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 � (High magnification microscopy) ��ก()������!��*�+��ก������,��"

�������� �45
36�� (����5�4#���	(����5��
���2���  �����45
36��ก��������� 40.5°C ������#��#���"�4#�

2����<���ก��#=�#+�������
��	2��+�+#�"��������#��#��#��ก��� 2.5X ��	ก��(���(�4"������#��#�

��"�
��"���������	=�-+������ก������#��#������ �!��(1���! 2X ��	2.5X +�������� �(1�23��	��!

�
��	2�+��ก������,��"���� ����
#������ก��������	
�����2����" ���"�����!�=�#-�-�����!@����+����"����

��#� ��"���������"=�#�������ก�� �A�����-�-�������+��ก��+�����������#��ก��������	
� image analysis 

�����ก��+������-�-����#��2��+� -����"��������(1�ก��(�	�4ก+���!ก�'����(��ก����	�����)�� 

(���������
 � (Low magnification microscopy) ��!2����< capture -�-���=�#���" ����! agar ��"���

���	��������	�����������!����
��(����+����ก�� (MIC) -�-������6(���=@������+�� (image picture) �	<6ก

�(R�-��-(��ก�� ImageJ � !��(�"�#��6���ก3� �
#�(1� particles �6(��ก'5�+��" T��!2����#�"ก��-�-���

�� agar ��ก����=@�� analog ��!=�#�	<6ก(�	���*��(1�+������ !��2�"��������"-�-��� V$!"ก��+������

-�-����#��ก��������	
���� image analysis ��ก��2�����������<6ก+#�"��"�������(���������ก��ก��

+�������#��2��+�  �����
#*���!2����#�"=(����&��"�����ก��-���
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���"�����ก����"�"������������������.�+�� ������ก��,%ก-��"��

ก����"���� Listeria ��������������������
�� ��กก��,%ก-�#��(���กก��
�����/��#�����	
�(��ก��

������	
�����0���.")����.���
�����ก��������/��#����/����"��ก��ก�������������"��������.�+�� (R2 = 

0.97) �/���(�ก��������	
���������
��)����.����ก��/����1�������"��ก��������	
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���ก����"������.�+��!�"  ��ก��ก������!�"��ก��,%ก-����,�/.��ก������3�.���.�������0���."��
��

)����.����ก���"�����ก���� !"##ก$ �%&�$'��(!�")**+!,-**./!ก01$.%2313/4� �����ก��,%ก-�)5������'��6�

.(�ก������3�����������
�� 3 )5���� �� �82
04�� )����2�8"���	 )����2��
���/��� �#'��	!�"�������"��
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�/0��	��'�
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04����'

�������"��ก���(������� 40.5°C ��	��ก��)���)�8�������"��"�������������	!��.������ก����

��"��"������#�'��)*���' 2X ��	2.5X .�������� ���2	��'������"��"�����8"�/����1���ก��"!�".������

�
��	/��.(."����������"��"��"��ก�(� 2.5X  !�ก67!8�&1ก!.9!:!%1!,-&.3!+93.%;< )+ก1�=.>!1�?�"##ก1�

,-6@�1A7�B1=BC13< ,3���ก���� !"##ก$ �%&�$'��(!�")**+!,-**./!ก01$.%2313.'�� �C�ก1�!.#��-)1�6*89�

D@D$!+ Escherichia coli "$A coliform #!=89!F-,2�% agar medium :!�A<.# micro J environment ก1�

��,&71  E. coli "$A��-)1� coliform :!�171�D<3�ก�-6=8/�6�M!ก1�#C%#�กN�2$.กO�A'+/<+:!ก1�$ 1%)8�

"$Aก1�F$-��171��$�<�,)BP%ก1�6กQ#�.กO1'+/;)C6=+3%=�"$A)+ก1��!6�RS�!2 1)6ก-<2P9! :!ก1�!.#&01!,!

2�%"#@'+6�+3'.9%7)<��AN#@,1)N016�Q&:!ก1���A)1�ก1�:* 6'@!-@6*-%6(�OT(1N���"�C)+��AN-'U-V1=

:!ก1�:* D<36�M!ก1�:* ก$ �% digital microscopy �C,)ก.#ก1�:* D��"ก�) ImageJ 6=8/�'+/&A*C,3:!6�8/�%2�%

ก1�,-6@�1A7�!.#D@D$!+ D��D�@�$'+/=.>!1<.%ก$C1,'01:7 *C,3$<6,$1ก1�,-6@�1A7� $<"�%%1!"$A6,$1:!

ก1�!.#D@D$!+< ,3,-U+ก1�!.#< ,3N13�1 ก1�!016N!�ก1�6=1A6$+93%6*89�2!1<6$Qก;< <016!-!ก1�D<3:*  96-

well microtiter plate 6'@!-@"$A@,1)@,1)B?ก� �%2�%ก1�!.#��-)1�6*89�B?ก6��+3#6'+3#ก.#ก1�,-6@�1A7�

"##<.9%6<-):!�A<.#���N17ก��) �,)BP%,-U+ก1�,-6@�1A7�"## pour plate, spread plate 2 6'@!-@,-U+,-6@�1A7�

"## agar '+/6�M! plate count agar "$A�171� Chromocult®Coliform Agar (CCA) B?ก!01)1:* "$A!.#

��-)1�6`$$�#! agar '.9%@?C ก1�:*  protocol '+/;< )+ก1�=.>!1:7 F$N�<@$ �%ก.#F$'+/;< &1ก,-U+)1��T1!

D<3;)C)+@,1)"�ก�C1%�3C1%)+!.3N01@.a'1%NB-�-�A7,C1%ก1�,-6@�1A7�< ,3N13�1"$Aก1�:* 6'@!-@
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`�c'�",��ก.#ก1�3�)�.#@C16d$+/3'+/3�):7 F-<=$1<'+/ 3.15% �?�"##ก1�,-6@�1A7�2!1<6$Qก'+/�,<6�Q,B?ก

!01)1'<N�#ก.#�.,�3C1%���N17ก��)'+/7$1ก7$13*!-< D<36�M!�.,�3C1%F$-�V.�h��171�N016�Q&�?�;�

&!BP%�.,�3C1%'+/ swab &1กN-/%",<$ �) ��-)1�D@D$!+'+/;< &1ก6'@!-@'+/!016N!�=#,C1;)C)+@,1)"�ก�C1%

�3C1%)+!.3N01@.a6)8/�6��+3#6'+3#ก.#6'@!-@ก1�,-6@�1A7�"##�ก�-'./,;� "N<%:7 67Q!,C16'@!-@<.%ก$C1,6�M!

'1%6$8�ก'+/<+ N1)1�B'+/&A!01;�:* "'!'+/6'@!-@'+/6�M!)1��T1!:!ก1�!.#��-)1�6*89�=,ก aerobic flora :!

ก1�N!.#N!�!ก1���,&,-6@�1A7�6=8/�ก1�N�2$.กO�Aก1�F$-�"$AN�2$.กO�A!-N.3'+/<+ ,-U+ก1�<.%ก$C1,

N1)1�B'+/&A&.<ก1�ก.#�.,�3C1%���N17ก��)��-)1�)1ก;< �3C1%)+��AN-'U-V1= *C,3=.>!16,$1:!ก1�

,-@�1A7�"$A@C1:* &C13�C��.,�3C1% ก1�:* 6'@!-@ MIC �C,)ก.# digital microscopy ;)C6=+3%"�C6=8/�ก1�

<016!-!ก1�!.#D@D$!+2�% Escherichia coli "$A coliform "�C3.%N1)1�B:* ��,&,-6@�1A7�"#@'+6�+3*!-<�8/!

;< �+ก< ,3 (i.e., Salmonella spp., Vibrio spp.) "$AN1)1�B6�M!��AD3*!�:!ก1�!01;��A3�ก��:* ก.#

���N17ก��)31 

�
��
��� :  �171���-)1��&01ก.<, ก1�(PกO1&$!�(1N���, ก1�!.#&01!,!&�$-!'�+3�, ก1���,&716*89�&�$-!'�+3�

< ,3ก1�6=1A6$+93%< ,3,� !"2Q%, ก1�,-6@�1A7�V1=BC13<-&-��$, !,.�ก��)� !'�!ก1�F$-��/01 
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Abstract 

A micro-scale, viable cells cultivation strategy was developed to assist the rapid detection of 

Listeria spp. and provide the wealth of essential background to growth Listeria forming colonies in 96-

well microtiter plate. The growth kinetics of Listeria colony on TSA media was studied via a high 

magnification microscopy to optimize the cultivation parameters, for example, temperature, nutrition and 

agar concentration, to fasten the detection time. The optimal temperature for micro-well growth was at 

40.5oC. Using the logistic model to evaluate the key cultivation kinetics, the study revealed that the 

concentration of carbon and nitrogen sources should be fortified by adding 2X of glucose and 2.5X of 

tryptone to enhance colony growth. Only did the concentration of agar higher than 2.5X affect the lag time 

of colony growth. The use of micro cultivation in micro wells was very promising to substitute the 

tradition of Petri dish utilization. Moreover, this research developed image analysis protocol to detect and 

enumerate Escherichia coli and coliform colonies on the surface of agar medium in a micro-environment. 

The detection of E. coli and total coliform in foods usually indicates poor hygienic practice in handling 

and production operations, inadequate storage and post-process contamination. The number of total viable 

cells was successfully estimated using an economical but effective digital microscopy together with Image 

J software to assist the detection of small colony formation. This developed protocol enabled the reduction 

of lead time and minimized the labor and analytical time to perform colony counting manually. The 

microscale cultivation (MIC) was achieved using 96-well microtiter plate technique and the accuracy of 

viable cell count was compared to common industrial routines, including pour plate and spread plate 

techniques. Two types of agar media (i.e., Plate Count Agar (PCA) and Chromocult® Coliform Agar 

(CCA)) were utilized and the cell enumeration on both agars using the developed protocol agreed well 

with the results obtained from the standard methods. There were no statistical differences between the 

visual and software-assisted techniques with acceptable mean value of absolute percentage error of 3.15%. 

The miniaturized rapid protocol was tested on several types of industrial samples ranging from finished 

goods to environmental samples. The colony count results of the proposed technique were no statistically 

significant differences comparable to those of routine techniques. It was suggested that the technique has 

promising potential and convenient alternative to the standard method for the enumeration of aerobic 

VI 



flora; it supports good manufacturing practice (GMP) and good hygiene practice (GHP) as well as enables 

traceability and efficient management of quality control and assurance of factory data. The method was 

able to effectively manage a large number of industrial samples and substantially improve the analytical 

time and cost per sample. The use of MIC equipped with digital microscopy not only performs E. coli and 

coliform enumeration but also it is able to detect other bacterial groups (i.e., Salmonella spp., Vibrio spp.) 

and can be useful in pharmaceutical application.  

Keywords: a micro-scale, growth kinetic, microbial enumeration, detection of agar cultures, digital 

image analysis, resource-poor settings 
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����� 1                                                                                                                              

����	 

1.1 ��	��	���������	����	������  

      �������	
����ก���
���������	������	��
����� �������
������� �!�"#�$%ก�#������&

ก��	��'(
	�)*+
����	��%!&,	������-.&�%/�%��01ก �����2+	�
��!,	������ �3�	�4!����ก����ก5-�

ก�����,	
����ก���������0#������&��#
!4� "���6	�3	#	�ก�4
���+� #�$%ก��������	�%/,)�
!14 

(�)4	 ก���%+!��)*+
"�#!
����8���� pour plate ��*

����8��3��8��
� 3M petrifilmTM) �������6	�%/

!
���������6	 ������H	ก�#������&�%/��6	�%/!
�����"!��/# � ��4�ก��I���-"�#!���กก���

#��!����& ���ก���"ก��)��#��#ก���I�#4 #�$%ก�#������&�%/	3����ก�4��������4#	,�J4	%+ �4

������ก��ก�#������&�)��
����ก����%/�%��#
!4��%/��
�ก�#������&��6	�3	#	�ก K2/�,	ก�����

�3��6	��
��%�#�0%/,	ก���4���#
!4��1��I*/
�3,���ก�"�#���/	,���+�ก���#	ก��������������-.&��
"

�ก�)*+
����	��%!&�%/���0ก4
,���ก�"��� "� ��4�"!��/# � ������	�%�#�0%/,	ก���4���#
!4� �4�I%!�I


�	*/
��ก#�$%ก�#������&���4	%+�%�4,)��4!����� (�)4	 �4)�"#������&�4
��#
!4��%/�%���I� 50 N60 ��

�4
��#
!4��3���� PetrifilmTM �
� 3M) ����4,)��4!�Q��1� (��#
!4��)4	 0�,)����	�� pour plate ����
�

�%����	��ก5� ���
��ก�-& ����#�#������&		) 
%ก��+�!��,)��#�		 1-2 #�	,	ก�#������&K2/��3,��

�ก�"�4,)��4!,	ก������3,����	��	ก������1� "��	�+	�1����ก
�ก��2��3ก�"����-��#
!4��%/��

��#��
� ก4
,���ก�"�#���%/!��%/����#�I�ก��	��'(
	�
��)*+
����	��%!&�%/�ก�	���H	,	������-.&�%/

��!�� �ก�"ก��T���$ก�K*+
�! ��*
�3��6	��
��%ก��� �3�!��+�   

 ���-��1�#���!����	�ก02��#��3��J,	ก���#�#������&�����)%##��! K2/���6	��/��%/������	

 �4���0�%/����%ก��%/!� "� �"!�	�	ก������	��%!&�%/�%�#�0%/����#��3��6	,	ก���#�,	������-.&�4#	

,�J4��/# ��*
����	��%!&��+���"  "��ก4 1) Aerobic plate count, Psychrotrophic count, Thermoduric count, 2) 

!%��&���� ���3) ����	��%!&"�)	%�4�)%+  "��ก4 Coliform ��� Faecal coliform ��6	��	 (Ray, 1996) K2/��������	

�-��1�#���! "����/��3�	#���!I*+	H	�I*/
�
�����	#��"��������H	,	ก�����������!��#�ก�

#������&�กก�����ก��ก���"�)*+
����ก����	��%!&�%/ก4
,���ก�"���,	�	�5!& K2/�,	��#��%/��6	ก�"���

"4��1�,	ก���I�����3 �� ��4ก���"�
ก��
�����ก�"�2+	�!,	��!��#��I%!� �4ก%/)�/#��� ��4,	


����%+!��)*+
,)��#���!#�	 �3,���ก�"������H	�%/#4��
����*
��#�,	ก��4��)*+
 �4������
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�3,���ก�"ก�#������&��%+!��)*+
�%/ �4�%������$��I ��
��3ก���������#�$%ก�#������&,	��ก���� ,	

�-��"%!#ก�	 "��3ก��3�#��#���
�ก��
�#�$%ก�#������&�)*+
����	��%!&�ก����
�
����ก������ "�

�3ก��ก8���
�1������ก����	
����ก���I�	$���� �)4	 ���5�� �1�
�	4 (������ �!) �3ก�" K2/���6	

���5���1����� 
���%�
����%!	��� ���������-.&
���3��8��1��)4��8� (Frozen ready-to-eat) �)4	 �	����ก

�)4��8�  �����
" �� 
���%� �	� �#�I����	��&�
" �� 
���%� ��#��	%!#���4#� ��#��" ��" � ��� 

���5�� �����	�� �3ก�" K2/���6	���5������"�		+3��	�ก��c��"#& ����	���4	%+��6	��#��	����	,	

��������/# ��%/!����,)�#�$%ก�#������&���"�+��"�� (Conventional methods) �)4	 ���	��ก�,)� pour plate 

("���1��%/ 1.1) �4#�ก��ก�,)�)�"#������&�)*+
�3��8� �I*/
������4,)��4!,	ก�#������&  

 

 

 

 

 

                                        ������ 1.1 ���	��ก�#������&��� pour plate 

K2/�#�$%ก�#������&���"�+��"���%�#�!�4�!ก,	ก����%!�
����%+!��)*+
 �"!,)�
��ก�-&������*/
��*


�����! �4����ก��ก�#������&���
����ก��� ��
�ก���
��T�����ก���#�#������&�)*+
���H	�%/

����	
����ก����	"ก�������8ก �4���0��"� "� ��
�ก���ก5�,	ก��3�	�ก�1�)3	Jก� 

����กก��2ก5�)���2ก�
���""�
!,	ก���#��)*+
"�#!#�$%���"�+��"�� (conventional method) ��I�#4,	

ก����%!�ก�#������&��,)�
����%+!��)*+
�ก�	�#��3��6	 (15-20 ml) ,	�-��%/
���4#	,�J4 �401ก,)�

�����01ก��+������กก�#������&��+	��" ก��%/����	��*
ก,)�#�$%ก�#������&����3��8��3����!%��&���

� (�1��%/ 1.2) ���
%�� �/��
��g
�&� (�1��%/ 1.3) K2/�)�"��#�#������&"��ก�4#�4
	����I� �"!�4,)��4!

�ก���
�)�" Test kit �3����#������&!%��& � 
!14�%/����- 180 ���4
��4	�4
ก��"�
� 1 ��#
!4� 

,	�-��%/��)�" Test kit �3����#������&
%�� �/����g
�&� PetrifilmTM
!14�%/����- 52 �� ����ก

ก��
�0��ก�1����ก
�ก� �"#4
%ก �4ก%/�"*
	����	������I�/��1�
%ก 20 % ก��"�4,)��4!�ก

ก�,)�)�"#������&���4	%+����ก���������%/I�k	���#�%/������	��ก5��%���I� �3����������

 �!�%/!���%����	���4
	���01ก )�"#������&���4	%+ก��� �4�%����!)	&��"�	�4,)��4!ก����%!� 
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���	
ก�ก	%+�กก��2ก5��*+
���	I�#4!���%��#����%/�4����4
ก�����J�������
��)*+
�*
 ,	��+	�
	ก�

�4�"�#!�1��4�����
	 (hot air incubator) ��+	�
	"��ก�4# �1��4��%/,)�,	��
��T�����ก��%�#������#	�
�


�-��1���ก�ก��"�	,	�1�02�����1��l"���

ก K2/�#�$%ก�,���#���
	�
��1��4��%/
��! convective heat 

transfer �"!,)�
ก���6	�*/
��#ก��	�+	 �%������$��I�/3 ก��#����
�-��1��ก��4���%+!��%��
!4��ก

,	ก���4�ก�����J�������
��)*+
 �	*/
��กก� "����
�-��1��ก��4��%/��������/3���
�����I�	$&ก��

�#�)*+	���I��$&�
�
ก��!,	�1��4� (Orana et al., 2011) �"!����
����0�#���� �4,���#�)*+	

���I��$&�/3�ก�ก�	 ��	*/
��ก�#�)*+	���I��$&�%���4
����-�#�)*+	
���� (water activity) ,	
��

��%+!��)*+
 0��!,	�1�
��%�#�)*+	���I��$&�/3���3,���#�)*+	,	
����%+!��)*+
 (agar) �ก�"ก�����!�ก 

�4���,������-�#�)*+	
���� (water activity) ,	
����%+!��)*+
�/3 �"!����-�#�)*+	
���� (water 

activity) ��6	��"������-	+3�/3��",	
���%/�)*+
����	��%!&���0	3 �,)�,	ก�����J���������,)�,	

ก��ก�"�T�ก���!���%�4� p �)*+
����	��%!&������J������ "�"%�!,���4����-�#�)*+	
�����%/�3ก�" "��	�+	0�


����%+!��)*+
�%����-�#�)*+	
�����/3ก#4 0.9 ���4����3,��ก�����J�������
��)*+
����	��%!&�!�")���ก

��*
����J������ "�)� (��4�	�, 2547) ���,	ก�
4	��#������& #�$%ก����"�+��"����
�,)��#� 2 #�	ก#4

���1����	*/
��ก�2+	
!14ก���#����0�
��)*+
����	��%!&,	ก���4���#�%/
�-��1��ก��4�����- 37.5 °C 

(incubation) �I*/
,����8	��ก5-��
�����	%�%/"1 "�"�#!����4 	
ก�ก	%+#�$%ก�	���3	#	���#������&

��ก5-�����	%�)*+
�%/��"�#!����4�%������$��I�/3 ,	ก�-%�%/������-.&�%/�4�������#��
���-�I�%

�3	#	�ก 
��3,���ก�"ก���*/
!��,	ก�	�� ���
��4���,���ก�"�#���"I�",	ก�	��  "��4�%/

��"���*/
	 �3,�� �4���0�4��
ก "��	4)�"#4��-�I�
�������-.&�4	��*
 �4 ��*
���H	�ก

���4�����"%��*
 �4 K2/�,	�������	���*/
�	���3	#	����	%���
���	���� �%���1���6	
!4��ก�����
�

	3����ก�4������� 
%ก��+��%��
�3ก�"�ก%/!#ก��ก���#�	�� �)4	 0�0"��*

��ก�-&�%/,�4��#
!4��%�
!�4#	


��3,��ก�	���ก�"ก���"���*/
	 "� ���	
ก�ก	%+���#����%/,)�
����%��ก�����4
��ก5-��%���

������ 1.2 )�" Test kit �3����#������&!%��& �     ������ 1.3 )�" Test kit �3����#������&
%�� � ����g
�&� 
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�#���������
�����	%��)	�" �"!�sI�����	%�
� coliform ��� E.coli K2/���6	����	%�%/���0�2+	

 "��	
����%+!��)*+
 Chromocult Coliform Agar �"!�)*+
 coliform ��,������	%�%�"� ,	�-��%/ E.coli 

��,������	%�%�4#� "�#!��
�3ก�"�
����*/
�	������	%
����	����,	�������	 �4�%/

ก�����6	�4�3	#	

����	%��+���"  �4���0�%/���!ก	��,	��4������	% "� "��	�+	������	��*
���4������2� �4	�!�

	3�,)� �4���,����-�I�����)%##��!

ก��4)� �ก�"�#���%!�!�"!�sI�
!4�!�/�,	
����ก���


���%/��
�ก�����-�I�����)%##��!�%/�#"��8#�I*/
���1�#4 �%�)*+
ก4
���,	#��0�"�����������-.&

�3��8��1���*
 �4 
%ก��+�	3��
�1� �,)��#����ก���#	ก����������#��
��#���
"��������ก5-� 

"�#!��
�3ก�"�
��1��4����#�$%ก���#�	�������#���"������	% �2��%�#��3��6	
!4�!�/��%/����
��%ก�

�2ก5#���!�I*/
I�k		#��ก���)�"��#��
��)*+
"�#!ก��I�/�������$��Iก��4��4#�ก��ก�,)�
��ก�-&

��	���ก��
��������	&��))%	#�))�/	�3������4�ก���#���)*+
�%/�%������$��I�1� K2/�	#��ก���"��ก�4#

���������	ก�����������	�����ก�����		��� �����	����������������  !����"#�$�����!���ก �����%�&��

��'���"(ก	��$&������!($ ��ก������)����������*�$�#+*�&��#��	���!� �������'�&,$��ก	��$�����- 

.�$$����	!��ก��������	��$ / �#��  ��0��  (.�.�� (�����-���) ���ก��,  ��0�� -�������	 ���ก�� &��

 ��0����	!��ก���������+�� / ��$ �����4���!����"��������5+*��,+��#��ก��	������'����6ก��

����78��)�$�#+*����������6 ���!�%�!�*�9������� 1 ������ (��ก�ก	� 5 - 7 ���	��	������$) 	#��ก���	%+��

�
*+
,���ก�"�#�0%/,	ก���4���#��#���
"�)*+
,	ก���#	ก�������	�� ������0	3��ก�#������&

 ���������ก���#	ก����� �3,���ก�"�#���/	,�,	��-�I�
�������-.&ก4
	�4�,���1ก�� �
*+
,���ก�"

ก��2ก5I�k	ก�����
!4��4
�	*/
� ���0�4�)%+02���"�กI�4
��%/�ก�"�2+	�กก����� K2/��ก����ก,)��#�

�ก�ก�	�	 �4���0����������-�I��	�������ก�%/ "���������4�������-.& �02��1ก����� "��3�	4!

��	�����# 02����#4������	���3ก������!,�����ก�ก-.&���#�$%ก��%/"%,	ก����� �"!���ก�ก-.&

"��ก�4#���%ก��#������
�������+���4
���0	�%/ ����ก� ���*/
��*
,	ก����� ��4
!4� �ก8��ก8


����%�
ก��ก�"ก��	��'(
	�
��)*+
����	��%!&ก4
��� "� �����*/
I���-�	#�	��ก��4�

ก������-.&


�� �!���4��������%/�%�3	#	�1��ก�2+	,	��4���t �"!�!!�14�������%/�%ก��#������-�I��	���%/

���4����" �)4	 J%/��u	 
����ก �������& �%	 v4
�ก� ���!���� �"!�sI�J%/��u	��6	�������%/,���#��3��J

��*/
��#���
"��! ���
	��!�����-�I�
���	���%/	3�����6	
!4��ก "��	�+	กT����%!�ก�	3����
�

������-.&,	������"��ก�4#�2��4
	����%/�������#" �"!������-.&
���3��8��1��)4��8� ����-

����	��%!&��+���"����
� �4�ก�	���H	 �������
���#� �4I�����	��%!& coliforms bacteria & E. coli 
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(�3	�ก�	���H	��	���ก5�����
����4�)��, 2552) ก���#�#������&�����)%##��!�I*/
�

����-����	��%!&,��
!14,	�ก-.&ก3�	"�
���4��ก��4��������14���2��%�#��3��6	
!4�!�/� 	#��ก���,��4	%+

����6	
%ก��#
!4��	2/��
�ก����%/!	�����%/�%��ก�����4
����	��!%ก���������3,���ก�"ก�

���%/!	������	��	ก����� �����������ก!�I,��ก��
����ก���ก�����
��,	������ �! 

1.2 ��� !������"������#��ก	������ 

1.2.1 �I*/


ก������I�k	)�"����	��!%
��ก�-&��	����3������4�ก���#���)*+
"�#!ก��I�/�

������$��Iก��4��)*+
�4#�ก��ก�,)�ก��
��������	&�����))%	#�))�/	��	��	�/3,	ก�

��#�	���3	#	����	��%!& 

1.2.2 �I*/
�"��!��#�����4,)��4!,	ก�#������&ก��	��'(
	�
��)*+
����	��%!& �3,�����0

#������&��#
!4�
�� "��ก�2+	����4
!���+��2+	 

1.2.3 �I*/
I�k	#�$%ก��%/��6	���H	�I*/
,�����0#������&��#�	��ก��	��'(
	 "�
!4�01ก��
�

�����4	!3�I*/
��6	!��$����&,	ก��I�/��#����0,	ก���4���	�4�

ก������-.&
��

,	������ �! 

1.2.4 �I*/
������	��ก���������5H����&�
���+	�
	ก��#���� ��-�Iก�����������-.&


���4�

ก�4
�#� #����#���4	!3�กก���#��)*+
����	��%!&"�#!#�$%�#"��8# 

1.2.5 	3���%/ "����6	���4�
��
�����������	ก�,)�#�$%�#"��8#,	
����ก���
��
*/	 p     

1.2.6 �I*/
,��ก���#�	���3	#	����	��%!&�3����ก���#��
���-�I
����6	���H	

�"%!#ก�	 

1.2.7 	3	#��ก�����/����"�5H&��"��	����!�ก�&,)�����,	��"��
����ก����I*/
ก��4�

ก

������-.&,	����������4�

ก�4������� 

 

1.3 ���#������	������ 

1.3.1 �2ก5

ก����������)�"��#��
�ก�#������&�)*+
����	��%!&ก��4���c��! �)4	 Aerobic 

plate count, Psychrotrophic count, Thermoduric count, !%��&���� �I*/
��4�ก�����J������

�
��)*+
"�#!ก��I�/�������$��Iก��4��4#�ก��ก���#���)*+
"�#!ก��
��������	&��� 

��))%	#�))�/	��	��	�/3 
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1.3.2 �2ก5�����!�%/��4�ก�����J�������
��)*+
����	��%!& �)4	 I�k	)	�"�������-��
���%/

������ก��ก�����J������ 
�-��1���%/,)�,	ก��4� ��#��#"��
��%/�%ก���������-



กK���	�%/���!,	
����%+!��)*+
�%/������ 

1.3.3 �2ก5�����!�%/�%���4
ก�ก���#�	���)*+
"�#!ก��
��������	&�����))%	#�))�/	��	 �)4	 	3

����	��!%��"��������������!�ก�&,)� (Micro Inoculation) �4#�ก��)�"
��ก�-&
���8����

	���& Digital Image Acquisition �%/���ก
� �"�#!v�&"�#�&���K
g�&�#�& 

1.3.4 ������"���
������!�%/�%���4
ก�����J���������ก���#�	���3	#	����	��%!&��+���"���

ก���#�#������&ก��	��'(
	�
��)*+
!%��& � �%/�4���,��ก���#�	����*
��#�#������&

�#"��8#�2+	 

1.3.5 ���%!���%!����
�#�$%���H	���#�$%�#"��8#,	ก���4�ก�����J���������ก���#�	�����

��#���)*+
"�#!ก��I�/�������$��Iก��4����ก����!�ก�&,)�ก��
��������	&�����))%	

#�))�/	 

1.3.6 �#��#���
�1� #������&���������ก�,)�)�"��#��
��)*+
����	��%!&�3��8��1��%/ "��%ก�����

���I�k	�3����ก�#������&��#�	���3	#	����	��%!&��+���"���ก���#�#������&ก�

�	��'(
	�
��)*+
!%��& � 

1.3.7 �#��#���
�1� #������&����������I*/
	3)�"����	��!%���
��ก�-&��	����3������4�ก�

��#���)*+
"�#!ก��I�/�������$��Iก��4��)*+
���ก���#���)*+
"�#!ก��
��������	&���

��))%	#�))�/	��	��	�/3 ����!�ก�&,)�����,	ก���#��
�ก��	��'(
	�
��)*+
����	��%!&,	

������-.&
�� 

 

1.4 ���&�'�"����	(�)	��*(+��� 

1.4.1  "�	#��ก���
��ก�-&��	����3������4�ก���#���)*+
 Aerobic plate count, Psychrotrophic 

count, Thermoduric count, !%��&����"�#!ก��I�/�������$��Iก��4��)*+
���ก���#�	��

"�#!ก��
��������	&�����))%	#�))�/	 �%/�%������$��I,	ก�#�"�%/01ก��
� ��4	!3 ��	��	�/3

�����3����
����ก�����"����8ก-ก���I*/
�������ก!�Iก���#�#������&�)*+
������-.&


���4�

ก 

1.4.2  "�)�"��#��
��3��8��1�,	ก�#������&�)*+
�%/�%�4,)��4!,	ก�#������&�/3 ���0#������&
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��#
!4� "��กK+3 �����#���/	,�,	��-�I�"!,����ก�#������&���*
	ก��#�$%���H	

�%/������	,)� 

1.4.3 ���0	3	#��ก��� ����!�ก�&,)�,	����	
����ก�����8ก N ก�� �I*/
�"��	

����	��!%�%/,)�
!14,	�������	K2/����4,)��4!,	ก�#������&�4
	����1� 

1.4.4 �ก���J�ก��	��'(
	�
�����	��%!&,	������-.&
���4�

ก ���0���"��J�ก��%ก���

��	���4�

ก	
ก������ 

1.4.5 �"ก�	3���)�"��#��
�#������&�)*+
������*/
�	������	%�%/�%���I��ก�4������� ��6	

ก�)4#!�I�/��1��4�#��#�,��ก�������� �! 

1.4.6 ���0	3	#��ก��� ����!�ก�&,)�,	����	! �	4#!�	�$�-��� ���I!�� �I*/


�"��	����	��!%�%/,)�
!14,	�������	K2/��%���4,)��4!,	ก�#������&�4
	����1� 

1.4.7 �ก�"ก�I�k		#��ก���"�	ก���#�#������&�)*+
����#"��8#�%/�%ก���#	ก���+���4��		+3

�	 "���ก��"�
������)%##��! ���"�#!��6		#��ก������#������0�3ก��"

���$����� "� 
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����� 2                                                                                                                              

��ก
������ก�������ก��ก����ก�� 

��ก����	
�ก	
�����ก��ก����ก�������ก�������	�     

2.1 � !"���	�#�	
$	%��$���%�&'(�% )*�+��,�� 

2.2 ��%�"%ก������������-.��� !"���	�#                                               
2.3 �%�.
�����0%0!�	�	
$	���,�(��'�$����'!�� 
2.4 - ������ Rapid test kit ;�<=�� ��� 
2.5 �?���$--	��"-�� (Machine vision) 
 

2.1 ������������������
 ���!"#���$%�&��'�� (� $)H�, 2545)                                                                                 

2.1.1 �����������(�'�) (Total viable count)  

�<J��"K	�	
'��������%�	��	�����,$��	
$	��L(;���,�� M�
��"�$��	�กก���(��"K	 Standard Plate Count ,�.� 

Aerobic Plate Count V��'����(����,��'���+���%�	��	�����,$��ก"�$�'�W�� ����;,��,X��(���'V �"��	


���$�Y!"' Y!"'*�)H#$	ก��<��<Z[���-.��� !"���	�#������$�ก ก�?���ก��Y!"'����$(VLก� �*"��!�!?���$	

ก���กX���,��;��*��?�	
�$(�,$�?�$ �$��(���%�	��	�ก! ($�	�����<J���%�	��	��	
�$(ก(�0�% �'(V��$	������

$�ก�ก"�$�'�W���	
ก��,��กX��$��Vก(�0�%�����"���,������-(���	��ก�� (ก��� �*"��!, 2537)                                       

;�ก��'����"�%��?,#V��;�'����(����,��$	� !"���	�#������$�ก '������ก����.����;,�!�!��	!?�"���(��	


��	�ก�(� (Ten fold dilution) ,!����ก�����+�?�!	�������,���!	����-.���	
� !"���	�#�ก.��� ก-�"����"&��� �	
�"�$

;-�����ก( ��,���!	����-.�� Nutrient Agar ,�.� Plate Count Agar %��$�<J�ก�� a �(�� �<J� 7.0 a 7.4 �<J�Y!

;,���%�	��	����"&��� �*��?;�ก���($'���$	��กM"��� ���������%�	��	��	
���"&����?�<J�ก! ($ Aerobe ,�.� 

Facultative anaerobe �(��� ),*L$"�	
;-�;�ก���($��,���!	����-.�� �����L(ก���(�'����(����,���?$	ก��

<��<Z[�������-.��ก! ($�,� V��'����(����,���	
Y(��ก�?���ก��;,�%��$���� 0�ก���(��;,&(�?+�

��%�	��	�ก! ($ Thermophile ��������?�($��,���!	����-.���	
� ),*L$" 55°C �<J���!� 3 ��� V��'����(����,���	


�กX�����	
� ),*L$",����?+���%�	��	�ก! ($ Mesophile ��������?�($��,���!	����-.���	
� ),*L$" 35 a 37°C �<J�

��!� 24 a 28 -�
�0$� �'(V��'����(����,���	
�กX��-(��X��?+���%�	��	�ก! ($ Psychrophile ��������?�($��,��

�!	����-.���	
� ),*L$" 7°C �<J���!� 10 ��� ,�.��($�	
� ),*L$" 10°C �<J���!� 7 ��� (APHA, 2001) 



 

2.1.2 �������������89�)�:���#�:�(;��
����ก�$< 

0����
��<ก��'���,�� !"���	�#;�ก! ($�	�'�$$�'�W����ก! %.�ก��'���,� 

Escherichia coli M�
��-.��� !"���	�#���ก!(��$	�,!(��?�$��L(;�!�������$� ��#�!?��'�#�!.��� (� ก��<��<Z[��

���-.��ก! ($�	�;���,������V�� � !�ก�)?��ก��Y!"'�	
�$(�	 ��.
����ก�<J��-.���	
�$(��%��$���� �������

�$.
�'���+��-.��ก! ($�	�;���,�������X��L<�-(�X� ����;,��,X��(�$	ก��<

,�.�%��$�����	
;-�;�ก�?���ก��Y!"'�$(�+	��+��	
���!���-.��;�ก! ($���ก!(����� 

2.1.2.1 ��ก�$<����=8������������

0����
��<��%�	��	�0%!"g��#$VLก;-��<J���%�	��	�

���� 0���L<�(������%�	��	��<J���(����� �ก�$!� �$(������<��#�'(��$��V;-�����'�!�!%0'�;,�Y!+!��

����<J�ก���!?�กh� M�
���$��V�ก"�����	
� ),*L$" 

coliforms VLก+��<J�<�"$�)$�ก;�� ����?����'�#�!.��� (� �'(กX���%�+����;��"
����!��$�	
�<J�����

�,$.��ก�� ;��"� �!?+.-Y�ก �'(;�)?��	��ก��'�����-.�� 

0�%�	
� ����$�ก��ก �-.���,!(��	���$��V�	
�?���"&�'"�0'�!?ก��$	��L(���-.�����ก!(��VLก;-�

ก(�0�%-�"��.
��� fecal �	
����?$	��L( 

0'M�� �!?+����M'#�.
�i0���-.������+�?�	
$	��L(�<J��-.�� 

Klebsiella, Serratia 

 

 

 

 

 

 

�>8��� 2.1 �-.���	0%�!,�.�%�!"g��#$�	
$	�,!(�$���ก��'�#�!.��� (��	
����?+�ก��<��<Z[��;���,��

                 ��.����'�#�!?�"
����!��$����

�������������89�)�:���#�:�(;��
����ก�$<  

0����
��<ก��'���,�� !"���	�#;�ก! ($�	�'�$$�'�W����ก! %.�ก��'���,� Coliforms bacteria

M�
��-.��� !"���	�#���ก!(��$	�,!(��?�$��L(;�!�������$� ��#�!?��'�#�!.��� (� ก��<��<Z[��

���-.��ก! ($�	�;���,������V�� � !�ก�)?��ก��Y!"'�	
�$(�	 ��.
����ก�<J��-.���	
�$(��%��$���� �������

�$.
�'���+��-.��ก! ($�	�;���,�������X��L<�-(�X� ����;,��,X��(�$	ก��<��<Z[��*��,!��ก��;,�%��$����

,�.�%��$�����	
;-�;�ก�?���ก��Y!"'�$(�+	��+��	
���!���-.��;�ก! ($���ก!(�����  

��ก�$<����=8������������ E. coli/coliform 

0����
��<��%�	��	�0%!"g��#$VLก;-��<J���%�	��	��	
�<J�'���(�-	�� !�ก�)?�!?%��$�?�������,���!?

���� 0���L<�(������%�	��	��<J���(����� �ก�$!� �$(������<��#�'(��$��V;-�����'�!�!%0'�;,�Y!+!��

����<J�ก���!?�กh� M�
���$��V�ก"�����	
� ),*L$" 35 - 37°C (Anonymous, 1985; APHA, 1995)

�)$�ก;�� ����?����'�#�!.��� (� �'(กX���%�+����;��"
����!��$�	
�<J�����

�,$.��ก�� ;��"� �!?+.-Y�ก �'(;�)?��	��ก��'�����-.�� coliforms ���0��<ก'"กX�$(����<J����,' 

��$��V�	
�?���"&�'"�0'�!?ก��$	��L(���-.�����ก!(��VLก;-�

�	
����?$	��L( �-.��ก(�0�%;�ก! ($ fecal <�?ก���<������%�	��	� ����� ,�.�0<�

0���-.������+�?�	
$	��L(�<J��-.�� Citrobacter, Enterobacter, 

�-.���	0%�!,�.�%�!"g��#$�	
$	�,!(�$���ก��'�#�!.��� (��	
����?+�ก��<��<Z[��;���,��

��.����'�#�!?�"
����!��$���� 

9 

Coliforms bacteria �!? 

M�
��-.��� !"���	�#���ก!(��$	�,!(��?�$��L(;�!�������$� ��#�!?��'�#�!.��� (� ก��<��<Z[��

���-.��ก! ($�	�;���,������V�� � !�ก�)?��ก��Y!"'�	
�$(�	 ��.
����ก�<J��-.���	
�$(��%��$���� �������

��<Z[��*��,!��ก��;,�%��$����

�	
�<J�'���(�-	�� !�ก�)?�!?%��$�?�������,���!?

���� 0���L<�(������%�	��	��<J���(����� �ก�$!� �$(������<��#�'(��$��V;-�����'�!�!%0'�;,�Y!+!��

(Anonymous, 1985; APHA, 1995) �-.�� 

�)$�ก;�� ����?����'�#�!.��� (� �'(กX���%�+����;��"
����!��$�	
�<J���������

���0��<ก'"กX�$(����<J����,' ��

��$��V�	
�?���"&�'"�0'�!?ก��$	��L(���-.�����ก!(��VLก;-��<J�'���(�-	��-.��

<�?ก���<������%�	��	� ����� ,�.�0<�

, Escherichia, Hafnia, 

�-.���	0%�!,�.�%�!"g��#$�	
$	�,!(�$���ก��'�#�!.��� (��	
����?+�ก��<��<Z[��;���,�� 
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$	 3 ก! ($�	
�'ก'(��ก������%�	��	�0%!"g��#$����L<�	
 2.2 ;��'(!?ก! ($�'ก'(��ก��;���.
�����?���%��$

��	
�� <�"$�)0%!"g��#$����,$� gm%�!0%!"g��#$�!?�	0%�! ก! ($����,$��,!(��	�VLก;-��<J��"��"�%�'��#��

��,���!?���� ก! ($<�"$�)0%!"g��#$����,$��<J�ก! ($���;,&(��-�"�����%�	��	��	
�'ก'(��ก�� gm%�!

0%!"g��#$�<J���%�	��	��	
��L(;� total coliform M�
�+����0���(��;,&(;� feces ���,��� E. coli �<J����ก� h<

��gm%�!0%!"g��#$ �$.
�'����(��VLก�(��<,���<n"��'"ก�� '����(�����ก!(���?VLก�����<�"$�)�-.������,$� 

V��Y!�������ก$�$	<�"$�)0%!"g��#$����,$�<��กn��L( '����(�����ก!(���?VLก�����gm%�!0%!"g��#$

�!?�-.�� E. coli '(��< 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�>8��� 2.2 ��%�	��	�;�ก! ($0%!"g��#$ 

 
��ก�L<��$��V;,�%�����ก��%��$���'(!?ก! ($�������	�  

� Total coliform bacteria  

0��<ก'"��
��<+�;��"
����!��$'(��i �-(� �"� ,�.� Y�ก �!?0����
��<�$(<!��*��V��$	ก��<��<Z[��;�

��,�� V��$	ก��'���+�<�"$�)0%!"g��#$����,$�;���,���!?�����.
$ �,!(���ก��<��<Z[������<J�

�"
����!��$ ก��<��<Z[����gm%�!�$(�<J��-(��	� ��(����กX'�$V��ก��<��<Z[��$���ก�"
����!��$�	
�?

��$��V����<;��?��ก��Y!"'��,����� �"
��,!(��	�����<J��������;,��-.��ก(�0�%����<;��?������������

$�����$	%��$���%�&$�ก�	
�?'���,��,!(���ก��<��<Z[���!?�ก�<=&,����ก!(�� 
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� Fecal coliform bacteria  

�<J����ก� h<�� total coliform ��%�	��	� � !"���	�#�,!(��	�<��กn<�"$�)$�ก;�!������!?� ����?��%�

�!?��'�# ก��<��กn��gm%�!0%!"g��#$;���,���!?�%�.
���.
$0��<ก'";-��<J�'���(�-	�ก��<��<Z[���� 

fecal (Edberg et al., 2000) ,$��V��$	%��$��	
���L�'(�ก��<��<Z[���� pathogen �	
�?<��กn;�'����(��

$�กก�(�+��p+�?��%�	��	�0%!"g��#$����,$��	
VLก'���+� 

 

� E. coli                                                                                                                                              

�<J����ก� h<��gm%�!0%!"g��#$ E. coli 0���(��;,&(�?�<J����'����!?VLก+�;�<�"$�)$�ก;�!�������

$� ��#�!?��'�#�!.��� (�������+��K # ��(����กX'�$��$��V�<J����,' ;,��ก"�ก����X�<q����� ก��<��กn�� 

E. coli ;�'����(����,���!?�%�.
���.
$0���(��$�ก;-��<J�'���(�-	�ก��<��<Z[����gm%�! ก���?����� E. 

coli 0���(��;,&($���ก��ก���+��K #�	
����+�?�� E. coli M�
��<J� E. coli O157:H7 �$.
�'����(����,��,�.�

�%�.
���.
$VLก�������(�$	ก��<��<Z[�����-.�� E. coli $���$(���,$��%��$�(����'����?�ก"������ก strain 

�� E. coli ;�%��$�<J���"� $���<J��<����	
�?�$($	��L(�� O157:H7 ��(����กX'�$ ;-��(�-	�ก��<��<Z[���� 

fecal ก�����<�?�����,���	
� ก,�.���,���	
Y(��ก�� treating �?��$��V���!���-.�� E. coli ��$V�� 

O157:H7 ��� 

 

2.1.2.2 C������� Coliform 

��%�	��	� Coliform ,$��V��ก! ($����%�	��	�;����# Enterobacteriaceae �	
$	�L<�(���(������ '"��	�ก�$!� 

�$(������<��# �<J�+�ก�	
�$('���ก����ก�� ,�.� Facultative anaerobe ��$��V,$�ก����'�!�!%0'�;,�ก�� 

�!?�กX����*��;� 48°C �	
� ),*L$" 35°C '����(����%�	��	�;�ก! ($�	�����ก( Escherichia coli M�
�0��<ก'"

$�ก+���L(;������"���,����'�#�!.��� (� �!?��%� p?�����?+�$�ก;�� ����? �!? ��%�	��	��	��� 

Enterobacter M�
���ก��ก;�� ����?�!�������$��V+����;��"� �!?<��<Z[��$�ก��+.-Y�ก'(��i ,�.���L(;�

Y!"'*�)H#��,���	
�$($	� !�ก�)?;�ก��Y!"' �������ก��'���+�� !"���	�#;�ก! ($�	����V.�����(�$	ก��

<��<Z[����� ����? ������$�M�
�� !"���	�#�	
ก(�;,��ก"�0�%��� �'(0��<ก'"%���$��V'������� !"���	�#

ก! ($�	�����	 �ก����$	ก��ก�?' ���-.��<ก'";������"���,��;,���$��Vก(�0�%��� �-(� +�ก����� ������� ก��

Y!"'��,�� ,�.� �����.
$ ���'���$	ก��'������� !"���	�#�(�$	��L(;�<�"$�)��(�;� $	���'���,�.��$( �!?���

<�?����?�$(���M.���"�%��,�ก'���+� 

 



12 

 

2.1.2.3 C������� Escherichia coli 

Escherichia coli ,�.� E. coli �<J���%�	��	�;�ก! ($0%!"g��#$ �<J�'��-	�ก��<��<Z[����� ����?;����� $	��L(

'�$K��$-�'";�!�����;,&(����'�#�!?$� ��# ��%�	��	�-�"��	����;,��ก"���ก��������	��(���	
� � ����;���Xก

�!?YL�;,&( ���;,�V(��� ����?�,!� ,�.��<J����� �'(��ก��$�ก�$(� ���� �+��?������Xก �!?YL�;,&($�ก$	*L$"

'��������L(�����!�� ��.
����ก �������-.���	�����<�	!?������L(��.
��i �-.���	�$�ก<��<Z[��$�ก����,�� ���� ,�.� 

$.���YL�<�?ก����,�� <ก'"�-.���,!(��	����+�;�� ����?�����L(�!���$��?�$($	��ก���?�� 

 

 

 

 

 

 

 

�>8��� 2.3 ��%�	��	� Escherichia coli ,�.��	0%�! (�"�$;-�-.
��(� E. coli) ��%�	��	�;�ก! ($0%!"g��#$ �<J�'�� 

              -	�ก��<��<Z[����� ����?;����� $	��L('�$K��$-�'";�!�����;,&(����'�#�!?$� ��#  

 

 

 

 

 

 

 

�>8��� 2.4 Saccharomyces cerevisiae �<J��"
�$	-	�"'�M!!#��	�� �+"
$������0��ก���'ก,�(� (budding) 

              (��"��)!Lก��-	�) 
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�	0%�!�	
ก(�0�%�?+������
��<'�$�"
����!��$�!?;���'�# �$��(�-.
���	��ก���'(�<J�%�!?���+��K #ก�� %.� 

�<J��	0%�!���+��K #�	
ก(�0�%;�%���� M�
��-.�����ก!(����$��Vก(�0�%���,!��0�% ��$V��0�%� ����?�(�� 

<=�� ������+��K #�	
ก(�0�%� ����?�(��$	$�ก$�� �'(�	
���ก! ($ก������?�<J� 5 ก! ($;,&(i �	
$	!�ก�)?ก��

�����"�0�%�!?%��$� �����	
�'ก'(��ก�� %.� 

 

- ��H����I��H�กJ��������I�=� '�K� ����� (Enterotoxigenic: ETEC) �(��;,&(ก(�;,��ก"�0�%� ����?�(���	


V(���,!�����<J����� ��ก��$�ก�$(� �����!?�(��;,&(,�������� +�ก(�0�%����(��0���p+�?+.���	
�'

������(��;�������� 0���p+�?;�-(��t�L���� 

 

- ��H����I�&�IP�������I�=� '�K� ���8� (Enteropathogenic E. coli: EPEC) $�กก(�0�%;���Xก�!Xก �!?+�

����(��;�<�?���ก��!��+�u�� YL�<q��$�ก$	V(���,!��<J�$Lก V(���$($�ก �'($	��ก����.������������<J���.�� i

;���Xก�	
�<J���� i ���%��������ก"�*��?�������,�����กM������ 

 

- ��H����I������
�T��I�=� '�K� ����� (Enteroinvasive E. coli: EIEC) �-.��ก! ($�	��?ก(�0�%���� �������

0���-.��� ก� กY���!��������;,��ก"��Y! YL�<q��$�ก<���ก�X�����$�ก �!?���V(���<J�$Lก<��!.����ก$���� �'(

+�ก(�0�%����$(�(�� 

 

- ��H����I�C�Hกก���ก��T��I�=� '�K� ����� (Entero-aggregative E.coli: EAEC) �-.��ก! ($�	�ก(�;,��ก"���ก��

�	
,!�ก,!�� ���V(���<J�����,�.��<J�$Lก �!?���ก(�;,��ก"������(����.�������� �'(����$(����ก!�กก(�0�%�	


��(-����ก 

 

- ��H����I��XI��������I�=� '�K� ���X� (Enterohemorrhagic E.coli: EHEC) �<J��-.���	
ก(�0�%���� ����

$�ก�	
� � ��ก����YL�<q��$	%��$,!�ก,!�� '����'(�����(��V(���,!��<J�����K��$�� ���������V(���<J�$Lก 

�'(���$	YL�<q������(���	
��ก��� ����$�ก��� ��.
����ก�-.����$��V� ก� กY���!����� ���;,��ก"��Y! ��$V��

�-.�������$��V��������+"� "-"ก�" (Shiga toxin) ���+"��	���$��Vก�?�������L(ก�?���!.����� �$��(�'���-.��

�	0%�!�?�$(�������<;��!.������ 0���-.���?��L(;�!������!?��������+"�����L(ก�?���!.�� M�
����+"��?

�<��กt�K"x��L(�	
 2 �?��;,&( i %.� ;��?���!.�� 0���?�<���!���$X��!.����� ���;,��$X��!.������'ก 



14 

 

�<J�Y!;,�YL�<q���ก"�*��?M	��p	��+!�� ��$V�����!���ก!X��!.�� ���;,��ก!X��!.��!�'
��!���(��$�ก �<J�Y!

;,�YL�<q���ก"�*��?�!.����ก�(�� YL�<q���������ก"������!.��'�$Y"�,����!?$	�!.����ก�	
�����?'(�� i *��;�

��� �	ก�?��,��
�%.����+"��?�<��กt�K"x���!���' ,����	
ก�����������'��	��< ������;,��ก"��'���

�p	��+!�� *��?������$�	� (M	���ก�$X��!.������'ก �!.����ก��ก�ก!X��!.��'
�� �!?�'���) ��	�ก��$ก���(� 

ก! ($��ก�� "y	0$�!'"% �L��$"% M"�0��$" ,�.�"��-�L���" (Hemolytic uremic syndrome : HUS) M�
�V.��<J�

*��?�	
� ����$�ก ���;,�YL�<q����	�-	�"'�����(�������X�$�ก 

2.1.3 ���������ก#�I�� Listeria monocytogenes 

;�<m %.�. 1891 +�ก��'"��-.����� Listeriosis type Infection ���;,��ก"�0�% Listeric-like disease '(�$� ;�<m 

%.�. 1911 Hulphers ��ก�"������'�#-����	��� �����ก�-.����ก Necrotic Foci ��'��ก�?'(�� �+.
���ก��

!�ก�)?�L<�(�� <�?ก��ก����ก����0�%+��(��<J���%�	��	��!?'���-.
�;,��(� Bacillus hepatic ('(�$�

+��(�$	!�ก�)?;ก!��%	��ก�� L. monocytogenes) ;�<m %.�. 1915 �!? 1919 Atkinson �!? Dick ���������

�(���ก�-.�� L. monocytogenes ��กYL�<q��0�% Menigitis �!?'(�$�;�<m %.�. 1918 Dumont �!? Contini ��ก

�-.�� Diphtheroid ��ก Cerebrospinal fluid �!?'(�$����$���-.��;,�ก�� Pasteur Institute ;�ก� �<��	� M�
�

*��,!�� Paterson �����ก��!�ก�)?���-.��+��(�%.� L. monocytogenes '(�$�;�<m %.�. 1924 Murray �!?

%)? ��ก��%�	��	�'"��	�ก�$��ก �L<�(���(������ ����!Xก ��ก0�%�!.���<J�+"���ก�?'(���!?,�L'?

�+��	
'"��-.�� ������ก��'���-.
���%�	��	��	��(� Bacterium monocytogenes (Murray et al., 1926) �!?<m %.�. 

1927 Pirie ��$��V��ก�-.�������ก'����'�� Gerbilles (African jumping mouse) ������-.
��(� Listerella 

hepatolytica ,!����ก�	
������ก����ก��+��(� Bacterium monocytogenes �!? Listeria hepatolytica �<J�

��%�	��	�-�"���	��ก�����'���-.
�;,$(�(� Listerella monocytogenes �!?;-�-.
��	�$��<J��?�?��!� 12 <m ��;�<m 

%.�. 1939 $	YL�%��+��(� Listerella �<J�-.
�ก! ($�� Slime molds ก(���!�� �������;�<m %.�. 1940 Pirie ���

�<!	
��-.
��<J� Listeria monocytogenes �!?;-�-.
��	���V��<=�� ��� 0����"
$;-���(���<J����ก��;� Bergey�s 

Manual of Determinative Bacteriology (6th ed., 1948) �!?$	ก����$�����ก Judicial Commission on 

Bacteriological Nomenclature Taxonomy ;�<m %.�. 1954 

2.1.3.1 ��ก�$<�>8�#������J���C�<I�I��� 

L. monocytogenes �<J���%�	��	�'"��	�ก�$��ก �$(������<��# �M!!#$	����!Xก 0��$	����Y(���L��#ก!��

<�?$�) 0.4-0.5 �$%��� �!?���<�?$�) 0.5-2.0 �$%��� �L<��(�����,�.����$	�L<�(��ก!$ 0��$	<!��



15 

 

ก!$$�����L<�	
 2.5 ก����	��'�����M!!#�����L(�<J��M!!#��	
��,�.�%L( �L<!Lก���ก#,�.��<J��������i ��	���<J�

�L<'�� V ,�.� '�� Y ,�.����+��<J�ก! ($ก���0���M!!#��	���Y(���ก����L(กX��� �M!!#�	
$	��� �������$	

�L<�(�� Diplococci ,�.� Cocci �M!!#�	
$	��� $�ก ($�กก�(� 24 -�
�0$�) ���'"��	�ก�$ variable �!?����,X�

�M!!#�<J�������� (Filamentous) V���!	����M!!#����ก"� 3-5 ��� ���+��M!!#������ 6-20 �$%��� 

(Seeliger �!? Jones, 1986) 

 

 

 

 

                  �>8��� 2.5 !�ก�)?0%0!�	 Listeria monocytogenes 

�	
$�: Bill Marler (2010) �!? Dennis Kunkel Microscopy, 2004 

Listeria spp. �<J���%�	��	��	
�����L(;�ก! ($ Facultative anaerobe ,�.� Microaerophile �%!.
���,����0��;-� 

Peritrichous flagella �	
$	��L(����M!!#0�ก+��;,��M!!#ก!"�� ,�.��%!.
��'��ก!���<ก!��$���� �	
� ),*L$" 20-

25 °C ;���,���,!� �-(� Trypticase soy broth �$.
������ก���%!.
���	
0�� stab !� Semisolid motility 

medium �!���($�	
� ),*L$" 20-25 °C �?�,X�ก���%!.
���	
����($ (Umbrella-like) 0���,X��<J����$	�Y(��ก 

���i��� stab %!����($ก�� M�
��?��L('
��ก�(�Y"�,�����,���!	����-.��<�?$�) 3-5 $"!!"�$'� �'(�	
� ),*L$" 37 

°C ก��+�u�� flagella �$(%(���	 $	ก���<!	
����ก Peritrichous $��<J� Single flagella ,�.��	
� ),*L$"�L��<

�?���!�� flagella ;,�$	<�"$�)����!� ���;,��$(�,X�ก���%!.
���	
��(��-����� !�ก�)?0%0!�	���-.���� 

Nutrient agar �$.
��($�	
� ),*L$" 37 °C �<J���!� 24 -�
�0$� +��(�0%0!�	$	����!Xก$�ก $	����Y(��L��#ก!�� 

0.3-1.5 $"!!"�$'� !�ก�)?ก!$;�%!���,������ 0%0!�	0%���L��!Xก���� $	����	�� ��.����Y"�0%0!�	

!?��	���!?�$(�,�� $	�	g���$��� 0%0!�	�?$	���;,&(���V���!	���;� Trypticase soy agar �	
�'"$ 0.6% 

Yeast extract �$.
��(���L0%0!�	Y(��ก!���� !�����#0���"K	�� Henry�s illumination technique �?�,X��	g��

�$�	�� $	Y"�,�����	��!?��	�� Henry ���;-��"K	�	�-(����ก0%0!�	�� Listeria spp. ��ก��ก��%�	��	��.
�i 

0%0!�	���-.���	
$	��� $�กก�(� 3 ��� �?�,�	�� ���$(��	�� �!?'��ก!��0%0!�	�?� �$!��< �$.
��-.��$	���  

5-10 ��� 0%0!�	�?$	���;,&( 3-5 $"!!"�$'� V�����ก��V(���-.��,!��i%���� !�ก�)?0%0!�	����<!	
���< 
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�-(� ���$(��	�� Y"�,���,��� �!?����L&��	�% )�$��'"�	
ก(�;,��ก"�0�%�<���� ;� 5% Sheep blood agar 

,!����ก�	
��-.���!?�($�	
� ),*L$" 37°C �<J���!� 48 -�
�0$� 0%0!�	�?$	�������Y(��L��#ก!�� 0.2-1.5 

$"!!"�$'� �!?$	0M�;��%�i�� β-heamolysis !��$���0M��	�����ก"��������$�ก��'����	
�0%0!�	���

ก(���������ก'�,X� V���"
��($���,!�������(�;�กX�"
��,X�0M�;�-�����$�กก�(���(����� V���!	����-.��;���,��

�,!� �-(� Nutrient broth ,�.� Tryptose broth �?�,X���,�� (�-�����,!����ก�($�	
� ),*L$" 37°C �<J���!� 

18-24 -�
�0$� �-.���?���"&;���"��)�	
'
��ก�(�Y"�,�������,��!�$��!Xก���� �<J�ก������;,��,X��(� 

Listeria spp. ���"&����	;���"��)�	
$	��กM"���'
��ก�(�;��*�+�����ก����
��< ก�����"&�?�	�"
�����$.
��'"$

กh�M%��#�������ก�M�#!��<;���,��,�.�����-.���<�($�	
 Modified atmosphere ��(����กX'�$�-.���$(

��$��V���"&���;��*�+���กh�M��กM"�����(���$�L�)# 

2.1.4 �
"� �� (Forsythe and Hayes, 1998)                                                                                 

�	�'# %.� ��ก! ($,��
��	
�(��;,&(�<J��M!!#��	
�� $	�L<�(��,!����� �-(� �L<�(��ก!$ �	 ��$�,!	
�$ �L<�(��

���$?��� ���
� �<J�'�� �(��;,&($	ก���.�+��K #����$(������+� 0���"K	ก���'ก,�(� +���
��<;�

K��$-�'";��"� ;����� ;��(��'(��i ��+.- �	�'#���-�"�+���L(ก���$!� �!?;�ก�?�+�?����'�#���

-�"� �'(�,!(��	
+��	�'#��L(�(��i %.��,!(��	
$	����'�!%��$��$���L� �-(� ����Y!�$��	
$	��,��� �	�'#�	
$	��L(

'�$K��$-�'" $�ก�?<�!��<;���,�� �<J��,' ;,���,����(���	���� 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      �>8��� 2.6 !�ก�)?��)W�����	�'# 

 

�	�'# (�L<�	
 2.6) �<J�� !"���	�#�	
�L���กก��$�'����'(�$��0���)V��ก��$	YL�ก!(���(� �	�'#�<J�� !"���	�#-�"���ก�	


$� ��#���$�;-� ��������ก�ก	
��ก��ก��;-��	�'# %.�ก��Y!"'��	��#-�"�,��
��	
��	�ก�(� Boozah �$.
�<�?$�) 
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6,000 <mก(��%�"�'#��ก��- %�����L���ก;-�<�?0�-�#��ก�	�'#$��<J���!���� �-(� ;�ก�������,��,$�ก���

-�"� ����ก( ���,$�ก <!���(� �%�.
��������$�,!��-�"� �-(� ��	��# ���# �!?�"�ก	� �<J�'�� <=�� ���$	ก��

����	�'#$�;-�<�?0�-�#;�� '��,ก��$,!��<�?�*� �<J�'���(� ก��Y!"'�%�.
���.
$��!ก�y�!# -�"�'(��i

�-(� ��	��# ���# �!?�"�ก	� ก��Y!"'��K"!��!ก�y�!#�+.
�;-��<J�����%$	�!?�-.���+!"� ก��Y!"'�M!!#�	�'# �+.
�

;-��<J��	�'#�$<=��!?�<J�0<�'	��M!!#��	�� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              �>8��� 2.7 !�ก�)?��)W������ 

 

�� (�L<�	
 2.7) ���<�?�*���$��V���$�;-�;�ก��Y!"'� ������'(�����-�"��	
�+�?$��<J�+"��� กX�<J����	


Y!"'$��+.
�ก��%���!?$	!"�"�K"x�p+�? �-(� �� %�!���"�#ก0����M"� �<J��� !"�"�K"x�	
;-�;�ก��Y!"'��	��# 

%�!����"xก 

 

ก��Y!"'�	�'#�	
���% )*�+�?'���Y(��ก����������ก�V���� Leco V���?��$��V���� �����;�

ML�<��#$��#�กX'��� 0�< �-(� ���� Hermes �!? Struers ��� �	�'# $	% )�$��'";�ก���<!	
������'�!;,��<J�

%��#�������ก�M�#�!?��!ก�y�!#��� 0��,!�กก�����������	�'# ,�.� "���ก��# �	�'#" (Baker yeast) �	


;�(;,��$<=�gL��.
��$���ก�	�'#�	
;�(!��<$	ก��;-�����'�!;��<���$<=� ,�.��	
��	�กก���(� "0�" (dough) 

�<J ��� ,� �  �! ? �? ,�( � � �	
 $� �ก" ��� ,� �$� �กX �? ,� � ; � ��� �� ก M" ��� �� � � <  �! ? ,� � ; � �� �

%��#�������ก�M�#��ก$� �!?�$.
��������<���<�� กh�M�	
$��%����ก$�กXY ����$��?,�(����.���$<=�

���;,��ก"��L+� ���gL���$� 
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����  $	$�ก$��,!�����+��K #�'(��$��V��(��<J� 2 ก! ($;,&(i %.� ��-�"��M!!#��	�� (yeast) �!? ��-�"�

,!���M!!#,�.������ (mold ,�.� mould) 

���� $	����ก(�;,��ก"�0�% �!?�$(ก(�;,��ก"�0�% ก��ก(�0�%�� ���� +��������;�%� ��'�# �!?+.- �������

ก����ก����.
�������������<J���.
��,��
��	
�(���;� �!?$	ก��ก�?��������(��ก������� ก��ก(�0�%�� 

���� ���<J��"
�$	-	�"'-�"�,��
��	
�$(��$��V����%��?,#��,�������� ���'����������,����กYL��.
� �-(� �����

-�"�����������,����กM�ก��'�# ���-�"�������"���	�#�����กM�ก+.- ,�.����-�"����"&�'"�0'0�������

�"
�$	-	�"'�	
$���������L( �-(� '�$�����?'(��i��$� ��# ���	
ก(�0�%;�$� ��#$	��������������ก(�;,��ก"�0�%

�!?���"&���0��������"���	�#�����กK��$-�'" 

 

�-.�����'(!?-�"�'���ก����,���'ก'(��ก���< �-(� ���-�"�'���ก������'�!ก!L0%�M�
��<J��,!(�%��#����	


�-.����-�� �����-�"�'���ก��K�' ��0'������กก���?$"0��%���'"� �!?��กก����ก��+��(����(��

;,&(�$('���ก���"'�$"�;�ก�����"&�'"�0' <=�����	
�(�Y!'(�ก�����"&�'"�0'���� � ),*L$"�	
�,$�?�$'(�

ก���'"�0'����%.�<�?$�) 25-30°C �'(���	
ก(�0�%;�$� ��#�?���"&�'"�0'����	�	
� ),*L$" 37°C M�
��<J�

� ),*L$"<ก'"���(��ก��$� ��# 

2.2 ������ก������ �����:K(���������� 

;�ก������ !"���	�#$�;-�<�?0�-�#;�ก��Y!"'���� '��,ก��$ ก���"��� ก��%��% $<�"$�)� !"���	�# ก��

%��% $% )*�+�����!?��,��  �"
�,��
��	
�?'�����ก��%.� ก������������ !"���	�#  ก��'������������

� !"���	�#'����'(�������M!!#��"
$'��  �������M!!#�?,�(��ก�����"&;���,���!	����-.��  �M!!#�	
$	-	�"'�!?�M!!#

�	
���"&��� M�
���$��V������,!���"K	  %.� 

2.2.1 ก�����I)"�� (direct count) �<J�ก�����������0��'����กก!���� !�����# $	,!���"K	 %.� 

2.2.1.1 ก������-.����%�	��	��	
Y(��ก��'����!?���$�	 (stained film) �"K	�	��<J�ก������-.����%�	��	� 0��,��

'����(��<�"$�'� 0.01 ml �	
VLก'����!?���$�	��L(����!�#*��;�+.���	
 1 '�.M$. ���	���"K	���ก!(��%.����

�(�� �����X� %(�;-��(��;�ก���"�%��?,#�$(�+� �'($	����	�'���	
�<J�ก�������������%�	��	�����,$� (Total 

count) �����M!!#�	
$	-	�"'�!?�$($	-	�"' ��ก��ก�	�'����(���	
�?'������'���$	�������-.����%�	��	�$�ก 

2.2.1.2 ก������-.������!�#�	
$	 counting chamber ��!�#�	
$	 counting chamber ����ก( 
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- Petroff a Hausser counting chamber �"�$;-������������%�	��	� 

- Haemacytometer;-���� eucaryotic microbe �	
$	���;,&( 

 

 

 

                                                              �>8��� 2.8 !�ก�)?��!�#�	
$	 counting chamber 

��!�#+�ก�	��?$	��(� (Chamber) M�
��L�%��$!�ก�� chamber �!?�	
+.���� chamber �?$	'�����	
�,!	
�$M�
�

����%��$ก����%��$�����'�����	
�,!	
�$ ��������$.
�,���-.��� !"���	�#!��<;� chamber �	
$	 cover glass 

<����L( '�������-.��� !"���	�#����ก!���� !�����#ก��!����� 400X ;��	
�,!	
�$!Lก���ก#�!Xก กX�?���;,�

��$��V%����),��������M!!#'(� ml ��'����(����� ���,������	����	��� counting chamber �?

�,$.��ก����������"K	 stained film 

 

 

 

   �>8��� 2.9 Petroff a Hausser counting chamber 
 

- ก������-.��� !"���	�#;-�ก��!����� Objective lens 40X    

- V���<J��-.����%�	��	�;,����-(���	
$	%��$�������!? 0.05 $$.   �!?%����.����;,�$	��%�	��	� 1-

10 �M!!#;��'(!?-(���!Xก  �!?����$('
��ก�(� 10 -(��    

- V���<J��	�'#,�.�� !"���	�#���;,&(;,�;-�-(��;,&(�	
$	%��$�������!? 0.2 $$. 

- ก�����;,�����p+�?�M!!#�	
�'?,�.����������,�.����������	
�,!	
�$�' ��� �'(�?�$(���

�M!!#;�กX'�$�	
�'?,�.��������!(���!?���M���$.����	
�,!	
�$��' ��� 
 

 

1 

 1 

cm 
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              �>8��� 2.10 Counting chamber stage micrometer 

(a) *�+�	
$����ก�������� chamber $	'������L(ก!����!�# 

(b) *�+�����'�����	
ก��!����� 10X <�?ก�������	
�,!	
�$��' ������;,&(�'(!?������� 1 

mm. *��;�$	�	
�,!	
�$��' ����!Xก���� ��L( 25 -(�� �'(!?-(��$	���� 3 ����!��$��� 0���'(!?���� 

��� 0.2 mm. *��;�$	�	
�,!	
�$��' �������!Xก���� ��L(�	ก 16 -(�� 

 

2.2.2 ก������������������&�<�������'�� 

�<J�ก�������,���!	����-.���	
Y�$� �� (agar media) $�;-�'����'(<!���������	
 1800 ���;,��ก"�ก��+�u��

�"K	ก������������ !"���	�#0��ก�����������0%0!�	  �"K	ก�����ก!(��$	+.��W����ก���$$'" 3 ��(��%.�     

(1) �M!!#� !"���	�#,��
��M!!#���"&�!?��(�'���+.
������0%0!�	��	
��    

(2) �-.��� !"���	�#��"
$'�� (original inoculum) $	!�ก�)?�<J���.����	��ก�� (homogeneous)  

(3) �$($	�M!!#;�i �	
��L(��$ก�� (no aggregate) �"K	�	�����(��  �������������	�$��(��?$	�������-.��� !"���	�#'
�� 

(sensitive) �!?�"�$;-�ก����(��ก�������������ก'����(����,�� ���� �!?�"� ;�ก������M!!#� !"���	�#�����"K	

�	�������0%0!�	�	
���"&�������,��$	%��$���%�& %.� '���$	�������$($�ก,�.������ก"��<0����
��<�?

����p+�?�����,���	
$	�������M!!#�?,�(�� 25-250 �M!!#��(�������������+.
�;,�������0%0!�	�	
���"&��

�����,����L(;�-(�����ก!(�� %�����ก����.�����-.����"
$'��,!�� i %���� 0����
��<����<J�!�����i !? 10 ��(� 

(serial dilution) (�L<�	
 2.11) �!�����ก���+�?�-.��� !"���	�#�	
�'(!?�?���ก����.����!��������,��  �$.
�

�-.��� !"���	�#���"&�������,���!��  ���������   ���ก��%����),�� !"���	�#'(�ก��$,�.�$!.��'����(��

(a) 

(b) 
1 ��. 
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���   ก��������Y!$�ก�������<J� colony forming unit (CFU) $�กก�(�������� !"���	�#   ��.
����ก�$(

��$��V��ก�����(����(��� -������(� 1 0%0!�	$���ก 1 �M!!#     ก����������������"K	 plate count ����<J�

ก������������M!!#�	
$	-	�"' (viable count) M�
�$	,!���"K	 %.� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               �>8��� 2.11 ���'��ก���+�?�-.�������"K	 Pour plate 

 

2.2.2.1 Pour plate  

�$.
�'����(��VLก��.����!��?���!?10 ��(� ���ก���+�?�-.��� !"���	�#��ก'����(���	
$	�?���ก����.�����,$�?�$  

0��;-��-.��� !"���	�# 1 ml ,�.� 0.1 ml ,���<�������,���!������,���!	����-.���	
$	� ),*L$" 44 a 46 °C 

!��< Y�$�-.��� !"���	�#ก��;,������,��0���ก�(������,���<-$����i (�L<�	
 2.12) �"��;,���,���X�'��

�!������<�($  *��,!���($�!��0%0!�	��� !"���	�#�?���"&����;��!?����,���!	����-.��  ���������

� !"���	�#;������,���	
$	�������M!!# 25-250 �M!!# กX�?���;,���$��V%����),��-.��� !"���	�#'(� ml ,�.�

'(�ก��$'����(�����  �"K	�	�,�ก;-�� ���	
�����<������;,� sensitive cell '��,�.������X��$(��$��V�����

0%0!�	��� 
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�>8��� 2.12 �"K	 pour plate 

 

2.2.2.2 Spread plate 

�<J��"K	ก�����������0%0!�	��� !"���	�#�	
���"&����,���!	����-.�� 0��;-��-.��� !"���	�# 0.1 ml ,��!���

�����,���	
$	��,���!	����-.��M�
��X�'���!�� (solidified agar medium) �-.��� !"���	�#�?VLก�Y(ก�?�����
�

Y"�,�����,���!	����-.��������(��ก��+"����	
Y(��ก���(��-.���!�� (spreader) (�L<�	
 2.13) �"K	�	�YL��"�%��?,#�?

��$��V����ก'!�ก�)?0%0!�	��� !"���	�#����(�� ;����%�����"K	 spread plate ������<�"$�)�M!!#���

$�กก�(��"K	 pour plate ��.
����ก� !"���	�#�$(������ก��%��$������ก��,���!	����-.��,!�$�,!��,$.���"K	 

pour plate ;�ก�)	�	
'����(��$	�M!!#� !"���	�#��L(���� ก��;-��"K	�	������%��$VLก'����$(������.
����ก;-�

<�"$�)'����(��%(���������;�ก�� plating 
 

 

 

 

 

 

     �>8��� 2.13 �"K	ก�� spread plate 



 

2.2.2.3 Drop plate 

�"K	�	�$	,!�กก���,$.��ก��ก�� spread plate 

��,��,��
����'(� 5 � �  0���'(!?� �;-�<�"$�) 

;������,�� (�L<�	
 2.14) M�
�0��<ก'"�?$	%��$�������Y(

%����)������0%0!�	�����L(ก�����

factor) 0����
��<�$.
��($���-.�����"&�!��

�-.��� !"���	�#�������,���'(!?� ��$(�ก"� 

ก����.���� กX�?��$��V%����),��������-.��� !"���	�#'(�

 

 

 

 

 

                                                                    

2.2.2.4 Membrane filtration method

�"K	�	��,$�?���,���'����(���	
$	������� !"���	�#

�$(����;�ก��'���,�� !"���	�#���<�"$�)�"�%��?,# 

�?VLกก���Y(�� membrane filter M�
�$	�L��� 

�?VLกก�ก��L(��ก�?���ก��� ��ก�������ก�?���ก������;������,���	
$	ก�?���M�
�- ($������,���,!� 

(liquid nutrient medium) ��L(�!�� 0%0!�	��� !"���	�#�?���"&��ก�?���ก��� 

ก��'����"�%��?,# coliform bacteria 

spread plate 0���?,��'����(���	
�?���ก����.�����	
�,$�?�$!������

� �  0���'(!?� �;-�<�"$�) 0.02 ml '����(���?VLก<!(��;,��,����L(����,���!	����-.��

M�
�0��<ก'"�?$	%��$�������Y(���L��#ก!���?,�(�� 1.5 

%����)������0%0!�	�����L(ก��������,��'(������,��  ������,��'(� ml �!?%(�ก����.���� 

��
��<�$.
��($���-.�����"&�!�� ;,��!.�ก�����,���	
$	�?���ก����.�����,$�?�$%.� $	

�-.��� !"���	�#�������,���'(!?� ��$(�ก"� 10 0%0!�	 �$.
����������0%0!�	���� 5 � ���$ก��;��'(!?�?���

%����),��������-.��� !"���	�#'(� ml ,�.�'(�ก��$'����(�� 

                                                                    �>8��� 2.14 �"K	ก�� drop plate 

.2.4 Membrane filtration method 

$	������� !"���	�#�����!?����<J�'���;-�<�"$�'���'����(��$�ก�+.
�%��$

,�� !"���	�#���<�"$�)�"�%��?,# (Quantitative analyses) '����(�� 

M�
�$	�L��� 0.45 �$%��� (��%�	��	��$(��$��VY(�����

�?VLกก�ก��L(��ก�?���ก��� ��ก�������ก�?���ก������;������,���	
$	ก�?���M�
�- ($������,���,!� 

��L(�!�� 0%0!�	��� !"���	�#�?���"&��ก�?���ก��� (�L<�	


liform bacteria M�
��<J�'���(�-	� (indicator) ก��<��<Z[����ก� ����?;���,�� ,�.�����

 

23 

0���?,��'����(���	
�?���ก����.�����	
�,$�?�$!������

'����(���?VLก<!(��;,��,����L(����,���!	����-.��

5 V�� 3 cm ก������!?

�!?%(�ก����.���� (dilution 

;,��!.�ก�����,���	
$	�?���ก����.�����,$�?�$%.� $	

���$ก��;��'(!?�?���

�����!?����<J�'���;-�<�"$�'���'����(��$�ก�+.
�%��$

'����(�� 100 ml ,�.�$�กก�(�

��%�	��	��$(��$��VY(�����) �������� !"���	�#

�?VLกก�ก��L(��ก�?���ก��� ��ก�������ก�?���ก������;������,���	
$	ก�?���M�
�- ($������,���,!� 

�L<�	
 2.15) �"K	�	�$�ก;-�ก��

ก��<��<Z[����ก� ����?;���,�� ,�.����� 
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                      �>8��� 2.15 ���'��ก������!?�-.��� !"���	�#,!��ก����� membrane filtration 

 

2.3 ���K������I�I��������� �'�#�"������"��) 

2.3.1 ���K�����"I���"�g�ก������ ������������� Tempo 

0����
��<ก���'�	�$��,���!	����-.��$	���'��� (���ก��"
$'����'(ก��-�
� ก��!?!������ ก���(��-.�� ก����!����

�+�?�-.���!?ก����.����'����(���	
%��$��$��'(��i '�$����ก���($�!?���������������+�?�-.�� 

���'��'(��i �,!(��	�;-���!� ������ �!?%��$-����& ��%0�0!�	 Tempo ���VLก+�u������+.
�-(��

�ก�<=&,����ก!(�� ����ก��;-���,�������X��L<�	
�+	���'(;�(����ก!�
��!?�'"$'����(����,���	
Y(��ก��'	<q��!��

!��< ���!?!�����ก!(���?;�(!�;�ก��#��	
<�?ก������,!����!������!Xก������ 48 ,!�� �	
���

�?���ก����.����'����(�� 3 �?���%��$��$�� M�
�;-�,!�กก�� MPN (Most Probable Number) )?�	
�($�-.�� 

� !"���	�#�?;-������,���!?�ก"�ก����.�����,�.�ก����.�����!�!� �����	������L(ก���-.���	
������!?-�"�

����,���!	����-.�� ,!����ก����������ก��#� Tempo ����%�.
���(�� Reader �+.
�������Y!�<J�%(� CFU/ml. 

<=�� ��� Tempo ���$	��,���!	����-.�����,��� Total aerobic plate counts, Coliforms, E. coli �!?;����%'�?

$	+���$"�'��#���,��� Enterobacteriaceae , Yeast and mould count �!? Staphylococcus aureus 
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                               �>8��� 2.16 �%�.
�� Tempo                       �>8��� 2.17 ก��#����%�.
�� Tempo 

2.3.2 ���K������I�I��� (Colony counting) 

�%�.
�����0%0!�	;-����������� !"���	�#�����'0�$�'"�+.
��+"
$<�?�"�K"*�+����!?!������� �<J��?��

ก���"�%��?,#*�+0���L<������+�?�-.���?VLก�����ก��� YL�;-���$��V�L*�+ +"$+#,�.��(��<���0<��ก�$

�.
� i YL�;-���$��V�	
�?'���%(�;,����$���ก������,�.�����!(�� �!?���ก�������0%0!�	�+.
��$(;,����

��$�� *�%�.
� i �-(� �����,�� 

 

 

 

 

 

�>8��� 2.18 �%�.
�����0%0!�	 (Colony counting) 

2.3.3 Flow Cytometry 

�<J��"K	ก���"�%��?,#�M!!#�'(!?�M!!#0��������?�� (Optic) � !"���	�#�	
���!����L(;����,!��?Y(��

!������!�M��#�!?���;,����ก�?��� (Scattered) �!?����?VLก�L�ก!.� !�ก�)?��ก��ก�?�������?�<J�

!�ก�)?�p+�?��� !"���	�# ก���"�%��?,#������0���������	
ก�?���0��;-��!��#,!��-�"��!?�M!!#
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������"'�# ���;,���$��V<�?$�)������ ����!?�L<�(����� !"���	�# ��%�"%�	�$	%��$���L�$�ก

��$��V����	�'#�	
$	��L( 100 �M!!# ,�.��M!!#��%�	��	������� 100 - 1,000 �M!!#'(�$"!!"!"'� 0������Y!

*��;���!��+	���$(ก	
���	 �+��?%��$���	
�L����"K	ก�� Flow Cytometry �"K	ก���	�����,$�?���,���ก�����

������� !"���	�#�	
$	<�"$�)����;����,!�,�.�����!�����กก�?���ก��  (Marie �!?%)?, 1999) �����ก��

��(��,��
�����%�"%�	�%.� �%�.
���?�$(��$��V��ก�?,�(���M!!#�<J�,�.��M!!#'��,�.�ก����ก����ก

�$'�"ก����,�� (Griffiths, 1997) 

 

 

 

 

           

                �>8��� 2.19 �%�.
�� Flow Cytometry 

2.3.4 Direct epifluorescent microscopy (DEFT) 

�<J��"K	ก��0��'���	
;-����������� !"���	�#�	
���ก����� Fluorochrome acridine orange �����"K	ก��;�(���

!����'��Y"� (Detergent) �!?����M$#�(��0<�'	�!��<;���,��ก(�� '�$����ก��ก���Y(���Y(��$$���� 

Polycarbonate �!?���$�	���� Acridine orange �!?�(���L*��;'�ก!���� !�����# (Fluorescence 

microscope) �+.
�������������%�	��	��	
$	-	�"'M�
�$	�	��$'"���L(���Y(��$$���� �'('����L*��;���!� 10 

���	 ก������������M!!#��%�	��	��	
$	-	�"';���.����0��;-���%�"% DEFT �	��?��(�ก��ก���"K	ก��������"$ 

Standard plate counts �!?��%�"%�	�$	<�?0�-�#;�ก��'������%��$�?��� (Holah �!?%)?, 1988) 
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�>8��� 2.20 �%�.
�� Direct epifluorescent microscopy (DEFT) 

2.3.5  Impedimetry 

�<J�,!�กก���	
�Lก���<!	
���<!�ก������gg�� (Conductance) ;���,���!	����-.���	
$	� !"���	�#���"&�!?$	�$

'���!"M�
$�ก"���� ��!��	
'���+� (Detection Time) %.���!��	
;-�;�ก���<!	
���<!���ก%(���"
$'����V��%(� 

Threshold M�
��?YกY��ก��ก��ก!���-.���	
��"
$'�� (Initial inoculumn) %.�V���-.��$	<�"$�)$�ก  ��!��	
'���+�กX

�?���� �?���	���$��V'������'����(�����ก�(�����'����(��;���!���	��ก������ �%�.
���	
;-�������

��'0�$�'"�!?%��% $����%�$+"��'��#�	����;,�'������%(� Impedance ��(��'(���.
��;�,!��'����(��+���$

ก�� Y!�	
����?�����������0%�� (Impedance Curve) M�
��?����<�<�	����	��ก������0%��$�'�W���	
VLก

��������ก(��,����	� �+.
�;-�;�ก��<�?$�)��������%�	��	��	
$	��L( 0����
��<ก�������'����(����,���?

;-���!��$(�ก"� 24 h �"K	ก���	��"�$;-�;�ก��<�?$�)��%�	��	�����,$��!?���,���ก���������.���'���	
;-�

ก��������'����(��$�ก i (van der Zee �!? Huis in �t Veld, 1997) ��(����กX'�$��%�"% Impedance กX�$(

�,$�?���,��������'����(���	
$	<�"$�)� !"���	�#���� i ��ก��ก�	��$'�"ก����,��$	�"�K"+!'(�ก��

��������;,�����<J�'����������0%��$�'�W�� ���,�����,���'(!?-�"� ���$	ก�������%�"%�	��<+�u���+.
�

'���,��-.�� Salmonella, Listeria �!? Campylobacter 

2.4 :�)�)
�� Rapid test kit g�8k������ (AOAC, 1998; 
��$n�, 2545) 

<=�� ���0������	
�ก	
�����ก���"�%��� <0*% ��"0*%'!����� '��,ก��$��,���(��;,&(������ก��������

- ������,!�ก,!���"K	��ก'(��<�?��� (�L<�	
 2.21) � ��������"K	ก���,!(��	�,�	�$(+��%(�;-��(���	
�ก"�

���ก��YL�<�?ก��ก�����;,�'��� �ก��Y!"'�L� �L&��	�%��$��$��V;�ก���(��� �"
��<ก�(������"K	ก��

�,!(��	�กX�$(�,$�?ก���-.��� !"���	�#���+��K #�	
���"&�'"�0';��*�+*L$"��ก���'����-.�� ���;,�ก���($;,��-.��
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���"&�'"�0'���-�� �	ก�����"K	ก��'����"�%��?,#,��-.���(��;,&(;-�'�$� ��# � <ก�)#-(��;�ก��'���

�"�%��?,#����ก!���� !�����#ก��!������L����,����'(!?- ��"�%��?,#$	��%��L��!?'�����������ก

'(��<�?��� 0������(��;,&(�$(��$��V���,�$�-(�����ก���"�%��?,#*��;�0��������  

 

 

 

�>8��� 2.21 - ��"�%��?,#�-.��� !"���	�#��$�!?� !"���	�#�	
ก(�;,��ก"�0�%;���,�����'(��i�	
$	ก����������ก

'(��<�?����!?��;���%�%(������L����;,�� '��,ก��$��,���!?����<�?���$	'��� ��	


�L�;�ก���"�%��?,#ก��<��<Z[��;�ก�?���ก��Y!"' 
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2.5 �<��C�::����:�� (Machine vision) 

<=�� ���0<��ก�$%�$+"��'��#$	ก��+�u���<$�ก M�
�-(��������%��$�?��ก;,�ก��<n"��'"���'(��i 

��$��V�����"��<�����(��%!(��'�� �!?�����X�$�ก��� ��$��������������ก��'����"�%��?,#� !"���	�# M�
�

��$��V�����%0�0!�	%�$+"��'��#�,!(��	�$�<���;-������(���?��ก�-(�ก�� 

0��;���%��$�	��?ก!(��V��ก��;-�0<��ก�$%�$+"��'��#��������?���$-	��"-�� $��"�%��?,#*�+V(��

���,���;-�;�ก����ก��ก��'����-.��� !"���	�# M�
��������?��ก �����X� �!?$	%��$�$(���� 

;�ก�?���ก��Y!"'�"�%������ '��,ก��$�ก�'��"
�,��
��	
����<J�'���<n"��'"����;��?,�(���!?,!����ก

ก�?���ก��Y!"' %.� ก��'�������"�%���(�$	% )*�+'��'�$�	
ก��,��,�.��$( M�
�0����
��<�!���?;-�

������%�;�ก��'������ �-(� ก��'��������� �L<�(�� '��,�"����'V �"� ��.
����ก%��$�'ก'(��;�

����<�?��ก��)#ก��'���"�;����'(!?%� %��$�,�.
��!��;�ก�������� ���;,�ก��%��% )*�+�����$(

�$
����$��!?�$(�<J��<'�$�ก)H#�	
ก��,����� ������$	ก��+�u���?���$-	��"-���	
$	%��$�$(����;�ก��

�������L�ก�(�0���!	�����ก��$���,X��!?ก��'���"�;���$� ��# 

�$-	��"-���<J�- �� <ก�)#�"�!Xก����"ก�#�	
<�?ก���<����y��#����# (Hardware) �!?M�g���# (Software) 

0��M�g�#���#�?���,����	
�<!���&&�)'(��i �	
�����กy��#����#;,���L(;��L<�	
�,$�?�$�!?���ก��

<�?$�!�!?������Y!!�+K#'�$��.
����	
YL�;-�ก��,�� (Jahne et al., 1999) M�
�Y!!�+K#�	
�����กก��<�?$!

Y!��ก��ก�?;-�;�ก��'������% )*�+�!�������$��V����<;-����;������.
��	ก �-(� %��% $ก��Y!"' 

+�u��% )*�+ก��Y!"' ,�.��+.
�'�������!?�.����ก�?���ก�������� (Davies, 2000)  

2.5.1 I8�Cก�� ImageJ (Chuenarrom, 2016) 

ImageJ �<J�0<��ก�$�	
���VLก+�u����� Wayne Rasband �!? The National Institute of Health 

(NIH)  <�?����,��W��$�"ก� 0<��ก�$�	�VLก�	��$��+.
�������%��$�?��ก;�ก���"�%��?,#��$L!��ก

�L<*�+ '����(���-(� ก������������M!!#�	
�����ก*�+V(�� ก��,�+.���	
����'V  �"�%��?,#�������'V ��

*�+V(�� �<J�'��  0�����ก������������ *�%�	
<��กn;��L<*�+ ��ก��ก�	� '(�������$	ก��+�u��$�

�"�%��?,#������ก���!?ก��ก�?���'����*�%'�����������   �<J�ก��<�?� ก'#;-��+.
�,�% )�$��'"

������ �	ก�"K	,��
�  �<J�0<��ก�$�"�%��?,#*�+�	
;,�$	ก�����#�0,!����g�	�!?���$	ก���<�� source 

code ;,�$	ก��+�u���	ก����  ;-�ก���%�.
���$%�"���-,�.�+	M	K��$�� (Personal Computer) �	
$	0<��ก�$ 
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Java '����'(����#-�
� 1.4 ����< Image J �<J�0<��ก�$�	
$	<�?0�-�#��(��$�ก;�����"��� �	
����<J�'������

�?�?,�.�+.���	
����'V ��*�+�	
V(����กก!��� microscope ,�.� Scanning electron microscope (SEM) 

ImageJ ������0��;-�%����
� Analyze, Process �!?%����
��.
�i �����ก�g!#;��L<��� 8-bit,16-bit,32-bit �!?

�g!#�	
'��0<��ก�$�(�����'��������ก�<J��g!# TIFF,GIF,JPEG,BMP,DICOM,FITS ,�.� raw 

 

ImageJ ��$��V�<��*�+�+.
�;-�;�ก���"�%��?,#+���$iก��,!��*�+���;���!���	��ก�� ��$��V%����)

����(��+.���	
 �!?+.���	
����'V ��*�+��� ;�,�(�� pixel ���L<���� ,�.� ,�(��+.���	
'�$$�'�W�� �-(� 

'����$"!!"�$'� ����?�?%��$�������'V ��*�+ ���%��$,����(����L<*�+ �!������;��L<���

�Y�*L$"��(� ������%(�'(��i;��L<�V"'"��� 

 

ImageJ ��$��Vก��,�� Scale, Rotate, Flips *�+��� ML$*�+��� �!?�<��*�++���$ก��,!��*�+��� 

 

���	�� ImageJ %.� ก���	
$���<J�0<��ก�$��กg�	 (freeware) �!?�� &�'";,�YL�;-��ก��'��0<��ก�$�!?

,� Plugin �.
�i �+.
�$�-(���ก��<=&,�;�ก���"�%��?,#*�+ 0����$��V��ก�����;���X��M'#�� ImageJ 

;�,$�� Plugin �	
$	ก��+�u��$�;,�����#0,!�;-���� �!?,�ก'���ก���ก�� code ��� กX��$��V������0��

ก��0,!�0<��ก�$ BBEdit M�
��<J�'�� edit code ,�.�0<��ก�$ ANT M�
��<J� Build Tool �	ก,��
�'��-(��;�

ก���ก�� 

 

 

 

                  �>8��� 2.22 !�ก�)?'��0<��ก�$ ImageJ �	
;-�;�ก��<�?$�!Y!;�ก��<�?� ก'#;-�������'(��i 

<=�� ������$	ก�����$�;-�$�ก���;�ก���"�%��?,#����"������'�# ��ก�"����	
��;����$���ก���!?+�u��

0<��ก�$�	� $	���	0������<����	� 

� ก�����*�+$��"�%��?,# ��$��V�!.�ก*�+V(���	
$	��� 8 �"', 16 �"' �!? 32 �"'  
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� �ก !�g!#*�+�	
���$��"�%��?,# ����ก( TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS �!? Raw 

� ��$��V%����)+.���	
�!?<�"$�) Pixel '�$ก���!.�ก+.���	
��YL�;-� ก��,���L<���Y(��

0,$� contrast manipulation, sharpening, smoothing, edge detection �!? median filtering 

� ���#�0,!� Plug in '�$!�ก�)?�	
��;���� 

� �<��ก����ก��+�u�� source code ���,���YL���;��!?+�u��0<��ก�$  
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����� 3  

��	
���ก��� ���ก��
�������������� 
 

�����	
�������ก���
�����
�ก���������	�������	�������� �!��ก�����"���#���$�%��ก���&�

�&��ก
�ก��'�!���ก�( �!�)��ก�!��	�����*� )���������
"��+�,�
���&�ก�����	,��������"���ก���+��-!����

������+���.	�/���0�)�� 1�����ก�( �!�)��ก�!��	�����*� ��"2�!�
����� 2 �/�)�����"�',!�,��#��ก
�

ก��'�!��� 1���/�)��)�ก�����3.����ก�( ก�!��ก+��
�-����/� (High magnification stereomicroscopy) 

���"�ก��*FกG���#���$�%��ก���&�H&�� kinetic -��ก���	��J����1�-������)�0������%��'�!��,���������

	+�ก
� �!��ก��'�! 96-well microtiter plate )��ก��'�!��$����������)���ก�� (conventional method) 

)�0������ Listeria spp. ��"'�!'�ก����������"�*FกG��S		
���"��H��&�ก���	��J����1�	#�����
�)��-��

)�0������ Aerobic bateria, Psychrotrophic bacteria )�# Thermoduric bacteria 1���S		
���"*FกG����
�,�� 3 

�S		
� 0�� ��(,%/�� �����(��!�)�#�����(��,������� ���"���"	#,��%��#��"�,��#���&�ก���	��J����1�-��

������"�+�',!'�!����'�ก�����0��#, �
����+�,�
��������Z��'�ก��*FกG���#��ก� '�!ก�!��ก+��
�-����"+� 

(Low magnification stereomicroscopy) '�ก�����	�
�101���H���%
(\ ��,���+���.	�/��+�,�
�1�����

�����,ก����!��ก�����0��#, %��]&��H&��1��)ก�� ImageJ ���"�ก�� analyze H���ก������	+����101��� 

ก�����	�
�101��� E. coli/coliform 	#]/ก'�!�����!�)��'�ก�����	�
��!����01�1���%��]&����	���� 

(image analysis) ���"��	�ก�����
�ก�&��	#�����
����&���ก��-�
กG(#ก��H���)�#ก���!�������"��'�1����� 

��ก	�ก��'������	
��
�2�!�+���
�ก����!�����"+�2���#��ก� '�!ก
�ก�����	���0��#, ���� ���!����&�ก
�  

 

3.1 ��	
���ก������� ! 

       3.1.1 � "#����������� 

- Listeria spp. 
- Escherichia coli 

        3.1.2 �%�"���&"���ก��� 

 - �0��"���
"� 0.0001 g (Metter Toledo Model AG204, Switzerland) 
 - �0��"���
"� 0.01 g (Metter Toledo Model GG4002 - S, Switzerland) 
 - �/!�������� (DWYER Series 0325, USA) 
 - �/!�-�&����� (New Brunwick Scientific, Enfield, CT) 
 - �/!��.� 4°C (Hitachi 35S I, Japan) 
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 - �/!�&� (Memmert Model ULM500, Japan ) 
 - ,�!��F"�r&����� (Becthai and Hirayama Model HA300D, Japan) 
 - �0��"���-�&� (NEW BRUNWICK SCIENTIFIC, USA) 
 - 96-well U-bottomed polypropylene plate (Nunc, Rochester, NY, USA) 
 -  Multichannel  pipette (Biohit, Bohemia, NY, USA) 
 -  Mechanical stepper (Biohit, Bohemia, NY, USA) 

        

3.1.3 ��'�����#��� "#� 

 - Trypticase soy broth (TSB, Lab M, UK) 
 - Trypticase soy agar (TSA, Lab M, UK) 
 - Plate count agar (PCA, Lab M, UK) 
 - Chromocultcoliform agar (Difco, USA) 
 - Sodium Chloride (NaCl), UNIVAR, New Zealand 
 - Yeast extract (USbiological, Salem, MA) 
 - Agar powder, Com grd., Thailand 
 - Dextrose (C6H12O6), UNIVAR, New Zealand 
 - Tryptone, Lab M, United Kingdom 

 

3.2 ��ก����("��ก�����%���'�����������)!����ก��*��))��� 

ก�������'�! 2 �3.����ก�( ���"�*FกG� kinetic -��ก���	��J����1�-�� Listeria spp. 1���3.�ก�������

)�ก����ก��'�! High magnification stereomicroscopy (�/���" 3.2) ���"�*FกG� kinetic -��ก���	��J����1�-��

����3F"�	#����ก��*FกG�	+����#�	�#	���"101��� '�-(#��" �3.����ก�( -�� Low magnification 

stereomicroscopy (�/���" 3.1) 	#����ก��*FกG���"0���0��� well -�� 96-well microtiter plate ���"�

�
��Fก%��%��101����
�,�� 
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3.2.1 �+,���ก���ก�!�� Low magnification stereomicroscopy 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                    �=��� 3.1 Low magnification stereomicroscopy 

 

3.2.2 �+,���ก���ก�!�� High magnification stereomicroscopy 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                      �=��� 3.2 High magnification stereomicroscopy 
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3.3 ก��@AกB� kinetic ก������D�)��E)F��� "#����	G���)H��I 
!�� High magnification stereomicroscopy 

ก��*FกG�ก���	��J����1�-�� Listeria spp. ]/ก*FกG�'� 96-well microtiter plate ���"�ก�����#����� 0���

�-!�-!�-�������(������"'�!'�ก��*FกG������"��!���"��#��( 103 CFU/ml �����(-������ 5 µl -��)�&�#

0����-!�-!�]/ก spread �� micro-well agar )�#�+�ก���&���"��(,%/�� 30°C ���"�ก��*FกG�H�-�������,�� 

0����-!�-!�-�� agar )�#�����(�������"��!� �+�,�
�H�-����(,%/�� ��ก��*FกG���(,%/��'�ก���&���"

��(,%/���&��z  

 

3.3.1 ก���)���&� "#� Listeria �("��ก��@AกB� kinetic F��ก������D�)��E) 

�+�,�
����� Listeria ��"'�!���� strain -�� L. ivanovii 1��ก&��'�!����+�ก�� recovery ����	�ก���� Tryptic 

Soy Agar ,��� stock ������"�ก.��
กG���"��(,%/�� - 20 °C '���,���,�� TSB (Trypticase Soy Broth) �+�ก��

�-�&�������"��(,%/�� 30°C �������� 24 �
"�1�� 	�2�!�����(������" 108 CFU/ml  

 

3.3.2 ก��)�
)�#�������ก��� 

ก����������� 2 �S		
�3F"���H��&�0�(%��-��%��; 0&� ISO )�#0�����.�-���
�����  �+�,�
�ก���
�0&� ISO 

0&�]/ก����ก	�ก0&���"����/&)�!�-��ก�!��3F"����� 100, 200, 400, 800 )�# 1,600 �+�,�
�0�����.�-���
����� 

��"�
� 0&�]/ก����ก	�ก 10 ]F� 100 3F"�',!0&�0�����&���/����)�#0&�0�����&���!�����)ก&�/�%�� )�#),�&�

-��)��]/ก�
��ก���"���0��
���")�ก�&��ก
�	�ก 450 ]F� 750 nm wavelength 3F"�)������"����	�ก�+���������

)�� 

 

3.3.3 F��
F�� inoculums ����'&��	& 

1��-���-�� inoculums ��"*FกG���/&'��&�� 5, 7, 10 )�# 12 µl ���"�,�-�����"�,��#���+�,�
���#��ก� '�!

ก
�ก�����#�����#�
���.ก��"��ก��'�! 96-well microtiter plate 

 

3.3.4 *�F��	����'�����&�)H�ก������DF�� Listeria 

ก���	��J����1�'���,�� Tryptic Soy Agar (TSA) ]/ก'�!'�ก��*FกG��� ก��*FกG�H�-�������,����"���&�

ก���	��J����1�-��)�0������ ����1��)�#��.ก3 1���]/ก������'� agar ���"�����),�&�-��2�1���	�)�#
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0�� ���-��)�0������ ����+��
� �+�,�
�0�� ���)�#2�1���	�]/ก������"0����-!�-!�-�� 1X, 1.5X, 2X, 

2.5X )�# 3X �+�ก���&���"��(,%/�� 30°C �������� 7 ]F� 22 �
"�1�� 

 

3.3.5 *�F��%��&�F!&F!�F�� agar ���)H�ก������D�)��E)F�� Listeria  

H� agar ]/ก'�!'�ก��*FกG��� H� agar ]/ก������'���,�� Tryptic Soy Agar (TSA) ���"�',!2�!0����-!�-!���" 

0.5X, 1X, 1.5X, 1X )�# 2.5X  

 

3.3.6 *�F�����'G=&����&�)H�ก������D�)��E)F�� Listeria  

ก��*FกG� kinetic ก���	��J����1�-����������ก��*FกG���"��(,%/��ก���&��&��z ก
���" 30°C, 33.5°C, 37°C, 

40.5°C )�# 44°C )�#�+�ก���&��������� 5 ]F� 20 �
"�1�� 

 

3.4 ก��@AกB�%��&	�&��OF����ก���)!����ก�!��������@���&  ����  ���	��'���)������E%E���

�H�&ก��ก�����%���'�G�(
���)��
!�� ImageJ 

3.4.1 ก�����	����R�ก����� E. coli E
�ก��� !��%��% 96-well microplate (MIC) ����������ก��ก��&��R�

ก�������Y������ 

��0��0��$� MIC ]/ก'�!�������������$�ก�����0��#, ��"��������Z����&� pour plate )�# spread plate �+�,�
�

ก���
������(���� E. coli 1�� E. coli ��"'�! (DMST 4609) ]/ก������'� Trypticase Soy Broth (TSB, Difco, 

NJ, USA) 	�ก�
��-�&�����	�2�!�����(��������!����" 108 CFU/ml �+�ก�� dilution �������"�',!2�!�����(����

��"���"��!���#��('��&�� 102 ]F� 107 CFU/ml '�)�&�# standard ]/ก�+�ก���
�1��ก��'�!��,�� CCA 1��

'�)�&�#��0��0)�������#������
��&�2��� 

� ��0��0 Pour plate 

�+�ก�����	��3��  culture ��"�����������( 1 ml ��'� petri dish )ก!� 	�ก�
�����,�����������

�,�� CCA ��"��(,%/����#��( 45 � 50°C ��'� petri dish )ก!���#��( 15 � 20 ml -�
� petri dish ',!

�3��  culture ก
���,����������� CCA H���������������ก
� 	�ก�
���&��',!��!���,��)-.� �+�2��&���"

��(,%/����" 35°C �������� 24 �
"�1�� 101��� E. coli 	#-F������
กG(#���&�� �&��101��� coliforms 	#-F�

�����
กG(#��)�� 
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� ��0��0 Spread plate 

����,������������,�� CCA ��"��(,%/����#��( 45 � 50°C ��'� petri dish )ก!� 	�ก�
���&��',!

��!�)-.��
���"��(,%/��,!�� ���	��3��  culture ��"�����������( 0.1 ml ������!�)-.� �ก��"��3��  culture ',!

ก�#	���!���/ก)ก!���"H&��ก��r&�����)�!� 	�ก�
��+�2��&���"��(,%/����" 35°C �������� 24 �
"�1�� 

� ��0��0 MIC 

��,������������,�� CCA �����( 0.5 ml ]/ก���	���'� 96-well U-bottomed polypropylene plate 

�!�� mechanical stepper 	�ก�
���&��',!��,��)-.��
���"��(,%/��,!�� �+�ก�� drop �
���&���3��  culture 

�����( 0.01 ml ����H����,���
�ก�&�� 	�ก�
��+�2��&���"��(,%/����" 35°C �������� 24 �
"�1�� 

3.4.2 ก������ก)�� !E��ก�& Image J ��ก�������&��� "#� 

3.4.2.1 ����ก�����%���'�G�( (photomicroscope image analysis)  

�#���
�ก�&��]/ก�
���-F������"�ก���
�	+����-��101���)�0�������� agar '� microwell (Liamkaew 

and Thipayarat, 2009) �#������#ก��2��!��ก�!�� stereo microscope (XDC-10A with coaxial 

illumination), ก�!����	���� (Olympus model E-620) ���"�',!2�!%��101��� )�#ก���+�',!�&����&��1��

ก�!����	����	#]/ก����
�ก
� microscope 1��ก��'�! a magnification lens adapter (ScopeTronix 

MaxView™ Plus System) �
�)���'��/���" 3.1 )�# 3.2 

3.4.2.2 ก��	�������%��&O=ก)!����ก�����E%E���
!��ก�����%���'�G�( (digital image analysis) 

����������ก��ก��)������
!��	��)� (visual analyses)   

ก��*FกG���#��ก� '�! photomicroscopy �&��ก
�ก��'�! Image J '�ก����#���H����"�ก���
�101���2�!

�+�����ก�������ก
����� E. coli ��"2�!�+�ก�� varied �����(������"0����-!�-!��&��z ก
� �����(���� 10 µL 

	�ก-��)�&�#0����-!�-!�-�� E. coli ]/ก inoculation ���� microwell ��"����,�� CCA 1��ก��'�!�����

)�� multi � channel ���"��
��
���&��	#]/ก�&���"��(,%/�� 37oC �������� 24 �
"�1�� ,�
�	�ก�
�ก�!��

ก+��
�-����"+� (low magnification power stereo microscope) ]/ก'�!'�ก���
��ก�ก���	��J����1�-��101���

)�0����������,�� 101�����"1��!��ก��'�! 96-microwell plate 	#]/ก	
�%��'��/�)�� analog ���"�ก��
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���0��#, %����	�����+�,�
�ก����#���H�	+����101���H&��1��)ก�� image J 1.47 (Wayne Rasband, 

USA) 

���"�H/!'�!����2�� �/�%��)�#�����/���ก�� 1��)ก��	#��ก�� run ����)���
�1��
�� �/�101���]/ก 

uploaded �!��0���������  Intel i7 CPU running at a 2.67 GHz clock speed ���"��
��+�ก���3.�0&���"

�,��#�����"���"	#�+�����ก�����0��#, �/�%�� ก���
�101���-��)�0�����������]�+�����ก��2�!%��'� 20 

������ H�ก���
�101���]/ก)�����,�!�	�)�#�/�)��ก���
�101�����"��ก����!��+�1��ก��'�! Image J ��"

	#)���%��������)�����������101�������,��� H������(101�����"�
�2�!	�ก image processing ]/ก

�+�2������������ก
�ก���
��!�������'�����-�� log CFU/ml 

3.4.2.3 %��&�&H�������%��&\�F����%��% MIC/ImageJ 

���"���"	#��#������#���$�%��-����0��0ก���
�101�����"�+����� ก���
�101����� agar ��"2�!	�กก��

���#�����-�����.ก 96-well microplate �&��ก
�ก�����0��#, %��]&��H&��1��)ก�� ImageJ �����������

	+����101�����"�
�2�!ก
�ก���
��!������� %��101���	+���� 40 �/���"2�!	�กก���&��!�� 96-well 

microplate ]/ก'�!)�#�
�1��ก�#���ก����$���"�+����� �
�)����"*FกG�����0���)�&��+�]/ก�!��)�#0���2� 

]/ก��#��ก� ���"����	���0���]/ก�!��-��ก���
�101���1��ก��'�!��ก�� Eqs. (1) )�# (2) ����+��
� 

(Chiang et al., 2015). 

                                            Precision = 
�

����
                                   (1) 

                                            Sensitivity = 
�

����
                                 (2)   

 

1���
J�
กG(  T (true positive) )���	+����-��)�0������	���; FP (false positive) ����	+������"2�&��

���ก�-��)�0������	���)�&��101���	���; FN (false negative) ����	+����-��101�����"���ก�)�&2�&��

101���	��� ก���
�3F"� combined 0���]/ก�!��)�&��+�ก
�0���2� ��"����ก�&� F � measure (Stehman, 1997), 

3F"�]/ก	+�ก
�0������� 

                               F � measure   =   2. 
���	
�
�

���	
�
�����
�
�
��
       (3) 



39 
 

3.4.2.4 ก������ก)���%��%�������	���("��ก�������&��E%E�����)����H��*��)G��^���'�� 

H���%
(\ ��,��)�#�
���&����" swab 	�ก��"�)���!��	�กก�#���ก��H���'�1�����]/ก�ก.��
���&�����"�

��#����0&������(����)�0�������
�,��)�# coliforms 1��ก��'�!��0��0ก���
�'�)�&�#��$�3F"�2�!���$����

����#�����-
����ก&��,�!��� �
���&����,����"'�!'�ก�������	#]/ก�
"��+�,�
ก��" 25 ก�
� )�!�'�&'�

����#����������
�����  225 ��������� �+�2�'�&'��0��"���S����,����"���*	�ก���� �S��',!��,������

���������ก
�	#2�!�
���&����,����"��0����	��	�� 1:10 ]!���,������-���,��)�&2�&'�&�������������ก
��!��

�+�',!�������������ก
�ก&����&�ก
� 	�ก�
��
���&����,�������( 10 µL 	#]/ก spotted ������,�� PCA 

)�# CCA '� 96-well microplate �+�,�
�ก���
�	+����101����������� 12 � 16 �
"�1����"�+�ก���&� 

,�
�	�ก�&����.	)�!� 101�����"1���/&�� agar microwell 	#]/ก�
��Fก%���!���3.����ก�( �/���" 3.1 ���"�

�+�2����0��#, 	+����101��� 

 

3.4.2.5 	O�)��("��ก�����%���'� 

	+����)�0��������"�
�2�!	#]/ก����"������ log CFU/ml  -!��/��
�,��]/ก���0��#, ��"�#�
�0������"��
"� 

p<0.05 1��ก��'�! ANOVA �+�ก������� t-test ���"�ก�������0���)�ก�&����&�����
��+�0
J)��0/&

�#,�&��0&�����"�-��-!��/��
� 2 set ���"�',!�,.�H����0�!��ก
� 
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����� 4  

��ก
�����������
��� 

 

��ก��	
�����
ก�������������������������������ก���	� �!�"���#�$�	ก���%��%��ก
�ก�������!ก�&�

��'��ก���(������)��'���������
 ��*�+�
���%(ก�����+�������	� ���ก���*��,�����������*���-��.!��/�

'	( 0��'��/��ก���*�����(�����
��!1�ก���	�"�����(��������"�
���-ก�	� ���,���ก�����/��"+�0���� �
(�+�

2����/���(ก
���#�ก�����/��"+�'�����3�� �����(�)�43)�����*��+������5!�"+�
������ก��

���/��"+� �����5������
���%�(6���*������ก��/���2��	����� �ก����กก���*�ก
�
���%�(�� �����ก��

���/��"+� �����!ก�&��
(ก�%���*�(���%��ก
���!ก�&���'��ก���(������)��'���������
 �78 (�� 2 �.!'�� 

0���!1�ก���(������)��'���������
 �ก*��
(,����.( (high magnification microscopy) �*�+�
�ก��)8ก4�

����)����ก������J���0,�(������� ��2�%�!�"���#�$�	ก���%��� !����&�����+�� !����& agar �� ���

'�"��&+$.����ก���%�%�(ก
� �*�+�
���ก������
�0/0�����ก��	
�����
ก���ก������
�'��

�
0��
�����ก�����ก���(������)��'���������
 �ก*��
(,��� *� (high magnification microscopy) �	� �ก�� 

capture $�	0/0���6!!�"���2�����0!�'ก�� ImageJ �*�+�
�ก��/*���&�
���ก���!1�
���,�� '��(

58(�*����0/0����� �
�6�� 2�ก������(�� 6����กก�����
���ก���
(�ก'�"5.ก���/��"+�0���.!$�	 0��

����"�����2�ก������('��(�
(%�6!��� 

4.1 ������ก
� optimization ��ก
�%&'ก�'�ก(
����)
)*+�  

�*�+�
�ก����������ก*��
(,����.(,�(ก���( high magnification stereo microscopy ,���,�(�.!$�	/���

/���	�����  1/3 ,�( well �� 96 micro-wells  �	��"�%�ก���(��ก*��
(,����� ��!�"���#�$�	��ก���,��58(

0/0����� ��(ก���
(�ก0���� �
(6�%�*��!1���(�ก���!1�0/0����� 2��,�( agar �
(�
����#�����8(�+��"���� �"

���/��"+�ก��!��!WX��,�(�������%�(�����-�+���)8ก4� kinetic ,�(ก��0,�(����� �*�+�
�ก����� set ,�(

��!ก�&� �� 2 	���������+�
ก�� ��()8ก4� �	� ��� �"�+�6��$�	�� �
���� ��%�('�ก�!1� ISO 78 (�!1�ก���
�,�(

/���6���ก��5%��$�	�� ��%�'�( '�"/�����-�,�(�
����78 (�!1������� �����ก���$�!���2�,�(���� 

4.1.1 ����ก
� ISO 
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2�,�(ก���!�� ��/%� ISO ���%�( 100 \ 1600 5.ก'��(���.!��  4.1 +�
(��ก�*�ก���%�����+�� TSA �!1�

���� 12 �
 �0�( ก���	� �,8��,�(/%� ISO �%(2��+��	� �/�����%�(,�($�	 '�"�*�+�
�/����
������ 

�+��"�� ก���7-/%� ISO 5.ก����ก�!1���  200 

4.1.2 ����0�
12�3���&��2��� 

ก������(���5.ก'!��!�� ��/�����-�,�(�
������ก 10 �!1� 100 2�ก������(5.ก'��(���.!��  4.2 ก��

�	� �,8��,�(�
���� �%(2�%�ก����/�����%�(,�($�	'�"/�����-�,�(�
������ �+��"��5.ก����ก�!1� 

40 

4.1.3 �����5�6����*� 

2�ก������(5.ก'��(�+��+-����.!��  4.3 2�ก������(�+�%����5.ก'!��!�� ��'+�%(,�('�(��  spectrum 

��ก 450 58( 750 nm 78 (���"'!��!�� ����ก����*��(��6!�!1���'�( ���	��%���+�� TSA ���'+�%(,�('�(

�� ��%�(��กก�%��!1���,��78 (�+��%�( spectrum �� ก���(�� ��� 

  

(a) ISO = 100    (b) ISO = 200 

  

(c) ISO = 400    (d)  ISO = 800 
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(e) ISO = 1600 

�+7��� 4.1   2�,�(/%� ISO %�ก������J���0,�( Listeria spp. 78 (5.ก�%��� ��&+$.�� 30°C �!1����� 12 

�
 �0�( 0��ก����� high magnification stereomicroscopy 

 

   

(a) f = 10      (b) f = 20 

   

             (c) f = 30     (d) f = 40 
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(e) f = 50     (f) f = 60 

   

 (g) f = 80     (h) f = 100 

�+7��� 4.2  2�,�(/�����-�,�(�
����%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA 0�� Listeria 

spp. 5.ก�%��� ��&+$.�� 30 °C �!1����� 12 �
 �0�(0��ก����� high magnification stereomicroscopy 

 

  

                   (a) Broad spectrum       (b) Wave length 450–495 nm (blue)  
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    (c) Wave length 495–570 nm (green)     (d) Wave length 570–590 nm (yellow)  

 

     (e) Wave length 620–750 nm (red)  

�+7��� 4.3  2�,�('+�%(,�('�(%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA 0�� Listeria spp.    

5.ก�%��� ��&+$.�� 30°C �!1����� 12 �
 �0�( 0��ก����� high magnification stereomicroscopy 

 

4.1.4 ����7��1
���� inoculums 

�*�+�
�ก������(��� 2.����
�6��'�%(!�������ก�!1� 4 !����� ��ก 5 58( 12 µl '�"	��%�ก��d����
�,�(

0/0��������55.ก�
(�ก6����2�� agar +�
(��กก���%� 18 �
 �0�( �� ��&+$.�� 35°C '%�� ก������(

!����� 7, 10 '�" 12 µl 6�%��0/0���d����
�!��กg��2�� agar 78 (�!1�6!6���� 5 µl 
���%�(,�(�+����

ก���"�+���%�(���.�&� '�" Listeria spp. �7����� '�ก��� ����2��,�(��+��'��(0/0����� '�ก��กก
�

�
������2�� agar �*�+�
�ก������(�� � �7����
(/(',�������.%�	��",�(�+����!�������ก�ก��6!�� 

well �!1�2��+�6�%��ก��d����
�,�(0/0�����2�� agar       
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(a)  Inoculum volume = 5 µl   (b) Inoculum volume = 7 µl 

  

(c) Inoculum volume = 10 µl   (d) Inoculum volume = 12 µl 

�+7��� 4.4  2�,�(!�����,�( inoculum �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA 0�� 

Listeria spp. 5.ก inoculated ��  30°C �!1����� 12 �
 �0�( 0��ก����� high magnification 

stereomicroscopy 

 

4.2 Kinetic ก
�2���>2���?��� Listeria spp. 

�!i�+���,�(ก������(����	� �)8ก4��
��ก������J���0,�( Listeria spp. �� ��ก��2�����!0� ��-ก7�0� 

'�" agar �(�� medium ���3�� (TSA) ��ก��ก����
(��ก��)8ก4��� ��&+$.��ก���%�%�(j �	� ��
(�ก�
��

ก������J���0,�( Listeria spp.   
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4.2.1 ����ก
�2��1*
�
5
��6ก
�2���>2���?��� Listeria spp. 

�	� �)8ก4��
��ก������J���0,�( Listeria spp. 0�����!0� ��-ก7�0�5.ก����(�� standard media agar 

�� �!1���+�� TSA 78 (�!1�'+�%(,�(6�0���� (N) '�"/������ (C) ���*��
� �	��"�%�ก���
(�ก�����(

�8ก,�( profile ก������J���0,�( Listeria spp. �� ����%�(j 6�%�,���ก���%�( stationary stage 0�� 

Wimpenny et al. (1995) '�" Walker et al. (1997) 6��ก�%���%��� �
��ก������J���0���,�(0/0���5���!1�

2�����ก������� ��.%���$�	'������ (i.e., pH  ���() 78 (�!1�2��+���ก��ก���,�( metabolic ��

��(�%��,�(0/0��� ��(�����
��� 6��ก�%��58(ก���!�� ��'!�(,�( pH ���"+�%�(ก���%� 	��%�ก��

�!�� ��'!�(,�( pH ��!����&��ก���"+�%�(ก���%�'�"/%� specific growth rate  *���� ��!����������
�

������ �!1�ก��( (soy beans) (Nagel et al., 1999) ��%�(6�ก-�� '��0���ก���!�� ��'!�(,�( pH 

��� �(��กก��ก���,�( metabolic ,�(�7���/���� �"��2�ก�"������'�"'��0���ก���!�� ��'!�(,�( pH 

��� �(��ก2�ก�"����(ก��$�	'�"�/���"+�%�(ก���%�'�"ก%��ก����� ���+���ก������� �,�(ก��

����J���05.ก�����!1� minor �
(�
�� maximum surface area 5.ก fixed �	� ��+�6��/%�ก���
(�ก�� �.(�� ��� 

4.2.1.1 ����ก
�2��10
�������1��6ก
�2���>2���?��� Listeria spp.  

�	� �)8ก4�2�,�(ก�����'+�%(/�������� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. 5.ก�
(�ก�� /����,��,��

,�(/�������� 'ก%�(ก
� ��ก�.!��  4.7 ก��dก������J���0,�( Listeria spp.�� /����,��,�� 1X, 1.5X, 

2X, 2.5X 	��%�6�%��/���'ก%�(��%�(���
��*�/
J (P>0.05) ���"�
��%�('�ก 0���s	�"�� /����,��,��,�( 

3X ,�(/������'��(�+��+-���/���'ก%�(��%�(���
��*�/
J��ก�� ��+�� agar !ก� (standard media agar) 

+����� /����,��,�� 1X ,�('+�%(/������ Ziad et al. (2002) �
(�ก��+���� ��/�&/%�,�(�����+���� �� 

(nutrient-rich) '�"/����,��,��,�(ก�.0/��� �.(�"ก�ก������J���0,�( Listeria spp. 78 (��/����!1�6!

6����� �(��ก��ก���!�� ��'!�(,�( pH �� media �"+�%�(ก������J���0��ก��� �(��ก��ก���"��,�( by 

product ��กก�"���ก�� fermentation �.!��  4.8 '��( maximum growth rate ,�( Listeria spp. 6�%��/���

'ก%�(��%�(���
��*�/
J '% ti \��ก��  1X �!1� 2X +�
(��ก��  ti ,�( Listeria spp. �	� �,8��  2�ก������(

'��(�+��+-��%� ก���	� �/����,��,��,�(/������ 6�%6���	� �ก������J���0,�( Listeria spp. '%ก���	� �

/����,��,��,�(/��������ก 2X 6!�!1� 3X ก������J���0,�( Listeria spp. ���( 
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7 h 8 h 

  

9 h 10 h 

 

 

11 h 12 h 

 

 

 

 

13 h 

 

 

14 h 

�+7��� 4.5   2�,�(/����,��,��,�(/��������  1X �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� 

TSA  0�� Listeria spp.5.ก�	�"�����(�� ��&+$.�� 30°C �!1����� ��ก 7 58( 12 - 22 �
 �0�( 
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13 h 14 h 

  

15 h 16 h 

  

17 h 18 h 

  

 

�+7��� 4.5   2�,�(/����,��,��,�(/��������  1X �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA  

0�� Listeria spp.5.ก�	�"�����(�� ��&+$.�� 30°C �!1����� ��ก 13 58( 18 - 22 �
 �0�( 
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19 h 20 h 

  

21 h 22 h 

  

 

�+7��� 4.5   2�,�(/����,��,��,�(/��������  1X �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA  

0�� Listeria spp.5.ก�	�"�����(�� ��&+$.�� 30°C �!1����� ��ก 19 58( 22 �
 �0�( 
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�+7��� 4.6  '���*���(ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA 78 (��ก�����/����,��,��,�(

/�������� +��ก+��� Listeria spp.  5.ก�%��� ��&+$.�� 30°C �!1����� 7 58( 22 �
 �0�( 

 

 

�+7��� 4.7  2�,�(/����,��,���� ��%� maximum specific growth (µmax) ,�( Listeria spp. 0�� Listeria spp.  

5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�(  
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�+7��� 4.8  2�,�(/����,��,��,�(/�������� ��%������� ����!�� �� (ti) ,�( Listeria spp. 0�� Listeria spp.  

5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�( 

4.2.1.2 ����ก
�2��1D�?��2�����1��6ก
�2���>2���?��� Listeria spp.  

��ก�.!��  4.10 ก���	� �/����,��,��,�(6�0������ก 1X �!1� 2.5X 6���%(2��+��	� �ก������J���0,�( 

Listeria spp. 78 (�+�2����/���(0���(ก
�ก������(ก%��+������ Naget et al. (1999) �
(�กก�����,�(

'+�%(6�0������2��+��%�( lag phase ,�( R. oligosporus ���( /%��
��ก������J���0�.(���'�"�
��

ก��2�� CO2 �.(,8����%�(���
��*�/
Jก
�ก����� 5 g/l ,�( tryptone (N source) �	� ��� �"�!1� standard 

mineral medium �.!��  4.11 '��(ก���	� �/����,��,����ก 1X �!1� 2X 6���	� �/%� maximum growth rate 

'�"��/����,��,��,�( 3X '�"�.!��  4.12 '��(�+��+-��%� ti ,�(/����,��,����+�� 2.5X �+�ก��

����J���0�� ��-� 
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7 h 8 h 

  

9 h 10 h 

  

11 h 12 h 

  

 

�+7��� 4.9     2�,�(/����,��,��,�(6�0������  1X �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA  

0�� Listeria spp.  5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�(  
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�+7��� 4.9     2�,�(/����,��,��,�(6�0������  1X �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA  

0�� Listeria spp.  5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�( (%�) 

 

13 h 14 h 

  

15 h 16 h 

  

17 h 18 h 
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19 h 20 h 

  

21 h 22 h 

  

 

�+7��� 4.9     2�,�(/����,��,��,�(6�0������  1X �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA  

0�� Listeria spp.  5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�( (%�) 
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�+7��� 4.10 �.!'��ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA �� '!��!�� ��/����,��,��,�(

6�0���� 0�� Listeria spp. 5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�(  

 

 

�+7��� 4.11 2�,�(/����,��,��,�('+�%(6�0������ ��%� maximum specific growth rate (µmax) ,�( 

Listeria spp. 0�� Listeria spp.  5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�(  
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�+7��� 4.12 2�,�(/����,��,��,�('+�%(6�0������ ��%������� ����!�� �� (ti) ,�( Listeria spp. 0��  

Listeria spp. 5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�(  

2�ก�"��,�('+�%(/������'�"6�0������ ��%�ก������J���0 ����  McCarty, 1975 '�" Faust et al., 

1971 ���(��6��	�
((���� '�/������6���
���กก�� oxidation ,�( substrate 2%��ก��+������( balance %�

/����*��!1���ก���
(�/��"+�,�(�7����+�% /������'�"6�0�����!1� 2 �(/�!�"ก��+�
ก%�ก��

����J���0,�(����������'�"�
���%��,�(/������%�6�0������ �+��"��5.ก��(ก���*�+�
�ก��

����J���0,�(���������� ��� �6�0����5.ก�*�ก
�'�"/��������!����&��ก�ก��6! ก���
(�/��"+�,�(�7���

5.ก�*�ก
�0��!����&,�(6�0������ ����.%�*�ก
� ��,&"�� /����������.%�*�ก
�'�"6�0������ ����.%��!����&

��ก�ก��6! ก���
(�/��"+�,�(�7���5.ก�*�ก
�0��	�
((����  produced ��กก�.0/� (Gang, 2003) 

4.2.2 ����0�
12�'1�'��� agar ���1��6ก
�2���>2���?��� Listeria spp.   

!x��
��� /��/��ก������J���0,�(0/0��� Listeria spp. ����+�� agar �!1�ก�� modified 0��)8ก4�

!����& agar �� %�(j ก
� ��ก�.!��  4.14 ก������J���0,�( Listeria spp. 6�%'ก%�(��%�(���
��*�/
J��(

�5�� (P>0.05) 0��ก�����/����,��,��,�( agar �� !����&%�(j (�����
�ก%��+�������*������� /����,��,��

,�( agar %�(j ����+���� �� AW �.( (~ 0.99) �!1�2��+�0/0���,�( Bacillus cereus ��,���%�(j ก
� '�"

�*���� cell %�0/0���%�(ก
� 78 (0/0���0��/����,��,��,�( agar �� ��ก�� ����+��*����'�"0/0���,���

�� ��-ก�� ��� 2�ก������(�+�%����5.ก�#�����%�!x��
��� �j ��ก��ก!����&�����+���� ����.% �"�� agar 

�����5�����#�	�%�ก������J���0,�(������������%�ก
� (Stecchini et al., 1998, 2000) 0��	��%��� /���
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�,��,��,�( agar  *��7��� B. cereus �����5�� �"����(0/0����� �� �ก�%�78 (	�6����!����& agar �.( �	��"�%�

,���,�(�7���6�%6����2�ก�"��ก
�!����&,�( agar (Stecchini et al., 2001) ��ก�+�����ก�
�� ก��0,�(

0/0������	���� ��!����& agar ��ก '��(�+��+-�2���� 6�%�������กก�%�0/0����� ��!����& agar ���� �
(�
��

!����& agar �� �+��"��5.ก����ก,8������� 

7 h 8 h 

  

 

�+7��� 4.13 2�,�(/����,��,��,�( agar ��  1X �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. 0�� Listeria spp.  

5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 7 58( 22 �
 �0�( 

 

 

 

9 h 10 h 
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11 h 12 h 

  

13 h 14 h 

  

15 h 16 h 

  

 

�+7��� 4.13 2�,�(/����,��,��,�( agar ��  1X �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. 0�� Listeria spp.  

5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 7 58( 22 �
 �0�( (%�) 
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17 h 18 h 

  

19 h 20 h 

  

21 h 22 h 

  

 

�+7��� 4.13 2�,�(/����,��,��,�( agar ��  1X �� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. 0�� Listeria spp.  

5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 7 58( 22 �
 �0�( (%�) 
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�+7��� 4.14 '���*���(ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA �� 6����ก�����'+�%(,�(6�0����

�� /����,��,��%�(j 0�� Listeria spp.  5.ก�%��� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�( 

 

�+7��� 4.15 2�,�(/����,��,��,�( agar �� ��%� maximum specific growth (µmax) ,�( Listeria spp. 0�� 

Listeria spp. 5.ก�%��� TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�( 
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�+7��� 4.16 2�,�(/����,��,��,�( agar �� ��%�����!�� �� (ti) ,�( Listeria spp. 0�� Listeria spp.  5.ก�%��� 

TSA �� ��&+$.�� 30°C �!1����� 22 �
 �0�( 

4.3.3 ����I�5J+1����1��6ก
�2���>2���?��� Listeria spp. 

��������������J�� ��&+$.��ก���%��� �+��"���"'��(�+��+-����%�(,�( lag phase �� �
�����%�(���� generation 

�� �
���"+�%�( exponential  growth phase '�"�+�!����&�7����� ��ก+���/���+��'�%���  stationary phase 

(Elliot, 2007) ก��)8ก4�ก%��+������5.ก�
(�ก2�,�(��&+$.���� ��%� lag phase ,�( Listeria spp. 	��%��%�( 

lag phase �	� � ��� ���&+$.�����(��ก 37°C 6! 25°C ��� ��
�����(��ก/�
�(6!�!1��� ��&+$.�� *���  15°C  

�
(�
����ก���	� ��� /%��,��(	�%('+���� lag phase �!1�2��+���&+$.�����(�!1� 5°C (Robinson et al., 1998) 

��ก�.!��  4.18 ก������(���/���(ก
�(�����
�ก%��+������ �*�+�
�ก������(��� ก���	� �,8��,�(��&+$.��

��ก 30 58( 40.5°C �� lag phase ��,&"�� ��&+$.�� 44°C �!1���&+$.���� 6�%�+��"����ก���%� �.!��  4.19 

'��(�+��+-��
��ก������J���0�.(�����.%��  37°C  58('���%�ก���%��� ��&+$.�� 37°C  5.ก'��(�+��+-��%��+�

�
��ก������J�.(�� ��� ��� �(��ก ti �
����&+$.�� 40.5 5.ก	����&��+��!1���&+$.����ก���%�,�( Listeria spp.  
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6 h 7 h 

  

8 h 9 h 

  

10 h 11 h 

  

 

�+7��� 4.17   2�,�(��&+$.���� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA 0�� Listeria spp. 5.ก

�%��	�"�� ��&+$.�� 30°C �!1����� 5 58( 20 �
 �0�( 
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12 h 13 h 

  

14 h 15 h 

  

16 h 17 h 

  

 

�+7��� 4.17   2�,�(��&+$.���� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA 0�� Listeria spp. 5.ก

�%��	�"�� ��&+$.�� 30°C �!1����� 5 58( 20 �
 �0�( (%�) 
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18 h 19 h 

  

20 h 

 

 

�+7��� 4.17   2�,�(��&+$.���� ��%�ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA 0�� Listeria spp. 5.ก

�%��	�"�� ��&+$.�� 30°C �!1����� 5 58( 20 �
 �0�( (%�) 
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�+7��� 4.18 '���*���(ก������J���0,�( Listeria spp. ����+�� TSA �� ��&+$.��ก���%�%�(j �!1����� 20 

�
 �0�( 

 

 

�+7��� 4.192�,�(��&+$.��ก���%��� ��%� maximum specific growth (µmax) ,�( Listeria spp. 0�� Listeria 

spp. 5.ก�%��� TSA �!1����� 20 �
 �0�( 
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�+7��� 4.20 2�,�(��&+$.��ก���%��� ��%�����!�� �� (ti) ,�( Listeria spp. 0�� Listeria spp.  5.ก�%��� TSA 

�!1����� 20 �
 �0�( 

4.3 ก
�%&'I7ก����'����ก�'��I����K���1&&����&&��� (Low magnification microscopy) �6ก
����

�(
���?0?��� 

�
�(���0�((������+ก�����+���%(��ก,�(!�"��)6����+���0�((��	������� �"�����#��� (%�� �!1���  

6���� ��� �5��6�� '�" protocol ��!�"���#�$�	��/�6�%'	(�*�+�
�ก���*�����ก��������/��"+�ก��!��!WX��

,�(����������������� �!1�ก���
�!�"�*��
� (Suwansonthichai and Rengpipat, 2003) ก��	
�����#�ก��

���/��"+������������� �����-� ��/����*�/
J��ก�*�+�
���,�
ก4&"ก��2����+���� ��'�"��,����
�,�(

	�
ก(�� 78 (�ก� ��,��(ก
�ก�"���ก��2���	� ��+��ก��/����
 ���ก
�/�&$�	�� ���� ����*�+�
�กg,���"�����

ก���%(��ก�
�($����'�"��ก!�"��) �� �!1�6!��/�����(ก��,�(�.ก/�� !����&'�/������'�"/���

d������ ��ก�"��������� �(,�(��,�
ก4&"ก��2���� 6�%����ก�����(���'�",
����ก�"���ก��2�� ก��

�ก-��
ก4��� 6�%�	��(	�'�"�ก��ก��!��!WX��,��� (Castro-Rosas et al., 2012; Paruch and Maehlum, 2012; 

McMeekin et al., 2006; Bredie and de Boer, 1992; Feng and Hartman, 1982) �
(�
����(0�((���8(�*�����

���/��/���	� ��� �"
������ก�"���ก���*�/����"���'�"/���!���$
���(���������������,�(

2��$
&����+�� (Turner et al., 2000; Venkateswaran et al., 1996) ก������/���!���$
�,�(��+��

��(�������������������+��+-�/����*��!1��*�+�
���#��� �	��(	���ก���*�������#�ก���
�������� (%��'�"��-�

�	� ��� �"�����5���/��"+�
���%�(6����ก,8�� 
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��#�ก�����/��"+�'��!ก���!x����
� �
(/(�!1���#��� ��ก�����ก
���.%��+���j lab '�"�!1��� �.��
ก���%��!1�

���3���� �� �*�+�
�ก�����/��"+��� �!1� routine ,�(ก��
������ก���
�!����&�����������+ก�����+�� 

0�((���
(ก�%�������5�� �"!�"����0��ก�������/��/ก���
�������� ���ก
���.%��!x����
���%� pour plate, 

spread plate, drop plate (Mahony, 2009) 0!�0/���� �!1� conventional method ��.%��	���3���� �!1�

����3���� �%���'%�"�7����"��ก��d����,�(0/0������ �2��ก
������� 6����ก����������+���� �+��"�� 

+�
(��ก�
��0/0����"5.ก!�"��&�	� �
������ก���
�!����&���������������+�
(��ก�� �*�ก���%��	��6!

'����� ��&+$.��  30°C �!1����� 72 �
 �0�( 58('���%�ก���
�!����&������"�����5�*�����ก��0��ก�������#��� 

+��ก+���,�(��#�,�( agar ��%�ก����� flow cytometry, spectrophotometry, membrane filtering '�"��#�ก��

�	�"���� agar (Chiang et al., 2015 ) ��#�ก����� agar �!1���/��/��#��� �!1���#�ก��0���
 �6!��ก������
�

!����&����������������*�+�
�����+ก���0�((����+�� 

��!��� 2%���� (�����
��� +��ก+�����ก��	
�����/����*��!1��	� �	
�����#�ก���� �����-�'�"�!1��"��

�
0��
�,�(��#�ก�����/��"+���(����������� �*�+�
�ก�� detection ,�( E. coli '�"coliforms 0�((��

����+ก�����+����� 1 ����#�ก������������(ก��/���� �!1��� �.��
ก���.!'��,�( Chromocult®Coliform 

Agar (CCA), Fluorocult® LMX broth '�" Petrifilm™ E. coli/Coliform Count plates (Anonymous, 1987; 

Firstenberg-Eden, 1985; Feng and Hartman, 1982; Anderson and Baird-Parker, 1975) ��#�ก�������

�+�%�����!1���#��� (%����� ��!���������ก
���#��� ��	� ��*�����ก��ก������������%�(ก���(,��(�� �!1��
��8ก,���.�

��+��� 10 !� ��%�(6�ก-��58(ก�"�
����#�ก���
(ก�%������������/��"+���� 48 \ 72 �
 �0�( �	� ��� �"6��2�

ก�����/��"+� ��#�ก�����/��"+��+�%��������	�� Petri dish 78 (�!1�'ก���� ��(ก��	����� ��ก������� ���,
���� 

lab �� /%��,��(��%(��ก '�"�������ก���%���� +�
(��ก�
���8(�*�ก���
�0/0���78 (�!1���� �(�� �%���� �+�%�� 

'�"��'��0����� �"�ก��/���2��	���6����� �(��ก/��������5/���กก���*�����(���� ����ก��/����+�� ��

��� (Monis and Hallas, 2015; Wang et al., 2007) �	� ��� �"'���� ��#�ก�����/��"+��� ����������'�"/���6�%

'�%�
�,�(��#�ก���
�������#�!ก��� ��������
�0/0�������ก�����0!�'ก�� image processing software


���%�(��%� Image J �� 6����ก��5.ก	
���,8���� (Chiang et al., 2015; Grishagin, 2015)   

��(�����
�6��!�"��ก��*���/0�0���ก�����/��"+�,�����-ก78 (�!1���
ก���'���+�% (Chenu et al., 2013; 

Fung, 1992) ก��!�"�������/��"+��������������� miniaturization �!1�ก����ก�����!�����,�( media ��

(�����
��*������ก�� !�"��/����*���-���ก��!�"��ก���� microwell �� �!1��.!'�� 24 '�" 96 ��/��/

�*�+�
�ก���
�!����&'�/������ (Khueankhancharoen and Thipayarat, 2011; Supanivatin et al., 2010) ��
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(�����
������#�ก���� �!1� miniaturization 5.ก�*��������ก/�
�('%�!1�ก�����,���,�(!����&
���%�(��ก,8�� 

(inoculums size) '�"��ก�� applied �	� �6!�����
���%�(����+ก����*�+�
�'�/�������
�(/.%,�(ก���
� E. 

coli '�" coliform ก�������/��/���/��"+�$�	5%����ก�������%��ก
�ก�����0!�'ก�� ImageJ 5.ก

!�"��ก������ก���*��+��"��ก��ก���
�!����&����� 

ก��)8ก4�ก%��+�������� 6����ก����� MIC 0���!1�ก�����!����&
���%�( 5 µL ��/��/��#�ก���
�!����&������� 

�����-��!1�(���� �!1��� �.��
ก�����
�(/.%,�(0�((������+ก���'�" lab ก�����/��"+�%�(j 

(Khueankhancharoen and Thipayarat, 2011; Supanivatin et al., 2010; Saeaung et al., 2010) ��%�(6�ก-��

!����&
���%�(�� ��-ก��������*�6!�.%/���2��	����� ����"�ก��,8��6�� 0���s	�"��ก�&��!1�	��)4��  

!����&�7������� ��� �/����,��,��,�(�7����,���ก���� !����& *�ก�%� limit �� �"�����5����
�6�� 0��

�
 �j 6! �� !����&,�(
���%�(��ก (higher inoculums size) /���� �"�����5 provide /���6�6����ก�%�

�	��"
���%�(5.ก�����.%��ก�������,�( protocol (APHA, 2001) �
(�
�� !����&
���%�( 10 µL 5.ก

!�"��ก��	� ��	� �/��������5��ก�� detection limit '�"	
���/���6�,�(ก�����/��"+� MIC ��/��/  

!����&,�(
���%�(�� ��กก�%�5.ก�*�����ก������������+����ก
�'%���!����&�� ��ก,8�� ���+��	��"ก��

�
�0/0����� !����&
���%�(���� ����*��+�ก���
�0/0����� 2��	���6�� 

ก��	
�����/��/ MIC '�" ก������
�������/��/������5.ก�*�����ก���	� ��+������56��!����&�������

ก���
�,�(
���%�(���"�
�����+ก��� ก���
�0/0���5.ก�!���������ก
���#��� 6����ก TPC '�" ก���
� 

coliforms ����ก����� PCA '�" CCA 0�� CCA 5.ก����!1���+�� agar �� �!1� chromogenic �%(2��*��+��ก��

0/0����� �!1����%�(,�( Escherichia coli '�"����	.��ก coliforms ��+�� medium �� 6�����%��2��,�( 

Tergitol7 �!1�������/������ก���
��
�( Gram-positive78 (6�%��2�ก�"��ก
�ก
�������!i�+��� E. 

coli/coliforms �� ����� CCA �!1���+���� �����ก��������/��"+� E. coli/coliforms ��
���%�(��*��� �'�"

2��$
&����+�� 

4.3.1 ��ก
����7��1
��'�)ก
�%&'2�0��0 96-well microplate 27��)�2��)�ก��2�0��0���27S� standard 

protocol 

��/��/ก���	�"�����,�����-ก�� microwell �*��+��"��ก,8����ก�����/��"+�
���%�(�� ��(��ก�� dilition 

'�"
���%�(��  swab ��ก�� ('�������	� ��� �"�*�����ก���*�6!�.%ก������� dilution �� �	��(	��� /���/���

/���+��'�%�,�(�7����� ��0�ก���� �"��78 (���6�%�����*������
���%�( ���5��ก��&��"�
�
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����+ก���ก�&��� 	��%��j �� 	��%�ก���*� dilution ,�(
���%�(6�%�	��(	��	��"0�((������+ก���

�%����ก/%��,��(�� �"!�"+�
�/%�����%����ก�����/��"+� 0���s	�"
���%�(�� ��(�����+�� chromogenic 

agar ��%� CCA 78 (/%��,��(����/�'	(��� �5.ก�*��������ก�����/��"+�'��!ก��� ��ก�����ก
���.% �	� ��!1�ก��

!�"+�
���+���
(ก�%�� ��(0�((���8(�*�ก�� dilution 
���%�(�� ���� �*��+���(/�
�(6�%�����*����

������������ '�����(��� �(��กก���*� dilution 6�%/���/��� ��ก��/��+���#�ก���� �����-� (%�� '�"�!1���#�ก���� 

��/���5.ก��(�.(�	� �!�"����ก���
�!����&��������"�
�����+ก��� '�"'���� ��#�ก�����/��"+�

����������������� ��ก�������.%��!x����
� ก����� 96 \ well microplate (,��� ก���( 5 mm, ��� 10 mm '�"+�� 

1.5 mm) 5.ก�*�����,8�����	� ��� �"�*��+��"��ก,8�� ก�����/��"+�
���%�( 96 
���%�(5.ก����	� ��*�����ก��

���/��"+��
������ �� �+�2����/���(ก
�ก����� 96 \ Petri dish ��ก�����/��"+�������/��/ conventional 

method (Supanivatin et al., 2010; SOUSA, 2005) ก������.!'�� 96 \ well ����+����6��ก
�!��!'�� 

multi-channel auto pipettes �	� ��� �"��������ก���*�����(���� �"��(��ก�����7�*�jj ก
�'�"	
���

!�"���#�$�	ก�����/��"+��
�(+�� �	� ��� �" apply ��#�ก��,�( MIC �� 6����ก�� modified 0��ก����� 10 µL 

��ก��'���� ก
���#�ก����!x����
��� ��%(��ก 2�ก���
�0/0���������/��/ MIC �� !����&������� 'ก%�(ก
�6!

5.ก�*����!����������"+�%�( 2 ��/��/ �
('��(�.!��  4.21 �*�+�
� MIC protocol �+�2���(�5���� ���/���(

ก
�2�ก���
�!����&���������)��(�����ก
��+����ก
���#�ก�����/��"+��� �!1���#����3�� (p<0.05) ก��

!�"��ก���� 10 µL ,�(!����&
���%�(�� ��������55.ก����	� �
������/���+��'�%�,�(�7���,�(


���%�(��+��0��!��)��กก��!�"�����ก����������ก
���#�ก���� 6����ก�����(��6!ก%��+������ 

(Rattanabumrung et al., 2011; Liamkaew and Thipayarat, 2009) 
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                                                     (a) MIC �!���������ก
� pour plate  

 

                                          

                                                     (b) MIC �!���������ก
� spread plate 

�+7��� 4.21 ก��d�!���������ก���
�0/0����� 6����ก��/��/�� 'ก%�(ก
� (��/��/ spread plate, pour plate 

'�" MIC) �� !����&,�( E. coli �� %�(j ก
� (102 - 106 CFU/ml) 
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���.!��  4.21(b) '��(/����
�	
�#�,�(��/��/ก���
�!����&'�/�������"+�%�( spread plate '�" MIC �.

�+�����%�ก���
�0/0����"��/����
�	
�#��� ���/���(ก�%��"+�%�(��/��/ pour plate '�" MIC 0���+�/%� 

R2 �� ��ก 2�ก���
�!����&������� '%�"/����,��,��,�(�7����� 6���*�ก�� validated �+�/%� variation �� ����

�����+����ก
� 2�ก������(�� ���/���(ก
��"+�%�( spread plate '�" MIC ��/��/ ����"5.ก�!1����	
�#�

��ก/������(�� �%��
�(/.%0/0���0��	���3����  surface �����ก
��� 78 ('%�"0/0�����ก��d����
�0,8������ก

�7������ ����2��,�( agar �(� ��6,ก������J���05.ก�+����ก
�������,�(/��������5��ก���"���

,�(��ก7����'�"/��������5��ก���,��58(6��,�(�����+�� �����+����ก
�/�&���
���(ก��$�	�� �j 

�� �ก� ��,��(ก
�ก������J���0�� ����+��7�����ก����� oxidative ก��2��ก��ก���,�(�
�������%��� �"

�!1�6!6�� ����(�(ก
�,��� 
���%�( inoculums ����#�ก�� pour plate 5.ก�!1���#�ก��'�ก��ก����2�%�


���%�(�� ��%�(6!78 (�"��2�ก�"��%�ก���!�� ��'!�(��� �(��ก��&+$.����,
����ก��2��ก
� agar �� ��%�

�	� ��*�ก�� pour plate  ��(������������������� 6�%�����5������6������"6���
������-�+���5.กก*��
���กก��%�

,�('�/�������� �"�*�ก���
� 0���%����กก��ก�"���
�,�(�7�����2�� agar �	�� 5.ก submerged ��.%

,��(�%�( agar '�"��ก��/���/����� ��6!����ก
� agar 78 (/����,��,��,�(��ก7������ �"����(6!'�"ก��

,���
�,�(0/0����!1��
ก4&"���*��+�ก��	
���,�(0/0����!1�6!6����� (APHA, 2001; Hoben and 

Somasegaran, 1982) ก��d����,�(0/0���0���
 �6!������/��/ pour plate 6���!1�0/0�����-ก�� 6����ก�� 

����ก���%������ก
� �
(�
��ก�� variation ,�( pour plate /%��,��(��ก'�"2�,�(ก���
� deviated ��ก

��/��/ MIC 

��ก��%�,�(��/��ก� QC&QA ,�(0�((������+ก����!1���/��ก��� �ก� ��,��(ก
�/����"��ก��ก�����

'�"!�"���#�$�	,�(0!�0/��5.ก�*�����ก��0��ก����� MIC protocol �!���������ก
� 2 ��#�ก���� �!1�

���3�� ก��%�2.��%���,���$�!���+�
ก��ก���+�2� positive �"����ก�
��	��"ก����� MIC ����'�ก 

0���s	�"��%�(�� (�!1�	��)45��0�((���+�%��
�� �
ก���/��"+��������������ก���*�����(���� ��ก����� pour 

plate �!1���#�ก���� �!1� routine ��.%ก%��+����
��'��� (following ������#�ก�� ISO 0���%����ก) �� !����&,�(

�7���������กj ก��!�"��&,�(0/0�����ก��/��/ MIC �����5��!xJ+��!1���� �(,�(�*����,�(0/0���

�� �
�6����
���%�( �!1�2��+����"�
�!����& *������ �����5������/��"+�6����  (i.e., 2 log CFU/ml) ��

�5��ก��&���� ��/��/��#�ก�����/��"+��� �j ����+�
���%�(�� ��ก (e.g., ��/��/ pour plate ���
���%�( 1 ml) 

,������,�(��/��/ MIC �� !��กg�!1�!����&,�( inoculums �� ������� '�"��/��� sensitivity �� ������ /���

�,��,��,�(��������� 	����� ,�( agar ��  50.28 mm2 ,�( microwell �����5�� �"����
�!����&,�(
���%�(�� 



72 

 

�+��"��!�"��& 10 µl 6���.!'��ก�����/��"+� MIC �� limit detection ��.%��  2 log CFU/ml 0���!1�

!����&��� ����� �"�����5����
�6�� 78 (�(ก
�,���ก
���  1 log CFU/ml ����#�ก�����/��"+�'��

���3�� �*���� order ,�( magnitude �+� lower sensitivity �*��+� protocol �����ก�%���-ก������� �ก��

���/��"+�
���%�(�� ���"�
�ก��!��!WX������78 (�!1� signification �� �*�/
J 

�*�+�
�ก������������������+�
ก���58(ก�����/��"+�
���%�(��ก�� ('������ 0!�0/�� MIC ��� 

��%�(6�ก-���	��(	��*�+�
�ก�� application '�"�����5�%��2���0�((������+�����ก��ก ��/��/

�
(ก�%��6���
�ก������
��!1���%�(��0��/��*�(�� ��� �(��ก�"��ก��ก��!�"����/%�ก���%����ก�����

��,�
ก4&"'�"�!1�ก���
�2�!����&�	� �����
�/����"�����กก�����( !�"0����+�
ก,�(��/��/ MIC 

�+���ก�������/��/���"�
����(ก��/��'�"��#����3���� ��ก�����ก
���.%��!x����
� �!1�ก����	����� ��ก��

�*�����(��'�"ก���%�6����%�(�� '�"�!1�ก��!�"+�
� agar '�"ก������	�� ก������� ก���*�/����"���

�/�� �('ก��'�"ก�������!ก�&��� ��!����&��ก5.ก���( ���+���'ก���	� �ก���*�������(�����( !����& agar 

�� �������'�"��!�"���#�$�	��ก��,�5%��,�(�+���� �.(�����"��ก����� autopipette  

4.3.2 ก
���20�
�5�J
UV6
)�'�)?7��ก�1 ImageJ (digital imagery analysis) *(
5���ก
����7��1
�

��0��2��))6
����2�3� 

4.3.2.1 ก
�7��)Iก��%&'����ก
�����'�) automated ��ก
����?0?�����0��2��)����� PCA agar  

ก�����/��"+����"�
� microscale ,�(0/0��� E. coli  ����+�� PCA �� ��� 96-well microtiter plate 5.ก

'��(�
(�.!��  4.22 ก������.!'��ก�����/��"+�,�����-ก����+������5�*�7�*�6����ก'�"�����5�*� 

dilution 6����%�(ก���(,��(��กก�%�ก�������/��/ petri dish ก���+�2��� ��!�"���#�$�	�.('�"�"��ก��ก��

,�����,�(�+������ก�����!��!'�� multichannel '�"��!ก�&� plasticware �� �ก� ��,��(�	� ��+��"��ก��

ก���*� application ,�(ก�����/��"+�����$�	5%�������ก���
��*����'�/������ ��%�(6�ก-���	� ��+�6��ก��

�
�0/0����� ��/���5.ก��(,�(0/0����� ��ก��d����
� �"��(6�%�ก��ก�%�/��������5,�(ก�����

0!�'ก�� image analysis ��ก�����/��"+� �.!��  4.20b '��(�+��+-�,���*�ก
�,�(,�(ก�����0!�'ก�� 

image analysis �� ��� ImageJ �*�+�
�ก���
�!����&0/0��� ��� �0/0�����ก��ก�"����ก"ก"��%(�+��('�"6�%��

ก��ก�"���
��� �� ก�������������ก���!�� ��'!�(�.!$�	,�(0/0����!1��*���� �%(2��+��ก��/���

2��	�����ก�� defined �!1�	����� ,�(0/0��� '�"�+�2�ก���
��� 2��	��� 



 

 

 

 

 

(a) 0/0����� ��ก��ก�"���
���

 

 

 

                                   (b) 0/0����� ��ก��ก�"���
�6�%��

�+7��� 4.22 $�	ก�����/��"+�0/0���'���������� '��(2�,�(ก��ก�"���
�,�(0/0�����2�� 

%�/���5.ก��(,�(ก���
�����0!�'ก�� 

E. coli �!1��.!'�� model ,�(ก����������� 5.ก�*���!�"����ก�������/�����-�,�(ก���
�0/0���

��+�� PCA �
('��(���.!��  4.22

�+��"��,�(ก�������/��/ MIC �� 6����ก��5.ก����ก�� ก�����

+��'�%�,�(�7����� 6�%�����%�(,�( 

��� ��
���.!$�	�"5.ก���/��"+�0��ก�����0!�'ก�� 

ก���!�� ���!1� grayscale ����/*��
 

�.!$�	���$��" grayscale 5.ก digitized

0/0����� ��ก��ก�"���
��� 

 

0/0����� ��ก��ก�"���
�6�%�� 

$�	ก�����/��"+�0/0���'���������� '��(2�,�(ก��ก�"���
�,�(0/0�����2�� 

%�/���5.ก��(,�(ก���
�����0!�'ก�� ImageJ 

,�(ก����������� 5.ก�*���!�"����ก�������/�����-�,�(ก���
�0/0���

4.22 0���.!'�ก 4.22(a) '��(�+��+-�ก��ก�"���
�,�(0/0�����  

�� 6����ก��5.ก����ก�� ก�������/��/ MIC �+��"��ก
�
���%�(�� 

�����%�(,�( dilution '�"����ก$�	�� ��ก��ก�"���
�,�(0/0����� �!1� 

�.!$�	�"5.ก���/��"+�0��ก�����0!�'ก�� ImageJ 0��,
����'�ก�"�!1�ก��!�
���,�(�.!0��

/*��
 (  �Conversion�� ก%���� �"����ก �scale when converting.�

digitized �!1� 16-bit format ��%�(��(����ก,�(/*��
 (  
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$�	ก�����/��"+�0/0���'���������� '��(2�,�(ก��ก�"���
�,�(0/0�����2�� agar �� ��2�

,�(ก����������� 5.ก�*���!�"����ก�������/�����-�,�(ก���
�0/0�����

,�(0/0�����  dilution �� 

�+��"��ก
�
���%�(�� �+�/���

'�"����ก$�	�� ��ก��ก�"���
�,�(0/0����� �!1� uniformly 

�!1�ก��!�
���,�(�.!0��

�scale when converting.� ��� ��
��

��%�(��(����ก,�(/*��
 (  ��Threshold . . .�� 



 

�����55.ก����	� �!�
�'�"'�ก background 

Particles . . .�� ก�����/��"+����� Image J analysis 

0��ก��!�
�/���ก��'�",���,�( 

/����*��	�",�(�.!�%�('�",���

area pixel �� ��-กก�%��!1���� �(,�( noise 

4.3.2.2 ก
�7��1����ก
����?0?���

ก��	
����.!'��ก���
�!����&�����'�

�!1��.!$�	����+�� PCA '�" CCA agar 

5.ก(%����ก���*�����ก����กก�%���ก��ก����� 

�!1��� �.��
กก
���,�(��+�� chromogenic 

�%�(,�( E. coli ) '�" salmon-GAL

/�&���
��� �*��	�",�(��0/0��� 

��%�(��%� coliforms ����+�� CCA 

Image J code �*�����ก��6����%�(!�"��2��*���-�����+�� 

 

 

 

 

 

                                                

1 mm.

background 	�����ก0/0���78 (�!1��� �%����� ��ก�
�����

Image J analysis ���*��
�,
����,�(ก���*�����(�������5

ก��'�",���,�( pixel ��ก���
��	� �ก���
��� 'ก%�(�
������ก	���ก
�,����� ��

/����*��	�",�(�.!�%�('�",���,�(	�����  �*�+�
�ก���
� paticles 5.ก set �� ����ก�%� 

noise �� !��กg) 

ก
����?0?��������?�1����� E. coli ���coliforms �'�)?7��ก�1 

ก��	
����.!'��ก���
�!����&�����'�/�������*��+��!1�6!6����ก���� �"!�"��&ก���
�0/0��� 

CCA agar �.!��  4.23 0/0�����,������+���� ��	�����*�����%�(

5.ก(%����ก���*�����ก����กก�%���ก��ก����� background ,�( CCA �� �!1�0/0������*� 

chromogenic �
������� ��ก�����  X-glucuronide (��ก�� 

GAL (��ก��'�(�*�+�
� coliform)   (Corry et al., 2003; 

��0/0��� E. coli �����5�� �"refined %�6��'�"�*�ก��'�ก��ก 

CCA 0��ก����� 96-well format �.!'��ก���
�0/0���

�*�����ก��6����%�(!�"��2��*���-�����+�� media �
�(/.%ก
�ก������
���/���5.ก��(

                (a) 0/0��� E. coli ����+�� PCA 

 

 

1 mm. 
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��ก�
�����/*��
 ( ��Analyze 

���*��
�,
����,�(ก���*�����(�������5 fine tuned 

��ก���
��	� �ก���
��� 'ก%�(�
������ก	���ก
�,����� ��

�� ����ก�%� 100 pixels (,��� 

�'�)?7��ก�1 ImageJ 

��ก���� �"!�"��&ก���
�0/0��� E. coli �� 

,������+���� ��	�����*�����%�(,�( PCA 

�� �!1�0/0������*� purple 0�� CCA ���

��ก�� dark blue 6!�!1���

., 2003; Curiale et al., 1991) 

'�"�*�ก��'�ก��ก strains �� �j 

�.!'��ก���
�0/0���0�����0!�'ก�� 

�
�(/.%ก
�ก������
���/���5.ก��( 



 

 

 

 

 

                                          

 

 

 

 

 

                                           (c) 0/0��� 

 

�+7��� 4.23 ก�����/��"+�ก���
�0/0���

��ก�
��'!�(��ก analog 

!�"��&ก���
�0/0�����ก 

1 mm.

1 mm.

                                          (b) 0/0��� E. coli ����+�� CCA 

0/0��� Coliforms ����+�� CCA 

ก�����/��"+�ก���
�0/0�������0!�'ก�� ImageJ 0����,
����,�(ก�� capture 

analog �+���.%���.!,�( digital image conversion �	� �'��(�
JJ�&'�"

!�"��&ก���
�0/0�����ก signal 

 

 

1 mm. 

1 mm. 
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capture $�	0/0���

�	� �'��(�
JJ�&'�"
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58('���%�ก���
�0/0���'��ก��������� (manual) �"�+�/%�/���5.ก��(��กก�%� '%ก���*�����ก���
(ก�%�� 

����������'�"6�%�!1��� 	8(��(ก��,�(	�
ก(�� ��!x����
����/�� �(�
�0/0������(ก��/��'%��/�,�(

��!ก�&��+�%��
��'	('�"��/��������!���(�.( (Monis and Hallas, 2015; Grishagin, 2015; Putman et al., 

2005) /�&$�	,�($�	0/0���'�"ก��ก�"���
�,�(0/0����� d������2���%�(�*�/
J%�ก���
�,�(0/0���

�����+����ก
� ก��	
��� image analysis protocol �%��ก
�ก�������/��/ MIC �!1��"6���  more practical 

��ก��������"�
�����+ก�����ก ����6�%��,���*�ก
������ �(,�((�!�"��&'�"ก����
�( �"���������

 *��+��"ก
�
���%�(��� ���!����&,�(�7���%��.!$�	��ก+������.!$�	�*������ก�	� ��� �"��(�*�����ก��

���/��"+� ��ก��	
���(���*������ก��ก���� �"�
�0/0���'���
0��
�0��ก�����0!�'ก�� Image J 

software (Brugger et al., 2012; Clarke et al., 2010; Chen and Zhang, 2009) 
���%�(�� ��ก���ก-��"��

�+�%������'��0����� �"!�"��ก��!1�
��%(��� indicator �� ',-('�(,�(��/0�0��� �!1�(�����
�+����/�� �(���

��(����+ก����	� �ก��0!�0����#�ก�����/��"+��� ��-�'�"�.!'�� protocol �� (%����ก���
�!����&

��������������� ��%�(6�ก-��ก���*�����(���
(ก�%���"��(5.ก�*�����ก�����/��"+���(�5����%�(�	��(	� �!1�

2��+��!1��� 	8(	�����ก���ก�"�
����3����������*�+�
�ก���������� (Monis and Hallas, 2015) 

4.3.2.3 ก
�27��)�2��)���5�6
�ก
����?0?���?�)ก
�%&'?7��ก�1 ImageJ ���ก
�%&'*
)�
1�I[)� 

�	� ��� �"!�"����!�"���#�$�	,�(��#�ก���� �*����� �.!�*���� 40 $�	,�(0/0��� E .coli ��'%�" well 5.ก

�*���!�"����!�"���#�$�	 ����ก���*���!�"���2� digitized '�"�
�0/0���'���
0��
��!���������

ก
�ก���
���������0������+����� �*���Jก�� �.!��  4.24 '��(�+��+-�/����
�	
�#����(�����(�� ���"+�%�(

ก���
�����ก���������'�"ก����� digital counting ��/��/ �� �+�/%� R2 = 0.9820 /%��
�(+���!1� 95% ก��

�*����$���� ก�����/��"+��������(�5��,�(/%��s�� �'�" variance ,�(ก���
�0/0�����ก 2 ��/��/ ก��

���/��"+�'��(�+��+-��%�6�%��/���'ก%�(��%�(���
��*�/
J��(�5���"+�%�( 2 ��#�ก���� �*����� (Student�s 

t-test: P = 0.241, F test: P = 0.466) /%��
�!�"���#���+�
�	
�#��ก���/��(ก
� 1 ����+��+-��%�ก���
����� digital 

counting ��ก��/��/ image analysis ��!�"���#�$�	�� ���ก���/��(ก
�ก�����������ก���
�0/0��� E. coli   



77 

 

 

 

�+7��� 4.24 ก��d�!���������ก���
�!����&����� E. coli ������/��/ก���
������ (manual counting) ก
�ก��

�
�����ก�����/��"+�$�	5%�� (digital counting) 

 �
�
���� 4.1 2�ก�����/��"+���(�5����ก���
�!����&'�/��������ก$�	5%��0/0��� 40 $�	 

 Min Max Std. Avg. 

��/��/ก���
�
����ก��
���/��"+�
$�	5%�� 

precision 0.89 0.99 0.025 0.97 
sensitivity 0.88 1 0.028 0.96 
F-measure 0.90 0.99 0.024 0.96 
APE* 0.22% 13.28% 3.58% 3.15% 

APE = absolute percentage error 

/���5.ก��(, /���6�, F-measure '�" �!����7-�� absolute error ,�(��#�ก���� �*�����5.ก�*���
��������

�
���'�"��#�ก�� �����(��  4.1 /%��!����7-�� absolute error �!1� 3.15% ����+��+-��%��
�( 2 ��#��+�2��� 

���/���(6!����(�����ก
� '�"2����/���(��ก
��
ก���
�ก%��+������ 

 

 

 

y = 0.999x

R² = 0.9820

0

1
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3
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8

0 1 2 3 4 5 6 7 8

ก���
������ (log CFU/ml)  

ก�
��


��
���

ก�
��

��/
��

"+
�$�

	5
%��

 (lo
g C

FU
/m
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4.3.2.3 ����ก
���20�
�5�7��1
�2&_�����51����ก
����7��1
� E. coli/coliforms �'�)2�0��0 digital 

image analysis ก�����)6
�I�*
5ก��1
5
� 

4.3.2.3.1 ก
����7��1
��I������)�����51�  

3 ��/��/ก�����/��"+��
�!����&�����5.ก!�"��ก���������ก
�
���%�(����+ก�����+�� (pour plate, 

spread plate, '�" MIC/Image) 0���*�����ก�������ก
�
���%�(,�(0�((������+ก��� (���(��  4.2) 

��#�ก��������� 6��5���!1�ก������
� (ISO-approved) ,�(��/��/ pour plate '�" spread plate ��/��/5.ก

�!���������ก
� MIC/Image J �	� �������/������/���(,�(ก���
�0/0��� �*�����ก����%������ก
�ก��

����(����������#�ก�����/��"+� ก%��+������ (+
�,�� 3.4) ��/��/ก�����/��"+�,�( pour plate, spread plate 

'�" MIC/ImageJ ��/��/�
�( 3 �����5�� �" produce �+�2�!����&0/0����� �+����ก
� �*����,�(0/0���

�� spread plate '�" MIC treatment 78 ( favored ก
� oxidative pathways '��(�+��+-�!����&,�('�/������

�� ��ก,8��0����!����&0/0����� �
�6����กก�%���#�ก�� pour plate (APHA, 2001; Hoben and Somasegaran, 

1982) 

�
�
���� 4.2�!���������ก���
�!����&������
�(+�� (total plate count) ������/��/ pour plate, spread plate 

'�" MIC/ImageJ �� ��%�
���%�(��+�� 

���)6
� No. 7��1
�2&_�����51� (log CFU/ml) 
Pour plate Spread plate MIC/ImageJ 

 

2
�6� 

 

1-5 NDa NDa NDa 
6 TNTCa TNTCa 4.84±0.15 
7 2.39a±0.12 2.42a±0.14 2.53a±0.11 
8 2.75a±0.07 2.85a±0.15 2.82a±0.09 
9 3.06a±0.12 3.15a±0.07 3.19a±0.12 

10 2.79a±0.23 2.85a±0.14 2.84a±0.13 
11 2.47a±0.15 2.55a±0.14 2.57a±0.11 
12 2.83a±0.08 2.89a±0.12 2.93a±0.12 

 

,���2
�+�. 

1-11 NDa NDa NDa 
12 2.83a±0.09 2.88a±0.14 2.94a±0.13 
13 2.62a±0.06 2.69a±0.09 2.73a±0.11 
14 2.55a±0.14 2.59a±0.10 2.57a±0.12 
15 2.65a±0.13 2.63a±0.09 2.69a±0.12 

�
5����'%(+����/�ก 1-11 NDa NDa NDa 
12 2.83a±0.08 2.88a±0.12 2.89a±0.05 
13 3.12a±0.09 3.08a±0.08 3.03a±0.16 
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 14 3.26a±0.16 3.24a±0.15 3.29a±0.13 
15 2.92a±0.04 3.11a±0.08 3.16a±0.10 
16 3.11a±0.13 3.23a±0.11 3.28a±0.21 

a
 �
J�
ก4&��� !��กg��'5�%�(ก
�'��(�%�/%���/���'ก%�(��%�(���
��*�/
J  

ND = 6�%	�ก��!��!WX��; TNTC = !����&�������ก�ก��6! 

��
���%�(�%����ก !����&�7����� �
�6��������/��/ MIC/ImageJ, pour plate '�" spread plate �+�2��� 

���/���(6!��'����(�����ก
� ��ก��ก���6�%	� (Not detected) !����&�������
���%�(2
�6� 
���%�(��  1 

\ 5 2
�7�����+�. 
���%�(��  1 \ 11 '�"�
5����'%(+����/�ก
���%�(��  1 \ 11 5.ก6���
�0��6�%/*��8(58(/���

'ก%�(��!�����,�( inoculums (1 ml ,�(��/��/ pour plate, 0.1 ml ,�(��/��/ spread plate '�" 0.01 

ml ,�(��/��/ MIC/ImageJ) 0���
 �6!�� !����&,�(
���%�(��ก /���� �"�����5 provide /���6�6��

��ก�%��	��"!����&
���%�(��กก�%�5.ก�����.%�� protocol ก������� (APHA, 2001) �*�+�
�
���%�(2
�

6� 
���%�(��  6 �*����,�(0/0����� 6���
���ก��#�ก�����/��"+�'�� standard ��/��/ '��(�+��+-�!����&

������� ��ก�ก��6! Too Numerous To Count (TNTC) �	��"ก���*� dilution ,�(
���%�(�� 6�%�+��"�� 

��/��/ MIC/ImageJ 6��'ก�!xJ+�,�������
(ก�%��0�������5�*� dilution 6��ก���(�	��(	�'�"�*��+��!1�6!

6����ก���!1��.!#�����ก���
�0/0��� 

4.3.2.3.2 ก
����2&_� E. coli ��� coliforms %����)6
�����J��d�
5
� 

��� �(��กก��!��!WX��,�( E. coli '�" coliforms ��
���%�(0�((������+ก���	�/%��,��(���� ก���
�

0/0���5.ก�*�����ก��ก
�
���%�(��+��'�%',-(�*���-��.!�� 6����ก�� screen ก%��+������'���'�"��ก�� rejected 

0��ก����� PetrifilmTM kits (���(��  4.3) ก�������/��/ pour plate 5.ก������/���5.ก��(,�(2��� �!1� 

positive ������/��/ PetrifilmTM kits '�" �!����(�+���ก����������/���5.ก��(,�(��/��/2�,�( 

MIC/ImageJ ��ก�� detecting 
���%�(�� !��!WX������ coliforms ก��!��!WX��,�( E. coli 6�%	����"+�%�(

ก���*�����ก�����
� 2����/��"+������������!1� �Not detected� /�����6�%	��������
���%�( '�"���	��(


���%�(���*��� ��ก��!��!WX��,�( coliforms ก���
�!����&�7���'�/������������/��/ MIC/ImageJ �+�2�

���/���(6!����)��(�����ก
� 
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�
�
���� 4.32�ก���
�0/0����!����������"+�%�(��/��/ pour plate ก
� MIC/ImageJ ����+�� CCA �� 6�� 

��ก�������ก
�
���%�(��+���*���� 18 
���%�( 

���)6
� No. ?0��e��1 (log CFU/ml) 
Pour plate MIC/Image J 

2
�6� 1-5 NDa NDa 
,���2
� 

 

6-12 NDa NDa 

���*� 

13 2.56a±0.12 2.68a±0.09 
14 2.79a±0.18 2.85a±0.23 
15 2.94a±0.09 3.15a±0.17 
16 2.53a±0.15 2.62a±0.10 
17 3.29a±0.17 3.54a±0.18 
18 2.92a±0.20 3.16a±0.11 

a
 �
J�
ก4&��� !��กg��'5�%�(ก
�'��(�%�/%���/���'ก%�(��%�(���
��*�/
J��  P<0.05 

4.3.2.3.3 ก
����2&_� E. coli ��� coliforms %����)6
� swab �
กI7ก����6
�g  

ก���*�������/��/ MIC/ImageJ �����5�� �"�*��+��"��ก'�"(%��,8����ก���*�����ก��������/�&$�	

��(������������ �!1�ก���
�,�(ก�"���ก��2��'�"ก��������/����"����
��+��+��"�!1�!�"�*�ก
�

!����&
���%�(�� 6����กก�� swab '��(�����(��  4.4 2�,�(�*����0/0����� �
�6����'%�"
���%�(0��

��� 2 ��#��!���������ก
�����ก����� t-tests 	��%�6�%��/���'ก%�(��%�(���
��*�/
J�"+�%�(��/��/��#�ก�� 

pour plate '�" MIC/Image J �*�+�
�
���%�(0���%����ก !����&�7����� �
�6��,�( pour plate '�" 

MIC/ImageJ �+�2����/���(6!����)��(�����ก
� 0/0����� 	��
�(+���!1�����	.'��(�+��+-��%�
���%�(

0���%����ก'�����ก��!��!WX��0������� coliforms +�������!1�6!6���� �"�!1� E. coli strains (Manafi, 

2000) �� manual ,�( CCA 6���"���%� 0/0����� d����
��!1�����	.�+����ก
������5�� �"�!1������ 

pathogen �� �!1� E. coli O157:H7 6����%�ก
� ��%�(0���
 �6! MIC/Image J technique �"�+�!����&����� CFU 

�� ��กก�%���/��/ pour plate  
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�
�
���� 4.4  ก���
�0/0��� E. coli/coliforms ,�(
���%�(�� 6����กก�� swab �� ('������78 (5.ก�����0��

ก�������/��/ pour plate �!����ก
���/��/ MIC/ImageJ 

���)6
� Coliforms (log CFU/ml) 
Pour plate MIC/ImageJ 

0�"�'���� 3.62a±0.15 3.79a±0.22 
�/�� �(!x�� 3.54a±0.16 3.68a±0.13 

�,��( 3.55a±0.15 3.69a±0.18 
ก"�"�
(�'���� 3.46a±0.18 3.54a±0.25 

�/�� �(�
 ( 3.65a±0.20 3.74a±0.16 
"'ก�('�ก 3.68a±0.13 3.78a±0.24 

a
 �
J�
ก4&��� !��กg��'5�%�(ก
�'��(�%�/%���/���'ก%�(��%�(���
��*�/
J��  P<0.05 

,���.��� 6���
���ก��/��/ MIC/image J !��กg/%��� �.(ก�%���/��/ก������
��������� '%��%�(6�ก-��

/%��
(ก�%����/���'ก%�(�	��(��-ก���� 0��/%��� 'ก%�(ก
�����!1�/���2��	�����-ก������� �(��กก�� 

combination ,�( analog �!1� digital image processing '�",
������#���ก�����/��"+� particle ���� image 

J software ก��!�"��&/%���  *�6!+�����ก�ก��6!,�(ก���
�0/0��������5�� �"������"+�%�(ก��'!�(

�!1�
���,,�(0/0��� (ก���!�� ����6!�!1� grayscale image, ก��'ก�!xJ+�+����(��,�( digitization '�"

ก��!�
�/�&$�	,�( digitized colony image) '%��%�(6�ก-��/���'ก%�(!����&��-ก�����"+�%�( ก����� 

software-assisted '�"ก�����������ก���
�'�"ก��������.�!�"��ก��&�ก����� software '�" image 

processing protocol 5.ก�!1�ก��'�ก�!�� ��0��/�����-�,�(ก���
�0/0���'�"/��������5��ก���
�ก��

ก
�
���%�(!����&��ก��
���%�(�� ����ก�� ('������ /������(,�(/���5.ก��(,�(ก���
�0/0���5.ก�+�

/����*�/
J������ก�������(,�(0�((������+ก���ก�%�/���5.ก��(��ก��
���������"�
� order 

,�(ก���
�0/0��� (log CFU) ,�(/����,��,��,�(�7���'�"/��������5+�������,�(��/��/  

MIC/imageJ �� /���/���ก
�!����& dilution �� ��ก 

4.4 ก
��������)�*������
%������I�*
5ก��1�'�)2�0��0ก
�2U
�2&_���
�2�3ก 

��������������'�"�� �!1�ก��%�������������ก����+�8 (�� 0�((���+�/���/����*�/
J��ก��������/��"+� ก��

ก���������
�!����&����'�"������+��6�%�%��"�!1��/�� �(!��(%�(j �� ���!�"ก����+�� (food 

ingredients) ��+���� 2%��ก�����#�ก��2�� (processed food) +����/�� �(�� � �
��!1��%���*�/
J'�"�!1�

�� (�*��!1���ก��!�"����'�"/��/��/�&$�	2��$
&��,�(0�((������+ก�����+�� ก������
�

!����&����'�"�� �
�(�� �*������!�"0�����	� ��!1�������������� ��� (starter culture) +���+�!����&����'�"
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���� �j �� !��!WX�����"+�%�(ก��+�
ก ก-�!1��� (�*��!1���ก��/��/��2��$
&���+���/�&$�	�� ����%�(

�� *����� ����'�"���� 	��%�!��!WX������+������.%+������	
�#�� �%���+J%�!1����	
�#���� ��!ก��"

	���.%����� ����ก�) '����
(���J�,����!��!WX������+�� 0��2%���,������(�
5���� ���!��('%( 

�/�� �(����/�� �(��� 2.�!�"ก��ก�� +����$�	�����ก�)$���������&+��(�� !�"ก����+���
��j !�"ก��

ก
����
��� ��'�"���������5������!�"ก�����������!1�'+�%(/������'�"	�
((��6��+�����%�( '�"

�����5!�
�
��,��ก
��$�	'������6���� �*��+���� ��,����!��!WX������+��'��'%!����&���� ก-�����5

����J6����'�"�*��+���+������6��(%�� 

ก�����/��"+��
����������'�"����0�((������+ก����%���+J%�����+�� potato dextrose agar (PDA) 78 (

ก�����#��
(ก�%��/%��,��(�� �"��%(��ก �����+���*������ก �����!���(�
�����!ก�&� ��ก��ก�"��ก�����

��+���� �!1� conventional method �
(ก�%��'��� ��(/�
�(��(0�((����ก����� commercial test kit �� �!1����

���������'�"���*���-��.! '%��%�(6�ก-�����������
(ก�%������/�/%��,��('	( ก���
�+�+����
�7���

�8(6�%6����ก������%����0�((�����+ก��� ����,���*�ก
��
(ก�%����(0�((���8(�*�������%�
���%�(

2��$
&�����������!����&�����*��+���/����!1�6!6���� �"6�%6��2����/��"+��� '�����( ��� �(��ก
�'��

,�(
���%�(�� ���/��"+����*�������� �	� ��!1�ก���	� �!�"���#�$�	ก�����/��"+�'�"��/%�����%�� ��(

/&"2.����
��8(�*������"�����/��"+� miniaturized PDA �� �"�%��'ก�!xJ+��
(ก�%��6��   

4.4.1 �
)��2�)�ก
����� 

��/��/ก�����/��"+������,�����-ก (�.!��  4.25b) 5.ก����	� ��*�����ก�����/��"+��
����������'�"���!���������

ก
���/��/��#��� ��ก�������.%��!x����
�78 (�!1�ก����� test kit (�.!��  4.24a) 2 ��/��/ก�����/��"+��
(ก�%��6��

5.ก�*��������ก
�
���%�(���( !����&,�(
���%�( 10 µl ,�(��'%�" dilution 5.ก spread �(�� micro-

well ,�( agar �*�+�
�ก���	�"�����,�����-ก (MIC) '�"�%��ก����������� test kit �*�����ก����%� test kit 

�(��
���%�(�!1����� 5 \ 10 ������ (ก��������!��ก+��� spray 
���%�(�(�� test kit) '�"�*�ก���%�


���%�(�� ��&+$.�� 30°C �!1����� 3 �
� '�" 24 h 0/0����"��ก��d����
�'�"�!���������2�ก������( 
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                                      (a)                                                                     (b) 

�+7��� 4.25   �����!ก�&�,�('%�"��/��/�� ������/��"+�����'�"�� (a) �������� Easicult® Combi test kit 

(b) �����/��/ miniaturized PDA 

 

4.4.2 ��ก
��������*�I7�� 

��/��/ miniaturized PDA �!1��.!'��ก����,������/��"+��(0���!1�ก����� 24-well microplate �*�+�
�

!�"��ก������0�((������+ก����
�(,�����-ก'�"ก��(��!�"��)6�� 2�/%� log CFU/ml ��ก��/��/ 

miniaturized PDA 5.ก!�"�����
('��(�����(��  4.5  

�
�
���� 4.5�!���������2�ก���
�!����&����/�� �� 6����ก��/��/ก������������� test kit '�"��/��/  

miniaturized PDA  


���%�(  
�*����,�(����/�� (CFU/ml) 

Test kit MIC 

1-5 <10
2
 <10

2
 

6   10
3
 3.91±0.03x10

3
 

7   10
3
 3.69±0.04x10

3
 

8   10
3
 3.48±0.04x10

3
 

9   10
3
 3.78±0.03x10

3
 

10   10
3
 4.93±0.06x10

3
 

 

�*�+�
�ก���
�0/0���������/��/�� �*������!���������ก
���#�ก���� �!1� commercial test kit ��กก������(

�"�+-�6���%��*����0/0���,�(����/����
���%�(�+�/%�
���,�� �.(ก�%���#�ก����� test kit ��ก������� ก��

����J���0,�(0/0���78 (��(ก����ก7���� (favored oxidative pathways) �+�/%�ก���%���� �.(ก�%�,�( test 
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kit (APHA, 2001; Buck and Cleverdon, 1960; Hoben and Somasegaran, 1982) '%58(ก�"�
��ก-��/%�
�

��,�� 6����� ��*�ก�����/��"+������5�����"�
�/������ ��
 �	��%�6�%��/���'ก%�(��%�(���
��*�/
J��(�5�� 

/����
�	
�#��ก� ����� �(ก
�,�(����'�"�� �*������+��+-��%�0!�0/���+�%���������5�� �"'���� ��#�ก��

���/��"+��� 0�((������+ก�����ก�����ก
���.% 
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����� 5 

��	
��ก������� 

������	
��������ก���������������
��������
��	������ ��ก���!	"#��$�	�%	&�!ก���'#�'�#ก��ก���� 

���ก�(�� �)��ก� ��
�����*��)#����	���"����+�����'�ก�����
+������ ,��������ก�(����ก�(�� �)��

ก� ��
�����*��)#����	���"��"�� *-ก.���#��/�����	�ก���	�0��$+����$��� microscale �"��#��/��'�ก��

���
+������:� ��'�������;�)�$*-ก.���$�	�%	&�!ก��������<��ก� ��� ��ก��*-ก.� kinetic <��ก��

�
�	@��	�,�<�������� �)�� Listeria spp. �!�"��+ :� �&��$�"�+#�$�#�'�ก���!	"#��$�	�%	&�!ก���'# 

��ก
�ก�����#ก��!�C��0��#��#��/��ก�����
���,0,��� ��ก���� ก� ��
�����*��)#����	���"���

ก�� capture &�!��#,0,��<��������ก�(��	�0��$+������ MIC �!�"���$#��H�ก������ ��,��)ก�# 

ImageJ (MIC/ImageJ) �"�+ 0'�
�����,0,�����0� ��ก��ก������ ������� ��ก
�ก���N�)��ก��

�	�0��$+������)�0����<�����;ก���:� #ก����$��ก���� ก��ก�����
������������+������ ����'�ก�� ,��

&�!��#<��H�����	
����#��/����:� ����'�:��� 

��ก��*-ก.� kinetic <��ก���
�	@��	�,�<�� Listeria spp. � ��ก� �� High magnification microscopy # 3 

�T

���"*-ก.�0�� 0��#�< #< �<�� agar, �����+��, )�$��(+&N#	��ก���'# ���+���0��#�< #< �<�� agar 

!��'�ก��)�����"��0��#�< #< �<�� agar �"��	#�(�'��V :#'#H��'������ก���
�	@��	�,� ��<($�"

ก��*-ก.�:�,���
��"��	#�(�'��V !��'�#H��'������ก���
�	@��	�,�<�� Listeria spp. ��'��#������0�@ 

W-"�/ �0��#�< #< �<�������+��#�ก�ก	�:� �����ก���
�	@��	�,�<�� Listeria spp. 
$���� ���+���

ก��*-ก.�0��#�< #< �<��0������!��'�:#'#0��#)�ก�'����'��#������0�@ ���+���ก���!	"#<-��<��

��(+&N#	��ก���'#
�ก 30°C :����� 40.5°C :� �!	"#�����ก���
�	@��	�,�<�� Listeria spp. ��<($�"

��(+&N#	ก���'# 44°C :#'#ก���
�	@��	�,�<����������ก�'�� �������,��������(+&N#	)�$�����+��#H��'�

ก���
�	@��	�,�<�� Listeria spp. ���$���ก���!�$����������<�����;ก ,���&��$�"�+#�$�#�"�!	"#

��$�	�%	&�!ก���'#�"�'�H��+ �����ก���
�	@��	�,�<�������������"�&��$0��#�< #< � agar �"�� ���� 1X, 

0��#�< #< �<��)+�'�0�������" 2X, 0��#�< #< �<��)+�'�:�,���
� 2.5X, )�$���ก���'#�"��(+&N#	  

40.5°C /Nก����ก#��������"��:<�"�+#�$�#��ก���"
$���
!�ก���
�	@��	�,�<�������:� ��;����"��
�ก#

�����ก���
�	@��	�,��"�N�  
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���+������'��<��ก�����
���,0,�� set ก� ��
�����*��)#����	���"� Low magnification microscopy 

��$��0��#�����;
��ก���	�0��$+����,0,���"�'#�!�$� ����0,�,��<�����;ก 96-microtiter plate �":� #

ก���������0��#/Nก� ��<���	%ก���	�0��$+�ก�� standard method (pour plate )�$ spread plate) ,0,���"

:� 
$/Nก����-ก����&�!�	
	���� �����ก�(� Low magnification microscopy 
�ก����)���&�!,0,��

���ก�'������< �#N������<� ��,��)ก�# ImageJ ก���� ��0�	0ก���!�$�����<�����;ก�'�#ก��&�!�	
	���

,0,�� (digital image analysis) ������0,�,���"0� #0'���	��*�.d*�����)�$�!��!���ก��)���"�	%ก��

���
���� ������� (manual counting) �"���� conventional method ��0�	0���+���ก�����,0,�� � ��

�$���	
	�����#��/)���"ก���� )�����
�ก0���ก�������ก:� ก�����
���,0,�� E. coli/coliform 

/Nก�� ��ก���������$�	�%	&�!ก��������<���$��� �)�� ���"��
�ก
��	��������ก�'��,�����

�����+ก��#��+���'���+@'# routine <��ก�����
���������"�'���ก��<��ก.($ก��H�	�)�$��<���#��

<��!��ก��� W-"�
�������"
$� ��#ก�����
���ก������fg���!�"��+ :� H�0�(&�!�"����0��#� ��ก��<��

#���d��ก��H�	���+���"#�ก�$���+ #ก���	�0��$+���������ก�'�� ,��
�กก�������ก�����,0,����

�����'��H�	�&�(h���+��)�$�����'���":� 
�ก�	"�)��� �# (swab sampling) !��'� ��0�	0 MIC/ImageJ 

��#��/���ก���'����	#�(<�� E. coli/coliform �"��;�)�$�+ H�ก���'��/Nก� ���#�"�����ก���	%�"����

#���d��ก����#��� ก���� ��0�	0 MIC �'�#ก��ก����  digital microscopy :#'�!��)�'�'����0'��� 
'����

ก���	�0��$+�)�$��0'��� 
'��<����+�� CCA �")!� )�'#�������#��/��������ก�����
�����,0,��
�ก 

48 k 72 ��"�,#� �+����!�� 12 k 14 ��"�,#� ��ก
�ก��� ��)��0	�ก���!�$�����<�����;ก�"��$��

0��#�����;
��ก�����
�	�0��$+�)�0���� E. coli/coliform ����ก��#���ก�'������+ H������;
��ก��

��$��ก���� �����	#�(����/�� ,����#��/�+ H�ก�����,0,�����0� ��ก���	%ก���"���,������� ก����N' 

� ��0��#��#��/���� ��<����0�	0ก�����,0,��� ����0,�,���"����#����ก���� ก�� image analysis 

software ��#/-�,��)ก�# Image J ก���������'�#ก���$+�'�� MIC )�$ Image analysis software ��#��/

�!	"#0��#� �� ��� ��ก����$��ก���� ก����������,0�,#�
�	ก��"�V )�$��	�<��
��	������"�+ �N��'��

��ก.($<���)�$,0,���")�ก�'��ก��:� ก����$��ก���� ����ก���������ก+�-"�<�������+ก��#�"

��#��/�������ก��# digital image processing �"!�C��:���$��ก���� �!�"��"
$����	��
ก����#���

0��#��#��/<��)���	:�,��	0
�กก��������������'��0�:<  ,������ก��*-ก.��0����,W��� agar 

�!�"�����	��
����ก���"��:<�&��$�"�+#�$�# /Nก� �� ��"�����ก�'�ก���� �������ก������	��
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��ก��������	� 
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