
 1 

 

บทปฏิบัติการที่ 1 
ความรู้พื้นฐานส าหรับการปฏิบัติการจุลชีววิทยาอาหาร 

 
ห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาเป็นสถานที่ที่ควรปฏิบัติงานด้วยความระมัดระวัง เนื่องจาก

ภายในห้องปฏิบัติการอาจมีเชื้อจุลินทรีย์ปนเปื้อนในอากาศ บนพ้ืนห้องและบริเวณรอบๆได้ ซึ่ง
เชื้อจุลินทรีย์เหล่านี้มีขนาดเล็กไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ดังนั้นการสูดดม การสัมผัส
เชื้อจุลินทรีย์จึงอาจก่อให้เกิดปัญหาสุขภาพต่างๆ ตามมาได้  ผู้เรียนจึงควรปฏิบัติตามค าแนะน า
ดังต่อไปนี้อย่างเคร่งครัดเพ่ือความปลอดภัยทั้งต่อตนเองและผู้อื่น 

 
1 ข้อควรปฏิบัติในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

1.1 การแต่งกายให้ผู้เรียนสวมเสื้อคลุมส าหรับท าปฏิบัติการตลอดชั่วโมงการเรียน และ
หลังจากเสร็จสิ้นชั่วโมงการเรียนไม่ควรเก็บเสื้อคลุมไว้ภายในห้องปฏิบัติการ เนื่องจากอาจเกิดการ
ปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ในเสื้อคลุมได้ และควรท าความสะอาดเสื้อคลุมส าหรับปฏิบัติการทุกครั้ง
หลังใช้งาน 

   
 

ภาพที่ 1.1 ตัวอย่างการแต่งกายส าหรับท าปฏิบัติการจุลชีววิทยาอาหาร 
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 ผู้เรียนทุกคนต้องท าการล้างมือและสวมถุงมือทุกครั้งก่อนเริ่มท าปฏิบัติการ ผู้เรียนสวม
รองเท้าหุ้มสนพ้ืนกันลื่นเข้าท าปฏิบัติการ ส าหรับนักศึกษาที่มีผมยาวเกินไหล่ให้ท าการรวบผมให้
เรียบร้อยก่อนลงมือท าปฏิบัติการ และหากบทปฏิบัติการใดมีการใช้สารเคมีเข้าร่วมด้วย ผู้เรียนต้องใส่
แว่นตาเพ่ือป้องกันดวงตาซึ่งทางห้องปฏิบัติการจะจัดเตรียมไว้ให้ ดังภาพที่ 1.1  
 1.2 หากผู้เรียนท าเชื้อจุลินทรีย์ในห้องปฏิบัติการเลอะใส่เสื้อคลุมปฏิบัติการ ให้น าเสื้อคลุม
นั้นไปแจ้งแก่ผู้ควบคุมปฏิบัติการเพ่ือท าการฆ่าเชื้อเสื้อคลุมนั้นก่อนน าไปท าการซักล้างต่อไป 
 1.3  ผู้เรียนต้องสวมถุงมือที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วตลอดเวลาในระหว่างท าการทดลอง และใน
ระหว่างการตรวจผลการทดลอง และไม่ควรใส่ถุงมือที่เก่า ขาด และไม่ผ่านการฆ่าเชื้อ เพราะอาจ
ก่อให้เกิดการบุกรุกของเชื้อจุลินทรีย์เข้าสู่ผิวหนังได้ 
 1.4  ห้ามบริโภคเครื่องดื่มและอาหารในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาอาหารโดยเด็ดขาด 
 1.5 ในการเขียนข้อความลงบนเครื่องแก้วที่ใช้ในการทดลองทุกชิ้น ให้ผู้เรียนเขียนโดยใช้
ปากกาส าหรับเขียนแก้ว และไม่ควรน าส่วนใดๆของปากกาเขียนแก้วเข้าไปในปากโดยเด็ดขาด 
 1.6 ก่อนและหลังจากที่เสร็จสิ้นปฏิบัติการทุกครั้ง ผู้เรียนต้องท าการล้างท าความสะอาดมือ
และบริเวณแขนจนถึงข้อศอกด้วยน้ ายาส าหรับฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่ทางห้องปฏิบัติการได้จัดเตรียมไว้ให้ 
และให้รีบกลับไปอาบน้ าช าระร่างกายให้สะอาดทุกครั้ง 
 1.7 หากมีการใช้ลูป (Loop) หรือเข็มเขี่ยเชื้อ (Needle) ในการขีดเชื้อจุลินทรีย์ ควรท าการ
ลนไฟให้แดงและรอให้เย็นสักครู่ก่อนลงมือปฏิบัติการ และผู้เรียนต้องระวังความร้อนจากลูปหรือเข็ม
เขี่ยเชื้อ โดยไม่น ามือไปสัมผัส ลูปและระวังบริเวณปลายแหลมไม่ให้แทงเข้าสู่ผิวหนังและดวงตา ใน
กรณีที่ได้รับอุบัติเหตุจากความร้อนต้องแจ้งผู้คุมปฏิบัติการทันทีเพ่ือจะได้ท าการปฐมพยายาลใน
เบื้องต้นได้ทัน 
 1.8  ผู้เรียนไม่ควรวางหลอดทดลองหรือที่เก็บหลอดทดลอง (Test tube racks) ไว้ใกล้มุม
โต๊ะ และไม่ควรวางไว้บนบีกเกอร์ ควรหลอดทดลองไว้บนโต๊ะที่สามารถมองเห็นได้ง่ายและไม่หล่นลง
พ้ืนได้ง่าย  
 1.9 ทางห้องปฏิบัติการได้จัดเตรียมไมโครปิเปต (Micropipette) เอาไว้ให้ใช้งานอย่าง
เพียงพอ เมื่อใช้งานเสร็จแล้วจะมีทิป (Tip) ที่ผ่านการใช้งานแล้ว ให้ผู้เรียนทิ้งทิปที่ผ่านการใช้งานแล้ว
ลงในน้ ายาฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่ทางห้องปฏิบัติการได้จัดเตรียมไว้เท่านั้น ห้ามน าไปทิ้งลงในถังขยะโดย
เด็ดขาด 

1.10 ให้ผู้เรียนท าการเก็บกวาดท าความสะอาดโต๊ะปฏิบัติการของห้องปฏิบัติการทางจุล
ชีววิทยาอยู่เสมอหลังใช้งาน ให้ช่วยกันรักษาความสะอาดโดยหากมีขยะที่ต้องการทิ้งต้องพิจารณาว่า
เป็นขยะติดเชื้อหรือไม่ โดยหากเป็นขยะที่ติดเชื้อต้องทิ้งลงในถังสีแดงที่ทางห้องปฏิบัติการจัดเตรียมไว้
เท่านั้น และหากเป็นขยะทั่วไปให้ทิ้งลงในถังขยะสีเขียวที่ทางห้องปฏิบัติการได้จัดเตรียมไว้ให้ 

1.11 ภายหลังจากการท าปฏิบัติการและการตรวจผลการปฏิบัติการ ให้ผู้เรียนแยกอุปกรณ์ที่
ต้องคืนส่งให้ทางห้องปฏิบัติการออกเป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มที่มีเชื้อจุลินทรีย์ให้ท าการคืนโดยการใส่ถุง
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ทนร้อนเพ่ือน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ทางห้องปฏิบัติการได้จัดเตรียมไว้ให้ และหากเป็นอุปกรณ์เครื่องแก้วปกติ
ที่ไม่มีการสัมผัสเชื้อจุลินทรีย์ให้ผู้เรียนล้างท าความสะอาดในอ่างล้างอุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการก่อนน า
คืนให้แก่เจ้าหน้าที่ทุกครั้ง  
 
2 อุบัติเหตุที่อาจเกิดขึ้นและวิธีการปฏิบัติตัวเมื่อได้รับอุบัติเหตุ 
 อุบัติเหตุเป็นเหตุการณ์ที่เกิดขึ้นได้เสมอ อุบัติเหตุที่อาจเกิดขึ้นในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ได้แก่ 

2.1 การท าสารละลายที่มีเชื้อจุลินทรีย์ปนเปื้อนอยู่หกราดบนพ้ืนโต๊ะปฏิบัติการ  กรณีที่
เชื้อจุลินทรีย์หกราดบนพ้ืนโต๊ะ ไม่ควรท าการเช็ดท าความสะอาดทันที ควรใช้แอลกอฮอล์เข้มข้นร้อย
ละ 70 ที่ทางห้องปฏิบัติการเตรียมไว้สเปรย์ให้ทั่วบริเวณสารละลายที่หก โดยราดน้ ายาทิ้งไว้ 15-30 
นาที ก่อนที่จะท าความสะอาดและกลับมาท าปฏิบัติการ ณ บริเวณนั้นไดอี้ก  

2.2 ส าหรับโต๊ะปฏิบัติการใดที่ใช้ตะเกียงแอลกอฮอล์หากไฟลุกท่วมตะเกียงหรือลุกบนโต๊ะที่
มีแอลกอฮอล์หก เมื่อเกิดอุบัติเหตุขึ้นสิ่งแรกที่ผู้เรียนควรปฏิบัติคือการตั้งสติ จากนั้นให้ผู้ เรียนรีบแจ้ง
ต่ออาจารย์ หรือนักวิทยาศาสตร์ที่คุมปฏิบัติการทันที  ในเบื้องต้นให้หาภาชนะ เช่น บีกเกอร์ กาละมัง 
คว่ าลงในบริเวณที่มีไฟลุก เพ่ือจ ากัดออกซิเจนในบริเวณที่มีไฟลุกอยู่ให้หมดไป หรือคว่ าภาชนะนั้น
จนกว่าไฟจะดับ หรือหากมีเพลิงไหม้เกิดขึ้น ให้มองหาถังดับเพลิงที่อยู่ด้านหน้าของห้องปฏิบัติการมา
ใช้ในการดับไฟ ถ้ามีควันไฟมากควรหมอบตัวให้ต่ ากว่าควันไฟและหาทางออกจากบริเวณนั้นหรือใช้
บันไดหนีไฟที่อยู่ด้านข้างของตึกทันท ี

2.3 ในกรณีที่มีแก๊สรั่วหรือได้กลิ่นแก๊สหุงต้มเข้มข้นผิดปกติ ให้รีบแจ้งต่ออาจารย์และ
นักวิทยาศาสตร์ที่คุมปฏิบัติการทันที ห้ามท าการจุดไฟโดยใช้ไม้ขีด ไฟแช็คหรือปืนจุดแก๊สโดย
เด็ดขาด  

2.4 หากมีเครื่องแก้วแตกและหากเครื่องแก้วนั้นๆสัมผัสกับเชื้อจุลินทรีย์แล้ว ให้ท าการเก็บ
กวาดโดยใช้อุปกรณ์ที่ทางห้องปฏิบัติการได้จัดเตรียมไว้ให้เท่านั้น จากนั้นให้น าอุปกรณ์และน าเศษ
เครื่องแก้วทั้งหมดไปฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
ก่อนน าไปรวมกับเศษแก้วปกติต่อไป 

2.5 ในห้องปฏิบัติการมีตู้ยาส าหรับปฐมพยาบาลเบื้องต้น ดังนั้นผู้เรียนจึงควรมองหาและ
ทราบจุดที่ตั้งของตู้ยาส าหรับปฐมพยาบาลเบื้องต้นในห้องปฏิบัติการนั้นๆ ทั้งนี้หากผู้เรียนมีอาการไม่
สบายใดเกิดขึ้นในระหว่างการท าปฏิบัติการให้แจ้งต่ออาจารย์หรือนักวิทยาศาสตร์ทันที 
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3. การเตรียมอุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชื้อ และเทคนิคพื้นฐานทางด้านจุลชีววิทยาอาหาร 
อุปกรณ์ในการท าปฏิบัติการทางจุลชีววิทยามีอยู่มากมาย ซึ่งอุปกรณ์แต่ละชนิดมีวิธีการท าให้

ปราศจากเชื้อจุลินทรีย์ (Aseptic) ก่อนน ามาใช้งานต่างกัน ดังนี้ 
 3.1 เครื่องแก้ว เช่น จานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) ขวดรูปชมพู่ (Flask) และปิเปตต์ 
(Pipettes) ควรน ามาท าให้ปราศจากเชื้อจุลินทรีย์โดยการน าไปวางไว้ในตู้อบ (Hot air oven) ที่ 180 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง โดยจานอาหารเลี้ยงเชื้อควรเก็บในกระบอกจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(ภาพที่ 1.2) และปิเปตต์ควรเก็บในกระบอกปิเปตต์ให้เรียบร้อย โดยกระบอกส าหรับใส่จานอาหาร
เลี้ยงเชื้อและกระบอกปิเตต์นี้ ได้ออกแบบโดยการใช้วัตถุจากสแตนแลสเพ่ือความคงทนและถูก
สุขลักษณะ เมื่อน าจานอาหารหรือปิเปตต์ใส่เข้าไปในกระบอกแล้วควรหมุนรูของตัวกระบอกและปาก
กระบอกให้ตรงกัน เมื่ออบจนครบ 3 ชั่วโมงแล้ว ควรรอให้เครื่องแก้วเย็นเสียก่อนที่จะเปิดตู้อบได ้ 
 
 
 
  

 
 
  ก.          ข.       ค. 

ภาพที่ 1.2 ขั้นตอนการท าให้จานอาหารเลี้ยงเชื้อปราศจากเชื้อจุลินทรีย์ 
         ก = การน าจานอาหารเลี้ยงเชื้อใส่ลงในกระบอกจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
         ข = การปิดฝากระบอกจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
         ค = การอบที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
  

3.2 ไมโครปิเปตต์และทิป (Micropipette and Tip) ไมโครปิเปตต์และมีทิปส าหรับดูด
ของเหลวดังภาพที่ 1.3 ซึ่งไมโครปิเปตต์มีทั้งแบบที่สามารถน าไปนึ่งฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันได้ แต่
บางชนิดไม่สามารถน าไปใส่ในหม้อนึ่งความดันได้ ดังนั้นควรสังเกตข้อความข้างไมโครปิเปตต์ที่เขียน
ว่า Autoclavable จึงสามารถน าไปใส่ในหม้อนึ่งได้ นอกจากนั้นทิปที่ใช้ส าหรับดูดของเหลว ควร
น าไปใส่ในกล่องส าหรับเก็บทิป แล้วน าทั้งกล่องนั้นไปใส่ในหม้อนึ่ง  
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  ก.       ข.    ค. 
    

ภาพที่ 1.3 ไมโครปิเปตต์และทิป ก = ไมโครปิเปตต์  ข = ทิป  ค = กล่องใส่ทิป 
 
4 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นปัจจัยส าคัญท่ีท าให้เชื้อจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโต การเลือกใช้อาหาร
เลี้ยงเชื้อให้เหมาะสมกับเชื้อจุลินทรีย์แต่ละประเภทท าให้วิเคราะห์ผลทางด้านจุลชีววิทยาได้ถูกต้อง 
โดยอาหารเลี้ยงเชื้อในปัจจุบันได้พัฒนามาเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูปซึ่งสามารถน ามาละลายในน้ ากลั่น
และน าไปนึ่งฆ่าเชื้อเพ่ือใช้ได้เลย  
 
 4.1 อาหารเลี้ยงเชื้อกับแหล่งอาหารของเชื้อแบคทีเรีย 
 การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในอาหารจ าเป็นต้องได้รับอาหารจากแหล่ง
ต่างๆโดยสามารถจ าแนกแหล่งอาหารที่ส าคัญทีเ่ชื้อแบคทีเรียต้องการดังนี้  

แหล่งคาร์บอน  
ในการด าเนินกิจกรรมต่างๆของเชื้อแบคทีเรียจ าเป็นที่ต้องได้รับพลังงานจากแหล่งคาร์บอน 

ไม่ว่าจะเป็นแบคทีเรียที่ต้องใช้ออกซิเจนหรือไม่ใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโต แหล่งคาร์บอนที่ส าคัญ
คือน้ าตาลชนิดต่างๆ เช่น น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวพวกกลูโคส (Glucose) ฟรุกโตส (Fructose) กาแลค
โตส (Galactose) แลคโตส (Lactose) มอลโตส (Maltose) หรือน้ าตาลที่มีสายยาว จ าพวกแป้ง 
เด็กซ์ตริน เป็นต้น เมื่อแบคทีเรียมีแหล่งคาร์บอนแล้ว แบคทีเรียจะผลิตเอ็นไซม์ชนิดต่างๆเพ่ือท าการ
ย่อยแหล่งคาร์บอนนั้นๆ ดังนั้นการเติมอินดิเคเตอร์ (Indicator) ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถใช้
เพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงอันเนื่องมาจากการย่อยแหล่งคาร์บอนนั้นๆ โดยภายหลังจากการย่อย
อาจพบกรดหรือด่างซึ่งท าให้สีของอินดิเคเตอร์นั้นเปลี่ยนไปตามสภาวะกรดหรือด่างที่เกิดขึ้น 
นอกจากนั้นแล้วยังสามารถพบการเปลี่ยนแปลงจากการย่อยคาร์บอนได้ เช่นตรวจพบแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ในหลอดอาหาร เป็นต้น การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียตามแหล่งคาร์บอนยัง
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สามารถท าได้เพราะแบคทีเรียบางชนิดสามารถเจริญได้หากมีน้ าตาลชนิดหนึ่งแต่กลับไม่เจริญเติบโต
หากมีน้ าตาลชนิดอื่นเป็นแหล่งคาร์บอน เป็นต้น 
 แหล่งไนโตรเจน  

ไนโตรเจนจัดเป็นแหล่งพลังงานรวมถึงแหล่งของสารอาหารที่ส าคัญของเชื้อแบคทีเรียชนิด
ต่างๆ โดยแหล่งไนโตรเจนส่วนใหญ่ได้มาจากโปรตีนทั้งจากสัตว์และจากพืช ตัวอย่างของแหล่ง
ไนโตรเจนส าหรับเชื้อแบคทีเรีย เช่น โปรตีนและกรดอะมิโนชนิดต่างๆ เช่น สาร Peptic digest of 
animal tissue และ สาร Peptone ซึ่งเชื้อแบคทีเรียจ าเป็นต้องใช้เพ่ือสังเคราะห์เอ็นไซม์ต่างๆเพ่ือ
น าไปท ากิจกรรมต่างๆของเซลล์รวมถึงน าไปสร้างโปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย ใช้เพ่ือสร้างพลังงานและ
ใช้ในการเจริญเติบโต ทั้งนี้การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียอาจใช้ความสามารถในการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียต่างชนิดกันในแหล่งไนโตรเจนต่างๆกัน โดยเฉพาะความสามารถในการย่อยกรดอะมิโนบาง
ชนิดของเชื้อแบคทีเรียบางชนิด  

แหล่งเกลือแร่และวิตามิน 
เกลือแร่ส่งผลในการควบคุมอิเลคโตรไลท์ (Electrolyte) ของเซลล์ โดยควบคุมกระบวนการ

ผ่านเข้าออกของสารอาหารและตัวเซลล์ เชื้อจุลินทรีย์บางชนิดสามารถเจริญในเกลือที่เข้มข้นกว่า 10 
เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นจึงใช้คุณสมบัตินี้ในการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียได้ ส่วนวิตามินมีความส าคัญ
ในการสร้างเอ็นไซม์ต่างๆส าหรับการด ารงชีวิต นอกจากนั้นแล้วในการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย
บางชนิดอาจผลิตวิตามินออกมาได้ เช่นวิตามินบีที่อาจถูกผลิตได้จากเชื้อแบคทีเรียที่อยู่ในล าไส้มนุษย์ 
(Najjar และ Barrett, 1945) เป็นต้น 

 
    4.2 ประเภทของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 อาหารเลี้ยงเชื้อแบ่งออกได้ 4 ประเภทตามการใช้ประโยชน์โดยวัตถุประสงค์ของอาหารเลี้ยง
เชื้อแต่ละประเภทแตกต่างกันออกไปดังนี้ (Bauman, 2007) 
 
 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Enrichment  

อาหารเลี้ยงเชื้อประเภทนี้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารอาหารที่อุดมส าหรับการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียเพ่ือช่วยในการเพ่ิมปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ที่ต้องการตรวจให้มีปริมาณมากพอระดับหนึ่งจน
สามารถเจริญเป็นโคโลนีให้สังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่าเมื่อต้องการตรวจสอบหาชนิดของเชื้อแบคทีเรีย
นั้นในอาหารคัดเลือกในขั้นตอนต่อไป หรือช่วยเพ่ิมปริมาณของเชื้อแบคทีเรียให้มีปริมาณมากพอที่จะ
ท าการทดสอบทางชีวเคมีได้ เพราะแบคทีเรียที่ต้องการตรวจหาอาจมีจ านวนเซลล์ที่ได้รับการบาดเจ็บ
เป็นจ านวนมากในระหว่างการแปรรูป ท าให้อาจตรวจไม่พบเชื้อแบคทีเรียนั้นๆแม้ว่าอาจปนเปื้อนใน
อาหาร การเพ่ิมปริมาณของเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในอาหาร Enrichment จึงจ าเป็นต้องใช้
เวลาตั้งแต่ 6 ถึง 24 ชั่วโมงแล้วแต่ชนิดของอาหาร อาหารเลี้ยงเชื้อ Enrichment อาจมีการเติมสาร
บางชนิดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งลงไปด้วย เพ่ือท าให้โอกาสในการ
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ตรวจพบเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคนั้นมีสูงขึ้น หรือในบางครั้งเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการน ามาตรวจ
วิเคราะห์เพ่ือหาว่าปนเปื้อนในอาหารหรือไม่ อาจมีปริมาณน้อยมากโดยเฉพาะในอาหารที่ผ่านการ
แปรรูปแล้วอาจมีโอกาสตรวจพบได้น้อยกว่าการตรวจในวัตถุดิบสด บางกรณีอาจพบแบคทีเรียชนิด
อ่ืนๆปนเปื้อนอยู่มากเกินไปจึงอาจเป็นอีกสาเหตุหนึ่งที่อาจตรวจไม่พบเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคทั้ง
ทีม่ีการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคอยู่ในอาหารนั้นๆ ท าให้จ าเป็นต้องเติมสารคัดเลือก 
(Selective agent) ซึ่งเป็นสารที่เชื้อแบคทีเรียที่ต้องการตรวจหาสามารถเจริญได้แต่แบคทีเรียชนิด
อ่ืนๆที่ไม่ต้องการไม่สามารถเจริญได้หากมีสารคัดเลือกนั้นๆ ข้อที่ควรระวังอีกประการคือหากพบ
แบคทีเรียที่ก่อโรคบางชนิดแม้ในปริมาณเล็กน้อยแต่อาจก่อให้เกิดโรคในมนุษย์หลังจากรับประทานได้ 
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Enrichment จึงมีสารอาหารที่ท าให้เซลล์ที่ได้รับบาดเจ็บฟ้ืนตัวหรือท าให้
เชื้อจุลินทรีย์แข็งแรงก่อนที่จะน าไปทดสอบในข้ันต่อไป (Vaz-Velho และคณะ, 2001) แบคทีเรียบาง
ชนิดต้องมีการบ่มเพ่ือพักฟ้ืนเซลล์ถึง 2 ครั้งโดยครั้งแรกเรียกว่า Pre-Enrichment และครั้งที่ 2 
เรียกว่า Enrichment  

ปัจจัยเสริมที่ท าให้อาหาร Enrichment สามารถเพ่ิมจ านวนเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการตรวจหา
และส่งเสริมให้มีการฟื้นตัวของเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับบาดเจ็บคือ การปรับให้มีค่า Osmotic stress ที่
เหมาะสมต่อเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการตรวจหาเนื่องจากค่านี้มีผลต่อการแบ่งตัวของเซลล์แบคทีเรียใน
ระยะ Lag phase (Shida และคณะ, 1975) ตัวอย่างเช่นการเติมเกลือและปริมาณกลูโคสที่เหมาะสม
ในอาหาร Enrichment ของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella จะช่วยท าให้เซลล์ของแบคทีเรีย 
Salmonella สามารถซ่อมแซมตัวเองได้อย่างรวดเร็ว รวมถึงมีการปรับตัวของเซลล์ในการหลั่ง
เอ็นไซม์ออกมาย่อยอาหารได้อย่างรวดเร็วและเหมาะสม (Taskila และคณะ, 2011) 

 
 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Selective  

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Selective เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการคัดเลือก โดยสามารถใช้
คุณสมบัติที่แตกต่างกันของชนิดของเชื้อแบคทีเรียมาใช้ในการแยกแบคทีเรียที่ต้องการออกจาก
แบคทีเรียอ่ืนๆ จึงมีการเติมสารเคมีบางชนิดเพ่ือชะลอการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการ
และคัดเลือกให้เฉพาะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการให้สามารถเจริญเป็นโคโลนีได้ โดยหากเชื้อ
แบคทีเรียใดสามารถเจริญในอาหารคัดเลือกชนิดนั้นได้จึงสามารถระบุอย่างคร่าวๆได้ว่าเป็นแบคทีเรีย
ในกลุ่มที่ต้องการ การใช้สารคัดเลือกเพ่ือจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียจึงให้ผลได้ในระดับหนึ่ง แต่
เพ่ือให้มั่นใจว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียชนิดที่ต้องการตรวจหาจึงควรน าโคโลนีที่พบบนอาหารคัดเลือกไปท า
การตรวจยืนยันด้วยคุณสมบัติทางชีวเคมีอีกครั้งหนึ่ง ตัวอย่างของการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Selective 
ในการแยกเชื้อกลุ่มทนเกลือ (Halophilic bacteria) ออกมาจากเชื้อแบคทีเรียทั่วไปคือ การเติมเกลือ
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar ให้ได้ความเข้มข้นในระดับหนึ่งที่เชื้อแบคทีเรียที่ทนความเค็ม
สามารถเจริญได้ส่วนเชื้อแบคทีเรียทั่วไปไม่สามารถเจริญได้ โดยหากพบโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
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ที่ผสมเกลือจึงทราบได้ในเบื้องต้นว่าแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ทนเกลือ แต่จะเป็น
เชื้อแบคทีเรียชนิดใดนั้นในกลุ่มแบคทีเรียที่ทนเกลือจะต้องท าการทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

 
 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Differential  

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Differential เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการแยกเชื้อแบคทีเรียโดย
อาศัยความแตกต่างของแบคทีเรียแต่ละชนิดขณะเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยท าการเติมอินดิเคเตอร์
ในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งใช้ติดตามเพ่ือบ่งบอกถึงคุณสมบัติบางประการของเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการ
ตรวจหา โดยแบคทีเรียที่ต้องการตรวจหาปรากฏโคโลนีที่มีสีจ าเพาะ หรืออาจท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อ
นั้นเปลี่ยนแปลงสีไปตามอินดิเคเตอร์นั้น เช่น อาหารเลี้ยงเชื้อ Mannitol salt agar (MSA) มีการเติม
อินดิเคเตอร์คือ Phenol red ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อจึงท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้มีสีแดง โดยหาก
เชื้อแบคทีเรียใดสามารถเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MSA แล้วสามารถใช้น้ าตาลแมนนิทอล 
(Mannitol) ได้ จะท าให้เกิดสภาวะกรดเกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงท าให้สีของอาหาร MSA 
เปลี่ยนแปลงจากสีแดงเป็นสีเหลืองตามสภาวะของกรดที่สร้างขึ้น ดังนั้นผู้ทดสอบจึงสามารถอ่าน
ผลได้จากสีของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนแปลงไป (De Visscher และคณะ, 2013) 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Selective/differential 
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Selective/differential นี้ใช้ในการแยกเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มที่ใกล้เคียง

กันออกจากกันได้ โดยเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่คัดเลือกให้เชื้อแบคทีเรียบางกลุ่มสามารถเจริญเติบโตบน
อาหารเลี้ยงเชื้อนั้น (Selective) และเมื่อเจริญแล้วสีของอินดิเคเตอร์เปลี่ยนไปตามกิจกรรมของเชื้อ
แบคทีเรียดังนั้นจึงท าให้สีของโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มนั้นมีความแตกต่างกัน (Differential) 
จนสามารถแยกชนิดของเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มของเชื้อแบคทีเรียเดียวกันออกจากกันได้ เช่น อาหาร
เลี้ยงเชื้อ MacConkey agar เป็นอาหารที่ใช้ในการคัดเลือกโดยซึ่งมีการเติม Crystal violet ซึ่ง
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและท าให้เชื้อแบคทีเรียแกรมลบเช่น  แบคทีเรียในกลุ่ม 
Enterobacteriaceae ทั้ง Escherichia coli และ Salmonella สามารถเจริญเติบโตได้ (Brenner, 
1984) เพราะสามารถทนต่อ Crystal violet ได้ และเมื่อเจริญแล้วมีความสามารถในการใช้น้ าตาล
แลคโตสได้ไม่เหมือนกัน โดยอาหารเลี้ยงเชื้อนี้เติม Neutral red เป็นอินดิเคเตอร์โดยเชื้อแบคทีเรีย E. 
coil สามารถใช้น้ าตาลแลคโตสได้ จึงให้สภาวะที่อยู่รอบๆโคโลนีเป็นกรดจึงปรากฏโคโลนีสีแดงบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อในขณะที่แบคทีเรีย Salmonella สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อนี้ได้แต่ไม่ใช้
น้ าตาลแลคโตส ดังนั้นโคโลนีที่ได้จึงไม่มีสีแดง 
 

4.3 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 อาหารเลี้ยงเชื้อมีทั้งแบบแข็ง (Agar) และแบบเหลว (Broth) โดยปัจจุบันนี้มีอาหารส าเร็จรูป
จ าหน่ายทั่วไป การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจึงท าได้ง่ายเพียงท าการค านวณหาปริมาณของอาหารเลี้ยง
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เชื้อที่ต้องเติมลงในน้ าแล้วท าการละลายโดยใช้ความร้อน อาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดสามารถน ามาเทลง
ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อได้หลังจากต้มเดือดโดยไม่ต้องผ่านการฆ่าเชื้ออีก แต่โดยส่วนใหญ่แล้วหลังจาก
การต้มเพ่ือละลายผงอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วมักต้องน าอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นมาท าการฆ่าเชื้ออีกครั้ง การ
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อมีข้ันตอนง่ายๆเพียง 2 ขั้นตอนดังนี้  
 

1 การค านวณปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อในขั้นตอนแรกต้องท าการค านวณหาปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เช่น หากต้องการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar (NA) ปริมาณ 300 มิลลิลิตร โดยปริมาณของ
อาหารส าเร็จรูป NA คือ 23 กรัมสามารถละลายในน้ าบริสุทธิ์ได้ 1 ลิตร ดังนั้นต้องตักอาหารส าเร็จรูป 
NA ในปริมาณ 6.9 กรัมเพ่ือละลายในน้ าให้ได้ปริมาณ 300 มิลลิลิตร จากนั้นจึงน ามาต้มให้เดือดเพ่ือ
ละลายของแข็งทั้งหมดในน้ า 
  
 2 การสเตอริไลซ์ (Sterilization) 
 อาหารเลี้ยงเชื้อที่ท าการเตรียมแล้วในขั้นตอนที่ 1 อาจน าไปเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือ
น าไปใช้งานได้เลยหากเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อประเภทมีสารอาหารสูงและไม่ทนต่อความร้อน และหาก
เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ต้องเติมสารที่ไม่ทนต่อความร้อน เช่น สารปฏิชีวนะและยูเรีย ต้องท าการเตรียม
สารดังกล่าวแยกจากการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยการน าสารที่เตรียมไว้มากรองผ่านเมมเบรนขนาด 
0.45 ไมครอนแล้วจึงน ามาผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการสเตอริไลซ์แล้ว ดังนั้นจึงควรอ่าน
ค าแนะน าในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจากอาหารส าเร็จรูปนั้นๆให้เข้าใจก่อนลงมือเตรียมอาหารเลี้ยง
เชื้อ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อส่วนใหญ่หลังจากต้มเพ่ือละลายในน้ าแล้วต้องน าอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นมาท าให้
ปลอดเชื้อก่อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เพ่ือท าลายเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดก่อน
น าไปใช้ในการทดสอบ 
 
 รายละเอียดของสูตรของอาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถอ่านได้
จากภาคผนวก  
 
 วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 1 ท าการค านวณปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อจากฉลากที่ติดไว้ข้างขวดอาหารเลี้ยงเชื้อทุกครั้ง 
โดยก่อนใช้งานให้ตรวจสอบวันหมดอายุและเมื่อต้องการใช้งานให้ท าการบันทึกการใช้งานลงในสมุด
บันทึกทุกครั้ง จากนั้นจึงมองหาปริมาณต่อกรัมของอาหารส าเร็จรูปที่ต้องละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร 
(1,000 มิลลิลิตร) แล้วน ามาค านวณปริมาณของอาหารส าเร็จรูปที่ต้องการเตรียม 
 2 ท าการชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อส าเร็จรูปตามท่ีค านวณไดแ้ละเติมน้ าในปริมาตรที่ต้องการจากนั้น
จึงน ามาต้มให้เดือดเพ่ือละลายของแข็งท้ังหมดในน้ า 
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 3  น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ละลายทั้งหมดแล้วไปใส่ในขวดรูปชมพู่หรือขวดดูแลน (Duran)ปิดฝา
ให้เรียบร้อย กอ่นน าไปเข้าหม้อนึ่งความดัน  
 4 น าอาหารเลี้ยงเชื้อไปท าการฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 15 นาที หลังจากนั้นรอให้หมอนึ่งลดความดันและลดอุณหภูมิลงจนสามารถเปิดฝาหม้อนึ่งความ
ดันได้ (อุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส) จึงน าอาหารที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วออกมานอกหม้อนึ่ง 
แล้วรอให้เย็นปริมาณ 45-50 องศาเซลเซียสก่อนน าไปใช้งาน  
 

         
                 ก.           ข.   ค. 
ภาพที่ 3  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ ก=ชั่งอาหาร ข= ต้มอาหารให้เดือด ค= น าเข้าหม้อนึ่งความดัน 
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บทปฏิบัติการที่ 2 
การตรวจหาเชื้อ Salmonella ในอาหาร 

 
เชื้อแบคทีเรีย Salmonella เป็นเชื้อแบคทีเรียที่ได้รับรายงานว่าเป็นสาเหตุของการระบาด

ของโรคท้องร่วงมาเป็นเวลาช้านาน โดยสายพันธุ์ที่ได้รับรายงานว่าก่อให้เกิดโรคท้องร่วงในมนุษย์เป็น
ล าดับต้นๆได้แก่ เชื้อแบคทีเรีย Salmonella enteritidis และ Salmonella typhimurium (EFSA, 
2009) เชื้อแบคทีเรียนี้สามารถพบได้ในวัตถุดิบที่มาจากสัตว์ โดยเฉพาะจากสัตว์ปีกและผลิตภัณฑ์
จากสัตว์ปีก เช่น ไข่ (Martelli และ Davies, 2012; Miyamoto และคณะ, 1998; Seo และคณะ, 
2003) เนื้อไก่ (El-Aziz, 2013; De Buck และคณะ, 2003; Sasai และคณะ, 1997; Schou และ
คณะ, 2010) อาหารทะเล เช่น กุ้ง (Feldhusen, 2000) ปลา (Heinitz และคณะ, 2000) เชื้อ
แบคทีเรียนี้ท าให้เกิดโรคทางเดินอาหารและก่อให้เกิดโรคระบาดสู่มนุษย์ได้ (Rasrinual และคณะ, 
1988) 

ทั้ งนี้ เ ชื้ อแบคที เ รี ย  Salmonella เป็ น เชื้ อแบคที เ รี ย ที่ จั ดอยู่ ใ น  Family 
Enterobacteriaceae โดย Family นี้มีเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคทางเดินอาหารอยู่หลายชนิดเช่น 
เชื้อแบคทีเรีย Escherichia เชื้อแบคทีเรีย Shigella และเชื้อแบคทีเรีย Yersinia ทั้งนี้แบคทีเรีย 
Salmonella เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นแท่ง (Rod) เจริญได้ในสภาวะที่มีและไม่มี
ออกซิเจน (Facultative anaerobe) โดยสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียนี้แบ่งตามความแตกต่างของ
แฟลกเจลลา (Flagella) และชนิดของคาร์โบไฮเดรตในชั้นของไลโปโปลีแซคคาไรด์ 
(Lipopolysaccharide; LPS) (Coburn และคณะ, 2007) ในปัจจุบันพบสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียนี้
อยู่ประมาณ 2,400 สายพันธุ์ตามชนิดของแอนติเจนคือ Somatic O antigens ซึ่งพบในส่วนที่เป็น 
Lipopolysaccharide (LPS) บนผิวด้านนอกของเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งท าให้เชื้อแบคทีเรียนี้ทนต่อความ
ร้อนและการซึมผ่านของแอลกอฮอล์รวมทั้งสารละลายกรดต่างๆได้ดี นอกจากนั้นยังมี Flagella (H) 
antigens ซึ่งจัดเป็นโปรตีนพวก Heat-labile และมี Capsular (K) antigen อีกด้วย (Lahiri และ
คณะ, 2010)  
 
ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ในอาหาร 

1 ขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนขั้นต้น (Pre-enrichment) ขั้นตอนนี้นิยมใช้สารละลายบัฟเฟอร์ เช่น 
Buffered peptone water ซึ่งท าให้เซลล์สามารถซ่อมแซมตัวเองได้ จากนั้นจึงน าไปบ่มต่อใน
ขั้นตอนต่อไป 

2 ขั้นตอนการบ่มเพ่ือให้เชื้อจุลินทรีย์เจริญเติบโต (Enrichment) โดยทั่วไปแล้วเชื้อแบคทีเรีย 
Salmonella มักมีปริมาณเริ่มต้นน้อยในอาหารโดยเฉพาะอาหารที่ผ่านการแปรรูปแล้ว แต่ในปริมาณ
เล็กน้อยนี้อาจก่อให้เกิดโรคได้  ดังนั้นก่อนน ามาท าการตรวจหาบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแบบคัดเลือก
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จึงต้องท าการบ่มในอาหาร Enrichment เพ่ือเพ่ิมจ านวนของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ขั้นตอน
การบ่มนี้ช่วยท าให้เซลล์ที่บาดเจ็บของเชื้อแบคทีเรียแข็งแรงและช่วยในการซ่อมแซมส่วนที่สึกหรอ
ของเซลล์ (De Boer, 1998) โดยทั่วไปอาหาร Enrichment ที่น ามาใช้บ่มเพ่ือตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย 
Salmonella คืออาหารที่มีคุณสมบัติเป็นสารละลายบัฟเฟอร์ (Anon, 1993) โดยอาหารเลี้ยงเชื้อที่
นิยมเช่น อาหารเหลว Selenite cystine broth (SC) และ อาหารเหลว Tetrathionate broth (TT) 
(Massey, 1943)  

3 ขั้นตอนการแยกเชื้อแบคทีเรีย (Isolation) สามารถท าได้โดยการขีด (Streak) เชื้อแบคทีเรีย
ที่สงสัยว่าเป็น Salmonella ลงในจานอาหารที่ใช้ในการคัดเลือก (Selective media) โดยส่วนใหญ่
เมื่อเชื้อแบคทีเรียเจริญเติบโตบนจานอาหารที่ใช้ในการคัดเลือก โคโลนีที่ปรากฏจะบ่งบอกคุณสมบัติ
ของเชื้อแบคทีเรียนี้เพ่ือให้เห็นความแตกต่างกับโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มอ่ืนๆ ส่วนมากแล้ว
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในขั้นตอนนี้มักเติมสารคัดเลือก (Selective agents) เช่น สาร Bile salt สาร 
Deoxycholate salt สาร Brilliant green และสาร Bismuth sulfite ซึ่งสามารถยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกและพวกแบคทีเรียอ่ืนๆที่ไม่ใช่แบคทีเรียในทางเดินอาหารได้ เชื้อแบคทีเรีย 
Salmonella ไม่สามารถใช้น้ าตาลแลคโตส ซูโครส และ สารประกอบซาลิซิน (Salicin) ได้ ดังนั้นจึง
ไม่สร้างกรดจากแหล่งน้ าตาลดังกล่าว ตรงกันข้ามเชื้อแบคทีเรียนี้สามารถสร้างด่างเพราะสามารถย่อย
กรดอะมิโนได้ นอกจากนั้นยังสามารถสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) ได้ อาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมใช้
ในขั้นตอนนี้คือ Xylose lysine deoxycholate (XLD) อาหาร Hektoen enteric (HE) agar และ
Bismuth sulfite (BS) agar  

4 ขั้นตอนการทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical identification) การทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้
คือการทดสอบการเกิด Decarboxylation ของ lysine ในอาหาร LIA (Lysine iron agar) การหมัก
น้ าตาลกลูโคสในอาหาร TSI (Triple sugar iron agar) นอกจากนั้นแล้วอาหาร TSI ยังสามารถ
น ามาใช้ในการสังเกตการสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ได้ โดยหากเชื้อ
แบคทีเรียสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์แล้วจะสังเกตเห็นสีด าในหลอดอาหาร TSI ผลบวกของการ
ทดสอบชีวเคมีอ่ืนๆของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella คือ เชื้อแบคทีเรียนี้ไม่สามารถใช้ยูเรียและไม่
สร้างอินโดล  

5 ขั้นตอนการตรวจยืนยัน (Confirmatory test) โดยการทดสอบปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจน 
(Antigen; Ag) ของเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยกับสารแอนตี้บอดี้ (Antibody; Ab) ของเชื้อแบคทีเรีย 
Salmonella ผลบวกจะพบตะกอนแสดงว่าเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยนั้นเป็นเชื้อแบคทีเรีย Salmonella  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Salmonella  
 1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Selenite cystine (SC) broth  

   Leifson (1939) ได้รายงานผลของการใช้อาหาร SC broth โดยพบว่าการเติมสาร L-
Cystine ลงในอาหารเหลวช่วยในขั้นตอนการ Pre-enrichment เพ่ือตรวจหาเชื้อแบคทีเรียที่ท าให้
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เกิดโรคไทฟอยด์ได้ โดยสารนี้ช่วยลดสารพิษจึงท าให้มีโอกาสตรวจพบเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ได้ 
ต่อมาอาหารชนิดนี้จึงได้ถูกน ามาใช้ในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ตามวิธีการสากลของ
การตรวจหาเชื้อแบคทีเรียทั้ง AOAC (AOAC, 1995) และ FAD  อาหารเลี้ยงเชื้อ SC broth มี
ส่วนผสมของเกลือโซเดียมเซเลไนต์ (Sodium selenite) ซึ่งมีผลในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ ใน 
Family Enterobacteriaceae ซ่ึงยกเว้นแบคทีเรีย Salmonella  

 
 2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Tetrathionate (TT) broth  

อาหาร TT broth มีสาร Peptone ที่เป็นทั้งแหล่งไนโตรเจน กรดอะมิโน คาร์บอนและ
วิตามินที่ช่วยท าให้แบคทีเรีย Salmonella เจริญได้อย่างสมบูรณ์ อาหารชนิดนี้เติมไอโอดีนเพ่ือท าให้
สาร Sodium thiosulfate เปลี่ยนไปเป็นสาร Tetrathionate ซึ่งสาร Tetrathionate เป็นพิษต่อ
แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆที่ไม่ต้องการ ยกเว้นเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ซึ่งสามารถสร้างเอ็นไซม์ 
Tetrathionase ท าให้สลายพิษของ Tetrathionate ได้ ดังนั้น Salmonella จึงสามารถเจริญได้ใน
อาหารชนิดนี้ นอกจากนั้นอาหารชนิดนี้ยังมีส่วนผสมของสาร Bile salt และสาร Brilliant green 
ส าหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนๆที่ไม่ต้องการอีกด้วย (Knox และคณะ, 
1942; Jeffries และคณะ, 1959) 
 
 3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Xylose lysine deoxycholate (XLD) agar  

อาหารชนิดนี้สามารถใช้คัดเลือก (Selective) และบอกความแตกต่าง (Differential) ของ
โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella และเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆได้ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อนี้ มีเกลือ
โซเดียมดีออกซีโคเลต (Sodium deoxycholate) เป็นสารส าหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ไม่ใช่พวก
แบคทีเรีย Enterics นอกจากนั้นยังมี Ferric ammonium citrate และ Sodium thiosulfate ซึ่ง
ท าให้เกิดโคโลนีที่มีสีด าตรงกลางอันเกิดจากการที่เชื้อแบคทีเรีย Salmonella สร้างเอ็นไซม์ 
Desulfhydrase เพ่ือเปลี่ยน Thiosulfate ให้กลายเป็นแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์แล้วเกิดปฏิกิริยากับ 
Ferric Ion (ภาพที่ 2.1) นอกจากนี้อาหาร XLD agar ใช้สาร Phenol red เป็น  อินดิเคเตอร์ซึ่ง
สามารถเปลี่ยนสีหากเชื้อแบคทีเรียสามารถใช้น้ าตาลไซโลส (Xylose) น้ าตาลแลคโตสและน้ าตาล
ซูโครสได ้ซ่ึงเชื้อแบคทีเรีย Salmonella สามารถใช้น้ าตาลไซโลสได้เพียงชนิดเดียวจึงท าให้ความเป็น
กรดไม่มาก ดังนั้น สีของ Phenol red ซึ่งท าหน้าที่เป็นอินดิเคเตอร์จึงไม่เปลี่ยนสี โคโลนีของเชื้อ
แบคทีเรีย Salmonella จึงมีสีแดงล้อมรอบด้วยด่างที่ผลิตจากการปล่อยเอ็นไซม์ Decarboxylate 
lysine ไปย่อยกรดอะมิโนในอาหารได ้(Taylor, 1965)  
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ภาพที่ 2.1 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD 
 

4 อาหารเลี้ยงเชื้อ Salmonella Shigella (SS) agar 
 อาหารเลี้ยงเชื้อ SS agar ใช้ในการแยกความแตกต่างระหว่างเชื้อแบคทีเรีย Salmonella 
และ เชื้อแบคทีเรีย Shigella ได้ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อ SS agar มีสาร Bile salt สาร Brilliant green 
และสาร Sodium citrate ส าหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก อาหารนี้ยังมีสาร Sodium 
thiosulphate เป็นส่วนผสมและโดยทั่วไปเชื้อแบคทีเรีย Salmonella สามารถใช้ Thiosulphate 
แล้วให้ผลผลิตเป็นสาร Sulphite และแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ เมื่อท าปฏิกิริยากับเหล็ก (Ferric) ที่มีอยู่
ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อจึงท าให้เกิดโคโลนีสีด าตรงกลางของสาร Ferrous sulphide ซึ่งเชื้อแบคทีเรีย 
Shigella จะไม่สามารถสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้จึงพบโคโลนีที่ไม่มีสีด าบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
นอกจากนี้อาหารเลี้ยงเชื้อ SS agar มีอินดิเตอร์คือ Neutral red ซึ่งสามารถเปลี่ยนจากสีเหลืองไป
เป็นสีแดงหากมีกรดเกิดขึ้น ซึ่งแบคทีเรีย Salmonella ไม่สามารถใช้น้ าตาลแลคโตสได้ จึงไม่สร้าง
กรดให้เกิดขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังนั้นโคโลนีที่พบบนอาหาร SS agar คือ เกิดโคโลนีที่มีสีด าอยู่
ตรงกลางโคโลนี ดังภาพที่ 2.2 
 
 

ผลบวกพบโคโลนสีีแดง
ล้อมรอบด้วยด่างตรงกลาง
มสีีด า 
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ภาพที่ 2.2 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SS agar  
 

5 อาหารเลี้ยงเชื้อ Bismuth sulfite (BS) agar  
Wilson และ Blair (1927) ได้รายงานการใช้อาหาร BS agar ในการแยกเชื้อแบคทีเรีย 

Salmonella typhi ออกจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ โดยอาหาร BS agar มีส่วนผสมของสาร Brilliant 
green ท าหน้าที่เป็น สารคัดเลือก (Selective agent) ส าหรับยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก มีสาร 
Bismuth ส าหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Coliforms และแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรีย 
Salmonella สามารถผลิตแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์มาท าปฏิกิริยากับ Ferrous sulfate (FeSO4) ท าให้
เกดิโคโลนีสีด าถึงเขียวบนจานอาหาร บางครั้งโคโลนีอาจมีสีโลหะวาวดังภาพที่ 2.3 

 
 

ภาพที่ 2.3 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BS agar  
ที่มา: Michigan State University (2013) 

ผลบวกพบ
โคโลนตีรงกลาง
มีสีด า 
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 6 อาหารเลี้ยงเชื้อ Hektoen enteric (HE) agar  
อาหารเลี้ยงเชื้อ HE agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ถูกพัฒนาขึ้นมาเพ่ือแยกความแตกต่าง

ระหว่างเชื้อแบคทีเรีย Salmonella และ เชื้อแบคทีเรีย Shigella (King และ Metzger, 1968) โดย
อาหารชนิดนี้มีสาร Bile salt และกรด Fuchsin ท าหน้าที่ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก นอกจากนั้นยังมี
อินดิเคเตอร์ที่ชี้วัดความเป็นกรดที่ เกิดจากการหมักคาร์โบโฮเดรตพวกแลคโตส ซูโครสคือ 
Bromothymol blue หากเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดได้จะท าให้อินดิเคเตอร์เปลี่ยนสีจากสีฟ้าน้ าเงินเป็น
สีเหลืองถึงส้มบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ แต่ส าหรับ Salmonella ไม่สามารถใช้น้ าตาลกลุ่มดังกล่าวเพ่ือ
เป็นแหล่งคาร์บอนได ้ดังนั้นจึงไม่เกิดการเปลี่ยนสีของอาหาร แต่จะเกิดโคโลนีที่มีสีด าตรงกลางอันเกิด
จากการที่เชื้อแบคทีเรียสร้างเอ็นไซม์ Desulfhydrase เพ่ือเปลี่ยนสาร Thiosulfate ให้กลายเป็น
แก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์แล้วเกิดปฏิกิริยากับ Ferric ion นอกจากนั้นโคโลนียังมีสีน้ าเงินเขียวล้อมรอบ 
ส่วนแบคทีเรีย Shigella ไม่สามารถสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้ ดังนั้นโคโลนีจึงไม่มีสีด า ดังภาพที่ 
2.4 

 

 
 

ภาพที่ 2.4 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella และแบคทีเรีย Shigella บนอาหารเลี้ยงเชื้อ HE 
agar ที่มา: Thermo Fisher Scientific Inc (2013) 

 
การทดสอบทางชีวเคมี  
 1 การทดสอบการใช้น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลแลคโตสและน้ าตาลซูโครส 

   การทดสอบนี้ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Triple sugar iron (TSI) agar ซ่ึงมีน้ าตาลกลูโคส น้ าตาล
ซูโครสและน้ าตาลแลคโตสในอัตราส่วน 0.1:1.0:1.0  การทดสอบท าโดยการน าเชื้อแบคทีเรียที่
ต้องการน ามาทดสอบขีดลงที่ผิวหน้าของหลอดอาหารในส่วนที่เรียกว่า Slant จากนั้นจึงท าการแทง

ผลบวกของเชื้อ
แบคทีเรีย 
Salmonella มีโคโลนี
สีด าตรงกลาง 

ผลบวกของเชื้อ
แบคทีเรีย Shigella 
โคโลนไีมม่ีสดี า 
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ลงสู่ส่วนล่างของหลอดอาหารเรียกว่าส่วน Butt ผลการทดสอบเกิดขึ้นได้ 3 กรณีคือ กรณีที่ 1 หาก
เชื้อแบคทีเรียใช้น้ าตาลกลูโคสได้เท่านั้นจะท าให้ได้ผลทดสอบเป็น (Alkaline/Acid) คือ อาหารจะ
เปลี่ยนสีจากสีแดงเป็นสีเหลืองเฉพาะที่ด้านล่างของหลอด กรณีที่ 2 หากเชื้อแบคทีเรียใช้น้ าตาล
กลูโคส น้ าตาลแลคโตส และน้ าตาลซูโครส ได้ทั้ง 3 ชนิดผลทดสอบเป็น (Acid/Acid) คือ อาหารจะ
เปลี่ยนเป็นสีเหลืองทั่วทั้งหลอด และกรณีที่ 3 คือเชื้อแบคทีเรียไม่หมักน้ าตาลทั้งสามชนิดผลการ
ทดสอบเป็น (Alkaline/Alkaline) หรือไม่พบการเปลี่ยนแปลงโดยหลอดอาหารจะไม่เปลี่ยนแปลงสี 
เชื้อแบคทีเรีย Salmonella สามารถผลิตกรด (Acid; A) ได้ในสภาพที่มีออกซิเจนต่ าโดยใช้น้ าตาล
ส่วนที่เป็นกลูโคสเท่านั้นจึงท าให้มีสีเหลืองที่ส่วนล่างของหลอด (Butt) ส่วนด้านบนของอาหารเลี้ยง
เชื้อซึ่งมีสภาพมีออกซิเจน เชื้อแบคทีเรียจะใช้โปรตีนแล้วท าให้เกิดสภาพด่าง (Alkaline: K) ขึ้นที่ผิว
ของอาหารเลี้ยงเชื้อท าให้อาหารเปลี่ยนเป็นสีม่วงแดงที่ผิวด้านบน (Slant) นอกจากนั้นยังสามารถ
สังเกตแก๊สที่เกิดข้ึนโดยการผลิตแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ของเชื้อ Salmonella ท าให้หลอดอาหารเลี้ยง
เชื้อมีสีด า ดังนั้นผลการทดสอบที่ได้จากการอ่านผลในอาหาร TSI คือ K (Slant) A (Butt)  + (H2S) + 
(Gas) ส าหรับแบคทีเรีย E. coli จะให้กรดในส่วนของทั้ง Slant และ Butt รวมถึงสร้างแก๊สได้ แต่
แก๊สนั้นไม่ใช่แก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ ดังนั้นผลการทดสอบที่ได้จึงเป็น A (Slant) A(Butt)  - (H2S) + 
(Gas) ดังภาพที่ 2.5 

 

                                                        
                                     

ภาพที่ 2.5 การเจริญของแบคทีเรีย S. typhimurium ในหลอดอาหาร TSI 
 
 
 
 
 

แบคทีเรีย           
S. typhimurium 
ผลบวก 
Slant (K) มีสีชมพู 
Butt (A) มีสเีหลือง 
H2S (+) มีสีด า 
Gas (+) มีแก๊ส 
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   2 การทดสอบการใช้ไลซีน การสร้างสารอินโดล และการดูผลการเคลื่อนที่ 
   อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดสอบคุณสมบัติในการเคลื่อนที่ได้ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว การ
สร้างอินโดลและการย่อยไลซีน คือ อาหาร Motility indole lysine medium (MIL medium) 
อาหารนี้มี Bromocresol purple เป็นอินดิเคเตอร์ ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนหากเชื้อแบคทีเรียใด
สามารถหมักน้ าตาลเด็กซ์โตสได้จะท าให้เกิดกรดในส่วนล่างของหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วท าให้หลอด
อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง และหากใช้น้ าตาลกลูโคสหมดไปแล้วจะผลิตเอ็นไซม์ 
Decarboxylase ซึ่งท าให้เกิดการย่อยไลซีนเป็นกรดอะมิโนในหลอดอาหารจนได้ Amine เมื่อ 
Amine เพ่ิมมากขึ้นเป็นผลให้ความเป็นด่างมีมากขึ้นซึ่งอาจท าให้หลอดอาหารสามารถเปลี่ยนกลับ
เป็นสีม่วงได้ ซึ่งถ้าหากเชื้อแบคทีเรียนั้นไม่สามารถผลิตเอ็นไซม์ Decarboxylase ได้ หลอดอาหาร
เลี้ยงเชื้อ MIL จะมีสีเหลืองที่ด้านล่างของหลอด  และในสภาวะที่มีออกซิเจนคือที่ด้านบนของอาหาร
เลี้ยงเชื้อ หากเชื้อแบคทีเรียนั้นสามารถย่อยไลซีนได้จะผลิตเอ็นไซม์ Deaminase ออกมาย่อยไลซีน
แล้วสารนั้นจึงไปท าปฏิกิริยากับสาร Ferric ammonium citrate ได้สีแดงน้ าตาลอยู่ส่วนบนของ
หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ ส าหรับการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรียสามารถสังเกตจากการเจริญออกนอก
รอยแทงท าให้หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อมีความขุ่นทั่วทั้งหลอด และสามารถหยดสารละลาย Kovac ใน
หลอดอาหาร MIL Medium เพ่ือหาสาร Indole ที่แบคทีเรียบางชนิดอาจสร้างขึ้นได้ ส าหรับ
แบคทีเรีย Salmonella ที่เลี้ยงในอาหาร MIL Medium จะพบสีม่วงขุ่นทั้งหลอด (ภาพที่ 2.6) 
เนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย Salmonella สามารถเคลื่อนที่ได้ มีเอ็นไซม์ Decarboxylase ในสภาวะที่ไม่
มีออกซิเจนจึงสามารถย่อยไลซีนได้และให้ผลการทดสอบอินโดลเป็นลบ  
 

 
 

ภาพที่ 2.6 การเจริญของแบคทีเรีย S. typhimurium ในหลอดอาหาร MIL Medium 
 

ผลบวก 
Indole (-) 
Motility (+) 
Lysine deaminase (-) 
Lysine decarboxylase (+) 
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3 การทดสอบการย่อยสารไลซีน 
  อาหาร Lysine iron agar (LIA) เป็นอาหารที่ใช้ในการทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือแยกสายพันธุ์

ของเชื้อแบคทีเรีย Salmonella  การทดสอบท าโดยการน าเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยมาขีดลงผิวหน้าของ
หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วจึงแทงลงไปในอาหาร LIA ส่วนบนของหลอดจะมีออกซิเจนเป็นส่วนของ 
Slant และส่วนล่างของหลอดคือส่วน Butt ซ่ึงเป็นส่วนที่มีออกซิเจนอยู่น้อย อาหาร LIA มีกลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน มีไลซีนเป็นแหล่งโปรตีน และเมื่อกลูโคสถูกใช้หมดไป เชื้อจุลินทรีย์จะผลิตเอ็นไซม์ 
Lysine decarboxylase ออกมาย่อย ไลซีนแล้วได้ Amine ท าให้เกิดสภาวะเป็นด่างซึ่งจะท าให้เกิดสี
ม่วงทั่วทั้งหลอดเพราะมีสาร Bromocresol purple เป็นอินดิเคเตอร์ หากสีของอาหารเป็นสีเหลือง
แสดงว่าเชื้อแบคทีเรียได้สร้างกรดแต่หากอาหารเลี้ยงเชื้อ LIA เป็นสีม่วงแสดงว่าเกิดสภาพด่างขึ้น 
นอกจากนั้นยังสามารถสังเกตสีด าตามรอยที่มีการแทงเชื้อแบคทีเรียลงในหลอดอาหารซึ่งเป็นผลจาก
แก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ที่เชื้อแบคทีเรีย Salmonella ผลิตขึ้น (ภาพที่ 2.7) 
 

 
ภาพที่ 2.7 การเจริญของแบคทีเรีย S. typhimurium ในหลอดอาหาร LIA 

 

4 การทดสอบการใช้ยูเรีย 

 การทดสอบการใช้ยูเรียสามารถทดสอบโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Urea agar ซึ่งมียูเรียเป็น
แหล่งไนโตรเจน มีเปปโตนและน้ าตาลเด็กซ์โตสเป็นแหล่งพลังงาน ซึ่งแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด
เจริญได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อนี้ หากเชื้อแบคทีเรียชนิดใดสามารถใช้ยูเรียได้จ ะมีการผลิตเอ็นไซม์ 
Urease ออกมาเพ่ือย่อย  ยูเรียแล้วให้เกิดแอมโมเนียและเกิดสภาพความเป็นด่างขึ้นในหลอดอาหาร 
ซึ่งสีของ Phenol red ที่เป็น    อินดิเคเตอร์จะเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีแดง ส าหรับแบคทีเรีย 
Salmonella จะให้ผลการทดสอบเป็นลบคือไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพท่ี 2.8) 

แบคทีเรีย S. thyphimurium  
ผลบวก 
Slant (K) มีสีม่วง 
Butt (K) มีสีม่วง 
H2S (-) มีสดี า 
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ภาพที่ 2.8 การเจริญของแบคทีเรีย S. typhimurium ในหลอดอาหาร Urea agar 
 

5 การดูผลการเคลื่อนที่ การสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์และการสร้างสารอินโดล 
อาหารเลี้ยงเชื้อ SIM medium สามารถใช้ในการทดสอบการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรียใน

อาหาร ความสามารถในการสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์และความสามารถย่อยสารทริปโตเฟน ซึ่ง
คุณสมบัติเหล่านี้สามารถใช้แยกเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ออกจากแบคทีเรีย Shigella ได้ ทั้งนี้
แบคทีเรีย Salmonella มีความสามารถในการเคลื่อนที่ได้โดยสังเกตจากความขุ่นของหลอดอาหาร
เลี้ยงเชื้อรอบๆรอยแทง นอกจากนี้แบคทีเรีย Salmonella ยังมีคุณสมบัติในการสร้างแก๊ส
ไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้จากการย่อยสาร Sodium thiosulphate ในหลอดอาหาร จากนั้นแก๊ส
ไฮโดรเจนซัลไฟด์จึงท าปฏิกิริยากับสาร Ferrous sulphide ท าให้หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อมีสีด า เชื้อ
แบคทีเรีย Salmonella ไม่สามารถสร้างสารอินโดล (Indole) จากกรด      อะมิโนทริปโตเฟนได้ 
ดังนั้นเมื่อหยดสารละลาย Kovacs ลงไปในหลอดอาหารจึงไม่เกิดวงแหวนสีแดง (ภาพท่ี 2.9) 

 

แบคทีเรีย S. thyphimurium  
ผลลบ 
หลอดอาหาร Urea agar มีสี
เหลืองเหมือนเดิม 
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ภาพที่ 2.9 การเจริญของแบคทีเรีย S. typhimurium ในหลอดอาหาร SIM medium 
                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลบวก 
Indole (-) 
Motility (+) 
H2S (+) 
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วิธีการทดลอง 
อุปกรณ์ 

1 อาหารที่น ามาวิเคราะห์ 
 1.1 เนื้อไก่สด 
 1.2 ไข่สด 
 1.3 เครื่องในไก่ 
2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 2.1 Selenite cystine broth (SC) 
 2.2 Tetrathionate broth (TT) 
 2.3 Salmonella Shigella (SS) agar 
 2.4 Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agars 
 2.5 Lysine Iron Agar (LIA) 
 2.6 Triple sugar iron (TSI) agar  
 2.7 Urea agar 
 2.8 Trypticase soy broth (TSB) 
 2.9 Nutrient Agar (NA) 
3 สารเคมี 
 3.1 Polyvalent “O” antiserum 
 3.2 น้ ายาส าหรับเจือจาง (0.1% Peptone water) 
 3.3 สารละลายแอลกอฮอล์ความเข้มข้นร้อยละ 70 
4 อุปกรณ์ 
 4.1 หม้อนึ่ง 
 4.2 ตู้บ่ม 
 4.3 แผ่นสไลด์ 
 4.4 กล้องจุลทรรศน์ 

4.5 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
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วิธีการ 
 

1.1 ท าการชั่งอาหาร 25 กรัม ละลายใน Trypticase soy broth (TSB) ปริมาณ 225 
มิลลิลิตร บ่ม 18-24 ชั่วโมง 

1.2 สังเกตความขุ่นของอาหารจากนั้นดูดตัวอย่างอาหารมา 1 มิลลิลิตรใส่ลงในอาหาร 
Tetrathionate broth (TT) และ Selenite cystine broth (SC) อย่างละ 10 มิลลิลิตร 
บ่มเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 

1.3 สังเกตการเจริญของเชื้อโดยการดูความขุ่น ใช้ Loop แตะส่วนอาหารในข้อ 1.2 แล้ว
น ามาขีดลงในอาหาร Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar และ Salmonella 
Shigella (SS) agar บ่มเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตผลบวกโดยโคโลนีที่เกิด
บนอาหาร XLD จะมีจุดสีด าตรงกลางล้อมรอบด้วยด่าง พ้ืนของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เปลี่ยนไปเป็นสีแดง ส่วนอาหาร SS พ้ืนของอาหารเลี้ยงเชื้อจะเป็นสีเหลืองและมีโคโลนี
ที่มีจุดสีด าตรงกลาง  

1.4 น าโคโลนีที่สงสัยมาขีดลงในอาหารดังต่อไปนี้เพื่อทดสอบทางชีวเคมี 
1.4.1 อาหาร Triple sugar iron (TSI) agar ให้ท าการขีดเชื้อท่ีผิวหน้าและแทง 

Needle ลงไปในอาหาร จากนั้นน าไปบ่มเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วจึง
น ามาอ่านผล ผลบวกของเชื้อ Salmonella คือ Slant (K), Butt (a), Gas 
(), H2S () 

1.4.2  อาหาร Lysine Iron Agar (LIA) ให้ท าการขีดเชื้อที่ผิวหน้าและแทง  
Needle ลงไปในอาหาร จากนั้นน าไปบ่มเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วจึง
น ามาอ่านผล ผลบวกของเชื้อ Salmonella คือ Lysine (+), Indole  (-) 
และ Motility (+) 

1.4.2 อาหาร Urea Agar ให้ท าการขีดเชื้อที่ผิวหน้า จากนั้นน าไปบ่มเป็นเวลา 
18-24 ชั่วโมง แล้วจึงน ามาอ่านผล ผลบวกของเชื้อ Salmonella คือ
อาหารไม่เปลี่ยนสี 

1.4.3 อาหาร Nutrient Agar ให้ท าการขีดเชื้อที่ผิวหน้า จากนั้นน าไปบ่มเป็น
เวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วจึงเติม 0.85 %NaCl ปริมาณ 1 มิลลิลิตรลงไป
แล้วน า Spore Suspension จากนั้นหยด Suspension ลงบนแผ่น สไลด์ 
1 หยดแล้วท าการหยด Polyvalent “o” antiserum ลงไป 1 หยดผสมให้
เข้ากัน ผลบวกของเชื้อ Salmonella คือ เกิดการจับตัวของเซลล์เป็นก้อน 
(Clump) เรียกว่า agglutination (+) 
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ภาพที่ 2.10 แผนผังการท างานโดยรวม 
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ตารางบันทึกผลการทดลอง 
 

ชื่อ-นามสกุล.................................................................รหสัประจ าตัว......................กลุ่มที่.................... 
 
ตารางท่ี 2.1 ผลการทดสอบเลี้ยงเชื้อในอาหารชนิดต่างๆ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ ผลที่สังเกตเห็น 
TSB  
TT  
SC  
XLD  
SS  

 
ตารางท่ี 2.2  ผลการทดสอบทางชีวเคมี 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ ผลการทดสอบ 
TSI Slant Butt Gas H2S 
     
LIA Lysine Indole Motility  
     
Urea agar Color    
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ตารางท่ี 2.3 ภาพลักษณะของเชื้อที่สังเกตเห็นโดยการใช้กล้องจุลทรรศน์ 
 

รูปภาพ ลักษณะของโคโลนี 
- วาดรูปของลักษณะของเชื้อราที่พบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- บอกลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 
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บทปฏิบัติการที่ 3 
การตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Coliform  Escherichia coli และ 

Escherichia coli 0157:H7 
 

แบคทีเรียโคลิฟอร์ม (Coliform bacteria) เป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่สามารถพบได้ทั่วไปใน
ระบบขับถ่ายของสัตว์เลือดอุ่น เช่น มนุษย์ และยังพบได้ทั่วไปในแหล่งน้ าต่างๆ ดังนั้นการตรวจพบ
แบคทีเรียโคลิฟอร์มในอาหารจึงแสดงถึงการปนเปื้อนของอุจจาระในอาหาร เชื้อแบคทีเรียโคลิฟอร์ม
จึงเป็นดัชนีชี้วัดสุขาภิบาลอาหารได้ โดยทั่วไปกลุ่มของแบคทีเรียโคลิฟอร์มสามารถเจริญได้ ทั้งใน
สภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน (Facultative anaerobe) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) มี
รูปร่างเป็นท่อน (Rod) ไม่สร้างสปอร์ (Non-spore-forming)  สามารถใช้น้ าตาลแลคโตสแล้วท าให้
เกิดกรดและแก๊สภายใน 48 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส ส าหรับแบคทีเรียโคลิฟอร์มที่
เจริญเติบโตได้ในอุณหภูมิสูงคือที่ 44±0.5 องศาเซลเซียส เรียกว่าฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย (Fecal 
coliform bacteria) ซึ่งแบคทีเรีย Escherichia coli เป็นหนึ่งในสมาชิกที่ส าคัญของฟีคัลโคลิฟอร์ม
แบคทีเรีย (Dufor, 1977) 
 

เชื้อแบคทีเรีย E. coli จัดอยู่ใน Family Enterobacteriaceae ซึ่งแยกย่อยออกเป็น 6 
Serotypes หลักที่ก่อให้เกิดโรคคือ Enteropathogenic (EPEC) Enterotoxigenic (ETEC) 
Enteroinvasive (EIEC) Enteroaggregative (EAEC) Diffusely adherent (DAEC) และ Shiga 
toxin producing (STEC) หรือ Enterohemorrhagic (EHEC) โดยทั่วไปเชื้อแบคทีเรีย E. coli 
สามารถสร้างโคโลนีที่มีลักษณะมันเงาคล้ายโลหะซึ่งเรียกว่า Metallic sheen ได้ในเวลา 24 ชั่วโมง 
อันเนื่องมาจากเอนไซม์ -galactosidase ที่เชื้อแบคทีเรียสามารถผลิตมาเพ่ือย่อยน้ าตาลแลคโตส
และสารเรืองแสง (4-methylumbelliferyl--D-glucoronide: MUG) ได้ (APHA, 1998) เชื้อ
แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถเจริญในเกลือน้ าดี (Bile salt) ซึ่งเป็นสารที่ช่วยในการคัดเลือกให้แบคทีเรีย
บางชนิดเจริญได้ (Selective agent) ซึ่งคุณสมบัตินี้สามารถจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย E. coli จาก
แบคทีเรียกลุ่มอ่ืนๆได้ ทั้งนี้เชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ E. coli O157:H7 เป็นเชื้อแบคทีเรียที่มี
ความส าคัญมาก เนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli O157:H7 จัดอยู่ในสายพันธุ์ที่สามารถ
สร้างสารพิษที่เรียกว่า Shiga toxin สารพิษ Stxl และสารพิษ Stx2 ได้ (Whittam และคณะ, 1998) 
ซึ่งสารพิษดังกล่าวท าให้เม็ดเลือดแดงในล าไส้ของมนุษย์แตกออกและเกิดการอักเสบแบบมีเลือดออก
ได้ ท าให้เชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 จัดอยู่ใน Serotype ของ STEC หรือ EHEC ของเชื้อ
แบคทีเรีย E. coli (Prère และ Fayet, 2005) ซึ่งแบคทีเรีย E. coli มีแอนติเจน (Antigen) ที่
ก่อให้เกิดโรคอยู่ 3 ส่วนคือส่วนแรกเรียกว่า O-antigen ปัจจุบันพบ O-antigen ประมาณ 167 O-
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antigen ซึ่งอยู่ในชั้น lipopolysaccharide (LPS) ของเชื้อแบคทีเรีย ส่วนที่ 2 คือ H-antigen คือ
ส่วนที่เป็นแฟลกเจลลา (Flagella) ของเชื้อแบคทีเรีย ปัจจุบันพบประมาณ 53 H-antigen (Hussaini 
และ Edgar, 1981) ส่วนสุดท้ายคือ K-antigen หรือ Capsular antigens (Nimmich และคณะ, 
1980) ทั้งนี้แบคทีเรีย E.coli O157:H7 มี O-antigen ในล าดับที่ 157 ซึ่งเป็นส่วนที่ใช้ก่อโรคที่ส าคัญ 
(Boyer และคณะ, 2011) และมี H-antigen ในล าดับที่ 7 ซึ่งทั้ง Antigen-O และ Antigen-H 
จัดเป็น Virulence factors ที่ท าให้เกิดโรค ข้อแตกต่างระหว่างการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย E. coli 
O157:H7 และ E. coli คือ เชื้อ E. coli O157:H7 จะไม่หมักน้ าตาลซอร์บิทอล (Sorbitol) เมื่อบ่มที่
อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง และเมื่อน าเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์นี้ไปบ่มที่
อุณหภูมิ 44.5 องศาเซลเซียสจะไม่พบการเจริญเติบโต นอกจากนั้นแล้วแบคทีเรีย E. coli O157:H7 
จะไม่สร้างเอนไซม์เบตากาแลคโตซิเดส (-galactosidase) ดังนั้นจึงไม่สามารถสลายสารเรืองแสง
เช่น  4-methylumbelliferyl--D-glucoronide (MUG) แล้วเกิดโคโลนีที่มีการเรืองแสงได้  
 

โดยมากแล้วเชื้อแบคทีเรียโคลิฟอร์ม เชื้อแบคทีเรีย E. coli และเชื้อแบคทีเรีย E. coli 
O157:H7 มักท าให้เกิดโรคท้องเสีย อาเจียน (Schimmer และคณะ, 2008) โดยเฉพาะอย่างยิ่งผู้ป่วย
ที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 ซึ่งสามารถผลิตสารพิษได้จะท าให้ผู้ป่วยถ่ายเป็นเลือด โดยใน
ปี 1996 มีผู้ป่วยเสียชีวิตจ านวน 17 รายจากผู้ป่วยที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียนี้กว่า 500 ราย (Cowden 
และคณะ, 2001) และในกรุงวอชิงตันของประเทศสหรัฐอเมริกาในระหว่าง ค.ศ. 1992-1993 พบ
ผู้ป่วยได้รับเชื้อ E. coli O157:H7 จ านวน 501 ราย จากการบริโภคแฮมเบอร์เกอร์เนื้อและมีผู้ป่วย
จ านวน 3 รายได้เสียชีวิต (Bell และคณะ, 1994) ส่วนในประเทศญี่ปุ่นได้รายงานจ านวนผู้ป่วยติดเชื้อ
ถึง 7,966 รายงานในปี 1996 และมีผู้ป่วยเสียชีวิต 3 ราย (Michino และคณะ, 1999) อาหารที่มี
ความเสี่ยงคืออาหารจ าพวกผักและผลไม้สดที่ไม่ผ่านการล้างท าความสะอาด เนื้อสัตว์ที่ไม่ได้ปรุงให้สุก 
น้ านมดิบ น้ านมพาสเจอร์ไรซ์ น้ าดื่ม เป็นต้น (Doyle และคณะ, 2001) ซึ่งเชื้อแบคทีเรียกลุ่มนี้ทนอยู่
ได้ในอาหารที่มีสภาพความเป็นกรดเล็กน้อย เช่น มายองเนส น้ าเอปเปิ้ลหมัก และสามารถทนความ
เค็มได้ในระดับหนึ่ งซึ่งเชื้อแบคทีเรียกลุ่มนี้มีชีวิตรอดได้ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมเกลือ 
(Blackburn และคณะ, 1997) 
 
ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียโคลิฟอร์ม (Coliform)ในอาหาร 

 1 ขั้นตอนการตรวจขั้นแรก (Presumptive test) เป็นขั้นตอนการตรวจเบื้องต้นว่าอาหาร
ชนิดนั้นๆปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มโคลิฟอร์มหรือไม่ โดยทดสอบความสามารถในการใช้น้ าตาล
แลคโตสแล้วท าให้เกิดกรดและแก๊สภายใน 48 ชั่วโมงภายหลังจากการบ่มที่อุณหภูมิ 35±2 องศา
เซลเซียส โดยอาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมใช้คืออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Lauryl sulfate tryptose (LST) ซึ่งมี
น้ าตาลแลคโตสเป็นส่วนผสมหลัก ในขั้นตอนนี้การเตรียมตัวอย่างอาหาร อย่างน้อยต้องเตรียม
ตัวอย่างอาหารให้มีความเข้มข้น 3 ระดับ แล้วน าไปใส่ในหลอดอาหาร LST ความเข้มข้นละ 3 หรือ 5 
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หลอด ผลบวกที่ได้คือสังเกตเห็นฟองแก๊สในหลอดดักแก๊ส (Durham tubes) จากนั้นจึงถ่าย
เชื้อจุลินทรีย์จากหลอดทดลองท่ีสงสัยมาท าการตรวจสอบในขั้นตอนต่อไป 

 
   2 ขั้นตอนการตรวจยืนยัน (Confirmatory test) เป็นการตรวจยืนยันผลจากหลอดอาหาร 

LST ที่สงสัยว่าจะมีเชื้อแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มโดยอาศัยผลบวกจากขั้นตอนที่ 1 ขั้นตอนนี้สามารถ
ถ่ายเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยจากขั้นแรกลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brilliant green lactose bile 
(BGLB) ซึ่งมเีกลือน้ าดี (Bile salt) ท าหน้าที่เป็นสารคัดเลือก (Selective agent) โดยเชื้อแบคทีเรียที่
ไม่อยู่ในกลุ่มนี้จะถูกยับยั้งไว้ และอาหารเหลวนี้ยังมีน้ าตาลแลคโตสให้เชื้อแบคทีเรียได้น าไปใช้เพ่ือ
การเจริญเติบโตจนสามารถสังเกตฟองแก๊สที่เกิดขึ้นในหลอดดักก๊าซได้ เมื่อพบผลบวกในหลอด
ทดลองแล้วจึงนับจ านวนหลอดอาหารเหลวที่มีแก๊สอยู่ในหลอดดักแก๊ส จากนั้นจึงน าไปค านวณหา
ปริมาณของเชื้อโคลิฟอร์มทั้งหมดในหน่วย MPN·g-1 โดยนับผลบวกจากหลอดทดลองแล้วน าไปเทียบ
กับตารางที่ 3.1 เช่น ผลบวกจากหลอดทดลอง 3 หลอดคือ 3-1-1 แสดงว่าตัวอย่างอาหารนั้นมีการ
ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มอยู่ 75 MPN·g-1 เป็นต้น หรือหากใช้ระบบ 5 หลอด ให้น าไป
เทียบกับตารางที่ 3.2 เช่น หากผลบวกจากหลอดทดลอง 5 หลอดคือ 5-1-0 ให้น าผลบวก 5-1-0 ไป
เปิดในตารางจะได้ 33 MPN·g-1 เป็นต้น ส าหรับการตรวจหาเชื้อฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย (Fecal 
coliform bacteria) ที่สามารถเจริญได้ในอุณหภูมิสูง (440.5 องศาเซลเซียส) ซึ่งแบคทีเรีย E. coli 
เป็นแบคทีเรียที่ส าคัญที่พบเป็นสมาชิกของฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย ( Fecal coliform bacteria) ท า
โดยใช้อาหาร EC broth โดยผลบวกคือนับจ านวนหลอดทดลองที่ให้ผลบวกโดยมีแก๊สในหลอดดัก
แก๊สภายหลังการบ่มหลอดทดลองที่อุณหภูมิ 440.5 องศาเซลเซียส จากนั้นจึงน าไปค านวณหาค่า 
MPN·g-1 หรือ MPN·ml-1 เช่นเดียวกับการรายงานปริมาณของเชื้อโคลิฟอร์มทั้งหมด 

 
 3 ขั้นตอนการตรวจสมบูรณ์ (Complete test) การน าเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยและให้ผลบวก
ในขั้นตอนที่ 2 มาเลี้ยงในอาหารคัดเลือกเช่น อาหาร Eosin methylene blue agar (EMB) จากนั้น
จึงท าการทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical identification) การทดสอบทางชีวเคมีเป็นการทดสอบ
เพ่ือตรวจหาคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถพบได้ในระหว่างการเจริญเติบโต โดยการทดสอบ 
IMViC tests อันได้แก่การทดสอบ Indole การทดสอบ Methyl red การทดสอบ Voges-
Proskauer test และ การทดสอบ Citrate  ซึ่งการทดสอบทั้ง 4 การทดสอบนิยมน ามาใช้ในการ
ทดสอบคุณสมบัติเพ่ือยืนยันว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียชนิดในกลุ่มแบคทีเรียโคลิฟอร์ม (Coliform 
bacteria) โดยผลบวกของเชื้อแบคทีเรีย E. coli คือ + + - - ในขณะที่ผลบวกของเชื้อแบคทีเรีย 
Enterobacter คือ - - + + ซึ่งทั้ง E. coli และ Enterobacter เป็นเชื้อแบคทีเรียชนิดในกลุ่ม
แบคทีเรียโคลิฟอร์ม (Paruch และ Mæhlum, 2012; Gurtler และคณะ, 2005) 
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ตารางท่ี 3.1 ตารางคา่ MPN·g-1 ของหลอดทดลอง 3 หลอด 
 

จ านวนหลอดที่เกดิผลบวก MPN·g-1 จ านวนหลอดที่เกดิผลบวก MPN·g-1 

0.10 0.01 0.001  0.10 0.01 0.001  
0 0 0 <3.0 2 2 0 21 
0 0 1 3.0 2 2 1 28 
0 1 0 3.0 2 2 2 35 
0 1 1 6.1 2 3 0 29 
0 2 0 6.2 2 3 1 36 
0 3 0 9.4 3 0 0 23 
1 0 0 3.6 3 0 1 38 
1 0 1 7.2 3 0 2 64 
1 0 2 11 3 1 0 43 
1 1 0 7.4 3 1 1 75 
1 1 1 11 3 1 2 120 
1 2 0 11 3 1 3 160 
1 2 1 15 3 2 0 93 
1 3 0 16 3 2 1 150 
2 0 0 9.2 3 2 2 210 
2 0 1 14 3 2 3 290 
2 0 2 20 3 3 0 240 
2 1 0 15 3 3 1 460 
2 1 1 20 3 3 2 1100 
2 1 2 27 3 3 3 >1100 

ที่มา: APHA (1998) 
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ตารางท่ี 3.2 ตารางค่า MPN·g-1 ของหลอดทดลอง 5 หลอด 
 

จ านวนหลอดที่เกดิผลบวก MPN·g-1 จ านวนหลอดที่เกดิผลบวก MPN·g-1 

0.10 0.01 0.001  0.10 0.01 0.001  
0 0 0 <1.8 3 0 1 11 
0 0 1 1.8 3 0 2 13 
0 1 0 1.8 3 1 0 11 
0 1 1 3.6 3 1 1 14 
0 2 0 3.7 3 1 2 17 
0 2 1 5.5 3 2 0 14 
0 3 0 5.6 3 2 1 17 
1 0 0 2 3 2 2 20 
1 0 1 4 3 3 0 17 
1 0 2 6 3 3 1 21 
1 1 0 4 3 3 2 24 
1 1 1 6.1 3 4 0 21 
1 1 2 8.1 3 4 1 24 
1 2 0 6.1 3 5 0 25 
1 2 1 8.2 4 0 0 13 
1 3 0 8.3 4 0 1 17 
1 3 1 10 4 0 2 21 
1 4 0 11 4 0 3 25 
2 0 0 4.5 4 1 0 17 
2 0 1 6.8 4 1 1 21 
2 0 2 9.1 4 1 2 26 
2 1 0 6.8 4 1 3 31 
2 1 1 9.2 4 2 0 22 
2 1 2 12 4 2 1 26 
2 2 0 9.3 4 2 2 32 
2 2 1 12 4 2 3 38 
2 2 2 14 4 3 0 27 
2 3 0 12 4 3 1 33 
2 3 1 14 4 3 2 39 
2 4 0 15 4 4 0 34 

ที่มา: APHA (1998) 
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ตารางท่ี 3.2 ตารางค่า MPN·g-1 ของหลอดทดลอง 5 หลอด (ต่อ) 
 

จ านวนหลอดที่เกดิผลบวก MPN·g-1 จ านวนหลอดที่เกดิผลบวก MPN·g-1 

0.10 0.01 0.001  0.10 0.01 0.001  
3 0 0 7.8 4 4 1 40 
4 1 1 21 5 2 0 49 
4 1 2 26 5 2 1 70 
4 1 3 31 5 2 2 94 
4 2 0 22 5 2 3 120 
4 2 1 26 5 2 4 150 
4 2 2 32 5 3 0 79 
4 2 3 38 5 3 1 110 
4 3 0 27 5 3 2 140 
4 3 1 33 5 3 3 180 
4 3 2 39 5 3 4 210 
4 4 0 34 5 4 0 130 
4 4 1 40 5 4 1 170 
4 4 2 47 5 4 2 220 
4 5 0 41 5 4 3 280 
4 5 1 48 5 4 4 350 
5 0 0 23 5 4 5 430 
5 0 1 31 5 5 0 240 
5 0 2 43 5 5 1 350 
5 0 3 58 5 5 2 540 
5 1 0 33 5 5 3 920 
5 1 1 46 5 5 4 1600 
5 1 2 63 5 5 5 >1600 
5 1 3 84     

ที่มา: APHA (1998) 
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อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการวิเคราะห์หาเชื้อแบคทีเรีย Coliform และ E.coli ในอาหาร  
 1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Lauryl sulfate tryptose (LST) broth  

อาหารเลี้ยงเชื้อ LST เป็นอาหารที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Coliform ใช้
ส าหรับในการหาค่า MPN ของ Total coliforms ในอาหาร (Mallman และ Darby, 1941) และ
โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลุ่มผลิตภัณฑ์เบเกอรี่ (AOAC, 2007) อาหารเลี้ยงเชื้อ LST มีน้ าตาลแลคโตสเป็น
แหล่งคาร์บอน โดยส่วนมากแล้วเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Coliform สามารถใช้น้ าตาลแลคโตสแล้วให้
ฟองแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ในหลอดดักแก๊ส (Durham tube) ซึ่งผลบวกจะสังเกตเห็นแก๊สได้อย่าง
ชัดเจนในหลอดดักแก๊สที่อยู่ในอาหารเหลว (ภาพที่ 3.1) จากนั้นจึงท าการนับจ านวนหลอดที่ให้ผล
บวกแล้วน าไปค านวณหาค่า MPN แล้วน าไปวิเคราะห์เพื่อยืนยันผลในขั้นตอนต่อไป อาหาร LST ยังมี
ส่วนผสมของสาร Sodium lauryl sulfate ซึ่งท าหน้าที่ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆที่ไม่ใช่ 
Coliform และมีเกลือ Sodium chloride ที่ช่วยท าให้เกิดสมดุลของเซลล์แบคทีเรีย 

  

                                 
 

ภาพที่ 3.1 เชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Coliform ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ LST broth 
 

2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant green lactose bile (BGLB) broth  
   อาหารเหลว BGLB broth เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมีสีเขียวที่ใช้ในการยืนยันกลุ่มเชื้อ

แบคทีเรีย Coliform (Dunham และ Schoenlein, 1926) ซึ่งสามารถท าการถ่ายอาหารจากหลอด
อาหารเลี้ยงเชื้อ LST ในหลอดที่มีผลบวกมาใส่ในหลอดอาหาร BGLB แล้วท าการบ่มที่อุณหภูมิ 35±2  
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ผลบวกจะเกิดฟองแก๊สที่สังเกตได้ในหลอดดักแก๊ส ซึ่งเป็นผล
จากการที่เชื้อในกลุ่ม Coliform สามารถหมักน้ าตาลแลคโตสและท าให้เกิดฟองแก๊ส (ภาพที่ 3.2)  

หลอดดักแกส๊ (Durham tube) ผลบวก 
เกิดฟองแก๊สในหลอดดักแก๊ส 
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อาหารชนิดนี้มีสาร Oxgall และ Brilliant เgreen ส าหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและ
แบคทีเรียแกรมลบพวกที่ไม่ใช่แบคทีเรียกลุ่ม Coliform  

 

                                         
 

ภาพที่ 3.2 เชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Coliform ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ BGLB broth 
 
 3 อาหารเลี้ยงเชื้อ EC broth  
 อาหารเลี้ยงเชื้อ EC broth ใช้ในการตรวจเพื่อยืนยันปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่เป็น 
Fecal Coliform ที่สามารถเจริญในอุณหภูมิ 44±0.5 องศาเซลเซียส (Mehlman และคณะ, 1975) 
แล้วน าผลบวกไปค านวณหาค่า MPN·g-1 โดยการถ่ายเชื้อแบคทีเรียในหลอดที่เกิดผลบวกในอาหาร 
LST นอกจากนั้นแล้วอาหารนี้ยังสามารถยืนยันการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย Coliform ได้โดยการบ่ม
ที่อุณหภูมิ 35±2  องศาเซลเซียส อาหารเลี้ยงเชื้อ EC broth มีสาร Tryptose หรือสาร Casein 
enzymic hydrolysate เป็นแหล่งอาหารที่จ าเป็นของเชื้อแบคทีเรีย มีสาร Bile salts ส าหรับยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรียแกรมบวกโดยเฉพาะอย่างยิ่ง Bacilli และ Faecal Streptococci มีเกลือ NaCl เพ่ือ
รักษาสมดุล มีสาร Potassium phosphates ควบคุมความเป็นกรดด่าง (pH) ระหว่างการหมัก
น้ าตาลแลคโตสโดยผลบวกคือพบแก๊สในหลอดดักแก๊ส (ภาพที่ 3.3)  
 
  

ผลบวก 
เกิดฟองแก๊สในหลอดดักแก๊ส หลอดดักแกส๊ (Durham tube) 
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ภาพที่ 3.3 เชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ EC broth หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ                  
440.5 องศาเซลเซียส 

 
4 อาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin methylene blue (EMB) agar 
ในปี ค.ศ. 1918 Levine ได้รายงานการน าอาหาร EMB มาใช้ในการจ าแนกโคโลนีของเชื้อ

แบคทีเรีย Escherichia coli โดยผลบวกคือพบโคโลนีสีม่วงเข้มตรงกลางมีสีด า ทั้งนี้อาหาร EMB มี
สาร Eosine Y และ Methylene blue ที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกได้ แบคทีเรียที่ไม่
สามารถใช้น้ าตาลแลคโตสได้จะมีโคโลนีสีเหลืองคล้ายฟาง พวกที่สามารถใช้น้ าตาลซูโครสได้ เช่น 
Enterobacter จะท าให้เกิดโคโลนีสีชมพูในจานอาหาร เพ่ือให้การตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย E. coli 
เป็นไปได้อย่างแม่นย ามากขึ้น การเติมสาร 4-methyl-umbelliferyl β-D-glucuronide (MUG) ลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB สามารถช่วยให้ตรวจหาเอ็นไซม์ β-glucuronidase ที่มีอยู่ในเชื้อแบคทีเรีย 
E. coli ได้ โดยเชื้อแบคทีเรีย E. coli จะใช้เอ็นไซม์ดังกล่าวในการเปลี่ยนสาร MUG ให้กลายเป็นสาร
เรืองแสง Fluorogen, 4-methyl-umbelliferone ซึ่งจะตรวจพบโคโลนีที่สามารถเรืองแสงได้ภายใต้
แสงยูวี (Feng และ Hartman, 1982) นอกจากนั้นโคโลนีที่พบจะมีสีม่วงเข้มและมีสีเขียวมันวาว
คล้ายโลหะ (Green metallic sheen) ล้อมรอบดังภาพที่ 3.4  

                       
 

ผลบวก 
เกิดฟองแก๊สในหลอดดักแก๊ส 
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 ภาพที่ 3.4 เชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่เจริญในอาหารอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB+MUG  
 
การทดสอบทางชีวเคมี (Biochem Test)  
 การทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือยืนยันว่าเป็นเชื้อแบคทีเรีย E. coli คือการทดสอบ IMViC tests 
โดย I คือ Indole test ตัวอักษร M คือ Methyl red test ตัวอักษร V คือ Voges-Proskauer test 
และ C คือ Citrate test  ผลบวกของเชื้อแบคทีเรีย E. coli คือ + + - - ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 
 
 1 การทดสอบการสร้างสารอินโดล (Indole) 
 การทดสอบการสร้างอินโดลสามารถทดสอบโดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบใน
อาหารTryptophan broth ซึ่งมีกรดอะมิโนทริปโตเฟนอยู่ในอาหาร ทั้งนี้แบคทีเรีย E .coli สามารถ
ผลิตเอ็นไซม์ Tryptophanase ได้จึงสามารถย่อยอะมิโนทริปโตเฟนแล้วเกิดสารอินโดลขึ้นในหลอด
ทดลองได้  ในขั้นตอนนี้หลอดทดลองยังคงมีสีใส แต่เมื่อต้องการมองเห็นสารอินโดลที่เกิดขึ้นในหลอด
ทดลองให้น าสารละลาย Kovacs (2-Methoxy-4-Dimethylaminobenzaldehyde และ 4-N-
Pyrrolidylbenzaldehyde) ในปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรมาหยดในหลอดทดลอง ผลบวกจะเกิดวงแหวน
สีแดงขึ้นในหลอด (ภาพที่ 3.5) นอกจากนั้นแล้วอาหารเลี้ยงเชื้อนี้ยังมีส่วนผสมของ Casein enzymic 
hydrolysate เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน มีสาร Sodium chloride ในการรักษาสมดุลของ 
Osmotic ในระหว่างการทดสอบ 

ผลบวก 
โคโลนสีีม่วงเข้มตรงกลางสีด ามี
สีเขียวมันวาวคล้ายโลหะ 
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ภาพที่ 3.5 ผลการทดสอบ Indole ของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Tryptophan broth 

 
 2 การทดสอบความเป็นกรดหรือด่างหลังจากการหมักน้ าตาลกลูโคส 
   2.1 การทดสอบหาความเป็นกรดโดย Methyl red (MR) test 

อาหารที่ใช้ในการทดสอบคือ Methyl red Voges-Proskauer broth ซึ่งในอาหารนี้มี
ส่วนผสมของน้ าตาลเด็กซ์โตรส (Dextrose) ซึ่งเชื้อแบคทีเรีย E. coli สามารถย่อยน้ าตาลเด็กซ์โตรส
จนได้กรด โดยกรดที่ผลิตขึ้นดังกล่าวเช่น กรดแลคติก กรดอะซิติกและกรดฟอร์มิก (Clark และ 
Lubs, 1915) ซึ่งมีผลท าให้ความเป็นกรดในหลอดอาหารลดต่ าลง (pH<4.4) ดังนั้นผลบวกคือเกิดการ
สร้างกรดขึ้นมาในหลอดอาหารและเมื่อน ามาหยดสารละลาย Methyl red จึงท าให้เห็นสีแดงใน
หลอดอาหารนั้น (ภาพที่ 3.6 ก) โดยหากเชื้อแบคทีเรียไม่สามารถหมักน้ าตาลได้จะท าให้มีค่าด่างใน
หลอดทดสองมากขึ้น (pH>5.1) ท าให้พบสีเหลือง (ผลลบ) ในหลอดทดลองหลังจากหยดสารละลาย 
Methyl red 

 
2.2 การทดสอบความเป็นด่างโดย Voges-Proskauer (VP) test  

   อาหารที่ใช้ในการทดสอบคืออาหาร Methyl red Voges-Proskauer broth เช่นเดียวกัน
กับทดสอบ MR test โดยแบคทีเรียอ่ืนๆ เช่น Klebsiella และ Enterobacter สามารถหมักน้ าตาล
กลูโคสแล้วท าให้เกิดผลผลิตคือ Acetoin และ 2,3-butanediol หรือ diacetyl ท าให้เกิดสภาวะด่าง
ขึ้นในหลอดอาหาร และเมื่อหยดสาร Creatine (สารละลาย A; Solution A) หรือ Naphtol 
(สารละลาย B: Solution B) ลงในหลอดอาหารจะพบสีแดงหรือสีม่วงเข้มในหลอดอาหาร  ทั้งนี้เชื้อ
แบคทีเรีย E. coli จะให้ผลลบในการทดสอบนี้เพราะสร้างกรด ดังนั้นหลอดอาหารจึงมีสีเหลือง

ผลบวก 
เกิดวงแหวนสีแดงหลังหยด
สารละลาย Kovacs’s 
reagent 
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หลังจากหยดสารละลาย (ภาพที่ 3.6 ข) อาหารเลี้ยงเชื้อนี้มี Buffered peptone เป็นทั้งแหล่ง
ไนโตรเจนและคาร์บอนให้กับเชื้อแบคทีเรียใน Family Enterobacteriaceae  
 

    
(ก)                      (ข) 

ภาพที่ 3.6 ผลการทดสอบ MR (ก) และ VP (ข) ของเชื้อแบคทีเรีย E. coli  
 

2.3 การทดสอบการใช้ซิเตรท (Citrate)  
 การทดสอบความสามารถในการใช้ซิเตรทของเชื้อแบคทีเรีย E. coli สามารถท าการทดสอบ
โดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการตรวจหาในอาหารเลี้ยงเชื้อ Simmons citrate agar ซึ่งมี
ส่วนผสมของซิเตรทอยู่ หากแบคทีเรียสามารถใช้ซิเตรทได้ จะผลิตเอ็นไซม์ Citrate lyase หรือเรียก
อีกชื่อหนึ่งว่าเอ็นไซม์ Citrate aldolase หรือเอ็นไซม์ Citridesmolase ออกมาย่อยซิเตรทให้
กลายเป็นสาร Oxaloacetate และสาร Acetate จากนั้นจึงสร้างเอ็นไซม์ Oxaloacetate 
decarboxylase ออกมาย่อยสารนี้ให้กลายเป็น Pyruvate และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ท าให้หลอด
อาหารอยู่ในสภาวะที่เป็นด่างมากขึ้น (pH>7.6) จนท าให้สีของอินดิเคเตอร์คือ Bromthymol blue 
เปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีน้ าเงินภายในเวลา 24-48 ชั่วโมง เชื้อแบคทีเรีย E. coli ไม่สามารถใช้ซิเตรท
ได้ (Pohl และคณะ, 1984) ดังนั้นจึงเกิดผลลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อมีสีเขียวเหมือนเดิม (ภาพท่ี 3.7)  
 

ผลบวก 
เกิดสีแดงหลังหยดสารละลาย 
Methyl red 

ผลลบ 
เกิดสเีหลืองเมื่อหยดสารละลาย A 
(5% - naphthol solution) 
และ สารละลาย B (40% KOH) 
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ภาพที่ 3.7 ผลการทดสอบการใช้ซิเตรทของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ       
Simmons citrate agar 

 
ขั้นตอนในการตรวจหาเชื้อ E.coli O157:H7 ในอาหาร 
 1  ขั้นตอนการบ่มเพ่ือให้เชื้อจุลินทรีย์เจริญเติบโต (Enrichment) เนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย E. 
coli O157:H7 อาจมีปริมาณน้อย ดังนั้นต้องท าการบ่มเพ่ือเพ่ิมจ านวนของเชื้อแบคทีเรียในเบื้องต้น
ก่อน อาหารที่ใช้ในการบ่มเพ่ือเพ่ิมจ านวนของเชื้ออาจเติมยาปฏิชีวนะเพ่ือช่วยก าจัดแบคทีเรียบาง
ชนิดที่ไม่ต้องการ ยาปฏิชีวนะที่น ามาใช้เช่นยา Cefixime ยา Cefsulodin ยา Novobiocin และยา 
Vancomycin เป็นต้น อาหารเลี้ยงเชื้อ Enrichment ที่นิยมใช้ตามค าแนะน าของ FDA คือ 
Enterohemorrhagic E. coli enrichment broth (EEB) (Weagant และคณะ, 1995) 
 
 2 ขั้นตอน Isolation นิยมใช้อาหาร Sorbitol-MacConkey (SMAC) หรืออาหารเลี้ยงเชื้อที่
เติม Methylumbelliferyl-ß-D glucuronide (MUG) เป็นส่วนผสม โดยผลที่ได้ต้องพบโคโลนีสีครีม
บนอาหาร SMAC และพบโคโลนีที่ไม่เกิดการเรืองแสงเมื่อบ่มกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี MUG 
 
 3 ขั้นตอน Confirmation เป็นการยืนยันผลว่าพบเชื้อแบคทีเรียนี้หรือไม่ โดยการหยด
สารละลายของเชื้อแบคทีเรียที่สงสัย (Suspension) ใน O157:H7 antiserum โดยหากเกิดผลบวก
จะเกิดการจับกลุ่มกันตกตะกอน 
 

ทั้งนี้แผนภาพรวมของการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 ในอาหาร ดังภาพที่ 3.8 
 

ผลลบ 
สขีองอาหารเป็นสีเขียวเหมือนเดมิ 
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ภาพที่ 3.8 ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7  

 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 ในอาหาร  
 1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Sorbitol MacConkey (SMAC) agar   

อาหารเลี้ยงเชื้อ SMAC agar ได้ถูกน ามาใช้ในการตรวจหาคุณสมบัติในการใช้น้ าตาลซอร์บิ
ทอล (Sorbitol) ของแบคทีเรีย Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) ซึ่งรวมถึงเชื้อแบคทีเรีย E. 
coli O157:H7 ด้วย (FDA, 1995) น้ าตาลซอร์บิทอลที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อพร้อมอินดิเคเตอร์คือ 
Neutral red ซึ่งท าหน้าที่ในการตรวจจับการเปลี่ยนแปลงโดยหากเชื้อแบคทีเรียชนิดใดสามารถใช้
น้ าตาลซอร์บิทอลได้จะท าให้เกิดโคโลนีสีแดงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ แต่หากไม่สามารถใช้น้ าตาลซอร์
บิทอลได้จะเกิดโคโลนีที่ไม่มีสี ซึ่งเชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 ไม่สามารถใช้น้ าตาลซอร์บิทอลได้
จึงเกิดโคโลนีที่ไม่มีสีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (March และ Ratnam, 1986) ดังภาพที่ 3.9 อาหาร
เลี้ยงเชื้อนี้มีสารที่ใช้ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกอ่ืนๆคือ Bile salts ผสมกับ Crystal violet และ
เพ่ือช่วยให้แบคทีเรีย E. coli O157:H7 มีการเจริญจนเพิ่มปริมาณมากขึ้น และเพ่ือช่วยท าให้ตรวจผล

บ่มในอาหาร Enrichment น ามาทดสอบในอาหาร Selective 

        SMAC agar                          EMB+MUG 

TSI MIL/LIM Urea Citrate 
Slant Butt H2S Gas Lysine Indole Motility   

A A - + + + + - - 
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การหาเชื้อได้ชัดขึ้นจึงมีการเติมยา Cefixime potassium tellurite (CT) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้ออีก
ด้วย  

 

 
 

(ก) 

 
(ข) 
 

ภาพที่ 3.9 เชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 (ก) และเชื้อแบคทีเรีย E. coli (ข) ที่เจริญ                         
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ SMAC agar 
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2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin methylene blue agar (EMB)+MUG 
การเติมสาร 4-methyl-umbelliferyl β-D-glucuronide (MUG) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

EMB สามารถช่วยให้สามารถตรวจหาเอ็นไซม์ β-glucuronidase ที่มีอยู่ในเชื้อแบคทีเรีย E. coli ได้ 
โดยเชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 จะไม่มีเอ็นไซม์ดังกล่าวในการเปลี่ยนสาร MUG ให้กลายเป็น
สารเรืองแสง จึงพบโคโลนีสีม่วงเข้มไม่มีสีเขียวมันวาวคล้ายโลหะล้อมรอบ ดังภาพที่ 3.10  
 

                                                   
 

ภาพที่ 3.10 เชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB+MUG 
 
การทดสอบทางชีวเคมี  
 1 การทดสอบการใช้น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลแลคโตสและน้ าตาลซูโครส 

   การทดสอบนี้ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Triple sugar iron (TSI) agar ซึ่งมนี้ าตาลกลูโคส น้ าตาล
แลคโตส และน้ าตาลซูโครส เป็นส่วนผสมในอัตราส่วน 0.1:1.0:1.0 โดยน าเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการ
น ามาทดสอบขีดที่ผิวหน้าของอาหารในส่วนที่เรียกว่า Slant จากนั้นจึงท าการแทงลงสู่ส่วนล่างของ
หลอดเรียกว่าส่วน Butt หากเชื้อแบคทีเรียสามารถใช้น้ าตาลกลูโคสได้ในสภาพที่มีออกซิเจนจะท าให้
เกิดความเป็นกรด (Acid; A ) ที่ส่วนของผิวหน้าหรือ Slant โดยอาหารจะเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสี
เหลือง และหากเชื้อจุลินทรีย์นั้นสามารถใช้ทั้งน้ าตาลกลูโคส น้ าตาลแลคโตสและหรือน้ าตาลซูโครส
ในส่วนล่างของหลอดที่มีออกซิเจนอยู่น้อย จะท าให้ส่วน Butt เป็นสีเหลืองจากกรดที่สร้างขึ้น และ
หากอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นมีรอยแตกอันเนื่องมาจากแก๊สที่เชื้อจุลินทรีย์สร้างขึ้นจะรายงานผลบวกคือพบ
แก๊สในหลอดซึ่งท าให้อาหารมีรอยแตก และหากแก๊สนั้นเป็นแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟล์ (Hydrogen 
sulfide) หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นจะมีสีด าอยู่ท่ีส่วน Butt ส าหรับแบคทีเรีย E. coli O157:H7 จะให้

ผลบวก 
โคโลนสีีม่วงเข้ม 
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กรดในส่วนของทั้ง Slant และ Butt รวมถึงสร้างแก๊สได้ แต่แก๊สนั้นไม่ใช่แก๊สไฮโดรเจนซัลไฟล์ ดังนั้น
ผลการทดสอบทีไ่ด้จึงเป็น A (Slant) A (Butt)  - (H2S) + (Gas) ดังภาพที่ 3.11  

 

  
(ก)                     (ข) 

     ภาพที่ 3.11 อาหาร TSI (ก) เชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 ที่เจริญบนหลอดอาหาร TSI (ข) 
 

 2 การทดสอบการใช้ไลซีน การสร้างสารอินโดลและการดูผลการเคลื่อนที่ 
   การทดสอบการใช้ไลซีน การสร้างสารอินโดลและการเคลื่อนที่ สามารถใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็ง Motility indole lysine medium (MIL medium) อาหารเลี้ยงเชื้อนี้มีสาร Peptic digest of 
animal tissue สาร Casein enzymic hydrolysate และ สาร Yeast extract supply amino 
acids เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยมีน้ าตาลเด็กซ์โตรสเป็นแหล่งคาร์บอน การทดสอบท าเช่นเดียวกับใน
อาหาร TSI โดยท าการขีดเชื้อแบคทีเรียลงที่ผิวหน้าของอาหารในส่วนที่เรียกว่า Slant จากนั้นจึงท า
การแทงลงสู่ส่วนล่างของหลอดเรียกว่าส่วน Butt โดยอาหารชนิดนี้มักเติมผงวุ้นเล็กน้อยเพ่ือให้อาหาร
เลี้ยงเชื้อมีสภาวะกึ่งแข็งก่ึงเหลวเพ่ือตรวจสอบคุณสมบัติในการเคลื่อนที่ได้ของเชื้อแบคทีเรีย หากเชื้อ
แบคทีเรียไม่สามารถเคลื่อนที่ได้จะพบรอยแทงเป็นเส้นแต่หากเชื้อแบคทีเรียใดสามารถเคลื่อนที่ได้มัก
สังเกตเห็นความขุ่นเกิดข้ึนทั่วทั้งหลอดอาหาร โดยสีของอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนไปตามอินดิเคเตอร์
ซึ่งอาหาร MIL มี Bromocresol purple เป็นอินดิเคเตอร์ โดยหากเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิต
เอ็นไซม์ออกมาย่อยเด็กซ์โตรสได้ในระหว่างการเจริญเติบโตในสภาวะที่มีออกซิเจนจึงจะท าให้สีของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจากสีม่วงไปเป็นสีเหลืองตามสภาวะของกรดที่เพ่ิมมากขึ้น แต่หากเชื้อ
แบคทีเรียสามารถผลิตเอ็นไซม์ Lysine decarboxylase เพ่ือย่อยกรดอะมิโนไลซีนได้ทั้งในสภาวะที่มี
ออกซิเจน (Slant) และมีออกซิเจนต่ า (Butt) จะท าให้เกิดสาร Amine ซึ่งท าให้เกิดสภาวะด่างใน
หลอดทดลองจึงท าให้หลอดทดลองมีสีม่วง แต่หากในบริเวณ Slant ซึ่งมีออกซิเจนอยู่มากเชื้อ

ผลบวก 
Slant (A) มีสีเหลือง 
Butt (A) มีสเีหลือง 
H2S (-) ไมม่ีสดี า 
Gas (+) มีแก๊สดันอาหาร 
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แบคทีเรียบางสายพันธุ์อาจไม่สามารถผลิตเอ็นไซม์ Lysine decarboxylase ได้มากพอ ซึ่งอาจท าให้
เกิดสีเหลืองผสมสีม่วงในบริเวณใกล้ๆกับส่วนบนของหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อได้  อย่างไรก็ตามหากเชื้อ
แบคทีเรียสามารถผลิตเอ็นไซม์ Lysine deaminase ได้ในสภาวะที่มีออกซิเจนจะท าให้ได้ผลผลิตที่
สามารถท าปฏิกิริยากับสาร Ferric ammonium citrate ท าให้ได้สีแดงถึงแดงน้ าตาลที่ส่วนบนของ
หลอดทดลอง  ส่วนด้านล่างหลอดยังคงมีสีเหลืองของกรด นอกจากนั้นแล้วอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้ยัง
ผสมกรดอะมิโนทริปโตเฟน (Typtophan) ซึ่งหากเชื้อแบคทีเรียผลิตเอ็นไซม์ Tryptophanase จะ
สามารถย่อยทริปโตเฟนแล้วเกิดสารอินโดล ขึ้นซึ่งจะปรากฏวงแหวนสีแดงเมื่อหยดสารละลาย 
Kovacs ลงไป ซึ่งทั้งเชื้อแบคทีเรีย E. coli และ E. coli O157:H7 จะให้ผลการทดสอบเหมือนกันคือ 
ไม่สร้างเอ็นไซม์ Lysine deaminase แต่สามารถสร้างเอ็นไซม์ Lysine decarboxylase จึงท าให้
หลอดทดลองมีสีม่วงทั่วทั้งหลอดและเมื่อเติม Kovacs ลงไปจะพบวงแหวนสีแดง (ภาพท่ี 3.12) 
 

                                                                            
(ก)                    (ข) 

 
ภาพที่ 3.12 เชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 (ก) และเชื้อแบคทีเรีย E. coli (ข)                                   

ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ MIL medium  
 

 3 การทดสอบการใช้ยูเรีย (Urea) และการใช้ซิเตรท (Citrate) 
 อาหารเลี้ยงเชื้อในการทดสอบการใช้ยูเรีย คือ  Urea agar อาหารนี้มีสาร Peptone และ
น้ าตาลเด็กซ์โตรสซึ่งช่วยในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้หลายชนิด มี Enzymatic digest of 
gelatin เป็นแหล่งไนโตรเจนแหล่งคาร์บอนและแหล่งของกรดอะมิโนหลายชนิด ซึ่งช่วยให้แบคทีเรียที่
ต้องการทดสอบเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อได้ อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้มี Monopotassium phosphate 
เป็นแหล่งบัฟเฟอร์และมีส่วนผสมของสารยูเรีย ในปริมาณที่มากที่สุดเพ่ือใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนที่

ผลการทดสอบ 
-Lysine (+) 
-Motility (+) 
-Indole (+) 
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ส าคัญ หากเชื้อแบคทีเรียที่น ามาทดสอบสามารถย่อยยู เรียได้จะได้ผลผลิตคือ แอมโมเนีย 
(Ammonia) ซึ่งท าให้เกิดด่างในหลอดทดลอง และท าให้หลอดอาหารเปลี่ยนจากสีเหลือง (pH6.8) 
เป็นสีแดง (pH8.1) การเปลี่ยนแปลงนี้เพราะมีสาร Phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ ส าหรับการ
ทดสอบการใช้ซิเตรทใช้อาหารชนิดเดียวกับที่ใช้ทดสอบ E. coli คือ Simmons citrate agar ซึ่งมี
ส่วนผสมของซิเตรทอยู่ และหากเชื้อแบคทีเรียสามารถใช้ซิเตรทได้อาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนจากสี
เขียวเป็นสีน้ าเงิน ทั้งนี้ E. coli O157:H7 ไม่ย่อยทั้งยูเรียและซิเตรท อาหารเลี้ยงเชื้อจึงเป็นสีเหลือง
และสีเขียวเหมือนเดิม (ภาพท่ี 3.13)  
 

      
(ก)            (ข) 

 
ภาพที่ 3.13 เชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Urea agar (ก) และ Simmons 
citrate agar (ข)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลลบ 
อาหารเลี้ยงเช้ือเป็นสเีหลือง 

ผลลบ 
อาหารเลี้ยงเช้ือเป็นสเีขียว 
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วิธีการทดลอง 
การตรวจหาเชื้อ Coliform  Escherichia coli 

 
1 อาหารที่น ามาวิเคราะห์ 
 1.1 น้ าดื่มจากแหล่งต่างๆ 
 
2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

2.1 Lauryl Sulfate Tryptose broth (LST) พร้อมหลอดดักก๊าช 
2.2 Brilliant Green Lactose Bile broth (BGBB) พร้อมหลอดดักก๊าช 
2.3 Eosin Methylene Blue Agar (EMB) 
2.4 Tryptophan Broth 
2.5 MR-VP Broth 
2.6 Citrate agar slant 

 
3  สารเคมี 
 3.1 Kovacs’s reagent 
 3.2 Methyl red 

3.1 Solution A และ B 
3.2 70 %แอลกอฮอล์ 
3.5 น้ ายาส าหรับเจือจาง (0.1% Peptone water) 

 
3 อุปกรณ์ 
 3.1 หม้อนึ่ง 
 3.2 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
 3.3 ตู้บ่ม 
 3.4 แผ่นสไลด์ 
 3.5 กล้องจุลทรรศน์ 
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วิธีการ 
 

1.1 ดูดตัวอย่างน้ ามาแหล่งละ 25 มิลลิลิตรละลายในน้ ายาเจือจางปริมาณ 225 มล.(10-1) 
1.2 ตีป่นด้วยเครื่องตีป่นประมาณ 2 นาที ท าการเจือจางอาหารนั้นให้ได้10-2, 10-3, 10-4 
1.3 ท าการปิเปตต์ตัวอย่างที่ 10-2, 10-3, 10-4 มาอย่างละ 1 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดอาหาร 

LST ที่มีหลอดดักก๊าชที่จัดเตรียมไว้ทั้งหมด 9 หลอด แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

1.4 ท าการดูดตัวอย่างจากหลอดอาหาร LST (เฉพาะหลอดที่เกิดฟองแก๊สในหลอดดักก๊าช) 
จ านวน 1 มิลลิลิตรใส่ลงในอาหาร BGBB ที่มีหลอดดักก๊าช แล้วท าการบ่มที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

1.5 น า Loop มาจุ่มตัวอย่างจากหลอดอาหาร BGBB (เฉพาะหลอดที่เกิดฟองแก๊สในหลอด
ดักก๊าช) แล้วน ามาขีดให้เป็นโคโลนีเดี่ยว (Single Colony) บนอาหาร EMB แล้วท าการ
บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ผลบวกจะสังเกตเห็นโคโลนีสีเขียว
น้ าเงินแวววาวคล้ายโลหะ 

1.6 น า Loop มาเข่ียโคโลนีเดี่ยวบนอาหาร EMB แล้วน ามาใส่ในอาหารดังนี้ 
1.6.1  น า loop มาจุ่มลงในอาหาร Tryptophan broth แล้วท าการบ่มที่ 

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดให้หยด
น้ ายา Kovacs’s reagent ลงไปในหลอดทดลองผลบวกจะเกิดวงแหวนสี
แดงในหลอด 

1.6.2 น า Loop มาขีดลงในอาหาร MR-VP จ านวน 2 หลอดแล้วท าการบ่มที่ 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น 
1.6.2.1 หลอดที่ 1 หยด Methyl red แล้วบันทึกผล ผลบวกเกิดสีแดง 
1.6.2.2 หลอดที่ 2 หยด Solution A และ Solution B แล้วบันทึกผล 

ผลบวกเกิดสีเหลือง 
1.6.3 น า Loop มาขีดลงในอาหาร Citrate agar slant แล้วท าการบ่มที่ 

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นตรวจผลการ
เปลี่ยนสีของอาหารผลบวกอาหารเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีน้ าเงิน 
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ภาพที่ 3.14 ขั้นตอนโดยรวมการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Coliform และ Escherichia coli  

* หมายถึง ใช้ส าหรับตรวจหาฟีคัลโคลิฟอร์มโดยให้ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 44.5 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 
 
 
 

อาหาร 25 กรัม หรอื 25 มิลลิลิตร 

 Tryptose broth      Kovacs’s reagent 

 

MR-VP test 
Methyl red 

Solution A 
Solution B 

Citrate agar 

  10-1        10-2      10-3 

LST broth 

BGLB broth / 
EC broth* 
 

    EMB 

IMViC test 

Tryptophan 
broth 
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ตารางบันทึกผลการทดลอง 
 

ชื่อ-นามสกุล....................................................รหัสประจ าตวั......................กลุ่มท่ี....................  
 
ตารางท่ี 3.3 บันทึกผลการทดลองนับจ านวนโคโลนีบนจานอาหาร 
 
อาหาร หลอดที่/

จานที่ 
10-1 10-2 10-3 MPN/ml 

LST 1     
 2     
 3     
BGBB 1     
 2     
 3     
EMB 1     
 2     
 3     
Idole test 1     
 2     
 3     
MR test 1     
 2     
 3     
VP test  1     
 2     
 3     
Citrate test 1     
 2     
 3     
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แสดงวิธีการค านวณ MPN/ml 
............................................................................................................................................... ................. 
...................................................................................................................... .......................................... 
............................................................................................................................. ................................... 
 
ตารางท่ี 3.4 บันทึกผลการทดลอง  
 
อาหาร ลักษณะที่สังเกตได้ วาดภาพประกอบ 

LST   
   
   
BGBB   
   
   
EMB   
   
   
Idole test   
   
   
MR test   
   
   
VP test    
   
   
Citrate test   
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บทปฏิบัติการที่ 4 
การตรวจหาเชื้อ Staphylococcus aureus ในอาหาร 

 
 เชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างทรงกลม 
(Coccus) (Lowy, 1998) เมื่อน าไปส่องดูรูปร่างของเชื้อแบคทีเรียนี้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สามารถ
สังเกตเห็นเชื้อแบคทีเรียนี้มีรูปร่างคล้ายผลองุ่นเกาะกลุ่มกัน มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางตั้งแต่ 0.5 ถึง 
1.5 ไมโครเมตร  S. aureus ทนสภาพแห้งแล้งได้จึงสามารถเจริญได้ในอาหารที่มีค่าปริมาณน้ าอิสระ 
(Water activity; aw) ประมาณ 0.86 (Scott, 1953) จึงเป็นแบคทีเรียที่มีโอกาสพบได้ในอาหารกึ่ง
แห้ง (Intermediate moisture food) และอาหารที่มีเกลือ เช่น เครื่องแกง แฮม (Miller, 2000) 
เป็นต้น ปกติแล้วเชื้อแบคทีเรียนี้อาศัยอยู่ในบริเวณจมูก ล าคอ และผิวหนังของมนุษย์ซึ่งการปนเปื้อน
เชื้อแบคทีเรีย S. aureus ในอาหารอาจเกิดจากอาหารนั้นมีการสัมผัสโดยตรงกับผิวหนังของมนุษย์
หรืออาจเป็นเพราะระบบสุขาภิบาลอาหารที่ไม่ดี เชื้อแบคทีเรียนี้สามารถสร้างสารพิษในอาหารได้ 
การรับประทานอาหารจึงควรระวังอันตรายจากการปนเปื้อนของสารพิษ (Intoxication) ที่เชื้อ
แบคทีเรียได้ผลิตไว้ในอาหารแล้ว (Zhang และคณะ, 1998) โดยสารพิษที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย S. 
aureus ทนต่อการแปรรูปได้เช่น ทนต่อการให้ความร้อนในระดับพลาสเจอไรซ์ และทนต่อการให้
ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลานานกว่า 30 นาที เป็นต้น สารพิษที่เชื้อแบคทีเรีย 
S. aureus สร้างขึ้นมาในการช่วง Log phase มีชื่อเรียกต่างๆ เช่น สารพิษ Enterotoxin ที่มีชื่อว่า 
Staphylococcal enterotoxin ซึ่งมี Serotype หลักคือ SEA SEB SEC SED และ SEE โดยสารพิษ 
SEA และสารพิษ SED เป็นสารพิษหลักที่สามารถก่อโรคท้องร่วงในมนุษย์ รวมถึงเป็นสารพิษที่ทน
ความร้อน ละลายในน้ าได้ มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง 28,000 ดาลตันถึง 35,000 ดาลตัน 
(Balaban และ Rasooly, 2000) และยังพบว่าเชื้อแบคทีเรีย S. aureus สามารถผลิต 
Staphylococcus alpha-toxin (Hocke และคณะ, 2006) ได้อีกด้วย ทั้งตัวเซลล์ (Vegetative 
cell) และสารพิษของเชื้อแบคทีเรียนี้ท าให้เกิดโรคท้องเสียหรือท าให้เกิดการติดเชื้อแบคทีเรียที่
ผิวหนัง โดยปริมาณที่ท าให้เกิดโรคได้คือได้รับตัวเชื้อแบคทีเรียนี้อย่างน้อยที่ 6 log10CFU·ml-1 หรือ 
6 log10CFU·g-1 หรือได้รับสารพิษอย่างน้อย 1 ไมโครกรัม เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ใช้เวลาบ่มตัวสั้นจึงท า
ให้เกิดอาการหลังจากการรับประทานอาหารได้ไม่นานเพียงประมาณ 4-6 ชั่วโมง หรือหากได้รับ
สารพิษของเชื้อแบคทีเรียจะมีระยะสั้นในการเกิดอาการ อาจเกิดภายหลังจากบริโภคอาหารเพียง 1 
ชั่วโมง (Bryan และคณะ, 1997) ผู้ที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียอาจเกิดอาการอาเจียน ปวดท้อง แต่อาการ
อาจดีขึ้นได้เอง อย่างไรก็ตามหากผู้ได้รับเชื้อแบคทีเรียนี้อยู่ในวัยเด็กและวัยชราให้เฝ้าระวังอันตราย
เพราะอาจท าให้มีการถ่ายท้องจนอาจถึงแก่ชีวิตได้ อย่างไรก็ตามเชื้อแบคทีเรีย S. aureus บางสาย
พันธุ์อาจไม่ผลิตสารพิษ ส าหรับผลการทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus คือให้ผลการ
ทดสอบคะตาเลส (Catalase) และโคแอกกูเลส (Coagulase) เป็นบวก สามารถสร้างเอ็นไซม์ 
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Thermonuclease เพ่ือหมักน้ าตาลแมนนิทอลแม้ในสภาวะที่ไร้อากาศ  เชื้อแบคทีเรีย S. aureus มี
ความสามารถที่จะปรับตัวได้ในสภาวะแวดล้อมต่างๆซึ่งคุณสมบัตินี้ท าให้สามารถก่อโรคในมนุษย์ได้
แม้อยู่ในสภาวะแวดล้อมต่างๆด้วยเช่นกัน ดังนั้นเมื่อได้รับเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้โอกาสที่จะใช้ยา
ปฏิชีวนะแบบเดิมในการรักษาบางครั้งอาจไม่สามารถใช้ได้ (Vanderhaeghen และคณะ, 2010)  

 
ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ในอาหาร 

 1 ขั้นตอนการตรวจขั้นแรก (Presumptive test) เป็นขั้นตอนการตรวจเบื้องต้นว่าอาหาร
ชนิดนั้นๆปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย S. aureus  โดยเชื้อแบคทีเรียนี้สามารถเจริญในหลอดอาหารที่มี
เกลือสูงถึงร้อยละ 10 ได้ ดังนั้นเมื่อบ่มหลอดอาหารที่มีเกลือกับเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยว่าเป็นเชื้อ
แบคทีเรีย S. aureus เป็นเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียสแล้ว จะสังเกตเห็นความ
ขุ่นในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อนั้น จากนั้นจึงนับจ านวนหลอดที่ขุ่นอาจใช้ระบบ 3 หลอดหรือ 5 หลอด
เพ่ือน ามาค านวณหาค่า MPN ได้จากตารางที่ 3.1-3.2 (บทที่ 3) จากนั้นจึงถ่ายเชื้อแบคทีเรียจาก
หลอดทดลองที่มีผลบวกมาท าการตรวจสอบต่อในขั้นตอนต่อไป 

 
2 ขั้นตอนการแยกเชื้อแบคทีเรีย (Isolation) สามารถท าได้โดยการขีด (Streak) เชื้อแบคทีเรีย

ทีม่ีผลบวกในขั้นตอนแรกและสงสัยว่าเป็นเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ในจานอาหารที่ใช้ในการคัดเลือก 
(Selective media) เช่น อาหาร Baird-Parker (BP) agar อาหาร Mannitol salt agar (MSA) หรือ 
อาหาร Toluidine blue DNA (TBD) agar  

 
3 ขั้นตอนการทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical identification) การทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้

คือ การทดสอบการย่อยเม็ดเลือดแดง (Hemolysis) การทดสอบหาเอ็นไซม์โคแอกกูเลส การทดสอบ
การเคลื่อนที่ได ้ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการวิเคราะห์หาเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus 
 1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase (tryptic) soy broth (TSB) ผสม 10% NaCl และ 
1% Sodium pyruvate 
 อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB เป็นอาหารเหลวที่มีสารอาหารที่เหมาะสมส าหรับการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียทั่วๆไปได้หลายชนิดทั้งเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนและเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนได้
เล็กน้อย ตลอดจนแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจน (ASM, 2007) ซึ่ง AOAC (1995) ได้แนะน าให้ใช้อาหาร
เลี้ยงเชื้อ TSB ผสมกับเกลือร้อยละ 10 และ Sodium pyruvate ร้อยละ 1 ในการหาค่า Most 
Probable Number; MPNg-1 ของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียนี้สามารถทน
เกลือได้ จึงท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อมีความขุ่นหลังจากบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 352 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
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482 ชั่วโมง (ภาพท่ี 4.1) จากนั้นจึงน าหลอดที่ขุ่นมาหาค านวณหาค่า MPN จากตารางที่ 3.1 (บทที่ 
3) 
 

 
(ก)          (ข) 

ภาพที่ 4.1 เชื้อแบคทีเรีย S. aureus ในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB+10%NaCl+1% Sodium 
pyruvate ที่บ่มไว้ 48 ชั่วโมง (ก) อาหาร TSB ที่ไม่มีเชื้อแบคทีเรีย (ข) 

 
 2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Baird-Parker (BP) agar  

อาหารเลี้ยงเชื้อ BP agar ถูกรายงานในปี ค.ศ. 1962 โดย Baird-Parker ว่าเป็นอาหารที่ใช้
คัดเลือกและบอกความแตกต่างของโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus กับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน
ได้ โดยผลบวกสังเกตเห็นโคโลนีสีด าหรือสีเทาล้อมรอบด้วยเคลียโซน (Clear zone) ซึ่งเกิดจาก
อาหารชนิดนี้มีส่วนผสมของ Lithium chloride และ Potassium tellurite ซึ่งเป็นสารที่ใช้ในการ
คัดเลือกที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั่วไปได้ และมีสาร Glycine และไข่แดง (Egg yolk) ที่ช่วยให้
เชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus สามารถเจริญบนอาหารนี้ได้ และถ้าหากโคโลนีที่สงสัยเป็นเชื้อ S. 
aureus เชื้อแบคทีเรียนี้จะท าการรีดิวซ์เกลือ Tellurite ให้กลายเป็น Tellurium ท าให้ได้โคโลนีสีด า 
ซึ่งเชื้อแบคทีเรียนี้สามารถผลิตเอ็นไซม์ Lecithinase ส าหรับย่อย Lecithin รวมถึงผลิตเอ็นไซม์ 
Protease เพ่ือย่อยโปรตีนท าให้เกิดเคลียโซนรอบๆโคโลนีได้ (ภาพที่ 4.2) ซึ่งถ้าเป็นเชื้อแบคทีเรีย 
Staphylococcus epidermidis จะไม่สามารถย่อยไข่แดงได้จึงเห็นเพียงโคโลนีสีด าไม่มีเคลียโซน
ล้อมรอบ 

ผลบวก 
เกิดความขุ่นในหลอด
อาหารเลี้ยงเช้ือ 
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ภาพที่ 4.2 ลักษณะของโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ BP agar 
 

3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Mannitol Salt (MSA) agar  
 อาหารเลี้ยงเชื้อ MSA ใช้ในการคัดเลือกและบอกความแตกต่างระหว่างลักษณะของโคโลนี

ของเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus กับเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus สายพันธุ์
ต่างๆกันออกจากกันได้ นอกจากนั้นยังมีรายงานว่าอาหารเลี้ยงเชื้อนี้ เติมยาปฏิชีวนะเช่น ย า 

Oxacillin (MSO) หรือ ยา Cefoxitin เพ่ือช่วยในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) (Willey และคณะ, 2005) ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ที่
พบการระบาดบ่อยครั้งในโรงพยาบาลและศูนย์สุขภาพต่างๆ (Nagao และคณะ, 2010) เนื่องจาก
อาหาร MSA มีส่วนผสมของเกลือโซเดียมคลอไรด์ถึงร้อยละ 7.5 ซึ่งท าให้เชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่ไม่ทน
เกลือไม่สามารถเจริญได้ ส าหรับแบคทีเรีย S. aureus ซึ่งทนเกลือได้จะให้ผลบวกคือสังเกตเห็น
อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเป็นสีเหลืองสว่าง เพราะอาหารชนิดนี้มีส่วนผสมของน้ าตาล     แมนนิทอล 
และมี Phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ ซึ่งเมื่อเชื้อแบคทีเรีย S. aureus หมักน้ าตาลนี้จะท าให้เกิดกรด
ขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งสีของ Phenol red จะเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีเหลือง (ภาพที่ 4.3) โดยใน
สภาวะที่ไร้อากาศแม้น าจานอาหารเลี้ยงเชื้อ MSA ที่มีเชื้อแบคทีเรีย S. aureus มาบ่มไว้ในโถไร้
อากาศแล้วโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ที่ได้ยังคงมีสีเหลืองในขณะที่เชื้อแบคทีเรีย S. 
epidermidis ไม่ท าให้อาหารเปลี่ยนสีในสภาพไร้อากาศจึงพบโคโลนีสีแดงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MSA 
 

ผลบวก 
พบโคโลนสีีด าหรือสเีทา
ล้อมรอบด้วยเคลียโซน  
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(ก) 

 
(ข) 

ภาพที่ 4.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ MSA (ก) เชื้อแบคทีเรีย S. aureus บนจานอาหาร MSA (ข) 
 
 4 อาหารเลี้ยงเชื้อ Toluidine blue DNA (TBD) agar  

 อาหาร TBD agar เป็นอาหารที่ใช้บอกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรีย S. 
aureus และเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis (APHA, 2001) โดยอาหารเลี้ยงเชื้อนี้มีการผสม 
Deoxyribonuclease (DNA) และ Toluidine ลงไปในอาหาร TBD agar  การทดสอบเริ่มโดยเตรียม
เชื้อแบคทีเรียที่สงสัยมาเลี้ยงในอาหารเหลวจากนั้นจึงน ามาต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 15 นาที แล้วน าเชื้อแบคทีเรียมาขีดเชื้อลงในจานอาหาร TBD agar หากเป็นเชื้อแบคทีเรีย S. 
aureus จะสามารถสร้างเอ็นไซม์ Thermostable deoxyribonuclease ซึ่งสามารถย่อย DNA แล้ว

ผลบวกเกดิโคโลนสีี
เหลืองและสีของ
อาหารเลี้ยงเช้ือ
เปลี่ยนจากสีแดง
เป็นสีเหลือง 
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ปรากฏเห็นเป็นเคลียโซนล้อมรอบรอยขีด จากนั้นจึงท าให้สีของ Toluidine เปลี่ยนจากสีน้ าเงินเป็นสี
แดง (Waller และคณะ, 1985) หรือสีชมพูคล้ายกุหลาบรอบๆรอยขีด (ภาพที่ 4.4) 

 

 

                                                           
 

ภาพที่ 4.4 เชื้อแบคทีเรีย S. aureus ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TBD agar 
ที่มา: Thermo Fisher Scientific Inc (2013) 

 
การทดสอบทางชีวเคมี  

1 การทดสอบการย่อยเม็ดเลือดแดง (Hemolysis) 
การทดสอบนี้ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Blood agar (BA) อาหารเลี้ยงเชื้อ Blood agar เป็นอาหาร

ที่ต้องเติมเลือดของแกะ กระต่าย หรือม้า ผสมลงในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหล่งไนโตรเจนและแหล่ง
วิตามินเช่น Yeast extract  แหล่งคาร์บอนเช่นแป้งข้าวโพด เพ่ือให้สารพิษที่เชื้อแบคทีเรียผลิตขึ้นได้
ถูกดูดซับและช่วยเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เมื่อแบคทีเรียเจริญบนจานอาหาร BA จะ
สามารถจ าแนกชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ได้จากคุณสมบัติในการย่อยเลือด (Hemolytic) เมื่อเชื้อ
แบคทีเรียย่อยแล้วจะมีลักษณะปรากฏของการย่อย 4 ลักษณะคือ 1 เกิดการย่อยแบบ -hemolysis 
คือเกิดการรีดิวซ์ Hemoglobin เป็น Methemoglobin ซึ่งจะมีลักษณะโคโลนีสีเขียวเกิดขึ้นบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ BA แบบที่ 2 เกิดการย่อยแบบ -hemolysis คือมีการย่อยเม็ดเลือดแดงจนเห็น
ลักษณะเคลียโซนล้อมรอบโคโลนี แบบที่ 3 เรียกว่า -hemolysis จะไม่พบการท าลายเม็ดเลือดแดง
และจะไม่พบการเปลี่ยนแปลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และแบบที่ 4 คือ ά-hemolysis คือมีโซนเล็กๆ
รอบๆบริเวณที่เกิดการย่อย ส าหรับเชื้อแบคทีเรีย S. aureus มักท าให้เกิดการย่อยแบบ -
hemolysis (Wiseman, 1975) โดยมีโคโลนีสีเหลืองครีมบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ล้อมรอบด้วยเคลีย
โซน (ภาพที่ 4.5) นอกจากนั้นแล้วยังมีรายงานว่าสารพิษที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย S. aureus เช่น β-

ผลบวก 
พบสีแดงชมพูมีเคลียโซนรอบ
รอยขีด 
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toxin และ δ-toxin อาจช่วยเสริมให้เกิด Hemolysis ปรากฏเห็นชัดมากขึ้น (Hebert และ 
Hancock, 1985) 
 

    
 

ภาพที่ 4.5 การเกิด -hemolysis ของเชื้อแบคทเีรีย S. aureus บนจานอาหาร BA 
 

2 การทดสอบการผลิตเอ็นไซม์โคแอกกูเลส (Coagulase) 
โดยทั่วไปแบคทีเรีย Staphylococcus มีความสามารถในการผลิตเอ็นไซม์โคแอกกูเลสซึ่ง

เป็นเอนไซม์ท่ีท าให้เกิดแข็งตัวของพลาสมา (Normannoa และคณะ, 2005) การทดสอบสามารถท า
โดยการน าเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยมาเลี้ยงในอาหาร Brain-Heart infusion (BHI) broth หรือ Agar ซึ่ง
เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุดมไปด้วยสารอาหารและวิตามินเนื่องจากมีส่วนผสมของสมองลูกวัวและหัวใจ
วัวซึ่งสารอาหารดังกล่าวเหมาะต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราหลายชนิด จากนั้นน าเชื้อ
แบคทีเรียมาท าการหยดลงใน Coagulase Plasma-EDTA ของเลือดกระต่าย หากเชื้อแบคทีเรียนั้น
สามารถสร้างเอ็นไซม์โคแอกกูเลสได้ จะท าให้เกิดการย่อย Plasma fibrinogen แล้วได้ Fibrin ท าให้
เกิดการตกตะกอนของพลาสมา (Plasma clot) ดังภาพที่ 4.6 (Sperber และ Tatini, 1975) 
 

ผลการเกิด -hemolysis ของเชื้อ
แบคทีเรีย S. aureus บนจานอาหาร BA  
-โคโลนสีีเหลืองครีม 
-เคลียโซน 
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ภาพที่ 4.6 เอ็นไซม์โคแอกกูเลสของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ท าให้เกิดผลบวก                                
ของการทดสอบการผลิตเอ็นไซม์โคแอกกูเลส (ก) และผลลบที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืน (ข)   

ที่มา: Hardy Diagnostics (2016) 
 

3 การดูผลการเคลื่อนที่ 
 การเคลื่อนที่ได้ของเชื้อแบคทีเรียมักท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อนั้นเกิดการขุ่นหรือมีการเจริญนอก
รอยแทงในอาหารกึ่งแข็งก่ึงเหลว แต่ถ้าเชื้อแบคทีเรียนั้นๆไม่สามารถเคลื่อนที่ได้จะมองเห็นผลลบเป็น
เส้นรอยแทงในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว ซึ่งเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้จึงพบเส้น
รอยแทงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพที่ 4.7) ส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อที่น ามาใช้ทดสอบการเคลื่อนที่เช่น 
อาหาร Motility nitrate medium อาหาร Motility test agar  

                                               
 

ภาพที่ 4.7 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ในหลอดอาหาร Motility nitrate medium 

ผลลบ 
อาหารเหลวไม่
เกิดตะกอน 

ผลบวก 
อาหารแข็งตัวเกิด
การตกตะกอนขุ่น 

ผลการทดสอบ S. aureus 
-Motility (-) 

(ก) 

(ข) 
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วิธีการทดลอง 
 

1 อาหารที่น ามาวิเคราะห์ 
 1.1 เอแคลร์ไส้ครีม 
 1.2 น้ าพริกเผา 
 
2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

2.1 Baird-Parker Agar  
2.2 Brain-Heart Infusion (BHI) Broth  
2.3 Coagulase Plasma EDTA  
2.4 Mannitol Salt Agar (MSA) 
2.5 Toluidine Blue DNA Agar  
2.6 Trypticase soy broth+10%NaCl 
 

3  สารเคมี  
3.1 70 %แอลกอฮอล์ 
3.5 น้ ายาส าหรับเจือจาง (0.1% Peptone water) 
 

4 อุปกรณ์ 
 4.1 หม้อนึ่ง 
 4.2 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
 4.3 ตู้บ่ม 
 4.4 แผ่นสไลด์ 
 4.5 กล้องจุลทรรศน์ 
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วิธีการ 
  

1.1 ชั่งตัวอย่างอาหารมา 25 กรัมโดยน ามาเติมลงในละลายในน้ ายาเจือจางปริมาณ 225 
มิลลิลิตร (10-1) 

1.2 ตีป่นด้วยเครื่องตีป่นประมาณ 3 นาท ีท าการเจือจางอาหารนั้นให้ได้ 10-2, 10-3 
1.3 ท าการปิเปตต์ตัวอย่างอาหารมาความเข้มข้นละ 1 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดอาหาร 

TSB+10%NaCl ที่จัดเตรียมไว้ทั้งหมด 9 หลอด แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

1.4 ท าการจุ่ม Loop ลงในหลอดอาหาร TSB+10%NaCl (เฉพาะหลอดที่เกิดฟองแก๊สใน
หลอดดักก๊าช) แล้วน ามาจุ่มลงบนอาหาร BP MSA และ BHI (broth) จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เฉพาะอาหาร MSA ให้บ่มในโถไร้
อากาศ (ผลบวกบนอาหาร BP คือเกิดโคโลนีสีด ามี Clear zone ล้อมรอบ และผลบวก
บน อาหาร MSA คือสีของอาหาร เปลี่ยนเป็นสีเหลือง 

1.5 หากเกิดผลบวกตามข้อ 1.4 ให้น าหลอดอาหารเหลว BHI ที่บ่มจากข้อ 4 มาท าการต้มที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที แล้วน าไปขีดลงในอาหาร Toluidine 
Blue DNA Agar บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ผลบวกอาหาร
เปลี่ยนจากสีน้ าเงินเป็นสีแดงรอบๆรอยขีด) 
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ภาพที่ 4.8 ขั้นตอนโดยรวมในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย S. aureus  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

           
Blood agar    Coagulase test     Motility test 
(Hemolysis) 

    อาหาร 25 กรัม หรือ 25 มิลลิลิตร   10-1           10-2           10-3 

  BP                               MSA                         BHI 

  ต้ม 100 องศาเซลเซียส 15 นาที 

  TBD 
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ตารางบันทึกผลการทดลอง 
 

ชื่อ-นามสกุล....................................................รหัสประจ าตวั......................กลุ่มท่ี....................  
 
ตารางท่ี 4.1 บันทึกผลการทดลองนับจ านวนโคโลนีบนจานอาหาร 
 
อาหาร หลอดที่/จานที่ 10-1 10-2 10-3 MPN/ml 
TSB 1     
 2     
 3     
 
ตารางท่ี 4.2 บันทึกผลการทดลองลักษณะของโคโลนีที่ตรวจพบ 
 
อาหาร ลักษณะที่สังเกตได้ วาดภาพประกอบ 

BP   
   
   
MSA   
   
   
BHI   
   
   
Toluidine    
Blue DNA   
agar   
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บทปฏิบัติการที่ 5 
การตรวจหาเชื้อ Clostridium perfringens ในอาหารกระป๋อง 
 
 แบคทีเรีย Clostridium perfringens เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างเป็นแท่ง (Rod) 
เจริญในสภาพที่ไร้อากาศ สปอร์ของเชื้อแบคทีเรียนี้มีรูปร่างกลมและอยู่ค่อนไปทางปลายของเซลล์ 
เมื่อดูจากกล้องจุลทรรศน์จึงเห็นเซลล์ที่มีสปอร์รูปร่างคล้ายกับแบดมินตัน (Ryan และคณะ, 2010) 
ตัวเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens สามารถเจริญในปริมาณน้ าอิสระ 0.93-0.97 และเจริญได้
อย่างจ ากัดในสภาวะความเป็นกรดด่าง 5-8 เจริญได้ในปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด์มากกว่าร้อยละ 
8 ปริมาณของโซเดียมไนเตรต (NaNO3) มากกว่า 1,000 ส่วนในล้านส่วน หรือ ปริมาณโซเดียมไน
ไตรท์ (NaNO2) มากกว่า 400 ส่วนในล้านส่วน (McClane, 1997) ทั้งนี้สปอร์ของเชื้อแบคทีเรีย C. 
perfringens สามารถทนต่อปัจจัยภายนอกต่างๆมากกว่าตัวเซลล์ เช่น ทนต่อการเปลี่ยนแปลงความ
ร้อน ทนความเย็นแม้ในอุณหภูมิแช่แข็ง ทนต่อสารเคมีและทนต่อความดันได้ (Paredes-Sabja และ
คณะ, 2007; Li และ McClane, 2006) โดยสปอร์ของแบคทีเรียมี Ribosomes และ Nucleic acids 
ที่มี Calcium dipicolinic acid (DPA) ที่ช่วยให้ทนต่อการแปรรูปอาหารแม้ใช้ความร้อนสูง ดังนั้น
อาหารที่ผ่านการแปรรูปแล้วเก็บรักษาไว้ในสภาพไร้อากาศจึงยังคงมีความเสี่ยงในการพบการเจริญ
ของสปอร์ของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens (Murrell และ Warth, 1965; Murrell, 1998) 
นอกจากนั้นแล้วในระบบการท าความสะอาดพ้ืนผิวของโรงงานอุตสาหกรรมอาหารยังพบว่าสปอร์ของ
เชื้อแบคทีเรียนี้มีคุณสมบัติที่ไม่ละลายในน้ า ดังนั้นจึงมีความสามารถในการเกาะติดบนพ้ืนผิวของ
อุปกรณ์ต่ า งๆที่ ใช้ ในการแปรรูป ได้  และอาจท า ให้ เ กิดการปนเปื้ อน ในอาหารได้ที่ สุ ด  
(Kusumaningrum และคณะ, 2003) และเนื่องจากแบคทีเรีย C. perfringens มีความสามารถน้อย
ในการผลิตกรดอะมิโนจ าเป็น ดังนั้นอาหารที่มีโปรตีนสูงที่เป็นแหล่งของกรดอะมิโนจึงมักถูกรายงาน
ว่าปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้เช่น เนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์ (Johnson และ Gerding, 
1997) ซุปถั่ว ปลาแซลมอน (Hatheway, 1990) แบคทีเรีย C. perfringens สามารถสร้างสารพิษได้ 
5 ชนิดคือ ชนิด A, B, C, D และ E ซึ่งก่อโรคได้ทั้งในมนุษย์และสัตว์ ทั้งนี้สารพิษของ C. perfringens 
ยังแบ่งออกได้เป็น α, β, ε, ι ตามยีน plc, cpb, etx, iap/ibp ตามล าดับ (Songer, 1996)  ดังใน
ตารางที่ 5.1 นอกจากนี้แล้วแหล่งที่พบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens มากที่สุดคือ
ดิน โดยเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens มีการปนเปื้อนหลังจากการเก็บเกี่ยววัตถุดิบนั้นๆจากดินแล้ว
น ามาแปรรูปในอาหารจึงท าให้สามารถพบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียนี้ในอาหารที่ผ่านการแปร
รูปแล้ว โดยวัตถุดิบที่พบมีการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens จากดินที่ปลูกคือ มะเขือ
เทศ มันฝรั่ง ถั่วเขียว แตงกวา และพริก  (Voidarou และคณะ, 2011) เป็นต้น  
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การเกิดโรคขึ้นอยู่กับปริมาณเชื้อแบคทีเรียทีป่นเปื้อนอยู่ในอาหารโดยปริมาณที่ก่อให้เกิดโรคได้
คือ >106 เซลล์ต่อกรัมอาหาร ระยะเวลาในการก่อโรคเพียง 8 ถึง 24 ชั่วโมงหลังจากรับประทาน
อาหาร (Brown, 2000) ดังนั้นกระทรวงเกษตรของสหรัฐอเมริกา (United States Department of 
Agriculture; USDA, 2001) จึงได้อนุญาตให้มีเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens ในเนื้อสัตว์ได้ไม่เกิน 
104 เซลล์ต่อกรัมอาหาร อย่างไรก็ตามหากได้รับสารพิษจากเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens เพียง 8-
10 มิลลิกรัม ก็เพียงพอที่จะท าให้เกิดโรคได้ (Labbe และ Juneja, 2001) ซึ่งเคยมีรายงานผู้ที่
เสียชีวิตจากการได้รับเชื้อแบคทีเรียนี้แล้วในประเทศสหรัฐอเมริกา (Mead และคณะ, 1999)  

 
ตารางท่ี 5.1 ชนิดของสารพิษท่ีผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens 

Type α-toxin β-toxin ε-toxin ι-toxin Enterotoxin 

A + − − − + 

B + + + − + 

C + + − − + 

D + − + − + 

E + − − + + 

ที่มา: Brynestad และ Granum (2002) 
 
ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens ในอาหาร 

1 ขั้นตอนการแยกเชื้อ (Isolation) เป็นขั้นตอนการตรวจเพ่ือคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่อาจ
ปนเปื้อนมาในอาหารที่น ามาตรวจ โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือก เช่น Sulfite polymyxin 
sulfadiazine (SPS) agar อาหารเลี้ยงเชื้อ Shahidi ferguson polymyxin (SFP) agar อาหารเลี้ยง
เชื้อ Tryptose sulphite cycloserine (TSC) agar และ อาหารเลี้ยงเชื้อ Cooked meat medium  

 
   2 ขั้นตอนการยืนยันผลโดยทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical identification) ผลการ

ทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้คือ เชื้อแบคทีเรียนี้ไม่สร้างเอ็นไซม์เอ็นไซม์คะตาเลส เอ็นไซม์ Peroxidase 
และเอ็นไซม์ Superoxide dismutase ในสภาพที่มีออกซิเจนต่ า (Ryan และคณะ, 2010) สามารถ
ย่อยเจลาติน ใช้ไนเตรทและหมักน้ าตาลแลคโตสได้ (AOAC, 1998) นอกจากนั้นการทดสอบการ
เคลื่อนที่ รวมถึงการทดสอบการใช้อากาศยังสามารถใช้ในการจ าแนกชนิดเชื้อแบคทีเรีย C. 
perfringens ได้อีกด้วย 

 
ทั้งนี้แบคทีเรีย C. perfringens เป็นแบคทีเรียที่เจริญในสภาพที่ไร้อากาศดังนั้นการบ่ม

เชื้อจุลินทรีย์จึงต้องท าในสภาพที่ไร้อากาศ โดยใช้โถบ่มไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar) โดยน าอาหาร
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เลี้ยงเชื้อที่ต้องการทดสอบใส่ลงในโถบ่มไร้ออกซิเจน (Sowers และ Watts, 2006) จากนั้นจึงใส่ถุง
ปรับอากาศ (GasPack) โดยเป็นถุงที่บรรจุสาร Sodium bicarbonate สาร Sodium borohydride 
อาจมี Citric acid ด้วย ก่อนน าถุงปรับอากาศใส่ในโถบ่มไร้ออกซิเจนให้เติมน้ าใส่ลงไปเพ่ือท ากิริยา 
จากนั้นจึงท าการปิดฝาให้สนิท เมื่อปิดฝาสนิทแล้วภายในโถบ่มไร้ออกซิเจนจะค่อยๆมี แก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์และแก๊สไฮโดรเจนเข้ามาแทนที่แก๊สออกซิเจน การสังเกตว่าด้านในโถบ่มมี
ปริมาณออกซิเจนลดน้อยลงเรื่อยๆจนกระทั่งหมดไปให้สังเกตจากแผ่นอินดิเคเตอร์คือแผ่น 
Methylene blue ซึ่งแผ่นอินดิเคเตอร์จะเปลี่ยนจากสีฟ้าที่มีแก๊สออกซิเจนเป็นสีขาวที่ปราศจากแก๊ส
ออกซิเจน (ภาพที่ 5.1) นอกจากนี้แล้วในปัจจุบันยังมีระบบการบ่มเชื้อแบคทีเรียแบบไม่ต้องการให้มี
ออกซิเจนในรูปแบบต่างๆให้เลือกใช้เช่น การเลือกใช้การบ่มในรูปถุง Pouch (Becton, Dickinson 
and Company, 2013) หรืออาจใช้กล่องพลาสติกปิดสนิท (BioMérieux, 2013) ดังภาพที่ 5.2 
 

            
 

ภาพที่ 5.1 โถไร้อากาศ (Anaerobic jar) 
 

  
ภาพที่ 5.2 ถุง BD GasPak™ EZ pouch และ กล่อง BioMerieux anaeropack system 

ที่มา: Becton, Dickinson Company (2013) และ BioMérieux (2013) 

Sodium bicarbonate 
และ sodium 
borohydride 

Methylene blue 

จานอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 
โถบ่มไร้ออกซิเจน 
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อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการวิเคราะห์หาเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens 
 1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Sulfite polymyxin sulfadiazine (SPS) agar  

อาหารเลี้ยงเชื้อ SPS agar มีเปปโตนเป็นแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน วิตามินและเกลือแร่ และ
มี Yeast extract เป็นแหล่งวิตามินบี อาหารชนิดนี้มี Polymyxin B และ Sulfadiazine เป็นสารที่
ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มที่ไม่ต้องการ ผลบวกจากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens บนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ SPS agar คือ พบโคโลนีสีขาวมีจุดสีด าตรงกลางที่เกิดจากความสามารถในการรีดิวซ์
สาร Sulfite ให้เป็นสาร Sulfide แล้วสาร Sulfide นี้ สามารถท าปฏิกิริยากับเหล็กที่อยู่ในรูป Ferric 
citrate เกิดจุดสีด าของ Iron sulfide บนจานอาหาร (ภาพที่ 5.3) 

 

                                         
ภาพที่ 5.3 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ SPS agar 

ที่มา: Becton, Dickinson  and Company (2013) 
 
 2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Shahidi ferguson polymyxin (SFP) agar 

   Shahidi และ Ferguson (1971) ได้รายงานการใช้อาหาร SFP agar ส าหรับการจ าแนก
เชื้อแบคทีเรีย C. perfringens ออกจากแบคทีเรียอื่นๆในสภาวะที่ไร้อากาศ  อาหารชนิดนี้มีส่วนผสม
ของไข่แดง (Egg yolk) เพ่ือให้ Lecithin ในไข่แดงท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ Lecithinase ที่เชื้อ
แบคทีเรียสามารถสร้างขึ้น ท าให้เกิดตะกอนขุ่นขาวอย่างเห็นได้ชัดรอบๆโคโลนี  นอกจากนี้ยังมี 
Sodium bisulphite และ Ferric ammonium citrate ที่ตรวจจับ Sulphite ที่เชื้อแบคทีเรีย
สามารถสร้างข้ึนและท าให้โคโลนีของแบคทีเรียมีจุดสีด าตรงกลาง (ภาพที่ 5.4) ส าหรับสารที่ใช้ในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆคือ ยา Kanamycin และ ยา Polymyxin B ซึ่งยาปฏิชีวนะทั้งสองชนิดนี้ยัง
ช่วยท าให้แบคทีเรีย C. perfringens ฟ้ืนตัวได้ดี  

 

ผลบวก 
โคโลนสีีขาวมีจดุสดี าตรงกลาง 
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ภาพที่ 5.4 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ SFP agar 
 
 3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptose sulphite cycloserine (TSC) agar  

อาหารเลี้ยงเชื้อ TSC ใช้ในการจ าแนกแบคทีเรีย C. perfringens ในสภาวะที่ไร้อากาศ ซึ่ง
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้สามารถใช้ในการฟ้ืนเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ได้ดี องค์ประกอบที่ส าคัญ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ TSC agar คือ สาร Tryptose สาร Peptone สาร Yeast extract ซึ่งเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน คาร์บอน ซัลเฟอร์ และวิตามินบีให้แก่เชื้อแบคทีเรีย มีสาร Sodium metabisulphite 
และ Ferric ammonium citrate ซึ่งใช้ในการตรวจจับการรีดิวซ์ Sulphite ท าให้เกิดสีด าบนโคโลนี 
มียาปฏิชีวนะ D-Cycloserine ยา Kanamycin และยา Polymyxin B ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
อ่ืนๆ มี Egg yolk ส าหรับตรวจจับเอ็นไซม์ Lecithinase (ภาพท่ี 5.5)  

 
4 อาหารเลี้ยงเชื้อ Cooked meat medium  
อาหาร Cooked meat medium เหมาะส าหรับน ามาใช้ในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ในสภาวะ

ที่ไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobes)  เพ่ือตรวจหาความสามารถในการย่อยโปรตีนเพราะอาหารชนิดนี้มี 
Beef heart เป็นแหล่งโปรตีน แหล่งของกรดอะมิโน และมีสาร Glutathione ซึ่งช่วยท าให้แบคทีเรีย
ที่ไม่ต้องการออกซิเจนเจริญได้ดีในสภาวะที่ไร้ออกซิเจน หากแบคทีเรียชนิดใดสามารถเจริญได้ใน
อาหารชนิดนี้ในสภาวะที่ไร้อากาศหลอดอาหาร Cooked meat medium จะเกิดความขุ่นขึ้น (ภาพ
ที่ 5.6) แบคทีเรียบางสายพันธุ์อาจสร้างฟองแก๊ส อาจสร้างสีด าในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อท าการ
ย่อยโปรตีนแล้ว  

 

ผลบวก 
โคโลนสีีตะกอนขุ่นขาว 
มีจุดสดี าตรงกลาง 
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ภาพที่ 5.5 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ SFP agar 
 
 

                       
 

ภาพที่ 5.6 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ Cooked meat 
medium 

ที่มา: Becton, Dickinson and Company (2013) 
 
 
 

ผลบวก 
โคโลนสีีตะกอนขุ่นขาว 
มีจุดสดี าตรงกลาง 
 

ผลบวก 
อาหารเลี้ยงเช้ือขุ่น 
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การทดสอบทางชีวเคมี 
 1 การทดสอบความสามารถในการใช้อากาศ 

  การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียสามารถจ าแนกได้ตามความสามารถในการใช้อากาศโดย
แบคทีเรียที่ต้องการอากาศในการเจริญ (Obligate aerobes) จะเจริญได้เฉพาะด้านบนสุดของหลอด
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีออกซิเจน ส าหรับเชื้อแบคทีเรียที่เจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน 
(Facultative anaerobe) จะสามารถเจริญได้ทั่วทั้งหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ แต่ส าหรับแบคทีเรีย C. 
perfringens ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ไม่ต้องการอากาศ (Anaerobes) จะพบการเจริญได้เฉพาะบริเวณ
ด้านล่างของหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพที่ 5.7) ทั้งนี้อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการศึกษาความสามารถใน
การใช้อากาศคือ อาหารเลี้ยงเชื้อ Thioglycollate broth (AOAC, 1995) อาหารชนิดนี้มี Casein 
enzymic hydrolysate เป็นแหล่งไนโตรเจน มีสาร Yeast extract เป็นแหล่งวิตามิน และเพ่ือเป็น
การลดออกซิเจนในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อก่อนใช้ในการทดสอบ สาร Thioglycollate และ L-
Cystine จะถูกเติมลงในอาหารเพ่ือท าหน้าที่ลดออกซิเจน โดยหมู่ Sulfhydryl (SH) ของสารจะท า
หน้าที่ในการป้องกันสารพิษของ Peroxide ที่อาจถูกสร้างขึ้นและเป็นพิษต่อเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการ
ทดสอบได้อีกด้วย อาหารเลี้ยงเชื้อนี้มี Resazurin เป็นอินดิเคเตอร์ซึ่งหากมีออกซิเจนในหลอดทดลอง
อาจท าให้สีของอาหาร Thioglycollate broth ก่อนการทดลองมีสีชมพูซึ่งท าให้ผู้ทดลองสามารถท า
การต้มอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือไล่แก๊สออกซิเจนออกจากหลอดทดลองก่อนท าการทดลอง  
 

                                                                                    
 

ภาพที่ 5.7 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens ในอาหาร Thioglycollate broth 
 
 
 

ผลบวก 
ด้านบนหลอดใส 
ด้านล่างหลอดมีความขุ่น 
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 2 การทดสอบการย่อยเจลาติน (Gelatin) และการหมักน้ าตาลแลคโตส 
 อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดสอบคือ Gelatin lactose medium ซึ่งเจลาตินเป็นโปรตีนที่
ได้จากการย่อยคอลลาเจน (Collagen) ซึ่งพบได้ทั่วไปในผิวหนัง กระดูก ซึ่งหากแบคทีเรียใดมี
คุณสมบัติในการย่อย     เจลาตินได้คือ มีการผลิตเอ็นไซม์ Gelatinase จะท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็น
อาหารแข็งเปลี่ยนเป็นอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวได้ ส าหรับความสามารถในการย่อยน้ าตาลแลคโตสแล้ว
ท าให้เกิดกรดขึ้นในหลอดทดลองในสภาวะที่ไร้อากาศจะพบอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสี
เหลืองเพราะมี Phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ และหากแบคทีเรียสายพันธุ์ใดสามารถสร้างแก๊สได้จะ
พบฟองแก๊สในหลอดอาหารด้วย ส าหรับแบคทีเรีย Clostridium จะให้ผลบวกคืออาหารเลี้ยงเชื้อ
เปลี่ยนเป็นสีเหลืองและมีลักษณะเหลวอันเนื่องจากการย่อยเจลาติน (ภาพท่ี 5.8)  

  
(ก)             (ข) 

ภาพที่ 5.8 อาหาร Gelatin lactose medium ในชุดควบคุม (ก) และ                                          
หลอดที่มีเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens (ข) 

 
 3 การดูผลการเคลื่อนที่และความสามารถในการใช้ไนเตรท (Nitrate) 
 การทดสอบการเคลื่อนที่และการใช้ไนเตรทของแบคทีเรีย Clostridium สามารถใช้อาหาร
เลี้ยงเชื้อ Motility nitrate medium (FDA, 1998; ISO, 2004) การทดสอบสามารถน าโคโลนีที่
สงสัยมาแทงลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วน าไปบ่มในสภาวะที่ไร้อากาศจนครบ 24 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียสแล้วจึงน าหยดสารละลาย Nitrate A และ Nitrate B หากเชื้อ
แบคทีเรียนั้นสามารถย่อย Nitrate ได้จะพบสีแดงในหลอดอาหาร ส่วนการทดสอบการเคลื่อนที่ได้ให้
สังเกตว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญออกนอกรอยแทงได้หรือไม่ ส าหรับแบคทีเรีย C. perfringens 
พบว่าสามารถใช้ไนเตรทได้จึงเกิดผลบวกคือพบสีแดงภายหลังจากหยดสารละลาย และไม่มีสามารถ

ผลบวก 
-หลอดอาหารเป็นสเีหลือง 
-อาหารเลีย้งเช้ือมีลักษณะ
เหลว 
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เคลื่อนที่ได้ในอาหาร Motility nitrate medium จึงพบเชื้อแบคทีเรียเจริญอยู่ภายในเส้นรอยขีดใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพท่ี 5.9)  
 

                                                                                            
 

ภาพที่ 5.9 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens ในอาหาร Motility nitrate medium 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลบวก 
-Motility (-) 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
อุปกรณ์ 

 
1 อาหารกระป๋อง 
 1.1 ตัวอย่างอาหารกระป๋อง เช่น ปลากระป๋อง เต้าเจี้ยว เนื้อกระป๋อง 
 
2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 2.1 Sulfite Polymyxin Sulfadiazine Agar (SPS) 
 2.2 Shihidi Fregusan Polymyxin (SFP) 
 2.3 Thioglycollate media 
 2.4 Bacto cooked meat medium 
 2.5 Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (TSC agar) 
 2.7 Motility nitrate medium 
 2.8 Lactose gelatin medium 
 
3 สารเคมี 

 3.1 -napthylamine solution 
 3.2 น้ ายาส าหรับเจือจาง (0.1 % peptone water)  
 3.3 70 %แอลกอฮอล์ 
 
4 อุปกรณ์ 
 4.1 หม้อนึ่ง 
 4.2 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
 4.3 ตู้บ่ม 
 4.4 แผ่นสไลด์ 
 4.5 กล้องจุลทรรศน์ 
 4.6 ถุงน้ าแข็ง 
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วิธีการทดลอง 
1.1 วิธีการเปิดฝากระป๋อง 

1.1.1 ล้างมือให้สะอาด สวมถุงมือที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว เพ่ือท าความสะอาด
บริเวณที่จะท าการเปิดฝากระป๋อง ด้วยสารละลายคลอรีน (ความเข้มข้น 
100 พีพีเอ็ม) จากนั้นจึงท าการเช็ดโต๊ะให้แห้ง ล้างกระป๋องด้วยสบู่หรือ
น้ ายาล้างท าความสะอาด แล้วล้างออกให้สะอาด เช็ดให้แห้งด้วยผ้าสะอาด 

1.1.2 ท าการเช็ดถูแอลกอฮอล์อีกครั้งที่บริเวณมือและพ้ืนโต๊ะ 
1.1.3 น าอาหารกระป๋องไปลนไฟเฉพาะตรงตะเข็บกระป๋องแล้วท าการเปิด

กระป๋องให้ได้ขนาดประมาณ 4 เซนติเมตร จากนั้นท าการดูดตัวอย่า ง
อาหาร 25 กรัมหรือใช้ช้อนสแตนเลสที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วตักอาหารให้ได้ 
25 กรัม น าอาหารใส่ถุงป่นอาหาร 

1.2 น าตัวอย่างอาหารมา 25 มิลลิลิตรละลายน้ ายาส าหรับเจือจางปริมาณ 225 มล (10-1) 
1.3 ตีป่นด้วยเครื่องตีป่นประมาณ 2 นาที ท าการเจือจางอาหารนั้นให้ได้ 10-2, 10-3 
1.4 ดูดตัวอย่างอาหารที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ระดับละ 1 มิลลิลิตร ไปใส่ในจานอาหาร

แล้วเทวุ้นอาหาร SPS, SFP และ TSC ลงไป ท าการเขย่าแล้วทิ้งไว้ให้เย็น แล้วจึงเท
อาหารทับที่ผิวหน้า (สร้างสภาวะไร้อากาศ)  หรือบ่มด้วยโถไร้อากาศ จากนั้นจึงน าจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ผลบวก
คือ โคโลนีบนอาหาร SPS เห็นเป็นโคโลนีสีขาวมีจุดน้ าตาลหรือด าตรงกลาง, โคโลนีบน
อาหาร SFP คือมีตะกอนขุ่นขาวรอบๆโคโลนี และ ผลบวกของโคโลนีบนอาหาร TSC 
คือมีสีด าตรงกลางและรอบนอกขุ่นขาว  

         1.5 ท าการขีดเชื้อแบคทีเรียจากโคโลนีที่สงสัย (ผลบวกจากข้อ 1.4) มาแทงลงไปในอาหาร 
Motility nitrate medium น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
แล้วสังเกตรอยแตกที่เกิดจากการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรียในหลอดอาหาร และการ

เปลี่ยนสีของ Nitrate เป็น Nitrite หลังจากเติม -napthylamine solution ลงไป 

(ผลบวกคือเชื้อแบคทีเรียไม่เคลื่อนที่ และเกิดสีแดงอมชมพูหลังเติม -napthylamine 
solution) 

1.6 ท าการขีดเชื้อแบคทีเรียจากโคโลนีที่สงสัย (ผลบวกจากข้อ 1.4) มาแทงลงไปในอาหาร 
Lactose gelatin medium บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเนื่องจากความเป็นกรดและการเกิดฟองก๊าช จากนั้นน า
หลอดไปแช่ในน้ าแข็งประมาณ 30 นาที ผลบวกคือ Gelatin จะไม่สลายและไม่จับตัว
เป็นก้อนแข็ง 
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          1.7 ท าการจุ่มเชื้อแบคทีเรียจากโคโลนีที่สงสัย (ผลบวกจากข้อ 1.4) ลงในอาหาร 
Thioglycollate broth ที่ผ่านการต้มไล่อากาศแล้ว น าไปบ่ม 24 ชั่วโมงแล้วสังเกต
ความขุ่นของอาหาร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 5.10 ขั้นตอนโดยรวมในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย C. perfringens  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                      
     SPS agar                  SFP agar             TSC agar 

                     

 

อาหาร 25 กรัม หรือ 25 มิลลลิิตร 

        

                  

                 

 
               

 Cooked meat medium     

  Thioglycollate broth 

   Gelatin lactose medium 

  Motility nitrate medium 
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ตารางบันทึกผลการทดลอง 
 

ชื่อ-นามสกุล....................................................รหัสประจ าตวั......................กลุ่มท่ี....................  
 
ตารางท่ี 5.2 บันทึกผลการทดลอง  
 
อาหาร ลักษณะที่สังเกตได้ วาดภาพประกอบ 

SPS   
   
   
SFP   
   
   
TSC   
   
   
Motility 
nitrate 
medium 

  

   
   
Lactose 
gelatin 
medium 

  

   
   
Thioglycollate 
broth 
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บทปฏิบัติการที่ 6 
การตรวจหาเชื้อ Listeria monocytogenes ในผลิตภณัฑ์นม 

 
น้ านมประกอบไปด้วยสารอาหารต่างๆมากมาย ดังนั้นเชื้อจุลินทรีย์จึงสามารถเจริญได้อย่าง

รวดเร็วในนมและผลิตภัณฑ์จากนมที่ผ่านความร้อนไม่เพียงพอ น้ านมสดที่พ่ึงปั๊มออกมาจากเต้านม
ของแม่วัวมีเชื้อจุลินทรีย์ประมาณ 5x103 ถึง 5 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยเชื้อจุลินทรีย์อาจมาจาก
การปนเปื้อนภายนอกเต้านมของแม่วัว ภาชนะบรรจุ สิ่งแวดล้อมและมนุษย์ เชื้อจุลินทรีย์ที่พบทั่วไป
ในน้ านมดิบ เช่น Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium, 
Micrococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Lactobacillus และ Coliforms เป็นต้น 
นอกจากนั้นแล้วผลติภัณฑ์จากนมที่เก็บรักษาไว้ในความเย็นยังอาจพบเชื้อแบคทีเรีย Listeria 
monocytogenes อีกด้วย ซึ่งเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes มีรูปร่างเป็นท่อนสั้น แกรมบวก 
สามารถสร้างสปอร์ได้ มี Flagella สามารถเคลื่อนที่ได้ดีในอุณหภูมิ 20 ถึง 25 องศาเซลเซียสหรือต่ า
กว่า (Dons และคณะ, 1992) และยังสามารถเคลื่อนที่ได้แม้ในอุณหภูมิเย็นประมาณ 3 องศา
เซลเซียส (Mattila และคณะ, 2001) แต่ถ้ามีการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสจะเคลื่อนที่ช้ามาก 
เชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes เป็นแบคทีเรียที่ส าคัญที่สามารถก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ได้ 
(Rocourt และ Cossart, 1997; Ryser, 2011; González และคณะ, 2013) เชื้อแบคทีเรียนี้สามารถ
เจริญได้ในค่าพีเอช (pH) กว้างๆตั้งแต่ 4.6-9.5 และสามารถเจริญในค่าปริมาณน้ าอิสระ (Water 
activity; aw) ประมาณ 0.92 (Buchanan และคณะ, 2004) อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต
คือที่ 30-37 องศาเซลเซียส แต่สามารถมีชีวิตอยู่ได้ตั้งแต่อุณหภูมิ 1 ถึง 45 องศาเซลเซียส จึงสามารถ
พบเชื้อแบคทีเรียนี้ในตู้แช่เย็น (Farber, 2000; Neetoo และคณะ, 2010) และยังพบการปนเปื้อนใน
ผลิตภัณฑ์ทั่วไปอีกหลายผลิตภัณฑ์ เช่น ปลาเซลมอน (Farber, 1991) เนื้อไก่ (Goh และคณะ, 
2014) แม้ว่าแบคทีเรีย Listeria สามารถถูกท าลายหรือลดปริมาณลงในระหว่างกระบวนการแปรรูป
เช่น การให้ความร้อน (Cygnarowicz-Provost และคณะ, 1994)  การล้างด้วยน้ าอิเล็กโตรไลต์ 
(Fabrizio และ Cutter, 2005) การใช้สารเคมีในการถนอมอาหาร (Mereghetti และคณะ, 2000) 
แต่แบคทีเรีย Listeria สามารถปนเปื้อนกลับสู่อาหารได้อีกครั้งเมื่อเกิดการปนเปื้อนระหว่างผลิตภัณฑ์
อาหารกับสิ่งแวดล้อม เช่นการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย Listeria จากเขียงหรือพ้ืนผิวสัมผัสใน
อุตสาหกรรมอาหาร (Goh และคณะ, 2014) ดังนั้นจึงต้องมีการตรวจหาเชื้อชนิดนี้ในสิ่งแวดล้อม
รอบๆสายการผลิตอีกด้วย 

 
เชื้อแบคทีเรียในจีนัส Listeria จัดอยู่ใน Subbranch ของเชื้อแบคทีเรีย Clostridium 

เช่นเดียวกับเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus และ Brochotrix 

ทั้งนี้เชื้อแบคทีเรีย Listeria แบ่งเป็น 6 สายพันธุ์ตาม Phenotype คือ L. monocytogenes, L. 
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ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi (McLauchlin และ Rees, 2009) ซึ่ง
การจ าแนกสายพันธุ์ท าได้จากทดสอบคุณสมบัติตามหลักชีวเคมีดังตารางที่ 6.1 ทั้งนี้สายพันธุ์ที่ถูก
รายงานว่าท าให้ก่อโรคในมนุษย์บ่อยครั้งคือเชื้อแบคทีเรีย Listeria monocytogenes (Liu, 2006) 
ดังนั้นในประเทศสหรัฐเอมริกาจึงได้มีการก าหนดมาตรฐานอาหารไว้ว่าในอาหารพร้อมรับประทาน
อนุญาตให้มีเชื้อแบคทีเรียนี้ได้ไม่เกิน 100 CFUต่อกรัมอาหาร (USFDA, 2008;  EFSA, 2007) 
อย่างไรก็ตามส าหรับกลุ่มประเทศในสหภาพยุโรปได้ก าหนดไว้ว่าในอาหารที่พร้อมรับประทาน 
(Ready to eat food) ไม่อนุญาตให้มีเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes (European 
Commission, 1999) หากได้รับเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes เข้าสู่ร่างกายแล้วมักใช้เวลาใน
การฟักตัวหลายสัปดาห์ หากมารดาที่ตั้งครรภ์รับเชื้อแบคทีเรียนี้เข้าไปจะส่งผลต่อทารกในครรภ์ได้ 
โดยแบคทีเรียชนิดนี้จะท าให้เกิดการติดเชื้อภายในมดลูกของหญิงมีครรภ์และส่งผลต่อการเกิดโรคเยื่อ
หุ้มสมองอักเสบและโลหิตเป็นพิษต่อทารกในครรภ์  (Lamont และ Postlethwaite, 1986) รวมถึง
หากเด็กแรกเกิดได้รับเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้จะท าให้เป็นอันตรายมากต่อทั้งสมองและระบบโลหิต 
(Bortolussi และ Schlech, 1995) อาการของโรคอาจมีตั้งแต่เป็นไข้ ท้องเดิน หรือหากได้รับเชื้อ
แบคทีเรียนี้ในปริมาณมากอาจได้รับอันตรายถึงแก่ชีวิต โดยในปี 2010 พบผู้ป่วยเสียชีวิตในประเทศ
นอร์เวย์จ านวน 3 รายจากผู้ป่วยทั้งหมด 15 รายที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียจากการบริโภคแผ่นชีสที่ผลิตมา
จากนมพลาสเจอร์ไรซ์ที่มีปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes ปนเปื้อนประมาณ 6.6 
log10cuf·g-1 (Johnsen และคณะ, 2010) ในปี 2000 ที่ประเทศอิตาลีมีผู้ป่วยที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย L. 
monocytogenes จ านวนกว่า 2,189 ราย จากการบริโภคสลัดผักและข้าวโพดที่ปนเปื้อนเชื้อ
แบคทีเรีย L. monocytogenes ปริมาณ 106 cell·g-1 ซึ่งผู้ป่วยจ านวน 1,566 รายมีอาการท้องร่วง
ร่วมกับมีไข้และอีกกว่า 292 รายต้องพักรักษาตัวอยู่ที่โรงพยาบาล (Aureli และคณะ, 2000)  
 
ตารางท่ี 6.1 ผลของการทดสอบทางด้านชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย Listeria ทั้ง 6 สายพันธุ์ 

สายพันธุ์ Xylose Rhamnose Mannitol -Hemolysis 
L. monocytogenes - + - + 
L. innocua - v - - 
L. seeligeri + - - + 
L. welshimeri + v - - 
L. ivanovii + - - + 
L. grayi - - + - 
v= variable biotypes, greater than 10% of strains for this trait 
ที่มา: (USFDA, 2008)  
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Listeria ทุกสายพันธุ์สร้างเอ็นไซม์ Catalase และบางสายพันธุ์มีเอ็นไซม์ Oxidase และ
สามารถย่อย Esculin ได้ โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียมีขนาดของโคโลนีประมาณ 0.2 ถึง 0.8 มิลลิเมตร
หลังจากท่ีบ่ม 24 ชั่วโมง และมีพ้ืนสีเทาเรียบ ถ้ามีการปรับกล้องที่ 135 จะสามารถเห็นแสงสีเขียวน้ า
เงินจากโคโลนีได้  เชื้อนี้สามารถเจริญได้ในที่ท่ีมีออกซิเจนเพียงเล็กน้อยและในอาหารเลี้ยงเชื้อ Blood 
agar สามารถปรากฏเห็นการเกิด -hemolysis เป็นโซนเล็กๆบนจานอาหารนี้ด้วย 
 
ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Listeria monocytogenes ในอาหาร 
 1 ขั้นตอนการบ่มเพ่ือให้เชื้อจุลินทรีย์เจริญเติบโต (Enrichment) โดยขั้นตอนนี้มีการบ่มอยู่ 2 
ครั้ง ครั้งแรกเรียกว่าการบ่มเพ่ิมจ านวนขั้นต้น (Pre-enrichment) โดยใช้อาหาร UVM broth และ
ขั้นตอนการบ่มเพ่ือเพ่ิมเชื้อแบคทีเรีย (Enrichment) โดยใช้อาหาร Fraser broth หรือ BLEB 
ขั้นตอนนี้เป็นขั้นตอนการบ่มเชื้อจุลินทรีย์ Listeria ที่อาจปนเปื้อนมากับอาหารที่น ามาท าการสุ่ม
ตรวจในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารอาหารอุดมสมบูรณ์หรือเรียกว่า Enrichment media เนื่องจากเชื้อ
ชนิดนี้มีปริมาณอยู่น้อยมากในอาหารจึงต้องมีขั้นตอนนี้เพ่ือท าให้เชื้อมีความสมบูรณ์ หรือซ่อมแซม
ส่วนที่บาดเจ็บก่อนน าไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป (Beaufort, 2011) เมื่อเชื้อแบคทีเรียสมบูรณ์แล้วจึง
ท าการถ่ายเปลี่ยนอาหารเป็นอาหารที่มีความจ าเพาะมากข้ึน  
 
 2 ขั้นตอนการแยกเชื้อ (Isolation) ส่วนมากแล้วใช้อาหาร Oxford หรือ Modified Oxford 
(MOX) และอาหาร PALCAM อาหารทั้งสองชนิดนี้มีสารจ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย L. 
monocytogenes นี้ และมีส่วนผสมของเกลือลิเทียมคลอไรด์ (LiCl) สารปฏิชีวนะ Polymyxin ซึ่ง
สามารถยับยั้งแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนที่ไม่ต้องการได้ 
 
 3 ขั้นตอนการทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical identification) ใช้การทดสอบทางชีวเคมี
ในการแยกชนิดของเชื้อ Listeria monocytogenes ออกจากเชื้อแบคทีเรีย Listeria อ่ืนๆ เช่น การ
ผลิตกรดจากน้ าตาล Rhamnose แต่ไม่ผลิตกรดจากน้ าตาล Xylose และน้ าตาล Mannitol  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อ Listeria monocytogenes ในอาหาร  

1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Listeria enrichment medium base (UVM broth)  
อาหาร UVM broth (ภาพที่ 6.1) เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย L. 

monocytogenes โดยนิยมน ามาใช้เป็นอาหาร Pre-enrichment (Capell และคณะ, 1995) 
ส าหรับเชื้อ L. monocytogenes ที่เคยผ่านการให้ความร้อนในกระบวนการแปรรูปอาหารจนท าให้
เซลล์บาดเจ็บ (Bailey, 1990) อาหารเลี้ยงเชื้อนี้มีส่วนผสมของ Nalidixic acid ซึ่งสามารถยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืนๆได้ ท าให้เซลล์ของเชื้อได้รับการรักษา และถึงแม้ว่าอาหารเหลวนี้มี 
Esculin อยู่แต่มีเกลือ Ferric อยู่น้อยจึงท าให้อาหารไม่เปลี่ยนสีเป็นสีด า หลังจากผ่านการบ่มด้วย
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อาหาร Pre-enrichment แล้วจึงน าไปบ่มต่อในอาหาร Enrichment เช่น Fraser broth ก่อนจะน า
เชื้อแบคทีเรียไปท าการตรวจยืนยันในขั้นตอนต่อไป 
 

 
 

ภาพที่ 6.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ UVM broth 
 
 2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Fraser broth  

อาหาร Fraser broth ใช้ในการ Enrichment เชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes  โดย
หลังจากที่มีการบ่มไว้ในอาหาร UVM แล้วสามารถน ามาบ่มเพ่ือเพ่ิมจ านวนต่อในอาหาร Fraser 
broth ได้อีก อาหารนี้มีส่วนผสมของสาร Acriflavine สาร Nalidixic acid และสารละลายเกลือ ซึ่ง
สามารถยับยั้งแบคทีเรียในกลุ่ม Enterococci  แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ รวมถึงมีสารละลาย
เกลือที่ใช้ในการคัดเลือกกลุ่มแบคทีเรียที่ทนเกลือให้เจริญได้ นอกจากนั้นแล้วอาหารนี้ยังมีสาร 
Esculin เป็นส่วนผสมที่ส าคัญในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งเชื้อแบคทีเรีย Listeria สามารถสร้างเอ็นไซม์ -
D-glucosidase ส าหรับย่อย Esculin ให้กลายเป็นสาร Esculetin แล้วสารนี้สามารถท าปฏิกิริยากับ
เหล็ก ซึ่งมาจากสาร Ferric ammonium citrate ในอาหารเหลวท าให้เกิดสีด าคล้ าขึ้นในอาหารเหลว 
(ภาพท่ี 6.2 ก) และถ้าหากผลลบอาหารเลี้ยงเชื้อ Fraser broth จะมีสีเหลือง และถ้าหากน าอาหารนี้
มาเติมผงวุ้น ผลบวกที่ได้บนจานอาหาร Fraser agar คือ ได้โคโลนีสีเหลืองซึ่งมีพ้ืนอาหารเลี้ยงเชื้อ
เปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีด า (ภาพท่ี 6.2 ข) 
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(ก) 
 

 
(ข) 
 

ภาพที่ 6.2 เชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes ที่เลี้ยงในอาหาร Fraser broth (ก) และอาหาร 
Fraser agar 

ที่มา: ภาพ ก (Biokar Diagnostics, 2013) 
 
 
 
 

ผลลบ อาหารมีสีเหลือง 
ผลบวก อาหาร
เปลี่ยนเป็นสีด า 

ผลบวก  
โคโลนสีีเหลืองและ
มีพื้นสีด า 
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 3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Buffered Listeria enrichment broth base (BLEB)  
 อาหารเลี้ยงเชื้อ BLEB เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่จัดอยู่ในประเภท Enrichment โดยอาหารนี้
อุดมด้วยแหล่งไนโตรเจน วิตามินและเกลือแร่เนื่องจากมีส่วนผสมของ Enzymatic digest of casein 
สาร Enzymatic digest of soybean meal และ Yeast extract มีน้ าตาลเดกซ์โทรสเป็นแหล่ง
คาร์บอน มีเกลือและมีบัพเฟอร์จากสาร Monopotassium phosphate สาร Dipotassium 
phosphate และสาร Disodium phosphateมีสาร Nalidixic acid ส าหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแก
รมลบ มีสาร Acriflavine ส าหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย    แกรมบวก และมีสาร Cycloheximide 
ส าหรับยับยั้งเชื้อรา ผลบวกคืออาหารเลี้ยงเชื้อมีความขุ่น (ภาพที่ 6.3) 
 

 
 

ภาพที่ 6.3 อาหาร Buffered Listeria enrichment broth base (BLEB) 
 

 4 อาหารเลี้ยงเชื้อ Modified oxford (MOX) agar  
อาหาร MOX agar เป็นอาหารคัดเลือกและบอกความแตกต่าง (Selective-differential 

agar) โดยมีการเติม Antimicrobial agent ซึ่งเรียกว่า Oxford Listeria supplement อันประกอบ
ไปด้วยสาร Acriflavin สาร Cefotetan สาร Colistin sulfate สาร Cycloheximide และสาร 
Phosphomycin หากเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ Modified oxford listeria (USFDA, 1995) ให้ลดการ
เติมสาร Colistin sulfate ลงจาก 20 มิลลิกรัมเป็น 10 มิลลิกรัมและเพ่ิมสาร Moxalactam ลงไป 
20 มิลลิกรัม อาหารเลี้ยงเชื้อ MOX agar มี สารEnzymatic digest of casein สาร Enzymatic 
digest of animal tissue และสาร Yeast enriched peptone เป็นแหล่งไนโตรเจน คาร์บอน 
กรดอะมิโนและวิตามิน มีสาร Ferric ammonium citrate ที่ตรวจจับการย่อย Esculin ท าให้เกิด
สาร 6,7-dihydroxycoumarin แล้วท าปฏิกิริยากับเหล็กท าให้พ้ืนของจานอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจาก
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สีเหลืองเป็นสีด า อาหารชนิดนี้มีเกลือ Lithium chloride ส าหรับยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม 
Enterococci และมีสาร Moxalactam ซึ่งเชื้อ Listeria สามารถเจริญได้และท าให้เกิดสีด าบนจาน
อาหารจากการท าปฏิกิริยาเคมีเช่นเดียวกันกับการเกิดสีด าใน Fraser broth โดยผลบวกจะพบโคโลนี
สีน้ าตาลถึงด าบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพท่ี 6.4) 
 

   
                                         (ก)                                       (ข) 
ภาพที่ 6.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ MOX agar (ก) การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes บน

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ MOX agar 
 

 5 อาหารเลี้ยงเชื้อ PALCAM agar  
อาหารชนิดนี้มีคุณสมบัติเช่นเดียวกันกับอาหารเลี้ยงเชื้อ MOX agar ซึ่ง PALCAM agar มี

สาร Lithium chloride สาร Polymyxin B sulfate สาร Acriflavine และสาร Ceftazidime ที่
สามารถยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนๆที่ไม่ใช่กลุ่ม Listeria ได้ และนอกจากนั้นยังมีส่วนผสมของ Mannitol-
phenol red ซึ่งเมื่อเชื้อแบคทีเรีย Listeria หมักน้ าตาลแมนนิทอลแล้วจะท าให้เกิดกรดขึ้นจากนั้นจึง
ท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสีแดงเปลี่ยนเป็นสีเหลือง และมีสีด าอันเกิดจากการย่อยสาร Esculin ท าให้
เกิดสาร 6,7-dihydroxycoumarin แล้วท าปฏิกิริยากับเหล็กท าให้พ้ืนของจานอาหารเปลี่ยนจากสี
เหลืองเป็นสีด า (ภาพท่ี 6.5) 

ผลบวก อาหาร
เปลี่ยนเป็นสีด า 
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                                            (ก)                                          (ข) 
ภาพที่ 6.5 อาหารเลี้ยงเชื้อ PALCAM agar (ก) การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes 

บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PALCAM agar (ข) 
 

การทดสอบทางชีวเคมี  
1 การทดสอบการย่อยเม็ดเลือดแดง 

 การทดสอบลักษณะของการย่อยเม็ดเลือดแดงของเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes ท า
โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Typtic soy blood agar อาหารชนิดนี้ผสม Enzymatic digest of casein, 
type H และ Enzymatic digest of soybean meal เพ่ือให้เชื้อแบคทีเรียสามารถใช้เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน คาร์บอนและวิตามินที่จ าเป็นในการเจริญเติบโต และมีสาร Peptones ที่ช่วยให้สังเกตเห็น
การเกิดการย่อยเม็ดเลือดแดงได้ดีขึ้น ทั้งนี้แบคทีเรีย L. monocytogenes มีความสามารถในการ
ย่อยเม็ดเลือดแดงแล้วเกิดการเปลี่ยนแปลงแบบ -Hemolysis คือมองเห็นเคลียโซนรอบๆ โคโลนี 
(ภาพที่ 6.6) 
 

2 การทดสอบหาเอ็นไซม์คะตาเลส (Catalase) 
การทดสอบหาเอ็นไซม์คะตาเลสซึ่งเป็นเอ็นไซม์ที่สามารถสลายอนุพันธ์ของออกซิเจนเช่น H2O2 ที่
เซลล์อาจได้รับมาเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีออกซิเจนได้ หากแบคทีเรียชนิดใดมีเอ็นไซม์คะตาเลสจะ
สามารถใช้เอ็นไซม์นี้เปลี่ยนจากอนุพันธ์ที่เป็นพิษของแก๊สออกซิเจนแล้วสลายอนุพันธ์ที่เป็นพิษนั้น
เพ่ือให้ได้แก๊สออกซิเจนและน้ าจึงท าให้แบคทีเรียนั้นมีชีวิตได้ในสภาวะที่มีออกซิเจน การทดสอบท า
โดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยในอาหาร Tryptic soy agar with yeast extract (TSAYE) โดย
ท าการเติม Yeast extract ลงในอาหาร TSA ร้อยละ 2 เมื่อบ่มครบ 24 ชั่วโมงแล้วจะเห็นโคโลนีสี
เทาบนจานอาหาร (ภาพที่ 6.7 ก) จากนั้นจึงน าเอาสารละลายโคโลนีไปหยดบนสไลด์แล้วเติม

ผลบวก  
- น้ าตาล Manitol ถูก
ย่อยท าให้เกิดสเีหลือง 
-เกิดสีด าบนพ้ืนจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือ 
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สารละลาย H2O2 ลงไป ผลบวกจะเกิดฟองแก๊สขึ้น (ภาพที่ 6.7ข) ซึ่งเชื้อแบคทีเรีย L. 
monocytogenes ให้ผลการทดสอบเป็นบวก ข้อควรระวังในการทดสอบนี้คือไม่ควรเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียที่ต้องการทดสอบในอาหารที่มีเลือดเป็นส่วนผสมเนื่องจากในเลือดมีเอ็นไซม์คะตาเลสอยู่  
 

                           
 

ภาพที่ 6.6 การเกิด -Hemolysis ของเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes บนจานอาหาร               
Typtic soy blood agar 

 

            
(ก)                                                    (ข) 

ภาพที่ 6.7 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes บนอาหาร TSAYE (ก) และตัวอย่าง
ผลบวกของการทดสอบหาเอ็นไซม์คะตาเลส (ข) 

ผลบวก 
เกิด -Hemolysis 

ผลบวกเกดิฟองแก๊ส 
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3 การทดสอบการหมักน้ าตาลไซโลสและน้ าตาลแรมโนส (Rhamnose) 
 การทดสอบท าโดยใช้อาหาร Carbohydrate broth ที่มีหลอดดักแก๊ส (Durham tubes) ซึ่ง
หลอดอาหารหลอดที่ 1 มีส่วนผสมของน้ าตาลไซโลสและหลอดที่ 2 มีส่วนผสมของน้ าตาลแรมโนส 
ผลการทดสอบ L. monocytogenes จะไม่ใช้น้ าตาลไซโลส โดยหลอดอาหารยังคงมีสีแดงของ 
Phenol Red ซึ่งเป็นอินดิเคเตอร์ และสามารถใช้น้ าตาลแรมโนสได้โดยหลอดอาหารจะมีกรดเพ่ิมมาก
ขึ้นแล้วเปลี่ยนเป็นสีเหลืองโดยไม่สร้างแก๊ส (ภาพท่ี 6.8)  

 

 
(ก)            (ข) 

 

ภาพที่ 6.8  ผลของการไม่ใช้น้ าตาลไซโลส (ก) และการใช้น้ าตาลแรมโนส (ข) ของเชื้อแบคทีเรีย                
L. monocytogenes 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลลบ 
-Xylose (-) 
-Gas (-) 

ผลบวก 
-Rhamnose (+) 
-Gas (-) 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
อุปกรณ์ 

 
1 อาหารที่น ามาวิเคราะห์ 
 1.1 ตัวอย่างผลิตภัณฑ์นม 
 
2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 2.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Fraser Broth 
 2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ UVM1 Broth 
 2.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Modified Oxford (MOX) agar 
 2.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ PALCAM Agar Medium 
 2.5 อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Agar with Blood (TSA-blood) 
 2.6 อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Agar with Yeast Extract 
 
3 สารเคมี 
 3.1 น้ ายาส าหรับเจือจางปริมาณ 225 มิลลิลิตร (0.1% peptone water) 
 3.2 น้ ายาส าหรับเจือจางปริมาณ 9 มิลลิลิตร (0.1 % peptone water)  
 3.3 สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (6% Hydrogen peroxide) 
 3.4 70 %แอลกอฮอล์ 
 
4 อุปกรณ์ 
 4.1 หม้อนึ่ง 
 4.2 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
 4.3 ตู้บ่ม 
 4.4 แผ่นสไลด์ 
 4.5 กล้องจุลทรรศน์ 
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     วิธีการ  
1.1 ชั่งอาหาร 25 กรัมใส่ในขวดอาหาร UVM1 Broth 225 มิลลิลิตรแล้วเทใส่ในถุงอาหาร

แล้วน าไปตีป่นอาหาร 2 นาที ท าการบ่มตัวอย่างอาหารไว้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

1.2 ดูดตัวอย่างอาหาร 1 มิลลิลิตรใส่ในอาหาร Fraser Broth ท าการบ่มอาหารไว้ที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

1.3 ขีดเชื้อแบคทีเรียจากอาหารที่บ่มไว้ใส่ในอาหร MOX และ PALCAM ท าการบ่ม 35 
องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง (ผลบวกจะมีสีด าเป็นโซนล้อมรอบบนอาหาร MOX และมีการ
เปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อจากสีแดงเป็นสีเทาและสีเหลืองตามล าดับในอาหาร 
PALCAM) 

1.4 ท าการขีดเชื้อที่เป็นผลบวกจากข้อ 1.3 ใส่ลงในอาหาร TSAYE ท าการบ่มที่อุณหภูมิ35 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน ามาทดสอบดังนี้ 

1.4.1 ทดสอบ catalase test  โดยการขีดโคโลนีที่สงสัยบนอาหาร TSAYE มาใส่
บนแผ่นสไลด์แล้วเติม 6% hydrogen peroxide ลงไป (ถ้าหากเกิดฟอง
แสดงว่ามีผลบวก)  

1.5 ท าการเขี่ยเชื้อที่เป็นผลบวกจากข้อ 1.3 แล้วแทงลงในอาหาร TSA-blood ท าการบ่มที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (สังเกต clear zone และสี ของอาหาร 
รอบๆรอยที่แทงลงไป) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 100 

 

 
ภาพที่ 6.9 ขั้นตอนโดยรวมในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย L. monocytogenes  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อาหาร 25 กรัม หรือ 25 มิลลลิิตร       10-1                                UVM 

                
Fraser broth    หรือ     BLEB 

MOX                       PALCAM 

Typtic soy blood agar    Carbohydrate broth                 Catalase test 
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ตารางบันทึกผลการทดลอง 
 

ชื่อ-นามสกุล....................................................รหัสประจ าตวั......................กลุ่มท่ี... ................. 
 
ตารางท่ี 6.2 บันทึกผลการทดลอง  
 
อาหาร ลักษณะที่สังเกตได้ วาดภาพประกอบ 

UVM1   
   
   
Fraser broth   
   
   
MOX   
   
   
PALCAM   
   
   
TSA-blood   
   
   
TSAYE   
   
   
Catalase test   
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บทปฏิบัติการที่ 7 
การตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ใน

อาหารทะเล 
 

แบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามพบรายงานการมีชีวิตอยู่ของแบคทีเรียนี้ในอุณหภูมิที่ต่ ากว่า 10 องศา
เซลเซียส (McLaughlin และคณะ, 2005) แบคทีเรีย V. parahaemolyticus มีความทนเกลือ 
(Halotolerance) จึงท าให้ถูกตรวจพบได้ในอาหารทะเลและในน้ าทะเล (Beuchat, 1982) แบคทีเรีย 
V. parahaemolyticus จึงเป็นแบคทีเรียที่ส าคัญที่ต้องท าการตรวจหาเพ่ือป้องกันการปนเปื้อนใน
อุตสาหกรรมอาหารทะเลของประเทศต่างๆทั่วโลก ซึ่งแม้ว่าจะมีรายงานว่าเชื้อแบคทีเรีย V. 
parahaemolyticus ถูกท าลายได้ง่ายในกระบวนการแปรรูป เช่น การใช้ความร้อนในระดับพลาส
เจอร์ไรซ์ (Andrews และคณะ, 2003) การใช้รังสียูวี (Hamanoto และคณะ, 2007) การใช้ความดัน 
(Ye และคณะ, 2012; Ye และคณะ, 2013) การใช้สารคลอรีน (Wang และคณะ, 2010) หรือการแช่
แข็งแบบรวดเร็ว (Liu และคณะ, 2009) แต่อย่างไรก็ตามยังคงพบรายงานผู้บริโภคที่ได้รับเชื้อ
แบคทีเรียจากการบริโภคอาหารทะเลอยู่เป็นประจ า (Potasman และ Odeh, 2002; Su และ Liu, 
2007) โดยเฉพาะในผู้บริโภคท่ีมีพฤติกรรมการบริโภคอาหารทะเลสดโดยไม่ผ่านการปรุงสุก (Rippey, 
1994)โดยเฉพาะพวกหอย Oysters (Chen และคณะ, 2010) ซึ่งมักถูกรายงานว่าพบการปนเปื้อน
ของเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus อยู่บ่อยครั้ง สาเหตุที่ส าคัญในการตรวจพบเชื้อแบคทีเรีย
นี้ในหอยทะเลอยู่เป็นประจ าคือพฤติกรรมการบริโภคของหอยทะเลซึ่งต้องบริโภคอาหารจ าพวก
แพลงก์ ตอนหรื อสิ่ ง มี ชี วิ ต เ ล็ กๆที่ ผ่ า น เ ข้ า มา ใน เปลื อกหอย  ดั งนั้ น เ ชื้ อ แบคที เ รี ย  V. 
parahaemolyticus จึงสะสมในหอยทะเลได้อย่างง่ายดาย ประกอบกับการนิยมบริโภคหอยทะเลสด
ของผู้บริโภคท าให้พบผู้ป่วยที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียนี้อยู่เป็นประจ า ทั้งนี้คุณภาพของน้ าทะเลที่เป็นที่อยู่
ของสัตว์ทะเลจ าพวกหอยทะเลเป็นอีกดัชนีหนึ่งที่ส าคัญที่ท าให้หอยทะเลมีการปนเปื้อนแบคทีเรียใน
ปริมาณที่สูงเกินก าหนด ดังนั้นหากมีการตรวจพบเชื้อแบคทีเรียนี้ในน้ าทะเลในปริมาณมากส่งผลให้มี
โอกาสพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียนี้ในสัตว์น้ าเค็มได้มากเช่นกัน (Parveen และคณะ, 2008; Yu 
และคณะ ,  2006)  แ ละหอยทะเลที่ เ ก็บ เกี่ ย ว ในช่ ว งฤดู ร้ อนมักปน เปื้ อนแบคที เ รี ย  V. 
parahaemolyticus มากกว่า (>103 CFU·g-1) หอยทะเลที่เก็บเกี่ยวในช่วงฤดูหนาว (<103 CFU·g-1) 
ซึ่งปริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้ าทะเลมีการเปลี่ยนแปลงขึ้นลงตามอุณหภูมิด้วย (Kaysner และ 
DePaola, 2000) ภายหลังการเก็บเกี่ยวหอยทะเลหากไม่มีการแช่เย็น ปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย V. 
parahaemolyticus อาจสูงกว่าช่วงที่เริ่มเก็บเกี่ยวประมาณ 50 ถึง 790 เท่าในเวลา 24 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส และระหว่างการขนส่งหอยทะเลไปสู่ร้านอาหารทะเลปริมาณของเชื้อ
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แบคทีเรียนี้อาจสูงถึง 1,000 MPN·g-1 โดยเฉพาะในช่วงฤดูร้อน (Cook และคณะ, 2002)  
นอกจากนั้นยังพบรายงานการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียนี้ในกุ้ง (Boonyawantang และคณะ, 
2012; Zarei และคณะ, 2012) และอาหารทะเลอ่ืนๆ (Potasman และ Odeh, 2002; Su และ Liu, 
2007; Abd-Elghany และ Sallam, 2013) การระบาดของเชื้อแบคทีเรียนี้ถูกรายงานอย่างต่อเนื่อง
ตั้งแต่ครั้งแรกที่พบการระบาดคือในปี ค.ศ. 1950 ในประเทศญี่ปุ่นซึ่งมีผู้ป่วยได้รับเชื้อแบคทีเรีย
จ านวน 272 รายและเสียชีวิต 20 ราย (Broberg และคณะ, 2011) และในปี ค.ศ. 1998 พบผู้ป่วย
ประมาณ 12,318 ราย จากการรายงานกว่า 839 ครั้งในประเทศญี่ปุ่น (Hara-Kudo และคณะ, 
2012)  นอกจากนั้นแล้วในประเทศชิลีมีรายงานผู้ป่วยโรคท้องร่วงจากการบริโภคอาหารทะเลเกือบ 
900 รายในช่วงฤดูร้อนปีค.ศ. 2006 (Fuenzalida และคณะ, 2007) ส าหรับในประเทศไทยพบการ
ระบาดของเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ในปี 1999 เมื่อผู้บริโภครับประทานอาหารทะเลที่
ได้จากชายฝั่งทะเลภาคใต้ ซึ่งต่อมาพบว่า Serotype หลักของเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 
ที่ก่อให้เกิดโรคคือ O1:K25 O1:K41 O4:K12 และ O3:K6 (Laohaprertthisan และคณะ, 2003) ซึ่ง
อาการของผู้ป่วยที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียนี้คือมีอาการท้องร่วง ปวดศรีษะ อาเจียน คลื่นไส้ มีไข้ต่ าซึ่ง
เกิดข้ึนภายหลังจากบริโภคอาหารทะเล 4-96 ชั่วโมง (Joseph และคณะ, 1982) 

 
Serotype ของเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หากแบ่งตามส่วนก่อโรคได้ของเชื้อ

แบคทีเรีย (Antigen) นั่นคือส่วนที่เป็น Somatic (O) และ Capsular (K) ซึ่งพบ 13 O-serogroups 
และ 71 K- serogroups  (Hara-Kudo และ DePaola, 2012) ซึ่ง Serotypes หลักๆที่ก่อให้เกิดโรค
คือ O3:K6 และ O4: K68 (Jones และคณะ, 2012) โดยทั่วไปแบคทีเรียแกรมลบจะมีองค์ประกอบ
ของ Lipid A ส่วนของ Core oligosaccharide (Core OS) และส่วน O-side chain (O-antigen) 
ซึ่งมีหน่วยของ Oligosaccharide เชื่อมต่อกันอยู่ใน Outer membrane (Wang และ Reeves, 
1998) แต่ส าหรับแบคทีเรีย V. parahaemolyticus มีมวลโมเลกุลต่ าจึงมีส่วนของ O-side อยู่น้อย 
(Hashii และคณะ, 2003) ดังนั้นส่วนของ O-serotype ที่ก่อโรคจึงอยู่ที่ Core OS (Iguchi และคณะ, 
1995) 

 
 ความรุนแรงในการก่อเชื้อโรค  (Virulence factors) ของเชื้อแบคทีเรีย V. 

parahaemolyticus ดังภาพที่ 7.1 แบคทีเรียนี้มี Flagellum เส้นเดียว เรียกว่า Single flagellum 
เมื่อเชื้อแบคทีเรียเจริญเติบโตในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวจะสามารถเคลื่อนที่ได้ (McCarter, 1999) เชื้อ
แบคทีเรีย V. parahaemolyticus มีโปรตีน Multivalent adhesion molecule (MAM7) ที่
สามารถยึดเกาะกับ Fibronectin และ Phosphatidic acid ของเซลล์ที่ต้องการบุกรุก (Host cells) 
ได้ (Krachler และคณะ, 2011) นอกจากนั้นแล้วแบคทีเรีย V. parahaemolyticus สามารถสร้าง 
Siderophores คือ Vibrioferrin, Ferrichrome และ Aerobactin ที่สามารถจับกับธาตุเหล็ก (Fe) 
ในสิ่งแวดล้อมได้ ท าให้เซลล์ที่ต้องการบุกรุกดูดซึมเข้าไปเพราะต้องการธาตุเหล็ก ซึ่งการแลกเปลี่ยน
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ไอออนจะมากน้อยเพียงใดขึ้นอยู่กับความแตกต่างของ Membrane receptors ของเซลล์ที่ถูกบุกรุก
และ Outer membrane ของเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus (Kustusch และคณะ, 2011) 
 
ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus  ในอาหาร 
 1 ขั้นตอนการบ่มเพ่ือให้เชื้อแบคทีเรียเจริญเติบโต (Enrichment) อาหารเลี้ยงเชื้อ Alkaline 
peptone water (APW) เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมน ามาบ่มในขั้นตอน Enrichment เพ่ือท าให้เชื้อ
แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ฟ้ืนตัวก่อนน าไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป (Oliver, 2003) ซึ่ง
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้มีสภาพเป็นด่าง  
 

2 ขั้นตอนการแยกเชื้อ (Isolation) ตามมาตรฐานอาหารสากล (ISO 8914, 1990; USFDA, 
2004) นิยมใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar ซึ่งอาหารนี้ได้
ถูกระบุในมาตรฐานการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 

 
3 ขั้นตอนการทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical identification) ได้แก่ การทดสอบการใช้

น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลแลคโตสและน้ าตาลซูโครส การทดสอบการเคลื่อนที่ การสร้างอินโดลและการ
ย่อยไลซีน การตรวจหาเอ็นไซม์ Oxidase การทดสอบการเจริญในเกลือ  การทดสอบความสามารถใน
การย่อยกรดอะมิโน Ornithine เป็นต้น ทั้งนี้การทดสอบทางชีวเคมี อาหารที่ใช้ในการทดสอบจะต้อง
เติม เกลือร้อยละ 2 -3 ลงในอาหารที่ ใช้ ในการทดสอบด้ วย เนื่ องจากเชื้ อแบคที เ รีย  V. 
parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียที่ชอบเค็ม (Halophilic bacteria) 

 

 
 

ภาพที่ 7.1 ความรุนแรงในการก่อเชื้อโรค (Virulence factors) ของเชื้อแบคทีเรีย V. 
parahaemolyticus 

ที่มา: Broberg และคณะ (2011) 
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อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการวิเคราะห์หาเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหาร  
1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Alkaline peptone water (APW) 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Alkaline peptone water (APW) เป็นอาหาร Pre-enrichment ของการ

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยว่าเป็น Vibrio (AOAC, 1995; APHA, 2001) ก่อนน าไปศึกษารูปร่าง 
(Morphology) การทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical) และการตรวจหา Serological properties  
โดยในขั้นตอนนี้สามารถน าอาหารทะเลที่ต้องการตรวจมาบ่มในอาหารนี้เป็นเวลา 18-20 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส อาหารชนิดนี้มี Peptic digest of animal tissue เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน คาร์บอนและสารอาหารที่ส าคัญ นอกจากนั้นแล้วการเติมเกลือสูงถึง 30 กรัมต่อลิตรยัง
ช่วยยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนๆ ผลบวกคืออาหารมีความขุ่นภายหลังการบ่ม (ภาพที่ 
7.2) 
 

                                                                                            
 

ภาพที่ 7.2 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Alkaline 
peptone water (APW) 

 
 2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar  
 เมื่อท าการบ่มอาหารทะเลใน APW broth แล้วจึงน ามาท าการขีดลงในจานอาหาร TCBS 
agar เพ่ือตรวจสอบว่ามีแนวโน้มเป็นเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus หรือไม่  อาหาร TCBS 
agar มีส่วนผสมของ Proteose peptone สาร Yeast extract เพ่ือใช้เป็นแหล่งไนโตรเจน มีวิตามิน
บีรวมและสารอาหารที่จ าเป็นอ่ืนๆในการเจริญเติบโต มี Oxgall และ Sodium citrate ช่วยในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Coliforms มีสาร Sodium thiosulphae 
เป็นแหล่งซัลเฟอร์ เพ่ือใช้ในการตรวจจับแบคทีเรียที่สามารถสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์  มีน้ าตาล
ซูโครสส าหรับให้เชื้อแบคทีเรีย Vibrio ได้ท าการหมักโดยหากเกิดกรดขึ้นจากการหมักจะพบสีของ

ผลบวก 
เกิดความขุ่น 
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อาหารเลี้ยงเชื้อมีสีเหลืองอันเนื่องจากมี Bromothymol blue ท าหน้าที่เป็นอินดิเคเตอร์ ซึ่ง
แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไม่สามารถใช้น้ าตาลซูโครสได้จึงเห็นโคโลนีเป็นสีน้ าเงินเขียว
เหมือนเดิม ในขณะที่เชื้อแบคทีเรีย V. cholerae สามารถใช้น้ าตาลซูโครสได้จึงพบโคโลนีสีเหลืองบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพท่ี 7.3) 
 

   
(ก) 
 

 
(ก)                                     (ข) 

ภาพที่ 7.3 เชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus (ก) และเชื้อแบคทีเรีย V. cholerae (ข) ที่เลี้ยง
ในอาหาร TCBS ที่มา: ภาพ ข (Merck Millipore, 2013) 

 

ผลบวก  
V. parahaemolyticus 
เกิดโคโลนสีเีขียว 

ผลบวก  
V. cholerae  
เกิดโคโลนสีีเหลือง 
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การทดสอบทางชีวเคมี  
1 การทดสอบการใช้น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลแลคโตสและน้ าตาลซูโครส  
การทดสอบท าในอาหาร Triple sugar iron (TSI) agar ซ่ึงมีน้ าตาลกลูโคส น้ าตาลแลคโตส

และน้ าตาลซูโครสเป็นส่วนผสมหลักที่ส าคัญ (Ausmaucos Pharma, 2013) เพ่ือให้ทราบได้ว่าเชื้อ
แบคทีเรียที่น ามาทดสอบสามารถใช้น้ าตาลแล้วให้ผลผลิตเป็นกรดหรือด่างซึ่งถ้าได้กรด (Acid; A) 
อาหารเลี้ยงเชื้อจะเป็นสีเหลืองและหากเป็นด่าง (Alkaline; K) จะเป็นสีชมพู และมีสาร Ferrous 
sulfate ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSI ส าหรับตรวจจับแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ที่เชื้อแบคทีเรียสร้างขึ้นซึ่งท า
ให้มีสีด าในหลอดอาหาร การทดสอบท าโดยเขี่ยเชื้อแบคทีเรียที่ส่วนบนของผิวอาหารเลี้ยงเชื้อให้
สัมผัสกับออกซิเจน (Slant) จากนั้นจึงท าการแทงเชื้อแบคทีเรียลงในส่วนล่างของหลอดอาหารใน
สภาวะที่มีออกซิเจนต่ า (Butt) การตรวจผลการทดลองจึงตรวจที่ส่วนบน (Slant) ส่วนล่างของหลอด
อาหาร (Butt) ตรวจการเกิดแก๊สคืออาหารเลี้ยงเชื้อแยกออกจากกัน (Gas) และตรวจการสร้าง H2S 
ผลการทดสอบของเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus คือ Slant (K) Butt (A) Gas  (-) H2S (-) 
ดังภาพที่ 7.4  

 

                                                                    
 

ภาพที่ 7.4 เชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ที่เลี้ยงในอาหาร TSI 
 

2 การทดสอบการใช้ไลซีน การสร้างสารอินโดลและการดูผลการเคลื่อนที่ 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่สามารถน ามาทดสอบได้คือ Lysine indole motility (LIM) agar อาหาร

เลี้ยงเชื้อนี้มี L-Lysine hydrochloride มีสาร Peptone สาร Tryptone เป็นแหล่งไนโตรเจนซึ่งหาก
เชื้อแบคทีเรียสามารถย่อยไลซีนได้แล้วให้สภาวะด่างจะท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อนั้นเป็นสีม่วงเหมือนเดิม
เพราะอาหารเลี้ยงเชื้อนี้มี Bromocresol purple เป็นอินดิเคเตอร์ แต่หากเชื้อแบคทีเรียสร้างกรด

ผลบวก 
Slant (K)  
Butt (A)  
Gas (-)  
H2S (-) 
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อาหารเลี้ยงเชื้อจะมีสีเหลือง ส่วนการทดสอบการสร้างอินโดลท าโดยการหยดสารละลาย Kovac ลง
ในหลอดอาหาร ผลบวกคือเกิดวงแหวนสีแดงที่ด้านบนของหลอดอาหาร ส าหรับการเคลื่อนที่ของเชื้อ
แบคทีเรียหากแบคทีเรียมีการเคลื่อนที่ได้จะท าให้อาหารขุ่นออกนอกรอยแทง (Stab) ส าหรับผลบวก
ของ V. parahaemolyticus คือ  Lysine (+) Indole (+) Motility (+) ภาพที่ 7.5  
 

 
 

ภาพที่ 7.5 เชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ที่เลี้ยงในอาหาร Lysine indole motility (LIM) 
agar 

 
 3 การตรวจหาเอ็นไซม์ออกซิเดส (Oxidase) 
 การตรวจหาเอ็นไซม์ Cytochrome oxidase ซึ่งปกติแล้วแบคทีเรียที่เจริญได้ในสภาวะที่มี
ออกซิเจนจะใช้เอ็นไซม์นี้ในการรับส่งอิเล็กตรอน การทดสอบท าโดยการเติมน้ ายาที่มีส่วนผสมของ
สารละลาย Dimethyl-p-phenylenediamine และสาร α-naphthol ในสารละลายเชื้อแบคทีเรีย 
(Suspensions) ซึ่งผลบวกจะพบสีน้ าเงินภายใน 15 วินาที (ภาพที่ 7.6)  
 

4 การทดสอบการเจริญในเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
 ความสามารถในการทนเกลือของเชื้อแบคทีเรียสามารถใช้ในการจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย V. 
parahaemolyticus ออกจากเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆได้  การทดสอบท าโดยใช้อาหาร  Nutrient 
broth+1%NaCl หากเป็นเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus จะสามารถเจริญแล้วท าให้อาหาร
เหลวนั้นมีความขุ่นได้ แต่ถ้าเป็นเชื้อแบคทีเรีย V. cholerae อาหารนั้นจะยังคงใส (ภาพท่ี 7.7)  
 

ผลบวก 
Indole (+) 
Motility (+) 
Lysine (+) 
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(ก)                                                      (ข) 

ภาพที่ 7.6 กระดาษกรองชุดควบคุม (ก) และการเกิดสีน้ าเงินจากการทดสอบ Oxidase test ของ
เชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus (ข) 

  
 

 
                                                     (ก)       (ข) 
ภาพที่ 7.7 เชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus (ก) และเชื้อแบคทีเรีย V. cholerae (ข) ที่เลี้ยง

ในอาหาร Nutrient broth+1%NaCl 
 
 5 การทดสอบความสามารถในการย่อยกรดอะมิโน Ornithine  
 การทดสอบนี้สามารถใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Ornithine decarboxylase (OD) agar โดยหาก
เชื้อแบคทีเรียต้องการใช้กรดอะมิโน Ornithine เชื้อแบคทีเรียจะหลั่งเอ็นไซม์ Decarboxylase 
ออกมาเพ่ือตัดพันธะ Carboxyl ของกรด อะมิโนให้ได้ Amine หรือ Diamine และแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งกรดอะมิโน L-Ornithine มีหมู่ Carboxyl อยู่ นอกจากนี้อาหารนี้ยังมี Yeast 

ผลบวก  
V. parahaemolyticus 
เกิดความขุ่น 

ผลลบ 
V. cholera 
อาหารใส 
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extract เป็นแหล่งไนโตรเจน มีกลูโคสเพื่อให้เชื้อแบคทีเรียใช้ในการหมักในระยะแรกๆ เพ่ือสร้างกรด
ขึ้นมาโดยอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนจากสีน้ าเงินม่วงเป็นสีเหลืองเพราะมี Bromocresol purple เป็น
อินดิเคเตอร์ โดยสภาวะกรดนี้จะเหมาะสมให้เอ็นไซม์ Decarboxylase ได้ท างาน แล้วเชื้อแบคทีเรีย
จึงสามารถสร้างด่างออกมาในรูปของ Amine หรือ Diamine และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ท าให้
อาหารเลี้ยงเชื้อกลับมาเป็นสีม่วงเช่นเดิม ทั้งนี้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus มีความสามารถใน
การย่อยกรดอะมิโน Ornithine ได้ ผลบวกจึงเกิดสีม่วงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพที่ 7.8)  
 

                                                                    
 
ภาพที่ 7.8 เชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ที่เลี้ยงในอาหาร Ornithine decarboxylase 
(OD) agar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลบวก 
เกิดสมี่วงทั่วทั้งหลอด
อาหาร 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
อุปกรณ์ 

 
1 อาหารที่น ามาวิเคราะห์ 
 1.1 ตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารทะเล 
 
2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 2.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Alkaline peptone water (APW) 
 2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar 
 2.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Triple sugar iron (TSI) agar 
 2.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ Lysine indole motility (LIM) agar 
 2.5 อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth+1%NaCl 
 2.6 อาหารเลี้ยงเชื้อ Ornithine decarboxylase (OD) agar 
 
3 สารเคมี 
 3.1 น้ ายาส าหรับเจือจางปริมาณ 225 มิลลิลิตร (0.1% peptone water) 
 3.2 น้ ายาส าหรับเจือจางปริมาณ 9 มิลลิลิตร (0.1 % peptone water)  
 3.3 สารละลาย Dimethyl-p-phenylenediamine และสาร α-naphthol 
          3.4 สารละลาย α-naphthol 
 3.5 70 %แอลกอฮอล์ 
 
4 อุปกรณ์ 
 4.1 หม้อนึ่ง 
 4.2 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
 4.3 ตู้บ่ม 
 4.4 แผ่นสไลด์ 
 4.5 กล้องจุลทรรศน์ 
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     วิธีการ  
 

1.1 ชั่งอาหาร 25 กรัมใส่ในขวดอาหาร Alkaline peptone water (APW) 225 มิลลิลิตร
แล้วเทใส่ในถุงอาหารแล้วน าไปตีป่นอาหาร 2 นาที ท าการบ่มตัวอย่างอาหารไว้ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

1.2 ขีดเชื้อจากอาหารที่บ่มไว้ใส่ในอาหาร Thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) 
agar ท าการบ่ม 35 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง (ผลบวกคือพบโคโลนีเป็นสีน้ าเงินเขียว) 

1.3 ท าการขีดเชื้อที่เป็นผลบวกจากข้อ 1.2 ใส่ลงในอาหาร TSI อาหาร LIM และอาหาร 
Nutrient broth+1%NaCl ท าการบ่มทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
แล้วน ามาทดสอบดังนี้ 

1.3.1 ท าการเขี่ยเชื้อที่เป็นผลบวกจากข้อ 1.2 แล้วน ามาทดสอบออกซิเดส 
(Oxidase) โดยการเติมน้ ายาที่มีส่วนผสมของสารละลาย Dimethyl-p-
phenylenediamine และสาร α-naphthol ในสารละลายเชื้อแบคทีเรีย 
(Suspensions) ซึ่งผลบวกจะพบสีน้ าเงินภายใน 15 วินาที 

1.4 ท าการขีดเชื้อที่เป็นผลบวกจากข้อ 1.2 ใส่ลงในอาหาร OD agar ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ผลบวกจึงเกิดสีม่วงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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ภาพที่ 7.9 ขั้นตอนโดยรวมในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus  
 
 
 
 
 
 
 
 

อาหาร 25 กรัม หรือ 25 มิลลลิิตร       10-1                                APW 

                           
(TCBS) agar 

MOX                       PALCAM 

Typtic Soy Blood Agar    Carbohydrate broth                 Catalase test 

                                            

                                                      

                                                     

                                     
                                     
 

               

TSI agar 

 LIM agar 

Nutrient broth+1%NaCl 

OD broth 

Oxidase test 
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ตารางบันทึกผลการทดลอง 
 

ชื่อ-นามสกุล....................................................รหัสประจ าตวั......................กลุ่มท่ี....................  
 
ตารางท่ี 7.1 บันทึกผลการทดลอง  
 
อาหาร ลักษณะที่สังเกตได้ วาดภาพประกอบ 

Alkaline peptone water 
(APW) 

  

   
   
Thiosulfate citrate bile salt 
sucrose (TCBS) agar 

  

   
   
Triple sugar iron (TSI) agar   
   
   
Lysine indole motility (LIM) 
agar 
 

  

   
   
Nutrient broth+1%NaCl   
   
   
Ornithine decarboxylase (OD) 
agar 

  

   
   
Oxidase test   
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บทปฏิบัติการที่ 8 
การตรวจหาเชื้อยสีต์และราในอาหาร 

 
 เชื้อราเป็นสิ่งมีชีวิตชั้นสูงซึ่งเซลล์ของเชื้อราจัดอยู่ในพวกยูคาลิโอต เชื้อราสามารถย่อยสลาย
สายอินทรีย์ให้กลายเป็นอาหารได้  (Eukaryotic heterotrophic organisms) นอกจากนั้นเชื้อรายัง
มีรูปร่างคล้ายกับกิ่งไม้ที่ไม่มีราก (Thallus) ที่มีลักษณะต่างๆกันอีกด้วย ทั้งนี้เชื้อรามีทั้งชนิดที่สร้าง
สปอร์และไม่สร้างสปอร์ ซึ่งสปอร์และลักษณะโครงสร้างของเชื้อราสามารถใช้จ าแนกชนิดของเชื้อรา
ได ้(Nwakanma, 2017) เมื่อเปรียบเทียบขนาดของเชื้อรากับเชื้อแบคทีเรียพบว่าเชื้อรามีเซลล์ขนาด
ใหญก่ว่าและมีโครงสร้างที่สมบูรณ์มากกว่า นอกจากนั้นเชื้อราโดยส่วนใหญ่มักต้องการอากาศในการ
เจริญเติบโตและอัตราการเจริญมักช้ากว่าแบคทีเรีย (Taniwaki และคณะ, 2001) การเจริญเติบโต
ของเชื้อรานั้นเกิดจากการเจริญของเส้นใยของเชื้อรา (Mycelium) ส่วนเชื้อยีสต์มักมีขนาดใหญ่กว่า
เชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญได้ตั้งแต่อุณหภูมิต่ าจนถึงปานกลางและสามารถทนต่อแรงดันรวมทั้งกรด
ต่างๆได้ด ี
 
เชื้อยีสต์และราที่ท าให้อาหารเน่าเสีย 
 การจัดจ าแนกชนิดของยีสต์และราที่ส าคัญที่ท าให้อาหารเน่าเสียสามารถจัดได้โดยการ
จ าแนกไมซีเลียม ชนิดของราที่สามารถสร้างสปอร์แบบมีเพศ และไม่มีเพศ ดังตารางที่ 8.1  
 
ตารางท่ี 8.1 เชื้อยีสต์และราที่ท าให้อาหารเน่าเสีย 
Genus Identification 

Characteristics 
Microscopic 
Morphology 

Important Properties 
Related to Food Spoilage 

 Deuteromycota  
Candida Cells are spheroidal 

cylindrical, ovoid, or 
elongate 
Psuedomycelium 
formation 

 

Common yeasts in fresh 
ground beef and poultry 
C. krusei: preservatives 
resistant, form film on 
pickle, olives, sauces 
C. parapsilosis: spoil 
chese, margarine, dairy 
and fruit products 

Cryptococcus Multilateral budding 
Nonfermenter of sugars 

 

Found on strawberries, 
other fruit, marine fish, 
shrimp, fresh ground beef 
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ตารางท่ี 8.1 เชื้อยีสต์และราที่ท าให้อาหารเน่าเสีย (ต่อ) 
 
Genus Identification Characteristics Microscopic 

Morphology 
Important Properties 
Related to Food Spoilage 

Rhodotorula Multilateral budding 
Nonfermenter of sugars  
Orange or salmon pink color 
pigmentation 
Often mucoid colonies 

 

Found on fresh poultry, 
shrimp, fish, beef 
Some grow on surface of 
butter 
R. mucilaginosa: spoil 
dairy products, occasional 
spoilage of fresh fruits 

Brettanomyces Multilateral budding  
Formation of ogival 
cells(pointed at one end, 
rounded at the other)  

Spoil beer, soft drink, 
wine, pickles 
B. intermidius: prevalent 
species, grow at pH as low 
as 1.8 
B. bruxellensis: off odros in 
beer, cider, soft drinks  

Saccharomyces Multilateral budding  
Spherical spore 
Does not ferment lactose 
White or cream colonies 
Typical yeast odor 

 

S. cerevisiae: ubiquitous 
contaminant, sometimes 
fermentative spoilage of 
soft drinks, some strains 
preservative resistant 

Zygosccharomyces Multilateral budding  
“Drumbbell”-shaped asci 
One to four ascospores per 
ascus 
Bean-shaped ascospores 
Strong fermenter of sugars 

 

Z. bailii: highly resistant to 
preservatives, xerophile, 
capable of growth at 
aw=0.8,” at pH1.8, heat-
resistant ascospores, spoil 
tomato sauce, mayonnaise 
salad dressing, soft drinks, 
fruit juices etc. 
Z. rouxii: grow at aw=0.62 

Haseniaspora  Bipolar budding 
Lemon-shapes (apiculate) 
cell 
Two to four ascospores per 
ascus 

 

Found on figs, tomatoes, 
citrus fruits, strawberries 
Grow in fruit juices 
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ตารางท่ี 8.1 เชื้อยีสต์และราที่ท าให้อาหารเน่าเสีย 
Genus Identification Characteristics Microscopic 

Morphology 
Important Properties 
Related to Food Spoliage 

Debaryomyces Multilateral budding  
Spherical or oval ascospore 
Pseudomycelium 

 

Prevalent yeasts in dairy 
products 
Forms slime on wieners 
Grow in brine, cheeses 
D. hansenii: high salt 
tolerance, grow at 
aw=0.65, spoil yogurt, 
orange juice concentrate 

Kluyveromyces Multilateral budding 
Spherical spores 
Vigorous fermenter of sugars  

Prevalent yeast in dairy 
products 
K. marxianus: cheese 
spoilage 

Pichia Multilateral budding 
Four ascospores per ascus 
Pseudomycelium 
Arthrospores 

 

Found on fresh fish, 
shrimp 
Grows in olive brine 
P. membranaefaciens: 
preservative resistant, film 
formation on olives, 
pickles, sauces 

 Zygomycota  
Mucor Nonseptate hyphae 

Cottony colony  
Smooth, nonstriated 
sporangiospore 
Produce no rhizoids  

 

Grow on refrigerated meat, 
cause defect called 
“whiskers”  
Black spot on frozen 
mutton 
Very common on bread 

Rhizopus Nonseptate hyphae 
Stolons, rhizoids 
Umbrella-shaped 
columellae 
Large sporangiospore with 
striated wall 
Dark sporangia containing 
dark to pale spores 

 

Bread mold 
Watery soft rot of fruits 
Black spot on beef, bacon, 
frozen mutton 
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ตารางท่ี 8.1 เชื้อยีสต์และราที่ท าให้อาหารเน่าเสีย 
Genus Identification Characteristics Microscopic 

Morphology 
Important Properties 
Related to Food Spoilage 

Thamnidium Nonseptate hyphae 
Sporangia on highly 
branched structure  
Clusters of smaller sacs 
(sporangioles) presents as 
well as sporangia (often on 
the same stipe) 

 

Whiskers on beef 

 Ascomycota  
Neosartorya White, cottony, fluffy colony 

White cleistothecia 
Colorless ascospores 
Gray, green connidia  

Heat-resistant ascospores 
Spoil canned bottled fruit 
juice 
Not Xerophilic 

Byssochlamys Cottony colony 
B. fulva: tannish yellow to 
olive green colonies 
B. nivea: white to cream 
colonies 
Absence of ascocarp, asci in 
open clusters 

 

Heat-resistant ascospores 
Spoil canned bottled fruit 
juice 
 

Eurotium Bright yellow cleistothecia 
Pale yellow, oblate (my 
have ridges) ascospores  
Gray, green conidia  

 

Xerophilic  
Spoilage in grape jam and 
jelly 

 Deuteromycota  
Aspergillus  Black, brownish black, 

purple brown conidiophore 
Yellow to green conidia 
Dark sclerotia 

 

A. niger: black rot on fruits 
and vegetables 
Yellow, green to black on 
large number of foods 

Penicillium P. digitarum: yellow green 
conidia 
P. italicum and P. 
expansum: blue-green 
conidia 
P. camemberti: grey conidia 

 

Blue/green rots of citrus 
fruits 
Soft rots of apple, pear, 
peaches 
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ตารางท่ี 8.1 เชื้อยีสต์และราที่ท าให้อาหารเน่าเสีย 
Genus Identification Characteristics Microscopic 

Morphology 
Important Properties 
Related to Food Spoilage 

Geotrichum Arthroconidia formation 
White colonies 
Colorless conidia 

 

Machinery mold 
Soft rot of citrus fruits, 
peaches 
Common in dairy products 
Some have strong odors 
Red bread mold 
Brown rot of stone fruits 

Monilia Pink, gray, or tan conidia 

 

Red bread mold 
Brown rot of stone fruits 

Trichothecium Long conidiophore, simple 
hyphae 
Ellipsoidal to pyriform 
conidia 
Conidia with a single lateral 
septum 

 

Pink mold grows on fruits  
Common in grains 
including barley, wheat, 
and maize 

Alternaria Large, brown conidia 
Club-shaped conidia 

 

Brown to black rot in 
apple, figs, citurs fruits 
Found on red meats 
Field fungus: grows on 
barley and wheat 

Cladosporium Thick, velvety colony 
Green, olive green, dark-
blue, black or brown colony 
Some lemon-shaped conidia 
Variously branched 

 

Black spot on meat, beef 
Some spoil butter, 
margarine 
Field fungus: grows on 
barley and wheat 

Fusarium Cottony, pink, red, purple, 
brown colonies 
Sickle-shaped conidia 
Extensive mycelium 
Colorless conidia  

Soft rot or figs 
Brown rot of citrus fruits, 
pineapples 
Field fungus: grows on 
barley and wheat 
Bacon, refrigerated meat 
spoilage, pickle softening 

ที่มา: Pitt และ hocking (1997) 
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 จากตารางที่ 8.1 สามารถแบ่งการเสื่อมเสียของอาหารโดยเชื้อราดังนี้  กลุ่มที่ 1 คือ 
Xerophilic fungi ซึ่งสามารถเจริญในอาหารที่มีปริมาณน้ าอิสระ (aw) ต่ ากว่า 0.85 และมักพบอยู่ใน
อาหารกึ่งแห้ง กลุ่มที่ 2 คือกลุ่มท่ีทนความร้อน (Heat-resistant fungi) โดยสามารถเจริญได้หลังจาก
อาหารนั้นผ่านการท าพลาสเจอร์ไรซ์และการอบ กลุ่มที่ 3 คือ กลุ่มที่ต้านทานต่อสารถนอมอาหาร 
(Preservative-resistant fungi) ซึ่งสามารถเจริญในอาหารที่ผ่านการเติมสาร Sorbates สาร 
Benzoates ในเครื่องดื่มต่างๆได้ กลุ่มที่ 4 เป็นกลุ่มที่สามารถเจริญในออกซิเจนต่ าได้ (Anaerobic 
fungi) ซึ่งสามารถพบในอาหารที่เก็บรักษาไว้ในสุญญากาศหรืออาหารที่ใช้วิธีการดัดแปลงสภาพ
อากาศในการเก็บรักษา กลุ่มที่ 5 เป็นกลุ่มท่ีทนต่อความเย็น (Psychrophilic และ Psychrotolerant 
fungi) ซึ่งสามารถพบในตู้เย็น อาหารและเครื่องดื่ม (Rico-Munoz และคณะ, 2018) เชื้อยีสต์และรา
มักปนเปื้อนโดยตรงในอาหาร อุปกรณ์ท าอาหาร หรือในกระบวนการแปรรูปอาหาร รวมถึงสภาวะ
การเก็บรักษาอาหาร เนื่องจากมีเชื้อยีสต์และราที่หลากหลายที่สามารถท าให้อาหารนั้นๆเกิดการเน่า
เสียได้ นอกจากนั้นเชื้อยีสต์และราบางชนิดสามารถสร้างสารพิษ และหากมีการปะปนของสารพิษลง
ในอาหารแล้ว อาจท าให้ผู้บริโภคได้รับอันตรายถึงแก่ชีวิตได้ แต่ถึงอย่างไรก็ตามยีสต์และราหลายๆ
ชนิดอาจก่อให้เกิดประโยชน์ให้แก่อุตสาหกรรมอาหาร โดยสามารถน ามาท าการหมักอาหารจนท าให้
เกิดกลิ่นรสของอาหารที่น่ารับประทาน และใช้ในการผลิตสารอาหารที่จ าเป็นต่อร่างกาย เช่น การ
น าไปใช้หมักไวน์ การผลิตเบียร์ ซีอ้ิว เต้าเจี้ยว นมเปรี้ยว เนยแข็ง เป็นต้น (Simova และคณะ, 2002; 
Spinnler และ Gripon, 2004)  
 หากตรวจพบเชื้อยีสต์และราในอาหารในปริมาณที่มากนั่นอาจหมายถึงว่าสถานที่ผลิตอาหาร
ชนิดนั้นๆมีสุขาภิบาลอาหารที่ไม่ดี หรือการแปรรูปนั้นใช้อุณหภูมิในการท าลายเชื้อยีสต์และราใน
อาหารไม่เพียงพอ รวมทั้งบอกถึงการปนเปื้อนในระหว่างกระบวนการผลิต การจัดเก็บวัตถุดิบและ
ผลิตภัณฑ์ปรุงส าเร็จ เนื่องจากวัตถุดิบบางอย่างเช่น แป้ง ข้าวโพด อาจมีการปนเปื้อนจากเชื้อยีสต์
และรารวมทั้งสารพิษ ดังนั้นเพ่ือความปลอดภัยของผู้บริโภค อาจต้องมีการตรวจหาปริมาณของ
สารพิษของยีสต์และราในอาหาร นอกจากนั้นแล้วเชื้อยีสต์และรายังสามารถเจริญได้ดีในอาหารกึ่ง
แห้งที่มีค่าปริมาณน้ าอิสระ (Water activity, aw) ระหว่าง 0.65-0.90 และค่าความเป็นกรดด่าง 
(pH) ต่ า การท าให้ค่าปริมาณน้ าอิสระในอาหารลดต่ าลงมักท าโดยการเติมเกลือหรือน้ าตาลลงใน
อาหารนั้นๆ จากคุณสมบัติของเชื้อยีสต์และราดังกล่าวข้างต้นจึงสามารถใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีค่า
ปริมาณน้ าอิสระและมีความเป็นกรดต่ าหลายชนิดมาใช้ในการวิเคราะห์หาเชื้อยีสต์และราในอาหาร
เลี้ยงเชื้อยีสต์และ เช่น  
 1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Malt Extract Agar (MEA) ใช้ส าหรับการแยก การนับ และการเลี้ยงเชื้อ
ยีสต์และราให้เจริญเติบโต ค่าความเป็นกรดด่างของอาหารอยู่ระหว่าง 3.5-5.4 
 2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) เหมาะส าหรับการวิเคราะห์ราโดยทั่วไป 
รวมทั้งการเลี้ยงเชื้อยีสต์และราให้เจริญ 
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 3 อาหาร Dichloran 18% Glycerol Agar (DG18) เหมาะส าหรับการเลี้ยงเชื้อยีสต์และรา
ในกลุ่ม Osmophilic และ Xerophilic 
 4 อาหาร Osmophilic Agar ที่มีส่วนผสมของน้ าตาลซูโครสและน้ าตาลกลูโคสในปริมาณท่ี
มากเหมาะกันเชื้อยีสต์และราในกลุ่ม Osmophilic และ Osmotolerant  
 5 อาหารเลี้ยงเชื้อส าเร็จรูป Petrifilms การใช้วิธีการนี้เป็นวิธีการเฉพาะที่สามารถตรวจนับ
เชื้อยีสต์และราในอาหาร โดยแผ่น Petrifilms ส าหรับตรวจหาเชื้อราและยีสต์นั้นมีการผสมสาร
ปฏิชีวนะ เช่น Chlortetracycline และ Chloramphenicol เพ่ือยับยั้งแบคทีเรีย นอกจากนั้นยังมี 
indicator คือ Bromo-Chloro-Indolylphosphate ท าให้ยีสต์มีโคโลนีสีน้ าเงินเขียว ซึ่งโคโลนีนี้มี
ขนาดเล็กและอาจเหมือนกับโคโลนีของแบคทีเรียที่ใช้อากาศในการเจริญเติบโต แต่โคโลนีของเชื้อรา
จะมีขนาดใหญ่ มีขนฟู และมีสีน้ าเงิน หรือ เชื้อราบางชนิดจะสร้างสีด า เหลือง ฯลฯ ในแผ่น 
Petrifilms 

 
 
ภาพที่ 8.1 การเจริญของเชื้อยีสต์และราในอาหารส าเร็จรูป 3M™ Petrifilm™ Rapid Yeast and 

Mold Count Plates 
ที่มา: 3M (2017) 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
อุปกรณ์ 

 
1 อาหารที่น ามาวิเคราะห์ 
 1.1 น้ าผลไม้ (น้ าอ้อย, น้ าส้ม) 
 1.2 ปลากึ่งแห้ง (ปลาเค็ม) 
 1.3  ผลไม้ก่ึงแห้ง (กล้วยตาก)  
 
2   อาหารเลี้ยงเชื้อ 
     2.1 อาหาร Acidified Potato Dextrose Agar  
 เตรียมด้วยการเติมกรด 10% Tartaric acid ใส่ในอาหาร PDA ที่อุณหภูมิประมาณ 48 
องศาเซลเซียส เพื่อให้ได้พีเอชประมาณ 3.5 (เติมกรด Tartaric ประมาณ 1.85 มล.ต่อ 1000 มล.ของ
อาหาร PDA) 
 
      2.2 อาหาร Antibiotic Plate Count Agar 
  เตรียมสารปฏิชีวนะคือ Chlortetracycline 500 มิลลิกรัม และ Chloramphenicol 500 
มิลลิกรัมละลายใน 100 มิลลิลิตรของเอทานอล น ามากรองแล้วเก็บใส่ตู้เย็นหากไม่ใช้ทันที เมื่อเตรียม
สารละลายยาปฏิชีวนะแล้วให้ดูดสารละลายนั้นมา 2 มิลลิลิตรใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ปริมาณ 
100 มล.ที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส 
 
      2.3 อาหาร Malt extract yeast Extract glucose agar (MY 40G) มีส่วนผสมดังนี้ 
 Glucose  18.0  กรัม 
 Malt Extract   12.0 กรัม 
 Yeast Extract    2.7 กรัม 
 Agar   15.0 กรัม 
 น้ ากลั่น   12.0 ลิตร 
 Chloramphenicol    0.1 กรัม 
 ให้ละลายส่วนผสมทั้งหมดยกเว้น glycerol ในน้ ากลั่นประมาณ 800 มล. ต้มให้เดือดเพ่ือให้ 
agar ละลาย แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร แล้วเติม Glycerol ให้เข้มข้นเป็น 18% w/w แล้วน าไป
นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
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 3 สารเคมี 
3.3 น้ ายาส าหรับเจือจาง (0.1%Peptone water) 
3.4 70%แอลกอฮอล์ 

 
4 อุปกรณ์ 
 4.1 หม้อนึ่งความดัน 
 4.2 ตู้บ่ม 

4.3 แผ่นสไลด์ 
 4.4 กล้องจุลทรรศน์ 
 4.5 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 131 

วิธีการ 
 

    1 การตรวจหาเชื้อราและยีสต์ในอาหารโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่างๆ 
1.1 น าอาหารตัวอย่างมาชั่งหรือตวงให้ได้ปริมาณ 25 มิลลิลิตร หรือ 25 กรัม แล้วน าไปเติม

ในน้ ายาส าหรับเจือจาง 225 มิลลิลิตร (10-1) จากนั้นจึงใช้เครื่องตีป่นอาหาร 
(Stomacher) ผสมสารละลายและอาหารให้เข้ากัน  

1.2 น าสารละลายที่ได้มาท าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่ 10-2 และ 10-3  

1.3 ดูดสารละลายที่ 10-1 10-2 และ 10-3 มาอย่างละ 0.1 มิลลิลิตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ยีสต์และราที่เตรียมไว้ 3 ชนิดคือ Acidified PDA  Antibiotic PCA และ MY 40 G 

1.4 ท าการ Spread plated แล้วน าจานอาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
3 วัน ก่อนท าการบันทึกผลการทดลอง 

1.5 น าเชื้อยีสต์และราที่เจริญบนจานอาหารไปเขี่ยใส่ในแผ่นสไลด์แล้วใช้กล้องจุลทรรศน์ใน
การส่องดูรูปร่างและลักษณะของเชื้อราที่แยกได้ 
 

2 การตรวจหาเชื้อยีสต์และราโดยใช้ Yeast and Mold Petrifilms 
2.1 ดูดตัวอย่างอาหารจากข้อ 1.2 ที่ความเข้มข้น 10-2 มา 1 มล.แล้วน าไปใส่ในแผ่นอาหาร 

Yeast &Mold Petrifilms  
2.2 ท าการไล่อากาศออกจากแผ่นและกระจายตัวอย่างลงบนแผ่น Petrifilms โดยการวาง

วัตถุแบนเรียบไว้บนแผ่น Petrifilms 
 2.3 รอประมาณ 1 นาทีเพ่ือให้เจลแข็งตัว 
 2.4 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 วัน 
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ภาพที่ 8.2 ขั้นตอนการท างานโดยรวมในการตรวจหาเชื้อยีสต์และราในอาหาร 
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ตารางบันทึกผลการทดลอง 
 

ชื่อ-นามสกุล....................................................รหัสประจ าตวั......................กลุ่มท่ี....................  
 
ตารางท่ี 8.2 บันทึกผลการทดลองเปรียบเทียบชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ชื่ออาหารชนิดที่ 1 ที่ท าการวิเคราะห์คือ.......................................................................... 
 
วิธีการ จานที่ 10-1 10-2 10-3 CFU/ml (g) 
Acidified PDA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
Antibiotic PCA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
MY 40 G 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
Petrifilms 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
 
แสดงวิธีการค านวณ CFU/ml (g) 
............................................................................................................................. .................. 
....................................................................................................................................... ........ 
.......................................................................................................................... ..................... 
............................................................................................................................. .................. 
.......................................................................................... ..................................................... 
............................................................................................................................. .................. 
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ชื่ออาหารชนิดที่ 2 ที่ท าการวิเคราะห์คือ.......................................................................... 
 
วิธีการ จานที่ 10-1 10-2 10-3 CFU/ml (g) 
Acidified PDA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
Antibiotic PCA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
MY 40 G 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
Petrifilms 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
 
แสดงวิธีการค านวณ CFU/ml (g) 
............................................................................................................................. .................. 
...............................................................................................................................................  
............................................................................................................................. .................. 
............................................................................................................................. .................. 
.................................................................................................... ........................................... 
............................................................................................................................. .................. 
.................................................................... ........................................................................... 
............................................................................................................................. .................. 
...............................................................................................................................................  
............................................................................................................................. .................. 
................................................................................................................................. .............. 
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ตารางท่ี 8.3 บันทึกผลการทดลอง  
 

รูปภาพ ลักษณะของโคโลนี 
- วาดรูปของลักษณะของเชื้อยีสต์และราที่พบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- บอกลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 
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บทปฏิบัติการที่ 9 
การตรวจนับเชื้อแบคทีเรียแบบรวดเร็วโดยใช้แผ่นฟลิ์มอาหาร

ส าเร็จรูป 
 

 การตรวจหาเชื้อแบคทีเรียในอาหารนอกจากใช้วิธีการแบบดั้งเดิม (Conventional 
method) แล้วยังสามารถใช้วิธีการแบบรวดเร็ว (Rapid method) ซึ่งการตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์แบบ
รวดเร็วนี้สามารถท าโดยใช้แผ่นฟิล์มอาหารส าเร็จรูปซึ่งมีให้เลือกหลายหลาก การใช้แผ่นฟิล์มอาหาร
ส าเร็จรูปนี้นอกจากท าให้สามารถนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียได้อย่างรวดเร็วแล้วบางแผ่นฟิล์มอาหารยัง
สามารถบอกถึงชนิดของเชื้อแบคทีเรียอีกด้วยและยังสามารถตรวจทราบผลในเวลาเร็วกว่าวิธีการแบบ
ดั้งเดิมและบางแผ่นฟิล์มอาหารส าเร็จรูปอาจใช้เวลาในการตรวจผลน้อยกว่า 24 ชั่วโมง 
 
1 แผ่นฟิล์มอาหารส าเร็จรูปส าหรับการจ าแนกเชื้อแบคทีเรียโคลิฟอร์ม (Coliform) และ
แบคทีเรีย Escherichia coli แบบรวดเร็ว 

เนื่องจากการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียโคลิฟอร์มและแบคทีเรีย E. coli ใช้เวลานานหลายวัน
ดังนั้นการพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียแบบรวดเร็วจึงมีขึ้น ปัจจุบันมีอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
แบบเจลแห้งซึ่งสามารถคืนรูปได้หลังจากเติมน้ าลงไปประมาณ 1 มิลลิลิตรต่อจานอาหารแห้ง 
หลักการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียแบบรวดเร็วอาศัยการจ าเพาะระหว่างปฏิกิริยาเฉพาะของเชื้อ
แบคทีเรียและอินดิเคเตอร์จ าเพาะที่สามารถตรวจจับการเจริญเฉพาะนั้นได้ แผ่นจานอาหารส าเร็จรูป 
Compact dry สามารถใช้ในการหาเชื้อแบคทีเรีย   E. coli และกลุ่มแบคทีเรียโคลิฟอร์มในอาหาร
ทะเลได้ภายในเวลา 18-24 ชั่วโมง (Hosokawa และ Kodaka, 2010) โดย Compact dry เติมสาร 
5-bromo-6-chloro-3-indolyl--D-galactopyranoside (Magenta-GAL) ส าหรับตรวจจับการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์ม และเติม 5-bromo-4-chrolo-3-indolyl--D-glucuronic 
acid (X-GLUC) ส าหรับตรวจจับเชื้อแบคทีเรีย E.coli ผลบวกจะพบโคโลนีสีแดงของโคลิฟอร์มและ
พบโคโลนีสีขาวฟ้าหรือสีฟ้าส าหรับแบคทีเรีย E. coli (ภาพที่ 9.1) โดยแผ่นฟิล์มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
ส าเร็จรูปนี้ได้ถูกยอมรับโดย AOAC และวิธีการนี้ได้รับการยอมรับว่าสามารถตรวจหากลุ่มแบคทีเรีย
โคลิฟอร์มและเชื้อแบคทีเรีย E. coli ได้รวดเร็วภายในเวลา 24 ชั่วโมง (APHA, 1998) 
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ภาพที่ 9.1 ลักษณะโคโลนีสีฟ้าของเชื้อแบคทีเรีย E. coli และโคโลนีสีชมพูของเชื้อแบคทีเรียโคลิ
ฟอร์มบนแผ่นฟิล์มจานอาหาร Compact dry ภายหลังบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 24 ชั่วโมง 
 

2 แผ่นฟิล์มอาหารส าเร็จรูปส าหรับการจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย Salmonella แบบรวดเร็ว 
การวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรีย Salmonella แบบรวดเร็วสามารถใช้แผ่นฟิล์มอาหารส าเร็จรูป 

Compact dry เช่นเดียวกันกับการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย E. coli แต่แผ่นอาหารส าเร็จรูปส าหรับ
ตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Salmonella มีสาร Chromogenic substrate ที่จ าเพาะกับแบคทีเรีย 
Salmonella ซึ่งหากเชื้อแบคทีเรีย Salmonella เจริญเติบโตจะสร้างสภาวะเป็นด่างจากการสร้าง
เอ็นไซม์ Lysine decarboxylase ท าให้เกิดโคโลนีสีเหลือง นอกจากนั้นแล้วอาจเกิดโคโลนีสีฟ้าหรือสี
เขียวด าที่จากการสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ของแบคทีเรีย Salmonella บางสายพันธุ์ (ภาพที่ 9.2) 
การตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Salmonella สามารถท าต่อจากขั้นตอนการบ่มเชื้อแบคทีเรียในอาหาร 
Enrichment โดยน าอาหาร Enrichment ที่บ่มครบเวลาแล้วมาเติมลงในแผ่นจานอาหารส าเร็จรูป 
Compact dry 

ผลบวก 
โคโลนสีีฟ้า E. coli ผลบวก 

โคโลนสีีแดงม่วงของกลุ่ม
แบคทีเรียโคลิฟอรม์ 
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ภาพที่ 9.2 เชื้อแบคทีเรีย Salmonella บนแผ่นฟิล์มจานอาหาร Compact dry 

ที่มา: HyServe GmbH & Co. KG. (2013) 
 
3 แผ่นฟิล์มอาหารส าเร็จรูปส าหรับการจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus แบบ
รวดเร็ว 
 แผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป 3MTM PetrifilmTM staph express count plate สามารถ
ตรวจวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรีย S. aureus ในอาหารได้อย่างรวดเร็ว โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์ที่ต้อง
ตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย S. aureus เพ่ือเป็นการประกันคุณภาพก่อนจ าหน่าย เช่น ปลาแซลมอน
รมควัน แฮม เนื้อไก่ ลาซานญ่าแช่แข็ง คัสตาร์ด น้ านมดิบ โยเกิร์ต ชีส และไอศกรีม แผ่นอาหาร
ส าเร็จรูปนี้มีอาหารแข็งอยู่ด้านในซึ่งจะคืนตัวเหมือนได้รับน้ า โดยอาหารที่อยู่ในแผ่นมีสารเรืองแสงที่
พัฒนามาจากอาหาร Baird parker (BP) medium ซึ่งมีความจ าเพาะกับเชื้อแบคทีเรีย S. aureus 
การทดสอบท าโดยน าอาหารที่ต้องการตรวจสอบมาเจือจางแล้วถ่ายของเหลวมาเพียง 1 มิลลิลิตรเติม
ลงในแผ่นอาหารส าเร็จรูปนี้  เมื่ออาหารได้รับน้ าจึงสร้างเจลขึ้นมาและเมื่อน าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 
35±1 องศาเซลเซียส จะพบผลบวกคือมีโคโลนีสีแดงม่วงซึ่งยืนยันว่าเป็นเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ได้
ภายใน 24 ชั่วโมง (ภาพท่ี 9.3) จากนั้นจึงท าการนับจ านวนโคโลนีเพื่อรายงานผล  
 

ผลบวก 
พบโคโลนสีีเหลือง
ตรงกลางสดี า 
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ภาพที่ 9.3 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ในแผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป              
3MTM PetrifilmTM staph express count plate 

ท่ีมา: Horter และ Lindberg (2013) 
 

4 แผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูปส าหรับการจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus 
แบบรวดเร็ว 
 แผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป Compact dry “Nissui” VP นี้มีลักษณะเหมือนกับแผ่นจาน
อาหารที่สามารถตรวจหาเชื้อแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืนๆข้างต้นซึ่งให้ผลการทดสอบเพ่ือยืนยันชนิดของ
เชื้อแบคทีเรีย V.parahaemolyticus ภายในเวลาเพียง 18-24 ชั่วโมง (Nissui Pharmaceutical, 
2013) ผลบวกพบโคโลนีสีเขียว (ภาพที่ 9.4) ซึ่งแผ่นจานอาหารนี้มีสารจ าเพาะคือ Chromogenic 
enzyme substrate ที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus นอกจากนั้นยังมี
สาร Peptone เกลือโซเดียมคลอไรด์ สาร Bile salts สาร Antibiotics และมี Polysaccharide 
gum เพ่ือจะได้เกิดเจลได้เม่ือได้รับน้ า (Kodaka และคณะ, 2009) 
 

                                
 

ภาพที่ 9.4 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย Vibrio ในแผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป Compact dry 
“Nissui” VP 

ที่มา: Aqua-Terra Lab Ltd (2013) 

ผลบวก 
โคโลนสีีแดงม่วง 

ผลบวก  
-V. parahaemolyticus ได้
โคโลนสีีม่วง 
- V. cholerae ได้โคโลนสีี
ฟ้า 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
อุปกรณ์ 

1 อาหารที่น ามาวิเคราะห์ 
 1.1 น้ านม 
 1.2 อาหารทะเล 
 1.3  ไข่ไก่ 
 1.4 พริกแกง  
 
2   แผ่นฟิล์มอาหารส าเร็จรูป  
     2.1 แผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป Compact dry Escherichia coli & Coliform  
 2.2 แผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป Compact dry Salmonella  
 2.3 แผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป 3MTM PetrifilmTM staph express count plate 

2.4 แผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป Compact dry “Nissui” VP 
 
3 สารเคมี 

3.5 น้ ายาส าหรับเจือจาง (0.1%Peptone water) 
3.6 70%แอลกอฮอล์ 

 
4 อุปกรณ์ 
 4.1 หม้อนึ่งความดัน 
 4.2 ตู้บ่ม 

4.3 แผ่นสไลด์ 
 4.4 กล้องจุลทรรศน์ 
 4.5 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
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วิธีการ 
 

1 การตรวจหาเชื้อราและยีสต์ในอาหารโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่างๆ 
1.1 น าอาหารตัวอย่างมาชั่งหรือตวงให้ได้ปริมาณ 25 มิลลิลิตร หรือ 25 กรัม แล้วน าไปเติม

ในน้ ายาส าหรับเจือจาง 225 มิลลิลิตร (10-1) จากนั้นจึงใช้เครื่องตีป่นอาหาร 
(Stomacher) ผสมสารละลายและอาหารให้เข้ากัน  

1.2 ดูดตัวอย่างอาหารจากข้อ 1.1 ที่ความเข้มข้น 10-1 มา 1 มล.แล้วน าไปใส่ในแต่ละ
แผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป Compact dry Escherichia coli & Coliform 
แผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูป Compact dry Salmonella แผ่นฟิล์มจานอาหาร
ส าเร็จรูป 3MTM PetrifilmTM staph express count plate และแผ่นฟิล์มจานอาหาร
ส าเร็จรูป Compact dry “Nissui” VP 

1.3 ท าการปิดไล่อากาศออกจากแผ่นฟิล์มจานอาหารส าเร็จรูปและหากเป็นแผ่นฟิล์ม 3MTM 
PetrifilmTM staph express count plate ให้ท ากระจายตัวอย่างอาหารลงบนแผ่น 
Petrifilms โดยการการวางวัตถุแบนเรียบไว้บนแผ่น Petrifilms 

1.4 รอประมาณ 1 นาทีเพ่ือให้เจลแข็งตัว 
1.5 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

                                   
ภาพที่ 9.5 แผนผังการท างานโดยรวม 
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ตารางบันทึกผลการทดลอง 
 

ชื่อ-นามสกุล....................................................รหัสประจ าตวั.............. ....................กลุ่มท่ี.................... 
 
ตารางท่ี 9.1 บันทึกผลการทดลอง 
 
วิธีการ จานที่ นับได้ 

(โคโลนี) 
CFU/ml (g) 

Compact dry Escherichia coli & Coliform 1   
2   

ผลรวม   
ค่าเฉลี่ย   

Compact dry Salmonella 1   
2   

ผลรวม   
ค่าเฉลี่ย   

3MTM PetrifilmTM staph express count plate 1   
2   

ผลรวม   
ค่าเฉลี่ย   

Compact dry “Nissui” VP 1   
 2   
 ผลรวม   
 ค่าเฉลี่ย   
แสดงวิธีการค านวณ CFU/ml (g) 
............................................................................................................................. ................................... 
................................................................... ............................................................................ ................. 
............................................................................................................................. ................................... 
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ตารางท่ี 9.2 บันทึกผลการทดลอง  
 

รูปภาพ ลักษณะของโคโลนี 
- วาดรูปของลักษณะของโคโลนีที่ได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- บอกลักษณะของโคโลนีที่เจริญบน
แผ่นฟิล์มอาหารเลี้ยงเชื้อส าเร็จรูป 
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บทปฏิบัติการที่ 10 
การตรวจหาเชื้อจลุินทรีย์ในสิ่งแวดลอ้มส าหรับสุขาภิบาลอาหาร 

และการล้างมือ 
 
 การเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมอาจท าให้เกิดการปนเปื้อนกับผลิตภัณฑ์
อาหารที่ต้องการผลิตได้ เมื่อเชื้อจุลินทรีย์เหล่านี้ปนเปื้อนเข้าไปในอาหารแล้วอาจก่อให้เกิดการเพ่ิม
จ านวนขึ้นจนท าให้ก่อโรคในมนุษย์ได้ (Simões และคณะ, 2010)  เชื้อจุลินทรีย์ที่พบปนเปื้อนในการ
ผลิตอาหารเช่นพบในมีด เขียง พ้ืนผิวของอุปกรณ์ตัดแต่ง โต๊ะ ไม่ว่าจะเป็นพ้ืนผิวสแตนเลส แก้วและ
พลาสติกทั้งหลาย (Chia และคณะ, 2009; Duffy และคณะ, 2009) ดังนั้นการสุ่มตรวจเชื้อจุลินทรีย์
ในสิ่งแวดล้อมรอบๆสายการผลิตจึงเป็นสิ่งที่จ าเป็น เช่น ตรวจพ้ืน อุปกรณ์ครัว ประตู ตู้เย็นและชั้น
เก็บวัตถุดิบ ผลที่ได้จากการตรวจอาจช่วยท าให้เกิดความมั่นใจต่อผลิตภัณฑ์อาหารและรวมเป็นถึง
การวางแผนในการล้างท าความสะอาดระหว่างวันเพ่ือลดจ านวนของเชื้อจุลินทรีย์ ท าได้อย่างมี
ประสิทธิภาพมากขึ้นเพราะทราบถึงจุดที่มีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ระหว่างการผลิตเพ่ือวางแผน
ในการผลิตและก าจัดเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนนั้นๆต่อไป  รวมทั้งเป็นประโยชน์ต่อการท า Hazard 
analysis และ Critical control points (HACCP) อีกด้วย (Amoa-Awua และคณะ, 2007) การ
ตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมมักท าได้โดยการนับจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อน หรือหาชนิด
ของเชื้อจุลินทรีย์ที่ท าให้ก่อโรค เช่น Salmonella spp., (Chia และคณะ, 2009) Escherichia coli  
Duffy และคณะ, 2009) ซึ่งเชื้อเหล่านี้อาจปนเปื้อนมาจากฟาร์มการผลิตหรือวัตถุดิบในระหว่างการ
ขนส่ง จ านวนของเชื้อจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมควรมีไม่เกิน 102 CFU/พ้ืนที่ 
 
วิธีการสุ่มตรวจเชื้อจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อม 
 1 Surface sampling เป็นการสุ่มตรวจเชื้อโดยการสุ่มตรวจที่บริเวณพ้ืนผิว (Wester, 2018) 
ไม่ว่าจะเป็นแท็งก์น้ า, พ้ืนโต๊ะ, ห้องเก็บของ เป็นต้น ถึงแม้ว่าพ้ืนผิวเหล่านี้อาจไม่สัมผัสกับอาหาร
โดยตรงแต่อาจก่อให้เกิดการปนเปื้อนในอาหารได้ วิธีการที่นิยมมี 2 วิธีคือ 
  1.1 Swab method เป็นการใช้ส าลีพันปลายไม้แล้วน าไป swab บนพื้นผิวที่
ต้องการ   
  1.2 Sponge method เป็นการตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค โดยฟองน้ าที่
ใช้มีขนาดประมาณ 5 x5 เซนติเมตรโดยฟองน้ าจะท าให้เปียกโดย 10 มล.ของ rinse solution การ
ตรวจผลต้องตรวจทันทีหลังจากสุ่มตัวอย่าง  
  1.3 Replicate organism direct agar contact (RODAC) method เป็นการน า
จานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อไปท าการสุ่มตัวอย่างโดยการคว่ าจานอาหารเลี้ยงเชื้อโดยตรง
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ยังพ้ืนผิวที่ต้องการ แล้วน าจานอาหารไปบ่ม วิธีการนี้เหมาะส าหรับการทดสอบพ้ืนผิวที่ผ่านการฆ่า
เชื้อมาแล้วระดับหนึ่งแต่ต้องการตรวจสอบให้แน่ใจว่าพ้ืนผิวตรงบริเวณนั้นปราศจากเชื้อจุลินทรีย์  
 
 2 Air sampling เชื้อจุลินทรีย์ในอากาศอาจก่อให้เกิดการปนเปื้อนของเชื้อในอาหารที่ท าการ
ผลิตได้ การปลิวของวัตถุดิบและการสเปรย์อาหาร อาจส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ใน
อากาศในระหว่างกระบวนการผลิตได้ วิธีการตรวจสอบคุณภาพของอากาศอย่างง่ายคือการเปิดฝา
ของจานอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้งไว้ในบริเวณที่ต้องการตรวจสภาพอากาศแล้วจึงน าจานอาหารเลี้ยงเชื้อไป
บ่มแล้วน ามานับปริมาณโคโลนีที่เกิดขึ้น หรืออาจใช้วิธีการเก็บตัวอย่างอากาศผ่านเครื่องกรองอากาศ
ที่มีแผ่นเมมเบรนแล้วจึงน าเอาเมมเบรนที่กรองอากาศได้มาท าการตรวจนับปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ใน
อากาศ (Liu และคณะ, 2018)  
 
การล้างมือ  
 การล้างมือเป็นปัจจัยส าคัญในการลดการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ในสายการผลิต ดังนั้น
การล้างมือโดยการใช้น้ ายาฆ่าเชื้อจึงเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ช่วยลดการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ การล้างมือ
ที่ถูกวิธีแสดงดังภาพที่ 10.1 ปกติแล้วผิวหนังของเรามีเชื้อ Aerobic bacterial ประมาณ 106 
CFU/cm2 โดยเชื้อจุลินทรีย์ในมือแบ่งเป็น 2 พวกด้วยกันคือ 
 1 พวก Transient flora เป็นพวกที่ชอบอาศัยอยู่บนผิวของมนุษย์ สามารถล้างออกได้ง่าย
โดยการล้างมือ โดยเชื้อกลุ่มนี้สามารถปนเปื้อนได้จากการสัมผัสโดยเฉพาะพ้ืนผิวที่ไม่สะอาด จากนั้น
อาจมีการเพิ่มจ านวนขึ้นเรื่อยๆหากไม่มีการล้างมือให้สะอาด 
 2 พวก Resident flora เป็นกลุ่มที่อาศัยอยู่ลึกตามชั้นของผิวหนัง ท าให้ยากในการล้างออก
ด้วยสบู่ธรรมดา เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้เช่น Staphylococcus aureus และพวก gram-negative 
bacilli, Yeast   
 
น้ ายาท าความสะอาดที่ใช้ส าหรับการล้างมือ 
 1 สบู่ (soap) สามารถล้างพวก Transient flora ออกจากมือได้ แต่ไม่สามารถล้างพวก
แบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคได้ สบู่ที่ไม่มีส่วนผสมของน้ ายาฆ่าเชื้ออาจเป็นแหล่งในการขยายการ
ปนเปื้อนของเชื้อ Gram-negative bacilli ได้ 
 2 แอลกอฮอล์ (alcohol) น้ ายาล้างมือที่มีส่วนผสมของแอลกอฮอล์ระหว่าง 60 ถึง 95 % 
จะมีประสิทธิภาพสูงในการก าจัดเชื้อจุลินทรีย์และเปอร์เซ็นต์แอลกอฮอล์ในช่วงนี้จะไม่ท าลายโปรตีน
ของมือ 
 3 คลอโรเฮ็กซิดีน (Chlorhexidine) เป็นสารที่ละลายในน้ า สามารถก าจัดพวก Gram-
positive bacteria ได้ดีและยังเป็นสารที่ไม่ก่อให้เกิดอาการแพ้อีกด้วย 
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 4 กลุ่มไอโอดีน (Iodine and Iodophors) สารกลุ่มนี้จะไปท าลายพนังเซลล์ของ
เชื้อจุลินทรีย์ สามารถก าจัดเชื้อแบคทีเรียพวก Gram-positive, Gram-negative, Spore-forming 
bacteria รวมกระท่ังไวรัสได้ดี นอกจากนั้นแล้วยังมีน้ ายาล้างมือที่มาจากส่วนผสมอ่ืนๆอีก เช่น 
Triclosan, Quaternary Ammonium Compounds ที่สามารถน ามาใช้ในการก าจัดเชื้อจุลินทรีย์ที่
ปนเปื้อนบนมือ 

 
 

ภาพที่ 10.1 วิธีล้างมือที่ดี 7 ขั้นตอน 
ที่มา ส านักสื่อสารและตอบโต้ความเสี่ยง กรมอนามัย (2547) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
ตอนที่ 1 การตรวจเชื้อจุลินทรีย์บนพื้นผิว  

 
1 ตัวอย่าง 
 1.1 พ้ืนที่ต้องการตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์ 
 
2 เชื้อจุลินทรีย์ 
 2.1 เชื้อ Pseudomonas sp. (ส าหรับเปรียบเทียบผลบวก) 
 
3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) 
 3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA)  
 3.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Pseudomonas isolation agar (PIA) 
 
4 สารเคมี 
 4.1 น้ ายาส าหรับเจือจาง (0.1 % peptone water)  
 4.2 70 %แอลกอฮอล์ 
 
5 อุปกรณ์ 
 5.1 หม้อนึ่ง 
 5.2 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
 5.3 ตู้บ่ม 
 5.4 แผ่นสไลด์ 
 5.5 กล้องจุลทรรศน์ 
 5.6 ไม้พันส าลี ใน 0.85 % น้ าเกลือปริมาณหลอดละ 5 มล. 
 

วิธีการทดลอง 
 1.1 ก าหนดพื้นที่ที่จะท าการ Swab เช่น ลูกบิดประตู พื้นโต๊ะ อุปกรณ์ ตู้เย็น ฝ่ามือ  
 1.2 น าไม้พันส าลีที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วมาลนไฟเพ่ือเปิดปากหลอด 
          1.3 น าไม้พันส าลีมา Swab บนพื้นผิวที่เลือกไว้โดยพ้ืนที่ที่ท าการ swab ประมาณความกว้าง 

2 เซนติเมตร ยาว 25 เซนติเมตร หากเป็นอุปกรณ์ให้ท าการ Swab อุปกรณ์ 1 ใน 5 
ส่วนของอุปกรณ์นั้นๆ 
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          1.4 เอาไม้พันล าสีไปจุ่มในหลอดน้ าเกลือแล้วท าการเขย่าหลอดเล็กน้อยจากนั้ นจึงท าการ 
Swab ซ้ า ตรงพ้ืนที่ใกล้เคียง (ห้าม Swab ที่เดิม) เมื่อเสร็จแล้วให้หักไม้ก้านที่ถูกมือจับ
แล้วน าเอาล าสีเข้าไปในหลอดโดยท าการลนไฟแล้วปิดหลอด(หากไม่สามารถวิเคราะห์
ทันทีให้เก็บเข้าตู้เย็นไว้) 

          1.5 ท าการปั่นตัวอย่างโดยการหมุนหลอดไปมาด้วยมือแล้วท าการเจือจางตัวอย่างจนได้ 10-5 
โดยใช้ 0.1 % peptone water  

           1.6 ดูดตัวอย่างปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรจากทุกๆความเข้มข้นแล้วไปใส่ในจานอาหาร Plate 
count agar (PCA) และ Potato dextrose agar (PDA) และอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Pseudomonas isolation agar (PIA) ท าการ spread ให้ทั่ว 

 1.7 ท าการ ขีดเชื้อ Pseudomonas sp. เพ่ือท าตัวอย่างควบคุม (Control) 
1. 8 บ่มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ไว้ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และ

48ชั่วโมงส าหรับอาหาร PIA ส าหรับอาหาร PDA ให้บ่มที่ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
72 ชั่วโมง (ผลบวกของ Pseudomonas sp. จะมีการเรืองแสงบนจานอาหาร PIA) 

 
ตอนที่ 2 การตรวจเชื้อจุลินทรีย์ในอากาศ 

1 ตัวอย่าง 
 1.1 อากาศบริเวณท่ีต้องการตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์ 
 
2 เชื้อจุลินทรีย์ 
 2.1 เชื้อ Pseudomonas sp. (ส าหรับเปรียบเทียบผลบวก) 
 
3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) 
 3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA)  
 3.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Pseudomonas isolation agar (PIA) 
 
4 สารเคมี 
 4.1 น้ ายาส าหรับเจือจาง (0.1 % peptone water)  
 4.2 70 %แอลกอฮอล์ 
 
5 อุปกรณ์ 
 5.1 หม้อนึ่ง 
 5.2 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
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 5.3 ตู้บ่ม 
 5.4 แผ่นสไลด์ 
 5.5 กล้องจุลทรรศน์ 
 

วิธีการทดลอง 
 

 1.1 ก าหนดพื้นที่ที่จะท าการตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์ในอากาศ 
 1.2 เปิดฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA, PDA และ PIA ทิ้งไว้ 10 นาที  
 1.3 ท าการขีดเชื้อ Pseudomonas sp. เพ่ือท าตัวอย่างควบคุม (Control) (PIA) 

1.4 บ่มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ไว้ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และ
48 ชั่วโมงส าหรับอาหาร PIA ส าหรับอาหาร PDA ให้บ่มที่ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
72 ชั่วโมง (ผลบวกของ Pseudomonas sp. จะมีการเรืองแสงบนจานอาหาร PIA) 

 
ตอนที่ 3 การตรวจเชื้อจุลินทรีย์บนมือ 

1 ตัวอย่าง 
 1.1 พ้ืนที่ผิวบริเวณมือ 
 
2 เชื้อจุลินทรีย์ 
 2.1 เชื้อ Pseudomonas sp. (ส าหรับเปรียบเทียบผลบวก) 
 
3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) 
 3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA)  
 3.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ Pseudomonas isolation agar (PIA) 
 
4 สารเคมี 
 4.1 น้ ายาส าหรับเจือจาง (0.1 % peptone water)  
 4.2 70 %แอลกอฮอล์ 
 
5 อุปกรณ์ 
 5.1 หม้อนึ่ง 
 5.2 ไมโครปิเปตต์พร้อมทิป 
 5.3 ตู้บ่ม 
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 5.4 แผ่นสไลด์ 
 5.5 กล้องจุลทรรศน์ 
 5.6 ไม้พันส าลี ใน 0.85 % น้ าเกลือปริมาณหลอดละ 5 มล. 
 

วิธีการทดลอง 
 1.1 น าไม้พันส าลี Swab บนมือโดย swab ให้ทั่วทั้งด้านหน้ามือและหลังมือ 
          1.2 เอาไม้พันล าสีไปจุ่มในหลอดน้ าเกลือแล้ว ท าการเขย่าหลอดเล็กน้อยจากนั้นจึงท าการ 

Swab ซ้ า  
          1.3 ท าการล้างมือตามในภาพที่ 10.1 จากนั้นจึงน าไม้พันส าลีมา swab มือตามวิธีการเดิมใน

ข้อ 1.1 (ตอนที่ 3) 
          1.4 ท าการปั่นตัวอย่างโดยการหมุนหลอดไปมาด้วยมือแล้วท าการเจือจางตัวอย่างจนได้ 10 -5 

โดยใช้น้ ายาเจือจาง 
          1.5 ดูดตัวอย่างปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรจากทุกๆความเข้มข้นแล้วไปใส่ในจานอาหาร Plate 

count agar (PCA) และ Potato dextrose agar (PDA) และอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Pseudomonas isolation agar (PIA) 

 1.6 ท าการขีดเชื้อ Pseudomonas sp. เพ่ือท าตัวอย่างควบคุม (Control) 
          1.7 บ่มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ไว้ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และ

48ชั่วโมงส าหรับอาหาร PIA ส าหรับอาหาร PDA ให้บ่มที่ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
72 ชั่วโมง (ผลบวกของ Pseudomonas sp. จะมีการเรืองแสงบนจานอาหาร PIA) 
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ภาพที่ 10.2 แผนผังโดยรวมในการท างาน 
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ตารางบันทึกผลการทดลอง 
 

ชื่อ-นามสกุล....................................................รหัสประจ าตวั......................กลุ่มท่ี....................  
 
ตารางท่ี 10.1 บันทึกผลการทดลองตอนที่ 1 
 
วิธีการ จานที่ 10-3 10-4 10-5 CFU/ml (g) 
PCA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
PDA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
 ลักษณะที่สังเกตได้ วาดภาพประกอบ 

PIA   
   
 
ตารางท่ี 10.2 บันทึกผลการทดลองตอนที่ 2 
วิธีการ จานที่ 1 2 3 CFU/10นาท ี
PCA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
PDA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
 ลักษณะที่สังเกตได้ วาดภาพประกอบ 

PIA   
   



 155 

ตารางท่ี 10.3 บันทึกผลการทดลองตอนที่ 3 
 
วิธีการ จานที่ 10-3 10-4 10-5 CFU/ml (g) 
PCA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
PDA 1     
 2     
 ผลรวม     
 ค่าเฉลี่ย     
 ลักษณะที่สังเกตได้ วาดภาพประกอบ 

PIA   
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ภาคผนวก 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Alkaline Peptone Water (APW) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptic digest of animal tissue ปริมาณ  20.0 กรัม 
Sodium chloride   ปริมาณ 30.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 50 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน าไป
ฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ BBL CHROMagar Salmonella 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Chromopeptone  ปริมาณ 22.0 กรัม 
Chromogenic mix   ปริมาณ 0.34 กรัม 
Inhibitory agents  ปริมาณ 0.02 กรัม 
Agar    ปริมาณ 15.0 กรัม 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Baird-Parker Agar (BP Agar)  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptone from casein  ปริมาณ 10.0  กรัม 
Meat extract  ปริมาณ   5.0  กรัม  
Yeast extract  ปริมาณ   1.0  กรัม 
Sodium pyruvate ปริมาณ   10.0  กรัม 
Glycine   ปริมาณ 12.0  กรัม 
Lithium chloride  ปริมาณ   5.0 กรัม 
Agar   ปริมาณ  15.0  กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 58 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 950 มิลลิลิตร แล้วน าไปท าการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 15 นาที จากน้ันน าอาหารเลี้ยงเช้ือมาท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส แล้วผสมไข่แดงลงไป 
50 มิลลิลิตร และหากจ าเป็นจะต้องการเติมยา Sulfamethazine ให้ใช้ในปริมาณ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Blood Agar Base (BA Base)   
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enzymatic digest of casein ปริมาณ 15.0 กรัม  
Enzymatic digest of animal tissue ปริมาณ   4.0 กรัม 
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Yeast extract  ปริมาณ  2.0 กรัม 
Corn starch  ปริมาณ  1.0 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Agar    ปริมาณ 14.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 42 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนโดยการต้มเป็นเวลา 1 นาที พร้อมกับกวนอย่าง
สม่ าเสมอ เพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
การเตรียม 5-10 % Blood agar โดยการเติม Defibrinated blood ที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วในอาหารที่ผ่านการฆ่า
เชื้อแล้วที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส จากนั้นจึงผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Brain-Heart Infusion Broth (BHI Broth)  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Brain heart infusion ปริมาณ 17.5 กรัม  
Enzymatic digest of gelatin ปริมาณ10.0 กรัม  
Dextrose  ปริมาณ 2.0  กรัม  
Sodium chloride  ปริมาณ   5.0  กรัม  
Disodium phosphate ปริมาณ 2.5  กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 37 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร  แล้วน าไปให้ความร้อนพร้อมกับกวนอย่างสม่ าเสมอเพื่อให้อาหาร
ละลายเข้ากัน จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Bile Broth 2% (BGBB) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptone   ปริมาณ 10.0 กรัม 
Oxgall  ปริมาณ  20.0 กรัม 
Lactose  ปริมาณ 10.0 กรัม 
Brilliant Green ปริมาณ 13.3 มิลลิกรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 40 กรัมละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร จากนั้นจึงน าไปต้มให้อาหารละลายแล้วจึงน าไปท าการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Buffered Listeria Enrichment Broth (BLEB Broth) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enzymatic digest of casein   ปริมาณ 17.0 กรัม  
Enzymatic digest of soybean meal  ปริมาณ   3.0 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ   6.0 กรัม  
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Dextrose  ปริมาณ  2.5 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Monpotassium phosphateปริมาณ 1.35 กรัม 
Dipotassium phosphate ปริมาณ  2.5 กรัม 
Disodium phosphate ปริมาณ  9.6 กรัม 
Acriflavine HCl  ปริมาณ   4.5 มิลลิกรัม 
Nalidixic acid  ปริมาณ   18  มิลลิกรัม 
Cycloheximide  ปริมาณ 22.5 มิลลิกรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 47 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น ามาผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วเติมสารละลาย 10% Sodium pyruvate ที่ผ่านการกรองฆ่าเช้ือแล้วปริมาณ 11.1 
มิลลิลิตร หลังจากการบ่มเช้ือแบคทีเรียแล้ว 4 ช่ัวโมงในอาหาร BLEB Broth ที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียสแล้ว
จึงเติม Buffered Listeria Enrichment Supplement ปริมาณ 2.5 มิลลิลิตรต่ออาหาร BLEB Broth ปริมาณ 
225 มิลลิลิตร หรืออาจเติมสารละลาย 0.5% Acriflavine ปริมาณ 0.455 มิลลิลิตร รวมถึงสาร 0.5% Nalidixic 
acid ปริมาณ 1.8 มิลลิลิตรและสาร 1% Cycloheximide ที่ละลายใน 40% Ethanol ในปริมาณ 1.15 มิลลิลิตร 
ลงในอาหาร ELEB Broth ปริมาณ 225 มิลลิลิตร 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Cooked Meat Medium  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Beef heart  ปริมาณ 98.0 กรัม 
Proteose peptone ปริมาณ 20.0 กรัม 
Dextrose  ปริมาณ   2.0 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ   5.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 12.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร ผสมจนอาหารละลายเข้ากัน แล้วน าไปฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ EC Broth 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Casein digest (pancreatic) ปริมาณ 20.0 กรัม 
Lactose    ปริมาณ 5.0 กรัม 
Dipotassium phosphate  ปริมาณ 4.0 กรัม 
Potassium phosphate ปริมาณ 1.5 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ 5.0 กรัม 
Bile salts  ปริมาณ 1.5 กรัม 
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วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 37 กรัมละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร เติมสารละลายลงในหลอดทดลองปริมาณ 10 มิลลิลิตรต่อหลอดทดลอง 
พร้อมใส่หลอดดักก๊าซคว่ าลง ปิดฝาหลอดทดลอง แล้วน าไปท าการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 15 นาท ี  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Eosin Methylene Blue Agar (EMB Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptone ปริมาณ 10.0 กรัม 
Lactose  ปริมาณ 10.0 กรัม 
Dipotassium monohydrogen phosphate ปริมาณ 2.0 กรัม  
Methylene blue ปริมาณ 0.065 กรัม 
Eosine Y  ปริมาณ  0.4 กรัม 
Agar  ปริมาณ 15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 37.5 กรัมละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปต้มให้เดือดและละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วจึงน าไปท าการฆ่า
เช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที ตั้งไว้ให้อุ่นจนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้น
น าไปเขย่าเพื่อให้เกิดการออกซิไดซ์ของ Methylene blue และเพื่อให้ตกตะกอน 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Escherichia coli O157:H7 Agar (E. coli O157:H7 Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptone from casein  ปริมาณ 20.0 กรัม 
Meat extract  ปริมาณ   2.0  กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ   1.0  กรัม    
Sorbitol   ปริมาณ 10.0 กรัม 
Ammonium iron(III) citrate ปริมาณ  0.5  กรัม 

4-methylumbelliferyl--D-glucuronide ปริมาณ 0.1 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ   5.0 กรัม 
Bromothymol blue  ปริมาณ 0.025 กรัม 
Sodium thiosulfate ปริมาณ  2.0  กรัม    
Sodiumdeoxycholate ปริมาณ 1.12 กรัม 
Agar   ปริมาณ 13.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 55 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร จากนั้นจึงน าไปท าการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 15 นาท ี
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อาหารเลี้ยงเชื้อ Fraser Broth 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Meat extract   ปริมาณ 5.0 กรัม 
Yeast extract   ปริมาณ 5.0 กรัม 
Casein enzymic hydrolysate ปริมาณ 5.0 กรัม 
Peptic digest of animal tissue ปริมาณ 5.0 กรัม 
Sodium chloride   ปริมาณ 20.0 กรัม 
Disodium phosphate  ปริมาณ  12.0 กรัม 
Potassium dihydrogen phosphate ปริมาณ 1.35 กรัม 
Esculin    ปริมาณ  1.0 กรัม 
Lithium chloride   ปริมาณ  3.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 57.35 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้น
น าไปฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท าให้อุณหภูมิเย็นลงที่ 45-50 องศา
เซลเซียส และเติมสาร Nalidixic acid ปริมาณ 10.0 มิลลิกรัม และสาร Acriflavine hydrochloride ปริมาณ 
12.5 มิลลิกรัม รวมถึงสาร Ferric ammonium citrate ปริมาณ 250 มิลลิกรัมต่ออาหารเลี้ยงเช้ือ 500 มิลลิลิตร  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Gelatin Lactose Medium  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Gelatin  ปริมาณ 120.0 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ  10.0 กรัม 
Tryptose  ปริมาณ  15.0  กรัม 
Phenol red  ปริมาณ  0.05 กรัม 
Lactose   ปริมาณ  10.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 155 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมและน าไปให้ความร้อนโดยการต้มเป็นเวลา 1 นาที พร้อมกับกวน
อย่างสม่ าเสมอ เพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 
นาที อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมไว้นี้ควรมีการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส อาหารจะมีลักษณะสีแดงเข้ม 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Hektoen Enteric Agar (HE Agar)  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enzymatic digest of animal tissue ปริมาณ 16.5 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ  3.0 กรัม 
Bile salts mixture ปริมาณ  4.5 กรัม 
Lactose   ปริมาณ 12.0 กรัม 
Sucrose   ปริมาณ 12.0 กรัม 
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Salicin   ปริมาณ  2.0 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Sodium thiosulfate ปริมาณ 5.0 กรัม 
Ferric ammonium citrate ปริมาณ  1.5 กรัม 
Bromthymol blue ปริมาณ  0.065 กรัม 
Acid fuchsin  ปริมาณ   0.1 กรัม 
Agar   ปริมาณ  13.5 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 75 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนโดยการต้มเดือดเป็นเวลา 1 นาที พร้อมกับการกวน
อย่างสม่ าเสมอ โดยไม่ต้องผ่านการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Lauryl Sulfate Broth (LST) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Tryptose  ปริมาณ 20.0 กรัม 
Lactose   ปริมาณ  5.0  กรัม 
Dipotassium phosphate ปริมาณ 2.75 กรัม 
Monopotassium phosphate ปริมาณ 2.75 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Sodium lauryl sulfate ปริมาณ  0.1 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 35.6 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปอุ่นเล็กน้อยเพื่อให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วจึงน าไปท า
การฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Listeria Enrichment Medium (UVM Medium) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Casein enzymic hydrolysate ปริมาณ 5.0 กรัม 
Proteose peptone  ปริมาณ 5.0 กรัม 
Beef extract  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ  20.0 กรัม 
Monopotassium dihydrogen phosphate  ปริมาณ 1.35 กรัม 
Disodium hydrogen phosphate ปริมาณ 12.0 กรัม 
Esculin   ปริมาณ  1.0 กรัม 
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วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 27.17 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร น าไปให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นน าไป
ฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท าให้อุณหภูมิเย็นลงที่ 50 องศาเซลเซียส และ
เติมสาร Acriflavin hydrochloride ปริมาณ 6-12.5 มิลลิกรัม และสาร Nalidixic acid ปริมาณ 10 มิลลิกรัม ต่อ
อาหารเลี้ยงเช้ือ 500 มิลลิลิตร 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Lysine Indole Motility Medium (LIM Medium) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptone  ปริมาณ 10.0 กรัม 
Tryptone  ปริมาณ  10.0 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ    3.0 กรัม 
L-Lysine hydrochloride ปริมาณ  10.0 กรัม 
Glucose   ปริมาณ   1.0 กรัม 
Ammonium iron (III) citrate ปริมาณ 0.5 กรัม 
Bromocresol purple ปริมาณ  0.02 กรัม 
Agar   ปริมาณ    2.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 36.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้น
น าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Lysine Iron Agar (LIA Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Gelatin peptone  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ  3.0 กรัม 
Dextrose  ปริมาณ  1.0 กรัม 
Lysine   ปริมาณ 10.0 กรัม 
Ammonium ferric citrate ปริมาณ  0.5 กรัม 
Sodium thiosulfate ปริมาณ  0.04 กรัม 
Bromocresol purple ปริมาณ 0.02 กรัม 
Agar   ปริมาณ   15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 34.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนโดยการต้มเดือดโดยไม่ต้องผ่านการฆ่าเช้ือที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ Mannitol Salt Agar (MSA agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enzymatic digest of casein ปริมาณ 5.0 กรัม  
Enzymatic digest of animal tissue ปริมาณ 5.0 กรัม  
Beef extract  ปริมาณ  1.0 กรัม  
D-Mannitol  ปริมาณ 10.0 กรัม  
Sodium chloride  ปริมาณ 75.0 กรัม  
Phenol red  ปริมาณ 0.025 กรัม  
Agar   ปริมาณ 15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 111 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร ให้ความร้อนโดยการต้มเป็นเวลา 1 นาที พร้อมกับกวนอย่าง
สม่ าเสมอ เพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นน าไปท าการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Methyl Red Voges Proskauer Broth  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Buffered peptone ปริมาณ 7.0 กรัม 
Dextrose  ปริมาณ 5.0 กรัม 
Dipotassium phosphate ปริมาณ  5.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 17 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน จากนั้นเติมสารละลายลงในหลอดทดลอง
ปริมาณ 10 มิลลิลิตรต่อหลอดทดลอง แล้วน าไปท าการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 
นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Motility-Indole-Lysine Medium (MIL Medium) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptic digest of animal tissue ปริมาณ  10.0 กรัม 
Casein enzymic hydrolysate ปริมาณ  10.0 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ   3.0 กรัม 
L-Lysine hydrochloride ปริมาณ  10.0 กรัม 
Dextrose  ปริมาณ   1.0 กรัม 
Ferric ammonium citrate ปริมาณ   0.5 กรัม 
Bromocresol purple ปริมาณ   0.02 กรัม 
Agar   ปริมาณ   2.0  กรัม 
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วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 36.52 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปต้มให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นเทอาหาร
เหลวลงในหลอดทดลองปริมาณ 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปท าการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Motility Nitrate Medium 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Meat extract ปริมาณ 3.0 กรัม 
Peptone  ปริมาณ 5.0 กรัม 
Potassium nitrate ปริมาณ 1.0 กรัม 
Bi-Sodium phosphate ปริมาณ  2.5 กรัม 
Galactose ปริมาณ  5.0 กรัม 
Agar  ปริมาณ  5.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 21.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่นที่ผสมกลีเซลรอล 5 มิลลิลิตรในน้ ากลั่น 1 ลิตร จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือจุลินทรีย์
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Motility Test Agar  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enzymatic digest of gelatin ปริมาณ 10.0 กรัม 
Beef extract    ปริมาณ  3.0 กรัม  
Sodium chloride    ปริมาณ  5.0 กรัม 
Agar     ปริมาณ  4.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 22 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนโดยการต้มเป็นเวลา 1 นาที พร้อมกับกวนอย่าง
สม่ าเสมอ เพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Broth (NB) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptic digest of animal tissue ปริมาณ 5.0 กรัม 
Sodium chloride ปริมาณ  5.0 กรัม 
Beef extract ปริมาณ  1.5 กรัม 
Yeast extract ปริมาณ  1.5 กรัม 
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วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 13 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Oxford Listeria Agar (MOX Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Columbia blood agar base ปริมาณ 39.0 กรัม 
Esculin   ปริมาณ   1.0 กรัม 
Ferric ammonium citrate ปริมาณ   0.5 กรัม 
Lithium chloride  ปริมาณ  15.0 กรัม 
Agar   ปริมาณ    2.0 กรัม 
Oxford Listeria supplement 
Acriflavin   ปริมาณ   5.0 มิลลิกรัม 
Cefotetan  ปริมาณ   2.0 มิลลิกรัม 
Colistin sulfate  ปริมาณ  20.0 มิลลิกรัม 
Cycloheximide  ปริมาณ 400.0 มิลลิกรัม 
Phosphomycin  ปริมาณ  10.0 มิลลิกรัม 
หรือ 
Modified Oxford Listeria supplement 
Colistin Sulfate  ปริมาณ  10.0  มิลลิกรัม 
Moxalactam  ปริมาณ  20.0  มิลลิกรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหารเลี้ยงเช้ือ 57.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนโดยการต้มเป็นเวลา 1 นาที พร้อมกับ
กวนอย่างสม่ าเสมอ เพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 15 นาที ท าให้อุณหภูมิเย็นลงที่ 45-50 องศาเซลเซียส จากนั้นจึงเติม Oxford Listeria supplement หรือ 
Modified Oxford Listeria supplement 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Ornithine Decarboxylase Broth 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
L-Ornithine monohydrochloride ปริมาณ 5.0 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ  3.0 กรัม 
Glucose   ปริมาณ 1.0 กรัม 
Bromo cresol purple ปริมาณ  0.015 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 9.01กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตรน าไปให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน าไป
ฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้อาหารเลี้ยงเช้ือให้เย็นแล้วเติม Mineral 
oil 2-3 มิลลิลิตร  
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อาหารเลี้ยงเชื้อ  Palcam Agar  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptone ปริมาณ 23.0 กรัม 
Starch  ปริมาณ   1.0 กรัม 
Sodium chloride ปริมาณ   5.0 กรัม 
Yeast extract ปริมาณ   3.0 กรัม 
Mannitol ปริมาณ  10.0 กรัม 
Ferric ammonium citrate ปริมาณ 0.5 กรัม 
Esculin  ปริมาณ 0.8 กรัม 
Dextrose ปริมาณ 0.5 กรัม 
Lithium chloride ปริมาณ 15.0 กรัม 
Phenol red ปริมาณ 0.08  กรัม 
Agar  ปริมาณ  13.0 กรัม 
PALCAM Supplement ในน้ า 5 มิลลิลิตรต่ออาหารเลี้ยงเช้ือ 500 มิลลิลิตร 
Polymixin B ปริมาณ  5.0  มิลลิกรัม 
Acriflavin ปริมาณ 2.5 มิลลิกรัม 
Ceftazidime ปริมาณ 10.0 มิลลิกรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 72 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนโดยการต้มเป็นเวลา 1 นาที พร้อมกับกวนอย่าง
สม่ าเสมอ เพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน แล้วน าไปฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
รอให้อุณหภูมิเย็นลงท่ี 45-50 องศาเซลเซียส จากน้ันจึงเติม PALCAM Supplement  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ RAPID’E. coli O157:H7 Agar 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enrichment mixture  ปริมาณ  58 กรัม 
Selective agents   ปริมาณ  6.25 กรัม 
Chromogenic mixture  ปริมาณ  0.75 กรัม 
Agar    ปริมาณ     15 กรัม 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Salmonella Shigella Agar (SS Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Beef extract  ปริมาณ 5.0 กรัม 
Peptic digest of animal tissue ปริมาณ 5.0 กรัม 
Lactose   ปริมาณ 10.0 กรัม 
Bile salts mixture ปริมาณ  8.5 กรัม 
Sodium citrate  ปริมาณ 10.0 กรัม 
Sodium thiosulphate ปริมาณ  8.5 กรัม 
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Ferric citrate  ปริมาณ   1.0 กรัม 
Brilliant green  ปริมาณ  0.00033 กรัม 
Neutral red  ปริมาณ   0.025 กรัม 
Agar   ปริมาณ   15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 63.02 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปต้มและกวนอาหารอย่างสม่ าเสมอจนอาหารละลายเป็นเนื้อ
เดียวกัน โดยไม่ต้องผ่านการฆ่าเช้ือหรือการให้ความร้อนที่สูงเกินไป ซึ่งการให้ความร้อนที่สูงเกินไปอาจไปท าลาย
อาหารเลี้ยงเช้ือที่ใช้เป็นสารคัดเลือกเช้ือจุลินทรีย์ที่ต้องการได้ จากนั้นน าอาหารเลี้ยงเช้ือมาท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส ผสมจนเข้ากันและเทอาหารลงในจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Selenite Cystine Broth (SC Broth)  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enzymatic digest of casein ปริมาณ 2.5 กรัม 
Enzymatic digest of animal tissue ปริมาณ 2.5 กรัม 
Lactose    ปริมาณ   4.0 กรัม  
Sodium phosphate  ปริมาณ  10.0 กรัม 
Sodium selenite   ปริมาณ   4.0 กรัม  
L-Cystine   ปริมาณ 0.01 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 23 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร ต้มเดือดแล้วใช้ได้โดยไม่ต้องน าไปฆ่าเช้ือที่ 121 องศาเซลเซียส 15 
นาที 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Shahidi-Ferguson Perfringens (SFP Agar)  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Tryptose  ปริมาณ 15.0 กรัม 
Papaic digest of soyabean meal ปริมาณ  5.0 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ   5.0 กรัม 
Sodium bisulphate ปริมาณ   1.0 กรัม 
Ferric ammonium citrate ปริมาณ   1.0 กรัม 
Agar   ปริมาณ  20.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 23.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 475 มิลลิลิตร น าไปต้มให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้น
น าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วท าให้เย็นลงที่ 50 องศาเซลเซียส แล้ว
เติมไข่แดง 25 มิลลิลิตร 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ SIM Medium 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Beef extract  ปริมาณ 3.0 กรัม 
Peptic digest of animal tissue ปริมาณ 30.0 กรัม 
Peptonized iron  ปริมาณ     0.2 กรัม 
Sodium thiosulphate ปริมาณ  0.025 กรัม 
Agar   ปริมาณ      3.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 36.23 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปต้มให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเข้ากันแล้วน าไปท าการ
ฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Simmons Citrate Agar  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Ammonium dihydrogen Phosphate ปริมาณ 1.0 กรัม 
Dipotassium phosphate ปริมาณ 1.0 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ 5.0 กรัม 
Sodium citrate  ปริมาณ 2.0 กรัม  
Magnesium sulfate ปริมาณ  0.2 กรัม 
Bromothymol blue  ปริมาณ 0.08 กรัม 
Agar    ปริมาณ 15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 24.2 กรัมละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร จากน้ันจึงน าไปต้มเป็นเวลา 1 นาที ให้อาหารละลายแล้วจึงน าไปท า
การฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Sorbitol-MacConkey Agar (SMAC Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Peptone ปริมาณ  20.0 กรัม 
Sodium chloride ปริมาณ  5.0   กรัม 
Bile salts ปริมาณ 1.5   กรัม 
Sorbitol  ปริมาณ 10.0 กรัม 
Crystal violet ปริมาณ 0.001 กรัม 
Neutral red ปริมาณ 0.03 กรัม  
Agar-agar ปริมาณ 15.0 กรัม 
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วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 51.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร จากนั้นน าไปท าการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Sulfite Polymyxin Sulfadiazine (SPS Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Tryptone ปริมาณ 15.0 กรัม 
Yeast extract ปริมาณ 10.0 กรัม 
Ferric citrate ปริมาณ   0.5 กรัม 
Sodium sulfite ปริมาณ  0.5 กรัม 
Sodium thioglycollate ปริมาณ 0.1 กรัม 
Polysorbate 80 ปริมาณ 0.05 กรัม 
Sulfadiazine ปริมาณ 0.12 กรัม 
Polymyxin B sulfate ปริมาณ 0.01 กรัม 
Agar  ปริมาณ 15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 41 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร ท าการผสมและน าไปให้ความร้อนโดยการต้มเป็นเวลา 1 นาที พร้อม
กับกวนอย่างสม่ าเสมอ เพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Tetrathionate Broth (TT Broth) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Mixed peptone  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Bile salts  ปริมาณ  1.0 กรัม 
Calcium carbonate ปริมาณ 10.0 กรัม 
Sodium thiosulfate ปริมาณ 30.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 46 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร แล้วน าไปต้มเดือดให้อาหารละลายเข้ากัน โดยไม่ต้องผ่านการฆ่าเช้ือที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที จากนั้นน าอาหารเลี้ยงเช้ือมาท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แล้ว
เติมสารละลายไอโอ-ไดด์ 20 มิลลิลิตร (ใช้โพแทสเซียมไอโอไดด์ 5 กรัม และ ไอโอดีน 6 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 20 
มิลลิลิตร) และเติมสารละลาย Brilliant green ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ท าการผสมและเติม
ใส่ภาชนะบรรจุเพื่อให้สารที่ยังไม่ละลาย ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน อาหารเลี้ยงเช้ือน้ีควรเตรียมในวันที่ท าการทดสอบ 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ Thioglycollate Broth  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Casein enzymic hydrolysate ปริมาณ 15.0 กรัม 
Yeast extract  ปริมาณ   5.0 กรัม 
Dextrose  ปริมาณ   5.5 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ   2.5 กรัม 
L-Cystine  ปริมาณ   0.5 กรัม 
Sodium thioglycollate ปริมาณ   0.5 กรัม 
Resazurin  ปริมาณ 0.001 กรัม 
Agar   ปริมาณ  0.75 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 29.75 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปต้มให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นน าไปฆ่า
เชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หากยังไม่ได้ใช้ทดสอบทันทีให้ท าอาหารให้เย็นลงที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และน าไปเก็บไว้ท่ีมืดที่อุณหภูมิต่ ากว่า 25 องศาเซลเซียส 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose Agar (TCBS Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Proteose peptone  ปริมาณ  10.0  กรัม 
Yeast extract   ปริมาณ   5.0   กรัม 
Sodium thiosulphate ปริมาณ   10.0  กรัม 
Sodium citrate  ปริมาณ   10.0  กรัม 
Oxgall   ปริมาณ     8.0  กรัม 
Sucrose   ปริมาณ    20.0 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ    10.0 กรัม 
Ferric citrate  ปริมาณ     1.0 กรัม 
Bromo thymol blue ปริมาณ    0.04 กรัม 
Thymol blue  ปริมาณ    0.04 กรัม 
Agar   ปริมาณ    15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 89.08 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน โดยไม่ต้อง
ผ่านการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Toluidine Blue DNA Agar (TBD Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Deoxyribonucleic acid (DNA) ปริมาณ 0.3 กรัม 
Calcium chloride  ปริมาณ 0.0055 กรัม 
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Sodium chloride  ปริมาณ   10.0 กรัม 
Toluidine blue  ปริมาณ   0.083 กรัม 
Tris (hydroxymethyl) amino methane  ปริมาณ 6.1 กรัม 
Agar   ปริมาณ  10.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 26.48 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนโดยการต้มเป็นเวลา 1 หรือ 2 นาที เพื่อให้
อาหารละลายเข้ากัน น าไปใช้ได้เลยโดยไม่ต้องน าไปผ่านการฆ่าเชื้อ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Triple Sugar Iron Agar  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enzymatic digest of casein ปริมาณ 5.0  กรัม  
Enzymatic digest of animal tissue ปริมาณ 5.0  กรัม  
Yeast enriched peptone  ปริมาณ 10.0 กรัม  
Dextrose   ปริมาณ 1.0  กรัม 
Lactose    ปริมาณ  10.0 กรัม 
Sucrose    ปริมาณ  10.0 กรัม   
Ferric ammonium citrate  ปริมาณ  0.2 กรัม  
Sodium chloride   ปริมาณ  5.0 กรัม 
Sodium thiosulfate  ปริมาณ  0.3 กรัม 
Phenol red    ปริมาณ 0.025 กรัม 
Agar    ปริมาณ 13.5 กรัม 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 60 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยการให้ความร้อนเป็นเวลา 1 นาที จากนั้น
น าไปท าการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Blood Agar  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enzymatic digest of casein, type H ปริมาณ 15.0 กรัม  
Enzymatic digest of soybean meal ปริมาณ   5.0 กรัม 
Sodium chloride   ปริมาณ  5.0 กรัม 
Agar    ปริมาณ  15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 40 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนโดยการต้มเป็นเวลา 1 นาที พร้อมกับกวนอย่าง
สม่ าเสมอ เพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
และเติม Defibrinated blood ที่ความเข้มขน้ร้อยละ 5-10 ที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB Broth) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Pancreatic digest of casein ปริมาณ 17.0 กรัม 
Papaic digest of soybean   ปริมาณ   3.0 กรัม 
Dextrose    ปริมาณ   2.5 กรัม 
Sodium chloride    ปริมาณ   5.0 กรัม 
Dipotassium phosphate   ปริมาณ   2.5 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 30 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยใช้ความร้อนเล็กน้อยเพื่อให้อาหารละลายเป็นเนื้อ
เดียวกัน จากน้ันน าไปท าการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptophan Broth (Tryptophan Medium) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Casein enzymic hydrolysate ปริมาณ 10.0 กรัม 
Sodium chloride      ปริมาณ   5.0 กรัม 
DL-Tryptophan      ปริมาณ   1.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 16 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปให้ความร้อนเพื่อให้อาหารละลายเข้ากัน จากนั้นเติมสารละลาย
ลงในหลอดทดลองปริมาณ 3 มิลลิลิตรต่อหลอดทดลอง ปิดฝาหลอดโดยใช้จุกส าลีหรือฝาพลาสติก แล้วน าไปท าการ
ฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (TSC Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Tryptose  ปริมาณ 15.0 กรัม 
Soya peptone  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Yeast extract ปริมาณ  5.0 กรัม 
Sodium metabisulfite ปริมาณ 1.0 กรัม 
Ferric ammonium citrate ปริมาณ 1.0 กรัม 
Agar   ปริมาณ 18.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 45 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปต้มให้ความร้อน จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จึงเติมสารคัดเลือก Cycloserine 
ในปริมาณ 50 มิลลิกรัมต่ออาหารเลี้ยงเช้ือ 500 มิลลิลิตร จากน้ันน ามาผสมไข่แดงปริมาณ 80 มิลลิลิตรต่อลิตร 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ Urea Agar  
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Enzymatic digest of gelatin ปริมาณ 1.0 กรัม  
Dextrose   ปริมาณ 1.0 กรัม  
Sodium chloride   ปริมาณ 5.0 กรัม 
Monopotassium phosphate ปริมาณ 2.0 กรัม 
Urea    ปริมาณ 20.0 กรัม  
Phenol red   ปริมาณ  0.012 กรัม 
Agar    ปริมาณ  15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 29 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร ท าการละลายอาหารให้เข้ากัน แล้วน าไปกรองเพื่อก าจัด
เช้ือจุลินทรีย์ จากนั้นตักผงวุ้น 15 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 900 มิลลิลิตร น าไปต้มให้ความร้อนเป็นเวลา 1 นาที
พร้อมกับกวนอย่างสม่ าเสมอเพื่อให้วุ้นละลายเข้ากัน แล้วน าไปฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที จากนั้นน าวุ้นมาท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส และเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ Urea Agar 
Base ที่ผ่านการกรองฆ่าเช้ือแล้ว ท าการผสมให้เข้ากัน จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเช้ือใส่ในหลอดทดลองท่ีผ่านการฆ่าเชื้อ
แล้ว  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD Agar) 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Yeast extract  ปริมาณ 3.0 กรัม 
Lactose   ปริมาณ 7.5 กรัม 
Sucrose   ปริมาณ  7.5 กรัม 
Xylose   ปริมาณ  3.5 กรัม 
L-Lysine hydrochloride ปริมาณ  5.0 กรัม 
Sodium chloride  ปริมาณ  5.0 กรัม 
Ferric ammonium citrate ปริมาณ  0.8 กรัม 
Sodium thiosulfate ปริมาณ  6.8 กรัม 
Sodium deoxycholate ปริมาณ  2.5 กรัม 
Phenol red  ปริมาณ  0.08 กรัม 
Agar   ปริมาณ  15.0 กรัม 
 
วิธีการเตรียมอาหาร 
ตักอาหาร 56.7 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าไปต้มให้ความร้อนเป็นเวลา 1 นาทีพร้อมกับกวนอย่างสม่ าเสมอ
เพื่อให้อาหารเข้ากัน โดยไม่ต้องผ่านการฆ่าเช้ือ จากนั้นน าอาหารเลี้ยงเช้ือมาท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 45-50 องศา
เซลเซียส ผสมให้เข้ากันอีกครั้งและเทใส่จานอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว  

 


