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          กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข มุงมั่นสูการเปนองคการชั้นนำ

ดานวิทยาศาสตรการแพทยและสาธารณสุขในภูมิภาคเอเชีย  ดำเนินภารกิจที่สำคัญประการ

หนึ่งคือ พัฒนาหองปฏิบัติการดานวิทยาศาสตรการแพทยและสาธารณสุข และเปน

หองปฏิบัติการอางอิงทางดานการตรวจวิเคราะหอาหารของประเทศ  

          สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร เปนหนวยงานสังกัดกรมวิทยาศาสตรการแพทย

ทำหนาที ่เปนหองปฏิบัติการอางอิงดานการตรวจวิเคราะหอาหารของประเทศ และ

หองปฏิบัติการอางอิงดานอาหารแหงอาเซียน สาขาโลหะหนักและโลหะหนักปริมาณนอย

ซ่ึงมีหนาท่ีในการกำหนดมาตรฐานการตรวจวิเคราะห รวมท้ังพัฒนาคุณภาพหองปฏิบัติการ

ดานการตรวจวิเคราะหอาหาร จึงไดพัฒนาวิธีวิเคราะหอาหารของประเทศใหเปนมาตรฐาน

เดียวกัน เพื่อเปนที่ยอมรับในระดับชาติและนานาชาติ เพื่อลดขอโตแยงดานความปลอดภัย

ของอาหารขึ้นภายในประเทศและระหวางประเทศ  การนำผลวิเคราะหไปใชเปนหลักฐาน

ทางคดี ในกรณีที่คุณภาพอาหารไมเปนไปตามมาตรฐาน หรือใชกำกับ ดูแล ควบคุมคุณภาพ

อาหาร ใหไดมาตรฐานตามขอกำหนดกฎหมาย       

          วิธีมาตรฐานสำหรับการวิเคราะหอาหาร จัดทำอยางตอเนื่องเปนเลมที่ 5 โดยเลมนี้

มีวิธีมาตรฐานทางเคมีจำนวน 14 วิธี  สำหรับวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยาน้ันนอกจากทบทวน

ใหเปนวิธีทันสมัย  จำนวน 2 วิธี  ยังไดจัดทำเพ่ิมเติม จำนวน 2  วิธี รวมเปน 4 วิธี และไดจัดทำ

วิธีมาตรฐานทางชีวโมเลกุล จำนวน 3 วิธี รวม 21 วิธี เพ่ือใหหนวยงานและผูเก่ียวของ นำไปใช

เปนวิธีมาตรฐานและเปนวิธีอางอิงในการตรวจวิเคราะห ควบคุม กำกับ ดูแล คุณภาพและ

ความปลอดภัยของอาหาร ตอไป

(นายแพทยสุขุม กาญจนพิมาย)
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DMSc F 1069: การวิเคราะหปริมาณโบรเมตในน้ำโดย Ion chromatograph

                         Determination of bromate in water by Ion chromatograph



ตัวอยางน้ำแข็ง: สุมตัวอยาง ปลอยใหละลายที่อุณหภูมิหองและเขยาผสมใหเปนเนื้อ

เดียวกัน





















ขอมูล Interlaboratory study ปรากฎในตาราง

















ช่ังสารมาตรฐานกรดเบนโซอิค

และกรดซอรบิค  ชนิดละประมาณ  0.10 g  บันทึกน้ำหนักที ่แนนอน   







ไนโตรเจน และนำมาละลายดวยสารละลายผสม 25 % acetonitrile ไดปริมาณความ

เขมขนของ aflatoxin M1 จากนั้นนำไปวิเคราะหหาปริมาณดวยเครื่อง HPLC โดยใช

fluorescence detector ที่ความยาวคลื่น excitation 365 nm และ emission 435 nm    

























sulfate, endrin, heptachlor, trans-heptachlor epoxide, hexachlorobenzene, 















10. รายละเอียดอื่น











flow rate: reaction solution by pass 1 (NaOH) และ by pass 2 (OPA) 0.3 ml/min

















สราง calibration curve ฉีดสารมาตรฐานความเขมขน 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 

































Erlenmeyer





DMSc F 1081: การวิเคราะหปริมาณ Vinyl chloride monomer ใน Poly(vinyl chloride) 

                         Determination of vinyl chloride monomer in Poly(vinyl chloride) 

ใชสำหรับตรวจวิเคราะหปริมาณ vinyl chloride monomer (VCM) ที่ตกคางอยูใน

เน้ือพลาสติกชนิด Poly(vinyl chloride) (PVC) ประเภท  homopolymer หรือ copolymer



                                                          aluminum caps และ septa ชนิด PTFE/

silicone

                                  ท่ีปเปตออกไปตามลำดับ นำไปวิเคราะหทันที หากยังไมใช

เก็บในตูแชแข็ง อุณหภูมิอุณหภูมิต่ำกวา







 ใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ Tricresyl phosphates (TCP) ท่ีตกคางอยูในเน้ือพลาสติก

ชนิด Poly(vinyl chloride) (PVC) ประเภท homopolymer หรือ copolymer 





ชั่งตัวอยางที่ตัดเตรียมไว น้ำหนัก 0.500 g ใสใน Erlenmeyer flask ขนาด 50 ml เติม 

ปริมาตร  5 ml  ปดฝาเขยาใหเขากัน  ถายปริมาตรทั ้งหมดลงใน  SPE





วิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยา
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ของกรมวิทยาศาสตรการแพทย
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S. aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม ไมสรางสปอร เจริญไดในที่มีออกซิเจน

และไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) สามารถทนเกลือท่ีมีความเขมขนสูงถึง 10%

สามารถยอย tellurite, lecithin และสราง enzyme coagulase เมื่อเติม pyruvate ลงไป

ในอาหารที่ใชเลี้ยงเชื้อ จะทำใหเชื้อ S. aureus ที่บาดเจ็บฟนและแข็งแรงขึ้น 



นำตัวอยางที่เจือจางตามความเหมาะสม ปเปตลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยง

เช้ือจำเพาะชนิดแข็ง ใชแทงแกวงอเกล่ียใหท่ัวจนกระท่ังผิวหนาของวุนแหง

นำไปบม  นับจำนวนโคโลนีที ่มีลักษณะเฉพาะและตรวจยืนยันทาง

ชีวเคมี 









สรุปวาพบ S. aureus แตกรณีที่เปนลิ่มบางสวนในระดับ 1+, 2+

และ 3+ ใหตรวจวิเคราะหเพิ่มตามรายการในขอ 7.6.2 

























ตัวอยางเร่ิมตนหรือตัวอยางท่ีเจือจางตามความเหมาะสม (1:10 หรือ 1:100, …)



ตัวอยางเร่ิมตนหรือตัวอยางท่ีเจือจางตามความเหมาะสม (1:10 หรือ 1:100,…)















ใช forceps ที่ฆาเชื้อแลวคีบแผนกรองเมมเบรนปราศจากเชื้อที่มีรู

(pore size) ขนาด 0.22 µ 1 แผนวางบนสวนท่ีเปนฐานรองรับกระดาษ

วางกรวยกรองรับน้ำ ครอบบนฐาน รองรับกระดาษใหสนิท 

 เขยาตัวอยางใหเขากันอยางนอย 25 ครั้ง เทตัวอยาง 100 มิลลิลิตร

(หรือปริมาตรอ่ืนท่ีตองการทดสอบ) ลงในกรวยกรองโดยวิธีปราศจากเช้ือ

แลวปดฝาครอบ   

 ลางรอบกรวยกรองดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อหรือน้ำกรองที่มี

คุณสมบัติเทียบเทาประมาณ 150 มิลลิลิตร และปดฝาครอบ จากน้ันเปด

 เครื่องดูดสุญญากาศเพื่อใหน้ำไหลผานจนหมด แลวปดเครื่อง 

ใช forceps ปราศจากเช้ือคีบแผนกรองเมมเบรนวางบนจานเพาะเช้ือ

BP agar ระวังอยาใหมีอากาศแทรกระหวางแผนกรองและอาหาร

เขี่ยโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะหรือโคโลนีที่สงสัยแตละลักษณะ

จำนวนมากกวา 1 โคโลนี ไปตรวจยืนยัน

โคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะของ S. aureus คือ กลม นูน ผิวเรียบ

สีเทาถึงสีดำ S. aureus สามารถยอยไขแดงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ทำใหอาหารวุนใสบริเวณท่ีเจริญ สังเกตไดโดยยกแผนเมมเบรนข้ึน

การตรวจหา (detection): วิธี Two-plate ใชอาหารเล้ียงเช้ือชนิดวุนแข็ง 2 ชนิด

(ภาคผนวก 2 แผนภูมิที่ 2) 

เตรียมชุดกรองเมมเบรน 

ใช forceps ที่ฆาเชื้อแลวคีบแผนกรองเมมเบรนที่มีรู (pore size)

ขนาด 0.22 µ ปราศจากเช้ือ 1 แผนมาวางบนสวนท่ีเปนฐานรองรับ

กระดาษ วางกรวยกรองรับน้ำครอบบนฐาน รองรับกระดาษใหสนิท

เขยาตัวอยางใหเขากันอยางนอย 25 ครั้ง เทตัวอยาง 100 มิลลิลิตร

(หรือปริมาตรอื่นที่ตองการทดสอบ) ลงในกรวยกรอง  โดยวิธี

ปราศจากเชื้อ แลวปดฝาครอบ



เปดเครื่องดูดสุญญากาศเพื่อใหน้ำไหลผานจนหมด แลวปดเครื่อง

ลางรอบกรวยกรองดวยน้ำกล่ันปราศจากเช้ือหรือน้ำกรองท่ีมีคุณสมบัติ

เทียบเทา ประมาณ 150 มิลลิลิตร ปดฝาครอบ และเปดเครื ่องดูด

สุญญากาศเพื่อใหน้ำไหลผานจนหมด แลวปดเครื่อง

ใช forceps ปราศจากเชื้อคีบแผนกรองเมมเบรนวางบนจานเพาะเชื้อ

R2A agar (ระวังอยาใหมีอากาศแทรกระหวางแผนกรองและอาหาร

ใช forceps ปราศจากเชื้อคีบแผนกรองเมมเบรนจากจานเพาะเชื้อ

R2A agar มาวางบนจานเพาะเช้ือ BP agar  (ระวังอยาใหมีอากาศแทรก

ระหวางแผนกรองและอาหารเลี้ยงเชื้อ)  แลวนำไปบมที่ 

เข่ียโคโลนีท่ีมีลักษณะเฉพาะหรือโคโลนีท่ีสงสัยจำนวนมากกวา 1 โคโลนี

ไปตรวจยืนยัน

โคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะของ S. aureus คือ กลม นูน ผิวเรียบ

สีเทาถึงสีดำ

S. aureus สามารถยอยไขแดงในอาหารเล้ียงเช้ือ ทำใหอาหารวุนใส

บริเวณที่เจริญ สังเกตไดโดยยกแผนเมมเบรนขึ้น







นำสวนของไขแดงใสในภาชนะปราศจากเชื ้อ 15 มิลลิลิตร ผสมกับ

















สามารถรีดิวส 2,3,5 triphenyltetrazolium chloride (TTC) ใหโคโลนีสีแดงออนถึงสีแดงเขม

สามารถแยก  enterococci  จาก  streptococci  โดยทดสอบการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ





ในกรณีที ่ตัวอยางเปนน้ำ เขยาตัวอยางในแตละภาชนะบรรจุใหเขากัน

เทตัวอยางจากแตละภาชนะปริมาตรเทาๆ กัน ใสในภาชนะปราศจากเชื้อ

ไมนอยกวา 100 มิลลิลิตร หรือปริมาตรอ่ืนท่ีตองการทดสอบ (ตัวอยางเร่ิมตน)



















µ



เติมสวนผสมขอ











Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus  เปนจุลินทรียชอบอุณหภูมิสูง

การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อจำเพาะชนิดแข็ง acidified MRS บมที่ 37
o
C 72 ชั่วโมง

ในสภาวะไรออกซิเจนจะใหโคโลนีรูปรางคลายเมล็ดถั่วแดง คมชัด ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง  1-3 มิลลิเมตร  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน  เปนรูปทอนสั ้น

แตบางครั้งเปนรูปทอนยาว ไมสรางสปอร ยอมติดสีแกรมบวก ไมเคลื่อนที่ และ

ไมสรางเอนไซม catalase

Streptococcus thermophilus  เปนจุลินทรียชอบอุณหภูมิสูง การเจริญบนอาหารเล้ียง

เช้ือจำเพาะชนิดแข็ง M17 บมท่ี 37o
C 72 ช่ัวโมง จะใหโคโลนีรูปรางคลายเมล็ดถ่ัวแดง

ขนาด เสนผานศูนยกลาง 1-2 มิลลิเมตร ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน เปนรูป

กลมหรือรี เสนผานศูนยกลาง 0.7-0.9 ไมโครเมตร เปนคู หรือเรียงตอกันเปนสายยาว

ยอมติดสีแกรมบวก และไมสรางเอนไซม catalase    

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus  และ Streptococcus  thermophilus ท่ีมีชีวิต

โดยเทคนิคการนับโคโลนีที่อุณหภูมิ 37o
C

















หมายเหตุ 2 จากการทดลองเปรียบเทียบอาหารเลี ้ยงเชื ้อ พบวาการใช MRS

สำเร็จรูปอาจใหจำนวนนับต่ำกวาอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมเองตามสูตรในมาตรฐานน้ี

ดังน้ัน ควรตรวจสอบเปรียบเทียบอาหารเล้ียงเช้ือ MRS สำเร็จรูป กับสูตรในมาตรฐานน้ี

กอนนำไปใช  มิฉะนั้นอาจทำใหเกิดปญหาสำหรับผูผลิตนมเปรี้ยว และหนวยงาน

ท่ีตรวจสอบ เพราะนับเซลลไดต่ำกวาท่ีมีอยูจริง







สายพันธุสวนใหญของ Streptococcus thermophilus ไมเจริญใหเห็นเปนโคโลนีบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ acidified MRS ในระดับการเจือจางท่ีมักใชนับจำนวน Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus แตถา lactobacilli ในตัวอยางนมเปร้ียวมีจำนวนนอยกวา streptococci มาก ใหนับ

L. delbrueckii subsp. bulgaricus ที่ระดับการเจือจางต่ำๆ 

ภายใตสภาวะเดียวกันนี้ S. thermophilus บางสายพันธุ อาจเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

acidified MRS แตมีขนาดโคโลนีเล็กมากหรือเปนจุด (pinpoint) ซึ่งเห็นความแตกตางไดงาย

จาก L. delbrueckii subsp. bulgaricus และสามารถตรวจสอบเพิ่มเติมไดโดยการสองดูดวย

กลองจุลทรรศน แต L. delbrueckii subsp. bulgaricus บางสายพันธุอาจเจริญไมดีหรือไมเจริญ

บน MRS ทำใหแยกความแตกตางจาก S. thermophilus ไดยาก

สายพันธุของ S. thermophilus ท่ีเจริญชามากหรือไมเจริญ แนะนำใหใชสภาวะพิเศษบางอยาง

เชน







คณะผูจัดทำ

วิธีมาตรฐานทางชีวโมเลกุล

สำหรับการวิเคราะหอาหาร

ของกรมวิทยาศาสตรการแพทย







4. หลักการ (Principle)

      4.1  ท่ัวไป: การตรวจเชิงคุณภาพประกอบดวยการตรวจลำดับกรดนิวคลีอิคเปาหมายท่ีจำเพาะ

             ในตัวอยาง ซ่ึงแตละวิธีจะมีความจำเพาะกับดีเอ็นเอเปาหมาย ผลวิเคราะหเชิงคุณภาพ

             จะแสดงใหเห็นวาพบหรือไมพบสารพันธุกรรม ภายใตการทดสอบท่ีมีความสัมพันธกับ

             การควบคุมการทดสอบท่ีเหมาะสม รวมกับ detection limit ของวิธีท่ีใชและสัดสวนของ

             ตัวอยางท่ีใชทดสอบ

      4.2  PCR amplification เปนการทำปฏิกิริยาการเพ่ิมจำนวนสายของดีเอ็นเปาหมายโดยใช

             เอนไซม DNA polymerase รวมกับ primer และ deoxyribonucleotide triphosphates

             (dNTP) ใน buffer เปนการทำซ้ำในหลอดทดสอบ และมีส่ิงท่ีเปนเง่ือนไขท่ีตองทำกอน

             คือในสวนผสมของปฏิกิริยา PCR ตองไมมี inhibitors ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณมี 3

             ข้ันตอนคือ

             4.2.1    การแยกสายดีเอ็นเอสายคูเปนสายเด่ียวโดยใชความรอน

             4.2.2    ใชอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ให primers สามารถจับเขาคูไดกับดีเอ็นเอสายเดี่ยว

                         ท่ีเปนเปาหมาย

             4.2.3    จำลองสายของ primers ท่ีจับกับดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีแยกออก แลวทำใหยาวข้ึน

                         โดยใช DNA polymerase ท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม

      4.3  การตรวจสอบและยืนยันผล

             Real-time PCR ใชหลักการของ fluorescent labeled probe ที่ทำปฏิกิริยากับ PCR

             product ระหวาง primer 1 คู โดยปริมาณของ fluorescence ท่ีวัดไดจะเพ่ิมข้ึนเปนสัดสวน

             โดยตรงกับปริมาณ PCR product ท่ีเพ่ิมข้ึน

      4.4  วิธีน้ีเปนการตรวจสอบชุดยีนท่ีมีลำดับเบสบริเวณ 5' integration border region (IBR)

             ที่เชื่อมตอกันระหวางยีนที่มีการใสเขาไปตอกับตำแหนงของยีนที่มีในขาวโพดตาม

             ธรรมชาติ ซ่ึงตำแหนงดังกลาวจะเปนตำแหนงเฉพาะท่ีมีเพียงตำแหนงเดียวในขาวโพด

             ดัดแปรพันธุกรรมชนิด MIR604





อุณหภูมิและเวลาท่ีใช (Temperature-time programme): ตามระบุในตาราง MIR604_2 









(IBR)  ที ่เชื ่อมตอกันระหวางยีนที่มีการใสเขาไปตอกับตำแหนงของยีนที่มีใน

 ไมสามารถใชวิธีนี้ตรวจแยกความแตกตางระหวางขาวโพด MON863 และขาวโพด

ท่ีเกิดจากการผสมพันธุระหวาง MON863 และขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุอ่ืนๆ

(gene stacked cultivars) ยกเวนการตรวจท่ีเมล็ดเด่ียวๆ หรือตรวจท่ีตนขาวโพดโดยตรง

PCR amplification เปนการทำปฏิกิริยาการเพ่ิมจำนวนสายของดีเอ็นเปาหมายโดยใช

เอนไซม DNA polymerase รวมกับ primer และ deoxyribonucleotide triphosphates

(dNTP) ใน buffer เปนการทำซ้ำในหลอดทดสอบ และมีส่ิงท่ีเปนเง่ือนไขท่ีตองทำกอน

คือในสวนผสมของปฏิกิริยา PCR ตองไมมี inhibitors ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ

มี 3 ขั้นตอนคือ







การกำหนดคา baseline

กำหนดใหนอยกวาคา threshold line













การกำหนดคา baseline

กำหนดใหนอยกวาคา threshold line
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