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บทคดัยอ  หองปฏบิตักิารทางจุลชวีวทิยามกีารนําจลุนิทรยีมาตรฐานมาใชควบคมุคณุภาพ เพือ่ใหผลการทดสอบทีไ่ดมคีวาม

ถูกตอง แมนยํา และนาเชื่อถือ กอนนําจุลินทรียมาตรฐานมาใชงานตองผานการทดสอบความบริสุทธิ์และคุณสมบัติทางชีวเคมี 

ซึ่งขั้นตอนการปฏิบัติงานตองใชระยะเวลา 2−7 วัน ขึ้นอยูกับเชื้อแตละชนิด ดังนั้นเพื่อลดขั้นตอนและระยะเวลาดังกลาว ผูวิจัย

จึงไดพัฒนาการเตรียมจุลินทรียมาตรฐานแหงแบบแชเยือกแข็ง เพื่อใชในการควบคุมคุณภาพผลการทดสอบที่สามารถนํามา

ละลายใชงานไดทันที โดยใช 10% skim milk ผสมกับจุลินทรียมาตรฐานบรรจุในขวดแกว นําเขากระบวนการการทําแหงแบบ

แชเยือกแข็ง และเก็บรักษาในที่มืดที่อุณหภูมิ 2−8 องศาเซลเซียส โดยทดสอบความเปนเนื้อเดียวกันที่ 3 สัปดาหตอมา จากนั้น

ทดสอบความคงตัวทุกสัปดาห พบวาเชื้อ Escherichia coli และ Staphylococcus aureus มีความคงตัวนาน 12 และ 16 

สัปดาห ตามลําดับ โดยใชเกณฑไมเกิน 0.5 log10 ที่คงความบริสุทธิ์และคุณสมบัติทางชีวเคมีไดอยางครบถวน เชื้อที่เตรียมไดนี้

สามารถพฒันาเปนจลุนิทรยีมาตรฐาน เพ่ือใหหองปฏิบตักิารทัง้ภาครฐัและเอกชนทีม่คีวามตองการใชเชือ้มาตรฐานสาํเรจ็รปูใน

การควบคุมคุณภาพของหองปฏิบัติการตอไป อยางไรก็ตามตองมีการศึกษาเพิ่มเติม เรื่อง สถานะของการขนสงและสารที่ทําให

เชื้อมีความคงตัว เพ่ือพัฒนาคุณภาพของจุลินทรียมาตรฐานแหงแบบแชเยือกแข็งใหมีมาตรฐานตามขอกําหนด ISO Guide 

35:2017 (Reference materials−guidance for characterization and assessment of homogeneity and stability)

คําสําคัญ: การทําแหงแบบแชเยือกแข็งจุลินทรียมาตรฐาน, การควบคุมคุณภาพ, ความเปนเนื้อเดียวกัน, ความคงตัว 
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การเตรียมจุุลิินทรีย์มาตรฐานแห้้งแบบแช่่เยือกแข็็งแลิะการควบคุมคุณภาพ	 กมลิวรรณ	กันแต่ง	แลิะคณะ

บทนำา  

การควบคุมคุณภาพ (quality control; QC) 

เป็นกระบวนการท่ีใช้ในการตรวจสอบและเฝ้้าระวัง 

ขัน้ตอนการตรวจวเิคราะหต์วัอยา่งของหอ้งปฏบิตักิาร เพือ่ให้ 

ผลการทดสอบทีไ่ด้มคีวามแม่น (accuracy) ความเทีย่ง 

(precision) และน่าเชื่อถือ (reliability) ดังนั้น 

การควบคุมคุณภาพจึงสำคัญสำหรับการทดสอบของ 

ห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา แบ่งเป็น 2 ชนิด ได้แก่  

การควบคุมคุณภาพภายใน (internal quality control; 

IQC)(1) และการควบคุมคุณภาพภายนอก (external 

quality control)(2)

การควบคุมคุณภาพภายในเป็นกระบวนการในการ

ตรวจสอบการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างของห้องปฏิบัติการ 

เพือ่ควบคุมคณุภาพผลการวิเคราะห์ เฝ้า้ระวงัการทดสอบ 

การถ่ายโอนข้อมูล การสุ่มตัวอย่าง การเตรียมตัวอย่าง 

การรายงานผลการวิเคราะห์ และปรับปรุงการปฏิบัติงาน

ในแต่ละขั้นตอน ให้ได้มาซ่ึงผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง

และน่าเชื่อถือ ซึ่งแผนควบคุมคุณภาพในห้องปฏิบัติการ 

ประกอบด้วย การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ 

(validation of analytical method หรือ method 

validation) การทวนสอบวิธี (method verification) 

และการควบคุมคุณภาพสม่ำเสมอ (routine quality 

control) การควบคุมคุณภาพการทดสอบทำโดย 

การตรวจวิเคราะห์ซ้ำ (duplicate analysis) ซึ่งเป็น 

การประเมินความเที่ยงของการวิเคราะห์ ตรวจตัวอย่าง

เดียวกันสองซ้ำ (2 subsample) อย่างน้อยร้อยละ 5 

ของจำนวนตวัอยา่งทีต่รวจในแตล่ะครัง้ของการวเิคราะห์ 

(test run) ซึ่งเป็นการตรวจสอบความสามารถของ 

นกัวเิคราะห์ในการตรวจหาเชือ้เชิงคณุภาพและเชิงปรมิาณ 

ในตัวอย่าง ว่าให้ผลใกล้เคียงหรือเหมือนกัน ส่วนการ 

เติมเชื้อจุลินทรีย์ (spike sample) ที่ทราบปริมาณ 

เป็นการตรวจสอบความแม่นของการวิเคราะห์ตัวอย่าง 

การตรวจสอบความถูกต้องระหว่างดำเนินการทดสอบ 

โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์มาตรฐานเป็น positive control 

และ negative control เป็นการควบคุมกระบวนการ

ตรวจวิเคราะห์ ซึ่งรวมถึงการเตรียมตัวอย่าง ผู้ทดสอบ 

อาหารเลีย้งเชือ้ เครือ่งมอืและอปุกรณท่ี์ใชใ้นการทดสอบ 

และการรายงานผลว่าถูกต้องหรือไม่ เพื่อนำไปใช้ในการ

ประกันคุณภาพผลการทดสอบ(1)

การควบคุมคุณภาพภายนอกเป็นการควบคุม

คณุภาพผลการวเิคราะหจ์ากหนว่ยงานภายนอก เพือ่ใหเ้กดิ 

ความมั่นใจในผลการวิเคราะห์ โดยการเปรียบเทียบ

ผลการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการหรือการเข้าร่วม

ทดสอบความชำนาญทางหอ้งปฏบิตักิาร ซึง่เป็นข้อกำหนด

ของหนว่ยงานทีใ่หก้ารรบัรองความสามารถหอ้งปฏบิตักิาร

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025(2) การควบคุมภาพทั้ง

ภายในและภายนอกมกีารนำเชือ้จลุนิทรยีม์าตรฐานมาใช้

ควบคู่กับการปฏิบัติงานหรือการทดสอบเสมอ 

ปัจจุบันห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาในอาหารใช้ 

เชื้อจุลินทรีย์มาตรฐานที่เก็บรักษาไว้ในรูปแบบของ 

reference stock cryobeads หรือ 15% glycerol 

broth ที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส หรือต่ำกว่า(3) ส่วน 

stock culture หรือ working culture บนอาหารเลี้ยง

เชือ้ไมจ่ำเพาะชนิดแขง็เก็บทีอ่ณุหภมู ิ2−8 องศาเซลเซียส 

ก่อนนำมาใช้งานต้องมีการนำเชื้อถ่ายลงอาหารเลี้ยงเช้ือ

ชนิดแข็งและอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว บ่มเพาะเลี้ยงเชื้อ 

กลุ่มแบคทีเรีย เป็นเวลา 24−48 ชั่วโมง ส่วนยีสต์

และราใช้เวลาบ่มเพาะเล้ียงเช้ือ 5−7 วัน(4) ผู้วิจัย 

จงึไดท้ำการพฒันาการเตรยีมจลุนิทรยีม์าตรฐานแหง้แบบ

แช่เยือกแข็งใช้ในการควบคุมคุณภาพผลการทดสอบ 

เพื่อเป็นทางเลือกหนึ่งที่จะสามารถลดระยะเวลาและ

ขั้นตอนของการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์มาตรฐาน โดย

ละลายด้วย buffer peptone water (BPW) แล้ว

ใช้งานได้ทันทีและสามารถทราบค่าปริมาณเชื้อตั้งต้น 

ต่อมิลลิลิตรของสารละลายที่ละลายได้ เพื่อง่ายต่อ 

การเจือจางในระดับที่ต้องการใช้งานต่อไป การศึกษาใน

ครั้งนี้เลือกใช้เช้ือ Escherichia coli เป็นตัวแทนของ

แบคทเีรยีแกรมลบ และ Staphylococcus aureus เปน็

ตัวแทนของแบคทีเรียแกรมบวก ซึ่งเป็นเช้ือท่ีใช้ควบคุม

คุณภาพในห้องปฏิบัติการ

วัสุดุและวิธีการ

จุลินทรียู่์มาต่รฐาน

จุลินทรีย์มาตรฐานใช้ควบคุมคุณภาพการตรวจ

วิเคราะห์ เป็นจุลินทรีย์จากศูนย์เก็บรักษาและรวบรวม

สายพันธุจุ์ลนิทรียท์างการแพทย์ สถาบันวิจยัวิทยาศาสตร์

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ นำมาเก็บ
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Lyophilization	of	Reference	Microorganisms	Preparations	and	Its	Quality	Control	 Kamonwan	Kantaeng	et	al.

เป็น reference stock ของห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

ในอาหาร โดยเก็บรักษาท่ีตู้แช่แข็งแบบพิเศษ (deep 

freezer) (Haier รุ่น DW-86L 728D, China) 

อุณหภูมิต่ำกว่า -70 องศาเซลเซียส จำนวน 2 สายพันธุ์ 

ได้แก่ E.coli DMST 24373 Lot. Es63085 และ            

S. aureus DMST 8013 Lot. St63041

เครื�อังมือัและวัสุดุอัุปกรณ์ 

เครื่องทำแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (lyophilizer; 

Martin Christ, รุ่น EPSILON  2-10D LSCplus, 

Germany), เครื่องนึ่งฆ่่าเชื้อ (Autoclave; Getinge 

getting group, รุ่น GE L600 series, Sweden), 

เครื่องนับโคโลนี (colony counter; model 3328, 

USA), ตู้อบเพาะเชื้อ 35±1oC (incubator; SANYO, 

รุ่น MIR 252, Japan), ตู้อบเพาะเชื้อ 36±1oC 

(SANYO, รุ่น MIR 553, Japan), กล้องจุลทรรศน์

แบบสองตา (microscope; Leica, Germany), 

อ่างน้ำแบบควบคุมอุณหภูมิ 47±2oC (water bath; 

MEMMERT, Germany), เครื่องชั่งไฟฟ้า ความ

ละเอียด 0.1 และ 0.01 กรัม (electronic balance; 

Sartorius, รุ่น BP2100, Germany), เครื่องผสม 

(vortex mixer; LABNET, รุ่น VX100, USA),  

ขวดแก้วฝ้าเกลียว (glass bottle with screw cap; 

Schott, Germany), หลอดทดลอง (test tube, 

Kimble, Mexico), จานเพาะเชือ้ (petri dishes) ขนาด 

15×90 มิลลิเมตร หรือ 15×100 มิลลิเมตร, (Micro 

QA, China), ปิเปต  1, 5 และ 10 มิลลิลิตร (pipette; 

Witeg, Germany), loop และ needle เขี่ยเชื้อ, 

glass slide, hot plate with magnetic stirrer 

(Stuart , USA), automatic pipette step volume 

(BrandTech, Germany), Tip (Axygen, China), 

ถาด stainless สำหรับบรรจุขวดแก้ว (vial), จุกยาง 

และฝ้าอะลูมิเนียมพร้อมที่ปิดฝ้าอะลูมิเนียม 

อัาหารเลี�ยู่งเชื�อั 

อาหารเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ Brain heart infusion 

broth (BHI; Oxoid, England), Tryptic Soy Agar 

(TSA) (Scharlau, Spain) และ Buffered Peptone 

Water (BPW; Scharlau, Spain) วัตถุดิบสำหรับ 

การทำแห้ง ได้แก่  10% skim milk (Oxoid, England) 

การตรวจวิเคราะห์ใช้อาหารเลี้ยงเช้ือ ได้แก่ จำนวน

จุลินทรีย์ : Plate Count Agar (PCA) (Scharlau, 

Spain) E. coli: Levine eosin methylene blue 

(L-EMB) agar (Scharlau, Spain), tryptone broth, 

methyl red-Voges Proskauer broth (MR-VP), 

Simmons citrate agar และ lauryl sulphate 

tryptose broth (LST) (Oxoid, England) ส่วน  

S. aureus: Baird-Parker (BP) Agar (Scharlau, 

Spain), Brain heart infusion broth (BHI) (Oxoid, 

England), coagulase rabbit plasma with EDTA 

(BBL, USA)

น�ำยู่าและสุารเคมี 

Gram stain reagents (BIOTECH, Biotech 

reagent co., Ltd., Thailand), Kovacs’ reagent 

(Scharlau, Spain) สารละลายสำหรับเจือจาง (diluent) 

0.1% peptone water (Oxoid, England), 10% skim 

milk ในขวดแก้ว ปริมาตร 400 มิลลิลิตร จำนวน 2 ขวด 

นึ่งฆ่่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที (อุณหภูมิ

และเวลาทีใ่ชอ้า้งองิตามบรษิทัผูผ้ลติกำหนด) ตรวจสอบ

การปนเป้�อนหลังการฆ่่าเชื้อ ผลจำนวนจุลินทรีย์น้อยกว่า 

1 cfu ต่อมิลลิลิตร 

การเต่รียู่มจุลินทรียู่์มาต่รฐานโดยู่วิธีการทำแห้งแบบ

แช่เยู่ือักแข็งและการแบ่งบรรจุ  

เตรียมจุลินทรีย์มาตรฐาน ทดสอบความบริสุทธิ์

และคุณสมบัติทางชีวเคมีของเ ช้ือโดยนำจุลินทรีย์

มาตรฐานภายในหอ้งปฏบิตักิารทีอ่ยูใ่นรูปของ reference 

stock ขีด (streak) บน TSA นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 

35 องศาเซลเซียส นาน 24−48 ช่ัวโมง สังเกตลักษณะ 

โคโลนีบริสุทธิ์ (purity) คือ เช้ือแยกเป็นโคโลนีเดี่ยว

และมีลักษณะเดียวกันทั้งจานเพาะเช้ือ จากนั้นเขี่ยเชื้อ 

โคโลนเีดีย่วลงในหลอด BHI ปรมิาตร 10 มลิลลิติร บม่ที่

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ควบคู่ไปการ 

streak ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือจำเพาะชนิดแข็งของเชื้อ 

แต่ละชนิดและทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเฉพาะ 
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ซึ่งต้องให้ลักษณะโคโลนีเฉพาะ (typical colony) และ

ผลการตรวจยนืยนัตรงตามวธิกีารตรวจวเิคราะหจ์ลุนิทรยี์

แต่ละชนิด

การเตรียมเชื้อ E. coli โดย streak ลงบน 

L-EMB agar บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 

18−24 ชัว่โมง เลอืกโคโลนีแบนและมีสีดำตรงกลาง มหีรอื 

ไม่มี metallic sheen นำไปทดสอบทางชีวเคมีดังนี ้

ดูลักษณะ รูปร่าง และการติดสีแกรม E. coli เป็น

แบคทีเรียท่อนสัน้ ตดิสีแกรมลบ, tryptone broth บม่ที่

อณุหภูม ิ35 องศาเซลเซียส นาน 48±2 ชัว่โมง, MR-VP  

broth บม่ทีอ่ณุหภมิู 35 องศาเซลเซยีส นาน 24±2 ชัว่โมง 

และบม่ตอ่อกี 48±2 ชัว่โมง, Simons citrate agar  บม่

ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 96 ชั่วโมง และ LST 

บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 48±2 ชั่วโมง  

การเตรยีมเชือ้ S. aureus โดย streak ลงบน PB 

agar บ่มที่อุณหภูมิ 35−37 องศาเซลเซียส นาน 45−48 

ชั่วโมง เลือกโคโลนีกลม นูน ผิวเรียบ สีเทาถึงดำ ขนาด 

2−3 มิลลิเมตร รอบโคโลนีมีโซนขุ่นล้อมรอบด้วยโซนใส 

นำไปทดสอบทางชีวเคมีดงัน้ี ดลัูกษณะ รปูรา่ง และการติด

สีแกรม S. aureus เป็นแบคทีเรียรูปกลม ไม่สร้างสปอร์ 

ติดสีแกรมบวก เขี่ยโคโลนีลักษณะเฉพาะลงใน BHI บ่ม

ที่อุณหภูมิ 35−37 องศาเซลเซียส นาน 18−24 ชั่วโมง 

เติม coagulase rabbit plasma with EDTA ผสมให้ 

เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 35−37 องศาเซลเซียส สังเกตการ

เกิดลิ่ม (clot) เป็นระยะๆ ภายใน 6 ชั่วโมง 

นำเชื้อจุลินทรีย์ท่ีเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ BHI 

มานับจำนวน โดย E. coli มีปริมาณเชื้อตั้งต้น 2.9×109 

cfu/ml และ S. aureus มีปริมาณเชื้อตั้งต้น 2.2×109 

cfu/ml เติม E. coli DMST 24373 (ชุดที่ 1) 

และ S. aureus DMST 8013 (ชุดที่ 2) ปริมาตร 5 

มลิลลิิตร ลงใน 10% skim milk ปริมาตร 395 มลิลลิติร 

ผสมให้เข้ากัน โดยใช้แท่งกวน (magnetic stirrer) 

ตลอดเวลาขณะแบ่งบรรจุ แบ่งบรรจุใน vial ปริมาตร

ขวดละ 2 มลิลลิติร ชดุละ 150 ขวด ปดิฝ้าขวดดว้ยจกุยาง 

ที่ผ่านการฆ่่าเชื้อแล้วที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

นาน 15 นาที โดยปิดแบบหลวมๆ เพียงครึ่งหนึ่ง 

ของความยาวท้ังหมดของจุกยาง นำไปทำให้แห้งแบบ 

แช่เยือกแข็งในเครื่องระเหิดให้แห้งด้วยความเย็น 

(lyophilizer) โดยใช้โปรแกรมและสภาวะเดียวกัน ตั้ง

โปรแกรมกำาหนดให้อุณหภูมิแช่แข็งเท่ากับ -30 องศา

เซลเซยีส นาน 4 ช่ัวโมง จากนัน้ขัน้ปฐมภูมขิองกระบวนการ 

ทำาให้แห้ง (primary drying process) ที่อุณหภูมิ -30 

องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง แล้วปรับอุณหภูมิเป็น 

0 องศาเซลเซียส ความดันเท่ากับ 1.65 mbar นาน 

18 ชั่วโมง และขั้นทุติยภูมิของกระบวนการทำาให้แห้ง 

(secondary drying process) ปรับอุณหภูมิเป็น 4 

องศาเซลเซียส ความดันเท่ากับ 1.65 mbar นาน 4 ชัว่โมง 

เมือ่กระบวนการทำใหแ้หง้เสรจ็สมบรูณท์ำการปดิฝ้าขวด

ด้วยจุกยางให้สนิท นำออกมาปิดทับด้วยฝ้าอลูมิเนียม 

ปิดหมายเลขบนขวดจุลินทรีย์มาตรฐานที่ทำแห้งแบบ 

แช่เยือกแข็ง เรียงลำดับตามการเตรียม เก็บใส่กล่องที่มี

ฝ้าปิดสนิท ทนการกระแทก เก็บรักษาในที่มืดอุณหภูมิ 

2−8 องศาเซลเซียส และนำออกมาทดสอบความคงตัว

เป็นระยะๆ ทุกสัปดาห์

การสุุ่มต่ัวอัยู่่าง

สุ่มขวดเช้ือที่เตรียมได้แบบสุ่มอิสระ (random 

sampling) โดยใช้โปรแกรมจากเว็บไซต์ https://

www.randomizer.org(5)

การทดสุอับและวิธีวิเคราะห์ 

ละลายตัวอย่างด้วย BPW ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

ทำการเจือจางตัวอย่างตามลำดับๆ ละ 10 เท่า จนถึง

ลำดบัทีต่อ้งการ ปเิปตตวัอยา่งทีแ่ตล่ะระดบัการเจอืจาง 1 

มลิลิลติร ลงในจานเพาะเชือ้ 2 จาน (duplicate) เท PCA 

12-15 มิลลิลิตร ผสมให้ตัวอย่างและอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เปน็เนือ้เดยีวกนัทัว่ทัง้จาน ตัง้ทิง้ไวใ้หวุ้น้แขง็แลว้ควำ่จาน 

บม่ทีอุ่ณหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส นาน 48 ช่ัวโมง นบัจำนวน

โคโลนทีีอ่ยูใ่นช่วง 25−250 โคโลน ีคำนวณจำนวนจลุนิทรีย์

ต่อปริมาตรตาม APHA 2015(6,7) สำหรับ S. aureus 

เลือกโคโลนีนำมาย้อมสีแกรมและ streak ลงบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือจำเพาะ BP agar บ่มที่อุณหภูมิ 36 องศา

เซลเซยีส นาน 48 ชัว่โมง โคโลนีลกัษณะเฉพาะ คอื มสีเีทา

ดำและโซนทบึ นำไปทดสอบ coagulase test ตาม FDA 

BAM Online. 2016 (Chapter 12)(8) ส่วน E. coli 

เลือกโคโลนีนำมาย้อมสีแกรมและ streak ลงบนอาหาร
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เลี้ยงเชื้อจำเพาะ L-EMB agar บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง โคโลนีลักษณะเฉพาะ คือ แบน

และมีสีดำตรงกลาง มี metallic sheen นำไปทดสอบ

ทางชีวเคมี (tryptone broth, MR-VP, Simmons 

citrate agar; IMViC test และ LST) ตาม FDA 

BAM Online. 2020 (Chapter 4)(9)

การทดสุอับความเป็นเนื�อัเดียู่วกัน (homogeneity 

test)

สุม่ขวดเชือ้ท่ีจดัเตรยีมไว ้จำนวน 11 ขวด(10)  ตรวจ

วิเคราะห์จำนวนจุลินทรีย์ ขวดละ 2 ซ้ำ (repeatability) 

ด้วยวิธี APHA 2015(6,7) โดยห้องปฏิบัติการที่ได้รับ

การรับรองความสามารถตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017(2) จากสำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หมายเลขทะเบียน 4043/50 

ทดสอบความแปรปรวนภายในของเชื้อแต่ละขวด โดยใช้ 

Cochran’s test จากนั้นนำค่าที่ได้มาคำนวณทางสถิติ

ตาม ISO 13528:2022(11) และ ISO Guide 35:2017(10) 

โดยวิเคราะห์ความแปรปรวนด้วย one way ANOVA 

single factor for homogeneity test ได้ค่า mean 

squre between (Mbetween) และ mean squre within 

(Mwithin) คำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานระหว่างขวด

ตัวอย่าง the between-unit standard deviation 

(Sbb) โดยใช้สูตร:

เป็นเนื้อเดียวกันแล้ว 2 สัปดาห์ โดยใช้วิธีการทดสอบ

เดียวกันกับการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน ทำการ

ทดสอบความคงตัวทุกสัปดาห์ๆ ละ 3 ขวดๆ ละ 2 ซ้ำ 

นำคา่เฉลีย่ของผลการทดสอบความคงตวัในแตล่ะสปัดาห์

เปรียบเทียบกับผลการทดสอบความป็นเนื้อเดียวกันใน

หน่วย log10 โดยเกณฑ์การยอมรับ คือ ค่าสัมบูรณ์ของ 

ผลตา่งของคา่เฉลีย่ผลการทดสอบความเปน็เนือ้เดยีวกนั

และความคงตัว (  ǀmeanhomo – meanstaǀ) มีค่าน้อยกว่า 

0.5 log10
(13)  และยุตกิารทดสอบเมือ่ผลการทดสอบความ

คงตัวมีค่าผลต่างมากกว่า 1.0 log10

ผล

เชื้อจุลินทรีย์ผสม 10% skim milk ที่ผ่านการ

ทำแห้งแบบแช่เยือกแข็งมีลักษณะทางกายภาพเป็นก้อน 

สีขาวนวลแห้ง อัดแน่น ไม่มีรูพรุน เมื่อนำมาบดพบ

เป็นเนื้อละเอียดลักษณะคล้ายนมผง ตรวจสอบการ

ละลาย พบว่าในระยะเวลา 0−3 เดือน มีความสามารถ 

ในการละลาย BPW ได้ดีภายใน 1 นาที หลังจากละลาย

มีลักษณะเป็นของเหลวขุ่นสีขาวเป็นเนื้อเดียวกัน แต่

หลังจาก 3 เดือน การละลายต้องอาศัยการใช้เครื่องผสม 

(vortex mixer) รว่มด้วยและมีลกัษณะของตะกอนหรือ

ผลึกสีขาวเล็กน้อยในของเหลวขุ่นสีขาว 

ผลการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันของเช้ือ 

E. coli ปริมาณเชื้อตั้งต้นมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 6.639 log10 

cfu/ml ส่วน S. aureus ปริมาณเช้ือตั้งต้นมีค่าเฉลี่ย

เทา่กบั 7.062 log10 cfu/ml (โดยมคีา่จากการเตมิเชือ้กอ่น

ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบเยือกแข็งของเช้ือ E. coli  

เท่ากับ 6.860 log10 cfu/ml และ S. aureus เท่ากับ 

6.740 log10 cfu/ml) การประเมินผลความเป็น 

เนื้อเดียวกันทางสถิติ พบว่าค่า Fcal มีค่าน้อยกว่า Fcrit

คา่ Ss นอ้ยกว่า 0.3 pt ตาม ISO 13528:2022(11) แสดงว่า 

ตัวอย่างมีความเป็นเนื้อเดียวกันทั้งสองเชื้อ แต่กรณีใช้

เกณฑ์ตาม ISO Guide 35:2017(10) เชื้อ E. coli ค่า 

Sbb มีค่าน้อยกว่า 0.3SIR แสดงว่าตัวอย่างมีความเป็น

เนื้อเดียวกัน ส่วนเชื้อ S. aureus ค่า Sbb มีค่ามากกว่า 

0.3SIR แสดงว่าตัวอย่างไม่มีความเป็นเนื้อเดียวกัน 

ดังแสดงในตารางที่ 1

          Mbetween - (Mwithin)
Sbb   =
                    no

*no   =    จำนวนของการทำซ้ำ (no = 2)            

โดยใช้เกณฑ์ยอมรับ คือ Sbb ควรมีค่าน้อยกว่า  

0.3SIR (ค่า SIR เท่ากับ 0.118 ได้มาจากการหาค่า 

interlaboratory reproducibility standard deviation 

(SR) ของ technique uncertainty(12)  ด้วยวิธี APHA 

2015(6,7) ของห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาในอาหาร สำนัก

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร) และมีการนำ F test 

เพื่อเปรียบเทียบค่า Fcal น้อยกว่า Fcrit มาพิจารณาร่วม

การทดสุอับความคงต่ัว (stability test)

โดยสุ่มขวดเชื้อซึ่งเก็บรักษาในที่มืดอุณหภูมิ 2−8 

องศาเซลเซียส นำมาวิเคราะห์หลังจากการทดสอบความ
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ผลการทดสอบความคงตัว พบว่าความคงตัวของ

เชื้อ E. coli มีปริมาณของเชื้อลดลงไม่เกิน 0.5 log
10  

ในระยะตั้งแต่สัปดาห์ที่ 2-12 ดังแสดงในภาพที่ 1 

ส่วนความคงตัวของเชื้อ S. aureus มีปริมาณของเช้ือ

ลดลงไม่เกิน 0.5 log
10
 ในระยะตั้งแต่สัปดาห์ท่ี 2-16 

ดังแสดงในภาพที่ 2

ขวดที่

E. coli S. aureus

Duplicate 1 
(log

10
 cfu/g)

Duplicate 2 
(log

10 
cfu/g)

Duplicate 1 
(log

10
 cfu/g)

Duplicate 2
(log

10
 cfu/g)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

6.799
6.792
6.690
6.531
6.643
6.623
6.663
6.672
6.477
6.643
6.699

6.756
6.602
6.544
6.602
6.580
6.643
6.690
6.491
6.732
6.477
6.716

7.079
7.000
7.000
7.000
7.000
7.041
7.079
7.041
7.114
6.973
7.146

6.991
7.041
6.934
7.114
7.041
7.114
7.000
7.176
7.176
7.079
7.230

ต่ารางที� 1  การตรวจวิเคราะห์ความเป็นเนื้อเดียวกันของเชื้อ E. coli และ S. aureus

meanhomogeneity

Cochrancritical

Cochrancalulation

Fcritical

Fcalulation

Sbb หรือ Ss

SIR

pt

F < F  
Ss < 0.3 pt

(a)

Sbb < 0.3SIR
(b)

6.639
0.570
0.333
2.854
1.031
0.012
0.118
0.250

Passed
Passed
Passed

7.062
0.570
0.226
2.854
2.201
0.047
0.118
0.250

Passed
Passed

Not passed

หมายู่เหตุ่ :  เกณฑ์การตัดสิน (a) ตาม ISO 13528:2022(11), (b) ตาม ISO Guide 35:2017(10) 
 The between-unit standard deviation (Sbb หรือ Ss)
         Intralaboratory reproducibility standard deviation (SIR)
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ภาพที� 1 การทดสอบความคงตัวของเชื้อ E. coli ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 2-21 

ผลการทดสุอับความคงต่ัวขอัง E. coli (log
10
 cfu/ml) 

ผลการทดสุอับความคงต่ัวขอัง S. aureus (log
10
 cfu/ml) 

ภาพที� 2  การทดสอบความคงตัวของเชื้อ S. aureus ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 2-35 

n  mean stability

n  mean stability

log10 
cfu/ml

   8.5

log10 
cfu/ml

   8.0
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วิจารณ์

เชื้อท่ีผ่านการทำแห้งแบบแช่เยือกแข็งหลังเก็บ

ในที่มืดที่อุณหภูมิ 2−8 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 

0−3 เดือน โดยตรวจสอบการละลายด้วย BPW มีความ

สามารถในการละลายภายใน 1 นาที หลังจากละลายมี

ลักษณะเป็นของเหลวขุ่นสีขาวเป็นเน้ือเดียวกัน ซึ่งผล

การศึกษาความคงตัวในช่วง 0−3 เดือน พบ ǀmeanhomo 

– meanstaǀ มีค่าไม่น้อยกว่า 0.5 log10 แต่หลังจาก 3 

เดือน การละลายต้องอาศัยการใช้เครื่อง vortex mixer 

รว่มด้วยและมีลกัษณะของตะกอนหรือผลึกสขีาวเล็กนอ้ย

ในของเหลวขุน่สขีาว ลกัษณะทางกายภาพเหน็ของเหลวที่

ละลายได้มคีวามไม่เปน็เน้ือเดียวกนั พบปริมาณเช้ือลดลง 

จากปริมาณเชื้อตั้งต้นเกินกว่า 0.5 log10 ซึ่งอาจเป็น

สาเหตุหนึง่ทีมี่ผลกระทบกับความคงตัวของเชือ้มาตรฐาน

ที่เตรียมได้

จากผลการทดสอบความเป็นเน้ือเดียวกันของ

เชื้อมาตรฐานที่ผ่านการทำแห้งแบบแช่เยือกแข็งของเช้ือ 

E. coli พบมีความเป็นเ น้ือเดียวกันในทุกเกณฑ์ 

การพิจารณา คือ ค่า Ss เท่ากับ 0.012 ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 

0.3 pt (มีค่าเท่ากับ 0.075) ตาม ISO 13528:2022(11) 

และค่า Sbb มีค่าน้อยกว่า 0.3SIR (มีค่าเท่ากับ 0.035) 

เมื่อพิจารณาโดยใช้เกณฑ์ตาม ISO Guide 35:2017(10) 

สำหรับเชื้อ S. aureus เมื่อพิจารณาโดยใช้เกณฑ์ตาม 

ISO 13528:2022(11) พบว่าผ่านเกณฑ์ เนื่องจากค่า 

Ss เท่ากับ 0.047 ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 0.3 pt (มีค่าเท่ากับ 

0.075) แต่กรณีใช้เกณฑ์ตาม ISO Guide 35:2017(10) 

พบผลการประเมินความเป็นเน้ือเดียวกันไม่ผ่านเกณฑ์

กำหนด โดยค่า Sbb มีค่ามากกว่า 0.3SIR อาจเพราะค่า 

intralaboratory reproducibility standard  

deviation (SIR) ที่นำมาใช้เป็นตัวเลขที่ได้จากการหา

ค่า SIR ของ technique uncertainty ด้วยวิธี APHA 

2015(6,7) ของห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาในอาหาร สำนัก

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร อาจทำให้ค่าที่ได้

ค่อนข้างน้อยกว่าความเป็นจริง ซึ่งตาม ISO Guide 

35:2017(11) ตอ้งเป็นคา่ interlaboratory reproduci- 

bility standard deviation (SR) ของวิธีวิเคราะห์

นั้นๆ ซึ่งวิธี APHA 2015(6,7) ไม่มีการระบุการหาค่า SR 

เนื่องจากไม่มีข้อมูล interlaboratory study ของวิธี 

จึงจำเป็นต้องใช้ค่า SIR ของห้องปฏิบัติการแทนในการ

ประเมนิผล แตก่ารทวนสอบวธิ ี(method verification) 

ตาม ISO 16140−3:2021(14) หากมีข้อมูลการตรวจสอบ

ความถูกต้องของวิธี (method validation) กำหนด 

2SIR ของการทวนสอบของวิธีต้องไม่เกิน SR ซึ่งในกรณีนี้ 

Sbb มีค่า 0.470 มีค่าน้อยกว่า 0.3SR หรือ (0.3)2SIR 

ซึ่งเท่ากับ 0.070 ซึ่งอาจแสดงว่าตัวอย่างมีความเป็น 

เนื้อเดียวกัน

การทดสอบความคงตัวของเชื้อจุลินทรีย์ เมื่อ

พิจารณาโดยใช้เกณฑ์ค่าสัมบูรณ์ของผลต่างของค่าเฉลี่ย

ผลการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันและความคงตัว 

(ǀmeanhomo – meanstaǀ) มีค่าน้อยกว่า 0.5 log10 พบ

ว่าเช้ือ E. coli ในสัปดาห์ที่ 12 มีค่าเฉลี่ยของผลต่าง

เท่ากับ 0.442 log10  ส่วน S. aureus ในสัปดาห์ที่ 16 มี

คา่เฉลีย่ของผลตา่งเทา่กบั 0.225 log10 ดงันัน้ S. aureus 

มีความคงตัวนานกว่า E. coli ประมาณ 4 สัปดาห์ จาก

ข้อมูลพิจารณาได้ว่าเช้ือ S. aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรีย 

แกรมบวกมีโครงสร้างของผนังเซลล์ที่แตกต่างจากผนัง

เซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบ องค์ประกอบหลักของผนัง

เซลล์เป็น peptidoglycan ถึงร้อยละ 90 ในด้านความ

หนาของผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกหนากว่า โดยทัว่ไป

ลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรียแกรมบวกจะมีความ

ทนทานสูงกว่าแบคทีเรียแกรมลบ(15,16) ดังนั้นการเตรียม

เช้ือจุลินทรีย์มาตรฐานในรูปแบบของการทำแห้งแบบแช่

เยือกแข็งมีปัจจัยหลักของการพิจารณา คือ ความทนทาน

ของเชื้อแต่ละชนิด 

หากขยายขอบข่ ายการ ให้บริ ก า ร ไปศูนย์

วิทยาศาสตร์การแพทย์หรือหน่วยงานภาครัฐหรือเอกชน

อื่นๆ ต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมในเรื่องของความคงตัวใน

สภาวะการขนส่งและความคงตัวทีน่านกว่านี ้เช่น การเติม 

stabilizer อื่นๆ และการใช้ตัวทำละลายชนิดอื่น เช่น 

0.85% NSS, SDW (sterile distilled water)  

เป็นต้น เพื่อให้สะดวกต่อการนำไปใช้งานของแต่ละ 

ห้องปฏิบัติการ

สุรุป

การเตรยีมจลุนิทรยีม์าตรฐานแหง้แบบแชเ่ยอืกแขง็ 

ของเชื้อทั้งสองชนิด พบว่ามีความเป็นเนื้อเดียวกัน 
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และมีความคงตัวอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ ค่าสัมบูรณ์ของผล

ตา่งของค่าเฉลีย่ผลการทดสอบความเป็นเน้ือเดียวกนัและ

ความคงตัว (ǀmeanhomo – meanstaǀ) มีค่าน้อยกว่า 0.5 

log10 ในระยะตั้งแต่ 12 สัปดาห์ สำหรับเชื้อ E. coli และ 

16 สปัดาห์ สำหรับเชือ้ S. aureus โดยยังคงความบริสทุธิ์

และคุณสมบัติทางชีวเคมี 

กิต่ต่ิกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ เจา้หนา้ทีห่อ้งปฏบิตักิารตรวจวเิคราะห์ 

อาหารทางจุลชีววิทยา สำนักคุณภาพและความปลอดภัย

อาหาร ที่ช่วยงานวิจัยนี้ให้สำเร็จได้ด้วยดี 
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Lyophilization of Reference 
Microorganisms Preparations and 

Its Quality Control

ABSTRACT Microbiology laboratories use reference microorganisms to ensure the accuracy, precision 

and reliability of their analytical results. Prior to routine work, reference microorganisms must be tested 

for purity and biochemical properties. This step can take 2−7 days, depending on the strains of bacte-

ria being used. In order to reduce processing time, we developed lyophilized reference microorganisms  

preparations, which can be used immediately after rehydration. Skimmed milk (10% w/v) was mixed with 

each reference microorganism and then aliquoted into glass vials. The vials were lyophilized and stored in 

a dark place at 2−8oC. The lyophilized microorganisms were tested for homogeneity at three weeks later. 

For stability study in terms of purity and biochemical characteristics, the results showed that Escherichia 

coli and Staphylococcus aureus remained stable for 12 weeks and 16 weeks, respectively using 0.5 log
10 

as a criteria. These lyophilized products can be used as reference microorganisms for quality control in 

microbiology laboratories of both government and private sections. However, further studies are needed to 

determine the optimal transportation conditions and stabilizers for lyophilized reference microorganisms 

in order to meet the reference materials−guidance for characterization and assessment of homogeneity 

and stability according to ISO Guide 35:2017 

Keywords:  Lyophilized reference microorganisms, Quality control, Homogeneity,  Stability
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