
บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการศึกษา 
  

การศึกษาเ ร่ือง  การตรวจหาแบคทีเรียท่ีปนเปอนในอาหารปรุงสําเ ร็จท่ีจําหนาย                  
ณ โรงอาหารในโรงพยาบาลของรัฐแหงหนึ่ง คร้ังนี้เปนการศึกษาเชิงวิเคราะห เพื่อตรวจหา
แบคทีเรียในอาหารปรุงสําเร็จแบงตามวิธีปรุง 4 ประเภท ท่ีจําหนาย ณ โรงอาหารในโรงพยาบาล
ของรัฐแหงหนึ่ง คือ อาหารประเภทตม อาหารประเภทผัด อาหารประเภทแกง และอาหาร    
ประเภทยํา จํานวน 6 รานในระหวางวันท่ี 25 มกราคม ถึงวันท่ี 20 กุมภาพันธ 2551ใชการวิเคราะห
ทางหองปฏิบัติการ โดยมีวิธีการศึกษาดังนี้ 
 
ประชากร 
 ประชากรที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้คือ อาหารปรุงสําเร็จท่ีแบงตามวิธีปรุง 4 ประเภท ซ่ึง
จําหนายในโรงอาหารโรงพยาบาลของรัฐแหงหนึ่ง จํานวน 6 ราน โดยแบงประเภทอาหารออกเปน 
อาหารประเภทผัด อาหารประเภทตม อาหารประเภทแกง และอาหารประเภทยํา ซ่ึงกลุมตัวอยาง
อาหารประกอบดวย 
 อาหารประเภทผัด ไดแก ผัดหนอไม ผัดเตาหูทรงเคร่ือง ผัดกระเพราหมู (4 ตัวอยาง)       
ผัดฟกทองใสไข ผัดเห็ดใสหมู ผัดผักกาดใสหมู (3 ตัวอยาง) ผัดตนหอม ผัดถ่ัวฝกยาวใสลูกช้ิน     
ผัดถ่ัวงอก ผัดเผ็ดปลา ผัดวุนเสนใสกุง ผัดผักกาดดองใสวุนเสน และ ผัดแตงกวาใสกุง รวมท้ังส้ิน
จาํนวน 18 ตัวอยาง 
 อาหารประเภทตม ไดแก ตมจืดหัวผักกาด (2 ตัวอยาง) ตมผักกาดดอง (2 ตัวอยาง) ตมจืด   
มะระยัดไส ตมจืดเตาหูไข ตมจืดวุนเสน (2 ตัวอยาง) ตมจืดเตาหูหมูสับ ตมไขพะโล (2 ตัวอยาง)  
ตมจืดวุนเสนใสเตาหูไข และ ตมจืดสาหรายใสเตาหูไข รวมท้ังส้ินจํานวน 13 ตัวอยาง 
 อาหารประเภทแกงไดแก แกงสมผักรวม แกงไตปลา (2 ตัวอยาง) แกงเขียวหวานลูกช้ิน        
แกงข้ีเหล็ก (2 ตัวอยาง) แกงผักกาด (2 ตัวอยาง) แกงหนอไมดอง (2 ตัวอยาง) แกงเขียวหวานไก             
(4 ตัวอยาง) แกงเผ็ดปลาดุก (2 ตัวอยาง) แกงแคหมูสับ แกงแคไก พะแนงหมู และ แกงเขียวหวาน
ยอดมะพราวออน รวมท้ังส้ินจํานวน 20 ตัวอยาง 
 อาหารประเภทยํา ในชวงท่ีทําการเก็บตัวอยางอาหาร ไมมีอาหารประเภทยํา รวมตัวอยาง
อาหารทั้งส้ิน 51 ตัวอยาง 
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เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษา 
เคร่ืองมือท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้ประกอบดวย  เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจหาเช้ือ 

Escherichia coli (E.coli) โดยใชวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการวิธี MPN และใชแบบสังเกต
อยางมีโครงสรางในการสังเกตพฤติกรรมของผูสัมผัสอาหารแบบไมมีสวนรวม มีรายละเอียด
ดังตอไปนี้ 

 
1.   เคร่ืองมือท่ีใชในการตรวจหาเชื้อ Escherichia coli (E.coli) ในอาหารปรุงสําเร็จ         

ใชวิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ วิธีMPN (Most Probable Numberระบบ3, 3, 3)  
เคร่ืองมือประกอบดวย 

1.  ตูอบเพาะเช้ือ (Incubator)         
2.  เคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือ (Autoclave) 
3.  เตาอบรอน (Hot-air Sterilizing Oven)        
4.  อางน้ํารอน (Coliform bath) 
5.   เคร่ืองช่ังอยางละเอียด (Analytical balance)     
6.   เคร่ือง Stomacher 

         7.   กลองจุลทรรศน          
  8.   ตูปราศจากเช้ือลามินาโฟลว 
   อุปกรณประกอบดวย 
          1.   ถุงพลาสตกิปราศจากเช้ือ   
          2.   หลอดดูดปราศจากเช้ือขนาด 2.0 และ 10.0 มิลลิลิตร 
  3.   จานแกวเพาะเช้ือปราศจากเช้ือขนาด 100x15 มิลลิเมตร 
  4.   หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 150x15 มิลลิลิตร  
               5.   หวงและเข็มเข่ียเช้ือ (loop)  

2.   แบบสังเกตแบบมีโครงสราง ใชเพื่อสังเกตการปฏิบัติตัวของผูสัมผัสอาหารตามหลัก
สุขาภิบาลอาหารแบบไมมีสวนรวม ซ่ึงสามารถสังเกตผูสัมผัสอาหารทุกคนได 
 
การตรวจสอบคุณภาพของเคร่ืองมือ  

การศึกษาคร้ังนี้ ใชอุปกรณท่ีมีมาตรฐานในการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาในอาหาร 
ปรุงสุกท่ัวไปของกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข (กรมวิทยาศาสตรการแพทย
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,2544) และมีผูวิเคราะห เปนผูท่ีมีความชํานาญในการตรวจตัวอยางอาหารทางดานงานจุลชีววิทยา
ทางอาหาร ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยเชียงใหม ดังนี้ 

 
1. อุปกรณทางหองปฏิบัติการ  

 1.1   ตูอบเพาะเช้ือ (Incubator) เปนเคร่ืองมือท่ีใชในการใหอุณหภูมิท่ีเหมาะสมและคงท่ีแก
แบคทีเรีย ซ่ึงตองการเพาะเล้ียง ปกติจะใชอุณหภูมิท่ี 35-37oC    
  การควบคุมคุณภาพ โดยตรวจสอบความแมนยําของเทอรโมมิเตอรทุก 3 เดือน 
อุณหภูมิท่ีวัดไดจากเทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองกับเทอรโมมิเตอรมาตรฐานควรแตกตางกันไมเกิน       
± 2oC และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี 95% 
  การกระจายความรอน โดยการวัดอุณหภูมิท่ีวัดไดตามตําแหนงตางๆภายในตู     
ไมควรแตกตางเกิน ± 2oC  
  สภาวะไรออกซิเจน ทดสอบโดยใชแถบเคมี methylene blue ทําทุกคร้ังท่ีใชงาน 
โดย methylene blue เปนดัชนีเพื่อแสดงวามีออกซิเจนหรือไม เนื่องจาก methylene blue จะมีสีฟา
เม่ือมีออกซิเจน แตจะไมมีสีเม่ือไมมีออกซิเจน 
 1.2   เคร่ืองนึ่งทําลายเช้ือ (Autoclave) เปนเคร่ืองมือท่ีทําใหปราศจากเช้ือโดยใชไอน้ํา 
โดยท่ัวไปใชไอน้ําที่อุณหภูมิ 121oC ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
  การควบคุมคุณภาพ ตรวจสอบการกระจายความรอนภายในเคร่ือง โดยใชแถบเคมี
ซ่ึงจะไวตอไอน้ํา เม่ือสัมผัสกับไอน้ําจะเปล่ียนสีทันที โดยไมตองไดรับไอน้ํา ณ เวลาและอุณหภูมิท่ี
กําหนด ซ่ึงจะทําทุกคร้ังท่ีใชงาน และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความ
เช่ือม่ัน ท่ี 95% 
  การประเมิน  แถบเคมีเปล่ียนสีตามท่ีบริษัทกําหนด และความเขมของสีสมํ่าเสมอ 
  ตรวจสอบการไรเช้ือ โดยการใชเช้ือ Bacillus sterothermophilus ซ่ึงเจริญไดดีท่ี
อุณหภูมิ 55-60oC เม่ือเจริญจะสรางกรด ซ่ึงจะเปล่ียนสีของอินดิเคเตอรภายในหลอดทดสอบคือ 
Bromcresal puple จากสีมวงเปนสีเหลืองโดยเช้ือนี้สามารถทนอุณหภูมิสูง (121oC) ไดนาน 5 นาที 
แตจะถูกฆาตาย ถาสัมผัสกับความรอนท่ีอุณหภูมินี้นาน 15 นาที 
  การประเมิน หลอดทดสอบไมมีการเปล่ียนสี หลังจากบมเพาะเช้ือ ตามที่บริษัท
กําหนด  
 1.3   เตาอบรอน (Hot-air Sterilizing Oven) เปนเคร่ืองมือท่ีใหความรอนเพื่อใหโมเลกุล
ของน้ําระเหยออกจากวัตถุท่ีตองการอบ โดยใชอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับวัตถุท่ีจะนํามาอบ  
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  การควบคุมคุณภาพ ตรวจสอบความแมนยําของเทอรโมมิเตอร ตรวจสอบทุก              
3 เดือน และมีการรับรองคุณภาพโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี 95 % 
  การประเมิน อุณหภูมิท่ีวัดไดจากเทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองกับเทอรโมมิเตอร
มาตรฐานควรแตกตางกันไมเกิน ± 2oC  
 1.4   อางน้ํารอน(Thermal bath) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 45.5oC อุณหภูมิท่ีวัดไดจาก
เทอรโมมิเตอรประจําเคร่ืองควรแตกตางกันไมเกิน ± 2oC ไดรับการรับรองโดยสถาบันอาหาร      
ทุก 1 ป มีคาความเช่ือม่ันท่ี 95% 
 1.5   เคร่ืองช่ัง(Analytical balance) ไดรับรองโดยสถาบันอาหารทุก 1 ป มีคาความ  
คลาดเคล่ือนท่ี 0.001 
 1.6   เคร่ือง Stomacher เปนเคร่ืองมือท่ีใชในการบดอาหารใหเขากัน ไดรับรองโดยสถาบัน
อาหารทุก 1 ป 
 1.7   อาหารเล้ียงเช้ือ ตรวจสอบความปราศจากเช้ือ โดยนําอาหารเล้ียงเชื้อท่ีผานการฆาเช้ือ
แลวประมาณรอยละ 5 ของจํานวนท่ีเตรียมท้ังหมด อบท่ีอุณหภูมิ 35oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลว
นํามาเพาะเล้ียงตอท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ถาพบวามีเช้ือเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ จะตอง
ไมนําอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมาใช pH ของอาหาร คาท่ีวัดไดจะตองไมเกิน ± 0.2 ของคา pH ท่ีระบุไว
สําหรับอาหารเล้ียงเชื้อชนิดนั้น 
   

2. วิธีการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการคือ วิธี MPN (Most Probable Number) ระบบ 3,3,3       
มีหลักการคือ จุลินทรียจะมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอในของเหลว ถาแบงของเหลวนี้ออกเปน
สวนๆเทาๆกัน แตละสวนจะมีปริมาณจุลินทรียใกลเคียงกัน อาจมากกวาหรือนอยกวาบาง โดยใช
ระบบ 3 หลอด หมายถึง จํานวนของหลอดเล้ียงเช้ือท่ีใชหมักตอปริมาณตัวอยางแตละตัวอยางมี      
3 หลอด มีปริมาณความเขมขนของตัวอยางอาหารท่ีใชตางกันดังนี้คือ อัตราสวน 1 ตอ 10 อัตราสวน 
1 ตอ 100 และ อัตราสวน 1 ตอ 1000 คาเฉล่ียท่ีไดนี้คือ MPN ซ่ึงเปนคาทางสถิติไมมีหนวย ซ่ึง
วิธีการนี้ เปนวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาในอาหารปรุงสุกท่ัวไปของ
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข (ไพรินทร บุตรกระจาง,2544) มีคาความเช่ือม่ัน        
ท่ี 95% 

3. การหาความเท่ียงตรงดานเนื้อหาของแบบสังเกต ผู ศึกษาไดนําแบบสังเกตแบบมี
โครงสรางใหผูทรงคุณวุฒิ จํานวน 3 ทาน ตรวจสอบความครอบคลุมของเนื้อหา รวมท้ังแกไข
สํานวนภาษา จากนั้นจึงนําแบบสังเกตมาปรับปรุงแกไขใหชัดเจนยิ่งข้ึน 
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วิธีดําเนินการ 
 1.   สํารวจรายการอาหารที่จําหนายในแตละวันของรานจําหนาย นํามาแบงกลุมอาหารตาม
วิธีปรุง 4 ประเภท ไดแก อาหารประเภทตม อาหารประเภทผัด อาหารประเภทแกง และอาหาร
ประเภทยํา 
 2.   เก็บตัวอยางอาหารแบงตามวิธีปรุงท้ัง 4 ประเภท การเก็บตัวอยางอาหารจะไมมีการแจง
ลวงหนา ทําการเก็บตัวอยางอาหารท่ีปรุงเสร็จใหม โดยการซ้ืออาหารใสในภาชนะบรรจุท่ีแตละราน 

เตรียมไว พรอมท้ังสังเกตการปฏิบัติตัวของผูสัมผัสอาหารตามหลักสุขาภิบาลอาหารแบบไมมีสวน
รวม ซ่ึงสามารถสังเกตผูสัมผัสอาหารทุกคนได จากน้ันนําอาหารไปหองปฏิบัติการทันที เพื่อ
ทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี ทําการเก็บตัวอยางอาหารท่ีใชในการทดสอบ 2 คร้ัง แตละครั้งหางกัน        
1 เดือน 
 3.   นําอาหารตัวอยางท่ีไดจากรานจําหนายอาหารปริมาณถุงละประมาณ 500 กรัม ใน
ภาชนะบรรจุท่ีแตละรานจัดเตรียมไว มาแบงช่ัง 50 กรัม ใสลงในถุงพลาสติกปราศจากเช้ือ 
 4.   เท PBS (Phosphate buffer solution) ท่ีมีคาความเปนกรดดางท่ี pH7.2 ปริมาณ          
450 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางอาหารขอ 1 (อาหารจะถูกเจือจางเปนอัตราสวน 1:10) นําไปตีใหเขากัน
ดวยเคร่ือง Stomacher นาน 1 นาที 
 5.  ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลว (1:10) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงใน PBS ปริมาณ           
90 มิลลิลิตร ท่ีมีคาความเปนกรดดางท่ี pH7.2 (อาหารจะถูกเจือจางเปนอัตราสวน 1 ตอ 100)    
 6.   ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลว (1:100) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงในPBS จํานวน          
90 มิลลิลิตร ท่ีมีคาความเปนกรดดางท่ี pH7.2 (อาหารจะถูกเจือจางเปนอัตราสวน 1 ตอ 1000)    
 7.   ดูดตัวอยางอาหารที่เจือจางแลวท้ัง 3 ระดับ (ระดับละ 3 หลอด) หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
ใสลงในอาหารเล้ียงเชื้อ LST (Lauryl Sulphate Tryptose Broth) ภายในหลอดมีอาหารเล้ียงเชื้อ
ปริมาณหลอดละ 10 มิลลิลิตร 
 8.  นําไปบมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 24 ± 2 ช่ัวโมง ถึง 48 ± 2 ช่ัวโมง สังเกตหลอดท่ี
ขุนและเกิดกาซในหลอดดักกาซ อานผลจากหลอดท่ีใหผลบวก  
 9.  เขยาหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ LST ท่ีใหผลบวกใหเขากันแลวใชหวงเข่ียเช้ือถายเช้ือจากแต
ละหลอดๆละ 1 หวง ลงในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ EC broth(Escherichia coli broth) ภายในหลอดมี
อาหารเล้ียงเช้ือปริมาณหลอดละ 10 มิลลิลิตร นําไปบมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 45.5oC นาน 24 ± 2 ถึง                   
48 ± 2 ช่ัวโมง หลอดท่ีใหผลบวกคือ หลอดท่ีขุนและเกิดกาซในหลอดดักกาซ อานผลจากหลอดท่ี
ให ผลบวก  
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 10. ใชหวงเข่ียเช้ือ จุมลงในหลอด EC broth ท่ีใหผลบวกและเขยาใหเขากัน นํามาขีดแยก
เช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ EMB (Eosine Methylene Blue Agar) นําไปบมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 
24 ± 2 ช่ัวโมง 
 11. นําโคโลนีท่ีสงสัยมาลงบน PCA slant (Plate Count Agar Slant) โดยลงโคโลนีตอ        
1 หลอด เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือ 
 12. นําโคโลนีท่ีไดมาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ MR-VP broth จํานวน 2 หลอด อานผล
หลังจากบมเพาะเช้ือท่ี อุณหภูมิ 35oC นาน 48 ± 2 ช่ัวโมง  
 13. นําโคโลนีท่ีไดมาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีคือ IMViC (I = Indole production,                
M = Methyl red-reactive compounds, Vi = Voges-Prokanev (VP)-reaction compounds, C = 
Citrate) 
 14. นําผลที่ไดมาเทียบตาราง MPN รายงานผลเปนจํานวน อีโคไลตออาหาร 1 กรัม 
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ตาราง 3.1     แสดงข้ันตอนปฏิกิริยา IMViC 
 

ขั้นตอนการตรวจ วิธีการ การอานผล 

 I = Indole production เพาะเล้ียงเช้ือใน tryptone broth 
นําไปบมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ35oC 

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

ผลบวก 
เกิดช้ันสีแดงท่ีสวนบนของอาหาร
เล้ียงเช้ือ 
ผลลบ 
อาหารเล้ียงเช้ือเกิดสีเหลือง 

Methyl  red - reactive 
compounds 

บมหลอด MR-VP broth ท่ีอุณหภูมิ 
35oCนาน 48 ± 2 ช่ัวโมง แลว เติม
สารละลาย Methyl red ประมาณ      
5 หยด 

ผลบวก 
อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเปนสีแดง 
ผลลบ 
อาหารเล้ียงเช้ือเกิดสีเหลือง 

Voges - Prokanev 
(VP)-reaction 
compounds 

เพาะเล้ียงเช้ือลงใน MR-VP นําไป
บมเพาะเล้ียงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 35oC 
นาน 48 ± 2 ช่ัวโมง หลังจากใหดดู
สารละลายลงในหลอดทดลอง
จํานวน 1มิลลิลิตร เติมสารละลาย 
alpha- naphthol 0.6 มิลลิลิตร และ 
40%KOH จํานวน 0.2 มิลลิลิตร เขยา
ใหเขากนั เติมผลึก creatine จํานวน
เล็กนอย 

ผลบวก 
สารละลายเปนสีชมพู 
ผลลบ 
อาหารเล้ียงเช้ือเกิดสีเหลือง 

Citrate    ถายเช้ือลงใน Simmon,s citrate     
บมเพาะเช้ือท่ี อุณหภูมิ 35oC       
นาน 96 ± 2 ช่ัวโมง 

ผลบวก 
สารละลายเปนสีน้ําเงิน 
ผลลบ 
อาหารเล้ียงเช้ือเกิด สีเขียว 
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แผนภูมิ 3.1     การวิเคราะหจุลินทรียท่ีทําใหเกิดโรคในอาหาร (E. coli) โดยวิธี MPN (Most  
            probable number ระบบ 3,3,3) 
 

ช่ังตัวอยางอาหารจํานวน 50 กรัม + 450 ml. of PBS, pH7.2 
 

อาหารจะถูกเจอืจางเปนอัตราสวน 1:10 
นําไปตีใหเขากันดวยเคร่ือง Stomacher นาน 1 นาที 

 
ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลว(1:10)10 มิลลิลิตร ลงใน PBS 90 มิลลิลิตร, pH7.2 (1:100) 

 
ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลว(1:100)10 มิลลิลิตร ลงใน PBS 90 มิลลิลิตร, pH7.2 (1:1000) 

 
ดูดตัวอยางอาหารท่ีเจือจางแลวท้ัง 3 ระดับ (ระดับละ 3 หลอด) หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ LST (หลอดละ 10 มิลลิลิตร) 
 

บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 24 ± 2 ช่ัวโมง ถึง 48 ± 2 ช่ัวโมง 
 

สังเกตหลอดท่ีขุนและเกิดกาซในหลอดดกักาซ อานผลเปนหลอดท่ีใหผลบวก 
 

ถายเช้ือจากหลอด LST ท่ีใหผลบวกหลอดละ1 ลูป  
ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ EC broth (หลอดละ 10 มิลลิลิตร) 

 
บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 45.5oC นาน 24 ± 2ช่ัวโมง ถึง 48 ± 2 ช่ัวโมง 

 
สังเกตหลอดท่ีขุนและเกิดกาซในหลอดดกักาซ อานผลเปนหลอดท่ีใหผลบวก 

 
ถายเช้ือจากหลอด EC broth ท่ีใหผลบวกหลอดละ 1 ลูป นํามาขีดแยกเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ EMB 

 
บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 24 ± 2 ช่ัวโมง 
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บมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35oC นาน 24 ± 2 ช่ัวโมง 
 

นําโคโลนีท่ีสงสัยมาลงบน PCA slant โดยลงโคโลนีตอ1 หลอด 
 

นําโคโลนีท่ีไดมาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ MR-VP broth จํานวน 2 หลอด 
 

อานผลหลังจากบมเพาะเช้ือท่ี อุณหภูมิ 35oC นาน 48 ± 2 ช่ัวโมง 
 

นําโคโลนีท่ีไดมาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีคือ IMViC 
 

นําผลที่ไดมาเทียบตาราง MPN 
รายงานผลเปนจํานวน อีโคไลตออาหาร 1 กรัม 

 
การสรุปผลวาเปนเชื้อ E.coli มีองคประกอบ 3 ประการคือ 

1. เช้ือมีการสรางกาซ lactose ภายใน 48 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 35oC 
2. เช้ือติดแกรมลบ มีรูปรางเปนทอนและไมสราง spore 
3. ใหผล IMViC + + - - (biotype I) หรือ - + - - (biotype II) 
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ตาราง 3.2     จํานวนหลอดทดสอบที่ใหผลบวกในตัวอยางอาหารท่ีเจือจางในอัตราสวน 1:10   
         1:100 และ 1:1000 และแปลผลเปน MPN ตออาหาร 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 
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ตาราง 3.2   (ตอ) 
 

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 
 
การรวบรวมขอมูล 

ผูศึกษาทําการเก็บรวบรวมขอมูลดวยตนเองและมีผูชวยซ่ึง เปนผูท่ีมีความชํานาญในการ
ตรวจตัวอยางอาหารทางดานงานจุลชีววิทยาทางอาหารจาก ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยเชียงใหม 
โดยดําเนินการตามข้ันตอนดังตอไปนี้ 

1. สํารวจรายการอาหารที่จําหนายในแตละวันท่ีรานจําหนาย ตามวิธีปรุง 4 ประเภท ไดแก 
อาหารประเภทตม อาหารประเภทผัด อาหารประเภทแกง และอาหารประเภทยํา 

2. ใชการสังเกตแบบมีโครงสราง เนื้อหาครอบคลุมท้ังดานบุคคลและดานส่ิงแวดลอม    
เพื่อสังเกตการปฏิบัติตัวตามหลักสุขาภิบาลอาหาร โดยสังเกตผูสัมผัสอาหารทุกคน  

3.  เก็บตัวอยางอาหารตามวิธีปรุงท้ัง 4 ประเภท จากรานจําหนายอาหารจํานวน 6 ราน 
ระหวางวันท่ี 25 มกราคม ถึงวันท่ี 20 กุมภาพันธ 2551 เก็บตัวอยางอาหารในชวงเวลา 08:00 ถึง 
09:00 น. ซ่ึงตัวอยางอาหารท่ีปรุงเสร็จใหม การซ้ืออาหารผูขายตักใสในถุงพลาสติกซ่ึงเปนภาชนะ
บรรจุท่ีแตละรานจัดเตรียมไว แลวนําอาหารไปหองปฏิบัติการ ทดสอบทางชีวเคมีทันที เพื่อออก
รหัสตัวอยางอาหาร ปองกันความสับสนและสะดวกตอการวิเคราะห เก็บตัวอยางอาหารท่ีใชในการ
ทดสอบ 2 คร้ัง แตละคร้ังหางกัน 1 เดือน 

4.  บันทึกผลการทดสอบตัวอยางอาหารและผลการสังเกตการปฏิบัติตัวตามหลักสุขาภิบาล
อาหารลงในแบบบันทึก 
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ตาราง 3.3    รายการอาหารที่จําหนายในรานอาหารจํานวน 6 ราน ในการเก็บตัวอยางอาหาร คร้ังท่ี 1   
                       ในชวงวันท่ี 25 มกราคม ถึงวันท่ี 4 กุมภาพันธ 2551 
 
          ชนิดอาหาร ประเภทผัด       ประเภทตม  ประเภทแกง     
รานอาหาร 
รานอาหารที่ 1  ผัดหนอไม    ตมจืดหัวผักกาด แกงสมผักรวม 
   เตาหูทรงเคร่ือง   -  แกงไตปลา 
  
รานอาหารที่ 2  ผัดเห็ดใสหมู  ตมจืดมะระยัดไส        แกงเขียวหวานลูกช้ิน 
             -    -  แกงข้ีเหล็ก 
  
รานอาหารที่ 3  ผัดตนหอม  ตมจืดวุนเสน  แกง เ ขี ยวหวานไก
  
รานอาหารที่ 4  ผัดถ่ัวงอก  ตมจืดวุนเสนหมูสับ      แกงเขียวหวานไก 
   กระเพราหมูสับ   -  แกงเผ็ดปลาดุก 
  
รานอาหารที่ 5  ผัดผักกาด  ตมจืดหัวผักกาด  แกงแคไก  
   ผัดวุนเสนใสกุง   -  แกงผักกาด 
  
รานอาหารที่ 6  กระเพราหมูสับ  ตมไขพะโล  พะแนงหมู 
  

รวมจํานวน  9 ตัวอยาง  6 ตัวอยาง  10 ตัวอยาง  
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ตาราง 3.4   รายการอาหารที่จําหนายในรานอาหารจํานวน 6 ราน ในการเก็บตัวอยางอาหารคร้ังท่ี 2   
                     ในชวงวันท่ี 6 - 20 กุมภาพันธ 2551 
 
          ชนิดอาหาร ประเภทผัด  ประเภทตม  ประเภทแกง      
รานอาหาร 
รานอาหารที่ 1  กระเพราหมูสับ  ตมจืดผักกาดดอง แกงไตปลา 
   ผัดฟกทองใสไข   -            -  
  
รานอาหารที่ 2  ผัดผักกาด  ตมจืดเตาหูไข  แกงผักกาด  
                  -    -  แกงหนอไมดอง  
                 -    -  แกง เ ขี ยวหวานไก
  
รานอาหารที่ 3  ผัดถ่ัวฝกยาวใสลูกช้ิน ตมจืดผักกาดขาว  แกงข้ีเหล็ก 
                         -                               - แกงหนอไมดอง 
  
รานอาหารที่ 4  ผัดเผ็ดปลา  ตมจืดเตาหูหมูสับ แกงแคหมู  
   ผัดผักกาดใสหมู  ตมไขพะโล              -   
 
รานอาหารที่ 5  ผัดผักกาดองใสวุนเสน ตมจืดวุนเสนใสเตาหูไข แกงเขียวหวานไก               
                              -      -  แกงเผ็ดปลาดุก 
  
รานอาหารที่ 6  กระเพราหมูสับ  ตมจืดสาหรายใส เตาหูไข  แกงเขียวหวาน 
          มะพราวออน  
   ผัดแตงกวาใสกุง     -            -   
 

รวมจํานวน  9 ตัวอยาง  7 ตัวอยาง  10 ตัวอยาง                        

 
การวิเคราะหขอมูลและสถิติท่ีใช 
 การศึกษาคร้ังนี้วิเคราะหผลการตรวจหาแบคทีเรียท่ีปนเปอนในอาหารปรุงสําเร็จโดยใช
สถิติ คารอยละ  


