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1 ขอบข่ายและการใช้งาน 96 

1.1 คู่มือนี้เป็นค าแนะน าในการสร้างความสามารถในการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาของการวิเคราะห์97 
ทางจุลชีววิทยา เพื อช่วยให้ห้องปฏิบัติการสามารถด าเนินการตามข้อก าหนดที เกี ยวข้องกับการสอบกลับ98 
ได้ของผลการวัด ตามข้อก าหนดทั วไปว่าด้วยความสามารถของห้องปฏิบัติการทดสอบแล ะ99 
ห้องปฏิบัติการสอบเทียบ ISO/IEC 17025  100 

 101 
1.2 ห้องปฏิบัติการทดสอบ สามารถน าคู่มือนี้ไปใช้ในส่วนงานต่อไปนี้  102 

              1) การทดสอบ  103 
2) การทดสอบที เกี ยวข้องกับการพัฒนาวัสดุอ้างอิง  104 

   3) การควบคุมคุณภาพและการประกันคุณภาพ  105 
4) การวิจัยและพัฒนาที เกี ยวข้องกับการวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา 106 

 107 
1.3 หน่วยรับรองระบบงาน (accreditation body) สามารถน าคู่มือนี้ไปใช้เป็นแนวทางในการให้การ108 
รับรองห้องปฏิบัติการ 109 
 110 
1.4 หน่วยงานก ากับดูแลทางกฎหมาย (regulatory body) สามารถน าคู่มือนี้ไปใช้เป็นแนวทางก ากับ111 
ดูแลตามกฎหมาย 112 
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2 บทน า 132 

ความสามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา (metrological traceability) เป็นสมบัติของผลการวัด       133 
ที ใช้เปรียบเทียบผลการวัดจากต่างห้องปฏิบัติการ ท าให้ผลการวัดเหล่านี้สามารถเปรียบเทียบกันได้ โดยการ134 
อ้างอิงไปยังตัวอ้างที เป็นที ยอมรับร่วมกัน ความสามารถสอบกลับได้ของผลการวัดจะท าให้ผลการวัดมีความ135 
น่าเชื อถือ นอกจากนี้ความสามารถสอบกลับได้ของการวัดยังมีความส าคัญต่อการประกันคุณภาพของ136 
ห้องปฏิบัติการ ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025: General requirement for the competence of testing 137 
and calibration laboratories 138 

ปัจจุบันการวิเคราะห์ด้านจุลชีววิทยามีความส าคัญทั้งทางด้านเกษตร อุตสาหกรรม ยา เครื องส าอาง 139 
สมุนไพร อาหาร อาหารสัตว์และสิ งแวดล้อม การวัดทางด้านจุลชีววิทยาประกอบด้วยวิธีทดสอบเชิงคุณภาพ 140 
(qualitative method) เป็นวิธีตรวจหาชนิดหรือกลุ่มของจุลินทรีย์ปนเปื้อนในตัวอย่าง รายงานผลว่า  พบ141 
หรือไม่พบ (detect/not detected) จุลินทรีย์ต่อหน่วยน้ าหนักหรือปริมาตร และวิธีทดสอบเชิงปริมาณ 142 
(quantitative method) เป็นวิธีตรวจหาปริมาณจุลินทรีย์ปนเปื้อนในตัวอย่าง โดยทั วไปรายงานผลเป็น143 
จ านวนจุลินทรีย์ต่อหน่วยน้ าหนักหรือปริมาตร มีหน่วยเป็น Colony Forming Unit (CFU)  144 

ความสามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาของการวัดด้านจุลชีววิทยา ไม่สามารถสอบกลับไปยังหน่วย145 
เอสไอ (SI units) ได้เหมือนกับการวัดทางด้านฟิสิกส์ หรือด้านเคมี ทั้งนี้ความสามารถสอบกลับได้ทาง      146 
มาตรวิทยาของการวัดด้านนี้ จะสอบกลับไปยังมาตรฐานอ้างอิงที เป็นที ยอมรับ จึงจ าเป็นจะต้องมีการระบุชนิด147 
เชื้อจุลินทรีย์ที ถูกต้องตรงกับชนิดและสายพันธุ์ อ้างอิง (reference strain) และ/หรือสายพันธุ์ต้นแบบ (type 148 
strain) ที เป็นปัจจุบัน ซึ งจะต้องอาศัยความจ าเพาะเจาะจง (specificity) และความไว (sensitivity)  ของการ149 
ทดสอบ  150 

คณะท างานจึงจัดท าเอกสารนี้ เพื อเป็นแนวทางในการอธิบายความสามารถสอบกลับได้ของผลการวัด151 
ทางด้านจุลชีววิทยา โดยการเน้นถึงองค์ประกอบที ท าให้ได้มาซึ งผลการวัดที สอบกลับได้ การประกันคุณภาพ/152 
ควบคุมคุณภาพของผลการทดสอบ ตลอดจนตัวอย่างการแสดงหลักฐานความสามารถสอบกลับได้ทางด้าน    153 
จุลชีวิทยา เพื อช่วยให้ห้องปฏิบัติการได้ศึกษาให้เข้าใจได้มากยิ งขึ้น  และเพื อใช้เป็นแนวทางปฏิบัติตลอดจน154 
เป็นแนวทางส าหรับหน่วยให้การรับรองใช้ในการประกอบการให้การรับรองระบบคุณภาพของห้องปฏิบัติการ 155 

 156 
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3 หลักการทั่วไปว่าด้วยความสามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา 167 

3.1 แนวคิดและบริบทท่ีเกี่ยวข้อง 168 
การประกันคุณภาพ (Quality Assurance; QA) เป็นการด าเนินกิจกรรมบริหารคุณภาพ มุ่งท า169 

ให้เกิดความมั นใจว่าจะบรรลุข้อก าหนดทางด้านคุณภาพ การประกันคุณภาพด้านจุลชีววิทยาจะท าให้170 
มั นใจในผลการวัด ท าให้ผลการวัดมีความถูกต้อง ท าให้ผลการทดสอบทางห้องปฏิบัติการมีคุณภาพได้171 
มาตรฐาน องค์ประกอบที ส าคัญของการประกันคุณภาพของการวัดด้านจุลชีววิทยา จะต้องอาศัย 172 
บุคลากรมีความสามารถและความช านาญ สภาพแวดล้อมที เหมาะสม การใช้เครื องมืออุปกรณ์ที ได้รับ173 
การสอบเทียบและการบ ารุงรักษา การใช้วิธีการวัดที ผ่านการตรวจสอบหรือทวนสอบความถูกต้องแล้ว 174 
(method validation/verification) การควบคุมคุณภาพ (Quality Control; QC) การประเมินค่า175 
ความไม่แน่นอนของการวัด และความสามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา ซึ งภาพรวมของการประกัน176 
คุณภาพของห้องปฏิบัติการทดสอบ คือ การปฏิบัติตามข้อก าหนดในมาตรฐาน ISO/IEC 17025 177 

การประกันคุณภาพจะช่วยให้ลดความผิดพลาดของการท างานในห้องปฏิบัติการ เพื อให้เกิด178 
ความมั นใจว่ามีการปฏิบัติงานที ถูกต้อง และสามารถสร้างความน่าเชื อถือในกระบวนการวิเคราะห์179 
ทดสอบให้แก่ผู้รับบริการหรือลูกค้าได้  180 

ซึ งในเอกสารฉบับนี้  จะเน้นถึงองค์ประกอบการประกันคุณภาพส าหรับห้องปฏิบัติการ           181 
จุลชีววิทยาที เฉพาะเจาะจง ได้แก่ การใช้เครื องมือและอุปกรณ์ที มีอิทธิพลต่อผลการวัด การเก็บรักษา182 
เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง และการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที มีคุณภาพเพื อให้แต่ละห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา183 
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ให้เหมาะสมต่อไป 184 

 185 
3.2 ค าศัพท์และนิยาม 186 
ความสามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา (metrological traceability) 187 
สมบัติของผลการวัด โดยที่ผลการวัดนั้นสัมพันธ์กับสิ่งอ้างอิงอย่างไม่ขาดช่วงการสอบเทียบที่ได้จัดท า188 
เป็นเอกสารไว้ โดยการสอบเทียบแต่ละครั้งมีส่วนต่อความไม่แน่นอนการวัด (VIM) 189 
หมายเหตุ: เป็นคุณสมบัติของผลการวัดที สอบกลับไปได้ยังมาตรฐานที ยอมรับได้ในระดับชาติหรือระดับ190 
นานาชาติ หรือค่าของมาตรฐานที เกี ยวข้องอย่างต่อเนื อง 191 
 192 
วัสดุอ้างอิง (reference material) 193 
วัสดุที่เป็นเอกพันธ์และเสถียรพอเพียงเมื่อเทียบกับสมบัติที่ระบุให้มีความเหมาะสมกับเจตนาในการใช้194 
ในการวัดหรือในการตรวจสอบสมบัติระบุ (VIM) 195 
หมายเหตุ: วัสดุที มีการศึกษาความเป็นเนื้อเดียวกัน ความเสถียร มีคุณลักษณะเหมาะสมต่อการควบคุม196 
คุณภาพของการวัด 197 

 198 
       วัสดุอ้างอิงรับรอง (certified reference material)  199 

วัสดุอ้างอิงที่มีเอกสารหลักฐานซึ่งออกโดยองค์กรที่มีอ านาจหน้าที่ และให้ค่าสมบัติที่ระบุค่าหนึ่งหรือ200 
หลายค่า พร้อมกับความไม่แน่นอนที่ เชื่อมสัมพันธ์กัน และความสามารถสอบกลับได้  โดยใช้201 
วิธีด าเนินการที่สมเหตุสมผล (VIM) 202 
หมายเหตุ: วัสดุอ้างอิงที ได้รับการก าหนดคุณสมบัติหนึ งหรือมากกว่านั้นด้วยวิธีทางมาตรวิทยา พร้อม203 
กับใบรับรองที จะแสดงค่าของคุณสมบัติและระบุค่าความไม่แน่นอน และการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา 204 

รา่ง
เอก

สาร
ประ

ชาพ
ิจาร

ณ์



หน้ำ 4/34 
 

วัสดุควบคุม (quality control material) 205 
ตัวอย่างที ใช้ในการประเมินผลการด าเนินงานของห้องปฏิบัติการ  ภายใต้ขอบเขตขีดจ ากัดของ206 
ความคลาดเคลื อนที ยอมรับได้ (tolerance limits) ของวิธีวิเคราะห์ที ก าหนดไว้ รวมถึงตัวอย่างควบคุม207 
ตัวอย่างมาตรฐานที ใช้ในการสอบเทียบและตัวอย่างเชิงลบ (negative sample) 208 
 209 
จุลินทรีย์อ้างอิง (reference culture)  210 
สายพันธุ์จุลินทรีย์บริสุทธิ์ที ทราบรายละเอียดลักษณะทางชีวเคมี น้ าเหลืองวิทยา (serology) พันธุกรรม211 
แหล่งที มาแน่ชัดว่าคัดแยกจากแหล่งใด และแหล่งเก็บรักษาที ชัดเจน อาจหมายถึง สายพันธุ์ต้นแบบ 212 
(type strain) สายพันธุ์ตัวแรกของชื อ  สกุลนั้น  ๆ หรือสายพันธุ์มาตรฐาน (standard strains)       213 
สายพันธุ์ที ระบุในมาตรฐานต่าง ๆ เป็นต้น รวมถึงสายพันธุ์ที ได้รับการจัดจ าแนกโดยห้องปฏิบัติการที 214 
สามารถสอบกลับได้ไปถึงสายพันธุ์ต้นแบบที ใช้อ้างอิง เพื อให้ผู้ใช้สามารถน าไปใช้ได้ตรงตามขอบข่าย215 
หรือวัตถุประสงค์การใช้งาน  216 
 217 
การประกันคุณภาพ (quality assurance) 218 
กิจกรรมการบริหารคุณภาพในส่วนที มุ่งท าให้เกิดความมั นใจว่าจะบรรลุข้อก าหนดทางด้านคุณภาพผล219 
การวัด 220 
 221 
การควบคุมคุณภาพ (quality control) 222 
กิจกรรมหรือการด าเนินงานทางเทคนิค  ในส่วนที มุ่งท าให้บรรลุข้อก าหนดทางด้านคุณภาพผลการวัด 223 
 224 
การสอบเทียบ (calibration) 225 
การปฏิบัติงานภายใต้เงื่อนไขที่ระบุ ซึ่งในขั้นแรกสร้างความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณกับความไม่226 
แน่นอนการวัดที่ได้จากมาตรฐานการวัด และค่าบ่งชี้ที่สมนัยกับความไม่แน่นอนการวัดที่เชื่อมสัมพันธ์ค่า227 
บ่งชี้นั้น และในขั้นที่ 2 จะใช้สารสนเทศดังกล่าวสร้างความสัมพันธ์เพ่ือให้ได้ผลการวัดจากค่าบ่งชี้ (VIM) 228 

 229 
ความไม่แน่นอนการวัด (measurement uncertainty) 230 
ตัวแปรเสริมที่ไม่มีค่าเป็นลบซึ่งใช้บ่งบอกลักษณะเฉพาะของการกระจายของค่าปริมาณของสิ่งที่เจตนา231 
วัด ขึ้นอยู่กับข้อมูลที่ใช้ (VIM) 232 
 233 
การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ (method validation) 234 
การยืนยันการตรวจหาคุณสมบัติเฉพาะของวิธีทดสอบและจัดท าหลักฐานที เป็นรูปธรรม เพื อการ235 
น าไปใช้ตามจุดมุ่งหมายเฉพาะ และสามารถบรรลุผลได้ครบถ้วนตามวิธีการ 236 
 237 
การทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ (method verification) 238 
การทดสอบเพื อประกันว่าวิธีการวิเคราะห์มาตรฐาน หรือวิธีการวิเคราะห์อ้างอิง หรือวิธีวิเคราะห์อื น ๆ 239 
ที น าไปใช้ในห้องปฏิบัติการ มีความถูกต้องและความเที ยงเป็นไปตามคุณสมบัติของวิธีวิเคราะห์นั้น ๆ 240 
 241 
 242 
 243 
 244 
 245 
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3.3 สิ่งท่ีเจตนาวัด วิธีด าเนินการวัด และผลการวัด 246 
3.3.1 สิ่งท่ีเจตนาวัด (measurand) 247 

สิ งที เจตนาวัด คือ “ปริมาณที ตั้งใจจะวัด” (quantity subjected to measurement) 248 
ทั้งนี้จะต้องมีการระบุให้ชัดเจนด้วยว่าเป็นการวัดในเชิงคุณภาพหรือเชิงปริมาณ หากมีการระบุ       249 
เชิงปริมาณจะต้องระบุถึงชนิดของเชื้ออะไร ในตัวกลาง (matrix) ชนิดไหน และการวัดนั้น250 
รายงานในหน่วยอะไร (unit) นอกจากนี้จะต้องระบุว่า วัดด้วยวิธีด าเนินการวัดอะไร การระบุสิ งที 251 
เจตนาวัดมีความส าคัญอย่างมากที ปริมาณที ตั้งใจวัดนั้นจะต้องมีความชัดเจน 252 

สาขาจุลชีววิทยามีหลากหลายในสิ งที สามารถวัดและตรวจสอบได้ โดยทั วไปสิ งที วัด ได้แก่ 253 
แบคทีเรีย ไวรัส และจุลินทรีย์ต่าง ๆ  ซึ งแบ่งออกได้ 2 รูปแบบ คือ เชิงคุณภาพที ใช้ในการ254 
ตรวจหาว่า พบหรือไม่พบจุลินทรีย์เป้าหมายนั้น ๆ ปนเปื้อนอยู่ในตัวอย่าง ซึ งใช้ในการตรวจหา255 
เชื้อก่อโรค สิ งที วัดในเชิงปริมาณจะเป็นการตรวจหาจ านวนเชื้อที ปนเปื้อนอยู่ในอาหาร ที ใช้256 
ตรวจหาจุลินทรีย์ที เป็นดัชนีแสดงถึงคุณภาพของอาหาร ซึ งมีการรายงานผลเป็นจ านวนที นับได้257 
ทั้งหมด มีหน่วยเป็น (Colony Forming Unit; CFU) หรือ (Most Probable Number; MPN) 258 
เป็นต้น 259 

 260 
3.3.2 วิธีด าเนินการวัด (measurement procedure) 261 

วิธีด าเนินการวัด คือ “ค าบรรยายลักษณะอย่างละเอียดของการวัดที เป็นไปตามหลักการ262 
วัด (measurement principle) หนึ ง หรือมากกว่า และวิธีการวัดที ตั้งอยู่บนวิธีวัดมาตรฐาน263 
(standard method) และรวมถึงการค านวณใด ๆ เพื อให้ได้ผลการวัด” เอกสารบรรยาย264 
วิธีด าเนินการวัดต้องมีรายละเอียดเพียงพอให้ผู้ด าเนินการวัดปฏิบัติงานได้ และได้รับการควบคุม 265 
เช่น เป็นวิธีที มีหน่วยวัดเป็นโคโลนี (Colony Forming Unit; CFU) หรือมีค่าความน่าจะเป็น 266 
(Most Probable Number; MPN)  267 

 268 
3.3.3 ผลการวัด (measurement result) 269 

ผลการวัด คือ “ชุดของค่าปริมาณที ถือได้ว่าเป็นตัวแทนของสิ งที เจตนาวัด พร้อมด้วยข้อมูล270 
เกี ยวข้องอื นใดที ปรากฏ” เช่น ในเชิงปริมาณจะต้องมีการระบุตัวเลขหน่วยการวัด ความไม่271 
แน่นอนการวัด ความคลาดเคลื อน สภาวะอ้างอิง เงื อนไขการวัด และการแสดงถึงความสามารถ272 
สอบกลับได้ทางมาตรวิทยาของผลการวัด เป็นต้น 273 

  274 
3.4 มาตรฐานการวัด และหน่วยการวัด 275 

3.4.1 มาตรฐานการวัด (measurement standard) 276 
มาตรฐานการวัด คือ จุดอ้างอิงหรือเกณฑ์ที ก าหนดขึ้นเพื อใช้ในการวัดหรือวิเคราะห์277 

พารามิเตอร์หนึ ง ๆ เป็นค่าที รู้จักและมีความน่าเชื อถือ ซึ งใช้เป็นพ้ืนฐานในการเปรียบเทียบผล278 
การวัดที ได้จากเครื องมือหรือวิธีการต่าง ๆ  279 

มาตรฐานการวัดช่วยให้ เกิดความน่าเชื อถือและเปรียบเทียบได้  ในการวัดค่าของ280 
พารามิเตอร์ระหว่างห้องปฏิบัติการหรือการวิจัยที แตกต่างกัน เพื อให้ผลการวัดเป็นไปอย่าง281 
สอดคล้องและสามารถใช้เปรียบเทียบได้ในระหว่างหน่วยงานหรือระหว่างประเทศ 282 
หมายเหตุ: มาตรฐานการวัดอาจเป็นสารหรือเชื้อที ทราบค่า เช่น E. coli 5.0 x 108 CFU/mL  283 
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3.4.2 หน่วยการวัด (measurement unit) 284 
หน่วยการวัด คือ ค่าที ใช้ในการแสดงหรือวัดปริมาณของพารามิเตอร์ หรือสิ งที ก าลังวัด 285 

หน่วยการวัดช่วยให้สามารถเปรียบเทียบและเข้าใจข้อมูลที เกี ยวข้องกับปริมาณนั้น  ๆ ได้ เป็น286 
ค่าที มีมาตรฐานก าหนดโดยองค์กรหรือสถาบันที เกี ยวข้อง หรือเป็นหน่วยประเภทเดียวกันที ใช้287 
กันอย่างแพร่หลายในแต่ละสาขาวิชา เช่น CFU ย่อมาจาก "Colony Forming Unit" ซึ งเป็น288 
หน่วยที ใช้ในการนับจ านวน และการวัดปริมาณของจุลินทรีย์ในตัวอย่างที เติบโตในจานเลี้ยงเชื้อ 289 

 290 
3.5 การสอบเทียบ 291 

การสอบเทียบ (calibration) คือ การปฏิบัติงานภายใต้เงื อนไขที ระบุ  ซึ งในขั้นแรกสร้าง292 
ความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณกับความไม่แน่นอนการวัดที ได้จากมาตรฐานการวัด และค่าบ่งชี้ที สมนัย293 
กับความไม่แน่นอนการวัดที เชื อมสัมพันธ์ค่าบ่งชี้นั้น และในขั้นที  2 จะใช้สารสนเทศดังกล่าวสร้าง294 
ความสัมพันธ์เพื อให้ได้ผลการวัดจากค่าบ่งชี้ 295 

หมายเหตุ: การสอบเทียบในทางจุลชีววิทยา คือ การเปรียบเทียบผลการวัดกับสารหรือเชื้อที ทราบค่า296 
เป็นกระบวนการพ้ืนฐานในการแสดงความสามารถในการสอบกลับได้ ซึ งเป็นแนวทางปฏิบัติที ท าให้เกิด297 
การเชื อมความสัมพันธ์ระหว่างค่าประมาณของสิ งที เจตนาวัด  (measurand) ไปยังมาตรฐานการวัด 298 
(measurement standard) ดูหัวข้อ 3.2 299 
 300 
3.6 ปัจจัยและเงื่อนไขท่ีกระทบต่อผลการวัด 301 

ในการวัดหรือทดสอบมักมีปัจจัยและเงื อนไขที ส่งผลกระทบต่อผลการวัด เช่น ในการตรวจ302 
วิเคราะห์ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ ผลการวัดได้รับผลกระทบจากปัจจัยต่าง ๆ ยกตัวอย่างเช่น 303 

- อุณหภูมิของสภาพแวดล้อม 304 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ 305 
- การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง 306 

เมื อปัจจัยหรือเงื อนไขที ส่งผลกระทบเปลี ยนไป จะท าให้ผลการวัดที ได้เปลี ยนไปด้วย โดยปัจจัย307 
หลัก 7 ประการ ที มีอิทธิพลต่อผลการวัด ได้แก่ 308 

 309 
3.6.1 ผู้ปฏิบัติงาน (operator) 310 

ผู้ปฏิบัติงานในกระบวนการทดสอบเป็นปัจจัยหนึ งที อาจส่งผลต่อความคลาดเคลื อน และ311 
ความไม่แน่นอนการวัดอย่างมีนัยส าคัญ ในกรณีที บุคคลมากกว่าหนึ งท าการวัดเดียวกันอาจส่งผล312 
ต่อความไม่แน่นอนการวัดที ต่างกัน ปัจจัยต่าง ๆ เช่น องค์ความรู้ ประสบการณ์ ทักษะ และความ313 
ช านาญล้วนส่งผลต่อผลการวัด ดังนั้น  มาตรฐาน ISO/IEC 17025 จึงมีข้อก าหนดว่าด้วย314 
สมรรถนะของบุคคลที ได้รับมอบหมายให้ด าเนินการวัด 315 

 316 
3.6.2 สภาวะแวดล้อม (environment) 317 

สภาวะแวดล้อมขณะที ท าการทดสอบส่งผลต่อผลการวัด ตัวแปรต่าง ๆ ของสภาวะ318 
แวดล้อม เช่น อุณหภูมิ  เป็นต้น สามารถส่งผลกระทบต่อผลการวัด ทั้ งในมิติของความ319 
คลาดเคลื อนการวัดและความไม่แน่นอนรวมของการวัด ซึ งการทดสอบบางอย่างอาจมีความ320 
อ่อนไหวต่อสภาวะแวดล้อมมากกว่าการวัดอย่างอื น โดยทั วไปห้องปฏิบัติการต้องสะอาด มีสิ งที 321 
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ต้องการทดสอบในปริมาณน้อย ๆ หรือไม่มี เช่น ปริมาณจุลินทรีย์ในอากาศไม่เกิน 15 โคโลนี ต่อ 322 
15 นาที ต่อจานเพาะเชื้อ ปริมาณจุลินทรีย์บนพ้ืนที ปฏิบัติงานไม่ควรเกิน 100 CFU ต่อพ้ืนที     323 
50 ตารางเมตร และตู้ปราศจากเชื้อต้องไม่มีจุลินทรีย์ โดยท าการเปิดตู้อย่างน้อย 30 นาที      324 
เป็นต้น ขณะเดียวกันพ้ืนที ห้องปฏิบัติการไม่ควรกวาดหรือดูดฝุ่น เพราะจะท าให้เชื้อจุลินทรีย์ฟุ้ง325 
กระจาย 326 

 327 
3.6.3 เครื่องมือและอุปกรณ์ (equipment) 328 

เครื องมือและอุปกรณ์เป็นสิ งส าคัญ เนื องจากมีความเกี ยวข้องโดยตรงกับการทดสอบ เพื อให้329 
ได้ผลการทดสอบถูกต้องและเป็นจริงมากที สุด เครื องมือจะต้องมีแนวปฏิบัติที เหมือนกัน ได้แก่       330 
มีคู่มือการใช้งาน มีบันทึกการใช้งานประจ าวัน (log book) มีบันทึกการบ ารุงรักษาและซ่อม331 
เครื องมือ และมีการจัดท าประวัติการสอบเทียบและทวนสอบเครื องมือ โดยเครื องมือหลักที ใช้ในงาน332 
ทางด้านจุลชีววิทยา มีดังนี้ 333 

ตู้บ่ม (incubator) 334 
ตู้บ่มเป็นเครื องมือที มีการควบคุมอุณหภูมิของอากาศภายในตู้ ใช้ในการอบเพาะเชื้อมี335 

ส่วนประกอบที ส าคัญ คือ แหล่งก าเนิดความร้อน บางชนิดจะมีพัดลมในการช่วยกระจายความ336 
ร้อนให้มีความสม  าเสมอ เนื องจากอุณหภูมิมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลชีพ ดังนั้นจึงจ าเป็นต้อง337 
สอบเทียบและตรวจสอบอุณหภูมิภายในตู้ เพื อให้มั นใจว่าเป็นไปตามความต้องการใช้ 338 

เพื อให้อุณหภูมิภายในตู้บ่มมีอุณหภูมิตามที ตั้งค่าไว้ การใช้งานตู้บ่มควรเปิดใช้และตั้งค่า339 
อุณหภูมิของตู้บ่มก่อนการใช้งานอย่างน้อย 30 นาที การสอบเทียบขึ้นอยู่กับข้อก าหนดมาตรฐาน340 
ที เกี ยวข้องที ใช้อ้างอิง ตัวอย่างเช่น 341 

 342 
 343 

อุณหภูมิ รายการ MPE* 

อุณหภูมิที่ใช้งานตู้ 35 °C temperature accuracy & stability ±1 ºC 

อุณหภูมิที่ใช้งานตู้ 36 °C temperature accuracy & stability ±1 ºC 

อุณหภูมิที่ใช้งานตู้ 42 °C temperature accuracy & stability ±1 ºC 

                              *หมายเหตุ: ห้องปฏิบัติการสามารถสอบเทียบขึ้นอยู่กับ MPE ของเครื องมือที ระบุในวิธี 344 
 345 

การตรวจสอบผลสอบเทียบ ตรวจสอบทุกต าแหน่งภายในตู้ที ได้รับการสอบเทียบ โดยใช้เกณฑ์346 
ยอมรับ error + UM (Uncertainty Of Measurement) ≤ MPE หรือใช้เกณฑ์ ตาม ISO 7218347 
เรื อง stability และ uniformity ไม่เกิน MPE ของวิธีทดสอบ 348 

               หมายเหตุ: ควรใช้ค่า correction ในกรณีที ผลการสอบเทียบมีผลกระทบต่อการวัดที ใช้ตัดสินใน 349 
 350 

กรณีที สอบเทียบไม่ผ่านไม่ควรท าการทวนสอบและน ามาใช้งาน 351 
 352 
 353 
 354 

 355 
 356 
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การตรวจสอบขณะใช้งาน 357 
1. ตรวจสอบประจ าวัน (daily check) อย่างน้อย 1 ครั้ง ในวันท าการ โดยให้อุณหภูมิของ358 

ตู้บ่มคงที ก่อนการอ่าน (เช้าหรือบ่ายที ยังไม่มีผู้ปฏิบัติงานมาเปิดใช้ตู้บ่ม) 359 
2. ท า intermediate check เป็นระยะ ๆ ตามความเหมาะสม หรืออย่างน้อย 6 เดือน360 

ครัง้ ภายหลังการสอบเทียบ 361 
 362 

อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 363 
เป็นเครื องมือที ใช้ในการอุ่นอาหารเลี้ยงเชื้อหรือบ่มการทดสอบ โดยใช้ความร้อนจากน้ าที 364 

อ่างควรใช้อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที มีปิดฝาเพื อลดการสูญเสียน้ า ความร้อนและรักษาระดับ365 
อุณหภูมิ 366 
หมายเหตุ: ควรตรวจสอบระดับน้ าในอ่างก่อนใช้งานทุกครั้ง โดยน้ าจะต้องสูงกว่าระดับน้ าที ต  า367 
ที สุด (minimum water level) และควรสูงกว่าปริมาณตัวอย่างหรืออาหารเลี้ยงเชื้อที ต้องการ368 
อุ่น อย่างน้อย 2 เซนติเมตร 369 
 370 
การตรวจสอบขณะใช้งาน 371 

1. ตรวจสอบประจ าวัน (daily check) อย่างน้อย 1 ครั้ง ในวันท าการ  372 
2. ท า intermediate check เป็นระยะ ๆ ตามความเหมาะสม หรืออย่างน้อย 6 เดือน373 

ครัง้ ภายหลังการสอบเทียบ 374 
 375 

ตู้อบลมร้อน (hot air oven หรือ dry oven) 376 
เป็นเครื องที ใช้ความร้อนในการท าให้อุปกรณ์แห้งหรือปราศจากเชื้อ โดยใช้ความร้อนแห้ง 377 

ซึ งต้องการระดับอุณหภูมิที ถูกต้องและเหมาะสม การใช้งานส่วนใหญ่ใช้ส าหรับอบเครื องแก้วหรือ378 
อุปกรณ์ที ทนความร้อนได้สูง โดยอบฆ่าเชื้อเป็นเวลา 1 ชั วโมง ที อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส ± 379 
10 องศาเซลเซียส เพื อท าลายเชื้อจุลินทรีย์ที ปนเปื้อน ตู้อบลมร้อนควรจะมีเครื องวัดอุณหภูมิที 380 
ได้รับการสอบเทียบและปรับแก้  (calibrated) อย่างถูกต้อง เช่น เครื องเทอร์โมมิ เตอร์ 381 
(thermometer) ที ได้รับการสอบเทียบเทอร์โมคัปเปิล (thermocouple) หรืออุปกรณ์บันทึก382 
อุณหภูมิ (temperature-recording device) ที มีความแม่นย าที เหมาะสม และสามารถท างาน383 
ได้อิสระจากระบบการควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ อุปกรณ์การตรวจวัดควรมีความละเอียดในการ384 
แสดงผลอุณหภูมิที ดีกว่าหรือเท่ากับ  1 องศาเซลเซียส การสอบเทียบขึ้นอยู่กับข้อก าหนด385 
มาตรฐานที เกี ยวข้องที ใช้อ้างอิง ตัวอย่างเช่น 386 

 387 
 388 

อุณหภูมิ รายการ MPE 

170 °C temperature accuracy & stability ± 10 ºC 

 389 
การตรวจสอบผลสอบเทียบ ใช้เกณฑ์ยอมรับ error + UM (Uncertainty of Measurement) 390 
≤ MPE คือ ± 10 องศาเซลเซียส (ต าแหน่งที สอบเทียบเมื อท าการ ± uncertainty ไม่ควรต  ากว่า 391 
160 องศาเซลเซียส) หรือใช้เกณฑ ์stability และ uncertainty ไม่ควรเกิน ± 10 องศาเซลเซียส 392 
ตาม ISO 7218 393 
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การตรวจสอบขณะใช้งาน 394 
1. ตรวจสอบประจ าวัน (daily check) อย่างน้อย 1 ครั้ง ในวันท าการ  395 
2. ท า intermediate check เป็นระยะ ๆ ตามความเหมาะสมหรืออย่างน้อย 6 เดือน 396 
ครั้ง ภายหลังการสอบเทียบ 397 
 398 

หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ (autoclave) 399 
เป็นเครื องมือที ใช้ในการท าให้ปราศจากเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อและอุปกรณ์ต่าง  ๆ ใน400 

ห้องปฏิบัติการ โดยให้สิ งที ต้องการท าให้ปราศจากเชื้อสัมผัสกับไอน้ าอิ มตัวที อุณหภูมิและ401 
ระยะเวลาที ก าหนด การท างานของเครื องนึ งไอน้ าแรงดันสูง ใช้หลักการให้ไอน้ าไปแทนที อากาศ402 
ในตัวถังจนหมด แล้วปิดฝาตัวถังจนความดันและอุณหภูมิภายในตัวถังเพิ มขึ้นตามที ก าหนด 403 
เนื องจากอุณหภูมิของไอน้ าอิ มตัว มีความสัมพัทธ์คงที กับความดันดังนั้นจึงต้องท าการสอบเทียบ404 
และตรวจสอบขณะใช้งาน เพื อให้มั นใจว่าใช้งานได้อย่างถูกต้อง 405 

ในการใช้งานควรตรวจดูระดับน้ าภายในหม้อ หากระดับน้ ามีน้อยเกินไปท าการเติมน้ าลงใน406 
หม้อนึ ง (น้ าที ใช้ควรเป็นน้ ากลั นหรือน้ าสะอาดที ไม่มีตะกอน) จนกระทั งมองเห็นน้ าบริเวณตรง407 
กลางหม้อนึ ง ตัวอย่างที ต้องการฆ่าเชื้อลงในหม้อนึ ง การวางภาชนะ อาหารเลี้ยงเชื้อ หรือสารเคมี408 
ที ต้องการฆ่าเชื้อ ควรจัดใส่ในตะกร้าที มีมากับเครื อง ควรวางให้มีที ว่างห่างกัน 409 

การสอบเทียบกับหน่วยงานภายนอกควรด าเนินการอย่างน้อย 1 ครั้ง ภายใน 1 ปี หรือ410 
ตามความเหมาะสม การสอบเทียบขึ้นอยู่กับข้อก าหนดมาตรฐานที เกี ยวข้องที ใช้อ้างอิง และท า 411 
intermediate check เป็นระยะ ๆ ตามความเหมาะสม ตัวอย่างเช่น 412 

 413 
 414 

 415 
อุณหภูม ิ รายการ MPE* 

121 °C temperature accuracy ± 3 ºC 
           416 
          *หมายเหตุ: MPE ของอุณหภมูิเป้าหมายไม่เกิน ± 3 ºC 417 
 418 
การตรวจสอบผลสอบเทียบ ใช้เกณฑ์ยอมรับ error + UM (Uncertainty of Measurement)  419 
≤ MPE หรือใช้เกณฑ์ ตาม ISO 7218  420 

 421 
การตรวจสอบขณะใช้งาน 422 

1. ตรวจสอบและบันทึกอุณหภูมิ ความดัน ด้วยหน่วยวัดปอนด์ต่อตารางนิ้ว และเวลาที ใช้423 
งานทุกครั้ง 424 

2. ตรวจสอบระบบการท างานและประสิทธิภาพของเครื องนึ งไอน้ าแรงดันสูงอย่างน้อย425 
เดือนละครั้ง หรือตามมาตรฐานที อ้างอิงด้วยการทดสอบ spore test โดยใช้สปอร์ของ 426 
Geobacillus stearothermophilus โดยน าหลอดของเชื้อมา 2 หลอด ดังนี้ 427 

หลอดที  1  น าไปผ่านการฆ่าเชื้อที อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 428 
หลอดที  2  ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อใช้เป็นชุดควบคุม 429 

จากนั้นน าทั้งสองหลอดไปบ่มที อุณหภูมิ (60 ± 2) องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั วโมง 430 
หรือตามที บริษัทผู้ผลิตแนะน า โดยสังเกตการเปลี ยนสีของหลอดเชื้อถ้าการฆ่าเชื้อได้ผล อาหาร431 
เลี้ยงเชื้อจะยังคงเป็นสีม่วงหลังจากบ่มเป็นเวลา 48 ชั วโมง ถ้าการฆ่าเชื้อไม่ได้ผล อาหารเลี้ยงเชื้อ432 
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จะเปลี ยนเป็นสีเหลือง เนื องจากกรดถูกปล่อยออกมาระหว่างที แบคทีเรียมีการเจริญเติบโต และ433 
จะมีความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อที สังเกตุได้ (สีเหลืองของอินดิเคเตอร์สามารถเปลี ยนแปลงได้เมื อ434 
ระยะเวลาการบ่มนานเกินไป ดังนั้น ควรสังเกตุหลอดควบคุมหลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชั วโมง) 435 

3. ใช้ maximum thermometer อย่างน้อยเดือนละครั้ง หรือตามมาตรฐานที อ้างอิง 436 
 437 
เครื่องวัดความเป็นกรด – ด่าง (pH meter) 438 

ท าการสอบเทียบอิเล็กโทรด (calibration and standardization) ด้วยสารละลาย439 
บัฟเฟอร์มาตรฐาน ที เป็นระดับวัสดุอ้างอิงรับรอง (Certified Reference Material; CRM) ก่อน440 
การใช้งานด้วยวัสดุอ้างอิงรับรองอย่างน้อย 2 ชนิด โดยให้ครอบคลุมค่าที ต้องการวัด  ถ้าไม่441 
ครอบคลุมให้ใช้วัสดุอ้างอิงรับรองอีก 1 ชนิด ตามเอกสารข้อแนะน าวิธีการใช้งานการดูแลรักษา 442 
และการสอบเทียบ pH Meter with electrode assemblies โดยจะต้องเริ มจากค่า pH เท่ากับ 443 
7.00 หรือตามที ผู้ผลิตแนะน าเป็นจุดแรก หลังจากนั้นท าการวัดสารละลายบัพเฟอร์มาตรฐานที 444 
เป็น second source หรือ verification buffer อย่างน้อย 1 จุดเพื อเป็นการตรวจสอบค่าที อ่าน445 
ได้จากอิเล็กโทรดเทียบกับเกณฑ์ที ก าหนดไว้ จากนั้นล้างอิเล็กโทรดด้วยน้ ากลั น ใช้กระดาษทิชชู446 
ไร้ฝุ่นซับน้ าที อิเล็กโทรดเพื อก าจัดน้ าส่วนเกิน น าไปวัดหรือทดสอบตัวอย่างต่อไป ห้องปฏิบัติการ447 
จะต้องใช้เกณฑ์ให้เหมาะสมกับเครื อง pH meter และวิธีการทดสอบ 448 

 449 

เกณฑ์การยอมรับส าหรับเครื่อง pH meter 450 

รายการ 
เกณฑ์การยอมรับ(หรือตาม

ข้อก าหนดของผู้ผลิต) 

offset at pH 7 ± 30 mV 

ความชัน (% efficiency) 95 % to 105 % 

การทวนสอบค่า pH ของ reference buffer 
solution (secondary source for 
verification) 

± 0.10 pH 

 451 
ในกรณีการสอบเทียบอิเล็กโทรดก่อนการใช้แล้ว % efficiency ไม่ผ่านเกณฑ์ ต้อง452 

พิจารณาดังนี้ 453 
1. ตรวจสอบอิเล็กโทรดว่าเสื อมหรือไม่ โดยการเปลี ยนอิเล็กโทรดใหม่ แล้วท าการสอบ454 

เทียบใหม่ 455 
2. หากผลยังไม่ผ่านเกณฑ์ ให้ด าเนินการสอบเทียบทางไฟฟ้าให้กับมิเตอร์ 456 

 457 
ข้อแนะน าในการเลือกใช้สารละลายบัฟเฟอร์มาตรฐานและรายละเอียดอื น  ๆ สามารถ458 

ศึกษาเพิ มเติมได้จากเอกสาร ข้อแนะน าวิธีการใช้งาน การดูแลรักษา และการสอบเทียบ pH 459 
meter with electrode assemblies  460 

 461 
 462 
 463 
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เครื่องชั่ง (balance) 464 
เป็นเครื องมือที ใช้ชั งตัวอย่าง สารเคมี และอาหารเลี้ยงเชื้อ การเลือกเครื องชั งให้เหมาะสม465 

กับความต้องการใช้งาน ต้องทราบน้ าหนักต  าสุดและสูงสุดที ต้องการชั ง และความคลาดเคลื อนที 466 
ยอมรับได้ไม่ควรเกิน 1 เปอร์เซ็นต์ เช่น ชั ง 10 กรัม ขึ้นไป ให้ใช้เครื องชั ง 1 ต าแหน่ง หรือ        467 
1 กรัม ขึ้นไป ให้ใช้เครื องชั ง 2 ต าแหน่ง การสอบเทียบและท า intermediate check ขึ้นอยู่กับ468 
ข้อก าหนดมาตรฐานที เกี ยวข้องที ใช้ อ้างอิง หรือตาม  guidance on the calibration of 469 
weighing machines used in testing and calibration laboratories (UKAS LAB 14)  470 

 471 
ตู้ปลอดเชื้อ (laminar air flow หรือ biological safety cabinet) 472 

เป็นเครื องมือควบคุมลมชนิดหนึ ง ซึ งอาศัยหลักการท างานของมอเตอร์พัดลมและแผ่น473 
กรองอากาศ HEPA เพื อให้การปกป้องผู้ใช้งาน ตัวอย่าง และสิ งแวดล้อม โดยใช้ก าจัดฝุ่นรวมถึง474 
อนุภาคต่าง ๆ เช่น จุลินทรีย์ในอากาศ 475 

ตู้ปลอดเชื้อควรมีการตรวจสอบการท างานของแผ่นกรองอากาศ และประสิทธิภาพของ476 
หลอด UV ตามคู่มือบริษัทผู้ขายหรือตามความเหมาะสม 477 

 478 
ตู้เย็นและตู้แช่แข็ง (refrigerator and freezer) 479 

- ตู้เย็น (refrigerator) ใช้ในการเก็บรักษาตัวอย่าง อาหารเลี้ยงเชื้อ น้ ายา สารเคมี และ480 
เชื้อแบคทีเรีย โดยตู้เย็นที ใช้เก็บตัวอย่างแช่อาหารแช่เย็นต้องมีอุณหภูมิ (3 ± 2) องศาเซลเซียส 481 
ตามเอกสารอ้างอิงหรือตามฉลากก าหนด ส่วนตู้เย็นที ใช้เก็บสารอื น ๆ ต้องมีอุณหภูมิ (5 ± 3)    482 
องศาเซลเซียส 483 

 484 
การตรวจสอบขณะใช้งาน 485 

1. ตรวจสอบประจ าวัน (daily check) อย่างน้อย 1 ครั้ง ในวันท าการ  486 
2. ท า intermediate check เป็นระยะ ๆ ตามความเหมาะสม 487 
 488 
- ตู้แช่แข็ง (freezer) ที ใช้เก็บตัวอย่างอาหารแช่แข็ง อุณหภูมิต้องเท่ากับหรือต  ากว่า -15489 

องศาเซลเซียส หรือ -18 องศาเซลเซียส หรือ -20 องศาเซลเซียส ตามเอกสารอ้างอิงหรือตาม490 
ฉลากก าหนด 491 

                   การตรวจสอบการใช้งาน 492 
1. ตรวจสอบประจ าวัน (daily check) อย่างน้อย 1 ครั้ง ในวันท าการ  493 
2. ท า intermediate check เป็นระยะ ๆ ตามความเหมาะสม 494 
 495 

เทอรโ์มมิเตอร์ (thermometers) 496 
เป็นเครื องมือที ใช้วัดอุณหภูมิเครื องมือที ต้องควบคุมอุณหภูมิให้เหมาะสมกับการ497 

ทดสอบในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โดยมี readability ดีกว่าสิ งที จะวัดอย่างน้อย 3 เท่า (กรณี498 
ที ไม่สามารถจัดหาได้สามารถใช้ต่างจากนี้ได้) เช่น ตู้อบเพาะเชื้อ ตู้เย็น ตู้แช่แข็ง และอ่างน้ าร้อน 499 
การตรวจสอบความถูกต้องของการควบคุมอุณหภูมิของเครื องมือเหล่านี้  จ าเป็นต้องใช้500 
เทอร์โมมิเตอร์ในการตรวจสอบ ดังนั้นควรเลือกเทอร์โมมิเตอร์ที มีความถูกต้องของการวัดให้501 
เหมาะสมกับช่วงอุณหภูมิที ต้องการควบคุม โดยทั วไปเทอร์โมมิเตอร์ที ใช้ในห้องปฏิบัติการต้องมี502 
การสอบเทียบ 503 
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 504 

อุณหภูมิ รายการ MPE 

อุณหภูมิที ใช้งาน temperature accuracy 1/3 ของช่วงอุณหภูมิ 
ที ต้องการควบคุม เช่น 

(5 ± 3) °C MPE = ± 1 °C 
 505 
การตรวจสอบผลสอบเทียบ ใช้เกณฑ์ยอมรับ error + UM (Uncertainty of Measurement)  506 
≤ MPE (± 1 องศาเซลเซียส) หรือใช้เกณฑ์ ตาม ISO 7218  507 

 508 
การสอบเทียบ 509 

1. reference thermometer ความถี อย่างน้อยทุก 5 ปี และ check ice point หรือจุด510 
น้ าเดือดทุก 1 ปี หรือตามความเหมาะสมตามเอกสารอ้างอิง  511 

2. reference thermocouple ความถี อย่างน้อยทุก 5 ปี และ check ice point ทุก    512 
1 ปี หรือตามความเหมาะสมตามเอกสารอ้างอิง  513 

3. working thermometer ให้ทวนสอบด้วย reference thermometer ที  ice point 514 
หรือจุดน้ าเดือด (ที อุณหภูมิใช้งาน) หรือท าความถี อย่างน้อยทุกปี หรือตามความเหมาะสมตาม515 
เอกสารอ้างอิง 516 

 517 
เครื่องแก้วและจานเพาะเชื้อพลาสติก (glassware and petri dish plastic) 518 

เครื องแก้วที ใช้ ในห้องปฏิบัติ การจุลชีววิทยาควรท าจากวัสดุคุณภาพสู งชนิ ด              519 
low – alkali borosilicate เพื อป้องกันการชะล้างของ alkali ที ผิวหน้าของแก้ว  โดยจะต้องมี520 
ลักษณะเรียบ และไม่มีรอยขีดข่วน โดยเครื องแก้วต้องมีความสะอาด ปราศจากสารตกค้างที มี521 
ผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ 522 

 523 

3.6.4 วิธีวัด (measurement method) 524 
 525 

นิยามวิธีมาตรฐาน  526 
เป็นวิธีที ได้รับการยอมรับในระดับนานาชาติ ระดับสากล หรือระดับภูมิภาค หรือ527 

ระดับประเทศ หรือระดับที ได้รับการยอบรับของบุคคลในสาขา 528 
 529 
การเลือกวิธี 530 

กรณีที ลูกค้าระบุเป็นลายลักษณ์อักษรให้ใช้วิธีของลูกค้าเป็นล าดับแรก หากกรณีที ลูกค้า531 
ไม่ได้ระบุให้ใช้วิธีมาตรฐานอาจใช้วิธีทางเลือกอื นได้ ซึ งวิธีการเลือกอื น (alternative method)532 
ที ใช้ต้องมีข้อมูลการทดสอบความใช้ได้ของวิธี (validation data) ครอบคลุมกลุ่มของตัวอย่าง 533 
(categories) ที ต้องการทดสอบ (ดู ISO 16140) 534 

ก่อนที ห้องปฏิบัติการจะน าวิธีทดสอบต่าง ๆ ไปใช้ ห้องปฏิบัติการต้องมีการทวนสอบวิธี 535 
เพื อยืนยันความสามารถของห้องปฏิบัติการ 536 

 537 
 538 
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การสอบกลับได้ทางการวัด 539 
การสอบเทียบเครื องมือกรณีสอบเทียบโดยหน่วยงานภายนอก ให้ห้องปฏิบัติการเลือกผู้ให้540 

บริการที สามารถให้ผลการวัดที สามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา และมีความไม่แน่นอนของ541 
การวัดที ยอมรับได้ กรณีสอบเทียบโดยบุคลากรหรือหน่วยงานภายใน ผู้สอบเทียบต้องมี542 
ความสามารถและต้องมีค่าความแน่นอนของการวัดประกอบมาด้วย 543 

 544 
เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ 545 

ให้ใช้เชื้อจุลินทรีย์ที ทราบระดับสกุล (genus) และระดับชนิด (species) ที ได้มาจากแหล่ง546 
ที น่าเชื อถือและสอบกลับได้ เช่น 547 

- ศูนย์เก็บเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง เช่น American Type Culture Collection (ATCC) หรือ 548 
World Data Center for Microorganisms (WDCM) เป็นต้น 549 

- จากการทดสอบความช านาญ โดยองค์กรทดสอบความช านาญที น่าเชื อถือ เช่น องค์กรที 550 
ได ้ISO/IEC 17043 เป็นต้น 551 

- จากการทดสอบของห้องปฏิบัติการ ซึ งเชื้อจุลินทรีย์นั้นจะต้องได้รับการยืนยันตามวิธี552 
ทดสอบ (ดูการเลือกวิธี) โดยเชื้อจุลินทรีย์ที ห้องปฏิบัติการใช้ต้องเป็นเชื้อบริสุทธิ์ มี553 
คุณสมบัติตรงตามการใช้งาน 554 

 555 
อาหารเลี้ยงเชื้อและน้ าที่ใช้ในการทดสอบ 556 

ต้องมีคุณสมบัติตรงตามที ห้องปฏิบัติการต้องการใช้งาน โดยให้ปฏิบัติตามเอกสารที จัดท า557 
ขึ้น และ/หรือตาม ISO 11133 ก าหนด 558 

การวัด ทดสอบ หรือสอบเทียบบางสาขา มีวิธีวัดที ได้รับการศึกษาพัฒนามาก่อนหน้าและ559 
ปรากฏในมาตรฐานเชิงเอกสารหรือข้อก าหนดเชิงกฎหมาย ในกรณีที มีทรัพยากรเพียงพอในการ560 
ด าเนินการตามวิธีนั้นทั้งหมด ห้องปฏิบัติการสามารถน าวิธีด าเนินการวัดเหล่านี้ไปใช้ได้โดยตรง561 
ไม่ต้องท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี  แต่ในกรณีที มีทรัพยากรไม่เพียงพอ สามารถท าตาม562 
วิธีวัดมาตรฐานได้บางส่วน และจะต้องท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีในส่วนที เบี ยงเบนไป563 
จากมาตรฐาน 564 

อนึ งหากการวัด ทดสอบ หรือสอบเทียบนั้น ไม่มีระบุไว้ในมาตรฐานเชิงเอกสารหรือ565 
ข้อก าหนดอื นใด ห้องปฏิบัติการต้องออกแบบและพัฒนาวิธีการวัด โดยอาศัยหลักการจาก566 
งานวิจัยหรือการศึกษาที มีมาก่อน  และต้องค านึงถึงการได้มาซึ งผลการวัดที ยอมรับได้ คือ        567 
มีความคลาดเคลื อนและความไม่แน่นอนการวัดในกรอบที ตั้งเป้า  ผลการวัดต้องสามารถสอบ568 
กลับทางมาตรวิทยา และก่อนน าวิธีการวัดที พัฒนานี้ไปใช้งานจริงต้องตรวจสอบความใช้ได้ของ569 
วิธีวัดนั้นก่อน 570 

ทั้งนี้วิธีการวัดทางจุลชีววิทยามีวิธีการวัดมาตรฐาน (standard method) ยกตัวอย่าง เช่น 571 
การตรวจหาเชื้อ Staphylococcus aureus ใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์จาก Bacteriological 572 
Analytical Manual (BAM) Online, Chapter 12 หรือ Listeria monocytogenes ใช้วิธีการ573 
ตรวจวิเคราะห์จากISO 11290-1: Microbiology of the food chain - Horizontal method 574 
for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes and of Listeria 575 
spp. — Part 1: Detection method เป็นต้น ดังนั้น จึงมีความจ าเป็นต้องท าการทวนสอบ576 
ความใช้ได้ของวิธีทดสอบ (method verification) 577 
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        การควบคุมคุณภาพ (quality control) 578 
ห้องปฏิบัติการต้องจัดท าขั้นตอนส าหรับการตรวจติดตามความถูกต้องของผลการทดสอบ 579 

มีแผนการตรวจติดตามและมีการประเมินอย่างต่อเนื อง รวมถึงมีบันทึกข้อมูลการตรวจติดตาม580 
ตามความเหมาะสม ซึ งวิธีวัดทางจุลชีววิทยาเกี ยวข้องกับการด าเนินการที ซับซ้อนหลายอย่าง 581 
ตั้งแต่การสุ่มตัวอย่างไปจนถึงการค านวณและการรายงานผล ครอบคลุมถึงเครื องมือ วัสดุ582 
อุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชื้อและรีเอเจนต์ ซึ งทั้งหมดนี้ต้องด าเนินการโดยผู้ปฏิบัติงานที มีความรู้583 
ความสามารถเพื อให้มั นใจว่าผลการทดสอบมีความถูกต้องน่าเชื อถือ นอกจากนี้  ยังมี584 
องค์ประกอบหลักที ส าคัญที ใช้ในการประกันคุณภาพผลการทดสอบ ได้แก่ การควบคุมคุณภาพ585 
ภายใน (Internal Quality Control; IQC) ที ด าเนินการควบคู่ไปกับการตรวจตัวอย่างและการ586 
ควบคุมคุณภาพภายนอก (External Quality Control; EQC) 587 

1. การควบคุมคุณภาพภายใน (Internal Quality Control; IQC) 588 
วัตถุประสงค์หลักของการควบคุมคุณภาพภายใน คือ เพื อให้แน่ใจว่าผลการทดสอบ589 

ในแต่ละรอบของการทดสอบที มีความสม  าเสมอ ถูกต้อง แม่นย า และสอดคล้องกับเกณฑ์ที 590 
ก าหนดไว้ แผนในการควบคุมคุณภาพภายใน ควรเลือกวิธีการและความถี ตามความ591 
เหมาะสมขึ้นอยู่กับวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ โดยต้องสามารถยืนยันความถูกต้องของผลการ592 
ทดสอบได้ ซึ งการท าการควบคุมคุณภาพภายในจะใช้ในการตรวจสอบแนวโน้มการ593 
ปฏิบัติงาน และเฝ้าระวังไม่ให้เกิดความผิดพลาด ซึ งช่วยบ่งชี้ผลการทดสอบที ไม่อยู่ภายใต้594 
การควบคุม หากพบว่า มีผลการทดสอบอยู่นอกการควบคุม ต้องวิเคราะห์สาเหตุที แท้จริง595 
และด าเนินการแก้ไข โดยห้องปฏิบัติการสามารถเลือกท าการควบคุมคุณภาพภายในได้596 
หลายวิธีตามความเหมาะสม ดังนี้ 597 

- การใช้ blank samples หรือ ตัวอย่างที ผ่านการฆ่าเชื้อมาทดสอบ เพื อประกัน598 
คุณภาพว่า การด าเนินการทดสอบทั้งระบบปลอดการปนเปื้อนของเชื้อจากสิ งแวดล้อม 599 

 600 
- การใช้ positive control organisms จะใช้ส าหรับการทดสอบเชิงคุณภาพ โดย601 

การเติมเชื้อ target organisms ในระดับที ไม่เกิน 100 CFU ต่อปริมาณของตัวอย่างที 602 
ต้องการทดสอบ (test portion) เท่ากันหรือมากกว่า 104 CFU ต่อปริมาณของตัวอย่างที 603 
ต้องการทดสอบ ซึ งเป็นการยืนยันว่าการทดสอบด าเนินการได้อย่างถูกต้อง โดยผลการ604 
ทดสอบของเชื้อจุลินทรีย์ที ให้ผลบวกต้องเป็นคุณลักษณะที ก าหนด 605 

 606 
- การใช้เชื้อจุลินทรีย์ที ให้ผลลบหรือเชื้อจุลินทรีย์ที ไม่ ใช่ เป้าหมาย  (negative 607 

control organisms) เพื อให้สามารถแยกความแตกต่างระหว่างเชื้อจุลินทรีย์ที ให้ผลบวก608 
กับที ใช้ผลลบได้ โดยผลการทดสอบของเชื้อจุลินทรีย์ที ให้ผลลบ ต้องเป็นคุณลักษณะ609 
แตกต่างจากเชื้อจุลินทรีย์ที ให้ผลบวกหรือเชื้อจุลินทรีย์เป้าหมาย 610 

 611 
- การทดสอบซ้ า (replicate testing) เป็นการทดสอบเพื อตรวจสอบความสอดคล้อง612 

ของผลการทดสอบ ด าเนินการโดยชั งตัวอย่าง 2 ซ้ า จากตัวอย่างเดียวกัน (split samples) 613 
จะใช้ส าหรับการทดสอบเชิงปริมาณ โดยท าซ้ าทุก 10 เปอร์เซ็นต์ ของการทดสอบตัวอย่าง 614 
หรือตามความถี ที เหมาะสม  (APHA) เพื อบ่ งชี้ ถึ งความสามารถในการท าซ้ าและ615 
ประสิทธิภาพของบุคลากรในห้องปฏิบัติการ โดยสามารถใช้ผลการทดสอบซ้ าในการหาค่า616 
ความไม่แน่นอนในการวัดได้ เกณฑ์การพิจารณาผลการทดสอบสามารถใช้ค่า ± 0.5 log 617 
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ตามเกณฑ์การประเมินของหน่วยงาน PT Provider หรือต้องน้อยกว่าค่า precision 618 
criteria โดยด าเนินการดังนี้ 619 

 620 
1. ท าการทดสอบซ้ า 2 ซ้ า อย่างน้อย 15 ตัวอย่าง (n) จากนั้นน าผลการทดสอบมา621 

แปลงเป็นค่า log (log) เมื อ L = decimal logarithms of counts , R= Range of 622 
logarithms 623 

 624 
2. ค านวณหาผลต่างระหว่างค่าท าซ้ าของแต่ละตัวอย่าง 625 
                                          และหาผลรวมของผลต่าง  626 

 627 
 628 

           3. ค านวณค่า   629 

 630 
           4. Precision criteria = 3.27  631 

 632 

2.  การควบคุมคุณภาพภายนอก (External quality control; EQC) 633 

        เป็นการควบคุมคุณภาพผลการวิเคราะห์จากภายนอกเพื อให้เกิดความมั นใจในผลการ634 
วิเคราะห์ โดยการเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการ ซึ งเป็นเทคนิคหนึ ง635 
ของการประกันคุณภาพส าหรับห้องปฏิบัติการ โดยมีรายละเอียดดังนี้  636 

- การเข้าร่วมโปรแกรมทดสอบความช านาญ  (Proficiency Testing; PT) จาก637 
หน่วยงานที จัดโปรแกรม (PT provider) โดยหน่วยงานที จัดโปรแกรม ต้องได้รับการรับรอง638 
ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17043 เพื อให้มั นใจถึงความสามารถในการจัดโปรแกรม  และ639 
ประเมินผลโดยใช้หลักการทางสถิติที เหมาะสม และมั นใจในความเหมาะสมของตัวอย่างที 640 
ต้องมีความเป็นเนื้อเดียวกันและมีความเสถียรตลอดช่วงเวลาของการด าเนินการทดสอบ 641 
ห้องปฏิบัติการที เข้าร่วมผลการเข้าร่วมผ่านเกณฑ์ที ก าหนด โดยมีค่า z  2 หรือ ในกรณี642 
ที เป็นการทดสอบเชิงปริมาณต้องมีความสอดคล้องกับค่า assign 643 

- การเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการ (Inter Laboratory Comparison; 644 
ILC) เป็นการประเมินความสามารถและการประเมินผลการทดสอบของห้องปฏิบัติการสอง645 
ห้องปฏิบัติการหรือมากกว่า ในการวัดตัวอย่างเดียวกัน ภายใต้เงื อนไขที ก าหนดไว้แล้ว 646 

ห้องปฏิบัติการต้องมีการจัดท าแผนการควบคุมคุณภาพภายนอก โดยเลือกเข้าร่วม647 
โปรแกรมทดสอบความช านาญ กับหน่ วยงานที ได้ รับการรับรองตามมาตรฐาน        648 
ISO/IEC 17043 และเลือกตัวอย่างทดสอบที มีระดับการปนเปื้อนและประเภทของเมทริกซ์649 
ที เหมาะสม  ส าหรับวิธีทดสอบเชิงคุณภาพควรทดสอบทั้งตัวอย่างที เป็น  positive และ 650 
negative สิ งส าคัญไม่เพียงแต่ต้องดูที ผลการประเมินในการเข้าร่วมโปรแกรมทดสอบความ651 
ช านาญหรือการเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการของแต่ละรายการทดสอบเท่านั้น 652 
แต่ยังต้องตรวจสอบแนวโน้มเพื อประเมินและแก้ไขการเบี ยงเบนที อาจเกิดข้ึนด้วย 653 

 654 
 655 
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3.6.5 ผู้ให้บริการสอบเทียบ (calibration service provider) 656 
เมื อห้องปฏิบัติการใช้ผู้ให้บริการสอบเทียบหรือทดสอบภายนอก ต้องพิจารณาเลือกผู้657 

ให้บริการที สามารถให้ผลการวัดที มีความสามารถในการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา และมีค่า658 
ความไม่แน่นอนการวัดที ยอมรับได้  ซึ งเกณฑ์การยอมรับต้องก าหนดให้สอดคล้องกับค่าของ659 
องค์ประกอบความไม่แน่นอนการวัด  660 

 661 
3.6.6 การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง (preservation of reference culture) 662 

การทดสอบทางจุลชีววิทยาจ าเป็นต้องมีเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง (reference culture) เพื อ663 
ยืนยันผลการทดสอบ รวมทั้งเป็นการสร้างความน่าเชื อถือให้กับการทดสอบของห้องปฏิบัติการ 664 
จุลินทรีย์ที น ามาใช้เป็นเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง หากมีการเก็บรักษาที ไม่ถูกต้องอาจส่งผลให้ลักษณะ665 
และคุณสมบัติของเชื้อจุลินทรีย์เปลี ยนแปลงไป หรือเกิดการตายของเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงได้ ดังนั้น 666 
การเลือกวิธีการเก็บรักษาและสภาวะที ใช้ในการเก็บรักษาที เหมาะสม จะท าให้สามารถเก็บรักษา667 
เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงและสามารถควบคุมคุณสมบัติต่าง ๆ ของเชื้อจุลินทรีย์ได้นาน  668 

โดยปกติในห้องปฏิบัติการ เชื้อบริสุทธิ์ (pure culture) จะถูกถ่าย/เปลี ยนไปยังอาหารใหม่669 
เป็นระยะเวลาที แน่นอน เพื อให้เชื้อจุลินทรีย์เติบโตและมีชีวิตอย่างต่อเนื อง เรียกว่า การจัดเก็บ670 
เชื้อจุลินทรีย์ระยะสั้น (short-term storage) เช่น การเก็บรักษาเชื้อภายในน้ ามัน การเก็บในน้ า671 
กลั นที ปลอดเชื้อ การแช่เย็น เป็นต้น การถ่ายเชื้อ (subculture) นี้จ าเป็นต้องปราศจากเชื้อสะสม672 
เพื อป้องกันการปนเปื้อน แต่เนื องจากการถ่ายเชื้อข้างต้นซ้ า ๆ กันใช้เวลานาน การรักษาเชื้อ673 
บริสุทธิ์จ านวนมากจึงเป็นเรื องยาก นอกจากนี้ยังมีความเสี ยงของการเปลี ยนแปลงทางพันธุกรรม674 
และการปนเปื้อน ดังนั้น ปัจจุบันได้มีการแทนที ด้วยวิธีที ทันสมัย ท าให้ไม่ต้องท าการถ่ายเชื้อ675 
บ่อยครั้ง เรียกว่า การจัดเก็บเชื้อจุลินทรีย์ระยะยาว (long-term storage)  เช่น การแช่แข็ง 676 
(freezing) การแช่แข็งบนผิวเม็ดแก้ว การการแห้งเย็น (lyophilization หรือ freeze-drying) 677 
เป็นต้นขั้นตอนการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง แบ่งออกเป็น 3 ระดับ ดังนี้ 678 
 1. เชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์อ้างอิง (reference strain) หมายถึง เชื้อจุลินทรีย์ที มาตรฐานการ679 
ทดสอบอ้างอิงก าหนด ซึ งส่วนใหญ่ก าหนดเป็นรหัสของสายพันธุ์ต้นแบบ (type strain) หรือสาย680 
พันธุ์ที เป็นตัวแรกของชื อสกุล (genus) และชนิด (species) นั้น ๆ ส่วนรหัสของสายพันธุ์บอกถึง681 
แหล่งที เก็บรักษาสายพันธุ์ต้นแบบนั้น ทั้งนี้สายพันธุ์ต้นแบบดังกล่าวสามารถมีรหัสที แตกต่างกัน682 
ตามศูนย์เก็บเชื้อจุลินทรีย์แต่เป็นเชื้อเดียวกัน สามารถสังเกตุได้ว่าเชื้อไหนเป็นสายพันธุ์ต้นแบบได้683 
จากสัญลักษณ์ ( T ) ต่อท้ายรหัสของสายพันธุ์นั้น ท าให้สามารถสอบกลับไปถึงสายพันธุ์ต้นแบบ684 
นั้น ๆ ได้ โดยสามารถขอรับบริการได้จากศูนย์เก็บเชื้อจุลินทรีย์ (culture collection center) 685 
ในประเทศไทยที ได้ขึ้นทะเบียนกับ World Federation of Culture Collections (WFCC)     686 
ซึ งอาจได้รับเชื้อจุลินทรีย์ในรูปแบบหลอด lyophilization ที สามารถเก็บในตู้เย็น (4 องศา687 
เซลเซียส ถึง 10 องศาเซลเซียส) ได้เป็นเวลานานหรือรูปแบบเชื้อสด ซึ งจะมีอายุการเก็บได้ไม่688 
นาน  689 

2. เชื้อจุลินทรีย์ อ้างอิง (reference stock/reference culture/stock culture) เป็น                        690 
ชุดของเชื้อที แยกมาจาก reference strain ในห้องปฏิบัติการหรือผู้จัดจ าหน่าย 691 
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3. เชื้อใช้งานประจ า (working culture) เป็นเชื้อที เตรียมมาจาก reference culture 692 
หรือ stock culture หรือ reference material 693 

เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงที เตรียมจากเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์อ้างอิง (ดูรูปภาพที  1) ควรเก็บรักษา694 
ไว้ ที อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส เพื อลดโอกาสในการปนเปื้อนหรือการกลายพันธุ์ หากเก็บที 695 
อุณหภูมิสูงขึ้น เช่น อุณหภูมิตู้เย็น 2 องศาเซลเซียส ถึง 8 องศาเซลเซียส  หรือ -20 องศา696 
เซลเซียส จะท าให้ระยะเวลาของการมีชีวิตลดลง  697 

 698 
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รูปภาพที่ 1 การเตรียมสต๊อกเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง (reference stock) จากเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์อ้างอิง 700 
(reference strain) 701 

1 โดยทั วไปจะน าเชื้อจุลินทรีย์มาเพาะเลี้ยงอีกครั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth และให้702 
เวลาในการฟื้นฟูเชื้อจุลินทรีย์ 703 
2 ตรวจสอบลักษณะโคโลนี และย้อมสีแกรม หรือจ าแนกโดยใช้การทดสอบทางชีวเคมี 704 
(biochemical tests) 705 
3 ตัวอย่างเช่น อาหารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็ง ได้แก่ TSB ที เติมด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ ถึง 15706 
เปอร์เซ็นต์กลีเซอรอลต่อปริมาตร 707 
4 หลอดแช่แข็งอาจประกอบไปด้วยเม็ดบีด (bead)  708 
5 แช่แข็งที อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาได้เป็นเวลานาน อายุการเก็บรักษาที 709 
อุณหภูมิสูงขึ้นจะสั้นลง 710 
6 อาจจะใช้เป็นเชื้อใช้งานประจ าโดยตรง 711 

 712 
 713 
 714 
 715 
 716 
 717 
 718 
 719 
 720 
 721 
 722 
 723 
 724 
 725 
 726 
 727 
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 732 
 733 
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 735 
เชื้อใช้งานประจ าเตรียมจากสต๊อกของเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง (ดูรูปภาพที  2) เพื อน าไปใช้ใน736 

การเตรียมหัวเชื้อส าหรับการทดสอบ  737 
 738 

 739 

 740 
 741 

รูปภาพที่ 2 การเตรียมเชื้อใช้งานประจ า (working culture) จากเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง (reference stock) 742 

สต๊อกเช้ือจุลินทรีย์อำ้งอิง 

(reference stock)
1
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1 ตรวจสอบและจัดเก็บเอกสาร รวมถึงตรวจสอบการสอบกลับได้ไปยังเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์อ้างอิงและ       743 
ลักษณะที เกี ยวข้อง หากได้รับเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์อ้างอิงจากภายนอก 744 

2 วิธีการนี้เป็นที นิยมมากกว่า 745 
3 วิธีการนี้อาจจ าเป็นส าหรับจุลินทรีย์บางสายพันธุ์ เช่น ส าหรับการทดสอบเชิงปริมาณ ให้จัดท า746 

เอกสารทุกข้ันตอน 747 
4 ยกตัวอย่างการเพาะเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อเอียง TSA (TSA slant) หรือ sheep blood TSA หรือ748 

อาหารเลี้ยงเชื้อที เหมาะสม บ่มเชื้อเป็นเวลา 24 ชั วโมง และเก็บที อุณหภูมิที เหมาะสม (18  องศา749 
เซลเซียส ถึง 25 องศาเซลเซียสหรือ 2 องศาเซลเซียส ถึง 8 องศาเซลเซียส ขึ้นอยู่กับจุลินทรีย์) 750 

 751 
ยกตัวอย่างอาหารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็ง ได้แก่ TSB ที เติมด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ ถึง 15752 

เปอร์เซ็นต์กลีเซอรอลต่อปริมาตร แช่แข็งที อุณหภูมิต  ากว่า -70 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาได้753 
เป็นเวลานาน อายุการเก็บรักษาที อุณหภูมิสูงจะสั้นลง 754 
 755 
 756 
 757 
 758 
 759 
 760 
 761 
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การเตรียมเชื้อท่ีเติม (inoculation culture) 782 
การเตรียมเชื้อโดยการนับจ านวนจุลินทรีย์จากเซลล์แขวนลอย ที จะน าไปใช้ส าหรับการทวนสอบ783 

วิธีหรือใช้เป็นเชื้อทดสอบเพื อหาจ านวนจุลินทรีย์ ด าเนินการโดยการประมาณความเข้มข้นของเชื้อ784 
เริ มต้นที จะใช้ มีข้ันตอนดังนี้ 785 

-   เพาะเลี้ยงเชื้อภายใต้เงื อนไขการเจริญเติบโตที เหมาะสมของเชื้อนั้น ๆ และตรวจสอบความ786 
บริสุทธิ์ของเชื้อ ถ้าเชื้อไม่บริสุทธิ์ให้ท าการคัดแยกใหม่และทดสอบความบริสุทธิ์ของโคโลนี      787 
ของเชื้อ และเริ มเพาะเชื้อใหม่ตาม ISO 11133, 5.4 788 
-   นับจ านวนโคโลนีของเชื้อบน non-selective media เพื อก าหนดความเข้มข้นในหน่วย 789 
CFU/mL ผลของการนับจ านวนโคโลนี จะใช้เป็นจุดเริ มต้นของการเจือจางเพื อเป็นเชื้อที เติม790 
ส าหรับการทดสอบ การเตรียมเชื้อทดสอบ (ดู 791 
รูปภาพที  3) 792 
 793 

 794 
 795 
 796 
 797 
 798 
 799 
 800 
 801 
 802 
 803 
 804 

 805 

 806 
 807 

 808 

รูปภาพที่ 3 การเตรียมเชื้อส าหรับเติม หรือเพื อนับจ านวนจุลินทรีย์ 809 

 810 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) แนะน าว่า การถ่ายเชื้อที มาจาก 811 

เชื้ อจุลิ นทรีย์ อ้ างอิง (reference culture) ท าได้มากที สุ ด  3  รอบ  และ เชื้ อ ใช้ งานประจ า 812 
(working culture) ก็สามารถถ่ายเชื้อได้มากที สุด 3 รอบเช่นเดียวกันตามตัวอย่าง (ดูรูปภาพที  4) 813 
แผนผังการถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ ตามมาตรฐาน CLSI ซึ งรวมกันเป็น 7 รอบ นับตั้งแต่เชื้อจุลินทรีย์สาย814 
พันธุ์อ้างอิง (reference strain) จนถึงเชื้อใช้งานประจ า (โดยเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์อ้างอิงน ามาท า815 
เป็นเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงนับเป็นรอบที  1) 816 
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 818 
 819 

 820 
 821 
 822 
 823 
 824 
 825 
 826 
 827 
 828 
 829 
 830 
 831 
 832 
 833 
 834 
 835 
 836 
 837 
 838 
 839 
 840 
 841 
 842 
 843 
 844 
 845 
 846 
 847 
 848 
 849 
 850 
 851 
 852 
 853 

รูปภาพที่ 4 แผนผังการถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ตามมาตรฐาน CLSI 854 

reference strain 

reference culture working culture working culture working culture 

working culture 

working culture 

working culture 

รอบที่ 1 รอบที่ 2 รอบที่ 3 

รอบที่ 1 

รอบที่ 2 

รอบที่ 3 
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 855 

ในส่วนของมาตรฐาน United States Pharmacopeia (USP) มีความเฉพาะเจาะจงมากขึ้น856 
บททั วไปเรื อง microbiological best laboratory practices ระบุว่า จ านวนการถ่ายเชื้อต้อง857 
ควบคุมเพื อป้องกันความเสี ยงในการเปลี ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมหรือการกลายพันธุ์ จึงมีการ858 
ระบุไว้ชัดเจนว่าเชื้อใช้งานประจ า (working culture) ที น ามาใช้ในการทดสอบไม่ควรเกิน 5 รอบ นับ859 
จากเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์อ้างอิง (reference strain) ตามตัวอย่าง (ดู 860 

รูปภาพที  5)  861 

 862 

 863 

 864 

 865 

 866 

 867 

 868 

 869 

 870 

 871 

 872 

 873 

 874 
 875 

รูปภาพที่ 5 แผนผังการถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ ตามมาตรฐาน USP 876 

 877 

 878 

 879 

 880 

stock culture 

2 

2nd generation 

1st generation 

stock culture 

1 

working 
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working 
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 881 

 882 

3.6.7 อาหารเลี้ยงเชื้อ (culture media) 883 
การปฏิบัติงานด้านการทดสอบจุลชีววิทยา มีปัจจัยที ส าคัญของกระบวนการทดสอบ884 

จุลินทรีย์ คือ อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ โดยคุณภาพและความถูกต้องของผลการทดสอบจุลินทรีย์ 885 
ขึ้นอยู่กับคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที น ามาใช้ในงานนั้น ๆ การใช้และการควบคุม886 
คุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อจึงเป็นขั้นตอนที ส าคัญมากในการทดสอบด้านจุลชีววิทยา เพื อให้การ887 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อถูกต้อง มีประสิทธิภาพ และให้ผลการทดสอบที ถูกต้องแม่นย า น่าเชื อถือ888 
ตามมาตรฐานสากลสามารถแบ่งประเภทของอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการเตรียมได้ดังนี้ 889 
1. ready-to-use medium 890 

1.1 พร้อมใช้เลี้ยงเชื้อ (finished culture medium) เช่น XLD plate, Half Fraser 891 
1.2 ต้องหลอมใหม่จึงจะพร้อมใช้ (ready-to-use medium after remelting) เช่น TPC 892 
1.3 ต้องหลอมใหม่/เติม supplement จึงจะพร้อมใช้ (ready-to-use medium after 893 

remelting and supplement) เช่น Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) , Baird-894 
Parker (BP) + Rabbit Plasma Fibrinogen (RPF) 895 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อที เตรียมจาก commercially dehydrated formulations 896 
2.1 ไม่ต้องเติม supplement (completed medium) 897 
2.2 ต้องเติม supplement (in-completed medium) 898 

3.   อาหารเลี้ยงเชื้อที ต้องเติมจากสารประกอบเดี ยว ๆ (prepared from individual 899 
components) 900 

4.   อาหารเลี้ยงเชื้ออ้างอิง (reference medium) เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที ใช้ประเมินความ901 
เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอื น โดยปกติจะเป็น non selective medium เช่น 902 
Trypticase Soy Agar (TSA) 903 

อาหารเลี้ยงเชื้อต้องมีการตรวจสอบก่อนน าไปใช้ในการทดสอบ โดยห้องปฏิบัติการจะต้อง  904 
มีวิธีการในการด าเนินงานเกี ยวกับการจัดซื้อ การยอมรับ และการเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเชื้อ        905 
ที เหมาะสมในแต่ละชนิด โดยรายละเอียดสามารถศึกษ าเพิ ม เติม ได้จาก ISO 11133:    906 
Microbiology of food, animal feed and water - Preparation, production, storage 907 
and performance testing of culture media 908 

 909 
3.7 การควบคุมเงื่อนไขคงที่ 910 

การควบคุมเงื อนไขคงที ในทางมาตรวิทยาหมายถึงการควบคุมบางตัวแปรของสภาวะแวดล้อมที 911 
ส่งผลต่อการวัดอย่างมีนัยส าคัญให้คงที ภายใต้ข้อจ ากัดเฉพาะ โดยการใช้เครื องมือต่าง ๆ ขึ้นอยู่กับวิธีที 912 
เลือกใช้ เช่น แบคทีเรียควรน าไปบ่มที อุณหภูมิที  30 องศาเซลเซียส ถึง 35 องศาเซลเซียส ± 2 องศา913 
เซลเซียสเป็นเวลา (48 ± 2) ชั วโมง ก่อนการน ามาตรวจนับปริมาณ เป็นต้น 914 

 915 

 916 
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 917 

4 วัสดุอ้างอิง/วัสดุอ้างอิงรับรองที่ได้รับการยอมรับในการทดสอบด้านจุลินทรีย์ ส าหรับ918 
ห้องปฏิบัตกิารทดสอบในประเทศไทย 919 
 920 
วัสดุอ้างอิงรับรอง (Certified Reference Material; CRM) ตามข้อก าหนดต้องเป็นวัสดุที สามารถสอบ921 

กลับได้ และต้องมีค่าก าหนด/ค่ารับรอง รวมทั้งการแสดงค่าความไม่แน่นอนของวัสดุอ้างอิงนั้น ค่าก าหนด/ค่า922 
รับรองนั้น  ในกรณีที เป็นการวัดเชิงคุณภาพอาจแสดงเป็นคุณสมบัติหรือคุณลักษณะ ( identity หรือ 923 
characteristics) และในกรณีที เป็นการวัดเชิงปริมาณอาจแสดงในหน่วยของโคโลนี (Colony forming unit; 924 
CFU) ทั้งนี้ วัสดุอ้างอิงรับรองต้องเป็นวัตถุที มีลักษณะที เป็นเนื้อเดียวกัน (homogeneous) มีความคงสภาพ 925 
(stable) และสามารถทนทานต่อการทดสอบเพื อที ใช้ในการทวนสอบในตัวอย่าง 926 

 927 
4.1 เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงในลักษณะเชื้อบริสุทธิ์ 928 

การทดสอบด้านจุลชีววิทยา เช่น การทวนสอบความถูกต้องของการทดสอบ การควบคุมคุณภาพ929 
ภายใน การตรวจสอบประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อนั้น จะมีการระบุชื อและชนิดของสายพันธุ์930 
จุลินทรีย์อ้างอิงในลักษณะสายพันธุ์บริสุทธิ์ เพื อใช้เป็นมาตรฐานในขั้นตอนต่าง ๆ โดยระบุเป็นชื อ931 
วิทยาศาสตร์สกุล (genus) และชนิด (species) ของสายพันธุ์ที ใช้อ้างอิง และอาจระบุถึงรหัสของสาย932 
พันธุ์จุลินทรีย์เป็นชื อสถานที เก็บ (culture collection) ตามด้วยเลขรหัสต่อท้าย เพื อให้ทราบถึงที มา933 
ของสายพันธ์จุลินทรีย์ที ใช้ อ้างอิง เช่น ATCC (American Type Culture Collection), WDCM 934 
(World Data Center for Microorganisms), NCTC (National collection of Type 935 
Cultures)TISTR (Thailand Institute of Scientific and Technological Research) เป็นต้น  936 
ส าหรับหน่วยงานในประเทศไทยที มีการเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์มาตรฐานอ้างอิงมีหลายแห่ง ได้แก่ 937 

1. ศูนย์เก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ทางการแพทย์แห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 938 
กระทรวงสาธารณสุข (DMST culture collection) เป็นแหล่งเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์939 
เพื อใช้ในการวิจัยและการควบคุมคุณภาพ ทางด้านการแพทย์และสาธารณสุข 940 

2. ศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย  (TISTR culture 941 
collection) เป็นศูนย์เก็บรักษาและรวบรวมสายพันธุ์ จุลินทรีย์นอกถิ นก าเนิด ที มีประโยชน์942 
ในการเกษตร อุตสาหกรรมและสิ งแวดล้อม 943 

3. ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ  (BCC และ TBRC) เป็นการเก็บรักษา944 
จุลินทรีย์ จ าพวกราและยีสต์ 945 

4. กรมวิชาการเกษตร (DOA) เป็นแหล่งการเก็บรักษาจุลินทรีย์ทางการเกษตร 946 
 947 

4.2 เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงในตัวกลาง 948 
เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงที เป็นวัสดุอ้างอิงและวัสดุอ้างอิงรับรอง มีบริษัทที จัดจ าหน่าย ตัวอย่างตาม949 

ภาคผนวก 950 
 951 
 952 
 953 
 954 
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 955 
5 บทสรุปการสถาปนาความสามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา 956 

 957 
ห้องปฏิบัติการทดสอบทางจุลชีววิทยาใช้เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง (reference culture) เพื อตรวจสอบ958 

ความถูกต้อง ควบคุมการตรวจหาเชื้อ และรับรองความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์  โดยเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง959 
สามารถมาได้จากหลายแหล่งที มา นอกจากนี้ห้องปฏิบัติการจะต้องมีการอ้างอิงไปยัง เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงที 960 
สากลยอมรับ และรู้จักเลือกใช้เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงที เหมาะสม 961 

การสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาของผลการวัดด้านจุลชีววิทยา หมายถึง ความสามารถในการอ้างอิงผล962 
การทดสอบไปยังตัวอ้างอิงที เป็นที ยอมรับสากล ผ่านกระบวนการเทียบมาตรฐานกับเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง ซึ ง963 
จะต้องอาศัยการติดตามและจัดท าเอกสารในทุก ๆขั้นตอนตั้งแต่จุดก าเนิด สร้างบันทึกที ชัดเจนเกี ยวกับประวัติ 964 
ใช้เป็นข้อมูลส าหรับการเพิ มประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตและสนับสนุนด้านการควบคุมคุณภาพ        965 
การสอบกลับได้ของผลการวัดทางด้านเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงจึงเป็นสิ งส าคัญ ท าให้ผลการทดสอบจากต่าง966 
ห้องปฏิบัติการ สามารถเปรียบเทียบกันได้หากมีการอ้างอิงไปยังตัวอ้างอิงเดียวกัน  967 

 968 
ความสามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาทางด้านจุลชีววิทยา จะต้องอาศัยองค์ประกอบดังต่อไปนี้ 969 

- มีการเลือกใช้วัสดุอ้างอิงที ผลิตโดยผู้ผลิตวัสดุอ้างอิงที ปฏิบัติตาม/สอดคล้องตามข้อก าหนดใน 970 
มาตรฐาน ISO 17034  971 
 972 

- การวัดมวลและการวัดอุณหภูมิ โดยใช้เครื องมือที ผ่านการสอบเทียบหรือทวนสอบ สามารถสอบ973 
กลับได้ไปยังหน่วยเอสไอ (SI units)  โดยผู้ใช้บริการจากห้องปฏิบัติการสอบเทียบที มีระบบ974 
คุณภาพสอดคล้องตามข้อก าหนดมาตรฐาน ISO/IEC 17025 และมีการระบุความสามารถสอบ975 
กลับไดใ้นใบรับรองผลการสอบเทียบ 976 
 977 

- เครื องมือในห้องปฏิบัติการจะต้องได้รับการสอบเทียบโดยใช้วัสดุอ้างอิงรับรองที มีความสามารถ978 
สอบกลับได้ไปยังระดับชาติหรือระดับนานาชาติ หรือ เทียบเท่า และมีการน าค่าความไม่แน่นอน979 
ที เกี ยวข้องไปค านวณเป็นองค์ประกอบค่าความไม่แน่นอนรวมในการรายงายผลการทดสอบ 980 
 981 

-  อาหารเลี้ยงเชื้อ (media) ผ่านการทวนสอบตามมาตรฐาน ISO 11133 982 
 983 

ในหัวข้อนี้ จะเน้นการสอบกลับได้ของผลการวัดด้านจุลชีววิทยาไปยังตัวอ้างอิง ซึ งคือค่าที ระบุ984 
ในวัสดุอ้างอิงรับรองที ห้องปฏิบัติการน ามาใช้การทดสอบ โดยศูนย์เก็บเชื้อจุลินทรีย์ (Culture 985 
collection center) ที เป็ นที ยอมรับ  World Federation for Culture Collections (WFCC) มี986 
หน่วยงานของไทย (ดูตารางที  1) ตัวอย่างหน่วยงานของไทยที เก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ที ได้ขึ้นทะเบียน987 
กับของ WFCC 988 

 989 
  ตารางท่ี 1 ตัวอย่างหน่วยงานของไทยที เก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ที ข้ึนทะเบียนกับ WFCC 990 

Acronym Collection or Institute 
Country 

and Region 
WDCM 

CCINFO No. 
TISTR Thailand Institute of Scientific and 

Technological Research 
Thailand 383 

DMST Department of Medical Sciences 
Culture Collection 

Thailand 707 

BCC BIOTEC Culture Collection Thailand 783 
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TBRC Thailand Bioresource Research Center Thailand 1090  

6 ภาคผนวก: ตัวอย่างใบรับรองของเช้ือจุลินทรีย์อ้างอิง 991 

ตัวอย่างใบรับรองของเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง ที จัดจ าหน่ายโดยบริษัทเอกชน ตัวอย่างเช่น 992 
    -  บริษัท Millipore ชื อผลิตภัณฑ์ The VITROIDS™ (ดูรูปภาพที  6) และผลิตภัณฑ์  LENTICULE® 993 

discs (ดูรูปภาพที  7)  994 
       -  บริษัท LGC ชื อผลิตภัณฑ์ easi-tab™ (ดรููปภาพที  8) เป็นต้น 995 

 996 

 997 
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 998 

รูปภาพที่ 6 ตัวอย่างใบรับรองวัสดุอ้างอิง 999 

 (ที มา: https://www.sigmaaldrich.com/TH/en/products/analytical-chemistry/reference-materials/ 1000 
microbiology-standards) 1001 
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 1002 

 1003 
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 1004 

รูปภาพที่ 7 ตัวอย่างใบรับรองวัสดุอ้างอิงรับรอง 1005 

(ที มา: https://www.sigmaaldrich.com/TH/en/products/analytical-chemistry/referencematerials/ 1006 
microbiology-standards) 1007 
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 1009 

 1010 

 1011 

 1012 

 1013 
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 1014 

รูปภาพที่ 8 ตัวอย่างใบรับรองวัสดุอ้างอิง 1015 

(ที มา: https://www.lgcstandards.com/GB/en/Environmental/Microbiology/easi-tab-/cat/31511) 1016 

 1017 

 1018 

 1019 

 1020 

 1021 
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7 เอกสารอ้างอิง 1022 

7.1 BIPM. International vocabulary of metrology - Basic and general concepts and 1023 
associated terms (VIM), JCGM. 1024 

 1025 
7.2 ISO/IEC 17025 General Requirements for the Competence of Testing and 1026 

Calibration Laboratories. 1027 
 1028 
7.3 National Association of Testing Authorities (NATA), General Equipment- Calibration 1029 

and checks. Australia. 1030 
 1031 
7.4 ISO 7218: Microbiology of food and animal feeding stuff – General requirements 1032 

and guidance for microbiological examinations. 1033 
 1034 
7.5 คู่มือมาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์และสาธารณสุข, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์1035 

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข, 2560. 1036 
 1037 
7.6 ข้อแนะน าวิธีการใช้งาน การดูแลรักษา และการสอบเทียบ pH Meter with electrode 1038 

assemblies ก่อนการใช้งาน, 18 มีนาคม 2564. 1039 
 1040 
7.7 United Kingdom Accreditation Service (UKAS), UKAS LAB 14, Guidance on the 1041 

calibration of weighing machines used in testing and calibration laboratories. 1042 
 1043 
7.8 ISO 11133: Microbiology of food, animal feed and water - Preparation, production, 1044 

storage, and performance testing of culture media. 1045 
 1046 
7.9 ISO 16140 series – standards for validation and verification of microbiology 1047 

methods. 1048 
7.10 Analytical Manual (BAM) Online, Chapter 12 - Staphylococcus aureus. 1049 
 1050 
7.11 ISO 11290-1: Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection  1051 

and enumeration of Listeria monocytogenes and of Listeria spp. – 1052 
 Part 1: Detection method. 1053 
 1054 
7.12 ATCC. REFERENCE STRAINS: HOW MANY PASSAGES ARE TOOMANY? -  ATCC 1055 

Connection 23 (2): 6-7, 2003. 1056 
 1057 
7.13 Standard Method for the Examination of Water and Waste water: Microbiological 1058 

Examination 9020. Intralaboratory quality control guidelines. 2023. 24th edition. 1059 
Prepared by American Public Health Association, American Water Works 1060 
Association, and Water Environment Federation. Edit by E.W. Rice, R.B. Baird and 1061 
A.D. Eaton.  American Public Health Association, Washington DC. 1062 
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