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(Practical Guide for Validation of Quantitative Microbiological Methods  
in a Single Laboratory by Method Comparison Study) 

 
 
 

วัตถุประสงค์    

 เอกสารนี้ถูกจัดท าขึ้นเพ่ือให้นักวิจัยใช้เป็นแนวปฏิบัติในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบ
ทางจุลชีววิทยาเชิงปริมาณที่ด าเนินการภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยศึกษาเปรียบเทียบผลทดสอบของวิธี
ทางเลือก (Alternative method) กับวิธีอ้างอิง (Reference method) ตามขั้นตอนที่ระบุในมาตรฐาน ISO 
16140-2:2016  

 

ขอบข่ายการน าไปใช้    

 ขั้นตอนการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีในเอกสารนี้ น าไปใช้ได้กับวิธีทดสอบหาปริมาณจุลินทรีย์ที่
ถูกพัฒนาขึ้น อาจเป็นวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน วิธีที่พัฒนาขึ้นใหม่ วิธีมาตรฐานที่ต้องการใช้นอก
ขอบข่ายที่ก าหนดไว้ โดยมุ่งเน้นวิธีทดสอบที่พัฒนาขึ้นเพ่ือวัตถุประสงค์ในเชิงพาณิชย์  (proprietary 
method) ซึ่งอาจเป็นวิธีทดสอบที่ใช้เครื่องมืออัตโนมัติ หรือวิธีทดสอบ/ชุดทดสอบอย่างง่ายและ/หรือให้ผล
รวดเร็ว ตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ ผลิตภัณฑ์อาหารส าหรับการบริโภคของมนุษย์ อาหารสัตว์ ตัวอย่างจาก
สิ่งแวดล้อมในพื้นที่ผลิตหรือประกอบอาหาร รวมทั้งตัวอย่างจากขั้นตอนการผลิตเบื้องต้น จุลินทรีย์เป้าหมาย
ที่ตรวจหาในตัวอย่างเป็นชนิดที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ (culturable microorganisms) เช่น แบคทีเรีย ยีสต์ 
รา แต่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้กับสิ่งมีชีวิตที่เพาะเลี้ยงไม่ได้ (non-culturable organisms) เช่น ไวรัส 
โปรโตซัว เป็นต้น 
  

 ในที่นี้ จะมุ่งเน้นกล่าวถึงกลุ่มตัวอย่างอาหาร 
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ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศกึษาเปรียบเทียบวิธี                                       ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
                             

 บทน า 

ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์ด้านอาหารหรือผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ ที่มีการควบคุมคุณภาพภายใน
ห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025:2005(1)  เรื่อง “ข้อก าหนดทั่วไปวาดวยความสามารถ
ของหองปฏิบัติการทดสอบและหองปฏิบัติการสอบเทียบ” ต้องเลือกวิธีวิเคราะห์ที่เปนไปตามความตองการ
ของลูกคา้และเหมาะสมส าหรับตัวอย่างทดสอบ ในกรณีที่ลูกค้าไมไดระบุวิธีทดสอบ ห้องปฏิบัติการต้องเลือก
ใชวิธีที่เป็นปัจจุบันในระดับวิธีมาตรฐานระหวางประเทศ ระดับภูมิภาค หรือระดับประเทศ หรือเป็นวิธีใน
ต าราหรือวารสารทางวิทยาศาสตรที่เกี่ยวของซึ่งรับรองโดยหน่วยงานด้านวิชาการที่เชื่อถือได้หรือมีชื่อเสียง 
ถ้าห้องปฏิบัติการต้องการใช้วิธีที่ไม่เป็นมาตรฐาน (non-standard method) วิธีที่หองปฏิบัติการพัฒนาขึ้น
เอง วิธีที่มีการขยายหรือดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน (modified method) รวมทั้งการใช้วิธีมาตรฐานนอก
ขอบข่ายที่ก าหนดไว หรือวิธีที่พัฒนาเป็นชุดทดสอบอย่างง่ายและ/หรือรวดเร็ว หองปฏิบัติการตอง
ด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบนั้นๆ ที่เรียกว่า วิธีทางเลือก (alternative method) 
เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานหรือวิธีอ้างอิง (reference method) ตามขั้นตอนในวิธีมาตรฐานส าหรับ
ตรวจสอบความถูกต้องหรือความใช้ได้ เพ่ือทดสอบยืนยันวาวิธีทางเลือกนั้นเหมาะกับวัตถุประสงค์ของการ
น าไปใช้ในขอบเขตการยอมรับว่าผลทดสอบมีความถูกต้องเชื่อถือได้ ในปัจจุบัน นักวิจัยนิยมใช้วิธีการ
ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยาตามเอกสาร ISO 16140 ซึ่งได้ออกเอกสารฉบับใหม่
ล่าสุดคือ ISO 16140-2:2016(2)  แทน ISO 16140:2003(3)  ฉบับเดิมที่ยกเลิกใช้ วิธีอ้างอิง ISO 16140-
2:2016 เป็นเอกสารฉบับหนึ่งในกลุ่มวิธีมาตรฐาน ISO 16140 ภายใต้ชื่อเรื่อง “Microbiology of the food 
chain - Method validation” โดย ISO 16140-2:2016 มุ่งเน้นการน าไปใช้ตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
ทดสอบอย่างง่ายหรือวิธีรวดเร็ว (simple or rapid test kits) ที่พัฒนาขึ้นเพ่ือจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์ 
(commercial or proprietary method) หรือ วิธีทดสอบจากนวัตกรรมการประดิษฐ์เครื่องมืออัตโนมัติที่
อ านวยความสะดวกในการตรวจวิเคราะห์ที่ให้ผลเร็วและ/หรือตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างได้ครั้งละมากๆ วิธี
ทดสอบอาหาร โดยทั่วไปแบ่งเป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ คือ 

1. วิธีทดสอบเชิงคุณภาพ (Qualitative method) เป็นวิธีตรวจหาชนิดหรือกลุ่มของจุลินทรีย์ปนเปื้อน
ในตัวอย่าง รายงานผลว่า พบ หรือ ไม่พบ จุลินทรีย์ต่อหน่วยน้ าหนักหรือปริมาตรของอาหาร 

2. วิธีทดสอบเชิงปริมาณ (Quantitative method) เป็นวิธีตรวจหาปริมาณจุลินทรีย์ปนเปื้อนใน
ตัวอย่าง โดยทั่วไป รายงานผลเป็นจ านวนจุลินทรีย์ต่อหน่วยน้ าหนักหรือปริมาตรของอาหาร มีหน่วย
เป็น colony forming unit เขียนย่อว่า cfu หรือ CFU 
การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยาเชิงปริมาณมีความยุ่งยากและใช้

เวลาด าเนินการมากกว่าวิธีเชิงคุณภาพ เพราะนอกจากการเตรียมเชื้อให้มีสภาวะใกล้เคียงกับตัวอย่างอาหารที่
ระดับการปนเปื้อนต่างๆ แล้ว ต้องมีการตรวจนับจ านวนโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ มีการค านวณและ
ประเมินผลด้วยวิธีทางสถิติที่ซับซ้อนมากกว่าวิธีเชิงคุณภาพ ใน ISO 16140-2:2016 ฉบับปรับปรุงใหม่มีการ
ปรับใช้วิธีการค านวณและใช้สถิติแบบใหม่ในการประเมินผลที่แตกต่างไปจากฉบับเดิม ( ISO 16140:2003) 
โดยใช้การสร้างกราฟ Accuracy profile ที่อาศัยหลักการทางสถิติส าหรับการแปลผลเพ่ือหาความแม่น 
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(accuracy) ภายใต้ขอบเขตการยอมรับหรือความใช้ได้ของวิธีทางเลือกซึ่งผู้ใช้ก าหนดเองได้ ในปี ค.ศ. 2007 
Feinberg และคณะ(4)  กล่าวว่าวิธีประเมินผลใน ISO 16140:2003 ฉบับเดิมที่ใช้สถิติการทดสอบสมมุติฐาน
หลัก (null hypothesis) เพ่ือทดสอบหาความสัมพันธ์หรือความแตกต่างของกลุ่มตัวอย่างสองกลุ่ม ไม่
สามารถระบขุอบเขตการยอมรับหรือความใช้ได้ของวิธีทางเลือกที่ระดับการปนเปื้อนหลายระดับ และผลสรุป
ของสมมติฐานหลักไม่สามารถแสดงความเที่ยง (precision) ของผลทดสอบได้ และต้องใช้การค านวณหรือ
สถิติอ่ืนประกอบ แตก่ารแปลผลจากกราฟ accuracy profile สามารถตอบปัญหานี้ได้ และได้กล่าวสรุปข้อดี
ว่า การใช้ accuracy profile ท าให้ผู้น าวิธีไปใช้สามารถพิจารณาความเหมาะสมของวิธี ในการน าไปใช้ตาม
วัตถุประสงค์ของงาน (fitness-for-purpose)  

คณะผู้จัดท าได้จัดท าเอกสารฉบับภาษาไทยนี้ขึ้น โดยอาศัยความรู้ความเข้าใจ ประสบการณ์ท างาน 
การเป็นวิทยากร การด าเนินงานโครงการวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการใช้กราฟ accuracy profile ตรวจสอบความ
ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยาเชิงปริมาณตามวิธีมาตรฐาน ISO 16140-2:2016 และได้มีโอกาสน า
ผลงานวิจัยนี้ไปเผยแพร่ผลงานวิจัยในงานประชุมวิชาการ International Association for Food 
Protection (IAFP) Annual Meeting, 2015 ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา(5)  นอกจากนี้ ในปี 2554 ผู้จัดท า
เอกสารหลักได้เข้าร่วมเป็นคณะท างานร่วมจัดท าหนังสือเรื่อง “แนวปฏิบัติการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
ทดสอบทางจุลชีววิทยา” ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข(6)  และในปี 2558 ได้เป็น
คณะท างานกลุ่มย่อยใน “โครงการพัฒนามาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุดตรวจและเซ็นเซอร์ด้านเกษตรและอาหารที่
ได้รับรองตามมาตรฐานสากล”(7)  โดยอาศัยหลักการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทางจุลชีววิทยา ใน
เอกสารอ้างอิง ISO 16140:2003  

โดยสรุป เอกสารฉบับนี้ถูกจัดท าขึ้นเพ่ือให้นักวิจัยทั่วไปได้น าไปใช้ประโยชน์เป็นแนวทางในการ
ตรวจสอบความถูกต้องของวิธี ทดสอบทางจุลชีววิทยาเชิงปริมาณภายในห้องปฏิบัติการ ตามวิธี
มาตรฐานสากลฉบับปัจจุบัน และไดเ้ผยแพร่ในสื่ออิเล็กทรอนิกส์ของส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ และใช้เป็นเอกสารประกอบการบรรยายให้ความรู้กับนักวิจัย อ่ืนทั้งภายในและ
ภายนอกองค์กร  
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การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยาเชิงปริมาณ 
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศึกษาเปรียบเทียบวิธ ี

 
     ใน ISO 16140-2:2016 เรียกการศึกษาเปรียบเทียบวิธีทางเลือกและวิธีอ้างอิงภายในห้องปฏิบัติการเดียว  
ว่า “Method comparison study” 

 
ข้อก าหนดทั่วไป 

การศึกษาเปรียบเทียบวิธี  เป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบที่
ด าเนินการโดยห้องปฏิบัติการหลัก (organizing laboratory) ประกอบด้วย 4 ส่วน ดังนี้ 

1. การศึกษา Relative trueness เป็นการศึกษาเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ของวิธีอ้างอิงกับวิธีทางเลือก โดย
ใช้ตัวอย่างหลากหลายชนิด ทั้งชนิดที่มีการปนเปื้อนเชื้อตามธรรมชาติ (naturally contaminated 
samples) และ/หรือตัวอย่างที่ไม่ได้ปนเปื้อนเชื้อตามธรรมชาติหรือมีการเติมเชื้อลงไปในตัวอย่าง 
(artificially contaminated samples)  

 

2. การศึกษา Accuracy profile (AP) เป็นการศึกษาเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ของวิธีอ้างอิงกับวิธีทางเลือก 
โดยใช้ตัวอย่างที่ไม่ได้ปนเปื้อนเชื้อตามธรรมชาติมาทดสอบซ้ าหลายๆ ครั้ง (replicates) และเลือก
ตัวอย่างทดสอบ 1 ชนิดต่อกลุ่ม (a single item per category) ประเมินข้อมูลผลทดสอบของสองวิธีโดย
ใช้หลักการของ accuracy profile และการสร้างกราฟ  

 
3. Limit of quantification (LOQ) เป็นการศึกษาขีดจ ากัดของการตรวจหาเชิงปริมาณของผลทดสอบวิธี

ทางเลือก โดยใช้ตัวอย่างที่ไม่ได้ปนเปื้อนเชื้อตามธรรมชาติมาทดสอบซ้ าหลายๆ ครั้ง (replicates) และ
เลือกตัวอย่างทดสอบ 1 ชนิดต่อกลุ่ม ข้อมูลจะถูกใช้ในการค านวณ LOQ ของวิธีทางเลือก การศึกษานี้ท า
เฉพาะวิธีทดสอบที่ใช้เครื่องมือ (instrumentally-based methods) เช่น วิธีที่ไม่ได้อาศัยการนับจ านวน
โคโลนี 

 
4. การศึกษา Inclusivity และ Exclusivity ของวิธีทางเลือก 

    ทั้งนี้ ผลทดสอบที่เป็นตารางและการค านวณของแต่ละส่วน รวมทั้งการแปลผลข้อมูลและความเบี่ยงเบน  
ของข้อมูล ต้องถูกบันทึกในรายงานการศึกษา  



5 
 

 
แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธทีดสอบทางจุลชวีวทิยาเชิงปริมาณ                               จัดท าโดย  ลดาพรรณ  แสงคล้าย และ กรุณา ตีรสมิทธ ์
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศกึษาเปรียบเทียบวิธี                                       ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
                             

1. การศึกษา Relative trueness  

      การศึกษา Relative trueness เป็นการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างผลวิเคราะห์ที่ได้จากวิธีอ้างอิงและวิธี
ทางเลือก การศึกษานี้ใช้ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนเชื้อตามธรรมชาติ และ/หรือไม่ได้ปนเปื้อนเชื้อตามธรรมชาติ 
โดยทดสอบตัวอย่างในกลุ่ม (categories), ประเภท (types) และ ชนิด (items) ที่แตกต่างกัน 

1.1  การเลือกกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ  

       การเลือกกลุ่ม และประเภทของตัวอย่างทดสอบขึ้นอยู่กับประเภท หรือกลุ่มของจุลินทรีย์ และขอบข่าย
ของการตรวจสอบความถูกต้อง 

ถ้าน าวิธีทางเลือกไปใช้ทดสอบอาหารหลากหลายประเภท ต้องทดสอบอาหารอย่างน้อย 5 กลุ่ม (5 
categories) และต้องระบุกลุ่มอาหารไว้ในรายงานการศึกษา แต่ถ้าต้องการใช้วิธีทางเลือกกับกลุ่มอาหาร
เฉพาะ เช่น ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์พร้อมบริโภคหรือที่ต้องอุ่นร้อนก่อนบริโภค อาหารแช่เย็นที่ต้องอุ่นร้อนก่อน
บริโภค ผลิตภัณฑ์นมที่ผ่านกระบวนการให้ความร้อน เป็นต้น ให้ทดสอบเฉพาะกลุ่มอาหารเหล่านี้เท่านั้น  

      แต่ละกลุ่มตัวอย่างที่เลือก ต้องทดสอบอย่างน้อยที่สุด 3 ประเภท (types) ต่อหนึ่งกลุ่ม (สามารถดูตาราง
การเลือกตัวอย่างทดสอบในภาคผนวก A ในเอกสาร ISO 16140-2:2016 ซึ่งแสดงกลุ่ม ประเภท และชนิด
อาหารที่เกี่ยวข้องกับการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ โดยเป็นข้อแนะน าในการเลือก ไม่ใช่เป็นข้อบังคบั)  

       การเลือกตัวอย่างส าหรับการศึกษา ให้ใช้ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนเชื้อตามธรรมชาติก่อนเป็นล าดับแรก 
ถ้าจ านวนตัวอย่างไม่เพียงพอ สามารถใช้ตัวอย่างที่ไม่ไดป้นเปื้อนเชื้อตามธรรมชาติ (การเตรียมเชื้อประเภทนี้ 
ดูในภาคผนวก ข.) ถ้าเป็นไปได้ ควรใช้ตัวอย่างทดสอบจากแหล่งที่มีการปนเปื้อนเชื้อในวงกว้าง เพ่ือลดความ
เอนเอียงในการเลือกตัวอย่างเฉพาะพ้ืนที่ (bias) และต้องแน่ใจว่ามีการเลือกตัวอย่างที่มีระดับการปนเปื้อน
ของจุลินทรีย์ประจ าถิ่น (natural background contamination) ที่แตกต่างกันทั้งระดับสูง และต่ า รวมทั้ง
ตัวอย่างที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ที่มีสภาวะเครียด (stress) จากกระบวนการผลิตที่แตกต่างกัน และตัวอย่างที่ไม่
ผ่านกระบวนการ หรืออาหารดิบ  
ตัวอย่าง    ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีนับปริมาณ Clostridium perfringens ในกลุ่มผลิตภัณฑ์
เนื้อสัตว์พร้อมบริโภคหรือท่ีต้องอุ่นร้อนก่อนบริโภค เลือกทดสอบอาหาร 3 ประเภท (types) ในกลุ่มนี้ ได้แก่ 
 (1)  ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ปรุงสุก (ปนเปื้อนจุลินทรีย์ประจ าถิ่นระดับต่ า และจุลินทรีย์มีภาวะเครียดจากความ

ร้อน)  
 (2)  ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์หมัก หรือแห้ง (ปนเปื้อนจุลินทรีย์ประจ าถิ่นระดับสูง และจุลินทรีย์มีภาวะเครียดจาก

ความเป็นกรด-ด่าง หรือ pH)  
 (3)  ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์รมควัน มีค่า aw < 0.92 (ปนเปื้อนจุลินทรีย์ประจ าถิ่นระดับปานกลาง และจุลินทรีย์

มีภาวะเครียดจากการท าให้แห้ง)  
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ในบางกรณี ยกตัวอย่างเช่น ต้องการใช้วิธีทางเลือกกับอาหารในวงกว้างมากขึ้น ก็สามารถรวมกลุ่ม
อาหารได้ โดยรวมกลุ่มอาหารพร้อมบริโภค (ready-to-eat) กับกลุ่มอาหารดิบ (raw) ของผลิตภัณฑ์เดียวกัน 
เช่น รวมกลุ่มผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์พร้อมบริโภคกับเนื้อสัตว์ดิบเป็นกลุ่มเดียวกัน อย่างไรก็ตาม การรวมกลุ่ม
อาหารควรยึดหลักการวิเคราะห์ความเสี่ยง (risk anlysis) ด้วย 

1.2  จ านวนตัวอย่าง  

 ทดสอบตัวอย่างแต่ละกลุ่ม (category) อย่างน้อย 3 ประเภท (types) และแต่ละประเภททดสอบอย่าง
น้อย 5 ชนิด (items) นั่นคือ ตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ น้อยที่สุด = 1 X 3 X 5 = 15 ตัวอย่าง/กลุ่ม ตัวอย่าง
ทดสอบควรมีการปนเปื้อนเชื้อที่เป็นตัวแทนการปนเปื้อนหลากหลายระดับตามธรรมชาติ และตัวอย่างทั้งหมด
ที่ศึกษาควรครอบคลุมช่วงการปนเปื้อนเชื้อที่พบตามธรรมชาติ ในกรณีที่ตัวอย่างตามธรรมชาติมีปริมาณเชื้อ
เป้าหมายสูง สามารถเจือจางเชื้อได้ด้วยตัวอย่างชนิดเดียวกันที่ไม่มีเชื้อเป้าหมาย 

ต้องทดสอบวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือกด้วยตัวอย่างเดียวกันให้ได้มากที่สุดเท่าท่ีท าได้ 

1.3 การค านวณและการแปลผลการศึกษา Relative trueness  

      วิเคราะห์ข้อมูลผลทดสอบโดยใช้วิธีของ Bland-Altman  

      1.3.1  สร้างกราฟ scatter plot ของข้อมูลผลทดสอบแต่ละตัวอย่างในแต่ละกลุ่ม (each category) 
และแต่ละตัวอย่างในกลุ่มรวม (all categories) โดยปรับผลทดสอบเป็นค่า log10 units ลากเส้น line of 
identity ผ่านจุดตัวอย่าง ถ้าวิธีทางเลือกและวิธีอ้างอิงให้ผลแต่ละตัวอย่างทีส่อดคล้องกัน ทุกจุดจะอยู่บนเส้น 
หรืออยู่ใกล้ line of identity ดังตัวอย่างในรูปที่ 1 แสดงผลการ plot ผลทดสอบตัวอย่าง 1 กลุ่ม การ plot 
ควรแสดงต าแหน่งของตัวอย่างแต่ละประเภท (each type) ด้วยสัญลักษณ์ที่แตกต่างกัน และการ plot 
ตัวอย่างในกลุ่มรวมก็ควรแสดงต าแหน่งของตัวอย่างแต่ละกลุ่มย่อย (each category) ด้วยสัญลักษณ์ที่
แตกต่างกันด้วย การท าเช่นนี้เพ่ือช่วยให้สังเกตเห็นได้อย่างรวดเร็วว่าผลทดสอบของสองวิธีมีความสอดคล้อง
กันหรือไม ่ 

ถ้าผลทดสอบใดๆ ไม่ว่าจะเป็นวิธีอ้างอิงหรือวิธีทางเลือก ได้ค่าต่ ากว่าปริมาณปนเปื้อนต่ าสุดที่ตรวจ
นับได้ (quantification limit) ในการ plot กราฟ จะปรับแก้ค่านั้นลดลง 1 log10 unit ในกรณีที่ผลทดสอบ
เป็นค่าน้อยกว่า ตัวอย่างเช่น วิธีอ้างอิงให้ผล 2.54 log10 CFU/g และวิธีทางเลือกให้ผล <2 log10 CFU/g จะ 
plot กราฟด้วยค่า 2.54 ส าหรับวิธีอ้างอิง และ 1.0 ส าหรับวิธีทางเลือก เช่นเดียวกัน ถ้ามีผลทดสอบใดๆ จาก
สองวิธีมีค่ามากกว่าปริมาณปนเปื้อนสูงสุดที่ตรวจนับปริมาณได้ (upper limit) จะปรับแก้ค่านั้นเพ่ิมขึ้น 1 
log10 unit เช่น > 6 log10 units จะปรับแก้เป็น 7 log10 units                   



7 
 

 
แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธทีดสอบทางจุลชวีวทิยาเชิงปริมาณ                               จัดท าโดย  ลดาพรรณ  แสงคล้าย และ กรุณา ตีรสมิทธ ์
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศกึษาเปรียบเทียบวิธี                                       ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
                             

ส าหรับค่าที่มีการปรับแก้ จะต้องไม่ใช้ในการค านวณข้อมูลในตารางที่ 1 ที่จะกล่าวถึงต่อจากนี้ แต่ต้อง
น าไป plot ในกราฟแสดงค่าความแตกต่างของสองวิธี ที่จะแสดงต่อไปในรูปที่ 2 

เมื่อวิธีใดวิธีหนึ่งให้ผลต่ ากว่าค่า quantification limit ผู้วิจัยอาจบันทึกข้อมูลการหาสาเหตุ เช่น การ
วิเคราะห์รากเหง้าของปัญหา (root cause analysis) พร้อมค าอธิบายในรายงานการศึกษา 

 

 
 

รูปที่ 1 Scatter plot ของผลทดสอบวิธีอ้างอิงกับวิธีทางเลือกส าหรับตัวอย่าง 1 กลุ่ม 
 

1.3.2  ค านวณค่าเฉลี่ย (mean) ของผลทดสอบแต่ละคู่ของสองวิธี และหาค่าความแตกต่างของ
ผลทดสอบระหว่างสองวิธี (difference) ในแต่ละกลุ่ม (each category) แทนค่าด้วย DX และในกลุ่มรวม 
(all categories) แทนค่าด้วย Dall แล้วน าผลค านวณไป plot กราฟดังแสดงในรูปที่ 2 เพ่ือแสดงให้เห็นระดับ
ของความเบี่ยงเบนของผลทดสอบ (the degree of bias) ของวิธีทางเลือก และความไม่สอดคล้องของข้อมูล 
(lack of agreement of the data)  

หมายเหตุ  bias (ความเบี่ยงเบน) ในที่นี้หมายถึง ค่าความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของผลทดสอบซ้ า
ของวิธีทางเลือก กับค่าที่ก าหนด (หรือผลทดสอบของวิธีอ้างอิง)  

ในรูปที่ 2 แสดง line of identity (zero difference), line of bias และ ขีดจ ากัดบนและล่างที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (CL) ของ bias    

1.3.3  ค านวณหาขีดจ ากัดของความสอดคล้อง (limits of agreement) ส าหรับแต่ละกลุ่มตัวอย่าง และ
กลุ่มรวม ตามสูตรข้างล่างนี้ โดยค านวณหาค่าความแตกต่างเฉลี่ยระหว่างผลทดสอบสองวิธี (D̅) และค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่าง (SD) ดังแสดงในตารางที่ 1 
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         limits of agreement     =         D + T.SD√1 +
1

𝑛
 

                            D̅     =    ค่าความแตกต่างเฉลี่ยระหว่างผลทดสอบสองวิธี  
                                 SD    =    ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ D̅ 

                               n    =   จ านวนคู่ของข้อมูลผลทดสอบ   
                             T    =    ค่าเปอร์เซ็นไตล์ ของ Student-t distribution ในช่วงความน่าจะเป็น β 

                                  =    T                              เมื่อ (n - 1) = degrees of freedom 

             
 ตารางท่ี 1  แสดงวิธีค านวณค่าความแตกต่าง (Difference) ของผลทดสอบระหว่างวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก  

และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่างในแต่ละกลุ่ม (sDx) และกลุ่มรวม (sDall) 

Category Type Sample 

Log10 cfu 

Mean Difference 
Reference 

method  

result 

Alternative 

method   

result 

1 1 1 R1 A1 (R1 + A1)/2 D1 = A1- R1 

  2 R2 A2 (R2 + A2)/2 D2 = A2- R2 

  3 R3 A3 (R3 + A3)/2 D3 = A3- R3 

  4 R4 A4 (R4 + A4)/2 D4 = A4- R4 

  5 R5 A5 (R5 + A5)/2 D5 = A5- R5 

1 2 6 R6 A6 (R6 + A6)/2 D6 = A6- R6 

  7 R7 A7 (R7 + A7)/2 D7 = A7- R7 

  8 R8 A8 (R8 + A8)/2 D8 = A8- R8 

  9 R9 A9 (R9 + A9)/2 D9 = A9- R9 

  10 R10 A10 (R10 + A10)/2 D10= A10- R10 

1 3 … … … … … 

Average category 1 
 

 D1  
 

Standard deviation category 1 
 

sD1 

… … … … … … … 

x   Rx Ax (Rx + Ax)/2 Dx = Ax-Rx 

Average category x D̅X 

Standard deviation category x 
 

sDx 

 

Average all categories 
 

D̅all 

Standard deviation all categories  sDall 

 [(1 − 𝛽)/2]; (𝑛 − 1) 
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1.3.4  สร้างกราฟ scatter plot หรือ Bland-Altman difference plot(8) ดังรูปที่ 2 ด้วยข้อมูลของค่า
ความแตกต่างระหว่างผลทดสอบของวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก (difference) กับค่าเฉลี่ย (mean) ของ
ผลทดสอบแต่ละคู่ในทุกกลุ่มตัวอย่าง โดยให้แกนแนวตั้งแสดงผลความแตกต่างระหว่างผลทดสอบสองวิธี 
และ แกนแนวนอนแสดงค่าเฉลี่ยของผลทดสอบของสองวิธี  

รูปที่ 2 แสดงระดับความเบี่ยงเบน (the degree of bias) และความไม่สอดคล้องของข้อมูลระหว่างสอง
วิธี ในกราฟประกอบด้วย line of identity (zero difference), line of bias และ เส้นขีดจ ากัดบนและเส้น
ขีดจ ากัดล่างของความสอดคล้องของ bias ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (CLs) 

จาก scatter plot ในรูปที่ 2 ให้สังเกตดูค่าเฉลี่ย (mean) ของผลทดสอบสองวิธี ที่เบี่ยงเบนจาก line 
of identity (zero difference) โดยดูว่าค่าเฉลี่ยอยู่นอกขอบเขตของเส้นขีดจ ากัดบนและขีดจ ากัดล่างของ 
ความสอดคล้องของ bias ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (CLs) หรือไม่ ซึ่งคาดว่า จะมีอัตราของข้อมูลที่ตกอยู่
ภายนอกขอบเขต CLs ไม่เกิน 1 ใน 20 ข้อมูล แตถ่้ามีมากกว่านี้ ควรบันทึกไว้ในรายงานการศึกษาด้วย 

 

 

รูปที่ 2  Bland-Altman difference plot ของข้อมูลผลทดสอบในกลุ่มตัวอย่างรวม 
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2. การศึกษา Accuracy profile  

การศึกษา accuracy profile เป็นการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างผลที่ได้จากวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก 
โดยใช้ตัวอย่างที่ไม่ได้ปนเปื้อนเชื้อตามธรรมชาติ (artificially contaminated samples)  

      ในปี ค.ศ. 2003 Hubert P. และคณะ(9)  ได้น าเสนอหลักการของ accuracy profile มาใช้ตรวจสอบ
ความถูกต้องของวิธีทางเลือกเพ่ือลดข้อจ ากัดของวิธีแบบเดิมที่ ใช้การทดสอบสมมติฐานแบบ null 
hypothesis ในการตรวจสอบความแตกต่างของสองวิธีที่ความเชื่อม่ันระดับหนึ่ง และให้ข้อคิดเห็นว่าค่าความ
เที่ยง (precision) ที่วัดด้วยค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของผลทดสอบวิธีทางเลือกที่
มีค่าต่ าหรือสูงไม่มีผลกระทบกับผลทดสอบที่ได้จาก null hypothesis ซึ่งอาจท าให้การยอมรับวิธีของผู้ที่จะ
น าวิธีไปใช้งาน ไม่ได้ค านึงถึงความเที่ยงของวิธีทางเลือก นอกจากนี้ Feinberg M. (ค.ศ. 2007)(4) ได้กล่าว
เพ่ิมเติมว่า วิธีทดสอบด้วย null hypothesis ไม่สามารถแสดงค่าความถูกต้องได้อย่างสมบูรณ์ เพราะไม่
แสดงขอบเขตของการยอมรับได้ของผลวิเคราะห์ แต่การใช้ accuracy profile สามารถท าได้ โดยอาศัยค่า
ความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของผลทดสอบวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิง ซึ่งก็คือค่าความเบี่ยงเบน หรือ Bias ที่
น าไปสู่ขอบเขตของช่วงค่าความคลาดเคลื่อนที่คาดหวัง (β-Expectation tolerance Interval, β-ETI) ใน
แต่ละระดับการปนเปื้อน β-ETI เป็นช่วงที่คาดว่าผลการทดสอบในอนาคตจ านวน β% จะตกอยู่ในช่วงนี้ ใน 
ISO 16140-2:2016 ก าหนด β เท่ากับ 80% Feinberg ยังได้กล่าวอีกว่า accuracy profile เป็นเครื่องมือ
ทางสถิติที่เหมาะสมส าหรับการแปลผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ได้ชัดเจนมากกว่าการ
ทดสอบ null hypothesis เพราะมีการรวม β-ETI และขอบเขตการยอมรับอยู่ภายในกราฟเดียวกัน โดย 
ขอบเขตการยอมรับเป็นความแตกต่างสูงสุดที่ยอมรับได้ของผลการทดสอบระหว่างวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิง  
ซึ่งการก าหนดขอบเขตการยอมรับขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของวิธีอ้างอิง ระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ในอาหาร 
ประเภทจุลินทรีย์ และความต้องการของผู้ใช้งาน ใน ISO 16140-2:2016 ก าหนดขีดจ ากัดการยอมรับ 
(Acceptability limits, AL) หรือ เกณฑ์การยอมรับผลทดสอบ (Acceptance criteria, ) ของวิธีทางเลือก 
เท่ากับ ±0.5 log10 units 

2.1 หลักการในการใช้ Accuracy profile ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบเชิงปริมาณ  

      2.1.1 เกณฑ์การยอมรับผลทดสอบ (Acceptance criteria, ) 
      การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบเชิงปริมาณอยู่บนพ้ืนฐานข้อคิดที่ว่า ผู้ที่น าวิธีไปใช้งานหรือผู้
เลือกใช้วิธี มีความต้องการใช้วิธีทางเลือกที่ให้ผลทดสอบ “Z” มีค่าแตกต่างจากค่าก าหนด “X” (assigned 
value) น้อยกว่าเกณฑ์การยอมรับ “” นั่นคือ ผู้ใช้งานได้ใช้วิธีทางเลือกที่เหมาะสมกับวัตถุประสงค์ที่จะ
น าไปใช้งาน ข้อความที่กล่าวมานี้แสดงไดจ้ากสูตร 
         

Z – X  <   
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       เกณฑ์การยอมรับผลทดสอบ  แสดงความสอดคล้องระหว่างค่าก าหนด (assigned value) ของวิธี
อ้างอิง กับผลทดสอบของวิธีทางเลือกที่ยอมรับได้ วิธีที่ให้ผลทดสอบที่ผู้ใช้งานยอมรับ เรียกว่าเป็นวิธีที่
เหมาะสมกับวัตถุประสงค์ในการน าไปใช้ (fit-for purpose) ดังนั้น การก าหนดเกณฑ์ยอมรับ  จึงขึ้นอยู่กับ
ผู้ใช้ ใน ISO 16140-2:2016 ได้ก าหนดเกณฑ์การยอมรับผลทดสอบของวิธีทางเลือก () เป็นค่า log10 units 
เท่ากับ ±0.5 log10 units 

หมายเหตุ  ในที่นี้ “ค่าก าหนด” หมายถึงผลทดสอบจากวิธีอ้างอิง หรืออาจเรียกว่า ค่าอ้างอิงที่ก าหนด 
(assigned reference value) 

      2.1.2 ค่าอ้างอิงท่ีก าหนด (Assigned reference value) 

 ในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง ไม่สามารถหาผลทดสอบที่แท้จริง (true value) ได้ ในการตรวจสอบ
ความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยาเชิงปริมาณโดยใช้ accuracy profile นี้ จึงก าหนดให้ใช้
ผลทดสอบที่ได้จากวิธีอ้างอิงแทนค่าที่แท้จริง ค่าอ้างอิงที่ก าหนด อาจได้จากการทดสอบครั้งเดียว หรือใช้ 
ค่าเฉลี่ย (average) หรือ ค่ามัธยฐาน (median) จากการทดสอบตัวอย่างเดียวซ้ าหลายครั้ง 

      2.1.3 ช่วงค่าความคลาดเคลื่อนที่คาดหวัง (β-Expectation tolerance interval or β-ETI)  

      ในการตัดสินใจยอมรับผลทดสอบจากวิธีทางเลือก มีความจ าเป็นที่ต้องพิสูจน์ว่า ผลทดสอบส่วนใหญ่
สามารถยอมรับได้ หมายความว่า ผลทดสอบส่วนใหญ่ตกอยู่ภายในขอบเขตของเกณฑก์ารยอมรับ  

 การค านวณหาช่วงค่าความคลาดเคลื่อนทีค่าดหวัง (β-ETI) เป็นสิ่งที่แสดงให้เห็นว่าผลทดสอบส่วนใหญ่
ในอนาคตคิดเป็นสัดส่วน β% จะอยู่ภายในขอบเขตของช่วงค่า β-ETI นี้ หรืออาจกล่าวได้อีกทางหนึ่งว่า β-

ETI เป็นช่วงค่า (intervals) ที่คาดหวังว่าจ านวนผลทดสอบในอนาคตของตัวอย่างที่ใช้วิธีทางเลือก จะตกอยู่
ภายในช่วงค่านี้คิดเป็นสัดส่วนเท่ากับ β% ดังแสดงได้ด้วยสูตรดังต่อไปนี้ 

                                         Prob (Z – X< )  β 

      ช่วงค่าความคลาดเคลื่อนที่คาดหวัง β-ETI ไม่เกี่ยวข้องกับช่วงค่าความเชื่อมั่น (confidence interval) 
ในการทดสอบความแตกต่างทางสถิติ ที่หมายถึงขอบเขตของค่าอ้างอิงที่ก าหนดภายใต้ระดับความเชื่อมั่น
ระดับหนึ่ง (มักใช้ระดับ 95%) 

2.1.4 หลักการของ Accuracy profile 

      ในการทดสอบ accuracy profile เลือกใช้ตัวอย่างที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์เป้าหมายครอบคลุมระดับการ
ปนเปื้อนที่คาดว่าจะตรวจพบในตัวอย่างที่ศึกษา แบ่งเป็นหลายระดับต่างๆ กัน แต่ละตัวอย่างทดสอบทั้งวิธี
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ทางเลือกและวิธีอ้างอิง แล้วค านวณหาช่วงค่า β-ETI ของแต่ละชุดตัวอย่างจากข้อมูลผลทดสอบ พร้อม
ก าหนดขีดจ ากัดการยอมรับผลทดสอบ (acceptability limits, ) ของวิธีทางเลือก ใน ISO 16140-2:2016 

ก าหนด  เท่ากับ 0.5 log10 units  

      ที่การปนเปื้อนระดับหนึ่งๆ ถ้าช่วงค่า β-ETI อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับ แสดงว่า ผลทดสอบของวิธี
ทางเลือกท่ีการปนเปื้อนระดับนั้นได้ถูกตรวจสอบแล้วว่าใช้ได้  

      การแปลผลข้อมูล พิจารณาจากกราฟที่แสดงช่วงค่า β-ETI และช่วงการยอมรับผลทดสอบ 
(acceptability interval, ) ของวิธีทางเลือก ดังเช่นในรูปที่ 3 เป็นกราฟแสดงช่วงค่า β-ETI และขีดจ ากัด
การยอมรับผลทดสอบของวิธีทางเลือกส าหรับตัวอย่าง 1 ชุด (one set of sample) ซึ่งอาจเป็นชุดตัวอย่าง
จาก 1 กลุ่ม (category) หรือ 1 ประเภท (type) ถ้าผลทดสอบของวิธีทางเลือก (Zi) ที่ระดับการปนเปื้อนใดๆ 
อยู่ภายในขอบเขตของขีดจ ากัดการยอมรับผลทดสอบ () จะกล่าวได้ว่า ที่ระดับการปนเปื้อนนั้น มี
ผลทดสอบของวิธีทางเลือกเทียบเท่ากับวิธีอ้างอิง 

รูปที่ 3  กราฟแสดงช่วงค่า β-ETI และขีดจ ากัดการยอมรับผลทดสอบส าหรับการตรวจสอบความถูกต้องของ
ตัวอย่างหนึ่งชุด (Xi คือ ค่าอ้างอิงที่ก าหนด (assigned value) หรือผลทดสอบของวิธีอ้างอิง             
𝑍𝑖̅ คือค่าเฉลี่ยของผลทดสอบซ้ าของตัวอย่างจากวิธีทางเลือก และ  คือ ขีดจ ากัดการยอมรับ
ผลทดสอบของวิธีทางเลือก) 

β - expectation tolerance interval 80% 
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2.2  การเลือกกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ  

       เช่นเดียวกับข้อ 1.1 

2.3  จ านวนตัวอย่าง  
       ตรวจสอบตัวอย่าง อย่างน้อย 1 ประเภท (type) ต่อกลุ่ม (category) และทดสอบ 6 ตัวอย่างต่อ
ประเภท ใน 6 ตัวอย่างควรมีการปนเปื้อนเชื้อที่ระดับต่ า 2 ตัวอย่าง ระดับปานกลาง 2 ตัวอย่าง และระดับสูง 
2 ตัวอย่าง ทุกระดับควรครอบคลุมช่วงของการปนเปื้อนจุลินทรีย์เป้าหมายของประเภทตัวอย่างที่เลือก 
ส าหรับแต่ละตัวอย่างต้องทดสอบ 5 ซ้ า โดยแยกเตรียมตัวอย่างแต่ละซ้ าจากตัวอย่างเดียวกัน (five different 
test portions from the same sample)  
 
         จ านวนตัวอย่าง/กลุ่ม  =  1 กลุ่ม X 1 ประเภท X 6 ตัวอย่าง X 5 ซ้ า  = 30  
 
 
                             ระดับปนเปื้อนเชื้อ            ต่ า      กลาง     สูง 
                                จ านวนตัวอย่าง             2         2         2 
 
หมายเหตุ    ตัวอย่างในแต่ละประเภท (type) จ านวน 6 ตัวอย่าง อาจแตกต่างชนิดกัน  
 
2.4  การทดสอบ ค านวณผล และสร้างกราฟ Accuracy profile 

      ด าเนินการทดสอบ ค านวณผล และสร้างกราฟ accuracy profile ดังนี้ 

 ทดสอบแต่ละตัวอย่างตามที่ก าหนดในข้อ 2.3 ทั้ง 2 วิธี ภายใต้สภาวะการทวนซ้ า (repeatability 
conditions) บันทึกข้อมูลผลทดสอบส าหรับการศึกษา Accuracy profile ของตัวอย่างแต่ละกลุ่ม
ลงในแบบบันทึกผล ดังตารางที่ 2 

  
  ค านวณข้อมูลผลทดสอบของตัวอย่างในแต่ละกลุ่ม (category) และแต่ละประเภท (type)  

           ก าหนดให้      i       =     ตัวอย่างทดสอบ 
               q      =     จ านวนตัวอย่างทดสอบ  (1 < i < q) 
                             j       =     หน่วยตัวอย่างทีท่ดสอบซ้ า (test portions or replicates)  
            n      =     จ านวนตัวอย่างที่ทดสอบซ้ า (test portions)  (1 < j < n) 
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ตารางท่ี 2 ตารางบันทึกข้อมูลผลทดสอบส าหรับการศึกษา Accuracy profile 

 
 

 แปลงผลทดสอบตัวอย่างที่ได้จากวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก เป็นค่า log10 units 
              𝑥𝑖𝑗       =      ค่า log10 units ของตัวอย่าง i, test portion ที่ j ทดสอบด้วยวิธีอ้างอิง 

             𝑦𝑖𝑗       =      ค่า log10 units ของตัวอย่าง i, test portion ที ่j ทดสอบด้วยวิธีทางเลือก 
             เมื่อ         

- 1 < i < q และ 1 < j < n  
- ตั้งสมมุติฐานว่าผลทดสอบของวิธีทางเลือก (yi) มีการกระจายแบบปกติ (normal 

distribution)  
- ช่วงค่าความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (β-expectation tolerance interval, β-ETI) ของค่า

 y
i
 ค านวณตามวิธีของ Guttman, 1970(10) 

- ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานรวม (combined standard deviation) ค านวณจากผลของตัวอย่าง
ทุกชนิด (items)  

กลุ่ม 
(Category) 

ประเภท
(Type) 

ตัวอย่างที…่ 
(ระดับปนเปื้อน) 

วิธีอ้างอิง วิธีทางเลือก 
t.p

a
 1  

( 𝑥1)
b 

t.p.2 
(𝑥2) 

t.p.3  
(𝑥3) 

t.p.4  
(𝑥4) 

t.p.5  
(𝑥5) 

 t.p.
a
 1  

 (𝑦1)
c 

t.p.2  
(𝑦2) 

t.p.3  
(𝑦3) 

t.p.4  
(𝑦4) 

t.p.5  
(𝑦5) 

 
Category 1 

 
Type 1 

ตัวอย่างที่ 1 
(ต่ า) 

          

ตัวอย่างที่ 2 
(ต่ า) 

          

ตัวอย่างที่ 3 
     (ปานกลาง) 

          

ตัวอย่างที่ 4 
(ปานกลาง) 

          

ตัวอย่างที่ 5 
(สูง) 

          

ตัวอย่างที่ 6 
(สูง) 

          

… … …           

Category X Type X ตัวอย่างที ่1- 6           

 
a    t.p.  =  test portion (หน่วยทดสอบซ้ า) 
 
b   ( 𝑥a)  =  log10 ของผลทดสอบจากวิธีอ้างอิง (x) ส าหรับ test portion ท่ี 1-5 
 
c   ( 𝑦a)  =  log10 ของผลทดสอบจากวิธีอ้างอิง (y) ส าหรับ test portion ท่ี 1-5 
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 ก าหนดขีดจ ากัดการยอมรับผลทดสอบ (acceptability limit, AL) หรือ  เท่ากับ +0.5 log10 

units ซึ่งแสดงขอบเขตของค่าความแตกต่างระหว่างวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือกที่ยอมรับได้ 

วิธีค านวณ  

ขั้นตอนที่ 1  แต่ละตัวอย่าง i, แปลงผลทดสอบที่ได้จากวิธีอ้างอิง (𝑥𝑖𝑗 ) เป็นค่า log10 units แล้วค านวณหา      
ค่ามัธยฐาน (median) แทนด้วย 𝑋𝑖  

                     𝑋𝑖  = median (𝑥𝑖𝑗 ) 

ขั้นตอนที่ 2  แต่ละตัวอย่าง i, แปลงผลการทดสอบที่ได้จากวิธีทางเลือก (𝑦𝑖𝑗 ) เป็นค่า log10 units แล้ว
ค านวณหาค่ามัธยฐาน (median) แทนด้วย 𝑌i  

                                 𝑌𝑖    = median (𝑦𝑖𝑗 ) 

ขั้นตอนที่ 3  แต่ละตัวอย่าง i, ค านวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของวิธีทางเลือก   
(s𝑎𝑙𝑡,𝑖)  

                                    𝑆𝑎𝑙𝑡,𝑖            =         √
1

𝑛−1
∑ (𝑦

ij
− 𝑦

𝑖
)

2
𝑛
𝑗=1  

 
 

ขั้นตอนที่ 4  ค านวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานรวม (combined standard deviation) จากวิธีทางเลือก 
(s𝑎𝑙𝑡)     

                                                       √
1

𝑞
∑ 𝑆𝑎𝑙𝑡, 𝑖

2𝑞
𝑖=1

                                 
  

 
ขั้นตอนที่ 5  ค านวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแต่ละตัวอย่าง (sref,i) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานรวมของวิธี
อ้างอิง (sref) เหมือนขั้นตอนที่ 3 และ 4 ตามสูตรดังนี้ 
 

                                 𝑆ref,i              =         √
1

𝑛−1
∑ (𝑥𝑖𝑗 − 𝑥𝑖)

2𝑛
𝑗=1  

                 และ 
 

                                    𝑆ref              =           √
1

𝑞
∑ 𝑆ref,𝑖

2𝑞
𝑖=1  

 

       𝑆𝑎𝑙𝑡             =     

            
= 
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ขั้นตอนที่ 6  แต่ละตัวอย่าง i, ค านวณค่าความแตกต่างของค่ามัธยฐานระหว่างสองวิธี  เรียกว่า absolute 
bias, 𝐵𝑖)  ค่านี้คือ ค่าประมาณของ lack of trueness ของวิธีทางเลือก เมื่อเปรียบเทียบกับผลของวิธีอ้างอิง  

                                      𝐵𝑖              =   𝑌𝑖  –  𝑋𝑖  
 

ขั้นตอนที่ 7 แต่ละตัวอย่าง i, ค านวณขีดจ ากัด (Limits) ของช่วงค่าความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (β-
expectation tolerance interval, β-ETI) ซึ่งเป็นช่วงที่คาดว่าผลทดสอบในอนาคตคิดเป็นสัดส่วน β% ที่ได้
จากวิธีทางเลือก จะตกอยู่ในช่วงค่านี้ แสดงด้วยสมการ            
                   

                                                   𝐵𝑖 ± 𝑇. 𝑆𝑎𝑙𝑡√1 +
1

𝑛
 

 

          T   คือ  ค่าเปอร์เซ็นไตล์ ของ Student-t distribution ในช่วงความน่าจะเป็น β ซึ่งมี degree of 
freedom = 𝑞(𝑛 − 1)  

                                              𝑇    =    𝑇
(

1−𝛽
2

);𝑞(𝑛−1)
 

                     
ISO 16140-2:2016 ก าหนด β = 80% นั่นคือ T เป็นค่า coverage factor ของช่วง β-ETI ของตัวอย่างที่
ตรวจสอบความถูกต้อง จะได้ขีดจ ากัดบน (upper limit, 𝑈𝑖) และขีดจ ากัดล่าง (lower limit, 𝐿𝑖) ของช่วงค่า 
β-ETI ดังนี้   
 

          𝑈𝑖    =    𝐵𝑖 + 𝑇. 𝑆𝑎𝑙𝑡√1 +
1

𝑛
      และ      𝐿𝑖    =    𝐵𝑖 − 𝑇. 𝑆𝑎𝑙𝑡√1 +

1

𝑛
 

ขั้นตอนที่ 8  สร้างตารางบันทึกผลการค านวณของตัวอย่างแต่ละกลุ่มดังตารางที่ 3 เพ่ือใช้ส าหรับสร้างกราฟ 
accuracy profile โดยก าหนด acceptability limits (AL) =  0.5 log10 units 
 

  ตารางท่ี 3  ตารางแสดงผลส าหรับสร้างกราฟ accuracy profile ของตัวอย่างหนึ่งกลุ่มหรือหนึ่งประเภท 

   ผลค ำนวณ ตัวอย่างที่ 1 ตัวอย่างที่ 2 ตัวอย่างที่ 3 ตัวอย่างที่ 4 ตัวอย่างที่ 5 ตัวอย่างที่ 6 
𝑋𝑖       

Bias (𝑌𝑖 - 𝑋𝑖) 
      

Upper β-ETI       

Lower β-ETI       

Upper AL      0.5      0.5      0.5      0.5      0.5      0.5 

Lower AL    - 0.5    - 0.5    - 0.5    - 0.5    - 0.5    - 0.5 
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 สร้างกราฟ accuracy profile จากผลการค านวณในตารางที่ 3 ดังตัวอย่างรูปที่ 4 

รูปที่ 4   ตัวอย่างกราฟ accuracy profile ของตัวอย่างทดสอบ 1 กลุ่ม (AL = Acceptability limits, 
Bias = ค่าความเบี่ยงเบนของผลทดสอบวิธีทางเลือก หรือค่าความแตกต่างของผลทดสอบ
ระหว่างสองวิธี และ β-ETI = ช่วงค่าความคลาดเคลื่อนที่คาดหวัง)  

   ในรูปที่ 4 
- แกนแนวนอน เป็นค่าอ้างอิง 𝑋𝑖 ในรูปของ log10 units 
- แกนแนวตั้ง เป็นค่า bias, acceptability limits (AL) และ tolerance interval limits (𝑈𝑖 และ

𝐿𝑖 ) ทั้งหมดแสดงในรูป log10 units เป็นค่าความแตกต่างที่สัมพันธ์กับค่าอ้างอิงของตัวอย่าง  
- ขีดจ ากัดบนและขีดจ ากัดล่างของ tolerance interval limits  เชื่อมโยงต่อกันด้วยเส้นตรง

ต่อเนื่องระหว่างระดับการปนเปื้อนต่างๆ เส้นตรงแนวนอนแสดงค่าอ้างอิงที่ได้จากผลทดสอบของ
วิธีอ้างอิง เรียกว่า horizontal reference line จุดด าแทนค่าความแตกต่างของวิธีอ้างอิงและวิธี
ทางเลือกท่ีระดับการปนเปื้อนต่างๆ และถ้าทุกระดับไม่มีความแตกต่าง (no biases exist) ค่านี้จะ
อยู่บน horizontal reference line ที่ระดับการปนเปื้อนต่างๆ ขีดจ ากัดการยอมรับผลทดสอบ        
(acceptability limits, AL) ของวิธีทางเลือกซึ่งก าหนดไว้ที่ 0.5 log10 units แทนด้วยเส้นประ  
2 เส้นในแนวนอน และขีดจ ากัดของค่าความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (β-ETI limits) แสดงเป็นเส้น
หัก (broken lines) 2 เส้น คือเส้นขีดจ ากัดล่างและขีดจ ากัดบน 

-0.6

-0.4

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00

Bi
as

 lo
g 1

0 u
ni

ts
 

Reference median log10 units 

Bias

Upper β-ETI  

Lower β-ETI 

Upper AL

Lower AL



18 
 

 
แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธทีดสอบทางจุลชวีวทิยาเชิงปริมาณ                               จัดท าโดย  ลดาพรรณ  แสงคล้าย และ กรุณา ตีรสมิทธ ์
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศกึษาเปรียบเทียบวิธี                                       ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
                             

 จากรูปที่ 4 แปลผลว่า 
- ถ้าผลทดสอบของทุกตัวอย่างจากวิธีทางเลือกในกราฟ accuracy profile ตกอยู่ภายในขอบเขต

การยอมรับ (+0.5 log10 units) นั่นคือ 𝑈𝑖 ≤  AL และ  𝐿𝑖 ≥ - AL แสดงว่า ผลทดสอบของวิธี
ทางเลือกสามารถยอมรับได้ และมีความเทียบเท่าวิธีอ้างอิงส าหรับกลุ่มตัวอย่างที่ศึกษา  

- ถ้าขีดจ ากัดบนหรือขีดจ ากัดล่างของ β-ETI ที่ระดับการปนเปื้อนใด ตกอยู่ภายนอกขอบเขตการ
ยอมรับผลทดสอบ (+0.5 log10 units) และมีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของวิธีอ้างอิง sref > 
0.125 ให้ประเมินผลเพิ่มเติม โดยค านวณขอบเขตการยอมรับผลทดสอบใหม่ตามข้ันตอนที่ 9 

หมายเหตุ   การศึกษา accuracy profile ต้องพิจารณาและอธิบายเมื่อพบว่า วิธีทางเลือกไม่เทียบเท่าวิธี
อ้างอิง   

 
ขั้นตอนที่ 9  ค านวณขอบเขตการยอมรับผลทดสอบใหม่ ในรูปของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ALs  

ALs = 4.𝑠ref 

ถ้าทุกระดับการปนเปื้อนในกราฟ accuracy profile แสดงขีดจ ากัดบนหรือขีดจ ากัดล่างของ β-ETI อยู่
ภายในขอบเขตการยอมรับผลทดสอบที่ค านวณใหม่ นั่นคือ 𝑈𝑖 ≤  ALs และ  𝐿𝑖 ≥ - ALs แสดงว่า 
ผลทดสอบของวิธีทางเลือกสามารถยอมรับได้ และมีความเทียบเท่าวิธีอ้างอิงส าหรับแต่ละกลุ่มตัวอย่าง และ
กลุ่มรวม  

       การยอมรับว่าวิธีทางเลือกใดมีความเทียบเท่ากับวิธีอ้างอิง ผลทดสอบของวิธีนั้นต้องถูกยอมรับทั้งการ
ทดสอบส าหรับตัวอย่างแต่ละกลุ่ม และตัวอย่างในกลุ่มรวม  

ตัวอย่างการค านวณและสร้างกราฟ accuracy profile แสดงในภาคผนวก ค.  

ควรด าเนินการสอบสวนหาสาเหตุ เช่น วิเคราะห์หารากเหง้าของปัญหา (root cause analysis) และ
อธิบายผล เมื่อพบว่าตัวอย่างกลุ่มใดๆ หรือกลุ่มรวมให้ผลทดสอบของวิธีทางเลือกไม่เทียบเท่าวิธีอ้างอิง 
รวมทั้งบันทึกผลการประเมินไว้ในรายงานการศึกษา หลังการพิจารณาผลการสอบสวนหาสาเหตุ จึงจะตัดสิน
ได้ว่าวิธีทางเลือกมีความเทียบเท่าวิธีอ้างอิงหรือไม่ 

การค านวณ accuracy profile สามารถใช้ Excel® spreadsheet ช่วยในการค านวณได้ โดยดาวน์
โหลดได้ที่ http://standards.iso.org/iso/16140 ในหน้าเว็บไซต์ เลือกไฟล์ AP ส าหรับการศึกษา
เปรียบเทียบวิธี (method comparison study) 
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3. Limit of quantification (LOQ)  

LOQ คือ ปริมาณการปนเปื้อนน้อยที่สุดที่วิธีทดสอบสามารถตรวจนับได้ 

3.1  ข้อก าหนดทั่วไป  

วิธีการตรวจนับจ านวนโคโลนีเป้าหมายที่อ่านผลจากการมองเห็นด้วยตา ไม่จ าเป็นต้องหาค่า LOQ แต่
ควรหา LOQ เมื่อใช้วิธีหาปริมาณจุลินทรีย์โดยใช้เครื่องมือวัด เช่น เครื่องตรวจหาปริมาณแบคทีเรียด้วยการ
วัดค่า ATP (adenosine triphosphate) เป็นต้น 

3.2  การเลือกกลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ทดสอบ  

เลือกกลุ่ม และประเภทตัวอย่างเดียวกันกับที่ใช้ศึกษา accuracy profile  

3.3  จ านวนตัวอย่าง  

       ใช้ตัวอย่าง 1 ประเภท (type) ต่อกลุ่ม เตรียมตัวอย่าง blank samples ที่ไม่ปนเปื้อนจุลินทรีย์
เป้าหมาย จ านวนอย่างน้อย 10 หน่วยทดสอบ (test portions) ที่มาจากตัวอย่างเดียวกัน ด าเนินการตรวจ
วิเคราะห์แต่ละหน่วยทดสอบด้วยวิธีทางเลือก  

3.4  การค านวณและการแปลผลการศึกษา LOQ 

ใช้ผลทดสอบอย่างน้อย 10 ข้อมูลต่อประเภทต่อกลุ่มตัวอย่าง เพ่ือประมาณค่า baseline threshold  
standard deviation, S0 ของ n ข้อมูล ด้วยสูตรดังนี้ 
 

                                                    √
1

𝑛−1
∑ (𝑦𝑗 −𝑦)2𝑛

 𝑗=1  

                
                เมื่อ  

𝑛  =  จ านวนหน่วยทดสอบ (test portions) ทั้งหมด 
𝑦𝑗 =  ผลของหน่วยทดสอบที่ j แปลงเป็นค่า log10 units 

𝑦̅  =  ค่าเฉลี่ยของผลของหน่วยทดสอบทั้งหมด แปลงเป็นค่า log10 units 

                 Limit of quantification,  LOQ   =   10 S0 

 

S0 = 
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4. การศึกษา Inclusivity และ Exclusivity ของวิธีทางเลือก 

             ผู้วิจัยไม่ต้องทดสอบ inclusivity และ exclusivity ส าหรับวิธีการนับปริมาณทั่วไป เช่น วิธีตรวจหา
ปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด (total plate count, TPC) และยีสต์รา แตจ่ าเป็นต้องทดสอบส าหรับวิธีนับปริมาณ
จุลินทรีย์จ าเพาะ เช่น Staphylococcus aureus 

4.1 การคัดเลือกและจ านวนสายพันธุ์จุลินทรียท์ี่ใช้ทดสอบ  

ต้องใช้จุลินทรีย์ที่อยู่ในขอบเขตของสายพันธุ์ (range of strains) หลักเกณฑ์การคัดเลือกสายพันธุ์ดูใน
ภาคผนวก ง. สายพันธุ์ที่ใช้ควรค านึงถึงหลักการในการตรวจนับจ านวนจุลินทรีย์ของวิธีทางเลือก เช่น วิธีการ
เพาะเชื้อ วิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา และ วิธีทางชีวโมเลกุล เป็นต้น หลักการในการนับจ านวนจุลินทรีย์ที่ต่างกัน
อาจใช้สายพันธุ์จุลินทรีย์ต่างกัน แต่ละสายพันธุ์ที่ใช้ต้องมีรายละเอียดคุณสมบัติทางชีวเคมี และ/หรือ ทาง
น้ าเหลืองวิทยา (serologically) และ/หรือ ทางพันธุกรรม (genitically) ของจุลินทรีย์ชนิดนั้นๆ สายพันธุ์
จุลินทรีย์ที่ใช้ควรเป็นสายพันธุ์ที่คัดแยกได้จากอาหารคน อาหารสัตว์ หรือจากสิ่งแวดล้อมในกระบวนการผลิต
อาหาร หรือการผลิตตั้งต้น (primary production) โดยค านึงถึงขอบข่ายการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี 
อย่างไรก็ตาม สายพันธุ์ทางพยาธิคลินิก สิ่งแวดล้อม และจากศูนย์เก็บรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ก็สามารถ
ใช้ได้ นอกจากนี้ ควรรู้แหล่งที่มาของจุลินทรีย์ และควรเก็บรักษาไว้ในศูนย์เก็บรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ใน
ระดับท้องถิ่น (local) ที่เป็นห้องปฏิบัติการที่เชี่ยวชาญ ในระดับประเทศ หรือระดับสากล เพ่ือสามารถน า
จุลินทรีย์กลับมาทดสอบได้อีกในอนาคตถ้าจ าเป็น การพิจารณาคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ส าหรับทดสอบ 
Inclusivity และ Exclusivity ดูในภาคผนวก ง. 

ส าหรับการทดสอบ Inclusivity ต้องใช้เชื้อบริสุทธิ์ของจุลินทรีย์เป้าหมาย จ านวนอย่างน้อย 50        
สายพันธุ์ 

ส าหรับการทดสอบ Exclusivity ต้องใช้เชื้อบริสุทธิ์ของจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย จ านวนอย่างน้อย 30 
สายพันธุ์ 

จุลินทรีย์บางชนิดอาจเพาะเชื้อได้ยาก เช่น ไวรัส หรือ โปรโตซัว ควรใช้สารละลายจุลินทรีย์บริสุทธิ์เติม
ลงในขั้นตอนแรกสุดที่เหมาะสม (the earliest appropriate step) ของวิธีที่ใช้ 

จุลินทรีย์บางชนิด อาจหาได้ยากและไม่ครบจ านวนที่ต้องการ ทีมผู้วิจัยที่เกี่ยวข้องควรท าความตกลงกัน
เพ่ือก าหนดจ านวนที่เหมาะสมเองได้   

หมายเหตุ  แนวทางส าหรับการเก็บและการรักษาจุลินทรีย์ในระดับท้องถิ่น (local) ศึกษาได้จากเอกสาร          
ISO 11133:2014(11) 
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4.2  Inclusivity  

       เป็นการทดสอบจุลินทรีย์เป้าหมาย  

       ทดสอบด้วยจุลินทรีย์เป้าหมายบริสุทธิ์ (pure culture) เพียงครั้งเดียว ด้วยวิธีทางเลือกและวิธีอ้างอิง
พร้อมกับเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิดแบบไม่จ าเพาะ (non-selective agar) โดยไม่เติมตัวอย่าง
อาหารที่ศึกษาลงไปผสม ระดับความเข้มข้นจุลินทรีย์ที่ใช้เติม (inoculum level) อย่างน้อยที่สุดต้องเป็น
ระดับที่สูงกว่า 100 เท่าของระดับต่ าสุดในการหาปริมาณโดยวิธีทางเลือก ถ้าใช้ plate method เป็นวิธี
ทางเลือก ระดับเชื้อจุลินทรีย์ทีใ่ช้เติมควรนับปริมาณได้บนจานเพาะเชื้อ ถ้าผลทดสอบจุลินทรีย์เป้าหมายเป็น
ลบ สามารถพิจารณาการทดสอบซ้ าด้วยการเติมอาหาร (food item) ลงไปผสมด้วย  

4.3  Exclusivity  

      เป็นการทดสอบจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย  

      ทดสอบเพียงครั้งเดียวด้วยจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายบริสุทธิ์ (pure culture) ด้วยวิธีทางเลือกและวิธี
อ้างอิง ระดับความเข้มข้นจุลินทรีย์ที่ใช้เติม (inoculum level) ควรเทียบเคียงกับระดับการปนเปื้อนสูงสุดที่
คาดว่าจะตรวจพบในกลุ่มตัวอย่างอาหาร (categories) ที่ศึกษา โดยไม่เติมตัวอย่างอาหารลงไปผสม 
จุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่ใช้ทดสอบควรเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิดไม่จ าเพาะ (non-selective broth) ที่
เหมาะสมภายใต้สภาวะที่เอ้ือต่อการเจริญนานอย่างน้อย 24 ชั่วโมง ท าการเจือจางเชื้อจนถึงระดับที่เหมาะสม
ก่อนเริ่มการทดสอบ 

       ถ้าไม่สามารถเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ได้ ควรเจือจางสารละลายเชื้อที่เก็บไว้ (stock suspension) จนถึง
ระดับท่ีเหมาะสมก่อนน าไปใช้  

4.4  การแสดงผลและการแปลผล Inclusivity และ Exclusivity 

บันทึกผลดังตารางที่ 4 ส าหรับการทดสอบ inclusivity และตารางที่ 5 ส าหรับการทดสอบ exclusivity 
การแปลผลต้องท าโดยห้องปฏิบัติการที่เกี่ยวข้องกับการศึกษาเปรียบเทียบวิธี และการรายงานผลควรระบุ
ความผิดปกติจากผลทีไ่ม่เป็นไปตามทีค่าดหวัง 
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  ตารางท่ี 4  ตารางบันทึกผลทดสอบ Inclusivity 

จุลินทรีย ์
(Microorganisms) 

วธีิอา้งอิง 
(Reference method) 

วธีิทางเลือก 
(Alternative method) 

อาหารเล้ียงเช้ือชนิดไม่จ าเพาะ 
(Non-selective agar) 

1    
2    
3    

ฯลฯ    
 

  ตารางท่ี 5  ตารางบันทึกผลทดสอบ Exclusivity 

จุลินทรีย ์
(Microorganisms) 

วธีิอา้งอิง 
(Reference method) 

วธีิทางเลือก 
(Alternative method) 

1   
2   
3   

ฯลฯ   
 
 

ถึงแม้การแปลผลข้อมูล inclusivity ส าหรับวิธีทางเลือกที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อในจานเพาะเชื้อจะเป็นการ
ทดสอบเชิงคุณภาพ อย่างไรก็ตาม ถ้ามีข้อมูลเชิงปริมาณจะช่วยในการแปลผลข้อมูลด้วย 
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ภาคผนวก ก. 

ค าอธิบายค าย่อและสัญลักษณ์ 
 

  aw      หมายถึง    ปริมาณน้ าอิสระ (water activity) 

 <       หมายถึง    น้อยกว่า 

  >       หมายถึง    มากกว่า 

  ≤        หมายถึง    น้อยกว่า หรือ เท่ากับ 

  ≥        หมายถึง    มากกว่า หรือ เท่ากับ 

  oC        หมายถึง   องศำเซลเซียส 

cfu/g     หมายถึง   colony forming units ต่อกรัม   

cfu/ml   หมายถึง   colony forming units ต่อมิลลิลิตร   

หมายเหตุ  สามารถศึกษาค าศัพท์และนิยามที่เก่ียวข้องกับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี (Method 
validation) จากเอกสาร ISO 16140-1:2016(12) 
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ภาคผนวก ข. 

การเตรียมตัวอย่างอาหารปนเปื้อนจุลินทรีย์ด้วยวิธี contamination by mixture และ 
ตัวอย่างที่ไม่ได้ปนเปื้อนจุลินทรียต์ามธรรมชาติ (artificial contamination) 

 
ข.1    การเตรียมตัวอย่างอาหารที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติด้วยวิธี Contamination by 
mixture 

 น าตัวอย่างอาหารที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติจ านวน X กรัม ผสมกับตัวอย่างที่ไม่ได้ปนเปื้อน
จุลินทรีย์จ านวน Y กรัม เตรียมให้ได้ระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ที่ต้องการ แล้วเก็บตัวอย่างที่ปนเปื้อน
จุลินทรีย์โดยการผสมนี้ไว้ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับอาหารชนิด (item) นั้น ทิ้งไว้ให้จุลินทรีย์ในอาหาร
ปรับตัวสู่สภาวะสมดุลอย่างน้อย 1 วันก่อนน าไปทดสอบ 

ข.2    การเตรียมตัวอย่างอาหารที่ไม่ได้ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ (artificial contamination) 

ข.2.1 ข้อก าหนดทั่วไป  

        การเตรียมตัวอย่างอาหารทีไ่มไ่ดป้นเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ ไม่ได้จ ากัดให้ใช้เฉพาะวิธีที่แสดงไว้ใน
ที่นี้ การเตรียมตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนจุลินทรีย์ไม่เป็นไปตามธรรมชาติ แบ่งได้ 2 แบบ คือ แบบเก็บเชื้อไว้
ก่อนน าไปใช้ เรียกว่าวิธี Seeding และแบบเติมเชื้อลงในตัวอย่าง เรียกว่าวิธี Spiking ขั้นตอน seeding เป็น
การน าตัวอย่างธรรมชาติที่ไม่มีจุลินทรีย์มาเติมเชื้อที่เจือจางไว้ แล้วน าตัวอย่างไปเก็บในสภาวะแวดล้อม
เดียวกับอาหาร เป็นระยะเวลาที่จะท าให้จุลินทรีย์ที่เติมลงไปสามารถปรับตัวกับตัวอย่างอาหาร ส าหรับ
ขั้นตอน spiking เป็นการน าจุลินทรีย์ที่เจือจาง ไปท าให้เกิดสภาวะเครียด (stress) แล้วจึงน าไปเติมใน
ตัวอย่างอาหาร 

ข.2.2 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างอาหารทีไ่ม่ได้ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติโดยวิธี Seeding  

         ขั้นตอน seeding มุ่งเน้นการตรวจพบเชื้อเป้าหมายคิดเป็นสัดส่วนของปริมาณเชื้อที่เติม (fractional 
recovery)  

ข.2.2.1 การเตรียมตัวอย่างอาหารชนิดความชื้นสูงที่ไม่ได้ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ โดยเพาะเลี้ยง
เชื้อด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  

           เป็นการเตรียมตัวอย่าง โดยเติมจุลินทรีย์ในอาหารตัวอย่างเดียว (single sample inoculation)  



25 
 

 
แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธทีดสอบทางจุลชวีวทิยาเชิงปริมาณ                               จัดท าโดย  ลดาพรรณ  แสงคล้าย และ กรุณา ตีรสมิทธ ์
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศกึษาเปรียบเทียบวิธี                                       ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
                             

a) การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เป้าหมาย (Culture target strain): น าจุลินทรีย์ที่ต้องการใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
เหลวเพ่ิมปริมาณเชื้อชนิดไม่จ าเพาะ (non-selective enrichment broth) บ่มอาหารเลี้ยงเชื้อใน
สภาวะที่เหมาะสมกับจุลินทรีย์ แล้วนับปริมาณจุลินทรีย์เริ่มต้น (starting culture) 

b) การปรับระดับจุลินทรีย์โดยการเจือจาง (Adjust level by dilution): ถ้าจ าเป็น หลังการบ่มเพาะเชื้อ 
เจือจางจุลินทรีย์เริ่มต้นด้วยสารละลายเจือจางท่ีเหมาะสมจนได้ระดับจุลินทรีย์ที่ต้องการ ระดับการเจือ
จางขึ้นอยู่กับชนิดอาหาร จุลินทรีย์ที่คัดเลือก ระดับจุลินทรีย์ปนเปื้อนที่ต้องการ ปริมาณจุลินทรีย์ที่
คาดว่าจะมีอยู่ในอาหาร (background microbial flora) และสภาวะการเก็บรักษาอาหาร 

c) การท าให้จุลินทรีย์เกิดภาวะเครียดด้วยความร้อน (Thermal stress): จุลินทรีย์ที่ใช้เติมในอาหารที่ผ่าน
กระบวนการให้ความร้อน ควรท าให้เกิดสภาวะเครียดด้วยความร้อน เช่น ใช้อุณหภูมิ 50oC นาน 15 
นาที ก่อนน าจุลินทรีย์ไปเติมในอาหาร 

d) การเติมจุลินทรีย์ในอาหาร (Inoculation of the food): ปิเปตหรือพ่นจุลินทรีย์ทีร่ะดับเจือจางที่เลือก
ไว้ และทราบปริมาตรของสารละลายเชื้อที่เติมลงไปในอาหาร โดยอาจแยกเติมจุลินทรีย์ลงในแต่ละ
ตัวอย่าง หรือเติมจุลินทรีย์ลงในตัวอย่างรวม แล้วผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน ปริมาตรของจุลินทรีย์ที่ เติม
ควรน้อยที่สุดเท่าที่เป็นไปได้ เพ่ือไม่ให้มีผลกระทบกับค่า aw ในอาหาร โดยทั่วไปใช้ปริมาตรเชื้อ 0.25 
มิลลิลิตร ต่อตัวอย่าง 25 กรัม (1%) 

e) การผสมจุลินทรีย์ให้เป็นเนื้อเดียวกันกับอาหาร (Mix to ensure homogeneity): หลังการเติมเชื้อลง
ในตัวอย่าง ผสมและคลุกเคล้าอาหารให้ทั่วถึงจนแน่ใจว่าเป็นเนื้อเดียวกัน ถ้าเติมเชื้อในหลายขั้นตอน 
ควรผสมและคลุกเคล้าตัวอย่างภายหลังแต่ละขั้นตอน 

f) การท าให้จุลินทรีย์ในตัวอย่างคงตัวภายใต้สภาวะเครียด (Sample stabilization/stress): เก็บ
ตัวอย่างอาหารที่อุณหภูมิปกติที่ใช้เก็บอาหารนั้น การเจริญเติบโตหรืออยู่รอดของจุลินทรีย์ระหว่างการ
เก็บ เกี่ยวข้องกับอุณหภูมิที่ใช้เก็บ เก็บอาหารที่เติมเชื้อแล้วนานอย่างน้อยตามระยะเวลาต่อไปนี้ 
1) อาหารแช่แข็ง: อย่างน้อย 2 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ -20oC 
2) เก็บแช่เย็น: อย่างน้อย 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 2 - 8oC 
3) เก็บอุณหภูมิห้อง: อย่างน้อย 2 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 20 - 25oC 

              ตัวอย่าง เช่น nutmeat ควรเก็บที่อุณหภูมิห้อง น้ าส้มเก็บที่อุณหภูมิ 2 - 8oC และไอศกรีมเก็บที่
อุณหภูมิ -20oC 

g) การทวนสอบระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ (Verification of contamination): ถ้าจ าเป็น ให้ตรวจสอบ
ปริมาณจุลินทรีย์หลังจากเก็บตัวอย่างในเวลาที่เหมาะสมส าหรับการคงตัว  
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ข.2.2.2 การเตรียมตัวอย่างอาหารชนิดความชื้นต่ าที่ไม่ได้ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ โดยใช้ 
จุลินทรียแ์ห้งแช่เยือกแข็ง (lyophilized culture) 

a)     การเตรียมจุลินทรีย์แห้งแช่เยือกแข็ง (prepare a lyophilized culture): เติมจุลินทรีย์ที่ต้องการใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพ่ิมปริมาณเชื้อชนิดไม่จ าเพาะ (non-selective enrichment broth) บ่มเพาะ
เชื้อในสภาวะที่ เหมาะสม หลังการบ่ม  ท าการเก็บเซลล์แบคทีเรียด้วยการน าไปปั่นเหวี่ยง 
(centrifugation) และล้างเซลล์ 2 ครั้งด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ปราศจากเชื้อ ทิ้งส่วนที่เป็นของเหลว 
และละลายตะกอนเชื้อด้วย 10% NFDM (non-fat dried milk) หรือ นมผงไม่มีไขมันปราศจากเชื้อ 
ใส่สารละลายเชื้อในภาชนะบรรจุที่เหมาะสมส าหรับการท าจุลินทรีย์แห้งแช่เยือกแข็ง  

b)     การประเมินระดับการปนเปื้อนของจุลินทรีย์เป้าหมาย (Assess level of target organism): ใส่
จุลินทรีย์แห้งแช่เยือกแข็งในภาชนะปราศจากเชื้อ ท าการบดเชื้อให้เป็นผงละเอียดและเป็นเนื้อเดียวกัน 
ตรวจหาระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ด้วยวิธีที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดไม่จ าเพาะ และบ่มจานเพาะเชื้อใน
สภาวะที่เหมาะสมกับการเจริญ 

c)     การเติมจุลินทรีย์แห้งแช่เยือกแข็งในอาหารให้ได้ระดับที่ต้องการ: ผสมจุลินทรีย์แห้งแช่เยือกแข็ง 0.1 
กรัม กับตัวอย่างอาหารที่ไม่ปนเปื้อนเชื้อเป้าหมายจ านวน 10 กรัมในภาชนะ เช่น ถุงพลาสติก
ปราศจากเชื้อ เขย่าถุงจนจุลินทรีย์กระจายในอาหารทั่วถึงกัน ท าการเจือจาง เชื้อแบบ 10-fold 
dilutions โดยใช้ตัวอย่างอาหาร (เช่น ใช้ 1 กรัมจากขั้นตอนแรกรวมกับอาหาร 9 กรัม เป็นต้น) 
เพ่ือให้ได้ระดับการปนเปื้อนที่เหมาะสม ต้องแน่ใจว่าได้ผสมเชื้อกับอาหารอย่างเหมาะสมในแต่ละ
ระดับการเจือจาง 

d)     การเก็บตัวอย่างอาหารที่อุณหภูมิเหมาะสม (ควรเก็บที่อุณหภูมิปกติที่ใช้เก็บอาหารนั้น) ปล่อยทิ้งไว้
เพ่ือให้จุลินทรีย์ในอาหารเข้าสู่สภาวะสมดุลนานอย่างน้อย 2 สัปดาห์ก่อนน าไปใช้ 

e)    การทวนสอบระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ (Verification of contamination): ถ้าจ าเป็น การตรวจสอบ
ระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์สามารถท าได้หลังจากตัวอย่างผ่านการเก็บไว้ในเวลาที่เหมาะสม 

ข.2.3 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างอาหารที่ไม่ได้ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติโดยวิธี Spiking  

a) การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เป้าหมาย (Culture target strain): น าจุลินทรีย์ที่ต้องการใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เหลวเพ่ิมปริมาณชนิดไม่จ าเพาะ (non-selective enrichment broth) บ่มอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาวะ
ที่เหมาะสมกับจุลินทรีย์ 

b) การปรับระดับจุลินทรีย์โดยการเจือจาง (Adjust level by dilution): หลังการบ่ม เจือจางจุลินทรีย์
เริ่มต้นด้วยสารละลายเจือจางท่ีเหมาะสม จนได้ระดับจุลินทรีย์ที่ต้องการ ในขั้นตอนการท าให้จุลินทรีย์
บาดเจ็บปกติใช้เชื้อบริสุทธิ์เข้มข้น 104 – 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

c) ขั้นตอนการท าให้จุลินทรีย์บาดเจ็บ (Apply an injury protocol): ใช้วิธีการที่เหมาะสมกับจุลินทรีย์ 
ดังตัวอย่างต่อไปนี้ 

        ตัวอย่างที่ 1 การใช้ความร้อน (เช่น เวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 50oC) โดยแช่ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ  



27 
 

 
แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธทีดสอบทางจุลชวีวทิยาเชิงปริมาณ                               จัดท าโดย  ลดาพรรณ  แสงคล้าย และ กรุณา ตีรสมิทธ ์
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศกึษาเปรียบเทียบวิธี                                       ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
                             

        ตัวอย่างที่ 2 การแช่แข็ง (เช่น เก็บนาน 72 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ -20oC) 
        ตัวอย่างที่ 3 การใช้สารเคมี (เช่น ใช้ความเข้มข้นเกลือสูง หรือ pH ต่ า) 
        ตัวอย่างที่ 4 การเก็บที่อุณหภูมิ 4oC (เช่น เก็บนานอย่างน้อย 1 สัปดาห์) 
         สภาวะที่ใช้ในการท าให้จุลินทรีย์เครียดขึ้นอยู่กับประเภทจุลินทรีย์ และสายพันธุ์ที่เลือก การเลือก  

ขั้นตอนการท าให้จุลินทรีย์เครียด ควรเลียนแบบสภาวะความเครียดของจุลินทรีย์ในตัวอย่างอาหารที่ใช้ 
ทดสอบ 

d) การวัดอาการบาดเจ็บของจุลินทรีย์ (Injury measurement): ประเมินโดยการนับจ านวนโคโลนีของ 
จุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิดจ าเพาะ กับชนิดไม่จ าเพาะ ถ้าจ านวนบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิดแตกต่างกันมากกว่า 0.5 log10CFU/ml แสดงว่าจุลินทรีย์มีสภาวะเครียดเพียง
พอที่จะน าไปใช้ทดสอบ 

e) การปรับระดับจุลินทรีย์โดยการเจือจาง (Adjust level by dilution): ถ้าจ าเป็น เจือจางจุลินทรีย์ด้วย
สารละลายเจือจางที่เหมาะสม จนได้ระดับจุลินทรีย์ที่ต้องการให้ปนเปื้อนในอาหาร  

f) การเติมจุลินทรีย์ในอาหาร (Inoculation of the food): โดยปิเปตหรือพ่นจุลินทรีย์ที่ระดับการเจือ
จางที่เลือกไว้และทราบปริมาตรของเชื้อที่เติมลงไปในอาหาร ควรแยกเติมจุลินทรีย์ลงในแต่ละตัวอย่าง 
ปริมาตรของจุลินทรีย์ที่ เติมควรน้อยที่สุดเท่าที่ เป็นไปได้  เ พ่ือไม่ ให้มีผลกระทบกับค่า  aw  
ในอาหาร โดยทั่วไปใช้ปริมาตรเชื้อ 0.25 มิลลิลิตร ต่อตัวอย่าง 25 กรัม (1%) 

g) การผสมจุลินทรีย์ให้เป็นเนื้อเดียวกันกับอาหาร (Mix to ensure homogeneity): หลังการเติมเชื้อ 
ผสมและคลุกเคล้าอาหารให้ทั่วถึงจนแน่ใจว่าเป็นเนื้อเดียวกัน ถ้าเติมเชื้อในหลายขั้นตอน ควรผสมและ
คลุกเคล้าตัวอย่างภายหลังแต่ละขั้นตอน 
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ภาคผนวก ค. 

ตัวอย่างการค านวณและสร้างกราฟ Accuracy Profile 

 

ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทางเลือกที่พัฒนาขึ้น เพ่ือตรวจหาปริมาณยีสต์และราในกลุ่ม
ตัวอย่างเครื่องดื่มเหลวไม่มีแอลกอฮอล์ ประเภทน้ าผลไม้ โดยคัดเลือกตัวอย่างจ านวน 6 ตัวอย่าง ที่มีปริมาณ
ยีสต์และราปนเปื้อนในระดับต่ า ปานกลาง และสูง ได้แก่  

ตัวอย่างที่ 1, 2  ปนเปื้อนยีสต์และราระดับต่ า (<10 ถึง 100 cfu/ml)  
ตัวอย่างที่ 3, 4 ปนเปื้อนยีสต์และราระดับปานกลาง (>100 – 10,000 cfu/ml) และ 
ตัวอย่างที่ 5, 6 ปนเปื้อนยีสต์และราระดับสูง (>10,000 – 500,000 cfu/ml) 

แต่ละตัวอย่างทดสอบ 5 ซ้ า ด้วยวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก ได้ผลดังตารางที่ ค.1 
 

ตารางท่ี ค.1   ผลทดสอบและการค านวณเพื่อสร้างกราฟ accuracy profile ของตัวอย่างประเภทน้ าผลไม้ 

วิธ ี
หน่วยทดสอบซ้ า

(Repeat or  
test portion) 

     ผลทดสอบ (cfu/ml)     

ตัวอย่างท่ี  
1 

ตัวอย่างท่ี 
2 

ตัวอย่างท่ี 
3 

ตัวอย่างท่ี 
4 

ตัวอย่างท่ี 
5 

ตัวอย่างท่ี  
6 

  1 2 89 235 3000 20100 360000 

วธิอีา้งองิ 2 3 72 337 3333 21167 440000 

(Reference) 3 2 58 272 3100 24667 373330 

  4 5 65 293 2610 21500 326000 

  5 2 84 314 2520 25500 450000 

  1 4 50 195 3700 28000 450000 

วธิทีางเลอืก 2 6 65 283 3600 25600 430000 

(Alternative) 3 1 71 239 3200 27200 490000 

  4 2 51 237 2730 22100 340000 

  5 6 84 237 2600 28700 490000 
 

แปลงผลทดสอบเป็นคา่ log 10   

  1 0.301 1.949 2.371 3.477 4.303 5.556 

วธิอีา้งองิ 2 0.477 1.857 2.528 3.523 4.326 5.643 

(Reference) 3 0.301 1.763 2.435 3.491 4.392 5.572 

  4 0.699 1.813 2.467 3.417 4.332 5.513 

  5 0.301 1.924 2.497 3.401 4.407 5.653 

ขัน้ตอนที ่1 Xi 0.301 1.857 2.467 3.477 4.332 5.572 
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วิธ ี
หน่วยทดสอบซ้ า

(Repeat or 
 test portion) 

    ผลทดสอบ (cfu/ml)     

ตัวอย่างท่ี  
1 

ตัวอย่างท่ี 
2 

ตัวอย่างท่ี  
3 

ตัวอย่างท่ี 
4 

ตัวอย่างท่ี 
5 

ตัวอย่างท่ี 
6 

  
วธิทีางเลอืก 
(Alternative) 

  

  

1 0.602 1.699 2.290 3.568 4.447 5.653 

2 0.778 1.813 2.452 3.556 4.408 5.633 

3 0.000 1.851 2.378 3.505 4.435 5.690 

4 0.301 1.708 2.375 3.436 4.344 5.531 

5 0.778 1.924 2.375 3.415 4.458 5.690 

ขัน้ตอนที ่2 Yi 0.602 1.813 2.375 3.505 4.435 5.653 

ขัน้ตอนที ่3 
  

Salt,i 0.337 0.096 0.057 0.069 0.045 0.065 

N 5 5 5 5 5 5 

ขัน้ตอนที ่4 Salt 0.151           

ขัน้ตอนที ่5 Sref,i 0.176 0.077 0.060 0.051 0.045 0.060 

  Sref 0.090      

ขัน้ตอนที ่6 Yi - Xi (bias) 0.301 -0.044 -0.092 0.028 0.102 0.081 

ขัน้ตอนที ่7     Salt . √1 + 1/𝑛 0.166           

        T(0.10;24)
a
 1.318           

  T. Salt .√1 + 1/𝑛 0.218           

  Ui   (upper β-ETI) 0.519 0.174 0.126 0.246 0.320 0.299 

  Li   (lower β-ETI) 0.083 -0.263 -0.310 -0.190 -0.116 -0.137 

 
   

 a     ค านวณค่า β-ETI  โดยก าหนดให้ β = 80% จะได ้
 

          

=  T(0.10;24)  =  1.318  เป็นค่า t- value จากตารางสถิต ิtwo-tail student t- distribution 
  

  

ขัน้ตอนที ่8 Xi 0.301 1.857 2.467 3.477 4.332 5.572 

  Bias (Yi - Xi) 0.301 -0.044 -0.092 0.028 0.102 0.081 

  Upper β-ETI  0.519 0.174 0.126 0.246 0.320 0.299 

   Lower β-ETI 0.083 -0.263 -0.310 -0.190 -0.116 -0.137 

 Upper AL 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

 
Lower AL -0.5 -0.5 -0.5 -0.5 -0.5 -0.5 

 

ก าหนดขีดจ ากดัหรือขอบเขตการยอมรับ (Upper AL, Lower AL) = 0.5 log10 units 
 

 

 น าผลการค านวณในขั้นตอนที่ 8 ไปสร้างกราฟ accuracy profile ดังแสดงในรูปที่ 5 ข้างล่างนี้ 
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รูปที่ 5  กราฟ accuracy profile ส าหรับตัวอย่างกลุ่มตัวอย่างเครื่องดื่มเหลวไม่มีแอลกอฮอล์ 
 

การแปลผล  

- ที่ระดับการปนเปื้อนเชื้อต่ า พบว่า ตัวอย่างที่ 1 ซึ่งมีเชื้อปนเปื้อน <10 cfu/ml มีขีดจ ากัดบนของค่า
ความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (upper β-ETI) เท่ากับ 0.519 ซึ่งมากกว่าขอบเขตการยอมรับที่ก าหนด คือ  
มากกว่า +0.5 log10 cfu/ml จึงสรุปได้ว่า ไม่ยอมรับผลทดสอบของวิธีทางเลือกที่ระดับการปนเปื้อนนี้  และ
เนื่องจากวิธีอ้างอิงมีค่า Sref เท่ากับ 0.090 ซึ่งไม่เกิน 0.125 จึงไม่จ าเป็นต้องค านวณหาขอบเขตการยอมรับ
ใหม ่

- ที่ระดับการปนเปื้อนเชื้อต่ า ตัวอย่างที่ 2 ซึ่งมีเชื้อปนเปื้อน >10 ถึง 100 cfu/ml และที่ระดับ
ปนเปื้อนปานกลางและสูง ตัวอย่างที่ 3-6 ซึ่งมีเชื้อปนเปื้อน >100 ถึง 500,000 cfu/ml มีขีดจ ากัดบนและ
ล่างของค่าความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (upper and lower β-ETI) อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับ 0.5 
log10 cfu/ml จากผลทดสอบสรุปได้ว่า สามารถยอมรับผลทดสอบของวิธีทางเลือก หรือ ผลทดสอบของวิธี
ทางเลือกมีความเทียบเท่าวิธีอ้างอิง ที่ระดับการปนเปื้อนในช่วง >10 ถึง 500,000 cfu/ml  

สรุป   วิธีทางเลือกที่พัฒนาขึ้นให้ผลทดสอบเทียบเท่าวิธีอ้างอิง หรือสามารถยอมรับวิธีทางเลือกในการตรวจ
ตัวอย่างเครื่องดื่มเหลวประเภทน้ าผลไม้ เมื่อมีการปนเปื้อนปริมาณยีสต์และราในช่วง >10 ถึง 500,000 
cfu/ml  
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ภาคผนวก ง. 

การพิจารณาคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรียส์ าหรับทดสอบ Inclusivity และ Exclusivity 

ง.1  ข้อก าหนดทั่วไป 

ภาคผนวกนี้กล่าวถึงข้อก าหนดขั้นต่ าสุดส าหรับใช้คัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ เชื้อที่คัดเลือกส่วนใหญ่ต้อง
มาจากกลุ่มตัวอย่าง (categories) ที่ทดสอบ และครอบคลุมขอบเขตของจุลินทรีย์เป้าหมายที่ก าหนด ได้แก่ 
ความหลากหลายของคุณลักษณะของเชื้อ เช่น คุณลักษณะทางชีวเคมี ซีโรไทป์ ชนิด phage, การกระจาย
ทางภูมิศาสตร์ การอุบัติของเชื้อ และการกล่าวอ้าง (claims) ของผู้พัฒนาวิธีทางเลือก 

ง.2  กลุ่มจุลินทรีย์เป้าหมาย  

   -  กลุ่มท่ีไม่ระบุชนิดจุลินทรีย์ เช่น total count, coliforms, yeast, lactic acid bacteria 
       -  Family เช่น Enterobacteriaceae 
       -  Genus  เช่น Salmonella, Pseudomonas, Listeria  
       -  Species เช่น Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli 
       -  Sero หรือ phage type เช่น Salmonella enterica serovar Enteritidis 

ง.3  การคัดเลือกจุลินทรีย์เป้าหมายส าหรับทดสอบ Inclusivity   

a)   ส าหรับกลุ่มที่ไม่ระบุชนิดจุลินทรีย์ ควรคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ (strains) ในกลุ่ม (group) ที่แสดง
ลักษณะของ typical growth ในวิธีอ้างอิง  

b)   ส าหรับ families: ใช้สายพันธุ์ ต่างๆ ใน genera ของ family นั้นๆ และหากเป็นไปได้ ให้เลือกหนึ่งสาย
พันธุ์เป็นตัวแทนของแต่ละ genera ใน family นั้น  

c)   ส าหรับ genera: ใช้จุลินทรีย์ species ต่างๆ ใน genera นั้นๆ และหากเป็นไปได้ ให้คัดเลือก species 
ในแต่ละ genus ให้มากที่สุดเท่าที่จะท าได้  

d)   ส าหรับ species: ใช้สายพันธุ์ (strains) ต่างๆ ใน species นั้นๆ และการคัดเลือกสายพันธุ์ให้พิจารณา
ถึง subtyping ด้วย เช่น Salmonella ที่ถูกจ าแนก serotype ย่อย และ Listeria ที่ถูกจ าแนก phage 
type ย่อย และในอนาคตอาจมีการคัดเลือกตามพันธุกรรม (genetic) ของเชื้อด้วย ในการก าหนดสาย
พันธุ์จุลินทรีย์ที่ให้ผลบวก ห้องปฏิบัติการหลัก (organizing laboratories) ควรใช้ข้อมูลที่เป็นปัจจุบัน
เพ่ือให้มั่นใจว่าสายพันธุ์ที่เลือกใช้ มีความเกี่ยวข้องกับกลุ่มจุลินทรีย์เป้าหมาย ในช่วงเวลาที่ศึกษา 

e)   ส าหรับ sero หรือ phage specific strains: เลือกตามขอบเขตของแหล่งที่มา  
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ง.4  การคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีไม่ใช่เป้าหมายส าหรับทดสอบ Exclusivity 

a)   กลุ่มจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย (non-target group) คือ คาดว่าให้ผลลบ และใช้ส าหรับการทดสอบ
ปฏิกิริยาข้าม (cross reactivity) ควรก าหนดตามกลุ่มจุลินทรีย์เป้าหมาย (target group) 

b)   ถ้ากลุ่มจุลินทรีย์เป้าหมายอยู่ใน 1 family: สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายต้องมาจาก families อ่ืนที่
มีความเก่ียวข้องกันสูง  

c)   ถ้ากลุ่มเป้าหมายอยู่ใน 1 genus: สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายต้องรวมอยู่ใน genera อ่ืนที่
พิจารณาแล้วว่ามีคุณลักษณะทางชีวเคมี หรือทางพันธุกรรมทีค่ล้ายกับ genus เป้าหมาย 

d)   ถ้าจุลินทรีย์เป้าหมายอยู่ใน 1 species: สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายต้องรวมอยู่ใน species อ่ืนที่
อยู่ใน genus เป้าหมาย 

e)   ถ้ากลุ่มเป้าหมายเป็น sero หรือ phage specific: สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายต้องรวม sero หรือ 
phage type อ่ืนๆ ทีอ่ยู่ใน species เดียวกัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



33 
 

 
แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธทีดสอบทางจุลชวีวทิยาเชิงปริมาณ                               จัดท าโดย  ลดาพรรณ  แสงคล้าย และ กรุณา ตีรสมิทธ ์
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศกึษาเปรียบเทียบวิธี                                       ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
                             

เอกสารอ้างอิง 

1. ISO/IEC 17025:2005. General requirements for the competence of testing and  

calibration laboratories. Geneva; 2005.  
 
2. ISO 16140-2:2016 (E). Microbiology of the food chain - Method validation - Part 2: 

Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods against a reference 
method. Geneva; 2016. 

3. ISO 16140:2003. Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Protocol for the 
validation of alternative methods. Geneva; 2003. 

 
4. Feinberg M. Validation of analytical methods based on accuracy profile. Journal of  

Chromatography A. 2007;1158(1-2):173-183.  
 
5. International Association for Food Protection (IAFP). Evaluation of 3M™ Petrifilm™ Rapid 

Yeast and Mold Count Plate for Enumeration of Yeasts and Molds in Beverages. P3-24 
Poster presentation at IAFP Annual Meeting on July 28, 2015 [online]. Available from: 
URL G:\_3 M\Abstract Evaluation of 3M™ Petrifilm™ Rapid Yeast and Mold Count Plate 
for Enumeration of Yeasts and Molds in Beverages (2015 Annual Meeting (July 25 - 28, 
2015)).htm. 

 
6. กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์.  แนวปฏิบัติการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยา 

(Practical guide for microbiological method validation). กรุงเทพฯ: หจก. อรุณการพิมพ์;  
2554. 

 
7. สถาบันวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีขั้นสูงและสมาคม เอ โอ เอ ซี ประเทศไทย .  หลักการตรวจสอบ

ความถูกต้องของชุดทดสอบทางจุลชีววิทยา (วิธีทางเลือก) และขั้นตอนการรับรอง . กรุงเทพ: บริษัท 
พริ้นท์เอเบิ้ล จ ากัด; 2558. 

 
8. Bland JM, Altman DG. Statistical Methods for Assessing Agreement between Two 

Methods of Clinical measurement. Lancet 1986;1:307-310.  
.  



34 
 

 
แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธทีดสอบทางจุลชวีวทิยาเชิงปริมาณ                               จัดท าโดย  ลดาพรรณ  แสงคล้าย และ กรุณา ตีรสมิทธ ์
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศกึษาเปรียบเทียบวิธี                                       ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
                             

9. Hubert P, Nguyen-Huu B, Boulanger E, Chapuzet P, Chiap, N, Cohen, et. al. The SFSTP 
guide on the validation of chromatographic methods for drug bioanalysis. STP Pharma 
Techniques Pratiques Reglementations. 2003;13(3):101-138. 

10. Guttman I. Statistical Tolerance Regions. Classical and Bayesian. Darein: Hafner 
Publishing, CT.ISO; 1970.  

 
11. ISO 11133:2014. Microbiology of food, animal feeding and water - Preparation, 

production, storage and performance testing of culture media. Geneva; 2014. 
 

12. ISO 16140-1:2016. Microbiology of the food chain - Method validation - Part 1: 
Vocabulary. Geneva; 2016. 

 
 

 

 
 

 
 

 



 

 

 
 

ส ำนกัคณุภำพและควำมปลอดภยัอำหำร    

กรมวิทยำศำสตรก์ำรแพทย ์  

เลขท่ี 88/7  ซอยบ ำรำศนรำดรู  ถนนติวำนนท ์  

ต ำบลตลำดขวญั  อ ำเภอเมือง  จงัหวดันนทบรุ ี 11000 

โทรศพัท ์/ โทรสำร 0 2951 1021 

http://dmsc2.dmsc.moph.go.th/webroot/BQSF/index.htm 

 


	หน้าปก_ใช้จริง_กพ 60_PDF
	สารบัญ และ คำนำ_แก้ปีพิมพ์ใหม่_มกราคม 2560
	จัดทำโดย
	นางลดาพรรณ แสงคล้าย
	คำนำ
	คณะผู้จัดทำ
	สารบัญ
	หน้า




	การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยาเชิงปริมาณ 4
	สารบัญ (ต่อ)
	หน้า
	ภาคผนวก

	ภาคผนวก ง.  การพิจารณาคัดเลือกสายพันธ์จุลินทรีย์สำหรับทดสอบ  31
	Inclusivity และ Exclusivity
	ตาราง
	ระหว่างวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ

	ตารางที่ 2   ตารางบันทึกข้อมูลผลทดสอบสำหรับการศึกษา Accuracy profile 14
	ตารางที่ 4   ตารางบันทึกผลทดสอบ Inclusivity  22
	ตารางที่ 5   ตารางบันทึกผลทดสอบ Exclusivity  22



	QUANTITATIVE METHOD_15 Mar 17_ฉบับลง BQSF website
	ปกหลัง_PDF

