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บทคดัยอ  หองปฏบิตักิารทางจุลชวีวทิยามกีารนําจลุนิทรยีมาตรฐานมาใชควบคมุคณุภาพ เพือ่ใหผลการทดสอบทีไ่ดมคีวาม

ถูกตอง แมนยํา และนาเชื่อถือ กอนนําจุลินทรียมาตรฐานมาใชงานตองผานการทดสอบความบริสุทธิ์และคุณสมบัติทางชีวเคมี 

ซึ่งขั้นตอนการปฏิบัติงานตองใชระยะเวลา 2−7 วัน ขึ้นอยูกับเชื้อแตละชนิด ดังนั้นเพื่อลดขั้นตอนและระยะเวลาดังกลาว ผูวิจัย

จึงไดพัฒนาการเตรียมจุลินทรียมาตรฐานแหงแบบแชเยือกแข็ง เพื่อใชในการควบคุมคุณภาพผลการทดสอบที่สามารถนํามา

ละลายใชงานไดทันที โดยใช 10% skim milk ผสมกับจุลินทรียมาตรฐานบรรจุในขวดแกว นําเขากระบวนการการทําแหงแบบ

แชเยือกแข็ง และเก็บรักษาในที่มืดที่อุณหภูมิ 2−8 องศาเซลเซียส โดยทดสอบความเปนเนื้อเดียวกันที่ 3 สัปดาหตอมา จากนั้น

ทดสอบความคงตัวทุกสัปดาห พบวาเชื้อ Escherichia coli และ Staphylococcus aureus มีความคงตัวนาน 12 และ 16 

สัปดาห ตามลําดับ โดยใชเกณฑไมเกิน 0.5 log10 ที่คงความบริสุทธิ์และคุณสมบัติทางชีวเคมีไดอยางครบถวน เชื้อที่เตรียมไดนี้

สามารถพฒันาเปนจลุนิทรยีมาตรฐาน เพ่ือใหหองปฏิบตักิารทัง้ภาครฐัและเอกชนทีม่คีวามตองการใชเชือ้มาตรฐานสาํเรจ็รปูใน

การควบคุมคุณภาพของหองปฏิบัติการตอไป อยางไรก็ตามตองมีการศึกษาเพิ่มเติม เรื่อง สถานะของการขนสงและสารที่ทําให

เชื้อมีความคงตัว เพ่ือพัฒนาคุณภาพของจุลินทรียมาตรฐานแหงแบบแชเยือกแข็งใหมีมาตรฐานตามขอกําหนด ISO Guide 

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

คําสําคัญ: การทําแหงแบบแชเยือกแข็งจุลินทรียมาตรฐาน, การควบคุมคุณภาพ, ความเปนเนื้อเดียวกัน, ความคงตัว 
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การเตรีียมจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งและการควบคุุมคุุณภาพ	 กมลวรรณ กัันแต่่ง และคณะ

บทนำ�  

การควบคุุมคุุณภาพ (quality control; QC) 

เป็็นกระบวนการที่่�ใช้้ในการตรวจสอบและเฝ้้าระวััง 

ขั้้�นตอนการตรวจวิเิคราะห์ต์ัวัอย่า่งของห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร เพื่่�อให้้ 

ผลการทดสอบที่่�ได้้มีคีวามแม่่น (accuracy) ความเที่่�ยง 

(precision) และน่่าเชื่่�อถืือ (reliability) ดัังนั้้�น 

การควบคุุมคุุณภาพจึึงสำคััญสำหรัับการทดสอบของ 

ห้้องปฏิิบััติิการทางจุุลชีีววิิทยา แบ่่งเป็็น 2 ชนิิด ได้้แก่่  

การควบคุุมคุุณภาพภายใน (internal quality control; 

IQC)(1) และการควบคุุมคุุณภาพภายนอก (external 

quality control)(2)

การควบคุุมคุุณภาพภายในเป็็นกระบวนการในการ

ตรวจสอบการตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างของห้้องปฏิิบััติิการ 

เพื่่�อควบคุุมคุณุภาพผลการวิิเคราะห์์ เฝ้า้ระวังัการทดสอบ 

การถ่่ายโอนข้้อมููล การสุ่่�มตััวอย่่าง การเตรีียมตััวอย่่าง 

การรายงานผลการวิิเคราะห์์ และปรัับปรุุงการปฏิิบััติิงาน

ในแต่่ละขั้้�นตอน ให้้ได้้มาซึ่่�งผลการวิิเคราะห์์ที่่�ถูกต้้อง

และน่่าเชื่่�อถืือ ซึ่่�งแผนควบคุุมคุุณภาพในห้้องปฏิิบััติิการ 

ประกอบด้้วย การตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีทดสอบ 

(validation of analytical method หรืือ method 

validation) การทวนสอบวิิธีี (method verification) 

และการควบคุุมคุุณภาพสม่่ำเสมอ (routine quality 

control) การควบคุุมคุุณภาพการทดสอบทำโดย 

การตรวจวิิเคราะห์์ซ้้ำ (duplicate analysis) ซึ่่�งเป็็น 

การประเมิินความเที่่�ยงของการวิิเคราะห์์ ตรวจตััวอย่่าง

เดีียวกัันสองซ้้ำ (2 subsample) อย่่างน้้อยร้้อยละ 5 

ของจำนวนตัวัอย่า่งที่่�ตรวจในแต่ล่ะครั้้�งของการวิเิคราะห์์ 

(test run) ซึ่่�งเป็็นการตรวจสอบความสามารถของ 

นักัวิเิคราะห์์ในการตรวจหาเชื้้�อเชิิงคุณุภาพและเชิิงปริมิาณ 

ในตััวอย่่าง ว่่าให้้ผลใกล้้เคีียงหรืือเหมืือนกััน ส่่วนการ 

เติิมเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ (spike sample) ที่่�ทราบปริิมาณ 

เป็็นการตรวจสอบความแม่่นของการวิิเคราะห์์ตััวอย่่าง 

การตรวจสอบความถููกต้้องระหว่่างดำเนิินการทดสอบ 

โดยใช้้เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานเป็็น positive control 

และ negative control เป็็นการควบคุุมกระบวนการ

ตรวจวิิเคราะห์์ ซึ่่�งรวมถึึงการเตรีียมตััวอย่่าง ผู้้�ทดสอบ 

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ เครื่่�องมือืและอุปุกรณ์ท์ี่่�ใช้ใ้นการทดสอบ 

และการรายงานผลว่่าถููกต้้องหรืือไม่่ เพื่่�อนำไปใช้้ในการ

ประกัันคุุณภาพผลการทดสอบ(1)

การควบคุุมคุุณภาพภายนอกเป็็นการควบคุุม

คุณุภาพผลการวิเิคราะห์จ์ากหน่ว่ยงานภายนอก เพื่่�อให้เ้กิดิ 

ความมั่่�นใจในผลการวิิเคราะห์์ โดยการเปรีียบเทีียบ

ผลการทดสอบระหว่่างห้้องปฏิิบััติิการหรืือการเข้้าร่่วม

ทดสอบความชำนาญทางห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร ซึ่่�งเป็็นข้้อกำหนด

ของหน่ว่ยงานที่่�ให้ก้ารรับัรองความสามารถห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025(2) การควบคุุมภาพทั้้�ง

ภายในและภายนอกมีกีารนำเชื้้�อจุลุินิทรียี์ม์าตรฐานมาใช้้

ควบคู่่�กัับการปฏิิบััติิงานหรืือการทดสอบเสมอ 

ปััจจุุบัันห้้องปฏิิบััติิการจุุลชีีววิิทยาในอาหารใช้้ 

เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานที่่�เก็็บรัักษาไว้้ในรููปแบบของ 

reference stock cryobeads หรืือ 15% glycerol 

broth ที่่�อุุณหภููมิิ -70 องศาเซลเซีียส หรืือต่่ำกว่่า(3) ส่่วน 

stock culture หรืือ working culture บนอาหารเลี้้�ยง

เชื้้�อไม่จ่ำเพาะชนิิดแข็ง็เก็็บที่่�อุณุหภูมูิ ิ2−8 องศาเซลเซีียส 

ก่่อนนำมาใช้้งานต้้องมีีการนำเชื้้�อถ่่ายลงอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ

ชนิิดแข็็งและอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิดเหลว บ่่มเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ 

กลุ่่�มแบคทีีเรีีย เป็็นเวลา 24−48 ชั่่�วโมง ส่่วนยีีสต์์

และราใช้้เวลาบ่่มเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ 5−7 วััน(4) ผู้้�วิิจััย 

จึงึได้ท้ำการพัฒันาการเตรียีมจุลุินิทรียี์ม์าตรฐานแห้ง้แบบ

แช่่เยืือกแข็็งใช้้ในการควบคุุมคุุณภาพผลการทดสอบ 

เพื่่�อเป็็นทางเลืือกหนึ่่�งที่่�จะสามารถลดระยะเวลาและ

ขั้้�นตอนของการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน โดย

ละลายด้้วย buffer peptone water (BPW) แล้้ว

ใช้้งานได้้ทัันทีีและสามารถทราบค่่าปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้น 

ต่่อมิิลลิิลิิตรของสารละลายที่่�ละลายได้้ เพื่่�อง่่ายต่่อ 

การเจืือจางในระดัับที่่�ต้องการใช้้งานต่่อไป การศึึกษาใน

ครั้้�งนี้้�เลืือกใช้้เชื้้�อ Escherichia coli เป็็นตััวแทนของ

แบคทีเีรียีแกรมลบ และ Staphylococcus aureus เป็น็

ตััวแทนของแบคทีีเรีียแกรมบวก ซึ่่�งเป็็นเชื้้�อที่่�ใช้้ควบคุุม

คุุณภาพในห้้องปฏิิบััติิการ

วัสดุและวิธีการ

จุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน

จุุลิินทรีีย์์มาตรฐานใช้้ควบคุุมคุุณภาพการตรวจ

วิิเคราะห์์ เป็็นจุุลิินทรีีย์์จากศููนย์์เก็็บรัักษาและรวบรวม

สายพัันธุ์์�จุลินิทรีีย์ท์างการแพทย์์ สถาบัันวิิจัยัวิิทยาศาสตร์์

สาธารณสุุข กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นำมาเก็็บ
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Lyophilization of Reference Microorganisms Preparations and Its Quality Control	 Kamonwan Kantaeng et al.

เป็็น reference stock ของห้้องปฏิิบััติิการจุุลชีีววิิทยา 

ในอาหาร โดยเก็็บรัักษาที่่�ตู้้�แช่่แข็็งแบบพิิเศษ (deep 

freezer) (Haier รุ่่�น DW-86L 728D, China) 

อุุณหภููมิิต่่ำกว่่า -70 องศาเซลเซีียส จำนวน 2 สายพัันธุ์์� 

ได้้แก่่ E.coli DMST 24373 Lot. Es63085 และ            

S. aureus DMST 8013 Lot. St63041

เครื่่�องมืือและวััสดุุอุุปกรณ์์ 

เครื่่�องทำแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็ง (lyophilizer; 

Martin Christ, รุ่่�น EPSILON  2-10D LSCplus, 

Germany), เครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ (Autoclave; Getinge 

getting group, รุ่่�น GE L600 series, Sweden), 

เครื่่�องนัับโคโลนีี (colony counter; model 3328, 

USA), ตู้้�อบเพาะเชื้้�อ 35±1oC (incubator; SANYO, 

รุ่่�น MIR 252, Japan), ตู้้�อบเพาะเชื้้�อ 36±1oC 

(SANYO, รุ่่�น MIR 553, Japan), กล้้องจุุลทรรศน์์

แบบสองตา (microscope; Leica, Germany), 

อ่่างน้้ำแบบควบคุุมอุุณหภููมิิ 47±2oC (water bath; 

MEMMERT, Germany), เครื่่�องชั่่�งไฟฟ้้า ความ

ละเอีียด 0.1 และ 0.01 กรััม (electronic balance; 

Sartorius, รุ่่�น BP2100, Germany), เครื่่�องผสม 

(vortex mixer; LABNET, รุ่่�น VX100, USA),  

ขวดแก้้วฝาเกลีียว (glass bottle with screw cap; 

Schott, Germany), หลอดทดลอง (test tube, 

Kimble, Mexico), จานเพาะเชื้้�อ (petri dishes) ขนาด 

15×90 มิิลลิิเมตร หรืือ 15×100 มิิลลิิเมตร, (Micro 

QA, China), ปิิเปต  1, 5 และ 10 มิิลลิิลิิตร (pipette; 

Witeg, Germany), loop และ needle เขี่่�ยเชื้้�อ, 

glass slide, hot plate with magnetic stirrer 

(Stuart , USA), automatic pipette step volume 

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

ถาด stainless สำหรัับบรรจุุขวดแก้้ว (vial), จุุกยาง 

และฝาอะลููมิิเนีียมพร้้อมที่่�ปิิดฝาอะลููมิิเนีียม	

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ได้้แก่่ Brain heart infusion 

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

(TSA) (Scharlau, Spain) และ Buffered Peptone 

Water (BPW; Scharlau, Spain) วััตถุุดิิบสำหรัับ 

การทำแห้้ง ได้้แก่่  10% skim milk (Oxoid, England) 

การตรวจวิิเคราะห์์ใช้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ได้้แก่่ จำนวน

จุุลิินทรีีย์์ : 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) ส่่วน  

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

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

England), coagulase rabbit plasma with EDTA 

(BBL, USA)

น้้ำยาและสารเคมีี 

Gram stain reagents (BIOTECH, Biotech 

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

(Scharlau, Spain) สารละลายสำหรัับเจืือจาง (diluent) 

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

milk ในขวดแก้้ว ปริิมาตร 400 มิิลลิิลิิตร จำนวน 2 ขวด 

นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อที่่� 121 องศาเซลเซีียส นาน 5 นาทีี (อุุณหภููมิิ

และเวลาที่่�ใช้อ้้า้งอิงิตามบริษิัทัผู้้�ผลิติกำหนด) ตรวจสอบ

การปนเปื้้�อนหลัังการฆ่่าเชื้้�อ ผลจำนวนจุุลิินทรีีย์์น้้อยกว่่า 

1 cfu ต่่อมิิลลิิลิิตร 

การเตรีียมจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานโดยวิิธีีการทำแห้้งแบบ

แช่่เยืือกแข็็งและการแบ่่งบรรจุุ  

เตรีียมจุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน ทดสอบความบริิสุุทธิ์์�

และคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีีของเชื้้�อโดยนำจุุลิินทรีีย์์

มาตรฐานภายในห้อ้งปฏิบิัตัิกิารที่่�อยู่่�ในรููปของ reference 

stock ขีีด (streak) บน TSA นำไปบ่่มที่่�อุณหภููมิิ 

35 องศาเซลเซีียส นาน 24−48 ชั่่�วโมง สัังเกตลัักษณะ 

โคโลนีีบริิสุุทธิ์์� (purity) คืือ เชื้้�อแยกเป็็นโคโลนีีเดี่่�ยว

และมีีลัักษณะเดีียวกัันทั้้�งจานเพาะเชื้้�อ จากนั้้�นเขี่่�ยเชื้้�อ 

โคโลนีเีดี่่�ยวลงในหลอด BHI ปริมิาตร 10 มิลิลิลิิติร บ่ม่ที่่�

อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส นาน 24 ชั่่�วโมง ควบคู่่�ไปการ 

streak ลงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อจำเพาะชนิิดแข็็งของเชื้้�อ 

แต่่ละชนิิดและทดสอบคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีีเฉพาะ 
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การเตรีียมจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งและการควบคุุมคุุณภาพ	 กมลวรรณ กัันแต่่ง และคณะ

ซึ่่�งต้้องให้้ลัักษณะโคโลนีีเฉพาะ (typical colony) และ

ผลการตรวจยืนืยันัตรงตามวิธิีกีารตรวจวิเิคราะห์จ์ุลุินิทรียี์์

แต่่ละชนิิด

การเตรีียมเชื้้�อ E. coli โดย streak ลงบน 

L-EMB agar บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส นาน 

18−24 ชั่่�วโมง เลือืกโคโลนีีแบนและมีีสีีดำตรงกลาง มีหีรือื 

ไม่่มีี metallic sheen นำไปทดสอบทางชีีวเคมีีดัังนี้้� 

ดููลัักษณะ รููปร่่าง และการติิดสีีแกรม E. coli เป็็น

แบคทีีเรีียท่่อนสั้้�น ติดิสีีแกรมลบ, tryptone broth บ่ม่ที่่�

อุณุหภููมิ ิ35 องศาเซลเซีียส นาน 48±2 ชั่่�วโมง, MR-VP  

broth บ่ม่ที่่�อุณุหภูมิูิ 35 องศาเซลเซียีส นาน 24±2 ชั่่�วโมง 

และบ่ม่ต่อ่อีกี 48±2 ชั่่�วโมง, Simons citrate agar  บ่ม่

ที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส นาน 96 ชั่่�วโมง และ LST 

บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส นาน 48±2 ชั่่�วโมง  

การเตรียีมเชื้้�อ S. aureus โดย streak ลงบน PB 

agar บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35−37 องศาเซลเซีียส นาน 45−48 

ชั่่�วโมง เลืือกโคโลนีีกลม นููน ผิิวเรีียบ สีีเทาถึึงดำ ขนาด 

2−3 มิิลลิิเมตร รอบโคโลนีีมีีโซนขุ่่�นล้้อมรอบด้้วยโซนใส 

นำไปทดสอบทางชีีวเคมีีดังันี้้� ดูลัูักษณะ รูปูร่า่ง และการติิด

สีีแกรม S. aureus เป็็นแบคทีีเรีียรููปกลม ไม่่สร้้างสปอร์์ 

ติิดสีีแกรมบวก เขี่่�ยโคโลนีีลัักษณะเฉพาะลงใน BHI บ่่ม

ที่่�อุุณหภููมิิ 35−37 องศาเซลเซีียส นาน 18−24 ชั่่�วโมง 

เติิม coagulase rabbit plasma with EDTA ผสมให้้ 

เข้้ากััน บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35−37 องศาเซลเซีียส สัังเกตการ

เกิิดลิ่่�ม (clot) เป็็นระยะๆ ภายใน 6 ชั่่�วโมง 

นำเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ที่่�เลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ BHI 

มานัับจำนวน โดย E. coli มีีปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้น 2.9×109 

cfu/ml และ S. aureus มีีปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้น 2.2×109 

cfu/ml เติิม E. coli DMST 24373 (ชุุดที่่� 1) 

และ S. aureus DMST 8013 (ชุุดที่่� 2) ปริิมาตร 5 

มิลิลิลิิิตร ลงใน 10% skim milk ปริิมาตร 395 มิลิลิลิิติร 

ผสมให้้เข้้ากััน โดยใช้้แท่่งกวน (magnetic stirrer) 

ตลอดเวลาขณะแบ่่งบรรจุุ แบ่่งบรรจุุใน vial ปริิมาตร

ขวดละ 2 มิลิลิลิิติร ชุดุละ 150 ขวด ปิดิฝาขวดด้ว้ยจุกุยาง 

ที่่�ผ่่านการฆ่่าเชื้้�อแล้้วที่่�อุุณหภููมิิ 121 องศาเซลเซีียส 

นาน 15 นาทีี โดยปิิดแบบหลวมๆ เพีียงครึ่่�งหนึ่่�ง 

ของความยาวทั้้�งหมดของจุุกยาง นำไปทำให้้แห้้งแบบ 

แช่่เยืือกแข็็งในเครื่่�องระเหิิดให้้แห้้งด้้วยความเย็็น 

(lyophilizer) โดยใช้้โปรแกรมและสภาวะเดีียวกััน ตั้้�ง

โปรแกรมกํําหนดให้้อุุณหภููมิิแช่่แข็็งเท่่ากัับ -30 องศา

เซลเซียีส นาน 4 ชั่่�วโมง จากนั้้�นขั้้�นปฐมภููมิขิองกระบวนการ 

ทํําให้้แห้้ง (primary drying process) ที่่�อุุณหภููมิิ -30 

องศาเซลเซีียส นาน 1 ชั่่�วโมง แล้้วปรัับอุุณหภููมิิเป็็น 

0 องศาเซลเซีียส ความดัันเท่่ากัับ 1.65 mbar นาน 

18 ชั่่�วโมง และขั้้�นทุุติิยภููมิิของกระบวนการทํําให้้แห้้ง 

(secondary drying process) ปรัับอุุณหภููมิิเป็็น 4 

องศาเซลเซีียส ความดัันเท่่ากัับ 1.65 mbar นาน 4 ชั่่�วโมง 

เมื่่�อกระบวนการทำให้แ้ห้ง้เสร็จ็สมบูรูณ์ท์ำการปิดิฝาขวด

ด้้วยจุุกยางให้้สนิิท นำออกมาปิิดทัับด้้วยฝาอลููมิิเนีียม 

ปิิดหมายเลขบนขวดจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานที่่�ทำแห้้งแบบ 

แช่่เยืือกแข็็ง เรีียงลำดัับตามการเตรีียม เก็็บใส่่กล่่องที่่�มีี

ฝาปิิดสนิิท ทนการกระแทก เก็็บรัักษาในที่่�มืดอุุณหภููมิิ 

2−8 องศาเซลเซีียส และนำออกมาทดสอบความคงตััว

เป็็นระยะๆ ทุุกสััปดาห์์

การสุ่่�มตััวอย่่าง

สุ่่�มขวดเชื้้�อที่่�เตรีียมได้้แบบสุ่่�มอิิสระ (random 

sampling) โดยใช้้โปรแกรมจากเว็็บไซต์์ https://

www.randomizer.org(5)

การทดสอบและวิิธีีวิิเคราะห์์ 

ละลายตััวอย่่างด้้วย BPW ปริิมาตร 10 มิิลลิิลิิตร 

ทำการเจืือจางตััวอย่่างตามลำดัับๆ ละ 10 เท่่า จนถึึง

ลำดับัที่่�ต้อ้งการ ปิเิปตตัวัอย่า่งที่่�แต่ล่ะระดับัการเจือืจาง 1 

มิลิลิิลิติร ลงในจานเพาะเชื้้�อ 2 จาน (duplicate) เท PCA 

12-15 มิิลลิิลิิตร ผสมให้้ตััวอย่่างและอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 

เป็น็เนื้้�อเดียีวกันัทั่่�วทั้้�งจาน ตั้้�งทิ้้�งไว้ใ้ห้วุ้้้�นแข็ง็แล้ว้คว่ำ่จาน 

บ่ม่ที่่�อุณหภูมูิ ิ35 องศาเซลเซียีส นาน 48 ชั่่�วโมง นับัจำนวน

โคโลนีทีี่่�อยู่่�ในช่่วง 25−250 โคโลนี ีคำนวณจำนวนจุลุินิทรีีย์์

ต่่อปริิมาตรตาม APHA 2015(6,7) สำหรัับ S. aureus 

เลืือกโคโลนีีนำมาย้้อมสีีแกรมและ streak ลงบนอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อจำเพาะ BP agar บ่่มที่่�อุณหภููมิิ 36 องศา

เซลเซียีส นาน 48 ชั่่�วโมง โคโลนีีลักัษณะเฉพาะ คือื มีสีีเีทา

ดำและโซนทึบึ นำไปทดสอบ coagulase test ตาม FDA 

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

เลืือกโคโลนีีนำมาย้้อมสีีแกรมและ streak ลงบนอาหาร
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Lyophilization of Reference Microorganisms Preparations and Its Quality Control	 Kamonwan Kantaeng et al.

เลี้้�ยงเชื้้�อจำเพาะ L-EMB agar บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศา

เซลเซีียส นาน 24 ชั่่�วโมง โคโลนีีลัักษณะเฉพาะ คืือ แบน

และมีีสีีดำตรงกลาง มีี metallic sheen นำไปทดสอบ

ทางชีีวเคมีี (tryptone broth, MR-VP, Simmons 

citrate agar; IMViC test และ LST) ตาม FDA 

BAM Online. 2020 (Chapter 4)(9)

การทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน (homogeneity 

test)

สุ่่�มขวดเชื้้�อที่่�จัดัเตรียีมไว้ ้จำนวน 11 ขวด(10)  ตรวจ

วิิเคราะห์์จำนวนจุุลิินทรีีย์์ ขวดละ 2 ซ้้ำ (repeatability) 

ด้้วยวิิธีี APHA 2015(6,7) โดยห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้รัับ

การรัับรองความสามารถตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017(2) จากสำนัักมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ หมายเลขทะเบีียน 4043/50 

ทดสอบความแปรปรวนภายในของเชื้้�อแต่่ละขวด โดยใช้้ 

Cochran’s test จากนั้้�นนำค่่าที่่�ได้้มาคำนวณทางสถิิติิ

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

โดยวิิเคราะห์์ความแปรปรวนด้้วย one way ANOVA 

single factor for homogeneity test ได้้ค่่า mean 

squre between (Mbetween) และ mean squre within 

(Mwithin) คำนวณค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานระหว่่างขวด

ตััวอย่่าง the between-unit standard deviation 

(Sbb) โดยใช้้สููตร:

เป็็นเนื้้�อเดีียวกัันแล้้ว 2 สััปดาห์์ โดยใช้้วิิธีีการทดสอบ

เดีียวกัันกัับการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน ทำการ

ทดสอบความคงตััวทุุกสััปดาห์์ๆ ละ 3 ขวดๆ ละ 2 ซ้้ำ 

นำค่า่เฉลี่่�ยของผลการทดสอบความคงตัวัในแต่ล่ะสัปัดาห์์

เปรีียบเทีียบกัับผลการทดสอบความป็็นเนื้้�อเดีียวกัันใน

หน่่วย log10 โดยเกณฑ์์การยอมรัับ คืือ ค่่าสััมบููรณ์์ของ 

ผลต่า่งของค่า่เฉลี่่�ยผลการทดสอบความเป็น็เนื้้�อเดียีวกันั

และความคงตััว (‌‌ǀmeanhomo – meanstaǀ) มีีค่่าน้้อยกว่่า 

0.5 log10
(13)  และยุุติกิารทดสอบเมื่่�อผลการทดสอบความ

คงตััวมีีค่่าผลต่่างมากกว่่า 1.0 log10

ผล

เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ผสม 10% skim milk ที่่�ผ่่านการ

ทำแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งมีีลัักษณะทางกายภาพเป็็นก้้อน 

สีีขาวนวลแห้้ง อััดแน่่น ไม่่มีีรููพรุุน เมื่่�อนำมาบดพบ

เป็็นเนื้้�อละเอีียดลัักษณะคล้้ายนมผง ตรวจสอบการ

ละลาย พบว่่าในระยะเวลา 0−3 เดืือน มีีความสามารถ 

ในการละลาย BPW ได้้ดีีภายใน 1 นาทีี หลัังจากละลาย

มีีลัักษณะเป็็นของเหลวขุ่่�นสีีขาวเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน แต่่

หลัังจาก 3 เดืือน การละลายต้้องอาศััยการใช้้เครื่่�องผสม 

(vortex mixer) ร่ว่มด้้วยและมีีลักัษณะของตะกอนหรืือ

ผลึึกสีีขาวเล็็กน้้อยในของเหลวขุ่่�นสีีขาว 

ผลการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันของเชื้้�อ 

E. coli ปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้นมีีค่่าเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 6.639 log10 

cfu/ml ส่่วน S. aureus ปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้นมีีค่่าเฉลี่่�ย

เท่า่กับั 7.062 log10 cfu/ml (โดยมีคี่า่จากการเติมิเชื้้�อก่อ่น

ผ่่านกระบวนการทำแห้้งแบบเยืือกแข็็งของเชื้้�อ E. coli  

เท่่ากัับ 6.860 log10 cfu/ml และ S. aureus เท่่ากัับ 

6.740 log10 cfu/ml) การประเมิินผลความเป็็น 

เนื้้�อเดีียวกัันทางสถิิติิ พบว่่าค่่า Fcal มีีค่่าน้้อยกว่่า Fcrit

ค่า่ Ss น้อ้ยกว่่า 0.3‌ pt ตาม ISO 13528:2022(11) แสดงว่่า 

ตััวอย่่างมีีความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันทั้้�งสองเชื้้�อ แต่่กรณีีใช้้

เกณฑ์์ตาม ISO Guide 35:2017(10) เชื้้�อ E. coli ค่่า 

Sbb มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.3SIR แสดงว่่าตััวอย่่างมีีความเป็็น

เนื้้�อเดีียวกััน ส่่วนเชื้้�อ S. aureus ค่่า Sbb มีีค่่ามากกว่่า 

0.3SIR แสดงว่่าตััวอย่่างไม่่มีีความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน 

ดัังแสดงในตารางที่่� 1

          Mbetween - (Mwithin)
Sbb   =
                    no

*no   =    จำนวนของการทำซ้้ำ (no = 2)            

โดยใช้้เกณฑ์์ยอมรัับ คืือ Sbb ควรมีีค่่าน้้อยกว่่า  

0.3SIR (ค่่า SIR เท่่ากัับ 0.118 ได้้มาจากการหาค่่า 

interlaboratory reproducibility standard deviation 

(SR) ของ technique uncertainty(12)  ด้้วยวิิธีี APHA 

2015(6,7) ของห้้องปฏิิบััติิการจุุลชีีววิิทยาในอาหาร สำนััก

คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร) และมีีการนำ F test 

เพื่่�อเปรีียบเทีียบค่่า Fcal น้้อยกว่่า Fcrit มาพิิจารณาร่่วม

การทดสอบความคงตััว (stability test)

โดยสุ่่�มขวดเชื้้�อซึ่่�งเก็็บรัักษาในที่่�มืืดอุุณหภููมิิ 2−8 

องศาเซลเซีียส นำมาวิิเคราะห์์หลัังจากการทดสอบความ
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ผลการทดสอบความคงตััว พบว่่าความคงตััวของ

เชื้้�อ E. coli มีีปริิมาณของเชื้้�อลดลงไม่่เกิิน 0.5 log
10  

ในระยะตั้้�งแต่่สััปดาห์์ที่่� 2-12 ดัังแสดงในภาพที่่� 1 

ส่่วนความคงตััวของเชื้้�อ S. aureus มีีปริิมาณของเชื้้�อ

ลดลงไม่่เกิิน 0.5 log
10
 ในระยะตั้้�งแต่่สััปดาห์์ที่่� 2-16 

ดัังแสดงในภาพที่่� 2

ขวดที่่�

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

ตารางที่่� 1  การตรวจวิิเคราะห์์ความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันของเชื้้�อ E. coli และ S. aureus

meanhomogeneity

Cochrancritical

Cochrancalulation

Fcritical

Fcalulation

Sbb หรืือ 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

หมายเหตุุ : 	 เกณฑ์์การตััดสิิน (a) ตาม ISO 13528:2022(11), (b) ตาม ISO Guide 35:2017(10) 
	 The between-unit standard deviation (Sbb หรืือ Ss)
        	 Intralaboratory reproducibility standard deviation (SIR)
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ภาพที่่� 1 การทดสอบความคงตััวของเชื้้�อ E. coli ตั้้�งแต่่สััปดาห์์ที่่� 2-21 

ผลการทดสอบความคงตััวของ E. coli (log
10
 cfu/ml) 

ผลการทดสอบความคงตััวของ S. aureus (log
10
 cfu/ml) 

ภาพที่่� 2  การทดสอบความคงตััวของเชื้้�อ S. aureus ตั้้�งแต่่สััปดาห์์ที่่� 2-35 

n  mean stability

n  mean stability

log10 
cfu/ml

   8.5

log10 
cfu/ml

   8.0
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วิจารณ์

เชื้้�อที่่�ผ่่านการทำแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งหลัังเก็็บ

ในที่่�มืืดที่่�อุณหภููมิิ 2−8 องศาเซลเซีียส เป็็นระยะเวลา 

0−3 เดืือน โดยตรวจสอบการละลายด้้วย BPW มีีความ

สามารถในการละลายภายใน 1 นาทีี หลัังจากละลายมีี

ลัักษณะเป็็นของเหลวขุ่่�นสีีขาวเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน ซึ่่�งผล

การศึึกษาความคงตััวในช่่วง 0−3 เดืือน พบ ǀmeanhomo 

– meanstaǀ มีีค่่าไม่่น้้อยกว่่า 0.5 log10 แต่่หลัังจาก 3 

เดืือน การละลายต้้องอาศััยการใช้้เครื่่�อง vortex mixer 

ร่ว่มด้้วยและมีีลักัษณะของตะกอนหรืือผลึึกสีขีาวเล็็กน้อ้ย

ในของเหลวขุ่่�นสีขีาว ลักัษณะทางกายภาพเห็น็ของเหลวที่่�

ละลายได้้มีคีวามไม่่เป็น็เนื้้�อเดีียวกันั พบปริิมาณเชื้้�อลดลง 

จากปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้นเกิินกว่่า 0.5 log10 ซึ่่�งอาจเป็็น

สาเหตุุหนึ่่�งที่่�มีผลกระทบกัับความคงตััวของเชื้้�อมาตรฐาน

ที่่�เตรีียมได้้

จากผลการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันของ

เชื้้�อมาตรฐานที่่�ผ่านการทำแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งของเชื้้�อ 

E. coli พบมีีความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันในทุุกเกณฑ์์ 

การพิิจารณา คืือ ค่่า Ss เท่่ากัับ 0.012 ซึ่่�งมีีค่่าน้้อยกว่่า 

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

และค่่า Sbb มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.3SIR (มีีค่่าเท่่ากัับ 0.035) 

เมื่่�อพิิจารณาโดยใช้้เกณฑ์์ตาม ISO Guide 35:2017(10) 

สำหรัับเชื้้�อ S. aureus เมื่่�อพิิจารณาโดยใช้้เกณฑ์์ตาม 

ISO 13528:2022(11) พบว่่าผ่่านเกณฑ์์ เนื่่�องจากค่่า 

Ss เท่่ากัับ 0.047 ซึ่่�งมีีค่่าน้้อยกว่่า 0.3 pt (มีีค่่าเท่่ากัับ 

0.075) แต่่กรณีีใช้้เกณฑ์์ตาม ISO Guide 35:2017(10) 

พบผลการประเมิินความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันไม่่ผ่่านเกณฑ์์

กำหนด โดยค่่า Sbb มีีค่่ามากกว่่า 0.3SIR อาจเพราะค่่า 

intralaboratory reproducibility standard  

deviation (SIR) ที่่�นำมาใช้้เป็็นตััวเลขที่่�ได้้จากการหา

ค่่า SIR ของ technique uncertainty ด้้วยวิิธีี APHA 

2015(6,7) ของห้้องปฏิิบััติิการจุุลชีีววิิทยาในอาหาร สำนััก

คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร อาจทำให้้ค่่าที่่�ได้้

ค่่อนข้้างน้้อยกว่่าความเป็็นจริิง ซึ่่�งตาม ISO Guide 

35:2017(11) ต้อ้งเป็็นค่า่ interlaboratory reproduci- 

bility standard deviation (SR) ของวิิธีีวิิเคราะห์์

นั้้�นๆ ซึ่่�งวิิธีี APHA 2015(6,7) ไม่่มีีการระบุุการหาค่่า SR 

เนื่่�องจากไม่่มีีข้้อมููล interlaboratory study ของวิิธีี 

จึึงจำเป็็นต้้องใช้้ค่่า SIR ของห้้องปฏิิบััติิการแทนในการ

ประเมินิผล แต่ก่ารทวนสอบวิธิี ี(method verification) 

ตาม ISO 16140−3:2021(14) หากมีีข้้อมููลการตรวจสอบ

ความถููกต้้องของวิิธีี (method validation) กำหนด 

2SIR ของการทวนสอบของวิิธีีต้้องไม่่เกิิน SR ซึ่่�งในกรณีีนี้้� 

Sbb มีีค่่า 0.470 มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.3SR หรืือ (0.3)2SIR 

ซึ่่�งเท่่ากัับ 0.070 ซึ่่�งอาจแสดงว่่าตััวอย่่างมีีความเป็็น 

เนื้้�อเดีียวกััน

การทดสอบความคงตััวของเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ เมื่่�อ

พิิจารณาโดยใช้้เกณฑ์์ค่่าสััมบููรณ์์ของผลต่่างของค่่าเฉลี่่�ย

ผลการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันและความคงตััว 

(ǀmeanhomo – meanstaǀ) มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.5 log10 พบ

ว่่าเชื้้�อ E. coli ในสััปดาห์์ที่่� 12 มีีค่่าเฉลี่่�ยของผลต่่าง

เท่่ากัับ 0.442 log10  ส่่วน S. aureus ในสััปดาห์์ที่่� 16 มีี

ค่า่เฉลี่่�ยของผลต่า่งเท่า่กับั 0.225 log10 ดังันั้้�น S. aureus 

มีีความคงตััวนานกว่่า E. coli ประมาณ 4 สััปดาห์์ จาก

ข้้อมููลพิิจารณาได้้ว่่าเชื้้�อ S. aureus ซึ่่�งเป็็นแบคทีีเรีีย 

แกรมบวกมีีโครงสร้้างของผนัังเซลล์์ที่่�แตกต่่างจากผนััง

เซลล์์ของแบคทีีเรีียแกรมลบ องค์์ประกอบหลัักของผนััง

เซลล์์เป็็น peptidoglycan ถึึงร้้อยละ 90 ในด้้านความ

หนาของผนัังเซลล์์แบคทีีเรีียแกรมบวกหนากว่่า โดยทั่่�วไป

ลัักษณะทางกายภาพของแบคทีีเรีียแกรมบวกจะมีีความ

ทนทานสููงกว่่าแบคทีีเรีียแกรมลบ(15,16) ดัังนั้้�นการเตรีียม

เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานในรููปแบบของการทำแห้้งแบบแช่่

เยืือกแข็็งมีีปััจจััยหลัักของการพิิจารณา คืือ ความทนทาน

ของเชื้้�อแต่่ละชนิิด 

หากขยายขอบข่่ ายการ ให้้บริิ ก า ร ไปศููนย์์

วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์หรืือหน่่วยงานภาครััฐหรืือเอกชน

อื่่�นๆ ต้้องมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิมในเรื่่�องของความคงตััวใน

สภาวะการขนส่่งและความคงตััวที่่�นานกว่่านี้้� เช่่น การเติิม 

stabilizer อื่่�นๆ และการใช้้ตััวทำละลายชนิิดอื่่�น เช่่น 

0.85% NSS, SDW (sterile distilled water)  

เป็็นต้้น เพื่่�อให้้สะดวกต่่อการนำไปใช้้งานของแต่่ละ 

ห้้องปฏิิบััติิการ

สรุป

การเตรียีมจุลุินิทรียี์ม์าตรฐานแห้ง้แบบแช่เ่ยือืกแข็ง็ 

ของเชื้้�อทั้้�งสองชนิิด พบว่่ามีีความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน 
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และมีีความคงตััวอยู่่�ในเกณฑ์์ยอมรัับ ค่่าสััมบููรณ์์ของผล

ต่า่งของค่่าเฉลี่่�ยผลการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกันัและ

ความคงตััว (ǀmeanhomo – meanstaǀ) มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.5 

log10 ในระยะตั้้�งแต่่ 12 สััปดาห์์ สำหรัับเชื้้�อ E. coli และ 

16 สัปัดาห์์ สำหรัับเชื้้�อ S. aureus โดยยัังคงความบริิสุทุธิ์์�

และคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีี 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณุ เจ้า้หน้า้ที่่�ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารตรวจวิเิคราะห์์ 

อาหารทางจุุลชีีววิิทยา สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััย

อาหาร ที่่�ช่่วยงานวิิจััยนี้้�ให้้สำเร็็จได้้ด้้วยดีี 
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Kamonwan Kantaeng,  Atchara Ukhong  and Kanokchon Supaprom	
Bureau of Quality and safety of food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

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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