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Executive summary 

 การบริโภคเนื้อสัตว์ท่ีปลอดภัยและมีคุณภาพเป็นความม่ันคงทางอาหารของทุกประเทศ ซ่ึง
ประเด็นความปลอดภัยในการบริโภคเนื้อสัตว์ท่ีมีสาเหตุจากแบคทีเรียนั้น  นอกจากแบคทีเรียกลุ่มลําไส้
แล้ว สํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุขยังได้รายงานว่า Staphylococcus spp. 
เป็นสาหตุของโรคอาหารเป็นพิษ (food poisoning) ท่ีสําคัญของในประเทศไทย ซ่ึงมีความสอดคล้องกับ
การพบ Staphylococcus spp. ปนเป้ือนในเนื้อสัตว์สูงถึงร้อยละ 56 ซ่ึงสูงกว่าการปนเป้ือนในฟาร์มสุกร
ท่ีมีเพียงร้อยละ 25 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า ปัญหาโรคอาหารเป็นพิษจาก Staphylococcus aureus จะมุ่งไป
ท่ีเนื้อสุกรท่ีจัดจําหน่ายไปสู่ผู้บริโภคเป็นสําคัญ  

ระบบการเฝ้าระวังความเส่ียง (Risk monitoring system) ของ Staphylococcus aureus ใน
เนื้อสุกรมีบทบาทท่ีสําคัญในการสะท้อนให้หน่วยงานของราชการท่ีมีทําหน้าท่ีรับผิดชอบเก่ียวกับการแจ้ง
เตือนความปลอดภัยของอาหารท้ังฝ่ายปกครองและฝ่ายสาธารณสุข  ได้ทราบถึงสถานภาพความเส่ียงหรือ
อัตราการเจ็บป่วยท่ีเป็นปัจจุบันของ Staphylococcus aureus ท่ีเกิดเนื่องจากการปนเป้ือนของ 
Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกร  อย่างไรก็ตามระยะเวลาการตรวจทางห้องปฏิบัติการทําให้เกิด
ข้อจํากัดท่ีสําคัญ จึงได้มีการพัฒนาชุดตรวจสอบจุลชีววิทยาเพ่ือให้สามารถทราบระดับการปนเป้ือนของ
จุลินทรีย์ก่อโรคและจุลินทรีย์เส่ือมเนื้อสุกรได้อย่างรวดเร็ว (Rapid test kit) เพ่ือการเฝ้าระวังความเส่ียง 
(risk) และการเส่ือม (spoilage) ของเนื้อสุกรในกรุงเทพมหานคร   

ชุดตรวจสอบเบ้ืองต้นท่ีศึกษาในโครงการนี้มี 2 ลักษณะ คือ ชุดตรวจสอบโดยอาศัยคุณสมบัติทาง
กายภาพ (physical-based) และทางชีวเคมี (biochemical-based)   การศึกษาความสัมพันธ์ของการ
ตอบสนองของชุดทดสอบ (response) ต่อปริมาณจุลินท รีย์ ใน รูปของสารละลาย (bacterial 
suspension) และปริมาณจุลินทรีย์ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกร (bacterial contaminated pork) พบว่า 
คุณสมบัติทางชีวเคมีของจุลินทรีย์มีความสัมพันธ์กับปริมาณจุลินทรีย์มากกว่าคุณสมบัติทางกายภาพ  
จากนั้นจึงมีการพัฒนา 2 ชุดตรวจสอบฐานชีวเคมี คือ Oxidase test และ Catalase test  ผลการศึกษา 
พบว่า Oxidase test มีความจําเพาะและสัมพันธ์เชิงปริมาณกับ Pseudomonas spp. ซ่ึงเป็นจุลินทรีย์
เ ส่ือมเนื้อสัตว์แช่เย็น โดยมีการพัฒนาแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง (Response 
Contamination model) โดยใช้สมการถดถอยเชิงเส้น (linear regression) เพ่ือใช้ในการแปลงค่าการ
ตอบสนองของ Oxidase test ท่ีสังเกตได้จากการเกิดสีให้เป็นระดับการปนเป้ือน Pseudomonas spp.  
ส่วน Catalase test มีความสัมพันธ์เชิงปริมาณท้ัง Klebsiella spp. ซ่ึงเป็นจุลินทรีย์เส่ือมเนื้อสัตว์ท่ีเก็บ
แบบไม่แช่เย็น และ Staphylococcus aureus ซ่ึงเป็นจุลินทรีย์ก่อโรคด้วย โดยมีการพัฒนาแบบจําลอง
การปนเป้ือนจากการตอบสนองในการแปลงค่าการตอบสนองของ Catalase test ท่ีสังเกตได้จากปริมาณ
ก๊าซ (gas) ให้เป็นระดับการปนเป้ือน Klebsiella spp. และ Staphylococcus aureus   

เม่ือนําชุดทดสอบท่ีพัฒนาได้ คือ Oxidase test kit ไปใช้วัดปริมาณการปนเป้ือนของ 
Pseudomonas spp. และ Catalase test ไปใช้วัดปริมาณการปนเป้ือนของ Klebsiella spp. และ 
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Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกร 16 ตลาดสดท่ัวกรุงเทพรวม 6 เขต คือ กรุงเทพกลาง กรุงเทพ
ออก กรุงเทพเหนือ กรุงเทพใต้ ธนบุรีเหนือ และ ธนบุรีใต้ จํานวน 314 ตัวอย่าง  พบว่า Oxidase test kit 
ให้ผลการประเมินการเส่ือมเนื้อสุกรจากการปนเป้ือน Pseudomonas spp. สูงกว่าการปนเป้ือนท่ี
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ  แม้ว่าผลการประเมินการเส่ือมเนื้อสุกรจากการปนเป้ือน Klebsiella spp. 
โดยใช้ Catalase test kit พบการปนเป้ือน 8.13-8.82 log cfu/cm2 ซ่ึงสูงกว่าการปนเป้ือนท่ีวิเคราะห์ได้
ทางห้องปฏิบัติการ log 5.63-6.06 log cfu/g อย่างไรก็ตามเม่ือวิเคราะห์ความสอดคล้อง (agreement) 
กับผลการปนเป้ือนท่ีวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการในระดับท่ียอมรับได้ (Accuracy factor = 1.36) และ 
เม่ือมีการปรับพารามิเตอร์ของแบบจําลอง Response Contamination แล้วก็ทําให้แบบจําลองใหม่ คือ 
Klebsiella (log cfu/cm2) = (Catalase activity-0.1914)/0.0995 สามารถประเมินการเส่ือมเนื้อสุกร
จากการปนเป้ือน Klebsiella spp. ได้เท่ากับค่าจากห้องปฏิบัติการ   

ส่วนค่าเฉล่ียความเส่ียงจาก Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกรในเขตกรุงเทพมหานคร
จํานวน 325 ตัวอย่าง ในการเก็บตัวอย่างรอบท่ี 1 อยู่ ท่ีระดับ 56-101 คน/แสนคน/ปี ต่อมาจึงใช้ 
Catalase test kit ท่ีพัฒนาได้นํามาทดสอบเพ่ือการประเมินความเส่ียงในการเก็บตัวอย่างรอบท่ี 2 จํานวน 
314 ตัวอย่าง โดยผลการใช้ catalase test kit มีความสอดคล้องกับการปนเป้ือนท่ีได้จากห้องปฏิบัติการ
ในระดับท่ียอมรับได้เช่นเดียวกัน (Accuracy factor = 1.49) โดยค่าเฉล่ียความเส่ียง Staphylococcus 
aureus ท่ีประเมินได้จากการใช้ Catalase test สูงกว่าค่าเฉล่ียความเส่ียง Staphylococcus aureus ท่ี
ประเมินได้จากผลทางห้องปฏิบัติการ 147-151 คน/แสนคน/ปี อย่างไรก็ตาม เม่ือมีการปรับพารามิเตอร์
ของแบบจําลอง Response contamination ใหม่ คือ Staphylococcus aureus (log cfu/cm2) = 
(Catalase activity-0.0640)/0.1878 สามารถประเมินความเส่ียงได้เทียบเท่ากับความเส่ียงท่ีประเมินได้
จากห้องปฏิบัติการ  

 โดยสรุปในการศึกษาคร้ังนี้สามารถพัฒนาชุดตรวจสอบอย่างรวดเร็วในการประเมินความเส่ือม
และประเมินความเส่ียงได้ 2 ชุดตรวจสอบ คือ Oxidase test kit และ Catalase test kit โดยชุด
ตรวจสอบ Catalase test kit ได้มีการปรับพารามิเตอร์ให้เหมาะสมในการประเมินความเส่ีอมเนื้อสุกรจาก 
Klebsiella spp. และ ประเมินความเส่ียงเนื้อสุกรจาก Staphylococcus aureus ทําให้สามารถนําไปใช้
ในการเฝ้าระวังติดตามระดับการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ก่อโรคและจุลินทรีย์เส่ือมเนื้อสัตว์ท่ีให้ผลการตรวจ
ท่ีรวดเร็ว ชัดเจนและราคาย่อมเยา ช่วยให้เจ้าหน้าท่ีของหน่วยงานรัฐบาล ผู้ประกอบการทุกขั้นตอนในการ
ผลิตเนื้อสุกรรวมถึงผู้บริโภค สามารถทํางานร่วมกันในการจัดการด้านความปลอดภัยของเนื้อสุกรท่ีเขียง
ตลาดสด จึงเท่ากับเป็นการส่งเสริมด้านความปลอดภัยอาหารท่ีได้จากปศุสัตว์ ดังนั้น เพ่ือให้ประเทศไทย
สามารถรักษาความม่ันคงทางอาหารไว้  จึงจําเป็นอย่างยิ่งท่ีหน่วยงานของรัฐบาลและเอกชนท่ีเก่ียวข้อง
ตลอดห่วงโซ่อุปทานเนื้อสุกร  พีงพิจารณาระบบเฝ้าระวังความเส่ียงท่ีเหมาะสมและเป็นไปได้ในทางปฏิบัติ 
เพ่ือลดปัญหาของโรคอาหารเป็นพิษดังกล่าวลงและส่งเสริมการบริโภคเนื้อสุกรท่ีมีคุณภาพด้วย 
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Abstract 

Bacterial contamination in pork was responsible for the foodborne disease and 
spoilage.  The monitoring of bacterial contamination demands a lag time of laboratory 
analysis.  Therefore rapid test kit was developed to promptly evaluate the contamination 
on site.  The preliminary test kits were initiated and based on physical and biochemical 
properties.  The result indicated that Oxidase test was specific and correlated with 
concentration of Pseudomonas spp. which is a major spoilage bacterium in pork stored 
in refrigerator.   The response contamination model was developed to convert the color 
response of oxidase test to be contamination level using linear regression.  While 
catalase test was linearly correlated with Klebsiella spp., which is a major bacterium in 
pork stored without refrigerator, and Staphylococcus aureus, which is a foodborne 
pathogen.  Likewise the gas response contamination models for Klebsiella spp. and 
Staphylococcus aureus were developed.  After developed oxidase and catalase test kits 
were used to evaluate the concentration of Pseudomonas spp., Klebsiella spp. and 
Staphylococcus aureus in 314 pork samples from 16 traditional retail markets in 6 regions 
of Bangkok.  The concentrations of Pseudomonas spp. from oxidase test kit were higher 
than those of Pseudomonas spp. from laboratory analysis.  Even though for the spoilage 
assessment of pork, Klebsiella spp. concentrations from catalase test kit were 8.13-8.82 
log cfu/cm2 which were higher than that those from laboratory analysis at 5.63-6.06 log 
cfu/g.  The agreement of catalase test kit and laboratory result were acceptable 
(Accuracy factor = 1.36).  The response contamination model of Klebsiella spp. was 
reparameterized as Klebsiella (log cfu/cm2) = (Catalase activity-0.1914)/0.0995 to achieve 
the same concentration level of laboratory analysis.  Average risk of Staphylococcus 
aureus from 325 pork samples in Bangkok for the first sampling round was 56-
101/100,000 people at risk annually.  Applying the catalase test kit as a tool for risk 
assessment in the second sampling round of 314 pork samples revealed an acceptable 
agreement with results from laboratory analysis (Accuracy factor = 1.49).  The average risk 
per 100,000 people from laboratory result was 147-151 annually.  However The response 
contamination model of Staphylococcus aureus was reparameterized as Staphylococcus 
aureus (log cfu/cm2) = (Catalase activity-0.0640)/0.1878 to obtain the same concentration 
level of laboratory analysis. 
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บทคัดย่อ 

การปนเป้ือนของจุลินทรีย์ในเนื้อสุกรก่อให้เกิดปัญหา โรคอาหารเป็นพิษและการเส่ือมทาง
จุลินทรีย์ของเนื้อสุกร การเฝ้าระวังการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ต้องใช้ระยะเวลาการตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการทําให้เกิดข้อจํากัดท่ีสําคัญ จึงมีการพัฒนาชุดตรวจสอบจุลชีววิทยาเพ่ือให้สามารถทราบ
ระดับการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ในเนื้อสุกรได้อย่างรวดเร็ว ชุดตรวจสอบเบ้ืองต้นท่ีศึกษาในโครงการนี้มี 2 
ลักษณะ คือ ชุดตรวจสอบโดยอาศัยคุณสมบัติทางกายภาพและทางชีวเคมี  การศึกษาความสัมพันธ์ของ
การตอบสนองของชุดทดสอบ (response) ต่อปริมาณจุลินทรีย์ในรูปของสารละลายและปริมาณจุลินทรีย์
ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกร พบว่า คุณสมบัติทางชีวเคมีของจุลินทรีย์มีความสัมพันธ์กับปริมาณจุลินทรีย์มากกว่า
คุณสมบัติทางกายภาพ  จากนั้นจึงมีการพัฒนา 2 ชุดตรวจสอบฐานชีวเคมี คือ Oxidase test และ 
Catalase test  ผลการศึกษา พบว่า Oxidase test มีความจําเพาะและสัมพันธ์เชิงปริมาณกับ 
Pseudomonas spp. ซ่ึงเป็นจุลินทรีย์เส่ือมเนื้อสัตว์แช่เย็น โดยมีการพัฒนาแบบจําลองการปนเป้ือนจาก
การตอบสนอง (Response Contamination model) โดยใช้สมการถดถอยเชิงเส้น (linear regression) 
เพ่ือใช้ในการแปลงค่าการตอบสนองของ Oxidase test ท่ีสังเกตได้จากการเกิดสีให้เป็นระดับการปนเป้ือน 
Pseudomonas spp.  ส่วน Catalase test มีความสัมพันธ์เชิงปริมาณท้ัง Klebsiella spp. ซ่ึงเป็น
จุลินทรีย์เส่ือมเนื้อสัตว์ท่ีเก็บแบบไม่แช่เย็น และ Staphylococcus aureus ซ่ึงเป็นจุลินทรีย์ก่อโรคด้วย 
โดยมีการพัฒนาแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองในการแปลงค่าการตอบสนองของ Catalase 
test ท่ีสังเกตได้จากปริมาณก๊าซ (gas) ให้เป็นระดับการปนเป้ือน Klebsiella spp. และ 
Staphylococcus aureus  เม่ือนําชุดทดสอบท่ีพัฒนาได้ คือ Oxidase test kit ไปใช้วัดปริมาณการ
ปนเป้ือน Pseudomonas spp. และ Catalase test ไปใช้วัดปริมาณการปนเป้ือน Klebsiella spp. 
และ Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกร 16 ตลาดสดท่ัวกรุงเทพรวม 6 เขต จํานวน 314 ตัวอย่าง  
พบว่า Oxidase test kit ให้ผลการประเมินการเส่ือมเนื้อสุกรจากการปนเป้ือน Pseudomonas spp. สูง
กว่าการปนเป้ือนท่ีวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ  แม้ว่าผลการประเมินการเส่ือมเนื้อสุกรจากการปนเป้ือน 
Klebsiella spp. โดยใช้ Catalase test kit พบการปนเป้ือน 8.13-8.82 log cfu/cm2 ซ่ึงสูงกว่าการ
ปนเป้ือนท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ log 5.63-6.06 log cfu/g อย่างไรก็ตามเม่ือวิเคราะห์ความ
สอดคล้อง (agreement) กับผลการปนเป้ือนท่ีวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการในระดับท่ียอมรับได้ 
(Accuracy factor = 1.36) และ เม่ือมีการปรับพารามิเตอร์ของแบบจําลอง Response Contamination 
แล้วก็ทําให้แบบจําลองใหม่ คือ Klebsiella (log cfu/cm2) = (Catalase activity-0.1914)/0.0995 
สามารถประเมินการเส่ือมเนื้อสุกรจากการปนเป้ือน Klebsiella spp. ได้เท่ากับค่าจากห้องปฏิบัติการ  
ส่วนค่าเฉล่ียความเส่ียงจาก Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกรในเขตกรุงเทพมหานครจํานวน 325 
ตัวอย่าง ในการเก็บตัวอย่างรอบท่ี 1 อยู่ท่ีระดับ 56-101 คน/แสนคน/ปี ต่อมาจึงใช้ Catalase test kit ท่ี
พัฒนาได้นํามาทดสอบเพ่ือการประเมินความเส่ียงในการเก็บตัวอย่างรอบท่ี 2 จํานวน 314 ตัวอย่าง โดย
ผลการใช้ catalase test kit มีความสอดคล้องกับการปนเป้ือนท่ีได้จากห้องปฏิบัติการในระดับท่ียอมรับ
ได้เช่นเดียวกัน (Accuracy factor = 1.49) โดยค่าเฉล่ียความเส่ียง Staphylococcus aureus ท่ีประเมิน
ได้จากการใช้ Catalase test สูงกว่าค่าเฉล่ียความเส่ียง Staphylococcus aureus ท่ีประเมินได้จากผล
ทางห้องปฏิบัติการ 147-151 คน/แสนคน/ปี อย่างไรก็ตาม เม่ือมีการปรับพารามิเตอร์ของแบบจําลอง 
Response contamination ใหม่ คือ Staphylococcus aureus (log cfu/cm2) = (Catalase 
activity-0.0640)/0.1878 สามารถประเมินความเส่ียงได้เทียบเท่ากับความเส่ียงท่ีประเมินได้จาก
ห้องปฏิบัติการ 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. การประเมินความเส่ียงของ Staphylococcus aureus ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกรท่ีจําหน่ายในเขต

กรุงเทพมหานคร (quantitative microbial risk assessment)  

2. การประเมินการเส่ือมของเนื้อสุกรท่ีจําหน่ายในเขตกรุงเทพมหานคร (spoilage assessment) 

3. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบจุลินทรีย์อย่างรวดเร็วในเนื้อสุกร (rapid microbial test kit 

development) 

4. การใช้การตรวจสอบจุลินทรีย์อย่างรวดเร็วเพ่ือประเมินการเส่ือมเนื้อสุกร (rapid test kit as 

spoilage assessment tool) 

5. การใช้การตรวจสอบจุลินทรีย์อย่างรวดเร็วเพ่ือประเมินความเส่ียงเนื้อสุกร (rapid test kit as 

risk assessment tool) 

6. สํานักงานสัตวแพทย์สาธารณสุขของกรุงเทพมหานคร สามารถประเมินความเส่ียงเพ่ือช่วยในการ

เฝ้าระวังความเส่ียงโรคอาหารเป็นพิษจากการบริโภคเนื้อสุกรท่ีจําหน่ายในเขตกรุงเทพมหานคร 
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กิจกรรมต่างๆ เพ่ือให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัยแต่ละข้อ 
 

วัตถุประสงค์ กิจกรรมหลัก กิจกรรมรอง 

1. การประเมินความเส่ียง 
(risk assessment) 
 

การประเมินการสัมผัส การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรในเขต กทม. 
 วิเคราะห์การปนเป้ือน S.aureus ในตัวอย่างเนื้อสุกร 

การอธิบายอันตราย วิเคราะห์ข้อมูลตามแบบจําลองทางคณิตศาสตร ์
การอธิบายความเส่ียง วิเคราะห์ข้อมูลตามแบบจําลองทางคณิตศาสตร ์

2. การประเมินการเส่ือมเนื้อสุกร 
(spoilage assessment)  

ระดับการปนเป้ือน 
spoilage bacteria  

วิเคราะห์การปนเป้ือน Spoilage bacteria  ในตัวอย่าง
เนื้อสุกร 

 วิเคราะห์ข้อมูลตามแบบจําลองทางคณิตศาสตร ์

 การแยก Spoilage bacteria หลัก  จากตัวอย่างเนื้อสุกร  
เพ่ือใช้ในการพัฒนา Rapid test kit 

3. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบ 
จุลินทรีย์อย่างรวดเร็วในเนื้อสุกร 
(rapid microbial test kit) 

ศึกษา test kits กับ
เซลล์แบคทีเรยี 

คัดเลือก microbial test ท่ีเห็นผลการตอบสนองท่ี
รวดเร็วและชัดเจน 

 ศึกษารูปแบบ (platform) ของ microbial test ให้ใช้ได้
ในทางปฏิบัติ เช่น เลือกใช้อุปกรณ์สามัญท่ัวไปแทน
อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ 

 ศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับ
การตอบสนองของ test kits เบ้ืองต้น 

 ปรับการตอบสนองให้มีความสัมพันธ์กับจํานวนเซลล์
แบคทีเรีย 

ศึกษา test kits กับ
เซลล์บนเนื้อสุกร 

ศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับ
การตอบสนองของ test kits เบ้ืองต้น 

 ปรับการตอบสนองให้มีความสัมพันธ์กับจํานวนเซลล์
แบคทีเรีย 

4. การใช้การตรวจสอบจุลินทรีย์อย่าง
รวดเร็วเพ่ือการประเมินการเส่ือมเนื้อสุกร 

ทดสอบ test kit 
ภาคสนามในการ
ประเมินการเส่ือม 

ตรวจสอบระดับ Spoilage bacteria ในเนื้อสุกรในตลาด
สดด้วย test kit 

 ทวนสอบระดับ Spoilage bacteria ของ test kit โดย
การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

 การวิเคราะห์ความสอดคล้องของความเส่ือมของเนื้อสุกร
จาก test kit และจากห้องปฏิบัตกิาร 

5. การใช้การตรวจสอบจุลินทรีย์อย่าง
รวดเร็วเพ่ือการประเมิน ความเส่ียงเนื้อสุกร 

ทดสอบ test kit 
ภาคสนามในการ
ประเมินความเส่ียง 

ตรวจสอบระดับ S.aureus ในเนื้อสุกรในตลาดสดด้วย 
test kit 

 ทวนสอบระดับ S.aureus ของ test kit โดยการวิเคราะห์
ทางห้องปฏิบัติการ 

 เปรียบเทียบผลประเมินความเส่ียง S.aureus จาก test 
kit และ จากห้องปฏิบัติการ 

 การวิเคราะห์ความสอดคล้องของการประเมินความเส่ียง
จาก test kit และจากห้องปฏิบัตกิาร 

6. ความสามารถในการประเมินความเส่ียง การฝึกอบรม การฝึกอบรมในระดับพ้ืนฐานถึงระดับสามารถประเมิน
ความเส่ียงได ้
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บทที่ 1 
การประเมินความเสี่ยง 
(Risk Assessment) 

การประเมินความเส่ียง (risk assessment) เป็นองค์ประกอบวิทยาศาสตร์ใจกลางของการ
วิเคราะห์ความเส่ียง (risk analysis) และได้มีการพัฒนาขึ้นมา เนื่องจาก ความจําเป็นของการตัดสินใจเพ่ือ
คุ้มครองผู้บริโภคโดยอยู่บนพ้ืนฐานของความไม่รู้  การประเมินความเส่ียงอาจจะอยู่ในรูปของผลเสียท่ีมีต่อ
ชีวิตและสุขภาพอันเกิดจากการสัมผัสกับอัสตรายในช่วงระยะเวลาหนึ่ง  แม้ว่าการจัดการความเส่ียง (risk 
management) และการประเมินความเส่ียงจะมีความสัมพันธ์กันแต่ควรจะแยกการดําเนินกิจกรรมออก
จากกัน  โดยท่ีอาศัยการส่ือสารความเส่ียง (risk communication) ในการเช่ือมโยงระหว่างการ
ดําเนินการกัน  กระบวนการจัดการความเส่ียงจะมีขั้นตอนหนึ่งในการพิจารณาความจําเป็นและความ
เป็นไปในการประเมินความเส่ียง  หากว่ากระบวนการจัดการความเส่ียงช้ีบ่งว่าจะต้องมีการปรเมินความ
เส่ียงแล้ว ผู้จัดการความเส่ียงควรจะต้องประสานงานกับผู้ประเมินความเส่ียงให้ดําเนินการประเมินความ
เส่ียงตามวัตถุประสงค์ของผู้จัดการความเส่ียงและสามารถตอบคําถามประเด็นความปลอดภัยของอาหาร 
ผู้จัดการความเส่ียงดําเนินการกําหนดแนวทางการประเมินความเส่ียง กําหนดกรอบระยะเวลาและจัดหา
ทรัพยากรท่ีจําเป็นในการทําให้การประเมินความเส่ียงสําเร็จลงได้ 

 ประเทศสมาชิกขององค์การการค้าโลกมีพันธะผูกพัน (Bound) ต่อความตกลงว่าด้วยการใช้
มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชซ่ึงได้มีการกําหนดให้มีการประเมินความเส่ียงให้มีความสอดคล้อง
กับความตกลงว่าด้วยการใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชในการพัฒนาและใช้มาตรฐานอาหาร
เพ่ือการค้าระหว่างประเทศ  ขอบเขตของความตกลงว่าด้วยการใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช
กับการประเมินความเส่ียงต่อชีวิตและสุขภาพได้กําหนดให้ประเทศสมาชิกดําเนินการ 
 - สร้างความม่ันใจว่าจะนํามาตรการมาใช้เท่าท่ีจําเป็นในการคุ้มครองชีวิตและสุขภาพของมนุษย์ 
 -  กําหนดมาตรการบนพ้ืนฐานของการประเมินความเส่ียง โดยใช้วิธีการท่ีพัฒนาขึ้นมาโดย
องค์การระหว่างประเทศท่ีเก่ียวข้องกับมาตรการนั้น 
 -  ใช้มาตรการปฏิบัติท่ีแตกต่างไปจากธรรมเนียมปฏิบัติได้ก็ต่อเม่ือระดับคุ้มครองท่ีเหมาะสมของ
ประเทศนั้นสูงกว่าและมีความสอดคล้องกับเป้าความปลอดภัยของอาหารท่ีสมเหตุสมผล 
 -  ใช้หลักการความเท่าเทียมกัน แม้ว่าประเทศส่งออกใช้มาตรการท่ีแตกต่างกันแต่สามารถสร้าง
ระดับคุ้มครองท่ีเหมาะสมได้ไม่แตกต่างกัน 

 ความตกลงว่าด้วยการใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชได้สะท้อนให้เห็นถึงแนวคิดว่า 
ข้อสรุปวิทยาศาสตร์จากการประเมินความเส่ียงต้องอยู่บนพ้ืนฐานของมาตรการภายใต้ความตกลงว่าด้วย
การใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช และในทางกลับกันได้ส่งผลให้มีการกําหนดมาตรฐานโดยฐาน
ความเส่ียง  อย่างไรก็ตาม กฎหมายท่ีสืบเนื่องมาจากกรณีพิพาทระหว่างประเทศยังคงมีข้อจํากัดและเปิด
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โอกาสให้มีการตีความได้อีก  ยกตัวอย่างเช่น การใช้ดุลพินิจถ่วงดุลระหว่างระดับความเส่ียงและมาตรการ
ท่ี 15 ในความตกลงว่าด้วยการใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชในกรณีระดับความเส่ียงต่ํา  และ 
กรณีท่ีมีการตัดสินความเพียงพอของหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ ซ่ึงจะตัดสินได้ด้วยความหนักแน่นทาง
วิทยาศาสตร์แะคุณภาพของการประเมินความเส่ียง 

การประเมินความเส่ียงเป็นการประเมินการเกิดขึ้นและการแพร่กระจายตัวของอันตรายในขั้นตอน
ต่างๆ ตั้งแต่การผลิตไปจนถึงการบริโภค ก่อนจะได้ค่าประมาณความเส่ียง  ความถูกต้องของค่าประมาณ
ความเส่ียงจะขึ้นอยู่กับความไม่รู้ของข้อมูล dose-response  ความสําคัญของการประเมินความเส่ียงจึง
อยู่ท่ีความสามารถในการจําลองหรือทํานายผลกระทบของการจัดการความเส่ียงท่ีมีผลต่อค่าประมาณ
ความเส่ียง (risk estimate)  การประเมินความเส่ียง (ภาพท่ี 1.1) ประกอบด้วย 4 ขั้นตอน ตามแนวทาง
ของคณะกรรมการธิการเกณฑ์อาหารหรือ Codex Alimentarius Commission (CAC)   

 
ภาพท่ี 1.1 องค์ประกอบการประเมินความเส่ียง (Risk assessment) 

 1.  การระบุอันตราย (Hazard identification)   
 การระบุอันตรายเป็นขั้นตอนท่ีเป็นหัวใจของการประเมินความเส่ียงและเป็นขั้นตอนแรกสุดของ
กระบวนการประเมินความเส่ียง  การระบุอันตรายอาจจะไม่จําเป็นต้องดําเนินการได้หากว่าได้มีการพัฒนา
โครงร่างความเส่ียง (Risk profile) ตั้งแต่ระยะท่ี 1 ของการจัดการความเส่ียงแล้ว  สําหรับอันตราย
จุลินทรีย์แล้ว โครงร่างความเส่ียงอาจจะเป็นการระบุปัจจัยเส่ียงท่ีสัมพันธ์กับสายพันธ์ุย่อยของจุลินทรีย์ก่อ
โรค  และผู้จัดการความเส่ียงจะเป็นผู้ตัดสินใจว่าการประเมินความเส่ียงท่ีดําเนินการต่อไปจะเน้นท่ีสาย
พันธ์ุย่อยนั้น   

2.  การอธิบายอันตราย (Hazard characterization)  
 ผู้ประเมินความเส่ียงทําหน้าท่ีอธิบายธรรมชาติและระดับของผลเสียสุขภาพ (Adverse health 
effect)ท่ีมีความสัมพันธ์กับอันตรายจําเพาะนั้นๆ  ถ้าเป็นไปได้ควรได้มีการสร้าง “ความสัมพันธ์การ
ตอบสนองต่อปริมาณอันตราย” หรือ  Dose-response relationship ในแต่ละระดับของปริมาณอันตราย
ท่ีสัมผัสได้จากอาหาร ณ จุดบริโภคและความเป็นไปได้ของผลเสียทางสุขภาพท่ีสอดคล้องกับปริมาณ
อันตรายท่ีได้รับสัมผัส  ชนิดของข้อมูลท่ีสามารถสร้าง “ความสัมพันธ์การตอบสนองต่อปริมาณอันตราย” 
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ได้ เช่น การศึกษาพิษต่อสัตว์ทดลอง  การศึกษาการสัมผัสของมนุษย์ทางคลินิก  ข้อมูลระบาดวิทยาจาก
การสืบสวนโรค 
 ชนิดของการตอบสนองในการอธิบายอันตราย อาจจะแบ่งออกได้ตามคําถามความเส่ียงท่ีผู้จัดการ
ความเส่ียงมอบหมายให้ผู้ประเมินความเส่ียงดําเนินการ  กรณีอันตรายจุลินทรีย์ อาจจะเป็นอัตราการติด
เช้ือ  อัตราการเจ็บป่วย  อัตราการเข้ารักษาตัวในโรงพยาบาล และอัตราการเสียชีวิต ท่ีสัมพันธ์กับปริมาณ
จุลินทรีย์ท่ีได้รับสัมผัส  ถ้าหากมีการวิเคราะห์ทางเศรษฐศาสตร์ด้วย การอธิบายอันตรายควรจะมีการ
ผนวกผลกระทบแทรกซ้อนเพ่ิมเติมของโรคอาหารเป็นพิษ เช่น โรคไตวายจาก E.coli O157:H7 หรือ กลุ่ม
อาการ Guillain-Bar จาก Campylobacter 

เป็นการประเมินความน่าจะเป็นหรือจํานวนการเจ็บป่วยต่อเนื่องจากการสัมผัสกับจุลินทรีย์ก่อโรค 
โดยอาศัยข้อมูลจากขั้นตอน การประเมินการสัมผัส   
 การตอบสนองของประชากรมนุษย์เม่ือได้รับจุลินทรีย์เข้าในร่างกายนั้น เป็นกระบวนการท่ี
ซับซ้อนอย่างยิ่ง  เนื่องจาก ประกอบด้วยปัจจัยมากมายท่ีเข้ามาเก่ียวข้อง  แต่อาจจะสามารถแจกแจงได้
เป็น 3 องค์ประกอบหลักท่ีสําคัญ  คือ   

-  องค์ประกอบทางจุลชีววิทยา  (Microbiological factor)  
-  องค์ประกอบทางร่างกาย  (Host factor)  
-  องค์ประกอบทางอาหารบริโภค  (Food matrix factor)   

 3.  การประเมินการสัมผัส (Exposure assessment) เป็นการประเมินโอกาสในการรับสัมผัส 
(exposure) กับอันตราย  ซ่ึงในท่ีนี้ ก็คือ การได้รับจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีอาจจะปนเป้ือนมากับอาหารและน้ําท่ี
บริโภคเข้าสู่ร่างกาย  ดังนั้น ข้อมูลสําคัญในการประเมินการสัมผัส ก็คือ   

3.1  ข้อมูลการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารและน้ํา  (Prevalence & Concentration) 
-  ความชุก (Prevalence) การแจกแจงความน่าจะเป็นของความชุกจะใช้ Beta distribution 

เป็นการอาศัยหลักการกระบวนการทวินาม (Binomial process) กล่าวคือ ความชุกหรือการปนเป้ือนของ
จุลินทรีย์ในตัวอย่างท่ีสนใจนั้นมีความเป็นไปได้เพียง 2 กรณีเท่านั้น คือ มีการปนเป้ือนและไม่มีการ
ปนเป้ือน ดังนั้น  จึงได้นําเอาหลักการนี้มาวิเคราะห์หาระดับความชุกหรือการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ใน
ตัวอย่างหรือตัวแปรสุ่มท่ีสนใจ   

-  ความเข้มข้น (Concentration)  การเลือกแบบการแจกแจงความน่าจะเป็นสําหรับความ
เข้มข้น (Poisson Distribution)  ระดับความเข้มข้นของจุลินทรีย์ในตัวอย่างนั้น จะสอดคล้องกับแบบการ

แจกแจงแบบ Poisson ซ่ึงมีการกําหนดค่าพารามิเตอร์ λ (อ่านว่า แลมดา) เพ่ือสร้างการแจกแจงความ
น่าจะเป็น ซ่ึงในการศึกษาคร้ังนี้  ก็คือ ค่าเฉล่ียของความเข้มข้นของจุลินทรีย์ก่อโรคในตัวอย่างท่ีศึกษา 

3.2 ปริมาณการบริโภคเนื้อสุกร (pork consumption)   
ข้อมูลปริมาณการบริโภคมีการรายงานโดยสํานักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติใน

รูปของเอกสาร และแบบ search online (http://consumption.acfs.go.th/index.php) 
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 3.3 แบบจําลองท่ีใช้ในการประเมินการสัมผัส 
 ความน่าจะเป็นในการสัมผัส (PE)  เป็นการอธิบายโอกาสหรือความเป็นไปได้ท่ีร่างกายจะได้รับ
สัมผัสจุลินทรีย์ก่อโรคอย่างน้อย 1 หน่วยก่อโรค  (เซลล์แบคทีเรีย หรือ อนุภาคไวรัส)  ซ่ึง PE เป็นค่าท่ีเป็น
ตัวแทนอธิบายโอกาสการเกิดเหตุการณ์การรับสัมผัสกับจุลินทรีย์ก่อโรคเข้าสู่ร่างกายจากการบริโภค
อาหารและน้ํา   โดยใช้แบบจําลอง 

)1( N
E ePP −

−=     (1.1) 

โดยท่ี  
 P   คือ  ความชุกของจุลินทรีย์ก่อโรคในเนื้อสุกร 
 N   คือ  จํานวนจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีได้รับเข้าในร่างกาย  
โดยท่ี  

nConsumptioonConcentraiN ×=    (1.2) 

โดยท่ี 
 Concentration  คือ  ความเข้มข้นของจุลินทรีย์ก่อโรคในเนื้อสุกร 
 Consumption   คือ  ปริมาณการบริโภคเนื้อสุกรอคร้ัง (serving) หรือ ต่อม้ือ (meal) 

4.  การอธิบายความเส่ียง (Risk characterization) เป็นการประเมินโอกาสในการเจ็บป่วยจาก
การบริโภคอาหารท่ีมีการปนเป้ือนด้วยจุลินทรีย์ก่อโรค  ดังนั้น ขั้นตอนนี้จึงเป็นการบูรณาการเหตุการณ์ท่ี
เกิดขึ้นในขั้นตอนท่ี 3 ตามด้วย ขั้นตอนท่ี 2  กล่าวคือ เป็นการพิจารณาความน่าจะเป็นต่อเนื่องของ 2 
เหตุการณ์หลัก  คือ 1.เหตุการณ์ในการสัมผัสกับจุลินทรีย์ก่อโรคปริมาณหนึ่ง (dose) ตามมาด้วย 2.

เหตุการณ์การเกิดโรค (response) อันเกิดจากปริมาณจุลินทรีย์ท่ีได้รับ  ดังนั้น  แบบจําลองท่ีใช้ในการ
ประเมินความเส่ียง รวมท้ัง 2 เหตุการณ์ต่อเนื่องกัน คือ 

)(dPPP IES ×=     (1.3) 

โดยท่ี  
 PS  คือ   ค่าประมาณความเส่ียงจากการสัมผัสกับเนื้อสุกรเพียง 1 คร้ัง 
      PE  คือ   ความน่าจะเป็นในการสัมผัสกับจุลินทรีย์อย่างน้อย 1 หน่วยก่อโรค  

PI(d)  คือ   ค่าน่าจะเป็นในการเจ็บป่วย หรือ สัดส่วนผู้ป่วยเม่ือได้รับจุลินทรีย์ก่อโรคจํานวน d   

ในสมการ (3)  เป็นค่าประมาณความเส่ียงจากการสัมผัสกับอาหารหรือน้ําเพียง 1 คร้ัง (single 
exposure) อย่างไรก็ตาม มีความเป็นไปได้อย่างสูงท่ีอาจจะมีการสัมผัสกับอาหารหรือน้ําท่ีมีการปนเป้ือน
จุลินทรีย์ก่อโรคมากกว่า 1 คร้ัง (multiple exposure)   



 14

∏
−

−−=

n

i
SM PP

1

)1(1     (1.4) 

โดยท่ี  
 PM   คือ  ค่าประมาณความเส่ียงจากการสัมผัสกับเนื้อสุกร n คร้ังในระยะเวลาท่ีสนใจ เช่น 1 ปี 
 PS   คือ  ค่าประมาณความเส่ียงจากการสัมผัสกับเนื้อสุกรเพียง 1 คร้ัง 

จากนั้น จึงนําข้อมูลท้ังหมดมาจําลองเหตุการณ์จริง (Monte Carlo Simulation) ซํ้าๆ อย่างต่ํา 
10,000 รอบ (iteration) โดยอาศัยโปรแกรม @Risk 4.5.3 Professional edition (Risk analysis 
Add-in for Microsoft Excel : Palisade Corporation)  ก็จะได้การแจกแจงค่าน่าจะเป็นของความเส่ียง
ของประชากรไทยต่อจุลินทรีย์ก่อโรค 
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1.1 การระบุอันตราย (Hazard identification) 

โรคอาหารเป็นพิษจาก Staphylococcus aureus 
(Foodborne illness caused by S.aureus) 

 Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม โดยอยู่รวมกันเป็นกลุ่มคล้าย
พวงองุ่น  พบได้ท่ัวไปในอากาสและบนผิวหนังของร่างกาย เช่น บริเวณใบหน้า ใบหู มือ เป็นต้น  ดังนั้น 
อาหารท่ีใช้มือในการตระเตรียมจะมีโอกาสท่ีจะพบเช้ือนี้ได้  อาหารท่ีเคยมีรายงานการระบาดมักจะมีน้ํา
ใช้ได้ต่ํา เนื่องจาก Staphylococcus aureus สามารถเพ่ิมจํานวนได้ในอาหารท่ีมีน้ําใช้ได้ต่ําประมาณ 
0.85  เ ช่น อาหารท่ี มีความเค็มสูง เ ป็นต้น ในระหว่างกระบวนการเจริญเติบโตเ พ่ิมจํานวน 
Staphylococcus aureus จะหล่ังน้ําย่อย(enzyme) เพ่ือใช้ย่อยโมเลกุลอาหารให้เล็กลง  และน้ําย่อยนี้
เองท่ีเป็นสารพิษ หรือ enterotoxin ทําให้เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษชนิด การรับพิษผ่านอาหาร 
(foodborne intoxication)  ข้อเหมือนและข้อแตกต่างของ Staphylococcus aureus กับจุลินทรีย์ก่อ
โรคอาหารเป็นพิษอ่ืนๆ คือ กลุ่มแบคทีเรียลําไส้(enteric family)และแบคทีเรียสร้างสปอร์
(spore-forming bacteria)  โดยท่ีลักษณะร่วมกับกลุ่มแบคทีเรียลําไส้ คือ มีความสัมพันธ์โดยตรงกับ
ร่างกายคนและสัตว์  แต่พบ Staphylococcus aureus ท่ีผิวหนังไม่ใช่ในลําไส้  ลักษณะร่วมกับแบคทีเรีย
สร้างสปอร์ คือ สร้าง extracellular enzyme(protein) ซ่ึงเป็นพิษต่อมนุษย์  แต่ Staphylococcus 
aureus ไม่สร้างสปอร์ ดังนั้น จึงไม่อยู่รอดจากการปรุงอาหาร   นอกจากโรคอาหารเป็นพิษแล้ว 
Staphylococcus aureus ยังเป็น เป็นสาเหตุของการติดฝีหนองของแผลท่ีผิวหนังและ กลุ่มอาการ toxic 
shock syndrome ด้วย 

1.1.1 ลักษณะและการจัดแบ่ง  
        (characteristics and classification) 
 Staphylococcus aureus เป็น type species ของ Genus Staphylococcus มีความใกล้ชิด
กับ Genus Micrococcus สมาชิกในกลุ่มนี้จะเป็นจุลินทรีย์ท่ีปนเป้ือนในอากาศ  เป็นกลุ่มท่ีไม่เคล่ือนไหว 
(non-motile)  ติดสีแกรมบวก (Gram positive)  เป็น mesophilic bacteria ต้องการอากาศในการ
เจริญเติบโต(aerobic) ไม่สร้างสปอร์(non-spore former) เป็นกลุ่มท่ีใช้หรือไม่ใช้ออกซิเจนในการสร้าง
พลังงานก็ได้ (facultative anaerobe) การแบ่งแยก Staphylococcus aureus จาก Staphylococcus 
ชนิดอ่ืนๆ โดยอาศัยการผลิต coagulase การใช้พลังงานจากน้ําตาลชนิดต่างๆ และความไวต่อ 
Novobiocin ส่วนความแตกต่างของแต่ละ strain ของ Staphylococcus aureus จัดแบ่งโดย Hajek 
and Marsalek มีอยู่ด้วยกัน 6 biotype โดยอาศัยคุณสมบัติ เช่น การผลิต staphylokinase และ  
beta-hemolysin การเกิดการจับตัวแข็ง (coagulation) ของ bovine plasma และการเจริญเติบโตใน 
crystal violet agar 
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 Staphylococcus aureus ชนิดท่ีก่อโรคในคนหรือมีแหล่งท่ีมาจากคนนั้น จะเป็น biotype A มี
คุณสมบัติผลิต staphylokinase และ thermonuclease(TNase)  เกิดการจับตัวแข็งของ human 
plasma แต่ไม่เกิดการจับตัวแข็งกับ bovine plasma  สร้าง alpha-hemolysin ส่วนการสร้าง 
beta-hemolysin ไม่มีความแน่นอน ส่วน biotype B พบได้ในสัตว์ปีกและสุกร biotype C พบได้ในสัตว์
เคี้ยวเอ้ืองขนาดใหญ่และขนาดเล็ก  biotype D พบได้ในกลุ่มกระต่าย 

 Staphylococcus aureus สามารถเจริญเติบโตได้ท่ีความเข้มข้นเกลือสูงถึงร้อยละ 10 (น้ําหนัก/
ปริมาตร)  แต่แบคทีเรียอ่ืนเกือบจะไม่เจริญเติบโตท่ีความเข้มข้นเกลือสูงกว่าร้อยละ 4 เท่านั้น  ความทน
เกลือเป็นคุณสมบัติท่ีทําให้สามารถทนความแห้งหรือน้ําใช้ได้ในระดับต่ํา (aW = 0.85)  ดังนั้น  
Staphylococcus aureus จึงสามารถแข่งขันในการเจริญเติบโตในอาหารท่ีเค็มและแห้งได้ดี 

อาหารที่เกี่ยวข้องกับการระบาด  เนื้อสัตว์สุก(ผ่านความร้อน)  แฮม  เนื้อสัตว์ปีก อาหารทะเล  
ขนมอบไส้ครีม(cream-filled bakery products)  เนยแข็ง นมผง อาหารท่ีมีโปรตีนสูงและเหลือจากการ
บริโภค(high-protein leftover food) 

1.1.2 ระบาดวทิยา  
        (Epidemiology)   
 Staphylococcus aureus พบได้ท่ัวไปบนผิวหนังและเยื่อเมือกของร่างกายของสัตว์เลือดอุ่น
ท่ัวไปรวมถึงคนด้วย  โดยท่ัวไปแล้ว Staphylococcus aureus เป็นเช้ือประจําถิ่น (normal flora) บน
ผิวหนังจึงพบ Staphylococcus aureus ได้เสมอในปริมาณไม่มากนัก   อย่างไรก็ตาม Staphylococcus 
aureus จะมีจํานวนเพ่ิมมากขึ้นในบาดแผลท่ีเกิดขึ้นท่ีผิวหนัง  เนื่องจาก Staphylococcus aureus เป็น
สาเหตุของฝีหนองท่ีผิวหนังนั่นเอง  นอกจากกรณ๊ีบาดแผลท่ีมีหนองอันเกิดจาก Staphylococcus 
aureus แล้ว  มือท่ีจําเป็นต้องสัมผัสกับน้ําหรือต้องล้างมือบ่อยๆ เช่น พยาบาล ผู้ท่ีทํางานในโรงเชือดไก่ ก็
มีแนวโน้มท่ีจะมี Staphylococcus aureus ท่ีผิวหนังหรือท่ีมือจํานวนมาก    ผิวหนังส่วนอ่ืนท่ีพบว่ามี 
Staphylococcus aureus เช่น ช่องจมูก หนังใบหู เป็นต้น  ดังนั้น  อาหารท่ีมีการใช้มือจับต้อง(handle) 
จะมีโอกาสท่ีจะมี Staphylococcus aureus ได้   

 Staphylococcus aureus  บางชนิดมีท่ีมาจากตัวสัตว์เอง เช่น Staphylococcus aureus 
biotype B,C D,และ E   พบว่าขนมอบ เนื้อวัว ไส้กรอกสุกร  อาหารทะเล และเนื้อไก่ดิบ (10)  มี

อุบัติการของ Staphylococcus aureus ในอัตราร้อยละ 10, 16, 33, 38 และ 41-84 ตามลําดับ  

นอกจากนี้ ยังมีการสํารวจเพ่ิมเติมพบ Staphylococcus aureus ท่ีผิวหนังของสัตว์ปีกท่ีแข็งแรงในระดับ
ท่ีไม่มากนัก ประมาณไม่เกิน 100 เซลล์ต่อกรัม  แต่จํานวน Staphylococcus aureus กลับเพ่ิมมากขึ้น
เม่ือสํารวจ Staphylococcus aureus ในเนื้อไก่ท่ีได้จากซากไก่ผ่านกระบวนการเชือดในโรงงาน  ดังนั้น  
อาหารประเภทเนื้อสัตว์จะมี Staphylococcus aureus บางส่วนจากตัวสัตว์เองและบางส่วนจากมือคนท่ี
จับต้อง   แต่ว่าเฉพาะ Staphylococcus aureus ท่ีมาจากคนเท่านั้นท่ีก่อโรคอาหารเป็นพิษได้  จะ
สังเกตได้ว่า แหล่งท่ีมาสําคัญของ Staphylococcus aureus นั้นมิได้มาจากตัวสัตว์เอง  แต่แหล่งท่ีมา
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กลับมาจากกระบวนการผลิตหรือแปรรูปเนื้อสัตว์ในโรงงาน ท้ังนี้เหตุผลสําคัญหนึ่ง คือ Staphylococcus 
aureus มีความทนทานต่อความแห้งหรือระดับน้ําใช้ได้ต่ํามาก ประมาณ 0.85 และทนต่อคลอรีนได้ดี ทํา
ให้ Staphylococcus aureus คงตัวอยู่ในส่ิงแวดล้อมและก่อให้เกิดการปนเป้ือนข้าม (cross 
contamination) จากอุปกรณ์ไปยังเนื้อสัตว์ได้ง่าย 

 สถานการณ์ท่ีเกิดขึ้นบ่อยๆเท่าท่ีผ่านมา(classical situation) คือ การตระเตรียมอาหารท่ีมีการ
สัมผัสโดยตรงกับมือและไม่มีการแช่เย็นเป็นเวลาอย่างน้อย 4 ช่ัวโมง  อาหารหลายชนิดเหมาะท่ี 
Staphylococcus aureus จะเจริญเติบโตได้แต่ท่ีเจริญเติบโตได้ดีมากคือ อาหารท่ีมีไขมัน(เช้ือสร้าง 
lipase ย่อยไขมันได้) และกรณีท่ีอาหารมีเช้ือคู่แข่งน้อย เช่น ผลิตภัณฑ์นมท่ีผ่านการพาสเจอร์ไรส์หรือ
อาหารเค็ม  จุลินทรีย์ไม่เจริญเติบโตในอาหารท่ีเป็นกรด เช่น mayonnaise แต่สามารถเจริญเติบโตได้เม่ือ
มีการเจือจางกรดโดยอาหารประเภทอ่ืน เช่น แฮมหรือทูน่า  การให้ความร้อนซํ้าอีกคร้ังจะไม่ทําลายพิษ 
เพราะ enterotoxin ของ Staphylococcus aureus ทนต่อความร้อนมาก(extremely heat stable) 

 แม้ว่าผู้เตรียมอาหารท่ีมีเซลล์ Staphylococcus aureus เร่ิมต้นจํานวนมากท่ีผิวหนังจะเป็นการ
เพ่ิมโอกาสท่ีจะสร้างพิษจนถึงระดับท่ีก่อโรคได้มากขึ้น  แต่ว่าผู้เตรียมอาหารท่ีมีเซลล์ Staphylococcus 
aureus  เร่ิมต้นจํานวนน้อยก็ยังสามารถปนเป้ือนจุลินทรีย์ลงในอาหารได้เช่นกัน  เพียงแต่ว่าอาจจะต้อง
ใช้เวลานานขึ้นกว่าเม่ือเทียบกับจํานวนเซลล์เร่ิมต้นท่ีมากกว่าในการสร้างพิษจนถึงระดับท่ีก่อโรคได้ 

 การระบาดของ Staphylococcus aureus มักจะมีจํานวนผู้ป่วยไม่มากนักประมาณไม่เกิด 10 
ราย  แต่ มีหลายรายงานท่ีระบุจํานวนผู้ป่วยจํานวนมากกว่า 100 ราย เ ช่น การระบาดของ 
Staphylococcus aureus ในอาหารประเภทพาสต้า(pasta) ซ่ึงเกิดจาก การปนเป้ือนของ 

Staphylococcus aureus  ในไข่ท่ีแปรรูปท่ีอุณหภูมิ 30-40oซ  เนื้อหมัก(salami) เกิดจากการแปรรูป

เนื้อ ณ อุณหภูมิสูงกว่าปกติทําให้ Staphylococcus aureus เพ่ิมจํานวนก่อนท่ีกรดจากการหมักจะยับยั้ง
การเจริญเติบโตของ Staphylococcus aureus   เนยแข็ง เ กิดจากการเ พ่ิมจํานวนของ 
Staphylococcus aureus มากกว่าแบคทีเรียแลคติคในน้ํานม   อาหารกระป๋องท่ีเป็นเนื้อ ปลา ผัก เกิด
จากการปนเป้ือนในกระป๋องภายหลัง(post contamination)ผ่านความร้อน จากการจับต้องรอยตะเข็บ
กระป๋องด้วยมือขณะท่ีกระป๋องยังอุ่นอยู่ 

1.1.3 อาการของโรคจาก S.aureus 

        (Clinical symptoms) 
 ปริมาณเช้ือท่ีคาดว่าจะทําให้ป่วย (infective dose)  ประมาณ  5 × 105  เซลล์    โดยมีระยะ

ฟักตัวโรค (incubation period) ประมาณ 1-8 ช่ัวโมง แต่ส่วนมากประมาณ 2-4 ช่ัวโมง   ลักษณะอาการ

ท่ีพบบ่อยเป็นแบบฉบับ คือ อาการคล่ืนไส้ (nausea) อาเจียน (vomit) พบร่วมกับอาการปวดท้อง 
(stomachache) และท้องเสีย (diarrhea)  อาการจะนานประมาณ 1-2 วัน  อาการของโรคเกิดจากพิษ
ไม่ได้เกิดจากการเพ่ิมจํานวนของเซลล์แบคทีเรีย  แต่ว่าจําเป็นจะต้องมีเซลล์ในอาหารจํานวนมากพอท่ีจะ
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สร้างสารพิษ (exotoxin) ท่ีทําให้เกิดโรค Staphylococcus aureus แม้จะมีจํานวนสูงถึง 109 เซลล์ ก็ไม่
มีผลเปล่ียนแปลงกล่ินรสของอาหาร 
 
1.1.4 หลักการควบคุมและป้องกัน 
       (Control and prevention) 
 จุดเร่ิมต้นของการเกิดโรคอาหารเป็นพิษจาก Staphylococcus aureus  คือ การปนเป้ือน 
Staphylococcus aureus  ในอาหาร จากนั้นก็มีการเก็บรักษาหรือแปรรูปอาหาร ณ อุณหภูมิท่ี 
Staphylococcus aureus สามารถเจริญเติบโตได้ในระยะเวลาท่ีนานเพียงพอ  ดังนั้น  อุณหภูมิในการ
แปรรูปหรือการเก็บอาหารท่ีปรุงสุกแล้วเป็นกุญแจสําคัญในการควบคุมป้องกัน  อาหารท่ีตระเตรียมจาก
การสัมผัสกับมือโดยตรง(ไม่ได้สวมถุงมือ) ควรจะแช่เย็นอาหารนั้นท่ีอุณหภูมิระหว่าง 0-7oซ(32-45oฟ) 
หรือเก็บอาหารให้ร้อนอยู่เสมอท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 60oซ(140oฟ)  เพ่ือเป็นการป้องกัน Staphylococcus 
aureus (mesophile) เจริญเติบโตและเพ่ิมจํานวนในอาหาร  อาหารท่ีไม่เป็นกรดท่ีตระเตรียมด้วยการ
สัมผัสกับมือโดยตรง(ไม่ได้สวมถุงมือ) และเก็บท่ีอุณหภูมิระหว่าง 10-50oซ(45-145oฟ) ให้ถือว่าอาหารนั้น
ไม่ปลอดภัยสําหรับการบริโภค อาหารท่ีมี Staphylococcal enterotoxin แม้ผ่านความร้อนซํ้าก็มักจะไม่
สามารถทําลายสารพิษได้หมด เนื่องจาก SE เป็นสารพิษท่ีทนความร้อนได้สูง เช่น D120 ในน้ํานม มี
ค่าประมาณ 20 นาที ในขณะท่ีค่า z  ประมาณ 29oซ   การระบาดของ Staphylococcus aureus พบได้
บ่อยในฤดู ร้อน เพราะ ว่า อุณหภูมิและความ ร้อนในฤดู ร้อนจะช่วยเ ร่งการเ พ่ิม จํานวนของ 
Staphylococcus aureus ในอาหาร  
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1.2. การอธิบายอันตราย 
     (Hazard characterization) 

 

 การอธิบายอันตรายเป็นขั้นตอนหนึ่งของการประเมินความเส่ียง ซ่ึงช่ือเดิมของการอธิบาย
อันตราย คือ การประเมินการตอบสนองต่อปริมาณจุลินทรีย์ก่อโรค หรือ Dose response assessment 
ปัจจุบันนี้ได้มีการปรับเปล่ียนให้เป็นช่ือเดียวกันกับท่ีใช้โดยองค์การระหว่างประเทศ เช่น WHO, FAO, 
และ Codex Alimentarius Commission (CAC) เป็นต้น 
 การตอบสนองของประชากรมนุษย์เม่ือได้รับจุลินทรีย์เข้าในร่างกายนั้น เป็นกระบวนการท่ี
ซับซ้อน   อย่างยิ่ง เนื่องจากประกอบด้วยปัจจัยมากมายท่ีเข้ามาเก่ียวข้อง แต่อาจจะสามารถแจกแจงได้
เป็น 3 องค์ประกอบหลักท่ีสําคัญ  คือ  

1. องค์ประกอบทางร่างกาย (Host factor)  
2. องค์ประกอบทางจุลินทรีย์ก่อโรค (Microbiological factor) 
3. องค์ประกอบส่ือบริโภค (Food matrix factor)   

 ในการศึกษาถึงผลการตอบสนอง (Response) ต่อจุลินทรีย์ก่อโรค จําเป็นต้องพิจารณาร่วมกันท้ัง 
3 องค์ประกอบไปพร้อม ๆ กัน ต่อจากนั้นเพ่ือท่ีจะพัฒนาให้เป็นการประเมินความเส่ียงเชิงปริมาณ 
(Quantitative microbial risk assessment : QMRA)  จําเป็นจะต้องมีการประเมินออกมาเป็นตัวเลขท่ี
ชัดเจน จึงได้มีการนําเอาปริมาณจุลินทรีย์ก่อโรค (Dose) ท่ีก่อเกิดความเจ็บป่วย (Response) ในระดับ
ต่าง ๆ มาหาความสัมพันธ์กันในจํานวนท่ีมากพอ ก็สามารถจะเช่ือมต่อเป็นเส้นโค้ง (Curve)  และสร้าง
เป็นแบบจําลองการตอบสนองต่อเช้ือ (Dose response model) ขึ้นจากข้อมูลท่ีได้จากการระบาดเท่าท่ีมี
ท้ังหมด 

1.2.1 องค์ประกอบทางร่างกาย  
        (Host factor) 
 จากผลการศึกษาท่ีผ่านมามีการสรุปปัจจัยเด่นหลากหลายข้อ อันเป็นส่ิงช้ีวัดการตอบสนองต่อการ
ติดเช้ือ  อย่างไรก็ตาม โดยธรรมชาติของการศึกษาเหล่านี้ มิอาจจะพิจารณาครอบคลุมทุกปัจจัยได้
ครบถ้วนและอาจจะ   ทําให้เกิดอคติ (bias) ในการสรุปปัจจัยสําคัญต่าง ๆ  

ในท่ีนี้ จะขอรวบรวมเอาปัจจัยเท่าท่ีได้มีการกล่าวถึงในวารสารวิทยาศาสตร์  ซ่ึงจะครอบคลุมท้ัง
ท่ีสําคัญและท่ีเช่ือว่ามีความเก่ียวข้องเข้าไว้ด้วยกันเป็นกลุ่ม ๆ โดยท่ีคณะผู้วิจัยจะขอแจกแจงรายละเอียด
เฉพาะหัวข้อท่ีสําคัญท่ีมีผลโดยตรงต่อการประเมินความเส่ียงในการศึกษาคร้ังนี้ ปัจจัยท่ีสําคัญของร่างกาย
ในการทําให้เกิดอาการท้องร่วงแบบเฉียบพลันจากการบริโภคอาหารท่ีมีการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ก่อโรค 
มี 3 กลุ่มใหญ่ ประกอบด้วย  

1. ประชากรและเศรษฐสังคม (Demographic and socioeconomic factors) ได้แก่ อายุ เพศ 
ชนชาติ เช้ือชาติ ภาวะโภชนาการ สังคม เศรษฐกิจ ส่ิงแวดล้อม การเดินทางภายในและระหว่างประเทศ 
กลุ่มอายุท่ีมีอุบัติการณ์การติดเช้ือโดยท่ัวไปมี 2 กลุ่ม คือ เด็กและคนชรา  
 2. พันธุกรรม (Genetic factors)  ยีนท่ีมีความสัมพันธ์และเก่ียวข้องกับโรค 
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 3. สุขภาพ (Health factors) ประกอบด้วย สภาวะภูมิคุ้มกัน การติดเช้ือร่วม โรคหรือความ
เจ็บป่วย     ท่ีเป็นอยู่ ยาท่ีใช้อยู่ การตั้งท้อง เป็นต้น 
 นอกจาก 3 ปัจจัยท่ีกล่าวมาแล้วนั้น ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายเป็นตัวจักรสําคัญในการ
กําหนดการตอบสนองของร่างกายต่อจุลินทรีย์ก่อโรค ซ่ึงผลลัพธ์ของการตอบสนองอาจจะเป็นเพียงมีการ
ติดเช้ือ (infection) หรือ รุนแรงขึ้นจนแสดงอาการหรือความเจ็บป่วย (clinical illness)   

1.2.2 องค์ประกอบทางจุลินทรีย์ก่อโรค  
        (Microorganism factor) 

ผลกระทบสุขภาพพ้ืนฐานของการได้รับจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีมีอาหารเป็นส่ือ คือ อาการของอาหาร
เป็นพิษ เรียกว่า gastroenteritis ซ่ึงลักษณะบางอย่างในเชิงโครงสร้าง (Structure) และรหัสพันธุกรรม 
(DNA) ท่ีทําให้จุลินทรีย์ก่อโรคสามารถก่อโรคได้ อาจจะเรียกว่าเป็น องค์ประกอบก่อโรครุนแรง 
(Virulence factors)  เช่น ความสามารถในการเกาะกับผนังเยื่อบุลําไส้ (Adherence) ความสามารถใน
การรุกผ่านผนังเยื่อบุลําไส้ (Invasion)  สารพิษท่ีผนังเซลแซลโมเนลลาส่วน lipopolysaccharide (LPS) 
หรือ Exotoxin  ทําให้จุลินทรีย์ก่อโรคสามารถดํารงชีวิตได้ในส่ิงแวดล้อมและรอดชีวิตผ่าน (survive) 
ระบบภูมิคุ้มกันทางกายภาพและทางเคมีในตัวของประชากรได้ด้วย   
 โดยปรกติแล้วร่างกายของประชากรกลุ่มเส่ียง (Susceptible population) จะมีระบบภูมิคุ้มกัน 
(immune system) โครงสร้างทางกายวิภาค (anatomical) และสรีระ (physiological) หลายอย่าง ท่ี
ป้องกันการรุกรานของจุลินทรีย์ก่อโรคชนิดต่าง ๆ    
 เม่ือจุลินทรีย์ก่อโรคเข้าสู่ร่างกายต้องพบการเปล่ียนแปลงหลายอย่างเช่น อุณหภูมิ ความเข้มข้น
ของสาร(osmolarity) ระดับออกซิเจน (oxidation reduction potential) ระดับธาตุเหล็ก ความเป็น
กรดด่าง (pH)  สารอาหารอินทรีย์และอนินทรีย์ เป็นต้น นอกจากนี้ จุลินทรีย์ก่อโรคเม่ืออยู่ในทางเดิน
อาหารต้องพบกับการบีบตัวของทางเดินอาหาร (peristalsis) การโบกพัดของเส้นไยท่ีผิวของเซลเยื่อบุผิว 
(epithelial surface) ภายในทางเดินอาหาร และระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย เช่น เซลเม็ดเลือดขาว เป็น
ต้น 
 จุลินทรีย์ก่อโรคมีความสามารถในการปรับตัวให้เข้ากับร่างกายได้อย่างดี โดยอาศัยการ
วิวัฒนาการ(evolution) และการคัดเลือกจากธรรมชาติ (natural selection) สร้างลักษณะปรับตัว 
(adaptive characteristics) เพ่ือให้สามารถดํารงชีวิตและเพ่ิมจํานวนได้ในร่างกาย แรกเร่ิมเม่ือจุลินทรีย์ก่อ
โรคผ่านเข้าสู่ทางเดินอาหาร     ต้องทนกับระดับความเป็นกรดท่ีค่อนข้างรุนแรงในกระเพาะ เม่ือผ่านสู่
ลําไส้ท่ีมีการบีบตัวและระบบภูมิคุ้มกัน    ในลําไส้ คือ Payer’s patches ต้องจะสามารถเกาะกับเยื่อบุ
ผนังลําไส้ ลักษณะโดยรวมท่ีสามารถทําให้จุลินทรีย์ก่อโรคยึดติด (adhesion) และผ่านเข้าสู่เซลเยื่อบุผนัง
ลําไส้เพ่ือเพ่ิมจํานวน(colonization) รวมเรียกว่า bacterial virulence factors เช่น specific fimbria, 
chromosome-coded bacterial surface adhesins, haemagglutinin เป็นต้น 
 จุลินทรีย์ก่อโรคยังมีลักษณะอ่ืนท่ีทําให้เกิดพยาธิสภาพ (pathology) ในร่างกายได้ คือ สารพิษ
ภายใน(endotoxin) หรือ Lipopolysaccharide (LPS) และสารพิษภายนอก (exotoxin) เช่น 
cytotoxin และ enterotoxin ทําให้ร่างกายสูญเสียอาหารและทําลายได้  ไซเดอโรฟอร์ (siderophores) 
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ท่ีจุลินทรีย์ก่อโรคใช้ดึงธาตุเหล็กจากร่างกายเพ่ือนําไปใช้ในการเจริญเติบโต  พันธุกรรมก่อโรค (virulence 
plasmid) ช่วยให้จุลินทรีย์ ก่อโรครุกเข้าสู่ระบบภายในร่างกายและเพ่ิมจํานวนตัวเองในร่างกายของ
ร่างกาย 

1.2.3 องค์ประกอบสื่อบริโภค  
        (Food matrix factor) 
 ปัจจัยเร่ืองอาหารเป็นปัจจัยท่ีมีความสัมพันธ์โดยตรงกับร่างกายและจุลินทรีย์ก่อโรค จุลินทรีย์ก่อ
โรคจะต้องผ่านระบบป้องกันตัวของร่างกายด่านแรก คือ ความเป็นกรดท่ีสูงในกระเพาะอาหาร ซ่ึงอาจจะ
ต่ําถึงระดับ pH 2 ดังนั้น ภาวะร่างกายของกลุ่มท่ีเส่ียงต่อจุลินทรีย์ก่อโรคจะเพ่ิมขึ้นเม่ือระดับความเป็น
กรดในกระเพาอาหารลดลง เช่น ยาลดกรดในกระเพาะอาหาร โรคมะเร็ง ภาวะเบาหวาน และอายุมากขึ้น 
นอกจากนี้ ปัจจัยท่ีตัวอาหาร ได้แก่ ปริมาณอาหารท่ีบริโภค ระดับไขมัน ระบบป้องกันการเปล่ียน pH 
(buffering capacity) ธรรมชาติของการมีเช้ือในอาหารม้ือนั้น ๆ  
 ปริมาณอาหารท่ีบริโภคอาจจะเป็นเพียงตัวกําหนดโอกาสการได้รับจุลินทรีย์ก่อโรคแบบหยาบ ๆ 
เท่านั้น เนื่องจากจุลินทรีย์ก่อโรคมิได้กระจายเท่ากันตลอดท่ัวอาหาร (non-homogeneous) ดังนั้น 
อาจจะพอตั้งข้อสังเกตได้ว่าปริมาณอาหารท่ีบริโภคจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับโอกาสการติดเช้ือ นอกจากนี้ 
แบคทีเรียมีแนวโน้มว่าจะรวมกลุ่มกันเป็นก้อน (bacterial agglomeration) ทําให้จุลินทรีย์ก่อโรคช้ันใน
ได้รับการปกป้องจากกรด   ในกระเพาะอาหารได้ ส่ิงแวดล้อมขนาดจ๋ิว (microenvironment) ท่ีจุลินทรีย์
ก่อโรคเกาะอยู่กับอาหารเป็นตัวกําหนดความอยู่รอดของจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น อาหารท่ีมีส่วนประกอบของ
ไขมัน  บริเวณท่ีเป็นไขมันจะเอ้ือต่อการอยู่รอดของจุลินทรีย์ก่อโรคผ่านความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร
ได้ดีกว่า อย่างไรก็ตาม บางการศึกษาได้ข้อสรุปท่ีค้านกับผลการศึกษาคร้ังนี้ เช่น ในอาหารนมและไข่ขาว 
เคร่ืองดื่มแอลกอฮอล์ช่วยลดโอกาสการได้รับจุลินทรีย์ก่อโรคในทางกลับกันแอลกอฮอล์อาจจะช่วยกระตุ้น
การหล่ังกรดในกระเพาะได้ด้วย   

1.2.4 แบบจําลองการตอบสนองต่อปริมาณ S.aureus 
       (Dose-response model S.aureus) 

โดยท่ัวไปแล้ว การอธิบายอันตรายจะอาศัยแบบจําลอง dose-response ซ่ึงเป็นสมการในการ
คํานวณโดยคํานวณหาโอกาสในการเจ็บป่วยจากปริมาณจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีได้รับ อย่างไรก็ตาม ยังไม่มี 
dose-response model จําเพาะต่อ Staphylococcus aureus  

การเจ็บป่วยท่ีเกิดขึ้นเป็นผลท่ีเกิดจากการได้รับ Enterotoxin เรียกว่า การเกิดโรคจากสารพิษ 
(Intoxication) ซ่ึงปริมาณสารพิษท่ีได้รับจะมีความสัมพันธ์กับโอกาสในการเจ็บป่วย กล่าวคือ การเจ็บป่วย
จะเกิดขึ้นเม่ือร่างกายได้รับสารพิษในปริมาณขั้นต่ํา (threshold level) ซ่ึงมีรายงานระดับขั้นต่ําของ
สารพิษจาก Staphylococcus aureus ชนิด A (Staphylococcal enterotoxin A : SEA) ประมาณ 20 
ng/serving (Kim et al., 2009) 94 ng/serving (Heidinger et al., 2009) หรือ 100 ng/serving 
(Soejima et al., 2006) 

การศึกษาล่าสุดมีการนําเสนอ dose-response model สําหรับการเจ็บป่วยจากการได้รับ 
Staphylococcus aureus จากเนยแข็ง เป็นแบบจําลองชนิด Exponential (Lee et al., 2015)  
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2.1 แบบจําลองท่ีใช้ในการอธิบายอันตราย (Model for hazard characterization) 
 แบบจําลองท่ีใช้ในการอธิบายอันตรายจากการบริโภคเนื้อสุกร คือ แบบจําลอง exponential ท่ี
ได้จากการประเมินความเส่ียงเชิงปริมาณของ Staphylococcus aureus ท่ีปนเป้ือนในเนยแข็ง (Lee et 
al., 2015) 
     rN

I eP −−=1     (1.1) 

โดยท่ี 
 PI หมายถึง ความน่าจะเป็นในการเจ็บป่วยจาก Staphylococcus aureus จํานวน N เซลล์ 
 r  หมายถึง พารามิเตอร์ในการกําหนดรูปร่างแบบจําลอง exponential =  7.64 x 10-12  
 N หมายถึง จํานวน Staphylococcus aureus ท่ีได้รับเข้าสู่ร่างกาย (cfu/day)  
 แม้ว่าค่า r ตามเอกสารอ้างอิงจะเป็น 7.64 x 10-8  แต่เม่ือได้ทดสอบแบบจําลองนี้แล้ว ด้วยค่า r 
= 7.64 x 10-8 พบว่า อัตราการเจ็บป่วย/แสนคน/ปี อยู่ในระดับแสนคน และเม่ือเปรียบเทียบกับรายงาน
การเจ็บป่วยของโรคอาหารเป็นพิษ (food poisoning) โดยกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 
2556 พบว่า S.aureus เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ ร้อยละ 14.55 โดยอัตราการเจ็บป่วยด้วยโรค
อาหารเป็นพิษทุกสาเหตุรวมกัน ประมาณ 204.07 คน/แสนคน/ปี ดังนั้น เม่ือคํานวณตามสัดส่วนแล้ว 
อัตราการเจ็บป่วยจาก S.aureus = 29.69 คน/แสนคน/ปี (204.07 x 14.55%) เท่านั้น (AESR, 2013) 
ดังนั้น จึงมีการปรับค่า r ให้ลดลง 10,000 เท่า เพ่ือให้สอดคล้องกับความเป็นจริงของการรายงานโดยกรม
ควบคุมโรค ดังนั้น ในการศึกษาคร้ังนี้จะใช้ r = 7.64 x 10-12 ในการคํานวณความน่าจะเป็นในการเจ็บป่วย
จาก Staphylococcus aureus  
 แม้ว่าการอธิบายอันตรายในกรณีของ intoxication จากสารพิษท่ี SA สร้างสะสมไว้ในอาหาร 
จะต้องมีปริมาณความเข้มข้นขั้นต่ํา (threshold) ซ่ึงสอดคล้องกับมาตรฐานของสํานักงานมาตรฐานสินค้า
เกษตรและอาหารแห่งชาติ (มกอช) ท่ีกําหนดมาตรฐานการปนเป้ือนของ SA ไม่เกิน 100 cfu/g ( 2 log 
cfu/g)  

อย่างไรก็ตาม ในกรณีท่ีระดับการปนเป้ือนมีปริมาณสูงกว่าระดับความเข้มข้นขั้นต่ํา (threshold) 
ดังนั้น แบบจําลอง dose response ท่ีใช้ในท่ีนี้จึงปราศจากผลกระทบในการประเมินควาเส่ียงในกรณีท่ี
ระดับการปนเป้ือนเนื้อสุกรต่ํากว่าระดับความเข้มข้นขั้นต่ํา (threshold) 
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1.3 การประเมินการสัมผัส 
     (Exposure assessment) 

 การประเมินการสัมผัส (Exposure assessment) เป็นการประเมินโอกาสในการรับสัมผัส 
(exposure) กับอันตราย  ซ่ึงในท่ีนี้ ก็คือ การได้รับจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีอาจจะปนเป้ือนมากับอาหารท่ีบริโภค
เข้าสู่ร่างกาย  ดังนั้น ข้อมูลสําคัญในการประเมินการสัมผัส ก็คือ   

1.  ข้อมูลการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารและน้ํา  (Prevalence & Concentration) 
-  ความชุก (Prevalence) การแจกแจงความน่าจะเป็นของความชุกจะใช้ Beta distribution 

เป็นการอาศัยหลักการกระบวนการทวินาม (Binomial process) กล่าวคือ ความชุกหรือการปนเป้ือนของ
จุลินทรีย์ในตัวอย่างท่ีสนใจนั้นมีความเป็นไปได้เพียง 2 กรณีเท่านั้น คือ มีการปนเป้ือนและไม่มีการ
ปนเป้ือน ดังนั้น  จึงได้นําเอาหลักการนี้มาวิเคราะห์หาระดับความชุกหรือการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ใน
ตัวอย่างหรือตัวแปรสุ่มท่ีสนใจ   

-  ความเข้มข้น (Concentration)  การเลือกแบบการแจกแจงความน่าจะเป็นสําหรับความ
เข้มข้น (Poisson Distribution)  ระดับความเข้มข้นของจุลินทรีย์ในตัวอย่างนั้น จะสอดคล้องกับแบบการ
แจกแจงแบบ Poisson ซ่ึงมีการกําหนดค่าพารามิเตอร์ λ (อ่านว่า แลมดา) เพ่ือสร้างการแจกแจงความ
น่าจะเป็น ซ่ึงในการศึกษาคร้ังนี้  ก็คือ ค่าเฉล่ียของความเข้มข้นของจุลินทรีย์ก่อโรคในตัวอย่างท่ีศึกษา 

- การตรวจวิเคราะห์ Staphylococcus aureus ทางห้องปฏิบัติการใช้วิธีการท่ีแนะนําโดย 
USFDA จาก Bacteriological analytical manual (BAM)  

2. ปริมาณการบริโภคเนื้อสุกร (pork consumption)   
 ปริมาณการบริโภค จะสืบค้นจาก ฐานข้อมูลปริมาณอาหารท่ีคนไทยบริโภค (Database of 
Food Consumption of Thai People) โดย สํานักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ (มก
อช) ในรูปของเอกสาร และแบบ search online (http://consumption.acfs.go.th/index.php) โดย
เลือกปริมาณการบริโภค เฉพาะกลุ่ม Eater only ท่ีลําดับร้อยละ 97.5 (percentile) โดยมีค่าเฉล่ียของ
กลุ่มอายุมากกว่า 3 ปี ดังตารางท่ี 1.1   

 

ตารางท่ี 1.1  ปริมาณการบริโภคของคนไทยสําหรับกลุ่ม Eater only ท่ีลําดับร้อยละ 97.5 (percentile) 
รายงานเป็นค่าเฉล่ียของกลุ่มอายุมากกว่า 3 ปี  
 

อาหาร กรัม/คน/วัน 
เนื้อสุกร 

เนื้อโคและควาย 
เนื้อไก่ 

90 
60 
45 

 

 อย่างไรก็ตาม เนื่องจากข้อมูลการบริโภคท่ีได้รับเป็นค่าลําดับร้อยละ 97.5 (percentile) ซ่ึงเป็น
ลักษณะข้อมูลท่ีมีความสอดคล้องกับการประเมินความเส่ียงเชิงปริมาณและความน่าจะเป็น กล่าวคือ 
ข้อมูลดังกล่าวสามารถนํามาสร้างการแจกแจงความน่าจะเป็น (probability distribution) ได้ โดย
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กําหนดให้เป็นการแจกแจงชนิดปกติ (normal distribution) ซ่ึงสามารถกําหนดใน spreadsheet 
สําหรับการคํานวณคณิตศาสตร์ ร่วมกับการใช้โปรแกรมการจําลองเหตุการณ์ทําให้สามารถกําหนดปริมาณ
การบริโภคเชิงปริมาณและความน่าจะเป็นได้ เป็น =NormalAlt(97.5%, 90, "sigma", 1, Truncate(0, )) 
หมายความว่า ปริมาณการบริโภคมีการแจกแจงความน่าจะเป็นชนิดปกติ โดยมีค่าค่าลําดับร้อยละ 97.5 
(percentile) สําหรับผลิตภัณฑ์สุกร 90 กรัม/คน/วัน โดยมีสมมุติฐานว่า ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
(standard deviation หรือ sigma) มีค่าเท่ากับ 1 และกําหนดให้ค่าต่ําสุด (Truncate) ท่ีเป็นไปได้ในการ
บริโภค คือ 0 กรัม (หากไม่กําหนดค่าต่ําสุดแล้ว การสุ่มค่าของปริมาณการบริโภคในการจําลองเหตุการณ์ก็
อาจจะมีการสุ่มค่าท่ีเป็นลบได้ ซ่ึงเป็นค่าท่ีไม่สามารถเกิดขึ้นได้จริง) ซ่ึงจะทําให้ค่าเฉล่ีย (expected 
value) มีค่าลดลงจาก 90 กรัม/คน/วัน เป็น 88 กรัม/คน/วัน 

1.3.1 แบบจําลองที่ใช้ในการประเมินการสัมผัส  
        (model for exposure assessment) 
 ความน่าจะเป็นในการสัมผัส (PE)  เป็นการอธิบายโอกาสหรือความเป็นไปได้ท่ีร่างกายจะได้รับ
สัมผัสสารพิษขั้นต่ําท่ีก่อให้เกิดโรคได้  ซ่ึง PE เป็นค่าท่ีเป็นตัวแทนอธิบายโอกาสการเกิดเหตุการณ์การรับ
สัมผัสกับจุลินทรีย์ก่อโรคเข้าสู่ร่างกายจากการบริโภคอาหารและน้ํา   โดยใช้แบบจําลอง 
 

    )1( N
E ePP −

−=      (1.1) 

โดยท่ี  
     PE  หมายถึง  ความน่าจะเป็นในการสัมผัส Staphylococcus aureus อย่างน้อย 1 หน่วยก่อโรค 
     P   หมายถึง  ความชุกของ Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกร (%) 
     N   หมายถึง  จํานวน Staphylococcus aureus ท่ีได้รับเข้าสู่ร่างกาย (cfu/day) 
โดยท่ี  

 

   nConsumptioonConcentraiN ×=     (1.2) 

โดยท่ี 
 Concentration  คือ  ปริมาณ Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกร (cfu/g) 
 Consumption   คือ  ปริมาณการบริโภคเนื้อสุกรต่อวัน (g/day) 

1.3.2 การเก็บตัวอย่าง 
        (Pork sampling)   

พ้ืนท่ีกรุงเทพมีแบ่งส่วนราชการกรุงเทพมหานครเป็น 6 กลุ่มเขตพ้ืนท่ี (ภาพท่ี 1.2) ดังนี้  

1. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี กรุงเทพกลาง  (Central Bangkok : C )  ประกอบด้วย 
   เขตพระนคร เขตสัมพันธวงศ์ เขตห้วยขวาง เขตดินแดง  

2. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี กรุงเทพออก (East Bangkok    : E )  ประกอบด้วย 
   เขตบางกะปิ  เขตสะพานสูง  เขตบึงกุ่ม  เขตคันนายาว  เขตลาดกระบัง   
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   เขตมีนบุรี  เขตหนองจอก  เขตคลองสามวา 
3. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี กรุงเทพเหนือ (North Bangkok    : N ) ประกอบด้วย 

   เขตจตุจักร  เขตบางซ่ือ  เขตลาดพร้าว  เขตหลักส่ี  
   เขตดอนเมือง  เขตสายไหม  เขตบางเขน 

4. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี กรุงเทพใต้ (South Bangkok   : S ) ประกอบด้วย 
   เขตปทุมวัน  เขตบางรัก  เขตสาทร  เขตบางคอแหลม  
   เขตยานนาวา  เขตคลองเตย  เขตวัฒนา  เขตพระโขนง  
   เขตสวนหลวง เขตบางนา  เขตประเวศ 

5. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี ธนบุรีเหนือ (Upper thonburi    : U ) ประกอบด้วย 
   เขตธนบุรี  เขตคลองสาน  เขตจอมทอง  เขตบางกอกใหญ่  
   เขตบางกอกน้อย  เขตบางพลัด  เขตตล่ิงชัน  เขตทวีวัฒนา 

6. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี ธนบุรีใต้ (Lower thonburi   : L ) ประกอบด้วย 
   เขตภาษีเจริญ เขตบางแค  เขตหนองแขม  เขตบางขุนเทียน  
   เขตบางบอน เขตราษฎร์บูรณะ เขตทุ่งครุ 

 

ภาพท่ี 1.2 แผนผังการแบ่งพ้ืนท่ีในการเก็บตัวอย่างในส่วนราชการกรุงเทพมหานคร 

วัตถุประสงค์ของช่วงการเก็บตัวอย่างท่ี 1 คือ เพ่ือให้ได้ค่าประมาณความเส่ียงระดับพ้ืนฐาน 
(background risk level) และ เพ่ือการแยก S.aureus และ Spoilage bacteria ในการศึกษาในขั้นตอน
การพัฒนา rapid test  โดยจํานวนตัวอย่างท่ีเก็บและตรวจวิเคราะห์ตามความหนาแน่นของประชากร 
(population base)และเขตพ้ืนท่ี (geographical base) รวมท้ังส้ิน 322 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 1.2) 
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ตารางท่ี 1.2 จํานวนตัวอย่างท่ีเก็บได้แบ่งตามความหนาแน่นประชากรและตามเขตพ้ืนท่ี 

กลุ่มเขตพ้ืนที่ จํานวนชุมชน สัดส่วนชุมชน จํานวนตัวอย่าง 
ตลาดที่ 

1 2 3 4 

1. กรุงเทพกลาง (C) 220 11% 48 28 20   

2. กรุงเทพออก  (E) 459 23% 70 12 10 48  

3. กรุงเทพเหนือ (N) 420 21% 48 8 4 36  

4. กรุงเทพใต้     (S) 297 15% 57 41 16   

5.  ธนบุรีเหนือ   (U) 321 16% 54 6 18 30  

6. ธนบุรีใต้        (L) 290 14% 48 22 10 8 8 

รวม 2007 100% 325     

 
การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกร 

เก็บเนื้อสุกรประมาณ 500 กรัม/ตัวอย่าง  โดยเก็บเฉพาะเนื้อแดงล้วน ไม่ติดหนัง ไม่ติดมัน ไม่ติด
พังผืด  ใส่เนื้อสุกรในถุงพลาสติกหรือถุงซิปท่ี “ใหม่” และ “ปลอดเช้ือ” เท่านั้น แล้วผูกปิดปากถุงให้แน่น
หนา  บรรจุใส่ถุงพลาสติกช้ันท่ี 2 แล้วผูกปิดปากถุงให้แน่นหนา เพ่ือป้องกันการไหลร่ัวซึมของตัวอย่างจาก
ถุงช้ันท่ี 1 ด้านใน   

เก็บรักษาตัวอย่างเนื้อสุกรโดยการแช่เย็นระหว่าง 2-8 องศาเซลเซียส (เช่น น้ําแข็งผสมเกลือ) 
บรรจุในกล่องโฟมหรือกระติกท่ีมีน้ําแข็ง เพ่ือป้องกันการไหลร่ัวซึมของของเหลวในกรณีท่ีภาชนะแตก  
นําส่งตัวอย่างให้ถึงห้องปฏิบัติการภายใน 24 ช่ัวโมงเพ่ือการวิเคราะห์ทางจุลินทรีย์ต่อไป 
 

1.3.3 การตรวจวิเคราะห์จุลินทรีย์ทางห้องปฏิบัติการ 
        (Microbiological analysis)  

1. จุลินทรีย์ก่อโรค  
o Staphylococcus aureus : Bacteriological analytical manual (BAM) โดย

องค์การอาหารและยา สหรัฐอเมริกา (US. FDA.)  วิธีวิเคราะห์โดยย่อ ดังนี้ 
� ช่ังตัวอย่างเนื้อสุกรน้ําหนัก 25 กรัม เจือจางจนถึง dilution ท่ี 10-8 เนื่องจาก 

เนื้อสุกรมีระดับการปนเป้ือนค่อนข้างมาก 
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� ดึงสารละลายตัวอย่าง 0.1 มล. จากแต่ละ dilution เพ่ือนํามา spread ลงบน 
Baird-Parker egg yolk medium + tellulite บ่มเพาะนาน 45-48 ช่ัวโมง ท่ี 
35°ซ 

� เลือกนับโคโลนีของ Staphylococcus aureus ท่ีเป็นแบบฉบับ คือ มีลักษณะ
กลม ผิวเรียบ โค้งนูน (convex) ชุ่มน้ํา (moist) ขนาดประมาณเส้นผ่านจุด
ศูนย์กลางระหว่าง 2-3 มม. สีเทาถึงดําเข้ม gray to jet-black ขอบสีอ่อนจาง 
ล้อมรอบด้วย opaque zone และขอบนอกเป็น clear zone จาก plate ท่ีมี
จํานวนโคโลนีระหว่าง 20-200 โคโลนี เพ่ือเล่ียงการทับซ้อนกันของโคโลนี 

o การทํา Coagulase test 
� เลือกโคโลนีท่ีเป็นแบบฉบับของ S. aureus นํามาผสมกับ 0.2-0.3 มล. ของ 

BHI broth เป็นสารละลาย บ่มเพาะนาน 18-24 ช่ัวโมง ท่ี 35°ซ 
� Inoculate สารละลายใน Tryptic Soy agar (TSA) บ่มเพาะนาน 18-24 

ช่ัวโมง ท่ี 35°ซ  ใช้สําหรับการทดสอบ Catalase test ต่อไป 
� เติม 0.5 มล. ของ coagulase plasma ลงในสารละลาย BHI บ่มเพาะท่ี 35°ซ 

สังเกตการแข็งตัว (clot) ของ plasma เป็นระยะๆ นาน 4-6 ช่ัวโมง  
� เฉพาะ isolate ท่ีแข็งตัวภายใน 4 ช่ัวโมงแรก จัดว่าเป็น SA 

o การทํา Catalase test (slide method) 
� ใช้ loop แตะเอา colony ท่ีเพาะได้จาก plate ป้ายลงบน slide แก้ว ระวัง

ไม่ให้ติดอาหารเล้ียงเช้ือมาด้วย 
� ใช้ Pasteur pipette หยด 3% H2O2 ลงบนเช้ือ (โดยไม่ต้องผสมกัน) 
� สังเกตการเกิดฟอง (ออกซิเจน) ถือว่าให้ผลบวก (positive)  
� SA จะให้ผลบวกต่อ Catalase test 
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1.3.4 ผลการประเมินการสัมผัส S.aureus ในตัวอย่างเน้ือสุกร  
        (Result of exposure assessment of S.aureus in pork) 
 การรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ (concentration) ของการปนเป้ือน S.aureus ใน
ผลิตภัณฑ์สุกรทางห้องปฏิบัติการ เป็นการรายงานค่าเฉล่ียความเข้มข้นของตัวอย่างผลิตภัณฑ์สุกรท้ังหมด
จําแนกรายตลาดสดและกลุ่มเขตพ้ืนท่ีของกรุงเทพมหานคร  โดยจะใช้ค่าเฉล่ียเรขาคณิต (geometric 
mean)  เนื่องจาก  

ก. ค่าความเข้มข้นของจุลินทรีย์ท่ีวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยวิธี standard plate count (SPC) 
จะมีการเพ่ิมขึ้นของความเข้มข้นในลักษณะเป็นเลขยกกําลัง (exponential)  

ข. หากมีระดับการปนเป้ือนบางตัวอย่างท่ีแตกต่างจากตัวอย่างอ่ืนในกลุ่ม เช่น ระดับการ
ปนเป้ือนสูงกว่า หรือ ต่ํากว่าตัวอย่างอ่ืนในกลุ่ม  การคํานวณเป็นค่าเฉล่ียเลขคณิต 
(arithmetic mean) จะทําให้ได้ค่าเฉล่ียท่ีกระโดดหรือดึงออกจากกลุ่มไปมาก  

ค. ดังนั้น ค่าเฉล่ียเลขคณิต (arithmetic mean) จึงไม่เหมาะสมและไม่เป็นตัวแทนท่ีดีของกลุ่ม
ตัวอย่างท่ีวิเคราะห์ 

 ผลการปนเป้ือนของ S.aureus ในเนื้อสุกรแจกแจงตามกลุ่มเขตพ้ืนท่ีและตลาดสด ดังแสดงใน
ตารางท่ี 1.3 
ตารางท่ี 1.3 การปนเป้ือน S.aureus ในผลิตภัณฑ์สุกรจากตลาดสดจําแนกตามกลุ่มเขตพ้ืนท่ี 

กลุ่มเขต 

พ้ืนท่ี 

ความชุก (ร้อยละ)  ค่าเฉล่ียความเข้มข้น (log cfu/g) 

ตลาด 1 ตลาด 2 ตลาด 3 ตลาด 4  ตลาด 1 ตลาด 2 ตลาด 3 ตลาด 4 

กรุงเทพกลาง 27 59 - -  3.80 4.00 - - 

กรุงเทพออก 21 33 30 -  5.39 3.00 3.70 - 

กรุงเทพเหนือ 40 67 47 -  3.67 3.38 3.67 - 

กรุงเทพใต้ 43 68 - -  3.42 4.73 - - 

ธนบุรีเหนือ 38 15 19 -  4.41 4.15 3.42 - 

ธนบุรีใต้ 58 8 30 50  3.50 0 4.19 3.61 

หมายเหตุ มาตรฐานการปนเป้ือน S.aureus ในเนื้อสุกร ไม่เกิน 100 cfu/g หรือ 2 log cfu/g1 

                                           
1 มาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ มกอช. 6000-2547 (Thai agricultural commodity and food 

standard : TACFS 6000-2004) เรื่อง เนื้อสุกร ประกาศในราชกิจจานุเบกษา ฉบับประกาศท่ัวไป เล่มท่ี 121 ตอน
พิเศษ 120 ง วันท่ี  22 ตุลาคม พ.ศ.2547 
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ความน่าจะเป็นในการสัมผัส (probability of exposure) สําหรับ S.aureus อย่างน้อย 1 เซลล์ 
ในผลิตภัณฑ์สุกร และความน่าจะเป็นในการเจ็บป่วยจากการได้รับ S.aureus จากการบริโภคผลิตภัณฑ์
สุกร จากตลาดสดแจกแจงตามกลุ่มเขตพ้ืนท่ีและตลาดสด ดังแสดงในตารางท่ี 1.4 ตามลําดับ 

ตารางท่ี 1.4  ความน่าจะเป็นในการสัมผัส (probability of exposure) S.aureus ในผลิตภัณฑ์สุกร และ
ความน่าจะเป็นในการเจ็บป่วยจากการได้รับ S.aureus จากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกร 

กลุ่มเขต 
พ้ืนท่ี 

ความน่าจะเป็นในการสัมผัส (PE)  ความน่าจะเป็นในการเจ็บป่วย (PI) 

ตลาด 1 ตลาด 2 ตลาด 3 ตลาด 4  ตลาด 1 ตลาด 2 ตลาด 3 ตลาด 4 

กรุงเทพกลาง 0.27 0.59 - -  4.3 x 10-6 6.8 x 10-6 - - 

กรุงเทพออก 0.21 0.33 0.30 -  1.7 x 10-4 6.9 x 10-7 3.5 x 10-6 - 

กรุงเทพเหนือ 0.40 0.67 0.47 -  3.2 x 10-6 1.6 x 10-6 3.2 x 10-6 - 

กรุงเทพใต้ 0.43 0.68 - -  1.8 x 10-6 3.7 x 10-5 - - 

ธนบุรีเหนือ 0.38 0.15 0.19 -  1.7 x 10-5 9.7 x 10-6 1.8 x 10-6 - 

ธนบุรีใต้ 0.58 0.8 0.30 0.50  2.2 x 10-6 < 1 x 10-6 1.1 x 10-5 2.8 x 10-6 
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1.4 การอธิบายความเสี่ยง 
     (Risk characterization) 

การอธิบายความเส่ียง (Risk characterization) เป็นการประเมินโอกาสในการเจ็บป่วยจากการ
บริโภคอาหารท่ีมีการปนเป้ือนด้วยจุลินทรีย์ก่อโรค  ดังนั้น ขั้นตอนนี้จึงเป็นการบูรณาการเหตุการณ์ท่ี
เกิดขึ้นในขั้นตอนท่ี 3 ตามด้วย ขั้นตอนท่ี 2  กล่าวคือ เป็นการพิจารณาความน่าจะเป็นต่อเนื่องของ 2 
เหตุการณ์หลัก  คือ 1.เหตุการณ์ในการสัมผัสกับจุลินทรีย์ก่อโรคปริมาณหนึ่ง (dose) ตามมาด้วย 2.

เหตุการณ์การเกิดโรค (response) อันเกิดจากปริมาณจุลินทรีย์ท่ีได้รับ  ดังนั้น  แบบจําลองท่ีใช้ในการ
ประเมินความเส่ียง รวมท้ัง 2 เหตุการณ์ต่อเนื่องกัน คือ 

 

     IES PPP ×=      (1.3) 

โดยท่ี  
     PS  คือ   ค่าประมาณความเส่ียงจากการสัมผัสกับเนื้อสุกร/วัน 
     PE  คือ   ความน่าจะเป็นในการสัมผัส Staphylococcus aureus อย่างน้อย 1 หน่วยก่อโรค 
     PI  คือ   ความน่าจะเป็นในการเจ็บป่วยจาก Staphylococcus aureus จํานวน N หน่วยก่อโรค 

 

ค่าประมาณความเส่ียงท่ีได้จาก สมการ (1.4)  เป็นค่าประมาณความเส่ียงจากการสัมผัส 
Staphylococcus aureus ต่อวัน (single exposure) เพ่ือเป็นประโยชน์ในการเปรียบเทียบกับอัตราการ
เจ็บป่วยตามรายงานของกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข จึงจะคํานวณเป็นอัตราการเจ็บป่วย/แสน
คน/ปี โดยการวิเคราะห์เป็น multiple exposure รายปี (365 คร้ัง) แล้วคูณด้วยจํานวนประชากร 
100,000 คน 

     ∏
−

−−=

n

i
SM PP

1

)1(1     (1.4) 

โดยท่ี  
 PM   คือ  ค่าประมาณความเส่ียงจากการสัมผัสกับเนื้อสุกร/ปี (365 วัน)  
 PS    คือ  ค่าประมาณความเส่ียงจากการสัมผัสกับเนื้อสุกร/วัน 

    000100,PrateRisk M ×=     (1.5) 

โดยท่ี 
 Risk rate หมายถึง อัตราการเจ็บป่วย/แสนคน/ปี 
 PM   คือ  ค่าประมาณความเส่ียงจากการสัมผัสกับเนื้อสุกร/ปี (365 วัน) 

 

จากนั้น จึงนําข้อมูลท้ังหมดมาจําลองเหตุการณ์จริง (Monte Carlo Simulation) ซํ้าๆ อย่างต่ํา 
10,000 รอบ (iteration) โดยอาศัยโปรแกรม @Risk 4.5.3 Professional edition (Risk analysis Add-
in for Microsoft Excel : Palisade Corporation)  ก็จะได้การแจกแจงความน่าจะเป็นของอัตราการ
เจ็บป่วย/แสนคน/ปี จาก Staphylococcus aureus ท่ีปนเป้ือนในผลิตภัณฑ์สุกร 



 31

ค่าประมาณความเสี่ยง S.aureus ในตัวอย่างเน้ือสุกร 
 ค่าประมาณความเส่ียงจาก S.aures ในตัวอย่างเนื้อสุกร รายงานเป็น 3 ส่วน คือ ความเส่ียงใน
การเจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย S.aureus ต่อวัน (Daily risk)  ความเส่ียงในการ
เจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย S.aureus ต่อปี (Annual risk) และอัตราการ
เจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย S.aureus ต่อแสนคนต่อปี (Annual risk rate) แจก

แจงตามกลุ่มเขตพ้ืนท่ีและตลาดสด ดังแสดงในตารางท่ี 1.5-1.7 ตามลําดับ 

ตารางท่ี 1.5 ความเส่ียงในการเจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย S.aureus ต่อวัน 

กลุ่มเขต Daily risk 

พ้ืนท่ี ตลาด 1 ตลาด 2 ตลาด 3 ตลาด 4 

กรุงเทพกลาง 1.2 x 10-6 4.0 x 10-6 - - 

กรุงเทพออก 3.6 x 10-5 2.3 x 10-7 1.0 x 10-6 - 

กรุงเทพเหนือ 1.3 x 10-6 1.1 x 10-6 1.5 x 10-6 - 

กรุงเทพใต้ 7.7 x 10-7 2.5 x 10-5 - - 

ธนบุรีเหนือ 6.6 x 10-6 1.5 x 10-6 3.4 x 10-7 - 

ธนบุรีใต้ 1.3 x 10-6 < x 10-6 3.2 x 10-6 1.4 x 10-6 
 
ตารางท่ี 1.6 ความเส่ียงในการเจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย S.aureus ต่อปี 

กลุ่มเขต Annual risk 

พ้ืนท่ี ตลาด 1 ตลาด 2 ตลาด 3 ตลาด 4 

กรุงเทพกลาง 4.2 x 10-4 1.5 x 10-3 - - 

กรุงเทพออก 1.3 x 10-2 8.3 x 10-5 3.8 x 10-4 - 

กรุงเทพเหนือ 4.6 x 10-4 4.0 x 10-4 5.5 x 10-4 - 

กรุงเทพใต้ 2.8 x 10-4 9.1 x 10-3 - - 

ธนบุรีเหนือ 2.4 x 10-3 5.3 x 10-4 1.2 x 10-4 - 

ธนบุรีใต้ 4.6 x 10-4 < x 10-4 1.2 x 10-3 5.1 x 10-4 
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ตารางท่ี 1.7 อัตราการเจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย S.aureus ต่อแสนคนต่อปี 
(Annual risk rate) 

กลุ่มเขตพ้ืนท่ี ตลาดท่ี ค่าต่ําสุด 5th percentile ค่าเฉล่ีย 95th percentile ค่าสูงสุด 

กรุงเทพกลาง 1 7 23 42 63 93 

 2 50 104 147 188 226 

กรุงเทพออก 1 27 415 1,313 2,488 4,227 

 2 0 3 8 14 21 

 3 14 25 38 52 72 

กรุงเทพเหนือ 1 4 20 47 75 104 

 2 4 20 40 55 59 

 3 21 40 55 70 92 

กรุงเทพใต้ 1 12 20 28 36 47 

 2 386 667 909 1,123 1,284 

ธนบุรีเหนือ 1 11 84 239 418 595 

 2 1 16 53 106 188 

 3 1 6 12 20 36 

ธนบุรีใต้ 1 14 33 46 59 70 

 2 < 1* < 1* < 1* < 1* < 1* 

 3 4 37 116 215 327 

 4 8 25 51 76 96 
* ค่าท่ีได้เป็นเลขทศนิยมท่ีน้อยกว่า 1 ซ่ึงไม่สามารถรายงานเป็นจํานวนนับของผู้ป่วยได้ 
 

==============================  
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บทที่ 2 
การประเมินการเสื่อมเน้ือสุกร 
(Spoilage assessment) 

 

2.1 ระดับการปนเปื้อน Spoilage bacteria ในเนื้อสุกร 
     (Spoilage level in pork)      

2.1.1 การเก็บตัวอย่าง 
        (Pork sampling)   

พ้ืนท่ีกรุงเทพมีแบ่งส่วนราชการกรุงเทพมหานครเป็น 6 กลุ่มเขตพ้ืนท่ี (ภาพท่ี 2.1) ดังนี้  

1. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี กรุงเทพกลาง  (Central Bangkok : C )  ประกอบด้วย 
   เขตพระนคร เขตสัมพันธวงศ์ เขตห้วยขวาง เขตดินแดง  

2. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี กรุงเทพออก (East Bangkok    : E )  ประกอบด้วย 
   เขตบางกะปิ  เขตสะพานสูง  เขตบึงกุ่ม  เขตคันนายาว  เขตลาดกระบัง   
   เขตมีนบุรี  เขตหนองจอก  เขตคลองสามวา 

3. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี กรุงเทพเหนือ (North Bangkok    : N ) ประกอบด้วย 
   เขตจตุจักร  เขตบางซ่ือ  เขตลาดพร้าว  เขตหลักส่ี  
   เขตดอนเมือง  เขตสายไหม  เขตบางเขน 

4. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี กรุงเทพใต้ (South Bangkok   : S ) ประกอบด้วย 
   เขตปทุมวัน  เขตบางรัก  เขตสาทร  เขตบางคอแหลม  
   เขตยานนาวา  เขตคลองเตย  เขตวัฒนา  เขตพระโขนง  
   เขตสวนหลวง เขตบางนา  เขตประเวศ 

5. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี ธนบุรีเหนือ (Upper thonburi    : U ) ประกอบด้วย 
   เขตธนบุรี  เขตคลองสาน  เขตจอมทอง  เขตบางกอกใหญ่  
   เขตบางกอกน้อย  เขตบางพลัด  เขตตล่ิงชัน  เขตทวีวัฒนา 

6. กลุ่มเขตพ้ืนท่ี ธนบุรีใต้ (Lower thonburi   : L ) ประกอบด้วย 
   เขตภาษีเจริญ เขตบางแค  เขตหนองแขม  เขตบางขุนเทียน  
   เขตบางบอน เขตราษฎร์บูรณะ เขตทุ่งครุ 
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ภาพท่ี 2.1 แผนผังการแบ่งพ้ืนท่ีในการเก็บตัวอย่างในส่วนราชการกรุงเทพมหานคร 

2.1.2 การคัดเลือกจุลินทรีย์เสื่อมเพื่อวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ  
       (Choosing spoilage bacteria for laboratory analysis) 

การคัดเลือกจุลินทรีย์เส่ือมท่ีวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการนั้น อาศัยสภาวะในการเก็บรักษาเนื้อ
สุกร ณ จุดจําหน่ายท่ีเป็นตลาดสดเป็นหลัก โดยพิจารณาปัจจัยทางกายภาพ คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษา 
(storage temperatures) (ร่วมกับปัจจัยการมี/ไม่มีออกซิเจน) โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ 

1. อุณหภูมิแช่เย็น (refrigerated temperature)  
 ช่วงอุณหภูมิแช่เย็น อยู่ระหว่าง 0-10oซ ในสภาวะมีออกซิเจน โดยแบคทีเรียเส่ือมท่ีมีบทบาท
สําคัญ คือ Pseudomonas spp. กล่าวคือ P.fragi และ P.fluorescens เป็นแบคทีเรียเส่ือมหลักท่ี
ปนเป้ือนเนื้อสัตว์ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิเย็นแบบมีอากาศ (aerobic spoilage of chilled meat) ท้ังนี้
เนื่องจาก คุณสมบัติในการใช้น้ําตาลกลูโคส ซ่ึงการใช้น้ําตาลในแหล่งพลังงานในการเจริญเติบโตจะไม่
ก่อให้เกิดกล่ิน อย่างไรก็ตามเม่ือน้ําลายกลูโคสหมดหรือไม่เพียงพอ ก็จะเร่ิมใช้โปรตีนในเนื้อสัตว์เป็นแหล่ง
อาหารและพลังงาน จนก่อให้เกิดปัญหาของรสและกล่ิน (putrid odors and flavors)  โดย pH ท่ี
เหมาะสมในการเจริญเติบโตอยู่ระหว่าง 5.5-5.8 

2. อุณหภูมิอากาศ (ambient temperature)  
ช่วงอุณหภูมิอากาศ เป็นช่วงอุณหภูมิท่ีสูงกว่าอุณหภูมิแช่เย็น (สูงกว่า 10oซ) เป็นอุณหภูมิในกรณี

ท่ีวางขายและรอจําหน่ายเนื้อสุกรในตลาดสด ซ่ึงแบคทีเรียท่ีอยู่รอดและ/หรือเจริญเติบโตได้ท้ังมี/ไม่มี
ออกซิเจน คือ กลุ่ม Enterobacteriaceae โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Klebsiella spp. ซ่ึงเป็น mesophilic ท่ี
พบได้มากในการผลิตเนื้อสุกร โดยพบความชุกสูงสุดของ Klebsiella spp. ได้ตั้งแต่ผิวหนังสุกรท่ีโรงเชือด
สุกรไปจนถึงเนื้อสุกรในตลาดสดและตลาดทันสมัย ร้อยละ 60, ร้อยละ 60 และ ร้อยละ 40 ตามลําดับ  
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ในขณะท่ีความเข้มข้นสูงสุดของ Klebsiella spp. ท่ีผิวหนังสุกรท่ีโรงเชือดสุกรไปจนถึงเนื้อสุกรในตลาด
สดและตลาดทันสมัยอยู่ในระดับต่ําเพียง 0.8 mpn/ตารางเซ็นติเมตร 8.1 mpn/กรัม และ 5.21 mpn/
กรัม ตามลําดับ (Harintharanon et al., 2014) 

2.1.3 การวิเคราะห์จุลินทรีย์เสื่อมทางห้องปฏิบัติการ  
       (Laboratory analyzing spoilage bacteria) 

1. Pseudomonas fluorescens  
� ช่ังเนื้อสุกร 25 กรัมนํามาผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันกับ Buffered peptone water 

(BPW) ปริมาตร 225 ml ให้ได้การเจือจางลง 10 เท่า แล้วทํา serial 10-fold dilution 
ด้วย BPW อีกขั้นต่ํา 8 dilutions 

� นําสารละลายของแต่ละ dilution ปริมาตร 0.1 ml มาเพาะเช้ือด้วยวิธี spread plate 
ลงบน Pseudomonas CFC selective agar (SR0103) บ่มเพาะท่ี 25ºซ นาน 48 ชม. 

� นับจํานวน colony ท่ีเรืองแสง (fluorescent) ภายใต้แสง UV A ความยาวคล่ืน 500 
nm และยืนยันชนิดแบคทีเรียโดยวิธีการทางชีวเคมี (Vitek® II) 

2. Klebsiella spp. 

� ช่ังเนื้อสุกร 25 กรัมนํามาผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันกับ Buffered peptone water 
(BPW) ปริมาตร 225 ml ให้ได้การเจือจางลง 10 เท่า แล้วทํา serial 10-fold dilution 
ด้วย BPW อีกขั้นต่ํา 8 dilutions  

� นําสารละลายของแต่ละ dilution ปริมาตร 0.1 ml มาเพาะเช้ือด้วยวิธี spread plate 
ลงบน MacConkey Agar บ่มเพาะท่ี 37ºซ นาน 24 ช่ัวโมง 

� นับจํานวน colony ท่ีมีลักษณะนูน มัน เยิ้ม สีชมพู บนอาหารเล้ียงเช้ือพ้ืนหลังสีชมพู 
� เลือกโคโลนีไปทดสอบความสามารถในการเคล่ือนท่ี motility test  
� บันทึกผลเฉพาะ colony ท่ีเป็น non-motile 
� ยืนยันชนิดแบคทีเรียโดยวิธีการทางชีวเคมี (Vitek® II) 

2.1.4 การเสื่อมหรือการเน่าเสียของเน้ือสัตว์  
        (Meat spoilage)  

เนื้อสัตว์เน่าเสียได้ง่าย (perishable) เนื่องจากสารอาหารปริมาณมากท่ีผิวหน้าเนื้อสัตว์ กอปร
กับการปนเป้ือนของแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว  ซึ่งการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย
จัดว่าเป็นการเปลี่ยนแปลงทางจุลชีววิทยา  เมื่อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนในเนื้อสัตว์ที่เก็บรักษาแบบมี
อากาศ (aerobic) โดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคทีเรียเสื่อมเนื้อสัตว์ในกลุ่ม Pseudomonas spp. ที่ใช้
น้ําตาลกลูโคสเป็นแหล่งพลังงานอันดับแรกจนหมดอย่างรวดเร็ว   
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จากนั้น Pseudomonas spp. จึงเริ่มมีการใช้สารอาหารกลุ่มโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่  
Pseudomonas spp. จึงต้องผลิตน้ําย่อยหรือเอนไซม์ เช่น Protease ออกมา เพ่ือย่อยโมเลกุลโปรตีน
ที่มีขนาดใหญ่ ให้มีขนาดเล็กลงเพียงพอที่แบคทีเรียจะนําไปใช้เพื ่อการเจริญเติบโตได้  สารจาก
ปฏิกิริยาการย่อยสลายสารอาหาร (metabolites) โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีน  จะได้สารระเหย 
(volatile compounds) เช่น dimethylsulfide, hydrogen sulfide (H2S) หรือ ammonia (NH3) 
เป็นต้น  สารระเหยเหล่านี้เป็นสาเหตุของกล่ินเหม็นจากเนื้อสัตว์ท่ีเร่ิมเน่าเสีย   

ต่อมาเมื่อแบคทีเรียเสื่อมเนื้อสัตว์เพิ่มจํานวนมากขึ้น  จะเริ่มสร้าง glycocalyx ซึ่งเป็น 
polysaccharide ที่มีลักษณะเป็นเมือกเหนียวลื่น (slime) ที่ผิวหน้าของเนื้อสัตว์  โดยการสะสม
ผลผลิตการเสื่อมต่างๆ (spoilage products) เหล่านี้ จากกระบวนการเปลี่ยนแปลงเพิ่มจํานวนของ
แบคทีเรียทั้งหมดนี้  ทําให้เนื้อสุกรเสื่อมหรือเน่าเสียจนไม่เหมาะสมสําหรับการบริโภค (Blackburn, 
2006) 

นอกจากนี้ยังมีกลุ่ม Enterobacteriaceae ซ่ึงเป็น mesophilic ท่ีพบได้มากในการผลิตเนื้อสุกร 
คือ Klebsiella spp. โดยพบความชุกสูงสุดของ Klebsiella spp. ได้ตั้งแต่ผิวหนังสุกรท่ีโรงเชือดสุกรไป
จนถึงเนื้อสุกรในตลาดสดและตลาดทันสมัย ร้อยละ 60, ร้อยละ 60 และ ร้อยละ 40 ตามลําดับ  ในขณะท่ี
ความเข้มข้นสูงสุดของ Klebsiella spp. ท่ีผิวหนังสุกรท่ีโรงเชือดสุกรไปจนถึงเนื้อสุกรในตลาดสดและ
ตลาดทันสมัยอยู่ในระดับต่ําเพียง 0.8 mpn/ตารางเซ็นติเมตร 8.1 mpn/กรัม และ 5.21 mpn/กรัม 
ตามลําดับ (Harintharanon et al., 2014) 

 
ผลผลิตการเส่ือมของเนื้อสัตว์  
(Spoilage products of meat) 

ผลิตผลการเส่ือมท่ีเกิดจากการเพ่ิมจํานวนของแบคทีเรียในเนื้อสัตว์ แบ่งได้ 3 กลุ่มใหญ่ คือ 
1. สารจากปฏิกิริยา (metabolites)  

โดยทั่วไป หมายถึง สารประกอบที่เป็นผลที่ได้จากปฏิกิริยาเคมี  ในที่นี ้หมายถึง 
ผลผลิตที่แบคทีเรียเสื่อมเนื้อสัตว์สร้างหรือผลิตออกมาจากการใช้สารอาหารเพื่อการเพิ่ม
จํานวนแบคทีเรียในเนื้อสัตว์  มีอยู่หลายชนิด เช่น  

ก. สารระเหย (volatile compounds) ส่วนมากจะเป็นสารท่ีได้จากการย่อยโมเลกุล
โปรตีนให้มีขนาดเล็กลง เช่น  

o dimethyl sulfide   :  Pseudomonas spp. 
o hydrogen sulfide (H2S)  :  Shewanella putrefaciens 
o trimethyl amine (TMA)  :  Shewanella putrefaciens  
o ammonia (NH3)   :  Shewanella putrefaciens 

ข. สารสี (pigments) เช่น  
o sulfmyoglobin สารสีเขียวที่เกิดจากการรวมตัวกันของ hydrogen 

sulfide (H2S) และ myoglobin (haemoglobin ในกล้ามเนื้อ)  
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o siderophore สารเรืองแสง (fluorescent) ที่ผลิตโดยแบคทีเรียเพื่อทํา
หน้าท่ีดึงจับธาตุเหล็ก ซ่ึงจําเป็นในการเจริญเติบโตของ Pseudomonas 
fluorescens  

ค. เมือก (slime) เป็นสารประกอบ polysaccharide เรียกว่า glycocalyx ซึ่งอาจจะ
พัฒนาต่อเนื่องต่อไปเป็น biofilm คลุมผิวเนื้อสัตว์ได้ในท่ีสุด 

2. น้ําย่อย (enzymes) 
ก. protease 
ข. lipase 

3. สารพิษ (toxin)   
โดยทั ่วไปแล้ว  แบคทีเร ีย เ สื ่อมเนื ้อส ัตว ์ส ่วนใหญ่จะไม ่ก ่อโรค อย ่างไรก ็ตาม 

Staphylococcus aureus นอกจากจะผลิต protease ที่เสื่อมเนื้อสัตว์ได้แล้ว (Gundogan 
et al., 2010) ยังผลิตกลุ่มสารพิษ เรียกว่า Staphylococcal enterotoxins (SEs) ซ่ึงปัจจุบัน
สามารถแยก SEs ได้ตั้งแต่ชนิด A (SEA) ไปถึงชนิด U (SE/U) รวมประมาณเกือบ 20 ชนิด 
(Thomas et al., 2007) โดยมากแล้ว Staphylococcus aureus ชนิดที่ผลิต SEA, SEB, 
SEC, SED และ SEE จะมีการศึกษาหรือรายงานพบปนเป้ือนในอาหาร 
4. การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (microbial growth) 

เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงหรือการสังเคราะห์สารประกอบต่างๆ เช่น metabolites 
หรือ enzymes ในเนื้อสัตว์ เป็นผลลัพธ์ที่เกิดจากการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ดังนั้นระดับ
ความเสื่อมของเนื้อสัตว์จึงมีความสัมพันธ์โดยตรงกับจํานวนแบคทีเรียเสื่อมที่ตรวจนับได้ใน
เนื้อสัตว์ด้วย   

แม้ว่าในเนื ้อสัตว์จะมีการปนเปื้อนด้วยแบคทีเรียหลายชนิดในเวลาเดียวกัน รวม
เรียกว่า total viable count (TVC) อย่างไรก็ตาม โดยมากแล้วจะมีแบคทีเรียเสื่อมจําเพาะ 
หรือ specific spoilage organism (SSO) ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมที่สุดในการเพิ่มจํานวนใน
เนื้อสัตว์ภายใต้สภาวการณ์หนึ่งๆ ของเนื้อสัตว์ ซ่ึงประกอบด้วย :- 

-  ปัจจัยภายในเนื้อสัตว์ (intrinsic factors) 
-  ปัจจัยภายนอกเนื้อสัตว์ (extrinsic factors) 
- ปัจจัยแฝง (implicit factors) เช่น ปฏิสัมพันธ์ระหว่างแบคทีเรียด้วยกัน โดยมี

ข้อสังเกตว่า แบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriaceae จะได้รับผลกระทบจาก
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืนมากกว่ากลุ่ม Pseudomonas spp.  

- ปัจจัยการแปรรูปเนื้อสัตว์ (processing factors) ท้ังทางกายภาพและทางเคมี เช่น 
การทําให้แห้ง การผ่านความร้อน การปรุงแต่งเนื้อสัตว์โดยการเติมสารเคมี 

 เม่ือพิจารณาภาพการเปล่ียนแปลงท้ัง 3 กลุ่มโดยรวมแล้ว จะเห็นได้ว่า การเปล่ียนแปลงท่ีเป็น
ปฐมเหตุ คือ การเพิ ่มจํานวนของแบคทีเรีย ก่อให้เกิดการสร้าง metabolite และการปล่อย 
enzymes เพื่อย่อยสารอาหารโมเลกุลใหญ่  อย่างไรก็ตามยังมีรายงานการศึกษาว่า ระดับการสร้าง 
metabolite หรือ enzyme อาจจะไม่มีความสัมพันธ์อย่างชัดเจนกับปริมาณแบคทีเรียท่ีเพ่ิมจํานวนใน
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เนื้อสัตว์  ดังนั้นผลผลิตการเสื่อมที่เป็นการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเสื่อมเนื้อสัตว์จึงเป็นดัชนี (index) ท่ี
สําคัญในการตัดสินการเส่ือมหรือส้ินสุดอายุการวางขาย (shelf life) เนื้อสัตว์  

ความเข้มข้นของจุลินทรีย์กับผลผลิตการเส่ือม 
(Contamination level and Spoilage products) 

การสะสมผลผลิตการเสื่อมจะมีความสัมพันธ์กับการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียเสื่อมและส่งผล
ต่ออายุการวางขาย (ตารางท่ี 2.1) 

กล่าวคือ แบคทีเรียเสื่อมเนื้อสัตว์ที่มีอัตราการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วในเนื้อสุกรที่ไม่เก็บ
รักษาในอุณหภูมิต่ํากว่า 7-10oซ จะทําให้มีการสะสมผลิตผลของการเสื่อมอย่างรวดเร็วเช่นเดียวกัน  
ส่งผลให้ปริมาณการสะสมผลิตผลของการเสื่อมเกินกว่าระดับการเสื่อมขั้นต่ําในระยะเวลาสั้น  ทําให้
อายุการวางขายส้ันลงตามไปด้วย และในทางกลับกัน หากเก็บรักษาเนื้อสุกรในอุณหภูมิต่ํากว่า 7-10oซ  
แบคทีเรียเส่ือมเนื้อสัตว์เพ่ิมจํานวนด้วยอัตราการเจริญเติบโตที่ช้า  จึงสะสมผลิตผลของการเสื่อมน้อย
กว่าระดับการเส่ือมขั้นต่ํา  ทําให้เนื้อสุกรมีอายุการวางขายท่ียาวนานออกไปกว่าเนื้อสุกรที่ไม่เก็บรักษา
ในอุณหภูมิต่ํากว่า 7-10oซ 

ตารางท่ี 2.1  ความเข้มข้นของจุลินทรีย์ท่ีสัมพันธ์กับผลผลิตการเส่ือมของแบคทีเรียในเนื้อสัตว์ 
แบคทีเรีย  (log cfu/cm2) ผลผลิตการเส่ือม 
S.aureus 6.5 สารพิษ SEAa 

(Staphylococcal enterotoxin A) 
Pseudomonas spp. 7 เมือก (slime) หรือ 

กล่ินคล้ายผลิตภัณฑ์นม 
(dairy/buttery/fatty/cheesy odor) 

 8 กล่ินคล้ายผลไม้ 
(fruity / sickly sweet odor) 

 9 กล่ินเน่า (putrid) 
     aFujikawa and Morozumi, 2006 

การปนเป้ือนของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสัตว์  
(Contamination of meat spoilage bacteria) 
 แบคทีเรียเส่ือม (spoilage bacteria) ท่ีพบบ่อยในเนื้อท่ีสัตว์ท่ีเก็บในช่วงอุณหภูมิท่ีแช่เย็นและท่ี
อุณหภูมิห้องมีท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ  ปัจจัยท่ีทําให้พบแบคทีเรียเส่ือมท่ีแตกต่าง
กัน คือ อุณหภูมิและอากาศ (ออกซิเจน) ในการเก็บรักษาเนื้อสัตว์ ดังนี้ 

1. สภาวะท่ีมีอากาศ (aerobic condition)  มักพบแบคทีเรียเส่ือมเนื้อสัตว์ชนิดแบคทีเรียแกรมลบ 
(Gram negative) แบ่งตามอุณหภูมิการเก็บรักษา คือ 

ก. อุณหภูมิห้อง (room temperature) มักจะเป็นสมาชิกในกลุ่ม Pseudomonas spp. 
เช่น P.fluorescens, P.fragi, P.lundensis หรือ P.putida เป็นต้น (Blackburn, 2006) 
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ข. แช่เย็น (refrigerated temperature) มักจะเป็น Moraxella, Psychrobacter หรือ 
Acinetobacter เป็นต้น 

2. สภาวะไม่มีอากาศ (anaerobic condition)  มักพบแบคทีเรียเส่ือมเนื้อสัตว์ชนิดแบคทีเรียแกรม
บวก (Gram positive) เช่น micrococci และ สมาชิกกลุ่ม lactic acid bacteria เช่น 
Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc หรือ Weissella (Blackburn, 2006) 

3. สภาวะท่ีมีและ/หรือไม่มีอากาศ มักพบแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae ซ่ึงเป็น 
mesophilic bacteria ซ่ึงสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะอุณหภูมิห้องหรือลักษณะของเขียง
ตลาดสด เช่น Klebsiella spp. เป็นต้น 
แบคทีเรียเส่ือมกลุ่ม Pseudomonas spp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบท่ีต้องอาศัยอากาศ (aerobic) 

ในการหายใจ (respiration) เพ่ือใช้ในการสร้างพลังงาน  ส่วนมากดํารงชีวิตแบบอิสระ (free living) 
บางส่วนเป็นแบคทีเรียก่อโรคในพืช  บางส่วนเป็นแบคทีเรียก่อโรคในสัตว์แบบฉวยโอกาส   

แบคทีเรียเส่ือม Pseudomonas spp. จํานวนมากเป็น psychrotroph ท่ีเจริญเติบโตเร็ว ดังนั้น
จึงมีช่วงอุณหภูมิท่ีกว้างในการเส่ือมเนื้อสัตว์ คือ เนื้อสัตว์ท่ีเก็บในตู้เย็นถึงเนื้อสัตว์ท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 
เช่น P.fluorescens และ P.fragi ท้ังสองจุลินทรีย์นี้เส่ือมอาหารประเภทเนื้อ นมและผลิตภัณฑ์นม   
P.fluorescens ทําให้เกิด green rot จากการย่อยสลายโปรตีน  ส่วน P.fragi ทําให้เกิด fruity spoilage 
เพราะผลผลิตการเส่ือมเป็น ester ท่ีได้จากการย่อยสลายไขมันในเนื้อสัตว์  ดังนั้น Pseudomonas spp. 
จึงสามารถได้สารอาหารได้หลากหลายชนิดในเนื้อสัตว์ รวมถึงน้ําตาลด้วย ทําให้ Pseudomonas spp. 
เพ่ิมจํานวนได้อย่างรวดเร็วกว่าแบคทีเรียเส่ือมชนิดอ่ืน นอกจากนี้ Pseudomonas spp. ยังสามารถทน 
pH ท่ีเป็นกรดในเนื้อสัตว์ได้ต่ําถึง pH 5.5 แต่ต้องการน้ํามากในระดับ aW 0.97 แหล่งท่ีมาของ 
Pseudomonas spp. พบได้เป็นปกติในดินและน้ํา  เม่ือมีการปนเป้ือน  

ลักษณะเฉพาะของการเส่ือมของ Pseudomonas คือ มักในอาหารท่ีมีน้ําตาลน้อย กรดน้อย เก็บ
รักษาแบบแช่เย็น ในสภาวะท่ีมีอากาศ (ไม่มีส่ิงห่อหุ้มท่ีห้ามการผ่านของอากาศ) เช่น เนื้อสัตว์ ผลิตภัณฑ์
นมไม่หมัก (non-fermented dairy product) ไข่ ปลา และผักบางชนิด  บางคร้ังการเส่ือมจะสร้างกล่ิน
เหม็นจากการย่อยสลายโปรตีนและไขมัน 

แบคทีเรียที่มีรายงานพบปนเป้ือนในเนื้อสุกร  
(Bacterial contamination in pork) 

1. แบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ (foodborne disease bacteria) แบ่งได้เป็น 2 กลไกการก่อ
โรค คือ 

ก. Infection : โรคอาหารเป็นพิษจากการเพ่ิมจํานวนของแบคทีเรียในระบบทางเดิน
อาหารจนก่อให้เกิดการติดเช้ือ เช่น Salmonella หรือ Campylobacter ซ่ึงเป็น
แบคทีเรีย Enterobacteriaceae ชนิดท่ีไม่ทนความร้อน ดังนั้นการปรุงหรือการกิน
อาหารท่ีสุกด้วยความร้อนอย่างท่ัวถึงจะสามารถควบคุมปัญหาจากกลไก infection 
นี้ได้ อย่างไรก็ตามปัญหาของ infection ยังอาจจะเกิดจากการปนเป้ือนข้าม (cross 
contamination) ได้ด้วย 
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ข. Intoxication : โรคอาหารเป็นพิษจากสารพิษ (toxin) ท่ีผลิตขึ้นในขณะท่ีแบคทีเรีย
เพ่ิมจํานวนในอาหาร เช่น Staphylococcus aureus เป็นต้น แม้ว่าจะเป็น
แบคทีเรียท่ีไม่ทนความร้อน  แต่สารพิษท่ี Staphylococcus aureus สร้างขึ้นใน
อาหารกลับทนทานต่อความร้อนได้ดี  ดังนั้นแม้ว่าความร้อนในการปรุงเนื้อสัตว์ให้สุก
จะสามารถทําลายแบคทีเรียท่ีผลิตสารพิษได้  แต่สารพิษท่ีทนความร้อนได้จะยัง
ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษได้  จึงก่อให้เกิดปัญหาโรคอาหารเป็นพิษจากเนื้อสัตว์ได้
มากกว่ากลไก infection (Nuanualsuwan, 2006) 

2. แบคทีเรียเส่ือมเนื้อสัตว์ (meat spoilage bacteria) มีหลายกลุ่ม เช่น 
ก. กลุ่ม Pseudomonas spp. เป็นสาเหตุหลักของการเส่ือมเนื้อสัตว์มากท่ีสุด เพราะ

เป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็วจากสารอาหารกลุ่ม
คาร์โบไฮเดรต ตามมาด้วยสารอาหารกลุ่มโปรตีนในเนื้อสัตว์ จนก่อให้เกิดกล่ิน
ผิดปกติ (off-odor) หรือ เมือก (slime) เช่น P.fragi และ P.fluorescens เป็นต้น  

ข. Shewanella putrefaciens พบมากในเนื้อสุกรท่ีมีลักษณะ dark firm dry (DFD)  
ค. กลุ่ม Enterobacteriaceae ท่ีมีบทบาทในการเส่ือมเนื้อสัตว์ เช่น Klebsiella, 

Serratia liquifaciens และ Hafnia alvei เป็นต้น 
ง. Staphylococcus aureus นอกจากบทบาทการก่อโรคดังท่ีกล่าวมาแล้ว ยังมี

บทบาทในการเส่ือมเนื้อสัตว์ได้อีกด้วย (Gundogan et al., 2010) 
 

2.1.5 ผลการปนเป้ือนจุลินทรีย์เสื่อมเน้ือสุกร 
        (Result of spoilage level in pork) 

 การรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ (concentration) ของการปนเป้ือนจุลินทรีย์เส่ือม คือ 
Pseudomonas fluorescens และ Klebsiella spp. ในเนื้อสุกรทางห้องปฏิบัติการ เป็นการรายงาน
ค่าเฉ ล่ียความเข้มข้นของตัวอย่างเนื้อ สุกรท้ังหมดจําแนกรายตลาดสดและกลุ่มเขตพ้ืนท่ีของ
กรุงเทพมหานคร  โดยจะใช้ค่าเฉล่ียเรขาคณิต (geometric mean) เนื่องจาก เหตุผลดังต่อไปนี้ 

     ก. ค่าความเข้มข้นของจุลินทรีย์ท่ีวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยวิธี Direct Plate Count จะมีการ
เพ่ิมขึ้นของความเข้มข้นในลักษณะเป็นเลขยกกําลัง (exponential)  

     ข. หากมีระดับการปนเป้ือนบางตัวอย่างท่ีแตกต่างจากตัวอย่างอ่ืนในกลุ่ม เช่น ระดับการ
ปนเป้ือนสูงกว่า หรือ ต่ํากว่าตัวอย่างอ่ืนในกลุ่ม  หากใช้ค่าเฉล่ียเลขคณิต (arithmetic 
mean) ก็จะทําให้ได้ค่าเฉล่ียท่ีกระโดดหรือดึงออกจากตัวอย่างอ่ืนในกลุ่มไปมาก  ดังนั้น 
การคํานวณเป็นค่าเฉล่ียเลขคณิต (arithmetic mean) จึงไม่เหมาะสมและไม่เป็นตัวแทนท่ี
ดีของกลุ่มตัวอย่างท่ีวิเคราะห์ 

การรายงานความเข้มข้นของการปนเป้ือนท้ัง Pseudomonas fluorescens และ Klebsiella 
spp. ในเนื้อสุกรทางห้องปฏิบัติการ ประกอบด้วย 2 parameters คือ  
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1. µ (average) โดยมากจะเป็น mean มีหน่วยเป็น log cfu/g  ซ่ึงในท่ีนี้คํานวณโดยใช้ค่าเฉล่ีย
เรขาคณิต (Geometric mean) ของระดับการปนเป้ือนเฉพาะท่ีให้ผลบวก (positive samples) เนื่องจาก 

2. σ (Standard deviation : SD ) มีหน่วยเป็น log cfu/g เช่นเดียวกัน  แต่ในบางกรณีอาจจะ
ไม่สามารถคํานวณ SD ได้ เนื่องจาก มีเพียงตัวอย่างเดียวท่ีให้ผลบวก  
 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของการปนเป้ือนท้ัง Pseudomonas fluorescens และ 
Klebsiella spp. ในเนื้อสุกรทางห้องปฏิบัติการ ดังแสดงในตารางท่ี 2.2 และ ภาพท่ี 2.2 ตามลําดับ และ 
ตารางท่ี 2.3 และ ภาพท่ี 2.3 ตามลําดับ 

ตารางท่ี 2.2  ความเข้มข้นการปนเป้ือน Pseudomonas fluorescens ในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร  
 

กลุ่มเขตพื้นที ่
ความเข้มข้นการปนเปื้อน  (log cfu/g + SD.) 

ตลาดที่ 1 ตลาดที่ 2 ตลาดที่ 3 ตลาดที่ 4 

กรุงเทพกลาง 6.00 + 0 7.00 + 0 N/A* N/A 

กรุงเทพออก 5.50 + 0.71 5.24 + 0.34 5.89 + 0.96 N/A 

กรุงเทพเหนือ 5.00 + 0 5.70 + 0 6.76 + 0.69 N/A 

กรุงเทพใต้ 6.19 + 1.00 5.74 + 0.89 N/A N/A 

ธนบุรีเหนือ N/D** 5.30 + 0.43 7.00 + 0 N/A 

ธนบุรีใต ้ 4.00 + 0 4.37 + 2.29 7.66 + 1.33 7.00 + 0 
 

 * not applicable ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 
** not detectable ตรวจไม่พบการปนเป้ือน 

 
ภาพท่ี 2.2 ความเข้มข้นของ Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกรในเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพ 
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ตารางท่ี 2.3  ความเข้มข้นการปนเป้ือน Klebsiella spp. ในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร  
 

กลุ่มเขตพื้นที ่
ความเข้มข้นการปนเปื้อน  (log cfu/g + SD.) 

ตลาดที่ 1 ตลาดที่ 2 ตลาดที่ 3 ตลาดที่ 4 

กรุงเทพกลาง 5.43 + 0.57 4.65 + 0.70 N/A* N/A 

กรุงเทพออก 5.05 + 0.82 5.14 + 0.87 5.54 + 0.76 N/A 

กรุงเทพเหนือ 4.71 + 0.48 6.72 + 0.86 4.56 + 0.52 N/A 

กรุงเทพใต้ 4.95 + 0.87 6.49 + 0.72 N/A N/A 

ธนบุรีเหนือ 4.72 + 0.03 4.46 + 0.74 4.46 + 0.62 N/A 

ธนบุรีใต ้ 5.17 + 0.68 3.59 + 1.14 5.03 + 0.78 4.38 + 0.43 
 

* not applicable ไม่มีการเก็บตวัอย่าง 
 

 
ภาพท่ี 2.3 ความเข้มข้นของ Klebsiella spp. ในเนื้อสุกรในเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพ 

 

 ผลการวิเคราะห์ความชุกของการปนเป้ือนท้ัง Pseudomonas fluorescens และ Klebsiella 
spp. ในเนื้อสุกรทางห้องปฏิบัติการ ดังแสดงในตารางท่ี 2.4 และ ภาพท่ี 2.4 ตามลําดับ และ ตารางท่ี 2.5 
และ ภาพท่ี 2.5 ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 2.5  ความชุกการปนเป้ือน Pseudomonas fluorescens ในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร  
 

กลุ่มเขตพื้นที ่
ความชุก (ร้อยละ) การปนเปื้อน Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกร  

ตลาดที่ 1 ตลาดที่ 2 ตลาดที่ 3 ตลาดที่ 4 

กรุงเทพกลาง 7 9 N/A* N/A 

กรุงเทพออก 21 25 34 N/A 

กรุงเทพเหนือ 20 33 29 N/A 

กรุงเทพใต้ 10 44 N/A N/A 

ธนบุรีเหนือ 13 15 6 N/A 

ธนบุรีใต ้ 8 42 70 20 
 

* not applicable ไม่มีการเก็บตวัอย่าง 
 
 

 
ภาพท่ี 2.5 ความชุกของ Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกรในเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพ 
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ตารางท่ี 2.6  ความชุกการปนเป้ือน Klebsiella spp. ในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร  
 

กลุ่มเขตพื้นที ่
ความชุก (ร้อยละ) การปนเปื้อน Klebsiella spp. ในเนื้อสุกร  

ตลาดที่ 1 ตลาดที่ 2 ตลาดที่ 3 ตลาดที่ 4 

กรุงเทพกลาง 92 92 N/A* N/A 

กรุงเทพออก 93 91 98 N/A 

กรุงเทพเหนือ 83 83 97 N/A 

กรุงเทพใต้ 97 94 N/A N/A 

ธนบุรีเหนือ 75 86 88 N/A 

ธนบุรีใต ้ 94 80 80 88 
 

* not applicable ไม่มีการเก็บตวัอย่าง 
 
 

 
 

ภาพท่ี 2.6 ความชุกของ Klebsiella spp. ในเนื้อสุกรในเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพ 
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2.1.6 สรุปภาพรวมระดับการปนเป้ือน spoilage bacteria ในเน้ือสุกร 
         (Summary of spoilage bacteria level in pork 

การปนเป้ือนของแบคทีเรียเส่ือม Pseudomonas fluorescens และ Klebsiella spp.  
     1. ความเข้มข้นของ Pseudomonas fluorescens และ Klebsiella spp. รวมทุกตลาดสด

ในทุกกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานครไม่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p-value > 0.24)  

     2. ความชุกรวมทุกตลาดสดในทุกกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานครของ Pseudomonas 
fluorescens น้อยกว่าความชุกของ Klebsiella spp. อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p-value < 0.01) 

     3. ความเข้มข้นและความชุกของ Pseudomonas fluorescens และ Klebsiella spp. รวม
ทุกตลาดสดในทุกกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร พบว่า มีสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ 
(correlation coefficient) ในระดับต่ํา ร้อยละ 24.13 และ 27.35 ตามลําดับ เท่านั้น  

 ดังนั้น จะสังเกตได้ว่า Klebsiella spp. เป็นแบคทีเรียเส่ือมหลักของเนื้อสุกรท่ีจําหน่ายในตลาด
สดในกรุงเทพ เนื่องจาก มีภาพรวมของการปนเป้ือนกระจายท่ัวทุกเขตพ้ืนท่ีในกรุงเทพ ซ่ึงสอดคล้องกับ
อุณหภูมิการเก็บรักษาในการขาย ณ อุณหภูมิห้อง  

อย่างไรก็ตาม แม้ว่า Pseudomonas fluorescens จะมีความชุกหรือการกระจายตัวท่ีต่ํากว่า 
Klebsiella spp. เนื่องจาก Pseudomonas fluorescens เป็นแบคทีเรียเส่ือมหลักในเนื้อสุกรท่ีเก็บ
รักษาในท่ีเย็น และเนื่องจาก ท้ังความเข้มข้นในการปนเป้ือนท่ีไม่แตกต่างกันของแบคทีเรียเส่ือมท้ัง 2 ชนิด 
ดังนั้น การพิจารณาการเส่ือมของเนื้อสุกรอาจจะเลือกใช้ Pseudomonas fluorescens เป็นตัวแทน
ความเข้มข้นของการปนเป้ือน Klebsiella spp. ในเนื้อสุกรท่ีเก็บรักษา ณ อุณหภูมิห้องได้ในกรณีท่ี
สามารถแยก Pseudomonas fluorescens ได้จากตัวอย่างเนื้อสุกร  
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2.2 การแจกแจงความน่าจะเป็นการเสื่อมของเนื้อสุกร  
     (Probability distribution of pork spoilage)   

การเส่ือมของเนื้อสุกร (pork spoilage) เป็นปรากฎการณ์ท่ีมีการปนเป้ือนแบคทีเรียเส่ือม 
(spoilage bacteria) เช่น Pseudomonas spp. กอปรกับการเพ่ิมจํานวนของแบคทีเรียเส่ือมอัน
เนื่องมาจากการเก็บรักษาท่ีไม่เหมาะสม (inappropriate storage) ในระหว่างท่ีแบคทีเรียเส่ือมเพ่ิม
จํานวนในเนื้อสุกร ก็จะมีสร้างผลผลิตการเส่ือม (spoilage products) ทําให้เนื้อสุกรมีลักษณะทาง
กายภาพอันไม่พึงประสงค์หรือไม่เหมาะสมต่อการบริโภค (not fit for human consumption) 

 แนวทาง ในการประเมินการเส่ือมของเนื้อสุกร ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลัก คือ  
1. การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกร (sampling) 
2. การวิเคราะห์ปริมาณหรือความเข้มข้นของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร (contamination levels) 
3. การคัดสรร (determination) การแจกแจงความน่าจะเป็น (probability distribution) ในการ

อธิบาย (describe) หรือเพ่ือใช้เป็นตัวแทน (representative) ของความเข้มข้นของแบคทีเรีย
เส่ือมในเนื้อสุกร ในการประเมินการเส่ือมของเนื้อสุกร 

การเลือกการแจกแจงความน่าจะเป็น (probability distribution) เพ่ือเป็นตัวแทน 
(representative) ของตัวแปร (variable) ในท่ีนี้ก็คือ ความเข้มข้นของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร 
(contamination level) พิจารณาจาก 3 เกณฑ์สําคัญ (OIE, 2004) คือ 

1. แหล่งท่ีมาของข้อมูล (source of data) แบ่งได้เป็น 2 แหล่ง คือ 
o การสังเกตทดลอง (empirical data) เช่น ข้อมูลท่ีได้จากการเก็บตัวอย่างและส่ง

วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (sampling and measurement) การสํารวจ (survey) 
และการเก็บข้อมูล (observation) เป็นต้น 

o ความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ (expert opinion) ในกรณีท่ีไม่สามารถทําการศึกษาทดลองได้
โดยตรง เนื่องจาก ข้อจํากัดต่างๆ เช่น จรรยาบรรณ ศีลธรรม งบประมาณ เวลา การ
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ เป็นต้น ดังนั้น จึงต้องอาศัยแหล่งข้อมูลจากผู้ท่ีมีความ
เช่ียวชาญในด้านนั้นๆ โดยตรง  และหากแม้ว่าไม่มีหรือไม่สามารถหาผู้เช่ียวชาญโดยตรง
ได้  ก็อาจจําเป็นจะต้องพ่ึงผู้เช่ียวชาญในศาสตร์หรือสาขาข้างเคียงทดแทน  ซ่ึงในกรณี
เหล่านี้จะทําให้การแจกแจงความน่าจะเป็นจากความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญนั้นมีความ
หลากหลาย (variability) และความไม่รู้ (uncertainty) สูงกว่า การแจกแจงความน่าจะ
เป็นท่ีได้จากการศึกษาทดลอง 
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2. ปริมาณข้อมูล (amount of data) แบ่งได้เป็น 2 ระดับ คือ 
o ปริมาณข้อมูลมาก (abundant data) โดยท่ัวไปจะได้จากแหล่งข้อมูลท่ีมาจากการ

สังเกตทดลอง จึงได้ข้อมูลท่ีมีจํานวนมากเพียงพอ 
o ปริมาณข้อมูลน้อย (few data) โดยท่ัวไปจะได้จากแหล่งข้อมูลท่ีมาจากความคิดเห็น

ผู้เช่ียวชาญ จึงมีจํานวนข้อมูลท่ีน้อยกว่า 
3. การเป็นตัวแทน (representativeness)  แบ่งได้เป็น 2 ลักษณะ คือ 
o ข้อมูลตรง (direct) โดยท่ัวไปจะได้จากแหล่งข้อมูลท่ีมาจากการสังเกตทดลอง จึงได้

ข้อมูลท่ีเป็นตัวแทนได้โดยตรง 
o ข้อมูลทดแทน (surrogate) โดยท่ัวไปจะได้จากแหล่งข้อมูลท่ีมาจากความคิดเห็น

ผู้เช่ียวชาญ หรือเป็นข้อมูลของจุลินทรีย์หรือสัตว์ชนิดอ่ืนทดแทน ดังนั้นจึงได้ข้อมูลท่ีไม่
เป็นตัวแทนท่ีดี (non-representative) ทําให้มีความหลากหลาย (variability) และ
ความไม่รู้ (uncertainty) สูงกว่า การแจกแจงความน่าจะเป็นท่ีได้จากข้อมูลทางตรง 

 

เทคนิคในการพัฒนาสร้าง (development) การแจกแจงความน่าจะเป็น (OIE, 2004)
ประกอบด้วย 

1. การทาบการแจกแจงกับข้อมูล (fitting distribution to data) โดยมากแล้วข้อมูลท่ีได้ก็มักจะมา
จากการสังเกตทดลอง (empirical data) โดยการแจกแจงความน่าจะเป็นทางสถิติท่ีใช้ในการ
ทาบกับข้อมูลแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ   

ก. Parametric distribution เป็นการแจกแจงความน่าจะเป็นท่ีกําหนดโดย parameter 
ของการแจกแจงนั้น เช่น การแจกแจง normal หรือ uniform เป็นต้น 

ข. Non-parametric distribution เป็นการแจกแจงความน่าจะเป็นท่ีไม่มีการกําหนด 
parameter ของการแจกแจงนั้น เช่น การแจกแจง histogram หรือ discrete เป็นต้น  

2. การเลือกการแจกแจงแบบนามธรรม (subjective) โดยอาศัยข้อมูลความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ 
3. การใช้ทฤษฎี Bayes’ เป็นแนวทางท่ีใช้ 2 เทคนิค คือ การทาบการแจกแจงกับข้อมูลการสังเกต

ทดลอง ร่วมกับ การเลือกการแจกแจงแบบนามธรรม เข้าด้วยกัน 
 

ดังนั้นเม่ือพิจารณา 3 เกณฑ์ของการเลือกร่วมกับเทคนิคในการพัฒนาสร้างการแจกแจงความ
น่าจะเป็นแล้ว ทําให้สามารถจําแนกการแจกแจงความน่าจะเป็นได้ 4 แนวทาง (ภาพท่ี 2.7) คือ 

1. ข้อมูลปริมาณมากและเป็นตัวแทน (abundant representative data)  จะใช้เทคนิค
การพัฒนาสร้างการแจกแจงความน่าจะเป็นโดย 
o การทาบการแจกแจงความน่าจะเป็นได้ท้ัง parametric และ non-parametric 

distributions 
o การแจกแจงความน่าจะเป็น มุ่งอธิบายความหลากหลาย (variability) ของความ

เข้มข้นของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร จึงเรียกว่า การแจกแจงความน่าเป็นระดับแรก 
(first order distribution) 
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2. ข้อมูลปริมาณน้อยและเป็นตัวแทน (few representative data) จะใช้เทคนิคการพัฒนา
สร้างการแจกแจงความน่าจะเป็นโดย 
o การทาบการแจกแจงความน่าจะเป็นได้ท้ัง parametric และ non-parametric 

distributions 
o การแจกแจงความน่าจะเป็นแบบซ้อน 2 ช้ัน คือ การแจกแจงความน่าจะเป็นซ้อน

การแจกแจงความน่าจะเป็นอีกช้ันหนึ่ง  โดย“การแจกแจงความน่าจะเป็นระดับ
แรก” เป็นการอธิบายความไม่รู้ (uncertainty) ของ parameter ของการแจกแจง
ความน่าจะเป็นระดับสอง ซ่ึงความน่าจะเป็นระดับสองมุ่งอธิบายความหลากหลาย 
(variability) ของความเข้มข้นของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร จึงได้เป็นการแจกแจง
ความน่าเป็นระดับสอง (second order distribution)  

 

3. ข้อมูลปริมาณน้อยและไม่เป็นตัวแทน (few non-representative data) จะใช้เทคนิค
การพัฒนาสร้างการแจกแจงความน่าจะเป็นโดยการใช้การเลือกการแจกแจงแบบนามธรรม 
(subjective) โดยอาศัยข้อมูลความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญเป็นหลัก 

 

4. ข้อมูลปริมาณมากและไม่เป็นตัวแทน (abundant non-representative data) จะใช้
เทคนิคการพัฒนาสร้างการแจกแจงความน่าจะเป็นแบบผสมโดยดัดแปลงจากการแจกแจง
แบบนามธรรม (subjective) โดยอาศัยข้อมูลความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญเป็นหลัก 

 

 
 
ภาพท่ี 2.7  การจําแนกการแจกแจงความน่าจะเป็นตาม1.ปริมาณข้อมูล และ 2.การเป็นตัวแทนของข้อมูล 
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2.2.1 ข้อมลูปริมาณมากและเป็นตัวแทน  
        (Abundant representative data)   

 ในกรณีท่ีข้อมูลท่ีได้มีปริมาณมากและเป็นตัวแทนของตัวแปรท่ีสนใจ การเลือกการแจกแจงความ
น่าจะเป็นเพ่ืออธิบายความหลากหลาย (variability) ของตัวแปรนั้น จะใช้วิธีการเลือกค่า parameter ท่ี
เหมาะสมของการแจกแจงความน่าจะเป็นโดยการทาบการแจกแจงความน่าจะเป็นได้ ซ่ึงอาจจะเป็น

parametric หรือ non-parametric distributions ก็ได้ (OIE, 2004) 
 

การแจกแจง parametric 
(parametric distribution) 
 ข้อมูลท่ีมีปริมาณมากสามารถเลือกการแจกแจงชนิด parametric ซ่ึงโดยท่ัวไปจะเป็นการแจก
แจงทฤษฎี (theoretical distribution) (เช่น การแจกแจง Normal หรือ การแจกแจง Poisson เป็นต้น) 
เนื่องจาก โปรแกรมในการจําลองเหตุการณ์จริง (Simulation software) มีการแจกแลงทฤษฏีอยู่แล้ว 
ดังนั้น โปรแกรมเหล่านี้ก็มักจะสามารถทาบข้อมูลกับแบบจําลองทฤษฎีได้ด้วย   

กระนั้นก็ตาม การเลือกการแจกแจงทฤษฎีจําเป็นต้องใช้ความระมัดระวัง ก็จะได้การแจกแจงท่ีไม่
เหมาะสม ในการอธิบายความหลากหลายของตัวแปรท่ีสนใจได้ เช่น ความเข้มข้นของแบคทีเรียเส่ือมใน
เนื้อสุกร หมายความว่า ค่าท่ีเป็นไปได้ (possible) จากการแจกแจงความน่าจะเป็น อาจจะไม่ใช่ค่าท่ีมี
ความเป็นไปได้ทางชีววิทยา (biologically plausible) เช่น การเลือกการแจกแจง Normal ในการอธิบาย
ความหลากหลายของตัวแปรท่ีสนใจได้ เช่น ความเข้มข้นของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร ต้องระมัดระวัง 
เนื่องจาก การแจกแจง Normal กําหนด parameter เฉพาะ ค่า mean และ ค่า standard deviation 
เท่านั้น กอปรกับธรรมชาติของการปนเป้ือนจุลินทรีย์ก็มีลักษณะท่ีเป็น Normal ด้วย ทําให้การเลือกใช้
การแจกแจง Normal เป็นท่ีนิยมใช้มาก ข้อควรระวังอย่างยิ่ง คือ พิสัย (range) ของการแจกแจง Normal 

ครอบคลุมค่าระหว่าง -∝ และ +∝ ดังนั้นในระหว่างการจําลองเหตุการณ์จริง โปรแกรมอาจจะสุ่ม 
(random) ค่าจากการแจกแจงความน่าจะเป็นท่ีค่าลบ (negative value) แม้ว่าจะเป็นไปได้ในทาง
คณิตศาสตร์ตามพ้ืนฐานของการแจกแจงความน่าจะเป็น Normal  แต่กลับไม่ใช่ค่าท่ีมีความเป็นไปได้ทาง
ชีววิทยา (biologically plausible) ดังนั้น จึงต้องเลือกใช้ด้วยความระมัดระวัง ทางออกท่ีเป็นไปได้ เช่น 
การกําหนดให้ค่าท่ีเป็นไปได้ (possible values) เป็นค่าบวกเท่านั้น หรือ การดัดแปลงค่าความเข้มข้นให้
เป็นเลขยกกําลัง (logarithmic scale) จากนั้นจึงทาบข้อมูลท่ีเป็นเลขยกกําลังด้วยการแจกแจง Normal 
ก็จะกลายเป็นการแจกแจง Log Normal แทน ซ่ึงแม้ว่าค่าท่ีเป็นไปได้ในมาตราเลขยกกําลังจะเป็นค่าลบ 
(negative value) แต่เม่ือแปลง (transform) ค่าลบตามมาตราเลขยกกําลังเป็นค่าตามมาตราปกติ ก็จะ
ไม่ใช่ค่าลบแต่จะได้ค่าทศนิยม (decimal) แทน (OIE, 2004) 
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สถิติความพอดีของการทาบ 
(Goodness-of-fit statistics) 

ความพอดีของการทาบข้อมูลกับการแจกแจงความน่าจะเป็น เรียกว่า goodness-of-fit (gof) 
เป็นระดับความมากน้อยของความสอดคล้อง (match) ของการแจกแจงความน่าจะเป็นทฤษฎีกับข้อมูลท่ี
ได้จากการสังเกตทดลอง (empirical data) โดยอาศัยเทคนิค Maximum likelihood estimators 
(MLE) ซ่ึง MLE จะเป็น parameter ของการแจกแจงทฤษฏีท่ีจะให้ค่าท่ีเป็นไปได้ท่ีสอดคล้องกับค่าท่ีได้
จากการสังเกตทดลองได้ดีท่ีสุด  โดยอาศัยสถิติความพอดีของการทาบ (goodness-of-fit statistic) ท่ีทํา
หน้าท่ีในการเปรียบเทียบความสอดคล้องของค่าท่ีได้จากการแจกแจงทฤษฎีกับค่าท่ีได้จากการสังเกต
ทดลอง  สถิติความพอดีของการทาบท่ีใช้ในการตัดสินใจเลือกการแจกแจงความน่าจะเป็น เช่น 

1. Chi-squared test  
- เป็นสถิติความพอดีของการทาบ ท่ีมีความยืดหยุ่น (flexible) เพราะ สามารถใช้

ทดสอบได้กับทุกการแจกแจงความน่าจะเป็น   
- ข้อจํากัดสําคัญ คือ สถิตินี้ต้องจัดข้อมูลท่ีได้จากการสังเกตทดลองเป็นกลุ่มๆ ดังนั้นจึง

ต้องการข้อมูลขั้นต่ํา 25 ค่าขึ้นไป นอกจากนี้ การแจกแจงข้อมูลเป็นกลุ่มยังจะทําให้ลักษณะ
พ้ืนฐานของข้อมูลหายไปอีกด้วย  
2. Kolmogorov-Smirnov (KS) test  

- เป็นสถิติความพอดีของการทาบท่ีไม่จัดระเบียบข้อมูลเป็นกลุ่ม ซ่ึงเป็นการลดข้อจํากัด
ของ Chi-squared test 

- เป็นสถิติความพอดีของการทาบ ท่ีเปรียบเทียบความสอดคล้องของการแจกแจงความ
น่าจะเป็นทฤษฎีกับข้อมูลท่ีได้จากการสังเกตทดลองในรูปแบบของการแจกแจงสะสม 
(cumulative distribution function : CDF) โดยการวิเคราะห์หาความแตกต่างท่ีมากท่ีสุด 
(maximum discrepancy) ระหว่างการแจกแจงความน่าจะเป็นทฤษฎีและการแจกแจงความ
น่าจะเป็นของข้อมูลการสังเกตทดลอง โดยละเลยความสอดคล้อง (match) จากการทาบ (fit) 
ของการแจกแจงในส่วนอ่ืนๆ ท่ีเหลือ  

- ข้อจํากัดสําคัญ คือ การมุ่งเน้นทดสอบหาความแตกต่างท่ีมากท่ีสุด มากกว่า การมุ่งเน้น
ทดสอบความสอดคล้อง (match) จากการทาบการแจกแจงรวมท้ังหมด ทําให้การแจกแจงความ
น่าจะเป็นทฤษฎีท่ีผ่าน Kolmogorov-Smirnov (KS) test แต่อาจจะไม่ได้การแจกแจงความ
น่าจะเป็นทฤษฎีท่ีเป็นตัวแทนท่ีดีท่ีสุดของข้อมูลท่ีได้จากการสังเกตทดลองได้ เนื่องจาก อาจจะได้
การแจกแจงทฤษฎีท่ีมี maximum discrepancy น้อยท่ีสุด แต่อาจจะเป็นการแจกแจงทฤษฏีท่ี
ไม่มีความสอดคล้อง (match) โดยรวมท่ีดีท่ีสุดก็เป็นได้  
3. Anderson-Darling (AD) test 

- เป็นสถิติความพอดีของการทาบท่ีแก้ไขข้อจํากัดของท้ัง Chi-squared test คือ ไม่จัด

ระเบียบข้อมูลเป็นกลุ่ม และ ข้อจํากัดของ Kolmogorov-Smirnov test คือ ไม่มุ่งเพียงการหา
ความแตกต่างท่ีมากท่ีสุด (maximum discrepancy) เท่านั้น 

- เป็นสถิติความพอดีของการทาบ ท่ีเปรียบเทียบความสอดคล้องของการแจกแจงความ
น่าจะเป็นทฤษฎีกับข้อมูลท่ีได้จากการสังเกตทดลองในรูปแบบของการแจกแจงสะสม 
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(cumulative distribution function : CDF) โดยการวิเคราะห์หาความแตกต่าง (discrepancy) 
โดยรวมท้ังหมดระหว่างการแจกแจงความน่าจะเป็นทฤษฎีและการแจกแจงความน่าจะเป็นของ
ข้อมูลการสังเกตทดลอง  

 

การ plot ความน่าจะเป็น 
(Probability plotting) 
 การ plot ความน่าจะเป็นนี้เป็นเทคนิคในการคํานวณดัดแปลง (transform) ข้อมูลท่ีได้จากการ
สังเกตทดลอง (empirical) โดยใช้วิธีคณิตศาสตร์และสถิติให้มีค่าท่ีสอดคล้องกับการแจกแจงทฤษฎี 
จากนั้นจึงสร้าง graph แล้วใช้สายตาพิจารณาระดับความสอดคล้องกัน (match) ของการแจกแจงทฤษฎี
และข้อมูลการสังเกตทดลอง  

หากข้อมูลท่ีได้จากการสังเกตทดลองและการแจกแจงทฤษฎีมีความสอดคล้องกันมาก ก็จะได้ภาพ
ของ probability plot ท่ีมีลักษณะท่ีเป็นเส้นตรง (straight line) ท่ีเป็นฟันปลาน้อย และในทางตรงกัน
ข้าม หากมีความสอดคล้องกันน้อยกว่า ก็จะได้ภาพของ probability plot ท่ีมีลักษณะท่ีเป็นเส้นตรงแบบ
ฟันปลามากกว่า  ดังนั้น การ plot ความน่าจะเป็นจึงเป็นเทคนิคท่ีเป็นนามธรรม (subjective) เพราะ
อาศัยความรู้สึกมากกว่าตัวเลขในการตัดสินใจเลือกการแจกแจงความน่าจะเป็น 
 

การแจกแจง non-parametric 
(non-parametric distribution) 
 เทคนิคการเลือกการแจกแจงชนิด non-parametric เพ่ือใช้สําหรับการอธิบายความหลากหลาย
สําหรับแหล่งข้อมูลท่ีได้จากความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ (expert opinion) ซ่ึงเทคนิคนี้มีจุดเด่นหรือข้อ
ได้เปรียบหลายประการอันเป็นธรรมชาติของการแจกแจง non-parametric คือ การปราศจากข้อ
สมมุติฐาน ข้อกําหนดพ้ืนฐาน รวมถึงทฤษฎีท่ีเป็นเงื่อนไขของการแจกแจง parametric ดังนั้น การแจก
แจงชนิด non-parametric จึงมีลักษณะท่ีใช้สามัญสํานึก (intuitive) และใช้ง่ายกว่าการแจกแจงชนิด 
parametric  นอกจากนี้ข้อมูลท่ีได้จากการสังเกตทดลองท้ังชนิดต่อเนื่อง (continuous data) และชนิด
ไม่ต่อเนื่อง (discrete data) ก็สามารถใช้การแจกแจง non-parametric ได้ด้วย(OIE, 2004) 
 

ข้อมูลต่อเนื่อง  
(continuous data) 
 ข้อมูลต่อเนื่องท่ีจัดระเบียบแบบช่วงความถี่ (histogram) หรือ แบบสะสม (cumulative) 
สามารถดัดแปลงเป็น การแจกแจง non-parametric ชนิดช่วงความถี่ (histogram) หรือชนิดสะสม ได้ 

o { }( )ipmaximum,minimum,Histogram  

o { } { }( )ii pxmaximum,minimum,Cumul ,  
 

ข้อมูลไม่ต่อเนื่อง  
(discrete data) 
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 การแจกแจงไม่ต่อเนื่อง (discrete distribution) ใช้ได้กับข้อมูลท่ีมีจํานวนน้อย (small data) 
โดยนําจุดข้อมูล (data point, xi) แต่ละจุดข้อมูลมากําหนดเป็นค่าต่างๆ ของการแจกแจงไม่ต่อเนื่อง 
(discrete distribution) 
 การแจกแจงไม่ต่อเนื่องยังสามารถใช้ได้กับข้อมูลท่ีมีจํานวนมากได้ โดยนําข้อมูลมาเรียบเรียงช่วง
ความถี่ (histogram) หรืออาจจะใช้การแจกแจง non-parametric ชนิดช่วงความถี่ (histogram) หรือ
ชนิดสะสม ได้ 

o { }( )ixDuniform  

o { } { }( )ii pxDiscrete ,  

o { }( )ipmaximum,minimum,Histogram  

o { } { }( )ii pxmaximum,minimum,Cumul ,  

o { } { }( )ii pxmaximum,minimum,General ,  
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2.2.2 ข้อมลูปริมาณน้อยและเป็นตัวแทน  
        (Few representative data) 

 กรณีท่ีข้อมูลมีปริมาณน้อย ดังนั้น จะเกิดความไม่รู้ (uncertainty) ในการกําหนดค่า parameter 
ของการแจกแจงความน่าจะเป็น และเนื่องจากข้อมูลท่ีได้มีความเป็นตัวแทนท่ีดี ดังนั้น จึงอธิบายความไม่รู้
ของ parameter ของการแจกแจงความน่าจะเป็น ด้วยการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution)  

โดยการแจกแจงชักตัวอย่างนี้เอง จะเป็นการแจกแจงขั้นแรก (first order distribution) ซ่ึงทํา
หน้าท่ีในการอธิบายความไม่รู้ของ parameter ของการแจกแจงความน่าจะเป็นหลัก (เช่น ความเข้มข้น
ของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร) ดังนั้น จึงกลายเป็นการแจกแจงของการแจกแจงซ้อนกัน เรียกว่า การแจก
แจงขั้นสอง (second order distribution) 
 ช่วงความเช่ือม่ัน (confidence interval) ของการแจกแจงความน่าจะเป็นท่ีเป็นการแจกแจงขั้น
แรก (การแจกแจงชักตัวอย่าง) นั้นถูกกําหนดโดยค่า mean และ ค่า standard deviation ของการแจก
แจงช้ันแรก  ซ่ึงการกําหนดการแจกแจงขั้นแรกสามารถทําได้ 3 วิธีการ (OIE, 2004) คือ 

1. วิธี Classical statistics 
2. วิธี Bootstrap simulation 
3. วิธี Bayesian inference 

 

วิธี Classical statistics 
วิธี classical statistics จะใช้ได้ได้ เม่ือมีการกําหนดการแจกแจงความน่าจะเป็นของข้อมูลท่ี

ต้องการศึกษาวิเคราะห์เป็นแบบ binomial หรือ normal  
 

กรณีการแจกแจงความน่าจะเป็นของข้อมูลเป็น Normal 
- การแจกแจงความน่าจะเป็นหลัก (เช่น ความเข้มข้นของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร) เป็นแบบ 

Normal  
- การแจกแจงความน่าจะเป็นขั้นแรก หรือ การแจกแจง (sampling distribution) หรือ การแจก

แจงของ parameter ของการแจกแจงความน่าจะเป็นหลัก จะมีลักษณะ 
     = ค่า mean ของการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) จะเป็นการแจกแจง

แบบ Student’s t ดังนั้น ความไม่รู้ (uncertainty) ของค่าเฉล่ียของประชากร (population mean) จะ
เป็นสมการ (2.1) 

 

( ) x
n

s
nStudent +


−= 1µ     (2.1) 

     กําหนดให้ 
 - Student (n-1) :  การแจกแจง Student’s t ท่ีมี degree of freedom เป็น n-1  
 - n          :  ขนาดตัวอย่าง (sample size) 
 - x และ s       :  sample mean และ sample standard deviation 
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 - กรณีท่ีขนาดตัวอย่างมากกว่า 30 พบว่า การแจกแจง Student’s t จะมีการแจกแจงลู่
เข้าหา (convergent) การแจกแจงแบบ Normal ดังนั้น ความไม่รู้ (uncertainty) ของค่าเฉล่ียของ
ประชากร (population mean) จะเป็นสมการ (2.2) 

 




=
n

s
xNormal ,µ      (2.2) 

     = ค่า standard deviation ของการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) จะเป็น
การแจกแจงแบบ Chi-squared ดังสมการ (2.3) 

 

( )
)1(

21

−
−

−
=

nsquaredChi

sn
σ     (2.3) 

     กําหนดให้ 
 - Chi-squared (n-1) :   การแจกแจง Chi-squared มี degree of freedom เป็น (n-1)  
 - n      :   ขนาดตัวอย่าง (sample size) 
 - s      :   sample standard deviation 

 

 การแจกแจงความน่าจะเป็นขั้นแรก (first order distribution) หรือ การแจกแจงชักตัวอย่าง 
(sampling distribution) หรือ การแจกแจงของ parameter ของการแจกแจงความน่าจะเป็นหลัก มี
หน้าท่ีในการอธิบายความไม่รู้ (uncertainty) ในการประมาณค่า population mean (µ) และ 
population standard deviation (σ) เนื่องจาก ท้ัง µ และ σ ทําหน้าท่ีเป็น parameter ของการแจก
แจงความน่าจะเป็นหลัก (เช่น ความเข้มข้นของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร) ในกรณีตัวอย่างนี้ เป็นการแจก
แจงความน่าจะเป็นแบบ Normal จึงกลายเป็นการแจกแจงขั้นสอง (second order distribution) ดัง
สมการ (2.4) 
 

( )σµ ,NormalX =     (2.4) 

 กําหนดให้ 
      - ตัวแปรท่ีขีดเส้นใต้ 1 เส้น เป็น ตัวแปรสุ่มขั้นแรก (first-order random variable) 
      - ตัวแปรท่ีขีดเส้นใต้ 2 เส้น เป็น ตัวแปรสุ่มขั้นสอง (second-order random variable) 
 

 ดังนั้น เม่ือแทนค่า first-order random variable ลงในการแจกแจงความน่าจะเป็นหลัก จะได้
ดังสมการ (2.5) 
 

( ) ( )
( ) 










−

−+



−=

−1

21
,1

nsquaredChi

sn
x

n

s
nStudentNormalX  (2.5) 

 

 ซ่ึงจะสังเกตได้อย่างชัดเจนว่า สมการ (5) เป็นการแจกแจงความน่าจะเป็นขั้นสอง (second 
order distribution) คือ การแจกแจงความน่าจะเป็นสุ่ม Student’s t และ Chi-squared ท่ีเป็นการแจก
แจงขั้นแรก ซ้อนอยู่ภายในการแจกแจงความน่าจะเป็นหลัก Normal อีกช้ันหนึ่ง 
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ตัวอย่าง การปนเป้ือน Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกร โดยวิธี classical statistics 
 

คําถาม ต้องการประมาณ (estimate) ค่า average ท่ีเป็นตัวแทนความเข้มข้น P.fluorescens ท่ีปนเป้ือน
ในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง ในรูปของการแจกแจงความน่าจะเป็น (probability 
distribution) แต่มีข้อมูลความเข้มข้น P.fluorescens เพียง 10 ตัวอย่างเนื้อสุกรท่ีสุ่มได้จากตลาดสดใน
กลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง  
 

คําตอบ ในกรณีนี้ พบว่า แหล่งข้อมูลท่ีได้เป็นข้อมูลจากการสังเกตทดลอง (empirical data) จากพ้ืนท่ี
เป้าหมายจึงจัดว่าเป็นตัวแทนท่ีดี (representative) และ ตั้งข้อสมมุติฐานว่า การแจกแจงความเข้มข้น
ของ P.fluorescens ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลางเป็น Normal (ตารางท่ี 2.7) 

ตารางท่ี 2.7 แบบจําลอง spreadsheet ในการหา sampling distribution ของ population mean 
และ standard deviation โดยใช้ข้อมูลความเข้มข้น P.fluorescens ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกรจากตลาดสด
ในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกลาง 
 

 A B 
1 ตัวอย่างเนื้อสุกรจากตลาดสดในกลุ่มเขตพ้ืนท่ี 

กรุงเทพกลาง 
ความเข้มข้น P.fluorescens 

(cfu/g) 
2 1 56 
3 2 54 
4 3 52 
5 4 50 
6 5 48 
7 6 47 
8 7 47 
9 8 46 
10 9 44 
11 10 41 
12 Sample mean ( x )  AVERAGE (B2:B11) = 48.5 
13 Sample standard deviation (s)    STDEV (B2:B11) = 4.85 
14 Sampling distribution ของ population mean (µ) Student(10-1)*[B13/SQRT(10-

1)]+B12 
15 Sampling distribution ของ population standard 

deviation (σ) 

SQRT[(10-1)*B13^2/Chisq(10-1)] 
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ค่า average ท่ีเป็นตัวแทนความเข้มข้น P.fluorescens ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ี
กรุงเทพกลาง ในรูปของการแจกแจงความน่าจะเป็น (probability distribution) ใช้สัญลักษณ์ X  โดยใช้

ข้อมูลความเข้มข้น P.fluorescens 10 ตัวอย่างเนื้อสุกรท่ีสุ่มได้จากตลาดสดในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง  
ทําได้โดยการแทนค่าท่ีได้จากตารางท่ี 7  ลงใน second order distribution จะได้ดังสมการ (2.6) 
 

( ) ( )
( ) 





−−
−+


−=

110

110
,5.48

10

85.4
110

2

squaredChi

s
StudentNormalX  (2.6) 

 
วิธี Bootstrap simulation 
 วิธี bootstrap simulation ใช้ในการจําลองเหตุการณ์ เพ่ือให้ได้ผลลัพธ์เป็นข้อมูล เพ่ือใข้ในการ
กําหนดการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) ท่ีใช้ในการอธิบาย uncertainty ของ 
parameters เช่น population mean หรือ population standard deviation  

โดยท่ัวไป จะเร่ิมต้นด้วยการกําหนดการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) ของ
ข้อมูลท่ีมีซ่ึงมีจํานวน n ตัวอย่าง จากนั้นจึงสุ่ม n ตัวอย่างจากการแจกแจงชักตัวอย่างท่ีกําหนดไว้ตอนแรก
แบบคืนกลับ (replacement) แล้วจึงคํานวณ parameter ของตัวแปรท่ีสนใจ (เช่น ความเข้มข้นของ
แบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร) จากนั้นจึงดําเนินการวนรอบซํ้า (iteration) ของการสุ่ม n ตัวอย่างแบบคืน
กลับ  ตามด้วยการคํานวณ parameter ของตัวแปรท่ีสนใจจํานวนหลายๆ รอบ   โดยผลการคํานวณในแต่
ละรอบนั้น  จะถูกนํามารวมกันเพ่ือสร้างการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) ของ 
parameter ของตัวแปรท่ีสนใจ  

วิธี Bootstrap simulation สามารถแบ่งได้เป็น 2 แบบ ตามชนิดของการแจกแจงชักตัวอย่าง 
(sampling distribution) ของข้อมูลท่ีมีอยู่ คือ  

- non-parametric bootstrap simulation 
 - parametric bootstrap simulation 
 

Non-parametric bootstrap simulation 

 วิธี non-parametric bootstrap simulation เป็นวิธีท่ียืดหยุ่น เนื่องจาก 

- ไม่ต้องกําหนดสมมุติฐานของการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution)   
 - การแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) สามารถเลือกใช้ได้จาก 

     = ข้อมูลจริงท่ีมีอยู่ (actual empirical data)  
     = การสุ่มซํ้า (resample) จากข้อมูลจริงท่ีมีอยู่ 

      = การทาบข้อมูลจริงท่ีมีอยู่ด้วยการแจกแจงแบบสะสม (cumulative distribution) 
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ตัวอย่าง การปนเป้ือน Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกร โดยวิธี non-parametric bootstrap 
 

คําถาม ต้องการประมาณ (estimate) ค่า average ท่ีเป็นตัวแทนความเข้มข้น P.fluorescens ท่ีปนเป้ือน
ในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง ในรูปของการแจกแจงความน่าจะเป็น (probability 
distribution) แต่มีข้อมูลความเข้มข้น P.fluorescens เพียง 10 ตัวอย่างเนื้อสุกรท่ีสุ่มได้จากตลาดสดใน
กลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง   
 

คําตอบ ในกรณีนี้ พบว่า แหล่งข้อมูลท่ีได้เป็นข้อมูลจากการสังเกตทดลอง (empirical data) จากพ้ืนท่ี
เป้าหมายจึงจัดว่าเป็นตัวแทนท่ีดี (representative) ใช้จุดข้อมูล (data point) ในการสร้างการแจกแจง
ชักตัวอย่าง 

- ชนิด discrete uniform หรือ 
- ชนิด cumulative  

 จากนั้นจึงสุ่ม n ตัวอย่าง (samples) แบบคืนกลับ (replacement) จํานวน n รอบ (iterations) 
ในท่ีนี้ คือ การสุ่ม 10 ตัวอย่าง จํานวน 10 รอบ ดังนั้นจะได้ bootstrap replicate จํานวนท้ังส้ิน 100 ค่า 
จากนั้นจึงคํานวณ mean และ standard deviation จาก bootstrap replicate ท้ัง 100 ค่านี้ (ตารางท่ี 
2.8) 
 

ตารางท่ี 2.8  Non-parametric bootstrap simulation model ท่ีใช้ discrete uniform เป็นการแจก
แจงชักตัวอย่าง ซ่ึงเม่ือจําลองเหตุการณ์จริงจากการแจกแจงชักตัวอย่างก็จะได้ผลลัพธ์เป็นข้อมูล เพ่ือใข้ใน
การกําหนดการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) ท่ีใช้ในการอธิบาย uncertainty ของ 
parameters (population mean: µ และ population standard deviation: σ) 
 

 A B 
1 ความเข้มข้น P.fluorescens (cfu/g) Non-parametric function 
2 56 Duniform (A2:A11) 
3 54 Duniform (A2:A11) 
4 52 Duniform (A2:A11) 
5 50 Duniform (A2:A11) 
6 48 Duniform (A2:A11) 
7 47 Duniform (A2:A11) 
8 47 Duniform (A2:A11) 
9 46 Duniform (A2:A11) 
10 44 Duniform (A2:A11) 
11 41 Duniform (A2:A11) 
12 Replicate mean = AVERAGE (B2:B11)  
13 Replicate standard deviation = STDEV (B2:B11)  
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ความเข้มข้น P.fluorescens ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง ในรูปของการ
แจกแจงความน่าจะเป็น (probability distribution) โดยใช้ Non-parametric bootstrap simulation 
model ท่ีใช้ discrete uniform เป็นการแจกแจงชักตัวอย่าง ซ่ึงเม่ือจําลองเหตุการณ์จริงจากการแจกแจง
ชักตัวอย่างก็จะได้ผลลัพธ์เป็นข้อมูล เ พ่ือใข้ ในการกําหนดการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling 
distribution) ท่ีใช้ในการอธิบาย uncertainty ของ parameters (population mean: µ และ 
population standard deviation: σ) 

ใช้สัญลักษณ์ X  โดยใช้ข้อมูลความเข้มข้น P.fluorescens 10 ตัวอย่างเนื้อสุกรท่ีสุ่มได้จาก

ตลาดสดในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง  ทําได้โดยการแทนค่าท่ีได้จากตารางท่ี 2.8  ลงใน second order 
distribution จะได้สมการ 2.7 

( )B11):(B2  STDEV ReplicateB11):(B2 AVERAGE  ReplicateNormalX === σµ , (2.7) 

ตารางท่ี 2.9  Non-parametric bootstrap simulation model ท่ีทาบ (fit) กับข้อมูลท่ีมีอยู่โดยใช้การ
แจกแจงสะสม (cumulative distribution) เป็นการแจกแจงชักตัวอย่าง ซ่ึงเม่ือจําลองเหตุการณ์จริงจาก
การแจกแจงชักตัวอย่างก็จะได้ผลลัพธ์เป็นข้อมูล เพ่ือใข้ในการกําหนดการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling 
distribution) ท่ีใช้ในการอธิบาย uncertainty ของ parameters (population mean: µ และ 
population standard deviation: σ) โดย cumulative percentile = ( )1+n

i  และ i คือ ลําดับตัวอย่าง

ความเข้มข้น P.fluorescens จากน้อยไปมาก n คือ ขนาดตัวอย่าง (sample size) 
 

 A B C 
1 ความเข้มข้น P.fluorescens (cfu/g) Cumulative percentile Non-parametric function 
2 41 ( ) %9

110

1
=

+
 Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

3 44 ( ) %18
110

2
=

+
 Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

4 46 ( ) %27
110

3
=

+
  Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

5 47 ( ) %36
110

4
=

+
  Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

6 47 ( ) %45
110

5
=

+
  Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

7 48 ( ) %55
110

6
=

+
  Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

8 50 ( ) %64
110

7
=

+
  Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

9 52 ( ) %73
110

8
=

+
  Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

10 54 ( ) %82
110

9
=

+
  Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

11 56 ( ) %91
110

10
=

+
 Cumul (41,56,A2:A11,B2:B11) 

12 Replicate mean =  AVERAGE (C2:C11)  
13 Replicate standard deviation =  STDEV (C2:C11)  



 59

 

ความเข้มข้น P.fluorescens ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง ในรูปของการ
แจกแจงความน่าจะเป็น (probability distribution) โดยใช้ Non-parametric bootstrap simulation 
model ท่ีทาบ (fit) กับข้อมูลท่ีมีอยู่โดยใช้การแจกแจงสะสม (cumulative distribution) เป็นการแจก
แจงชักตัวอย่าง ซ่ึงเม่ือจําลองเหตุการณ์จริงจากการแจกแจงชักตัวอย่างก็จะได้ผลลัพธ์เป็นข้อมูล เพ่ือใข้ใน
การกําหนดการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) ท่ีใช้ในการอธิบาย uncertainty ของ 
parameters (population mean: µ และ population standard deviation: σ)  

ใช้สัญลักษณ์ X  โดยใช้ข้อมูลความเข้มข้น P.fluorescens 10 ตัวอย่างเนื้อสุกรท่ีสุ่มได้จาก

ตลาดสดในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง  ทําได้โดยการแทนค่าท่ีได้จากตารางท่ี 2.9 ลงใน second order 
distribution จะได้สมการ (2.8) 
 

( )C11):(C2  STDEV ReplicateC11):(C2 AVERAGE  ReplicateNormalX === σµ , (2.8) 

 
Parametric bootstrap simulation 
 วิธี parametric bootstrap simulation  

- การแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) มีหรือเช่ือว่ามีลักษณะเป็นการแจกแจง
ทฤษฎี (theoretical distribution)  
 - การแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) สามารถเลือกใช้ได้จาก 

     = การแจกแจง Normal  
     = การแจกแจง Poisson 

      = การแจกแจง Exponential 
     = การแจกแจง Binomial 
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ตารางท่ี 2.10 Parametric bootstrap simulation model ท่ีใช้การแจกแจง Normal เป็นการแจกแจง
ชักตัวอย่าง (sampling distribution) เพ่ือจําลองเหตุการณ์จริง (simulation) แล้วได้ผลลัพธ์เป็นข้อมูลใน
การกําหนดการแจกแจงชักตัวอย่างท่ีใช้ในการอธิบาย uncertainty ของ parameters (population 
mean : µ และ population standard deviation : σ ) 

 A B 
1 ความเข้มข้น P.fluorescens (cfu/g) Parametric function 
2 56 Normal ($B$12,$B$13) 
3 54 Normal ($B$12,$B$13) 
4 52 Normal ($B$12,$B$13) 
5 50 Normal ($B$12,$B$13) 
6 48 Normal ($B$12,$B$13) 
7 47 Normal ($B$12,$B$13) 
8 47 Normal ($B$12,$B$13) 
9 46 Normal ($B$12,$B$13) 
10 44 Normal ($B$12,$B$13) 
11 41 Normal ($B$12,$B$13) 
12  AVERAGE (B2:B11)  
13  STDEV (B2:B11)  
14 Replicate mean = AVERAGE (C2:C11) 
15 Replicate standard deviation = STDEV (C2:C11) 

 

ความเข้มข้น P.fluorescens ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง ในรูปของการ
แจกแจงความน่าจะเป็น (probability distribution) โดยใช้ Parametric bootstrap simulation 
model ท่ีใช้การแจกแจง Normal เป็นการแจกแจงชักตัวอย่าง (sampling distribution) เพ่ือจําลอง
เหตุการณ์จริง (simulation) แล้วได้ผลลัพธ์เป็นข้อมูลในการกําหนดการแจกแจงชักตัวอย่างท่ีใช้ในการ
อธิบาย uncertainty ของ parameters (population mean : µ และ population standard 
deviation : σ ) 

ใช้สัญลักษณ์ X  โดยใช้ข้อมูลความเข้มข้น P.fluorescens 10 ตัวอย่างเนื้อสุกรท่ีสุ่มได้จาก

ตลาดสดในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพกลาง  ทําได้โดยการแทนค่าท่ีได้จากตารางท่ี 2.10  ลงใน second 
order distribution จะได้สมการ (2.9) 
 

( )C11):(C2  STDEV ReplicateC11):(C2 AVERAGE  ReplicateNormalX === σµ , (2.9) 
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2.2.3 ข้อมลูปริมาณน้อยและไม่เป็นตัวแทน  
        (Few non-representative data) 

 ในกรณีท่ีไม่มีข้อมูลเลย (absence of data) ข้อมูลจํานวนน้อยมาก (scarce) ข้อมูลไม่เป็น
ตัวแทน (non-representative) ให้พิจารณาเลือกใช้ความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ (expert opinion) ข้อระวัง
ท่ีควรให้ความใส่ใจ คือ แหล่งของอคติ (source of bias) ความขัดแย้งกันของกลุ่มผู้เช่ียวชาญ การจับ
ประเด็นความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ และการเลือกการแจกแจงท่ีเหมาะสม (OIE, 2004) 
 

อคติ  
(bias) 
 พฤติกรรมหลากหลายของมนุษย์สามารถนําไปสู่อคติของการตัดสิน (judgment) ในการประมาณ
ค่า parameter ของการแจกแจง หรือ การเลือกการแจกแจงความน่าจะเป็นท่ีเหมาะสม เช่น  

- ผู้เช่ียวชาญมีแนวโน้มท่ีจะให้น้ําหนักกับ 
= ข้อมูลท่ีนึกขึ้นได้  
= ข้อมูลท่ีมีจํานวนน้อยและไม่เป็นตัวแทน แต่เป็นข้อมูลท่ีผู้เช่ียวชาญคุ้นเคยมากกว่า 

- ผู้เช่ียวชาญมีลักษณะท่ี 
= ม่ันใจมากเกินไป (overconfident) 

  = ประมาณความไม่รู้ (uncertainty) แคบเกินไป 
  = ไม่เปิดรับข้อมูลใหม่ 
  = ให้ความคิดเห็นท่ีสอดคล้องกับผลงานหรือลักษณะงานของตน 
  = แสดงความรอบรู้ (knowledgeable) โดยกําหนดความไม่รู้แคบเกินไป 
  = แสดงความเห็นท่ีมีน้ําหนักน้อยอย่างต่อเนื่องเพ่ือแสดงความสมํ่าเสมอของความเห็น 
 

ความขัดแย้งกันของกลุ่มผู้เช่ียวชาญ 
(Expert disagreement) 
 ในกรณีท่ีเกิดความขัดแย้งกันของกลุ่มผู้เช่ียวชาญ แนวทางท่ีดีท่ีสุด คือ การแยกพิจารณาผล 
(implication) จากความคิดเห็นของผู้เช่ียวชาญเป็นรายบุคคล  เพ่ือให้สามารถสังเกตความแตกต่างและ
สามารถสรุปผลท่ีมีความเป็นไปได้มากกว่า (more likely)  เม่ือผลสรุปท่ีได้มีความแตกต่างกันอย่างไม่มี
นัยสําคัญให้สรุปว่า ผลจากความคิดเห็นของกลุ่มผู้เช่ียวชาญมีแก่นสาระเดียวกัน (robust) แม้ว่าจะมีความ
ขัดแย้งกันของกลุ่มผู้เช่ียวชาญ ในทางตรงกันข้าม แม้ว่าจะไม่มีความขัดแย้งกันของกลุ่มผู้เช่ียวชาญ แต่
กลับให้ผลการอนุมาน (inference) ท่ีแตกต่างกัน ควรพิจารณาตัดสินตามผู้เช่ียวชาญท่ีมีความถูกต้องและ
ความชัดเจน (authoritative) มากกว่า 
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การจับประเด็นความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ 
(Eliciting expert opinion) 
 การวิจัยทางจิตวิทยาได้แสดงให้เห็นว่า การตัดสินใจเลือกการแจกแจงความน่าจะเป็นท่ีเป็น
นามธรรม (subjective probability judgment) อย่างถูกต้องนั้น ไม่สามารถจะเกิดขึ้นจากการถามเพียง
อย่างเดียว  วิธีการในการจัดประเด็นต้องอาศัยท้ัง การให้เหตุผล (reasoning) การใช้กุศโลบาย 
(heuristic) ซ่ึงบ่อยคร้ังมักจะก่อให้เกิดอคติในการตัดสินใจเลือกค่าประมาณ   
 วิธีการลดผลกระทบของอคติในการจัดประเด็นความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ คือ การขอความคิดเห็น
ผู้เช่ียวชาญในรูปแบบท่ีเป็น workshop ท่ีจัดขึ้นประมาณ 2-3 วัน  โดยการรวบรวมผู้เช่ียวชาญแต่ละคน
ให้ตอบแบบสอบถามรายบุคคลภายในห้อง  นําคําตอบท่ีไม่ระบุผู้เช่ียวชาญรายบุคคลมาอภิปราย จะช่วย
ลดอคติลงได้  นําคําตอบท้ังหมดมาวิเคราะห์และนําเสนอตามด้วยการอภิปรายซํ้า  จากนั้นขอให้
ผู้เช่ียวชาญตอบแบบสอบถามซํ้าอีกคร้ังภายใต้สภาพการเดิมในวันรุ่งขึ้น ท้ังนี้ก็เพ่ือให้ผู้เช่ียวชาญมีเวลา
เพียงพอในการใคร่ครวญประเด็นต่างๆ ท่ีถูกหยิกยกขึ้นมาอภิปราย  จึงเป็นการเปิดโอกาสให้ผู้เช่ียวชาญได้
ปรับแก้คําตอบในแบบสอบถาม 
 

การเลือกการแจกแจงที่มีความเหมาะสมในการจําลองความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ 
(choosing an appropriate distribution to model expert opinion) 
 ตัวเลือกของการแจกแจงท่ีเหมาะสมจะขึ้นอยู่กับธรรมชาติของปัญหา ชนิดและจํานวนข้อมูลและ
ความยากง่ายในการกําหนดเลือก parameter  ตัวอย่างการแจกแจงความน่าจะเป็นท่ีแนะนําให้ใช้ในการ
จําลองความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ ดังตารางท่ี 2.11 
 

ตารางท่ี 2.11   ตัวอย่างการแจกแจงความน่าจะเป็นในการจําลองความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ 
 

การแจกแจง Parameter ของการแจกแจง 
Cumulative { } { }( )ii pxmaximum,minimum, ,  

Discrete { } { }( )ii px ,  

General { } { }( )ii pxmaximum,minimum, ,  

PERT (minimum, most likely, maximum) 
Triangular (minimum, most likely, maximum) 
Uniform (minimum, maximum) 
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2.2.4 ข้อมลูปริมาณมากและไม่เป็นตัวแทน  
        (Abundant non-representative data) 

วิธี Bayesian inference 
 วิธี Bayesian inference มีประโยชน์และใช้งานได้อย่างดีในกรณีท่ีได้ข้อมูลสังเกตทดลองใหม่ๆ 
เพ่ิมเติมขึ้นมา (newly acquired empirical data)  เพ่ือนํามารวมกับข้อมูลท่ีมีอยู่แล้ว (existing 
information) ซ่ึงข้อมูลท่ีมีอยู่แล้วนั้น อาจจะมาจากแหล่งข้อมูลท่ีเป็นข้อมูลสังเกตทดลอง (empirical 
data) หรือ ความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ (expert opinion) ก็ได้ ท้ังนี้เม่ือมีการควบรวมข้อมูลท้ังปัจจุบันและ
ท่ีได้มาใหม่แล้ว ทําให้สามารถปรับปรุงค่าประมาณของ parameter ท่ีใช้ในการอธิบายการแจกแจงความ
น่าจะเป็นได้ (OIE, 2004) 
 แม้ว่าจะวิธีการนี้จะได้รับการวิพากวิจารณ์ถึงความเป็นนามธรรม (subjective) อย่างไรก็ตาม 
วิธีการ classical statistics ท่ีแนะนําให้ใช้สําหรับกรณีท่ีข้อมูลปริมาณน้อยและเป็นตัวแทน (few 
representative data) ก็มีความเป็นนามธรรมจากการเลือกชนิดการแจกแจง ช่วงความเช่ือม่ัน 
(confidence interval) ค่า P (p-value) การยอมรับสมมุติฐาน (statistical hypothesis) หรือ
ข้อกําหนดพ้ืนฐานของการแจกแจงทางสถิติ ยกตัวอย่างเช่น กรณีค่า P ท่ีใช้ในการประเมินหลักฐานการ
ยอมรับหรือการปฏิเสธข้อสมมุติฐานของการทดสอบทางสถิติ ซ่ึงค่า P ไม่ควรนํามาใช้ในการตัดสินท้ายสุด
เพ่ือเลือการแจกแจงความน่าจะเป็น  นอกจากนี้ วิธี classical statistics ยังอาศัยการพิสูจน์เพ่ือหักล้าง 
(contradict) ด้วยความน่าจะเป็นระดับสูง และ วิธี classical statistics ยังอาศัยการพิสูจน์เพ่ือสรุปให้ได้
ว่าข้อสมมุติฐาน (hypothesis) ในการทดสอบทางสถิตินั้นมีโอกาสเป็นไปได้น้อยมาก (sufficiently 
unlikely)  ค่า P อาจจะทําให้เข้าใจคลาดเคล่ือนได้ (deceptive) เพราะ ค่า P เก่ียวข้องกับความน่าจะ
เป็นของข้อมูลท่ีไม่ได้จากการสังเกตทดลอง (unobserved data) ซ่ึงข้อมูลในลักษณะนี้มีโอกาสเกิดขึ้นได้
น้อยอยู่แล้วเนื่องจากจะมีค่าท่ีน้อยมากกว่าหรือสูงมากกว่า (more extreme) ข้อมูลท่ีได้จริง (observed 
data)  ในทางตรงกันข้าม วิธี Bayesian inference กลับเป็นวิธีท่ีปรับเปล่ียนค่าประมาณความน่าจะเป็น
เร่ิมต้น (initial probability) ตามหลักฐานท่ีปรากฏจริง 
 วิธี Bayesian inference  เป็นวิธีการท่ีขยายความต่อมาจาก Bayes’s theorem และใช้งานได้ดี 
มีความยืดหยุ่น เหมาะกับการเรียนรู้ (learning) เพ่ิมเติมตามระดับประสบการณ์ (experience) ท่ีเพ่ิม
ขึ้นมา  วิธีการนี้ เอ้ืออํานวยให้มีการปรับความรู้ปัจจุบันตามข้อมูลใหม่ท่ีได้มาได้อย่างง่ายดายและ
สมเหตุสมผล  วิธีการนี้แสดงให้เห็นถึงความเป็นนามธรรมอย่างชัดเจนและอธิบายกระบวนการเรียนรู้เชิง
คณิตศาสตร์ (mathematical learning process)  แม้ว่าขั้นตอนจะเร่ิมต้นด้วยความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญท่ี
เหมือนจะไม่มีน้ําหนักมากพอ (vague) แต่ขั้นตอนต่อมาจะมีการปรับเปล่ียนค่าเม่ือมีข้อมูลใหม่เพ่ิมขึ้นมา 
ดังนั้น วิธีนี้จะประกอบด้วย 3 ขั้นตอน คือ 
 1. การกําหนด [“prior estimate” หรือ “ค่าประมาณก่อน”] ของ parameter ในรูปการแจก
แจงความน่าจะเป็น (probability distribution) ท่ีอธิบายความรู้ (หรือ อาจจะเป็นความไม่รู้) ก่อนท่ีจะได้
ข้อมูลสังเกตทดลองในระยะเวลาต่อมา   
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การกําหนด “prior distribution” หรือ “การแจกแจงก่อน” นี้จะมีความยีดหยุ่นมาก เนื่องจาก 
สามารถกําหนดตามจํานวนข้อมูลไม่มาก หรือ กระท่ังไม่ต้องมีข้อมูลเลย  ซ่ึงก็เท่ากับเป็นการกําหนดอย่าง
เป็นนามธรรมล้วน (purely subjective) เช่น กรณีของการอาศัยความคิดเห็นผู้เช่ียวชาญ (expert 
opinion) 
 2. การหา [“likelihood function” หรือ “ฟังช่ันท่ีเป็นไปได้”] ท่ีเหมาะสมสําหรับข้อมูลท่ีได้จริง 
(observed data)  likelihood function คํานวณความน่าจะเป็นของการได้ข้อมูลของค่าต่างๆของ
ค่าประมาณต้น (prior estimate) ของ parameter  รูปร่าง (shape) ของ likelihood function ทํา
หน้าท่ีในการจุปริมาณข้อมูล  ถ้าข้อมูลมีจํานวนน้อย รูปร่าง likelihood function ก็จะแผ่กว้างกว่าหรือมี
ความแปรปรวนมากกว่า ในขณะท่ีข้อมูลมีจํานวนมาก รูปร่าง likelihood function ก็จะบีบแคบกว่า 
 3. การคํานวณ [“posterior estimate” หรือ “ค่าประมาณหลัง”] ของ parameter จากผลคูณ 
(multiplication) ของ “prior estimate” และ “likelihood function” แล้วนําผลคูณท่ีได้มาปรับให้
เป็นปกติ (normalize) เพ่ือให้พ้ืนท่ีใต้เส้นโค้ง (area under curve) รวมกันเท่ากับหนึ่ง 
 “posterior distribution” หรือ “การแจกแจงหลัง” เป็นการแจกแจงท่ีอธิบายระดับของความรู้ 
(state of knowledge) ของ parameter ภายหลังจากได้ข้อมูลใหม่เพ่ิมเติมขึ้นมา เม่ือพิจารณา
เปรียบเทียบความเหมือนหรือความต่างระหว่าง การแจกแจงหลัง (posterior distribution) และ การ
แจกแจงก่อน (prior distribution) จึงเป็นไปได้ 2 กรณี คือ 

     = กรณีท่ี 1 : posterior distribution มีลักษณะคล้ายกับ prior distribution แสดงว่า 
ข้อมูลใหม่เพ่ิมเติมนั้นช่วยยืนยันความเช่ือ (pre-existing belief) หรือ ระดับความรู้ดั่งเดิมในตอน
แรก (prior) 
     = กรณีท่ี 2 : posterior distribution มีลักษณะท่ีแตกต่างกับ prior distribution อย่างมี
นัยสําคัญ แสดงว่า มีการได้รับข้อมูลใหม่ท่ีสําคัญ หรือ เป็นการลบล้าง (wane) ความเช่ือหรือ
ระดับความรู้เดิมในตอนแรก 

 Bayesian inference มีประโยชน์ในการแสดงให้เห็นถึง (elucidate) อิทธิพลของสมมุติฐานก่อน 
(prior assumption) เม่ือเทียบกับข้อมูลใหม่ท่ีได้มา 

Bayesian inference ยังกําหนดปริมาณและคุณภาพของข้อมูลท่ีจําเป็นในอันจะสรุป 
(convergence) ให้ได้ posterior distribution ท่ีเป็นแบบเดียวกับ prior distribution  

Bayesian inference เป็นวิธีท่ีโปร่งใส (transparent) ในการจําลอง (model) ความคิดเห็น
ผู้เช่ียวชาญ ซ่ึงมีบทบาทหลักอย่างเด่นชัดในการกําหนด prior distribution 
 
prior distributions 
(การแจกแจงก่อน) 
 “การแจกแจงก่อน” เป็นการกําหนดระดับของความรู้ (state of knowledge) ก่อนท่ีจะมีการ
สังเกตทดลองเกิดขึ้น  ดังนั้น สถานการณ์หรือระดับของความรู้ท่ีมีอยู่จะเป็นเคร่ืองมือในการกําหนด “การ
แจกแจงก่อน” 
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Uninformed prior distribution 
(การแจกแจงก่อนชนิดไม่มีข้อมูล) 
 “การแจกแจงก่อนชนิดไม่มีข้อมูล” เป็นการกําหนด “การแจกแจงก่อน” โดยไม่มีข้อมูลจากการ
สังเกตทดลองเลย ดังนั้น “การแจกแจงก่อนชนิดไม่มีข้อมูล” จึงกําหนดอย่างกว้างๆ เป็นพิสัย (range) 
ของค่าท่ีเป็นไปได้ท้ังหมด (all possible values) ในลักษณะ “ค่าต่ําสุด” (minimum) ถึง “ค่าสูงสุด” 
(maximum) ของ parameter ของ “การแจกแจงก่อนชนิดไม่มีข้อมูล” 

ตัวอย่าง : ค่าท่ีเป็นไปได้ของความชุกของ Pseudomonas fluorescens ท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกร
ในตลาดสดในเขตหนึ่ง ดังนั้น จึงอาจจะมีการกําหนดพิสัยของความชุกอย่างคร่าวๆ ดังนี้ 

     = ค่าต่ําสุดท่ีเป็นไปได้ (min) ร้อยละ  0 
     = ค่าสูงสุดท่ีเป็นไปได้ (max) ร้อยละ 30 

 โดยโอกาสในการเกิดความเป็นไปได้มีค่าเท่ากันหมด (equally likely) ในพิสัย (range) ร้อยละ 0 
ถึง ร้อยละ 30 (0.3) ดังนั้น ข้อมูลดังกล่าวสามารถกําหนดให้เป็น parameter ของ “การแจกแจงก่อน
ชนิดไม่มีข้อมูล” ชนิด Uniform prior distribution หรือ Uniform(0,0.3) ซ่ึงการแจกแจงชนิด Uniform 
นี้ มี parameter ท่ีกําหนดแต่เพียงพิสัย (0-30%) ของการแจกแจงเท่านั้น จึงแทบจะไม่มีอิทธิพลใดๆ ต่อ
การคํานวณ “การแจกแจงหลัง” เลย 
 ในบางกรณี parameter ของ“การแจกแจงก่อนชนิดไม่มีข้อมูล” อาจจะถูกกําหนดแตกต่าง
ออกไปได้หลายอย่าง 

ตัวอย่าง : กําหนดให้ค่าเฉล่ียจํานวนช้ินเนื้อสุกรท่ีปนเป้ือนด้วย Pseudomonas fluorescens 
ต่อวัน มี“การแจกแจงก่อน” อยู่ใน [“กระบวน Poisson” หรือ Poisson process] ซ่ึงมี parameter คือ 
λ (lambda)  โดยมีข้อสมมุติฐานหรือข้อกําหนดพ้ืนฐานสําคัญ ดังนี้  

     = การปนเป้ือนช้ินเนื้อสุกรในแต่ละวันเป็นอิสระต่อกัน2 (independent) 
     = โอกาสปนเป้ือน P. fluorescens คงท่ี (constant) ต่อเนื่อง (continuous) ตลอดท้ังวัน 

 ถ้ากําหนดให้ค่าเฉล่ียจํานวนช้ินเนื้อสุกรต่อวันสามารถกําหนดให้เป็น β
1  โดย β 3  เป็นช่วงเวลา

เฉล่ียระหว่างช้ินเนื้อสุกรแต่ละช้ินท่ีเกิดการปนเป้ือน (mean time interval between event)  

จากนั้นจึงกําหนด “การแจกแจงก่อน” ของ parameter 
λ
1  สําหรับ λ (เช่นเเดียวกับท่ี กําหนด 

“การแจกแจงก่อน” ของ parameter β
1  สําหรับ β ) 

 และด้วยคุณสมบัติพ้ืนฐานท่ี λβ 1
=  (เช่นเดียวกับท่ี βλ 1

= ) ดังนั้น จึงกล่าวได้ว่า β เป็น prior 

ของ λ (เช่นเดียวกับท่ี λ เป็น prior ของ β ) 
 

 
                                           
2 การปนเป้ือนท่ีเป็นอิสระต่อกัน (independent) :  จํานวนชิ้นเนื้อสุกรท่ีปนเป้ือนของเม่ือวานนี้ (yesterday) ไม่ว่าจะ
มากหรือน้อยอย่างไร  ก็จะไม่มีอิทธิพลต่อจํานวนชิ้นเนื้อสุกรท่ีปนเป้ือนของวันนี้ (today) แต่อย่างใด 
3 βλ 1
=  หรือ λβ 1

=   
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Informed prior distribution 
(การแจกแจงก่อนชนิดมีข้อมูล) 

“การแจกแจงก่อนชนิดมีข้อมูล” เป็นการกําหนด “การแจกแจงก่อน” ได้ท้ังจาก กรณีไม่มีข้อมูล 
(subjective) หรือ กรณีข้อมูลจากการสังเกตทดลอง (empirical data) ก็ได้ 
 “conjugate prior distribution” หมายถึง “การแจกแจงก่อน” ท่ีมีลักษณะหรือรูปแบบของ
การแจกแจง (functional form) ท่ีมีเหมือนการแจกแจงของ likelihood function ดังนั้นแล้ว ก็จะทําให้ 
“การแจกแจงหลัง” มีลักษณะ/รูปแบบของการแจกแจง (functional form) ท่ีมีเหมือนกันกับ “การแจก
แจงก่อน”  

ลักษณะ/รูปแบบของการแจกแจงท่ีเหมือนกัน (functional form) ของท้ัง “การแจกแจงก่อน” 
และ “likelihood function” จึงช่วยหลีกเล่ียงการสร้างแบบจําลองผลคูณของ “การแจกแจงก่อน” และ 
“likelihood function” จัดเป็นความสะดวกสบายในการคํานวณหา “การแจกแจกหลัง” เป็นอย่างมาก 
ดังนั้น “conjugate prior distribution” จึงเรียกได้อีกอย่างว่า “convenience prior distribution”  
ดังตารางท่ี 2.12 
 

ตารางท่ี 2.12  ตัวอย่างการแจกแจง “conjugate prior” “likelihood function” และผลท่ีได้เป็น 
“การแจกแจงหลัง” ท่ีมีลักษณะ/รูปแบบของการแจกแจงท่ีเหมือนกัน (same functional form)  
 

Parameter Conjugate prior Likelihood function Posterior 
ความชุก  

(Prevalence) 
= Uninformed prior :  
   - Uniform(0,1) หรือ 
   - Beta(1,1)   
 
 
 
= Informed prior 
   - Beta(α1, α2) 
      α1 :  1 + s1  
      α2 :  1+ [n1-s1] 
n1       : ประวัติจํานวนตัวอย่าง 
s1        : ประวัตจํิานวนผลบวก 
[n1-s1] : ประวัติจํานวนผลลบ 

Binomial = Beta(1+s1 , 1+ [n1-s1])  หรือ 
= Beta(α1, α2) 
n1       : จํานวนตัวอย่าง 
s1       : จํานวนผลบวก (positive) 
[n1-s1] : จํานวนผลลบ (negative) 
 
= Beta(α1+s2 ,  α2+ [n2-s2])   
α1      :  1 + s1  
α2         :  1+ [n1-s1] 
n2      : จํานวนตัวอย่างปัจจุบัน 

s2       : จํานวนผลบวกปัจจุบัน 
[n2-s2] : จํานวนผลลบปัจจุบัน 

ค่าเฉล่ียจํานวนส่ิงท่ีสนใจ 
ต่อหนึ่งช่วงระยะเวลา 

(mean No. of events  
per unit interval : λ) 

= Uninformed prior :  

   - Prior(λ) ∝ 
λ
1  

= Informed prior 
   - ( )baGamma ,  

     a : จํานวนเหตุการณ์ท่ีเกิด 
     b : เวลาระหว่างเหตุการณ์ท่ีเกิด   

Poisson = 



t

xGamma
1

,  

= 





++
tb

b
xaGamma

1
,  

     x : จํานวนเหตุการณ์ท่ีเกิดเพ่ิม 
     t : เวลาระหว่างเหตุการณ์ท่ีเกิดเพ่ิม   
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Likelihood functions 
(ฟังค์ช่ันที่เป็นไปได้) 
 Likelihood function คือ ความน่าจะเป็น (probability) หรือ ความเป็นไปได้ (likelihood) 
ของการได้ (observe) prior estimate  โดยรูปร่างของ likelihood function ท่ีควรจะเป็นนั้น จะ
สอดคล้องกับการได้ค่า prior estimate ท่ีถูกกําหนดไว้ในขั้นตอนแรกเร่ิม 

ตัวอย่าง : เก็บตัวอย่างเนื้อสุกรในตลาดสดในเขตหนึ่งจํานวน n ช้ิน เม่ือวิเคราะห์การปนเป้ือน 
Pseudomonas fluorescens พบว่า มี s ช้ินท่ีปนเป้ือน ดังนั้น likelihood function ก็คือ ความเป็นไป
ได้ (likelihood) ท่ีจะมีเนื้อสุกรปนเป้ือน s ช้ิน เม่ือกําหนดให้ prior estimate คือ ความชุก 
(prevalence) ของการปนเป้ือน p ดังนั้น สามารถใช้ binomial distribution4 function ใน Excel เพ่ือ
คํานวณหา likelihood function ของการได้เนื้อสุกรปนเป้ือน s ช้ิน (สมการ 2.10) 

   

( ) ( ) ( )( )0,11,, SppSepnsBINOMDISTsXP −×−+×==   (2.10) 

     เม่ือ 
 p (prevalence) คือ ความชุกของการปนเป้ือน P.fluorescens 
 n (sample size) คือ จํานวนตัวอย่างท่ีทดสอบ 
 s (positive)  คือ จํานวนตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีปนเป้ือน 
 Se (sensitivity) คือ ความไวของวิธีวิเคราะห์การปนเป้ือน 
 Sp (specificity) คือ ความจําเพาะของวิธีวิเคราะห์การปนเป้ือน 
 มี function ของการแจกแจงความน่าจะเป็นอีกหลากหลายท่ีใช้ในการกําหนด likelihood 
function ตามสถานการณ์หรือตัวแปรท่ีสนใจ เช่น การแจกแจง Poisson, hypergeometric หรือ 
negative binomial 
 
Posterior distributions 
(การแจกแจงหลัง) 
 Posterior distribution เป็นค่าประมาณ parameter ท่ีได้รับการปรับใหม่ (revised) ซ่ึงคํานวณ
ได้จากผลคูณ (multiplication) ของ “prior estimate” และ “likelihood function” เนื่องจาก ความ
น่าจะเป็น (ท่ีคํานวณได้จากผลคูณ) เป็นอิสระต่อกัน ดังนั้น เม่ือนําความน่าจะเป็นท่ีได้ของผลคูณท้ังหมดท่ี
ได้มารวมกันจึงอาจจะไม่ได้หนึ่ง  จึงจําเป็นต้องปรับให้เป็นปกติ (normalize) เพ่ือให้พ้ืนท่ีใต้เส้นโค้ง (area 
under curve) รวมกันเท่ากับหนึ่ง โดยการใช้ 

o { } { }( )ii pxDiscrete ,     สําหรับ discrete distribution 

o { } { }( )ii pxmaximum,minimum,General ,  สําหรับ continuous distribution 

 

                                           
4 ในท่ีนี้ binomial distribution เป็นการแจกแจงความน่าจะเป็นของจํานวนช้ินเนื้อสุกรท่ีปนเป้ือน (x) 
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ตัวอย่าง ต้องการทราบความชุกของการปนเป้ือน Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกรในตลาดสด
แห่งเพ่ือเป็นตัวแทนของความชุกของการปนเป้ือนในเขตหนึ่งซ่ึงเป็นเขตท่ีมีตลาดสดจํานวนมาก โดยการใช้ 
Bayesian inference 
 

กรณี 1  Uninformed prior : ไม่มีข้อมูลความชุกของ P.fluorescens มาก่อนเลย (ตารางท่ี 2.13) 
กําหนดให้เก็บตัวอย่างเนื้อสุกรจํานวน 100 ช้ิน วิเคราะห์แล้วให้ผลบวกจํานวน 10 ช้ิน 

คําตอบ กรณี 1 
เนื่องจาก ไม่มีข้อมูลความชุกมาก่อนเลย ดังนั้น จึงได้พิสัยของความชุกอย่างคร่าวๆ ดังนี้ 
     = ค่าต่ําสุดท่ีเป็นไปได้ (min) ร้อยละ    0 
     = ค่าสูงสุดท่ีเป็นไปได้ (max) ร้อยละ 100 

 โดยโอกาสในการเกิดความเป็นไปได้มีค่าเท่ากันหมด (equally likely) ในพิสัย (range) ร้อยละ 0 
(0) ถึง ร้อยละ 100 (1) ดังนั้น ข้อมูลดังกล่าวสามารถกําหนดให้เป็น parameter ของ “การแจกแจงก่อน
ชนิดไม่มีข้อมูล” ชนิด Uniform prior distribution หรือ Uniform(0,1) ซ่ึงการแจกแจงชนิด Uniform 
นี้ มี parameter ท่ีกําหนดแต่เพียงพิสัย (0-100%) ของการแจกแจงเท่านั้น จึงไม่มีอิทธิพลใดๆ ต่อการ
คํานวณ “การแจกแจงหลัง” เลย 
 โดยเหตุบังเอิญว่า Uniform(0,1) มีการแจกแจงท่ีเหมือนกัน (identical) กับ Beta(1,1) ด้วย ซ่ึง
การแจกแจง Beta เป็นการแจกแจงท่ีนิยมใช้กับความชุก (prevalence) ซ่ึงตรงกับความต้องการของโจทย์ 
 Parameter ของ Beta distribution ประกอบด้วย alpha 1 (α1) และ alpha 2 (α2) สามารถ
เขียนได้ ดังนี้   

Beta (alpha 1, alpha 2)  หรือ  Beta (α1,α2) 
     โดยท่ี 
 alpha 1 (α1) คือ จํานวนตัวอย่างท่ีให้ผลบวก (positive) หรือ มีลักษณะท่ีสนใจ (success : s) 
เช่น จํานวนช้ินเนื้อสุกรมีการปนเป้ือนด้วย P.fluorescens   

alpha 2 (α2) คือ จํานวนตัวอย่างท่ีให้ผลลบ (negative) หรือ ขาดลักษณะท่ีสนใจ (failure) เช่น 
จํานวนช้ินเนื้อสุกรปลอดการปนเป้ือนด้วย P.fluorescens หรือ จํานวนตัวอย่าง (n) ท่ีหักด้วยจํานวน
ตัวอย่างท่ีให้ผลบวก (s) หรือ n-s ก็ได้ 

ดังนั้น จํานวนตัวอย่าง (n) หรือ sample size จึงเท่ากับ alpha 1 + alpha 2 หรือ (α1 + α2) 
นั่นเอง หรือ n = α1 + α2  
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การประมาณค่าความชุก (prevalence) โดยเทียบเคียงกับตารางท่ี 12 
 

Prior distribution :  Beta(1,1) ซ่ึงเหมือนกับ Uniform(0,1) 
 

Likelihood function  :  Binomial distribution function  
    

Posterior distribution :  Beta(1+s, 1+[n- s])   
    n     :  จํานวนตัวอย่างท่ีเก็บเพ่ือวิเคราะห์หาความชุก (sample size) 
    s     :  จํานวนตัวอย่างท่ีปนเป้ือน        หรือ ผลบวก (positive  samples)  
  [n-s] :  จํานวนตัวอย่างท่ีปลอดปนเป้ือน หรือ ผลลบ  (negative samples) 

ข้อมูลท่ีได้ คือ n = 100 ตัวอย่าง และ s = 10 ตัวอย่าง 
ดังนั้น จึงได้ 
Posterior distribution = Beta(1+10, 1+[100-10])  

= Beta(1+10, 1+90])  
= Beta(11, 91) 

ดังนั้น  
การแจกแจงความน่าจะเป็น (probability distribution) ของความชุกของการปนเป้ือน 

Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกรในตลาดสดแห่งเพ่ือเป็นตัวแทนของความชุกของการปนเป้ือน
ในเขตหนึ่งซ่ึงเป็นเขตท่ีมีตลาดสดจํานวนมาก โดยการใช้ Bayesian inference   

ในกรณีท่ี Uninformed prior : ไม่มีข้อมูลความชุกของ P.fluorescens มาก่อนเลย กําหนดให้
เก็บตัวอย่างเนื้อสุกรจํานวน 100 ช้ิน วิเคราะห์แล้วให้ผลบวกจํานวน 10 ช้ิน 

= Beta(11, 91) 
 

ตารางท่ี 2.13  Uninformed prior 
Parameter Conjugate prior Likelihood function Posterior 

ความชุก  
(Prevalence) 

= Uniform(0,1) หรือ 
= Beta(1,1)  

Binomial = Beta(1+s , 1+ [n-s])   
s : จํานวนผลบวก (positive) 
[n-s] : จํานวนผลลบ (negative) 
--------------------------------------- 
= Beta(1+10, 1+[100-10])  
= Beta(1+10, 1+90])  
= Beta(11, 91) 
s      :  10 ตัวอย่าง 
[n-s]  : 100 - 10 ตัวอย่าง 
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กรณี 2  Informed prior :  มีข้อมูลความชุกของ P.fluorescens มาก่อน (ตารางท่ี 2.14) 
กําหนดให้ 
1. ประวัติ   :  การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรจํานวน 100 ช้ิน  วิเคราะห์ให้ผลบวกจํานวน 10 ช้ิน  
2. ปัจจุบัน  :  การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรเพ่ิมจํานวน 200 ช้ิน วิเคราะห์ให้ผลบวกเพ่ิมอีก 20 ช้ิน 

 

คําตอบ กรณี 2 
 1. Informed prior distribution (การแจกแจงก่อนชนิดมีข้อมูล) คือ การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกร
จํานวน 100 ช้ิน วิเคราะห์แล้วให้ผลบวกจํานวน 10 ช้ิน  
 2. Likelihood function (ฟังค์ช่ันท่ีเป็นไปได้) คือ การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรจํานวน 100 ช้ิน 
วิเคราะห์แล้วให้ผลบวกจํานวน 10 ช้ิน 

 

การประมาณค่าความชุก (prevalence) โดยเทียบเคียงกับตารางท่ี 
Prior distribution : Beta(1+ s1, 1+[n1- s1])   

    n1   :  ประวัติจํานวนตัวอย่างท่ีวิเคราะห์หาความชุก (prior sample size) 
    s1    :  ประวัติจํานวนตัวอย่างท่ีปนเป้ือน (prior positive samples) 
  [n1-s1] :  ประวัติจํานวนตัวอย่างท่ีปลอดปนเป้ือน (prior negative samples) 
ข้อมูลท่ีได้ คือ n = 100 ตัวอย่าง และ s = 10 ตัวอย่าง 
ดังนั้น จึงได้ 
= Beta(1+10, 1+[100-10])  
= Beta(1+10, 1+90])  
= Beta(11, 91) 
= Beta(α1,α2)  
ดังนั้น α1 = 11 และ α2 = 91   

 

Likelihood function  :  Binomial distribution function  
    

Posterior distribution :  = Beta(α1+s2 ,  α2+ [n2-s2])   
α1  :  1 + s1   = 11 
α2  :  1 + [n1-s1] = 91 
n2     :  จํานวนตัวอย่างปัจจุบันวิเคราะห์ความชุก  

   (present sample size) 
s2     :  จํานวนตัวอย่างปัจจุบันท่ีปนเป้ือน  

   (present positive samples) 
[n2-s2] :  จํานวนตัวอย่างปัจจุบันท่ีปลอดปนเป้ือน  

   (present negative samples) 
ข้อมูลท่ีได้ คือ n2 = 200 ตัวอย่าง และ s2 = 20 ตัวอย่าง 
ดังนั้น จึงได้ 
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= Beta(11+20, 91+[200-20])  
= Beta(11+20, 91+180])  
= Beta(31, 271) 

ดังนั้น  
การแจกแจงความน่าจะเป็น (probability distribution) ของความชุกของการปนเป้ือน 

Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกรในตลาดสดแห่งเพ่ือเป็นตัวแทนของความชุกของการปนเป้ือน
ในเขตหนึ่งซ่ึงเป็นเขตท่ีมีตลาดสดจํานวนมาก โดยการใช้ Bayesian inference  

ในกรณีท่ี Informed prior :  มีข้อมูลความชุกของ P.fluorescens มาก่อน  โดยกําหนดให้ 
1. ประวัติ   :  การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรจํานวน 100 ช้ิน  วิเคราะห์ให้ผลบวกจํานวน 10 ช้ิน  
2. ปัจจุบัน  :  การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรเพ่ิมจํานวน 200 ช้ิน วิเคราะห์ให้ผลบวกเพ่ิมอีก 20 ช้ิน 
= Beta(31, 271) 

 

ตารางท่ี 2.14  Informed prior 

Parameter Conjugate prior 
Likelihood 
function 

Posterior 

ความชุก  
(Prevalence) 

- Beta(α1, α2) 
α1       :  1 + s1  
α2           :  1+ [n1-s1] 
n1       :  ประวัติจํานวนตัวอยา่ง 
s1        :  ประวัติจํานวนผลบวก 
[n1-s1]  :  ประวัติจํานวนผลลบ 
-------------------------------------------- 
= Beta(1+10 , 1+ [100-10])  หรือ 
= Beta(11,91)  
n1       :  100 

s1        :  10 
[n1-s1]  :  [200-20] 
α1      =  11  
α2      =  91 

Binomial = Beta(α1+s2 ,  α2+ [n2-s2])   
α1       :  1 + s1  
α2          :   1+ [n1-s1] 
n2       :  จํานวนตัวอย่างปัจจุบัน 

s2        :  จํานวนผลบวกปัจจุบัน 
[n2-s2]  :  จํานวนผลลบปัจจุบัน 
-------------------------------------------------- 
= Beta(11+ 20 , 91+ [200-20])  หรือ 
= Beta(31,271)  
α1       :  11 
α2          :   91 
n2       :  200 

s2        :  20 
[n2-s2]  :  [200-20] 
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2.2.5 ผลการแจกแจงความน่าจะเป็นการเสื่อมของเน้ือสุกร  
       (Probability distribution of pork spoilage) 

การแบ่งพ้ืนท่ีของกรุงเทพมหานครในการสุ่มเก็บตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์การปนเป้ือนแบคทีเรีย
เส่ือม ซ่ึงครอบคลุมพ้ืนท่ีกรุงเทพท่ีมีการแบ่งส่วนราชการกรุงเทพมหานครได้ 6 กลุ่มเขตพ้ืนท่ี ดังนี้  

1. กรุงเทพกลาง (Central Bangkok) ประกอบด้วย เขตพระนคร เขตสัมพันธวงศ์ เขตห้วย
ขวาง และเขตดินแดง 

2. กรุงเทพออก (East Bangkok)  ประกอบด้วย เขตบางกะปิ  เขตสะพานสูง  เขตบึงกุ่ม เขตคัน
นายาว เขตลาดกระบัง เขตมีนบุรี เขตหนองจอก และเขตคลองสามวา 

3. กรุงเทพเหนือ (North Bangkok) ประกอบด้วย เขตจตุจักร เขตบางซ่ือ เขตลาดพร้าว เขต
หลักส่ี เขตดอนเมือง เขตสายไหม และ เขตบางเขน 

4. กรุงเทพใต้ (South Bangkok) ประกอบด้วย เขตปทุมวัน เขตบางรัก เขตสาทร เขตบางคอ
แหลม เขตยานนาวา เขตคลองเตย เขตวัฒนา เขตพระโขนง เขตสวนหลวง เขตบางนา และ
เขตประเวศ 

5. ธนบุรีเหนือ (Upper thonburi) ประกอบด้วย เขตธนบุรี เขตคลองสาน เขตจอมทอง เขต
บางกอกใหญ่ เขตบางกอกน้อย เขตบางพลัด เขตตล่ิงชัน และ เขตทวีวัฒนา 

6. ธนบุรีใต้ (Lower thonburi) ประกอบด้วย เขตภาษีเจริญ เขตบางแค เขตหนองแขม เขต
บางขุนเทียน เขตบางบอน เขตราษฎร์บูรณะ และ เขตทุ่งครุ 

สัดส่วนของจํานวนตัวอย่างท่ีเก็บ พิจารณาเน้นให้มีสัดส่วนท่ีสอดคล้องกับจํานวนประชากรท่ี
อาศัยในกลุ่มเขตพ้ืนท่ี และทุกกลุ่มเขตพ้ืนท่ีมีจํานวนตัวอย่างเกิน 30 ตัวอย่าง เพ่ือให้ผลการวิเคราะห์เป็น
ตัวแทนท่ีเหมาะสมของแต่ละกลุ่มเขตพ้ืนท่ี  (ภาพท่ี 2.7 และ ตารางท่ี 2.15) 

 

 
 

ภาพท่ี 2.7  การเก็บตัวอย่างตามการแบ่งพ้ืนท่ีส่วนราชการกรุงเทพมหานครเนื้อสุกร 325 ตัวอย่าง 
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ตารางท่ี 2.15 จํานวนตัวอย่างท่ีเก็บได้แบ่งตามความหนาแน่นประชากรและตามเขตพ้ืนท่ี 
 

กลุ่มเขตพ้ืนที่ จํานวนตลาด จํานวนตัวอย่าง 
1. กรุงเทพกลาง (C) 2 48 
2. กรุงเทพออก  (E) 3 70 
3. กรุงเทพเหนือ (N) 3 48 
4. กรุงเทพใต้     (S) 2 57 
5.  ธนบุรีเหนือ   (U) 3 54 
6. ธนบุรีใต้        (L) 4 48 

รวม 17 325 
 

  แบคทีเรียเส่ือม (spoilage bacteria) ท่ีวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ คือ Pseudomonas 
fluorescens และ Klebsiella spp. ผลการวิเคราะห์ทําให้ได้ข้อมูล 2 ลักษณะ คือ ระดับการปนเป้ือน 
(contamination) และ ความชุกของการปนเป้ือน (prevalence) 
 

การแจกแจงความน่าจะเป็นการปนเป้ือน  
(probability distribution of spoilage contamination) 

การแจกแจงความน่าจะเป็นการปนเป้ือน (contamination) แบคทีเรียเส่ือมเนื้อสุกร เลือกใช้ 
Parametric distribution ชนิด LogNormal distribution เนื่องจาก มีความเหมาะสมกับลักษณะข้อมูล
ท่ีมีปริมาณมากและเป็นตัวแทนของประชากร (abundant representative) เนื่องจาก มีจํานวนตัวอย่าง
มากกว่า 30 ตัวอย่าง/กลุ่มเขตพ้ืนท่ี โดย LogNormal distribution ต้องการ 2 parameters ในรูปแบบ 
(notation) ดังสมการ (2.11) 

 

( ) ( )σµ,Normalionconcentratondistributispoilage =   (2.11) 

ประกอบด้วย  
1. µ (average) โดยมากจะเป็น mean มีหน่วยเป็น log cfu/g  ซ่ึงในท่ีนี้คํานวณโดยใช้ค่าเฉล่ีย

เรขาคณิต (Geometric mean) ของระดับการปนเป้ือนเฉพาะท่ีให้ผลบวก (positive samples) เนื่องจาก 
     ก. ค่าความเข้มข้นของจุลินทรีย์ท่ีวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยวิธี Direct Plate Count จะมีการ

เพ่ิมขึ้นของความเข้มข้นในลักษณะเป็นเลขยกกําลัง (exponential)  
     ข. หากมีระดับการปนเป้ือนบางตัวอย่างท่ีแตกต่างจากตัวอย่างอ่ืนในกลุ่ม เช่น ระดับการ

ปนเป้ือนสูงกว่า หรือ ต่ํากว่าตัวอย่างอ่ืนในกลุ่ม  หากใช้ค่าเฉล่ียเลขคณิต (arithmetic 
mean) ก็จะทําให้ได้ค่าเฉล่ียท่ีกระโดดหรือดึงออกจากตัวอย่างอ่ืนในกลุ่มไปมาก  ดังนั้น 
การคํานวณเป็นค่าเฉล่ียเลขคณิต (arithmetic mean) จึงไม่เหมาะสมและไม่เป็นตัว
แทนท่ีดีของกลุ่มตัวอย่างท่ีวิเคราะห์  

2. σ (Standard deviation : SD ) มีหน่วยเป็น log cfu/g เช่นเดียวกัน  แต่ในบางกรณีอาจจะ
ไม่สามารถคํานวณ SD ได้ เนื่องจาก มีเพียงตัวอย่างเดียวท่ีให้ผลบวก  
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ผลการวิเคราะห์ parameter ของ LogNormal distribution ท่ีเป็นการแจกแจงความน่าจะเป็น
การเส่ือมของเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีของกรุงเทพมหานครสําหรับความเข้มข้น (concentration) ของ 
Pseudomonas fluorescens ดังตารางท่ี 2.12 และ ภาพท่ี 2.7 ตามลําดับ และ Klebsiella spp. ดัง 
ตารางท่ี 2.16-2.17 ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 2.16 การแจกแจงความน่าจะเป็นการเส่ือมของเนื้อสุกร (spoilage distribution) ในกลุ่มเขต
พ้ืนท่ีกรุงเทพมหานครสําหรับความเข้มข้น (concentration) ของ Pseudomonas fluorescens  
 

กลุ่มเขตพ้ืนที ่
การแจกแจงความน่าจะเป็นความเข้มข้นการเส่ือมเนื้อสุกร 

ตลาดท่ี 1 ตลาดท่ี 2 ตลาดท่ี 3 ตลาดท่ี 4 

กรุงเทพกลาง LogNorm (6.00,0)* LogNorm (7.00,0) N/A** N/A 

กรุงเทพออก LogNorm (5.50,0.71) LogNorm (5.24,0.34) LogNorm (5.89,0.96) N/A 

กรุงเทพเหนือ LogNorm (5.00,0) LogNorm (5.70,0) LogNorm (6.76,0.69) N/A 

กรุงเทพใต้ LogNorm (6.19,1.00) LogNorm (5.74,0.89) N/A N/A 

ธนบุรีเหนือ 0 LogNorm (5.30,0.43) LogNorm (7.00,0) N/A 

ธนบุรีใต ้ LogNorm (4.00,0) LogNorm (4.37,2.29) LogNorm (7.66,1.33) LogNorm (7.00,0) 

 

 * LogNormal (µ,σ) : หน่วย log cfu/g   
** N/A ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 75

ตารางท่ี 2.17 การแจกแจงความน่าจะเป็นการเส่ือมของเนื้อสุกร (spoilage distribution) ในกลุ่มเขต
พ้ืนท่ีของกรุงเทพมหานครสําหรับความเข้มข้น (concentration)  Klebsiella spp. 
 

กลุ่มเขตพ้ืนที ่
การแจกแจงความน่าจะเป็นความเข้มข้นการเส่ือมเนื้อสุกร (log cfu/g) 

ตลาดท่ี 1 ตลาดท่ี 2 ตลาดท่ี 3 ตลาดท่ี 4 

กรุงเทพกลาง LogNorm (5.43,0.57)* LogNorm (4.65,0.70) N/A** N/A 

กรุงเทพออก LogNorm (5.05,0.82) LogNorm (5.14,0.87) LogNorm (5.54,0.76) N/A 

กรุงเทพเหนือ LogNorm (4.71,0.48) LogNorm (6.72,0.86) LogNorm (4.56,0.52) N/A 

กรุงเทพใต้ LogNorm (4.95,0.87) LogNorm (6.49,0.72) N/A N/A 

ธนบุรีเหนือ LogNorm (4.72,0.03) LogNorm (4.46,0.74) LogNorm (4.46,0.62) N/A 

ธนบุรีใต ้ LogNorm (5.17,0.68) LogNorm (3.59,1.14) LogNorm (5.03,0.78) LogNorm (4.38,0.43) 

 

 * LogNormal (µ,σ) : หน่วย log cfu/g   
** N/A ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 
 
การแจกแจงความน่าจะเป็นความชุก  
(probability distribution of spoilage prevalence) 

การแจกแจงความน่าจะเป็นความชุก (prevalence) ของการปนเป้ือนแบคทีเรียเส่ือมเนื้อสุกร 
เลือกใช้วิธี Bayesian inference ชนิด Beta distribution เนื่องจาก  

1. เหมาะสมกับลักษณะข้อมูลท่ีมีปริมาณน้อยและเป็นตัวแทนของประชากร (few 
representative) เนื่องจาก การคํานวนความชุก จะคํานวนจากจํานวนตัวอย่างท่ีให้ผลบวกจากจํานวน
ตัวอย่างท้ังหมดท่ีตรวจวิเคราะห์ 

2. สามารถ update หรือเพ่ิมเติมข้อมูลในการวิเคราะห์รอบท่ี 2 จากข้อมูลพ้ืนฐานในรอบการ
เก็บตัวอย่างท่ี 1 โดย 

     - ข้อมูลการวิเคราะห์ รอบท่ี 1 เป็น การแจกแจงก่อน (prior distribution) 
     - ข้อมูลการวิเคราะห์ รอบท่ี 2 เป็น ฟังช่ันท่ีเป็นไปได้ (likelihood function) 
โดย Beta distribution ต้องการ 2 parameters ในรูปแบบ (notation) ดังสมการ (2.12) 
  

( ) ( ) [ ]( )snsBetaBetaprevalenceondistributispoilage −++== 1,1, 21 αα (2.12) 

ประกอบด้วย  
1. α1  คือ  1 + s  
2. α2  คือ  1 + [ n – s ] 



 76

n       :  จํานวนตัวอย่างท่ีวิเคราะห์หาความชุก (sample size) 
s        :  จํานวนตัวอย่างท่ีปนเป้ือน (positive samples) 
[ n – s ]   :  จํานวนตัวอย่างท่ีปลอดปนเป้ือน (negative samples) 

 

ผลการวิเคราะห์ parameter ของ Beta distribution ท่ีเป็นการแจกแจงความน่าจะเป็นการ
เส่ือมของเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีของกรุงเทพมหานครสําหรับความชุก (prevalence) ของ 
Pseudomonas fluorescens และ Klebsiella spp. ดังตารางท่ี 2.18-2.19 ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 2.18 การแจกแจงความน่าจะเป็นการเส่ือมของเนื้อสุกร (spoilage distribution) ในกลุ่มเขต
พ้ืนท่ีกรุงเทพมหานครสําหรับความชุก (prevalence) Pseudomonas fluorescens  
 

กลุ่มเขตพื้นที ่
การแจกแจงความน่าจะเปน็ความชุกของการเสื่อมเนื้อสุกร (ร้อยละ) 

ตลาดที่ 1 ตลาดที่ 2 ตลาดที่ 3 ตลาดที่ 4 

กรุงเทพกลาง Beta(2,28)* = 7% Beta(2,20) = 9% N/A** N/A 

กรุงเทพออก Beta(3,11) = 21% Beta(3,9) = 25% Beta(17,33) = 34% N/A 

กรุงเทพเหนือ Beta(2,8) = 20% Beta(2,4) = 33% Beta(11,27) = 29% N/A 

กรุงเทพใต้ Beta(4,37) = 10% Beta(8,10) = 44% N/A N/A 

ธนบุรีเหนือ Beta(1,7) = 13% Beta(3,17) = 15% Beta(2,30) = 6% N/A 

ธนบุรีใต ้ Beta(2,22) = 8% Beta(5,7) = 42% Beta(7,3) = 70% Beta(2,8) = 20% 
*Beta(1 + s, 1+ n - s) หน่วย : ร้อยละ  **N/A ไม่มีการเก็บตัวอยา่ง 
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ตารางท่ี 2.19 การแจกแจงความน่าจะเป็นการเส่ือมของเนื้อสุกร (spoilage distribution) ในกลุ่มเขต
พ้ืนท่ีของกรุงเทพมหานครสําหรับความชุก (prevalence) Klebsiella spp. 
 

กลุ่มเขตพื้นที ่
การแจกแจงความน่าจะเปน็ความชุกของการเสื่อมเนื้อสุกร (ร้อยละ) 

ตลาดที่ 1 ตลาดที่ 2 ตลาดที่ 3 ตลาดที่ 4 

กรุงเทพกลาง Beta(12,1)* = 92% Beta(12,1) = 92% N/A** N/A 

กรุงเทพออก Beta(13,1) = 93% Beta(10,1) = 91% Beta(40,1) = 98% N/A 

กรุงเทพเหนือ Beta(5,1) = 83% Beta(5,1) = 83% Beta(28,1) = 97% N/A 

กรุงเทพใต้ Beta(31,1) = 97% Beta(17,1) = 94% N/A N/A 

ธนบุรีเหนือ Beta(3,1) = 75% Beta(6,1) = 86% Beta(7,1) = 88% N/A 

ธนบุรีใต ้ Beta(17,1) = 94% Beta(4,1) = 80% Beta(4,1) = 80% Beta(7,1) = 88% 
*Beta(1 + s, 1+ n - s) หน่วย : ร้อยละ  **N/A ไม่มีการเก็บตัวอยา่ง 
 
 
 

==================================== 
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บทที่ 3 
การพัฒนาวิธีการตรวจสอบจุลินทรีย์อย่างรวดเร็วในเน้ือสุกร 

(Rapid microbial test kit) 
 

3.1 Test kit ทดสอบจํานวนเซลล์แบคทีเรียที่มีรูปแบบและคุณสมบัติเหมาะสม
ในการทดสอบ 

การพัฒนาชุดทดสอบ (test kit) จํานวนเซลล์แบคทีเรียท่ีมีรูปแบบและคุณสมบัติเหมาะสมในการ
ทดสอบ จากการสืบค้นและทบทวนเอกสารทางวิทยาศาสตร์ อาจจะแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม ตามวัตถุประสงค์
และคุณสมบัติพ้ืนฐานสําคัญของแบคทีเรีย (ภาพท่ี 3.1) ดังนี้ 
      1. ชุดทดสอบฐานชีวเคมี (Biochemical-based test kit)  

     - วัตถุประสงค์หลัก : หาระดับการปนเป้ือนของแบคทีเรียเส่ือม (contamination level)  
     - เพ่ือช่วยในการทํานายอายุการเก็บรักษาเนื้อสุกร (shelf life prediction) 
     - คุณสมบัติชีวเคมี : เน้นการมีเอนไซม์และการนําไฟฟ้าของเซลล์แบคทีเรีย  

      2. ชุดทดสอบฐานกายภาพ (Physical-based test kit)  
     - วัตถุประสงค์หลัก : จําแนกกลุ่มแบคทีเรียก่อโรคจากแบคทีเรียเส่ือม (differentiation)  
     - เพ่ือช่วยในการควบคุมความปลอดภัยและอายุการเก็บรักษา (safety vs. spoilage) 
     - คุณสมบัติกายภาพ : เน้นความสอดคล้องกันของ  

1. การตรวจพบแบคทีเรียเส่ือม  
2. สภาวะกายภาพของผลิตภัณฑ์  

2.1 สภาวะเก็บรักษาเนื้อสุกร : อุณหภูมิ และ ออกซิเจน 
2.2 คุณสมบัติกายภาพท่ีผิวผลิตภัณฑ์ : pH และ water activity 
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ภาพท่ี 3.1  แนวทางการพัฒนาชุดทดสอบรวดเร็วและวัตถุประสงค์การใช้ 
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3.1.1 ชุดทดสอบฐานชีวเคมี 
       (Biochemical-based test kits) 

 ชุดทดสอบฐานชีวเคมีเป็นชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นมาโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรีย 
ซ่ึงนักจุลชีววิทยาได้อาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีพ้ืนฐานเหล่านี้เป็นเคร่ืองมือในการระบุชนิดแบคทีเรีย 
(bacterial identification) ในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาตามปกติอยู่แล้ว เช่น การย้อมติดสีของผนังเซลล์ 
(Gram staining)  การมีเอนไซม์ชนิดต่างๆ (เช่น Catalase, Oxidase เป็นต้น) 

อย่างไรก็ตาม คุณสมบัติชีวเคมีส่วนใหญ่ของแบคทีเรียนั้น  ต้องอาศัยการตรวจวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา (bacteriological laboratory) ด้วยเคร่ืองมือและอุปกรณ์เฉพาะ และต้องใช้
เวลานานในระหว่างการบ่มเพาะแบคทีเรีย ดังนั้น คุณสมบัติทางชีวเคมีบางอย่างของแบคทีเรียเท่านั้น ท่ี
จะสามารถพัฒนาเป็นชุดทดสอบ (test kit) ได้ 

วัตถุประสงค์หลักของชุดทดสอบฐานชีวเคมี คือ การมุ่งวิเคราะห์หาระดับการปนเป้ือนของ
แบคทีเรียเส่ือม (contamination level) ในเนื้อสุกร  โดยอาศัยคุณสมบัติชีวเคมีพ้ืนฐานของเซลล์
แบคทีเรีย คือ การมีเอนไซม์หรือการนําไฟฟ้าของเซลล์แบคทีเรีย (ภาพท่ี 3.2)  โดยท่ัวไปแล้ว ระดับการ
ปนเป้ือนของแบคทีเรียเส่ือมจะมีความสัมพันธ์กับการแสดงผลของเอนไซม์และการนําไฟฟ้าของเซลล์
แบคทีเรีย กล่าวคือ ระดับการปนเป้ือนเซลล์แบคทีเรียเส่ือมมาก ก็จะแสดงผลเอนไซม์และการนําไฟฟ้าท่ี
สูงตาม  ซ่ึงสอดคล้องกับอายุการเก็บรักษาหรือการจําหน่วยเนื้อสุกรท่ีส้ันลงด้วย ดังนั้นชุดทดสอบฐาน
ชีวเคมีจึงพัฒนาขึ้นเพ่ือช่วยในการทํานายอายุการเก็บรักษาเนื้อสุกร (shelf life prediction)  
 

 

 

 
 

ภาพท่ี 3.2 ชนิดของการทดสอบฐานชีวเคมี (biochemical-based test kit) 
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เอนไซม ์
(enzyme) 
 เอนไซม์ท่ีนิยมใช้ในการระบุชนิดของแบคทีเรีย โดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคทีเรียเส่ือม เช่น Catalase 
และ Oxidase เป็นต้น เนื่องจาก การสังเกตคุณสมบัติการมีอยู่ของเอนไซม์ท้ัง 2 ชนิดนี้ทําได้รวดเร็ว 
ชัดเจน และ มีการตอบสนองแบบแปรผันตรงกับระดับการปนเป้ือนของแบคทีเรียเส่ือม ดังนั้น จึงเลือกใช้ 
Catalase และ Oxidase ในการพัฒนาเป็น test kit ทดสอบจํานวนเซลล์แบคทีเรียท่ีมีรูปแบบและ
คุณสมบัติเหมาะสมในการทดสอบ 
 

การทดสอบ Catalase 

 การทดสอบ Catalase เป็นการทดสอบ เพ่ือตรวจสอบการมีอยู่ของ Catalase ของแบคทีเรีย 
โดยคุณสมบัติพ้ืนฐานในการทดสอบ คือ คุณสมบัติในการเปล่ียนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen 
peroxide) ให้กลายเป็นก๊าซออกซิเจน (oxygen) ให้ ดังสมการ (3.1) 
 

(3.1) 

 

 
 คุณสมบัติการมี Catalase เป็นคุณสมบัติพ้ืนฐานของแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจน หรือ ต้องการใช้ออกซิเจนเป็น final electron acceptor ในการหายใจแบบใช้ออกซิเจน 
(aerobic respiration) ดังนั้น แบคทีเรียให้ผลบวกต่อการทดสอบ Catalase จึงมักจะเป็นแบคทีเรียกลุ่ม 
aerobic หรือ facultatively anaerobic (โดยไม่เก่ียวข้องกับคุณสมบัติการย้อมติดสีของผนังเซลล์) 
 1. แบคทีเรียแกรมบวก (Gram’s positive bacteria) เช่น  

     - กลุ่ม Bacillus  
     - กลุ่ม Staphylococcus  
     - กลุ่ม Micrococcus  
     - Brochothrix thermosphacta 

 2. แบคทีเรียแกรมลบ  (Gram’s negative bacteria)  
     - กลุ่ม Enterobacteriaceae เช่น Klebsiella, Serratia, Hafnia, Enterobacter, 
Escherichia coli เป็นต้น 
     - กลุ่ม Pseudomonas เช่น P.putida, P.fluorescens, P.fragi เป็นต้น  

      - กลุ่ม Acinetobacter/Moraxella (Psychrobacter) 
      - Shewanella (Alteromonas) putrefaciens 
 โดยสรุป คือ แบคทีเรียเส่ือมทุกชนิดในเนื้อสัตว์ให้ผลบวก (positive) ต่อการทดสอบ Catalase 
ยกเว้นกลุ่ม lactic acid bacteria (กลุ่ม anaerobic หรือ กลุ่ม microaerophilic) 

แม้ว่าแบคทีเรียเส่ือมเกือบทุกชนิดจะให้ผลบวกต่อการทดสอบ Catalase แต่ระยะเวลา
ตอบสนองของแบคทีเรียเส่ือมต่อการทดสอบ Catalase แตกต่างกันไป  ดังตารางท่ี 3.1-3.2 
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ตารางท่ี 3.1 การตอบสนองต่อการทดสอบ Catalase ของแบคทีเรีย Enterobacteriaceae5 
 

Family : Enterobacteriaceae 
จํานวนสายพันธ์ุท่ีตอบสนองต่อ Catalase test 

แบบ Immediate แบบ Delayed 

Cedecea davisaea  

Cedecea lapageia 

Edwardsiella tarda 

Citrobacter amalonaticusa 

Citrobacter diversusa 

Citrobacter freundii 

Enterobacter aerogenes 

Enterobacter agglomerans 

Enterobacter cloacae 

Enterobacter gergoviaea 

Enterobacter sakazakiia 

Escherichia coli 

Escherichia vulnerisa 

Escherichia hermanniia 

Escherichia fergusoniia 

Hafnia alveia 

Klebsiella oxytoca 

Klebsiella ozaenae 

Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella rhinoscleromatis 

Kluyvera ascorbataa 

Kluyvera cryocrescenea 

4 

2 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

6 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

5 

15 

15 

15 

12 

11 

26 

13 

13 

120 

2 

1 

1 

- 

6 

6 

52 

5 

3 

2 
 
 

                                           
5 Chester, B. and Moskowitz, Lee. 1987.  Rapid Catalase Supplemental Test for Identification of 

Members of the Family Enterobacteriaceae  J. of Clinical Microbiology 25 (2) : 439-441 
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ตารางท่ี 3.2 การตอบสนองต่อการทดสอบ Catalase ของแบคทีเรีย Enterobacteriaceae6 (ต่อ) 
 

Family : Enterobacteriaceae  
จํานวนสายพันธ์ุท่ีตอบสนองต่อ Catalase test 

แบบ Immediate แบบ Delayed 

Morganella morganii 

Proteus mirabilis 

Proteus penneria 

Proteus vulgaris 

Providencia alcalifaciens 

Providencia rettgeri 

Providencia stuartii 

Salmonella arizonae 

Salmonella cholerae-suis 

Salmonella enteritidis 

Salmonella typhi 

Shigella boydii 

Shigella dysenteriae 

Shigella flexneri 

Shigella sonnei 

Serratia liquefaciens 

Serratia marcescens 

Serratia odoriferaa 

Serratia rubidaeaa 

Tatumella ptyseosa 

Yersinia enterocoliticaa 

Yersinia frederiksenii 

Yersinia intermediaa 

Yersinia kristenseniia 

Yersinia pestisa 

Yersinia pseudotuberculosisa 

15 

37 

4 

8 

8 

12 

17 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

10 

24 

6 

2 

- 

21 

1 

14 

2 

1 

9 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

3 

4 

15 

4 

3 

4 

5 

11 

- 

- 

- 

- 

2 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
 

 
                                           
6 Chester, B. and Moskowitz, Lee. 1987.  Rapid Catalase Supplemental Test for Identification of 
Members of the Family Enterobacteriaceae  J. of Clinical Microbiology 25 (2) : 439-441 



 84

จากตารางท่ี 3.1-3.2 จะพบว่า Enterobacteriaceae สามารถแบ่งได้ 2 กลุ่มย่อยตามระยะเวลา
ตอบสนองต่อการทดสอบ Catalase คือ 

1. กลุ่มตอบสนองทันที (Immediate catalase group) ประกอบด้วย 
- Cedecea 
- Hafnia 
- Morganella 
- Proteus 
- Providencia 
- Serratia 
- Yersinia 

2. กลุ่มตอบสนองหน่วง (Delayed catalase group) ประกอบด้วย 
- Citrobacter  
- Edwardsiella  
- Enterobacter 
- Escherichia  
- Klebsiella 
- Kluyvera 
- Salmonella  
- Shigella 
- Tatumella 

 

รายงานของ Wang and Fung (1986) ได้กล่าวโดยภาพรวมของแบคทีเรียเส่ือมท้ัง Gram’s 
positive และ Gram’s negative พบว่า การตอบสนองต่อการทดสอลบ Catalase สูงสุดอันดับท่ี 1 คือ 
Micrococcus luteus  การตอบสนองสูงสุดอันดับท่ี 2 คือ StaphyIococcus aureus และ 
Pseudomonas fluorescens การตอบสนองอันดับต่อมา คือ Escherichia coli และ Bacillus cereus 
การตอบสนองอันดับท้ายสุด คือ Salmonella spp.  ในขณะท่ี Boismenu et al. (1990) รายงานว่า 
Pseudomonas spp. และ Micrococcus spp. ให้ผลการทดสอบสูงสุดในเนื้อปลาคอด (cod fillet) 
ดังนั้น ความแตกต่างหรือความหลากหลายของผลการทดสอบ Catalase ของแบคทีเรียขึ้นอยู่กับปัจจัย
ต่างๆ เช่น ชนิด/สายพันธ์ุ/ของแบคทเรียเส่ือม รวมถึงชนิดของอาหารท่ีทดสอบด้วย 
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การทดสอบ Oxidase 
การทดสอบ Oxidase เป็นการทดสอบ เพ่ือตรวจสอบการมีอยู่ของ Oxidase ของแบคทีเรีย โดย

คุณสมบัติพ้ืนฐานในการทดสอบ คือ คุณสมบัติของ cytochrome oxidase ในการรับอิเลคตรอน 
(electrons : e-) ทางอ้อมจาก oxidase reagents ผ่าน cytochrome C  ดังภาพท่ี 3.3 

 

 
 
 

ภาพท่ี 3.3  แผนภูมิการเกิดปฏิกิริยาของการทดสอบ Oxidase 
 
 

 คุณสมบัติการมี Oxidase เป็นคุณสมบัติพ้ืนฐานของแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจน หรือ ต้องการใช้ออกซิเจนเป็น final electron acceptor ในการหายใจแบบใช้ออกซิเจน 
(aerobic respiration)  

แบคทีเรียแต่ละกลุ่มหรือชนิดจะให้ผลการตอบสนองต่อการทดสอบ Oxidase แตกต่างกันไป
ขึ้นอยู่กับองค์ประกอบของ (Cytochrome C composition) ลักษณะของ Cytochrome oxidases และ
องค์ประกอบของ electron transport system (ETS) ในกระบวนการหายใจแบบใช้ออกซิเจน ทําให้
สามารถแบ่งแบคทีเรียตามระดับการตอบสนองต่อการทดสอบ Kovacs Oxidase ได้เป็น 4 กลุ่ม7 ดังนี้ 

 

 1. กลุ่มที่ให้ผลบวกต่อ Oxidase (Kovacs oxidase-positive) แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มย่อย คือ 
 1.1 กลุ่มท่ีตอบสนองมาก (high) ประกอบด้วย 

     - Achromobacter 
     - Azotobacter 
    -  Azotomonas  
     - Neisseria 

                                           
7 Jurtshuk, P. and McQuitty, D., 1976. Survey of Oxidase-Positive and -Negative Bacteria Using a 

Quantitative Kovacs Oxidase Test. International J. of Systematic Bacteriology, 26 (2) : 127-135 
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     - Pseudomonas 
     - Spirillum 
1.2 กลุ่มท่ีตอบสนองปานกลาง (intermediate) ประกอบด้วย 
     - Aeromona 
     - Flavobacterium 
     - Micrococcus (variable) 
     - Vibrio 

 

 2. กลุ่มที่ให้ผลลบต่อ Oxidase (Kovacs oxidase-negative) แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มย่อย คือ 
 2.1 กลุ่มท่ีตอบสนองน้อย (low) ประกอบด้วย 

     - Acinetobacter 
     - Bacillus 
     - Family Enterobacteriaceae ส่วนมาก 
     - Mycobacterium 

 2.2 กลุ่มท่ีไม่ตอบสนองน้อย (none) ประกอบด้วย 
     - Family Enterobacteriaceae บางชนิด 
     - Gafflzya 
     - Lactobacillus 
     - Pediococcus 
     - Streptococcus 

 

โดยสรุป คือ แบคทีเรียเส่ือมแกรมบวกเกือบทุกชนิดในเนื้อสัตว์ให้ผลลบต่อการทดสอบ Oxidase 
ในขณะท่ีแบคทีเรียเส่ือมแกรมลบท่ีให้ผลบวกต่อการทดสอบ Oxidase คือ กลุ่ม Pseudomonas 
Moraxella และ Shewanella (Alteromonas) putrefaciens เป็นต้น 

Oxidase reagent ท่ีใช้ในการทดสอบ Oxidase นิยมใช้ 2 ชนิด คือ 
     1. Di-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (DMPD)  
     2. Tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD) 

 ในสภาวะท่ี Oxidase reagent รับ electron โดยอยู่ในรูป reduced TMPD หรือ reduced 
DMPD จะไม่มีสี (no color) แต่เม่ือ reduced Oxidase reagent ส่ง electron ให้กับ cytochrome C 
แล้ว reduced oxidase reagent จะเปล่ียนรูปเป็น oxidised Oxidase reagent ท่ีมีสี (color)  

แรกเร่ิมเม่ือปี คศ. 1928 นาย Gordon และ นาย McLeod8 ได้ใช้การทดสอบ Oxidase เพ่ือการ
แยก Neisseria gonorrhoeae ซ่ึงให้ผลบวกต่อการทดสอบ Oxidase (oxidase positive) ออก
จาก Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ซ่ึงให้ผลลบต่อการทดสอบ Oxidase (oxidase 

                                           
8 Gordon, J., and J. W. McLeod. 1928. The practical application of the direct oxidase reaction in 

bacteriology. J. Pathol. Bacteriol. 31:185–190. 
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negative) โดย oxidase reagent ท่ีใช้คือ Di-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 
(DMPD)  

และต่อมาในปี คศ. 1956 นาย Kovac9 ได้พัฒนาการทดสอบให้มีการตอบสนองท่ีเร็วขึ้นโดยใช้ 
Tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD) เป็น oxidase reagent โดยเป็นการ
ทดสอบบนกระดาษกรอง (Filter paper method) โดยดูการเกิดสีน้ําเงินเข้ม (Dark blue)  

และต่อมาในปี คศ. 1957 นาย Gaby และ นาย Hadley10 ได้ปรับปรุง (modified) การทดสอบ 

Oxidase โดยใช้ p-amino dimethyl aniline oxalate ร่วมกับ α-naphthol ในการทดสอบ Oxidase 

ในหลอดทดลอง (test tube method) โดยดูการเกิดสีน้ําเงินเข้ม (Dark blue) เช่นเดียวกัน 
 
ประจุไฟฟ้า 
(electric charge) 
การทดสอบ Electrical conductivity 

คุณสมบัติการนําไฟฟ้า (electrical conductivity) คือ ส่วนกลับของความต้านทานไฟฟ้า 
(resistance) เป็นการวัดความเข้มข้นประจุ (ionic concentration) ของสารละลายหรือของเหลว มี
หน่วย คือ Siemen/meter (S/m) microSiemen/centimeter (µS/cm) หรือ milliSiemen/cm 
(mS/cm)  

คุณสมบัติการนําไฟฟ้าของเนื้อสุกรมีความสัมพันธ์กับท้ังคุณภาพเนื้อสุกร (Jukna et al., 2012) 
และ ระดับการปนเป้ือนจุลินทรีย์ในเนื้อสุกรด้วย (Byun et al., 2003; Gibson, 2001) นอกจากนี้ การนํา
ไฟฟ้าของเนื้อสุกรจะเพ่ิมมากขึ้น ตามระยะเวลาหลังการฆ่า ดังตารางท่ี 3.3 
 

ตารางท่ี 3.3  ค่าการนําไฟฟ้าท่ีสัมพันธ์กับคุณภาพเนื้อสุกร 
 

คุณภาพเนื้อสุกร 
การนําไฟฟ้า (mS/cm) หลังฆ่า 

45 นาที 24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 

Dark Firm and Dry (DFD) N/A < 4.3 n/a 

ปกติ 2-3 5-7 11-28 

Pale Soft and Exudative (PSE) > 8.3 12-15 n/a 
 ดัดแปลงจาก Jukna et al., 2012 

 

กล่าวโดยสรุป คือ 
     = EC เนื้อสุกรท่ัวไป หลังฆ่า 45 นาที ~ 2 mS/cm  หลังฆ่า 24 และ 48 ช่ัวโมงเพ่ิมขึ้นเป็น 

~ 6 และ ~ 20 mS/cm ตามลําดับ   

                                           
9 Kovács, N. 1956. Identification of Pseudomonas pyocyanea by the oxidase reaction. Nature (London) 

178::703. 
10 Gaby, W. L., and C. Hadley. 1957. Practical laboratory test for the identification of Pseudomonas 

aeruginosa. J. Bacteriol. 74:356–358. 
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     = EC เนื้อสุกร Pale soft exudative (PSE) หลังฆ่า 45 นาที สูงกว่า 8.3 mS/cm และ หลัง
ฆ่า 24 ช่ัวโมง 12-15 mS/cm ดังนั้น เนื้อ PSE จะมีค่า EC สูงกว่าเนื้อสุกรปกติ 
     = EC เนื้อสุกร Dark firm dry (DFD) หลังฆ่า 24 ช่ัวโมง ต่ํากว่า 4.3 mS/cm ดังนั้น เนื้อ 

DFD จะมีค่า EC ต่ํากว่าเนื้อสุกรปกติ (Jukna et al., 2012) 
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3.1.2 ชุดทดสอบฐานกายภาพ  
        (Physical-based test kit) 

ชุดทดสอบโดยอาศัยคุณสมบัติทางกายภาพของแบคทีเรีย อาศัยความรู้พ้ืนฐานในหัวข้อ ต่อไปนี้  
1. เส้นโค้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (bacterial growth curve) 
2. อัตราการเจริญเติบโตและระยะเวลาการเก็บรักษา/ขนส่ง (growth rate and time) 
3. ปัจจัยท่ีมีผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (factor affecting bacterial growth) 
 

เส้นโค้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  
(bacterial growth curve)  
 แบคทีเรียเพ่ิมจํานวนหรือสืบพันธ์ุโดยการแบ่งตัว (budding)  ซ่ึงจะต้องอาศัยสารอาหารใน
ส่ิงแวดล้อมท่ีแบคทีเรียนั้นอาศัยอยู่  ดังนั้นการจะทราบจํานวนแบคทีเรียในทางจุลชีววิทยาแล้ว จะเป็น
การนับจํานวนโดยอาศัยความสามารถของแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโต (forming) ในรูปของโคโลนี 
(colony) บนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง(agar media) ดังนั้นจํานวนเซลล์แบคทีเรียจึงมีหน่วยนับเป็น 
colony forming unit (cfu)  โดยแบคทีเรียจะใช้ช่วงระยะแรกในการปรับตัวให้เข้ากับส่ิงแวดล้อมใหม่
ก่อนท่ีจะมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วในระยะต่อมา  ดังนั้นหากมีการติดตามการเพ่ิมจํานวนในรูปของ
ความเข้มข้นของแบคทีเรียในช่วงระยะเวลาท่ีต่อเนื่อง  ก็จะสังเกตเห็นรูปแบบเฉพาะของการเจริญเติบโต
หรือเพ่ิมจํานวนของแบคทีเรีย (growth) ในรูปแบบของเส้นโค้ง (curve) ท่ีมี“แกนนอน”เป็นระยะเวลาใน
การเจริญเติบโตหรือระยะเวลาในการเก็บรักษาหรือขนส่งเนื้อสุกรเย็น และ “แกนตั้ง”เป็นเลขยกกําลัง 
(Logarithmic : Log) ของจํานวนเซลล์จุลินทรีย์ (colony-forming-unit : cfu) เรียกว่า เส้นโค้งการ
เจริญเติบโต (growth curve) (McKellar and Lu, 2003) ดังภาพท่ี 3.4 
 

 
ภาพท่ี 3.4  รูปแบบท่ัวไปของเส้นโค้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (growth curve) 
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เส้นโค้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (growth curve) สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ 
(phase) ดังนี้ 

1. ระยะปรับตัว (Lag phase) เป็นช่วงระยะท่ีแบคทีเรียเร่ิมต้นในการปรับตัวให้เข้ากับ
ชนิด/ปริมาณสารอาหาร และสภาวะแวดล้อมใหม่ท่ีมีความแตกต่างของ 

ก. อุณหภูมิ (temperature)  
ข. ความเป็นกรดด่าง (pH)  
ค. ปริมาณน้ําใช้ได้ (water activity : aw) และ 
ง. ปริมาณออกซิเจน (oxygen)   

แบคทีเรียจึงยังไม่มีการเพ่ิมจํานวนอย่างชัดเจน ดังนั้นจึงสังเกตเห็นเส้นโค้งการ
เจริญเติบโตท่ียกตัวเพียงลาดต่ําๆ เท่านั้นในช่วงระยะท่ี 1 ดังภาพท่ี 1 

2. ระยะเพ่ิมจํานวน (Exponential phase) หลังจากท่ีแบคทีเรียมีการปรับตัวให้เข้ากับ
ส่ิงแวดล้อมใหม่แล้ว แบคทีเรียมีความพร้อมในการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว ซ่ึง
แบคทีเรียจะมีการเพ่ิมจํานวนจนถึงจุดสูงสุดในระยะนี้ ดังนั้นจึงสังเกตเห็นเส้นโค้งการ
เจริญเติบโตมีการยกตัวลาดชันมากขึ้นในระยะท่ี 2 ดังภาพท่ี 1 

3. ระยะคงตัว (Stationary phase)  เป็นระยะท่ีต่อเนื่องจาก exponential phase ณ 
จุดสูงสุด  โดยในระยะนี้แบคทีเรียมีการใช้สารอาหารท่ีมีอยู่อย่างจํากัดในส่ิงแวดล้อม
นั้นๆ ทําให้แบคทีเรียไม่สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็วต่อเนื่องดังเช่นใน 
exponential phase กอปรกับมีการตายของแบคทีเรียบางส่วนท่ีเกิดจากการสะสมของ
เสียท่ีขับออกมา (toxic waste) โดยแบคทีเรียเองด้วย  ทําให้จํานวนแบคทีเรียท่ีเพ่ิม
จํานวนขึ้นเท่ากับจํานวนแบคทีเรียท่ีตายไปจากสารพิษ หรือโดยสุทธิแล้ว จํานวน
แบคทีเรียเป็นค่าคงท่ีหรือไม่มีการเพ่ิมจํานวนมากไปกว่า exponential phase ดังนั้น 
จึงสังเกตเห็นเส้นโค้งการเจริญเติบโตท่ีทอดยืดตัวออกไประยะหนึ่ง ดังภาพท่ี 1 

4. ระยะการตาย (Death phase) เป็นช่วงระยะท่ีสารอาหารในส่ิงแวดล้อมนั้น ทยอยลด
จํานวนลงไปเร่ือยไป ในขณะท่ีมียังคงมีการสะสมสารพิษอย่างต่อเนื่อง ทําให้ส่ิงแวดล้อม
นี้ไม่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตหรือการท่ังอยู่รอดแบคทีเรีย ทําให้จํานวน
แบคทีเรียทยอยตาย ดังนั้นจึงสังเกตเห็นเส้นโค้งมีความลาดชันลดลงตามลําดับ ดังภาพท่ี 
1 (McKellar and Lu, 2003)  

 

 

อัตราการเจริญเติบโตและระยะเวลาการเก็บรักษา/ขนส่ง  
(growth rate and time) 

อัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย คือ ความเร็วของแบคทีเรียในการเพ่ิมจํานวน โดยมากแล้ว
อัตราการเจริญเติบโตจะกําหนดเป็นเงื่อนไข จํานวนเซลล์แบคทีเรียท่ีเพ่ิมขึ้นต่อหนึ่งหน่วยเวลา เช่น 100 
cfu/ช่ัวโมง หมายความว่า ในเวลา 1 ช่ัวโมง แบคทีเรียสามารถเพ่ิมจํานวนได้ 100 cfu (เซลล์) อย่างไรก็
ตาม เนื่องจากอัตราการเจริญเติบโตเป็นเงื่อนไขของเวลา หากต้องการทราบจํานวนเซลล์จุลินทรีย์มีการ
เพ่ิมขึ้นจริงจะต้องทราบระยะเวลาในการเจริญเติบโต  
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ตัวอย่าง  อัตราการเจริญเติบโตเพ่ิมจํานวนเซลล์แบคทีเรีย คือ 1 log cfu/hr  
1. ระยะเวลาการเก็บรักษาเนื้อสุกร   2 ช่ัวโมง  

จํานวนเซลล์จุลินทรีย์ท่ีเพ่ิมขึ้นจริง = 1 log cfu/hr x 2 hr =  2 log cfu = 100 cfu 
2. ระยะเวลาการเก็บรักษาเนื้อสุกร   4 ช่ัวโมง  

จํานวนเซลล์จุลินทรีย์ท่ีเพ่ิมขึ้นจริง = 1 log cfu/hr x 4 hr =  4 log cfu = 10,000 cfu 
จากตัวอย่างนี้จะสังเกตได้อย่างชัดเจนว่า จํานวนแบคทีเรียท่ีเพ่ิมจํานวนขึ้นนั้นจะแปรผันตาม

ระยะเวลา ในท่ีนี้ครอบคลุมถึงการผลิต การตัดแต่ง การเก็บรักษาและการขนส่ง  
กล่าวโดยสรุป คือ ระยะเวลาท่ีนานขึ้น จะทําให้จํานวนจุลินทรีย์เพ่ิมจํานวนมากขึ้นตามสัดส่วน

หรือความเร็วของอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
 

ปัจจัยที่มีผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  
(factor affecting bacterial growth) 

นอกจากเส้นโค้งการเจริญเติบโตแล้ว การเจริญเติบโตของแบคทีเรียบ่งช้ียังขึ้นอยู่กับปัจจัยสําคัญ
ท่ีมีผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ (McKellar and Lu, 2003) ประกอบด้วย 

1. อุณหภูมิ (Temperature)  
อุณหภูมิท่ีแบคทีเรียนั้นอาศัยอยู่ เป็นปัจจัยพ้ืนฐานท่ีสําคัญยิ่งยวดในการกําหนดอัตราการ

เจริญเติบโต (growth rate) (McKellar and Lu, 2003) ดังเช่น กรณีการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ก่อโรค
อาหารเป็นพิษในเนื้อสุกร หรือ กรณีการเจริญเติบโตของ BI ในเคร่ืองบ่งช้ีอุณหภูมิและเวลา เป็นต้น 
อย่างไรก็ตามท้ังซากสุกรและเนื้อสุกรย่อมจะต้องมีการเก็บรักษาภายในห้องระหว่างกระบวนการผลิต 
ดังนั้น จึงควรจะทราบอุณหภูมิท่ีสําคัญในห่วงโซ่การผลิตเนื้อสุกรเย็นด้วย ดังตารางท่ี 3.4  

 

ตารางท่ี 3.4  ช่วงอุณหภูมิท่ีสําคัญในห่วงโซ่การผลิตเนื้อสุกรเย็นa 

จุดควบคุมอุณหภูมิสําคัญ ช่วงอุณหภูมิ 

Refrigerated room 

Refrigerated room 

Chilled meat 

Cutting room 

Curing room 

Freezer :  -18oC ถึง -30 oC 

Chiller :   0 oC ถึง + 7 oC 

 + 4oC  ถึง  + 7oC 

+10oC  ถึง  +15oC 

  +5oC  ถึง  +10oC 

 aHeinz, G. and Hautzinger, P. 2007. Meat processing technology for small - to 
medium - scale procedures. RAP publication 2007/20. 
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ความสัมพันธ์ของอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสามารถแสดงได้ดังภาพท่ี 3.5 โดยจะสังเกต
ได้ว่า  ในช่วงคร่ึงแรกของช่วงอุณหภูมิ อัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะสูงขึ้นแปรผันตามอุณหภูมิท่ี
สูงขึ้น อย่างไรก็ตาม เม่ืออัตราการเจริญเติบโตถึงระดับสูงท่ีสุด ณ อุณหภูมิท่ีเรียกว่า อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
(optimum temperature) แล้ว ในช่วงคร่ึงหลังของช่วงอุณหภูมิ อัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
กลับลดลงแปรผกผันกับอุณหภูมิท่ีสูงขึ้น เนื่องจาก อุณหภูมิท่ีสูงเกินไปทําให้โครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ 
(cell membrane) เสียหาย รวมถึงความสมดุลของเอนไซม์โดยรวม (enzymes) ในเซลล์แบคทีเรียเสียไป
ด้วย ทําให้อัตราการเจริญเติบโตลดลง จนเม่ืออุณหภูมิสูงมากเกินไป เช่น มากกว่า 60oC ขึ้นไป เป็นต้น 
ความร้อนกลับมีผลเสียท่ีทําให้เซลล์แบคทีเรียตายได้ในท่ีสุด 

 

 
ภาพท่ี 3.5 อัตราการเจริญเติบโตขึ้นอยู่กับอุณหภูมิท่ีเก็บรักษา 

 

อย่างไรก็ตาม ในช่วงอุณหภูมิการเก็บรักษาเนื้อสุกรโดยมากแล้วจะอยู่ในช่วงคร่ึงแรกของช่วง
อุณหภูมิดังภาพท่ี 3.5 และ ตารางท่ี 22 ดังนั้นอัตราการเจริญเติบโตของท้ังจุลินทรีย์ก่อโรคอาหารเป็นพิษ
และแบคทีเรียบ่งช้ีจึงมักจะสูงขึ้นตามอุณหภูมิในการเก็บรักษาและขนส่งท่ีสูงขึ้น  

 

2. ความเป็นกรดด่าง (pH) 
ความเป็นกรดด่าง (pH) มีช่วงค่าระหว่าง 0 และ 14 โดย pH ท่ีเป็นกลาง คือ pH =7 โดยช่วง 

pH ท่ีต่ํากว่า 7 เรียกว่า กรด (acid)  ส่วนช่วง pH ท่ีสูงกว่า 7 เรียกว่า ด่าง (base)  ในขณะท่ีแบคทีเรีย
โดยท่ัวไปจะมีอัตราการเจริญเติบโตได้ดีในช่วงท่ีใกล้กับ pH ท่ีเป็นกลาง ในขณะท่ีอัตราการเจริญเติบโตจะ
ค่อยๆ ลดลงในสภาวะท่ีเป็นกรดหรือด่างมากขึ้น (McKellar and Lu, 2003) ดังภาพท่ี 3.6 
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ภาพท่ี 3.6  ความสัมพันธ์ของอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย กับ ความเป็นกรดด่าง (pH) 

  

 เนื้อสัตว์สดหลังการฆ่าใหม่ๆ จะมี pH เป็นกลาง ประมาณ 7.0 หลังจากนั้นเซลล์กล้ามเนื้อจะใช้
พลังงานจาก carbohydrate ในรูปของ glycogen (ร้อยละ 1) ท่ีสะสมในกล้ามเนื้อ ทําให้ได้กรดแลคติค 
(lactic acid) สะสมในเนื้อ ทําให้ pH ของเนื้อสัตว์ลดลงตามลําดับ โดย pH สุดท้ายท่ี 24 ช่ัวโมง 
(ultimate pH หรือ pH24) มักจะลดลงไปอยู่ท่ีประมาณ pH 5.4-5.8 สําหรับ pH ของเนื้อสัตว์อยู่ในช่วง 
5.4 – 7.2 ดังตารางท่ี 3.5 

ตารางท่ี 3.5  ช่วง pH ของเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์a 
 

เนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ ช่วง pH 

เนื้อสัตว์หลังฆ่า 7.0 – 7.2 

เนื้อโค 5.4 – 6.0 

เนื้อสุกร 5.5 – 6.2 

เลือด 7.3 – 7.6 
 aHeinz, G. and Hautzinger, P. 2007. Meat processing technology for small - to 
medium - scale procedures. RAP publication 2007/20. 
 

3. ปริมาณน้ําใช้ได้ (water activity : aw) 
ปริมาณน้ําใช้ได้ หมายถึง โมเลกุลของน้ําท่ีจุลินทรีย์สามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้  

ความหมายของคํานี้มีความคล้ายคลึงกับแนวคิดในเร่ืองน้ําท้ังหมด (water content) หรือความช้ืน
(moisture) แต่ไม่เหมือนกันท้ังหมด  โปรดสังเกตจากตัวอย่างต่อไปนี้ เช่น อาหารชนิดหนึ่งอาจจะมี
ปริมาณน้ําสูง แต่อาจจะมี aw ต่ําก็ได้ เนื่องจาก โมเลกุลของน้ําจํานวนมากอาจจะจับตัว (bound) กับ
โมเลกุลของอาหาร  โดยธรรมชาติแล้วจุลินทรีย์ในอาหารย่อมต้องการใช้น้ําเพ่ือการเจริญเติบโต (ตารางท่ี 
3.6) แต่จุลินทรีย์กลับไม่สามารถใช้น้ําท่ีมีอยู่ในอาหารนั้นได้ เพราะว่า น้ําส่วนมากแล้วรวมตัวอยู่กับ
สารประกอบในอาหาร จุลินทรีย์จึงไม่สามารถนําน้ําเหล่านี้ในอาหารไปใช้ได้ ดังนั้น อัตราการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียจึงมีความสัมพันธ์ในทางเดียวกันกับปริมาณ aw กล่าวคือ aw ท่ีมากขึ้น จุลินทรีย์ก็จะมีอัตรา
การเจริญเติบโตมากขึ้น (McKellar and Lu, 2003)   
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ตารางท่ี 3.6 ค่า water activities (aW) ต่ําสุดท่ีจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตได้11 
 

Microorganism Minimum aW 
Clostridium botulinum Type E 

Pseudomonas aeruginosa  
0.97 

Bacillus cereus, Burkholderia cepacia  

Clostridium perfringens, Clostridium botulinum Type A, B 

Escherichia coli, Klebsiella, Salmonella spp. 

Lactobacillus viridescens  

Pseudomonas aeruginosa  

0.95 

Enterobacter aerogenes  

Pseudomonas fluorescens 
0.94 

Micrococcus lysodekticus  

Rhyzopus nigricans  
0.93 

Listeria monocytogenes  

Mucor plumbeus  

Rhodotorula mucilaninosa  

0.92 

Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophilia, Aeromonas sobria 

Plesiomonas shigelloides, Serratia marcesens, Shigella spp.  

Vibrio chlorea, Vibrio parahaemolyticus   

Yersina enterocolitica, Yersina pseudotuberculosis  

0.91 

Bacillus subtilis  

Staphylococcus aureus (anaerobic)  
Saccharomyces cerevisiae  

0.90 

Candida  

Staphylococcus aureus (aerobic)  
Paecilomyces variotti  

Penicillium chrysogenum  

Aspergillus fumigatus  

Penicillium glabrum  

Aspergillus flavus  

Aspergillus niger  

Halobacterium halobium (halophilic bacterium)  
Zygosachharomyces rouxii (osmophilic yeast)  
Xeromyces bisporus (xerophilic fungi) 

0.88 
0.87 
0.84 
0.83 
0.82 
0.81 
0.78 
0.77 
0.75 
0.62 
0.61 

no microbial growth < 0.60 
 
 
 
 

                                           
11 Fontana Jr., A.F., Senior Research Scientist, Decagon Devices, Inc. Understanding Water Activity for 

Reduced Microbial Testing  Using USP Method <1112> 
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4. ออกซิเจน หรือ อากาศ (oxygen หรือ atmosphere) 
 แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนหรือการใช้ออกซิเจนเป็นส่วนหนึ่งการ
หายใจเพ่ือสร้างพลังงาน (respiration) จะใช้ Superoxide dismutase (SOD) ในการกําจัดอนุมูลอิสระ 
Superoxide radical (O2

-) และ ใช้ Catalase หรือ Peroxidases ในการกําจัด Hydrogen peroxide 
(H2O2) ซ่ึงเป็น oxidizing agent ท่ีแรงมาก เรียกว่า aerobic bacteria   

การจําแนกจุลินทรีย์โดยอาศัยออกซิเจนเป็นปัจจัยดํารงชีพ จะสรุปอยู่ในตารางท่ี 1 
4.1 จุลินทรีย์ใช้อากาศ (strictly aerobic) จุลินทรีย์สร้างพลังงานโดยการหายใจแบบใช้

ออกซิเจน (aerobic respiration) มากกว่าการหายใจแบบไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic respiration) เช่น 
กลุ่ม Pseudomonas รา ยีสต์เส่ือมอาหารส่วนใหญ่ เป็นต้น 

4.2 จุลินทรีย์ไม่ใช้อากาศ (strictly anaerobic) จุลินทรีย์สร้างพลังงานโดยการหายใจแบบไม่ใช้
ออกซิเจน (anaerobic respiration) และ/หรือ การหมัก (fermentation) เช่น Clostridium spp. และ 
Desulfotomaculum spp. เป็นต้น 

4.3 จุลินทรีย์ใช้/ไม่ใช้/อากาศ (facultatively anaerobic) จุลินทรีย์สร้างพลังงานได้ท้ังการ
หายใจอากาศใช้ออกซิเจน (aerobic respiration) ไม่ใช้ออกซิเจน และการหมัก (fermentation) จึงมี
คุณสมบัติรวมของ aerobes และ anaerobes เข้าด้วยกัน เช่น Enterobacteriaceae (E.coli, 
Enterobacter, Proteus, Erwinia, Salmonella, Shigella), Spoilage Bacillus, Staphylococcus, 
Vibrio, Aeromonas และ ยีสต์เส่ือมอาหารบางชนิด เป็นต้น 

4.4 จุลินทรีย์ใช้อากาศน้อย (Microaerophilic) จุลินทรีย์สร้างพลังงานโดยการใช้ออกซิเจนน้อย 
เนื่องจาก มีเอนไซม์ในการกําจัดพิษจากการใช้ออกซิเจน เช่น SOD หรือ catalase น้อย เช่น กลุ่ม Lactic 
acid bacteria, Listeria spp. และ Campylobacter spp. เป็นต้น 

แบคทีเรียเส่ือมท่ีสําคัญมีความต้องการออกซิเจนในระดับท่ีแตกต่างกัน สรุปดังตารางท่ี 3.7 
 

ตารางท่ี 3.7  ความต้องการออกซิเจนของแบคทีเรียเส่ือม 

 Spoilage bacterial  group Oxygen requirement 

Pseudomonas Strictly aerobic 

Acinetobacter  Strictly aerobic 

Moraxella Strictly aerobic 

Enterobacteriaceae Facultatively anaerobic 

Lactic acid bacteria Microaerophilic 

Brochothrix thermosphacta Facultatively anaerobic 

Shewanella putrefaciens Facultatively anaerobic 
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ความสัมพันธ์ระหว่าง “สภาวะกายภาพของเนื้อสุกร” และ “การตรวจพบแบคทีเรีย” 
(Relationship of “physical condition of pork product” and “bacterial detection”) 
 แนวทางในการพัฒนาชุดทดสอบฐานกายภาพเป็นการพิจารณา “สภาวะกายภาพของเนื้อสุกร” 
ท่ีเอ้ืออํานวยหรือสนับสนุน (support) ต่อการอยู่รอดและ/หรือเจริญเติบโตของแบคทีเรียเส่ือม  

กล่าวคือ เป็นการศึกษา 1. สภาวะการเก็บรักษาเนื้อสุกร ณ จุดจําหน่ายท่ีเป็นตลาดสดท่ัวไป เช่น 
อุณหภูมิ และ ออกซิเจน ผนวกกับ 2.คุณสมบัติทางกายภาพท่ีผิวเนื้อสุกร เช่น pH และ water activities 
ซ่ึงเป็น จะขอเรียกโดยรวมท้ัง 2 ส่วนนี้ว่า “สภาวะทางกายภาพของเนื้อสุกร (physical condition)” ท่ีมี
ความสอดคล้องกับการตรวจพบแบคทีเรียเส่ือม ดังภาพท่ี 3.7  
 
 

 
 

ภาพท่ี 3.7 ชนิดของการทดสอบฐานกายภาพ (physical-based test kit) 
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สภาวะกายภาพของเนื้อสุกร 
(physical condition of pork product) 
 สภาวะกายภาพของเนื้อสุกร ดังแผนภูมิท่ี 3 ประกอบด้วย  

     1. สภาวะการเก็บรักษา (storage condition) พิจารณาปัจจัยทางกายภาพ ต่อไปนี้ คือ 
- อุณหภูมิ (temperature) การเก็บรักษาเนื้อสุกร ณ จุดจําหน่ายตลาดสด เป็นการ

วางจําหน่ายโดยไม่มีการควบคุมอุณหภูมิ ดังนั้น อุณหภูมิในการเก็บรักษา จึงเป็นอุณหภูมิของ
อากาศในระหว่างวันท่ีจําหน่าย ในขณะเดียวกัน เนื้อสุกรท่ีรอจําหน่ายบางส่วนอาจจะมีการเก็บ
รักษาในตู้เย็นหรือคูลเลอร์ท่ีควบคุมอุณหภูมิด้วย 

- ออกซิเจน (oxygen) การเก็บรักษาเนื้อสุกร ณ จุดจําหน่ายตลาดสด โดยมากจะเป็น
การเก็บรักษาแบบมีออกซิเจน (หรืออากาศ)  
     2. คุณสมบัติกายภาพท่ีผิวเนื้อสุกร (physical properties) พิจารณาปัจจัยทางกายภาพ 
ต่อไปนี้ คือ 

- ความเป็นกรด-ด่าง (pH) โดยมากจะเป็นการวัด Ultimate pH ท่ีประมาณ 24 ช่ัวโมง
หลังการฆ่า (pH24) อยู่ระหว่าง 5.5-6.2 อย่างไรก็ตาม ความเป็นกรด-ด่างของเนื้อสุกรท่ีเหมาะสม 
อยู่ระหว่าง 5.6-5.9 

- water activity (aW) ของเนื้อสุกร อยู่ระหว่าง 0.98-0.99 (Heinz and Hautzinger, 
200712) โดย water activity จะมีความสัมพันธ์โดยตรงกับความช้ืน (moisture)  

 
การตรวจพบแบคทีเรีย 
(Bacterial detection) 

นิยามหรือความหมาย “การตรวจพบแบคทีเรีย” ในท่ีนี้ หมายถึง ผลสุทธิของการอยู่รอดและ
เจริญเติบโตท่ีผิวเนื้อสุกรของแบคทีเรียเส่ือม ขึ้นอยู่กับ 2 เงื่อนไข คือ 1.การปนเป้ือนเร่ิมต้น (initial 
contamination) และ 2.การเปล่ียนแปลงการปนเป้ือน (dynamic contamination) 

 

1. การปนเป้ือนเริ่มต้น (initial contamination)13   
การปรากฏเร่ิมต้นของแบคทีเรียเส่ือมในเนื้อสุกร มีท่ีมาจาก 2 แหล่งการปนเป้ือนหลัก คือ 
     1.1 ร่างกายสุกร (body) เช่น ผิวหนัง/ขน (hide & hair) ซาก (carcass) อุจจาระ (manure) 

และอวัยวะภายใน (visceral organs) เป็นต้น 
     1.2 ส่ิงแวดล้อม (environment) เช่น เคร่ืองมือ/อุปกรณ์/เชือด พ้ืน/ผนัง/โรงเชือด บุคลากร 

น้ําใช้ อากาศ ภาชนะบรรจุ ยานพาหนะขนส่ง  เป็นต้น 

                                           
12 Heinz, G. and Hautzinger, P. 2007. Meat processing technology for small-to-medium-scale 
producers. 
13 Gill,C.O. and Greer,G.G. 1993. Enumeration and identification of meat spoilage bacteria. Technical 
Bulletin 1993-8E.©Minister of Supply and Services Canada.Cat. No. 54-8/1993-8E ISBN 0-662-20963-X 
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 ในระหว่างการเก็บรักษาเนื้อสัตว์ไม่ว่าจะเป็นอุณหภูมิอากาศและอุณหภูมิเย็น มีจุลินทรีย์เพียง
ไม่ก่ีชนิดเท่านั้นท่ีปรากฏปนเป้ือนเร่ิมต้น (initial contamination) จะสามารถอยู่รอดและเจริญเติบโต 
(dynamic contamination) จนก่อให้เกิดการเส่ือมของผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ได้ เช่น  

     - Acinetobacter 
     - Brochothrix thermosphacta 
     - Enterobacteriaceae (บาง spp.)  
     - lactic acid bacteria 
     - Moraxella 
     - Pseudomonas 
     - Shewanella putrefaciens 

 

 แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนแรกเร่ิมท่ีผิวซากสุกร (carcass) หลังการตัดแต่งจะเป็นแบคทีเรียท่ีพบได้
ตามปกติท่ีหนังสัตว์ (skin commensal) รวมถึงแบคทีเรียจากดินและอุจจาระสัตว์ท่ีปนเป้ือนท่ีหนังสัตว์ 

โดยมากแล้วจะเป็นแบคทีเรียชอบอุ่นย้อมติดสีแกรมบวกท่ีผนังเซลล์  (Gram-positive mesophiles) เช่น  

Micrococcus, Staphylococcus และ Bacillus และส่วนน้อยท่ีเป็นแบคทีเรียชอบเย็นย้อมติดสีแกรม
ลบท่ีผนังเซลล์ (Gram-negative psychrotrophes)  

เม่ือซากสุกรผ่านการลวก (scalded) เผาขน (singed) และขูดขน (polished) ด้วยความร้อน 
ดังนั้นแบคทีเรียท่ียังคงปนเป้ือนอยู่ คือ แบคทีเรียท่ีทนความร้อน (thermoduric : heat tolerant) ใน

กลุ่มท่ีปนเป้ือนแรกเร่ิม คือ Gram-positive mesophiles และ Gram-negative psychrotrophes ซ่ึง

จะมีการปนเป้ือน Gram-negative psychrotrophes จากอุปกรณ์การขูดขนเพ่ิมเติมขึ้นมาอีกด้วย 

หากมีการลดอุณหภูมิซากสุกรให้เย็นลงระหว่าง 0-5oซ (refrigerated temperatures) แบคทีเรีย

ส่วนมากท่ีอยู่รอด/เจริญเติบโต/ต่อไป คือ Gram-negative psychrotrophes ในทางตรงกันข้าม หากผ่ึง
ซากสุกรท่ีอุณหภูมิอากาศ (ambient temperature) แบคทีเรียส่วนมากท่ีอยู่รอด/เจริญเติบโต/ต่อไป คือ 

Gram-positive mesophiles แทน 

 การตัดแต่งซากสุกรจะก่อให้เกิดการถ่ายโอนแบคทีเรียจากผิวซากสุกรไปสู่ผิวเนื้อสุกร นอกจากนี้ 
ยังมีการปนเป้ือน mesophiles เพ่ิมเติมจากมือของผู้ปฏิบัติงาน และ การปนเป้ือน psychrotrophes 
เพ่ิมเติมจากอุปกรณ์ท่ีไม่ได้รับการทําลายเช้ือและทําความสะอาดเพียงพอ  สุขอนามัยในระหว่างการฆ่า 
การลดอุณหภูมิและการตัดแต่งทําให้มีการปนเป้ือนน้อยกว่า 103/cm2 และเป็นpsychrotrophes ไม่เกิน
ร้อยละ 5 (Gill and Greer, 1993) 

 

2. การเปล่ียนแปลงการปนเป้ือน (dynamic contamination)   
แบคทีเรียท่ีปรากฏในเนื้อสุกรในระยะเร่ิมต้นจะแข่งขันกันเพ่ือการอยู่รอดและเพ่ิมจํานวนใน

“สภาวะทางกายภาพของเนื้อสุกร (physical condition)” ดังแผนภูมิท่ี 3  ตลอดระยะเวลาการขนส่ง 
(transportation) และการเก็บรักษา (storage) จนกระท่ังถึงจุดจําหน่าย (point of sale) โดยสามารถ
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พิจารณาได้จาก 2 ปัจจัยเก็บรักษา (storage factors)  คือ 1.อุณหภูมิ (temperature factor) 2.

ออกซิเจน (oxygen factor) 
 แบคทีเรียเส่ือมเด่น (dominated spoilage bacteria) คือ แบคทีเรียเส่ือมท่ีเร่ิมต้นปนเป้ือนและ
มีการแข่งขันจนสามารถอยู่รอด/เจริญเติบโตจนมีระดับการปนเป้ือนท่ีมากกว่า (dominated) แบคทีเรีย
เส่ือมอ่ืนๆ ในเนื้อสุกรตลอดระหว่างการเก็บรักษา จะขึ้นอยู่กับ 2 ปัจจัยหลัก (ลําดับความสําคัญจากมาก
ไปน้อย) คือ  

     2.1  ระดับการปนเป้ือน (contamination level) 
     2.2  อัตราการเจริญเติบโต (growth rate)  
     กล่าวคือ แบคทีเรียเส่ือมท่ีปนเป้ือนมากกว่า (heavy contamination) แม้ว่าจะมีอัตราการ

เจริญเติบโตช้ากว่า (slow growth) ท้ายสุดก็จะเป็นแบคทีเรียเส่ือมเด่นในเนื้อสุกร   
 

ปัจจัยอุณหภูมิ 
(temperature factor) 
 แบคทีเรียเส่ือมเด่น (dominated spoilage bacteria) ในเนื้อสุกรท่ีเก็บรักษาระหว่าง 0-5oซ 
(refrigerated temperatures) แบบมีออกซิเจน (aerobic) คือ Pseudomonas spp. ตามมาด้วย 
แบคทีเรียท่ีต้องการออกซิเจน (obligate aerobes) เช่น Acinetobacter และ Moraxella ในขณะท่ี 
Enterobacteriaceae, and Brochothrix thermosphacta ท่ีปนเป้ือนมากกว่าก็อาจจะกลายเป็น
แบคทีเรียเด่นได้  
 แบคทีเรียเส่ือมท่ีต้องการออกซิเจน เช่น Pseudomonas spp. จะเจริญเติบโตโดยสารอาหาร
แหล่งคาร์โบไฮเดรตท่ีละลายน้ําและมีขนาดโมเลกุลเล็ก เช่น การใช้น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เช่น กลูโคส 
(glucose) ก่อนจนกว่าจะหมด แล้วจึงเปล่ียนไปใช้สารอาหารอ่ืน ซ่ึงส่วนใหญ่จะเป็นแหล่งโปรตีน คือ 
กรดอะมิโน (amino acid) ส่ิงท่ีเหลือจากการใช้ก็จะได้เป็นสารท่ีมีกล่ินไม่ดี (malodorous compounds) 
ซ่ึงเป็นจุดเร่ิมต้นของการเส่ือมแบบมีออกซิเจน  
 

ปัจจัยออกซิเจน  
(oxygen factor) 
 การควบคุมแบคที เ รีย เ ส่ือม ท่ี เจ ริญเติบ โตแบบมีออกซิ เจนเนื้ อ สุกร คื อ  การใ ช้ ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียเส่ือมเด่นยังคงเป็นแบคทีเรียเส่ือมท่ีต้องการออกซิเจน 
ดังนั้น วิธีการท่ีมีประสิทธิภาพดี คือ การทําให้เป็นสุญญากาศ (vacuum) โดยการห่อหุ้มเนื้อสุกรด้วยฟิลม์
ท่ียอมให้ออกซิเจนผ่านน้อย (low oxygen permeability) ท้ังนี้เซลล์กล้ามเนื้อยังสามารถใช้ออกซิเจน
คงเหลือในบรรจุภัณฑ์และออกซิเจนปริมาณน้อยท่ีผ่านฟิล์มได้ 
 แบคทีเรียเส่ือมท่ีเจริญเติบโตแบบไม่มีหรือมีออกซิเจนน้อย สามารถแบ่งเป็นกลุ่มต่างๆ ตามความ

เป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ีผิวเนื้อสุกร 

 - pH ปกติ ~ 5.5-5.8 เช่น lactic acid bacteria กลุ่ม 
     = Carnobacterium 
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     = Lactobacillus 
     = Leuconostoc 
- pH สูง > 5.8   เช่น   
     = Brochothrix thermosphacta 
     = Enterobacteriaceae 
     = Shewanella putrefaciens 

 แม้ว่า กลุ่ม Enterobacteriaceae (แบคทีเรียลําไส้) จะมีอัตราการเจริญเติบโตน้อยกว่า กลุ่ม 
lactic acid bacteria อย่างไรก็ตาม กลุ่ม Enterobacteriaceae กลับเป็นแบคทีเรียเส่ือมเด่น 
(dominated spoilage bacteria)  แม้ว่าจะมีระดับการปนเป้ือนท่ีน้อยกว่าก็ตาม และมักจะก่อให้เกิด
กล่ินท่ีไม่ดีด้วย  
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3.2 ชนิดแบคทีเรียเสื่อม 
     (Spoilage bacteria) 
 

3.2.1 กลุ่มแบคทีเรียเสื่อมสําคัญ14 
        (Significant spoilage groups) 

1. กลุ่ม Pseudomonas 
     ลักษณะจุลชีววิทยา 

- แกรมลบ รูปร่างท่อน (rod) เคล่ือนท่ีได้ (motile) 
- aW > 0.94 (P.fluorescens) 
- ต้องใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (strictly aerobic) จึงมี Catalase และ Oxidase 
- ใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรต คือ น้ําตาล (โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลูโคส) และไม่ผลิตก๊าซ  
- ใช้แหล่งโปรตีน คือ กรดอะมิโน ได้ผลพลอยได้ท่ีมีกล่ินไม่ดี (malodorous) กล่ินเน่า (putrid) 

เช่น sulfide amine ester เป็นต้น  
     ลักษณะการเส่ือม 
 - แบคทีเรียเส่ือมเด่น ในเนื้อสุกรท่ีเก็บรักษา 0-5oซ (chilled meat) แบบมีออกซิเจน 
 - Pseudomonas spp. ท่ีพบบ่อย คือ P.fluorescens และ  P.fragi 
 - pH 5.5-5.8  
 - ผิวเนื้อสุกรปกติ     ถ้ามีกลูโคสมาก จะเส่ือมท่ี 108/cm2   
 - ผิวผลิตภัณฑ์ชนิด dark, firm, dry (DFD)  ถ้ามีกลูโคสน้อย จะเส่ือมท่ี 106/cm2   
 - เส่ือมสูงสุดท่ี 109/cm2 พบลักษณะเมือก (slime) หนาจนออกซิเจนไม่สามารถซึมผ่านถึงเช้ือได้ 
 

2. กลุ่ม Enterobacteriaceae 
     ลักษณะจุลชีววิทยา 

- แกรมลบ รูปร่างท่อน (rod) เคล่ือนท่ีได้และไม่ได้ (motile และ non-motile) 
- aW > 0.95 (E.coli, Salmonella, Klebsiella) 
- ใช้/ไม่ใช้/ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (facultative anaerobe) มี Catalase ไม่มี Oxidase 
- ใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรต คือ น้ําตาล และผลิตก๊าซ  
- ใช้แหล่งโปรตีน คือ กรดอะมิโน ได้ผลพลอยได้ท่ีมีกล่ินไม่ดี (malodorous) กล่ินเน่า (putrid)  

     ลักษณะการเส่ือม 
 - แบคทีเรียเส่ือมเด่น ในเนื้อสุกรท่ีเก็บรักษา แบบไม่มีออกซิเจน ท่ี pH > 5.8 
 - pH > 5.8  

                                           
14 Gill,C.O. and Greer,G.G. 1993. Enumeration and identification of meat spoilage bacteria. Technical 
Bulletin 1993-8E.©Minister of Supply and Services Canada.Cat. No. 54-8/1993-8E ISBN 0-662-20963-X 
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 - เนื้อสุกรเย็น : Serratia, Hafnia และ Enterobacter 
 - เนื้อสุกรอุ่น  : Klebsiella และ E.coli  
 

3. กลุ่ม Acinetobacter & Moraxella 
     ลักษณะจุลชีววิทยา 
     Acinetobacter  

- แกรมลบ รูปร่างกลม (cocci) รูปร่างท่อนกลม (coccobacilli) แบ่งตัวอยู่เป็นคู่ (diplococci) 
ไม่เคล่ือนท่ี (non-motile) 

 - ต้องใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (strictly aerobic) มี Catalase ไม่มี Oxidase 
 - ใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรต คือ น้ําตาล 
 - ไม่ใช้แหล่งโปรตีน  
     Moraxella  

- แกรมลบ รูปร่างกลม (cocci) รูปร่างท่อนกลม (coccobacilli) แบ่งตัวอยู่เป็นคู่ (diplococci) 
ไม่เคล่ือนท่ี (non-motile) 

 - ต้องใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (strictly aerobic) จึงมี Catalase และ Oxidase 
 - ไม่ใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรต คือ น้ําตาล 
 - ใช้แหล่งโปรตีน แต่ไม่ก่อให้เกิดกล่ินไม่ดี 
     ลักษณะการเส่ือม 
 - แบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการเส่ือม (potential spoilage) ท่ีเก็บรักษา 0-5oซ (chilled meat) 
 - เส่ือมเนื้อสุกรโดยไม่ก่อให้เกิดกล่ินไม่ดี 
  

4. กลุ่ม Lactic acid bacteria 
     ลักษณะจุลชีววิทยา 

- แกรมบวก รูปร่างท่อน (rod) และกลม (cocci) เคล่ือนท่ีไม่ได้ (non-motile) 
- aW > 0.95 (Lactobacillus viridescens) 
- ใช้/ไม่ใช้/ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (facultative anaerobe) ไม่มี Catalase ไม่มี Oxidase 
- ใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรต คือ น้ําตาล (โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลูโคส) และผลิตกรดแลคติค 
- ใช้แหล่งโปรตีน คือ กรดอะมิโน ได้ผลพลอยได้ท่ีมีกล่ินไม่ดี (malodorous) กล่ินเน่า (putrid) 

และ กรดไขมัน (volatile fatty acid) 
     ลักษณะการเส่ือม 
 - แบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการเส่ือม (potential spoilage) เก็บรักษาไม่มีออกซิเจน pH ปกติ 
 - Lactobacillus, Leuconostoc และ Carnobacterium 
 - pH 5.5-5.8  
 - เส่ือมสูงสุดท่ี 108/cm2  
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5. Brochothrix thermosphacta 

     ลักษณะจุลชีววิทยา 
- แกรมบวก รูปร่างท่อน (rod) เคล่ือนท่ีไม่ได้ (non-motile) 
- ใช้/ไม่ใช้/ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (facultative anaerobe) มี Catalase ไม่มี Oxidase 
- ใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรต คือ น้ําตาล  

     = แบบไม่มีออกซิเจน : ผลิตกรดแลคติค 
     = แบบมีออกซิเจน    : ผลิตกรดอะซิติค 

- ใช้แหล่งโปรตีน คือ กรดอะมิโน ได้ผลพลอยได้ท่ีมีกล่ินไม่ดี (aromatic odor)  
     ลักษณะการเส่ือม 
 - แบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการเส่ือม (potential spoilage) เก็บรักษามี/ไม่มีออกซิเจน pH > 5.8 
 - pH > 5.8  
 

6. Shewanella putrefaciens 

     ลักษณะจุลชีววิทยา 
- แกรมลบ รูปร่างท่อน (rod) เคล่ือนท่ีได้ (motile) 
- ใช้/ไม่ใช้/ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (facultative anaerobe) มี Catalase และ Oxidase 
- ใช้แหล่งโปรตีน คือ กรดอะมิโน ได้ผลพลอยได้ท่ีมีกล่ินไม่ดี  
- ใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรต คือ น้ําตาล 

     ลักษณะการเส่ือม 
 - แบคทีเรียเส่ือมแรกเร่ิม (initial potential spoilage) เก็บรักษามี/ไม่มีออกซิเจน pH > 6.0 
 - pH > 6.0 
 

3.2.2 กลุ่มแบคทีเรียเสื่อมแรกเร่ิม15 
        (Initial spoilage group) 

1. Staphylococcus spp. 

- แกรมบวก รูปร่างกลม (cocci) ไม่เคล่ือนท่ี (non-motile) 
- aW > 0.85 (S.aureus) 
- ใช้/ไม่ใช้/ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (facultative anaerobe) มี Catalase ไม่มี Oxidase 
- ใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรต คือ น้ําตาล 

 - แหล่งปนเป้ือนจากผิวหนังปกติและมีแผลเปิด 
 - บางชนิดก่อโรคได้ จากสารพิษ (enterotoxin)  
 - เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิอากาศ (mesophile) 

                                           
15 Gill,C.O. and Greer,G.G. 1993. Enumeration and identification of meat spoilage bacteria. Technical 
Bulletin 1993-8E.©Minister of Supply and Services Canada.Cat. No. 54-8/1993-8E ISBN 0-662-20963-X 
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 - แบคทีเรียเส่ือมแรกเร่ิม (initial potential spoilage) เท่านั้น 
2. Micrococcus spp. 

- แกรมบวก รูปร่างกลม (cocci) ไม่เคล่ือนท่ี (non-motile) 
- aW > 0.93 (M.lysodekticus) 
- ใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (strictly aerobic) มี Catalase ไม่มี Oxidase 

 - เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิอากาศ (mesophile) 
 - แบคทีเรียเส่ือมแรกเร่ิม (initial potential spoilage) เท่านั้น 
3. Bacillus spp. 

- แกรมบวก รูปร่างท่อน (rod) เคล่ือนท่ีได้และไม่ได้ (motile และ non-motile) 
- aW > 0.95 (B.cereus) 
- aW > 0.90 (B.subtilis) 
- ใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (strictly aerobic) มี Catalase ไม่มี Oxidase 

 - แหล่งปนเป้ือนจากผิวหนัง 
 - เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิอากาศ (mesophile) 
 

โดยสรุป ลักษณะจุลชีววิทยาของแบคทีเรียเส่ือมสําคัญหรือจุลินทรีย์ก่อโรค ดังแสดงในตารางท่ี 
3.8 

ตารางท่ี 3.8   ลักษณะจุลชีววิทยาของแบคทีเรียเส่ือมสําคัญหรือจุลินทรีย์ก่อโรค 
 

Spoilage bacterial 
group 

Temperature Oxygen pH aW 

Pseudomonas Psychrotrophe Strict aerobe 5.5-5.8 0.95 

Lactic acid bacteria Psychrotrophe Facultative  anaerobe 5.5-5.8 0.95 

Brochothrix thermosphacta Psychrotrophe Facultative  anaerobe > 5.8 (anaerobic) 0.95 

Shewanella putefaciens Psychrotrophe Facultative anaerobe > 6.0 n/a 

Enterobacteriaceae Mesophile Facultative anaerobe > 5.8 (anaerobic) 0.95 

Staphylococcus aureus Mesophile Facultative  anaerobe 6.8-7.2 0.87-0.90 

  ดัดแปลงจาก Gill and Greer, 1993 
 

การเส่ือมเนื่องจากแบคทีเรียในเนื้อสุกร ณ จุดขาย จะพิจารณาจากสภาวะการเก็บรักษา 
(storage condition) ตามด้วยคุณสมบัติกายภาพท่ีผิวเนื้อสุกร (physical properties) เม่ือพิจารณา
ร่วมกับลักษณะจุลชีววิทยาของแบคทีเรียเส่ือมท่ีมีศักยภาพในการเส่ือมสูงและจุลินทรีย์ก่อโรค ดังตารางท่ี  
25  ทําให้สามารถคาดคะเน (predict) แบคทีเรียเส่ือมท่ีมีศักยภาพในการเส่ือมสูงและจุลินทรีย์ก่อโรค 
(pathogen) ในสภาวะกายภาพต่างๆ ของเนื้อสุกรท่ีเก็บรักษาในอุณหภูมิอากาศ (อุ่น) และ เย็น ดังภาพท่ี 
3..8 และ 3.9  ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 3.8 (กลุ่ม)จุลินทรีย์เส่ือมท่ีมีศักยภาพในการเก็บรักษาเนื้อสุกรท่ีอุณหภูมิอากาศ (อุ่น) 
 
 

 
 

ภาพท่ี 3.9 (กลุ่ม)จุลินทรีย์เส่ือมท่ีมีศักยภาพในการเก็บรักษาเนื้อสุกรท่ีอุณหภูมิเย็น 
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3.2.3 Spoilage bacteria หลักที่ใช้ในการพัฒนา test kit 
        (Major spoilage bacteria developed for test kit) 

แบคทีเรียเส่ือมหลักท่ีใช้ในการพัฒนา test kit เน้นแบคทีเรียท่ีมีความสอดคล้องกับการใช้กับท้ัง
ชุดทดสอบฐานชีว เคมี  (biochemical-based) และชุดทดสอบฐานกายภาพ (physical-based)    
ประกอบด้วย  
 1. กลุ่มแบคทีเรียเส่ือมสําคัญ (significant spoilage groups) 
      - กลุ่ม Pseudomonas เช่น 
  = Pseudomonas fluorescens 

= Pseudomonas putida 
     - กลุ่ม Enterobacteriaceae เช่น 
 = Klebsiella spp. 

= E.coli 
 = Salmonella spp. 

= Serratia marcescens 
     - กลุ่ม Acinetobacter และ Moraxella เช่น 
 = Acinetobacter baumanni 

= Moraxella catarrhalis 
     - Shewanella putrefaciens 

 2. กลุ่มแบคทีเรียเส่ือมแรกเร่ิม (initial spoilage group) 
      - Staphylococcus aureus 

     - Micrococcus spp. เช่น 
 = Micrococcus luteus 
     - กลุ่ม Bacillus spp. เช่น  
 = Bacillus cereus 

= Bacillus subtilis 
 

การทดสอบและพัฒนาชุดทดสอบฐานชีวเคมี (biochemical-based test kit) ประกอบด้วย 
หลายการทดสอบหลาย ซ่ึงแบคทีเรียเส่ือมอาจจะให้ผลบวกหรือมีการตอบสนองแตกต่างกันไปตามแต่
คุณสมบัติพ้ืนฐานทางชีวเคมีของแบคทีเรียเส่ือมนั้นๆ ดังนั้น จํานวนแบคทีเรียเส่ือมท่ีใช้ในการการทดสอบ
และพัฒนาชุดทดสอบฐานชีวเคมีจึงมีจํานวนแตกต่างกัน  

รายช่ือและจํานวน isolate ของแบคทีเรียเส่ือมท่ีใช้ในการทดสอบและพัฒนาชุดทดสอบฐาน
ชีวเคมี (biochemical-based test kit) ดังแสดงในตารางท่ี 3.9 
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ตารางท่ี 3.9 จํานวน isolate ของแบคทีเรียเส่ือมท่ีใช้ในการพัฒนา test kit 
 

Gram Micro-organisms Catalase Oxidase Conductivity 

Positive Bacillus cereus 1 n/a* - 

 Bacillus subtilis 1 n/a - 

 Micrococcus luteus 1 1 - 

 Staphylococcus (Coagulase +) 2 n/a 1 

 Staphylococcus (Coagulase -) 2 n/a 1 

Negative Acinetobacter baumanni 1 n/a - 

 E. coli ATCC 25922 1 n/a - 

 E. coli ATCC 35218 1 n/a - 

 Klebsiella oxytoca 1 n/a - 

 Klebsiella pneumoniae 1 n/a 2 

 Moraxella catarrhalis 1 1 - 

 Pseudomonas fluorescens 3 4 1 

 Pseudomonas putida 1 1 1 

 Salmonella Enteritidis 1 n/a - 

 Salmonella Typhimurium 1 n/a - 

 Serratia marcescens 1 n/a - 

 Shewanella putrefaciens 2 2 - 

 Total 22 9 6 
 

* n/a ให้ผลลบต่อ Oxidase test 
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3.3 การศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียเสื่อมและระดับการ
ตอบสนองของ test kits เบื้องต้น  
     (Relationship of Concentration vs. Response of spoilage 
bacteria) 
 
 การศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนอง test kits เบ้ืองต้น 
เน้นการทดสอบของชุดทดสอบฐานชีวเคมี  โดยการตอบสนอง (response) ของจุลินทรีย์นี้จะต้องสามารถ
วัดปริมาณได้ และมีความสัมพันธ์กับระดับจุลินทรีย์ กล่าวคือ เม่ือจํานวนจุลินทรีย์เพ่ิมจํานวนมากขึ้น การ
ตอบสนองก็จะมีมากขึ้นตามสัดส่วน (เส้นตรง)   

การศึกษาความสัมพันธ์ของการตอบสนองและระดับจุลินทรีย์ แบ่งเป็นการตอบสนองใน 2 ระดับ 
(ตารางท่ี 3.10) คือ 

1. การตอบสนองระดับห้องปฏิบัติการ (laboratory response)  การศึกษาการตอบสนองระดับ
ห้องปฏิบัติการมีความจําเป็นอย่างยิ่ง เนื่องจาก ผลการศึกษาความสัมพันธ์ท่ีได้ มีประโยชน์ทําให้สามารถ 

     - ตรวจสอบความถูกต้องของการทดสอบ (validation) การสืบค้นทางวิชาการจําเป็นจะต้อง
มีการตรวจสอบเพ่ือยืนยันผลการทดสอบท่ีแท้จริง 

     - ประเมินการตอบสนองต่อระดับแบคทีเรียเส่ือม (dose-response assessment)  เป็นการ
พิจารณาสัดส่วนของการตอบสนอง เช่น การทดสอบ Oxidase และ Catalase 

   = การตอบสนองเชิงปริมาณ (degree)  :  ระดับความมากน้อยของการตอบสนอง 
    = การตอบสนองเชิงเวลา  (duration)  :  ระยะเวลาในการสังเกตการตอบสนอง 
     - ชนิดของแบคทีเรียเส่ือมท่ีให้การตอบสนอง (spoilage bacteria selection) เป็นการศึกษา

ความสัมพันธ์ขั้นพ้ืนฐาน เพ่ือใช้เป็นข้อมูลการคัดเลือกแบคทีเรียเส่ือมในการศึกษา
ความสัมพันธ์ระดับใช้งานภาคสนามต่อไป 

 

ตารางท่ี 3.10  การตอบสนองของการทดสอบโดยฐานชีวเคมี 
 

การทดสอบ 
การตอบสนอง (response) 

ห้องปฏิบัติการ (laboratory) ใช้งานภาคสนาม (practical) 

Catalase ร้อยละของการเกิดฟองอากาศ ฟองอากาศ      : มาก-ปานกลาง-น้อย 

Oxidase ระดับการดูดกลนืคลื่นแสง (absorbance) สี                  : เข้ม-ปานกลาง-จาง 

Conductivity ค่าการนําไฟฟา้ (mS/cm) ค่าการนําไฟฟา้ : มาก-ปานกลาง-น้อย 
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2. การตอบสนองระดับใช้งานภาคสนาม (practical response) ดังตารางท่ี 3.10 ประกอบด้วย 
2.1  การพัฒนารูปแบบการทดสอบภาคสนาม (develop practical platform) เป็นการปรับ

รูปแบบการตอบสนองจากระดับห้องปฏิบัติการให้มีความสอดคล้องกับการทดสอบภาคสนาม 
2.2 การกําหนดระดับการตอบสนองก่ึงปริมาณ (semi-quantitative scaling) เนื่องจาก 

ข้อจํากัดด้านความละเอียดของประสาทสัมผัสของมนุษย์ในการแยกระดับการตอบสนอง ดังนั้น จําเป็นท่ี
จะต้องปรับระดับการตอบสนองของรูปแบบการทดสอบภาคสนามให้สอดคล้องกับการทดสอบภาคสนาม 
คือ การกําหนดระดับการตอบสนองในลักษณะก่ึงปริมาณ เช่น ระดับมาก ระดับปานกลาง และระดับน้อย 
โดยท่ีระดับการตอบสนองก่ึงปริมาณดังกล่าว (semi-quantitative response) จะมีความสอดคล้องกับ
ระดับการปนเป้ือนแบคทีเรียเส่ือมก่ึงปริมาณด้วย (semi-quantitative spoilage contamination)  

2.3 ตรวจสอบความถูกต้องของการทดสอบ (practical platform validation)  เป็นขั้นตอนการ
ตรวจสอบความถูกต้องของผลการตอบสนองในภาคสนาม ด้วยผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ ซ่ึง
สอดคล้องกับวัตถุประสงค์ของการเก็บตัวอย่างในรอบท่ี 2  คือ 
▪ เพ่ือการทดสอบ test kit ในการประเมินการเส่ือมและการประเมินความเส่ียง 
▪ การเฝ้าระวังความเส่ียงเพ่ือเปรียบเทียบกับ “ค่าประมาณความเส่ียงระดับพ้ืนฐาน” ท่ีได้จาก

การเก็บตัวอย่างในช่วงท่ี 1 
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3.3.1 การศึกษาการตอบสนองของการทดสอบฐานชีวเคมีระดับห้องปฏิบัติการ 
       Response of biochemical-based test kit at laboratory scale 

การศึกษาการตอบสนองของการทดสอบฐานชีวเคมี เป็นการพิจารณาสัดส่วนของการตอบสนอง
เชิงปริมาณ (degree) หรือ การตอบสนองเชิงเวลา (duration) โดยอาศัยหลักการประเมินการตอบสนอง
ต่อปริมาณแบคทีเรียเส่ือม (dose response assessment)  ด้วยการสร้างแบบจําลองหาความสัมพันธ์
ของระดับแบคทีเรียเส่ือม (spoilage bacterial concentration) เป็นตัวแปรต้น (independent 
variable : X) และการตอบสนองเชิงปริมาณ (quantitative response) เป็นตัวแปรตาม (dependent 
variable : Y) โดยใช้สมการถดถอยเส้นตรงอย่างง่าย (simple linear regression model) ดังสมการ 
(3.2) 
 

 

bXaY +=      (3.2) 
 

 

โดยท่ี Y คือ  การตอบสนองของการทดสอบ  
 a คือ  จุดตัดแกนตั้ง (แกน Y) 

b คือ  ความชันของสมการเส้นตรง (slope) 
X คือ  ปริมาณแบคทีเรียเส่ือม 

 

 
ภาพท่ี 3.10 ค่าการตอบสนอง (response unit) ต่อระดับแบคทีเรียเส่ือม (log cfu/ml) และ 

การวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่าย (simple regression analysis) 
 จากภาพท่ี 3.10 การวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่ายได้ค่า r2 และ r = 0.9659 และ 0.9828 ลําดับ 
ซ่ึงท้ัง 2 ค่านี้มีความสําคัญในการประเมินความสัมพันธ์ของระดับแบคทีเรียเส่ือมต่อการตอบสนองของการ
ทดสอบฐานชีวเคมี ดังรายละเอียดในหัวข้อ  “สถิติในการวิเคราะห์การตอบสนอง” และ “การประเมินการ
ทดสอบฐานชีวเคมีทางห้องปฏิบัติการ” 
 

Concentration vs. response of biochemical-base test of a 

spoilage bacterium
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สถิติในการวิเคราะห์การตอบสนอง 
 การประเมินการตอบสนองของการทดสอบฐานชีวเคมีระดับห้องปฏิบัติการ พิจารณาจากผลการ
วิเคราะห์การถดถอยอย่างง่าย (simple regression analysis) (Daniel, 1987) ดังนี้ 

1. ความพอดีของการทาบสมการถดถอยเส้นตรงอย่างง่ายกับค่าท่ีได้จากการวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการ (goodness-of-fit : gof) พิจารณาจาก 2 ค่า คือ 

     1.1 coefficient of determination (r2) มีค่าเป็นบวกเสมออยู่ระหว่าง 0 ถึง 1 เนื่องจาก 
เป็นค่ายกกําลังสอง  

 - ค่า r2 น้อย หมายความว่า ระดับ gof น้อย 
 - ค่า r2 มาก หมายความว่า ระดับ gof มาก 
     1.2 p-value of F statistics  เป็นการทดสอบนัยสําคัญทางสถิติของ r2  

 - p-value > 0.05 แสดงว่า สมการถดถอยเส้นตรงอย่างง่ายไม่เหมาะสมในการอธิบาย
ความสัมพันธ์ระหว่างระดับแบคทีเรียกับการตอบสนอง  

 - p-value < 0.05 แสดงว่า สมการถดถอยเส้นตรงอย่างง่ายมีความเหมาะสมในการ
อธิบายความสัมพันธ์ระหว่างระดับแบคทีเรียกับการตอบสนองอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (statistical significance)  

 2. ความสัมพันธ์ระหว่างระดับแบคทีเรียกับการตอบสนอง (level of association) พิจารณาจาก 
2 ค่า คือ 
      2.1 correlation coefficient (r) มีค่าระหว่าง -1 ถึง +1 กล่าวคือ  

- r < 0 หรือ ค่าลบ (negative) คือ ตัวแปรตาม (Y) แปรผกผัน กับตัวแปรต้น (X) โดย
ระดับการแปรผกผันมากขึ้น เม่ือ r เข้าใกล้ -1 

  - r = 0  คือ ตัวแปรตาม (Y) ไม่แปรผันตามตัวแปรต้น (X) 
- r > 0 หรือ ค่าบวก (positive) คือ ตัวแปรตาม (Y) แปรผันตรง กับตัวแปรต้น (X) โดย
ระดับการแปรผันตรงมากขึ้น เม่ือ r เข้าใกล้ +1 

     2.2 p-value of t statistics  เป็นการทดสอบนัยสําคัญทางสถิติของ r  
 - p-value > 0.05 แสดงว่า ความสัมพันธ์ของระดับแบคทีเรียและการตอบสนองไม่มี

นัยสําคัญทางสถิติ  
 - p-value < 0.05 แสดงว่า ความสัมพันธ์ของระดับแบคทีเรียและการตอบสนองมี

นัยสําคัญทางสถิติ (statistical significance)  
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การประเมินการทดสอบฐานชีวเคมีทางห้องปฏิบัติการ 
การประเมินผลของการทดสอบฐานชีวเคมีในระดับห้องปฏิบัติการ  ให้พิจารณาประกอบกันท้ัง 

ความพอดีของการทาบสมการถดถอยอย่างง่ายและระดับความสัมพันธ์ระหว่างระดับแบคทีเรียกับการ
ตอบสนอง กล่าวคือ 

1. การวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่าย (simple regression analysis) ควรจะมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(statistical significance) ท้ัง 2 การทดสอบทางสถิติดังกล่าวข้างต้น หรือ มี p-value < 0.05 ท้ังกรณี F 
test (gof) และ t test (association)  

2. การเปรียบเทียบค่า r ระหว่างแบคทีเรียเส่ือม (different spoilage bacteria) ในการทดสอบ
ฐานชีวเคมีชนิดเดียวกัน  (same test) กล่าวคือ  

     - แบคทีเรียเส่ือมท่ีมีค่า r ต่ํา แสดงว่า ให้การตอบสนองท่ีด้อยกว่า เนื่องจาก มีระดับ
ความสัมพันธ์ของระดับแบคทีเรียและการตอบสนองท่ีน้อยกว่า หมายความว่า การทดสอบ
ฐานเคมีชนิดนี้สามารถใช้ตรวจหาระดับแบคทีเรียเส่ือมชนิดนี้ได้ไม่ตรง ดังนั้น จึงอาจจะ
บอกระดับความเส่ือมของเนื้อสุกรได้ไม่ดีนัก 

     - แบคทีเรียเส่ือมท่ีมีค่า r สูง แสดงว่า ให้การตอบสนองท่ีดีกว่า เนื่องจาก มีระดับ
ความสัมพันธ์ของระดับแบคทีเรียและการตอบสนองท่ีสูงกว่า หมายความว่า การทดสอบ
ฐานเคมีชนิดนี้สามารถใช้ตรวจหาระดับแบคทีเรียเส่ือมชนิดนี้ได้ดี เท่ากับเป็นการบอก
ระดับความเส่ือมของเนื้อสุกรได้ดีด้วย 

3. การเปรียบเทียบค่า r ของแบคทีเรียเส่ือมชนิดเดียวกัน (same spoilage bacterium) ด้วย
การทดสอบฐานชีวเคมีหลายชนิด (different tests) กล่าวคือ 

       - การทดสอบท่ีมีค่า r ต่ํา แสดงว่า ให้การตอบสนองท่ีด้อยกว่า เนื่องจาก มีระดับ
ความสัมพันธ์ของระดับแบคทีเรียและการตอบสนองท่ีน้อยกว่า หมายความว่า การทดสอบ
ฐานเคมีชนิดนี้อาจจะไม่เหมาะสมในการตรวจหาระดับแบคทีเรียเส่ือมชนิดนี้ ดังนั้น การ
ทดสอบนี้จึงอาจจะบอกระดับความเส่ือมของเนื้อสุกรได้ไม่ดีนัก 

     - การทดสอบท่ีมีค่า r สูง แสดงว่า ให้การตอบสนองท่ีดีกว่า เนื่องจาก มีระดับความสัมพันธ์
ของระดับแบคทีเรียและการตอบสนองท่ีสูงกว่า หมายความว่า การทดสอบฐานเคมีชนิดนี้
สามารถใช้ตรวจหาระดับแบคทีเรียเส่ือมชนิดนี้ได้ดี ดังนั้น การทดสอบนี้จึงสามารถบอก
ระดับความเส่ือมของเนื้อสุกรได้ดีด้วยนั้น  
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3.3.2 การทดสอบ Catalase ระดับห้องปฏิบัติการ 
        (Catalase test at laboratory scale) 

 ตั้งแต่ ค.ศ. 1818 นาย Thenard ได้ค้นพบว่า Hydrogen peroxide (H2O2) ในเนื้อเยื่อของสัตว์
สลายตัว (decompose) กลาย น้ํา + ออกซิเจน ต่อมา ค.ศ. 1901 นาย Loew ได้ตั้งช่ือของเอนไซม์ท่ีทํา
หน้าท่ีในการเปล่ียน Hydrogen peroxide ไปเป็นน้ําและออกซิเจน ว่า Catalase (Jasass and Fung, 
1998) 

Catalase เป็นเอนไซม์ท่ีเป็นองค์ประกอบของเนื้อเยื่ออวัยวะ และเม็ดเลือดแดง (erythrocyte) 
ของสัตว์ทุกชนิด รวมถึง พืชและจุลินทรีย์ทุกชนิดท่ีต้องการออกซิเจน (aerobic microorganisms) 
เนื่องจาก Catalase ทําหน้าท่ีในการป้องกันมิให้เซลล์ส่ิงมีชีวิตได้รับพิษท่ีเกิดจาก Hydrogen peroxide 
ซ่ึงเป็น metabolite ท่ีได้จากการกําจัดออกซิเจนในรูปอนุมูลอิสระ 

กล่าวคือ ออกซิเจนเป็น oxidant ท่ีแรงและสามารถทําปฏิกิริยากับส่วนประกอบของเซลล์
(ส่วนมากเป็น electron carrier) โดยไม่ต้องอาศัยเอนไซม์  แล้วกลายเป็นสารประกอบท่ีแรงขึ้นและ
อันตรายกับเซลล์มากขึ้น  โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 

1. Superoxide radical (O2

-)  เป็นอนุมูลอิสระท่ีแรงมากและเป็นสาร reducing ท่ีทําลาย
ส่วนประกอบของเซลล์ท่ีสําคัญและ สร้างอนุมูลอิสระเพ่ิมเม่ือทําปฏิกิริยากับน้ํา 

2. Hydrogen peroxide (H2O2)  เป็น oxidizing agent ท่ีแรง สามารถทําลายโปรตีนและ
ส่วนประกอบเซลล์  โดยเฉพาะส่วนประกอบของเซลล์(element)ท่ีรับผิดชอบการสร้างพลังงาน(energy-
generating machinery) 

ดังนั้นเซลล์ส่ิงมีชีวิตท่ีอาศัยการสร้างพลังงานจากออกซิเจน จึงต้องมีกลไกเฉพาะท่ีจะกําจัดท้ัง O2

-  
และ H2O2  เป็น 2 ขั้นตอน คือ 

1. การกําจัด   O2

- (Superoxide radical) 
เซลล์ส่ิงมีชีวิตใช้เอนไซม์ Superoxide dismutase (SOD) เปล่ียน O2

- ไปเป็น H2O2 ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ  เซลล์ท่ีใช้อากาศมักจะมีหลายเอนไซม์คล้ายๆ กับ SOD นี้อยู่ด้วย   

ผลท่ีได้จากปฏิกิริยาของ SOD คือ H2O2  ซ่ึงยังเป็นพิษต่อเซลล์ส่ิงมีชีวิตอยู่ ดังนั้น เซลล์จึงต้อง
อาศัย Catalase และ/หรือ peroxidase ในการกําจัด H2O2 ท่ีเป็นพิษต่อเซลล์ 

 

 (3.3) 

 

2. การกําจัด H2O2  (Hydrogen peroxide) 
- Catalase  เป็นเอนไซม์ท่ีสลาย (decompose) H2O2 อย่างมีประสิทธิภาพมาก  แล้วได้ผลลัพธ์

เป็นออกซิเจน(O2)และน้ํา  ปฏิกิริยาการสลาย H2O2 เร็วกว่าการสร้าง H2O2 ทําให้ระดับ H2O2 ท่ีอยู่ใน
เซลล์ไม่เป็นพิษมากนัก 

 

  (3.4) 
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- Peroxidases  เป็นกลุ่ม enzyme ท่ีสลาย H2O2 และ เปอร์ออกไซด์อินทรีย์อ่ืนๆ โดยอาศัยตัว
ให้อิเลคตรอนอินทรีย์ (organic electron donor) แต่เป็นปฏิกิริยาท่ีมีประสิทธิภาพน้อย เนื่องจาก ต้อง
อาศัยตัวให้อิเลคตรอนซ่ึงอาจจะใช้หมดไปได้  จึงต้องมีปฏิกิริยาอ่ืนท่ีในการวนตัวให้อิเลคตรอนกลับมา
ทํางานซํ้าได้อีก (recycle) 
 
โครงสร้างเคมีของ Catalase 
 Catalase เป็นโปรตีนท่ีเซลล์สังเคราะห์สร้างขึ้นจากกว่า 100 กรดอะมิโน ประกอบด้วย 4 ธาตุ
เหล็ก (iron) มีน้ําหนักประมาณ 220,000 Daltons มีประสิทธิภาพสูงในการสลาย Peroxide 44,000 
โมเลกุล/วินาที ในขณะท่ี cyanide, phenol, azide, hydrogen peroxide, ด่าง และ urea สามารถลด
การทํางานของ Catalase ลงได้ ดังนั้น การทดสอบ Catalase โดยใช้สารตั้งต้น hydrogen peroxide 
ความเข้มข้นสูงเกินไป กลับอาจจะทําให้การทํางานของ Catalase ลดประสิทธิภาพลงได้ (Jasass and 
Fung, 1998) 
 อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะขึ้นอยู่กับ 3 ปัจจัยหลัก คือ 

1. ความเข้มข้นของเอนไซม์ (concentration) อัตราการเกิดปฏิกิริยาแปรผันตรงกับความเข้มข้น
ของเอนไซม์ และจะเพ่ิมขึ้นจนถึงอัตราเร็วสูงสุดเท่านั้น 

2. อุณหภูมิ (temperature) อัตราการเกิดปฏิกิริยาแปรผันตรงกับอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา
จนกระท่ังถึงอุณหภูมิ 45oซ อย่างไรก็ตาม อัตราการเกิดปฏิกิริยากลับลดลง ณ อุณหภูมิท่ีสูง
กว่า 45oซ  ต่อมาเอนไซม์จะเกิดการเส่ือมสภาพ (denature) จนไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ ณ 
อุณหภูมิท่ีสูงกว่า 55oซ ในขณะท่ีเซลล์ส่ิงมีชีวิตก็เร่ิมถูกทําลายด้วยความร้อนเช่นเดียวกัน 

3. ความเป็นกรด-ด่าง (pH) อัตราการเกิดปฏิกิริยามิได้มีความสัมพันธ์โดยตรงกับความเป็น

กรด-ด่าง อย่างไรก็ตาม การเกิดปฏิกิริยาจะมีความเสถียร (stable) ในช่วง pH 3 ถึง 10 

ในขณะท่ีการทํางานของเอนไซม์ลดลงนอกช่วง pH ดังกล่าว 
 คุณสมบัติการมี Catalase เป็นคุณสมบัติพ้ืนฐานของแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจน (aerobic respiration) ดังนั้น แบคทีเรียให้ผลบวกต่อการทดสอบ Catalase จึงมักจะเป็น
แบคทีเรียกลุ่ม aerobic หรือ facultatively anaerobic (โดยไม่เก่ียวข้องกับคุณสมบัติการย้อมติดสีของ
ผนังเซลล์)  
 1. แบคทีเรียแกรมบวก (Gram’s positive bacteria) เช่น  

     - กลุ่ม Bacillus  
     - กลุ่ม Staphylococcus  
     - กลุ่ม Micrococcus  
     - Brochothrix thermosphacta 

 2. แบคทีเรียแกรมลบ  (Gram’s negative bacteria)  
     - กลุ่ม Enterobacteriaceae เช่น Klebsiella, Serratia, Hafnia, Enterobacter, 
Escherichia coli เป็นต้น 
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     - กลุ่ม Pseudomonas เช่น P.putida, P.fluorescens, P.fragi เป็นต้น  
      - กลุ่ม Acinetobacter/Moraxella (Psychrobacter) 
      - Shewanella (Alteromonas) putrefaciens 
 โดยสรุป คือ แบคทีเรียเส่ือมทุกชนิดในเนื้อสัตว์ ยกเว้นกลุ่ม lactic acid bacteria (ซ่ึงเป็นกลุ่ม 
anaerobic ถึง microaerophilic) ให้ผลบวกต่อการทดสอบ Catalase   

แม้ว่าแบคทีเรียเส่ือมเกือบทุกชนิดจะให้ผลบวกต่อการทดสอบ Catalase แต่ระยะเวลา
ตอบสนองของแบคทีเรียเส่ือมต่อการทดสอบ Catalase แตกต่างกันไป ตามลําดับการตอบสนองต่อการ
ทดสอบ Catalase คือ 

1. Micrococcus luteus ให้ผลตอบสนองดีท่ีสุด  
2. กลุ่ม Staphylococcus aureus และ Pseudomonas fluorescens  
3. Escherichia coli และ and Bacillus cereus 
4. Salmonella spp. 

วิธีการทดสอบ Catalase 
 การทํางาน Catalase (catalase activity) สามารถวัดได้หลายวิธี ดังนี้ 

1. วิธี Titrimetric 
ปี ค.ศ. 1926 นาย Von Euler และนาย Josephson ได้พัฒนาวิธี titrimetric โดยการใช้ 

hydrogen peroxide ท่ีทราบปริมาณแน่นอน นําผสมกับ phosphate buffer แล้วทําให้เย็นท่ี 
0oซ จากนั้นเติมสารละลาย  Catalase ลงไป จากนั้นจึงหยุดปฏิกิริยาด้วยกรดซัลฟูริค เป็นวิธีท่ีดี่
ท่ีสุดในการทดสอบ Catalase 

2. วิธี Spectrophotometeric 
ปี ค.ศ. 1950 นาย Chance และ นาย Herbert ได้พัฒนาวิธีการวัดการทํางาน Catalase 

โดย spectrophotometer กล่าวคือ hydrogen peroxide ยอมให้แสงผ่านได้ท่ีความยาวคล่ืน
แสง 230-250 nm  การทดสอบโดยการวัดแสงผ่านสารละลายผสมของ Catalase 1 ul ในการ
สลาย 1:5,000 hydrogen peroxide 3 มล. ลดลงในเวลา 10, 20, 30, 50 และ 70 วินาที 

3. วิธี Manometric  
ปี ค.ศ. 1948 นาย George ได้พัฒนาวิธีวัดการทํางาน Catalase โดยการวัดปริมาณ

ออกซิเจนท่ีเกิดขึ้นระหว่างการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง Catalase และ hydrogen peroxide วิธีนี้
สามารถวัดความเร็วของการเกิดปฏิกิริยาได้ด้วย 

4. วิธี Catalasemeter ด้วย Paper Disc System 
บริษัท Bio-Engineering Group จํากัด เมือง New Haven รัฐ Cincinati สหรัฐอเมริกา ได้

พัฒนาเคร่ืองมือวัดเวลาการลอยตัว (floatation time) ของกระดาษกระดุม (paper disc) ท่ีมี 
catalase  

การทดสอบทําได้โดยเติมสารละลาย 3% hydrogen peroxide (น้ํา และ EDTA 10-6 M.) 
5 มล. ลงในหลอดทดลองและวางลงในเคร่ืองมือ  แล้วนํา paper disc ชุบตัวอย่างไปวางลงใน
หลอดทดลองท่ีเตรียมไว้ทันที  paper disc จะตกลงสู่ท่ีผิวสารละลายด้วยแรงดึงดูดของโลก  เร่ิม



 116

จับเวลาตั้งแต่เร่ิมวาง paper disc ลงในหลอดทดลอง (start) หากตัวอย่างมี Catalase ก็จะ
เกิดปฏิกิริยากับสารละลาย hydrogen peroxide ท่ีก้นหลอด เกิดฟองอากาศ (gas bubbles) 
ขึ้นมา จนดันให้ paper disc ลอยตัวขึ้นมาจากผิวสารละลาย hydrogen peroxide ช่ัว
ระยะเวลาหนึ่ง เม่ือ paper disc ตกลงสู่ผิวสารละลาย hydrogen peroxide ให้หยุดการจับเวลา 
(stop) ระยะเวลาตั้งแต่เร่ิมจนหยุดปฏิกิริยา เรียกว่า เวลาการลอยตัว (floatation time) โดย
เวลาการลอยตัวจะแปรผกผันกับการทํางานของ Catalase ทําให้สามารถใช้เคร่ืองมือในการวัด
การทํางานของ Catalase ได้ 

5. วิธี Test tube  
วิธีนี้สามารถวัดอัตราการเกิดปฏิกิริยาได้ โดยการใส่ตัวอย่างท่ีเป็นของแข็งหรือของเหลวลง

ในหลอดทดลองปลอดเช้ือ จากนั้นเติมสารละลาย hydrogen peroxide ลงไป บันทึกผลการ
ทดลองเป็น ระดับขั้น คือ แรง (strong) ปานกลาง (moderate) น้อย (low) หรือ ไม่มี (no)  
นิยมใช้วิธีนี้ในการทดสอบการทํางานของ Catalase ในเนื้อสัตว์ 

6. วิธี Capillary tube 
ปี ค.ศ. 1985 นาย Fung ได้พัฒนาวิธีการใช้หลอด capillary อย่างง่ายๆ โดยการลนปิด

ปลายหลอด Pasteur pipette ด้านแคบด้วยความร้อน  โดยการผสมสารละลาย hydrogen 
peroxide และ Catalase ให้ทําปฏิกิริยากันท่ีปลาย Pasteur pipette ท่ีลนปิดด้วยความร้อน 
เม่ือกลับหัวด้านท่ีลนปิดด้วยความร้อนขึ้น ฟองอากาศ (gas bubbles) ท่ีเกิดขึ้นจากปฏิกิริยาก็จะ
ลอยตัวสะสมท่ีด้านบนของ Pasteur pipette โดยปริมาณฟองอากาศท่ีสะสมจะแปรผันตรงกับ
การทํางานของ Catalase (ภาพท่ี 3.11) 

การศึกษาเพ่ือประเมินการตอบสนองต่อปริมาณแบคทีเรียเส่ือม (dose response 
assessment) ใช้วิธี Test tube (Fung and Petrichko, 1973; Jasass and Fung, 1998),  
เป็นวิธีการทดสอบ Oxidase ระดับห้องปฏิบัติการ  

 

วิธีทํา (methods) 
1. นําเช้ือท่ีบ่มใน Tryptic soy broth (TSB) มาทํา 4-fold serial dilution 6 คร้ัง ด้วย sterile 

normal saline (1 ml : 3 ml) 
2. นําเช้ือท่ีความเจือจางต่างๆ มาทําปฏิกิริยากับ  3% hydrogen peroxide ในอัตราส่วน 1 : 1 

(300 ul : 300 ul หรือ 600 ul : 600 ul) ในหลอด Pasteur pipette ท่ีอุดปลายด้วยการลน
ด้วยความร้อน 

3. สะบัดหลอด Pasteur pipette เพ่ือให้ของเหลวท้ังหมดเข้าในปลายหลอด ควํ่าหลอด Pasteur 
pipette รออ่านผลหลังจากเร่ิมปฏิกิริยา 5 นาที 

4. คํานวณ catalase activity (CA) โดย 
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ภาพท่ี 3.11 การทดสอบการทํางานของ Catalase โดยวิธี Capillary tube 
 

 A  คือ  ความสูงเฉพาะฟองอากาศสะสมรวมท่ีปลาย Pasteur pipette  
  B  คือ  ความสูงรวมของเหลวและฟองอากาศสะสมรวมท่ีปลาย Pasteur pipette 
 

100% ×=
B

A
ActivityCatalase     (3.5) 

 

 5. ความเข้มข้นหรือปริมาณแบคทีเรียท่ีมาก จะมี Catalase มาก ก็จะมีฟองอากาศสะสมมาก (A) 
ทําให้ % Catalase activity (CA) มากตาม 
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ผลการประเมินการตอบสนองการทดสอบ Catalase ต่อระดับแบคทีเรียเส่ือม 
 

ค่าสถิติท่ีได้จากการทดสอบการตอบสนองด้วยการทดสอบ Catalase ต่อระดับแบคทีเรียเส่ือม 
ดังแสดงในตารางท่ี 3.11-3.12  ตามลําดับ 

 

ตารางท่ี 3.11  ค่าเฉล่ีย r2* และ r** จากการวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่าย โดยในการทดสอบ Catalase 
 

Micro-organisms r2 P-value r p-value 

Pseudomonas fluorescens strain 1 0.42s 0.016 0.65 s < 0.025 

Pseudomonas fluorescens strain 2 0.96 s 5 x 10-9 0.98 s < 0.001 

Pseudomonas fluorescens strain 3 0.89 s 1 x 10-6 0.94 s < 0.001 

Pseudomonas putida 0.68 s 0.001 0.82 s < 0.001 

Pseudomonas alcaligenes 0.04 0.720 0.19 > 0.05 

Klebsiella pneumoniae 0.21 0.300 0.46 > 0.05 

Klebsiella oxytoca 0.47 s 0.01 0.68 s < 0.01 

Staphylococcus aureus  

(Coagulase +) strain 1 
0.87 s 2 x 10-4 0.93 s < 0.001 

Staphylococcus aureus  

(Coagulase +) strain 2 
0.94 s 8 x 10-5 0.97 s < 0.001 

Staphylococcus aureus 

(Coagulase -) strain 1 
0.67 s 0.05 0.82 s < 0.05 

Staphylococcus aureus 

(Coagulase -) strain 2 
0.01 0.76 0.10 > 0.05 

Shewanella putrefaciens 1 0.77 s 8 x 10-6 0.88 s < 0.001 

Shewanella putrefaciens 2 0.85 s 2 x 10-5 0.92 s < 0.001 
*  ค่า r2 :  ความเหมาะสมของสมการในการอธิบายค่าท่ีได้จากการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (goodness-of-fit) 
** ค่า r :  ระดับความสัมพันธ์ของความเขม้ข้นเซลล์แบคทีเรียเส่ือมกับการตอบสนองของการทดสอบฐานชีวเคมี 
s  :  มีนัยสําคญัทางสถิติ (statistical significance) มี  p-value < 0.05 
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ตารางท่ี 3.12  ค่าเฉล่ีย r2* และ r** จากการวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่าย โดยในการทดสอบ Catalase 
 

Micro-organisms r2 p-value r p-value 

E.coli ATCC 35218 0.38 0.19 0.62 > 0.05 

E.coli ATCC 25922 0.71 s 0.02 0.84 s < 0.025 

Salmonella Typhimurium 0.14 0.62 0.38 > 0.05 

Salmonella Enteritidis 0.82 s 7 x 10-4 0.91 s < 0.001 

Acinetobacter baumanni 0.24 0.09 0.49 > 0.05 

Serratia marcescens 0.73 s 2 x 10-4 0.86 s < 0.001 

Micrococcus luteus 0.93 s 0.04 0.96 s < 0.05 

Moraxella catarrhalis 1.00 s 9 x 10-4 1.00 s < 0.001 

Bacillus cereus 0.83 s 0.004 0.91 s < 0.01 

Bacillus subtilis 0.58 s 0.05 0.76 s < 0.05 

Hafnia alvei 0.82 0.28 0.91 > 0.05 
*  ค่า r2 :  ความเหมาะสมของสมการในการอธิบายค่าท่ีได้จากการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (goodness-of-fit) 
** ค่า r :  ระดับความสัมพันธ์ของความเขม้ข้นเซลล์แบคทีเรียเส่ือมกับการตอบสนองของการทดสอบฐานชีวเคมี 
s  :  มีนัยสําคญัทางสถิติ (statistical significance) มี  p-value < 0.05 
 
สรุปผลการตอบสนองระดับห้องปฏิบัติการ (laboratory response) ของการทดสอบ Catalase 

1. ตรวจสอบการทดสอบ Catalase มีการตอบสนองท่ีถูกต้อง (valid) ในลักษณะเชิงเส้น 
2. ประเมินการตอบสนองต่อปริมาณแบคทีเรียเส่ือม (dose-response assessment)  พบการ

ตอบสนองเชิงปริมาณ (degree) ตามระดับความมากน้อยของการตอบสนอง 
3. แบคทีเรียเส่ือมท่ีให้การตอบสนอง (spoilage bacteria selection) เป็นการศึกษา

ความสัมพันธ์ขั้นพ้ืนฐาน เพ่ือใช้เป็นข้อมูลการคัดเลือกแบคทีเรียเส่ือมในการศึกษา
ความสัมพันธ์ระดับใช้งานภาคสนามต่อไป ประกอบด้วย  

1. Pseudomonas fluorescens 
2. Pseudomonas putida 
3. Klebsiella oxytoca 
4. Staphylococcus aureus (Coagulase +) 
5. Staphylococcus aureus (Coagulase -)  
6. Shewanella putrifaciens 
7. E.coli  
8. Salmonella spp. 
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9. Serratia marcescens 
10. Micrococcus luteus 
11. Moraxella catarrhalis 
12. Bacillus cereus 
13. Bacillus subtilis 

4. การทดสอบ Catalase สามารถใช้ประเมินระดับความเส่ือมของเนื้อสุกร เนื่องจาก การ
ปนเป้ือนของ 

= แบคทีเรียเส่ือมหลัก (major spoilage bacteria) เช่น  
     - Enterobacteriaceae เช่น Klebsiella spp., E.coli และ Salmonella spp. 
     - Pseudomonas spp. 
= แบคทีเรียก่อโรค เช่น   
     - Staphylococcus aureus 
     - Salmonella spp.  
     - Bacillus cereus 

  = แบคทีเรียเส่ือมแรกเร่ิม (initial spoilage group) 
            - Staphylococcus aureus 

     - กลุ่ม Micrococcus spp. 
      - กลุ่ม Bacillus spp.  
5. การทดสอบ Catalase สามารถนําไปพัฒนาต่อเนื่อง เพ่ือศึกษาการตอบสนองระดับใช้งาน

ภาคสนาม (practical response) สําหรับแบคทีเรียเส่ือม และ แบคทีเรียก่อโรค คือ Klebsiella spp. 
Pseudomonas spp. และ Staphylococcus aureus  

6. การตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนแบคทีเรียเส่ือม และ แบคทีเรียก่อโรค ในการเก็บตัวอย่างรอบ
ท่ี 2 ประกอบด้วย Klebsiella spp. Pseudomonas spp. และ Staphylococcus aureus   

7. ดังนั้น  การพัฒนาต่อเนื่องในการศึกษาการตอบสนองระดับใช้งานภาคสนาม (practical 
response)  จึงมีความสอดคล้องกับการวิเคราะห์การปนเป้ือนในการเก้บตัวอย่างรอบท่ี 2 และ เท่ากับ
เป็นการตรวจสอบการใช้งานได้จริงของชุดทดสอบด้วย  
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3.3.3 การทดสอบ Oxidase ระดับห้องปฏิบัติการ 
        (Oxidase test at laboratory scale) 

 คุณสมบัติการมี Oxidase เป็นคุณสมบัติพ้ืนฐานของแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจน หรือ ต้องการใช้ออกซิเจนเป็น final electron acceptor ในการหายใจแบบใช้ออกซิเจน 
(aerobic respiration)  
ประวัติ 

แรกเร่ิมเม่ือปี คศ. 1928 นาย Gordon และ นาย McLeod16 ได้ใช้การทดสอบ Oxidase เพ่ือ
การแยก Neisseria gonorrhoeae ซ่ึงให้ผลบวกต่อการทดสอบ Oxidase (oxidase positive) ออก
จาก Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. ซ่ึงให้ผลลบต่อการทดสอบ Oxidase (oxidase 
negative) โดย oxidase reagent ท่ีใช้คือ Di-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 
(DMPD)  

และต่อมาในปี คศ. 1956 นาย Kovac17 ได้พัฒนาการทดสอบให้มีการตอบสนองท่ีเร็วขึ้นโดยใช้ 
Tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD) เป็น oxidase reagent โดยเป็นการ
ทดสอบบนกระดาษกรอง (Filter paper method) โดยดูการเกิดสีน้ําเงินเข้ม (Dark blue)  

และต่อมาในปี คศ. 1957 นาย Gaby และ นาย Hadley18 ได้ปรับปรุง (modified) การทดสอบ 

Oxidase โดยใช้ p-amino dimethyl aniline oxalate ร่วมกับ α-naphthol ในการทดสอบ Oxidase 

ในหลอดทดลอง (test tube method) โดยดูการเกิดสีน้ําเงินเข้ม (Dark blue) เช่นเดียวกัน 
ทฤษฎีการหายใจ 
 ขั้นตอนสุดท้ายของการหายใจเพ่ือสร้างพลังงานของแบคทีเรีย เก่ียวข้องกับการถ่ายโอน
อิเลคตรอน (ประจุลบ) ใน electron transport system โดย cytochrome oxidase จะกระตุ้น
ปฏิกิริยาการให้อิเลคตรอน (oxidation) จาก cytochrome C แล้วส่งต่อให้กับ oxygen รับอิเลคตรอน 
(reduction) ในสภาวะท่ีมีโปรตรอน (ประจุบวก) ได้เป็นน้ําในท่ีสุด  
วัตถุประสงค์ 

การทดสอบ Oxidase เป็นการทดสอบ เพ่ือตรวจสอบการมีอยู่ของ Oxidase ของแบคทีเรียใน
การหายใจโดยมี oxygen เป็นตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดท้าย (final electron acceptor)  
หลักการทดสอบ Oxidase  

                                           
16 Gordon, J., and J. W. McLeod. 1928. The practical application of the direct oxidase reaction in 

bacteriology. J. Pathol. Bacteriol. 31:185–190. 
17 Kovács, N. 1956. Identification of Pseudomonas pyocyanea by the oxidase reaction. Nature 

(London) 178::703. 
18 Gaby, W. L., and C. Hadley. 1957. Practical laboratory test for the identification of Pseudomonas 

aeruginosa. J. Bacteriol. 74:356–358. 
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การใช้ Oxidase reagent ในสภาวะท่ีมีอิเลคตรอน ทําหน้าท่ีให้เสมือนเป็น cytochrome C ใน
การถ่ายโอนอิเลคตรอนให้กับ oxygen โดยการกระตุ้นปฏิกิริยานี้ด้วย cytochrome oxidase ดังภาพท่ี 
3.12  

 
 
 

ภาพท่ี 3.12 การเกิดปฏิกิริยาของการทดสอบ Oxidase 
 
Oxidase reagent ท่ีใช้ในการทดสอบ Oxidase นิยมใช้ 2 ชนิด คือ 
     1. Di-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (DMPD)  
     2. Tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD) 

 ในสภาวะท่ี Oxidase reagent รับ electron โดยอยู่ในรูป reduced TMPD หรือ reduced 
DMPD จะไม่มีสี (no color) แต่เม่ือ reduced Oxidase reagent ส่ง electron ให้กับ cytochrome C 
แล้ว reduced oxidase reagent จะเปล่ียนรูปเป็น oxidised Oxidase reagent ท่ีมีสี (color)  
 

ชนิดของการทดสอบ Oxidase 
 การทดสอบ Oxidase มี วิธี คือ 
 1. วิธี Filter Paper 
 2. วิธี Filter Paper Spot  
 3. วิธี Direct Plate 
 4. วิธี Test Tube 
 

วิธี Filter paper (ภาพท่ี 3.13) 
1. แช่กระดาษกรองกระดุม (filter paper disc) ในสารละลาย 1% Kovács oxidase19 จากนั้น

ท้ิงไว้ให้แห้ง 

                                           
19 1% tetra-methyl-p-phenylenediamine (TMPD) dihydrochloride ละลายน้าํ 
   แล้วเก็บในท่ีเย็น ไม่มีแสง ได้นาน 1 สัปดาห์ 
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2. ใช้ loop เขี่ยโคโลนีแบคทีเรียแยกเดี่ยวท่ีเพาะเล้ียงใหม่ ประมาณ 18 ถึง 24 ช่ัวโมง ป้ายลง
บนกระดาษกรองท่ีเตรียมไว้ 

3. สังเกตการเกิดสี 

 
ภาพท่ี 3.13 การทดสอบ Oxidase ชนิด filter paper 

 

4. การแปลผลการทดสอบ 
     ผลบวก   (positive)        :  เกิดสีม่วงเข้ม (dark purple) ภายใน  5-10 วินาที  
     ผลบวกหน่วง (delayed positive) :  เกิดสีม่วงเข้ม (dark purple) ภายใน 60-90 วินาที 
     ผลลบ   (negative)       :  ไม่เกิดสี หรือ เกิดสีภายหลัง 120 วินาที 

 
วิธี Filter Paper Spot (ภาพท่ี 3.14) 

1. ใช้ loop เขี่ยโคโลนีแบคทีเรียแยกเดี่ยวท่ีเพาะเล้ียงใหม่ ประมาณ 18 ถึง 24 ช่ัวโมง ป้าย 
(smear) ลงบนกระดาษกรอง 

 2. หยดสารละลาย 1% Kovács oxidase ลงบนแบคทีเรียท่ีป้ายไว้ท่ีกระดาษกรอง 
3. สังเกตการเกิดสี 

 
ภาพท่ี 3.14 การทดสอบ Oxidase ชนิด filter paper spot 

 

4. การแปลผลการทดสอบ 
     ผลบวก   (positive)        :  เกิดสีม่วงเข้ม (dark purple) ภายใน  5-10 วินาที  
     ผลบวกหน่วง (delayed positive) :  เกิดสีม่วงเข้ม (dark purple) ภายใน 60-90 วินาที 
     ผลลบ   (negative)       :  ไม่เกิดสี หรือ เกิดสีภายหลัง 120 วินาที 

 
วิธี Direct Plate (ภาพท่ี 3.15) 
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1. เพาะเล้ียงแบคทีเรียใหม่ประมาณ 18 ถึง 24 ช่ัวโมง บน nutrient agar โดยให้ได้แบคทีเรีย
แยกเดี่ยว 

2. หยดสารละลาย 1% Kovács oxidase หรือ สารละลาย 1% Gordon and McLeod20 ลงบน
โคโลนีแบคทีเรียแยกเดี่ยว ระวังไม่ควํ่า หรือ หยดสารละลายจนท่วมจานอาหารเล้ียงเช้ือ  

3. สังเกตการเกิดสี 
 

 
ภาพท่ี 3.15 การทดสอบ Oxidase ชนิด direct plate 

 

4.1 การแปลผลการทดสอบกรณีใช้ สารละลาย 1% Kovács oxidase  
     ผลบวก   (positive)        :  เกิดสีม่วงเข้ม (dark purple) ภายใน  5-10 วินาที  
     ผลบวกหน่วง (delayed positive) :  เกิดสีม่วงเข้ม (dark purple) ภายใน 60-90 วินาที 
     ผลลบ   (negative)       :  ไม่เกิดสี หรือ เกิดสีภายหลัง 120 วินาที 
4.1 การแปลผลการทดสอบกรณีใช้ สารละลาย 1% Gordon and McLeod  
     ผลบวก   (positive)        :  เกิดสีแดง ภายใน 10-30 นาที 
    หรือ :  เกิดสีดํา ภายใน     60 นาที 
     ผลลบ   (negative)       :  ไม่เกิดสี 

 
วิธี Test Tube  

การศึกษาเพ่ือประเมินการตอบสนองต่อปริมาณแบคทีเรียเส่ือม (dose response assessment) 
ใช้วิธี Test tube เป็นวิธีการทดสอบ Oxidase ระดับห้องปฏิบัติการ  

วีธี test tube ในการศึกษาคร้ังนี้ ใช้วิธีต้นแบบท่ีพัฒนาโดยนาย Gaby และ Hadley โดยใช้
สารเคมีต้นแบบ21 และปรับลดสารเคมีลง เพ่ืออาจจะช่วยลดต้นทุนและเพ่ิมความสะดวกในการพัฒนาเป็น
ชุดทดสอบระดับใช้งานภาคสนามได้  

การศึกษาวิธี test tube นี้สามารถแบ่งตามชนิดของ oxidase reagent ท่ีใช้ได้เป็น 3 วิธี เพ่ือ
เป็นทางเลือก (options) ในการพัฒนาการทดสอบ Oxidase ระดับใช้งานภาคสนาม ดังนี้ 

- สารละลาย 1% p-aminodimethylaniline oxalate (DMPD) 
- สารละลาย 1% alpha-naphthol และ 1% p-aminodimethylaniline oxalate (DMPD) 
- สารละลาย 1% alpha-naphthol และ 1% tetra-methyl-p-phenylenediamine (TMPD) 

dihydrochloride 

                                           
20 1% dimethyl-p-phenylenediamine (DMPD) dihydrochloride ละลายในน้ํา  
   แล้วเก็บในท่ีเย็น ไม่มีแสง ได้นาน 1 สัปดาห์ 
21 0.2 ml of 1% alpha-naphthol ผสมกับ 0.3 ml of 1% p-aminodimethylaniline oxalate 
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วิธีทํา (methods) 
1. เพาะเล้ียงแบคทีเรียใหม่ประมาณ 18 ถึง 24 ช่ัวโมง บน tryptic soy agar หรือ อาหารเล้ียง

เช้ือชนิดอ่ืนท่ีไม่มีน้ําตาล เช่น nutrient agar  เนื่องจาก จะเกิดการห้ามปฏิกิริยา Oxidase  
2. เลือกโคโลนีแบคทีเรียละลายใน 0.85% สารละลายน้ําเกลือ 4 มล. เพ่ือปรับความเข้มข้นให้ได้

ประมาณ 0.5 McFarland (ความเข้มข้นประมาณ 8 log cfu/ml) 
3. เจือจางสารละลายแบคทีเรียลง 4 เท่าต่อเนื่อง (4-fold serial dilution) จํานวน 6 คร้ัง ด้วย

สารละลายน้ําเกลือ 0.85% 
4. ใช้สารละลายแบคทีเรีย 4.5 มล. ผสมกับ สารละลาย Oxidase reagent  
5. รอการเกิดปฏิกิริยานาน 60 วินาที 

 
 

 
ภาพท่ี 3.16  การวัดการดูดกลืนแสงของผลผลิตท่ีได้จาก oxidase reagent 

 
6. วัดการดูดกลืนแสง (absorbance) ใน cuvette ด้วยเคร่ือง spectrophotometer (ภาพท่ี 

3.16) 
     - p-aminodimethylaniline oxalate (DMPD) ความยาวคล่ืน 480 nm  
     - alpha-naphthol + p-aminodimethylaniline oxalate (DMPD) ความยาว 606 nm 
     - alpha-naphthol + tetra-methyl-p-phenylenediamine (TMPD) ความยาว 606 nm  
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ผลการประเมินการตอบสนองการทดสอบ Oxidase ต่อระดับแบคทีเรียเสื่อม  
 

 ค่าสถิติที่ได้จากการทดสอบการตอบสนองด้วย Oxidase reagent 3 ชนิดต่อระดับแบคทีเรียเสื่อม ดังแสดงในตารางที่ 3.13-3.15 ตามลําดับ 
 

ตารางที่ 3.13  ค่า r2* และ r** จากการวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่าย โดยใช้ p-aminodimethylaniline oxalate (DMPD) เป็น oxidase reagent 
 

Spoilage bacteria 
Replication 1  Replication 2  Replication 3 

r
2 p-value r p-value  r

2 p- value r p value  r
2 p- value r p-value 

Pseudomonas fluorescens J 0.82 s 0.005 0.91 s < 0.010  0.49 0.081 0.70 > 0.05  0.67 s 0.024 0.82 s < 0.025 

Pseudomonas fluorescens K13 0.75 s 0.012 0.87 s < 0.025  0.59 s 0.045 0.77 s < 0.05  0.75 s 0.012 0.86 s < 0.025 

Pseudomonas fluorescens K27 0.71 s 0.018 0.84 s < 0.025  0.46 0.094 0.68 > 0.05  0.89 s 0.001 0.94 s < 0.01 

Pseudomonas fluorescens K36 0.72 s 0.016 0.85 s < 0.025  0.70 s 0.019 0.84 s < 0.025  0.73 s 0.014 0.86 s < 0.025 

Pseudomonas putida 0.62 s 0.035 0.79 s < 0.050  0.60 s 0.040 0.78 s < 0.05  0.66 s 0.027 0.81 s < 0.05 

Shewanella putrifaciens str. 1 0.80 s 0.006 0.90 s < 0.010  0.92 s 0.001 0.96 s < 0.001  0.62 s 0.036 0.79 s < 0.05 

Shewanella putrifaciens str. 2 0.74 s 0.013 0.86 s < 0.010  0.69 s 0.021 0.83 s < 0.025  0.56 0.051 0.75 > 0.05 

Micrococcus luteus 0.64 s 0.031 0.80 s < 0.050  0.60 s 0.040 0.78 s < 0.05  0.70 s 0.019 0.84 s < 0.025 

Moraxella catarrhalis 0.75 s 0.011 0.87 s < 0.025  0.42 0.114 0.65 > 0.05  0.53 0.065 0.73s > 0.05 
*  ค่า r2 :  ความเหมาะสมของสมการในการอธิบายค่าที่ได้จากการตรวจวเิคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (goodness-of-fit) 
** ค่า r :  ระดับความสัมพันธ์ของความเข้มข้นเซลล์แบคทีเรียเสื่อมกับการตอบสนองของการทดสอบฐานชีวเคมี 
s  :  มีนัยสําคัญทางสถิติ (statistical significance) มี  p-value < 0.05 
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ตารางที่ 3.14  ค่า r2* และ r** จากการวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่าย โดยใช้ alpha-naphthol + p-aminodimethylaniline oxalate (DMPD) เป็น oxidase 
reagent 
 

Spoilage bacteria 
Replication 1  Replication 2  Replication 3 

r
2 p-value r p-value  r

2 p- value r p value  r
2 p- value R p-value 

Pseudomonas fluorescens J 1.00 s 0.0003 1.00 s < 0.001  0.99 s 0.0004 1.00 s < 0.001  0.22 0.293 0.46 > 0.05 

Pseudomonas fluorescens K13 0.99 s 0.0031 1.00 s < 0.01  0.98 s 0.001 0.99 s < 0.01  0.66 s 0.027 0.81 s < 0.05 

Pseudomonas fluorescens K27 0.96 s 0.0180 0.98 s < 0.025  0.94 s 0.006 0.97 s < 0.01  0.89 s 0.001 0.94 s < 0.01 

Pseudomonas fluorescens K36 1.00 s 0.0025 1.00 s < 0.01  0.91 s 0.011 0.96 s < 0.025  0.78 s 0.008 0.88 s < 0.01 

Pseudomonas putida 0.95 s 0.0263 0.97 s < 0.05  0.92 s 0.010 0.96 s < 0.01  0.76 s 0.011 0.87 s < 0.01 

Shewanella spp. strain 1 1.00 s 0.0001 1.00 s < 0.001  0.95 s 0.004 0.98 s < 0.01  0.05 0.623 0.23 > 0.05 

Shewanella spp. strain 2 1.00 s 0.0002 1.00 s < 0.001  0.90 s 0.013 0.95 s < 0.025  0.89 s 0.001 0.94 s < 0.01 

Micrococcus luteus 1.00 s 0.0005 1.00 s < 0.001  0.80 s 0.041 0.89 s < 0.05  0.79 s 0.008 0.89 s < 0.01 

Moraxella catarrhalis 0.98 s 0.0077 0.99 s < 0.01  0.92 s 0.010 0.96 s < 0.025  0.31 0.197 0.55 > 0.05 
*  ค่า r2 :  ความเหมาะสมของสมการในการอธิบายค่าที่ได้จากการตรวจวเิคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (goodness-of-fit) 
** ค่า r :  ระดับความสัมพันธ์ของความเข้มข้นเซลล์แบคทีเรียเสื่อมกับการตอบสนองของการทดสอบฐานชีวเคมี 
s  :  มีนัยสําคัญทางสถิติ (statistical significance) มี  p-value < 0.05 
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ตารางที่ 3.15  ค่า r2* และ r** จากการวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่าย โดยใช้ alpha-naphthol + tetra-methyl-p-phenylenediamine (TMPD) เป็น oxidase 
reagent 
 

Spoilage bacteria 
Replication 1  Replication 2  Replication 3 

r
2 p-value r p-value  r

2 p- value r p value  r
2 p- value r p-value 

Pseudomonas fluorescens J 0.77 s 0.009 0.88 s < 0.01  0.99 s 0.003 1.00 s < 0.01  0.65 0.053 0.81 > 0.05 

Pseudomonas fluorescens K13 0.93 s 0.0004 0.97 s < 0.001  0.60 0.225 0.77 > 0.05  0.95 s 0.001 0.97 s < 0.01 

Pseudomonas fluorescens K27 0.82 s 0.005 0.91 s < 0.01  0.98 s 0.010 0.99 s < 0.025  0.51 0.112 0.71 > 0.05 

Pseudomonas fluorescens K36 0.18 0.344 0.42 > 0.05  0.87 0.066 0.93 > 0.05  0.29 0.272 0.54 > 0.05 

Pseudomonas putida 0.68 s 0.022 0.83 s < 0.025  0.87 0.070 0.93 > 0.05  0.91 s 0.003 0.96 s < 0.01 

Shewanella spp. strain 1 0.70 s 0.018 0.84 s < 0.025  0.87 0.066 0.93 > 0.05  0.97 s 0.0005 0.98 s < 0.001 

Shewanella spp. strain 2 0.84 s 0.004 0.92 s < 0.01  0.99 s 0.003 1.00 s < 0.01  0.43 0.157 0.66 > 0.05 

Micrococcus luteus 0.62 s 0.036 0.79 s < 0.05  0.84 0.084 0.92 > 0.05  0.72 s 0.033 0.85 s < 0.05 

Moraxella catarrhalis 0.77 s 0.009 0.88 s < 0.01  0.81 0.100 0.90 > 0.05  0.87 s 0.007 0.93 s < 0.01 
*  ค่า r2 :  ความเหมาะสมของสมการในการอธิบายค่าที่ได้จากการตรวจวเิคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (goodness-of-fit) 
** ค่า r :  ระดับความสัมพันธ์ของความเข้มข้นเซลล์แบคทีเรียเสื่อมกับการตอบสนองของการทดสอบฐานชีวเคมี 
s  :  มีนัยสําคัญทางสถิติ (statistical significance) มี  p-value < 0.05 
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สรุปผลการตอบสนองระดับห้องปฏิบัติการ (laboratory response) ของการทดสอบ Oxidase 

1. ตรวจสอบการทดสอบ Oxidase มีการตอบสนองท่ีถูกต้อง (valid) ในลักษณะเชิงเส้น 
2. ประเมินการตอบสนองต่อปริมาณแบคทีเรียเส่ือม (dose-response assessment)  พบการ

ตอบสนองเชิงปริมาณ (degree) ตามระดับความมากน้อยของการตอบสนอง 
3. แบคทีเรียเส่ือมท่ีให้การตอบสนอง (spoilage bacteria selection) เป็นการศึกษา

ความสัมพันธ์ขั้นพ้ืนฐาน เพ่ือใช้เป็นข้อมูลการคัดเลือกแบคทีเรียเส่ือมในการศึกษา
ความสัมพันธ์ระดับใช้งานภาคสนามต่อไป ประกอบด้วย  

1. Pseudomonas fluorescens 

2. Pseudomonas putida 

3. Klebsiella pneumoniae 

4. Shewanella putrifaciens 

5. Staphylococcus aureus  

4. ดังนั้น การทดสอบ Oxidase สามารถใช้ประเมินระดับความเส่ือมของเนื้อสุกร เนื่องจาก การ
ปนเป้ือนของ 

= แบคทีเรียเส่ือมหลัก (major spoilage bacteria) เช่น  
     - Enterobacteriaceae เช่น Klebsiella spp. 
     - Pseudomonas spp. 
= แบคทีเรียก่อโรค เช่น   
     - Staphylococcus aureus 

5. การทดสอบ Oxidase สามารถนําไปพัฒนาต่อเนื่อง เพ่ือศึกษาการตอบสนองระดับใช้งาน
ภาคสนาม (practical response) สําหรับแบคทีเรียเส่ือม และ แบคทีเรียก่อโรค คือ Klebsiella spp. 
Pseudomonas spp. และ Staphylococcus aureus  

6. การตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนแบคทีเรียเส่ือม และ แบคทีเรียก่อโรค ในการเก็บตัวอย่างรอบ
ท่ี 2 ประกอบด้วย Klebsiella spp. Pseudomonas spp. และ Staphylococcus aureus   

7. ดังนั้น  การพัฒนาต่อเนื่องในการศึกษาการตอบสนองระดับใช้งานภาคสนาม (practical 
response)  จึงมีความสอดคล้องกับการวิเคราะห์การปนเป้ือนในการเก็บตัวอย่างรอบท่ี 2 และ เท่ากับ
เป็นการตรวจสอบการใช้งานได้จริงของชุดทดสอบด้วย  
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3.3.4 การทดสอบ Electrical conductivity ระดับห้องปฏิบัติการ 

        (Electrical conductivity test at laboratory scale) 

 มีการศึกษาความสัมพันธ์ของ Total plate count (TPC) และการนําไฟฟ้า (Electrical 
conductivity: EC) ในเนื้อสุกร ซ่ึงมีสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ (correlation coefficient) ตลอดการเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ 0 oซ และ 4oซ เท่ากับ 0.91 และ 0.89 (Byun et al., 2003) ดังตารางท่ี 3.16 
 

ตารางท่ี 3.16 ความสัมพันธ์ปริมาณจุลินทรีย์ปนเป้ือนและการนําไฟฟ้าเนื้อสุกรเก็บรักษา 0oซ และ 4oซ 

Storage time 

(day) 

Stored at 0
o

C  Stored at 4
o

C 

TPC 

(log cfu/cm
2

) 

Electrical conductivity 

(mS/cm) 
 

TPC 

(log cfu/cm
2

) 

Electrical conductivity 

(mS/cm) 

0 2.06 4.46  2.06 4.46 

2 2.90 4.64  3.00 5.46 

4 3.13 5.25  3.16 6.07 

6 3.50 5.52  4.94 6.21 

8 4.73 5.99  5.41 6.57 

10 4.88 5.98  6.11 6.59 

12 6.09 6.32  7.31 7.23 

14 6.42 6.54  n/a n/a 

16 6.98 6.48  n/a n/a 

18 7.71 6.58  n/a n/a 

20 8.11 6.62  n/a n/a 

ดัดแปลงจาก Byun et al., 2003 
 

 จากตารางท่ี  จะเห็นได้ว่า การนําไฟฟ้าของเนื้อสุกรเร่ิมต้นประมาณ 4-5 mS/cm และจะเพ่ิมขึ้น
สอดคล้องตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาท่ียาวนานขึ้น ไม่ว่าจะเป็นท่ี 0oซ หรือ 4oซ เป็นท่ีน่าสังเกตว่า 
อัตราการเพ่ิมขึ้นของท้ังการปนเป้ือนแบคทีเรียจะสูงกว่าอัตราการเพ่ิมขึ้นของการนําไฟฟ้า ดังภาพท่ี 3.17 
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ภาพท่ี 3.17  ความสัมพันธ์ของอัตราการเพ่ิมแบคทีเรียรวมและการนําไฟฟ้าในเนื้อสุกรเก็บรักษาท่ี 0oซ 

TPC and Electrical conductivity of Pork stored at 0
o

C

y = 0.1119x + 4.7336

R
2

 = 0.9002

y = 0.3102x + 2.0355

R
2

 = 0.9886

0

2

4

6

8

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Storage time (Days)

lo
g
 c

fu
/c

m
2

 o
r 

m
S
/c

m TVC (log cfu/cm2)

EC (mS/cm)



 132

ผลการประเมินการตอบสนองการทดสอบ Electrical conductivity ต่อระดับแบคทีเรียเสื่อม  
 
ค่าสถิติที่ได้จากการทดสอบการตอบสนองด้วยการทดสอบ Electrical conductivity ต่อปริมาณแบคทีเรียเสื่อม ดังแสดงในตารางที่ 3.17  

 
ตารางที่ 3.17  ค่า r

2

* และ r** จากการวิเคราะห์การถดถอยอย่างง่ายของ Electrical conductivity ต่อระดับแบคทีเรียเสื่อม 
 

Spoilage bacteria 
Replication 1  Replication 2  Replication 3 

r
2 p-value r p-value  r

2 p- value r p value  r
2 p- value r p-value 

Pseudomonas fluorescens 0.55 0.15 0.74 > 0.05  0.03 0.76 0.19 > 0.05  0.03 0.76 0.19 >  0.05 

Pseudomonas putida 0.07 0.66 0.27 > 0.05  0.77 0.05 0.88 > 0.05  0.77 0.05 0.88 >  0.05 

Klebsiella pneumoniae 1 0.89 s 0.02 0.94 s < 0.025  0.57 0.14 0.76 > 0.05  0.57 0.14 0.76 >  0.05 

Klebsiella pneumoniae 2 0.94 s 0.01 0.97 s < 0.01  0.06 0.69 0.24 > 0.05  0.06 0.69 0.24 >  0.05 

Staphylococcus (Coagulase +) 0.48 0.19 0.69 > 0.05  0.89 s 0.02 0.94 s < 0.025  0.89 s 0.02 0.94 s < 0.025 

Staphylococcus (Coagulase -) 0.92 s 0.01 0.96 s < 0.01  0.39 0.26 0.62 > 0.05  0.39 0.26 0.62 >  0.05 
*  ค่า r2 :  ความเหมาะสมของสมการในการอธิบายค่าที่ได้จากการตรวจวเิคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (goodness-of-fit) 
** ค่า r :  ระดับความสัมพันธ์ของความเข้มข้นเซลล์แบคทีเรียเสื่อมกับการตอบสนองของการทดสอบฐานชีวเคมี 
s  :  มีนัยสําคัญทางสถิติ (statistical significance) มี  p-value < 0.05 
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สรุปผลการตอบสนองระดับห้องปฏิบัติการ (laboratory response) ของการทดสอบ Electrical 
conductivity 

1. ตรวจสอบการทดสอบ Electrical conductivity มีการตอบสนองท่ีถูกต้อง (valid) ในลักษณะเชิง
เส้น 

2. ประเมินการตอบสนองต่อปริมาณแบคทีเรียเส่ือม (dose-response assessment)  พบการ
ตอบสนองเชิงปริมาณ (degree) ตามระดับความมากน้อยของการตอบสนอง 

3. แบคทีเรียเส่ือมท่ีให้การตอบสนอง (spoilage bacteria selection) เป็นการศึกษาความสัมพันธ์
ขั้นพ้ืนฐาน เพ่ือใช้เป็นข้อมูลการคัดเลือกแบคทีเรียเส่ือมในการศึกษาความสัมพันธ์ระดับใช้งาน
ภาคสนามต่อไป ประกอบด้วย  

1. Klebsiella pneumoniae 

2. Staphylococcus aureus  

4. ดังนั้น การทดสอบ Electrical conductivity สามารถใช้ประเมินระดับความเส่ือมของเนื้อสุกร 
เนื่องจาก การปนเป้ือนของ 

= แบคทีเรียเส่ือมหลัก (major spoilage bacteria) เช่น  
     - Enterobacteriaceae เช่น Klebsiella spp. 
= แบคทีเรียก่อโรค เช่น   
     - Staphylococcus aureus 

5. การทดสอบ Electrical conductivity สามารถนําไปพัฒนาต่อเนื่อง เพ่ือศึกษาการตอบสนอง
ระดับใช้งานภาคสนาม (practical response) สําหรับแบคทีเรียเส่ือม และ แบคทีเรียก่อโรค คือ Klebsiella 
spp. และ Staphylococcus aureus  

6. การตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนแบคทีเรียเส่ือม และ แบคทีเรียก่อโรค ในการเก็บตัวอย่างรอบท่ี 2 
ประกอบด้วย Klebsiella spp. และ Staphylococcus aureus   
7. ดังนั้น  การพัฒนาต่อเนื่องในการศึกษาการตอบสนองระดับใช้งานภาคสนาม (practical response)  จึงมี
ความสอดคล้องกับการวิเคราะห์การปนเป้ือนในการเก็บตัวอย่างรอบท่ี 2 และ เท่ากับเป็นการตรวจสอบการใช้
งานได้จริงของชุดทดสอบด้วย 
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3.4 การศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียเสื่อมและระดับการตอบสนอง
ของ test kits กับเนื้อสุกร 
     (Relationship of Concentration vs. Response of spoilage bacteria 
on pork) 
 
ชุดทดสอบฐานชีวเคมี 
 ชุดทดสอบฐานชีวเคมี ประกอบด้วย 2 การทดสอบ คือ “Oxidase test” และ “Catalase test” 
เนื่องจาก ผ่านคุณสมบัติการทดสอบเบ้ืองต้นในห้องปฏิบัติการ คือ 

1. การตอบสนองท่ีถูกต้อง (valid) ในลักษณะเชิงเส้น   
2. การตอบสนองต่อปริมาณแบคทีเรียเส่ือม (cell response assessment)  พบการตอบสนองเชิง

ปริมาณ (degree) ตามระดับความมากน้อยของการตอบสนอง 
3. การทดสอบเพ่ิมเติม คือ การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนเนื้อสุกรจริง ประกอบด้วย การทอ

สอบทางห้องปฏิบัติการ (laboratory level) และการทดสอบภาคสนาม (practical level) 
 

ชุดทดสอบฐานกายภาพ 
ชุดทดสอบฐานกายภาพเป็นการพิจารณา “สภาวะกายภาพของเนื้อสุกร” ท่ีเอ้ืออํานวยหรือสนับสนุน 

(support) ต่อการอยู่รอดและ/หรือเจริญเติบโตของแบคทีเรียเส่ือม  
กล่าวคือ เป็นการศึกษา 1. สภาวะการเก็บรักษาเนื้อสุกร ณ จุดจําหน่ายท่ีเป็นตลาดสดท่ัวไป เช่น 

อุณหภูมิ และ ออกซิเจน ผนวกกับ 2.คุณสมบัติทางกายภาพท่ีผิวเนื้อสุกร เช่น pH และ water activities ซ่ึง
เป็น จะขอเรียกโดยรวมท้ัง 2 ส่วนนี้ว่า “สภาวะทางกายภาพของเนื้อสุกร (physical condition)” ท่ีมีความ
สอดคล้องกับการตรวจพบแบคทีเรียเส่ือม 

ดังนั้น การใช้ชุดทดสอลฐานกายภาพ ประกอบด้วย การวัด water Activity, temperature และ pH 
ของเนื้อสุกร และ วิเคราะห์ความสอดคล้องกับการตรวจพบหรือวัดปริมาณแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในเนื้อสุกร 
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เม่ือได้ rapid test kit ท่ีมีความเหมาะสมในการทดสอบแล้ว จึงนํา rapid test kit ไปใช้ในการ
ทดสอบกับเซลล์แบคทีเรียบนเนื้อสุกร เพ่ือตรวจสอบปัญหาท่ีอาจจะเกิดขึ้น เนื่องจาก เนื้อสุกรอาจจะมีสาร
บางชนิดหรือเป็นเนื้อเยื่อท่ีมีการตอบสนองคล้ายกับเซลล์ของแบคทีเรีย ดังนั้นจึงต้องมีการปรับแต่งการ
ทดสอบให้มีความเหมาะสมท่ีจะใช้จริงกับเนื้อสุกร ซ่ึงมีแนวทางในการศึกษาคล้ายคลึงกับ การศึกษา test kit 
กับเซลล์แบคทีเรีย ดังภาพท่ี 3.18 ประกอบด้วย  

1. ความสัมพันธ์ของ “จํานวนเซลล์แบคทีเรียต่อพ้ืนท่ี” และ “จํานวนเซลล์แบคทีเรียต่อกรัม” 
(Bacterial no./cm2 vs. Bacterial no./g) 

2. การเตรียมการศึกษาลักษณะการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียนําไปประยุกต์ใช้จริงกับเนื้อสุกร 
(rapid test preparation experiment for field use) 

3. ความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ test kits เบ้ืองต้น 
(relationship of Bacterial cells and response) 
 

 
 

 
ภาพท่ี 3.18 การศึกษา test kits กับเซลล์แบคทีเรียบนเนื้อสุกร 
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3.4.1 ความสัมพันธ์ “จํานวนเซลล์แบคทีเรีย/พื้นที่” และ “จํานวนเซลล์แบคทีเรีย/กรัม”  
        (Bacterial no./cm2 vs. Bacterial no./g) 

 โดยท่ัวไปแล้ว การวัดปริมาณแบคทีเรียเส่ือม (spoilage bacteria) เช่น Pseudomonas spp. เป็น
ต้น นิยมวิเคราะห์โดยใช้หน่วย “จํานวนแบคทีเรียต่อหนึ่งหน่วยพ้ืนท่ี” เช่น cfu/cm2  เป็นต้น  เนื่องนักจุล
ชีววิทยาพิจารณาว่า การปนเป้ือนโดยท่ัวไปมักจะเกิดขึ้นท่ีผิวหน้าของผลิตภัณฑ์ (surface) มากกว่า การ
ปนเป้ือนภายในเนื้ออาหาร  ในขณะท่ี การวัดปริมาณแบคทีเรียโรคอาหาเป็นพิศ (foodborne disease 
bacteria) เช่น Staphylococcus aureus กลับกําหนดมาตรฐานการปนเป้ือนด้วยหน่วย “จํานวนแบคทีเรีย
ต่อหนึ่งหน่วยน้ําหนัก” เช่น cfu/g เป็นต้น  ความแตกต่างนี้เองอาจจะทําให้การเปรียบเทียบจํานวนเซลล์
แบคทีเรียเกิดความลักล่ันกันหรือใช้งานในทางปฏิบัติได้ไม่เต็มท่ีสมบูรณ์ ซ่ึงประเด็นนี้ ก็ก่อให้เกิดปัญหา
เช่นเดียวกันกับโครงการนี้ ซ่ึงวิเคราะห์ท้ังแบคทีเรียเส่ือมอาหารและแบคทีเรียโรคอาหารเป็นพิษด้วย  

ดังนั้น จึงมีการวิเคราะห์เพ่ือหาความสัมพันธ์ของ “จํานวนเซลล์แบคทีเรียต่อพ้ืนท่ี” และ “จํานวน
เซลล์แบคทีเรียต่อกรัม” (Bacteria/cm2 vs. Bacteria/g) โดยการวิเคราะห์จํานวน Klebsiella spp. ท่ี
ปนเป้ือนในเนื้อสุกรจํานวน 48 ตัวอย่าง  

1. การปนเป้ือนต่อพ้ืนท่ี  ใช้กระดาษกรอง WhatmanTM No.1 ตัดเป็นส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาด
มาตรฐาน 1”x 1” เทียบเท่ากับ 6.45 ตารางเซนติเมตร  นําไปซับบนผิวหน้าของเนื้อสุกร แล้ววิเคราะห์
ปริมาณ Klebsiella spp.  รายงานเป็น log cfu/cm2  

2. การปนเป้ือนต่อน้ําหนัก  ตัดช้ินเนื้อสุกรช้ินเดียวกันกับการวิเคราะห์การปนเป้ือนต่อพ้ืนท่ีให้ได้ 25 
กรัม แล้ววิเคราะห์ปริมาณ Klebsiella spp. รายงานเป็น log cfu/g  

3. หาความสัมพันธ์ระหว่าง จํานวนแบคทีเรีย/พ้ืนท่ี และ จํานวนแบคทีเรีย/น้ําหนัก โดยพิจารณาจาก 
2 ค่า คือ 
      3.1 correlation coefficient (r) มีค่าระหว่าง -1 ถึง +1 กล่าวคือ  

- r < 0 หรือ ค่าลบ (negative) คือ ตัวแปรท่ี 1 แปรผกผัน กับตัวแปรท่ี 2 โดยระดับการ
แปรผกผันมากขึ้น เม่ือ r เข้าใกล้ -1 

  - r = 0  คือ ตัวแปรท่ี 1 ไม่แปรผันตามตัวแปรท่ี 2  
- r > 0 หรือ ค่าบวก (positive) คือ ตัวแปรท่ี 1 แปรผันตรง กับตัวแปรท่ี 2 โดยระดับการ
แปรผันตรงมากขึ้น เม่ือ r เข้าใกล้ +1 

     3.2 p-value of t test statistics เป็นการทดสอบนัยสําคัญทางสถิติของ r  
 - p-value > 0.05 แสดงว่า ความสัมพันธ์ของจํานวนแบคทีเรีย/พ้ืนท่ี และ จํานวน

แบคทีเรีย/น้ําหนัก ไม่มีนัยสําคัญทางสถิติ  
 - p-value < 0.05 แสดงว่า ความสัมพันธ์ของจํานวนแบคทีเรีย/พ้ืนท่ี และ จํานวน

แบคทีเรีย/น้ําหนัก มีนัยสําคัญทางสถิติ 
4. การจัดเรียบเรียงข้อมูลของ 2 ตัวแปร ท่ีให้ผลการทดลองท่ีเป็นไปได้ 2 ทาง คือ การพบ/ไม่พบการ

ปนเป้ือน ทําให้แบ่งผลการวิเคราะห์ได้เป็น 4 กลุ่ม ดังตารางท่ี 3.18 
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ตารางท่ี 3.8 การจัดแบ่งกลุ่มตัวอย่างท่ีวิเคราะห์หาจํานวน Klebsiella spp. ต่อพ้ืนท่ี และ ต่อน้ําหนัก 
 

จํานวนตัวอย่างเนื้อสุกรท่ีวิเคราะห์ 
การปนเป้ือน Klebsiella spp. 

การปนเป้ือน/พ้ืนท่ี 

ปนเป้ือน ไม่ปนเป้ือน 

การปนเป้ือน/น้ําหนัก 
ปนเป้ือน 22 9 

ไม่ปนเป้ือน 10 7 
 
 

 5. เม่ือนําผลการปนเป้ือน/พ้ืนท่ี และ การปนเป้ือน/น้ําหนัก เฉพาะท่ีมีความสอดคล้องกัน คือ 22 
ตัวอย่างท่ีปนเป้ือน และ 7 ตัวอย่างท่ีไม่ปนเป้ือน  

5.1 ค่า r หรือ correlation coefficient ประมาณ 0.93 (หรือ ร้อยละ 93)  แสดงว่า จํานวน 
Klebsiella spp./cm2 มีความสัมพันธ์กับ จํานวน Klebsiella spp./g อย่างมาก ซ่ึงสอดคล้องกับค่า r2 = 
0.8705 ดังภาพท่ี 3.19   

5.2 การทดสอบความแตกต่างระหว่าง จํานวน Klebsiella spp./cm2 มีความสัมพันธ์กับ จํานวน 
Klebsiella spp./g  พบว่า ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p–value = 0.3669)  

 
 

ภาพท่ี 3.19  ความสัมพันธ์ของ “จํานวนเซลล์แบคทีเรียต่อพ้ืนท่ี” และ “จํานวนเซลล์แบคทีเรียต่อกรัม” 
(Bacterial no./cm2 vs. Bacterial no./g) 

 
 

 6. สรุปผลการทดลอง พบว่า  
6.1 จํานวน Klebsiella spp./cm2 มีความสัมพันธ์กับ จํานวน Klebsiella spp./g เป็นอย่างมาก 
6.2 จํานวน Klebsiella spp./cm2 ไม่แตกต่างกับ จํานวน Klebsiella spp./g   

Correlation of Klebsiella spp per sq.cm. and per g.

y = 1.022x + 0.4634

R
2

 = 0.8705
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7. แนวทางการประยุกต์ใช้ผลการทดลอง คือ 
7.1 การศึกษาระดับการปนเป้ือนของแบคทีเรียโดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคทีเรียเส่ือม สามารถเลือก

วิเคราะห์ได้ท้ัง จํานวนปนเป้ือนต่อพ้ืนท่ี หรือ จํานวนปนเป้ือนต่อน้ําหนักได้ เนื่องจาก ท้ังสองวิธีให้ผลการ
วิเคราะห์ท่ีมีความสอดคล้องกัน 

7.2 การศึกษาระดับการปนเป้ือนของแบคทีเรียโดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคทีเรียเส่ือม สามารถเลือก
วิเคราะห์ได้ท้ัง จํานวนปนเป้ือนต่อพ้ืนท่ี หรือ จํานวนปนเป้ือนต่อน้ําหนักได้ และ ค่าท่ีได้จากท้ังสองวิธีให้ค่าท่ี
ไม่แตกต่างกัน ดังนั้น ผู้ใช้จึงสามารถใช้ระดับการปนเป้ือนต่อพ้ืนท่ี เปรียบเทียบกับการปนเป้ือนต่อน้ําหนักได้
โดยตรง นอกจากนี้ หากหน่วยพ้ืนท่ีและหน่วยน้ําหนักเป็น ตารางเซนติเมตรและกรัม ตรมลําดับแล้ว อาจจะ
สามารถสลับหน่วยได้ทันที เนื่องจาก ท้ังสองวิธีท่ีวิเคราะห์ต่อหน่วยตารางเซนติเมตรและต่อหน่วยกรัมให้
จํานวนการปนเป้ือนแบคทีเรียท่ีไม่แตกต่างกัน  
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3.4.2 การเตรียมการศึกษาลักษณะการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียนําไปประยุกต์ใช้จริงกับ
เน้ือสุกร (OXIDASE TEST) 
       (Rapid test preparation experiment for field use : OXIDASE TEST) 
 
 

OXIDASE TEST 
 
 

 การเตรียมการศึกษาลักษณะการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียนําไปประยุกต์ใช้จริงกับเนื้อสุกร ของ 
oxidase test ประกอบด้วย 3 การทดสอบ (ดังภาพท่ี 3.20) คือ 
      3.4.2.1 การศึกษาจํานวนเซลล์แบคทีเรียขั้นต่ําในการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรีย  
         (visible response cells) 
      3.4.2.2 การศึกษาระยะเวลาขั้นต่ําในการสังเกตผลการตอบสนอง  
         (visible response time)  
      3.4.2.3 การศึกษาลักษณะการตอบสนองในรูปแบบท่ีใกล้เคียงกับเนื้อสุกรจริง  
         (visible response type) 
 

 
 

ภาพท่ี 3.20 การเตรียมการศึกษาลักษณะการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียนําไปประยุกต์ใช้จริงกับเนื้อสุกร 
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3.4.2.1 การศึกษาจํานวนเซลล์แบคทีเรียข้ันต่ําในการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรีย  
       (visible response cells) 

เพ่ือให้ทราบจํานวนเซลล์ขั้นต่ําในการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียต่อการทดสอบ  
ดังนั้น จึงทําการศึกษาจํานวนเซลล์แบคทีเรียในรูปของขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลาง (diameter) ของ 

colony ท่ีแตกต่างกัน เพ่ือสังเกตผลของการตอบสนองต่อการทดสอบ 
 

วิธีการทดสอบ 
• คัดเลือก colony ของแบคทีเรียจํานวน 3 ขนาด คือ 0.5 มม. 1.0 มม. และ 1.5 มม. ท่ี

เจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือสําหรับ Pseudomonas fluorescens  
• ใช้ loop ตักแยก colony ให้ได้มากท่ีสุด เพ่ือเปรียบเทียบ “การตอบสนอง” กับ “จํานวนเซลล์/

ขนาด colony” จึงเลือก colony ท่ีมีขนาดเท่ากัน แบ่งทดสอบ 2 อย่าง คือ 
ο นําหนึ่ง colony มาวิเคราะห์จํานวนเซลล์/ขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลางของ colony โดย

การคํานวณค่าเฉล่ียเรขาคณิต (geometric mean) ของ Pseudomonas fluorescens 
จํานวน 2 สายพันธ์ุ  

ο นําอีกหนึ่ง colony ท่ีมีขนาดเท่ากัน  มาป้ายลงบนผิวของ filter disc เพ่ือทําการ
ทดสอบการตอบสนองด้วย Oxidase reagent คือ 10% Tetra-methyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride (TMPD)   

• วิเคราะห์ผล โดยการเปรีบบเทียบ “การตอบสนอง” กับ “จํานวนเซลล์/ขนาด colony” 
 

ผลการทดสอบ 
• “จํานวนเซลล์/ขนาด colony” ดังแสดงในตารางท่ี 3.19 

 

ตารางท่ี 3.19 จํานวนเซลล์ ตอ่ ขนาด colony ของ Pseudomonas fluorescens  
 

Pseudomonas fluorescens 
colony diameters 

0.5 mm 1 mm 1.5 mm 

Strain PFK 27 7.3 x 108 9.2 x 108 9.3 x 108 

Strain PFK 36 2.0 x 108 7.4 x 108 8.2 x 108 

Geometric mean 3.8 x 108 8.3 x 108 8.7 x 108 

ความขุ่น เทียบเท่ากับ 

McFarland standard 
1.0 2.0 3.0 

 

 
 
 
 
 



 

 

• การตอบสนองของ “จํานวนเซลล์
 

 

ภาพท่ี 3.21  การตอบสนองของ 
Pseudomonas

 

ภาพท่ี 3.22  การตอบสนองของ 
Pseudomonas

 

ข้อสรุปการทดสอบ (minimum cells to visible response)

• จํานวนเซลล์แบคทีเรียใน 
ศูนย์กลาง (diameter) 

mean) เท่ากับ 3.8 x 10

• ขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลางต่ําสุดของ 
เหตุเห็นการสนองได้ชัดเจน

• จํานวนเซลล์แบคทีเรี
response) ประมาณ 

ประมาณ 0.5 มม. เป็นต้นไป

จํานวนเซลล์”  ดังแสดงในภาพท่ี 3.21-3.22 

 

การตอบสนองของ “จํานวนเซลล์/ขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลางของ 
Pseudomonas fluorescens สายพันธ์ุ PFK 27 

 

การตอบสนองของ “จํานวนเซลล์/ขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลางของ 
Pseudomonas fluorescens สายพันธ์ุ PFK 36 

(minimum cells to visible response) 

จํานวนเซลล์แบคทีเรียใน colony ของ Pseudomonas fluorescens

(diameter) 0.5 มม., 1.0 มม. และ 1.5 มม. มีค่าเฉล่ียเราขาคณิต 
3.8 x 10

8

, 8.3 x 10
8และ 8.7 x 10

8

 ตามลําดับ 

ขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลางต่ําสุดของ colony แบคทีเรีย ประมาณ 0.5 มม
เหตุเห็นการสนองได้ชัดเจน 

ยขั้นต่ําในการการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรีย (minimum cells to 

 3.8 x 10
8

 โดยสอดคล้องกับขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลางต่ําสุดของ 
เป็นต้นไป 

141

  

ขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลางของ colony” ของ 

 

ขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลางของ colony” ของ 

fluorescens  ขนาดเส้นผ่านจุด
มีค่าเฉล่ียเราขาคณิต (geometric 

มม. เป็นต้นไป จึงจะสัง

(minimum cells to 

โดยสอดคล้องกับขนาดเส้นผ่านจุดศูนย์กลางต่ําสุดของ colony 
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3.4.2.2 การศึกษาระยะเวลาข้ันต่ําในการสังเกตผลการตอบสนอง  
        (visible response time)  

เพ่ือให้ทราบระยะเวลาการสังเกตผลการตอบสนองท่ีเหมาะสมและสามารถใช้ได้ในทางปฏิบัติ
ภาคสนาม ซ่ึงโดยท่ัวไป คือ ใช้เวลาท่ีส้ันท่ีสุดเพ่ือประหยัดเวลาในการอ่านผล   

ดังนั้น จึงทําการศึกษาระยะเวลาการตอบสนองของแบคทีเรียจํานวน 3.8 x 108 เซลล์ ท่ีน้อยท่ีสุดท่ี
สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า 
 

วิธีการทดสอบ 

• เกล่ีย (spread) Pseudomonas fluorescens ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง (agar) สําหรับ 
Pseudomonas เพาะบ่มท่ี 25oซ นาน 2 วัน 

• ตัด agar ท่ีมีการเจริญเติบโตของ Pseudomonas fluorescens ขนาด 1 x 1 ซม. ออกจาก 
plate นํา agar ส่ีเหล่ียม วางลงบน plate เปล่า 

• ใช้กระดาษกรอง WhatmanTM No.1 ตัดเป็นส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาด 1 x 1 ซม.  ทาบลงบน
ผิวหน้าของ agar  แล้วรอสักครู่เพ่ือให้กระดาษดูดซับ Pseudomonas fluorescence ขึ้นมาติด
บนผิวของกระดาษกรอง  

• ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบลอกกระดาษกรองออกจากผิวของ agar พลิกหงายด้านท่ีมีแบคทีเรีย
ขึ้นด้านบน เพ่ือให้สามารถเห็นการตอบสนองชัดเจน 

• หยดน้ํายา 10% Tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD) ลงบน
กระดาษกรองให้ท่ัว  จากนั้จึงอ่านผลโดยสังเกตสีน้ําเงินท่ีเกิดขึ้นกับ colony ของ 
Pseudomonas fluorescens 

ο อ่านผลการเกิดปฏิกิริยา คร้ังท่ี 1  เม่ือเกิดปฏิกิริยานาน  60 วินาที (1 นาที) 

ο อ่านผลการเกิดปฏิกิริยา คร้ังท่ี 2  เม่ือเกิดปฏิกิริยานาน 120 วินาที (2 นาที) 

• ทําการทดลอง 2 ซํ้า (replication) 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

ภาพท่ี 3.23  การตอบสนองของ Pseudomonas

 

ผลการทดสอบ 

• เปรียบเทียบการตอบสนอง คือ การเกิดสีน้ําเงินท่ีผิวหน้าของกระดาษกรอง ณ เว
2 นาที ดังภาพท่ี 3.23

• สังเกตการเปล่ียนแปลงของกระดาษกรอง 
กว่า) ทางด้านขวาของแต่ละภาพย่อย พบว่า 

ο สังเกตเห็น การตอบสนองของเช้ือ ณ นาทีท่ี 

ο สังเกตเห็น การตอบสนองของเช้ือ ณ นาทีท่ี 

• เม่ือเปรียบเทียบกันแล้ว ผลการตอบสนองของ ณ นาทีท่ี
ตอบสนองของเช้ือ ณ นาทีท่ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Pseudomonas fluorescens ท่ีเวลา 1 นาที และ 2 

เปรียบเทียบการตอบสนอง คือ การเกิดสีน้ําเงินท่ีผิวหน้าของกระดาษกรอง ณ เว
3.23-3.24 

สังเกตการเปล่ียนแปลงของกระดาษกรอง (แผ่นบางกว่า) ท่ีอยู่ด้านล่างของช้ิน 
ทางด้านขวาของแต่ละภาพย่อย พบว่า  

สังเกตเห็น การตอบสนองของเช้ือ ณ นาทีท่ี 1  

สังเกตเห็น การตอบสนองของเช้ือ ณ นาทีท่ี 2  

เม่ือเปรียบเทียบกันแล้ว ผลการตอบสนองของ ณ นาทีท่ี 2 จะชัดเจนหรือมีสีท่ีเข้มมากกว่าการ
ตอบสนองของเช้ือ ณ นาทีท่ี 1  
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2 นาที (replication 1) 

เปรียบเทียบการตอบสนอง คือ การเกิดสีน้ําเงินท่ีผิวหน้าของกระดาษกรอง ณ เวลา 1 นาที และ 

ท่ีอยู่ด้านล่างของช้ิน agar (แผ่นหนา

จะชัดเจนหรือมีสีท่ีเข้มมากกว่าการ



 

 

 

ภาพท่ี 3.24 การตอบสนองของ Pseudomonas
 

ข้อสรุปการทดสอบ (minimum visible response time)

• แม้ว่าผลการทดสอบการตอบสนองจะเห็นได้ตั้งแต่ นาทีท่ี 
ท่ีมีจํานวนเซลล์แบคทีเรียมาก  

• ในทางตรงกันข้าม  ในกรณีท่ีจํานวนเซลล์แบทคเรียน้อย ก็อาจจะทําให้สังเกตผลการตอบสนอง
ได้ไม่ชัดเจน 

• นอกจากนี้ ระยะเวลา 
เกิดปฏิกิริยาในภาคสนาม 

• ดังนั้น ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยารวม 
(sensitivity) ของชุดทดสอบในการตรวจหาเช้ือด้วย

 

 

 

 
 

 

Pseudomonas fluorescens ท่ีเวลา 1 นาที และ 2 นาที 

(minimum visible response time) 

แม้ว่าผลการทดสอบการตอบสนองจะเห็นได้ตั้งแต่ นาทีท่ี 1 ซ่ึงอาจจะไม่ก่อให้เกิดปัญหาในกรณี
ท่ีมีจํานวนเซลล์แบคทีเรียมาก   

ในทางตรงกันข้าม  ในกรณีท่ีจํานวนเซลล์แบทคเรียน้อย ก็อาจจะทําให้สังเกตผลการตอบสนอง

นอกจากนี้ ระยะเวลา 1 นาที และ 2 นาที ไม่มีความแตกต่างกันมากนักในเชิงระยะเวลาการ
เกิดปฏิกิริยาในภาคสนาม  

ดังนั้น ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยารวม 2 นาที ยังถือว่า มีความเหมาะสม ท้ังยังช่วยเพ่ิมความไว 
ของชุดทดสอบในการตรวจหาเช้ือด้วย 
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นาที (replication 2) 

ซ่ึงอาจจะไม่ก่อให้เกิดปัญหาในกรณี

ในทางตรงกันข้าม  ในกรณีท่ีจํานวนเซลล์แบทคเรียน้อย ก็อาจจะทําให้สังเกตผลการตอบสนอง

กต่างกันมากนักในเชิงระยะเวลาการ

นาที ยังถือว่า มีความเหมาะสม ท้ังยังช่วยเพ่ิมความไว 
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3.4.2.3 การศึกษาลักษณะการตอบสนองในรูปแบบที่ใกล้เคียงกับเนื้อสุกรจริง  
       (visible response type) 

เพ่ือศึกษารูปแบบการติดตามการตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens ท่ีมีการเพ่ิมจํานวน
อย่างต่อเนื่อง  

ดังนั้น จึงทําการศึกษาด้วยการติดตามการตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens ท่ีมีการเพ่ิม
จํานวนอย่างต่อเนื่องบนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง (agar) เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการติดตามการ
ตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens บนผิวหน้าเนื้อสุกรจริงต่อไป 
 

วิธีการทดสอบ 

• เกล่ีย (spread) Pseudomonas fluorescens ความเข้มข้นประมาณ 0.5 McFarland ลงบน
อาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง (agar) สําหรับ Pseudomonas จํานวน 24 ชุด จากนั้นจึงนําไปเพาะ
บ่มท่ี 25oซ  

• หลังการเพาะบ่มนาน 1 ช่ัวโมง 

• กระดาษกรอง WhatmanTM No.1 ตัดเป็นส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1” เทียบเท่า
กับ 6.45 ตารางเซนติเมตร (cm2) จํานวน 2 แผ่น นําไปวางบนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง 
(agar) และรอสักครู่เพ่ือให้กระดาษดูดซับ Pseudomonas fluorescence ขึ้นมาติดบนผิวหน้า
ของกระดาษกรอง  

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบลอกกระดาษกรองแผ่นท่ี 1 ออกจากผิวหน้า agar 
� หยดน้ํายา oxidase reagent ท่ีเตรียมใหม่ คือ 10% Tetra-methyl-p-

phenylenediamine dihydrochloride (TMPD) ปริมาตร 120 µl ลงบน
กระดาษกรองให้ท่ัว  สังเกตการตอบสนอง เป็นสีน้ําเงินท่ีเกิดขึ้นกับ colony 
ของ Pseudomonas fluorescens 

� อ่านผลการเกิดปฏิกิริยา คร้ังท่ี 1  เม่ือเกิดปฏิกิริยานาน  60 วินาที 
� อ่านผลการเกิดปฏิกิริยา คร้ังท่ี 2  เม่ือเกิดปฏิกิริยานาน 120 วินาที 

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบลอกกระดาษกรองแผ่นท่ี 2 ออกจากผิวหน้า agar 
� เฉพาะเม่ือการทดสอบให้ผลเป็นบวก คือ สังเกตเห็นสีน้ําเงินท่ี colony ของ 

Pseudomonas fluorescens บนผิวกระดาษกรองแผ่นท่ี 1 
� นํากระดาษกรองแผ่นท่ี 2 ใส่ใน 0.85% NaCl ปริมาตร 5 ml จากนั้นจึงเจือ

จางแบบ 10-fold serial dilution ประมาณ 8-10 ซํ้า  
� Pipette สารละลายท่ีได้ปริมาตร 100 µl ของแต่ละ dilution ลงบน 

Nutrient agar plate แล้วทําการ spread สารละลายให้กระจายเท่าๆ กัน
ท่ัวท้ัง plate 

� บ่มเพาะ (incubate) ท่ี อุณหภูมิ 25oซ นาน 48 ช่ัวโมง 



 

� นับจํานวนโคโลนี
คํานวณจํานวน 

• หลังการบ่มเพาะ 2 ช่ัวโมง  จึงทําการทดลองซํ้าเพ่ือสังเกตการตอบสนองเช่นเดียวกับการทดสอบ
หลังการเพาะบ่ม 1 ช่ัวโมง

• ติดตามการเปล่ียนแปลงการตอบสนองของ 
ครบช่ัวโมงท่ี 24 

 

ผลการทดสอบ 

• ไม่พบการตอบสนองของเซลล์ 
ตั้งแต่ช่ัวโมงท่ี 1 ถึง ช่ัวโมงท่ี 

 

ภาพท่ี 3.25 ไม่พบการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง
(ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น 

 

 

• พบการตอบสนองของเซลล์ 
ช่ัวโมงท่ี 15 ถึง ช่ัวโมงท่ี 

 

ภาพท่ี 3.26 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

(ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น 

นับจํานวนโคโลนีของ Pseudomonas fluorescens 

คํานวณจํานวน Pseudomonas fluorescens ต่อหนึ่งหน่วยพ้ืนท่ี

ช่ัวโมง  จึงทําการทดลองซํ้าเพ่ือสังเกตการตอบสนองเช่นเดียวกับการทดสอบ
ช่ัวโมง 

ติดตามการเปล่ียนแปลงการตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens

พบการตอบสนองของเซลล์ Pseudomonas fluorescens บนกระดาษกรอง 
ถึง ช่ัวโมงท่ี 14  (ภาพท่ี 3.25) 

   
 

พบการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง  (negative) 

ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น agar ด้านขวาของภาพย่อยเป็น filter paper)

การตอบสนองของเซลล์ Pseudomonas fluorescens บนกระดาษกรอง 
ถึง ช่ัวโมงท่ี 19 (ภาพท่ี 3.26-3.31) 

   
การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 

อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น agar ด้านขวาของภาพย่อยเป็น filter paper)
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 ในแต่ละ plate เพ่ือ
ต่อหนึ่งหน่วยพ้ืนท่ี  

ช่ัวโมง  จึงทําการทดลองซํ้าเพ่ือสังเกตการตอบสนองเช่นเดียวกับการทดสอบ

fluorescens ทุกช่ัวโมง จนกระท่ัง

บนกระดาษกรอง (negative) 

 

(negative) ช่ัวโมงท่ี 1-14 

filter paper) 

บนกระดาษกรอง (positive) ตั้งแต่

 
ช่ัวโมงท่ี 15  

filter paper) 



 

ภาพท่ี 3.27 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

(ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น 
 

 

ภาพท่ี 3.28 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

(ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น 

ภาพท่ี 3.29 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

(ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น 

  

การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 
อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น agar ด้านขวาของภาพย่อยเป็น filter paper)

   

การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 
อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น agar ด้านขวาของภาพย่อยเป็น filter paper)

 

 

  

การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 
อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น agar ด้านขวาของภาพย่อยเป็น filter paper)
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ช่ัวโมงท่ี 16  

filter paper) 

 

ช่ัวโมงท่ี 17  

filter paper) 

 

ช่ัวโมงท่ี 18   

filter paper) 



 

ภาพท่ี 3.30 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

(ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น 

ภาพท่ี 3.31 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

(ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น 
 

• จํานวนเซลล์/ตารางเซนติเมตร ช่ัวโมงท่ี 
 

ตารางท่ี 3.20  จํานวนเซลล์ Pseudomonas

ผิวอาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง (agar) 
 

ช่ัวโมงการบ่มเพาะ เซลล์/ตารางเซนติเมตร

15 1.5 x 10

16 1.5 x 10

17 1.6 x 10

18 2.5 x 10

19 5.6 x 10

 

  

การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 
อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น agar ด้านขวาของภาพย่อยเป็น filter paper)

 

   
การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 

อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที 

ด้านซ้ายของภาพย่อยเป็น agar ด้านขวาของภาพย่อยเป็น filter paper)

ตารางเซนติเมตร ช่ัวโมงท่ี 15-19  ดังตารางท่ี 3.20 และ ภาพท่ี 

Pseudomonas fluorescens ต่อตารางเซนติเมตรของกระดาษกรองท่ีลอกจาก
 

ตารางเซนติเมตร ภาพท่ี 
ระยะเวลาการอ่านผล

1 นาที 

1.5 x 10
11

 9 ไม่พบ 

1.5 x 10
11

 10 ไม่พบ 

1.6 x 10
12

 11 พบปริมาณน้อย 

2.5 x 10
12

 12 พบปริมาณน้อย 

5.6 x 10
12

 13 พบปริมาณปานกลาง 
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ช่ัวโมงท่ี 19  

filter paper) 

 
ช่ัวโมงท่ี 24  

filter paper) 

และ ภาพท่ี 3.32 

ต่อตารางเซนติเมตรของกระดาษกรองท่ีลอกจาก

ระยะเวลาการอ่านผล 

2 นาที 

พบปริมาณน้อย 

พบปริมาณน้อย 

พบปริมาณปานกลาง 

พบปริมาณมาก 

 พบปริมาณมาก 
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ภาพท่ี 3.32  การเพ่ิมจํานวนของ Pseudomonas fluorescens บน nutrient agar 25oซ 
สรุปผลการทดสอบ (agar surface) 

• เป็นวิธีการท่ีสามารถใช้ในการติดตามการตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens เป็นราย
ช่ัวโมงได้ 

• การอ่านผล ณ เวลา 1 นาที (lower sensitivity) 

• ให้ผลท่ีไวน้อยกว่า กล่าวคือ สามารถสังเกตเห็นการตอบสนองด้วยตาเปล่า (visual 
response) ตั้งแต่ช่ัวโมงท่ี 17 

• จํานวนเซลล์ขั้นต่ําท่ีให้ผลการตอบสนองท่ีเห็นได้ด้วยตาเปล่า (visual response) ตั้งแต่
ช่ัวโมงท่ี 17 คือ 1.6 x 1012 เซลล์ หรือ > 12 log cells/cm2 

• การอ่านผล ณ เวลา 2 นาที (higher sensitivity) 

• ให้ผลท่ีไวมากกว่า กล่าวคือ สามารถสังเกตเห็นการตอบสนองด้วยตาเปล่า (visual 
response) ได้ตั้งแต่ช่ัวโมงท่ี 15 

• จํานวนเซลล์ขั้นต่ําท่ีให้ผลการตอบสนองท่ีเห็นได้ด้วยตาเปล่า (visual response) ตั้งแต่
ช่ัวโมงท่ี 15 คือ 1.5 x 1011 เซลล์หรือ > 11 log cells/cm2 

• เพ่ือการสังเกตการตอบสนองด้วยตาเปล่า (visual response) ท่ีดีท่ีสุด จึงแนะนําให้อ่านผล ณ 
เวลา 2 นาทีหลังหยดน้ํายา 

• การตอบสนองท่ีสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า  (visual response) มีลักษณะเป็นแบบ
มีขั้นต่ํา หรือ threshold กล่าวคือ แบคทีเรียมีการเพ่ิมจํานวนอย่างต่อเนื่อง โดยไม่สามารถ
สังเกตเห็นการตอบสนอง จนกระท่ัง จํานวนเซลล์เพ่ือมจํานวนถึงจํานวนเซลล์ขั้นต่ํา ก็จะสามารถ
สังเกตเห็นการตอบสนองได้ด้วยตาเปล่า (visible response)  

Pseudomonas fluorescens  growth on nutrient agar

0

1E+12

2E+12

3E+12

4E+12

5E+12

6E+12

7E+12

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Incubation time (Hour)

c
e
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s
/c
m
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3.4.3 ความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ test kits 
เบ้ืองต้น (OXIDASE TEST) 
       (Relationship of Bacterial cells and response : OXIDASE TEST) 
 
 

OXIDASE TEST 
 
 

การศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ oxidase test บน
เนื้อสุกร ประกอบด้วย 2 ระดับ (ภาพท่ี 3.33) คือ 

3.4.3.1 ระดับห้องปฏิบัติการเบ้ืองต้น (Preliminary laboratory scale) เป็นการศึกษาระดับนําร่อง
เพ่ือมุ่งหาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ oxidase test โดยดําเนินการ
ในห้องปฏิบัติการท่ีมีการควบคุมปัจจัยผันแปรต่างๆ ได้ 

3.4.3.2 ระดับภาคสนามเบ้ืองต้น (Preliminary field scale) เป็นการศึกษาระดับนําร่องต่อเนื่องจาก
ระดับห้องปฏิบัติการเบ้ืองต้น เพ่ือมุ่งหาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ 
oxidase test โดยดําเนินการในภาคสนามท่ีมีปัจจัยผันแปรต่างๆ ในสถานการณ์การใช้งานชุดทดสอบจริง 
ผ่าน platform ท่ีใกล้เคียงกับชุดทดสอบท่ีจะใช้จริงมากท่ีสุด 

 

 
 

ภาพท่ี 3.33  ขั้นตอนการศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนอง 
ของ oxidase test เบ้ืองต้น 
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3.4.3.1 ระดับห้องปฏิบัติการเบ้ืองต้น 
        (Preliminary laboratory scale) 
   วิธีการทดสอบ 

• นําเนื้อสุกร (ส่วนสันนอก) มาล้างด้วย 0.85% NaCl 200 มล. เพ่ือกําจัดแบคทีเรียท่ีอาจจะ
ปนเป้ือนท่ีผิวนอกของเนื้อสุกร 

•  ใช้มีดปลอดเช้ือ (sterile) แบ่งเนื้อสุกรเป็นช้ินขนาดความหนาประมาณ 1-2 เซนติเมตร  โดย
ต้องระมัดระวังมิให้มีการปนเป้ือนท่ีผิวหน้าเนื้อสุกร 

• ใช้ cotton swab เกล่ีย (inoculate) Pseudomonas fluorescence ระดับความเข้มข้น 0.5 
McFarland (1 x 107 cfu/ml) ลงบนเนื้อสุกร และเพาะบ่ม (incubate) อุณหภูมิ 25oซ 

• กระดาษกรอง WhatmanTM No.1 ตัดเป็นส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1” เทียบเท่า
กับ 6.45 ตารางเซนติเมตร (cm2) จํานวน 2 แผ่น นําไปวางบนผิวหน้าเนื้อสุกร  และรอสักครู่
เพ่ือให้กระดาษดูดซับ Pseudomonas fluorescence ขึ้นมาติดบนผิวของกระดาษกรอง  

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบลอกกระดาษกรองแผ่นท่ี 1 ออกจากผิวเนื้อสุกร 
� ดํ า เ นิ น ก า ร ห ย ด น้ํ า ย า  10% Tetra-methyl-p-phenylenediamine 

dihydrochloride (TMPD) ปริมาตร 120 µl ลงบนกระดาษกรองให้ท่ัว  
อ่านผลโดยสังเกตสีน้ําเงินท่ีเกิดขึ้นกับ colony ของ P. fluorescens 

� อ่านผลการเกิดปฏิกิริยา คร้ังท่ี 1  เม่ือเกิดปฏิกิริยานาน  60 วินาที 
� อ่านผลการเกิดปฏิกิริยา คร้ังท่ี 2  เม่ือเกิดปฏิกิริยานาน 120 วินาที 

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบลอกกระดาษกรองแผ่นท่ี 2 ออกจากผิวเนื้อสุกร 
� เฉพาะเม่ือการทดสอบให้ผลเป็นบวก คือ สังเกตเห็นสีน้ําเงินท่ี colony ของ 

Pseudomonas fluorescens 
� นํากระดาษกรองแผ่นท่ี 2 ท่ีลอกออกจากผิวเนื้อสุกร  นําใส่ลงใน 0.85% 

NaCl ปริมาตร 5 ml  จากนั้นจึงเจือจางแบบ 10-fold serial dilution 
ประมาณ 8-10 คร้ัง  

� Pipette สารละลาย 100 µl ลงบน Nutrient agar plate แล้วทําการ 
spread สารละลายให้กระจายเท่าๆ กันท่ัวท้ัง plate 

� บ่มเพาะ (incubate) ท่ี อุณหภูมิ 25oซ นาน 48 ช่ัวโมง 
� นับจํานวนโคโลนียของ Pseudomonas fluorescens  ในแต่ละ plate แล้ว

คํานวณจํานวน Pseudomonas fluorescens ต่อหนึ่งหน่วยพ้ืนท่ี  

• หลังการบ่มเพาะ 2 ช่ัวโมง  จึงทําการทดลองซํ้าเพ่ือสังเกตการตอบสนองเช่นเดียวกับการทดสอบ
หลังการเพาะบ่ม 1 ช่ัวโมง 

• ติดตามการเปล่ียนแปลงการตอบสนองทุกช่ัวโมง จนครบช่ัวโมงท่ี 21 ช่ัวโมง 
 



 

ผลการทดสอบ 

• ไม่พบการตอบสนองของ
ช่ัวโมงท่ี 1 ถึง ช่ัวโมงท่ี 

• พบการตอบสนองของ
14 ถึง ช่ัวโมงท่ี 21  ภาพท่ี

 
 

ภาพท่ี 3.34 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

ภาพท่ี 3.35 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

 
 

ภาพท่ี 3.36 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

พบการตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens  บนกระดาษกรอง 
ถึง ช่ัวโมงท่ี 13 

พบการตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens  บนกระดาษกรอง 
ภาพท่ี 3.34-3.41 

   

การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 
อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

 

 
 
 

 
การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 

อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

 

รตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 
อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 
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บนกระดาษกรอง (negative) ตั้งแต่

บนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 

 

ช่ัวโมงท่ี 14  

 
ช่ัวโมงท่ี 15  

 

ช่ัวโมงท่ี 16  



 

ภาพท่ี 3.37 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

ภาพท่ี 3.38 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

ภาพท่ี 3.39 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

 
 

 

 
การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 

อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

 

 
การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 

อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

 
 

 

การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 
อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

    

153

 
ช่ัวโมงท่ี 17   

 
ช่ัวโมงท่ี 18  

 

ช่ัวโมงท่ี 19  

 



 

ภาพท่ี 3.40 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

 

ภาพท่ี 3.41 การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง 

 

• จํานวนเซลล์/ตารางเซนติเ
 

ตารางท่ี 3.21  จํานวนเซลล์ Pseudomonas

ผิวเนื้อสุกร 
 

ช่ัวโมงการบ่มเพาะ เซลล์

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

 

การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 
อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

 
การตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียบนกระดาษกรอง (positive) ช่ัวโมงท่ี 

อ่านผล 1 นาที และ 2 นาที ตามลําดับ 

ตารางเซนติเมตร ช่ัวโมงท่ี 14-19 (ตารางท่ี 3.21 และ ภาพท่ี 

Pseudomonas fluorescens ต่อตารางเซนติเมตรของกระดาษกรองท่ีลอกจาก

เซลล์/ตารางเซนติเมตร ภาพท่ี 
ระยะเวลาการอ่านผล

1 นาที 

2.0 x10
7

 17 � 

2.4 x10
7

 18 � 

2.3 x10
7

 19 �� 

8.4 x10
8

 20 �� 

1.0 x10
9

 21 �� 

1.2 x10
9

 22 �� 

8.9 x10
7

 23 � 

2.6 x10
7

 24 � 
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ช่ัวโมงท่ี 20  

 
ช่ัวโมงท่ี 21  

และ ภาพท่ี 3.42)  

ต่อตารางเซนติเมตรของกระดาษกรองท่ีลอกจาก

ระยะเวลาการอ่านผล 

2 นาที 

� 

�� 

��� 

��� 

��� 

��� 

��� 

�� 
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ภาพท่ี 3.42  การเพ่ิมจํานวนของ Pseudomonas fluorescens บนเนื้อสุกรท่ี 25oซ 

 
สรุปผลการทดสอบ (pork surface) 

• การอ่านผล ณ เวลา 1 นาที (lower visibility) 

ο สามารถสังเกตเห็นการตอบสนองด้วยตาเปล่า (visual response) ได้ตั้งแต่ช่ัวโมงท่ี 14 
แต่มีระดับการตอบสนอง (ความชัด) น้อยกว่า  

ο จํานวนเซลล์ขั้นต่ําท่ีสามารถสังเกตเห็นการตอบสนองด้วยตาเปล่า (visual response) 
คือ 2.0 x 107 เซลล์ หรือ > 7 log cells/cm2 

• การอ่านผล ณ เวลา 2 นาที (higher visibility) 

ο สามารถสังเกตเห็นการตอบสนองด้วยตาเปล่า (visual response) ได้ตั้งแต่ช่ัวโมงท่ี 14 
แต่มีระดับการตอบสนอง (ความชัด) มากกว่า 

ο จํานวนเซลล์ขั้นต่ําท่ีสามารถสังเกตเห็นการตอบสนองด้วยตาเปล่า (visual response) 
คือ 2.0 x 107 เซลล์ หรือ > 7 log cells/cm2  

ο ใกล้เคียงกับการอ่านผล ณ เวลา 1 นาที 

• แม้ว่า การตอบสนองด้วยตาเปล่า (visual response) ของการอ่านผลกระดาษกรองท่ีลอกจาก
ผิวเนื้อสุกร ณ เวลา 1 นาที และ ณ เวลา 2 นาที จะไม่แตกต่างกัน แต่การตอบสนอง ณ เวลา 2 
นาที มีความชัดเจนมากกว่า ดังนั้น จึงแนะนําให้อ่านผลการตอบสนอง ณ เวลา 2 นาที 
เช่นเดียวกับกรณีของการทดสอบบนผิวอาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง (agar)  

• การตอบสนองท่ีสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่าจากกระดาษกรองท่ีลอกจากผิวเนื้อสุกร  มีลักษณะเป็น
แบบมีขั้นต่ํา หรือ threshold กล่าวคือ แบคทีเรียมีการเพ่ิมจํานวนอย่างต่อเนื่อง โดยไม่สามารถ

Pseudomonas fluorescens  growth on pork
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สังเกตเห็นการตอบสนอง จนกระท่ัง จํานวนเซลล์เพ่ือมจํานวนถึงจํานวนเซลล์ขั้นต่ํา ก็จะสามารถ
สังเกตเห็นการตอบสนองได้ด้วยตาเปล่า (visible response) เช่นเดียวกับกรณีของการทดสอบ
บนผิวอาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง (agar) ดังภาพท่ี 3.43 และ ตารางท่ี 3.22 

 
ภาพท่ี 3.43 เปรียบเทียบการตอบสนอง (visual response) จํานวน Pseudomonas fluorescens บน

กระดาษกรองท่ีลอกจากผิวเนื้อสุกร (pork surface) และผิวอาหารเล้ียงเช้ือ (agar surface) 
 
ตารางท่ี 3.22  จํานวนเซลล์ Pseudomonas fluorescens ต่อตารางเซนติเมตรของกระดาษกรองท่ีลอกจาก
ผิวเนื้อสุกร (pork surface) และผิวอาหารเล้ียงเช้ือ (agar surface) 
 

ช่ัวโมงการบ่มเพาะ 
ผิวเนื้อสุกร  ผิวอาหารเล้ียงเช้ือ 

เซลล์/ซม2 ผลการตอบสนอง*  เซลล์/ซม2 ผลการตอบสนอง* 

14 2.0 x107 �  <1.5 x 1011 � 

15 2.4 x107 ��  1.5 x 1011 � 

16 2.3 x107 ���  1.5 x 1011 � 

17 8.4 x108 ���  1.6 x 1012 �� 

18 1.0 x109 ���  2.5 x 1012 ��� 

19 1.2 x109 ���  5.6 x 1012 ��� 
  * อ่านผลการตอบสนองท่ีสังเกตได้ด้วยตาเปล่า (visual response) ณ เวลา 2 นาทีหลังหยดน้ํายา 
 

Visual response on pork surface & agar surface as a 

function of Pseudomonas fluorescens  cell number
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• Pseudomonas fluorescens สามารถเจริญเติบโตอย่างต่อเนื่องบนผิวเนื้อสุกรในระหว่าง 
ช่ัวโมงท่ี 1-19  โดยสังเกตจากความเข้มข้นเซลล์ ในช่ัวโมงท่ี 14 = 7 log cells/cm2 เพ่ิมขึ้นใน
ช่ัวโมงท่ี 19 = 9 log cells/cm2 ในขณะท่ี ช่ัวโมงท่ี 20-21 ความเข้มข้นลดลงมาเท่ากับความ
เข้มข้นในช่ัวโมงท่ี 14 = 7 log cells/cm2 คาดว่า อาจจะเกิดจากสภาวะส่ิงแวดล้อมบนผิวเนื้อ
สุกรไม่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของ Pseudomonas fluorescens ทําให้ไม่สามารถ
แข่งขันกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน (ท่ีให้ผลลบต่อ Oxidase) ท่ีเพ่ิมจํานวนเซลล์มากขึ้นกว่า 
Pseudomonas fluorescens 

• การตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens บนผิวเนื้อสุกร (pork surface) มีความไว
มากกว่าการตอบสนองบนผิวอาหารเล้ียงเช้ือ (agar surface) ท้ังนี้อาจจะเนื่องจาก 
Pseudomonas fluorescens สามารถเจริญเติบโตบนผิวเนื้อสุกรซ่ึงมีปัจจัยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตครบถ้วนกว่าอาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง ดังตารางท่ี 3.22 และ ภาพท่ี 3.43  
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3.4.3.2 ระดับภาคสนามเบ้ืองต้น 
        (Preliminary field scale) 
 

   วิธีการทดสอบ 

• เก็บตัวอย่างเนื้อสุกร (ส่วนสันนอก) จากเขียงตลาดสดจํานวน 48 ตัวอย่าง  

• นําตัวอย่ าง สุกรผ่านการทดสอบเ พ่ือเปรียบเทียบ การปนเ ป้ือนของ Pseudomonas 

fluorescens โดย 1.ใช้ชุดทดสอบ (test kit) และ 2.ใช้การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 
(laboratory test) 
1. ชุดทดสอบ Oxidase test 

ο ตัดกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 เป็นรูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 
1” เทียบเท่ากับ 6.45 ตารางเซนติเมตร (cm2) นําไปวางบนผิวหน้าเนื้อสุกร  และรอ
สักครู่เพ่ือให้กระดาษดูดซับ Pseudomonas fluorescens ขึ้นมาติดบนผิวของกระดาษ
กรอง  

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบลอกกระดาษกรองออกจากผิวเนื้อสุกร 

ο หยด 10% Tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD) 
ปริมาตร 120 µl ลงบนกระดาษกรองให้ท่ัว  อ่านผลโดยสังเกตสีน้ําเงินท่ีเกิดขึ้นกับ  
Pseudomonas fluorescens 

� อ่านผลการเกิดปฏิกิริยา คร้ังท่ี 1  เม่ือเกิดปฏิกิริยานาน  60 วินาที 
� อ่านผลการเกิดปฏิกิริยา คร้ังท่ี 2  เม่ือเกิดปฏิกิริยานาน 120 วินาที 

2. การทดสอบทางห้องปฏิบัติการ 

ο ช่ังเนื้อสุกร 25 กรัม นํามาผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันกับ Buffered peptone water 
(BPW) ปริมาตร 225 ml ให้ได้การเจือจางลง 10 เท่า (เจือจาง 10-1) แล้วทํา serial 10-
fold dilution ด้วย BPW อีกขั้นประมาณ 8-10 dilutions 

ο นําสารละลายของแต่ละ dilution ปริมาตร 0.1 ml มาเพาะเช้ือด้วยวิธี spread plate 
ลงบน Pseudomonas CFC selective agar (SR0103) บ่มเพาะท่ีอุณหภูมิ 25ºซ นาน 
48 ชม. 

ο นับจํานวน colony ของ Pseudomonas fluorescens ท่ีเรืองแสง (fluorescent) 
ภายใต้แสง UVA ความยาวคล่ืน 500 nm  

ο นับจํานวนโคโลนี Pseudomonas fluorescens ในแต่ละ plate แล้วคํานวณจํานวน 
Pseudomonas fluorescens ในหน่วย cfu/g  

• หาความสัมพันธ์ระหว่าง การตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens โดยการใช้ชุด
ทดสอบ Oxidase test (visual response) และ จํานวน Pseudomonas fluorescens ท่ี
วิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) โดยพิจารณาจาก 
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ο correlation coefficient (r) มีค่าระหว่าง -1 ถึง +1 กล่าวคือ  
  - r < 0 หรือ ค่าลบ (negative) คือ ผลการตอบสนองจากการใช้ชุดทดสอบ (visual 

response) แปรผกผันกับ จํานวน Pseudomonas fluorescens ท่ีวิเคราะห์ได้ทาง
ห้องปฏิบัติการ (laboratory result) โดยระดับการแปรผกผันมากขึ้น เม่ือ r เข้าใกล้ -1 

  - r = 0 คือ ผลการตอบสนองจากการใช้ชุดทดสอบ (visual response) ไม่ผันแปร
กับ จํานวน Pseudomonas fluorescens ท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory 
result) 

 - r > 0 หรือ ค่าบวก (positive) คือ ผลการตอบสนองจากการใช้ชุดทดสอบ 
(visual response) แปรผันตรง กับจํานวน Pseudomonas fluorescens ท่ีวิเคราะห์ได้
ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) โดยระดับการแปรผันมากขึ้น เม่ือ r เข้าใกล้ +1 

ผลการทดสอบ 

• การจัดเรียบเรียงข้อมูลของ 2 ตัวแปร (visual response vs. laboratory result) ท่ีให้ผลการ
ทดลองท่ีเป็นไปได้ 2 ทาง คือ การพบ/ไม่พบการปนเป้ือน ทําให้แบ่งผลการวิเคราะห์ได้เป็น 4 
กลุ่ม ดังตารางท่ี 3.23 

 

ตารางท่ี 3.23 ความสอดคล้องกันของการวิเคราะห์ Pseudomonas fluorescens ด้วยวิธีทางห้องปฏิบัติการ
และ ชุดทดสอบ Oxidase 
 

จํานวนตัวอย่างเนื้อสุกรท่ีวิเคราะห์ 

การปนเป้ือน Pseudomonas fluorescens 

ผล Oxidase test 

พบการปนเป้ือน 

(positive) 

ไม่พบการปนเป้ือน 

(negative) 

ผลการวิเคราะห์ทาง

ห้องปฏิบัติการ 

(laboratory result) 

พบการปนเป้ือน 

(positive) 
5 0 

ไม่พบการปนเป้ือน 

(negative) 
28 15 

 
 

• กรณีท่ี visual response และ laboratory result ขัดแย้งกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 

ο Visual response ให้ผลบวก แต่ Laboratory result ให้ผลลบ หมายความว่า ชุด
ทดสอบมีความสามารถในการระบุการปนเ ป้ือน ในขณะท่ี การวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการกลับไม่สามารถตรวจพลการปนป้ือนได้ ดูเหมือนว่า ชุดทดสอบให้ผลบวก
ลวง (false positive)  

ο คําอธิบายท่ีเป็นไปได้ คือ 
� การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการโดย spread plate นั้น จะมีการเจริญเติบโต

ของแบคทีเรียอ่ืนๆ จํานวนมากทับซ้อนกับ Pseudomonas fluorescens 
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ส่งผลทําให้ plate ท่ีมี dilution ต่ําๆ  ซ่ึงมีความหนาแน่นของเช้ือมาก 
จนกระท่ังไปบดบังการเรืองแสงของ Pseudomonas fluorescens  แม้ว่า
จะมี Pseudomonas fluorescens อยู่ แต่ laboratory result ก็อาจจะไม่
สามารถระบุหรือนับจํานวน colony ของ Pseudomonas fluorescens ได้ 

� ในขณะท่ีติดข้อจํากัดของ laboratory result กลับสร้างข้อได้เปรียบของชุด
ทดสอบ Oxidase test  เนื่องจากเป็นการทดสอบท่ีจําเพาะ (specific) จาก
การเกิดสีน้ําเงินเฉพาะแบคทีเรียท่ีให้ผลบวกกับ oxidase test เท่านั้น ดังนั้น
การปนเป้ือนแม้เพียงเล็กน้อยของ Pseudomonas fluorescens ท่ามกลาง
การปนเป้ือนอย่างหนาแน่นของแบคทีเรียคู่แข่งอ่ืนๆ  ชุดทดสอบก็ยังสามารถ
สังเกตเห็นการตอบสนองได้  

� อัตราการให้ผลบวกจากการใช้ชุดทดสอบสูงถึงร้อยละ 68.75 (33/48) 
ในขณะท่ีผลบวกจากการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการกลับให้ผลบวกเพียงร้อย
ละ 10.42 (5/48) 

• เม่ือนําผลการตอบสนองท่ีพบการปนเป้ือน (positive) และ ผลทางห้องปฏิบัติการท่ีพบการ
ปนเป้ือน (positive) เฉพาะท่ีมีความสอดคล้องกัน (agreement) คือ 20 ตัวอย่างท่ีปนเป้ือน 
และ 7 ตัวอย่างท่ีไม่ปนเป้ือน  

ο ค่า r หรือ correlation coefficient ประมาณ 0.9511 (หรือ ร้อยละ 95)  แสดงว่า ผล
การตอบสนองจากการใช้ชุดทดสอบ (visual response) แปรผันตรงกับจํานวน 
Pseudomonas fluorescens ท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) 
อย่างมาก ซ่ึงสอดคล้องกับค่า r2 = 0.9048 ดังภาพท่ี 3.44  

ο ความสัมพันธ์ของจํานวน Pseudomonas fluorescens และระดับการตอบสนองของ 
Catalase test kits เบ้ืองต้น ได้ 1 แบบจําลอง คือ 

     0009.02878.01 += xyPS    (CR PS1) 

โดยท่ี 
y คือ ระดับ Bacterial catalase activity (BCA) 
x คือ ระดับการปนเป้ือน Pseudomonas fluorescens (log cfu/cm2) 

 

 เม่ือปรับตําแหน่งและกําหนดค่าของตัวแปร x และ y ทําให้ได้ 2 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการ
ตอบสนอง response contamination (RC) models  
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ภาพท่ี 3.44  ความสัมพันธ์ของ ผลการตอบสนองจากการใช้ชุดทดสอบ (visual response) แปรผันตรงกับ
จํานวน Pseudomonas fluorescens ท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) 
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3.4.2 การเตรียมการศึกษาลักษณะการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียนําไปประยุกต์ใช้จริงกับ
เน้ือสุกร (CATALASE TEST) 
     (rapid test preparation experiment for field use) 
 
 

CATALASE  TEST 
 

 การเตรียมการศึกษาลักษณะการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียนําไปประยุกต์ใช้จริงกับเนื้อสุกร ของ 
Catalase test ประกอบด้วย 7 การทดสอบ (ดังภาพท่ี 3.45) คือ 

3.4.2.1 การศึกษารูปแบบของชุดทดสอบท่ีเหมาะสมใช้ในภาคสนาม  
        (Field use platform) 
3.4.2.2 การศึกษาจํานวนเซลล์แบคทีเรียขั้นต่ําในการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรีย  
       (visible response cells) 
3.4.2.3 การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการสังเกตผลการตอบสนอง  
        (visible response time)  
3.4.2.4 การศึกษาขนาด syringe เพ่ิมเติมในการสังเกตผลการตอบสนอง  
        (alternative syringe size)  
3.4.2.5 การคัดเลือกขนาด syringe ในการสังเกตผลการตอบสนอง  
        (syringe size comparison) 
3.4.2.6 การศึกษาการทําลาย Catalase จําเพาะ 
        (specific Catalase Inactivation) 
3.4.2.7 การศึกษาพิสัยปกติของ pork catalase 
        (normal range of pork catalase) 
 

 
ภาพท่ี 3.45 การเตรียมการศึกษาลักษณะการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียนําไปประยุกต์ใช้จริงกับเนื้อสุกร 



 

3.4.2.1 การศึกษารูปแบบของชุดทดสอบที่เหมาะสมใช้ในภาคสนาม 

        (Field use platform) 

• ข้อจํากัดของรูปแบบการวัดการทํางานของ 
1. วิธี Titrimetric (ภาพท่ี 
ปี ค.ศ. 1926 นาย Von Euler 

hydrogen peroxide ท่ีทราบปริมาณแน่นอน นําผสมกับ 
จากนั้นเติมสารละลาย  Catalase

การทดสอบ Catalase  
 

ภาพท่ี 3.46 อุปกรณ์ในการวัดการทํางานของ 
 

ข้อจํากัด :  อุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการซับซ้อน  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้งยุ่งยาก 
เสียเวลา  ต้องการสถานท่ี  สารเคมีอันตราย

 

 

2. วิธี Spectrophotometric

ปี ค.ศ. 1950 นาย Chance 

spectrophotometer กล่าวคือ 
250 nm  การทดสอบโดยการวัดแสงผ่านสารละลายผสมของ 
hydrogen peroxide 3 มล

 

การศึกษารูปแบบของชุดทดสอบที่เหมาะสมใช้ในภาคสนาม  

ข้อจํากัดของรูปแบบการวัดการทํางานของ Catalase (Catalase activity) 

ภาพท่ี 3.46) 
Von Euler และนาย Josephson ได้พัฒนาวิธี titrimetric 

ท่ีทราบปริมาณแน่นอน นําผสมกับ phosphate buffer

Catalase ลงไป จากนั้นจึงหยุดปฏิกิริยาด้วยกรดซัลฟูริค เป็นวิธีท่ีดี่ท่ีสุดใน

 

อุปกรณ์ในการวัดการทํางานของ Catalase โดยวิธี Titrimetric

อุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการซับซ้อน  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้งยุ่งยาก 
ต้องการสถานท่ี  สารเคมีอันตราย 

Spectrophotometric (ภาพท่ี 3.47) 

Chance และ นาย Herbert ได้พัฒนาวิธีการวัดการทํางาน 
กล่าวคือ hydrogen peroxide ยอมให้แสงผ่านได้ท่ีความยาวคล่ืนแสง 

การทดสอบโดยการวัดแสงผ่านสารละลายผสมของ Catalase 1 ul 

มล. ลดลงในเวลา 10, 20, 30, 50 และ 70 วินาที  
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Catalase (Catalase activity)  

titrimetric โดยการใช้ 
phosphate buffer แล้วทําให้เย็นท่ี 0oซ 

ลงไป จากนั้นจึงหยุดปฏิกิริยาด้วยกรดซัลฟูริค เป็นวิธีท่ีดี่ท่ีสุดใน

Titrimetric  

อุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการซับซ้อน  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้งยุ่งยาก 

ได้พัฒนาวิธีการวัดการทํางาน Catalase โดย 
ยอมให้แสงผ่านได้ท่ีความยาวคล่ืนแสง 230-

Catalase 1 ul ในการสลาย 1:5,000 



 

ภาพท่ี 3.47 อุปกรณ์ในการวัดการทํางานของ 
 

ข้อจํากัด :  เคร่ือง spectrophotometer 

ยุ่งยาก เสียเวลา  ต้องการสถานท่ี
3. วิธี Manometric 

ปี ค.ศ. 1948 นาย George 

เกิดขึ้นระหว่างการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง 
ความเร็วของการเกิดปฏิกิริยาได้ด้วย

 

ภาพท่ี 3.48 อุปกรณ์ในการวัดการทํางานของ 
 

ข้อจํากัด :  อุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการซับซ้อน  เคร่ื
เสียเวลา  ต้องการสถานท่ี  อันตรายจากความร้อน

 

 

 

 

 

 

อุปกรณ์ในการวัดการทํางานของ Catalase โดยวิธี Spectrophotometric

spectrophotometer ราคาสูง  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้ง
ต้องการสถานท่ี 

 (ภาพท่ี 3.48) 
George ได้พัฒนาวิธีวัดการทํางาน Catalase โดยการวัดปริม

เกิดขึ้นระหว่างการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง Catalase และ hydrogen peroxide 

ความเร็วของการเกิดปฏิกิริยาได้ด้วย  

 

อุปกรณ์ในการวัดการทํางานของ Catalase โดยวิธี Manometric

อุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการซับซ้อน  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้งยุ่งยาก 
ต้องการสถานท่ี  อันตรายจากความร้อน 
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Spectrophotometric 

เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้ง

โดยการวัดปริมาณออกซิเจนท่ี
hydrogen peroxide วิธีนี้สามารถวัด

Manometric 

องแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้งยุ่งยาก 
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4. วิธี Catalase meter  
4.1 วิธี Catalase meter ด้วย Paper Disc System  
บริษัท Bio-Engineering Group จํากัด เมือง New Haven รัฐ Cincinnati สหรัฐอเมริกา ได้

พัฒนาเคร่ืองมือวัดเวลาการลอยตัว (floatation time) ของกระดาษกระดุม (paper disc) ท่ีมี 
Catalase (ภาพท่ี 3.49) 

 

 
ภาพท่ี 3.49 เคร่ืองวัดการทํางานของ Catalase จําหน่ายโดย บริษัท Bio-Engineering Group จํากัด 

 

การทดสอบทําได้โดยเติมสารละลาย 3% hydrogen peroxide (น้ํา และ EDTA 10-6 M.) 5 
มล. ลงในหลอดทดลองและวางลงในเคร่ืองมือ  แล้วนํา paper disc ชุบตัวอย่างไปวางลงในหลอด
ทดลองท่ีเตรียมไว้ทันที  paper disc จะตกลงสู่ท่ีผิวสารละลายด้วยแรงดึงดูดของโลก  เร่ิมจับเวลา
ตั้งแต่เร่ิมวาง paper disc ลงในหลอดทดลอง (start) หากตัวอย่างมี Catalase ก็จะเกิดปฏิกิริยากับ
สารละลาย hydrogen peroxide ท่ีก้นหลอด เกิดฟองอากาศ (gas bubbles) ขึ้นมา จนดันให้ 
paper disc ลอยตัวขึ้นมาจากผิวสารละลาย hydrogen peroxide ช่ัวระยะเวลาหนึ่ง เม่ือ paper 
disc ตกลงสู่ผิวสารละลาย hydrogen peroxide ให้หยุดการจับเวลา (stop) ระยะเวลาตั้งแต่เร่ิมจน
หยุดปฏิกิริยา เรียกว่า เวลาการลอยตัว (floatation time) โดยเวลาการลอยตัวจะแปรผกผันกับการ
ทํางานของ Catalase ทําให้สามารถใช้เคร่ืองมือในการวัดการทํางานของ Catalase ได้ 

ข้อจํากัด : อุปกรณ์ราคาสูง  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย การติดตั้งยุ่งยาก เสียเวลา  
 

4.2 วิธี vacuum Catalase meter  
คณะนักวิจัย จิรวัฒน์ กันต์เกรียงวงศ์,  วิชัย พาชู, ประเวทย์ ตุ้ยเต็มวงศ์, วรพจน์ สุนทรสุข 

และ ฆรณี ตุ้ยเต็มวงศ์ (Kunkriengwong et al., 2006) ได้พัฒนาวิธีการเพ่ิมประสิทธิภาพและความ
ไวของเคร่ือง Catalase meter โดยใช้แรงดันสุญญากาศช่วยเป็นแรงเร่ิมต้นในการลอยตัวของ paper 
disc เพ่ือประมาณจํานวนแบคทีเรียท่ีมีปริมาณน้อยได้  (ภาพท่ี 3.50)  

 



 

ภาพท่ี 3.50  แผนภูมิองค์ประกอบของเคร่ือง 
 

ข้อจํากัด :  อุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการซับซ้อน  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้งยุ่งยาก 
เสียเวลา  ต้องการสถานท่ี 

 

5. วิธี Test tube (ภาพท่ี 
วิธีนี้สามารถวัดอัตราการเกิดปฏิกิริยาได้ โดยการใส่ตัวอย่างท่ีเป็นของแข็งหรือของเหลวลงใน

หลอดทดลองปลอดเช้ือ จากนั้นเติมสารละลาย 
เป็น ระดับขั้น คือ แรง (strong) 

การทดสอบการทํางานของ 
ข้อจํากัด :  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย
 

ภาพท่ี 3.51 อุปกรณ์ในการวัดการทํางานของ 
 

6. วิธี Capillary tube

ปี ค.ศ. 1985 นาย Fung 

หลอด Pasteur pipette 

และ Catalase ให้ทําปฏิกิริยากันท่ีปลาย 
ท่ีลนปิดด้วยความร้อนขึ้น ฟองอากาศ

แผนภูมิองค์ประกอบของเคร่ือง vacuum Catalase meter โดยคณะนักวิจัยไทย

อุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการซับซ้อน  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้งยุ่งยาก 
 

ภาพท่ี 3.51) 
วิธีนี้สามารถวัดอัตราการเกิดปฏิกิริยาได้ โดยการใส่ตัวอย่างท่ีเป็นของแข็งหรือของเหลวลงใน

หลอดทดลองปลอดเช้ือ จากนั้นเติมสารละลาย hydrogen peroxide ลงไป บันทึกผลการทดลอง
(strong) ปานกลาง (moderate) น้อย (low) หรือ ไม่มี 

การทดสอบการทํางานของ Catalase ในเนื้อสัตว์   
เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย 

 

 

อุปกรณ์ในการวัดการทํางานของ Catalase โดยวิธี Test tube

Capillary tube (ภาพท่ี 3.52) 

Fung ได้พัฒนาวิธีการใช้หลอด capillary อย่างง่ายๆ
Pasteur pipette ด้านแคบด้วยความร้อน  โดยการผสมสารละลาย hydrogen peroxide 

ให้ทําปฏิกิริยากันท่ีปลาย Pasteur pipette ท่ีลนปิดด้วยความร้อน เม่ือกลับหัวด้าน
ท่ีลนปิดด้วยความร้อนขึ้น ฟองอากาศ (gas bubbles) ท่ีเกิดขึ้นจากปฏิกิริยาก็จะลอยตัวสะสมท่ี
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โดยคณะนักวิจัยไทย 

อุปกรณ์ทางห้องปฏิบัติการซับซ้อน  เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย  การติดตั้งยุ่งยาก 

วิธีนี้สามารถวัดอัตราการเกิดปฏิกิริยาได้ โดยการใส่ตัวอย่างท่ีเป็นของแข็งหรือของเหลวลงใน
ลงไป บันทึกผลการทดลอง

หรือ ไม่มี (no)  นิยมใช้วิธีนี้ใน

Test tube 

ยๆ โดยการลนปิดปลาย
hydrogen peroxide 

ท่ีลนปิดด้วยความร้อน เม่ือกลับหัวด้าน
ท่ีเกิดขึ้นจากปฏิกิริยาก็จะลอยตัวสะสมท่ี



 167

ด้านบนของ Pasteur pipette โดยปริมาณฟองอากาศท่ีสะสมจะแปรผันตรงกับการทํางานของ 
Catalase  

ข้อจํากัด :  1. เคร่ืองแก้วแตกหักเสียหาย 
 

 
 

ภาพท่ี 3.52 การทดสอบการทํางานของ Catalase โดยวิธี Capillary tube 
 

• เงื่อนไขของรูปแบบชุดทดสอบท่ีแก้ไขข้อจํากัดของการทดสอบท่ีผ่านมา  เป็นมีความเป็นไปได้ใน
การพัฒนาต่อเนื่องในภาคสนาม เช่น การใช้อุปกรณ์ท่ีเป็นพลาสติก วัสดุหาง่าย ราคาถูก ไม่
แตกหักเสียหาย และ อ่านการตอบสนองเชิงปริมาณได้ (quantitative response)  

• วิธี capillary tube มีศักยภาพท่ีจะพัฒนาไปเป็นชุดทดสอบภาคสนามได้ เนื่องจาก มีข้อจํากัดท่ี
น้อยท่ีสุด และ ยังให้ผลการตอบสนองเชิงปริมาณได้ด้วย  

• ข้อจํากัดของการแตกหักเสียหายง่ายของ capillary tube จึงเลือกพิจารณาวัสดุอุปกรณ์ท่ีมี
ลักษณะรูปแบบท่ีคล้ายคลึงกัน เช่น หลอดฉีดยาซ่ึงปัจจุบันนิยมใช้แบบพลาสติก เพ่ือหลีกเล่ียง
ปัญหาการติดเช้ือระหว่างผู้ป่วยจากการใช้หลอดฉีดยาร่วมกัน   

• หลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง (plastic disposable syringe) มีคุณสมบัติเบ้ืองต้นท่ีแก้ไข
ข้อจํากัดของ capillary tube กล่าวคือ ไม่แตกหักเสียหายง่าย (ภาพท่ี 3.53)  

 

 
ภาพท่ี 3.53 แผนภูมิของหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง (plastic disposable syringe) 
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• นอกจากนี้ หลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ยังมีข้อได้เปรียบหลายประการ เช่น  

ο ขนาดเล็ก (small) น้ําหนักเบา (light weight)  และ ปลอดเช้ือ (sterile) ทําให้สะดวก
ในตระเตรียม เก็บรักษา และการใช้งาน 

ο ราคาไม่แพง (affordable) ทําให้สามารถทดสอบตัวอย่างจํานวนมากได้ 

ο ให้ผลการตอบสนองเชิงปริมาณได้ (quantitative response) ทําให้สามารถแยกระดับ
การปนเป้ือนของตัวอย่างได้   

• หลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ยังมีหลายขนาดให้เลือกทดสอบ เช่น 1 มล. 3 มล. 5 มล. 
และ 10 มล. เป็นต้น ดังนั้นจึงมีศักยภาพในการปรับเลือกให้สอดคล้องกับระดับการปนเป้ือนของ
แบคทีเรียในเนื้อสุกรได้ดี 

• เนื่องจาก platform ของ Oxidase test เป็นการใช้กระดาษกรองในการดูดซับแบคทีเรียจากผิว
เนื้อสุกร  

• เพ่ือให้ชุดทดสอบ Catalase test มีความสอดคล้องหรือใช้ plate form เดียวกันกับ Oxidase 
test ดังนั้น จึงใช้กระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 
1” เทียบเท่ากับ 6.45 ตารางเซนติเมตร (cm2) นําไปวางบนผิวหน้าเนื้อสุกร  และรอสักครู่เพ่ือให้
กระดาษกรองดูดซับแบคทีเรียขึ้นมาติดบนผิวของกระดาษกรอง 

 

วิธีการทดสอบ 

• การเลือกขนาด/ปริมาตรของหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 3 มล. (ภาพท่ี 3.54) 
 

  
 

ภาพท่ี 3.54 ตัวอย่าง syringe ขนาด 3 มล. ในการทดสอบ Catalase activity 
 

• เตรียมกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1” 
(สามารถซึมซับของเหลวได้ 100 ul ได้พอดี โดยท่ีไม่เปียกโชกจนล้นกระดาษออกมา) 

• คัดเลือกแบคทีเรียในการศึกษาท่ีให้การตอบสนองต่อ Catalase test ดีท่ีสุด คือ Serratia 

marcescens เพ่ือประเมินขนาดของหลอดฉีดยาท่ีมีขนาดความจุ (volume) เพียงพอท่ีจะ
รองรับการตอบสนองต่อ Catalase test ในรูปของฟองอากาศ (gas bubbles) ท่ีมากท่ีสุดท่ี
แบคทีเรียปนเป้ือนเนื้อสัตว์จะสามารถสร้างได้ 

• เพาะบ่ม (subculture) Serratia marcescens ใน Brain Heart Infusion (BHI) ท่ีอุณหภูมิ 
37oซ นาน 24 ช่ัวโมง เพ่ือให้ได้สารละลายแบคทีเรียท่ีมีความเข้มข้นสูงสุด เพ่ือศึกษาการรองรับ 
Catalase activity หรือ การตอบสนองท่ีเกิดฟองอากาศท่ีมากท่ีสุด  
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• การทดสอบ Catalase activity 

ο นําสารละลาย Serratia marcescens ปริมาตร 100 ul หยดลงบนกระดาษกรอง 
WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดมาตรฐาน 1”x 1” 

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบพับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา (barrel) ทางด้าน
ตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยา  และประกอบแกนฉีดยา (plunger) เข้ากับกระบอกฉีดยา
ขนาด 3 มล. (ภาพท่ี 3.55) 

ο ดูดสารละลาย 3% hydrogen peroxide ปริมาตรประมาณ 400 ul เข้ามาในกระบอก
ฉีดยาเพ่ือทําปฏิกิริยากับสารละลาย Serratia marcescens โดยให้ปลายแกนฉีดยาอยู่
ท่ีประมาณ 0.5 ml. 

ο ใช้วัสดุ เช่น ดินน้ํามัน หรือ อุดท่ีปลายด้านเข็มฉีดยา (needle)  เพ่ือป้องกันมิให้
สารละลายหรือฟองอากาศร่ัวไหลออกจากกระบอกฉีดยา  ท้ังนี้จะต้องรีบใช้วัสดุอุดท่ี
ปลายด้านเข็มฉีดยาทันทีเนื่องจากปฏิกิริยา Catalase เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วมาก 

 

 
ภาพท่ี 3.55 การประกอบอุปกรณ์ในการทดสอบการทํางานของ Catalase โดยวิธี syringe 

 

ο อ่านผลการตอบสนองของการทํางานของ Catalase ระยะเวลา 240 วินาที (4 นาที) 

ο คํานวณ Catalase activity (CA) โดย 
 

 A  คือ  ความสูงเฉพาะฟองอากาศสะสมรวมท่ีปลายด้านแกนฉีดยา (ภาพท่ี 3.56) 
  B  คือ  ความสูงรวมของเหลวและฟองอากาศสะสมรวมท่ีปลายด้านแกนฉีดยา 
 

100% ×=
B

A
ActivityCatalase     (3.5) 

 



 

 

ภาพท่ี 
 

ผลการทดสอบ 

• การคัดเลือกขนาด syringe :

ο ขนาด 3 มล. 
ได้เพียงพอ ในขณะท่ียังสามารถคํานวณ 
ขนาด 3 มล. 

 

 

ภาพท่ี 3.57 แสดงผลการทดสอบ 

• การคัดเลือกวัสดุอุดปลาย 

ο ดินน้ํามัน (oil

เนื่องจาก วัสดุมีลักษณะเป็นรูพรุนหรือมีช่องอากาศอยู่ 
syringe สามารถแทรกตัวร่ัวไหลออกมาได้ ดังนั้น ดินน้ํามัน 
ทดสอบ 

ο เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามัน
ของเหลวซึมหรือหยดออกมาได้  สามารถเตรียมได้โดยการใช้ปลายเข็มกดลงในก้อนดิน
น้ํามันซํ้าหลายคร้ัง จนกระท่ังดินน้ํามันอุดจนครบช่องว่างในปลายเข็มส่วนท่ีเป็นโลหะ  
ใช้อุปกรณ์ตัดปลายเข็มระยะประมาณก่ึงกลางของส่วนท่ีเป็นโลหะ ก็จะทําให้ปลายเข็ม
ฉีดยาถูกอุดและปิดช่องทางร่ัวไหลได้ ดังนั้น เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามันเหมาะสม
ในการใช้ทดสอบ

 

สรุปผลการทดสอบ 

• รูปแบบการใช้ syringe 

marcescens ต่อการทดสอบ 

ภาพท่ี 3.56 การทดสอบการทํางานของ Catalase โดยวิธี syringe

syringe :- 

. สามารถรองรับฟองอากาศท่ีสร้างขึ้นมาจากปฏิกิริยาของ 
ได้เพียงพอ ในขณะท่ียังสามารถคํานวณ Catalase activity ได้ด้วย ดังนั้น 

. เหมาะสมในการใช้ทดสอบ ดังภาพท่ี 3.57 

แสดงผลการทดสอบ syringe Catalase โดยใช้ syringe 
 

การคัดเลือกวัสดุอุดปลาย syringe :- 

(oil-based clay) : สังเกตเห็นของเหลวซึมหรือหยดออกมาได้ อาจจะ
เนื่องจาก วัสดุมีลักษณะเป็นรูพรุนหรือมีช่องอากาศอยู่ (porous)

สามารถแทรกตัวร่ัวไหลออกมาได้ ดังนั้น ดินน้ํามัน 

เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามัน (needle & oil-based clay) : สามารถอุดป้องกันมิให้
ของเหลวซึมหรือหยดออกมาได้  สามารถเตรียมได้โดยการใช้ปลายเข็มกดลงในก้อนดิน
น้ํามันซํ้าหลายคร้ัง จนกระท่ังดินน้ํามันอุดจนครบช่องว่างในปลายเข็มส่วนท่ีเป็นโลหะ  

รณ์ตัดปลายเข็มระยะประมาณก่ึงกลางของส่วนท่ีเป็นโลหะ ก็จะทําให้ปลายเข็ม
ฉีดยาถูกอุดและปิดช่องทางร่ัวไหลได้ ดังนั้น เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามันเหมาะสม
ในการใช้ทดสอบ 

syringe มีความเหมาะสมในการศึกษาผลการตอบสนองของ 
ต่อการทดสอบ Catalase  

170

 

syringe 

สามารถรองรับฟองอากาศท่ีสร้างขึ้นมาจากปฏิกิริยาของ Catalase test 

ได้ด้วย ดังนั้น syringe 

 

syringe ขนาด 3 มล. 

สังเกตเห็นของเหลวซึมหรือหยดออกมาได้ อาจจะ
(porous)  ทําให้ของเหลวใน 

สามารถแทรกตัวร่ัวไหลออกมาได้ ดังนั้น ดินน้ํามัน ไม่เหมาะสมในการใช้

สามารถอุดป้องกันมิให้
ของเหลวซึมหรือหยดออกมาได้  สามารถเตรียมได้โดยการใช้ปลายเข็มกดลงในก้อนดิน
น้ํามันซํ้าหลายคร้ัง จนกระท่ังดินน้ํามันอุดจนครบช่องว่างในปลายเข็มส่วนท่ีเป็นโลหะ  

รณ์ตัดปลายเข็มระยะประมาณก่ึงกลางของส่วนท่ีเป็นโลหะ ก็จะทําให้ปลายเข็ม
ฉีดยาถูกอุดและปิดช่องทางร่ัวไหลได้ ดังนั้น เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามันเหมาะสม

มีความเหมาะสมในการศึกษาผลการตอบสนองของ Serratia 
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3.4.2.2 การศึกษาจํานวนเซลล์แบคทีเรียข้ันต่ําในการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรีย  
       (visible response cells) 

เพ่ือให้ทราบจํานวนเซลล์ขั้นต่ําในการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียต่อการทดสอบ  
ดังนั้น จึงทําการศึกษาจํานวนเซลล์แบคทีเรียในรูป Catalase activity เพ่ือสังเกตผลของการ

ตอบสนองต่อการทดสอบ 
 

วิธีการทดสอบ 

• เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 3 มล.   

• เตรียมกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1”  

• คัดเลือกแบคทีเรียในการศึกษาท่ีให้การตอบสนองต่อ Catalase test คือ  

ο Serratia marcescens  

ο Staphylococcus aureus  

ο Klebsiella spp. 

• เพาะบ่ม (subculture) แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน Brain Heart Infusion (BHI)  ท่ีอุณหภูมิ 37oซ 
นาน 24 ช่ัวโมง ได้สารละลายแบคทีเรีย 

ο Serratia marcescens   ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 1.09 x 1012 cfu/ml 

ο Staphylococcus aureus  ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 2.65 x 1012 cfu/ml 

ο Klebsiella oxytoca ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 1.60 x 1012 cfu/ml 

• สารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน BHI ท่ีได้จากการบ่มเพาะ แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ  

ο ส่วนท่ี 1 : การเจือจางแบบ 10-fold serial dilution เพ่ือหาระดับความเข้มข้นของ
สารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด  

ο ส่วนท่ี 2 : การทดสอบ Catalase activity  

• การทดสอบ Catalase activity 

ο นําสารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด มาเจือจางแบบ 2-fold serial dilution เพ่ือลด
จํานวนเซลล์ของแบคทีเรีย เพ่ือหาจํานวนเซลล์ของแบคทีเรียท่ีน้อยท่ีสุดท่ีให้ผลการ
ทดสอบต่อ Catalase 

ο นําสารละลายแบคทีเรียท่ีเจือจางแล้วปริมาตร 100 ul หยดลงบนกระดาษกรอง 
WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดมาตรฐาน 1”x 1” 

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบพับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา (barrel) ทางด้าน
ตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยา  และประกอบแกนฉีดยา (plunger) เข้ากับกระบอกฉีดยา 
ขนาด 3 มล. 
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ο ดูดสารละลาย 3% hydrogen peroxide ปริมาตรประมาณ 400 ul เข้ามาในกระบอก
ฉีดยาเพ่ือทําปฏิกิริยากับสารละลาย Serratia marcescens โดยให้ปลายแกนฉีดยาอยู่
ท่ีประมาณ 0.5 ml. 

ο ใช้เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามัน (needle & oil-based clay) จากการศึกษาใน
ขั้นตอนท่ีผ่านมา  โดยนํามาอุดท่ีปลายด้านเข็มฉีดยาทันทีเพ่ือป้องกันมิให้สารละลาย
หรือฟองอากาศร่ัวไหลออกจากกระบอกฉีดยา  เนื่องจากปฏิกิริยา Catalase เกิดขึ้น
อย่างรวดเร็วมาก 

ο อ่านผลการตอบสนองของการทํางานของ Catalase ณ เวลา 240 วินาที (4 นาที) 

ο คํานวณ Catalase activity (CA)  
 

ผลการทดสอบ 

• การตอบสนองของแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดต่อการทดสอบ Catalase ระยะเวลา 240 วินาที syringe 
ขนาด 3 มล. ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 3.24-3.26 

 

ตารางท่ี 3.24 จํานวน Serratia marcescens  ท่ีตอบสนองในรูป Catalase activity ท่ีเวลา 240 วินาที 
syringe ขนาด 3 มล. 
 

จํานวนเซลล์ท่ีให้ผลการตอบสนอง 

(visible response cells) 
ผลการตอบสนองในรูป 

Catalase activity (%) 
cells log cells 

1.09 x 1011 11.0 77% 

5.45 x 1010 10.7 71% 

2.73 x 1010 10.4 38% 

1.36 x 1010 10.1 9% 

6.81 x 109 9.8 9% 

3.41 x 109 9.5 0 

1.70 x 109 9.2 0 
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ตารางท่ี 3.25 จํานวน Staphylococcus aureus ท่ีตอบสนองในรูป Catalase activity ท่ีเวลา 240 วินาที 
syringe ขนาด 3 มล. 
 

จํานวนเซลล์ท่ีให้ผลการตอบสนอง 

(visible response cells) 
ผลการตอบสนองในรูป 

Catalase activity (%) 
cells log cells 

2.65 x 1011 11.4 38% 

1.33 x 1011 11.1 23% 

6.63 x 1010 10.8 0 

3.31 x 1010 10.5 0 

1.66 x 1010 10.2 0 

8.28 x 109 9.9 0 

4.14 x 109 9.6 0 
 
ตารางท่ี 3.26 จํานวน Klebsiella oxytoca ท่ีตอบสนองในรูป Catalase activity ท่ีเวลา 240 วินาที 
syringe ขนาด 3 มล. 
 

จํานวนเซลล์ท่ีให้ผลการตอบสนอง 

(visible response cells) 
ผลการตอบสนองในรูป 

Catalase activity (%) 
Cells log cells 

1.60 x 1011 11.2 9% 

8.00 x 1010 10.9 0 

4.00 x 1010 10.6 0 

2.00 x 1010 10.3 0 

1.00 x 1010 10.0 0 

5.00 x 109 9.7 0 

2.50 x 109 9.4 0 
 

• จํานวนเซลล์ขั้นต่ําของแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดต่อการทดสอบ Catalase ระยะเวลา 240 วินาที
ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 3.27 
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ตารางท่ี 3.27 จํานวนเซลล์แบคทีเรียขั้นต่ําท่ีให้การตอบสนองในรูป Catalase activity ระยะเวลา 240 วินาที 
syringe ขนาด 3 มล. 
 

แบคทีเรีย 

จํานวนเซลล์ขั้นต่ําท่ีให้ผลการตอบสนอง 

(visible response cells) 
 Catalase activity (CA) 

 cells log cells  percent (%) 

Serratia marcescens 6.81 x 109 9.8  9% 

Staphylococcus aureus 1.3 x 1011 11.1  23% 

Klebsiella oxytoca 1.6 x 1011 11.2  9% 
 

• แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดท่ีผ่านการทดสอบ Catalase ในระยะเวลาการสังเกตผลการตอบสนองนาน 
240 วินาที พบว่าให้ผล visible response cells ท่ีแตกต่างกัน กล่าวคือ Serratia 

marcescens มี visible response cells ท่ีน้อยท่ีสุด ประมาณ 10 log cells ในขณะท่ี 
Staphylococcus aureus และ Klebsiella spp. มี visible response cells ท่ีมากท่ีสุด 
ประมาณ 11 log cells ซ่ึงสูงกว่า Serratia marcescens ถึงประมาณ 1 log (10 เท่า) ดังนั้น 
Serratia marcescens มีความไวต่อ Catalase test syringe ขนาด 1 มล. มากกว่า (higher 
sensitivity) ในขณะท่ี Staphylococcus aureus และ Klebsiella oxytoca มีความไว ต่อ 
Catalase test syringe ขนาด 1 มล.  น้อยกว่า (lower sensitivity) 

• แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดท่ีผ่านการทดสอบ Catalase ในระยะเวลาการสังเกตผลการตอบสนองนาน 
240 วินาที ณ visible response cells เดียวกัน ให้ระดับการตอบสนอง (response) ในรูป 
Catalase activity ท่ีแตกต่างกัน กล่าวคือ Staphylococcus aureus มี %CA  ท่ีสูงกว่า 
(23%) ในขณะท่ี Serratia marcescens และ Klebsiella oxytoca มี %CA  ท่ีต่ํากว่า (9%)   

• แม้จะดูเหมือนว่า จะมีความแตกต่างกันของ Catalase activity ระหว่าง 9% และ 23%  
อย่างไรก็ตาม Catalase activity ท่ี 9% และ 23% คํานวณได้จากปริมาตรอากาศใน syringe 
เทียบเท่ากับ 0.05 มล.และ 0.15 มล. ตามลําดับ  ดังนั้นจะเห็นได้ว่า ความแตกต่างดังกล่าว
อาจจะไม่มีนัยสําคัญมากนักเม่ือนําไปใช้งานจริงในภาคสนาม 

 

สรุปผลการทดสอบ 

• จํานวนเซลล์ขั้นต่ําในการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียต่อการทดสอบ Catalase test syringe 
ขนาด 3 มล.  (visible response cells) อยู่ในช่วงระหว่าง 10-11 log cells ขึ้นอยู่กับชนิด
แบคทีเรีย โดยสามารถเรียงลําดับความไวต่อการตอบสนอง (response sensitivity) จากมากไป
น้อย คือ Serratia marcescens, Staphylococcus aureus และ Klebsiella oxytoca 
ตามลําดับ 
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3.4.2.3 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสังเกตผลการตอบสนอง  
        (visible response time)  

เพ่ือให้ทราบระยะเวลาการสังเกตผลการตอบสนองท่ีเหมาะสมและสามารถใช้ได้ในทางปฏิบัติ
ภาคสนาม ซ่ึงโดยท่ัวไป คือ ใช้เวลาท่ีส้ันท่ีสุดเพ่ือความคล่องตัวในการใช้จริง  ในขณะเดียวกัน ข้อพิจารณาท่ี
ควรคํานึงถึงด้วย คือ ความครอบคลุมถึงกลุ่มแบคทีเรียท่ีตอบสนองหน่วง (Delayed Catalase group) และ 
กรณีระดับการปนเป้ือนของแบคทีเรียต่ําๆ (low contamination) อีกด้วย 

ดังนั้น จึงศึกษาระยะเวลาการตอบสนองต่อ Catalase test ของแบคทีเรียท้ังกลุ่มตอบสนองทันที 
และกลุ่มตอบสนองหน่วง ณ ระดับการปนเป้ือนต่างๆ ท่ีสามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า 
 

วิธีการทดสอบ 

• เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 3 มล.   

• เตรียมกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1”  

• คัดเลือกแบคทีเรียในการศึกษาท่ีให้การตอบสนองต่อ Catalase test คือ  

ο กลุ่มตอบสนองทันที  คือ  Serratia marcescens  

ο กลุ่มตอบสนองหน่วง คือ  Staphylococcus aureus และ Klebsiella oxytoca 

• เพาะบ่ม (subculture) แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน Brain Heart Infusion (BHI)  ท่ีอุณหภูมิ 37oซ 
นาน 24 ช่ัวโมง ได้สารละลายแบคทีเรีย 

ο Serratia marcescens   ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 1.09 x 1012 cfu/ml 

ο Staphylococcus aureus  ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 2.65 x 1012 cfu/ml 

ο Klebsiella oxytoca ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 1.60 x 1012 cfu/ml 

• สารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน BHI ท่ีได้จากการบ่มเพาะ แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ  

ο ส่วนท่ี 1 : การเจือจางแบบ 10-fold serial dilution เพ่ือหาระดับความเข้มข้นของ
สารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด  

ο ส่วนท่ี 2 : การทดสอบ Catalase activity  

• การทดสอบ Catalase activity 

ο นําสารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด มาเจือจางแบบ 2-fold serial dilution เพ่ือลด
จํานวนเซลล์ของแบคทีเรีย  

ο นําสารละลายแบคทีเรียท่ีเจือจางแล้วปริมาตร 100 ul หยดลงบนกระดาษกรอง 
WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดมาตรฐาน 1”x 1” 

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบพับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา (barrel) ทางด้าน
ตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยา  และประกอบแกนฉีดยา (plunger) เข้ากับกระบอกฉีดยา 
ขนาด 3 มล. 
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ο ดูดสารละลาย 3% hydrogen peroxide ปริมาตรประมาณ 400 ul เข้ามาในกระบอก
ฉีดยาเพ่ือทําปฏิกิริยากับสารละลาแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด โดยให้ปลายแกนฉีดยาอยู่ท่ี
ประมาณ 0.5 ml.  

ο ใช้เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามัน (needle & oil-based clay) จากการศึกษาใน
ขั้นตอนท่ีผ่านมา  โดยนํามาอุดท่ีปลายด้านเข็มฉีดยาทันทีเพ่ือป้องกันมิให้สารละลาย
หรือฟองอากาศร่ัวไหลออกจากกระบอกฉีดยา  เนื่องจากปฏิกิริยา Catalase เกิดขึ้น
อย่างรวดเร็วมาก 

ο อ่านผลการตอบสนองของการทํางานของ Catalase ทุก 30 วินาที เป็นเวลา 240 วินาที 
(4 นาที) 

ο คํานวณ Catalase activity (CA)  
 

ผลการทดสอบ 

• การตอบสนองของแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดต่อการทดสอบ Catalase ทุก 30 วินาที เป็นเวลา 240 
วินาที syringe ขนาด 3 มล. ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 3.28-3.30 

 

ตารางท่ี 3.28 Catalase activity ของจํานวน Serratia marcescens ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยาทุก 30 
วินาที syringe ขนาด 3 มล. 
 

ระยะเวลาสังเกตการเกิดปฏิกิริยา 

(วินาที) 

Log cells 

11.0 10.7 10.4 10.1 9.8 9.5 

30 38% 17% 0 0 0 0 

60 62% 38% 9% 9% 0 0 

90 72% 50% 17% 9% 0 0 

120 77% 55% 23% 9% 0 0 

150 77% 62% 29% 17% 0 0 

180 77% 67% 29% 17% 0 0 

210 77% 69% 38% 23% 9% 0 

240 77% 71% 38% 23% 9% 0 
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ตารางท่ี 3.29 Catalase activity ของจํานวน Staphylococcus aureus เวลาสังเกตปฎิกิริยาทุก 30 วินาที 
syringe ขนาด 3 มล. 
 

ระยะเวลาสังเกตการเกิดปฏิกิริยา 

(วินาที) 

Log cells 

11.4 11.1 10.8 10.5 10.2 9.9 

30 0 0 0 0 0 0 

60 17% 17% 0 0 0 0 

90 29% 17% 0 0 0 0 

120 29% 17% 0 0 0 0 

150 29% 17% 0 0 0 0 

180 33% 17% 0 0 0 0 

210 33% 17% 0 0 0 0 

240 38% 23% 0 0 0 0 
 
 
ตารางท่ี 3.30 Catalase activity ของจํานวน Klebsiella oxytoca สังเกตปฎิกิริยาทุก 30 วินาที syringe 
ขนาด 3 มล. 
 

ระยะเวลาสังเกตการเกิดปฏิกิริยา 

(วินาที) 

Log cells 

11.2 10.9 10.6 10.3 10.0 9.7 

30 0 0 0 0 0 0 

60 0 0 0 0 0 0 

90 0 0 0 0 0 0 

120 0 0 0 0 0 0 

150 9% 0 0 0 0 0 

180 9% 0 0 0 0 0 

210 9% 0 0 0 0 0 

240 9% 0 0 0 0 0 
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• การตอบสนองต่อ Catalase test ของแบคทีเรีย สามารถแบ่งได้ 2 กลุ่ม ตามระยะเวลาในการ
ตอบสนอง22 คือ 

ο กลุ่มตอบสนองทันที (Immediate Catalase group) เช่น Hafnia, Proteus, 

Providencia,  Pseudomonas, Serratia และ Yersinia 

ο กลุ่มตอบสนองหน่วง (Delayed Catalase group) เช่น Citrobacter, 

Edwardsiella,Enterobacter,Escherichia,Klebsiella,Salmonella,Shigella และ 

Staphylococcus aureus 

• หากต้องการเปรียบเทียบระยะเวลาในการตอบสนองของแบคทีเรีย ดังนั้นจึงต้องพิจารณา
เปรียบเทียบเวลาในการทดสอบจํานวนเซลล์แบคทีเรียท่ีเท่ากันหรือใกล้เคียงกัน  เงื่อนไขพ้ืนฐาน 
คือ Klebsiella oxytoca มีความไวในการตอบสนองน้อยท่ีสุด (ต้องการจํานวนเซลล์ขั้นต่ําเพ่ือ
ตอบสนองมากท่ีสุด) จากตารางท่ี 13 พบว่า Klebsiella oxytoca ให้การตอบสนองด้วยจํานวน
เซลล์ขั้นต่ํา ประมาณ 11.2 log cells ดังนั้น จะใช้จํานวนเซลล์นี้ในการเปรียบเทียบการ
ตอบสนองกับ Staphylococcus aureus และ Serratia marcescens ด้วย   

• ระยะเวลาเร่ิมต้นการตอบสนองของ Serratia marcescens Staphylococcus aureus และ 

Klebsiella oxytoca ต่อ Catalase test ท่ีประมาณ 11.2 log cells เท่ากับ 30, 60 และ 150 
วินาที ตามลําดับ   

• ผลการทดสอบนี้มีความสอดคล้องกับรายงานโดย Chester and Moskowitz (1987)  คือ 

ο คุณสมบัติการตอบสนองของแบคทีเรียต่อ Catalase test มีความแตกต่างกัน 

ο การตอบสนองของแบคทีเรียต่อ Catalase test แบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ  
     - กลุ่มตอบสนองทันที  คือ  Serratia marcescens  
     - กลุ่มตอบสนองหน่วง คือ   

- Staphylococcus aureus และ  
- Klebsiella oxytoca  

• การตอบสนองต่อ Catalase test ของ Serratia marcescens และ Staphylococcus aureus 
ท่ีจํานวนเซลล์ประมาณ 10-11 log (ตารางท่ี 11-12) จะสังเกตได้ว่า การตอบสนองต่อ 
Catalase หรือ ลักษณะของการเกิดปฏิกิริยายังไม่จบ แม้ว่าระยะเวลการเกิดปฏิกิริยานานถึง 
240 วินาที (4 นาที) ก็ตาม  

ο ดังนั้น หากต้องการให้ Catalase test 1.สามารถครอบคลุมถึงแบคทีเรียกลุ่มตอบสนอง
หน่วง (Delayed Catalase group) กอปรกับ 2.กรณีท่ีระดับการปนเป้ือนของแบคทีเรีย
มีจํานวนไม่มากนัก (ระหว่าง 10-11 log cells) อาจจะมีการพิจารณาขยายระยะเวลา

                                           
22 Chester, B. and Moskowitz, Lee. 1987.  Rapid Catalase Supplemental Test for Identification of Members 

of the Family Enterobacteriaceae  J. of Clinical Microbiology 25 (2) : 439-441 
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การสังเกตการตอบสนองให้นานขึ้น เช่น 5 นาที หรือกล่าวอีกอย่างหนึ่งได้ว่า ระยะเวลา
ท่ีนานขึ้น จะทําให้สามารถสังเกตผลการตอบสนองได้ดีขึ้น  

ο ข้อสังเกตถึงความแตกต่างกันของ visible response time ของ Catalase test และ 
oxidase test กล่าวคือ  
     - Catalase test สามารถทอดเวลาการทดสอบออกไปได้จนกระท่ังปฏิกิริยาส้ินสุด
เอง  ซ่ึงมีความเหมาะสมในการทดสอบเพ่ือให้ครอบคลุมชนิดแบคทีเรียให้มากชนิดและ
กรณีท่ีจํานวนเซลล์แบคทีเรียปนเป้ือนน้อย (low contamination) ด้วย 
     - oxidase test  ไม่สามารถทอดเวลาการทดสอบออกไปได้ กล่าวคือ ต้องมีการ
กําหนดระยะเวลาในการทดสอบ เนื่องจาก การทอดระยะเวลาการทดสอบออกไป จะทํา
ให้เกิดผลบวกลวง (false positive) กับแบคทีเรียทุกชนิดท่ีทดสอบ เนื่องจาก สีน้ําเงินท่ี
เกิดขึ้นมากจากการทําปฏิกิริยาของ oxidase reagent กับอากาศ 

 

สรุปผลการทดสอบ 

• เม่ือทดสอบ Catalase test กับแบคทีเรีย 3 ชนิดด้วยจํานวนเซลล์ท่ีเท่ากัน พบว่าระยะเวลาท่ี
น้อยท่ีสุดท่ี Serratia marcescens, Staphylococcus aureus และ Klebsiella oxytoca 
ตอบสนอง คือ 30, 60 และ 150 วินาที ตามลําดับ 

• ดังนั้น เพ่ือให้การทดสอบ Catalase test สามารถครอบคลุมการตอบสนองของแบคทีเรียท้ังกลุ่ม
ตอบสนองทันที และ กลุ่มตอบสนองหน่วง จะต้องใช้เวลาขั้นต่ําในการสังเกตปฏิกิริยา (visible 
response time) ประมาณ 150 วินาที (3 นาที)  

 



 

3.4.2.4 การศึกษาขนาด syringe 

        (alternative syringe size) 

การทบทวนผลการศึกษาระดับการปนเป้ือนแบคทีเรียเส่ือมเนื้อสุกรในการเก็บตัวอย่างระยะท่ี 
หาระดับการปนเป้ือนพ้ืนฐาน (background contamination) 

Staphylococcus aureus และ 

3.4-5.4 log cfu/g และ 4.0-7.7 log cfu/g 

โดยเม่ือเปรียบเทียบระดับการปนเป้ือนดังกล่าวกับผลการศึกษาจาก หัวข้อ 
cells” และ “visible response time” 

Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกรจากตลาดสดอยู่ในระดับท่ีต่ํากว่า ระดับท่ีชุดทดสอบจะสามารถ
สังเกตเห็นการตอบสนองด้วยตาเปล่าได้ 

ดังนั้น แนวทางหนึ่งในการเพ่ิมระดับความไว 
การศึกษา Catalase test ด้วย 
ประหยัดต้นทุนชุดทดสอบในทางปฏิบัติภาคสนามได้อีกด้วย
 

วิธีการทดสอบ 

• เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 
 

ภาพท่ี 3.58 แสดงผลการทดสอบ 
 

• เตรียมกระดาษกรอง Whatman

• คัดเลือกแบคทีเรียในการศึกษาท่ีให้การตอบสนองต่อ 

ο กลุ่มตอบสนองทันที  คือ 

ο กลุ่มตอบสนองหน่วง คือ  
   - Staphylococcus aureus

- Klebsiella

• เพาะบ่ม (subculture) 

นาน 24 ช่ัวโมง ได้สารละลายแบคทีเรีย

ο Pseudomonas

 เพ่ิมเติมในการสังเกตผลการตอบสนอง  

(alternative syringe size)  

การทบทวนผลการศึกษาระดับการปนเป้ือนแบคทีเรียเส่ือมเนื้อสุกรในการเก็บตัวอย่างระยะท่ี 
(background contamination) พบว่า พิสัย (range) 

และ Pseudomonas fluorescens ในเนื้อสุกรท่ีเก็บจากตลาดสดอยู่ระหว่าง 

log cfu/g ตามลําดับ   

โดยเม่ือเปรียบเทียบระดับการปนเป้ือนดังกล่าวกับผลการศึกษาจาก หัวข้อ 
visible response time”  จะสังเกตพบว่า การปนเป้ือน Staphylococcus aureus

ในเนื้อสุกรจากตลาดสดอยู่ในระดับท่ีต่ํากว่า ระดับท่ีชุดทดสอบจะสามารถ
สังเกตเห็นการตอบสนองด้วยตาเปล่าได้  

ดังนั้น แนวทางหนึ่งในการเพ่ิมระดับความไว (sensitivity) ของการตอบสนองของ 
ด้วย syringe ขนาด 1 มล. (เดิม syringe ขนาด 3 มล

ประหยัดต้นทุนชุดทดสอบในทางปฏิบัติภาคสนามได้อีกด้วย 

เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 1 มล.  (ภาพท่ี 3.58) 

 

แสดงผลการทดสอบ syringe Catalase โดยใช้ syringe 

Whatman
TM

 No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 

คัดเลือกแบคทีเรียในการศึกษาท่ีให้การตอบสนองต่อ Catalase test คือ  

กลุ่มตอบสนองทันที  คือ  Pseudomonas fluorescens  

มตอบสนองหน่วง คือ   
Staphylococcus aureus และ  
Klebsiella oxytoca 

(subculture) แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน Brain Heart Infusion (BHI)

ช่ัวโมง ได้สารละลายแบคทีเรีย 

Pseudomonas fluorescens ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 1.09 x 10
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การทบทวนผลการศึกษาระดับการปนเป้ือนแบคทีเรียเส่ือมเนื้อสุกรในการเก็บตัวอย่างระยะท่ี 1 เพ่ือ
(range) ของการปนเป้ือน 

ในเนื้อสุกรท่ีเก็บจากตลาดสดอยู่ระหว่าง 

โดยเม่ือเปรียบเทียบระดับการปนเป้ือนดังกล่าวกับผลการศึกษาจาก หัวข้อ “visible response 

Staphylococcus aureus และ 
ในเนื้อสุกรจากตลาดสดอยู่ในระดับท่ีต่ํากว่า ระดับท่ีชุดทดสอบจะสามารถ

ของการตอบสนองของ Catalase test คือ 
มล.)  ท้ังนี้ยังอาจจะช่วย

 

syringe ขนาด 1 มล. 

รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1”  

 

Brain Heart Infusion (BHI)  ท่ีอุณหภูมิ 37
oซ 

~ 1.09 x 10
12

 cfu/ml 
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ο Staphylococcus aureus      ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 2.65 x 1012 cfu/ml 

ο Klebsiella oxytoca     ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 1.60 x 1012 cfu/ml 

• สารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน BHI ท่ีได้จากการบ่มเพาะ แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ  

ο ส่วนท่ี 1 : การเจือจางแบบ 10-fold serial dilution เพ่ือหาระดับความเข้มข้นของ
สารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด  

ο ส่วนท่ี 2 : การทดสอบ Catalase activity  

• การทดสอบ Catalase activity 

ο นําสารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด มาเจือจางแบบ 2-fold serial dilution เพ่ือลด
จํานวนเซลล์ของแบคทีเรีย  

ο นําสารละลายแบคทีเรียท่ีเจือจางแล้วปริมาตร 100 ul หยดลงบนกระดาษกรอง 
WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดมาตรฐาน 1”x 1” 

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบพับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา (barrel) ทางด้าน
ตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยา  และประกอบแกนฉีดยา (plunger) เข้ากับกระบอกฉีดยา 
ขนาด 3 มล. 

ο ดูดสารละลาย 3% hydrogen peroxide เข้ามาในกระบอกฉีดยาเพ่ือทําปฏิกิริยากับ
สารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด โดยให้ปลายแกนฉีดยาอยู่ท่ีประมาณ 0.5 ml.  

ο ใช้เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามัน (needle & oil-based clay) จากการศึกษาใน
ขั้นตอนท่ีผ่านมา  โดยนํามาอุดท่ีปลายด้านเข็มฉีดยาทันทีเพ่ือป้องกันมิให้สารละลาย
หรือฟองอากาศร่ัวไหลออกจากกระบอกฉีดยา  เนื่องจากปฏิกิริยา Catalase เกิดขึ้น
อย่างรวดเร็วมาก 

ο อ่านผลการตอบสนองของการทํางานของ Catalase ทุก 30 วินาที เป็นเวลา 240 วินาที 
(4 นาที) 

ο คํานวณ Catalase activity (CA)  
 

ผลการทดสอบ : จํานวนเซลล์ข้ันต่ํา (visible response cells) กรณี syringe 1 มล. 

• จํานวนเซลล์ขั้นต่ําของแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดต่อการทดสอบ Catalase ระยะเวลา 240 วินาที 
syringe ขนาด 1 มล. ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 3.32 
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ตารางท่ี 3.32 จํานวนเซลล์แบคทีเรียขั้นต่ําท่ีให้การตอบสนองในรูป Catalase activity ระยะเวลา 240 วินาที 
syringe ขนาด 1 มล. 
 

แบคทีเรีย 

จํานวนเซลล์ขั้นต่ําท่ีให้ผลการตอบสนอง 

(visible response cells) 
 Catalase activity (CA) 

 cells log cells  percent (%) 

Pseudomonas fluorescens 2.35 x 1012 12.35  9% 

Staphylococcus aureus 5.38 x 1011 11.73  9% 

Klebsiella oxytoca 3.40 x 1011 11.53  17% 
 

• แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดท่ีผ่านการทดสอบ Catalase ในระยะเวลาการสังเกตผลการตอบสนองนาน 
240 วินาที พบว่าให้ผล visible response cells ท่ีแตกต่างกัน กล่าวคือ ท้ัง Staphylococcus 

aureus และ Klebsiella oxytoca มี visible response cells ท่ีน้อยในระดับใกล้เคียงกัน
ในช่วง 11.53-11.73 log cells  ในขณะท่ี Pseudomonas fluorescens กลับมี visible 
response cells ท่ีมากท่ีสุด ~12.35 log cells ซ่ึงสูงกว่า Staphylococcus aureus และ 
Klebsiella oxytoca < 1 log (<10 เท่า) ดังนั้น  แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด จึงมีความไวต่อ 
Catalase test syringe ขนาด 1 มล. ในระดับท่ีใกล้เคียงกัน (similar sensitivity) 

• แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดท่ีผ่านการทดสอบ Catalase ในระยะเวลาการสังเกตผลการตอบสนองนาน 
240 วินาที ณ visible response cells เดียวกัน ให้ระดับการตอบสนอง (response) ในรูป 
Catalase activity ท่ีแตกต่างกัน กล่าวคือ Klebsiella oxytoca มี %CA  ท่ีสูงกว่า (17%) 
ในขณะท่ี Pseudomonas fluorescens  และ Staphylococcus aureus  มี %CA  ท่ีต่ํากว่า 
(9%)   

• แม้จะดูเหมือนว่า จะมีความแตกต่างกันของ Catalase activity ระหว่าง 9% และ 17%  
อย่างไรก็ตาม Catalase activity ท่ี 9% และ 17% คํานวณได้จากปริมาตรอากาศใน syringe 
เทียบเท่ากับ 0.01 มล.และ 0.02 มล. ตามลําดับ  ดังนั้นจะเห็นได้ว่า ความแตกต่างดังกล่าว
อาจจะไม่มีนัยสําคัญมากนักเม่ือนําไปใช้งานจริงในภาคสนาม 

 

สรุปผลการทดสอบ  : จํานวนเซลล์ข้ันต่ํา (visible response cells) กรณี syringe 1 มล. 

• จํานวนเซลล์ขั้นต่ําในการตอบสนองของเซลล์แบคทีเรียต่อการทดสอบ Catalase test syringe 
ขนาด 1 มล.  (visible response cells) อยู่ในช่วงระหว่าง 11.53-12.35 log cells ขึ้นอยู่กับ
ชนิดแบคทีเรีย โดยสามารถเรียงลําดับความไวต่อการตอบสนอง (response sensitivity) จาก
มากไปน้อย คือ Klebsiella oxytoca, Staphylococcus aureus และ Pseudomonas 

fluorescens ตามลําดับ 
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ผลการทดสอบ : ระยะเวลาการตอบสนอง (visible response time ) กรณี syringe 1 มล. 

• การตอบสนองของแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดต่อการทดสอบ Catalase ทุก 30 วินาที เป็นเวลา 240 
วินาที syringe ขนาด 1 มล. ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 3.33-3.35 

 

ตารางท่ี 3.33 Catalase activity ของจํานวน Pseudomonas fluorescens สังเกตปฎิกิริยาทุก 30 วินาที 
syringe ขนาด 1 มล. 
 

ระยะเวลาสังเกตการเกิดปฏิกิริยา 

(วินาที) 

Log cells 

13.26 12.95 12.65 12.35 12.05 11.75 

30 50% 17% 0 0 0 0 

60 64% 41% 0 0 0 0 

90 71% 50% 9% 0 0 0 

120 76% 57% 17% 0 0 0 

150 80.0% 62% 23% 9% 0 0 

180 80.4% 64% 29% 9% 0 0 

210 80.4% 67% 33% 9% 0 0 

240 80.8% 69% 38% 9% 0 0 
 
ตารางท่ี 3.34 Catalase activity ของจํานวน Staphylococcus aureus เวลาสังเกตปฎิกิริยาทุก 30 วินาที 
syringe ขนาด 1 มล. 
 

ระยะเวลาสังเกตการเกิดปฏิกิริยา 

(วินาที) 

Log cells 

12.63 12.33 12.03 11.73 11.43 11.13 

30 9% 0 0 0 0 0 

60 23% 9% 9% 0 0 0 

90 33% 17% 17% 0 0 0 

120 41% 23% 17% 0 0 0 

150 44% 33% 23% 9% 0 0 

180 50% 38% 29% 9% 0 0 

210 55% 41% 33% 9% 0 0 

240 57% 44% 33% 9% 0 0 
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ตารางท่ี 3.35 Catalase activity ของจํานวน Klebsiella oxytoca สังเกตปฎิกิริยาทุก 30 วินาที syringe 
ขนาด 1 มล. 
 

ระยะเวลาสังเกตการเกิดปฏิกิริยา 

(วินาที) 

Log cells 

11.83 11.53 11.23 10.93 10.63 10.33 

30 0 0 0 0 0 0 

60 0 0 0 0 0 0 

90 9% 9% 0 0 0 0 

120 17% 9% 0 0 0 0 

150 23% 9% 0 0 0 0 

180 23% 17% 0 0 0 0 

210 29% 17% 0 0 0 0 

240 33% 17% 0 0 0 0 
 

• หากต้องการเปรียบเทียบระยะเวลาในการตอบสนองของแบคทีเรีย ดังนั้นจึงต้องพิจารณา
เปรียบเทียบเวลาในการทดสอบจํานวนเซลล์แบคทีเรียท่ีเท่ากันหรือใกล้เคียงกัน  เงื่อนไขพ้ืนฐาน 
คือ การใช้ Klebsiella oxytoca จากการศึกษา syringe ขนาด 3 มล. จากตารางท่ี   -ใ-ถ พบว่า 
Klebsiella oxytoca ให้การตอบสนองด้วยจํานวนเซลล์ขั้นต่ํา ประมาณ 11.53 log cells 
ดังนั้น จะใช้จํานวนเซลล์นี้ในการเปรียบเทียบการตอบสนองกับ Staphylococcus aureus และ 
Pseudomonas fluorescens ด้วย   

• ระยะเวลาเร่ิมต้นการตอบสนองของ Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus 
และ Klebsiella oxytoca ต่อ Catalase test ท่ีประมาณ 11.53 log cells เท่ากับ >240, 150 
และ 90 วินาที ตามลําดับ   

• ผลการทดสอบนี้พบความสอดคล้องเพียงบางส่วนกับรายงานโดย Chester and Moskowitz 
(1987)  กล่าวคือ 

ο คุณสมบัติการตอบสนองของแบคทีเรียต่อ Catalase test มีความแตกต่างกัน 

ο การตอบสนองของแบคทีเรียต่อ Catalase test แบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ  
     - กลุ่มตอบสนองทันที  คือ  Pseudomonas fluorescens แต่ผลการศึกษาพบว่า 

Pseudomonas fluorescens เป็นกลุ่มตอบสนองหน่วง 
     - กลุ่มตอบสนองหน่วง คือ  

- Staphylococcus aureus และ  
- Klebsiella oxytoca  
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สรุปผลการทดสอบ : ระยะเวลาการตอบสนอง (visible response time ) กรณี syringe 1 มล. 

• เม่ือทดสอบ Catalase test กับแบคทีเรีย 3 ชนิดด้วยจํานวนเซลล์ท่ีเท่ากัน syringe ขนาด 1 
มล. พบว่าระยะเวลาท่ีน้อยท่ีสุดท่ี Klebsiella oxytoca, Staphylococcus aureus และ 
Pseudomonas fluorescens ตอบสนอง คือ 90, 150 และ >240 วินาที ตามลําดับ 

• ดังนั้น เพ่ือให้การทดสอบ Catalase test syringe ขนาด 1 มล. สามารถครอบคลุมการ
ตอบสนองของแบคทีเรียท้ังกลุ่มตอบสนองทันที และ กลุ่มตอบสนองหน่วง จะต้องใช้เวลาขั้นต่ํา
ในการสังเกตปฏิกิริยา (visible response time) มากกว่า 240 วินาที (> 4 นาที)  
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3.4.2.5 การคัดเลือกขนาด syringe ในการสังเกตผลการตอบสนอง  
        (syringe size comparison) 
 นําผลการทดสอบของ Catalase test ขนาด 1 และ 3 มล. (ข้อ 1.2.3 และ ข้อ 1.2.4) มา
เปรียบเทียบกัน  เพ่ือพิจารณาคัดเลือกขนาด syringe ท่ีมีความเหมาะสมในการนําไปใช้งานภาคสนาม 
 

ผลการทดสอบ : เปรียบเทียบ syringe 1 และ 3 มล. 

• จํานวนเซลล์ขั้นต่ําและระยะเวลาเร่ิมต้นการตอบสนองของแบคทีเรียท้ัง 4 ชนิดต่อการทดสอบ 
Catalase ระยะเวลา 240 วินาที syringe ขนาด 1 และ 3 มล. ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 
3.36 

 

ตารางท่ี 3.36 จํานวนเซลล์ขั้นต่ําและระยะเวลาเร่ิมต้นการตอบสนองของแบคทีเรีย 4 ชนิดต่อ Catalase test 
syringe ขนาด 1 และ 3 มล. 
 

แบคทีเรีย 

visible response cells 

(log cells) 

 visible response time 

(sec) 

 ขนาด 1 มล. ขนาด 3 มล.  ขนาด 1 มล. ขนาด 3 มล. 

Pseudomonas fluorescens 12.35 N/A*  150 N/A 

Serratia marcescens N/A 9.8  N/A 210 

Staphylococcus aureus 11.73 11.1  150 60 

Klebsiella oxytoca 11.53 11.2  90 150 
* N/A : Not applicable ไม่ได้ทดสอบ 
 

• จํานวนเซลล์ขั้นต่ําของ Staphylococcus aureus ให้การตอบสนองต่อ Catalase test ขนาด 1 
และ 3 มล. เท่ากับ 11.73 และ 11.1 log cells ตามลําดับ ในลักษณเดียวกันกับ จํานวนเซลล์ขั้น
ต่ําของ Klebsiella oxytoca ให้การตอบสนองต่อ Catalase test ขนาด 1 และ 3 มล. เท่ากับ 
11.53 และ 11.2 log cells ตามลําดับ ดังนั้น Catalase test ขนาด 3 มล. มีความไวต่อการ
ตอบสนองมากกว่า Catalase test ขนาด 1 มล. 

• ถึงแม้ว่า Catalase test ขนาด 1 มล. จะสามารถสังเกตการตอบสนองได้ละเอียดกว่า (มาตรา
ส่วนมีความละเอียดกว่า) แต่ Catalase test ขนาด 1 มล. กลับมีความไวในการตอบสนองของท้ัง 
Staphylococcus aureus และ Klebsiella oxytoca น้อยกว่า Catalase ขนาด 3 มล. 

• ระยะเวลาเร่ิมต้นการตอบสนองของแบคทีเรียต่อ Catalase test ในรูปของ Catalase activity 
โดยใช้ syringe ขนาด 1 และ 3 มล. ต่ําท่ีสุดเท่ากับ 90 และ 30 วินาที ดังนั้น Catalase test 
ขนาด 3 มล. มีแนวโน้มจะส้ินสุดปฏิกิริยาเร็วกว่าและระยะเวลาโดยรวมในการทดสอบด้วย 
Catalase test ขนาด 3 มล. ส้ันกว่า 
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• ข้อสังเกตของระยะเวลาเร่ิมต้นการตอบสนองของแบคทีเรีย คือ 

ο Klebsiella oxytoca ให้ผลการตอบสนองช้าท่ีสุดใน Catalase test ขนาด 3 มล. (150 
วินาที) แต่กลับให้ผลการตอบสนองเร็วท่ีสุดใน Catalase test ขนาด 1 มล. (90 วินาที) 
โดยระยะเวลาเร่ิมต้นการตอบสนองแตกต่างกัน 60 วินาที 

ο Staphylococcus aureus ให้ผลการตอบสนองอยู่ระหว่างกลางท้ัง Catalase test 
ขนาด 3 มล. (60 วินาที) และ ขนาด 1 มล. (150 วินาที)  แต่ระยะเวลาเร่ิมต้นการ
ตอบสนองแตกต่างกัน 90 วินาที 

 

สรุปผลการทดสอบ : เปรียบเทียบ syringe 1 และ 3 มล. 

• Catalase test ขนาด 3 มล. มีความไวในการตอบสนองมากกว่า (higher sensitivity) Catalase 
test ขนาด 1 มล. 

• Catalase test ขนาด 3 มล. มีระยะเวลาเร่ิมต้นการตอบสนองเร็วกว่า (faster reaction) 
Catalase test ขนาด 1 มล. 

• Catalase test syringe ขนาด 3 มล. จึงมีความเหมาะสมมากกว่า Catalase test syringeขนาด 
1 มล. 
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3.4.2.6 การศึกษาการทําลาย Catalase จําเพาะ 
        (specific Catalase inactivation) 

 เนื่องจาก เซลล์ส่ิงมีชีวิตส่วนใหญ่ท่ีมีระบบการสร้างพลังงานโดยการหายใจแบบใช้ออกซิเจน 
(aerobic respiration) จะอาศัยระบบ electron transport system ในการรับ-ส่ง electron ก่อให้เกิด
พลังานขึ้นมา  ซ่ึงออกซิเจน (O2) จะทําหน้าท่ีรับ electron เป็นโมเลกุลสุดท้าย (final electron acceptor)  
แปรสภาพจากโมเลกุลออกซิเจนปกติท่ีไม่เป็นพิษกลายเป็นโมเลกุลออกซิเจนท่ีเป็นพิษ (superoxide radical) 
ดังนั้นเซลล์ส่ิงมีชีวิตจึงต้องมีระบบการกําจัดออกซิเจนในรูปสารพิษนี้ผ่านกลุ่มเอนไซม์หลายชนิด เช่น 
superoxide dismutase, peroxidase และ Catalase เป็นต้น 

กล้ามเนื้อ (muscle) หรือ เนื้อสัตว์ (meat) ประกอบด้วย เส้นใยกล้ามเนื้อ (muscle fiber) เป็น
เซลล์รูปร่างทรงกระบอกยาวซ่ึงมีการสร้างพลังงานผ่านการหายใจแบบใช้ออกซิเจน ดังนั้น จึงสามารถตรวจ
พบ Catalase ได้ในเนื้อสัตว์หรือเนื้อสุกรปกติท่ัวไป  หมายความว่า แม้เนื้อสุกรท่ีสะอาด (asepsis) ปราศจาก
การปนเป้ือนของแบคทีเรีย (no Bacterial contamination)  เม่ือนํามาทดสอบด้วยชุดทดสอบ Catalase 
test ก็ยังสามารถให้ค่า Catalase activity ได้  ดังนั้น ค่า Catalase activity ท่ีได้จากการทดสอบเนื้อสุกร
จริง จึงเป็นค่า Catalase activity รวมของ Catalase จากเนื้อสุกร (pork catalase) บวกกับ Catalase จาก
แบคทีเรีย (Bacterial catalase) ถ้าเนื้อสุกรมีการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ 

เพ่ือให้ชุดทดสอบ Catalase test สามารถวัดระดับหรือทดสอบ Catalase ท่ีแท้จริงของแบคทีเรีย 
(Bacterial catalase) ท่ึปนเป้ือนในเนื้อสุกร โดยปราศจาก Catalase จากเนื้อสุกร (pork catalase) ท่ีเป็นค่า
พ้ืนฐาน (background Catalase)  จึงอาจจะต้องมีเทคนิคพิเศษเพ่ิมเติม ท่ีสามารถกําจัดหรือทําลายเฉพาะ 
(specific inactivation) pork catalase ในเนื้อสุกร แต่ยังคงรักษา Bacterial catalase ไว้ ก่อนจะใช้ชุด
ทดสอบ Catalase test  
 การทําลาย Catalase สามารถแบ่งได้ 2 กลุ่ม (ภาพท่ี 3.59) คือ 
 1. การทําลายโดยวิธีกายภาพ (Physical inactivation) 
      1.1 รังสี ยู.วี. (UV radiation inactivation)23,24 เป็นรังสีชนิด UVA  

      1.2 ความร้อน (thermal inactivation)25,26 ณ อุณหภูมิประมาณ 65-70oซ 

                                           
23 

Aminuddin, Farzian, et al. "Effect of Ultraviolet-A Radiation on Water Disinfection and the Activity of 

Catalase and Superoxide Dismutase in Escherichia coli B23." Journal of Experimental Microbiology and 

Immunology (JEMI) Vol 12 (2004): 57-61. 
24

 Morgulis, Sergius. "Studies on the inactivation of Catalase II. Inactivation by ultra-violet radiation at 

different hydogen ion concentrations." Journal of Biological Chemistry 86.1 (1930): 75-85. 
25

 Morgulis, Sergius, and M. Beber. "Studies on the effect of temperature on the Catalase reaction VI. Heat 

inactivation of Catalase at different hydogen ion concentrations." Journal of Biological Chemistry 77.1 

(1928): 115-126. 
26

 Morgulis, Sergius, M. Beber and I.Rabkin. " Studies on the effect of temperature on the Catalase reaction 

II. Lose of Catalase acitivity" Journal of Biological Chemistry 68 (1926) : 535-545. 
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 2. การทําลายโดยวิธีเคมี (Chemical inactivation) 
     2.1 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide)27  เป็นสารเคมีท่ีใช้ในการศึกษาปฏิกิริยา 

Catalase ในการศึกษาคร้ังนี้อยู่แล้ว ดังนั้น จึงไม่สามารถใช้ในการทําลาย pork catalase 
ได้ 

 
 

ภาพท่ี 3.59  การทําลาย Catalase จําเพาะ 
 

                                           
27

 Morgulis, Sergius. " Studies on the inactivation of Catalase III. Destruction of Catalase by hydrogen 

peroxide." Journal of Biological Chemistry 92.2 (1931): 377-383. 
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3.4.2.6.1 การทําลาย Catalase ด้วยรังสี ยู.วี. 
 (UV radiation inactivation of Catalase) 
 Morgulis, Sergius (1930) รายงานการทําลาย Catalase โดยใช้ UVA ความยาวคล่ืน ระหว่าง 30-
400 nanometers ช่วง pH ระหว่าง 7-11 ภายในระยะเวลาตั้งแต่ 5-60 นาที 
 

วิธีการทดสอบ 

• เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 3 มล.   

• เตรียมกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1”  

• คัดเลือกแบคทีเรียในการศึกษาท่ีให้การตอบสนองต่อ Catalase test คือ กลุ่มตอบสนองหน่วง 
คือ Staphylococcus aureus 

• เพาะบ่ม (subculture) แบคทีเรีย ใน Brain Heart Infusion (BHI)  ท่ีอุณหภูมิ 37oซ นาน 24 
ช่ัวโมง  

• หยดสารละลายแบคทีเรียปริมาตร 100 ul ลงบนกระดาษกรองท่ีเตรียมไว้ 

• นํากระดาษกรองท่ีชุ่มด้วยสารละลายแบคทีเรียส่องด้วย รังสี UVA (black light) นาน 5 และ 10 
นาที 

• ทดสอบและคํานวณ Catalase activity  
 

ผลการทดสอบ 

• การตอบสนองของ Staphylococcus aureus ต่อการทดสอบ Catalase หลังผ่านรังสี UVA 
นาน 5 และ 10 นาที syringe ขนาด 3 มล. ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 3.37 

 

ตารางท่ี 3.37 ค่า Catalase activity ของ Staphylococcus aureus หลังผ่านรังสี UVA  
 

UVA Inactivating time 

(min) 

Replication 
Geometric mean 

1 2 3 

0 38% 33% 33% 34.7% 

5 17% 23% 17% 18.6% 

10 23% 23% 23% 23.1% 
 

• เม่ือพิจารณาจาก ค่าเร่ิมต้น Catalase activity = 34.7% และเม่ือผ่านรังสี UVA นาน 5 นาที 
ค่า CA ลดลงเหลือ 18.6% ก่อน CA จะเพ่ิมขึ้นเป็น 23.1% เม่ือเวลาผ่านรังสี UVA นาน 10 
นาที 
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• แม้ว่า ค่า Catalase activity จะมีการลดลงในช่วงแรกและเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในช่วงสุดท้าย 
อย่างไรก็ตาม เม่ือวิเคราะห์โดยวิธี regression พบว่า แนวโน้มของ %CA มีการลดลงตามลําดับ 
(r = 0.698) ดังภาพท่ี 3.60 

• รังสี UVA สามารถทําลาย Bacterial catalase ของ Staphylococcus aureus ได้ 

• นอกจากนี้ ข้อจํากัดโดยท่ัวไป อีกอย่างหนึ่งของรังสี UV คือ รังสีไม่สามารถทะลุผ่านวัตถุท่ีทึบ
แสงได้ ดังนั้น การประยุกต์ใช้งานต่อไปของรังสี UV กับเนื้อสุกรจึงมีโอกาสน้อยด้วย 

 

 
ภาพท่ี 3.60 ค่า Catalase activity ของ Staphylococcus aureus หลังผ่านรังสี UVA 

 

สรุปผลการทดสอบ 

• เนื่องจาก การรังสี UVA สามารถทําลาย Bacterial catalase ได้ด้วย ดังนั้น เทคนิคการใช้รังสี 
UVA จึงไม่เหมาะสมท่ีจะนํามาใช้ในชุดทดสอบ Catalase ได้ 
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3.4.2.6.2 การทําลาย Bacterial catalase ด้วยความร้อน 
 (thermal inactivation of Bacterial catalase) 
 แม้ว่า Catalase จะทําหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาได้ดีขึ้นเม่ือุณหภูมิสูง (เช่น ระดับใกล้อุณหภูมิร่างกาย เป็น
ต้น) อย่างไรก็ตาม  กลไกการทําลาย Catalase ด้วยความร้อน เกิดขึ้นเนื่องจาก Catalase เป็นเอนไซม์ ซ่ึงมี
องค์ประกอบพ้ืนฐานเป็นโปรตีน (protein) ดังนั้น พลังงานในรูปของความร้อนจะทําให้โครงสร้างโปรตีน 
(protein conformation) เกิดการเปล่ียนแปลงไป  ซ่ึงเม่ือได้พลังงานความร้อนในปริมาณมากเกินไป (เช่น 
อุณหภูมิสูงกว่า 65oซ)  จะส่งผลให้โครงสร้างโปรตีนเกิดการเปล่ียนแปลงอย่างมากและไม่สามารถคืนกลับสู่
โครงสร้างเอนไซม์ก่อนได้รับความร้อนได้ (irreversible) เรียกปรากฎการนี้ว่า การเสียสภาพของโปรตีน 
(protein denaturation) จนทําให้เอนไซม์ไม่สามารถหน้าท่ีเร่งปฎิกิริยาเคมีได้  
 เนื่องจาก โปรตีนหรือเอนไซม์ชนิดเดียวกัน อาจจะมีโครงสร้างบางส่วนท่ีแตกต่างกัน ดังนั้น ความ
ทนทานต่อความร้อนจึงมีความแตกต่างกันด้วย เช่น กรณีของ bovine Catalase มีความทนทานมากกว่า 
Bacterial catalase เม่ือผ่านความร้อนท่ี 65oซ นาน 2 นาที 28  
 

วิธีการทดสอบ 

• เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 3 มล.   

• เตรียมกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1”  

• คัดเลือกแบคทีเรียในการศึกษาท่ีให้การตอบสนองต่อ Catalase test คือ  

ο กลุ่มตอบสนองทันที  คือ  Serratia marcescens  

ο กลุ่มตอบสนองหน่วง คือ   
     - Staphylococcus aureus และ  
     - Klebsiella oxytoca 

• เพาะบ่ม (subculture) แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน Brain Heart Infusion (BHI)  ท่ีอุณหภูมิ 37oซ 
นาน 24 ช่ัวโมง ได้สารละลายแบคทีเรีย 

• ให้ความร้อนสารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดในหลอดแก้วท่ีแช่ในอ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water 
bath) ท่ีอุณหภูมิ 60oซ, 65oซ และ 70oซ นาน 2 และ 10 นาที 

• หยดสารละลายแบคทีเรียปริมาตร 100 ul ลงบนกระดาษกรองท่ีเตรียมไว้ 

• ทดสอบและคํานวณ Catalase activity  
 

ผลการทดสอบ 

                                           
28 Fung, D. 2013 Rapid methods for measurement and enumeration of microbial contamination In 

“Quality attributes and their measurement in meat, poultry and fish products”  editor : Pearson, Albert 

Marchant. Vol. 9. Springer, 2013. 



 193

• การตอบสนองของ Serratia marcescens, Staphylococcus aureus และ Klebsiella 

oxytoca ต่อการทดสอบ Catalase หลังผ่านความร้อนท่ีอุณหภูมิ 60oซ, 65oซ และ 70oซ นาน 
2 และ 10 นาที syringe ขนาด 3 มล. ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 20 และภาพท่ี 
3.61-3.63 

• ค่า Catalase activity ของ Serratia marcescens, Staphylococcus aureus และ 
Klebsiella oxytoca ท่ีอุณหภูมิ 60oซ, 65oซ และ 70oซ มีแนวโน้มลดลดงตามระยะเวลาการ
ผ่านความร้อนท่ีนานมากขึ้น (ตารางที่ 3.38) 

 

ตารางท่ี 3.38 ค่า Catalase activity ของแบคทีเรียหลังผ่านความร้อนท่ีอุณหภูมิ 60oซ, 65oซ และ 70oซ  
 

แบคทีเรีย 
ระยะเวลา  

(นาที) 

อุณหภูมิ (oซ) 

60 65 70 

Serratia marcescens 0 73.0 73.0 73.0 

 2 63.3 59.8 36.7 

 10 65.2 50.9 33.3 

Staphylococcus aureus 0 8.3 8.3 8.3 

 2 2.6 5.8 7.1 

 10 3.1 6.9 1.5 

Klebsiella oxytoca 0 2.5 2.5 2.5 

 2 1.6 7.7 2.8 

 10 0.2 1.6 2.5 
 

• ค่า Catalase activity เร่ิมต้นของแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ไม่มีผลต่อการทดสอบ เนื่องจากผลของ
ความร้อนต่อการลดลงของค่า Catalase activity นั้น ประเมินจากอัตราการลดลงของค่า 
Catalase activity ต่อหนึ่งหน่วยเวลา หรือ ความชัน (slope) ของสมการเส้นตรง (linear 
regression) กล่าวคือ ความชันของสมการเส้นตรงทําหน้าท่ีเป็นดัชนีวัดอัตราการเปล่ียนแปลงค่า 
Catalase activity โดยค่าความชันมาก ก็จะมีอัตราการเปล่ียนแปลงค่า Catalase activity มาก
ด้วย อย่างไรก็ตาม เนื่องจาก การเปล่ียนแปลงของค่า Catalase activity เป็นลักษณะลดลง 
ดังนั้น ความชันสมการจึงมีค่าเป็นลบ (negative) สรุปโดยรวม คือ ความชันสมการมีค่าลบ
มากกว่า ก็จะมีอัตราการลดลงของค่า Catalase activity มากกว่า  

• ตัวอย่างเช่น (ภาพท่ี 3.62) ความชันของอัตราการทําลาย Bacterial catalase ของสารละลาย 
Serratia marcescens ท่ีอุณหภูมิ 65oซ และ 70 oซ เท่ากับ -1.8 และ -2.9 ตามลําดับ แสดงว่า 
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ค่า Catalase activity ของ Serratia marcescens ถูกทําลายท่ีอุณหภูมิ 65oซ ได้น้อยกว่าหรือ
มีประสิทธิภาพน้อยกว่าท่ีอุณหภูมิ 65oซ  

• อย่างไรก็ตาม ผลการทดสอบอัตราการทําลาย Bacterial catalase ของ Staphylococcus 

aureus และ Klebsiella oxytoca อาจจะไม่สอดคล้องกับหลักการทางทฤษฎี เนื่องจาก เป็น
การทดสอบนําร่อง (preliminary test) เพ่ือทดสอบการเปล่ียนแปลงของ Bacterial catalase 
ท่ีเกิดจากความร้อนเท่านั้น  ดังนั้นหากต้องการทราบผลการทดสอบท่ีชัดเจนมากขึ้น อาจจะต้อง
เพ่ิมจํานวนซํ้า (replication) ของการทดสอบ 

 
 

ภาพท่ี 3.61  ค่า Catalase activity ของ Serratia marcescens หลังผ่านความร้อน 

 
 

ภาพท่ี 3.62  ค่า Catalase activity ของ Staphylococcus aureus หลังผ่านความร้อน 
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ภาพท่ี 3.63  ค่า Catalase activity ของ Klebsiella oxytoca หลังผ่านความร้อน 
 

 
สรุปผลการทดสอบ 

• ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 60oซ, 65oซ และ 70oซ สามารถทําลาย Bacterial catalase ของ  
Serratia marcescens, Staphylococcus aureus และ Klebsiella oxytoca ได้ด้วยอัตรา
การทําลาย (inactivation rate) ท่ีแตกต่างกัน  

• อย่างไรก็ตาม ข้อสรุปเบ้ืองต้นของอัตราการลดลงของ Bacterial catalase อาจจจะยังมีความ
เป็นไปได้ในการพัฒนาต่อเพ่ือการนําไปใช้ในภาคสนาม  โดยมีเงื่อนไขว่า pork catalase ควร
จะต้องมีอัตราการลดลงมากกว่า Bacterial catalase  จึงจะทําให้เทคนิคการใช้ความร้อน
สามารถนํามาใช้ในชุดทดสอบ Catalase ได้ 

 
 
 
 
 
 



 

3.4.2.6.3 การทําลาย Pork catalase 

 (thermal inactivation of Pork catalase)

 แม้ว่า Bacterial catalase 

ทําให้ pork catalase ถูกทําลายมากกว่า 
ภาคสนามได้ 
 

วิธีการทดสอบ 

• ห่ันเนื้อหมูโดยใช้ aseptic technique 

• เติมสารละลาย saline (

• นวดเนื้อสุกรกับสารละลายน้ําเกลือเพ่ือ
 

ภาพท่ี 3.64  น้ําเนื้อ (meat juice) 
 

• ให้ความร้อนกับน้ําเนื้อ 
ท่ีอุณหภูมิ 60oซ, 65oซ และ 

• ทดสอบ %CA โดยใช้ 

• อ่านผลการตอบสนองของ 

• คํานวณ Catalase activity
 

ผลการทดสอบ 

• การทดสอบไม่สามารถดําเนินการได้จนเสร็จส้ิน เนื่องจาก 
ส่วนประกอบในสัดส่วนท่ีสูง  เม่ือได้รับความร้อนจึงเกิดการเสียสภาพ 
จับตัวกันแน่น (curd หรือ 

 

Pork catalase ด้วยความร้อน 

(thermal inactivation of Pork catalase) 

Bacterial catalase จากการทดสอบท่ีผ่านมาจะถูกทําลายด้วยความร้อน หากแต่ว่าความร้อน
ถูกทําลายมากกว่า Bacterial catalase ก็อาจจะสามารถพัฒนาต่อเพ่ือการนําไปใช้ใน

aseptic technique ให้ได้เนื้อช้ินขนาดเล็กๆ บรรจุใน plastic bag

saline (น้ําเกลือ) ลงในถุงให้เนื้อสุกรมีลักษณะชุ่มน้ําพอหมาด

นวดเนื้อสุกรกับสารละลายน้ําเกลือเพ่ือคั้นแยกให้ได้น้ําเนื้อ (meat juice) ภาพท่ี 

 
 

(meat juice) ท่ีคั้นจากเนื้อสุกรด้วยน้ําเกลือเพ่ือทดสอบ Catalase activity

ให้ความร้อนกับน้ําเนื้อ (meat juice) ในหลอดแก้วท่ีแช่ในอ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
ซ และ 70oซ นาน 2 และ 10 นาที 

โดยใช้ Pasteur pipette ท่ีอุดปลาย โดยใช้ 3% H2O2 สัดส่วน 

การตอบสนองของ pork catalase ท่ี 5 นาที 

Catalase activity 

การทดสอบไม่สามารถดําเนินการได้จนเสร็จส้ิน เนื่องจาก เม่ือ meat juice 

ส่วนประกอบในสัดส่วนท่ีสูง  เม่ือได้รับความร้อนจึงเกิดการเสียสภาพ (denaturation) 

หรือ clot)  ดังภาพท่ี 3.65 
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จากการทดสอบท่ีผ่านมาจะถูกทําลายด้วยความร้อน หากแต่ว่าความร้อน
ก็อาจจะสามารถพัฒนาต่อเพ่ือการนําไปใช้ใน

plastic bag 

เนื้อสุกรมีลักษณะชุ่มน้ําพอหมาด 

ภาพท่ี 3.64 

Catalase activity 

ในหลอดแก้วท่ีแช่ในอ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 

สัดส่วน = 30:30 ul  

meat juice ซ่ึงมีโปรตีนเป็น
(denaturation) เกิดการ



 

 

ภาพท่ี 3.65 การจับตัวกันแน่น 
 

สรุปผลการทดสอบ 

• เนื่องจาก ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 
ของ  Serratia marcescens, 

• ในขณะเดียวกัน ความร้อนยังทําให้ 
มาก ทําให้ไม่สามารถทดสอบ 

• ดังนั้น เทคนิคการใช้ความร้อนในการทําลายเฉพาะ 
ในชุดทดสอบ Catalase 

  

 

การจับตัวกันแน่น (clot) ของน้ําเนื้อ (meat juice) หลังผ่านความร้อน

เนื่องจาก ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 60oซ, 65oซ และ 70oซ สามารถทําลาย 
Serratia marcescens, Staphylococcus aureus และ Klebsiella

ในขณะเดียวกัน ความร้อนยังทําให้ meat juice ในการทดสอบ pork catalase 

รถทดสอบ Catalase activity  

ดังนั้น เทคนิคการใช้ความร้อนในการทําลายเฉพาะ pork catalase จึงไม่
Catalase ได ้
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หลังผ่านความร้อน 

ซ สามารถทําลาย Bacterial catalase 

Klebsiella oxytoca ได้ 

pork catalase เกิด clot ขึ้น

ไม่เหมาะสมท่ีจะนํามาใช้
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3.4.2.7 การศึกษาพิสัยปกติของ pork catalase 
        (normal range of pork catalase) 
 เนื่องจาก ข้อจํากัดเร่ืองค่า Catalase activity ของชุดทดสอบท่ีเป็นผลรวม (total) ของท้ัง pork 
catalase และ Bacterial catalase ซ่ึงอาจจะทําให้การประเมินระดับการปนเป้ืนแบคทีเรียมีค่าสูงเกินจริง 
กอปรกับข้อจํากัดของเทคนิคการทําลาย pork catalase ท่ีไม่สามารถปฏิบัติได้จริง (จากผลการทดสอบท่ีผ่าน
มาด้วยรังสี UVA และ ความร้อน) ดังนั้น จึงมีการใช้แนวคิดการวัดค่า Catalase activity รวมของ total 
catalase แล้วหักด้วยค่า Catalase activity เฉพาะของ pork catalase เพ่ือให้ได้ค่า Catalase activity 
เฉพาะของ Bacterial catalase ดังสมการ (3.6) 
 

catalasePorkcatalaseTotalcatalaseBacterial −=   (3.6) 
 

 โดยคาดว่า pork catalase ของเนื้อสุกร (โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เนื้อสันนอกท่ีเก็บตัวอย่างตามปกติ) จะ
มีความไม่แน่นอน (uncertainty) ท่ีไม่กว้างมากเกินไป ดังนั้น จึงศึกษาพิสัยปกติของ pork catalase ท่ีดูดซับ
ได้บนกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 ขนาดมาตรฐาน 1”x 1” 
 การคํานวณ Bacterial catalase โดยการหัก pork catalase ออกจาก total catalase ตามแนวคิด
ดังสมการข้างต้น สามารถคํานวณหาค่าปกติของ pork catalase ตามหลักการคณิตศาสตร์ได้ 2 ฐาน คือ 
 1. พิสัยปกติฐาน % Catalase activity (CA-based normal range) 
      วิธีนี้จะเป็นการคํานวณโดยใช้ %CA เป็นฐาน กล่าวคือ การคํานวณค่าของท้ัง total catalase 
และ pork catalase ในรูปของ %CA ก่อน แล้วจึงนํา %CA ของ pork catalase ไปหักออกจาก %CA ของ 
total catalase ก็จะได้ %CA ของ Bacterial catalase ดังสมการ (3.7) 
 

catalasePorkofCAcatalaseTotalofCAcatalaseBacterialofCA %%% −=   (3.7) 
 

      ข้อจํากัดของ ฐาน %CA คือ ถึงแม้ว่าปริมาตร Gas จาก pork catalase จะคงท่ี (ตามสมมุติฐาน
ความคิดของนักวิจัย)  แต่ %CA ของ pork catalase ท่ีคํานวณได้จากการนําไปใช้จริงในภาคสนาม ก็จะมี
ค่าท่ีผันแปรตลอดเวลา เนื่องจาก ปริมาตร Gas ท่ีวัดได้จากชุดทดสอบจริงจะมีปริมาตร Gas จาก Bacterial 
catalase ปนอยู่ด้วยเสนอ ดังนั้น เม่ือ ปริมาตร Gas รวม (จาก pork + bacteria) ในการคํานวณมีค่าผันแปร
ตลอดเวลาขึ้นอยู่กับระดับการปนเป้ือน bacteria ในเนื้อสุกร  
      ดังนั้น ในทางปฏิบัติจริง จึงไม่สามารถใช้แนวคิดค่าปกติของ pork catalase ในรูปของ %CA ได้ 
หรือกล่าวได้อีกอย่างหนึ่งว่า ไม่สามารถรายงานพิสัยปกติของ pork catalase ในรูปของ %CA ได้ เนื่องจาก 
%CA ของ pork catalase จะผันแปรตามระดับการปนเป้ือน bacteria ในเนื้อสุกร 
 

 2. พิสัยปกติฐาน Gas volume (Gas volume-based normal range) 
      วิธีนี้จะเป็นการคํานวณโดยใช้ปริมาตร Gas เป็นฐาน กล่าวคือ การนําปริมาตร Gas ของเนื้อสุกร
ท่ีเกิดจาก pork catalase นําไปหักออกจากปริมาตร Gas รวมจาก total catalase (จาก pork + bacteria) 
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ก็จะได้ ปริมาตร Gas ท่ีเกิดจาก Bacterial catalase จากนั้นจึงนําผลต่างของปริมาตร Gas ท่ีได้นี้ไปคํานวณ
เป็น %CA ของ Bacterial catalase ดังสมการ (3.8) 
 

   100
)(

% ×
+

−
=

reagentGasCatalaseTotal

GasCatalasePorkGasCatalaseTotal
catalaseBacterialofActivityCatalase    (3.8) 

 

ซ่ึงสามารถเทียบเคียงสมการนี้ได้กับสมการคํานวณ % Catalase activity  
 

100% ×=
B

A
ActivityCatalase     (3.9) 

โดยท่ี  
 A  คือ  ปริมาตร Gas ของ Bacterial catalase (total catalase gas – pork catalase gas)  
 B  คือ  ปริมาตร Gas รวมและสารเคมีในการทดสอบ (total catalase gas + reagent) 
 

      วิธีการคํานวณโดยฐานปริมาตร Gas มีความสอดคล้องกับแนวคิดวิธีการทดสอบหาพิสัยปกติของ 
pork catalase ท่ีจะนําไปใช้ในภาคสนามได้ เนื่องจาก ปริมาตร Gas ท่ีผลิตจาก pork catalase สามารถ
นําไปใช้หักจากปริมาตร Gas รวมจาก total catalase (จาก pork + bacteria) เป็นอิสระจากปริมาตร Gas 
ท่ีผลิตจาก Bacterial catalase ดังนั้น ปริมาตร Gas จาก pork catalase ท่ีจะนําไปใช้ในการคํานวณ %CA 
จึงไม่ค่าผันแปรตามระดับการปนเป้ือน bacteria ในเนื้อสุกร  
      ดังนั้น ในทางปฏิบัติจริง จึงสามารถใช้แนวคิดค่าปกติของ pork catalase ในรูปของปริมาตร 
Gas ได้ หรือกล่าวได้อีกอย่างหนึ่งว่า สามารถรายงานพิสัยปกติของ pork catalase ในรูปของปริมาตร Gas 
ได้ เนื่องจาก ปริมาตร Gas ของ pork catalase จะไม่ผันแปรตามระดับการปนเป้ือน bacteria ในเนื้อสุกร 
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ก. การเปรียบเทียบ pork catalase แล่ตัดแบบ cross-section และ long-section ของเนื้อสุกร 
    (comparing pork catalase from cross vs. long section pork) 
 

วิธีการทดสอบ  

• เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 3 มล.   

• เตรียมกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1” 

• แล่ตัดเนื้อสุกรใส่วนเนื้อสันนอก ด้วยวิธี aseptic technique เพ่ือป้องกันมิให้มีการปนเป้ือน
จุลินทรีย์ท่ีผิวหน้าตัดของช้ินเนื้อสุกร   

• แล่ตัดเนื้อสุกร 2 แนว (direction) คือ  

ο ตัดขวางเส้นไยกล้ามเนื้อ (cross section) 

ο ตัดขนานเส้นไยกล้ามเนื้อ (long section) 

• ใช้กระดาษกรองทาบท่ีผิวหน้าตัดของเนื้อสุกรเฉพาะด้านหน้าตัดใหม่ เพ่ือลดการปนเป้ือนของ 
Bacterial catalase 

• หยด sterile saline ปริมาตร 100 ul บนกระดาษกรอง เพ่ือดูดซับ pork catalase ขึ้นมาบน
กระดาษกรอง 

• ทดสอบและวัดปริมาตร gas ใช้ syringe ขนาด 3 มล. 6 ซํ้า (replication)  และอ่านผลการ
ตอบสนองระยะเวลา 60 และ 120 วินาที ตามลําดับ 

 

ผลการทดสอบ :  เปรียบเทียบ CA ของ cross-section และ long-section ของเนื้อสุกร 

• ผลการตอบสนองของ pork catalase ในรูปของ Gas ท่ีผลิตได้จาก Catalase activity ดังแสดง
ในตารางท่ี 3.39 
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ตารางท่ี 3.39 ปริมาตร Gas (มล.) pork catalase ในเนื้อสุกรท่ีตัดแล่ 2 แนว 
 

Replication 
ระยะเวลาตอบสนอง 60 วินาที  ระยะเวลาตอบสนอง 120 วินาที 

ตัดขวาง ตัดขนาน  ตัดขวาง ตัดขนาน 

1 0.05 0.10  0.10 0.15 

2 0.10 0.10  0.20 0.20 

3 0.20 0.35  0.35 0.60 

4 0.10 0.25  0.20 0.45 

5 0.50 0.45  0.75 0.70 

6 0.20 0.45  0.30 0.80 

Average 0.147* 0.237*  0.261** 0.407** 
   * ไม่แตกตา่งกันอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p-value = 0.1742) 

  ** ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p-value = 0.1360) 
 

• ค่าเฉล่ียปริมาตร gas ของ pork catalase ท่ีวัดได้ใน 60 วินาที น้อยกว่า ท่ีวัดได้ 120 วินาที 
สอดคล้องกันท้ัง 2 แนวการแล่ตัดเนื้อสุกร 

• ค่าเฉล่ียปริมาตร gas ของ pork catalase ท่ีวัดได้จากแนวตัดขวางเส้นไยกล้ามเนื้อไม่แตกต่าง
อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับ ค่าเฉล่ียปริมาตร gas ของ pork catalase ท่ีวัดได้จากแนวตัดขนาน
เส้นไยกล้ามเนื้อ ท้ังท่ีระยะเวลา 60 วินาที (p-value = 0.1742) และ 120 วินาที (p-value = 
0.1360) 

 

สรุปผลการทดสอบ :  เปรียบเทียบ CA ของ cross-section และ long-section ของเนื้อสุกร 

• ค่า pork catalase ท่ีได้จากการแล่ตัดเนื้อสุกรแนวขวางและแนวยาวไม่แตกต่างกัน  หรือ 

• วิธีการแล่ตัดเนื้อสุกรไม่ได้มีผลต่อค่า pork catalase 
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ข. ค่าพิสัยปกติของ pork catalase 
    (normal range) 
 

วิธีการทดสอบ 

• เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 3 มล.   

• เตรียมกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1” 

• แล่ตัดเนื้อสุกรส่วนเนื้อสันนอกด้วยวิธี aseptic technique เพ่ือให้ปลอดจากการปนเป้ือนของ
จุลินทรีย์ (Bacterial contamination) ท่ีผิวหน้าตัดช้ินเนื้อสุกร (pork surface)   

• ใช้กระดาษกรองทาบท่ีผิวหน้าตัดของเนื้อสุกรเฉพาะด้านหน้าตัดใหม่ เพ่ือลดการปนเป้ือนของ 
Bacterial catalase 

• หยด sterile saline ปริมาตร 100 ul บนกระดาษกรอง เพ่ือดูดซับ pork catalase ขึ้นมาบน
กระดาษกรอง 

• ทดสอบและคํานวณ Catalase activity ใช้ syringe ขนาด 3 มล. อ่านผลการตอบสนอง
ระยะเวลา 5 นาที 

• ทดสอบและคํานวณ Catalase activity  

ο ตัดช้ินเนื้อสุกร 4 ช้ิน จํานวน 3 ซํ้า (Replication) 

ο หน้าตัดช้ินเนื้อ จํานวน 3 คร้ัง (repeat)  
 

ผลการทดสอบ  

• ผลการตอบสนองของ pork catalase ในรูปของ Catalase activity ดังแสดงในตารางท่ี 3.40 
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ตารางท่ี 3.40 ปริมาตร Gas (มล.) จาก pork catalase จากผิวหน้าตัดของในเนื้อสุกรส่วนเนื้อสันนอก 
 

Piece repeat 
Replication 

1 2 3 

1 1 0.50 0.60 0.45 

 2 0.45 0.70 0.65 

 3 1.00 0.60 0.75 

2 1 0.50 0.80 0.40 

 2 0.50 0.85 0.50 

 3 0.70 0.60 0.45 

3 1 0.60 0.40 0.50 

 2 0.60 0.60 0.50 

 3 0.50 0.50 0.50 

4 1 0.40 0.60 0.70 

 2 0.60 1.10 0.40 

 3 0.70 0.80 0.10 

 Mean 0.57 0.65 0.45 
 

สรุปผลการทดสอบ  

• ค่าพิสัยปกติของ pork catalase (normal range) 0.45-0.67 มล. 

• ค่าเฉล่ียรวมของ pork catalase 0.55 มล. 
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3.4.3 ความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ test kits 
เบ้ืองต้น (CATALASE TEST) 
     (relationship of Bacterial cells and response : CATALASE TEST) 
 
 

CATALASE TEST 
 
 

การศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ Catalase test บน
เนื้อสุกร ประกอบด้วย 2 ระดับ (ภาพท่ี 3.66) คือ 

1.3.1 ระดับห้องปฏิบัติการเบ้ืองต้น (Preliminary laboratory scale) เป็นการศึกษาระดับนําร่อง
เพ่ือมุ่งหาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ Catalase test โดยดําเนินการ
ในห้องปฏิบัติการท่ีมีการควบคุมปัจจัยผันแปรต่างๆ ได้ 

1.3.2 ระดับภาคสนามเบ้ืองต้น (Preliminary field scale) เป็นการศึกษาระดับนําร่องต่อเนื่องจาก
ระดับห้องปฏิบัติการเบ้ืองต้น เพ่ือมุ่งหาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ 
Catalase test โดยดําเนินการในภาคสนามท่ีมีปัจจัยผันแปรต่างๆ ในสถานการณ์การใช้งานชุดทดสอบจริง 
ผ่าน platform ท่ีใกล้เคียงกับชุดทดสอบท่ีจะใช้จริงมากท่ีสุด 

 

 
 

 

ภาพท่ี 3.66  ขั้นตอนการศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนอง 
ของ Catalase test เบ้ืองต้น  
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3.4.3.1 ระดับห้องปฏิบัติการเบ้ืองต้น 
        (Preliminary laboratory scale) 
การทดสอบที่ 1 
วิธีการทดสอบ 

• เตรียมเนื้อสุกรแล่ตัดแนวขวาง (cross section) แบบ aseptic technique เพ่ือป้องกันมิให้เกิด
การปนเป้ือนท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกร 

• เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 3 มล.   

• เตรียมกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1”  

• เพาะบ่ม (subculture) Staphylococcus aureus  ใน Brain Heart Infusion (BHI) ท่ีอุณหภูมิ 
37oซ นาน 24 ช่ัวโมง ได้สารละลายแบคทีเรีย 

• สารละลายแบคทีเรียใน BHI ท่ีได้จากการบ่มเพาะ แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ  

ο ส่วนท่ี 1 : การเจือจางแบบ 10-fold serial dilution เพ่ือหาระดับความเข้มข้นของ
สารละลายแบคทีเรียใน nutrient agar ท่ีอุณหภูมิ 37oซ นาน 18 ช่ัวโมง 

ο ส่วนท่ี 2 : การทดสอบ Catalase activity  

• การทดสอบ Catalase activity 

ο นําสารละลายแบคทีเรีย มาเจือจางแบบ 2-fold serial dilution เพ่ือลดจํานวนเซลล์
ของแบคทีเรีย ปริมาตร 3 มล. หยดและเกล่ียให้ท่ัวผิวหน้าตัดเนื้อสุกร  

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบพับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา (barrel) ทางด้าน
ตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยาและประกอบแกนฉีดยา (plunger) เข้ากับกระบอกฉีดยา 
ขนาด 3 มล. 

ο ดูดสารละลาย 3% hydrogen peroxide เข้ามาในกระบอกฉีดยาเพ่ือทําปฏิกิริยากับ
สารละลาแบคทีเรียโดยให้ปลายแกนฉีดยาอยู่ท่ีประมาณ 0.5 ml.  

ο ใช้เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามัน (needle & oil-based clay) จากการศึกษาใน
ขั้นตอนท่ีผ่านมา  โดยนํามาอุดท่ีปลายด้านเข็มฉีดยาทันทีเพ่ือป้องกันมิให้สารละลาย
หรือฟองอากาศร่ัวไหลออกจากกระบอกฉีดยา  เนื่องจากปฏิกิริยา Catalase เกิดขึ้น
อย่างรวดเร็วมาก 

ο อ่านผลการตอบสนองของการทํางานของ Catalase ท่ีเวลา 60 และ 120 วินาที ในรูป
ของ % Catalase activity 

 

ผลการทดสอบ 

• การตอบสนองของแบคทีเรียต่อการทดสอบ Catalase ในรูปของ % Catalase activity ของ 
total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกรสันนอก และ Staphylococcus aureus  ระยะเวลาสังเกต
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ปฎิกิริยา 60 และ 120 วินาที syringe ขนาด 3 มล. ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 23 และ
ภาพท่ี 3.67 

• % Catalase activity ของ total catalase และจํานวนเซลล์ของ Staphylococcus aureus ท่ี
ปนเป้ือนในเนื้อสุกรมีความสัมพันธ์ในลักษณะทางเดียวกัน ท่ี 60 วินาที และ 120 วินาที โดยมีค่า 
correlation coefficient (r) เท่ากับ 0.640 และ 0.830 ตามลําดับ (ตารางที่ 3.41) 

 

ตารางท่ี 3.41 % Catalase activity ของ total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกรสันนอก และ 
Staphylococcus aureus  ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยา 60 และ 120 วินาที syringe ขนาด 3 มล. 
 

Staphylococcus aureus % Catalase activity 

Log cells/cm2 60 sec. 120 sec. 

Control 17% 23% 

4.3 17% 29% 

5.1 23% 33% 

4.3 17% 29% 

4.4 26% 33% 

5.5 29% 41% 

5.9 29% 38% 
 

 
ภาพท่ี 3.67 % Catalase activity ของ total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกรสันนอก และ 

Staphylococcus aureus  ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยา 60 และ 120 วินาที syringe ขนาด 3 มล. 

 % Catalase activity of total catalase innoculated with 

Staphylococcus aureus  on x-section pork surface

y = 0.0257x + 0.2137
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สรุปผลการทดสอบ  

• ผลการทดสอบพบความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์ Staphylococcus aureus และระดับการ
ตอบสนองของ Catalase ท่ีระยะเวลาสังเกตปฏิกิริยา 120 วินาที 

• ชุดทดสอบ Catalase test สามารถนําไปใช้วัดปริมาณเซลล์ Staphylococcus aureus ท่ี
ปนเป้ือนท่ีผิวเนื้อสุกรได้ ท่ีระยะเวลาสังเกตปฏิกิริยา 120 วินาที 

• ความสัมพันธ์ของจํานวน Staphylococcus aureus และระดับการตอบสนองของ Catalase 
test kits เบ้ืองต้น ได้ 2 สมการ คือ 

 

     2137.00257.01 += xySA    (CR SA1) 

     146.00185.02 += xySA    (CR SA2) 

โดยท่ี 
y คือ ระดับ Bacterial catalase activity (BCA) 
x คือ ระดับการปนเป้ือน Staphylococcus aureus (log cfu/cm2) 

 

 เม่ือปรับตําแหน่งและกําหนดค่าของตัวแปร x และ y ทําให้ได้ 2 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการ
ตอบสนอง response contamination (RC) models  
 

( )
0257.0

2137.0
/log 2

1

−
=

BCA
cmcfuaureusccusStaphyloco   (RC SA1) 

( )
0185.0

146.0
/log 2

2

−
=

BCA
cmcfuaureusccusStaphyloco   (RC SA2) 

 
การทดสอบที่ 2 
วิธีการทดสอบ 

• เตรียมเนื้อสุกรแล่ตัดแนวขวาง (cross section) แบบ aseptic technique เพ่ือป้องกันมิให้เกิด
การปนเป้ือนท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกร 

• เตรียมหลอดฉีดยาพลาสติกใช้คร้ังเดียวท้ิง ขนาด 3 มล.   

• เตรียมกระดาษกรอง WhatmanTM No.1 รูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1”  

• คัดเลือกแบคทีเรียในการศึกษาท่ีให้การตอบสนองต่อ Catalase test คือ  

ο กลุ่มตอบสนองทันที  คือ  Serratia marcescens  
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ο กลุ่มตอบสนองหน่วง คือ  Staphylococcus aureus และ Klebsiella oxytoca 

• เพาะบ่ม (subculture) แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน Brain Heart Infusion (BHI) ท่ีอุณหภูมิ 37oซ 
ได้สารละลายแบคทีเรีย  ความเข้มข้นเร่ิมต้น ~ 107 – 108 cfu/ml  

• สารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน BHI ท่ีได้จากการบ่มเพาะ แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ  

ο ส่วนท่ี 1 : การเจือจางแบบ 10-fold serial dilution เพ่ือหาระดับความเข้มข้นของ
สารละลายแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ใน nutrient agar อุณหภูมิ 37oซ นาน 18 ช่ัวโมง 

ο ส่วนท่ี 2 : การทดสอบ Catalase activity  

• การทดสอบ Catalase activity 

ο นําสารละลายแบคทีเรีย มาเจือจางแบบ 2-fold serial dilution เพ่ือลดจํานวนเซลล์
ของแบคทีเรีย ปริมาตร 3 มล. หยดและเกล่ียให้ท่ัวผิวหน้าตัดเนื้อสุกร  

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบพับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา (barrel) ทางด้าน
ตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยาและประกอบแกนฉีดยา (plunger) เข้ากับกระบอกฉีดยา 
ขนาด 3 มล. 

ο ดูดสารละลาย 3% hydrogen peroxide เข้ามาในกระบอกฉีดยาเพ่ือทําปฏิกิริยากับ
สารละลาแบคทีเรียโดยให้ปลายแกนฉีดยาอยู่ท่ีประมาณ 0.5 ml.  

ο ใช้เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามัน (needle & oil-based clay) จากการศึกษาใน
ขั้นตอนท่ีผ่านมา  โดยนํามาอุดท่ีปลายด้านเข็มฉีดยาทันทีเพ่ือป้องกันมิให้สารละลาย
หรือฟองอากาศร่ัวไหลออกจากกระบอกฉีดยา  เนื่องจากปฏิกิริยา Catalase เกิดขึ้น
อย่างรวดเร็วมาก 

ο อ่านผลการตอบสนองของการทํางาน Catalase เวลา 5 นาที  

ο ทําการทดสอบ 3 ซํ้า (Replication) 
 

ผลการทดสอบ 

• การตอบสนองของแบคทีเรียต่อการทดสอบ Catalase ของ total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อ
สุกรสันนอก และแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยา 5 นาที syringe ขนาด 3 มล. 
ให้ผลการตอบสนอง ดังตารางท่ี 3.42-3.44 

• % Catalase activity ของ total catalase และจํานวนเซลล์ของ Serratia marcescens ท่ี
ปนเป้ือนในเนื้อสุกรมีความสัมพันธ์ในลักษณะทางเดียวกัน ท่ี 5 นาที โดยมีค่า correlation 
coefficient (r) ระหว่าง 0.601-0.886 ดังภาพท่ี 3.68 
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ตารางท่ี 3.42 % Catalase activity ของ total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกรสันนอก และ Serratia 

marcescens ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยา 5 นาที syringe ขนาด 3 มล. 
 

Replication 1  Replication 2  Replication 3 

log cells/cm2 %CA  log cells/cm2 %CA  log cells/cm2 %CA 

4.27 62%  5.48 55%  4.46 58% 

5.44 50%  5.51 50%  5.27 57% 

5.70 47%  5.73 58%  5.30 58% 

6.10 62%  5.74 60%  5.65 74% 

5.72 58%  5.80 67%  5.92 75% 

6.43 69%  6.58 67%  6.21 69% 

6.80 77%  6.72 74%  N/A N/A 
N/A : ไม่มีการทดสอบ 
 

 
ภาพท่ี 3.68 % Catalase activity ของ total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกรสันนอก และ  

Serratia marcescens ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยา 5 นาที syringe ขนาด 3 มล. 
• % Catalase activity ของ total catalase และจํานวนเซลล์ของ Serratia marcescens ท่ี

ปนเป้ือนในเนื้อสุกรมีความสัมพันธ์ในลักษณะทางเดียวกัน ท่ี 5 นาที โดยมีค่า correlation 
coefficient (r) ระหว่าง 0.540-0.915 ดังภาพท่ี 3.69 

 

% Catalase activity of total catalase innoculated with 

Serratia marcescens on x-section pork surface

y = 0.065x + 0.22

R
2

 = 0.2687

y = 0.098x + 0.11

R
2

 = 0.517

y = 0.13x - 0.21

R
2

 = 0.7475

0%

20%

40%

60%

80%

100%

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

log cells/cm
2

%
 C

a
ta

la
se

 a
c
ti
v
it
y

Replication 1

Replication 2

Replication 3



 210

ตารางท่ี 3.43 % Catalase activity ของ total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกรสันนอก และ 
Staphylococcus aureus ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยา 5 นาที syringe ขนาด 3 มล. 
 

Replication 1  Replication 2  Replication 3 

log cells/cm2 %CA  log cells/cm2 %CA  log cells/cm2 %CA 

5.92 41%  4.77 50%  4.39 50% 

5.57 38%  4.30 55%  5.63 69% 

5.84 44%  4.96 55%  5.73 71% 

6.09 62%  5.39 44%  5.63 58% 

6.19 60%  5.35 67%  6.42 72% 

6.92 64%  6.60 62%  6.06 74% 

7.10 74%  6.52 64%  N/A N/A 
N/A : ไม่มีการทดสอบ 
 

 
ภาพท่ี 3.69 % Catalase activity ของ total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกรสันนอก และ  

Staphylococcus aureus ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยา 5 นาที syringe ขนาด 3 มล. 
 

% Catalase activity of total catalase innoculated with 

Staphylococcus aureus on x-section pork surface
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• % Catalase activity ของ total catalase และจํานวนเซลล์ของ Klebsiella oxytoca ท่ี
ปนเป้ือนในเนื้อสุกรมีความสัมพันธ์ในลักษณะทางเดียวกัน ท่ี 5 นาที โดยมีค่า correlation 
coefficient (r) ระหว่าง 0.160-0.326 ดังภาพท่ี 3.70 

 
ตารางท่ี 3.44 % Catalase activity ของ total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกรสันนอก และ Klebsiella 

oxytoca ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยา 5 นาที syringe ขนาด 3 มล. 
 

Replication 1  Replication 2  Replication 3 

log cells/cm2 %CA  log cells/cm2 %CA  log cells/cm2 %CA 

4.92 27%  4.93 44%  4.04 55% 

5.52 23%  5.54 41%  4.32 58% 

5.60 38%  5.74 55%  4.92 69% 

5.67 58%  6.10 44%  5.29 57% 

6.08 38%  6.73 55%  5.76 57% 

6.49 38%  7.55 44%  6.40 64% 

6.45 58%  N/A N/A  N/A N/A 
N/A : ไม่มีการทดสอบ 
 

 
ภาพท่ี 3.70 % Catalase activity ของ total catalase ท่ีผิวหน้าตัดเนื้อสุกรสันนอก และ  

Klebsiella oxytoca ระยะเวลาสังเกตปฎิกิริยา 5 นาที syringe ขนาด 3 มล. 
 

% Catalase activity of total catalase innoculated with 

Klebsiella oxytoca on x-section pork surface
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สรุปผลการทดสอบ  

• ผลการทดสอบพบความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์และระดับการตอบสนองของ Catalase ของ
แบคทีเรีย 3 ชนิด คือ  

ο กลุ่มตอบสนองทันที  คือ  Serratia marcescens  

ο กลุ่มตอบสนองหน่วง คือ  Staphylococcus aureus และ Klebsiella oxytoca 

• การทดสอบระดับห้องปฏิบัติการเบ้ืองต้น (Preliminary laboratory scale) ของชุดทดสอบ 
Catalase test สามารถนําไปใช้วัดปริมาณเซลล์แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนท่ีผิวเนื้อสุกรได้ 

• ความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรีย Staphylococcus aureus และระดับการตอบสนอง
ของ Catalase test kits เบ้ืองต้น ได้ 3 สมการ คือ 

 

     02.0121.03 −= xySA     (CR SA3) 

     30.0047.04 += xySA    (CR SA4) 

     78.0213.05 −= xySA    (CR SA5) 

โดยท่ี 
y คือ ระดับ Bacterial catalase activity (BCA) 
x คือ ระดับการปนเป้ือน Staphylococcus aureus (log cfu/cm2) 

 

 เม่ือปรับตําแหน่งและกําหนดค่าของตัวแปร x และ y ทําให้ได้ 3 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการ
ตอบสนอง response contamination (RC) models  

( )
121.0

02.0
/log 2

3

+
=

BCA
cmcfuaureusccusStaphyloco   (RC SA3) 

( )
047.0

30.0
/log 2

4

−
=

BCA
cmcfuaureusccusStaphyloco   (RC SA4) 

( )
213.0

78.0
/log 2

5

+
=

BCA
cmcfuaureusccusStaphyloco   (RC SA5) 

 

• ความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรีย Klebsiella oxytoca และระดับการตอบสนองของ 
Catalase test kits เบ้ืองต้น ได้ 3 สมการ คือ 

     49.0020.01 += xyKO     (CR KO1) 
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     40.001.04 += xySA     (CR KO2) 

     33.0125.05 += xySA    (CR KO3) 

โดยท่ี 
y คือ ระดับ Bacterial catalase activity (BCA) 
x คือ ระดับการปนเป้ือน Klebsiella oxytoca (log cfu/cm2) 

 

 เม่ือปรับตําแหน่งและกําหนดค่าของตัวแปร x และ y ทําให้ได้ 3 สมการหรือแบบจําลอง response 
contamination (RC) models  
 

( )
020.0

49.0
/log 2

1

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella    (RC KO1) 

( )
01.0

40.0
/log 2

2

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella    (RC KO2) 

( )
125.0

33.0
/log 2

3

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella    (RC KO3) 
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3.4.3.2 ระดับภาคสนามเบ้ืองต้น 
        (Preliminary field scale) 
 

   วิธีการทดสอบ 

• เก็บตัวอย่างเนื้อสุกร (ส่วนสันนอก) จากเขียงตลาดสดจํานวน 48 ตัวอย่าง  

• นําตัวอย่างสุกรผ่านการทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบ การปนเป้ือนแบคทีเรียท้ังหมด Total viable 
count (TVC)  และ Klebsiella spp. โดย 1.ใช้ชุดทดสอบ (test kit) และ 2.ใช้การวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการ (laboratory test) 

• กระดาษกรอง WhatmanTM No.1 ตัดเป็นส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1”x 1” เทียบเท่า
กับ 6.45 ตารางเซนติเมตร (cm2) จํานวน 2 แผ่น นําไปวางบนผิวหน้าตัดเนื้อสุกร และรอสักครู่
เพ่ือให้กระดาษดูดซับแบคทีเรียท้ังหมด และ Klebsiella spp. ขึ้นมาติดบนผิวหน้าของกระดาษ
กรอง  

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบลอกกระดาษกรองแผ่นท่ี 1 ออกจากผิวหน้าตัดเนื้อสุกร เพ่ือ
ทดสอบ Catalase test  
� หนีบพับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา (barrel) ทางด้านตรงข้ามกับปลาย

เข็มฉีดยาและประกอบแกนฉีดยา (plunger) เข้ากับกระบอกฉีดยา ขนาด 3 มล. 
� ดูดสารละลาย 3% hydrogen peroxide เข้ามาในกระบอกฉีดยาเพ่ือทําปฏิกิริยา

กับสารละลาแบคทีเรียโดยให้ปลายแกนฉีดยาอยู่ท่ีประมาณ 0.5 ml.  
� ใช้เข็มฉีดยาอุดปลายด้วยดินน้ํามัน (needle & oil-based clay) จากการศึกษาใน

ขั้นตอนท่ีผ่านมา  โดยนํามาอุดท่ีปลายด้านเข็มฉีดยาทันทีเพ่ือป้องกันมิให้
สารละลายหรือฟองอากาศร่ัวไหลออกจากกระบอกฉีดยา  เนื่องจากปฏิกิริยา 
Catalase เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วมาก 

� อ่านผลการตอบสนองของการทํางาน Catalase เวลา 5 นาที  

ο ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบลอกกระดาษกรองแผ่นท่ี 2 ออกจากผิวหน้าตัดเนื้อสุกร 
� นับจํานวน colony ของแบคทีเรียท้ังหมดและ Klebsiella spp. แล้ว

คํานวณจํานวนในหน่วย cfu/cm2    

• หาความสัมพันธ์ระหว่าง การตอบสนองของแบคทีเรียโดยการใช้ชุดทดสอบ Catalase test และ 
จํานวนแบคทีเรีย ท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) โดยพิจารณาจาก 

ο correlation coefficient (r) มีค่าระหว่าง -1 ถึง +1 กล่าวคือ  
  - r < 0 หรือ ค่าลบ (negative) คือ ผลการตอบสนองจากการใช้ชุดทดสอบ (visual 

response) แปรผกผันกับ จํานวนแบคทีเรียท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory 
result) โดยระดับการแปรผกผันมากขึ้น เม่ือ r เข้าใกล้ -1 
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  - r = 0 คือ ผลการตอบสนองจากการใช้ชุดทดสอบ (visual response) ไม่ผันแปร
กับ จํานวนแบคทีเรียท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) 

 - r > 0 หรือ ค่าบวก (positive) คือ ผลการตอบสนองจากการใช้ชุดทดสอบ 
(visual response) แปรผกตรง กับจํานวนแบคทีเรียท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ 
(laboratory result) โดยระดับการแปรผกผันมากขึ้น เม่ือ r เข้าใกล้ +1 

ผลการทดสอบ 

• การจัดเรียบเรียงข้อมูลของ 2 ตัวแปร (visual response vs. laboratory result) ท่ีให้ผลการ
ทดลองท่ีเป็นไปได้ 2 ทาง คือ การพบ/ไม่พบการปนเป้ือน ทําให้แบ่งผลการวิเคราะห์ได้เป็น 4 
กลุ่ม ดังตารางท่ี 3.45  

 

ตารางท่ี 3.45 ความสอดคล้องกันของการวิเคราะห์แบคทีเรียท้ังหมดด้วยวิธีทางห้องปฏิบัติการและ ชุด
ทดสอบ Catalase 
 

จํานวนตัวอย่างเนื้อสุกรท่ีวิเคราะห์ 

การปนเป้ือนแบคทีเรียท้ังหมด 

ผล Catalase test 

พบการปนเป้ือน 

(positive) 

ไม่พบการปนเป้ือน 

(negative) 

ผลการวิเคราะห์ทาง

ห้องปฏิบัติการ 

(laboratory result) 

พบการปนเป้ือน 

(positive) 
26 8 

ไม่พบการปนเป้ือน 

(negative) 
12 2 

 
 

• ผลการทดสอบความสอดคล้องของการวิเคราะห์แบคทีเรียท้ังหมดด้วยวิธีทางห้องปฏิบัติการและ 
ชุดทดสอบ Catalase พบว่า ให้ผลบวกลวง (false positive) และ ผลลบลวง (false negative) 
จํานวน 12 ตัวอย่าง และ 8 ตัวอย่าง ตามลําดับ 

• เม่ือนําผลการตอบสนองท่ีพบการปนเป้ือน (positive) และ ผลทางห้องปฏิบัติการท่ีพบการ
ปนเป้ือน (positive) เฉพาะท่ีมีความสอดคล้องกัน (agreement) คือ 26 ตัวอย่างท่ีปนเป้ือน 
และ 2 ตัวอย่างท่ีไม่ปนเป้ือน  

ο ค่า r หรือ correlation coefficient ประมาณ 0.76 แสดงว่า ผลการตอบสนองจากการ
ใช้ชุดทดสอบ (visual response) แปรผันตรงกับจํานวน แบคทีเรียท้ังหมดท่ีวิเคราะห์ได้
ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) r2 = 0.5807 ดังภาพท่ี 3.71  

ο ความสัมพันธ์ของจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด และระดับการตอบสนองของ Catalase test 
kits เบ้ืองต้น ได้ 1 สมการ คือ 

     01.0055.01 += xyTVC    (CR TVC1) 
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โดยท่ี 
y คือ ระดับ Bacterial catalase activity (BCA) 
x คือ ระดับการปนเป้ือนแบคทีเรียท้ังหมด (log cfu/cm2) 

 

 เม่ือปรับตําแหน่งและกําหนดค่าของตัวแปร x และ y ทําให้ได้ 1 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการ
ตอบสอนง (response contamination model)  
 

( )
055.0

01.0
/log 2

1

−
=

BCA
cmcfuCountViableTotal   (RC TVC1) 

 

 
 

ภาพท่ี 3.71  ความสัมพันธ์ของผลการตอบสนองจาก Catalase test แปรผันตรงกับจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด
ท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) 

 

 

• เม่ือนําผลการตอบสนองท่ีพบการปนเป้ือน (positive) และ ผลทางห้องปฏิบัติการท่ีพบการ
ปนเป้ือน (positive) เฉพาะท่ีมีความสอดคล้องกัน (agreement) คือ 24 ตัวอย่างท่ีปนเป้ือน 
และ 2 ตัวอย่างท่ีไม่ปนเป้ือน  

ο ค่า r หรือ correlation coefficient ประมาณ 0.69  แสดงว่า ผลการตอบสนองจาก
การใช้ชุดทดสอบ (visual response) แปรผันตรงกับจํานวน Klebsiella spp. ท่ี
วิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) r2 = 0.4886 ดังภาพท่ี 3.72  

ο ความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรีย Klebsiella oxytoca และระดับการตอบสนอง
ของ Catalase test kits เบ้ืองต้น ได้ 1 สมการ คือ 

     0982.00797.04 += xyKO    (CR KO4) 

Correlation of TVC and %Catalase Activity
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โดยท่ี 
y คือ ระดับ Bacterial catalase activity (BCA) 
x คือ ระดับการปนเป้ือน Klebsiella oxytoca (log cfu/cm2) 

 

 เม่ือปรับตําแหน่งและกําหนดค่าของตัวแปร x และ y ทําให้ได้ 1 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการ
ตอบสอนง (response contamination model)  
 

( )
0797.0

0982.0
/log 2

4

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella   (RC KO4) 

 

 
 

ภาพท่ี 3.72  ความสัมพันธ์ของผลการตอบสนองจาก Catalase test แปรผันตรงกับ 
จํานวน Klebsiella spp. ท่ีวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการ (laboratory result) 
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บทที่ 4 

การใช้การตรวจสอบจุลินทรีย์อย่างรวดเร็วเพื่อการประเมินการเสื่อม 

(Rapid test kit for spoilage assessment) 
 

4.1 ตรวจสอบระดับ Spoilage bacteria ในเนื้อสุกรตลาดสดด้วย test kit 
     (Spoilage level by test kit) 
 
4.1.1 การใช้ชุดทดสอบหาระดับการตอบสนอง (response) ของแบคทีเรียที่ปนเป้ือน 
        (response result from test kit) 

 ผลการใช้ชุดทดสอบ (test kits) ในการวัดระดับการตอบสนองของการปนเป้ือน spoilage bacteria 
ในเนื้อสุกรในตลาดสดในรอบท่ี 2 จํานวนรวม 314 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 4.1) ด้วย Oxidase test (2 นาที) และ 
Catalase test (5 นาที) ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 และ 4.3 และ ภาพท่ี 4.1 ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 4.1  จํานวนตัวอย่างเนื้อสุกรในการเก็บตัวอย่างรอบท่ี 2 ในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร 

กลุ่มเขตพื้นที ่ ตลาดที่ 1 ตลาดที่ 2 ตลาดที่ 3 

กรุงเทพกลาง 36 4 6 

กรุงเทพออก 50 10 8 

กรุงเทพเหนือ 64 N/A N/A 

กรุงเทพใต้ 24 20 N/A 

ธนบุรีเหนือ 42 N/A N/A 

ธนบุรีใต ้ 50 N/A N/A 

N/A : not applicable ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 
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ตารางท่ี 4.2  ค่าเฉล่ีย (mean) และความชุก (prevalence) ของการตอบสนอง Oxidase test* ในเนื้อสุกรใน
กลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร 
 

กลุ่มเขตพื้นที ่
ตลาดที่ 1  ตลาดที่ 2  ตลาดที่ 3 

Mean + SD** Prev.  mean + SD Prev.  mean + SD Prev. 

กรุงเทพกลาง 0.35 + 0.47 47%  Negative*** 0 %  0.33 + 0.60 33% 

กรุงเทพออก 0.02 + 0.10 4%  0.05 + 0.15 10%  Negative 0 % 

กรุงเทพเหนือ 0.02 + 0.08 3%  N/A****  N/A 

กรุงเทพใต้ 0.02 + 0.09 4%  Negative 0 %  N/A 

ธนบุรีเหนือ 0.02 + 0.10 5%  N/A  N/A 

ธนบุรีใต ้ Negative 0 %  N/A  N/A 
 

    * พิสัยการตอบสนองของ Oxidase test ระหว่าง 0-2.0 
  ** ค่าเฉล่ีย + standard deviation (SD) 
 *** Negative : ไม่พบการตอบสนอง 
**** N/A : not applicable ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 
 

 

ภาพท่ี 4.1 ความชุกของการตอบสนอง Oxidase test ในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร 
ตารางท่ี 4.3  Bacterial catalase activity (BCA)  ในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร  
 

กลุ่มเขตพื้นที ่
% Catalase activity 

Total catalase activity 

(mean + SD.) 

Bacterial catalase activity 

(mean + SD.) 

Prevalence 

(%) 

ธนบุรีเหนือ 70 + 28 22 + 16 86% 

ธนบุรีใต ้ 44 + 37 10 + 12 59% 

เนื่องจากลักษณะคุณภาพเนื้อสุกรไม่เหมาะสมในการทดสอบ catalase จึงไม่มีการทดสอบเนื้อสุกรในเขตอ่ืน 
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4.1.2 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองของชุดทดสอบ 
        (response-contamination model) 

 จากการศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ test kits 
เบ้ืองต้น (relationship of Bacterial cells and response) ทําให้ได้แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบ
สรอง (response contamination model) ท่ีใช้ในการคํานวณระดับการปนเป้ือนของแบคทีเรียจากระดับ
การตอบสนองของ test kits ท่ีใช้ในการทดสอบคุณภาพของเนื้อสุกรตัวอย่าง  (ตารางท่ี 4.4) 

ตารางท่ี 4.4  แบบจําลองการเป้ือนจากการตอบสนอง (response contamination models) ของ test kits 

Test Kit จุลินทรีย์ Response contamination (RC) model 

Oxidase Pseudomonas spp. ( )
2878.0

0009.0
/log.

+
=

responsevisual
gcfusfluorescenP  RC PS1 

Catalase Klebsiella spp. ( )
020.0

49.0
/log 2

1

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella  RC KO1 

  ( )
01.0

40.0
/log 2

2

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella  RC KO2 

  ( )
125.0

33.0
/log 2

3

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella  RC KO3 

  ( )
0797.0

0982.0
/log 2

4

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella  RC KO4 

 Total Viable Count ( )
055.0

01.0
/log 2 −

=
BCA

cmcfuCountViableTotal  RC TVC 
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4.1.3 การคํานวณการปนเป้ือนจากแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองของชุดทดสอบ 
        (calculating contamination from response-contamination model) 

4.1.3.1 OXIDASE TEST 
 จากผลการใช้ oxidase test ท่ีได้จากหัวข้อ 4.1.1 การใช้ชุดทดสอบหาระดับการตอบสนอง 
(response) ของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือน  นําไปแทนค่าในแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง 
(response contamination model) RC PS1  
 สมการ RC PS1 เป็นแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองท่ีพัฒนาจากการสร้างความสัมพันธ์
ของปริมาณของ Pseudomonas fluorescens และ การตอบสนองของ Oxidase test อย่างไรก็ตาม 
เนื่องจาก การนํา oxidase test kit ไปใช้จริงในการทดสอบหาระดับการปนเป้ือนในเนื้อสุกรนั้น การ
ตอบสนองท่ีได้นั้นมิได้เกิดจากเพียง Pseudomonas fluorescens เท่านั้น  แต่จะเป็นการตอบสนองรวมของ 
Pseudomonas spp. ท่ีให้ผลบวกกับ oxidase test ดังนั้น ในการศึกษานี้จึงอนุมานว่า การตอบสนองท่ี
เกิดขึ้นจาก oxidase test kit เกิดจาก Pseudomonas spp. โดยรวมท้ังหมด เม่ือนําผลการตอบสนองจาก
การใช้ oxidase test ในการทดสอบเนื้อสุกร โดยอาศัยแบบจําลองสมการ RC PS1  เพ่ือคํานวณได้ระดับการ
ปนเป้ือนของ Pseudomonas spp. ดังตารางท่ี 4.5 
 

ตารางท่ี 4.5  ระดับการปนเป้ือน Pseudomonas fluorescens จากการใช้ Oxidase test* ทดสอบท่ี
ผิวหน้านเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร 
 

กลุ่มเขตพื้นที่ 
Pseudomonas fluorescens (log cfu/g) 

ตลาดที่ 1 ตลาดที่ 2 ตลาดที่ 3 

กรุงเทพกลาง 1.2 Negative* 1.2 

กรุงเทพออก 0.1 0.2 Negative 

กรุงเทพเหนือ 0.1 N/A** N/A 

กรุงเทพใต้ 0.1 Negative N/A 

ธนบุรีเหนือ 0.1 N/A N/A 

ธนบุรีใต ้ Negative N/A N/A 
 

* Negative : ไม่พบการปนเป้ือน 
** N/A : not applicable ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 

 

  



 222

4.1.3.2 CATALASE TEST 
 จากผลการใช้ catalase test ท่ีได้จากหัวข้อ 4.1.1 การใช้ชุดทดสอบหาระดับการตอบสนอง 
(response) ของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือน  นําไปแทนค่าในแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง 
(response contamination model)  
 สมการ RC KO1 ถึง RC KO4 เป็นแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองท่ีพัฒนาจากการสร้าง
ความสัมพันธ์ของปริมาณของท้ัง Klebsiella oxytoca ต่อการตอบสนองของ catalase test อย่างไรก็ตาม 
เนื่องจาก การนํา catalase test kit ไปใช้จริงในการทดสอบหาระดับการปนเป้ือนในเนื้อสุกรนั้น การ
ตอบสนองท่ีได้นั้นมิได้เกิดจากเพียง Klebsiella oxytoca เท่านั้น  แต่จะเป็นการตอบสนองรวมของ 
Klebsiella spp. ท่ีให้ผลบวกกับ catalase test ดังนั้น ในการศึกษานี้จึงอนุมานว่า การตอบสนองท่ีเกิดขึ้น
จาก catalase test kit เกิดจาก Klebsiella spp. โดยรวมท้ังหมด เม่ือนําผลการตอบสนองจากการใช้ 
catalase test ในการทดสอบเนื้อสุกร โดยอาศัยแบบจําลองสมการ RC KO1 ถึง RC KO4 เพ่ือคํานวณได้
ระดับการปนเป้ือนของ Klebsiella spp. ดังตารางท่ี 4.6 

ตารางท่ี 4.6  ระดับการปนเป้ือน Klebsiella spp. (log cfu/cm2) จากการใช้ Catalase test ทดสอบท่ี
ผิวหน้าเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร 
 

กลุ่มเขตพื้นที ่
แบบจําลอง Response Contamination 

RC KO1 RC KO2 RC KO3 RC KO4 

ธนบุรีเหนือ 15.54 40.15 9.06 8.83 

ธนบุรีใต ้ 12.61 34.35 8.61 8.12 
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4.2 ทวนสอบระดับ Spoilage bacteria ของ test kit โดยการวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการ            
     (Spoilage level by laboratory) 

 หลังจากการเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรและทําการตรวจสอบระดับ Spoilage bacteria ในเนื้อสุกรในตลาด
สดด้วย test kit แล้วจึงดําเนินการทวนสอบระดับ Spoilage bacteria ของ test kit โดยการวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการ ดังแสดงในตารางท่ี 4.7-4.8 
 

ตารางท่ี 4.7 ผลการทวนสอบระดับ Pseudomonas spp. ในเนื้อสุกรทางห้องปฏิบัติการ 

กลุ่มเขตพื้นที ่
ตลาดที่ 1  ตลาดที่ 2  ตลาดที่ 3 

Mean* + SD** Prev.  mean + SD Prev.  mean + SD Prev. 

กรุงเทพกลาง 0.59 + 1.89 14%  0 0  0 0 

กรุงเทพออก 1.25 + 2.02 29%  0 0  0 0 

กรุงเทพเหนือ 0 0  N/A  N/A 

กรุงเทพใต้ 0 0  0 0  N/A 

ธนบุรีเหนือ 0 0  N/A  N/A 

ธนบุรีใต ้ 0 0  N/A  N/A 
 

    * ค่าเฉล่ีย (log cfu/g) 
  ** standard deviation (log cfu/g)       N/A : not applicable ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 

ตารางท่ี 4.8 ผลการทวนสอบระดับ Klebsiella spp. ในเนื้อสุกรทางห้องปฏิบัติการ 

กลุ่มเขตพื้นที ่
ตลาดที่ 1  ตลาดที่ 2  ตลาดที่ 3 

Mean + SD** Prev.  mean + SD Prev.  mean + SD Prev. 

กรุงเทพกลาง 5.62 + 0.61 97%  4.60 + 0.41 100%  4.58 + 2.37 83% 

กรุงเทพออก 4.75 + 2.08 86%  4.52 + 2.65 80%  4.69 + 2.93 75% 

กรุงเทพเหนือ 0.00 0%  N/A  N/A 

กรุงเทพใต้ 0.00 0%  0.00 0%  N/A 

ธนบุรีเหนือ 5.15 + 1.83 91%  N/A  N/A 

ธนบุรีใต ้ 6.06 + 0.96 100%  N/A  N/A 
 

   * ค่าเฉล่ีย (log cfu/g) 
  ** standard deviation (log cfu/g)      N/A : not applicable ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 
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4.3 การวิเคราะห์ความสอดคล้องของความเสื่อมของเนื้อสุกรจาก test kit และจาก
ห้องปฏิบัติการ            
     (Agreement of Spoilage by test kit vs. laboratory) 
 
4.3.1 ความสอดคล้องของผลของการใช้ Oxidase test kit และผลวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการในการปนเป้ือน Pseudomonas spp. 

 สมการ RC PS1 เป็นแบบจําลองท่ีพัฒนาจากการสร้างความสัมพันธ์ของปริมาณของ 
Pseudomonas fluorescens และ การตอบสนองของ Oxidase test อย่างไรก็ตาม เนื่องจาก การนํา 
oxidase test kit ไปใช้จริงในการทดสอบหาระดับการปนเป้ือนในเนื้อสุกรนั้น การตอบสนองท่ีได้นั้นมิได้เกิด
จากเพียง Pseudomonas fluorescens เท่านั้น  แต่จะเป็นการตอบสนองรวมของ Pseudomonas spp. ท่ี
ให้ผลบวกกับ oxidase test ดังนั้น ในการศึกษานี้จึงอนุมานว่า การตอบสนองท่ีเกิดขึ้นจาก oxidase test kit 
เกิดจาก Pseudomonas spp. โดยรวมท้ังหมด เม่ือนําผลการตอบสนองจากการใช้ oxidase test ในการ
ทดสอบเนื้อสุกร โดยอาศัยแบบจําลองสมการ RC PS1 
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ในการแปลงค่าการตอบสนองของ oxidase test ให้ได้เป็นความเข้มข้นของ Pseudomonas spp. 
(Pseudomonas fluorescens) แล้วนําค่าระดับการปนเป้ือนท่ีคํานวณได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับระดับ
การปนเป้ือน Pseudomonas spp. ท่ีวิเคราะห์ได้จากห้องปฏิบัติการ (ตารางท่ี 4.9 และ ภาพท่ี 4.2-4.3) 
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ตารางท่ี 4.9 การเปรียบเทียบระดับการปนเป้ือน Pseudomonas spp. การตอบสนองของ Oxidase test 
และการทวนสอบทางห้องปฏิบัติการ 

  Mean (log cfu/g)  Prevalence 

กลุ่มเขตพ้ืนท่ี ตลาด Oxidase test Laboratory  Oxidase test Laboratory 

กรุงเทพกลาง 1. 1.21 0.59  47 14 

 2. 0 0  0 0 

 3. 1.16 0  33 0 

กรุงเทพออก 1. 0.08 1.25  4 29 

 2. 0.18 0  10 0 

 3. 0 0  0 0 

กรุงเทพเหนือ 1. 0.06 0  3 0 

กรุงเทพใต้ 1. 0.07 0  4 0 

 2. 0 0  0 0 

ธนบุรีเหนือ 1. 0.08 0  5 0 

ธนบุรีใต้ 1. 0 0  0 0 
 
 จากผลการเปรียบเทียบ ความเข้มข้นของ Pseudomonas spp. โดย oxidase test และ การ
วิเคราะห์ทองห้องปฏิบัติการ พบว่า มีความสัมพันธ์กับร้อยละ 18 ในขณะท่ี ความชุกของ Pseudomonas 
spp. โดย oxidase test และ การวิเคราะห์ทองห้องปฏิบัติการ มีความสัมพันธ์กันร้อยละ 25 ซ่ึงเป็น
ความสัมพันธ์ในระดับท่ีค่อนข้างต่ํา  
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ภาพท่ี 4.2 การเปรียบเทียบความเข้มข้น Pseudomonas spp. การตอบสนองของ Oxidase test  

และการทวนสอบทางห้องปฏิบัติการ 
 

 
ภาพท่ี 4.3 การเปรียบเทียบความชุก Pseudomonas spp. การตอบสนองของ Oxidase test  

และการทวนสอบทางห้องปฏิบัติการ 
 

ข้อสังเกตท่ีน่าสนใจ คือ ความชุกท่ีคํานวณได้จากการใช้ oxidase test จะมีความไวมากกว่าความชุก
ท่ีวิเคราะห์ได้จากห้องปฏิบัติการ เนื่องจาก ปัญหาท่ีเกิดขึ้นตลอดการศึกษาวิเคราะห์ Pseudomonas spp. 
กล่าวคือ เนื้อสุกรมีการปนเป้ือนด้วยจุลินทรีย์อ่ืนในระดับประมาณ 1-2 log cfu/g ซ่ึงความเข้มข้นระดับนี้ทํา
ให้เป็นอุปสรรคในการนับจํานวนหรือบดบัง Pseudomonas spp. ในระดับความเข้มข้นเดียวกัน (แม้ว่าจะมี
การใช้ supplement สําหรับ Pseudomonas spp. โดยเฉพาะแล้วก็ตาม) ดังนั้น โดยมากแล้วจึงสามารถนับ
จํานวน Pseudomonas spp. ได้อย่างม่ันใจในระดับตั้งแต่ 3 log cfu/g ขึ้นไป ทําให้มีโอกาสเป็นไปได้มากท่ี
อาจจะมีการปนเป้ือน Pseudomonas spp. ในระดับต่ํากว่า 3 log cfu/g ทําให้ความชุกหรือความไวในการ
แยก Pseudomonas spp.ทางห้องปฏิบัติการลดลงไป  

ในขณะเดียวกัน ปัญหาท่ีเกิดขึ้นทางห้องปฏิบัติการกลับไม่เป็นอุปสรรคสําหรับการใช้ test kit 
เนื่องจาก oxidase test ให้การตอบสนองเฉพาะจุลินทรีย์ท่ีให้ผลบวกต่อ oxidase test เท่านั้น และจุลินทรีย์
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เส่ือมเนื้อสัตว์สําคัญท่ีให้ผลบวก เช่น Pseudomonas spp. และ Klebsiella spp. ซ่ึงตรงกับวัตถุประสงค์ใน
การใช้ test kit เพ่ือประเมินการปนเป้ือนของจุลินทรีย์เส่ือมเนื้อสัตว์ 
 
การประเมินความสอดคล้องของแบบจําลอง (model agreement) 
 การประเมินความสอดคล้องของแบบจําลองในการทํานายค่า (predicted value) นั้นโดยท่ัวไปจะ
เป็นการเปรียบเทียบกับค่าท่ีสังเกตได้ (observed value) โดยแบบจําลองท่ีสามารถทํานายค่าได้ใกล้เคียงกับ
ค่าท่ีสังเกตได้จริงมาก ก็ถือว่าเป็นแบบจําลองท่ีมีความเหมาะสมในการใช้งานท่ีดี โดยเคร่ืองมือหรือดัชนีท่ีใช้ใน
การช้ีวัดความเหมาะสมของแบบจําลอง คือ 
 ค่าความถูกต้อง (Accuracy factor : Af)  ค่าความถูกต้องเป็นดัชนีหรือเคร่ืองมือในการวัด
ประสิทธิภาพ (performance) ของแบบจําลองในการทํานายค่า (predicted) ให้มีค่าใกล้เคียงหรือสอดคล้อง
กับค่าท่ีสังเกตได้จริง (observed)  โดยประยุกต์จากการทํานายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ท่ีปนเป้ือนใน
อาหาร (Ross, 1996) สมการ (4.1) 
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โดย 
  Predicted   คือ  ค่าท่ีคํานวณได้จากแบบจําลอง 
 Observed   คือ  ค่าท่ีได้จากการสังเกตจริง 
 n       คือ  จํานวนค่าท่ีใช้ในการเปรียบเทียบ 
 ค่าความถูกต้องจะมีค่าตั้งแต่ 1.0 ขึ้นไป กล่าวคือ แบบจําลองท่ีทํานายค่าได้ถูกต้องมากกว่า จะมีค่า
ความถูกต้องน้อยกว่า ในทางตรงกันข้าม แบบจําลองท่ีทํานายค่าได้ถูกต้องน้อยกว่า จะมีค่าความถูกต้อง
มากกว่า 
        Af = 1.0  หมายความว่า แบบจําลองให้ค่าทํานายตรงกับค่าท่ีสังเกตได้ทุกค่าอย่างแม่นยํา  
        Af = 2.0  หมายความว่า แบบจําลองให้ค่าทํานายสูงกว่าค่าท่ีสังเกตได้ 2 เท่า  
 1.3 < Af < 1.5 เป็นช่วงค่าท่ียอมรับได้ของแบบจําลองทํานาย 
 
 สมการ RC PS1 เป็นแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง (response contamination 
model) ท่ีใช้ในการดัดแปลงค่าการตอบสนองของ oxidase test kit เป็นการระดับการปนเป้ือน 
Pseudomonas spp. ในเนื้อสุกร (oxidase test kit result) โดยถือว่าเป็นค่าท่ีทํานาย (predicted 
contamination) เม่ือนํามาเปรียบเทียบกับระดับการปนเป้ือน Pseudomonas spp ท่ีวิเคราะห์ได้จาก
ห้องปฏิบัติการ (laboratory result) โดยถือว่าเป็นค่าท่ีสังเกตได้ (observed contamination) เม่ือนํามา
คํานวณค่าความถูกต้องของ สมการ RC PS1 หรือแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง ในการทํานาย
ค่าการปนเป้ือน Pseudomonas spp. ท่ีได้จากห้องปฏิบัติการหรือค่าท่ีแท้จริงท่ีควรจะเป็น (ภาพท่ี 4.4) 
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ภาพท่ี 4.4 การใช้ค่าความถูกต้อง (accuracy factor) ในการประเมินความเหมาะสมของ 

แบบจําลองการทํานายค่าปนเป้ือนจาก visual response หรือ oxidase test kit 
  
 ผลท่ีได้จากการคํานวณค่าความถูกต้องของสมการ RC PS1 ในการทํานายค่าการปนเป้ือนจากผล
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ เท่ากับ 2.0 (ตารางท่ี 4.10) หมายความว่า ระดับการปนเป้ือนท่ีดัดแปลงจาการ
ใช้ oxidase test kit ให้ค่าท่ีสูงกว่าการปนเป้ือนจริงประมาณ 2 เท่า 

ตารางท่ี 4.10  การประเมินความสอดคล้องของแบบจําลองในการทํานาย Pseudomonas spp. โดยใช้ค่า 
accuracy factor (Af) 

ระดับการปนเป้ือน Pseudomonas spp. 
(log cfu/cm2) ค่าความแตกต่าง 

แบบจําลอง RC PS1 ห้องปฏิบัติการ 
1.21 0.59 0.31 

0 0 0 
1.16 0 1.06 
0.08 1.25 1.22 
0.18 0 0.25 

0 0 0 
0.06 0 0.24 
0.07 0 0.16 

0 0 0 
0.08 0 0.08 

0 0 0 
Accuracy Factor (Af) = 2.00 
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4.3.2  ความสอดคล้องของผลของการใช้ Catalase test kit และผลวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการในการปนเป้ือน Klebsiella spp. 

 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง RC KO1, RC KO2 และ RC KO3 เป็นแบบจําลองท่ี
พัฒนาจากการสร้างความสัมพันธ์ของปริมาณของ Klebsiella oxytoca และ การตอบสนองของ catalase 
test อย่างไรก็ตาม เนื่องจาก การนํา catalase test kit ไปใช้จริงในการทดสอบหาระดับการปนเป้ือนในเนื้อ
สุกรนั้น การตอบสนองท่ีได้นั้นมิได้เกิดจากเพียง Klebsiella oxytoca เท่านั้น  แต่จะเป็นการตอบสนองรวม
ของ Klebsiella spp. ท่ีให้ผลบวกกับ catalase test ดังนั้น ในการศึกษานี้จึงอนุมานว่า การตอบสนองท่ี
เกิดขึ้นจาก catalase test kit เกิดจาก Klebsiella spp. โดยรวมท้ังหมด เม่ือนําผลการตอบสนองจากการใช้ 
catalase test ในการทดสอบเนื้อสุกร โดยอาศัยแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง RC KO1, RC 
KO2 และ RC KO3 

 

ในการแปลงค่าการตอบสนองของ catalse test ให้ได้เป็นความเข้มข้นของ Klebsiella spp. 
(Klebsiella oxytoca) แล้วนําค่าระดับการปนเป้ือนท่ีคํานวณได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับระดับการ
ปนเป้ือน Klebsiella spp. ท่ีวิเคราะห์ได้จากห้องปฏิบัติการ (ตารางท่ี 4.11 ) 
 
ตารางท่ี 4.11 การเปรียบเทียบระดับการปนเป้ือน Klebsiella spp. การตอบสนองของ Catalase test และ
การทวนสอบทางห้องปฏิบัติการ 

กลุ่มเขตพื้นที ่
แบบจําลอง Response contamination 

Laboratory result 
RC KO1 RC KO2 RC KO3 RC KO4 

ธนบุรีเหนือ 15.54 40.15 9.06 8.83 5.63 

ธนบุรีใต ้ 12.61 34.35 8.61 8.12 6.06 

 
การประเมินความสอดคล้องของแบบจําลอง (model agreement) 
 การประเมินความสอดคล้องของแบบจําลองในการทํานายค่า (predicted value) นั้นโดยท่ัวไปจะ
เป็นการเปรียบเทียบกับค่าท่ีสังเกตได้ (observed value) โดยแบบจําลองท่ีสามารถทํานายค่าได้ใกล้เคียงกับ
ค่าท่ีสังเกตได้จริงมาก ก็ถือว่าเป็นแบบจําลองท่ีมีความเหมาะสมในการใช้งานท่ีดี โดยเคร่ืองมือหรือดัชนีท่ีใช้ใน
การช้ีวัดความเหมาะสมของแบบจําลอง คือ 
 ค่าความถูกต้อง (Accuracy factor : Af)  ค่าความถูกต้องเป็นดัชนีหรือเคร่ืองมือในการวัด
ประสิทธิภาพ (performance) ของแบบจําลองในการทํานายค่า (predicted) ให้มีค่าใกล้เคียงหรือสอดคล้อง
กับค่าท่ีสังเกตได้จริง (observed)  โดยประยุกต์จากการทํานายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ท่ีปนเป้ือนใน
อาหาร (Ross, 1996) สมการ (4.1) 
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

















∑

=
n
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FactorAccuracy

Pr
log

10    (4.1) 

โดย 
  Predicted   คือ  ค่าท่ีคํานวณได้จากแบบจําลอง 
 Observed   คือ  ค่าท่ีได้จากการสังเกตจริง 
 n       คือ  จํานวนค่าท่ีใช้ในการเปรียบเทียบ 
 ค่าความถูกต้องจะมีค่าตั้งแต่ 1.0 ขึ้นไป กล่าวคือ แบบจําลองท่ีทํานายค่าได้ถูกต้องมากกว่า จะมีค่า
ความถูกต้องน้อยกว่า ในทางตรงกันข้าม แบบจําลองท่ีทํานายค่าได้ถูกต้องน้อยกว่า จะมีค่าความถูกต้อง
มากกว่า 
        Af = 1.0  หมายความว่า แบบจําลองให้ค่าทํานายตรงกับค่าท่ีสังเกตได้ทุกค่าอย่างแม่นยํา  
        Af = 2.0  หมายความว่า แบบจําลองให้ค่าทํานายสูงกว่าค่าท่ีสังเกตได้ 2 เท่า  
 1.3 < Af < 1.5 เป็นช่วงค่าท่ียอมรับได้ของแบบจําลองทํานาย 

 ผลท่ีได้จากการคํานวณค่าความถูกต้องของสมการ RC KO1 – RC KO4 ในการทํานายค่าการ

ปนเป้ือนจากผลวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (ตารางท่ี 4.12) ระหว่าง 1.36-7.13 โดยแบบจําลอง RC KO4 มี

ค่าความถูกต้องต่ําท่ีสุด คือ 1.36-1.57  

ตารางท่ี 4.12 การประเมินความถูกต้องของแบบจําลองในการทํานาย Klebsiella spp. 

กลุ่มเขตพื้นที ่
ค่าความถูกต้อง (Accuracy factor : Af) 

RC KO1 RC KO2 RC KO3 RC KO4 

ธนบุรีเหนือ 2.76 7.13 1.61 1.57 

ธนบุรีใต ้ 2.08 5.67 1.42 1.36 

ดังนั้น แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองท่ีเหมาะสมสําหรับการแปลงค่าการตอบสนองของ 
Catalase เป็นระดับการปนเป้ือน Klebsiella spp. ในเนื้อสุกร คือ RC KO4 

( )
0797.0

0982.0
/log 2

4

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella

  RC KO4
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4.3.3 การปรับค่าพารามิเตอร์ของแบบจําลองการปนเป้ือนจากความเข้มข้น (response 
contamination model) ของการใช้ Catalase test kit ให้สอดคล้องกับผลวิเคราะห์การ
ปนเป้ือน Klebsiella spp. ทางห้องปฏิบัติการ 

 เพ่ือให้สามารถทํานายค่าการปนเป้ือน Klebsiella spp. โดยใช้การตอบสนองของ Catalase test kit 
โดยยึดเอาค่าการปนเป้ือน Klebsiella spp. ท่ีได้จากห้องปฏิบัติการเป็นค่าท่ีถูกต้อง (gold standard) ดังนั้น 
จึงต้องมีการปรับพารามิเตอร์ (parameter) ของแบบจําลองการปนเป้ือนจากตอบสนอง (response 
contamination model) จาก RC KO4 ให้ได้ค่าพารามิเตอร์ใหม่ โดยอาศัย Solver ซ่ึงเป็น Add-Ins ของ 
Microsoft Excel โดยปรับค่า parameter ของ RC KO4 ซ่ึงประกอบด้วย ความชันของสมการถดถอย 
(slope : a) และค่าจุดตัดแกน Y (intercept : b) ดังสมการ (4.2)-(4.4) ท่ีจะให้ค่าระดับการปนเป้ือนท่ีเท่ากับ
ค่าการปนเป้ือน Klebsiella spp. ท่ีได้จากห้องปฏิบัติการ (ตารางท่ี 4.13-4.14) 

 

bXaY +=      (4.2) 
 
 

โดยท่ี Y คือ  การตอบสนองของการทดสอบ หรือ Bacterial catalase activity (BCA) 
 a คือ  จุดตัดแกนตั้ง (แกน Y) 

b คือ  ความชันของสมการเส้นตรง (slope) 
X คือ  ระดับการปนเป้ือนของ Klebsiella spp. 

 เม่ือปรับในรูปของแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง (response contamination model) 
จะได้เป็น 

   
( )

a

bBCA
cmcfuoxytocaKlebsiella

−
=

2/log    (4.3) 

โดยท่ี 
BCA  คือ  ระดับ Bacterial catalase activity (BCA) 
a  คือ  ความชันของสมการถดถอย (slope) 
b  คือ  ค่าจุดตัดแกน Y (intercept) 

 

 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองต้นแบบก่อนปรับพารามิเตอร์ คือ 

   
( )

0797.0

0982.0
/log 2

4

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella   (4.4) 
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ตารางท่ี 4.13 ค่าพารามิเตอร์ของสมการถดถอยในแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง (RC model) 
ในการทํานายการปนเป้ือน Klebsiella spp. ในเนื้อสุกรจากพ้ืนท่ีเขตธนบุรีเหนือ 

ก่อนปรับค่า parameter  หลังปรับค่า parameter 
Laboratory 

result Parameter 
Predicted 

conc. 
Log 

(pred./obs.) 
 Parameter 

Predicted 
conc. 

Log 
(pred./obs.) 

a b 8.46 0.21  a b 5.32 0.06 6.08 
0.0797 0.0982 8.01 0.18  0.0952 0.2661 5.83 0.05 6.60 
  8.33 0.17    5.21 0.05 5.80 
  8.33 0.12    5.32 0.04 5.90 
  8.90 0.12    5.90 0.09 4.80 
  8.81 0.15    5.90 0.12 4.48 
  9.03 0.20    5.69 0.01 5.55 
  8.65 0.18    5.61 0.03 5.23 
  7.62 0.14    6.07 0.04 5.58 
  8.46 0.18    5.52 0.01 5.60 
  7.92 0.12    5.08 0.02 5.37 
  8.01 0.09    5.32 0.04 5.78 
  8.70 0.18    5.61 0.08 6.69 
  8.33 0.15    6.07 0.08 7.36 
  7.62 0.03    5.69 0.09 6.95 
  7.62 0.01    4.79 0.02 5.00 
  7.39 0.02    6.07 0.03 5.66 
  7.13 0.03    5.83 0.01 5.69 
  7.39 0.03    6.12 0.06 5.28 
  6.83 0.05    5.87 0.07 6.86 
  7.39 0.02    5.52 0.09 6.77 
  7.39 0.21    6.07 0.04 6.69 
  8.33 0.09    5.52 0.09 6.77 
  8.18 0.19    5.96 0.07 5.02 
  8.33 0.24    6.07 0.04 6.61 
  8.99 0.29    6.12 0.18 4.00 
  8.53 0.15    6.07 0.12 4.60 
  9.29 0.21    5.08 0.00 5.07 
  8.46 0.21    5.32 0.06 6.16 
  8.01 0.18    5.61 0.04 5.13 
  8.33 0.17    6.02 0.06 5.22 
  8.33 0.12    4.87 0.09 5.95 
  8.90 0.12    4.79 0.01 4.70 
  8.81 0.15    6.07 0.13 4.48 
  9.03 0.20    5.32 0.06 6.08 

  Af = 1.36     Af =1.14  
ค่าเฉล่ีย 

ความเข้มข้น 
8.12   

ค่าเฉล่ีย 
ความเข้มข้น 

5.63  5.63 
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 จากตารางท่ี 4.13 จะเห็นได้ว่า พารามิเตอร์ a และ b ใหม่ท่ีได้จากการใช้ Solver Add-Ins คือ 
0.0952 และ 0.2661 ตามลําดับ สามารถทําให้ลดค่าความถูกต้อง (Af) จาก 1.36 เหลือเพียง 1.14 เท่านั้น 
และ ค่าเฉล่ียความเข้มข้นท่ีทํานาย (predicted concentration) ได้มีค่าเท่ากับค่าเฉล่ียความเข้มข้นท่ีได้จาก
ห้องปฏิบัติการ (laboratory result) 5.63 log cfu/cm2  

 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองต้นแบบหลังปรับพารามิเตอร์ ของเขตธนบุรีเหนือ ดัง
สมการ (4.5) คือ 

   
( )

0952.0

)2661.0(
/log 2

4

−
=

BCA
cmcfuoxytocaKlebsiella   (4.5) 

ตารางท่ี 4.14 ค่าพารามิเตอร์ของสมการถดถอยในแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง (RC model) 
ในการทํานายการปนเป้ือน Klebsiella spp. ในเนื้อสุกรจากพ้ืนท่ีเขตธนบุรีใต้ 

ก่อนปรับค่า parameter  หลังปรับค่า parameter 
Laboratory 

result Parameter 
Predicted 

conc. 
Log 

(pred./obs.) 
 Parameter 

Predicted 
conc. 

Log 
(pred./obs.) 

a b 8.46 0.14  a b 6.33 0.09 5.17 
0.0797 0.0982 9.07 0.14  0.1037 0.1166 5.98 0.05 5.30 
  8.33 0.16    6.22 0.05 5.57 
  8.46 0.16    6.22 0.01 6.34 
  9.15 0.28    6.66 0.00 6.68 
  9.15 0.31    6.59 0.02 6.26 
  8.90 0.20    6.76 0.08 5.65 
  8.81 0.23    6.46 0.05 5.77 
  9.35 0.22    5.68 0.01 5.52 
  8.70 0.19    6.33 0.05 5.61 
  8.18 0.18    5.91 0.00 5.95 
  8.46 0.17    5.98 0.03 6.47 
  8.81 0.12    6.51 0.05 5.74 
  9.35 0.10    6.22 0.03 5.87 
  8.90 0.11    5.68 0.09 7.06 
  7.83 0.19    5.68 0.14 7.82 
  9.35 0.22    5.50 0.15 7.80 
  9.07 0.20    5.30 0.15 7.56 
  9.41 0.25    5.50 0.10 6.90 
  9.11 0.12    5.07 0.18 7.59 
  8.70 0.11    5.50 0.11 7.08 
  9.35 0.15    5.50 0.08 4.60 

  Af = 1.57     Af =1.18  
ค่าเฉล่ีย 

ความเข้มข้น 
8.83   

ค่าเฉล่ีย 
ความเข้มข้น 

6.06  6.06 
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 จากตารางท่ี 4.14 จะเห็นได้ว่า พารามิเตอร์ a และ b ใหม่ท่ีได้จากการใช้ Solver Add-Ins คือ 
0.1037 และ 0.1166 ตามลําดับ สามารถทําให้ลดค่าความถูกต้อง (Af) จาก 1.57 เหลือเพียง 1.18 เท่านั้น 
และ ค่าเฉล่ียความเข้มข้นท่ีทํานาย (predicted concentration) ได้มีค่าเท่ากับค่าเฉล่ียความเข้มข้นท่ีได้จาก
ห้องปฏิบัติการ (laboratory result) 6.06 log cfu/cm2  

 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองต้นแบบหลังปรับพารามิเตอร์ ของเขตธนบุรีใต้ ดังสมการ 
(4.6) คือ 

( )
137.0

)1166.0(
/log 2 −

=
BCA

cmcfuoxytocaKlebsiella
  

(4.6) 

 เนื่องจาก ค่าพารามิเตอร์ท่ีปรับได้นั้น มาจาก 2 กลุ่มเขตพ้ืนท่ี ดังนั้น เพ่ือให้เป็นตัวแทนท่ีเหมาะสม 
จึงหาค่าเฉล่ียของพารามิเตอร์ a และ b เท่ากับ 0.0995 และ 0.1914 ตามลําดับ  ได้เป็นแบบจําลองการ
ปนเป้ือนจากการตอบสนอง (RC model) ของ Klebsiella spp. (RC KO) 

( )
0995.0

)1914.0(
/log 2 −

=
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================================= 
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บทที่ 5 

การใช้การตรวจสอบจุลินทรีย์อย่างรวดเร็วเพื่อการประเมินความเสี่ยง 

(Rapid test kit for risk assessment) 
 

5.1 ตรวจสอบระดับ Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกรตลาดสดด้วย test kit 
     (Staphylococcus aureus level by test kit) 
 
5.1.1 การใช้ชุดทดสอบหาระดับการตอบสนอง (response) ของแบคทีเรียที่ปนเป้ือน 
        (response result from test kit) 

 ผลการใช้ชุดทดสอบ (test kits) ในการวัดระดับการตอบสนองของการปนเป้ือน Staphylococcus 

aureus ในเนื้อสุกรในตลาดสดในรอบท่ี 2 จํานวนรวม 314 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 5.1) ด้วย Catalase test ดัง
แสดงในตารางท่ี 5.2 
 

ตารางท่ี 5.1  จํานวนตัวอย่างเนื้อสุกรในการเก็บตัวอย่างรอบท่ี 2 ในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร 
 

กลุ่มเขตพื้นที ่ ตลาดที่ 1 ตลาดที่ 2 ตลาดที่ 3 

กรุงเทพกลาง 36 4 6 

กรุงเทพออก 50 10 8 

กรุงเทพเหนือ 64 N/A N/A 

กรุงเทพใต้ 24 20 N/A 

ธนบุรีเหนือ 42 N/A N/A 

ธนบุรีใต ้ 50 N/A N/A 
N/A : not applicable ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 

 

ตารางท่ี 5.2  Bacterial catalase activity (BCA)  ในเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร  
 

กลุ่มเขตพื้นที ่

% Catalase activity 

Total catalase activity 

(mean + SD.) 

Bacterial catalase activity 

(mean + SD.) 

Prevalence 

(%) 

ธนบุรีเหนือ 70 + 28 22 + 16 86% 

ธนบุรีใต ้ 44 + 37 10 + 12 59% 
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5.1.2 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองของชุดทดสอบ 
        (response-contamination model) 

 จากการศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรียและระดับการตอบสนองของ test kits 
เบ้ืองต้น (relationship of Bacterial cells and response) ทําให้ได้แบบจําลองการปนเป้ือนจากการ
ตอบสนอง (response contamination model) ท่ีใช้ในการคํานวณระดับการปนเป้ือนของแบคทีเรียจาก
ระดับการตอบสนองของ test kits ท่ีใช้ในการทดสอบคุณภาพของเนื้อสุกรตัวอย่าง  (ตารางท่ี 5.3) 

ตารางท่ี 5.3  แบบจําลองการเป้ือนจากการตอบสนอง (response contamination models) ของ Catalase 
test kits 

จุลินทรีย์ Response contamination (RC) model 

Staphylococcus aureus ( )
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5.1.3 การคํานวณการปนเป้ือนจากแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองของชุดทดสอบ 
        (calculating contamination from response-contamination model) 

 จากผลการใช้ catalase test ท่ีได้จากหัวข้อ 5.1.1 การใช้ชุดทดสอบหาระดับการตอบสนอง 
(response) ของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือน (response result from test kit) นําไปแทนค่าในแบบจําลองการ
ปนเป้ือนจากการตอบสนอง (response contamination model)  
 สมการ RC SA1 ถึง RC SA5 เป็นแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองท่ีพัฒนาจากการสร้าง
ความสัมพันธ์ของปริมาณของท้ัง Staphylococcus aureus ต่อการตอบสนองของ catalase test โดยเม่ือ
นําผลการตอบสนองจากการใช้ catalase test ในการทดสอบเนื้อสุกร โดยอาศัยแบบจําลองสมการ RC KO1 
ถึง RC KO5 เพ่ือคํานวณได้ระดับการปนเป้ือนของ Klebsiella spp. ดังตารางท่ี 5.4 

ตารางท่ี 5.4  ระดับการปนเป้ือน Staphylococcus aureus (log cfu/cm2) จากการใช้ Catalase test 
ทดสอบท่ีผิวหน้าเนื้อสุกรในกลุ่มเขตพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานคร 

กลุ่มเขตพื้นที ่
แบบจําลอง Response Contamination 

RC SA1 RC SA2 RC SA3 RC SA4 RC SA5 

ธนบุรีเหนือ 6.72 10.43 6.73 10.49 7.39 

ธนบุรีใต ้ 20.31 31.89 6.25 9.26 7.12 
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5.2 ทวนสอบระดับ Staphylococcus aureus ของ test kit โดยการวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการ            
     (Staphylococcus aureus level by laboratory) 
 
 หลังจากการเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรและทําการตรวจสอบระดับ Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกร
ในตลาดสดด้วย test kit แล้วจึงดําเนินการทวนสอบระดับ Staphylococcus aureus ของ test kit โดยการ
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ ดังแสดงในตารางท่ี 5.5   
 

ตารางท่ี 5.5 ผลการทวนสอบระดับ Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกรทางห้องปฏิบัติการ 

กลุ่มเขตพื้นที ่
ตลาดที่ 1  ตลาดที่ 2  ตลาดที่ 3 

Mean* + SD** Prev.  mean + SD Prev.  mean + SD Prev. 

กรุงเทพกลาง 2.15 + 1.80 58%  1.72 + 2.02 50%  0 0 

กรุงเทพออก 1.93 + 1.93 51%  3.27 + 2.47 70%  1.98 + 2.17 50% 

กรุงเทพเหนือ 0 0%  N/A  N/A 

กรุงเทพใต้ 0 0%  0 0  N/A 

ธนบุรีเหนือ 1.17 + 1.64 35%  N/A  N/A 

ธนบุรีใต ้ 2.18 + 2.15 52%  N/A  N/A 
 

    * ค่าเฉล่ีย (log cfu/cm2) 
  ** standard deviation (log cfu/cm2) 
      N/A : not applicable ไม่มีการเก็บตัวอย่าง 
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5.3 การวิเคราะห์ความสอดคล้องของความเสื่อมของเนื้อสุกรจาก test kit และจาก
ห้องปฏิบัติการ            
     (Agreement of Spoilage by test kit vs. laboratory) 
 
5.3.1 ความสอดคล้องของผลของการใช้ Catalase test kit และผลวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการในการปนเป้ือน Staphylococcus aureus 

 

ในการแปลงค่าการตอบสนองของ catalase test ให้ได้เป็นความเข้มข้นของ Staphylococcus 

aureus แล้วนําค่าระดับการปนเป้ือนท่ีคํานวณได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับระดับการปนเป้ือน 
Staphylococcus aureus ท่ีวิเคราะห์ได้จากห้องปฏิบัติการ (ตารางท่ี 5.6) 

ตารางท่ี 5.6 การเปรียบเทียบระดับการปนเป้ือน Staphylococcus aureus การตอบสนองของ Catalase 
test และการทวนสอบทางห้องปฏิบัติการ 

กลุ่มเขตพื้นที ่
แบบจําลอง Response contamination 

Laboratory result 
RC SA1 RC SA2 RC SA3 RC SA4 RC SA5 

ธนบุรีเหนือ 22.56 35.00 6.73 10.49 7.39 3.36 

ธนบุรีใต ้ 20.31 31.89 6.25 9.26 7.12 4.23 

 
การประเมินความสอดคล้องของแบบจําลอง (model agreement) 
 การประเมินความสอดคล้องของแบบจําลองในการทํานายค่า (predicted value) นั้นโดยท่ัวไปจะ
เป็นการเปรียบเทียบกับค่าท่ีสังเกตได้ (observed value) โดยแบบจําลองท่ีสามารถทํานายค่าได้ใกล้เคียงกับ
ค่าท่ีสังเกตได้จริงมาก ก็ถือว่าเป็นแบบจําลองท่ีมีความเหมาะสมในการใช้งานท่ีดี โดยเคร่ืองมือหรือดัชนีท่ีใช้ใน
การช้ีวัดความเหมาะสมของแบบจําลอง คือ 
 ค่าความถูกต้อง (Accuracy factor : Af)  ค่าความถูกต้องเป็นดัชนีหรือเคร่ืองมือในการวัด
ประสิทธิภาพ (performance) ของแบบจําลองในการทํานายค่า (predicted) ให้มีค่าใกล้เคียงหรือสอดคล้อง
กับค่าท่ีสังเกตได้จริง (observed) ดังสมการ (5.1)  โดยประยุกต์จากการทํานายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์
ท่ีปนเป้ือนในอาหาร (Ross, 1996) 
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โดย 
  Predicted   คือ  ค่าท่ีคํานวณได้จากแบบจําลอง 
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 Observed   คือ  ค่าท่ีได้จากการสังเกตจริง 
 n       คือ  จํานวนค่าท่ีใช้ในการเปรียบเทียบ 
 ค่าความถูกต้องจะมีค่าตั้งแต่ 1.0 ขึ้นไป กล่าวคือ แบบจําลองท่ีทํานายค่าได้ถูกต้องมากกว่า จะมีค่า
ความถูกต้องน้อยกว่า ในทางตรงกันข้าม แบบจําลองท่ีทํานายค่าได้ถูกต้องน้อยกว่า จะมีค่าความถูกต้อง
มากกว่า 
        Af = 1.0  หมายความว่า แบบจําลองให้ค่าทํานายตรงกับค่าท่ีสังเกตได้ทุกค่าอย่างแม่นยํา  
        Af = 2.0  หมายความว่า แบบจําลองให้ค่าทํานายสูงกว่าค่าท่ีสังเกตได้ 2 เท่า  
 1.3 < Af < 1.5 เป็นช่วงค่าท่ียอมรับได้ของแบบจําลองทํานาย 
 
 แบบจําลอง RC SA1 - RC SA5 เป็นแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง (response 
contamination model) ท่ีใช้ในการดัดแปลงค่าการตอบสนองของ catalase test kit เป็นการระดับการ
ปนเป้ือน Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกร (catalase test kit result) โดยถือว่าเป็นค่าท่ีทํานาย 
(predicted contamination) เม่ือนํามาเปรียบเทียบกับระดับการปนเป้ือน Staphylococcus aureus ท่ี
วิเคราะห์ได้จากห้องปฏิบัติการ (laboratory result) โดยถือว่าเป็นค่าท่ีสังเกตได้ (observed 
contamination) เม่ือนํามาคํานวณค่าความถูกต้องของ สมการ RC SA1 – RC SA5 หรือแบบจําลองการ
ปนเป้ือนจากการตอบสนอง ในการทํานายค่าการปนเป้ือน Staphylococcus aureus ท่ีได้จาก
ห้องปฏิบัติการหรือค่าท่ีแท้จริงท่ีควรจะเป็น (ภาพท่ี 5.1) 
 

 
ภาพท่ี 5.1 การใช้ค่าความถูกต้อง (accuracy factor) ในการประเมินความเหมาะสมของ 

แบบจําลองการทํานายค่าปนเป้ือนจาก visual response หรือ catalase test kit 
  
 ผลท่ีได้จากการคํานวณค่าความถูกต้องของสมการ RC SA1 – RC SA5 ในการทํานายค่าการปนเป้ือน

จากผลวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (ตารางท่ี 5.7) ระหว่าง 1.49-10.43 โดยแบบจําลอง RC SA3 มีค่าความ

ถูกต้องต่ําท่ีสุด คือ 1.49-2.0  
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ตารางท่ี 5.7 การประเมินความถูกต้องของแบบจําลองในการทํานาย Staphylococcus aureus  

กลุ่มเขตพื้นที ่
ค่าความถูกต้อง (Accuracy factor : Af) 

RC SA1 RC SA2 RC SA3 RC SA4 RC SA5 

ธนบุรีเหนือ 6.72 10.43 2.00 3.13 2.20 

ธนบุรีใต ้ 4.85 7.62 1.49 2.21 1.70 

ดังนั้น แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองท่ีเหมาะสมสําหรับการแปลงค่าการตอบสนองของ 
Catalase เป็นระดับการปนเป้ือน Staphylococcus aureus ในเนื้อสุกร คือ RC SA3 

( )
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+
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5.3.2 ความสอดคล้องของความเสี่ยง (risk estimate) ของการใช้ Catalase test kit และ
ผลวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการในการปนเป้ือน Staphylococcus aureus 

 

ในการแปลงค่าการตอบสนองของ catalase test ให้ได้เป็นความเข้มข้นของ Staphylococcus 

aureus แล้วนําค่าระดับการปนเป้ือนท่ีคํานวณเป็นค่าประมาณความเส่ียง (risk estimate) มาวิเคราะห์
เปรียบเทียบกับค่าประมาณความเส่ียงจากระดับการปนเป้ือน Staphylococcus aureus ท่ีวิเคราะห์ได้จาก
ห้องปฏิบัติการ (ตารางท่ี 5.8-5.10) 

ตารางท่ี 5.8 การเปรียบเทียบความเส่ียงในการเจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย 
Staphylococcus aureus ต่อวัน (Daily risk) จากผลการตอบสนองของ Catalase test และการทวนสอบ
ทางห้องปฏิบัติการ 

กลุ่มเขตพื้นที ่
แบบจําลอง Response contamination 

Laboratory result 
RC SA1 RC SA2 RC SA3 RC SA4 RC SA5 

ธนบุรีเหนือ 5.9 x 10-1 5.9 x 10-1 5.5 x 10-4 2.8 x 10-1 4.5 x 10-3 4.0 x 10-6 

ธนบุรีใต ้ 8.6 x 10-1 8.6 x 10-1 7.4 x 10-3 8.6 x 10-1 2.3 x 10-2 4.1 x 10-6 

ตารางท่ี 5.9 การเปรียบเทียบความเส่ียงในการเจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย 
Staphylococcus aureus ต่อปี (Annual risk) จากผลการตอบสนองของ Catalase test และการทวนสอบ
ทางห้องปฏิบัติการ 

กลุ่มเขตพื้นที ่
แบบจําลอง Response contamination 

Laboratory result 
RC SA1 RC SA2 RC SA3 RC SA4 RC SA5 

ธนบุรีเหนือ 1.0 1.0 1.8 x 10-1 1.0 8.1 x 10-1 1.5 x 10-3 

ธนบุรีใต ้ 1.0 1.0 9.1 x 10-1 1.0 1.5 x 10-6 9.1 x 10-7 

 
ตารางท่ี 5.10 การเปรียบเทียบอัตราการเจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย 
Staphylococcus aureus ต่อแสนคนต่อปี (Annual risk rate) จากผลการตอบสนองของ Catalase test 
และการทวนสอบทางห้องปฏิบัติการ 

กลุ่มเขตพื้นที ่
แบบจําลอง Response contamination 

Laboratory result 
RC SA1 RC SA2 RC SA3 RC SA4 RC SA5 

ธนบุรีเหนือ 100,000 100,000 18,172 100,000 80,995 147 

ธนบุรีใต ้ 100,000 100,000    93,259 100,000    99,981 151 
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5.3.3 การปรับค่าพารามิเตอร์ของแบบจําลองการปนเป้ือนจากความเข้มข้น (response 
contamination model) ของการใช้ Catalase test kit ให้สอดคล้องกับผลวิเคราะห์การ
ปนเป้ือน Staphylococcus aureus ทางห้องปฏิบัติการ 

 เพ่ือให้สามารถทํานายค่าการปนเป้ือน Staphylococcus aureus โดยใช้การตอบสนองของ 
Catalase test kit โดยยึดเอาค่าการปนเป้ือน Staphylococcus aureus ท่ีได้จากห้องปฏิบัติการเป็นค่าท่ี
ถูกต้อง (gold standard) ดังนั้น จึงต้องมีการปรับพารามิเตอร์ (parameter) ของแบบจําลองการปนเป้ือน
จากตอบสนอง (response contamination model) จาก RC SA3 ให้ได้ค่าพารามิเตอร์ใหม่ โดยอาศัย 
Solver ซ่ึงเป็น Add-Ins ของ Microsoft Excel โดยปรับค่า parameter ของ RC SA3 ซ่ึงประกอบด้วย 
ความชันของสมการถดถอย (slope : a) และค่าจุดตัดแกน Y (intercept : b) ดังสมการ (5.2)-(5.4) ท่ีจะให้
ค่าระดับการปนเป้ือนท่ีเท่ากับค่าการปนเป้ือน Staphylococcus aureus ท่ีได้จากห้องปฏิบัติการ (ตารางท่ี 
5.11-5.12) 

 

bXaY +=      (5.2) 
 
 

โดยท่ี Y คือ  การตอบสนองของการทดสอบ หรือ Bacterial catalase activity (BCA) 
 a คือ  จุดตัดแกนตั้ง (แกน Y) 

b คือ  ความชันของสมการเส้นตรง (slope) 
X คือ  ระดับการปนเป้ือนของ Staphylococcus aureus  

 เม่ือปรับในรูปของแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง (response contamination model) 
จะได้เป็น 

   
( )

a

bBCA
cmcfuaureusccusStaphyloco

−
=

2/log   (5.3) 

โดยท่ี 
BCA  คือ  ระดับ Bacterial catalase activity (BCA) 
a  คือ  ความชันของสมการถดถอย (slope) 
b  คือ  ค่าจุดตัดแกน Y (intercept) 

 

 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองต้นแบบก่อนปรับพารามิเตอร์ คือ 

   
( )

121.0

)02.0(
/log 2

3

−−
=

BCA
cmcfuaureusccusStaphyloco  (5.4) 
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ตารางท่ี 5.11 ค่าพารามิเตอร์ของสมการถดถอยในแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง (RC model) 
ในการทํานายการปนเป้ือนพ้ืนท่ีเขตธนบุรีเหนือ 

ก่อนปรับค่า parameter  หลังปรับค่า parameter 
Laboratory 

result Parameter 
Predicted 

conc. 
Log 

(pred./obs.) 
 Parameter 

Predicted 
conc. 

Log 
(pred./obs.) 

a b 6.55 0.26  a b 3.26 0.04 3.60 
0.121 -0.02 6.95 0.24  0.213 0.073 3.49 0.06 4.04 

  6.55 0.28    3.26 0.03 3.48 
  6.55 0.26    3.26 0.04 3.60 
  6.84 0.29    3.43 0.01 3.48 
  6.13 0.31    3.03 0.00 3.00 
  7.14 0.33    3.59 0.04 3.30 
  6.98 0.37    3.50 0.07 3.00 
  7.14 0.38    3.59 0.08 3.00 
  6.71 0.35    3.35 0.05 3.00 
  7.14 0.38    3.59 0.08 3.00 
  6.13 0.19    3.03 0.12 4.00 
  Af = 2.0     Af = 1.13  

ค่าเฉล่ีย 
ความเข้มข้น 

6.73   
ค่าเฉล่ีย 

ความเข้มข้น 
3.36  3.36 

 จากตารางท่ี 5.11 จะเห็นได้ว่า พารามิเตอร์ a และ b ใหม่ท่ีได้จากการใช้ Solver Add-Ins คือ 
0.213 และ 0.073 ตามลําดับ สามารถทําให้ลดค่าความถูกต้อง (Af) จาก 2.00 เหลือเพียง 1.13 เท่านั้น และ 
ค่าเฉล่ียความเข้มข้นท่ีทํานาย (predicted concentration) ได้มีค่าเท่ากับค่าเฉล่ียความเข้มข้นท่ีได้จาก
ห้องปฏิบัติการ (laboratory result) 3.36 log cfu/cm2  

 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองต้นแบบหลังปรับพารามิเตอร์ ของเขตธนบุรีเหนือ ดัง
สมการ (5.5) คือ 

   
( )

213.0

)073.0(
/log 2

3

−
=

BCA
cmcfuaureusccusStaphyloco  (5.5) 
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ตารางท่ี 5.12 ค่าพารามิเตอร์ของสมการถดถอยในแบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนอง (RC model) 
ในการทํานายการปนเป้ือนพ้ืนท่ีเขตธนบุรีใต้ 

ก่อนปรับค่า parameter  หลังปรับค่า parameter 
Laboratory 

result Parameter 
Predicted 

conc. 
Log 

(pred./obs.) 
 Parameter 

Predicted 
conc. 

Log 
(pred./obs.) 

a b 6.93 0.20  a b 4.74 0.04 4.32 
0.121 -0.02 6.67 0.16  0.161 0.055 4.55 0.00 4.57 

  6.00 0.13    4.04 0.04 4.43 
  6.55 0.19    4.46 0.03 4.19 
  6.20 0.15    4.19 0.02 4.36 
  6.25 0.13    4.23 0.04 4.63 
  6.71 0.15    4.57 0.02 4.75 
  6.46 0.03    4.39 0.14 6.03 
  6.00 0.18    4.04 0.01 3.95 
  6.00 0.20    4.04 0.03 3.78 
  5.85 0.16    3.93 0.01 4.04 
  5.67 0.16    3.80 0.02 3.95 
  5.48 0.20    3.65 0.02 3.48 
  5.85 0.25    3.93 0.08 3.30 
  6.59 0.22    4.49 0.05 4.00 
  7.10 0.27    4.87 0.10 3.85 

  Af = 2.00     Af = 1.13  

ค่าเฉล่ีย 
ความเข้มข้น 

6.25   
ค่าเฉล่ีย 

ความเข้มข้น 
4.23  4.23 

 จากตารางท่ี 5.12 จะเห็นได้ว่า พารามิเตอร์ a และ b ใหม่ท่ีได้จากการใช้ Solver Add-Ins คือ 
0.161 และ 0.055 ตามลําดับ สามารถทําให้ลดค่าความถูกต้อง (Af) จาก 1.49 เหลือเพียง 1.10 เท่านั้น และ 
ค่าเฉล่ียความเข้มข้นท่ีทํานาย (predicted concentration) ได้มีค่าเท่ากับค่าเฉล่ียความเข้มข้นท่ีได้จาก
ห้องปฏิบัติการ (laboratory result) 4.23 log cfu/cm2  

 แบบจําลองการปนเป้ือนจากการตอบสนองต้นแบบหลังปรับพารามิเตอร์ ของเขตธนบุรีใต้ ดังสมการ 
(5.6) คือ 

   
( )

161.0

)055.0(
/log 2

3

−
=

BCA
cmcfuaureusccusStaphyloco  (5.6) 
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 เนื่องจาก ค่าพารามิเตอร์ท่ีปรับได้นั้น มาจาก 2 กลุ่มเขตพ้ืนท่ี ดังนั้น เพ่ือให้เป็นตัวแทนท่ีเหมาะสม 
จึงหาค่าเฉล่ียของพารามิเตอร์ a และ b เท่ากับ 0.1878 และ 0.0640 ตามลําดับ  ได้เป็นแบบจําลองการ
ปนเป้ือนจากการตอบสนอง (RC model) ของ Staphylococcus aureus (RC SA) 

( )
1878.0

)0640.0(
/log 2 −

=
BCA

cmcfuaureusccusStaphyloco     RC SA 

ตารางท่ี 5.11 การเปรียบเทียบอัตราการเจ็บป่วยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์สุกรท่ีปนเป้ือนด้วย 
Staphylococcus aureus ต่อแสนคนต่อปี (Annual risk rate) จากผลการตอบสนองของ Catalase test 
และการทวนสอบทางห้องปฏิบัติการ โดยใช้แบบจําลองท่ีปรับค่าพารามิเตอร์แล้ว 

กลุ่มเขตพ้ืนที่ 
แบบจําลอง Response contamination 

Laboratory result 
RC SA 

ธนบุรีเหนือ 147* 147 

ธนบุรีใต้ 151** 151 
 * คํานวณจากสมการ 5.5 
** คํานวณจากสมการ 5.6 

 
================================= 

  



 247

บทที่ 6 

ความสามารถในการประเมินความเสี่ยง 

(Risk assessment capacity building) 

เจ้าหน้าท่ีสํานักงานสัตวแพทย์สาธารณสุข สํานักอนามัย ผ่านการอบรมเร่ือง “การวิเคราะห์ความ
เส่ียงอาหาร” และ “การประเมินความเส่ียงเชิงปริมาณ” วันท่ี 10 สิงหาคม พ.ศ. 2559 ณ สํานักงานสัตว
แพทย์สาธารณสุข สํานักอนามัย เขตคลองเตย กรุงเทพมหานคร จํานวน 12 คน ประกอบด้วย 

1. น.สพ.ประทีป ลิปภานนท์ 
2. น.สพ.พิสิทธ์ิ  จันละคร 
3. สพ.ญ.เพ็ญแข ตานสานสินทร์ 
4. น.สพ.ภัทรพงศ์ จันทร์เจริญ 
5. น.สพ.เลอพงษ์ รัตนทัศนีย์ 
6. น.สพ.ศรัณรัตน์ บัวชุม 
7. น.สพ.สมภพ  ฉัตราภรณ์ 
8. สพ.ญ.เสธีนี  บุญยงค์ 
9. น.สพ.อัจฉริยขจร อนันต์นับ 
10. น.สพ.สิทธิชัย พงศ์เกษตรศิลป์  
11. น.สพ.สมชาย เธียรนาราโรจน์  
12. น.สพ.นุศรศักดิ์ อุสาพรหม 
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วิธีการใช้ชุดทดสอบ  

วัสดุและอุปกรณ์ (ภาพท่ี A.1) 

• กระดาษกรอง Whatman

• กระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร 

• ครอบปลายกระบอดฉีดยา

• ปากคีบ (forceps) สําหรับหยิบจับกระดาษกรอง

• สารละลาย hydrogen peroxide

ภาพท่ี 
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ภาคผนวก 

(Appendix) 

Whatman
TM

 No.1 ตัดเป็นส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1

มิลลิลิตร (syringe) 
ครอบปลายกระบอดฉีดยา (syringe cap) 

สําหรับหยิบจับกระดาษกรอง 

hydrogen peroxide ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

ภาพท่ี A.1 การเตรียมอุปกรณ์ในการทดสอบ 
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1”x 1”  

 



 

วิธีการทดสอบ 

• เก็บตัวอย่างเนื้อสุกร (ส่วนสันนอก

 

• กระดาษกรอง Whatman

ผิวหน้าตัดเนื้อสุกร (ภาพท่ี 
 

 

 

ส่วนสันนอก) จากเขียงตลาดสด (ภาพท่ี A.2) 

ภาพท่ี A.2 เนื้อสุกรสําหรับการทดสอบ 

Whatman
TM

 No.1 ตัดเป็นส่ีเหล่ียมจัตุรัสให้มีขนาดมาตรฐาน 1
ภาพท่ี A.3 และ A.4)  

ภาพท่ี A.3  ใช้ปากคีบจับกระดาษกรอง 
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1" x 1" นําไปวางบน

 



 

 

• รอสักครู่เพ่ือให้กระดาษดูดซับ

• ใช้ปากคีบ (forceps) หนีบลอกกระดาษกรองออกจากผิวหน้าตัดเนื้อสุกร

• พับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา
ประกอบแกนฉีดยา (plunger) 

 

ภาพท่ี A.5 พับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา

ภาพท่ี A.4 การทาบกระดาษกรองบนผิวเนื้อสุกร 

รอสักครู่เพ่ือให้กระดาษดูดซับจุลินทรีย์ขึ้นมาติดบนผิวหน้าของกระดาษกรอง  

หนีบลอกกระดาษกรองออกจากผิวหน้าตัดเนื้อสุกร  

พับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา (barrel) ทางด้านตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยาและ
(plunger) เข้ากับกระบอกฉีดยา ขนาด 3 มล. (ภาพท่ี A.5)

พับกระดาษกรองบรรจุลงในกระบอกฉีดยา (barrel) ทางด้านตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยา
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ทางด้านตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยาและ
A.5) 

 

ทางด้านตรงข้ามกับปลายเข็มฉีดยา  



 

• ดูดสารละลาย hydrogen peroxide 

มิลลิลิตร (ภาพท่ี A.6 และ 
 

ภาพท่ี A.6 ดูดสารละลาย 
 

ภาพท่ี A.7  ดูดสารละลายให้ปลายแกนฉีดยาอยู่ท่ี
 

• ครอบปลายด้านเข็มฉีดยาทันที
(ภาพท่ี A.8) 

 

hydrogen peroxide เข้ามาในกระบอกฉีดยาโดยให้ปลายแกนฉีดยาอยู่ท่ี
และ A.7) 

ดูดสารละลาย hydrogen peroxide เข้ามาในกระบอกฉีดยา

ดูดสารละลายให้ปลายแกนฉีดยาอยู่ท่ีขีด 0.5 มิลลิลิตร (และ 

ปลายด้านเข็มฉีดยาทันที เพ่ือป้องกันมิให้สารละลายหรือฟองอากาศร่ัวไหลออกจากกระบอก
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เข้ามาในกระบอกฉีดยาโดยให้ปลายแกนฉีดยาอยู่ท่ีขีด 0.5 

 

เข้ามาในกระบอกฉีดยา 

 

และ A.7) 

ฟองอากาศร่ัวไหลออกจากกระบอก 



 

ภาพท่ี A.8 ครอบปลายด้านเข็มฉีดยา
 

• รอเวลาทําปฏิกิริยา 5 นาที 

ภาพท่ี 
 

 

 

 

 

 

 

ปลายด้านเข็มฉีดยา เพ่ือป้องกันมิให้สารละลายหรือฟองอากาศร่ัวไหลออก

นาที  (ภาพท่ี A.9)  

 

ภาพท่ี A.9  การเกิดปฏิกิริยาในระหว่างการทดสอบ 
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ฟองอากาศร่ัวไหลออก 
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การประเมินคุณภาพเน้ือสุกร (pork quality evaluation) 

ตารางท่ี 8.1 การอ่านผลคุณภาพเนื้อสุกรจากปริมาตรอากาศในกระบอกฉีดยา 
 

ปริมาตรอากาศในกระบอกฉีดยา คุณภาพเนื้อสุกร 

ไม่เกิน 1.5 มิลลิลิตร ดี 

ไม่เกิน 2.0 มิลลิลิตร ดี 

ไม่เกิน 2.5 มิลลิลิตร ปานกลาง 

ไม่เกิน 3.0 มิลลิลิตร พอใช้ 

 

การทํานายอายุการวางจําหน่ายเน้ือสุกร (shelf life prediction) 

 อายุการวางจําหน่ายเนื้อสุกรจะขึ้นอยู่กับ 2 ปัจจัยสําคัญ คือ คุณภาพเนื้อสุกร ณ เวลานั้น และ 
อุณหภูมิในการเก็บรักษาเนื้อสุกร (storage temperature)  

ตารางท่ี 8.2  การทํานายระยะเวลาการวางจําหน่ายเนื้อสุกรจากคุณภาพเนื้อสุกรและอุณหภูมิการเก็บรักษา 
 

 อุณหภูมิการเก็บรักษาเนื้อสุกร 

 10oซ 20oซ 30oซ 

ปริมาตรอากาศ คุณภาพเนื้อสุกร  ทํานายอายุการวางจําหน่าย (shelf life) 

ไม่เกิน 1.5 มิลลิลิตร ดี  3 วัน 22 ช่ัวโมง 7 ช่ัวโมง 

ไม่เกิน 2.0 มิลลิลิตร ดี  2 วัน 13 ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ไม่เกิน 2.5 มิลลิลิตร ปานกลาง  1 วัน 4 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 

ไม่เกิน 3.0 มิลลิลิตร พอใช้  0 0 0 

 
============================ 
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ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค์ กิจกรรมท่ีวางแผนไว้   
 

วัตถุประสงค์ กิจกรรมหลัก กิจกรรมรอง ช่วงเวลา ผู้รับผิดชอบ 
การประเมินความเส่ียง 
(risk assessment) 
 

การประเมินการสัมผัส การเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรในเขต กทม. 

8 
เดือน 

ศุภชัย  
 

 วิเคราะห์การปนเป้ือน S.aureus ในตัวอย่างเนื้อ
สุกร 

การอธิบายอันตราย วิเคราะห์ข้อมูลตามแบบจําลองทางคณิตศาสตร ์
การอธิบายความเส่ียง วิเคราะห์ข้อมูลตามแบบจําลองทางคณิตศาสตร ์

การประเมินการเส่ือมเนื้อสุกร 
(spoilage assessment)  

ระดับการปนเป้ือน 
spoilage bacteria  

วิเคราะห์การปนเป้ือน Spoilage bacteria  ใน
ตัวอย่างเนื้อสุกร 

 วิเคราะห์ข้อมูลตามแบบจําลองทางคณิตศาสตร ์

 การแยก Spoilage bacteria หลัก  จากตัวอย่าง
เนื้อสุกร  เพ่ือใช้ในการพัฒนา Rapid test kit 

การพัฒนาวิธีการตรวจสอบ 
จุลินทรีย์อย่างรวดเร็วในเนื้อสุกร 
(rapid microbial test kit) 

ศึกษา test kits กับ
เซลล์แบคทีเรยี 

คัดเลือก microbial test ท่ีเห็นผลการ
ตอบสนองท่ีรวดเร็วและชัดเจน 

8 
เดือน 

ศุภชัย 
+ 

สํานักงาน
สัตวแพทย์
สาธารณสุข 

กทม. 

 ศึกษารูปแบบ (platform) ของ microbial test 
ให้ใช้ได้ในทางปฏิบัติ เช่น เลือกใช้อุปกรณ์สามัญ
ท่ัวไปแทนอุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ 

 ศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรีย
และระดับการตอบสนองของ test kits เบ้ืองต้น 

 ปรับการตอบสนองให้มีความสัมพันธ์กับจํานวน
เซลล์แบคทีเรยี 

ศึกษา test kits กับ
เซลล์บนเนื้อสุกร 

ศึกษาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์แบคทีเรีย
และระดับการตอบสนองของ test kits เบ้ืองต้น 

 ปรับการตอบสนองให้มีความสัมพันธ์กับจํานวน
เซลล์แบคทีเรยี 

ความสามารถในการประเมิน
ความเส่ียง 

การฝึกอบรม การฝึกอบรมในระดับพ้ืนฐานถึงระดับสามารถ
ประเมินความเส่ียงได ้

การใช้การตรวจสอบจุลินทรีย์
อย่างรวดเร็วเพ่ือการประเมิน 
การเส่ือมเนื้อสุกร 

ทดสอบ test kit 
ภาคสนามในการ
ประเมินการเส่ือม 

ตรวจสอบระดับ Spoilage bacteria ในเนื้อสุกร
ในตลาดสดด้วย test kit 

8 
เดือน 

ศุภชัย  
+ 

สํานักงาน
สัตวแพทย์
สาธารณสุข 

กทม. 

 ทวนสอบระดับ Spoilage bacteria ของ test 
kit โดยการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

 การวิเคราะห์ความสอดคล้องของความเส่ือมของ
เนื้อสุกรจาก test kit และจากห้องปฏิบัติการ 

การใช้การตรวจสอบจุลินทรีย์
อย่างรวดเร็วเพ่ือการประเมิน 
ความเส่ียงเนื้อสุกร 

ทดสอบ test kit 
ภาคสนามในการ
ประเมินความเส่ียง 

ตรวจสอบระดับ S.aureus ในเนื้อสุกรในตลาด
สดด้วย test kit 

 ทวนสอบระดับ S.aureus ของ test kit โดยการ
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

 เปรียบเทียบผลประเมินความเส่ียง S.aureus 
จาก test kit และ จากห้องปฏิบัตกิาร 

 การวิเคราะห์ความสอดคล้องของการประเมิน
ความเส่ียงจาก test kit และจากห้องปฏิบัติการ 
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ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค์ กิจกรรมท่ีดําเนินการมา และ ผลท่ีได้รับตลอดโครงการ  (ราย 6 เดือน) 
 

ระยะ กิจกรรม  (Activities)  ผลงานที่ด้รับ  (Outputs) 

6 
เดือน 
ท่ี 1 

▪ เก็บตัวอย่างเนื้อสุกรในเขต กทม. 
▪ วิเคราะห์การปนเป้ือน S.aureus ในตัวอย่างเนื้อสุกร 
▪ การอธิบายอันตราย 
▪ การอธิบายความเส่ียง 

 
▪ ระดับการปนเป้ือน S.aureus ในตัวอย่างเนื้อสุกร 
▪ การประเมินการสัมผัส S.aureus ในตัวอย่างเนื้อสุกร  
▪ ค่าประมาณความเส่ียง S. aureus ในตัวอย่างเนื้อสุกร 

   6 
เดือน 
ท่ี 2 

▪ วิเคราะห์การปนเป้ือน Spoilage bacteria  ในตัวอย่าง
เนื้อสุกร 

▪ ระดับการปนเป้ือน Spoilage bacteria ในเนื้อสุกร 
▪ การแจกแจงความน่าจะเป็นการเส่ือมของเนื้อสุกร 

▪ แยก Spoilage bacteria หลักจากตัวอย่างเนื้อสุกร ▪ Spoilage bacteria หลักท่ีใช้ในการพัฒนา test kit 

▪ คัดเลือก microbial test ท่ีเห็นผลการตอบสนองท่ี
รวดเร็ว ชัดเจน 

▪ ศึกษา test kit กับเซลล์แบคทีเรีย  

▪ test kit ทดสอบจํานวนเซลล์แบคทีเรียท่ีมีรูปแบบและ
คุณสมบัติเหมาะสมในการทดสอบ 

6 
เดือน 
ท่ี 3 

▪ ศึกษา test kit กับเซลล์แบคทีเรียบนเนื้อสุกร ▪ test kit ทดสอบเซลล์แบคทีเรยีบนเนื้อสุกรท่ีมีรูปแบบและ
คุณสมบัติเหมาะสมในการทดสอบ 

▪ ทดสอบ test kit ภาคสนามในการประเมินการเส่ือม 
      - ตรวจสอบระดับ Spoilage bacteria ในเนื้อสุกรด้วย 
test kit 

▪ ระดับ Spoilage bacteria ในเนื้อสุกรท่ีทดสอบด้วย test 
kit 

▪ อบรมการประเมินความเส่ียง ▪ ผู้ผ่านการอบรมการประเมินความเส่ียง 

6 
เดือน 
ท่ี 4 

▪ ทดสอบ test kit ภาคสนามในการประเมินการเส่ือม   
      (ต่อเนื่องมาจาก 6 เดือนท่ี 3) 
      - ทวนสอบระดับ Spoilage bacteria ในเนื้อสุกรทาง
ห้องปฏิบัติการ 

▪ ระดับ Spoilage bacteria  ในเนื้อสุกรท่ีทวนสอบทาง
ห้องปฏิบัติการ 

▪ ผลการวิเคราะห์ความสอดคล้องของความเส่ือมของเนื้อ
สุกรจาก test kit และจากห้องปฏิบัติการ 

▪ ทดสอบ test kit ภาคสนามในการประเมินความเส่ียง 
      - ตรวจสอบระดับ S.aureus ในเนื้อสุกรด้วย test kit 
      - ทวนสอบระดับ S.aureus ในเนื้อสุกรทาง
ห้องปฏิบัติการ 

▪ ระดับ S.aureus ในเนื้อสุกรท่ีทดสอบด้วย test kit 
▪ ระดับ S.aureus ในเนื้อสุกรท่ีทวนสอบทางห้องปฏิบัติการ 
▪ ผลการเปรยีบเทียบการประเมินความเส่ียง S.aureus จาก 

test kit และ จากห้องปฏิบัติการ 
▪ ผลการวิเคราะห์ความสอดคล้องของการประเมินความ

เส่ียงจาก test kit และจากห้องปฏิบัติการ 

 
 
 

======================= 


