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ภาคผนวก  ก 
 

รายนามผูทรงคุณวุฒ ิ
 

1. นายสิทธิชัย     อํานาจศิริสุข             นักเทคนิคการแพทยชํานาญการพิเศษ 
                                                             กลุมงานพยาธิวิทยาคลินิกโรงพยาบาลลําปาง 
2. นายวิชาญ      เกี่ยวการคา                 นักเทคนิคการแพทยชํานาญการ 
                                                             กลุมงานพยาธิวิทยาคลินิกโรงพยาบาลลําปาง 
3. นางกนกวรรณ  แสงสวาง                นักเทคนิคการแพทยชํานาญการ 
                                                             กลุมงานพยาธิวิทยาคลินิกโรงพยาบาลลําปาง 
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ภาคผนวก  ข 
 

วิธกีารตรวจวิเคราะหปริมาณ Coliform bacteria โดยวิธี MPN (Most Probable Number) 
  การเตรียมสารละลายและอาหารเลี้ยงเชื้อ 
               1. Phosphate Buffer Solution (PBS) pH 7.2-7.4 
  NaCl  8  กรัม 
  KCl  0.20  กรัม 
  Na2HPO4 1.44  กรัม 
  KH2 (PO4)2 0.24  กรัม 
  น้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

             ผสมใหเขากัน เทใสขวดแกว ขวดละ 112.5   มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวย Autoclave  
 ท่ีอุณหภูมิ 121 o C ภายใตความดัน 15 ปอนด / ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

            2. Single Lactose Broth (1X) 
 Lactose  13  กรัม 
 น้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 
             ผสมใหเขากัน เทใสหลอดทดลองท่ีบรรจุหลอดกาช (Durham) แลวในลักษณะคว่ํา  
 หลอดละ 10 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวย Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 o C ภายใตความดัน  
 15 ปอนด / ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

            3. Double Lactose Broth (2X) 
 Lactose   26 กรัม 
 น้ํากล่ัน   1000 มิลลิลิตร 
             ผสมใหเขากัน เทใสหลอดทดลองท่ีบรรจุหลอดกาช (Durham) แลวในลักษณะคว่ํา  
 หลอดละ 10 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวย Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 o C ภายใตความดัน  

 15 ปอนด / ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
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            4. Brilliant Green Lactose Bile Broth (2% BGLB) 
 Peptone                     10           กรัม 
 Oxgall                       20           กรัม 
 Lactose                     10           กรัม 
 Brilliant green          0.0133    กรัม 
 น้ํากล่ัน                      1000       มิลลิลิตร 

             ผสมใหเขากัน เทใสหลอดทดลองท่ีบรรจุหลอดกาช (Durham) แลวในลักษณะคว่ํา     
    หลอดละ 10 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวย Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 o C ภายใตความดัน 15   
    ปอนด / ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
 

         วิธีการเตรียมตัวอยางอาหาร 
                1. ช่ังอาหาร 112.5 กรัม ใสในถุงปราศจากเช้ือ 

                     2.  เท PBS (Phosphate Buffer Solution) ท่ีมีคาความเปนกรดเปนดางท่ี pH 7.2 ปริมาณ 
112.5 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางอาหาร ขอ 1 (อาหารจะถูกเจือจางเปนอัตราสวน 1: 10) นําไปตี 
ใหเขาดวยกันนาน 1 นาที 

         วิธีการตรวจวิเคราะห Coliform bacteria 
                ขั้นตอนการตรวจสอบครั้งแรก (Presumptive test) 

    1. ดูดตัวอยางอาหารจํานวน 10 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองท่ีบรรจุอาหาร Double   
Lactose Broth จํานวน 5 หลอด (แถวท่ี 1) 

           2. ดูดตัวอยางอาหารจํานวน 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองท่ีบรรจุอาหาร Single    
       Lactose Broth จํานวน 5 หลอด (แถวท่ี 2) 

         3. ดูดตัวอยางอาหารจํานวน 0.1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองท่ีบรรจุอาหาร Single  
     Lactose Broth จํานวน 5 หลอด (แถวท่ี 3) 

  4. เขยาหลอดทดสอบเบาๆ เพ่ือใหอาหารเหลวผสมกับอาหารตัวอยางเขากนั 
    5. นําหลอดทดหลอดท้ังหมด (15 หลอดตอ 1 ตัวอยาง) นําไปบมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ  
35 o C+ 0.5o C นาน 48 + 2 ช่ัวโมง   

        6. สังเกตหลอดท่ีเกิดกาซในหลอดหมัก (Durham tube) ของแตละหลอด หลอดท่ีเกิดกาซ
ใหผลเปนบวก ใหทําการทดลองขั้นยืนยันตอไป หลอดท่ีไมเกิดกาซใหผลเปนลบ 
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                 ขั้นตอนการตรวจสอบเพ่ือยืนยัน (Confirmed test) 
            1. หลอดท่ีใหผลบวกสังเกตจากอาหารเหลวท่ีใชจะขุนและเกิดกาซเล็ก ๆ ในหลอดหมัก 

(Durham tube) ถายเช้ือ               
    2. เขยาหลอดอาหารท่ีใหผลบวก ดูดอาหารเหลวหลอดละ 0.1 มิลลิลิตรลงในอาหารเล้ียง
เช้ือ 2 % BGLB 

      3. นําไปบมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิอุณหภูมิ 35+0.5o C นาน 48 + 2 ช่ัวโมง   
    4. สังเกตหลอดท่ีเกิดกาซในหลอดดักกาซขุน ใหอานผลเปนบวก 
    5. บันทึกจํานวนหลอดท่ีใหผลบวก นําไปอานคาในตาราง MPN (บทท่ี 3) 
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ภาคผนวก ค 
 

ภาพประกอบการตรวจวิเคราะหหาเช้ือโคลิฟอรมแบคทีเรียในอาหาร 
 

 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           ภาพประกอบที่ 1 การช่ังตัวอยางอาหารลงใน Phosphate Buffer Solution (PBS) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

         
          ภาพประกอบที่ 2 ตัวอยางอาหารท่ีละลายใน Phosphate Buffer Solution (PBS) ตีใหเขากัน 
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      ภาพประกอบที่ 3 การเตรียมหลอดอาหาร Lactose Broth 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
          ภาพประกอบที ่4 การดูดตัวอยางท่ีตีใหเปนเนื้อเดียวกันใน Phosphate Buffer Solution  
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       ภาพประกอบที่ 5  การใสอาหารท่ีดูดลงในหลอดอาหาร Lactose Broth 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
        ภาพประกอบที่ 6  อาหาร Lactose Broth ท่ีเติมอาหารตัวอยางแลวใสในตู Incubator 
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           ภาพประกอบที่ 7 หลอดอาหาร Lactose Broth ใหผลบวกท้ัง 5 หลอด 
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 ภาพประกอบที่ 8 หลอดอาหาร Brilliant Green Bile Broth (BGBB) 
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       ภาพประกอบที่ 9 การใสตัวอยางท่ีใหผลบวก (เกิดกาซ) จากขั้นตอน Presumptive test 
                    ลงในอาหาร 5% BGBB 
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ภาพประกอบที่ 10 หลอดอาหาร5% BGBB ท่ีเติมตัวอยางอาหาร บมในตู Incubator 
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ภาพประกอบที่ 11 ตู Incubator ใชบมเช้ือมีอุณหภูมิ 35o C 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   ภาพประกอบที่ 12 หลอดอาหารท่ีผานการบมเช้ือครบ 48 ช่ัวโมง 
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               ภาพประกอบที่ 13 หลอดอาหาร 5% BGBB  ท่ีเกิดกาซ (ผลเปนบวก) 
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ภาคผนวก ง 
 
ตารางบันทึกผลการวิเคราะห 
5 – 5 – 5  หมายความวา   ระดับความเขมขนท่ี 1 : 10      ใหผลบวกท้ัง 5 หลอด 
                                         ระดับความเขมขนท่ี 1 : 100    ใหผลบวกท้ัง 5 หลอด 
                                         ระดับความเขมขนท่ี 1 : 1000  ใหผลบวกท้ัง 5 หลอด 
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ตาราง 1   แสดงผลการวิเคราะห Coliform bacteria รานอาหารพ้ืนเมืองท่ี 1 
 

 
 

ตัวอยางอาหาร 

ครั้งท่ี 1 
เวลา 08.00-09.00 น. เวลา 12.00-13.00 น. 

บันทึกผล แปลผล 
Coliform MPN/g 

บันทึกผล แปลผล 
Coliform MPN/g 

 
แกงขนุน 
แกงหยวกกลวย 
แกงปลีกลวย 
แกงแคไก 
ตําขนุน 
ตําถ่ัวฝกยาว 
น้ําพริกปลารา 
น้ําพริกตาแดง 
น้ําพริกหนุม 
น้ําพริกปลานิล 
ยําถ่ัวแปบ 
ยําหนอไมดอง 
ลาบหมูคั่ว 
ลาบปลา 
หมูแอป 
                 

 
5/4/1 
5/5/5 
0/0/0 
4/0/0 
3/1/0 
4/4/1 
5/4/4/ 
3/0/0 
4/0/0 
5/5/5 
3/3/0 
0/0/0 
1/0/0 
4/4/3 
2/0/0 

 

 
170 

>1600 
<2 
13 
11 
40 
350 
8 
13 

>1600 
17 
<2 
2 

300 
4 

 
5/4/4 
5/5/5 
3/0/0 
4/1/0/ 
3/1/2 
5/5/5 
5/5/4 
5/1/0 
5/2/2 
5/5/5 
5/3/0 
3/0/0 
3/0/0 
5/5/5 
4/0/0 

 

 
350 

>1600 
8 
17 
17 

>1600 
1600 
30 
90 

>1600 
80 
8 
8 

>1600 
13 
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ตาราง 2   แสดงผลการวิเคราะห Coliform bacteria รานอาหารพ้ืนเมืองท่ี 1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ตัวอยางอาหาร 

ครั้งท่ี 2 
เวลา 08.00-09.00 น.                เวลา 12.00-13.00 น. 

บันทึกผล แปลผล 
Coliform MPN/g 

บันทึกผล แปลผล 
Coliform MPN/g 

แกงขนุน 
แกงหยวกกลวย 
แกงปลีกลวย 
แกงแคไก 
ตําขนุน 
ตําถ่ัวฝกยาว 
น้ําพริกปลารา 
น้ําพริกตาแดง 
น้ําพริกหนุม 
น้ําพริกปลานิล 
ยําถ่ัวแปบ 
ยําหนอไมดอง 
ลาบหมูคั่ว 
ลาบปลา 
หมูแอป 

 

3/0/0 
3/0/0 
0/0/0 
2/1/0 
5/4/4 
5/2/2 
5/4/5 
3/0/0 
4/5/1 
3/1/1 
5/4/2 
2/0/0 
0/0/0 
0/1/0 
0/0/0 

8 
8 

<2 
7 

350 
90 
425 
8 
50 
14 
220 
4 

<2 
2 

<2 

          5/5/4 
          5/3/2 
           0/0/1 
           5/4/5 
           5/5/4 
           5/2/3 
           5/5/3 
           5/0/0 
           5/5/4 
           3/4/1 
           5/4/2 
           4/0/0 
           1/0/0 
           2/1/0 
           0/0/0 

 

    1600 
140 
2 

425 
1600 
120 
900 
23 

1600 
25 
220 
13 
2 
7 

<2 
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ตาราง 3   แสดงผลการวิเคราะห  Coliform bacteria รานอาหารพ้ืนเมืองท่ี  2 
 
 

 
 

ตัวอยางอาหาร 

                                                   ครั้งท่ี 1 
เวลา 08.00-09.00 น. เวลา 12.00-13.00 น. 

บันทึกผล แปลผล 
Coliform MPN/g 

บันทึกผล     แปลผล
Coliform MPN/g 

 
แกงขนุน 
แกงหยวกกลวย 
แกงปลีกลวย 
แกงแคไก 
ตําขนุน 
ตําถ่ัวฝกยาว 
น้ําพริกปลารา 
น้ําพริกตาแดง 
น้ําพริกหนุม 
น้ําพริกปลานิล 
ยําถ่ัวแปบ 
ยําหนอไมดอง 
ลาบหมูคั่ว 
ลาบปลา 
หมูแอป 

 

 
1/1/0 
0/0/0 
5/2/1 
4/0/0 
5/3/1 
5/5/5 
0/1/0 
0/2/1 
2/0/0 
5/3/3 
4/1/0 
5/5/5 
0/0/0 
5/5/5 
1/0/0 

 

 
4 

<2 
70 
13 
110 

>1600 
2 
6 
4 

170 
17 

>1600 
<2 

>1600 
2 

 
1/3/1 
3/2/0 
5/2/1 
5/0/1 
5/3/3 
5/5/5 
0/2/1 
1/2/2 
3/0/0 
5/5/5 
4/2/0 
5/5/5 
2/0/0 
5/5/5 
2/0/0 

 

 
10 
14 
70 
30 
170 

>1600 
6 
10 
8 

>1600 
22 

>1600 
4 

>1600 
4 
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ตาราง  4   แสดงผลการวิเคราะห  Coliform bacteria รานอาหารพ้ืนเมืองท่ี  2 
 

 
 
ตัวอยางอาหาร 

                                                   ครั้งท่ี 2 
เวลา 08.00-09.00 น. เวลา 12.00-13.00 น. 

บันทึกผล แปลผล 
Coliform MPN/g 

       บันทึกผล แปลผล 
Coliform MPN/g 

 
แกงขนุน 
แกงหยวกกลวย 
แกงปลีกลวย 
แกงแคไก 
ตําขนุน 
ตําถ่ัวฝกยาว 
น้ําพริกปลารา 
น้ําพริกตาแดง 
น้ําพริกหนุม 
น้ําพริกปลานิล 
ยําถ่ัวแปบ 
ยําหนอไมดอง 
ลาบหมูคั่ว 
ลาบปลา 
หมูแอป 

 

 
4/2/0 
0/0/0 
0/0/0 
4/2/0 
0/0/2 
4/0/0 
5/5/1 
0/0/0 
4/2/0 
0/0/2 
0/1/0 
3/1/1 
5/2/2 
1/0/0 
0/0/0 

 
22 
<2 
<2 
22 
4 
13 
300 
<2 
22 
4 
2 
14 
90 
2 

<2 

 
                 5/2/0 
                 0/0/0 
                 3/0/0 
                 5/20 
                  4/2/2 
                  5/5/0 
                  5/5/5 
                  1/0/0 
                  5/2/0 
                  4/2/2 
                  0/2/0 
                   4/1/1 
                   5/5/5 
                   4/5/2 
                  0/0/2 

 

 
50 
<2 
8 
50 
30 
240 

>1600 
2 
50 
30 
4 
21 

>1600 
55 
4 
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ประวัติผูเขียน 
 
ชื่อ - สกุล   นางสาวปานวลี  ฉันทเจริญโรจน 
 
วัน เดือน ปเกิด   11 มิถุนายน 2507 
 
ประวัติการศึกษา    
 
    พ.ศ. 2521-2523        การศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนตน 
                                                                                        โรงเรียนหางฉัตรวิทยา 
    พ.ศ. 2524-2527         การศึกษาระดับประกาศนียบัตร 
                                                                                                ตอนตน  
                                                                                         วิทยาลัยอาชีวศึกษาลําปาง 
               พ.ศ.  2528 -2531        ปริญญาตรี คหกรรมศาสตรบัณฑิต 
                                                                                        (อาหารและโภชนาการ) 
                                                                                          มหาวิทยาเทคโนโลยีราชมงคล  
                                                                                                กรุงเทพมหานคร                                                         
                                           
ประสบการณการทํางาน 
     
                                         พ.ศ. 2531 -2533         โภชนากร โรงพยาบาลเชียงราย 
                                                                                          ประชานุเคราะห 
    พ.ศ. 2533 -2535        โภชนากร โรงพยาบาลลําปาง 
    พ.ศ. 2535 -2538         นักโภชนาการ โรงพยาบาลพิจิตร 
    พ.ศ. 2538 – ปจจุบัน   นักโภชนาการชํานาญการ 
                                                                                          โรงพยาบาลลําปาง 
 

 


