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บทคัดย่อ 
การทดสอบความใช้ได้ของวิธีตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียในน า้นมดิบด้วยเคร่อองอัตนนมัต ิ

BactoScan ซึองใช้เทคนิค Flow Cytometry เปรียบเทียบกบัวิธี AOAC, PetrfilmTM  นดยใช้ตวัอย่าง
น า้นมดิบทีอได้จากธรรมชาติ ท าการศึกษา Relative trueness และ Accuracy profile ตาม ISO 
16140-2:2016 พบวา่วิธี AOAC, PetrfilmTM และ BactoScan มีความสมัพนัธ์กนัเป็นเส้นตรง และเม่ออ
ท าการวิเคราะห์ Bland-Altman Scatter Plot ทีอระดบัความเช่ออมัอน 95 เปอร์เซ็นต์ พบว่า AOAC, 
PetrfilmTM และ BactoScan มีความสอดคล้องกัน ในการวิเคราะห์ Accuracy profile พบว่า 
BactoScan ให้ผลเทียบเทา่กบัวิธีอ้างอิงส าหรับการทดสอบตวัอย่างน า้นมนคดิบทีอระดบัการปนเป่อ้นทีอ
ทดสอบตัง้แต ่3.7log10 cfu/ml ถึง 6.86 log10 cfu/ml  
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Abstract 

BactoScan, a flow cytometry technique, were validated comparing with reference 
method, AOAC, PetrfilmTM. All samples were naturally contaminated milk, analysed both 
AOAC, PetrfilmTM and BactoScan. Results were statistical analysed via Relative trueness 
plot and Accuracy profile according to ISO 16140-2:2016, illustrated that the AOAC, 
PetrfilmTM and BactoScan ware linearity correlated. A Bland-Altman Scatter Plot at confident 
level 95% show that the agreement of both method are accepted. Bacterial enumeration by 
BactoScan was equivalent to AOAC, PetrfilmTM for bacterial count in raw milk at 
contaminated levels from 3.7log10 cfu/ml to 6.86 log10 cfu/ml 
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บทน า 
 

การตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียในน า้นมดิบก่อนการน าเข้าสู่กระบวนการแปรรูปเป็นขัน้ตอน
ส าคญัอย่างหนึองซึองสามารถบ่งชีถ้ึงสขุศาสตร์ของฟาร์มและศนูย์รวบรวมน า้นมดิบ จึงได้มีการพฒันา
เทคนิคต่าง ๆ เพ่ออให้การตรวจนับปริมาณแบคทีเรียสามารถเป็นทีอยอมรับได้และมีความน่าเช่ออถ่อ 
ปัจจบุนัวิธี AOAC, PetrfilmTM ซึองได้รับการยอมรับอย่างเป็นสากลส าหรับตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียใน
น า้นมนัน้ใช้ระยะเวลานานถึง 48 ชัอวนมง ตอ่มาจึงได้มีการพฒันาเคร่อองม่ออตันนมตัิซึองใช้เทคนิค Flow 
cytometry ในการตรวจนบัปริมาณเช่อ้แบคทีเรียในน า้นม นดยใช้หลกัการตรวจนบัสารพนัธุกรรมทีอ
ผา่นการย้อมสีด้วย fluorescent-dye ethidium bromide ซึองให้ผลการทดสอบทีอรวดเร็วสามารถเช่ออถ่อ
ได้ และยงัสามารถตรวจน า้นมดบิได้ครัง้ละปริมาณมาก 

อย่างไรก็ตามเทคนิค Flow cytometry เป็นเทคนิคทีอยังไม่ได้ใช้ในการตรวจสอบคณุภาพ
น า้นมดบิอยา่งแพร่หลายเน่อองจากยงัต้องการการพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธีเปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐาน 
AOAC,  PetrfilmTM ทีอมีความน่าเช่ออถ่อในระดบัสากล จึงต้องท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีนดย
อ้างอิงตาม ISO 16140:2016 เพ่ออให้มีความมัอนใจวา่วิธีการดงักลา่วสามารถเทียบเคียงและใช้ทดแทน
ได้ก่อนน ามาในห้องปฏิบตัิการ ในการศึกษาครัง้นีมุ้่งเน้นไปทีอการท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
ทดสอบเพ่ออน ามาใช้ในการปฏิบตังิานจริงในการตรวจวิเคราะห์คณุภาพน า้นมดิบซึองส่งตรวจประจ ากบั
ห้องปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม ซึองท าให้เป็นประนยชน์อย่างยิองในการลด
ระยะเวลาการตรวจวิเคราะห์และคา่ใช้จา่ยในการเตรียมอาหารเลีย้งเช่อ้ 

 
 
 



1. วัตถุประสงค์ 
ศกึษาความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียในน า้นมดบิของเคร่อองวิเคราะห์ปริมาณ

แบคทีเรียน า้นมดบิแบบอตันนมตั ิBactoScan เปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐาน AOAC, PetrfilmTM 
2.ขอบข่าย 

วิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียในน า้นมดบิแบบอตันนมตัินดยใช้หลกัการ Flow Cytometry ร่วมกบั
การย้อมสีสารพนัธุกรรมของแบคทีเรียด้วยเทคนิค Fluorescent-dye ethidium bromide 
3.ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

สามารถวิเคราะห์หาปริมาณแบคทีเรียในตวัอยา่งน า้นมดิบจ านวนมากได้อยา่งรวดเร็ว 
4.  วิธีด าเนินการ 

4.1.  ตวัอยา่ง 
ตัวอย่างทีอใช้ในการศึกษาในครัง้นีเ้ป็นตัวอย่างน า้นมนคดิบธรรมชาติจากการสุ่ม

ตวัอย่างถังรวมรายฟาร์มของเกษตรกรในพ่น้ทีอจังหวดัสระบุรีก่อนส่งเข้าถังรวมนมของศนูย์
รวบรวมน า้นมดบิก่อนท าการผลิต จ านวน 30 ตวัอยา่ง 
4.2.  การวิเคราะห์จ านวนแบคทีเรียตามวิธีมาตรฐาน 

ปิเปตตวัอย่างน า้นมดิบปริมาตร 1 ml ลงใน Butterfield’s phosphate buffered 
waterปริมาตร 9 มิลลิลิตรท าการเจ่อจางสารละลายตวัอย่างทีอความเข้มข้น1:100, 1:1000 
และ 1:10000 แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค AOAC, PetrfilmTM ตาม Office Methods of 
Analysis of AOAC International. 2016.20th Method 986.33. 
4.3.  การวิเคราะห์จ านวนแบคทีเรียนดยใช้เคร่อองอตันนมตั ิBactoScan 

แบ่งตวัอย่างชดุเดียวกับทีอใช้ท าการวิเคราะห์ตามวิธีมาตรฐาน AOAC, PetrfilmTM 
เพ่ออน ามาท าการวิเคราะห์นดยใช้เคร่อองอัตนนมัติ BactoScan ในการศึกษานีจ้ะท าการ
วิเคราะห์ซ า้ (duplicate) ทกุตวัอยา่ง นดยเริอมท าการวิเคราะห์แตกตา่งจากวิธีมาตรฐานไม่เกิน 
30 นาที  

 
 
 
 



4.4. การศกึษา Relative Trueness 
4.4.1. Scatter Plot  

ผลทดสอบจะท าการวิเคราะห์นดยสร้างแผนภูมิการกระจาย (Scatter Plot) ระหว่าง
วิธีมาตรฐานและวิธีทางเล่อก นดยค านวณคา่ Log10 cfu/g ของวิธีมาตรฐานให้แทนในตวัแปร 
X และ Log10 cfu/g ของวิธีทางเล่อกแทนทีอตวัแปร Y (ISO 16140-2:2016)  

4.4.2. Bland-Altman Scatter Plot 
ด าเนินการตามวิธีการ ISO 16140-2:2016 (E) ท าการหา Log10 cfu ของวิธี

มาตรฐานและวิธีทางเล่อก น า Log10 cfu ของแตล่ะคูม่าหาคา่เฉลีอย (Mean) และคา่ความ
แตกต่างระหว่างผลทดสอบ (Differnce, D) น าค่าความแตกต่างของทุกตัวอย่างมาหา
คา่เฉลีอย( ) และส่วนเบีอยงเบนมาตรฐานของคา่เฉลีอย  (Standard deviation, SD) น ามาเข้า
สตูร 

 
เม่ออ   ค่อ จ านวนคูข่องผลทดสอบ 

 ค่อ คา่เปอร์เซ็นไทล์ทีอได้จาก Student-t นดยมี  
degree of freedom = ;  

น าค่ามาพลอตกราฟระหว่างค่าความแตกต่างระหว่างตวัอย่างและค่าเฉลีอย พร้อม
แสดงเส้นตรงของคลาดเคล่ออน ขอบเขตบนและขอบเขตล่างของความเช่ออมัอนทีอ 95 เปอร์เซ็นต์
ตอ่ความคลาดเคล่ออน 
4.5. การศกึษา Accuracy Profile 

ด าเนินการตามวิธีการ ISO 16140-2:2016  นดยก าหนดให้ Xij ค่อ คา่ Log10 ของ
ผลทดสอบทีอได้จากวิธีวิเคราะห์นดยใช้เคร่อองอตันนมตัิ BactoScan และ Yij ค่อคา่ Log10 ของ
ผลทดสอบทีอได้จากวิธีมาตรฐาน AOAC, PetrfilmTM เกณฑ์การยอมรับของความแตกต่าง
ระหวา่งวิธีมาตรฐาน AOAC, PetrfilmTM และBactoScan อยูที่อ ±0.5 log10 

 

 

 



5. ผลการทดลอง 
5.1. การศกึษา Relative trueness 

เม่ออท าการวิเคราะห์นดยใช้ Bland-Altman Scatter Plot  พบว่าคา่ความตา่งของสอง
วิธีการสมัพนัธ์กบัคา่เฉลีอย log10 cfu ของทัง้สองวิธีอยู่ในช่วงการยอมรับของขอบเขตบนและ
ขอบเขตลา่ง แสดงวา่ทัง้สองวิธีมีความสอดคล้องกนั 

 
ตาราง 1 ผลวิเคราะห์เช่อ้จลุินทรีย์เปรียบเทียบระหวา่งวิธีมาตรฐาน และ BactoScan 

Level 
AOAC, PetrifilmTM BactoScan 

Xi Yi 
X1 X2 Y1 Y2 

low 5,000 5,000 7,000 7,000 3.70 3.85 
low 10,000 6,000 7,000 6,000 3.89 3.81 
low 11,000 10,000 9,000 6,000 4.02 3.87 
low 12,000 10,000 8,000 7,000 4.04 3.87 
low 14,000 9,000 17,000 12,000 4.05 4.15 
low 17,700 17,818 17,000 16,000 4.25 4.22 
low 32,000 31,000 29,000 32,000 4.50 4.48 
low 43,000 43,000 35,000 31,000 4.63 4.52 
low 44,000 40,000 27,000 30,000 4.62 4.45 
low 45,000 44,000 74,000 61,000 4.65 4.83 

medium 195,455 186,000 218,000 210,000 5.28 5.33 
medium 260,000 300,000 251,000 237,000 5.45 5.39 
medium 282,728 296,364 378,000 376,000 5.46 5.58 
medium 295,455 280,909 279000 269000 5.46 5.44 
medium 300,000 250,000 216,000 197,000 5.44 5.31 
medium 400,000 360,000 303,000 296,000 5.58 5.48 
medium 550,000 490,000 349,000 348,000 5.72 5.54 
medium 580,000 470,000 345,000 342,000 5.72 5.54 
medium 620,000 650,000 997,000 995,000 5.80 6.00 



 
 

รูป 1  Bland-Altman Scatter Plot ของตวัอย่างน า้นมดบิเปรียบเทียบความสอดคล้องระหวา่งวิธี
มาตรฐาน AOAC และวิธี BactoScan 

 
 
 

Level 
AOAC, PetrifilmTM BactoScan 

Xi Yi 
X1 X2 Y1 Y2 

medium 720,000 650,000 487,000 531,000 5.84 5.71 
high 1,100,000 1,090,000 1,125,000 936,000 6.04 6.01 
high 1,200,000 1,070,000 1,062,000 1,030,000 6.05 6.02 
high 1,310,000 1,290,000 1,305,000 1,247,000 6.11 6.11 
high 1,460,000 1,510,000 1,428,000 1,378,000 6.17 6.15 
high 1,770,000 1,800,000 1,293,000 1,236,000 6.25 6.10 
high 1,800,000 3,200,000 1,829,000 1,976,000 6.38 6.28 
high 2,350,000 1,872,727 2,837,000 294,8000 6.32 6.46 
high 2,790,000 2,670,000 2,741,000 2,956,000 6.44 6.45 
high 3,200,000 3,800,000 2,379,000 2,449,000 6.54 6.38 
high 7,200,000 6,900,000 5,176,000 5,267,000 6.85 6.72 



5.2. การศกึษา Accuracy profile 
เม่ออท าการพลอตกราฟ Accuracy profile ของตวัอย่างทดสอบน า้นมดิบพบว่าช่วง

ความคลาดเคล่ออนทีอคาดหวงัขอบบน (ß-expectation tolerance interval; ß-ETI) มีคา่ต อา
กวา่เกณฑ์การยอมรับขอบบนและขอบล่าง (Acceptability limits) (รูป2) แสดงว่าวิธีวิเคราะห์
นดยใช้ BactoScan ให้ผลเทียบเท่ากับวิธีอ้างอิงส าหรับการทดสอบตวัอย่างน า้นมนคดิบทีอ
ระดบัการปนเป่อ้นทีอทดสอบตัง้แต ่3.7log10 cfu/ml ถึง 6.86 log10 cfu/ml 

 

 

รูป 2 Accuracy Profile Plot, Bi=Bias of Alternative method, Ui = upper limit, Li = lower limit,     
       AL = Acceptability limit 
6. สรุปผลการทดลอง 

วิธีมาตรฐาน AOAC, PetrifilmTM และวิธีตรวจวิเคราะห์เช่อ้แบคทีเรียด้วยเคร่อองอตันนมตัิมี
ความสอดคล้องกันทีอความเช่ออมัอนทีอ 95% ตาม Bland-Altman Scatter Plot และสามารถให้ผล
เทียบเทา่กบัวิธีมาตรฐานส าหรับการทดสอบตวัอยา่งน า้นมนคดบิ 
 
 



7. ข้อเสนอแนะ 
ในการศึกษาครัง้นี ้การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ตวัอย่างน า้นมนคดิบด้วยเคร่ออง

อตันนมตัิ BactoScan ได้ท าการวิเคราะห์ตวัอย่างซ า้แบบ duplicate จ านวน 30 ตวัอย่าง เพ่ออผลการ
ทดลองทีอชดัเจนยิองขึน้ควรท าการวิเคราะห์ตวัอย่างซ า้อย่างน้อย 5 ครัง้ (Replicate) จึงจะสามารถเห็น
การกระจายได้ชดัเจนยิองขึน้ และต้องรักษาตวัอย่างตามวิธีทีอก าหนดและระยะเวลาจากทีอเก็บตวัอย่าง
จนกระทัองวิเคราะห์ควรน้อยทีอสดุ  
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