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บทน า 

ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์อาหารหรื อผลิตภัณฑ์สุขภาพ ที่มีการควบคุมคุณภาพภายใน
ห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025:2017(1)  เรื่อง “ข้อก าหนดทั่วไปวาดวยความสามารถ
ของหองปฏิบัติการทดสอบและหองปฏิบัติการสอบเทียบ” ต้องเลือกวิธีวิเคราะห์ที่เปนไปตามความตองการ
ของลูกค้าและเหมาะสมส าหรับตัวอย่างทดสอบ ในกรณีที่ลูกค้าไมไดระบุวิธีทดสอบ ห้องปฏิบัติการต้องเลือก
ใชวิธีที่เป็นปัจจุบันในระดับวิธีมาตรฐานระหวางประเทศ ระดับภูมิภาค หรือระดับประเทศ หรือเป็นวิธีในต ารา
หรือวารสารทางวิทยาศาสตรที่เกี่ยวของซึ่งรับรองโดยหน่วยงานด้านวิชาการที่เชื่อถือได้หรือมีชื่อเสียง ถ้า
ห้องปฏิบัติการต้องการใช้วิธีที่ไม่เป็นมาตรฐาน (non-standard method) วิธีที่หองปฏิบัติการพัฒนาขึ้นเอง 
วิธีที่มีการขยายหรือดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน (modified method) รวมทั้งการใช้วิธีมาตรฐานนอกขอบข่ายที่
ก าหนดไว หรือวิธีที่พัฒนาเป็นชุดทดสอบอย่างง่ายและ/หรือให้ผลรวดเร็ว หองปฏิบัติการตองด าเนินการ
ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบนั้นๆ ที่เรียกว่า วิธีทางเลือก (alternative method) เปรียบเทียบกับวิธี
มาตรฐานหรือวิธีอ้างอิง (reference method) ตามขั้นตอนในวิธีมาตรฐานส าหรับตรวจสอบความถูกต้องหรือ
ความใช้ได้ เพ่ือทดสอบยืนยันวาวิธีทางเลือกนั้นเหมาะกับวัตถุประสงค์ของการน าไปใช้ในขอบเขตการยอมรับ
ว่าผลทดสอบมีความถูกต้องเชื่อถือได้  

วิธีทดสอบเชิงคุณภาพ (Qualitative method) เป็นวิธีตรวจหาชนิดหรือกลุ่มของจุลินทรีย์ปนเปื้อน
ในตัวอย่าง รายงานผลว่า พบ หรือ ไม่พบจุลินทรีย์ต่อหน่วยน้ าหนักหรือปริมาตรของอาหาร ปัจจุบัน 
เทคโนโลยีด้านการตรวจหาจุลินทรีย์ปนเปื้อนในอาหาร น้ า ภาชนะบรรจุ หรือพ้ืนผิวสัมผัสในสิ่งแวดล้อม ได้ถูก
พัฒนาขึ้นอย่างต่อเนื่องหรือต่อยอดเทคโนโลยีเดิม ด้วยเทคนิควิธีใหม่ๆที่ก้าวหน้า ทันสมัย และท าให้ใช้ง่าย
หรือได้ผลเร็ว จุลินทรีย์ที่ตรวจหาก็มีทั้งชนิดก่อโรคและไม่ก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน
การตรวจหาแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ เช่น Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Vibrio 
cholera, Campylobacter spp., pathogenic E. coli, Bacillus cereus อย่างไรก็ตาม ก่อนน าวิธีที่
พัฒนาขึ้นไปใช้ทดสอบ ต้องได้รับการประเมินโดยการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีด้วยวิธีปฏิบัติตามหลัก
วิชาการ โดยอ้างอิงเอกสารหรือต าราวิชาการท่ีเชื่อถือได้และเป็นที่ยอมรับ เมื่อผลประเมินผ่านเกณฑ์ยอมรับว่า
วิธีนั้นให้ผลทดสอบที่ถูกต้องหลังจากเปรียบเทียบผลกับวิธีมาตรฐานแล้ว และเป็นไปตามวัตถุประสงค์ที่
ต้องการน าวิธีไปใช้แล้ว จึงจะสามารถท าให้ผู้น าไปใช้มีความเชื่อมั่นได้ในผลของวิธีทดสอบนั้นๆ และช่วยให้เกิด
ความมั่นใจในคุณภาพของสินค้าในกรณีที่ต้องการปล่อยสินค้าออกจ าหน่ายได้อย่างรวดเร็ว  ซึ่งนับว่ามี
ประโยชน์ต่อเศรษฐกิจและการค้าของประเทศ 

ในปัจจุบัน เอกสารอ้างอิงส าหรับด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยาที่
นิยมใช้อ้างอิง คือ ISO 16140 ฉบับล่าสุดคือ ISO 16140-2:2016(2) ที่ได้ออกมาทดแทนฉบับเดิม ISO 
16140:2003(3)  เอกสารนี้มีชื่อว่า “Protocol for the validation of alternative (proprietary) 
methods against a reference method” ซึ่งเป็นฉบับหนึ่งในกลุ่มวิธีมาตรฐาน ISO 16140 ภายใต้ชื่อเรื่อง 
“Microbiology of the food chain - Method validation” มีวัตถุประสงค์เพ่ือใช้เป็นแนวปฏิบัติในการ
ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีที่ให้ผลรวดเร็ว (rapid methods) และ/หรือวิธีทดสอบอย่างง่าย (easier 
methods) ซึ่งเป็นวิธีที่พัฒนาขึ้นเพื่อการค้า (proprietary methods) หรือ วิธีทดสอบท่ีจะน ามาใช้ทดแทนวิธี
อ้างอิง โดยมิได้หวังประโยชน์ทางการค้า 
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การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยาเชิงคุณภาพ ตาม ISO 16140-2:2016 มี
สาระหลักของการเปลี่ยนแปลงจาก ISO 16140:2003  ซึ่งเป็นฉบับเดิม ดังนี้ 
1. ISO 16140-2:2016 ในส่วนการศึกษาความไว (sensitivity study) ที่ก าหนดให้หาค่าความไว 

(sensitivity) ทั้งของวิธีทางเลือกและวิธีอ้างอิง ค่า relative trueness และเพ่ิมเติมการหาค่า false 
positive ratio (ISO 16140:2003 ก าหนดให้หาร้อยละของค่าสัมพัทธ์ระหว่างวิธีทางเลือกและวิธีอ้างอิง 
ของ ค่าความไว (% relative sensitivity) ความจ าเพาะ (% relative specificity) และความถูกต้อง (% 
relative accuracy)  ส่วนการหาค่า relative trueness นั้น ISO 16140:2003 มีการค านวณหาค่า 
relative trueness แทนการหาค่า relative accuracy นอกจากนี้ยังมีการก าหนดขีดจ ากัดการยอมรับ
ผลทดสอบของการศึกษาแบบจับคู่ (paired study) และการศึกษาแบบไม่จับคู่ (unpaired study) ใน
การศึกษาใช้ค่าที่ได้จากการค านวณหาผลรวมและผลต่างระหว่างค่าเบี่ยงเบนทางบวก (positive 
deviation) และ ค่าเบี่ยงเบนทางลบ (negative deviation) มาเชื่อมโยงกับจ านวนกลุ่มตัวอย่าง 
(categories) ที่ใช้ศึกษา เพ่ือให้ทราบความเทียบเท่าของวิธีทางเลือกและวิธีอ้างอิง 

2. การศึกษา Relative level of detection (RLOD study) มีการปรับปรุงรายละเอียดการปฏิบัติ เช่น
ก าหนดจ านวนครั้งของการท าซ้ า (replicates) จากเดิมที่ทดสอบหาระดับการปนเปื้อนต่ าสุดที่สามารถ
ตรวจพบเชื้อได้ 50% ในตัวอย่างหรือ LOD50 แบ่งการปนเปื้อนระดับละ 6 ซ้ า เปลี่ยนเป็นอย่างน้อย 
ระดับละ 20 ซ้ า ส่วนระดับที่ไม่เติมเชื้อ (negative control level) และระดับที่สูงขึ้น (higher level) ซึ่ง
คาดว่าสูงกว่า LOD50 ควรทดสอบอย่างน้อยระดับละ 5 ซ้ า  นอกจากนี้ มีการก าหนดขีดจ ากัดการยอมรับ 
(Acceptability Limits) ซึ่งบ่งบอกถึงค่าสูงสุดที่ยอมรับได้ของ LOD ของวิธีทางเลือก เมื่อเทียบกับค่า 
LOD ของวิธีอ้างอิง โดยก าหนดให้มีค่าไม่เกิน 1.5 ส าหรับการศึกษาแบบจับคู่ (paired study) และไม่เกิน 
2.5 ส าหรับการศึกษาแบบไม่จับคู่ (unpaired study)  

คณะผู้จัดท าได้จัดท าเอกสารฉบับภาษาไทยนี้ขึ้น เพ่ือให้นักวิจัยทั่วไปได้น าไปใช้ประโยชน์เป็นแนวทาง
ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยาเชิงคุณภาพภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดย
การศึกษาเปรียบเทียบวิธี ตามวิธีที่ระบุในเอกสาร ISO 16140-2:2016 ซึ่งเป็นฉบับปัจจุบัน และนิยมใช้เป็น
มาตรฐานสากล ได้เผยแพร่เอกสารฉบับภาษาไทยนี้ในสื่ออิเล็คทรอนิคส์ของส านักคุณภาพและความปลอดภัย
อาหาร และมุ่งหวังว่าจะเป็นประโยชน์แก่นักวิชาการ นักวิจัย และผู้สนใจทั่วไป 
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การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยาเชิงคุณภาพ 
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศึกษาเปรียบเทียบวิธี 

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

 

วัตถุประสงค ์   

 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบ (method validation) ทางจุลชีววิทยาเชิงคุณภาพนี้ เป็น
แนวปฏิบัติที่จัดท าขึ้นเพ่ือให้หน่วยงานที่ตรวจวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยาในห่วงโซ่อาหาร หรือนักวิจัยที่
ด าเนินการภายในห้องปฏิบัติการเดียว สามารถน าไปใช้เพ่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบของวิธีทางเลือก 
(Alternative method) กับวิธีอ้างอิง (Reference method) ตามขั้นตอนที่ระบุในเอกสาร ISO             
16140-2:2016  
 

ขอบข่ายการน าไปใช้    

 เอกสารฉบับนี้ระบุหลักการทั่วไปและหลักปฏิบัติทางวิชาการในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
ทางเลือก (ส่วนใหญ่เป็นวิธีที่ผลิตขึ้นเพ่ือการค้า) ที่จะน าไปใช้ทดสอบทางจุลชีววิทยาเชิงคุณภาพ เพ่ือตรวจหา
จุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย ยีสต์ รา ที่ปนเปื้อนในอาหารส าหรับการบริโภคของมนุษย์ อาหารสัตว์ ตัวอย่างจาก
สิ่งแวดล้อมในพื้นที่ผลิตหรือประกอบอาหาร รวมทั้งตัวอย่างจากขั้นตอนการผลิตเบื้องต้น และยังอาจน าไปใช้
กับวิธีทดสอบจุลชีพอ่ืน หรือสารเมตาโบไลท์ท่ีสร้างจากจุลชีพไดด้้วย 
 

หลักการ 

วิธีด าเนินการในการตรวจสอบความถูกต้อง (validation) ของวิธีทดสอบ ประกอบด้วย 2 ระยะ คือ 

1. การศึกษาเปรียบเทียบวิธี (Method comparison study) เป็นการเปรียบเทียบผลการทดสอบของ
วิธีทางเลือก (Alternative method)  ซึ่งส่วนใหญ่เป็นวิธีที่พัฒนาขึ้นเพ่ือการค้า (proprietary 
method) กับวิธีอ้างอิง (Reference method) ที่ด าเนินการในห้องปฏิบัติการหลัก 

2. การศึกษาระหว่างห้องปฏิบัติการ (Interlaboratory study) เป็นการเปรียบเทียบผลการทดสอบของ
วิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิง ที่ด าเนินการในต่างห้องปฏิบัติการ จ านวนหลายแห่ง  
  

วิธีทดสอบเชิงคุณภาพ 

1)  ข้อก าหนดทั่วไป 

การศึกษาเปรียบเทียบวิธี เป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบที่
ด าเนินการโดยห้องปฏิบัติการหลัก (organizing laboratory) ประกอบด้วย 3 ส่วน ดังต่อไปนี้ 
1. การศึกษาความไว (sensitivity study) เป็นการศึกษาเปรียบเทียบผลการทดสอบด้วยวิธีอ้างอิง 

และวิธีทางเลือก สามารถศึกษาในตัวอย่างที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ  (naturally 
contaminated samples) หรือ ตัวอย่างทีเ่ติมเชื้อ (artificially contaminated samples) ก็ได้  
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2. การศึกษาค่า  relative level of detection; RLOD (RLOD study) เป็นการเปรียบเทียบค่า
ปริมาณต่ าสุดของจุลินทรีย์ที่สามารถตรวจพบได้ด้วยวิธีทางเลือกและด้วยวิธีอ้างอิง โดยต้อง
ท าการศึกษาในตัวอย่างที่เติมเชื้อ (artificially contaminated samples) 

3. การศึกษา Inclusivity/exclusivity ของวิธีทางเลือก  
 inclusivity study เป็นการศึกษาเพ่ือให้ทราบถึง ความสามารถของวิธีทางเลือกในการ

ตรวจพบเชื้อเป้าหมายที่เป็นเชื้อบริสุทธิ์ จ านวนหลายๆ สายพันธุ์ 
  exclusivity study เป็นการศึกษากับเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมายที่เป็นเชื้อบริสุทธิ์ จ านวนหลายๆ 

สายพันธุ์ เมื่อน ามาทดสอบด้วยวิธีทางเลือก ไม่ควรตรวจพบเชื้อเหล่านี้  (เชื้อที่จะคัดเลือกมา
ทดสอบ ควรเป็นเชื้อที่มีโอกาสเกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อเป้าหมาย หรือมีโอกาสให้ผลทดสอบ
บวกเช่นเดียวกับเชื้อเป้าหมาย)  

 

หมายเหตุ  - ผลการศึกษา (ตารางและการค านวณผล) ในแต่ละส่วน และการแปลผล รวมทั้งผลที่ม ี
               ความแตกต่างหรือขัดแย้งกัน (discrepant results) ต้องแสดงไว้ในรายงานการศึกษา 

- ปริมาณของตัวอย่างส่วนทดสอบ (test portion) ต้องเป็นไปตามที่ระบุไว้ในวิธีอ้างอิง 
 

2) รูปแบบการศึกษา : แบบจับคู่ (paired) หรือ ไม่จับคู่ (unpaired) 
การทดสอบด้วยวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก ให้พยายามใช้ตัวอย่างส่วนทดสอบ  (test portion) 

เดียวกัน (ถ้าท าได้) เว้นแต่บางกรณี เช่น กรณีที่ขั้นตอนแรกของการทดสอบ (หมายถึงขั้นตอน 
enrichment) วิธีทางเลือกก าหนดให้ใช้ enrichment broth ต่างชนิดกับของวิธีอ้างอิง จึงจ าเป็นต้องใช้
ตัวอย่างส่วนทดสอบ (test portion) แยกคนละชุดกัน ด้วยเหตุนี้ ISO 16140 จึงแบ่งการศึกษาเป็น  2 
รูปแบบ ดังนี้ 

2.1 แบบจับคู่ (Paired study) หมายถึง ขั้นตอนแรกของการทดสอบด้วยวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก 
มีการด าเนินการเหมือนกันทุกประการ โดยใช้ตัวอย่างส่วนทดสอบ (test portion) และอาหาร
เลี้ยงเชื้อ (enrichment broth) ร่วมกัน การปฏิบัติเช่นนี้ มักท าให้ผลการทดสอบทั้ง 2 วิธีมีความ
สอดคล้องกันมาก เรียกข้อมูลผลการทดสอบจากการศึกษาแบบนี้ว่า “paired หรือ matched”  

2.2 แบบไม่จับคู่ (Unpaired study) หมายถึง ขั้นตอนแรกของการทดสอบด้วยวิธีอ้างอิงและวิธี
ทางเลือก มีการด าเนินการที่แตกต่างกัน ตั้งแต่การใช้ตัวอย่างส่วนทดสอบ (test portion) คนละ
ชุด (แต่ต้องมาจากผลิตภัณฑ์อาหารในรุ่นการผลิตเดียวกัน) และใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ (enrichment 
broth) ต่างชนิดกัน เรียกข้อมูลผลการทดสอบจากการศึกษาแบบนี้ว่า “unpaired หรือ 
unmatched”  
 

3) การศึกษาความไว (sensitivity study) 
  การศึกษานี้มีจุดมุ่งหมาย เพื่อให้ทราบว่า วิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือกมีค่าความไว (sensitivity) ที่

แตกต่างกันหรือไม่  โดยอาจทดสอบกับตัวอย่างที่ปนเปื้อน จุลินทรีย์ตามธรรมชาติ (naturally 
contaminated samples) และ/หรือ ตัวอย่างที่เติมเชื้อ (artificially contaminated samples) ก็ได้ 
และต้องทดสอบกับกลุ่มตัวอย่าง (categories)  และประเภทตัวอย่าง (types) ที่แตกต่างกัน  

  ขีดจ ากัดการยอมรับ (Acceptability Limits) ก าหนดเป็นค่าความแตกต่างที่ยอมรับได้สูงสุด 
(maximum acceptable difference) ซึ่งขึ้นอยู่กับรูปแบบของการศึกษา (แบบจับคู่/แบบไม่จับคู่) และ
จ านวนกลุ่มตัวอย่างที่ท าการทดสอบ 
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    ขั้นตอนของการศึกษาความไว ปฏิบัติดังต่อไปนี้ 

3.1 การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่าง (categories)  
การคัดเลือกกลุ่ม (categories) และประเภท (types) ของผลิตภัณฑ์อาหาร หรืออ่ืนๆ เพ่ือ

น ามาใช้ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทางเลือก ขึ้นอยู่กับชนิดหรือกลุ่มของจุลินทรีย์ และขอบเขต
ของการตรวจสอบความถูกต้องที่ต้องการศึกษา โดยพิจารณาจากหลักเกณฑ์ดังต่อไปนี้ 
3.1.1 ถ้าต้องการน าวิธีทางเลือกไปใช้ทดสอบอาหารหลากหลายกลุ่ม ต้องคัดเลือกผลิตภัณฑ์อาหาร

มาตรวจสอบความถูกต้องอย่างน้อย 5 กลุ่ม (ต้องระบุรายชื่อกลุ่มผลิตภัณฑ์ที่ตรวจสอบความ
ถูกต้องไว้ในรายงานการศึกษา) แต่ถ้าต้องการน าวิธีไปใช้ทดสอบอาหารเพียงเฉพาะบางกลุ่ม 
เช่น ready-to-eat, ready-to-reheat meat products และ heat-processed milk & 
dairy products ก็ให้ตรวจสอบความถูกต้องในกลุ่มอาหารนั้นๆ เท่านั้น นอกจากนี้ยังสามารถ 
ตรวจสอบความถูกต้องเพ่ิมเติมส าหรับกลุ่มตัวอย่างอ่ืนๆ ที่นอกเหนือจากอาหารส าหรับการ
บริโภคของมนุษย์ (food) เช่น ตัวอย่างอาหารสัตว์ (feed samples) ตัวอย่างจากสิ่งแวดล้อม 
(environmental samples)  และตัวอย่างจากขั้นตอนการผลิตเบื้องต้น (primary 
production stage samples) เพ่ือขยายขอบข่ายการใช้งานวิธีทางเลือกให้ครอบคลุมถึงกลุ่ม
เหล่านั้นได้ด้วย 

3.1.2 ในแต่ละกลุ่มตัวอย่างที่คัดเลือกมา ต้องท าการตรวจสอบความถูกต้องกับตัวอย่าง 3   ประเภท  
   เป็นอย่างน้อย ดูภาคผนวก ก: ข้อแนะน าประเภท/กลุ่มตัวอย่างกับชนิดของจุลินทรีย์ที่ควรท า   
   การศึกษา ตาม ISO 16140-2:2016) 
 

        ในการคัดเลือกประเภทตัวอย่าง มีข้อควรค านึงดังต่อไปนี้ 
  ควรคัดเลือกตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ (natural contamination) 

ก่อนเป็นอันดับแรก และต้องเก็บตัวอย่างจากหลากหลายแหล่ง โดยกระจายแหล่งเก็บ
ตัวอย่างให้มากที่สุดเท่าที่จะท าได้ เพ่ือลดความล าเอียง (bias) และเพ่ือให้ได้ผลการ
ตรวจสอบความถูกต้องทีม่ีความครอบคลุมมากขึ้น เหมาะแก่การน าไปใช้งาน 
 

  คัดเลือกประเภทอาหารที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ประจ าถิ่น (natural background microflora)  
ในปริมาณแตกต่างกัน ทั้งสูงและต่ า รวมทั้งคัดเลือกประเภทอาหารที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ที่มี
ระดับความเครียดแตกต่างกัน เช่น อาหารที่ผ่านกระบวนการ และอาหารดิบซึ่งไม่ผ่าน
กระบวนการ 
 

  กรณีท่ีไม่สามารถหาตัวอย่างทีป่นเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ (naturally contaminated 
samples) ได้ในจ านวนมากพอ  สามารถใช้ตัวอย่างที่เติมเชื้อ (artificially contaminated 
samples) แทนได้ (ดูภาคผนวก ข และ ค) ควรระบุวิธีการเตรียมตัวอย่างที่เติมเชื้อใน
รายงานการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีที่ศึกษาด้วย 
 
 ตัวอย่าง 
 ถ้าต้องการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตรวจหา Listeria monocytogenes ใน
อาหาร 1 กลุ่ม (category) คือ กลุ่มผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์พร้อมบริโภค (ready-to-eat meat 
products) /ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ที่ต้องอุ่นหรือให้ความร้อนก่อนบริโภค (ready-to-reheat 
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meat products) อาจเลือกตรวจสอบความถูกต้องของวิธี โดยทดสอบกับตัวอย่าง 3 
ประเภท (types) ดังต่อไปนี้   

1) cooked meat products เป็นตัวแทนประเภทอาหารที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ประจ า
ถิ่นในระดับต่ า และเชื้อมีภาวะเครียดเนื่องจากอาหารผ่านการให้ความร้อน 

2) fermented or dried meat products เป็นตัวแทนประเภทอาหารที่ปนเปื้อน
จุลินทรีย์ประจ าถิ่นในระดับสูง และเชื้อมีภาวะเครียดเนื่องจากความเป็นกรด-เบส
ของอาหาร 

3) raw cured (smoked) meat products (ค่า aw น้อยกว่า 0.92) เป็นตัวแทน
ประเภทอาหารที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในระดับปานกลาง และเชื้อมีภาวะ
เครียดเนื่องจากอาหารมีปริมาณน้ าอิสระต่ า 

หมายเหตุ - การจัดกลุ่มผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ (meat products) ไม่รวมผลิตภัณฑ์จากสัตว์ปีก                  
              (poultry products) 
  ในบางกรณ ีเช่น ต้องการน าวิธีทางเลือกไปทดสอบอาหารที่หลากหลาย อาจเลือกศึกษาโดย 

ควบรวมกลุ่มอาหาร (categories) 2 กลุ่ม ระหว่างกลุ่มอาหารพร้อมบริโภค (ready-to-
eat) กับกลุ่มอาหารดิบ (raw) ที่ท าจากผลิตภัณฑ์กลุ่มเดียวกัน (same product group) 
เช่น ศึกษากลุ่ม raw meat และกลุ่ม ready-to-eat meat (products) ควบรวมเป็นกลุ่ม
เดียว โดยเลือกอาหาร 3 ประเภทที่อยู่ภายใต้ 2 กลุ่มดังกล่าว การตัดสินใจเลือกศึกษาควบ
รวมระหว่างกลุ่มอาหารใด ขึ้นกับการวิเคราะห์ความเสี่ยง (risk analysis) 

 

3.2 จ านวนตัวอย่าง   
ในแต่ละกลุ่มอาหารที่คัดเลือกมาศึกษา  ให้ท าการทดสอบกับอาหาร 60 ตัวอย่าง เป็นอย่าง

น้อย โดยแบ่งเป็น อย่างน้อย 3 ประเภท และประเภทละอย่างน้อย 20 ตัวอย่าง (3 ประเภท x 20 
ตัวอย่าง/ประเภท = 60 ตัวอย่าง) ในการทดสอบตัวอย่างแต่ละประเภท ต้องพบสัดส่วนของผลบวก 
(fractional positive results) ด้วยวิธีอ้างอิงหรือวิธีทางเลือก (ตัวอย่างที่ทดสอบไม่ควรให้ผลบวก
ทั้งหมด หรือผลลบทั้งหมด) ในทางอุดมคติ 10 ตัวอย่าง (50%) ที่ทดสอบ/ประเภท ควรให้ผลบวก 
และอีก 10 ตัวอย่าง ให้ผลลบ แต่ยอมรับได้ หากพบผลบวกอยู่ในช่วง 25% - 75% ในแต่ละกลุ่ม
ตัวอย่างจะต้องมีอย่างน้อย 30 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยวิธีอ้างอิง และ/หรือวิธีทางเลือก 

 

3.3 ผลการทดสอบด้วยวิธีทางเลือกและการยืนยันผล 
วิธีทางเลือกจ านวนมาก มักมี 2 ขั้นตอนหลัก คือ ขั้นตอนที่ 1 ประกอบด้วย การเพ่ิมจ านวน

เชื้อ (enrichment) ตามด้วยการตรวจหาเชื้อ (detection) ส่วนขั้นตอนที่ 2 เป็นการยืนยันผลการ
ตรวจหาเชื้อ (detection result) จากขั้นตอนที่ 1 ผลที่ได้หลังจากเสร็จสิ้นขั้นตอนที่ 2 จะเป็นผล
สุดท้ายของวิธีทางเลือก แต่ในกรณีที่วิธีทางเลือกมีเพียงขั้นตอนที่ 1 ขั้นตอนเดียว (ไม่มีขั้นตอนยืนยัน
ผล) ผลสุดท้ายของวิธีทางเลือกจะเหมือนกับผลการทดสอบของขั้นตอนที่ 1  

 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีในส่วนของการศึกษาความไว ตาม ISO 16140-2:2016 
ก าหนดว่า ผล (สุดท้าย) ของวิธีทางเลือกจะต้องได้รับการตรวจยืนยันซ้ า เพ่ือตัดสินว่า เป็นผลบวกจริง
หรือผลบวกปลอม โดยให้ปฏิบัติดังนี้ 
 การศึกษาแบบไม่จับคู่ (Unpaired study): ให้ทดสอบยืนยันซ้ า ไม่ว่าวิธีทางเลือกจะให้ผล

บวกหรือลบ 
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    การศึกษาแบบจับคู่ (Paired study): ให้ทดสอบยืนยันซ้ า เมื่อวิธีทางเลือกให้ผลบวก แต่วิธี 
อ้างอิงให้ผลลบ 

 วิธีทดสอบยืนยันซ้ าที่น ามาใช้ (≥1 วิธีทดสอบ) ต้องเป็นวิธีที่สามารถท าให้เชื้อฟ้ืนตัวและ 
    ยืนยันได้ว่าเชื้อที่แยกได้เป็นเชื้อเป้าหมายที่แท้จริงของวิธีทดสอบ โดยอาจท าตามข้ันตอน 
    ยืนยันผลของวิธีอ้างอิง หรือของวิธีทางเลือกก็ได้ (ถ้าวิธีทางเลือกสามารถแยกเชื้อเป้าหมาย 
    และยืนยันชนิดของเชื้อได้) หรือใช้ขั้นตอนยืนยันของทั้ง 2 วิธีร่วมกัน หรือใช้วิธีอ่ืนใดก็ได้ที่ 
    สามารถแยกเชื้อและยืนยันชนิดของเชื้อเป้าหมายได ้

 

นอกจากนี้ กรณีที่วิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก มีขั้นตอน enrichment ที่แตกต่างกัน ทั้งในแง่
ของจ านวนขั้นตอน enrichment ที่ไม่เท่ากัน (ตามปกติขั้นตอน enrichment มักประกอบด้วย 2 
ขั้นตอนย่อย คือ primary/non-selective enrichment ตามด้วย secondary/selective 
enrichment) หรือ ระยะเวลาบ่มโดยรวม (total duration of incubation) ที่ต่างกัน  จ าเป็นต้องมี
วิธีการยืนยันผลเพ่ิมเติม (additional confirmation pathway) โดยต้องปฏิบัติตามทั้ง 2 วิธีการ 
ต่อไปนี้ 

1) ทดสอบตามขั้นตอน/สภาวะปกติที่ระบุไว้ในวิธีปฏิบัติของวิธีทางเลือก (ไม่รวมการ
ทดสอบเสริม (complementary tests) ที่อาจท าในช่วงการศึกษาการตรวจสอบความ
ถูกต้องของวิธี) 

2) ทดสอบโดยปรับเปลี่ยนส่วนหนึ่งของขั้นตอน enrichment ของวิธีทางเลือก ให้เป็นไป
ตามของวิธีอ้างอิงเป็นอย่างน้อย หรือให้ใช้ระยะเวลาบ่มโดยรวม (total duration of 
incubation) ของขั้นตอน enrichment ตามวิธีอ้างอิง  

ให้รายงานผลการยืนยันเพิ่มเติมแยกกันระหว่าง 2 วิธีการ 
 

3.4 การค านวณและการแปลผลความไว (sensitivity) 
    ในเอกสารรายงานผลการศึกษาความไว ต้องแสดงข้อมูลต่อไปนี้               

1) รูปแบบของการปนเปื้อนเชื้อของตัวอย่าง: ใช้การปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ หรือ 
    การเติมเชื้อ  หากใช้การเติมเชื้อ ต้องระบุขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างด้วย (ดูภาคผนวก ค) 
2) รูปแบบการศึกษา: เป็นแบบจับคู่ (paired study) หรือแบบไม่จับคู ่(unpaired study) 
3) วิธีทดสอบยืนยันที่ใช้: เพ่ือยืนยันผลของวิธีทางเลือกซ้ า 

 

 ผลการทดสอบของวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก: สามารถใส่ในตาราง ตามรูปแบบดังต่อไปนี้ 
 ผลการทดสอบแต่ละตัวอย่าง: ใช้ตารางที่ 1 (ศึกษาแบบจับคู่) หรือ 2 (ศึกษาแบบไม่จับคู่) 
 สรุปผลรวม: ใช้ตารางที่ 3 ส าหรับสรุปผลรวมของทุกกลุ่ม (all categories) แต่ละกลุ่ม   
    (per category; ≥60 ตัวอย่าง) และแต่ละประเภท (per type; ≥20 ตัวอย่าง) 
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ตารางท่ี 1 การเปรียบเทียบผลการทดสอบของวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก และการแปลผล ส าหรับ 
             การศึกษาแบบจับคู่ 

ผลการทดสอบของวิธีอ้างอิงหรือวิธีทางเลือก/ตัวอย่าง 
วิธี

อ้างอิง 
วิธีทางเลือก  

(รวมการยืนยัน 
ตามที่วิธีระบุ) 

ผลยืนยันซ้ า  
ของวิธีทางเลือก  
 (ด้วยวิธีใดๆ)a 

การแปลผล  
(พิจารณาจากผลยืนยันซ้ า 

ของวิธีทางเลือก) 
+ + ไม่จ าเป็น b Positive Agreement (PA) 
- - ไม่จ าเป็น b Negative Agreement (NA) 
+ - ไม่จ าเป็น b Negative Deviation (ND)  

(เนื่องจากวิธีทางเลือกให้ผลลบปลอม)   
- + + Positive Deviation (PD) 
- + - Negative Agreement (NA)c 

(เนื่องจากวิธีทางเลือกให้ผลบวกปลอม)   
a  การยืนยันซ้ าส าหรับผลของวิธีทางเลือก ปฏิบัตติามข้อ 3.3 
b  ไม่จ าเป็นต้องยืนยันเพิ่มเติม เพราะผลยืนยันซ้ าของวิธีทางเลือก ให้ผลเหมือนกับผลการทดสอบของวิธีทางเลือก  
c  ผลบวกปลอมนี้ ต้องถูกน ามาใช้ในการค านวณอัตราส่วนการเกดิผลบวกปลอม (false positive ratio) 

 
 

ตารางที่ 2 การเปรียบเทียบผลการทดสอบของวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก และการแปลผล ส าหรับ
การศึกษาแบบไม่จับคู่   

              ผลการทดสอบของวิธีอ้างอิงหรือวิธีทางเลือก/ตัวอย่าง 
วิธี

อ้างอิง 
วิธีทางเลือก  

(รวมการยืนยัน
ตามที่ระบุในวิธี) 

ผลยืนยันซ้ า 
ของวิธีทางเลือก  
 (ด้วยวิธีใดๆ)a 

การแปลผล  
(พิจารณาจากผลยืนยันซ้ า 

ของวิธีทางเลือก) 
+ + + Positive Agreement (PA) 
+ + - Negative Deviation (ND)b  

(เนื่องจากวิธีทางเลือกให้ผลบวกปลอม)   
- - - Negative Agreement (NA) 
- - + Negative Agreement (NA) 

(เนื่องจากวิธีทางเลือกให้ผลลบปลอม) 
+ - - Negative Deviation (ND)   
+ - + Negative Deviation (ND)  

(เนื่องจากวิธีทางเลือกให้ผลลบปลอม)   
- + + Positive Deviation (PD) 
- + - Negative Agreement (NA)b 

(เนื่องจากวิธีทางเลือกให้ผลบวกปลอม)   
a  การยืนยันซ้ าส าหรับผลของวิธีทางเลือก ปฏิบัตติามข้อ 3.3 
b  ผลบวกปลอมนี้ จะต้องถูกน ามาใช้ในการค านวณอัตราส่วนการเกิดผลบวกปลอม (false positive ratio) 
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ตารางท่ี 3 สรุปผลการทดสอบของวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก ส าหรับตัวอย่างทั้งหมดในแต่ละกลุ่ม  
วิธีทดสอบ วิธีอ้างอิง  

(ผลบวก) 
วิธีอ้างอิง  
(ผลลบ) 

วิธีทางเลือก (ผลบวก) +/+ 
Positive Agreement (PA) 

-/+ 
Positive Deviation (PD) 

วิธีทางเลือก (ผลลบ) +/- 
Negative Deviation (ND) 

-/- 
Negative Agreement (NA) 

 
จากข้อมูลสรุปผลการทดสอบในตารางที่ 3 ส าหรับการศึกษาในผลิตภัณฑ์อาหาร แต่ละกลุ่ม 

และแต่ละประเภท น าข้อมูลมาค านวณหาค่าต่อไปนี้  
(1) Sensitivity ของวิธีทางเลือก: SEalt   =         (PA + PD) 
                                (PA + ND + PD) 

(2) Sensitivity ของวิธีอ้างอิง: SEref   =          (PA + ND)     
                                (PA + ND + PD) 

(3) Relative trueness: RT    =          (PA + NA)     
                                        N  

(4) False positive ratio ของวิธีทางเลือก: FPR =   FP 
                NA    

เมื่อ N คือ จ านวนตัวอย่างทั้งหมด (NA + PA + PD + ND) และ FP คือ ผลบวกปลอม  

หมายเหตุ - ต้องใช้ผลของวิธีทางเลือกทีไ่ด้รับการยืนยันซ้ าแล้ว ในการตัดสินความเทียบเท่าของวิธี  
              ทางเลือกกับวิธีอ้างอิง 

  

การตัดสินผลการทดสอบของวิธีทางเลือก 
ค านวณความแตกต่างระหว่าง (ND-PD) ส าหรับทั้งการศึกษาแบบจับคู่และไม่จับคู่ และ

ค านวณผลรวมของ (ND+PD) ส าหรับการศึกษาแบบจับคู่ แล้วน าค่าที่ค านวณได้ ไปตรวจสอบว่า อยู่
ในช่วงของขีดจ ากัดการยอมรับ (Acceptability Limit; AL) หรือไม่ ค่า AL ในตารางที่ 4 ก าหนดขึ้น
ตามรูปแบบการศึกษา (แบบจับคู่ หรือแบบไม่จับคู่) และจ านวนของกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการ
ประเมินผล  
หมายเหตุ - ขีดจ ากัดการยอมรับนี้ ขึ้นอยู่กับข้อมูลและความเห็นของกลุ่มผู้เชี่ยวชาญ มิได้มาจากการ
วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 

การแปลผลการศึกษาการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี ให้ปฏิบัติดังนี้ 
 จะต้องแปลผลทั้งแบบแยกรายกลุ่ม (per category) และแบบรวมทุกกลุ่ม (all categories) 
 ในการทดสอบอาหารต่างประเภท ถ้าขั้นตอน enrichment มีวิธีปฏิบัติที่แตกต่างกัน จะต้องแปล

ผลแยกกันส าหรับ enrichment แต่ละแบบด้วย 
 ถ้าค่าที่ค านวณได้ (ND-PD) และ (ND+PD) สูงกว่าขีดจ ากัดการยอมรับ ถือว่าไม่ผ่านเกณฑ์ กรณีนี้

ต้องสืบสวนหาต้นเหตุของปัญหาเพ่ือหาค าอธิบายผลที่ได้ การตัดสินว่าวิธีทางเลือกไม่เหมาะสมใน

x 100% 

x 100% 

x 100% 

 

x 100% 
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การน าไปใช้ทดสอบกลุ่มตัวอย่างใดบ้าง ขึ้นอยู่กับค่าขีดจ ากัดการยอมรับและข้อมูลเพ่ิมเติมอ่ืนๆ 
และกรณีที่ยอมรับวิธีทางเลือก แม้ค่าไม่ผ่านขีดจ ากัดการยอมรับ ต้องระบุเหตุผลไว้ในรายงาน
การศึกษาด้วย 
 

ตารางท่ี 4  parameter และค่าก าหนดของขีดจ ากัดการยอมรับ (AL) ส าหรับการศึกษาแบบจับคู ่
              และแบบไม่จับคู่ สัมพันธ์กับจ านวนกลุ่มตัวอย่างทีใ่ช้ในการศึกษา 

จ านวนกลุ่มตัวอย่าง 
(categories) 

การศึกษาแบบจับคู่ การศึกษาแบบไม่จับคู่ 
(NDa – PDb) (ND + PD) (ND – PD) 

1 3 6 3 
2 4 8 4 
3 5 10 5 
4 5 12 5 
5 5 14 5 
6 6 16 6 
7 6 18 7 
8 6 20 7 

a   ND = จ านวนตัวอย่างที่ให้ผล Negative Deviation (ให้ผลลบด้วยวิธีทางเลือก แต่ให้ผลบวกด้วยวิธีมาตรฐาน)  
b   PD = จ านวนตัวอย่างที่ให้ผล Positive Deviation (ให้ผลบวกด้วยวิธีทางเลือก แต่ให้ผลลบด้วยวิธีมาตรฐาน)  

หมายเหตุ ในเอกสารรายงานการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี ควรแสดงข้อมลูเพิ่มเติมที่เกีย่วกับความแตกต่าง 
             ของผลการทดสอบก่อนและหลังการตรวจยืนยันผลของวิธีทางเลือก (ปฏิบัติตามขั้นตอนท่ี 1 และ 2 ของ 
             วิธีทางเลือก) แต่ข้อมูลนีม้ิได้น ามาใช้ในการประเมินผลโดยรวมของวิธีทางเลือก 
             

4) การศึกษาค่า Relative level of detection (Relative level of detection study)  
ท าการศึกษาเปรียบเทียบ เพ่ือประเมินค่าปริมาณจุลินทรีย์ต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ 

(level of detection; LOD) ของวิธีทางเลือกเทียบกับของวิธีอ้างอิง โดยค านวณเป็นค่า Relative 
level of detection (RLOD) การศึกษานี้ ให้ใช้ตัวอย่างที่เติมเชื้อ (artificially contaminated 
samples) ≥3 ระดับๆ ละหลายซ้ า หากทราบระดับการปนเปื้อน จะสามารถค านวณค่า LOD ได้ด้วย 
แต่อาจไม่จ าเป็น 

  

    ขั้นตอนการปฏิบัติในการหาค่า RLOD ดังต่อไปนี้  
4.1 การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง และจ านวนซ้ า ที่จะน ามาทดสอบ 

4.1.1 การคัดเลือกกลุ่มและประเภทของตัวอย่าง ท าตามข้อ 3.1 โดยให้คัดเลือกกลุ่มตัวอย่าง
เดียวกันกับการศึกษาความไว (sensitivity study) และในแต่ละกลุ่ม ให้คัดเลือกตัวอย่าง
เพียง 1 ประเภท และควรคัดเลือกประเภทที่ต่างจากในการศึกษาความไว (ถ้าเป็นไปได้) 
เพ่ือจะได้เป็นตัวแทนของกลุ่มตัวอย่างที่กว้างขวางยิ่งขึ้น 

4.1.2 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา RLOD ต้องเป็นตัวอย่างที่เติมเชื้อ (artificially contaminated 
samples) และตัวอย่างแต่ละประเภท ควรเติมเชื้อต่างสายพันธุ์ (ขั้นตอนการเตรียม
ตัวอย่างที่เติมเชื้อดูในภาคผนวก ค) 
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4.1.3 การเติมเชื้อ ให้ท าอย่างน้อย 3 ระดับต่อประเภทของตัวอย่าง ประกอบด้วย 
4.1.3.1 ระดับท่ี 1 ไม่เติมเชื้อ (negative control level) 
4.1.3.2 ระดับท่ี 2 เติมเชื้อระดับต่ า (low level) ซ่ึงเป็นปริมาณจุลินทรีย์ต่ าสุดที่สามารถ

ตรวจพบได้ในทางทฤษฎี (theoretical detection level) อยู่ที่ประมาณที่ 0.7 
cfu/test portion 

4.1.3.3 ระดับท่ี 3 เติมเชื้อระดับสูงขึ้น (higher level) ซึ่งเป็นปริมาณที่มากกว่าระดับต่ า 
เล็กน้อย เช่น 1 ถึง 1.5 cfu/test portion 

4.1.4 ตัวอย่างที่เติมเชื้อในระดับต่ า ควรให้ผลบวก (fractional recovery)  จ านวน 25-75% 
ของจ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ทดสอบ โดยอย่างน้อยต้องให้ผลบวกด้วยวิธีอ้างอิง (วิธี
ทางเลือกจะให้ผลบวกหรือไม่ก็ได้) ดังนั้นจึงต้องประมาณการในการเติมเชื้อที่ระดับต่ าให้
พอเหมาะ  

4.1.5 จ านวนซ้ าที่ทดสอบในแต่ละระดับการปนเปื้อน (ทุกระดับ ทดสอบท้ัง 2 วิธี)  
4.1.5.1 ระดับที่ 1 (negative control level) ควรทดสอบอย่างน้อย 5 ซ้ า  

(ต้องไม่พบผลบวก หากพบผลบวก ต้องท าการทดสอบใหม่ ทุกระดับ) 
4.1.5.2 ระดับท่ี 2 (theoretical detection level) ควรทดสอบอย่างน้อย 20 ซ้ า  
4.1.5.3 ระดับท่ี 3 (higher level) ควรทดสอบอย่างน้อย 5 ซ้ า  

4.1.6 ผลการทดสอบของวิธีทางเลือก หากเป็น positive deviation (ให้ผลบวกด้วยวิธี
ทางเลือก แต่ให้ผลลบด้วยวิธีอ้างอิง) จะต้องท าการยืนยันซ้ า (ดูตามข้อ 3.3) หลังจากนั้น 
จึงจะสามารถน าผลไปใช้ในการประเมินค่า RLOD ได ้

หมายเหตุ  - ในการเตรียมตัวอย่างและทดสอบ ควรเพิ่มจ านวนระดับการปนเปื้อนเชื้อให้มากขึ้น เพ่ือ  
                ให้มั่นใจว่า จะพบตัวอย่างที่ให้ผลบวก อยู่ในช่วง fractional recovery ที่ยอมรับ                                                              

- ระดับการปนเปื้อนเชื้อ ให้ประมาณการจากค่า LOD ของวิธีอ้างอิง ในกรณีที่วิธี   
  ทางเลือกมีค่า LOD  ต่ ากว่าวิธีอ้างอิง 
   

4.2 การค านวณและการแปลผลค่า RLOD 
RLOD หมายถึง อัตราส่วนระหว่างค่า LOD ของวิธีทางเลือก และค่า  LOD ของวิธีอ้างอิง 
  RLOD  =   LODalt 
        LODref  
 
ตัวอย่างการค านวณ แสดงในภาคผนวก ง การค านวณท าได้ด้วย Excel spreadsheet ของ 
ISO 16140-2:2016 ซ่ึงสามารถดาวน์โหลดได้โดยไม่เสียค่าใช้จ่าย ที่ 
http://standards.iso.org/iso/16140 จากนั้นเลือก RLOD file  
 
ในการค านวณโดยใช้ Excel spreadsheet ต้องใช้ตัวเลือก (option) “unknown 
concentration” ค านวณค่า RLODi ของแต่ละ item I กรอกผลลงในตารางที่ 5  
  
หมายเหตุ Excel เป็นเพียงตัวอย่างหนึ่งของโปรแกรมที่เหมาะสมและมีการจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์  เพื่อเป็น
ข้อมูลส าหรับอ านวยความสะดวกให้แก่ผู้ใช้เอกสารนี้ 

http://standards.iso.org/iso/16140%20จากนั้น
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ตารางท่ี 5 ค่า RLOD ก่อนและหลังการยืนยันผลซ้ าของวิธีทางเลือก 
 

 ค่า RLOD ค านวณจาก 
ผลของวิธีทางเลือก 

ค่า RLOD ค านวณจาก 
ผลของวิธีทางเลือกที่ยืนยันซ้ าแล้ว 

item 
(category) 

(i) 

RLODi RLODi 

1   
2   

.......   
k   
   

combined   
 

ขีดจ ากัดการยอมรับ (Acceptability Limit; AL) ของค่า RLOD ขึ้นอยู่กับ ผลทดสอบ
ของวิธีทางเลือก (ท่ียืนยันซ้ าแล้ว) ซึ่งเกณฑ์นี้จะบ่งบอกถึง ค่าสูงสุดที่ยอมรับได้ของ LOD ของวิธี
ทางเลือก เมื่อเทียบกับค่า LOD ของวิธีอ้างอิง แต่ไม่สามารถน าไปพิจารณาถึงความเหมาะสมใน
การน าวิธีทางเลือกไปใช้งาน (fitness for purpose) โดยทั่วไปค่าขีดจ ากัดการยอมรับ จะ
มากกว่า 1  และควรแปลผลแยกกันส าหรับตัวอย่างแต่ละชนิด (item)  
 
ขีดจ ากัดการยอมรับค่า RLOD 
 การศึกษาแบบจับคู่ ก าหนดไว้ที่ 1.5 หมายถึง ค่า LOD ของวิธีทางเลือกจะต้องไม่เกิน 

1.5 เท่าของค่า LOD ของวิธีอ้างอิง  และเป็นที่ยอมรับ หากค่า LOD ของวิธีทางเลือกต่ า
กว่าค่า LOD ของวิธีอ้างอิง เพราะนั่นหมายถึง วิธีทางเลือกมีโอกาสตรวจพบเชื้อได้ใน
ระดับการปนเปื้อนที่ต่ ากว่าวิธีอ้างอิง 

 การศึกษาแบบไม่จับคู่  ก าหนดไว้ที่ 2.5 หมายถึง ค่า LOD ของวิธีทางเลือกจะต้องไม่
เกิน 2.5 เท่าของ LOD ของวิธีอ้างอิง   และเป็นที่ยอมรับ หากค่า LOD ของวิธีทางเลือก
ต่ ากว่าค่า LOD ของวิธีอ้างอิง เพราะนั่นหมายถึง วิธีทางเลือกมีโอกาสตรวจพบเชื้อได้ใน
ระดับการปนเปื้อนที่ต่ ากว่าวิธีอ้างอิง  

 

กรณีที่ค่า RLOD สูงกว่าขีดจ ากัดการยอมรับ ถือว่าไม่ผ่านเกณฑ์ กรณีนี้ต้องสืบสวนหา
ต้นเหตุของปัญหา เพ่ือหาค าอธิบายผลที่ได้ การตัดสินว่า วิธีทางเลือกไม่เหมาะที่จะน ามาใช้
ทดสอบรายการหรือกลุ่มตัวอย่างที่เลือกมาศึกษา พิจารณาจากค่าเกณฑ์ยอมรับและข้อมูล
เพ่ิมเติมอ่ืนๆ กรณีที่ยอมรับวิธีทางเลือก แม้ค่าไม่ผ่านขีดจ ากัดการยอมรับ จะต้องระบุเหตุผลไว้
ในรายงานการศึกษาด้วย 

 

5) การศึกษา Inclusivity และ exclusivity (Inclusivity/exclusivity study) 
  5.1 การคัดเลือกเชื้อและจ านวนสายพันธุ์ที่จะศึกษา 

ต้องศึกษาโดยใช้จุลินทรีย์หลายสายพันธุ์ (range of strains) หลักเกณฑ์การคัดเลือกสาย
พันธุ์ (ดูในภาคผนวก จ.) ให้ค านึงถึงหลักการของวิธีทางเลือก (เช่น วิธีเพาะเชื้อ วิธีทางภูมิคุ้มกัน
วิทยา และ วิธีทางอณูชีววิทยา เป็นต้น) หลักการของวิธีที่ต่างกัน อาจทดสอบกับสายพันธุ์
จุลินทรีย์ที่แตกต่างกัน  
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แต่ละสายพันธุ์ที่จะน ามาใช้ ต้องได้รับการตรวจสอบยืนยันเอกลักษณ์ของเชื้อเพ่ือความ
แน่ใจ โดยทดสอบทางชีวเคมี และ/หรือทางน้ าเหลืองวิทยา และ/หรือทางพันธุศาสตร์ และถ้าท า
ได้ ควรใช้สายพันธุ์ที่แยกได้จากอาหารส าหรับการบริโภคของมนุษย์ อาหารสัตว์ สิ่งแวดล้อมใน
กระบวนการผลิตอาหาร หรือในการผลิตขั้นต้น (primary production) ซึ่งขึ้นอยู่กับขอบข่าย
การตรวจสอบความถูกต้องของวิธี อย่างไรก็ตามสามารถใช้เชื้อสายพันธุ์ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ
จากผู้ป่วย สิ่งแวดล้อม และจากศูนย์เก็บรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ ควรทราบแหล่งที่มาของ
จุลินทรีย์ทุกสายพันธุ์ที่น ามาใช้ และควรเก็บรักษาไว้ที่ศูนย์เก็บรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ ระดับ
ท้องถิ่น  (เช่น ห้องปฏิบัติการที่มีความเชี่ยวชาญ) ระดับชาติ หรือระดับนานาชาติ เพ่ือสามารถ
น าจุลินทรีย์มาใช้ทดสอบในอนาคต (ถ้าต้องการ) 

การทดสอบ Inclusivity ต้องใช้เชื้อบริสุทธิ์ของจุลินทรีย์เป้าหมาย จ านวนอย่างน้อย 50 
สายพันธุ์ ยกเว้นการทดสอบวิธีวิเคราะห์ Salmonella ต้องใช้เชื้อบริสุทธิ์ต่าง serotype 
จ านวนอย่างน้อย 100 สายพันธุ์ (หมายถึงอย่างน้อย 100 serovars) ส่วนการทดสอบ 
Exclusivity ต้องใช้เชื้อบริสุทธิ์ของจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย จ านวนอย่างน้อย 30 สายพันธุ์ 

 จุลินทรีย์บางชนิดอาจเพาะเลี้ยงได้ยาก หรือเพาะเลี้ยงไม่ได้ เช่น ไวรัส หรือ โปรโตซัว 
กรณีท่ีเชื้อเป้าหมายเพาะเลี้ยงไม่ได้ ควรใช้วิธีเติมเชื้อสายพันธุ์ทดสอบ (test strains) ที่เป็นเชื้อ
แขวนลอยบริสุทธิ์ (pure suspension) ลงในขั้นตอนแรกๆที่เหมาะสมของวิธีทดสอบ (the 
earliest appropriate step)  

หมายเหตุ   

 จุลินทรีย์บางชนิด อาจไม่สามารถหาเชื้อได้ครบตามจ านวนที่ต้องการ เพ่ือน ามาศึกษา 
inclusivity และ exclusivity กลุ่มผู้ศึกษาความถูกต้องของวิธีจะต้องตกลงกันในการ
คัดเลือกชนิดเชื้อและก าหนดจ านวนเชื้อที่เหมาะสม 

 แนวทางในการเก็บและรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ ศึกษาได้จากเอกสาร ISO 11133(4) 
 

  5.2 การเติมเชื้อเป้าหมาย (Inclusivity) 
  ท าการทดสอบกับจุลินทรีย์เป้าหมายที่เป็นเชื้อบริสุทธิ์ (pure culture) เพียงครั้ง
เดียว ด้วยวิธีทางเลือกเท่านั้น (ทดสอบจนถึงขั้นตอนยืนยัน หากมีการก าหนดไว้ในวิธีทางเลือก) 
โดยเติมเชื้อบริสุทธิ์แต่ละสายพันธุ์ที่ระดับการเจือจาง 1 ระดับลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 
(ไม่ตอ้งเติมตัวอย่าง) 

  เริ่มจากเพาะเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวไม่จ าเพาะ (non-
selective broth) ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเจริญของแต่ละเชื้อ จนกระทั่งได้เชื้อ
ปริมาณสูง (ที่ stationary phase) ปริมาณเชื้อที่เติมจะต้องมากกว่า 10 ถึง 100 เท่าของระดับ
เชื้อต่ าสุดที่ตรวจพบได้ด้วยวิธีทางเลือกที่ศึกษา และวิธีปฏิบัติของวิธีทางเลือกจะต้องมีขั้นตอน 
enrichment ทุกขั้นตอนตามที่ ระบุ ไว้ ในวิธี  กรณีที่ วิ ธีทางเลือกประกอบด้วยขั้นตอน 
enrichment มากกว่า 1 ขั้นตอน (เช่น วิธีทดสอบส าหรับอาหารต่างประเภท) ให้เลือกใช้วิ ธีที่มี
ขั้นตอนที่ท้าทายมากที่สุด ทดสอบกับเชื้อครบทุกสายพันธุ์ที่เลือกไว้ หากการทดสอบให้ผลลบ
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หรือผลน่าสงสัย ให้ท าการทดสอบซ้ าด้วยทั้งวิธีทางเลือกและวิธีอ้างอิง เพ่ือตรวจสอบว่า 
จุลินทรีย์สายพันธุ์ที่น ามาทดสอบ ถูกตรวจพบได้ด้วยวิธีอ้างอิงที่เหมาะสม  ถ้ายังคงให้ผลเป็นลบ 
ให้ท าการทดสอบซ้ าโดยเติมตัวอย่างอาหารลงไปด้วย และหากวิธีทางเลือกมีขั้นตอนยืนยัน ใน
การทดสอบกับเชื้อสายพันธุ์ที่เลือกมา จะต้องท าการทดสอบจนถึงข้ันตอนยืนยันด้วย 

 

  5.3 การเติมเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมาย (exclusivity)   
  ท าการทดสอบกับจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายที่เป็นเชื้อบริสุทธิ์ (pure culture) โดย
ทดสอบเพียงครั้งเดียว ด้วยวิธีทางเลือกเท่านั้น (ทดสอบจนถึงข้ันตอนยืนยัน หากมีการก าหนดไว้
ในวิธีทางเลือก) โดยเติมเชื้อบริสุทธิ์แต่ละสายพันธุ์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม (ไม่ต้องเติม
ตัวอย่าง) 

เริ่มจากเพาะเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อไม่จ าเพาะชนิดเหลว (non-
selective broth) ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเจริญของแต่ละเชื้อ จนกระทั่งได้เชื้อ
ปริมาณสูง (ที่ stationary phase) และส าหรับการศึกษา exclusivity ถ้าวิธีทดสอบมีขั้นตอน
การท าให้เชื้อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อจ าเพาะ (selective medium) ก่อนขั้นตอนการตรวจพบ
เชื้อ  ควรใช้อาหารเลี้ยงเชื้อไม่จ าเพาะ (non-selective medium) แทนอาหารเลี้ยงเชื้อจ าเพาะ 
(selective medium) หากวิธีทางเลือกให้ผลบวกหรือผลน่าสงสัย ควรท าการทดสอบซ้ าโดยใช้
วิธีenrichment ครบทุกขั้นตอน ตามที่ก าหนดในวิธีทางเลือก ซึ่งรวมถึงขั้นตอน selective 
enrichment ตรงตามที่ระบุในวิธีปฏิบัติของวิธีทางเลือก กรณีที่วิธีทางเลือกประกอบด้วย
ขั้นตอน enrichment มากกว่า 1 ขั้นตอน (เช่น วิธีทดสอบส าหรับอาหารต่างประเภท) ในแต่ละ
ขั้นตอนควรทดสอบกับเชื้อครบทุกสายพันธุ์ที่เลือกไว้ และควรทดสอบเพ่ิมเติมด้วยวิธีอ้างอิง เพ่ือ
ตรวจสอบว่า เชื้อทุกสายพันธุ์ที่น ามาทดสอบ ตรวจไม่พบ (หรือให้ผลลบ) ด้วยวิธีอ้างอิง 

 

  5.4 การแสดงผลและการแปลผล 
  จัดท าตารางบันทึกผลตามรูปแบบตารางที่ 6 การแปลผลต้องท าโดยห้องปฏิบัติการ
ที่เกี่ยวข้องกับการศึกษาเปรียบเทียบวิธี  และการรายงานผลควรระบุความผิดปกติจากผลที่ไม่
เป็นไปตามท่ีคาดหวัง 
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  ตารางท่ี 6  ตารางบันทึกผลการทดสอบ Inclusivity และ Exclusivity 
จุลินทรีย์ 

 
วิธีทางเลือก 

ผลการทดสอบ 
ผลการทดสอบ 
ที่ยืนยันซ้ าแล้ว 

Inclusivity (เชื้อเป้าหมาย)   
1.   
2.   
อ่ืนๆ   
   
Exclusivity (เชื้อท่ีไม่ใช่เป้าหมาย)   
1.   
2.   
อ่ืนๆ   
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ภาคผนวก ข. 
 

ล าดับความนิยมในการเลือกใช้ตัวอย่างที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติและตัวอย่างท่ีเติมเชื้อ 
ในการศึกษาการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี 

 
ภาคผนวกนี้ ให้ข้อมูลเกี่ยวกับล าดับความนิยมและข้อมูลในการใช้ตัวอย่างที่แตกต่างกัน ทั้งในการศึกษาเปรียบเทียบ
วิธีและการศึกษาระหว่างห้องปฏิบัติการ 
 
ทางเลือกที่ 1: ตัวอย่างที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ (Naturally contaminated samples) 

       ตวัอย่างปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติในทางอุดมคติ จะมีระดับการปนเปื้อนเชื้อเป้าหมาย 
       ใกล้กับค่า level of detection; LOD (ที่คาดหวัง) 
  

ทางเลือกที่ 2: Contamination by mixture 
         ถ้าตัวอย่างที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ มีเชื้อเป้าหมายปนเปื้อนในระดับที่สูงมาก สามารถ 
                 ลดความเข้มข้นของเชื้อเป้าหมายได้ โดยท าการเจือจางตัวอย่างด้วยอาหารชนิดใกล้เคียงกัน (similar  
                 item) ทีมี่จุลินทรีย์ประจ าถิ่นในระดับปกต ิ(normal background microflora) ตัวอย่างทีผ่สมกัน 
                 ควรท าให้เข้ากันอย่างท่ัวถึง เพ่ือให้มีเชื้อเป้าหมายกระจายอยู่อย่างสม่ าเสมอ 
                 
ทางเลือกที่ 3: Artificially contaminated samples 
            จุลินทรีย์เป้าหมายสายพันธุ์ต่างๆ ที่จะน ามาเติมลงในตัวอย่าง ควรเป็นเชื้อที่แยกได้จากอาหาร 
                 ชนิดเดียวกัน (same item)  และการเลือกสายพันธุ์ ควรค านึงถึงความหลากหลายในธรรมชาติของ 
                 เชื้อเป้าหมายนั้นๆ เช่น serotype, genotype และ phenotype 
 

                 ระดับของเชื้อเป้าหมาย ควรเป็นตัวแทนของการปนเปื้อนที่มักพบในอาหารนั้นๆ ในธรรมชาติ 
                และอาหารชนิดนั้น ควรมีจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในระดับปกติ  
 
ทางเลือกที่ 4: Reference materials  
         สามารถน าจุลินทรีย์อ้างอิง (reference materials) เช่น certified reference material 
                 ทีม่ีเชื้อเป้าหมายในระดับพอเหมาะและทราบค่า มีความคงตัว แต่อยู่ในภาวะเครียด มาเติมลง 
                 ในตัวอย่าง เพื่อวิเคราะห์ทั้งโดยวิธีเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ  

         ส าหรับการศึกษาเชิงคุณภาพ ควรน า certified reference material มาใช้ เพียงในกรณืที่                     
                 เชื้ออ้างอิงของจุลินทรีย์เป้าหมายที่แยกจากอาหารหาได้ยาก คือ มีจ านวนสายพันธุ์ หรือ 
                 จ านวน serotype น้อย 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีเตรียมตัวอย่างอาหารทีป่นเปื้อนจุลินทรีย์ด้วยการผสมตัวอย่าง (contamination by mixture)  
และการเติมเชื้อ (artificial contamination) 

 
ค.1 ข้อก าหนดทั่วไป 
  การเตรียมตัวอย่างอาหารที่ไม่ได้ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ ไม่ได้จ ากัดให้ใช้เฉพาะวิธีที่แสดงไว้ในที่นี้ 
ในการท าให้ตัวอย่างปนเปื้อนโดยการเติมเชื้อ (artificial contamination)  ท าได้ 2 วิธี คือ  วิธี seeding และ วิธี 
spiking  ส าหรับวิธี seeding เป็นการน าตัวอย่างธรรมชาติมาเติมเชื้อที่เจือจางไว้ แล้วน าตัวอย่างไปเก็บไว้
ระยะเวลาหนึ่ง เพ่ือให้จุลินทรีย์ปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมของอาหารนั้น ส่วน spiking เป็นการน าจุลินทรีย์ที่เจือจาง 
ไปท าให้เกิดสภาวะเครียด (stress) ล้อตามสภาวะจริงของอาหารนั้นๆ แล้วจึงน าไปเติมในตัวอย่างอาหาร ศึกษาวิธี 
spiking เพ่ิมเติมในเอกสารอ้างอิง (5)  
 

ค.2    การเตรียมตัวอย่างอาหารที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ด้วยวิธีผสมตัวอย่าง Contamination by mixture 
  น าตัวอย่างที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ ตามธรรมชาติจ านวน x กรัม ผสมกับตัวอย่างที่ไม่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ (ชนิดที่
สนใจ) จ านวน y กรัม เพ่ือเตรียมตัวอย่างที่มีระดับการปนเปื้อนตามต้องการ จากนัน้เก็บตัวอย่างที่เตรียมแล้วนี้ ไว้ที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับอาหารชนิด (item) นั้นๆ อย่างน้อย 1 วันก่อนน าไปวิเคราะห์เชื้อ เพ่ือให้จุลินทรีย์
ปรับตัวสู่สภาวะสมดุล ในอาหารนั้น 
 

ค.3 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างอาหารใหป้นเปื้อนจุลินทรีย์ โดยวิธี Seeding  
         ขั้นตอน seeding มุ่งเน้นให้ตรวจพบเชื้อเป้าหมาย ในจ านวนตัวอย่างที่ทดสอบตามช่วงสัดส่วนที่ยอมรับ 
(fractional recovery)  
 

ค.3.1 การเตรียมตัวอย่างอาหารชนิดความชื้นสูง ด้วยเชื้อท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  
           เป็นการเตรียมตัวอย่าง โดยเติมจุลินทรีย์ในอาหารตัวอย่างเดียว (single sample inoculation)  

a) การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เป้าหมาย (Culture target strain): น าจุลินทรีย์ที่ต้องการมาใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ไม่จ าเพาะชนิดเหลว (non-selective enrichment broth) บ่มอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่เหมาะสมกับ
จุลินทรีย์นั้น แล้วนับจ านวนจุลินทรีย์เริ่มต้น (starting culture) 

b) การปรับระดับจุลินทรีย์โดยการเจือจาง (Adjust level by dilution): ถ้าจ าเป็น หลังการบ่มเพาะเชื้อ เจือ
จางจุลินทรีย์เริ่มต้นด้วยสารละลายเจือจางที่เหมาะสม จนได้ระดับจุลินทรีย์ที่ต้องการ ระดับการเจือจาง
ขึ้นอยู่กับชนิดอาหาร จุลินทรีย์ที่คัดเลือกมาศึกษา ระดับจุลินทรีย์ปนเปื้อนที่ต้องการ ปริมาณจุลินทรีย์
ประจ าถิ่นที่คาดว่าจะมีอยู่ในอาหาร (background microflora level) และสภาวะการเก็บรักษาอาหาร 

c) การท าให้จุลินทรีย์เกิดภาวะเครียดด้วยความร้อน (Thermal stress): จุลินทรีย์ที่จะใช้เติมในอาหารที่ผ่าน
กระบวนการให้ความร้อน ควรท าให้เกิดสภาวะเครียดด้วยความร้อนด้วยเช่นกัน  เช่น ใช้อุณหภูมิ 50oC 
นาน 15 นาที ก่อนน าจุลินทรีย์ไปเติมในอาหาร 
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d) การเติมจุลินทรีย์ในอาหาร (Inoculation of the food): ปิเปตหรือพ่นจุลินทรีย์ที่ระดับเจือจางที่เลือกไว้
ลงในอาหาร โดยต้องทราบปริมาตรของสารแขวนลอยเชื้อที่น าไปเติมหรือพ่น อาจแยกเติมจุลินทรีย์ลงใน
แต่ละตัวอย่าง หรือเติมจุลินทรีย์ลงในตัวอย่างรวม แล้วผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันก่อน จากนั้นจึงมาแบ่งเป็น
แต่ละตัวอย่าง ปริมาตรของจุลินทรีย์ที่จะน ามาเติม ควรใช้น้อยที่สุดเท่าที่เป็นไปได้ เพ่ือไม่ให้มีผลกระทบ
ต่อค่า aw ในอาหาร โดยทั่วไปใช้ปริมาตรเชื้อ 0.25 มิลลิลิตร ต่อตัวอย่าง 25 กรัม (1%) 

e) การผสมจุลินทรีย์ให้เป็นให้กระจายตัวทั่วถึงและสม่ าเสมอ  (Mix to ensure homogeneity): หลังการเติม
เชื้อลงในตัวอย่าง ผสมและคลุกเคล้าอาหารให้ทั่วถึงจนแน่ใจว่าเป็นเนื้อเดียวกัน ถ้าเติมเชื้อในหลายขั้นตอน 
ควรผสมและคลุกเคล้าตัวอย่าง หลังจากเติมเชื้อในแต่ละข้ันตอน 

f) การท าให้จุลินทรีย์ในตัวอย่างคงตัวภายใต้สภาวะเครียด (Sample stabilization/stress): เก็บตัวอย่าง
อาหารที่อุณหภูมิปกติที่ใช้เก็บอาหารนั้น แต่ควรค านึงถึงการเจริญหรือการอยู่อยู่รอดของจุลินทรีย์ระหว่าง
ช่วงเวลาที่เก็บ เกี่ยวข้องกับอุณหภูมิที่ใช้เก็บมีความแตกต่างกัน เก็บอาหารที่เติมเชื้อแล้วนานอย่างน้อย
ตามระยะเวลาต่อไปนี้ 

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 และไอศกรีมเก็บท่ีอุณหภูมิ -20oC 
g) การทวนสอบระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ (Verification of contamination level): ถ้าจ าเป็น ให้

ตรวจสอบปริมาณจุลินทรีย์หลังจากเก็บตัวอย่างในระยะเวลาที่เหมาะสมส าหรับการท าให้เชื้อคงตัว  
 

ค.3.2 การเตรียมตัวอย่างอาหารชนิดความชื้นต่ าที่ไม่ได้ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ โดยใช้จุลินทรีย์แห้งแช่
เยือกแข็ง (lyophilized culture) 
a)     การเตรียมจุลินทรีย์แห้งแช่เยือกแข็ง (prepare a lyophilized culture): เติมจุลินทรีย์ที่ต้องการในอาหาร
เลี้ยงเชื้อไม่จ าเพาะชนิดเหลว (non-selective enrichment broth) บ่มเพาะเชื้อในสภาวะที่เหมาะสม หลังการบ่ม 
ท าการเก็บเซลล์แบคทีเรียด้วยการน าไปปั่นเหวี่ยง (centrifugation) และล้างเซลล์ 2 ครั้งด้วยสารละลายเจือจาง
บัฟเฟอร์ปราศจากเชื้อ ปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง แล้วทิ้งส่วนที่เป็นของเหลว และละลายตะกอนเชื้อด้วย 10% NFDM 
(non-fat dried milk) หรือ นมผงไม่มีไขมันปราศจากเชื้อ ใส่สารแขวนลอยเชื้อในภาชนะบรรจุที่เหมาะสมส าหรับ
การท าจุลินทรีย์แห้งแช่เยือกแข็ง  
b)     การประเมินระดับการปนเปื้อนของจุลินทรีย์เป้าหมาย (Assess level of target organism): ใส่จุลินทรีย์
แห้งแช่เยือกแข็งในภาชนะปราศจากเชื้อ ท าการบดเชื้อให้เป็นผงละเอียดและเป็นเนื้อเดียวกัน ตรวจหาระดับการ
ปนเปื้อนจุลินทรีย์ด้วยวิธีที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดไม่จ าเพาะ และบ่มจานเพาะเชื้อในสภาวะที่เหมาะสมกับการเจริญ 
c)     การเติมจุลินทรีย์แห้งแช่เยือกแข็งในอาหารให้ได้ระดับที่ต้องการ: ผสมจุลินทรีย์แห้งแช่เยือกแข็ง 0.1 กรัม กับ
ตัวอย่างอาหารที่ไม่ปนเปื้อนเชื้อเป้าหมาย 10 กรัมในภาชนะ เช่น ถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ เขย่าถุงจนจุลินทรีย์
กระจายในอาหารทั่วถึงกัน ท าการเจือจางเชื้อแบบ serial 10-fold dilutions โดยใช้ตัวอย่างอาหาร (เช่น ใช้ 1 
กรัมจากขั้นตอนแรกรวมกับอาหาร 9 กรัม เป็นต้น) เพื่อให้ได้ระดับการปนเปื้อนที่เหมาะสม ต้องแน่ใจว่าได้ผสมเชื้อ
กับอาหารอย่างเหมาะสมในแต่ละระดับการเจือจาง 
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d)     การเก็บตัวอย่างอาหารที่อุณหภูมิเหมาะสม (ควรเก็บที่อุณหภูมิปกติที่ใช้เก็บอาหารนั้น) ปล่อยทิ้งไว้เพ่ือให้
จุลินทรีย์ในอาหารเข้าสู่สภาวะสมดุลนานอย่างน้อย 2 สัปดาห์ก่อนน าไปใช้ 
e)     การทวนสอบระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ (Verification of contamination): ถ้าจ าเป็น การตรวจสอบระดับ
การปนเปื้อนจุลินทรีย์สามารถท าได้หลังจากตัวอย่างผ่านการเก็บไว้ในเวลาที่เหมาะสม 
 

ค.4 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างอาหารให้ปนเปื้อนจุลินทรีย์ โดยวิธี Spiking  
a) การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เป้าหมาย (Culture target strain): น าจุลินทรีย์ที่ต้องการใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ไม่จ าเพาะชนิดเหลว  (non-selective enrichment broth) บ่มอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่เหมาะสม
กับจุลินทรีย์ 

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

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

        ตัวอย่างที่ 1 การใช้ความร้อน (เช่น เวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 50oC) โดยแช่ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ  
        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  วิธีการท าให้
จุลินทรีย์เครียด ควรเลือกวิธีการที่เลียนแบบสภาวะความเครียดของจุลินทรีย์ในตัวอย่างอาหารที่ใช้ทดสอบ 

d)  การวัดอาการบาดเจ็บของจุลินทรีย์ (Injury measurement): ประเมินโดยการนับจ านวนโคโลนีของ 
จุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อจ าเพาะชนิดแข็ง (selective agar) กับอาหารเลี้ยงเชื้อไม่
จ าเพาะชนิดแข็ง (non-selective agar) ถ้าจ านวนเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิดแตกต่างกัน
มากกว่า 0.5 log10 CFU/ml แสดงว่าจุลินทรีย์มีสภาวะเครียดเพียงพอที่จะน าไปใช้ทดสอบ 

e) การปรับระดับจุลินทรีย์โดยการเจือจาง (Adjust level by dilution): ถ้าจ าเป็น หลังการบ่มเพาะเชื้อ 
เจือจางจุลินทรีย์เริ่มต้นด้วยสารละลายเจือจางที่เหมาะสม จนได้ระดับจุลินทรีย์ที่ต้องการให้ปนเปื้อน
ในอาหาร  

f) การเติมจุลินทรีย์ในอาหาร (Inoculation of the food): ปิเปตหรือพ่นจุลินทรีย์ที่ระดับเจือจางที่เลือก
ไว้ลงในอาหาร โดยต้องทราบปริมาตรของสารแขวนลอยเชื้อที่น าไปเติมหรือพ่น ควรแยกเติมจุลินทรีย์
ลงในแต่ละตัวอย่าง ปริมาตรของจุลินทรีย์ที่เติมควรน้อยที่สุดเท่าที่เป็นไปได้ เพ่ือไม่ให้มีผลกระทบกับ
ค่าปริมาณน้ าอิสระ (aw) ในอาหาร โดยทั่วไปใช้ปริมาตรเชื้อ 0.25 มิลลิลิตร ต่อตัวอย่าง 25 กรัม (1%) 

g) การผสมจุลินทรีย์ให้เป็นเนื้อเดียวกันกับอาหาร (Mix to ensure homogeneity): หลังการเติมเชื้อ 
ตัวอย่าง ผสมและคลุกเคล้าอาหารให้ทั่วถึงจนแน่ใจว่าเป็นเนื้อเดียวกัน ถ้าเติมเชื้อในหลายขั้นตอน ควร
ผสมและคลุกเคล้าตัวอย่างหลังจากเติมเชื้อในแต่ละข้ันตอน 
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ภาคผนวก ง. 
 

การค านวณค่า RLOD โดยใช้ข้อมูลจากการศึกษาเปรียบเทียบวิธี 
ง.1 ข้อก าหนดทั่วไป 
  Level of Detection (LOD) เป็นระดับการปนเปื้อนต่ าสุด ที่เชื่อถือได้ว่าจะตรวจพบจุลินทรีย์ ตามเอกสาร 
ISO 16140 ใช้ค่า LOD50 ซึ่งหมายถึง ระดับการปนเปื้อนที่คาดหวังว่าจะพบตัวอย่างที่ให้ผลบวก 50% 
ค่า RLOD เป็นอัตราส่วนระหว่างค่า LOD ของวิธีทางเลือก กับค่า LOD ของวิธีอ้างอิง วิธีการหาค่า RLOD มิได้
ขึ้นอยู่กับระดับการปนเปื้อนที่ให้ผลบวกท่ีเลือกมาศึกษา 

ตาราง ง.1 เป็นตัวอย่างข้อมูลทีต่้องการ เพ่ือน ามาใช้ในการค านวณค่า LOD และ RLOD ซึ่งประกอบด้วย  
- ระดับการปนเปื้อน (levels of contamintion) 
- จ านวน replicate ที่ท าการทดสอบ (ntot) 

- จ านวนผลบวกของวิธีอ้างอิง (npos ref) 

- จ านวนผลบวกของวิธีทางเลือก (npos alt) 
 
จ านวนผลบวก อธิบายได้ด้วย binomial distribution ส่วนจ านวนเชื้อในหน่วย cfu/test portion ซึ่งเป็นปริมาณ
เชื้อจริงที่น ามาตรวจวิเคราะห์ อธิบาย (โดยทางทฤษฎี) ได้ด้วย  Poisson distribution 
          
ตาราง ง.1  ตัวอย่างข้อมูลที่ต้องการ ในการค านวณค่า LOD และ RLOD 
กลุ่มตัวอย่าง 
(category) 

ระดับที่
ของการ
ปนเปื้อน 

x (cfu/g) ntot npos ref npos alt 

Milk and 
Dairy 

products 

1 (negative control)                          0 5 0 0 
2   0.0224 20 12 10 
3 0.3733 5 5 5 

 
ค่า LOD และ RLOD  ค านวณจากข้อมูล จ านวนผลบวก และจ านวนเชื้อ cfu/test portion  

การค านวณท าได้ด้วย Excel spreadsheet ของ ISO 16140-2:2016  
โดยดาวน์โหลดได้ที่ http://standards.iso.org/iso/16140  แล้วเลือก RLOD file   
- จะพบค าอธิบายการใช้ RLOD calculation program 
- กรอกข้อมูลลงในตาราง และเลือก unknown concentration ที ่drop-down menu 
- กด compute RLOD เพ่ือให้โปรแกรมท าการค านวณ 
 
 
 

http://standards.iso.org/iso/16140%20จากนั้น


33 
 

แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธทีดสอบทางจุลชวีวทิยาเชิงคุณภาพ                              จัดท าโดย  ดวงดาว วงศ์สมมาตร ์และ นนัธิดาดาว พัสกุล 
ภายในห้องปฏิบัติการเดียว โดยการศกึษาเปรียบเทียบวิธี                                       ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์                                                                                                              

 
ตัวอย่างการค านวณค่า RLOD 
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ภาคผนวก จ. 
 

การพิจารณาคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ส าหรับทดสอบ Inclusivity และ Exclusivity 
 

จ.1  ข้อก าหนดทั่วไป 
ภาคผนวกนี้กล่าวถึงข้อก าหนดทั่วไปขั้นต่ าสุด ในการคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่จะน ามาทดสอบ 
Inclusivity และ Exclusivity สายพันธุ์ส่วนใหญ่ต้องเป็นเชื้อที่แยกได้จากกลุ่มตัวอย่าง (categories) ที่
ท าการทดสอบในการศึกษานั้น และต้องครอบคลุมขอบเขตที่ก าหนดของเชื้อเป้าหมาย ได้แก่ ความ
หลากหลายของคุณลักษณะของเชื้อ เช่น คุณลักษณะทางชีวเคมี serotype phage type การกระจายทาง
ภูมิศาสตร์ อุบัติการณ์ของเชื้อ และการกล่าวอ้าง (claims) อ่ืนใดของผู้ผลิตคิดค้นวิธีทางเลือก 

 

จ.2  กลุ่มจุลินทรีย์เป้าหมาย  
       -  กลุ่มที่ไม่ระบุชนิดจุลินทรีย์ เช่น total count, coliforms, yeast, lactic acid bacteria 
       -  family เช่น Enterobacteriaceae 
       -  genus  เช่น Salmonella, Pseudomonas, Listeria  
       -  species เช่น Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli; 
       -  Serotype หรือ phage type เช่น Salmonella enterica serovar Enteritidis 
 

จ.3  การคัดเลือกจุลินทรีย์เป้าหมายส าหรับทดสอบ Inclusivity   
a)   กลุ่มที่ไม่ระบุชนิดจุลินทรีย์: ต้องคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์จากเชื้อจ าพวกท่ีสามารถแสดง typical   
      growth ด้วยวิธีอ้างอิง  
b)   families: ใช้จุลินทรีย์ genera ต่างๆ ใน family นั้น และหากเป็นไปได้ ให้เลือกตัวแทนหนึ่งสายพันธุ์ 
     จากแต่ละ genera ใน family นั้น 
c)   genera: ใช้จุลินทรีย์ species ต่างๆ ใน genus นั้น และหากเป็นไปได้ ให้ทดสอบกับ species ในแต่ละ  
     genus ให้มากที่สุดเท่าท่ีจะท าได้ 
d)  species: ใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์ต่างๆ จาก species นั้น และการคัดเลือกสายพันธุ์จ าเป็นต้องพิจารณาถึง วิธีการ

ต่างๆ ส าหรับ subtyping ด้วย เช่น Salmonella และ Listeria ถูกจ าแนกโดย serotype และphage type 
ในอนาคตอาจมีการคัดเลือกด้วยวิธีการ typing อ่ืนๆ (เช่น genetic) ในการก าหนดสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ให้
ผลบวกที่จะน ามาใช้ ห้องปฏิบัติการหลัก (organizing laboratories) ควรใช้ข้อมูลที่เป็นปัจจุบัน เพ่ือให้มั่นใจว่า
สายพันธุ์ที่ให้ผลบวกทีจ่ะเลือกใช้นั้น มีความเกี่ยวข้องกับกลุ่มจุลินทรีย์เป้าหมาย ในช่วงเวลาที่ศึกษา 

e)  sero หรือ phage specific strains: ใช้จุลินทรีย์ serotype หรือ phage type นั้นๆ จากแหล่งที่มาต่างๆ 
 

จ.4  การคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีไม่ใช่เป้าหมายส าหรับทดสอบ Exclusivity  
a)  กลุ่มจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย (non-target group) คาดว่าให้ผลลบ และใช้ส าหรับการทดสอบ 
    ปฏิกิริยาข้าม (cross reactivity) ควรก าหนดตามกลุ่มจุลินทรีย์เป้าหมาย (target group) 
b)   กรณีท่ีกลุ่มจุลินทรีย์เป้าหมายเป็น 1 family: สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย ต้องรวมถึง families อ่ืน 
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      ทีม่ีความใกล้ชิดกัน 
c)   กรณีท่ีกลุ่มเป้าหมายเป็น 1 genus: สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย ต้องรวมถึง genera อ่ืนที่มี 
      คุณลักษณะทางชีวเคมี หรือทางพันธุกรรมทีค่ล้ายคลึงกับ genus เป้าหมาย 
d)   กรณีท่ีจุลินทรีย์เป้าหมายเป็น 1 species: สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย ต้องรวมถึง species อ่ืน 
      ทีอ่ยู่ใน genus เป้าหมาย 
e)  กรณีท่ีกลุ่มเป้าหมายเป็น sero หรือ phage specific: สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมาย ต้องรวมถึง   
     serotype หรือ phage type อ่ืนๆ ที่อยู่ใน species เดียวกัน 
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แนวทางการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธทีดสอบทางจุลชวีวทิยาเชิงคุณภาพ                              จัดท าโดย  ดวงดาว วงศ์สมมาตร ์และ นนัธิดาดาว พัสกุล 
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