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การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อที่ใช้ในงานทดสอบทางจุลชีววิทยา

บทคัดย่อ	 การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อที่ใช้ในงานทดสอบทางจุลชีววิทยาจ�านวน	 4	 ตู้	 จ�านวน	 2	 ครั้ง	

ที่อุณหภูมิ	22.5	�ซ	30	�ซ		32	�ซ		35	�ซ		และ	37	�ซ		ครั้งที่	1	ประเมินจากการสอบเทียบในสภาวะที่ไม่มีสิ่งของภายในตู้		

ครัง้ที	่2	ประเมนิในสภาวะจรงิทีใ่ช้บ่มเพาะเชือ้	โดยประเมนิจากการสอบเทยีบในอาหารเลีย้งเชือ้ชนดิเหลวและระหว่างกึง่กลาง

ของแผ่น	petrifilm	ทีซ้่อนกนั	10	แผ่น	ผลการประเมนิครัง้ที่	1	พบตูอ้บเพาะเชื้อ	2	ตูไ้ม่ผ่านการประเมินทีอ่ณุหภมูิ	22.5	�ซ	

30	�ซ	และ	32	�ซ	เพราะความไม่แน่นอนของการวัดมีค่า	±	2.8	�ซ	± 2.3	�ซ	และ	± 2.2	�ซ	ตามล�าดับ	ซึ่งเกินเกณฑ์ยอมรับ

ความผิดพลาดที่ก�าหนดส�าหรับวิธีวิเคราะห์ยีสต์และราในอาหาร	(± 2.5	�ซ) Bacillus cereus	ในอาหาร	(± 1	�ซ)	และปริมาณ

จุลินทรีย์ในนมและผลิตภัณฑ์	(± 1	 �ซ)	ส่วนตู้อบเพาะเชื้ออีก	2	ตู้ที่อุณหภูมิ	35	 �ซ	และ	37	 �ซ	พบบางต�าแหน่งภายในตู้

มีอุณหภูมิเมื่อรวมกับค่าความไม่แน่นอนของการวัดมีค่าเกินเกณฑ์ยอมรับส�าหรับวิธีวิเคราะห์	coliforms	(35	± 1	 �ซ)	และ	

Salmonella	spp.	(37	± 1	�ซ)	ในอาหาร	แต่ผลการประเมนิครัง้ที่	2	พบตูอ้บเพาะเชือ้ผ่านการประเมนิทัง้	4	ตู	้ห้องปฏบิตักิาร	

สามารถน�าไปใช้งานส�าหรับการทดสอบจุลินทรีย์ชนิดต่าง	 ๆ	 ได้	 ดังนั้นการประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อที่ใช้

ในงานทดสอบทางจุลชีววิทยา	 จึงควรประเมินจากผลการสอบเทียบในสภาวะจริงที่ใช้บ่มเพาะเชื้อ	 ซึ่งมีความถูกต้อง

มากกว่าและได้ค่าความไม่แน่นอนของการวัดลดลง	 ท�าให้มีโอกาสผ่านเกณฑ์การประเมินมากขึ้น	 ไม่จ�าเป็นต้องซื้อ	

ตู้ใหม่	เป็นการประหยัดงบประมาณได้มาก

ปรีชา  จึงสมานุกูล  สมภพ  วัฒนมณี  และลดาวัลย์  จึงสมานุกูล
ส�ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์  ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000

บทน�า
	 การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างทางจุลชีววิทยา

เพื่อหาเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่าง	 ๆ	 ทั้งในด้านปริมาณ	

(colony	forming	unit	ต่อกรัมหรือ	Most	Probable	

Number	 ต่อกรัม)	 และด้านคุณภาพ	 (ตรวจพบ

หรือไม่พบเชื้อ)	จ�าเป็นต้องมีขั้นตอนการเพาะเลี้ยง	

การแยก	และการจ�าแนกเชือ้โดยวธิต่ีาง	ๆ 	ซึง่ขัน้ตอน	

เหล่านี้ส่วนใหญ่ต้องมีการเพาะเลี้ยงเชื้อในตู้อบ	

เพาะเชื้อตามอุณหภูมิที่แต่ละวิธีก�าหนด	 เช่น	 การ

ตรวจนบัจ�านวนยสีต์และราในอาหารโดยใช้	petrifilm	

ก�าหนดให้บ่มทีอ่ณุหภมู	ิ22.5	± 2.5	�ซ(1)	การตรวจหา	

Bacillus cereus	ในอาหารบ่มที	่30	± 1	�ซ(2)	การตรวจ	

นับจ�านวนจุลินทรีย์ในนมและผลิตภัณฑ์นมบ่มที่		

32	 ± 1	 �ซ(3)	 ถ้าตรวจโคลิฟอร์มในอาหารให้บ่มที่		

35	 ± 1	 �ซ(4)	 ขณะที่การตรวจ Salmonella	 spp.	

บ่มที	่37		± 	1	�ซ(5)	เป็นต้น	จะเหน็ได้ว่าการตรวจหาเชือ้	

แต่ละชนิดของแต่ละวิธีการทดสอบมีการก�าหนด

อุณหภูมิและเกณฑ์การยอมรับความผิดพลาด	

(permissible	 error)	 ที่แน่นอน	 ค่าของอุณหภูมิ

เหล่านี้จะถูกน�าไปใช้เป็นเกณฑ์ก�าหนดคุณภาพของ	

ตูอ้บเพาะเชือ้	ดงันัน้เพือ่ให้สอดคล้องกบัข้อก�าหนด	

ทั่วไปว่าด้วยความสามารถของห้องปฏิบัติการ

ทดสอบและห้องปฏิบัติการสอบเทียบจึงต้องสอบ

เทียบหรือตรวจสอบว่าอุณหภูมิภายในของตู้อบ

เพาะเชื้อเป็นไปตามก�าหนดจึงจะสามารถน�าไป

ใช้งานได้(6)	 จากประสบการณ์การตรวจประเมิน

ความสามารถห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์ทาง

จุลชีววิทยาของคณะผู้วิจัย	 พบตู้อบเพาะเชื้อหลาย

เครื่องมีผลการประเมินความใช้ได้ของเครื่องมือ	
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ไม่ผ่านเกณฑ์ฯ(7)	 ท�าให้ห้องปฏิบัติการต้องจัดซื้อ

เครื่องมือใหม่ในราคาค่อนข้างแพงและส่วนใหญ่

ต้องน�าเข้าจากต่างประเทศ	

	 การประเมนิความใช้งานได้ของตูอ้บเพาะเชือ้	

ประเมินจากการน�าอุณหภูมิเฉลี่ยจากทุกต�าแหน่ง

ในตู้บ่มบวกและลบค่าความไม่แน่นอนของการวัด	

กรณีที่ผลลัพธ์ของการบวกและลบของอุณหภูมิ

ทุกต�าแหน่งภายในตู ้มีค่าอยู ่ในเกณฑ์	 แสดงว่า	

ตู้อบเพาะเชื้อนั้นสามารถใช้งานได้	 แต่ถ้าผลลัพธ์	

ของการบวกและลบของอุณหภูมิทุกต�าแหน่งหรือ	

บางต�าแหน่งมีค ่าอยู ่นอกเกณฑ์แสดงว ่าตู ้อบ	

เพาะเชื้อไม่สามารถใช้งานได้หรือน�าไปใช้งานได้	

เพียงบางต�าแหน่งเท่านั้น(7)	 การน�าค่าความไม่

แน่นอนของการวัดที่ได้จากการสอบเทียบตามวิธี

มาตรฐานซึ่งเป็นการสอบเทียบโดยต้องไม่มีสิ่งของ

ภายในตู้(8,	 9)มาใช้ในการประเมินอาจท�าให้ตู้อบ

เพาะเชือ้ไม่ผ่านเกณฑ์ฯ(7)	ทัง้นีก้ารประเมนิลกัษณะ

ดังกล่าวไม่มีผลกระทบโดยตรงต่อการเพาะเลี้ยง

จุลินทรีย์	 เพราะค่าความไม่แน่นอนของการวัดที่ได้

เกดิจากการเปลีย่นแปลงอณุหภมูขิองอากาศภายใน

ตู้	ไม่ได้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในอาหาร

ที่ใช้เลี้ยงเชื้อ	ดังนั้น	ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์

อาหารทางจุลชีววิทยา	 ส�านักคุณภาพและความ

ปลอดภยัอาหาร	จงึศกึษาการประเมนิความใช้ได้ของ	

ตู้อบเพาะเชื้อโดยน�าค่าความไม่แน่นอนของการวัด	

ที่ได้จากสภาพจริงของการเพาะเลี้ยงเชื้อ	(ใน	broth	

หรือในแผ่นฟิล์ม)	และมีผลกระทบโดยตรงต่อการ

เจรญิของเชือ้มาใช้ในการประเมนิซึง่มคีวามถกูต้อง	

มากกว่าและท�าให้ค่าความไม่แน่นอนของการวัด

น้อยลง	โอกาสที่ตู้อบเพาะเชื้อจะผ่านเกณฑ์มากขึ้น	

ส่งผลให้ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์ทางจุล

ชีววิทยาสามารถลดการซื้อเครื่องมือชนิดนี้	 ท�าให้

ประหยัดงบประมาณและไม่เสียเงินตราให้ต่าง

ประเทศโดยไม่จ�าเป็น

วัสดุและวิธีการ
วิธีการ

	 ตู ้อบเพาะเชื้อหมายเลข	 1	 สอบเทียบที่

อุณหภูมิ	22.5	�ซ	หมายเลข	2	สอบเทียบที่อุณหภูมิ	

30	�ซ	และ	32	�ซ	ส่วนหมายเลข	3	และหมายเลข	4	

สอบเทียบที่อุณหภูมิ	35	�ซ	และ	37	�ซ	ตามล�าดับ	

ทั้งนี้สอบเทียบโดยหน่วยงานที่ได้รับการรับรอง

ความสามารถตามมาตรฐาน	 iSO/iEC	 17025:	

2005(6)	 แต่ละอุณหภูมิสอบเทียบ	 2	 ครั้งในเวลา

ต่อเนื่องกันดังนี้	

	ครั้งที่	1	สอบเทียบตามปกติ	(เป็นการสอบ

เทียบตามวิธีมาตรฐานโดยต้องไม่มีสิ่งของในตู้อบ

เพาะเชื้อ)(8,	9)	

ครัง้ที	่2	ตูอ้บเพาะเชือ้หมายเลข	1	สอบเทยีบ

ในแผ่น	petrifilm	โดยน�าหัวอ่านอุณหภูมิมาตรฐาน

แต่ละเส้นวางระหว่างกลางของแผ่น	petrifilm	1	ชุด	

(ซ้อนกัน	10	แผ่น)	โดยวางระหว่างแผ่นที่	5	และ

แผ่นที่	6	และน�าเทปกาวปิดโดยรอบแผ่น	petrifilm	

ทั้งชุด	 น�า	 petrifilm	 แต่ละชุดที่มีหัวอ่านอุณหภูมิ

มาตรฐานวางที่ต�าแหน่งต่างๆ	 เช่นเดียวกับการ

สอบเทียบครั้งที่	1	ส่วนตู้อบเพาะเชื้อหมายเลข	2,	

3	 และ	 4	 สอบเทียบในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว	

(lauryl	sulphate	tryptose	broth:	LST)	โดยน�าหัว

อ่านอุณหภูมิมาตรฐานแต่ละเส้นจุ่มในแต่ละหลอด

ของ	 LST	 และน�า	 LST	 แต่ละหลอดที่มีหัวอ่าน

อณุหภมูมิาตรฐานวางในต�าแหน่งต่างๆ	เช่นเดยีวกบั	

การสอบเทียบครั้งที่	1	

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

•	 	 LST	 จ�านวน	 9	 หลอด	 หลอดละ	 10	

มิลลิลิตรต่อการสอบเทียบ	1	ตู้	

•	 Yeast	and	mold	count	petrifilm	จ�านวน	

90	แผ่น	แบ่งเป็น	9	ชุด	แต่ละชุดวางซ้อนกันชุดละ	

10	แผ่น	ความหนาประมาณ	3	มิลลิเมตร	ซึ่งหนา
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เท่ากับอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง	 (agar)	 ที่ใช้เพาะ

เลี้ยงเชื้อ(10)	

เครื่องมือ

	ตู้อบเพาะเชื้อที่มีความละเอียดของการวัด	

(resolution)	0.1	�ซ	จ�านวน	4	ตู้	ประกอบด้วย

•	 หมายเลข	1	และหมายเลข	2	ตู้อบเพาะ

เชื้ออุณหภูมิต�่า	(low	temperature	incubator)	ยี่ห้อ	

Sanyo	รุ่น	MiR-151	และ	MiR-153

•	 หมายเลข	 3	 และ	 4	 ตู ้อบเพาะเชื้อ	

(incubator)	ยี่ห้อ	Memmert	รุ่น	BE	800

	ชุดหัวอ่านอุณหภูมิมาตรฐาน	 (standard)	

ของหน่วยงานสอบเทียบซึ่งได้รับการรับรองความ

สามารถตามมาตรฐาน	iSO/iEC	17025:	2005(6)	

ที่อุณหภูมิ	22.5	�ซ	30	�ซ	32	�ซ	35	�ซ	และ	37	�ซ	

มคีวามละเอยีดของการวดั	0.1	�ซ	0.001	�ซ	0.001	�ซ	

0.01	�ซ	และ	0.01	�ซ	ตามล�าดับ

เกณฑ์ที่ใช้ตัดสิน

	ค่าความไม่แน่นอนของอุณหภูมิที่ได้จาก	

การสอบเทียบต้องมีค่าไม่เกินเกณฑ์การยอมรับ

ความผดิพลาดของวธิวีเิคราะห์ซึง่ก�าหนดไว้ในแต่ละ

วธิ	ีหรอืเมือ่น�าอณุหภมูเิฉลีย่ของทกุต�าแหน่งภายใน

ตูบ้วกและลบค่าความไม่แน่นอนของการวดัผลลพัธ์

ของการบวกและลบของอุณหภูมิทุกต�าแหน่งต้องมี

ค่าอยู่ในช่วงอุณหภูมิที่แต่ละวิธีวิเคราะห์ก�าหนด(7)		

ตู ้อบเพาะเชื้อนั้นจึงสามารถน�าไปใช้งานได้(6)

เช่น	การตรวจนบัจ�านวนยสีต์และราโดยใช้	petrifilm	

ในอาหารอุณหภูมิต้องผิดพลาดไม่เกิน		± 2.5	�ซ(1)	

ส่วนการตรวจหา	Bacillus cereus	ปริมาณจุลินทรีย์	

ในนมและผลติภณัฑ์นม	coliforms	และ Salmonella	

spp.	อุณหภูมิต้องผิดพลาดไม่เกิน	 	 ± 1	 �ซ	 และ	

ทุกต�าแหน่งภายในตู ้ต ้องมีอุณหภูมิอยู ่ในช่วง	

20	-	25	�ซ,	29	-	31	�ซ,	31	-	33	�ซ,	34	-	36	�ซ		

และ	36	-	38	�ซ	(2,3,4,5)	ตามล�าดับ

ผล
	การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อ

จากผลการสอบเทียบตู้อบเพาะเชื้อ	 4	 ตู้	 ครั้งที่	 1	

สอบเทียบตามปกติ	 (ไม่มีสิ่งของในตู้อบเพาะเชื้อ)	

เป็นการสอบเทยีบทีเ่กดิจากการวดัความเปลีย่นแปลง

อุณหภูมิของอากาศภายในตู ้	 เมื่อน�าผลที่ได้มา	

ประเมินฯ	 ตามวิธีมาตรฐาน(7)	 พบตู้อบเพาะเชื้อ

หมายเลข	 1	 และหมายเลข	 2	 มีความไม่แน่นอน

ของการวัดบวกลบ	2.8	�ซ	,	2.3	�ซ	และ	2.2	�ซ		ซึ่ง

มากกว่าเกณฑ์ยอมรับความผิดพลาดของอุณหภูมิ

ตามทีว่ธิวีเิคราะห์ก�าหนด	(ตารางที	่1)	แสดงว่าตูอ้บ	

เพาะเชื้อเหล่านี้ไม่สามารถน�ามาใช้ในการตรวจ

วิเคราะห์ยีสต์	รา	Bacillus cereus ปริมาณจุลินทรีย์

ในนมและผลติภณัฑ์นม	ส่วนตูอ้บเพาะเชือ้หมายเลข	

3	และหมายเลข	4	มีความไม่แน่นอนของการวัดไม่

เกินเกณฑ์ยอมรับความผิดพลาดของอุณหภูมิที่วิธี

วเิคราะห์ก�าหนด	(ตารางที	่1)	จงึต้องน�าค่าความไม่

แน่นอนของการวดันีไ้ปประเมนิกบัค่าอณุหภมูเิฉลีย่

ของทกุต�าแหน่งในตูอ้บเพาะเชือ้(7)	พบตูอ้บเพาะเชือ้

หมายเลข	3	ต�าแหน่งที่	5	และต�าแหน่งที่	7	(ตาราง

ที่	2)	และตู้อบเพาะเชื้อหมายเลข	4	ต�าแหน่งที่	1,	

2,	3	และ	4	(ตารางที่	3)	ประเมินไม่ผ่านเนื่องจาก

มีค่าอยู่นอกช่วงเกณฑ์ที่วิธีวิเคราะห์ก�าหนด	

ภาพที ่1  ต�ำแหน่งกำรวำงหวัอ่ำนอณุหภมูมิำตรฐำน

ในตู้อบเพำะเชื้อ
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	ส�าหรบัการประเมนิฯ	ครัง้ที	่2	ณ	อณุหภมูเิดมิ	

แต่เปลี่ยนสภาวะการสอบเทียบ	 พบตู้อบเพาะเชื้อ

หมายเลข	1	ซึง่สอบเทยีบในแผ่น	petrifilm	และตูอ้บ	

เพาะเชื้อหมายเลข	 2,	 3	 และ	 4	 ซึ่งสอบเทียบใน

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว	 (LST)	 มีค่าความไม่

แน่นอนของการวดับวกลบ	1.5	�ซ,	0.58	�ซ,	0.59	�ซ,	

0.45	 �ซ	 และ	 0.45	 �ซ	 ตามล�าดับ	 (ตารางที่	 1)	

ซึ่งมีค่าน้อยกว่าที่วิธีวิเคราะห์ก�าหนด	 และเมื่อ	

น�ามาประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อตามวิธี

มาตรฐาน(7)	พบว่าทกุต�าแหน่งของตูอ้บเพาะเชือ้ทกุ

ตู้มีผลผ่านการประเมิน	(ตารางที่	4	-	8)	สามารถ

ใช้ในการตรวจวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ	ได้

	การที่ค่าความไม่แน่นอนของการวัดจาก	

การสอบเทยีบครัง้ที	่2	มค่ีาลดลงมากเมือ่เปรยีบเทยีบ	

กับการสอบเทียบครั้งที่	1	เนื่องจากแหล่งของความ

ไม่แน่นอนของการวัดที่ส�าคัญคือ	 ค่าความทวน	

ซ�้าได้	(repeatability)	ของหัววัดมาตรฐาน	(ตาราง

ที่	 9)(8,	 9)	มีค่าลดลงมากคือจาก	 1.168,	 1.043,	

1.005,	 0.055	 และ	 0.021	 ลดลงเป็น	 0.298,	

0.061,	 0.086,	 0.005	 และ	 0.004	 ตามล�าดับ	

นอกจากนี้ความเสถียร	 (stability)	 และความเป็น

เอกรูป	 (uniformity)	 ก็มีค่าลดลงมากเช่นกัน	

(ตารางที่	10)

ตารางที่ 1  	ผลการสอบเทียบตู้อบเพาะเชื้อที่อุณหภูมิและสภาวะต่าง	ๆ

	 1	 22.5	 2.5	 2.80	 1.50

	 2	 30	 1	 2.30	 0.58

	 	 32	 1	 2.20	 0.59

	 3	 35	 1	 0.50	 0.45

	 4	 37	 1	 0.50	 0.45

	 หมายเลข	 อุณหภูมิที่	 เกณฑ์ยอมรับ	 ค่าความไม่แน่นอน	(	�ซ)

	ตู้อบเพาะเชื้อ	 สอบเทียบ	(	�ซ)	 ความผิดพลาด	 สอบเทียบครั้งที่	1		 สอบเทียบครั้งที่	2

	 	 	 ±  (	�ซ)	 ในอากาศ	 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
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	 1	 35.38	 	 34.88	 35.88	 	 -
	 2	 35.42	 	 34.92	 35.92	 	 -
	 3	 35.33	 	 34.83	 35.83	 	 -
	 4	 35.52	 	 35.02	 36.02	 	 -
	 5	 34.17	 0.50	 33.67	 34.67	 -	 
	 6	 34.73	 	 34.23	 35.23	 	 -
	 7	 34.09	 	 33.59	 34.59	 -	 
	 8	 34.61	 	 34.11	 35.11	 	 -
	 9	 34.60	 	 34.10	 35.10	 	 -

ตารางที่ 2 	 การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อหมายเลข	3	จากผลการสอบเทียบครั้งที่	1	

	 1	 37.75	 	 37.25	 38.25	 -	 
	 2	 37.86	 	 37.36	 38.36	 -	 
	 3	 37.66	 	 37.16	 38.16	 -	 
	 4	 37.80	 	 37.30	 38.30	 -	 
	 5	 36.58	 0.50	 36.08	 37.08	 	 -
	 6	 36.97	 	 36.47	 37.47	 	 -
	 7	 36.54	 	 36.04	 37.04	 	 -
	 8	 36.87	 	 36.37	 37.37	 	 -
	 9	 36.92	 	 36.42	 37.42	 	 -

	 ผลการสอบเทียบ	 วิธีการประเมิน	 ผลการประเมินเทียบกับ

	 	 น�าอุณหภูมิเฉลี่ย	 เกณฑ์ก�าหนด	(36-38	�ซ)

	 	 อุณหภูมิ	 ความ	 ลบความ	 บวกความ	

	 ต�าแหน่ง	 เฉลี่ย	(	�ซ)	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ผ่าน	 ไม่ผ่าน

	 	 	 ± (	�ซ)	 (	�ซ)	 (	�ซ)

ตารางที่ 3 	 การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อหมายเลข	4	จากผลการสอบเทียบครั้งที่	1	

	 ผลการสอบเทียบ	 วิธีการประเมิน	 ผลการประเมินเทียบกับ

	 	 น�าอุณหภูมิเฉลี่ย	 เกณฑ์ก�าหนด	(34-36	�ซ)

	 	 อุณหภูมิ	 ความ	 ลบความ	 บวกความ	

	 ต�าแหน่ง	 เฉลี่ย	(	�ซ)	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ผ่าน	 ไม่ผ่าน

	 	 	 ± (	�ซ)	 (	�ซ)	 (	�ซ)
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	 1	 22.4	 	 20.9	 23.9	 	 -
	 2	 22.3	 	 20.8	 23.8	 	 -
	 3	 22.6	 	 21.1	 24.1	 	 -
	 4	 22.5	 	 21.0	 24.0	 	 -
	 5	 22.3	 1.50	 20.8	 23.8	 	 -
	 6	 22.3	 	 20.8	 23.8	 	 -
	 7	 22.5	 	 21.0	 24.0	 	 -
	 8	 22.3	 	 20.8	 23.8	 	 -
	 9	 22.4	 	 20.9	 23.9	 	 -

ตารางที่ 4 	 การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อหมายเลข	1	จากผลการสอบเทียบครั้งที่	2	

	 1	 29.970	 	 29.390	 30.550	 	 -
	 2	 30.174	 	 29.594	 30.754	 	 -
	 3	 30.283	 	 29.703	 30.863	 	 -
	 4	 30.176	 	 29.596	 30.756	 	 -
	 5	 30.078	 0.58	 29.498	 30.658	 	 -
	 6	 30.351	 	 29.771	 30.931	 	 -
	 7	 30.261	 	 29.681	 30.841	 	 -
	 8	 30.317	 	 29.737	 30.897	 	 -
	 9	 30.255	 	 29.675	 30.835	 	 -

	 ผลการสอบเทียบ	 วิธีการประเมิน	 ผลการประเมินเทียบกับ

	 	 น�าอุณหภูมิเฉลี่ย	 เกณฑ์ก�าหนด	(29-31	�ซ)

	 	 อุณหภูมิ	 ความ	 ลบความ	 บวกความ	

	 ต�าแหน่ง	 เฉลี่ย	(	�ซ)	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ผ่าน	 ไม่ผ่าน

	 	 	 ± (	�ซ)	 (	�ซ)	 (	�ซ)

ตารางที่ 5 	 การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อหมายเลข	2	จากผลการสอบเทียบครั้งที่	2	

	 ผลการสอบเทียบ	 วิธีการประเมิน	 ผลการประเมินเทียบกับ

	 	 น�าอุณหภูมิเฉลี่ย	 เกณฑ์ก�าหนด	(20-25	�ซ)

	 	 อุณหภูมิ	 ความ	 ลบความ	 บวกความ	

	 ต�าแหน่ง	 เฉลี่ย	(	�ซ)	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ผ่าน	 ไม่ผ่าน

	 	 	 ± (	�ซ)	 (	�ซ)	 (	�ซ)
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	 1	 31.818	 	 31.228	 32.408	 	 -
	 2	 32.038	 	 31.448	 32.628	 	 -
	 3	 32.128	 	 31.538	 32.718	 	 -
	 4	 32.031	 	 31.441	 32.621	 	 -
	 5	 32.041	 0.59	 31.451	 32.631	 	 -
	 6	 32.234	 	 31.644	 32.824	 	 -
	 7	 32.094	 	 31.504	 32.684	 	 -
	 8	 32.034	 	 31.444	 32.624	 	 -
	 9	 32.015	 	 31.485	 32.665	 	 -

ตารางที่ 6 	 การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อหมายเลข	2	จากผลการสอบเทียบครั้งที่	2	

	 1	 35.24	 	 34.79	 35.69	 	 -
	 2	 35.33	 	 34.88	 35.78	 	 -
	 3	 35.24	 	 34.79	 35.69	 	 -
	 4	 35.39	 	 34.94	 35.84	 	 -
	 5	 35.52	 0.45	 34.07	 35.97	 	 -
	 6	 34.77	 	 34.32	 35.22	 	 -
	 7	 34.54	 	 34.09	 34.99	 	 -
	 8	 34.78	 	 34.33	 35.23	 	 -
	 9	 34.87	 	 34.42	 35.32	 	 -

	 ผลการสอบเทียบ	 วิธีการประเมิน	 ผลการประเมินเทียบกับ

	 	 น�าอุณหภูมิเฉลี่ย	 เกณฑ์ก�าหนด	(34-36	�ซ)

	 	 อุณหภูมิ	 ความ	 ลบความ	 บวกความ	

	 ต�าแหน่ง	 เฉลี่ย	(	�ซ)	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ผ่าน	 ไม่ผ่าน

	 	 	 ± (	�ซ)	 (	�ซ)	 (	�ซ)

ตารางที่ 7 	 การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อหมายเลข	3	จากผลการสอบเทียบครั้งที่	2	

	 ผลการสอบเทียบ	 วิธีการประเมิน	 ผลการประเมินเทียบกับ

	 	 น�าอุณหภูมิเฉลี่ย	 เกณฑ์ก�าหนด	(31-33	�ซ)

	 	 อุณหภูมิ	 ความ	 ลบความ	 บวกความ	

	 ต�าแหน่ง	 เฉลี่ย	(	�ซ)	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ผ่าน	 ไม่ผ่าน

	 	 	 ± (	�ซ)	 (	�ซ)	 (	�ซ)
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	 1	 37.24	 	 36.79	 37.69	 	 -
	 2	 37.19	 	 36.74	 37.64	 	 -
	 3	 37.14	 	 36.69	 37.59	 	 -
	 4	 37.32	 	 36.77	 37.67	 	 -
	 5	 36.53	 0.45	 36.08	 36.98	 	 -
	 6	 36.65	 	 36.20	 37.10	 	 -
	 7	 36.51	 	 36.06	 36.96	 	 -
	 8	 36.66	 	 36.21	 37.11	 	 -
	 9	 36.81	 	 36.36	 37.26	 	 -

ตารางที่ 8 	 การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อหมายเลข	4	จากผลการสอบเทียบครั้งที่	2	

ตารางที่ 9 	 แหล่งความไม่แน่นอนของการวัดของตู้อบเพาะเชื้อที่อุณหภูมิสอบเทียบ	30	�ซ

	 ผลการสอบเทียบ	 วิธีการประเมิน	 ผลการประเมินเทียบกับ

	 	 น�าอุณหภูมิเฉลี่ย	 เกณฑ์ก�าหนด	(36-38	�ซ)

	 	 อุณหภูมิ	 ความ	 ลบความ	 บวกความ	

	 ต�าแหน่ง	 เฉลี่ย	(	�ซ)	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ไม่แน่นอน	 ผ่าน	 ไม่ผ่าน

	 	 	 ± (	�ซ)	 (	�ซ)	 (	�ซ)

Symbol	 Source	of	uncertainty	 Value	 Probability	 Divisor		 Ci	 Ui	 Vi	or	Veff

	 	 	 	 ± ( �C)	 Distribution		 	 	 ± ( �C)

	U
1
	 Calibration	of	STD	 0.250	 Normal	 2	 1	 0.12500	 α

	U
2
	 Drift	of	STD		 0.4000	 Rectangular	 1.73	 1	 0.23094	 α

	U
3
	 Resolution	of	STD		 0.001/2	 Rectangular	 1.73	 1	 0.00029	 α

	U
4
	 Resolution	of	UUC*	 	0.1/2	 Rectangular	 1.73	 1	 0.02887	 α

	U
5
	 Temperature	Coefficient	 0.060	 Triangular	 2.45	 1	 0.0245	 α

	U
6
	 Loading	Effect	of	STD	 0.228	 Rectangular	 1.73	 1	 1.1315	 α

	U
7
	 Radiation	Effect	of	STD	 0.030	 Rectangular	 1.73	 1	 0.0173	 α

	U
8
	 Repeatability	of	STD	 1.043	 Normal	 1	 1	 1.0429	 29

	U
9
	 Repeatability	of	UUC	 0.073	 Normal	 1	 1	 0.0731	 29

	U
C
	 Combined	Uncertainty	 1.087	 Normal	 	 	 	 34

	U	 Expanded	Uncertainty	 2.3	 Normal	k	=	2.09	 	 	
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วิจารณ์
	การประเมินความใช้ได้ของตู้อบเพาะเชื้อ

จากผลการสอบเทียบครั้งที่	 1	 ของตู้อบเพาะเชื้อ

หมายเลข	1	และหมายเลข	2	พบทกุต�าแหน่งภายใน

ตู้ประเมินไม่ผ่าน	 ท�าให้ไม่สามารถใช้งานส�าหรับ	

การตรวจวิเคราะห์	ยีสต์	รา	B.cereus ในอาหารและ

ปริมาณจุลินทรีย์ในนมและผลิตภัณฑ์นม	ส่วนตู้อบ

เพาะเชื้อหมายเลข	 3	 และหมายเลข	 4	 ประเมิน	

ไม่ผ่านบางต�าแหน่ง	 จึงน�าไปใช้งานส�าหรับการ

ตรวจวิเคราะห์	 coliforms	 และ Salmonella	 spp.	

ได้เพียงบางต�าแหน่งภายในตู้	 ท�าให้การใช้งาน	

มีข้อจ�ากัดและเกิดความไม่สะดวก	 ดังนั้นหาก	

ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยาน�าผล

การสอบเทียบครั้งนี้มาใช้	ห้องปฏิบัติการฯ	ต้องซื้อ

ตู้อบเพาะเชื้อใหม่จ�านวน	2	ถึง	4	ตู้	ซึ่งเป็นจ�านวน

เงินหลายแสนบาท	 ส่วนการประเมินฯ	 จากผลการ

สอบเทียบครั้งที่	 2	 เป็นการสอบเทียบในอาหาร

เลี้ยงเชื้อซึ่งเป็นสภาวะเหมือนจริงที่ใช้ในการเพาะ

เลี้ยงจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ	 พบทุกต�าแหน่งภายในตู้

อบเพาะเชื้อทั้ง	 4	 ตู้	 สามารถน�าไปใช้งานส�าหรับ

ตรวจวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ	 ได้	 ที่เป็น

เช่นนี้เพราะการสอบเทียบครั้งที่	 2	 ได้ค่าความไม่

แน่นอนของการวัดลดลงมากเมื่อเปรียบเทียบกับ

การสอบเทียบครั้งที่	 1	 การที่ค่าความไม่แน่นอน	

ของการวัดมีค่าลดลงมาก	 เพราะความทวนซ�้าได้	

(repeatability)	 ของหัววัดมาตรฐานซึ่งเป็นแหล่ง

ส�าคัญของความไม่แน่นอนของการวัด	 (ตาราง	

	 1	 	 1.168	 1.80	 1.06
	 	 22.50	
	 2	 	 0.298	 0.40	 0.60

	 1	 	 1.043	 1.50	 1.60
	 	 30	
	 2	 	 0.061	 0.13	 0.54

	 1	 	 1.005	 1.50	 1.50
	 	 32	 	
	 2	 	 0.086	 0.15	 0.53

	 1	 	 0.055	 0.09	 1.53
	 	 35	
	 2	 	 0.005	 0.02	 0.87

	 1	 	 0.021	 0.05	 1.36
	 	 37	
	 2	 	 0.004	 0.01	 0.74

ตารางที่ 10		เปรียบเทียบค่าต่างๆ	ที่ได้จากการสอบเทียบครั้งที่	1	และครั้งที่	2

	การสอบเทียบครั้งที่	 อุณหภูมิ	(	�ซ)	 Repeatability	of		 Stability	 Uniformity

	 	 	 standard	 ± (	�ซ)	 (	�ซ)

ค่าที่ได้จากการสอบเทียบ
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ที่	 9)	 มีค่าลดลงมาก	 (ตารางที่	 10)	 การที่ค่านี้	

ลดลงสอดคล้องกับหลักอุณหพลศาสตร ์หรือ	

หลักการเปลี่ยนแปลงความร้อน	 (thermody-

namic)	 เมื่อพลังงานความร้อนในตู้อบเพาะเชื้อ

เปลี่ยนแปลง	 (ขึ้นหรือลงสลับกันตามการท�างาน

ของตู)้	อณุหภมูขิองอากาศในแต่ละต�าแหน่ง	(ทีว่าง

หัววัดมาตรฐาน)	 ภายในตู้จะเกิดการเปลี่ยนแปลง	

ตามอย่างรวดเร็ว	 ในขณะที่อุณหภูมิในของเหลว	

หรือของแข็งจะเปลี่ยนแปลงช ้าหรือแทบไม ่	

เปลี่ยนแปลง(11)	 	ดังนั้นความเบี่ยงเบนมาตรฐาน	

ของอุณหภูมิในของเหลวหรือของแข็งจากการ	

สอบเทียบครั้งที่	 2	 จึงมีค่าน้อยกว่าความเบี่ยงเบน

มาตรฐานของอุณหภูมิในอากาศจากการสอบเทียบ

ครัง้ที	่1	ขณะเดยีวกนัยงัมผีลให้ค่าความเสถยีรและ	

ค่าความเป็นเอกรปูลดลงมากไปด้วย	(ตารางที	่10)	

การประเมินความใช้ได้ในภาพรวมของตู้อบ

เพาะเชื้อควรน�าค่าความไม่แน่นอนของระบบ	(ของ

ตูอ้บเพาะเชือ้)	ซึง่มค่ีามากสดุ	(มากกว่าค่าความไม่

แน่นอนของแต่ละต�าแหน่งภายในตู้)	 มาใช้ในการ

ประเมิน	 ซึ่งห้องปฏิบัติการสอบเทียบต้องรายงาน

ค่าความไม่นอนของระบบในใบรับรอง(6)	กรณีที่น�า

ค่านี้มาบวกและลบอุณหภูมิเฉลี่ยของทุกต�าแหน่ง

และผลผ่าน	จึงไม่จ�าเป็นต้องน�าค่าความไม่แน่นอน

ของแต่ละต�าแหน่งมาใช้บวกและลบอุณหภูมิเฉลี่ย

ในต�าแหน่งนั้น	 ซึ่งเป็นเรื่องค่อนข้างยุ่งยากส�าหรับ

ห้องปฏิบัติการทดสอบเพราะต้องขอข้อมูลการ	

สอบเทียบเพื่อน�ามาค�านวณหาค่าความไม่แน่นอน

ของแต่ละต�าแหน่ง

สรุป
	กรณทีีห้่องปฏบิตักิารทดสอบทางจลุชวีวทิยา

จะน�าผลการสอบเทยีบตามวธิมีาตรฐาน(8,	9)		ซึง่ต้อง

ไม่มีสิ่งของภายในตู้มาประเมินความใช้งานได้ของ	

ตูอ้บเพาะเชือ้(7)	แล้วพบว่าผลไม่ผ่าน	ห้องปฏบิตักิาร

ยงัไม่ควรซือ้ตูอ้บเพาะเชือ้ใหม่	แต่ควรประเมนิใหม่	

โดยน�าผลการสอบเทียบในอาหารเลี้ยงเชื้อมาใช้

แทน	 ซึ่งการประเมินความใช้งานได้ของตู้อบเพาะ

เชือ้วธินีีส้อดคล้องกบัสภาวะการเลีย้งเชือ้จงึมคีวาม

ถูกต้องมากกว่าและมีโอกาสผ่านเกณฑ์มากขึ้น	

ไม่จ�าเป็นต้องซือ้ตูอ้บเพาะเชือ้ใหม่ซึง่ส่วนใหญ่ต้อง

น�าเข้าจากต่างประเทศและมีราคาค่อนข้างสูง	ท�าให้

ห้องปฏิบัติการสามารถประหยัดงบประมาณได้
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AbStrACt  Four	 incubators	for	microbiological	 testing	were	evaluated	 to	ensure	 their	performance	by	being	

calibrated	 twice	at	22.5	 �C,	30	 �C,	32	 �C	35	 �C,	and	37	 �C.	The	 first	 calibration	was	conducted	by	measuring	

the	temperatures	under	unloaded	condition	and	the	second	under	loaded	condition,	in	culture	broth	and	in	the	middle	

of	10	pieces	of		petrifilm agar	stack.	Results	of	the	first	calibration	of	two	incubators	at	22.5	�C,	30	�C,	and	32	�C	

did	not	comply	with	the	acceptance	criteria.	These	due	to	the	uncertainty	of	measurement,	±		2.8	�C,	±		2.3	�C,	and	

±	2.2	 �C	respectively,	beyond	the	maximum	permissible	error	(MPE)	for	 the	analysis	of	yeasts/molds	 in	foods	

(±		2.5	�C),	Bacillus cereus in	foods	(±		1	�C),	and	total	plate	count	in	milk	and	milk	products	(±		1	�C)	respectively.	

Also,	the	results	of	the	other	two	incubators	at	35	�C	and	37	�C	which	included	their	uncertainty	of	measurement,	

beyond	the	MPE	for	the	analysis	of	coliforms	(35	±		1	 �C)	and Salmonella	spp.	in	foods	(37	±		1	 �C)	in	some	

positions.	The	second	calibration	revealed	that	every	incubator	passed	the	evaluation	which	indicates	that	they	can	

be	used	for	the	analysis	of	the	above-mentioned	microbiological	test	items.		Therefore,	the	performance	evaluation	

of	incubator	calibrated	under	loaded	condition	is	preferable	because	of	its	higher	accuracy	and	lower	uncertainty	of	

measurement.	it	is	likely	that	the	evaluation	of	incubator	will	pass.		So,	there	is	no	need	to	buy	the	new	incubators	

and	this	help	save	a	lot	of	budget.

Keywords : incubator, calibration, performance, microbiological testing


