
อุปกรณ์และวิธีดำเนินการวิจัย

3.1 จุลิ'นทรีย์ทดสอบ

จ ุล ินท ร ีย ์ก ่อ 'โ รค ท ี่ใช ้1ท ด ส อ บ ม ี 4 ชน ิด  ด ัง น ี้ เช ื้อ บ ร ิส ุท ธ ิ้ Listeria monocytogenes A T C C  

19114  (T o kyo  U n iv e rs it y  o f  M a r in e  S c ie n c e  an d  T e c h n o lo g y  ป ร ะ เท ศ ญ ีป ุน )  เซ ือบ ร ิส ุท ธ ิ 

Salmonella  T y p h im u r iu m  A T C C  13311 เซ ือบร ิส ุท ธ ึ๋ Staphylococcus aureus A T C C  2 5 923  

แ ล ะ เช ื้อ บ ร ิส ุท ธ ี้ Escherichia co li A T C C  25 922  (ห ้อ งป ฏ ิบ ัต ิก า ร ว ิจ ัย แ ล ะ ก า รท ด ส อ บ อ า ห า ร  ค ณ ะ 

ว ิท ย าศ าส ต ร ์ จ ุฬ าล งก รณ ์ม ห าว ิท ย าล ัย )

3.2 อุปกรณ์และสารเคมี

3.2.1 พื้นผิวทดสอบและสวอบ

พ ื้น ผ ิวท ด ส อ บ  3 แ บ บ  ด ัง น ี้ s ta in le s s  s te e l ช น ิด  3 0 4  N o . 2B  (บ ร ิษ ัท  เอส.ซ ี. เซ อร ์ว ิส  

แ อ น ด ั ซ ัพ พ ล า ย  จ ำ ก ัด )  p o ly e s te ru re th a n e  (บ ร ิษ ัท  ต ้า เห ร ีย ญ  อ ิน ด ัส ท ร ีส ์ จ ำ ก ัด )  แ ล ะ  

p o ly e s te ru re th a n e  ท ี่ใช ้-งานมาแล ้ว 5 ป ี (บร ิษ ัท  เบทาโกร จำก ัด )

ส วอ บ  4 ช น ิด  ด ัง น ี้ ส วอ บ ส ำล ีแ ล ะผ ้า ก ๊อ ซ  (บ ร ิษ ัท  ไท ยก ๊อซ  จ ำก ัด ) ส วอ บ โฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น  

และฟ องน ํ้า เซ ลล ูโลส  (บ ร ิษ ัท  3 เอ ็ม  ป ระเท ศไท ย  จำก ัด)

3.2.2 อาหารเล้ียงเชื้อ

Agar c o a rs e  p o w d e r  (M e rc k  L ab o ra to r ie s , D a rm s ta d t, G e rm a n y )

B a c to  P e p to n e  (B e c to n  D ic k in so n , Sparks, M D , USA)

B a ird -P a rk e r  agar b a s e  (B e c to n  D ick in son , Spa rks , M D , U SA )

T ry p t ic a s e  S o y  B ro th  (M e rc k  L a b o ra to r ie s , D a rm s ta d t, G e rm a n y )  

N u tr ie n t  agar (M e rc k  L a b o ra to r ie s , D a rm stad t, G e rm a n y )

P A L C A M  agar (B e c to n  D ic k in so n , Sparks, M D , USA)

X y lo s e  L y s in e  D e o x y c h o la t e  agar (B e c to n  D ic k in so n , Sp a rk s , M D , U SA ) 

V io le t  R ed  B ile  agar w ith  M U G  (B e c to n  D ic k in so n , S pa rk s , M D , U SA )



สารเคมี

A n t is e p t ic  (AR grade)

D is o d iu m  h yd ro g e n  p h o sp h a te  (AR grade)

S o d iu m  c h lo r id e  (AR grade)

P o ta s s iu m  d ih y d ro g e n  p h o sp h a te  (AR g rade)

เคร่ืองมีอที่ใช้ในการวิจัย

เค ร ื่อ ง  pH  m e te r  (Eu te ch  ร ุ่น  C y b e r  S can  pH  1000  B e n c h , S in gap o re ) 

เค ร ือ ง  V o r te x  (L a b n e t  ร ุ่น  V X 1 00 , USA)

เค ร ื่อ ง  A u t o c la v e  (TO M Y  A u to c la v e  ร ุ่น  SS -320 , Ja p a n )

เค ร ื่อ ง  A u t o c la v e  (SANYO  L a b o  A u to c la v e  ร ุ่น  M L S -2 4 0 0 , Ja p an ) 

เค ร ื่อ ง  W a te r  b a th  sh ake r (GFL ร ุ่น  1083)

ต ู้อ บ ล ม ร ้อ น  (H o t air o ven ) (M e m m e rt  ร ุ่น  600 , G e rm a n y )

เต า ให ้ค ว าม ร ้อ น  (H o t p la te )  (F ra m o ^ -G e ra te te ch n ik  ร ุ่น  M  21 /1 )

เค ร ื่อ ง  S p e c t r o p h o to m e te r  (JAS .CO  ร ุ่น  V -530 , Ja p a n )

เค ร ื่อ งช ั่ง น ํ้า ห น ัก  ท ศน ิยม  2 ตำแหน ่ง  (S a rto r iu s  ร ุ่น  B P 310 0S , G e rm a n y )  

เค ร ื่อ งช ั่ง น ํ้า ห น ัก  ท ศน ิยม  4 ตำแหน ่ง  (S a rto r iu s  ร ุ่น  A 2 0 0 5 , G e rm a n y )

ต ู้'บ ่ม เพ าะเซ ือ  In cu ba to r (H e raeu s in s t ru m e n t  ร ุ่น  B6)

ต ู้ป ม เพ า ะ เช ื้อ  In cu b a to r  (M e m m e rt  ร ุ่น  500 , G e rm a n y )

เค ร ื่อ ง  C o lo n y  c o u n te rs  (Sun tex , T a iw an )

ต ู้ L a rm in a r  f lo w  c a b in e t  (BVT-123 , T h a ila n d )

S c ra p e r  ป ลอ ด เช ื้อ  ขน าด ใบป าดกว ้าง  20  m m  ด ้า ม จ ับ ย า ว  2 9 0  m m  

(S p ll ife s c ie n c e s ,  Korea)

เค ร ื่อ งแ ก ้วต ่า ง ๆท ี่จ ำ เป ็น
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3.3 การวิเคราะห์ลักษณะของสวอบและพื้นผิวสัมผัสอาหาร

3.1.1 ศึกษาลักษณะพื้นผิวและสวอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง

ศ ึก ษ า ล ัก ษ ณ ะ ภ า ย น อ ก ข อ ง ส ว อ บ แ ล ะ พ ื้น ผ ิว ด ้ว ย ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์แ บ บ ใ ช ้แ ส ง  ( lig h t 

m ic ro s c o p e )  N ikon  D X M 1 2 0 0 F  ท ี่ก ำล ังข ย าย  150x โ ด ย อ ุป ก รณ ์ส วอ บ ศ ึก ษ าข น า ด ร ูแ ล ะค ว า ม  

ห น า  ส ่วน พ ื้น ผ ิวศ ึก ษ าข น าด ร ู

3.1.2 ศึกษาความขรุฃระและลักษณะโครงสร้าง 3 มิติของพ้ืนผิว

น ำ พ ื้น ผ ิว ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ค ว า ม ฃ ร ุฃ ร ะ  (R ou ghn ess , Ra) แ ล ะถ ่า ย ภ า พ โ ค รง ส ร ้า ง ส า ม ม ิต ิข อ ง  

พ ื้น ผ ิว ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  S u r fc o m  1 4 0 0 A -3 D F /5 9 0 A -3 D  ท ี่บ ร ิษ ัท  T o y o  S e ik a n  K a ish a  

จ ังหว ัดโยโกฮาม ่า  ป ร ะ เท ศ ญ ี่ป ุน  ว ิเค รา ะห ์ล ัก ษ ณ ะพ ื้น ผ ิว โด ย ใช ้เข ็ม ข น าด เล ็ก ล าก ผ ่าน ผ ิวท ด ส อ บ ต าม  

แ น วข ว าง เป ็น ร ะย ะ  1 cm  จ ำ น ว น  3 ค ร ั้ง แ ล ะน ำม า เฉ ล ี่ย เป ็น ค ่าค วาม ฃ ร ุข ระ  ร ูป โ ค รง ส ร ้า งส าม ม ิต ิข อ ง  

พ ื้น ผ ิวท ี่ไ ด ้จ าก ก ารล าก เข ็ม ต าม แ น วข วางผ ่าน ผ ิวท ด ส อ บ ห ล าย ค ร ั้ง

3 .4  ก า ร เต ร ีย ม แ บ ค ท ีเร ีย  พ ื้น ผ ิว แ ล ะ ส ว อ บ

3 .4 .1  ก า ร เต ร ีย ม แ บ ค ท ีเร ีย

น ำแ บ ค ท ีเร ียบริสุท ธ ิ้ท ี่เก ็บ ไว ้ในกลีเช อ รอ ล  20%  ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ -20 °c  (s to ck ) มา s t re a k  บ น  

อ าห ารเล ี้ย ง เช ื้อ  t ry p t ic a s e  s o y  agar (TSA) ใน จ าน เพ า ะ เช ื้อ  โดย ร. T y p h im u r iu m  ร . aureus 

และ E. coli เพ าะ เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7 ° c  แ ล ะ  L  monocytogenes เพ า ะ เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 

3 0 °c  น าน  24  ช ั่วโมง ห ล ัง จ าก บ ่ม น ำ เช ื้อ เก ็บ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 °c  ใช ้ส ำห ร ับ เต ร ีย ม เช ื้อ ใน ก า รท ด ส อ บ ซ ึ่ง  

เก ็บไว ้ไม ่เก ิน  4 ส ัป ด าห ์ แ ล ้วจ ึงถ ่าย เช ื้อ ล งอ าห ารเล ี้ย ง เช ื้อ ให ม ่

เต ร ีย ม เช ื้อ ก ่อ น ก า รท ด ส อ บ โด ย ถ ่า ย เช ื้อ  1 ล ูป จ าก เช ื้อ ท ี่เจ ร ิญ เต ิบ โต อ ย ู่บ น อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิ 4°c ล งใน อ าห ารเล ี้ย ง เช ื้อ  t r y p t ic a s e  so y  b ro th  (TSB) 10 ม ิล ล ิล ิต ร  บ ่ม น า น  24  ช ั่วโมง 

ต าม อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม าะส ม ข อ ง เช ื้อ แ ต ่ล ะต ัว  จ าก น ั้น ถ ่า ย เช ื้อ  1 ล ูป จาก ห ล อ ด ท ี่บ ่ม แล ้ว  ล งใน ห ล อ ด ให ม ่ท ี่ 

ม ิอ าห ารเล ี้ย ง เช ื้อ  TSB  10 ม ิล ล ิล ิต ร  น ำไป เพ า ะ เล ี้ย ง เช ื้อ ต าม อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม า ะส ม  น า น  16 -1 8  ช ั่วโมง 

จ ะได ้เช ื้อ ท ี่ร  ะด ับ  108-1 0 9 C F U / m l เจ ือ จ า ง เช ื้อ ส ำห ร ับ ท ด ส อ บ ด ้ว ย ส า รล ะล าย  p e p t o n e  w a te r

0 .1 % ให ้ม ิป ร ิม าณ เช ื้อ ท ี่ร ะด ับ  105-1 0 6 C F U / m l

ก า รต รวจ น ับ จ ำน วน เซ ล ล ์เร ิ่ม ต ้น โด ย ป ีเป ต เช ื้อ  1 ม ิลล ิล ิต ร จ าก ห ล อ ด ท ี่บ ่ม แ ล ้ว  16 -18  ช ั่วโมง 

ใส ่ล งใบ ห ล อ ด ท ด ล อ งท ี่ม ิส า รล ะล าย  p e p to n e  w a te r  0.1%  ป ร ิม า ต ร  9 ม ิล ล ิล ิต ร  เจ ือ จ า ง เช ื้อ จ น ได ้ 

ร ะด ับ ค ว า ม เข ้ม 1ข ้น ท ี่ต ้อ งก าร  จ าก น ั้น ใช ้ว ิธ ี s p re a d  p la te  t e c h n iq u e  โดยป ิเป ตเช ื้อ ท ี่เจ ือ จ างแ ล ้ว  

ป ร ิม า ต ร  0.1 ม ิล ล ิล ิต ร  ล ง ใน จ าน เพ า ะ เช ื้อ ท ี่ม ิอ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  s e le c t iv e  m e d ia  ต า ม ต า รา ง ท ี่ 3.1 

แ ล ะร ูป ท ี่ 3.1 ด ังน ี้ L. monocytogenes -  P A L C A M  agar, 5. T y p h im u r iu m  -  X L D  agar,

5. aureus -  B a ird -p a rke r agar แ ล ะ  E. coli -  V R B A -M U G  agar ใช ้แ ท ่ง แ ก ้วป ล อ ด เช ื้อ เก ล ี่ย ท ั่ว
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ผ ิว ห น ้า อ า ห า ร  ป ีด ฝ า แ ล ะ ค ว ํ่า จ า น เพ า ะ เช ื้อ  น ำ ไ ป บ ่ม ต า ม อ ุณ ห ภ ูม ิท ีเห ม า ะ ส ม น า น  24 -4 8  ช ั่วโมง (ร. 

T y p h im u r iu m  5. aureus แ ล ะ  E. coli บ ่ม ท ี่ 3 7 ° c  ส ่ว น  L. monocytogenes บ ่ม ท ี่ 30°c) 

ห ล ัง จ า ก บ ่ม แ ล ้ว น ำ ม า น ับ จ ำ น ว น โ ค โ ล น ีท ี่ม ีจ ำ น ว น อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  3 0 -3 0 0  โค โล น ี แ ล ะ น ำ ไ ป ค ำ น ว ณ ห า  

จ ำ น ว น เช ื้อ ใน ส า รล ะล าย  1 ม ิล ล ิล ิต ร  การทดลองทำ 3 ซํ้า

ต า รางท ี่ 3. 1 ป ีจ จ ัย ท ี่ใช ่ใน ก าร เล ี้ย งแ บ ค ท ีเร ีย แ ต ่ล ะช น ิด

แบฅทืเรีย อุเนหภูมิ (°0 Selective media เวลา (h)

E. COÜ 37 VRBA-Ml IG agar 24
ร. aureus 37 Baird-parker agar 24
ร. Typhimurium 37 XLD agar 24
L  monocytogenes 30 PALCAM agar 48

V R B A -M U G  agar B a ird -p a rk e r agar X L D  agar P A L C A M  agar

ร ูป ท ี่ 3. 1 ล ัก ษ ณ ะก า ร เจ ร ิญ ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย แ ต ่ล ะซ น ิด บ น  s e le c t iv e  agar

3.4.2 การเตรียมสวฮบ

ส ว อ บ ท ี่ใ ช ่ใ น ก า รท ด ล อ ง ม ี 4 ช น ิด  ด ัง น ี้ ส ว อ บ ส ำ ล ี ( c o t to n )  ส ว อ บ โ ฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น  (PU  

fo a m )  แ ล ะฟ อ งน ํ้า เซ ล ล ูโล ส แ บ บ แ ห ้ง  (sp o n g e )  เป ีน แ บ บ ป ล อ ด เช ื้อ เก ็บ ใน ถ ุง ห ร ือ ห ล อ ด พ ร ้อ ม ใช ้ 

ท ด ส อ บ  ส ่วน ผ ้าก ๊อ ซ  (g auze ) เต ร ีย ม โด ย ต ัด ผ ้าก ๊อ ซ ให ้ม ีข น าด  15 c m  X 15 c m  พ ับ ให ้ม ีค ว าม ห น า  

เท ่าก ัน จ น ม ีข น าด  5 c m  X 5 c m  นำไป ฆ ่า เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 12 1°c  น าน  15 น าท ี ( a u to c la v e )  แ ล ะอ บ  

ให ้แ ห ้ง ใน ต ู้อ บ ล ม ร ้อ น  (h o t  a ir o v e n )  ใน ก า รท ด ส อ บ น ี้ส ว อ บ ส ำล ี แ ล ะส วอ บ โฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น ใช ้ส วอ บ  

เก ็บ เช ื้อ ใน พ ื้น ท ี่ข น าด  10 c m  X 10 c m  แ ล ะฟ อ งน ํ้า เซ ล ล ูโล ส แ บ บ แ ห ้งแ ล ะผ ้า ก ๊อ ซ ใช ้ส วอ บ เก ็บ เช ื้อ ใน  

พ ื้น ท ี่ข น าด  30  c m  X 30  c m  ใน ก า รท ด ส อ บ น ี้ไ ด ้ก ำ ห น ด ข น า ด พ ื้น ผ ิว ให ้เห ม า ะส ม ก ับ ข น า ด แ ล ะช น ิด  

ของ ส วอ บ ต าม ท ี่ บ .ร . F o o d  a n d  D rug A d m in is t r a t io n  ไ ด ้แ น ะน ำ ไ ว ้

ส ว อ บ ส ำ ล ีแ ล ะ ส ว อ บ 'โ ฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น ท ี่จ ุ่ม อ ย ู่'ใ น ห ล อ ด ป ล อ ด เช ื้อ ท ี่ม ีส า ร ล ะ ล า ย  B u ffe re d  

p e p to n e  w a te r  (BPW ) ป ร ิม า ต ร  10 ม ิล ล ิล ิต ร  ก ่อ น ก า รท ด ล อ ง ให ้ด ีง ส วอ บ ช ื้น ม า แ ต ะก ับ ด ้า น ใน ช อ ง
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ห ล อ ด ท ด ล อ ง แ ล ะ บ ิด ก ้า น ส ว อ บ ไ ป ม า จ น ห ัว ส ว อ บ เป ีย ก ห ม า ด ๆ แ ล ้ว ด ึง อ อ ก จ า ก ห ล อ ด  ส ่ว น ผ ้า ก ๊อ ซ  

แ ล ะฟ อ งน ํ้า เซ ล ล ูโล ส จ ุ่ม ใน ถ ุงป ล อ ด เช ื้อ ท ี่ม ี B P W  ป ร ิม า ต ร  50  ม ิล ล ิล ิต ร  บ ิด ส ว อ บ ให ้ห ม า ด ก ่อ น แ ล ้ว  

ค ่อ ยนำออกจากถ ุง

3.4.3 การเตรียมตัวอย่างพื้นผิว

อ ้างอ ิงจ าก ว ิธ ีฃ อ ง  C h a tu ro n g k a su m r it  e t  a l. (2011) ใน ก ารท ด ล อ ง ใช ้พ ื้น ผ ิว  3 แ บ บ  ค ือ 

เห ล ็ก ก ล ้า ไ ร ้ส น ิม  ( s ta in le s s  s te e l)  เก รด  3 0 4  พ ื้น ผ ิว  2 B  แ ล ะ พ อ ล ีเ อ ส เท อ ร ์ย ูร ีเท น

(p o ly e s te ru re th a n e , PUR) แ บ บ เก ่า แ ล ะ ให ม ่ น ำม าต ัด เป ็น แ ผ ่น ส ี่เห ล ี่ย ม ข น าด  10 c m  X 10 cm  

ส ำห ร ับ ใช ้ส วอ บ ด ้ว ย ส วอ บ ส ำล ีแ ล ะส วอ บ โฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น  แผ ่นขนาด  30  c m  X 30  c m  ส ำห ร ับ ใช ้ 

ส วอ บ ด ้วยผ ้าก ๊อ 1ซ แ ล ะ ,ฟ องน ํ้า เซ ลล ูโลส  (บ .ร . F o o d  a n d  Drug A d m in is t ra t io n )  แ ล ะข น าด  5 c m  X 

5 cm  ส ำห ร ับ ใช ้ท ด ส อ บ ก ารส วอ บ ไบ โอ ฟ ิล ์ม  แ ผ ่น พ ื้น ผ ิวท ั้ง ห ม ด ท ำค วาม ส ะอ าด ด ้วย ฟ อ งน ํ้า  ว างท ิ้ง ไ ว ้ 

ให ้แห ้ง  น ำแ ผ ่น ส เต น เล ส ไ ป ฆ ่า เช ื้อ ใน ต ู้อ บ ล ม ร ้อ น  (h o t  air o ven ) อ ุณ ห ภ ูม ิ 1 7 0 °c  น า น  1 ช ั่วโมง 

แ ผ ่น พ อ ล ิเอ ส เท อ ร ์ย ูร ีเท น น ำเช ้า เค ร ื่อ งฆ ่า เช ื้อ  (a u to c la v e )  อ ุณ ห ภ ูม ิ 1 2 1°c  น าน  15 น าท ี น ำอ อ ก ม า  

วางไว ้ให ้แห ้ง ในต ู้ป ลอด เช ื้อ ท ี่เป ิด ร ังส ีอ ัล ต ราไวโอ เล ต  อย ่างน ้อย  30 น าท ีก ่อ น ท ำก ารท ด ส อ บ

3.5 การวิเคราะห์จำนวนแบคทีเรียที่ได้จากสวอบหลังจากการใส่เชื้อลงบบสวอบโดยตรง (Van 
Horn et al., 2008)

ก า ร ใ ส ่เช ื้อ บ น ส ว อ บ ส ำ ล ีแ ล ะ ส ว อ บ โ ฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น  โ ด ย น ำ ห ล อ ด ส า ร ล ะ ล า ย แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ม ี 

จ ำ น ว น เร ิ่ม ต ้น อ ย ู่ป ร ะ ม า ณ  10 6 C F U / m l ป ิเป ต ส า รล ะล าย เช ื้อ ป ร ิม าต ร  0.1 ม ิล ล ิล ิต ร  ใส ่ล งบ น ห ัว  

ส ว อ บ แ ต ่ล ะ อ ัน ท ี่เ ต ร ีย ม ไ ว ้จ า ก ข ้อ  3 .4  ส ว อ บ ส ำ ล ีใ ส ่ใ ห ้ต ัด เอ า แ ต ่ห ัว ส ว อ บ ใ ส ่ก ล ับ ล ง ใ น ห ล อ ด ท ี่ม ี 

ส า รล ะล าย  BPW  ห ล อ ด เด ิม  ส วอ บ โฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น ให ้น ำส วอ บ ใส ่ก ล ับ ล งใน ห ล อ ด  BPW  ห ล อ ด เด ิม  

นำห ลอดท ดลองท ั้งหมดไป  v o r te x  น าน  1 นาท ี

ก า รใส ่เช ื้อ บ น ผ ้าก ๊อ ซ แ ล ะฟ อ งน ํ้า เซ ล ล ูโล ส  โ ด ย น ำห ล อ ด ส า รล ะล า ย แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ม ีเช ื้อ เร ิ่ม ด ้น  

อ ย ู่ป ระม าณ  105 C F U / m l ป ิเป ต เช ื้อ ป ร ิม า ต ร  1 ม ิลล ิล ิต ร  ใส ่ล งบ น ส วอ บ ท ี่เต ร ีย ม ไ ว ้จ าก ข ้อ  3 .4  นำ 

ส วอ บ แ ต ่ล ะอ ัน ใส ่ก ล ับ ล ง ใน ถ ุง ท ี่ม ีส า รล ะล าย  BPW  ถ ุงเด ิม  แ ล ะน ำไป เช ้า เค ร ื่อ ง  s t o m a c h e r  ที่ 2 3 0  

rpm  บ าน  1 นาท ี เน ื่อ งจ าก พ ื้น ท ี่ท ี่ใช ้ส ำห ร ับ ส วอ บ ม ีฃ น าด ต ่า งก ับ  ก า รท ด ล อ งจ ึง ค วบ ค ุม ป ร ิม าณ เช ื้อ ท ี่ 

ใ ส ่ล งบ น พ ื้น ผ ิว ก ่อ น ท ำก า รส วอ บ ให ้ม ีจ ำน วน เท ่า ก ัน ท ี่ร ะด ับ  105 C F U / c o u p o n  ก า รท ด ล อ ง ค วบ ค ุม ใช ้ 

ส ารล ะล าย  BPW ใส ่บ น ห ัวส วอ บ แ ท น ส ารล ะล าย เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย

ก า รต รวจ น ับ จ ำน วน แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ถ ูก ป ล ่อ ย อ อ ก จ าก ส วอ บ ด ้ว ย ว ิธ ี sp re a d  p la te  t e c h n iq u e  โด ย ป ิเป ต  

เช ื้อ 1 ม ิล ล ิล ิต รจ าก ห ล อ ด ห ร ือ ถ ุง  ใส ่ล ง ใน ห ล อ ด ท ด ล อ งท ี่ม ีส า รล ะล าย  p e p to n e  w a te r  0 .1%  

ป ร ิม าต ร  9 ม ิล ล ิล ิต ร  เจ ือ จ า ง ให ้ได ้ร ะด ับ ค วาม เข ้ม ข ้น ท ี่ต ้อ งก า ร  ป ีเป ต เช ื้อ ท ี่เจ ือ จ า ง แ ล ้ว ป ร ิม า ต ร  0.1 

ม ิลล ิล ิต ร ล ง ใน จ าน เพ าะ เช ื้อ ท ี่ม ีอ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  s e le c t iv e  agar เพ ื่อ ให ้ม ั่น ใจ ว ่าผ ล ก ารท ด ล อ งท ี่ได ้ไม ่ 

ม ีก า รป น เป ีอ น จ า ก จ ุล ิน ท ร ีย ์ช น ิด อ ื่น  จ า ก น ั้น ใช ้แ ท ่ง แ ก ้ว ป ล อ ด เช ื้อ เก ล ี่ย ท ั่ว ผ ิว ห น ้า อ า ห า ร  ป ิด ฝ า แ ล ะ
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ค ว รจ าน เพ า ะ เช ื้อ  น ำไ ป บ ่ม ต าม อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม า ะส ม  น า น  2 4 -4 8  ช ั่วโมง ห ล ัง จ าก บ ่ม แ ล ้ว ให ้น ำม าน ับ  

จ ำ น ว น โ ค โ ล น ีท ี่ม ีจ ำ น ว น อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  3 0 -3 0 0  โค โล น ี แ ล ะ น ำ ไ ป ค ำ น ว ณ ห า จ ำ น ว น เช ื้อ ใ น ส า รล ะ ล า ย  

1 ม ิล ล ิล ิต ร  (log  C F U /m l)  ก า รท ด ล อ งท ั้งห ม ด เป ็น แ บ บ แ ฟ ค ท อ เร ีย ล  โดยแต ่ล ะหน ่วยท ดลองท ำ 3 ซํ้า 

แ ล ะก า รค ำ น ว ณ เป อ ร ์เซ ็น ต ์ป ระส ิท ธ ิภ าพ ก า รป ล ่อ ย แ บ ค ท ีเร ีย ข อ ง ส ว อ บ  ต าม ส ม ก ารท ี่ (1) ก า รท ด ล อ ง  

ค วบ ค ุม ใช ้ส า รล ะล าย  p e p to n e  w a te r  0 .1%  ใส ่บ น พ ื้น ผ ิวแ ท น ส ารล ะล าย เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย

"จ ำน วน โค โล น ีเฉ ล ี่ย ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ไ ด ้จ าก ส วอ บ แ ต ่ล ะช น ิด  (log  C F U /m l) X 100

V .จ ำน วน โค โล น ีเฉ ล ี่ย ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย เร ิ่ม ด ้น ท ี่ใส ่ล งบ น ส วอ บ  (log  C F U /m l)  >

(1)

3.6 การวิเคราะห์จำนวนแบคทีเรียที่เก็บได้จากพื้นผิวโดยใช้สวอบชนิดต่างๆ

ว ิธ ีน ี้อ ้า งอ ิงจ าก  M o o re  a n d  G riff ith  (2 002 a ) โด ย ใส ่เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย แ ต ่ล ะช น ิด ท ี่ร ะด ับ เซ ล ล ์ 

105 C F U / c o u p o n  ล งบ นพ ื้นผ ิวท ั้ง  3 แ บ บ แ ล ะเก ล ี่ย ให ้ท ั่ว  โด ย พ ื้น ผ ิวท ี่ใช ้ใน ก า รท ด ส อ บ แ บ ่งอ อ ก เป ็น

2 ข น าด เพ ื่อ ให ้เห ม า ะส ม ก ับ ข น าด ข อ งอ ุป ก รณ ์ส วอ บ  ด ัง น ี้ พ ื้น ผ ิวข น าด  10 cm  X 10 c m  ส ำห ร ับ  

ส วอ บ ด ้ว ย ส วอ บ โฟ ม โพ ล ิย ูร ีเท น แ ล ะส วอ บ ส ำล ี พ ื้น ผ ิว ข น าด  30  cm  X 30 cm  ส ำ ห ร ับ ส ว อ บ ด ้ว ย  

ฟ อ งน ำเซ ล ล ูโล ส แ ล ะผ ้าก ๊อ ซ  (บ .ร . F o o d  a n d  D rug A d m in is tra t io n )  จ า ก น ั้น ใช ้ส ว อ บ เก ็บ  

แ บ ค ท ีเร ีย จ าก พ ื้น ผ ิวท ัน ท ี (ส ภ า ว ะพ ื้น ผ ิว เป ีย ก )  ห ร ือ ป ล ่อ ย พ ื้น ผ ิว ให ้แ ห ้ง ป ระม าณ  1 ช ั่ว โม งแ ล ้วจ ึง ใช ้ 

ส วอ บ เก ็บ แ บ ค ท ีเร ีย จ าก พ ื้น ผ ิว  (ส ภ าว ะพ ื้น ผ ิว แ ห ้ง )  น ำจ ำน วน แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่เก ็บ ไ ด ้ไ ป ค ำน วณ เป อ ร ์เซ ็น ต ์ 

จ ำน วน แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ไ ด ้จ าก ก ารใช ้ส วอ บ เก ็บ แ บ ค ท ีเร ีย จ าก พ ื้น ผ ิว

3 .6 .1  ก า รส ว อ บ ข ณ ะ พ ื้น ผ ิว ท ด ส อ บ เป ีย ก

ส ว อ บ ส ำ ล ีแ ล ะส ว อ บ โ ฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท บ  น ำ ห ล อ ด แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ม ิเช ื้อ เ ร ิ่ม ต ้น อ ย ู่ป ร ะ ม า ณ  1 0 6  

C F U / m l ป ิเป ต เช ื้อ ป ร ิม าต ร  0.1 ม ิล ล ิล ิต ร  ใส ่ล งบ น พ ื้น ผ ิว แ ต ่ล ะช น ิด  (ปลอดเช ื้อ ) ข น าด  100  c m * 2 ใช ้ 

แ ท ่ง แ ก ้วป ล อ ด เช ื้อ เก ล ี่ย ส า รล ะล าย เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย ให ้ท ั่วพ ื้น ผ ิว  (105 C F U / c o u p o n )  น ำส ว อ บ ท ี่เต ร ีย ม  

ไ ว ้จ าก ข ้อ  3.4 ส วอ บ บ น พ ื้น ผ ิว  โ ด ย ถ ือ ส วอ บ ท ำม ุม  30  อ งศ าจ าก พ ื้น ผ ิว  ล ูบ ใน แ น วต ั้ง  แ น ว น อ น  แ ล ะ  

แ น วท แ ย งอ ย ่า งล ะ  10 คร ั้ง  ต าม ร ูป ท ี่ 2 .4  แ ล ะ  2.5 ต ัด ห ัวส วอ บ ส ำล ีใส ่ห ล อ ด  B P W  ห ล อ ด เด ิม  ส ่ว น  

ส วอ บ โฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น ให ้ใส ่ก ล ับ ล ง ใน ห ล อ ด เด ิม เช ่น เด ีย วก ัน  น ำห ลอด ท ด ลอ งท ั้งห มดไป  v o r te x  น า น  

1 นาท ี

ผ ้าก ๊อ 1ซ และฟ องน ํ้า เซ ลล ูโลส  น ำห ล อ ด แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ม ีเช ื้อ เร ิ่ม ต ้น อ ย ู่ป ร ะม าณ  1 0 5 C F U / m l 

ป ิเป ต ส า ร ล ะ ล า ย แ บ ค ท ีเ ร ีย ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร  (1 0 5  C F U / c o u p o n )  ใ ส ่ล ง บ น พ ื้น ผ ิว แ ต ่ล ะ ช น ิด  

ข น าด  30  cm  X 30 cm  ใช ้แท ่งแก ้ว เกล ี่ย ให ้ท ั่ว  แ ล ้ว ใส ่ถ ุงม ือ ป ล อ ด เช ื้อ จ ับ ส วอ บ ท ี่เต ร ีย ม ไ ว ้จ าก ข ้อ  3.4 

ส ว อ บ บ น พ ื้น ผ ิว แ บ บ เด ีย ว ก ับ ก า รส ว อ บ ด ้ว ย ส ว อ บ ส ำ ล ีแ ล ะส ว อ บ โ ฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น  จ า ก น ั้น น ำ ส ว อ บ ใส ่ 

กล ับ ล งใน ถ ุง เด ิม  น ำไป เช ้า เค ร ื่อ ง  s to m a c h e r  ที่ 2 3 0  rp m  น าบ  1 นาท ี แ ล ะ น ับ จ ำ น ว น เช ื้อ ด ้ว ย ว ิธ ี 

s p re a d  p la te  te c h n iq u e  จ ำน ว น โ ค โ ล น ีท ี่ไ ด ้จ า ก ส ว อ บ  (log C F U / c o u p o n )  ไ ป ค ำ น ว ณ ห า
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เป อ ร ์เซ ็น ต ์จ ำ น ว น แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ใ ช ้ส ว อ บ เก ็บ เช ื้อ จ า ก พ ื้น ผ ิว ต ่า ง ๆ  ต า ม ส ม ก า รท ี่ (2) ก า ร  

ท ด ล องค วบ ค ุม ใช ้ส ารล ะล าย  B P W  ใส ่บ น พ ื้น ผ ิวแ ท น ส ารล ะล าย เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย

จำนวน โค โล น ีเฉ ล ี่ย ข องแบ ค ท ีเร ียท ี่ได ้จ ากส วอ บ  (๒ §  C F U /co u p o n ) X 100

^จำนวน โค โล ป ิเฉ ล ี่ย ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย เร ิ่ม ต ้บ ท ี่ใส ่ล งบ น พ ื้น ผ ิว  (log  C F U / co u p o n )

(2)

3 .6 .2  ก า รส ว อ บ ข ณ ะ พ ื้น ผ ิว ท ด ส อ บ แ ห ้ง

การท ด ส อบ ท ำเห ม ือน ข ้อ  3.6.1 แ ต ่ให ้ท ำก า รส วอ บ ห ล ัง จ าก ใส ่เช ื้อ ด ัง ก ล ่า วแ ล ้ว เก ล ี่ย ให ้ท ั่วบ น  

พ ื้น ผ ิว  ป ล ่อ ย ใ ห ้แ ห ้ง ป ร ะ ม า ณ  1 ช ั่ว โม ง  ห ร ือ จ น ก ว ่า จ ะ ม อ ง ไ ม ่เห ็น ส า ร ล ะ ล า ย บ น พ ื้น ผ ิว  ค ำ น ว ณ  

เป อ ร ์เซ ็น ต ์ป ระส ิท ธ ิภ าพ ข อ งส วอ บ ใน ก าร เก ็บ แ บ ค ท ีเร ีย จ าก พ ื้น ผ ิว ต าม ส ม ก ารท ี่ (2)

3.7 การวิเคราะห์จำนวนแบคทีเรียที่เก็บได้จากไบโอหิเล่มที่สร้างขึ้นบนพื้นผิวโดยใซ้สวอบชนิด 

ต่างๆ

การท ด ส อ บ บ ี้อ ้างอ ิง ว ิธ ีจ าก  C h a tu ro n g k a su m r it  e t  a l. (2011) โด ยการส ร ้างไบ โอห ิเล ่มของ 

แ บ ค ท ีเ ร ีย แ ต ่ล ะช น ิด บ น พ ื้น ผ ิว ส ัม ผ ัส อ าห า รข น าด  5 cm  X 5 cm  เต ร ีย ม ส วอ บ  ด ัง น ี้ ส ว อ บ ส ำ ล ีแ ล ะ  

ส วอ บ โ ฟ ม พ อ ล ิย ูร ีเท น เต ร ีย ม ต าม ว ิธ ีจ าก ข ้อ  3.4 ผ ้าก ๊อซ  (gauze) เต ร ีย ม โด ย ต ัด ผ ้าก ๊อ ซ ให ้ม ีฃ น าด

6 cm  X 6 cm  พ ับ ให ้ม ืค ว าม ห น า เท ่า ก ัน จ น ม ีข น า ด  2 cm  X 2 cm  น ำไป ฆ ่า เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 1 2 1 °c  

น าน  15 นาท ี (a u to c la v e )  แ ล ะอ บ ให ้แ ห ้ง ใน ต ู้อ บ ล ม ร ้อ น  (h o t a ir o v e n )  ฟ อ งน ํ้า เซ ล ล ูโล ส แ บ บ แ ห ้ง  

ป ล อ ด เช ื้อ  (sponge) เต ร ีย ม โด ย ใช ้ก ร รไ ก รป ล อ ด เช ื้อ ต ัด ให ้ม ีข น าด ป ระม าณ  2 cm  X 2 c m  ผ ้าก ๊อซ  

แ ล ะฟ อ งน ํ้า เซ ล ล ูโล ส แ ต ่ล ะอ ัน จ ุ่ม ล งใน ถ ุงป ล อ ด เช ื้อ ท ี่ม ี B PW  ป ร ิม า ต ร  20 ม ิล ล ิล ิต ร  บ ิด ส ว อ บ ท ั้ง ห ม ด  

ให ้ห ม าด ก ่อ น แ ล ้วค ่อ ย น ำอ อ ก จ าก ถ ุง ไป เก ็บ ไบ โอ ห ิเล่มบ น พ ื้น ผ ิว  จ ำ น ว น แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า รส ว อ บ  

น ำไป ค ำน วณ เป อ ร ์เซ ็น ต ์จ ำน วน แ บ ค ท ีเร ียท ี่ได ้จ าก ก ารใช ้ส วอ บ เก ็บ ไบ โอ ห ิเล ่ม จ าก พ ื้น ผ ิว

3 .7 .1  การส ร ้างไบโอห ิเล ่ม

เต ร ียมแผ ่นพ ื้น ผ ิวท ั้ง  3 แ บ บ ข น าด  5 c m  X 5 cm  ตามข ้อ  3.4 (ปลอดเช ื้อ ) น ำแ ผ ่น ต ัวอ ย ่า งท ี่ 

เต ร ีย ม แ ล ้ว ใส ่ล ง ใบ จ าน เพ า ะ เช ื้อ  ส ร ้างไบ โอห เิล่มข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย ช น ิด ต ่า ง ๆ โ ด ย ใช ้อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่ม ี 

ส า รอ าห า รน ้อ ย  (m in im a l m e d iu m )  ด ังน ี ไบโอห ิเล ่มชอง L. monocytogenes ใช ้อ าห า ร เล ีย ง เซ ือ  

M o d if ie d  W e ls h im e r ’ s b ro th  (M W B) (C h a tu ro n g k a su m r it  e t  a l., 2011) ร .  T y p h im u r iu m  

แ ล ะ  ร. aureus ใช ้อ าห ารเล ี้ย ง เช ื้อ  M 6 3  (A u s u b e l e t  a l., 1994) แล ะ E. coii ใช ้อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  

M 9  (Oh, Jo , Yang, &  Park, 2007 ) ป ีเป ต อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่ม ิส า รอ า ห า รน ้อ ย ป ร ิม า ต ร  20  ม ิล ล ิล ิต ร  

ใส ให ้ท ่วมแผ ่นต ัวอย ่าง  จ าก บ ี้น ป ีเป ต ส า รล ะล า ย เช ื้อ ท ี่ร ะ ด ับ  108 C F U /m l ป ร ิม า ต ร  2 0 0  p i  ใส ่ต าม ล ง  

ไ ป ใน จ า น เพ า ะ เช ื้อ  ป ิด ฝ า แ ล ะ น ำ ไ ป บ ่ม ต า ม อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม า ะ ส ม ข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย แ ต ่ล ะ ช น ิด  ด ัง บ ี้
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L. monocytogenes บ่มท่ี 30°c ร. Typimurium ร. aureus และ E. coli บ่มท่ี 37°c นำไปบ่ม 
นาน 24 ช่ัวโมง

เตรียมพ้ืนผิวโเอนการสวอบเก็บไบโอฟิล์ม โดยล้างแผ่นตัวอย่างด้วยน้ํากล่ันปลอดเช้ือ 20 
มิลลิลิตร จำนวน 3 คร้ัง โดยแต่ละคร้ังใช้คีมปลอดเช้ือคีบแผ่นตัวอย่างออกจากจานเพาะเช้ือเดิมและ 
ใส่ลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีน้ํากล่ันปลอดเช้ือใหม่ ปีดฝาและหมุนจานเพาะเช้ือตามเข็มนาฬิกา ทวนเข็ม 
นาฬิกา ช้ืนลง และซ้ายขวา อย่างละ 10 คร้ัง ใช้คีมปลอดเช้ือคีบแผ่นตัวอย่างใส่ลงในจานเพาะเช้ือท่ี 
มีสารละลาย BPW ปลอดเช้ือใหม่ 20 มิลลิลิตร การทดลองควบคุมเตรียมเหมือนกับตัวอย่างการ 
ทดลองแต่ไมใส่เช้ือลงไปในสารละลาย BPW

3.7.2 การสวอบไบโอฟิล์ม

นำสวอบท่ีเตรียมไว้สำหรับเก็บไบโอฟิล์มมาสวอบโดยใช้คีมปลอดเช้ือคีบแผ่นตัวอย่างข้ึนจาก 
สารละลาย BPW ใช้สวอบสวอบบนพ้ืนผิวท้ังสองด้านโดยถือสวอบท0ามุม 30 องศาจากพ้ืนผิว ลูบใน 
แนวต้ัง แนวนอน และแนวทแยงอย่างละ 5 คร้ัง ใส่สวอบสำลีและโฟมพอลิยูรีเทนท่ีสวอบบนพ้ืนผิว 
แล้วกลับลงในหลอดเดิมและนำหลอดท้ังหมดไป vortex นาน 1 นาที ส่วนผ้าก๊อซและฟองน้ํา 
เซลลูโลสให้ใส่กลับลงในถุงเดิม นำไปเช้าเคร่ือง stomacher ท่ี 230 rpm นาน 1 นาที และนับ 
จำนวนเช้ือด้วยวิธี spread plate technique ส่วนแผ่นตัวอย่างท่ีสวอบแล้วให้ใส่คืนลงในจานเพาะ 
เช้ือท่ีมีสารละลาย BPW จากท้ันใช้ตัวขูด (scraper) ขูดบนผิวตัวอย่างท้ังสองด้าน ด้านละ 25 คร้ัง นำ 
สารละลายแบคทีเรียท่ีไดิไปนับจำนวนเช้ือด้วยวิธี spread plate technique นำจำนวนเช้ือท่ีได้ 
จากสวอบและจากพ้ืนผิวไปคำนวณเปอร์เซ็นต์จำนวนแบคทีเรียท่ีได้จากการใช้สวอบเก็บไบโอฟิล์ม 
จากพ้ืนผิว ตามสมการท่ี (3) ดังน้ี

จำนวนโคโลนีเฉล่ียของแบคทีเรียท่ีได้จากสวอบ (log CFU/coupon) X 100
จำนวนโคโลนีเฉล่ียของแบคทีเรียท่ีได้จากสวอบ (log CFU/coupon) + 

^ จำนวนโคโลนีเฉล่ียของแบคทีเรียท่ีได้จากพ้ืนผิว (log CFU/coupon)

(3)

3.8 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

การทดลองเป็นแบบ factorial design วิเคราะห์ข้อมูลด้วย SPSS version 17 นำข้อมูล 
ไปวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan's 
multiple range test ท่ีระดับนัยสำคัญ P<0.05 โดยเปรียบเทียบตัวแปรดังน้ี ชนิดของพ้ืนผิว 
(สเตนเลส พอลิเอสเทอร์ยูรีเทบเก่าและใหม่) ลักษณะพ้ืนผิวขณะสวอบ (เปียกและแห้ง) และชนิด 
ของสวอบ (สำลี โฟมพอลิยูรีเทน ผ้าก๊อซและฟองน้ําเซลลูโลส) มีผลต่อการเก็บแบคทีเรียก่อโรคท้ัง 4 
ชนิด คือ ร. Typimurium ร. aureus E. coli และ L. monocytogenes
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