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วัตถุประสงคในการวิจัยที่สําคัญมี 2 ประการ คือ เพื่อประเมินประสิทธิภาพของขั้นตอนการแชเยือก

แข็งในการลดปริมาณจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli ในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็ง  และเพื่อเปรียบเทียบวิธี
มาตรฐาน (Plate Count Agar, PCA) กับวิธีรวดเร็ว ไดแก SimPlate™ Total Plate Count- Color Indicator 
(STPC-CI)  และ Petrifilm™ Aerobic Count Plate (PAC) เพื่อแจงนับปริมาณจุลินทรียรวม รวมทั้ง
เปรียบเทียบวิธีมาตรฐาน(Most Probable Number, MPN) กับวิธีรวดเร็ว ไดแก SimPlate™ Total Coliform & 
E. coli (SCEc), Petrifilm™ E. coli/ Coliform Count Plate (PEC), Chromocult™ Coliform Agar (CCA) 
ในการแจงนับ Coliforms & E. coli  ในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็งเพื่อนําผลไปประเมินและประยุกตใชวิธีรวดเร็วใน
การตรวจหาปริมาณจุลินทรียในระดับอุตสาหกรรม 

 การแจงนับจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli ในไก กุง ซูริมิกอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็งจํานวน 300 ตัวอยาง พบวาขั้นตอนการแชเยือกแข็งมีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ   จุลินทรียปนเปอน ใน
การเปรียบเทียบคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธระหวางวิธีมาตรฐานและวิธีรวดเร็วโดยวิเคราะหดวยสมการถดถอย
เชิงเสน พบวาวิธีดังกลาวมีปฏิสัมพันธกันในระดับสูง  คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธระหวางวิธีมาตรฐานและวิธี
รวดเร็วในการแจงนับจุลินทรียรวมมีคา  0.95-0.96, slopes มีคา 0.98-1.04 และตัดแกน Y ที่จุด 0.04-0.27  
และคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธในการแจงนับ  Coliforms & E. coli มีคา  0.79-0.89, slopes มีคา 0.80-0.91 
และตัดแกน Y ที่จุด 0.65-1.30  นอกจากนี้การแจงนับ Coliforms พบผลบวกเท็จ 3.56%, 7.56%, 4.76% และ 
6.40%   สวนการแจงนับ E. coli พบผลบวกเท็จ9.95%, 13.68%, 3.98% และ 25.56% ในวิธี MPN, SCEc, 
PEC และ CCA ตามลําดับ 

ดังนั้น วิธีรวดเร็วเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่เหมาะสมในการตรวจหาปริมาณจุลินทรียรวมและ Coliforms 
& E. coli  และสามารถทดแทนวิธีมาตรฐานในการแจงนับจุลินทรียในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็งได 
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Two main purposes of this study are firstly to assess the efficiency of the freezing procedure 
whether it can decrease total bacteria and total Coliforms & E. coli in frozen chicken, shrimp and 
surimi. Secondly to compare the conventional pour-plate to rapid methods including SimPlate™ 
Total Plate Count- Color Indicator (STPC-CI) and Petrifilm™ Aerobic Count Plate (PAC) for 
enumerating total bacteria especially aerobic bacteria and to compare the three-tube MPN to rapid 
methods including SimPlate™ Total Coliform & E. coli (SCEc), Petrifilm™ E. coli/ Coliform Count 
Plate (PEC) and Chromocult™ Coliform Agar (CCA)  for enumerating total Coliforms & E. coli in 
frozen chicken, shrimp and surimi in order to evaluate the applicability of rapid methods. 

Enumeration of total bacteria and total Coliforms & E. coli from 300 naturally contaminated 
samples before and after frozen procedures revealed that the freezing procedure was capable to 
reduce contaminated microorganisms. In comparison of the correlation coefficient (r) between 
conventional and rapid methods by a linear regression analysis, the data showed high correlation 
among all methods. The correlation coefficients of total count between conventional and rapid 
techniques were 0.95-0.96, slopes= 0.98-1.04 and Y-intercepts= 0.04-0.27. Whereas, for total 
Coliforms the correlation coefficients were 0.79-0.89, slope= 0.80-0.91 and Y-intercepts= 0.65-1.30. 
Moreover,  the false positives for Coliforms were 3.56%, 7.56%, 4.76% and 6.40% and for E. coli 
were 9.95%, 13.68%, 3.98% and 25.56% in MPN, SCEc, PEC and CCA, respectively. 

These results suggested that the rapid methods are a suitable alternative for quantitation of 
total bacteria and Coliforms & E. coli and could replace the standard methods in the enumeration of 
microorganisms contaminated in frozen chicken, shrimp and surimi.  
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บทที่  1 
บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
อาหารอาจเปนตัวพาของโรคไปสูผูบริโภคได  โดยมีสาเหตุมาจากการปนเปอนจุลินทรียใน

อาหารซึ่งสามารถแบงไดเปน 2 ประเภท คือ การติดเชือ้ที่ปะปนในอาหาร (Food infection) ดวย
ปริมาณที่สงูพอ (105-106 CFU/ กรัม  หรือมิลลิลิตรของอาหาร)       จุลนิทรียดงักลาวจะเพิ่ม
จํานวนในบริเวณลําไสและใหสารพษิ (Toxin)  ชนิดใดชนิดหนึ่ง    กลาวคือ  Gram positive 
bacteria  จะให  Exotoxin     ในขณะที่ Gram negative bacteria  จะให  Endotoxin   เมื่อจุลิน 
ทรียเจริญเพิม่มากขึ้นจะบุกรุกเยื่อบุลําไส   ทําลายเซลลบริเวณผิวหนา  และนาํไปสูการติดเชื้อที่
ลุกลามสูระบบเลือดได   ประเภทที่สองไดแก  การไดรับสารพิษที่ปะปนในอาหาร  (Food 
intoxication) ซึ่งหมายถึง  ภาวะที่ผูบริโภคไดรับสารพิษที่สรางโดยจุลินทรียทีป่ะปนในอาหาร    
สารพิษดังกลาวกอใหเกิดพยาธิสภาพโดยตรงตอลําไส     (Enterotoxin)  และสารพิษบางชนดิ
สงผลทางออมตอระบบประสาท   มีผลใหผูบริโภคเสียชีวิตแบบเฉียบพลันได (Cliver, 1990) 
 จุลินทรียที่ปะปนในอาหารสามารถเจริญเพิ่มปริมาณและเปนจุดอนัตรายใน HACCP              
(Hazard Analysis and Critical Control Point)  ที่ตองควบคุมอยางเขมงวด   โดยเริ่มตนจากการ
คัดเลือกวัตถุดบิมาเตรียมอาหาร  ขั้นตอนการเตรียมและในอาหารทีเ่ตรียมพรอมบริโภค   ทัง้นี้
เพื่อใหอาหารปราศจากสิง่ปนเปอน   มีสภาพปลอดภัยตอผูบริโภคและใหผลดีตอสุขภาพ   ดงัคํา
กลาวที่วา  “ สุขภาพดีเร่ิมทีอ่าหารปลอดภัย “  (Safe Food Good Health)    (กรมวิทยาศาสตร 
การแพทย, 2544)   ซึ่งเปนสวนหนึ่งในนโยบายเรงดวนของกระทรวงสาธารณสุขไทย   ในการ
ดําเนนิการเพือ่สงเสริมสุขภาพอนามยัของประชาชน   ในโครงการนี้มีการแจงใหกลุมรานอาหาร
เขารวมโครงการเพื่อขอการรบัรอง  Safe Food Good Health โดยมีจุดมุงหมายใหประชาชน
บริโภคอาหารที่ปลอดภัย  และลดความเจ็บปวยเนื่องจากอาหารที่บริโภคเปนประจําทกุวัน    
ปจจุบันทางกระทรวงสาธารณสุขไดประกาศเกณฑคุณภาพทางจุลชวีวทิยาทางอาหาร  ภาชนะ  
และผูสัมผัสอาหาร    โดยขอกําหนดคามาตรฐานความปลอดภัยทางจุลชีววิทยาที่ปนเปอนใน
อาหารตามประเภทอาหาร   ยกตัวอยางเชน  อาหารดิบตองมีคา Most Probable Number 
(MPN) ของ  Escherichia coli  ตอกรัมอาหาร <50   อาหารทะเลที่บริโภคดิบ  เชน กุง  ตองมีคาจุ
ลินทรียรวมตอกรัมอาหาร <1x106     MPN  ของ Fecal coliforms  ตอกรัมอาหาร <20      อาหาร
ปรุงสุกแชเยือกแข็งตองอุนกอนบริโภค เชน ผลิตภัณฑจากซูริม ิ   ตองมีคาจุลนิทรียรวมตอกรมั
อาหาร <1x105       MPN ของ Fecal coliforms  ตอกรัมอาหาร <500  และ  MPN  ของ  
Escherichia coli   ตอกรัมอาหาร <3 เปนตน 
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 ขอกําหนดทางจุลชีววิทยาของผลิตภัณฑอาหารใชวัดผลที่ไดจากการตรวจตัวอยางจาก
โรงงานอุตสาหกรรมที่เขารวมระบบ Good Manufacturing Practices (GMP)    ทุกโรงงาน
อุตสาหกรรมจะมีเกณฑทางจุลชีววทิยาที่เรียกวา ขอจํากัด (Limit) หรือ ชวงอางองิ (Reference 
ranges)  มาตรฐานทางจุลชีววทิยาเปนรายละเอยีดที่ถกูบังคับใชในแตละประเทศ   ประกอบดวย
ขอจํากัดทางจลิุนทรียกอโรค  สารพิษ  หรือส่ิงที่จุลนิทรยีผลิต    แตในการคาระหวางประทศยังมี
ขอถกเถียงเกีย่วกับมาตรฐานทางจุลชวีวทิยาที่ใชตางกัน   ดงันัน้จงึมกีารใชขอกําหนด (Criterion) 
และคาอางองิ (Reference values) เปนเกณฑและมาตรฐานของผลิตภัณฑ  (Mossel and 
Netten, 1991)      ในทศวรรษหนาการตกลงขององคกรการคาโลก ( WTO) จะอางถึงปจจยัในการ
พัฒนาการวัดภาวะสุขาภิบาลแบบใหมสําหรับตลาดการคาอาหารนานาชาติ    โดยเพิ่มขอมูลดาน
ความเสีย่งที่เกิดจากจุลนิทรียซึ่งเกีย่วของกับอาหารชนดิตางๆ และสุขอนามัยทางอาหาร   ใน
ระบบ GMP จึงจําเปนตองวิเคราะหและตรวจหาจุลินทรียกอโรคที่ปนเปอนในอาหาร    ซึ่งขณะนี้
ทั่วโลกใหการยอมรับวาเปนสาเหตุสาํคัญในการเกิดโรคในมนษุย     โดยแหลงที่มาของจุลินทรีย
กอโรคพบไดทัง้ในวัตถุดิบและอาหารสําเร็จรูป    ดงันัน้อันตรายที่เกิดจากจุลนิทรียควรมีการ
กําหนดระดับที่ยอมรับได   การตระหนกัถึงกฎขอบังคับที่เพิ่มข้ึนเปนปจจัยหลักที่ใชประกอบการ
รับรองระบบ  Hazard Analysis and Critical Control Point (HACCP) และการยอมรับจาก
คณะกรรมาธกิารมาตรฐานอาหารระหวางประเทศ (Codex Alimentarius Commission : CAC)   
(Hathaway and Cook, 1997) 
 Hazard Analysis and Critical Control Point (HACCP)   เปนระบบการจัดการความ
ปลอดภัยของอาหาร   โดยวิเคราะหและควบคุมอันตรายสาเหตุจากทางกายภาพ  ชีวภาพ และ
เคมีที่ปนเปอนในวัตถุดิบ  กระบวนการผลิต  และผลิตภัณฑอาหารที่เตรียมจากกระบวนการ   ใน
การบริโภคผลิตภัณฑอาหารดังกลาวใหปลอดภัย   จึงตองพิจารณาตรวจอันตรายโดยเริ่มจากการ
ตรวจสอบวัตถุดิบ  ขั้นตอนในการผลิต   และผลิตภัณฑใหถูกตองตามเกณฑ    โดยเริ่มจาก
อันตรายทางชีวภาพที่ตรวจพบบอยในผลิตภัณฑแชเยือกแข็ง  ไดแก เชื้อกอโรคในทางเดินอาหาร 
เชน Salmonella spp. และ  Escherichia coli      โดยในระบบ  HACCP เชื้อดังกลาวจัดเปน
อันตราย (Hazards)  และเปนจุดวิกฤตที่ตองควบคุม (Critical Control Point: CCP) ในขั้นตอน
การแชเยือกแข็ง      กระบวนการติดตามเชื้อกอโรคที่เปนดัชนีแสดงภาวะอันตรายนั้นตองการ
ทราบผลการตรวจวิเคราะหอยางรวดเร็ว   เนื่องจากวัตถุดิบดังกลาวตองนําไปเตรียมในขั้นตอน
ของสายการผลิตและเวลาในแตละขั้นตอนการผลิตที่จํากัด    วิธีการวิเคราะหหาจุลินทรียที่ใชจึง
ตองรวดเร็วและแมนยํา    โดยทั่วไปขอกําหนดทางจุลชีววิทยามีบทบาทในการยืนยันความถูกตอง
โดยรวมของระบบ  HACCP (NACMCF, 1998)       ดังนั้นในอุตสาหกรรมอาหารจึงตองการวิธีที่
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สามารถตรวจสอบไดผลรวดเร็วและเชื่อถือไดในการตรวจหาปริมาณจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหาร   
เพื่อบงชี้คุณภาพ, อายุการเก็บรักษาหรือการปนเปอนจากเชื้อกอโรค 
 วิธีมาตรฐาน (Conventional method)  ถูกใชอยางกวางขวาง   แตส้ินเปลืองอาหารเลี้ยง
เชื้อ  เวลา  และเงินจํานวนมาก    เพื่อแกปญหาดังกลาวจึงมีการพัฒนาวิธีและเทคนิคใหมๆ ขึ้น   
โดยใชขอกําหนดดานจุลชีววิทยาเชนเดียวกับวิธีมาตรฐาน   ซึ่งประกอบดวย 1) จุลินทรียปนเปอน
และตัวบงชี้ (Indicator and spoilage organisms) 2) จุลินทรียกอโรค (Pathogenic 
microorganisms) 3) ราและสารพิษที่ราผลิต (Molds and mycotoxins)    ประสิทธิภาพและ
ความถูกตองของวิธีรวดเร็วอาจเทากับหรือดีกวาวิธีมาตรฐาน    แตขอไดเปรียบของวิธีรวดเร็ว  คือ  
ใชเวลานอยในการรายงานผล    อยางไรก็ตามอุปสรรคสําคัญตอการยอมรับวิธีรวดเร็ว  คือ  การ
ขาดเกณฑมาตรฐานในการตรวจสอบความถูกตอง (Validation)  และการรับรองวิธีเหลานั้น    ซึ่ง
วิธีที่ถูกคิดคนขึ้นใหมตองถูกประเมินและเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานกอนการเผยแพรเพื่อนําไปใช
จริง (van der Zee and in’t Veld, 1997)    ดังนั้นภาคอุตสาหกรรม  สถานศึกษา  และรัฐบาล
จําเปนตองรวมมือกันเพื่อพัฒนาวิธีที่เหมาะสมซึ่งตั้งอยูบนพื้นฐานความถูกตองทางวิทยาศาสตร    
การใหผลการตรวจสอบที่ไดผลรวดเร็วและแมนยําทําใหทางภาคอุตสาหกรรมสามารถนําผลที่ได
ไปเนนใชในการปองกันและปรับปรุงกระบวนการผลิต      สงผลใหผูบริโภคไดรับประโยชนมากขึ้น              
(Swanson and Anderson, 2000) 

วัตถุประสงคของการวิจยั 

 1. เพื่อตรวจหาจุลินทรยีที่เปนดัชนทีางสขุาภิบาล 2 ประเภท ไดแกการแจงนับจลุินทรีย
รวม และ Total Coliforms & Escherichia coli ในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็ง 

 2.  เพื่อเปรียบเทียบผลของวธิีมาตรฐานและวิธีรวดเร็วในการตรวจหาและแจงนับจุลนิทรีย
รวมและ Coliforms & Escherichia coli 

 3. เพื่อประเมินผลกระทบของขั้นตอนการแชเยือกแข็งตอความไวและความแมนยําจาก
การตรวจดวยวิธีรวดเร็ว 

 4.  เพื่อนําผลที่ไดมาเปนแหลงอางองิและประเมินการใชวิธีรวดเร็วในโรงงานอุตสาหกรรม
อาหาร 

 

 



 4

ขอบเขตของการวิจัย 

1. ซูริมิกอนและหลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง จํานวนอยางละ 50 ตวัอยาง 

2. ไกสดกอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยอืกแข็ง จํานวนอยางละ 50 ตัวอยาง 

3. กุงสดกอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยอืกแข็ง จํานวนอยางละ 50 ตัวอยาง 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 ปจจุบันประเทศไทยสงสินคาออกประเภทอาหารแชเยือกแข็งติดอันดับ 1 ใน 10 ของโลก  
และมีมูลคานับแสนลานบาทในป พ.ศ. 2545 (กรมเศรษฐกิจการพาณิชย, 2546)   ผูประกอบการ
ของไทยจึงตองปรับปรุงคุณภาพของสินคาใหใหมสด  ปราศจากสิ่งปนเปอน  ใหอยูในเกณฑ
ยอมรับตามสากลเพื่อใหแขงขันในตลาดการคาโลกได   การตรวจวิเคราะหทางจุลชีววิทยาเพื่อหา
ปริมาณจุลินทรียใหอยูในเกณฑกําหนดของแตละกลุมประเทคูคาจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง   ทั้งนี้
การตรวจสอบความถูกตอง  แมนยํา ราคาตนทุนต่ํา  และใหการรายงานผลรวดเร็วทันกําหนดตอ
การสงสินคา   ปจจุบันวิธีที่ใชในการตรวจหาจุลินทรีย ไดแก วิธีมาตรฐาน  เปนวิธีที่ใชเวลานาน 7-
10 วัน จึงทราบผล  ตองเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อหลายชนิด  ใชอุปกรณเครื่องแกวและเนื้อที่ในตูบม
เชื้อคอนขางมากและยังตองตรวจสอบยืนยันการทดสอบทางชีวเคมีที่ตองอานผลโดยผูเชี่ยวชาญ  
ตองการแรงงาน  และเวลาในทุกขั้นตอนของการเตรียมตัวอยาง  จนกระทั่งทําความสะอาดเครื่อง
แกวและเนื้อที่บริเวณปฏิบัติการ  สงผลใหมีขอจํากัดของจํานวนตัวอยางที่จะนํามาตรวจตอวัน  
การรายงานผลจึงลาชา  ทําใหการจัดสงสินคาไมทันตามเวลาที่กําหนด  บริษัทผูสงออกถูกปรับคา
สินไหมและอาจเสียประเทศคูคาไปในที่สุด 

 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสามารถนําไปใชเปนแหลงอางอิงและประเมินความเปนไปไดในการใช
วิธีรวดเร็วแทนการใชมาตรฐานในโรงงานอุตสาหกรรมที่มีอยูเปนจํานวนมากในประเทศไทย   ใน
การตรวจวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli  ในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็ง  
เพื่อใหผลการตรวจวิเคราะหรวดเร็ว  เชื่อถือได  ทําใหสามารถแขงขันในตลาดการคาระดับ
นานาชาติ 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

 1.   ตรวจหาและแจงนับจุลินทรียรวมและ Total Coliforms & E. coli ในซูริมิกอนและหลัง
ผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งดวยวิธีมาตรฐานและวิธีรวดเร็ว 

 2.   ตรวจหาและแจงนับจลุินทรียรวมและ Total Coliforms & E. coli ในไกสดกอนและ
หลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งดวยวิธีมาตรฐานและวธิีรวดเร็ว 

 3.   ตรวจหาและแจงนับจลุินทรียรวมและ Total Coliforms & E. coli ในกุงสดกอนและ
หลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งดวยวิธีมาตรฐานและวธิรีวดเร็ว 

 4.   ยืนยนัชนดิ   Coliforms & E. coli   ทีแ่ยกไดดวยวิธทีางชีวเคม ี

 5. รวบรวมขอมูลและวิเคราะหทางสถิต ิ   เพื่อหาความสัมพนัธเชงิเสนของสองตัวแปร  
โดยใช  Standard Linear Regression method   วิเคราะหคา  Correlation coefficients, Slopes 
และ  Y-intercepts 

 
 



บทที่  2 
การตรวจเอกสาร 

 อาหารประเภทเนื้อเปนอาหารที่เนาเสยีไดงาย   ถาไมผานกระบวนการผลิต, การบรรจุ
ภัณฑ, การเกบ็รักษาและการขนสงที่ถูกตอง      รวมถึงสาเหตทุี่เกิดจากการปนเปอนของจุลินทรยี 
(Jackson et al, 1997)     ยิ่งการปนเปอนดวยเชื้อกอโรคแมจะมีในปริมาณนอยก็สามารถเปน
สาเหตุสาํคัญในการเกิดโรคทางเดินอาหารได (Buchanan and Whiting, 1989)     แตจุลินทรียที่
ปนเปอนนัน้   สามารถถูกทําใหลดปริมาณลงไดดวยกระบวนการตางๆ  (Miller et al, 1998) 

การเก็บรักษาอาหารที่อุณหภูมิตํ่า 

 Jay (1992) ไดแบงชวงอุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษาอาหารไว 3 ชวง ไดแก 

  1.  Chilling temperature  เปนอุณหภูมิที่ใชเก็บในตูเย็น คือ 5 – 7 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิแวดลอมประมาณ 10 – 15 องศาเซลเซียส ซึ่งเหมาะสําหรับการเก็บผักและผลไม 

2. Refrigerator temperature   เปนอุณหภูมริะหวาง 0 – 7 องศาเซลเซียส 

3. Freezer temperature   เปนอุณหภูมทิี่ต่ํากวา  -18  องศาเซลเซียส 

กระบวนการแชเย็นและแชเยือกแขง็อาหาร 

 อัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีสวนใหญจะขึ้นกับอุณหภูมิ  กลาวคือ  ถาอุณหภูมิต่ําลงอัตรา
การเกิดปฏิกิริยาเคมีจะลดลงดวย  เนื่องจากการปนเปอนในอาหารมกัจะเปนผลมาจากปฏิกิริยา
เคมีที่เกิดจากจุลินทรียปนเปอนและเอนไซมที่มีอยูในอาหาร      แตการยืดอายุของอาหารสามารถ
ทําไดโดยการเก็บอาหารนัน้ในอุณหภูมิต่ํา   การใชวิธแีชเย็นและแชเยือกแข็งในการเก็บอาหารก็
ถูกใชอยางกวางขวางหลังจากกระบวนการแชเย็นและการทําน้ําแข็งเริ่มในชวงป 1830  

การแชเย็น (Chilling) 

 การแชเยน็เปนการเก็บรักษาอาหาร ณ อุณหภูมทิีใ่กลกับจุดเยือกแข็งของอาหารนั้นๆ   
โดยสวนใหญจะอยูในชวง 0 - 5  องศาเซลเซียส  ตัวอยางไดแก  เนือ้และปลาสด   และผลิตภัณฑ
นม   การเก็บแบบแชเย็นมผีลเหนีย่วนําตอการเจริญของจุลินทรียกลุม Mesophiles  รวมไปถึงใน
กลุม  Psychrotrophs  
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จุลินทรียที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําได  เนื่องมาจากองคประกอบและโครงสรางของ
ผนังเซลลพลาสมา (Plasma membrane)   ขณะที่อุณหภูมิต่ําลงผนงัเซลลพลาสมาจะมีการ
เปลี่ยนแปลงเฟสจากขั้นผลกึของเหลว (Liquid crystalline state)   ไปสูขั้นเจลแข็ง (Rigid gel)   
ซึ่งการสงผานของเหลวจะถกูจํากัด   เนื่องจากจลุินทรียกลุม  Psychrotrophs  และ 
Psychrophiles มีระดับของกรดไขมันสายสั้นๆและไขมันไมอ่ิมตัวในระดับที่สูงในสวนประกอบของ
ไขมันในชั้นเยือ่เซลล    สวน  Mesophiles  จะไมสามารถเจริญที่อุณหภูมิแชเย็น  แตยังคงสภาพ
ชีวิตและไมตาย    การแชเยน็จะทําใหเกิดปรากฏการณที่เรียกวา “Cold shock”   ซึ่งเปนสาเหตุให
จุลินทรียตายและบาดเจ็บ    ผลของปรากฏการณดังกลาวขึ้นอยูกับหลายปจจยั   เชน   ชนิดของจุ
ลินทรีย        ( แบคทีเรียแกรมลบจะออนแอกวาแบคทีเรียแกรมบวก )   ระยะการเจริญ ( เซลลชวง
ล็อก ( Log phase) จะออนแอกวาชวงสเตชันนารี (Stationary phase) )  การเปลีย่นอุณหภูมิและ
อัตราการทาํความเย็น  และอาหารเลี้ยงเชื้อ (เซลลที่อยูในอาหารที่ซบัซอน (Complex medium) 
จะทนไดมากกวา)       เนื่องจากการแชเย็นไมใชขั้นตอนการฆาแบคทีเรีย   ดงันัน้การใชวัตถุดิบที่มี
คุณภาพดีและการขนสงที่ถกูหลักอนามยัจงึเปนสิง่จาํเปนสําหรับการผลิตอาหารแชเย็นที่ปลอดภัย   
แบคทีเรียกลุม Mesophiles ที่มีชีวิตในข้ันตอนการแชเยน็    แมวาจะอยูในระยะบาดเจ็บก็สามารถ
อยูในอาหารนัน้ไดเปนเวลานานและสามารถจะกลับมาเจริญไดถาอุณหภูมิเหมาะสม    ดังนั้นการ
แชเย็นเปนเพยีงการปองกนัการเพิม่ความเสี่ยงจากเชื้อกอโรคกลุม Mesophiles เทานั้น   แตมีเชื้อ
กอโรคบางกลุมสามารถเจรญิไดในบางอณุหภูมิของขั้นตอนการแชเยน็   ดังนั้นโรงงานผลิตอาหาร
จึงตองเอาใจใสทุกขั้นตอนของกระบวนการแชเย็น  (Adams and Moss, 2000) 

การแชเยือกแข็ง (Freezing) 

 การแชเยือกแข็งเปนเทคนิคที่ประสบความสําเร็จอยางมากในการถนอมอาหารใน
ระยะเวลายาว    เนื่องจากปริมาณของสารอาหารสวนใหญยังคงมีอยูและผลิตภัณฑคลายคลงึกับ
ของสด 

 อาหารแชเยือกแข็งแบงไดเปน 4 ประเภท ตามการเนาเสียไดงายเมื่อเก็บในภาวะที่ไมได 
แชเยือกแข็ง  (Ayres et al, 1980) 

1. อาหารดิบที่เนาเปอยได (Perishable raw foods)  ไดแก เนื้อแดงทั้งหมด, สัตวปก, 
ปลา และขนมปงดิบ, ผลไมและน้ําผลไม, ผักบางชนิด และไขที่มีรอยราว 

2. อาหารที่ปรุงสําเร็จที่เนาเปอยได (Perishable heated or cooked foods) ไดแก ผักที่
ลอกเปลือกออกทัง้หมด, เนื้อและพายผลไม, อาหารทะเล, มนัฝร่ังทอดและหอมทอด  
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3. อาหารที่เนาเปอยไดบางสวน (Semiperishable foods) คืออาหารที่มีอายุการเก็บส้ัน  
แตสามารถยดือายุไดหากเก็บในอุณหภมูิแชเย็น  เชน ขนมปง, เนยแข็งและเนยเหลว 

4. อาหารที่ไมเนาเปอย (Nonperishable food) ไดแก อาหารแหง เชน ถั่ว  แตเก็บแบบแช
เยือกแข็งเพื่อปองกนัการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชัน หรือการเปลี่ยนสีและการสูญเสียน้ํามนั 

การแชเยือกแข็งทําใหแบคทีเรียตายได  10-60 %   และถาเพิ่มเวลาการเก็บแบบแชเยือก
แข็งก็สามารถเพิ่มเปอรเซน็ตการตายไดมากขึ้น     แตมีแบคทีเรียบางพวกที่สามารถทนได  
เรียกวา “ Freeze – resistant bacteria “  ซึ่งสามารถทนตอการเกบ็แบบแชเยือกแข็งไดนานถงึ 10 
ป     เซลลแบคทีเรียจํานวนมากจะถูกทาํลายระหวางกระบวนการแชเยือกแข็ง  แตไมถึงกับทําให
ตาย   แตเมือ่นําอาหารนัน้มาทําใหอุนขึ้น (Thawing)  แบคทีเรียจะซอมแซมตัวเองในเวลา 1-6 
ชั่วโมง   โดยจะเริ่มสังเคราะหอารเอ็นเอ (RNA)  ที่ประมาณ 5 ชั่วโมง   ขณะที่แบคทีเรียกอโรคจะ
ไมมีการเจริญจนกระทั่งอุณหภูมิบริเวณโดยรอบจะเพิ่มจนถงึประมาณ 10 องศาเซลเซียส  

Ingram (1951)   ไดสรุปส่ิงที่เกิดขึ้นกับจลุินทรียระหวางขั้นตอนการแชเยือกแข็งไว  4  

ขอ คือ 

1. เกิดการตายอยางทนัที แตขึ้นอยูกับแตละสปชีส                           

2. อัตราสวนของเซลลที่รอดชีวิต (Survival ratio) ทันทหีลังขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง   จะ
เปนอิสระตออัตราการแชเยอืกแข็ง 

3. เซลลทีม่ีชีวติทันทีหลงัการแชเยือกแข็ง  จะคอยๆ ตายหลงัจากอยูในภาวะแชเยือกแข็ง
ตอไป 

4. เซลลจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่ออุณหภมูิต่ํากวาจุดเยอืกแข็งซึ่งอยูประมาณ -2 องศา
เซลเซียส    แตอัตราการลดลงของเซลลจะชาลงเมื่ออุณหภูมิต่ํากวา  -20 องศาเซลเซียส     

Jay (1992)  ไดแบงเหตุการณที่จะเกิดขึน้เมื่อเซลลอยูในภาวะแชเยือกแข็ง  ดังนี ้

  •   น้าํในภาวะแชเยือกแข็ง เรียกวา “ Free water “ ซึ่งจะเกิดเปนผลึกน้ําแขง็ (Ice 
crystal)  และขณะเดียวกนัเซลลก็จะสูญเสียน้ําภายในเซลล 

 •     การแชเยือกแข็งมีผลทําใหสารภายในเซลลมีความหนืดเพิ่มข้ึนและเกิดการสญูเสีย
กาซออกซิเจนและกาซคารบอนไดออกไซดภายในสวนไซโตพลาสสม 
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 •     การแชเยือกแข็งมีผลตอพีเอชของสารภายในเซลลเปลี่ยนแปลง   ความเขมขนของ
สารละลายทีน่าํไฟฟาไดภายในเซลล    เปลี่ยนแปลงของสารคอลลอยดในโปรโตพลาสและ  
การเสียสภาพของโปรตีนในเซลล 

•     การแชเยอืกแข็งมีผลชกันําใหเกิดการช็อกตออุณหภูมิในบางจุลินทรียและเปนสาเหตุ
ของการเปลี่ยนแปลงกลไกบางอยางในเซลล 

Geiges (1996)  รายงานวาชวงอุณหภูมิต่ําสุดที่แบคทีเรียในอาหารสามารถแบงตัวได คือ 
-5 ถึง -8 องศาเซลเซียส   โดยที่อุณหภูม ิ -5 องศาเซลเซียส   แบคทีเรียสามารถแบงตัวและเจริญ
ไดถึง 3 -5 หนวยล็อก (Log units) ตอกรัม    แตแบคทีเรียจะมีชวงระยะเลค (Lag phase) ที่ยาว
กวาปกติ   ซึ่งอาจเปนเพราะแบคทีเรียตองการเวลาที่จะปรับตัวเองเพื่อใหมีชวีิตอยูในภาวะนัน้ๆ 
ได   และในอาหารที่มีความหนืดสงูและมีโปรตีน, คารโบไฮเดรต และไขมันเปนสวนประกอบจะ
ชวยปองกันเซลลแบคทีเรียไดมากกวาอาหารทีม่ีเกลือและกรดสูง   

ปจจัยทีม่ีผลกระทบตอการแจงนับแบคทีเรียในอาหารที่ผานการแชเยือกแข็ง  ไดแก  

1. ความเร็วของการแชเยือกแข็ง 

กระบวนการแชเยือกแข็งที่ทาํอยางรวดเร็วจะสามารถรักษาคุณภาพของผลิตภัณฑ, 
เกิดผลึกน้าํแข็งที่เลก็, ยับยัง้เมตาบอลิสมและการปรับตัวของแบคทีเรีย  ทัง้ยงัทาํใหแบคทีเรียกลุม 
Mesophiles  ตายในทันที (Jay, 1992) 

2. อุณหภูมิที่ใชเก็บ 

การเก็บที่อุณหภูมิต่ําชวยลดปริมาณแบคทีเรียดีกวาการเก็บที่อุณหภมูิสูง (Russell, 
1995; Bailey, 2000) 

3.  เวลาในการเก็บ    

      มีผลตอลักษณะทางกายภาพของอาหาร และปริมาณจุลินทรียปนเปอน (Brenton et 
al, 2001; Kuo and Gunasekaran, 2003) 

4.  ลักษณะเฉพาะของอาหาร      

-   สวนประกอบ เชน ไขมัน, เกลือ, น้าํตาล, โปรตนี      เปนแหลงอาหารของ
แบคทีเรียและบางครั้งยังเปน “Cryoprotective agent” อีกดวย (Doyle, 1997) 

-    คา aw   อาหารที่มีคา aw สูงแสดงถงึมีความชืน้สงูซึ่งจะทําใหแบคทีเรียเจริญ
ไดดีกวาอาหารที่มีคา aw  ต่ํา (Jay, 1992) 
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-    คาพีเอช    อาหารที่มฤีทธิ์เปนกรด เชน น้ําผลไม  จะชวยลดปริมาณแบคทีเรีย
ปนเปอนได (Lang et al, 1999) 

-    สารอื่นๆ ที่ถูกเติมในอาหาร   เชน น้าํตาลกลูโคสและกรดแลคติก  ถูกใชใน
บางเมตาบอลสิมของแบคทีเรีย  (Lambropoulou et al, 1996) แตโซเดียมคลอไรดมีผลในการ
ยับยั้งการเจรญิ (Graham et al, 1996)  และมีผลตอปริมาณของสารที่แบคทีเรียผลิต เชน AHLs 
ที่ผลิตโดย  Enterobacteriaceae (Flodgaard et al, 2003) 

5.   จุลินทรียปนเปอน  (Adam and Moss, 2000) 

-    องคประกอบของจุลินทรีย    เชน  พวก Psychrophiles จะมปีริมาณกรด
ไขมันไมอ่ิมตัวสายสั้นๆในสวนประกอบไขมันของเยื่อเซลล (Cell membrane) เปนสวนใหญ  จึง
สามารถเจริญในอุณหภูมิต่ําไดดีกวาพวก Mesophiles 

- จํานวนจุลนิทรีย    ขึ้นกับวาจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนมีปริมาณเทาไร 

- ระยะการเจริญ  โดยเซลลในชวงล็อกจะออนแอกวาเซลลในชวงสเตชนันารี 

6. ชนิดของการบรรจุ  จะมีผลตอความชื้นของอาหาร  และการเจริญของแบคทีเรีย          
(Gonzalez-Fandos et al, 2000) 

7. ความเร็วของอุณหภูมิในชวงลดสูอุณหภูมิที่ใชแชเยือกแข็ง   ขึ้นกับจุดเยือกแขง็ของ
อาหารแตละชนิด   ยิ่งมีคาต่ําก็ยิง่ใชเวลานานกวาจะถึงอุณหภูมิที่ใชแชเยือกแข็ง (Doyle et al, 
1997) 

8.   วิธทีี่ใชในการแยกแบคทีเรีย  (Murray et al, 2001) 

-     วธิีทีเ่สริมการมีชีวิตใหมของจุลินทรีย (Resuscitation) 

-     อาหารเลีย้งเชื้อที่ใช   โดยใชอาหารทีเ่หมาะกับการแยกแบคทีเรียแตละชนิด 

-     อุณหภูมิในการบม   ควรเลือกอุณหภูมิบมที่เหมาะกับแบคทีเรียที่จะแยก 
การตรวจสอบทางดานจุลชีววทิยา 

 การตรวจหาและแยกจุลินทรียกอโรคนั้นมคีวามซับซอนทั้งวิธีการตรวจหาโดยตรงยงัมี
ขอจํากัดหลายอยาง   ดงันั้นจงึตองอาศัยการตรวจหาโดยวิธทีางออมดวยจุลนิทรยี 2 กลุม ไดแก    
การตรวจหา  Index microorganisms  ซึ่งคือ จุลินทรียหรือกลุมของจุลินทรียที่บงชี้ถงึเชื้อกอโรคที่
จําเพาะ  และการตรวจหา  Indicator microorganisms  ซึ่งคือ จุลินทรียหรือกลุมของจุลินทรียที่
บงชี้วาอาหารนั้นๆ  อยูในภาวะที่มีความเสี่ยงสงู  ซึ่งอาจจะถูกปนเปอนดวยเชือ้กอโรคหรืออยู
ภายใตภาวะทีจ่ะชักนําใหเชือ้กอโรคเจริญได    การตรวจแบงไดเปน การตรวจเชิงคุณภาพ คอื 
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บอกไดแความกีารปนเปอนดวยจุลินทรียทีส่นใจหรือไม  และการตรวจเชิงปริมาณ คือ ตรวจหาวา
จุลินทรียนัน้ปนเปอนอยูในปริมาณเทาไร (Buchanan, 2000) 

 การตรวจสอบทางจุลชีววิทยาถูกใชในการประเมินคุณภาพและความปลอดภัยของ
วัตถุดิบ, กระบวนการผลิต และผลิตภัณฑ (Valdimarson et al, 1998; Phillips et al, 2001; Fang 
et al, 2003; Fluckey et al, 2003; Mohamed et al, 2003 )     ทั้งยังมีบทบาทสาํคัญในการทวน
สอบระบบ  HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point: HACCP)  ในโรงงาน
อุตสาหกรรม (NACMCF, 1998)   รวมไปถึงการประกันคุณภาพ (Quality Assurance)  ของ
หองปฏิบัติการดานจุลชีววิทยาทางอาหาร (Bolton, 1998)     และในปจจุบันยังถูกใชเปนขอมูล
พื้นฐานเพื่อสรางแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่เรียกวา “Predictive Food Microbiology (PFM)“  
อีกดวย (Wijtzes et al, 1998; McDonaald and Sun, 1999) 
ประโยชนของขอมูลดานจุลินทรีย 

 นักจุลชีววทิยาและการทดสอบทางจุลชีววทิยามีบทบาทสําคัญในโปรแกรมวิเคราะห
อันตรายและจดุควบคุมวิกฤต (Hazard Analysis and Critical Control Point: HACCP)  ซึ่ง
ขอมูลดานจุลนิทรียที่ไดจากการทดสอบถกูนํามาใชประโยชนในหลายดาน ดังนี้ (Kvenberg and 
Schwalm, 2000) 

 • ใชกําหนดวธิีปฏิบัติการมาตรฐาน (Standard Operating Procedure: SOPs) 

 • ประเมินความนาจะเปนของอันตรายที่จะเกิดขึ้น 

 • กาํหนดขอจํากัดวกิฤต 

 • บงชี้สาเหตขุองความปลอดภัยของผลิตภัณฑอาหารและภาวการณติดเชื้อจนเกดิโรค
ทางเดินอาหาร 

 • ใชในโปรแกรมปฏิบัติการแกไข (Corrective action program)  

 • ใชตรวจสอบความถกูตอง (Validation) และทวนสอบ (Verification) ระบบ HACCP 

 นอกจากนีก้ารทดสอบทางจลุชีววทิยาและขอมูลที่ไดยังเชื่อมโยงไปสูการประเมินความ
เสี่ยง     ซึ่งกระบวนการประเมินความเสีย่ง  ประกอบดวย  4  ข้ันตอน  (Hoornstra   et al, 2001)  
คือ   

1) การบงชี้อันตราย (Hazard identification)   

2) ลักษณะของอันตราย (Hazard characterization)  
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3) การประเมนิการไดรับสัมผัส (Exposure assessmen )  

4) ลักษณะของความเสี่ยง (Risk characterization) 

สําหรับแบบจาํลองเชงิปริมาณในการประเมินความเสีย่งดานจุลินทรยีในขั้นการประเมิน
การไดรับสัมผัส (Exposure assessment)    ยังตองการขอมูลดานจลิุนทรียเพื่อวเิคราะหสาเหตุ
การปนเปอนของเชื้อกอโรค, ความหนาแนนหรือระดับทีต่รวจพบ, การแพรกระจายของจุลินทรียทั้ง
ในอาหารและสิ่งมีชีวิต, และใชวิเคราะหหาตัวแปรที่มผีลตอการเจริญและการลดลงของจุลินทรยี    
รวมไปถึงการเก็บขอมูลดานการบริโภคอีกดวย (Coleman and Marks, 1999) 
เกณฑทางจลุชีววิทยา 

 เกณฑทางดานจุลชีววิทยาจะถูกกําหนดโดยรัฐบาล, หนวยงานตัวแทนของรัฐ, บริษัท, 
องคกรการคาหรือสมาคมทางวิทยาศาสตร  แบงไดเปน 3 เกณฑ (Smittle, 2000) 

1. เกณฑมาตรฐาน (Standard) 

หมายถงึ  เกณฑที่รัฐบาลบังคับใช  โดยสารพิษหรือสารที่ทาํใหเกดิการติดเชื้อซ่ึงไม
อนุญาตใหมีในอาหารกถ็ูกจดัอยูภายใตเกณฑนี้ดวย 

2. เกณฑเฉพาะอยาง (Specificity) 

หมายถงึ   เกณฑที่ผูซื้อสินคาจะยอบรับสินคานั้นบงัคบัใช   มักใชในการซื้อขายโดย
บริษัทหนึ่งกับอีกบริษัทหนึง่ 

3. เกณฑที่มีแนวทางกาํหนด (Guideline) 

หมายถงึ     เกณฑที่ถูกใชโดยผูผลิต   เพือ่ประเมินกระบวนการผลิต  แตบางครั้งกถ็ูก
กําหนดโดยหนวยงานของรฐัเพื่อใชประเมินคุณภาพอาหารในตลาดการคาดวย 
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ตารางที่ 1 หนวยงานอางอิงและกําหนดเกณฑทางจลุชีววทิยาในอาหารแตละประเภท (United 
State) (Smittle, 2000) 

 
ผลิตภัณฑ หนวยงานอางอิง 

All types 

 

Starch and sugar 

Granulate sugar 

Liquid sugar 

Dairy products 

Certified milk 

 

Milk for manufacturing 

    and processing 

Dry milk 

 

Frozen desserts 

Tomato juice and products 

All processed food pathogens 

All foods in international trade 

International Commission on   Microbiological 

   Specifications for Foods 

National Food Processors 

American Bottler of Carbonated Beverages 

American Bottler of Carbonated Beverages 

U. S. Public Health Service 

American Association of Medical Milk Comm., 

    Inc. 

USDA 

 

U. S. Public Health Service, USDA and 

American Dry Milk Institute, Inc. 

U. S. Public Health Ordinance Code 

FDA 

FDA and USDA 

Codex Alimentarius Commission and FAO/WHO 
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การตรวจหาและแจงนับจลุินทรยีรวมและ Total Coliforms & Escherichia coli โดยวธิี
มาตรฐาน 

1. การตรวจหาและแจงนบัจุลินทรียรวมโดยวิธีมาตรฐาน 

 การตรวจหาและแจงนับจุลนิทรียรวม แบงไดเปน 4 วิธ ีดังนี ้

 1.  Standard Plate Count  (SPC)   เปนการกระจายตัวอยางที่จะตรวจบนอาหารวุน  ที่
ไมมีสารยับยัง้หรือเสริมการเจริญของจุลิทรียเฉพาะกลุม   จึงนยิมใช Glucose Tryptone Yeast 
Agar หรือ Plate Count Agar มากกวาอาหารอื่น (Harrigan and McCance, 1976)  บมที่
อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม   เชน ที ่ 30 หรือ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง   
จากนั้นนับจํานวนโคโลนี   รายงานเปน CFU ตอกรัมหรือมิลลิลิตรอาหาร  (Banwart, 1989)    

 2.  Most Probable Number (MPN)  เปนวิธทีี่ใชตัวอยางที่ความเจอืจางตอเนื่องกัน  3  
หรือ 5  ระดับในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสม   จากนั้นอานคาที่ไดโดยใชตารางเปรียบเทยีบคาทาง
สถิติ  รายงายเปน MPN ตอกรัมหรือมิลลิลิตรอาหาร   วิธีนีม้ีขอเสีย คือ ส้ินเปลืองเครื่องแกว, ไม
สามารถดูลักษณะของแบคทีเรียได     ทัง้ยังขาดความเที่ยงตรงและใหคาที่มากกวาความเปนจริง 
(Jay, 1992) 

 3.  Dye reduction test    เปนการประมาณจํานวนจุลนิทรีย  โดยอาศยัการเปลีย่นสขีอง  
Dye indicator  เปนวิธทีี่งาย, รวดเร็ว, ไมแพง  ทัง้ยังหาปริมาณไดเฉพาะเซลลที่มชีวีิตเทานัน้จึงให
คาที่ใกลเคียงกับความจริง (Robinson et al, 2000) 

 4.   Direct Microscopic Counts   เปนการกระจายตัวอยางบนสไลดยอมดวยสี   จากนัน้
นับจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศน    ถึงแมจะเปนวิธีทีง่ายและรวดเร็ว  แตมีขอเสีย คือ นับ
จํานวนเซลลยากเนื่องจากถกูรบกวนดวยตัวอยางอาหาร ,  เซลลอาจอยูกันเปนกลุม  และสีจะยอม
ติดทั้งเซลลที่มชีีวิตและไมมีชวีิต   ทําใหผลที่ไดมีคามากกวาความเปนจริง (Defiqueiredo and 
Spliltstoesser, 1976) 

 การกําหนดคุณภาพทางจุลชีววทิยาทางอาหารหรือสวนประกอบของอาหารใชในการ
ประมาณอายกุารเก็บหรือความเหมาะสมของอาหารสําหรับการบริโภค      ทั้งในตลาดการคาผู
นําเขาอาหารมักจะไมทราบภาวะทางสุขาภิบาลหรือระยะเวลาการเก็บและการขนสง    จึงอาศัย  
Aerobic Plate Count   เพื่อตรวจสอบการสขุาภิบาลของสายการผลิตและการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑ (ICMSF, 1978)      ซึ่งการตรวจหาและแจงนับจุลนิทรียรวมโดยใช   Aerobic Plate 
Count  ถูกพฒันาโดย  AOAC  และ  APHA  (FDA, 2001) 
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2. การตรวจหาและแจงนบั Total Coliforms & Escherichia coli โดยวิธีมาตรฐาน 

ขั้นตอนการตรวจหา   Coliforms & E. coli  โดยวธิีมาตรฐาน (Most Probable Number,   
MPN) ประกอบดวย 3 ขัน้ตอน  (FDA, 2001)  คือ 

1. Presumptive test   ใชอาหาร Lauryl Sulfate Tryptose broth (LST) บมที่อุณหภูมิ 
35±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 

2. Confirm test   ถายผลบวกจาก LST มาลงอาหาร 2 ชนิด คือ Brilliant Green Lactose 
Bile broth (BGLB)  บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  และอาหาร  EC 
บมที่อุณหภูม ิ45.5±0.2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 

3. Complete test  ถายผลบวกจากอาหาร EC มาขดีบนอาหารวุน EMB  และยืนยัน
ผลบวกของ E. coli ดวยการทดสอบ IMViC 

 หลักการของวธิี  Most Probable Number (MPN)  คือ  เซลลกระจายตัวอยูอยางอิสระใน
ตัวอยางและการเจริญของจุลินทรียควรเกดิขึ้น   ถึงแมวาจะมีเพยีงหนึ่งเซลลก็ตาม (Kiss, 1984)     
การแปรผลอาศัยหลักการทางคณิตศาสตร  วาดวย  ความนาจะเปนของโอกาสที่ผลบวกจะเกิดขึ้น   
เมื่อมีแบคทีเรียในตัวอยางนัน้ (Oblinger and Koburger, 1975)  และเกิดเหตกุารณสมมุติ 4 
อยาง   (Garthright and Blodgett, 2003)  คือ  

1. ถึงแมมีเซลลเดียวในหลอดทดลอง  ก็สามารถเห็นการเจริญและตรวจได 

2. จุลินทรียอยูอยางอิสระในตวัอยาง 

3. การทาํระดับเจือจางเปนสัดสวนที่ถูกตอง 

4. จํานวนของจุลนิทรียในแตละหลอดทดลองไมขึ้นตอกัน 

คาที่ไดจะอางอิงคาที่คาํนวณจากคาเปรยีบเทยีบกับภาวะมาตรฐานและคาทางสถติิที่
ระดับความเชือ่มั่นที ่95 %     

Family  Enterobacteriaceae  

 หมายถงึ  แบคทีเรียรูปรางทอน  ติดสแีกรมลบ  เจริญไดทั้งภาวะที่มีออกซิเจนและไมมี
ออกซิเจน   สามารถใชน้ําตาลกลูโคสและเกิดกรด   ผลิตเอนไซมแคตตาเลสและใชไนเตรตได  แต
ไมสามารถผลติเอนไซมออกซิเดส    สามารถเคลื่อนที่ไดโดยอาศัยแฟลกเจลลาแบบ Peritrichous 
หรือไมเคลื่อนที่ก็ได (Brenner, 1984) 
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Coliforms 

 หมายถงึแบคทีเรียรูปรางทอน  ติดสีแกรมลบ  เจริญไดทั้งภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน  
สามารถใชน้ําตาลแลคโทสเกิดกรดและแกส  เมื่อบมทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 48 
ชั่วโมง แบคทีเรียกลุมนี้ประกอบดวย 4 จนีัส คือ  Citrobacter, Enterobacter, Escherichia และ 
Klebsiella  (APHA, 2001) 

Fecal coliforms 

 หมายถงึแบคทีเรียในกลุมโคลิฟอรม ที่สามารถใชน้ําตาลแลคโทส  เกิดเปนกรดและแกส  
ภายในเวลา 48  ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ 44.5-45.5 องศาเซลเซียส   เมื่อเลี้ยงในอาหาร EC   แตมักใช
ที่อุณหภูมิ 45.5  องศาเซลเซียส  เมื่อตรวจในตัวอยางอาหาร   บางครั้งแบคทีเรียกลุมนี้ถกูเรียกวา 
“ Thermo- tolerant Coliforms “  ซึ่งมี  Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Enterobacter spp. และ  Citrobacter freundii  (APHA, 2001) 

Escherichia colli 

 เปนแบคทีเรียที่มีลักษณะเปนทอน  ติดสีแกรมลบ  ไมเคลื่อนที่และไมมีสปอร  เจริญไดดีที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  ผลิตเอนไซมแคตตาเลส  แตไมผลิตเอนไซมออกซิเดส  มีคา D-value 
ที่ 60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 0.1 นาท ี(Robinson et al, 2000)   สามารถแบงเปน  2 ชนิด ตาม
การทดสอบ IMViC   คือ  ชนิดที่ 1 ใหรูปแบบเปน  + + - -    และชนิดที่ 2 ใหรูปแบบเปน  - + - -   
(APHA, 2001) 
การตรวจหาและแจงนับจลุินทรยีรวมและ Total Coliforms & Escherichia coli โดยวธิี
รวดเร็ว 

 ปจจุบันมกีารพัฒนาวธิีตรวจหาจุลนิทรียรวมและ Coliforms & Escherichia coli  
มากมาย  เชน  วธิีที่อาศัยหลักการ  “ Optical-based system “   วิธนีี้จะวัดการเปลี่ยนสีของ
อาหารซึ่งเปนผลมาจากการเจริญของจุลินทรีย    โดย  Semisolid- fluid layer  ในหลอดแกวที่ใช
เลี้ยงเชื้อจะสะทอนสทีี่เปลี่ยนไปของอาหารไปยังเครื่องวดัและแปรผลเปน “ Optical units ”           
(Russell, 2001; Odumeru and Belvedere, 2002)   หรือ  Solid-phase cytometry  ซึ่งอาศัย
หลักการที่เซลลแบคทีเรียจะติดสารเรืองแสงเมื่อกรองผานแผนกรอง   จากนัน้นับเซลลที่เรืองแสง
ดวย  Laser scanning device (D’ Htaese and Nelis, 2002)   แตวิธดีังกลาวตองมอุีปกรณและ
เครื่องมือจําเพาะซึง่มีราคาแพง  จึงไมเหมาะนํามาใชในหองปฏิบัติการที่ตองตรวจเปนประจาํ 
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1.1 Petrifilm™ Aerobic Count Plate (PAC) 

มีลักษณะเปนแผน  ในแผนฟลมดานลางประกอบดวยสารอาหารสาํหรับการเจริญของ
แบคทีเรียและเจลที่ละลายน้าํได   สวนฟลมดานบนมีส ี  2,3,5- Triphenyltretazolium chloride  
และเจลที่ละลายน้าํไดเคลือบอยู    ผลบวกจะนับโคโลนทีี่ติดสีแดงทั้งหมด (Curiale et al, 1990)  
และ  Petrifilm Aerobic Count Plate (PAC) ยังไดรับการรับรองเปน  AOAC Official Method 
990.12 โดย AOAC International (AOAC, 1995) 

Jordano  และคณะ  (1995) ไดเปรียบเทียบการใช   PAC  กับวิธมีาตรฐาน      (Plate 
Count Agar, PCA)   ในการตรวจหา  Mesophilic aerobic bacteria  ในนมพาสเจอรไรส โยเกิรต 
ไข เนื้อบด สตอเบอร่ีสด และถั่วแชเยอืกแข็ง   วิเคราะหดวย Linear regression ไดคา 
Correlation coefficient ( r ) = 0.897 

Blackburn และคณะ (1996)  ไดเปรียบเทียบการใช   PAC  กับวิธ ีPCA ในอาหารตางๆ  
ไดคา  Correlation coefficient (r) = 0.989  โดยขอดีของ PAC  คอืประหยัดเวลา แรงงาน และ
พื้นที่ในการใชบม 

Park และคณะ (2001) หาปริมาณจุลินทรียรวมในเนื้อหมู เนื้อววัและเนื้อไก    โดยใช      
PAC  เทียบกบัวิธ ีPCA    ผลการทดลองแสดงถึงปฏิสมัพันธของทั้งสองวิธี   โดยมีคา Correlation 
coefficient (r) = 0.99  0.95 และ 0.94  ในเนื้อหมู  เนื้อววัและเนือ้ไกตามลําดบั   กลาวไดวา  
PAC  สามารถใชแทนวิธีมาตรฐานในการตรวจจุลินทรยีรวมในผลิตภัณฑเนื้อได 

Ellis และ Meldrum (2002)  เปรียบเทยีบการหาจุลินทรียรวมในตวัอยางอาหารและนม   
โดยใช  PAC เทียบกับวิธ ี Spiral plate  count  ไดคา  Correlation coefficient (r) = 0.80 

Rosmini และคณะ (2003)  เปรียบเทียบการใช PAC กับวิธ ีPCA ในการหาปริมาณจุลิน 
ทรียรวมในนมดิบแชเย็น   ผลการทดลองไดคา Correlation coefficient (r) = 0.92  ทั้ง  PAC  ยัง
สามารถทดสอบตัวอยางไดในปริมาณมากในเวลาเดียวกันดวย 

1.2 SimPlate™ Total Plate Count- Color Indicator (STPC-CI)   

IDEXX Laboratories Inc. Westbrook, ME, USA  ไดพัฒนา SimPlate Total Plate 
Count (STPC)  ซึ่งเปนชดุตรวจสําเร็จรูปใชในการตรวจหาปริมาณจุลินทรียรวมในอาหาร  มี 2  
ขนาด คือ Normal Counting Range ขนาด 84 หลุม  มีพิสัยการอานผลได 738 MPN และ high 
counting range ขนาด 198 หลุม  มพีิสัยการอาน 1,659 MPN     เร่ิมแรก  STPC ใชหลักการ
ตรวจหาแอคตวิิตีของเอนไซมหลายชนิด (Multiple Enzyme Technology)  ที่ตรวจพบตามปกติใน
จุลินทรียที่ปนเปอนในอาหาร   อาหารเลี้ยงเชื้อประกอบดวยสับสเตรทซึ่งถูกไฮโดรไลตดวยเอนไซม
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ของจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหาร  ทาํใหไดสาร 4-Methylumbilliferone  ซึ่งเรืองแสงภายใตแสง
อุลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร   ใชเวลาบม  24  ชั่วโมง   อานผลโดยการนับ
หลุมทีเ่รืองแสง   นาํมาเทยีบกับคา  Most Probable Number (MPN)  จากตารางที่แนบมา  
(Townsend et al, 1996; Townsend et al, 1998) 

Townsend และ Nagui (1998) ไดเปรียบเทียบการหาแบคทีเรียในอาหาร 15 ชนดิ เชน 
ไอศกรีม แฮมเบรเกอร ช็อกโกแลต และน้าํแอ็ปเปล เปนตน    ระหวาง  STPC  และ PCA  
วิเคราะหขอมลูโดยใช  Linear Regression Analysis  ไดคา Correlation coefficient (r) = 0.95    
ความไวในการตรวจจํานวนจุลินทรียรวมของ  STPC เทากับ 96%   เมื่อเทียบกับ  PCA   

Beuchat และคณะ (1998)  ไดเปรียบเทียบการใช STPC กับ Petrifilm™ Redigel™ 
และ วิธ ีPCA     ซึ่ง STPC มีปฏิสัมพนัธและความไวเทียบเทากับวธิอ่ืีนๆ     โดยมีคา r ≥ 0.95 
slope ≥ 0.96 และ Y-intercept ≤ 0.80    ขอดีของ  STPC คือ งายในการเตรียมและทดสอบ  
อานผลในพิสัยที่กวาง (> 1,600 MPN)  ลดปญหาการกระจายของโคโลนี  ใชเวลาบมเพียง 24 
ชั่วโมง   แตไดผลเทียบเทากบัวิธีอ่ืนซึ่งใชเวลาบม 48 ชัว่โมง    แตถึงอยางไร STPC ก็มีขอเสีย คือ 
ใชเทคนิค MPN ในการอานผล, ไมสามารถแยกชนดิของจุลินทรยีได   นอกจากนี้อาหารบาง
ประเภท เชน ตับ แปงถั่ว และถั่ว  มีเอนไซมซึ่งเปนสาเหตุใหเกิดการเรืองแสงได   ทําใหเกิดการ
อานผลบวกเทจ็   เพื่อแกปญหาดังกลาว IDEXX Laboratories Inc. Westbrook, ME, USA  ได
พัฒนา SimPlate Total Plate Count- Color Indicator (STPC-CI)   โดยใชสี  Resazurin  ผสมใน
อาหารเลี้ยงเชือ้      Resazurin เปน Oxazine หรือ Quinonimine dye จะเกิดปฏิกิริยารีดอกซเมือ่
มีการเจริญของจุลินทรีย    และสีของ Resazurin จะเปลี่ยนจากสนี้ําเงินไปเปนสีชมพู      
(Resorufin) จนไมมีสี (Dihydroresorufin)  (Twigg, 1945)    โดยปฏิกิริยาดังกลาวไมถูกรบกวน
ดวยเอนไซมเหมือนใน STPC    เมื่อทาํการเปรียบเทยีบ  STPC-CI  กับ  Standard Plate Count, 
Petrifilm™  Redigel™ และ Orange Serum Agar  ไดคา Correlation coefficient (r) อยู
ระหวาง 0.91-0.97   Slope  อยูระหวาง 0.91-0.98      และ Y-intercept อยูระหวาง 0.11-0.84 
(Smith and Townsend, 1999 ) 

Ogihara  และคณะ (2002)  เปรียบเทียบการใช  STPC  กับ PCA ในการหาปริมาณ     จุ
ลินทรียรวมในตัวอยางอาหาร 150 ตัวอยาง   ผลการทดลองเมื่อวิเคราะหดวย Linear regression 
ไดคา Correlation coefficient (r) = 0.93  ซึ่ง  STPC  เปนวิธีรวดเร็วและยงัมีประสิทธิภาพ
เทียบเทากับวธิีมาตรฐาน 

Nero และคณะ (2002)  ไดทําการประเมนิประสิทธิภาพของ  STPC-CI  กับวิธ ีPCA   ใน
การตรวจหาปริมาณจุลินทรียรวมในนมพาสเจอไรสซึ่งแบงตามคุณภาพเปน 3 ชนิด คือ A, B และ 
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C    โดยใชอุณหภูมิบมที ่ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง  ไดคา  Correlation 
coefficient (r) = 0.6811  หลังจากบม 24 ชั่วโมงและที่ 48 ชั่วโมง ไดคา       r  = 0.9126  แสดง
ถึงวาประสทิธภิาพของ  STPC-CI   จะเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มเวลาในการบมเปน 48 ชัว่โมง    และ
คุณภาพของนมยังมีผลตอประสิทธิภาพของ STPC-CI     นอกจากนี้ยงัพบผลลบเท็จที่เกิดจาก
ตัวอยางนมทีม่ีแบคทีเรียแกรมบวกปนเปอนในปริมาณที่สูง    เพราะวาแบคทีเรียกลุมนี้จะเจริญชา
และมคีวามสามารถในการทําใหเกิดปฏิกริิยารีดักชันต่าํ 

Feldsine และคณะ (2003)  ไดเปรียบเทียบอุณหภูมทิี่ใชในการบม  STPC-CI  กับวิธ ี
PCA  โดยอางอิงวิธีตาม AOAC คือ AOAC Official Method 966.23  ที่ใชอุณหภูมิบมที่ 35 องศา
เซลเซียสและวิธีตาม ISO คือ ISO method 4833 ที่ใชอุณหภูมิบมที ่30 องศาเซลเซยีส   ในอาหาร 
6 ชนิด คือ พริกไทยดาํ แปง เนื้ออัดเมด็ แฮมเบอรเกอร ผลไมแชเยือกแข็งและผักสด   ผลการ
ทดลองแสดงถึง  Repeatability  และ Reproducibility ที่ไมตางกนั  ดังนั้น  STPC-CI  จึงสามารถ
ใชไดทั้งในวิธทีี่อางอิงตาม  AOAC  และ ISO 
2. การตรวจหาและแจงนบั Total Coliforms & E. coli โดยวิธีรวดเร็ว 

 ตั้งแตอดีตมีการคิดคนอาหารจําเพาะที่ใชสําหรับแยกแบคทีเรียกลุม   Fecal coliforms    
(Qadri et al, 1974; Yoovidhya and Fleet, 1981; Rowre, 1981; Garcia et al, 1995)    ทั้งยงัมี
อาหารจําเพาะในการแยก Total Enterobacteriaceae, Coliforms, Fecal coliforms และ 
Escherichia coli ออกจากกนั  โดยอาศัยคุณลักษณะเฉพาะของสารที่เตมิลงไปเพื่อยบัยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียชนิดอื่น เชน  Boric acid ในอาหาร Boric acid lactose broth, 
Triphenylmethane dye  และ Brilliant green  ซึ่งยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก หรือ
การเกิดปฏิกิริยาจําเพาะ เชน การเกิด Hydrogen sulphide ใน Deoxycholate hydrogen 
sulphite lactose agar  เปนตน (Blood and Curtis, 1995) 
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ตารางที่  2   วธิีที่ใชในการตรวจหาและแจงนับ  Coliforms & E. coli (Jay, 1992 ) 
 

Methods Time for results ( h ) Sensitivity 

Direct counts 

     VRBA plating 

         Presumptive results 

         Confirmed results 

      Anderson and Baird – Parker 

     British roll tube 

     Dry medium plates 

         VRB 

         EC count 

Broth culture methods 

     Classical MPN, presumptive 

     Classical MPN, confirmed 

     Classical MPN, for fecals 

Membrane/other filter methods 

     Standard membrane method 

     M-FC method 

     M-7 h FC method 

     Coli-count sampler  

     HGMF method 

     HGMF-ELA 

Fluorogenic substrate methods 

     LST + MUG 

     X – GLUC plating 

     MUGal plating   

 

 

18-24 

24-48 

24 

24 

 

24 

24 

 

24-48 

24-48 

24 

 

24 

24 

7 

24 

24 

24 

 

20 

24 

6 

 

 

~10/g 

~10/g 

~10/g 

1/g 

 

~10/g 

~10/g 

 

<1/100 ml 

- 

<1/100 ml 

 

<1/g 

<1/g 

<1/g 

≥10/g 

1/g 

10/g 

 

1 cell 

~10/g 

1/ 100 ml 
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ตารางที่ 3  วิธีรวดเร็วที่ใชในการตรวจหาและแจงนับ  Coliforms & E. coli (de Bore and 
Beumer, 1999) 
 

Methods Detection limit  

(cfu/ml or g) 

Time before results Specificity 

Plating techniques 

Bioluminescence 

Flow cytometry 

DEFT 

Impedimetry 

Immunological methods 

Nucleic acid-based assays 

1 

104 

102-103 

103-104 

1 

105 

103 

1-3 day 

½ h 

½ h 

½ h 

6-24 h 

1-2 h 

6-12 h 

Good 

No 

Good 

No 

Moderate/good 

Moderate/good 

Excellent 

 

การตรวจหา Coliforms & E. coli โดยอาศัยสารใหส ี (Chromogenic substrates)
และสารเรืองแสง  (Fluorogenic substrate ) 

 สารใหสี  (Chromogenic substrates) เปนสารประกอบที่ทาํปฏิกิริยากับเอนไซมจาํเพาะ
และเกิดการเปลี่ยนส ี

 สารเรืองแสง  (Fluorogenic substrates) โดยทัว่ไปประกอบดวยสารตั้งตนที่จาํเพาะตอ
เอนไซมนัน้ๆ    เชน น้าํตาล หรือ กรดอะมิโนและ สารเรืองแสง    เชน  4- Methylumbelliferone    
(Manifi, 2000) 

 ทั้งสารใหสีและสารเรืองแสงถูกใชเปนสวนประกอบของอาหารแยกเชื้อจําเพาะ   สําหรับ
การตรวจหาแบคทีเรียกลุม Enterobacteriaceae โดยเฉพาะ Coliforms & E. coli (Manifi and 
Kneifel, 1991; Frampton and Restaino, 1993)  ซึ่งสามารถแยกบนเพลทไดโดยตรง  ดังนั้นจึง
เปนการลดขั้นตอนการแยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Subculture media) และการทดสอบทาง
ชีวเคมี (Manifi, 199 )  โดยสารใหสีและสารเรืองแสงจะทําปฏกิิริยากับเอนไซมจาํเพาะหรือสารเม
ตาบอไลตที่แบคทีเรียผลิตขึ้น (de Boer, 1998) 
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 สารใหสีและสารเรืองแสงสามารถแบงเปน 3 กลุมตามการเกิดปฏิกิริยา   (Manifi et al, 
1991) 

 1. ถูกยอยสลายดวยเอนไซมที่แบคทีเรียสรางขึ้น เชน อนุพนัธของสารคูมาลิน (Coumarin 
derivatives) ไดแก 4- Methylumbelliferone (4-MU) หรือ 7-Amino-4 methylcoumarin (7-
AMC) , เอสเทอรของ  o-Nitrophenol (ONP) หรือ  p-Nitrophenol (PNP) และเอสเทอรของ 
indoxyl  หรือ 5-Bromo-4-chrolo-3-indoxyl  เปนตน    

 2. การเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงหรือคาการดูดกลืนแสงของ Fluorescent pH indicator 
เชน  4- MU 

 3.  การเปลี่ยนแปลงของความเขมของการเรืองแสง   อันเปนผลมาจากการยึดเกาะของสี
ฟลูออเรสเซนต (Fluorescent dye) บนสวนประกอบของเซลลแบคทีเรีย เชน Acridine orange      
(AO) เกาะกับ DNA, 8-Anilino-1-naphthalene sulfonic acid (ANS) เกาะกับโปรตีน   การอาน
ผลโดยวิธนีี้ตองใชอุปกรณจาํเพาะ คือ Epifluorescence microscope, Direct epifluorescents 
filter technique และ Flow cytometry (FCM) 

การแยก Coliforms & E. coli ดวยเอนไซมจําเพาะ  

 β-D-Galactosidase (GAL) เปนเอนไซมที่แบคทเีรียกลุม Coliforms ผลิตเพื่อเรง
ปฏิกิริยาการยอยสลายน้ําตาลแลคโทสไปเปนกาแลคโทสและกลูโคส จึงมกีารตรวจหาการ
แสดงออกของเอนไซมนีเ้พื่อแจงนับ  Coliforms 

 β-D-Glucuronidase (GUD)  ใชในการแจงนับ E. coli แยกออกจากกลุม Coliforms 
เนื่องจาก 94-96 % ของ  E. coli ผลิตเอนไซมนี้    โดยเอนไซมนี้เรงปฏิกิริยาการยอยสลายอนุพนัธ
ของ  β-D-Glucopyranosiduronic (GLR)  ไปเปน  Aglycons  และ D-Glucuronic acid              
(Manifi  et al, 1991) 
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ตารางที่  4  ตัวอยางสารตั้งตนของเอนไซม  β-D-Galactosidase และ β-D-Glucuronidase 
 

Enzymes Substrates References 

β-D-Galactosidase Chromogenic substrates 

   o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside ( ONPG ) 

   p- nitrophenyl-β-D-galactopyranoside ( PNPG ) 

   6-bromo-2-naphthyl--β-D-galactopyranoside (BNGAL)   

   6-chloroindolyl-β-D-galactoside 

   4,6-dichloroindolyl-β-D-galactoside 

   6,7- dichloroindolyl-β-D-galactoside 

   4,6,7-trichloroindolyl-β-D-galactoside 

   chlorophenol red -β-D-galactopyranoside   ( CPRG ) 

   naphtholbenzein-β-D-galactopyranoside  ( PNB-GAL )    

   6-chloro-3-indoxyl-β-D-galactoside  ( Salmon-Gal )    

Fluorogenic substrates 

   4- methylumbelliferryl-β-D-galactopyranoside   ( MUGAL ) 

   ethyl-7-hydroxycoumarin-3-caboylate--β-D- galactoside ( EHC-GAL ) 

 

Manifi  et al, 1991 

 

 

Ferguson and Lakewood, 

 1995 

 

 
Townsend et al , 1998 

James et al, 2000 

Turner et al, 2000 

 
Manifi  et al, 1991 

Chilvers et al, 2001 

β-D-Glucuronidase Chromogenic substrates 

    6-chloroindolyl-β-D-glucuronide 

   4,6-dichloroindolyl-β-D-glucuronide 

   6,7- dichloroindolyl-β-D-glucuronide 

   4,6,7-trichloroindolyl-β-D-glucuronide 

   hydroxyquinoline-β-D-glucuronide 

 

Fluorogenic substrates 

   Phenolphthalein-mono-β-D-glucuronide ( PHEGLR )  

   p-nitrophenol-β-D-glucuronide ( PNPGLR ) 

   5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide  ( X-GLUC or BCIG ) 

   4-methylumbilliferyl-β-D-glucuronide  ( MUGLR ) 

   ELF-97-β-D-glucuronide 

 

Ferguson and Lakewood, 
1995 

 

 
Larinkari and Rautio, 1995 

 

 

Manifi  et al, 1991 

 

 

 
Zhou et al, 1996 
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 ดังนัน้จึงมกีารตรวจหาและแจงนับ Coliforms & E. coli ดวยคุณสมบัติการผลิตเอนไซม 
GAL และ GUD (Van Poucke and Nelis, 2000)   ทั้งในตัวอยางอาหาร (Weiss and Humber, 
1988)  และในตัวอยางน้ํา  (Warren et al, 1978; Berg and Fiksdal, 1988; Havemeister, 
1991; Edberg et al, 1991; Caruso et al, 2002) 

ตารางที ่  5  อาหารสําเร็จรูปที่ผลิตโดยบริษัทตางๆ ที่ใชในการตรวจหา  Coliforms  &   E. coli      
(Manifi, 2000) 

 
Substrate / colour Medium 

Coliforms E. coli 
Manufacturer 

Liquid media 
     Fluorocult® LMX  
          broth 
     Readycult coliforms 
     ColiLert 
     Coloquick 
     Colisure 

 
XGAL/blue-green 
 
XGAL/MUG 
ONPG/Yellow 
ONPG/Yellow 
CPRG-red 

 
MUG/blue fluorescence 
 
MUG/blue fluorescence 
MUG/blue fluorescence 
MUG/blue fluorescence 
MUG/blue fluorescence 

 
Merck (Germany) 
 
Merck (Germany) 
IDEXX (USA) 
Hach (USA) 
IDEXX (USA) 

Solid Media 
     Fluorocult® agar 
     TBX-agar 
     Uricult Trio  
     EMX-agar 
     C-EC-MF-agar 
     Chromocult 
     Coli ID 
     ChroMagar ECC 
     Rapid’ E. coli 2  
     E. coli/ Coliforms 
     ColiScan 
     MI-agar 
     HiCrome ECC 

 
- 
- 
- 

XGAL/blue 
XGAL/blue 
SalmonGal/red 
XGAL/blue 
SalmonGal/red 
XGAL/blue 
SalmonGal/red 
SalmonGal/red 
MUGal/blue fluorescence 
SalmonGal/red 

 
MUG/blue fluorescence 
BCIG/blue 
HOQ/black 
MUG/blue fluorescence 
MUG/blue fluorescence 
XGLUC/blue-violet 
SalmonGlu/Rose-violet 
XGLUC/purple 
SalmnGlu/purple 
XGLUC/purple 
XGLUC/purple 
Indoxyl/blue 
XGLUC/blue 

 
Merck (Germany) 
Oxoid (UK), Merck(Germany) 
Orion (Finland) 
Biotest (Germany) 
Biolife (Italy) 
Merck (Germany) 
BioMerieux (France) 
Chromagar (France) 
Sanofi (France) 
Oxoid (UK) 
Microbilogy Lab. (USA) 
Brenner et al, (1993) 
Union Carbide (USA) 

Other systems 
     ColiComplete 
     ColiBag 
     Pathogel 
     E. colite 
     m-Coliblue 

 
XGAL/blue 
XGAL/blue-green 
XGAL/blue 
XGAL/blue 
TTC/red 
 

 
MUG/blue fluorescence 
MUG/blue fluorescence 
MUG/blue fluorescence 
MUG/blue fluorescence 
XGLUC/blue 

 
Biocontrol (USA) 
Oceta (Canada) 
Charm Sci. (USA) 
Charm Sci. (USA) 
Hach (USA) 
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 2.1 Petrifilm™ E. coli/Coliform Count Plate (PEC) 

 Dry rehydratable film หรือ Petrifilm สําหรับนับจํานวน Coliforms & E. coli โดย 
Coliforms จะใหโคโลนีสีแดง ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยารีดกัชันของส ี Triphenyltetrazolium Chloride
รวมกับการเกดิฟองกาซจากการหมักแลคโทส    ในอาหารเลี้ยงเชื้อประกอบดวย violet red bile 
(VRB) , เจลทีล่ะลายน้ําได และ 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (BCIG)  ซึ่งถกู
ยอยโดยเอนไซม Glucuronidase ที่พบใน  E. coli  ทาํใหโคโลนีของ  E. coli  เปนสีน้าํเงนิคราม
และมีฟองกาซ  บม 24 ชั่วโมงในการบนัทึกจาํนวน  Coliforms  และ 48 ชั่วโมง สําหรับ E. coli    
เมื่อเปรียบเทยีบกับวธิี MPN แสดงถึง Repeatability  และ Reproducibility ที่ดีกวา (Curiale et 
al, 1991)    และ Petrifilm EC ยังไดรับการรับรองจาก AOAC เปน AOAC Official Method 
991.14  (AOAC, 1995)    ทั้งนี้  PEC  ถูกใชในการตรวจหาและแจงนับ  Coliforms & E. coli  ทัง้
ในอุตสาหกรรมอาหาร (Eisel et al, 1977; Sumner et al, 2003) และในอุตสาหกรรมนม (Gran 
et al, 2002; Gran et al, 2002; Lues et al, 2003) 

 Ingram และ Moody (1990)  ไดเปรียบเทียบการใช  PEC กับวิธ ี  MPN  เพื่อตรวจสอบ
คุณภาพของกระบวนการผลติปู (Callinectes sapidus)   ผลการทดลองแสดงถึงการตรวจ E. coli  
ของ  PEC มีความไวกวาวธิี MPN  เมื่อในตัวอยางมีจํานวน  E. coli  เกิน 10 เซลลตอกรัม   

 Jordano  และคณะ  (1995)  เปรียบเทยีบการใช PEC กับวิธี  Violet red bile agar 
(VRBA) ในนมพาสเจอรไรส โยเกิรต ไข เนื้อบด สตอเบอรี่สด และถั่วแชเยือกแข็ง    โดยคาเฉลีย่
ของจํานวน Coliforms & E. coli  ที่ตรวจโดย PEC ใหคาที่สูงกวา VRBA  และเมือ่วิเคราะหดวย  
Linear Regression  ใหคา  Correlation coefficient (r) = 0.861 

 Blackburn และคณะ  (1996)   เปรียบเทียบการใช  PEC กับวิธี  VRBA   ผลการทดลอง
ไดคา Correlation coefficient (r) = 0.872  และ  PEC  ยังแสดงถงึ repeatability ที่ดีกวา 

Silk  และคณะ (1997)  หาปริมาณ  Coliforms & E. coli  ในน้ําแอป็เปลหมกั   โดยใช 
PEC VRBA และ Tryptic Soy Agar ที่เททับดวย  VRBA  ในการแจงนับ Coliforms   ผลการ
ทดลองไมตางอยางมีนยัสําคัญ   แตการแยก  Coliforms  จากแบคทีเรียอื่นใน  VRBA  ทาํไดยาก
และเสียเวลามากกวาใน PEC   และใช  PEC กับ  Eosin Methylene Blue Agar (EMB) ในการ
แจงนับ  E. coli   ผลการทดลองแสดงวา  EMB  ไมเหมาะในการใชหา  E. coli  ในน้าํแอ็ปเปล
หมักที่มีคาความเปนกรดต่ํา   ทั้งยังใหผลบวกเท็จเนื่องจากโคโลนีสวนใหญที่แยกบน EMB จะให 
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metallic sheen ซึ่งเปนลักษณะโคโลนีของ E. coli   แต  PEC จะใหโคโลนีสีน้ําเงินครามพรอม
ดวยฟองกาซ  จึงงายแกการแยก  E. coli  ออกจากแบคทีเรียอื่น 

Chung  และคณะ (2000)  เปรียบเทียบการใช  PEC  กับ  VRBA  ซึ่งเปนวิธีอางอิงใน  
BAM  และ Desoxycholate Lactose Agar (DLA) ซึ่งเปนวิธีอางอิงในกฎหมายดานสุขอนามัย
อาหารของเกาหลี   ในการแจงนับ  Coliforms และ Serratia sp.  ซึ่งเปนแบคทีเรียที่แยกไดจากซริู
มิแชเยือกแข็ง   ผลการทดลองใหคา Correlation coefficient (r) = 0.994  และ 0.996  ตามลําดบั    
โดยแบคทีเรียอางอิง  คือ E. coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 23357  และ  
Enterobacter aerogenes ATCC 29751   จะใหโคโลนีสีแดงพรอมฟองกาซบน  PEC เมื่อบม
เพียง 14 ชัว่โมง  แตโคโลนขีอง  Serratia sp.  จะใหฟองกาซเมื่อบม 24 ชั่วโมง    เมื่อทดสอบ
ความจาํเพาะของ PEC  ตอ Coliforms  โดย Salmonella Enteritidis IFO 3313  จะใหโคโลนสีี
แดงแตไมเกิดฟองกาซ และ S. aureus  ซึ่งเปนตวัแทนของแบคทีเรียแกรมบวกจะไมเจริญบน  
PEC  จึงกลาวไดวา  PEC  เปนวิธีรวดเร็วที่ใชในการตรวจหาและแจงนับ  Coliforms 

2.2 Chromocult™ Coliform Agar (CCA) 

เปนอาหารแขง็สําเร็จรูปใชในการตรวจหา  Coliforms & E. coli  ประกอบดวย  5-Bromo-
4-chloro-3-indoxyl-β-D-glucuronide (X-GLUC หรือ BCIG)  ซึ่งเปนสารตั้งตนสําหรับเอนไซม 
β-D-Glucuronidase  และ  6-Chloro-3-indoxyl-β-D-galactoside (Salmon-Gal) ซึ่งเปนสารตั้ง
ตนสําหรับเอนไซม β-D-Galactosidase   การอานผลบน CCA นั้น  E. coli ซึ่งผลิตทั้งเอนไซมβ-
D-Glucuronidase และ β-D-Galactosidase   จะใหโคโลนีสีน้าํเงนิเขมจนถงึมวง   สวน  
Enterobacteriacae (Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella)  ผลิตเฉพาะเอนไซม  β-D-
Galactosidase   จะใหโคโลนีสีชมพูจนถงึสีแดง  สวน  Shigella, Salmonella  และ Yersinia  ซึ่ง
ผลิตแตเอนไซม β-D-Glucuronidase  จะใหโคโลนีสีฟา   กรณีแบคทีเรียที่ไมผลิตทั้งสองเอนไซม
โคโลนีจะไมมสีีบน CCA  (Ossmer, 1996) 

Ogden และคณะ (1998)    ตรวจจหา  E. coli  โดยเทยีบประสิทธิภาพของ CCA กับวิธ ี
MPN   ผลการทดลองไดคา Correlation coefficient (r) = 0.83  และ  CCA  ไมถูกรบกวนดวย
ตัวอยาง   ถงึแมวา  MPN  จะมี  Repeatability ที่ดีกวา  แต  CCA ก็แสดงถึง  Reproducibility  ที่
ดีกวา 
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Byamukama  และคณะ (2000)  ตรวจหา Fecal coliforms  ในน้าํบริเวณเขตรอนของ 
Kampala  ประเทศ Uganda  โดยใช CCA    พบผลบวกเท็จ 3% เมื่อยืนยนัดวยปฏิกิริยา Indole   
อยางไรก็ตาม  CCA  มีประสิทธิภาพและเหมาะในการตรวจหา  Fecal coliforms   

Geissler  และคณะ (2000)  ตรวจ  Coliforms & E. coli  ในน้ําทะเล  โดยเทยีบ
ประสิทธิภาพของ  LMX  broth, CCA  และ CCA+cefsulodin  กับวิธ ี  MPN    ผลการทดลอง
แสดงวาถงึแม  MPN  จะมีความไวในการแจงนับ  E. coli นอยกวาวิธีอ่ืน    เมื่อวเิคราะหทางสถิติ
ทุกวธิีใหผลไมตางกนัอยางมนีัยสําคัญ   แตมีขอสังเกต คือ วิธีรวดเร็วที่ใชสมบัติของ β-D-
Galactosidase   จะพบผลบวกเท็จเนื่องจาก  Aeromonas spp. 

Perales (2000)  เปรียบเทยีบประสิทธิภาพการแจงนับ  E. coli  ของอาหารสําเร็จรูป 4 
ชนิด คือ  Tryptone Bile Agar (TBA, Oxiod) MacConkey CS Agar (MC, Difco) Tryptone Bile 
X-glucuronidase Agar (TBX, Oxoid)   และ  CCA (Merck)     เมื่อนําอาหารบมในอาหาร EC  
กอนนํามาแจงนับบนอาหารสําเร็จรูปและบมที่อุณหภูม ิ44±1 องศาเซลเซียส   พบวา  CCA  มีคา  
Relative recovery = 86.7%  แตวิธีอ่ืนพบเพียง  50-53% เทานัน้   อาจเนื่องจาก  CCA  ใช  
Tergitol®-7  แตอาหารอื่นใช  Bile salt  ซึ่งเปนอนัตรายตอเซลลที่บาดเจ็บเมื่อบมที ่44±1 องศา
เซลเซียส     การตรวจ  E. coli  โดยใช  CCA มีความไว 97.1%  สวน TBA  และ  MC มีความไว  
92.1% และ  64.7% ตามลําดับ   เมื่อทําการยนืยนัผลบวก  พบวา  CCA และ TBXใหผล  100%  
แต  TBA และ MC ใหผลเพยีง  72.1% และ 79.1% ตามลําดับ    นอกจากนีพ้บวา    CCA มีผล
ลบเท็จ  43.6%, TBA  และ  TBX มีผลลบเท็จ  16.7% และ  25.8%  สวน  MC  ไมพบผลลบเทจ็ 

Turner และคณะ (2000)  เปรียบเทียบการตรวจ  Coliforms & E. coli  ในเนื้อสัตว   โดย
ใช  CCA  และ  PEC  โดยวธิีทั้งสองมีปฏิสัมพันธกนั  โดยมีคา Correlation coefficient (r) = 0.89  
และ  Slope =  1.19  สําหรบัการตรวจ Coliforms   และ Correlation coefficient (r) = 0.86  และ  
Slope =  1.09  สําหรับการตรวจ  E. coli      ถึงแมวาระบบการคัดเลือกและความเขมขนของ
สารอาหารใน  CCA  จะมีผลทําใหการตรวจพบ   Coliforms & E. coli  ต่ํากวา  PEC แต  CCA  ก็
เปนอีกทางเลอืกหนึ่งในการแจงนับ  Coliforms & E. coli  ในอาหาร 

Ramteke  และ  Tewari  (2002)  ตรวจหา  Thermotolerant E. coli ในตัวอยางน้ําดื่ม  
โดยใช   Fluorocult Brilla Broth (BB) Fluorocult MacConkey agar (MCA) Fluorocult ECD 
agar (ECD) Fluorocult VRB agar (VRB) Fluorocult E. coli O157:H7 agar และ   CCA     
พบวา  BB  และ  CCA  มีความจาํเพาะและความไวในการตรวจหา E. coli  สูงกวาวิธีอ่ืน 
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Finney  และคณะ (2003)  ตรวจหา  Enterobacteriaceae  จากตัวอยางอุจจาระของ
มนุษย   โดยเทียบประสทิธภิาพระหวาง  CCA  และ  MacConkey agar   ผลการทดลองใหคา 
Correlation coefficient (r) = 0.86     โดยพบวา  CCA  มีผลบวกเท็จในการแจงนับ E. coli  
8.75% เนื่องจาก Citrobacter spp. และ Enterobacter spp.  และผลลบเท็จของ CCA มีคา  
2.5% 

2.3 SimPlate™ Total Coliforms & E. coli (SCEc)  

เปนวธิีรวดเร็วที่ถูกพัฒนาโดย  IDEXX Laboratories Inc. Westbrook, ME, USA  ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ประกอบดวย  Chlorophenol red β-D-Galactopyranoside (CPRG) และ 4-
Methylumbilliferyl-β-D-Glucoronide (MUG)  เพื่อตรวจหาปริมาณ  Coliforms & E. coli  
ตามลําดับ    โดย CPRG  จะถกูยอยเปน Chlorophenol red (CPR)  ดวย  β-D-Galactosidase  
ซึ่งผลิตโดย Coliforms     สวน  MUG  จะถูกยอยดวย  β-D-Glucuronidase  ซึ่งผลิตโดย E. coli  
ไดเปน  4-Methylumbilliferone (4-MU)  ซึ่งเรืองแสงภายใตแสงอุลตราไวโอเลต     

Townsend  และคณะ (1998)  ไดเปรียบเทียบ  SCEc กับ PEC, MPN   และ  
VRBA+MUG  ในการแจงนบั  Coliforms & E. coli  ในอาหาร   ไดคา Correlation coefficient (r) 
= 0.95 0.91 และ 0.98 ตามลําดับ และ Slope ≥ 0.90      สําหรับการตรวจ   Coliforms และ 
Correlation coefficient (r) = 0.90  และ 0.80 เมื่อเทียบ SCEc กับ PEC และ VRBA+MUG  
ตามลําดับ  ในการตรวจหา  E. coli        นอกจากนี้  SCEc ซึ่งใชคา MPN ในการอานผลยัง
สามารถแยก  E. coli  ไดดีกวาวิธีการนบัโคโลนีซึง่อานผลเปน  CFU  ในกรณทีี่ตัวอยางมกีาร
ปนเปอนดวยแบคทีเรียในปริมาณสูง     จึงกลาวไดวา SCEc เปนวิธทีี่ใหผลรวดเรว็โดยใชเวลาบม
เพียง  24  ชั่วโมง   และใหความถกูตองในการตรวจหา  E. coli  ดีกวาวิธีอ่ืนในตัวอยางทีม่ี  
Coliforms  และแบคทีเรียอืน่ปนเปอนมาก   

Ogihara  และคณะ (2002)  เปรียบเทยีบการตรวจหา  Coliforms ทั้งหมด   โดยใช   
SCEc  เทียบกับวิธ ี MPN     ผลการทดลองแสดงถึงปฏิสัมพนัธของทั้งสองวิธ ี   และมคีา  
Correlation coefficient (r) = 0.91 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากวิธีรวดเร็ว (Swaminathan and Feng, 1994; Fung, 1995; 
van der Zee and in’t Veld, 1997) 

 1. วิธีตรวจโดยอัตโนมัติ (Automation) กลาวคือ สามารถตรวจสอบตัวอยางไดเปน
จํานวนมากในเวลาเดียวกนั 
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 2.   การไดรับความรูดานเทคนิคจากบริษทัผูผลิต 

 3.   ความถูกตองของผลที่ได (Accuracy) ใหผลทีถู่กตองเทยีบเทากบัวิธีมาตรฐาน 

 4.   การทดสอบที่จําเพาะในจุลินทรียแตละกลุม (Specificity) โดยเฉพาะจุลนิทรียกอโรค 

 5.  คาต่ําสุดที่ตรวจหาได (Low detection limit)  สามารถตรวจหาจุลินทรียที่มีปริมาณ
นอยๆ ได 

 6.   ความรวดเร็วในการรายงานผล (Rapidity) ใชเวลาทดสอบนอยและใหผลที่รวดเร็ว 

 7.  ความงายตอการทดสอบ (Easy to handle)  แมผูที่มทีกัษะดานจุลชวีวทิยานอยก็
สามารถทําการทดสอบได 

 8.   ราคาไมแพง (Low cost) 

 9.   ความนาเชื่อถือของผลการทดสอบ (Acceptability)  

 10. การตรวจสอบความถกูตอง (Validation) ไดรับการประเมนิและตรวจสอบความ
ถูกตองเทียบกบัวิธีมาตรฐาน  
การตรวจสอบความถูกตองของชุดตรวจสาํเร็จรูป 

วัตถุประสงคแรกเริ่มของ AOAC (Association of Official Analytical Chemists)                         
ใน Handbook for AOAC Members  ป 1989  กลาวไววา   “....ไดรับ, ปรับปรุง, พัฒนา, ทดสอบ, 
และประยุกตวธิีการที่ถูกตอง, เที่ยงตรงและสอดคลองกนั  เพื่อการวิเคราะหอาหาร, วิตามิน, สาร
ปรุงแตงอาหาร, ยาฆาแมลง, ยา, เครื่องสําอาง, พืช, อาหารสัตว, ปุย, สารพิษ, อากาศ, น้ํา และ
ผลิตภัณฑอ่ืนๆ สารหรือปรากฏการณที่มผีลกระทบตอสุขภาพและความปลอดภัยของสาธารณชน  
ผูบริโภค  หรือปองกนัคุณภาพของสภาพแวดลอม....”  (AOAC, 1989)      

นอกจากนี ้  AOAC International ยังสนับสนนุการวัดคุณภาพและการตรวจสอบความ
ถูกตองของวิธทีดสอบในสาขาวิทยาศาสตรวิเคราะห     โดยวิธทีดสอบที่ถูกตรวจสอบความถกูตอง
และไดรับการยอมรับเพื่อนํามาใช จะถูกรียกวา “ AOAC Official Methods “ 

AOAC ไดเร่ิมการตรวจสอบความถกูตองของวิธทีางจุลชีววทิยาในป ค.ศ. 1939 และในป 
ค.ศ. 1986  กไ็ดเร่ิมทําการตรวจสอบความถูกตองของชดุตรวจสําเร็จรูปที่ใชในการตรวจเพื่อความ
รวดเร็ว, บงชี้ หรือแจงนับจลิุนทรียตางๆ     ถึงแมวาชุดตรวจหา  Salmonella จะถกูใหความสําคญั
มาก   แตชุดตรวจ Listeria, Coliforms, (รวมไปถึง Escherichia coli ) Aerobic Plate Count และ
สารพิษที่ผลิตโดย Staphylococcus ก็ไดรับการพัฒนาไปพรอมๆ กนัดวย    นัน่แสดงถึงการให
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ความสาํคัญตอการตรวจสอบความถกูตอง (Validation) ของชุดตรวจสําเร็จในอนาคตนัน่เอง 
(Andrews, 1996) 

ในการตรวจสอบความถกูตอง ตองคํานงึถึง 2 ปจจัยดวยกัน คือ 

1. ความเทีย่งตรง (Precision) แสดงถึง Reproducibility ของวิธี  ทัง้ภายในและระหวาง
หองปฏิบัติการที่ทําการทดสอบ     ตัวแปรความเที่ยงสําหรับวิธทีดสอบเชิงคุณภาพ ไดแก ความไว 
(Sensitivity)   คือ  สัดสวนของตัวอยางบวกที่ถูกตรวจพบ  และความจําเพาะ (Specificity) คือ 
สัดสวนของตวัอยางลบทีถ่กูตรวจพบ     ตัวแปรความเที่ยงสําหรับวิธเีชิงปริมาณ  ไดแก  การทาํซ้าํ 
(Repeatability) คือ ความแปรปรวนของผลการทดสอบเมื่อถูกทดสอบในหองปฏิบัติการเดียว  
โดยผูทดสอบเพียงคนเดียวดวยตัวอยางที่เหมือนกัน   และการทาํใหม  (Reproducibility)  คือ  
ความแปรปรวนของผลการทดสอบ  เมื่อทําการทดสอบในหองปฏิบัติการมากกวาหนึง่แหง 

2. ความถูกตอง (Accuracy)   แสดงถึงขั้นตอนในการทําวาถกูตอง  หรือใหคาที่เปนจริง
แคไหน 

ทั้งความเที่ยงและความถกูตองนัน้ถูกนํามาใชวิเคราะหเฉพาะในขอมูลที่เปนลักษณะเปน
ขอมูลเชิงปริมาณเทานัน้     ซึง่ถกูใชอยางกวางขวางเมื่อจําเปนตองแจงนบัจํานวนของจุลนิทรีย
ปนเปอนหรือจุลินทรียบงชี้  เชน  จุลนิทรยีกลุม Coliforms   เพื่อใหเปนไปตามขอกําหนดทางจลุ
ชีววทิยา    เพราะเหตุผลทีว่าเชื้อกอโรคสวนใหญถูกกําหนดวาตองตรวจไมพบ หรือกลาววาตอง
อยูในระดับ “ Zero tolerance ”  นั่นเอง    วิธีตรวจเชงิปริมาณจึงถกูใชเพื่อแสดงใหเหน็วาไมมีเชื้อ
กอโรคนั้นจริงๆ   (Andrews, 1996; De Smedt, 1998) 

McClure (1990) กลาวถึงปจจัยที่เกี่ยวของกับวธิีตรวจเชิงปริมาณไว 4 ปจจัย คือ 

1. ความไว (Sensitivity) คือ ความเปนไปไดที่วิธีตรวจใหตวัอยางทดสอบเปนบวก    
รายงานวาตวัอยางทดสอบเปนผลบวกจริง 

2.   ความจาํเพาะ (Specificity)  คือ ความเปนไปไดที่วิธีตรวจใหตวัอยางทดสอบเปนลบ   
รายงานวาตวัอยางทดสอบเปนผลลบจริง 

3.   ผลบวกเทจ็ (False positive: pf+)  คอื  ความเปนไปไดที่ตัวอยางทดสอบที่เปนผลลบ
จริง   แตถูกรายงานวาเปนบวกโดยวิธทีดสอบ 

  ผลบวกเท็จ   =    จาํนวนผลลบจริงที่ถกูรายงานวาเปนผลบวก 

                                                    จาํนวนผลบวกทั้งหมด                          
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4.   ผลลบเทจ็ (False negative: pf-)  คือ  ความเปนไปไดที่ตัวอยางทดสอบที่เปนผลบวก
จริง   แตถูกรายงานวาเปนลบโดยวิธทีดสอบ 

  ผลลบเท็จ   =    จาํนวนผลบวกจริงที่ถกูรายงานวาเปนผลลบ 

                                                    จาํนวนผลลบทั้งหมด             

โดยผลบวกและผลลบจริงนั้นถูกแปรผลตามตัวอยางทดสอบที่ถกูรายงานวาเปนบวกหรือ
ลบโดยวิธีอางอิง              

เชนเดียวกับการทดสอบดวยวิธีปฏิบัติการมาตรฐาน (Standardized Operating 
Procedures : SOPs)  ทีถู่กบรรยายอยางละเอยีดตามวิธีของ AFNOR AOAC BSI IDF ISO 
Nordic Comite PHLS (London) และองคกรการคาตางๆ   ก็มีปจจัยจํากัดในการทดสอบ คือ 
ลักษณะอาหารภายใตภาวะที่ทดสอบ  จะมีผลกระทบตอผลการทดสอบที่ได   ซึง่อาจเกิดจาก  2 
สาเหตุดวยกนั   ไดแก 

1.  Biotic  จํานวนโคโลนีทีน่บัได (Colony Forming Unit: CFU) ลักษณะและกิจกรรมทาง
ชีวเคมีของจุลนิทรียอ่ืนๆ  ( background flora )  

2.   Abiotic   คุณสมบัติทางธรรมชาติของอาหาร  เชน  พีเอช  คา aw  ลักษณะทีเ่กดิจาก
สารตานจุลินทรียทีถู่กเติมในอาหาร  และรูปแบบของกระบวนการผลติ 

นอกจากปจจยัเหลานี้จะมีผลตอปริมาณจุลินทรียที่ตองการหายงัสงผลทางออมตอความ
ถูกตอง  ความเที่ยง และความสอดคลองของผลวิเคราะหอีกดวย (Struijk, 1996) 

 

 



บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

เครื่องมือที่ใชในการวิจยั 

1. เครื่องนึ่งอบฆาจุลินทรีย (Autoclave) รุน SS 325 ของบริษัท TOMY Seiko 
CO.,Japan 

2. เครื่องปนผสมอาหาร (Stomacher Lab-Blender 400) รุน BA 7021 ของบริษัท 
Seward., UK 

3. ตูบมจุลินทรยี (Incubator) รุน 800 ของบรษิัท Memmert., Germany 

4. อางน้ํารอนควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) รุน 368A ของบริษัท Precision 
Scientific., USA 

5. เครื่องผสมสาร (Vortex Mixer) รุน  G-560E ของบริษทั Scientific Promotion Co., 
LTD., Switzerland 

เคมีภัณฑที่ใชในการวจิยั 

 1.   ชุดตรวจสําเร็จรูป SimPlate™ Total Plate Count- Color Indicator (STPC – CI) 
ของบริษัท BioControl, USA 

 2. ชุดตรวจสําเร็จรูป SimPlate™Total Coliforms & E. coli  (SCEc) ของบริษัท 
BioControl, USA 

 3.   ชุดตรวจแบบแผนสําเร็จรูป Petrifilm™ Aerobic Count (PAC) ของบริษัท 3M, USA 

 4.  ชุดตรวจแบบแผนสําเร็จรูป Petrifilm™ E. coli/Coliform Count (PEC) ของบริษัท 
3M, USA 

 5. อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียแข็ง Chromocult™ Coliform Agar ของบริษัท Merck, 
Germany 

 6.   อาหารเลี้ยงเชื้อจุลนิทรียเหลว Brilliant Green Lactose Bile broth  ของบริษัท 
Difco, USA 
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 7.   อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเหลว Lauryl Sulfate Tryptose broth  ของบริษัท Difco, 
USA 

 8.   อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีเหลว EC  ของบริษัท Difco, USA 

 9.   อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีเหลว Tryptic Soy broth ของบริษัท Difco, USA 

 10. อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีเหลว MR-VP บริษัท Difco, USA 

 11. อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีแข็ง Nutrient Agar ของบริษัท Difco, USA 

 12..อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีวุนมาตรฐาน (PCA) ของบริษัท Difco, USA 

 13. อาหารเลีย้งเชื้อจุลนิทรยีแข็ง EMB agar ของบริษทั Difco, USA 

 14. อาหารเลีย้งเชื้อจุลนิทรยีแข็ง Simmon citrate agar ของบริษัท Difco, USA 

จุลินทรียสาํหรับอางอิงทีใ่ชในการศกึษาและการเก็บรักษา 
 

1. Coliforms  ไดรับความเอื้อเฟอจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย  กระทรวงสาธารณสุข  
ไดแก  Enterococcus aerogenes ATCC 1415    และ  Klebsiella pneumoniae ATCC 27736   
โดยเลี้ยงบน   Nutrient agar (NA) slant  บมที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง   
และเก็บที่อุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส   และทําการถายเพาะเลี้ยงจุลนิทรียทุก 3 เดอืน 

2. Escherichia coli          ไดรับความเอื้อเฟอจากกองอาหารสงอออก กรมวิทยาศาสตร 
การแพทย กระทรวงสาธารณสุข  สายพนัธุที่ใชคือ  E. coli ATCC 25922  โดยเลีย้งบน   Nutrient 
agar (NA) slant  บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง   และเก็บที่อุณหภูม ิ
2-5 องศาเซลเซียส   และทําการถายเพาะเลี้ยงจุลินทรียทุก 3 เดือน 
หมายเหต ุ :  จุลินทรียอางองินาํมาใชในการตรวจสอบอาหารและน้ํายาที่ใชในการตรวจสอบ
ยืนยนั E. coli เพื่อความแนใจวาผลการทดสอบมีความถูกตอง 

 

การเตรยีมตวัอยางแชเยอืกแข็ง 
 

• เกณฑตัวอยางแชเยือกแข็ง 
 ไดทําหลกัเกณฑนาํตัวอยางที่ไดผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งและเก็บไวนาน 1 เดือน  และ
เปนตัวอยางทีผ่ลิตจากตัวอยาง Lot No. เดียวกนักับตัวอยางทีน่ํามาเปนตัวแทนตัวอยางกอนการ
ผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 
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• แหลงทีม่าของตัวอยางแชเยือกแข็ง คือ 
 ตัวอยางซูริมิ จากบริษทัสตารฟช จาํกัด   

ตัวอยางไก จากบริษัทฟารมกรุงเทพ จํากัด  
 ตัวอยางกุง จากบริษทัไทยรอแยล ฟรอเซนฟูด จํากัด  
 

 ตัวอยางแชเยอืกแข็งที่ใชในการศึกษา  คอื  ซูริมิ กอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็งอยางละ 50 ตัวอยาง  เนือ้ไก  กอนและหลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งอยางละ 50 ตัวอยาง 
กุงกุลาดํา  กอนและหลงัผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งอยางละ 50 ตัวอยาง 
 สุมแบงตัวอยางแชเยือกแข็งมา 5 จุด น้ําหนกั 25 กรัม ดวยวิธปีลอดเชื้อ  ใสในถุงที่
ปราศจากเชื้อ (Stomacher bag)  เติม  Butterfield’s phosphate buffer pH 7.2   ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร    นําไปตีปนใหตัวอยางเปนเนื้อเดียวกันดวยเครื่อง Stomacher  เปนเวลา 2 นาที  ทาํ
การเจือจางตัวอยางระดับละ 10 เทา (Ten-fold serial dilution)  โดยใช  Butterfield’s phosphate 
buffer pH 7.2    
 

การแจงนับปริมาณจุลินทรียรวม 
 

1. การแจงนบัปริมาณจุลนิทรียรวมดวยวิธมีาตรฐาน 
ถายตวัอยางแขวนลอยที่ระดับการเจือจางตอเนื่องกัน 3 คา จาํนวน 1 มิลลิลิตร  ลงใน

เพลท   ทาํการกระจายเชื้อดวยวิธ ีPour plate  โดยเททับดวยอาหารวุนเหลว  PCA   ทาํสามซ้ําตอ
ระดับการเจือจางเดียวกนั   บมที่อุณหภมูิ 35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชัว่โมง   อานผล
ในชวง 30-300 โคโลนีและบมตออีก 24 ชั่วโมง  เพื่ออานผลสาํหรับบันทกึ 

 

2.  การแจงนบัปริมาณจุลนิทรียรวมดวยวิธรีวดเรว็ 
      2.1   SimPlate™ Total Plate Count -Color Indicator (STPC-CI)  

2.1.1  นําอาหารเลี้ยงเชื้อผง 1 ขวดของชุด Multiple Test  Medium   ละลายใน 
Butterfield’s phosphate buffer pH 7.2   ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดวยวธิีปลอดเชือ้    สารละลาย
อาหารดังกลาวสามารถนาํมาใชทดสอบได 10 ตวัอยาง  โดยใช  SimPlate device   ชนิด   
Normal Counting Range (เพลทพลาสตกิขนาด 84 หลุม) 
                  2.1.2 ปเปตตัวอยางแขวนลอยที่ระดับการเจือจางตอเนือ่ง 2 คา ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร หรือ 1.0 มิลลิลิตร   ผสมกับสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร หรือ 9 
มิลลิลิตรตามความเหมาะสมในหลอดทดลอง  เพื่อใหปริมาตรสุทธิตอเพลทเปน 10±0.2 มิลลิลิตร  
โดยใช  2  SimPlate ตอหนึ่งระดับการเจือจาง 
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   2.1.3  ถายสารละลายตวัอยางในขอ 2.1.2 ลงตรงกลางของ  SimPlate device  ปด
ฝา  วนเพลทเบาๆ เพื่อใหสารละลายกระจายลงทกุหลุมในเพลท  เคาะเพลทเบาๆ ในกรณีที่เกดิ
ฟองอากาศในหลุม    เทสารละลายที่เหลือออก โดยเอียงเพลทไปดานทีม่ีฟองน้ําอยู 
   2.1.4  คว่าํเพลท  นําไปบมที่อุณหภูม ิ 35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-28 ชั่วโมง   
อานผลบวกของการทดสอบ  โดยสงัเกตหลุมที่มีการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีน้าํเงินเปนสี
ชมพู   บางครั้งอาจสงัเกตผลบวกเปนสีสม ชมพูอมสม น้ําตาลแดง น้าํตาล  จนถงึสีขาวก็ได    นบั
จํานวนหลุมทีใ่หผลบวก   นาํไปเทยีบเปนคา MPN  โดยใช  SimPlate Conversion Table  
(ภาคผนวก ข)  และคํานวณเปนปริมาณจลุิทรียรวม MPN ตอกรัมตัวอยาง 
 2.2    Petrifilm™ Aerobic Count Plate (PAC) 
   2.2.1  เปดแผนบนของ  PAC  ขึ้น  ปเปตตัวอยางแขวนลอย  1  มิลลิลิตรที่ระดับการ
เจือจางตอเนือ่ง  2  คา  ถายตัวอยางลงตรงกลางของแผนลาง  ใช 2 แผนตอหนึง่ระดับการเจือจาง 
   2.2.2   ปดแผนฟลมแผนบนลงมา 
   2.2.3   ใชแทนพลาสติกกดทับลงตรงกลางของแผนฟลมเบาๆ  เพื่อกระจายตัวอยาง  
   2.2.4   นาํไปบมที่  35±1 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 48±3 ชั่วโมง    
   2.2.5   อานผลโดยนับจาํนวนโคโลนีสีแดงทัง้หมดในชวง 15-150 โคโลนีบนแผนฟลม  
และคํานวณเปนปริมาณจุลนิทรียรวม  CFU  ตอกรัมตัวอยาง 
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  การแจงนับปริมาณ  Total Coliforms & E. coli   
1.   การแจงนับปริมาณ  Total Coliforms & E. coli  ดวยวิธีมาตรฐาน     ( Most Probable 
Number: MPN ) 
           1.1   Presumptive test 

 ถายตัวอยางแขวนลอยที่เจือจางแลว ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว  LST โดยใช  3  หลอดตอระดับการเจือจาง  หลอดละ  1  มิลลิลิตร  แปรผัน  3  ระดับการ
เจือจางตอเนื่อง   นําไปบมที่อุณหภูมิ  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง     ผลบวก
คือ สีอาหารเปลี่ยนเปนสีเหลืองและสังเกตเห็นฟองกาซที่ถูกดักอยูใน   Durham tube   เนื่องจากจุ
ลินทรียสามารถยอยสลายน้ําตาลแลคโทสในอาหาร  LST  เกิดเปนกรดและกาซ    
หมายเหตุ : ในการทดลองนี้ไดเติมสี Bromocresol Purple เพื่อเพิ่มเกณฑในการตัดสินใจในการ
อานผลการเจริญของ Total Coliforms เพราะบางทีกาซที่ดักอยูใน  Durham tube   เห็นไมชัดเจน
ทําใหเกิดความไมแนใจในการอานผลบวก  ดังนั้นในขั้นตอนนี้จึงใชเกณฑการอานผลบวกจาก
หลอดที่มีผลของความขุน การสรางกาซ และกรดที่เกิดจากการหมักน้ําตาลแลคโทสในอาหาร LST   
โดยกรดจะทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของ Bromocresol Purple จากสีมวงเปนสีเหลือง (AHPA, 
AWWA and WEF, 1998) 

1.2  Confirm test 
1.2.1  ถายจุลินทรียที่ใหผลบวกจากขอ 1.1 จํานวน 3 ลูป  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  BGLB 

นําไปบมที่อุณหภูมิ  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง   ผลบวกคือ  Coliforms  จะ
สามารถยอยสลายน้ําตาลแลคโทสในอาหาร  BGLB   เกิดกาซซึ่งถูกดักอยูใน   Durham tube    
นับจํานวนหลอดที่ใหผลบวกไปเทียบกับตาราง  MPN    รายงานเปนจํานวน  Coliforms  ทั้งหมด  
MPN  ตอกรัมตัวอยาง 

1.2.2  ถายจุลินทรียที่ใหผลบวกจากขอ 1.1 จํานวน 3 ลูป  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  EC  บม
ที่อุณหภูมิ  45.5±0.2าเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง     ผลบวกคือ  Fecal coliforms  จะ
สามารถยอยสลายน้ําตาลแลคโทสในอาหาร  EC   เกิดกาซซึ่งถกูดักอยูใน   Durham tube    นับ
จํานวนหลอดที่ใหผลบวกไปเทียบกับตาราง  MPN   (ภาคผนวก ข) รายงานเปนจํานวน Fecal 
Coliforms    MPN  ตอกรัมตัวอยาง 

1.3   Complete test 
 นําหลอดที่ใหผลบวกจากขอ  1.2.2  มาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Eosin 

Methylene Blue (EMB)   บมที่อุณหภูมิ  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง     ถาเปน  E. 
coli  โคโลนีที่ปรากฏจะมีลักษณะเปนสีมวงเขมและอาจจะสะทอนแสงคลายโลหะ (Metallic 
sheen)  หรือไมก็ได     หลังจากนั้นเขี่ยโคโลนีที่มีลักษณะดังกลาวมาลงในอาหารเหลว Tryptic 
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Soy Broth บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง นํามาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี 
(IMViC)    เพื่อยืนยันอีกครั้งวาเปน E. coli     นําคาที่ไดไปเทียบกับตาราง MPN  รายงานเปน
จํานวน  E. coli  MPN  ตอกรัมตัวอยาง 
2.   การแจงนับปริมาณ Total Coliforms & Escherichia coli  ดวยวิธรีวดเรว็ 
       2.1   SimPlate™ Total Coliforms & E. coli  (SCEc) 

2.1.1  นําอาหารเลี้ยงเชื้อผง 1 ขวดของชุด Multiple Test Medium   ละลายใน 
Butterfield’s phosphate buffer pH 7.2   ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดวยวธิีปลอดเชือ้    สารละลาย
อาหารดังกลาวสามารถนาํมาใชทดสอบได 10 ตวัอยาง  โดยใช  SimPlate device   ชนิด   
Normal Counting Range 
                  2.1.2 ปเปตตัวอยางแขวนลอยที่ระดับการเจือจางตอเนือ่ง 2 คา ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร   ผสมกับสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 9 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง  เพื่อให
ปริมาตรสุทธติอเพลทเปน 10±0.2 มิลลิลิตร  โดยใช  2  SimPlate ตอหนึง่ระดับการเจือจาง 
   2.1.3  ถายสารละลายตวัอยางในขอ 2.1.2 ลงตรงกลางของ  SimPlate device  ปด
ฝา  วนเพลทเบาๆ เพื่อใหสารละลายกระจายลงทกุหลุมในเพลท  เคาะเพลทเบาๆ ในกรณีที่เกดิ
ฟองอากาศในหลุม    เทสารละลายที่เหลือออก โดยเอียงเพลทไปดานทีม่ีฟองน้ําอยู 

2.1.4  คว่าํเพลท  นาํไปบมที่อุณหภูมิ  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-28 ชั่วโมง  
อานผลบวกของการทดสอบ  โดยสงัเกตหลุมทีม่ีการเปลี่ยนสีของสารละลาย  นับเปนจํานวนหลุม
บวกของ  Coliforms ทั้งหมด  และนาํเพลทดังกลาวไปดผูลภายใตหลอดอุลตราไวโอเลต (365 นา
โนเมตร)  นับจํานวนหลุมที่เรืองแสงเปนผลบวกของ  E. coli  จากนั้นนําจาํนวนหลมุที่ใหผลบวก
ทั้งสองไปเทียบเปนคา  MPN  โดยใช  SimPlate Conversion Table (ภาคผนวก ข) 

2.1.5  ทําการทดสอบยืนยันผลบวกอีกครั้ง  โดยใชลูปเขีย่หลุมที่ใหผลบวกไปขีดบน
อาหารวุนแข็ง  EMB   บมทีอุ่ณหภูมิ   35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชัว่โมง     เลือกโคโลนี
เดี่ยวมาลงในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง 
นําไปทดสอบปฏิกิริยาทางชวีเคมี ( IMViC ) 
 2.2    Petrifilm™ E. coli Count Plate (PEC) 
   2.2.1  เปดแผนบนของ  PEC  ขึน้  ปเปตตัวอยางแขวนลอย  1  มิลลิลิตรที่ระดับการ
เจือจางตอเนือ่ง  2  คา  ถายตัวอยางลงตรงกลางของแผนลาง  ใช 2 แผนตอหนึง่ระดับการเจือจาง 
   2.2.2   ปดแผนฟลมแผนบนลงมา  พยายามใหเกิดฟองอากาศนอยที่สดุ 
   2.2.3  ใชแทนพลาสติกกดทบัลงตรงกลางของแผนฟลมเบาๆ  เพื่อกระจายตัวอยางให
ทั่วพื้นผวิอาหาร  โดยไมใหตัวอยางแผลนขอบอาหารออกไป  
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   2.2.4   นาํไปบมที่  35±1 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 48±3 ชั่วโมง    
   2.2.5 อานผลบวกโดยนับจํานวนโคโลนสีีแดงและสีน้ําเงินที่มฟีองกาซเกิดรอบโคโลนี
ทั้งหมดบนแผนฟลม  รายงานเปนจํานวน  Colliforms  ทัง้หมด    และนับเฉพาะจาํนวนโคโลนีสนี้ํา
เงินที่มฟีองกาซรอบโคโลนี  รายงานเปนจาํนวน  E. coli       ทั้งนี้โคโลนีสีแดงและสีน้ําเงินที่ไมมี
ฟองกาซรอบโคโลนีจะไมนับวาเปน  Coliforms & E. coli   ควรนบัแผนฟลมที่มจีํานวนโคโลนี
ระหวาง  15-150 โคโลน ี

2.2.6  ทําการตรวจสอบยืนยันผลบวก  โดยใชลูปเขี่ยโคโลนีผลบวกที่อยูในเจลของ
แผนฟลมดานบน  เลือก 2-3 โคโลนีตอ 1 แผนฟลม   ไปขีดลงบนอาหารวุนแข็ง  EMB  นาํไปบมที ่ 
35±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง       เลือกโคโลนีเดี่ยวมาลงในอาหารเหลว Tryptic Soy 
Broth บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง นําไปทดสอบปฏิกิริยาทางชวีเคมี 
(IMViC) 
       2.3   Chromocult™ Coliform Agar  (CCA) 
       2.3.1   ปเปตตัวอยางที่ทําการเจือจางแลว  0.1  มิลลิลิตร  กระจายลงบนอาหารวุน
แข็ง CCA     โดยใช 3 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง   บมที่  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 
ชั่วโมง   
                   2.3.2   อานผลบวกของการทดสอบ   โดยนับโคโลนีสีแดงและสีน้ําเงินทั้งหมด  
รายงานเปนจํานวน  Coliforms  ทั้งหมด   และนบัเฉพาะจํานวนโคโลนีสีน้ําเงินมวง  รายงานเปน
จํานวน  E. coli    ควรนับจํานวนโคโลนีระหวาง 15-150 โคโลนี 
                   2.3.3   ทําการตรวจสอบยืนยันผลบวก  โดยใชลูปเขี่ยโคโลนีผลบวก   เลือก 2-3 
โคโลนีตอ 1 เพลท   ไปขีดลงบนอาหารวุนแข็ง  EMB  นําไปบมที่  35±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ชั่วโมง   เลือกโคโลนีเดี่ยวมาลงในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศา
เซลเซียส 18-24 ชั่วโมง นําไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (IMViC) 
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เปรียบเทียบปฏิสัมพันธระหวางวิธีทดสอบในการแจงนับจุลินทรียรวมและ Total 
Coliforms  

 ใชการวิ เคราะหทางสถิติดูความสัมพันธ เชิง เสนของตัวแปร  2 ตัวแปร  (Linear 
Regression Analysis) เพื่อเปรียบเทียบคา Correlation coefficient 
หมายเหตุ : การแปรผลทางสถิติที่วิเคราะหดวย Linear Regression Analysis โดยดูความสัมพันธ
ของตัวแปรสองตัวแปรจากคา Correlation coefficients (r) (ธวชัชัย งามสันติวงศ, 2544) 
  0.00-0.20   ตัวแปรไมมีความสัมพนัธตอกนั 
  0.20-0.40   ตวัแปรมีความสัมพันธตอกันในระดับตํ่า 
  0.40-0.60   ตวัแปรมีความสัมพันธตอกันในระดับกลาง 
  0.60-0.80   ตวัแปรมีความสัมพันธตอกันในระดับคอนขางสูง 
  0.80-1.00   ตวัแปรมีความสัมพันธตอกันในระดับสูง 

เปรียบเทยีบการตรวจสอบยืนยัน  Coliforms & E. coli  ระหวางวิธรีวดเร็วและวธิี
มาตรฐาน 

  1. การทดสอบยืนยนั  Coliforms  โดยนําผลบวกที่ไดจากการทดสอบวาเปน Coliforms  
มาถายลงในอาหารเหลว  BGLB  เพื่อดูความสามารถในการยอยน้าํตาลแลคโทส (Nelson et al, 
1984)  และทดสอบดวยปฏิกิริยาของเอนไซม DNase ซึ่ง Coliforms จะใหผลลบตอปฏิกิริยานี ้

หมายเหต ุ: ตรวจหาเอนไซม DNase ในอาหาร DNase Agar ของบริษัท Difco, USA    โดยใชลูป
เขี่ยเชื้อที่เลีย้งในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth ที่ 35±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลว
มาแตะบนอาหารวุน DNase Agar  นําไปบมที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง    อานผล
โดยเท 1 N HCl ลงบนผวิหนาวุน    ดีเอน็เอสายคูในอาหารจะตกตะกอน    สวนจลิุนทรียที่ผลิต
เอนไซม DNase จะสามารถยอยดีเอน็เอสายคูเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวซึ่งไมตกตะกอนเมื่อเททับดวย   
1 N HCl ทาํใหเหน็เปนวงในรอบโคโลนนีัน้  (Brenner, 1984) 

 2.  การทดสอบยืนยนั  E. coli  โดยนาํผลบวกที่ไดจากการทดสอบวาเปน  E. coli  มาทาํ
การทดสอบทางชวีเคมี ( IMViC )  (FDA, 2001) 

 3.  ความถูกตอง  (Accuracy) ของวิธทีดสอบ ควรมีการรายงานผลบวกเท็จและผลลบ
เท็จที่ต่ําหรือไมมีเลย  (McClure, 1990) 
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  ผลบวกเท็จ (%) =   จํานวนผลลบจริงทีถู่กรายงานวาเปนบวก   X  100 

                                                                   จํานวนผลบวกทั้งหมด 

  ผลลบเท็จ (%) =   จาํนวนผลบวกจริงที่ถกูรายงานวาเปนลบ   X  100 

                                                                   จํานวนผลลบทั้งหมด 

การวิเคราะหขอมูล 

 วิเคราะหขอมลูทางสถิติเพื่อเปรียบเทยีบปฏิสัมพันธของวิธีทดสอบโดยใช Linear 
Regression Analysis  เทยีบคา  Correlation coefficients (r), Slopes  และ Y- intercepts  ดวย
โปรแกรมสําเร็จรูป  MS Excel 2002     และวิเคราะหความตางของคาเฉลี่ย (mean log10) เพือ่
เปรียบเทยีบคาที่ไดจากวิธีรวดเร็วและวธิมีาตรฐาน โดยใช ANOVA  (Analysis of Variance)  
ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป  SPSS version 10.07 
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1. ประเมินประสิทธิภาพของขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 
 
จุลินทรียรวม : PCA 
Coliforms & E. coli : MPN 
 
ตัวอยางแชเยือกแข็ง 

ไกกอนและหลังผานการแชเยือกแข็ง 
กุงกอนและหลังผานการแชเยือกแข็ง 
ซูริมิกอนและหลังผานการแชเยือกแข็ง 

2. เปรียบเทียบและประเมินการใชวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน 
 
วิธีมาตรฐาน 

จุลินทรียรวม : PCA 
Coliforms & E. coli : MPN 

 
วิธีรวดเร็ว 

SimPlate   : STPC 
                               : SCEc 

Petrifilm    : PAC 
                               : PEC 

Chromocult™ Coliform Agar : CCA                 

สรุปแผนภาพรวมของการดําเนินการวิจัย 

หมายเหตุ จากตัวอยางไดทําการทดสอบเบื้องตนจนทําใหทราบระดับการเจือจางที่เหมาะสมของตัวอยาง  ทําใหการใชอุปกรณในวิธีรวดเร็วประหยัดขึ้น 
ในการทดลองนี้    :               PCA  ทําซ้ํา 3 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง 

STPC-CI  ทําซ้ํา 2 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง 
PAC  ทําซ้ํา 2 แผนตอหนึ่งระดับการเจือจาง 
SCEc ทําซ้ํา 2 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง 
PEC  ทําซ้ํา 2 แผนตอหนึ่งระดับการเจือจาง 
CCA  ทําซ้ํา 3 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง 



บทที่  4 
ผลการทดลอง 

 
1. ประเมินประสิทธิภาพของขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 
  

เปรียบเทยีบการแจงนับจุลินทรียรวมในตัวอยางไก กุงและซูริมิ กอนและหลังผานขั้นตอน
การแชเยือกแข็ง    รูปที่ 7ก คาเฉลี่ยการแจงนับจุลนิทรียรวมของเนื้อกอนผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็งทั้ง 3 ชนิด แตกตางจากคาเฉลีย่การแจงนับของเนื้อหลงัผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งทัง้ 3 
ชนิดอยางมนียัสําคัญ (p<0.05) เหมือนกัน      แตจากตารางที่ 6  จะเหน็ไดวาปริมาณจุลินทรยี
รวมในตัวอยางหลงัจากผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งลดลงเพยีงเลก็นอย ขณะที่ในกุงและซูริมหิลัง
ผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งปริมาณจุลนิทรียรวมลดลงประมาณ 1.5 log คือจาก 6.61±0.12 
ลดลงเปน 4.92±0.12 ในกุง และจาก 7.17±0.11 ลดลงเปน 5.61±0.11 ในซูริม ิ

เปรียบเทยีบการแจงนับ Total Coliforms ในตัวอยางไก, กุงและซูริมิ กอนและหลังผาน
ขั้นตอนการแชเยือกแข็ง   รูปที่ 7ข แสดงใหเหน็วามีเพียงคาเฉลี่ยการแจงนบัของกุงกอนผาน
ขั้นตอนการแชเยือกแข็งเทานั้นที่แตกตางจากหลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งอยางมีนัยสาํคัญ  
(p<0.05)     สวนคาเฉลีย่การแจงนับของไกและซูริมิกอนและหลงัผานขั้นตอนการไมแตกตางกัน
อยางมีนยัสําคัญ (p>0.05)      โดยปริมาณ Total Coliforms ในกุง หลังผานขัน้ตอนการแชเยือก
แข็งลดลงประมาณ 0.5 log คือจาก 1.49±0.09 เปน 1.08±0.09 (ตารางที ่6) 

เปรียบเทยีบการแจงนับ E. coli ในตัวอยางไก,กุง และซูริมิกอนผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็ง พบวาคาเฉลี่ยการแจงนับของซูริมิกอนผานขัน้ตอนการแชเยอืกแข็งแตกตางจากหลงัผาน
ข้ันตอนการแชเยือกแข็งอยางมนีัยสาํคัญ (p<0.05) โดยปริมาณ E. coli ลดลงประมาณ 1.2 log 
คือจาก 3.30±0.16 เปน 2.06±0.12 (ตารางที่ 6)  สวนในตัวอยางไกพบวาคาเฉลี่ยการแจงนับ
ลดลงเพียงเลก็นอย   แตตรวจไมพบ E. coli ในตัวอยางกุงทั้งกอนและหลังผานขั้นตอนแชเยือก
แข็ง 
 
2. เปรียบเทยีบการแจงนบัจุลินทรียรวมและ Total Coliforms และ E. coli ระหวางวธิี
รวดเร็วและวธิีมาตรฐาน 
 

 เปรียบเทยีบการแจงนับจุลนิทรียรวมระหวางวิธีทดสอบในตัวอยางไก กุงและซูริม ิ กอน
และหลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง   จากรูปที ่ 8ก ในตัวอยางไกหลังผานขัน้ตอนการแชเยอืก
แข็ง    วิธี STPC-CI และ PAC มีคาเฉลี่ยการแจงนับแตกตางจากวธิีมาตรฐาน (PCA) อยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05)   แตคาเฉลี่ยการแจงนับระหวาง STPC-CI กับ PAC ไมแตกตางกนั(p>0.05)   
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โดยมีคา 4.77±0.08 และ 4.86±0.08 ใน STPC-CI และ PAC ตามลาํดับ สวนคาเฉลี่ยการแจงนบั
ของ PCA มีคา 4.54±0.08 และในตัวอยางซูริมิหลงัผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง วธิ ีSTPC-CI ให
คาเฉลี่ยการแจงนับแตกตางจากวิธ ี PCA อยางมนีัยสําคัญ (p<0.05) โดยวิธ ี STPC-CI มีคา 
6.07±0.12 สวนวิธ ี PCA มคีา 5.61±0.11   นอกนั้นใหคาเฉลี่ยการแจงนับไมแตกตางกนัระหวาง
แตละวิธีทดสอบ (ตารางที ่7) 
 เปรียบเทยีบการแจงนับ Total Coliforms ระหวางวธิีทดสอบในตัวอยางไก กุง และซูริมิ 
กอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง  จากรูปที ่ 8ข วิธ ี SCEc และ CCA มคีาเฉลี่ยการแจง
นับตางจากวิธ ี MPN และ PEC อยางมนียัสําคัญ (p<0.05)  แตในตัวอยางซูริมิกอนผานขั้นตอน
การแชเยือกแขง็มีเพยีง CCA เทานั้นที่ตางจากวิธีอ่ืนๆ สวนในตัวอยางซูริมิหลงัผานขั้นตอนการแช
เยือแข็งไมพบความตางของคาเฉลี่ยการแจงนับระหวางวิธีทดสอบ คาเฉลี่ยการแจงนับดังแสดงใน
ตารางที ่8 
 เปรียบเทยีบการแจงนับ E. coli ระหวางวิธีทดสอบในตัวอยางไก กุง และซูริม ิ กอนและ
หลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง  จากรปูที่ 8ค  พบวาในตัวอยางไกกอนผานขัน้ตอนการแชเยอืก
แข็งวิธ ีSCEc และ CCA มีคาเฉลี่ยการแจงนับตางจากวธิี MPN อยางมีนัยสาํคัญ (p<0.05)     ใน
ตัวอยางไกหลงัผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งคาเฉลี่ยการแจงนับของวธิี MPN , SCEc และ PEC ให
คาไมแตกตางกัน    ในตวัอยางซูริมิกอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งคาเฉลี่ยการแจงนับของแตละ
วิธีใหคาแตกตางกนัอยางไมมีนัยสาํคัญ (p>0.05)    แตวิธีรวดเร็วทกุวิธีใหคาเฉลีย่การแจงนับตาง
จากวธิีมาตรฐานอยางมีนยัสําคัญในตัวอยางซูริมิหลงัผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง  (p<0.05)      
คาเฉลี่ยการแจงนับดังแสดงในตารางที ่9 
 
3. เปรียบเทียบปฏสิัมพนัธระหวางวธิีการทดสอบในการแจงนับจุลินทรียรวมและ Total 
Coliforms 
 

 ในการแจงนับจุลินทรียรวมเมื่อวิเคราะหขอมูลทางสถิตดิวยวิธ ีLinear Regression พบวา
วิธ ีPCA, STPC-CI และ PEC มีปฏิสัมพนัธตอกันในระดับสูง     โดยระหวางวิธ ีPCA กับ STPC-
CI มีคา r = 0.95  Slope = 1.04 และ Y-intercept = 0.04      ระหวางวิธ ีPCA กับ PAC มีคา r = 
0.96  Slope = 0.98 และ Y-intercept = 0.27      และระหวางวิธ ีPAC กับ STPC-CI มีคา r = 
0.96  Slope = 1.03 และ Y-intercept = -0.10 (รูปที่ 9) 
 ในการแจงนับ Total Coliforms เมื่อเปรียบเทียบวธิ ี SCEc, PEC และ CCAกับวธิ ี MPN 
พบวาระหวางวิธ ีMPN กับ SCEc มีคา r = 0.82, Slope = 0.83 และ Y-intercept = 1.01    วิธี 
MPN กับ PEC มีคา r = 0.89  Slope = 0.86 และ Y-intercept = 0.42   และวิธ ีMPN กับวิธี CCA 
มีคา r = 0.79   Slope = 0.80 และ Y-intercept = 1.30 (รูปที่ 10) 
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 สวนการแจงนบั Total Coliforms เมื่อเปรียบเทยีบระหวางวิธีรวดเร็วพบวา วธิ ี PEC กับ 
SCEc มีคา r = 0.85 Slope = 0.91 และ Y-intercept = 0.81   วิธ ีPEC กับวิธ ีCCA มีคา r = 
0.84  Slope = 0.90 และ Y-intercepct = 1.04   และวิธี SCEc กับ CCA มีคา r = 0.85  Slope = 
0.86 และ Y-intercept = 0.65 (รูปที่ 11) 
 
4.  เปรยีบเทยีบความสอดคลองระหวางวธิีรวดเร็วและวธิีมาตรฐานในการแจงนับ E. coli 
 

 ความสอดคลองในการแจงนับ E. coli ระหวางวิธ ี SCEc, CCA และ PEC เทยีบกับวิธี 
MPN มีคา 77.78%  34.57% และ 41.98% ตามลําดับ (ตารางที ่10) 
 
5. เปรียบเทยีบการตรวจสอบยืนยนั Coliforms และ E. coli ระหวางวธิีรวดเร็วและวิธี
มาตรฐาน 
 

 ตรวจสอบยืนยัน Coliforms และ E. coli ที่ใหผลบวกจากวธิีทดสอบ โดยการยืนยัน
ผลบวกของ Coliforms ที่ตรวจพบโดยวิธ ีMPN, SCEc, CCA และ PEC โดยดูจากความสามารถ
ในการยอยน้าํตาลแลคโทส มีคา 96.35% 92.44% 93.60% และ 95.24% ตามลําดับ มีผลบวก
เท็จเทากับ 3.65% 7.56% 6.40% และ 4.76% ตามลําดับ   การยืนยันผลบวกของ Coliforms ที่
ตรวจพบโดยวธิี MPN, SCEc, CCA และ PEC โดยการทดสอบปฏิกิริยาของเอนไซม DNase ซึ่ง 
Coliforms จะใหผลลบในปฏิกิริยานี ้ พบวาการยนืยนัผลบวกของ Coliforms มีคา 83.20% 
64.41% 69.59% และ 76.09% ตามลําดับ กลาวไดวามีผลบวกเท็จเทากับ 16.80% 35.59% 
30.41% และ 30.00% ตามลําดับ (ตารางที่ 11)  สวนการยืนยันผลบวกของ E. coli ที่ตรวจพบ
โดยวิธ ีMPN, SCEc, CCA และ PEC โดยการทดสอบทางชีวเคม ี(IMViC) มีคา 90.05% 86.32% 
74.44% และ 96.02% ตามลําดับ มีผลบวกเท็จเทากบั 9.95% 13.68% 25.56% และ 3.98% 
ตามลําดับ (ตารางที่ 12) 
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 ก) 

  

 

                              

 

 

ข) 

 

 

 

 

 ค) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 เปรียบเทียบคาเฉลีย่การแจงนับโดยวิธีมาตรฐาน  ก) จุลินทรียรวม ข) Total Coliforms        
ค) E. coli 
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หมายเหต ุ: *  หมายถงึ แตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05)
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ตารางที่ 6  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยการแจงนบัจุลินทรียรวมและ Total Coliforms & E. coli 
 

 
จุลินทรียรวม 

Mean log±SE 
( จํานวนตัวอยาง ) 

Total Coliforms 
Mean log±SE 

( จํานวนตัวอยาง ) 

E. coli 
Mean log±SE 

( จํานวนตัวอยาง ) 

ตัวอยาง 

กอนผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

หลังผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

กอนผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

หลังผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

กอนผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

หลังผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

ไก 4.88±0.08 
( 48 ) 

4.54±0.08 
( 48 ) 

2.63±0.13 
( 48 ) 

2.42±0.09 
( 48 ) 

2.27±0.12 
( 29 ) 

2.06±0.09 
( 25 ) 

กุง 6.61±0.12 
( 48 ) 

4.92±0.12 
( 45 ) 

1.49±0.09 
( 49 ) 

1.08±0.09 
( 45 ) 

nd nd 

ซูริมิ 7.17±0.11 
( 38 ) 

5.61±0.11 
( 50 ) 

3.46±0.09 
( 39 ) 

3.22±0.12 
( 50 ) 

3.30±0.16 
( 14 ) 

2.06±0.12 
( 13 ) 

 
 
 
     ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8  เปรียบเทียบคาเฉลีย่การแจงนับโดยวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน      ก) จุลินทรียรวม   
 
 

หมายเหต ุ: nd = non-detected 
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หมายเหต ุ: *  หมายถงึ แตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05)
PCA = Plate Count Agar 
STPC-CI = SimPlate™ Total Plate Count- Color Indicator 
PAC = Petrifilm™ Aerobic Count
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ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ค) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8  เปรียบเทียบคาเฉลีย่การแจงนับโดยวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน 
           ข) Total Coliforms   ค) E. coli 
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หมายเหต ุ: *  หมายถงึ แตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05)
MPN = Most Probable Number 
SCEc = SimPlate™ Total Coliform & E. coli 
CCA = Chromocult™ Coliform Agar 
PEC = Petrifilm™ E. coli / Coliform Count Plate 
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ตารางที่ 7 เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยการแจงนับจุลินทรียรวมโดยวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน 
 

จุลินทรียรวม 
Mean log±SE 

% CV 
( จํานวนตัวอยาง ) 

กอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง หลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 

ตัวอยาง 

PCA STPC-CI PAC PCA STPC-CI PAC 
ไก 4.88±0.08 

12.05 % 
( 48 ) 

5.02±0.09 
12.57 % 

( 48 ) 

4.98±0.09 
12.05 % 

( 48 ) 

4.54±0.08 
12.06 % 

( 48 ) 

4.77±0.08 
11.20 % 

( 48 ) 

4.86±0.08 
11.69 % 

( 48 ) 
กุง 6.61±0.12 

12.78 % 
( 48 ) 

6.96±0.15 
14.96 % 

( 49 ) 

6.76±0.13 
13.63 % 

( 49 ) 

4.92±0.12 
16.01 % 

( 45 ) 

5.02±0.13 
18.03 % 

( 45 ) 

4.97±0.12 
15.86 % 

( 45 ) 
ซูริมิ 7.17±0.11 

9.05 % 
( 38 ) 

7.52±0.09 
7.46 % 
( 38 ) 

7.33±0.13 
10.55 % 

( 38 ) 

5.61±0.11 
13.61 % 

( 50 ) 

6.07±0.12 
13.88 % 

( 50 ) 

ND 

ตารางที่ 8 เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยการแจงนับ Total Coliforms โดยวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน 
 

Total Coliforms 
Mean log±SE 

% CV 
( จํานวนตัวอยาง ) 

กอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง หลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 

ตัวอยาง 

MPN SCEc CCA PEC MPN SCEc CCA PEC 
ไก 2.63±0.13 

33.47 % 
( 48 ) 

3.81±0.15 
26.38 % 

( 48 ) 

3.84±0.12 
22.13 % 

( 48 ) 

2.76±0.11 
27.15 % 

( 48 ) 

2.42±0.09 
25.49 % 

( 48 ) 

3.44±0.10 
21.59 % 

( 48 ) 

3.56±0.09 
17.85 % 

( 48 ) 

2.54±0.07 
17.97 % 

( 48 ) 
กุง 1.49±0.09 

44.63 % 
( 49 ) 

2.06±0.08 
28.07 % 

( 49 ) 

2.32±0.08 
23.78 % 

( 45 ) 

1.60±0.07 
30.53 % 

( 49 ) 

1.08±0.09 
53.59 % 

( 45 ) 

1.74±0.110 
39.90 % 

( 45 ) 

1.77±0.11 
40.55 % 

( 45 ) 

1.12±0.08 
46.24 % 

( 45 ) 
ซูริมิ 3.46±0.09 

16.51 % 
( 39 ) 

3.71±0.09 
15.85 % 

( 39 ) 

4.26±0.08 
12.12 % 

( 39 ) 

3.55±0.09 
16.56 % 

( 39 ) 

3.22±0.12 
26.39 % 

( 50 ) 

3.24±0.14 
30.67 % 

( 50 ) 

3.53±0.13 
26.39 % 

( 50 ) 

ND 

 
หมายเหต ุ: ND = Not Done 
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ตารางที่ 9 เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยการแจงนับ E. coli โดยวธิีรวดเร็วและวธิีมาตรฐาน 
 

E. coli 
Mean log±SE 

 ( จํานวนตัวอยาง ) 
กอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง หลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 

ตัวอยาง 

MPN SCEc CCA PEC MPN SCEc CCA PEC 
ไก 2.27±0.12 

 ( 29 ) 
2.54±0.12 

 ( 29 ) 
2.89±0.14 

 ( 20 ) 
2.15±0.11 

 ( 21 ) 
2.06±0.09 

 ( 25 ) 
2.43±0.18 

 ( 17 ) 
2.91±0.16 

 ( 6 ) 
2.20±0.11 

 ( 7 ) 
ซูริมิ 3.30±0.16 

 ( 14 ) 
3.22±0.09 

 ( 9 ) 
3.18±0.00 

 ( 1 ) 
3.32±0.24 

 ( 5 ) 
2.06±0.12 

 ( 13 ) 
2.59±0.14 

 ( 8 ) 
3.00±0.00 

 ( 1 ) 
3.27±0.00 

 ( 1 ) 

 

ตารางที่ 10  เปรียบเทียบเปอรเซ็นตความสอดคลองในการแจงนับ E. coli ของวิธีรวดเร็วเทยีบกบั 
วิธีมาตรฐาน 

 

จํานวนตวัอยางผลบวก จํานวนตวัอยางผลลบ ความสอดคลองกับ 
MPN (%) 

ตัวอยาง 

MPN SCEc CCA PEC SCEc CCA PEC SCEc CCA PEC 
ไก 54 46 26 28 8 28 26 85.18 48.15 51.85 
ซูริมิ 27 17 2 6 10 26 21 62.96 7.41 22.22 
รวม 81 63 28 34 18 53 47 77.78 34.57 41.98 

หมายเหต ุ   :  

 

 

 

 

 

 

PCA = Plate Count Agar 
STPC-CI = SimPlate™ Total Plate Count- Color Indicator 
PAC = Petrifilm™ Aerobic Count
MPN = Most Probable Number 
SCEc = SimPlate™ Total Coliform & E. coli 
CCA = Chromocult™ Coliform Agar 
PEC = Petrifilm™ E. coli / Coliform Count Plate 
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รูปที่ 9  Linear Regression Line ระหวางวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐานในการแจงนับจลิุนทรียรวม 

 ก)  PCA vs STPC-CI   ข)  PCA vs PAC  ค)  PAC vs STPC-CI 
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รูปที่ 10  Linear Regression Line ระหวางวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐานในการแจงนับ Total   
Coliforms  ก)  MPN vs SECe  ข)  MPN vs PEC  ค)  MPN vs CCA 
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รูปที่ 11  Linear Regression Line ระหวางวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐานในการแจงนับ Total   
Coliforms            ก)  PEC vs SCEc   ข)  PEC vs CCA   ค)  SCEc vs CCA    
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ตารางที่ 11  เปรียบเทียบการตรวจสอบยืนยัน Coliforms 
 

Coliforms Coliforms 
ยืนยันผลบวกทางชีวเคมี * ยืนยันผลบวกดวย DNase Test 

วิธีทดสอบ ตัวอยาง 
จํานวน
ผลบวกที่
นํามา
ทดสอบ 

ยืนยัน
ผลบวก 

ผลบวกเท็จ 
จํานวน
ผลบวกที่
นํามา
ทดสอบ 

ยืนยัน
ผลบวก 

ผลบวกเท็จ 

ไก 
 
กุง 
 

ซูริมิ 
 

394 
 

311 
 

310 
 

378 
( 95.94% ) 

304 
( 97.75 % ) 

296 
( 95.48 % ) 

16 
( 4.06 % ) 

7 
( 2.25 % ) 

14 
( 4.52 % ) 

100 
 

100 
 

50 

83 
( 83.00 % ) 

87 
( 87.00 % ) 

38 
( 76.00 % ) 

17 
( 17.00 % ) 

13 
( 13.00 % ) 

12 
(24.00 % ) 

MPN 

รวม 
 

1015 978 
( 96.35 % ) 

37 
( 3.65 % ) 

250 208 
( 83.20 % ) 

42 
( 16.80 % ) 

ไก 
 
กุง 
 

ซูริมิ 
 

200 
 

150 
 

1038 

192 
( 96.00 % ) 

145 
( 96.67 % ) 

94 
( 91.14 % ) 

8 
( 4.00 % ) 

5 
( 3.33 % ) 

92 
( 8.86 % ) 

80 
 

45 
 

170 

63 
( 75.75 % ) 

36 
( 80.00 % ) 

91 
( 53.53 % ) 

17 
( 21.25 % ) 

9 
( 20.00 % ) 

79 
( 46.47 % ) 

SCEc 

รวม 
 

1388 1283 
( 92.44 % ) 

105 
( 7.56 % ) 

295 190 
( 64.41 % ) 

105 
( 35.59 % ) 

ไก 
 
กุง 
 

ซูริมิ 
 

250 
 

150 
 

490 

234 
( 93.60 % ) 

146 
( 97.33 % ) 

453 
( 92.45 % ) 

16 
( 6.40 % ) 

4 
( 2.67 % ) 

37 
( 7.55 % ) 

80 
 

50 
 

171 

62 
( 77.50 % ) 

36 
( 72.00 % ) 

119 
( 69.59 % ) 

18 
( 22.5 % ) 

14 
( 28.00 % ) 

52 
( 30.41 % ) 

CCA 

รวม 
 

890 833 
( 93.60 % ) 

57 
( 6.40 % ) 

301 217 
( 72.09 % ) 

84 
( 27.91 % ) 

ไก 
 
กุง 
 

ซูริมิ 
 

65 
 

50 
 

95 

64 
( 98.46 % ) 

49 
( 98.00 % ) 

87 
( 91.58 % ) 

1 
( 1.54 % ) 

1 
( 2.00 % ) 

8 
( 8.42 % ) 

50 
 

38 
 

50 

40 
( 60.00 % ) 

30 
( 78.95 % ) 

35 
( 70.00 % ) 

10 
( 20.00 % ) 

8 
( 21.05 % ) 

15 
( 30 % ) 

PEC 

รวม 
 

210 200 
( 95.24 % ) 

10 
( 4.76 % ) 

138 105 
( 76.09 % ) 

33 
( 23.91 % ) 

* ความสามารถในการยอยน้ําตาลแลคโทส
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ตารางที่ 12  เปรียบเทียบการตรวจสอบยืนยัน E. coli 
 

 E. coli 
ยืนยันผลบวกทางชีวเคมี ( IMViC ) 

วิธีทดสอบ ตัวอยาง 
จํานวนผลบวกที่นํามา

ทดสอบ ยืนยันผลบวก ผลบวกเท็จ 
ไก 
 
กุง 
 

ซูริมิ 
 

75 
 
- 
 

116 

68 
( 90.67 % ) 

- 
 

104 
( 89.66 % ) 

7 
( 9.3 % ) 

- 
 

12 
( 10.34 % ) 

MPN 

รวม 
 

191 172 
( 90.05 % ) 

19 
( 9.95 % ) 

ไก 
 
กุง 
 

ซูริมิ 
 

30 
 
- 
 

65 

25 
( 83.33 % ) 

- 
 

57 
( 87.69 % ) 

5 
( 16.67 % ) 

- 
 
8 

( 12.31 % ) 

SCEc 

รวม 
 

95 82 
( 86.32 % ) 

13 
( 13.68 % ) 

ไก 
 
กุง 
 

ซูริมิ 
 

50 
 
- 
 

83 

37 
( 74.00 % ) 

- 
 

62 
( 74.70 % ) 

13 
( 26.00 % ) 

- 
 

21 
( 25.30 % ) 

CCA 

รวม 
 

133 99 
( 74.44 % ) 

34 
( 25.56 % ) 

ไก 
 
กุง 
 

ซูริมิ 
 

26 
 
- 
 

150 

25 
( 96.15 % ) 

- 
 

144 
( 96.00 % ) 

1 
( 3.85 % ) 

- 
 
6 

( 4.00 % ) 

PEC 

รวม 
 

176 169 
( 96.02 % ) 

7 
( 3.98 % ) 

 



บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 การแจงนับจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli ในตัวอยางไก กุง  และซูริมิกอนและ
หลังการผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง  พบวาการแจงนับจุลินทรียดังกลาวในตัวอยางหลงัผาน
ขั้นตอนการแชเยือกแข็งใหคาที่ต่ํากวาในตัวอยางกอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง กลาวไดวา
ขั้นตอนการแชเยือกแข็งมีประสิทธิภาพในการลดปริมาณจุลินทรีย ซึ่งในจุลินทรียแตละชนิดจะ
ตอบสนองตอภาวะอุณหภูมติ่ําที่แตกตางกัน  เนื่องจากโครงสรางภายในเซลล (Ingraham and 
Bailey, 1958)  โดยอุณหภูมิจะมีผลตอการหายใจและการมีชีวิตของเซลล  ซึ่งเกีย่วของกับการรับ
ออกซิเจน (Oxygen uptake) และกระบวนการดังกลาวยงัสะทอนถงึความสามารถของเซลลใน
การขนสงสารตางๆ ณ อุณหภูมินัน้ๆ (Morita, 1975)   นอกจากนี้อุณหภูมิยังสงผลตอการรับสาร
เขาสูภายในเซลล (Solute uptake)    เมื่อแบคทีเรียอยูในภาวะที่อุณหภูมิต่ํากวาอุณหภูมิที่เหมาะ
แกการเจริญ  สารภายนอกเซลลจะไมสามารถถกูขนสงผาน Cytoplasmic membrane เนื่องจาก
มีการเพิ่มการสังเคราะหกรดไขมันไมอ่ิมตัวในสวนปรกอบของเนื้อเยือ่เซลล ทําใหโครงสราง 
Cytoplasmic membrane เสียสภาพ  เมื่อผานกระบวนการแชเยอืกแข็งจะเกิดปรากฏการณที่
เรียกวา “Cold shock” คือ เมื่อ Cytoplasmic membrane เสียสภาพ จะเกิดการสูญเสียสาร
โมเลกุลตํ่าจากภายในเซลล ทาํใหเซลลตายทนัท ี(Rose, 1968) 

 ในการแจงนับจุลินทรียรวมในตัวอยางกุงและซูริมิกอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็ง     พบวาปริมาณจุลินทรียรวมลดลงประมาณ 1.5 log    แตไมพบความแตกตางในตวัอยางไก 
อาจเนื่องจากชนิดของจุลินทรียในตัวอยางกุงและซูริมิมคีวามไวตอข้ันตอนการแชเยอืกแข็ง  ซึง่
โดยทัว่ไปแบคทีเรียแกรมลบจะไวตอปรากฏการณ Cold shock มากกวาแบคทีเรียแกรมบวก และ
แบคทีเรียในระยะ log จะตายงายกวาในระยะสเตชันนารี  แตถาในอาหารมีสารอาหารทีเ่หมาะสม
แกการเจริญ  แบคทีเรียสามารถเพิม่การสงัเคราะหกรดไขมันไมอ่ิมตัวในเนื้อเยื่อไขมันได  สงผลให
อัตราการตายลดลง (Farrell and Rose, 1968)   อาหารแตละประเภทจะมีสารอาหารที่แตกตาง
กัน  และในตัวอยางทีน่าํมาทดสอบเปนตวัอยางไก กุงและซูริมิซึ่งอุดมดวยโปรตีน ไขมัน เกลือแร 
และวิตามนิ    ซึ่งแบคทีเรียสามารถใชเปนแหลงอาหารไดเปนอยางดี  ทั้งนี้ยงัขึ้นกบัสารชนิดอื่นที่
เติมลงไปในเนือ้เพื่อประโยชนดานตาง ๆ เชน ยืดระยะเก็บรักษา การคงสภาพสี เปนตน ปจจยั
ดังกลาวยงัสงผลตอการเจริญและชนดิของแบคทีเรียดวย(Ray, 2001) ในตัวอยางเนื้อทีเ่ก็บใน
อุณหภูมิต่ํา มกัพบแบคทีเรียพวก Pseudomonas เปนสวนใหญ และยังมีแบคทีเรียกลุมอ่ืน ไดแก  
Acinetobacter spp, Moraxella spp, Enterobacter spp. และ Microbacterium 
thermosphactum  โดยทั่วไปแบคทเีรียแตละชนิดจะสามารถใชสารอาหารในเนื้อดวยอัตราเร็ว
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และบริเวณทีแ่บคทีเรียอาศยัที่ตางกนั ข้ึนกับธรรมชาติของแบคทีเรียนั้น ๆ เชน พวก Facultative 
anaerobes จะอยูบริเวณผิวหนามากกวาภายในเนื้อ และแบคทีเรียดังกลาวยงัสามารถเจริญไดดี
ในตัวอยางเนือ้ที่มีพเีอชต่ํา โดยพบวาระยะเลค (Lag phase) ของการเจริญจะนานกวาปกติ กลไก
ดังกลาวเปนการปรับตัวของแบคทีเรียเพื่อใหอยูในภาวะแวดลอมได (Gill and Newton, 1977) 

 ในตัวอยางทั้ง 3 ชนิด  การปนเปอนดวย Coliforms และ E.coli ในตัวอยางกุงมีปริมาณ 
Total Coliforms นอยที่สุด ไมพบการปนเปอนดวย E.coli ซึ่งแสดงถึงกระบวนการผลิตที่ถูกหลกั
อนามยั ทัง้การเก็บรักษายังมีประสิทธิภาพที่ด ี  ในตัวอยางซูริมิจะตรวจพบจุลินทรียรวมและ Total 
Coliforms & E.coli ในปริมาณสูง    แตขั้นตอนการแชเยือกแข็งมีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ 
E.coli ประมาณ 1.2 log ในขณะที่ปริมาณ Total Coliforms ลดลงเพียงเล็กนอย ซึ่งอาจเปนผลมา
จากซูริมิเปนเนื้อปลาบดที่ผานการลางดวยน้ําเพื่อกาํจัดไขมันออกไป ดังนัน้องคประกอบสวนใหญ
จึงเปนโปรตีนที่ไมละลายน้าํ นอกจากนี้ยงัเติมสารปองกันโปรตีนเสียสภาพ ไดแก น้าํตาล 4%, 
ซอรบิทอล 4% และสารประกอบฟอสเฟต 0.2-0.3% ดังนัน้ดวยธรรมชาติของตัวอยางจะชวยเสรมิ
การเจริญของแบคทีเรียปนเปอนไดดี ทําใหการแจงนับปริมาณจุลินทรียในตัวอยางซูริมิมีคาสูง     
สวนในตัวอยางไกปริมาณจลิุนทรียลดลงนอยกวา 1 log ซึ่งแสดงถึงกรรมวธิีการเตรียมตัวอยาง 
การเก็บรักษาและการผลิตที่มีประสิทธิภาพต่ําและไมถกูหลักอนามัยเทาที่ควร ซึ่งปริมาณการแจง
นับจุลินทรียทีแ่ตกตางกนันัน้อาจมีสาเหตุมาจากกระบวนการผลิตและเวลาในการเก็บรักษา
ตัวอยางกอนและหลังขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง (Hanna et.al, 1982) ทั้งยงัรวมไปถึงการขาด
ประสิทธิภาพของขั้นตอนการแชเย็นในการเก็บตัวอยางกอนเขาสูข้ันตอนการแชเยอืกแข็ง สงผลให
ปริมาณจุลินทรียปนเปอนเริ่มตนมีคาสงูในตัวอยางกอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง (Sheridan 
and Lynch, 1988) 

ขอสังเกต 

 ในการแจงนับ Coliforms & E. coli โดยวธิี MPN นัน้ในขั้นตอน Presumptive test ซึ่งใช
อาหาร LST บางครั้งเกิดความสับสนในการอานผลบวกโดยดูจากความขุนและกาซที่ถูกดักอยูใน 
Durham tube ซึ่งอาจเกิดกาซเพยีงเลก็นอย       ดังนัน้ในการทดลองนี้จึงมีการเติมสี Bromcresol 
Purple ลงในอาหาร LST เพื่อดูการเปลี่ยนสีจากสีมวงเปนสีเหลือง   เนื่องจากกรดที่เกิดขึ้นจาก
การหมกัน้าํตาลแลคโทสในอาหารโดย Coliforms (AHPA, AWWA and WEF,1998)  ดังนั้นในขัน้ 
Presumptive test จึงไดใชเกณฑการตัดสินใจในการอานผลบวกเพิม่เปน 3 กรณี คือ ความขุน  
กาซในหลอด Durham tube และการเปลี่ยนสีของ Bromcresol Purple เพื่อเปนการเพิ่มความ
มั่นใจในการอานผลบวกไดอยางถูกตองยิง่ขึ้น 
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 ในการเปรียบเทียบการแจงนบัจุลินทรียรวมดวยวธิีรวดเร็วกับมาตรฐานพบวา  วธิี STPC-
CI และ PAC ใหคาเฉลี่ยการแจงนับตางจากวธิ ีPCA อยางไมมีนยัสําคัญ (p>0.05)  โดย  STPC-
CI และ PAC เปนวธิีรวดเร็วใชคุณสมบัติของ Redox dye  ในการแจงนับจุลิทรียรวม      โดยทัว่ไป
สีที่ใชในทางจลุชีววทิยามักใชควบกับคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย        ทัง้นี้ขึน้กบั
ชนิดของสีและชนิดของจุลินทรีย  เชน  Resazurin  ซึ่งใชเปน  Redox dye  ใน  STPC-CI  จะไมมี
ผลตอการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ   แตจะมีผลตอแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิด (Fung and 
Miller, 1973)   จากการทดลอง STPC-CI  ใชเวลาในการบมเพยีง  24 ชั่วโมง  ในขณะที่วิธี PCA  
และ PAC  ใชเวลาในการบม 48  ชั่วโมง    แตคาเฉลี่ยการแจงนับที่ไดจาก  STPC-CI  ตางจากวธิี 
PCA  อยางไมมีนัยสาํคัญ (p>0.05)    ขณะที ่  Beloti (2002)  แจงนับจุลินทรียรวมในนมพาส
เจอรไรส   พบวา  STPC-CI หลงัจากบม 24 ชัว่โมงมีคาการแจงนบัตํ่ากวาวิธ ี PCA  ที่บม 48 
ชั่วโมง    แต  STPC-CI  ใหคาที่เทากับ PCA  เมื่อเพิม่เวลาบมเปน 48  ชั่วโมง       สามารถสรุป
เบื้องตนไดวาประสิทธิภาพการแจงนับจุลนิทรียรวมโดยวิธี STPC-CI  จะขึ้นกับชนิดของจุลินทรีย
ในตัวอยางนั้นๆ ดวย    และ Nero (2002) ใช  STPC-CI  ในการแจงนับจุลินทรียรวมพบวาที่ 24 
ชั่วโมง   วิธี STPC-CI เทียบกับวิธี PCA ใหคา  r = 0.68  แตคาดังกลาวเพิ่มเปน 0.91  หลงัจากใช
เวลาบมเพิ่มเปน 48 ชั่วโมง    โดยพบวาผลลบเท็จที่เกิดใน  STPC-CI  เกิดจากแบคทีเรียแกรม
บวก  เพราะมีความสามารถในการทาํใหเกิดปฏิกิริยารดีักชันต่ํา   จากผลการทดลองคาเฉลี่ยการ
แจงนับจุลินทรียรวมในตัวอยางทัง้หมดมคีาเฉลี่ยการแจง) นับ  ตั้งแตประมาณ 5 ขึ้นไป   ซึ่งอาจ
เปนปริมาณทีม่ากพอในการทําใหเกิดปฏิกริิยารีดักชัน   ทาํให  STPC-CI ใหผลทีไ่มตางจากวธิี 
PCA   Venkitanarayanan และคณะ (1997)  ไดรายงานไววา  resazurin  จะมีประสิทธิภาพดีใน
การแจงนับจุลนิทรียปนเปอนในเนื้อทีม่ีปริมาณตั้งแต  106  CFU/cm2  ขึ้นไป     ทัง้นี ้  STPC-CI 
อาศัยเทคนิค MPN ทําใหลดปญหาการนับผลไมไดเหมือนในวธิีที่รายงานเปนจํานวนโคโลนี 
(CFU) เนื่องจากวธิีดังกลาวจะนับจาํนวนหลุมผลบวกและคิดคาทางสถิติ  นอกจากนี้วธิี STPC-CI 
ยังใชเวลาบมเพียง 24 ชั่วโมงแตใหผลสอดคลองกับวธิีมาตรฐาน  กอปรกับเทคนิค MPN มีความ
ไวมากกวาเทคนิคการรายงานผลจากการนับโคโลนี (Smith and Townsend, 1999)     สวนวิธี 
PAC ซึ่งใช  Redox dye ชนิด  2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride  ก็มีคาเฉลีย่การแจงนับไม
ตางจากวธิ ี PCA  ซึง่ใหผลเชนเดียวกับทีเ่คยรายงานโดย  Linton และคณะ (1997)  ที่แจงนับ
ปริมาณจุลินทรียรวมในเนื้อหม ู     ในป 1999 Beloti ไดรายงานวามีแบคทีเรียบางชนิดที่ไม
สามารถยอย  2,3,5-triphenyltetrazolium chloride  ไดหลังจากบม 48 ชัว่โมง   ซึง่ไดแก
แบคทีเรียแกรมบวกถึง  98.71% ทั้งนีก้ารใชวิธีรวดเร็วซึ่งใชคุณสมบัติของ  Redox dye ตอง
คํานึงถึงอัตราการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน    ผลจะแตกตางกนัไปในแบคทีเรียชนดิตางๆ ทัง้นี้ขึน้กบั
สภาวะแวดลอม เชน อุณหภมูิ  และพีเอช  ที่ใหผลตออัตราการเกิดปฏกิิริยาโดยตรงดวย (Learoyd 
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et al, 1992)     สังเกตผลการแจงนับจุลนิทรียรวมในบางตัวอยางพบการแผของโคโลนีในวิธี PCA 
ทําใหไมสามารถนับจํานวนได   แตไมพบเหตุการณดงักลาวในวิธ ี PAC  ซึ่งอาจเปนผลมาจาก
องคประกอบของอาหารและลักษณะภายนอกที่เปนแผนฟลม   ทําใหแบคทีเรียมพีื้นที่จํากัดในการ
สรางโคโลนี  ทั้งการสัมผัสกับอากาศก็นอยกวาวิธ ี  PCA  ทาํใหโคโลนีบนแผนฟลมมีขนาดเลก็   
ผลดังกลาวสอดคลองกับที่รายงานโดย Blackburn และคณะ (1996) 

 การแจงนับ Total Coliforms โดยวิธีรวดเร็วเทียบกับวธิมีาตรฐาน พบวา  วธิี SCEc และ 
CCA ใหคาเฉลี่ยการแจงนับที่สูงกวาวิธ ีMPN และ PEC    อาจจะเปนเนื่องจากองคประกอบของ
อาหารที่แตกตางกนัในแตละวิธ ี     โดยวธิี  CCA  ม ีTergitol®-7 เปนองคประกอบซึ่งจะไมมีผล
ตอเซลลแบคทีเรียที่ออนแอเหมือนกับ  Bile salt  ที่ใชในวิธ ี MPN และ PEC ซึ่งเปนอันตรายตอ
เซลลแบคทีเรียที่บาดเจ็บ (Perales, 2000)     สวนวธีิ SCEc  ในอาหารสําเร็จรูปจะประกอบดวย
สารอาหารที่เสริมการเจริญของ  Coliforms และสารเรืองแสงสําหรับตรวจ E. coli (Townsend et 
al, 1998)     ในป 1998 Himelbloom  และ Pfutzenreuter  รายงานวา การแจงนับ Total 
Coliforms โดยอาศัยคุณสมบัติของสารเรืองแสง เชน MUG จะเกิดการอานผลบวกเท็จจาก  
Shigella, Salmonella, Klebsiella, Streptococcus  และ Straphylococcus   นอกจากนี้ยงัเกดิ
จากตัวอยางทีเ่ปนเนื้อเยื่อปลาซาลมอนอกีดวย  สวนการอานผลบวกของ E. coli  จากคุณสมบัติ
ของเอนไซม  β-Glucuronidase ก็อาจเกิดผลบวกเท็จได  เนื่องจากเอนไซมดังกลาวมีอยูแลวใน
อาหารดิบบางประเภท (de Boer, 1998)        Venkateswaran และคณะ (1996)   จึงแนะนําวา
ควรนําตัวอยางไปผานกระบวนการกาํจัดสารเรืองแสงกอนนาํมาทาํการทดสอบ         สวนวิธ ี 
PEC  ที่ไดคาเฉลี่ยการแจงนับที่ต่ําอาจเปนผลมาจากโอกาสในการอานผลบวกผิดมีสูง   เพราะ
ผลบวกนับเฉพาะโคโลนทีี่มฟีองกาซเกิดรอบโคโลน ี    ซึง่ในตัวอยางที่มปีริมาณจุลินทรียอ่ืน
ปนเปอนมากขณะที่  Coliforms  มีอยูในปริมาณนอยจะยากแกการอานผล (Blackburn et al, 
1996)    และบางครั้งการสรางกาซอาจถกูยับยัง้โดยไมทราบสาเหตุ  ทําใหเกิดการอานผลลบเทจ็
ได (Kinneberg, 2002)     นอกจากนี้ในป 1998 Ogden ยังรายงานวา PEC ใหผลการแจงนับที่ต่ํา
เนื่องจากถูกยบัยั้งดวย Undiluted mussel homogenate           Tryland  และ  Fiksday (1998) 
รายงานวาผลบวกเท็จทีเ่กิดจากการใชคุณสมบัติของเอนไซม β-Galactosidase  และ β-
Glucuronidase  ในการแจงนับ Total Coliforms & E. coli  เปนผลมาจากทัง้แบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบชนิดอื่นที่สามารถผลิตเอนไซมดังกลาวได       แมวธิ ี  MPN  เปนวธิี
มาตรฐาน   แตมีขอจํากัดในการตรวจ  Total Coliforms & E. coli   เนื่องจากถกูรบกวนไดดวย
แบคทีเรียชนิดอื่น  ขาดความจําเพาะและมีประสิทธิภาพต่ําในการตรวจแบคทีเรียทีเ่จริญชาหรือใน
กลุม VBNC (Viable but non-culturable microorganisms) (Rompre’ et al, 2002)    แตวิธี 
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MPN มีความสามารถในการตรวจหาแบคทีเรียทีม่ีปริมาณนอยๆ  ไดดีกวาวิธีการนบัโคโลนี (Tran 
and Hitchins, 1996)  ดังในการทดลองเพื่อเปรียบเทียบความสอดคลองของวิธีรวดเร็วเทียบกับวิธี
มาตรฐาน  จะเหน็ไดวา  ในบางตัวอยางมีเพียงวธิ ีMPN และ SCEc เทานัน้ที่สามารถตรวจ Total 
Coliforms & E. coli  ได  แตไมสามารถตรวจพบในวิธ ีPEC และ CCA ซึ่งอานผลบวกจากโคโลนี
ที่เกิดขึ้น       

 การวิเคราะหคาเฉลี่ยการแจงนับจุลนิทรียรวมและ  Coliforms & E. coli  โดยวิธทีางสถิต ิ
(Linear Regression Analysis)   พบวาการแจงนับจุลินทรียรวมทั้งวิธ ี STPC-CI, PAC และ  PCA 
มีปฏิสัมพันธตอกันในระดับสูง  คือใหคา  Correlatin coefficient  (r) ระหวาง 0.95-0.96   ซึ่งการ
เปรียบเทยีบ PAC กับ PCA  ใหผลเชนเดียวกับการทดลองของ    Jordano และคณะ (1995) ที่ได
คา r = 0.90     Blackburn และคณะ (1996)  ไดคา  r = 0.99     Park และคณะ (2001)  ไดคา   r 
= 0.94-0.99  เมื่อวิเคราะหในตัวอยางเนือ้       Ellis และ Meldrum (2002)  ไดคา   r = 0.80   
และ Romini และคณะ (2003) ไดคา  r = 0.92  เมื่อตรวจในตัวอยางนมดิบ       สวนการ
เปรียบเทยีบวธิี  STPC-CI  กับ PCA  นั้นใหผลสอดคลองกับการทดลองของ  Ogihara  ในป 2002  
ซึ่งไดคา r = 0.93    และการทดลองของ Smith  และ Townsend (1999) เมื่อเทียบวิธี  STPC-CI  
กับ PCA และ PAC  ไดคา  r อยูระหวาง 0.91-0.97 

 สวนการแจงนบัปริมาณ Coliforms & E. coli   โดยวธิีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน   พบวาทั้ง 
4 วิธ ีคือ  MPN SCEc PEC และ CCA  มีปฏิสัมพนัธตอกนัในระดับสูงเชนกัน  คือไดคา r อยู
ระหวาง  0.79-0.89   ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ  Ingram และ Moody (1990), Ogden และ
คณะ (1998) Townsend และคณะ (1998) Perales (2000) Turner (2000) และ  Ogihara และ
คณะ (2002)  

 ในการยนืยนัผลบวกในการแจงนับ  Coliforms  ดวยความสามารถในการยอยน้าํตาลแลค
โทส   พบวาวิธี  MPN  ใหผลบวกเท็จตํ่าสุด (3.65%)  และวิธ ี SCEc  ใหผลบวกเท็จสูงสดุ 
(7.56%)    ซึ่งผลบวกที่นาํมาทดสอบการยอยน้ําตาลแลคโทสอาจเปนแบคทีเรียนอกกลุม 
Coliforms แตมีความสามารถในการยอยน้ําตาลแลคโทสไดเชนกนั (Nelson et al, 1984) แตใน
การทดลองมิไดจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่ใหผลบวกเทจ็     ในป 2000   Geissler และคณะ  
รายงานวาผลบวกเท็จจากการแจงนับ Coliforms เกิดจาก  Aeromonas spp. และ  Vibrio spp.   
และ Finny และคณะ (2003)  รายงานวาผลบวกเท็จเกิดจาก  Hafnia spp. Kluyvera spp. 
Morganella spp. Salmonella spp.  และ  Pseudomonas spp.    อีกดวย    
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ปจจุบัน DNase test นิยมใชในการตรวจหาแบคทเีรียกลุม Staphylococci โดยเฉพาะ  
S. aureus ทีผ่ลิต Enterotoxin (Tamini et al, 1976; Su and Wong, 1997)  แตในภาวะเดียวกัน
จะมีการผลิตนิวคลีเอสทนรอน (Thermo nuclease, DNase) ข้ึนดวย (Lachica et al, 1969)  จึง
มีการตรวจหาเอนไซม DNase เพื่อยืนยนัการปนเปอนดวย S. aureus ขั้นตน (Meyrand et al, 
1999)  ในการทดลองนี้จึงประยุกตใช DNase agar เพื่อยนืยนัผลบวกการแจงนับ Coliforms    
โดยแบคทีเรียในกลุม Enterobacteriaceae มีเฉพาะ Serratia spp. เทานัน้ที่ใหผลบวก  แต  
Coliforms  จะใหผลลบตอปฏิกิริยาดังกลาว    จากการทดลองพบวาผลบวกเทจ็จากการแจงนับ 
Coliforms มีคาเพิ่มข้ึนในทุกวิธีทดสอบ  โดยวิธ ีSCEc  ใหคาผลบวกเทจ็สูงสุด (35.59%)    ดังนั้น
ในการยนืยนัผลทางชีวเคมีควรทํามากกวาหนึง่ปฏิกิริยาเพื่อใหผลที่ถูกตองยิ่งขึน้   และผลดังกลาว
นี้ยงัแสดงถงึความจาํเพาะในการแจงนับ Coliforms ของแตละวิธีอีกดวย 

 สวนการยนืยนัผลบวกของ E. coli โดยใชวิธีทางชีวเคมี (IMViC) นัน้    วธิี PEC  ให
ผลบวกเท็จต่ําสุด (3.98%)  และ CCA ใหผลบวกเท็จสูงสุด (25.56%)   การยนืยันผลบวก  E. coli 
โดยทัว่ไปใชผลการทดสอบทางชีวเคม ี(IMViC)    E. coli จะใหรูปแบบผลบวกเปน + + - -  เฉพาะ 
E. coli เทานัน้ที่ใหผลบวกในปฏิกิริยา Indole (Anderson and Baird-Parker, 1975; 
Byamukama et al, 2000)     แตจากปฏิกิริยา IMViC  อาจพบผลบวกเท็จไดเชนกนั (APHA, 
2001)      ในป 1991  Rice  รายงานวาการยนืยนัผลบวกของ E. coli โดยอาศัยการผลิตเอนไซม 
β-glucuronidase  ของ E. coli นั้นใหผลที่ถูกตอง     แต  Lum  และ  Chang (1990) รายงานวา
มี E. coli บางสายพนัธุไมสามารถผลิตเอนไซมดังกลาวได      นอกจากนี ้ Finny (2003) รายงาน
วาผลบวกเท็จจากวธิีรวดเร็วที่อาศัยคุณสมบัติของเอนไซมในการแยก  E. coli  เกิดจาก  
Citrobacter spp.  และ Enterobacter spp. 

 จากการทดลองทัง้หมดกลาวไดวา  กระบวนการแชเยอืกแข็งมีประสิทธิภาพเพยีงพอใน
การลดปริมาณจุลินทรียปนเปอนในตวัอยางเนื้อใหอยูในแกณฑกําหนดทางจุลชวีวทิยาเพื่อเปน
สินคาสงออกสูตลาดโลกและนํารายไดเขาประเทศ    นอกจากนี้การใชวิธีรวดเรว็ในการแจงนบั
ปริมาณจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli มีประสิทธิภาพเพียงพอและสามารถใชแทนวิธี
มาตรฐานได  เพื่อการรายงานผลที่รวดเรว็    ทั้งยงัสะดวกและสามารถตรวจตัวอยางไดในปริมาณ
มาก    แตการตัดสินใจใชวิธีใดนัน้นอกจากเปรียบเทียบประสทิธภิาพของวธิีรวดเร็วดานความไว
และความจาํเพาะแลว ยงัตองเปรียบเทียบตัวคาใชจาย  ปริมาณตัวอยางที่ตรวจไดตอครั้ง  เวลา
และความสะดวกในการนาํไปใช (Bredie and de Boer, 1992; Suwansonthichai and 
Rengpipat, 2003)  ผลงานวิจยันี้สามารถนํามาพัฒนาผลการตรวจประกอบการตัดสินใจเลือกใช
วิธีรวดเร็วทดแทนวธิีมาตรฐานที่สามารถรายงานผลไดรวดเร็วเพื่อนําประยุกตใชในการจัดระบบ 
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HACCP ในโรงงานอุตสาหกรรมได    เพื่อนาํไปสูหลักประกนัความปลอดภัยในอาหารดังการ
รณรงคของกระทรวงสาธารณสุขที่ใหป 2547-2548 เปนป Food Safety โดยมีคําขวัญวา “Safe 
Food Good Health”                                                                                                     
สรุป  

  

 

 

 

  
 

วิธี ขอดี ขอเสีย 
PCA  -เปนวิธมาตรฐาน 

- แยกชนดิและดลูักษณะโคโลนีได 
- พบการแผของโคโลนี ทําใหอานผลลาํบาก 
 - เสียเวลาในการเตรียมเพลทอาหาร 

STPC-CI  - สามารถอานผลไดหลังการบมเพียง 24 ชม. 
- มีความไวในการตรวจกรณตีัวอยางมีจุลนิทรีย    ปนเปอนนอย  
 - อานผลไดในชวงกวาง (1738 MPN) 
 - การแผของโคโลนีไมมีผลตอการอานผล  

- ไมสามารถแยกชนดิและดลูักษณะโคโลนีได 
- ตองเตรียมบัฟเฟอรเพิ่มเพื่อละลายผงอาหาร 

PAC  - แยกชนิดและดูลกัษณะโคโลนีได 
 - สามารถลงตวัอยางไดทนัท ี

 - บางทีโคโลนีเลก็มาก เกิดการสับสนในการ  อานผล 

 

วิธี ขอดี ขอเสีย 
MPN -เปนวิธีมาตรฐาน 

- มีความไวในการตรวจกรณตีัวอยางมีจุลนิทรียปนเปอนนอย 
- เสียเวลาเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อหลายชนดิ 
- ใชเครื่องแกวมาก 
- ใชเวลานานในการรายงานผล 

SCEc - มีความไวในการตรวจกรณตีัวอยางมีจุลนิทรียปนเปอนนอย 
- สามารถอานผลไดหลงัการบมเพียง 24 ชม. 
- อานผลไดในชวงกวาง (1738 MPN) 
- อานผลสะดวก ไมถูกรบกวนโดยจลุินทรียอืน่ 

-ไมสามารถแยกชนิดและดลูักษณะโคโลนีได 
- ตองเตรียมบัฟเฟอรเพิ่มเพื่อละลายผงอาหาร  
- การอานผล E. coli ตองใชหลอดยวู ี

PEC - แยก Coliforms & E. coli จากแบคทีเรียอืน่ไดโดยดจูากสีของ
โคโลนีและการเกิดกาซ 
-สามารถลงตัวอยางไดทันท ี

- อานผลลําบาก เม่ือมีจุลินทรียอืน่ปนเปอนมาก 
- อานผลไดต่ําสุดเพยีง 10 เซลลตอกรัม 

CCA - แยก Coliforms & E. coli จากแบคทีเรียอืน่ไดโดยดจูากสีของ
โคโลน ี
- สามารถอานผลไดหลงัการบมเพียง 24 ชม. 

- เสียเวลาเตรียมเพลทอาหาร 
- ใชตัวอยางในการตรวจนอย โอกาสในการรายงานผลผดิพลาดมี
สูง 

   

Correlation coefficients ( r ) 

  PCA STPC-CI PAC 

PCA 1.00   

STPC 0.95 1.00  

PAC 0.96 0.96 1.00 

Correlation coefficients ( r ) 

 MPN SCEc PEC CCA 

MPN 1.00    

SCEc 0.82 1.00   

PEC 0.89 0.85 1.00  

CCA 0.79 0.85 0.84 1.00 
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ภาคผนวก ก 
องคประกอบอาหารเลี้ยงจลิุนทรีย 

 
1. อาหารแข็งโครโมเคาทโคลิฟอรม (ChromocultR Coliforms Agar) 
 เปปโตน (Peptone)      3.0 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      5.0 กรัม 
 โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4)    2.2 กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)    2.7 กรัม 
 ทริปโตแฟน (Tryptophan)     1.0  กรัม  
 โซเดียมไพรูเวท (NaC3H3O3)     1.0  กรัม 
 เทอจิตอบเซเวน (TergitolR 7)     0.15 กรัม 
 ซอรบิทอล (Sorbitol)      1.0  กรัม 
 มีแลนจ โครโมจีน (Melange chromogene)   0.2  กรัม 
 วุน (Agar-agar)       10.0  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000   มิลลิลติร 
 พีเอช        6.8 ± 0.1 
 
2. เพทริฟลมอีโคไลเคาทเพลท (Petrifilm E. coli / Coliform Count Plates) (แผนฟลมสําเร็จรูป) 

ไวโอเลทเรดบายลนวิเตรียนท (Violet red bile nutrient) 
เจล (cold water soluble gelling agent) 
เตตราโซเลียม (Tetrazolium indicator) 
กลูคูโรนิเดส (glucuronidase indicator) 

 
3. อาหารเหลวบริลเลียนกรนีบายลแลคโตส (Brilliant Green Bile Lactose Broth) 
 เปปโตน (Peptone from meat)     10.0 กรัม 
 แลคโตส (Lactose)      10.0  กรัม 
 ออกซกอล (Oxgall)      20.0 กรัม 
 บริลเลียน (Brilliant)      0.0133 กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000 มิลลิลิตร 
 พีเอช        7.2 ± 0.1 
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4. อาหารเหลวลอริลซัลเฟตทริปโตส (Lauryl Sulphate Tryptose Broth) 
 ทริปโตส (Tryptose)      20.0  กรัม 
 แลคโตส (Lactose)      5.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      5.0  กรัม 
 ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.75  กรัม 
 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   2.75 กรัม 
 โซเดียมลอริลซัลเฟต (Sodium lauryl sulphate)   0.1 กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000  มิลลิลิตร 
 พีเอช        6.8± 0.2 
 
5. อาหารเหลวอีซี (EC Broth) 
 เปปโตน (Peptone from casein)     20.0  กรัม 
 แลคโตส (Lactose)      5.0 กรัม 
 บายลซอลท (Bile salt mixture)     1.5  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      5.0  กรัม 
 ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   4.0  กรัม 
 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   1.5 กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000  มิลลิลิตร 
 พีเอช        6.9± 0.2 
 
6. อาหารเหลวทริปติเคสซอย (Trypticase Soy Broth) (TSB) 
 เปปโตน (Peptone from casein)     17.0 กรัม 
 เปปโตน (Peptone from soymeal)    3.0  กรัม 
 กลูโคส (D (+) Glucose)      2.5 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      5.0 กรัม 
 ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.5  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000 มิลลิลิตร 
 พีเอช        7.2± 0.2 
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7. อาหารแข็งดีเอ็นเอส ( DNase Agar)  
 ทริปโตส (Tryotose)      20.0      กรัม 
 ดีออกซี่ไรโบนิวคลีอิค แอซิด (Deoxyribonucleic acid)        2.0       กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (Sodium chloride)    5.0       กรัม 
 วุน (Agar)       15.0     กรัม 
 พีเอช        7.3± 0.2 
 
8. อาหารเหลวเอ็มอารวพีี (MR-VP Broth) 
 เปปโตน (Peptone from meat)     7.0  กรัม 
 กลูโคส (D(+)Glucose)      5.0  กรัม 
 ฟอสเฟตบฟัเฟอร (Phosphate buffer)    5.0  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000  มิลลิลิตร
 พีเอช        6.9± 0.1 
 
9. ทริปโตน (Tryptone 1%) 
 ทริปโตน (Tryptone)      10  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000  มิลลิลิตร 
 พีเอช        6.9± 0.2 
 
10. อาหารแข็งนวิเตรียนท (Nutrient Agar) 
 แล็บเลมโก (Lab-Lemco’ Powder)    1.0  กรัม 
 ยีสตเอ็กซแทรค (Yeast extract)     2.0  กรัม 
 เปปโตน (Peptone)      5.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      5.0  กรัม 
 วุน (Agar)       15.0  กรัม 

น้ํากลัน่        1,000  มิลลิลิตร 
พีเอช        7.4 ± 0.2 
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11. อาหารวุนมาตรฐาน (Standard Methods Agar) 
 ทริปโตน (Tryptone)      5.0  กรัม 
 ยีสตเอ็กซแทรค (Yeast extract)     2.5  กรัม 
 เด็กซโตส (Dextrose)      1.0  กรัม 
 วุน (Agar)       15.0  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000  มิลลิลิตร 

พีเอช        7.0 ± 0.2 
 
12. อาหารแข็งอีเอ็มบี (EMB Agar) 
 เปปโตน (Peptone)      10.0  กรัม 
 ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   2.5  กรัม 
 แลคโตส (Lactose)      5.0  กรัม 
 ซูโครส (Sucrose)      5.0  กรัม 
 อีโอซินเยลโลอิช (Eosin yellowish)    0.4  กรัม 
 เมธิลลีนบล ู(Methylene blue)     0.07  กรัม 
 วุน (Agar-agar)       13.5  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000  มิลลิลิตร 

พีเอช        7.1 ± 0.1 
 
13. อาหารแข็งซิมมอนซิเตรท (Simmons Citrate Agar) 
 อลูมิเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (AIH2PO4)   1.0  กรัม 
 ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0   กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      5.0  กรัม 
 โซเดียมซิเตรท (Na2C6H6O7)     2.0  กรัม 
 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)    0.2  กรัม 
 โบรโมไธมอลบลู (Bromothymol blue)    0.08  กรัม 
 วุน (Agar)       13.0  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000  กรัม 
 พีเอช        6.6 ± 0.1 
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14. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (Phosphate Buffered Dilution Water) 
 ก. สตอกสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (Stock Phosphate Buffered solution) 
(Butterfield’s phosphate buffer) 
   โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  34  กรัม 
  น้ํากลัน่       500  มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอช 7.2 ดวย 1 นอรมอลโซเดียมไฮดรอกไซด (1 N NaOH) และ เติมน้ํากลัน่จนได
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึง่ฆาจุลินทรียที่ 121°C 15  นาท ีและเก็บในตูเยน็ 
 
 ข. บัฟเฟอร (Buffered Dilution Water) 
  ใชสตอกสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (ก)   1.25 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่       1,000  มิลลิลิตร 
 นําสต็อกสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (ก) ดังกลาวมา 1.25 มิลลิลิตรเติมน้ํากลัน่จนได
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึง่ฆาจุลินทรียที่ 121°C 15  นาท ี
 
15. น้าํยาโคแวค (Kovacs’ Reagent) 
 พาราไดเมธิลอะมิโนเบนซัลดีไฮด (p-dimethylaminobenzaldehyde) 5 กรัม 
 เอมิลแอลกอฮอล (normal Amyl alcohol)    75 มิลลิลิตร 
 กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (concentrated HCl)   25  มิลลิลิตร 
 ละลายพาราไดเมธิลอมิโนเบนซัลดีไฮด ในเอมิลแอลกอฮอลอยางชาๆ คอยๆ เติมกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน ผสมใหเขากัน เก็บไวที่ 4°C ในการทดสอบอินโดล (indole) ใหเติมน้ํายา
โคแวค 0.2-0.3 มิลลิลิตรลงใน 5 มิลลิลิตรอาหารเหลวทริปโตนซึ่งเพาะจุลินทรียไว 24 ชั่วโมง กรณี
ผลการทดสอบอินโดลบวกจะปรากฏสีแดงเขมบนผิวหนาของหลอดทดสอบ 
 
16. เมธิลเรด (Methyl Red Indicator) 
 เมธิลเรด (Methyl red)      0.10 กรัม 
 เอธานอล (Ethanol, 95%)     300  มิลลิลิตร 
       ละลายเมธิลเรด ในเอธานอล (Ethanol, 95%) 300 มิลลิลิตร เติมน้ํากลัน่จนไดปริมาตร 500 
มิลลิลิตร 
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17. น้าํยาทดสอบวีพี (Voges-Proskauer (VP) Reagents) 
 
 สารละลาย ก 
 แอลฟาแนพธอล (C10H8O)     5  กรัม 
 แอลกอฮอล (Absolute Alcohol)     100  มิลลิลิตร 
  
 สารละลาย ข 
 โปแตสเซียมไฮดรอกไซด (KOH)     40  กรัม 
 เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
การทดสอบ VP 
 แบงจุลินทรียที่ทาํการเพาะเลี้ยงไวใสหลอดทดสอบ 1 มลิลิลิตร และเติม สารละลาย ก. 
0.6 มิลลิลิตร สารละลาย ข. 0.2 มิลลิลิตร เขยาแตละครั้งที่เติมสารละลาย ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 
อานผลการทดสอบภายใน 4 ชั่วโมง กรณีผลการทดสอบบวกจะมีสีชมพูแดง 
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ภาคผนวก ข 
 
ตารางที ่1  คา MPN ตอกรมัของตัวอยางในระดับความเจือจาง 1:10, 1:100, 1: 1000  ระดับการ

เจือจางละ 3 หลอด 
 

 
 
ที่มา : FDA ( 1998 ) 
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ตารางที่ 2  เทยีบคา MPN จากผลบวกของวิธี SimPlate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ที่มา : Biocontrol Inc., USA 
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ตารางที่ 3  คณุสมบัติทางชวีเคมีของ  Colilforms & Escherichia coli 
 

ที่มา : Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Vol.1 (1984)  
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางที่ 1  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 7ก 
 

Chicken SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

2.850
29.531
32.381

1
94
95

2.850
0.314

9.071 0.003

 
ตารางที่ 2  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 7ก 
 

Shrimp SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

66.235
60.928

127.163

1
91
92

66.235
0.670

98.926 0.000

 
ตารางที่ 3  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 7ก 
 

Surimi SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

52.919
44.095
97.015

1
86
87

52.919
0.513

103.210 0.000
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ตารางที่ 4  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 7ข 
 

Chicken SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

1.116
54.117
55.233

1
94
95

1.116
0.576

1.938 0.167

 
ตารางที่ 5  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 7ข 
 

Shrimp SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

3.891
35.862
39.752

1
92
93

3.891
0.390

9.981 0.002

 
ตารางที่ 6  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 7ข 
 

Surimi SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

1.291
47.782
49.073

1
87
88

1.291
0.549

2.350 0.129
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ตารางที่ 7  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 7ค 
 

Chicken SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

0.589
17.383
17.972

1
52
53

0.589
0.334

1.763 0.190

 
ตารางที่ 8  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 7ค 
 

Surimi SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

10.256
7.014

17.269

1
25
26

10.256
0.281

36.555 0.000
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ตารางที่ 9  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 8ก 
 

Chilled chicken SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

0.518
51.664
52.182

2
141
143

0.259
0.366

0.706 0.495

 
ตารางที่ 10  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 
 

Mean log Type N 
a 

PCA 
PAC 
STPC-CI 
Sig. 

48 
48 
48 

4.88 
4.98 
5.02 

0.278 
 

ตารางที่ 11  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ก 
 

Frozen chicken SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

2.642
42.637
45.279

2
141
143

1.321
0.302

4.369 0.014

 
ตารางที่ 12  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 
 

Mean log Type N 
a b 

PCA 
STPC-CI 
PAC 
Sig. 

48 
48 
48 

4.5371 
 
 

1.000 

 
4.7725 
4.8573 
0.450 
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ตารางที่ 13  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ก 
 

Chilled shrimp SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

3.017
126.807
129.824

2
143
145

1.508
0.887

1.701 0.186

 
ตารางที่ 14  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 
 

Mean log Type N 
a 

PCA 
PAC 
STPC-CI 
Sig. 

48 
49 
49 

6.61 
6.79 
6.96 

0.080 
 
ตารางที่ 15  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ก 
 

Frozen shrimp SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

0.223
90.755
90.978

2
132
134

0.111
0.688

0.162 0.851

 
ตารางที่ 16  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 
 

Mean log Type N 
a 

PCA 
PAC 
STPC-CI 
Sig. 

45 
45 
45 

4.92 
4.96 
5.02 

0.596 
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ตารางที่ 17  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ก 
 

Chilled surimi SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

2.359
49.410
51.769

2
111
113

1.180
0.445

2.650 0.075

 
ตารางที่ 18  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 
 

Mean log Type N 
a b 

PCA 
PAC 
STPC 
Sig. 

38 
38 
38 

7.17 
7.33 

 
0.301 

 
7.33 
7.52 

0.210 
 
ตารางที่ 19  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ก 
 

Frozen surimi SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

5.276
63.261
68.538

1
98
99

5.276
0.646

8.174 0.005
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ตารางที่ 20  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ข 
Chilled chicken SS df MS F Sig. 

Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

61.873
144.431
206.304

3
188
191

20.624
0.768

26.846 0.000

 
ตารางที่ 21  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 

Mean log Type N 
a b 

MPN 
PEC 
SCEc 
CCA 
Sig. 

48 
48 
48 
48 

2.63 
2.76 

 
 

0.472 

 
 

3.81 
3.84 

0.892 
 

ตารางที่ 22  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ข 
Frozen chicken SS df MS F Sig. 

Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

46.867
71.027

117.894

3
188
191

15.622
0.378

41.351 0.000

 
ตารางที่ 23  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 

Mean log Type N 
a b 

MPN 
PEC 
SCEc 
CCA 
Sig. 

48 
48 
48 
48 

2.42 
2.54 

 
 

0.305 

 
 

3.34 
3.56 

0.078 
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ตารางที่ 24  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ข 
Chilled shrimp SS df MS F Sig. 

Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

21.616
61.937
83.553

3
188
191

7.205
0.329

21.871 0.000

 
ตารางที่ 25  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 

Mean log Type N 
a b c 

MPN 
PEC 
SCEc 
CCA 
Sig. 

49 
49 
49 
45 

1.49 
1.60 

 
 

0.354 

 
 

2.06 
 

1.000 

 
 
 

2.32 
1.000 

 
ตารางที่ 26  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ข 

Frozen shrimp SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

19.343
70.500
89.843

3
176
179

6.448
0.401

16.096 0.000

 
ตารางที่ 27  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 

Mean log Type N 
a b 

MPN 
PEC 
SCEc 
CCA 
Sig. 

45 
45 
45 
45 

1.08 
1.12 

 
 

0.761 

 
 

1.74 
1.77 

0.827 
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ตารางที่ 28  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ข 
Chilled surimi SS df MS F Sig. 

Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

15.026
48.789
63.816

3
152
155

5.009
0.321

15.605 0.000

 
ตารางที่ 29  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 

Mean log Type N 
a b 

MPN 
PEC 
SCEc 
CCA 
Sig. 

39 
39 
39 
39 

3.46 
3.55 
3.71 

 
0.065 

 
 
 

4.26 
1.000 

 
ตารางที่ 30  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 8ข 

Frozen surimi SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

2.959
127.123
130.082

2
147
149

1.480
0.865

1.711 0.184

 
ตารางที่ 31  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 

Mean log Type N 
a 

MPN 
SCEc 
CCA 
Sig. 

50 
50 
50 

3.22 
3.24 
3.53 

0.122 
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ตารางที่ 32   การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในตารางที่ 9 
Chilled chicken SS df MS F Sig. 

Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

6.817
36.597
43.414

3
95
98

2.272
0.385

5.898 0.001

 
ตารางที่ 33   การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 

Mean log Type N 
a b c 

PEC 
MPN 
SCEc 
CCA 
Sig. 

21 
29 
29 
20 

2.15 
2.27 

 
 

0.519 

 
2.27 
2.54 

 
0.141 

 
 

2.54 
2.89 
0.053 

 
ตารางที่ 34  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในตารางที ่9 

Frozen chicken SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

3.987
15.039
19.026

3
51
54

1.329
0.295

4.508 0.007

 
ตารางที่ 35  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 

Mean log Type N 
a b 

MPN 
PEC 
SCEc 
CCA 
Sig. 

25 
7 

17 
6 

2.06 
2.20 
2.43 

 
0.165 

 
 

2.43 
2.91 

0.055 
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ตารางที่ 36  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในตารางที ่9 
Chilled surimi SS df MS F Sig. 

Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

3.86E-02
6.247
6.286

2
25
27

1.93E-02
0.250

0.077 0.926

 
ตารางที่ 37  การวิเคราะหความแตกตางดวย  Duncan’s Multiple Range Test 

Mean log Type N 
a 

SCEc 
MPN 
PEC 
Sig. 

9 
14 
5 

3.22 
3.30 
3.32 

0.725 
 
ตารางที่ 38  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในตารางที ่9 

Frozen surimi SS df MS F Sig. 
Mean log Between Groups  
                With Groups 
                Total 

1.390
3.250
4.640

1
19
20

1.390
0.171

8.124 0.010
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาว ทัศนยี กองแกว  เกิดวันที่ 14 กรกฎาคม พ.ศ. 2520 จังหวดักรุงเทพมหานคร 
สําเร็จการศึกษาปริญญาบณัฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจลุชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศกึษา 2542 และเขาศึกษาตอในหลกัสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต สาขาจุลชวีวทิยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจลุชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543 
 
ผลงานทางวชิาการ 
Kongkaeow, T. and Rengpipat, S. Comparison of conventional and SimPlate™ methods 

for total plat count and Coliforms & Escherichia coli in surimi. Poster presentation 
in BioThailand 2003: Technology for Life. (17-20 July 2003). p. 292  

 
ประวัติการทาํงาน 
 ทํางาน  Part time  ในตําแหนงนักเคม ี  ใหแก บริษทั รับตรวจสินคาโพนทะเล จํากดั  
(Overseas Merchandise Inspection Co., Ltd. : OMIC) ตั้งแต พ.ศ. 2545- ปจจุบนั 
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