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ภาคผนวก ก. 
 

วิธีการวิเคราะหหาเชื้อแตละชนิด 
 

การตรวจหาเชื้อ S. aureus ในอาหาร 
 

อุปกรณท่ีใชในการเพาะเชื้อ 
        -   ถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ 
        -   เครื่องตีปน stomacher 
        -    ขวดน้าํยาสําหรับเจือจางปริมาตร 225 และ 9 มิลลิลิตร 
        -    หลอด TSB  ที่มีเกลือ  10% ในปริมาณ 10 มิลลิลิตรตอหลอด 
        -    จานเพาะเชื้อที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ Baird-Parker medium (BP) ที่มีสวนผสมของไขแดง       
              ปราศจากเชื้อ หรือ Mannitol salt agar(MS) ที่มีสวนผสมของไขแดงปราศจากเชื้อ ชนิดใด 
              ชนิดหนึ่ง 
        -     ปเปตที่ผานการฆาเชื้อ 5 และ 1 มิลลิลิตร 
        -     แทงแกวรูปตวั L 
        -     ตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ  35-37oC 
 
อาหารเลี้ยงเชือ้และน้ํายาทดสอบ 
ประกอบดวย 

1. อาหารเหลว Tryticase soy 
2. อาหารแข็ง Baird-Parke 
3. อาหารเหลว Brain heart infusion 
4. พลาสมากระตาย (Rabbit plasma) สําหรับทําการทดสอบเอมไซม cosgulase (coagulase 

test) 
5. Peptone water 

 
วิธีการ  ประกอบดวย 

1. การเตรียมตวัอยาง 
นําตัวอยางอาหารมา 25 กรัม ใสลงในภาชนะที่ฆาเชื้อแลวจากนัน้จึงเติม Peptone water 
ปริมาณ 225 มิลลิลิตร ทําใหเปนเนื้อเดยีวกนั เพื่อใชในการตรวจหาเชื้อตอไป 
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2. ขั้นตอน Pre-enrichment 
นําตัวอยางอาหารจากขอ 1  ปริมาณ 50  มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเหลว trypticase soy  (ที่มี
เกลือความเขมขนรอยละ 10)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นําไป บมอุณหภูม ิ35-37oC เปนเวลา 3 
ช่ัวโมง แลวจึงเติม trypticase soy broth (ที่มีเกลือความเขมขนรอยละ 20) ปริมาณ 100  
มิลลิลิตร นําไปบมอุณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

3. ขั้นตอน Selective 
นําอาหารเลี้ยงเชื้อจากขอ 2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  มากระจาย(spread) บนอาหารแข็ง 
Baird Parker (ทํา 2 ซํ้า)  หรือ นําอาหารเลี้ยงเชื้อจากขอ 2  มาลาก (streak) บนอาหารแข็ง 
Baird Parker เชน กัน นําไปบมอุณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
       ผลการทดลอง : ผลบวก เมื่อ โคโลนีของ S . aureus จะมีสีดํา 

       4.  ขั้นตอนการยืนยันผล(confirmation) 
4.1  นําโคโลนีที่คาดวาจะเปน S. aureus จากขอ 3 มาเลี้ยงในอาหารเหลว brain heart 
infusion อุณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

              4.2  นําเชื้อจากขอ 4.1 มาใส ลงใน rabbit plasma สังเกตการณแข็งตวั(clot) ของพลาสมา 
              ที่เกิดขึ้น เมื่อบมไวที่อุณหภูม3ิ7oC เปนเวลา 1-6 ช่ัวโมง โดยสังเกตทุกชั่วโมง บันทึกผล 
              ของเอมไซม Coagulase เมื่อสังเกตเห็นการเกิดการแข็งตัวเปน 3+ หรือ 4+  เทานั้น  แตถา 
               เปน 1+  หรือ 2+  จะตองทําซ้ํา 

         ผลการทดลอง : ผลบวก เมื่อ Coagulase test ใหผล  3+ หรือ 4+   
       อยางไรกต็ามควรที่จะทาํการทดสอบตอไปนี้เพื่อชวยยืนยันเพิ่มเตมิ เชน 

ก. ยอมสีแกรม 
       ผลการทดลอง : ผลบวกเมื่อเซลลติดสีแกรมบวก เซลรูปรางกลมเกาะกันเปนรูปพวงองุน 
ข. การยอยสลายเจลาติน (gelatin) 
       ผลการทดลอง : ผลบวกเมื่อเจลาตินไมแข็งตัวเมื่ออยูในที่อุณหภูมติ่ํา เพราะ S .aureus  
                                 สรางเอมไซม gelatinase  ยอย สลายเจลาติน   
ค. การใชน้ําตาล  mannitol 
        ผลการทดลอง : ผลบวกเมื่อเกิดกรด สังเกตการณเปลี่ยนสีของ indicator 
ง.   การยอยสลายเม็ดเลือด (haemolysis) บน blood agar  
        ผลการทดลอง : ผลบวกเมื่อเกิด beta-haemolytie 
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การตรวจนับปริมาณราและยีสตในอาหาร 
 
วัตถุประสงค 
        เพื่อศึกษาการตรวจนับปริมาณราและยีสตจากตวัอยางอาหาร 
 
อุปกรณ 
        -  จานอาหารเลี้ยงเชื้อทีอ่บฆาเชื้อแลว 
        -  ปเปต  1  มิลลิลิตร 
         -  PDA 120 มิลลิลิตร 2 ขวด 
        -  กรดแลคติก หรือ ทารทาริกเขมขน 10% 
        -  น้ํายาสาํหรับเจือจางตวัอยางอาหาร 225 มิลลิลิตร 2 ขวด และ 9 มิลลิลิตร 6 ขวด 
        -  แลคโตฟนอล 
 
วิธีการ 
        1   ช่ังตัวอยางอาหาร 25 กรัม ใสในถุงพลาสติกที่ปราศจากเชื้อแลวเติมน้ํายาสําหรับเจือจาง  
             225   มิลลิลิตร  ตีปนดวย stomasher นาน 1 นาที 

2     เจือจางระดับ 10-2, 10-3, และ 10-4 

3.     ปเปตแตละระดับความเจือจาง จากขอ 2  ใสในจานเลี้ยงเชื้อ แตละระดับทํา 2 ซํ้า 
       4.     ทําการ acidified PDA โดยเติมกรดแลคติก หรือ ทารทาริก เขมขน 10% ปริมาณ 1  
               มิลลิลิตร ลงใน PDA 100 มิลลิลิตร  ที่หลอมเหลวแลวและมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศา 
               เซลเซียส แกวงเบาๆ ใหเขากัน ระวังอยาใหมีฟองอากาศ 

4. เท acidified PDA ลงในอาหารขอ 3 หมุนจานอาหรเบาๆ เพื่อใหตวัอยางอาหารและอาหาร
เล้ียงเชื้อเขากนัดี ตั้งทิ้งไวใหวุนแข็ง 

5. นําไปบมที่อุณหภูมิประมาณ 20-25 องศาเซลเซียส ประมาณ 2-5 วัน 
6. ตรวจนับจํานวนยีสตและราที่เจริญในจานเลี้ยงเชื้อในชวง 30-300 โคโลนี  แลว คํานวณตอ

กรัมอาหาร 
7. เขี่ยเชื้อยีสตและราที่แยกไดบนสไลด แลวหยดดวยแลคโตฟนอล ปดทับดวย cover slip  สง

ดูดวยกลองจุลทรรศน บันทึกลักษณะของเชื้อที่ตรวจพบ 
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การตรวจวิเคราะหหา Faecal coliform, Coliform และ E. coli โดยวิธี MPN  
(Most Probable Number) 

 
วิธีการตรวจวิเคราะหในอาหาร 
        ใชตัวอยางอาหารที่มีความเจือจางระดบัละ 10 เทา ตอเนื่องกัน 3 ระดับ  ทําการเพาะเชื้อในแต
ละระดับโดยใชตัวอยางอาหาร 1 มิลลิลิตรเพาะเลี้ยงเชื้อลงในอาหารเหลวที่บรรจุในหลอดอาหาร
ระดับความเจอืจางละ 3, 5 หรือ 10 หลอด นําหลอดทีใ่หผลบวกกับปฏิกิกริยาที่เราตองการทดสอบ
ในแตละระดบัความเจือจางไปอานคาในตาราง MPN   
 
วัสดุอุปกรณ       ประกอบดวย 

1. จานอาหาร 
2. หลอดทดสอบ พรอมกับหลอดเก็บแกส (Durham tube) 
3. ปเปตที่ผานการฆาเชื้อแลว 
4. ตูบม 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้และน้ํายาทดสอบ   ประกอบดวย 
         1.  อาหาร Pre-enrichment เชน อาหารเหลว Trypticase Soy 
          2. อาหารเหลว  Lauryl sulphate tryptose broth (LSTB) พรอมหลอดดักแกส 9 หลอด 
          3. อาหารเหลว 2%  Brilliant Green Lactose Bile (BGLB broth)  
          4.  อาหารแข็ง  Eosin Methylene Blue (EMB agar) 
          5.  สียอมแกรม 
          6.  สารเคมีที่ใชในการทดสอบ IMVIC (indole, Methyl Red, Vogue Prokkeur และการใช  
               citrate )  
 
วิธีการ   
ประกอบดวย 
1.  ขั้นตอนการรักษาเซลที่บาดเจ็บ 

        เซลที่บาดเจ็บแบบถาวร  ไมสามารถซอมแซมใหคืนสภาพเดิม  ได เซลแบบนี้สามารถ
เจริญบนอาหาร Selective ได  ถานําไปเลี้ยงในอาหาร non-selective หรือ  อาหาร Pre-
enrichment กอน การกระทาํเชนนี้  เรียกวา “resuscitation” สําหรับเวลาที่ใชรวมทัง้สภาวะใน
การ resuscitation นั้นจะแตกตางกันออกไป 
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        นําตัวอยางอาหาร 25 กรัม ใสลงในอาหารเหลว  trypticse soy (อาหาร pre-enrichment) 
ปริมาตร 225 มิลลิลิตร  นําไปบมไวที่ อุณหภูมิ 32oC เปนเวลานาน 1-2 ช่ัวโมง จึงนาํไปใชใน
การตรวจหาตอไป 

 
2.  ขั้นตอนการวิเคราะหดวยวิธี (Most Probable Number) (MPN) 
       การวิเคราะหหา MPN ของจุลินทรียอาหารสามารถทําโดยการนําตวัอยางอาหารที่ทราบปริมาณ
ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว จํานวนจุลินทรียตอหนวยของตัวอยางอาหารสามารถคํานวณไดจาก
จํานวนหลอดอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีจุลินทรียที่ตองการทราบจํานวนเจริญในหลอดนั้น และโดยใชวิธี
ทางสถิติชวยเปลี่ยนเลขจํานวนเจริญในหลอดนั้น  และโดยใชวิธีทางสถิติชวยเปลี่ยนเลขจํานวน
ของหลอดที่เชื้อเจริญเปนตัวเลขแสดงจํานวนจุลินทรียในอาหารนั้น 
 
       ในทางปฏิบัติ ทําโดยใช 3- ten-fold serial dilution ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Lauryl sulfate 
tryptose(LST)  แตละระดับความเจือจางจะทํา 5 ซํ้า  โดยที่ระดับความเจือจางและปริมาตรที่ใชใน
การถายเชื้อ (inoculation) จะขึ้นอยูกับปริมาณของจุลินทรียที่คาดวาจะมี เชนถาคาดวาจะมีปริมาณ 
จุลินทรียต่ํา  จะใชหวัเชื้อ (inoculum) ซ่ึงเปนตัวอยางอาหารจากขอ 1 ในปริมาณ 10 มิลลิลิตร และ 1 
มิลลิลิตร  และใช  10 มิลลิลิตร ของ  ten-fold dilution เพื่อใสลงในอาหารเหลว LST 10 มิลลิลิตร  ที่
มีความเขมขนเปนสองเทา และ 1 มิลลิลิตร ของ ten-fold dilution ใส  ลงในอาหารเหลว LST 10 
มิลลิลิตร  การทําเชนนี้จะไดคา sensitivity ตามทฤษฎีเทากับ 0.2  และ ถาชุดแรกของตัวอยางอาหาร
ที่เปน 1 มิลลิลิตร ของ homogenate รอยละ 10 คา sensitivity จะมีคาเทากับ 2 
         ขอดีของการทํา MPN คือสามารถใชกับขนาดของตัวอยางไดหลายขนาด และมีความไว 
(sensitive) สูงวาการทํา Plate count มาก เพราะสามารถใชตัวอยางของเหลวในปริมาณมาก  โดยท่ี
ไมทําใหอาหาร selective นัน้เสียคุณสมบตัิไป 
 
         อาหารเหลว LST ที่ใสตัวอยางอาหารลงไปแลว  ใหนําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37oC  เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง 
 
        ผลการทดลอง :  ผลบวก เมื่อมีการเจริญของ coliform หรือ E. coli จะสังเกตเห็นฟองอากาศ
เกิดขึ้นในหลอด เนื่องจาก coliform หรือ E. coli สามารถใชน้ําตาลแลตโตสแลวใหแกส  การตรวจ
แกสควรทําในชวงการบมระหวาง 24-48 ช่ัวโมง  แกสที่เกิดขึ้นสังเกตไดจาก การเกิดฟองอากาศที่  
ถูกกักอยูในหลอดเก็บแกส (Durham tube)  กอนการทําการสังเกตควรจะเขยาหลอดเพื่อใหแกสที่
ถูกกักอยูทีก่นหลอดลอยตัวขึ้น  สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดเตรียมไวแลวทําการแชในตูเย็นกอนการ
บม หลังการบมแลวอาจเกิดฟองอากาศเล็กขึ้นไดโดยท่ีไมมีการใชน้ําตาลแลคโตสได 
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3.    การถายเชือ้ลงในอาหาร selective 
         หลอดของอาหารเหลว LST ที่มีแกสเกิดขึ้น  คาดวาในหลอดนัน้มีจะเชื้อ E. coli เจริญอยู ให
นําเชื้อที่เจริญในอาหารเหลวที่มีแกสเกิดขึน้มาลากบนอาหารแข็ง Eosin Methylene Blue (EMB 
agar) ถาตองการทําการหาจํานวน E. coli ที่มีอยูในอาหารตัวอยางจากหลอดของอาหารเหลว LST 
ที่มีแกส  ใหนําไปเพาะตอในอาหารเหลว Brilliant Green Lactose Bile (BGLB)  และนํามาบมที่ 
44-44.5oC เปนเวลา 48  ช่ัวโมง  หลอดทีม่ีแกสเกดิขึ้นแสดงวามีการใชน้ําตาลแลคโตส ถือวาหลอด
นั้นคาดวามี E. coli เจริญ 
        เชื้อที่เจรญิในขั้นนี้ถือวา เปน Faecal coliform จะทําการยืนยันวาเชื้อที่เจริญอยูในอาหารเหลว 
BGLB เปน E. coli โดยการนํามาลากบน อาหารแข็ง EMB แลวสังเกตลักษณะโคโลนีที่มี
ลักษณะเฉพาะของ E. coli หลังจากที่ไดบมที่อุณหภูมิ 44-45.5oC 
         ผลการทดลอง  :  แบคทีเรียที่หมักน้ําตาลแลคโตสไมได (non-lactose fermenting bacteria) :  
โคโลนีใส ไมมีสี 

        Coliform :  โคโลนีสีดํา  หรือสีดําอยูตรงกลาง และของใส  ไมมีสี 
        E. coli  :  โคโลนีสีเงินดําและมวีาวโลหะออกสีเขียวเมื่อมีสีสะทอนแสง 

 
4.  การทดสอบยืนยนั (conformation) 
       การทดสอบการยืนยันอาจจะตองทําการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ ซ่ึงเชื้อจุลินทรียทีส่ามารถใชน้ําตาล  
แลคโตสในอาหาร LST เปนเชื้อแบคที่เรียที่ติดสีแกรมลบ  มีลักษณะเปน non-spore-forming bacilli 
สามารถระบุวาเชื้อนี้เปน coliform แตถาตองการทราบใหแนวาเชื้อนีค้ือ E. coli หรือไมจะตองทาํ
การทดสอบตอทั้ง IMVIC (indole,  Methyl Red, Vogue Prokkeur) และการใช ci trate  
      Idole  เปนสารที่ไดจากการยอย tryptophane ดังนั้นอาหารเลี้ยงเชื้อทีจ่ะใชตรวจ Indole จะตองมี     
เปปโตน ซ่ึงมีองคประกอบของ  tryptophane อยางพอเพียง  สารเคมีที่ใชตรวจ Idole คือ KOVAC 
      Methyl Red เปนการตรวจการใชน้ําตาลกลูโคส  และผลิตกรดมากพอที่จะเปลี่ยนสีของ methyl 
red ที่ pH 4.2  และยังคง pH อยู ตลอดระยะเวลาการบม 5 วัน  การตรวจควรจะตองทาํเมื่อครบ 5 วัน 
เพราะเชื้อบางชนิดสามารถผลิตกรดในระยะแรกของการบม แลวจะใชกรดที่ผลิตออกมาทําให pH 
ต่ําลง 
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        ปฏิกิริยา Voges-Proskauer เปนการตรวจ acetylmethyl carbinol หรือ 2,3 – butanediol ที่ได
จากการที่เชื้อใชน้ําตาลกลูโคส การตรวจสารทั้งสองชนิดนี้จะแสดงถึงการใชคารโบไฮเดรทของ    
จุลินทรีย จุลินทรียในกลุม Enterobacteriaceae จะแสดงผลอันใดอันหนึง่ในสองปฏิกิริยา 

                            TSI agar slant                                               IMVic 
                     ------ -------------------                               ------------------------------ 
                   Butt    Slant   Gas  H2S                                   Indole   MR   VP    Citrate 

                   A      A(K)    +(-)     -                                          +         +        -         - 
                                                                               หรือ         -          +       -          - 

ที่มา Diliello,L.R., 1982.  
 
 
การทดลองสําหรับตัวอยางน้าํ 
        1.  ปเปตตัวอยางน้ําลงใน LB  หรือ  LSTB  ที่มีความเขมขน  2 เทา  จํานวน  5  หลอดๆ ละ 10  
มิลลิลิตร  พรอมทั้งปเปต ตัวอยางน้ําลงใน LB  หรือ  LSTB  ความเขมขน 1 เทา  จํานวน  2 หลอดๆ 
ละ  1  และ  0.1  มิลลิลิตร  ตามลําดับ  บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
         2.  ทําการทดลองเหมือนกับการทดลองตัวอยางอาหารในขอ 1-3 ทําการอานเทยีบคา MPN  
Faecal coliform, Coliform และ E .coli ตอตัวอยางน้ํา 100 มิลลิลิตร  
 
รายงานผลการวิเคราะห 
ตัวอยางอาหาร   =                              MPN /  กรัม ของ 
                                        Faecal coliform หรือ  Coliform หรือ E. coli 
 
 
ตัวอยางน้ํา      =                              MPN /  100 มิลลิลิตร 
                                        Faecal coliform หรือ  Coliform หรือ E. coli 
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การตรวจเชื้อ  C. perfringens  ในอาหาร 
 
อุปกรณในการเพาะแยกเชื้อ 
        -  ถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ 
        -  เครื่องตีปน stomacher 
        -   ขวดน้าํยาสําหรับเจือจางปริมาณ 225  และ 9 มิลลิลิตร 
        -   Cooked Meat (CM)  medium 
        -   Tryptose-sulfite-cycloserine (TSC) agar + egg yolk emulsion 
        -   จานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ 
        -   ปเปตปลอดเชื้อ ขนาด 1, 5 และ 10  มิลลิลิตร 
        -   Anaerobic jar 
        -   ตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ 35-37oC 
        -    C.  perfringens diagnostic antitoxin A 
        -    แทงแกวรูปตวั L 
        -    เข็มหรือลูบเขี่ยเชื้อ 
 
การทดลองโดยการตรวจหาวาพบหรือไมพบเชื้อในตวัอยางอาหาร 
        -    เตรียมตัวอยางอาหาร 25 กรัม  ในถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ 
        -    เทน้ํายาสําหรับเจือจาง 225 มิลลิลิตร  ตีปนใหเขากันดวย stomacher 
        -    ทําการเจือจางตัวอยางเพิ่มขึ้นอีก 1-2 ระดับตามความเหมาะสมดวยน้ํายาสําหรับ เจือจาง 
              ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 

  -   ดูดตวัอยางแตละระดับความเจือจางใสลงในหลอด Cooked mest (CM) medium ซ่ึงเพิ่ง 
ออกจาก   ใหมๆ  ( ถาใช  CM medium ที่เตรียมไวนานแลวอาจมีอากาศเขาไปอยูในอาหาร
ดังกลาวเปนปริมาณมาก ดังนั้นกอนใชอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ตรียมไวนานนี้  ควรนําหลอด
อาหารดังกลาวไปทําการตมในน้ําเดือด  เพือ่ไลอากาศประมาณ 15นาที กอนนํามาใช)  โดย
ใสตัวอยางอาหารหลอดละ 1 มิลลิลิตร ระดับความเจือจางละ 2 หลอด 

       -    นําไปบมที่อุณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 18-24  ช่ัวโมง 
       -    ใชลูบจุมเชื้อจากหลอด CM medium  โดยพยายามเขี่ยเชื้อจากกนหลอดของ CM medium  
              (เนื่องจาก  C. perfringens เปนเชื้อในกลุม  facultative anaerobe   ดังนั้นการเจริญของเชื้อ 
             มักจะอยูทางดานกนหลอด) นํามาถายเพาะเชื้อบน TSC + egg yolk agar  
        -  คว่ําจานเพาะเชื้อนําจานเพาะเชื้อทั้งหมดไปใสไวใน  Anaerobic jar เพื่อ ขจัดออกซิเจน 
           ออกจาก  anaerobic jar 
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        -  นําไปบมเพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 18-24  ช่ัวโมง 
        -   ตรวจนับจํานวนโคโลนีของเชื้อที่ใหลักษณะโคโลนีสีดําและมีโซนขุนขาวรอบๆ  โคโลนี  
            (opaque zone)  เนื่องจาก  lecithinase positive  เหมือนกับ  S. aureus 
         -   นําลักษณะโคโลนีดังกลาวไปทําการทดสอบยืนยัน โดยการทําปฏิกิริยา ที่เรียกวา  Nagler  
             reaction test โดยปฏิบัติตามขั้นตอนดังไดกลาวมาแลวขางตน 
        -   รายงานผลการตรวจพบเชื้อวาพบหรือไมพบจากตัวอยาง 0.1, 0.01, หรือ 0.001  กรัม  ตาม  
            ระดับความเจือจางทีไ่ดทําการปฏิบตัิ 
 
หมายเหตุ  การตรวจหาในเชิงปริมารณอาจใชวิธีการทาง Most Probable Number(MPN) แบบ 3 
tube method ในการตรวจวิเคราะห โดยถายตัวอยางอาหาร 3 ระดับความเจือจางติดตอกันลงใน
หลอด CM medium ระดับความเจือจางละ 3 หลอด  บมเพาะเชื้อแลวถายเพาะเลี้ยงเชื้อบน TSC+egg 
yolk agar ดูลักษณะเฉพาะของโคโลนีบนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ แลวนําไปตรวจยนืยนั โดยทํา Nagler 
reaction test นับจํานวนหลอดที่ใหผลบวกในแตละระดบัความเจือจางไป คํานวณหาคา MPN จาก
ตาราง 3 tube MPN  รายงานผลการตรวจพบเชื้อเปน MPN/ กรัม ของอาหาร 
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การตรวจหาเชื้อ B.  cereus ในอาหาร 
 
อุปกรณในการเพาะเชื้อ 
        -   ถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ 
        -   จานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ 
        -   เครื่องตีปน stomacher 
        -   ขวดน้าํยาสําหรับเจือจางปริมาณ 225 และ 9 มิลลิลิตร 
        -   ปเปตปลอดเชื้อขนาด 1,5 และ10  มิลลิลิตร 
        -   Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar 
        -   Trypticase soy-sheep blood agar 
        -   แทงแกวรูปตวั L (spreader) 
        -   ตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ 30oC 
        -  เข็มเขี่ยเพาะเชื้อ (needle) 
 
 
การทดลองและรายงานผลการตรวจนับเชือ้โดยวิธี spread plate technique 
        -   เตรียมตัวอยางอาหาร 25 กรัม ในถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ 
        -   เทน้ํายาสําหรับเจือจาง 225 มิลลิลิตร ตีปนใหเขากนัดวย stomacher 
        -   ทําการเจือจางตวัอยางเพิ่มขึ้นอีก 1-2 ระดับตามความเหมาะสมดวยน้ํายาสําหรับ เจือจาง   
             ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
        -   ดูดตวัอยางแตละระดับความเจือจางใสลงในจานเพาะเชื้อ MYP agar ระดบัความเจือจาง 
             ละ 2 จานเพาะเชื้อจานเพาะเชื้อละ 1 มิลลิลิตร 
        -   ใชแทงแกวรูปตวั L เกลี่ยตวัอยางอาหารแตละระดับความเจือจางใหทัว่จาน 
            คว่ําจานเพาะเชื้อแลวนําจานเพาะเชือ้ทั้งหมดไปบมที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
        -   ตรวจนับโคโลนีของเชื้อที่ใหลักษณะดังนี้ คือ โคโลนีสีชมพู  เนื่องจากเชื้อดงักลาวไม   
            สามารถหมักยอยน้ําตาล mannitol ใหเปนกรดได  โคโลนีที่เจริญบนอาหารนีย้ังคงมีชมพู   
            เหมือนสีของอาหาร เพาะเลี้ยงเชื้อดังเดิมมี opaque zone รอบโคโลนี เนื่องจากเชื้อดังกลาว    
            มีเอมไซม lecithinase เชน เดยีวกับ S. aureus และ C. perfringens ดังนัน้  เมื่อเชื้อเจริญบน  
            อาหารเพาะเชื้อ MYP  agar ซ่ึงมีสวน ผสมของ egg yolk อยู เอมไซม lecithinase จะไปทํา 
           ปฏิกริยากับเลซิทินในไขแดง ทําใหเกิดตะกอนขุน(opaque zone) รอบๆ โคโลนีของเชื้อ  
            คลาย S. aureus และ C. perfringens แตสีของ Opaque จะยังคงเปนสีชมพูเหมอืนเดิม 
             เหมือนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเชนเดยีวกัน 
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         -   นําลักษณะโคโลนีดังกลาวไปทําการตรวจยนืยันโดยดูปฏิกริยา hemolytic activity test เพื่อ 
              ดูการสลายเม็ดเลือดแดงของแกะบนอาหารแข็งทีม่ีสวนผสมของเลือดแกะ (blood agar) 
          -   นับจาํนวนโคโลนทีี่ใหผลการทดสอบ hemolytic positive ไปคํานวณหาปริมาณของเชื้อ  
               B. cereus ตอกรัมของตัวอยางอาหาร 
 
การทําปฏิกิริยา hemolytic activity test 
         -   แบงจานเพาะเชื้อออกเปน 6 หรือ 8 สวน เทาๆ กนั (ดังแผนภาพการตรวจหาเชื้อ B. cereus) 
         -  ใชเข็มเขี่ยเชื้อ เขี่ยโคโลนีของเชื้อที่สงสัยวาเปน B. cereus บน MYP agar ใหเชื้อติดที่ปลาย 
              เข็มเพียงเล็กนอย 
        -   นําเชื้อที่ติดอยูปลายเข็มไปเพาะเลีย้งบนอาหารแขง็เพาะเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy sheep  
               blood agar โดยแตะเชื้อลงบนผิวของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อดังกลาว (1 ชอง ตอเชื้อ 1   
              โคโลนี) 
        -   คว่ําจานเพาเชื้อแลวนําจานเพาะเชือ้ทั้งหมดไปบมที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
             ดูผลปฏิกริยา hemolytic positive  
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การตรวจหาเชื้อ Salmonellae ในอาหาร 
 
อุปกรณในการเพาะเชื้อ 
        -  ถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ 
        -  จานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ 
        -   หลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 16 x 150 มม. ที่มีฝาหรือจุกสําลีปดมิดชิด 
        -   ปเปตปลอดเชื้อขนาด 5 และ10  มิลลิลิตร 
        -   กระจก slide 
        -   Trypticase soy broth (TSB) ปริมาตร 225  มิลลิลิตร 
        -   Tetrathionate broth (TTB) + Iodine solution 
        -   Selenite cystine broth(SCB) 
        -   Salmonella-Shigella(SS) agar 
        -   Xylose-Lysine-Desoxycholae(XLD) agar 
        -   Triple Sugar Iron(TSI) agar slant 
        -   Lysine-Indole-Motility(LIM) medium 
        -   Trypticase soy agar(TSA) หรือ Nutrient agar(NA) slants 
        -   Agglutinating antiserum (polyvalent) A-67 
        -   เข็ม (needle) และ หวง (loop) เขี่ยเชื้อ 
 
การทดลองและรายงานผล 
Pre-enrichment 
        -  เตรียมตัวอยางอาหาร 25 กรัม ในถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ (ฟลาส หรือ ถุงพลาสติกอุดจุก
สําลี) 
       -  เติม TSB 225 มิลลิลิตร เขยาหรือปนใหตวัอยางอาหารกระจายในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ TSB 
อยางสม่ําเสมอ 
       -  นําไปบมเพาะเชื้อในตูบมที่อุณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 
 
Selective enrichment 
        -  ใชปเปตปลอดเชื้อถายเพาะเชื้อจาก TSB ลงในหลอดทดสอบที่มีอาหารเหลวเพาะเชื้อ TTB  
            (9 มิลลิลิตร) และ SCB (9 มิลลิลิตร) หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
        -  นําหลอดทั้งหมดไปบมในตูอุณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง plating on selective  
            and differential media 
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        -  เขี่ยเพาะเชื้อจากหลอด TTB และ SCB ลงบนอาหารแข็งเพาะเลีย้งเชื้อ SS และ XLD agar 
           คว่ําจานเพาะเชื้อแลวนําจานเพาะเชือ้ทั้งหมดไปบมที่อุณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 18-24  
           ช่ัวโมง 
        -  ดูลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหารแข็งเพาะเลีย้งเชื้อ SS และ XLD agar ซ่ึงโคโลนีของ     
           ซาลโมเนลลาบนอาหารแข็งเพาะเลีย้งเชื้อทั้งสองจะมีลักษณะดงันี้ 
        -  SS agar ลักษณะโคโลนีของซาลโมเนลลาจะกลมใส มีหรือไมมีจุดสีดําของการเกิด   
            ไฮโดรเจนซัลไฟดในโคโลนี 

- XLD agar ลักษณะโคโลนีจะกลมมีสีชมพ ูมีหรือไมมีจุดโคโลนีสีดําของการเกิด 
            ไฮโดรเจนซัลไฟดในโคโลนี 
 
Biochemical screening test 
        -  นําลักษณะเฉพาะของโคโลนีดังกลาวในแตละอาหารเลี้ยงเชื้อไปทําการทดสอบปฏิกิริยา 
            ชีวเคม ีโดยใชเข็มเขีย่เชื้อโคโลนีที่สงสัยไปเพาะลงในอาหารเลีย้งเชื้อ TSI agar slants, LIM  
            medium และ TSA หรือ NA slant 
        -  นําหลอดทดสอบทั้งหมดไปบมเพาะเชื้อในตูบมอุณหภูมิ 35-37oC เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 
           ดูผลปฏิกริยาทางชีวเคมีในหลอด TSI agar slant และ LIM medium ซ่ึงเชื้อซาลโมเนลลาจะ 
           ใหคุณสมบัติทางชีวเคมีดังนี ้

                    TSI                                                                    LIM 
       Slant    butt      H2S       gas                              lysine      indole       motile      
          K        A         +/-        +/-                                   +            -              +/- 

 
K  =  alkaline  ปลายหลอด(slant) ของ TSI จะมีสีแดง  (ชมพูบานเยน็) 
A  =  acid  กนหลอด (butt)  ของ  TSI  จะมีสีเหลือง 
H2S +  =  ในหลอด TSI  จะเกิดตะกอนสีดําของไฮโดรเจนซัลไฟด  ซ่ึงซาลโมเนลลาสวนใหญ จะ
ใหผล+ 
H2S -  =  ไมมีตะกอนสีดําในหลอด TSI ทั้งนี้เนื่องจากไมมีไฮโรเจนซัลไฟด 
Gas+   = มีฟองอากาศดันวุนของ TSI เนื่องจากซาลโมเนลลาสวนใหญสามารถหมักยอยน้ําตาล
กลูโคสแลวไดกรดและกาซเพียงเล็กนอย 
Gas-  = ไมมีฟองกาศใหเห็นในหลอด TSI ซ่ึงมีบางเซโรวารใหผล- 
Lysine +  =  จะมีสีมวงทั้งหลอดเนื่องจากเชื้อซาลโมเนลลามีเอมไซม lysine decarboxylase ไปยอย 
lysine ทําให อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อดังกลาวมีความเปนดางมากขึ้น มีผลทําให brom cresol purple ซ่ึง
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ใหเปน indicator ในอาหารดงักลาวและมีสีมวงที่พีเอชเปนกลาง  มีสีมวงเขมมากขึ้น  ซ่ึง            
ซาลโมเนลลาสวนมากจะมีเอมไซมดังกลาวนี ้
 
Lysine -  = หลอดอาหารจะมีสีเหลือง เนื่องจากเชื้อที่ไมมี เอมไซม lysine decarboxylase  แตมี
เอนไซม lysine decarboxylase ซ่ึงจะไปยอย lysine ทําใหพีเอชของอาหารต่ําลง  มีผลทําใหสีมวง
ของ brom cresol purple ไปเปนสีเหลือง 
 
Indole +  =  จะมีสีแดงบนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อหลังจากหยดน้ํายา KOVAC  
Indole -  =   ไมเกิดสีแดงหลงัจากหยดน้ํายา KOVAC  ซ่ึงซาลโมเนลลา จะไมมี เอม tryptophanase 
จึงไมเกดิปฏิกริิยากับ KOVAC  
 
Motile +   =  หลอดอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ  LIM จะขุนทั้งหลอด  ทั้งนี้ เนื่องจากซาลโมเนลลา
สวนมากจะมแีฟลกเจลลาใชในการเคลื่อนที่ ดังนั้น เมือ่ทําการ stab  เชื้อลงในหลอดอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อ LIM แลวบมเพาะเชื้อซาลโมเนลลาจะเจรญิเคลื่อนที่ออกจากรอย stab ไปทุกทิศทุก
ทาง จึงทําใหหลอดขุน   
Motile -   =  หลอดอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อจะมีเชื้อเจริญบริเวณรอย stab เทานั้น สวนบริเวณอาหาร
รอบ รอย stab จะใส  ทั้งนีเ้นือ่งจากเชื้อไมมีแฟลกเจลลาใชในการเคลื่อนที่ จึงเจริญอยูเฉพาะบริเวณ
รอย stab จะใส  ทั้งนี้เนื่องจากเชื้อไมมีแฟลกเจลลาใชในการเคลื่อนที ่จึงเจริญอยูเฉพาะบริเวณรอย 
ซาลโมเนลลาไมมีแฟลกเจลลาไดแก S. pullorum และ S. gallinarum 
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ภาคผนวก ข. 
 

วิธีการหาปริมาณเชื้อตั้งตนและเตรียมตัวอยางในการศกึษาผลของ
ความรอนกับความเขมขนของโปตัสเซียมซอรเบท 

 

ข. 1.  วิธีการหาปริมาณเชื้อตัง้ตน  
 

การเตรียมเชื้อใน Potato Dextrose Agar (PDA) 
        เตรียม slant  PDA  5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง พรอมนําเชื้อที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมา      ลาก
บนหนา slant ใหเต็มโดยใช loopบมไวที่อุณหภูมิหอง  นาน  5 วัน 

                                             
                   รูปที่ ข.1.1  แสดงรูปตัวอยางเชื้อราที่ขึ้นเต็มหนาอาหารเลีย้งเชื้อ 
 

 
รูปที่ ข.1.2  แสดงขั้นตอนการหาปริมาณเชื้อเร่ิมตนและทดสอบกับความรอนและความเขมขนของ 
                   โปตัสเซียมซอรเบท 

0.01 ml. 0.01 ml. 

1x106 1x106 

9 ml. 9 ml. 9 ml. 9. ml.  9 ml. 

Control       SB 0.02%     SB0.04%      SB0.06%     SB0.08% 

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 

 

1:10 1:1000 1:100 

1 ml 1 ml. 9 ml. 
9 ml. 

1:10000 

9 ml. 9 ml. 
1 ml. 
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การเตรียมระดับความเจือจาง (dilution) 
1. นํา potato dextrose broth (PDB) 9 มิลลิลิตร ที่ฆาเชื้อแลว  เทลงในหลอดที่เตรียมเชื้อไว ดัง

รูปที่ ข.1.1   
2. เกลี่ยเชื้อราใหผสมใน PDB  และเทสารละลาย PDB ที่ไดในหลอดทดลองที่ผานการฆาเชื้อ

แลว จะไดสารละลายที่มี ระดับความเจือจาง 10-1  (ดังรูปที่ ข.1.2 ) 
3. นํามาทําระดับความเจือจางที ่ถึง 10-4  และ หยดดวย ไมโครปเปต 0.01 มิลลิลิตร ลงใน

อาหารแข็ง  Potato Dextrose Agar (PDA)  c]h;ทําการ spread plate 
4. บมที่อุณหภูมหิอง  นาน  24-48 ช่ัวโมง  อานและแปรผล  
5. ในขณะเดยีวกนัใหนําหลอดที่มีระดับความเขมขน 10-1 มาหยดลงใน PDB 9 มิลลิลิตร ที่มี

โปตัสเซียมซอรเบทที่ระดับความเขมขน  0.02%,  0.04%,  0.06% และ 0.08%  และตวั
ควบคุมโดยไมใสโปตัสเซียสซอรเบท  

6. นําไปตมที่อุณหภูมิ 100oC  และ ทุกๆ 15 นาที นํามาตรวจเชื้อ เพื่อดูปริมาณที่ลดลง 
7. โดยทําการหยด 0.1 มิลลิลิตรลงในอาหารแข็ง PDA  บมไวที่อุณหภูมหิอง นาน 24-48 

ช่ัวโมง 
8. ทําการอานผลเชื้อและแปรผล 
 

ขอควรระวัง  1.  ตองทําอยางปลอดเชื้อ เนือ่งจากเชื้อรามกีารปนเปอนไดงาย 
                      2.  หากบมนานเกินไป เชื้อราจะกระจายจนไมสามารถนับได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


