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ทัศนีย  กองแกว : เปรียบเทียบวิธีมาตรฐานและวธิีรวดเร็วเพื่อการแจงนับจุลินทรียรวม
และ Total Coliforms & Escherichia coli ในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็ง (COMPARISON 
OF CONVENTIONAL METHOD AND RAPID METHODS FOR THE 
ENUMERATION OF TOTAL PLATE COUNT AND TOTAL COLIFORMS & 
Escherichia coli IN FROZEN CHICKEN, SHRIMP AND SURIMI)     อ. ทีป่รึกษา : 
รศ.ดร. ศิริรัตน เรงพพิัฒน, 104 หนา. ISBN 974-17-3746-7. 
 
 
วัตถุประสงคในการวิจัยที่สําคัญมี 2 ประการ คือ เพื่อประเมินประสิทธิภาพของขั้นตอนการแชเยือก

แข็งในการลดปริมาณจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli ในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็ง  และเพื่อเปรียบเทียบวิธี
มาตรฐาน (Plate Count Agar, PCA) กับวิธีรวดเร็ว ไดแก SimPlate™ Total Plate Count- Color Indicator 
(STPC-CI)  และ Petrifilm™ Aerobic Count Plate (PAC) เพื่อแจงนับปริมาณจุลินทรียรวม รวมทั้ง
เปรียบเทียบวิธีมาตรฐาน(Most Probable Number, MPN) กับวิธีรวดเร็ว ไดแก SimPlate™ Total Coliform & 
E. coli (SCEc), Petrifilm™ E. coli/ Coliform Count Plate (PEC), Chromocult™ Coliform Agar (CCA) 
ในการแจงนับ Coliforms & E. coli  ในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็งเพื่อนําผลไปประเมินและประยุกตใชวิธีรวดเร็วใน
การตรวจหาปริมาณจุลินทรียในระดับอุตสาหกรรม 

 การแจงนับจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli ในไก กุง ซูริมิกอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็งจํานวน 300 ตัวอยาง พบวาขั้นตอนการแชเยือกแข็งมีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ   จุลินทรียปนเปอน ใน
การเปรียบเทียบคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธระหวางวิธีมาตรฐานและวิธีรวดเร็วโดยวิเคราะหดวยสมการถดถอย
เชิงเสน พบวาวิธีดังกลาวมีปฏิสัมพันธกันในระดับสูง  คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธระหวางวิธีมาตรฐานและวิธี
รวดเร็วในการแจงนับจุลินทรียรวมมีคา  0.95-0.96, slopes มีคา 0.98-1.04 และตัดแกน Y ที่จุด 0.04-0.27  
และคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธในการแจงนับ  Coliforms & E. coli มีคา  0.79-0.89, slopes มีคา 0.80-0.91 
และตัดแกน Y ที่จุด 0.65-1.30  นอกจากนี้การแจงนับ Coliforms พบผลบวกเท็จ 3.56%, 7.56%, 4.76% และ 
6.40%   สวนการแจงนับ E. coli พบผลบวกเท็จ9.95%, 13.68%, 3.98% และ 25.56% ในวิธี MPN, SCEc, 
PEC และ CCA ตามลําดับ 

ดังนั้น วิธีรวดเร็วเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่เหมาะสมในการตรวจหาปริมาณจุลินทรียรวมและ Coliforms 
& E. coli  และสามารถทดแทนวิธีมาตรฐานในการแจงนับจุลินทรียในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็งได 
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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 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
อาหารอาจเปนตัวพาของโรคไปสูผูบริโภคได  โดยมีสาเหตุมาจากการปนเปอนจุลินทรียใน

อาหารซึ่งสามารถแบงไดเปน 2 ประเภท คือ การติดเชือ้ที่ปะปนในอาหาร (Food infection) ดวย
ปริมาณที่สงูพอ (105-106 CFU/ กรัม  หรือมิลลิลิตรของอาหาร)       จุลนิทรียดงักลาวจะเพิ่ม
จํานวนในบริเวณลําไสและใหสารพษิ (Toxin)  ชนิดใดชนิดหนึ่ง    กลาวคือ  Gram positive 
bacteria  จะให  Exotoxin     ในขณะที่ Gram negative bacteria  จะให  Endotoxin   เมื่อจุลิน 
ทรียเจริญเพิม่มากขึ้นจะบุกรุกเยื่อบุลําไส   ทําลายเซลลบริเวณผิวหนา  และนาํไปสูการติดเชื้อที่
ลุกลามสูระบบเลือดได   ประเภทที่สองไดแก  การไดรับสารพิษที่ปะปนในอาหาร  (Food 
intoxication) ซึ่งหมายถึง  ภาวะที่ผูบริโภคไดรับสารพิษที่สรางโดยจุลินทรียทีป่ะปนในอาหาร    
สารพิษดังกลาวกอใหเกิดพยาธิสภาพโดยตรงตอลําไส     (Enterotoxin)  และสารพิษบางชนดิ
สงผลทางออมตอระบบประสาท   มีผลใหผูบริโภคเสียชีวิตแบบเฉียบพลันได (Cliver, 1990) 
 จุลินทรียที่ปะปนในอาหารสามารถเจริญเพิ่มปริมาณและเปนจุดอนัตรายใน HACCP              
(Hazard Analysis and Critical Control Point)  ที่ตองควบคุมอยางเขมงวด   โดยเริ่มตนจากการ
คัดเลือกวัตถุดบิมาเตรียมอาหาร  ขั้นตอนการเตรียมและในอาหารทีเ่ตรียมพรอมบริโภค   ทัง้นี้
เพื่อใหอาหารปราศจากสิง่ปนเปอน   มีสภาพปลอดภัยตอผูบริโภคและใหผลดีตอสุขภาพ   ดงัคํา
กลาวที่วา  “ สุขภาพดีเร่ิมทีอ่าหารปลอดภัย “  (Safe Food Good Health)    (กรมวิทยาศาสตร 
การแพทย, 2544)   ซึ่งเปนสวนหนึ่งในนโยบายเรงดวนของกระทรวงสาธารณสุขไทย   ในการ
ดําเนนิการเพือ่สงเสริมสุขภาพอนามยัของประชาชน   ในโครงการนี้มีการแจงใหกลุมรานอาหาร
เขารวมโครงการเพื่อขอการรบัรอง  Safe Food Good Health โดยมีจุดมุงหมายใหประชาชน
บริโภคอาหารที่ปลอดภัย  และลดความเจ็บปวยเนื่องจากอาหารที่บริโภคเปนประจําทกุวัน    
ปจจุบันทางกระทรวงสาธารณสุขไดประกาศเกณฑคุณภาพทางจุลชวีวทิยาทางอาหาร  ภาชนะ  
และผูสัมผัสอาหาร    โดยขอกําหนดคามาตรฐานความปลอดภัยทางจุลชีววิทยาที่ปนเปอนใน
อาหารตามประเภทอาหาร   ยกตัวอยางเชน  อาหารดิบตองมีคา Most Probable Number 
(MPN) ของ  Escherichia coli  ตอกรัมอาหาร <50   อาหารทะเลที่บริโภคดิบ  เชน กุง  ตองมีคาจุ
ลินทรียรวมตอกรัมอาหาร <1x106     MPN  ของ Fecal coliforms  ตอกรัมอาหาร <20      อาหาร
ปรุงสุกแชเยือกแข็งตองอุนกอนบริโภค เชน ผลิตภัณฑจากซูริม ิ   ตองมีคาจุลนิทรียรวมตอกรมั
อาหาร <1x105       MPN ของ Fecal coliforms  ตอกรัมอาหาร <500  และ  MPN  ของ  
Escherichia coli   ตอกรัมอาหาร <3 เปนตน 
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 ขอกําหนดทางจุลชีววิทยาของผลิตภัณฑอาหารใชวัดผลที่ไดจากการตรวจตัวอยางจาก
โรงงานอุตสาหกรรมที่เขารวมระบบ Good Manufacturing Practices (GMP)    ทุกโรงงาน
อุตสาหกรรมจะมีเกณฑทางจุลชีววทิยาที่เรียกวา ขอจํากัด (Limit) หรือ ชวงอางองิ (Reference 
ranges)  มาตรฐานทางจุลชีววทิยาเปนรายละเอยีดที่ถกูบังคับใชในแตละประเทศ   ประกอบดวย
ขอจํากัดทางจลิุนทรียกอโรค  สารพิษ  หรือส่ิงที่จุลนิทรยีผลิต    แตในการคาระหวางประทศยังมี
ขอถกเถียงเกีย่วกับมาตรฐานทางจุลชวีวทิยาที่ใชตางกัน   ดงันัน้จงึมกีารใชขอกําหนด (Criterion) 
และคาอางองิ (Reference values) เปนเกณฑและมาตรฐานของผลิตภัณฑ  (Mossel and 
Netten, 1991)      ในทศวรรษหนาการตกลงขององคกรการคาโลก ( WTO) จะอางถึงปจจยัในการ
พัฒนาการวัดภาวะสุขาภิบาลแบบใหมสําหรับตลาดการคาอาหารนานาชาติ    โดยเพิ่มขอมูลดาน
ความเสีย่งที่เกิดจากจุลนิทรียซึ่งเกีย่วของกับอาหารชนดิตางๆ และสุขอนามัยทางอาหาร   ใน
ระบบ GMP จึงจําเปนตองวิเคราะหและตรวจหาจุลินทรียกอโรคที่ปนเปอนในอาหาร    ซึ่งขณะนี้
ทั่วโลกใหการยอมรับวาเปนสาเหตุสาํคัญในการเกิดโรคในมนษุย     โดยแหลงที่มาของจุลินทรีย
กอโรคพบไดทัง้ในวัตถุดิบและอาหารสําเร็จรูป    ดงันัน้อันตรายที่เกิดจากจุลนิทรียควรมีการ
กําหนดระดับที่ยอมรับได   การตระหนกัถึงกฎขอบังคับที่เพิ่มข้ึนเปนปจจัยหลักที่ใชประกอบการ
รับรองระบบ  Hazard Analysis and Critical Control Point (HACCP) และการยอมรับจาก
คณะกรรมาธกิารมาตรฐานอาหารระหวางประเทศ (Codex Alimentarius Commission : CAC)   
(Hathaway and Cook, 1997) 
 Hazard Analysis and Critical Control Point (HACCP)   เปนระบบการจัดการความ
ปลอดภัยของอาหาร   โดยวิเคราะหและควบคุมอันตรายสาเหตุจากทางกายภาพ  ชีวภาพ และ
เคมีที่ปนเปอนในวัตถุดิบ  กระบวนการผลิต  และผลิตภัณฑอาหารที่เตรียมจากกระบวนการ   ใน
การบริโภคผลิตภัณฑอาหารดังกลาวใหปลอดภัย   จึงตองพิจารณาตรวจอันตรายโดยเริ่มจากการ
ตรวจสอบวัตถุดิบ  ขั้นตอนในการผลิต   และผลิตภัณฑใหถูกตองตามเกณฑ    โดยเริ่มจาก
อันตรายทางชีวภาพที่ตรวจพบบอยในผลิตภัณฑแชเยือกแข็ง  ไดแก เชื้อกอโรคในทางเดินอาหาร 
เชน Salmonella spp. และ  Escherichia coli      โดยในระบบ  HACCP เชื้อดังกลาวจัดเปน
อันตราย (Hazards)  และเปนจุดวิกฤตที่ตองควบคุม (Critical Control Point: CCP) ในขั้นตอน
การแชเยือกแข็ง      กระบวนการติดตามเชื้อกอโรคที่เปนดัชนีแสดงภาวะอันตรายนั้นตองการ
ทราบผลการตรวจวิเคราะหอยางรวดเร็ว   เนื่องจากวัตถุดิบดังกลาวตองนําไปเตรียมในขั้นตอน
ของสายการผลิตและเวลาในแตละขั้นตอนการผลิตที่จํากัด    วิธีการวิเคราะหหาจุลินทรียที่ใชจึง
ตองรวดเร็วและแมนยํา    โดยทั่วไปขอกําหนดทางจุลชีววิทยามีบทบาทในการยืนยันความถูกตอง
โดยรวมของระบบ  HACCP (NACMCF, 1998)       ดังนั้นในอุตสาหกรรมอาหารจึงตองการวิธีที่
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สามารถตรวจสอบไดผลรวดเร็วและเชื่อถือไดในการตรวจหาปริมาณจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหาร   
เพื่อบงชี้คุณภาพ, อายุการเก็บรักษาหรือการปนเปอนจากเชื้อกอโรค 
 วิธีมาตรฐาน (Conventional method)  ถูกใชอยางกวางขวาง   แตส้ินเปลืองอาหารเลี้ยง
เชื้อ  เวลา  และเงินจํานวนมาก    เพื่อแกปญหาดังกลาวจึงมีการพัฒนาวิธีและเทคนิคใหมๆ ขึ้น   
โดยใชขอกําหนดดานจุลชีววิทยาเชนเดียวกับวิธีมาตรฐาน   ซึ่งประกอบดวย 1) จุลินทรียปนเปอน
และตัวบงชี้ (Indicator and spoilage organisms) 2) จุลินทรียกอโรค (Pathogenic 
microorganisms) 3) ราและสารพิษที่ราผลิต (Molds and mycotoxins)    ประสิทธิภาพและ
ความถูกตองของวิธีรวดเร็วอาจเทากับหรือดีกวาวิธีมาตรฐาน    แตขอไดเปรียบของวิธีรวดเร็ว  คือ  
ใชเวลานอยในการรายงานผล    อยางไรก็ตามอุปสรรคสําคัญตอการยอมรับวิธีรวดเร็ว  คือ  การ
ขาดเกณฑมาตรฐานในการตรวจสอบความถูกตอง (Validation)  และการรับรองวิธีเหลานั้น    ซึ่ง
วิธีที่ถูกคิดคนขึ้นใหมตองถูกประเมินและเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานกอนการเผยแพรเพื่อนําไปใช
จริง (van der Zee and in’t Veld, 1997)    ดังนั้นภาคอุตสาหกรรม  สถานศึกษา  และรัฐบาล
จําเปนตองรวมมือกันเพื่อพัฒนาวิธีที่เหมาะสมซึ่งตั้งอยูบนพื้นฐานความถูกตองทางวิทยาศาสตร    
การใหผลการตรวจสอบที่ไดผลรวดเร็วและแมนยําทําใหทางภาคอุตสาหกรรมสามารถนําผลที่ได
ไปเนนใชในการปองกันและปรับปรุงกระบวนการผลิต      สงผลใหผูบริโภคไดรับประโยชนมากขึ้น              
(Swanson and Anderson, 2000) 

วัตถุประสงคของการวิจยั 

 1. เพื่อตรวจหาจุลินทรยีที่เปนดัชนทีางสขุาภิบาล 2 ประเภท ไดแกการแจงนับจลุินทรีย
รวม และ Total Coliforms & Escherichia coli ในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็ง 

 2.  เพื่อเปรียบเทียบผลของวธิีมาตรฐานและวิธีรวดเร็วในการตรวจหาและแจงนับจุลนิทรีย
รวมและ Coliforms & Escherichia coli 

 3. เพื่อประเมินผลกระทบของขั้นตอนการแชเยือกแข็งตอความไวและความแมนยําจาก
การตรวจดวยวิธีรวดเร็ว 

 4.  เพื่อนําผลที่ไดมาเปนแหลงอางองิและประเมินการใชวิธีรวดเร็วในโรงงานอุตสาหกรรม
อาหาร 
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ขอบเขตของการวิจัย 

1. ซูริมิกอนและหลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง จํานวนอยางละ 50 ตวัอยาง 

2. ไกสดกอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยอืกแข็ง จํานวนอยางละ 50 ตัวอยาง 

3. กุงสดกอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยอืกแข็ง จํานวนอยางละ 50 ตัวอยาง 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 ปจจุบันประเทศไทยสงสินคาออกประเภทอาหารแชเยือกแข็งติดอันดับ 1 ใน 10 ของโลก  
และมีมูลคานับแสนลานบาทในป พ.ศ. 2545 (กรมเศรษฐกิจการพาณิชย, 2546)   ผูประกอบการ
ของไทยจึงตองปรับปรุงคุณภาพของสินคาใหใหมสด  ปราศจากสิ่งปนเปอน  ใหอยูในเกณฑ
ยอมรับตามสากลเพื่อใหแขงขันในตลาดการคาโลกได   การตรวจวิเคราะหทางจุลชีววิทยาเพื่อหา
ปริมาณจุลินทรียใหอยูในเกณฑกําหนดของแตละกลุมประเทคูคาจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง   ทั้งนี้
การตรวจสอบความถูกตอง  แมนยํา ราคาตนทุนต่ํา  และใหการรายงานผลรวดเร็วทันกําหนดตอ
การสงสินคา   ปจจุบันวิธีที่ใชในการตรวจหาจุลินทรีย ไดแก วิธีมาตรฐาน  เปนวิธีที่ใชเวลานาน 7-
10 วัน จึงทราบผล  ตองเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อหลายชนิด  ใชอุปกรณเครื่องแกวและเนื้อที่ในตูบม
เชื้อคอนขางมากและยังตองตรวจสอบยืนยันการทดสอบทางชีวเคมีที่ตองอานผลโดยผูเชี่ยวชาญ  
ตองการแรงงาน  และเวลาในทุกขั้นตอนของการเตรียมตัวอยาง  จนกระทั่งทําความสะอาดเครื่อง
แกวและเนื้อที่บริเวณปฏิบัติการ  สงผลใหมีขอจํากัดของจํานวนตัวอยางที่จะนํามาตรวจตอวัน  
การรายงานผลจึงลาชา  ทําใหการจัดสงสินคาไมทันตามเวลาที่กําหนด  บริษัทผูสงออกถูกปรับคา
สินไหมและอาจเสียประเทศคูคาไปในที่สุด 

 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสามารถนําไปใชเปนแหลงอางอิงและประเมินความเปนไปไดในการใช
วิธีรวดเร็วแทนการใชมาตรฐานในโรงงานอุตสาหกรรมที่มีอยูเปนจํานวนมากในประเทศไทย   ใน
การตรวจวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli  ในไก กุง ซูริมิแชเยือกแข็ง  
เพื่อใหผลการตรวจวิเคราะหรวดเร็ว  เชื่อถือได  ทําใหสามารถแขงขันในตลาดการคาระดับ
นานาชาติ 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

 1.   ตรวจหาและแจงนับจุลินทรียรวมและ Total Coliforms & E. coli ในซูริมิกอนและหลัง
ผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งดวยวิธีมาตรฐานและวิธีรวดเร็ว 

 2.   ตรวจหาและแจงนับจลุินทรียรวมและ Total Coliforms & E. coli ในไกสดกอนและ
หลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งดวยวิธีมาตรฐานและวธิีรวดเร็ว 

 3.   ตรวจหาและแจงนับจลุินทรียรวมและ Total Coliforms & E. coli ในกุงสดกอนและ
หลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งดวยวิธีมาตรฐานและวธิรีวดเร็ว 

 4.   ยืนยนัชนดิ   Coliforms & E. coli   ทีแ่ยกไดดวยวิธทีางชีวเคม ี

 5. รวบรวมขอมูลและวิเคราะหทางสถิต ิ   เพื่อหาความสัมพนัธเชงิเสนของสองตัวแปร  
โดยใช  Standard Linear Regression method   วิเคราะหคา  Correlation coefficients, Slopes 
และ  Y-intercepts 

 
 



บทที่  2 
การตรวจเอกสาร 

 อาหารประเภทเนื้อเปนอาหารที่เนาเสยีไดงาย   ถาไมผานกระบวนการผลิต, การบรรจุ
ภัณฑ, การเกบ็รักษาและการขนสงที่ถูกตอง      รวมถึงสาเหตทุี่เกิดจากการปนเปอนของจุลินทรยี 
(Jackson et al, 1997)     ยิ่งการปนเปอนดวยเชื้อกอโรคแมจะมีในปริมาณนอยก็สามารถเปน
สาเหตุสาํคัญในการเกิดโรคทางเดินอาหารได (Buchanan and Whiting, 1989)     แตจุลินทรียที่
ปนเปอนนัน้   สามารถถูกทําใหลดปริมาณลงไดดวยกระบวนการตางๆ  (Miller et al, 1998) 

การเก็บรักษาอาหารที่อุณหภูมิตํ่า 

 Jay (1992) ไดแบงชวงอุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษาอาหารไว 3 ชวง ไดแก 

  1.  Chilling temperature  เปนอุณหภูมิที่ใชเก็บในตูเย็น คือ 5 – 7 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิแวดลอมประมาณ 10 – 15 องศาเซลเซียส ซึ่งเหมาะสําหรับการเก็บผักและผลไม 

2. Refrigerator temperature   เปนอุณหภูมริะหวาง 0 – 7 องศาเซลเซียส 

3. Freezer temperature   เปนอุณหภูมทิี่ต่ํากวา  -18  องศาเซลเซียส 

กระบวนการแชเย็นและแชเยือกแขง็อาหาร 

 อัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีสวนใหญจะขึ้นกับอุณหภูมิ  กลาวคือ  ถาอุณหภูมิต่ําลงอัตรา
การเกิดปฏิกิริยาเคมีจะลดลงดวย  เนื่องจากการปนเปอนในอาหารมกัจะเปนผลมาจากปฏิกิริยา
เคมีที่เกิดจากจุลินทรียปนเปอนและเอนไซมที่มีอยูในอาหาร      แตการยืดอายุของอาหารสามารถ
ทําไดโดยการเก็บอาหารนัน้ในอุณหภูมิต่ํา   การใชวิธแีชเย็นและแชเยือกแข็งในการเก็บอาหารก็
ถูกใชอยางกวางขวางหลังจากกระบวนการแชเย็นและการทําน้ําแข็งเริ่มในชวงป 1830  

การแชเย็น (Chilling) 

 การแชเยน็เปนการเก็บรักษาอาหาร ณ อุณหภูมทิีใ่กลกับจุดเยือกแข็งของอาหารนั้นๆ   
โดยสวนใหญจะอยูในชวง 0 - 5  องศาเซลเซียส  ตัวอยางไดแก  เนือ้และปลาสด   และผลิตภัณฑ
นม   การเก็บแบบแชเย็นมผีลเหนีย่วนําตอการเจริญของจุลินทรียกลุม Mesophiles  รวมไปถึงใน
กลุม  Psychrotrophs  



 7

จุลินทรียที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําได  เนื่องมาจากองคประกอบและโครงสรางของ
ผนังเซลลพลาสมา (Plasma membrane)   ขณะที่อุณหภูมิต่ําลงผนงัเซลลพลาสมาจะมีการ
เปลี่ยนแปลงเฟสจากขั้นผลกึของเหลว (Liquid crystalline state)   ไปสูขั้นเจลแข็ง (Rigid gel)   
ซึ่งการสงผานของเหลวจะถกูจํากัด   เนื่องจากจลุินทรียกลุม  Psychrotrophs  และ 
Psychrophiles มีระดับของกรดไขมันสายสั้นๆและไขมันไมอ่ิมตัวในระดับที่สูงในสวนประกอบของ
ไขมันในชั้นเยือ่เซลล    สวน  Mesophiles  จะไมสามารถเจริญที่อุณหภูมิแชเย็น  แตยังคงสภาพ
ชีวิตและไมตาย    การแชเยน็จะทําใหเกิดปรากฏการณที่เรียกวา “Cold shock”   ซึ่งเปนสาเหตุให
จุลินทรียตายและบาดเจ็บ    ผลของปรากฏการณดังกลาวขึ้นอยูกับหลายปจจยั   เชน   ชนิดของจุ
ลินทรีย        ( แบคทีเรียแกรมลบจะออนแอกวาแบคทีเรียแกรมบวก )   ระยะการเจริญ ( เซลลชวง
ล็อก ( Log phase) จะออนแอกวาชวงสเตชันนารี (Stationary phase) )  การเปลีย่นอุณหภูมิและ
อัตราการทาํความเย็น  และอาหารเลี้ยงเชื้อ (เซลลที่อยูในอาหารที่ซบัซอน (Complex medium) 
จะทนไดมากกวา)       เนื่องจากการแชเย็นไมใชขั้นตอนการฆาแบคทีเรีย   ดงันัน้การใชวัตถุดิบที่มี
คุณภาพดีและการขนสงที่ถกูหลักอนามยัจงึเปนสิง่จาํเปนสําหรับการผลิตอาหารแชเย็นที่ปลอดภัย   
แบคทีเรียกลุม Mesophiles ที่มีชีวิตในข้ันตอนการแชเยน็    แมวาจะอยูในระยะบาดเจ็บก็สามารถ
อยูในอาหารนัน้ไดเปนเวลานานและสามารถจะกลับมาเจริญไดถาอุณหภูมิเหมาะสม    ดังนั้นการ
แชเย็นเปนเพยีงการปองกนัการเพิม่ความเสี่ยงจากเชื้อกอโรคกลุม Mesophiles เทานั้น   แตมีเชื้อ
กอโรคบางกลุมสามารถเจรญิไดในบางอณุหภูมิของขั้นตอนการแชเยน็   ดังนั้นโรงงานผลิตอาหาร
จึงตองเอาใจใสทุกขั้นตอนของกระบวนการแชเย็น  (Adams and Moss, 2000) 

การแชเยือกแข็ง (Freezing) 

 การแชเยือกแข็งเปนเทคนิคที่ประสบความสําเร็จอยางมากในการถนอมอาหารใน
ระยะเวลายาว    เนื่องจากปริมาณของสารอาหารสวนใหญยังคงมีอยูและผลิตภัณฑคลายคลงึกับ
ของสด 

 อาหารแชเยือกแข็งแบงไดเปน 4 ประเภท ตามการเนาเสียไดงายเมื่อเก็บในภาวะที่ไมได 
แชเยือกแข็ง  (Ayres et al, 1980) 

1. อาหารดิบที่เนาเปอยได (Perishable raw foods)  ไดแก เนื้อแดงทั้งหมด, สัตวปก, 
ปลา และขนมปงดิบ, ผลไมและน้ําผลไม, ผักบางชนิด และไขที่มีรอยราว 

2. อาหารที่ปรุงสําเร็จที่เนาเปอยได (Perishable heated or cooked foods) ไดแก ผักที่
ลอกเปลือกออกทัง้หมด, เนื้อและพายผลไม, อาหารทะเล, มนัฝร่ังทอดและหอมทอด  
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3. อาหารที่เนาเปอยไดบางสวน (Semiperishable foods) คืออาหารที่มีอายุการเก็บส้ัน  
แตสามารถยดือายุไดหากเก็บในอุณหภมูิแชเย็น  เชน ขนมปง, เนยแข็งและเนยเหลว 

4. อาหารที่ไมเนาเปอย (Nonperishable food) ไดแก อาหารแหง เชน ถั่ว  แตเก็บแบบแช
เยือกแข็งเพื่อปองกนัการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชัน หรือการเปลี่ยนสีและการสูญเสียน้ํามนั 

การแชเยือกแข็งทําใหแบคทีเรียตายได  10-60 %   และถาเพิ่มเวลาการเก็บแบบแชเยือก
แข็งก็สามารถเพิ่มเปอรเซน็ตการตายไดมากขึ้น     แตมีแบคทีเรียบางพวกที่สามารถทนได  
เรียกวา “ Freeze – resistant bacteria “  ซึ่งสามารถทนตอการเกบ็แบบแชเยือกแข็งไดนานถงึ 10 
ป     เซลลแบคทีเรียจํานวนมากจะถูกทาํลายระหวางกระบวนการแชเยือกแข็ง  แตไมถึงกับทําให
ตาย   แตเมือ่นําอาหารนัน้มาทําใหอุนขึ้น (Thawing)  แบคทีเรียจะซอมแซมตัวเองในเวลา 1-6 
ชั่วโมง   โดยจะเริ่มสังเคราะหอารเอ็นเอ (RNA)  ที่ประมาณ 5 ชั่วโมง   ขณะที่แบคทีเรียกอโรคจะ
ไมมีการเจริญจนกระทั่งอุณหภูมิบริเวณโดยรอบจะเพิ่มจนถงึประมาณ 10 องศาเซลเซียส  

Ingram (1951)   ไดสรุปส่ิงที่เกิดขึ้นกับจลุินทรียระหวางขั้นตอนการแชเยือกแข็งไว  4  

ขอ คือ 

1. เกิดการตายอยางทนัที แตขึ้นอยูกับแตละสปชีส                           

2. อัตราสวนของเซลลที่รอดชีวิต (Survival ratio) ทันทหีลังขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง   จะ
เปนอิสระตออัตราการแชเยอืกแข็ง 

3. เซลลทีม่ีชีวติทันทีหลงัการแชเยือกแข็ง  จะคอยๆ ตายหลงัจากอยูในภาวะแชเยือกแข็ง
ตอไป 

4. เซลลจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่ออุณหภมูิต่ํากวาจุดเยอืกแข็งซึ่งอยูประมาณ -2 องศา
เซลเซียส    แตอัตราการลดลงของเซลลจะชาลงเมื่ออุณหภูมิต่ํากวา  -20 องศาเซลเซียส     

Jay (1992)  ไดแบงเหตุการณที่จะเกิดขึน้เมื่อเซลลอยูในภาวะแชเยือกแข็ง  ดังนี ้

  •   น้าํในภาวะแชเยือกแข็ง เรียกวา “ Free water “ ซึ่งจะเกิดเปนผลึกน้ําแขง็ (Ice 
crystal)  และขณะเดียวกนัเซลลก็จะสูญเสียน้ําภายในเซลล 

 •     การแชเยือกแข็งมีผลทําใหสารภายในเซลลมีความหนืดเพิ่มข้ึนและเกิดการสญูเสีย
กาซออกซิเจนและกาซคารบอนไดออกไซดภายในสวนไซโตพลาสสม 
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 •     การแชเยือกแข็งมีผลตอพีเอชของสารภายในเซลลเปลี่ยนแปลง   ความเขมขนของ
สารละลายทีน่าํไฟฟาไดภายในเซลล    เปลี่ยนแปลงของสารคอลลอยดในโปรโตพลาสและ  
การเสียสภาพของโปรตีนในเซลล 

•     การแชเยอืกแข็งมีผลชกันําใหเกิดการช็อกตออุณหภูมิในบางจุลินทรียและเปนสาเหตุ
ของการเปลี่ยนแปลงกลไกบางอยางในเซลล 

Geiges (1996)  รายงานวาชวงอุณหภูมิต่ําสุดที่แบคทีเรียในอาหารสามารถแบงตัวได คือ 
-5 ถึง -8 องศาเซลเซียส   โดยที่อุณหภูม ิ -5 องศาเซลเซียส   แบคทีเรียสามารถแบงตัวและเจริญ
ไดถึง 3 -5 หนวยล็อก (Log units) ตอกรัม    แตแบคทีเรียจะมีชวงระยะเลค (Lag phase) ที่ยาว
กวาปกติ   ซึ่งอาจเปนเพราะแบคทีเรียตองการเวลาที่จะปรับตัวเองเพื่อใหมีชวีิตอยูในภาวะนัน้ๆ 
ได   และในอาหารที่มีความหนืดสงูและมีโปรตีน, คารโบไฮเดรต และไขมันเปนสวนประกอบจะ
ชวยปองกันเซลลแบคทีเรียไดมากกวาอาหารทีม่ีเกลือและกรดสูง   

ปจจัยทีม่ีผลกระทบตอการแจงนับแบคทีเรียในอาหารที่ผานการแชเยือกแข็ง  ไดแก  

1. ความเร็วของการแชเยือกแข็ง 

กระบวนการแชเยือกแข็งที่ทาํอยางรวดเร็วจะสามารถรักษาคุณภาพของผลิตภัณฑ, 
เกิดผลึกน้าํแข็งที่เลก็, ยับยัง้เมตาบอลิสมและการปรับตัวของแบคทีเรีย  ทัง้ยงัทาํใหแบคทีเรียกลุม 
Mesophiles  ตายในทันที (Jay, 1992) 

2. อุณหภูมิที่ใชเก็บ 

การเก็บที่อุณหภูมิต่ําชวยลดปริมาณแบคทีเรียดีกวาการเก็บที่อุณหภมูิสูง (Russell, 
1995; Bailey, 2000) 

3.  เวลาในการเก็บ    

      มีผลตอลักษณะทางกายภาพของอาหาร และปริมาณจุลินทรียปนเปอน (Brenton et 
al, 2001; Kuo and Gunasekaran, 2003) 

4.  ลักษณะเฉพาะของอาหาร      

-   สวนประกอบ เชน ไขมัน, เกลือ, น้าํตาล, โปรตนี      เปนแหลงอาหารของ
แบคทีเรียและบางครั้งยังเปน “Cryoprotective agent” อีกดวย (Doyle, 1997) 

-    คา aw   อาหารที่มีคา aw สูงแสดงถงึมีความชืน้สงูซึ่งจะทําใหแบคทีเรียเจริญ
ไดดีกวาอาหารที่มีคา aw  ต่ํา (Jay, 1992) 
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-    คาพีเอช    อาหารที่มฤีทธิ์เปนกรด เชน น้ําผลไม  จะชวยลดปริมาณแบคทีเรีย
ปนเปอนได (Lang et al, 1999) 

-    สารอื่นๆ ที่ถูกเติมในอาหาร   เชน น้าํตาลกลูโคสและกรดแลคติก  ถูกใชใน
บางเมตาบอลสิมของแบคทีเรีย  (Lambropoulou et al, 1996) แตโซเดียมคลอไรดมีผลในการ
ยับยั้งการเจรญิ (Graham et al, 1996)  และมีผลตอปริมาณของสารที่แบคทีเรียผลิต เชน AHLs 
ที่ผลิตโดย  Enterobacteriaceae (Flodgaard et al, 2003) 

5.   จุลินทรียปนเปอน  (Adam and Moss, 2000) 

-    องคประกอบของจุลินทรีย    เชน  พวก Psychrophiles จะมปีริมาณกรด
ไขมันไมอ่ิมตัวสายสั้นๆในสวนประกอบไขมันของเยื่อเซลล (Cell membrane) เปนสวนใหญ  จึง
สามารถเจริญในอุณหภูมิต่ําไดดีกวาพวก Mesophiles 

- จํานวนจุลนิทรีย    ขึ้นกับวาจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนมีปริมาณเทาไร 

- ระยะการเจริญ  โดยเซลลในชวงล็อกจะออนแอกวาเซลลในชวงสเตชนันารี 

6. ชนิดของการบรรจุ  จะมีผลตอความชื้นของอาหาร  และการเจริญของแบคทีเรีย          
(Gonzalez-Fandos et al, 2000) 

7. ความเร็วของอุณหภูมิในชวงลดสูอุณหภูมิที่ใชแชเยือกแข็ง   ขึ้นกับจุดเยือกแขง็ของ
อาหารแตละชนิด   ยิ่งมีคาต่ําก็ยิง่ใชเวลานานกวาจะถึงอุณหภูมิที่ใชแชเยือกแข็ง (Doyle et al, 
1997) 

8.   วิธทีี่ใชในการแยกแบคทีเรีย  (Murray et al, 2001) 

-     วธิีทีเ่สริมการมีชีวิตใหมของจุลินทรีย (Resuscitation) 

-     อาหารเลีย้งเชื้อที่ใช   โดยใชอาหารทีเ่หมาะกับการแยกแบคทีเรียแตละชนิด 

-     อุณหภูมิในการบม   ควรเลือกอุณหภูมิบมที่เหมาะกับแบคทีเรียที่จะแยก 
การตรวจสอบทางดานจุลชีววทิยา 

 การตรวจหาและแยกจุลินทรียกอโรคนั้นมคีวามซับซอนทั้งวิธีการตรวจหาโดยตรงยงัมี
ขอจํากัดหลายอยาง   ดงันั้นจงึตองอาศัยการตรวจหาโดยวิธทีางออมดวยจุลนิทรยี 2 กลุม ไดแก    
การตรวจหา  Index microorganisms  ซึ่งคือ จุลินทรียหรือกลุมของจุลินทรียที่บงชี้ถงึเชื้อกอโรคที่
จําเพาะ  และการตรวจหา  Indicator microorganisms  ซึ่งคือ จุลินทรียหรือกลุมของจุลินทรียที่
บงชี้วาอาหารนั้นๆ  อยูในภาวะที่มีความเสี่ยงสงู  ซึ่งอาจจะถูกปนเปอนดวยเชือ้กอโรคหรืออยู
ภายใตภาวะทีจ่ะชักนําใหเชือ้กอโรคเจริญได    การตรวจแบงไดเปน การตรวจเชิงคุณภาพ คอื 
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บอกไดแความกีารปนเปอนดวยจุลินทรียทีส่นใจหรือไม  และการตรวจเชิงปริมาณ คือ ตรวจหาวา
จุลินทรียนัน้ปนเปอนอยูในปริมาณเทาไร (Buchanan, 2000) 

 การตรวจสอบทางจุลชีววิทยาถูกใชในการประเมินคุณภาพและความปลอดภัยของ
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
หองปฏิบัติการดานจุลชีววิทยาทางอาหาร (Bolton, 1998)     และในปจจุบันยังถูกใชเปนขอมูล
พื้นฐานเพื่อสรางแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่เรียกวา “Predictive Food Microbiology (PFM)“  
อีกดวย (Wijtzes et al, 1998; McDonaald and Sun, 1999) 
ประโยชนของขอมูลดานจุลินทรีย 

 นักจุลชีววทิยาและการทดสอบทางจุลชีววทิยามีบทบาทสําคัญในโปรแกรมวิเคราะห
อันตรายและจดุควบคุมวิกฤต (Hazard Analysis and Critical Control Point: HACCP)  ซึ่ง
ขอมูลดานจุลนิทรียที่ไดจากการทดสอบถกูนํามาใชประโยชนในหลายดาน ดังนี้ (Kvenberg and 
Schwalm, 2000) 

 • ใชกําหนดวธิีปฏิบัติการมาตรฐาน (Standard Operating Procedure: SOPs) 

 • ประเมินความนาจะเปนของอันตรายที่จะเกิดขึ้น 

 • กาํหนดขอจํากัดวกิฤต 

 • บงชี้สาเหตขุองความปลอดภัยของผลิตภัณฑอาหารและภาวการณติดเชื้อจนเกดิโรค
ทางเดินอาหาร 

 • ใชในโปรแกรมปฏิบัติการแกไข (Corrective action program)  

 • ใชตรวจสอบความถกูตอง (Validation) และทวนสอบ (Verification) ระบบ HACCP 

 นอกจากนีก้ารทดสอบทางจลุชีววทิยาและขอมูลที่ไดยังเชื่อมโยงไปสูการประเมินความ
เสี่ยง     ซึ่งกระบวนการประเมินความเสีย่ง  ประกอบดวย  4  ข้ันตอน  (Hoornstra   et al, 2001)  
คือ   

1) การบงชี้อันตราย (Hazard identification)   

2) ลักษณะของอันตราย (Hazard characterization)  
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3) การประเมนิการไดรับสัมผัส (Exposure assessmen )  

4) ลักษณะของความเสี่ยง (Risk characterization) 

สําหรับแบบจาํลองเชงิปริมาณในการประเมินความเสีย่งดานจุลินทรยีในขั้นการประเมิน
การไดรับสัมผัส (Exposure assessment)    ยังตองการขอมูลดานจลิุนทรียเพื่อวเิคราะหสาเหตุ
การปนเปอนของเชื้อกอโรค, ความหนาแนนหรือระดับทีต่รวจพบ, การแพรกระจายของจุลินทรียทั้ง
ในอาหารและสิ่งมีชีวิต, และใชวิเคราะหหาตัวแปรที่มผีลตอการเจริญและการลดลงของจุลินทรยี    
รวมไปถึงการเก็บขอมูลดานการบริโภคอีกดวย (Coleman and Marks, 1999) 
เกณฑทางจลุชีววิทยา 

 เกณฑทางดานจุลชีววิทยาจะถูกกําหนดโดยรัฐบาล, หนวยงานตัวแทนของรัฐ, บริษัท, 
องคกรการคาหรือสมาคมทางวิทยาศาสตร  แบงไดเปน 3 เกณฑ (Smittle, 2000) 

1. เกณฑมาตรฐาน (Standard) 

หมายถงึ  เกณฑที่รัฐบาลบังคับใช  โดยสารพิษหรือสารที่ทาํใหเกดิการติดเชื้อซ่ึงไม
อนุญาตใหมีในอาหารกถ็ูกจดัอยูภายใตเกณฑนี้ดวย 

2. เกณฑเฉพาะอยาง (Specificity) 

หมายถงึ   เกณฑที่ผูซื้อสินคาจะยอบรับสินคานั้นบงัคบัใช   มักใชในการซื้อขายโดย
บริษัทหนึ่งกับอีกบริษัทหนึง่ 

3. เกณฑที่มีแนวทางกาํหนด (Guideline) 

หมายถงึ     เกณฑที่ถูกใชโดยผูผลิต   เพือ่ประเมินกระบวนการผลิต  แตบางครั้งกถ็ูก
กําหนดโดยหนวยงานของรฐัเพื่อใชประเมินคุณภาพอาหารในตลาดการคาดวย 
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ตารางที่ 1 หนวยงานอางอิงและกําหนดเกณฑทางจลุชีววทิยาในอาหารแตละประเภท (United 
State) (Smittle, 2000) 

 
ผลิตภัณฑ หนวยงานอางอิง 

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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การตรวจหาและแจงนับจลุินทรยีรวมและ Total Coliforms & Escherichia coli โดยวธิี
มาตรฐาน 

1. การตรวจหาและแจงนบัจุลินทรียรวมโดยวิธีมาตรฐาน 

 การตรวจหาและแจงนับจุลนิทรียรวม แบงไดเปน 4 วิธ ีดังนี ้

 1.  Standard Plate Count  (SPC)   เปนการกระจายตัวอยางที่จะตรวจบนอาหารวุน  ที่
ไมมีสารยับยัง้หรือเสริมการเจริญของจุลิทรียเฉพาะกลุม   จึงนยิมใช Glucose Tryptone Yeast 
Agar หรือ Plate Count Agar มากกวาอาหารอื่น (Harrigan and McCance, 1976)  บมที่
อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม   เชน ที ่ 30 หรือ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง   
จากนั้นนับจํานวนโคโลนี   รายงานเปน CFU ตอกรัมหรือมิลลิลิตรอาหาร  (Banwart, 1989)    

 2.  Most Probable Number (MPN)  เปนวิธทีี่ใชตัวอยางที่ความเจอืจางตอเนื่องกัน  3  
หรือ 5  ระดับในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสม   จากนั้นอานคาที่ไดโดยใชตารางเปรียบเทยีบคาทาง
สถิติ  รายงายเปน MPN ตอกรัมหรือมิลลิลิตรอาหาร   วิธีนีม้ีขอเสีย คือ ส้ินเปลืองเครื่องแกว, ไม
สามารถดูลักษณะของแบคทีเรียได     ทัง้ยังขาดความเที่ยงตรงและใหคาที่มากกวาความเปนจริง 
(Jay, 1992) 

 3.  Dye reduction test    เปนการประมาณจํานวนจุลนิทรีย  โดยอาศยัการเปลีย่นสขีอง  
Dye indicator  เปนวิธทีี่งาย, รวดเร็ว, ไมแพง  ทัง้ยังหาปริมาณไดเฉพาะเซลลที่มชีวีิตเทานัน้จึงให
คาที่ใกลเคียงกับความจริง (Robinson et al, 2000) 

 4.   Direct Microscopic Counts   เปนการกระจายตัวอยางบนสไลดยอมดวยสี   จากนัน้
นับจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศน    ถึงแมจะเปนวิธีทีง่ายและรวดเร็ว  แตมีขอเสีย คือ นับ
จํานวนเซลลยากเนื่องจากถกูรบกวนดวยตัวอยางอาหาร ,  เซลลอาจอยูกันเปนกลุม  และสีจะยอม
ติดทั้งเซลลที่มชีีวิตและไมมีชวีิต   ทําใหผลที่ไดมีคามากกวาความเปนจริง (Defiqueiredo and 
Spliltstoesser, 1976) 

 การกําหนดคุณภาพทางจุลชีววทิยาทางอาหารหรือสวนประกอบของอาหารใชในการ
ประมาณอายกุารเก็บหรือความเหมาะสมของอาหารสําหรับการบริโภค      ทั้งในตลาดการคาผู
นําเขาอาหารมักจะไมทราบภาวะทางสุขาภิบาลหรือระยะเวลาการเก็บและการขนสง    จึงอาศัย  
Aerobic Plate Count   เพื่อตรวจสอบการสขุาภิบาลของสายการผลิตและการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑ (ICMSF, 1978)      ซึ่งการตรวจหาและแจงนับจุลนิทรียรวมโดยใช   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) ประกอบดวย 3 ขัน้ตอน  (FDA, 2001)  คือ 

1. Presumptive test   ใชอาหาร Lauryl Sulfate Tryptose broth (LST) บมที่อุณหภูมิ 
35±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 

2. Confirm test   ถายผลบวกจาก LST มาลงอาหาร 2 ชนิด คือ Brilliant Green Lactose 
Bile broth (BGLB)  บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  และอาหาร  EC 
บมที่อุณหภูม ิ45.5±0.2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 

3. Complete test  ถายผลบวกจากอาหาร EC มาขดีบนอาหารวุน EMB  และยืนยัน
ผลบวกของ E. coli ดวยการทดสอบ IMViC 

 หลักการของวธิี  Most Probable Number (MPN)  คือ  เซลลกระจายตัวอยูอยางอิสระใน
ตัวอยางและการเจริญของจุลินทรียควรเกดิขึ้น   ถึงแมวาจะมีเพยีงหนึ่งเซลลก็ตาม (Kiss, 1984)     
การแปรผลอาศัยหลักการทางคณิตศาสตร  วาดวย  ความนาจะเปนของโอกาสที่ผลบวกจะเกิดขึ้น   
เมื่อมีแบคทีเรียในตัวอยางนัน้ (Oblinger and Koburger, 1975)  และเกิดเหตกุารณสมมุติ 4 
อยาง   (Garthright and Blodgett, 2003)  คือ  

1. ถึงแมมีเซลลเดียวในหลอดทดลอง  ก็สามารถเห็นการเจริญและตรวจได 

2. จุลินทรียอยูอยางอิสระในตวัอยาง 

3. การทาํระดับเจือจางเปนสัดสวนที่ถูกตอง 

4. จํานวนของจุลนิทรียในแตละหลอดทดลองไมขึ้นตอกัน 

คาที่ไดจะอางอิงคาที่คาํนวณจากคาเปรยีบเทยีบกับภาวะมาตรฐานและคาทางสถติิที่
ระดับความเชือ่มั่นที ่95 %     

Family  Enterobacteriaceae  

 หมายถงึ  แบคทีเรียรูปรางทอน  ติดสแีกรมลบ  เจริญไดทั้งภาวะที่มีออกซิเจนและไมมี
ออกซิเจน   สามารถใชน้ําตาลกลูโคสและเกิดกรด   ผลิตเอนไซมแคตตาเลสและใชไนเตรตได  แต
ไมสามารถผลติเอนไซมออกซิเดส    สามารถเคลื่อนที่ไดโดยอาศัยแฟลกเจลลาแบบ Peritrichous 
หรือไมเคลื่อนที่ก็ได (Brenner, 1984) 
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Coliforms 

 หมายถงึแบคทีเรียรูปรางทอน  ติดสีแกรมลบ  เจริญไดทั้งภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน  
สามารถใชน้ําตาลแลคโทสเกิดกรดและแกส  เมื่อบมทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 48 
ชั่วโมง แบคทีเรียกลุมนี้ประกอบดวย 4 จนีัส คือ  Citrobacter, Enterobacter, Escherichia และ 
Klebsiella  (APHA, 2001) 

Fecal coliforms 

 หมายถงึแบคทีเรียในกลุมโคลิฟอรม ที่สามารถใชน้ําตาลแลคโทส  เกิดเปนกรดและแกส  
ภายในเวลา 48  ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ 44.5-45.5 องศาเซลเซียส   เมื่อเลี้ยงในอาหาร EC   แตมักใช
ที่อุณหภูมิ 45.5  องศาเซลเซียส  เมื่อตรวจในตัวอยางอาหาร   บางครั้งแบคทีเรียกลุมนี้ถกูเรียกวา 
“ Thermo- tolerant Coliforms “  ซึ่งมี  Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Enterobacter spp. และ  Citrobacter freundii  (APHA, 2001) 

Escherichia colli 

 เปนแบคทีเรียที่มีลักษณะเปนทอน  ติดสีแกรมลบ  ไมเคลื่อนที่และไมมีสปอร  เจริญไดดีที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  ผลิตเอนไซมแคตตาเลส  แตไมผลิตเอนไซมออกซิเดส  มีคา D-value 
ที่ 60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 0.1 นาท ี(Robinson et al, 2000)   สามารถแบงเปน  2 ชนิด ตาม
การทดสอบ IMViC   คือ  ชนิดที่ 1 ใหรูปแบบเปน  + + - -    และชนิดที่ 2 ใหรูปแบบเปน  - + - -   
(APHA, 2001) 
การตรวจหาและแจงนับจลุินทรยีรวมและ Total Coliforms & Escherichia coli โดยวธิี
รวดเร็ว 

 ปจจุบันมกีารพัฒนาวธิีตรวจหาจุลนิทรียรวมและ Coliforms & Escherichia coli  
มากมาย  เชน  วธิีที่อาศัยหลักการ  “ Optical-based system “   วิธนีี้จะวัดการเปลี่ยนสีของ
อาหารซึ่งเปนผลมาจากการเจริญของจุลินทรีย    โดย  Semisolid- fluid layer  ในหลอดแกวที่ใช
เลี้ยงเชื้อจะสะทอนสทีี่เปลี่ยนไปของอาหารไปยังเครื่องวดัและแปรผลเปน “ Optical units ”           
(Russell, 2001; Odumeru and Belvedere, 2002)   หรือ  Solid-phase cytometry  ซึ่งอาศัย
หลักการที่เซลลแบคทีเรียจะติดสารเรืองแสงเมื่อกรองผานแผนกรอง   จากนัน้นับเซลลที่เรืองแสง
ดวย  Laser scanning device (D’ Htaese and Nelis, 2002)   แตวิธดีังกลาวตองมอุีปกรณและ
เครื่องมือจําเพาะซึง่มีราคาแพง  จึงไมเหมาะนํามาใชในหองปฏิบัติการที่ตองตรวจเปนประจาํ 
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1.1 Petrifilm™ Aerobic Count Plate (PAC) 

มีลักษณะเปนแผน  ในแผนฟลมดานลางประกอบดวยสารอาหารสาํหรับการเจริญของ
แบคทีเรียและเจลที่ละลายน้าํได   สวนฟลมดานบนมีส ี  2,3,5- Triphenyltretazolium chloride  
และเจลที่ละลายน้าํไดเคลือบอยู    ผลบวกจะนับโคโลนทีี่ติดสีแดงทั้งหมด (Curiale et al, 1990)  
และ  Petrifilm Aerobic Count Plate (PAC) ยังไดรับการรับรองเปน  AOAC Official Method 
990.12 โดย AOAC International (AOAC, 1995) 

Jordano  และคณะ  (1995) ไดเปรียบเทียบการใช   PAC  กับวิธมีาตรฐาน      (Plate 
Count Agar, PCA)   ในการตรวจหา  Mesophilic aerobic bacteria  ในนมพาสเจอรไรส โยเกิรต 
ไข เนื้อบด สตอเบอร่ีสด และถั่วแชเยอืกแข็ง   วิเคราะหดวย Linear regression ไดคา 
Correlation coefficient ( r ) = 0.897 

Blackburn และคณะ (1996)  ไดเปรียบเทียบการใช   PAC  กับวิธ ีPCA ในอาหารตางๆ  
ไดคา  Correlation coefficient (r) = 0.989  โดยขอดีของ PAC  คอืประหยัดเวลา แรงงาน และ
พื้นที่ในการใชบม 

Park และคณะ (2001) หาปริมาณจุลินทรียรวมในเนื้อหมู เนื้อววัและเนื้อไก    โดยใช      
PAC  เทียบกบัวิธ ีPCA    ผลการทดลองแสดงถึงปฏิสมัพันธของทั้งสองวิธี   โดยมีคา Correlation 
coefficient (r) = 0.99  0.95 และ 0.94  ในเนื้อหมู  เนื้อววัและเนือ้ไกตามลําดบั   กลาวไดวา  
PAC  สามารถใชแทนวิธีมาตรฐานในการตรวจจุลินทรยีรวมในผลิตภัณฑเนื้อได 

Ellis และ Meldrum (2002)  เปรียบเทยีบการหาจุลินทรียรวมในตวัอยางอาหารและนม   
โดยใช  PAC เทียบกับวิธ ี Spiral plate  count  ไดคา  Correlation coefficient (r) = 0.80 

Rosmini และคณะ (2003)  เปรียบเทียบการใช PAC กับวิธ ีPCA ในการหาปริมาณจุลิน 
ทรียรวมในนมดิบแชเย็น   ผลการทดลองไดคา Correlation coefficient (r) = 0.92  ทั้ง  PAC  ยัง
สามารถทดสอบตัวอยางไดในปริมาณมากในเวลาเดียวกันดวย 

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

IDEXX Laboratories Inc. Westbrook, ME, USA  ไดพัฒนา SimPlate Total Plate 
Count (STPC)  ซึ่งเปนชดุตรวจสําเร็จรูปใชในการตรวจหาปริมาณจุลินทรียรวมในอาหาร  มี 2  
ขนาด คือ Normal Counting Range ขนาด 84 หลุม  มีพิสัยการอานผลได 738 MPN และ high 
counting range ขนาด 198 หลุม  มพีิสัยการอาน 1,659 MPN     เร่ิมแรก  STPC ใชหลักการ
ตรวจหาแอคตวิิตีของเอนไซมหลายชนิด (Multiple Enzyme Technology)  ที่ตรวจพบตามปกติใน
จุลินทรียที่ปนเปอนในอาหาร   อาหารเลี้ยงเชื้อประกอบดวยสับสเตรทซึ่งถูกไฮโดรไลตดวยเอนไซม
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ของจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหาร  ทาํใหไดสาร 4-Methylumbilliferone  ซึ่งเรืองแสงภายใตแสง
อุลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร   ใชเวลาบม  24  ชั่วโมง   อานผลโดยการนับ
หลุมทีเ่รืองแสง   นาํมาเทยีบกับคา  Most Probable Number (MPN)  จากตารางที่แนบมา  
(Townsend et al, 1996; Townsend et al, 1998) 

Townsend และ Nagui (1998) ไดเปรียบเทียบการหาแบคทีเรียในอาหาร 15 ชนดิ เชน 
ไอศกรีม แฮมเบรเกอร ช็อกโกแลต และน้าํแอ็ปเปล เปนตน    ระหวาง  STPC  และ PCA  
วิเคราะหขอมลูโดยใช  Linear Regression Analysis  ไดคา Correlation coefficient (r) = 0.95    
ความไวในการตรวจจํานวนจุลินทรียรวมของ  STPC เทากับ 96%   เมื่อเทียบกับ  PCA   

Beuchat และคณะ (1998)  ไดเปรียบเทียบการใช STPC กับ Petrifilm™ Redigel™ 
และ วิธ ีPCA     ซึ่ง STPC มีปฏิสัมพนัธและความไวเทียบเทากับวธิอ่ืีนๆ     โดยมีคา r ≥ 0.95 
slope ≥ 0.96 และ Y-intercept ≤ 0.80    ขอดีของ  STPC คือ งายในการเตรียมและทดสอบ  
อานผลในพิสัยที่กวาง (> 1,600 MPN)  ลดปญหาการกระจายของโคโลนี  ใชเวลาบมเพียง 24 
ชั่วโมง   แตไดผลเทียบเทากบัวิธีอ่ืนซึ่งใชเวลาบม 48 ชัว่โมง    แตถึงอยางไร STPC ก็มีขอเสีย คือ 
ใชเทคนิค MPN ในการอานผล, ไมสามารถแยกชนดิของจุลินทรยีได   นอกจากนี้อาหารบาง
ประเภท เชน ตับ แปงถั่ว และถั่ว  มีเอนไซมซึ่งเปนสาเหตุใหเกิดการเรืองแสงได   ทําใหเกิดการ
อานผลบวกเทจ็   เพื่อแกปญหาดังกลาว IDEXX Laboratories Inc. Westbrook, ME, USA  ได
พัฒนา SimPlate Total Plate Count- Color Indicator (STPC-CI)   โดยใชสี  Resazurin  ผสมใน
อาหารเลี้ยงเชือ้      Resazurin เปน Oxazine หรือ Quinonimine dye จะเกิดปฏิกิริยารีดอกซเมือ่
มีการเจริญของจุลินทรีย    และสีของ Resazurin จะเปลี่ยนจากสนี้ําเงินไปเปนสีชมพู      
(Resorufin) จนไมมีสี (Dihydroresorufin)  (Twigg, 1945)    โดยปฏิกิริยาดังกลาวไมถูกรบกวน
ดวยเอนไซมเหมือนใน STPC    เมื่อทาํการเปรียบเทยีบ  STPC-CI  กับ  Standard Plate Count, 
Petrifilm™  Redigel™ และ Orange Serum Agar  ไดคา Correlation coefficient (r) อยู
ระหวาง 0.91-0.97   Slope  อยูระหวาง 0.91-0.98      และ Y-intercept อยูระหวาง 0.11-0.84 
(Smith and Townsend, 1999 ) 

Ogihara  และคณะ (2002)  เปรียบเทียบการใช  STPC  กับ PCA ในการหาปริมาณ     จุ
ลินทรียรวมในตัวอยางอาหาร 150 ตัวอยาง   ผลการทดลองเมื่อวิเคราะหดวย Linear regression 
ไดคา Correlation coefficient (r) = 0.93  ซึ่ง  STPC  เปนวิธีรวดเร็วและยงัมีประสิทธิภาพ
เทียบเทากับวธิีมาตรฐาน 

Nero และคณะ (2002)  ไดทําการประเมนิประสิทธิภาพของ  STPC-CI  กับวิธ ีPCA   ใน
การตรวจหาปริมาณจุลินทรียรวมในนมพาสเจอไรสซึ่งแบงตามคุณภาพเปน 3 ชนิด คือ A, B และ 
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C    โดยใชอุณหภูมิบมที ่ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง  ไดคา  Correlation 
coefficient (r) = 0.6811  หลังจากบม 24 ชั่วโมงและที่ 48 ชั่วโมง ไดคา       r  = 0.9126  แสดง
ถึงวาประสทิธภิาพของ  STPC-CI   จะเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มเวลาในการบมเปน 48 ชัว่โมง    และ
คุณภาพของนมยังมีผลตอประสิทธิภาพของ STPC-CI     นอกจากนี้ยงัพบผลลบเท็จที่เกิดจาก
ตัวอยางนมทีม่ีแบคทีเรียแกรมบวกปนเปอนในปริมาณที่สูง    เพราะวาแบคทีเรียกลุมนี้จะเจริญชา
และมคีวามสามารถในการทําใหเกิดปฏิกริิยารีดักชันต่าํ 

Feldsine และคณะ (2003)  ไดเปรียบเทียบอุณหภูมทิี่ใชในการบม  STPC-CI  กับวิธ ี
PCA  โดยอางอิงวิธีตาม AOAC คือ AOAC Official Method 966.23  ที่ใชอุณหภูมิบมที่ 35 องศา
เซลเซียสและวิธีตาม ISO คือ ISO method 4833 ที่ใชอุณหภูมิบมที ่30 องศาเซลเซยีส   ในอาหาร 
6 ชนิด คือ พริกไทยดาํ แปง เนื้ออัดเมด็ แฮมเบอรเกอร ผลไมแชเยือกแข็งและผักสด   ผลการ
ทดลองแสดงถึง  Repeatability  และ Reproducibility ที่ไมตางกนั  ดังนั้น  STPC-CI  จึงสามารถ
ใชไดทั้งในวิธทีี่อางอิงตาม  AOAC  และ ISO 
2. การตรวจหาและแจงนบั Total Coliforms & E. coli โดยวิธีรวดเร็ว 

 ตั้งแตอดีตมีการคิดคนอาหารจําเพาะที่ใชสําหรับแยกแบคทีเรียกลุม   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 เชน  Boric acid ในอาหาร Boric acid lactose broth, 
Triphenylmethane dye  และ Brilliant green  ซึ่งยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก หรือ
การเกิดปฏิกิริยาจําเพาะ เชน การเกิด Hydrogen sulphide ใน Deoxycholate hydrogen 
sulphite lactose agar  เปนตน (Blood and Curtis, 1995) 
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ตารางที่  2   วธิีที่ใชในการตรวจหาและแจงนับ  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  วิธีรวดเร็วที่ใชในการตรวจหาและแจงนับ  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 โดยอาศัยสารใหส ี (Chromogenic substrates)
และสารเรืองแสง  (Fluorogenic substrate ) 

 สารใหสี  (Chromogenic substrates) เปนสารประกอบที่ทาํปฏิกิริยากับเอนไซมจาํเพาะ
และเกิดการเปลี่ยนส ี

 สารเรืองแสง  (Fluorogenic substrates) โดยทัว่ไปประกอบดวยสารตั้งตนที่จาํเพาะตอ
เอนไซมนัน้ๆ    เชน น้าํตาล หรือ กรดอะมิโนและ สารเรืองแสง    เชน  4- Methylumbelliferone    
(Manifi, 2000) 

 ทั้งสารใหสีและสารเรืองแสงถูกใชเปนสวนประกอบของอาหารแยกเชื้อจําเพาะ   สําหรับ
การตรวจหาแบคทีเรียกลุม Enterobacteriaceae โดยเฉพาะ Coliforms & E. coli (Manifi and 
Kneifel, 1991; Frampton and Restaino, 1993)  ซึ่งสามารถแยกบนเพลทไดโดยตรง  ดังนั้นจึง
เปนการลดขั้นตอนการแยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Subculture media) และการทดสอบทาง
ชีวเคมี (Manifi, 199 )  โดยสารใหสีและสารเรืองแสงจะทําปฏกิิริยากับเอนไซมจาํเพาะหรือสารเม
ตาบอไลตที่แบคทีเรียผลิตขึ้น (de Boer, 1998) 
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 สารใหสีและสารเรืองแสงสามารถแบงเปน 3 กลุมตามการเกิดปฏิกิริยา   (Manifi et al, 
1991) 

 1. ถูกยอยสลายดวยเอนไซมที่แบคทีเรียสรางขึ้น เชน อนุพนัธของสารคูมาลิน (Coumarin 
derivatives) ไดแก 4- Methylumbelliferone (4-MU) หรือ 7-Amino-4 methylcoumarin (7-
AMC) , เอสเทอรของ  o-Nitrophenol (ONP) หรือ  p-Nitrophenol (PNP) และเอสเทอรของ 
indoxyl  หรือ 5-Bromo-4-chrolo-3-indoxyl  เปนตน    

 2. การเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงหรือคาการดูดกลืนแสงของ Fluorescent pH indicator 
เชน  4- MU 

 3.  การเปลี่ยนแปลงของความเขมของการเรืองแสง   อันเปนผลมาจากการยึดเกาะของสี
ฟลูออเรสเซนต (Fluorescent dye) บนสวนประกอบของเซลลแบคทีเรีย เชน Acridine orange      
(AO) เกาะกับ DNA, 8-Anilino-1-naphthalene sulfonic acid (ANS) เกาะกับโปรตีน   การอาน
ผลโดยวิธนีี้ตองใชอุปกรณจาํเพาะ คือ Epifluorescence microscope, Direct epifluorescents 
filter technique และ Flow cytometry (FCM) 

การแยก Coliforms & E. coli ดวยเอนไซมจําเพาะ  

 β-D-Galactosidase (GAL) เปนเอนไซมที่แบคทเีรียกลุม Coliforms ผลิตเพื่อเรง
ปฏิกิริยาการยอยสลายน้ําตาลแลคโทสไปเปนกาแลคโทสและกลูโคส จึงมกีารตรวจหาการ
แสดงออกของเอนไซมนีเ้พื่อแจงนับ  Coliforms 

 β-D-Glucuronidase (GUD)  ใชในการแจงนับ E. coli แยกออกจากกลุม Coliforms 
เนื่องจาก 94-96 % ของ  E. coli ผลิตเอนไซมนี้    โดยเอนไซมนี้เรงปฏิกิริยาการยอยสลายอนุพนัธ
ของ  β-D-Glucopyranosiduronic (GLR)  ไปเปน  Aglycons  และ D-Glucuronic acid              
(Manifi  et al, 1991) 
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ตารางที่  4  ตัวอยางสารตั้งตนของเอนไซม  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 ดวยคุณสมบัติการผลิตเอนไซม 
GAL และ GUD (Van Poucke and Nelis, 2000)   ทั้งในตัวอยางอาหาร (Weiss and Humber, 
1988)  และในตัวอยางน้ํา  (Warren et al, 1978; Berg and Fiksdal, 1988; Havemeister, 
1991; Edberg et al, 1991; Caruso et al, 2002) 

ตารางที ่  5  อาหารสําเร็จรูปที่ผลิตโดยบริษัทตางๆ ที่ใชในการตรวจหา  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 จะใหโคโลนีสีแดง ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยารีดกัชันของส ี Triphenyltetrazolium Chloride
รวมกับการเกดิฟองกาซจากการหมักแลคโทส    ในอาหารเลี้ยงเชื้อประกอบดวย violet red bile 
(VRB) , เจลทีล่ะลายน้ําได และ 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (BCIG)  ซึ่งถกู
ยอยโดยเอนไซม Glucuronidase ที่พบใน  E. coli  ทาํใหโคโลนีของ  E. coli  เปนสีน้าํเงนิคราม
และมีฟองกาซ  บม 24 ชั่วโมงในการบนัทึกจาํนวน  Coliforms  และ 48 ชั่วโมง สําหรับ E. coli    
เมื่อเปรียบเทยีบกับวธิี MPN แสดงถึง Repeatability  และ Reproducibility ที่ดีกวา (Curiale et 
al, 1991)    และ Petrifilm EC ยังไดรับการรับรองจาก AOAC เปน AOAC Official Method 
991.14  (AOAC, 1995)    ทั้งนี้  PEC  ถูกใชในการตรวจหาและแจงนับ  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)  ไดเปรียบเทียบการใช  PEC กับวิธ ี  MPN  เพื่อตรวจสอบ
คุณภาพของกระบวนการผลติปู (Callinectes sapidus)   ผลการทดลองแสดงถึงการตรวจ E. coli  
ของ  PEC มีความไวกวาวธิี MPN  เมื่อในตัวอยางมีจํานวน  E. coli  เกิน 10 เซลลตอกรัม   

 Jordano  และคณะ  (1995)  เปรียบเทยีบการใช PEC กับวิธี  Violet red bile agar 
(VRBA) ในนมพาสเจอรไรส โยเกิรต ไข เนื้อบด สตอเบอรี่สด และถั่วแชเยือกแข็ง    โดยคาเฉลีย่
ของจํานวน Coliforms & E. coli  ที่ตรวจโดย PEC ใหคาที่สูงกวา VRBA  และเมือ่วิเคราะหดวย  
Linear Regression  ใหคา  Correlation coefficient (r) = 0.861 

 Blackburn และคณะ  (1996)   เปรียบเทียบการใช  PEC กับวิธี  VRBA   ผลการทดลอง
ไดคา Correlation coefficient (r) = 0.872  และ  PEC  ยังแสดงถงึ repeatability ที่ดีกวา 

Silk  และคณะ (1997)  หาปริมาณ  Coliforms & E. coli  ในน้ําแอป็เปลหมกั   โดยใช 
PEC VRBA และ Tryptic Soy Agar ที่เททับดวย  VRBA  ในการแจงนับ Coliforms   ผลการ
ทดลองไมตางอยางมีนยัสําคัญ   แตการแยก  Coliforms  จากแบคทีเรียอื่นใน  VRBA  ทาํไดยาก
และเสียเวลามากกวาใน PEC   และใช  PEC กับ  Eosin Methylene Blue Agar (EMB) ในการ
แจงนับ  E. coli   ผลการทดลองแสดงวา  EMB  ไมเหมาะในการใชหา  E. coli  ในน้าํแอ็ปเปล
หมักที่มีคาความเปนกรดต่ํา   ทั้งยังใหผลบวกเท็จเนื่องจากโคโลนีสวนใหญที่แยกบน EMB จะให 
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metallic sheen ซึ่งเปนลักษณะโคโลนีของ E. coli   แต  PEC จะใหโคโลนีสีน้ําเงินครามพรอม
ดวยฟองกาซ  จึงงายแกการแยก  E. coli  ออกจากแบคทีเรียอื่น 

Chung  และคณะ (2000)  เปรียบเทียบการใช  PEC  กับ  VRBA  ซึ่งเปนวิธีอางอิงใน  
BAM  และ Desoxycholate Lactose Agar (DLA) ซึ่งเปนวิธีอางอิงในกฎหมายดานสุขอนามัย
อาหารของเกาหลี   ในการแจงนับ  Coliforms และ Serratia sp.  ซึ่งเปนแบคทีเรียที่แยกไดจากซริู
มิแชเยือกแข็ง   ผลการทดลองใหคา Correlation coefficient (r) = 0.994  และ 0.996  ตามลําดบั    
โดยแบคทีเรียอางอิง  คือ E. coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 23357  และ  
Enterobacter aerogenes ATCC 29751   จะใหโคโลนีสีแดงพรอมฟองกาซบน  PEC เมื่อบม
เพียง 14 ชัว่โมง  แตโคโลนขีอง  Serratia sp.  จะใหฟองกาซเมื่อบม 24 ชั่วโมง    เมื่อทดสอบ
ความจาํเพาะของ PEC  ตอ Coliforms  โดย Salmonella Enteritidis IFO 3313  จะใหโคโลนสีี
แดงแตไมเกิดฟองกาซ และ S. aureus  ซึ่งเปนตวัแทนของแบคทีเรียแกรมบวกจะไมเจริญบน  
PEC  จึงกลาวไดวา  PEC  เปนวิธีรวดเร็วที่ใชในการตรวจหาและแจงนับ  Coliforms 

2.2 Chromocult™ Coliform Agar (CCA) 

เปนอาหารแขง็สําเร็จรูปใชในการตรวจหา  Coliforms & E. coli  ประกอบดวย  5-Bromo-
4-chloro-3-indoxyl-β-D-glucuronide (X-GLUC หรือ BCIG)  ซึ่งเปนสารตั้งตนสําหรับเอนไซม 
β-D-Glucuronidase  และ  6-Chloro-3-indoxyl-β-D-galactoside (Salmon-Gal) ซึ่งเปนสารตั้ง
ตนสําหรับเอนไซม β-D-Galactosidase   การอานผลบน CCA นั้น  E. coli ซึ่งผลิตทั้งเอนไซมβ-
D-Glucuronidase และ β-D-Galactosidase   จะใหโคโลนีสีน้าํเงนิเขมจนถงึมวง   สวน  
Enterobacteriacae (Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella)  ผลิตเฉพาะเอนไซม  β-D-
Galactosidase   จะใหโคโลนีสีชมพูจนถงึสีแดง  สวน  Shigella, Salmonella  และ Yersinia  ซึ่ง
ผลิตแตเอนไซม β-D-Glucuronidase  จะใหโคโลนีสีฟา   กรณีแบคทีเรียที่ไมผลิตทั้งสองเอนไซม
โคโลนีจะไมมสีีบน CCA  (Ossmer, 1996) 

Ogden และคณะ (1998)    ตรวจจหา  E. coli  โดยเทยีบประสิทธิภาพของ CCA กับวิธ ี
MPN   ผลการทดลองไดคา Correlation coefficient (r) = 0.83  และ  CCA  ไมถูกรบกวนดวย
ตัวอยาง   ถงึแมวา  MPN  จะมี  Repeatability ที่ดีกวา  แต  CCA ก็แสดงถึง  Reproducibility  ที่
ดีกวา 



 28

Byamukama  และคณะ (2000)  ตรวจหา Fecal coliforms  ในน้าํบริเวณเขตรอนของ 
Kampala  ประเทศ Uganda  โดยใช CCA    พบผลบวกเท็จ 3% เมื่อยืนยนัดวยปฏิกิริยา Indole   
อยางไรก็ตาม  CCA  มีประสิทธิภาพและเหมาะในการตรวจหา  Fecal coliforms   

Geissler  และคณะ (2000)  ตรวจ  Coliforms & E. coli  ในน้ําทะเล  โดยเทยีบ
ประสิทธิภาพของ  LMX  broth, CCA  และ CCA+cefsulodin  กับวิธ ี  MPN    ผลการทดลอง
แสดงวาถงึแม  MPN  จะมีความไวในการแจงนับ  E. coli นอยกวาวิธีอ่ืน    เมื่อวเิคราะหทางสถิติ
ทุกวธิีใหผลไมตางกนัอยางมนีัยสําคัญ   แตมีขอสังเกต คือ วิธีรวดเร็วที่ใชสมบัติของ 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)     เมื่อนําอาหารบมในอาหาร EC  
กอนนํามาแจงนับบนอาหารสําเร็จรูปและบมที่อุณหภูม ิ44±1 องศาเซลเซียส   พบวา  CCA  มีคา  
Relative recovery = 86.7%  แตวิธีอ่ืนพบเพียง  50-53% เทานัน้   อาจเนื่องจาก  CCA  ใช  
Tergitol®-7  แตอาหารอื่นใช  Bile salt  ซึ่งเปนอนัตรายตอเซลลที่บาดเจ็บเมื่อบมที ่44±1 องศา
เซลเซียส     การตรวจ  E. coli  โดยใช  CCA มีความไว 97.1%  สวน TBA  และ  MC มีความไว  
92.1% และ  64.7% ตามลําดับ   เมื่อทําการยนืยนัผลบวก  พบวา  CCA และ TBXใหผล  100%  
แต  TBA และ MC ใหผลเพยีง  72.1% และ 79.1% ตามลําดับ    นอกจากนีพ้บวา    CCA มีผล
ลบเท็จ  43.6%, TBA  และ  TBX มีผลลบเท็จ  16.7% และ  25.8%  สวน  MC  ไมพบผลลบเทจ็ 

Turner และคณะ (2000)  เปรียบเทียบการตรวจ  Coliforms & E. coli  ในเนื้อสัตว   โดย
ใช  CCA  และ  PEC  โดยวธิีทั้งสองมีปฏิสัมพันธกนั  โดยมีคา Correlation coefficient (r) = 0.89  
และ  Slope =  1.19  สําหรบัการตรวจ Coliforms   และ Correlation coefficient (r) = 0.86  และ  
Slope =  1.09  สําหรับการตรวจ  E. coli      ถึงแมวาระบบการคัดเลือกและความเขมขนของ
สารอาหารใน  CCA  จะมีผลทําใหการตรวจพบ   Coliforms & E. coli  ต่ํากวา  PEC แต  CCA  ก็
เปนอีกทางเลอืกหนึ่งในการแจงนับ  Coliforms & E. coli  ในอาหาร 

Ramteke  และ  Tewari  (2002)  ตรวจหา  Thermotolerant E. coli ในตัวอยางน้ําดื่ม  
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     
พบวา  BB  และ  CCA  มีความจาํเพาะและความไวในการตรวจหา E. coli  สูงกวาวิธีอ่ืน 
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Finney  และคณะ (2003)  ตรวจหา  Enterobacteriaceae  จากตัวอยางอุจจาระของ
มนุษย   โดยเทียบประสทิธภิาพระหวาง  CCA  และ  MacConkey agar   ผลการทดลองใหคา 
Correlation coefficient (r) = 0.86     โดยพบวา  CCA  มีผลบวกเท็จในการแจงนับ E. coli  
8.75% เนื่องจาก Citrobacter spp. และ Enterobacter spp.  และผลลบเท็จของ CCA มีคา  
2.5% 

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

เปนวธิีรวดเร็วที่ถูกพัฒนาโดย  IDEXX Laboratories Inc. Westbrook, ME, USA  ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ประกอบดวย  Chlorophenol red β-D-Galactopyranoside (CPRG) และ 4-
Methylumbilliferyl-β-D-Glucoronide (MUG)  เพื่อตรวจหาปริมาณ  Coliforms & E. coli  
ตามลําดับ    โดย CPRG  จะถกูยอยเปน Chlorophenol red (CPR)  ดวย  β-D-Galactosidase  
ซึ่งผลิตโดย Coliforms     สวน  MUG  จะถูกยอยดวย  β-D-Glucuronidase  ซึ่งผลิตโดย E. coli  
ไดเปน  4-Methylumbilliferone (4-MU)  ซึ่งเรืองแสงภายใตแสงอุลตราไวโอเลต     

Townsend  และคณะ (1998)  ไดเปรียบเทียบ  SCEc กับ PEC, MPN   และ  
VRBA+MUG  ในการแจงนบั  Coliforms & E. coli  ในอาหาร   ไดคา 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 ซึ่งใชคา MPN ในการอานผลยัง
สามารถแยก  E. coli  ไดดีกวาวิธีการนบัโคโลนีซึง่อานผลเปน  CFU  ในกรณทีี่ตัวอยางมกีาร
ปนเปอนดวยแบคทีเรียในปริมาณสูง     จึงกลาวไดวา SCEc เปนวิธทีี่ใหผลรวดเรว็โดยใชเวลาบม
เพียง  24  ชั่วโมง   และใหความถกูตองในการตรวจหา  E. coli  ดีกวาวิธีอ่ืนในตัวอยางทีม่ี  
Coliforms  และแบคทีเรียอืน่ปนเปอนมาก   

Ogihara  และคณะ (2002)  เปรียบเทยีบการตรวจหา  Coliforms ทั้งหมด   โดยใช   
SCEc  เทียบกับวิธ ี MPN     ผลการทดลองแสดงถึงปฏิสัมพนัธของทั้งสองวิธ ี   และมคีา  
Correlation coefficient (r) = 0.91 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากวิธีรวดเร็ว (Swaminathan and Feng, 1994; Fung, 1995; 
van der Zee and in’t Veld, 1997) 

 1. วิธีตรวจโดยอัตโนมัติ (Automation) กลาวคือ สามารถตรวจสอบตัวอยางไดเปน
จํานวนมากในเวลาเดียวกนั 
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 2.   การไดรับความรูดานเทคนิคจากบริษทัผูผลิต 

 3.   ความถูกตองของผลที่ได (Accuracy) ใหผลทีถู่กตองเทยีบเทากบัวิธีมาตรฐาน 

 4.   การทดสอบที่จําเพาะในจุลินทรียแตละกลุม (Specificity) โดยเฉพาะจุลนิทรียกอโรค 

 5.  คาต่ําสุดที่ตรวจหาได (Low detection limit)  สามารถตรวจหาจุลินทรียที่มีปริมาณ
นอยๆ ได 

 6.   ความรวดเร็วในการรายงานผล (Rapidity) ใชเวลาทดสอบนอยและใหผลที่รวดเร็ว 

 7.  ความงายตอการทดสอบ (Easy to handle)  แมผูที่มทีกัษะดานจุลชวีวทิยานอยก็
สามารถทําการทดสอบได 

 8.   ราคาไมแพง (Low cost) 

 9.   ความนาเชื่อถือของผลการทดสอบ (Acceptability)  

 10. การตรวจสอบความถกูตอง (Validation) ไดรับการประเมนิและตรวจสอบความ
ถูกตองเทียบกบัวิธีมาตรฐาน  
การตรวจสอบความถูกตองของชุดตรวจสาํเร็จรูป 

วัตถุประสงคแรกเริ่มของ AOAC (Association of Official Analytical Chemists)                         
ใน Handbook for AOAC Members  ป 1989  กลาวไววา   “....ไดรับ, ปรับปรุง, พัฒนา, ทดสอบ, 
และประยุกตวธิีการที่ถูกตอง, เที่ยงตรงและสอดคลองกนั  เพื่อการวิเคราะหอาหาร, วิตามิน, สาร
ปรุงแตงอาหาร, ยาฆาแมลง, ยา, เครื่องสําอาง, พืช, อาหารสัตว, ปุย, สารพิษ, อากาศ, น้ํา และ
ผลิตภัณฑอ่ืนๆ สารหรือปรากฏการณที่มผีลกระทบตอสุขภาพและความปลอดภัยของสาธารณชน  
ผูบริโภค  หรือปองกนัคุณภาพของสภาพแวดลอม....”  (AOAC, 1989)      

นอกจากนี ้  AOAC International ยังสนับสนนุการวัดคุณภาพและการตรวจสอบความ
ถูกตองของวิธทีดสอบในสาขาวิทยาศาสตรวิเคราะห     โดยวิธทีดสอบที่ถูกตรวจสอบความถกูตอง
และไดรับการยอมรับเพื่อนํามาใช จะถูกรียกวา “ AOAC Official Methods “ 

AOAC ไดเร่ิมการตรวจสอบความถกูตองของวิธทีางจุลชีววทิยาในป ค.ศ. 1939 และในป 
ค.ศ. 1986  กไ็ดเร่ิมทําการตรวจสอบความถูกตองของชดุตรวจสําเร็จรูปที่ใชในการตรวจเพื่อความ
รวดเร็ว, บงชี้ หรือแจงนับจลิุนทรียตางๆ     ถึงแมวาชุดตรวจหา  Salmonella จะถกูใหความสําคญั
มาก   แตชุดตรวจ Listeria, Coliforms, (รวมไปถึง Escherichia coli ) Aerobic Plate Count และ
สารพิษที่ผลิตโดย Staphylococcus ก็ไดรับการพัฒนาไปพรอมๆ กนัดวย    นัน่แสดงถึงการให
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ความสาํคัญตอการตรวจสอบความถกูตอง (Validation) ของชุดตรวจสําเร็จในอนาคตนัน่เอง 
(Andrews, 1996) 

ในการตรวจสอบความถกูตอง ตองคํานงึถึง 2 ปจจัยดวยกัน คือ 

1. ความเทีย่งตรง (Precision) แสดงถึง Reproducibility ของวิธี  ทัง้ภายในและระหวาง
หองปฏิบัติการที่ทําการทดสอบ     ตัวแปรความเที่ยงสําหรับวิธทีดสอบเชิงคุณภาพ ไดแก ความไว 
(Sensitivity)   คือ  สัดสวนของตัวอยางบวกที่ถูกตรวจพบ  และความจําเพาะ (Specificity) คือ 
สัดสวนของตวัอยางลบทีถ่กูตรวจพบ     ตัวแปรความเที่ยงสําหรับวิธเีชิงปริมาณ  ไดแก  การทาํซ้าํ 
(Repeatability) คือ ความแปรปรวนของผลการทดสอบเมื่อถูกทดสอบในหองปฏิบัติการเดียว  
โดยผูทดสอบเพียงคนเดียวดวยตัวอยางที่เหมือนกัน   และการทาํใหม  (Reproducibility)  คือ  
ความแปรปรวนของผลการทดสอบ  เมื่อทําการทดสอบในหองปฏิบัติการมากกวาหนึง่แหง 

2. ความถูกตอง (Accuracy)   แสดงถึงขั้นตอนในการทําวาถกูตอง  หรือใหคาที่เปนจริง
แคไหน 

ทั้งความเที่ยงและความถกูตองนัน้ถูกนํามาใชวิเคราะหเฉพาะในขอมูลที่เปนลักษณะเปน
ขอมูลเชิงปริมาณเทานัน้     ซึง่ถกูใชอยางกวางขวางเมื่อจําเปนตองแจงนบัจํานวนของจุลนิทรีย
ปนเปอนหรือจุลินทรียบงชี้  เชน  จุลนิทรยีกลุม Coliforms   เพื่อใหเปนไปตามขอกําหนดทางจลุ
ชีววทิยา    เพราะเหตุผลทีว่าเชื้อกอโรคสวนใหญถูกกําหนดวาตองตรวจไมพบ หรือกลาววาตอง
อยูในระดับ “ Zero tolerance ”  นั่นเอง    วิธีตรวจเชงิปริมาณจึงถกูใชเพื่อแสดงใหเหน็วาไมมีเชื้อ
กอโรคนั้นจริงๆ   (Andrews, 1996; De Smedt, 1998) 

McClure (1990) กลาวถึงปจจัยที่เกี่ยวของกับวธิีตรวจเชิงปริมาณไว 4 ปจจัย คือ 

1. ความไว (Sensitivity) คือ ความเปนไปไดที่วิธีตรวจใหตวัอยางทดสอบเปนบวก    
รายงานวาตวัอยางทดสอบเปนผลบวกจริง 

2.   ความจาํเพาะ (Specificity)  คือ ความเปนไปไดที่วิธีตรวจใหตวัอยางทดสอบเปนลบ   
รายงานวาตวัอยางทดสอบเปนผลลบจริง 

3.   ผลบวกเทจ็ (False positive: pf+)  คอื  ความเปนไปไดที่ตัวอยางทดสอบที่เปนผลลบ
จริง   แตถูกรายงานวาเปนบวกโดยวิธทีดสอบ 

  ผลบวกเท็จ   =    จาํนวนผลลบจริงที่ถกูรายงานวาเปนผลบวก 

                                                    จาํนวนผลบวกทั้งหมด                          
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4.   ผลลบเทจ็ (False negative: pf-)  คือ  ความเปนไปไดที่ตัวอยางทดสอบที่เปนผลบวก
จริง   แตถูกรายงานวาเปนลบโดยวิธทีดสอบ 

  ผลลบเท็จ   =    จาํนวนผลบวกจริงที่ถกูรายงานวาเปนผลลบ 

                                                    จาํนวนผลลบทั้งหมด             

โดยผลบวกและผลลบจริงนั้นถูกแปรผลตามตัวอยางทดสอบที่ถกูรายงานวาเปนบวกหรือ
ลบโดยวิธีอางอิง              

เชนเดียวกับการทดสอบดวยวิธีปฏิบัติการมาตรฐาน (Standardized Operating 
Procedures : SOPs)  ทีถู่กบรรยายอยางละเอยีดตามวิธีของ AFNOR AOAC BSI IDF ISO 
Nordic Comite PHLS (London) และองคกรการคาตางๆ   ก็มีปจจัยจํากัดในการทดสอบ คือ 
ลักษณะอาหารภายใตภาวะที่ทดสอบ  จะมีผลกระทบตอผลการทดสอบที่ได   ซึง่อาจเกิดจาก  2 
สาเหตุดวยกนั   ไดแก 

1.  Biotic  จํานวนโคโลนีทีน่บัได (Colony Forming Unit: CFU) ลักษณะและกิจกรรมทาง
ชีวเคมีของจุลนิทรียอ่ืนๆ  ( background flora )  

2.   Abiotic   คุณสมบัติทางธรรมชาติของอาหาร  เชน  พีเอช  คา aw  ลักษณะทีเ่กดิจาก
สารตานจุลินทรียทีถู่กเติมในอาหาร  และรูปแบบของกระบวนการผลติ 

นอกจากปจจยัเหลานี้จะมีผลตอปริมาณจุลินทรียที่ตองการหายงัสงผลทางออมตอความ
ถูกตอง  ความเที่ยง และความสอดคลองของผลวิเคราะหอีกดวย (Struijk, 1996) 

 

 



บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

เครื่องมือที่ใชในการวิจยั 

1. เครื่องนึ่งอบฆาจุลินทรีย (Autoclave) รุน SS 325 ของบริษัท TOMY Seiko 
CO.,Japan 

2. เครื่องปนผสมอาหาร (Stomacher Lab-Blender 400) รุน BA 7021 ของบริษัท 
Seward., UK 

3. ตูบมจุลินทรยี (Incubator) รุน 800 ของบรษิัท Memmert., Germany 

4. อางน้ํารอนควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) รุน 368A ของบริษัท Precision 
Scientific., USA 

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

เคมีภัณฑที่ใชในการวจิยั 

 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.   ชุดตรวจแบบแผนสําเร็จรูป Petrifilm™ Aerobic Count (PAC) ของบริษัท 3M, USA 

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

 5. อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียแข็ง Chromocult™ Coliform Agar ของบริษัท Merck, 
Germany 

 6.   อาหารเลี้ยงเชื้อจุลนิทรียเหลว Brilliant Green Lactose Bile broth  ของบริษัท 
Difco, USA 
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 7.   อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเหลว Lauryl Sulfate Tryptose broth  ของบริษัท Difco, 
USA 

 8.   อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีเหลว EC  ของบริษัท Difco, USA 

 9.   อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีเหลว Tryptic Soy broth ของบริษัท Difco, USA 

 10. อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีเหลว MR-VP บริษัท Difco, USA 

 11. อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีแข็ง Nutrient Agar ของบริษัท Difco, USA 

 12..อาหารเลีย้งเชื้อจุลินทรยีวุนมาตรฐาน (PCA) ของบริษัท Difco, USA 

 13. อาหารเลีย้งเชื้อจุลนิทรยีแข็ง EMB agar ของบริษทั Difco, USA 

 14. อาหารเลีย้งเชื้อจุลนิทรยีแข็ง Simmon citrate agar ของบริษัท Difco, USA 

จุลินทรียสาํหรับอางอิงทีใ่ชในการศกึษาและการเก็บรักษา 
 

1. Coliforms  ไดรับความเอื้อเฟอจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย  กระทรวงสาธารณสุข  
ไดแก  Enterococcus aerogenes ATCC 1415    และ  Klebsiella pneumoniae ATCC 27736   
โดยเลี้ยงบน   Nutrient agar (NA) slant  บมที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง   
และเก็บที่อุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส   และทําการถายเพาะเลี้ยงจุลนิทรียทุก 3 เดอืน 

2. Escherichia coli          ไดรับความเอื้อเฟอจากกองอาหารสงอออก กรมวิทยาศาสตร 
การแพทย กระทรวงสาธารณสุข  สายพนัธุที่ใชคือ  E. coli ATCC 25922  โดยเลีย้งบน   Nutrient 
agar (NA) slant  บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง   และเก็บที่อุณหภูม ิ
2-5 องศาเซลเซียส   และทําการถายเพาะเลี้ยงจุลินทรียทุก 3 เดือน 
หมายเหต ุ :  จุลินทรียอางองินาํมาใชในการตรวจสอบอาหารและน้ํายาที่ใชในการตรวจสอบ
ยืนยนั E. coli เพื่อความแนใจวาผลการทดสอบมีความถูกตอง 

 

การเตรยีมตวัอยางแชเยอืกแข็ง 
 

• เกณฑตัวอยางแชเยือกแข็ง 
 ไดทําหลกัเกณฑนาํตัวอยางที่ไดผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งและเก็บไวนาน 1 เดือน  และ
เปนตัวอยางทีผ่ลิตจากตัวอยาง Lot No. เดียวกนักับตัวอยางทีน่ํามาเปนตัวแทนตัวอยางกอนการ
ผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 
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• แหลงทีม่าของตัวอยางแชเยือกแข็ง คือ 
 ตัวอยางซูริมิ จากบริษทัสตารฟช จาํกัด   

ตัวอยางไก จากบริษัทฟารมกรุงเทพ จํากัด  
 ตัวอยางกุง จากบริษทัไทยรอแยล ฟรอเซนฟูด จํากัด  
 

 ตัวอยางแชเยอืกแข็งที่ใชในการศึกษา  คอื  ซูริมิ กอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็งอยางละ 50 ตัวอยาง  เนือ้ไก  กอนและหลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งอยางละ 50 ตัวอยาง 
กุงกุลาดํา  กอนและหลงัผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งอยางละ 50 ตัวอยาง 
 สุมแบงตัวอยางแชเยือกแข็งมา 5 จุด น้ําหนกั 25 กรัม ดวยวิธปีลอดเชื้อ  ใสในถุงที่
ปราศจากเชื้อ (Stomacher bag)  เติม  Butterfield’s phosphate buffer pH 7.2   ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร    นําไปตีปนใหตัวอยางเปนเนื้อเดียวกันดวยเครื่อง Stomacher  เปนเวลา 2 นาที  ทาํ
การเจือจางตัวอยางระดับละ 10 เทา (Ten-fold serial dilution)  โดยใช  Butterfield’s phosphate 
buffer pH 7.2    
 

การแจงนับปริมาณจุลินทรียรวม 
 

1. การแจงนบัปริมาณจุลนิทรียรวมดวยวิธมีาตรฐาน 
ถายตวัอยางแขวนลอยที่ระดับการเจือจางตอเนื่องกัน 3 คา จาํนวน 1 มิลลิลิตร  ลงใน

เพลท   ทาํการกระจายเชื้อดวยวิธ ีPour plate  โดยเททับดวยอาหารวุนเหลว  PCA   ทาํสามซ้ําตอ
ระดับการเจือจางเดียวกนั   บมที่อุณหภมูิ 35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชัว่โมง   อานผล
ในชวง 30-300 โคโลนีและบมตออีก 24 ชั่วโมง  เพื่ออานผลสาํหรับบันทกึ 

 

2.  การแจงนบัปริมาณจุลนิทรียรวมดวยวิธรีวดเรว็ 
      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 ดวยวธิีปลอดเชือ้    สารละลาย
อาหารดังกลาวสามารถนาํมาใชทดสอบได 10 ตวัอยาง  โดยใช  SimPlate device   ชนิด   
Normal Counting Range (เพลทพลาสตกิขนาด 84 หลุม) 
                  2.1.2 ปเปตตัวอยางแขวนลอยที่ระดับการเจือจางตอเนือ่ง 2 คา ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร หรือ 1.0 มิลลิลิตร   ผสมกับสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร หรือ 9 
มิลลิลิตรตามความเหมาะสมในหลอดทดลอง  เพื่อใหปริมาตรสุทธิตอเพลทเปน 10±0.2 มิลลิลิตร  
โดยใช  2  SimPlate ตอหนึ่งระดับการเจือจาง 



 36

   2.1.3  ถายสารละลายตวัอยางในขอ 2.1.2 ลงตรงกลางของ  SimPlate device  ปด
ฝา  วนเพลทเบาๆ เพื่อใหสารละลายกระจายลงทกุหลุมในเพลท  เคาะเพลทเบาๆ ในกรณีที่เกดิ
ฟองอากาศในหลุม    เทสารละลายที่เหลือออก โดยเอียงเพลทไปดานทีม่ีฟองน้ําอยู 
   2.1.4  คว่าํเพลท  นําไปบมที่อุณหภูม ิ 35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-28 ชั่วโมง   
อานผลบวกของการทดสอบ  โดยสงัเกตหลุมที่มีการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีน้าํเงินเปนสี
ชมพู   บางครั้งอาจสงัเกตผลบวกเปนสีสม ชมพูอมสม น้ําตาลแดง น้าํตาล  จนถงึสีขาวก็ได    นบั
จํานวนหลุมทีใ่หผลบวก   นาํไปเทยีบเปนคา MPN  โดยใช  SimPlate Conversion Table  
(ภาคผนวก ข)  และคํานวณเปนปริมาณจลุิทรียรวม MPN ตอกรัมตัวอยาง 
 2.2    Petrifilm™ Aerobic Count Plate (PAC) 
   2.2.1  เปดแผนบนของ  PAC  ขึ้น  ปเปตตัวอยางแขวนลอย  1  มิลลิลิตรที่ระดับการ
เจือจางตอเนือ่ง  2  คา  ถายตัวอยางลงตรงกลางของแผนลาง  ใช 2 แผนตอหนึง่ระดับการเจือจาง 
   2.2.2   ปดแผนฟลมแผนบนลงมา 
   2.2.3   ใชแทนพลาสติกกดทับลงตรงกลางของแผนฟลมเบาๆ  เพื่อกระจายตัวอยาง  
   2.2.4   นาํไปบมที่  35±1 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 48±3 ชั่วโมง    
   2.2.5   อานผลโดยนับจาํนวนโคโลนีสีแดงทัง้หมดในชวง 15-150 โคโลนีบนแผนฟลม  
และคํานวณเปนปริมาณจุลนิทรียรวม  CFU  ตอกรัมตัวอยาง 
   
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 







 39

  การแจงนับปริมาณ  Total Coliforms & E. coli   
1.   การแจงนับปริมาณ  Total Coliforms & E. coli  ดวยวิธีมาตรฐาน     ( Most Probable 
Number: MPN ) 
           1.1   Presumptive test 

 ถายตัวอยางแขวนลอยที่เจือจางแลว ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว  LST โดยใช  3  หลอดตอระดับการเจือจาง  หลอดละ  1  มิลลิลิตร  แปรผัน  3  ระดับการ
เจือจางตอเนื่อง   นําไปบมที่อุณหภูมิ  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง     ผลบวก
คือ สีอาหารเปลี่ยนเปนสีเหลืองและสังเกตเห็นฟองกาซที่ถูกดักอยูใน   Durham tube   เนื่องจากจุ
ลินทรียสามารถยอยสลายน้ําตาลแลคโทสในอาหาร  LST  เกิดเปนกรดและกาซ    
หมายเหตุ : ในการทดลองนี้ไดเติมสี Bromocresol Purple เพื่อเพิ่มเกณฑในการตัดสินใจในการ
อานผลการเจริญของ Total Coliforms เพราะบางทีกาซที่ดักอยูใน  Durham tube   เห็นไมชัดเจน
ทําใหเกิดความไมแนใจในการอานผลบวก  ดังนั้นในขั้นตอนนี้จึงใชเกณฑการอานผลบวกจาก
หลอดที่มีผลของความขุน การสรางกาซ และกรดที่เกิดจากการหมักน้ําตาลแลคโทสในอาหาร LST   
โดยกรดจะทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของ Bromocresol Purple จากสีมวงเปนสีเหลือง (AHPA, 
AWWA and WEF, 1998) 

1.2  Confirm test 
1.2.1  ถายจุลินทรียที่ใหผลบวกจากขอ 1.1 จํานวน 3 ลูป  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  BGLB 

นําไปบมที่อุณหภูมิ  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง   ผลบวกคือ  Coliforms  จะ
สามารถยอยสลายน้ําตาลแลคโทสในอาหาร  BGLB   เกิดกาซซึ่งถูกดักอยูใน   Durham tube    
นับจํานวนหลอดที่ใหผลบวกไปเทียบกับตาราง  MPN    รายงานเปนจํานวน  Coliforms  ทั้งหมด  
MPN  ตอกรัมตัวอยาง 

1.2.2  ถายจุลินทรียที่ใหผลบวกจากขอ 1.1 จํานวน 3 ลูป  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  EC  บม
ที่อุณหภูมิ  45.5±0.2าเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง     ผลบวกคือ  Fecal coliforms  จะ
สามารถยอยสลายน้ําตาลแลคโทสในอาหาร  EC   เกิดกาซซึ่งถกูดักอยูใน   Durham tube    นับ
จํานวนหลอดที่ใหผลบวกไปเทียบกับตาราง  MPN   (ภาคผนวก ข) รายงานเปนจํานวน Fecal 
Coliforms    MPN  ตอกรัมตัวอยาง 

1.3   Complete test 
 นําหลอดที่ใหผลบวกจากขอ  1.2.2  มาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Eosin 

Methylene Blue (EMB)   บมที่อุณหภูมิ  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง     ถาเปน  E. 
coli  โคโลนีที่ปรากฏจะมีลักษณะเปนสีมวงเขมและอาจจะสะทอนแสงคลายโลหะ (Metallic 
sheen)  หรือไมก็ได     หลังจากนั้นเขี่ยโคโลนีที่มีลักษณะดังกลาวมาลงในอาหารเหลว Tryptic 
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Soy Broth บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง นํามาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี 
(IMViC)    เพื่อยืนยันอีกครั้งวาเปน E. coli     นําคาที่ไดไปเทียบกับตาราง MPN  รายงานเปน
จํานวน  E. coli  MPN  ตอกรัมตัวอยาง 
2.   การแจงนับปริมาณ Total Coliforms & Escherichia coli  ดวยวิธรีวดเรว็ 
       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 ดวยวธิีปลอดเชือ้    สารละลาย
อาหารดังกลาวสามารถนาํมาใชทดสอบได 10 ตวัอยาง  โดยใช  SimPlate device   ชนิด   
Normal Counting Range 
                  2.1.2 ปเปตตัวอยางแขวนลอยที่ระดับการเจือจางตอเนือ่ง 2 คา ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร   ผสมกับสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 9 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง  เพื่อให
ปริมาตรสุทธติอเพลทเปน 10±0.2 มิลลิลิตร  โดยใช  2  SimPlate ตอหนึง่ระดับการเจือจาง 
   2.1.3  ถายสารละลายตวัอยางในขอ 2.1.2 ลงตรงกลางของ  SimPlate device  ปด
ฝา  วนเพลทเบาๆ เพื่อใหสารละลายกระจายลงทกุหลุมในเพลท  เคาะเพลทเบาๆ ในกรณีที่เกดิ
ฟองอากาศในหลุม    เทสารละลายที่เหลือออก โดยเอียงเพลทไปดานทีม่ีฟองน้ําอยู 

2.1.4  คว่าํเพลท  นาํไปบมที่อุณหภูมิ  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-28 ชั่วโมง  
อานผลบวกของการทดสอบ  โดยสงัเกตหลุมทีม่ีการเปลี่ยนสีของสารละลาย  นับเปนจํานวนหลุม
บวกของ  Coliforms ทั้งหมด  และนาํเพลทดังกลาวไปดผูลภายใตหลอดอุลตราไวโอเลต (365 นา
โนเมตร)  นับจํานวนหลุมที่เรืองแสงเปนผลบวกของ  E. coli  จากนั้นนําจาํนวนหลมุที่ใหผลบวก
ทั้งสองไปเทียบเปนคา  MPN  โดยใช  SimPlate Conversion Table (ภาคผนวก ข) 

2.1.5  ทําการทดสอบยืนยันผลบวกอีกครั้ง  โดยใชลูปเขีย่หลุมที่ใหผลบวกไปขีดบน
อาหารวุนแข็ง  EMB   บมทีอุ่ณหภูมิ   35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชัว่โมง     เลือกโคโลนี
เดี่ยวมาลงในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง 
นําไปทดสอบปฏิกิริยาทางชวีเคมี ( IMViC ) 
 2.2    Petrifilm™ E. coli Count Plate (PEC) 
   2.2.1  เปดแผนบนของ  PEC  ขึน้  ปเปตตัวอยางแขวนลอย  1  มิลลิลิตรที่ระดับการ
เจือจางตอเนือ่ง  2  คา  ถายตัวอยางลงตรงกลางของแผนลาง  ใช 2 แผนตอหนึง่ระดับการเจือจาง 
   2.2.2   ปดแผนฟลมแผนบนลงมา  พยายามใหเกิดฟองอากาศนอยที่สดุ 
   2.2.3  ใชแทนพลาสติกกดทบัลงตรงกลางของแผนฟลมเบาๆ  เพื่อกระจายตัวอยางให
ทั่วพื้นผวิอาหาร  โดยไมใหตัวอยางแผลนขอบอาหารออกไป  
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   2.2.4   นาํไปบมที่  35±1 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 48±3 ชั่วโมง    
   2.2.5 อานผลบวกโดยนับจํานวนโคโลนสีีแดงและสีน้ําเงินที่มฟีองกาซเกิดรอบโคโลนี
ทั้งหมดบนแผนฟลม  รายงานเปนจํานวน  Colliforms  ทัง้หมด    และนับเฉพาะจาํนวนโคโลนีสนี้ํา
เงินที่มฟีองกาซรอบโคโลนี  รายงานเปนจาํนวน  E. coli       ทั้งนี้โคโลนีสีแดงและสีน้ําเงินที่ไมมี
ฟองกาซรอบโคโลนีจะไมนับวาเปน  Coliforms & E. coli   ควรนบัแผนฟลมที่มจีํานวนโคโลนี
ระหวาง  15-150 โคโลน ี

2.2.6  ทําการตรวจสอบยืนยันผลบวก  โดยใชลูปเขี่ยโคโลนีผลบวกที่อยูในเจลของ
แผนฟลมดานบน  เลือก 2-3 โคโลนีตอ 1 แผนฟลม   ไปขีดลงบนอาหารวุนแข็ง  EMB  นาํไปบมที ่ 
35±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง       เลือกโคโลนีเดี่ยวมาลงในอาหารเหลว Tryptic Soy 
Broth บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง นําไปทดสอบปฏิกิริยาทางชวีเคมี 
(IMViC) 
       2.3   Chromocult™ Coliform Agar  (CCA) 
       2.3.1   ปเปตตัวอยางที่ทําการเจือจางแลว  0.1  มิลลิลิตร  กระจายลงบนอาหารวุน
แข็ง CCA     โดยใช 3 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง   บมที่  35±1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 
ชั่วโมง   
                   2.3.2   อานผลบวกของการทดสอบ   โดยนับโคโลนีสีแดงและสีน้ําเงินทั้งหมด  
รายงานเปนจํานวน  Coliforms  ทั้งหมด   และนบัเฉพาะจํานวนโคโลนีสีน้ําเงินมวง  รายงานเปน
จํานวน  E. coli    ควรนับจํานวนโคโลนีระหวาง 15-150 โคโลนี 
                   2.3.3   ทําการตรวจสอบยืนยันผลบวก  โดยใชลูปเขี่ยโคโลนีผลบวก   เลือก 2-3 
โคโลนีตอ 1 เพลท   ไปขีดลงบนอาหารวุนแข็ง  EMB  นําไปบมที่  35±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ชั่วโมง   เลือกโคโลนีเดี่ยวมาลงในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศา
เซลเซียส 18-24 ชั่วโมง นําไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (IMViC) 
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เปรียบเทียบปฏิสัมพันธระหวางวิธีทดสอบในการแจงนับจุลินทรียรวมและ Total 
Coliforms  

 ใชการวิ เคราะหทางสถิติดูความสัมพันธ เชิง เสนของตัวแปร  2 ตัวแปร  (Linear 
Regression Analysis) เพื่อเปรียบเทียบคา Correlation coefficient 
หมายเหตุ : การแปรผลทางสถิติที่วิเคราะหดวย Linear Regression Analysis โดยดูความสัมพันธ
ของตัวแปรสองตัวแปรจากคา Correlation coefficients (r) (ธวชัชัย งามสันติวงศ, 2544) 
  0.00-0.20   ตัวแปรไมมีความสัมพนัธตอกนั 
  0.20-0.40   ตวัแปรมีความสัมพันธตอกันในระดับตํ่า 
  0.40-0.60   ตวัแปรมีความสัมพันธตอกันในระดับกลาง 
  0.60-0.80   ตวัแปรมีความสัมพันธตอกันในระดับคอนขางสูง 
  0.80-1.00   ตวัแปรมีความสัมพันธตอกันในระดับสูง 

เปรียบเทยีบการตรวจสอบยืนยัน  Coliforms & E. coli  ระหวางวิธรีวดเร็วและวธิี
มาตรฐาน 

  1. การทดสอบยืนยนั  Coliforms  โดยนําผลบวกที่ไดจากการทดสอบวาเปน Coliforms  
มาถายลงในอาหารเหลว  BGLB  เพื่อดูความสามารถในการยอยน้าํตาลแลคโทส (Nelson et al, 
1984)  และทดสอบดวยปฏิกิริยาของเอนไซม DNase ซึ่ง Coliforms จะใหผลลบตอปฏิกิริยานี ้

หมายเหต ุ: ตรวจหาเอนไซม DNase ในอาหาร DNase Agar ของบริษัท Difco, USA    โดยใชลูป
เขี่ยเชื้อที่เลีย้งในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth ที่ 35±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลว
มาแตะบนอาหารวุน DNase Agar  นําไปบมที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง    อานผล
โดยเท 1 N HCl ลงบนผวิหนาวุน    ดีเอน็เอสายคูในอาหารจะตกตะกอน    สวนจลิุนทรียที่ผลิต
เอนไซม DNase จะสามารถยอยดีเอน็เอสายคูเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวซึ่งไมตกตะกอนเมื่อเททับดวย   
1 N HCl ทาํใหเหน็เปนวงในรอบโคโลนนีัน้  (Brenner, 1984) 

 2.  การทดสอบยืนยนั  E. coli  โดยนาํผลบวกที่ไดจากการทดสอบวาเปน  E. coli  มาทาํ
การทดสอบทางชวีเคมี ( IMViC )  (FDA, 2001) 

 3.  ความถูกตอง  (Accuracy) ของวิธทีดสอบ ควรมีการรายงานผลบวกเท็จและผลลบ
เท็จที่ต่ําหรือไมมีเลย  (McClure, 1990) 
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  ผลบวกเท็จ (%) =   จํานวนผลลบจริงทีถู่กรายงานวาเปนบวก   X  100 

                                                                   จํานวนผลบวกทั้งหมด 

  ผลลบเท็จ (%) =   จาํนวนผลบวกจริงที่ถกูรายงานวาเปนลบ   X  100 

                                                                   จํานวนผลลบทั้งหมด 

การวิเคราะหขอมูล 

 วิเคราะหขอมลูทางสถิติเพื่อเปรียบเทยีบปฏิสัมพันธของวิธีทดสอบโดยใช Linear 
Regression Analysis  เทยีบคา  Correlation coefficients (r), Slopes  และ Y- intercepts  ดวย
โปรแกรมสําเร็จรูป  MS Excel 2002     และวิเคราะหความตางของคาเฉลี่ย (mean log10) เพือ่
เปรียบเทยีบคาที่ไดจากวิธีรวดเร็วและวธิมีาตรฐาน โดยใช ANOVA  (Analysis of Variance)  
ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป  SPSS version 10.07 
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1. ประเมินประสิทธิภาพของขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 
 
จุลินทรียรวม : PCA 
Coliforms & E. coli : MPN 
 
ตัวอยางแชเยือกแข็ง 

ไกกอนและหลังผานการแชเยือกแข็ง 
กุงกอนและหลังผานการแชเยือกแข็ง 
ซูริมิกอนและหลังผานการแชเยือกแข็ง 

2. เปรียบเทียบและประเมินการใชวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน 
 
วิธีมาตรฐาน 

จุลินทรียรวม : PCA 
Coliforms & E. coli : MPN 

 
วิธีรวดเร็ว 

SimPlate   : STPC 
                               : SCEc 

Petrifilm    : PAC 
                               : PEC 

Chromocult™ Coliform Agar : CCA                 

สรุปแผนภาพรวมของการดําเนินการวิจัย 

หมายเหตุ จากตัวอยางไดทําการทดสอบเบื้องตนจนทําใหทราบระดับการเจือจางที่เหมาะสมของตัวอยาง  ทําใหการใชอุปกรณในวิธีรวดเร็วประหยัดขึ้น 
ในการทดลองนี้    :               PCA  ทําซ้ํา 3 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง 

STPC-CI  ทําซ้ํา 2 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง 
PAC  ทําซ้ํา 2 แผนตอหนึ่งระดับการเจือจาง 
SCEc ทําซ้ํา 2 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง 
PEC  ทําซ้ํา 2 แผนตอหนึ่งระดับการเจือจาง 
CCA  ทําซ้ํา 3 เพลทตอหนึ่งระดับการเจือจาง 



บทที่  4 
ผลการทดลอง 

 
1. ประเมินประสิทธิภาพของขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 
  

เปรียบเทยีบการแจงนับจุลินทรียรวมในตัวอยางไก กุงและซูริมิ กอนและหลังผานขั้นตอน
การแชเยือกแข็ง    รูปที่ 7ก คาเฉลี่ยการแจงนับจุลนิทรียรวมของเนื้อกอนผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็งทั้ง 3 ชนิด แตกตางจากคาเฉลีย่การแจงนับของเนื้อหลงัผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งทัง้ 3 
ชนิดอยางมนียัสําคัญ (p<0.05) เหมือนกัน      แตจากตารางที่ 6  จะเหน็ไดวาปริมาณจุลินทรยี
รวมในตัวอยางหลงัจากผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งลดลงเพยีงเลก็นอย ขณะที่ในกุงและซูริมหิลัง
ผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งปริมาณจุลนิทรียรวมลดลงประมาณ 1.5 log คือจาก 6.61±0.12 
ลดลงเปน 4.92±0.12 ในกุง และจาก 7.17±0.11 ลดลงเปน 5.61±0.11 ในซูริม ิ

เปรียบเทยีบการแจงนับ Total Coliforms ในตัวอยางไก, กุงและซูริมิ กอนและหลังผาน
ขั้นตอนการแชเยือกแข็ง   รูปที่ 7ข แสดงใหเหน็วามีเพียงคาเฉลี่ยการแจงนบัของกุงกอนผาน
ขั้นตอนการแชเยือกแข็งเทานั้นที่แตกตางจากหลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็งอยางมีนัยสาํคัญ  
(p<0.05)     สวนคาเฉลีย่การแจงนับของไกและซูริมิกอนและหลงัผานขั้นตอนการไมแตกตางกัน
อยางมีนยัสําคัญ (p>0.05)      โดยปริมาณ Total Coliforms ในกุง หลังผานขัน้ตอนการแชเยือก
แข็งลดลงประมาณ 0.5 log คือจาก 1.49±0.09 เปน 1.08±0.09 (ตารางที ่6) 

เปรียบเทยีบการแจงนับ E. coli ในตัวอยางไก,กุง และซูริมิกอนผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็ง พบวาคาเฉลี่ยการแจงนับของซูริมิกอนผานขัน้ตอนการแชเยอืกแข็งแตกตางจากหลงัผาน
ข้ันตอนการแชเยือกแข็งอยางมนีัยสาํคัญ (p<0.05) โดยปริมาณ E. coli ลดลงประมาณ 1.2 log 
คือจาก 3.30±0.16 เปน 2.06±0.12 (ตารางที่ 6)  สวนในตัวอยางไกพบวาคาเฉลี่ยการแจงนับ
ลดลงเพียงเลก็นอย   แตตรวจไมพบ E. coli ในตัวอยางกุงทั้งกอนและหลังผานขั้นตอนแชเยือก
แข็ง 
 
2. เปรียบเทยีบการแจงนบัจุลินทรียรวมและ Total Coliforms และ E. coli ระหวางวธิี
รวดเร็วและวธิีมาตรฐาน 
 

 เปรียบเทยีบการแจงนับจุลนิทรียรวมระหวางวิธีทดสอบในตัวอยางไก กุงและซูริม ิ กอน
และหลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง   จากรูปที ่ 8ก ในตัวอยางไกหลังผานขัน้ตอนการแชเยอืก
แข็ง    วิธี STPC-CI และ PAC มีคาเฉลี่ยการแจงนับแตกตางจากวธิีมาตรฐาน (PCA) อยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05)   แตคาเฉลี่ยการแจงนับระหวาง STPC-CI กับ PAC ไมแตกตางกนั(p>0.05)   
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โดยมีคา 4.77±0.08 และ 4.86±0.08 ใน STPC-CI และ PAC ตามลาํดับ สวนคาเฉลี่ยการแจงนบั
ของ PCA มีคา 4.54±0.08 และในตัวอยางซูริมิหลงัผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง วธิ ีSTPC-CI ให
คาเฉลี่ยการแจงนับแตกตางจากวิธ ี PCA อยางมนีัยสําคัญ (p<0.05) โดยวิธ ี STPC-CI มีคา 
6.07±0.12 สวนวิธ ี PCA มคีา 5.61±0.11   นอกนั้นใหคาเฉลี่ยการแจงนับไมแตกตางกนัระหวาง
แตละวิธีทดสอบ (ตารางที ่7) 
 เปรียบเทยีบการแจงนับ Total Coliforms ระหวางวธิีทดสอบในตัวอยางไก กุง และซูริมิ 
กอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง  จากรูปที ่ 8ข วิธ ี SCEc และ CCA มคีาเฉลี่ยการแจง
นับตางจากวิธ ี MPN และ PEC อยางมนียัสําคัญ (p<0.05)  แตในตัวอยางซูริมิกอนผานขั้นตอน
การแชเยือกแขง็มีเพยีง CCA เทานั้นที่ตางจากวิธีอ่ืนๆ สวนในตัวอยางซูริมิหลงัผานขั้นตอนการแช
เยือแข็งไมพบความตางของคาเฉลี่ยการแจงนับระหวางวิธีทดสอบ คาเฉลี่ยการแจงนับดังแสดงใน
ตารางที ่8 
 เปรียบเทยีบการแจงนับ E. coli ระหวางวิธีทดสอบในตัวอยางไก กุง และซูริม ิ กอนและ
หลังผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง  จากรปูที่ 8ค  พบวาในตัวอยางไกกอนผานขัน้ตอนการแชเยอืก
แข็งวิธ ีSCEc และ CCA มีคาเฉลี่ยการแจงนับตางจากวธิี MPN อยางมีนัยสาํคัญ (p<0.05)     ใน
ตัวอยางไกหลงัผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งคาเฉลี่ยการแจงนับของวธิี MPN , SCEc และ PEC ให
คาไมแตกตางกัน    ในตวัอยางซูริมิกอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็งคาเฉลี่ยการแจงนับของแตละ
วิธีใหคาแตกตางกนัอยางไมมีนัยสาํคัญ (p>0.05)    แตวิธีรวดเร็วทกุวิธีใหคาเฉลีย่การแจงนับตาง
จากวธิีมาตรฐานอยางมีนยัสําคัญในตัวอยางซูริมิหลงัผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง  (p<0.05)      
คาเฉลี่ยการแจงนับดังแสดงในตารางที ่9 
 
3. เปรียบเทียบปฏสิัมพนัธระหวางวธิีการทดสอบในการแจงนับจุลินทรียรวมและ Total 
Coliforms 
 

 ในการแจงนับจุลินทรียรวมเมื่อวิเคราะหขอมูลทางสถิตดิวยวิธ ีLinear Regression พบวา
วิธ ีPCA, STPC-CI และ PEC มีปฏิสัมพนัธตอกันในระดับสูง     โดยระหวางวิธ ีPCA กับ STPC-
CI มีคา r = 0.95  Slope = 1.04 และ Y-intercept = 0.04      ระหวางวิธ ีPCA กับ PAC มีคา r = 
0.96  Slope = 0.98 และ Y-intercept = 0.27      และระหวางวิธ ีPAC กับ STPC-CI มีคา r = 
0.96  Slope = 1.03 และ Y-intercept = -0.10 (รูปที่ 9) 
 ในการแจงนับ Total Coliforms เมื่อเปรียบเทียบวธิ ี SCEc, PEC และ CCAกับวธิ ี MPN 
พบวาระหวางวิธ ีMPN กับ SCEc มีคา r = 0.82, Slope = 0.83 และ Y-intercept = 1.01    วิธี 
MPN กับ PEC มีคา r = 0.89  Slope = 0.86 และ Y-intercept = 0.42   และวิธ ีMPN กับวิธี CCA 
มีคา r = 0.79   Slope = 0.80 และ Y-intercept = 1.30 (รูปที่ 10) 
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 สวนการแจงนบั Total Coliforms เมื่อเปรียบเทยีบระหวางวิธีรวดเร็วพบวา วธิ ี PEC กับ 
SCEc มีคา r = 0.85 Slope = 0.91 และ Y-intercept = 0.81   วิธ ีPEC กับวิธ ีCCA มีคา r = 
0.84  Slope = 0.90 และ Y-intercepct = 1.04   และวิธี SCEc กับ CCA มีคา r = 0.85  Slope = 
0.86 และ Y-intercept = 0.65 (รูปที่ 11) 
 
4.  เปรยีบเทยีบความสอดคลองระหวางวธิีรวดเร็วและวธิีมาตรฐานในการแจงนับ E. coli 
 

 ความสอดคลองในการแจงนับ E. coli ระหวางวิธ ี SCEc, CCA และ PEC เทยีบกับวิธี 
MPN มีคา 77.78%  34.57% และ 41.98% ตามลําดับ (ตารางที ่10) 
 
5. เปรียบเทยีบการตรวจสอบยืนยนั Coliforms และ E. coli ระหวางวธิีรวดเร็วและวิธี
มาตรฐาน 
 

 ตรวจสอบยืนยัน Coliforms และ E. coli ที่ใหผลบวกจากวธิีทดสอบ โดยการยืนยัน
ผลบวกของ Coliforms ที่ตรวจพบโดยวิธ ีMPN, SCEc, CCA และ PEC โดยดูจากความสามารถ
ในการยอยน้าํตาลแลคโทส มีคา 96.35% 92.44% 93.60% และ 95.24% ตามลําดับ มีผลบวก
เท็จเทากับ 3.65% 7.56% 6.40% และ 4.76% ตามลําดับ   การยืนยันผลบวกของ Coliforms ที่
ตรวจพบโดยวธิี MPN, SCEc, CCA และ PEC โดยการทดสอบปฏิกิริยาของเอนไซม DNase ซึ่ง 
Coliforms จะใหผลลบในปฏิกิริยานี ้ พบวาการยนืยนัผลบวกของ Coliforms มีคา 83.20% 
64.41% 69.59% และ 76.09% ตามลําดับ กลาวไดวามีผลบวกเท็จเทากับ 16.80% 35.59% 
30.41% และ 30.00% ตามลําดับ (ตารางที่ 11)  สวนการยืนยันผลบวกของ E. coli ที่ตรวจพบ
โดยวิธ ีMPN, SCEc, CCA และ PEC โดยการทดสอบทางชีวเคม ี(IMViC) มีคา 90.05% 86.32% 
74.44% และ 96.02% ตามลําดับ มีผลบวกเท็จเทากบั 9.95% 13.68% 25.56% และ 3.98% 
ตามลําดับ (ตารางที่ 12) 
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ข) 
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รูปที่ 7 เปรียบเทียบคาเฉลีย่การแจงนับโดยวิธีมาตรฐาน  ก) จุลินทรียรวม ข) Total Coliforms        
ค) E. coli 
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หมายเหต ุ: *  หมายถงึ แตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05)
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ตารางที่ 6  เปรียบเทียบคาเฉลี่ยการแจงนบัจุลินทรียรวมและ Total Coliforms & E. coli 
 

 
จุลินทรียรวม 

Mean log±SE 
( จํานวนตัวอยาง ) 

Total Coliforms 
Mean log±SE 

( จํานวนตัวอยาง ) 

E. coli 
Mean log±SE 

( จํานวนตัวอยาง ) 

ตัวอยาง 

กอนผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

หลังผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

กอนผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

หลังผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

กอนผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

หลังผาน 
ขั้นตอนการ
แชเยือกแข็ง 

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 ) 

กุง 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  เปรียบเทียบคาเฉลีย่การแจงนับโดยวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน      ก) จุลินทรียรวม   
 
 

หมายเหต ุ: nd = non-detected 
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หมายเหต ุ: *  หมายถงึ แตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ (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  เปรียบเทียบคาเฉลีย่การแจงนับโดยวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน 
           ข) Total Coliforms   ค) E. coli 
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หมายเหต ุ: *  หมายถงึ แตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ (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 เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยการแจงนับจุลินทรียรวมโดยวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน 
 

จุลินทรียรวม 
Mean log±SE 

% CV 
( จํานวนตัวอยาง ) 

กอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง หลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 

ตัวอยาง 

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 ) 
กุง 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 เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยการแจงนับ Total Coliforms โดยวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน 
 

Total Coliforms 
Mean log±SE 

% CV 
( จํานวนตัวอยาง ) 

กอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง หลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 

ตัวอยาง 

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 ) 
กุง 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 เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยการแจงนับ E. coli โดยวธิีรวดเร็วและวธิีมาตรฐาน 
 

E. coli 
Mean log±SE 

 ( จํานวนตัวอยาง ) 
กอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง หลังผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง 

ตัวอยาง 

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  เปรียบเทียบเปอรเซ็นตความสอดคลองในการแจงนับ E. coli ของวิธีรวดเร็วเทยีบกบั 
วิธีมาตรฐาน 

 

จํานวนตวัอยางผลบวก จํานวนตวัอยางผลลบ ความสอดคลองกับ 
MPN (%) 

ตัวอยาง 

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 ระหวางวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐานในการแจงนับจลิุนทรียรวม 

 ก)  PCA vs STPC-CI   ข)  PCA vs PAC  ค)  PAC vs STPC-CI 
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รูปที่ 10  Linear Regression Line ระหวางวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐานในการแจงนับ Total   
Coliforms  ก)  MPN vs SECe  ข)  MPN vs PEC  ค)  MPN vs CCA 
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รูปที่ 11  Linear Regression Line ระหวางวิธีรวดเร็วและวิธีมาตรฐานในการแจงนับ 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 * ยืนยันผลบวกดวย DNase Test 

วิธีทดสอบ ตัวอยาง 
จํานวน
ผลบวกที่
นํามา
ทดสอบ 

ยืนยัน
ผลบวก 

ผลบวกเท็จ 
จํานวน
ผลบวกที่
นํามา
ทดสอบ 

ยืนยัน
ผลบวก 

ผลบวกเท็จ 

ไก 
 
กุง 
 

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 
 
กุง 
 

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 
 
กุง 
 

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 
 
กุง 
 

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 % ) 

* ความสามารถในการยอยน้ําตาลแลคโทส
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ตารางที่ 12  เปรียบเทียบการตรวจสอบยืนยัน E. coli 
 

 E. coli 
ยืนยันผลบวกทางชีวเคมี ( IMViC ) 

วิธีทดสอบ ตัวอยาง 
จํานวนผลบวกที่นํามา

ทดสอบ ยืนยันผลบวก ผลบวกเท็จ 
ไก 
 
กุง 
 

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 
 
กุง 
 

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 
 
กุง 
 

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 
 
กุง 
 

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 และขอเสนอแนะ 

 การแจงนับจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli ในตัวอยางไก กุง  และซูริมิกอนและ
หลังการผานขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง  พบวาการแจงนับจุลินทรียดังกลาวในตัวอยางหลงัผาน
ขั้นตอนการแชเยือกแข็งใหคาที่ต่ํากวาในตัวอยางกอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง กลาวไดวา
ขั้นตอนการแชเยือกแข็งมีประสิทธิภาพในการลดปริมาณจุลินทรีย ซึ่งในจุลินทรียแตละชนิดจะ
ตอบสนองตอภาวะอุณหภูมติ่ําที่แตกตางกัน  เนื่องจากโครงสรางภายในเซลล (Ingraham and 
Bailey, 1958)  โดยอุณหภูมิจะมีผลตอการหายใจและการมีชีวิตของเซลล  ซึ่งเกีย่วของกับการรับ
ออกซิเจน (Oxygen uptake) และกระบวนการดังกลาวยงัสะทอนถงึความสามารถของเซลลใน
การขนสงสารตางๆ ณ อุณหภูมินัน้ๆ (Morita, 1975)   นอกจากนี้อุณหภูมิยังสงผลตอการรับสาร
เขาสูภายในเซลล (Solute uptake)    เมื่อแบคทีเรียอยูในภาวะที่อุณหภูมิต่ํากวาอุณหภูมิที่เหมาะ
แกการเจริญ  สารภายนอกเซลลจะไมสามารถถกูขนสงผาน Cytoplasmic membrane เนื่องจาก
มีการเพิ่มการสังเคราะหกรดไขมันไมอ่ิมตัวในสวนปรกอบของเนื้อเยือ่เซลล ทําใหโครงสราง 
Cytoplasmic membrane เสียสภาพ  เมื่อผานกระบวนการแชเยอืกแข็งจะเกิดปรากฏการณที่
เรียกวา “Cold shock” คือ เมื่อ Cytoplasmic membrane เสียสภาพ จะเกิดการสูญเสียสาร
โมเลกุลตํ่าจากภายในเซลล ทาํใหเซลลตายทนัท ี(Rose, 1968) 

 ในการแจงนับจุลินทรียรวมในตัวอยางกุงและซูริมิกอนและหลังผานขั้นตอนการแชเยือก
แข็ง     พบวาปริมาณจุลินทรียรวมลดลงประมาณ 1.5 log    แตไมพบความแตกตางในตวัอยางไก 
อาจเนื่องจากชนิดของจุลินทรียในตัวอยางกุงและซูริมิมคีวามไวตอข้ันตอนการแชเยอืกแข็ง  ซึง่
โดยทัว่ไปแบคทีเรียแกรมลบจะไวตอปรากฏการณ Cold shock มากกวาแบคทีเรียแกรมบวก และ
แบคทีเรียในระยะ log จะตายงายกวาในระยะสเตชันนารี  แตถาในอาหารมีสารอาหารทีเ่หมาะสม
แกการเจริญ  แบคทีเรียสามารถเพิม่การสงัเคราะหกรดไขมันไมอ่ิมตัวในเนื้อเยื่อไขมันได  สงผลให
อัตราการตายลดลง (Farrell and Rose, 1968)   อาหารแตละประเภทจะมีสารอาหารที่แตกตาง
กัน  และในตัวอยางทีน่าํมาทดสอบเปนตวัอยางไก กุงและซูริมิซึ่งอุดมดวยโปรตีน ไขมัน เกลือแร 
และวิตามนิ    ซึ่งแบคทีเรียสามารถใชเปนแหลงอาหารไดเปนอยางดี  ทั้งนี้ยงัขึ้นกบัสารชนิดอื่นที่
เติมลงไปในเนือ้เพื่อประโยชนดานตาง ๆ เชน ยืดระยะเก็บรักษา การคงสภาพสี เปนตน ปจจยั
ดังกลาวยงัสงผลตอการเจริญและชนดิของแบคทีเรียดวย(Ray, 2001) ในตัวอยางเนื้อทีเ่ก็บใน
อุณหภูมิต่ํา มกัพบแบคทีเรียพวก Pseudomonas เปนสวนใหญ และยังมีแบคทีเรียกลุมอ่ืน ไดแก  
Acinetobacter spp, Moraxella spp, Enterobacter spp. และ Microbacterium 
thermosphactum  โดยทั่วไปแบคทเีรียแตละชนิดจะสามารถใชสารอาหารในเนื้อดวยอัตราเร็ว
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และบริเวณทีแ่บคทีเรียอาศยัที่ตางกนั ข้ึนกับธรรมชาติของแบคทีเรียนั้น ๆ เชน พวก Facultative 
anaerobes จะอยูบริเวณผิวหนามากกวาภายในเนื้อ และแบคทีเรียดังกลาวยงัสามารถเจริญไดดี
ในตัวอยางเนือ้ที่มีพเีอชต่ํา โดยพบวาระยะเลค (Lag phase) ของการเจริญจะนานกวาปกติ กลไก
ดังกลาวเปนการปรับตัวของแบคทีเรียเพื่อใหอยูในภาวะแวดลอมได (Gill and Newton, 1977) 

 ในตัวอยางทั้ง 3 ชนิด  การปนเปอนดวย Coliforms และ E.coli ในตัวอยางกุงมีปริมาณ 
Total Coliforms นอยที่สุด ไมพบการปนเปอนดวย E.coli ซึ่งแสดงถึงกระบวนการผลิตที่ถูกหลกั
อนามยั ทัง้การเก็บรักษายังมีประสิทธิภาพที่ด ี  ในตัวอยางซูริมิจะตรวจพบจุลินทรียรวมและ Total 
Coliforms & E.coli ในปริมาณสูง    แตขั้นตอนการแชเยือกแข็งมีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ 
E.coli ประมาณ 1.2 log ในขณะที่ปริมาณ Total Coliforms ลดลงเพียงเล็กนอย ซึ่งอาจเปนผลมา
จากซูริมิเปนเนื้อปลาบดที่ผานการลางดวยน้ําเพื่อกาํจัดไขมันออกไป ดังนัน้องคประกอบสวนใหญ
จึงเปนโปรตีนที่ไมละลายน้าํ นอกจากนี้ยงัเติมสารปองกันโปรตีนเสียสภาพ ไดแก น้าํตาล 4%, 
ซอรบิทอล 4% และสารประกอบฟอสเฟต 0.2-0.3% ดังนัน้ดวยธรรมชาติของตัวอยางจะชวยเสรมิ
การเจริญของแบคทีเรียปนเปอนไดดี ทําใหการแจงนับปริมาณจุลินทรียในตัวอยางซูริมิมีคาสูง     
สวนในตัวอยางไกปริมาณจลิุนทรียลดลงนอยกวา 1 log ซึ่งแสดงถึงกรรมวธิีการเตรียมตัวอยาง 
การเก็บรักษาและการผลิตที่มีประสิทธิภาพต่ําและไมถกูหลักอนามัยเทาที่ควร ซึ่งปริมาณการแจง
นับจุลินทรียทีแ่ตกตางกนันัน้อาจมีสาเหตุมาจากกระบวนการผลิตและเวลาในการเก็บรักษา
ตัวอยางกอนและหลังขัน้ตอนการแชเยือกแข็ง (Hanna et.al, 1982) ทั้งยงัรวมไปถึงการขาด
ประสิทธิภาพของขั้นตอนการแชเย็นในการเก็บตัวอยางกอนเขาสูข้ันตอนการแชเยอืกแข็ง สงผลให
ปริมาณจุลินทรียปนเปอนเริ่มตนมีคาสงูในตัวอยางกอนผานขั้นตอนการแชเยือกแข็ง (Sheridan 
and Lynch, 1988) 

ขอสังเกต 

 ในการแจงนับ Coliforms & E. coli โดยวธิี MPN นัน้ในขั้นตอน Presumptive test ซึ่งใช
อาหาร LST บางครั้งเกิดความสับสนในการอานผลบวกโดยดูจากความขุนและกาซที่ถูกดักอยูใน 
Durham tube ซึ่งอาจเกิดกาซเพยีงเลก็นอย       ดังนัน้ในการทดลองนี้จึงมีการเติมสี Bromcresol 
Purple ลงในอาหาร LST เพื่อดูการเปลี่ยนสีจากสีมวงเปนสีเหลือง   เนื่องจากกรดที่เกิดขึ้นจาก
การหมกัน้าํตาลแลคโทสในอาหารโดย Coliforms (AHPA, AWWA and WEF,1998)  ดังนั้นในขัน้ 
Presumptive test จึงไดใชเกณฑการตัดสินใจในการอานผลบวกเพิม่เปน 3 กรณี คือ ความขุน  
กาซในหลอด Durham tube และการเปลี่ยนสีของ Bromcresol Purple เพื่อเปนการเพิ่มความ
มั่นใจในการอานผลบวกไดอยางถูกตองยิง่ขึ้น 
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 ในการเปรียบเทียบการแจงนบัจุลินทรียรวมดวยวธิีรวดเร็วกับมาตรฐานพบวา  วธิี STPC-
CI และ PAC ใหคาเฉลี่ยการแจงนับตางจากวธิ ีPCA อยางไมมีนยัสําคัญ (p>0.05)  โดย  STPC-
CI และ PAC เปนวธิีรวดเร็วใชคุณสมบัติของ Redox dye  ในการแจงนับจุลิทรียรวม      โดยทัว่ไป
สีที่ใชในทางจลุชีววทิยามักใชควบกับคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย        ทัง้นี้ขึน้กบั
ชนิดของสีและชนิดของจุลินทรีย  เชน  Resazurin  ซึ่งใชเปน  Redox dye  ใน  STPC-CI  จะไมมี
ผลตอการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ   แตจะมีผลตอแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิด (Fung and 
Miller, 1973)   จากการทดลอง STPC-CI  ใชเวลาในการบมเพยีง  24 ชั่วโมง  ในขณะที่วิธี PCA  
และ PAC  ใชเวลาในการบม 48  ชั่วโมง    แตคาเฉลี่ยการแจงนับที่ไดจาก  STPC-CI  ตางจากวธิี 
PCA  อยางไมมีนัยสาํคัญ (p>0.05)    ขณะที ่  Beloti (2002)  แจงนับจุลินทรียรวมในนมพาส
เจอรไรส   พบวา  STPC-CI หลงัจากบม 24 ชัว่โมงมีคาการแจงนบัตํ่ากวาวิธ ี PCA  ที่บม 48 
ชั่วโมง    แต  STPC-CI  ใหคาที่เทากับ PCA  เมื่อเพิม่เวลาบมเปน 48  ชั่วโมง       สามารถสรุป
เบื้องตนไดวาประสิทธิภาพการแจงนับจุลนิทรียรวมโดยวิธี STPC-CI  จะขึ้นกับชนิดของจุลินทรีย
ในตัวอยางนั้นๆ ดวย    และ Nero (2002) ใช  STPC-CI  ในการแจงนับจุลินทรียรวมพบวาที่ 24 
ชั่วโมง   วิธี STPC-CI เทียบกับวิธี PCA ใหคา  r = 0.68  แตคาดังกลาวเพิ่มเปน 0.91  หลงัจากใช
เวลาบมเพิ่มเปน 48 ชั่วโมง    โดยพบวาผลลบเท็จที่เกิดใน  STPC-CI  เกิดจากแบคทีเรียแกรม
บวก  เพราะมีความสามารถในการทาํใหเกิดปฏิกิริยารดีักชันต่ํา   จากผลการทดลองคาเฉลี่ยการ
แจงนับจุลินทรียรวมในตัวอยางทัง้หมดมคีาเฉลี่ยการแจง) นับ  ตั้งแตประมาณ 5 ขึ้นไป   ซึ่งอาจ
เปนปริมาณทีม่ากพอในการทําใหเกิดปฏิกริิยารีดักชัน   ทาํให  STPC-CI ใหผลทีไ่มตางจากวธิี 
PCA   Venkitanarayanan และคณะ (1997)  ไดรายงานไววา  resazurin  จะมีประสิทธิภาพดีใน
การแจงนับจุลนิทรียปนเปอนในเนื้อทีม่ีปริมาณตั้งแต  106  CFU/cm2  ขึ้นไป     ทัง้นี ้  STPC-CI 
อาศัยเทคนิค MPN ทําใหลดปญหาการนับผลไมไดเหมือนในวธิีที่รายงานเปนจํานวนโคโลนี 
(CFU) เนื่องจากวธิีดังกลาวจะนับจาํนวนหลุมผลบวกและคิดคาทางสถิติ  นอกจากนี้วธิี STPC-CI 
ยังใชเวลาบมเพียง 24 ชั่วโมงแตใหผลสอดคลองกับวธิีมาตรฐาน  กอปรกับเทคนิค MPN มีความ
ไวมากกวาเทคนิคการรายงานผลจากการนับโคโลนี (Smith and Townsend, 1999)     สวนวิธี 
PAC ซึ่งใช  Redox dye ชนิด  2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride  ก็มีคาเฉลีย่การแจงนับไม
ตางจากวธิ ี PCA  ซึง่ใหผลเชนเดียวกับทีเ่คยรายงานโดย  Linton และคณะ (1997)  ที่แจงนับ
ปริมาณจุลินทรียรวมในเนื้อหม ู     ในป 1999 Beloti ไดรายงานวามีแบคทีเรียบางชนิดที่ไม
สามารถยอย  2,3,5-triphenyltetrazolium chloride  ไดหลังจากบม 48 ชัว่โมง   ซึง่ไดแก
แบคทีเรียแกรมบวกถึง  98.71% ทั้งนีก้ารใชวิธีรวดเร็วซึ่งใชคุณสมบัติของ  Redox dye ตอง
คํานึงถึงอัตราการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน    ผลจะแตกตางกนัไปในแบคทีเรียชนดิตางๆ ทัง้นี้ขึน้กบั
สภาวะแวดลอม เชน อุณหภมูิ  และพีเอช  ที่ใหผลตออัตราการเกิดปฏกิิริยาโดยตรงดวย (Learoyd 
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et al, 1992)     สังเกตผลการแจงนับจุลนิทรียรวมในบางตัวอยางพบการแผของโคโลนีในวิธี PCA 
ทําใหไมสามารถนับจํานวนได   แตไมพบเหตุการณดงักลาวในวิธ ี PAC  ซึ่งอาจเปนผลมาจาก
องคประกอบของอาหารและลักษณะภายนอกที่เปนแผนฟลม   ทําใหแบคทีเรียมพีื้นที่จํากัดในการ
สรางโคโลนี  ทั้งการสัมผัสกับอากาศก็นอยกวาวิธ ี  PCA  ทาํใหโคโลนีบนแผนฟลมมีขนาดเลก็   
ผลดังกลาวสอดคลองกับที่รายงานโดย Blackburn และคณะ (1996) 

 การแจงนับ Total Coliforms โดยวิธีรวดเร็วเทียบกับวธิมีาตรฐาน พบวา  วธิี SCEc และ 
CCA ใหคาเฉลี่ยการแจงนับที่สูงกวาวิธ ีMPN และ PEC    อาจจะเปนเนื่องจากองคประกอบของ
อาหารที่แตกตางกนัในแตละวิธ ี     โดยวธิี  CCA  ม ีTergitol®-7 เปนองคประกอบซึ่งจะไมมีผล
ตอเซลลแบคทีเรียที่ออนแอเหมือนกับ  Bile salt  ที่ใชในวิธ ี MPN และ PEC ซึ่งเปนอันตรายตอ
เซลลแบคทีเรียที่บาดเจ็บ (Perales, 2000)     สวนวธีิ SCEc  ในอาหารสําเร็จรูปจะประกอบดวย
สารอาหารที่เสริมการเจริญของ  Coliforms และสารเรืองแสงสําหรับตรวจ E. coli (Townsend et 
al, 1998)     ในป 1998 Himelbloom  และ Pfutzenreuter  รายงานวา การแจงนับ Total 
Coliforms โดยอาศัยคุณสมบัติของสารเรืองแสง เชน MUG จะเกิดการอานผลบวกเท็จจาก  
Shigella, Salmonella, Klebsiella, Streptococcus  และ Straphylococcus   นอกจากนี้ยงัเกดิ
จากตัวอยางทีเ่ปนเนื้อเยื่อปลาซาลมอนอกีดวย  สวนการอานผลบวกของ E. coli  จากคุณสมบัติ
ของเอนไซม  β-Glucuronidase ก็อาจเกิดผลบวกเท็จได  เนื่องจากเอนไซมดังกลาวมีอยูแลวใน
อาหารดิบบางประเภท (de Boer, 1998)        Venkateswaran และคณะ (1996)   จึงแนะนําวา
ควรนําตัวอยางไปผานกระบวนการกาํจัดสารเรืองแสงกอนนาํมาทาํการทดสอบ         สวนวิธ ี 
PEC  ที่ไดคาเฉลี่ยการแจงนับที่ต่ําอาจเปนผลมาจากโอกาสในการอานผลบวกผิดมีสูง   เพราะ
ผลบวกนับเฉพาะโคโลนทีี่มฟีองกาซเกิดรอบโคโลน ี    ซึง่ในตัวอยางที่มปีริมาณจุลินทรียอ่ืน
ปนเปอนมากขณะที่  Coliforms  มีอยูในปริมาณนอยจะยากแกการอานผล (Blackburn et al, 
1996)    และบางครั้งการสรางกาซอาจถกูยับยัง้โดยไมทราบสาเหตุ  ทําใหเกิดการอานผลลบเทจ็
ได (Kinneberg, 2002)     นอกจากนี้ในป 1998 Ogden ยังรายงานวา PEC ใหผลการแจงนับที่ต่ํา
เนื่องจากถูกยบัยั้งดวย Undiluted mussel homogenate           Tryland  และ  Fiksday (1998) 
รายงานวาผลบวกเท็จทีเ่กิดจากการใชคุณสมบัติของเอนไซม β-Galactosidase  และ β-
Glucuronidase  ในการแจงนับ Total Coliforms & E. coli  เปนผลมาจากทัง้แบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบชนิดอื่นที่สามารถผลิตเอนไซมดังกลาวได       แมวธิ ี  MPN  เปนวธิี
มาตรฐาน   แตมีขอจํากัดในการตรวจ  Total Coliforms & E. coli   เนื่องจากถกูรบกวนไดดวย
แบคทีเรียชนิดอื่น  ขาดความจําเพาะและมีประสิทธิภาพต่ําในการตรวจแบคทีเรียทีเ่จริญชาหรือใน
กลุม VBNC (Viable but non-culturable microorganisms) (Rompre’ et al, 2002)    แตวิธี 
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MPN มีความสามารถในการตรวจหาแบคทีเรียทีม่ีปริมาณนอยๆ  ไดดีกวาวิธีการนบัโคโลนี (Tran 
and Hitchins, 1996)  ดังในการทดลองเพื่อเปรียบเทียบความสอดคลองของวิธีรวดเร็วเทียบกับวิธี
มาตรฐาน  จะเหน็ไดวา  ในบางตัวอยางมีเพียงวธิ ีMPN และ SCEc เทานัน้ที่สามารถตรวจ Total 
Coliforms & E. coli  ได  แตไมสามารถตรวจพบในวิธ ีPEC และ CCA ซึ่งอานผลบวกจากโคโลนี
ที่เกิดขึ้น       

 การวิเคราะหคาเฉลี่ยการแจงนับจุลนิทรียรวมและ  Coliforms & E. coli  โดยวิธทีางสถิต ิ
(Linear Regression Analysis)   พบวาการแจงนับจุลินทรียรวมทั้งวิธ ี STPC-CI, PAC และ  PCA 
มีปฏิสัมพันธตอกันในระดับสูง  คือใหคา  Correlatin coefficient  (r) ระหวาง 0.95-0.96   ซึ่งการ
เปรียบเทยีบ PAC กับ PCA  ใหผลเชนเดียวกับการทดลองของ    Jordano และคณะ (1995) ที่ได
คา r = 0.90     Blackburn และคณะ (1996)  ไดคา  r = 0.99     Park และคณะ (2001)  ไดคา   r 
= 0.94-0.99  เมื่อวิเคราะหในตัวอยางเนือ้       Ellis และ Meldrum (2002)  ไดคา   r = 0.80   
และ Romini และคณะ (2003) ไดคา  r = 0.92  เมื่อตรวจในตัวอยางนมดิบ       สวนการ
เปรียบเทยีบวธิี  STPC-CI  กับ PCA  นั้นใหผลสอดคลองกับการทดลองของ  Ogihara  ในป 2002  
ซึ่งไดคา r = 0.93    และการทดลองของ Smith  และ Townsend (1999) เมื่อเทียบวิธี  STPC-CI  
กับ PCA และ PAC  ไดคา  r อยูระหวาง 0.91-0.97 

 สวนการแจงนบัปริมาณ Coliforms & E. coli   โดยวธิีรวดเร็วและวิธีมาตรฐาน   พบวาทั้ง 
4 วิธ ีคือ  MPN SCEc PEC และ CCA  มีปฏิสัมพนัธตอกนัในระดับสูงเชนกัน  คือไดคา r อยู
ระหวาง  0.79-0.89   ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ  Ingram และ Moody (1990), Ogden และ
คณะ (1998) Townsend และคณะ (1998) Perales (2000) Turner (2000) และ  Ogihara และ
คณะ (2002)  

 ในการยนืยนัผลบวกในการแจงนับ  Coliforms  ดวยความสามารถในการยอยน้าํตาลแลค
โทส   พบวาวิธี  MPN  ใหผลบวกเท็จตํ่าสุด (3.65%)  และวิธ ี SCEc  ใหผลบวกเท็จสูงสดุ 
(7.56%)    ซึ่งผลบวกที่นาํมาทดสอบการยอยน้ําตาลแลคโทสอาจเปนแบคทีเรียนอกกลุม 
Coliforms แตมีความสามารถในการยอยน้ําตาลแลคโทสไดเชนกนั (Nelson et al, 1984) แตใน
การทดลองมิไดจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่ใหผลบวกเทจ็     ในป 2000   Geissler และคณะ  
รายงานวาผลบวกเท็จจากการแจงนับ Coliforms เกิดจาก  Aeromonas spp. และ  Vibrio spp.   
และ Finny และคณะ (2003)  รายงานวาผลบวกเท็จเกิดจาก  Hafnia spp. Kluyvera spp. 
Morganella spp. Salmonella spp.  และ  Pseudomonas spp.    อีกดวย    
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ปจจุบัน DNase test นิยมใชในการตรวจหาแบคทเีรียกลุม Staphylococci โดยเฉพาะ  
S. aureus ทีผ่ลิต Enterotoxin (Tamini et al, 1976; Su and Wong, 1997)  แตในภาวะเดียวกัน
จะมีการผลิตนิวคลีเอสทนรอน (Thermo nuclease, DNase) ข้ึนดวย (Lachica et al, 1969)  จึง
มีการตรวจหาเอนไซม DNase เพื่อยืนยนัการปนเปอนดวย S. aureus ขั้นตน (Meyrand et al, 
1999)  ในการทดลองนี้จึงประยุกตใช DNase agar เพื่อยนืยนัผลบวกการแจงนับ Coliforms    
โดยแบคทีเรียในกลุม Enterobacteriaceae มีเฉพาะ Serratia spp. เทานัน้ที่ใหผลบวก  แต  
Coliforms  จะใหผลลบตอปฏิกิริยาดังกลาว    จากการทดลองพบวาผลบวกเทจ็จากการแจงนับ 
Coliforms มีคาเพิ่มข้ึนในทุกวิธีทดสอบ  โดยวิธ ีSCEc  ใหคาผลบวกเทจ็สูงสุด (35.59%)    ดังนั้น
ในการยนืยนัผลทางชีวเคมีควรทํามากกวาหนึง่ปฏิกิริยาเพื่อใหผลที่ถูกตองยิ่งขึน้   และผลดังกลาว
นี้ยงัแสดงถงึความจาํเพาะในการแจงนับ Coliforms ของแตละวิธีอีกดวย 

 สวนการยนืยนัผลบวกของ E. coli โดยใชวิธีทางชีวเคมี (IMViC) นัน้    วธิี PEC  ให
ผลบวกเท็จต่ําสุด (3.98%)  และ CCA ใหผลบวกเท็จสูงสุด (25.56%)   การยนืยันผลบวก  E. coli 
โดยทัว่ไปใชผลการทดสอบทางชีวเคม ี(IMViC)    E. coli จะใหรูปแบบผลบวกเปน + + - -  เฉพาะ 
E. coli เทานัน้ที่ใหผลบวกในปฏิกิริยา Indole (Anderson and Baird-Parker, 1975; 
Byamukama et al, 2000)     แตจากปฏิกิริยา IMViC  อาจพบผลบวกเท็จไดเชนกนั (APHA, 
2001)      ในป 1991  Rice  รายงานวาการยนืยนัผลบวกของ E. coli โดยอาศัยการผลิตเอนไซม 
β-glucuronidase  ของ E. coli นั้นใหผลที่ถูกตอง     แต  Lum  และ  Chang (1990) รายงานวา
มี E. coli บางสายพนัธุไมสามารถผลิตเอนไซมดังกลาวได      นอกจากนี ้ Finny (2003) รายงาน
วาผลบวกเท็จจากวธิีรวดเร็วที่อาศัยคุณสมบัติของเอนไซมในการแยก  E. coli  เกิดจาก  
Citrobacter spp.  และ Enterobacter spp. 

 จากการทดลองทัง้หมดกลาวไดวา  กระบวนการแชเยอืกแข็งมีประสิทธิภาพเพยีงพอใน
การลดปริมาณจุลินทรียปนเปอนในตวัอยางเนื้อใหอยูในแกณฑกําหนดทางจุลชวีวทิยาเพื่อเปน
สินคาสงออกสูตลาดโลกและนํารายไดเขาประเทศ    นอกจากนี้การใชวิธีรวดเรว็ในการแจงนบั
ปริมาณจุลินทรียรวมและ Coliforms & E. coli มีประสิทธิภาพเพียงพอและสามารถใชแทนวิธี
มาตรฐานได  เพื่อการรายงานผลที่รวดเรว็    ทั้งยงัสะดวกและสามารถตรวจตัวอยางไดในปริมาณ
มาก    แตการตัดสินใจใชวิธีใดนัน้นอกจากเปรียบเทียบประสทิธภิาพของวธิีรวดเร็วดานความไว
และความจาํเพาะแลว ยงัตองเปรียบเทียบตัวคาใชจาย  ปริมาณตัวอยางที่ตรวจไดตอครั้ง  เวลา
และความสะดวกในการนาํไปใช (Bredie and de Boer, 1992; Suwansonthichai and 
Rengpipat, 2003)  ผลงานวิจยันี้สามารถนํามาพัฒนาผลการตรวจประกอบการตัดสินใจเลือกใช
วิธีรวดเร็วทดแทนวธิีมาตรฐานที่สามารถรายงานผลไดรวดเร็วเพื่อนําประยุกตใชในการจัดระบบ 
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HACCP ในโรงงานอุตสาหกรรมได    เพื่อนาํไปสูหลักประกนัความปลอดภัยในอาหารดังการ
รณรงคของกระทรวงสาธารณสุขที่ใหป 2547-2548 เปนป Food Safety โดยมีคําขวัญวา “Safe 
Food Good Health”                                                                                                     
สรุป  

  

 

 

 

  
 

วิธี ขอดี ขอเสีย 
PCA  -เปนวิธมาตรฐาน 

- แยกชนดิและดลูักษณะโคโลนีได 
- พบการแผของโคโลนี ทําใหอานผลลาํบาก 
 - เสียเวลาในการเตรียมเพลทอาหาร 

STPC-CI  - สามารถอานผลไดหลังการบมเพียง 24 ชม. 
- มีความไวในการตรวจกรณตีัวอยางมีจุลนิทรีย    ปนเปอนนอย  
 - อานผลไดในชวงกวาง (1738 MPN) 
 - การแผของโคโลนีไมมีผลตอการอานผล  

- ไมสามารถแยกชนดิและดลูักษณะโคโลนีได 
- ตองเตรียมบัฟเฟอรเพิ่มเพื่อละลายผงอาหาร 

PAC  - แยกชนิดและดูลกัษณะโคโลนีได 
 - สามารถลงตวัอยางไดทนัท ี

 - บางทีโคโลนีเลก็มาก เกิดการสับสนในการ  อานผล 

 

วิธี ขอดี ขอเสีย 
MPN -เปนวิธีมาตรฐาน 

- มีความไวในการตรวจกรณตีัวอยางมีจุลนิทรียปนเปอนนอย 
- เสียเวลาเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อหลายชนดิ 
- ใชเครื่องแกวมาก 
- ใชเวลานานในการรายงานผล 

SCEc - มีความไวในการตรวจกรณตีัวอยางมีจุลนิทรียปนเปอนนอย 
- สามารถอานผลไดหลงัการบมเพียง 24 ชม. 
- อานผลไดในชวงกวาง (1738 MPN) 
- อานผลสะดวก ไมถูกรบกวนโดยจลุินทรียอืน่ 

-ไมสามารถแยกชนิดและดลูักษณะโคโลนีได 
- ตองเตรียมบัฟเฟอรเพิ่มเพื่อละลายผงอาหาร  
- การอานผล E. coli ตองใชหลอดยวู ี

PEC - แยก Coliforms & E. coli จากแบคทีเรียอืน่ไดโดยดจูากสีของ
โคโลนีและการเกิดกาซ 
-สามารถลงตัวอยางไดทันท ี

- อานผลลําบาก เม่ือมีจุลินทรียอืน่ปนเปอนมาก 
- อานผลไดต่ําสุดเพยีง 10 เซลลตอกรัม 

CCA - แยก Coliforms & E. coli จากแบคทีเรียอืน่ไดโดยดจูากสีของ
โคโลน ี
- สามารถอานผลไดหลงัการบมเพียง 24 ชม. 

- เสียเวลาเตรียมเพลทอาหาร 
- ใชตัวอยางในการตรวจนอย 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 
องคประกอบอาหารเลี้ยงจลิุนทรีย 

 
1. อาหารแข็งโครโมเคาทโคลิฟอรม (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 
 เทอจิตอบเซเวน (TergitolR 7)     0.15 กรัม 
 ซอรบิทอล (Sorbitol)      1.0  กรัม 
 มีแลนจ โครโมจีน (Melange chromogene)   0.2  กรัม 
 วุน (Agar-agar)       10.0  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000   มิลลิลติร 
 พีเอช        6.8 ± 0.1 
 
2. เพทริฟลมอีโคไลเคาทเพลท (Petrifilm E. coli / Coliform Count Plates) (แผนฟลมสําเร็จรูป) 

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

 
3. อาหารเหลวบริลเลียนกรนีบายลแลคโตส (Brilliant Green Bile Lactose Broth) 
 เปปโตน (Peptone from meat)     10.0 กรัม 
 แลคโตส (Lactose)      10.0  กรัม 
 ออกซกอล (Oxgall)      20.0 กรัม 
 บริลเลียน (Brilliant)      0.0133 กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000 มิลลิลิตร 
 พีเอช        7.2 ± 0.1 
 



 85

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 
 บายลซอลท (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 
 วุน (Agar)       15.0     กรัม 
 พีเอช        7.3± 0.2 
 
8. อาหารเหลวเอ็มอารวพีี (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 
 ยีสตเอ็กซแทรค (Yeast extract)     2.0  กรัม 
 เปปโตน (Peptone)      5.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      5.0  กรัม 
 วุน (Agar)       15.0  กรัม 

น้ํากลัน่        1,000  มิลลิลิตร 
พีเอช        7.4 ± 0.2 
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11. อาหารวุนมาตรฐาน (Standard Methods Agar) 
 ทริปโตน (Tryptone)      5.0  กรัม 
 ยีสตเอ็กซแทรค (Yeast extract)     2.5  กรัม 
 เด็กซโตส (Dextrose)      1.0  กรัม 
 วุน (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 
 วุน (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 
 วุน (Agar)       13.0  กรัม 
 น้ํากลัน่        1,000  กรัม 
 พีเอช        6.6 ± 0.1 
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14. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (Phosphate Buffered Dilution Water) 
 ก. สตอกสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (Stock Phosphate Buffered solution) 
(Butterfield’s phosphate buffer) 
   โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  34  กรัม 
  น้ํากลัน่       500  มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอช 7.2 ดวย 1 นอรมอลโซเดียมไฮดรอกไซด (1 N NaOH) และ เติมน้ํากลัน่จนได
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึง่ฆาจุลินทรียที่ 121°C 15  นาท ีและเก็บในตูเยน็ 
 
 ข. บัฟเฟอร (Buffered Dilution Water) 
  ใชสตอกสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (ก)   1.25 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่       1,000  มิลลิลิตร 
 นําสต็อกสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (ก) ดังกลาวมา 1.25 มิลลิลิตรเติมน้ํากลัน่จนได
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึง่ฆาจุลินทรียที่ 121°C 15  นาท ี
 
15. น้าํยาโคแวค (Kovacs’ Reagent) 
 พาราไดเมธิลอะมิโนเบนซัลดีไฮด (p-dimethylaminobenzaldehyde) 5 กรัม 
 เอมิลแอลกอฮอล (normal Amyl alcohol)    75 มิลลิลิตร 
 กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (concentrated HCl)   25  มิลลิลิตร 
 ละลายพาราไดเมธิลอมิโนเบนซัลดีไฮด ในเอมิลแอลกอฮอลอยางชาๆ คอยๆ เติมกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน ผสมใหเขากัน เก็บไวที่ 4°C ในการทดสอบอินโดล (indole) ใหเติมน้ํายา
โคแวค 0.2-0.3 มิลลิลิตรลงใน 5 มิลลิลิตรอาหารเหลวทริปโตนซึ่งเพาะจุลินทรียไว 24 ชั่วโมง กรณี
ผลการทดสอบอินโดลบวกจะปรากฏสีแดงเขมบนผิวหนาของหลอดทดสอบ 
 
16. เมธิลเรด (Methyl Red Indicator) 
 เมธิลเรด (Methyl red)      0.10 กรัม 
 เอธานอล (Ethanol, 95%)     300  มิลลิลิตร 
       ละลายเมธิลเรด ในเอธานอล (Ethanol, 95%) 300 มิลลิลิตร เติมน้ํากลัน่จนไดปริมาตร 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 
 เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
การทดสอบ VP 
 แบงจุลินทรียที่ทาํการเพาะเลี้ยงไวใสหลอดทดสอบ 1 มลิลิลิตร และเติม สารละลาย ก. 
0.6 มิลลิลิตร สารละลาย ข. 0.2 มิลลิลิตร เขยาแตละครั้งที่เติมสารละลาย ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 
อานผลการทดสอบภายใน 4 ชั่วโมง กรณีผลการทดสอบบวกจะมีสีชมพูแดง 
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ภาคผนวก ข 
 
ตารางที ่1  คา MPN ตอกรมัของตัวอยางในระดับความเจือจาง 1:10, 1:100, 1: 1000  ระดับการ

เจือจางละ 3 หลอด 
 

 
 
ที่มา : FDA ( 1998 ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 91

ตารางที่ 2  เทยีบคา 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในรูปที่ 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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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   การวิเคราะหทางสถิติของขอมูลในตารางที่ 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   การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในตารางที ่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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในตารางที ่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  การวิเคราะหความแตกตางดวย  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  การวิเคราะหทางสถิติของขอมลูในตารางที ่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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาว ทัศนยี กองแกว  เกิดวันที่ 14 กรกฎาคม พ.ศ. 2520 จังหวดักรุงเทพมหานคร 
สําเร็จการศึกษาปริญญาบณัฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจลุชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศกึษา 2542 และเขาศึกษาตอในหลกัสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต สาขาจุลชวีวทิยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจลุชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 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  ในตําแหนงนักเคม ี  ใหแก บริษทั รับตรวจสินคาโพนทะเล จํากดั  
(Overseas Merchandise Inspection Co., Ltd. : OMIC) ตั้งแต พ.ศ. 2545- ปจจุบนั 
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