมโนไฮเดรตเกาะกนัเป็นกอ้น ถา้เกาะกนัเป็นกอ้นน าไปใหค้วามรอ้นสกัครู ่ ฆ่าเชือ้โดยใชไ้อน า้
หรือตม้ในหมอ้น า้เดือดนาน 30 นาที 
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               อีกวิธีหนึ่ง อาจใชก้ลโูคสโมโนไฮเดรตแบบ  food grade แทนแบบ analytical gradeได ้
โดยใชก้ลโูคสแบบ food grade 550 กรมั  ในการเตรียมใหผ้สมสว่นผสมตา่งๆ (ยกเวน้กลโูคส) ในน า้
กลั่น 400 มิลลิลิตรใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลายแลว้ปรบัปรมิาตรดว้ยน า้กลั่นใหไ้ด ้450 มิลลิลิตรแลว้จงึ
เตมิกลโูคส 550 กรมัลงไปขณะรอ้น คนอยา่งรวดเรว็ ฆา่เชือ้โดยการตม้ในน า้เดือดเป็นเวลา 30 นาที 
คา่ aw สดุทา้ยของอาหารเลีย้งเชือ้เทา่กบั 0.89 
 
Malt Extract Yeast Extract 5% Salt 12% Glucose (MY5-12) Agar และ Malt Extract Yeast 

Extract 10% Salt 12% Glucose (MY10-12) Agar 
สว่นประกอบ 
Malt extract  
Yeast extract 
NaCl 
Glucose, AR 
วุน้ 
น า้กลั่น 

20 
5 
50  (100 กรมั ส าหรบั MY10-12) 
120 
20 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม MY5-12 (หรือ MY10-12) 

               ในการเตรียมอาหาร MY5-12 น าไปฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 10 นาที จะได้
อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีคา่ aw 0.93 ส าหรบัอาหาร MY 10-12 ฆา่เชือ้โดยตม้ในน า้เดือด 30 นาที (ถา้ใช้
ความรอ้นมากเกินไปอาหารจะไมแ่ข็ง) จะไดอ้าหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีคา่ aw 0.88 
 

Mannitol-Egg Yolk-Polymyxin (MYP) Agar 
สว่นประกอบ 
beef extract 
peptone 
mannitol 
NaCl 
phenol red (รอ้ยละ 1 ในเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95) 
วุน้ 
น า้กลั่น 

1 
10 
10 
10 
2.5 
15 
900 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

       มิลลิลิตร 
กรมั 

       มิลลิลิตร 

 



 

                                                                                                                                                            

249 

สารละลาย polymyxin B ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 
               ละลาย polymyxin B sulfate ความเขม้ขน้ 500,000 ยนูิตในน า้กลั่นปรมิาตร 50 มิลลิลิตร 

กรองดว้ยเครื่องกรองจลุินทรีย ์(filter-sterilize) เก็บในท่ีมืดท่ีอณุหภมูิ 4C จนกระทั่งใช ้
 
Egg yolk emulsion ความเขม้ขน้รอ้ยละ 50 
               ลา้งไขส่ดใหส้ะอาด แชใ่นเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70 น าไขม่าท าใหแ้ตกดว้ยเทคนิค
ปราศจากเชือ้ เอาไขแ่ดงออกดว้ย syringe ปราศจากเชือ้หรือปิเปตปากกวา้ง ใสล่งในบีกเกอรป์ลอด

เชือ้ เตมิสารละลายเกลือความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.85 ลงไปปรมิาตรเท่ากนั เก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 4C 
จนกระทั่งใช ้
 
วิธีเตรียม  Mannitol-Egg Yolk-Polymysin Agar ท่ีมี สารละลาย polymyxin B และ egg yolk 
emulsion                   
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั ใหค้วามรอ้นเพ่ือใหวุ้น้ละลาย ปรบั pH เพ่ือใหไ้ด ้pH 7.2 
 0.2 หลงัฆา่เชือ้ แบง่อาหาร 225  มิลลิลิตร ใสฟ่ลาสกข์นาด 500 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่ง

ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  ท าใหเ้ย็นถึง 50C เตมิสารละลาย polymyxin B ความ
เขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 ปรมิาตร 2.5 มิลลิลิตร และเตมิ Egg yolk emulsion ความเขม้ขน้รอ้ยละ 50 
ปรมิาตร 12.5 มิลลิลิตรลงในอาหาร MYP ปรมิาตร 225 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เทอาหาร 18 

มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชือ้ขนาด 15  100 มิลลิเมตร ทิง้ไวใ้หผ้ิวหนา้แหง้ 24 ชั่วโมงท่ีอณุหภมูิหอ้ง
ก่อนใช ้
 

Motility Medium (ส าหรับ Bacillus cereus) 
 
สว่นประกอบ 
Trypticase 
yeast extract 
dextrose 
Na2HPO4 
วุน้ 
น า้กลั่น 
 

10 
2.5 
5 

2.5 
3 
1 
 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
  ลิตร 
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วิธีเตรียม Motility Medium 
               ชั่งสว่นผสมทกุชนิดตามสตูร ผสมใหเ้ขา้กนัดี ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลาย จากนัน้แบง่อาหาร 

100 มิลลิลิตรใสข่วด น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH 

สดุทา้ยเทา่กบั 7.4  0.2  ท าใหเ้ย็นถึง 50C ปิเปตอาหาร 2 มิลลิลิตร ใสห่ลอดทดลองขนาด 13  
100 มิลลิเมตรท่ีปราศจากเชือ้ ทิง้ไวท่ี้อณุหภมูิหอ้ง 2 วนัก่อนใช ้
 

Motility-Nitrate Medium, buffered (ส าหรับ Clostridium perfringens) 
สว่นประกอบ 
Beef extract 
peptone 
KNO3 
Na2HPO3 
galactose 
Glycerine (reagent grade) 
วุน้ 
น า้กลั่น 

3 
5 
1 

2.5 
5 
5 
3 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

       มิลลิลิตร 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Motility-Nitrate (buffered) Medium 
              ผสมสว่นผสมทกุชนิดยกเวน้วุน้ ปรบั pH ใหไ้ด ้7.3  0.1 เตมิวุน้ ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลาย 

ปิเปตอาหาร 11 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองขนาด 16  150 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่

เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  ถา้ยงัไมใ่ชภ้ายใน 4 ชั่วโมง ก่อนใชต้อ้งน าไปตม้ไลอ่ากาศ
ในหมอ้น า้เดือดเป็นเวลา 10 นาทีแลว้ท าใหเ้ย็นในน า้เย็น 
 

Motility Test Medium (Semisolid) 
สว่นประกอบ 
Beef extract 
Peptone 
NaCl* 
วุน้ 
น า้กลั่น 

3 
10 
5 
4 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม Motility Test Medium  
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลาย ปิเปตอาหาร 8 มิลลิลิตรใสใ่น

หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 16  150 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C 
เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย 7.4  0.2 

หมายเหต:ุ  

ถา้ใชส้  าหรบั halophilic Vibrio spp. ใหเ้ตมิเกลือ NaCl ลงไปใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยรอ้ยละ 2-3      
ถา้ใชส้  าหรบั Listeria หมนุฝาเกลียวแตล่ะหลอดใหแ้นน่พนัดว้ยพาราฟิน เก็บในตูเ้ย็นไดถ้ึง  2 
สปัดาห ์ 

ถา้ใชส้  าหรบั Salmonella : บรรจอุาหาร 20 มิลลิลิตรใส่หลอดฝาเกลียวขนาด 20×150 มิลลิลิตร 

คลายฝาเกลียว น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121C เป็นเวลา 15 นาที ท าใหเ้ย็นถึง 

45C หมนุฝาเกลียวใหแ้นน่ น าไปแชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 5-8C เม่ือจะใช ้น ามาหลอมใหวุ้น้ละลายโดย

การตม้ในน า้เดือด ท าใหเ้ย็นถึง 45C เทลงจานเพาะเชือ้ขนาด 15×100 มิลลิเมตร ดว้ยเทคนิคปลอด
เชือ้ ปิดฝาจาน ตัง้ทิง้ไวใ้หแ้ข็ง (ใหใ้ชใ้นวนัท่ีเตรียม) คา่พีเอชสดุทา้ย 7.4 ± 0.2 

 

MR-VP Broth 
สว่นประกอบ 
ผงส าเรจ็รูป Buffered peptone water (Difco หรือ 
BBL) 
Glucose 
K2HPO4 
น า้กลั่น 

7 
5 
5 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม MR-VP Broth 
               ละลายส่วนผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ปิเปตอาหารเหลว 10 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง

ขนาด 16  150 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที 
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Nitrate Broth 
สว่นประกอบ 
Beef extract 
Peptone 
KNO3 (ปราศจากไนไตรต์) 
น า้กลั่น 

3 
5 
1 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Nitrate Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ปิเปตอาหาร 5 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองขนาด 

16125 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย 
7.0  0.2 
 

Nutrient Agar/ Broth 
สว่นประกอบ 
Beef extract 
Peptone 
วุน้ (ไมเ่ตมิวุน้กรณีท่ีเตรียม Nutrient Broth) 
น า้กลั่น 

3 
5 
15 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Nutrient Agar/ Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลาย แบง่ใสใ่นขวด น าไปฆา่เชือ้ดว้ย

หมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย 6.8  0.2 ถา้ใชเ้ป็นอาหารพืน้ฐาน
ส าหรบั blood agar ใหเ้ตมิ NaCl ลงไป 8 กรมัเพ่ือปอ้งกนั hemolysis ของเซลลเ์ม็ดเลือด 
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Oxford medium 
สว่นประกอบ 
Columbia blood agar base 
esculin 
Ferric ammonium citrate 
Lithium chloride 
Cycloheximide 
Colistin sulfate 
Acriflavin 
Cefotetan 
Fosfomycin 
น า้กลั่น 

39 
1 

0.5 
15 
0.4 
0.02 
0.005 
0.002 
0.010 

1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรยีม Oxford agar medium 

 ผสมสว่นผสม 4 ชนิดแรก (คือ basal medium รวม 55.5 กรมั) ในน า้กลั่น 1 ลิตร ตม้จนเดือด

เพ่ือใหล้ะลายอยา่งสมบรูณ ์น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที ท า

ใหเ้ย็นถึง 50C แลว้เตมิ supplement ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ ผสมใหเ้ขา้กนัดี เทลงในจานเพาะเชือ้ 
 ในการเตรียม supplement ท าไดโ้ดยละลาย cycloheximide, colistin sulfate, acriflavin, 
cefotetan และ fosfomycin ในสารละลายของเอทานอลและน า้กลั่นปรมิาตร 10 มิลลิลิตร (อตัราสว่น
ของเอทานอลและน า้กลั่นเท่ากบั 1:1) น าสารละลายของ supplement นีท้  าใหป้ลอดเชือ้โดยการ
กรองก่อนใช ้ 
หมายเหต:ุ Oxford basal medium และ supplement mixture ส าเรจ็รูปสามารถหาซือ้ได ้
 

PALCAM Listeria Selective Agar 
สว่นประกอบ 
Basal medium 
Peptone 
Starch 
NaCl 
Columbia agar 
Mannitol 

23 
1 
5 
13 
10 
 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Ferric ammonium citrate 
Esculin (aesculin) 
Dextrose (glucose) 
Lithium chloride 
Phenol red 
น า้กลั่น 

0.5 
0.8 
0.5 
15 
0.08 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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Selective agents 
Polymyxin B sulfate 
Acriflavin 
Ceftazidine 
น า้กลั่น 

10 
5 
20 
2 
 

มิลลิกรมั 
มิลลิกรมั 
มิลลิกรมั 
มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม PALCAM Listeria Selective Agar 
 ในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีป้รมิาตร 500 มิลลิลิตร ชั่งผง basal medium (ท่ีผสม
สว่นผสมทกุอยา่งเขา้กนัดีแลว้ยกเวน้ selective agents 3 ชนิดไมต่อ้งเตมิลงไป) ปริมาณ 34.4 กรมั 

ละลายในน า้กลั่นปรมิาตร 500 มิลลิลิตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 
15 นาที ละลายสว่นผสมของ selective agent ในน า้กลั่นใหมี้ความเขม้ขน้ 17.5 มิลลิกรมัตอ่
มิลลิลิตรและน าไปท าใหป้ราศจากเชือ้โดยการกรอง (filter sterilize) เตมิสารละลาย selective agent 
(selective agent supplement solution) นีป้รมิาตร 1 มิลลิตร ลงใน basal medium ปลอดเชือ้

ปรมิาตร 500 มิลลิลิตร ท่ีทิง้ไวใ้หเ้ย็นลงถึง 50C ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เทลงในจานเพาะเชือ้ พีเอช
สดุทา้ยเทา่กบั 7.2 ± 0.1 
หมายเหต:ุ ผง basal medium และ lyophilized supplement mixture ส าเรจ็รูปสามารถหาซือ้ได ้
 

Phenol Red Carbohydrate Broth  
(Phenol Red dulcitol Broth,  Phenol Red lactose Broth หรือ Phenol Red lactose Broth) 

 
สว่นประกอบ 
Tryticase หรือ Proteose peptone No. 3  
NaCl 
Beef extract (optional) 
phenol red (รอ้ยละ 0.25 ในเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 
95) 
น า้กลั่น 
คารโ์บไฮเดรต*  

- ปรมิาณท่ีใชข้ึน้กบัชนิดของอาหารท่ีเตรียมดงันี:้ 

10 
5 
1 

7.2 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 

       มิลลิลิตร 
        ลิตร 
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*ใช ้dulcitol 5 กรมั (กรณีท่ีเตรียม Phenol Red dulcitol Broth) หรือ ใชแ้ลคโตส 10 กรมั (กรณีท่ี
เตรยีม Phenol Red lactose Broth) หรือ ใชซู้โครส 10 กรมั (กรณีท่ีเตรียม Phenol Red Sucrose 
Broth)  
 
วิธีเตรียม  

               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ปิเปตอาหาร 2.5 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองขนาด 13  

100 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 118C เป็นเวลา 10 นาที  pH สดุทา้ย 7.4 
 0.2 
อีกวิธีหนึ่ง 
              ผสมสว่นผสมเกือบทกุชนิดในน า้กลั่น ยกเวน้สารคารโ์บไฮเดรต ในน า้กลั่นปรมิาตร 800 

มิลลิลิตรใหค้วามรอ้นเป็นครัง้คราว ปิเปตอาหาร 2 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองขนาด 13  100 

มิลลิเมตรท่ีมีหลอดดกัแก๊สคว ่าอยู ่ น  าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 118C เป็นเวลา 15 
นาทีทิง้ไวใ้หเ้ย็นลง   ละลายสารคารโ์บไฮเดรตในน า้กลั่นปรมิาตร 200 มิลลิลิตร ท าใหป้ลอดเชือ้โดย
กรองผา่นแผ่นกรองแบคทีเรีย เตมิสารละลายคารโ์บไฮเดรตปลอดเชือ้ท่ีกรองไดล้งไปในอาหารปลอด
เชือ้แตล่ะหลอด หลอดละ 0.5 มิลลิลิตรดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ เขย่าเบาๆเพ่ือใหผ้สมกนั pH สดุทา้ย 
7.4  0.2 
หมายเหต:ุ ส าหรบั halophilic Vibrio spp. เตมิเกลือ NaCl จนไดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยรอ้ยละ 2-3 
 

Phenol Red Glucose Broth 
สว่นประกอบ 
Proteose peptone No. 3 
NaCl 
Beef extract (optional) 
Dextrose 
phenol red (0.25% ในเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95) 
น า้กลั่น 

10 
5 
1 
5 

7.2 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

       มิลลิลิตร 
        ลิตร 

 
วิธีเตรียม Phenol Red Glucose Broth 

               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ปิเปตอาหาร 2.5 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองขนาด 13  

100 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 118C เป็นเวลา 10 นาที  pH สดุทา้ย 7.4 
 0.2 
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Phosphate-Buffered Saline (PBS), pH 7.4 
สว่นประกอบ 
NaCl 
Na2HPO4, anhydrous 
KH2PO4 
น า้กลั่น 

7.650 
0.724 
0.210 

1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Phosphate-Buffered Saline (PBS) 
               ละลายส่วนผสมในน า้กลั่น ปรบั pH ใหไ้ด ้ 7.4 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วาม

เขม้ขน้ 1 นอรม์ลั น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121C เป็นเวลา 15 นาที 
 

0.02 M Phosphate Saline Buffer (pH 7.3-7.4) 
               เตรียม stock solution ของ monosodium phosphate และ disodium phosphate ความ
เขม้ขน้ 0.2 โมลารใ์นสารละลายเกลือความเขม้ขน้รอ้ยละ 8.5 และเจือจาง 1:10 เพ่ือเตรียม 0.02 M 
Phosphate-Buffered Saline 
 
Stock solution 1 
Sodium phosphate dibasic anhydrous 
(Na2HPO4, anhydrous, reagent grade) 
NaCl (reagent grade) 
น า้กลั่น   ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้ 

28.4 
 

85.0 
1.0 

กรมั 
 

กรมั 
ลิตร 

 
Stock solution 2 
Sodium phosphate monobasic monohydrate 
(NaH2PO4.H2O, monohydrate, reagent grade) 
NaCl (reagent grade) 
น า้กลั่น   ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้ 

27.6 
 

85.0 
1.0 

กรมั 
 

กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม Phosphate Saline Buffer  
               น า Stock solution 1 และ Stock solution 2 แตล่ะชนิดมาเจือจาง 1:10  ตวัอยา่งเชน่ 
Stock solution 1 50 มิลลิลิตร 
น า้กลั่น 450 มิลลิลิตร 
 (pH  ประมาณ 8.2) 
Stock solution 2 10 มิลลิลิตร 
น า้กลั่น 90 มิลลิลิตร 
 (pH  ประมาณ 5.6) 
 
               จากนัน้ใช ้pH meter ชว่ยในการปรบั pH ของ solution 1 ท่ีเจือจางแลว้ใหไ้ด ้pH 7.3-7.4 
โดยเตมิ solution  2 ท่ีเจือจางแลว้ปรมิาตร 65 จะได ้Phosphate Saline Buffer ความเขม้ขน้ 0.02 
โมลาร ์ซึ่งใชใ้นการทดสอบความไวตอ่ไลโซสตาฟรนิของ S. aureus 
 

Plate Count Agar (PCA) หรือ Standard Method Agar 
สว่นประกอบ 
Tryptone 
Yeast extract  
Dextrose  
วุน้ 
น า้กลั่น 

5 
2.5 
1 
15 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Plate Count Agar 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นจนวุน้ละลาย น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้

ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย 7.0  0.2 
 

Potato Dextrose Agar  
สว่นประกอบ 
Potato infusion 
Dextrose  
วุน้ 
น า้กลั่น 

200 
20 
20 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม Potato Dextrose Agar 
               เตรียม potato infusion โดยหั่นมนัฝรั่งเป็นชิน้เล็กๆ ไมต่อ้งปอกเปลือก ชั่งน า้หนกัมนัฝรั่ง 
200  กรมัใสใ่นภาชนะ เตมิน า้กลั่น  1 ลิตรน าไปตม้ 30 นาที กรองผา่นผา้ขาวบาง น า้มนัฝรั่งท่ีกรอง
ไดคื้อ potato infusion เติมวุน้และ dextrose ลงไป ตม้จนวุน้ละลาย บรรจขุวดหรือหลอดทดลอง 

น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย 5.6  0.2 
 

Potassium Cyanide (KCN) broth 
สว่นประกอบ 
*Potassium cyanide (KCN) 
Proteose peptone No. 3 หรือ polypeptone 
NaCl 
KH2PO4 
Na2HPO4 
น า้กลั่น 

0.5 
3 
5 

0.225 
5.64 

1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม KCN broth 
 ชั่งสว่นผสม แลว้ละลายในน า้กลั่น ยกเวน้ potassium cyanide น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่

เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที ท าใหเ้ย็นแลว้น า้ไปแชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 5-8C  pH สดุทา้ย 
7.6  0.2 
             เตรียม KCN stock solution โดยละลาย KCN 0.5 กรมัในน า้กลั่นปลอดเชือ้ปรมิาตร 100 

มิลลิลิตร ท าใหเ้ย็นถึงอณุหภูมิ 5-8C  (ควรสวมถงุมือขณะปฏิบตังิาน) 
             ใชล้กูยางหรือ bulb pipette (หา้มใชป้ากดดูเป็นอนัขาดและควรสวมถงุมือขณะปฏิบตังิาน) 
ปิเปตสารละลาย KCN stock solution ท่ีเย็นปรมิาตร 15 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวท่ีเย็นและปลอด
เชือ้ท่ีเตรียมไวข้า้งตน้ปรมิาตร 1 ลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดีแลว้ ปิเปตอาหารนี ้ 1.0-1.5 มิลลิลิตรใสใ่น

หลอดทดลองขนาด 13100 มิลลิเมตรดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ ใชห้ลอดท่ีปิดดว้ยจกุคอรก์เบอร ์ 2 จุม่
จกุคอรก์ ลงในพาราฟิน แลว้น าไปปิดฝาหลอด (อยา่ใหพ้าราฟินไหลลงไปในหลอด) เก็บหลอดไวท่ี้

อณุหภมูิ 5-8C ไมเ่กิน 2 สปัดาหก์่อนใช ้  
ขอ้ควรระวงั: KCN มีพิษ หา้มใชป้ากดดูเป็นอนัขาดและควรสวมถงุมือขณะปฏิบตังิาน 
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Potato Dextrose Agar, Acidified 
วิธีเตรียม Acidified Potato Dextrose Agar 

               เตรียมอาหาร PDA  น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 C เป็นเวลา 15 นาที 
เตมิกรดทารท์ารกิความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 ปรมิาตร 1.85 มิลลิลิตรท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แลว้ลงในอาหาร 

PDA ปรมิาตร 100 มิลลิลิตรท่ีผา่นการฆา่เชือ้แลว้ทิง้ใหเ้ย็นจนมีอณุหภมูิประมาณ 48C เขย่าเบาๆ 
เพ่ือใหก้รดผสมกบัอาหารเลีย้งเชือ้ ระวงัอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ จะท าใหค้า่ pH ของ PDA ลดลงถึง 
3.5  
  

Purple carbohydrate fermentation broth base ทีเ่ตมิสารคารโ์บไฮเดรตร้อยละ 0.5 
สว่นประกอบ 
Proteose peptone No. 3 
Beef extract  
NaCl 
Bromcresol purple 
น า้กลั่น 
สารคารโ์บไฮเดรต (เชน่ dextrose, esculin, 
maltose, mannitol, rhamnose และ 
xylose ชนิดใดชนิดหนึ่ง)     

10 
1 
5 

0.02 
1 
5 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
กรมั 

 
วิธีเตรียม 
ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น บรรจลุงในหลอดทดลองท่ีมีหลอดดกัแก๊สคว ่าอยู ่ น าไปฆา่เชือ้ดว้ย

หมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 118C เป็นเวลา 10 นาที  pH สดุทา้ย 6.8  0.2 
 

Rappaport-Vassiliadis Medium 
อาหารเหลวพืน้ฐาน 
Tryptone 
NaCl 
KH2PO4 
น า้กลั่น 

5 
8 
1.6 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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สารละลาย Magnesium chloride 
MgCl2.6H2O 
น า้กลั่น 

400 
1 

กรมั 
ลิตร 

 
ชั่ง MgCl2.6H2O จากขวดท่ีเพิ่งเปิดใหมเ่พราะ MgCl2.6H2O ดดูความชืน้ไดดี้มาก ละลายในน า้กลั่น
แลว้เก็บในขวดสีชาไวท่ี้อณุหภมูิหอ้งไดน้านถึง 1 ปี 
 
สารละลาย Malachite green oxalate 
Malachite green oxalate 
น า้กลั่น 

0.4 
100 

กรมั 
มิลลิลิตร 

 
ควรใช ้malachite green oxalate ของบรษิัท Merck เพราะถา้ใชข้องบรษิัทอ่ืนอาจมีประสิทธิภาพไม่
เทา่กนั เก็บในขวดสีชาไวท่ี้อณุหภมูิหอ้งไดน้าน 6 เดือน 
 
วิธีเตรียม Rappaport-Vassiliadis Medium 
               ผสมอาหารเหลวพืน้ฐาน 1,000 มิลลิลิตร สารละลาย Magnesium chloride 100 มิลลิลิตร
และสารละลาย Malachite green oxalate 10 มิลลิลิตร เขา้ดว้ยกนั ปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 1,110 
มิลลิลิตร  (ควรเตรียมอาหารเหลวพืน้ฐานในวนัท่ีจะผสมสารละลายทัง้สามชนิดเขา้ดว้ยกนั) ปิเปต

อาหาร 10 มลิลิ ลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 16  150 มิลลิเมตร น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ี

อณุหภมูิ 115 C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย 5.5  0.2 เก็บไวใ้นตูเ้ย็น ใชภ้ายใน 1 เดือน 
 

Rose Bengal Chloramphenicol Agar 
สว่นประกอบ 
Glucose 
Peptone 
KH2 PO4   
MgSO4 .7H2 O 
 

10 
5 
1 
0.5 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Rose Bengal 
Chloramphenical 
วุน้ 
น า้กลั่น 

50 
100 
15 
1 

มิลลิกรมั 
มิลลิกรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม Rose bengal chloramphenicol agar 

               ผสมส่วนผสมทกุอย่างเขา้ดว้ยกนัแลว้น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121C  
เป็นเวลา 15 นาที เก็บในท่ีมืด 
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Selenite Cystine Broth 
สว่นประกอบ 
Medium 1 (modification of Leifson's formulation for selenite broth) 
Tryptone หรือ Polypeptone 
Lactose  
Sodium acid selenite (NaHSeO3) 
Na2HPO4 
L-Cystine  
น า้กลั่น 

5 
4 
4 
10 
0.01 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Medium 1 
               ผสมสว่นผสมทกุอยา่งเขา้ดว้ยกนั ใหค้วามรอ้นจนเดือดเพ่ือใหส้ว่นผสมละลาย ปิเปต

อาหาร 10 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองขนาด 16  150 มิลลิเมตร ตม้ในน า้เดือด 10 นาที อยา่น าไป
ฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้  pH สดุทา้ย 7.0  0.2  ใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ในวนัท่ีเตรียม 
 
Medium 2 (North-Bartram modification) 
Polypeptone 
Lactose  
Sodium acid selenite (NaHSeO3) 
Na2HPO4 
KH2PO4 
L-Cystine  
น า้กลั่น 

5 
4 
4 
5.5 
4.5 
0.01 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Medium 2 
               ผสมสว่นผสมทกุอยา่งเขา้ดว้ยกนั คนขณะความรอ้นจนสว่นผสมละลาย ปิเปตอาหาร 10 

มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองขนาด 16  150 มิลลิเมตร ตม้ในน า้เดือด 10 นาที อยา่น าไปฆา่เชือ้ดว้ย
หมอ้นึ่งฆา่เชือ้  ใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ในวนัท่ีเตรียม 
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Spray’s Fermentation Medium (ส าหรับ Clostridium perfringens) 
สว่นประกอบ 
Tryptone 
Neopeptone 
Sodium thioglycollate 
วุน้ 
น า้กลั่น 

10 
10 

0.25 
2 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Spray’s Fermentation Medium 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ยกเวน้วุน้ น าไปปรบั pH ใหไ้ด ้7.4  0.2  เตมิวุน้ลงไปให้

ความรอ้นจนกระทั่งวุน้ละลาย ปิเปตอาหาร 9 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองขนาด 16  125 

มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  ก่อนใชต้อ้งน าไปตม้
ไลอ่ากาศในหมอ้น า้เดือดเป็นเวลา 10 นาทีแลว้ท าใหเ้ย็นในน า้เย็น  เตมิสารคารโ์บไฮเดรตความ
เขม้ขน้รอ้ยละ 10 ปรมิาตร 1 มิลลิลิตรลงในอาหาร 9 มิลลิลิตร 
 

Sporulation Broth (ส าหรับ Clostridium perfringens) 
สว่นประกอบ 
Polypeptone 
Yeast extract 
Soluble starch 
MgSO4 (anhydrous) 
Sodium thioglycollate 
Na2HPO4 
น า้กลั่น 

15 
3 
3 

0.1 
1 
1 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Sporulation Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดเขา้ดว้ยกนั ปรบั pH ใหไ้ด ้7.8  0.1  ปิเปตอาหาร 15 มิลลิลิตรใสใ่น

หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 20150 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C 
เป็นเวลา 15 นาที   
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Tetrathionate Broth 
สว่นประกอบ 
Polypeptone 
Bile salts 
Calcium carbonate 
Sodium thiosulfate.5H2O 
น า้กลั่น 

5 
1 
10 
30 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Tetrathionate Broth 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดลงในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นจนเดือด อยา่น าไปฆา่เชือ้ในหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ 

(สิ่งท่ีตกตะกอนจะไมล่ะลายอยา่งสมบรูณ)์ เก็บท่ีอณุหภมูิ 5-8C  pH สดุทา้ยเทา่กบั 8.4  0.2 
 

Thioglycollate Medium 
สว่นประกอบ 
L-Cystine 
NaCl 
dextrose 
yeast extract 
tryptone 
 

0.5 
2.5 
5 
5 
15 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

sodium thioglycollate 
     (หรือ thioglycollic acid) 
สารละลาย resazurin (1:1000) 
วุน้ 
น า้กลั่น 

0.5 
 
1 
0.75 
1 

กรมั 
 
มิลลิลิตร 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม Thioglycollate Medium 
               เตมิ L-cystine, NaCl, dextrose, yeast extract และ tryptone ในน า้กลั่น 1 ลิตร ใหค้วาม
รอ้นในอา่งน า้รอ้นเพ่ือใหล้ะลาย จากนัน้เตมิ sodium thioglycollate หรือ thioglycollic acid ลงไป 
ปรบั pH เพ่ือใหไ้ด ้pH หลงัฆา่เชือ้เป็น 7.1  0.2 เตมิสารละลาย resazurin  ผสมใหเ้ขา้กนั ปิเปต

อาหาร 10 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองขนาด 16150 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็น
เวลา 15 นาที   
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Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose (TCBS) Agar 
สว่นประกอบ 
Yeast extract 
Peptone 
sucrose 
Sodium thiosulfate 5H2O 
Sodium citrate 2 H2O 
Sodium cholate 
Oxgall 

5 
10 
20 
10 
10 
3 
5 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

NaCl 
Ferric citrate 
Bromthymol blue 
Thymol blue 
วุน้ 
น า้กลั่น 

10 
1 
0.04 
0.04 
15 
1 
 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose (TCBS) Agar 
               เตรียมในฟลาสกป์รมิาตรอยา่งนอ้ย 3 เทา่ของปรมิาตรท่ีตอ้งการใช ้ เตมิส่วนผสมลงในน า้
กลั่นท่ีอุน่ ใหค้วามรอ้นจนละลาย ตม้จนเดือดแลว้ยกลงทนัที อย่าน าไปฆา่เชือ้ในหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ ท าให้

เย็นถึง 50C เทลงในจานเพาะเชือ้ ทิง้ไวใ้หผ้ิวหนา้แหง้ก่อนใช ้
 

Toluidine Blue-DNA Agar 
สว่นประกอบ 
Deoxyribonucleic acid (DNA) 
CaCl2 (anhydrous) 
NaCl 
Toluidine blue O 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
วุน้ 
น า้กลั่น 

0.3 
1.1 
10 
0.083 
6.1 
10 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Toluidine Blue-DNA Agar 
               ละลาย Tris (hydroxymethyl) aminomethane ในน า้กลั่น 1 ลิตร ปรบั pH ใหไ้ด ้9.0 เตมิ
สว่นผสมท่ีเหลือยกเวน้ toluidine blue O ใหค้วามรอ้นจนเดือดเพ่ือละลายสว่นผสม จากนัน้จงึเตมิ 
toluidine blue O ลงไป เทใสฟ่ลาสก ์ ไมจ่  าเป็นตอ้งสเตอรไิลซถ์า้ใชท้นัที แตถ่า้น าไปสเตอรไิลซจ์ะ
สามารถเก็บอาหารไดท่ี้อณุหภมูิหอ้งนาน 4 เดือน  
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Triple Sugar Iron (TSI) Agar 
สว่นประกอบ 
Medium 1 
Polypeptone 
NaCl 
Lactose 
Sucrose 
Glucose 

20 
5 
10 
10 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O 
Na2S2O3 
Phenol red 
วุน้ 
น า้กลั่น 

0.2 
0.2 
0.025 
13 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
Medium 2 
Beef extract 
Yeast extract 
Peptone 
Proteose peptone 
Glucose 
Lactose 
Sucrose 

3 
3 
15 
5 
1 
10 
10 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

FeSO4 
NaCl 
Na2S2O3 
Phenol red 
วุน้ 
น า้กลั่น 

0.2 
5 
0.3 
0.024 
12 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Triple Sugar Iron (TSI) Agar 
อาจใชส้ตูรของ medium 1 หรือ medium 2 ในการเตรียมก็ได ้
               ผสมสว่นผสมของ medium 1 ลงในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นพรอ้มทัง้คนเป็นครัง้คราว ตม้นาน 
1 นาที เพ่ือละลายส่วนผสม เตมิลงในหลอดทดลองขนาด 16150 มิลลิเมตรประมาณ 1/3 ของ

ปรมิาตรหลอด น าไปฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 118C เป็นเวลา 15 นาที pH สดุทา้ย 7.3  0.2 

               ส  าหรบั medium 2 เตรียมท านองเดียวกบั medium 1 แตฆ่า่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็น
เวลา 15 นาที pH สดุทา้ย 7.4  0.2 ก่อนอาหารแข็งตวั น าหลอดมาเอียงใหมี้ความยาวของสว่น 
slant 4-5 เซนติ เมตร และส่วนของ butt ยาว 2-3 เซนตเิมตร 
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Trypticase (Tryptic) Soy Agar 
สว่นประกอบ 
Trypticase peptone 
Phytone peptone 
Sodium chloride 
วุน้ 
น า้กลั่น 

15 
5 
5 
15 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม Trypticase (Tryptic) Soy Agar 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นและคนจนวุน้ละลาย ตม้ 1 นาที แบง่ใสข่วด 

น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย 7.3  0.2 
(หมายเหต:ุ ถา้ใชก้บั Vibrio spp. ซึ่งชอบเจรญิในสภาพท่ีมีเกลือ ใหเ้ตมิโซเดียมคลอไรดจ์นมีความ
เขม้ขน้สดุทา้ยเป็นรอ้ยละ 2-3) 
 

Trypticase Soy Agar with 0.6% Yeast Extract (TSAYE) 
สว่นประกอบ 
Trypticase soy agar 
Yeast extract 
น า้กลั่น 

40 
6 
1 

กรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม TSAYE 
               ชั่งสว่นผสม เตมิน า้กลั่น ผสมใหเ้ขา้กนั ใหค้วามรอ้นและคนจนวุน้ละลาย แบง่ใสข่วด น าไป

ฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ย 7.3  0.2 
 

Trypticase Soy-Polymyxin Broth 
วิธีเตรียม Trypticase Soy-Polymyxin Agar 
               เตรียมอาหารเหลว Trypticase Soy Broth (TSB) ตามสตูรขา้งตน้ ปิเปตอาหาร 15 
มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองขนาด 20  150 มิลลิเมตร น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 

121C เป็นเวลา 15 นาที เตมิสารละลาย polymyxin B ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.15 ท่ีปราศจากเชือ้
ปรมิาตร 0.1 มิลลิลิตรลงไปในหลอดอาหาร TSB 
วิธีเตรียมสารละลาย polymyxin B ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.15 
               ละลาย polymyxin B sulfate ความเขม้ขน้ 500,000 ยนูิตลงในน า้กลั่น 33 มิลลิลิตร ท าให้

ปราศจากเชือ้โดยการกรองผา่นแผน่กรองจลุินทรีย ์(filter-sterilize) เก็บในขวดสีชาท่ีอณุหภมูิ 4C  
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Trypticase Soy-Sheep Blood Agar 
วิธีเตรียม Trypticase Soy-Sheep Blood Agar 

               เตรียมอาหาร Trypticase Soy Agar (TSA) ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที 

ท าใหเ้ย็นถึง 50C เตมิ defibrinated sheep blood ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงไปในอาหาร TSA 100 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั เทอาหาร 20 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชือ้ขนาด 15  100 มิลลิเมตร 
(สามารถใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ส าเรจ็รูปได)้ 
 

Tryptone (Tryptophane) Broth, 1% 
สว่นประกอบ 
Tryptone หรือ trypticase 
น า้กลั่น 

10 
1 

กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Tryptone Broth และ Tryptone Salt Broth 
               ละลายส่วนผสมในน า้กลั่น ปิเปตอาหาร 5 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองขนาด 16  125 

หรือ 16  150 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH 
สดุทา้ยเทา่กบั 6.9  0.2  
 

Tryptone Broth (T1N0) และ Tryptone Salt Broth (T1N1, T1N3, T1N6, T1N8, T1N10) 
สว่นประกอบ 
Tryptone 
NaCl 
น า้กลั่น 

10 
0, 10, 30, 60, 80 หรือ 100 

1 

กรมั 
กรมั 

ลิตร 
 
วิธีเตรียม Tryptone Broth และ Tryptone Salt Broth 
               ละลายส่วนผสมในน า้กลั่น ส าหรบัอาหาร T1N0 ไมเ่ตมิ NaCl  สว่นอาหาร T1N1, T1N3, 
T1N6, T1N8 และ T1N10 เตมิเกลือ 10, 30, 60, 80 และ 100 กรมัซึ่งเทา่กบัความเขม้ขน้ของ NaCl รอ้ย
ละ 1, 3, 6, 8 และ 10 ตามล าดบั ผสมใหเ้ขา้กนั ปิเปตอาหาร 10 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลองฝา
เกลียวขนาด 16  125 มิลลิเมตร ปิดฝาใหแ้นน่เพ่ือรกัษาความเขม้ขน้ของเกลือใหค้งท่ี น าไปฆา่เชือ้

ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ยเท่ากบั 7.2  0.2 
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Tryptone Yeast Extract Agar 
สว่นประกอบ 
Tryptone 
Yeast extract 
*Carbohydrate 
Bromcresol purple 
วุน้ 
น า้กลั่น 

10 
1 
10 

0.04 
2 
1 

กรมั 
กรมั 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Tryptone Yeast Extract  Agar 
               ละลายส่วนผสมในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นพรอ้มทัง้คนจนวุน้ละลาย ปรบั pH ใหไ้ด ้ 7.0  
0.2 เทใสใ่นหลอดทดลองขนาด 16  125 มิลลิเมตร ประมาณ 2/3 ของปรมิาตรหลอด น าไปฆา่เชือ้

ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 115C เป็นเวลา 20 นาที   
(หมายเหต:ุ *Glucose และ mannitol เป็นคารโ์บไฮเดรตท่ีใชส้  าหรบัการจ าแนกชนิด   
Staphylococcus aureus) 

 
Tryptose-Sulfite-Cycloserine (TSC) Agar 

สว่นประกอบ 
Tryptose 
yeast extract 
soytone 
ferric ammonium citrate  
sodium metabisulfite 
วุน้ 
น า้กลั่น 

15 
5 
5 
1 
1 
20 
900 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

มิลลิลิตร 
สารละลาย D-cycloserine 
               ละลาย D-cycloserine 1 กรมั (ผลกึสีขาว จากบรษิัท Sigma Chemical) ในน า้กลั่น 200 

มิลลิ ลิตร ท าใหป้ราศจากเชือ้โดยการกรองจลุินทรีย ์เก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 4C จนกระทั่งใช ้ 
Egg yolk emulsion ความเขม้ขน้รอ้ยละ 50 
               สรา้งไขส่ดใหส้ะอาด แชใ่นเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 70 น าไขม่าท าใหแ้ตกดว้ยเทคนิค
ปราศจากเชือ้ เอาไขแ่ดงออกดว้ย syringe ปราศจากเชือ้หรือปิเปตปากกวา้ง ใสล่งในบีกเกอรป์ลอด
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เชือ้ เตมิสารละลายเกลือความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.85 ลงไปปรมิาตรเท่ากนั เก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 4C 
จนกระทั่งใช ้
วิธีเตรยีม Tryptose-Sulfite-Cycloserine Agar 
               เตมิสารละลาย D-cycloserine ปรมิาตร 20 มิลลิลิตร ลงในอาหาร TSC ปรมิาตร 250 
มิลลิลิตร เตมิ Egg yolk emulsion ความเขม้ขน้รอ้ยละ 50 ปรมิาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั เท

อาหาร 18 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชือ้ขนาด 15100 มิลลิเมตร คลมุจานอาหารดว้ยผา้ ทิง้ไวใ้ห้
ผิวหนา้แหง้ 1 คืนก่อนใช ้
  

Tyrosine Agar 
สว่นประกอบพืน้ฐาน 
               เตรียม Nutrient Agar (NA) แบง่ใสข่วด ขวดละ 100 มิลลิลิตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่

เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  ท าใหเ้ย็นถึง 48C 
Tyrosine suspension 
               ชั่งแอล-ไทโรซีน  (L-tyrosine) 0.5 กรมัใสใ่นหลอดทดลองขนาด 20150 มิลลิเมตรท่ีมีน า้

กลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixer น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 12C 
เป็นเวลา 15 นาที  
 
 วิธีเตรียม Tyrosine Agar 
               ผสม NA 100 มิลลิลิตร กบั Tyrosine suspension ท่ีเตรียมไวใ้หเ้ขา้เป็นเนือ้เดียวกนั โดย
กลบัขวด 2-3 ครัง้ ปิเปตอาหาร 3.5 มิลลิลิตร ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ใสใ่นหลอดทดลองขนาด 13100 
มิลลิ เมตร โดยแกวง่ขวดเพ่ือผสมบอ่ยๆ เอียงหลอดเพ่ือใหไ้ดผ้ิวหนา้ลาดเอียง (slant) ท าใหเ้ย็นอย่าง
รวดเรว็เพ่ือปอ้งกนัการแยกตวัของไทโรซีน 
 

Violet Red Bile (VRB) Agar 
สว่นประกอบ 
Yeast Extract 
Peptone 
NaCl 
Bile salts 
Lactose 

3 
7 
5 
1.5 
10 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Neutral red 
Crystal violet 
วุน้ 
น า้กลั่น 

0.03 
0.002 
15 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม Violet Red Bile (VRB) Agar 
               ละลายส่วนผสมในน า้กลั่น ปรบั pH ใหไ้ด ้7.4  0.2  คนขณะใหค้วามรอ้น ตม้ใหเ้ดือดเป็น
เวลา 2 นาที อย่าน าไปฆ่าเชือ้ในหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ 

 
Universal Preenrichment Broth 

สว่นประกอบ 
Tryptone 
Proteose peptone 
KH2PO4 
Na2HPO4 
NaCl 

5 
5 
15 
7 
5 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Dextrose 
MgSO4 
Ferric Ammonium Citrate 
Sodium pyruvate 
น า้กลั่น 

0.5 
0.25 
0.1 
0.2 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม Universal Preenrichment Broth 
               ละลายส่วนผสมในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้น คนใหส้ว่นผสมละลาย  น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่ง

ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  pH สดุทา้ยเทา่กบั 6.3  0.2 
 

Urea Broth 
สว่นประกอบ 
Urea 
yeast extract 
Na2HPO4 
K2HPO4 
Phenol red 
น า้กลั่น 

20 
0.1 
9.5 
9.1 
0.01 

1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Urea Broth 
               ละลายส่วนผสมในน า้กลั่น อย่าน าไปใหค้วามรอ้น ท าใหป้ราศจากเชือ้โดยการกรองผา่น
แผน่กรอง (membrane) ท่ีมีเสน้ผา่ศนูยก์ลางของรูบนแผ่นกรองเทา่กบั 0.45 ไมโครเมตร ปิเปตอาหาร 
1.5-3.0 มิลลิลิตรดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ใสใ่นหลอดทดลองขนาด 13  100 มิลลิเมตร pH สดุทา้ย
เทา่กบั 6.8  0.2 
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Urea Broth (Rapid) 
สว่นประกอบ 
Urea 
yeast extract 
K2HPO4 
Na2HPO4 
Phenol red 
น า้กลั่น 

20 
0.1 

0.091 
0.095 
0.01 

1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

 
วิธีเตรียม Urea Broth (Rapid) 
               การเตรียม urea broth (rapid) ท าเหมือนกบัการเตรียม urea broth ทกุประการ  
 

Voges-Proskauer Medium (Modified) 
สว่นประกอบ 
Proteose peptone 
NaCl 
Dextrose 
น า้กลั่น 

7 
5 
5 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 

วิธีเตรียม Modified Voges-Proskauer Medium 
               ละลายส่วนผสมในน า้กลั่น ปรบั pH ถา้จ าเป็น ปิเปตอาหาร 5 มิลลิลิตรใสใ่นหลอดทดลอง

ขนาด 20  150 มิลลิเมตร น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C เป็นเวลา 10 นาที  pH 
สดุทา้ยเทา่กบั 6.5  0.2 
 

Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) Agar 
สว่นประกอบ 
Yeast extract 
L-lysine 
Xylose 
Lactose 
Sucrose 
Sodium desoxycholate 

3 
5 
3.75 
7.5 
7.5 
2.5 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 

Ferric ammonium citrate 
Sodium thiosulfate 
NaCl 
Phenol red 
วุน้ 
น า้กลั่น 

0.8 
6.8 
5 
0.08 
15 
1 

กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
กรมั 
ลิตร 
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วิธีเตรียม Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) Agar 
               ผสมสว่นผสมทกุชนิดในน า้กลั่น ใหค้วามรอ้นพรอ้มทัง้คนจนวุน้ละลาย ใหค้วามรอ้นจน

เดือดแลว้ยกลง อยา่ใหค้วามรอ้นมากเกินไป ทิง้ใหเ้ย็นลงจนถึง 50C เทลงในจานเพาะเชือ้ ทิง้ไวใ้ห้
ผิวหนา้แหง้ 2 ชั่วโมง เปิดฝาเล็กนอ้ยจากนัน้จงึปิดฝา  pH สดุทา้ย 7.4  0.2  อยา่เก็บไวน้านเกิน
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ภาคผนวก ค 
สารเคมีทีใ่ช้ทดสอบ (reagent) 

 
Basic Fuchsin Staining Solution 

สว่นประกอบ 
สียอ้ม basic fuchsin 
เอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 

0.5 
20 

กรมั 
       มิลลิลิตร 

 
วิธีเตรียม Basic Fuchsin Staining Solution 

               ละลายสียอ้ม basic fuchsin 0.5 กรมัในเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 ปรมิาตร 20 
มิลลิลิตร เจือจางจนได ้ 100 มิลลิลิตรดว้ยน า้กลั่น กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman No. 31 เพ่ือ
ขจดัสีท่ีไมล่ะลาย (หรืออาจใช ้TB staining solution จากบรษิัท Difco) 
 

Brilliant Green Dye Solution, 1% 

 สว่นประกอบ 
Brilliant green dye 
น า้กลั่นปลอดเชือ้ 
 

1 
10 

กรมั 
       มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม Brilliant Green Dye Solution, 1% 

               ละลายสียอ้ม 1 กรมัในน า้กลั่นปลอดเชือ้ 10 มิลลิลิตร เจือจางจนได ้100 มิลลิลิตร ก่อน
ใชท้ดสอบความเป็นพิษโดยใชเ้ชือ้ท่ีทราบวา่จะใหผ้ลบวก และเชือ้ท่ีทราบวา่จะใหผ้ลลบ  

 

Bromcresol Purple Dye Solution, 0.2% 

 สว่นประกอบ 
Bromcresol purple dye 
น า้กลั่นปลอดเชือ้ 
 

0.2 
100 

กรมั 
       มิลลิลิตร 
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 วิธีเตรียม Bromcresol Purple Dye Solution, 0.2% 

               ละลายสียอ้ม 0.2 กรมัในน า้กลั่นปลอดเชือ้ เจือจางจนได ้100 มิลลิลิตร  
 

Ethanol solution, 70% 
สว่นประกอบ 
เอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 
น า้กลั่น ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้

700 
950 

กรมั 
       มิลลิลิตร 

 
Gram Staining Solution 

1.  Hucker’s crystal violet 
 สารละลาย A 
Crystal violet (ความเขม้ขน้ของสียอ้มรอ้ยละ 90) 
Ethanol ความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 

2 
20 

กรมั 
       มิลลิลิตร 

 
สารละลาย B 
Ammonium oxalate 
น า้กลั่น 

0.8 
80 

กรมั 
      มิลลิลิตร 

ผสมสารละลาย A และสารละลาย B เขา้ดว้ยกนั กรองผา่นกระดาษกรองหยาบ 
 
2. Gram’s iodine 
สว่นประกอบ 
Iodine  
Potassium iodide (KI) 
น า้กลั่น 

1 
2 

300 

กรมั 
กรมั 

       มิลลิลิตร 
 
วิธีเตรียม Gram’s iodine 
               ใส่ KI ลงในครก เตมิ iodine บดใหล้ะเอียดเป็นเวลา 5-10 วินาที เตมิน า้กลั่น 1 มลิลิลิตร 
บดตอ่ แลว้เตมิอีก 5 มิลลิลิตรบดตอ่ เตมิอีก 10 มิลลิลิตรบดตอ่ไป เทสารละลายนีใ้สข่วด  ใชน้  า้กลั่น
ลา้งครกเพ่ือปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้300 มิลลิลิตร 
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3. Hucker’s counterstain (stock solution)  
สว่นประกอบ 
Safranin O (certified) 
Ethanol ความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 

2.5 
100 

กรมั 
      มิลลิลิตร 

 
วิธีเตรียมสารละลายท่ีจะใชง้าน 
เตมิ stock solution 10 มิลลิลิตร ลงในน า้กลั่น 90 มิลลิลิตร 
 

สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 นอรมั์ล 
สว่นประกอบ 
HCl (เขม้ขน้) 
เจือจางดว้ยน า้กลั่นจนได ้1 ลิตร 

89 มิลลิลิตร 

 
Kovacs’ Reagent 

สว่นประกอบ 
p-Dimethylaminobenzaldehyde  
Amyl alcohol (normal) 
HCl (เขม้ขน้) 

5 
75 
25 

กรมั 
      มิลลิลิตร 

กรมั 
 
วิธีเตรียม Kovac’s Reagent 
               ละลาย p-dimethylaminobenzaldehyde 5 กรมัในเอมิลแอลกอฮอลป์รมิาตร 75 มิลลิลิตร 

เตมิกรดไฮโดรคลอรกิ (เขม้ขน้) ปรมิาตร 25 มิลลิลิตร ลงไปอยา่งชา้ๆ เก็บท่ีอณุหภมูิ 4C 
 

Methylene Blue Stain (Loeffler’s) 
สารละลาย A 
สว่นประกอบ 
Methylene blue (90% dye content)  
Ethanol 

0.3 
30 

กรมั 
      มิลลิลิตร 
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สารละลาย B 
สว่นประกอบ 
Diluted potassium hydroxide 
(0.01% 

100 มิลลิลิตร 
      

 
วิธีเตรียม 
ผสมสารละลาย A เขา้กบัสารละลาย B 
 

Mounting Fluids for Fungi 
 

               การเตรียมสไลดค์รัง้แรก ควรใชน้  า้เพราะจะเห็นรูปรา่ง ขนาด และสีของเชือ้ราตาม
ธรรมชาตมิากท่ีสดุ (ไมมี่การหดตวั)  ส าหรบั Zygomycetes, Coelomycetes และยีสต ์ ควรเตรียม
สไลดด์ว้ยน า้หรือ Shear’s mounting fluid แตถ่า้เชือ้ราสรา้งโคนิเดียแหง้จ านวนมาก (เชน่ 
Penicillium) ควรเตมิเอทานอลลงบนสไลดด์ว้ย เพราะการใชน้  า้จะท าใหแ้หง้เร็ว ส าหรบัพวก 
Deuteromycetes และ Ascomycetes สามารถใชก้รดแลคติกท่ีมีหรือไมมี่สียอ้ม (cotton blue หรือ 
aniline blue) นอกจากนีก้ารหยดแอลกอฮอลเ์ล็กนอ้ยลงไปบนสไลด ์ หรือลนสไลดผ์า่นเปลวไฟ
เล็กนอ้ยอาจชว่ยลดการตดิกนัท่ีมากเกินไปของสปอรห์รือชว่ยขจดัฟองอากาศบนสไลด ์
 
1.  สารละลายกรดแลคตกิผสม cotton blue หรือ aniline blue 
สว่นประกอบ 
cotton blue หรือ aniline blue 
DL-lactic acid ความเขม้ขน้รอ้ยละ 85  

1 
1 

กรมั 
ลิตร 

 
2.  Shear’s mounting fluid 
สว่นประกอบ 
potassium acetate 
glycerin 
สารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 
น า้กลั่น 

3 
60 
90 

150 

กรมั 
       มิลลิลิตร 

กรมั 
       มิลลิลิตร 
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Nitrite Detection Reagents 
สว่นประกอบ 
Reagent A: Sulfanilic acid reagent 
Sulfanilic acid 
สารละลายกรดแอซีติกความเขม้ขน้ 5 นอรม์ลั 

1 
125 

กรมั 
      มิลลิลิตร 

 
Reagent B: N-(l-naphthyl) ethylenediamine reagent 
N-(l-naphthyl)ethylenediamine 
dihydrochloride 
สารละลายกรดแอซีติกความเขม้ขน้                

0.25 
200 

5 

กรมั 
       มิลลิลิตร 
นอรม์ลั 

 
Reagent C: -Naphthol reagent 
-Naphthol 
สารละลายกรดแอซีติกความเขม้ขน้ 5 นอรม์ลั 

1 
200 

กรมั 
       มิลลิลิตร 

 
(สารละลายกรดแอซีติกความเขม้ขน้ 5 นอรม์ลั เตรียมไดโ้ดยเตมิ glacial acetic acid 28.75 
มิลลิลิตรลงในน า้กลั่น 71.25 มิลลิลิตร)  
 ควรเก็บ reagent ไวใ้นขวดสีชาซึ่งมีจกุท่ีใชด้ดูสาร ในการทดสอบ เติม reagent แตล่ะชนิด 
(reagent A, B หรือ C) ปรมิาตร 0.1-0.5 มิลลิลิตร (ตามค าแนะน าในวิธีการทดสอบ) ลงในหลอดเชือ้
ท่ีบม่แลว้ การเกิดสีมว่งแดงหลงัการทดสอบดว้ย reagent A และ reagent B หรือ การเกิดสีสม้หลงั
การทดสอบดว้ย reagent A และ reagent C ชีใ้หเ้ห็นวา่ไนเตรตไดถ้กูรีดวิซไ์ปเป็นไนไตรต ์ถา้ไมเ่กิดสี 
การทดสอบการมีไนเตรต ท าไดโ้ดยเตมิผงซิงค ์(zinc) ลงไปเล็กนอ้ย ถา้เกิดสีขึน้แสดงวา่ไนเตรตไมถ่กู
รีดวิซ ์ 
 

Methyl Red Indicator 

 สว่นประกอบ 
Methyl red 

เอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 
   0.1 

     300 
กรมั 

       มิลลิลิตร 

น า้กลั่น ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้500 มิลลิลิตร 

ละลาย methyl red ในเอทานอล 300 มิลลิลิตร ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้500 มิลลิลิตรดว้ยน า้กลั่น 
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Oxidase reagent 
สว่นประกอบ 
N,N,N',N'-Tetramethyl-p-phenylenediamine·2HCl 
 น า้กลั่น 

   1 
     100 

กรมั 
       มิลลิลิตร 

 
หมายเหต:ุ สารนีค้วรเตรียมใหม่ๆ  แต ่reagent ท่ีเตรียมแลว้สามารถเก็บไวไ้ด ้7 วนัถา้หากเก็บไวใ้น
ขวดสีชาแลว้น าไปแชเ่ย็น 
 

สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดค์วามเข้มข้น 1 นอรมั์ล 
สว่นประกอบ 
NaOH 
น า้กลั่น ปรบัปรมิาตรจนได ้1 ลิตร 

40 
 

กรมั 
      

ใชป้รบัพีเอชของอาหารเลีย้งเชือ้ 

  

Voges-Proskauer (VP) Test Reagents 
สารละลาย 1  
-Naphthol 
Alcohol (absolute) 

5 
100 

กรมั 
       มิลลิลิตร 

 
สารละลาย 2 
Potassium hydroxide 40 กรมั 
น า้กลั่น   ใชป้รบัปรมิาตรใหไ้ด ้                                        100                            มลิลิลิตร 
 
วิธีการทดสอบ Voges-Proskauer (VP test) 
 ถ่ายเชือ้ท่ีผา่นการบม่มาแลว้ 48 ชั่วโมง ลงในหลอดทดลอง เตมิสารละลาย 1 ปรมิาตร 0.6 
มิลลิลิตรและสารละลาย 2 ปรมิาตร 0.2 มิลลิลิตร แลว้เขยา่หลอด เพ่ือท่ีจะเรง่ปฏิกิริยาท าไดโ้ดยการ
เตมิผลกึครีเอตนิลงไปเล็กนอ้ย ตัง้ทิง้ไวท่ี้อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 4 ชั่วโมงจงึอ่านผล 
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ภาคผนวก ง 
การเตรียม McFarland Standard 

 
 McFarland Standard เบอร ์1-10 ใชส้  าหรบัเปรียบทียบความขุน่กบัความขุ่นของของสาร
แขวนลอยเซลลข์องแบคทีเรียและยีสตเ์พ่ือใชป้ระมาณความหนาแน่นของเซลลห์รือจ านวนเซลลต์อ่
มิลลิลิตร การเตรียม McFarland Standard เบอร ์1-10 ท าไดด้งันี ้
1. เตรียมหลอดทดลองท่ีท าดว้ยแกว้ใสทนสารเคมีและมีฝาปิดสนิทจ านวน 10 หลอดท่ีมีลกัษณะ  
เหมือนกนัทกุประการ อาจเป็นหลอดฝาเกลียวหรือหลอดท่ีมีจกุยางอดุ ลา้งใหส้ะอาด อบใหแ้หง้ เขียน
หมายเลข 1-10 ก ากบัท่ีหลอด 
2. เตรียมสารละลายกรดซลัฟรูกิความเขม้ขน้รอ้ยละ 1 (1% sulfuric acid aqueous solution) 
ปรมิาตร 100 มิลลิลิตรและเตรียมสารละลายแบเรียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 1 (1% barium 
chloride aqueous solution) ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร 
3. ในหลอดทดลอดแตล่ะหมายเลข ปิเปตสารละลายทัง้สองชนิดลงในหลอดทดลอดแตล่ะหมายเลข 
(โดยใช ้ micropipette) ในสดัสว่นท่ีแตกตา่งกนั (ตามตารางขา้งลา่งนี)้ ผสมใหเ้ขา้กนัดีแลว้ปิดฝาให้
แนน่สนิท  
 

หมายเลขของ 
McFarland 
Standard 

1% sulfuric acid aqueous 
solution (ml) 

1% barium chloride aqueous 
solution (ml) 

1 9.9 0.1 
2 9.8 0.2 
3 9.7 0.3 
4 9.6 0.4 
5 9.5 0.5 
6 9.4 0.6 
7 9.3 0.7 
8 9.2 0.8 
9 9.1 0.9 
10 9.0 1.0 
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ภาคผนวก จ 
วิธีการย้อมแกรมและย้อมสปอร ์

 
การย้อมแกรม 

วิธีท า 
1.   สเมียรเ์ชือ้เป็นฟิลม์บาง ๆ บนสไลด ์ทิง้ใหแ้หง้ในอากาศ ตรงึเซลลโ์ดยผา่นเปลวไฟ 2-3 ครัง้ 
2.   หยด crytal violet-ammonium oxalate ใหท้่วมรอยสเมียร ์ทิง้ไว ้1 นาที  
3.   เปิดก๊อกน า้ใหไ้หลเบา ๆ  ลา้งรอยสเมียรด์ว้ยน า้นาน 5 วินาที  
4.   ลา้งรอยสเมียรด์ว้ยน า้ยาแกรมไอโอดีน (Gram’s iodine) เทส่วนเกินทิง้ไป แลว้เทน า้ยาแกรมไอโอ  
      ดีนใหท้ว่มรอยสเมียรอี์กครัง้ ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 1 นาที  
5.   ลา้งดว้ยน า้อีกครัง้เชน่เดียวกบัขอ้ 3  
6.   หยดสารละลายเอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 เป็นเวลา 30 วินาที เพ่ือชะลา้งสีบนรอยสเมียร ์ 
7.   ลา้งดว้ยน า้อีกครัง้เชน่เดียวกบัขอ้ 3  
8.   หยด safranin ใหท้ว่มรอยสเมียร ์ทิง้ไว ้1 นาที  
9.   ลา้งดว้ยน า้อีกครัง้เชน่เดียวกบัขอ้ 3  
10. ทิง้ไวใ้หแ้หง้ในอากาศ ส่องดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศนก์ าลงัขยาย 100 เท่า 
 

การย้อมสปอร ์
วิธีท า 
1.    สเมียรเ์ชือ้เป็นฟิลม์บาง ๆ บนสไลด ์ทิง้ใหแ้หง้ในอากาศ ตรงึเซลลโ์ดยผา่นเปลวไฟ 2-3 ครัง้ 
2.    หยดสี malachite green ใหท้่วมรอยสเมียร ์วางบนท่ีวางสไลดส์  าหรบัยอ้มสี 
3.    ยกท่ีวางสไลดซ์ึ่งมีสไลดว์างพาดอยู ่น าไปวางบนหมอ้น า้เดือดนาน 5 นาที เตมิสีเพิ่มถา้สีแหง้ 
4.    เปิดก๊อกน า้ใหไ้หลเบา ๆ ลา้งรอยสเมียรด์ว้ยน า้เป็นเวลา 5 วินาที 
5.    หยดสี safranin ใหท้่วมรอยสเมียร ์
6.    ทิง้ไวใ้หแ้หง้ในอากาศ ส่องดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศนก์ าลงัขยาย 100 เท่า 
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ภาคผนวก ฉ 
ตาราง MPN 

 
 ตารางท่ี   1   คา่  MPN  ตอ่กรมัของตวัอย่างและคา่  Confidence  intervals  ท่ีระดบัความเช่ือมั่น 
                     รอ้ยละ 95 ส าหรบัการวิเคราะหท่ี์ใชอ้าหารเหลว 3 หลอด ท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางซึ่ง 
                     มีปรมิาณ ตวัอยา่ง  0.1,  0.01  และ  0.001  กรมั 

จ านวนหลอดท่ีให ้
ผลบวก 

MPN/g Confidence 
limit 

จ  านวนหลอดท่ีให ้
ผลบวก 

MPN/g Confidence 
limit 

0.10 0.01 0.001 ต ่า สงู 0.10 0.01 0.001 ต ่า สงู 
0 0 0 <3.0 - - 9.5 2 2 0 21 4.5 42 
0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94 
0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94 
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94 
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94 
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94 
1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110 
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180 
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180 
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200 
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420 
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420 
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420 
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420 
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430 
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1,000 
2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1,000 
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2,000 
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4,100 
2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 420 - - 
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ตารางท่ี  2  คา่  MPN  ตอ่กรมัของตวัอยา่งและคา่  Confidence  intervals  ท่ีระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ     
    95 ส าหรบัการวิเคราะหท่ี์ใชอ้าหารเหลว 5 หลอด ท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางซึ่งมีปรมิาณ   
    ตวัอยา่ง  0.1,  0.01  และ  0.001  กรมั 

จ านวนหลอดท่ีให ้
ผลบวก 

MPN/g Confidence 
limit 

จ  านวนหลอดท่ีให ้
ผลบวก 

MPN/g Confidence 
limit 

0.10 0.01 0.001 ต ่า สงู 0.10 0.01 0.001 ต ่า สงู 
0 0 0 <1.8 - - 6.8 2 2 0 9.3 3.4 22 
0 0 1 1.8 0.09 6.8 2 2 1 12 4.1 26 
0 1 0 1.8 0.09 6.9 2 2 2 14 5.9 36 
0 1 1 3.6 0.7 10 2 3 0 12 4.1 26 
0 2 0 3.7 0.7 10 2 3 1 14 5.9 36 
0 2 1 5.5 1.8 15 2 4 0 15 5.9 36 
0 3 0 5.6 1.8 15 3 0 0 7.8 2.1 22 
1 0 0 2 0.1 10 3 0 1 11 3.5 23 
1 0 1 4 0.7 10 3 0 2 13 5.6 35 
1 0 2 6 1.8 15 3 1 0 11 3.5 26 
1 1 0 4 0.7 12 3 1 1 14 5.6 36 
1 1 1 6.1 1.8 15 3 1 2 17 6 36 
1 1 2 8.1 3.4 22 3 2 0 14 5.7 36 
1 2 0 6.1 1.8 15 3 2 1 17 6.8 40 
1 2 1 8.2 3.4 22 3 2 2 20 6.8 40 
1 3 0 8.3 3.4 22 3 3 0 17 6.8 40 
1 3 1 10 3.5 22 3 3 1 21 6.8 40 
1 4 0 11 3.5 22 3 3 2 24 9.8 70 
2 0 0 4.5 0.79 15 3 4 0 21 6.8 40 
2 0 1 6.8 1.8 15 3 4 1 24 9.8 70 
2 0 2 9.1 3.4 22 3 5 0 25 9.8 70 
2 1 0 6.8 1.8 17 4 0 0 13 4.1 35 
2 1 1 9.2 3.4 22 4 0 1 17 5.9 36 
2 1 2 12 4.1 26 4 0 2 21 6.8 40 
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ตารางท่ี 2   คา่  MPN  ตอ่กรมัของตวัอยา่งและคา่  Confidence  intervals  ท่ีระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ  
                 95 ส าหรบัการวิเคราะหท่ี์ใชอ้าหารเหลว  5   หลอดท่ีแตล่ะระดบัความเจือจางซึ่งมีปรมิาณ 
                 ตวัอย่าง  0.1,  0.01  และ  0.001  กรมั (ตอ่) 
จ านวนหลอดท่ีให ้

ผลบวก 
MPN/g Confidence 

limit 
จ  านวนหลอดท่ีให ้

ผลบวก 
MPN/g Confidence 

limit 
0.10 0.01 0.001 ต ่า สงู 0.10 0.01 0.001 ต ่า สงู 

4 0 3 25 9.8 70 5 1 3 84 34 220 
4 1 0 17 6 40 5 2 0 49 15 150 
4 1 1 21 6.8 42 5 2 1 70 22 170 
4 1 2 26 9.8 70 5 2 2 94 34 230 
4 1 3 31 10 70 5 2 3 120 36 250 
4 2 0 22 6.8 50 5 2 4 150 58 400 
4 2 1 26 9.8 70 5 3 0 79 22 220 
4 2 2 32 10 70 5 3 1 110 34 250 
4 2 3 38 14 100 5 3 2 140 52 400 
4 3 0 27 9.9 70 5 3 3 180 70 400 
4 3 1 33 10 70 5 3 4 210 70 400 
4 3 2 39 14 100 5 4 0 130 36 400 
4 4 0 34 14 100 5 4 1 170 58 400 
4 4 1 40 14 100 5 4 2 220 70 440 
4 4 2 47 15 120 5 4 3 280 100 710 
4 5 0 41 14 100 5 4 4 350 100 710 
4 5 1 48 15 120 5 4 5 430 150 1,100 
5 0 0 23 6.8 70 5 5 0 240 70 710 
5 0 1 31 10 70 5 5 1 350 100 1100 
5 0 2 43 14 100 5 5 2 540 150 1700 

5 0 3 58 22 150 5 5 3 920 220 2600 
5 1 0 33 10 100 5 5 4 1600 400 4600 
5 1 1 46 14 120 5 5 5 >1600 700 -- 

ท่ีมา: www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm109656.htm 


