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บทคัดย่อ 
	 การวจิยันีม้เีป้าหมายในการเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของสารท�ำความสะอาดเชือ้จลิุนทรย์ีบนพืน้ผวิโต๊ะปฏิบตัิ

การ ภายในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ โดยทดสอบสารท�ำความสะอาด

ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการ แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มที่เป็นสารซักล้างได้แก่ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ผงซักฟอกกับกลุ่มที่เป็นน�้ำยา

ฆ่าเชื้อ ได้แก่ 70 เปอร์เซ็นต์ แอลกอฮอล์ 0.5 เปอร์เซ็นต์ sodium hypochlorite และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ น�้ำยาฆ่าเชื้อ

ส�ำเร็จรูป โดยมีน�้ำประปาเป็นตัวควบคุม ท�ำการเก็บตัวอย่างจากพื้นผิวโต๊ะปฏิบัติการ ด้วยวิธีการ Swab test พื้นที่ 

25.81 cm2 (4 in2) จ�ำนวน 4 พื้นที่ต่อสารท�ำความสะอาด 1 ชนิด ก่อนและหลังท�ำความสะอาดในวันที่มีเรียนปฏิบัติ

การจุลชีววิทยา ท�ำการทดสอบทั้งหมด 7 ครั้ง ทดสอบทั้งหมด 10 โต๊ะปฏิบัติการ จ�ำนวน 20 ตัวอย่าง น�ำข้อมูลการ

เจริญขึ้นของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีพบมาหาค่าทางสถิติความแปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) พบว่า ในช่วงก่อน

ท�ำความสะอาดจ�ำนวนเชื้อจุลินทรีย์ที่พบไม่แตกต่างกัน แต่ภายหลังจากการท�ำความสะอาด จ�ำนวนเชื้อจุลินทรีย์ที่พบ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนเช้ือจุลินทรีย์ก่อนท�ำความสะอาดอยู่ในช่วง 9.39 

– 18.18 CFU/cm2  ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนเชื้อจุลินทรีย์หลังท�ำความสะอาดอยู่ในช่วง 0.39 – 2.14 CFU/cm2   เมื่อน�ำ

มาทดสอบความแตกต่างเป็นรายคู่ด้วยวิธีของ Scheffe ผลการวิเคราะห์ก่อนและหลังท�ำความสะอาด พบว่า 0.5 

เปอร์เซ็นต์ ผงซักฟอก 70 เปอร์เซ็นต์ แอลกอฮอล์ 0.5 เปอร์เซ็นต์ sodium hypochlorite และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ น�้ำยา

ฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูป  สามารถท�ำลายเชื้อจุลินทรีย์ได้ไม่แตกต่างกัน จากการวิเคราะห์และจัดจ�ำแนกชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ 
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พบ Staphylococcus sp. และ Bacillus sp. เมือ่วเิคราะห์ค่าเฉลีย่ของจ�ำนวนเช้ือจลุนิทรย์ีทีพ่บก่อนและหลังท�ำความ

สะอาด พบว่า 0.5 เปอร์เซ็นต์ น�้ำยาฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูป ท�ำลายเชื้อ Staphylococcus sp. ได้ดีที่สุด และ 70 เปอร์เซ็นต์ 

แอลกอฮอล์ ท�ำลายเชื้อ Bacillus sp. ได้ดีที่สุด

ค�ำส�ำคัญ:	 จุลินทรีย์; สารท�ำความสะอาด; ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา

Abstract
	 This research aimed to compare the efficacy of cleaning agents for the surface of laboratory 

benches in Microbiology Laboratory at the Faculty of Medicine, Thammasat University. The experi-

ment was set up to investigate the efficacy of cleaning agents, including the detergent group  

(i.e., 0.5% washing powder) and antiseptic group. For antiseptic group it could be divided into 2  

sub-groups, which were disinfection solution (i.e., 70% alcohol and 0.5% sodium hypochlorite) and 

ready-to-use disinfectant (i.e., 0.5&% commercially available solution). Tap water was used as a  

control. Samples were collected from the surface of the laboratory table by a swab test method 

which was performed on an area of 25.81 square centimeters (4 square inches), a total of 4 areas 

per cleaning agent. The tests were conducted before and after the cleaning with tested agents on 

the days that had the microbiology laboratory lessons. The experiments were performed on 7  

occasions with 10 tested tables and 20 samples per occasion. The different efficiencies among 

cleaning products in different periods were investigated using the colony count method, and  

one-way ANOVA was used to evaluate statistically different. The results before cleaning the number 

of microorganisms found were no different disinfectant. After cleaning, the number of microorganisms 

found was significantly different (p<0.05). Data on the growth of microorganisms when using different 

cleaning agents before and after cleaning were recorded. It was found that the mean microbial count 

before cleaning was in the range of 9.39 - 18.18 CFU / cm2 while the mean microbial count after 

cleaning was 0.39 – 2.14 CFU / cm2. The results before and after the cleaning usage with Scheffe 

method, there was no different disinfectant property between before and after cleaning laboratory 

benches when using 0.5% washing powder, 70% alcohol, 0.5% sodium hypochlorite, and 0.5% ready-

to-use disinfectant. Further bacterial identification of all isolates showed Staphylococcus sp. and 

Bacillus sp. both before and after cleaning. When analyzing the average number of  

microorganisms, it was found that 0.5% ready-to-use disinfectant and 70% alcohol were the best 

destruction of Staphylococcus sp. and Bacillus sp., respectively.

Keywords:  Microorganisms; Cleaning agent; Microbiology laboratory
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1. บทน�ำ
	 ห้องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ ของ

สถานวิทยาศาสตร์พรีคลินิก เป็นหน่วยงานท่ีให้บริการ

ทางด้านการจัดการเรียนการสอนโดยแยกเป็นสาขา

รายวชิาดงันี ้ห้องปฏบิตักิารกายวภิาคศาสตร์ ห้องปฏบิตัิ

การสรรีวทิยา ห้องปฏบิตักิารชีวเคม ีและห้องปฏบิตักิาร

จุลชีววิทยา โดยทั่วไปแต่ละห้องปฏิบัติการจะประกอบ

ด้วยเครื่องมือ อุปกรณ์ วัสดุ สารเคมี แต่ในส่วนของห้อง

ปฏบิตักิารจลุชวีวิทยาจะมส่ีวนประกอบของเชือ้จลุนิทรย์ี

ทีใ่ช้ส�ำหรบัการเรยีนการสอน หลงัจากการเรยีนการสอน

ปฏิบัติการอาจมีการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ในห้อง

ปฏิบัติการ โดยเฉพาะอย่างยิ่งบนโต๊ะปฏิบัติการที่

นักศึกษาได้ท�ำการทดลองนั้น หากมีการจัดการที่ไม่

เหมาะสมหรือไม่ได้ประสิทธิภาพผู้ท่ีปฏิบัติงานในห้อง

ปฏบิตักิารจุลชวีวทิยา อาจเกิดความเสีย่งในการได้รบัเช้ือ

เหล่านั้น ซึ่งอาจก่อให้เกิดปัญหาด้านสุขภาพของผู้ท่ี

ปฏิบัติงานได้ โดยทั่วไปสารฆ่าเชื้อจุลินทรีย์บนพื้นผิวมี

หลายชนิด ซึ่งสามารถแบ่งกลุ่มตามสิ่งมีชีวิตที่สารเหล่า

นี้ออกฤทธิ์ เช่น pesticide, herbicide, insecticide, 

algicide, molluscicide, rodenticide หรือ miticide 

เป็นต้น ส่วนสารที่ออกฤทธ์ิก�ำจัดหรือต่อต้านเชื้อ

จุลินทรีย์ชนิดต่างๆ จะเรียกรวมๆ ว่า “antimicrobial 

agent” คือ สารต้านเชื้อจุลินทรีย์ สามารถฆ่า (micro-

bicide) หรือหยุดยั้งการเจริญเติบโต (microbiostasis) 

ของเชื้อได้ โดยเมื่อจ�ำแนกสารต้านเช้ือจุลินทรีย์ตาม

วตัถปุระสงค์การใช้ สามารถแบ่งออกเป็น 3 ประเภทหลกั 

ได้แก่ 1) disinfectant สามารถก�ำจัดเชื้อจุลินทรีย์ได้

หลากหลายและไม่จ�ำเพาะเจาะจง ใช้ก�ำจัดเชื้อจุลินทรีย์

บนพื้นผิวสิ่งของต่างๆ ที่ไม่มีชีวิตเพื่อยับยั้งการแพร่

กระจายของเชื้อ 2) antiseptic ใช้ก�ำจัดเชื้อจุลินทรีย์บน

ผวิหรอืเนือ้เยือ่ของสิง่มชีวีติ เช่น ใช้ฆ่าเชือ้ในระหว่างการ

ผ่าตัด ดังน้ัน disinfectant บางชนิดท่ีไม่มีพิษต่อคนก็

สามารถใช้เป็น antiseptic ได้ด้วย และ 3) antibiotic ใช ้

ก�ำจัดเชื้อจุลินทรีย์ภายในร่างกาย มีความเฉพาะเจาะจง 

เดิมจะหมายถึงแต่การก�ำจัดหรือควบคุมเชื้อแบคทีเรีย

เท่านั้น แต่ปัจจุบันจะหมายถึงการก�ำจัดหรือควบคุมเชื้อ

จุลินทรีย์ใดๆ การฆ่าเชื้อจุลินทรีย์บนพิ้นผิวจึงใช้สาร 

disinfectant ซึ่งสารแต่ละชนิดออกฤทธิ์ด้วยกลไกการ

ท�ำงานที่แตกต่างกันขึ้นอยู่กับโครงสร้าง แรงระหว่าง

โมเลกุล และ functional group ของสารประกอบนั้นๆ 

โดยมีผลกระทบต่อเซลล์ในด้านต่างๆ ได้แก่ การรับเข้าสู่

เซลล์ การแตกหรือรั่วออกของเซลล์ การรบกวนสมดุล

ภายในเซลล์ การรบกวนการท�ำงานของเยือ่หุม้เซลล์ การ

ยับยั้งการท�ำงานของเอนไซม์ การยับยั้งกระบวนการ

ถ่ายทอดอิเล็กตรอน การยับยั้งกระบวนการ oxidative 

phosphorylation การเกิดปฏิกิริยากับ macromole-

cule ต่างๆ ในปัจจุบันนิยมใช้ Ethanol เป็นสารเคมีที่

นิยมใช้ในการฆ่าเชื้อแต่มีข้อจ�ำกัดบางประการคือ Etha-

nol มคีณุสมบตัใินการระเหยง่าย [1] นนัทวรรณ จนิากุล

และคณะ [2] ได ้ท�ำการศึกษาการเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพของสารท�ำความสะอาดบนพื้นห้องเพาะ

เล้ียงเซลล์สัตว์ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 

กรุงเทพฯ เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการท�ำลาย

เชื้อของสารท�ำความสะอาดต่างชนิดกัน ในช่วงก่อนและ

หลังการเข้าใช้ห้องปฏิบัติการเพาะเล้ียงเซลล์สัตว์ของ

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ด้วยสารท�ำความ

สะอาดที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ ผงซักฟอกสูตรธรรมดา ผง

ซักฟอกสูตรเข้มข้น ผงซักฟอกผสมนาโนซิลเวอร์ ผง

ซกัฟอกสตูรยบัยัง้แบคทเีรยี 1% Chloroxylenol 0.1% 

Chlorhexidine 0.2% Chlorhexidine 0.5% Umoni-

um38 และน�้ำประปา พบว่าเมื่อใช้สารท�ำความสะอาด

ต่างชนดิกันในช่วงก่อน และหลงัการเข้าใช้ห้องปฏิบติัการ

สามารถท�ำลายเชื้อจุลินทรีย์ได้แตกต่างกันอย่างมีนัย

ส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) วิชชุดา ธงกิ่ง และคณะ [3] ได้

ท�ำการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อแบคทีเรียรวมบนแป้น

พมิพ์คอมพวิเตอร์โดยวธิกีารท�ำความสะอาดทีต่่างกนั พบ

ว่าการท�ำความสะอาดแป้นพิมพ์คอมพิวเตอร์โดยวิธีใช้ 

ไม้ปัดขนไก่ มีค่าปริมาณเชื้อแบคทีเรียรวมบนแป้นพิมพ์

คอมพวิเตอร์เฉล่ียสงูถงึ 14.75 CFU/50 cm2 ซึง่มากกว่า

การท�ำความสะอาดแป้นพิมพ์คอมพิวเตอร์โดยวิธีเช็ด



ปีที่ 30 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2565	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

177

แอลกอฮอล์ ซึง่มค่ีาเฉลีย่เพยีง 1.21 CFU/50 cm2 อย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.001) นอกจากนั้นปริมาณเชื้อ

แบคทเีรยีรวมเฉลีย่ภายหลงัจากการท�ำความสะอาดโดย

วิธีเช็ดแอลกอฮอล์ลดลงถึงร้อยละ 93.74 ศิริวรรณ วิชัย 

และคณะ [4] ท�ำการศกึษาการก�ำจดัจลุนิทรย์ีบนหนงัสอื 

วารสาร และสื่อสารสนเทศด้วยน�้ำยาฆ่าเชื้อไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ 10% ส�ำนักหอสมุด มหาวิทยาลัยนเรศวร 

ภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตร์

การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ผลการทดลองพบว่า

สามารถลดปริมาณจลุนิทรย์ีลงได้และท�ำให้ปราศจากเช้ือ

ในที่สุด วิธีดังกล่าวได้รับการพิสูจน์ความถูกต้องเปรียบ

เทียบกับ Control พบว่าจ�ำนวนจุลินทรีย์แตกต่างกัน

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

พลวัฒน์ จนัทร์ผวิ [5] ได้ท�ำการเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพ

การฆ่าเชือ้แบคทเีรยีของสารผสมระหว่าง Ethanol และ 

Clorox® เป็นการศกึษาสารเคม ี5 สตูร คอื 2% Clorox® 

4% Clorox® 2% Clorox® ผสมกับ 70% Ethanol 4% 

Clorox® ผสมกับ 70% Ethanol และ 70% Ethanol 

โดยใช้วิธี disc diffusion method โดยสูตรฆ่าเชื้อที่ดี

ที่สุด 2 สูตร คือ 2% Clorox® ผสมกับ 70% Ethanol 

และ 4% Clorox® ผสมกับ 70% Ethanol ซึ่งมี

ประสิทธิภาพไม่แตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95% 

(p≥0.05) แต่อย่างไรก็ตาม ควรแช่วัสดุอุปกรณ์ก่อน

ท�ำความสะอาด 10 นาท ีเพือ่ให้สารเคมฆ่ีาเชือ้แบคทเีรยี

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ

	 0.5% ผงซกัฟอก ส่วนประกอบหลกั คอื Anion-

ic Surfactant, Sodium Carbonate, Zeolite, Sodi-

um Carboxymethylcellulose, Optical Brightener 

เป็นผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วยสารลดแรงตึงผิวชนิด

สังเคราะห์และ/หรือชนิดธรรมชาติสารลดความกระด้าง

ของน�้ำ สารรักษาระดับความเป็นด่าง สารกันคราบคืน 

สารเพิม่ความสดใส ซ่ึงสารเหล่านีม้คีณุสมบติัในการช�ำระ

ล้างสิ่งสกปรกได้เป็นอย่างดี

	 70% แอลกอฮอล์ ความสามารถในการท�ำลาย

เชื้อได้ดีคือ แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ 

แบคทเีรยีแกรมลบรปูแท่งแต่ไม่สามารถท�ำลายสปอร์ของ

เชื้อได้ ความสามารถในการท�ำลายเชื้อได้ปานกลาง คือ 

วัณโรค, เชื้อรา, ไวรัส

	 0.5% sodium hypochlorite ความสามารถ

ในการท�ำลายเชือ้ได้ดคีอื แบคทเีรียแกรมบวก แบคทเีรยี

แกรมลบ แบคทีเรียแกรมลบรูปแท่ง, เชื้อรา, ไวรัส

	 0.5% น�ำ้ยาฆ่าเชือ้ส�ำเรจ็รปู มส่ีวนประกอบของ 

N-benzyl-N-dodecyl-N, N-dimethyl-ammonium 

chloride/N-benzyl-N, N-dimethyl-N-tetrade-

cyl-ammonium chloride โดยทัว่ไปใช้ 2 ความเข้มข้น 

คือ ความเข้มข้นที่ 0.5% ใช้ส�ำหรับท�ำความสะอาด 

พื้นผิวทั่วไป และความเข้มข้นที่ 2.5% ใช้ส�ำหรับฆ่าเชื้อ

ในกลุ่มแบคทีเรีย ไวรัส เชื้อราและสปอร์ได้

	 ผู้วิจัยจึงเห็นความส�ำคัญของประสิทธิภาพของ

สารท�ำความสะอาดแต่ละชนดิ เพ่ือลดปัจจยัเสีย่งจากการ

สัมผัสเช้ือจุลินทรีย์บนพื้นผิวโต๊ะปฏิบัติการ ที่อาจส่งผล

ต่อสุขภาพของบุคคลท่ีได้สัมผัสและเพื่อเป็นแนวทาง 

ในการบริหารจัดการให้เป็นไปในทิศทางเดียวกัน เพื่อให้

เกิดความปลอดภัยต่อผู ้ที่ปฏิบัติงานห้องปฏิบัติการ 

จุลชีววิทยามากยิ่งขึ้น

2. วัตถุประสงค์ 
1.	 เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการท�ำลายเชื้อ

จุลินทรีย์ของสารท�ำความสะอาดที่แตกต่างกัน

2.	 เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณจุลินทรีย์

บนโต๊ะปฏิบัติการก่อนและหลังท�ำการฆ่าเชื้อ

3. อุปกรณ์และวิธีการ
	 สถานที่ส�ำหรับใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพ

ของสารท�ำความสะอาดโต๊ะปฏิบตักิาร ได้แก่ ห้องปฏิบตัิ

การจุลชีววิทยาสถานวิทยาศาสตร์พรีคลินิก คณะ

แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
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3.1 วิธีการเก็บตัวอย่าง
	 โดยการเก็บตัวอย่างจากพื้นผิวโต๊ะปฏิบัติการ 

ด้วยวธิกีาร Swab test เป็นวธิทีีใ่ช้กบัพืน้ผวิสมัผสัโดยใช้

ก้านไม้พันส�ำลีที่ปราศจากเช้ือเช็ดถูบริเวณท่ีจะทดสอบ 

แล้วน�ำไปป้ายบนอาหารเลีย้งเช้ือ โดยท�ำการ Swab test 

บนพืน้ผวิโต๊ะปฏบิตักิารและหาระดับความเข้มข้นในการ

เจือจางสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม โดยท�ำการ 

Swab test ก่อนและหลังท�ำความสะอาดในวันที่มีเรียน

ปฏิบัติการจุลชีววิทยา ทั้งหมด 7 ครั้ง โดยจะท�ำการสุ่ม

เลอืกพืน้ทีท่ีน่กัศกึษาท�ำปฏบิตักิารบริเวณท่ีมกีารวางเชือ้

จุลินทรีย์ โดยวิธีการ Swab พื้นที่ 25.81 cm2 (4 in2) 

จ�ำนวน 4 พื้นที่ต่อสารท�ำความสะอาด 1 ชนิด ด้วยสาร

ที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ 0.5% ผงซักฟอก 70% แอลกอฮอล์ 

0.5% sodium hypochlorite และ 0.5% น�้ำยาฆ่าเชื้อ

ส�ำเรจ็รูป โดยมนี�ำ้ประปาเป็นตวัควบคมุ ทดสอบทัง้หมด 

10 โต๊ะปฏิบัติการ จ�ำนวน 20 ตัวอย่าง 

3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ

	 อาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ช้เป็นชนดิแขง็ (Solid media) 

ซึง่ระบวุนัทีผ่ลติ วนัหมดอาย ุและผ่านการตรวจคณุภาพ

ด้านความปลอดเชือ้ (sterility test) อาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ช้

เป็นชนิด low selective ที่สามารถให้จุลินทรีย์ทั้งชนิด

ที่ต้องการออกซิเจน, ไม่ต้องการออกซิเจน, เชื้อรา และ 

ยีสต์ สามารถเจริญเติบโตได้ดี โดยในการวิจัยครั้งนี้ใช้ 

Nutrient agar เพือ่ศกึษารปูร่างและคณุสมบตัต่ิางๆ ของ

เชื้อจุลินทรีย์

3.3 ขั้นตอนการวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์

	 การตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียทั้งหมดโดยวิธีนับ

จ�ำนวนโคโลน ี(colony) จากจานเพาะเชือ้ เป็นการตรวจ

วิเคราะห์หาค่าจ�ำนวนแบคทีเรียทั้งหมดในตัวอย่าง โดย

สมมตุฐิานว่าโคโลนแีบคทเีรยีทีเ่จรญิบนจานเพาะเชือ้ทีมี่

อาหารแข็ง (agar) ซ่ึงมีสารอาหารส�ำหรับให้แบคทีเรีย

เจริญเติบโตในระหว่างการเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 35±2 

องศาเซลเซยีส ในเวลา 48±3 ชัว่โมง หนึง่โคโลนเีจรญิมา

จากเซลล์แบคทีเรียที่มีชีวิตหนึ่งเซลล์ จ�ำนวนโคโลนีท่ี 

นบัได้บนจานเพาะเชือ้ คณูกบัส่วนกลบัของอตัราเจอืจาง

ที่ใช้จะเท่ากับจ�ำนวนแบคทีเรียต่อมิลลิลิตร ซ่ึงรายงาน

ผลเป็น colony forming units (CFU/mL) และเมือ่คูณ

กับจ�ำนวนปริมาตรทั้งหมดที่ใช้ในการเก็บตัวอย่างก็จะ

เท่ากับจ�ำนวนแบคทีเรียทั้งหมดต่อพื้นที่ทั้งหมด ในที่นี้

คือ 25.81 cm2 (4 in2) โดยจากการทดสอบระดับการ

เจอืจางของสารละลายบัฟเฟอร์ทีไ่ด้ คือ ไม่มกีารเจอืจาง

	 น�ำข้อมลูทีไ่ด้ทัง้ก่อนและหลงัท�ำความสะอาดมา

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วย (One-Way ANOVA) เพื่อ

เปรียบเทียบจ�ำนวนเชื้อจุลินทรีย์ก่อนและหลังท�ำความ

สะอาดว่ามีความแตกต่างกันอย่างไร

3.4 การวิเคราะห์และจ�ำแนกชนิดของเชื้อ

	 เชือ้แบคทเีรยี การวเิคราะห์และจ�ำแนกชนดิของ

เชื้อแบคทีเรีย ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar (NA) 

ส�ำหรับการเก็บตัวอย่างบนโต๊ะปฏิบัติการตามจุดที่

ก�ำหนด จึงน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 48 ช่ัวโมง จากนัน้ตรวจนับจ�ำนวนแบคทเีรียท้ังหมด

ค�ำนวณจ�ำนวนโคโลนโีดยมหีน่วยเป็น Colony forming 

unit (CFU/cm2) และสุ่มเลือกโคโลนีแบคทีเรียมาท�ำให้

บริสุทธิ์อีกครั้ง แล ้วตรวจจ�ำแนกหาชนิดของเชื้อ

แบคทีเรีย โดยการศึกษารูปร่างลักษณะและคุณสมบัติ

ต่างๆ ของเช้ือแบคทีเรียเพื่อให้ทราบชนิดของเช้ือ

แบคทีเรีย (Bacteria identification)

	 3.4.1 การศึกษารูปร ่างลักษณะของเชื้อ

แบคทีเรียโดยการย้อม Gram’s stain ของเซลล์

แบคทีเรีย

	 1.	 ท�ำการ smear เชื้อ โดยการหยดน�้ำเกลือ

หรือน�้ำประปา 1 หยดลงบนสไลด์ แล้วใช้ sterile loop 

เขี่ยเชื้อจากจานอาหารเล้ียงเชื้อป้ายลงบนหยดน�้ำแล้ว 

เสมียร์เชื้อให้กระจายเป็นแผ่นฟิล์ม

	 2.	 การ fix ด้วยความร้อน โดยการน�ำสไลด์ไป

ผ่านเปลวไฟ 2-3 ครั้ง โดยให้ด้านที่มีเชื้ออยู่ด้านบนเพื่อ

ให้เชื้อไม่หลุดจากสไลด์ระหว่างการย้อม
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	 3.	 การย้อม Gram’s stain วิธีนี้จะท�ำให้แยก

แบคทีเรียออกเป็น 2 กลุ่ม แบคทีเรียที่มีโครงสร้างผนัง

เซลล์แตกต่างกันจะติดสีต่างกัน สีแรกที่ใช้ย้อมคือ crys-

tal violet ในขั้นตอนนี้แบคทีเรียทุกตัวจะติดสีม่วง เมื่อ

หยด Gram’s iodine สาร iodine จะท�ำหน้าที่เป็นตัว 

mordant ท�ำให้แบคทีเรียติดสี crystal violet ได้ดียิ่ง

ขึ้น หลังจากนั้นล้างออกด้วย 95% alcohol ในขั้นตอน

นี้แบคทีเรียที่ผนังเซลล์มีชั้นของ peptidoglycan หนา 

และมีไขมันเป็นส่วนประกอบอยู่น้อย จะสามารถรักษา 

complex ของสเีอาไว้ภายในเซลล์ได้ท�ำให้เซลล์ยงัคงตดิ

สีม่วงของ crystal violet เรียกแบคทีเรียนี้ว่าแบคทีเรีย

แกรมบวก ส่วนแบคทีเรียแกรมลบผนังเซลล์มีชั้น pep-

tidoglycan บางและมีไขมันเป็นส่วนประกอบอยู่มาก 

เมือ่ถกูล้างด้วย 95% alcohol สีของ crystal violet จะ

หลุดออกมากบัไขมนัซึง่ละลายได้ดใีน alcohol เมือ่ย้อม

ทับด้วย safranin จึงติดสีแดงของ safranin ซึ่งเรียก

แบคทเีรยีชนดิน้ีว่า แบคทเีรยีแกรมลบ การดผูลการย้อม

แกรมนอกจากการดกูารตดิสแีล้วยงัต้องดลูกัษณะรปูร่าง

และการจัดเรียงตัวของเช้ือด้วย เช่น ถ้าพบแบคทีเรีย

ลักษณะกลมติดสีม่วงเรียงตัวเป็นคู่ๆ จะรายงานว่าเป็น 

Gram positive diplococcic หรือถ้าพบแบคทีเรีย

ลักษณะกลมตดิสีม่วง เรยีงตวัอยูเ่ป็นกลุ่มหรอืเป็นสายจะ

รายงานผลเป็น Gram positive cocci in chains

	 เชื้อรา การวิเคราะห์และจ�ำแนกชนิดของเชื้อรา 

โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud dextrose agar 

(SDA) สุ่มเลือกโคโลนีเชื้อรามาท�ำให้บริสุทธิ์อีกครั้งแล้ว

ตรวจจ�ำแนกหาชนิดของเชื้อรา โดยการศึกษารูปร่าง

ลักษณะและคุณสมบัติต่างๆ ของเชื้อราเพื่อให้ทราบถึง

ชนิดของเชื้อรา (Fungi identification)

4. ผลการวิจัย
	 จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว 

(One-Way ANOVA) ของจ�ำนวนเช้ือจุลินทรีย์ที่พบใน

ช่วงก่อนท�ำความสะอาด พบว่า จ�ำนวนเช้ือจลิุนทรย์ีทีพ่บ

ไม่แตกต่างกัน ภายหลังจากการท�ำความสะอาด พบว่า 

จ�ำนวนเชือ้จลุนิทรย์ีท่ีพบแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทาง

สถิต ิ(p<0.05) ดงัแสดงผลการเปรยีบเทยีบในตารางที ่1

Table 1  One Way ANOVA results of microorganisms before and after cleaned laboratory benches

*statistical significance at level 0.05

TTaabbllee  11  One Way ANOVA results of microorganisms before and after cleaned laboratory benches 
 
    SSoouurrccee  ooff  vvaarriiaannccee  SSSS  ddff  MMSS  FF  SSiigg..  

Before 

Between groups 1418.39 4.00 354.60 0.49 0.74 

Within groups 97179.75 135.00 719.85 
  

Total 98598.14 139.00 
   

After 

Between groups 93.47 4.00 23.37 2.59 0.04* 

Within groups 1215.93 135.00 9.01 
  

Total 1309.40 139.00 
   

*statistical significance at level 0.05  
 
  
 
TTaabbllee  22  The average of microorganisms before and after cleaned laboratory benches by difference cleaning 
agents 
 

cleaning agents 
0.5% washing 

powder 
70% Alcohol 

0.5% sodium 
hypochlorite  

0.5% Ready-to-
use disinfectant 

Tap water 

Before 9.57 11.86 18.18 9.39 12.11 

After 1.93 2.14 1.25 0.39 2.79 
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	 เมื่อวิเคราะห์ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนเชื้อจุลินทรีย์ที่

พบเมื่อใช้สารท�ำความสะอาดแต่ละชนิด พบว่า 0.5% 

น�้ำยาฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูปสามารถท�ำลายเชื้อจุลินทรีย์ได้ดี

ทีสุ่ด เนือ่งจากพบค่าเฉลีย่จ�ำนวนโคโลนขีองเชือ้จลุนิทรย์ี

น้อยท่ีสุด และจ�ำนวนเชื้อจุลินทรีย์ที่พบหลังท�ำความ

สะอาดเมือ่ใช้สารท�ำความสะอาดแต่ละชนดิบนพืน้ผิวโต๊ะ

ปฏิบตักิารจะมีค่าเฉล่ียของจ�ำนวนจลิุนทรย์ีน้อยกว่าก่อน

ท�ำความสะอาด ดังแสดงผลการเปรียบเทียบในตาราง 

ที่ 2

Table 2	 The average of microorganisms before and after cleaned laboratory benches by difference  

		  cleaning agents

	 จากผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ย

จ�ำนวนเช้ือจลุนิทรย์ีท่ีพบในช่วงก่อนท�ำความสะอาด โดย

ทดสอบเป็นรายคู่ด้วยวิธีของ Scheffe พบว่า 0.5%  

ผงซักฟอก 70% แอลกอฮอล์ 0.5% sodium hypo-

chlorite และ 0.5% น�้ำยาฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูป สามารถ

ท�ำลายเชื้อจุลินทรีย์ได้ไม่แตกต่างกัน ดังแสดงผลการ

เปรียบเทียบในตารางที่ 3

TTaabbllee  11  One Way ANOVA results of microorganisms before and after cleaned laboratory benches 
 
    SSoouurrccee  ooff  vvaarriiaannccee  SSSS  ddff  MMSS  FF  SSiigg..  

Before 

Between groups 1418.39 4.00 354.60 0.49 0.74 

Within groups 97179.75 135.00 719.85 
  

Total 98598.14 139.00 
   

After 

Between groups 93.47 4.00 23.37 2.59 0.04* 

Within groups 1215.93 135.00 9.01 
  

Total 1309.40 139.00 
   

*statistical significance at level 0.05  
 
  
 
TTaabbllee  22  The average of microorganisms before and after cleaned laboratory benches by difference cleaning 
agents 
 

cleaning agents 
0.5% washing 

powder 
70% Alcohol 

0.5% sodium 
hypochlorite  

0.5% Ready-to-
use disinfectant 

Tap water 

Before 9.57 11.86 18.18 9.39 12.11 

After 1.93 2.14 1.25 0.39 2.79 
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	 จากผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ย

จ�ำนวนเชื้อจุลินทรีย์ที่พบในช่วงหลังท�ำความสะอาดเมื่อ

ใช้ท�ำความสะอาดต่างชนดิกนั โดยทดสอบเป็นรายคูด้่วย

วิธีของ Scheffe พบว่า 0.5% ผงซักฟอก 70% 

แอลกอฮอล์ 0.5% sodium hypochlorite และ 0.5% 

น�้ำยาฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูป สามารถท�ำลายเชื้อจุลินทรีย์ได ้

ไม่แตกต่างกัน ดังแสดงผลการเปรียบเทียบในตารางที่ 4

Table 3	 Mean difference analysis of before cleaned microorganism by pairs testing in Scheffe’s  

		  methodeTTaabbllee  33 Mean difference analysis of before cleaned microorganism by pairs testing in Scheffe’s methode 
 

Mean difference analysis of microorganism 

Before 
0.5% 

washing 
powder 

70% 
Alcohol 

0.5% sodium 
hypochlorite  

0.5% Ready-
to-use 

disinfectant 

Tap 
water 

0.5% washing 
powder 

- 2.29 8.61 0.18 2.54 

70% Alcohol -2.29 - 6.32 2.46 0.25 

0.5% sodium 
hypochlorite  

-8.61 -6.32 - 8.79 6.07 

0.5% Ready-to-use 
disinfectant 

 -0.18 -2.46 -8.79 - 2.71 

Tap water -2.54 -0.25 -6.07 -2.71 - 
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	 การวิ เคราะห ์และจัดจ�ำแนกชนิดของเช้ือ

จุลินทรีย์บนโต๊ะปฏิบัติการ ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

พบ Staphylococcus sp. และ Bacillus sp. เม่ือ

วิเคราะห์ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนเชื้อจุลินทรีย์ที่พบก่อนและ

Table 4	 Mean diffence analysis of after cleaned microorganism by pairs testing in Scheffe’s  

		  methode

หลังท�ำความสะอาด พบว่า 0.5% น�้ำยาฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูป 

ท�ำลายเชื้อ Staphylococcus sp. ได้ดีที่สุด และ 70% 

แอลกอฮอล์ ท�ำลายเชือ้ Bacillus sp. ได้ดทีีส่ดุ ดงัแสดง

ผลการเปรียบเทียบในตารางที่ 5

TTaabbllee  44 Mean diffence analysis of after cleaned microorganism by pairs testing in Scheffe’s methode  
 

Mean difference analysis of microorganism 

After 
0.5% 

washing 
powder 

70% Alcohol 
0.5% sodium 
hypochlorite  

0.5% Ready-
to-use 

disinfectant 
Tap water 

0.5% washing 
powder 

- 0.21 0.68 1.54 0.86 

70% Alcohol -0.21 - 0.89 1.75 1.29 

0.5% sodium 
hypochlorite  

-0.68 -0.89 - 0.86 1.54 

0.5% Ready-to-use 
disinfectant 

-1.54 -1.75 -0.86 - 2.39 

Tap water -0.86 -1.29 -1.54 -2.39 - 

 
 
 

TTaabbllee  55  The average of staphylococcus and bacillus sp. by using diffence cleaning agents  

  
microorganism 

0.5% 
washing 
powder 

70% 
Alcohol 

0.5% sodium 
hypochlorite  

0.5% Ready-
to-use 

disinfectant 

Tap 
water 

Before 
staphylococcus sp. 9.39 11.75 17.89 9.04 11.89 

bacillus sp. 0.18 0.11 0.29 0.36 0.21 

After 
staphylococcus sp. 1.86 2.11 1.11 0.25 2.68 

bacillus sp. 0.07 0.04 0.14 0.14 0.11 
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ได้ไม่แตกต่างกัน จากการวิเคราะห์การจัดจ�ำแนกเช้ือ

จุลินทรีย์พบว่า 0.5% น�้ำยาฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูป ท�ำลายเชื้อ 

Staphylococcus sp. ได้ดีที่สุด และ 70% แอลกอฮอล์ 

ท�ำลายเชื้อ Bacillus sp. ได้ดีที่สุด

	 0.5% ผงซักฟอก มีประสิทธิภาพในการท�ำลาย

เชื้อได้สามารถใช้ทดแทนกันได้เมื่ออยู่ในพื้นที่ที่สะอาด 

ซ่ึงมีจ�ำนวนโคโลนีอยู ่ในเกณฑ์ที่ก�ำหนดไม่เกิน 100  

โคโลนีต่อตารางฟุต แต่ทั้งน้ีความเข้มข้นของผงซักฟอก

แต่ละยีห้่อจะมส่ีวนผสมทีแ่ตกต่างกนัไป ซึง่อาจส่งผลต่อ

ประสิทธิภาพได้ หากมีการเปลี่ยนความเข้มข้นหรือยี่ห้อ

ควรน�ำมาทดสอบประสิทธิภาพก่อน การใช้งาน [7, 8] 

	 70% แอลกอฮอล์ มปีระสทิธภิาพในการท�ำลาย

เชื้อจุลินทรีย์บนพื้นผิวโต๊ะปฏิบัติการได้ เนื่องจาก 70% 

แอลกอฮอล์ สามารถท�ำลายแบคทีเรียแกรมบวก 

แบคทีเรียแกรมลบ แบคทีเรียแกรมลบรูปแท่ง ความ

สามารถในการท�ำลายเชื้อได้ปานกลาง คือ วัณโรค,  

เชื้อรา, ไวรัส [9]

	 0.5% sodium hypochlorite มีประสิทธิภาพ

ในการท�ำลายเชื้อได้ สามารถใช้ทดแทนกันได้เมื่อใช้ใน 

พืน้ผิวทีไ่ม่มกีารปนเป้ือนของจ�ำนวนจลิุนทรีย์มาก เพราะ

อาจท�ำให้ประสิทธภิาพในการฆ่าเช้ือบนพ้ืนผวิโต๊ะปฏบิตัิ

การลดลง [10, 11]

	 0.5% น�้ำยาฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูป เป็นน�้ำยาฆ่าเชื้อที่

ปราศจากส่วนประกอบของอัลดีไฮด์ ประกอบด้วย

5. สรุปผลการวิจัย
	 จากการศกึษาเพือ่เปรียบเทยีบประสิทธภิาพของ

สารท�ำความสะอาดบนพื้นผิวโต๊ะปฏิบัติการ ห้องปฏิบัติ

การจุลชีววิทยา สถานวิทยาศาสตร์พรีคลินิก คณะ

แพทยศาสตร์ โดยทดสอบวันที่มีเรียนปฏิบัติการทั้งหมด 

7 คร้ัง งานวจิยันีไ้ด้ท�ำในสถานทีแ่ละสภาพการใช้งานจรงิ 

จึงได้ทดสอบเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสาร

ท�ำความสะอาดชนิดต่างๆ ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการ เมื่อ

น�ำมาวเิคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลีย่ พบว่าค่าเฉลีย่

ของจ�ำนวนเชื้อจุลินทรีย์ก่อนท�ำความสะอาดอยู่ในช่วง 

9.39 – 18.18 CFU/cm2 ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนเชื้อ

จุลินทรีย์หลังท�ำความสะอาดอยู่ในช่วง 0.39 – 2.14 

CFU/cm2 เห็นได้ว่าหลังท�ำความสะอาดมีปริมาณเช้ือ

จุลินทรีย์ลดลง โดยพบว่า 0.5% น�้ำยาฆ่าเช้ือส�ำเร็จรูป  

มีประสิทธิภาพในการท�ำลายเชื้อจุลินทรีย์ได้ดีที่สุด ซึ่ง

สอดคล้องกับผลการวิจัยของนันทวรรณ จินากุล และ

คณะ ทีพ่บว่า สารฆ่าช้ือส�ำเรจ็รปู 0.5% Ummonium38 

เป็นสารที่มีประสิทธิภาพในการท�ำลายเชื้อจุลินทรีย์ได้ดี

ที่สุด [2] ซึ่งส่วนประกอบของสารฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูป 0.5% 

Ummonium38 มีส่วนประกอบเดยีวกนักับ 0.5% น�ำ้ยา

ฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูปที่ใช้ในงานวิจัยครั้งน้ี จากการวิเคราะห์

ประสิทธิภาพการท�ำลายเช้ือจุลินทรีย์ของน�้ำยาฆ่าเช้ือ

แต่ละชนิด ก่อนและหลังท�ำความสะอาด พบว่าสาร

ท�ำความสะอาดต่างชนดิกนั สามารถท�ำลายเช้ือจุลนิทรีย์

Table 5	 The average of staphylococcus and bacillus sp. by using diffence cleaning agents

TTaabbllee  44 Mean diffence analysis of after cleaned microorganism by pairs testing in Scheffe’s methode  
 

Mean difference analysis of microorganism 

After 
0.5% 

washing 
powder 

70% Alcohol 
0.5% sodium 
hypochlorite  

0.5% Ready-
to-use 

disinfectant 
Tap water 

0.5% washing 
powder 

- 0.21 0.68 1.54 0.86 

70% Alcohol -0.21 - 0.89 1.75 1.29 

0.5% sodium 
hypochlorite  

-0.68 -0.89 - 0.86 1.54 

0.5% Ready-to-use 
disinfectant 

-1.54 -1.75 -0.86 - 2.39 

Tap water -0.86 -1.29 -1.54 -2.39 - 

 
 
 

TTaabbllee  55  The average of staphylococcus and bacillus sp. by using diffence cleaning agents  

  
microorganism 

0.5% 
washing 
powder 

70% 
Alcohol 

0.5% sodium 
hypochlorite  

0.5% Ready-
to-use 

disinfectant 

Tap 
water 

Before 
staphylococcus sp. 9.39 11.75 17.89 9.04 11.89 

bacillus sp. 0.18 0.11 0.29 0.36 0.21 

After 
staphylococcus sp. 1.86 2.11 1.11 0.25 2.68 

bacillus sp. 0.07 0.04 0.14 0.14 0.11 
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แอลกอฮอล์ 2 ชนิดและควอเทอนารีแอมโมเนีย จึงมี

ความปลอดภัย มีประสิทธิภาพในการท�ำลายเชื้อที่กว้าง

นอกจากนี้ในส่วนประกอบของน�้ำยาฆ่าเชื้อยังมีฤทธ์ิใน

การท�ำความสะอาดผิวหน้าของวัสดุ เครื่องมือ โดย 

ไม่ท�ำลายส่วนประกอบที่เป็นยาง พลาสติก หรือซิลิโคน

และยงัสามารถป้องกนัการเกดิไบโอฟิล์ม (Biofilm) [12] 

โดยทั่วไปใช้ 2 ความเข้มข้น คือ ความเข้มข้นที่ 0.5% ใช้

ส�ำหรับท�ำความสะอาดพื้นผิวท่ัวไป และความเข้มข้นท่ี 

2.5% ใช้ส�ำหรบัฆ่าเชือ้ในกลุม่แบคทเีรยี ไวรสั เชือ้ราและ

สปอร์ได้ โดยทั้งความเข้มข้น 0.5% และ 2.5% สามารถ

ท�ำลายเชื้อได้อย่างกว้างขวางส�ำหรับอุปกรณ์ส�ำคัญ

ทางการแพทย์ [13, 14] 

	 ผู้วิจัยให้ความเห็นว่าจากผลการวิจัยข้างต้นพบ

ว่า 0.5% น�้ำยาฆ่าเชื้อส�ำเร็จรูป มีประสิทธิภาพในการ

ท�ำลายเชื้อได้ดีที่สุด แต่ถ้าไม่มีน�้ำยาฆ่าเช้ือส�ำเร็จรูป  

ก็สามารถใช้ 70% แอลกอฮอล์ทดแทนได้ เนื่องจาก 

0.5% สารฆ่าเชือ้ส�ำเรจ็รปู มรีาคาทีค่่อนข้างสงู เนือ่งจาก

การเรยีนปฏบิตักิารแต่ละครัง้ต้องใช้สารท�ำความสะอาด

จ�ำนวนมาก 70% แอลกอฮอล์ เป็นสารที่หาซื้อได้ง่าย 

สามารถเตรียมข้ึนเองได้เพื่อลดค่าใช้จ่ายของห้องปฏิบัติ

การ 

6. กิตติกรรมประกาศ
	 ทั้ งนี้ผู ้ วิ จัยขอขอบคุณคณะแพทยศาสตร ์ 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ที่ให้ทุนอุดหนุนงานวิจัยพร้อม

ทั้งสถานที่ส�ำหรับการศึกษาวิจัย ขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ี

ห้องปฏิบัติการสถานวิทยาศาสตร์พรีคลินิกทุกท่าน 

ที่ช่วยเหลือและให้ข้อมูลในการศึกษาวิจัยเป็นอย่างดี
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