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บทคัดย่อ การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณทางจุลชีววิทยาตาม ISO 16140 - 2:2016 กำาหนดให้ 
ใช้ Accuracy profile ในการเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ของวิธีอ้างอิงกับวิธีทางเลือก งานวิจัยนี้ได้นำา Accuracy profile มาใช้
ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold (3M RYM) ในการตรวจนับปริมาณยีสต์ 
และราในเครื่องดื่มชนิดเหลวเปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง US FDA BAM โดยใช้ตัวอย่างเครื่องด่ืมที่ปนเป้ือนยีสต์และรา 
ตามธรรมชาติและตัวอย่างที่เติมเชื้อที่ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ ระดับต่ำา (1 - 100 CFU/มิลลิลิตร) ระดับกลาง 
(100 - 1,000 CFU/มิลลิลิตร) และระดับสูง (มากกว่า 1,000 CFU/มิลลิลิตร) ผลทดสอบพบว่าเมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 
25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ผลทดสอบของวิธี 3M และวิธีอ้างอิงสอดคล้องกันเป็นแนวเส้นตรง (Linearity) 
และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r) ที่ใช้หาความสัมพันธ์ของ 2 วิธีมีค่าใกล้ 1 เท่ากับ 0.9986, 0.9988, 0.9995 
และ 0.9992 ตามลำาดับ เมื่อสร้างกราฟ Accuracy profile เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M RYM โดย 
กำาหนดให้ช่วงครอบคลุมการกระจายของข้อมูล (β-expectation tolerance intervals, β-ETI) เท่ากับ 80% (β%) 
และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (Acceptability limits, AL หรือ λ) เท่ากับ ±0.3 และ ±0.5 log10CFU/มิลลิลิตร 
ผลการประเมินพบว่าเมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 log10 วิธี 3M ที่บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง 
มีช่วงค่าของ β-ETI อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อน แต่เมื่อ λ เท่ากับ ±0.3 log10 ช่วงค่า β - ETI  
อยู่ในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อนเมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 72 ชั่วโมงเท่าน้ัน  
สรุปได้ว่าช่วงความใช้ได้ของแผ่นทดสอบ 3M RYM ขึ้นกับการกำาหนด β% และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (λ) ของ 
ผู้ใช้งาน กล่าวได้ว่าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีด้วยกราฟ Accuracy profile เป็นเครื่องมือให้ผู้ใช้งานสามารถพิจารณา
ความเหมาะสมของการนำาวิธีไปใช้ 
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ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

บทนำา

ในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องดื่ม จุลินทรีย์ประเภทหนึ่งที่มีความสำาคัญมากต่อสุขลักษณะการผลิต คือ 

ยีสต์และรา การตรวจสอบยีสต์และราในอาหารและเครื่องดื่มเป็นปัจจัยสำาคัญต่อการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ 

ปัจจุบันวิธีอ้างอิงที่ใช้ตรวจนับยีสต์และราในอาหารมีมากมายหลายวิธี ตามเอกสารอ้างอิงที่เชื่อถือได้และโดยท่ัวไป 

นิยมใช้เทคนิคการเพาะเชื้อ (Culturable technique) ตามเอกสาร ISO 21527:2008(1) หรือ U.S. Food 

and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (US FDA BAM)(2) ซึ่งใช้เวลานานถึง 

5 - 7 วัน อาจช้าเกินไปสำาหรับอุตสาหกรรมอาหารที่ต้องการทราบผลวิเคราะห์ภายในเวลารวดเร็วในการนำาผลไป

ใช้ในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ วัตถุดิบ หรืออื่นๆ ในกระบวนการผลิตไม่ให้เกิดความเสียหายทางธุรกิจ วิธี 

ทางเลือกทีไ่ด้ผลวิเคราะห์รวดเรว็ขึน้จึงได้ถกูพฒันาด้วยเทคนิคต่างๆ เช่น Flow cytometry ชีวโมเลกลุ (Molecular) 

อิมมูโนวิทยา(3) แต่วิธีเหล่านี้ต้องใช้เครื่องมืออัตโนมัติและค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ค่อนข้างแพง วิธีการเพาะ 

เชื้อที่ให้ผลท่ีรวดเร็วกว่าจึงได้ถูกพัฒนาขึ้นเป็นวิธีทางเลือก การใช้แผ่นทดสอบ 3M PetrifilmTM Rapid Yeast 

and Mold Count Plate (3M RYM) ก็เป็นวิธีทางเลือกที่รวดเร็ว โดยอาศัยหลักการเจริญของเชื้อบนแผ่นทดสอบ

ที่มีสารอาหารผสมยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล และคลอเตตราซัยคลิน(4) รวมทั้งสารที่ละลายนำ้าแล้วทำาให้เกิดเจล 

และอนิดเิคเตอร์ทีม่คีวามไวต่อเอนไซม์ฟอสฟาเตสทีม่อียูใ่นยสีต์ รา และอาหารบางชนดิ(5) แต่การนำาวธิทีางเลอืกมาใช้ 

อย่างม่ันใจว่าได้ผลทดสอบที่เทียบเท่าวิธีอ้างอิงจำาเป็นจะต้องดำาเนินการตรวจสอบความถูกต้องหรือความใช้ได้ของ 

วิธีทางเลือก (Validation of alternative method) แผ่นทดสอบ 3M RYM ถูกพัฒนาให้อ่านผลได้เร็วข้ึน 

ภายใน 48 - 60 ชั่วโมง และบ่มเพาะเช้ือได้ 2 อุณหภูมิ คือ 25°C และ 28°C หน่วยงาน AOAC และ AFNOR 

ได้ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M RYM โดยผลการตรวจสอบของ AOAC(6) ที่ดำาเนินการภายในหนึ่ง

ห้องปฏิบัติการในอาหาร 10 ชนิด พบว่าเมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C นาน 48 และ 60 ชั่วโมง มีอาหาร 4 ชนิด 

ได้แก่ โยเกิร์ต แอปเปิ้ล เนื้อวัวบด และไส้กรอก ที่ผลของแผ่นทดสอบ 3M RYM และวิธีอ้างอิง US FDA BAM หรือ 

ISO 21527 ไม่แตกต่างกันที่ระดับนัยสำาคัญ 0.05 สำาหรับครีมเปรี้ยว แซนด์วิช พาย อัลมอนด์ และแป้งโดขนมปัง 

แช่แข็ง มีความแตกต่างกันท่ีระดับนัยสำาคัญ 0.05 ส่วนซุปผงแผ่นทดสอบ 3M RYM ตรวจพบเช้ือที่เติมลงไป 

แต่วิธีอ้างอิงตรวจไม่พบเชื้อ สำาหรับหน่วยงาน AFNOR(7) ที่ดำาเนินการตรวจสอบภายในหนึ่งห้องปฏิบัติการ 

โดยเปรียบเทียบการบ่มแผ่นทดสอบ 3M RYM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 60 และ 72 ชั่วโมง กับวิธีอ้างอิง 

ISO 21527 และมีการประเมินผลตาม ISO 16140:2003 ได้แก่ การทดสอบความเป็นเส้นตรง การหาความสัมพันธ์

ของ 2 วิธีด้วยการวิเคราะห์การถดถอย (Regression analysis) ความแม่นสัมพัทธ์ (Relative accuracy) 

ความไวสัมพัทธ์ (Relative sensitivity) ขีดจำากัดของการตรวจพบ (LOD) และขีดจำากัดของการหาเชิงปริมาณ 

(LOQ) ซึ่งสรุปว่าแผ่นทดสอบ 3M RYM เชื่อถือได้ ในปี พ.ศ. 2559 ISO ได้ประกาศใช้ ISO 16140 - 2:2016(8) 

ซึ่งมีการประเมินผลด้วย Accuracy profile ที่เพิ่มข้ึนจากปี ค.ศ 2003 โดย Boulanger และคณะ(9) ได้ริเร่ิมนำา 

หลักการของ Accuracy profile มาใช้ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทางเลือกเพื่อลดข้อจำากัดของวิธีแบบเดิมที่ใช้

การทดสอบสมมติฐานแบบ null hypothesis ในการตรวจสอบความแตกต่างของสองวิธีที่ความเชื่อมั่นระดับหนึ่ง 

และให้ข้อคิดเห็นว่าค่าความเท่ียง (Precision) ที่วัดด้วยค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) 

ของผลทดสอบวิธีทางเลือกท่ีมีค่าตำ่าหรือสูงไม่มีผลกระทบกับการทดสอบด้วย null hypothesis ซึ่งอาจทำาให ้

การยอมรับวิธีของผู้ท่ีจะนำาวิธีไปใช้งานไม่ได้คำานึงถึงความเที่ยงของวิธีทางเลือก นอกจากนี้วิธีทดสอบด้วย null 

hypothesis ไม่สามารถแสดงค่าความถูกต้องได้อย่างสมบูรณ์ เพราะไม่แสดงขอบเขตของการยอมรับได้ของผล 

วิเคราะห์ แต่การใช้ Accuracy profile สามารถทำาได้โดยอาศัยค่าความแตกต่างสูงสุดที่ยอมรับได้ระหว่างผล

ทดสอบวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิง Accuracy profile จึงเป็นเครื่องมือทางสถิติที่เหมาะสมสำาหรับการแปลผลการ

ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ได้ดีกว่าการทดสอบ null hypothesis เพราะมีการรวม β-expectation 
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tolerance intervals (β-ETI) และขอบเขตการยอมรับอยู่ภายในกราฟเดียวกัน ซึ่ง β-ETI เป็นช่วงที่คาดว่าผล

การทดสอบในอนาคตจำานวน β% จะตกอยู่ในช่วงนี้ การใช้ Accuracy profile ทำาให้ผู้นำาวิธีไปใช้สามารถพิจารณา 

ความเหมาะสมของวิธ ีในการนำาไปใช้ตามวัตถปุระสงค์ของงาน (Fitness-for-purpose) ได้(10) คณะผูว้จิยัจงึได้ศกึษา 

หลักการและทดลองนำามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบโดยศึกษากับแผ่นทดสอบ 3M 

RYM เปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง US FDA BAM ในการตรวจหายีสต์และราในเครื่องดื่มชนิดเหลว

วัสดุและวิธีการ

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี

1. Plate count agar (PCA) ผสมคลอแรมเฟนิคอล ความเข้มข้น 0.01% (PCA + chlo)

2. แผ่นทดสอบ 3M PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate (3M RYM)

3. Brain heart infusion broth (BHI broth)

4. สารละลาย 0.1% Peptone

5. สารละลาย Phosphate buffered saline + 0.1% Tween 20 (PBS + 0.1% Tween 20)

เครื่องมือและอุปกรณ์

อ่างนำ้าร้อนอุณหภูมิ 50 ± 1°C ตู้บ่มเพาะเชื้ออุณหภูมิ 25 ± 1°C และ 28 ± 1°C เครื่องชั่งทศนิยม 

2 และ 4 ตำาแหน่ง เครื่องน่ึงฆ่าเชื้อ ตู้อบร้อน เคร่ืองนับโคโลนี กล้องจุลทรรศน์ เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง 

เครื่องผสม (Vortex mixer) เทอร์โมคัปเปิล นาฬิกาจับเวลา ปิเปตอัตโนมัติขนาด 1,000 ไมโครลิตร ปิเปต 

ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร ขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร และ 500 มิลลิลิตร หลอดทดลองขนาด 18 × 150 

มิลลิเมตร จานเพาะเชื้อขนาด 10 × 90 มิลลิเมตร แผ่นกระจกสไลด์ หลอดฉีดยาพลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร สำาล ี

มีดปราศจากเชื้อ ห่วงเขี่ยเชื้อ หลอดหยด (Dropper) และไม้สวอป

จุลินทรีย์มาตรฐาน

ยีสต์มาตรฐาน Saccharomyces cerevisiae DMST 22805 และรามาตรฐาน Aspergillus niger  

DMST 15538 ได้จากศูนย์เก็บรักษาและรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ทางการแพทย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์ 

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข 

วิธีเตรียมจุลินทรีย์มาตรฐาน

Saccharomyces cerevisiae เพาะยีสต์บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PCA + chlo บ่มที่อุณหภูมิ 25°C 

นาน 3 วัน แล้วเขี่ยเชื้อ 1 โคโลนี ใส่ลงในหลอด BHI broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มเพาะเชื้อที่ 25°C นาน 3 วัน 

เจือจางเชื้อด้วยสารละลาย 0.1% Peptone จนได้เชื้อประมาณ 105 CFU/มิลลิลิตร แล้วนำาไปทำาให้เชื้อบาดเจ็บ

Aspergillus niger เพาะราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA + chlo บ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 5 วัน ใช้มีด 

ปราศจากเชื้อ ตัดวุ ้นบริเวณขอบโคโลนีของราที่เจริญบนจานเพาะเชื้อ PCA + chlo ให้ได้ขนาดประมาณ 0.5 

เซนติเมตร นำาไปวางตรงกลางจาน PCA + chlo บ่มเพาะเชื้อที่ 25°C นาน 7 วัน ทำาการเก็บสปอร์โดยเติมสารละลาย 

PBS + 0.1% Tween 20 ประมาณ 5 มิลลิลิตร ลงบนจานเพาะเชื้อ ใช้ไม้สวอปถูไปมาเบาๆ บนเส้นใยเพ่ือให้ 

สปอร์หลุดออก แล้วใช้หลอดหยดดูดสารละลายสปอร์ใส่ในหลอดทดลองปราศจากเชื้อ เก็บสปอร์ซำ้าอีกหนึ่งครั้ง 

จากนั้นเทสารละลายสปอร์ทั้งหมดลงในหลอดฉีดยาที่บรรจุสำาลีก้อนปราศจากเชื้อแบบหลวมๆ เพื่อกรองเส้นใยเชื้อรา 

ที่อาจติดมากับสปอร์ออก เก็บสารละลายสปอร์ที่ออกมาจากปลายหลอดฉีดยา เจือจางเชื้อด้วยสารละลาย 0.1% 

Peptone จนได้ระดับปริมาณเชื้อที่ต้องการแล้วนำาไปทำาให้เชื้อบาดเจ็บ
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การท�าให้จุลินทรีย์บาดเจ็บ (Injured) นำาสารละลายยีสต์และสปอร์ราที่เตรียมได้ ใส่ลงในอ่างนำ้าร้อน

อุณหภูมิ 50 ± 1°C พร้อมกับหลอดที่มีสารละลาย 0.1% Peptone และเทอร์โมคัปเปิลสำาหรับวัดอุณหภูมิ เมื่อแสดง

อุณหภูมิ 50 ± 1°C แล้วจึงเริ่มจับเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลานำาสารละลายเชื้อไปใช้ทดสอบต่อไป

ตัวอย่าง

เครื่องดื่มชนิดเหลวจำานวน 8 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างปนเปื้อนยีสต์และราตามธรรมชาติ (Natural 

contamination) ที่ทราบปริมาณปนเปื้อน ได้แก่ นำ้ากระเจ๊ียบ นำ้ามะขาม นำ้าแอปเปิลผสมว่านหางจระเข้ นำ้าลำาไย 

กาแฟเย็น และตัวอย่างท่ีเติมจุลินทรีย์มาตรฐานที่ทำาให้บาดเจ็บ (Artificial contamination) ได้แก่ นำ้าลิ้นจี่ 

นำ้าชาเขียว และนำ้าผักผลไม้รวม

เตรียมตัวอย่างให้มีการปนเปื้อนยีสต์และรา 3 ระดับ คือ ระดับตำ่า (1 - 100 CFU/มิลลิลิตร) ระดับกลาง 

(100 - 1,000 CFU/มิลลิลิตร) และระดับสูง (มากกว่า 1,000 CFU/มิลลิลิตร) การเจือจางตัวอย่างใช้ตัวอย่าง 

ตั้งต้น 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในสารละลาย 0.1% Peptone ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จะได้ตัวอย่างที่เจือจาง 

10 เท่า (Tenfold dilution) ทำาการเจือจางต่อจนได้ระดับเชื้อที่สามารถนับได้

การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง

แต่ละตัวอย่างทดสอบ 2 วิธี คือ วิธี 3M และวิธีอ้างอิง US FDA BAM 2001 โดยทดสอบ 5 ซำ้าสำาหรับ 

วิธี 3M และทดสอบ 3 ซำ้าสำาหรับวิธีอ้างอิง

วิธี 3M(11)

ทดสอบตัวอย่าง 2 ชุด สำาหรับแยกบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นำาแผ่นทดสอบ 3M RYM 

วางบนพื้นเรียบ แล้วใช้ปิเปตอัตโนมัติดูดตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ยกแผ่นฟิล์มด้านบนขึ้น แล้วปล่อยตัวอย่างลงตรงกลาง

แผ่นทดสอบ ค่อยๆ วางแผ่นฟิล์มด้านบนลง ใช้ตัวกดแผ่นทดสอบ 3M RYM กดเบาๆ ให้ตัวอย่างกระจายทั่วพื้นที่

วงกลม นำาตัวกดออก วางแผ่นทดสอบทิ้งไว้สักครู่ ก่อนนำาไปบ่มที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นับจำานวนยีสต์และรา 

เมื่อครบเวลา 48 ± 2 ชั่วโมง และ 72 ± 3 ช่ัวโมง รายงานผลเป็น CFU/มิลลิลิตร ลักษณะโคโลนียีสต์ คือ 

ขนาดเล็ก นูน มีขอบเขตชัดเจน สีนำ้าตาลอมชมพู ถึงสีเขียวอมฟ้า ลักษณะโคโลนีรา คือ ขนาดใหญ่ แบน สีเขียวอมฟ้า

ตรงกลางโคโลนีมีจุดเข้ม ขอบแผ่กระจาย

วิธีอ้างอิง US FDA BAM(2)

ปิเปตตัวอย่างใส่จานเพาะเช้ือ 3 จาน จานละ 1 มิลลิลิตรต่อระดับการเจือจาง เทอาหารเลี้ยงเช้ือ  

PCA + chlo ลงไปผสมให้เข้ากัน นำาไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25°C นาน 5 - 7 วัน นับจำานวนยีสต์และรา แล้วหาค่าเฉลี่ย 

จาก 3 จานเพาะเชื้อ รายงานผลเป็น CFU/มิลลิลิตร

การประเมินผล

นำาผลการนับจำานวนโคโลนียีสต์และราของทั้งสองวิธีมาแปลงเป็นค่า log10CFU/มิลลิลิตร แล้วดำาเนินการ 

ดังนี้

1. การทดสอบการเพิ่มขึ้นของจำานวนโคโลนีของวิธี 3M

 ใช้สถิติ Paired t-test ที่ระดับนัยสำาคัญ 0.05 ทดสอบการเพิ่มขึ้นของจำานวนโคโลนีในการทดสอบด้วย

วิธี 3M เมื่อใช้เวลาบ่มเพาะเชื้อนานขึ้นจาก 48 ชั่วโมงเป็น 72 ชั่วโมง ถ้าค่า p ที่คำานวณได้น้อยกว่าระดับนัยสำาคัญ 0.05 

แสดงว่าการบ่มเพาะเชื้อนาน 72 ชั่วโมง มีจำานวนโคโลนีมากกว่าการบ่มนาน 48 ชั่วโมง
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2. การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และการหาความสัมพันธ์ของสองวิธี

 ใช้ซอฟต์แวร์โปรแกรม EXCEL สร้างกราฟดคูวามเป็นเส้นตรง (Linearity) พร้อมทัง้หาความสมัพนัธ์

ระหว่างวิธีอ้างอิงกับวิธี 3M ที่บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง โดยใช้สถิติการถดถอย

เชงิเสน้อย่างงา่ย (Simple linear regression) หาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียรส์ัน (Pearson’s correlation 

coefficient, r) และค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (Regression coefficient) หรือความชัน (Slope)

3. การตรวจสอบความแม่น (Accuracy) ของวิธี 3M ด้วยกราฟ Accuracy profile

 การสร้างกราฟ Accuracy profile(8)

 สัญลักษณ์ 

   i = ตัวอย่าง

   q  = จำานวนตัวอย่าง (1 ≤ i ≤ q) ในที่นี้ q = 8

   j = ตัวอย่างทดสอบทวนซำ้า (Repeatability) 

   n = จำานวนการทวนซำ้าของตัวอย่าง (1 ≤ j ≤ n)

     ในที่นี้ วิธี 3M, n = 5 และวิธีอ้างอิง n = 3

   alt  = วิธีทางเลือก (Alternative method) หมายถึง วิธี 3M

   ref  = วิธีอ้างอิง (Reference method) หมายถึง วิธีอ้างอิง US FDA BAM

 วิธีทำา

 1. กำาหนดขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (Acceptability limit, λ) เท่ากับ ±0.3 log10

และ ±0.5 log10

 2. แปลงข้อมูลผลวิเคราะห์เป็นค่า log10CFU

 3. หาค่ามัธยฐานของผลทดสอบของแต่ละตัวอย่าง i ที่ได้จากวิธีอ้างอิง เรียกค่านี้ว่า ค่าอ้างอิง (Xi)

       Xi = median (xij)

 4. หาค่ามัธยฐานของผลทดสอบของแต่ละตัวอย่าง i ที่ได้จากวิธี 3M 

   Yi = median (yij)

 5. คำานวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) ของแต่ละตัวอย่างที่ได้จากวิธี 3M (Salt,i)

 Salt,i   =   

 

 6. คำานวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานรวม (Combined standard deviation) ที่ได้จากวิธี 3M (Salt)

 Salt =
 

 7. คำานวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแต่ละตัวอย่าง (Sref,i) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานรวมที่ได้จากวิธี

อ้างอิง (Sref)

 Sref,i =

 และ

 Sref =
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 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
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 ค่า Sref นำามาใช้เมื่อผลทดสอบอยู่นอกขอบเขตการยอมรับ โดยต้องพิจารณาว่าค่า Sref มากกว่า 0.125 

หรือไม่ ถ้ามากกว่า ต้องปรับค่าขอบเขตการยอมรับผลทดสอบใหม่ คือ ALS = 4.Sref

 8. คำานวณค่าความแตกต่างของค่ามัธยฐานระหว่างสองวิธีของแต่ละตัวอย่าง i เรียกว่า Bias (Bi) 

หรือเรียกว่า ค่าความเบี่ยงเบนของผลวิธี 3M

          Bi     = Yi - Xi

 9. คำานวณขีดจำากัด (Limits) ของช่วงความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (β-expectation tolerance 

interval, β-ETI) ซ่ึงเป็นช่วงท่ีคาดว่าผลทดสอบจำานวน β% ในอนาคตที่ได้จากวิธี 3M จะตกอยู่ในช่วงค่านี้ 

โดยกำาหนดสัดส่วนของผลทดสอบในอนาคตนี้เท่ากับ β

  ช่วงค่า β - ETI     =
     

  เม่ือ    เป็นค่า percentile ของการกระจายแบบ student-t สำาหรับความ 

  

  น่าจะเป็น β ซึ่ง ISO 16140 กำาหนด β ไว้เท่ากับ 80% และ q (n-1) =  degrees of freedom  

  นั่นคือ T เป็นค่า coverage factor ของช่วง β-ETI ของวิธี 3M 

  จะได้ขีดจำากัดบน (Upper limit, Ui) และขีดจำากัดล่าง (Lower limit, Li) ของช่วงค่า β-ETI  

  ดังนี้

      

      

 10. สร้างกราฟ Accuracy profile ให้แกน X เป็นค่าที่ได้จากวิธีอ้างอิงที่แปลงเป็นค่า log10 แล้ว 

  และแกน Y เป็นค่า bias, acceptability limit, upper limit และ lower limit ของช่วงค่า  

  β-ETI

ผล

เมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ผลทดสอบของวิธี 3M กับผลของ

วิธีอ้างอิงมีความแตกต่างกันไม่เกิน ±0.5 log10CFU/มิลลิลิตร (ตารางที่ 1) และพบว่าที่ทุกระดับการปนเปื้อน 

การทดสอบด้วยวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 72 ชั่วโมง มีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้นกว่าเวลาบ่ม 

48 ชั่วโมง (ตารางที่ 1) จำาแนกได้ดังนี้

- ที่การปนเปื้อนเชื้อระดับตำ่า (1 - 100 CFU/มิลลิลิตร) วิธี 3M ที่บ่มอุณหภูมิ 25°C นาน 72 ชั่วโมง 

มีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้น 0.125 ถึง 0.240 log10CFU/มิลลิลิตร และที่อุณหภูมิ 28°C มีจำานวนโคโลนี 

เพิ่มขึ้น 0.085 ถึง 0.176 log10CFU/มิลลิลิตร

- ที่การปนเปื้อนเชื้อระดับปานกลาง (100 - 1,000 CFU/มิลลิลิตร) วิธี 3M ที่บ่มอุณหภูมิ 25°C นาน 

72 ช่ัวโมง มีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้น 0.013 ถึง 0.065 log10CFU/มิลลิลิตร และ 28°C มีจำานวนโคโลน ี

เพิ่มขึ้น 0.000 ถึง 0.026 log10CFU/มิลลิลิตร

- ท่ีการปนเปื้อนเชื้อระดับสูง (มากกว่า 1,000 CFU/มิลลิลิตร) วิธี 3M ที่บ่มอุณหภูมิ 25°C นาน 

72 ช่ัวโมง มีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้น 0.000 ถึง 0.066 log10CFU/มิลลิลิตร และ 28°C มีจำานวนโคโลน ี

เพิ่มขึ้น 0.000 ถึง 0.006 log10CFU/มิลลิลิตร

T = T(         )1 - β
2 ;q(n - 1)

Ui  =   Bi + T.Salt     1 + Li  =   Bi - T.Salt      1 + 1
n

1
nและ

Bi ± T.Salt     1 + 1
n
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การทดสอบการเพิ่มขึ้นของจำานวนโคโลนีของวิธี 3M

จากการทดสอบทางสถิติพบว่า วิธี 3M เมื่อใช้เวลาบ่มเพาะเช้ือนานข้ึนจาก 48 ช่ัวโมงเป็น 72 ช่ัวโมง ที่

อุณหภูมิ 25°C มีค่า p-value เท่ากับ 0.0267 ในขณะที่เมื่อบ่ม 28°C มีค่า p-value เท่ากับ 0.0733

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และการหาความสัมพันธ์ของสองวิธี

จากกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C 

(ภาพที่ 1) พบว่า 2 วิธีมีความสัมพันธ์กันเป็นเส้นตรง เมื่อใช้สถิติการถดถอยเชิงเส้นอย่างง่าย ได้ค่าสัมประสิทธิ์ 

สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r) ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง เท่ากับ 0.9986 และ 0.9988 ที่อุณหภูมิ 

28°C เวลา 48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง เท่ากับ 0.9995 และ 0.9992 ตามลำาดับ ส่วนค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย 

หรือความชัน ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง เท่ากับ 1.0250 และ 0.9952 ตามลำาดับ ที่อุณหภูมิ 

28°C เวลา 48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง เท่ากับ 1.0560 และ 1.0234 ตามลำาดับ

CFU/ml

ต่ำา

(1 - 100)

ปานกลาง

(100 - 1,000)

สูง

(มากกว่า 1,000)
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วิธีอ้างอิง US
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ผลต่างของ Median log10CFU/ml 

ระหว่าง 3M กับวิธีอ้าง US FDA BAM วิธี 3M ที่ 25°C วิธี 3M ที่ 28°C

Median
log10CFU/ml

Median
log10CFU/ml ที่ 25°C ที่ 28°C

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบจำานวนโคโลนียีสต์และราโดยวิธี 3M ที่อุณหภูมิบ่มเพาะเชื้อ 25°C และ 28°C 

 กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM 
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ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

ภาพที่ 1 ความสัมพันธ์ของวิธีอ้างอิง US FDA BAM กับวิธี 3M ที่อุณหภูมิบ่มเพาะเชื้อ 25°C และ 28°C 

 นาน 48 และ 72 ชั่วโมง

y = 1.0234x - 0.0596

       r = 0.9992
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       r = 0.9995
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Validation of PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate  Karuna  Teerasamit et al.

การสร้างกราฟ Accuracy profile
นำาผลการนับจำานวนโคโลนียีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 

28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ไปคำานวณหาค่าความเบี่ยงเบน (Bias) ของผลทดสอบวิธี 3M ขีดจำากัดบนและ 
ขีดจำากัดล่างของช่วงความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (Upper and Lower β-ETI limits) เพื่อสร้างกราฟ Accuracy 
profile โดยกำาหนดค่าเบต้า (β) เท่ากับ 80% และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (λ) เท่ากับ ±0.3 และ ±0.5 log10

ใน (ตารางที่ 2 - ตารางที่ 5) นำาผลคำานวณที่ได้นี้ไปสร้างกราฟ Accuracy profile (ภาพที่ 2)
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ตารางที่ 2 จำานวนยีสต์และราของวิธีอ้าง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง 
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ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   
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วิธีทดสอบ จำานวนซำ้า

ตารางที่ 3 จำานวนยีสต์และราของวิธีอ้าง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 72 ชั่วโมง 



162 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 59 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2560

Validation of PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate  Karuna  Teerasamit et al.

US FDA 

BAM

3M

แปลงเป็นค่า Log10

US FDA

BAM

3M

1

2

3

1

2

3

4

5

1

2

3

X
i

1

2

3

4

5

Y
i

S
alt,i

N

S
alt

S
ref,i

N

S
ref

Y
i
 - X

i

Salt.√(1+1/n)

T(0.1,32)

T.Salt.√(1+1/n)

Ui

Li

3

5

2

2

6

1

2

3

0.477

0.699

0.301

0.477

0.301

0.778

0.000

0.301

0.477

0.301

0.285

5

0.116

0.199

3

0.090

-0.176

0.127

1.3086

0.166

-0.010

-0.342

235

337

272

195

283

239

237

237

2.371

2.528

2.435

2.435

2.290

2.452

2.378

2.375

2.375

2.375

0.057

5

0.079

3

-0.060

0.107

-0.226

89

72

58

50

65

71

51

84

1.949

1.857

1.763

1.857

1.699

1.813

1.851

1.708

1.924

1.813

0.096

5

0.093

3

-0.044

0.122

-0.211

447

357

497

340

280

340

310

320

2.650

2.553

2.696

2.650

2.531

2.447

2.531

2.491

2.505

2.505

0.035

5

0.073

3

-0.145

0.021

-0.312

1340

1293

1373

1250

1210

1370

1430

1530

3.127

3.112

3.138

3.127

3.097

3.083

3.137

3.155

3.185

3.137

0.042

5

0.013

3

0.010

0.176

-0.157

3000

3333

3100

3700

3600

3200

2730

2600

3.477

3.523

3.491

3.491

3.568

3.556

3.505

3.436

3.415

3.505

0.069

5

0.023

3

0.014

0.180

-0.153

20100

21167

24667

28000

25600

27200

22100

28700

4.303

4.326

4.392

4.326

4.447

4.408

4.435

4.344

4.458

4.435

0.045

5

0.046

3

0.109

0.275

-0.057

360000

440000

373330

45000

43000

49000

34000

49000

5.556

5.643

5.572

5.572

5.653

5.633

5.690

5.531

5.690

5.653

0.065

5

0.046

3

0.081

0.247

-0.085

ตัวอย่าง
ที่ 3

ตัวอย่าง
ที่ 4

ตัวอย่าง
ที่ 5

ตัวอย่าง
ที่ 6

ตัวอย่าง
ที่ 7

ตัวอย่าง
ที่ 8

ตัวอย่าง
ที่ 1

ตัวอย่าง
ที่ 2

วิธีทดสอบ จำานวนซำ้า

ตารางที่ 4 จำานวนยีสต์และราของวิธีอ้าง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 48 ชั่วโมง 



163วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 59 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2560

ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   
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ตารางที่ 5 จำานวนยีสต์และราของวิธีอ้าง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 72 ชั่วโมง 
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จากกราฟ Accuracy profile (ภาพที่ 2) ถ้าส่วนใดของเส้นขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่างของ β-ETI 

(Upper and Lower β-ETI limits) ซึ่งครอบคลุมผลทดสอบในอนาคต β% ตกอยู่นอกขอบเขตของ λ 

แสดงว่าผลทดสอบที่ระดับการปนเปื้อนที่ส่วนนั้นจะไม่ถูกยอมรับ หรือไม่สอดคล้องกับผลของวิธีอ้างอิง อีกนัยหนึ่งคือ 

ผลทดสอบของวิธี 3M จะสอดคล้องหรือเทียบเท่าวิธีอ้างอิง เมื่อเส้นขีดจำากัดบนและล่างของ β-ETI ตกอยู่ในขอบเขต 

ของ λ จึงสรุปผลได้ดังนี้

1. การบ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.)

 เมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 log10 ที่ทุกระดับการปนเปื้อนพบว่า ผลทดสอบขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่างของ 

β-ETI ของวิธี 3M ตกอยู่ภายในขอบเขตการยอมรับ แต่ถ้า λ เท่ากับ ±0.3 log10 พบตัวอย่างที่ 2 (ระดับปริมาณ

เชื้อ 1.663 log10CFU/มิลลิลิตร) และตัวอย่างที่ 4 (ระดับปริมาณเชื้อ 2.491 log10CFU/มิลลิลิตร) มีผลทดสอบ 

ตกอยู่นอกขอบเขตการยอมรับ

2. การบ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 72 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.2)

 ผลทดสอบของวิธี 3M อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อน เมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 และ 

±0.3 log
10

3. การบ่มที่อุณหภูมิ 28°C นาน 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.3)

 เมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 log
10
 ที่ทุกระดับการปนเปื้อนพบว่า ผลทดสอบขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่างของ 

β-ETI ของวิธี 3M ตกอยู่ภายในขอบเขตการยอมรับ แต่ถ้า λ เท่ากับ ±0.3 log
10
 พบตัวอย่างที่ 1 (ระดับปริมาณเชื้อ 

0.301 log10CFU/มิลลิลิตร) และตัวอย่างที่ 4 (ระดับปริมาณเชื้อ 2.505 log10CFU/มิลลิลิตร) มีผลทดสอบอยู่นอก

ขอบเขตการยอมรับ

4. การบ่มที่อุณหภูมิ 28°C นาน 72 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.4)

 ผลทดสอบของวิธี 3M อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อน เมื่อ λ เท่ากับ  ±0.5 และ 

±0.3 log
10

ภาพที่ 2.1 ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง
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ภาพที่ 2.2 ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 72 ชั่วโมง

ภาพที่ 2.3 ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 48 ชั่วโมง

ภาพที่ 2.4 ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 72 ชั่วโมง

ภาพที่ 2 แสดง Accuracy profile ของแผ่นทดสอบ 3M RYM ที่อุณหภูมิและเวลาต่างๆ
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วิจารณ์

โดยท่ัวไปในงานทดสอบเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ซำ้าตัวอย่างเดียวกันแบบเชิงปริมาณทางจุลชีววิทยา ถ้า

ค่าความแตกต่างของผลซำ้าต่างกันไม่เกิน ±0.5 log10CFU ถือว่ายอมรับได้(13) จากตารางที่ 1 ผลทดสอบจำานวน 

โคโลนียีสต์และราในเครื่องดื่มชนิดเหลวระหว่างวิธี 3M กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C 

เวลา 48 และ 72 ชั่วโมง มีความแตกต่างกันไม่เกิน ±0.5 log10CFU/มิลลิลิตร จึงถือว่ายอมรับได้หากผู้นำาวิธี 

3M ไปใช้ยอมรับเกณฑ์ตัดสินนี้ ตามคู่มือการใช้งานของแผ่นทดสอบ 3M RYM(11) ระบุให้บ่มเพาะเชื้อนาน 48 ± 2  

ชัว่โมง แต่ถ้าเหน็โคโลนไีม่ชดัเจนให้บ่มเพิม่ 12 ชัว่โมง เป็น 60 ชัว่โมง และถ้าไม่สะดวกในการอ่านผลในห้องปฏบิตักิาร 

สามารถขยายเวลาบ่มเป็น 72 ชั่วโมงได้ งานวิจัยนี้จึงบ่มนาน 72 ช่ัวโมง จากผลทดสอบพบว่าเมื่อบ่มแผ่นทดสอบ 

3M RYM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 72 ชั่วโมง พบมีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้นจากการบ่ม 48 ชั่วโมง 

(0.00 - 0.24 log10CFU/มิลลิลิตร) จากการทดสอบทางสถิติพบว่าการบ่มแผ่นทดสอบ 3M RYM นาน 72 ชั่วโมง

ที่อุณหภูมิ 25°C มีจำานวนโคโลนีมากกว่าการบ่มนาน 48 ชั่วโมงอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (p < 0.05) อาจเป็นเพราะ

โคโลนียีสต์และราที่เจริญช้ายังไม่สามารถสังเกตเห็นได้เมื่อครบ 48 ช่ัวโมง แต่สามารถตรวจพบได้ที่เวลา 72 ชั่วโมง 

ส่วนที่อุณหภูมิ 28°C การบ่มนาน 72 ชั่วโมงมีจำานวนโคโลนีมากกว่าการบ่มนาน 48 ช่ัวโมงอย่างไม่มีนัยสำาคัญทาง

สถิติ (p > 0.05) จึงอาจสรุปได้ว่าการบ่มที่อุณหภูมิ 28°C นาน 48 ชั่วโมง สามารถอ่านผลได้ โดยไม่ต้องบ่มนานขึ้นถึง 

72 ชั่วโมง สอดคล้องกับการศึกษาของ Hans และคณะ(14) ที่เติมเชื้อยีสต์และราในตัวอย่างแป้งและมอซซาเรลลาชีส 

แล้วพบว่าต้องบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C นาน 60 ชั่วโมง จึงจะเห็นการเจริญของยีสต์และราชัดเจน ในขณะที่งานวิจัยของ 

Bird และคณะ(15) พบว่าการใช้แผ่นทดสอบ 3M RYM ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเนื้อบดแช่แข็งบ่มที่อุณหภูมิ 25°C 

และ 28°C นาน 48 ชั่วโมง เมื่อบ่มต่ออีกจนครบ 60 ชั่วโมง จำานวนยีสต์และราไม่เพิ่มขึ้น และได้สรุปว่าจากการทดสอบ

ทางสถิติด้วย Paired t-test ผลทดสอบจำานวนยีสต์และราด้วยแผ่นทดสอบ 3M RYM กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM 

แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำาคัญทางสถิติ 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงทำาเพื่อหาความสัมพันธ์ของค่าที่ได้จากวิธีอ้างอิงกับวิธีทางเลือก เพราะมีผล 

กระทบกับความแม่น (Accuracy) โดยตรง(9) จากภาพที่ 1 แสดงให้เห็นว่าข้อมูลผลทดสอบของวิธี 3M กับวิธีอ้างอิง 

ที่บ่มทั้งสองอุณหภูมิมีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงมากและไปในทิศทางเดียวกัน เพราะค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของ 

เพียร์สัน (r) ใกล้เคียง 1 มาก (0.9986 - 0.9995) สอดคล้องกับข้อมูลการตรวจสอบความถูกต้องของ ADRIA 

Developpement, 2014(7) ที่เปรียบเทียบวิธี 3M กับวิธีมาตรฐาน ISO 21527 ในการตรวจนับยีสต์และราในอาหาร 

นำ้าผลไม้ และนำ้าผ่านกระบวนการบำาบัด นอกจากนี้ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (Slope) เท่ากับ 1 (0.995 - 1.056) 

แสดงว่าวิธี 3M ให้ผลการทดสอบที่เทียบเท่าวิธีอ้างอิง

ในงานวิจัยนี้กำาหนด β เท่ากับ 80% ตามข้อกำาหนดของ ISO 16140-2:2016 โดยปกติขอบเขต 

การยอมรับเป็นความแตกต่างสูงสุดท่ียอมรับได้ของผลการทดสอบระหว่างวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิงซึ่งการกำาหนด

ขอบเขตการยอมรับขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของวิธีอ้างอิง ระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ในอาหาร ประเภทจุลินทรีย์ หรือ 

ตามความต้องการของผู้ใช้งาน(10) ใน ISO 16140-2:2016 กำาหนดขอบเขตการยอมรับ (Acceptability limit, 

AL) ของวิธีทางเลือก เท่ากับ ±0.5 log10 การยอมรับผลทดสอบของวิธี 3M ดูจากขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่าง 

(Upper and lower limits) ของช่วงค่า β - ETI ทีไ่ม่ออกนอกขอบเขตการยอมรบัทีแ่ต่ละระดบัการปนเป้ือน ดงันัน้ใน 

ภาพที ่2 ถ้ากำาหนด AL (λ) เท่ากบั ±0.5 log10 จึงสามารถกล่าวได้ว่า วธิ ี3M ให้ผลเทียบเท่าวธิอ้ีางองิสำาหรบัการทดสอบ 

ตัวอย่างเครื่องดื่มชนิดเหลวที่ระดับการปนเปื้อนที่ทดสอบตั้งแต่ 0.477 log10CFU/มิลลิลิตร ถึง 5.572 log10CFU/

มิลลิลิตร (3 CFU/มิลลิลิตร ถึง 373,330 CFU/มิลลิลิตร) ถ้าช่วงค่า β-ETI อยู่ในขอบเขตการยอมรับ (λ) 

ที่แคบลง เช่น λ = ±0.3 หรือ ±0.4 log10 จะแสดงว่าผลทดสอบของวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิงมีความสอดคล้องหรือ 
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ใกล้เคียงกันมากยิ่งขึ้น นั่นคือวิธีทางเลือกมีความแม่นมากข้ึน ซึ่งเป็นประโยชน์กับผู้ใช้ในการตัดสินใจท่ีจะนำาวิธีทาง 

เลือกไปใช้โดยสามารถเลือกระดับความแม่นของวิธีได้ด้วยการกำาหนดช่วงการยอมรับ อีกประการหนึ่งถ้ามีบางระดับ 

การปนเป้ือนทีช่่วงค่า β-ETI อยูน่อกขอบเขตการยอมรบั ผูใ้ช้กย็งัสามารถเลอืกใช้วธิทีางเลอืกเฉพาะทีช่่วงค่า β-ETI 

อยู่ในขอบเขตการยอมรับได้ เช่น ในงานวิจัยนี้ เมื่อกำาหนด λ เท่ากับ ±0.3 log10 ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 

72 ชั่วโมง วิธี 3M จะให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิง (ภาพที่ 2.2 และ 2.4) แต่ที่อุณหภูมิ 28°C นาน 48 ชั่วโมง วิธี 3M 

ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิงยกเว้นที่ระดับการปนเปื้อนของตัวอย่างที่ 1 และ 4 (ภาพที่ 2.3) ในขณะที่อุณหภูมิ 25°C 

นาน 48 ชั่วโมง วิธี 3M ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิงยกเว้นท่ีระดับการปนเปื้อนของตัวอย่างที่ 2 และ 4 (ภาพท่ี 2.1) 

นอกจากความแม่นแล้วผู้ใช้ยังสามารถดูความเที่ยง (Precision) ของวิธีทางเลือกจากกราฟ Accuracy profile 

ด้วยการพิจารณาช่วงค่า β-ETI ท่ีคำานวณจาก  Bi ± T.Salt     1 + 1
n  ซ่ึงมกีารนำาค่าเบีย่งเบนมาตรฐานของวธิทีางเลอืก 

จากการทดลองตัวอย่างซำ้าหลายคร้ังมาใช้ โดยถ้าวิธีทางเลือกมีความเที่ยงน้อยช่วงค่า β-ETI จะกว้าง การแปลผล 

จากกราฟ Accuracy profile เช่นน้ี ทำาให้ผู้ใช้วิธีสามารถตัดสินใจเลือกใช้วิธีทางเลือกได้ตามขอบเขตการยอมรับ 

ที่กำาหนดและเหมาะสมกับวัตถุประสงค์ที่จะนำาไปใช้กับตัวอย่าง  

การทดสอบความเป็นเส้นตรงกับการใช้ Accuracy profile ให้ผลสอดคล้องกัน คือ วิธี 3M ให้ผล 

เทียบเท่าวิธีอ้างอิง ยกเว้นเมื่อกำาหนด λ เท่ากับ ±0.3 log10 ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 ชั่วโมง วิธี 3M ให้ผล 

ไม่เทียบเท่าวิธีอ้างอิงที่บางระดับการปนเปื้อนยีสต์และรา ซึ่งไม่สอดคล้องกับการทดสอบความเป็นเส้นตรงที่วิธี 3M 

ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิง เนื่องจาก Accuracy profile มีการคำานวณช่วงที่คาดว่าผลทดสอบจำานวน β% ในอนาคต 

ที่ได้จากวิธี 3M จะตกอยู่ในช่วงค่านี้ ซึ่งเป็นข้อดีของการใช้ Accuracy profile

สรุป

จากการตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M RYM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 

72 ชั่วโมง กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM สำาหรับการตรวจหาปริมาณยีสต์และราในเครื่องดื่มเหลว โดยใช้การสร้าง 

กราฟ Accuracy profile พบว่าวิธ ี3M ให้ผลเทยีบเท่าวธีิอ้างอิงทีท่กุระดบัการปนเป้ือน เมือ่กำาหนดขอบเขตการยอมรบั

เท่ากับ ±0.5 log10 ตาม ISO 16140-2:2016 แต่เมื่อกำาหนดขอบเขตการยอมรับแคบลงเท่ากับ ±0.3 log10 วิธี 3M 

ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C เวลา 72 ชั่วโมง เท่านั้นที่ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิงที่ทุกระดับการปนเปื้อน ดังนั้นแผ่น 

ทดสอบ 3M RYM สามารถนำามาใช้นับจำานวนยีสต์และราโดยให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิง US FDA BAM ท้ังนี้ช่วง 

ความใช้ได้ของแผ่นทดสอบ 3M RYM ข้ึนกับการกำาหนด β% และขอบเขตการยอมรับของผู้ใช้งาน สำาหรับระยะ

เวลาและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับการนำาวิธีไปใช้สามารถพิจารณาจากกราฟ Accuracy profile ท่ีผู้ใช้พิจารณา 

ความเที่ยงและความแม่นได้ การศึกษานี้ช่วยให้ผู้พัฒนาวิธีวิเคราะห์หรือนำาวิธีทางเลือกมาใช้ด้านอาหาร สามารถนำา 

ข้ันตอนทีผู่วิ้จยัดำาเนนิการไปใช้ในการตรวจสอบความถกูต้องของวธิ ีรวมทัง้วธิกีารแปลผลและการตัง้เกณฑ์การยอมรับ 

ตามวัตถุประสงค์ของงานได้ 

กิตติกรรมประกาศ
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Use of Accuracy Profile for Validation of 

PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold 

Count Plate for Enumeration of Yeast

and Mold in Beverage

Karuna  Teerasamit Ladapan  Saengklai and Nalinee Yoophet
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 

11000, Thailand

ABSTRACT Validation of quantitative method in microbiology according to ISO 16140 - 2:2016 specifies 
use of accuracy profile to compare the result of reference and alternative methods. The accuracy profile 
was used to validate the PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate (3M RYM) by comparing yeast 
and mold counts in liquid beverages with the US FDA BAM procedure recognized as reference method. 
The test samples were naturally and artificially contaminated at low level (1 - 100 CFU/ml), medium 
level (100 - 1,000 CFU/ml), and high level (>1,000 CFU/ml). When incubated at 25°C and 28°C for 
48 h and 72 h, the results of the two methods showed relationship as linear and the Petrifilm 3M RYM 
gave Pearson’s correlation coefficient scores close to 1, i.e. 0.9986, 0.9988, 0.9995 and 0.9992, respectively. 
The accuracy profile for validation of Petrifilm 3M RYM was accomplished by setting the β-expectation  
tolerance intervals (β-ETI) at 80% (β%) and the acceptability limits, AL (λ) at ±0.3 and ±0.5 log10 

CFU/ml. For a λ of ±0.5 log10, the 3M method incubated at 25°C and 28°C for 48 h and 72 h, the β-ETI 
limits were within the acceptability limits at all contamination levels. When λ was ±0.3 log10

, 

only at 25°C and 28°C, 72 h that the β-ETI limits fell inside the acceptability limits at all contamination 
levels. It can be concluded that the validity of Petrifilm 3M RYM depends on defined β% and acceptability 
limits (λ) specified by the users. Use of accuracy profile assists the users to choose an analytical method  
appropriately. 

Keywords: Accuracy profile, Validation, Petrifilm 3M RYM, Beverage


