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บทคัดย่อ 
 การดดัแปลงวิธีทดสอบหาปริมาณเชือ้จุลินทรีย์ทัง้หมดในน า้นมด้วยวิธี Petrifilm จากการใช้
สารละลายเจือจาง 99 มิลลิลิตร มาเป็น 9 มิลลิลิตร เป็นการลดระยะเวลาของการเตรียมสารละลายและ
ลดปริมาณอาหารเลีย้งเชือ้ โดยท าการปิเปตตวัอยา่งน า้นมแตล่ะตวัอย่าง 11 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย
เจือจางท่ีก าหนดโดยวิธี Petrifilm 99 มิลลิลิตร และอีก 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายเจือจาง 9 มิลลิลิตร  
ผลการทดสอบได้คา่ Critical level (3 cfu/ml) และ coefficient of variation (0.4973%) R2 (0.9974) 
intercept (0.049) Slope b (0.9847) และไม่มีนยัส าคญัของความแตกตา่งทางสถิติ ซึ่งแสดงว่า วิธีท่ี
ดดัแปลงสามารถให้ผลถกูต้องเชน่เดียวกบัวิธี Petrifilm 
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Modification of total aerobic plate count in milk by Petrifilm method 
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Abstract 

 Modification of total aerobic plate count in milk by Petrifilm method was changed from 
99 ml to 9 ml of diluent in order to reduce the time of media preparation and to decrease the 
amount of media. Milk samples were pipetted 11 ml into 99 ml diluent as recommended by 
Petrifilm method then 1 ml of the same milk samples was pipetted to 9 ml of diluent.  The test 
results were critical level (3 cfu / ml) coefficient of variation (0.4973%), R2 (0.9974), intercept 
(0.049), Slope b (0.9847) and no statistically significant with the Petrifilm method. 
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บทน า 

 Petrifilm  aerobic  count  plate ประกอบด้วยอาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน (Standard Plate 
Count ) เจลท่ีละลายได้ในน า้เย็น (Cold water soluble gelling agent) และสี triphenyl tetrazolium 
chloride (TTC) ซึ่งอยู่ในสภาพออกซิไดซ์จะไม่มีสี (colorless) เม่ือเติมตวัอย่างน า้นมท่ีเจือจางหรือไม่
เจือจาง 1 มิลลิลิตรลงไปแล้วกดให้ตวัอย่างแผ่กระจายในพืน้ท่ี 20 ตารางเซนติเมตร บม่ท่ี  32 ± 1 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ± 3 ชัว่โมง จลุินทรีย์ท่ีมีชีวิตซึ่งปนเปือ้นอยู่ในน า้นมจะเจริญเน่ืองจากเป็นสภาพ
รีดิว๊ซ์ของ TTC และสามารถตรวจนบัได้ เม่ือค านวณจะทราบปริมาณจลุินทรีย์ท่ีมีชีวิตทัง้หมดท่ีปนเปือ้น
ในน า้นมตอ่มิลลิลิตร ส าหรับมาตรฐานสินค้าเกษตร มกษ. 6003-2553 ระบใุห้พบได้ไม่เกิน 5×1000  
cfu/ml  
1. วัตถุประสงค์ 
 ศกึษาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ (Method Validation) การหาปริมาณ
เชือ้จลุินทรีย์ทัว่ไปในน า้นมด้วยวิธี Petrifilm 
2. ขอบข่าย 

เปรียบเทียบวิธีการเจือจางตวัอยา่งน า้นม 2 วิธี ได้แก่ วิธี Petrifilm และ In- house 
3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

3.1. ลดระยะเวลาในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
3.2. ลดคา่ใช้จา่ยในการซือ้อาหารเลีย้งเชือ้ 
3.3. ลดคา่ไฟฟ้าในการนึง่ฆา่เชือ้อาหารเลีย้งเชือ้ 

4. วิธีการด าเนินงาน 
 4.1 การเตรียมเชือ้มาตรฐาน 

 1) ใช้ loop เข่ียเชือ้  Enterobacter aerogenes  ATCC 13048 จาก TSA plate ท่ีเป็น
ลกัษณะโคโลนีเด่ียวๆ เข่ียลงบน TSB tube จากนัน้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35±1 OC เป็นเวลา    
24 ± 2 ชัว่โมง  

2) ใช้ loop เข่ียเชือ้  Enterobacter aerogenes  ATCC 13048 จาก TSA plate ท่ีเป็น
ลกัษณะโคโลนีเดี่ยวๆ ท าการทดสอบคณุสมบตัิทางชีวเคมีและทดสอบ gram’s stain ใช้ sterile 



pipette ขนาด 1 ml ถ่ายเชือ้จาก TSB ปริมาตร 1 ml ลงใน diluent 9 ml เจือจางจาก 10-1  
จนถึง 10-9   

3) ใช้ sterile plate ขนาด 1 ml ถ่ายเชือ้จาก diluent ท่ี ต้องการลงใน sterile plate เท
อาหารเลีย้งเชือ้ลงใน plate ผสมเข้ากับเชือ้ จากนัน้น าไปบ่มท่ี อุณหภูมิ 35±1 OC เป็นเวลา   
24 ± 2 ชัว่โมง  

4) เม่ือครบก าหนดระยะเวลา ท าการนบัจ านวนโคโลนี เม่ือทราบปริมาณเชือ้แล้ว ใช้  
sterile pipette ขนาด 1 ml ถ่ายเชือ้จาก TSB ปริมาตร 1 ml ลงใน diluent 9 ml เจือจางจน
ระดบั dilution ท่ีต้องการ และเลือก dilution  

5) น าเชือ้ท่ีท า serial dilution น ามานบัจ านวนโดยวิธี pour plate ควบคูไ่ปด้วย เพ่ือดู
จ านวนเชือ้ท่ีแท้จริงท่ีเตมิลงในตวัอยา่ง 

 4.2. การเตรียมตวัอยา่งส าหรับ Method Validation  
  เตรียมน า้นมจากตวัอยา่งธรรมชาติ 
  4.3. วิธีการทดสอบ 

ห้องปฏิบตัิการทางจลุชีววิทยา กลุ่มตรวจสอบคณุภาพนมและผลิตภณัฑ์นม  ได้ดดัแปลง
วิธีการหาปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทัว่ไปน า้นมด้วยเทคนิค Petrifilm จากวิธีมาตรฐาน Official Method of 
Analysis of AOAC International. 2012.19th Method 986.33  ในส่วนของการเจือจาง(Dilution of 
sample) โดยปิเปตตวัอย่างน า้นม 11 ml ใส่ใน diluents ท่ี 1 ปริมาตร 99 ml  ผสมตวัอย่างกบั diluent 
ด้วย Vortex mixer จากนัน้ปิเปตตวัอย่างจาก diluent ท่ี 1 ใส่ใน diluent ท่ี 2 และจากท่ี diluent 2 ไปยงั
ท่ี diluent 3 ใส่ diluent ต่อไปตามล าดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม ส่วนวิธี In-house ปิเปตตวัอย่าง
น า้นม 1 ml ใส่ใน diluents ท่ี 1 ปริมาตร 9 ml  ผสมตวัอย่างกบั diluent ด้วย Vortex mixer จากนัน้ปิ
เปตตวัอย่างจาก diluent  ท่ี 1 ใส่ใน diluent ท่ี 2 และจาก diluent ท่ี 2 ไปยงั diluent ท่ี 3 ใส่ diluent 
ตอ่ไปตามล าดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม 
 4.4 การหาคา่ Critical level (LC) 

การเตรียมเชือ้จลุินทรีย์ ท าตามข้อ 4 โดยเตรียมเชือ้ให้มีระดบัการปนเปือ้น 4 ระดบั ดงันี ้
ระดบัท่ี  1   3 cfu/ml ของตวัอยา่งท่ีใช้วิเคราะห์ 
ระดบัท่ี  2   10 cfu/ml ของตวัอย่างท่ีใช้วิเคราะห์ 
ระดบัท่ี  3   30 cfu/ml  ของตวัอย่างท่ีใช้วิเคราะห์ 
ระดบัท่ี  4   100  cfu/ml ของตวัอยา่งท่ีใช้วิเคราะห์ 



การเตรียมตวัอย่าง (ในการทดสอบท า 4 ระดบั ระดบัละ 6 ซ า้) เตรียมตวัอยา่งน า้นมท่ีผา่นการ
ฆา่เชือ้แล้ว (เชน่ นมยเูอชที) โดยน าตวัอยา่งใสข่วดแก้วหรือหลอดแก้วปลอดเชือ้และเตมิเชือ้ท่ีเตรียมไว้
ให้ได้สดัสว่น นม 9 ml : เชือ้ 1 ml เตรียมความเข้มข้นเชือ้ตามต้องการ  และน าตวัอยา่งไปทดสอบตาม
วิธีของห้องปฏิบตัิการ 
 4.5  สถิตท่ีิใช้ในการทดสอบ 

4.5.1 การหาคา่ % Coefficient of variation (% CV) 
4.5.2 การทดสอบทางสถิตโิดยใช้  Paired t- test 
4.5.3 การวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นอยา่งง่าย  (Simple linear regression analysis) 
4.5.4 คา่ intercept y 
4.5.6 Slope b 
4.5.7 Residue standard deviation (STEYX) 
4.5.8 ก าลงัสองของคา่สมัประสิทธ์ิสหพนัธ์ coefficient of determination (R2 = RSQ) 
4.5.9 Residual plot 
4.5.10 Line fit plot 
 

5. ผลการทดลอง 
 5.1  การทดสอบหาคา่ Critical level (LC) ส าหรับการทดสอบหาปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทัว่ไป 
ด้วยเทคนิค Petrifilm เชือ้จลุินทรีย์อ้างอิง : Enterobacter aerogenes ATCC 13048 

จากการทดสอบหาเชือ้จลุินทรีย์ทัว่ไป  ในตวัอยา่งน า้นม ให้ผลการทดสอบดงันี ้
 ระดบัท่ี 1  3   cfu/ml =   5/6  ครัง้ 
  ระดบัท่ี 2  10 cfu/ml =   6/6  ครัง้ 
  ระดบัท่ี 3  30 cfu/ml =   6/6  ครัง้ 
  ระดบัท่ี 4  100 cfu/ml =   6/6  ครัง้ 
สรุปผลการทดสอบ จากการทดสอบหาเชือ้จลุินทรีย์ทัว่ไปด้วยเทคนิค Petrifilm  พบว่า การปนเปือ้นของ
เชือ้ระดบัท่ี 1 สามารถตรวจหาเชือ้จลุินทรีย์ทัว่ไป พบ 5 ครัง้ จากการทดสอบ 6 ครัง้ ท่ีระดบัท่ี 2-4 ซึ่งมี
การปนเปือ้น 10-100 cfu/ml  สามารถตรวจหาเชือ้จุลินทรีย์ทั่วไป พบทัง้ 6 ครัง้ ของการทดสอบหา
เชือ้จุลินทรีย์ทัว่ไปด้วยเทคนิค Petrifilm ดงันัน้ Critical level (LC) ของวิธี In-house method ท่ี
ห้องปฏิบตัิการได้ดดัแปลงจาก Reference method : Official Method of Analysis of AOAC 
International. 2012.19th Method 986.33  เทา่กบั 3 cfu/ml 



 5.2  การค านวณหา Coefficient of Variation การทดสอบด้วยวิธี Reference method (AOAC 
2012)  และ In-house method โดยท าการทดสอบหาปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทัว่ไปด้วยเทคนิค Petrifilm 
ในตวัอยา่งน า้นมเป็นดงันี ้
ตารางท่ี 1  ผลการทดสอบหาปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทัว่ไปด้วยเทคนิค Petrifilm ในตวัอยา่งน า้นม 

Sample 
Reference 
(cfu/mL) 

In-house 
 (cfu/mL) 

Log 10 
Reference 

Log 10 
In-house 

Mi Si 

1 360,000 360,000 5.5563 5.5563 5.5563 0.0000 
2 2,200,000 2,100,000 6.3424 6.3222 6.3323 0.0143 
3 2,200,000 1,800,000 6.3424 6.2553 6.2988 0.0616 
4 2,400,000 1,800,000 6.3802 6.2553 6.3177 0.0883 
5 820,000 830,000 5.9138 5.9191 5.9164 0.0037 
6 1,200,000 1,000,000 6.0792 6.0000 6.0396 0.0560 
7 520,000 420,000 5.7160 5.6232 5.6696 0.0656 
8 660,000 640,000 5.8195 5.8062 5.8129 0.0094 
9 620,000 580,000 5.7924 5.7634 5.7779 0.0205 
10 1,400,000 1,400,000 6.1461 6.1461 6.1461 0.0000 
11 830,000 970,000 5.9191 5.9868 5.9529 0.0479 
12 780,000 770,000 5.8921 5.8865 5.8893 0.0040 
13 510,000 460,000 5.7076 5.6628 5.6852 0.0317 
14 1,800,000 1,700,000 6.2553 6.2304 6.2429 0.0176 
15 56,000 60,000 4.7482 4.7782 4.7632 0.0212 
16 11,000 13,000 4.0414 4.1139 4.0777 0.0513 
17 11,000 7,200 4.0414 3.8573 3.9494 0.1302 
18 140,000 100,000 5.1461 5.0000 5.0731 0.1033 
19 86,000 68,000 4.9345 4.8325 4.8835 0.0721 
20 200,000 190,000 5.3010 5.2788 5.2899 0.0158 
21 570 520 2.7559 2.7160 2.7359 0.0282 
22 450 600 2.6532 2.7782 2.7157 0.0883 
23 580 660 2.7634 2.8195 2.7915 0.0397 
24 340 320 2.5315 2.5051 2.5183 0.0186 
25 300 300 2.4771 2.4771 2.4771 0.0000 



Sample 
Reference 
(cfu/mL) 

In-house 
 (cfu/mL) 

Log 10 
Reference 

Log 10 
In-house 

Mi Si 

 MED(Mi) 5.6696  
 Sr 0.0282 
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จากผลการทดสอบพบวา่คา่ Coefficient of Variation (CV %) จากการค านวณเท่ากบั 0.4973 
ผา่นตามเกณฑ์ท่ีก าหนด ซึง่เกณฑ์ก าหนดคา่ Coefficient of Variation ต้องน้อยกว่าหรือเทา่กบั 10 

เกณฑ์การยอมรับ Coefficient of Variation (% CV)   10% 
 5.3 การประมวลผลทางสถิติ ผลการวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นถดถอยอย่างง่าย (Simple 
linear regression analysis)  เปรียบเทียบความแตกต่างและความสมัพนัธ์ระหว่างวิธี  Reference 
method และ In-house method โดยเข้าสูตรการหา Regression การวิเคราะห์การทดสอบเชิงเส้น
อย่างง่าย  (Sample linear regression analysis)  พบว่า คา่ Slop b = 0.9847 คา่ Intercept y = 
0.0490 Residue standard deviation (STEYX) = 0.0694 ก าลงัสองของคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 
Coefficient of determination (R2 = RSQ) = 0.9974 Residual plot (กราฟแสดง linearity หรือ lack 
of fit) คา่อยู่ในช่วง ± 0.2 แสดงว่าno lack of accuracy and linear , Line fit plots ได้กราฟเส้นตรง ซึ่ง
ดคูวามสมัพนัธ์จากสมการเส้นตรง พิจารณาจากคา่ R square = 0.9974 คา่ Intercept y = 0.0490 
และ Slope b = 0.9847  โดยเม่ือ a เข้าใกล้ 0 และ b เข้าใกล้ 1 กราฟท่ีได้จะเป็นเส้นตรง ซึ่งสามารถ
สรุปได้วา่วิธีนีใ้ช้ทดสอบ accuracy เกณฑ์การยอมรับ 
 
 
 
 



ภาพท่ี 1 กราฟแสดง Line fit plot 

 
 
 

จากตารางท่ี 2,3 และภาพท่ี 1 พบว่าคา่ R square = 0.9974 , คา่ Intercept y = 0.0490 และ 
Slope b = 0.9847 โดยเม่ือ a เข้าใกล้ 0 และ b เข้าใกล้ 1 กราฟท่ีได้จะเป็นเส้นตรง ซึ่งสามารถสรุปได้
วา่วิธีท่ีใช้ทดสอบมี accuracy 
 

ภาพท่ี 2   กราฟแสดงการกระจายตวัของข้อมลู Residual plot 

 
 

y = 0.9847x + 0.0491 
R² = 0.9974 
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จากภาพท่ี 2  พบว่า Residual plot (กราฟแสดง linearity หรือ lack-of fit) คา่อยู่ในช่วง ± 0.2 
แสดงวา่ no lack of accuracy and linear 
5.4 การทดสอบทางสถิตโิดยใช้ Paired t-test 
 การเปรียบเทียบคา่ t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % และ degree of freedom = N -1 พบว่า 
t-stat (-1.9343) < t Critical two-tail (2.0686) แสดงว่า In-house method ให้ผลการทดสอบไม่
แตกต่างอย่างมีนยัส าคญักับ Reference method เกณฑ์การยอมรับ  การทดสอบทางสถิติโดยใช้ 
Paired t-test หาคา่ t ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% และ degree of freedom = N-1 ถ้าคา่ t จากตาราง 
มากกว่าค่า t ท่ีได้จากการค านวณแสดงว่าผลการทดสอบทัง้สองวิธีไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ 
 

ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบ Paired t-test 
 Variable 1 Variable 2 
Mean 4.958915 4.987495 

Variance 1.873657 1.929114 

Observations 24 24 

Pearson Correlation 0.998729  

Hypothesized Mean Difference 0  

Df 23  

t Stat -1.93439  

P(T<=t) one-tail 0.03273  

t Critical one-tail 1.713872  

P(T<=t) two-tail 0.06546  

t Critical two-tail 2.068658  

 
6. สรุปผลการทดลอง 
 จากผลการทดสอบทัง้หมดพบว่าการหาปริมาณเชือ้จุลินทรีย์ทั่วไปด้วยเทคนิค Petrifilm ใน
ตวัอย่างน า้นมตาม Reference method และ In-house method เม่ือเปรียบเทียบกนัแล้วมีคา่ทางสถิติ
ไม่แตกต่างกัน ดงันัน้สรุปได้ว่า  In-house method ท่ีห้องปฏิบตัิการได้ดดัแปลงจาก Reference 
method : 1) AOAC Official Method 990.12, 2) AOAC Official Method 990.10, 3) J. AOAC Int. 



73,242 (1990) สามารถน ามาใช้ทดสอบหาเชือ้จลุินทรีย์ทัว่ไปในตวัอย่างนม ภายในห้องปฏิบตัิการจลุ
ชีววิทยากลุม่ตรวจสอบคณุภาพนมและผลิตภณัฑ์นมได้  
7. ข้อเสนอแนะ 
 เพ่ือให้ปริมาณเชือ้ท่ีต้องการไม่มีการเปล่ียนแปลงจ านวนท่ีเพิ่มขึน้ให้รีบท าการทดสอบหลงัการ
เตรียมเชือ้มาตรฐาน  
8. กิตตกิรรมประกาศ 
 การศกึษานีไ้ด้รับการสนบัสนนุโดยส านกัตรวจสอบคณุภาพสินค้าปศสุตัว์ ขอขอบคณุ  

นายไพโรจน์ ธ ารงโอภาส ผู้อ านวยการส านกัตรวจสอบคณุภาพสินค้าปศสุตัว์  เจ้าหน้าท่ีกลุ่มตรวจสอบ

คณุภาพนมและผลิตภณัฑ์นม ท่ีชว่ยด าเนินการในครัง้นีจ้นแล้วเสร็จ  

9. เอกสารอ้างอิง 
[1] Official Methods of Analysis of AOAC International.2016.20th Method 986.33.   

  [2] คูมื่อการแปลผล 3M PetrifilmTM Aerobic Count Plate. 
[3] ISO 16140:2016 – Protocol for the validation of alternative method – Part 2 Protocol for the 

validation of alternative (proprietary) method against a reference method 

 


