
 

 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์จ านวนแบคทเีรียกลุ่มโคลิฟอร์ม 
ในน า้นมโคด้วยเทคนิค Petrifilm   
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บทคัดย่อ 
 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์หาจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มในน า้นมโคด้วย
เทคนิค Petrifilm โดยห้องปฏิบตัิการได้ท าการดดัแปลงจาก Reference method  AOAC Official 
Method 990.12 ในขัน้ตอนการเจือจางตวัอย่าง ( Dilution of sample) ทัง้นีว้ิธีมาตรฐานระบใุห้ท า

การเจือจางตวัอย่างน า้นมก่อนลงแผ่นฟิล์ม Petrifilm ในอตัราส่วนตวัอย่างน า้นม 11 ml ใน diluents 

ปริมาตร 99 ml โดยห้องปฏิบตักิารได้ดดัแปลงวิธีการทดสอบในขัน้ตอนการเจือจางตวัอย่างเป็นปิเปต

ตวัอย่างน า้นม 1 ml ใส่ใน diluents ปริมาตร 9 ml เม่ือเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ระหว่าง 2 วิธีผล

การทดสอบได้คา่ Critical level (3 cfu/ml) และ coefficient of variation (0.5772%) R2(0.9970) 
intercept (0.0141) Slope b (0.9916) และไม่มีนยัส าคญัของความแตกต่างทางสถิติ สรุปได้ว่า      
In-house method  สามารถน ามาใช้ทดสอบหาจ านวนแบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มในตวัอยา่งนมได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
ค าส าคัญ แบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์ม น า้นม การตรวจสอบความใช้ได้     

กลุม่ตรวจสอบคณุภาพนมและผลิตภณัฑ์นม   ส านกัตรวจสอบคณุภาพสินค้าปศสุตัว์   กรมปศสุตัว์ 
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Abstract 
 In-house laboratory method was modified from Reference method AOAC Official 
Method 990.12 in part of sample dilution .The assessment was based on change volume of 

a sample dilution. Reference method recommend 11 ml of each milk sample to 99 ml 

diluent  and In-house laboratory method use 1 ml of the milk sample to 9 ml of diluent. 

Evaluated results between 2 methods was analysed using ANOVA and paired t-test. Critical 
level (3 cfu/ml) and coefficient of variation (0.5772%), R2 (0.9970), intercept (0.0141) Slope b 
(0.9916) have been shown that results from In-house method were equivalent to Reference 
method without statistical significantly differences. The obtained results were indicated that 
In-house laboratory method was suitable for enumeration of total coliforms in milk. 
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การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์จ านวนแบคทเีรียกลุ่มโคลิฟอร์ม 
ในน า้นมโคด้วยเทคนิค Petrifilm   
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บทน า 
 

 แบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มเป็นแบคทีเรียแกรมลบ อยู่ในกลุ่ม Enterobacteriaceae ซึ่งสามารถ
พบเชือ้ได้เป็นปกติในล าไส้ของคนและสตัว์เลือดอุ่น และพบเป็นจ านวนมากในอุจจาระ   การพบ      
โคลิฟอร์มในน า้นมดิบจึงมีความส าคญั และใช้เป็นตวับ่งชีถ้ึงสขุลกัษณะของฟาร์ม การปนเปือ้นสิ่ง
ปฏิกูลภายในฟาร์มและเป็นดชันีบ่งชีค้วามเส่ียงท่ีจะพบจุลินทรีย์ก่อโรคได้ ส าหรับมาตรฐานสินค้า
เกษตร มกษ. 6003-2553  ระบใุห้น า้นมดิบสามารถตรวจพบจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มไม่เกิน 
10 4cfu /ml โดยใช้วิเคราะห์ตามวิธีมาตรฐานของ ISO 4832 หรือวิธีอ่ืนท่ีมีความถกูต้องเทียบเทา่  
 ในปัจจุบันกลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้า      
ปศสุตัว์ได้ใช้วิธีตรวจวิเคราะห์ E. coli/Coliform โดยการใช้แผ่นฟิล์ม Petrifilm™E. coli/Coliform 
Count Plate เป็นวิธีมาตรฐานตาม Official Method of Analysis of AOAC International. 2012. 19th 
Method 991.14 ซึ่งสามารถวิเคราะห์เชือ้ได้สะดวกและรวดเร็ว ซึ่งวิธีการตรวจสอบเชือ้ดงักล่าวอาศยั
การเพาะเลีย้งเชือ้ส าเร็จรูปซึ่งประกอบด้วยอาหารเลีย้งเชือ้ไวโอเล็ตเรดไบล์ (VRB) โดยอาศยัหลกัการ
การท างานปฏิกิริยาจากเอ็นไซม์กลคูิวโรนิเดส และสีย้อมเพ่ือช่วยในการนบัจ านวน ทัง้นีว้ิธีมาตรฐาน

ระบใุห้ท าการเจือจางตวัอย่างน า้นมก่อนลงแผ่นฟิล์ม Petrifilm ในอตัราส่วนตวัอย่างน า้นม 11 ml ใน 

diluents ปริมาตร 99 ml ซึง่เป็นการใช้ปริมาตรสารเคมีท่ีคอ่นข้างมีปริมาณมาก ดงันัน้ห้องปฏิบตัิการ

จึงได้ดดัแปลงวิธีการทดสอบหาในขัน้ตอนการเจือจางตวัอย่าง ( Dilution of sample) จากวิธี

มาตรฐานระบใุห้เป็นวิธีของห้องปฏิบตัิการ ( In-house method ) โดยปิเปตตวัอย่างน า้นม 1 ml ใส่ใน 

diluents ท่ี 1 ปริมาตร 9 ml 
 
 



 

 

1.วัตถุประสงค์ 
 เพ่ือการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์หาจ านวนแบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มในน า้นมด้วย
เทคนิค Petrifilm   
2.ขอบข่าย 
 ด าเนินการเปรียบเทียบวิธีการเจือจางตวัอยา่งน า้นม 2 วิธี ประกอบด้วย วิธี Official Method 
of Analysis of AOAC International. 2012. 19th  Method  991.14 และ วิธีของห้องปฏิบตักิาร           
( In-house method )  
3. ผลประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
    3.1 ลดระยะเวลาในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
 3.2 ลดการใช้จา่ยในการซือ้อาหารเลีย้งเชือ้ 
4.วิธีด าเนินการ 
 4.1 การเตรียมเชือ้มาตรฐาน 

                   ใช้ loop ปลอดเชือ้เข่ียเชือ้  Escherichia coli ATCC 25922  จาก stock culture ลงใน

TSB และ TSA plate ท่ีอณุหภูมิ 35 ± 1 OC เป็นเวลา 24 ± 2 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดระยะเวลาบม่ 
น าเชือ้ท่ีได้ไปทดสอบโดยเลือกโคโลนีเด่ียวลงบน TSB tube จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 35 ± 1 OC 

เป็นเวลา 24 ± 2 ชัว่โมง เลือกโคโลนีเด่ียวทดสอบย้อมสีแกรม และใช้ sterile pipette ขนาด 1 ml 

ถ่ายเชือ้จาก TSB ปริมาตร 1 ml ลงใน diluent 9 ml เจือจางจาก 10-1 จนถึง 10-9 ใช้ sterile plate 

ขนาด 1 ml ถ่ายเชือ้จาก diluent ท่ีต้องการลงใน sterile plate เทอาหารเลีย้งเชือ้ลงใน plate ผสมเข้า

กบัเชือ้ จากนัน้น าไปบม่ท่ี อณุหภูมิ 35 ± 1 OC เป็นเวลา 24 ± 2 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดระยะเวลา 
ท าการนบัจ านวนโคโลนี เม่ือทราบปริมาณเชือ้แล้วใช้ sterile pipette ขนาด 1 ml ถ่ายเชือ้จาก TSB 

ปริมาตร 1 ml  ลงใน diluent 9 ml เจือจางจนระดบั dilution ท่ีต้องการและเลือก dilution น าเชือ้ท่ีท า 

serial dilution น ามานบัจ านวนโดยวิธี pour plate ควบคูไ่ปด้วยเพ่ือดจู านวนเชือ้ท่ีแท้จริงท่ีเติมลงใน
ตวัอยา่ง   
 4.2 การเตรียมตวัอยา่ง 
          ตวัอยา่งน า้นมท่ีผา่นการฆา่เชือ้ และตวัอยา่งน า้นมโคดิบธรรมชาติจากศนูย์รวบรวมน า้นมดิบท่ี
สง่ตรวจตวัอยา่งเป็นประจ า  



 

 

 4.3 วิธีทดสอบ 
                   ทดสอบตวัอย่างโดยดดัแปลงวิธีการทดสอบหาจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มในน า้นม
ด้วยเทคนิค Petrifilm จากวิธีมาตรฐาน Official Method of Analysis of AOAC International. 2012. 
19th Method 991.14  โดยดดัแปลงในขัน้ตอนการเจือจางตวัอย่าง ( Dilution of sample) จากวิธี

มาตรฐานระบุให้ ปิเปตตวัอย่างน า้นม 11 ml ใส่ใน diluents ท่ี 1 ปริมาตร 99 ml เป็นวิธีของ

ห้องปฏิบตัิการ  ( In-house method ) โดยปิเปตตวัอย่างน า้นม 1 ml ใส่ใน diluents ท่ี 1 ปริมาตร 9 
ml  สว่นขัน้ตอนอ่ืนให้ปฏิบตัติามวิธีมาตรฐาน 
 4.4 ค านวณหาคา่ Critical level (LC) 

       เตรียมเชือ้จลุินทรีย์ให้มีระดบัการปนเปือ้น 5 ระดบั ประกอบด้วย ระดบั 3, 10, 30, 100  

cfu/ml ของตวัอย่างท่ีใช้วิเคราะห์ ท าการทดสอบทัง้ 5 ระดบั ระดบัละ 6 ซ า้ โดยน าตวัอยา่งน า้นมท่ี
ผา่นการฆา่เชือ้แล้ว (เชน่ นมยเูอชที)ใสข่วดแก้วหรือหลอดแก้วปลอดเชือ้และเตมิเชือ้ท่ีเตรียมไว้ให้ได้

สดัสว่น นม 9 ml : เชือ้ 1 ml น าตวัอยา่งไปทดสอบตามวิธีของห้องปฏิบตักิาร 

 4.5 สถิตท่ีิใช้ในการทดสอบ 
       ประเมินผลโดยการหาคา่ % Coefficient of variation (% CV) การทดสอบทางสถิติโดย
ใช้  Paired t- test การวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นอย่างง่าย  (Simple linear regression analysis) 
คา่ intercept  y, Slope  b, Residue standard deviation (STEYX) ก าลงัสองของคา่สมัประสิทธ์ิ
สหพนัธ์ coefficient of determination (R2 = RSQ) ,Residual plot และ Line fit plot โดยเกณฑ์การ

ยอมรับ คา่ Intercept y ควรมีคา่เท่ากบั 0 หรือเข้าใกล้ 0 , Slope b ควรมีคา่เท่ากบั 1 หรือเข้าใกล้ 1, 

Residue standard deviation (STEYX) ควรเข้าใกล้ 0, ก าลงัสองของค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 

coefficient of determination (R2=RSQ) ควรมีคา่ 0.90 ขึน้ไป, Line fit plots ควรได้กราฟเส้นตรง

โดยพิจารณาจากคา่ R square, คา่ Intercept (a) และ X variable 1 (b) โดยเม่ือ a เข้าใกล้ 0 และ b 

เข้าใกล้ 1 กราฟท่ีได้จะเป็นเส้นตรง ซึง่สามารถสรุปได้วา่วิธีท่ีใช้ทดสอบมี accuracy 

 
 
 



 

 

5.ผลการทดลอง 

 5.1 การทดสอบหาคา่  Critical level (LC) ของการหาจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มด้วย

เทคนิค Petrifilm เชือ้จลุินทรีย์อ้างอิง : Escherichia coli  ATCC 25922 จากการทดสอบการหา
จ านวนแบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มด้วยเทคนิค Petrifilm ในตวัอยา่งน า้นม ให้ผลการทดสอบดงันี ้

  1. ระดบัท่ี 1 3 cfu/ml = 3/6  ครัง้ 
  2. ระดบัท่ี 2 10 cfu/ml = 5/6  ครัง้ 
  3. ระดบัท่ี 3 30 cfu/ml = 6/6  ครัง้ 
  4. ระดบัท่ี 4 100 cfu/ml = 6/6  ครัง้  

จากการทดสอบการหาจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มด้วยเทคนิค Petrifilm พบว่า  ท่ีระดบั

การปนเปือ้น 3 cfu/ml สามารถตรวจพบจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์ม 3 ครัง้ จากการทดสอบ 6 
ครัง้ ระดบัการปนเปือ้น 10 cfu/ml สามารถตรวจพบจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์ม 5 ครัง้จากการ
ทดสอบ 6 ครัง้  ระดบัการปนเปือ้นของเชือ้ท่ี 30-100 cfu/ml สามารถตรวจพบจ านวนแบคทีเรียกลุ่ม

โคลิฟอร์มพบ 6 ครัง้จากการทดสอบ 6 ครัง้  ดงันัน้ Critical level (LC) ของวิธี In-house method ท่ี

ห้องปฏิบตัิการได้ดดัแปลงจาก Reference method : Official Method of Analysis of AOAC 

International. 2012. 19th Method 991.14  เทา่กบั 3 cfu/ml 

5.2 การค านวณหา Coefficient of  Variation 

                   ในการทดสอบด้วยวิธี reference method  และ In-house method โดยท าการทดสอบ
หาจ านวนแบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มด้วยเทคนิค Petrifilmในตวัอยา่งน า้นมเป็นดงันี ้ 

ตารางท่ี 1  ผลการทดสอบหาจ านวนแบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มด้วยเทคนิค Petrifilm ในตวัอยา่งน า้นม 

Sample 
Reference 
(cfu/mL) 

In-house 
 (cfu/mL) 

Log 10 
Reference 

Log 10 
In-house 

Mi Si 

1 2,200 2,200 3.3424 3.3424 3.3424 0.0000 

2 6,400 6,500 3.8062 3.8129 3.8095 0.0048 
3 6,500 6,400 3.8129 3.8062 3.8095 0.0048 
4 7,800 7,600 3.8921 3.8808 3.8865 0.0080 



 

 

Sample 
Reference 
(cfu/mL) 

In-house 
 (cfu/mL) 

Log 10 
Reference 

Log 10 
In-house 

Mi Si 

5 79,000 78,000 4.8976 4.8921 4.8949 0.0039 
6 150,000 140,000 5.1761 5.1461 5.1611 0.0212 
7 7,600 8,000 3.8808 3.9031 3.8920 0.0158 
8 130,000 110,000 5.1139 5.0414 5.0777 0.0513 
9 14,000 13,000 4.1461 4.1139 4.1300 0.0228 
10 1400 1400 3.1461 3.1461 3.1461 0.0000 
11 4,400 4,000 3.6435 3.6021 3.6228 0.0293 
12 13,000 12,000 4.1139 4.0792 4.0966 0.0246 
13 93000 92000 4.9685 4.9638 4.9661 0.0033 
14 120 120 2.0792 2.0792 2.0792 0.0000 
15 560 760 2.7482 2.8808 2.8145 0.0938 
16 26,000 24,000 4.4150 4.3802 4.3976 0.0246 
17 1,000 860 3.0000 2.9345 2.9672 0.0463 
18 22,000 20,000 4.3424 4.3010 4.3217 0.0293 
19 58,000 55,000 4.7634 4.7404 4.7519 0.0163 
20 6,400 6,600 3.8062 3.8195 3.8129 0.0094 
21 12,000 11,000 4.0792 4.0414 4.0603 0.0267 
22 6,100 7,000 3.7853 3.8451 3.8152 0.0423 
23 17,000 14,000 4.2304 4.1461 4.1883 0.0596 
24 1,300 1,300 3.1139 3.1139 3.1139 0.0000 
25 1,700 1,800 3.2304 3.2553 3.2429 0.0176 
26 600 520 2.7782 2.7160 2.7471 0.0439 
27 590 540 2.7709 2.7324 2.7516 0.0272 
28 520 470 2.7160 2.6721 2.6941 0.0310 



 

 

Sample 
Reference 
(cfu/mL) 

In-house 
 (cfu/mL) 

Log 10 
Reference 

Log 10 
In-house 

Mi Si 

29 280 300 2.4472 2.4771 2.4621 0.0212 
30 340 260 2.5315 2.4150 2.4732 0.0824 

 MED(Mi) 3.8112  
 Sr 0.0220 

  

 สตูร % CV =        x 100   

                                                  แทนคา่ =        x 100 

   =        0.5772 
 จากผลการทดสอบ พบว่าค่า Coefficient of Variation (CV %) จากการค านวณเท่ากับ 

0.5772 ผ่านตามเกณฑ์ท่ีก าหนด ซึ่งเกณฑ์ก าหนดคา่ Coefficient of Variation ต้องน้อยกว่าหรือ

เทา่กบั 10 เกณฑ์การยอมรับ Coefficient of Variation (% CV)   10% 

 5.3 การประมวลผลทางสถิติ 
       5.3.1 ผลการวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นอยา่งง่าย (Simple linear regression analysis) 

เปรียบเทียบความแตกตา่งและความสมัพนัธ์ระหว่างวิธี Reference method และ In-house method 
โดยวิเคราะห์การทดสอบเชิงเส้นอย่างง่าย (Sample linear regression analysis)  พบว่าคา่ Slop b = 
0.9916 คา่ Intercept y = 0.0141 Residue standard deviation (STEYX) =  0.0467ก าลงัสองของ
คา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ Coefficient of determination (R2 ) = 0.9970   
 Residual plot (กราฟแสดง linearity หรือ lack of fit) คา่อยู่ในช่วง ± 0.15 แสดงว่า no lack 
of accuracy and linear (รูป 2) Line fit plots ได้กราฟเส้นตรง ซึ่งดคูวามสมัพนัธ์จากสมการเส้นตรง 
พิจารณาจากคา่ R square = 0.9970 คา่ Intercept y = 0.0141 และ Slope b =0.9916 (รูป 1) โดย
เม่ือ a เข้าใกล้ 0 และ b เข้าใกล้ 1 กราฟท่ีได้จะเป็นเส้นตรง ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าวิธีนีใ้ช้ทดสอบ 
accuracy 
 



 

 

รูป 1 แสดง Line fit plot 

 
 
รูป 2   กราฟแสดงการกระจายตวัของข้อมลู Residual plot 

 
 
 



 

 

 5.3.2 การทดสอบทางสถิตโิดยใช้ Paired t-test 

ผลการเปรียบเทียบคา่ t-Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % และ degree of freedom = N -1 พบวา่ 

t-stat (-1.9575) < t Critical two-tail (2.0484) (ตารางท่ี 2) แสดงว่า In-house method ให้ผลการ
ทดสอบไมแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญักบั Reference method 
 

 Variable 1 Variable 2 
Mean 3.687509587 3.704661 
Variance 0.729435065 0.739165 
Observations 29 29 
Pearson Correlation 0.998506037  
Hypothesized Mean 
Difference 

0  

df 28  
t Stat -1.95755268  
P(T<=t) one-tail 0.03015869  
t Critical one-tail 1.701130908  
P(T<=t) two-tail 0.06031738  
t Critical two-tail 2.048407115  

 
6.สรุปผลการทดลอง 

จากผลการทดสอบทัง้หมดพบว่าการหาจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มตาม Reference 
method และ In-house method เม่ือเปรียบเทียบกนัแล้วมีคา่ทางสถิติไม่แตกตา่งกนั ดงันัน้สรุปได้ว่า  
In-house method ท่ีห้องปฏิบตัิการได้ดดัแปลงจาก Reference method AOAC Official Method 
990.12 สามารถน ามาใช้ทดสอบหาจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มในตัวอย่างนม ภายใน
ห้องปฏิบตักิารจลุชีววิทยากลุม่ตรวจสอบคณุภาพนมและผลิตภณัฑ์นมได้ 

 



 

 

7.ข้อเสนอแนะ 
 ขณะปล่อยสารละลายลงบนแผ่นฟิล์ม Petrifilm ควรระวงัไม่ให้เกิดฟองอากาศเน่ืองจากมีผล
ตอ่การอา่นผลทดสอบ   
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