
บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการศึกษา 
  

การศึกษาเ ร่ือง  การตรวจหาแบคทีเรียท่ีปนเปอนในอาหารปรุงสําเ ร็จท่ีจําหนาย                  
ณ โรงอาหารในโรงพยาบาลของรัฐแหงหนึ่ง คร้ังนี้เปนการศึกษาเชิงวิเคราะห เพื่อตรวจหา
แบคทีเรียในอาหารปรุงสําเร็จแบงตามวิธีปรุง 4 ประเภท ท่ีจําหนาย ณ โรงอาหารในโรงพยาบาล
ของรัฐแหงหนึ่ง คือ อาหารประเภทตม อาหารประเภทผัด อาหารประเภทแกง และอาหาร    
ประเภทยํา จํานวน 6 รานในระหวางวันท่ี 25 มกราคม ถึงวันท่ี 20 กุมภาพันธ 2551ใชการวิเคราะห
ทางหองปฏิบัติการ โดยมีวิธีการศึกษาดังนี้ 
 
ประชากร 
 ประชากรที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้คือ อาหารปรุงสําเร็จท่ีแบงตามวิธีปรุง 4 ประเภท ซ่ึง
จําหนายในโรงอาหารโรงพยาบาลของรัฐแหงหนึ่ง จํานวน 6 ราน โดยแบงประเภทอาหารออกเปน 
อาหารประเภทผัด อาหารประเภทตม อาหารประเภทแกง และอาหารประเภทยํา ซ่ึงกลุมตัวอยาง
อาหารประกอบดวย 
 อาหารประเภทผัด ไดแก ผัดหนอไม ผัดเตาหูทรงเคร่ือง ผัดกระเพราหมู (4 ตัวอยาง)       
ผัดฟกทองใสไข ผัดเห็ดใสหมู ผัดผักกาดใสหมู (3 ตัวอยาง) ผัดตนหอม ผัดถ่ัวฝกยาวใสลูกช้ิน     
ผัดถ่ัวงอก ผัดเผ็ดปลา ผัดวุนเสนใสกุง ผัดผักกาดดองใสวุนเสน และ ผัดแตงกวาใสกุง รวมท้ังส้ิน
จาํนวน 18 ตัวอยาง 
 อาหารประเภทตม ไดแก ตมจืดหัวผักกาด (2 ตัวอยาง) ตมผักกาดดอง (2 ตัวอยาง) ตมจืด   
มะระยัดไส ตมจืดเตาหูไข ตมจืดวุนเสน (2 ตัวอยาง) ตมจืดเตาหูหมูสับ ตมไขพะโล (2 ตัวอยาง)  
ตมจืดวุนเสนใสเตาหูไข และ ตมจืดสาหรายใสเตาหูไข รวมท้ังส้ินจํานวน 13 ตัวอยาง 
 อาหารประเภทแกงไดแก แกงสมผักรวม แกงไตปลา (2 ตัวอยาง) แกงเขียวหวานลูกช้ิน        
แกงข้ีเหล็ก (2 ตัวอยาง) แกงผักกาด (2 ตัวอยาง) แกงหนอไมดอง (2 ตัวอยาง) แกงเขียวหวานไก             
(4 ตัวอยาง) แกงเผ็ดปลาดุก (2 ตัวอยาง) แกงแคหมูสับ แกงแคไก พะแนงหมู และ แกงเขียวหวาน
ยอดมะพราวออน รวมท้ังส้ินจํานวน 20 ตัวอยาง 
 อาหารประเภทยํา ในชวงท่ีทําการเก็บตัวอยางอาหาร ไมมีอาหารประเภทยํา รวมตัวอยาง
อาหารทั้งส้ิน 51 ตัวอยาง 
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เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษา 
เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้ประกอบดวย  เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจหาเช้ือ 

Escherichia coli (E.coli) โดยใชวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการวิธี MPN และใชแบบสังเกต
อยางมีโครงสรางในการสังเกตพฤติกรรมของผูสัมผัสอาหารแบบไมมีสวนรวม มีรายละเอียด
ดังตอไปนี้ 

 
1.   เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจหาเชื้อ Escherichia coli (E.coli) ในอาหารปรุงสําเร็จ         

ใชวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธีMPN (Most Probable Numberระบบ3, 3, 3)  
เคร่ืองมือประกอบดวย 

1.  ตูอบเพาะเช้ือ (Incubator)         
2.  เคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือ (Autoclave) 
3.  เตาอบรอน (Hot-air Sterilizing Oven)        
4.  อางน้ํารอน (Coliform bath) 
5.   เคร่ืองช่ังอยางละเอียด (Analytical balance)     
6.   เคร่ือง Stomacher 

         7.   กลองจุลทรรศน          
  8.   ตูปราศจากเช้ือลามินาโฟลว 
   อุปกรณประกอบดวย 
          1.   ถุงพลาสตกิปราศจากเช้ือ   
          2.   หลอดดูดปราศจากเช้ือขนาด 2.0 และ 10.0 มิลลิลิตร 
  3.   จานแกวเพาะเช้ือปราศจากเช้ือขนาด 100x15 มิลลิเมตร 
  4.   หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 150x15 มิลลิลิตร  
               5.   หวงและเข็มเข่ียเช้ือ (loop)  

2.   แบบสังเกตแบบมีโครงสราง ใชเพื่อสังเกตการปฏิบัติตัวของผูสัมผัสอาหารตามหลัก
สุขาภิบาลอาหารแบบไมมีสวนรวม ซ่ึงสามารถสังเกตผูสัมผัสอาหารทุกคนได 
 
การตรวจสอบคุณภาพของเคร่ืองมือ  

การศึกษาคร้ังนี้ ใชอุปกรณท่ีมีมาตรฐานในการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาในอาหาร 
ปรุงสุกท่ัวไปของกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข (กรมวิทยาศาสตรการแพทย



 23

,2544) และมีผูวิเคราะห เปนผูท่ีมีความชํานาญในการตรวจตัวอยางอาหารทางดานงานจุลชีววิทยา
ทางอาหาร ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยเชียงใหม ดังนี้ 

 
1. อุปกรณทางหองปฏิบัติการ  

 1.1   ตูอบเพาะเช้ือ (Incubator) เปนเคร่ืองมือท่ีใชในการใหอุณหภูมิท่ีเหมาะสมและคงท่ีแก
แบคทีเรีย ซ่ึงตองการเพาะเล้ียง ปกติจะใชอุณหภูมิท่ี 35-37oC    
  การควบคุมคุณภาพ โดยตรวจสอบความแมนยําของเทอรโมมิเตอรทุก 3 เดือน 
อุณหภูมิท่ีวัดไดจากเทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองกับเทอรโมมิเตอรมาตรฐานควรแตกตางกันไมเกิน       
± 2oC และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี 95% 
  การกระจายความรอน โดยการวัดอุณหภูมิท่ีวัดไดตามตําแหนงตางๆภายในตู     
ไมควรแตกตางเกิน ± 2oC  
  สภาวะไรออกซิเจน ทดสอบโดยใชแถบเคมี methylene blue ทําทุกคร้ังท่ีใชงาน 
โดย methylene blue เปนดัชนีเพื่อแสดงวามีออกซิเจนหรือไม เนื่องจาก methylene blue จะมีสีฟา
เม่ือมีออกซิเจน แตจะไมมีสีเม่ือไมมีออกซิเจน 
 1.2   เคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือ (Autoclave) เปนเคร่ืองมือท่ีทําใหปราศจากเช้ือโดยใชไอน้ํา 
โดยท่ัวไปใชไอน้ําที่อุณหภูมิ 121oC ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
  การควบคุมคุณภาพ ตรวจสอบการกระจายความรอนภายในเคร่ือง โดยใชแถบเคมี
ซ่ึงจะไวตอไอน้ํา เม่ือสัมผัสกับไอน้ําจะเปล่ียนสีทันที โดยไมตองไดรับไอน้ํา ณ เวลาและอุณหภูมิท่ี
กําหนด ซ่ึงจะทําทุกคร้ังท่ีใชงาน และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความ
เช่ือม่ัน ท่ี 95% 
  การประเมิน  แถบเคมีเปล่ียนสีตามท่ีบริษัทกําหนด และความเขมของสีสมํ่าเสมอ 
  ตรวจสอบการไรเช้ือ โดยการใชเช้ือ Bacillus sterothermophilus ซ่ึงเจริญไดดีท่ี
อุณหภูมิ 55-60oC เม่ือเจริญจะสรางกรด ซ่ึงจะเปล่ียนสีของอินดิเคเตอรภายในหลอดทดสอบคือ 
Bromcresal puple จากสีมวงเปนสีเหลืองโดยเช้ือนี้สามารถทนอุณหภูมิสูง (121oC) ไดนาน 5 นาที 
แตจะถูกฆาตาย ถาสัมผัสกับความรอนท่ีอุณหภูมินี้นาน 15 นาที 
  การประเมิน หลอดทดสอบไมมีการเปล่ียนสี หลังจากบมเพาะเช้ือ ตามที่บริษัท
กําหนด  
 1.3   เตาอบรอน (Hot-air Sterilizing Oven) เปนเคร่ืองมือท่ีใหความรอนเพื่อใหโมเลกุล
ของน้ําระเหยออกจากวัตถุท่ีตองการอบ โดยใชอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับวัตถุท่ีจะนํามาอบ  
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  การควบคุมคุณภาพ ตรวจสอบความแมนยําของเทอรโมมิเตอร ตรวจสอบทุก              
3 เดือน และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี 95 % 
  การประเมิน อุณหภูมิท่ีวัดไดจากเทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองกับเทอรโมมิเตอร
มาตรฐานควรแตกตางกันไมเกิน ± 2oC  
 1.4   อางน้ํารอน(Thermal bath) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 45.5oC อุณหภูมิท่ีวัดไดจาก
เทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองควรแตกตางกันไมเกิน ± 2oC ไดรับการรับรองโดยสถาบันอาหาร      
ทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี 95% 
 1.5   เคร่ืองช่ัง(Analytical balance) ไดรับรองโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความ  
คลาดเคล่ือนท่ี 0.001 
 1.6   เคร่ือง Stomacher เปนเคร่ืองมือท่ีใชในการบดอาหารใหเขากัน ไดรับรองโดยสถาบัน
อาหารทุก 1 ป 
 1.7   อาหารเล้ียงเช้ือ ตรวจสอบความปราศจากเช้ือ โดยนําอาหารเล้ียงเชื้อท่ีผานการฆาเช้ือ
แลวประมาณรอยละ 5 ของจํานวนท่ีเตรียมท้ังหมด อบท่ีอุณหภูมิ 35oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลว
นํามาเพาะเล้ียงตอท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ถาพบวามีเช้ือเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ จะตอง
ไมนําอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมาใช pH ของอาหาร คาท่ีวัดไดจะตองไมเกิน ± 0.2 ของคา pH ท่ีระบุไว
สําหรับอาหารเล้ียงเชื้อชนิดนั้น 
   

2. วิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการคือ วิธี MPN (Most Probable Number) ระบบ 3,3,3       
มีหลักการคือ จุลินทรียจะมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอในของเหลว ถาแบงของเหลวนี้ออกเปน
สวนๆเทาๆกัน แตละสวนจะมีปริมาณจุลินทรียใกลเคียงกัน อาจมากกวาหรือนอยกวาบาง โดยใช
ระบบ 3 หลอด หมายถึง จํานวนของหลอดเล้ียงเช้ือท่ีใชหมักตอปริมาณตัวอยางแตละตัวอยางมี      
3 หลอด มีปริมาณความเขมขนของตัวอยางอาหารท่ีใชตางกันดังนี้คือ อัตราสวน 1 ตอ 10 อัตราสวน 
1 ตอ 100 และ อัตราสวน 1 ตอ 1000 คาเฉล่ียท่ีไดนี้คือ MPN ซ่ึงเปนคาทางสถิติไมมีหนวย ซ่ึง
วิธีการนี้ เปนวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาในอาหารปรุงสุกท่ัวไปของ
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข (ไพรินทร บุตรกระจาง,2544) มีคาความเช่ือม่ัน        
ท่ี 95% 

3. การหาความเท่ียงตรงดานเนื้อหาของแบบสังเกต ผู ศึกษาไดนําแบบสังเกตแบบมี
โครงสรางใหผูทรงคุณวุฒิ จํานวน 3 ทาน ตรวจสอบความครอบคลุมของเนื้อหา รวมท้ังแกไข
สํานวนภาษา จากนั้นจึงนําแบบสังเกตมาปรับปรุงแกไขใหชัดเจนยิ่งข้ึน 
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วิธีดําเนินการ 
 1.   สํารวจรายการอาหารที่จําหนายในแตละวันของรานจําหนาย นํามาแบงกลุมอาหารตาม
วิธีปรุง 4 ประเภท ไดแก อาหารประเภทตม อาหารประเภทผัด อาหารประเภทแกง และอาหาร
ประเภทยํา 
 2.   เก็บตัวอยางอาหารแบงตามวิธีปรุงท้ัง 4 ประเภท การเก็บตัวอยางอาหารจะไมมีการแจง
ลวงหนา ทําการเก็บตัวอยางอาหารท่ีปรุงเสร็จใหม โดยการซ้ืออาหารใสในภาชนะบรรจุท่ีแตละราน 

เตรียมไว พรอมท้ังสังเกตการปฏิบัติตัวของผูสัมผัสอาหารตามหลักสุขาภิบาลอาหารแบบไมมีสวน
รวม ซ่ึงสามารถสังเกตผูสัมผัสอาหารทุกคนได จากน้ันนําอาหารไปหองปฏิบัติการทันที เพื่อ
ทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี ทําการเก็บตัวอยางอาหารท่ีใชในการทดสอบ 2 คร้ัง แตละครั้งหางกัน        
1 เดือน 
 3.   นําอาหารตัวอยางท่ีไดจากรานจําหนายอาหารปริมาณถุงละประมาณ 500 กรัม ใน
ภาชนะบรรจุท่ีแตละรานจัดเตรียมไว มาแบงช่ัง 50 กรัม ใสลงในถุงพลาสติกปราศจากเช้ือ 
 4.   เท PBS (Phosphate buffer solution) ท่ีมีคาความเปนกรดดางท่ี pH7.2 ปริมาณ          
450 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางอาหารขอ 1 (อาหารจะถูกเจือจางเปนอัตราสวน 1:10) นําไปตีใหเขากัน
ดวยเคร่ือง Stomacher นาน 1 นาที 
 5.  ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลว (1:10) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงใน PBS ปริมาณ           
90 มิลลิลิตร ท่ีมีคาความเปนกรดดางท่ี pH7.2 (อาหารจะถูกเจือจางเปนอัตราสวน 1 ตอ 100)    
 6.   ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลว (1:100) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงในPBS จํานวน          
90 มิลลิลิตร ท่ีมีคาความเปนกรดดางท่ี pH7.2 (อาหารจะถูกเจือจางเปนอัตราสวน 1 ตอ 1000)    
 7.   ดูดตัวอยางอาหารที่เจือจางแลวท้ัง 3 ระดับ (ระดับละ 3 หลอด) หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
ใสลงในอาหารเล้ียงเชื้อ LST (Lauryl Sulphate Tryptose Broth) ภายในหลอดมีอาหารเล้ียงเชื้อ
ปริมาณหลอดละ 10 มิลลิลิตร 
 8.  นําไปบมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 24 ± 2 ช่ัวโมง ถึง 48 ± 2 ช่ัวโมง สังเกตหลอดท่ี
ขุนและเกิดกาซในหลอดดักกาซ อานผลจากหลอดท่ีใหผลบวก  
 9.  เขยาหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ LST ท่ีใหผลบวกใหเขากันแลวใชหวงเข่ียเช้ือถายเช้ือจากแต
ละหลอดๆละ 1 หวง ลงในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ EC broth(Escherichia coli broth) ภายในหลอดมี
อาหารเล้ียงเช้ือปริมาณหลอดละ 10 มิลลิลิตร นําไปบมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 45.5oC นาน 24 ± 2 ถึง                   
48 ± 2 ช่ัวโมง หลอดท่ีใหผลบวกคือ หลอดท่ีขุนและเกิดกาซในหลอดดักกาซ อานผลจากหลอดท่ี
ให ผลบวก  
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 10. ใชหวงเข่ียเช้ือ จุมลงในหลอด EC broth ท่ีใหผลบวกและเขยาใหเขากัน นํามาขีดแยก
เช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ EMB (Eosine Methylene Blue Agar) นําไปบมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 
24 ± 2 ช่ัวโมง 
 11. นําโคโลนีท่ีสงสัยมาลงบน PCA slant (Plate Count Agar Slant) โดยลงโคโลนีตอ        
1 หลอด เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือ 
 12. นําโคโลนีท่ีไดมาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ MR-VP broth จํานวน 2 หลอด อานผล
หลังจากบมเพาะเช้ือท่ี อุณหภูมิ 35oC นาน 48 ± 2 ช่ัวโมง  
 13. นําโคโลนีท่ีไดมาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีคือ IMViC (I = Indole production,                
M = Methyl red-reactive compounds, Vi = Voges-Prokanev (VP)-reaction compounds, C = 
Citrate) 
 14. นําผลที่ไดมาเทียบตาราง MPN รายงานผลเปนจํานวน อีโคไลตออาหาร 1 กรัม 
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ตาราง 3.1     แสดงข้ันตอนปฏิกิริยา IMViC 
 

ขั้นตอนการตรวจ วิธีการ การอานผล 

 I = Indole production เพาะเล้ียงเช้ือใน tryptone broth 
นําไปบมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ35oC 

นาน 24 ± 2 ช่ัวโมง ทดสอบ indole 
โดยการหยดKovacs reagent  
ปริมาณ 0.2 - 0.3 มิลลิลิตร 

ผลบวก 
เกิดช้ันสีแดงท่ีสวนบนของอาหาร
เล้ียงเช้ือ 
ผลลบ 
อาหารเล้ียงเช้ือเกิดสีเหลือง 

Methyl  red - reactive 
compounds 

บมหลอด MR-VP broth ท่ีอุณหภูมิ 
35oCนาน 48 ± 2 ช่ัวโมง แลว เติม
สารละลาย Methyl red ประมาณ      
5 หยด 

ผลบวก 
อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเปนสีแดง 
ผลลบ 
อาหารเล้ียงเช้ือเกิดสีเหลือง 

Voges - Prokanev 
(VP)-reaction 
compounds 

เพาะเล้ียงเช้ือลงใน MR-VP นําไป
บมเพาะเล้ียงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 35oC 
นาน 48 ± 2 ช่ัวโมง หลังจากใหดดู
สารละลายลงในหลอดทดลอง
จํานวน 1มิลลิลิตร เติมสารละลาย 
alpha- naphthol 0.6 มิลลิลิตร และ 
40%KOH จํานวน 0.2 มิลลิลิตร เขยา
ใหเขากนั เติมผลึก creatine จํานวน
เล็กนอย 

ผลบวก 
สารละลายเปนสีชมพู 
ผลลบ 
อาหารเล้ียงเช้ือเกิดสีเหลือง 

Citrate    ถายเช้ือลงใน Simmon,s citrate     
บมเพาะเช้ือท่ี อุณหภูมิ 35oC       
นาน 96 ± 2 ช่ัวโมง 

ผลบวก 
สารละลายเปนสีน้ําเงิน 
ผลลบ 
อาหารเล้ียงเช้ือเกิด สีเขียว 
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แผนภูมิ 3.1     การวิเคราะหจุลินทรียท่ีทําใหเกิดโรคในอาหาร (E. coli) โดยวิธี MPN (Most  
            probable number ระบบ 3,3,3) 
 

ช่ังตัวอยางอาหารจํานวน 50 กรัม + 450 ml. of PBS, pH7.2 
 

อาหารจะถูกเจอืจางเปนอัตราสวน 1:10 
นําไปตีใหเขากันดวยเคร่ือง Stomacher นาน 1 นาที 

 
ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลว(1:10)10 มิลลิลิตร ลงใน PBS 90 มิลลิลิตร, pH7.2 (1:100) 

 
ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลว(1:100)10 มิลลิลิตร ลงใน PBS 90 มิลลิลิตร, pH7.2 (1:1000) 

 
ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลวท้ัง 3 ระดับ (ระดับละ 3 หลอด) หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ LST (หลอดละ 10 มิลลิลิตร) 
 

บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 24 ± 2 ช่ัวโมง ถึง 48 ± 2 ช่ัวโมง 
 

สังเกตหลอดท่ีขุนและเกิดกาซในหลอดดกักาซ อานผลเปนหลอดท่ีใหผลบวก 
 

ถายเช้ือจากหลอด LST ท่ีใหผลบวกหลอดละ1 ลูป  
ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ EC broth (หลอดละ 10 มิลลิลิตร) 

 
บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 45.5oC นาน 24 ± 2ช่ัวโมง ถึง 48 ± 2 ช่ัวโมง 

 
สังเกตหลอดท่ีขุนและเกิดกาซในหลอดดกักาซ อานผลเปนหลอดท่ีใหผลบวก 

 
ถายเช้ือจากหลอด EC broth ท่ีใหผลบวกหลอดละ 1 ลูป นํามาขีดแยกเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ EMB 

 
บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 24 ± 2 ช่ัวโมง 
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บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 24 ± 2 ช่ัวโมง 
 

นําโคโลนีท่ีสงสัยมาลงบน PCA slant โดยลงโคโลนีตอ1 หลอด 
 

นําโคโลนีท่ีไดมาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ MR-VP broth จํานวน 2 หลอด 
 

อานผลหลังจากบมเพาะเช้ือท่ี อุณหภูมิ 35oC นาน 48 ± 2 ช่ัวโมง 
 

นําโคโลนีท่ีไดมาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีคือ IMViC 
 

นําผลที่ไดมาเทียบตาราง MPN 
รายงานผลเปนจํานวน อีโคไลตออาหาร 1 กรัม 

 
การสรุปผลวาเปนเชื้อ E.coli มีองคประกอบ 3 ประการคือ 

1. เช้ือมีการสรางกาซ lactose ภายใน 48 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 35oC 
2. เช้ือติดแกรมลบ มีรูปรางเปนทอนและไมสราง spore 
3. ใหผล IMViC + + - - (biotype I) หรือ - + - - (biotype II) 
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ตาราง 3.2     จํานวนหลอดทดสอบที่ใหผลบวกในตัวอยางอาหารท่ีเจือจางในอัตราสวน 1:10   
         1:100 และ 1:1000 และแปลผลเปน MPN ตออาหาร 1 กรัม 
1:10           1:100           1:1000                MPN 1:10           1:100           1:1000                MPN 
0                    0                    0                     < 3 2                    0                    0                      9.1 
0                    0                    1                     3.0  2                    0                    1                      14.0 
0                    0                    2                     6.0 2                    0                    2                      20.0 
0                    0                    3                     9.0 2                    0                    3                      26.0 
0                    1                    0                     3.0 2                    1                    0                      15.0 
0                    1                    1                     6.1 2                    1                    1                      20.0 
0                    1                    2                     9.2 2                    1                    2                      27.0 
0                    1                    3                    12.0 2                    1                    3                      34.0 
0                    2                    0                    6.2 2                    2                    0                      21.0 
0                    2                    1                    9.3 2                    2                    1                      28.0 
0                    2                    2                    12.0 2                    2                    2                     35.0 
0                    2                    3                    16.0 2                    2                    3                     42.0 
0                    3                    0                     9.4 2                    3                    0                     29.0 
0                    3                    1                    13.0 2                    3                    1                     36.0 
0                    3                    2                    16.0 2                    3                    2                     44.0 
0                    3                    3                   19.0 2                    3                    3                     53.0 
1                    0                    0                   3.6 3                    0                    0                     23.0 
1                    0                    1                   7.2 3                    0                    1                     39.0 
1                    0                    2                   11.0 3                    0                    2                     64.0 
1                    0                    3                   15.0 3                    0                    3                     95.0 
1                    1                    0                   7.3 3                    1                    0                     43.0 
1                    1                    1                   11.0 3                    1                    1                     75.0 
1                    1                    2                   15.0 3                    1                    2                    120.0 
1                    1                    3                   15.0 3                    1                    3                    160.0 
1                    2                    0                   11.0 3                    2                    0                     93.0 
1                    2                    1                   15.0 3                    2                    1                    150.0 



 31

ตาราง 3.2   (ตอ) 
 

1:10           1:100           1:1000                MPN 1:10           1:100           1:1000                MPN 
1                    2                    2                   20.0 3                    2                    2                    210.0 
1                    2                    3                   24.0 3                    2                    3                    290.0 
1                    3                    0                   16.0 3                    3                    0                    240.0 
1                    3                    1                   20.0 3                    3                    1                    460.0 
1                    3                    2                   24.0 3                    3                    2                  1,100.0 
1                    3                    3                   29.0 3                    3                    3                >1,100.0 
 
การรวบรวมขอมูล 

ผูศึกษาทําการเก็บรวบรวมขอมูลดวยตนเองและมีผูชวยซ่ึง เปนผูท่ีมีความชํานาญในการ
ตรวจตัวอยางอาหารทางดานงานจุลชีววิทยาทางอาหารจาก ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยเชียงใหม 
โดยดําเนินการตามข้ันตอนดังตอไปนี้ 

1. สํารวจรายการอาหารที่จําหนายในแตละวันท่ีรานจําหนาย ตามวิธีปรุง 4 ประเภท ไดแก 
อาหารประเภทตม อาหารประเภทผัด อาหารประเภทแกง และอาหารประเภทยํา 

2. ใชการสังเกตแบบมีโครงสราง เนื้อหาครอบคลุมท้ังดานบุคคลและดานส่ิงแวดลอม    
เพื่อสังเกตการปฏิบัติตัวตามหลักสุขาภิบาลอาหาร โดยสังเกตผูสัมผัสอาหารทุกคน  

3.  เก็บตัวอยางอาหารตามวิธีปรุงท้ัง 4 ประเภท จากรานจําหนายอาหารจํานวน 6 ราน 
ระหวางวันท่ี 25 มกราคม ถึงวันท่ี 20 กุมภาพันธ 2551 เก็บตัวอยางอาหารในชวงเวลา 08:00 ถึง 
09:00 น. ซ่ึงตัวอยางอาหารท่ีปรุงเสร็จใหม การซ้ืออาหารผูขายตักใสในถุงพลาสติกซ่ึงเปนภาชนะ
บรรจุท่ีแตละรานจัดเตรียมไว แลวนําอาหารไปหองปฏิบัติการ ทดสอบทางชีวเคมีทันที เพื่อออก
รหัสตัวอยางอาหาร ปองกันความสับสนและสะดวกตอการวิเคราะห เก็บตัวอยางอาหารท่ีใชในการ
ทดสอบ 2 คร้ัง แตละคร้ังหางกัน 1 เดือน 

4.  บันทึกผลการทดสอบตัวอยางอาหารและผลการสังเกตการปฏิบัติตัวตามหลักสุขาภิบาล
อาหารลงในแบบบันทึก 
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ตาราง 3.3    รายการอาหารที่จําหนายในรานอาหารจํานวน 6 ราน ในการเก็บตัวอยางอาหาร คร้ังท่ี 1   
                       ในชวงวันท่ี 25 มกราคม ถึงวันท่ี 4 กุมภาพันธ 2551 
 
          ชนิดอาหาร ประเภทผัด       ประเภทตม  ประเภทแกง     
รานอาหาร 
รานอาหารที่ 1  ผัดหนอไม    ตมจืดหัวผักกาด แกงสมผักรวม 
   เตาหูทรงเคร่ือง   -  แกงไตปลา 
  
รานอาหารที่ 2  ผัดเห็ดใสหมู  ตมจืดมะระยัดไส        แกงเขียวหวานลูกช้ิน 
             -    -  แกงข้ีเหล็ก 
  
รานอาหารที่ 3  ผัดตนหอม  ตมจืดวุนเสน  แกง เ ขี ยวหวานไก
  
รานอาหารที่ 4  ผัดถ่ัวงอก  ตมจืดวุนเสนหมูสับ      แกงเขียวหวานไก 
   กระเพราหมูสับ   -  แกงเผ็ดปลาดุก 
  
รานอาหารที่ 5  ผัดผักกาด  ตมจืดหัวผักกาด  แกงแคไก  
   ผัดวุนเสนใสกุง   -  แกงผักกาด 
  
รานอาหารที่ 6  กระเพราหมูสับ  ตมไขพะโล  พะแนงหมู 
  

รวมจํานวน  9 ตัวอยาง  6 ตัวอยาง  10 ตัวอยาง  
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ตาราง 3.4   รายการอาหารที่จําหนายในรานอาหารจํานวน 6 ราน ในการเก็บตัวอยางอาหารคร้ังท่ี 2   
                     ในชวงวันท่ี 6 - 20 กุมภาพันธ 2551 
 
          ชนิดอาหาร ประเภทผัด  ประเภทตม  ประเภทแกง      
รานอาหาร 
รานอาหารที่ 1  กระเพราหมูสับ  ตมจืดผักกาดดอง แกงไตปลา 
   ผัดฟกทองใสไข   -            -  
  
รานอาหารที่ 2  ผัดผักกาด  ตมจืดเตาหูไข  แกงผักกาด  
                  -    -  แกงหนอไมดอง  
                 -    -  แกง เ ขี ยวหวานไก
  
รานอาหารที่ 3  ผัดถ่ัวฝกยาวใสลูกช้ิน ตมจืดผักกาดขาว  แกงข้ีเหล็ก 
                         -                               - แกงหนอไมดอง 
  
รานอาหารที่ 4  ผัดเผ็ดปลา  ตมจืดเตาหูหมูสับ แกงแคหมู  
   ผัดผักกาดใสหมู  ตมไขพะโล              -   
 
รานอาหารที่ 5  ผัดผักกาดองใสวุนเสน ตมจืดวุนเสนใสเตาหูไข แกงเขียวหวานไก               
                              -      -  แกงเผ็ดปลาดุก 
  
รานอาหารที่ 6  กระเพราหมูสับ  ตมจืดสาหรายใส เตาหูไข  แกงเขียวหวาน 
          มะพราวออน  
   ผัดแตงกวาใสกุง     -            -   
 

รวมจํานวน  9 ตัวอยาง  7 ตัวอยาง  10 ตัวอยาง                        

 
การวิเคราะหขอมูลและสถิติท่ีใช 
 การศึกษาคร้ังนี้วิเคราะหผลการตรวจหาแบคทีเรียท่ีปนเปอนในอาหารปรุงสําเร็จโดยใช
สถิติ คารอยละ  


