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บทคดัย่อ
 การศึกษามีวตัถุประสงคเ์พื่อประยกุตใ์ชแ้ผน่ตรวจนบัจุลินทรียท์ั้งหมดท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 

de Mann Rogasa Sharpe (MRS) เพ่ือตรวจนบัแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิท่ีน�ำมาศึกษาจ�ำนวน 4 ชนิด [Pediococcus 

pentosaceus 1 L14/1 (L14/1), Ped. acidilactici L25 (L25) Lactococcus lactis ssp. lactis 1 L26 (L26) และ 

Enterococcus faecium N15 (N15)] โดยเปรียบเทียบกบัวธีิตรวจนบัแบบการกระจายเช้ือ ดว้ยการใชร้ะดบัเซลลต์ั้งตน้ 

1.5×108 เซลลต่์อมิลลิลิตร รวมทั้งตวัอยา่งจากนมหมกัพบวา่วธีิการทั้ง 2 สามารถตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติก

ท่ีน�ำมาศึกษาทุกชนิดไดท่ี้ระดบัการเจือจาง 10-6 ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิติ (p < 0.05) แต่แตกต่างกนั

อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิติส�ำหรับผลิตภณัฑน์มหมกั นอกจากน้ียงัพบวา่สามารถตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติก

ต�่ำสุดของ L25 L26 และ N15 ไดท่ี้ระดบัการเจือจาง 10-8 ในขณะท่ีสามารถตรวจนบัจ�ำนวนของแบคทีเรียกรดแลคติก

ต�่ำสุดของ L14/1 ท่ีระดบัการเจือจาง 10-7 เม่ือตรวจนับดว้ยวิธีการใชแ้ผ่นตรวจนับจุลินทรียท์ั้งหมดร่วมกบั

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS ซ่ึงจะเห็นไดว้า่แผน่ตรวจนบัจุลินทรียท์ั้งหมดเม่ือใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS 

สามารถน�ำไปใชใ้นเบ้ืองตน้เพื่อตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิ 

ค�ำส�ำคญั: การตรวจนบัแบคทีเรีย แบคทีเรียกรดแลคติก ผลิตภณัฑน์มหมกั เพทตริฟิลม์
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Abstract
This study was aimed to compare the enumeration of Lactic Acid Bacteria (LAB) between spread plate 

method and using of PetrifilmTM Aerobic Count Plate associated with de Mann Rogasa Sharpe (MRS) broth. They 

were used to enumerate of 4 tested LABs [Pediococcus pentosaceus 1 L14/1 (L14/1), Ped. acidilactici L25 (L25), 

Lactococcus lactis ssp. lactis 1 L26 (L26), Enterococcus faecium N15 (N15)] and LABs from fermented milks. 

The results indicated that both methods could be enumerated the tested LAB from starter (1.5×108 cfu/ml) at 

dilution rate of 10-6 are not statistically different (p < 0.05) but are statistically different when enumerated from 

yoghurts at dilution rate of 10-6 and 10-8. However, the detection limit of colonies of LAB could be enumerated, 

using PetrifilmTM Aerobic Count Plate associated with MRS broth, at dilution rate of 10-8. From the results it may 

imply that PetrifilmTM Aerobic Count Plate associated with MRS broth could be efficaciously used for enumeration 

of LABs.

Keywords: Enumeration Method, Lactic Acid Bacteria, Fermented Milks, Petrifilm 

บทน�ำ
โปรไบโอติก (Probiotic) มกัถูกกล่าวถึงชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นส่วนใหญ่ มีประโยชนต่์อส่ิงมีชีวติ

ชนิดอ่ืนในดา้นการช่วยปรับสมดุลจุลินทรียใ์นระบบทางเดินอาหาร [1-2] แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถตา้นจุลินทรีย์

ก่อโรคและจุลินทรียท่ี์ท�ำใหอ้าหารเน่าเสียไดเ้น่ืองจากกรดแลคติกท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกผลิตข้ึนมา จึงไดมี้การน�ำ

เอาแบคทีเรียกรดแลคติกไปใชป้ระโยชน์ในแง่ของการน�ำไปเป็นหวัเช้ือตั้งตน้ในการหมกัเพ่ือใหอ้าหารมีรสชาติ

และกล่ินท่ีมีลกัษณะเฉพาะรวมไปถึงคุณประโยชน์อ่ืนๆและยงัช่วยเพ่ิมคุณค่าอาหารเหล่านั้นท่ีอยูใ่นรูปลกัษณ์ท่ี

เรียกวา่ “อาหารฟังกช์นั” [2-3] แต่การท่ีจะไดรั้บประโยชนอ์ยา่งสูงสุดจากอาหารฟังกช์นัจ�ำเป็นตอ้งมีปริมาณเช้ือ

อยูใ่นระดบั 108-1011 เซลลต่์อมิลลิลิตร (CFU/ml) หรือโดยเฉล่ีย 106 CFU/ml เป็นอยา่งนอ้ย [4] โดยการตรวจนบั

เช้ือแบบดั้งเดิม คือ การกระจายเช้ือหรือการเกล่ียเช้ือ (Spread Plate) ซ่ึงเป็นวธีิการท่ีไดรั้บการยอมรับกนัวา่เป็นวธีิ

ท่ีมีความไวสูงและประหยดั แต่บางคร้ังวธีิ spread plate อาจขาดความถูกตอ้งแม่นย �ำเน่ืองจากใชป้ริมาณตวัอยา่ง

ค่อนขา้งนอ้ย (0.1 มิลลิลิตร) ในการกระจายเช้ือในจานเพาะเช้ือ [4-5] โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในกรณีท่ีตวัอยา่งมีเซลล์

หรือจุลินทรียอ์ยูใ่นปริมาณต�่ำ นอกจากน้ีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ การเพาะเช้ือลงบนจานเพาะเช้ือ การนบัจ�ำนวน

โคโลนี และการดูลกัษณะเฉพาะทางชีวเคมี มีความจ�ำเป็นตอ้งใชท้กัษะความช�ำนาญของผูท่ี้มีประสบการณ์และ

ตอ้งใชแ้รงงานมาก จึงไดมี้การพฒันาคิดคน้วิธีท่ีทนัสมยัเพ่ือตรวจหาและตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียดว้ยเทคนิค 

real-time PCR ท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลายในการศึกษาหาปริมาณของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีปะปนอยูใ่นตวัอยา่งศึกษา 

โดยจะเป็นวิธีท่ีมีความไวสูง มีความแม่นย �ำ สะดวกรวดเร็วกว่าวิธีดั้งเดิม แต่ค่าใชจ่้ายในการทดลองสูงมาก [6] 

จึงไดมี้การหาวิธีการใหม่หรือทางเลือกใหม่ในการตรวจหาและตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกดว้ยการ

ประยกุตใ์ชแ้ผน่ Petrifilm™ ท่ีอาศยัหลกัการของ agar-poured plate สามารถนบัโคโลนีบนแผน่ฟิลม์ไดด้ว้ยตาเปล่า 

[7-9] อยา่งไรกต็ามแผน่ Petrifilm™ ท่ีใชส้�ำหรับตรวจนบัแบคทีเรียกรดแลคติกโดยตรงยงัไม่มีวางจ�ำหน่าย แต่ได้

มีค �ำแนะน�ำจากคู่มือการแปลผลใหมี้การประยกุตใ์ชแ้ผน่ PetrifilmTM Aerobic Count Plate ไปใชเ้พ่ือตรวจนบัจ�ำนวน

แบคทีเรียกรดแลคติก [10] ร่วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว de Mann Rogosa Sharpe (MRS) ดงันั้นจึงสนใจตรวจนบั

จ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ รวมถึงแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีอยูใ่นผลิตภณัฑน์มหมกัไปเปรียบเทียบกบั
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วิธีการตรวจนบัแบบดั้งเดิมเพ่ือประเมินประสิทธิภาพในการตรวจนบัจ�ำนวนโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติก

จากการประยกุตใ์ชแ้ผน่ PetrifilmTM Aerobic Count Plate รวมทั้งระยะเวลาและความสะดวกในการใชง้าน อนัอาจจะได้

ขอ้มูลยนืยนัเก่ียวกบัการน�ำเอาแผน่ PetrifilmTM Aerobic Count Plate มาประยกุตใ์ชใ้นงานตรวจนบัแบคทีเรียกรดแลคติก

ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพต่อไป

วสัดุ วธีิการวจิยั
แบคทเีรียกรดแลคตคิและผลติภณัฑ์นมหมกั

	 Pediococcus pentosaceus 1 L14/1 (L14/1), Ped. acidilactici L25 (L25), Lactococcus lactis ssp. lactis 1 

L26 (L26) และ Enterococcus faecium N15 (N15) [11-14] ใชเ้ป็นแบคทีเรียกรดแลคติกมาตรฐาน ส่วนผลิตภณัฑ์

ผลิตภณัฑน์มหมกั (โยเกิร์ต นมเปร้ียวพร้อมด่ืม) ใชเ้ป็นตวัแทนผลิตภณัฑท่ี์ผลิตมาจากแบคทีเรียกรดแลคติก

การเตรียมแบคทเีรียกรดแลคตกิ

	น�ำแบคทีเรียกรดแลคติก มาแยกขีดลงบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS บ่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส (oซ) ใน candle jar (5% CO
2
) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (ชม.) หรือจนกระทัง่ปรากฏโคโลนี แลว้เลือกโคโลนีเด่ียว

มาแยกขีดซ�้ำลงบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS อีกคร้ัง โดยบ่มเล้ียงเช้ือไวท่ี้สภาวะเช่นเดียวกบัขา้งตน้ จากนั้น

ยนืยนัเช้ือดว้ยการยอ้มสีแบบแกรมและวนิิจฉยัเช้ือเบ้ืองตน้ดว้ยการน�ำไปทดสอบเอนไซมค์ะตาเลส [1-2]

การเตรียมตวัอย่างเพ่ือตรวจนับเซลล์ 

1. แบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิ

น�ำแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเตรียมไดจ้ากขา้งตน้มาแยกปรับเทียบความขุ่นใหเ้ท่ากบั McFarland No.0.5 

(1.5×108 CFU/ml) ในสารละลายน�้ ำเกลือความเขม้ขน้ 0.85% (0.85% NaCl) แลว้เจือจางแบบ 10 เท่า จนถึง 10-8 

แลว้น�ำสารแขวนลอยเช้ือท่ีระดบัความเจือจาง 10-4-10-6 ไปตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติก 

2. ผลิตภณัฑ์นมหมกั (โยเกิร์ต นมเปร้ียวพร้อมด่ืม)

สุ่มเลือกซ้ือผลิตภณัฑน์มหมกั ชนิดละ 3 ขวด แลว้น�ำชนิดท่ีเหมือนกนัไปผสมรวมกนัเพื่อเพิ่มอตัราการ

ตรวจพบเช้ือ จากนั้นน�ำผลิตภณัฑน์มหมกัปริมาตร 25 มิลลิลิตร (มล.) ใส่ลงใน 0.85% NaCl ปริมาตร 225 มล. 

และเจือจางแบบ 10 เท่าต่อไปจนถึง 10-8 จากนั้นน�ำผลิตภณัฑน์มหมกัท่ีระดบัความเจือจาง 10-6-10-8 ไปตรวจนบั

จ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติก

การตรวจนับแบคทเีรียกรดแลคตกิ

1. วิธีการกระจายเชือ้ (spread plate method)

ดูดสารแขวนลอยเช้ือจากระดบัความเจือจางท่ี 10-4-10-6 ท่ีเตรียมไวแ้ลว้ในขา้งตน้มาปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

(มล.) ไปเกล่ียลงบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS ดว้ยเทคนิคการกระจายเช้ือ น�ำไปบ่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 0ซ 

ใน candle jar เป็นเวลา 48 ชม.และตรวจนบัโคโลนี และท�ำซ�้ำวธีิการเดิมแต่เปล่ียนชนิดของตวัอยา่งไปเป็นผลิตภณัฑ์

นมหมกัท่ีถูกเจือจางแลว้ในขา้งตน้ท่ีระดบัความเจือจาง 10-6-10-8 ท�ำการทดสอบทั้งหมด 2 ซ�้ ำและท�ำการทดสอบ 3 

คร้ังในแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิและผลิตภณัฑน์มหมกั

2. PetrifilmTM Aerobic Count Plate 

น�ำสารแขวนลอยเช้ือท่ีระดบัความเจือจาง 10-4-10-6 ของแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิและท่ีระดบัความเจือจาง 

10-6-10-8 ของผลิตภณัฑน์มหมกัไปผสมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS ความเขม้ขน้ 2 เท่าจากสูตรปกติ (2x MRS) 

อยา่งละคร่ึง (อตัราส่วน 1:2) แลว้ดูดสารแขวนลอยเช้ือปริมาตร 1 มล. ถ่ายลงบนแผน่ Petrifilm [10] บ่มเพาะเช้ือ 

ท่ีอุณหภูมิ 37 o ซ ใน candle jar เป็นเวลา 48 ชม. แลว้ตรวจนบัโคโลนีสีแดง ตามค�ำแนะน�ำของคู่มือการแปลผล [10]
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จ�ำนวนต�ำ่สุดของแบคทเีรียกรดแลคตกิทีส่ามารถตรวจนับได้ด้วยแผ่น PetrifilmTM Aerobic Count Plate ร่วมกบั

อาหารเลีย้งเช้ือเหลว MRS

น�ำสารแขวนลอยเช้ือและสารแขวนลอยผลิตภณัฑน์มหมกัท่ีระดบัความเจือจางตั้งแต่ 10-1-10-8 ไปแยก

ตรวจนบัแบคทีเรียกรดแลคติกดว้ยวิธีการตรวจนบัเช่นเดียวกนักบัในหัวขอ้การตรวจนบัแบคทีเรียกรดแลคติก 

เปรียบเทียบจ�ำนวนโคโลนีท่ีปรากฏบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS และแผน่ PetrifilmTM Aerobic Count Plate

การวเิคราะห์ข้อมูล

วิเคราะห์ขอ้มูลโดยใชส้ถิติ Paired T-test ของเพียร์สัน (Pearson) และดูค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ 

[Correlation coefficient (r)] ของวธีิ PetrifilmTM Aerobic Count Plate ร่วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS เปรียบเทียบ

กบัวธีิการกระจายเช้ือ

ผลการวจิยั
การตรวจนับแบคทเีรียกรดแลคตกิ

1.	การตรวจนับแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิ

	 การตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิดว้ยการกระจายเช้ือบนจานอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS 

เปรียบเทียบกบัวิธี Petrifilm™ Aerobic Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS ท่ีระดบัการเจือจาง 

10-4 ถึง 10-6 ของจ�ำนวนเซลลต์ั้งตน้ 1.5×108 เซลลต่์อมิลลิลิตร พบวา่สามารถตรวจนบัแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด

ท่ีน�ำมาศึกษาจากทั้งสองวธีิไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิติ ท่ีระดบัการเจือจาง 10-6 (p < 0.05) แต่ท่ี

ระดบัการเจือจาง 10-4 พบว่าจ�ำนวนโคโลนีท่ีนบัไดจ้ากทั้งสองวิธีมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิติ 

(ตารางท่ี 1)

ตารางที ่1 จ �ำนวนโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิเม่ือตรวจนบัโดยวธีิการกระจายเช้ือบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ

แขง็ MRS เปรียบเทียบกบัวธีิ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS

ระดบั
การเจือจาง

วธีิการ จ�ำนวนเซลล์ (×108) ต่อมลิลลิติร (CFU/ml) Mean ± SD

L14/1 L25 L26 N15

10-4 Spread 1593.33 ± 676.72 2052.67 ± 158.92 2231.67 ± 144.70 1365.00 ± 786.28

Petrifilm 476.00 ± 0.00* 476.00 ± 0.00* 476.00 ± 0.00* 476.00 ± 0.00*

10-5 Spread 240.00 ± 95.28 231.67 ± 60.80 250.00 ± 65.42 190.00 ± 50.60

Petrifilm 200.00 ± 133.49 168.33 ± 32.95 158.67 ± 23.00* 133.33 ± 39.27*

10-6 Spread 38.33 ± 13.29 35.00 ± 25.10 30.00 ± 14.14 43.33 ± 15.06

Petrifilm 25.00 ± 16.33 24.00 ± 4.20 36.33 ± 13.05 43.50 ± 13.53

L14/1, Ped. pentosaceus 1 L14/1 (L14/1); L25, Ped. acidilactici L25 (L25); L26, Lactococcus lactis ssp. lactis 1 L26 (L26); N15,: 

Enterococcus faecium N15 (N15); Spread, วธีิการกระจายเช้ือในจานอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS; Petrifilm: วธีิ Petrifilm™ Aerobic 

Count Plate ใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS; *, p< 0.05 vs วธีิการกระจายเช้ือ
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2. การตรวจนับแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภณัฑ์นมหมกั

การตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภณัฑน์มหมกัโดยวธีิการตรวจนบัแบบการกระจายเช้ือ

ในจานอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS เปรียบเทียบกบัวธีิ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือ

เหลว MRS ตั้งแต่ระดบัการเจือจาง 10-6-10-8 พบวา่ ผลิตภณัฑน์มหมกัใหผ้ลการตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรด แลคติก

ทั้งสองวธีิมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิติ (ตารางท่ี 2)

ตารางที่ 2 จ �ำนวนโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกในผลิตภณัฑน์มหมกัเม่ือตรวจนบัโดยวิธีการกระจายเช้ือบน

จานอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS เปรียบเทียบกบัวธีิ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหาร

เล้ียงเช้ือเหลว MRS

ระดบั
การเจือจาง

วธีิการ

จ�ำนวนเซลล์ (×108) ต่อมลิลลิติร (CFU/ml)
Mean ± SD

ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (r)

นมเปร้ียวพร้อมด่ืม โยเกร์ิต นมเปร้ียวพร้อมด่ืม โยเกร์ิต

10-6
Spread > 300.00 26.00 ± 2.91

ND ND
Petrifilm 3.30 ± 0.20 0.45 ± 0.27*

10-7
Spread 123.33 ± 23.16 123.33 ± 7.02

r=0.003 r=0.643
Petrifilm 5.67 ± 0.83* 2.13 ± 1.14*

10-8
Spread 673.33 ± 234.59 596.67 ± 104.08

r=0.006 r=0.500
Petrifilm 16.00 ± 7.21* 7.33 ± 4.16*

Spread, วธีิการกระจายเช้ือในจานอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS; Petrifilm: วธีิ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 

MRS; ND, ไม่พบความสมัพนัธ์; *, p < 0.05 vs วธีิการกระจายเช้ือ

ความสัมพนัธ์ของวธีิ PetrifilmTM Aerobic Count Plate ทีใ่ช้ร่วมกบัอาหารเลีย้งเช้ือเหลว MRS กบัวธีิการกระจายเช้ือ

	การหาความสมัพนัธ์ระหวา่งวธีิ PetrifilmTM Aerobic Count Plate ร่วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS กบั 

วธีิการกระจายเช้ือในแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิ ท่ีระดบัการเจือจาง 10-4-10-6 พบวา่เช้ือ Ped. pentosaceus 1 L14/1 

มีความสมัพนัธ์กนัสูงท่ีระดบัการเจือจาง 10-5(r=0.949) เช้ือ Ent. faecium N15 มีความสมัพนัธ์กนันอ้ยท่ีระดบัการเจือจาง 

10-5 (r=0.517) และ 10-6 (r=0.491) เช้ือ Lc. lactis ssp. lactis 1 L26 มีความสมัพนัธ์กนันอ้ยท่ีระดบัการเจือจาง 10-6 

(r=0.368) และ Ped. acidilactici L25 ไม่มีความสมัพนัธ์ (r=-0.490 ท่ี 10-5, r=-0.760 ท่ี 10-6) 

	ส�ำหรับผลิตภณัฑน์มหมกัพบวา่ทั้งสองวิธีมีความสัมพนัธ์กนัปานกลางถึงนอ้ยท่ีระดบัการเจือจาง 10-7 

(r=0.643) และ 10-8 (r=0.500) ในโยเกิร์ต แต่ในนมเปร้ียวพร้อมด่ืมทั้งสองวธีิไม่มีความสมัพนัธ์ (r=0.003 ท่ี 10-7, 

r=0.006 ท่ี 10-8)

ปริมาณแบคทเีรียกรดแลคตกิต�ำ่สุดทีส่ามารถตรวจนับได้

จ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกต�่ำสุดท่ีสามารถตรวจนบัไดโ้ดยวธีิการกระจายเช้ือบนจานอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ 

MRS พบวา่สามารถตรวจนบัโคโลนีไดท่ี้ระดบัการเจือจาง 10-6 ยกเวน้เช้ือ Ent. faecium N15 สามารถตรวจนบั

จ�ำนวนโคโลนีไดท่ี้ระดบัการเจือจาง 10-8 ส่วนการตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกดว้ยวธีิ Petrifilm™ Aerobic 

Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS พบวา่สามารถตรวจนบัจ�ำนวนโคโลนีไดท่ี้ระดบัการเจือจาง 

10-8 ยกเวน้เช้ือ Ped. pentosaceus1 L14/1 สามารถตรวจนบัจ�ำนวนโคโลนีไดท่ี้ระดบัการเจือจาง10-7 (ตารางท่ี 3)
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ตารางที ่3 จ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิต�ำ่สุดท่ีสามารถตรวจนบัไดโ้ดยวธีิการกระจายเช้ือบนจานอาหารเล้ียง
เช้ือแขง็ MRS กบัวธีิ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS

ระดบัการ

เจือจาง
วธีิการ

จ�ำนวนเซลล์ (x108) ต่อมลิลลิติร (CFU/ml)  Mean ± SD

L14/1 L25 L26 N15

10-4
Spread 1593.33 ± 676.72 2051.67 ± 158.92 2231.67 ± 144.70 1365.00 ± 786.28

Petrifilm 476.00 ± 0.00 476.00 ± 0.00 476.00 ± 0.00 476.00 ± 0.00

10-5
Spread 240.00 ± 95.29 231.67 ± 60.80 250.00 ± 65.42 190.00 ± 50.60

Petrifilm 200.00 ± 133.49 168.33 ± 32.95 158.67 ± 23.00 133.33 ± 39.27

10-6
Spread 38.33 ± 13.29 35.00 ± 25.10 30.00 ± 14.14 43.33 ± 15.06

Petrifilm 25.00 ± 16.33 24.00 ± 4.20 36.33 ± 13.05 43.50 ± 13.53

10-7
Spread 10.00 ± 10.95 0 0 20.00 ± 16.73

Petrifilm 7.00 ± 6.16 4.33 ± 2.34 5.33 ± 3.01 10.67 ± 4.13

10-8
Spread 0 0 0 6.67 ± 12.11

Petrifilm 0 2.67 ± 1.63 1.67 ± 1.97 5.00 ± 2.76

 L14/1, Ped. pentosaceus 1 L14/1 (L14/1); L25, Ped. acidilactici L25 (L25); L26, Lactococcus lactis ssp. lactis 1 L26 (L26); N15, 

Enterococcus faecium N15 (N15); Spread, วธีิการกระจายเช้ือในจานอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ MRS; Petrifilm: วธีิ Petrifilm™ Aerobic 

Count Plate ใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS

อภปิรายผลการวจิยั
การตรวจนับแบคทเีรียกรดแลคตกิ

	 จากผลการทดลองสามารถตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิท่ีมีจ�ำนวนเซลลเ์ร่ิมตน้ 1.5×108 CFU/ml 

ไดต้ั้งแต่ท่ีระดบัการเจือจาง 10-4-10-6 จากทั้ง 2 วิธี และให้ผลการตรวจนบัจ�ำนวนโคโลนีไม่แตกต่างกนัท่ีระดบั

การเจือจาง 10-6 แต่ท่ีระดบัการเจือจาง 10-4 ใหผ้ลการตรวจนบัจ�ำนวนโคโลนีจากทั้งสองวิธีมีความแตกต่างกนั 

(ตารางท่ี 1) อาจเน่ืองมาจากมีปริมาณของแบคทีเรียกรดแลคติกมากเกินไปและมีขอ้จ�ำกดัของการตรวจนบัจ�ำนวน

โคโลนีโดยวธีิ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ซ่ึงก�ำหนดจ�ำนวนโคโลนีท่ีสามารถนบัไดไ้ม่ควรเกิน 250 CFU/ml [10] 

แต่อยา่งไรกต็ามการตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกโดยวธีิ Petrifilm™ Aerobic Count Plate มีความรวดเร็ว

และใชแ้รงงานนอ้ยกว่าเน่ืองจากไม่ตอ้งเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือในปริมาณมากๆ และไดมี้รายงานเก่ียวกบัการ

ใชแ้ผน่ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ในการตรวจนบัแบคทีเรียกรดแลคติก lactococci ไม่พบมีความแตกต่างกนั

อยา่งมีนยัส�ำคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิการตรวจนบัโดยวธีิการกระจายเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ Elliker และ M17 [16] 

อีกทั้งสามารถสรุปไดว้า่สามารถใชว้ิธี PetrifilmTM Aerobic Count Plates เป็นวิธีเร่ิมตน้ในการตรวจนบัจ�ำนวน

จุลินทรียเ์พราะเป็นวิธีท่ีประหยดัเวลา และคลา้ยคลึงกบัวิธีการเขยา่จานเพาะเช้ือ (Pour Plate Method) เพราะใช้

ปริมาตรในการตรวจนบัจ�ำนวนเท่ากบั 1 มล. นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่การตรวจนบัแบคทีเรียท่ีเจริญโดยใชอ้ากาศ

ใน goate’s cheese ดว้ยการใชว้ธีิ PetrifilmTM Aerobic Count Plate เปรียบเทียบกบัวธีิแบบดั้งเดิมดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ 

Plate Count Aagar (PCA) มีความแปรปรวนไม่แตกต่างกนั (t = 1.33, p = 0.193) และมีความสมัพนัธ์เชิงเสน้ของ
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ขอ้มูลไม่แตกต่างกนั (r=0.971, p= 0.0001) [7] หรือการน�ำแผน่ PetrifilmTM Aerobic Count Plate ไปตรวจนบัจ�ำนวน

แบคทีเรียกรดแลคติกในนมดิบเปรียบเทียบกบัวธีิดั้งเดิมแบบเขยา่จานเพาะเช้ือ (Pour Plate Method) ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ 

MRS, KF และ KFS พบวา่มีดชันีความสมัพนัธ์ท่ีดีมาก (r= 0.97) ส�ำหรับ MRS และดีส�ำหรับ KFS (r= 0.84) และ 

KF (r= 0.82) แต่อาจมีผลรบกวนเลก็นอ้ยจากกรดแลคติกท่ีเช้ือผลิตออกมา อยา่งไรก็ตามจะเห็นไดวา่การใชว้ิธี 

PetrifilmTM Aerobic Count Plate เป็นทางเลือกหน่ึงท่ีสะดวก รวดเร็ว และเหมาะส�ำหรับเป็นวธีิมาตรฐานในการ

ตรวจนบัทั้ง Aerobic Bacteria และแบคทีเรียกรดแลคติกในน�้ำนม [7, 15] 

 การศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ทั้งสองวธีิท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้สามารถตรวจนบัจ�ำนวนโคโลนีไดจ้ากผลิตภณัฑ์

นมหมกัท่ีระดบัการเจือจาง 10-6-10-8 แต่ใหผ้ลการตรวจนบัโคโลนีของทั้งสองวธีิมีความแตกต่างกนั (ตารางท่ี 2) 

อยา่งไรกต็ามวธีิ PetrifilmTM Aerobic Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS ยงัไม่เหมาะสมกบัการนบั

จ�ำนวนแบคทีเรียจากผลิตภณัฑน์มหมกัโดยตรงเพราะยงัไม่มีแหล่งอาหารท่ีเหมาะสมส�ำหรับแบคทีเรียกรดแลคติก

จึงไดป้รับปรุงการใชง้านโดยการผสมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS ลงไปพร้อมกบัผลิตภณัฑน์มหมกัตามค�ำแนะน�ำ

ของคู่มือการใชง้านเพ่ือช่วยกระตุน้ใหแ้บคทีเรียกรดแลคติกเจริญไดดี้ข้ึน แต่เม่ือมีการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก 

อาจท�ำใหมี้การเปล่ียนแปลงสภาวะเป็นกรดและอาจส่งผลต่อการตรวจนบัจ�ำนวนของแบคทีเรียกรดแลคติก [8, 15] 

หรืออาจจะเกิดจากองคป์ระกอบของสารเคมีท่ีมีอยูใ่นแผน่ Petrifilm™ ไปยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก จึง

ท�ำให้ในบางค่าของการเจือจางมีจ�ำนวนของการตรวจนบัแบคทีเรียกรดแลคติดไดแ้ตกต่างกนัจากทั้งสองวิธี แต่

ถา้หากไม่ค�ำนึงถึงชนิดของกลุ่มแบคทีเรียกจ็ะเห็นไดว้า่การประยกุตใ์ชแ้ผน่ PetrifilmTM Aerobic Count Plate ใน

การตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งจากแบคทีเรียกรดแลคติคบริสุทธ์ิหรือผลิตภณัฑน์มหมกั ซ่ึงจากรายงาน

การใชแ้ผน่ PetrifilmTM Aerobic Count Plate ร่วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว M17 หรืออาหารเล้ียงเช้ือ MRS ท่ี pH 5.4 

มีความเหมาะสมในการตรวจ Strep. salivarius แต่ยงัไม่เหมาะสมมากนกัท่ีจะนบัไปตรวจนบัจ�ำนวนของ Lb. bulgaricus 

อาจเน่ืองมาจากสภาวะกรดของอาหารเล้ียงเช้ือ [8] โดยอาจเน่ืองมาจากความทนทานต่อสภาวะแวดลอ้มของเช้ือ

แต่ละชนิดแตกต่างกนั

การหาปริมาณแบคทเีรียกรดแลคตกิต�ำ่สุดทีส่ามารถตรวจนับได้

	 แผน่ Petrifilm™ Aerobic Count Plate เม่ือใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS สามารถใหผ้ลการตรวจนบั

จ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกต�่ำสุดไดท่ี้ระดบัการเจือจาง 10-8 (<10 CFU/ml) ท่ีระดบัเซลลต์ั้งตน้ 1.5×108 CFU/ml 

ซ่ึงต่างจากการตรวจนบัดว้ยวธีิการกระจายเช้ือ ซ่ึงอาจกล่าวไดว้า่แผน่ Petrifilm™ Aerobic Count Plate สามารถ

ตรวจนบัแบคทีเรียท่ีมีปริมาณเช้ือนอ้ย หรืออาจเน่ืองมาจากการใชป้ริมาตรของการตรวจนบัจากทั้ง 2 วธีิมีความแตกต่าง

กนัคือ วิธีการกระจายเช้ือจะใชป้ริมาตรเพียง 0.1 มล.แต่ วิธี PetrifilmTM Aerobic Count Plate ใชป้ริมาตร 1 มล. 

จึงท�ำใหจ้�ำนวนโคโลนีท่ีนบัจากทั้งสองวธีิแตกต่างกนัแต่มีรายงานสนบัสนุนวา่แผน่ Petrifilm™ มีประสิทธิภาพ

ในการตรวจนบัแบคทีเรียในปริมาณเช้ือนอ้ยไดโ้ดยพบวา่มีการประยกุตแ์ผน่ Petrifilm™ E. coli สามารถตรวจนบั

เช้ือ Escherichia coli จากดิน และมูลสุกรในปริมาณเซลลเ์พียง 10 CFU/g [17] 

สรุปผลการวจิยั
แบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิท่ีน�ำมาศึกษาท่ีระดบัเซลลต์ั้งตน้ 1.5×108 CFU/ml สามารถถูกตรวจนบัได้

ดว้ยแผน่ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS ท่ีระดบัเซลล ์10-105 CFU/ml 

โดยพบวา่ไม่มีความแตกต่างกบัการตรวจนบัแบบวธีิการกระจายเช้ือท่ีระดบัเซลล ์102 CFU/ml แต่ส�ำหรับการตรวจนบั

แบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภณัฑน์มหมกัจากทั้งสองวิธีมีความแตกต่างกนัอาจเน่ืองมาจากองคป์ระกอบท่ีมีอยู่
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ในผลิตภณัฑน์มหมกัไปบดบงัการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก อยา่งไรกต็ามการตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติก 

ดว้ยแผน่ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS แสดงผลการตรวจนบัจ�ำนวน

แบคทีเรียกรดแลคติกไดมี้ความใกลเ้คียงกบัวธีิการตรวจนบัแบบกระจายเช้ือ และหากไม่ค�ำนึงถึงชนิดของแบคทีเรีย

กรดแลคติกจะเห็นไดว้า่แผน่ Petrifilm™ Aerobic Count Plate สามารถตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกต�่ำสุด

ไดท่ี้ระดบัเซลล ์10 CFU/ml ซ่ึงดีกวา่การตรวจนบัแบบวธีิการกระจายเช้ือ นอกจากน้ีการประยกุตใ์ชแ้ผน่ Petrifilm™ 

Aerobic Count Plate ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS มีความรวดเร็วและง่ายในการน�ำไปใชป้ฏิบติัเพ่ือตรวจ

นบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิเพราะใหค่้าของการตรวจนบัของแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละชนิดมีความ

ใกลเ้คียงกนั รวมทั้งสามารถตรวจนบัจ�ำนวนเซลลต์�่ำสุดไดดี้กวา่การตรวจนบัแบบวธีิการกระจายเช้ือ จึงอาจมีความ

เป็นไปไดท่ี้จะใชแ้ผน่ Petrifilm™ Aerobic Count Plate ร่วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS ไปประยกุตใ์ชเ้ป็นวธีิ

การเบ้ืองตน้ในตรวจนบัจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิได ้แต่หากจะน�ำไปประยกุตใ์ชใ้นการตรวจนบัจ�ำนวน

แบคทีเรียกรดแลคติกจากนมหมกัอาจตอ้งมีการปรับค่าความเป็นกรดของผลิตภณัฑน์มหมกัใหมี้ความเหมาะสม

ก่อนจะน�ำไปทดสอบ 
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