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�ก���������	����������������� ����� /�� �D���� E ������  O157:H7 !�"

ก#�$�%�ก�����!�����������!�"�����&����������
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�#���กH��=���!I (>�`��
�กa`) Development of high throughput and rapid detection kits for               

E. coli/coliform and E. coli O157:H7 to assure pathogen b free in Thailand export food products ��
�

����ก�� 2558A10802387 �
[[�� H!�" 114/2558 ��%�
���=����?���!
������ 1,100,000 ��! (��d"� %��

��d"�E����!&%��) ������ �ก���'�������� 1 =O 9 ����� (����#���
�!�" 1 �� ��� 2557 b �
�!�" 30 ��&����� 

2559) ���F ก���'��������!���?�FB%��	
���%!'�ก��
���E �=�
�=�����e�ก�����	���ก��=��=fg��H��

�����	� ��!��������� /�� �D���� E ������  O157:H7 ��"��'�����E��!����e�ก��$��#h !�"����ก �����i� 

������&Bก�%��E�#��'��B� �����&�'��==����ก��$�%��%	���ก
�ก�����	�����?>�H��F ��>
?G�H��

������ ��#� F ��>
?G�������#���กH�����`
! �B����# (=���!I�!�) 	'�ก
� �=j�ก����������?>�H��

F ��>
?G�H��������$�%������= ��>
��#�FB%����>� �����&	'���#����%!
��>��$�E ��#���ก�#��=���!I

��"�
����I�`@ก�	E ��ก���
�$�%ก
�F ��>
?G�H��=���!I�!� �����e�ก��!�"�?�FB%��	
���%!'�ก��


���Hd���
�� ��� ก��
����!���� ��H
�����ก�����	���ก��=��=fg��H�������	� ��!����ก#�������$�%

�!���� ��ก�������������
�	� >�� Micro Inoculation Culture (MIC) �#��ก
�ก��=����ก��$�%����ก��

������������$�%>�&#�� (Image analysis) !�"ก'� 
�H����B���� !'�$�%�����&��i���� ��>��$��� �!�"�����i� 

!�E!�ก��$�%��������`��$�ก�����	���nd"��%�ก�#� �!���� ���
�ก #��	��#����"�������%��#�����

�I�`@I�����$�E�#H�������%�!��ก������������#��
���#�� ���"��	�ก�����&����������
���#����%	'����

��ก�#���
�� �%�!���#��
���#�� � ���%&d��%�� � 83 ���"��!���ก
���e�ก���
������!�"!��������$�%$�ก��

������������ ก��$�%�!���� Pour plate �����e�ก��!�"!���?�FB%��	
���%!'�ก��
���Hd����� �����& �

������ �$�ก�����������	� ��!����!
�����$�F ��>
?G�������� ������ 1 �
� 	�ก���� 2 - 3 �
� ��ก!
��

�?�FB%��	
���%!'�ก������%���e�ก�����������	� ��!����ก#����$����ก��F �� (swab) �%���!���� easy swab nd"�

�����&�'���=����ก��$�%$�ก�����	���E� #�!�"��H��ก��=��=fg�����!'�ก����#��
���#��	�ก�����  

>���� ����"��	
ก�E ���e�ก��!'����������$����ก��F ��  ��"��=j��
�������
���H����
�$�ก��
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�!���� �� MIC !�"�'�����	��=j���!eI�����!�"��$�ก��=��ก
���?>�ก��F ��E ��'��������������

�����= ��>
�H��������ก��������E ��ก`��E=��B=�#���ก !���?�FB%��	
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��#�E��!����e�ก��

���������!�"�'�����	��=j�=��������#�ก��Idก`�
���E ���%�����������B%$���ก��������ก�������� 

E ��
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���������	
�	������������������������������	��	�������� ��!�ก�������������#���$����	��        

E. coli/coliform �$� E. coli O157:H7 !������4��5$�� �67������#ก��� 89�!:����8�8$�	ก�������:�
�

��9����$ �� (micro inoculation culture) BC���	ก$���9�����$ก��$��D����E� (digital microscope) ���#�����4�

ก��������8�8$�	 ���8�8$�	ก�������:�
���9����$ ����J�ก��!:� 96-well U-bottomed polypropylene 

plate �	�R9�Eก��S����ก������ก�� spread plate 89���J�ก��������$	������	ก���������#�D��5��#��������� 

spread plate ��#�� ChromocultColiform agar (CCA) Eก�����!:���J���#�����#���ก�������������#�

�:�
� 89���#��9��ก$4���	�4��5��D��8��������กB����������!#��ก�9ก��W�������D��8�8$�	�	�4��BC��

��J�8�8$�	D�� E. coli �$�8�8$�	�	:��E#����9��	��������J�8�8$�	��ก E. coli O157:H7 ��
��	
D��9���

D�����	ก���	����������J�ก��$9D��9ก���������#�89����ก�9�������D�������4���	�!:��������#������6 10 

Y 20 µl �$�!#���9�������6�:�
�������9�	������������R9��	������6 102  CFU/ml ��4��R�ก\���

#����]�����ก���������#�D��8����������#ก�����#��89�����R�!:��^����ก��BC��������	�������

�������#�ก������_`��D���:�
�R9��	������6������9�	������6 10 CFU/ml BC����������	����	��5$ก�����

�����6�:�
���ก��
� 2 ���	 ���4�!#�5$�	���9�$���R�!��������9	��ก�� 89��������� ��D��������ก��

$9D��9ก���������#� ������	�����9ก��ก�������6�����4����������ก9���ก��!:� 96-well U-bottomed 

polypropylene plate �4��ก��ก��!:����ก�6�$���$	�������4��54�� multichannel  pipette �$���9���ก��

����#�8�8$�	9���ก$���9�����$�ก��$��D����E��4��ก��ก��!:���6# E��ก���4��	��#������	� 37 °C �����

!#�5$ก���������#� ��!���$� 12 - 16 h �	ก��
���������ก�������	�����	ก���������#��	�R9�������� (MIC) ก��

���	ก���	�������	!:�!��d������R9��ก4 MPN method, PetrifilmTM by 3M �$� pour plate �����68�8$�	�	����

R9���ก5$�� �67���#��!#�5$�	��#����ก����J��	��������������	��ก�����	ก���������i�� �	ก��
�5$ก��

���������ก����#����	�#����]�����ก�� QC !�ก��!:����8�8$�	9��ก$4�� !#�������k$	�������C���!�!�

ก��!:������E4!��ก67��4��D����E���������	����	��ก�����	 pour plate �	����8�����!:� ���8�8$�	ก������

�:�
���9����$ �������ก�����8�8$�	�#$4��	
�����!:�����	����	ก���	��	ก��!:���E4!��d������BC���	����$4�:��

�$���4���ก �	ก��
�:4����������������4��:���l�mil�����!���4D������������ก���������#��4������4�� 

�
��
��� :  ChromocultColiform agar, 8�$�W����, �����4����ก���9��	����5��ก��������9$���, Escherichia 

coli, ������ก��$9D��9ก���������#�, ก�����8�8$�	��4����9��\� 

IV 



Abstract 

This research aimed to propose efficient protocols to accelerate the colony count as well as E. 

coli/coliform and E. coli O157:H7 detection for industrial samples. Micro Inoculation Culture (MIC), 

together with digital microscopy, was utilized to expedite colony detection and economically improve the 

analytical cost per sample. Unlike medical samples from clinics, samples associated with food products 

and the environment they come into contact with during their processing are characterized by low initial 

cell counts and large sample volumes. This calls for different strategies of handling, especially in low-

resource settings and in less advanced food industrial laboratories. This paper compares three popular 

industrial methodologies; MPN method, PetrifilmTM by 3M, and the standard pour plate technique, relative 

to a modified surface spread technique using 96-well U-bottomed polypropylene plate. The colony 

enumeration results obtained from each technique showed good agreement. The miniaturized rapid 

protocol efficiently managed a large number of samples using multichannel autopipettes and a high-

throughput design utilizing 96-well microtiter plates. Useful colony counts were obtained within 12-16 h. 

The analytical efficacy of the miniaturized protocol surpassed those of the three conventional methods. 

The colony counts from ready-to-eat product samples showed comparable results to the pour plate 

technique, displaying good agreement with the universally-accepted standard. The feedback by QC staff 

from a local Thai food factory revealed good overall acceptance of the MIC method with respect to 

usability, protocol design and method efficiency. The proposed miniaturized technique gave highly 

consistent results of colony count numbers and good colony separation. This colony enumeration 

consistency suggests that the miniaturized rapid protocol can economically replace the slower more 

complex standard protocols as an in-house protocol for food processing environment swabs.  

Keywords: Chromocult® Coliform agar, coliforms, environmental sample, Escherichia coli, practical 

miniaturized technique, rapid colony enumeration. 
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����� 1                                                                                                                              

����	 

1.1 ��	��	���������	����	������  

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

ก
�����������	������ �!ก"���	�

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

(Foodborne pathogen contamination) (�ก�����ก	�=��>��#�(�=��>?�@A&�%*�)	�*)��ก����$���$�

��#����	ก+���	�=��>�	�	�(������B�'��(��'����	*ก	���ก�������ก	�=��>�����C�D�>	�%���	��

ก	�=��>���*� (Good Hygenic Practice) (���$�>��ก	���ก���������)	�+���	� ���(��>'��+���	��

��	�		�I(�ก	�����%��*����	���� !��	ก�)���J$���K'ก�����&��	�K)������+�+���(�ก	�>���

�����	��&ก	����� !������>'��+���	� ��	������L�ก	�>��������	��&(�����%����'��(��'�	B���	�	����$��

��#$���#�"%*ก	�>��������	��&��	��M���	��)	�����	�	�N� ��	(�)+���	��	�	��'���ก��*����Mก-ก�	������%�

�)��D'�		�I�N����	I��(�ก	�>��������	��&��$�(�=��>?�@A&�%*�)	�����%���	�����ก�����ก	�

=��>D*)��	(�)�ก�*����	ก	����� !������"#$��%�������&���ก'�(�)�ก�*+���	��*���	�	� ���%*+�*��)
(��ก�

����%�,��	���!%&���������!%&
(����	����	��(-���,�����	���!%&%*+.�/	���)
(��!0�	

����1
!���ก �	0�)�2� �	)�3 2007 ����	
!���ก�	 7 ��8 ก��9� �	!�:
�ก�*	!�(8 ����1)���
	;�	 '��

!�*(ก�:	!	:,
)�)���ก����<	)	ก)� 43,000 ก���ก�����!���ก�%*+� �����@�%	!	:,
)�)��%*+�	!�AB
	

��)(!0:,
!0:,

*��'� (� �%*+ 1.1) 

  

ก. !0:,

*��'�                 �.!	:,
)�)��%*+�	!�AB
	��)(!0:,

*��'� 
�K���� 1.1  !0:,

*��'�%*+ก��	!�AB
	�	�@.�)���
��	ก����������)
(��!	:,
)�)��%*+�*ก��	!�AB
	��)( 

!0:,

*��'� 
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 ����	���!%&ก����(����!
�ก$�*ก��.�������
�
��%*+�*ก��	!�AB
	��)(!0:,

*��'�
(��

��	���!0�	�	!(
���		* !�:
	.2"�� 2011 .�)�.:0��ก�	����*ก��	!�AB
	��)(!0:,

*��'��(.�	F�8%*+

�*�)���	�������ก��%<����*�	�(
(��	�
( 16 �	���.�� ��H)(%*+�*
ก�%�
�!�*(
(����	���ก)� 1,150 

�	 �.��ก���(�	 8 ���!%&�
�(���� ;K+���!�$	LK��)���(���LK�0*)���
�!0:,

*��'��(.�	F�8%*+

ก�
���!ก�����%�!��	
�� %<������!%&� �����(���!%&%*+�����	��
����:
����@�MN8!ก"���ก

���!%&'%( ก<�	����1	�����
�ก��	!�AB
	�
�!0:,

*��'��	����@�MN8 ��������!ก��ก�!�

%<�(��:
!�*(ก�:	��	��!���	�,	 L�ก���)�)�!����8!0:,
�	��,	�
	ก������������%F�@. 

 

 
�K���� 1.2  �	�3 2011 .�ก��.�������
�!0:,

*��'�
(����	���!�O	���)���ก�M8�	��	��!ก"��%*+

�<�	�(�	(����%<���� �����@�!�*(0*)���������H)(!�O	�<	)	�ก 
 
 �	�����	)���(	*,��	<!�	
�	)%��	ก�.�/		)��ก���0����)��
�)�!����8!0:,

*��'�/�
��

7
�8����
*��'� 0157:H7 %*+ก�
���!ก�����%�!��	
��!.:+
������L)�!����8��)
(��
��%*+�*�<	)	

�ก�	
����ก���
�����

ก;K+����L)�!����8��)��!0:,
��)(!)�
�	��,	 (� �%*+ 1.3) !%��	��(*	*,

��0�)(!.�+�&�ก(@.����)����L�	ก����

ก����@�MN8
�������	������ �%�ก�!ก"���
�

���!%& ��ก�%<�(��	��%*+���

ก!	:+
��ก� ก����)�.�ก��	!�AB
	�
�!0:,

*��'�/�
��7
�8����
*

��'�0157:H7 �	��	��%*+� ก����(%���	(�)�		�I�%'>���>����'	�����)	D*)���	@	ก�����	�IJ�

=�ก	������	��&*)�����	�����	����	(�)��	�IJ�����	ก	����� !���������)	ก'���'���ก�	ก��������)	 

�		�I�'�"�$��	���	*���ก�����ก	�=��>����%���	�����N��ก�	�=��> ;K+�!%��	��(*	*,��%<���


����ก���
���
����!%&'%(���)�����!�*+(���
ก�%<���� �����@�'�����!0:,
����	%�*(8%*+ก�
���!ก��

���%�!��	
��;K+���%<������!%&� ���'���*�)�!0:+
��+	�		�(�(
��%*+��
�@�(�	ก�����@� 

(Food Safety) �
����!%&'%( �����ก��%���
(�%F&���8�	ก�!�O	���)��ก (Kitchen of the World) 



3 
 

�
����!%&'%( ����	%*+�����%<�(!&�"1ก��.:,	1	�
����!%&;K+����00	��)	����%*+(��(ก�	 

���!%&���('�� '�����L���ก
�
0*.!ก"�����!ก����ก<'� ���!ก������%������ !ก��ก��((

0�
�)�����)���	�)(-�	�	�ก�K,	 %<������!%&���!L*(�@.�	%*+��� 

 

              ก) ����	*�
�!0:,

*��'�����
��7
�8�           �)����	*�
�!0:,

*��'� 0157:H7 ���!0:,

:+	- 
 
�K���� 1.3 
��!�*,(�!0:,
�����!�		���	�������	���L�(ก!0:,

*��'� �
��7
�8� ���
*��'�0157:H7 

'��;K+����L�0����ก
�ก��!%��	��(*0*)��!�ก�����(����!.:+
�����0���(���!.�+������%F�@.
�	ก�)�!����8 

  
 !	:+
��ก��
�<ก��%���	���
�
�����0����)��
�)�!����8!0:,

*��'�/�
��7
�8����
*

��'� 0157:H7%*+�*��� � !0�	 0����)�!0:,

*��'�/�
��7
�8��<!�$��
� 3M �*�� 50-60 �% 
��

!�*,(�!0:,

*��'�/�
��7
�8� Chromocult Coliform Agar (CCA) �� 10,000-15,000 �%��
 500 ก��� 


��!�*,(�!0:,

*��'� O157:H7 �
� Bio-rad �� 26,000 �%��
 500 ก��� %<�����	%�	ก�)�!����8�*

��� �!	:+
��ก�����ก)�0ก��	�������)
(�����*ก�%<;,<
(��	�
( 2 ���,� �*%�,���
��*ก�!�:
�����

!�$	�)�!��	��	�
�!0:,
%*+��
�ก�%��
�����*�<	)	.
!�����
ก���)�	�� %<����	�������)
(��

�<!�O	��
��0�0����)�	��!0:,

(��	�
( 6 0�� ���	�,	���0���(!�:,
���	%*+ก��)������	��!.�+�!�O	 6 !%���


��)
(��%�	%* 	
ก�ก	*,(���*���0���(�l�
*ก�ก�����%*+!.�+��K,	�ก	�(�(!.�+�������
�%���1�� ���

���0���(
:+	- !���!ก*+()��
�ก��ก�%<�	�	��
��m�����ก����0*))�%( !0�	 ��'77n�ก� �
� � �!�*+(!0:,
 

��	,<���
��ก�M8 ��!�:+
��ก
��ก�M8)�%(&���8%*+�*��� ����- �ก���0���(%*+!���!ก*+()��
�ก��ก�

)�!����8��)��
�!0:,

*��'�/�
��7
�8����
*��'� O157:H7 �K�%<�������	
�����

ก�����!�$ก-

ก����ก���)��
�ก��	!�AB
	�	ก���)	ก����� %<���'��%��LK������ก��	!�AB
	����)�
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�ก��ก�	ก���)	ก����� !�O	%*+��
�����ก��	!�AB
	�
�%�,�����%<���!ก���)�� �!�*(ก����)��;�


��%	�
�%�,�)���ก�����
���
����!%& 

 �	)%�ก��ก�'������:
ก���ก�� �!�*(
��!�*,(�!0:,
���.�
(��!�������(0	8 ���	�

�
�0��%��
�!.�+������%F�@.ก��0�
��!�*,(�!0:,
 ������(�ก�8�0�
��ก�M8���!��:+
��:
0*)��!�ก��

���(����%*+%<������L)�!����8��)
(��'���<	)	�ก��
���,��������
��ก�M8��)�	������	*��)(ก�

)�!����8@.!0�������
�!.:+
�����)��
�'��!�$)ก)��(��	�"(8 �0�!)�	�
(�����ก��0�	,<�	ก�%<

�)���
�!�O	ก�
	���ก"8 ��ก����
(!0*,
��������.�"��� �%�
	,<�F�M� ���ก��0�!��:+
��:



��ก�M8%�	���(!���	*,��!�O	ก���ก��0�����	%�ก"���������0���(�	ก�)�!����8@.�)�'���	

%*+��� ���%*!�*(!�n��(�	�����	)���(	*,!	�	ก����%*+!�O	��0	*0*,)�����
	��(�	ก�ก���)	ก��������

�)���
��
�ก���)	ก����� ก��	!�AB
	��)(!0:,
���%*!�*(�	ก����
*��'�/�
��7
�8��������!�$	LK�

ก���ก�����)�� �ก��.	�ก�	���������ก�� ���)���
����
	��(�
��	�	 �
�!�*(�	�<'��

�
��	�"(8!�O	�����%*+��
�ก��	!�AB
	%�,�!0:,

*��'� �
��7
�8� ���
*��'� O157:H7 ก�!.�+��)�L*+

�	ก���)��
�!0:,
!���	*,��!�O	(�%F&���8%*+�*�	ก����ก�	��M@.ก���������<!	�		�(�(
��

��
�@�(�
�
����ก���
�����!ก"������ ����

ก 

 
1.2 ��>I%������&��������>ก	������ 

1.2.1 ��������)�F*ก����!.�+������%F�@.ก���)�F*ก���)��
�!0:,

*��'�/�
��7
�8� ��� 
*

��'� O157:H7 �	��)
(������@�MN8
��!.:+
������L)�!����8��)
(���	
����ก���

%*+�*�<	)	�ก����)�!�$)@(�	 1 )�	 ��(�����%*+L ก��
����	(<!%*(�!%�)�F*ก����1	  

1.2.2 ����0����)��
�!0:,
����	%�*(8�<!�$�� ����
��ก�M8%*+!ก*+()��
��	ก���)�	��ก��	!�AB
	

�
�!0:,
����	%�*(8�	����@�MN8
�����!���ก��ก�%<�	�	����	
�� !.:+
��

��(�!)�������0���(�	ก�)�!����8ก��	!�AB
	�
�!0:,

*��'�/�
��7
�8����
*��'� 

O157:H7 %<������L)�!����8��)
(��
��'���ก�K,	�����
(���,��K,	 

1.2.3 .�/	)�F*ก�%*+!�O	���1	!.:+
������L)�!����8��)�	��ก��	!�AB
	'��
(��L ก��
�

������	(<!.:+
!�O	(�%F&���8�	ก�!.�+��)����L�	ก�������	���

ก����@�MN8


���	���!%&'%( 
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1.3 �����>����	������ 

1.3.1 &Kก"��
�<ก������)���
�ก��
�����	
����ก��� ��
ก<�	����-�
�� ก���	

���!%&���- ����)����L�	ก���)��
��)�.��
��
�!��:+
��:
 
��ก�M8���- �	

��
��m��������1	�	
����ก���
�� 

1.3.2 &Kก"� ����ก�)�!����8!0:,

*��'�/�
��7
�8����!0:,

*��'� O157:H7 !0�	 

Bacteriological Analytical Manual (BAM) ���0����)�)�!����8%*+�*�(��%�
���� 

	<��0�!�O	)�F*ก����1	!.:+
ก�!��*(�!%*(��	ก�&Kก"�����(%*+�0��	ก�!���ก�

!����!������
�!0:,
����	%�*(8%*+ก��)������	 ��(���*ก�.�/	 

1.3.2.1 ก����(�ก�8�0� 96-well U-bottomed polypropylene plate �%	�	!.�!0:,
����ก�) 

%<������L��)�)����)
(��'��LK� 96 ��)
(��%<������L)�!����8ก��	!�AB
	

�
�!0:,
����	%�*(8'���ก���,��K,	����*�)�L*+�ก�K,	 ���L�����0���(�	ก�

)�!����8
(���ก �	ก����(�ก�8�0� 96-well U-bottomed polypropylene plate ���*

ก�&Kก"!��*(�!%*(���ก��ก��0�)�F*�ก��%*+!�O	�	!.�!0:,
����ก�) !.:+
�
�!%*(�

�)�L ก��
� 

1.3.3 !��*(�!%*(���ก���)�)�!����8!0:,

*��'�/�
��7
�8����
*��'� O157:H7 %*+�0�� ��


��%*+'���*ก�.�/	ก��)�F*ก�)�!����8����ก�� (conventional method) !.:+
��)��
�

�)�L ก��
� (calibration) ����)�	�!0:+
L:
�	ก����(�ก�8	<'��0��	 

1.3.4 ���(�ก�8	<!%��	��(*)�F*ก���)� detect ก��	!�AB
	�
�!0:,
��)(ก��
����%��&	8

ก<����((� �%��%	ก���)�	����)(�(���:
%��%	ก��0�!��:+
��:
)�%(&���8	<!��

���.� ก��0�!%��	��(*���ก��)�������ก���)�)�!����8%*+�)�!�$)�K,	 

1.3.5 &Kก"�@)��)���
��	ก����!�*,(�!0:,

*��'�/�
��7
�8�%*+!����� ��(%<ก����!0:,
%*+


�M�@ �� 30, 35, 37, 40 ��� 45 
�&!;�!;*(� 

1.3.6 	<0����)��
�)�!����8!0:,

*��'�/�
��7
�8����
*��'� O157:H7 
(���)�!�$) '� 

%��
��0�����%*+ ���"�% � �
�	� (���!%&'%() �<ก�� !.:+
(:	(�	���)�L ก��
� ��(	<'� 

%��
�ก����)
(��
�����������)
(�� swab �ก line ก����� 

1.3.7 ���!��	���)�.K�.
���	ก��0�� ����)�F*ก�)�!����8%*+'���*ก�.�/	��(!���	�%*+

��
��m�����ก� QC&QA  
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1.3.8 ���!��	��	%�	�	ก�

ก����������0����)��
�!0:,
����	%�*(8�<!�$�� �
(���)�!�$)

������(�ก�8�0��	ก�)�!����8�!0:,
����	%�*(8ก�
���%�!��	
��!.:+
ก��)������M@.

%����0*))�%(�
�ก���)	ก�����
�� 

1.3.9 �)��)���
� � )�!����8���������ก��0�0����)��
�!0:,
����	%�*(8�<!�$�� �%*+'���*ก�

�������.�/	�<����ก�)�!����8��)�	���<	)	!0:,

*��'�/�
��7
�8� 

 

1.4 ���+�"�&����	*�'	��D*)��� 

1.4.1 '��)�F*ก���)�)�!����8!0:,

*��'�/�
��7
�8�%*+���L)�!����8��)
(��'���<	)	�ก���

�)�!�$) ��(����(�!)��	ก�)�!����8�ก�ก�� 2 - 3 )�	���!��:
@(�	���ก0�+)��� 

1.4.2 0����)��
�.��
�
��ก�M8%*+!ก*+()��
������%*+L ก��
����	(<!���ก��ก�%<�	�	����	


����ก���
�� ���L������Mก��0�
��!�*,(�!0:,
 ;K+�%<������0���(����LK� 10 

!%��
�)�F*ก�)�!����8�����,�!��� 

1.4.3 ���L
��
���
�!%*(�ก��)�F*ก��������	;K+�!�O	)�F*%*+� ก���
�%�����	���ก�(
���� 

1.4.4 '����+������"18 !��:+
���ก� ������	)�0ก��*.��.8�ก0����)��
�ก��	!�AB
	�
�!0:,


)�!����8!0:,

*��'�/�
��7
�8� 

1.4.5 � ���!0��!&�"1&���8�กก�!.�+��)����L�	ก�������	���

ก����@�MN8
��%*+�*

��M@.� ����ก�����ก 

1.4.6 ��ก�	<!��0����)��
�%*+�*���.��ก������!%& 

1.4.7 ���L%��%	����	0<	��	%*+�����	 

1.4.8 
��8�)�� �����!.:+
.�/	�	)�)�����	ก�����0����)�)�!����8%*+�*�)����	(<���

�)�!�$)ก)�)�F*ก�%*+�0��	�������	��(�*��	%�	ก�)�!����8�+<����*�����%F�@.ก���)�

)�!����8 L ก��
� ���	(<� � 
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����� 2                                                                                                                              

��ก
������ก�������ก��ก����ก�� 

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

2.1 ��� �����!��"#$��%��&���'�� (Food safety hazard) 

2.2 �6$7���	�8�	
9�&�:$7 %�;<8��'�������=��>#                                                   
2.3 $�ก�;@��
��#���6$7���	�8 E. coli/coliform 
2.4 ��!�7!ก������������GH���6$7���	�8 
2.5 ก��"�7J	ก�� ����7�!��@'8 E. coli/coliform 
2.6 ก�� ����7�7�L�� E. coli O157 :H7  
 

2.1 ������������������� ���!�� (Food safety hazard) 

&�ก��:$7 ��'��&'�#$��%�� P�:>���7Q%! :>�:$7 ����#R� ���"	!��"�>�!��"���&�&���H
������� ��� P��S�	


"	Q�ก���ก7����ก��:>���7Q%! �9H
��	
�@'�������'�H�"� �ก��!��!6"��� ����	
�ก7������� !���P� T��� ���U 

'�H� THazardU '"��V�� �7
��	
"	!6;$�ก�;@���G	�%�9 �!"	 '�H�WX�7ก�8�	
"	��>P&���'��'�H��%��@��

��ก���	
"	��ก�%�9&�ก��กP�&'��ก7�#YZ'� P��6%�9 ��� ����	
"	:$ P�!��"#$��%������'����P��#R� 3 

ก$6P"&'ZP S !H� 

2.1.1 ���������0����1 (Biological hazard) 

��� ������G	�%�9'"��V�� ��� ����	
�ก7���ก�7
�"	G	�7 �	
กP�&'��ก7�Q�!'�H�:$�	
�"P�	 P��6%�9 ����กP 

�6$7���	�8 ����� �$@9����[ 8�	
�#R���� ��� P��6%�9��"�6��8 ��� ����'$P��	����"���ก�� V6�7� '�H�

#��#\]����ก��� �� P�� S ��ก�@���ก��:$7  :>�:$7 ��'�����!��"	!��"�>� !��"���&�&���H
����

��� ���G	�%�9�'$P��	��$@'�������ก��!��!6"&'��'"�@�" �9H
�#^��ก���"P&'���� ����'$P��	�#��#\]��

�#�>P:>���7Q%! 

 

2.1.2 ������������� (Chemical hazard) 

ก��#��#\]����ก����!"	����ก7����&��6ก��� ����ก�@���ก���#��>#��'�� ����!"	�����P���#R�

�7
�����#R��	
�@ ���&G� �GP� ���_P��"$��	
&G�ก��:�ก:$�"� � P����!"	�'$P��	��@�"P"	��� ���V��"	ก��&G��$@
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ก��!��!6"��P��V>ก ��� V��&G�����!"	Q���	
�"P"	ก��!��!6"'�H��"P#a7�� 7 �"!����@���&�ก��&G��@�#R�

ก����	
�� P�:>���7Q%!  ��� ����	
�ก7���ก����!"	�����@"	$�ก�;@�	
� ก P����ก��� ���G	�%�9 ก$P��!H� 

��� ���G	�%�9�"H
��ก7����ก="�ก�@"	ก���9�Pก�@����#ก����'����P���"
����"��$@�����=� � P��� ����!"	

�����@�"P"	ก���9�Pก�@���"�ก��ก ���&'�ก���6P" ����P���9H
� ����G=!��� ����!"	�"P���:$ ������� "� �ก��

!��!6"��� ����!"	�������ก��#^��ก��&���� �� �$@!��"V	
&�ก�� ����G=!�9H
�#^��ก���"P&'�"	ก��

#��#\]�� ����9	��9��	
�@��"��V#�@ก��!��"#$��%������'����� 

&�ก��&G�����!"	���� !���@#��ก��'��H�ก�������ก���!;@ก��"ก����'���$@�� ก�"�7G�ก���ก� � ก�"

#�6�� �8 '�H�'�P������	
�ก	
����� �P�����!"	����S ��������6Z� &'�&G����'�H��"P�$@'�ก��������6Z� ก=

 ����>�P��@���'�H�#�7"�;�	
��6Z� &'�&G��#R���P��� 

2.1.3 ���������ก���1 (Physical hazard) 

��� ������ก��%�9�@'"��V���7
�#$�"#�'�H��7
��#$ก#$�"&���'��[�
� �"#ก 7�"P!���@"	&���'��

#�@�%�����S �GP� ���Q$'@ ����"� �"H
�:>���7Q%!���#�@����7
��#$ก#$�"�'$P��	�����#�@กP�&'��ก7�ก��

�����=�'�H��#R���� ��� P��6%�9  

 
&�ก��!��!6"��� ���G�7� P�� S ����  ���!��!6" ���� P�� V6�7� ��!8#�@ก�� P�� S �� V6�7��@ ���"	 

Specifications ��'"��������!6;%�9�$@���Q����� ���"	�7J	ก�� �������	
V>ก ���&�ก�@���ก��:$7 ก=

 ������ก��&���H
��'$�ก�$@�7J	ก��:$7 �	
�	 (Good Manufacturing Practices) ���'��7J	ก���$@�!�H
��"H��	


�'"�@�"&�ก��:$7 �$@&�ก��ก�������� ��� P�� S  ����P�����!�H
��"H��	
&G�GP��ก�������� ���ก��%�9

�������&� ���� ����P������� ���ก��%�9�$@�'$P������ ��� 

2.2 ;<�=����>���1� �?�=���@A>��!��
B���C;�D�                                                   

��'�������=��>#�#R���'���	
:P��ก�@���ก��&'�!��"����กP��ก���GP��H�ก�=� !��"�����	
&G������>Pก��

G�7� �$@#�@�%�����'���	
 ���ก��:$7  [�
�!��"�����	
&G�����"P9����$���GH���6$7���	�8&��� V6�7�&'�

'"��#��� ��� ���ก��'��!6;%�9���� V6�7� ก��!��!6"ก��:$7  �$@�6$�ก�;@�	
�	��ก��:$7  [�
��#R�

#Y�����	
ก��'��ก���97
"���������GH���6$7���	�8'�H�ก��#��#\]��ก$�� (Cross - contamination) ��

�GH���6$7���	�8%��'$��ก��&'�!��"���� Q���6$7���	�8�P��&'ZP�	
�ก	
�����&���'�������=��>#��P����

��� P��#�	� 
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2.2.1 ;<�=����> �ก�<E�����B� !���!����E��
�  

�6$7���	�8&�ก$6P"�	��P��&'ZP�#R��GH���6$7���	�8G����=� (Psychrophiles) ����กP ��!�	��	��ก6$ Pseudomonas

�"H
����7Z&���'���ก7����&�ก�@���ก��������$@�$�� (metabolite) ก���@"7Q�&���'�� �$��&'�

���#�@ก��9�ก"�Q$Q���� (Malodorus) [�
��#R�����	
���&'��ก7�ก$7
����"P�	&���'�� Q��#ก 7V��!��!6"

�6;'%>"7&�ก���GP��H�ก�=���P��"	#�@�7�J7%�9�$���GH���6$7���	�8&�ก$6P"�	��"P��"��V���7Z��� � PV��

�6;'%>"7ก���ก=�:$7 %�;<8��>P&�GP�� 0 �����[$�[	�� �#R���$���� �6$7���	�8���ก$P������#R����' 6&'��ก7�

ก����H
�"��	���� 

 

2.2.2 ;<�=����>���กE� !��ก=�F��  

ก�� ���9��GH���6$7���	�8&�ก$6P"�	�����&'��'=��P� �� V6�7��	
&G�&�ก��:$7  "	!6;%�9�"P�	 '�H��6$�ก�;@

���'$P�:$7 �"P�	 �GH��&�ก$6P"�	�V�����7Z&�:$7 %�;<8�#R�#�7"�;"�ก �$@:>���7Q%!&G�!��"����&�ก���6P�

�"P�9	��9� ���กP�&'��ก7���� ������ �GH���	
���!�Z����กP Staphylococcus aureus, Salmonellae, Clostridium 

perfringens, Bacillus cereus, Vibrio parahaemolyticus, Listeria monocytogenes 

 

2.2.3 ;<�=����>�����G���0���E�0�HI��
<���ก�@J  

Q����
��#ก�� ���'��6$7���	�8&�ก$6P"�	� �""� �p����ก$ !H�ก�� ���'� Coliforms bacteria �$@ 

Escherichia coli [�
��GH���6$7���	�8���ก$P��"	�'$P��@�"��>P&�$�������"�6��8�$@�� �8�$H���6P� ก��#��#\]��

���GH��ก$6P"�	�&���'������V�� �6$�ก�;@��ก��:$7 �	
�"P�	 ��H
����ก�#R��GH���	
�"P��!��"���� �������

�"H
� ���9��GH��ก$6P"�	�&���'�������=��>#�GP�=� ����&'��'=��P�"	ก��#��#\]��%��'$��ก��&'�!��"����

'�H�!��"�����	
&G�&�ก�@���ก��:$7 �"P�9	��9��	
���$���GH��&�ก$6P"���ก$P�����  

2.3 ��ก�@J����K����;<�=����> E. coli/coliform 

Q����
��#��!�	��	�Q!$7W��8"V>ก&G��#R���!�	��	��	
�#R� ���P�G	��6$�ก�;@�$@!��"�@�������'���$@

���� Q���>#�P������!�	��	��#R���P����� �ก�"$� �"P������#��8� P��"��V&G����� �$�$!Q �&'�:$9$��

����#R�ก���$@�กq� [�
���"��V�ก7�����	
�6;'%>"7 35 - 37°C (Anonymous, 1985; APHA, 1995) �GH�� 

coliforms V>ก9��#R�#�7"�;"�ก&��6����@���� �8�$H���6P� � Pก=���!�9����&��7
����$��"�	
�#R���������

�'"H��ก�� &��7� �$@9HG:�ก � P&�;@��	��ก�� �����GH�� coliforms ���Q��#ก 7ก=�"P����#R����' 6��

Q�!�	
�6����"�ก��ก �GH���'$P��	���"��V�	
�@���7Z� 7�Q �$@ก��"	��>P���GH�����ก$P��V>ก&G��#R� ���P�G	��GH��



 

กP�Q�!G�7��H
��� fecal �	
����@"	��>P 

Q [�� �$@9����[ 8�H
�SQ���GH������9�@�	
"	��>P�#R��GH�� 

Klebsiella, Serratia 

 

 

 

 

 

 

 

 

�D���� 2.1 �GH���	Q!�$'�H�!�$7W��8"�	
"	�'$P�"���ก�� �8�$H���6P��	
����@9�ก��#��#\]��&���'�� 

                      ��H���� �8�$@�7
����$��"����

 
"	 3 ก$6P"�	
� ก P��ก������!�	��	�Q!$7W��8"����>#�	
 

��	
�� #�7"�;Q!$7W��8"����'"� Wt!�$Q!$7W��8"�$@�	Q!�$ ก$6P"����'"��'$P��	�V>ก&G��#R��7��7�!� ��8��

��'���$@���� ก$6P"#�7"�;Q!$7W��8"����'"��#R�ก$6P"���&'ZP

Q!$7W��8"�#R���!�	��	��	
��>P&� total coliform 

��Wt!�$Q!$7W��8" �"H
� ����P��V>ก�P��#'���#a7�� 7ก��  ����P�����ก$P���@V>ก�����#�7"�;�GH������'"� 

V��:$�������ก"�"	#�7"�;Q!$7W��8"����'"�#��กa��>P  ����P�����ก$P���@V>ก�����Wt!�$Q!$7W��8"

�$@�GH�� E. coli  P��# 

 

 

�	
����@"	��>P �GH��กP�Q�!&�ก$6P" fecal #�@ก���#������!�	��	� ����� '�H�Q#�

Q���GH������9�@�	
"	��>P�#R��GH�� Citrobacter, Enterobacter, 

�GH���	Q!�$'�H�!�$7W��8"�	
"	�'$P�"���ก�� �8�$H���6P��	
����@9�ก��#��#\]��&���'�� 

��H���� �8�$@�7
����$��"���� 

ก$6P"�	
� ก P��ก������!�	��	�Q!$7W��8"����>#�	
 2.2 &�� P$@ก$6P"� ก P��ก��&���H
�����@���!��"

��	
�� #�7"�;Q!$7W��8"����'"� Wt!�$Q!$7W��8"�$@�	Q!�$ ก$6P"����'"��'$P��	�V>ก&G��#R��7��7�!� ��8��

��'���$@���� ก$6P"#�7"�;Q!$7W��8"����'"��#R�ก$6P"���&'ZP��G�7�����!�	��	��	
� ก P��ก�� Wt!�$

total coliform [�
�9����Q���P��&'ZP&� feces ���'��� 

��Wt!�$Q!$7W��8" �"H
� ����P��V>ก�P��#'���#a7�� 7ก��  ����P�����ก$P���@V>ก�����#�7"�;�GH������'"� 

V��:$�������ก"�"	#�7"�;Q!$7W��8"����'"�#��กa��>P  ����P�����ก$P���@V>ก�����Wt!�$Q!$7W��8"

10 

#�@ก���#������!�	��	� ����� '�H�Q#�

, Escherichia, Hafnia, 

�GH���	Q!�$'�H�!�$7W��8"�	
"	�'$P�"���ก�� �8�$H���6P��	
����@9�ก��#��#\]��&���'��  

&�� P$@ก$6P"� ก P��ก��&���H
�����@���!��"

��	
�� #�7"�;Q!$7W��8"����'"� Wt!�$Q!$7W��8"�$@�	Q!�$ ก$6P"����'"��'$P��	�V>ก&G��#R��7��7�!� ��8��

��G�7�����!�	��	��	
� ก P��ก�� Wt!�$

���'��� E. coli �#R����ก�6q#

��Wt!�$Q!$7W��8" �"H
� ����P��V>ก�P��#'���#a7�� 7ก��  ����P�����ก$P���@V>ก�����#�7"�;�GH������'"� 

V��:$�������ก"�"	#�7"�;Q!$7W��8"����'"�#��กa��>P  ����P�����ก$P���@V>ก�����Wt!�$Q!$7W��8"
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�D���� 2.2 ��!�	��	�&�ก$6P"Q!$7W��8" 

 

��ก�>#��"��V&'�!�����ก��!��"��� P$@ก$6P"�������	�  

� Total coliform bacteria  

Q��#ก 7��
��#9�&��7
����$��" P��S �GP� �7� '�H� :�ก �$@Q����
��#�"P#$��%��V��"	ก��#��#\]��&�

��'�� V��"	ก�� ���9�#�7"�;Q!$7W��8"����'"�&���'���$@�����H
" �'$P���ก��#��#\]������#R�

�7
����$��" ก��#��#\]����Wt!�$�"P�#R��GP��	� ��P����ก= �"V��ก��#��#\]��"���ก�7
����$��"�	
�@

��"��V����#&��@��ก��:$7 ��'����� �7
��'$P��	�����#R��������&'��GH��กP�Q�!����#&��@������������

"�����"	!��"���!�Z"�ก�	
�@ ���'��'$P���ก��#��#\]���$@�ก�#YZ'����ก$P�� 

 
� Fecal coliform bacteria  

�#R����ก�6q#�� total coliform ��!�	��	� �6$7���	�8�'$P��	�#��กa#�7"�;"�ก&�$������$@�6����@��!�

�$@�� �8 ก��#��กa��Wt!�$Q!$7W��8"&���'���$@�!�H
���H
"Q��#ก 7&G��#R� ���P�G	�ก��#��#\]���� 

fecal (Edberg et al., 2000) '"��V��"	!��"��	
���>� P�ก��#��#\]���� pathogen �	
�@#��กa&� ����P��

"�กก�P�9��L9�@��!�	��	�Q!$7W��8"����'"��	
V>ก ���9� 

 
� E. coli                                                                                                                                              

�#R����ก�6q#��Wt!�$Q!$7W��8" E. coli Q���P��&'ZP�@�#R���� ����$@V>ก9�&�#�7"�;"�ก&�$�������

"�6��8�$@�� �8�$H���6P�������9��J68 ��P����ก= �"��"��V�#R����' 6&'��ก7�ก����=�#w����� ก��#��กa�� 

E. coli &� ����P����'���$@�!�H
���H
"Q���P��"�ก&G��#R� ���P�G	�ก��#��#\]����Wt!�$ ก���@����� E. 
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coli Q���P��&'ZP"���ก��ก���9��J68�	
����9�@�� E. coli [�
��#R� E. coli O157:H7 �"H
� ����P����'��'�H�

�!�H
���H
"V>ก�������P�"	ก��#��#\]�����GH�� E. coli "���"P���'"��!��"�P���� ����@�ก7������ก strain 

�� E. coli &�!��"�#R���7� "���#R��#����	
�@�"P"	��>P�� O157:H7 ��P����ก= �" &G��P�G	�ก��#��#\]���� 

fecal ก�����#�@�����'���	
�6ก'�H���'���	
:P��ก�� treating �@��"��V���$���GH�� E. coli ��"V�� 

O157:H7 ��� 

 

2.3.1 M������� Coliform 

��!�	��	� Coliform '"��V��ก$6P"����!�	��	�&����8 Enterobacteriaceae �	
"	�>#�P���P������  7��	�ก�"$� 

�"P������#��8 �#R�9�ก�	
�"P ���ก����ก�� '�H� Facultative anaerobe ��"��V'"�ก���� �$�$!Q �&'�ก�� 

�$@�ก=����%��&� 48 °C �	
�6;'%>"7 35 °C  ����P����!�	��	�&�ก$6P"�	�����กP Escherichia coli [�
�Q��#ก 7

"�ก9���>P&������7���'���� �8�$H���6P� �$@��!� L@�����@9�"�ก&��6����@ �$@ ��!�	��	��	��� 

Enterobacter [�
���ก��ก&��6����@�$�������"��V9����&��7� �$@#��#\]��"�ก��9HG:�ก P��S '�H���>P&�

:$7 %�;<8��'���	
�"P"	�6$�ก�;@&�ก��:$7  �������ก�� ���9��6$7���	�8&�ก$6P"�	����VH�����P�"	ก��

#��#\]�����6����@ ������"�[�
��6$7���	�8�	
กP�&'��ก7�Q�!��� � PQ��#ก 7!���"��V �������6$7���	�8

ก$6P"�	�����	 �ก����"	ก��ก�@ 6���GH��#ก 7&������7���'��&'���"��VกP�Q�!��� �GP� 9�ก����� ������� ก��

:$7 ��'�� '�H� �����H
" ��� ���"	ก�� �������6$7���	�8�P�"	��>P&�#�7"�;��P�&� "	��� ���'�H��"P �$@���

#�@����@�"P���[H���7�!��'�ก ���9� 

 
2.3.2 M������� Escherichia coli 

Escherichia coli '�H� E. coli �#R���!�	��	�&�ก$6P"Q!$7W��8" �#R� ��G	�ก��#��#\]�����6����@&����� "	��>P

 �"J��"G� 7&�$�����&'ZP���� �8�$@"�6��8 ��!�	��	�G�7��	����&'��ก7���ก��������	��P���	
�6� ����&���=ก

�$@:>�&'ZP ���&'�VP���6����@�'$� '�H��#R����� � P��ก��"�ก�"P�6���� �9��@������=ก �$@:>�&'ZP"�ก"	%>"7

 ��������>P�����$�� ��H
����ก �������GH���	�����#�	$@������>P��H
��S �GH���	�"�ก#��#\]��"�ก����'�� ���� '�H� 

"H���:>�#�@ก����'�� #ก 7�GH���'$P��	����9�&��6����@�����>P�$���"��@�"P"	��ก���@�� 
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�D���� 2.3 ��!�	��	� Escherichia coli '�H��	Q!�$ (�7�"&G�GH
��P� E. coli) ��!�	��	�&�ก$6P"Q!$7W��8" �#R� �� 

              G	�ก��#��#\]�����6����@&����� "	��>P �"J��"G� 7&�$�����&'ZP���� �8�$@"�6��8  

 

 

 

 

 

 

 

 

�D���� 2.4 Saccharomyces cerevisiae �#R��7
�"	G	�7 �[$$8��	�� �97
"������Q��ก��� ก'�P� (budding) 

              (��7��;$>ก��G	�) 

�	Q!�$�	
กP�Q�!�@9������
��# �"�7
����$��"�$@&��� �8 �"��P�GH
���	��ก��� P�#R�!�$@���9��J68ก�� !H� 

�#R��	Q!�$���9��J68�	
กP�Q�!&�!���� [�
��GH�����ก$P����"��VกP�Q�!���'$��Q�! ��"V��Q�!�6����@�P�� 

#Y��6������9��J68�	
กP�Q�!�6����@�P��"	"�ก"�� � P�	
���ก$6P"ก������@�#R� 5 ก$6P"&'ZPS �	
"	$�ก�;@ก��

�����7�Q�!�$@!��"�6�����	
� ก P��ก�� !H� 
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2.3.2.1 ��C����F��C�กO=�;�=���F�K� !�P� ����� (Enterotoxigenic: ETEC) �P��&'ZPกP�&'��ก7�Q�!�6����@

�P���	
VP���'$�����#R����� ��ก��"�ก�"P�6�����$@�P��&'ZP'�������� 9�กP�Q�!����P��Q���L9�@9H���	


� ������P��&�������� Q���L9�@&�GP��y�>���� 

 

2.3.2.2 ��C����F�1�FV�;�=���F�K� !�P� ����� (Enteropathogenic E. coli: EPEC) "�กกP�Q�!&���=ก�$=ก 

�$@9�����P��&�#�@���ก��$��9�z�� :>�#w��"�ก"	VP���'$��#R�">ก VP���"P"�ก � P"	��ก����H������������#R�

��H�� S&���=ก�	
�#R���� S ���!��������ก7�%��@�������'�����ก[������ 

 

2.3.2.3 ��C����F��=���
�X��F�K� !�P� ���=� (Enteroinvasive E. coli: EIEC) �GH��ก$6P"�	��@กP�Q�!����6����

���Q���GH���6ก�6ก:���$��������&'��ก7��:$ :>�#w��"�ก#���ก�=�����"�ก �$@���VP���#R�">ก#��$H����ก"���� 

� P9�กP�Q�!����"P�P�� 

 

2.3.2.4 ��C����F�M�Cกก���ก��X��F�K� !�P� ����� (Entero-aggregative E.coli: EAEC) �GH��ก$6P"�	�กP�&'��ก7�

��ก���	
'$�ก'$�� ���VP���#R�����'�H��#R�">ก �$@���กP�&'��ก7������P����H�������� � P����"P����ก$�กกP�

Q�!�	
��PG����ก 

 

2.3.2.5 ��C����F��^F���;=���F�K� !�P� ���^� (Enterohemorrhagic E.coli: EHEC) �#R��GH���	
กP�Q�!���

�6����"�ก�	
�6� ��ก����:>�#w��"	!��"'$�ก'$��  ���� P�����P��VP���'$��#R�����J��"�� ���������VP��

�#R�">ก � P���"	:>�#w������P���	
��ก���6����"�ก��� ��H
����ก�GH����"��V�6ก�6ก:���$����� ���&'��ก7��:$ 

��"V���GH�������"��V��������97� "G7ก�" (Shiga toxin) ���97��	���"��Vก�@�������>Pก�@���$H����� �"��P�

 ���GH���	Q!�$�@�"P�������#&��$H������ Q���GH���@��>P&�$������$@��������97�����>Pก�@���$H�� [�
�

���97��@�#��กy�J7}��>P�	
 2 �@��&'ZP S !H� &��@���$H�� Q���@�#���$���"=��$H����� ���&'��"=��$H��

���� ก �#R�:$&'�:>�#w���ก7�%��@[	��L	��9$�� ��"V�����$���ก$=��$H�� ���&'��ก$=��$H��$� 
��$���P��"�ก 

�#R�:$&'�:>�#w���ก7�%��@�$H����ก�P�� :>�#w���������ก7������$H�� �":7�'����$@"	�$H����ก�	
�����@ P�� S 

%��&���� �	ก�@��'��
�!H����97��@�#��กy�J7}���$���  '����	
ก����������� ��	��# ������&'��ก7�� 

����L	��9$�� %��@������"�	� ([	���ก�"=��$H������ ก �$H����ก��ก�ก$=��$H�� 
�� �$@� ���) ��	�ก
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��"ก���P� ก$6P"��ก�� "~	Q"�$ 7! �>��"7! [7�Q��"" '�H�"��G�>���" (Hemolytic uremic syndrome : HUS) 

[�
�VH��#R�%��@�	
�6����"�ก ���&'�:>�#w����	�G	�7 �����P�������=�"�ก 

 

2.3.3 �0PH���F�K� O157:H7  

�#R��GH����!�	��	�G�7�'��
��	
กP�Q�!�@�������7���'���	
�6���� ก���@������GH���	�� P$@#t"	:>� 7��GH�����

���!� �� ��ก����	�G	�7 #�@"�;����$@ 1 ��ก�����!�Z!H� ������	�G�7��6����@"	�$H��#� ������"	

��ก���6����@�#R�">ก�$H�� �$@�	
���!�Z!H� Q�!�	����&'��ก7�%��@� ����P�"��������P��"�ก Q����
��#!�

 7��GH��Q�!�	���กก�����#�@�����'���	
�"P�6ก �P��&'ZP�#R���'��#�@�%���H���� �8 �GP� ��H����� 9�"	

������ก���@������GH�� �GH���	Q!�$ O157:H7 ��กก���H
"�"����	
�7� ก���$P�����'�H��H
"�����	
#��#\]���GH��

Q�!G�7��	� �$@9��P��GH���	Q!�$ O157:H7 ��"��V 7� P���ก!��>P!���� ��"����ก���@���&�!���!���

�$@�V���$	�����=ก�P�� 

2.4 ����=�ก�����;B�����0PH�;<�=����> 

&�ก������6$7���	�8"�&G�#�@Q�G�8&�ก��:$7 ����6 ��'ก��" ก���7��� ก��!��!6"#�7"�;�6$7���	�8 ก��

!��!6"!6;%�9�����$@��'��  �7
�'��
��	
�@ �����ก��!H� ก������������6$7���	�8  ก�� ������������

�6$7���	�8 ���� P�������[$$8��7
" ��  �������[$$8�@'�P��ก�����7Z&���'���$	����GH��  �[$$8�	
"	G	�7 �$@�[$$8

�	
���7Z��� [�
���"��V������'$���7J	  !H� 

2.4.1 ก�����F���� (direct count) �#R�ก�����������Q�� ����กก$����6$�����8 "	'$���7J	 !H� 

2.4.1.1 ก������GH����!�	��	��	
:P��ก�� ����$@���"�	 (stained film) �7J	�	��#R�ก������GH����!�	��	� Q��'��

 ����P��#�7"� � 0.01 ml �	
V>ก ����$@���"�	��>P����$�8%��&�9H���	
 1  �.[". ���	���7J	���ก$P��!H����

�P�� �����=� !P�&G��P��&�ก���7�!��@'8�"P�9� � P"	����	� ���	
�#R�ก�������������!�	��	�����'"� (Total 

count) �����[$$8�	
"	G	�7 �$@�"P"	G	�7  ��ก��ก�	� ����P���	
�@ ������ ���"	�������GH����!�	��	�"�ก 

2.4.1.2 ก������GH������$�8�	
"	 counting chamber ��$�8�	
"	 counting chamber ����กP 

- Petroff � Hausser counting chamber �7�"&G������������!�	��	� 

- Haemacytometer&G���� eucaryotic microbe �	
"	���&'ZP 
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                                                              �D���� 2.5 $�ก�;@��$�8�	
"	 counting chamber 

��$�89�ก�	��@"	��P� (Chamber) [�
��>�!��"$�ก�� chamber �$@�	
9H���� chamber �@"	 �����	
�'$	
�"[�
�

����!��"ก����!��"����� �����	
�'$	
�" ��������"H
�'���GH���6$7���	�8$��#&� chamber �	
"	 cover glass 

#X���>P  �������GH���6$7���	�8����ก$����6$�����8ก��$����� 400X &��	
�'$	
�"$>ก���ก8�$=ก ก=�@���&'�

��"��V!����;'��������[$$8 P� ml �� ����P����� ���'������	����	��� counting chamber �@

�'"H��ก����������7J	 stained film 

 

 

 

   �D���� 2.6 Petroff � Hausser counting chamber 
 

- ก������GH���6$7���	�8&G�ก��$����� Objective lens 40X    

- V���#R��GH����!�	��	�&'����GP���	
"	!��"�������$@ 0.05 "".   �$@!����H����&'�"	��!�	��	� 1-

10 �[$$8&�� P$@GP���$=ก  �$@����"P 
��ก�P� 10 GP��    

- V���#R��	� 8'�H��6$7���	�8���&'ZP&'�&G�GP��&'ZP�	
"	!��"�������$@ 0.2 "". 

- ก�����&'�����L9�@�[$$8�	
� @'�H����������'�H����������	
�'$	
�"� 6��� � P�@�"P���

�[$$8&�ก= �"�	
� @'�H��������$P���$@���[���"H����	
�'$	
�"�� 6��� 
 

 

 

 

1 

 1 

cm 



17 

 

 

 

 

 

 

 

 

              �D���� 2.7 Counting chamber stage micrometer 

(a) %�9�	
"����ก�������� chamber "	 ������>Pก$����$�8 

(b) %�9����� �����	
ก��$����� 10X #�@ก�������	
�'$	
�"�� 6������&'ZP� P$@������� 1 

mm. %��&�"	�	
�'$	
�"�� 6����$=ก����6��>P 25 GP�� � P$@GP��"	���� 3 ����$��"��� Q��� P$@���� 

��� 0.2 mm. %��&�"	�	
�'$	
�"�� 6�������$=ก����6��>P�	ก 16 GP�� 

 

2.4.2 ก�����;<�=����>����1�J��;����!�� 

�#R�ก�������'���$	����GH���	
:�"�6�� (agar media) "�&G� ���� P#$���������	
 1800 ���&'��ก7�ก��9�z��

�7J	ก������������6$7���	�8Q��ก�����������Q!Q$�	  �7J	ก�����ก$P��"	9H��p����ก���"" 7 3 ��P��!H�     

(1) �[$$8�6$7���	�8'��
��[$$8���7Z�$@��P� ���9H
������Q!Q$�	��	
��    

(2) �GH���6$7���	�8��7
" �� (original inoculum) "	$�ก�;@�#R���H����	��ก�� (homogeneous)  

(3) �"P"	�[$$8&�S �	
��>P��"ก�� (no aggregate) �7J	�	�����P��  �������������	�"��P��@"	�������GH���6$7���	�8 
�� 

(sensitive) �$@�7�"&G�ก����P��ก�������������ก ����P����'�� ���� �$@�7� &�ก������[$$8�6$7���	�8�����7J	

�	�������Q!Q$�	�	
���7Z�������'��"	!��"���!�Z !H�  ���"	�������"P"�ก'�H������ก7��#Q����
��#�@

����L9�@�����'���	
"	�������[$$8�@'�P�� 25-250 �[$$8��P�������������9H
�&'�������Q!Q$�	�	
���7Z��

�����'����>P&�GP�����ก$P�� !�����ก����H�����GH����7
" ��'$�� S !���� Q����
��#����#R�$�����S $@ 10 ��P� 

(serial dilution) (�>#�	
 2.8) �$�����ก���9�@�GH���6$7���	�8�	
� P$@�@���ก����H����$��������'��  �"H
�

�GH���6$7���	�8���7Z�������'���$��  ���������   ���ก��!����;'��6$7���	�8 P�ก��"'�H�"$.�� ����P��

(a) 

(b) 
1 ��. 
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���   ก��������:$"�ก�������#R� colony forming unit (CFU) "�กก�P��������6$7���	�8   ��H
����ก�"P

��"��V��ก�����P����P��� G������P� 1 Q!Q$�	"���ก 1 �[$$8     ก����������������7J	 plate count ����#R�

ก������������[$$8�	
"	G	�7  (viable count) [�
�"	'$���7J	 !H� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               �D���� 2.8 ��� ��ก���9�@�GH�������7J	 Pour plate 

2.4.2.1 Pour plate  

�"H
� ����P��V>ก��H����$��@���$@10 ��P� ���ก���9�@�GH���6$7���	�8��ก ����P���	
"	�@���ก����H�����'"�@�"  

Q��&G��GH���6$7���	�8 1 ml '�H� 0.1 ml '���#�������'���$������'���$	����GH���	
"	�6;'%>"7 44 � 46 °C 

$��# :�"�GH���6$7���	�8ก��&'������'��Q���ก�P������'���#-"����S (�>#�	
 2.9) �7��&'���'���=� ���$��

����#�P"  %��'$���P"�$��Q!Q$�	���6$7���	�8�@���7Z����&��$@����'���$	����GH��  ����������6$7���	�8

&������'���	
"	�������[$$8 25-250 �[$$8 ก=�@���&'���"��V!����;'��GH���6$7���	�8 P� ml '�H� P�ก��"

 ����P�����  �7J	�	�'�ก&G��6���	
�����#������&'� sensitive cell  ��'�H������=��"P��"��V�����Q!Q$�	��� 
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�D��=� 2.9 �7J	 pour plate 

2.4.2.2 Spread plate 

�#R��7J	ก�����������Q!Q$�	���6$7���	�8�	
���7Z����'���$	����GH�� Q��&G��GH���6$7���	�8 0.1 ml '��$���

�����'���	
"	��'���$	����GH��[�
��=� ���$�� (solidified agar medium) �GH���6$7���	�8�@V>ก�:Pก�@�����
�

:7�'�����'���$	����GH��������P��ก��97����	
:P��ก��_P��GH���$�� (spreader) (�>#�	
 2.10) �7J	�	�:>��7�!��@'8�@

��"��V����ก $�ก�;@Q!Q$�	���6$7���	�8����P�� &����!�����7J	 spread plate ������#�7"�;�[$$8���

"�กก�P��7J	 pour plate ��H
����ก�6$7���	�8�"P������ก��!��"������ก��'���$	����GH��'$�"�'$��'"H���7J	 

pour plate &�ก�;	�	
 ����P��"	�[$$8�6$7���	�8��>P���� ก��&G��7J	�	������!��"V>ก ����"P������H
����ก&G�

#�7"�; ����P��!P���������&�ก�� plating 
 

 

 

 

 

 

        �D���� 2.10 �7J	ก�� spread plate 

 



 

2.4.2.3 Drop plate 

�7J	�	�"	'$�กก���'"H��ก��ก�� spread plate 

��'��'��
���� P� 5 �6�  Q��� P$@�6�&G�#�7"�; 

&������'�� (�>#�	
 2.11) [�
�Q��#ก 7�@"	!��"�������:P

!����;������Q!Q$�	�����>Pก�����

factor) Q����
��#�"H
��P"���GH�����7Z�$��

�GH���6$7���	�8�������'��� P$@�6��"P�ก7� 

ก����H���� ก=�@��"��V!����;'��������GH���6$7���	�8 P�

 

 

 

 

 

                                                                    

2.4.2.4 Membrane filtration method

�7J	�	��'"�@���'��� ����P���	
"	�������6$7���	�8

�"P����&�ก�� ��'��6$7���	�8���#�7"�;�7�!��@'8 

�@V>กก���:P�� membrane filter   

�@V>กก�ก��>P��ก�@���ก��� ��ก�������ก�@���ก������&������'���	
"	ก�@���[�
�G6P"������'���'$� 

(liquid nutrient medium) ��>P�$�� Q!Q$�	���6$7���	�8�@���7Z��ก�@���ก��� 

ก�� ����7�!��@'8 coliform bacteria 

spread plate Q���@'�� ����P���	
�@���ก����H�����	
�'"�@�"$������

�6�  Q��� P$@�6�&G�#�7"�; 0.02 ml  ����P���@V>ก#$P��&'��'����>P����'���$	����GH��

[�
�Q��#ก 7�@"	!��"�������:P���>��8ก$���@'�P�� 1.5 

!����;������Q!Q$�	�����>Pก��������'�� P������'��  ������'�� P� ml �$@!P�ก����H���� 

���GH�����7Z�$�� &'��$H�ก�����'���	
"	�@���ก����H�����'"�@�"!H� "	

�GH���6$7���	�8�������'��� P$@�6��"P�ก7� 10 Q!Q$�	 �"H
����������Q!Q$�	���� 5 �6���"ก��&�� P$@�@���

!����;'��������GH���6$7���	�8 P� ml '�H� P�ก��" ����P�� 

                                                                    �D���� 2.11 �7J	ก�� drop plate 

.2.4 Membrane filtration method 

"	�������6$7���	�8�����$@����#R� ���&G�#�7"� ��� ����P��"�ก�9H
�!��"

���#�7"�;�7�!��@'8 (Quantitative analyses)  ����P�� 

[�
�"	�>��� 0.45 �"!��� (��!�	��	��"P��"��V:P�����

�@V>กก�ก��>P��ก�@���ก��� ��ก�������ก�@���ก������&������'���	
"	ก�@���[�
�G6P"������'���'$� 

��>P�$�� Q!Q$�	���6$7���	�8�@���7Z��ก�@���ก��� (�>#�	


coliform bacteria [�
��#R� ���P�G	� (indicator) ก��#��#\]����ก�6����@&���'�� '�H�����
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Q���@'�� ����P���	
�@���ก����H�����	
�'"�@�"$������

 ����P���@V>ก#$P��&'��'����>P����'���$	����GH��

5 V�� 3 cm ก������$@

�$@!P�ก����H���� (dilution 

&'��$H�ก�����'���	
"	�@���ก����H�����'"�@�"!H� "	

���"ก��&�� P$@�@���

�����$@����#R� ���&G�#�7"� ��� ����P��"�ก�9H
�!��"

 ����P�� 100 ml '�H�"�กก�P�

��!�	��	��"P��"��V:P�����) ��������6$7���	�8

�@V>กก�ก��>P��ก�@���ก��� ��ก�������ก�@���ก������&������'���	
"	ก�@���[�
�G6P"������'���'$� 

�>#�	
 2.12) �7J	�	�"�ก&G�ก��

ก��#��#\]����ก�6����@&���'�� '�H����� 
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                      �D���� 2.12 ��� ��ก������$@�GH���6$7���	�8'$��ก����� membrane filtration 

 

2.5 ก����=V�ก�����;�=����J!> E. coli/coliform 

Coliform bacteria �7�"&G��#R���G�	�P�G	��6�%7��$����'���$@���� Q���L9�@��P���7
�&������H
" ��H
����ก

��!�	��	�&�ก$6P"�	�!H� E. coli "	�'$P������&�$�������!� �$@�� �8�$H���6P� �������ก�� ���9� E. coli &�

��'���$@�����H
"��������P�"	ก��#��#\]���6����@[�
���กV��$�ก�;@�6�%7��$ก��:$7 ����'���$@����

�����"P�@���9� �$@"	���Q��"�	
�@"	��!�	��	��	
�#R����' 6��Q�!�����7���'�� �GP� Salmonella �$@ 

Shigella [�
��#R���!�	��	�&�ก$6P"��	��ก�� #��#\]����>P&���'���$@���� ��!�	��	�ก$6P"�	�#�@ก������

��!�	��	��>#��P����� �ก�"$� �"P������#��8 ��"��V���7Z��������%�9 aerobe �$@ facultative anaerobe 

!6;�"�� 7�	
� ก P���$@�7�"&G���ก��!�	��	�ก$6P"�	���ก��!�	��	�ก$6P"�H
�S !H�!��"��"��V�	�7�[8���� �$

�$!Q��&'�ก���$@กq�[&� 24-48 h �	
�6;'%>"7 35 °C �$@��"��V��ก E. coli ��ก��กก$6P" Coliform 

bacteria Q�������!��"��"��V&�ก��:$7 ก���$@�กq�%��&� 24 h �	
 44.5 °C �$@ก������� IMViC

�#R� ++-- '�H� -+-- 

 

�7J	ก�� ����7�!��@'8!�$7W��8"'�H� E. coli �#R��7
��	
Q������6 ��'ก��"��'��Q���P��&'ZP&G��7�!��@'8

 ����P����'���9��@ก��#��กa�GH�����ก$P��&�:$7 %�;<8V>ก&G��#R� ���P�G	�ก��#��#\]����Wt!�$ (Cox et 

al., 1983) E. coli V>ก&G�97���;��#R��7
��	
���!�Z"�ก �9��@�"H
���=�S �	�"	ก���@�����ก�� 7��GH��กP�Q�!��  

E. coli (Kornacki et al., 1982; Doyle et al., 1984) Wehr (1982) �������P� 7% ��ก��������9�"	ก��

#��#\]����'�H��"P#��กa�� E. coli V>ก�P�G	��#R�!��"#$��%����:$7 %�;<8 
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�7J	ก���7�!��@'8Q���P��&'ZP�� E. coli/coliform ��"��V�����ก��ก�#R� 3 �7J	����ก��!H� 

2.5.1 �7J	 Conventional method 

Q#�Q !�$�	
�>���กก���	�#R�ก���7�!��@'8�	
GH
��P� Most Probable Number '�H� Duram test 

2.5.2 �7J	 Non � conventional method 

2.5.2.1 �7J	 Modern Molecular Biology '�H� Rapid Method 

2.5.2.2 �7J	 Enzyme Based Method [�
��#R��7J	#ก 7�	
�>�Q����
��#�P��#R� chromogenic �$@ 

fluorogenic detection 

2.5.3 Modified non � conventional method 

2.5.3.1    �7J	 Micro Inoculation Technique  

 

2.5.1 �=V� Conventional method 

���'����7J	ก���7�!��@'8��� conventional method '�H��	
��	�ก�P� Most Probable Number Method (MPN) 

'�H���	�ก�	กGH
�'��
��P� Durham test Q��'$�กก���$�� �#R�ก�������!6;�"�� 7��ก��&G����� �$�$!Q � 

(APHA, 2001; BAM 2015) �7J	ก���7�!��@'8 MPN �#R��7J	ก������V7 7 '$����� ��[�
�#�@ก���#���� 

presumptive, confirmed �$@ completed test &�ก���7�!��@'8 serial dilutions �� ����P��V>ก inoculated $�

&� broth media ก���7�!��@'8������!@����� ����P���	
�ก7� positive &�'$����$�� (ก�� ferment �� 

lactose) ��ก�	ก 2 �W���ก���7�!��@'8V>ก��$���$@�"H
�����&G��P�"ก��:$ก����$���	
�#R���ก�9H
�&'�:$

�	
�#R� �����V7 7 ���'���#�@�"7����������GH���6$7���	�8�	
#��กa !��"����9�@��ก���7�!��@'8

Q���L9�@ 2 �W�V>ก�����7�ก��&�ก���7�!��@'8!�$7W��8"�$@Wt!�$Q!$7W��8" ;@�	
���� 3 �W�V>ก�����7�ก��

���'��� E. coli �����	� 3 '$�� MPN test V>ก&G����'���ก���������'��Q���P��&'ZP ���'��� 5 '$�� 

MPN test V>ก&G����'�������� ����P������, shellfish �$@ shellfish harvest water testing �$@ 10 '$�� 

MPN test ����V>ก&G����������'�H� ����P���	
�"P���!���P��@"	ก��#��#\]���>� (APHA, 1995) 

 

2.5.1.1 MPN l Presumptive test for coliforms, fecal coliforms and E. coli 

���ก��G�
� ����P����'�� 50 ก��"$�&�V6� sterilize bag ��ก�������ก��#Y�������!�H
�� 	#Y��!��"��=��>� ���'���

 ����P����'���GP�=���"��V���ก��$@$�������=�Q���ก=��	
�6;'%>"7 2 - 5°C �#R���$��"P�ก7� 18 h '��"���

ก�� thaw  ����P�� ��ก����� 7" PBS ������ 450 ml �$@ 	#Y���#R���$� 2 ���	 V�� ����P����'��"	#�7"�;

����ก�P� 50 ก��" G�
�����'��ก ����P����'���$@� 7" sterile diluents �9H
����!��"��"���#R� 1:10 #�7"�;
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����'"�&�V���#Y��!���>�ก�P�&�"	� � �	�" decimal dilutions ก�� sterilized Butterfield�s phosphate diluent 

�����������$@$���	
� �	�"���ก��'$���	
�ก7�W�� ��P� all suspensions  25 !���� '�H�&G� vortex �#R���$� 

7 s '��"&G�#X�# &�ก�;	�	
#�7"� � ����P������ก�P� 10% ��� 1 ml portions �#�	
 3 LST tubes ���'���� P$@

!��"��H������P������ 3 consecutive dilution ���ก�� hold pipette �	
"6"�9H
��"P&'�"	 ����P�� ก!����	
#$��

'$���$��#$P��&'��'$$�"� 2 � 3 �7���	  �"P"�กก�P� 15 ���	  

 

 

 

 

 

 

���ก���P"'$�� LST �	
 35°C �����'$���$@�����ก#a7ก�7���	
 24 h ���'���'$���	
�ก7��กq� ���ก��

����	
 medium &�'$���	
�ก7�ก��'"�ก�$@���ก���P"'$���	
�ก7��กq��	ก!�����#R���$� 24 h �$@�����

�$@�����ก#a7ก�7���	ก!�����	
 48 h ���ก�� confirm �	ก!�������'���'$���	
�#R� presumptive positive (gas) 

tubes 

2.5.1.2 MPN l Confirmed test for coliform 

��ก'$���	
�ก7� gas �� LST ��� loop � @ suspension $�&� tube �� BGLB broth 9����"'$	ก�$	
��

 @ก���	
#��กa  ���ก���P"'$�� BGLB �	
�6;'%>"7 35°C �9��@Q���P��&'ZP�$��Q!$7W��8"��"��VQ �	


�6;'%>"7 35°C �$@�����ก���ก7� gas �	
��$� 48 ± 2 h !����; most probable number (MPN) ��Q!$7

W��8"��9H��p������P����ก�� confirm gassing  &�'$�� LST ���'��� 3 consecutive dilution 

 

 

Incubate 35°C, 24 h 

(-) (+) 
LST (Lauryl Sulfate Tryptose Broth) 

Gas Gas 
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                      BGLB (Brilliant Green Lactose Broth)                                       Gas          Gas 

2.5.1.3 MPN l Confirmed test for fecal coliform and E. coli 

��ก'$���	
�ก7� gas ��ก LST �	
����:$ presumptive test ��� loop �#�6P"$�&� suspension ��'$���	
�ก7� 

gas �9H
��	
�@�����#���'$�� EC broth �' 6:$�	
&G� EC medium �9��@ medium ����6�#���� bile salts [�
�

�#R� ����������#��8�#R��P��&'ZP�$@ positive bacteria �	
��"��V fermenting lactose ��� (Warren et al., 

1978) ���ก���P" EC Tube �#R���$� 24 ± 2 h �	
�6;'%>"7 45.5 °C �$@�����ก���ก7� gas V��:$&'� 

negative ���ก�� reincubate �$@������	ก!�����	
 48 ± 2 h &G�:$�	����'���ก��!����;Wt!�$ coliform MPN 

�9H
��	
�@�#�7�!��@'8 E. coli  

 

2.5.1.4 MPN l Completed test for E. coli 

�9H
��	
�@����� E. coli ��P���"�>�;8 '$���	
�ก7� gas ��ก EC broth ��� suspension �# streak �9H
���ก Q�� 

loobful �� L-EMB agar plate �$@���ก���P"�#R���$� 18 � 24 h at 35°C ������9$����'��� suspicious 

E. coli Q!Q$�	 Q!Q$�	"	�	��� ��ก$���$@ flat ����#��� PCA slants �$@���ก���P"�#R���$� 18 � 24 h �	
 35 

°C �$@����#&G��9H
������ P��# 

 

 

 

 

 

Incubate 35°C, 24 h 

(-) (+) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

!���!�< : ���ก�� identification �� 

�#R� positive ������� �"P����'"��	
 5 isolates 

 
2.5.1.5 MPN l Confirmation 

���ก������� gram strain Q!Q$�	�	
#��กa����'"��#R��ก�"$� ��P�����!���	
�@��������'��� 

reaction (Andrews, 1992) [�
��#R�#a7ก�7�����$P���	� �$@���ก�� 

ก���ก7��กq��	ก!���� 

 
2.5.1.5.1 ก����
�� Indole production 

���ก�� inoculation �GH��$�&� tryptone broth 

Q��ก��� 7" 0.2 � 0.3 ml �� Kovacs�s reagent 

�#R� positive 

 

 

 

(+) 

Gassing EC tube 

from the confirm 

streak 

�� 1 &� 5 Q!Q$�	�� E. coli �9H
��	
�@�����'$���	
�#R� 

5 isolates ����@����#R� �������� 

Q!Q$�	�	
#��กa����'"��#R��ก�"$� ��P�����!���	
�@��������'��� 

[�
��#R�#a7ก�7�����$P���	� �$@���ก�� re � inoculated ก$���#�	
 

Indole production  

tryptone broth �$@�P"�#R���$� 24 ± 2 h �	
 35 °C ��������'��� 

Kovacs�s reagent V��#��กa distinct �	�������:7��#R� 

Incubate 35°C, 24 h 

Transfer suspicious colonies

L - EMB 

use for  

biochemical test  

25 

�9H
��	
�@�����'$���	
�#R� EC tube �	


Q!Q$�	�	
#��กa����'"��#R��ก�"$� ��P�����!���	
�@��������'��� IMViC 

ก$���#�	
 LST �9H
� confirm 

��������'��� Indole 

�	�������:7��#R� layer �����P�:$

Transfer suspicious colonies 

PCA slants 

Incubate 35°C, 24 h 
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2.5.1.5.2 Voges l Proskauer (VP) l reactive compounds  

���ก�� inoculate tube �� MR � VP broth �$@���ก���P"�#R���$� 48 ± 2 h �	
 35°C ��� 1 ml �� ����P��

�	
�����$�&�'$����� 13 × 100 mm tube � 7" 0.6 ml �����$@$�� α - naphthol �$@ 0.2 ml �� 

40% KOH  ��P�  � 7":$�ก��!�	���	�#�7"�;�$=ก���� ��P��$@#$P�� ����7����� 2 G�
�Q"� :$ positive V��

#��กa�#R��	G"9> 

 
2.5.1.5.3 Methyl red l reactive compounds 

'$����ก��� VP test ���ก���P" MR � VP broth '$�� �	
 35°C �#R���$� 48 ± 2 h �$��� 7"���$@$�� 

methyl red 5 '�� $�&�� P$@'$�� �	����@#��กa�#R� positive �	�'$H���P���ก�#R� negative 

 
2.5.1.5.4 Citrate 

Inoculate �GH��&����$@$�� Koser�s citrste broth 9����"'$	ก�$	
��ก�� detectable !��"6P� �P"�	
�6;'%>"7 

35 °C �#R���$� 96 h 9�z��!��"6P�����:$�#R� positive 

 

Gas from lactose ���ก�� inoculate �GH��$�&�'$�� LST �$@�P"�	
 48 ± 2 h at 35 °C :$9$������	
�#R� gas 

(displacement �� medium ���'��� inner vial) '�H� effervescence '$����ก gentle agitation �#R� positive 

�����M�J����
�����=V� Conventional method (Bredie and de Boer, 1992; Suwansonthichai and 

Rengpipat, 2003) 

����� 

1. �#R��7J	�	
����!6;%�9���ก��%�9�	
�	 �9H
� ������ก���ก7� gas &� durham tube 

2. Q���P��&'ZP�#R��7J	�	
"	!��"�P��GH
�VH��$@&G�ก����>P&�#Y��6����$@&'�:$�7�!��@'8�	
�	 

����
� 

1. &G���$����#�@"�; 3 � 7 ��� �"P�#R��	
��"������'����7J	ก���	
�#R�"� �p�����'����	
�@����#&G�

&�Q����� (Anonymous, 1987) 

2. �#R��7J	�	
 ���&G�������������"�ก�$@!��"G����Z�>� 

3. &G�#�7"�;��'��"�ก 
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2.5.2 �=V� Non l conventional methods  

2.5.2.1 The Modern Molecular Biology Method 

�7J	 Modern Molecular Biology Method V>ก97���;��#R��7J	�	
�����=� �7J	 rapid detection ��ก���7�!��@'8

�GH���6$7���	�8กP�Q�!�$@ก��#��#\]���GH���H
�S &���'���#R��6��7กy 7�	
 ���"	ก��#�@ก��!6;%�9��!��"

#$��%������'�� �7J	 conventional method �9H
� ����7�!��@'8ก��#��#\]������!�	��	�กP�Q�!Q��#ก 7 

rely on ��$�&�ก�����7Z� 7�Q &���'�� �"����ก����ก isolation �$@ biochemical identification �$@

���!�������"	!��"����#R� ��� ��� detect &� serology �"H
���=�S �	���!Q�Q$�	ก��ก�� ��� detection �$@ 

identification "	ก��9�z��&'���"��V�7�!��@'8��������=���� "�กก�P��7J	ก���7�!��@'8���#ก 7&�#Y��6��� "	

!��" sensitive "�กก�P� �$@!��"����9�@���@��"�ก���ก�P��7J	 conventional method �7J	 rapid Q��#ก 7&G�

�#R���!�7! screening ก��:$ negative �	
��"��� � P�����	�:$�� positive  ���ก��ก�� confirmation Q��

�7J	ก���	
�'"�@�"[�
� ���&G�#�7"�;���������"�ก�#R� cultures �7J	ก���7�!��@'8�	
�����=�V>ก'����[�
���>P&�

ก$6P"��G6��7�!��@'8�	
"	ก�����'�P��&��G7�ก��!����"V�� miniaturized biochemical kits, antibody �$@ 

DNA � based tests (BAM, 2015) 

 
The miniaturized biochemical kits V>ก&G��9H
� identification  �� pure culture ��!�	��	��	
��ก�����ก��'�� 

Q���P��&'ZP ��'���	
&G�&�ก�������#�@ก���#���� media ��'�� 15 � 30 medias '�H�����	
"	

!��"����9�@V>ก��ก���"��9H
��7�!��@'8�GH���#^�'"�� '�H� species ก��G6� test kit �	
��"��V����:$

%��&� 4 h Q���P��&'ZP����#R� ���&G���$�ก���P" 18 � 24 h Q��#ก 7 miniaturized biochemical tests 

�'"H��ก���>#����$@#�@�7�J7%�9 &'�:$!��"V>ก ��� 90 � 99% &�ก���#�	����	��ก���7J	 conventional 

method (BAM, 2015) "	�7J	ก���7�!��@'8��� DNA based assay �"P�9	��� P probes PCR �$@ Bacteriophage 

V>ก9�z�����"��#R��7J	���ก��!�����'����7�!��@'8�GH��กP�Q�! Probe assay Q����
��#�#R��#^�'"�� 

ribosomal RNA (rRNA) &'����	&�!��"��7��	
�>������� copy �� bacterial rRNA &'��#^�'"�� amplitude 

Q��J��"G� 7�	
�#R��#^�'"��!P������>��$@�#R��7J	�	
"	!��" sensitivity �>� ก�� PCR  ����P���"P ���ก���7J	

#ก 7�	
 ���&G���$� 24 � 48 h &�ก�� ��� detect ��!�	��	� 

 
�����ก���	
���!�Z���7J	ก���7�!��@'8��� Conventional method �#R�ก���7�!��@'8�	
&G���$���� �9H
�

�ก�#YZ'��'$P��	� �"H
���=�S �	�"	��ก�7������ �8������"�ก�$@��ก�7������9�z���7J	ก���7�!��@'8��������=�

Q�������9H��p���#R� Modern molecular biology Q����!�7!�	���"��Vก�������� ����ก�� presumptive 
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test, confirm test �$@ complete test &��7J	ก�� conventional method Q��ก��&G� concept �� 

Immunological method '�H� PCR Q���7J	ก���'$P��	�&G���$�����#�@"�; 4 � 6 h 

� Immunological Method  

Q��'$�กก��9H��p���7J	�� antibody � based detection �#R�ก����" ���� antibodies ก�� target antigen 

 �"����ก�� detection �� antigen � antibody complex �9��@� P$@�GH�� pathogen '�H� microorganism 

����6Q#� 	��	
����9�@'�H���� 7���[�
���"��V ������ก�� specific antibodies �'"H��ก���y�a	�� 

Lock �$@ Key 

 
� PCR (Polymerase Chain Reaction) 

PCR �#R� nucleic acid amplification �#R���!Q�Q$�	�	
"	ก��&G�ก����P��ก�������&�ก�� ��� detection 

��!�	��	� #�@ก���#���� cycle �	
� ก P��ก���� DNA �	
�ก7�ก���>Z��	��%�9Q��!��"����  �"����ก�� 

extension phase ก��ก��&G� primers �	
"	#�@�7�J7%�9�$@����["8 �"H
����� 2 new identical DNA sequences 

���#a7ก�7��ก�� new target ���'��� cycle V���# Q�� new double standard DNA �	
�#R� new cycle ���ก��

����� step �	�[�����P������ 20 � 30 cycles �@����������	
�9	��9��� amplified DNA S sequences 

���'���ก�� detection �� agarose gel electrophoresis 

 
�����M�J����
�����=V� Modern Molecular Biology  

����� 

1. ��$��	
&G�&�ก���7�!��@'8���� 

2. ก�������7�ก��&G� ����P��#�7"�;���� �$@&G� rest supply 

 
����
� 

1. �!�H
��"H��6#ก�;8!P������9��$@ ���ก�� reagent �	
"	��!��9� 

2. �"P�'"�@�"ก��ก��&G�ก��Q����� Q���L9�@ก��#�@����	
9�z���$�� 

 
2.5.2.2 The Enzyme l based method 

��!�7!&'"P�	����"	ก��9�z�����"��"H
���=�S �	����'���ก�� ����7�!��@'8�$@��ก��@�GH����!�	��	� Q��ก��

�7�!��@'89H��p����กก��&G���� chromogenic �$@ fluorogenic ���'���ก�� ����7�!��@'8ก7�ก��"��
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����["8 �	
 specific  P��������9�@ �7J	�	
 sensitive  P��#�	����"	ก�����"�9�z��&'�"	!��"V>ก ����$@

��"��V�7�!��@'8�����P�������=� �$@����@�����7�ก��Q��&G�ก�����7Z� 7�Q &� media [�
�����6���

����["8�	
�@��"��V linked ก�� chromogen (colour reaction), fluorogen (fluorescent reaction) '�H�ก�� 

combination ����!>P [�
��#R�!6;�"�� 7Q���@��������["8�	
�@ metabolized �������� �� �GP� ���� �$�$@

ก���@"7Q� �9H
�#$P��Q!�Q"���'�H�W$>Q�Q$��� :$ก����$���	��#R�ก���#$	
���#$����	&� medium 

�$@'�H� fluorescence %��& ���� UV ก����"ก�������W$>Q�Q����7ก�$@Q!�Q"���7ก&���'������9�@

��"��V$���� ��&�ก������GH���#�#����� biochemical test  P��# �9H
� identify �GH���	
��PG�� (Manafi, 

1996, 2000; Greenwood et al., 2005; Perry and Freydiere, 2007; Schonenbrucher et al., 2008) 

 
��� chromogenic enzyme substrate V>ก#�@ก���#��������	
��"��V���#a7ก�7��ก��!��"����9�@��

����["8�	
"	 P��GH�� �$@�#$	
���	��H
����กก�����#a7ก�7��������["8 Q����
��#9H��p����#a7ก�7�����

�!"	 4 ก$6P"�����Q!�Q"���7ก��"��V��ก��ก��กก����� �$@�"H
���=�S �	�"	ก��������Q�� Manafi (1998) 

�����69��J8 Indolyl �#R�����	
��"��V$@$����������$@"	!��"�� P�!��"���� Q���P��&'ZP�����69��J8

�	
&G��GP� 5-bromo-4-chloro-3-indolyl (X), 5-bromo-6-chloro-3-indolyl (magenta) or 6-chloro-3- indolyl 

(salmon) ����&'��'=��"P"	ก���9�P���9$� agar    

 
Fluorogenic enzyme substrate Q����
��# #�@ก���#��������	
����9�@���'����������["8�	
����9�@ 

 ����P���GP� ���� �$'�H�ก���@"7Q��$@W$>Q�Q���� �GP� 4-methylumbelliferone ��"��V�	
�@�#$	
����� 

UV �#R� visible ��� Methylumbelliferyl-substrates �#R� water soluble "	!��" sensitive �>��$@"	

!��"����9�@!P������>� �9��@�P� pH � dependence "	!��"���&�ก���9�P�>�&���'���=��$@����#R��� 

UV � light (Feng and Hartman, 1982) 

 
ก��#�@�6ก 8&G�!��"����9�@������["8 substrate &���'�� media �G7�ก��!�����'���ก���7�!��@'8 

coliform �$@ E. coli &�GP�� 2 �������	
:P��"� �7J	����["8V>ก9�z�����"��9H
� �������$@���������

����!�	��	�Q!$7W��8"�$@ E. coli Q��Q!$7W��8"��!�	��	�:$7  β - D � galactosidase (GAD) and E. coli 

:$7  β - D - glucuronidase (GUD) Q����'�� media �6P�&'"P&G� β - D - glucuronidase (GUD) �#R��7��7�!

� ��8���'��� E. coli GUD V>ก������>P&� 94 � 96% �� E. coli � P[�$Q"��$$���� ��, Shigella �$@ 

Yersinia spp. ��ก�7�������P��9��P� GUD � positive strain �� Citrobacter freundii '�H���� strain �� 
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Klebsiella oxytoca, Serratia fonticola �$@Yersinia intermedia (Alonso et al., 1996) �����	� GUD test V>ก&G�

�97
"ก�� detection �� E. coli &������$@��'�� ��H
����ก E. coli �#R� indicator �	
���!�Z���'���ก��

#��#\]���� fecal contamination &� ����P����'����กก�@���ก��:$7 �$@ก�@���ก��:$7 ������7�6�J7} 

Q�������	��GH���H
�S �	
�"P&GP E. coli �@�"P produce ����["8�	�[�
����V>ก������Q�� Rice et al., 1991 

 
ก7�ก��"�� GUD V>ก���Q��ก��&G���� chromogenic �$@ fluorogenic �	
� ก P��ก��  ����P���GP� p-

nitrophenol-β-D-glucuronide (PNPG), or 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (X-GLUC) �$@ 

4-methylumbelliferyl-β-D-glucuronide (MUG) MUG V>ก hydrolyzed Q�� GUD yielding 4 � MU [�
�

�����	������7�%��& ���� fluorescence �"H
��:P����	�P��������� UV �	
!��"���!$H
�����	
 366 nm MUG 

V>ก&G���"ก�����'$� media ����!>P��"V�� lauryl sulfate broth, m-Endo broth, EC broth, Brila � broth, 

DEV � lactose-peptone-broth �$@ LMX broth ��'���=�[�
��#R� MUG V>ก� 7"$��# ��"V�� violet red bile 

agar, ECD-agar, MacConkey-agar �$@ m-FC agar �$@V>ก������Q��'����	��$�� (Manafi, 1996) Q��

!��"��"�� 
���6��	
�9	��9�&�ก����ก'�H��P�G	��GH���#R� 50 µg/ml ��P����ก= �"!��"��"���	
����#R��$@

�#R��	
��"������'���ก�� ��� detection �� E. coli �����>Pก����!8#�@ก���H
�S ����'�� 

 
ก�� ���7�&��� β-D-galactosidase (GUD) �#R�ก������&'��'=�V��ก��#��#\]������!�	��	�Q!$7W��8" 

��!�	��	�Q!$7W��8"V>ก accomplished Q��ก��&G� o-nitrophenyl-β- D -galactopyranoside (ONPG), p-

nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (PNPG), 6-bromo-3-indolyl-β-galactopyranoside (Salmon-Gal), 5-

bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (XGAL) '�H� 6-bromo-2-naphthyl-β-D-

galactopyranoside (BNGAL), 8-hydroxychinoline-β-D-galactoside, cyclohexenoesculetin-β-D-

galactoside �$@ fluorogenic 4-methylumbelliferyl-β-D-galactopyranoside (MUGAL) Q��9����"�	
�@

 ���'� coliform Q��ก��� 7"  1 � isopropyl - β - D � thiogalactopyronaside (IPTG) �9H
��	
�@�#R� media 

(Manafi, 1996) '�H� sodium dodecyl sulfate (SDS) (Berg and Fiksdal, 1988) ก���97
" activity �� β-D- 

galactosidase Q��ก��9�z��ก��&G�[���� ���$@'�H�����["8  

 
��'���$	����GH��&��G7�ก��!���	
"	ก��9�z����>P&�#Y��6���V>ก��6Z� 7&'�"	ก�� ���9� coliforms �$@ E. coli 

&������$@��'�� (Anderson and Baird � Parker, 1975;  Feng and Hartman, 1982; Firstenberg-Eden, 1985; 

Anonymous, 1987) ��'���$	����GH���'$P��	�����6����["8�	
'$�ก'$�����'���ก�� ����7�!��@'8 β-D- 



 

galactosidase ([�
��P���กก��#��#\]���� 

�� E. coli)  ����P������'�� media 

������ก����"���&�ก�� ���ก��#��#\]���� 

 

2.5.2.2.1 media ��� 0� �ก�����;�=����J!>

2.5.2.2.1.1 Chromocultcoliform agar

��'�� Chromocultcoliform agar 

�$@ E. coli ��H
����กก��:��ก�������ก��

���'���ก�� ��� detection ��#�7"�;Q!$7W��8"����'"�Q��ก��:$7  

(�	������7�!$����#�#R�Q!Q$�	"P�����'��� 

production �� β-glucuronidase 

�������Q�� Tergitol-7 Q���97
"� 7"ก�� 

�� indole ��กก�� inclusion �� 

�7�!��@'8 E. coli (Finney et al., 2003

����$H�ก�9H
�����	
 MacConkey Agar 

Enterobacteriaceae  

 

 

 

 

 

 

 

                                                          

 
� ��� ��ก���7�!��@'8����'�� 

#�7"�; ����P���	
�'"�@�" 1 ml V>ก#X�# $�

[������9H
�&'�:�"�#R���H����	��ก��

[�
��P���กก��#��#\]���� coliforms) �$@ β-D- glucuronidase ([�
��P���กก��#��#\]��

media &��G7�ก��!��&�#Y��6��� (Suwansonthichai and Rengpipat, 2003

������ก����"���&�ก�� ���ก��#��#\]���� coliforms �$@ E. coli �GP�   

��� 0� �ก�����;�=����J!> E. coli/ coliform F�����!��กก������;B��1�J������KO�>

form agar 

form agar V>ก9�z�����"����'���ก�� ����7�!��@'8#�7"�;Q!$7W��8"����'"�

:��ก�������ก������� chromogenic �GP� Salmon � GAL (

��#�7"�;Q!$7W��8"����'"�Q��ก��:$7  β-galactosidase 

�	������7�!$����#�#R�Q!Q$�	"P�����'��� E. coli) ���'���ก�� ��� detection �� E.

glucuronidase ���'����6$7���	�8�	
�#R� gram ��ก�$@ non � enteric bacteria

Q���97
"� 7"ก�� confirmation ��ก����ก E. coli ��"��V������Q��ก�� 

�� tryptophan &� medium ��"��V&G��9H
��97
"!��"�P��GH
�VH�

Finney et al., 2003) :$ก����$���	�G	�&'��'=��P� Chromocult

MacConkey Agar ���'���&�ก�� identification �$@����������� 

                          �D���� 2.13 ��'�� Chromocultcoliform agar 

��'�� Chromocultcoliform agar 

V>ก#X�# $�&��9$��ก�� �$��� 7" agar �	
:P��ก��$@$�� '"6� 

ก�� ��ก�������ก���P"�	
�6;'%>"7 35 °C �#R���$� 
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[�
��P���กก��#��#\]��

Suwansonthichai and Rengpipat, 2003) �	


F�����!��กก������;B��1�J������KO�> 

�"����'���ก�� ����7�!��@'8#�7"�;Q!$7W��8"����'"�

GAL (�	����� coliform) 

galactosidase �$@ X-glucuronide 

E. coli Q��ก��:$7  

enteric bacteria ��� ��V>ก

��"��V������Q��ก�� detection 

!��"�P��GH
�VH���ก�� ���

coloform agar �#R�

����������� human fecal 

�	
:P��ก��$@$�� '"6� plate &'���

�#R���$� 24 h �����	�&�� P$@ 



 

dilution V>ก�����ก�� CCA ������ 

������ Q��Q!$7W��8"�@#��กa�#R��	���

 
2.5.2.2.1.2 PetrifilmTM plates (Schraft and Watterworth, 2005

�#R� media �	
9���"&G��	
GP��$���$�

ก�������'��GH��&� ����P�������$@��'��

9���"&G����[�
��#R��	
��"���Q����
��#�$@���"	ก��97�>��8�$���P���"��V����#&G�&�ก���7�!��@'8&�

Q������6 ��'ก��"��'���$@����:$�"�

 

 

 

 

 

 

 

                                                                   

 

�����	� PetrifilmTM plates &��>#�	
 2.14

��'�� �9$�"	ก��� 7" violet red bile nutrient, gelling agent 

��กก�� ก @ก�����	������7�ก��Q!Q$�	

#��กa�� PetrifilmTM plates �#R�Q!Q$�	�	���ก�� 

�@'�P��ก�@���ก���P"�#R����' 6 

Q!Q$�	�	�����Q!$7W��8" �P���กV�

 
� ��� ��ก���7�!��@'8�� Petrifilm

 ����P�� suspension �	
�'"�@�" #�7"�; 

ก���P"�	
�6;'%>"7 35°C �#R���$� 

������ 2 �9$� �9$��	
"	������Q!Q$�	 15 � 150 Q!Q$�	�@V>ก���"����

������ Q��Q!$7W��8"�@#��กa�#R��	����$@ E. coli �@#��กa�#R��	������7� 

Schraft and Watterworth, 2005) 

�	
9���"&G��	
GP��$���$��$@������&�ก���7�!��@'8�"H
�����#R� Q���L9�@��P��

ก�������'��GH��&� ����P�������$@��'�� (Matner et al., 1990)  PetrifilmTM plates V>ก&G��9H
��#R� 

9���"&G����[�
��#R��	
��"���Q����
��#�$@���"	ก��97�>��8�$���P���"��V����#&G�&�ก���7�!��@'8&�

Q������6 ��'ก��"��'���$@����:$�"� 

                                                                   �D���� 2.14 Petrifilm plates 

2.14 V>ก9�z�����"��9H
�ก�� ������Q!$7W��8"Q�� ���$@ 

violet red bile nutrient, gelling agent �$@ indicator �� β-glucuronidase (

ก��Q!Q$�	) �$@#�@"�; 95% �� E. coli �@:$7  gas 

�#R�Q!Q$�	�	���ก�� gas ก���$@ gas �	
:$7 ���"���กก��'"�ก 

�@'�P��ก�@���ก���P"�#R����' 6 pH indicator �#$	
���	����$�#R��	�����" �$@ 

�	�����Q!$7W��8" �P���กV��ก��#��#\]�����GH�� coliform 

PetrifilmTM plates 

#�7"�; 1 ml V>ก#X�# $���:7��� PetrifilmTM plates 

�#R���$� 24 h �	������S �	
"	 gas �#R� coliform &�;@�	
Q!Q$�	�	������7��	
"	 
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Q!Q$�	�@V>ก���"����

�$@������&�ก���7�!��@'8�"H
�����#R� Q���L9�@��P���7
��#R�97���&�

V>ก&G��9H
��#R� media �	


9���"&G����[�
��#R��	
��"���Q����
��#�$@���"	ก��97�>��8�$���P���"��V����#&G�&�ก���7�!��@'8&�

V>ก9�z�����"��9H
�ก�� ������Q!$7W��8"Q�� ���$@ E. coli &�

glucuronidase (�#R�:$

gas Q!Q$�	!�$7W��8"�	


�	
:$7 ���"���กก��'"�ก lactose 

�#$	
���	����$�#R��	�����" �$@ gas �	
�ก7����Q�����

plates #X��:P�WX$8"�$@���

&�;@�	
Q!Q$�	�	������7��	
"	 gas 
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Q������#R� E. coli ���ก�������[������� dilution �	
"	��>P Q���9$��	
"	Q!Q$�	��� 15 � 150 Q!Q$�	V>ก

��@���&'�"	ก����� 

 
2.5.2.2.1.3 SimPlate Method 

�7J	 SimPlate Coliform �$@ E. coli �#R��7J	��� Enzymatic method ���'���ก�� detection �$@����GH���� 

coliform ��!�	��	��$@ E. coli &���'�� �#R�ก��&G� binary detection ��!Q�Q$�	�$@ก�� defined         

[���� �� �97
"� 7"�#R�ก�� to buffer �$@�ก$H� Q����'������6�9	�� 2 �����'�� �L9�@ coliform 

��!�	��	� split lactose � analogue �$@�#$	
���	����'���$@�L9�@ E. coli split ��� ���H
� glucuronic 

acid analogue �$@#a7ก�7���	
��"��V"���'=����Q��ก��&G����W$>������[��8%��& � UV � light  (Adams 

et al., 1990; AOAC, 1995) ��!�7! SimPlate �#R��7J	��� Most Probably Number (MPN) �$@�������� E. 

coli �$@Q!$7W��8"��!�	��	� P� ����P��V>ก!����;Q��ก��&G�ก�������ก counting range conversion table 

�����	� SimPlate �"P����#R� ���ก�� confirmation �$@��"��V&'�:$%��&� 24 � 28 h &G��6#ก�;8�����$@ 

media ���� &�ก��� �	�"ก�P�ก��&G��7J	 conventional method ��ก��ก�	��7J	 SimPlate method �P��&�ก��

9ก9� (Beuchat et al., 1998; Pangloli et al., 2006) 

 
� �>#���ก���7�!��@'8 SimPlate Method 

#�7"�; ����P�� 1 ml V>ก����6$� ��ก$�����6#ก�;8 SimPlate �$@ 9 ml �� agar mixed nutrient agar �	


"	�	������7�V>ก� 7"$�&� port ��	��ก�� SimPlate V>ก'"6��9H
�&'� ����P��ก�@����$@���ก���$P��ก���	
 ก!��� 

 �� SimPlate V>ก����#R� stack �$@�P"�ก=��	
�6;'%>"7 37 °C �#R���$� 24 � 28 h  �� well �@�#$	
����ก�	����

��7��#R��	��� �"H
� coliform ��!�	��	��#�7� galactoside �$@��� chromophore ก������["8 β-D-

galactosidase V>ก���Q�� E. coli [�
� E. coli �@�#�7���� glucuronide �$@��� chromophore ก������["8 

β-D-glucuronidase �����'"H��ก�� �9H
��	
�@&'� well ������H������"H
� exposed ก��!��"���!$H
��	
 366 nm 

UV � light �������� well �	
�#R� positive �� E. coli V>ก����$@&G�ก�����GP���@'�P�� conversion table 

��ก����������V>ก�#$	
���#R�!P� MPN �� E. coli  P�ก�� swab 

 

2.5.2.2.2 �p=ก�=�ก���ก=�
� ���!�������O���
������;B��1�J�E����KO�> 

2.5.2.2.2.1 ก�Kกก���ก=�
����
��
����F��F��;�=ก 
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��'���	
"	ก������6���Q!�Q"���7ก[�
����#a7ก�7��ก������["8���GH���#^�'"���9H
��	
�@&'��	��

�GH���6$7���	�8�#^�'"�� Q������6����["8�	
��"��V metabolized �	�� chromogenic substrate &��7����

��ก��� ก9��J@�@'�P��!��8Q��~��� �$@ indolyl �"H
��>�[�"!��8Q��~��� �$@#$P�� indolyl [�
�ก�� 

oxidation �#R����' 6���	���ก������� ���$@ก������� �	�	
'$�ก'$���$@ก����" ��ก�����	

��"��V�	
�@�������$@V>ก&G��9H
� identify !��"� ก P�����GH���#^�'"��   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                      �D���� 2.15 ����ก$�กก���ก7�#a7ก�7��������� ��Q!�Q"���7ก 

         �'$P��	
"� : http://www.obiecorp.com/products_technologies/fluorogenic_chromogenic_analysis 

2.5.2.2.2.2 ก�Kก����J��X�DF�F��;�=ก
��
���� 

Media �	
����6 MUG (4-methylumbelliferyl-ß-D-glucuronide) '�H� MUP (4-methylumbelliferyl-

phosphate) [�
����#a7ก�7��ก������["8���GH���6$7���	�8�#^�'"���9H
�ก�������W$>������[���8 ก�� ������

!��"����9�@������["8"	#�@Q�G�8&���H
����!��"�P��&�ก�������7�ก���$@��"��V�	
�@&'�:$ก��

�7�!��@'8�	
�����=��$@��">$��ก7�ก��"Q#� 	� codes ���'����@�6�	��8 �6$7���	�8�#^�'"������6����["8

[�
� metabolize ������� MUG '�H� MUP &��������[�
�� ก9��J@�@'�P��!��8Q��~��� ก�� Methyl � 

umbelliferon �$@�>�[��!��8Q��~���  #$P�� Methyl � umbelliferon ���'$�� Methyl � umbelliferon �#R� 

visible %��& ���� UV �	
!��"���!$H
� 366 nm  
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                             �D���� 2.16 ����ก$�กก���ก7�#a7ก�7��������� ��W$>Q�Q����7ก 

 

�����M�J����
�����=V����KO�>��
 (Manafi, 2000) 

����� 

1. Q���P��&'ZP��� chromogenic �$@ fluorogenic &G�:�"$�&���'��[�
�9���"�	
�@&G� ���

�7�!��@'8#a7ก�7��Q!�Q"���7ก�$@W$>Q�Q����7ก 

2. �#R��7J	�	
�#R�"� �p��Q���	
�"P����#R� ���"	ก�� confirmation ���� biochemical tests �9��@��!�7!

���ก$P��"	����9�@ 

3.  �#R��	J	�	
V>ก97���;��P������=� &'�:$%��&� 24 h 

����
� 

1. ��� fluorogenic  ���ก����� UV &�ก�� generate ���������� ���ก���6#ก�;8�9H
�������ก���ก7�ก��

��H����� [�
�"	��!��9� 

2. ��!�����'���	
"	���Q!�Q"���7ก  !P������9��$@���!� ���ก��9��ก����	
"	9H��p��ก��

�7�!��@'8�	
�>��9H
��	
�@��"��V�����7������� ���	
�6P���ก 

 

2.6 ก�����;�=�=;q� E. coli O157 :H7 ��!���=V������H 

2.6.1 ก���9�@��ก�GH����ก ����P�� �GH�� E. coli O157:H7 �"P'"�ก�P������ �$ sorbitol %��&� 18-24 G�
�Q"� 

� P"�กก�P�����$@ 80 �� E. coli non-O157:H7 '"�ก�P������ �$ sorbitol ����7�"&G� Sorbitol Mac-conkey 

agar (SMAC) [�
�&G� 1% ���� �$ sorbitol ��� 1%���� �$ lactose &� Mac-conkey agar base �#R� differential 
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medium ���'�����ก�GH�� E. coli O157:H7 '�H����&G� SMAC �	
:�" potassium tellurite �$@ cefixime (CT-

SMAC) GP���������ก�����7Z� 7�Q ����!�	��	�G�7��H
��	
�"P�P���$������ �$ sorbitol GP���97
"�� ��ก��9�

�GH�� E. coli O157:H7 � P��กก����ก������ก�7��� ����P��9��P��� ��ก����ก�GH�� E. coli O157:H7 ��ก

 ����P���6����@����'�� SMAC �$@ CT-SMAC &'�:$�"P� ก P��ก�� #Y��6���"	ก�������!�7! 

immunomagnetic bead separation "�GP���97
"�� ��ก��9��GH�� E. coli O157:H7 ��ก ����P�� Q��ก�� enrich 

 ����P��ก����'���$	����GH���	
"	 polystyrene bead [�
��!$H��:7����� monoclonal antibody ����9�@ P� E. coli 

O157 �GH�� E. coli O157:H7 �@���ก�� antibody �	
�!$H���� bead ��ก������ก bead "��9�@�GH���� SMAC 

'�H� CT-SMAC "	�������P� �7J	�	�GP���97
"�� ��ก��9��GH�� E. coli "�กV������$@ 65 �$@�'"�@���'���

 ����P���	
"	�GH��#��#\]��&�#�7"�;���� �GP�  ����P����'��  ����P���	
�ก=�'$����ก:>�#w��"	��ก���$��'$��

��� '�H�  ����P����ก9�'@�	
�"P������ก����Q�! �P���GH�� STEC non-O157:H7 �"P��"��V��ก�������

�7J	�	� �GH���	
��ก��� ������"������G	��!"	�9H
��H�����P��#R��GH�� E. coli �$@�����ก�� E. coli O157 �$@ H 

7 antisera  �"$�����  

2.6.2 ก�� ���'� Shiga toxin Q��ก������� cytotoxic activity ก�� �[$$8�9�@�$	��� Vero '�H� HeLa cells 

�#R�ก�� ���'� Shiga toxin �	
�GH��������$@#��#\]����>P&� ����P�� � P�7J	�	��������L9�@&�'���#a7�� 7ก���	


"	��ก�%�9&�ก���9�@�$	����[$$8�$@ ������Q��:>�G����Zก��  

2.6.3 ก�� ���'��GH�� E. coli O157:H7 '�H� Shiga toxin ��ก ����P��Q�� �� Q���7J	����7"">Q��7��� 

#Y��6���"	G6��������	
&G���!�7!����7"">Q��7������'�P��"�ก"��&����� $�� �GP� Enzyme immunoassay 

(EIA), Latex agglutination, Reversed passive latex agglutination �#R� �� ���	!H�  ����P�� �����=� ����	�

!H� G6�������"	��!��9��$@�"P��"��V�ก=� ����P���GH�������ก�� P���� 

2.6.4 ก�� ���'��	��8�	
!��!6"ก������� O157 �$@ Shiga toxin ��ก ����P��Q�� �� [�
�������'$���7J	 �GP� 

�7J	 colony hybridization Q��ก�� blot  ����P��&'� 7����:P��""���" �$@&'����#a7ก�7�� hybridization ก�� 

DNA probe �	
����9�@ � P Shiga toxin ��P��#R�ก$6P"�P����� ������ก����$��ก�� DNA probe '$�� �� �7J	�	


�7�"&�#Y��6���!H� ก���97
"������ DNA &�'$����$�� '�H� Polymerase chain reaction (PCR) �7J	�	�

�����=��$@"	!��"���>� �$@��"��V#�@�6ก 8Q��ก��� 7" DNA primers �	
����9�@ก���	��8'$��G�7�&�ก��

��$��!�����	�� � P����	�!H� ���&G��!�H
��"H��	
"	��!��9� 
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��กก�������"�7J	ก�� ����7�!��@'8�GH�� E. coli/coliform �$@ E. coli O157:H7 Q����
��#&�#Y��6������!�

&G��7J	ก�����������7" (Conventional methods) [�
���"��V��P�����#R� 2 ��� �� !H� ��� ��ก�������ก 

(isolation) �$@��� ��ก���H����:$ (confirmation) ���'������ ��ก�������ก�9H
��	
�@�P�G	��GH���6$7���	�8

�#^�'"���$@&��P������� ��ก���H����:$ "	ก��#�@�6ก 8&G���!�7!'$�������GP� �������G	��!"	, 

�������9��J6��� �8 ก��������������G	��!"	 (biochemical tests) �$@ CAMP (CAMP factor tests) �#R�

�7J	ก���7�!��@'8�	
�����!6;�"�� 7�������G	��!"	Q���@ ������ก������[�8�	
!��"����9�@���@�� &�;@�	


ก��������������9��J6��� �8 (genetics identification tests) �#R��7J	ก���	
��>P��9H��p����!6;$�ก�;@

����Q�Q[" (ribosomal characteristic) �GP���	��ก��ก��#�@�6ก 8&G�ก���������� RNA-based �$@ 

pulsed-field gel electrophoresis Q���7J	ก���7�!��@'8�GH���6$7���	�8 E. coli/coliform �$@ E. coli O157:H7 

����	
ก$P��"� �#R��7J	ก���	
 ���&G�����6�6#ก�;8�	
"	��!��>� ��"V����'���$	����GH���	
 ���&G�&�#�7"�;"�ก�$@

 ���"	ก����������ก P��#�@��� �	ก������� ���&G���$�&�ก����:$ ������V�� 2 � 3 ��� V���"��P�&�#Y��6���

�@"	ก$6P"��ก�7�������&��$@ P��#�@���!7�!���$@9�z��ก�� ���'��6$7���	�8�����7J	�����=� (Rapid 

detection methods microbes) �GP�   

1. �7J	Q�� �� (direct methods) &G��7J	ก�� ����[$$8Q�� ��[�
�����@"	ก���P"'�H��"P"	ก=���  ����P��

���7J	�	� ����กP Direct epifluorescent filter technique, DEFT �$@ flow cytometry  

2. �7J	���" (indirect methods) &G��7J	����"��Q��$�8 '�H�ก���#$	
���#$�ก�����7Z� 7�Q ���[$$8 

 ����P���GP� ATP bioluminescence, Impedimetry �$@ Turbidometry �#R� �� 

� P��P����ก= �"�7J	���ก$P����� �� �P��&'ZP"	!P�&G��P���>� �$@ ���������6!$�ก��	
"	!��"�>� !��"��"��V 

�$@��!�7!�L9�@����>� �$@�	ก'$��S �7J	��� ���ก��ก����ก���7�����P��ก��������$@$�ก[�������@��"��V

���"�&G�&�'���#a7�� 7ก����Q������6 ��'ก��"��'����� �$@��ก���Q��"ก���P���ก:$7 %�;<8��'��

�#��� P��#�@����	
�97
"����	
�@!���!$6"����&�Z	
#6w� ��"�7ก� �7�!Q#�8 ~P��ก� �	� �$@�6Q�# ก�� ���

�7�!��@'8����6$G	��7����9H
�'�#�7"�;�6$7���	�8&'���>P&��ก;<8ก��'����� P$@ก$6P"#�@���!>P!�����"	!��"

����#R���P���7
� [�
�V��Q������6 ��'ก��"��'��&�#�@���������!�&G��7J	ก�� ������!6;%�9����6$

G	��7��������7"��>P���� ������&'��"P��"��V����P��7�!�������� P�!��" ���ก����$>ก!�� ��H
����กก��

�'$��ก�@���ก��:$7 �	
G����กก���	
 �����:$ก�� �������GH���6$7���	�8��ก�:�ก!��!6"!6;%�9 

�$@�"H
�#�@�"7�:$�����������p��� �89��P� !P�&G��P���	
 ����>Z��	��#R�������"�ก��กก�� ������

�GH��&�:$7 %�;<8���'���ก��#�@�"7��7�!���	
:$7 �9H
�ก���P���ก�$@��7Q%!%��&�#�@��� ��"V��ก��
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 �������GH�� $��ก�@���ก��:$7 �	
 ���&G���$���� "	:$ก�@�� P� ���6�ก��:$7  ���&'�:$ก�����	
!��

�@����P��@�>�ก�P����� � P ����>Z��	��#�P��'��
���H
����ก!P�&G��P���	
&G�&�ก�� �������GH�� ����������"	

!��"����#R���P���7
��	
�@ ���"	ก����ก���7����9H
�#���#�6��$@9�z���7J	ก�� �������7�!��@'8�GH���6$7���	�8 

E. coli/coliform �$@ E. coli O157:H7 �P�"ก���7J	&'"P  S  �	
�'"�@�"&�ก�� �������GH���	
��"��V

 ����������@��ก �����=� "	!��"V>ก ����"P���� (Feng and Hartman; 1982; Firstenberg � Eden, 1985; 

Anonymous, 1987) ��ก�' 6:$�$@!��"����#R�����	
ก$P������#R��	
"�������7��� Tก��9�z����� ก��"G6�

 �������7�!��@'8�GH�� �	Q!�$/!�$7W��8" �$@�	Q!�$ O157:H7 �	
กP�&'��ก7�Q�!�����7���'���	
��"��V

�7�!��@'8 ����P��������"�ก&���$�����������'���:$7 %�;<8��'���P���ก��#�@���U [�
���� ก��"

���ก$P���@�#$	
���7J	ก�� ����7�!��@'8ก��#��#\]�����GH���6$7���	�8 &'����=��7��%��&���$� 1 ��� (��ก

#ก 7 2 - 3 ��� P� ����P��) ��� ก��"�	���ก��ก�@$��@�@��$�ก���7�!��@'8$� 2 - 3 ��P� �$�������"��V$�

!P�&G��P��&�ก���7�!��@'8��P��"�ก���&'���"��V�7�!��@'8ก��#��#\]�����GH���6$7���	�8���"�ก!��������$@"	

!��"V	
"�ก��� ���&'��ก7�!��""�
�&�&�!6;%�9��:$7 %�;<8กP���P�&'�$>ก!�� ��ก��ก�	���!8!��"�>��	
�@

�ก7���������"��V����##�@�6ก 8&G�&�ก�� ����7�!��@'8�GH���6$7���	�8กP�Q�!G�7��H
�����	ก���� 
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����� 3  
��	
���ก��� ���ก��
�������������� 

 
�����	
�������ก���
�����
�ก���������	������������� E.coli/coliform ()� E.coli O157:H7 0�1ก2�3�4�ก��

5��0�����������0�16����7����������
���2��	8������ก3���)��
�6
������68���
9:)��;
<=������

62���ก0�1	8������4����ก�����	6�9���������<��ก 5��3�ก��0�)���2��(�ก>�4�8��6���?�(99���ก�<�

3�ก�����������5������ก��3�4 96-well U-bottomed polypropylene plate 0�16����7���������	8�����
���2��

>�4�����<��ก 6����7)�ก��3�4 media (0�ก��3�4���ก�<�(99 petri dish NO1�����(ก4� 0�1��ก��3�43�ก��

���������(99����P�� ��2� pour plate, spread plate, ()� Most Probable Number (MPN) ()���ก�����	

������ก��5�X��5�5)���4��ก)4����	���)ก8�)
�X���6?� (digital microscope) 5��3�ก��0�)����ก��

���	6�9����7?ก�4��()�(�2��8�X����Z�ก�����������������������1����	6�9����7?ก�4�� (calibration) 

()������2����1�7��3�ก���8�>������ก��3�4��� 	�ก�
�08�ก��[Oก\��]		
�0�1��:)�2�����6����73�ก��

�	��^���95�X������ ��2� ��<�;?��0�13�43�ก��92� 5������ก��[Oก\��
���ก���	��^���95�()� kinetic X��

ก��5�X��5�5)�� E. coli ���1���	��<���<�;?��ก��92�0�1�����6� 	�ก�
�3������	
��
�>�4��ก���8� 

protocol >�0�)��3�4	���0�1 9��\
0 9?5�5�2 (����0[>0�) 	8�ก
� 5���
���2��0�13�43�ก��0�)�����������

68���̀	�?�(�2(X`�()��
���2�� swab 	�ก line ก��:)��X��5����� ��4��0
���������4�0��ก��������������1�

�������:)0���[�\P[�6���������4��2�3�ก��)�0�� ��ก	�ก��3������	
��
�>�408�ก��������������O�

��3	3�ก��3�4�?�(99��Z�ก�����������0�1>�4��ก���8��6��5���	4���4�0�1X���4���a�9
��ก�� QC&QA ���1�

�
90��9������̀�	�ก��
ก���3�ก��3�4���ก�<��
�ก)2�� ���1�3�4�ก��ก��3�4���ก�<�>�4��2�������6�0Z�;�� 

��ก	�ก��0���<�:?4��	
��
�>�4�8��6���0����ก�����	6�9���1�����
�:)����������������1�6����7���	�9

����3�X
���� presumptive test ()4��4����99 miniaturized biochemical broths 0�(0���Z�ก��(99 

conventional method 0�13�4��)����3�ก����������� 5�����)�������
6�����ก�<�()���Z�ก��0�)��(6��

�
��2�>��� 

 
3.1 ��	
���ก������� ! 

       3.1.1 � "#����������� 

- Escherichia coli 
- Escherichia coli O157:H7 
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    3.1.2 �%�"���&"���ก��� 

- ����1���
1� 0.0001 g (Metter Toledo Model AG204, Switzerland) 
- ����1���
1� 0.01 g (Metter Toledo Model GG4002 - S, Switzerland) 
- �?4�)������ (DWYER Series 0325, USA) 
- �?4�X�2����� (New Brunwick Scientific, Enfield, CT) 
- �?4��`� 4°C (Hitachi 35S I, Japan) 
- �?492� (Memmert Model ULM500, Japan ) 
- ��4��O1�x2����� (Becthai and Hirayama Model HA300D, Japan) 
- Microplate reader (M965, Metertech, Taiwan)  
- ������������ (S220 SevenCompactTM, Mettler Toledo) 
- 96 y well flat bottom microplate (Corning, Tewksbury, MA)  
- 96-well U-bottomed polypropylene plate (Nunc, Rochester, NY, USA) 
- Multichannel  pipette (Biohit, Bohemia, NY, USA)  
- Nylon syringe filter membrane (13 mm diameter, 0.45 µm pore size, Filtrex, Thailand) 
- 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) 
- Soytone (USbiological, Salem, MA) 
- Yeast extract (USbiological, Salem, MA) 

 
3.1.4 �#��)�� ��
)*��+ (Merck, Germany) 

- �8���)N?5��6 
- �8���)��)�>95�6 
- �8���)(��5�6 
- �8���)}���5�6 
- �8���)N���9�0�) 
- �8���)()�5�6 
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- �8���)��̀กN�5�6 
- �8���)���5�N�0�) 
- �8���)(��5�6 
- �8���)ก�()�5�6 
- �8���)�N)5)>95�6 
- �8���)�?N�0�) 
- �8���)N�)�N�� 
- �8���)��5���0�) 
- �8���)����9�5�6 
- �8���)0��~�5)6 
- �8���)>N5)6 
- �8���)(����0�) 

 
3.1.5 ก�
��&�-� ��
)*��+ (USbiological, Salem, MA) 

- >)N��  
- ������0�� 
- ����	���� 

 

3.1.6 /��� ���
��%�)���)*��+ 

- Bromocresol purple (BP; Fisher Scientific, Fair Lawn, Nj) 
- Phenol red (PR; Acros organics, Fair Lawn, Nj) 

 

3.2 ก��)���	��%��&�&*�������01ก)!��2��ก��� ! 96-well U-bottomed polypropylene plate �����ก��

��C�&�)�D����E������-
�ก��� !� "#� E. coli 

3.2.1 ก������������	�)��0���� E. coli  

����	�)��0���� E. coli (DMST 4609) 7?ก�8���3�43�ก��0�)�� 5��ก2��3�4���08�ก�� recovery ����	�ก��)0 

Tryptic Soy Agar ���� stock ����0�1�ก`9�
ก\�0�1��<�;?�� - 20 °C 3��������)� TSB (Trypticase Soy Broth) 

08�ก���X�2�����0�1��<�;?�� 37 °C ������)� 24 h 	�>�4�����<����0�1 108 CFU/ml �����<����0�1>�4	�7?ก�	��

	�����1�3�4>�4�����<����0�1���
9�2�� � 3��2�� 102 y 107 CFU/ml �����<����0�1������>�4	�7?ก inoculation .
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3������ ChromocultColiform Agar (CCA) �4����Z�ก���2�� � ก
� ��2� pour plate, spread plate, Most 

Probable Number (MPN) ()� MIC 

3.2.2 �0������Z�ก�����������0�13�4 

ก��6�9�0��9����7?ก�4��3�ก���� �������X����Z�ก��0�1�8��6��ก
9��Z�ก��0�1��ก��3�43��]		�9
� 

(conventional method) ��2� pour plate, spread plate, MPN ()� MIC (�2)���Z�ก��(6���
����)������

�2�>��� 

     3.2.2.1 ��Z� pour plate 

08�ก��9��	� cell culture 0�1�����������< 1 ml )�3� petri dish (ก4� 	�ก�
��0������)���������)� CCA 0�1

��<�;?�������< 45 y 50°C )�3� petri dish (ก4������< 15 y 20 ml X�
9 petri dish 3�4 cell culture ก
9

������)������� CCA :6��������������ก
� 	�ก�
��)2��3�4��4������(X`� �8�>�92�0�1��<�;?��0�1 35°C ����

��)� 24 h 5�5)�� E. coli 	�XO�����)
ก\<�6��2�� 62��5�5)�� coliforms 	�XO�����)
ก\<�6�(�� 

3.2.2.2 ��Z� Spread plate 

�0������)���������)� CCA 0�1��<�;?�������< 45 y 50°C )�3� petri dish (ก4� 	�ก�
��)2��3�4��4�

(X`��
�0�1��<�;?���4�� 9��	� cell culture 0�1�����������< 0.1 ml )�9���4�(X`� �ก)�1� cell culture 3�4ก��	��

�4��)?ก(ก4�0�1:2��ก��x2�����()4� 	�ก�
��8�>�92�0�1��<�;?��0�1 35°C ������)� 24 h 

3.2.2.3 ��Z� MPN method 

(A) MPN-Presumptive test for coliforms, fecal coliforms and Escherichia coli 

����� cell culture 1 ml 3623��)��������)������� LST 0�1���)���
ก(ก�6��18���?2 �8�>�92�0�1��<�;?�� 35°C 

�)��ก�)��0�1�ก��(ก�6 ()4�9
�0Oก:) 

(B) MPN-Confirmed test for coliforms 

72������	�ก�)�� LST 0�1�ก��(ก�6)�3� BGLB �)��)� 1 loop �8�>�92�0�1��<�;?�� 35°C ������)� 48 h 

�)��ก�)��0�1�ก��(ก�6�8�>��2���2�	�ก����� MPN (;��:��ก) ����2������ MPN/g  

(C) MPN-Confirmed test for fecal coliforms and Escherichia coli 

72������	�ก�)�� LST 0�1�ก��(ก�63��)���
ก(ก�6 )�3� EC broth 0�1���)���
ก(ก�6��18���?2�)��)� 1 loop 

5��72�������)���2��)�� �8� EC broth >�92�3� water bath 0�1��<�;?�� 45.5°C ������)� 48 h ���1��
�

�)��0�1�ก��(ก�60�1��)� 24 h 74�3�4:) negative (>�2�ก��(ก�6) 3�492��2�>���ก	���9 48 h �
��)��ก�)�� EC 
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broth 0�1�ก��(ก�63��)���
ก(ก�6 �8�>��2���2�	�ก����� MPN �2�0�1�2��>�4�����2�X�� Fecal coliforms ��

��2������ MPN/g �
���2��  

(D) MPN-Confirmed test for Escherichia coli 

�8� loop 72������	�ก EC broth 0�1�ก��(ก�6�� streak 9�:����4�������)������� L-EMB agar �8�>�92�0�1

��<�;?�� 35°C ������)� 18 y 24 h )
ก\<�5�5)��X������ E.coli  9� L-EMB agar 	���)
ก\<�6��2������

�8� ���ก)��5�5)����6��8� ��	������>�2��)
ก\<��
�����)4��5)�� (Metallicsheen) �)��ก5�5)��0�1��

)
ก\<��
�ก)2���� streak 9� PCA Slant 	8���� 5 5�5)�� �8�>�92�0�1��<�;?�� 35°C ������)� 18 y 24 h 

���1��8�>�0�6�9��<6�9
��0���������  

3.2.2.4 ��Z� MIC method 

������)���������)� CCA �����< 0.5 ml 7?ก9��	�)�3� 96-well U-bottomed polypropylene plate �4�� 

mechanical stepper 	�ก�
��)2��3�4�����(X`��
�0�1��<�;?���4�� 08�ก�� drop �
���2�� cell culture �����< 

0.01 ml )�9�:��������
�ก)2�� 	�ก�
��8�>�92�0�1��<�;?��0�1 35°C ������)� 24 h 

 
ก���
�()����������:)ก��0�)��5��3�4�0���� pour plate, spread plate, MPN ()� MIC 	8����5�5)��0�1

�
9>�4	�7?ก�8���<3�4��?23��?�X�� CFU/ml  

3.3 ���)ก��&ก��� !ก�!��
���)��ก�����2���	1��/"���/��&%��&	�&����ก��)������� "#������������F�'&�� 

�0�5�5)���
�ก)2��	�08�3�46����7)�������)�()��4�0��0�13�43�ก����������� ���1��	�ก�0���� MIC ����

�0����3��20�1��ก�������ก��3�4��99ก�����������5��3�4;��72�� (Image analysis) 0�1ก8�)
�X���6?�6�� 08�3�4

6����7��̀�5�5)��;��3���)�0�1�����̀� 

  

 

 

 

 

              �1��� 3.1 ก)4����	���)ก8�)
�X���6?����1�ก�����	 detect ก����������X�� E. coli/coliform 
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3.4 GHกI� kinetic 2��ก������M�)��-)2��� "#�
!����%��% Pour plate, PetrifilmTM EC plate, Spread 

plate ��� MIC  

08�ก�� inoculation ���� E. coli 0�10��9�����<�4���0���� Pour plate, PetrifilmTM EC plate, Spread plate 

()� MIC (�
����)��������Z�ก��0�)��ก2����4��
�) 	�ก�
�3�(�2)��0����08�ก��92�0�1��<�;?�� 37°C 

������)� 24 h 0
���3�����2��ก��92� 6�2��
���2�����1�9
�0Oก;��5�5)��0�ก 4 �
1�5�� �8�;��0�1>�4 (.jpg) >�

�����):)��X���X��5�5)���4��5��(ก�� ImageJ ���1�>�4:)X��X���5�5)��0�1�4��ก��()4� �8���

�����ก��}�4��5��(ก�� Sigma plot version 11 ���1����2�ก���	��^���95�	8�����6?�6�� (µmax) X��3�(�2

)���Z� 

 
3.5 GHกI� kinetic 2��ก������M�)��-)2��� "#�
!����%��% MIC ������'X1&�ก���*&)*��+   

3�ก��0�)��	�3�4����	�)��0���� E. coli 0�1���
9�����X4�X4������< 102 CFU/ml (X
����ก��������

����	�)��0����(6���
����)������X4� 3.1.1) 08�ก�� drop �
���2�� cell culture 0�1�����X4�X4��
�ก)2��)�9� 

96-well U-bottomed polypropylene plate 	8���� 5 plate 	�ก�
��8�>�92�0�1��<�;?�� 30, 35, 37, 40 ()� 

45°C ���)8��
9 0
���3�����2��ก��92� 	�6�2��
���2����ก�����1�9
�0Oก;��5�5)��0�ก� 4 �
1�5�� �8�;��

0�1>�4 (.jpg) >������):)��X���X��5�5)���4��5��(ก�� ImageJ ���1�>�4:)X��X���5�5)��0�1�4��ก��

()4� �8����)`��ก��}�4��5��(ก�� Sigma plot version 11 ���1����2�ก���	��^���95�	8�����6?�6�� (µmax) 

X��3�(�2)���Z� 

 
3.6 �
	����	��C�X�/2����%��%���%���'�� "#� E. coli/coliform �/"���"����Z�%��&01ก)!�� -
����ก��

�
	����Z��)X��[���'�����)����*�� swab ��ก line ก��Z��) 

3.6.1 ก��)���	��ก����]^����Z��)X��[���'�� (food samples) 

�
���2�������0�1	�3�40�6�9�����
���2��	��� 	�ก9��\
0 9?5�5�2 (����0[>0�) 	8�ก
� ��2� :
�>0 X4��

���������2�� 64��8� �����4�   

 
3.6.1.1 ก���ก`9�
���2�� 

�
���2�������0�1�8������	�����
�(0�X�������0
���� ก���ก`9�
���2��	��4���ก`95��3�4�0����

���[	�ก����()�6���������������� 	��4�����
����
�ก����)�1��(�)�0�1��		��ก��XO�3�������)�0�13�4
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X�62��
���2��>����������:)3��4���a�9
��ก�� ���ก�<�()�;����0�13�4�ก`9�
���2��	��4�����[	�ก���� 

()�6������0�1	�6����7������\ก
9	�)��0����0�1�
��)���)����?2 ;�����ก`9�
���2��	��4�����6��0���1�

����ก
�ก����������	�ก������1� � ���1�����	�ก;����ก ก���ก`9�
���2��:)��;
<=������	�7?ก�ก`9��	�ก

6��ก��:)��5��08�ก��6�2��
���2��()4�9��	�)�3�7��)������ (Laminated plastic bag) �
���2��0�17?ก�ก`9	�

�8����
ก>�43��4���������
���2�� 5��	���9�����)�3�4��ก�����������;��3���O1��
� 

 
3.6.1.2 ก���	��	�� 

�
���2�������0�1�8������	 74����������(X`�	��4��08�3�4��?23��?�X��6��(X��)��ก2��5��ก���
1�

����� 25 ก�
� ()4�3623�6��)�)��}�6�}�9
}�}��� 225 ��))�)��� �8�>�3623�����1���]�������0�1

���[	�ก���� �]��3�4������������������ก
�	�>�4�
���2�������0�1�������	��	�� 1:10 74����������

X����)�(�2>�23�2�������������ก
��4��08�3�4�������������ก
�ก2����2�ก
�  

 
3.6.1.3 ก���0������)�������362	���������� 

������)�������0�1�8���3�43�ก��0�)���� 2 ���� ��� Plate Count Agar (PCA) 68���
9ก�����������	8����

	�)��0����0
���� ()� Chromocultcoloform agar 68���
93�43�ก�������������	�)��0����ก2�5�� 

 

������)�������0�1�8���3�4	��4����?23�6;��0�1���[	�ก���� ก���0������)�������)�3���)0ก2�������)
�

XO���?2ก
9��Z�X��ก����������� ��2� ก��3�4�0���� Pour plate 	��0�����)�3�	����������0�1���
���2���	��

	����?2()4� 3�X<�0�1��Z�ก�� Spread plate 	�08�ก���0������)�������)�3�	����������ก2�� ��	������

(X`�()4�	O�����
���2��)�3�	����������0�1��������)������� X
����ก���0������)�������)�3�	������

�����4�������0����0�1���[	�ก���� 3�X<�0�1��Z�ก�� MIC 	�08�ก���0������)�������)�3�	���������� 96-

well U-bottomed polypropylene plate ก2�� ��	������(X`�()4�	O�����
���2��)�3�	����������0�1��

������)������� 68���
9��)00�1	�3�43�ก���0������)����������1�0�6�9ก
9�
���2�������	���	��� 2 (99 

Petri dish (99(ก4�()� 96-well U-bottomed polypropylene plate 

 



46 
 

        
(ก)  	����������(99(ก4� 

 

 

 

 

     

 

 

 

                                       (X) 	���������� 96-well U-bottomed polypropylene plate 

              �1��� 3.2 ����;0	���������� (ก) 	����������(99(ก4�, (X) 	����������(99 96-well U- 

                         bottomed polypropylene plate 

 

3.6.1.4 6;��ก��92�����0�1�����6� 

	����������0�ก	��0�1�������6�̀	()4�	��4��ก)
9	��3�����2��ก��92��������1��)�ก�)�1��ก���ก������8�NO1�

��	�ก��XO�0�1��X��	����������)�>�3�������)������� ()4�08�3�45�5)��X��(9�0�����(��2ก��	��>�4 

��<�;?��3��?492����	�(�2��� 3�ก��0�)��3�4��<�;?��3�ก��92���� 35±2 °C 

 
3.6.1.5 ก���
9	8����5�5)�� 

1) 	����������0�1�ก��5�5)��X��(9�0�����(��2ก��	����2��6�18��6��()���5�5)����?2����2�� 30 - 300 

5�5)���02��
�0�1�����6�	��8����
9	8���� 
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2) 74�08� 2 N8�3�(�2)������	��	�� 	��(�ก��(9�0����� 30 - 300 5�5)�� 	��0�1 2 ��>�27O� 3�4�8�	8����

5�5)��0
� 2 	�������ก
�()4����2���)�1� 

3) ��)�1�	8����5�5)��X��(9�0�����	�ก	��0�1�
9>�43������X4�X4����ก
� 74�	8����0�16?�ก�2���	8����0�1�18�

ก�2�6���02������4��ก�2� (�274�	8����0�16?�ก�2���	8������กก�2�	8����0�1�18�ก�2��ก��ก�2�6���02��
�>�2�4��

���2���)�1� 3�43�4	8����0�1�18�ก�2��02��
� 

4) 74�	8����5�5)��3�	����������0�ก�����	��	�����4��ก�2� 30 5�5)�� 3�49
�0Oก	8����5�5)��)�3�

	����������0�1�������	��	���18�6�� ()4����������� Estimated SPC (ESPC) �2���))�)��������2�ก�
� 

5) 74�>�2�ก��5�5)��X��	�)��0����3�	����������0�ก	��3�4�������2� SPC �2���))�)��������2�ก�
������4��

ก�2� 1 �02�X�������	��	���18�6�� 

6) 74�	8����5�5)��X��(9�0�����3�	����������0�ก	������กก�2� 300 5�5)�� 3�4�
��)��ก	��0�1��5�5)��

3ก)4�����ก
9 300 ��ก0�16�� (����	����������0�1��ก���	��	��6?�6��) ()4������������2� ESPC �2���))�)���

�����2�ก�
� 

 
	8����5�5)��0�1�
9>�43�	���������� 	��4���8����?<�4��62��ก)
9X���
���62��ก���	��	��X��	��

�
���2�� 	�>�4	8����X��(9�0������2���))�)��������2�ก�
�3��
���2������� ������:)���� SPC �2�

��))�)��� ���� SPC �2�ก�
� 

'&���')� ก���
��)��ก()�ก���
95�5)����	XO���?2ก
9����P��X����Z�ก��0�13�43�ก����������� 

 
3.6.1.6 ก���8���<	8����()�������:) 

ก���8���<	8����	�)��0����()�ก��������:)	�XO���?2ก
9����P��X����Z�ก��0�13�43�ก����������� ��2� 

Colony Forming Unit (CFU), log CFU 

 
3.6.2 ก��)���	��ก����]^���� line ก��Z��) (Swab test) 

ก��08� SWAB test �
���2��0�1	�6�2�	��������ก�<�3�>)��ก��:)��()�3��4���8� ���1��?�2�;�����
�6����

�����3� �����74�;����6ก��ก	�08�3�4�����0�19��	�3�;�����
�6ก��ก>��4�� ()�74�3�;�����
���

(9�0�������ก � ก`��		�����ก0�1��50\��������5��������?2�4��ก`>�4 	O�	8������4�����	6�9����6����

X��;���� ���1�	�>�40��9�2�;�����
�������P��0��(9�0�������?23��ก<=�0�1����
9>�4����>�2 68���
9

ก�����	6�9����6����3��4���8����1�����ก����`����
9X������6���� 74�3��4���8������
9X��ก��
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������������6?� 5�ก�60�1	��ก��ก�������������������ก
9��
ก�������>�>�4��ก74���
ก�����6�X)
ก\<�

>�26���� ก2�3�4�ก��ก����������X4��>��
�>)��ก��:)��>�4 

�0����0�13�43�ก�����	6�9ก����������68���
93�5���ก����	
��� 	�3�4 2 ��Z� ��� 

1. �0����ก�� swab X��0��5����� 

2. �0����ก�� swab (99 Easy swab 

 

3.6.2.1 '��กก����"#��)!�	��'���ก�����%���'�����������
!����%��%ก�� swab 2�����-����� 

3.6.2.1.1 ���ก�<�0�13�4 

���ก�<�68���
9 swab �
���2�� 0�1��
ก����8��X4�>�3� line ก��:)�� ���ก�9>��4�� >�4 cotton swab 0�1x2�

����()4�, rack 6(���)60�1362(02�(ก4�9��	�6��)�)���8���9
}�}���, >}(�`�, ���ก���(�)ก�~�)�  

 

 

 

 

 

 

�1��� 3.3 ���ก�<�68���
9 swab (995����� (ก) cotton swab, (X) rack 6(���)6362�)��(ก4� 

                             9��	�6��)�)���8���9
}�}���, (�) >}(�`�, (�) ���ก���(�)ก�~�)� 

 

3.6.2.1.2 ก���ก`9�
���2�� 

3�67��0�1��O1�� 	���ก���ก`9�
���2���)�� � ���� ��2� 	�� �4�� (ก4� ;���� �X��� ก�)��
� ��4�:6� 

7��(6���)6 5��	��4�����
���2�3�4�ก������6ก��ก5��ก��	
9�4��  

 

(ก) (X) (�) (�) 
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3.6.2.1.3 ก�� swab 	��0�1�4��ก�����	 

1) 3�4>�4 SWAB 1 �
��2�;����0�1���	 1 ��� 

2)  ����	�ก�8���9
}�}���()4��:��)���)���4��>}(�)ก�~�)� �6�̀	()4�3�4>�4 SWAB 	�2�)�>� 9��3�4�8���

(�4������� � ก
9X4���)�� 

3)  ���>�4 SWAB 08�ก��ก���:����4�X��;���� ���0�13�ก��ก����02�ก
9 25 ������N������� 

4)  ���1�ก���;�����
���O1��6�̀	()4�3�4���>�4 SWAB 	�2�)�>�3��8���9
}�}������� ()4�9�9���6�1�6ก��ก

��ก 5��ก��ก�>�4 SWAB ก
9:���4��3�X���)��0�6�9 ���	�ก3�4(�2�()�����9�4�� 

 
3.6.2.1.4 ก�� swab ���9���)0�1�ก�1��X4������6
�:
6ก
9����� 

08���2������ก
9ก�� SWAB ;���������(�23�ก���������:?46
�:
6������4������0�1���	�ก�)�����7O�X4���� 

 
3.6.2.2 ���������
ก���
���-
�ก�� swab ��� easy swab 

3.6.2.2.1 ���ก�<�0�13�4 

���ก�<�68���
9 Swab �
���2��3� line ก��:)�� ���ก�9>��4��7�� Easy Swab NO1�;��3�9��	��
6��68���
9

ก���:����4��
���2�� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�1��� 3.4 ���ก�<�68���
9 swab (99 easy swab 
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3.6.2.2.2 ก���ก`9�
���2�� 

3�ก���ก`9�
���2��5��ก��3�4�0���� easy swab �
���2��0�1	��ก`9	������
���2�������ก
9ก��3�4�0������Z� 

swab X��0��5����� 5��3�ก���ก`9	��4�����
����
���2�3�4�ก������6ก��ก3�����2��ก���ก`9��2�ก
� 

3.6.2.2.3 ก�� swab 	��0�1�4��ก�����	 

1) 3�47�� Easy swab 0�19��	��
6��68���
9ก���:����4��
���2�� 1 7���2�;����0�1���	 1 ��� 

2) ������ก7��()4�3�4����
��)��7���)�6��ก�X4�>�	
9�
6��68���
9ก���:����4��
���2��	�ก�4��)2��7�� �
�

XO�>�0�1�4��9�5��3�4��?23�)
ก\<�0�1�����
ก���6����7	
9����
6��>�45��>�26
�:
65������
�(6��3�

�?�0�1 3.5 

3)  �����
ก���0�1	
9�
6��08�ก��ก���:����4�X��;���� ���0�13�ก��ก����02�ก
9 900 ������N��������
�

(6��3��?�0�1 3.6 

4)  ���1�ก���;�����
���O1��6�̀	()4� 3�4�O�7��XO������1��ก`9�
���2��>�43�7�� 	�ก�
��8�7���
�ก)2��>�08�

ก������9
��}���0�1�4���a�9
��ก�� Lab  

3.6.2.2.4 ก�� swab ���9���)0�1�ก�1��X4������6
�:
6ก
9����� 

08���2������ก
9ก�� SWAB ;���������(�23�4�
6��ก���9����:?46
�:
6����� 5���4��ก���0�1���	�ก�)��

���7O�X4���� 

 

 

 

 

 

 

 

�1��� 3.5   ��Z�ก��3�4��N�1 swab 5��������ก7��()4�3�4����
��
6��68���
9ก���:����4��
���2��	�ก�4��)2��7�� 

               �
�XO�>�0�1�4��9� 
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�1��� 3.6 ก��3�4��N�1 swab : 5��ก��3�4�
6��ก���:����4�X��;����X��� 900 ������N������� 

 

3.7 ��%��%ก�����%���'�������������������Z��)X��[���'������ 

3.7.1 ก�����%���'�����������-
�� !��%��% Pour plate ���)�&&�)�D�� BAM 

1) �
1��
���2�������< 25±0.5 ก�
� 3623�7���)������ ���� BPB ������� 225 ml 08��
���2��3�4��������

�����ก
�5���8�>����4������1�� Stomacher ��� 2 ��0� ������̀����
9���ก)���
���2��0�1>�4�������	��	�� 

10 �02� 

2) 08�ก���	��	��5�������6��)�)���
���2��0�1��ก���	��	�� 10-1 ������� 1 ��))�)���5��3623��)��0�1�� 

BPP 	8���� 9 ml �X�2���2���4�� 25 ��
� ����3�4:6��
���2�� (vortex mixer) �
���2��0�1>�43��������ก��

�	��	������ 102 ()�08���2������ก
�	�>�4�
���2��0�1��ก���	��	������ 1000, 10000 �02� �����	��	���������

�����6��������X���
���2��   

3)  ������
���2�� 1 ml X��(�2)������	��	�� )�9�	����������0�108�ก��92�����
6()4� 5��(�2)�ก���	��

	��3�408� 2 N8� (Duplicate)  

4) �0����� PCA 0�1����<�;?�� 45±5 �C )�3�	���������� 08�3�4�
���2��()�������)��������X4�ก
�0
�0�5��

ก������	������������� - 0���X`�����ก�()�XO� y )�3�(������9 ��	������(X`� 	8������
��02� � 

ก
� 

5) �8�>�92�0�1��<�;?�� 35 ± 1 �C ������)� 48 ± 2 h (68���
9ก�����������	8����	�)��0����0
����) ���� 24 

± 2 h (68���
9ก�����������	�)��0����ก2�5��) 5����18�	����������()4�	O��8����
9	8����5�5)��0�1��?2

3��2�� 25 y 250 5�5)���2�	�������������� 30 y 300 CFU/g �8���<()�������:)ก��0�6�9  

6) ก���8���< 
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- ก�<�0�1	����������0�ก�����	��	����5�5)����?23��2�� 25 - 250 5�5)�� 3�46?���
���   

  

N =£c/[( 1× n1) +(0.1× n1)]× (d) 

   N = 	8����	�)��0�����2�ก�
� ������))�)���X������� 

   £c  = :)���X��	8����5�5)��0�1�
9>�4      

   n1 = 	8����ก����������3�ก���	��	��(�ก    

   n2  = 	8����ก����������3�ก���	��	���)
�    

   d  = ก���	��	��(�ก0�1�
9>�4  

 

- ก�<�0�1	������������	8����5�5)���4��ก�2� 255�5)��	�ก0
�6��ก���	��	�� 3�4�8�	8����5�5)��  �?< 

Dilution factor 0�1>�4	�กก���	��	��(�ก0�1�
9 ����������	8����	�)��0����0�1�
9>�45�������< 

(ESTIMATE THE AEROBIC PLATE COUNT/EAPC) 

 

3.7.2 ก�����%���'�����������-
�� !��%��% Spread plate ����ก)��1ก�ก!����)�&&�)�D�� BAM 

1) �
1��
���2�������< 25±0.5 ก�
� 3623�7���)������ ���� BPB ������� 225 ml 08��
���2��3�4��������

�����ก
�5���8�>����4������1�� Stomacher ��� 2 ��0� ������̀����
9���ก)�� 

2) �
���2��0�1>�4�������	��	�� 10 �02� 08�ก���	��	��5�������6��)�)���
���2��0�1��ก���	��	�� 10-1 

������� 1 ml 5��3623��)�� 9 ml BPB �X�2���2���4�� 25 ��
� ����3�4:6��
���2�� (vortex mixer) 

�
���2��0�1>�43��������ก���	��	������ 102 ()�08���2������ก
�	�>�4�
���2��0�1��ก���	��	������ 1000, 

10000 �02� �����	��	��������������6� �������X���
���2��   

3) ������
���2�� 0.1 ml X��(�2)�ก���	��	��)�9�	����������0�1��������)���������?2()4� ()�08�ก���ก)�1�

�
���2��3�4ก��	��0
1�:����4������5��3�4)?ก(ก4�0�1:2��ก��x2�����()4������< 5 ��`� ����	����������

��� - 0���X`�����ก�()�XO� y )�3�(������9	8������
��02� � ก
� �0)?ก(ก4���ก3�(�2)�ก���	��	��

3�408� 2 N8� (Duplicate)  

4) �8�>�92�0�1��<�;?�� 35 ± 1 �C ������)� 24 ± 2 h 5����18�	����������()4�	O����
9	8����5�5)��0�1��?2

3��2�� 25 y 250 5�5)���2�	�������������� 30 y 300 CFU/g �8���<()�������:)ก��0�6�9  

5) ก���8���< 
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- ก�<�0�1	����������0�ก�����	��	����5�5)����?23��2�� 25 - 250 5�5)�� 3�46?���
���   

  

N =£c/[( 1× n1) +(0.1× n1)]× (d) 

   N = 	8����	�)��0�����2�ก�
� ������))�)���X������� 

   £c  = :)���X��	8����5�5)��0�1�
9>�4      

   n1 = 	8����ก����������3�ก���	��	��(�ก    

   n2  = 	8����ก����������3�ก���	��	���)
�    

   d  = ก���	��	��(�ก0�1�
9>�4  

 

- ก�<�0�1	������������	8����5�5)���4��ก�2� 25 5�5)��	�ก0
�6��ก���	��	��3�4�8�	8����5�5)��  �?< 

Dilution factor 0�1>�4	�กก���	��	��(�ก0�1�
9 ���������	8����	�)��0����0�1�
9>�45�������< 

(ESTIMATE THE AEROBIC PLATE COUNT/EAPC) 

 

3.7.3 ก�����%���'�'� E. coli/coliform -
�� ! PetrifilmTMEC plate ���)�&&�)�D�� AOAC 

1) �
1��
���2�������< 25 ±0.5 ก�
�������))�)��� 3623�7���)������ (Stomacher bag) ���� BPB ������� 

225 ml  

2) 08��
���2��3�4�������������ก
�5���8�>����4������1�� Stomacher ��� 2 ��0� �
���2��0�1>�4��ก���	��	��

���� 10-1  

3) �	��	���
���2�� 5�������6��)�)���
���2��0�1��ก���	��	�� 10 -1 ������� 1 ml 3623� 9 ml X�� BPB 

�
���2��0�1>�43��������ก���	��	������ 10-2 ()�08�N8�	�>�4�
���2��0�1��ก���	��	������ 10-3, 10-4 ����>�4ก��

�	��	��0�1�����6�  

4) �����6��)�)���
���2�� 1 ml ����(:2�}�)��(:2�9�XO�()4��2�� � �)2��6��)�)���
���2��)�ก)��(:�

}�)��(:2�)2�� 3�4������
���กก
9(:2�}�)���2�� � ���(:2�}�)��(:2�9�)� ���
�>�23�4�ก��}��(ก�6 

5) ���(:2�68���
9ก� (Spreader) )�9�(:2�}�)��(:2�9� 5��3�4�4��0�1����9��18���4�)� 3�462����ก)�

���99����<����
���2�� 3�4������2�� � ก����ก)�� Spreader 	���̀��
���2��ก��	��0
1�9����<��ก)� 

��2�9�������)�1��(:2� Spreader �ก(:2� Spreader ��ก �� 2 - 3 ��0� ���1�3�4�����	)(X`��
� ก2����)�1���4��

(:2� Petrifilm  
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6) �8�(:2�}�)��>�92�0�1��<�;?�� 35 ± 1 o C  ������)�  24 y 48 h 5��3�4�4��36����XO� 6����7�����N4��

(:2� Petrifilm >�4>�2�ก�� 20 (:2�  

7) �2��:)0
�0��)
�	�ก��9ก8������)� 5���
95�5)�������0�1��?23�X�9�X����0�1��ก)� 20 ��.N�. 

�02��
� >�2�
95�5)��0�1��?29�X�95}� ���1��	�ก����5�5)��0�1��?2��กX�9�X�X��������)�������NO1�����

;���0�1�����6�3�ก���	��^���95�X������ �2��ก���
90�1�����6�X��  Petrifilm™ E.coli / coliform ���  

15 - 150 5�5)��  

- 5�5)��6��8�����0�1��}��(ก�6��?23�����>�2�ก����O1��2��5�5)��  �2��:)���� E. coli 

- 5�5)��6��8�����()�(��0�1��}��(ก�6��?23�����>�2�ก����O1��2��5�5)�� �2��:)���� coliforms 

8) ก���8���< 

�8���<	8����5�5)���2�ก�
� 5���
9	8����5�5)��0
����0�1�
9>�49� 1 (:2� (�����2���)�1�X��	8����

5�5)��0�1�
9>�4ก�<�0�108�ก��0�6�9N8�)  ���?<�4�� Dilution Factor 5���
95�5)��X�� E. coli 3�4�
9

5�5)��6��8�����0�1��}��ก��N��?23��
[��>�2�ก�� 1 �2��5�5)��()� coliform 3�4�
95�5)��6��8�����0�1��}��ก��N

��?23��
[��>�2�ก�� 1 �2��5�5)�� 

- ก�<�0�10�ก(:2���	8����5�5)���4��ก�2� 15 5�5)�� 3�4�
9	8����5�5)��3�(:2�0�1��ก���	��	��0�1�4��0�16�� 

���?<�4�� Dilution Factor ()4�������:)��ก�������2�0�1������� (Estimated counts) 

- ก�<�0�1�
9	8����5�5)��3�(:2�0�1�� Dilution 0�1�2��ก
� 3�4�8���<���2���)�1�X��(�2)� Dilution ก2�� ()4�

	O��8������2���)�1�X��	8����5�5)��0
������ก0� 

- ก�<�0�10�ก(:2� ��	8����5�5)����กก�2� 150 5�5)�� 3�4�
9(99�����< 5���)��ก�
95�5)��3��2��

6�1��)�1��NO1������0�1 1 ��.N�. (�)��ก	8�����2��0�1	��
9������������6�) �8������2���)�1��2� ��.N�. ()4�

�?<�4�� 20 ���1��8���<�0��9ก)
93�4>�4���0�1�	��^X������3���ก)�0
���� 20 ��.N�. NO1�	�>�4	8����

5�5)��5�������<3�4������:)�����2�������� (Estimated counts) 

- ก�<�0�1��	8����5�5)����ก�ก��ก�2�	��
9>�4 5����)
ก\<�3�)
ก\<���O1������)��)
ก\<� �
��2�>��� 

��2� ��5�5)���)`ก � ��ก��� ��}��(ก�6��ก���()������	)6��X4�XO�	�ก(�������8��������2�� )
ก\<�

��2���3�4������:)���� Too numerous to count (TNTC) 
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3.7.4 ก�����%���'�����������-
�� !��%��% MIC 

3.7.4.1 ก���)���&����/��� "#� 

1) �8�	�������������� 96-well U-bottomed polypropylene plate ��`�08�����6�����4��(�)ก�~�)� 95% 

0��3�4(�4�3��?4 Laminar 	�ก�
�x2�������ก��
��4�� UV 15 ��0� ���
���2�3�4:����4�X��	����������()�

�)�6��ก6
�:
6���  

2) �0������)�������0�1�������4�������< 60 °C �4�� mechanical stepper )�3� well (�2)��)�������< 

0.5 ml  

3) 0��>�43�4(�4������< 15 y 20 ��0� 	�ก�
�x2������4�� UV 15 ��0� >�4���� 96-well U-bottomed 

polypropylene plate 0�1�� agar ��4��0�6�9ก
9�
���2�� (�?�0�1 3.7) 

 

 

 

 

 

 

 

                                 �1��� 3.7 96-well U-bottomed polypropylene plate 0�1�� agar (X`��
�()4� 

 

3.7.4.2 2�#�)��ก���
	�� 

1) �
1��
���2�� 25 ± 0.5 ก�
� 3623�7���)������ ���� BPB ������� 225 ml 08��
���2��3�4�������������ก
�

5���8�>����4������1�� Stomacher ��� 2 ��0� ������̀����
9���ก)���
���2��0�1>�4�������	��	�� 10 �02�  

2) 08�ก���	��	��5�������6��)�)���
���2��0�1��ก���	��	�� 10-1 ������� 1 ��))�)���5��3623��)�� 9 

��))�)��� BPB �X�2���2���4�� 25 ��
� ����3�4:6��
���2�� (vortex mixer) �
���2��0�1>�43��������ก���	��

	������ 102 ()�08���2������ก
�	�>�4�
���2��0�1��ก���	��	������ 1,000, 10,000 �02� �����	��	���������

�����6��������X���
���2�� 

3) 	�ก�
�����
���2�� 10 >�5��)��� �4�� Multichannel  pipette (�?�0�1 3.8) )�3�	���������� 96-

well U-bottomed polypropylene plate 0�1�������(X`� 5��3�	����������	���)
ก\<�����6�1��)�1��NO1���
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��ก)� 96 �� ก��3�4�������
���2����O1��
���2���2���O1���ก)� �
��
��0������6����7����������
���2��>�4

7O� 96 �
���2��3�	����������	�������  

 

 

 

 

 

 

 

                                               

   �1��� 3.8 ก������
���2��9� 96-well U-bottomed polypropylene plate �4��ก��3�4 Multichannel pipette 

 

4) �)
�	�ก����
���2��()4�0��>�4�����<��O1��
1�5�����1����
���2��NO�)������(X`� ()4��8�>�92�0�1

��<�;?�� 37±1 �C ������)� 18 y 24 �
1�5�� 5��3�����2��ก��92� ��ก�����	������5�5)���4��ก���8�

�
���2����ก��9
�0Oก;���4��ก)4����	���)ก8�)
�X���6?� ���1����	���ก��ก���ก��5�5)�� ���1����กa��̀�

����5�5)�� �8���<()�������:)ก��0�6�9  

5) ก���8���< 

    ))(10(
5

3 d
n

N =  

   N = 	8����	�)��0�����2�ก�
� ������))�)���X�������    

   n  = 	8����	�)��0����0�1�
9>�4    

   d  = ก���	��	��0�1�
9>�4  

 

3.8 ก�����&��%��&/H�/�����ก��� !��%��%���%���'� MIC ����������ก����C� pour plate 

ก��������������O���3	3�ก��3�4�0�������������	��������:2��(996�97��0�1��ก��3�4��(��

������93��
�X4��2��� (;��:��ก) 5��ก���8�����ก���
�ก)2��	��a�9
��5���	4���4�0�1X���4���a�9
��ก�� 

QC �����< 5 y 8 �� ���1�����������6�0Z�;��ก��3�4��� 0
���3�(�2)��
�X4�	�����(����̀� 9 ��(�� 
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	�ก 1 (>�2��9��ก0�16��) 7O� 9 (��9��ก0�16��) 	�ก�
��8���(��0�1>�4�����2���)�1� (Hasan et al., 2004; 

Juyun, 2011) 

 
3.9   ���&��)!������ก����ก������	�!�� �
)���	��� "#�����������	����f��1��*����
��f����

����ก)�� !��ก�����%���'�'�� "#�����������ก*�-�%����
����'�� 

3�ก������4�0��ก����������� 0��:?4��	
�>�4�8�����ก�������9�0��9�2��
6�����ก�<�()��2��8�����ก��	�ก0
� 2 

��Z�0�1�8��6�� (MIC) �����9�0��9ก
9��Z�0�10��5�����3�4ก
���?23��]		�9
� (Pour plate) 5���������X��

����� CCA ()������<X���
6��0�13�4 ��2� 96-well U-bottomed polypropylene plate ()���)0(ก4� 	�7?ก

�8��X4�����������4�0��ก���8�������� (Pavic et al., 2010; Chenu et al., 2013)  

 

3.10 ก���
	���/"���"����Z�-%-��� E. coli ��� E. coli O157:H7 

5�5)��0�1���กa��?29������ MIC 0�1��������� Chromocultcoloform agar 	�7?ก�8���0�6�9

����6����73�ก��3�4�8���)�����2��� ��2� N?5��6, ��)�>95�6, (��5�6, }���5�6, N���9�0�), ()�

5�6, ��̀กN�5�6, ���5�N�0�), (��5�6, ก�()�5�6, �N)5)>95�6, �?N�0�), N�)�N��, ��5���0�), ����

9�5�6, 0��~�5)6, >N5)6()�(����0�) ()�ก��3�4ก������5�>)N�� ������0��()�����	���� 3��?�(99

����� miniaturized biochemical broths ���1�����
�:)���� E. coli ()� E. coli O157:H7 5�����)������

X
����ก�����������(6���
��2�>��� 

 
3.10.1 ก�������� cell suspension X��5�5)������0�1�4��ก�����	6�9���1�����
�:) 

	�ก3�X
���� presumptive test ���1����กa����5�5)��6��2��NO1�����������>�>�40�1	����� E. coli ()�

5�5)��6�(��NO1�����������>�>�40�1	����� E. coli O157:H7 5�5)���
�ก)2��	�7?ก loop �ก�1��)�3��8��ก)�� 

0.85% �����< 1 ml 0�19��	�3� eppendorf  	�ก�
��X�2�3�4�X4�ก
� cell suspension X������0�1�4��ก��0�6�9

	�7?ก�8�>�9��	�3� miniaturized biochemical broths �����2��� �2�>� 

 
3.10.2 ก�������� miniaturized biochemical broths �����2���  

3�ก���������������)�	8�����NO1����ก�9>��4��6�������0�1	8�����3�ก���	��^���95� (i.e., ���5��,

N��5��) 6���
��4�3�ก���ก���a�ก����� (ก������5�()��8���)�����2���) ()������������������ �
1�

62�����ก�9�2���X������� ()4������8�ก)
1����6
�62��0�1>�4�8���<>�4)�3�;����0�1������� 	�ก�
�
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�X�2�62�����ก�90
����3�4)�)���������������ก
� �8�6��)�)��0�1>�4����
9�2������3�4��?23��2������� 7

()4�	O��8�������
�ก)2��>�08�3�4���[	�ก����5��ก��ก���:2������9��0�1��X����64�:2��[?���ก)���4��

ก�2� 0.45 >�����()��ก`9;��3�4���ก�<�0�1���[	�ก���� �������)�	8������
�ก)2��6����7�8�>�3�4>�4

0
�0� ����6����7�ก`9>�40�1��<�;?���4�� ���� 4 °C >�4��������< 1-2 6
����� )
ก\<������	��4��36 

>�2����ก��X�2� ()���6�����>����0�1��
9�����>�4X4���4� 

 
3.10.3 ��Z�ก�����	��������� 

���1��4��ก��	�08�ก�����	����������
���2�� �������)�	8�����	�7?ก72��)�3� 96 y well flat bottom 

microplate 3������< 180 µl �
�(6��3��?�0�1 3.9 	�ก�
��8��
���2�� cell suspension 0�1������	�ก3�X4� 

3.10.1 ��0�6�93��������)�	8����������< 20 µl ()4��8�>�92�3��?492�����0�1��ก����9�����<�;?����?2

0�1 37°C ������)� 12 7O� 48 h 0
���	����
���2����9������ �������)�	8�����0�1>�2>�4��ก��362�
���2��3�� 

���1�����ก�����	6�9ก���������� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    �1��� 3.9 �����	8����� biochemical broths �����2��3� 96 y well flat bottom microplate 

 
3.10.4 ก�����������:) 

�8��������)�	8�����0�192�>�4�����	������ก����)�1��(�)�X���2�ก���?�ก)���)�1�(6�0�1��������)�1� 

550 ��5����� (Khueankhancharoen et al., 2016) 68���
9�a�ก����ก��3�4ก������5�()� 600 ��5�����

X���a�ก��������6����73�ก��3�4�8���) 5��08�ก���
��2�ก���?�ก)���)�1�(6��4������1�� microplate 
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reader 0�1��)� 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21 ()� 24 h 	�ก�
��8��2�0�1>�4���)`��ก��}����6
��
�Z�

����2����)�3�ก��92�ก
9�2�ก���?�ก)���)�1�(6�0�1��������)�1��2��� 
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����� 4  

��ก
�����������
��� 

������	
������ก���	�����	�ก���������������������� �� E. coli/coliform *+�*��,��� -�ก��

��������� �� E. coli O157:H7 ,�-ก4�5�6ก��7��,����������,�-�����8���������	��
4��5��+��	��	��

�����9���	��9�:�5�6���������;<��,����+�����,
�5�=+��<	;>�������4���ก,�-�9�����6����ก��

���������������;��ก  ,	�����ก��������� ����+��,��
��	�ก+4��5������*����4������:�4����� ?��

��?+	ก@;�5�ก��=+�� ���:�4�+��<	
�4�ก�����7<� ,	������ -����ก� �� E. coli/coliform ���� ����+��,��
�,�-

�
A45�+9�:�6?���	���+ ����4� �4� �� �� ��	����4��B ก��,�-=+��<	;>������ก��ก�����CD�����

� -������ก��	ก���+6��� �:�4������+	���ก?6��6����9� �� ��	���+��
���ก��84�
��-��E�กA+,�-���� ��+�:�5�

���FG-���������CD��:����*�+4���9� *+�ก��ก�� contamination �����ก	��	�8�����4� � � =	ก =+:�6,�-�4�

?6�7����� �	��	��ก�����������+��,��
��	�ก+4���G�����	����4���� (index microorganisms) �4�ก�����ก��

=+�������8Aก��?+	ก@;��� �:�4 7�
,	����� sample ,�-��ก������������ �� E. coli/coliform 5�=+��<	;>�

�����8 �:�6�4��	��
4���	�����������:�:�6,�-������ ����
�	�S�� E. coli O157:H7 (Manafi, 2000) FG-�86�

=+��<	;>��������ก������ ��?�� E. coli ����6� lot �	���9�����6�� reject 5�,	�,� � -����ก� �� E. coli 

O157:H7 ���� ��ก4�7��,�-���������*��ก�4�� ����
�	�S��?�� E. coli S����� �	��	��� -����ก���X��ก	�

�����+��<	
?��=A6���7<�,�-�����ก��?G�� � -�������� ����
�*�4 E. coli �9�����6����ก�� reject ����6� 

lot �	��,	�,� �	��4�����Y��ก���4���ก=+��<	;>������?6����,Z[�-��\����6������:�4��� �� E coli 5�

=+��<	;>�,�-���9�?6����,Z 

 

5�������	
����G����ก���9�����A�*��ก���������� E. coli/coliform � -�����	�������ก���7�����

�����,�-��=+��<	;>��	��
4��,�-�9�����6�����������9������ก� -�5�6���:��������Y��ก���4���ก*+�

���:���������6��ก��?��+Aก�6� 7�
�����ก��ZGก@�� -���	�������S�ก��*+���-������,S�<��5�ก��

�����	�ก�����CD��?��� ����+��,��
�5�=+��<	;>������ ���8G�+���
��+�ก�����������6�
ก��5�6

ก+6��������+ก9�+	�?
�
�A�� -������	�7�7+��<�
5���
��+��6�
 FG-���	�ก���,����,�-�9�����4�
+�

�4�5�6�4�
5�ก����������ก�����CD��?��� ����+��,��
� ,9�5�6�����8���������	��
4�������:�6��ก?G��

*+��4�
��	��?G�� �9�:��A4ก���	�����S�ก��,�-�������Y��� -�5�6�����8��������ก�������	�ก�����CD��

:�6�
4��8Aก�6��*+�*�4�
9�� -����
�,SZ�����5�ก����-����������85�ก��*?4�?	�,��ก���6� ��ก,	��� -�
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���?6��A+� ����6��4�ก��?
�
=+� -�ZGก@����	
ก�������������� E. coli O157:H7 � -���-������9����5�

ก������� ���	�ก+4�� ,	�������S�ก���������� E. coli/coliform 5��]����	� (i.e., pour plate, PetrifilmTM EC 

plate) 7�����������ก����4��5�[4���4�5�6�4�
5�ก�����������A� *+��6����Z	
���+�ก�,�-�������A6 

���������8*+�,����d���,���A���ก,	��5�6�+����5�ก��������������  FG-�86�7�����������ก���

�����5����,Z:,

	���5�6��S�ก�����������;<��,����+�����,
�*������
A4�	�� ���,9�5�6:�4�����8

�	��4�����6�:�6,	��4������6��ก��?��+Aก�6� � -����กก��:�+?��ก�����ก��=+��,�-�6���กก��,�-�6����

=+ก���������� ����+��,��
���ก*=�ก��������;<�� *+�� -�������=+,���6��Z�@YZ��������4� 

�4�5�6�4�
,�-�6���A[��
����9������ก��กก���������� ��5�=+��<	;>��9���	�ก������������6�,�-=+��

� -�ก���4���ก*+����7<�<�
5����,Z ���8G�ก���������� ���+��ก�����ก��=+��,�-�6��5�6

�+���� ��=+ก��,��4��6�,��ก��=+�� ,9�5�6=+ก9�:�,�-�����:�6�4����A�ก�4��	�� *�4�6���A[��
:��4��

��G-�� -����ก�4�5�6�4�
,�-5�65�ก���������� �� �	��	���G��������9�����
4��
�-�,�-���6����ก��ZGก@����	
� -�

��	�����*+��	�����S�ก������������������ ����+��,��
� E. coli/coliform �4��ก	���S�5��4 B ,�-������

5�ก���������� ��,�-�����8������������:�6����ก ����e� ������8Aก�6��*�4�
9� ��ก���=+*+�����

�9�����	�,�-ก+4���G����,�-��?��������	
 ก���	�����	�ก���������������������� �� E. coli/coliform ,�-

ก4�5�6ก��7��,����������,�-�����8���������	��
4���9������ก5��+��	��	���9���	�=+��<	;>������

�4���ก?�����,Z*+�� -��4�
��������	
�4����ก�����CD��?����
�	�S�� E. coli O157:H7 5��	��
4�� 

7�
��
+���
�ก�����	
*����	��4�:���� 

 

4.1 ก
���
�����������ก����� ���!�
�ก
����"�
�#��$ % E. coli/coliform ��� E. coli O157:H7 

4.1.1 ก
�3$4��ก��� 96-well U-bottomed polypropylene plate �� ���!�
�ก
����"�
�#� 

� -����กก�������������9������+��,��
� E. coli/coliform ���+�
,������S� �4� Pour plate, Spread plate, 

PetrifilmTM EC plate, *+� MPN (APHA, 2001) FG-�5�*�4+���S���ก��5�6���ก�;�,�-*�ก�4��ก	�:� 
ก�	��
4��

�4� ��S�ก����������*�� pour plate ���ก��5�6 Petri dish *ก6�*+���S� MPN ���ก��5�6�+��*ก6� 5�?;�

,�- PetrifilmTM EC plate ���*=4��+��6��5�6FG-�������*�� ก��5�6���ก�;�,�-���*ก6� Petri dish ก	� test tube 

ก��5�6���ก�;��	�ก+4����?6��9�ก	�7�
���������	��
4��:�6�9�����6�
 5�6 media �
4���6�
 15 k 20 ml 

�����	��ก��,����5�6=+ negative กe���ก���A[��
 media FG-�กe������4�5�6�4�
,�-:�4�����8�+�ก+�-
�:�6 

��ก,	��������
�4�
�ก5�ก��+6��,9���������� �6��5�6*��������9������ก �	��	��=A6���	
�G�:�6�9����

�A�*��,�7�7+
�ก����������*��5��47�
���,����ก��+�?���ก�����������6�
ก��5�6���ก�;� 96-



 

well U-bottomed polypropylene plate 

dish 96 �+, 5�6 media �����; 

��ก��ก����6�
�A�+	ก@;�?���	����ก�;�,�-��� 

4.1 ,9�5�6����ก5�ก��+9�+�
� media 

 

 

 

 

 

������ 4.1 96-well U-bottomed polypropylene plate

+�?���ก���������� 

5�ก��5�6 96-well U-bottomed polypropylene

,�����	�ก+4��5�6 media �9�����6�
*+�5�6�����;?���	��
4��,�-5�65�ก��,���� 

al., 2014; Khueankhancharoen et al., 2016

Inoculation Culture (MIC) FG-���������7
���ก	�7���������

ก��������������=+��<	;>������� -�ก���4���ก,	��5�*+���ก���,Z

4.1.2 ก
�3$4��"C�C�D�ก
�E���E��E
FC"C���

�� ������
ก
�E������"�
�#�

ก������������+��,��
�7�
5�6,���� 

�����8+���
��+�*+��6�,��,�-5�65�ก���������� � -����ก,���� 

���
�ก��5�6����ก����������7�
5�6<��84�
 

7�7+��<�
5��+�,�-����e� ���:�8G�������� ��,�-5�6����������;�6�
 ��ก,	�����

:�6��6��ก	� 96 �	��
4�� 7�
�������?���	��
4��,�-5�6,4�ก	�

ne plate ���ก�;��	�ก+4�������8���������	��
4��:�6,�
�,4�ก	�ก��5�6 

�����; 0.5 ml �4��+�� �����8+������;ก��5�6 media 

��ก��ก����6�
�A�+	ก@;�?���	����ก�;�,�-��� 8 *8� (�6��ก�6��) �� � 12 *8� (�6��
��

media 7�
ก��5�6���ก�;� 8 �� � 12 Multichannel  pipette

bottomed polypropylene plate �9���	��������� E. coli/coliform 

bottomed polypropylene plate � -�ก����������ก�����CD��?�� 

�9�����6�
*+�5�6�����;?���	��
4��,�-5�65�ก��,���� 

et al., 2016) ,����ก�����������	�ก+4���	�:�6�4����

��������7
���ก	�7�����������ก��������5�ก��

������������=+��<	;>������� -�ก���4���ก,	��5�*+���ก���,Z  

ก
�3$4��"C�C�D�ก
�E���E��E
FC"C����$ %�4�Dก�4�����E�ก�
�G�!D
D��� (Digital microscope) 

�����
ก
�E������"�
�#� 

ก������������+��,��
�7�
5�6,���� MIC �����ก��5�6 96-well U-bottomed polypropylene plate

�����8+���
��+�*+��6�,��,�-5�65�ก���������� � -����ก,���� MIC ���,����5��4,�-��ก��

���
�ก��5�6����ก����������7�
5�6<��84�
 (Image analysis) ,�-��ก9�+	�?
�
�A���� ,9�5�6�����8�e�

7�7+��<�
5��+�,�-����e� ���:�8G�������� ��,�-5�6����������;�6�
 ��ก,	�����

�	��
4�� 7�
�������?���	��
4��,�-5�6,4�ก	� 10 µl ���+9��	�  
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���ก�;��	�ก+4�������8���������	��
4��:�6,�
�,4�ก	�ก��5�6 Petri 

media +�:�6ก �� 30 ,4� 

�6��
��) �	�*���5��A�,�- 

12 Multichannel  pipette 

coliform �6�
,�7�7+
�ก��

� -�ก����������ก�����CD��?�� E. coli/coliform 

�9�����6�
*+�5�6�����;?���	��
4��,�-5�65�ก��,���� 10 µl (Liamkaew et 

,����ก�����������	�ก+4���	�:�6�4����,�7�7+
� Micro 

�ก��������5�ก���9������
�ก��5�65�

(Digital microscope) 

bottomed polypropylene plate ��,9�5�6

���,����5��4,�-��ก��

ก9�+	�?
�
�A���� ,9�5�6�����8�e�

7�7+��<�
5��+�,�-����e� ���:�8G�������� ��,�-5�6����������;�6�
 ��ก,	�������8���������	��
4��
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������ 4.2 ก+6��������+ก9�+	�?
�
�A� (Digital microscope) �9���	��������� E. coli/coliform �6�


,�7�7+
�ก��+�?���ก���������� 

,����ก�������������� E. coli/coliform �6�
 96-well U-bottomed polypropylene plate �4��ก	�ก��5�6

���ก�;�ก+6��ก9�+	�?
�
�A� (Digital microscope) ก��,9�����4��ก	�?�����ก�;��	�ก+4�� �4�
,9�5�67�����

������ก��������8���������	��
4��:�6�+�
�	��
4���� ������8���������	��
4��:�6��กF�9� +�7�ก��

����=���+��,�-��ก��?G��� -����ก��ก�����������	��
4��,�-�6�
�9���� ��ก,	�����ก�;�ก+6��ก9�+	�?
�
�A�

�4�
,9�5�6�����8�e�7�7+��:�6�
4������e�<�
5��+� 18 �	-�7�� 7�
,�-:�4�9�����6����5�6�e����

7�7+��?���5�[4  �	��	����	�ก���������������������� �� E. coli/coliform *+� E.coli O157:H7 ,�-

ก4�5�6ก��7��,����������,�-�����8���������9�����	��
4���9������ก5��+��	��	���G����ก��:��6�


��������������� 96-well U-bottomed polypropylene plate �4��ก	�ก��5�6ก+6��ก9�+	�?
�
�A�5�ก������

����������ก�����CD��?��� ���	�ก+4��5�=+��<	;>������  

4.2 ก
�E�����"�
F�FM�D�
���N�กE4�!�ก
�3$4 96-well U-bottomed polypropylene plate ���D�กG�

��O�F
E�P
�3��Q����G� 

��ก,�-:�6ก+4����5��]����	� ก�������������9������+��,��
� E. coli/coliform ���+�ก�+�
,����?G��ก	�

�����6��ก��?��+Aก�6�*+����:��������Y��?��*�4+����,Z �4� Pour plate, Spread plate, 

PetrifilmTM EC plate, *+� MPN (Feng, 1982; Firstenberg-Eden, 1985; Fung, 1992) FG-�5�*�4+���S��	�*���

5������,�- 4.1 ��?6���?6���
*�ก�4��ก	� �	��	��5�?	�����*�ก�G����ก�����,�
�ก��5�6,���� MPN, 
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Pour plate, PetrifilmTM EC plate, *+� MIC �4�ก�����������9������+��,��
�,	����� � -�5�65�ก���	����5�

5�ก������S�,�-������5�6ก	�,��7����� 

 

4.2.1 �
D����D�ก
����� 

?	�����������ก��ZGก@�=+?��,���� MIC, MPN, Pour plate *+� PetrifilmTM EC plate �4�ก����������

�9������+��,��
� 7�
ก�� inoculation � �� E. coli DMST 4609 5�������+����� Tryptic Soy Broth 

(TSB) ,�-��;�<A�� 35 ± 2 °C ����+� 24 ��. ,9�ก�� dilution �����;� ����-��6�5�6�����8*���4��
A45��4�� 

0 - 6 log CFU/ml *+�,9�ก����������7�
5�6,���� MIC, MPN, Pour plate *+� PetrifilmTM EC plate Pour 

(�	�*�����
+���
���S�ก��,�+��5��,,�- 3) �4�,�-��;�<A�� 35 ± 2 °C ����+� 24 �	-�7�� 

 
4.2.2.1 ก
������D�ก
����"�
�#���
�����������D�C�D3$4��"��" MIC, MPN, Pour plate ��� PetrifilmTM  

            EC plate 

�A�*��ก�����������9������+��,��
��6�
,����,�-�9���� MIC 7�
���ก��5�6 96-well U-bottomed 

polypropylene plate ���
�,�
�ก	���S�ก����������,�-��ก��5�65��]����	� �4� MPN, pour plate *+� 

PetrifilmTM EC plate *�����
+���
�+	ก@;�,��ก�
<��*+������;?�� media *+� inoculums size ,�-

5�6�	�5������,�- 4.1  
 

E
�
���� 4.1 ���
�,�
���S�ก���������� E.coli �6�
,����ก����������,�-*�ก�4��ก	� 
 MIC MPN Pour plate PetrifilmTM EC plate 
 

?��� 

 8 × 8 mm. N.A. 90 × 90 mm. 47 × 47 mm. 
�+�,�-5�65�ก���4� 12 - 18 h 3 k 4 days 2 k 3 days 1 k 2 days 

�����; media ,�-5�6 0.5 ml/well 9 ml/tube 25 ml/plate 5 ml/plate 

�����;?��Inoculum 0.01 ml 1 ml 1 ml 1 ml 
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��ก�����,�- 4.1 ���e�:�6�4��A�*�� miniaturized microwell �����8,�-��� �����	��
4�������*+�

�	��
4����ก��-�*��+6��:�6�+�
����?6�?6�� -�5�6��
���,�-�������+���4�������;ก�����CD��5�

���	�������ก��� FG-�5��8���ก��;� ก���9�������5��6�� Lab ����������ก��,9� dilution ?���	��
4��

�9�����6�
����?6�?6� (under - diluted) ����7�����������ก����4��5�[4���6�,��?��ก����������,�-

�4��?6���A� *+������ CCA 8Aก�9���5�65�ก�����������	��
4����ก��-�*��+6��FG-�������	�ก+4��������

*�� ,	�������ก�A�+	ก@;�?�� 96-well U-bottomed polypropylene plate ���6�=4��ZA�
�ก+�� 5 mm. (width) 

10 mm. (length) *+� 1.5 mm. (thickness) �9���� 96 samples ���
�,�
�:�6ก	� 96 �+,*��*ก6� 7�


�ก�� ��ก,	���A�*�� 96-well U-bottomed polypropylene plate �����8����	�ก��5�6���ก�;� Multichannel  

pipette *�� 8 channel �����8,�-��,9�ก��� �����	��
4��:�6�+�
���	���
���,�-�������8����

��������ก�����CD��:�6�����+��,�-�����;� ���-9�*+�����ก5�ก�� load ������� � medium 7�


�6���6�,�-�6���E��	��ก��  

*�4�
4��:�กe���?6��6�
?����S� MIC ���ก��5�6�	��
4�������;�6�
��� ��,�-?�� well ?��� 50.28 mm2 ,�-

���������� CCA �����8����	��	��
4�������; 10 k 20 µl ,	�����ก��5�6�	��
4��5�ก���������������;

��ก���4�=+,9�5�6ก�� smearing ��=�� agar :�6 ,9�5�6:�4�����8,�-���	�� ����+��,��
�:�6 7�
�����;� ��,�-

�����8������������:�6,�-���	� 2 log CFU/ml ���
�,�
�ก	���S�ก����������*��� -�5�6=+,�-����+6��


���	�ก	�:�6,�-���	������;� ���-9����,�-�����8������:�6��� 2 log CFU/ml 5�?;�,�-��S�ก����������

*������Y��� -������;������;�	��
4��,�-�ก�6���
A4,�-�+�
����*ก6� �4�=+,9�5�6ก�������+���+ -��

5�ก���	������;� ��:�6� -�5�6:ก��:+��5�ก���	�� �������; 30 k 300 7�7+�� FG-�:�4 practical 5�ก��

�9�:�5�65����	�������ก���,4�,�-���  

 
4.2.2.2  ��ก
������D�ก
����"�
�#���
�����������D�C�D3$4��"��" MIC, MPN, Pour plate ���  

             PetrifilmTM EC plate 

5�ก�������������8Aก�6��?����S�ก����������,�-:�6�9���� (MIC) ���
�,�
�ก	���S�ก����������,�-���

����Y���
A45��]����	� (i.e., MPN, Pour plate *+� PetrifilmTM EC plate Pour) 7�
ก��5�6� �� E. coli 

DMST 4609 FG-������
�	�S��,�-,��� strain ,�-*�4�	��	�:�6�4���� pure strain � ���	�ก+4��8Aก�9���5�65�ก��

���
�����?6�?6�?�� cell ,�-���	��4��B ,�-*�4��� �	ก���	
7�
�4��5�[4�9����ก�����
�?	�����ก��

�����������*�4�
9�5�ก�����������6�
��S�,�-����e� �4�
*+�8Aก�6�� (Finneya et al., 2003; Chenu et al., 
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2013) 5�ก���	������;� ��5����	�������ก��� ก�������������8Aก�6��?����S�ก��,�-�9���� MIC 

ก	���S�ก����������*��� -� ก����������S�,�-*�ก�4��8Aก�9����ก��� -�,���������,S�<��?����S�ก��

���������6�
,���� pour plate ก	� ��S� MPN, PetrifilmTMEC plate *+� MIC   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour plate (log CFU/ml)
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y  = 0.2268+0.8712x         

R2 = 0.985         

P < 0.0001         

(a) pour plate and MPN 
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y = 0.0291+1.0502x

P <  0.0001

R2 = 0.9909

(b) pour plate and PetrifilTM plate 
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������ 4.3 ก��������	��	�S�?��ก�����������	��9������+��,��
�7�
5�6,���� (a) pour plate ���
�,�
� 

               ก	� MPN, (b)  Pour plate ���
�,�
�ก	� PetrifilmTM EC plate *+� (c) Pour plate ���
�,�
�ก	� 

                MIC  

 

� -�,9�ก���	��9������+��,��
� 7�
5�6,���� MIC, MPN, Pour plate *+� PetrifilmTM EC plate 5��	��
4�� 

E. coli cultures � -����ก��������������	��	�S� (validation) ?��,����,�-5�65�ก���������� ���4�

�����	��	�S�����4��ก������������+��,��
�,	�����7�
5�6,���� MPN *+� Pour plate ��5�6�4� R2 = 

0.985 (�A�,�- a) �4�������	��	�S�?��,���� PetrifilmTM EC plate *+� Pour plate ��5�6�4� R2 = 0.990 (�A�

,�- b) 5�?;���
�ก	� �����	��	�S�?��,���� MIC *+� Pour plate ��5�6�4� R2 = 0.990 (�A�,�- c) ,	�����

7�
�����;�4� R2 ?��,	�� 4 ,���� �
A45��4������4�� 0.985 - 0.9909 FG-�����4�,�-�4��?6���A� ��ก

�����	��	�S�����6����,	�� 3 �A� *���5�6�e��4�,����ก�����������9������+��,��
�,	�� 4 ��S� � � MIC, 

MPN, Pour plate *+� PetrifilmTM EC plate �����85�6*,�ก	�:�6� -����ก5�6=+����8Aก�6������+6��ก	� 

*�4� -������;�������6��4�,��Z�@YZ����� ,���� MIC �����8���������	��
4��:�6�9������ก 5�6 

media �9�����6�
 �����8+��4�5�6�4�
5�ก���������� �6���6�,�-�6���E��	��ก����+�����,
�?��7�����

�����8��-�����8�-5�ก���������� -�5�6:�6=+ก����������,�-8Aก�6��������*�4�
9�5�ก���������� 

�	��	��ก�����������9������+��,��
�,	�����7�
5�6,���� MIC �G����,��+ �ก,�-���9�:�5�65�ก��

�������� E. coli/coliform �4�:� 
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     (c) pour plate and MIC 
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7�
ก����A�,�- a, b *+� c *���ก��������	��	�S�����4����S���������?�� MIC ,�
�ก	���S�ก����������

*��� -� ���e�:�6�4��4������	��	�S�?��ก���,	�� 3 5ก+6��
�ก	� 1 7�
�4� correlation coefficient ?����S�,	�� 

3 �
A4����4�� 0.985 k 0.9909 FG-�����4�,�-*���5�6�e��4� good agreement ����4�������;� ������ก	�,�-�	�

:�6��ก��ก��������	��	�S��	�ก+4��
	�����6������ก,�-����?6�?6�?��� �� 0 8G� 6 log CFU/ml 7�
��ก

��S�ก���	������;� ����ก,	�� 4 ��S� 5�6�4�:�4*�ก�4���
4�����	
�9��	[,�-���	������ -��	-� 95% �
4��:�กe���

ก���4���4� log CFU �6�
��S� MIC ,�����	�ก+4��
	�5�6�����4�� -�8 ��6�
 7�
����6�
?����S�,�-�9������

?6��9�ก	�5�� -��?�������;?���	��
4��,�-5�65�ก��,����FG-�5�6�����; 10 :�7��+��� �4�=+,9�5�6

�����;� ���-9����,�-�����8������:�6��-��6��
A4,�-�����; 102 CFU/ml ,	�������S�ก�����������ก��FG-����

ก��5�6���������8�����������;� ����-��6�,�- 101 CFU/ml 7�
,����,�-�9�����9����,�-���6��5�6=+,�-

�������;� ��,4�ก	�,�-���	������;� ��,�-,4�ก	�*+������� ��กก��,�+�����e�:�6�4�ก���	�� ���6�


,������S��4�� B �4� MIC, MPN, Pour plate *+� PetrifilmTM EC plate 5�6�4������;� ��,�-����+6��:�5�

,�Z,����
�ก	� �6�
,����ก���	�� ��,�-�9���� MIC �����8�	�ก��ก	��	��
4����������;�9������ก

�6�
ก��5�6 auto ����,�-���+�
 channel FG-������8�	�ก��ก	� 96-well U-bottomed polypropylene plate 

*+������8�����	������;� ��:�6<�
5� 12 k 16 �	-�7�� ก��5�6,���� MIC �G������7
���,�-�+�ก�+�


ก�4�ก��5�6��S���������*��,��ก���6� (PetrifilmTM EC plate) *+�*���ก��5�,��?�� compactness 5�6

�+��6�
*+�5�6�����; media �6�
  

�	��	���6�
���������85�ก���	�� ��,�-5�6=+�����;� ��,�-5ก+6��
�ก	� ,����ก�����������6�
 MIC 

�����85�6*,�,�-��S�ก����������*��S����� (i.e., MPN, Pour plate *+� PetrifilmTM EC plate Pour) F�-���

����F	�F6��*+�5�6�+����:�6����
4���� ��ก,	����S��	�ก+4����?6��9�ก	�5�� -��?�������;�	��
4��,�-

�����8��������:�6 � -����ก���4�=+�4��6�,��5�ก��������������5��6���E�����ก�� 5�?;�,�-�A�*��

ก����������,�-�9�����������8���������	��
4��:�6�9������ก*+������8��-�����8�-5�ก����������   
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4.3ก
�\]ก^
����\
�E��ก
�����_�E��CE!��$ % E. coli/coliform �4�D��"��" Pour plate, Spread plate 

��� MIC 

ก��ZGก@��+��+Z�����?��� ����+��,��
�7�
ก�����
�,�
�,����,�-5�65�ก����������,���6����+

�����,
�� -�5�6���*��,��5�ก���4�ก�����[���7�?��� ����+��,��
�,9�5�6�����8+���
��+�5�ก���4� 

 

4.3.1 �
D����D�ก
����� 

5��4��������ก��ZGก@��+��+Z�����?��ก�����
�ก��5�6,���� Pour plate, Spread plate, PetrifilmTM EC 

plate *+� MIC �4�ก�����������9������+��,��
�ก4�7��7�
5�6� �� E. coli DMST 4609 ����	�*,�5�ก��

,�+�� FG-�,9�ก����������7�
5�6 EMAMCAP k Direct show video capture version 9.0.05 5�ก��

�	�,Gก<��?���?��7�7+��,�ก����	-�7�� *+������+?���?��7�7+�� �6�
��S�ก�����������6�
<��   

(Image analysis) 7�
5�67��*ก�� Image J version 1.41o � -�:�6=+?��?���7�7+��,�-�6��ก��*+6� �9���

�����ก����6�
7��*ก�� Sigma plot version 11 � -����4�ก�����[���7��9�����A���� (µmax) ?��5�*�4

+��	��
4��ก��,�+�� 

 
4.3.2 ��ก
����������\
�E��3�ก
����"�
�#���������D�กMC�" 

��ก=+ก��,�+�����4� ก�����+��
�� �� E. coli (pure cultures) �6�
,���� Spread plate, PetrifilmTM EC 

plate, Pour plate *+� MIC ���4�ก��?
�
?���?��7�7+��?��� �� E. coli :�4,4�ก	� 7�
ก��?
�
?���

?��7�7+��5�ก�����+��
��6�
��S� MIC *+� Spread plate ����ก��?
�
?���?��7�7+����ก,�-��� FG-���

���4�5��4��*�ก?��ก���,���� Spread plate *+� MIC ����ก��?
�
?���?��7�7+��,�-�4��?6��

5ก+6��
�ก	� *�4�+	���ก�	-�7��,�- 20 ���4�ก��?
�
?���?��7�7+��� -�,9�ก�����������6�
,���� MIC 

��ก��?
�
,�-�A�ก�4�ก��5�6,���� Spread plate �	��A�,�- 4.4 
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������ 4.4   *����+��+Z�����?��ก��?
�
�	�7�7+��5�ก������������+��,��
�ก4�7�� (E. coli) 7�
5�6 
                 ,����  Pour plate (    ), Spread plate (    ), PetrifilmTM EC plate (    ) *+� MIC (    ) 
 

E
�
���� 4.2  *����]��	
?��,���� Spread plate, PetrifilmTMEC plate, Pour plate *+� MIC ,�-�4�=+�4� 

                     �+��+Z�����?��ก��?
�
�	�7�7+��5�ก������������+��,��
�ก4�7�� (E. coli) 

 

 

 

 

 

 

Incubation Type                                 Parameter R2 

t0 A µmax 
Spread plate 22.70 54109.90 0.24 0.99 
Pour plate 19.88 5614.77 0.21 0.99 
MIC 26.08 67923.90 0.24 0.98 
PetrifilmTM EC plate 18.00 3648.47 0.22 0.96 
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*+�� -�,9�ก�������;��4��	���ก�����[���7��A�����9����?��� �� �� � µmax �	������,�- 4.2 ���4��4�

�	���ก�����[�9�����A����?��ก���������� E. coli 7�
5�6,���� MIC *+� Spread plate ���4���ก,�-��� 

���+���� � Pour plate *+� PetrifilmTMEC plate ���+9��	� ,	������ -������ก�+	กก��?����S�  MIC *+� 

Spread plate ��,9�5�6� ����+��,��
��	�=	���กF���7�
���� -����ก��ก�����[���7�����;=����6�?��

�����+��
�� �� FG-�=+ก��,�+��,�-:�6����+6��ก	�ก��,�+��ก4����6���� (Supanivatin et al., 2010) �	��	��

5�ก�����������������;?����+��,��
�86���ก�6��ก��5�6:�6=+ก����������,�-����e����5�6��S� MIC �� � 

Spread plate  

 

4.4 ก
�\]ก^
��!���#a�F����F���EMก
�����_�E��CE!��$ % E. coli/coliform 

�]��	
��G-�,�-�9��	[5�ก�����+��
�� �� E. coli/coliform �����;�<A��,�-5�65�ก���4� FG-��ก�����ก���4�,�-

��;�<A�� 35°C FG-���������	
��ก=A6?�
��+�
,4��:�6ก+4���4���;�<A��,�-5�65�ก���4�� ��*�4+����� ��5�6,�-

��;�<A��*�ก�4��ก	�:� 7�
����=+�4�ก�����[���7�?��� ��*�4+����� �	��	��� -���-������,S�<��5�

ก����������� �� E. coli/coliform 5�������	
�G�:�6,9�ก��ZGก@�=+?����;�<A��5�ก���4�,�- 30, 35, 37, 40 

*+� 45 °C ,�-��=+�4��	���ก�����[���7�*+�?���?��7�7+��?��� �� E. coli 

4.4.1 �
D����D�ก
����� 

5�ก��,�+����,9�ก�� Inoculation � �� E. coli ,�-,��������;*�4�	�,�-��-��6������; 103 CFU/ml �� 

96-well U-bottomed polypropylene plate � -�5�6� �����[���7�ก����
7�7+����=�� agar :�6�
4��

��-9���� :�4,	�F6��ก	�FG-����4�=+,9�5�6
�ก*ก4ก���������� ��ก�	��,9�ก���4�,�-��;�<A�� 30, 35, 37, 40 

*+� 45 °C ����+� 24 �	-�7�� ,	�����5�����4��ก���4���,9�ก����4��	��
4��� -��	�?���?��7�7+�� E. coli 

�6�
ก+6��������+ก9�+	�?
�
�A� 7�
�4�,�-�	�:�6��8Aก�9���ZGก@� kinetic �4�ก���+�-
�*�+�?���?��

7�7+�� � -����<���ก���4�,�-������  

4.4.1.1 ��!���#a�F����F���EMGE�
ก
�����_�E��CE!��$ %  

ก��5�6� �� E. coli ��� phenotype �6��ก����;�<A��5�ก���4��4��?6���A�� -�5�6ก��?
�
�	�?��7�7+�����4�

�A� ,	�������;�<A��5�ก���4�7�
�ก��:�6��ก����	�+���;�<A����ก�A�*��ก�������������,�- 35 
oC ���4�

�4�=+,9�5�6ก������+4��6�5�ก������ก�����CD��?�� E. coli ������� CCA ,	�������;�<A��ก���4�,�-

�������A�� �������� -���9��	[� -��6��ก��+��+�5�ก���������� �9���	�ก��5�6,���� MIC 

�6��ก��������ก�����CD��?��7�7+�� E. coli �
4������e� 5�?;�,�-��S�ก����������*�� conventional 
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method �4�ก��5�6,���� pour plate ก���4�ก��?
�
�	�?��7�7+��8Aก�
A4��ก����e�����ก���4�ก��

?
�
�	����4�
5�6�e�7�7+��:�6�e��9���	�ก��5�6��
�����@
�FG-�ก���9����ก���	�ก+4��,9�5�65�6�+����

*+�7�
,	-�:�5�6�+�5�ก���4����  

��กก��,�+���4�� ��,�-��;�<A���4��B ก	�,�-��=+�4�ก��ก���	��9����7�7+��8Aก�9����=+�	�5������,�- 

4.3 7�
���e��4�,�-��;�<A��ก���4� 45 °C :�4��ก�����[���7�?��� ����+��,��
� E. coli ������� CCA 

5�?;�,�-��;�<A��ก���4�����4�� 30 k 40°C ��กก����������,���8���=+?����;�<A��:�4��=+�4������;

� ��7�
,�-��;�<A���4��B ก	� 7�
5�6�����;� �� E. coli ,�-���4�5ก+6��
�ก	� 

E
�
���� 4.3 ���
�,�
������;� ��?�� E. coli ,�-��;�<A��ก���4��4��ก	�7�
5�6����� CCA 

Incubation temperatures No. of E. coli count (log CFU/ ml) 
30oC 8.35a ±0.05 
35oC 8.35a ±0.06 
37oC 8.44a ±0.05 
40oC 8.50a ±0.03 
45oC ND 

                    *�	��	ก@�,�-*�ก�4��ก	�5�*���	��*���8G�����*�ก�4���
4�����	
�9��	[ (p < 0.05) 
                     ND:  not detected 

 
��กก��,�+�����e�:�6�4���;�<A��5�ก���4�����4�� 30 k 40°C :�4��=+�4������;� ����+��,��
�,�-�	�:�6 

,	������ -����ก E. coli ���� ����+��,��
�,�-�����8���[���7�:�65��4����;�<A��ก�6��B �����8��	��	�:�6

�4�
 7�
5�ก��+ �ก��;�<A��ก���4�,�-��������ก��ก�����;������;� ���+	�ก���4�,�-�	�:�6*+6� ���

�9�����6�������;��]��	
� -��4���6�
5�ก�������;� �4� �	���ก��?
�
�	�?��7�7+��,�-��;�<A���4��B FG-�

�����8,�-���4�
���*��,��5�ก��+ �ก��;�<A��5�ก���4�,�-������ 7�
��
+���
�=+?����;�<A��5�

ก���4�,�-���4�ก��?
�
�	�?��7�7+��*����	��A�,�- 4.5 5��	�?6�8	�:� 

4.4.1.2 ��!���#a�F����F�EMก
�!D
DEG�!�C"C��� E. coli 

5�����4��ก���4�,�-��;�<A���4��B 7�7+����ก�����[���7�� -����ก� -���+��,��
�:�6�	���กF���*+�

���������
4��:�4�9�ก	� 7�7+����ก��ก��?
�
�	�5�*���	Z�� 7�
� -��+�5�ก���4���-�?G��ก��?
�
�	�
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?��7�7+������ก?G��� -����ก�����;��������?�������+��
�� ��
	�����ก���4�ก��?
�
�	�?��7�7+�� 

�	�*���5�ก����A�,�- 4.5 

Time (h)

0 20 40 60

A
re

a 
(p

ix
el

)

0

10000

20000

30000

40000

30 oC 
35 oC 
37 oC 
40 oC 
45 oC 

 
 

������ 4.5 *���ก��?
�
�	�?��7�7+��5�����4��ก�����[���7�,�-��;�<A��ก���4� 30, 35, 37, 40 *+� 45  

                          oC  

 
��ก�A�,�- 4.5 ���e��4�,�-��;�<A��ก���4��4��B ก	� ��=+�4�ก��?
�
�	�?��7�7+�� E. coli  ����
4����ก 

7�
d���,�-��;�<A��ก���4� 37 *+� 40 oC 5�?;�,�-��;�<A�� 30 *+� 35 oC *��7�6�ก��?
�
�	�?��

7�7+��:�4*�ก�4��ก	��
4�����	
�9��	[ 8G�*�6�4������;� ���+	���กก���4�,�- 24 h ,�-��;�<A���4��B ก	� ����

�����;,4�ก	� ��กก��,�+�����e�:�6�4���;�<A��,�-������,�-�����8,9�5�67�7+�� E. coli ?
�
?���

7�7+�����,6�
5�6��?���5�[4���,�-��;�<A��ก���4� 37 *+� 40 oC ,	�������������	
�9������ก,�-:�6���*�� 

suggested ก�-
�ก	���;�<A��,�-������7�
�
A45��4��,�-�-9�:�4ก�� 37 °C ��ก+	ก@;�ก�����[���7�?��

7�7+�� E. coli 5�ก��,�+��������5�6�e��4���;�<A��ก���4�,�-��������������;�<A��,�-,9�5�67�7+����ก��

?
�
�	�:�6�� ก�����[���7�?�� E. coli ,�-��;�<A���-9�ก�4� 37 °C �4�=+,9�5�6ก��ก��?
�
�	�?��7�7+��

�6�
  7�
d����
4��
�-�,�-��;�<A��ก���4� 30 °C :�4ก��ก��?
�
�	�?��7�7+��,�-��;�<A��ก���4��	�ก+4�� 

�	���ก��?
�
�	�?��7�7+���6�
��ก*�4กe
	���ก�����[���7�?��7�7+�� *�4�
4��:�กe������+	ก@;�

7�7+��,�-��?���+eก ��;�<A��ก���4��������9��	[5� deteriorating �� ���	�����ก�����[���7�?��� �� 

E. coli ������� CCA ,	�����ก��?
�
�	��� �� ��,�-?��7�7+��,�-��;�<A���4��B �����8�9�?6��A+�����
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�����;� kinetic ?��ก��?
�
�	�?��7�7+��� �� E. coli ,�-��;�<A��ก���4��4��ก	�:�6 � -�5�6�e�?6��A+�	���

ก��?
�
�	��A����?��7�7+��,�-��;�<A���4��B 7�
*����	���
+���
�5������,�- 4.4 5��	�?6�8	�:� 

 
4.4.1.3 ��!���#a�F����F�EM kinetic EMก
�!D
DEG�!�C"C��� E. coli 

��ก?6��A+?���?��7�7+��,�-:�6��ก��;�<A��ก���4��4�� B 8Aก�9����+e��ก��������	��	�S�����4���+�

ก	�ก��?
�
�	�?��7�7+���6�
7��*ก�� Sigma plot version 11 � -����4�ก�����[���7��9�����A���� 

(µmax) ?��5�*�4+��	��
4��ก��,�+�� �	�*���=+5������,�- 4.4 

 
E
�
���� 4.4 �+��+Z������4�?���?��7�7+�� E. coli ������� CCA ,�-��;�<A��ก���4��4��B  

��#a�F�ก
��MF (ºC) 
�
�
F��E�����d�4�
ก!�
�!�C"C���������
ก
��MF 24 h 

µmax Xmax R2 

30oC 0.163a ± 0.002 17236 ± 100 0.994 ± 0.002 
35oC 0.163a ± 0.002 20256 ± 375 0.993 ± 0.002 
37oC 0.174b ± 0.002 26324 ± 456 0.984 ± 0.001 
40oC 0.200c ± 0.002 32441 ± 461 0.997 ± 0.001 
45oC ND ND ND 

a, b, c �	��	ก@�,�-*�ก�4��ก	�5�*���	��*���8G�����*�ก�4���
4�����	
�9��	[ (p < 0.05) 
       ND:  not detected 
 

��ก?6��A+5������,�- 4.4 ���e�:�6�4��4��	���ก��?
�
�	��A����?��7�7+��,�-��;�<A���4��B ����+6��ก	�

ก����A�,�- 4.5 7�
�4��	���ก��?
�
�	��A����?��7�7+��,�-��;�<A��ก���4� 30 *+� 35 oC 5�6�4�,�-:�4*�ก�4��

ก	��
4�����	
�9��	[ 5�?;�,�-,�-��;�<A��ก���4� 37 *+� 40 oC *����4��	���ก��?
�
�	��A����?��7�7+����

����*�ก�4��ก	�  8G�*�6�4������;� ���+	���กก���4�,�- 24 h ,�-��;�<A���4��B ก	� ���������;,4�ก	���ก5�

�����,�- 4.3 ก4����6��	�� *�4 kinetic ?���?��7�7+��,�-��;�<A���4��B ก	�������*�ก�4��ก	��
4����

�	
�9��	[ �	�*���=+5������,�- 4.4 ��กก���ก��?
�
�	�?��7�7+��5��A�,�- 4.5 � -��9��4��	�ก+4����

�����;�5��A�?���4��	���ก�����[���7��A����7�
ก��5�6��ก�� Sigmoid�s model 5�ก���9���;�	�*��

�4��4��B �4� (i.e., µmax, Xmax *+� R2)  ���4���;�<A��ก���4�,�-�������9���	�ก��?
�
�	�?��7�7+����ก
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?6��A+5������,�- 4.4 ���,�-��;�<A�� 40oC ,�-��;�<A���	�ก+4��5�6�4��	���ก�����[���7��A����*+�5�6�4�ก��

?
�
�	�?��7�7+��,�-�A���ก (i.e., 0.200±0.002 h-1 and 32441±470 pixels, respectively)  

*�4,	������ -������;���;�<A��ก���4�,�-����������A4ก	�ก��5�6�+	�������4� ,�-��;�<A��ก���4� 37 oC ���

��;�<A��,�-5�6�����;� ��, ก��?
�
�	�?��7�7+��*+��	���ก�����[���7��A����:�4�4����กก���4�,�-

��;�<A�� 40 oC ��ก�	ก �	��	��� -����ก������
	��+	����,�-���4�=+�4��6�,��ก���������� ��;�<A��ก��

�4�,�- 37 oC �G������;�<A��,�-��5�65�ก��������������ก�����CD��?�� E. coli/coliform 5�?	�����ก��

�4��4�:� 

 
4.5 ������ก
����"�
�#� E. coli/coliform ���d�4F�ก
��Gi�
 

5�ก���������� E. coli/coliform �6�
�A�*��5��4,�-:�6��ก���	������
�ก�� 7�
?	�����86���������*?e�

���6��,9�5�6�
A45��A�?�����*?��+�
ก4��7�
ก���	-������ 25 ก�	� *+6�5�45����+�+�
�����

�	����� 225 ml �9�:�5�45��� -���]�������,�-���Z��ก� �� �]��5�6��������� ����
�ก	���:�6�	��
4��

�����,�-������� ���� 1:10 86���������?���+�*�4:�45�4���� ����
�ก	��6��,9�5�6���� ����
�ก	�ก4��

�4�ก	� ��ก�	��,9�ก�� dilution ,�-����?6�?6� 1:100, 1:1000 ��ก�	���
��	��
4��+��� 96-well U-

bottomed polypropylene plate ,�-:�6��ก�����
�:�6ก4����6��	�� 7�
�A�*��ก����������:�6�+�-
���ก

��S�ก�����,�-7�����������ก����4��5�[4��
�5�67�
���ก��5�6 pour plate FG-����ก��=���	��
4��?6�ก	�

����� agar �+�,�-��;�<A�������; 45 k 50 oC ��ก�	���+4�
5�6 agar *?e� *+6��9�:��4�,�-��;�<A�� 37 oC  

7�7+��,�-���กE�����*��*����4� ��+��,��
��	�ก+4�����7�+������ 5�?;�,�-86�7�7+��������4�� ��+��,��
�

�	�ก+4�������7�:+ ก��ก����?��7�7+���	�ก+4�����ก�����������9����?����:F���� �ก��,�-��:F��

�����8,�-��,9�5�6ก��=+5�ก��*
ก����*�ก�4��*+��4�������	�?��� ����+��,��
�, ������� �� �ก+�4�?��

� ����+��,��
� 5�ก�;���� ก�����[���7�?��7�7+�� E. coli �������,�-���������ก��?�����7��7��     

��ก���8G�=+=+��?�������9����?����:F��5�ก��*
ก� -��4����� ����+��,��
� 7�
���+�-
�����ก��9����

������4��?��7�7+�� E. coli. ��:F�� β-D glucuronidase ��,9�ก��*
ก����	����, Salmon-Gal *+� 

X-glucuronide 5������ CCA ,�-���	����������9����?6�5�����4��ก�����ก���4� 7�
�
4���6�
,�- 8 

�	-�7��7�7+�����4��+eก�����88Aก������:�6 7�
�A�*��ก����������,�-:�6��ก���	���*����	� flow 

chart �A�,�- 4.6 �4�:���� 
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         ก
����"�
�#� E. coli/coliform 
 

 
                                  Conventional method                                               Proposed method 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 4.6 ���
�,�
�?	�����ก���������� E. coli/coliform �6�
,������S�ก��5��]����	� (conventional  

              method) ก	���S�ก��,�-�9���� (proposed method)  

 
��กก��,�+�����e�:�6�4��6�
,����,�-�9���������8���������	��
4��:�6�+�
 dilution �4�
+�����

=���+��,�-��ก��?G����กก��,�+��:�4�����+�������;� ��,�-���CD�� ,9�5�6:�4,��������;� ��,�-*,6����

5��	��
4�� +�7�ก��,�-��,9�5�6ก����������������=���+��:�6 �	��	���A�*��,�-�9�����G�������,�-��

�9�:����
�ก��5�6ก	�ก�����������	��
4���9������ก5��+��	��	�� �����9���	�=+��<	;>�������4���ก

?�����,Z:,
 

 
 

�	-��	��
4�� 25 ก�	� ��� PBS 

�����; 225 ml ���]�� 2 ��,� 

� �����	��
4��,�- 1:100, 1:1000 

�����	��
4�� 1 ml +�5� Petri dish ��ก�	��,

����� agar �+�,�-��;�<A�� 45 - 50 oC �����+,

:���� -�5�6�	��
4��ก	������=������ ����
�ก	� 

� -������
e��	�ก+�
�����6�*?e� ,9�ก���4�,�-

��;�<A�� 37 ° ����+� 24 �	-�7����ก�	���4��

=+7�7+��,�-���กE 

�	-��	��
4�� 25 ก�	� ��� PBS 

�����; 225 ml ���]�� 2 ��,� 

� �����	��
4��,�- 1:100, 1:1000, 1:10,000, 1:100,000 

�����	��
4�� 10 µl ,�-���	�����?6�?6��4��B �6�
 

multichannel autopipette +��� 96-well U-

bottomed polypropylene agar plate   

,9�ก���4�,�-��;�<A�� 37 ° ����+� 24 �	-�7��

��ก�	���4��=+7�7+��,�-���กE 
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4.6 ก
����D�กE�3$4��"��" MIC EMก
����"�
�#�ก
�����jk�!���������D��G%�#F� (Total plate count) 3� 

       ���EaG�l�
#
� 

ก��,�+��:�6,9�ก�����
�ก��5�6,���� MIC 5�ก����������� ����+��,��
�,	�����5�=+��<	;>������� -�

��������4�����������	�ก�����CD��?����+��,��
������;,4�:��� ���ก�����CD������:�4 7�


���
�,�
�=+ก��,�+��,�-:�6ก	�,������S�ก����������,�-7�����:�6�9����ก����� routine �ก��*�4+��	� 

� -�,�����=+ก���������� (i.e., Pour plate, Spread plate) �9����ก��,�+��7�
ก���9�=+ก��,�+��,�-

:�6��กก�����,�
�?��,	�� 3 ,���������
�ก��5�6ก	��	��
4������ � -����ก5�=+��<	;>�������F	�F6��

?���������ก����กก�4�ก����������5��+��,�+�� ��ก,	��
	����ก��
 �
	�=+ก��,�+���4�,����,	�� 3 

��S������8�9�:�5�6����:�6 

 
4.6.1 �
D����D�ก
����� 

?	�������������ก��ZGก@�=+?��ก�����
�ก��5�6,����  MIC, Pour plate *+� Spread plate �4�ก��

���������9������+��,��
�,	�����5�=+��<	;>������:�6*ก4 =	�:, �6ก *+� Topping ,9�ก��,�+���	��
4��

+� 2 F�9� �9�=+ก��,�+��,�-:�6�����������4�,���8���7�
5�67��*ก�� SPSS �����	-� 17  

 
4.6.2 ��ก
����D�กE�3$4��"��" Pour plate, Spread plate, ��� MIC EMก
����"�
�#�ก
�����jk�!�

��������D��G%�#F� (Total plate count) 3����EaG�l�
#
� 

ก�����������9������+��,��
�,	�����7�
5�6,���� Pour plate *+� Spread plate 5��	��
4�������,	�� 3 

�������4� 5��	��
4�������=	�:,,�- 11, 13 *+� 15 ,����,�-5�65�ก������������=+�4��9������+��,��
�

,	������
4�����	
�9��	[,���8��� (p < 0.05) 7�
,�-ก��5�6,���� Spread plate �������8�����	���+��,��
�

,	�����:�6��กก�4�ก��5�6,���� Pour plate �	������,�- 4.5  � -����ก5�ก��������*��,���
,	�����7�


5�6,���� Pour plate �����,�-,5�4������� ���4��?6���6�� ���
	�
	��ก�����[?��� ��5�ก+�4� 

Psychrophile :�6 (��@���� �	��	
���,�, 2547) ��ก,	��=+��<	;>�?��7������A7�7�4 ���������9��e��A�*�4

*?e��G��	ก����*��,���
5�ก+�4� Psychrophile :�6�4��?6���A� (Richard, 1975) FG-�=+ก��,�+��,�-:�6

����+6��ก	�������	
�+�
���� �4� Buck *+� Cleverdon ���4�ก��5�6,���� Spread plate �������8�	�

�9������+��,��
�,	�����:�6��กก�4�ก��5�6,���� Pour plate 5�?;�,�-�	��
4��=	�:, (��ก�� ���ก,�-ก+4��

��), �6ก *+� Topping ���4�ก��5�6,���� Pour plate *+� Spread plate ��=+�4�ก�����������9����
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��+��,��
�,	������
4��:�4���	
�9��	[,���8��� (p > 0.05) FG-�=+ก��,�+��,�-:�6����+6��ก	�������	
?�� 

Hoben *+� Somasegaran (1982) ,�-,9�ก�����
�,�
�ก��5�6,���� Pour plate, Spread plate *+� Drop 

plate 5�ก���	��9���� Rhizobium spp. ���4�,����5�ก�����������9����,	�������S������85�6*,�ก	�

:�6 7�
,�-ก��5�6,���� Drop plate ��,9�5�6�����8+��6�,��5�ก����������:�6��ก,�-���  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                             (!)                                             (")  
������ 4.7 =+��<	;>������,�-5�65�ก�����������9������+��,��
�,	����� =	�:, (ก) �6ก (?) Topping (�)  

 
5��4��?��ก�����������9������+��,��
�,	�����7�
5�6,���� Pour plate *+� MIC ���4�=	�:,�	��
4��,�- 

11 ก��5�6,���� Pour plate �����8�	��9������+��,��
�,	�����:�6��กก�4�ก��5�6,���� MIC �
4����

�	
�9��	[,���8��� (p < 0.05) ,	������ -����ก�	��
4�������=	�:,���������ก��?���	�8����,�-5�65�ก��=+��

�4��?6����ก ���:�?	�?���ก�� inoculation �	��
4���� agar �4�=+5�6
�ก�4�ก���������� FG-������8,9�

ก��*ก6:?�][�����:�67�
,9�ก��ก����	��
4��,�-�6��ก����������ก4��,�-���9�:�,9�ก��,�+�� 
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E
�
���� 4.5 =+?��ก��5�6,���� Pour plate *+� Spread plate �4�ก�����������9������+��,��
�,	�����5�  
      =+��<	;>������ 
 

EG�DM
� 
��
�����������D��G%�#F� (log cfu/ g) 

Pour plate Spread plate 

=	�:, 1-7 NDa NDa 
 8-10 TNTCa TNTCa 
 11 3.93a±0.03 4.12b±0.04 
 12 3.71a±0.06 3.69a±0.02 
 13 3.50a±0.04 3.66b±0.01 
 14 3.77a±0.04 3.89a±0.05 
 15 4.96a±0.04 5.22b±0.07 
 16 3.85a±0.13 3.88a±0.04 

�6ก  1-8 NDa NDa 
Topping  1-7 NDa NDa 

 8 TNTCa TNTCa 
 9 3.51a±0.03 3.60a±0.08 
 10 3.85a±0.13 3.69a±0.13 
 11 3.56a±0.06 3.64a±0.03 
  12 3.57a±0.04 3.47a±0.08 

*�	��	ก@�,�-*�ก�4��ก	�5�*�����*���8G�����*�ก�4���
4�����	
�9��	[ (p < 0.05) 
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E
�
���� 4.6 =+?��ก��5�6,���� Pour plate *+� MIC �4�ก�����������9������+��,��
�,	�����5�  
      =+��<	;>������ 
 

EG�DM
� 
��
�����������D��G%�#F� (log cfu/ g) 
Pour plate MIC 

=	�:, 1-7 NDa NDa 
 8-10 TNTCa TNTCa 
 11 3.93a±0.03 3.78a±0.00 
 12 3.71a±0.06 3.60a±0.00 
 13 3.50a±0.04 3.69a±0.13 
 14 3.77a±0.04 3.65a±0.07 
 15 4.96a±0.04 4.53a±0.21 
 16 3.85a±0.13 4.25a±0.07 

�6ก  1-8 NDa NDa 
Topping  1-6 NDa NDa 

 7 NDa 3.84b±0.08 
 8 TNTCa TNTCa 
 9 3.51a±0.03 3.75a±0.21 
 10 3.85a±0.13 3.69a±0.13 
 11 3.56a±0.06 3.64a±0.08 
  12 2.57a±0.04 NDb 

*�	��	ก@�,�-*�ก�4��ก	�5�*�����*���8G�����*�ก�4���
4�����	
�9��	[ (p < 0.05) 
 
� -������;��	��
4�� Topping ,�- 12 ���4�ก�����������9������+��,��
�,	�����7�
5�6,���� Pour plate ��

�4�,4�ก	� 2.57±0.04 log cfu/g 5�?;�,�-ก��5�6,���� MIC 5�ก����������:�4�����8�4���4��9����

��+��,��
�,	�����:�6� -����ก?6��9�ก	�?��,���� MIC �������8����������+��,��
�:�65�ก�;�,�-������

?6�?6�?����+��,��
�,�-�A� 
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4.7 ก
����D�กE�3$4��"��" MIC EMก
����"�
�#�ก
�����jk�!���������D�กMC�" E. coli/coliform 3�

���EaG�l�
#
�����
Dก
����E 

5�ก��,�+��:�6,9�ก�����
�ก��5�6,���� MIC 5�ก����������� ����+��,��
�ก4�7�� E. coli/coliform 7�


���
�,�
�=+ก��,�+��,�-:�6��ก,����,�-�9����ก	���S�,�-,��7�����:�6�9����ก��,�+����� routine 

�ก�� � -�,�����=+ก���������� (i.e., Pour plate, PetrifilmTMEC plate *+� Spread plate) 5�ก��

����������+��,��
�ก4�7�� � � E. coli/coliform ,�-���CD��5�=+��<	;>������*+�����������*�+4�,�-��?��

ก�����CD��+�5�=+��<	;>����,6�
� -����ก*��,���
5�ก+�4����� -���ก�����CD��+�5�=+��<	;>������

*+6��	กก4�5�6ก������:�4�+��<	
*ก4=A6���7<� �9����ก��,�+��7�
ก���9�=+ก��,�+��,�-:�6��กก��

���,�
�?��,	�� 4 ,���������
�ก��5�6���� � -����ก������S�,�-������5�ก��+��6�,��ก����������

,���6����+�����,
�?��,��7�����,�-���4�5�6�4�
�A� 

 
4.7.1 �
D����D�ก
����� 

?	��������*�4�ก���9���������ก��� 2 �4�� 5��4��*�ก�����ก��ZGก@�=+?��ก�����
�ก��5�6,���� 

Pour plate, PetrifilmTMEC plate, Spread plate *+� MIC �4�ก������������+��,��
�ก4�7��5�=+��<	;>�

������ � =	�:,*+�?6�����
����4���	� ,9�ก��,�+���	��
4��+� 2 F�9� �9�=+ก��,�+��,�-:�6����������

�4�,���8���7�
5�67��*ก�� SPSS �����	-� 17  

 

�9���	�ก��,�+��5��4��,�- 2 �����ก��ZGก@�=+?��ก�����
�ก��5�6,���� Pour plate *+� MIC �4�ก��

����������+��,��
�ก4�7��5�ก���������ก�����CD��5���
ก��=+���6�
,�7�7+
� easy swab FG-�:�6

�	��
4����ก��	ก���, ���, ?�
�, 8���*��+�, ����*��+� ����6� ,9�ก��,�+���	��
4��+� 2 F�9� �9�

=+ก��,�+��,�-:�6�����������4�,���8���7�
5�67��*ก�� SPSS �����	-� 17 �4���
�ก	�ก��,�+��5�

�4��,�- 1 

 
4.7.2  ��ก
����D�กE�3$4��"��" Pour plate, Spread plate, PetrifilmTMEC plate, ��� MIC EMก
�

���"�
�#�ก
�����jk�!���������D�กMC�"3����EaG�l�
#
� 

��กก��,�+�����
�ก��5�6,���� Pour plate, Spread plate, PetrifilmTMEC plate, *+� MIC 5��	��
4��

=+��<	;>������:�6*ก4 =	�:, *+�?6�����
����4�� (�A�,�- 4.8) � -�5�65�ก��������������+��,��
�ก4�7�� 
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(E. coli *+� coliform) ���4� � -�,9�ก��������������+��,��
�ก4�7��7�
5�6,����,	�� 4 ��S�5��	��
4��

=+��<	;>�,	���������:�4��ก�����CD��?����+��,��
� E. coli 5�?;�,�-������ก������D��?��

*��,���
 coliforms �	������,�- 4.7 - 4.9 � -������ก*��,���
,�-�
A45�ก+�4� coliform ���+�
���� :�6*ก4 E. 

coli *+� Enterobactor aerogenes �	��	�������,�-������� �� coliform *����4�������	��:�4����� �����

��-��ก��ก *+������� ��7��,�-ก�-
�?6��ก	�����,�������������7�5�������	�� ,9�5�6:�4�+��<	
�4�

ก�����7<� (��@ก� ����<�����,  2545) 

 
                   
                                                                                                                                                                                                                                                          
 
 
 
 
 

(ก)       (!)   
������ 4.8 =+��<	;>������,�-5�65�ก������������+��,��
�ก4�7�� =	�:, (ก), ?6�����
����4�� (?)  

 
� -�,9�ก�������;�=+?��ก��5�6,���� Pour plate *+� PetrifilmTMEC plate �4�ก����������*��,���
5�

ก+�4� coliforms ���4� �6�
+� 60 ?��ก��,�+��ก��5�6,����,�-*�ก�4��ก	���=+�4��9���� coliform �
4����

�	
�9��	[,���8��� (p < 0.05) �	������,�- 4.7 FG-���S� Pour plate *+� PetrifilmTMEC plate �����S�ก���	�����,�-

5�65�7������A7�7�4 ��กก��,�+�����4���,	���	��
4��,�- Pour plate ������ก�����CD��*�4 

PetrifilmTMEC plate :�4��ก�����CD�� (False negatives) *+� Pour plate :�4��ก�����CD��5�?;�,�- 

PetrifilmTMEC plate ������ก�����CD�� (False positive)  �G�,9�5�6:�4�����8�S���
=+ก��,�+�����:�6 

�4���
�ก	�ก�����
�,�
�,���� Pour plate *+� Spread plate �4�ก���������� coliforms �	������,�- 4.8 

,	��������� -������ก�������?���	��
4��,�-5�6�4�=+�4��9���� coliforms 

 
5��4��?��ก�����
�,�
�ก���������� coliform 7�
5�6,���� MIC *+� PetrifilmTMEC plate �	������,�- 

4.9 ���4�ก��5�6,���� MIC ��:�4��ก�����CD��?�� coliforms 5�?;�,�-ก��5�6,���� PetrifilmTMEC 

plate ������ก�����CD�� ,	������ -������ก?6��9�ก	�?��,���� MIC �������8��������+��,��
�� -���
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�9����,�-��กก�4� 2 log cfu/ ml �	��	����S� MIC �G�:�4��������5�65�ก�������������9������+��,��
�,�-��

�����;�6�
 

 
E
�
���� 4.7 =+?��ก��5�6,���� Pour plate *+� Petrifilm �4�ก���������� E. coli  *+� coliforms  

      5�=+��<	;>������ 
                                                                                                                                                                                                                

EG�DM
� 
��
��� E. coli (log cfu/ g) ��
��� coliforms (log cfu/ g) 

Pour plate Petri film Pour plate Petri film 
=	�:, 1 NDa NDa 0.13a±0.55 NDb 

2 NDa NDa 1.00a±0.00 NDb 
3 NDa NDa 1.48a±0.67 NDb 
4 NDa NDa 1.00a±0.00 NDb 
5 NDa NDa NDa 1.75b±0.21 
6 NDa NDa 1.71a±0.57 1.83b±0.18 

?6��
���
�
���4�� 

 

1 NDa NDa 1.51a±0.21 NDb 
2 NDa NDa 0.50a±0.13 NDa 
3 NDa NDa NDa 0.50b±0.71 
4 NDa NDa NDa NDa 
5 NDa NDa NDa NDa 
6 NDa NDa 0.50a±0.71 NDb 

7 NDa NDa NDa NDa 
8 NDa NDa NDa NDa 

*�	��	ก@�,�-*�ก�4��ก	�5�*�����*���8G�����*�ก�4���
4�����	
�9��	[ (p < 0.05) 
 
  
 
 
 
 

      (ก)    (!)   
������ 4.9 ก������������+��,��
�ก4�7��7�
5�6,���� Pour plate (ก) ,�
�ก	�ก��5�6 Petrifilm (?)  
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E
�
���� 4.8 =+?��ก��5�6,���� Petrifilm *+� Spread plate �4�ก���������� E. coli  *+� coliforms  
      5�=+��<	;>������ 
 

EG�DM
� 
��
��� E. coli (log cfu/ g) ��
��� Coliforms (log cfu/ g) 

Petri film Spread plate Petri film Spread plate 

=	�:, 1 NDa NDa NDb NDb 
2 NDa NDa NDb NDb 
3 NDa NDa NDb NDb 
4 NDa NDa NDb NDb 
5 NDa NDa 1.75b±0.21 2.35b±0.49 
6 NDa NDa 1.83b±0.18 NDb 

?6��
���
�
���4�� 

 

1 NDa NDa NDb NDb 
2 NDa NDa NDa NDa 
3 NDa NDa 0.50b±0.71 NDa 
4 NDa NDa NDa NDa 
5 NDa NDa NDa NDa 
6 NDa NDa NDb NDb 
7 NDa NDa NDa NDa 
8 NDa NDa NDa NDa 

*�	��	ก@�,�-*�ก�4��ก	�5�*�����*���8G�����*�ก�4���
4�����	
�9��	[ (p < 0.05) 
 
 
 
 
 
 
 

   (ก)           (!)   
������ 4.10 ก������������+��,��
�ก4�7��7�
5�6,���� Petrifilm (ก) ,�
�ก	�ก��5�6 Spread plate (?)  
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E
�
���� 4.9 =+?��ก��5�6,���� Pour plate *+� MIC �4�ก���������� E. coli  *+� coliforms  
      5�=+��<	;>������ 
 

EG�DM
� 
��
��� E. coli (log cfu/ g) ��
��� Coliforms (log cfu/ g) 

Petri film MIC Petri film MIC 

=	�:, 1 NDa NDa NDb NDb 
2 NDa NDa NDb NDb 
3 NDa NDa NDb NDb 
4 NDa NDa NDb NDb 
5 NDa NDa 1.75b±0.21 NDa 
6 NDa NDa 1.83b±0.18 NDb 

?6��
���
�
���4�� 

 

1 NDa NDa NDb NDb 
2 NDa NDa NDa NDa 
3 NDa NDa 0.50b±0.71 NDa 
4 NDa NDa NDa NDa 
5 NDa NDa NDa NDa 
6 NDa NDa NDb NDb 
7 NDa NDa NDa NDa 
8 NDa NDa NDa NDa 

*�	��	ก@�,�-*�ก�4��ก	�5�*�����*���8G�����*�ก�4���
4�����	
�9��	[ (p < 0.05) 
 

 
 
 
 
 
 

(ก)                                           (!)    
  

              ������ 4.11 ก������������+��,��
�ก4�7��7�
5�6,���� Petri film (ก) ,�
�ก	�ก��5�6 MIC (?)  
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4.7.3   ��ก
����D�กE�3$4��"��" Pour plate ��� MIC EMก
����"�
�#�ก
�����jk�!� ��������D�กMC�"

3��
Dก
����E 

ก��,�+��ก�����
�ก��5�6,���� Pour plate *+� MIC 5�ก������������+��,��
�ก4�7�� � � E. coli *+� 

coliform ,�-���CD��5���
ก��=+��*+�����������*�+4�,�-��?��ก�����CD��+�5�=+��<	;>����,6�
 

� -����ก��ก���4�=+��<	;>����,6�
��ก�����CD����:�4�����8
���	�:�6 =+��<	;>��	�ก+4�����6���9�

ก+	�:�=4��ก�����ก��*���A�5��4��ก��	�� FG-�,9�5�6�6�,��ก��=+����-�?G��*+����������=+?��ก���4�

=+��<	;>�+4��6�=A6���7<�ก������:�4� -��	-� 7�
ก���9�=+ก��,�+��,�-:�6��กก�����,�
�?��,	�� 3

,���������
�ก��5�6���� � -����ก������S�,�-������5�ก��+��6�,��ก����������,���6����+�����,
�

?��,��7�����,�-���4�5�6�4�
�A� 

 
4.7.3.1 �
D����D�ก
����� 

?	�����������ก��ZGก@�=+?��ก�����
�ก��5�6,����  Pour plate *+�,���� MIC 7�
ก��,�+��:�6

�9����ก��,�
�ก	�ก��5�6,���� Pour plate FG-������S��	�����,�-7�����5�6�������������9������+��,��
�ก4�

7��5��]����	� 7�
ก�����������9������+��,��
�ก4�7��5���
ก��=+�� (Swab) FG-���*�4�����+	กก��?�� 

4M 1E �	-�� � ��	ก��� (Man) �� -���	ก� (Machine) ���ก�;� (Material) ��S�ก�� (Method) *+���-�*��+6�� 

(Environment) ก�����������9������+��,��
�ก4�7��5���
ก��=+�� (Swab) :�6*ก4 �6����9��9���	���	ก���

��
ก��=+�� *+���
ก��=+���6��9� ,9�ก��,�+���	��
4��+� 3 F�9� �9�=+ก��,�+��,�-:�6�����������4�,��

�8���7�
5�67��*ก�� SPSS �����	-� 17 

 
�]����	�7������A7�7�4��,����ก�� Swab ,�-�6��5�6���ก�;� 5 �����	���� cotton swab, �+��5�4��9� Buffer 

(NO Glass Control), rack, ��ก�
�*�+ก���+� *+�:�*�e� (�A�,�- 4.12) ��S�ก��� � �9�:�6 cotton swab :� 

swab �������4��B ,�-��-
��4�ก�����CD�� ��ก�	��5�45��+��,�-�������9� Buffer � -��9�:���������5�

?	������4�:� �4��,����ก�� Swab ,�-�9������
�ก�������ก�;���
�������
� � � 8����F�- swab (�A�,�- 4.13) 

��S�ก��� � 5�6� ����ก+	�8����F�- swab *+6� swab �������4��B ,�-��-
��4�ก�����CD�� ��ก�	���G�ก+	�8�� 

swab �9��e��A������� � -��9�:���������5�?	������4�:�  ?6���?��8����F�- Swab � � ��� Glass Control 

FG-�����������
� GMP ?��7�����������ก�������� *+������8��-�� ��,�-5�ก�� Swab *�4+���	��:�6

8G� 36 ,4� � -�,�
�ก	���S�ก���	�����,�-7�����5�6�
A4 (�]����	�7������4��5�[45�6����,�-5�ก�� Swab *�4+�

��	�������; 5x5 cm *�48����F�- Swab �����8������,�-5�ก�� Swab *�4+���	��:�68G� 30x30 cm �� ���กก�4�) 
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��ก��ก�	��8����F�- Swab �����85�6*+6�,���:�6+
7�
:�4�6��=4��ก��+6��� -��9�ก+	���5�65��4 FG-�8 ��4����

ก������
	��+� *+�+��6�,��5�ก���������� 

 
4.7.3.2 ��ก
����D�กE�3$4��"��" Pour plate ��� MIC EMก
����"�
�#���
�����������D�กMC�"3� 

            �
Dก
����E (Swab) 

ก�����������9������+��,��
�ก4�7��5�ก���������ก�����CD��5��6����9��9���	���	ก�����
ก��=+�� 

(�A�,�- 4.14) 7�
5�6,���� Pour plate *+� MIC � -�5�65�ก��������������+��,��
�ก4�7�� E. coli *+� 

coliform ���4�:�4��ก�����CD��?����+��,��
� E. coli �	������,�- 4.12 *�4��ก������D��?��*��,���
 

Coliforms �	������,�- 4.13 7�
,	�����,���� Pour plate *+� MIC ��=+�4�ก�����������9������+��,��
�ก4�

7��*�ก�4��ก	��
4��:�4���	
�9��	[,���8��� (p > 0.05) �9���	����,�-��ก�����CD��?��*��,���
 coliform 

� � +Aก�������A�6����9� *+���
d���9���?���6����9���	ก����[�� ����S�*ก6:?� ����6�� � ก��d�� Alcohol 

95% �� � Hydrogen peroxide ก4��*+��+	�ก���	�=	����ก�;�,�-�
A45�ก+�4���-
��	�ก+4�� �4��ก��*ก6:?

��
�
��� � ����+�-
�����A�6����9�5��4��ก����A+Aก����������A���-��� �	�7��	��� -��+�ก+�-
�ก��

�	�=	�ก	����ก�;� �4����
d���9��������ก������	�����ก�;��4�� ����-����� -�5�6ก�������	-�5�,�ก��	���4�

:�4��� �����CD����ก	����ก�;��	�ก+4�� ก�����������9������+��,��
�ก4�7��5�ก���������ก�����CD��

5���
ก��=+���6��9� (�A�,�- 4.14)7�
5�6,���� Pour plate *+� MIC � -�5�65�ก��������������+��,��
�ก4�

7�� E. coli *+� coliforms ���4�:�4��ก�����CD��?����+��,��
� E. coli �	������,�- 4.10 *�4��ก���� 

��D��?��*��,���
 coliform �	������,�- 4.11 7�
,	�����,���� Pour plate *+� MIC ��=+�4�ก����������

�9������+��,��
�ก4�7��*�ก�4��ก	��
4��:�4���	
�9��	[,���8��� (p > 0.05) �9���	����,�-��ก�����CD��?��

*��,���
 coliform � � ��*ก�����*�e��6��9�, shelf ���*�e��6��9�, �8?e��*��+� *+�7����*��+� ��

��S�*ก6:?� � ก��d�� Alcohol 95% �� � Hydrogen peroxide ก4��*+��+	�ก���	�=	����ก�;�,�-�
A45�ก+�4�

��-
��	�ก+4��  

 
� -����
�,�
�,���� Pour plate ก	� MIC ���4�=+ก�����������9������+��,��
�ก4�7��������*�ก�4��

ก	��
4��:�4���	
�9��	[,���8��� (p > 0.05) d��	��,���� Pour plate *+� MIC �G������85�6*,�ก	�:�6 *�4

,	�������S�������*�ก�4��ก	�5�� -��?�������;�����+��
�� ��,�-5�6 Chromocult agar (CCA) FG-�������

�4��?6���A� �G��	ก���?6��9�ก	�5�ก���������� ,���� Pour plate 5�6�����+��
�� ��,�-5�6 Chromocult® 

Coliform agar 15 ml/�	��
4��/plate �4�� MIC 5�6�����+��
�� ��,�-5�6 Chromocult® Coliform agar 0.5 
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ml/well �	��	��ก�� Swab *+���������7�
5�6,���� MIC �G������ก,��+ �ก��G-�5�ก�����������9����

��+��,��
�ก4�7��5���
ก��=+�� *+��6����9� 

 
 
 
 
 
 

(ก)          (!)                                (")                  (�) 
 

������ 4.12 ���ก�;�,�-�6��5�65�ก�� Swab *����S��	�����?��7������A7�7�4  (ก) Rack), (?) :�6 Cotton  
                      swab, (�) ��ก�
�*�+ก�����, (�) :�*�e� 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
������ 4.13 ���ก�;�,�-�6��5�65�ก�� Swab *����F�- Swab 
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E
�
���� 4.10 =+?��ก�� Swab 7�
5�6,���� Pour plate *+� MIC �4�ก�����������9���� E.coli 5� 
                     �6����9��9���	���	ก�����
ก��=+��  
 

�	��
4�� �9���� coliforms (log CFU/10 ml) 
 Pour plate MIC 
#4��%�
#_��   

������	-��	ก7��ก NDa NDa 

,�-ก���9��	ก7��ก NDa NDa 

,�-+��ก����A NDa NDa 

�6����9� NDa NDa 

�������A�6����9� NDa NDa 

,�-ก���A4 NDa NDa 

+Aก�������A NDa NDa 

�6����9� NDa NDa 

,�-�	���
�9��� NDa NDa 

#4��%�
$
D   

������	-��	ก7��ก NDa NDa 
,�-ก���9��	ก7��ก NDa NDa 
,�-+��ก����A NDa NDa 
�6����9� NDa NDa 
�������A�6����9� NDa NDa 
,�-ก���A4 NDa NDa 
,�-ก���9�78�]����� NDa NDa 
+Aก�������A NDa NDa 
�6����9� NDa NDa 
,�-�	���
�9��� NDa NDa 

*�	��	ก@�,�-�� ��ก	�5�*�����*���8G�����*�ก�4���
4��:�4���	
�9��	[ (p >0.05) 
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E
�
���� 4.11 =+?��ก�� Swab 7�
5�6,���� Pour plate *+� MIC �4�ก�����������9���� coliforms 5� 
                     �6����9��9���	���	ก�����
ก��=+�� 
 

�	��
4�� �9���� coliforms (log CFU/10 ml) 
 Pour plate MIC 
#4��%�
#_��   

������	-��	ก7��ก NDa NDa 
,�-ก���9��	ก7��ก NDa NDa 
,�-+��ก����A NDa NDa 
�6����9� NDa NDa 
�������A�6����9� NDa NDa 
,�-ก���A4 NDa NDa 
+Aก�������A�6����9� 4.19a±0.10 3.88a±0.14 
,�-�	���
�9��� 4.49a±0.20 4.26a±0.01 
#4��%�
$
D   

������	-��	ก7��ก 4.55a±0.15 4.39a±0.18 
,�-ก���9��	ก7��ก NDa NDa 
,�-+��ก����A NDa NDa 
�6����9� NDa NDa 
�������A�6����9� NDa NDa 
,�-ก���A4 NDa NDa 
,�-ก���9�78�]����� NDa NDa 
+Aก�������A�6����9� NDa NDa 
,�-�	���
�9��� TNTCa TNTCa 

*�	��	ก@�,�-�� ��ก	�5�*�����*���8G�����*�ก�4���
4��:�4���	
�9��	[ (p >0.05) 
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(ก)                                                   (!) ("                                                  (�) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 (�) (o) ($) 
 
 

������ 4.14   ���ก�;�5��6����9���
*+��[��,�-:�6,9�ก�� Swab (ก) �������A�6����9�, (?) ,�-ก���A4, (�) ,�-+��ก
����A�6����9�, (�) ,�-�	���
�9���, (�) ������	-��	ก7��ก, (d) +Aก�������A�6����9�, (�) ,�-ก���9�78 

                   �]����� 
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E
�
���� 4.12 =+?��ก�� Swab 7�
5�6,���� Pour plate *+� MIC �4�ก�����������9���� E.coli 5� 

                     ��
ก��=+���6��9�  

 

�	��
4�� �9���� coliforms (log CFU/10 ml) 
 Pour plate MIC 
�4���+����ก NDa NDa 

8��� ���	ก���*�e� NDa NDa 

8��� ���	ก��� NDa NDa 

�6���	ก�6���+�ก� NDa NDa 

Shelf ���*�e��6��9� NDa NDa 

7����*��+� NDa NDa 

ก�+��	�5�4�6���+�ก� NDa NDa 

?�
� NDa NDa 
��6��]��*�+F�
� NDa NDa 
�8?e��*��+� NDa NDa 
��*ก�����*�e��6��9� NDa NDa 
�� -���	-� NDa NDa 
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E
�
���� 4.13 =+?��ก�� Swab 7�
5�6,���� Pour plate *+� MIC �4�ก�����������9����  

coliforms 5���
ก��=+���6��9�  

 
�	��
4�� �9���� coliforms (log CFU/10 ml) 

 Pour plate MIC 
�4���+����ก NDa NDa 
8��� ���	ก���*�e� NDa NDa 
8��� ���	ก��� NDa NDa 
�6���	ก�6���+�ก� NDa NDa 
Shelf ���*�e��6��9� NDa NDa 
7����*��+� NDa NDa 
ก�+��	�5�4�6���+�ก� NDa NDa 
?�
� 3.75a±0.14 3.77a±0.12 
��6��]��*�+F�
� 3.35a±0.10 3.84a±0.07 
�8?e��*��+� 2.54a±0.11 2.89a±0.10 
��*ก�����*�e��6��9� 3.30a±0.11 3.91a±0.09 
�� -���	-� 3.41a±0.09 3.68a±0.08 

*�	��	ก@�,�-�� ��ก	�5�*�����*���8G�����*�ก�4���
4��:�4���	
�9��	[ (p >0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

  
 
 
 

 
 

 

          ������ 4.15 ���ก�;�5���
ก��=+���6��9�,�-,9�ก�� 

                          (�) 8��� ���	ก���

ก�+��	�5�4�6���+�ก�

 

(ก) 

(�) 

(�) 

 

 

 

 
 
 

���ก�;�5���
ก��=+���6��9�,�-,9�ก�� Swab  (ก) �4���+����ก, (?) 8��� ���	ก���*�e�

8��� ���	ก���, (�) �6���	ก�6���+�ก�, (�) �� -���	-�, (d) ��6��]��*�+F�
�

ก�+��	�5�4�6���+�ก�, (F) ��*ก�����*�e��6��9�, (�)7����*��+� 

(?) 

(�) 

(F) 
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8��� ���	ก���*�e�,  

��6��]��*�+F�
�, (�)  

7����*��+�  

(�) 

(d) 

(�) 
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��กก����������,���8���� -����
�=+ก�������������4���S� MIC ก	���S� pour plate ,�-��� standard 

approved ,����8Aก�9����9����ก�����
�,�
������,S�<��5�ก����������ก	��	��
4��5����	�

������ก��� =+ก���	�� ��?�� E. coli 5�6=+,�-�� ��ก	�ก	���S�ก����������,�-�������Y�� ก��

�9��������	�ก+4��,�+��7�
�6���6�,�-?���6���E��	��ก�� QC ?��7�����*+�:�6��ก��,����ก	�

�	��
4������ ���8G�=+��<	;>�������9��e��A� (�����,�- 4.7 k 4.9) *+��	��
4����ก line ก��=+��?��7����� 

swab test (�����,�- 4.10 k 4.13) FG-�:�6��ก��,������ก=+?�� PetrifilmTMEC plate ก4����6���� =+,�-:�6��ก

ก��5�6,���� pour plate 8Aก confirm ก	�=+,�-:�6��ก PetrifilmTMEC plate *+� validate ก��5�6,���� MIC 

ก	� ISO standard protocol =+��กก���	������;� ���6�
,����,	�� 2 ��S�8Aก���
�,�
�7�
ก��5�6�8���7�


���4�:�4������*�ก�4���
4�����	
�9��	[����4����S�ก����������*�� MIC *+� pour plate ,���� �9���	�

�	��
4������� �����;� ��,�-�	�:�6��ก MIC *+� pour plate 5�6=+,�-����+6��ก	�7�
7�7+��,�-���4��

5�[4����������A FG-�ก�����CD��5��	��
4��������	�ก+4��7�
�4����ก��� coliform FG-���7�ก���6�


��ก,�-����� E.coli strain 

��กก��,�+�����e��4�ก���9����,���� MIC �4�
ก����������ก���	������;� ��,�-��� routine ?��

7�����������ก���*+�ก������������������?�����ก�;�FG-������-�,�-�6����ก���9����ก��,9�

�4�
��	�� ��ก��ก������4��	��
4��5�*�4+��	�?��7������������;?�� swab samples �9������ก �	��	��

��S�ก���������� MIC �G������8�������ก	������6��ก��?��7�����:�6����
4���� �	��
4��,�-*���5�

�����,�- 4.10 k 4.13 ����	��
4�������;�4����G-�?�������;,	�����,�-5�65�ก��,���� 7�
�4��5�[4

���4��	��
4��,�-:�6��กก�� swab :+��ก��=+��5�6=+ �:�4������� ��� *+��	��
4����
��9�����6�
,4��	��

,�-8Aก������ก�����CD��?�� coliform 7�
,	-�:�,���� MIC ��5�6=+ก����������ก���	�� ��,�-�A�� -�

,�
�ก	�,���� pour plate *�4�
4��:�กe����4��	�ก+4���
A45� order ,�-:�4*�ก�4���
4�����	
�9��	[ ก��

�9����ก�����������������?����-�*��+6��ก�����ก��=+��7�
ก��5�6 MIC ,���� �����S�ก��,�-�e�

*+�8Aก�6��5�ก���	��9����?�� E.coli/coliform  ,	�����5�?;�,�-,���� pour plate 5�6=+ก����������,�-�6�

*+��������,S�<���-9�5�ก�����������������?��ก�����ก��=+��*+��4�
��	��,�-5�6�+�5�ก��

����������� �4�=+5�6�A+�4���
:�6,�-�A[��
:���������;��ก� -����ก��=+ก�������������� ก��ก��

�A[��
��
:�67�
�+4����7
��� ��ก��ก���7�����
	��6���A[��
�4�5�6�4�
5�ก�����������	��
4�����

�9������ก� -����ก86�
	�����ก��5�6��S�ก����������*����� 5�,��,�@E�����8�-?��ก�������������

�����?��ก�����ก��=+�����6����
���,�-���	-�5�5����������� -�5�6ก������� -��	-�5�5� good 
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hygienic practice �
4��:�กe���7�����������ก���5��]����	��+�ก+�-
�,�-��,9�ก��,������4���������

�����?�� line ก��=+�� ��������4�ก���9����ก���	�ก+4�����ก����-��4�5�6�4�
5�ก���������� 

��ก=+ก��,�+��7�
���� -����
�,�
���S�ก�����������6�
,����,�-�9���� (MIC) ก	���S�ก����������

�������Y��FG-����,���� pour plate 7�
�+	ก (Conventional method) ���4�,	�� 2 ��S�:�4������*�ก�4��

,���8��� �����85�6*,�ก	�:�6 5�,��?��ก��������������ก�����CD�� =A6���	
�������e��4�,���� 

MIC ������7
����9���	�7�����5�ก���9�:����
�ก��5�6����
4����ก�9���	��������� E. coli/coliform 

� -����ก���4�5�6�4�
�4���4�
:�4�A���ก 5�6�	������ก�;�,�-�����8+6��,9����������:�6�4�
 ����ก�4�ก��

5�6��� 5�6 media �����;�6�
  

4.8 ก
����"�
�#�E4����ก
���
�����
� 

��ก=+ก�����
�,�
�,����,�-5�65�ก�����������9������+��,��
�,	�����*+���+��,��
�ก4�7�� ���4�,	�� 4

,���������85�6*,�ก	�:�6 �	��	��ก�����������6�,�������ก���A������6��4����Z�@YZ����� -��4�
5�

ก���	����5�5�ก��+ �ก��S�ก����������,����+�����,
�,�-��������������ก,�-��������
�ก��5�6ก	�

7����� 

 
4.8.1 �
D����D�ก
����� 

5�?	�����ก�����������6�,��,�-5�65�ก��������������,���6����+�����,
� �9����ก��7�
,9�ก��

���
�,�
���S�ก��,�-5�65�ก����������5��6���6�,�� (�����+��
�� ��, :��X�, ���� ����	ก���, ���ก�;�

�e�� �� �4� plate) �+�5�ก���4� *+� ����� (������5�,����) 7�
*�4�ก������������ก��� 2 �4�� 

���ก���6�
ก���9���;�6�,��,�-5�65�ก�����������9������+��,��
�,	�����FG-���,9�ก�����
�,�
�

,���� Pour plate *+� Spread plate 5��4��,�- 2 �����ก���9���;�6�,��,�-5�65�ก������������+��,��
�ก4�

7��FG-���,9�ก�����
�,�
�,���� Pour plate, Spread plate, MIC *+� PetrifilmTMEC plate 

 
4.8.2   ��ก
����"�
�#�E4����3�ก
����"�
�#���
�����������D��G%�#F��F �3$4��"��" Pour plate, Spread  

plate ��� MIC 

ก�����������6�,��5�ก�����������9������+��,��
�,	�����7�
,9�ก�����
�,�
�,	�����,����,�-5�65�

ก����������� -�5�65�ก�������;�������6��4����Z�@YZ�������+9��	�?	�����7�

4��	��A�,�- 4.16 



 

������ 4.16 *���?	�����ก�����������9������+��,��
�,	�����7�
5�6,���� 
                   MIC 
 
��กก����������ก�����
�,�
��6�,��?��*�4+�,����,�-5�65�ก�������������9������+��,��
�,	������	�

�����,�- 4.14  

 
E
�
���� 4.14 *���ก�����
�,�
��6�,��?��ก��5�6,���� 

        �9������+��,��
�,	�����
�
Dก
�E4���� 

��	ก��� (��) 
�+�ก���������� (��,�/�	��
4��)
�4� (�	-�7��/lot) 
���������+��
�� �� (��,/�	��
4��

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

*���?	�����ก�����������9������+��,��
�,	�����7�
5�6,���� Pour plate

��กก����������ก�����
�,�
��6�,��?��*�4+�,����,�-5�65�ก�������������9������+��,��
�,	������	�

*���ก�����
�,�
��6�,��?��ก��5�6,���� Pour plate, Spread plate 
�9������+��,��
�,	����� 

Pour plate Spread plate 
4 4 

) 15.25 
48 

4.25 
18 - 24 

�	��
4��) 1.6 0.96 

97 

 
 
 
 
 

Pour plate, Spread plate *+� 

��กก����������ก�����
�,�
��6�,��?��*�4+�,����,�-5�65�ก�������������9������+��,��
�,	������	�

Pour plate, Spread plate *+� MIC 5�ก���� 

MIC 
4 

2.53 
12 - 15 

0.02 
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���4� 5��6��?���9���������,�-5�65�ก���������������;��+��,��
�,	��������9���� 4 �� 7�
*�4�

��ก��� ?	�����ก���	��	��
4�� (Product sampling) �9���� 2 ��, ���
��	��
4�� (Sample preparation) 

�9���� 1 �� *+�?	�����ก���������� �9���� 1 �� 5��6��?���+�,�-5�65�ก�������������4� ��S� Pour 

plate ��5�6�+�5�ก�������������,�-��� � -������ก�6���������*?e��	�ก4��,�-���9�?6��A6�4� ��ก,	��

��
��+�,�-5�65�ก���4��6��5�6�+�8G� 2 �	� FG-�5�?	����������,9�5�6ก��ก���A[��
��
:�6,�-=+��<	;>��6��

��ก��
 �
	�=+� ��ก4��,�-��,9�ก���4���ก:�
	�=A6�	��+�
,�� �	��	��ก��5�6��S�ก����������*�� Pour plate 

�G�:�4������� -�,�
�ก	�ก��5�6,���� Spread plate ,�-5�6�+�5�ก����������,�-�6�
ก�4�*+��4�
�4�ก��

5�6��� ��ก,	��
	������8+���
��+�,�-5�65�ก���4�+�:�68G��6�
+� 50 �	��	����S�ก�������������9����

��+��,��
�,	�����7�
5�6,���� Spread plate �G������ก,��+ �ก��G-�,�-�������8+���
��+�5�ก��

��������*+�*���+�-
����ก����-���
:�65�6ก	�,��7����� �4���
�ก	�ก��5�6,���� MIC ,�-�����8+�

��
��+�,�-5�65�ก���4�5�6�+ ���
� 12 - 15 �	-�7�� � -������;�����?�������+��
�� ��?��*�4+�

,�������4� ,���� Pour plate ���6�,��?�������+��
�� ���A�,�-���� -����ก��ก��5�6���������ก,�-��� 

���+���� � Spread plate *+� MIC FG-���ก,��7�������ก���+�-
���ก,���� Pour plate ����� Spread 

plate *+� MIC �������8+��4�5�6�4�
5��6�������+��
�� ��+�:�:�6�6�
+� 40 *+��6�
+� 99 ���+9��	� 

 
4.8.3 ��ก
����"�
�#�E4����3�ก
����"�
�#���
�����������D�กMC�"�F �3$4��"��" Pour plate,  

          PetrifilmTMEC plate, Spread plate ��� MIC  

5��4��?��?	�����?��ก�����������6�,��,�-5�65�5�ก������������+��,��
�ก4�7����*�4�,����,�-5�65�

ก������������� 3 �4�����ก���6�
 ��S��	�����,�-7�����5�6���������ก��� � Pour plate ��S�,�-5�65�ก��

������������6��ก��?��+Aก�6�� � PetrifilmTMEC plate *+�5��4�����,6�
� ���S�,�-�����ก,��+ �ก��G-�

� -�5�65�ก��+��6�,��5�ก����������� � Spread plate *+� MIC ?	�����?��*�4+���S�*���7�

4��	��A�,�- 

4.17  

 

 

 

 

 



 

 

 

������ 4.17 *���?	�����ก�����������9������+��,��
�ก4�7��
                Spread plate *+� MIC 
 

��กก����������ก�����
�,�
��6�,��?��*�4+�,�������4� 5��6��?���9���������,�-5�65�ก��

������������+��,��
�ก4�7�����9���� 

�9���� 2 �� ���
��	��
4�� (Sample preparation) 

�6��?���+�,�-5�65�ก�������������4� ��S� 

�������*?e��	�ก4��,�-���9�?6��A6�4� ���+���

Petrifilm ���4�
�4�ก��5�6���*�4�����4�*=4��4��?6���A� �	��	����S�ก����������ก����-��4�5�6�4�
5�ก��

��������,�-�����+ �� �G����5�65�ก�;�,�-+Aก�6��6��ก�� 5�,��ก+	�ก	���ก�+�-
���กก��5�6 

Spread plate �� � MIC ��,9�5�6�����8+��4�5�6�4�
+�:�:�6�6�
+� 

,�- 4.15 

 

 

 

 

�������9������+��,��
�ก4�7��7�
5�6,���� Pour plate

ก����������ก�����
�,�
��6�,��?��*�4+�,�������4� 5��6��?���9���������,�-5�65�ก��

��������+��,��
�ก4�7�����9���� 4 �� 7�
*�4���ก��� ?	�����ก���	��	��
4�� 

(Sample preparation) �9���� 1 �� *+�?	�����ก���������� �9���� 

�6��?���+�,�-5�65�ก�������������4� ��S� Pour plate ��5�6�+�5�ก�������������,�-��� � -������ก�6��

�������*?e��	�ก4��,�-���9�?6��A6�4� ���+���� � Spread plate, MIC *+� Petrifilm

���4�
�4�ก��5�6���*�4�����4�*=4��4��?6���A� �	��	����S�ก����������ก����-��4�5�6�4�
5�ก��

��������,�-�����+ �� �G����5�65�ก�;�,�-+Aก�6��6��ก�� 5�,��ก+	�ก	���ก�+�-
���กก��5�6 

��,9�5�6�����8+��4�5�6�4�
+�:�:�6�6�
+� 80 *+��6�
+� 99

99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour plate, PetrifilmTMEC plate,  

ก����������ก�����
�,�
��6�,��?��*�4+�,�������4� 5��6��?���9���������,�-5�65�ก��

�� 7�
*�4���ก��� ?	�����ก���	��	��
4�� (Product sampling) 

�� *+�?	�����ก���������� �9���� 1 �� 5�

��5�6�+�5�ก�������������,�-��� � -������ก�6��

PetrifilmTMEC plate 8G�*�6�4� 

���4�
�4�ก��5�6���*�4�����4�*=4��4��?6���A� �	��	����S�ก����������ก����-��4�5�6�4�
5�ก��

��������,�-�����+ �� �G����5�65�ก�;�,�-+Aก�6��6��ก�� 5�,��ก+	�ก	���ก�+�-
���กก��5�6 Petrifilm ��� 

99 ���+9��	� �	������
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E
�
���� 4.15 *���ก�����
�,�
��6�,��?��ก��5�6,���� Pour plate, PetrifilmTMEC plate, Spread plate  
                      *+� MIC 5�ก�����9������+��,��
�ก4�7�� 
 

�
Dก
�E4���� Pour plate Petrifilm Spread plate MIC 

��	ก��� (��) 4 4 4 4 
�+�ก���������� (��,�/�	��
4��) 
�4� (�	-�7��/lot) 

15.25 
24 

2.50 
24 

4.25 
18.24 

2.53 
12 - 15 

� � � � � � � � �  +�� 
 �  � � �  (� � , /
�	��
4��) 

17 52 10 0.15 

 

4.9 ก
�����F����ก
�E��G�ก
���O�ก
����"�
�#� E. coli/coliform �4�D��"��" MIC  

� -����ก,���� MIC �����8��-�����8�-5�ก����4��	��
4��5�ก�������� E. coli/coliform :�6����
4���� 

*+��4�
+��4�5�6�4�
5�ก����������� ����+��,��
�,	�����*+�� ����+��,��
�ก4�7��5�=+��<	;>������*+�

��
ก��=+�� ,�����	�ก+4�����6��8Aก�9���5�65��6���E��	��ก�� QC & QA �	��*�4ก�����ก���	��	�8����

��ก��,	-�:�6���=+��<	;>����,6�
 ��ก,	������ก���9�,���� MIC :�5�65�ก������������������?��

ก�����ก��=+��*+��� -���	ก� �	��	��� -�5�6ก�����������������,S�<��5�ก���9�:�5�6����A� ก��

��������� ��	�,��������e�?����	ก��� QC ,�-����6���6�,�-5��6���E��	��ก���������������-��9��	[ 

� -��������������:�:�6,�-���9�:����
�ก��5�6����5�7����� ,��=A6���	
�G�:�6,9�*�����8��ก�-
�ก	�

�����G���5�5�ก��5�6,���� MIC 7�
5�*�����8�����ก��:��6�
��
+���
��	�?6��4��B 5�ก��

�������4� ��������ก5�ก��5�6���, �����4�
5�ก����������*+�,9���������� ����6� ,	�����5�*�4

+��	�?6�������*���e� 9 ��*�� 5�6��	ก��������; 5 k 8 �������� ��ก�	���9���*��,�-:�65�*�4+�

�	�?6������4�d+�-
 5�ก����������5�6��	ก���5�6��*����ก*�����8��*����	������,�- 4.16 ก��

�9��������	�ก+4������4����G-�,�-�4�
5�6=A6���ก��ก���	����5�5�ก���9�:����
�ก��5�65�7��������� FG-�

��ก��ก�������;�5�� -��?���9�����	��
4��,�-��������:�6 �+�,�-5�65�ก����������*+��6�,��5�ก��

�9�������*+6� ����
�ก�4�
5�ก��5�6���กe�����-��9��	[,�-���6�������;��4���6�
 � -����ก ��,�-����5�6

�������B �������	ก���?���6���E��	��ก�� �	��	��ก���	�,��������e�ก�-
�ก	�ก��5�6���?��,���� 

MIC ��ก=A65�6���� ��������7
����
4����ก�4�
5�6�����8�������8��ก��;������G���5�?��
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�6���6�,�-FG-�����=+�4������,S�<��5�ก��5�6���:�6�e�,�-�� �:�4 7�
��
+���
�=+ก��������*���

�	��4�:����   

E
�
���� 4.16 *�����*��ก��
���	�d+�-
?��,����ก���������� MIC ,�
�ก	���S� Pour plate  

�	��
4�� ��*��d+�-
 (��*���e�,�- 9 ��*��) 
 Pour plate MIC 
��������ก5�ก��5�6��� 6 9 
�4�
�4�ก���������� 6.5 8 
�4�
�4�ก��,9���������� 7 9 
5�6*������6�
 7 9 
5�6=+���������e� 5 9 
5�6�+�5�ก��,���=+�e� 6 9 
�����,S�<��5�ก�����������A� 6 8 
��*��ก��
���	�7�
��� 6 9 

��*��d+�-
 8.75 6.18 
 

��ก=+ก��,�����	�ก+4�������*��d+�-
,�-:�6��กก��������7�
�6���6�,�-�6���E��	��ก�� ��ก�������

�e�:�6�4��6���6�,�-�6���E��	��ก�� QC 5�6��*��d+�-
7�
���?��ก��5�6,���� MIC ��กก�4�ก��5�6

,���� pour plate �	��	���G����������:�:�6�A�,�-��	ก���7�
�4��5�[4�������G���5�5�ก��5�6,���� 

MIC �4�
5�6,��7�������?6��A+���ก��ก�������;�5�ก�����
�ก��5�6,�����	�ก+4�� 7�
��ก

*�����8��FG-�����
+���
�� -��?��ก��,9�����������4�
 5�6*������6�
 *+������8������

� ����+��,��
�:�65��+�,�-����e� �������4�?��,����ก���������� MIC ���7
���,�-��:�6�	���ก,����

�	�ก+4�����6�:�,�-��S�,�-����e� � -�,�-��+��+�5�ก��������������� -����
�,�
�ก	���S� pour plate 

(conventional method) ก����������,�-����e��4�
���ก�� screening �	��
4���4�����7�ก��,�-����ก��

���CD��?��� ���� �:�4 *+��4�
5�ก���+4�
=+��<	;>�5����	�������ก��� �9���	�=+��<	;>�,�-��� 

negative samples �4�
����
	��4�5�6�4�
*+�� ��,�-5�ก��กe��	ก@�=+��<	;>� 
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4.10 ��"��"ก
�E������� �D �DG���ก
�����jk�!��$ % E. coli/coliform ��� E. coli O157:H7 ��


#
� Chromocult® Coliform agar (CCA) 

ก��������������ก�����CD��?��� �� E. coli/coliform *+� E. coli O157:H7 �������

Chromocult® Coliform agar (CCA) 7�
ก��5�6,���� 96 k well flat bottom microplate �4��ก	�ก��5�6ก+6��

������+ก9�+	�?
�
�A�� -�������ก�����CD��?��� �� ���4������ Chromocult® Coliform agar (CCA) 

�����8������ก�����CD��?��� ���	�ก+4���6�
,����ก��,�-��������ก��:��6�
F	����, X-

glucuronide ��5�67�7+��?������9�����4�� � -����ก��:F�� β-glucuronidase ��ก E. coli   F	����, 

Salmon k Gal 7�
��5�67�7+����*��?�� coliforms �� � E. coli O157:H7 (�A�,�- 4.18) � -����ก��:F�� 

β-galactosidase ,�-�
A45������*+� �9���	�� ����+��,��
�*ก����ก*+� non-enteric bacteria ����4��

8Aก
	�
	��7�
�	�
	�
	�� Tergitol k 7   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 ������ 4.18 +	ก@;�7�7+��?�� E. coli *+� E. coli O157:H7 ,�-���กE������� CCA 

 

� -����ก��
 �
	�=+ก��������������� ���	�ก+4��5�ก�;�,�-+Aก�6��6��ก��=+ confirmation � -�����

�4�� -�8 �?��ก���������� (Finney et al., 2003) ก���������7�7+��� ���	�ก+4��5������ miniaturized 

biochemical broths ���,��+ �ก,�-=A6���	
�9���� � -����ก��S�ก�����?��,��7����������S�ก��,�-5�6�+�

5�ก������������� 2 k 3 �	� ก�4���,���=+�������� *+�5�6���ก�;�5�ก���������������;��ก ,	�����

,����ก���������������6�
 miniaturized biochemical broths ���ก��:��6�
����� Sugar fermentable 

?����9���+�����4��B ก	��4� FA7���, �+�:�7��, *��7��, ����7��, F�����,�+, *+�7��, �eกF�7��, 

���7�F�,�+, *��7��, ก�*+�7��, F+7+:�7��, �AF�,�+, F�+�F��, ��7���,�+, ������7��, ,����7+�

E. coli o157:H7 

E. coli  
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, :F7+�*+�*����,�+ �����ก������7������4��B �4� :+F�� ������,��*+���������� 7�
��
+���
�

ก��,�+��*����	��4�:���� 

 

4.10.1 ก
�����E������� �D �DG����$ %C"C��� E. coli/coliform  ��� E. coli O157:H7 

5�ก��,�+��:�6��ก�����
�������A���4��B �4� ก��,�������������85�ก��5�6��9���+�����4��B 

�	�,�-:�6ก+4��ก4����6��	�� ���������85�ก��5�6ก������7� 7�
5�ก��,�+����,9�ก�����
������,�-

�4��=���A���4��B *+�+�+�
5�6���� ����
�ก	� ��ก�	��,9�ก���4�� ���6�
,���� aseptic filling 7�
���

ก��ก���=4�� filter ?��� 0.45 µm FG-�,�����	�ก+4���4�
������:�45�6��ก��ก���+�-
�*�+�� -����ก

�����6�� ���ก���������<�����-��6�5�65ก+6��
�ก	� ��ก�	��,9�ก�����������������4��B �����; 180 

µl +�5� 96 k well flat bottom microplate �6�
���ก�;� Multichanell pipette �	�*���5��A�,�- 4.19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 4.19 ��� miniaturized biochemical broths ,�-���ก��:��6�
����������4��B FG-� E. coli/coliform *+� 

E. coli O157:H7 �������������85�ก��5�6�����,�-*�ก�4��ก	� 

 
�+	���ก,�-���
�������A���4��B *+6� ,9�ก��?�-
7�7+���X����
+�5������ Tryptic soy broth ,�-������
A4

5� eppendoft �����; 1 ml ��ก�	��,9�ก��?
4��6�
 Vortex �]��5�6 cell suspension ���� ����
�ก	� �9� cell 

,�-���
��	�ก+4��:������+� miniaturized biochemical broths �����4��B �����; 20 µl ��ก�	���9�?6��A6�4� 

7�
5�����4���4����9��	��
4����ก���	��4�ก���A�ก+ ��+ -�*���6�
 microplate reader ,�-����
���+ -� 

550 *+� 600 ��7���� �9��4�ก���A�ก+ ��+ -�*��,�-�	�:�6�+e��ก��������	��	�S�����4���+�5�ก��
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�4�ก	��4�ก���A�ก+ ��+ -�*�� � -�
 �
	�=+� ��7�7+���X����
FG-���� E. coli *+� E. coli O157:H7 FG-�� ��

,	�� 2 �4��?6��,�-���9�����6���X����	� 

 

4.10.2 ��ก
������� �D �DG����$ %C"C��� E. coli/coliform ��� E. coli O157:H7 �4�D miniaturized 

biochemical broths  

5�ก��,�+���A�*��ก�������������� E. coli/coliform *+� E. coli O157:H7 �6�
,�7�7+
� MIC ,�-��

ก��5�6����� CCA �+	���กก���4�� -����กE7�7+�����4��?�� E. coli *+�7�7+����*��?�� E. coli 

O157:H7 � -����ก��
 �
	�=+ก��,�����4����� ���	�ก+4���� �:�4 ,�-�����85�6=+ก����������,�-

����e�<�
5��+� 18 �	-�7��*+�?	�����:�4
�4�
�กF	�F6�� ��ก��S�ก����������*���ก��,�-5�6�+� 2 k 3 

�	� ,��=A6���	
�9����*��,����������7�
ก���9�7�7+���	�ก+4��,����5� miniaturized biochemical 

broths *+6�������ก���+�-
�*�+�?���E�ก��
��6�
ก���	��4�ก���A�ก+ ��+ -�*��,�-����
���+ -� 550 *+� 

600 ��7�������+9��	� 7�
=+ก��,�+��*����	��4�:����   

Time (h)

0 5 10 15 20 25 30

A
55

0

0.0

.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

 

������ 4.20   ก��������	��	�S�����4���+�5�ก���4� (�	-�7��) ก	��4�ก���A�ก+ ��+ -�*�� 

                                ,�- 550 ��7����?��� �� E. coli 5������ amino decarboxylation 

 

 

 

:+F�� 

��������� 

������,�� 

control 
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Time (h)

0 5 10 15 20 25 30

A
55

0

0.0

.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

 
      ������ 4.21   ก��������	��	�S�����4���+�5�ก���4� (�	-�7��) ก	��4�ก���A�ก+ ��+ -�*�� 

                        ,�- 550 ��7����?��� �� E. coli O157:H7 5������ amino decarboxylation 

 

��กก����A�,�- 4.20 *+� 4.21 FG-����ก���*����E�ก��
����������85�ก��5�6ก������7������4��B ?��

E. coli/coliform *+� E. coli O157:H7 5������ amino decarboxylation � ��7�7+�� E. coli �����85�6

ก������7�:+F�� ������,�� *+���������� 7�
��กก����A�,�- 4.20 ���e��4�5��4���+�ก���4� 4 k 5 

�	-�7��*�ก �4��A�ก+ �*��?���	��
4����*��7�6�+�+���ก�	����-��A�?G�� ,	������ -����กก+:ก?��ก��5�6

ก������7��	�ก+4��ก����ก5��4��*�ก��+��,��
�,�-����:F�����������กF�+�5�6��9���+�eกF�7�����*�+4�

�+	����ก4�� 5�6=+�+�
:�6���ก��FG-���,9�5�6�4��������ก���4��?��������9����+�+� �	��	��5�

�4��*�ก��?����������+�-
���ก���6�������+ ��*+�*��7�6�?��ก����4�ก���A�ก+ �*��+�+�5�

�4��*�ก����+6��:�5�,�Z,����
�ก	� ��ก�	��,�-�<���ก���	�ก+4�����4��E�ก��
�5�6��:F����������ก

F�+�5� E. coli 5�6ก������7�5������ broth FG-���:F���	�ก+4�����+�-
�ก������7���������������

����� ,9�5�6 pH ?��������A�?G�� �4�=+,9�5�6�4�ก���A�ก+ �*���A�?G���6�
�4�ก	� *+���?���������

�+�-
���ก���+ ����������A ,	�������กก����A�,�- 4.20 ���e�:�6�4����������8�� ��	���ก��5�6ก������

7�?�� E. coli ���4��ก	� 7�
ก������7�:+F�� *��,���
 E. coli ��5�6�4�ก���A�ก+ �*��,�-�+�-
�*�+�

���กE�4��?6���	���5��4���+�ก���4�*�ก B *���5�6�e��4�ก������7�:+F��8Aก5�6<�
5��+�:�4���

�+	���ก,9�ก���4� 5�?;�,�-ก������7�������,��*+���������� *����4��	���ก���+�-
�*�+��4�ก��

:+F�� 

��������� 

������,�� 

control 



106 

 

�A�ก+ ��+ -�*��,�-�+��+	���กก���4�:� 18 �	-�7��*+6� ��กก����	�ก+4��*���5�6�e��4�����?��ก����

��7�,�-5�6��=+�4��	������������85�ก��5�6?����:F�� ,	������ -������;�ก����A�,�- 4.21 FG-����ก���

ก��������	��	�S�����4���+�5�ก���4� (�	-�7��) ก	��4�ก���A�ก+ ��+ -�*��,�- 550 ��7����?��� �� E. 

coli O157:H7 ���e��4�*��,���
�	�ก+4�������85�6ก������7�:+F�� �������,��:�6*�4:�4�����85�6

ก������7����������:�6 FG-������8�	�ก�:�6��กก����4�ก���A�ก+ �*��?��ก������7������������

*��7�6���,�-5ก+6��
�ก	� control sample ,�-:�4:�6��ก�� inoculation � ��5�B +�:� FG-�����*�ก�4������4��

���������85�ก��5�6ก������7��4������ก	������85�6����	���5�ก���4���� strain ?�� E. coli *+� E. 

coli O157:H7 5�ก��,����5�=+��<	;>����������:�6 

Time (h)

0 5 10 15 20 25 30

A
60

0

0.0

.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

 
������ 4.22  ก��������	��	�S�����4���+�5�ก���4� (�	-�7��) ก	��4�ก���A�ก+ ��+ -�*�� 

                                ,�- 600 ��7����?��� �� E. coli 5������ sugar fermentable 

 

 

 

 

 

 

 

control 

�+�:�7��, *��7��, ����7��, F�����,�+, *+�7��, 

�eกF�7��, *��7��, ก�*+�7��, ������7��,             

,����7+�, :F7+�*+�*����,�+ 

���7�F�,�+, FA7���, �AF�,�+, ��7���,�+,           

F+7+:�7��, F�+�F�� 
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Time (h)

0 5 10 15 20 25 30

A
60

0

0.0

.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

 
������ 4.23  ก��������	��	�S�����4���+�5�ก���4� (�	-�7��) ก	��4�ก���A�ก+ ��+ -�*�� 

                                ,�- 600 ��7����?��� �� E. coli O157:H7 5������ sugar fermentable 

 

��ก��ก���� -������;����������85�ก��5�6��9���+�����4��B ?�� E. coli *+� E. coli O157:H7 ��ก

ก����A�,�- 4.22 *+� 4.23 ���+9��	� ���4� E. coli �����8,�-�� metabolized ��9���+�+�:�7��, *��7��, 

����7��, F�����,�+, *+�7��, �eกF�7��, *��7��, ก�*+�7��, ������7��, ,����7+�, :F7+�*+�

*����,�+:�6 7�
+	ก@;�ก����4�ก���A�ก+ ��+ -�*��?����9���+�����4��B ����*��7�6�+�+�,	�����

� -����ก� -� E. coli ��ก�� metabolized ��9���+��ก�� by product ���ก�� ,9�5�6 pH ?�������+�+� �4�=+

,9�5�6��?��������+�-
���ก����9����������+ ��*+�ก����4�ก���A��+ -�*����*��7�6�+�+��6�
 

5�?;�,�-��9���+���7�F�,�+, FA7���, �AF�,�+, ��7���,�+, F+7+:�7��*+�F�+�F�� E. coli :�4�����8

,�-��5�6��9���+�	�ก+4�� �	��	��� -�ก�����[���7� E. coli �G�5�6*�+4������� -�5��4�����ก��?�� 

biochemical broth FG-������7�� 
�����ก	� FG-�������	�ก+4��� -���ก��8Aก5�67�
*��,���
���4�=+,9�5�6

������
A45��<�������,�-�A�?G�� *��7�6�?��ก����4�ก���A�ก+ �?��*���G����A�?G������+6��ก	��4�

�������ก���4��?������� 7�
=+ก���+�-
�*�+��4�ก���A�ก+ ��+ -�*��?��,�- 600 ��7����?��� �� 

E. coli O157:H7 *���ก+:กก���+�-
�*�+�?���E�ก��
��4���
�ก	�5������,�-�� E. coli 7�
 E. coli 

O157:H7 �����8,�-�� metabolized ��9���+�+�:�7��, *��7��, ����7��, *+�7��, �eกF�7��, ก�*+�

7��, ������7��, ,����7+�, :F7+�*+�*����,�+ 5�?;���
�ก	�:�4�����85�6��9���+ FA7���, ���7�

control 

FA7���, ���7�F�,�+, �AF�,�+ 

F�����,�+, *��7��, ��7���,�+, F�+�F��, F+7+:�7��  

�+�:�7��, *��7��, ����7��, , *+�7��, �eกF�7��,    

ก�*+�7��, ������7��, ,����7+�, :F7+�*+�           

*����,�+  
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F�,�+,  F�����,�+, *��7��, ��7���,�+, F�+�F��, F+7+:�7�� *+��AF�,�+ 7�
ก+:กก���+�-
�*�+�

?���E�ก��
����������85�ก��5�6��9���+�4���
�ก	� E. coli   

 

��ก�E�ก��
����������85�ก��5�6ก������7�*+�ก��5�6��9���+,�-*�ก�4��ก	�?��,	�� E. coli *+� E. coli 

O157:H7 �����85�6����	���5�ก���4���ก� -�
 �
	�=+ก����������5�ก�;�,�-+Aก�6��6��ก��?6��A+��-����

��ก=+ก����������������;<��5����	� presumptive test *+6� 7�
� ����+��,��
�ก4�7��*�4+���������

�����9����5�ก��ก���E�ก��
� amino decarboxylation *+� sugar fermentable �4��ก	� 5�ก������������

�E�ก��
��6�
ก���	��4�ก���A�ก+ ��+ -�*��,�-�+�-
�:� ,�����	�ก+4�������7
�������
4����ก� -����ก

�����8�������E�ก��
�,�-5�6=+8Aก�6���4�� -�8 �ก�4�ก��5�6��
�����@
�FG-�������:�4*�4��� �����8

���������	����5�=+:�6�
4���	-�5�  
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����� 5 

��	
��ก������� 

1. ก��	
���	��������ก�������ก��������������� E. coli/coliform �'� E. coli O157:H7 -./ก��

���/�ก0�1�2 96-well U-bottomed polypropylene plate �?	@�	������������ก2� ?
�1�2��A��B0��@�C.

0C�/D�EF.2BGE 96 0C�/D�E �DEH'?
�1�2��A��B���������ก���	��IJ	KE����@�'�	?�L/�F.2A�ก��C�EKG�	�'�AL

���ABL�A�กKG�	 �D�/'.���AH�.�'�.?L�@��ก�.@�กก������������	��E@�ก1�20C�/D�E���A��	2/ ��A��B'.

�D�1�2@D�/1	ก������������	��E@�ก��M	ก��'.���A��ก��1�2���� Lก?C�EALก��	
��?�-	-'/Lก��0��@ 

detect ����@�'�	?�L/�.2�/ก'2E.�@�0'ก
�'CEK/�/��E?
�1�2��A��B��N	-�-'	LO�/1	��'�?L���.��N� ?.�?	

ก��0��@	C�.2�/��/0����?.�?	ก��1�2�����EA���?/�P��0��	
��K2�������E -./�?�	�� MIC ?L�

	
���	?
�1�2��A��B'.��/���'��'�02	?�	?L�1�21	ก�����������  

 
2. ก��0��@�����A�AD	/
��'�B�ก02EKEก��1�2 96-well U-bottomed polypropylene plate �?L/�กC���UL

A�0�V�	1	�W@@��C	 ���D���UL MIC ��A��B?L�@�	C����A������ E. coli ?L���.C����A�K2AK2	KE���� 102 X 

106 CFU/ml 1�2H'FAD�0ก0D�E/D�EAL	C/�
��CZ�A�����L/�กC���UL MPN, Pour plate �'� PetrifilmTM EC plate 

-./1�2�D����A������?L��.�'2EF�1	?�P?�E�.L/�กC	 .CE	C�	��UL MIC ?L�	
���	��A��B1�2�?	��UL

A�0�V�	1	�W@@��C	F.2 

 
3. ก�����������@'	�'P��0��KE�?�	�� Pour plate, PetrifilmTM EC plate, Spread plate �'� MIC ?L�1�21	

ก�����������@�'�	?�L/�กD-�� E. coli �D�ก���@��Z�0��-0��E��.@
�����KE���� ��� µmaxKE�?�	�� Spread 

plate �'� MIC AL�D���E?L���. eG�E@�?
�1�2��A��B��N	-�-'	LF.2��N�?L���.�A���?L/�กC�ก��1�2 PetrifilmTM EC 

plate �'� Pour plate 

 
4. 1	ก��PGกg�H'KE���O�A�1	ก���DA (i.e., 30, 35, 37, 40 �'� 45°C) ?L�ALH'0D���A������@�'�	?�L/�?L�

	C�F.2�'� kinetic 0Dก��K/�/0C�KE-�-'	L E. coli ���D�?L����O�A�ก���DA 30, 35, 37, 40°C 1�2�D�

���A������FAD�0ก0D�E/D�EAL	C/�
��CZ 1	K��?L����O�A� 45°C FADALก���@��Z�0��-0KE���� �A����@����

���A��A��B1	ก��AE��N	 (visual detection) .2�/���O�A�ก���DA?L� 37 �'� 40°C 1�2�D�C0��ก��

K/�/0C�KE-�-'	L��Eก�D�?L����O�A� 30 �'� 35°C 0�A'
�.C� .CE	C�	�A����@�������A��A��B1	ก�� 
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detection �'�ก������/C.�'CEE�	 ���O�A�ก���DA?L� 37°C @GE��A���A?L�@���C�1�2��M	 protocol �D�AกC�

ก��1�2 96-well U-bottomed polypropylene plate 1	ก����������� E, coli/coliform �'� E. coli O157:H7  

 

5. ก�����/�ก0�1�2�?�	�� Pour plate, Spread plate �'� MIC 1	ก�����������@
�	�	@�'�	?�L/�?C�E�A.?L�AL

ก���	��IJ	1	H'�0OC�m����� �?�	�� Spread plate �'� MIC ��A��B1�2�?	�?�	�� Pour plate F.2  

 

6. ก�����/�ก0�1�2�?�	�� Pour plate, PetrifilmTM EC plate, Spread plate �'� MIC 1	ก�����������@�'�	?�L/�

กD-��?L�ALก���	��IJ	1	H'�0OC�m����� ���D�FAD��ก���	��IJ	KE@�'�	?�L/� E. coli ����L/E�0Dก��

�	��nJ	KE���?L��L/ coliform -./ �?�	�� Spread plate �'� MIC ��A��B1�2�?	�?�	�� Pour plate 

�'� PetrifilmTM EC plate F.2 �
���C�0C�/D�E?L�K�D	�@ก�E0C�/D�EกD	?L�@�	
��?�	�� MIC A����/�ก0�1�2

��D	�.L/�กC�1	ก�����������@
�	�	@�'�	?�L/�?C�E�A. 

 
7. 1	ก��0��@������'DE?L�A�KEก���	��IJ	1	��/ก��H'�0.2�/B�E easy swab ?
�1�2��A��B swab 

0C�/D�EF�0�A@�.0D�Eo ?L���L�/E0Dก���	��IJ	F.2��.�ก �D�/����A���	?L�1	ก�� swab �0D'���C�EF.2BGE 36 �?D� 

�A���?L/�กC���ULก��.C�E�.�A?L�-�EE�	1�2/�D 	ก@�ก	C�	B�ELeL� Swab ��A��B1�2�'2�?��EF.2�'/-./FAD02EHD�	

ก��'2�E����	
�ก'C�A�1�21�AD eG�EB��D���M	ก������/C.��'� �'�'.02	?�	1	ก�����������  

 
8. ก�����������@�'�	?�L/�กD-��?L�ALก���	��IJ	1	��/ก��H'�01	0C�/D�E?L��กN�@�ก�?�	�� easy swab �'�

	
�A����������.2�/�?�	�� Pour plate �'� MIC ���D�FAD��ก���	��IJ	KE@�'�	?�L/� E. coli ����L/E�0D

ก���	��nJ	KE���?L��L/ coliform -./?C�E 2 �?�	�� Pour plate �'� MIC 1�2H'0Dก�����������@
�	�	

@�'�	?�L/�กD-���0ก0D�EกC	/D�EFADAL	C/�
��CZ?�E�B�0� (p > 0.05) 

 
9. 02	?�	?L�1�21	ก�����������@
�	�	@�'�	?�L/�?C�E�A.@���A��B'.'EF.2�2/'� 40 �'��2/'� 99 �A��?
�

ก��1�2�?�	�� Spread plate �'� MIC �?	 Pour plate 0�A'
�.C� �
���C�1	�D�	02	?�	?L�1�21	ก�����������

@�'�	?�L/�กD-�� E. coli @�'.'E-./��.��M	�2/'� 80 �'��2/'� 99 �A��?
�ก��1�2�?�	�� Spread plate 

�'� MIC �?	 PetrifilmTM EC plate 0�A'
�.C�  
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10. 1	ก������A�	���A�GE�1@1	ก��1�2E�	KE�?�	�� MIC ���D��?�	��.CEก'D��F.2�C�ก��/A�C���M	

/D�E.L@�ก�@2��	2�?L��2E�r��C0�ก�� QC -./AL���		�t'L�/KEก��1�2�?�	�� MIC 1	�C�K20D�Eo /�D1	

�ก�m���E-./�t���/D�E/��E�A�����L/��?L/�กC������ก����?L�HD�	A�KEก��1�2 pour plate ?L���M	 routine 

.C�E�.�AKE-�EE�	 .CE	C�	ก��1�2�?�	�� MIC @GE��M	 protocol ?L�AL���A��A���A1	ก��0��@��������� E. 

coli/coliform 1	H'�0OC�m������'�0C�/D�E�0���ก��A1	 line ก��H'�0 

 
11. ก��0��@������/�	/C	H'����-�-'	L E. coli �'� E. coli O157:H7 1	���� miniaturized 

biochemical broths ?L����ก�F�.2�/���0C�E02	��M		�
�0�'�	�.0D�Eo �'�ก�.�A�-	?L�@�'�	?�L/��0D'��	�.

AL���A@
�����1	ก��1�20D�EกC	 .CE	C�	@GE��A��B1�2��M	.C�	L1	ก���������A@
�����KE����F.2/D�EAL

�����?U�O�� Lก?C�Eก��0��@0�.0�A�r�ก��/�.2�/ก���C.�D�ก��.�.ก'�	�'��	��E��M	�?�	��?L�1�2H'?L�

B�ก02E�AD	/
���Eก�D�ก��0��@0�.0�A.2�/��/0�A	�g/� -./@�กก��wก����'L�/	��'EKE�D�ก��.�.ก'�	

�'��	��E?L���'�ก���DA0D�Eo ��A��B?L�@��L��C.�r�ก��/�F.2�D���M	 positive ��� negative �A���?L/�กC� 

control sample ?L�FADF.2ALก���0�A����'EF� 



112 

 

��ก��������	� 

���ก� 	�
����
� (2550). �������������	����. ����ก����� ���!ก��"��
 	ก������ก�� ������������� 

�#$�����%��
�& !��������'��'ก��#. ��(��. 

	���!�� �'�'���)�� (2547). ��#��,	������������������-		$.� What is the Microbiological Quality 

of Food. ���������ก�� !��������'��	ก���C�.��. ก��� �,D. 24. 

Adams, M.R., Grubb, S.M., Hamar, A., and Clifford, M.N., 1990, PColorimetric enumeration of 

Escherichia coli based on beta - glucuronidase activityS, Applied and Environmental Microbiology, 

Vol. 56, pp. 2021 - 2024. 

Alonso, J.L., Amoros, I. and Alonso, M.A., 1996, PDifferential susceptibility of Aeromonads and 

coliforms to CefsulodinS, Applied and Environmental Microbiology, Vol. 62, pp. 1885 - 1888. 

American Public Health Association, 1995, Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastewater (19th ed.), APHA, Washington, DC. 

American Public Health Association, 2001, PCompendium of Methods for the Microbiological 

Examination of FoodsS, 4th ed. APHA, Washington, D.C.  

Anderson, J.M. and Baird-Parker, A.C., 1975, PA rapid and direct plate method for enumerating 

Escherichia coli biotype 1 in foodS, Journal of Applied Microbiology, Vol. 39, pp. 111 - 117. 

Andrews, W., 1992, Manual of Food Quality Control 4, Microbiological Analysis, Rev. 1.; Washington, 

DC: FAO Consultant, Food and Drug Administration, (Chapter 3). 

Anonymous, 1985, Standard methods for the examination of water and waste water, 16th ed., American 

Public Health Association, Washington, DC, pp. 886 - 899. 

Anonymous, 1987, Australian Standard 1095, Microbiological Methods for the Dairy Industry, Standard 

Association of Australia, Sydney, Australia.  

AOAC International, Official Method 2005.03, PDetection and Confirmed Quantitation of Coliforms and 

E. coli in Foods SimPlate Coliform and E. coli Color IndicatorS.  



113 

 

AOAC (1995). Official methods of analysis. 16th Edition. Association of official analytical chemists. 

Washington. D. C. 

Berg, J.D. and Fiksdal, L., 1988, PRapid detection of total and fecal coliforms in water by enzymatic 

hydrolysis of 4 g methylumbelliferone g β - - galactosideS, Applied and Environmental 

Microbiology, Vol. 54, pp. 2118 g 2122. 

Beuchat, L.R., Copeland, F., Curiale, M.S., Danisavich, T., Gangar, V., King, B.W., Lawlis, T.L., Likin, 

R.O., Okwusoa, J., Smith C.F. and Townsend, D.E., 1998, PComparison of the SimPlate (TM) total 

plate count method with Petrifilm (TM), Redigel (TM), and conventional pour-plate methods for 

enumerating aerobic microorganisms in foodsS, Journal of Food Protection, Vol. 61, pp. 14 - 18. 

Beumer, R.R., Curtis, G.D.W., 2003, PCulture media and methods for the isolation of Listeria 

monocytogenesS, In: Corry, J.E.L., Curtis, G.D.W., Baird, R.M. (Eds.), Handbook of Culture Media 

for Food Microbiology, Elsevier, Amsterdam, pp. 79 g 90.  

Blackburn, C. de W. and McCarthy, J.D., 2000, PModification to methods for the enumeration and 

detection of injured Escherichia coli O157:H7 in foodsS, International Journal of Food 

Microbiology, Vol. 55, pp. 285 g 290.   

Bredie, W.L.P.  and de Boer, E., 1992, PEvaluation of the MPN, AndersongBairdgParker, Petrifilm E. coli 

and Fluorocult ECD method for enumeration of Escherichia coli in foods of animal originS, 

International Journal of Food Microbiology, Vol. 161, pp. 197 - 208. 

Buck., J.D. and Cleverdon., R.C., 1960, PThe spread plate as a method for the enumeration of marine 

bacteriaS, LIMNOL OCEANOGR., Vol.5, pp. 78 g 80. 

Chenu, J.W., Pavic, A. and Cox, J.M., 2013, PA novel miniaturized most probable number method for the 

enumeration of Campylobacter spp. from poultry-associated matricesS, Journal of Microbiological 

Methods, Vol. 93, pp. 12-19. 

Cox, N.A., Bailey, J. S. and Thomson, J.E., 1983, PEvaluation of five miniaturized systems for identifying 

Enterobacteriaceae from stock cultures and raw foodsS, Journal of Food Protection, Vol. 46, pp. 

914 - 916. 



114 

 

Doyle, M.P. and Schoeni, J.L., 1984, PSurvival and growth characteristics of Escherichia coli associated 

with hemorrhagic colitisS, Applied and Environmental Microbiology, Vol. 48, pp. 855 g 856. 

Edberg, S.C., Rice, E.W., Karlin, R.J. and Allen, M.J., 2000, PEscherichia coli : the best biological 

drinking water indicator for public health protectionS, Applied and Environmental Microbiology, 

Vol. 88, pp. 106 - 116. 

Feng, P.C.S. and Hartman, P.A., 1982, PFluorogenic assays for immediate confirmation of Escherichia 

coliS, Applied and Environmental Microbiology, Vol. 43, pp. 1320g 1329.  

Firstenberg-Eden, R., 1985, PElectrical impedance method for determining microbial quality of foods, In: 

Hobermehl, K.O. (Ed.). Rapid Methods and Automation in Microbiology and Immunology: 

Springer-Verlag, Berlin.  

Finney, M., Smullen, J., Foster, H.A., Brokx, S. and Storey, D.M., 2003, PEvaluation of chromocult 

coliform agar for the detection and enumeration of Enterobacteriaceae from faecal samples from 

healthy subjectsS, Journal of Microbiological Methods, Vol. 54, pp. 353 g 358. 

Firstenberg-Eden, R., 1985, PElectrical impedance method for determining microbial quality of foodsS, In 

: K.O. Hobermehl, Editor, Rapid Methods and Automation in Microbiology and Immunology, 

Springer-Verlag, Berlin, pp. 679 - 687. 

Fung, D.Y.C., 1992, PHistorical development of rapid methods and automation in microbiologyS, Journal 

of Rapid Methods and Automation in Microbiology, Vol. 1, pp. 1g14. 

Gonzalez, R.D., Tamagnini, L.M., Olmos, P.D. and G.B. de Sousa, 2003, PEvaluation of a chromogenic 

medium for total coliforms and Escherichia coli determination in ready-to-eat foodsS, Food 

Microbiology, Vol. 20, pp. 601 g 604. 

Greenwood, M., Willis, C., Doswell, P., Allen, G., Pathak, K., 2005, PEvaluation of chromogenic media 

for the detection of Listeria species in foodS, Journal of Applied Microbiology, Vol. 99, pp. 1340 - 

1345. 



115 

 

Hasan, A., Belgin, S. and Serdar, C., 2004, PAssessment of the microbiological quality of meals sampled 

at the meal serving units of a military hospital in Ankara, TurkeyS, Food Control, Vol. 15(5), pp. 

379-384.   

Hoben, H.J. and Somasegaran, P., 1982, PComparison of the Pour, Spread and Drop Plate Methods for 

Enumeration of Rhizobium spp. In Inoculants Made from Presterilized PeatS, Applied and 

Environmental Microbiology, Vol. 44(5), pp. 1246-1247.  

Juyun, L.H., 2011, PA review of methods and theoryS, Food Quality and Preference, Vol. 22, pp. 733-747.     

Kang, D.H. and Fung, D.Y.C., 1999, PDevelopment and evaluation of a 24 well microtitre plate method 

for isolation of Listeria spp. or Listeria monocytogenes from foodsS, Letters in Applied 

Microbiology, Vol. 28, pp. 280-284.  

Khueankhancharoen, J., Thipayarat, A. and Saranak, J., 2016, POptimized microscale detection of amino 

acid decarboxylase for rapid screening of Salmonella in the selective enrichment stepS, Food 

Control, Vol.69, pp.352-367.   

Kornacki, J. L. and Marth, E.H., 1982, PFoodborne illness caused by Escherichia coli : a reviewS, Journal 

of Food Protection, Vol. 45, pp. 1051- 1067. 

Liamkaew, R., Thipayarat, A. and Saranak, J., 2014, PListeria detection in microscale solid state 

inoculation with minimal selective agentsS, Food Control, Vol. 43, pp. 183-192.   

Loessner, M.J., Bell, R.H., Jay, J.M. and Shelef, L.A., 1988, PComparison of seven plating media for 

enumeration of Listeria spp.S, Applied and Environmental Microbiology, Vol. 54, pp. 3003-3007.  

Manafi, M., 1996, PFluorogenic and chromogenic substrates in culture media and identification testsS, 

International Journal of Food Microbiology, Vol. 31, pp. 45 - 58. 

Manafi, M., 1998, PCulture media containing fluorogenic and chromogenic substratesS, De Ware (n)-

Chemicus, Vol. 28, pp. 12 - 17. 

Manafi, M., 2000, PNew developments in chromogenic and fluorogenic culture mediaS, International 

Journal of Food Microbiology, Vol. 60, pp. 205 - 218. 



116 

 

Matner, R.R., Fox, T.L., Mciver, D.E. and Curiale, M.S., 1990, PEfficacy of Petrifilm E. coli count 

plates for E. coli and coliform enumerationS, Journal of Food Protection, Vol. 53, pp. 145 g 150. 

Pangloli, P., Jackson, F., Richards, H.A., Mount, J.R. and Draughon, F.A., 2006, PComparison of 

conventional plating and SimPlate methods for enumeration of aerobic microorganisms, coliform 

and Escherichia coli in farm environmental samplesS, Journal of Rapid Methods & Automation in 

Microbiology, Vol. 14, pp. 258 - 265. 

Pavic, A., Groves, P.J., Bailey, G. and Cox, J.M., 2010, PA validated miniaturized MPN method, based on 

ISO 6579:2002, for the enumeration of Salmonella from poultry matricesS, Journal of Applied 

Microbiology, Vol. 109, pp. 25g34. 

Perry, J.D. and Freydiere, A.M., 2007, PThe application of chromogenic media in clinical microbiologyS, 

Journal of Applied Microbiology, Vol. 103, pp. 2046 - 2055. 

Rice, E.W., Allen, M.J., Brenner, D.J. and Edberg, S.C., 1991, PAssay for β - glucuronidase in species of 

the genus Escherichia and its application for drinking g water analysisS, Applied and Environmental 

Microbiology, Vol. 57, pp. 592 - 593. 

Schonenbrucher, V., Mallinson, E.T. and Bulte, M., 2008, PA comparison of standard cultural methods for 

the detection of foodborne Salmonella species including three new chromogenic plating mediaS, 

International Journal of Food Microbiology, Vol. 123, pp. 61 - 66. 

Schraft, H. and Watterworth, L.A., 2005, PEnumeration of heterotrophs, fecal coliforms and Escherichia 

coli in water : comparison of 3M Petrifilm plates with standard plating proceduresS, Journal 

of Microbiological Methods, Vol. 60, pp. 335 - 342. 

Seo, K.K., Brackett, R.E. and Frank, J.F., 1998, PRapid detection of Escherichia coli o157:H7 using 

immunomagnetic flow cytometry in ground beef, apple juice and milkS, International Journal of 

Food Microbiology, Vol. 44, pp. 115 g 123.   

Supanivatin, P., Khueankhancharoen, J., Saeaung, W., Boonyaprapasorn, A. and Thipayarat, A., 2010, 

PIndustrial Implementation of Fast Total Plate Count Analysis Applying Micro Inoculation Culture 



117 

 

on Frozen Ready-to-eat Food ProductsS,  International Conference for a Sustainable Greater 

Mekong Subregion, 26 - 27 August 2010, Bangkok, Thailand. 

Suwansonthichai, S. and Rengpipat, S., 2003, PEnumeration of Coliforms and Escherichia coli in Frozen 

Black Tiger Shrimp Penaeus monodon by Conventional and Rapid MethodsS, International Journal 

of Food Microbiology, Vol. 81, pp. 113 - 121. 

Warren, L.S., Benoit, R.E. and Jessee, J.A., 1978, PRapid Enumeration of Fecal Coliforms in Water by a 

Colorimetric β - Galactosidase AssayS, Applied and Environmental Microbiology, Vol. 35, pp. 

136 - 141. 

Weagant, S.D. and Grant, M.A., Bacteriological Analytical Mannual (BAM) Online: Chapter 4 

Enumeration of Escherichia coli and the Coliform Bacteria, 4th Ed, [online], Available: 

http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm064948.htm  [2015, July 

2]. 

http://www.obiecorp.com/products_technologies/fluorogenic_chromogenic_analysis 

 

 

                  

 

 

 

 

 

 



118 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



119 
 

	

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

�����	
��ก�����������������������ก���������������� ���� Pour plate 	��� ���� *+�,��
�� MIC 

0���1��������� ,�ก�������	�����2�3���4��5 6�+���	�4���2�3���*��	����7� 9 

�������� ก.1  	
���2�3���������������������ก���8��������4��� ����ก����������� Pour plate 

��*�9� *�9ก29 MIC  

�"�#�� 
�	�� (1 % 9) 

Pour plate MIC 

����
���ก��ก���8����   

�4���4�ก�����������   

�4���4�ก�� ,�����
����   

�8�	���������   

����������������7�   

�8�������ก�� ��9����7�   

��
� :�;����ก�����������
1�   

��	��ก������290�����   
 

���4���5: 1 (=�48�9��ก *+
>�) @�� 9 (8�9��ก *+
>�) 
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�������� ก.2 ������28�* MPN 6�+���9�ก�,���� E. coli/coliforms  *+�*��14������� 100 ก�2� 0���4���

������28�*�J��4�ก����������� ��
@��� 6�+��J�ก������K ��
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For 3 tubes each at 0.1, 0.01, and 0.001 g inocula, the MPNs per gram and 95 percent 
confidence intervals. 

Pos. Tubes 

MPN/g 

Conf. lim. Pos. tubes 

MPN/g 

Conf. lim. 

0.10 0.01 0.001 Low High 0.10 0.01 0.001 Low High 

0 0 0 <3.0 – 9.5 2 2 0 21 4.5 42 

0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94 

0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94 

0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94 

0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94 

0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94 

1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110 

1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180 

1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180 

1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200 

1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420 

1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420 

1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420 

1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420 

2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430 

2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1,000 

2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1,000 

2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2,000 

2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4,100 
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For 3 tubes each at 0.1, 0.01, and 0.001 g inocula, the MPNs per gram and 95 percent 
confidence intervals. 

Pos. Tubes 

MPN/g 

Conf. lim. Pos. tubes 

MPN/g 

Conf. lim. 

0.10 0.01 0.001 Low High 0.10 0.01 0.001 Low High 

2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 420 – 
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Abstract: Unlike medical samples from clinics, samples associated with food products and the environment they come into contact
with during their processing are characterized by low initial cell counts and large sample volumes. This calls for different strategies
of handling, especially in low-resource settings and in less advanced food industrial laboratories. This paper compares three popular
industrial methodologies; MPN method, Petrifilm™  by 3M, and the standard pour plate technique, relative to a modified surface
spread technique using 96-well microtiter plates (MIC). The colony enumeration results obtained from each technique showed good
agreement. The miniaturized rapid protocol efficiently managed a large number of samples using multichannel autopipettes and a
high-throughput  design  utilizing  96-well  microtiter  plates.  Useful  colony  counts  were  obtained  within  12-16  h.  The  analytical
efficacy of the miniaturized protocol surpassed those of the three conventional methods. The colony counts from ready-to-eat product
samples showed comparable results to the pour plate technique, displaying good agreement with the universally-accepted standard.
The feedback by QC staff  from a local  Thai  food factory revealed good overall  acceptance of  the  MIC method with  respect  to
usability, protocol design and method efficiency. The proposed miniaturized technique gave highly consistent results of colony count
numbers  and  good  colony  separation.  This  colony  enumeration  consistency  suggests  that  the  miniaturized  rapid  protocol  can
economically replace the slower more complex standard protocols as an in-house protocol for food processing environment swabs.

Keywords: Chromocult® Coliform agar, Coliforms, Environmental sample, Escherichia coli, Practical miniaturized technique, Rapid
colony enumeration.

1. INTRODUCTION

Sanitary assessment of water, workers, and processing environment, is of vital importance to the food industry. It
could help prevent food products from pathogen contamination. The rapid and accurate detection of bacterial indicators
for sanitation, Escherichia coli (E. coli) total coliforms (TC), is needed to provide emergency feedback for monitoring
the processing line. There are several options available for the qualitative enumeration of E. coli and total coliform in
foods.  The  most  probable  number  (MPN)  technique  has  been  widely  accepted  and  usually  employed  for  routine
investigation [1 - 4]. The MPN technique, however, has some obvious drawbacks. It is labor-intensive, expensive, and
time-consuming [4, 5]. To obtain the final colony counts, this technique requires up to 10 days. Industry commonly
replaces the conventional MPN with commercial available media and protocols, for  example Chromocult® Coliform
 agar (CCA), Fluorocult® LMX broth, and Petrifilm™E. coli count plates. Industry is  constantly  seeking more  efficient
 methods with shorter  detection  times and more  prompt and  useful  microbial  information  to monitor  the routine
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manufacturing.

There  have  been  attempts  to  develop  rapid  alternatives  and  shorten  the  detection  time  for  E.  coli  in  food  and
environmental samples [6 - 9]. Most rapid techniques based on enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and DNA
hybridization  are  fast  and  sensitive,  but  are  not  yet  practical  for  routine  screening  of  large  numbers  of  industrial
samples.  Pre-enrichment  is  often required to  obtain high enough cell  concentrations (more than 4 log CFU/ml)  for
accurate detection [10]. Although the identification time is reduced, long incubation time made them as unattractive as
the conventional methods. Alternatively, miniaturization of microbiological assessment through reduction of media and
culture  volumes  has  shown  potential  to  decrease  the  detection  time  and  provided  better  efficacy  of  microbial
enumeration  [11].

Several  authors  have  demonstrated  that  miniaturization  methods  facilitate  detection  and  enumeration  of  target
bacteria without altering sensitivity or specificity [12 - 14]. A rapid method utilizing 24-well microplates successfully
detected Listeria spp. in food samples [15]. This technique was shown to be superior to the conventional streak plate or
spread plate  techniques  when handling large  volume industrial  samples.  Previous  studies  using multiple  microwell
techniques (both 24- and 96-well formats) for viable cell counts of various bacteria have proven practical for routine
inspection of industrial food and environmental samples, because large numbers of samples can be handled effectively
saving both money and analytical time [3, 16, 17]. In this paper, several common protocols to estimate coliforms and E.
coli were evaluated. A novel miniaturization method was also proposed to reduce the cultivation volume of CCA and
decrease the detection time on both pure culture and industrial samples.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Preparation of Test Microorganism

Escherichia coli DMST 4609 was obtained from the Thailand Institute of Scientific and Technological Research,
Bangkok, Thailand. One loopful of the stock culture was inoculated into tryptic soy broth (TSB, Difco Laboratories,
Sparks, MD) at 37 °C for 24 h to reach the initial cell  stock density of approximately 107  CFU/ml. To validate the
proposed miniaturized method against the MPN, pour plate and Petrifilm™ techniques, the initial cell stock was diluted
to 102, 103, 104, 105, and 106 CFU/ml.

2.2. Detection of E. coli and TC From Commercial Foods and Its Production Line Facilities

2.2.1. Most Probable Number Method

In the MPN method [18], 1 ml of a sample suspension at a proper dilution was pipetted into triple tubes containing
lactose broth (Oxoid CM451) and these tubes were incubated at 37 °C for 24 h. Tubes with gas formation were gently
agitated  and  a  loopful  of  each  suspension  then  transferred  to  tubes  of  EC  medium  (DIFCO  0314-01-0)  that  were
subsequently incubated at 44.5 °C for 48 h to confirm test for E. coli.  And then a loopful of suspension from each
gassing EC medium was streaked onto eosin methylene blue agar (EMB) (Oxoid CM63) and incubated at 37 °C for 24
h to complete test for E. coli. Their numbers per 1 ml of sample were calculated from the MPN table.

2.2.2. Pour Plate Method

The pour plate cell count was performed using CCA. The sample suspension at 1 ml was pipetted onto an empty
Petri dish and homogeneously mixed with melting CCA. The inoculated plate was incubated at 37 °C for 24 h. Each
dilution was tested using duplicates of CCA plates. Coliform colonies appear pink red and E. coli colonies purple.

2.2.3. Petrifilm™E. coli/Coliform Method

Again, 1 ml of the same sample suspension was inoculated onto the surface of a Petrifilm™E. coli/coliform count
(EC) plate. The cover film was reinstalled slowly on the plate which was then incubated at 35 oC for 24 h according to
the  manufacturer’s  manual  [19].  Red  colonies  surrounded  by  trapped  gas  were  coliforms  and  purple  colonies  with
trapped gas were E. coli. Duplicate trials were performed per dilution.

2.2.4. Miniaturized Technique

Micro  inoculation  culture  (MIC)  plates  were  fabricated  using  CCA in  a  96-well  microtiter  plate  format  (Nunc,
Rochester, NY, USA). Each microwell contained up to 0.5 ml of CCA and the inoculation volume was fixed at 10 μl
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applied onto solidified CCA. The miniaturized microwells were incubated at 37 ºC and it took normally 12–15 h to
detect bacterial colonies. Total coliforms and E. coli from all methods were reconfirmed by reisolation on EMB agar
and IMViC testing [20]. Real samples from a local food exporter, including green papaya salad, fried rice, and cake
topping as well as environmental swab samples from its production lines, were collected to evaluate coliforms and E.
coli enumeration by each technique described above.

2.2.5. Preference Testing

Preference surveys evaluated the panelist’s likes and dislikes of the proposed techniques. All ten staff members
from the quality control department who had experienced using the conventional agar culture protocol were participated
in the survey. The questionnaires were formulated to determine the intrinsic characteristics of employee satisfaction
using a nine-point hedonic scale from 1 to 9. The score meaning can be interpreted as follows: 9 = like extremely, 8 =
like very much, 7 = like moderately, 6 = like slightly, 5 = neither like nor dislike, 4 = borderline of acceptability, 3 =
dislike moderately, 2 = dislike very much, and 1 dislike extremely [21, 22]. The scores were the average value from the
ten panelists and the standard deviations were included in the report to show the range of variability of responses.

2.2.6. Financial Comparison

The cost of material and operating time from the two techniques were compared. The volume of media (CCA) and
the amount of disposable materials (glass Petri dishes and 96 micro-deep wells) were monitored. Pavic et al. [3] and
Chenu et al. [16] recommended the method for calculating the operating cost with slight modification. The times to
analyze 36 samples by ISO 4833-1:2013 and the microscale technique were measured.

2.2.7. Statistical Analysis

TC counts obtained were transformed to log CFU/ml. All data were analyzed at p<0.05 for significant values by
ANOVA. Paired t-test was used to test the significant differences between the means of two sets of data and to assess
the agreement.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Comparison of MIC to Other Commercial and Standard E. coli Enumeration Techniques

The use of the MIC technique has several advantages over other commercial and standard protocols in terms of
compactness, short detection time and less medium usage (Table 1).  The miniaturized microwells allowed multiple
dilutions  of  food  and  environment  samples  to  adequately  cover  the  normally  encountered  range  of  industrial
contamination. In industrial  situations, there are often cases of under-diluted samples since most factories are cost-
conscious and CCA is rather costly for many environmental swab samples. The compactness of the 96-well microtiter
plate (5 mm width, 10 mm length and 1.5 mm thickness) accommodates 96 samples, equivalent to 96 Petri dishes using
the pour plate protocol. Also the 96-well format facilitates the use of commercial multi-channel auto pipettes, either 8-
or 12-channel, and diminishes the sample dilution and liquid transferring loads of lab workers. Our interviews with
QC&QA personnel carrying out the MIC protocol in a food factory setting have generally been positive since our first
MIC implementations. This is particularly true, if these factory microbiologists had been previously following mostly
ISO protocols using the pour plate technique as their regular routine.

Table 1. Comparison of the key analytical characteristics for E. coli detection among different techniques.

MIC MPN pour plate      Petrifilm™ EC plate
Dimension

     

Detection time 12 - 18 h 3 – 4 days 2 – 3 days 1 – 2 days
Medium usage 0.5 ml/well 9 ml/tube 25 ml/plate 5 ml/plate
Inoculum size 0.01 ml 1 ml 1 ml 1 ml

 8 × 8 mm.  N.A.  90 × 90 mm.  47 × 47 mm.
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The only obvious disadvantage of the MIC protocol was the smaller inoculum volume. The 50.28 mm2 agar surface
was able to accept optimally 10-20 μl of sample inoculums. Higher inoculum volume resulted in smearing on the agar
surface or less well-defined colonies after incubation. The two orders of magnitude smaller sample volume compared to
the other protocols results in a minimum detection limit of 2 log CFU/ml.

Considering  the  sample  residue  in  transferring  glass  pipettes,  the  inherent  analytical  errors  using  the  standard
methods  never  permit  the  colony  enumeration  accuracy  to  single  digit  CFU  counts.  There  is  a  counting  guideline
between 30 and 300 CFU per plate, which is never practical in industrial applications, since it is rare that under normal
circumstances lab personnel have any real idea of the degree of contamination a priori. Hence, there is always some
inherent error of at least 1 log CFU/ml for all other routine methods included in this study. To validate the use of MIC
compared to the standard techniques, pure culture was first used to prepare the standards of known cell densities. Many
authors have performed the same validation procedure in search of a rapid, easy and accurate way to assess industrial
viable cell counts and replace the current microbial analytical routines shown in Fig. (1).

To validate the MIC method against other standard protocols, an evaluation of different methods was conducted to
contrast  the  performance  of  the  pour  plate  technique  to  MPN,  Petrifilm™  EC  plate  and  MIC  techniques.  Other
investigators have done similar evaluations to test newly-developed methodology [16, 23]. In Fig. (1), all regression
lines showed slopes close to 1. The correlation coefficient between any of these methods ranging from 0.985 to 0.9902
suggested good agreement between the data and linear approximation from 0 to 6 log CFU/ml. Multiple analysis of
variance showed that there were no differences between the methods at the 5% confidence level. However, the log CFU
readings from the MIC technique were less reliable due to its higher lower bound limitation (2 log CFU/ml). At this low
cell concentration, other techniques allowing more sample volume were more accurate. Only MPN returned slightly
lower cell counts on average. Essentially all techniques resulted in practically the same readings providing the sample
inoculums were prepared with proper dilution for colony evaluation. The short detection time, user-friendliness, and
high throughput nature by MIC technique made this protocol practical for cell enumeration in food industry, especially
with resource-poor settings. Our previous studies also demonstrated the versatility and practicality of the similar MIC
format  in  enumerating  other  types  of  bacterial  colonies  (i.e.,  Listeria  monocytogenes,  Salmonella  spp.)  [24,  25].
Therefore, the miniaturized colony counting technique is certainly an economical and adequate replacement for the
standard plating technique for industrial colony enumeration of E. coli.

3.2. Application of Cell Enumeration For Food Samples and Environmental Swabs

A  statistical  comparison  of  colony  counts  generated  by  the  MIC  and  ISO-approved  pour  plate  techniques  was
performed to compare the techniques in an industrial setting. The colony counts of the two E. coli/coliform enumeration
strategies were the same as would be utilized by QC staffs and were applied to real samples, including samples of some
ready-to-eat products (Table 2) and swabs of food preparation environments from production lines (Table 3) previously
rejected using Petrifilm™ kits. The use of the pour plate technique was to confirm the results with the PetrifilmTM and
validate the use of the MIC techniques to that ISO standard protocol. The resulting number of colony forming units
(CFU) generated in each sample by the two methods were compared using t-tests. There were no statistical differences
between the MIC and the pour plate technique. For most samples, the cell counts of MIC and pour plate results agreed.
All colonies found were pink in color suggesting all contaminated samples were mostly contaminated by coliforms with
a few possibilies of atypical E. coli strains [26].

Table 2. Cell count results by MIC and Pour plate techniques applying to 6 samples of actual frozen food products rejected
by Petrifilm™ kits.

Sample No.
Coliforms (log CFU/ml)

MIC Pour plate
Papaya green salad 1 3.27a±0.02 3.12a±0.03

2 2.55a±0.02 2.18a±0.07
3 3.55a±0.04 3.15a±0.18
4 3.47a±0.07 3.35a±0.06
5 2.80a±0.01 2.57a±0.05
6 3.69a±0.04 3.52a±0.07
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Sample No.
Coliforms (log CFU/ml)

MIC Pour plate
Fried rice 1 2.46a±0.02 2.44a±0.03

2 2.66a±0.03 2.63a±0.03
3 2.70a±0.07 2.63a±0.05
4 2.37a±0.01 2.35a±0.10
5 2.51a±0.10 2.49a±0.08
6 2.83a±0.09 2.83a±0.07

Cake topping 1 2.52a±0.08 2.49a±0.13
2 2.22a±0.02 2.19a±0.12

3 2.32a±0.06 2.40a±0.05
4 2.62a±0.10 2.67a±0.18
5 2.82a±0.08 2.87a±0.14
6 2.42a±0.04 2.53a±0.11

a values in each row determine significantly differences at P<0.05.

Table 3. Actual samples of preparative environmental swabs for E. coli/coliform enumeration determined by MIC and Pour
plate techniques.

Sample
Coliforms (log CFU/ml)

MIC Pour plate
Chopping board 3.77a±0.12 3.75a±0.14
Blender interior 3.84a±0.07 3.35a±0.10

Food cart 2.89a±0.10 2.54a±0.11
Screening sieve 3.91a±0.09 3.30a±0.11
Weighing scale 3.68a±0.08 3.41a±0.09

Groves of belt conveyor 3.45a±0.18 3.28a±0.16
Stainless steel bowl ND ND
Stainless steel table ND ND

Storage shelf ND ND
Conveyor surface ND ND

ND = no bacterial growth detected.

The  proposed  MIC  technique  facilitates  routine  measurement  of  processing  and  equipment  cleanliness  and
accommodates frequent and large numbers of swab samples. The samples shown in Table 3 were a small fraction of the
total  number  of  samples  actually  tested.  Most  of  the  swab results  were  “not-detected” (ND) samples  and only  few
samples were contaminated by coliforms. Generally the MIC technique produced higher CFU counts than did the pour
plate technique Tables 2 and 3. A practical cleanliness evaluation of a processing environment such as provided by the
MIC technique, calls for fast and accurate estimation of E.coli/coliform numbers. The pour plate counterpart is slower
and  less  efficient  in  evaluating  production  facility  hygiene  and  often  increased  evaluation  time  can  cause  serious
monetary loss to food manufacturers. In theory, the frequency of production line swabs must be adequate to ensure
good hygienic practice. However, at the present most food factories avoid more frequent swab sampling merely because
it increases the production cost.

To decrease  the  cost  associated with  increased sampling frequency the  cultivation time of  E. coli/coliform was
minimized  to  streamline  the  protocol  and,  hence,  reduce  the  analytical  cost.  Also  the  feedback  from industrial  lab
personnel trained to use the MIC was collected following their first experience using this technique. Table 4 provides an
overview of how QC personnel from a local food factory perceived the MIC method compared with the pour plate
technique.  From all  of  the  questions  we asked,  easy cleaning,  less  labor-intensity  and rapid time to  detection were
among the highlighted perceived benefits of the MIC. It should be emphasized that the rapid detection significantly
reduced the overall assay time compared to the conventional method. The high throughput provided quick screening of
large  industrial  sample  volumes  and  facilitated  industrial  batch  release  of  product  yielding  negative  contamination
samples.

(Table 2) contd.....
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Table 4. Assessment of analytical methods between MIC and standard pour plate technique on hedonic scale from 1 to 9
points (dislike extremely to like extremely).

Factors influencing method adoption
Average score (total of 9 points)

MIC Pour plate
- comfortable usage 8.8±0.4 6.0±0.6
- simple analytical method 7.9±0.7 6.5±0.7
- easy cleaning 8.7±0.4 7.0±0.6
- less labor-intensity 8.9±0.3 7.0±0.4
- high throughput 8.8±0.6 5.0±0.6
- time to detection 8.7±0.4 5.9±0.7
- effective use of utility 8.0±0.4 6.0±0.6
- total acceptance 8.9±0.3 6.0±0.6
Average score 8.5±0.4 6.1±0.6
Note: The average scores with standard deviation were calculated from the 10 QC staff members at Buono factory.

Although  there  is  no  significant  statistical  difference  between  the  MIC  technique  and  the  standard  pour  plate
technique in terms of detecting contamination, the authors feel there are several advantages to be gained from using the
MIC technique. Monetary comparison of the consumption of all disposables, utilities and media by the MIC technique
and  pour  plate  method  for  E.coli/coliform  detection  in  36  food  samples  is  presented  in  Table  5.  The  total  cost  of
supplies including preparation, media, disposable material, and utility was US$6.12 for the MIC method and US$36 for
the pour plate technique. Total saving for material cost was US$29.88/36 samples or 83%.

Fig. (1). Scatter plots comparing different methods in counting colony to the ISO pour plate technique with 95% predictive (-) and
confidence (-) interval using various concentrations of pure E. coli cultures at low (102 CFU/ml), mid (104 CFU/ml), and high (106

CFU/ml).
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Table  5.  Estimated  analytical  cost  ($US)  for  E.  coli/coliform  detection  of  36  food  samples  comparing  between  the  MIC
technique and pour plate method.

Factors influencing method adoption
Techniques

MIC Pour plate
Total analytical cost (e.g., preparation, media, disposable material, utility, etc.) $6.12 $36
Cost saving $29.88

CONCLUSION

An alternative protocol  (i.e.,  MIC technique)  was proposed and validated with the common industrial  practices
(MPN, pour  plate,  and Petrifilm™  EC protocols)  to  detect  and enumerate  E.  coli/coliform contamination.  The MIC
enabled rapid and accurate readings of E. coli/coliform colonies to those of conventional methods tested using the pure
cultures as well as food and environmental samples commonly found in resource-poor industrial settings. This new less
costly  technique  will  enable  a  producer  to  sample  product  more  frequently  without  increasing  the  quality  control
budget.  Together with the integration of already existing technology for handling liquid samples, like multichannel
autopipettes and 96-well microtiter plates, the use of MIC technique not only helps reduce the expense of analytical cost
and expensive CCA, but also it can shorten incubation time to 12-15 h when comparing with the conventional method
and enable the analysis of high volume microbial enumeration samples. This MIC technique was well received by lab
operators and technicians from a local medium-size food factory, especially in comparison with their past experiences
using  the  pour  plate  routines.  Hence,  the  MIC technique  is  a  more  practical  protocol  to  enumerate  the  E.  coli  and
coliforms counts for finished food samples and production lines samples in industrial settings. Moreover this method
can be applied for detecting other foodborne pathogens from clinical samples.
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