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บทคดัย่อ  

การปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในกระบวนการแปรรูปเน้ือสัตวเ์ป็นปัญหาส าคญัท่ีสร้างความ
เสียหายแก่ผูผ้ลิตและมีโอกาสปนเป้ือนไปสู่ผลิตภณัฑ์ท่ีจ  าหน่ายแก่ผูบ้ริโภค วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ี 
น าเสนอการประยกุตใ์ชว้ธีิ phylogenetic group ในการจ าแนกแหล่งการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ใน
โรงงานผลิตสุกรปรุงสุกแห่งหน่ึง เพื่อใช้ในการติดตามแหล่งการปนเป้ือนเช้ือ E. coli จาก
ส่ิงแวดล้อมไปสู่ผลิตภัณฑ์ และน าไปสู่การลดการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในส่ิงแวดล้อมใน
กระบวนการผลิตอยา่งมีประสิทธิภาพ โดยท าการเก็บตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ตั้งแต่กระบวนหลงัการให้
ความร้อนไปจนถึงหลงัแช่เยอืกแขง็จ านวน 100 ตวัอยา่ง และพื้นผวิส่ิงแวดลอ้ม ไดแ้ก่ มือพนกังาน 
อุปกรณ์ เคร่ืองจกัร และพื้นผนงั จ  านวน 560 ตวัอย่าง มาตรวจเช้ือ E. coli และน าไปจ าแนกสาย
พนัธ์ุโดยวิธี phylogenetic group ท่ีแบ่งเช้ือ E. coli ออกเป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ A, B1, B2 และ D ซ่ึงจาก
ผลการตรวจสอบไม่พบการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งในทุก
ขั้นตอนการผลิต แต่ยงัคงพบเช้ือ E. coli บริเวณพื้นผิวส่ิงแวดล้อม ได้แก่ รถเข็นท่ีใช้ขนถ่าย
ส่วนผสม (ร้อยละ 20) และพื้นห้องผสมน ้ าแป้งเหลว (ร้อยละ 45) เช้ือ E. coli ท่ีตรวจพบทั้ง 2 
บริเวณเป็นสายพนัธ์ุเดียวกนัโดยจดัอยูใ่น phylogroup A โดยพบวา่ปัญหาการปนเป้ือนเช้ือ E. coli 
ในพื้นผวิของรถเข็นมีสาเหตุมาจากวธีิฆ่าเช้ือรถเขน็ในปัจจุบนัไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอในการลด
การปนเป้ือนของเช้ือ E. coli จึงทดลองปรับปรุงวิธีการฆ่าเช้ือรถเข็นโดยใช้การฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ า 
(steam pasteurization) ท่ีอุณหภูมิ 85, 90 และ 95oC เป็นระยะเวลา 60, 90 และ 120 วนิาที ตามล าดบั 
ผลการทดลองพบว่าการฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าท่ีอุณหภูมิ 85oC ระยะเวลา 60 วินาที มีประสิทธิภาพ
เพียงพอในการฆ่าเช้ือ E. coli ท่ีปนเป้ือนบริเวณพื้นผิวรถเขน็ท่ีใชใ้นกระบวนการผลิตได ้จึงช่วยลด
โอกาสการเกิดการปนเป้ือนขา้มเช้ือ E. coli ไปสู่ผลิตภณัฑไ์ดเ้ช่นเดียวกนั   
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ABSTRACT  

 Escherichia coli was often found in meat processing area and many products were 
rejected and contaminated to consumers. This thesis was to apply phylogenetic group technique to 
track source of contamination of E.  coli in a cooked pork processing plant and reduce the 
contamination of E.  coli in the production environment effectively.  A total of 100 heating and 
freezing products and 560 swab samples from hands, equipments, machines and environmental 
surfaces in post-heating area were screened in the presence of E.  coli.  The positive isolates were 
analyzed by using molecular technique and determined E. coli into four main phylogenetic groups 
as A, B1, B2 and D.  E.  coli were found only on environmental surfaces and not found in any 
products.  All E.  coli isolates were detected from stainless handcart (20%) and surface of floor in 
ingredient mixing room (45%).  E.  coli strains, isolated from both sources, were determined into 
same phylogenetic group as A.  This finding showed that the sanitizing method of stainless 
handcarts should be revised.  Therefore, the steam pasteurization was studied to reduce the 
contamination of E.  coli on stainless handcarts at 85, 90 and 95oC for 60, 90 and 120 seconds, 
respectively. The results showed that steam pasteurization at the temperature of 85oC for 60 seconds 
was effective enough to reduce contamination of E. coli at surface of stainless handcart which also 
reduced the opportunity for E. coli contamination in products.  
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 ที่ส าคญัที่สุดขอขอบคุณบิดา มารดา ครอบครัว และคุณเจษฎาพร สุพิชยา สามี ที่ให้ความ
ช่วยเหลือ เป็นก าลงัใจ และคอยดูแลขา้พเจา้เป็นอยา่งดีมาโดยตลอด 

 ส าหรับคุณงามความดีอันใดที่เกิดจากวิทยานิพนธ์ฉบับน้ี ข้าพเจ้าขอมอบให้กับบิดา 
มารดา ซ่ึงเป็นที่รักและเคารพย่ิง ตลอดจนครูอาจารยท์ี่เคารพทุกท่านที่ได้ประสิทธิประสาทวิชา 
ความรู้และถ่ายทอดประสบการณ์ที่ดีให้แก่ขา้พเจา้ 
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บทที ่ 1 

บทน ำ 
 

1.1  ควำมส ำคญัและทีม่ำของงำนวจิัย 

อุตสาหกรรมแปรรูปอาหารไทยเป็นอุตสาหกรรมการผลิตท่ีมีขีดความสามารถการแข่งขนั

ในการส่งออกสูงโดยในปี พ.ศ. 2558 ภาพรวมมูลค่าการส่งออกอาหารแปรรูปไทยอยูท่ี่ 17,322.36 

ลา้นเหรียญสหรัฐฯ หรือคิดเป็นสัดส่วนร้อยละ 3.2 ของมูลค่าการส่งออกอาหารแปรรูปทัว่โลก  ดว้ย

การผลิตท่ีได้มาตรฐานและคุณภาพของผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นท่ียอมรับในระดบัสากล ส่งผลให้ไทย

กลายเป็นผูผ้ลิตและส่งออกผลิตภณัฑ์อาหารอนัดับต้นๆ ของโลก (ศูนย์วิจยักสิกรไทย, 2559)  

อย่างไรก็ตามความต้องการของผูบ้ริโภคและมาตรฐานผลิตภณัฑ์ของประเทศคู่คา้นั้นสามารถ

เปล่ียนแปลงได้ตลอดเวลา ส่งผลให้ผูป้ระกอบการจ าเป็นตอ้งพฒันาอุตสาหกรรมการผลิตและ

รักษามาตรฐานของผลิตภณัฑ ์เพื่อใหด้ าเนินการคา้ไดอ้ยา่งย ัง่ยืนในอนาคต (สมาคมผูผ้ลิตและแปร

รูปสุกรเพื่อการส่งออก , 2558) 

ในปัจจุบนัประเด็นเร่ืองความปลอดภยัของอาหารเป็นส่ิงท่ีทัว่โลกให้ความส าคญั ซ่ึง

ประเทศผู ้น าเข้าน ามาใช้ยกอ้างเพื่อเป็นข้อจ ากัดทางการค้ามากข้ึน  จึงเป็นเร่ืองจ า เป็นท่ี

ผูป้ระกอบการธุรกิจอาหารตอ้งมีการควบคุมคุณภาพและความปลอดภยัของอาหารให้เป็นไปตาม

ขอ้ก าหนดของประเทศผูน้ าเขา้นั้นๆ กฎหมายส าหรับส่งออกอาหารไปยงัประเทศสหรัฐอเมริกา 

(Federal Food, Drugs, and Cosmetic Act : FD & C Act) หรือ กฎหมายสุขอนามยัอาหารของญ่ีปุ่น 

(Food Sanitation Law) เป็นตน้ นอกจากน้ีกรมปศุสัตวก์  าหนดให้โรงงานอุตสาหกรรมท่ีจะส่งออก

อาหารประเภทเน้ือสัตวไ์ปต่างประเทศตอ้งมีการด าเนินการตามหลกัเกณฑ์วิธีการผลิตท่ีดี (Good 

Manufacturing Practices: GMP) และระบบการวิเคราะห์อันตรายและจุดวิกฤติท่ีต้องควบคุม 

(Hazard Analysis and Critical Control Point: HACCP) ซ่ึงเป็นระบบประกันคุณภาพของอาหาร 

เพื่อลดความเส่ียงการปนเป้ือนของแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษไปสู่ผูบ้ริโภค อยา่งไรก็

ตามยงัคงพบปัญหาการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย์ในโรงงานแปรรูปอาหารอยู่เสมอ จากการ

สัมภาษณ์ผูผ้ลิตเน้ือสัตวป์รุงสุกแช่แข็งส่งออกรายหน่ึง พบว่าสูญเสียรายไดจ้ากการปนเป้ือนเช้ือ 

Escherichia coli  ในสินคา้เป็นมูลค่ากวา่ห้าลา้นบาทในปี พ.ศ. 2559 ซ่ึงเช้ือ E. coli เป็นแบคทีเรียท่ี

ในกลุ่มโคลิฟอร์ม (coliforms)  มกัถูกใชเ้ป็นดชันีช้ีวดัปัญหาการปนเป้ือนจากควบคุมสุขอนามยัท่ี
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ไม่ดีในกระบวนการผลิต โดยเช้ือ E. coli มีอยูต่ามธรรมชาติในล าไส้ใหญ่ของสัตวแ์ละมนุษย ์พบวา่

เช้ือ E. coli บางสายพนัธ์ุ เช่น เช้ือ E. coli O157:H7 ก่อให้เกิดอนัตรายร้ายแรงต่อมนุษย ์ไม่ใช่แค่

เพียงท าใหเ้กิดอาการทอ้งร่วงรุนแรงเท่านั้น แต่ยงัท าใหเ้กิดโลหิตเป็นพิษ เยือ่หุม้สมองอกัเสบ ปอด

อกัเสบ กระเพาะปัสสาวะอกัเสบ ไตอบัเสบ  ไตวาย หรืออาจถึงแก่ชีวิตได ้(วฤษณี, 2554) โดยในปี 

ค.ศ. 1996 ไดมี้การแพร่ระบาดของเช้ือ E. coli O157:H7 คร้ังใหญ่ในประเทศญ่ีปุ่น ท าให้มีผูป่้วย 

9,578 คน และเสียชีวิต 11 คน (WHO, 1996) จากการบริโภคอาหารท่ีมีการปนเป้ือนเช้ือ E. coli 

O157:H7  

 โดยปกติเช้ือ E. coli สามารถถูกท าลายไดด้ว้ยความร้อน เช่น การพาสเจอไรซ์ท่ีอุณหภูมิ

มากกวา่ 70oC (วรวฒิุ, 2557) อยา่งไรก็ตามยงัมีอาหารบางประเภท เช่น อาหารพร้อมปรุง (ready-to-

cook food) เป็นอาหารท่ีผ่านกระบวนการแปรรูปมาในระดบัหน่ึงและไม่ถูกน าไปให้ความร้อน

ก่อนท าการแช่แข็ง ท าให้ผลิตภณัฑ์เหล่าน้ีมีความเส่ียงต่อการปนเป้ือนเช้ือ E. coli โดยในปี ค.ศ. 

2009 มีผูป่้วยจ านวน 69 ราย ในประเทศสหรัฐอเมริกา จากการน าแป้งคุก้ก้ีแช่แข็งท่ีไม่ผา่นการอบ

ร้อนจากผู ้ผ ลิต  (uncooked cookie dough products)  มาให้ความร้อนโดยผู ้บ ริโภคเอง ก่อน

รับประทาน พบว่ามีการปนเป้ือนเช้ือ E. coli O157:H7 และ Salmonella ในคุก้ก้ีดงักล่าว (Marler, 

2013) และขอ้มูลจากการผลิตอาหารพร้อมปรุงเพื่อส่งออกต่างประเทศของโรงงานแห่งหน่ึง พบวา่

สินค้าบางประเภท เช่น เน้ือสัตว์ปรุงสุกชุบเกล็ดขนมปังแช่เยือกแข็ง (frozen steamed-breaded 

meat) มีกระบวนการผลิตโดยน าเน้ือสัตว ์ เช่น เน้ือสุกร หรือ เน้ือไก่ มาหมกัและหั่นให้เป็นช้ิน 

จากนั้นน ามาผ่านความร้อน (thermal processing) เพื่อให้ช้ืนเน้ือสุก น าไปชุบแป้งเหลวและเกล็ด

ขนมปัง แลว้น าไปแช่แข็ง บรรจุในบรรจุภณัฑ์และน าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต ่า  การท่ีผลิตภณัฑ์

หลังชุบแป้งเหลวและเกล็ดขนมปังไม่ถูกน าไปผ่านการให้ความร้อนซ ้ านั้ น เน่ืองจากเป็นคุณ

ลกัษณะเฉพาะของผลิตภณัฑ์ท่ีผูบ้ริโภคจะตอ้งน าผลิตภณัฑ์ไปทอดเพื่อให้เกล็ดขนมปังมีความ

กรอบก่อนน าไปรับประทานและเพื่อให้เกิดรสสัมผสั (texture) ท่ีดีของผลิตภณัฑ์ ซ่ึงขั้นตอนการ

ผลิตในช่วงภายหลังจากการให้ความร้อนแก่ช้ินเน้ือ มกัพบปัญหาการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ใน

ผลิตภณัฑ์ ซ่ึงไม่เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานทางจุลชีววิทยาของอาหารท่ีก าหนด (กรมปศุสัตว,์ 

2551) และส่งผลต่อการยอมรับของประเทศคู่คา้และท าใหเ้กิดความเสียหายเป็นมูลค่ามหาศาลได ้

 ดงันั้นผูผ้ลิตจึงให้ความส าคญักบัการควบคุมการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในกระบวนการ

ผลิตอาหารเน้ือสัตวป์รุงสุกชุบเกล็ดขนมปังแช่เยอืกแขง็ แต่การปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในโรงงาน

นั้นมีแหล่งท่ีมาของเช้ือ E. coli หลากหลาย ท าให้การควบคุมการปนเป้ือนของเช้ือน้ีสู่ผลิตภณัฑ์   

ท าไดย้าก ซ่ึงในปัจจุบนัการวิเคราะห์เช้ือ E. coli ในระดบัอุตสาหกรรมเป็นการวิเคราะห์ในระดบั     
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สปีชีส์ (species) เท่านั้น อาจใช้วิธีวิเคราะห์เช้ือ E. coli ท่ีสามารถทราบผลไดอ้ย่างรวดเร็ว (rapid 

method) เช่น การใช้แผ่นทดสอบ 3M Petrifilm™ E. coli/coliform count plates หรือ การวิเคราะห์

แบบดั้ ง เ ดิม  (conventional method)  เ ช่น  วิ ธี  Enumeration of Escherichia coli and the coliform 

bacteria (Bacteriological Analytical Manual : BAM) เป็นต้น อย่างไรก็ตาม ทั้ง 2 วิธีไม่สามารถ

จ าแนกเช้ือ E. coli ในระดบัสายพนัธ์ุได ้หากพบปัญหาการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ทั้งในผลิตภณัฑ์

อาหารและการปนเป้ือนจากส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิต จะไม่สามารถหาความสัมพนัธ์ของ

การของปนเป้ือนของเช้ือ E. coli จากส่ิงแวดลอ้มไปสู่อาหารได ้ การแกปั้ญหาในปัจจุบนัจึงอาจจะ

ไม่ตรงประเด็นกบัปัญหาการปนเป้ือนท่ีแทจ้ริง จึงมีความสนใจในการประยุกต์ใชเ้ทคนิคทางอณู

ชีววิทยา (molecular method) ไดแ้ก่ phylogenetic group โดยอาศยัความจ าเพาะของสารพนัธุกรรม

ในการจ าแนกแหล่งของการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในส่ิงแวดลอ้มของกระบวนการผลิตเน้ือสุกรปรุง

สุกแช่เยอืกแขง็ เพื่อติดตามแหล่งการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli จากส่ิงแวดลอ้มไปสู่ผลิตภณัฑ ์

 

1.2  วตัถุประสงค์ของกำรวจิัย 

       1.2.1  เพื่อตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑเ์น้ือสุกรปรุงสุกแช่เยอืกแขง็และ

ส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิต 

       1.2.2  จ  าแนกและระบุสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli ท่ีตรวจพบในผลิตภณัฑเ์น้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือก

แข็งและส่ิงแวดล้อมในกระบวนการผลิตโดยใช้วิธี phylogenetic group เพื่อติดตามแหล่งการ

ปนเป้ือนของเช้ือ E. coli จากส่ิงแวดลอ้มไปสู่ผลิตภณัฑ ์

       1.2.3  เพือ่ศึกษาวธีิการลดการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิตอยา่ง

มีประสิทธิภาพ   

 

1.3 ขอบเขตของกำรวจิัย 

 ท าการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli โดยการเก็บตวัอยา่งผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุง

สุกแช่เยือกแข็งและสวอป (swab) พื้นผิวส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิตในขั้นตอนหลงัการท าสุก

จนถึงการท าเยือกแข็งของโรงงานผลิตอาหารพร้อมปรุงเพื่อส่งออกต่างประเทศแห่งหน่ึง จากนั้น 

ประยุกต์ใช้วิ ธี  phylogenetic group เพื่อจ าแนกและระบุสายพันธ์ุของเช้ือ E.  coli โดยอาศัย

ความจ าเพาะของสารพนัธุกรรม ในการติดตามแหล่งการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli จากส่ิงแวดลอ้ม

ไปสู่ผลิตภณัฑ ์
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1.4  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

       1.4.1  ทราบถึงแหล่งของการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑเ์น้ือสุกรปรุงสุกแช่เยอืกแขง็และ

กระบวนการผลิต    

       1.4.2  สามารถติดตามการแพร่กระจายของเช้ือ E. coli ภายในพื้นท่ีการผลิตได ้ 

       1.4.3  น าไปใชใ้นการลดการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในพื้นท่ีการผลิตอยา่งมีประสิทธิภาพ   

       1.4.4  ใชเ้ป็นแนวทางการติดตามการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคอ่ืนๆในโรงงานได ้ 
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บทที ่ 2 

ทฤษฎแีละวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

2.1  Escherichia coli   

Escherichia coli หรือ E. coli (ภาพท่ี 2.1) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างแท่ง ไม่สร้าง 

spore มีขนาด 1.1 – 1.5 x 2.0 – 6.0 ไมโครเมตร เคล่ือนท่ีไดโ้ดยใช ้flagella สามารถเจริญไดท้ั้งท่ีมี

ออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) อยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae และจดัอยู่ใน

กลุ่มโคลิฟอร์ม (coliform) ประเภท fecal coliform ซ่ึงเป็นโคลิฟอร์มท่ีพบในอุจจาระของมนุษยแ์ละ

สัตวเ์ลือดอุ่น 

 

 
 

ภำพที ่2.1 เช้ือ Escherichia coli 

ท่ีมา: Larsen (2017) 

 

นกัวิทยาศาสตร์ชาวเยอรมนัช่ือ Theodor Escherich สามารถแยกเช้ือ E. coli ไดค้ร้ังแรก

จากอุจจาระของเด็กท่ีมีอาการทอ้งร่วงในปี ค.ศ. 1885 ต่อมาเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ีไดรั้บการตั้งช่ือเป็น 

Escherichia coli (วฤษณี, 2554) เน่ืองจากเช้ือ E. coli เป็นแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ในล าไส้ของมนุษย์

และสัตวเ์ลือดอุ่นจึงมกัใช้เป็นดชันีวดัสุขลกัษณะของอาหารและน ้ า เช้ือ E. coli จดัเป็นแบคทีเรีย

ประเภท mesophile สามารถเพิ่มจ านวนและเจริญเติบโตไดใ้นท่ีอุณหภูมิ 15 – 45 oC โดยมีภาวะท่ี

เหมาะสมต่อการเติบโตมากท่ีสุดคือท่ีอุณหภูมิ 40 oC และค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ประมาณ       

5.0 – 9.0 (Garrity, 2005) โดยเม่ืออยูใ่นภาวะท่ีเหมาะสมจะมีระยะเวลาการแบ่งตวั (generation time) 

ประมาณ 15 - 20 นาที ส าหรับการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อใชใ้นการจ าแนกเช้ือ E. coli จากแบคทีเรีย

ในวงศ ์Enterobacteriaceae ชนิดอ่ืน สามารถทดสอบไดด้งัตารางท่ี 2.1 
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ตำรำงที ่2.1 ผลการทดสอบทางชีวเคมี (biochemical  test) ของ E. coli   

การทดสอบ ผลการทดสอบ 
          Indole production 
          Methyl red 
          Voges-Proskauer 
          Citrate utilization 
          Motility test 
          Lysine decarboxylase test 
          TSI 
          H2S 
          Urea hydrolysis 
          Acetate utilization 
          ONPG test 

+ 
+ 
- 
- 
+/- 
+ 

A/A, G+ 
- 
- 
+ 
+ 

          Lactose fermentation 
          Sucrose fermentation 
          Mannitol fermentation 
          Raffinose 
          Gelatin (22 oC) 

+ 
+/- 
+ 
+/- 
- 

+  คือ ปฏิกิริยาใหผ้ลเป็นบวก, -  คือปฏิกิริยาใหผ้ลเป็นลบ 
A/A คือ acid butt / acid slant  
G+ คือ เกิด gas , G- คือ ไม่เกิด gas 
ท่ีมา : Forbes และคณะ (2007) 
 

สายพนัธ์ุส่วนใหญ่ของเช้ือ E. coli ไม่ก่อให้เกิดอนัตรายรุนแรง แต่บางสายพนัธ์ุ เช่น      

เช้ือ E. coli ท่ีสร้าง Shiga like toxins สามารถก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษท่ีรุนแรงมากได ้(WHO, 

2017) นบัตั้งแต่ปี ค.ศ. 1971 เช้ือ E. coli  ถูกจดัใหเ้ป็นแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดอาหารเป็นพิษ เน่ืองจาก

พบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในเนยแข็งท่ีน าเขา้มาจ าหน่ายในประเทศสหรัฐอเมริกา ท าให้มี

ผู ้ป่วยเกือบ 400 คน (วฤษณี , 2554)  ถัดมาในปี ค.ศ. 1975 กองควบคุมโรคติดต่อประเทศ

สหรัฐอเมริกา (Center of disease control, CDC) ไดต้รวจพบเช้ือ E. coli O157:H7 จากอุจจาระของ

ผูป่้วยท่ีมีอาการปวดทอ้งอยา่งรุนแรง และถ่ายเป็นมูกเลือด จากนั้นใน ค.ศ. 1982 ไดมี้การยืนยนัวา่

เช้ือ E. coli O157:H7 เป็นสาเหตุของโรค hemorrhagic colitis ซ่ึงต่างจากการปวดทอ้งธรรมดา 
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 การจ าแนกเช้ือ E. coli ตามกลไกของการก่อโรค แบ่งไดเ้ป็น 6 ประเภท ดงัน้ี (Ciara และ 
คณะ, 2017)   

กลุ่มท่ี 1 Enterotoxigenic E. coli (ETEC)  เป็นเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุท่ีสร้างเอนเทอโรทอก
ซิน โดยมี 2 ประเภท ไดแ้ก่ ประเภทท่ีทนความร้อน (Heat stable toxins - ST) และ ประเภทท่ีไม่ทน
ความร้อน (Heat-labile toxins - LT) โดยเม่ือได้รับเช้ือ ETEC เขา้สู่ร่างกาย เช้ือจะเพิ่มจ านวนใน
ล าไส้ของมนุษยแ์ละหลัง่สารพิษออกออกมา ซ่ึงกระตุน้ใหล้ าไส้บีบตวัและขบัของเหลวออกมาเป็น
จ านวนมาก ท าใหเ้กิดอาการทอ้งเสีย ทอ้งร่วง ปวดเกร็งในช่องทอ้ง มีไข ้คล่ืนไส้หรืออาเจียน หนาว
สั่น เบ่ืออาหาร และเวียนศีรษะ โดยอาการเจ็บป่วยจะเกิดข้ึน หลงัจากไดรั้บเช้ือเขา้สู่ร่างกาย 24-72 
ชั่วโมง โดยส่วนใหญ่ผูป่้วยสามารถฟ้ืนตวัได้โดยไม่ต้องพกัรักษาตัวท่ีโรงพยาบาลหรือใช้ยา
ปฏิชีวนะ (CDC, 2014) 

กลุ่มท่ี 2 Enteroaggregative E. coli (EAEC) เป็นเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุท่ีมกัติดเช้ือในเด็ก

เล็ก ก่อให้เกิดอุจจาระร่วงท่ีไม่เป็นมูกเลือด โดยเช้ือสามารถยดึเกาะกบัเซลล์เยือ่บุผวิของผนงัล าไส้

ได้เป็นอย่างดี การจบัเกาะของเซลล์ท่ีบริเวณเยื่อบุผิวมีลกัษณะการจบักนัเป็นกลุ่ม (aggregative 

adherence) (มณฑลและชยัสิทธ์ิ, 2554) และเช้ือ EAEC สามารถสร้างเอนเทอโรทอกซิน ท่ีเรียกว่า 

EAST (EnteroAggregative ST) toxin และสร้าง hemolysin ท่ีท  าให้เกิดการการติดเช้ือ ในทางเดิน

ปัสสาวะ (Todar, 2008)   

กลุ่มท่ี 3 Enteropathogenic E. coli (EPEC) เป็นเช้ือ E. coli สายพันธ์ุท่ีให้เกิดอาการ
ทอ้งร่วง อาจมีอาการถ่ายเป็นมูกเลือด โดยมกัเกิดข้ึนกบัทารกในประเทศท่ีก าลงัพฒันา (Todar, 
2008) แต่ไม่ใช่เป็นผลมาจากการสร้างเอนเทอโรทอกซิน จากการศึกษาพบวา่เช้ือ EPEC ท าให้เกิด
โรคโดยการเกาะติดเฉพาะท่ีกบัเชลลข์องเน้ือเยือ่ในล าไส้ ท าให้เกิดการรวมตวักบัเยือ่เมือก จากนั้น
เช้ือ EPEC จะเขา้ไปเจริญและเพิ่มจ านวนข้ึน แลว้มีการขบัสารประเภทโปรตีนออกมายบัย ั้งการ
ท างานของเมด็เลือดขาว (วฤษณี, 2554) 

กลุ่มท่ี 4 Enteroinvasive E. coli (EIEC)  เป็นเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างเอนเทอโรท
อกซิน มีกลไกในการก่อโรคทีคล้ายกับเช้ือ Shigella dysenteriae เน่ืองจากสามารถบุกรุกเข้าสู่
เน้ือเยื่อได ้(highly invasive) เพิ่มจ านวนไดภ้ายในเซลล์และท าให้เซลล์ถูกท าลาย ส่งผลให้เกิดโรค
ทอ้งร่วงท่ีมีลกัษณะคลา้ยกบัการเป็นบิด (มณฑลและชยัสิทธ์ิ, 2554) ทั้งแบบท่ีถ่ายมีเลือดปนและไม่
มีเลือดปน ใชร้ะยะเวลาฟักตวันาน 2 – 48 ชัว่โมง (เฉล่ีย 18 ชัว่โมง) มกัพบในเด็กทารกและคนชรา 
เช้ือ EIEC เป็นเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุแรกท่ีพบวา่ท าเกิดโรคอาหารเป็นพิษ โดยเกิดการระบาดข้ึนคร้ัง
แรกในประเทศอังกฤษในปี ค.ศ. 1947 เกิดข้ึนกับนักเรียนในโรงเรียนแห่งหน่ึงท่ีบริโภค
ปลาแซลมอน (วฤษณี, 2554) 
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กลุ่มท่ี 5 Diffusely adherent E. coli (DAEC) เช้ือ E. coli ในกลุ่มน้ีมีสมาชิกในกลุ่มท่ี
หลากหลาย และมี virulence factor แตกต่างกัน เช้ือ DAEC สามารถเกาะติดผิวเซลล์เยื่อบุแบบ
กระจาย โดยมีรายงานวา่เช้ือกลุ่มน้ีมีความสัมพนัธ์เก่ียวขอ้งกบัการติดเช้ือท่ีระบบทางเดินปัสสาวะ 
(มณฑลและชยัสิทธ์ิ, 2554) ผูท่ี้ไดรั้บเช้ืออาจมีอาการทอ้งเสียหรือถ่ายเหลว อยา่งไรก็ตาม กลไกการ
ก่อโรคยงัไม่สามารถอธิบายไดอ้ยา่งชดัเจน (Ciara et al., 2017)   

กลุ่มท่ี 6 Enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) หรือเรียกวา่ Shiga-toxin producing E. coli 
(STEC) เป็นเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษท่ีมีคุณสมบติัคลา้ยกบัสารพิษของชิเกลลา (shiga 
like toxins) และเป็นสารพิษประเภทเวอโรทอกซิน (verotoxin) หรือ เวอโรไซโตทอกซิน 
(verocytotoxin) สารพิษของ EHEC มี 2 แบบ คือ STL-I (หรือ VT-I) และ SLT-II (หรือ VT-II) ใน
ปัจจุบนัใชศ้พัทใ์หม่วา่ Stx1 และ Stx2 ตามล าดบั (วฤษณี, 2554) สายพนัธ์ุท่ีพบการระบาดบ่อยท่ีสุด
ไดแ้ก่ serotype O157:H7 (จนัทร์เพญ็, 2554)  อาการรุนแรงท่ีพบ ไดแ้ก่ ถ่ายเหลวเป็นมูกเลือด และ
อาจมีอาการเม็ดเลือดแดงแตก (hemolytic uremic syndrome, HUS) ซ่ึงน าไปสู่ไตวายได ้มกัพบใน
เด็กเล็กและคนชรา โดยอาการอ่ืนท่ีพบไดแ้ก่ ช่องทอ้งบิดเกร็งอยา่งรุนแรง อาเจียน อาจมีไขแ้ต่จะมี
ไขไ้ม่สูงมาก (นอ้ยกวา่ 38.5oC) ผูป่้วยส่วนใหญ่จะรักษาหายไดภ้ายใน 5-7 วนั อยา่งไรก็ตามพบวา่
ร้อยละ 5 - 10 ของผูท่ี้ได้รับเช้ือ EHEC จะมีอาการของ HUS ท  าให้ผูป่้วยมีอาการอ่อนเพลียมาก 
ผิวหนงัซีด ซ่ึงมีความจ าเป็นตอ้งไดรั้บการรักษาโดยแพทย ์เน่ืองจากมีความเส่ียงท่ีเกิดภาวะไตหยดุ
ท างาน ไตวาย และอาจท าใหเ้สียชีวติได ้(CDC, 2015) 

 

2.2  กำรปนเป้ือนของเช้ือ E. coli 

เช้ือ E. coli เป็นเช้ือแบคทีเรียประจ าถ่ิน (normal flora) ท่ีพบได้ในล าไส้ของคนและ

สัตวเ์ลือดอุ่น เช่น สุกร โค กระบือ เป็นตน้ ดงันั้น เช้ือจะถูกขบัผ่านออกมากบัอุจจาระสัตว์ได้        

ถ้าสัตว์ถ่ ายอุจจาระลงดินหรือแหล่งน ้ า  ซ่ึงใช้ เ ป็นแหล่งเพาะปลูกหรืออุปโภค บริโภค 

(กรมวทิยาศาสตร์การแพทย,์ 2557) ดงัภาพท่ี 2.2 
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ภำพที ่2.2 แหล่งของ E. coli ท่ีพบในส่ิงแวดลอ้ม 

ท่ีมา : The Reference Laboratory for E. coli (2004) 

 

มีรายงานของ Schlegelova และคณะ (2010) พบเช้ือ E. coli  ปนเป้ือนในวตัถุดิบนมหรือ
เน้ือสัตว ์เช่น เน้ือหมู หรือ เน้ือไก่ และบางคร้ังในโรงงานแปรรูปอาหาร โดยเฉพาะพื้นผวิท่ีช้ืนแฉะ
พบวา่มีการสร้างไบโอฟิล์ม (biofilm) ร่วมกบัแบคทีเรียชนิดอ่ืน ซ่ึงสามารถทนทานต่อสารฆ่าเช้ือ
มากกวา่แบคทีเรียทัว่ไป ท าใหอ้าจมีแบคทีเรียหลงเหลือบริเวณผวิหนา้ของเคร่ืองจกัรจากการลา้งท า
ความสะอาดปกติได ้จึงไดเ้ก็บตวัอยา่งวตัถุดิบอาหาร ผลิตภณัฑ์อาหาร และพื้นท่ีสัมผสัอาหารหลงั
ผา่นกระบวนการลา้งท าความสะอาดทั้งหมดในฟาร์มโคนมทั้งหมด 3 ฟาร์ม จ านวน 120 ตวัอย่าง 
โรงงานผลิตนมทั้ งหมด 1 โรงงาน จ านวน 124 ตวัอย่าง และโรงงานแปรรูปเน้ือสัตว์ทั้ งหมด            
2 โรงงาน จ านวน 160 ตัวอย่าง ในระหว่างปี ค.ศ.  2005 – 2006 เพื่อตรวจหาเช้ือ Listeria 
monocytogenes, Salmonella spp. , Bacillus cereus, Staphylococcus spp. , Enterococcus spp. , และ    
E. coli  พบวา่มีความชุกของการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรียท่ีตอ้งการตรวจหา ดงัตารางท่ี 2.2 

 
 
 
 



10 
 
ตำรำงที่ 2.2 ความชุกของการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ท่ีตรวจพบในฟาร์มโคนม โรงงานผลิตนม 

และโรงงานแปรรูปเน้ือสัตว ์ 

กลุ่ม ชนิดของตวัอยา่ง พื้นผวิ ตวัอยา่ง
ทั้งหมด 

ตวัอยา่งท่ีตรวจพบเช้ือ E. coli 
จ านวน ร้อยละ 

1.ฟาร์มโคนม น ้านมดิบ 
สวอป 

 
ดา้นใน 

12 
108 

9 
9 

75 
8 

2.โรงงานผลิต 
ผลิตภณัฑจ์าก
นม 

วตัถุดิบ 
สวอป 
สวอป 
น ้านมท่ีผา่นการ 
พลาสเจอไรซ์ 

 
ดา้นใน 
พื้นท่ีเปิด 

24 
35 
20 
48 

12 
0 
4 
9 

50 
0 

20 
19 

3.โรงงานแปร
รูปเน้ือสุกร   

วตัถุดิบ 
สวอป 
ผลิตภณัฑ์ 

 
พื้นท่ีเปิด 

20 
40 
20 

15 
18 
6 

75 
45 
0 

4.โรงงานแปร
รูปเน้ือไก่ 

วตัถุดิบ 
สวอป 
หลงัฆ่าเช้ือ 10 ซม. 
หลงัฆ่าเช้ือ 4 ซม. 

 
พื้นท่ีเปิด 

16 
40 

15 
 

26 
6 

94 
 

65 
15 

 ผลิตภณัฑ์  24 9 38 
ท่ีมา : Schlegelova และคณะ (2010) 
 

จากการเก็บตวัอยา่งในกลุ่มท่ี 1 ฟาร์มโคนม มีการ swab อุปกรณ์ท่ีใช ้เช่น กรง สายท่อนม 

พบวา่มีความชุกของการปนเป้ือนเช้ือ E. coli นอ้ยกวา่ท่ีพบในน ้านมดิบเป็นอยา่งมาก อยา่งไรก็ตาม

พบวา่บริเวณท่ีตรวจพบเช้ือ E. coli มีความสัมพนัธ์กบัการตรวจพบแบคทีเรียทัว่ไป (total number 

of aerobic mesophile microorganisms : TCM) ร่วมดว้ยในตวัอยา่งเดียวกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบั

ความเช่ือมัน่ร้อยละ 99  โดยพบ TCM ท่ีจ  านวนไม่ต ่ากว่า 105 cfu  การเก็บตวัอย่างในกลุ่มท่ี 2 

โรงงานผลิตผลิตภณัฑจ์ากนม มีการเก็บตวัอยา่งวตัถุดิบ ผลิตภณัฑท่ี์ผา่นการพลาสเจอไรซ์  รวมไป

ถึงมีการ swab อุปกรณ์บริเวณภายใน เช่น อุปกรณ์แลกเปล่ียนความร้อนหลงัพลาสเจอไรซ์ ถงัเก็บ

นมท่ีผา่นการพลาสเจอร์ไรซ์ และอุปกรณ์ท่ีมีพื้นผิวเปิด เช่น สายพานล าเลียงชีส เขียงตดัชีส พบวา่

ผลิตภณัฑ์ท่ีผ่านการพลาสเจอไรซ์มีความสัมพนัธ์กบัอุปกรณ์ท่ีสัมผสัหลงัผ่านการให้ความร้อน 
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โดยพบการปนเป้ือนเช้ือในระดบัท่ีสูงประมาณ 103 - 106 cfu / 100 ตารางเซนติเมตร บริเวณสายพาน

ล าเลียงชีสท่ีผ่านการท าความสะอาดแล้ว ดังนั้นการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ท่ีพบในโรงงานผลิต

ผลิตภณัฑ์จากนมมกัปนเป้ือนเช้ือในขั้นตอนหลงัผา่นการให้ความร้อน การเก็บตวัอยา่งในกลุ่มท่ี 3 

โรงงานแปรรูปเน้ือสุกร พบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ถึงร้อยละ 49 โดยมีการเก็บตวัอยา่งวตัถุดิบ 

เช่น การ swab ซากของเน้ือสุกร รวมไปถึงอุปกรณ์ต่างๆท่ีใชใ้นกระบวนการผลิต เช่น ท่ีแขวนซาก 

โต๊ะตดัแต่ง สายพานล าเลียง มีด และรถเข็น เป็นตน้ มีการเก็บผลิตภณัฑ์เน้ือดิบท่ีผา่นการตดัแต่ง

เพื่อเตรียมขายและไส้กรอกท่ีผา่นการให้ความร้อน พบวา่ในวตัถุดิบและอุปกรณ์ท่ีใชก่้อนให้ความ

ร้อนมีการปนเป้ือนเช้ือ E. coli โดยเฉพาะโต๊ะตดัแต่งและมีด มีการปนเป้ือน TCM ร่วมด้วยใน

ระดบั 106 - 107 cfu / 100 ตารางเซนติเมตร จากการตรวจผลิตภณัฑ์ไม่พบเช้ือ E. coli ในตวัอย่าง   

ไส้กรอกท่ีผา่นการให้ความร้อน แต่พบเช้ือ E. coli ท่ีสร้าง Shiga like toxin ในเน้ือดิบท่ีผา่นการตดั

แต่งเพื่อเตรียมขาย จ านวน 1 ตวัอยา่ง และส าหรับการเก็บตวัอยา่งในกลุ่มท่ี 4 โรงงานแปรรูปเน้ือไก่ 

พบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ถึงร้อยละ 63 ผลท่ีไดพ้บวา่มีความใกลเ้คียงกบัโรงงานแปรรูปเน้ือ

สุกร คือพบการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในเน้ือไก่ท่ีผา่นการให้ความร้อนลดต ่าลงเม่ือเทียบกบัวตัถุดิบ

เน้ือไก่และอุปกรณ์ท่ีใชใ้นกระบวนการก่อนใหค้วามร้อน (Schlegelova et al., 2010) 

นอกจากน้ี มีการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือก่อโรครวมไปถึงเช้ือ E. coli ในเน้ือสัตว์

หลายชนิด ไดแ้ก่ เน้ือไก่ เน้ือสุกร เน้ือกระบือ เน้ือโค จ านวน 84 ตวัอยา่งในโรงฆ่าสัตวแ์ละสถานท่ี

จ าหน่ายในจงัหวดัแม่ฮ่องสอน โดยเป็นเน้ือไก่จากโรงฆ่าสัตว ์4 ตวัอยา่ง เน้ือสุกรจากโรงฆ่าสัตว ์

49 ตวัอยา่งและจากสถานท่ีจ าหน่าย 27 ตวัอยา่ง เน้ือกระบือจากสถานท่ีจ าหน่าย 2 ตวัอยา่ง เน้ือโค

จากโรงฆ่าสัตว ์1 ตวัอยา่งและจากสถานท่ี 2 ตวัอยา่ง  จากผลการตรวจสอบพบวา่มีการปนเป้ือนเช้ือ 

E. coli ในตวัอยา่งเน้ือสัตวท์ั้งหมดร้อยละ 13.1 และพบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli  ในตวัอยา่งเน้ือ

สุกรเท่านั้น ซ่ึงอาจมาจากเน้ือสัตวส่์วนใหญ่ท่ีน ามาทดสอบเป็นเน้ือสุกร มีการเก็บตวัอยา่งเน้ือสัตว์

ชนิดอ่ืนเพียงเล็กนอ้ยในงานวิจยัน้ี  โดยสาเหตุของการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ส่วนใหญ่ในโรงฆ่าสัตว์

มาจากการขาดการควบคุมสุขลักษณะท่ีดีทั้ งในส่วนของผูป้ฏิบัติงานและสถานท่ีปฏิบัติงาน 

(ปภาสพงษ ์และสุภลกัษณ์, 2556) 

การปนเป้ือนของเช้ือ E. coli สามารถเป็นตวัช้ีวดัถึงประสิทธิภาพของกระบวนการผลิต 

เช่น กระบวนการท าความสะอาดหรือการฆ่าเช้ือไดม้าตรฐานเพียงพอหรือไม่ หรือมีการปนเป้ือน

ของส่ิงปฏิกูลในกระบวนการผลิต ซ่ึงอาจมาจากวตัถุดิบ ส่ิงแวดลอ้ม หรือผูป้ฏิบติังาน อาจใชก้าร

ปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในการอนุมานถึงแบคทีเรียก่อโรคอ่ืนๆ ดว้ย เช่น หากพบเช้ือ E. coli ใน

ผลิตภณัฑก์็อาจมีแนวโนม้ท่ีจะพบเช้ือ Salmonella spp. ดว้ยเป็นตน้ (Ashbolt et al., 2001)  
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และมีรายงานของ Ali และคณะ (2010) ในการตรวจสอบการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรีย์ใน

เน้ือสัตวแ์ละพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มบริเวณร้านคา้ปลีก (ภาพท่ี 2.3) เช่น มีด เขียงไม ้เคร่ืองบดเน้ือ และ

บริเวณแสดงสินคา้ส าหรับวางจ าหน่าย (counter) รวมไปถึง บริเวณผนงัและพื้นของร้านในเมืองกา

ราจี ประเทศปากีสถาน (Karachi, Pakistan) ทั้ งหมด 340 ตัวอย่าง โดยตรวจพบการปนเป้ือน

เช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีส าคญัถึงร้อยละ 66 ไดแ้ก่ เช้ือ E.coli, E.coli O157:H7, Listeria, Klebsiella, 

Enterobacter, Staphylococcus aureus Salmonella Enteritidis, Shigella, Brucella, Citrobacter 

freundii, Kurthia และ Sporosarcina ซ่ึงเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีตรวจพบจากเน้ือสัตวท่ี์พบในจุดวาง

จ าหน่ายมากท่ีสุดไดแ้ก่ เช้ือ E. coli โดยตรวจพบถึงร้อยละ 35 รองลงมาไดแ้ก่ เช้ือ E. coli O157:H7 

และ Enterobacter ท่ีตรวจพบทั้งหมดร้อยละ 15 และในส่วนของเช้ือจุลินทรียท่ี์ตรวจพบในตวัอยา่ง

จากพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มบริเวณร้านคา้ปลีกมากท่ีสุดไดแ้ก่ เช้ือ E. coli เช่นเดียวกนักบัท่ีตรวจพบใน

เน้ือสัตว ์โดยตรวจพบถึงร้อยละ 24 การพบเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในเน้ือสัตวร์วมทั้งเช้ือ E. coli มี

สาเหตุหลักมาจากการจดัการซากสัตวใ์นขั้นตอนก่อนน ามาตดัแต่งเพื่อมาจดัหน่ายปลีกให้กบั

ผูบ้ริโภคไม่ไดสุ้ขอนามยั มีการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคบริเวณพื้นผิวของตวัซากท่ีน ามา

ตดัแต่ง และในส่วนของการพบเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มบริเวณร้านคา้ปลีก ตรวจ

พบทั้งบริเวณท่ีสัมผสักบัเน้ือสัตวโ์ดยตรง ทั้งบริเวณแสดงสินคา้ส าหรับวางจ าหน่าย รวมไปถึง 

ผนงัและพื้น อย่างไรก็ตาม พบว่าบริเวณแสดงสินคา้ส าหรับวางจ าหน่าย มีการปนเป้ือนของเช้ือ

ค่อนขา้งต ่าเม่ือเทียบกบับริเวณอ่ืน เน่ืองจากเป็นพื้นท่ีวางสินคา้สินคา้ ท าให้มีการท าความสะอาด

บ่อยคร้ังในแต่ละวนั และการพบเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มบริเวณร้านคา้ปลีกเป็น

จ านวนมากนั้น แสดงให้เห็นวา่มีการท าความสะอาดพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มท่ีไม่มีประสิทธิภาพ ท าให้

เป็นแหล่งสะสมของเช้ือจุลินทรีย ์และมีโอกาสปนเป้ือนไปยงัเน้ือสัตวท่ี์วางจ าหน่ายใหก้บัผูบ้ริโภค   

 

 
ภำพที ่2.3 ร้านคา้ปลีกจ าหน่ายเน้ือสัตวใ์นเมืองการาจี ประเทศปากีสถาน 

ท่ีมา : Aamir (2013) 
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2.3  กำรควบคุมและยบัยั้งเช้ือ E. coli 

ในการควบคุมและยบัย ั้งเช้ือ E. coli มีปัจจยัส าคญั ดงัน้ี 

อุณหภูมิ (temperature) : เช้ือ E. coli สามารถเจริญเติบโตไดท่ี้อุณหภูมิ 15 – 45oC โดยมี

ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเติบโตมากท่ีสุดคือท่ีอุณหภูมิ 40oC (Garrity, 2005) อย่างไรก็ตาม การให้

ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 70oC ข้ึนไป พบว่าสามารถท าลายเช้ือ E. coli ไดอ้ย่างรวดเร็ว ทั้งเช้ือ E. coli 

ทัว่ไปและสายพนัธ์ุท่ีก่อให้เกิดโรค โดยได้มีการก าหนดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท าลายเช้ือ        

E. coli O157:H7 ดงัน้ี องค์การอนามยัโลก (World health organization) แนะน าให้ปรุงอาหารดว้ย

การให้ความร้อนอย่างทัว่ถึง เพื่อให้อาหารมีอุณหภูมิไม่น้อยกว่า 70oC (WHO, 2018) ในประเทศ

ไอร์แลนดก์ าหนดใหใ้ชอุ้ณหภูมิ 70oC เป็นระยะเวลา 2 นาทีหรือใชอุ้ณหภูมิ 75oC เป็นระยะเวลา 18 

วินาที (Food Safety Authority of Ireland, 2018) ส าหรับการปรุงอาหารประเภทแฮมเบอเกอร์จาก

เน้ือโค และ the advisory committee on the microbiological safety of food (ACMSF, 1995) ได้ให้

ค  าแนะน าการใหค้วามร้อนในการปรุงอาหารประเภทเน้ือโคบด ตามท่ีระบุในตารางท่ี 2.3 

 

ตำรำงที่ 2.3 การให้ความร้อนในการปรุงอาหารประเภทเน้ือววับดเพื่อท าลายเช้ือ E. coli O157:H7 

ตามค าแนะน าของ ACMSF  

อุณหภูมิ (oC) ระยะเวลาท่ีใหค้วามร้อน 
60 45  นาที 
65 10  นาที 
70 2  นาที 
75 30 วนิาที 
80 6 วนิาที 

ท่ีมา : Stringer และคณะ (2000) 

 

โดยค่า decimal reduction time (D value) ของเช้ือ E. coli O157:H7 และ STEC serotype 

อ่ืนๆ ในเน้ือสุกร เน้ือโคและเน้ือสัตวช์นิดอ่ืน มีค่าตามท่ีระบุดงัตารางท่ี 2.4 
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ตำรำงที่ 2.4 ค่า D value ส าหรับการยบัย ั้งเช้ือ E. coli O157:H7 และ STEC serotype อ่ืนๆ ในเน้ือ

สุกร เน้ือโค และเน้ือสัตวช์นิดอ่ืนเน้ือสัตวช์นิดอ่ืน  

อุณหภูมิ (oC) D value (นาที) 
เน้ือสุกร / เน้ือววั เน้ือสัตวช์นิดอ่ืน 

55 33.6 36.3 
56 23.9 26.0 
57 17.0 18.7 
58 12.1 13.4 
60  8.6  9.6 
60  6.1  6.9 
61  4.4  5.0 
62  3.1  3.6 
63  2.2  2.6 
64  1.6  1.9 
65  1.1  1.3 
66  0.8  1.0 
67  0.6  0.7 
68  0.4  0.5 
69  0.3  0.4 
70  0.2  0.3 

ท่ีมา : Ministry for primary industry New Zealand (2015) 

 

การใชค้วามร้อนในการฆ่าเช้ือพื้นผิวท่ีมีการปนเป้ือนเช้ือ E. coli เช่น การฆ่าเช้ืออุปกรณ์

ท่ีใชส้ัมผสัอาหาร เช่น จาน ชอ้น ในร้านอาหารโดยทัว่ไป อุณหภูมิของน ้ าร้อนท่ีใชฆ่้าเช้ืออุปกรณ์

ตอ้งไม่นอ้ยกวา่ 180oF หรือ 82oC  และตอ้งมีระยะสัมผสัไม่ต ่ากวา่ 30 วินาที (Fraser, 2003) หากใช้

น ้ าร้อนในการฆ่าเช้ือบริเวณพื้นผิวของตวัซากสัตวห์ลงัผ่านการเชือดและผ่าข้ึนซากในโรงเชือด

สัตว ์อุณหภูมิของน ้าท่ีใชต้อ้งไม่นอ้ยกวา่ 180oF หรือ 82oC เช่นเดียวกนั และหากใชค้วามร้อนในรูป

ของไอน ้ าตอ้งใชค้วามร้อนของไอน ้ าในระดบัพาสเจอร์ไรส์ (pasteurization) จึงสามารถฆ่าเช้ือได ้

ระยะเวลาไม่ต ่ากวา่ 30 วนิาที ซ่ึงเรียกการฆ่าเช้ือในรูปแบบน้ีวา่ steam pasteurization จากค าแนะน า

ของ Food safety and inspection service (2002) พบวา่การฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าสามารถแทรกแซงเขา้ไป
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บริเวณพื้นผิวของตวัซากและลดการปนเป้ือนเช้ือ E. coli O157:H7 บนเน้ือเยื่อผิวของซากโคท่ีผา่น

การเชือดไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยสามารถลดเช้ือ E. coli O157:H7 ไดถึ้ง 3.5 log cfu/ตารางเมตร 

จากการใส่เช้ือ E. coli O157:H7 (inoculation) เร่ิมตน้ท่ี 5.0 log cfu/m2 (โดยท่ีการลดลงของเช้ือ 1 

log คือการลดลงของเช้ือ 10 เท่า) ท่ีบริเวณพื้นผวิของซากโค และการฆ่าเช้ือสามารถมีประสิทธิภาพ

ยิ่งข้ึน หากใช้ร่วมกบัการลดเช้ือดว้ยวิธีอ่ืน เช่น การฉีดลา้งซาก (washing) พบว่า สามารถลดการ

ปนเป้ือนเช้ือ E. coli O157:H7 เพิ่มข้ึน โดยลดเช้ือ E. coli O157:H7 ไดถึ้ง 4.22 + 0.53 log cfu/ตาราง

เมตร 

ควำมเป็นกรดด่ำง (pH) : เช้ือ E. coli สามารถเจริญเติบโตไดท่ี้ความเป็นกรดด่าง (pH) 

ประมาณ 5.0 – 9.0 (Garrity, 2005) ในส่วนของการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ E. coli โดยการปรับค่า 

pH นั้ น ข้ึนอยู่กับสารเพิ่มความเป็นกรดท่ีใช้เติมในอาหารและอุณหภูมิของส่ิงแวดล้อม ดัง

ตวัอยา่งเช่น หากเติมกรดอินทรียใ์นผลิตภณัฑม์ายองเนสจนมีค่า pH 3.65 จะสามารถลดจ านวนเช้ือ 

E. coli O157:H7 ไดถึ้ง 7 log ท่ีอุณหภูมิ 25oC (โดยท่ีการลดลงของเช้ือ 1 log คือการลดลงของเช้ือ 

10 เท่า) ลดลง และท่ีมีค่า pH น้อยกว่า 3 พบว่า สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ E. coli 

O157:H7 ท่ีก่อโรคได ้(Smittle, 2000)  

วอเตอร์แอคทีวิตี้ (water activity) : ค่าวอเตอร์แอคทีวิต้ีท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ 

E. coli อยูท่ี่ 0.99 (สุวิมล, 2559) โดยค่าวอเตอร์แอคทีวิต้ีท่ีต  ่าท่ีสุด (minimum water activity) ท่ีเช้ือ    

E. coli ก่อโรค (STEC) สามารถอยู่รอดและเพิ่มจ านวนได้คือ 0.95 ซ่ึงปริมาณตวัถูกละลาย เช่น 

เกลือ เป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลโดยตรงต่อค่าวอเตอร์แอคทีวิต้ีของสารละลาย โดยค่าวอเตอร์แอคที

วิต้ี จะแปรผกผนักบัปริมาณตวัถูกละลายหรือความเขม้ขน้ของสารละลาย โดยท่ีปริมาณของเกลือ 

(sodium chloride) ท่ีร้อยละ 2.5 พบว่าเช้ือ E. coli ก่อโรค (STEC) จะมีการเจริญท่ีลดลง และท่ี

ปริมาณของเกลือร้อยละ 8.5 สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ E. coli ก่อโรค (STEC) ได้ 

(Lawley, 2013) 

 

สำรถนอมอำหำร (Preservatives) : การใช้สารถนอมอาหารประเภทเกลือ (sodium 

chloride) ความเขม้ขน้ร้อยละ 8.5 ท่ีอุณหภูมิ 37 oC สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ E. coli 

O157:H7 ได ้ซ่ึงประสิทธิภาพในการท าลายเช้ือจะลดลงเม่ืออุณหภูมิและค่า pH มีการเปล่ียนแปลง

ไป ในส่วนของสารถนอมอาหารอ่ืนๆ เช่น การเติมเกลือ sodium benzoate ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 

สามารถลดการเจริญของเช้ือ E. coli O157:H7 ไดอ้ย่างรวดเร็วในผลิตภณัฑ์น ้ าแอปเป้ิลและพบวา่
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หากมีการเติมเกลือ potassium sorbate ร้อยละ 0.1 ทดแทนการเติมเกลือ sodium benzoate ไม่

สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ E. coli O157:H7 ได ้(Ministry for primary industry New Zealand, 

2001) 

สำรฆ่ำเช้ือ (Disinfectant) :  สารฆ่าเช้ือมีคุณสมบติัในการก าจดัเช้ือจุลินทรียไ์ด้อย่าง

หลากหลายในบริเวณพื้นผิวต่าง ๆ ของส่ิงท่ีไม่มีชีวิต ทั้งแบคทีเรียโดยทัว่ไป เช้ือรา สปอร์ และ 

ไวรัส เป็นตน้ โดยทัว่ไปสารฆ่าเช้ือท่ีมกัใช้ในอุตสาหกรรมแปรรูปเน้ือสัตวส่์วนใหญ่มีทั้งหมด 4 

ชนิด ไดแ้ก่ คลอรีน (Chlorine), ไอโอโดฟอร์ (Iodophor), สารประกอบควอเทอนารีแอมโมเนียม

(Quaternary ammonium compound, QUAT) และ กรด (Acid) (Marriott, 1997) โดยสารฆ่าเช้ือแต่

ละตวัมีคุณสมบติัในการออกฤทธ์ิต่อเซลลข์องจุลินทรีย ์รวมทั้งเช้ือ E. coli ดงัน้ี 

1) คลอรีน (Chlorine) มีกลไลการออกฤทธ์ิโดยการออกซิไดซ์ (oxidise) หมู่ thiol (-SH 

group) ใหก้ลายเป็น S-S group ท าใหโ้ปรตีนถูกท าลายและตกตะกอน สามารถท าลายเช้ือแบคทีเรีย

ไดท้ั้งแกรมบวก และแกรมลบ เช้ือรา ไวรัส และสปอร์ได ้และสามารถก่อใหเ้กิดปฏิกิริยา oxidation 

ไดรุ้นแรง ท าให้เกิดโปรตีนเสียสภาพ (denature) แต่เน่ืองจากคลอรีนเป็นก๊าซพิษ จึงนิยมใชใ้นรูป

ของเกลือ โดยเกลือไฮโปคลอไรท ์(hypochlorite (ClO- )) และ คลอรามีน (chloramine (NH2Cl)) จะ

เปล่ียนเป็นกรดไฮโปคลอริค (hypochloric acid) ในน ้ าแล้วสลายตวัให้คลอรีน (วรรณพร, 2559) 

โดยขอ้ดีของ Chlorine คือ เป็นสารท่ีมีประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือดี ราคาถูก แต่มีขอ้เสีย คือ มีฤทธ์ิ

กดักร่อนสูง สามารถกดักร่อนโลหะ (Marriott, 1997) โดยความเขม้ขน้ท่ีแนะน าให้ใชอ้ยูท่ี่ 50 ppm 

ดว้ยการผสมน ้าท่ีอุณหภูมิ 24 – 37oC มีระยะเวลาสัมผสัไม่นอ้ยกวา่ 7 วนิาที (Fraser, 2003) 

2) ไอโอโดฟอร์ (Iodophor) มีกลไลการออกฤทธ์ิโดยการท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั 

(oxidation) ท าลายแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เช้ือรา และไวรัส โดยไอโอโดฟอร์จะ

ปลดปล่อยไอโอดีนอิสระ (free iodine) ออกสู่สารละลายชา้ ๆ สามารถฆ่าเซลล์ไดท้ั้งโพรแคริโอต 

(prokaryote) และยูแคริโอต (eukaryote) โดยการเกิดปฏิกิริยาไอโอดิเนชัน (iodination) กบัลิปิด 

(lipid)  สามารถท าปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัสารประกอบในไซโทพลาสซึม (cytoplasm) และบนเยือ่

หุ้มเซลล์ ดงันั้น ประสิทธิภาพของการฆ่าเช้ือจะข้ึนอยู่กบัปริมาณไอโอดีนอิสระ ท่ีปล่อยออกมา 

นอกจากนั้น ยงัสามารถรบกวนกระบวนการการถ่ายทอดอิเล็กตรอน (electron transport) โดยการ

ท าปฏิกิริยากบัเอนไซมใ์นระบบการหายใจระดบัเซลล ์(วรรณพร, 2559) โดยขอ้ดีของ Iodophor คือ 

เป็นสารท่ีมีประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือดี โดยมีความเสถียรมากกว่า chorine (Marriott, 1997) แต่มี

ขอ้เสีย คือ มีฤทธ์ิกดักร่อน และทิ้งคราบบนพื้นผิว (วรรณพร, 2559) โดยความเขม้ขน้ท่ีแนะน าให้
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ใชอ้ยูท่ี่ 12.5 - 25 ppm  ดว้ยการผสมน ้าท่ีอุณหภูมิ 24oC มีระยะเวลาสัมผสัไม่นอ้ยกวา่ 30 วนิาที โดย 

ไอโอโดฟอร์มีประสิทธิภาพดีท่ีสุดในสภาวะกรดท่ี pH 3 และไม่แนะน าให้ใช้งานท่ีอุณหภูมิเกิน 

49oC หากเกินกวา่นั้นไอโอโดฟอร์สามารถสลายตวัได ้(Fraser, 2003) 

3) สารประกอบควอเทอนารีแอมโมเนียม(Quaternary ammonium compound, QUAT)

เป็นสารลดแรงตึงผิวประจุบวก (cationic surfactant) ประเภทหน่ึง สามารถท าลายเช้ือแบคทีเรียได้

ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ โดยออกฤทธ์ิท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงการซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์

ชั้นนอกของแบคทีเรียแกรมลบ และเยื่อหุ้มเซลลข์องแบคทีเรีย รวมถึงเยื่อหุ้มเซลล์ของยสีต ์(วรรณ

พร, 2559) โดยขอ้ดีของ QUAT คือ ไม่เป็นพิษ ไม่กดักร่อนพื้นผิว เหมาะกบัการใช้ฆ่าเช้ือบริเวณ

พื้น ผนงั และ อุปกรณ์ในโรงงานแปรรูปเน้ือสัตว ์เน่ืองจาก QUAT สามารถสร้างฟิลม์ (film) เคลือบ

พื้นผิวท่ีถูกฆ่าเช้ือดว้ย QUAT ซ่ึงยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือได ้(Marriott, 1997) แต่มีขอ้เสีย คือ 

มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือไดใ้นระดบัต ่าและจึงตอ้งใชใ้นความเขม้ขน้สูงเม่ือเปรียบเทียบกบัสารอ่ืน ไม่สามารถ

ฆ่าเช้ือไวรัสได ้(วรรณพร, 2559) โดยความเขม้ขน้ท่ีแนะน าให้ใชอ้ยูท่ี่ 200 ppm  ดว้ยการผสมน ้ าท่ี

อุณหภูมิ 24oC มีระยะเวลาสัมผสัไม่นอ้ยกวา่ 30 วนิาที (Fraser, 2003) 

4) กรด (Acid) มีกลไลการออกฤทธ์ิโดยการท าให้โปรตีนและลิปิดเสียสภาพ โดยรบกวน

โครงสร้างของโปรตีนและไขมนั รวมไปถึงท าใหป้ฏิกิริยาในเซลลเ์สียสมดุลโดยรบกวนสมดุลของ 

ไฮโดรเจน (H+ ) (วรรณพร, 2559) โดยขอ้ดีของกรดคือ เป็นสารท่ีมีประสิทธิภาพในการฆ่าเซลล์

ของจุลินทรีย ์ (vegetative cell) ไดเ้ป็นอยา่งดี และคงประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิสูง (ไม่

เกิน 100oC)  (Marriott, 1997) แต่มีขอ้เสีย คือ มีราคาค่อนขา้งแพง รวมไปถึงมีฤทธ์ิกดักร่อน ท าใหมี้

ขอ้จ ากดัในการใช้งานกบัพื้นผิวบางชนิด โดยความเขม้ขน้ท่ีแนะน าให้ใช้ข้ึนอยู่กบัชนิดของกรด 

ยกตวัอย่างเช่น หากเป็นกรดแร่ (mineral acid) เช่น กรดเกลือ (HCl) และกรดซัลฟูริก (H2SO4) ท่ี

ความเขม้ขน้ 0.1-1.0 M ( pH นอ้ยกวา่ 3) เป็นตน้   

การใชก้รดอินทรียท่ี์มีฤทธ์ิเป็นกรดอ่อนในการฆ่าเช้ือ พบวา่มีกลไกในการแพร่ผา่นและ

รบกวนโครงสร้างของเยื่อหุม้เซลลไ์ด ้ท าใหส้ามารถลดจ านวนของเช้ือได ้โดยกรดอ่อนท่ีใชใ้นโรง

เชือดสัตว ์ไดแ้ก่ กรดอะซิติก (acetic acid) , กรดซิตริก (citric acid) และกรดแลคติก (lactic acid) 

(Food safety and inspection service, 2002) โดยกรดอะซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 5 สามารถลด

จ านวนเช้ือ E. coli O157:H7 บริเวณพื้นผิวของซากโคได้ 2 log cfu/ตารางเมตร ในส่วนของกรด     

ซิตริก ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 สามารถลดจ านวนเช้ือ E. coli O157:H7 บริเวณพื้นผิวของซากโคได ้

1.88 log cfu/ตารางเมตร และกรดแลคติกท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 5 สามารถลดจ านวนเช้ือ E. coli 
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O157:H7 บริเวณพื้นผวิของซากโคได ้2.66 log cfu/ตารางเมตร (Food safety and inspection service, 

2002)  

มีงานวิจยัเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารฆ่าเช้ือท่ีมีผลต่อเช้ือ E. coli โดยมีสารฆ่าเช้ือ

ทั้งหมด 4 ชนิด ไดแ้ก่ โอโซน (ozone), คลอรีน (chlorine), คลอรีนไดออกไซด์ (chlorine dioxide) 

และคลอรามีน (chloramines) ท่ีอุณหภูมิ 5oC เพื่อลดจ านวนของเช้ือ E. coli ให้ลดลงร้อยละ 99 

(Block, 1991) ใหผ้ลการทดสอบดงัตารางท่ี 2.5 

 

ตำรำงที่ 2.5  ผลการใชส้ารฆ่าเช้ือ 4 ชนิดเพื่อยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ E. coli ท่ีอุณหภูมิ 5 oC 

ใหล้ดลงร้อยละ 99  

ค่าความเขม้ขน้และระยะเวลา (C-t) ของสารฆ่าเช้ือ (mg-min/L) 

Free chlorine Preformed chloramine Chlorine dioxide Ozone 

pH 6-7 pH 3-9 pH 6-7 pH 6-7 

0.034 – 0.05 95 - 180 0.4 – 0.75 0.02 

ท่ีมา : Block (1991) 

 

จากตารางท่ี 2.5 พบว่าการใช้โอโซนเพื่อฆ่าเช้ือ E. coli จะใช้ปริมาณของสารและ

ระยะเวลาในการฆ่าเช้ือต ่าท่ีสุด (C-t) รองลงมาไดแ้ก่ คลอรีนไดออกไซด ์และคลอรีนอิสระส าหรับ

สารท่ีปริมาณของสารและระยะเวลาในการฆ่าเช้ือสูงท่ีสุด (C-t) ไดแ้ก่ คลอรามีน จากงานวิจยัน้ี

สรุปไดว้า่โอโซนประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการลดจ านวนของเช้ือ E. coli   

นอกจากน้ี ในปัจจุบนันิยมใชว้ิธีการในการยบัย ั้งเช้ือ E. coli มากกวา่ 1 ชนิด ร่วมกนัเพื่อ

เสริมประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือใหดี้ยิง่ข้ึน เช่น การฆ่าเช้ือดว้ยความร้อนไปพร้อมกบัการใชส้ารฆ่า

เช้ือ เป็นตน้ พบวา่ หากใชอุ้ณหภูมิของน ้ า 55oC ผสมกบักรดแลคติกความเขม้ขน้ร้อยละ 2 สามารถ

ลดจ านวนเช้ือ E. coli O157:H7 บริเวณพื้นผวิของซากโคไดถึ้ง 3.0 – 4.9 log cfu/ตารางเมตร ซ่ึงเม่ือ

เปรียบเทียบกบัการใช้กรดแลคติกในการฆ่าเช้ือเพียงวิธีเดียว พบว่า ถึงแมจ้ะใช้กรดแลคติกความ

เขม้ขน้ร้อยละ 5 ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ท่ีสูงกว่าการใช้กรดแลคติกร่วมกบัความร้อน สามารถลด

จ านวนเช้ือ E. coli O157:H7 บริเวณพื้นผวิของซากโคได ้2.66 log cfu/ตารางเมตร ซ่ึงมีประสิทธิภาพ

ต ่ากวา่การใช้กรดแลคติกร่วมกบัความร้อน (Food safety and inspection service, 2002)  รวมไปถึง
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งานวิจยัของ Singh และคณะ (2017) พบวา่การฆ่าเช้ือ E. coli บนพื้นผิวซากไก่ โดยการจุ่มซากไก่

ลงในสารละลายไตรโซเดียมฟอสเฟต (Trisodium phosphate) ความเขม้ขน้ร้อยละ 8 ท่ีอุณหภูมิ 

25oC เป็นระยะเวลา 45 วนิาที จากนั้นน าซากไก่ไปลวกในน ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 71oC เป็นระยะเวลา 45 

วินาที สามารถฆ่าเช้ือ E. coli ท่ีปนเป้ือนบนพื้นผิวซากไก่ไดมี้ประสิทธิภาพมากกวา่การฆ่าเช้ือโดย

การจุ่มซากไก่ลงในสารละลายไตรโซเดียมฟอสเฟต หรือการน าซากไก่ไปลวกในน ้ าร้อนเพียงอยา่ง

เดียว  

 

2.4  เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแขง็ 

อาหารแช่เยือกแขง็มีบทบาทมากกบัชีวิตประจ าวนัของมนุษยท่ี์มีการเร่งรีบมากข้ึน ท าให้

อาหารแช่เยือกแข็งถูกพฒันาในรูปแบบใหม่ๆ เพื่อลดเวลาในการเตรียมและสะดวกในการบริโภค 

อาหารแช่เยือกแข็งเป็นอาหารท่ีผ่านกรรมวิธีแปรรูปเพื่อถนอมอาหารโดยการลดอุณหภูมิของ

อาหารให้ต ่ากวา่อุณหภูมิ - 18oC โดยน ้ าในอาหารถูกเปล่ียนสถานะจากของเหลวเป็นของแข็ง เป็น

การถนอมอาหารท่ีรักษาความสดและคุณภาพอาหารไดดี้กว่าวิธีอ่ืน เช่น การแช่อ่ิม หรือ การตาก

แหง้ ผลิตภณัฑแ์ช่เยอืกแขง็ในปัจจุบนัมีหลายประเภท เช่น ผกั ผลไม ้เน้ือสัตวแ์ช่แขง็ หรืออาหารท่ี

ผ่านการปรุงสุกแช่แข็ง (ready-to-eat food) เป็นอาหารพร้อมรับประทานหรือน าไปอุ่นก็สามารถ

รับประทานไดท้นัที รวมไปถึง อาหารพร้อมปรุงแช่เยือกแข็ง (ready-to-cook food) เป็นอาหารท่ี

ผา่นกระบวนการแปรรูปมาในระดบัหน่ึงและไม่ถูกน าไปให้ความร้อนก่อนท าการแช่แข็ง (ส านกั

ส่งเสริมและสนบัสนุนอาหารปลอดภยั, 2558)  

เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง เช่น เน้ือสุกรปรุงสุกคลุกเกล็ดขนมปังแช่เยือกแข็ง (frozen 

steamed-breaded meat) เป็นอาหารพร้อมปรุงแช่เยือกแข็งท่ีถูกจ าหน่ายไปยงัร้านอาหาร หรือ       

ร้านสะดวกซ้ือต่างๆ  เพื่อน าไปปรุงต่อเป็นอาหารไดห้ลายรูปแบบ เช่น น าไปทอดเป็นเน้ือสุกรชุบ

เกล็ดขนมปังทอด (deep-fried pork cutlet) ดังภาพท่ี 2.3ก น าไปประกอบอาหารทานเล่น เช่น      

แซนวชิ ดงัภาพท่ี 2.3ข หรือน าไปปรุงพร้อมหอมหวัใหญ่และไข่ ดงัภาพท่ี 2.3ค จากนั้นรับประทาน

พร้อมขา้ว หรือ รับประทานคู่กบัแกงกะหร่ี ดงัภาพท่ี 2.3ง อาหารประเภทน้ีได้รับความนิยมจาก

ผูบ้ริโภคเป็นอยา่งมากโดยเฉพาะในประเทศญ่ีปุ่น (Itoh, 2011) 
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                     (ก)                      (ข) 

        

                     (ค)                      (ง) 

ภำพที ่2.4 อาหารท่ีถูกปรุงจากเน้ือสุกรปรุงสุกคลุกเกล็ดขนมปัง เน้ือหมูชุบเกล็ดขนมปังทอด หรือ 

tonkatsu (ก) แซนวชิจากเน้ือหมูชุบเกล็ดขนมปังทอด (ข) ขา้วหนา้หมูทอดตุ๋น หรือ katsudon (ค)  

ขา้วราดแกงกะหร่ีหมู (ง)  

ท่ีมา : Japan experience (2017) 

 
2.4.1  กระบวนกำรผลติเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง 

ในการผลิตอาหารพร้อมปรุงประเภทเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง เช่น เน้ือสุกรปรุงสุก

คลุกเกล็ดขนมปังแช่เยือกแข็ง (frozen steamed-breaded meat) มีกระบวนการผลิตโดยการน าเน้ือ

สุกรในส่วนสันนอก (loin pork meat) หรือ ในส่วนสันใน (tenderloin pork meat) มาหัน่ให้เป็นช้ิน

โดยใช้เคร่ืองหั่นสไลด์ (slicer) ในในบริเวณพื้นท่ีก่อนการปรุงสุก (pre-heating area) น ามาผ่าน

ความร้อนโดยใช้เคร่ืองน่ึงไอน ้ า (steamer) เพื่อให้ช้ืนเน้ือสุก จากนั้นช้ินเน้ือจากถูกล าเลียงไปใน

พื้นท่ีหลงัการปรุงสุก (post-heating area) เพื่อคลุกแป้งสาลีโดยใชเ้คร่ืองคลุกแป้ง (powder machine)  

คลุกน ้ าแป้งเหลว (batter) โดยใชเ้คร่ืองคลุกน ้ าแป้ง (battering machine) และคลุกเกล็ดขนมปังโดย

ใช้เคร่ืองคลุกเกล็ดขนมปัง (breading machine) แล้วน าไปแช่เยือกแข็งโดยใช้เคร่ืองแช่เยือกแข็ง 
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(freezer) บรรจุในบรรจุภณัฑ์และน าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต ่ากว่า – 18oC  เพื่อรอส่งมอบให้กบั

ลูกคา้ ดงัภาพท่ี 2.5 

 

 

ภำพที ่2.5 แผนผงัพื้นท่ีการผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยอืกแขง็แห่งหน่ึง  

 

แป้งสาลีและวตัถุดิบอ่ืนๆ ถูกเตรียมโดยใช้เคร่ืองร่อนแป้งในบริเวณห้องร่อนแป้ง ใน

ส่วนของน ้ าแป้งเหลวถูกเตรียมโดยใช้เคร่ืองผสมน ้ าแป้ง (mixer) ในบริเวณห้องผสมน ้ าแป้ง และ

เกล็ดขนมปังจะถูกเตรียมในบริเวณห้องเตรียมเกล็ดขนมปัง เน้ือสุกรท่ีผา่นการปรุงสุกเคร่ืองน่ึงไอ

น ้ าถูกน ามาคลุกวตัถุดิบอีกหลายชนิดก่อนน าไปแช่เยือกแข็งในพื้นท่ีหลงัการปรุงสุกดงัภาพท่ี 2.5           

ซ่ึงการพบการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง มกัเกิดข้ึนท่ีขั้นตอน

หลังผ่านกระบวนการให้ความร้อนแล้ว ในพื้นท่ีหลังการปรุงสุก (post-heating area) เน่ืองจาก      

เน้ือสุกรท่ีผ่านการปรุงสุกถูกน ามาคลุกวตัถุดิบอีกหลายชนิดก่อนน าไปแช่เยือกแข็ง ซ่ึงในแต่ละ

ขั้นตอนของการคลุกวตัถุดิบแต่ละชนิด มีการใช้อุปกรณ์และเคร่ืองจกัรเป็นจ านวนมาก ดงัภาพท่ี 



22 
 
2.6 ท  าให้มีโอกาสท่ีจะปนเป้ือนเช้ือ E. coli จากพนกังาน อุปกรณ์ เคร่ืองจกัร และส่ิงแวดลอ้ม รวม

ไปถึงกระบวนการเตรียมวตัถุดิบท่ีน ามาใช ้

 

 

ภำพที ่2.6  แผนผงัพื้นท่ีการผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแขง็แห่งหน่ึง 

 

2.4.2  มำตรฐำนด้ำนจุลนิทรีย์ในผลติภัณฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งส่งออก 

มาตรฐานดา้นจุลินทรียใ์นผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง ไดถู้กก าหนดในเกณฑ์

ดา้นจุลชีววิทยาของสินคา้ปศุสัตวข์องประเทศไทย ซ่ึงระบุว่าตอ้งไม่พบเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑ์ 

(กรมปศุสัตว,์ 2551) รวมไปถึงขอ้ก าหนดดา้นจุลินทรียส์ าหรับผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือก

แข็งส าหรับส่งออกไปยงัประเทศญ่ีปุ่นดว้ย (Specifications and standards for foods, food additives 

etc. under the food sanitation act (abstract), 2010) ดงัตารางท่ี 2.6  แสดงให้เห็นว่า มาตรฐานด้าน

จุลินทรียใ์นผลิตภณัฑ์อาหารท่ีเก่ียวกบัเช้ือ E. coli มีความเขม้งวดเป็นอยา่งมาก ดงันั้นโรงงานผลิต

อาหารจ าเป็นตอ้งมีวิธีการให้ความร้อนกบัผลิตภณัฑ์อย่างเหมาะสม รวมไปถึงตอ้งมีการควบคุม

ไม่ให้ผลิตภณัฑ์มีการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ภายหลงัการให้ความร้อน และตอ้งมีวิธีการดูแลท า

ความสะอาดเคร่ืองจกัร อุปกรณ์ และส่ิงแวดลอ้มในการผลิตอยา่งมีประสิทธิภาพ รวมไปถึงควรมี

การตรวจสอบการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรีย์ รวมถึง เช้ือ E.  coli บริเวณพื้นผิวส่ิงแวดล้อมใน

กระบวนการผลิต เพื่อทวนสอบประสิทธิภาพการท าความสะอาดตามวิธีท่ีก าหนดอยา่งสม ่าเสมอ

อีกดว้ย  ซ่ึงกรมวิทยาศาสตร์การแพทยไ์ดมี้การก าหนดเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหาร

และภาชนะสัมผสัอาหาร ดงัตารางท่ี 2.7 เพื่อเป็นแนวทางในการควบคุมคุณภาพส าหรับอาหาร 

วตัถุดิบ และภาชนะส าหรับผูป้ระกอบการดา้นอาหาร โดยทางผูผ้ลิตไดน้ าเกณฑ์น้ีเป็นแนวทางใน
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การก าหนดเกณฑ์ดา้นจุลินทรียข์องพื้นผิวของส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิต เพื่อควบคุมคุณภาพ

ภายในโรงงาน ดงัตารางท่ี 2.8 โดยแบ่งพื้นผวิของส่ิงแวดลอ้มตามระดบัความเส่ียงของการปนเป้ือน

สู่ผลิตภณัฑ์ออกเป็น 3 โซน (zone)  ไดแ้ก่ โซนท่ี 1 ซ่ึงเป็นพื้นผิวท่ีสัมผสัผลิตภณัฑโ์ดยตรง ถดัมา

เป็นโซนท่ี 2 เป็นพื้นผิวท่ีไม่สัมผสักบัผลิตภณัฑโ์ดยตรง แต่อยูใ่กลผ้ลิตภณัฑ์และพื้นผิวท่ีท าความ

สะอาดไดย้าก และโซนท่ี 3 เป็นโซนท่ีมีความเสียงต ่าสุด ซ่ึงเป็นพื้นผวิท่ีไม่สัมผสัผลิตภณัฑแ์ละอยู่

ไกลจากผลิตภณัฑ ์

 

ตำรำงที่ 2.6  มาตรฐานดา้นจุลินทรียข์องกรมปศุสัตวแ์ละประเทศญ่ีปุ่น ส าหรับผลิตภณัฑ์เน้ือสุกร

ปรุงสุกแช่เยอืกแขง็เพื่อการส่งออก 

           ขอ้ก าหนดเพื่อการส่งออก 
                           กรมปศุสัตว ์ ประเทศญ่ีปุ่น 

เช้ือจุลินทรีย ์

ผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์
ปรุงสุก 

(heat-treated    
meat products) 

ผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์
ปรุงสุกคลุกเกล็ดขนมปัง 

(cooked meat with     
non-heat coating) 

ผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์
ปรุงสุก 

(heated meat     
products) *  

Total plate count < 1.0*105 cfu/g < 1.0*105 cfu/g ไม่ระบุ 
Coliform < 100 org/g < 500 org/g ไม่ระบุ 
Escherichia coli ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ 
Clostridium perfringens ตอ้งไม่พบ ** ไม่ระบุ 
Staphylococcus aureus ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ 
Enterococci sp. < 100 cfu/g < 100 cfu/g ไม่ระบุ 
Salmonella spp.  ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ 
Listeria monocytogenes ตอ้งไม่พบ ตอ้งไม่พบ ไม่ระบุ 
Yeasts & mold < 100 cfu/g ** ไม่ระบุ 
* packed in package after being heat-sterilized 

** คือ ไม่มีเกณฑ์ / มาตรฐาน ก าหนดแต่กรมปศุสัตวจ์ะท าการเฝ้าระวงั และโรงงานควรมีการสุ่ม

ตรวจเป็นระยะ  

ท่ีมา : กรมปศุสัตว์ (2551) และ Specifications and standards for foods, food additives etc. under 

the food sanitation act (abstract) (2010) 



24 
 
ตำรำงที ่2.7  ประกาศกรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์เร่ืองเกณฑคุ์ณภาพทางจุลชีววทิยาของอาหารและ

ภาชนะสัมผสัอาหาร ประเภทพื้นผวิสัมผสัอาหาร  

เช้ือจุลินทรีย ์ เกณฑคุ์ณภาพทางจุลชีววทิยา 
Total plate count นอ้ยกวา่ 100 cfu/ตารางเซนติเมตร 
Escherichia coli ไม่พบ/ 50 ตารางเซนติเมตร 
Staphylococcus aureus ไม่พบ/ 50 ตารางเซนติเมตร 
Salmonella spp. ไม่พบ/ 50 ตารางเซนติเมตร 
Clostridium perfringens ไม่พบ/ 50 ตารางเซนติเมตร 
Bacillus cereus ไม่พบ/ 50 ตารางเซนติเมตร 
ท่ีมา : กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์(2560) 
 
ตำรำงที่ 2.8 เกณฑ์ด้านจุลินทรียข์องพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิตเพื่อควบคุมคุณภาพ

ภายในโรงงานผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยอืกแขง็ส่งออก 

Zone เช้ือจุลินทรีย ์ เกณฑคุ์ณภาพทางจุลชีววทิยา 
1 
2 
3 

Total plate count 
Total plate count 
Total plate count 

นอ้ยกวา่ 100 cfu/ 100 ตารางเซนติเมตร 
นอ้ยกวา่ 500 cfu/ 100 ตารางเซนติเมตร 
นอ้ยกวา่ 500 cfu/ 100 ตารางเซนติเมตร 

1,2 และ 3 Escherichia coli ไม่พบ/ 100 ตารางเซนติเมตร 
1,2 และ 3 Coliforms ไม่พบ/ 100 ตารางเซนติเมตร 

หมายเหตุ : โซนท่ี 1 ซ่ึงเป็นพื้นผิวท่ีสัมผสัผลิตภณัฑ์โดยตรง โซนท่ี 2 เป็นพื้นผิวท่ีไม่สัมผสักบั

ผลิตภณัฑโ์ดยตรง แต่อยูใ่กลผ้ลิตภณัฑ์และพื้นผวิท่ีท าความสะอาดไดย้าก และโซนท่ี 3 เป็นโซนท่ี

มีความเสียงต ่าสุด ซ่ึงเป็นพื้นผวิท่ีไม่สัมผสัผลิตภณัฑแ์ละอยูไ่กลจากผลิตภณัฑ ์

ท่ีมา : โรงงานผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยอืกแขง็ส่งออกแห่งหน่ึง 

 

2.5  กำรประยุกต์ใช้วิธีทำงอณูชีววิทยำ (molecular method) เพ่ือค้นหำแหล่งกำร

ปนเป้ือนเช้ือ E. coli 

การติดตามแหล่งการปนเป้ือนของแบคทีเรีย (bacteria source tracking : BST) เป็นวิธีท่ี

ถูกน ามาใชใ้นการจ าแนกแหล่งของเช้ือจุลินทรยก่์อโรคท่ีปนเป้ือนมาจากอุจจาระในตวัอยา่งน ้ าท่ีได้

จากส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงการท า BST สามารถเลือกใชค้วามแตกต่างทางคุณลกัษณะ หรือ ความจ าเพาะท่ี
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เปรียบเสมือนรอยน้ิวมือ (fingerprint) เช่น การตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ หรือ สารพนัธุกรรม (DNA) 

สามารถน ามาใช้แต่การจ าแนกแบคทีเรียในระดับสายพันธ์ได้ ซ่ึงการใช้วิธีทางอณูชีววิทยา 

(molecular method) เป็นวิธีทาง BST ท่ีใช้ในการจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรีย มกัอา้งอิงถึง

การใช้ DNA finger printing ท่ีอาศยัความจ าเพาะทางพนัธุกรรม ซ่ึงในแต่ละวิธีของ molecular 

method จะใชค้วามแตกต่างของสารพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตท่ีเปรียบเสมือนกบัการใชค้วามจ าเพาะ

ของลายน้ิวมือของแต่ละบุคคล ในการจ าแนกแหล่งของการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรีย (Environmental 

protection agency : EPA), 2002) 

การตรวจติดตามการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในกระบวนการผลิตอาหาร ทั้งในผลิตภณัฑ์

สุดทา้ยและส่ิงแวดล้อมภายในโรงงาน มกัเป็นการตรวจเช้ือ E. coli แบบพบ/ไม่พบ หรือใช้การ

ตรวจท่ีสามารถนับจ านวนของเช้ือ E. coli ท่ีปนเป้ือนได้ เช่น 3M PetrifilmTM E. coli /Coliform 

Count Plates  ซ่ึงการตรวจด้วยวิธีดงักล่าวสามารถวิเคราะห์ได้ในระดบัสปีชีส์ (species) เท่านั้น 

ขอ้มูลท่ีไดไ้ม่ละเอียดเพียงพอต่อการเช่ือมโยงการแพร่กระจายของเช้ือหรือการคน้หาแหล่งก าเนิด

การแพร่ระบาดของเช้ือในโรงงาน การใชเ้ทคนิคท่ีสามารถบ่งช้ีถึงระดบัสายพนัธ์ุ (subtyping) ของ

เช้ือ E. coli จะช่วยให้ไดข้อ้มูลท่ีละเอียดเพียงพอต่อการเช่ือมโยงการแพร่กระจายของเช้ือและท่ีมา

ของการระบาด  โดยวิธีการท า DNA finger printing หลายวิธีท่ีถูกน ามาใชใ้นการท า subtyping เช่น 

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), Multi-locus sequence typing (MLST), phylogenetic group 

ห รื อ  multiple- locus variable number tandem repeat ( MLVA) , random amplification of 

polymorphic DNA (RAPD)  เป็นตน้  

Keeratipibul แ ล ะ  Techaruwichit ( 2012) ใ ช้ เ ท ค นิ ค  PCR- RAPD- based DNA 

fingerprinting จ าแนกและสอบยอ้นกลบัการปนเป้ือนของเช้ือ Listeria ในโรงงานผลิตไก่ปรุงสุก 

โดยเก็บตวัอยา่งสินคา้ปรุงสุก สินคา้ท่ีอยูใ่นระหวา่งกระบวนการ และสวอปส่ิงแวดลอ้มต่างๆ เพื่อ

ก าจดัแหล่งปนเป้ือนท่ีส่งผลกระทบต่อสินคา้ พบว่าผลิตภณัฑ์สุดทา้ยมีความชุกในการปนเป้ือน

ของเช้ือ Listeria spp. ในสินคา้ปรุงสุกร้อยละ 1.6  ไม่พบการปนเป้ือนในสินคา้ระหวา่งกระบวนการ 

ในส่วนของการปนเป้ือนของเช้ือ Listeria spp. ในส่ิงแวดล้อมบริเวณพื้นท่ีการผลิต พบว่ามีการ

ปนเป้ือนของ Listeria spp. เป็นจ านวนมากในพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มทั้งโซน 3, 2 และ 1 ตามล าดบั โดย

เป็นเช้ือ L. innocua มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 82.3 ของตวัอยา่งท่ีพบเช้ือ Listeria spp. รองลงมาเป็น 

เช้ือ L. welshimeri , L. seeligeri และ L. monocytogene คิดเป็นร้อยละ 11.2, 5.5 และ 0.1 ตามล าดบั 

ซ่ึงการจ าแนกสายพนัธ์ุของ Listeria ท่ีปนเป้ือนอยู่ในผลิตภัณฑ์สุดท้ายและส่ิงแวดล้อมของ

กระบวนการผลิตดว้ยวธีิ RAPD สามารถจ าแนกตวัอยา่งเช้ือ L. innocua ไดท้ั้งหมด 3 สายพนัธ์ุหลกั 
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จากการตรวจสอบพบวา่เช้ือ L. innocua ท่ีปนเป้ือนในสินคา้เกิดจากการปนเป้ือนขา้มจากท่อระบาย

แก๊สของเคร่ืองแช่เยน็ระบบไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen chiller) เป็นหลกั เน่ืองจากมีหยดน ้ า

ควบแน่นจากท่อระบายแก๊สหยดลงบนสายพานของเคร่ืองแช่เยน็ระบบไนโตรเจนเหลวแลว้น าพา

เช้ือปนเป้ือนไปสู่สินคา้ในท่ีสุด ซ่ึงการจดัการการบวนการผลิตหลงัการประเมินความเส่ียงแหล่ง

การปนเป้ือนของ Listeria โดยใช้เทคนิค RAPD ท าให้ความชุกของ Listeria ท่ีพบในสินคา้ลดลง

จากร้อยละ 1.6 เหลือเพียงร้อยละ 0.2 

มีรายงานของ Honish และคณะ (2017) พบการระบาดของเช้ือ E. coli O157:H7 คร้ังใหญ่

ในเมืองอลัเบอร์ตา ประเทศแคนาดา (Alberta, Canada) ในปี ค.ศ. 2014 โดยร้ายแรงเป็นอนัดบั 3 ใน

ประวติัศาสตร์ของการระบาดของเช้ือ E. coli O157:H7 ทั้ งหมดในประเทศแคนาดา พบผูป่้วย

ทั้งหมด 119 รายจากการรับประทานเน้ือหมูท่ีมีการปนเป้ือนเช้ือ E. coli O157:H7 แต่ไม่มีรายงาน

ผูเ้สียชีวติ โดยในผูป่้วย 119 คน พบวา่ 4 ราย (ร้อยละ 3) ไม่ไดรั้บเช้ือจากการรับประทานเน้ือสุกรท่ี

มีการปนเป้ือนโดยตรง แต่ได้รับเช้ือจากการสัมผสัผู ้ป่วยท่ีติดเช้ือ E. coli O157:H7 จากการ

รับประทานเน้ือสุกรท่ีปนเป้ือน (secondary infection) เขา้ไป โดยเม่ือเก็บตวัอยา่งจากผูป่้วยท่ีไดรั้บ

เช้ือ ตวัอย่างเน้ือสุกรจากร้านอาหาร ตวัอย่างสวอปจากพื้นผิวท่ีเตรียมอาหาร รวมไปถึง ตวัอย่าง

พื้นผิวส่ิงแวดลอ้มจากกระบวนการผลิตเน้ือสุกรในโรงเชือดสุกร เพื่อตรวจสอบการปนเป้ือนของ

เช้ือ E. coli O157:H7 พบวา่ เช้ือ E. coli O157:H7 จากผูป่้วยจ านวน 2 ตวัอยา่ง เม่ือน ามาตรวจสอบ

ดว้ย Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) มีความสัมพนัธ์กนักบัตวัอยา่งท่ีตรวจพบจากพื้นผิว

ส่ิงแวดล้อมจากกระบวนการผลิตเน้ือสุกรในโรงเชือดสุกร และจากการวิเคราะห์สาเหตุการ

ปนเป้ือนโดยหน่วยงานก ากบัดูแลดา้นอาหารพบวา่ โรงเชือดสุกรมีการเชือดสัตวห์ลายชนิด ไดแ้ก่ 

สุกร โค และกระบือ โดยจากการสังเกต พบว่า มีโอกาสในการปนเป้ือนข้ามของเช้ือ E. coli 

O157:H7 จากการใชอุ้ปกรณ์ในการเชือดสัตวใ์นแต่ละชนิดร่วมกนั เช่น ใบมีด ซ่ึงไดรั้บการท าความ

สะอาดไม่เพียงพอ พบปัญหาดา้นสุขอนามยัของผูป้ฏิบติังานท่ีไม่ไดรั้บการดูแลเอาใจใส่ รวมไปถึง 

ผูป้ฏิบติังานขาดความรู้ดา้นความปลอดภยัอาหาร จึงมีการปิดโรงเชือดสัตวด์งักล่าวชัว่คราว เพื่อ

ด าเนินการปรับปรุง  

 Yang และคณะ (2017) ไดใ้ชเ้ทคนิค MLVA เพื่อ mapping แหล่งการปนเป้ือนเช้ือ E. coli 

ในเน้ือววัตดัแต่งในโรงงานบรรจุเน้ือววั โดยเก็บตวัอยา่งจาก facilities ต่างๆ เช่น โต๊ะ เกา้อ้ี มีด ถุง

มือ และสายพานล าเลียง เป็นตน้ พบวา่แหล่งการปนเป้ือนในเน้ือววัไม่ไดม้าจากอุปกรณ์ในห้องพกั

พนักงาน (โต๊ะ, เก้าอ้ี และท่ีใส่กระดาษทิชชู่) แต่มาจากสายพานล าเลียง, โต๊ะตดัแต่ง และถุงมือ     

ตาข่ายอยา่งมีนยัส าคญั    
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การจ าแนกเช้ือ E. coli แบบ phylogenetic group หรือ phylotyping นั้นเป็นวิธีการจ าแนก

ในเบ้ืองตน้ท่ีนิยมใช้อย่างแพร่หลายเน่ืองจากท าไดง่้ายและค่าใช้จ่ายไม่สูงมาก วิธีน้ีสามารถแบ่ง

สายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli ออกเป็น 4 phylogroups ใหญ่ๆ ไดแ้ก่ A, B1, B2 และ D (Clermont et al., 

2000) โดยใช้วิธี Triplex polymerase chain reaction ซ่ึงใช้ยีน (gene) 2 ชนิด ไดแ้ก่ chuA และ yjaA 

และใชช้ิ้นส่วนสารพนัธุกรรม (DNA fragment) ท่ีเรียกวา่ TSPE4.C2 โดยยนี chuA จะปรากฏเฉพาะ        

สายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli ใน phylogroup B2 และ D ดงันั้นสามารถใช้ยีน chuA แยกสายพนัธ์ุของ

เช้ือ E. coli ใน phylogroup B2 และ D ออกจากเช้ือ E. coli phylogroup A และ B1 ได ้ในส่วนของ

ยีน yjaA สามารถใช้จ  าแนกสายพนัธ์ุของ E. coli ใน phylogroup B2 และ D ออกจากกนั เน่ืองจาก

ยีน yjaA จะปรากฏในเช้ือ E. coli phylogroup B2 เท่านั้ น ส าหรับการจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือ         

E. coli phylogroup A และ B1 จะใช้ช้ินส่วนสารพนัธุกรรม TSPE4.C2 โดยจะปรากฏช้ินส่วน      

สารพนัธุกรรม TSPE4.C2 ในเช้ือ E. coli phylogroup B1 และไม่ปรากฏช้ินส่วนสารพนัธุกรรม 

TSPE4.C2 ในเช้ือ E. coli phylogroup A ดงัภาพท่ี 2.6   

 

 

ภำพที ่2.6 การแบ่งกลุ่มของเช้ือ E. coli โดยวธีิการ phylogenetic group (ช่องท่ี 1 และ 2 เป็นเช้ือ         

E. coli phylogroup A, ช่องท่ี 3 เป็นเช้ือ E. coli phylogroup B1, ช่องท่ี 4 และ 5 เป็นเช้ือ E. coli 

phylogroup D และ ช่องท่ี 6 และ 7 เป็นเช้ือ E. coli phylogroup B2) 

ท่ีมา: Clermont และคณะ (2000)           
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เ ช้ือ  E.  coli ทั้ ง  4 phylogroups มีความแตกต่างของ phenotypic characteristics เ ช่น 

ความสามารถในการใช้น ้ าตาล antibiotic resistance profile และ อุณหภูมิท่ีใช้ในการเจริญเติบโต 

นอกจากน้ียงัมีความแตกต่างในดา้น genotypic characteristics อีกดว้ย    

Carlos และคณะ (2010) ใช้เทคนิค phylotyping ในการศึกษาการกระจายของสายพนัธ์ุ

แบบ phylogenetic group ในเช้ือ E. coli ท่ีพบในมนุษย ์โค ไก่ แพะ แกะ และ สุกร พบวา่เช้ือ E. coli 

ท่ีแยกไดจ้ากมนุษยแ์ละสุกร มีการกระจายของสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli ครบทุก phylogenetic group 

ไดแ้ก่ phylogroup A, B1, B2 และ D นอกจากน้ี ตรวจไม่พบเช้ือ E. coli phylogroup B2 ในตวัอยา่ง

เช้ือ E. coli ท่ีแยกไดจ้าก โค แกะ และ แพะ รวมไปถึง ตรวจไม่พบเช้ือ E. coli phylogroup D ใน

ตวัอยา่งเช้ือ E. coli ท่ีแยกไดจ้าก ไก่ และ แพะ   

Wang และคณะ (2017) ใช้เทคนิค phylotyping จ าแนกเช้ือ diarrheagenic E. coli (DEC)     

ซ่ึงถูกแยกจากเน้ือโค เน้ือสุกร เน้ือไก่ ปลา ผกัและผลไม้ ท่ีถูกสุ่มเก็บตัวอย่างจากตลาดใน             

ประเทศญ่ีปุ่น พบวา่เกือบร้อยละ 50 ของตวัอยา่งท่ีแยกจากเน้ือโค เน้ือหมู เน้ือไก่ และอาหารพร้อม

รับประทานมีเช้ือ E. coli phylogroup A ในขณะท่ีเช้ือ E. coli phylogroup B1 จะพบมากในเน้ือปลา 

ผกัและผลไม ้  

ในขณะท่ี Pavlickoova และคณะ (2017) ได้เปรียบเทียบการสร้างไบโอฟิลม์ในเช้ือ            

E. coli ท่ีแยกจากเน้ือไก่กบั phylogenetic group พบว่าเช้ือ E. coli ท่ีแยกจากเน้ือไก่สามารถสร้าง     

ไบโอฟิลมบ์นพื้นผิว polystyrene ได ้นอกจากน้ีเช้ือ E. coli ท่ีแยกไดจ้ากอาหารสามารถมีชีวติอยู่ได้

บนพื้นผิวของเคร่ืองมือท่ีใช้แปรรูปอาหารและทนทานต่อการลา้งท าความสะอาด ท าให้สามารถ

ยอ้นกลบัมาปนเป้ือนในกระบวนการอีกคร้ังได ้ซ่ึงเช้ือท่ีสามารถสร้างไบโอฟิลมไ์ดดี้ส่วนใหญ่จะ

อยูใ่น phylogroup A  
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บทที ่3  

วธีิกำรด ำเนินกำรวจิัย 

 

3.1  วตัถุดิบเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแขง็ 

เน้ือสุกรปรุงสุกคลุกเกล็ดขนมปังแช่เยือกแข็งผลิตจากโรงงานผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือก
แข็งเพื่อการส่งออกแห่งหน่ึง ซ่ึงได้รับการรับรองระบบสุขลักษณะท่ีดีในการผลิต (Good 
Manufacturing Practice หรือ GMP) และระบบการวิเคราะห์อนัตรายและจุดวิกฤติท่ีตอ้งควบคุม 
(Hazard Analysis and Critical Control Point หรือ HACCP) จากกรมปศุสัตว ์

 

3.2  อำหำรเลีย้งเช้ือและสำรเคมี  

3.2.1  Butterfield' s buffered phosphate diluent (BPB) (Merck, Germany) 
3.2.2  Escherichia coli broth (EC broth)   (TM media, India) 
3.2.3  Eosin Methylene Blue Agar (EMB)   (Oxoid, USA) 
3.2.4  Lactose broth     (Oxoid, USA) 
3.2.5  Peptone      (Oxoid, USA) 
3.2.6  Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)  (Merck, Germany) 
3.2.7  Sodium Hydroxide (NaOH)   (Merck, Germany) 
3.2.8  Hydrochloric acid (HCl)     (Merck, Germany) 
3.2.9  น ้ากลัน่ 
3.2.10 แผน่ทดสอบ 3M PetrifilmTM Aerobic Count Plates (3M, USA) 
3.2.11 แผน่ทดสอบ 3M PetrifilmTM E. coli/coliform count plates  
       (3M, USA) 

 

3.3  เคร่ืองมือ 

3.3.1  ตูบ้่มเช้ือ (Incubator) 35oC  รุ่น BD 720   (Binder, Germany) 

3.3.2  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 44.5oC รุ่น MEM-1WNE45  

       (Memmert, Germany) 
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3.3.3  เคร่ืองตีป่ัน (Stomacher) model 400 circulator (Seward, England) 

3.3.4  เคร่ืองชัง่ (Balance) รุ่น Adventurer TM ARC 120 (Ohaus, USA) 

3.3.5  ตูเ้ยน็ (Refrigerator) รุ่น HR-38        (Bio pluss, ประเทศไทย) 

3.3.6  ตูเ้ยน็เก็บเช้ือจุลินทรีย ์(Refrigerator)  รุ่น MPR-214F  (Sanyo, Japan) 

3.3.7  เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (Autoclave) 121oC รุ่น HVA-50  (HirayamaIR, Japan)  

3.3.8  รถเขน็สแตนเลส (Stainless cart)  

3.3.9  ตูน่ึ้งไอน ้า (Box steamer)  รุ่น EK-A5929  (Aek polytech, Thailand) 

3.3.10 เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex mixer) รุ่น G560E  (Scientific Industries, USA) 

 

3.4  อปุกรณ์ 

3.4.1  เขม็เข่ียเช้ือ 

3.4.2  ปิเปตขนาด 1 หรือ 10 มิลลิลิตร 

3.4.3  หลอดทดลอง 

3.4.4  จานเพาะเช้ือ  

3.4.5  ไมพ้นัส าลีขนาด 15 เซนติเมตร 

3.4.6  ตะเกียงแก๊ส 

3.4.7  กรรไกรตดัตวัอยา่ง 

3.4.8  ปากคีบ 

3.4.9  หลอดดกัแก๊ส 

 

3.5  เช้ือจุลนิทรีย์อ้ำงองิ 

3. 5. 1  เ ช้ื อ  E.  coli ส า ย พัน ธ์ุ  ATCC11303 ส า ห รั บ อ้ า ง อิ ง  phylogroup A จ า ก
กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข 

3. 5. 2  เ ช้ื อ  E.  coli ส า ยพัน ธ์ุ  ATCC10536 ส า ห รั บ อ้ า ง อิ ง  phylogroup B1 จ า ก
กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข 

3.5.3  เช้ือ E. coli (O157:H7) สายพนัธ์ุ ATCC43888 ส าหรับอ้างอิง phylogroup D จาก
กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข 
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3.6  วธิีกำรทดลอง 

 การทดลองแบ่งออกเป็น 4 ขั้นตอน ดงัน้ี 

3.6.1 ตรวจสอบกำรปนเป้ือนเช้ือ E. coli เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งในแต่ละข้ันตอนกำรผลิต

บริเวณพืน้ทีห่ลงักำรปรุงสุก 

3.6.1.1 การเก็บตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์น้ือสุกรปรุงแช่เยอืกแขง็ 

ท าการเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งท่ีมีการผลิตเฉพาะในกะ

กลางวนั ซ่ึงมีการผลิตในระยะเวลาไม่เกิน 10 ชัว่โมงต่อการผลิต โดยแบ่งช่วงการเก็บตวัอยา่งเป็น 2 

เวลา ไดแ้ก่ ช่วงเช้าและช่วงบ่าย ในช่วงเช้าเก็บตวัอย่างท่ีการผลิตกะ (batch) แรก เวลาประมาณ 

7.30 – 8. 30 น. และในช่วงบ่ายหลงัพกักลางวนั เก็บตวัอยา่ง เม่ือเร่ิมผลิตเวลา 13.00 น. ท าการเก็บ

ตวัอยา่ง สัปดาห์ละ 1 คร้ัง เป็นเวลาท าทั้งส้ิน 10 สัปดาห์ ในเดือนมกราคมถึงมีนาคม พ.ศ. 2561โดย

จากขั้นตอนการผลิตในภาพท่ี 2.4 ผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งถูกเก็บตวัอย่างในแต่ละ

ขั้นตอน ตั้งแต่กระบวนการให้ความร้อนไปจนถึงกระบวนการแช่เยือกแข็ง บริเวณพื้นท่ีหลงัการ

ปรุงสุก (post heating area) ทั้งหมด 5 ขั้นตอน ไดแ้ก่ 

 1) ผลิตภณัฑห์ลงัผา่นกระบวนการใหค้วามร้อน  

 2) ผลิตภณัฑห์ลงัผา่นการคลุกแป้ง  

 3) ผลิตภณัฑห์ลงัผา่นการคลุกน ้าแป้งเหลว 

 4) ผลิตภณัฑห์ลงัผา่นการคลุกเกล็ดขนมปัง  

 5) ผลิตภณัฑห์ลงัผา่นการแช่เยอืกแขง็ 

 การเก็บตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ใชเ้ทคนิคปลอดเช้ือ โดยตวัอยา่งผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่

เยอืกแขง็ในแต่ละขั้นตอนถูกเก็บคร้ังละประมาณ 300 กรัม ใชถุ้งพลาสติกส าหรับเก็บตวัอยา่งท่ีผา่น

การฆ่าเช้ือแลว้รองรับผลิตภณัฑ์จากสายพาน หรือท่ีใช้ปากคีบท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้หยิบตวัอย่าง

จากสายพาน โดยไม่ให้สัมผสัถูกมือหรือพื้นผิวของถุงดา้นนอก ส่งตวัอยา่งไปยงัห้องปฏิบติัการท่ี

อยูภ่ายในโรงงานในระยะเวลาไม่เกิน 15 นาที หลงัจากเก็บตวัอยา่ง จากนั้นน าตวัอยา่งไปจดัเก็บใน

ตูเ้ยน็ของห้องปฎิบติัการควบคุมอุณหภูมิ 2 – 8 oC โดยตวัอย่างจะถูกน าไปวิเคราะห์ตรวจหาเช้ือ    

E. coli ภายในวนัท่ีเก็บตวัอยา่ง  
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3.6.1.2 การตรวจวเิคราะห์เช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑ ์

 การตรวจวเิคราะห์การมีอยูข่องเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑ ์ใชว้ธีิการตรวจตามท่ีคู่คา้ก าหนด 

(in house method) ซ่ึงได้ผ่านการท าทดลองควบคู่กับการวิเคราะห์แบบดั้ งเดิม ตามวิธี BAM 4: 

Enumeration of Escherichia coli and the Coliform Bacteria (Bacteriological Analytical Manual,  

BAM) ปี ค.ศ. 2002 พบว่าวิธีการทดสอบตามท่ีคู่ค้าก าหนด สามารถตรวจพบเช้ือ E. coli ได้

เช่นเดียวกนั โดยมีวธีิ ดงัน้ี  

1)  สุ่มตดัตวัอย่างผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งในแต่ละขั้นตอนให้ได้

น ้าหนกั 50 กรัม ดว้ยวธีิปลอดเช้ือ ใส่ตวัอยา่งในถุงปลอดเช้ือ 

2)  เติม BPB diluent จ านวน 450 มิลลิลิตร จากนั้น น าเขา้เคร่ืองตีป่ัน (stomacher) 

เพื่อป่ันตวัอยา่งใหล้ะเอียด เป็นเน้ือเดียวกนั ใชเ้วลาประมาณ 1 นาที   

3)  ท  าการดูดตวัอยา่งท่ีได ้จ านวน 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือท่ีบรรจุ EC 

broth ท่ีมีปริมาตร 17 มิลลิลิตร จ านวน 2 หลอด น ามาบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ี

อุณหภูมิ 44.5 + 0.2oC เป็นเวลา 22 ชัว่โมง  

4)  ท  าการตรวจสอบการเกิดแก๊สท่ี EC broth หากพบแก๊สให้ถ่ายเช้ือจาก EC broth 

โดยท าการเข่ียเช้ือลงใน EMB agar จากนั้น น ามาบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 35 + 1oC โดยใช้ตู้บ่มเช้ือ 

(incubator) เป็นเวลา 24 + 2 ชัว่โมง ลกัษณะของโคโลนีของเช้ือ E. coli บน EMB agar มีลกัษณะ

เป็นสีม่วงหรือด า อาจเกิดหรือไม่เกิด metallic sheen คือมีสีเขียวเหลือบคลา้ยสีของปีกแมลงทบั            

5)  น าจานเพาะเช้ือท่ีมีโคโลนีของเช้ือ E. coli บน EMB agar เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 

4oC เพื่อน าส่งห้องปฏิบติัการทางอณูชีววิทยาโดยท าการสุ่มเลือกโคโลนีของเช้ือ E. coli บน EMB 

agar โดยมีลกัษณะของโคโลนีเป็นสีม่วงหรือสีด า อาจเกิดหรือไม่เกิด Metallic sheen คือมีสีเขียว

เหลือบคลา้ยสีของปีกแมลงทบั ไปวเิคราะห์สายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli โดยวธีิ phylogenetic group                             

3.6.2  ตรวจสอบกำรปนเป้ือนเช้ือ E. coli บริเวณพืน้ผวิของส่ิงแวดล้อมในกำรผลติส่วนหลงักำร

ปรุงสุก  

3.6.2.1 การเก็บตวัอยา่งพื้นผวิของส่ิงแวดลอ้มบริเวณกระบวนการผลิต 

เร่ิมจากการแบ่งพื้นผิวของส่ิงแวดลอ้มบริเวณการผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งหลงั

กระบวนการให้ความร้อน (post heating area) ตามระดบัความเส่ียงของการปนเป้ือนสู่ผลิตภณัฑ์ 

(พรรณิดา, 2553) โดยแบ่งออกเป็น 3 โซน (zone)  ไดแ้ก่ โซนท่ี 1 ซ่ึงเป็นพื้นผิวท่ีสัมผสัผลิตภณัฑ์
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โดยตรง (the product-contact surfaces)  เป็นบริเวณท่ีมีความเส่ียงสูงสุด เน่ืองจากมีความใกลชิ้ดกบั

ผลิตภณัฑม์ากท่ีสุด เช่น สายพานล าเลียง เคร่ืองจกัรท่ีใชค้ลุกส่วนผสม รวมไปถึงมือพนกังาน ถดัมา

เป็นโซนท่ี 2  ซ่ึงเป็นโซนท่ีมีความเส่ียงรองลงมา เป็นพื้นผวิท่ีไม่สัมผสักบัผลิตภณัฑโ์ดยตรง แต่อยู่

ใกล้ผลิตภัณฑ์และพื้นผิวท่ีท าความสะอาดได้ยาก (the non-product contact surfaces in close 

proximity to the product) เช่น ตูค้วบคุมเคร่ืองจกัรต่าง ๆ เคร่ืองชัง่ หรือ รถเข็น และโซนท่ี 3 เป็น

โซนท่ีมีความเสียงต ่าสุด ซ่ึงเป็นพื้นผิวท่ีไม่สัมผสัผลิตภณัฑ์และอยู่ไกลจากผลิตภณัฑ์ (the non-

product contact surfaces that are further away from the product) เช่น พื้น ผนงัห้อง รางสายไฟ ดงั

ตารางท่ี 3.1 

 

ตำรำงที่ 3.1 บริเวณเก็บตวัอย่างส่ิงแวดลอ้มในบริเวณการผลิต แบ่งตามระดบัความเส่ียงของการ

ปนเป้ือนสู่ผลิตภณัฑ ์

พื้นท่ี บริเวณเก็บตวัอยา่งดว้ยวธีิสวอป (swab) จ านวน  
 (จุด) 

พื้นท่ีสวอป 
(ตาราง

เซนติเมตร) 
โซน 1 

 
เคร่ืองคลุกแป้ง คลุกน ้าแป้ง และคลุกเกล็ดขนมปัง 
เคร่ืองผสมน ้าแป้ง 
เคร่ืองร่อนแป้ง 
สายพานเคร่ืองบดขนมปัง 
สายพานขาเขา้และขาออกท่ีจุดต่างๆ 
ถุงมือพนกังาน  
รวม 

3 
1 
1 
1 
4 
2 

12 

100 
100 
100 
100 
100 

พื้นท่ีทั้งหมด 

โซน 2 ตูค้วบคุมเคร่ืองจกัรและบริเวณทา้ยเคร่ืองน่ึงไอน ้า 
เคร่ืองชัง่ และรถเขน็ 
ปากทางออกของท่อน ้าในห้องผสมแป้ง 
รวม 

2 
2 
1 
5 

100 
100 

พื้นท่ีทั้งหมด 

โซน 3 รางสายไฟ 
ผนงัพื้นท่ีการผลิต หอ้งเตรียมวตัถุดิบ หอ้งลา้ง 
พื้นของพื้นท่ีการผลิต ห้องเตรียมวตัถุดิบ ห้องลา้ง 
รวม 

1 
5 
5 

11 

100 
100 
100 

 รวมทั้งส้ิน 28  
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จากนั้นสวอป (swab) พื้นผิวของโซนท่ีบริเวณต่างๆ ท่ีมีโอกาสเจอเช้ือ E. coli รวม 28 

ตวัอยา่ง ตามตารางท่ี 3.1 โดยเก็บตวัอยา่ง 2 เวลาต่อวนั ไดแ้ก่ ช่วงเชา้และช่วงบ่าย ในช่วงเช้าเก็บ

ตวัอยา่งก่อนเร่ิมผลิตเวลา 7.00 น. และหลงัพกักลางวนัเวลา 13.00 น. เก็บตวัอยา่งสัปดาห์ละ 1 คร้ัง 

เป็นระยะเวลาทั้งส้ินรวม 10 สัปดาห์ น ามาตรวจวเิคราะห์การมีอยูข่องเช้ือ E. coli ในส่ิงแวดลอ้ม ใช้

วธีิการตรวจตามท่ีคู่คา้ก าหนด 

3.6.2.2 การตรวจวเิคราะห์เช้ือ E. coli ในส่ิงแวดลอ้มบริเวณกระบวนการผลิต 

1) สวอปพื้นผิวด้วยไมพ้นัส าลีท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วท่ีชุ่มด้วยสารละลาย peptone 

broth ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 บนพื้นผิวส่ิงแวดลอ้ม พื้นท่ีสวอปข้ึนอยู่กบัพื้นผิวส่ิงแวดลอ้ม โดย

พื้นผิวส่ิงแวดลอ้มท่ีมีพื้นท่ีผิวทั้งหมดมากกวา่ 100 ตารางเซนติเมตร เช่น พื้นผิวสายพาน พื้น ผนงั 

เป็นตน้ ท าการสวอปพื้นท่ี 100 ตารางเซนติเมตร (ISO 18593, 2004) และพื้นผิวส่ิงแวดล้อมท่ีมี

พื้นท่ีผิวทั้งหมดน้อยกว่า 100 ตารางซนติเมตร เช่น ถุงมือพนักงาน ลูกกล้ิงสายพาน เป็นตน้ ใช้

การสวอปพื้นท่ีผวิทั้งหมด ดงัตารางท่ี 3.1 

2) น าไมพ้นัส าลีท่ีสวอปพื้นผิวแลว้ไปวิเคราะห์หาการปนเป้ือนของเช้ือ E coli ตาม

วิธีท่ีคู่คา้ก าหนด (in house method) โดยใส่ไมพ้นัส าลีท่ีสวอปพื้นผิวลงในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

บรรจุ EC broth ท่ีมีปริมาตร 10 มิลลิลิตร จ านวน 1 หลอด น ามาบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water 

bath) ท่ีอุณหภูมิ 44.5 + 0.2 oC เป็นเวลา 22 ชัว่โมง  

3) หลงัจากการบ่มเป็นเวลา 22 ชั่วโมง ท าการตรวจสอบการเกิดแก๊สท่ี EC broth 

หากพบแก๊สให้ถ่ายเช้ือจาก EC broth โดยท าการเข่ียเช้ือลงใน EMB agar จากนั้น น ามาบ่มต่อท่ี

อุณหภูมิ 35 + 1oC โดยใชตู้บ้่มเช้ือ (incubator) เป็นเวลา 24 + 2 ชัว่โมง ลกัษณะของโคโลนีของเช้ือ 

E. coli บน EMB agar มีลกัษณะเป็นสีม่วงหรือด า อาจเกิดหรือไม่เกิด metallic sheen คือมีสีเขียว

เหลือบคลา้ยสีของปีกแมลงทบั  

4) น าจานเพาะเช้ือท่ีมีโคโลนีของเช้ือ E. coli บน EMB agar เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4oC 

เพื่อน าส่งห้องปฏิบติัการทางอณูชีววิทยา โดยท าการสุ่มเลือกโคโลนีของเช้ือ E. coli ท่ีมีลกัษณะ

แตกต่างกนับน EMB agar ไปวเิคราะห์สายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli โดยวธีิ phylogenetic group 

3.6.3  กำรระบุสำยพนัธ์ุของเช้ือ E. coli โดยวธีิ phylogenetic group ในผลติภัณฑ์เน้ือสุกรปรุง

สุกแช่เยือกแข็งในแต่ละข้ันตอนกำรผลติและพืน้ผวิของส่ิงแวดล้อมในบริเวณกำรผลติส่วนหลงักำร

ปรุงสุก 
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น าเช้ือ E. coli ท่ีตรวจพบปนเป้ือนในผลิตภณัฑ์สุดทา้ย ผลิตภณัฑ์ระหว่างขั้นตอนการ

ผลิตและพื้นผิวของส่ิงแวดลอ้มในบริเวณการผลิตส่วนหลงัการปรุงสุก จากขอ้ 3.7.1 และ 3.7.2 ส่ง

ตรวจสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli ดว้ยวิธี phylogenetic group ท่ีพฒันาจากวิธีของ Clermont และคณะ 

(2000) ซ่ึงใช้ยีน (gene) 2 ชนิด ไดแ้ก่ chuA ซ่ึงใช้ยีน (gene) 2 ชนิด ไดแ้ก่ chuA และ yjaA และใช้ 

ช้ินส่วนสารพนัธุกรรม (DNA fragment) ท่ีเรียกวา่ TSPE4.C2 โดยตรวจสอบร่วมกบัเช้ือเช้ือ E. coli 

ท่ีเป็นเช้ือจุลินทรียอ์า้งอิง ณ หอ้งปฏิบติัการทางอณูชีววทิยาแห่งหน่ึง 

จากนั้น ท าการเปรียบเทียบสายพนัธ์ุ phylogenetic group ของเช้ือ E. coli ท่ีตรวจพบใน

ผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งในแต่ละขั้นตอนการผลิตและพื้นผิวของส่ิงแวดล้อมใน

บริเวณการผลิตส่วนหลงัการปรุงสุก ร่วมกบัสายพนัธ์ุ phylogenetic group ของเช้ือ E. coli ท่ีใชเ้ป็น

เช้ือจุลินทรียอ์า้งอิง รวมถึง สายพนัธ์ุก่อโรค เช่น serotype 0157:H7  

3.6.4  กำรศึกษำควำมสอดคล้องของกำรปนเป้ือนของเช้ือ E.  coli ในผลิตภัณฑ์และใน

กระบวนกำรผลติเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง 

น าผลการปนเป้ือนและการแบ่งกลุ่มสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli โดยวิธี phylogenetic group 

ในผลิตภณัฑ์และพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง จากขอ้ 3.6.3 

มาประเมินความสอดคลอ้ง โดยเช้ือ E. coli ท่ีมี phylogenetic group เหมือนกนั มีโอกาสท่ีจะมาจาก

แหล่งการปนเป้ือนเดียวกนั ดงัตวัอยา่งในตารางท่ี 3.2 

ตำรำงที ่3.2 ตวัอยา่งการวเิคราะห์การปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑแ์ละในกระบวนการผลิต 

เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยอืกแขง็ มาประเมินความสอดคลอ้ง โดยวธีิ phylogenetic group 

หมายเลข
ตวัอยา่ง 

จุดท่ีพบเช้ือ E. coli Gene chu A Gene yia A DNA fragment 
TSPE4.C2 

Phylogenetic 
group 

1 พื้นโรงงาน + - - D 

2 ลอ้รถเขน็ + + - B2 

3 ผลิตภณัฑ ์ก + - - D 

4 ผลิตภณัฑ ์ข + + - B2 
 

จากตารางท่ี 3.2 เช้ือ E. coli ท่ีพบบริเวณพื้นโรงงานและผลิตภณัฑ์ ก เป็นเช้ือ E. coli ท่ีมี 

phylogroup D เน่ืองจากปรากฏเฉพาะยีน chuA สามารถประเมินได้ว่ามีโอกาสท่ีผลิตภณัฑ์ ก มี
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แหล่งปนเป้ือนมาจากบริเวณพื้นโรงงานและในส่วนของเช้ือ E. coli ท่ีพบบริเวณล้อรถเข็นและ

ผลิตภณัฑ์ ข เป็นเช้ือ E. coli ท่ีมี phylogroup B2 เน่ืองจากปรากฏยีน chuA และยีน yjaA สามารถ

ประเมินได้เช่นเดียวกนัว่า ผลิตภณัฑ์ ข มีแหล่งปนเป้ือนมาจากบริเวณลอ้รถเข็น เป็นตน้ ดงันั้น 

สามารถน าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์การปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑแ์ละกระบวนการผลิต

เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง มาจ าแนกแหล่งสะสมของเช้ือ E. coli ท่ีปนเป้ือนขา้มจากกระบวนการ

ผลิตไปยงัผลิตภณัฑ์ เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งได ้เพื่อน าไปสู่การแกไ้ขและปรับปรุงในขั้นตอน

ต่อไป 

3.6.5  กำรศึกษำวิธีกำรลดกำรปนเป้ือนของเช้ือ E. coli  ในกระบวนกำรผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่

เยือกแข็ง 

น าผลจ าแนกแหล่งสะสมของเช้ือ  E. coli ท่ีปนเป้ือนขา้มจากกระบวนการผลิตไปยงั

ผลิตภณัฑเ์น้ือสุกรปรุงสุกแช่เยอืกแขง็ จากขอ้ 3.6.4 และผลการสวอปบริเวณพื้นผวิของส่ิงแวดลอ้ม

ในการผลิตส่วนหลงัการปรุงสุก ท าการคดัเลือกบริเวณท่ีมีความชุกของการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli 

สูงบริเวณพื้นผิวของส่ิงแวดล้อม มาศึกษาวิธีท่ีเหมาะสมในการลดการปนเป้ือนเช้ือ E. coli บน

พื้นผิวของส่ิงแวดลอ้มอยา่งมีประสิทธิภาพ เช่น ปรับความถ่ีในการท าความสะอาด ปรับวิธีฆ่าเช้ือ

โดยการใช้สารฆ่าเช้ือ (sanitizer) หรือ ปรับวิธีฆ่าเช้ือโดยใช้ไอน ้ า (steam) โดยวิธีการลดการ

ปนเป้ือนท่ีเหมาะสมนั้น มีความจ าเป็นอยา่งยิง่ท่ีตอ้งพิจารณาถึงปัจจยัอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวขอ้งร่วมดว้ย เช่น 

ตน้ทุนการผลิตสินคา้ ผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม รวมไปถึงความปลอดภยัในการปฏิบติังานของ

พนักงาน เน่ืองจากทางผูผ้ลิตมีการด าเนินการภายใต้ระบบการจดัการด้านอ่ืนๆ นอกจากระบบ 

GMP และ HACCP ได้แก่ ระบบการจดัการด้านส่ิงแวดล้อม (ISO 14001 : 2015) และระบบการ

จดัการอาชีวอนามยัและความปลอดภยัในการปฏิบติังาน (OHSAS 18001 : 2007) โดยน าแต่ละวิธี

มาเปรียบเทียบในแต่ละปัจจัย จากนั้นคัดเลือกวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุดมาท าการศึกษาการลดการ

ปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในพื้นผวิส่ิงแวดลอ้มต่อไป 

3.6.6 กำรศึกษำผลของไอน ้ำที่มีผลต่อกำรลดกำรปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในรถเข็นที่ใช้ใน

กระบวนกำรผลติเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง 

    3.6.6.1 การเตรียมรถเขน็ 
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 น ารถเขน็ท่ีผา่นการใชง้านในขั้นตอนขนยา้ยถงับรรจุน ้าแป้งท่ีผสมไปยงัพื้นท่ีการผลิต ไป

ล้างท าความสะอาดคราบสกปรก เช่น ไขมนัและน ้ าแป้ง ด้วยวิธีการท าความสะอาดท่ีใช้อยู่ใน

ปัจจุบนัของโรงงาน ดงัน้ี 

 1) ก าจดัคราบสกปรกโดยขดัลา้งรถเขน็ดว้ยฟองน ้าและน ้าสบู่ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 
 2) ลา้งท าความสะอาดคราบสบู่ดว้ยน ้าสะอาด (อุณหภูมิหอ้ง) 

 3.6.6.2 การฆ่าเช้ือรถเขน็ดว้ยไอน ้า 

 น ารถเข็นท่ีเตรียมจากขอ้ 3.6.6.1 มาท าการทดลองฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าโดยใชตู้น่ึ้งไอน ้ า โดย
ใชอุ้ณหภูมิของไอน ้ าในระดบัพาสเจอร์ไรซ์ (pasteurization) โดยแบ่งการทดลอง ออกเป็น 3 แบบ 
ดงัน้ี 
 1) ฆ่าเช้ือรถเขน็ท่ีอุณหภูมิ 85 oC เป็นระยะเวลา 60, 90 และ 120 วนิาที 

 2) ฆ่าเช้ือรถเขน็ท่ีอุณหภูมิ 90 oC เป็นระยะเวลา 60, 90 และ 120 วนิาที 
 3) ฆ่าเช้ือรถเขน็ท่ีอุณหภูมิ 95 oC เป็นระยะเวลา 60, 90 และ 120 วนิาที 

3.6.6.3 การตรวจวเิคราะห์เช้ือจุลินทรียใ์นรถเขน็ 

 ท าการสวอปรถเข็นเพื่อตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli, coliforms และจุลินทรีย์

ทั้งหมด (total plate count) ในแต่ละขั้นตอนการท าความสะอาดในขอ้ 3.6.6.1 (หลงัล้างท าความ

สะอาดดว้ยน ้ าสบู่ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 และหลงัลา้งรถเข็นดว้ยน ้ าสะอาดท่ีอุณหภูมิห้อง) รวมไป

ถึง สวอปรถเขน็หลงัราดดว้ยน ้าร้อนท่ีอุณหภูมิไม่ต ่ากวา่ 82oC ซ่ึงเป็นวธีิการฆ่าเช้ือท่ีทางโรงงานใช้

ในปัจจุบนั และรถเข็นท่ีน าไปทดลองฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าท่ีอุณหภูมิ 85, 90 และ 95 oC เป็นระยะเวลา 

60, 90 และ 120 วนิาที ตามล าดบัในขอ้ 3.6.6.2 โดยสวอปตวัอยา่งละ 3 ซ ้ า จากนั้นน าตวัอยา่งสวอป 

มาตรวจวเิคราะห์เช้ือ E. coli ดว้ยวธีิท่ีคู่คา้ก าหนด , เช้ือ coliforms ดว้ยแผน่ทดสอบ 3M PetrifilmTM 

E. coli/coliform count plates (AOAC Official 991.14, 1991) และจุลินทรียท์ั้งหมดดว้ยแผน่ทดสอบ 

3M PetrifilmTM Aerobic Count Plates (AOAC Official 990.12, 1990) โดยน าผลท่ีได้ไปวิเคราะห์

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการลดเช้ือ E. coli, coliforms และจุลินทรียท์ั้งหมดในรถเขน็ ระหวา่ง

วิธีการฆ่าเช้ือท่ีทางโรงงานใช้ในปัจจุบนัและวิธีการฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ า โดยใช้เกณฑ์ดา้นจุลินทรีย์

ของพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิตเพื่อควบคุมคุณภาพภายในโรงงานผลิตเน้ือสุกรปรุงสุก

แช่เยอืกแขง็ส่งออก รวมไปถึง น าผลท่ีไดม้าสรุปสภาวะท่ีเหมาะสมของการฆ่าเช้ือรถเข็นดว้ยไอน ้ า 

เพื่อก าหนดเป็นวิธีการปฏิบติังานในการล้างท าความสะอาดและฆ่าเช้ือพื้นผิวของรถเข็นอย่างมี

ประสิทธิภาพ 
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บทที ่4  

ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ 

 

4.1  ผลกำรตรวจสอบกำรปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งในแต่ละ

ขั้นตอนกำรผลติบริเวณพืน้ทีห่ลงักำรปรุงสุก 

 จากการเก็บตวัอย่างผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งประเภทเน้ือสุกรปรุงสุกคลุก
เกล็ดขนมปังแช่เยือกแข็ง (frozen steamed-breaded meat)  ในแต่ละขั้นตอน ตั้งแต่กระบวนการให้
ความร้อนไปจนถึงกระบวนการแช่เยือกแข็ง ในบริเวณพื้นท่ีหลงัการปรุงสุก (post heating area) 
ทั้งหมด 5 ขั้นตอนไดแ้ก่ ผลิตภณัฑ์หลงัผา่นกระบวนการให้ความร้อน ผลิตภณัฑ์หลงัผา่นการคลุก
แป้ง ผลิตภัณฑ์หลังผ่านการคลุกน ้ าแป้งเหลว ผลิตภัณฑ์หลังผ่านการคลุกเกล็ดขนมปัง และ
ผลิตภณัฑ์หลงัผ่านการแช่เยือกแข็ง ดงัภาพท่ี 4.1 ผลิตภณัฑ์หลงัผ่านกระบวนการให้ความร้อนท่ี
อุณหภูมิมากกวา่ 100oC เป็นเวลาอยา่งน้อย 4 นาที 30 วินาที (ระยะเวลาท่ีใชข้ึ้นอยูก่บัน ้ าหนกัและ
ความหนาของช้ินเน้ือหลงัสไลด์) โดยเคร่ืองน่ึงไอน ้ า (steamer) ถุกล าเลียงบนสายพานล าเลียงเขา้สู่
เคร่ืองคลุกแป้งและเคร่ืองคลุกน ้ าแป้งเพื่อให้ผลิตภณัฑ์คลุกเคลา้กบัแป้งและน ้ าแป้งเหลวให้ทัว่ทั้ง
ช้ินผลิตภณัฑ ์จากนั้น ล าเลียงผลิตภณัฑเ์ขา้สู่เคร่ืองคลุกเกล็ดขนมปังเพื่อใหเ้กล็ดขนมปังปกคลุมทัว่
ช้ินผลิตภณัฑ์ และสุดทา้ยน าไปแช่เยือกแข็งโดยเคร่ืองแช่เยือกแข็ง (freezer) ก่อนน าไปบรรจุถุง  
โดยเก็บตวัอย่างในช่วงเช้าและช่วงบ่าย ทั้ งหมดจ านวน 100 ตวัอย่าง เป็นระยะเวลาทั้งส้ิน 10 
สัปดาห์ ตั้งแต่เดือนมกราคม ถึงมีนาคม พ.ศ. 2561 มาตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนเช้ือ E. coli  

 ผลการตรวจสอบไม่พบตวัอย่างท่ีมีการปนเป้ือนเช้ือ E. coli (ตารางท่ี 4.1) เน่ืองจาก
ตวัอย่างเป็นผลิตภณัฑ์เน้ือหมูปรุงสุกท่ีผ่านการให้ความร้อนในระดบัท่ีสามารถฆ่าเช้ือ E. coli ได ้
(Stringer et al., 2000) และมีการควบคุมสุขลกัษณะของพนกังาน อุปกรณ์ และเคร่ืองจกัรท่ีดี โดย
ผูผ้ลิตด าเนินการตามหลกัเกณฑ์และวิธีการท่ีดีในการผลิตอาหาร (GMP) มีการก าหนดมาตรฐาน

และความถ่ีในการท าความสะอาดอุปกรณ์ เคร่ืองจกัรและมือพนกังาน ซ่ึงเป็นเอกสารวิธีปฏิบติังาน
อยา่งชดัเจน เพื่อใชใ้นการให้ความรู้และฝึกอบรมพนกังานและป้องกนัไม่ให้เกิดการปนเป้ือนเช้ือ 
E. coli ไปยงัผลิตภณัฑ ์ 
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ตำรำงที่ 4.1 ผลการตรวจสอบการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งในแต่ละ

ขั้นตอนการผลิตบริเวณพื้นท่ีหลงัการปรุงสุก ตั้งแต่เดือนมกราคม ถึงมีนาคม พ.ศ. 2561   

เน้ือสุกรปรุงสุกในแต่ละขั้นตอน จ านวนตวัอยา่ง
ทั้งหมด 

จ านวนท่ีพบ
เช้ือ E. coli 

ร้อยละการพบ
เช้ือ E. coli 

1) หลงัผา่นการใหค้วามร้อน  20 0 0 
2) หลงัผา่นการคลุกแป้ง  20 0 0 
3) หลงัผา่นการคลุกน ้าแป้งเหลว 20 0 0 
4) หลงัผา่นการคลุกเกล็ดขนมปัง 20 0 0 
5) หลงัผา่นการแช่เยอืกแขง็ 
    รวมทั้งส้ิน 

20 
100 

0 
0 

0 
0 

 

       
                         (ก)            (ข)               (ค) 

                                      
                                                 (ง)                                     (จ)  

ภำพที่ 4.1 เน้ือสุกรหลงัผ่านกระบวนการให้ความร้อน (ก)  เน้ือสุกรปรุงสุกหลงัผา่นการคลุกแป้ง 
(ข) เน้ือสุกรปรุงสุกหลงัผา่นการคลุกน ้ าแป้งเหลว (ค) เน้ือสุกรปรุงสุกหลงัผา่นการคลุกเกล็ดขนม
ปัง (ง)  และเน้ือสุกรปรุงสุกหลงัผา่นการแช่เยอืกแขง็ (จ)   

 

4.2  ผลกำรตรวจสอบกำรปนเป้ือนเช้ือ E. coli บริเวณพื้นผิวของส่ิงแวดล้อมในกำรผลติ

ส่วนหลงักำรปรุงสุก  

 พื้นท่ีหลงัการปรุงสุกหรือหลงักระบวนการใหค้วามร้อน (post-heating area) เป็นบริเวณ 
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ถดัจากเคร่ืองน่ึงไอน ้ า ถูกแยกออกจากพื้นท่ีก่อนการปรุงสุกหรือก่อนกระบวนการให้ความร้อน 
(pre-heating area) โดยมีการกั้นผนังถาวร แยกระบบท่อระบายน ้ า รวมไปถึงการแยกเคร่ืองจกัร 
อุปกรณ์ และพนักงานอย่างชัดเจน เพื่อป้องกนัการปนเป้ือนขา้ม (cross contamination) ระหว่าง
พื้นท่ีก่อนและหลงัการปรุงสุก พื้นท่ีหลงัการปรุงสุกสามารถแบ่งออกเป็น 3 บริเวณ ไดแ้ก่ 1. พื้นท่ี
กระบวนการผลิตสินคา้ (line processing area) ประกอบไปดว้ยเคร่ืองจกัรท่ีติดตั้งหลงัเคร่ืองน่ึงไอ
น ้ า ไดแ้ก่ สายพานล าเลียงขาเขา้-ออกจุดต่างๆ เคร่ืองคลุกแป้ง เคร่ืองคลุกน ้ าแป้ง และเคร่ืองคลุก
เกล็ดขนมปัง 2. พื้นท่ีเตรียมส่วนผสม (ingredient preparation area) ประกอบไปด้วย ห้องเตรียม
แป้ง หอ้งเตรียมน ้าแป้ง และหอ้งเตรียมเกล็ดขนมปัง และ 3. หอ้งลา้งท าความสะอาดเคร่ืองจกัร  
 จากการเก็บตวัอย่างสวอป (swab) บริเวณพื้นผิวของส่ิงแวดล้อมในการผลิตส่วนหลัง   
กระบวนการให้ความร้อนทั้งหมด 560 ตวัอยา่ง โดยเป็นตวัอยา่งจากโซนท่ี 1 ซ่ึงเป็นพื้นผวิท่ีสัมผสั
ผลิตภณัฑ์โดยตรง เช่น สายพานล าเลียง เคร่ืองคลุกแป้ง เคร่ืองคลุกน ้ าแป้ง ดงัภาพท่ี 4.2 รวมไปถึง
เคร่ืองคลุกเกล็ดขนมปัง เคร่ืองผสมน ้ าแป้ง และ มือพนักงาน ดงัภาพท่ี 4.3 จ านวนทั้งหมด 240 
ตวัอยา่ง ตวัอยา่งจากโซนท่ี 2 ซ่ึงเป็นพื้นผิวท่ีไม่สัมผสักบัผลิตภณัฑ์โดยตรง เช่น รถเข็น เคร่ืองชัง่
ตูค้วบคุมเคร่ืองจกัร ดงัภาพท่ี 4.4 จ านวนทั้งหมด 100 ตวัอย่าง และตวัอย่างจากโซนท่ี 3 ซ่ึงเป็น
พื้นผิวท่ีไม่สัมผสัผลิตภณัฑ์และอยูไ่กลจากผลิตภณัฑ์ เช่น ผนงั พื้นห้อง รางสายไฟ ดงัภาพท่ี 4.5 
จ านวนทั้งหมด 220 ตวัอยา่ง  โดยเก็บตวัอยา่งในช่วงเชา้และช่วงบ่าย  เป็นระยะเวลาทั้งส้ินรวม 10 
สัปดาห์ ตั้งแต่เดือนมกราคมถึงมีนาคม พ.ศ. 2561 น ามาตรวจวิเคราะห์เช้ือ E. coli ในส่ิงแวดลอ้ม 
ซ่ึงผลการตรวจสอบไม่พบเช้ือ E. coli ในบริเวณพื้นผิวของส่ิงแวดลอ้มในโซนท่ี 1 ตรวจพบการ
ปนเป้ือนเช้ือ E. coli ร้อยละ 4.00 ในบริเวณพื้นผิวของส่ิงแวดล้อมโซนท่ี 2 และตรวจพบการ
ปนเป้ือนเช้ือ E. coli ร้อยละ 4.09 ในบริเวณพื้นผวิของส่ิงแวดลอ้มโซนท่ี 3 ดงัตารางท่ี 4.2  
 

                                           
(ก)           (ข)                                   (ค)  

ภำพที ่4.2 สายพานล าเลียง (ก)  เคร่ืองคลุกแป้ง (ข) เคร่ืองคลุกน ้าแป้ง (ค) เป็นพื้นท่ีโซนท่ี 1 พื้นผวิ
ท่ีสัมผสัผลิตภณัฑโ์ดยตรง 
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         (ก)           (ข)                                   (ค)  

ภำพที่ 4.3 เคร่ืองคลุกเกล็ดขนมปัง (ก) เคร่ืองผสมน ้ าแป้ง (ข) มือพนกังาน (ค) เป็นพื้นท่ีโซนท่ี 1 
พื้นผวิท่ีสัมผสัผลิตภณัฑโ์ดยตรง 
 

      

 (ก)  (ข)                                               (ค)  

ภำพที ่4.4 รถเขน็ (ก) เคร่ืองชัง่ (ข)  ตูค้วบคุมเคร่ืองจกัร (ค) พื้นท่ีโซนท่ี 2 เป็นพื้นผวิท่ีไม่สัมผสักบั
ผลิตภณัฑโ์ดยตรง  

 

      

 (ก)  (ข)                                               (ค)  

ภำพที่ 4.5 ผนงั (ก) พื้นห้อง (ข) รางสายไฟ (ค) พื้นท่ีโซนท่ี 3 เป็นพื้นผิวท่ีไม่สัมผสัผลิตภณัฑแ์ละ

อยูไ่กลจากผลิตภณัฑ ์
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ตำรำงที่ 4.2 ผลการตรวจพบเช้ือ E. coli จากการสวอปส่ิงแวดล้อมในบริเวณการผลิตส่วนหลัง   
กระบวนการใหค้วามร้อน ตั้งแต่เดือนมกราคม ถึงมีนาคม พ.ศ. 2561   

โซน บริเวณเก็บตวัอยา่งดว้ยวธีิสวอป จ านวนตวัอยา่ง
ทั้งหมด 

จ านวนท่ีพบ
เช้ือ E.coli 

ร้อยละการพบ
เช้ือ E. coli 

1 
 

เคร่ืองคลุกแป้ง น ้าแป้ง และขนมปัง 
เคร่ืองผสมน ้าแป้งและร่อนแป้ง 
สายพานเคร่ืองบดขนมปัง 
สายพานขาเขา้และออกท่ีจุดต่างๆ 
ถุงมือพนกังาน  
รวม 

60 
40 
20 
80 
40 

240 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

2 ตูค้วบคุมเคร่ืองจกัร 
บริเวณทา้ยเคร่ืองน่ึงไอน ้า 
เคร่ืองชัง่ 
รถเขน็ 
ทางออกของท่อน ้าหอ้งผสมแป้ง 
รวม 

20 
20 
20 
20 
20 

100 

0 
0 
0 
4 
0 
4 

0 
0 
0 

20.00 
0 

4.00 
3 รางสายไฟ 

ผนงัพื้นท่ีการผลิต  
ผนงัหอ้งร่อนแป้ง 
ผนงัหอ้งผสมน ้าแป้ง 
ผนงัหอ้งเตรียมเกล็ดขนมปัง 
ผนงัหอ้งลา้งเคร่ืองจกัร  
พื้นของพื้นท่ีการผลิต  
พื้นหอ้งร่อนแป้ง 
พื้นหอ้งผสมน ้าแป้ง 
พื้นหอ้งเตรียมเกล็ดขนมปัง 
พื้นหอ้งลา้งเคร่ืองจกัร  
รวม 

20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 

220 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
9 
0 
0 
9 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

45.00 
0 
0 

4.09 
 รวมทั้งส้ิน 560 13 2.32 
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 จากตารางท่ี 4.2 การตรวจไม่พบเช้ือ E. coli ในบริเวณพื้นผิวของส่ิงแวดล้อมโซนท่ี 1 
พื้นผิวท่ีสัมผสัผลิตภณัฑ์โดยตรง ทั้งในช่วงเช้าและช่วงบ่ายของการเก็บตวัอย่าง แสดงให้เห็นว่า 
การท าความสะอาดและการฆ่าเช้ือบริเวณสัมผสัผลิตภณัฑ์โดยตรง มีประสิทธิภาพเพียงพอในการ
ก าจดัการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli โดยทางผูผ้ลิตมีการก าหนดขั้นตอนการล้างท าความสะอาด
เคร่ืองจกัรท่ีใชใ้นกระบวนการผลิต ทุกคร้ังหลงัเลิกงานในตอนเยน็ ดงัน้ี  
 1) ก าจดัเศษส่ิงสกปรกออกจากเคร่ืองจกัร  
 2) ลา้งก าจดัคราบสกปรกโดยใชแ้ปรงขดัและน ้าสบู่ความเขม้ขน้ร้อยละ 2  
 3) ฆ่าเช้ือด้วยน ้ ายาฆ่าเช้ือประเภทสารประกอบควอเทอร์นารีแอมโมเนียม 
(Quaternary ammonium compound) ความเขม้ขน้ 200 ppm 
 อยา่งไรก็ตาม จากการเก็บตวัอยา่งสวอปยงัคงตรวจพบเช้ือ E. coli ในรถเข็นท่ีใชส้ าหรับ
ขนยา้ยถงับรรจุน ้ าแป้งหลงัผสมไปยงัเคร่ืองคลุกน ้ าแป้งในพื้นท่ีกระบวนการผลิต ซ่ึงเป็นพื้นผิว
ของส่ิงแวดลอ้มโซนท่ี 2 ตรวจพบเช้ือ E. coli ทั้งการเก็บตวัอยา่งในช่วงเชา้และช่วงบ่าย (ตรวจพบ
เช้ือ E. coli ในช่วงเชา้ 2 คร้ังจากการเก็บตวัอย่างทั้งหมด 10 คร้ัง และตรวจพบเช้ือ E. coli ในช่วง
บ่าย 2 คร้ังจากการเก็บตวัอยา่งทั้งหมด 10 คร้ัง) แสดงให้เห็นวา่ การท าความสะอาดและการฆ่าเช้ือ
บริเวณรถเข็นไม่มีประสิทธิภาพในการก าจดัการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli สอดคลอ้งกบัการศึกษา
ของ Schlegelova และคณะ (2010) ท่ีตรวจพบเช้ือ E. coli จากการสวอปอุปกรณ์ประเภทรถเข็นใน
โรงเชือดสุกร เน่ืองจากมีการสัมผสักบัช้ินส่วนของซากสุกรในระหวา่งการขนยา้ย  
 ทางผูผ้ลิตมีการก าหนดขั้นตอนการลา้งท าความสะอาดรถเข็นท่ีใช้ในกระบวนการผลิต 
(ภาพท่ี 4.6) ดงัน้ี  
 1) ก าจดัคราบสกปรกโดยขดัลา้งดว้ยฟองน ้าและน ้าสบู่ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 
 2) ลา้งคราบสบู่ดว้ยน ้าอุณหภูมิหอ้ง 
 3) ฆ่าเช้ือดว้ยน ้าร้อนท่ีอุญหภูมิไม่ต ่ากวา่ 82oC  
 จากการสังเกตการลา้งท าความสะอาดรถเข็น ในขั้นตอนการลา้งคราบสบู่และฆ่าเช้ือโดย
ราดรถเขน็ดว้ยน ้าร้อนท่ีอุญหภูมิไม่ต ่ากวา่ 82oC พบวา่ มีการกระเด็นของน ้าร้อนท่ีใชร้าดรถเข็นจาก
พื้นกลับมายงัรถเข็นอีกคร้ัง ซ่ึงไม่สอดคล้องตามหลักเกณฑ์และวิธีการท่ีดีในการผลิตอาหาร 

(GMP) ท าให้มีโอกาสปนเป้ือนเช้ือ E. coli จากพื้นมาสู่รถเข็นได ้(ภาพท่ี 4.6 ข และ ค) และการ
ตรวจพบเช้ือ E. coli ในพื้นห้องส าหรับผสมน ้ าแป้งท่ีเป็นบริเวณพื้นผิวของส่ิงแวดลอ้มโซนท่ี 3 
โดยมกัพบเช้ือ E. coli จากการสวอปในเวลาช่วงเช้ามากกว่าในช่วงบ่าย (ตรวจพบเช้ือ E. coli 
ในช่วงเชา้ 7 คร้ังจากการเก็บตวัอยา่งทั้งหมด 10 คร้ัง และตรวจพบเช้ือ E. coli ในช่วงบ่าย 2 คร้ังจาก
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การเก็บตวัอย่างทั้งหมด 10 คร้ัง) โดยทางผูผ้ลิตมีการก าหนดขั้นตอนการท าความสะอาดพื้นห้อง 
ดงัน้ี 
 1) ขดัพื้นห้องดว้ยแปรงขดัและน ้าสบู่ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 
 2) ลา้งคราบสบู่ดว้ยน ้าอุณหภูมิหอ้ง 
 3) ฆ่าเช้ือดว้ยการราดดว้ยคลอรีนความเขม้ขน้ 200 ppm 
 จากผลการสวอปแสดงให้เห็นวา่ การท าความสะอาดพื้นห้องในเวลาเลิกงานในตอนเย็น 
ไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอในการฆ่าเช้ือ E. coli ในบริเวณพื้นห้อง จึงท าให้มีการเหลือรอดของเช้ือ 
E. coli บริเวณพื้นหอ้งผสมน ้าแป้งในช่วงเชา้ของวนัถดัไป  

 

             

                       (ก)           (ข)                                     (ค)  

ภำพที่ 4.6 การลา้งรถเข็นท่ีใชใ้นกระบวนการผลิต เร่ืมจาก ขดัลา้งดว้ยฟองน ้ าและน ้ าสบู่ (ก) ลา้ง
คราบสบู่ดว้ยน ้าอุณหภูมิหอ้ง (ข) และฆ่าเช้ือดว้ยน ้าร้อนท่ีอุญหภูมิไม่ต ่ากวา่ 82oC (ค) 

  

4.3  ผลกำรระบุสำยพนัธ์ุของเช้ือ  E. coli โดยวธิี phylogenetic group ในผลติภัณฑ์เน้ือ

สุกรปรุงสุกแช่เยือกแขง็ในแต่ละขั้นตอนกำรผลติและพืน้ผวิของส่ิงแวดล้อมในบริเวณ

กำรผลติส่วนหลงักำรปรุงสุก 

 จากการน าเช้ือ E. coli ท่ีตรวจพบปนเป้ือนในพื้นผิวของส่ิงแวดลอ้มในบริเวณการผลิต
ส่วนหลงัการปรุงสุกจากตารางท่ี 4.1 จ  านวน 13 ตวัอยา่ง ส่งตรวจสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli โดยวิธี 
phylogenetic group ท่ีพฒันาจากวิธีของ Clermont และคณะ (2000) ซ่ึงใช้ยีน (gene) 2 ชนิด ไดแ้ก่ 
ไดแ้ก่ chuA และ yjaA และใชช้ิ้นส่วนสารพนัธุกรรม (DNA fragment) ท่ีเรียกวา่ TSPE4.C2 โดย ยนี 
chuA จะปรากฏเฉพาะสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli ใน phylogroup B2 และ D ดงันั้นสามารถใช้ยีน 
chuA แยกสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli ใน phylogroup B2 และ D ออกจากเช้ือ E. coli phylogroup A 
และ B1 ได ้ในส่วนของยีน yjaA สามารถใชจ้  าแนกสายพนัธ์ุของ E. coli ใน phylogroup B2 และ D 
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ออกจากกนั เน่ืองจากยีน yjaA จะปรากฏในเช้ือ E. coli phylogroup B2 เท่านั้น ส าหรับการจ าแนก
สายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli phylogroup A และ B1 จะใช้ช้ินส่วนสารพนัธุกรรม TSPE4.C2 โดยจะ
ปรากฏช้ินส่วนสารพนัธุกรรม TSPE4.C2 ในเช้ือ E. coli  phylogroup B1 และเม่ือน าเช้ือ E. coli ท่ี
ใช้เป็นเช้ือจุลินทรีย์อ้างอิงไปจ าแนกสายพันธ์ุโดยวิธี phylogenetic group พบว่า เช้ือ E. coli 
ATCC43888 (O157:H7) ท่ีเป็นเช้ือก่อโรคเป็นสายพนัธ์ุ phylogroup D เช้ือ E. coli ATCC11303 
เป็นสายพนัธ์ุ phylogroup A และ เช้ือ E. coli ATCC10536 เป็นสายพนัธ์ุ phylogroup B1 ตามล าดบั 

ตำรำงที่ 4.3 ผลการจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli ท่ีเป็นเช้ือจุลินทรียอ์า้งอิงตามวิธี phylogenetic 
group  

เช้ือจุลินทรียอ์า้งอิง chuA yjaA TSPE4.C2 Phylogenic groups 
E. coli ATCC43888 
  (O157:H7) 

E. coli ATCC11303 
E. coli ATCC10536 

+ 
 
- 
- 

- 
 
- 
- 

- 
 
- 
+ 

D 
 

A 
B1 

+ คือ ปรากฏช้ินส่วนของยนีหรือช้ินส่วนสารพนัธุกรรม 

-  คือ ไม่ปรากฏช้ินส่วนของยนีหรือช้ินส่วนสารพนัธุกรรม 

 
 ผลการระบุสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli โดยวิธี phylogenetic group ในตวัอย่างสวอปจาก
รถเข็นและพื้นห้องผสมน ้ าแป้ง พบวา่เป็นเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ phylogroup A ทั้งหมด และเม่ือน า
ผลท่ีได้ไปเปรียบเทียบ phylogenetic group กับสายพันธ์ุของเช้ือ E.  coli ท่ี ก่อโรค (serotype 
O157:H7) พบวา่เช้ือ E. coli ท่ีตรวจพบจากการสวอปพื้นผวิส่ิงแวดลอ้มในบริเวณการผลิตส่วนหลงั
การปรุงสุกมี phylogenetic group ท่ีแตกต่างกบัสายพนัธ์ุก่อโรค (serotype O157:H7) โดยสายพนัธ์ุ
ของเช้ือ E. coli ท่ีก่อโรค เป็นเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ phylogroup D ดงัตารางท่ี 4.4 

 

ตำรำงที่ 4.4 ผลการระบุสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli ในพื้นผิวของส่ิงแวดลอ้มในบริเวณการผลิตส่วน

หลงัการปรุงสุกโดยวธีิ phylogenetic group 

โซน พื้นผวิของส่ิงแวดลอ้มท่ีท าการสวอป จ านวน
ตวัอยา่ง 

จ านวนโคโลนี 
ท่ีตรวจ 

Phylogenic 
groups 

2 
3 

รถเขน็ 
พื้นหอ้งผสมน ้าแป้ง 

4 
9 

8 
18 

A 
A 
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 จากการสวอปพื้นผวิส่ิงแวดลอ้มในบริเวณการผลิตส่วนหลงัการปรุงสุก ท่ีตรวจพบเช้ือ E. 
coli ส่วนใหญ่เป็นสายพนัธ์ุ phylogroup A และไม่พบเช้ือ E. coli O157:H7 สายพนัธ์ุก่อโรคท่ีเป็น 
phylogroup D นั้ น สอดคล้องกับงานวิจัยของมณฑล และชัยสิทธ์ิ (2554) ท่ีระบุว่าไม่ค่อยพบ
รายงานการแพร่ระบาดของเช้ือ E. coli O157:H7 ในลกัษณะท่ีรุนแรงและเป็นวงกวา้งในประเทศ
ไทย แต่โดยส่วนใหญ่มกัพบว่ามีการแพร่กระจายของเช้ือ E. coli O157:H7 ในแถบทวีปอเมริกา
เหนือ ประเทศองักฤษและประเทศญ่ีปุ่น และในปี พ.ศ. 2542 – 2544 ไดมี้การส ารวจตวัอยา่งอาหาร
ชนิดต่างๆ จ านวน 170 ตัวอย่างและตวัอย่างอุจจาระของผูป่้วยท่ีมีอาการท้องเสียจ านวน 580 
ตวัอย่างในภาคใตข้องประเทศไทย เพื่อตรวจหาเช้ือ E. coli O157:H7 พบว่า มีการปนเป้ือนเช้ือ      
E. coli O157:H7 ในอาหารเพียงร้อยละ 3.47 และไม่พบเช้ือ E. coli O157:H7 ในตวัอย่างอุจจาระ
ของผูป่้วยท่ีมีอาการทอ้งเสีย โดยปัจจยัส าคญัในการแพร่ระบาดของ เช้ือ E. coli O157:H7 ท่ีผา่นมา    
มักเกิดในช่วงเวลาหลังฝนตกหนัก ซ่ึงอาจมีการชะล้างเช้ือจากมูลสัตว์ท่ีขับถ่ายทิ้งไว้และ
แพร่กระจายลงสู่แหล่งน ้า ดงันั้น การตรวจไม่พบเช้ือ E. coli O157:H7 สายพนัธ์ุก่อโรคในพื้นท่ีการ
ผลิตหลงัการปรุงสุก แสดงให้เห็นวา่การผลิตอาหารภายใตก้ารควบคุมสุขลกัษณะท่ีดี (GMP) รวม
ไปถึงการมีระบบการผลิตและบ าบดัน ้ าใช้ภายใต้ระบบ GMP ของผูผ้ลิต สามารถป้องกันการ
ปนเป้ือนเช้ือ E. coli O157:H7 สายพันธ์ุก่อโรคจากส่ิงแวดล้อมภายนอกการผลิตได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 
 

4.4  กำรปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในผลติภัณฑ์และในกระบวนกำรผลิตเน้ือสุกรปรุงสุก

แช่เยือกแขง็ 

 จากผลการตรวจสอบและระบุสายพนัธ์ุของเช้ือ E. coli โดยวิธี phylogenetic group ใน
กระบวนการผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็ง พบวา่เป็นเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ phylogroup A ทั้งใน
รถเข็น (โซนท่ี 2) และพื้นห้องผสมน ้ าแป้ง (โซนท่ี 3) ดงัตารางท่ี 4.4 การตรวจพบเช้ือ E. coli ท่ีมี
สายพนัธ์ุ phylogroup แบบเดียวกนัทั้งใน 2 บริเวณ แสดงให้เห็นว่า มีความเป็นไปไดท่ี้อาจมีการ
ปนเป้ือนเช้ือ E. coli จากแหล่งเดียวกนั หรืออาจมีการปนเป้ือนขา้มจากบริเวณหน่ึงไปยงัอีกบริเวณ
หน่ึง ซ่ึงการเตรียมน ้าแป้งเหลวเพื่อไปใชใ้นการผลิตสินคา้นั้น มีขั้นตอนการปฏิบติังาน (ภาพท่ี 4.7)  
ดงัน้ี 
 1) ใชร้ถเขน็ขนยา้ยส่วนผสมมายงัหอ้งผสมน ้าแป้งเพื่อน าไปผสมเป็นน ้าแป้งเหลว  
 2) ใชร้ถเขน็คนัเดิมขนยา้ยถงับรรจุน ้าแป้งท่ีผสมแลว้ไปยงัพื้นท่ีการผลิต  
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 3) เทน ้าแป้งเหลวลงในเคร่ืองคลุกน ้ าแป้ง โดยน ้าแป้งเหลวถูกเตรียมและน าไปเทลง
เคร่ืองคลุกน ้าแป้งเหลว เพื่อใชผ้ลิตสินคา้ทุก 1 ชัว่โมง  
 4) น ารถเขน็ไปส่งลา้งท าความสะอาดและฆ่าเช้ือท่ีหอ้งลา้งอุปกรณ์ 
 

         
                (ก)    (ข)                                  (ค)            (ง) 

ภำพที่ 4.7 การใชร้ถเข็นในกระบวนการผลิตเน้ือสุกรปรุงสุก เร่ิมจากรถเข็นขนยา้ยส่วนผสมมายงั
ห้องผสมน ้ าแป้ง (ก) รถเข็นขนยา้ยถงับรรจุน ้ าแป้งท่ีผสมแลว้ไปยงัพื้นท่ีการผลิต (ข) และ (ค) และ
การเทน ้าแป้งเหลวลงในเคร่ืองคลุกน ้าแป้ง (ง) 
 
 จากภาพท่ี 4.7 แสดงให้เห็นว่า พนกังานมีการท างานโดยใช้รถเข็นขนถ่ายส่วนผสมใน
หลายๆ ขั้นตอน ท าให้มีโอกาสเกิดการปนเป้ือนขา้มเช้ือ E. coli จากพื้นท่ีไม่สะอาดไปยงัรถเข็น 
และเกิดการปนเป้ือนขา้มจากรถเข็นไปยงัถงับรรจุน ้ าแป้งเหลวได ้เม่ือน าถุงบรรจุส่วนผสมและถงั
บรรจุน ้ าแป้งเหลวท่ีผสมแล้ววางลงบนรถเข็น จากนั้นสามารถส่งต่อการปนเป้ือนขา้มไปยงัมือ
พนักงานท่ีสัมผสัถงับรรจุน ้ าแป้งเหลวในขณะท่ีเทน ้ าแป้งเหลวลงในเคร่ืองคลุกน ้ าแป้ง และมี
โอกาสปนเป้ือนขา้มเช้ือ E. coli ไปสู่ผลิตภณัฑ์สุดทา้ยในท่ีสุด ท าให้การตรวจพบเช้ือจุลินทรียใ์น
บริเวณพื้นผิวของส่ิงแวดล้อมในกระบวนการผลิต ถึงแม้เป็นบริเวณพื้นผิวท่ีไม่ได้สัมผสักับ
ผลิตภณัฑ์โดยตรง (โซนท่ี 2 และโซนท่ี 3) (Keeratipibul and Techaruwichit, 2012) อย่างไรก็ตาม 
จากการปฏิบติังานของพนักงาน ทั้งการเตรียมวตัถุดิบ การขนส่งเคล่ือนยา้ยวตัถุดิบ สามารถ
ปนเป้ือนขา้มไปสู่พื้นผิวท่ีสัมผสักบัผลิตภณัฑ์โดยตรง (โซนท่ี 1) และตวัผลิตภณัฑ์ได ้ดงันั้น จึงมี
ความจ าเป็นอยา่งยิ่งท่ีผูผ้ลิตตอ้งมีการด าเนินการในการก าจดัการปนเป้ือนในพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มใน
แต่ละโซนอยา่งมีประสิทธิภาพและปฏิบติัตามวธีิท่ีก าหนดอยา่งเคร่งครัด  เพื่อใหส้ามารถลดโอกาส
ในการปนเป้ือนขา้มจากพื้นผวิส่ิงแวดลอ้มไปสู่ผลิตภณัฑ ์
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4.5  กำรลดกำรปนเป้ือนของเช้ือ E. coli  ในรถเข็นที่ใช้ในกระบวนกำรผลติเน้ือสุกรปรุง

สุกแช่เยือกแขง็ 

 การลดการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในรถเขน็ท่ีใชใ้นกระบวนการผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่
เยือกแข็ง สามารถท าไดโ้ดยการลา้งท าความสะอาดและการฆ่าเช้ือท่ีปนเป้ือนบนพื้นผิวของรถเขน็
อยา่งเหมาะสม โดยปกติทางผูผ้ลิตมีการลา้งท าความสะอาดรถเข็นทุกคร้ังหลงัจากใชข้นยา้ยน ้ าแป้ง
เหลวหลงัผสมไปยงักระบวนการผลิต โดยมีการลา้งท าความสะอาด ดงัภาพท่ี 4.6 ดว้ยการก าจดั
คราบสกปรกโดยขดัลา้งรถเข็นดว้ยฟองน ้ าและน ้ าสบู่ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 จากนั้น ลา้งท าความ
สะอาดคราบสบู่ดว้ยน ้ าสะอาด (อุณหภูมิห้อง) และฆ่าเช้ือโดยการราดดว้ยน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิไม่ต ่า
กวา่ 82oC 
 จากการเก็บตวัอย่างสวอปพื้นผิวของรถเข็นในแต่ละขั้นตอนในการลา้งท าความสะอาด 
และฆ่าเช้ือโดยวธีิท่ีผูผ้ลิตใชใ้นปัจจุบนั จ านวนตวัอยา่งละ 3 ซ ้ า เพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพการลด
เช้ือ E. coli บนพื้นผิวรถเข็น พบเช้ือ E. coli บริเวณพื้นผิวรถเข็นในทุกขั้นตอนของการท าความ
สะอาดและฆ่าเช้ือ โดยพบเช้ือ E. coli จากรถเขน็หลงัลา้งดว้ยน ้าสบู่ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 จ  านวน 2 
คร้ัง จากรถเขน็หลงัรถเข็นดว้ยน ้ าสะอาดท่ีอุณหภูมิห้อง จ านวน 3 คร้ัง และจากรถเข็นหลงัราดดว้ย
น ้าร้อนท่ีอุญหภูมิไม่ต ่าวา่ 82oC จ  านวน 3 คร้ัง ดงัตารางท่ี 4.5 
 

ตำรำงที่ 4.5 ผลการตรวจพบเช้ือ E. coli จากการสวอปรถเข็นในแต่ละขั้นตอนการล้างท าความ
สะอาดและฆ่าเช้ือโดยวธีิท่ีผูผ้ลิตใชใ้นปัจจุบนั 

ขั้นตอนการลา้งท าความสะอาดรถเขน็ จ านวนคร้ัง 
ในการ 
สวอป 

จ านวน   
สวอปท่ี  
ตรวจพบ   
เช้ือ E. coli 

จ านวน 
สวอปท่ี

ตรวจไม่พบ
เช้ือ E. coli 

- หลงัลา้งรถเขน็ดว้ยน ้าสบู่ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 3 2 1 
- หลงัลา้งรถเขน็ดว้ยน ้าสะอาดท่ีอุณหภูมิหอ้ง 3 3 0 
- หลงัราดรถเขน็ดว้ยน ้าร้อนท่ีอุญหภูมิ 
  ไม่ต ่ากวา่ 82oC 

3 
 

2 
 

1 
 

 

 

 

 



49 
 
 เม่ือพิจารณาการท าความสะอาดรถเข็นในแต่ละขั้นตอนโดยวิธีท่ีผูผ้ลิตใชใ้นปัจจุปัน เร่ิม
จากการขดัล้างคราบสกปรกด้วยน ้ าสบู่ความเข้มข้นร้อยละ 2 พบว่า สบู่เป็นสารลดแรงตึงผิว 
(surfactant) ท าหนา้ท่ีช่วยลดแรงตึงผิวของน ้ าได ้โดยมีโครงสร้างท่ีส าคญั 2 ส่วนไดแ้ก่ ดา้นท่ีชอบ
น ้ า (hydrophilic) และด้านท่ีไม่ชอบน ้ า (hydrophobic) สบู่มีหลักการท างาน คือ อนุภาคของส่ิง
สกปรกท่ีไม่ชอบน ้า เช่นไขมนัและน ้ามนั เม่ือถูกลอ้มรอบดว้ยโมเลกุลของสบู่ อนุภาคเหล่าน้ีถูกยึด
ไวท่ี้ปลายสุดของดา้นท่ีไม่ชอบน ้ า (hydrophobic) ของสบู่ โดยปลายด้านท่ีชอบน ้ า (hydrophilic) 
ของสบู่ยืน่ออกไปดา้นนอกเพื่อจบักบัโมเลกุลของน ้า จึงสามารถลา้งสบู่ออกดว้ยน ้าได ้ดงันั้น สบู่มี
คุณสมบัติเพียงก าจัดคราบสกปรกออกจากพื้นผิวของรถเข็น ไม่ได้ท  าหน้าท่ีเป็นสารฆ่าเช้ือ 
(sanitizer) (Ross, 2016)  จึงไม่สามารถลดการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli บนพื้นผิวรถเข็นได ้ถดัมา 
ในส่วนของการลา้งคราบสบู่ออกจากรถเข็นดว้ยน ้ าสะอาด เป็นเพียงการลา้งคราบสกปรกและสาร
ลดแรงตึงผิวออกจากพื้นผิวรถเข็น จึงไม่สามารถลดการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ออกจากพื้นผิวรถเข็น
ไดเ้ช่นเดียวกนั และในส่วนของการฆ่าเช้ือบริเวณพื้นผิวรถเข็นโดยการราดดว้ยน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ
ไม่ต ่ากว่า 82oC พบว่า เป็นขั้นตอนการฆ่าเช้ือท่ีไม่มีประสิทธิภาพ ไม่สามารถลดการเป้ือนเช้ือ        
E. coli บนพื้นผวิรถเข็นได ้ซ่ึงโดยทัว่ไปการฆ่าเช้ืออุปกรณ์ เช่น มีด ถาด หรืออุปกรณ์ท่ีมีขนาดเล็ก
อ่ืนๆ ท่ีสามารถแช่ในน ้ าร้อนไดท้ัว่ทั้งอุปกรณ์ การฆ่าเช้ือโดยการแช่น ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิไม่ต ่ากว่า 
82oC นั้น เพียงพอต่อการฆ่าเช้ือจุลินทรียท์ัว่ไป (Marriott, 1997) อยา่งไรก็ตาม ดว้ยขอ้จ ากดัทางดา้น
โครงสร้างของรถเข็น จึงไม่สามารถน าไปลวกในอ่างน ้ าร้อนไดท้ั้งคนั ท าให้ไม่สามารถควบคุม
ระยะเวลาสัมผสัระหวา่งพื้นผิวรถเข็นและน ้ าร้อน รวมไปถึงไม่สามารถควบคุมปริมาณน ้ าร้อนให้
สัมผสัครอบคลุมพื้นผิวของรถเข็นทั้งหมดได ้ถึงแมใ้ชน้ ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิสูง (ไม่ต ่ากวา่ 82oC) ราด
พื้นผิวรถเข็นแลว้ก็ตาม จึงท าให้ตรวจพบเช้ือ E.coli หลงัการท าความสะอาด (ตารางท่ี 4.5) รวมไป
ถึงจากการสังเกตการลา้งท าความสะอาดรถเข็นของพนกังาน พบวา่ มีการกระเด็นของน ้ าร้อนท่ีใช้
ราดรถเข็นจากพื้นกลบัมายงัรถเข็นอีกคร้ัง ท าให้มีโอกาสปนเป้ือนเช้ือ E. coli จากพื้นกลบัมาสู่
รถเข็นได้อีกด้วย ดงันั้น จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีผูผ้ลิตตอ้งมีการปรับปรุงวิธีการล้างท าความ
สะอาดและฆ่าเช้ือให้มีประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือ E. coli ท่ีปนเป้ือนบนพื้นผิวของรถเข็นอย่าง
เหมาะสม 

 เม่ือพิจารณาวิธีการปรับปรุงเพื่อลดการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli บนพื้นผิวรถเข็น พบว่า 
สามารถท าไดห้ลายวิธี เช่น ปรับความถ่ีในการท าความสะอาดโดยใชว้ิธีเดิม หรือ เปล่ียนวิธีการฆ่า
เช้ือโดยใช้สารฆ่าเช้ือ (sanitizer) หรือ เปล่ียนวิธีการฆ่าเช้ือโดยใช้ไอน ้ า (steam) เม่ือท าการ
เปรียบเทียบในหวัขอ้ต่างๆ ของการฆ่าเช้ือแต่ละวธีิ เพื่อคดัเลือกวธีิท่ีเหมาะสม ดงัตารางท่ี 4.6  
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ตำรำงที่ 4.6 ผลการเปรียบเทียบขอ้ดีและขอ้เสียของวิธีการฆ่าเช้ือเพื่อลดการปนเป้ือนเช้ือ E. coli 
บนพื้นผิวรถเข็น ระหว่าง การปรับความถ่ีในการท าความสะอาดโดยใช้วิธีเดิม การใช้สารฆ่าเช้ือ 
และการฆ่าเช้ือโดยใชไ้อน ้า  

 วธีิการลดการปนเป้ือนเช้ือ E. coli บนพื้นผวิรถเขน็ 
หวัขอ้ 

 
การปรับความถ่ี 

การท าความสะอาด 
การใชส้ารฆ่าเช้ือ  การฆ่าเช้ือดว้ย 

การใชไ้อน ้า  
1.ประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือ 
    1.1 ความทัว่ถึงในการฆ่าเช้ือ 
    1.2 ระยะเวลาสัมผสัในการ
ฆ่าเช้ือ 

 
ต ่า 
ต ่า 

 
ต ่า 
ต ่า 

 
สูง 
สูง 

2. ค่าใชจ่้ายในการฆ่าเช้ือ สูง ปานกลาง ปานกลาง 
3. โอกาสในการเกิดอุบติัเหตุ สูง สูง ต ่า 
4. ผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม 
    4.1 การเกิดของเสีย 
    4.2 การใชท้รัพยากร 

 
ปานกลาง 

สูง 

 
สูง 
สูง 

 
ต ่า 

ปานกลาง 
ท่ีมา : ข้อมูลผลการประเมินผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อม ความปลอดภัยในการปฏิบัติงานของ
พนกังาน และค่าใช้จ่ายการท าความสะอาดและฆ่าเช้ือ ของโรงงานแปรรูปสุกรปรุงสุกแห่งหน่ึง 
(2562) และ Marriott (1997) 
 
 จากตารางท่ี 4.6 สามารถอธิบายวา่ การปรับความถ่ีในการท าความสะอาดของวิธีการท า
ความสะอาดแบบเดิม เป็นวิธีการปรับปรุงท่ีไม่เหมาะสม เน่ืองจากปัญหาท่ีพบจากการท าความ
สะอาดโดยวิธีท่ีใช้ในปัจจุบนั มีสาเหตุมาจากมีวิธีการฆ่าเช้ือ E. coli ท่ีไม่มีประสิทธิภาพ ดงันั้น 
ถึงแมจ้ะเพิ่มจ านวนคร้ังในการท าความสะอาดรถเข็น แต่ท าความสะอาดโดยวิธีท่ีไม่เหมาะสม ก็
ยงัคงมีโอกาสหลงเหลือการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli บนพื้นผิวรถเข็นดังเช่นเดิม รวมไปถึง 
ค่าใชจ่้ายในการผลิตน ้าร้อนของผูผ้ลิตเป็นค่าใชจ่้ายท่ีสูง เน่ืองจากตอ้งใชพ้ลงังานสูงในการผลิตน ้ า
ร้อนท่ีอุณหภูมิไม่ต ่ากวา่ 82oC และมีความจ าเป็นท่ีตอ้งตม้น ้ าให้ร้อนตลอดเวลา เพื่อรักษาอุณหภูมิ
ของน ้ าให้ร้อนและพร้อมใชส้ าหรับการฆ่าเช้ืออุปกรณ์ ไม่ให้เกิดการรอเป็นระยะเวลานาน ซ่ึงเป็น
การสูญเสียเวลาในการผลิตสินคา้ของผูผ้ลิต รวมไปถึง มีพนกังานท่ีประสบอุบติัเหตุจากการถูกน ้ า
ร้อนลวกผิวหนงัในขณะฆ่าเช้ืออุปกรณ์ดว้ยน ้ าร้อนจ านวนหลายรายในแต่ละปี ถดัมา ในส่วนของ
ปรับปรุงการฆ่าเช้ือ E. coli โดยการใช้สารฆ่าเช้ือ (sanitizer) พบว่า เป็นวิธีการปรับปรุงท่ีไม่
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เหมาะสมเช่นเดียวกนั เน่ืองจากการฆ่าเช้ือโดยการใชน้ ้ ายาฆ่าเช้ือมีขอ้จ ากดัทางดา้นโครงสร้างของ
รถเข็นเช่นเดียวกันกบัการใช้น ้ าร้อนฆ่าเช้ือ อีกทั้ง ทางผูผ้ลิตมีการด าเนินการภายใต้ระบบการ
จดัการส่ิงแวดลอ้ม (ISO 14001 : 2015) และระบบการจดัการอาชีวอนามยัและความปลอดภยัในการ
ปฏิบติังาน (OHSAS 18001 : 2007) ดังนั้น การใช้สารเคมีในการท าความสะอาดและฆ่าเช้ือใน
ปริมาณท่ีสูงข้ึน ท าให้เกิดผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มท่ีเพิ่มข้ึนดว้ย เช่น การใชท้รัพยากรท่ีส้ินเปลือง
เพิ่มข้ึน การเกิดของเสีย ไดแ้ก่ น ้ าเสีย ไอระเหยของสารเคมี และบรรจุภณัฑ์ใชแ้ลว้ของสารเคมีท่ี
เพิ่มมากข้ึน รวมไปถึงเม่ือพิจารณาในดา้นของความปลอดภยัในการปฏิบติังาน พบวา่การเพิ่มการ
ใช้สารเคมีมีโอกาสเกิดอุบติัเหตุในระหว่างปฏิบติังานเพิ่มสูงข้ึน และสุดทา้ย การปรับปรุงการฆ่า
เช้ือโดยใชไ้อน ้ า (steam) พบวา่เป็นวธีิท่ีเหมาะสมกบัการด าเนินงานของผูผ้ลิต โดยเม่ือเปรียบเทียบ
การพลงังานกบัระหว่างการใช้ไอน ้ าและการใช้น ้ าร้อน พบว่า มีการใช้พลงังานในการผลิตไอน ้ า
น้อยกว่าการผลิตน ้ าร้อน เน่ืองจาก มีการเปิดตูน่ึ้งไอน ้ า (box steamer) เฉพาะในเวลาท่ีตอ้งการฆ่า
เช้ือพื้นผิวอุปกรณ์เท่านั้น ดงันั้น จึงสามารถควบคุมเวลาในการเปิดใช้ไอน ้ าได ้ต่างกบัการฆ่าเช้ือ
ดว้ยน ้ าร้อนท่ีมีความจ าเป็นตอ้งตม้น ้ าให้ร้อนตลอดเวลา และเม่ือพิจารณาประสิทธิภาพในการฆ่า
เช้ือ E. coli  พบว่า การฆ่าเช้ือพื้นผิวอุปกรณ์ด้วยไอน ้ าโดยใช้ตูน่ึ้งไอน ้ า (box steamer) สามารถ
ควบคุมระยะเวลาในการสัมผสัความร้อนกบัพื้นผิวรถเข็นได ้รวมทั้งสามารถฆ่าเช้ือบนพื้นผิวของ
รถเขน็ไดอ้ยา่งทัว่ถึง โดยไม่ติดขอ้จ ากดัในเร่ืองโครงสร้างของรถเข็น รวมไปถึง สามารถลดโอกาส
การเกิดอุบติัเหตุ ลดการเพิ่มค่าใชจ่้ายดา้นสารเคมีท าความสะอาด ลดผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม และ
เม่ือเปรียบเทียบในดา้นความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค พบวา่ การฆ่าเช้ือพื้นผิวอุปกรณ์ดว้ยไอน ้ า มีขอ้
ไดเ้ปรียบมากกวา่การใชส้ารเคมีฆ่าเช้ือ คือ ไม่มีสารเคมีตกคา้งบนพื้นผิวอุปกรณ์และไม่กดักร่อน
พื้นผิวอุปกรณ์ (Marriott, 1997) จึงเป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการพิจารณาใชเ้พื่อลดปัญหาการปนเป้ือน
เช้ือ E. coli บนพื้นผวิของรถเขน็  
 ในปัจจุบันทางผูผ้ลิตได้น าช้ินส่วนเคร่ืองจักรหลังล้างท าความสะอาดบางชนิดท่ีมี
ลกัษณะทางโครงสร้างไม่เหมาะสมกบัการน าไปแช่ฆ่าเช้ือในน ้ าร้อน เช่น ตะแกรงท่ีใช้ในเคร่ือง
ร่อนแป้ง ไปฆ่าเช้ือจุลิทรียด์ว้ยตูน่ึ้งไอน ้ า โดยใช้อุณหภูมิไอน ้ าท่ี 95oC เป็นระยะเวลา 120  วินาที  
จากผลการตรวจสอบหลังการฆ่าเ ช้ือท่ีผ่านมา พบว่า  สามารถฆ่าเ ช้ือจุลินทรีย์ได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ ดงันั้น จึงน ามาใชป้ระยกุตใ์นการฆ่าเช้ือรถเขน็ต่อไป 
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4.6  ผลของไอน ้ำต่อกำรลดกำรปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในรถเข็นที่ใช้ในกระบวนกำร

ผลติเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแขง็ 

  ท  าการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ า เพื่อก าหนดเป็นวิธีการ
ปฏิบติังานในการล้างท าความสะอาดและฆ่าเช้ือพื้นผิวของรถเข็นท่ีพบปัญหาการปนเป้ือนเช้ือ       
E. coli อยา่งมีประสิทธิภาพ และลดการใชพ้ลงังานของโรงงาน โดยน ารถเข็นหลงัใชง้านมาลา้งท า
ความสะอาดคราบสกปรกดว้ยวธีิท่ีใชใ้นปัจจุบนั (ขดัถูรถเขน็ดว้ยฟองน ้าชุบน ้าสบู่ความเขม้ขน้ร้อย
ละ 2 และล้างออกด้วยน ้ าสะอาด) จากนั้นน ารถเข็นไปฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าโดยใช้ตู้น่ึงไอน ้ า (Box 
steamer) ดงัภาพท่ี 4.9 พิจารณาใชอุ้ณหภูมิและระยะเวลาในการใหค้วามร้อนในระดบัพาสเจอร์ไรซ์ 
(pasteurization) โดยฆ่าเช้ือรถเขน็ท่ีอุณหภูมิ 85, 90 และ 95oC เป็นระยะเวลา 60, 90 และ 120 วนิาที
ตามล าดบั  จากนั้นท าการสวอปรถเข็นหลงัก่อนและหลงัการฆ่าเช้ือตรวจสอบการปนเป้ือนเช้ือ E. 
coli, coliforms และจุลินทรีย์ทั้ งหมด (total plate count) ในรถเข็นตามเกณฑ์ด้านจุลินทรีย์ของ
พื้นผิวส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิตเพื่อควบคุมคุณภาพภายในโรงงานผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่
เยอืกแขง็ส่งออก ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.7, 4.8 และ 4.9 
 

 
 

ภาพท่ี 4.8 การฆ่าเช้ือรถเขน็โดยการใชไ้อน ้าจากตูน่ึ้งไอน ้า (box steamer) 
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ตำรำงที่ 4.7 ผลของอุณหภูมิและเวลาโดยการฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าโดยใช้ตู้น่ึงไอน ้ าในการลดการ
ปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในรถเขน็ 

ขั้นตอนการลา้งท าความ
สะอาดรถเขน็ 

อุณหภูมิท่ี
ใชฆ่้าเช้ือ
รถเขน็ 

ระยะเวลา
ท่ีใชฆ่้า

เช้ือรถเขน็ 
(วนิาที) 

จ านวน
คร้ัง    
ในการ
ทดลอง 

จ านวน 
สวอปท่ี
ตรวจพบ
เช้ือ E. coli 

จ านวน 
สวอปท่ีตรวจ
ไม่พบเช้ือ     

E. coli 
1) รถเข็นก่อนลา้งด้วยน ้ า
สบู่ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 

อุณหภูมิ 
หอ้ง 

- 3 
 
 

2 1 

2) รถเข็นหลงัล้างด้วยน ้ า
สะอาด (ก่อนฆ่าเช้ือ) 
 

อุณหภูมิ 
หอ้ง 

- 3 3 0 

3) รถเข็นหลงัฆ่าเช้ือด้วย
ไอน ้า 
  3.1) ท่ี 85 oC, 60 วนิาที 
  3.2) ท่ี 85 oC, 90 วนิาที 
  3.3) ท่ี 85 oC, 120 วนิาที 
  3.4) ท่ี 90 oC, 60 วนิาที 
  3.5) ท่ี 90 oC, 90 วนิาที 
  3.6) ท่ี 90 oC, 120 วนิาที 
  3.7) ท่ี 95 oC, 60 วนิาที 
  3.8) ท่ี 95 oC, 90 วนิาที 
  3.9) ท่ี 95 oC, 120 วนิาที 

 
 

85 oC 
85 oC 
85 oC 
90 oC 
90 oC 
90 oC 
95 oC 
95 oC 
95 oC 

 
 

60 
90 

120 
60 
90  

120 
60 
90 

120 

 
 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

 
 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

 
 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
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ตำรำงที่ 4.8 ผลของอุณหภูมิและเวลาโดยการฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าโดยใช้ตู้น่ึงไอน ้ าในการลดการ
ปนเป้ือนของจุลินทรียท์ั้งหมด (total plate count) ในรถเขน็ 

 
ขั้นตอนการลา้งท า
ความสะอาดรถเขน็ 

อุณหภูมิ
ท่ีใชฆ่้า
เช้ือ

รถเขน็ 

ระยะเวลา
ท่ีใชฆ่้า
เช้ือ

รถเขน็ 
(วนิาที) 

จ านวน
คร้ังใน
การ

ทดลอง 

จ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด 
(cfu/100 ตารางเซนติเมตร) 

คร้ังท่ี 
1 

คร้ังท่ี 
2 

คร้ังท่ี 
3 

ค่าเฉล่ีย 
 

1) รถเข็นก่อนล้างด้วย
น ้ าสบู่ความเขม้ขน้ร้อย
ละ 2 

อุณหภูมิ  
หอ้ง 

 3 1000 1000 1000 1000.00±0.000a 

2) รถเข็นหลังล้างด้วย
น ้ าสะอาด  
(ก่อนฆ่าเช้ือ) 

อุณหภูมิ  
หอ้ง 

 3 1000 1000 1000 1000.00±0.000a 

3)  รถเข็นหลังฆ่าเ ช้ือ
ดว้ยไอน ้ า 

       

 3.1) ท่ี 85 oC, 60 วนิาที 85 oC 60 3 0 0 11 3.67±6.351b 

 3.2) ท่ี 85 oC, 90 วนิาที 85 oC 90 3 0 0 0 0.00±0.000b 

 3.3) ท่ี 85 oC, 120 
วนิาที 

85 oC 120 3 0 0 0 0.67±1.155b 

 3.4) ท่ี 90 oC, 60 วนิาที 90 oC 60 3 0 0 1 3.33±5.774b 

 3.5) ท่ี 90 oC, 90 วนิาที 90 oC 90 3 0 1 0 0.33±0.577b 

 3.6) ท่ี 90 oC, 120 
วนิาที 

90 oC 120 3 10 0 0 3.33±5.774b 

 3.7) ท่ี 95 oC, 60 วนิาที 95 oC 60 3 1 1 0 0.67±0.577b 

 3.8) ท่ี 95 oC, 90 วนิาที 95 oC 90 3 0 2 0 0.67±1.155b 

 3.9) ท่ี 95 oC, 120 
วนิาที 

95 oC 120 3 0 0 0 0.00±0.000b 

หมำยเหตุ :  

-  ขีดจ ากดัการตรวจหา (limit of detection) ของวิธีทดสอบเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด < 1 cfu/100 
ตารางเซนติเมตร 

-  ตวัอกัษร a และ b ในแนวตั้ง หมายถึง ค่าเฉล่ียของจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดมีความแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ตำรำงที่ 4.9 ผลของอุณหภูมิและเวลาโดยการฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าโดยใช้ตู้น่ึงไอน ้ าในการลดการ
ปนเป้ือนเช้ือ coliforms ในรถเขน็ 

 
ขั้นตอนการลา้งท า
ความสะอาดรถเขน็ 

อุณหภูมิ
ท่ีใชฆ่้า
เช้ือ

รถเขน็ 

ระยะเวลา
ท่ีใชฆ่้า
เช้ือ

รถเขน็ 
(วนิาที) 

จ านวน
คร้ังใน
การ

ทดลอง 

จ านวนเช้ือ coliforms 
(cfu/100 ตารางเซนติเมตร) 

คร้ังท่ี 
1 

คร้ังท่ี 
2 

คร้ังท่ี 
3 

ค่าเฉล่ีย 
 

1) รถเข็นก่อนล้างด้วย
น ้ าสบู่ความเขม้ขน้ร้อย
ละ 2 

อุณหภูมิ  
หอ้ง 

 3 1000 1000 9 669.67±572.15a 

2) รถเข็นหลังล้างด้วย
น ้ าสะอาด  
(ก่อนฆ่าเช้ือ) 

อุณหภูมิ  
หอ้ง 

 3 35 1000 236 423.67±509.14ab 

3)  รถเข็นหลังฆ่าเ ช้ือ
ดว้ยไอน ้ า 

       

 3.1) ท่ี 85 oC, 60 วนิาที 85 oC 60 3 0 0 0 0.00±0.00b 

 3.2) ท่ี 85 oC, 90 วนิาที 85 oC 90 3 0 0 0 0.00±0.00b 

 3.3) ท่ี 85 oC, 120 
วนิาที 

85 oC 120 3 0 0 0 0.00±0.00b 

 3.4) ท่ี 90 oC, 60 วนิาที 90 oC 60 3 0 0 0 0.00±0.00b 

 3.5) ท่ี 90 oC, 90 วนิาที 90 oC 90 3 0 0 0 0.00±0.00b 

 3.6) ท่ี 90 oC, 120 
วนิาที 

90 oC 120 3 0 0 0 0.00±0.00b 

 3.7) ท่ี 95 oC, 60 วนิาที 95 oC 60 3 0 0 0 0.00±0.00b 

 3.8) ท่ี 95 oC, 90 วนิาที 95 oC 90 3 0 0 0 0.00±0.00b 

 3.9) ท่ี 95 oC, 120 
วนิาที 

95 oC 120 3 0 0 0 0.00±0.00b 

หมำยเหตุ :  

-  ขีดจ ากดัการตรวจหา (limit of detection) ของวิธีทดสอบเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด < 1 cfu/100 
ตารางเซนติเมตร (0 มีค่า < 1) 

-  ตวัอกัษร a และ b ในแนวตั้ง หมายถึง ค่าเฉล่ียของจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดมีความแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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 จากตารางท่ี 4.7 ผลการตรวจสอบไม่พบการปนเป้ือนเช้ือ E. coli บนพื้นผิวรถเข็นในทุก
ตวัอยา่งท่ีมีการสวอป ทั้งแบบท่ี 1 รถเขน็ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าท่ีอุณหภูมิ 85 oC ใชเ้วลาในการ
ฆ่าเช้ือ 60, 90 และ 120 วินาที แบบท่ี 2 รถเข็นท่ีผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าท่ีอุณหภูมิ 90 oC ใชเ้วลา
ในการฆ่าเช้ือ 60, 90 และ 120 วินาที และแบบท่ี 3 รถเข็นท่ีผ่านการฆ่าเช้ือด้วยไอน ้ าท่ีอุณหภูมิ      
95 oC ใช้เวลาในการฆ่าเช้ือ 60, 90 และ 120 วินาที และผลการตรวจเช้ือจุลินทรียท์ั้ งหมด  และ 
coliforms หลงัผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าทั้ง 3 แบบ (ตารางท่ี 4.8 และ 4.9) พบวา่ อยูใ่นช่วง < 1 ถึง 
11 cfu/100 ตารางเซนติเมตร และ < 1 cfu/100 ตารางเซนติเมตร ตามล าดบั ซ่ึงเป็นไปตามมาตรฐาน
ท่ีก าหนดตามเกณฑ์ดา้นจุลินทรียข์องพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิต เพื่อควบคุมคุณภาพ
ภายในโรงงานผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งส่งออก (ตารางท่ี 2.8) แสดงให้เห็นวา่ สภาวะของ
การฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าท่ีอุณหภูมิและเวลาทั้ง 3 แบบ สามารถลดการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli รวมไป
ถึงจุลินทรียท์ั้งหมด และ coliforms บนพื้นผิวรถเข็นไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ไม่แตกต่างกนัอย่างมี
นัยสาคัญทางสถิติ (p<0.05)  เน่ืองจากไอน ้ าเป็นความร้อนช้ืน (moist heat) ประเภทหน่ึงท่ีมี
ประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือจุลินทรียท์ัว่ไป รวมทั้ง เช้ือ E. coli โดยผลของความร้อนจากไอน ้าท าให้
เซลล์ของจุลินทรีย์มีการเปล่ียนแปลงสภาพ ท าให้เกิดการแข็งตัวและตกตะกอนของโปรตีน 
(protein coagulation) ภายในเซลล์ เกิดการแตกหักและสลายตวัของสารพนัธุกรรมทั้งกรดไรโบ
นิวคลีอิก (ribonucleic acid, RNA) และกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (deoxyribonucleic Acid, DNA) 
รวมไปถึงท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane) ของจุลินทรีย ์ท าให้เซลล์จุลินทรียถู์กท าลายและตายใน
ท่ีสุด (Block, 2001) ดงันั้น สามารถเลือกใชก้ารฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้าเพื่อลดการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli 
บริเวณพื้นผิวของรถเข็นได้ โดยใช้อุณหภูมิและระยะเวลาน้อยท่ีสุด คือ ใช้อุณหภูมิ 85 oC เป็น
ระยะเวลา 60 วินาทีในการฆ่าเช้ือ สอดคล้องกบัรายงานของ Food safety and inspection service 
(2002) ซ่ึงไดแ้นะน าวิธีการลดการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli O157:H7 ท่ีปนเป้ือนบริเวณซากเน้ือโค
หลังจากการผ่าข้ึนซาก โดยการใช้ไอน ้ าท่ีอุณหภูมิระดับพาสเจอร์ไรซ์ในการฆ่าเช้ือ (steam 
pasteurization) และใชเ้วลาในการฆ่าเช้ือไม่ต ่ากวา่ 30 วินาที โดยพบวา่ วิธีดงักล่าว มีประสิทธิภาพ
เพียงพอต่อการลดการปนเป้ือนบริเวณพื้นผิวตวัซาก ซ่ึงเป็นลกัษณะการปนเป้ือนรูปแบบคลา้ยกนั
เช้ือ E.coli ท่ีปนเป้ือนบนพื้นผวิรถเขน็ 
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บทที ่ 5 

สรุปผลกำรทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลกำรทดลอง 

 การศึกษาการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งและพื้นผิว

ส่ิงแวดล้อมในกระบวนการผลิต ตั้ งแต่ขั้นตอนหลังการปรุงสุกจนถึงการท าเยือกแข็งของ

โรงงานผลิตอาหารพร้อมปรุงเพื่อส่งออกต่างประเทศแห่งหน่ึง ท่ีมีการด าเนินการผลิตภายใต้

หลักเกณฑ์วิธีการผลิตท่ีดี (Good Manufacturing Practices: GMP) และมีระบบการวิเคราะห์

อนัตรายและจุดวิกฤติท่ีตอ้งควบคุม (Hazard Analysis and Critical Control Point: HACCP) ผลการ

ตรวจสอบไม่พบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในผลิตภณัฑ์เน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งในทุก

ขั้นตอนการผลิต ในส่วนของพื้นผิวส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิตบริเวณพื้นท่ีหลงัการปรุงสุก 

(post-heating area) แบ่งออกเป็น 3 โซน ไดแ้ก่ โซนท่ี 1 พื้นผวิท่ีสัมผสัผลิตภณัฑโ์ดยตรง ถดัมาเป็น

โซนท่ี 2 พื้นผิวท่ีไม่สัมผสักบัผลิตภณัฑ์โดยตรง และโซนท่ี 3 พื้นผิวท่ีไม่สัมผสัผลิตภณัฑ์และอยู่

ไกลจากผลิตภณัฑ์ จากการตรวจสอบไม่พบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในพื้นผิวส่ิงแวดล้อมใน

โซนท่ี 1 ยงัคงพบการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ในพื้นผวิส่ิงแวดลอ้มในโซนท่ี 2 ไดแ้ก่ รถเขน็ และ โซน

ท่ี 3 ไดแ้ก่ พื้นห้องผสมน ้ าแป้งเหลว จึงไดน้ าเช้ือ E. coli ท่ีตรวจพบทั้ง 2 บริเวณไปตรวจสอบสาย

พนัธ์ุโดยวิธี phylogenetic group เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ของทั้ง 2 

บริเวณและหาแนวทางแกไ้ข 

 เม่ือน าเช้ือ E. coli ท่ีตรวจพบในรถเข็นและในพื้นหอ้งผสมน ้าแป้งเหลวไปตรวจสอบสาย

พนัธ์ุโดยวิธี phylogenetic group โดยใช้ยีน (gene) 2 ชนิด ได้แก่ ได้แก่ chuA และ yjaA และใช้

ช้ินส่วนสารพนัธุกรรม (DNA fragment) ท่ีเรียกวา่ TSPE4.C2 เปรียบเทียบเช้ือ E. coli ท่ีทราบสาย

พนัธ์ุ ผลการตรวจสอบพบวา่เช้ือ E. coli ท่ีมาจากทั้ง 2 โซน เป็นเช้ือสายพนัธ์ุเดียวกนัโดยจดัอยูใ่น 

phylogroup A  ซ่ึงไม่ใช่เช้ือ E. coli ก่อโรค (serotype 0157:H7) ซ่ึงจดัอยู่ใน phylogroup D จาก

การศึกษา พบการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli จากรถเขน็หลงัลา้งท าความสะอาดและฆ่าเช้ือโดยการใช้

น ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิไม่ต ่ากว่า 82oC  ราดบริเวณพื้นผิวรถเข็น ท าให้ตรวจพบการปนเป้ือนของเช้ือ      

E. coli ในพื้นห้องผสมน ้ าแป้งเหลวจากนั้นเกิดการปนเป้ือนขา้มจากรถเข็นไปยงัถงับรรจุน ้ าแป้ง

เหลวและมีโอกาสปนเป้ือนขา้มไปสู่ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยในท่ีสุด  
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 การศึกษาผลของไอน ้ า ต่อการลดการปนเป้ือนของเ ช้ือ E.  coli ในรถเข็นท่ีใช้ใน

กระบวนการผลิต เป็นการปรับปรุงในขั้นตอนการฆ่าเช้ือหลงัจากลา้งท าความสะอาดรถเข็น ให้มี

ประสิทธิภาพเพียงพอในการลดการปนเป้ือนเช้ือ E. coli บริเวณพื้นผวิของรถเขน็ โดยพบวา่ การให้

ความร้อนไอน ้ าท่ีอุณหภูมิ 85, 90 และ 95oC เป็นระยะเวลา 60, 90 และ 120 วินาที สามารถฆ่าเช้ือ   

E. coli ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกนั โดยตรวจไม่พบเช้ือ E. coli เหลือรอดบนพื้นผิวของ

รถเข็นหลงัฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าในทุกการทดลอง ซ่ึงจากการทดลองพบว่า ในการฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ าท่ี

อุณหภูมิไม่นอ้ยกวา่ 85oC ท่ีระยะเวลาไม่นอ้ยกวา่ 60 วินาที เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด เน่ืองจาก

ใชพ้ลงังานความร้อนน้อยท่ีสุดและใช้ระยะเวลาในการฆ่าเช้ือน้อยท่ีสุด มีผลกระทบต่อตน้ทุนใน

การผลิตของผูผ้ลิตต ่าท่ีสุด สามารถสรุปไดว้า่การใชไ้อน ้าร้อนในขั้นตอนการฆ่าเช้ือหลงัจากลา้งท า

ความสะอาดรถเข็น สามารถลดการปนเป้ือนของเช้ือ E.coli บนพื้นผิวรถเข็นท่ีใชข้นถ่ายส่วนผสม

ในกระบวนการผลิตเน้ือสุกรปรุงสุกแช่เยือกแข็งได้ จะสามารถลดโอกาสการปนเป้ือนขา้มจาก

รถเข็นไปสู่ผลิตภณัฑ์ได ้และลดความเส่ียงท่ีผูบ้ริโภคไดรั้บอนัตรายจากการรับประทานอาหารท่ีมี

การปนเป้ือนเช้ือ E. coli เขา้ไป รวมไปถึง ลดการสูญเสียรายได้จากการปนเป้ือนเช้ือ E. coli ใน

ผลิตภณัฑ์ของผูผ้ลิตและเป็นแนวทางการติดตามการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคอ่ืนๆใน

โรงงานได ้ 

 

5.2  ข้อเสนอแนะ 

1. การแบ่งพื้นท่ีเป็นโซนของพื้นผวิส่ิงแวดลอ้มในกระบวนการผลิต แบ่งตามระดบัความ

เส่ียงในการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคไปสู่ผลิตภณัฑ์ ซ่ึงโรงงานผลิตอาหารแต่ละประเภท 

อาจมีระดบัความเสียงท่ีแตกต่างกนั ดงันั้นโรงงานผลิตอาหารแต่ละประเภทมีความจ าเป็นในการ

ก าหนดและจดัโซนของแต่ละโรงงาน  

2. การเลือกใชว้ิธีการฆ่าเช้ือท่ีเหมาะสมในโรงงานผลิตอาหาร ควรพิจารณาปัจจยัอ่ืนๆ ท่ี

เก่ียวขอ้งร่วมดว้ย เช่น ตน้ทุนในการผลิตสินคา้ การสูญเสียเวลาในการผลิตสินคา้ รวมไปถึง ระบบ

การจดัการดา้นอ่ืนๆ ภายใตก้ารด าเนินงานของโรงงาน เช่น ระบบการจดัการดา้นส่ิงแวดลอ้ม ระบบ

การจดัการดา้นพลงังาน หรือ ระบบการจดัการดา้นอาชีวอนามยัและความปลอดภยั เป็นตน้ 

3. การวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ E. coli ในระดบัสายพนัธ์ุโดยใชว้ิธีทางอณูชีววทิยา 

เ ช่น phylogenetic group สามารถใช้เ ป็นแนวทางการติดตามแหล่งของการปนเป้ือนของ

เช้ือจุลินทรียก่์อโรคอ่ืนๆ ในโรงงานได ้
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

 
ก.1 อาหารเลีย้งเช้ือทีใ่ช้ในการทดลองและวธีิการเตรียม 

 ก.1.1 Butterfield' s buffered phosphate diluent (BPB)   

 ส่วนผสม    

   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ยีห่อ้ Merck     34 กรัม 

   น ้ำกลัน่       1000 มิลลิลิตร 

 วธีิกำรเตรียม     

   ชัง่สำรโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตจ ำนวน 34 กรัม จำกนั้น น ำไปละลำย
ในน ้ ำกลัน่ 500 มิลลิลิตร และปรับ pH ให้ไดค้่ำ pH 7.2 ดว้ยสำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ควำม
เขม้ขน้ 1 นอร์มลั (N) จำกนั้นเติมน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้ริมำตร 1,000 มิลลิลิตร น ำไปฆ่ำเช้ือโดยใชท่ี้เคร่ือง
น่ึงฆ่ำเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลำ 15 นำที จดัเก็บในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 2- 8 oC  

 ก.1.2 Escherichia coli broth (EC broth)   

 ส่วนผสม    

   Escherichia coli broth (EC broth)  ยีห่อ้ TM media           37 กรัม 

   น ้ำกลัน่       1000 มิลลิลิตร 

 วธีิกำรเตรียม     

  ชัง่ EC broth จ ำนวน 37 กรัมต่อน ้ ำกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เขำ้กนัดี ปรับค่ำ 
pH 6.9 + 0.2 จำกนั้นบรรจุลงหลอดทดลอง ปริมำตร 10 หรือ 17 มิลลิลิตร ท่ีใส่หลอดดกัแก๊สไว้
ด้ำนใน น ำไปฆ่ำเช้ือโดยใช้ท่ีเคร่ืองน่ึงฆ่ำเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลำ 15 นำที และเก็บท่ี
อุณหภูมิหอ้ง      
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 ก.1.3 Eosin Methylene Blue Agar (EMB)   

 ส่วนผสม    

   Eosin Methylene Blue Agar (EMB) ยีห่อ้ Oxoid    37.5 กรัม 

   น ้ำกลัน่       1000 มิลลิลิตร 

 วธีิกำรเตรียม     

  ชัง่ Eosin Methylene Blue Agar จ ำนวน 37.5 กรัมต่อน ้ำกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ผสม
ให้เขำ้กนัดี ปรับค่ำ pH 6.8 + 0.2 จำกนั้นน ำไปฆ่ำเช้ือโดยใช้ท่ีเคร่ืองน่ึงฆ่ำเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121 °C 
เป็นเวลำ 15 นำที เทลงจำนเพำะเช้ือท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือแลว้ประมำณ 15-20 มิลลิลิตร จดัเก็บในตูเ้ยน็ท่ี
อุณหภูมิ 2- 8 oC   

 ก.1.4 Lactose broth    

 ส่วนผสม    

   Lactose broth ยีห่อ้ Oxoid          13 กรัม 

   น ้ำกลัน่       1000 มิลลิลิตร 

 วธีิกำรเตรียม     

  ชัง่ Lactose broth จ ำนวน 13 กรัมต่อน ้ำกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขำ้กนัดี ปรับ
ค่ำ pH 6.9 + 0.2 จำกนั้นบรรจุลงหลอดทดลอง ปริมำตร 10 มิลลิลิตร ท่ีใส่หลอดดกัแก๊ส ไวด้ำ้นใน 
น ำไปฆ่ำเช้ือโดยใชท่ี้เคร่ืองน่ึงฆ่ำเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลำ 15 นำที และเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง  
  

 ก.1.5 Peptone ความเข้มข้นร้อยละ 0.1    

 ส่วนผสม    

   Peptone ยีห่อ้ Oxoid                 1 กรัม 

   น ้ำกลัน่       1000 มิลลิลิตร 
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 วธีิกำรเตรียม     

  ชัง่ Peptone จ  ำนวน 1 กรัมต่อน ้ ำกลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เขำ้กนัดี ปรับค่ำ pH 
7.0 + 0.2 ถ่ำยใส่ภำชนะท่ีเหมำะสม จำกนั้น น ำไปฆ่ำเช้ือโดยใช้ท่ีเคร่ืองน่ึงฆ่ำเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ        
121 °C เป็นเวลำ 15 นำที และเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง     

 

ก.2 สารเคมีทีใ่ช้ในการทดลองและวธีิการเตรียม 

 ก.2.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มัล (N) 

 ส่วนผสม    

   โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ยีห่อ้ Merck               4 กรัม 

   น ้ำกลัน่                100 มิลลิลิตร 

 วธีิกำรเตรียม 

  ชัง่สำรโซเดียมไฮดรอกไซด์จ  ำนวน 4 กรัม จำกนั้นน ำไปละลำยในน ้ ำกลัน่ท่ีผ่ำน
กำรฆ่ำเช้ือ ถ่ำยสำรละลำยใส่ขวดสีชำ และเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง   

 ก.2.2 กรดไฮโดรคลอลคิความเข้มข้น 1 นอร์มัล (N)  

  ส่วนผสม    

   กรดไฮโดรคลอลิค (HCl) ยีห่อ้ Merck               89 มิลลิลิตร 

   น ้ำกลัน่                  911 มิลลิลิตร 

 วธีิกำรเตรียม 

  น ำไฮโดรเจนคลอไรด์ปริมำณ 89 มิลลิลิตร ค่อยๆ เทลงในน ้ ำกลัน่ปริมำณ 911
มิลลิลิตรท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือ ผสมใหเ้ขำ้กนัดี ถ่ำยสำรละลำยใส่ขวดสีชำ และเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง   
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ภาคผนวก ข 

การตรวจสอบสายพนัธ์เช้ือ E.coli แบบ phylogenetic group 

 
ข.1 การทดสอบไพร์เมอร์ phylogenetic group 

ตารางที ่ข.1 รายละเอียดนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ของไพร์เมอร์ (primer)  

ยนี ไพร์เมอร์ ล าดบั (5 ไป 3) ขนาดของ
ผลผลิต 
พีซีอาร์  

(base pair) 
chuA chuA-F 

chuA-R 
CGGGGGACCATAGCCTGGGATTAG 
AACCGCTCAGAGACTGGGCTGAAT 

198* 

yjaA yjaA-F 
yjaA-R 

CTGCAACTCCACCCACGTTCAACC 
CTCAACCTGTGACAAACCGCCCTC 

108* 

TSPE4.C2 TSPE4.C2-F 
TSPE4.C2-R 

GGCATTGAACGCAGGCATCCTGAA 
ATTGCACTCCTTGCCCTGTCATGC 

151* 

E. coli 16S 
rRNA 

E. coli 16S -F 
E. coli 16S -R 

CATGCCGCGTGTATGAAGAA 
CGGGTAACGTCAATGAGCAAA 

96**  

ท่ีมา: *Clermont และคณะ (2000)  
         ** Smati และคณะ (2013)  

          
 ท าการทดสอบไพร์เมอร์จ านวน 4 คู่ ไดแ้ก่ chuA, yjaA, TSPE4.C2 และ E. coli 16S rRNA 
กบัตวัอยา่งดีเอน็เอ (deoxyribonucleic Acid, DNA) ของเช้ืออา้งอิงมาตรฐานจ านวน 3 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ 
เช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ ATCC11303 เช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ ATCC10536 และเช้ือ E. coli (O157:H7) 
สายพนัธ์ุ ATCC43888 และตวัอย่างเช้ือ E. coli จากพื้นผิวส่ิงแวดลอ้ม จ านวน 26 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ 
เช้ือ E. coli จากรถเข็น จ านวน 8 ตวัอยา่ง และ เช้ือ E. coli จากพื้นห้องผสมน ้ าแป้งเหลว จ านวน 18 
ตัวอย่าง เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain 
Reaction: PCR) พบว่าได้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดดงัตารางท่ี ข.2  จากนั้นท าการตรวจวิเคราะห์
ผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) โดยใช้วิธีแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส (capillary electrophoresis) 
 จากการทดลองพบวา่ ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดส้อดคลอ้งกบัท่ีออกแบบในตาราง ข.1 
ได้แก่ 198, 151, 108 และ 96 base pair จากผลผลิตพีซีอาร์ของยีน chuA, yjaA, TSPE4.C2 และ E. 
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coli 16S rRNA ตามล าดับ โดยพบไพร์เมอร์ E. coli 16S rRNA มีผลผลิตพีซีอาร์เกิดข้ึนในทุก
ตวัอยา่ง ในขณะท่ีไพร์เมอร์ของยีน chuA มีผลผลิตพีซีอาร์เกิดข้ึนทั้งหมด 1 ตวัอยา่งจากเช้ือ E. coli 
สายพนัธ์ุ ATCC43888 ในส่วนไพร์เมอร์ของยีน yjaA มีผลผลิตพีซีอาร์เกิดข้ึนทั้งหมด 26 ตวัอย่าง
จากเช้ือ E. coli บนพื้นผิวรถเข็น จ านวน 8 ตวัอยา่ง และจากเช้ือ E. coli บริเวณพื้นห้องผสมน ้ าแป้ง
เหลวจ านวน 18 ตวัอย่าง และไพร์เมอร์ของช้ินส่วนสารพนัธุกรรม TSPE4.C2 มีผลผลิตพีซีอาร์
เกิดข้ึนทั้งหมด 1 ตวัอยา่งจากเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ ATCC10536 

 
ตารางที ่ข.2 สารท่ีใชแ้ละสภาวะท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) 

สารท่ีใช ้ ความเขม้ขน้ สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) 
PCR buffer  1X อุณหภูมิ 94oC ระยะเวลา 15 นาที 
MgCl2 1.6 mM อุณหภูมิ 94oC ระยะเวลา 30 วนิาที 
dNTP 0.2 mM อุณหภูมิ 56oC ระยะเวลา 30 วนิาที (30 รอบ) 
Primer-F 0.2 µM อุณหภูมิ 72oC ระยะเวลา 45 วนิาที (30 รอบ) 
Primer-R 0.2 µM อุณหภูมิ 72 oC ระยะเวลา 2 นาที 
Taq DNA polymerase 1 U  
DNA template 50 ng/ul  
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ภาคผนวก ค 

การตรวจวเิคราะห์เช้ือจุลนิทรีย์ทั้งหมดและเช้ือ coliform บนพืน้ผวิรถเขน็ 

 

ค.1 การตรวจวเิคราะห์เช้ือจุลนิทรีย์ทั้งหมดบนพืน้ผวิรถเข็น 

1) น ำไมพ้นัส ำลีท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือแลว้ไปชุบสำรละลำย peptone broth ควำมเขม้ขน้ร้อย

ละ 0.1 จำกนั้น น ำไมพ้นัส ำลีไปสวอปพื้นผิวรถเข็น โดยให้มีพื้นท่ีสวอปไม่น้อยกว่ำ 100 ตำรำง

เซนติเมตร  

2) ใส่ไม้พนัส ำลีท่ีสวอปพื้นผิวรถเข็นแล้วลงในหลอดอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีบรรจุ BPB 

diluent ท่ีมีปริมำตร 10 มิลลิลิตร จ ำนวน 1 หลอด น ำไมพ้นัส ำลีและ BPB diluent ไปผสมให้เขำ้กนั

โดยเคร่ืองผสมสำรละลำย (vortex mixer) เป็นระยะเวลำ 30 วินำที (สำมำรถท ำเจือจำงตวัอยำ่งตำม

ควำมเหมำะสม) จำกนั้น น ำไปวเิครำะห์หำเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดโดยใชแ้ผน่ทดสอบ 3M PetrifilmTM 

Aerobic Count Plates (AOAC Official 990.12, 1990) 

3) วำงแผน่ 3M PetrifilmTM Aerobic Count Plates บนพื้นรำบ จำกนั้นใชปิ้เปตถ่ำยตวัอยำ่ง

จ ำนวน 1 มิลลิตร ลงตรงกลำงแผ่นฟิล์มแผ่นล่ำง โดยให้ปิเปตตั้งฉำกกบัแผ่นฟิล์ม จำกนั้น ค่อยๆ 

ปล่อยแผ่นฟิล์มแผ่นบนลงมำ (อย่ำให้เกิดฟองอำกำศ) รอ 1-2 นำทีเพื่อให้เน้ือเจลแข็งตวัก่อน

เคล่ือนยำ้ยแผน่ฟิลม์ 

4) น ำไปบ่มในตูบ้่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35 + 1oC เป็นเวลำ 48 + 3 ชัว่โมง โดยใหด้ำ้นท่ีเป็นเน้ือ

เจลอยูด่ำ้นล่ำง โดยสำมำรถซอ้นแผน่ไดไ้ม่เกิน 20 แผน่  

5) หลงัจำกกำรบ่มตำมระยะเวลำท่ีก ำหนด ท ำกำรนบัจ ำนวนโคโลนี โดยนบัโคโลนีท่ีมี

ลักษณะเป็นสีแดงทั้งหมด ทั้งขนำดเล็กและใหญ่ ช่วงกำรนับโคโลนีท่ีเหมำะสม คือ 30 – 300 

โคโลนี (คู่มือกำรแปลผล 3M PetrifilmTM Aerobic Count Plates, 2007) 

 

ค.2 การตรวจวเิคราะห์เช้ือ coliform บนพืน้ผวิรถเข็น 

1) น ำไมพ้นัส ำลีท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือแลว้ไปชุบสำรละลำย peptone broth ควำมเขม้ขน้ร้อย

ละ 0.1 จำกนั้น น ำไมพ้นัส ำลีไปสวอปพื้นผิวรถเข็น โดยให้มีพื้นท่ีสวอปไม่น้อยกว่ำ 100 ตำรำง

เซนติเมตร  
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2) ใส่ไม้พนัส ำลีท่ีสวอปพื้นผิวรถเข็นแล้วลงในหลอดอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีบรรจุ BPB 

diluent ท่ีมีปริมำตร 10 มิลลิลิตร จ ำนวน 1 หลอด น ำไมพ้นัส ำลีและ BPB diluent ไปผสมให้เขำ้กนั

โดยเคร่ืองผสมสำรละลำย (vortex mixer) เป็นระยะเวลำ 30 วินำที (สำมำรถท ำเจือจำงตวัอยำ่งตำม

ควำมเหมำะสม) จำกนั้น น ำไปวิเครำะห์หำเช้ือ coliform โดยใช้แผ่นทดสอบ 3M PetrifilmTM E. 

coli/coliform count plates (AOAC Official 991.14, 1991) 

3) วำงแผน่ทดสอบ 3M PetrifilmTM E. coli/coliform count plates (บนพื้นรำบ จำกนั้นใช้ 

ปิเปตถ่ำยตวัอยำ่งจ ำนวน 1 มิลลิตรลงตรงกลำงแผน่ฟิลม์แผน่ล่ำง โดยให้ปิเปตตั้งฉำกกบัแผน่ฟิลม์ 

จำกนั้น ค่อยๆ ปล่อยแผน่ฟิลม์แผน่บนลงมำ (อยำ่ใหเ้กิดฟองอำกำศ) รอ 1-2 นำทีเพื่อใหเ้น้ือเจลแข็ง

ตวัก่อนเคล่ือนยำ้ยแผน่ฟิลม์ 

4) น ำไปบ่มในตูบ้่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35 + 1oC เป็นเวลำ 24 + 2 ชัว่โมง โดยใหด้ำ้นท่ีเป็นเน้ือ

เจลอยูด่ำ้นล่ำง โดยสำมำรถซอ้นแผน่ไดไ้ม่เกิน 20 แผน่  

5) หลงัจำกกำรบ่มตำมระยะเวลำท่ีก ำหนด ท ำกำรนบัจ ำนวนโคโลนี โดยนบัโคโลนีท่ีมี

ลกัษณะเป็นสีแดงและสีน ้ ำเงินท่ีมีฟองแก๊สทั้งหมด ทั้งขนำดเล็กและใหญ่ ช่วงกำรนับโคโลนีท่ี

เหมำะสม คือ 15 – 150โคโลนี (คู่มือกำรแปลผล 3M PetrifilmTM E. coli/coliform count plates, 

2009) 
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