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บทคัดย่อ 

BactoScan เป็นเคร่ืองตรวจนบัจ านวนแบคทีเรียในน า้นมแบบอตัโนมตัิ ส าหรับตรวจ
นบัปริมาณ bacteria ในน า้นมดิบใช้หลกัการ Flow Cytometry ร่วมกบัการย้อมสีเซลล์ของแบคทีเรีย
ด้วย Fluorescent dye-ethidium bromide โดยมีหน่วยการนบัเป็น Individual Bacteria Count /µl 
(IBC/µl)  จ านวน 1,137 ตวัอย่าง น ามาวิเคราะห์เทียบผลระหว่างวิธี AOAC,PetrifilmTM และวิธี 
BactoScan  โดยวิเคราะห์ตวัอย่างแบบวิธี Duplicate (การท าซ า้) น าผลการวิเคราะห์แปลงคา่เป็น 
Log 10 เพ่ือให้สอดคล้องกบัข้อก าหนด ISO 21187:2004 ส าหรับการวิเคราะห์ข้อมลู เพ่ือสร้างกราฟ
แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างวิธี AOAC,PetrifilmTM และ BactoScan ค่า Sy,x จากสมการท่ีได้มีค่า 

0.28 และท าการวิเคราะห์การถดถอย จะได้สมการ Log10(Total Viable Count) = 1.03x Log10 

(IBC)-0.66 r2=0.86 ซึง่ยอมรับได้ตามข้อก าหนด ISO 21187:2004 
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Abstract 

BactoScan is a bacterial count automatic equipment employed counting of bacteria 
which genetic materials have been stained with Fluorescent dye-ethidium bromide, using 
flow cytometry methods for enumeration of bacteria in milk as Indiviual Bacterial Count per 
microlitre(IBC/µl). To ameliorate of flow cytometry techniques for milk samples, a conversion 
from IBC to TVCs is needed. The experiment analysed 1,137 routine samples of raw milk 
that undertook duplicate analysis with reference standard method, AOAC,PetrifilmTM and 
BactoScan for comparision. The enumeration results were taken into Log10 to meet ISO 
21187:2004 for data analysis. The BactoScan conversion factor was determined to be: Log 

10 (Total Viable Count) = 1.03x Log10 (IBC)-0.66 and r2=0.86, with Sy,x = 0.28. Results were 
complied with ISO 21187:2004. 
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บทน า 

 
ปัจจบุนัมาตรฐานสินค้าเกษตร หรือ มกษ. 5003:2553 ได้ก าหนดให้แบคทีเรียในน า้นมดิบมี

จ านวนไม่เกิน 500,000 cfu/mL เคร่ืองวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียในน า้นมดิบแบบอัตโนมัติ หรือ 
เคร่ือง BactoScan เป็นเคร่ืองมือซึ่งใช้เทคนิค Flow Cytometry สามารถท าการวิเคราะห์ตวัอย่าง
น า้นมดิบจ านวนมากได้อย่างรวดเร็วถึง 50 ตวัอย่างต่อ 1 ชัว่โมง และแสดงผลการตรวจวิเคราะห์
ปริมาณเชือ้แบคทีเรียเป็นหน่วย Individual Bacterial Count per microlitre (IBC/µL) หรือวิเคราะห์
ความเป็นไปได้ท่ีแบคทีเรียสามารถจะสร้างโคโลนี ซึ่งมีความแตกตา่งจากโคโลนีท่ีเกิดขึน้ได้จริง โดย
การตรวจวิเคราะห์จะเป็นผลมาจากการย้อมสี DNA หรือ RNA ของแบคทีเรียด้วย Fluorescent 
ethidium bromide ในขณะท่ีวิธีการมาตรฐาน ได้แก่ วิธี AOAC,PetrifilmTM ใช้ระยะเวลาในการ
วิเคราะห์นาน 48 ชัว่โมง แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณเชือ้แบคทีเรียเป็นหน่วย cfu/ml  

เน่ืองจากแบคทีเรียในน า้นมดิบมีการแปรผนัไปตามปัจจยัซึ่งมีความแตกตา่งหลากหลาย เช่น
สภาพภูมิอากาศ ความชืน้ ภูมิประเทศ และอุณหภูมิ เป็นต้น ท าให้ความเป็นไปได้ท่ีแบคทีเรียจะ
สามารถสร้างโคโลนีมีความแตกตา่งกนั การใช้งานเคร่ือง BactoScan จึงต้องมีการพฒันาสมการเพ่ือ
ใช้ในการแปลงคา่ระหว่างหน่วย IBC/µL และ cfu/ml ซึ่งเป็นคา่ท่ีมีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกนั ทัง้นี ้
เคร่ือง BactoScan เป็นเคร่ืองมืออตัโนมตัท่ีิเหมาะส าหรับการตรวจวิเคราะห์น า้นมดิบจ านวนมาก เช่น 
น า้นมดบิรายฟาร์ม หรือน า้นมดบิตามศนูย์รวบรวมน า้นมดิบ หรือสหกรณ์โคนมท่ีต้องการผลวิเคราะห์
ท่ีมีความรวดเร็ว แม่นย า ใช้ก าลงัคนน้อย และไม่ต้องใช้เจ้าหน้าท่ีท่ีมีความเช่ียวชาญระดบัสงูในการ
ท าการวิเคราะห์ 

การศกึษาในครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือท าหาความสมัพนัธ์ระหว่าง IBC และ cfu เพ่ือให้การใช้
งานเคร่ือง BactoScan เป็นไปอยา่งมีประสิทธิภาพและสอดคล้องกบัวิธีมาตรฐาน เพ่ือให้สามารถเป็น
วิธีทางเลือกส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียในน า้นมดิบ  



 
 
 

 
1. วัตถุประสงค์ 

1. ศึกษาความสามารถในการวิ เคราะห์ปริมาณแบคทีเรียในน า้นมดิบของเคร่ือง 
BactoScan เปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐาน 

2. สร้างสมการการวิเคราะห์ปริมาณปริมาณแบคทีเรียในน า้นมดิบเพ่ือใช้กับเคร่ือง 
BactoScan 

2. ขอบข่าย 
1. วิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียทัง้หมด หรือ Total Bacterial Count ในตวัอย่างน า้นมโดย

ใช้เคร่ือง BactoScan ซึ่งมีหลกัการ Flow Cytometry ร่วมกบัการย้อมสีสารพนัธุกรรม
ของแบคทีเรียด้วยเทคนิค Fluorescent dye ethidium bromide เปรียบเทียบกับ วิธี 
AOAC,PetrifilmTM 

2. ประชากร ได้แก่ น า้นมดบิรายศนูย์รวบรวมน า้นมดิบทัง้ประเทศ 
3. กลุ่มตัวอย่าง ได้แก่ น า้นมดิบรายศูนย์รวบรวมน า้นมดิบในเขต 1 จ านวน 35 ศูนย์     

สง่ตรวจรายเดือนจ านวนอยา่งน้อย 1 ตวัอยา่งตอ่หนึง่ศนูย์รวบรวมน า้นมดบิ 
3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. สามารถวิเคราะห์หาปริมาณแบคทีเรียในตวัอย่างน า้นมดิบจ านวนมากได้อย่างรวดเร็ว 
ผลทดสอบมีความถกูต้องเช่ือถือได้ 

2. เพ่ือใช้เคร่ืองมืออตัโนมตั ิBactoScan ในการแก้ไขปัญหาด้านสขุอนามยัของฟาร์ม และ
ศนูย์รวบรวมน า้นมดบิ 

4. วิธีด าเนินการ 
ก. การเตรียมตวัอยา่ง 
ตัวอย่างน า้นมดิบจ านวน 1,137 ตัวอย่าง เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 4.4 องศา

เซลเซียสจากตวัอยา่งน า้นมดบิจากถงัรวมของสหกรณ์โคนม หรือ ถงัรวมของศนูย์รวบรวมน า้นมดิบส่ง
ตรวจวิเคราะห์เป็นประจ ากับห้องปฏิบัติการกลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม ส านัก
ตรวจสอบคณุภาพสินค้าปศสุตัว์ กรมปศสุตัว์ ซึ่งเป็นห้องปฏิบตัิการท่ีได้รับการรับรองตามมาตรฐาน 
ISO17025:2005 ในขอบขา่ยวิธี AOAC,PetrifilmTM 

 
 



 
 
 

ข. การวิเคราะห์จ านวนจลุินทรีย์ตามวิธีมาตรฐาน AOAC,PetrifilmTM 
ปิเปตตวัอย่างน า้นมดิบปริมาตร 1 ml ลงใน Butterfield’s phosphate buffered 
water ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ท าการเจือจางสารละลายตวัอย่างท่ีความเข้มข้น 
1:100, 1:1000 และ 1:10000 และท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Petrifilm 
Aerobic Plate Count บม่ท่ีอณุหภมูิ 32±1°C นาน 48±3 ชัว่โมง 

การเตรียม bacterial control sample 
เติมสารละลาย Re-hydration ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในขวด Bacterial Control 

Sample ปิดฝา กลบัขวดไปมา 3 ครัง้ จนละลายเข้ากนั เทลงในภาชนะ ปิเปต Re-hydration ปริมาตร 
5  มิลลิลิตรลงในขวด Bacterial Control Sample เพ่ือล้างสารท่ีค้างอยู่ ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย 
Re-hrdration จนได้ 100 มิลลิลิตร ±2 เปอร์เซ็นต์ แช่ตู้ เย็นท่ีอณุหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส จนกว่าจะถึง
การวดัเน่ืองจากความร้อนมีผลตอ่ Mean Value 

การเตรียม Preservative Stock Solution 
ละลาย Boric acid, Potassium sorbate และ Glycerol ในน า้กลัน่ ปรับปริมาตร 

2,000 มิลลิลิตร ป่ันให้ละลายด้วยความร้อน 40 องศาเซลเซียส แชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 2 – 5 องศาเซลเซียส  
การเตรียมสารละลาย Re-hydration ส าหรับ Bacterial Control Sample 
ละลาย ¼ strenght Ringer Tablets ฆ่าเชือ้ ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เติม 

Preservative Stock Solution ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนได้สารละลาย
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เขยา่ให้เข้ากนั 

การเตรียมสารละลาย Sheath Liquid 
Sheath Liquid Stock Solution 
ละลาย Buffer Powder 1 ถงุ  ลงในน า้กลัน่ โดยให้ความร้อน อณุหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ป่ันจนละลายหมด เตมิ Detergent 500 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนได้ 10 ลิตร ±2 เปอร์เซ็นต์ 
Ready to use sheath Liquid  
เทน า้กลั่นปริมาตร 8 ลิตร ± 10% ลงในถังขนาด 10 ลิตร เติมสารละลาย Sheath 

Liquid Stock ปริมาตร 2 ลิตร ± 10% ท่ีอณุหภมูิห้อง 
 
 



 
 
 

การเตรียม Blank Solution 
น าสารละลาย Sheath Liquid Stock ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ± 10 เปอร์เซ็นต์        

ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนได้ 1 ลิตร ± 10 เปอร์เซ็นต ์
การเตรียม Staining Reagent stock solution 
ละลาย Buffer powder 1 ถุง ลงในน า้กลัน่ โดยให้ความร้อนอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส เติม BactoScan FC Staining medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วเทลงใน Buffer 
powder ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน้จนได้ 10 ลิตร 

การเตรียมสารละลาย Incubation Reagent 
น าสารละลาย Staining Reagent Reagent Stock Solution ปริมาตร 190 มิลลิลิตร 

ใส่ในขวด 1000 มิลลิลิตร เติม Enzyme mini 1 ซอง  และ Detergent 10 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน    
ใช้งานได้ 1 วนั 

การเตรียมสารละลาย End of Day ส าหรับ 1 สปัดาห์ 
น าสารละลายแอมโมเนีย 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร มาปรับปริมาตรด้วย

น า้กลัน่จนได้ 10 ลิตร ± 10 เปอร์เซ็นต์ เขยา่ให้เข้ากนั เก็บรักษาว้ท่ีอณุหภมูิไมเ่กิน 25 องศาเซลเซียส 
การเตรียม Rinse Solution 
น า Rinse Concentrate 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนได้ 50 ลิตร คนให้

เข้ากนั เก็บน า้ยาไว้ท่ีอณุหภมูิ 15-25 องศาเซลเซียส 
การเตรียม Particle Control Sample 
น าขวด Particle Control Sample Concentrate วางบน Magnetic stirrir นาน 10 

นาที น า Particle Control Sample หยดลงในสารละลาย Blank ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จ านวน 5 
หยด กลบัขวดไปมา Particle Control Sample สามารถใช้งานได้นานไมเ่กิน 1 ชัว่โมง 

วิธีการวิเคราะห์ 
เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ระหว่างวิ ธี  AOAC,PetrifilmTM และเคร่ือง 

BactoScan โดยให้ระยะเวลาวิเคราะห์ของทัง้สองวิธีไม่เกิน 20 นาที โดยทกุวิธีวิเคราะห์โดยการ
ท าซ า้ (duplicate) น าผลวิเคราะห์มาท าการแปลงเป็นค่า Log 10 และวิเคราะห์ทางสถิติแบบ
ถดถอยเปรียบเทียบระหวา่งวิธีมาตรฐาน และเคร่ืองวิเคราะห์แบบอตัโนมตัิตาม ISO 21187:2004  

 



 
 
 

5. ผลการทดลอง 
จากผลการวิเคราะห์ตวัอย่างน า้นมดิบจ านวน 1,137 ตวัอย่างน าไปวิเคราะห์ผลทางสถิติโดย

ใช้การวเิคราะห์เชิงเส้นแบบถดถอย ก าหนดให้แกน x = IBC และแกน y = CFU จะได้สมการ 

Log10 (Total Viable Count) = 1.030x Log10 (IBC)-0.661, r2=0.857 

โดยคา่ Sy,x จากสมการท่ีได้มีคา่ 0.282 ดงัรูป 1 เม่ือใช้สมการแปลงคา่ IBC ไปเป็น CFU 

พบวา่คา่สงูสดุท่ีได้คือ 7.2x106 cfu/ml และคา่ต ่าท่ีสดุท่ีไปได้ คือ 4.0x103 cfu/ml 

 

 
 
รูป  1 ความสมัพนัธ์ระหว่างแกน X; Log10 ผลวิเคราะห์ตวัอย่างด้วย Petrifilm aerobic count และ
แกน Y; Log10 ผลวิเคราะห์ตวัอยา่งจากเคร่ือง BactoScan จ านวนทัง้หมด 1,137 ตวัอยา่ง   
6. สรุปผลการทดลอง 

ตวัอยา่งน า้นมดบิ (n=1,137) ได้ท าการวิเคราะห์ในห้องปฏิบตัิการโดยใช้วิธี AOAC,PetrifilmTM 
และเคร่ือง BactoScan ผลการวิเคราะห์ได้น าไปใช้เป็นปัจจัยเพ่ือท าการแปลงค่าของเคร่ือง 
BactoScan ตามสมการ 

Log 10 (Total Viable Count) = 1.030x Log10 (IBC)-0.661, r2=0.857 



 
 
 

ซึ่งสมการนีไ้ด้ด าเนินการสอดคล้องกบั ISO 21187:2004 และระดบัของความเท่ียงเป็นท่ีน่า
พึงพอใจ คือ Sy,x =2.82 log10 และตวัอย่างท่ีใช้ท าการวิเคราะห์ได้ท าการวิเคราะห์โดยมีการควบคมุ
คณุภาพภายในตามมาตรฐาน ISO 7218 ท าให้มีโอกาสปนเปือ้นต ่า 
7. ข้อเสนอแนะ 

การตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองอัตโนมัติ BactoScan อาจมีความแตกต่างจากการตรวจ
วิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐานเป็นอย่างมากหากตัวอย่างมีจ านวนเชือ้ตายมากกว่าเชือ้ ท่ีมีชีวิต ทัง้นี ้
เน่ืองจากวิธี AOAC,PetrifilmTM นบัโคโลนีของเชือ้ซึ่งเจริญมาจากเชือ้ท่ีมีชีวิตเท่านัน้แต่  BactoScan 
จะนบัปริมาณเชือ้ทัง้เชือ้เป็นและตาย ทัง้นีจ้ะลดความแตกตา่งได้เม่ือรักษาตวัอย่างตามวิธีท่ีก าหนด
และระยะเวลาจากท่ีเก็บตวัอย่างจนกระทั่งวิเคราะห์ควรน้อยท่ีสุด และควรท าการตรวจสอบความ
ใช้ได้ของวิธีตาม ISO 16140:2016 เพ่ือศกึษาความสอดคล้องของวิธีการก่อนน ามาใช้ในงานประจ า 
8. กิตตกิรรมประกาศ 

ขอขอบพระคุณผู้ อ านวยการส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ และเจ้าหน้าท่ี
ห้องปฏิบตักิารตรวจสอบคณุภาพนมและผลิตภณัฑ์นมท่ีอ านวยความสะดวกในการด าเนินการทดลอง 
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