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บทคัดย่อ 
งำนวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงคุณภำพทำงจุลชีววิทยำที่มีผลจำกกำรจัดเก็บอำหำรเลี้ยงเชื้อท่ี

เตรียมแล้วจำกอำหำรเลี้ยงเช้ือหมดอำยุและไม่หมดอำยุ จ ำนวน 18 ตัวอย่ำง โดยเก็บอำหำรเลี้ยงเช้ือที่เตรียมแล้วไว้ที่สภำวะ
อุณหภูมิห้องและห้องเย็น ระยะเวลำ 90 วัน ประเมินผลกำรทดลองจำกกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์ และกำรทดสอบประสิทธภิำพ
ของอำหำรเลี้ยงเชื้อตำมวิธีทดสอบมำตรฐำน ISO 11133:2014 ประเมินแบบเชิงคุณภำพ (qualitative) และเชิงปริมำณ 
(quantitative) โดยใช้จุลินทรีย์ทดสอบ (Test organisms) ที ่เป็นจุลินทรีย์เป้ำหมำย (Target microorganisms) และ
จุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้ำหมำย (Non-target microorganisms) ผลกำรทดลองพบว่ำ สภำวะอุณหภูมิห้องมีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 28.79 
± 0.29 องศำเซลเซียส ค่ำเฉลี่ยควำมชื้นสัมพัทธ์เท่ำกับ 56.11 ± 1.15% RH และสภำวะห้องเย็น อุณหภูมิมีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 
13.33 ± 0.15 องศำเซลเซียส ค่ำเฉลี่ยควำมชื้นสัมพัทธ์เท่ำกับ 89.46 ± 1.29% RH เมื่อเปรียบเทียบกับค่ำมำตรฐำนพบว่ำ
อุณหภูมิและควำมชื้นสัมพัทธ์เกินเกณฑ์มำตรฐำน และมีควำมสัมพันธ์กันกับปริมำณและชนิดกำรปนเปื้อนของจุลินทรีย์ ซึ่งผล 
กำรตรวจสอบพบกำรปนเปื้อนเช้ือรำมำกที่สุด รองลงมำเป็นแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก ในกรณีที่มีควำมช้ืนสัมพัทธ์สูง
เกินไปคือ > 70% RH จะมีควำมสัมพันธ์กับกำรเจริญเติบโตของเช้ือรำ ผลกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเช้ือตำมวิธีทดสอบ
ของ ISO 11133:2014 ประเภทอำหำรเลี ้ยงเชื ้อชนิดเหลว Nutrient broth (NB) มีค่ำคะแนนกำรเจริญของเชื ้อเท่ำกับ  
2 คะแนน แสดงว่ำมีเชื้อเจริญเหมำะสมต่อกำรน ำไปใช้ อำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Lauryl tryptose broth (LSTB) และ 
Brilliant green lactose bile broth (BGLB) มีค่ำคะแนนกำรเจริญของเชื ้อเท่ำกับ 2 คะแนน แสดงว่ำมีเชื ้อเจริญ และ 
เกิดก๊ำซ 1/3 ของหลอดดักก๊ำซ เหมำะสมกับกำรน ำไปใช้ อำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Plate count agar (PCA) มีค่ำเฉลี่ย 
Productivity ratio (PR) > 0.7 เหมำะสมกับกำรน ำไปใช้ อำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Eosin methylene blue agar (EMB) 
และ MacConkey agar (MCA) มีค่ำคะแนนกำรเจริญของเชื้อเท่ำกับ 2 คะแนน แสดงว่ำเชื้อเจริญขึ้นเต็มเส้น เหมำะสมกับ
กำรน ำไปใช้ สรุปได้ว่ำอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ไม่หมดอำยุและหมดอำยุ ในสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็นยังคงมีคุณภำพและ
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ประสิทธิภำพเหมำะสมต่อกำรน ำไปใช้งำน ท ำให้ห้องปฏิบัติกำรเลือกเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเชื้อได้ตำมควำมเหมำะสมและ
ควำมจ ำเป็นของห้องปฏิบัติกำรนั้นๆ ที่ส ำคัญอำหำรเลี้ยงเชื้อที่หมดอำยุยังคงมีประสิทธิภำพ สำมำรถน ำไปใช้งำนได้ ท ำให้
ห้องปฏิบัติกำรใช้ทรัพยำกรอย่ำงคุ้มค่ำและประหยัดงบประมำณได้ 
 

ABSTRACT 
 The aim of this study was to monitor the change of the microbiological quality of 18 prepared 
media samples ( both expired and non- expired)  which were stored at room temperature and in a cold 
storage room for 90 days.  Microbial contamination in culture media was evaluated using standard testing 
methods outlined in ISO 11133: 2014.  Qualitative and quantitative evaluations were conducted with two 
types of test organisms:  target and non- target microorganisms.  The result showed that the average room 
temperature was 28. 79 ± 0. 29 ºC, and the average relative humidity was 56. 11 ± 1. 15% RH.  In the cold 
storage room, the average temperature was 13.33 ± 0.15 ºC, and the average relative humidity was 89.46 ± 
1.29% RH. Compared to standard values, both temperature and relative humidity exceeded the standards 
value. This might associate with the amount and type of microbial contamination that found on the media, 
with the highest contamination of mold followed by gram- negative and gram- positive bacteria.  Moreover, 
mold appearance was found on media at higher humidity ( > 70%  RH) .  For the quality culture medium 
testing: following ISO 11133:2014 test methods, liquid culture media: Nutrient Broth (NB) revealed a growth 
score of 2.  This indicated that the media was suitable for microbial growth.  Lauryl tryptose broth ( LSTB) 
and brilliant green lactose bile broth (BGLB) also showed a score of 2 which demonstrated the media was 
remained in a good condition for microbial growth and gas production was in 1/3 of the gas trap. Similarly, 
the result that found on the solid media showed plate count agar (PCA) with an average productivity ratio 
( PR)  > 0. 7, which was suitable for the utilization.  Eosin methylene blue agar ( EMB)  and MacConkey agar 
( MCA)  both presented score of 2, demonstrated fully microbial growth and were suitable for use.  The 
results of this study indicated that both unexpired and expired culture media stored at room temperature 
and cold storage conditions still remained with the high potential property of culture media and suitable 
for the utilization. The data showed the advantage and effectiveness of storage temperature for maintaining 
the quality of media at both temperatures. This could help the technician reduce the frequency of media 
preparation and moreover, it could reduce the cost of expense on media. 
 

ค าส าคัญ: กำรทดสอบประสิทธิภำพอำหำรเลี้ยงเช้ือ  กำรปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์  อำหำรเลี้ยงเช้ือหมดอำยุ  อำหำรเลี้ยงเช้ือที่
เตรียมแล้ว 
Keywords:  Performance Testing of Culture Media, Microbial Contamination, Expired Media, Prepared 
Medium 
 

บทน า 
 ด้วยสำขำวิชำจุลชีววิทยำ คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลัยขอนแก่น มีบทบำทหน้ำที่หลักในกำรผลิตบัณฑิต 
มหำบัณฑิต และดุษฎีบัณฑิตสำขำจุลชีววิทยำ เปิดกำรเรียนกำรสอนรำยวิชำต่ำงๆ ทำงด้ำนจุลชีววิทยำ และรำยวิชำ
ปฏิบัติกำร และยังให้ควำมส ำคัญในกำรให้บริกำรวิชำกำรแก่สังคม โดยมีห้องปฏิบัติกำรตรวจวิเครำะห์ทำงจุลชีววิทยำ ที่มี 
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ภำรกิจหลักในกำรบริกำรตรวจวิเครำะห์ในตัวอย่ำงน ้ำ อำหำร และอื่นๆ ซึ่งมีควำมจ ำเป็นต้องใช้อำหำรเลี้ยงเช้ือหลำยประเภท
และหลำยชนิดในกำรเพำะเลี้ยงเช้ือจุลินทรีย์ รวมถึงกำรจัดเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมแล้วในสภำวะต่ำงๆ ให้มีอำยุกำร
เก็บรักษำท่ีนำนข้ึน 

อำหำรเลี้ยงเชื้อ (Culture medium) เป็นอำหำรซึ่งมีส่วนประกอบของสำรอำหำรในรูปของเหลว (liquid) กึ่งแข็ง 
(semi-solid) และของแข็ง (solid) ประกอบด้วยสำรธรรมชำติ และ/หรือสำรสังเครำะห์ที่เป็นแหล่งอำหำรให้จุลินทรีย์เจริญ 
แบ่งเซลล์เพิ่มจ ำนวน หรือเพื่อใช้ในกำรเพำะเลี้ยงจุลินทรีย์หรือเก็บรักษำจุลินทรีย์ที่มีชีวิต (ศิวิมล, 2562) สำมำรถจัดจ ำแนก
อำหำรเลี ้ยงเช้ือ 4 ประเภท ได้แก่ 1) องค์ประกอบของอำหำรเลี ้ยงเชื ้อ  2) ลักษณะทำงกำยภำพ  3) กำรใช้งำน และ  
4) วิธีกำรเตรียม (International Organization for Standardization, 2014) อำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรียมแล้วหำกต้องกำรเก็บ
ไว้ใช้ได้นำนๆ นั้น ขึ้นอยู่กับวิธีกำรเก็บอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรียมขึ้นมำ และกระบวนกำรที่ใช้ในกำรก ำจัดเชื้อจุลินทรีย์ที ่อำจ
ปนเปื้อนมำในอำหำร หำกต้องกำรเก็บไว้ใช้งำนเป็นเวลำหลำยวัน ควรท ำกำรเตรียมในขวดที่มีฝำปิดเพื่อป้องกันกำรระเหยของ
น ้ำ หรือเก็บในถุงพลำสติกที่สำมำรถป้องกันกำรระเหยของน ้ำได้ (ทนิฐ, 2550) โดยทั่วไปกำรเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรยีม
แล้ว จะเก็บในที่เย็น (5 ± 3 องศำเซลเซียส) และไม่ควรโดนแสง หำกเป็นพวกอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เทลงในจำนเพำะเชื้อ (plate 
agar) ให้เก็บในถุงพลำสติกปิดสนิท สำมำรถเก็บได้ 2 สัปดำห์ อำหำรเลี้ยงเช้ือท่ีเป็นหลอดหรือขวดจะสำมำรถเก็บได้ 3 เดือน 
(APHA, 2022) แต่ต้องสังเกตตัวอำหำรเลี ้ยงเชื้อด้วยว่ำไม่เกิดกำรเปลี่ยนแปลงไปจำกเดิม ทั้งนี้ในอำหำรเลี ้ยงเชื้อที ่เติม 
supplement ลงไปในตัวอำหำรเรียบร้อยแล้ว ถือเป็นข้อยกเว้น เนื่องจำก supplement เป็นสำรที่สลำยตัวง่ำยควรใช้ภำยใน
วันท่ีเตรียม และควรมีกำรตรวจสอบคุณลักษณะของอำหำรเลี้ยงเช้ือภำยหลังกำรจัดเก็บตำมเวลำที่ก ำหนด  

จำกปัญหำกำรด ำเนินงำนท่ีผ่ำนมำกำรเก็บรักษำอำหำรเลีย้งเช้ือท่ีเตรยีมแลว้ จะจัดเก็บในอุณหภูมิในตู้เย็น ซึ่งมักพบ
ปัญหำตู้เย็นมีพื้นที่แคบและไม่เพียงพอต่อกำรเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเช้ือที่เตรียมแล้ว หำกเกิดเหตุกำรณ์กรณีไฟฟ้ำดับบ่อย 
ท ำให้ตู้เย็นไม่ท ำงำน อำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรียมแล้วเกิดกำรเปลี่ยนแปลง เสื่อมสภำพ และเกิดกำรปนเปื้อนของจุลินทรีย์ จึง  
ท ำให้ไม่สำมำรถน ำมำใช้งำนได้และต้องทิ้งไปเป็นจ ำนวนมำก อีกทั้งอำหำรเลี้ยงเช้ือส ำเร็จรูปมีรำคำค่อนข้ำงแพง หลังจำกเปิด
ใช้ควรใช้ให้หมดภำยในระยะเวลำ 6 เดือน ถึง 1 ปี ซึ่งทำงห้องปฏิบัติกำรจึงมักพบอำหำรเลี้ยงเชื้อที่อยู่ระหว่ำงเปิดใช้งำน  
มีสภำพของอำหำรเลี้ยงเช้ือเปลี่ยนสีและจับตัวเป็นก้อน หรืออำหำรเลี้ยงเช้ือหมดอำยุก่อนท่ีจะใช้หมด 

ดังนั้นวัตถุประสงค์ของงำนวิจัยนี้เพื่อศึกษำผลของกำรจัดเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเช้ือที่เตรียมแล้ว จำกอำหำรเลี้ยงเช้ือ
หมดอำยุและไม่หมดอำยุ ตำมประเภทของอำหำรเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ อำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว ชนิดกึ่งแข็ง และชนิดแข็ง ที่เป็น  
Non-selective  Enriched medium  Selective medium และ Differential medium คัดเลือกจำกอำหำรเลี้ยงเช้ือที่มอียู่
ของห้องปฏิบัติกำรด้ำนกำรเรียนกำรสอนพื้นฐำนทั่วไปท่ีใช้เป็นประจ ำ น ำมำศึกษำผลของกำรจัดเก็บรักษำท่ีอุณหภูมิห้องและ
ห้องเย็น ที่มีผลต่อกำรเปลี่ยนแปลงปัจจัยทำงจุลชีววิทยำ และน ำผลกำรทดลองที่ได้มำใช้ประโยชน์เป็นข้อมูลเบื้องต้น โดย 
คำดว่ำผลงำนวิจัยนี้จะสำมำรถหำวิธีจัดเก็บอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรียมแล้วให้มีอำยุกำรเก็บรักษำที่นำนขึ้นและเก็บที่อุณหภูมิ
เหมำะสมซึ่งเป็นวิธีที่ไม่ยุ่งยำก มีควำมสะดวก ไม่ซับซ้อน โดยไม่จ ำเป็นต้องทิ้งอำหำรเลี้ยงเชื้อส ำเร็จรูปที่หมดอำยุ สำมำรถ
น ำมำใช้ในกำรเรียนกำรสอนพื้นฐำน เพื่อใช้ทรัพยำกรอย่ำงคุ้มค่ำ ประหยัด และที่ส ำคัญลดค่ำใช้จ่ำยให้กับห้องปฏิบัติกำรที่มี
ขนำดเล็กท่ีมีเพียงเครื่องมือพ้ืนฐำนทั่วไป 
 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. กลุ่มตัวอย่างอาหารเลี้ยงเชื้อ 
อำหำรเลี้ยงเช้ือส  ำเร ็จรูปหมดอำยุและไม่หมดอำยุ ที่ เป ็น Non-selective medium  Enriched medium  

Selective medium และ Differential medium จ ำนวน 3 ประเภท ได้แก่ อำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว Nutrient broth (NB) 
exp. 1 ปี 2 เดือน  Lauryl tryptose broth (LSTB) exp. 4 ปี 3 เดือน  และ Brilliant green lactose bile broth (BGLB) 
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exp. 4 ปี 6 เดือน  อำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดกึ่งแข็ง Motility nitrate medium (MNM) exp. 2 ปี 3 เดือน  OF basal medium 
(OFM) exp. 1 ป ี  2 เดือน  และ Modified semi-solid Rappaport-Vassiliadis medium (MSRV) exp. 1 ปี อำหำร 
เลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Plate count agar (PCA) exp. 4 ปี 1 เดือน  Eosin methylene blue agar (EMB) exp. 2 ปี 7 เดือน 
และ MacConkey agar (MCA) exp. 3 ปี 11 เดือน รวมจ ำนวน 18 ตัวอย่ำง 

2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
2.1 กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว 
อำหำรเลี ้ยงเชื ้อ Nutrient broth (NB) ละลำยส่วนประกอบในน ้ำกรอง แบ่งใส่หลอดทดลองขนำด 16 x 160 

มิลลิเมตร ปริมำตร 10 มิลลิลิตร จ ำนวน 920 หลอด ฆ่ำเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที อำหำรเลี้ยงเช้ือ 
Lauryl tryptose broth (LSTB) และ Brilliant green lactose bile broth (BGLB) ละลำยส่วนประกอบในน ้ำกรอง แบ่งใส่
หลอดทดลองขนำด 16 x 160 มิลลิเมตร ปริมำตร 10 มิลลิลิตร ใส่หลอดดักก๊ำซที่คว ่ำอยู่ จ ำนวนอย่ำงละ 1,080 หลอด  
ฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที  

2.2 กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดกึ่งแข็ง 
อำหำรเลี้ยงเช้ือ Motility nitrate medium (MNM) ละลำยส่วนประกอบในน ้ำกรอง 1,000 มิลลิลิตร ใส่ glycerol 

5 มิลลิลิตร ต้มเดือดให้วุ้นละลำย แบ่งใส่หลอดทดลองขนำด 12 x 160 มิลลิเมตร ปริมำตร 5 มิลลิลิตร จ ำนวน 460 หลอด 
ฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที อำหำรเลี้ยงเช้ือ OF basal medium (OFM) ละลำยส่วนประกอบใน
น ้ำกรอง 1,000 มิลลิลิตร เติมน ้ำตำล glucose 1% ละลำยให้เข้ำกัน แบ่งใส่หลอดทดลองขนำด 12 x 160 มิลลิเมตร ปริมำตร 
5 มิลลิลิตร จ ำนวน 460 หลอด ฆ่ำเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 15 นำที และอำหำรเลี้ยงเชื้อ Modified semi-
solid Rappaport-Vassiliadis medium (MSRV) ละลำยส่วนประกอบในน ้ำกรอง 500 มิลลิลิตร ต้มให้เดือด และทิ้งไว้เย็น
ประมำณ 50 องศำเซลเซียส เติม MSRV selective supplement จ ำนวน 1 vial ปริมำตร 2 มิลลิลิตร (เติมน ้ำกลั่นปลอดเช้ือ 
2 มิลลิลิตร ลงในหลอด vial พลิกกลับเบำๆ ทิ้งให้ละลำย) ลงในอำหำรเลี้ยงเช้ือ MSRV medium base ผสมให้เข้ำกัน แบ่งใส่
จำนเพำะเช้ือปลอดเช้ือ ปริมำตร 15 - 18 มิลลิลิตร จ ำนวน 460 จำน 

2.3 กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง 
อำหำรเลี ้ยงเชื ้อชนิดแข็ง Plate count agar (PCA)  Eosin methylene blue agar (EMB) และ MacConkey 

agar (MCA) ละลำยส่วนประกอบในน ้ำกรอง 1,000 มิลลิลิตร ให้ควำมร้อนจนวุ้นละลำย ฆ่ำเชื้อที่ 121 องศำเซลเซียส เวลำ 
15 นำที หลังจำกฆ่ำเชื้อเสร็จแล้ว แบ่งใส่จำนเพำะเชื้อปลอดเชื้อ ปริมำตร 15 - 18 มิลลิลิตร ปล่อยให้วุ้นแข็งตัว จ ำนวน
อำหำรเลี้ยงเช้ืออย่ำงละ 920 จำน 

3. การศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการจัดเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อ 
อำหำรเลี้ยงเช้ือหมดอำยุและไม่หมดอำยุที่เตรียมแล้ว แบ่งเป็น 2 ชุดกำรทดลอง ท ำกำรทดลอง 3 ซ ้ำ เป็นระยะเวลำ 

90 วัน โดยชุดกำรทดลองที่ 1 น ำอำหำรเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมแล้วไปจัดเก็บรักษำท่ีอุณหภูมิห้อง และชุดกำรทดลองที่ 2 เก็บไว้ใน
ห้องเย็น บันทึกอุณหภูมิและควำมชื้นทุกวัน โดยอ่ำนค่ำจำกเครื่อง Digital thermo-hygrometer   

4. การตรวจสอบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ 
4.1 ตรวจสอบกำรปนเปื้อนของจุลินทรีย์บนอำหำรด้วยตำเปล่ำ 
ตรวจสอบกำรปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ทุกวัน ในอำหำรเลี้ยงชื้อหมดอำยุและไม่หมดอำยุ สภำวะอุณหภูมิห้อง  

และห้องเย็น จำกข้อ 3 เป็นระยะเวลำ 90 วัน อำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดเหลวสังเกตจำกควำมขุ่น เพื่อดูกำรเจริญของเช้ือ  
อำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดกึ่งแข็งและชนิดแข็ง สังเกตลักษณะโคโลนีท่ีมีกำรเจริญบนจำนอำหำรเลี้ยงเช้ือ 
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4.2 กำรย้อมสีแกรมเพื่อดูชนิดของจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อน  
ตรวจสอบกำรปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ที่พบในอำหำรเลี้ยงชื้อหมดอำยุและไม่หมดอำยุ สภำวะอุณหภูมิห้องและ

ห้องเย็น จำก ข้อ 4.1 น ำมำดูชนิดของจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อน อำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวสังเกตจำกควำมขุ่นเพื่อดูกำรเจริญ 
ของเชื้อ น ำไปย้อมแกรม ส่องดูขนำด รูปร่ำง ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ อำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดกึ่งแข็งและชนิดแข็ง สงัเกตลักษณะ
โคโลนีที่มีกำรเจริญบนจำนอำหำรเลี ้ยงเช้ือ เลือกลักษณะโคโลนีที ่แตกต่ำงกันทุกชนิดน ำไปย้อมแกรม และระบุว่ำเป็น
เชื้อจุลินทรีย์กลุ่มใดบ้ำง  

4.3 กำรตรวจนับจ ำนวนจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อน ด้วยวิธี Spread plate 
น ำอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรียมแล้วหมดอำยุและไม่หมดอำยุ สภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น ชนิดเหลวและชนิดแข็ง 

จำกข้อ 3 โดยเก็บตัวอย่ำงทุก 7 วัน จ ำนวน 13 ครั้ง ระยะเวลำ 90 วัน น ำมำตรวจนับจ ำนวนจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อน ด้วยวิธี 
Spread plate ดังนี ้

อำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Nutrient broth (NB)  Lauryl tryptose broth (LSTB) และ Brilliant green lactose 
bile broth (BGLB) ปิเปตอำหำรเลี้ยงเช้ือที่ต้องกำรทดสอบ ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในสำรละลำยเจือจำง 0.85% normal 
saline solution (NSS) ปริมำตร 9 มิลลิลิตร เจือจำง 10 เท่ำ ทีระดับ 3 ระดับควำมเจือจำง 101 - 103 ถ่ำยลงในอำหำร 
เลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร ของแต่ละระดับควำมเจือจำง เกลี่ยเชื้อให้ทั่วผิวหน้ำอำหำร PCA 
(Spread plate) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 24 - 48 ช่ัวโมง นับจ ำนวนโคโลนี ค ำนวณและแปลผล 

อำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง Plate count agar (PCA)  Eosin methylene blue agar (EMB) และ MacConkey 
agar (MCA) ใช้ไม้พันส ำลีปลอดเชื้อป้ำยที่พื้นผิวหน้ำอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ต้องกำรทดสอบ น ำไม้พันส ำลีจุ่มลงในสำรละลำย 
เจือจำง 0.85% Normal saline solution (NSS) ปริมำตร 9 มิลลิลิตร เจือจำง 10 เท่ำ ที ่ระดับ 3 ระดับควำมเจือจำง  
101 - 103 ถ่ำยลงในอำหำรเลี้ยงเช้ือ Plate count agar (PCA) ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร ของแต่ละควำมเจือจำง เกลี่ยเช้ือให้ทั่ว
ผิวหน้ำอำหำร PCA (Spread plate) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 24 - 48 ชั่วโมง นับจ ำนวนโคโลนี ค ำนวณและ
แปลผล 

5. การทดสอบคุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อตามมาตรฐาน ISO 11133:2014 
น ำอำหำรเลี ้ยงเชื ้อที ่เตรียมแล้วหมดอำยุและไม่หมดอำยุ สภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น จำกข้อ 3 โดย  

เก็บตัวอย่ำงทุก 7 วัน จ ำนวน 13 ครั ้ง ระยะเวลำ 90 วัน มำทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเชื้อตำมวิธี ISO 11133:2014 
ประเมินแบบเชิงคุณภำพ (Qualitative) และเชิงปริมำณ (Quantitative) ดังนี ้

5.1 กำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว ด้วยวิธี Qualitative single tube (Turbidity) 
ทดสอบอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Nutrient broth (NB) โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์อ้ำงอิง Staphylococcus aureus 

DMST 8013 เจือจำงเชื้อให้ได้ประมำณ 102 โคโลนี/มิลลิลิตร ใส่เชื้อจุลินทรีย์อ้ำงอิงลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ต้องกำรทดสอบ 
ปริมำตร 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 24 ช่ัวโมง ดูกำรเจริญของเชื้อ บันทึกผลและแปลผลตำมวิธีของ 
ISO 11133:2014 

5.2 กำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว แบบกึ่งหำปริมำณและคุณภำพทดสอบ ด้วยวิธี Qualitative 
single tube (Turbidity) 

ทดสอบอำหำรเลี ้ยงเชื ้อชนิดเหลว Lauryl tryptose broth (LSTB) และ Brilliant green lactose bile broth 
(BGLB) โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์กลุ่มเป้ำหมำย (Target microorganism) คือ Escherichia coli DMST 4212 เจือจำงเชื้อให้ได้
ประมำณ 102  โคโลนี/มิลลิลิตร ปิเปตเชื้อลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ต้องกำรทดสอบ ปริมำตร 1 ไมโครลิตร น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 
35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง เชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่กลุ่มเป้ำหมำย (Non-target microorganism) คือ Enterococcus 
faecalis DMST 4736 เจือจำงเชื้อให้ได้ประมำณ 104 โคโลนี/มิลลิลิตร ปิเปตเชื้อลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ต้องกำรทดสอบ 
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ปริมำตร 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 48 ช่ัวโมง ดูกำรเจริญของเชื้อและกำรเกิดก๊ำซในหลอดดักก๊ำซ 
บันทึกผลและแปลผลตำมวิธีของ ISO 11133:2014 

5.3 กำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง ด้วยวิธี Method for quantitative test 
ทดสอบอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Plate count agar (PCA) จำกกำรค ำนวณหำค่ำ Productivity ratio (PR) โดยใช้

เชื้อจุลินทรีย์อ้ำงอิง Staphylococcus aureus DMST 8013 เจือจำงเช้ือให้ได้ประมำณ 102 โคโลนี/มิลลิลิตร ปิเปตเช้ือลงใน
จำนอำหำรเพำะเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) อำหำรเลี้ยงเชื้อทดสอบ และ Tryptic soy agar (TSA) อำหำรเลี้ยงเชื้อ
อ้ำงอิง ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยเชื ้อให้ทั ่วผิวหน้ำอำหำร (Spread plate) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เวลำ  
72 ช่ัวโมง นับจ ำนวนโคโลนีบนอำหำรเลี้ยงเช้ือ PCA และ TSA ค ำนวณหำค่ำ Productivity ratio (PR) บันทึกผลและแปลผล
ตำมวิธีของ ISO 11133:2014 

5.4 กำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง ด้วยวิธี Method for qualitative test: qualitative streaking 
ทดสอบอำหำรเลี้ยงเชื ้อชนิดแข็ง Eosin methylene blue agar (EMB) และ MacConkey agar (MCA) โดยใช้

เชื้อจุลินทรีย์กลุ่มเป้ำหมำย (Target microorganism) Escherichia coli DMST 4212 เจือจำงเชื้อให้ได้ประมำณ 103 - 104 

โคโลนี/มิลลิลิตร เชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่กลุ่มเป้ำหมำย (Non-target microorganism) Staphylococcus aureus DMST 8013 
เจือจำงเชื้อให้ได้ประมำณ 104 โคโลนี/มิลลิลิตร ใช้ลูปเขี่ยเชื้อขนำด 1 ไมโครลิตร เขี่ยเชื้อจุลินทรีย์เป้ำหมำยและไม่ใช่
เป้ำหมำยลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ต้องกำรทดสอบ โดยเขี่ยเชื้อแต่ละชนิดต่อ 1 เส้น (ไม่ให้แต่ละเส้นตัดกัน)  บ่มที่อุณหภูมิ  
37 องศำเซลเซียส เวลำ 24 ช่ัวโมง ดูกำรเจริญของเชื้อที่ข้ึนบนเส้น บันทึกผลและแปลผลตำมวิธีของ ISO 11133:2014 

6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
จำกกำรศึกษำครั้งนี้ใช้สถิติในกำรวิเครำะห์ข้อมูล ได้แก่ ร้อยละ (Percentage) ค่ำเฉลี่ย (Mean) สวนเบี่ยงเบน

มำตรฐำน (Standard deviation) และน ำข้อมูลจำกกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิด มำวิเครำะห์ข้อมูลและ
แปลผลเทียบกับเกณฑ์มำตรฐำน ISO 11133:2014 

 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
1. ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการจัดเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ผลของอุณหภูมิและควำมชื้นสัมพัทธ์ที่อุณหภูมิห้องและห้องเย็น ที่ใช้ในกำรเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรียมแล้ว 

จำกอำหำรเลี้ยงเช้ือท่ีไม่หมดอำยุและหมดอำยุ วัดด้วยเครื่อง Thermo-hygrometer อ่ำนผลทุกวัน ระยะเวลำ 90 วัน พบว่ำ
สภำวะอุณหภูมิห้อง ค่ำเฉลี่ยอุณหภูมิเท่ำกับ 28.79 ± 0.29 องศำเซลเซียส ค่ำเฉลี่ยควำมชื้นสัมพัทธ์เท่ำกับ 56.11 ± 1.15% 
RH และสภำวะห้องเย็น ค่ำเฉลี่ยอุณหภูมิเท่ำกับ 13.33 ± 0.15 องศำเซลเซียส ค่ำเฉลี่ยควำมชื้นสัมพัทธ์เท่ำกับ 89.46 ± 
1.29% RH ดังรูปที่ 1  

ที่สภำวะอุณหภูมิห้อง เมื่อน ำค่ำเฉลี่ยของอุณหภูมิและควำมช้ืนสัมพัทธ์น ำไปเทียบกับเกณฑก์ำรยอมรบั คือ อุณหภมูิ 
20 – 25 องศำเซลเซียส ควำมช้ืนสัมพัทธ์ 45 – 70% RH พบว่ำอุณหภูมิเกินเกณฑ์กำรยอมรับ แต่ควำมชื้นสัมพัทธ์อยู่ในช่วงที่
ก ำหนด ซึ่งเป็นกำรควบคุมสภำวะแวดล้อมของห้องปฏิบัติกำรทำงจุลชีววิทยำ (ทนิฐ, 2550) และสภำวะห้องเย็น เมื่อน ำ
ค่ำเฉลี่ยของอุณหภูมิน ำไปเทียบกับเกณฑ์กำรยอมรับ คือ อุณหภูมิ 2 - 8 องศำเซลเซียส พบว่ำอุณหภูมิเกินเกณฑ์กำรยอมรับ
ที่ได้ก ำหนดไว้ ส ำหรับเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมแล้ว (APHA, 2022) ส่วนควำมชื้นสัมพัทธ์ไม่ได้ก ำหนดไว้ 
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รูปที่ 1 ค่ำเฉลี่ยอุณหภูมิและควำมชื้นสัมพัทธ์ในสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น ที่ใช้เก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรียมแล้ว  
ระยะเวลำ 90 วัน  อุณหภูมิที ่ว ัดได้ในสภำวะอุณหภูมิห้อง  (a)  ควำมช้ืนสัมพัทธ์ที ่ว ัดได้ในสภำวะอุณหภูมิห้อง (b)   
อุณหภูมิที่วัดได้ในสภำวะอุณหภูมิห้องเย็น (c)  และ ควำมช้ืนสัมพัทธท์ี่วัดได้ในสภำวะอุณหภูมิห้องเย็น (d) 

a 

b 

c 

d 
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2. ผลตรวจสอบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ 
2.1 กำรปนเปื้อนของจุลินทรีย์บนอำหำรด้วยตำเปล่ำ 
จำกกำรตรวจสอบกำรปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ทุกวัน ในอำหำรเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมแล้ว ระยะเวลำ 90 วัน โดยสังเกต

กำรปนเปื้อนด้วยตำเปล่ำ พบว่ำสภำวะอุณหภูมิห้องอำหำรเลี้ยงเชื้อหมดอำยุและไม่หมดอำยุ LSTB  BGLB  MNM  OFM  
MSRV  PCA  EMB และ MCA ไม่พบกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์ที่ระยะเวลำ 90 วัน อำหำรเลี้ยงเช้ือหมดอำยุ NB พบกำรปนเปื้อน
เชื้อจุลินทรีย์ที่ระยะเวลำ 60 วัน คิดเป็นร้อยละ 0.44 สภำวะห้องเย็นอำหำรเลี้ยงเชื้อหมดอำยุและไม่หมดอำยุ  NB  LSTB  
BGLB  MNM  OFM และ MSRV ไม่พบกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์ที่ระยะเวลำ 90 วัน อำหำรเลี้ยงเชื้อหมดอำยุ PCA และ EMB 
พบกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์ทีร่ะยะเวลำ 60 วัน คิดเป็นร้อยละ 0.44 อำหำรเลี้ยงเช้ือไม่หมดอำยุ PCA พบกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์
ที่ระยะเวลำ 15 วัน คิดเป็นร้อยละ 1.32 และอำหำรเลี้ยงเชื้อไม่หมดอำยุ EMB พบกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์ที่ระยะเวลำ 60 วัน 
คิดเป็นร้อยละ 0.44 ดังรูปที่ 2 

กำรปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ที่สภำวะอุณหภูมิห้องอำหำรเลี้ยงเชื้อหมดอำยุ NB พบกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์ที่ระยะเวลำ 
60 วัน อำจเป็นเพรำะอำหำรเลี้ยงเช้ือ NB เป็นอำหำร Non-selective medium เช้ือทุกชนิดสำมำรถเจริญได้และมี
สำรอำหำรอุดมสมบูรณ์ กำรเก็บรักษำที่อุณหภูมิห้องท ำให้เชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม Mesophile สำมำรถเจริญเติบโตได้ดีที่อณุหภูมิ
ปำนกลำงระหว่ำง 25 - 40 องศำเซลเซียส (นงลักษณ์ และปรีชำ, 2554) ส่วนอำหำรเลี้ยงเช้ือหมดอำยุและไม่หมดอำยุที่ไม่พบ
กำรปนเปื้อนจุลินทรีย์เป็นเพรำะเทคนิคและขั้นตอนกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงปฏิบัติได้อย่ำงถูกต้องเหมำะสม ท ำให้สำมำรถเก็บ
รักษำอำหำรเลี้ยงเช้ือท่ีสภำวะอุณหภูมิห้องได้ถึง 90 วัน สภำวะห้องเย็นอำหำรเลี้ยงเช้ือหมดอำยุ PCA และ EMB ที่ระยะเวลำ 
60 วัน พบกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์น่ำจะเป็นเพรำะอำหำรเลี้ยงเชื้อ PCA เป็นอำหำร Non-selective medium เชื้อทุกชนิด
สำมำรถเจริญได้ดี กำรเก็บรักษำที่ห้องเย็นท ำให้เชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม Psychrophile สำมำรถเจริญเติบโตได้ที่ 0 องศำเซลเซียส 
หรือต ่ำกว่ำอุณหภูมิที่เหมำะสมคือ 15 องศำเซลเซียส (นงลักษณ์ และปรีชำ, 2554) และอำจเกิดจำกอำหำรเสื่อมสภำพหรือมี
กำรปนเปื้อนของสปอร์ของแบคทีเรียและเชื้อรำทนควำมร้อนสูงตั้งแต่อยู่ในขวดอำหำรเลี้ยงเชื้อก็เป็นได้ ดังนั้นเมื่อเปิดขวด
ออกแล้ว ควรหลีกเลี่ยงกำรเปิดขวดอำหำรบ่อยๆ ถ้ำมีอำกำศจำกภำยนอกควำมชื้นเข้ำมำในขวดอำหำรเลี้ยงเชื้อจะท ำ ให้ 
Productivity ของอำหำรเลี้ยงเช้ือลดลง และช้อนที่ใช้ตักอำหำรเลี้ยงเช้ืออำจมีสำรเคมีและเช้ือจุลินทรีย์ปนเปื้อนลงไปในขวด
อำหำรได้ (รวิวรรณ, 2549) อำหำรเลี้ยงเช้ือไม่หมดอำยุ PCA พบกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์ที่ระยะเวลำ 15 วัน และรองลงมำเป็น 
EMB ที่ระยะเวลำ 60 วัน ซึ่งสอดคล้องกับมำตรฐำนกำรเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเช้ือที่เตรียมแล้วประเภทอำหำรเลี้ยงเช้ือที่เทลง
บนจำนเพำะเชื้อแล้วสำมำรถเก็บไว้ไดน้ำน 2 สัปดำห์ อุณหภูมิ 2 - 8 องศำเซลเซียส ส่วนอำหำรเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมแล้วประเภท
หลอดทดลองฝำเกลียวสำมำรถเก็บไว้ได้นำน 3 เดือน อุณหภูมิ < 30 องศำเซลเซียส (APHA, 2022) ทั้งนี้ที่สภำวะห้องเย็น
อำหำรเลี้ยงเชื้อหมดอำยุและไม่หมดอำยุชนิดเหลวและกึ่งแข็งประเภทหลอดทดลองฝำเกลียว สำมำรถเก็บรักษำไว้ได้ถึง  
90 วัน 

 

 

รูปที่ 2 ร้อยละกำรปนเปื้อนจุลินทรีย์ในอำหำรเลี้ยงชื้อที่เตรียมแล้วสภำวะอุณหภูมิห้ องและห้องเย็น ระยะเวลำ 90 วัน   
อำหำรเลี้ยงช้ือหมดอำยุและไม่หมดอำยุสภำวะอุณหภูมิห้อง (a)  อำหำรเลี้ยงช้ือหมดอำยุและไม่หมดอำยุสภำวะห้องเย็น (b) 
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2.2 กำรย้อมสีแกรมเพื่อดูชนิดของจุลินทรีย์ 
น ำอำหำรเลี้ยงเชื้อที่มีกำรปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ จำกข้อ 2.1 มำย้อมสีแกรมเพื่อดูลักษณะรูปร่ำง ขนำด กำรติดสี   

แกรม ซึ่งแบคทีเรียจะย้อมด้วยสีแกรม เชื้อรำย้อมด้วยสี Methylene blue น ำมำส่องภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่ำที่สภำวะ
อุณหภูมิห้อง อำหำรเลี้ยงเชื้อที่ไม่หมดอำยุ พบจ ำนวนเชื้อรำมำกที่สุด คือ 44 โคโลนี รองลงมำคือแบคทีเรียแกรมลบและ 
แกรมบวก เท่ำกับ 21 และ 9 โคโลนี ตำมล ำดับ ส่วนในอำหำรเลี้ยงเชื้อหมดอำยุ พบจ ำนวนเชื้อรำมำกที่สุดเช่นกัน คือ  
70 โคโลนี รองลงมำคือแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวก เท่ำกับ 30 และ 7 โคโลนี ตำมล ำดับ สภำวะห้องเย็น
อำหำรเลี้ยงเช้ือท่ีไม่หมดอำยุ พบจ ำนวนเชื้อรำมำกที่สุด คือ 38 โคโลนี รองลงมำคือแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก เท่ำกับ 
21 และ 5 โคโลนี ตำมล ำดับ อำหำรเลี้ยงเช้ือหมดอำยุ พบจ ำนวนเชื้อรำมำกที่สุดเช่นกัน คือ 25 โคโลนี รองลงมำคือแบคทีเรยี
แกรมลบ 5 โคโลนี และไม่พบกำรปนเปื้อนของแบคทีเรียแกรมบวก ดงัรูปที่ 3 

เมื่อน ำเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมำย้อมสีแกรมเพื่อดูชนิด พบจ ำนวนเชื้อรำมำกที่สุด รองลงมำคือ แบคทีเรียแกรมลบ
และแกรมบวก พบทั้งในสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น ซึ่งเกี่ยวกับคุณภำพของอำกำศทั้ง 2 สภำวะที่มีอุณหภูมิและควำมช้ืน
สัมพัทธ์เกินเกณฑ์มำตรฐำน อัตรำกำรเจริญเติบโตของเชื้อรำขึ้นอยู่กับควำมชื้นสัมพัทธ์และปริมำณควำมชื้นที่สูงขึ้นส่งผลให้
เกิดกำรแพร่กระจำยของเชื้อรำ (Janghoo, 2012) ในกรณีที่มีควำมชื้นสัมพัทธ์สูงเกินไป > 70% RH จะมีควำมสัมพันธ์กับ 
กำรเจริญเติบโตของเชื้อรำและแบคทีเรีย ระดับควำมชื้นสัมพัทธ์ที่เพิ่มขึ้นน ำไปสู่กำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่เพิ ่มขึ้น  
(Lax et al., 2019) ควำมชื้นที่ส่งผลต่อกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์นั้น ขึ้นอยู่กับปริมำณน ้ำเพื่อกำรด ำรงชีวิตที่แบคทีเรีย
หรือเชื ้อรำแต่ละชนิดจ ำเป็นต้องใช้ในกำรเจริญเติบโต ดังนั ้นควำมชื้นสัมพัทธ์ใ นอำกำศที่เหมำะสมกับกำรควบคุมกำร
เจริญเติบโตของแบคทีเรียและเช้ือรำควรอยู่ในช่วง 40 – 60% RH (สุนทรี, 2563) 

 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

a 

b 

c 

รูปที่ 3 กำรย้อมสีแกรมและย้อมเชื้อรำเพื่อดูชนิดกำรปนเปื้อนในอำหำรเลี้ยงเชื้อ  กำรติดสีของแบคทีเรียแกรมลบ ( a)  
กำรติดสีของแบคทีเรียแกรมบวก (b)  และ กำรย้อมสีเชื้อรำด้วย Methylene blue (c) 

 ZX 
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2.3 ตรวจนับจ ำนวนเช้ือจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนโดยวิธี Spread plate 
จำกกำรตรวจนับจ ำนวนจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนโดยวิธี Spread plate ตรวจสอบทุก 7 วัน จ ำนวน 13 ครั้ง ระยะเวลำ 

90 วัน ในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรียมแล้วที่หมดอำยุและไม่หมดอำยุสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น อำหำรชนิดเหลวและ 
ชนิดแข็ง ได้แก่ NB  LSTB  BGLB  PCA  EMB และ MCA ผลกำรทดสอบพบว่ำ ไม่พบกำรปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ในอำหำร
เลี้ยงเชื้อหมดอำยุและไม่หมดอำยุ ทั้งสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น เนื่องจำกได้คัดแยกอำหำรเลี้ยงเชื้อที่มีกำรปนเปื้อน
ออกไปแล้วจำกกำรสังเกตด้วยตำเปล่ำ จึงท ำให้ไม่พบจ ำนวนเช้ือจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อน 

3. ผลการทดสอบคุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อตามมาตรฐาน ISO 11133:2014 
3.1 กำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว ด้วยวิธี Qualitative single tube (turbidity) 
ทดสอบทุก 7 วัน จ ำนวน 13 ครั้ง ระยะเวลำ 90 วัน ทดสอบอำหำรเลี้ยงเช้ือ Nutrient broth (NB) โดยใช้

เชื้อจุลินทรีย์อ้ำงอิง Staphylococcus aureus DMST 8013 เจือจำงเชื้อให้ได้ประมำณ 102 โคโลนี/มิลลิลติร ใส่เช้ือจุลินทรีย์
อ้ำงอิงลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ต้องกำรทดสอบ ปริมำตร 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 24 ชั่วโมง  
ดูกำรเจริญของเชื้อ อ่ำนผลและแปลผลดังนี้ ขุ่นมำก มีเชื้อเจริญ เท่ำกับ 2 คะแนน  ขุ่นน้อย มีเชื้อเจริญไม่ดี เท่ำกับ 1 คะแนน 
และไม่ขุ่น เช้ือไม่เจริญ เท่ำกับ 0 คะแนน ผลกำรทดสอบพบว่ำสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น อำหำรเลี้ยงเช้ือหมดอำยุและ
ไม่หมดอำยุ มีค่ำคะแนนเฉลี่ยเท่ำกับ 2.0 คะแนน แสดงว่ำมีระดับควำมขุ่นมำกแสดงว่ำมีเชื้อเจริญ เหมำะสมต่อกำรน ำไป 
ใช้งำน ผ่ำนตำมเกณฑ์มำตรฐำน ISO 11133:2014 ดังตำรำงที่ 1 

วิธีทดสอบประสิทธิภำพ Liquid culture media ส ำหรับ Qualitative single tube method เป็นวิธีกำรประเมิน
จำกควำมขุ่น (turbidity) เพื ่อดูกำรทดสอบ Productivity โดยดูผลจำกกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เป้ำหมำย (Target 
microorganism) สำมำรถบ่งบอกถึงประสิทธิภำพของอำหำรเลี้ยงเช้ือได้ เมื่อเช้ือมีกำรเจริญเติบโตดี แสดงว่ำอำหำรเลี้ยงเช้ือ
มีสำรอำหำรที่จ ำเป็นครบถ้วนส ำหรับกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เป้ำหมำย  

 

ตำรำงที่ 1 ผลกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) หมดอำยุและไม่หมดอำยุ ในสภำวะอุณหภูมิห้อง
และห้องเย็น ด้วยวิธี Qualitative single tube (turbidity) 

ครั้ง สภำวะอณุหภมูิห้อง สภำวะห้องเย็น 
NB ไม่หมดอำย ุ NB หมดอำย ุ NB ไม่หมดอำย ุ NB หมดอำย ุ

ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล 
1 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
2 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
3 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.8 เหมำะสม 
4 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
5 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
6 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
7 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
8 1.9 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
9 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
10 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 

a หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ย กำรเจริญของเชื้อจุลินทรีย์อ้ำงอิง Staphylococcus aureus DMST 8013   b หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยจ ำนวนครั้ง

ทั้งหมด 
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ตำรำงที่ 1 ผลกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลีย้งเช้ือ Nutrient broth (NB) หมดอำยุและไม่หมดอำย ุในสภำวะอุณหภูมหิ้องและ
ห้องเย็น ด้วยวิธี Qualitative single tube (turbidity) (ต่อ) 

ครั้ง สภำวะอณุหภมูิห้อง สภำวะห้องเย็น 
NB ไม่หมดอำย ุ NB หมดอำย ุ NB ไม่หมดอำย ุ NB หมดอำย ุ

ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล 

11 1.9 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
12 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
13 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 

เฉลี่ยb 2.0  2.0  2.0  2.0  
a หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ย กำรเจริญของเชื้อจุลินทรีย์อ้ำงอิง Staphylococcus aureus DMST 8013  b หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยจ ำนวนครั้ง
ทั้งหมด 

 

3.2 กำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว แบบกึ่งหำปริมำณและคุณภำพทดสอบ ด้วยวิธี Qualitative 
single tube (Turbidity) 

ทดสอบทุก 7 วัน จ ำนวน 13 ครั้ง ระยะเวลำ 90 วัน ทดสอบอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Lauryl tryptose broth 
(LSTB) และ Brilliant green lactose bile broth (BGLB) ใช้ เ ช้ือจุลินทรีย์กลุ่มเป้ำหมำย (Target microorganism) 
Escherichia coli DMST 4212 เจือจำงเชื้อให้ได้ประมำณ 102 โคโลนี/มิลลิลิตร ปิเปตเชื้อลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ต้องกำร
ทดสอบ ปริมำตร 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 24 ชั ่วโมง เช้ือจุลินทรีย์ที ่ไม่ใช่กลุ่มเป้ำหมำย  
(Non-target microorganism) Enterococcus faecalis DMST 4736 เจือจำงเช้ือให้ได้ประมำณ 104 โคโลนี/มิลลิลิตร  
ปิเปตเชื้อลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ต้องกำรทดสอบ ปริมำตร 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 48 ชั่วโมง  
ดูกำรเจริญของเชื้อและกำรเกิดก๊ำซในหลอดดักก๊ำซ บันทึกผลและแปลผลตำมวิธีของ ISO 11133:2014 อ่ำนผลและแปลผล
ดังนี้ ขุ่นมำก มีเชื้อเจริญ เท่ำกับ 2 คะแนน ขุ่นน้อย มีเชื้อเจริญไม่ดี เท่ำกับ 1 คะแนน และไม่ขุ่น เชื้อไม่เจริญ เท่ำกับ  
0 คะแนน ผลกำรทดสอบพบว่ำ สภำวะอุณหภูมิห้องอำหำรเลี้ยงเชื้อ LSTB หมดอำยุและไม่หมดอำยุ เมื่อใส่เชื้อจุลินทรีย์
กลุ ่มเป้ำหมำย (Target microorganism) Escherichia coli DMST 4212 มีกำรเจริญของเชื ้อ อำหำรเลี ้ยงเชื ้อขุ่นและ 
เกิดก๊ำซในหลอดดักก๊ำซ มีค่ำคะแนนเฉลี่ยเท่ำกับ 1.9 และ 2.0 คะแนน ตำมล ำดับ อำหำรเลี้ยงเชื้อ BGLB หมดอำยุและ 
ไม่หมดอำยุ มีค่ำคะแนนเฉลี่ยเท่ำกับ 1.9 คะแนน สภำวะห้องเย็นอำหำรเลี้ยงเช้ือ LSTB หมดอำยุและไม่หมดอำยุ มีค่ำคะแนน
เฉลี่ยเท่ำกับ 2.0 คะแนน อำหำรเลี้ยงเชื้อ BGLB หมดอำยุและไม่หมดอำยุ มีค่ำคะแนนเฉลี่ยเท่ำกับ 1.9 และ 2.0 คะแนน 
ตำมล ำดับ ส่วนเช้ือที่ไม่ใช่กลุ่มเป้ำหมำย (Non-target microorganism) Enterococcus faecalis DMST 4736 อำหำร 
เลี้ยงเชื้อไม่มีควำมขุ่น ไม่มีกำรเจริญของเชื้อ ทั้งในสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น ดังนั้นสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น
อำหำรเลี้ยงเช้ือ LSTB และ BGLB หมดอำยุและไม่หมดอำยุ มีค่ำคะแนนเฉลี่ยอยู่ในระดับ 1.9 - 2.0 คะแนน มีระดับควำมขุ่น
มำกแสดงว่ำมีเชื้อเจริญได้ดี เกิดก๊ำซ 1/3 ของหลอดดักก๊ำซ เหมำะสมกับกำรน ำไปใช้งำน และผ่ำนตำมเกณฑ์มำตรฐำน  
ISO 11133:2014 ดังตำรำงที่ 2 และ 3 

วิธีทดสอบประสิทธิภำพ Liquid culture media ส ำหรับ Qualitative single tube method เป็นวิธีกำรประเมิน
จำกควำมขุ่น (Turbidity) เพื่อดูกำรทดสอบ Productivity และกำรเกิดก๊ำซ 1/3 ของหลอดดักก๊ำซ โดยดูผลกำรเจริญเตบิโต
ของจุลินทรีย์เป้ำหมำย (Target microorganism) สำมำรถบ่งบอกถึงประสิทธิภำพของอำหำรเลี้ยงเชื้อได้  เมื่อเชื้อมีกำร
เจริญเติบโตดีแสดงว่ำอำหำรเลี้ยงเชื้อมีสำรอำหำรที่จ ำเป็นครบถ้วนส ำหรับกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เป้ำหมำย ผลกำร
เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้ำหมำย (Non-target microorganism) ต้องไม่พบกำรเจริญของเชื้อ แสดงว่ำอำหำร
เลี้ยงเช้ือสำมำรถคัดเลือกจุลินทรีย์เป้ำหมำยได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ  
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ตำรำงที่ 2 ผลกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี ้ยงเชื ้อ Lauryl tryptose broth (LSTB) หมดอำยุและไม่หมดอำยุ ในสภำวะ
อุณหภูมิห้องและห้องเย็น ด้วยวิธี Qualitative single tube (turbidity) 

ครั้ง สภำวะอณุหภมูิห้อง สภำวะห้องเย็น 
LSTB ไม่หมดอำย ุ LSTB หมดอำยุ LSTB ไม่หมดอำย ุ LSTB หมดอำยุ 

ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล 

1 2.0b เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
2 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 
3 2.0b เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
4 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
5 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
6 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
7 2.0b เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
8 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
9 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
10 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
11 2.0b เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
12 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
13 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 

เฉลี่ยc 2.0  1.9  2.0  2.0  
a หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยของเชื้อจุลินทรีย์กลุ่มเป้ำหมำย (target microorganism) Escherichia coli DMST 4212  b หมำยถึง กำรเกิดก๊ำซ 
1/3 ของหลอดดักก๊ำซ  c หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยจ ำนวนครั้งทั้งหมด 
 

ตำรำงที่ 3 ผลกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเชื้อ Brilliant green lactose bile broth (BGLB) หมดอำยุและไม่หมดอำยุ  
ในสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น ด้วยวิธี Qualitative single tube (turbidity) 

ครั้ง สภำวะอณุหภมูิห้อง สภำวะห้องเย็น 
BGLB ไม่หมดอำย ุ BGLB หมดอำย ุ BGLB ไม่หมดอำย ุ BGLB หมดอำย ุ

ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล 
1 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
2 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
3 2.0b เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 
4 2.0b เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
5 2.0b เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 
6 2.0b เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
7 1.7 เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 

a หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยของเชื้อจุลินทรีย์กลุ่มเป้ำหมำย (target microorganism) Escherichia coli DMST 4212  b หมำยถึง กำรเกิดก๊ำซ 
1/3 ของหลอดดักก๊ำซ  c หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยจ ำนวนครั้งทั้งหมด 
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ตำรำงที่ 3 ผลกำรทดสอบคณุภำพอำหำรเลีย้งเช้ือ Brilliant green lactose bile broth (BGLB) หมดอำยุและไม่หมดอำยุ  
ในสภำวะอณุหภมูิห้องและห้องเยน็ ด้วยวิธี Qualitative single tube (turbidity) (ต่อ) 

ครั้ง สภำวะอณุหภมูิห้อง สภำวะห้องเย็น 
BGLB ไม่หมดอำย ุ BGLB หมดอำย ุ BGLB ไม่หมดอำย ุ BGLB หมดอำย ุ

ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล 

8 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
9 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
10 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
11 2.0b เหมำะสม 1.7 เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
12 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 
13 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 2.0b เหมำะสม 

เฉลี่ยc 1.9  1.9  2.0  1.9  
a หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยของเชื้อจุลินทรีย์กลุ่มเป้ำหมำย (target microorganism) Escherichia coli DMST 4212  b หมำยถึง กำรเกิดก๊ำซ 
1/3 ของหลอดดักก๊ำซ  c หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยจ ำนวนครั้งทั้งหมด 
 

3.3 กำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง ด้วยวิธี Method for quantitative test 
ทดสอบทุก 7 วัน จ ำนวน 13 ครั้ง ระยะเวลำ 90 วัน ทดสอบอำหำรเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) โดยใช้

เชื้อจุลินทรีย์อ้ำงอิง Staphylococcus aureus DMST 8013 เจือจำงเช้ือให้ได้ประมำณ 102 โคโลนี/มิลลิลิตร ปิเปตเช้ือลงใน
จำนอำหำรเพำะเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) อำหำรเลี้ยงเชื้อทดสอบ และ Tryptic soy agar (TSA) อำหำรเลี้ยงเชื้อ
อ้ำงอิง ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยเชื้อให้ทั่วผิวหน้ำอำหำร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เวลำ 72 ชั่วโมง นับจ ำนวน
โคโลนีบนจำนอำหำรเลี ้ยงเชื ้อ PCA และ TSA ค ำนวณหำปริมำณเชื้อจุลินทรีย์ทั ้งหมด และน ำผลที่ได้ไปค ำนวณหำค่ำ 
Productivity ratio (PR) จำกผลกำรทดสอบพบว่ำในสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น อำหำรเลี้ยงเชื้อ  PCA หมดอำยุและ 
ไม่หมดอำยุ มีค ่ำ Productivity ratio (PR) โดยเฉลี ่ยอยู ่ในช่วง 0.76 - 2.80 ซึ ่งมำกกว่ำ 0.7 ดังนั ้นอำหำรเลี ้ยงเช้ือ  
Plate count agar (PCA) เหมำะสมกับกำรน ำไปใช้งำน และผ่ำนตำมเกณฑ์มำตรฐำน ISO 11133:2014 ดังตำรำงที่ 4 

วิธีทดสอบประสิทธิภำพ Solid culture media ส ำหรับ Quantitative test ประเมินจำกค่ำ Productivity ratio 
(PR) เป็นกำรประเมินประสิทธิภำพของอำหำรเลี้ยงเชื้อในกำรสนับสนุนกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ เปรียบเสมือนกำรวัด 
ประสิทธิภำพของอำหำรเลี้ยงเชื้อนั้นๆ ว่ำสำมำรถเลี้ยงจุลินทรีย์เป้ำหมำยได้ดีแค่ไหน โดยเปรียบเทียบจ ำนวนโคโลนีจำก
อำหำรเลี้ยงเช้ือทดสอบกับอำหำรเลี้ยงเช้ืออ้ำงอิง หำกมีค่ำ Productivity ratio (PR) ≥ 0.7 แสดงว่ำอำหำรเลี้ยงเช้ือทดสอบมี
ประสิทธิภำพในกำรสนับสนุนกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เป้ำหมำย (Target microorganism) ได้ดีที่สุด  

 

ตำรำงที่ 4 ผลกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลีย้งเช้ือ Plate count agar (PCA) หมดอำยุและไม่หมดอำยุ ในสภำวะอุณหภูมิห้อง
และห้องเย็น ด้วยวิธี Method for quantitative test 

ครั้ง สภำวะอณุหภมูิห้อง สภำวะห้องเย็น 
PCA ไม่หมดอำย ุ PCA หมดอำย ุ PCA ไม่หมดอำย ุ PCA หมดอำย ุ

ค่ำ PR
 a 

(เฉลี่ย±SD) 
แปลผลb ค่ำ PR

 a 
(เฉลี่ย±SD) 

แปลผลb ค่ำ PR
 a 

(เฉลี่ย±SD) 
แปลผลb ค่ำ PR

 a 
(เฉลี่ย±SD) 

แปลผลb 

1 0.85±0.02 เหมำะสม 0.85±0.10 เหมำะสม 0.76±0.02 เหมำะสม 0.92±0.06 เหมำะสม 
2 1.12±0.22 เหมำะสม 1.36±0.53 เหมำะสม 1.41±0.20 เหมำะสม 0.94±0.40 เหมำะสม 

a หมำยถึง ค่ำ productivity ratio (PR) จำกสูตรค ำนวณ PR = NS/N0 เมื่อ NS = จ ำนวนเชื้อทั้งหมดบน test medium (PCA) N0 = จ ำนวนเชื้อ
ทั้งหมดบน reference medium (TSA)  b หมำยถึง คือ ค่ำ productivity Ratio (PR) = ≥0.7 จึงจะเหมำะสมต่อกำรน ำไปใช้งำน 
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ตำรำงที่ 4 ผลกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลีย้งเช้ือ Plate count agar (PCA) หมดอำยุและไม่หมดอำยุ ในสภำวะอุณหภูมิห้อง
และห้องเย็น ด้วยวิธี Method for quantitative test (ต่อ) 

ครั้ง สภำวะอณุหภมูิห้อง สภำวะห้องเย็น 
PCA ไม่หมดอำย ุ PCA หมดอำย ุ PCA ไม่หมดอำย ุ PCA หมดอำย ุ

ค่ำ PR
 a 

(เฉลี่ย±SD) 
แปลผลb ค่ำ PR

 a 
(เฉลี่ย±SD) 

แปลผลb ค่ำ PR
 a 

(เฉลี่ย±SD) 
แปลผลb ค่ำ PR

 a 
(เฉลี่ย±SD) 

แปลผลb 

3 0.92±0.01 เหมำะสม 2.71±0.48 เหมำะสม 1.86±0.38 เหมำะสม 1.53±0.29 เหมำะสม 
4 2.01±1.45 เหมำะสม 1.50±0.74 เหมำะสม 1.49±0.64 เหมำะสม 1.87±0.67 เหมำะสม 
5 2.80±0.28 เหมำะสม 1.67±0.73 เหมำะสม 2.20±1.21 เหมำะสม 2.50±0.45 เหมำะสม 
6 1.79±0.47 เหมำะสม 1.16±0.13 เหมำะสม 1.33±0.39 เหมำะสม 1.26±0.29 เหมำะสม 
7 1.81±0.50 เหมำะสม 0.88±0.28 เหมำะสม 1.20±0.33 เหมำะสม 1.34±0.15 เหมำะสม 
8 1.39±0.24 เหมำะสม 1.23±0.17 เหมำะสม 1.37±0.18 เหมำะสม 1.33±0.09 เหมำะสม 
9 1.51±0.11 เหมำะสม 1.45±0.06 เหมำะสม 1.28±0.08 เหมำะสม 1.38±0.20 เหมำะสม 
10 1.51±0.17 เหมำะสม 1.68±0.44 เหมำะสม 1.43±0.24 เหมำะสม 1.94±0.12 เหมำะสม 
11 0.94±0.17 เหมำะสม 0.94±0.26 เหมำะสม 0.87±0.14 เหมำะสม 1.56±0.72 เหมำะสม 
12 1.44±0.35 เหมำะสม 0.99±0.05 เหมำะสม 0.86±0.16 เหมำะสม 0.84±0.33 เหมำะสม 
13 1.19±0.06 เหมำะสม 1.22±0.13 เหมำะสม 1.36±0.09 เหมำะสม 1.28±0.08 เหมำะสม 

a หมำยถึง ค่ำ productivity ratio (PR) จำกสูตรค ำนวณ PR = NS/N0 เมื่อ NS = จ ำนวนเชื้อทั้งหมดบน test medium (PCA) N0 = จ ำนวนเชื้อ
ทั้งหมดบน reference medium (TSA)  b หมำยถึง คือ ค่ำ productivity Ratio (PR) = ≥0.7 จึงจะเหมำะสมต่อกำรน ำไปใช้งำน 
 

3.4 กำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง ด้วยวิธี Method for qualitative test: qualitative streaking 
 ทดสอบทุก 7 วัน จ ำนวน 13 ครั้ง ระยะเวลำ 90 วัน ทดสอบอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Eosin methylene blue 
agar (EMB) และ MacConkey agar (MCA) ใช้เชื ้อจุลินทรีย์กลุ ่มเป้ำหมำย (target microorganism) Escherichia coli 
DMST 4212 และเชื ้อจุลินทรีย์ที ่ไม่ใช่กลุ ่มเป้ำหมำย (Non-target microorganism) Staphylococcus aureus DMST 
8013 ใช้ลูปเขี่ยเชื้อขนำด 1 ไมโครลิตร เขี่ยเชื้อจุลินทรีย์เป้ำหมำยและไม่ใช่เป้ำหมำยลงในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ต้องกำรทดสอบ 
โดยเขี่ยเชื้อแต่ละชนิดต่อ 1 เส้น (ไม่ให้แต่ละเส้นตัดกัน) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 24 ช่ัวโมง ดูกำรเจริญของเช้ือ
ที่ขึ ้นบนเส้นอำหำร อ่ำนผลและแปลผลดังนี ้ เชื ้อเจริญขึ้นเต็มเส้นเท่ำกับ 2 คะแนน เชื ้อเจริญมำกกว่ำครึ่งเส้นเท่ำกับ  
1 คะแนน และเชื้อไม่เจริญหรือขึ้นน้อยกว่ำครึ่งเส้นเท่ำกับ 0 คะแนน ผลกำรทดสอบพบว่ำสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น
อำหำรเลี้ยงเชื้อ EMB หมดอำยุและไม่หมดอำยุ เมื่อใส่เชื้อเป้ำหมำย Escherichia coli DMST 4212 มีเชื้อเจริญขึ้นเต็มเส้น 
โคโลนีมีสีม่วงเข้มตรงกลำงมีสีด ำมันวำวคล้ำยโลหะ (Green metallic sheen) มคี่ำคะแนน เฉลี่ยเท่ำกับ 2.0 คะแนน ส่วนเช้ือ
ที ่ไม่ใช่กลุ ่มเป้ำหมำย (Non-target microorganism) Staphylococcus aureus DMST 8013 ไม่พบกำรเจริญของเช้ือ 
สภำวะอุณหภูมิห้องอำหำรเลี้ยงเชื้อ MCA หมดอำยุและไม่หมดอำยุ เมื่อใส่เชื้อเป้ำหมำย Escherichia coli DMST 4212 มี
เชื้อเจริญขึ้นเต็มเส้น โคโลนีมีสีชมพู ล้อมรอบด้วยตะกอนสีชมพูของเกลือน ้ำดี (Lactose fermenter with bile precipitate) 
มีค่ำคะแนนเฉลี่ยเท่ำกับ 2.0 และ 1.9 คะแนน ตำมล ำดับ สภำวะห้องเย็นอำหำรเลี้ยงช้ือ MCA หมดอำยุและไม่หมดอำยุ มีค่ำ
คะแนนเฉลี่ยเท่ำกับ 2.0 คะแนน เชื ้อที ่ไม่ใช่กลุ่มเป้ำหมำย (Non-target microorganism) Staphylococcus aureus  
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DMST 8013 ไม่พบกำรเจริญของเชื้อ ในอำหำรเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิดที่หมดอำยุและไม่หมดอำยุทั้งสองสภำวะ ดังนั้นสภำวะ
อุณหภูมิห้องและห้องเย็น อำหำรเลี ้ยงเชื ้อ EMB และ MCA หมดอำยุและไม่หมดอำยุ มีค่ำคะแนนเฉลี ่ยอยู่ในระดับ  
1.9 - 2.0 คะแนน เชื้อเป้ำหมำย (Target microorganism) เจริญได้ดี เหมำะสมกับกำรน ำไปใช้งำน และผ่ำนตำมเกณฑ์
มำตรฐำน ISO 11133:2014 ดังตำรำงที่ 5 และ 6 

วิธีทดสอบประสิทธิภำพ Solid culture media ส ำหรับ Qualitative test ต้องท ำ Qualitative streak method 
เพื่อดูกำรทดสอบ Productivity โดยดูผลกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เป้ำหมำย (Target microorganism) สำมำรถบ่งบอก
ถึงประสิทธิภำพของอำหำรเลี้ยงเชื้อได้ เมื่อเชื้อมีกำรเจริญเติบโตดี แสดงว่ำอำหำรเลี้ยงเชื้อมีสำรอำหำรที่จ ำเป็นครบถ้วน
ส ำหรับกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เป้ำหมำย และดูกำรทดสอบ Selectivity โดยดูผลกำรเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ที่
ไม่ใช่เป้ำหมำย (Non-target microorganism) ต้องไม่พบกำรเจริญของเชื้อ แสดงว่ำอำหำรเลี้ยงเชื้อยับยั้งกำรเจริญของเชื้อ
อย่ำงสมบูรณ์มีประสิทธิภำพ 
 

ตำรำงที่ 5 ผลกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลี้ยงเชื้อ Eosin methylene blue agar (EMB) หมดอำยุและไม่หมดอำยุ ในสภำวะ
อุณหภูมิห้องและห้องเย็น ด้วยวิธี Method for qualitative test: qualitative streaking 

ครั้ง สภำวะอณุหภมูิห้อง สภำวะห้องเย็น 
EMB ไม่หมดอำย ุ EMB หมดอำย ุ EMB ไม่หมดอำย ุ EMB หมดอำย ุ

ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล 

1 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
2 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
3 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
4 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
5 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
6 2.0 เหมำะสม 1.8 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
7 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
8 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
9 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 
10 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
11 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
12 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
13 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 

เฉลี่ยb 2.0  2.0  2.0  2.0  
a หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยของกำรเจริญเชื้อจุลินทรีย์กลุ่มเป้ำหมำย Escherichia coli DMST 4212  b หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยจ ำนวนครั้ง
ทั้งหมด 
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ตำรำงที่ 6 ผลกำรทดสอบคุณภำพอำหำรเลีย้งเช้ือ MacConkey agar (MCA) หมดอำยุและไม่หมดอำยุ ในสภำวะอุณหภูมิห้อง
และห้องเย็น ด้วยวิธี Method for qualitative test: qualitative streaking 

ครั้ง สภำวะอณุหภมูิห้อง สภำวะห้องเย็น 
MCA ไม่หมดอำย ุ MCA หมดอำย ุ MCA ไม่หมดอำย ุ MCA หมดอำย ุ

ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล ค่ำคะแนนa แปลผล 

1 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
2 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
3 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
4 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
5 1.9 เหมำะสม 1.8 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 
6 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
7 2.0 เหมำะสม 1.8 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 
8 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
9 1.8 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 
10 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
11 1.8 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
12 2.0 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 
13 1.9 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 1.9 เหมำะสม 2.0 เหมำะสม 

เฉลี่ยb 1.9  2.0  2.0  2.0  
a หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยของกำรเจริญเชื้อจุลินทรีย์กลุ่มเป้ำหมำย Escherichia coli DMST 4212   b หมำยถึง ค่ำคะแนนเฉลี่ยจ ำนวนครั้ง
ทั้งหมด 

 

สรุปผลการวิจัย 
จำกผลกำรศึกษำวิจัยในครั้งนี้พบว่ำ ผลของอุณหภูมิต่อกำรเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เตรียมแล้ว จำกอำหำร 

เลี้ยงเชื้อหมดอำยุและไม่หมดอำยุ ทั้งในสภำวะอุณหภูมิห้องและห้องเย็น อุณหภูมิและควำมชื้นสัมพัทธ์เกินเกณฑ์มำตรฐำน
และมีควำมสัมพันธ์กับปริมำณและชนิดกำรปนเปื้อนของจุลินทรีย์ ผลประเมินประสิทธิภำพของอำหำรเลี้ยงเชื้อหมดอำยุและ
ไม่หมดอำยุประเภทอำหำรเหลวและอำหำรแข็ง ในอุณหภูมิทั้งสองสภำวะยังคงมีประสิทธิภำพและเหมำะสมต่อกำรน ำไป 
ใช้งำน ตำมมำตรฐำน ISO 11133:2014 ท ำให้ห้องปฏิบัติกำรเลือกเก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเชื้อได้ตำมควำมเหมำะสมและ  
ควำมจ ำเป็นของห้องปฏิบัติกำรนั้นๆ ที่ส ำคัญอำหำรเลี้ยงเชื้อหมดอำยุยังมีประสิทธิภำพและสำมำรถน ำไปใช้งำนได้ ท ำให้
ห้องปฏิบัติกำรใช้ทรัพยำกรอย่ำงคุ้มค่ำ ประหยัดงบประมำณ ลดค่ำใช้จ่ำยให้กับห้องปฏิบัติกำรขนำดเล็กที่มีเพียงเครื่องมือ
พื้นฐำนท่ัวไป 
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