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การทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ 
ในน้ำนมโคดิบโดยเทคนิค Flow cytometry 

ปารัช ขุนพรม 1   สมชาย วงศ์สมุทร 1   
 

บทคัดย่อ 
 ผลงานวิชาการฉบับนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาพารามิเตอร์ที่เหมาะสมสำหรับการทวนสอบ
ความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบตามมาตรฐานวิธีทดสอบ ISO13366-2 : 
2006 และมาตรฐาน ISO 8196-3: 2009 รวมถึงทำการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบของสำนัก
ตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์  ผลการศึกษาพบพารามิ เตอร์ที่ เหมาะสมในการทวนสอบ
ประกอบด้วย การตรวจสอบการไม่มีอยู่ของโซมาติกเซลล์ การปนเปื้อนข้ามระหว่างตัวอย่าง 
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง ความแม่น ขีดจำกัดล่างและขีดจำกัดบน ความเที่ยงประจำวันและความ
เสถียรระยะสั้น และความเที่ยง ผลการทวนสอบพบค่าเฉลี่ยการตรวจสอบการไม่มีอยู่ของโซมาติกเซลล์ 
เท่ากับ 100 เซลล์ต่อมิลลิลิตร การปนเปื้อนข้ามระหว่างตัวอย่างน้ำนมที่มีจำนวนโซมาติกเซลล์ 774,000 
เซลล์ต่อมิลลิลิตรเท่ากับ 0.28% วิธีทดสอบมีความเป็นเส้นตรงในช่วง 105,000 ถึง 1,034,000 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร ขีดจำกัดล่างเท่ากับ 105,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตรและขีดจำกัดบน  เท่ากับ 1,034,000 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร การทดสอบความแม่นโดยใช้วัสดุอ้างอิงน้ำนมโคดิบ 5 ระดับ พบว่าค่าเฉลี่ยของการ
ทดสอบไม่แตกต่างจากค่าอ้างอิงอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % การทดสอบความเที่ยง
ประจำวันและความเสถียรระยะสั้นที่ระดับจำนวนโซมาติกเซลล์ 170,000 570,000 และ 940,000 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรผันการทำซ้ำและค่าสัมประสิทธิ์ความแปรผันการทำซ้ำใน
ระยะเวลาต่างกันทุกระดับอยู่ในเกณฑ์ยอมรับและไม่พบการเบี่ยงเบนของผลการทดสอบอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95 % ความเที่ยงของการทดสอบตัวอย่างน้ำนมโคดิบถังรวมราย
ฟาร์มที่แตกต่างกันจำนวน 20 ตัวอย่างพบผลทดสอบแต่ละตัวอย่างทั้งหมดเป็นไปตามเกณฑ์กำหนด 
ทั้งนี้ ผลการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบนี้ในแต่ละพารามิเตอร์พบว่าผ่านเกณฑ์การยอมรับ
ทั้งหมด ดังนั้นวิธีนี้จึงเหมาะสมกับการใช้งานตามวัตถุประสงค์และสามารถใช้ข้อมูลในการขอรับการ
รับรอง ISO/IEC 17025:2017 ได้ รวมถึงห้องปฏิบัติการอ่ืนสามารถใช้เป็นแนวทางเพ่ือทวนสอบความ
ใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบได้ 
 
 
 
 

คำสำคัญ: ทวนสอบความใช้ได้ของวิธี  โซมาติกเซลล์ น้ำนมโคดิบ เทคนิค flow cytometry  
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Method verification for enumeration of somatic cells 
in raw cow milk by flow cytometry technique 

Paruch Kunprom 1  Somchai  Wongsamoot 1 
 

Abstract 
 This research paper aimed to study the appropriate performance parameter 
of verification for enumeration of somatic cells in raw cow milk by flow cytometry 
technique according to ISO 13366-2: 2006 and ISO 8196-3: 2009. In addition, the test 
method of the Bureau of Quality Control of Livestock Products is verified. The results 
of the appropriate parameter should be considered in the verification including blank 
checks, carry-over effect, linearity, accuracy, lower limits and upper limit, daily 
precision and short-term stability and precision. The result showed the mean of 
blank checks is 100 cells/mL. The calculated carry-over effect for 774,000 cells/mL 
was 0.28 %. The results were shown the linear range from 105,000 to 1,034,000 
cells/mL. The lower limit of quantification is 105,000 cells/mL. The upper limit of 
quantification is 1,034,000 cells/mL. The accuracy test using five levels of raw cow 
milk reference material was not significant statistically different between test value 
and reference value at 95% confidence level. The data of daily precision and    
short-term stability in samples at 170,000 570,000 and 940,000 cells/mL were used 
to calculate the coefficient variation of repeatability (%Sr,daily) and coefficient variation 
of daily reproducibility (%SR,daily). The %Sr,daily and %SR,daily complied with limits in the 
entire range. No significant deviation of the test result was observed at 95% confidence 
level. The precision was evaluated on 20 individual raw herd bulk cow milk samples. 
The precision was calculated for each milk sample. The results were compiled with the 
limits. The results of this verification were within the acceptance criteria. Therefore, this 
method fitted for the intended usage. The results from this study can be used for 
ISO/IEC 17025: 2017 accreditation. Other laboratories can also use as guidelines for 
verifying their method enumeration of somatic cells in raw cow milk. 
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บทนำ 
จำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบจากถังรวมนมของฟาร์มสามารถใช้เป็นตัวชี้วัดถึง

ระดับปัญหาเต้านมอักเสบได้ทั้งแบบแสดงอาการและไม่แสดงอาการ (Li et al., 2014) ทั้งนี้ปัญหา
เต้านมอักเสบส่งผลต่ออายุการเก็บรักษาและคุณภาพทางประสาทสัมผัส  (sensory quality) ของ
ผลิตภัณฑ์นมได้ (Ma et al., 2000) มาตรฐานสินค้าเกษตร มกษ. 6003-2553 เรื่อง น้ำนมโคดิบ โดย
สำนักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ กำหนดให้น้ำนมโค
ดิบมีจำนวนโซมาติกเซลล์ไม่เกิน 500,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ทั้งนี้ประกาศคณะกรรมการอาหารนม
เพ่ือเด็กและเยาวชน เรื่อง หลักเกณฑ์และวิธีการดำเนินงานโครงการอาหารเสริม (นม)โรงเรียน 
ประจำปีการศึกษา 2564 ระบุว่าคุณสมบัติของผู้ประกอบการผลิตภัณฑ์นมที่ เข้าร่วมโครงการ ณ วัน
รับสมัครต้องมีผลวิเคราะห์คุณภาพน้ำนมเฉลี่ยย้อนหลังของจำนวนโซมาติกเซลล์ ไม่เกิน 500,000 
เซลล์ต่อมิลลิลิตรและในการผลิตนมโรงเรียนผู้ประกอบการผลิตภัณฑ์นมที่เข้าร่วมโครงการต้องใช้
น้ำนมโคดิบจากศูนย์รวบรวมน้ำนมหรือฟาร์มโคนมที่มีจำนวนโซมาติกเซลล์ไม่เกิน 500,000 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร ซึ่งห้องปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพน้ำนมของกรมปศุสัตว์เป็นผู้ดำเนินการทดสอบหา
จำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบดังกล่าว  

การทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบโดยกรมปศุสัตว์ดำเนินการโดย
หอ้งปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม สำนักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์รว่มกับ 
ห้องปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพน้ำนมของศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ทั้ง 7 แห่ง ประกอบ
กับนโยบายของกรมปศุสัตว์ทีต่้องการให้การทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบมีมาตรฐาน
เดียวกัน สำนักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ในฐานะหน่วยงานหลักที่มีหน้าที่กำกับดูแลการตรวจ
วิเคราะห์คุณภาพน้ำนมโคดิบ จึงต้องมั่นใจในคุณภาพการทดสอบของห้องปฏิบัติการและคำนึงถึง
ความถูกต้องแม่นยำของผลทดสอบเป็นสำคัญ รวมถึงพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการโดยการขอรับ
การรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025: 2017 เพ่ือให้ได้รับการ
ยอมรับในระดับสากล สอดคล้องตามกรอบแผนงานโครงการภายใต้แผนปฏิบัติการด้านโคนมและ
ผลิตภัณฑ์นม ระยะที่1 (ปี 2564-2570) แผนปฏิบัติการย่อยที่ 2 การพัฒนาการผลิตน้ำนมโคและ
อุตสาหกรรมโคนมให้ได้มาตรฐานสากล  กลยุทธ์ 4 พัฒนาระบบประกันคุณภาพของน้ำนมดิบ 
แนวทางที่ 4.1 พัฒนาห้องปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพน้ำนมดิบของศูนย์รวบรวมน้ำนมดิบและ
โรงงานแปรรูปให้เข้าสู่ระบบมาตรฐานสากล ซึ่งมีสำนักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์รับผิดชอบใน
การถ่ายทอดแนวทางการพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการให้แก่หน่วยงานภายในกรมปศุสัตว์รวมถึง
ภาคเอกชน 

ปัจจุบันการทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบโดยห้องปฏิบัติการของกรม  
ปศุสัตว์ทั้งหมดใช้เครื่องอัตโนมัติ fluoro-opto-electronic counters โดยเทคนิค flow cytometry 
ซึ่งมีหลักการทำงาน คือ ตัวอย่างน้ำนมถูกผสมกับบัฟเฟอร์และสีย้อมแล้วถูกป้อนไปยังส่วนตรวจนับที่
เป็น capillary flow cell (flow cytometry) โซมาติกเซลล์ที่ถูกย้อมสีจะถูกตรวจจับการเรืองแสง
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ด้วยตัวกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสซีนโดยสัญญาณที่ได้จะถูก กรอง ขยาย บันทึก และประมวลผล ซึ่ง
เป็นการทดสอบตามวิธีมาตรฐาน ISO 13366-2: 2006  ดังนั้น เมื่อห้องปฏิบัติการทดสอบตามวิธี
มาตรฐานจึงจำเป็นต้องทำการทวนสอบประสิทธิภาพของวิธีการตามข้อกำหนด ISO/IEC 17025: 2017 
ข้อ 7.2.1.5 ที่ระบุไว้ว่า ห้องปฏิบัติการต้องทวนสอบวิธีว่าสามารถดำเนินการได้ตามวิธีมาตรฐานได้
อย่างถูกต้องก่อนนำวิธีการนั้นมาใช้งาน ทั้งนี้ กลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม สำนัก
ตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ใช้เครื่องมือในการทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ คือ Fossomatic 
cell counter รุ่น FC จากรายงานสรุปการทดสอบความใช้ได้ของเครื่อง Fossomatic FC (Summary 
of the MicroVal Validation of the Fossomatic FC) อ้างอิงถึงมาตรฐาน ISO 8196-3:2009 ซึ่ง
เป็นมาตรฐานที่เกี่ยวกับวิธีการประเมินและการตรวจสอบความถูกต้องโดยรวมของวิธีทางเลือกในเชิง
ปริมาณของการวิเคราะห์นม ทั้งนี้ พารามิเตอร์ (performance parameter) สำคัญที่ต้องพิจารณาใน
กระบวนการทวนสอบของวิธีจะขึ้นอยู่กับลักษณะของวิธีทดสอบและกลุ่มตัวอย่างที่อาจพบได้ การ
ประเมินผลต้องใช้จำนวนตัวอย่างที่มีนัยสำคัญทางสถิติและครอบคลุมช่วงการใช้งานตามวัตถุประสงค์ 
(NATA,2018)  

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาพารามิเตอร์ที่เหมาะสมสำหรับการทวนสอบความ
ใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบตามมาตรฐานวิธีทดสอบ ISO 13366-2 : 
2006 และมาตรฐาน ISO 8196-3: 2009 รวมถึงทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวนโซมาติก
เซลล์ในน้ำนมโคดิบของกลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม สำนักตรวจสอบคุณภาพสินค้า  
ปศุสัตว์ เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการขอรับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามระบบคุณภาพ 
ISO/IEC 17025: 2017 และเป็นแนวทางการทวนสอบแก่ห้องปฏิบัติการของกรมปศุสัตว์และ
ภาคเอกชน เพ่ือให้ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์คุณภาพน้ำนมโคดิบเป็นมาตรฐานเดียวกัน 

 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
เครื่องมือและวัสดุอุปกรณ์ 
 1. เครื่องอัตโนมัติ FossomaticTM รุ่น FC ยี่ห้อ FOSS 
 2. เครื่อง conveyor รุ่น 4000 ยี่ห้อ FOSS 
 3. อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ 40 ± 2 องศาเซลเซียส รุ่น W760 ยี่ห้อ Memmert 
 4. อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ 43 ± 2 องศาเซลเซียส รุ่น WNB45 ยี่ห้อ Memmert  
 5. ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U5412-PB ยี่ห้อ PHCbi  
 6. ขวดใส่ตัวอย่างทดสอบ  
 7. pipette aids และ pipette 25 มิลลิลิตร 
 8. magnetic stirrer 
 9. erlenmeyer flask 
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สารมาตรฐานและสารเคมี 
 1. วัสดุอ้างอิงน้ำนมโคดิบ ซึ่งมีระดับของจำนวนโซมาติกเซลล์ 5 ระดับ  โดยได้รับรอง
มาตรฐาน DAkkS number D-RM-20961-01-00 for  DIN EN ISO 17034 : 2016 lot D19M01Y21 
ยี่ห้อ QSE GmbH ประเทศ Germany 
 2. สารละลาย stock solution ยี่ห้อ FOSS 
 3. สารละลาย buffer diluent Solution ยี่ห้อ FOSS 
 4. สารละลาย rinse/sheath liquid ยี่ห้อ FOSS 
 5. สารละลาย Fossomatic Dye ยี่ห้อ FOSS 
 6. สารละลาย FM Adjustment Sample ยี่ห้อ FOSS 
 7. น้ำบริสุทธิ์ ค่าการนำไฟฟ้าไม่เกิน 10 𝜇S/cm 
วิธีการทดลอง 
1. ศึกษาข้อมูลการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบ 

ศึกษาพารามิเตอร์การทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบรวมถึงเกณฑ์กำหนดที่ใช้ในการ
ประเมินผล และสรุปพารามิเตอร์และแนวทางท่ีเหมาะสมในการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหา
จำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบ 

 

2. ทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบของกลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม สำนักตรวจสอบ
คุณภาพสินค้าปศุสัตว์ 
 2.1 ตัวอย่างที่ศึกษา 
  2.1.1  ตัวอย่างสำหรับการตรวจสอบการไม่มีอยู่ของโซมาติกเซลล์ ใช้ตัวอย่าง blank 
solution ที่เตรียมจากสารละลาย rinse/sheath liquid  
 2.1.2  ตัวอย่างสำหรับทดสอบการปนเปื้อนข้ามระหว่างตัวอย่าง ใช้น้ำนมโคดิบถังรวม
รายฟาร์มที่มีระดับจำนวนโซมาติกเซลล์ไม่น้อยกว่า 750,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และ ตัวอย่าง blank 
solution ที่เตรียมจากสารละลาย rinse/sheath liquid 
  2.1.3  ตัวอย่างสำหรับทดสอบความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง ขีดจำกัดล่าง ขีดจำกัดบน 
และความแม่น ใช้วัสดุอ้างอิงน้ำนมโคดิบทั้ง 5 ระดับ ทั้งนี้ก่อนการใช้งานวัสดุอ้างอิงจะถูกเก็บรักษา
ไว้ที่ - 20 องศาเซลเซียส  
 2.1.4  ตัวอย่างสำหรับทดสอบความเที่ยงประจำวันและความเสถียรระยะสั้น ใช้
น้ำนมโคดิบถังรวมรายฟาร์มที่มีจำนวนโซมาติกเซลล์ 3 ระดับ ที่อยู่ในช่วง 100,000 ถึง 1,000,000 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร ระดับละ 1 ตัวอย่าง แต่ละตัวอย่างแบ่งเป็น 20 ขวด เก็บรักษาตัวอย่างในตู้แช่
อุณหภูมิ 0 – 4 องศาเซลเซียส 
 2.1.5  ตัวอย่างสำหรับทดสอบความเที่ยงใช้น้ำนมโคดิบถังรวมรายฟาร์มที่แตกต่าง
กัน จำนวน 20 ตัวอย่าง แต่ละตัวอย่างแบ่งเป็น 20 ขวด เก็บรักษาตัวอย่างในตู้แช่อุณหภูมิ 0 – 4 
องศาเซลเซียส 
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 2.2 การทดสอบตัวอย่าง 
 ทดสอบตัวอย่างน้ำนมโคดิบด้วยเครื่อง FossomaticTM รุ่น FC โดยก่อนทำการทดสอบให้
อุ่นตัวอย่างน้ำนมโคดิบในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ 40 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที กรณีวัสดุ
อ้างอิงต้องให้อุ่นตัวอย่างในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ 43 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที หลังจากอุ่น
ตัวอย่างเสร็จให้นำตัวอย่างออกพลิกกลับไปมาอย่างเบามือให้ตัวอย่างผสมเข้ากัน นำตัวอย่างจัดเรียง
ลงในถาดและนำไปวิเคราะห์โดยเลือก Job type เป็นแบบ Normal 
  

 2.3 การทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ 
 

  2.3.1 การตรวจสอบการไม่มีอยู่ของโซมาติกเซลล์ (blank checks) โดยทดสอบ
ตัวอย่าง blank solution จำนวน 10 ซ้ำ ประเมินผลทดสอบโดยหาค่าเฉลี่ย มีเกณฑ์การยอมรับที่       
< 3,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และค่าผลทดสอบ มีเกณฑก์ารยอมรับที ่< 8,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  
 

  2.3.2 การทดสอบหาการปนเปื้อนข้ามระหว่างตัวอย่าง (carry – over effect) โดย
การศึกษาในครั้งนี้ใช้ตัวอย่างที่มีจำนวนโซมาติกเซลล์เท่ากับ 774,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (M) 1 ตัวอย่าง 
และตัวอย่าง blank solution (B) 2 ตัวอย่าง จัดเรียงเป็นชุดดังนี้ M,B1,B2 จำนวน 5 ชุด ทำการ
ทดสอบ   ชุดละ 1 ซ้ำ ต่อเนื่องกันทั้ง 5 ชุด ประเมินผลจากการคำนวณ carry – over effect value 
(CO) ตามสมการ 

𝐶𝑂 =
( ∑ 𝐵1 −   ∑ 𝐵2 )

( ∑ 𝑀 −   ∑ 𝐵2 )
× 100 

 

โดย B1  คือ ค่าจากการวัด blank solution ที่ 1  

 B2  คือ ค่าจากการวัด blank solution ที่ 2 

 M   คือ ค่าจากการวัดตัวอย่างน้ำนม  

   2.3.3 การทดสอบความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (linearity) โดยทดสอบตัวอย่างวัสดุ
อ้างอิงน้ำนมโคดิบทั้งหมด 5 ระดับ ทำการวัดระดับละ 10 ซ้ำ ประเมินผลทดสอบจากกราฟ simple 
linear regression โดยค่าอ้างอิงเป็นแกน x และ ค่าที่วัดได้จากเครื่องเป็นแกน y คำนวณหาค่า   
the ratio of residual range to signal values range (rc) ตามสมการ 
 
 

𝑟𝑐 =
(𝑒𝑚𝑎𝑥 −   𝑒𝑚𝑖𝑛)

(𝑀𝑚𝑎𝑥 −   𝑀𝑚𝑖𝑛)
× 100 

 
 

โดย   e max   คือ ค่า residual ที่สูงที่สุดจาก regression 
  e min    คือ ค่า residual ที่ต่ำท่ีสุดจาก regression 
  Mmax     คือ ค่าเฉลี่ยสูงสุดที่วัดได้จากเครื่อง 
  Mmin     คือ ค่าเฉลี่ยต่ำสุดที่วัดได้จากเครื่อง 
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    2.3.4 การทดสอบความแม่น (accuracy) โดยใช้ผลทดสอบจากข้อ 2.3.3 คำนวณหา
ค่าเฉลี่ยของแต่ละระดับ ประเมินผลโดยใช้หลักสถิติทดสอบค่าเฉลี่ยที่ได้จากการทดสอบเปรียบเทียบ
กับค่าอ้างอิงโดยใช้ t-test เปรียบเทียบค่า t ที่ได้จากการคำนวณ (tcal) กับค่า t ทางสถิติจาก
ตาราง (tcritical) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เมื่อ tcal น้อยกว่าค่า tcritical แสดงว่าไม่มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยสำคัญระหว่างค่าจากการทดสอบกับค่าอ้างอิง โดยคำนวณ tcal ตามสมการ 
 

𝑡𝑐𝑎𝑙 = (𝑥̅ − μ)
√𝑛

𝑠
 

 

    เมื่อ 𝑥̅  คือ ค่าเฉลี่ย 
     μ  คือ ค่าอ้างอิง 
     s  คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) 
     n  คือ จำนวนครั้งที่วิเคราะห์  
 
 

 2.3.5 การทดสอบขีดจำกัดล่างและขีดจำกัดบน (lower limits and upper limit) 
โดยการทดสอบหาความเที่ยงและความแม่นที่ระดับจำนวนโซมาติกเซลล์ต่ำสุดของวัสดุอ้างอิงและที่
ระดับจำนวนโซมาติกเซลล์สูงสุดของวัสดุอ้างอิง ประเมินผลความแม่นตามข้อ 2.3.4 และประเมิน
ความเที่ยงจากคำนวณหาค่า coefficient variation of repeatability (%Sr) ตามสมการ 

%𝑆𝑟  =  
𝑆𝑟

𝑋̅
× 100 

 

    โดย     Sr คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) 
        𝑥̅  คือ ค่าเฉลี่ยของผลทดสอบวัสดุอ้างอิงแต่ละระดับ 
  

  2.3.6 การทดสอบความเที่ยงประจำวันและความเสถียรระยะสั้น (daily  precision 
and short-term stability)  การศึกษาในครั้งนี้ใช้ตัวอย่างทั้งหมด 3 ระดับ โดยมีจำนวนโซมาติก
เซลล์ เท่ากับ 170,000  570,000 และ 940,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แต่ละตัวอย่างแบ่งเป็น 20 ขวด 
โดยทดสอบทีละ 1 ขวดของทุกระดับ ขวดละ 3 ซ้ำ ทุก 20 นาที จนครบทั้ง 20 ขวด ประเมินผล
ท ด ส อ บ จ าก ก า ร ค ำน ว ณ ห า ค่ า  coefficient variation of daily repeatability (%Sr,daily) และ 
coefficient variation of daily reproducibility (%SR,daily) ตามสมการ   
 

   แต่ละชุดตัวอย่างทดสอบ, j ( j =1…q) ให้คำนวณค่าเฉลี่ย 
 

𝑥̅𝑗  = ∑ 𝑥𝑖𝑗/𝑛   ,    𝑥̅ = ∑ 𝑥̅𝑗/𝑞 
 

  โดย      Xi  คือ ค่าท่ีได้จากการวัดแต่ละซ้ำ 
        n  คือ จำนวนที่วัดซ้ำ (n=3) 
        q  คือ จำนวนตัวอย่างทั้งหมดของชุดทดสอบ (q = 20)  
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 standard deviation (Srj) 𝑆𝑟𝑗    =  [∑(𝑥𝑖𝑗 − 𝑥𝑗̅)
2

/(𝑛 − 1)]
1/2 

 standard deviation of daily repeatability (Sr,daily) 𝑆𝑟,𝑑𝑎𝑖𝑙𝑦    = (∑ 𝑠𝑟𝑗
2/q )

1/2 

 coefficient variation of daily repeatability (%Sr,daily) %𝑆𝑟,𝑑𝑎𝑖𝑙𝑦  =  
𝑆𝑟,𝑑𝑎𝑖𝑙𝑦

𝑋̅
× 100 

 standard deviation of means (𝑆𝑋 ̅ )  𝑆𝑋 ̅    =  {[∑ 𝑥 ̅2𝑗 −
(∑ 𝑥̅𝑗 )

2

𝑞
] /(𝑞 − 1)}

1/2

 

 standard deviation between checks (Sc)   𝑆𝐶 =  (
𝑆𝑋̅

2−𝑆𝑟
2

𝑛
)

1/2

 

 standard deviation of daily reproducibility (SR,daily)    𝑆𝑅 𝑑𝑎𝑖𝑙𝑦 =  (𝑆𝐶

2
+ 𝑆𝑟

2)1/2 

 coefficient variation of daily reproducibility (%SR,daily) %𝑆𝑅 𝑑𝑎𝑖𝑙𝑦 =  
𝑆𝑅

𝑋̅
× 100 

 

L  
  และสร้างกราฟความเสถียรของวิธีทดสอบระหว่างชุดทดสอบโดยให้ลำดับชุด
ทดสอบเป็นแกน x และค่าที่วัดได้จากเครื่องเป็นแกน y รวมถึงตรวจสอบการเบี่ยงเบนของผลการ
ทดสอบโดย F – test ของ one-way ANOVA ด้วยโปรแกรม Microsoft Excel® ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% หากค่าที่ได้จากการคำนวณ Fcal น้อยกว่าค่า Fcritical แสดงว่าไม่พบการเบี่ยงเบน
ของผลการทดสอบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิต ิ
  2.3.7  การทดสอบความเที่ยง (precision)  
 2.3.7.1 repeatability ใช้น้ำนมโคดิบถังรวมรายฟาร์มที่แตกต่างกัน 20 ตัวอย่าง 
แต่ละตัวอย่างแบ่งเป็น 20 ขวด แต่ละขวดทำการทดสอบ 2 ซ้ำ โดยทดสอบภายในห้องปฏิบัติการ
เดียวกัน เครื่องมือทดสอบเดียวกัน ผู้ทดสอบเดียวกัน คำนวณหาค่าความแตกต่างระหว่างผลทดสอบ 
2 ซ้ำของแต่ละขวด (absolute difference between two independent single test results, r ) 
เกณฑ์การยอมรับ คือ ค่า r ที่ได้ ต้องน้อยกว่าเกณฑ์ค่า r ไม่น้อยว่า 95 % ของการทดสอบตัวอย่าง 
 2.3.7.2 intralaboratory reproducibility ในการทดลองนี้ใช้ตัวอย่างเดิมจากข้อ 
2.3.7.1 ทดสอบเป็นซ้ำที่ 3 ในห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือทดสอบเดียวกัน โดยผู้ทดสอบต่างกัน 
ในช่วงเวลาที่ต่างกัน 3 - 4 ชั่วโมงหลังจากทดสอบครั้งแรก คำนวณค่าความแตกต่างระหว่าง
ผลทดสอบระหว่างซ้ำที่ 1 กับซ้ำที่ 3 (absolute difference between two independent single 
test results, R) เกณฑ์การยอมรับ คือ ค่า R ที่ได้ ต้องน้อยกว่าเกณฑ์ค่า R ไม่น้อยว่า 95 % ของการ
ทดสอบตัวอย่าง  

  เกณฑ์ค่า r และ R ของโซมาติกเซลล์แต่ละตัวอย่าง สามารถคำนวณได้โดยนำ
ค่าเฉลี่ยจำนวนโซมาติกเซลล์ที่ทดสอบมาประมาณค่าในช่วง (Interpolation) สอดคล้องตาม Berger 
and Luginbuhl (2016) และ Orlandini and Bijgaart (2011) โดย เมื่อทราบค่า (x1, y1) และ   
(x2, y2) ของวิธีมาตรฐาน ISO 13366-2: 2006 ( ตารางที่ 1 ) แล้ว สามารถประมาณค่าของ  y ได้
จากสมการ 
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𝑦 =  𝑦1 + (𝑥 − 𝑥1)
(𝑦2 − 𝑦1 )

(𝑥2 − 𝑥1)
 

 

โดย y  คือ เกณฑ์ค่า r หรือ R ที่ต้องการประมาณค่าในช่วง 
x  คือ ค่าเฉลี่ยจำนวนโซมาติกเซลล์ที่ทดสอบ (เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 
x1  คือ จำนวนโซมาติกเซลล์ที่ต่ำกว่าค่า x 
x2  คือ จำนวนโซมาติกเซลล์ที่สูงกว่าค่า x 
y1 คือ เกณฑ์ค่า r หรือ R ของค่า x1 

y2 คือ เกณฑ์ค่า r หรือ R ของค่า y2 
 

ผลและวิจารณ์ 
 

1. พารามิเตอร์ที่เหมาะสมและแนวทางในการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวน     
โซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบ 
 

  ผลการศึกษาพบพารามิเตอร์ที่เกี่ยวข้องกับความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวนโซมาติก
เซลล์ในน้ำนมโคดิบระบุในมาตรฐานทางวิชาการ ดังนี้ 1) วิธีมาตรฐาน ISO 13366-2: 2006 ซึ่งเป็น
วิธีอ้างอิงที่ใช้การทดสอบ 2) มาตรฐาน ISO 8196-3: 2009 ว่าด้วยการประเมินความถูกต้องโดยรวม
ของวิธีทางเลือกในการวิเคราะห์น้ำนมซึ่งมีรายละเอียดเกี่ยวกับขั้นตอนการทดสอบพารามิเตอร์ต่างๆ 
ในภาพรวมของการประเมินวิธีทางเลือกใหม่เทียบกับวิธีมาตรฐานซึ่งสามารถใช้กับการทดสอบ
องค์ประกอบน้ำนมและการหาจำนวนโซมาติกเซลล์ได้ 3) หลักเกณฑ์ EURL MMP (2013) ของ
ห้องปฏิบัติการอ้างอิงของสหภาพยุโรปสำหรับนมและผลิตภัณฑ์นมว่าด้วยเรื่องเกณฑ์การตรวจสอบ
ความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบซึ่งใช้วิธีการทดสอบและเกณฑ์ร่วมกัน
ระหว่าง ISO 8196-3: 2009 และ ISO 13366-2: 2006 รวมถึงศึกษามาตรฐานสากล AOAC (2007) 
และ NATA (2018) ทั้งนีพ้บพารามิเตอร์ที่เกี่ยวข้อง ดังนี้ 

 - การตรวจสอบการไม่มีอยู่ของโซมาติกเซลล์ (blank checks)  
 - การปนเปื้อนข้ามระหว่างตัวอย่าง (carry-over effect) 
 - ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (linearity)  
 - ขีดจำกัดล่างและขีดจำกัดบน (lower limits and upper limit) 
 - ช่วงการใช้งาน (working range) 
 - ความเที่ยงประจำวันและความเสถียรระยะสั้น (daily precision and short-term stability)  
 - ความเที่ยง (precision)  
 - ความแม่นโดยรวม (overall accuracy) และ ความแม่น (accuracy) 

   การศึกษาครั้งนี้ ได้พิจารณาความเหมาะสมของพารามิเตอร์ที่สำคัญที่ต้องทวนสอบ
ดังต่อไปนี้ พารามิเตอร์ที่เก่ียวกับการทดสอบที่ระบุในวิธีมาตรฐาน ISO 13366-2: 2006 เพ่ือให้มั่นใจ
ว่าสามารถดำเนินการได้ตามข้อกำหนดของวิธีมาตรฐานสอดคล้องตาม ISO/IEC 17025: 2017     
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ข้อ 7.2.1.5 ได้แก่ การตรวจสอบการไม่มีอยู่ของโซมาติกเซลล์ การปนเปื้อนข้ามระหว่างตัวอย่าง 
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง ความเที่ยง โดยใช้วิธีการทดสอบและเกณฑ์กำหนดของแต่ละพารามิเตอร์
ตาม ISO 13366-2: 2006 ในการนี้เพื่อให้มั่นใจในความสม่ำเสมอและความถูกต้องของผลทดสอบจึง
ทวนสอบพารามิเตอร์ของการทดสอบความเที่ยงประจำวันและความเสถียรระยะสั้นโดยใช้วิธีทดสอบ
และเกณฑ์กำหนดตาม ISO 8196-3: 2009 
  ขีดจำกัดล่างและขีดจำกัดบนสามารถหาได้จากการศึกษาความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (ISO 
8196-3: 2009) ทั้งนี้ช่วงการใช้งานของวิธีทดสอบถูกกำหนดให้เป็นช่วงระหว่างขีดจำกัดล่างและ
ขีดจำกัดบนของการวิเคราะห์ซึ่งที่ขีดจำกัดดังกล่าวนั้นมีความเที่ยงตรง ความแม่นยำ และมีความ
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงที่เหมาะสม (NATA, 2018) ดังนั้น การศึกษาในครั้งนี้จึงยืนยันขีดจำกัดล่าง
และขีดจำกัดบนร่วมกับการหาช่วงการใช้งานตาม ISO 13366-2 (2006) โดยใช้วัสดุอ้างอิงน้ำนมโคดิบ 
  มาตรฐาน  ISO 8196-3: 2009 กล่าวถึงการทดสอบความแม่น โดยรวม  (overall 
accuracy) ซึ่งเป็นการประเมินโดยเปรียบเทียบระหว่างวิธีทางเลือกใหม่และวิธีมาตรฐานซึ่งเป็น
ลักษณะของการตรวจสอบความใช้ได้ (validation) ทั้งนี้การศึกษาในครั้งนี้เป็นการทวนสอบความ
ใช้ได้ของวิธีมาตรฐานที่มีการตรวจสอบความใช้ได้แล้ว (verification of previously validated 
methods ) และในส่วนของมาตรฐานวิธีทดสอบ ISO 13366-2 :2006 ไม่มีรายละเอียดเกี่ยวกับ
ความแม่น ในขณะที่ AOAC (2007) และ NATA (2018) ระบุว่าพารามิเตอร์ที่เป็นข้อกำหนดที่สำคัญ 
(critical requirements) ที่ต้องทำการทวนสอบ คือ ความแม่น และ ความเที่ยง การศึกษาครั้งนี้จึง
กำหนดให้มีการทวนสอบในพารามิเตอร์ความแม่นโดยใช้วัสดุอ้างอิงน้ำนมโคดิบที่ได้รับการรับรองตาม 
ISO 17034: 2016 และใช้หลักสถิติทดสอบค่าเฉลี่ยที่ได้จากการทดสอบเปรียบเทียบกับค่าอ้างอิงว่า
เป็นไปตามเกณฑ์โดยใช้ t-test ซึ่งจะสอดคล้องตาม NATA (2018) และ Miller and Miller (2010) 
สรุปแนวทางและเกณฑ์การยอมรับการทวนสอบแสดงในตารางท่ี 1 
 

ตารางที่ 1 สรุปแนวทางและเกณฑ์การยอมรับการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวน      
โซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบตามหลักการของมาตรฐาน  

 

พารามิเตอร ์ การทวนสอบ เกณฑ์การยอมรับ 

blank checks  ทดสอบ blank solution จำนวน 10 ซ้ำ 
ค่าเฉลี่ย < 3,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

ค่าผลทดสอบ < 8,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

linearity  

ทดสอบตัวอย่างวัสดุอ้างอิงอย่างน้อย 5 
ระดับโดยวัดระดับละ 10 ซ้ำ   

ratio, rC< 2% 

accuracy tcal < tcritical ท่ีความเชื่อมั่น 95 % 

lower limit 
upper limit 

ขีดจำกัดล่าง ยืนยันที่ระดบัจำนวนโซมาติกเซลล์ต่ำสุด 
มี tcal < tcritical ที่ความเชื่อมั่น 95 % และ %Sr < 6 
ขีดจำกัดบน ยืนยันที่ระดับจำนวนโซมาติกเซลล์สูงสุด 
มี tcal < tcritical ที่ความเชื่อมั่น 95 % และ %Sr < 3 

carry-over effect  

ทดสอบชุดตัวอย่างท่ีมีโซมาติกเซลล์จำนวนไม่
น้ อยกว่า 750 ,000 เซลล์ ต่ อมิ ลลิ ลิ ตร 1 
ตัวอย่าง ตามด้วย blank solution 2 ตัวอย่าง 
จำนวน 5 ชุด 

carry - over effect value, CO < 2%  
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พารามิเตอร ์ การทวนสอบ เกณฑ์การยอมรับ 

Daily precision 
and short-term 

stability  

ทดสอบตัวอย่าง 3 ระดับ ท่ีมีจำนวนโซ
ม า ติ ก เซ ล ล์ อ ยู่ ใ น ช่ ว ง  100,000 ถึ ง 
1,000,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ระดับละ 1 
ตัวอย่าง แบ่งตัวอย่างเป็น 20 ขวด ทดสอบ
ขวดละ 3 ซ้ำ ทุก 20 นาที 

daily repeatability , %Sr,daily < 4 
daily reproducibility , %SR,daily < 5 
 Fcal < Fcritical ที่ความเช่ือมั่น 95 % 

precision  

 
 

repeatability 
ทดสอบตัวอย่างท่ีมีจำนวนโซมาติกเซลล์
แ ต ก ต่ า ง กั น อ ย่ า ง น้ อ ย  20 ตั ว อ ย่ า ง 
ต่อ เน่ื องกัน ในห้ องปฏิบั ติ การเดียวกัน 
เครื่องมือทดสอบเดียวกัน ผู้ทดสอบเดียวกัน  

เปรียบเทียบค่า r ที่ได้ ต้องน้อยกว่าเกณฑ์ค่า r           
ไม่น้อยกว่า  95 % ของการทดสอบตัวอย่าง  
โดยมีเกณฑ์ค่า r ดังนี้ 
 

 cell count level                     เกณฑ์ค่า r 
     (cells/mL)                         (cells/mL) 
 150,000                      25,000 
 300,000                      42,000 
 450,000                   50,000 
 750,000                63,000 
 1,500,000                   126,000 
และสามารถหาเกณฑ์ค่า r ได้จากการ 
Interpolation 

intralaboratory reproducibility 
ทดสอบตัวอย่างท่ีมีจำนวนโซมาติกเซลล์
แตกต่างกันอย่างน้อย 20 ตัวอย่าง ทดสอบ
ต่อเน่ืองกัน ในห้องปฏิบัติการเดียวกัน โดย
อาจใช้ผู้ทดสอบต่างกัน เครื่องมือต่างกัน 
ในช่วงเวลาท่ีต่างกันภายในไม่กี่ชั่วโมง 

เปรียบเทียบค่า R ที่ได้ ต้องน้อยกว่าเกณฑ์ค่า R         
ไม่น้อยกว่า  95 % ของการทดสอบตัวอย่าง  
โดยมีเกณฑ์ค่า R ดังนี้ 
 

cell count level                  เกณฑ์ค่า R     
     (cells/mL)                    (cells/mL) 
 150,000              29,000 
 300,000           50,000 
 450,000           63,000 
 750,000            84,000 
 1,500,000            168,000 

และสามารถหาเกณฑ์ค่า R ได้จากการ 
Interpolation 

 
 

2. ผลการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบของสำนักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ 
 

 การตรวจสอบการไม่มีอยู่ของโซมาติกเซลล์ พบค่าเฉลี่ยของผลทดสอบ blank solution 
10 ซ้ำ เท่ากับ 100 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และไม่มีค่าผลทดสอบที่เกิน 8,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แสดงใน
ตารางที่ 2 ดังนั้นจึงผ่านเกณฑ์การยอมรับที่ค่าเฉลี่ยต้องไม่เกิน 3 ,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และค่า
ผลทดสอบไม่เกิน 8,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  
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ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบ blank solution 10 ซ้ำ 
จำนวนซ้ำ ผลทดสอบ (เซลล์ต่อมิลลิลติร) 

1 0 
2 0 
3 0 
4 0 
5 0 
6 0 
7 0 
8 0 
9 0 
10 1,000 

ค่าเฉลี่ย 100 
          
 ผลการทดสอบความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง พบช่วงจำนวนโซมาติกเซลล์ 105,000 ถึง 
1,034,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร มีค่า ratio, rc เท่ากับ 1.33 % ผ่านเกณฑ์การยอมรับ ratio, rc < 2% 
ทดสอบความแม่นจากการวิเคราะห์วัสดุอ้างอิง พบว่าค่าจำนวนโซมาติกเซลล์ทั้งหมด 5 ระดับ มีค่า
อยู่ในช่วง reference value ± uncertainty  และ ค่า tcal ของทั้ง 5 ระดับ ที่ได้จากการคำนวณมี
ค่าน้อยกว่า tcritical แสดงว่าค่าเฉลี่ยของการทดสอบมีค่าไม่แตกต่างจากค่าอ้างอิงอย่างมีนัยสำคัญที่
ระดับความเชื่อมั่น 95 % และผลการทดสอบความเที่ยงที่ระดับจำนวนโซมาติกเซลล์ต่ำสุดและสูงสุด 
พบค่า % Sr อยู่ในช่วงการยอมรับ ดังนั้นจึงมีช่วงการใช้งาน (working range) เท่ากับ 105,000 ถึง 
1,034,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยมีขีดจำกัดล่างเท่ากับ 105,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตรและขีดจำกัดบน
เท่ากับ 1,034,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แสดงในตารางท่ี 3 และ ภาพที่ 1 
 

ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบวัสดุอ้างอิงน้ำนมโคดิบทั้ง 5 ระดับ 

level 
No. 

reference value ± 
uncertainty 
(cells/mL) 

Mean 
 (M) 

(cells/mL) 

 residual 
( e ) 

standard 
deviation 

tcal tcritical % Sr 

1 105,000 ± 9,200 106,800 321.02 3,489.67 1.631 2.262 3.27 
2 260,000 ± 12,300 262,000 1,244.93 6,565.91 0.963 2.262 2.51 
3 407,000 ± 28,700 408,500 1,431.48 13,377.01 0.355 2.262 3.27 
4 752,000 ± 46,900 742,800 -7,657.24 14,289.08 -2.036 2.262 1.92 
5 1,034,000 ± 64,100 1,035,800 4,659.81 18,103.41 0.314 2.262 1.75 
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ภาพที่ 1 กราฟ simple linear regression ของการวัดวัสดุอ้างอิงน้ำนมโคดิบ 

 
 ทั้งนี้ ขีดจำกัดล่างและขีดจำกัดบนสามารถต่ำลงหรือสูงขึ้นได้ถ้ามีค่าอ้างอิงที่ถูกต้องที่
ระดับอ่ืนๆ มาใช้ในการทดสอบ โดยที่ระดับดังกล่าวต้องแสดงถึงความแม่น ความเที่ยง และมี
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (NATA, 2018) การศึกษานี้เมื่อเปรียบเทียบกับช่วงความสามารถของ
เครื่องมือที่อยู่ในช่วง 100,000  - 1,500,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จะเห็นได้ว่าช่วงการใช้งานจากการ
ทวนสอบแคบกว่าช่วงความสามารถของเครื่อง เมื่อพิจารณาช่วงการใช้งานแล้วพบว่าครอบคลุมตาม
มาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (มกษ .6003-2553) และ 
ประกาศคณะกรรมการอาหารนมเพ่ือเด็กและเยาวชน ซึ่งกำหนดให้น้ำนมโคดิบมีจำนวนโซมาติกเซลล์
ไม่เกิน 500,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร รวมถึงสอดคล้องตามค่าบ่งชี้สำหรับช่วงการสอบเทียบที่ระบุใน 
ISO 13366-2: 2006 คือควรมีจำนวนโซมาติกเซลล์ในช่วง 100,000 – 1,000,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
โดยทั่วไปวัสดุอ้างอิงโซมาติกเซลล์ของน้ำนมในเชิงพาณิชย์ในสหรัฐอเมริกาประกอบด้วยน้ำนม        
4 ตัวอย่างที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน แต่จากมุมมองของการวิเคราะห์ทางสถิติจำนวนโซมาติกเซลล์   
4 ระดับในช่วงตั้งแต่ 100,000 ถึง 1,000,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตรนั้นไม่มีประสิทธิภาพสำหรับการปรับ
ความชัน slope และ intercept ของเครื่องมือ (Marzo ,2016)  
 

  ผลการทดสอบหาการปนเปื้อนข้าม ได้ค่า carry – over effect value ของตัวอย่างที่มี      
โซมาติกเซลล์ 774,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เท่ากับ 0.28% ผ่านเกณฑ์การยอมรับ carry – over effect 
value < 2% (ตารางที่ 4) สอดคล้องกับการศึกษาของ Gonzalo (1993) ที่พบการปนเปื้อนข้ามน้อย
กว่า 5% เมื่อตรวจตัวอย่างน้ำนมที่มีจำนวนเซลล์ต่ำสลับกับตัวอย่างท่ีมีจำนวนเซลล์สูงที่แตกต่างกัน 
  
 
 
 
 

y = 0.9953x + 1969.4
R² = 0.9999
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ตารางท่ี 4 ผลการทดสอบการปนเปื้อนข้าม 
 

ลำดับที ่
ผลทดสอบ (เซลล์ต่อมิลลิลติร) 

ตัวอย่างน้ำนม (M) first blank (B1) second blank (B2) 
1 774,000 3,000 0 
2 783,000 2,000 0 
3 768,000 3,000 0 
4 771,000 2,000 1,000 
5 774,000 2,000 0 

ผลรวม  3,870,000 12,000 1,000 
 

CO = ( ∑ 𝐵1−  ∑ 𝐵2 )

( ∑ 𝑀−  ∑ 𝐵2 )
× 100 = 0.28 % 

   

 ผลการทดสอบความเที่ยงประจำวันและความเสถียรระยะสั้น พบว่าตัวอย่างทุกระดับ        
ของโซมาติกเซลล์ มีค่า % Sr,daily และ % SR,daily ผ่านตามเกณฑ์ยอมรับทั้งหมด (ตารางที่ 5) และ
กราฟความเสถียรของวิธีทดสอบระหว่างชุดทดสอบแสดงไว้ที่ภาพที่ 2   

 

ตารางท่ี 5  ผลการทดสอบความเที่ยงประจำวันและความเสถียรระยะสั้นที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2 กราฟความเสถียรระหว่างวันโดยแสดงค่าเฉลี่ยของผลทดสอบของโซมาติกเซลล์ทั้ง 3 ระดับ 

จำนวนโซมาติกเซลล ์
(เซลลต์่อมลิลลิิตร) 

% Sr,daily 
เกณฑ์การยอมรับ 

% Sr,daily 
% SR,daily 

เกณฑ์การยอมรับ 

% SR,daily 

170,000  3.67 <4 
<4 
<4 

4.09 <5 
570,000  1.09 1.30 <5 
940,000  1.40 1.57 <5 
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 ผลการตรวจสอบการเบี่ยงเบนของผลการทดสอบในช่วงระยะเวลาสั้น โดย F – test ของ 
one-way ANOVA พบค่า Fcal ที่คำนวณได้น้อยกว่า Fcritical ที่โซมาติกเซลล์ทั้ง 3 ระดับ ดังนั้นจึงไม่พบ
การเบี่ยงเบนของผลการทดสอบในช่วงระยะเวลาสั้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95 % แสดง
ว่าเครื่องมือมีความสม่ำเสมอในการวัดตลอดช่วงเวลาระหว่างวัน แสดงในตารางที่ 6 
 

 

ตารางที ่6 ผลทดสอบ F – test ที่ความเชื่อมั่น 95 % ของ one-way ANOVA ของโซมาติกเซลล์ทั้ง 3 ระดับ 
 

cell count level Source of Variation SS df MS Fcal F critical 

170,000 cells/mL 
Between Groups 1340316667 19 70542982 1.67 1.85 
Within Groups 1684666667 40 42116667 

  

Total 3024983333 59 
   

570,000 cells/mL 
Between Groups 1693650000 19 89139474 1.75 1.85 
Within Groups 2038000000 40 50950000 

  

Total 3731650000 59 
   

940,000 cells/mL) 
Between Groups 5860316667 19 308437719 1.67 1.85 
Within Groups 7406666667 40 185166667 

  

Total 13266983333 59 
   

  

  

 ผลการทดสอบน้ำนมโคดิบถังรวมรายฟาร์มที่แตกต่างกัน 20 ตัวอย่าง แต่ละตัวอย่าง
แบ่งเป็น 20 ขวด แต่ละขวดทำการทดสอบ 2 ซ้ำ พบตัวอย่างที่ค่าความแตกต่างระหว่าง ซ้ำที่ 1 และ
ซ้ำที่ 2 ที่น้อยกว่าเกณฑ์ค่า r จาก Interpolation จำนวน 19 ตัวอย่าง ทั้งนี้ตัวอย่าง no. 20 พบค่า
ความแตกต่างระหว่าง ซ้ำที่ 1 และ ซ้ำที่ 2 มากกว่าเกณฑ์ค่า r จำนวน 1 ค่า คือ ค่าความแตกต่างของ
ขวดที ่12 ซึ่งได้เท่ากับ 86,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาแล้วพบว่าผลการทดสอบ 
repeatability ผ่านเกณฑ์การยอมรับทุกตัวอย่าง แสดงในตารางที่ 7 
 

ตารางท่ี 7 ผลการทดสอบ repeatability ของตัวอย่างน้ำนมโคดิบ  

ตัวอย่าง 
no. 

Mean result 
(cells/ml) 

เกณฑ์ค่า r จาก 
Interpolation 

ผลทดสอบน้ำนมโคดิบ repeatability 
จำนวนค่าความแตกต่างระหว่าง  
ซ้ำท่ี 1 และซ้ำท่ี 2 ท่ีน้อยกว่า  

เกณฑ์ค่า r จาก Interpolation  

คิดเป็นร้อยละท่ี 
ผ่านเกณฑ์
ยอมรับ 

ผลการ
ประเมิน 

1 152,250 25,255 20 100 ผ่าน 
2 200,900 30,769 20 100 ผ่าน 
3 236,600 34,815 20 100 ผ่าน 
4 256,925 37,118 20 100 ผ่าน 
5 306,400 42,341 20 100 ผ่าน 
6 384,775 46,521 20 100 ผ่าน 
7 449,600 49,979 20 100 ผ่าน 
8 486,750 51,593 20 100 ผ่าน 
9 500,950 52,208 20 100 ผ่าน 
10 505,775 52,417 20 100 ผ่าน 
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ตัวอย่าง 
no. 

Mean result 
(cells/ml) 

เกณฑ์ค่า r จาก 
Interpolation 

ผลทดสอบน้ำนมโคดิบ repeatability 
จำนวนค่าความแตกต่างระหว่าง  
ซ้ำท่ี 1 และซ้ำท่ี 2 ท่ีน้อยกว่า  

เกณฑ์ค่า r จาก Interpolation  

คิดเป็นร้อยละท่ี 
ผ่านเกณฑ์
ยอมรับ 

ผลการ
ประเมิน 

11 562,375 54,870 20 100 ผ่าน 
12 612,000 57,020 20 100 ผ่าน 
13 620,600 57,393 20 100 ผ่าน 
14 699,900 60,829 20 100 ผ่าน 
15 707,600 61,163 20 100 ผ่าน 
16 766,500 64,386 20 100 ผ่าน 
17 818,675 68,769 20 100 ผ่าน 
18 825,825 69,369 20 100 ผ่าน 

19 893,500 75,054 20 100 ผ่าน 

20 903,625 75,905 19 95 ผ่าน 
หมายเหต ุเกณฑ์การยอมรับของ repeatability คือ ร้อยละท่ีผ่านเกณฑ์ต้องไม่น้อยกว่า 95  
 
 

 ทำการทดสอบน้ำนมโคดิบถังรวมรายฟาร์มที่แตกต่างกัน 20 ตัวอย่างเป็นซ้ำที่ 3 พบค่า
ความแตกต่างระหว่างผลทดสอบระหว่างซ้ำท่ี 1 กับซ้ำที่ 3 ที่น้อยกว่าเกณฑ์ค่า R จาก Interpolation 
ทั้งหมด 20 ตัวอย่าง ดังนั้นผลการทดสอบ intralaboratory reproducibility จึงผ่านเกณฑ์การ
ยอมรับทุกตัวอย่าง แสดงในตารางที่ 8 
 

ตารางท่ี 8 ผลการทดสอบ intralaboratory reproducibility ของตัวอย่างน้ำนมโคดิบ 

ตัวอย่าง 
no. 

Mean result 
(cells/ml) 

เกณฑ์ค่า R จาก 
Interpolation 

ผลทดสอบน้ำนมโคดิบ intralaboratory reproducibility 
จำนวนค่าความแตกต่างระหว่าง  
ซ้ำท่ี 1 และซ้ำท่ี 3 ท่ีน้อยกว่า  

เกณฑ์ค่า R จาก Interpolation  

คิดเป็นร้อยละท่ี 
ผ่านเกณฑ์
ยอมรับ 

ผลการ
ประเมิน 

1 152,250 29,315 20 100 ผ่าน 
2 200,900 36,126 20 100 ผ่าน 
3 236,600 41,124 20 100 ผ่าน 
4 256,925 43,970 20 100 ผ่าน 
5 306,400 50,555 20 100 ผ่าน 
6 384,775 57,347 20 100 ผ่าน 
7 449,600 62,965 20 100 ผ่าน 
8 486,750 65,573 20 100 ผ่าน 
9 500,950 66,567 20 100 ผ่าน 
10 505,775 66,904 20 100 ผ่าน 
11 562,375 70,866 20 100 ผ่าน 
12 612,000 74,340 20 100 ผ่าน 
13 620,600 74,942 20 100 ผ่าน 
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ตัวอย่าง 
no. 

Mean result 
(cells/ml) 

เกณฑ์ค่า R จาก 
Interpolation 

ผลทดสอบน้ำนมโคดิบ intralaboratory reproducibility 
จำนวนค่าความแตกต่างระหว่าง  
ซ้ำท่ี 1 และซ้ำท่ี 3 ท่ีน้อยกว่า  

เกณฑ์ค่า R จาก Interpolation  

คิดเป็นร้อยละท่ี 
ผ่านเกณฑ์
ยอมรับ 

ผลการ
ประเมิน 

14 699,900 80,493 20 100 ผ่าน 
15 707,600 81,032 20 100 ผ่าน 
16 766,500 85,848 20 100 ผ่าน 
17 818,675 91,692 20 100 ผ่าน 
18 825,825 92,492 20 100 ผ่าน 
19 893,500 100,072 20 100 ผ่าน 
20 903,625 101,206 20 100 ผ่าน 

หมายเหต ุเกณฑ์การยอมรับของ intralaboratory reproducibility คือ ร้อยละท่ีผ่านเกณฑ์ต้องไม่น้อยกว่า 95  
 

สรุปผลการศึกษา 
  พารามิเตอร์ที่เหมาะสมสำหรับการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาจำนวนโซมาติก
เซลล์ในน้ำนมโคดิบโดยเทคนิค Flow cytometry ตามมาตรฐานวิธีทดสอบ ISO13366-2: 2006 และ
มาตรฐาน ISO 8196-3: 2009 ประกอบด้วย การตรวจสอบการไม่มีอยู่ของโซมาติกเซลล์ การปนเปื้อน
ข้ามระหว่างตัวอย่าง ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง ความแม่น ขีดจำกัดบนและขีดจำกัดล่าง ความเที่ยง
ประจำวันและความเสถียรระยะสั้น และความเที่ยง โดยผลการดำเนินการทวนสอบความใช้ได้ของวิธี
ทดสอบของกลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม สำนักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ โดยใช้
พารามิเตอร์และแนวทางที่กำหนดไว้ในตารางที่ 1 พบว่าผลทดสอบผ่านเกณฑ์การยอมรับทั้งหมด สรุป
ได้ว่าวิธีทดสอบดังกล่าวเป็นวิธีที่เหมาะสมสามารถนำไปใช้ทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ เป็นไปตาม
วัตถุประสงค์การใช้งาน ทั้งนี้ยังสามารถใช้ข้อมูลผลการทวนสอบในการขอรับการรับรองความสามารถ
ห้องปฏิบัติการตามระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025: 2017 ได้ และแนวทางการทวนสอบความใช้ได้ของ
วิธีทดสอบหาจำนวนโซมาติกเซลล์ในน้ำนมโคดิบที่กำหนดไว้ในตารางที่  1 สามารถนำไปใช้กับ
ห้องปฏิบัติการอ่ืนของกรมปศสุัตว์ไดโ้ดยเป็นไปตามหลักการทางวิชาการ 
 

ข้อเสนอแนะ 
  ผลการศึกษาครั้งนี้สามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการ
ตรวจสอบคุณภาพน้ำนมของกรมปศุสัตว์รวมถึงภาคเอกชนโดยเป็นข้อมูลในการขอรับการรับรอง
ความสามารถห้องปฏิบัติการตามระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025: 2017 เพ่ือให้ได้รับการยอมรับใน
ระดับสากล และสามารถนำหลักการไปใช้ในการควบคุมคุณภาพภายในของห้องปฏิบัติการได้  
 ในการศึกษานี้ตัวอย่างน้ำนมโคดิบเป็นตัวอย่างจากธรรมชาติโดยไม่มีการเติมสารใดๆ เพ่ือ
เก็บรักษาสภาพตัวอย่าง และในการเตรียมตัวอย่างทดสอบทั้งหมดต้องคำนึงถึงความเป็นเนื้อเดียวกัน
ของตัวอย่าง วัสดุอ้างอิงที่ใช้ในการทวนสอบต้องมีความคงตัว เป็นเนื้อเดียวกัน และมีปริมาณเพียงพอ 
รวมถึงเครื่องมือที่มีผลกระทบกับผลการทดสอบต้องผ่านการสอบเทียบ  
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