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บทคัดย่อ 

 

          การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์ในการตรวจสอบความใช้ได้ของการทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมด้วย
เครื่อง Spiral plate เพ่ือให้มั่นใจว่าวิธีการทดสอบที่น ามาใช้ให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง เหมาะสม  มีความ
น่าเชื่อถือ  เทียบเท่ากับวิธีอ้างอิงมาตรฐาน ซึ่งห้องปฏิบัติการได้ท าการดัดแปลงจากวิธี APHA Thermoduric 
Count ในขั้นตอนการเจือจางและจ่ายตัวอย่างจาก Standard Plate Count Method เป็น Spiral Plate 
Count Method โดยตัวอย่างที่ใช้มาจากตัวอย่างน้ านมที่ทดสอบประจ าภายในห้องปฏิบัติการ แล้วน าไปผ่าน
กระบวนการ Pasteurization โดยบ่มตัวอย่างใน Water bath ที่อุณหภูมิ 62.8±0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที เมื่อครบเวลาน าไปท าให้เย็นทันทีที่อุณหภูมิต่ ากว่า 10 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นน าตัวอย่างไป
ทดสอบด้วยเทคนิค pour plate แล้วน าไปบ่มใน Incubator ที่อุณหภูมิ 32±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48±3 ชั่วโมง  ส าหรับการทดสอบด้วยเครื่อง Spiral plate เครื่องจะจ่ายตัวอย่างน้ านมปริมาตร 100 
ไมโครลิตร  ลงในจานเพาะเชื้อขนาด 150 มิลลิเมตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิและเวลาเดียวกันกับเทคนิค 
pour plate  ท าการประเมินผลเปรียบเทียบระหว่างสองวิธี โดยใช้ Relative trueness study และ 
Accuracy profile study  ตามแนวทางของ ISO 16140-2 : 2016  พบว่าได้ค่า R2 เท่ากับ 0.9754  มี
ค่าเฉลี่ยของผลการทดสอบทั้งสองวิธีอยู่ในขอบเขต Upper limit และ Lower limit ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% เท่ากับ 0.337 และ -0.285 ตามล าดับ และมีค่า Upper ß-ETI สูงสุดเท่ากับ 0.277 และค่า Lower ß-
ETI ต่ าสุดเท่ากับ -0.117 ซึ่งค่าทั้งหมดอยู่ในช่วง Acceptability limit เท่ากับ ± 0.5 log แสดงให้เห็นว่า 

Spiral Plate Count Method เทียบเท่ากับวิธีอ้างอิงมาตรฐาน สามารถน ามาใช้ทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนใน
น้ านมภายในห้องปฏิบัติการ 
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Abstract 

 

          This study aims to validate thermoduric count in milk using Spiral Plate method and 
to considered that the alternative method could provide the accurate and reliable results 
similar to the reference method. In brief, APHA Thermoduric Count was modified by using 
Spiral Plate Count Method rather than Standard Plate Count Method in the sample dilution 
step. The routine milk samples were pasteurized at 62.8±0.5 oC in water bath for 30 minutes 
then immediately cooled to 10 oC. The pasteurized samples were analyzed using pour plate 
technique and incubate at 32±1 oC for 48±3 hours. For the Spiral Plate method, 100 µL of 
pasteurized samples were delivered into 150 mm petri dish and incubated at the same 
conditions. The results were evaluated using Relative trueness study and Accuracy profile 
study according to ISO 16140-2 : 2016. From linear regression, the R2 value was 0.9754. The 
result’s average of both methods was between Upper limit (0.337) and Lower limit (-0.285) 
at 95% confidence level, the highest Upper ß-ETI was 0.277 and the lowest Lower ß-ETI was 
-0.117. In addition, these results comply with the Acceptability limit (± 0.5 log). The results 
indicate that Spiral Plate Count Method was similar to the reference method and could be 
used in the laboratory for the thermoduric count. 
 
 
 
 
 
 
 
 
key words : Thermoduric Bacteria, Standard Plate Count Method, Spiral Plate Count Method, 
Relative trueness study,  Accuracy profile study 
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บทน้า 
 

           แบคทีเรียทนร้อน (Thermoduric Bacteria) เป็นแบคทีเรียที่ทนต่ออุณหภูมิสูง สามารถอยู่รอดได้ใน
สภาวะแวดล้อมที่มี อุณหภูมิค่อนข้างสูงได้  แบคทีเรียทนความร้อนที่พบปนเปื้อนในน้ านมดิบ ได้แก่ 
Micrococcus, Microbacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus, Clostridium และ
แบคทีเรียกลุ่ม Coryneform ปริมาณจุลินทรีย์ทนความร้อนบ่งบอกถึงปฏิบัติการที่ไม่ถูกสุขลักษณะและใช้
บ่งชี้ประสิทธิภาพในการท าความสะอาดเครื่องจักรและอุปกรณ์แปรรูปอาหาร แบคทีเรียทนร้อนปนเปื้อนใน
น้ านมมาจาก อุปกรณ์ และเครื่องมือเครื่องใช้ที่ไม่สะอาด (APHA, 2004) เป็นสาเหตุท าให้เกิดการเสื่อมเสีย
ของอาหาร (microbial spoilage) ซ่ึงจ านวนเชื้อแบคทีเรียทนร้อนในน้ านมดิบ ต้องไม่มากกว่า 103 CFU/mL 
(มาตรฐานสินค้าเกษตร, 2553) 
           การฆ่าเชื้อแบบพาสเจอไรซ์ (Pasteurization) กรรมวิธีฆ่าเชื้อด้วยความร้อนที่อุณหภูมิไม่เกิน 100 
องศาเซลเซียส (ประกาศกระทรวงสาธารณสุข, 2556) วัตถุประสงค์เพ่ือท าลายจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคและไม่
สร้างสปอร์ คุณภาพของอาหารจะแตกต่างจากวัตถุดิบไม่มากนัก แต่การฆ่าเชื้อในระดับพาสเจอไรซ์จะไม่
สามารถท าลายสปอร์ของเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็นอันตรายต่อผู้บริโภค และไม่สามารถท าลายเชื้อจุลินทรีย์ที่ทน
ความร้อนสูงได้ ดังนั้นจะต้องเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ที่ผ่านการพาสเจอไรซ์ที่อุณหภูมิต่ ากว่า 4 องศาเซลเซียส 
หรืออุณหภูมิตู้เย็น เพราะการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ าสามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ ปริมาณเชื้อที่ยังคงมีอยู่
ในอาหารจึงไม่เป็นอันตรายต่อผู้บริโภค (กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, ม.ป.ป.) 
           วิธีทดสอบส าหรับวิเคราะห์ Thermoduric bacteria เรียกว่า Laboratory pasteurization count 
เป็นการน าตัวอย่างน้ านมผ่านความร้อนที่อุณหภูมิ 62.8 ± 0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือจ าลอง
กระบวนการ Pasteurization เมื่อครบระยะเวลาน าตัวอย่างน้ านมไปท าให้เย็นลงทันทีที่อุณหภูมิต่ ากว่า 10 
องศาเซลเซียส เชื้อจุลินทรีย์ที่เหลือรอดจากการผ่านความร้อนจะถูกวิเคราะห์ด้วย Standard Plate Count 
Method หรือ Alternative Method (APHA, 2004) 
           Spiral Plate Count Method เป็นวิธีที่ประยุกต์ใช้เพ่ือทดสอบน้ านมดิบ โดยใช้เครื่อง  Spiral 
Plater  ตัวอย่างของเหลวจะถูกดูดและจ่ายลงบนผิวหน้าอาหารวุ้นแข็งในรูปแบบ Archimedes spiral โดย
ปริมาตรตัวอย่างจะลดลงเรื่อยๆ จากจุดศูนย์กลางไปจนถึงขอบจานอาหารวุ้นแข็ง หลังจากนั้นน าตัวอย่างไป
บ่ม เมื่อครบก าหนดระยะเวลาจะปรากฏโคโลนีขึ้นตามแนวการจ่ายตัวอย่าง สามารถนับจ านวนโคโลนีได้โดย
ใช้แผ่น grid (APHA, 2004) 
           งานจุลชีววิทยา กลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม ซึ่งรับผิดชอบในการตรวจวิเคราะห์
คุณภาพน้ านม จึงไดต้รวจสอบความใช้ได้ของวิธีการทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมด้วยเครื่อง Spiral Plate 
ซึ่งถือเป็นวิธีทางเลือกที่ใช้ในการทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านม เพ่ือช่วยลดขั้นตอนในการเจือจางตัวอย่าง 
และท าให้มั่นใจว่าวิธีการวิเคราะห์ที่น ามาใช้ให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง เหมาะสม มีความน่าเชื่อถือ เทียบเท่า
กับวิธีอ้างอิงมาตรฐาน  
                    



1. วัตถุประสงค ์
เพ่ือตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมด้วยเครื่อง Spiral Plate และ

เพ่ือให้มั่นใจว่าวิธีการวิเคราะห์ที่น ามาใช้ให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง เหมาะสม มีความน่าเชื่อถือ เทียบเท่า
กับวิธีอ้างอิงมาตรฐาน 

2. ขอบข่าย  
เพ่ือตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมด้วยเครื่อง Spiral Plate ซึ่ง

เป็นวิธีการวิเคราะห์ที่น ามาใช้ภายในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา กลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์
นม  ตามแนวทางของ ISO 16140-2 (2016)  

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
3.1 ช่วยลดขั้นตอนในการเจือจางและจ่ายตัวอย่าง 
3.2 สามารถน าวิธีการทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมด้วยเครื่อง Spiral Plate มาใช้ตรวจวิเคราะห์

ภายในห้องปฏิบัติการ โดยให้ผลการทดสอบที่ถูกต้อง เหมาะสม มีความน่าเชื่อถือ 
4. เครื่องมือและวัสดุวิทยาศาสตร์  

4.1 เครื่องมือและอุปกรณ ์
4.1.1 Spiral Plater ยี่ห้อ interscience รุ่น easySpiral Dilute® 
4.1.2 Spiral® counting grid 
4.1.3 จานเพาะเชื้อพลาสติก ขนาด 150 × 15 มม. 
4.1.4 จานเพาะเชื้อพลาสติก ขนาด 90 × 15 มม. 
4.1.5 Disposable micro beakers  ขนาด 5 mL 
4.1.6 ขวดแก้ว ขนาด 2 L พร้อม Connectors     
4.1.7 Pipette aid       
4.1.8 Graduated pipette  ขนาด 10 mL 
4.1.9 Graduated pipette  ขนาด 1 mL 
4.1.10 Test tube 
4.1.11 Water bath อุณหภูมิ 62.8 ± 0.5 oC 
4.1.12 Incubator อุณหภูมิ 32 ± 1 oC 
4.1.13 นาฬิกาจับเวลา 

4.2 สารเคมี/สารมาตรฐาน 
4.2.1 EnzyClear® 
4.2.2 Sodium hypochlorite solution 0.5 % 
4.2.3 Sterile Distilled water 

 
 



4.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
4.3.1  Plate Count Agar (PCA) 

4.4 เชื้ออ้างอิงมาตรฐาน 
4.4.1 Bacillus subtilis  (ATCC 6633) 

5. วิธีด้าเนินการ 
5.1 Relative trueness study 

5.1.1 คัดเลือกตัวอย่างน้ านมดิบจ านวน 20 ตัวอย่าง ตัวอย่างทดสอบควรมีระดับการปนเปื้อนที่  
เป็นตัวแทนของระดับการปนเปื้อนที่มีความหลากหลายตามธรรมชาติได้ ต้องครอบคลุม
ระดับการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ทนร้อนที่ตรวจพบและใช้ในการทดสอบด้วย 

Categories  :  Raw milk and dairy products 
Type          :  Raw milks  
Item          :   Raw milks  20 sample 

5.1.2 ท าการทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนในตัวอย่างที่ได้คัดเลือกมา โดยน าตัวอย่างไปบ่มใน Water 
bath ที่อุณหภูมิ 62.8±0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน าไปท าให้เย็นทันทีที่
อุณหภูมิต่ ากว่า 10 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นน าตัวอย่างไปทดสอบด้วย วิธีมาตรฐาน 
(Standard Plate Count, APHA) และวิธีทางเลือก แล้วน าค่าที่ได้ไปวิเคราะห์ผลการทดสอบ
ด้วย Scatter plot และ Bland-Altman difference plot โดยใช้ Bland-Altman Method 

5.2 Accuracy profile study 
5.2.1 คัดเลือกตัวอย่างน้ านมดิบที่มี Background ของเชื้อน้อยๆ จ านวน 6 ตัวอย่าง น ามา Spike 

เชื้อ Bacillus subtilis  (ATCC 6633) ลงไป โดยปนเปื้อนในระดับต่ า (Low) 2 ตัวอย่าง 
ระดับปานกลาง (Intermediate) 2 ตัวอย่าง ระดับสูง (High) 2 ตัวอย่าง ด าเนินการทดสอบ
ตัวอย่างละ 5 ซ้ า (5 Test portions) 

5.2.2 ตัวอย่างทดสอบควรมีระดับการปนเปื้อนที่เป็นตัวแทนของระดับการปนเปื้อนที่มีความ 
หลากหลายตามธรรมชาติได้ ต้องครอบคลุมระดับการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ทนร้อนที่ตรวจ
พบและใช้ในการทดสอบด้วย โดยแบ่งเป็น 3 ระดับ                     

ระดับท่ี 1 (Low level)              :  101 - 102  CFU/mL    จ านวน  2  ตัวอย่าง 
ระดับท่ี 2 (Intermediate level)   :  103  CFU/mL          จ านวน  2  ตัวอย่าง 
ระดับท่ี 3 (High level)              :  104 – 105  CFU/mL   จ านวน  2  ตัวอย่าง 

5.2.3 ท าการทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนในตัวอย่างที่ได้คัดเลือกมาโดยวิธีมาตรฐาน และวิธีทางเลือก  
แล้วน าค่าที่ได้ไปวิเคราะห์ผลการทดสอบด้วยกราฟ  Accuracy profile 

  



6. ผลการทดลอง 
6.1 Relative trueness study     

ตารางที่ 1  แสดงการรวบรวมข้อมูลผลการทดสอบและผลการค านวณค่า Average และ 
Difference  ของการทดสอบหาจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมดิบ 

 

Category Type Sample result result Log10 
Average Difference Reference 

method 
Alternative 
method 

Reference 
method 

Alternative 
method 

Raw milk and 
dairy products 

Raw milk 1 94 123 1.973 2.090 2.032 0.117 
2 280 318 2.447 2.502 2.475 0.055 
3 146 205 2.164 2.312 2.238 0.147 
4 46 73 1.663 1.863 1.763 0.201 
5 625 505 2.796 2.703 2.750 -0.093 
6 32 82 1.505 1.914 1.709 0.409 
7 1,235 1,488 3.092 3.173 3.132 0.081 
8 7,050 6,134 3.848 3.788 3.818 -0.060 
9 18,900 18,935 4.276 4.277 4.277 0.001 
10 10,650 9,881 4.027 3.995 4.011 -0.033 
11 2,700 3,343 3.431 3.524 3.478 0.093 
12 305 300 2.484 2.477 2.481 -0.007 
13 13,350 14,262 4.125 4.154 4.140 0.029 
14 26 23 1.415 1.362 1.388 -0.053 
15 31 27 1.491 1.431 1.461 -0.060 
16 8.050 8,984 3.906 3.953 3.930 0.048 
17 3,950 4,743 3.597 3.676 3.636 0.079 
18 340 186 2.531 2.270 2.400 -0.262 
19 3,250 1,928 3.512 3.285 3.398 -0.227 
20 117 132 2.068 2.121 2.094 0.052 

 Average D ( ̅) 0.026 
SD 0.145 

T (0.025,19) 2.093 

 
   ค่า T (Percentile of a Student-t distribution) จากตาราง Student-t distribution จากการแทนค่า 
                           
 

                                                        
 

                   โดย   β    คอื  ค่าช่วงระดับโอกาสความน่าจะเป็นที่ถูกเลือก The chosen probability of   
                                       the interval ในระดับความเชื่อม่ันที่ 95% จะเท่ากับ 0.95 
                          n-1  คือ  ค่า degrees of freedom 
 

6.1.1 สร้างกราฟ scatter plot จากค่า logarithm ฐาน10 ของผลการทดสอบระหว่างวิธี
มาตรฐาน และวิธีทางเลือก  ด้วยโปรแกรม Excel 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1 แสดงกราฟ Scatter plot ระหว่างวิธีมาตรฐาน และวิธีทางเลือก 

 
6.1.2 สร้างกราฟ  Bland-Altman difference plot  เพ่ือแสดง degree of bias และ (lack of) 

agreement ของข้อมูล จากตารางที่ 1 ด้วยโปรแกรม Excel            
6.1.2.1 ค านวณ limits of agreement ตามระบุในสูตร 

 

                                                
                           
                     Upper   =                                                  =  0.337 
 
                     Lower   =                                                  =  -0.285 
 

6.1.2.2 กรอกข้อมูลลงในโปรแกรมตามตารางที่ 2  เพื่อน าไปสร้างกราฟต่อไป   
ตารางที่ 2 แสดงค่า upper, lower, bias 

 
 
 
 

 
 
 
 

X Axis Y Axis 
upper lower bias 

0 0.337 -0.285 0 
5 0.337 -0.285 0 



6.1.2.3  สร้างกราฟ  Bland-Altman difference plot   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              
           รูปที่ 2  Bland-Altman difference plot  ของการทดสอบหาจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมดิบ 
 

6.2 Accuracy profile study 
           ตารางที่ 3  แสดงผลการทดสอบของการหาจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมดิบ 

6.2.1 ขั้นตอนการค านวณ 
6.2.1.1 การการค านวณ  Step 1 - Step 7 

                                  Step 1 แปลงผลการทดสอบวิธีมาตรฐานของแต่ละตัวอย่างเป็นค่า Log10   
                                            จากนั้นค านวณค่ากลาง (central value, Median) Xi 
                                                         Xi = median (xij) 
                                  Step 2 แปลงผลการทดสอบวิธีอ้างอิงของแต่ละตัวอย่างเป็นค่า Log10  จากนั้น  
                                            ค านวณคา่กลาง (central value, Median) Yi 
                                                         Yi = median (yij)               

Category Type Item 
(level) 

Reference method Alternative method 
t.p.1 t.p.2 t.p.3 t.p.4 t.p.5 t.p.1 t.p.2 t.p.3 t.p.4 t.p.5 

Raw milk 
and dairy 
products 

Raw 
milk 

Sample 1 (low) 64 62 65 62 62 191 141 64 86 73 
Sample 2 (low) 475 520 465 515 420 514 559 482 495 477 
Sample 3 
(intermediate) 

3,000 3,200 3,200 3,900 3,100 4,418 3,960 4,086 3,941 4,595 

Sample 4 
(intermediate) 

8,250 8,150 8,600 8,200 8,250 10,500 8,838 9,717 11,074 8,154 

Sample 5 (high) 31,000 39,500 36,000 33,500 34,000 48,116 35,605 37,786 29,412 31,636 
Sample 6 (high) 445,000 510,000 390,000 445,000 440,000 510,145 539,130 464,694 466,667 515,942 

t.p. =  test portion. 



                                  Step 3 ค านวณคา่ความเบีย่งเบนมาตรฐาน ของตัวอย่าง i (standard  
                                            deviation) salt,i  โดยใช้สมการ 
                                     

                                                                                   โดย  n  =  number of test portion   
                                                                                        
                                  Step 4 ค านวณค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานรวม ของวิธีทางเลือก (combined   
                                            standard deviation) salt โดยใช้สมการ     
                                                                          โดย q  =  number of samples  
                                                                                    = จ านวนชุดข้อมูล     
                                                                                
                                  Step 5 ค านวณค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานรวมของวิธีมาตรฐาน (combined   
                                            standard deviation) Sref ที่สอดคล้องกับ Step 3 และ 4 โดยใช้สมการ 
                                                                                   โดย  n  =  number of test portion   
                                                                                              
 
 

                                                  combined standard deviation 
                                                                            โดย q  =  number of samples  
                                                                                      = จ านวนชุดข้อมูล     
                                                                                  
                                  Step 6 ส าหรับแต่ละตัวอย่าง i ให้ค านวณค่า absolute bias ซึ่งเป็นค่าต่าง  
                                            ระหว่างมัธยฐาน (Medians) ของทั้งสองวิธี คือ ค่า Bi = Yi - Xi เป็นการ  
                                            ประมาณ lack ได ้จากผลการเปรียบเทียบระหว่างวิธีอ้างอิงและวิธี  
                                            ทางเลือก 
                                  Step 7 ส าหรับแต่ละตัวอย่าง i ค านวณค่า β-expectation tolerance interval  
                                            (B-ETI) ซึ่งเป็นช่วงที่คาดว่าอัตราของผลทดสอบในอนาคตด้วยวิธี  
                                            ทางเลือกจะอยู่ในช่วง β ส าหรับแต่ละตัวอย่างค่า β -ETI ค านวณได้จาก  
                                            สมการ 
                                                     
                                                                         โดย                                  
                                    

                                    โดย T เป็นค่า percentile ซึ่งอ่านจากตาราง Student-t distribution ส าหรับ  
                                    ค่าโอกาสความน่าจะเป็น β ที่ถูกเลือก (chosen probability) ที ่80% และค่า 
                                    degrees of freedom คือ q (n-1) ค่า T เป็นค่า coverage factor ของ 
                                         β-ETI ส าหรับตัวอย่างที่ทดสอบความถูกต้อง โดยก าหนดเป็นค่า upper limit      
                                    Ui และ lower limit Li ตามสมการ   
 

                                         
                                                                                                                                                    และ  
 
 



6.2.1.2 บันทึกผลที่ค านวณได้ของแต่ละตัวอย่างตามตารางที่ 4 
      ตารางที่ 4 แสดงการบันทึกผลการค านวณ Step 1 - Step 7 

Method จ านวนซ้ า ผลการทดสอบ 
ตัวอยา่งที่ 1 ตัวอยา่งที่ 2 ตัวอยา่งที่ 3 ตัวอยา่งที่ 4 ตัวอยา่งที่ 5 ตัวอยา่งที่ 6 

Reference (log10) 1 1.806 2.677 3.477 3.916 4.491 5.648 
2 1.792 2.716 3.505 3.911 4.597 5.708 
3 1.813 2.667 3.505 3.934 4.556 5.591 
4 1.792 2.712 3.591 3.914 4.525 5.648 
5 1.792 2.623 3.491 3.916 4.531 5.643 

Step 1 (Median) Xi 1.792 2.677 3.505 3.916 4.531 5.648 
Alternative (log10) 1 2.281 2.711 3.645 4.021 4.682 5.708 

2 2.149 2.747 3.598 3.946 4.552 5.732 
3 1.806 2.683 3.611 3.988 4.577 5.667 
4 1.934 2.695 3.596 4.044 4.469 5.669 
5 1.863 2.679 3.662 3.911 4.500 5.713 

Step 2 (Median) Yi 1.934 2.695 3.611 3.988 4.552 5.708 
Step 3 Salt,i 0.201 0.028 0.030 0.054 0.082 0.028 

n 5 5 5 5 5 5 
Step 4 Salt 0.0935      
Step 5 Sref,i 0.010 0.038 0.045 0.009 0.039 0.041 

Sref 0.0336      
Step 6 Yi-Xi 0.142 0.018 0.106 0.072 0.021 0.060 

  0.1024      
T(0.1,24) 1.318      

Step 7  0.1350      
Ui 0.277 0.153 0.241 0.207 0.156 0.195 
Li 0.007 -0.117 -0.029 -0.063 -0.114 -0.075 

 
6.2.1.3 บันทึกสรุปที่ค านวณได้ของแต่ละตัวอย่างลงในตารางที่ 5 

ตารางที่ 5 แสดงการบันทึกสรุปผลการค านวณ 

ตัวอยา่ง Central value 
(Ref) Xi 

Central value 
(Alt) Yi 

Bias 
(Yi - Xi) 

Upper β-ETI 
(Ui) 

Lower β-ETI 
(Li) 

Upper AL Lower AL 

ตัวอยา่งที่ 1 1.792 1.934 0.142 0.277 0.007 0.5 -0.5 
ตัวอยา่งที่ 2 2.677 2.695 0.018 0.153 -0.117 0.5 -0.5 
ตัวอยา่งที่ 3 3.505 3.611 0.106 0.241 -0.029 0.5 -0.5 
ตัวอยา่งที่ 4 3.916 3.988 0.072 0.207 -0.063 0.5 -0.5 
ตัวอยา่งที่ 5 4.531 4.552 0.021 0.156 -0.114 0.5 -0.5 
ตัวอยา่งที่ 6 5.648 5.708 0.060 0.195 -0.075 0.5 -0.5 

 
        ใน ISO 16140-2 : 2016 ก าหนดขีดจ ากัดการยอมรับผลทดสอบ (acceptability limit , AL) 

เท่ากับ ±0.5 log10 units  ซึ่งแสดงขอบเขตของค่าความแตกต่างระหว่างวิธีมาตรฐานและวิธีทางเลือกที่
ยอมรับได ้   



6.2.1.4 สร้างกราฟ Accuracy profile 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                   

                   รูปที่ 3  Accuracy profile ของการเปรียบเทียบ Reference  Method และ Alternative    
                             Method ในการหาจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมดิบ    

7. สรุปผลการทดลอง 
ในการศึกษา Relative trueness จากกราฟ Scatter plot พบว่า จุดตัวอย่างทุกจุดอยู่บนเส้นหรือ

อยู่ใกล้ line of identity มีค่า R2 เท่ากับ 0.9754 ซึ่งแสดงว่าวิธีทางเลือกและวิธีมาตรฐานให้ผลสอดคล้อง
กัน  ส่วนกราฟ Bland – Altman difference plot  มีค่าเฉลี่ยของผลการทดสอบทั้งสองวิธี อยู่ใน
ขอบเขต Upper limit เท่ากับ 0.337 และ Lower limit เท่ากับ -0.285 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
ส าหรับการศึกษา Accuracy profile ครอบคลุมระดับการปนเปื้อน โดยแบ่งเป็น 3 ระดับ คือ 101-102 
CFU/mL (Low level)  103 CFU/mL (Intermediate level) และ 104-105 CFU/mL (High level)  
จากกราฟ Accuracy profile พบว่า มีค่า Upper ß-ETI สูงสุดเท่ากับ 0.277 และค่า Lower ß-ETI ต่ าสุด
เท่ากับ -0.117 ซึ่งค่าทั้งหมดอยู่ในช่วง Acceptability limit เท่ากับ ± 0.5 log  แสดงว่าวิธีทางเลือก
สามารถยอมรับได้ว่ามีความเทียบเท่ากับวิธีมาตรฐาน 

8. ข้อเสนอแนะ 
การปนเปื้อนของจุลินทรีย์ในน้ านมเป็นหนึ่งในปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อคุณภาพน้ านม นอกจาก

เชื้อจุลินทรีย์ทนร้อนแล้ว ยังมีกลุ่มจุลินทรีย์ที่เจริญได้ทั้งหมดและกลุ่มโคลิฟอร์ม ซึ่งการตรวจสอบความ
ใช้ได้ของการทดสอบจุลินทรีย์ทนร้อนในน้ านมด้วยเครื่อง Spiral Plate สามารถใช้เป็นแนวทางในการ
ตรวจวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าวโดยใช้เครื่อง Spiral Plate ได้เช่นเดียวกัน 
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