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การควบคุมคณุภาพผลการทดสอบ

ทางจุลชวีวทิยา



Microbiological testing 
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การทดสอบทางจุลชีววิทยาครอบคลุมการวิเคราะห์จุลินทรีย์ แบคทีเรีย เช้ือรา 

ไวรัส และปรสติ ใช้กนัอย่างแพร่หลายในอตุสาหกรรมต่างๆ เพ่ือให้มั่นใจว่า

อตุสาหกรรมเหล่าน้ีผลิตเฉพาะผลิตภัณฑท์ี่ปลอดภัยส าหรับการบริโภคของ

มนุษย์จะไม่ปนเป้ือนด้วยจุลินทรีย์ที่อาจเป็นอนัตรายต่อสขุภาพของเรา

จากลักษณะธรรมชาติของการทดสอบทางจุลชีววิทยา ความถูกต้องและความ

น่าเช่ือถอืจึงมีความส าคัญอย่างยิ่ง มาตรฐานลดลงหรือการควบคุมคุณภาพถูก

ละเลยในห้องปฏบัิติการจุลชีววิทยา อาจน าไปสู่ผลลัพธท์ี่ไม่ถูกต้องและการ

ปนเป้ือนของจุลินทรีย์ได้



What Is Quality Control?
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• รับประกนัความน่าเชือ่ถอื ความถกูตอ้ง 

• ท าซ ้าของผลการทดสอบทางจลุชวีวทิยาในทกุ
วัน 

• ป้องกนัความผดิพลาดกอ่นสง่มอบรายงานผล 

• ป้องกนัสิง่เจอืปนทีอ่าจกอ่ใหเ้กดิการปนเป้ือน
ได ้

เป็นกระบวนการทีเ่ป็น
ระบบ 

• ลดขอ้ผดิพลาด

• สภาพแวดลอ้มในการทดสอบไดรั้บการควบคมุ
และปลอดเชือ้ตลอดเวลา 

• นักจลุชวีวทิยาและเจา้หนา้ทีท่กุคนตอ้งปฏบิัติ
ตามวธิปีฏบิัตแิละมาตรฐานทีก่ าหนดไว ้

ชุดของวธิปีฏบิตัแิละ
มาตรการตา่งๆ 



ท าไมถึงส าคัญ?
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ปฏบิัตติามขอ้ก าหนดดา้นกฎระเบยีบ และรับประกนัวา่ผลติ ภณัฑท์ี่
ทดสอบนัน้ปลอดภยัส าหรับการบรโิภค

ลดความเสีย่งของขอ้มลูทีไ่มถ่กูตอ้งหรอืผลลพัธท์ีผ่ดิพลาด เพิม่
โอกาสในการท าซ ้าผลลพัธไ์ดใ้นแตล่ะล็อตการควบคมุคณุภาพ

เพิม่ประสทิธภิาพดา้นตน้ทนุโดยลดจ านวนการเรยีกคนืผลติภัณฑ์
หลกีเลีย่งการฟ้องรอ้งทีอ่าจเกดิขึน้หากมผีลติภณัฑป์นเป้ือน

สง่มอบผลลพัธท์ีม่คีณุภาพไดอ้ยา่งสม า่เสมอ สรา้งความไวว้างใจ และ
ความน่าเชือ่ถอืใหก้บัทัง้ลกูคา้และผูบ้รโิภค



องค์ประกอบหลกัของ IQC ทางจุลชวีวทิยา
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การควบคมุคณุภาพ
อาหารเลีย้งเชือ้ 
(Media QC)

• ความปราศจากเชือ้ 
(Sterility Check): มี
การปนเป้ือนหรอืไม่

• ประสทิธภิาพการเตบิโต
(Growth Promotion 
Test): ยนืยนัวา่อาหาร
เลีย้งเชือ้นัน้ชว่ยใหเ้ชือ้
เป้าหมายโตไดจ้รงิ และ
ยบัยัง้เชือ้ทีไ่มเ่กีย่วขอ้ง

การใชเ้ชือ้มาตรฐาน 
(Control 

Organisms)

• Positive Control: ใช ้
เชือ้ทีท่ราบผลแน่นอน
วา่ตอ้งใหผ้ลบวก (เชน่
ใช ้ E. coli ทดสอบการ
เปลีย่นสใีนอาหารเลีย้ง
เชือ้เฉพาะทาง)

• Negative Control: ใช ้
เชือ้ทีต่อ้งไมใ่หผ้ลการ
ทดสอบนัน้ๆ เพือ่เชค็
ความจ าเพาะ 
(Specificity)

การตรวจสอบเครือ่งมอื
(Equipment 
Monitoring)

• มอีปุกรณ์ทีถ่กูตอ้ง
ครบถว้น

• ตรวจสอบ (Functional 
check) และบ ารงุรักษา
อยา่งสม า่เสมอ วา่
อปุกรณ์เหมาะสมกบั
การใชง้าน เชน่ เชค็
อณุหภมูิ

• เครือ่งมอืหลักควรไดร้ับ
การสอบเทยีบและ
ตรวจสอบความถกูตอ้ง



องค์ประกอบหลกัของ IQC ทางจุลชวีวทิยา
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 จดัท า SOP (ขัน้ตอนการปฏบิตังิานมาตรฐาน) อยา่งละเอยีดพรอ้มค าแนะน า
เกีย่วกบั

 วธิกีารทดสอบอยา่งถกูตอ้ง 

 การจัดการตวัอยา่งอยา่งปลอดภัย 

 การวเิคราะหผ์ลลพัธอ์ยา่งแมน่ย า SOP 

 ความช านาญของบคุลากร (Staff Competency)

 ไดรั้บการฝึกอบรมทีเ่หมาะสม

 เขา้ใจอยา่งลกึซึง้ถงึความส าคญัของการควบคมุคณุภาพทีม่ปีระสทิธภิาพ

 สภาพแวดลอ้มของหอ้งปฏบิตักิาร 

 ควรประเมนิเป็นระยะ เพือ่ระบแุละก าจัดความเสีย่งจากการปนเป้ือน 

 ตรวจสอบอากาศและพืน้ผวิการท างาน

 ระบบเอกสาร ตอ้งจัดท าเอกสารและบนัทกึ

 การทดสอบในหอ้งปฏบิัตกิาร ผลลพัธ ์และความผดิปกติ

 เป็นประโยชนส์ าหรับการตรวจสอบยอ้นกลับ การตรวจสอบหอ้งปฏบิัตกิาร และ
การปฏบิตัติามกฎระเบยีบอกีดว้ย



มาตรฐานที่เกีย่วขอ้ง
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มาตรฐาน ISO 
15189 ส าหรับ

ห้องปฏบิัติการ

การแพทย์

ISO 
17025 ส าหรับ

ห้องปฏบิัติการ

ทดสอบทั่วไป 

แนวทาง

จาก CLSI ส าหรับ
การทดสอบความไว

ต่อยาปฏชีิวนะ

ISO 7218 ส าหรับ
ห้องปฏบิัติการ

อาหาร อาหารสตัว์

และห่วงโซ่อาหาร



การควบคมุคณุภาพภายใน (IQC) ทางจุลชวีวทิยาในทางปฏบิตั ิ
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การเตรยีมและการตรวจสอบอาหารเลีย้งเชือ้ (Culture 
Media QC) แตล่ะรุน่ (Lot/Batch) ตอ้งท าสิง่ตอ่ไปนีก้อ่น

น าไปใชง้านจรงิ

Sterility Test: น าอาหารทีเ่ตรยีมเสร็จแลว้ประมาณ 5-10% 
ไปบม่ทีอ่ณุหภมูทิีใ่ชท้ดสอบจรงิ เพือ่ดวูา่มกีารปนเป้ือนหรอืไม่

Performance Testing (GPT): ตอ้งใช ้ เชือ้มาตรฐาน 
(Reference Strains)

• Productivity: เชือ้เป้าหมายตอ้งโตไดด้ตีามลักษณะทีค่วรจะเป็น

• Selectivity: ส าหรับอาหารเลีย้งเชือ้เฉพาะทาง เชือ้ทีไ่มเ่กีย่วขอ้ง
ตอ้งถกูยับยัง้ไมใ่หโ้ต

Physical Check: ตรวจสอบคา่ pH, สขีองอาหาร, ความแข็งของเจล 
และความเรยีบของผวิหนา้อาหาร



การควบคมุคณุภาพภายใน (IQC) ทางจุลชวีวทิยาในทางปฏบิตั ิ
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การควบคมุคณุภาพของเชือ้
มาตรฐาน (Reference Culture 

Maintenance)

• การรักษา "สายพันธุเ์ชือ้" ใหค้งเดมิ
มคีวามส าคญัมากในทางปฏบิตั:ิ

• Traceability: ตอ้งใชเ้ชือ้อา้งองิ
จากหน่วยงานระดบัชาตหิรอืสากล

• Seed Lot System: เก็บเชือ้
ตน้แบบเป็น stock culture แลว้
แบง่มาท า working culture เพือ่
ลดความเสีย่งทีเ่ชือ้จะกลายพันธุ์
จากการเพาะเลีย้งซ ้าหลายครัง้

การตรวจสอบระหวา่งการทดสอบ 
(Analytical QC)

• Positive & Negative 
Controls: ตอ้งท าควบคูไ่ปกบั
ตวัอยา่งจรงิทกุครัง้ (เชน่ การเพาะเชือ้
ใน selective media หรอืการทดสอบ
คณุสมบตัทิางชวีเคม)ี 

• Duplicate Testing: สุม่ตวัอยา่ง
เดยีวกนัใหเ้จา้หนา้ทีส่องคนตรวจ หรอื
คนเดยีวตรวจซ ้า เพือ่เชค็ความ
สอดคลอ้งของผลลพัธ์

• Environmental Monitoring: วาง
จานอาหารเลีย้งเชือ้ (Settle Plates) 
หรอืเชค็พืน้ผวิ (Swab Test) ในบรเิวณ
ทีท่ าการทดสอบ เพือ่ตรวจสอบระดับ
การปนเป้ือนในอากาศและโตะ๊
ปฏบิตังิาน



การควบคมุคณุภาพภายใน (IQC) ทางจุลชวีวทิยาในทางปฏบิตั ิ
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การจดัการขอ้มลูและการตดิตาม 
(Data Monitoring)

• Levey-Jennings Charts: ในการ
ทดสอบเชงิปรมิาณควรน าคา่ทีไ่ด ้
จาก Positive Control มาลงกราฟ
เพือ่ดแูนวโนม้ (Trend) หากพบวา่
คา่เริม่ออกนอกชว่ง ±2SD หรอื 
±3SD ตอ้งรบีหาสาเหตแุละแกไ้ข

• SOPs (Standard Operating 
Procedures): เจา้หนา้ทีท่กุคน
ตอ้งปฏบิตัติามคูม่อืขัน้ตอนการ
ด าเนนิงานมาตรฐานอยา่งเครง่ครัด
และมกีารบนัทกึผล (Records) อยา่ง
เป็นระบบเพือ่การตรวจสอบ
ยอ้นกลบั

การด าเนนิการเมือ่ผล QC "หลดุ"
หรอืไมเ่ป็นไปตามเกณฑ:์

• Quarantine: ระงับการรายงานผล
ของตวัอยา่งทีท่ าพรอ้มกบั QC ชดุ
นัน้

• Investigation: ตรวจสอบหา
สาเหต ุเชน่ อาหารเสือ่มสภาพ, 
เครือ่งมอือณุหภมูไิมค่งที,่ หรอืความ
ผดิพลาดของตวับคุคล

• Re-test: ท าการทดสอบใหม่
ทัง้หมดหลงัจากแกไ้ขสาเหตแุลว้
และบนัทกึเหตกุารณ์ไวใ้นใบ Non-
Conformance (NC)



Internal Quality Control ตาม ISO 7218
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ส าหรับมาตรฐาน ISO 7218:2024 เนน้การใช ้Risk-based 
approach และการตรวจสอบความถกูตอ้งเชงิสถติทิีช่ดัเจนขึน้ ดงันี:้

1. การควบคมุประสทิธภิาพการทดสอบ (Performance Monitoring)

 เนน้วา่หอ้งปฏบิตักิารตอ้งมแีผนการตรวจสอบทีค่รอบคลมุตลอด
กระบวนการ:

 การใช ้Matrix Control: แนะน าใหใ้ชต้วัอยา่งทีม่ลีกัษณะใกลเ้คยีง
กบัตวัอยา่งจรงิ (Matrix-matched) ในการท า QC เชน่ หากตรวจ
เนือ้สตัว ์ควรใชต้วัอยา่งเนือ้สตัวท์ีเ่ตมิเชือ้ลงไป (Spiked sample) แทน
การใชเ้พยีงน ้ายาบฟัเฟอร์

 ความถี ่(Frequency): ตอ้งก าหนดตามปรมิาณงานและความเสีย่ง 
หากพบผลทีผ่ดิปกตบิอ่ยครัง้ หรอืมกีารเปลีย่นปัจจัยส าคญั (เชน่ 
เปลีย่น Lot อาหารเลีย้งเชือ้, เปลีย่นเจา้หนา้ที)่ ตอ้งเพิม่ความถีใ่นการ
ท า IQC



Internal Quality Control ตาม ISO 7218
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2. การควบคมุเชงิปรมิาณ (Quantitative IQC)

เนน้ย ้าเรือ่งความแมน่ย าและการตรวจสอบซ ้า:

 Replicate Counts: การนับจ านวนเชือ้ในจานอาหารเลีย้งเชือ้ (Petri
dishes) โดยเจา้หนา้ทีค่นเดมิหรอืตา่งคน เพือ่
ประเมนิ Repeatability และ Reproducibility ภายในแล็บ

 Acceptance Criteria: ก าหนดเกณฑก์ารยอมรับโดยใชค้า่ความคลาด
เคลือ่นทีย่อมรับได ้(Maximum Permissible Error) เชน่ ผลตา่งของการ
นับซ ้าตอ้งไมเ่กนิคา่ทางสถติทิีก่ าหนด (มักใช ้≤0.1 ถงึ 0.3 หน่วย CFU)

 Use of Control Charts: ใหม้กีารใชก้ราฟควบคมุเพือ่ดแูนวโนม้ 
(Trending) และวเิคราะหค์วามคลาดเคลือ่นเชงิระบบ (Systematic 
Error)



Internal Quality Control ตาม ISO 7218
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3. การควบคมุเชงิคณุภาพ (Qualitative IQC)

เนน้การยนืยันประสทิธภิาพของขัน้ตอนการเพิม่จ านวนเชือ้ (Enrichment):

 Positive & Negative Controls: ตอ้งท าควบคูไ่ปกบัทกุ Batch ของ
ตวัอยา่ง

 Low-level Inoculation: การท า Positive Control ตอ้งใชเ้ชือ้ใน
ปรมิาณนอ้ย (Target level) เพือ่พสิจูนว์า่วธิทีดสอบมคีวามไว 
(Sensitivity) เพยีงพอทีจ่ะตรวจพบเชือ้ในสภาวะจรงิได ้

4. การจดัการเชือ้มาตรฐาน (Reference Strains)

เนน้ย ้าเรือ่งความบรสิทุธิแ์ละการตรวจสอบยอ้นกลบั:

 Verification of Strains: ตอ้งมกีารตรวจสอบยนืยันคณุลกัษณะ
ทางฟีโนไทป์ (Phenotypic) หรอืจโีนไทป์ (Genotypic) ของเชือ้
มาตรฐานทีเ่ก็บไวเ้ป็นระยะ

 Subculturing: จ ากดัจ านวนครัง้ในการตอ่เชือ้ (Passage) เพือ่ป้องกนั
การกลายพันธุ ์(โดยปกตไิมเ่กนิ 5 ครัง้จาก Reference strain ตน้ฉบบั)



Internal Quality Control ตาม ISO 7218
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5. ความคลาดเคลือ่นและความไมแ่นน่อน (Measurement 
Uncertainty - MU) ใหค้วามส าคญักบัการค านวณ MU ทีค่รอบคลมุมาก
ขึน้:

 ตอ้งน าผลจาก IQC Data (เชน่ ผลตา่งจากการท า Duplicate) มาใชเ้ป็น
สว่นหนึง่ในการประเมนิคา่ความไมแ่น่นอนของการวดั

 ตอ้งสามารถอธบิายไดว้า่คา่ความไมแ่น่นอนนัน้สง่ผลตอ่การตดัสนิใจ 
(Statement of Conformity) อยา่งไร

6. การตรวจสอบความช านาญของเจา้หนา้ที ่(Analyst Competence)

 ตอ้งมแีผนการทดสอบ Blind Testing โดยใหท้ดสอบตวัอยา่งทีไ่มท่ราบ
ผลลพัธล์ว่งหนา้ เพือ่ยนืยันความสามารถสว่นบคุคลอยา่งนอ้ยปีละ 1 ครัง้

7. การบรูณาการระบบการจดัการขอ้มลูใหเ้ป็นดจิทิลัมากขึน้ และการให ้
ความส าคญักบั "ความถกูตอ้งของกระบวนการเตรยีมตวัอยา่ง" (Sample 
Preparation) ซึง่เป็นจดุทีเ่กดิความคลาดเคลือ่นไดส้งูทีส่ดุในจลุชวีวทิยา
อาหาร



Laboratory quality control in microbiology
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Process controls
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process controls อาจท าควบคู่ไปกับงานทดสอบประจ าด้วยความถี่ที่

ก าหนดไว้ล่วงหน้า โดยรวมทั้ง blanks, positive controls of 

target organisms และ negative controls of a non-target or 

atypical organisms, การใช้ culture suspension หรือ spiked 

samples

Blank samples 

Blank samples หรือ sterilized sample จากห่วงโซ่อาหารเพื่อดู 

matrix effects ให้ความม่ันใจความปลอดเชื้อของอาหารเลี้ยงเชื้อ

และอุปกรณ์ และ aseptic performance ของทุกการด าเนินการ 

ต้องไม่มีการเจริญ แต่การปนเปื้อนระดับต่ าอาจยอมได้ในการนับ

จ านวนถ้าในเกณฑ์อ าหนดระบุไว้



Positive control organisms
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Positive control เทียบได้กับเชื้อเป้าหมายและสร้างโคโลนีจ าเพาะบน

agar หรือให้ปฎิกิริยาบวกใน broth และในการตรวจยืนยัน 

Positive control มีความส าคัญที่จะแสดงว่าการทดสอบถูกต้อง

การตรวจพบในตัวอย่างแสดงว่ามีการปนเปื้อนข้ามและต้องการการ

สืบสวนต่อ และท าการทดสอบซ้ าก่อนรายงานว่า negative

Qualitative methods: control organism ควรใกล้ค่า LOD95 (e.g. 3-

10 cfu/test portion) เพื่อหลีกเลี่ยง false-negative

Enumeration method: 

solid media control organism ควรสร้างโคโลนีจ านวนที่เชื่อถือได้

บนจาน (e.g. 50-100), 

อาหารเหลวโดย MPN จ านวนหลอดบวกที่เชื่อถือได้



Negative control organisms 
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Atypical and non-target

Atypical and non-target controls สามารถเจริญบน tested 

medium แต่สร้าง atypical colony บนวุ้น (หรือปฎิกิริยาใน

broth) และการตรวจยืนยัน

Inhibition

Negative control จะถูกยับยั้งใน used media และใช้ในการ

ทดสอบประสิทธิภาพของ media แต่พบน้อยใน IQC 



Miscellaneous process controls
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กิจกรรมส าคัญอื่นๆ เช่น 

 culture media control 

 time-temperature control of incubation 

 Verifying Proprietary Kits/Commercial Confirmation 

Tests (positive +/- negative control cultures)

ควรเฝ้าระวังควบคู่กับการทดสอบประจ า



Replicate testing
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Replicate testing เป็นการทดสอบซ้ าจากต่างส่วนของตัวอย่างเดียวกัน 

(split samples), reference samples หรือ artificially 

contaminated (spiked) matrices 

มีทั้ง repeatability (same conditions) and/or reproducibility 

(different conditions) ส าหรับเฝ้าระวังการปฏิบัติงานของบุคลากร

และอื่นๆ นิยมท าซ้ าสอง แต่มากซ้ ากว่านี้ก็ได้

reproducibility ใช้ในการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบได้

ด้วย (ISO 19036)



Spiked samples
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แนะน าใช้เมื่อเชื้อเป้าหมายพบน้อยในงานทดสอบประจ า ให้

บุคลากรทุกคน ท า blind tested 

เตรียมโดยใช้ทั้งเชื้อ typical และ atypical, ทราบปริมาณ, 

appropriate to samples, method, organism หรือ

Reference materials (if available/appropriate) 

ใชต้ัวอย่างที่ทดสอบประจ าอย่างสม่ าเสมอ

มีประโยชน์ในการอบรมหรือ updating technicians และเป็น

ส่วนเสริมของการทดสอบ EQA ซึ่งอาจไม่บ่อยนักและมี

ค่าใช้จ่ายสูง



External quality assessment 
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 การเข้าร่วม PT หรือ interlaboratory comparisons (ILC) เป็นการ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของห้องปฎิบัติการกับห้องปฎิบัติการอื่น เม่ือ

ประเมินผล PT ไม่ควรดูเฉพาะคะแนน ควรตรวจสอบแนวโน้มต่างๆ 

เพื่อประเมิน และหากจ าเป็นแก้ไข bias ทีอ่าจเกิดขึ้น

 เลือก PT schemes ที่ได้รับการรับรอง ISO/IEC 17043 และ 

ประเด็นส าคัญคือจ านวนตัวอย่างเชิงลบและเชิงบวก ระดับของการ

ปนเปื้อนเหมาะสมหรือไม่ และประเภทของ matrix

 ถ้า PT หรือ EQA schemes ไม่มีส าหรับเชื้อเฉพาะ และ/หรือ matrix 

ให้เข้าร่วม ILC studies กับห้องปฎิบัติการอื่นที่มีตัวอย่างใกล้เคียง ให้

ใช้การประเมินผลทางสถิติเมื่อท าได้ (ดู ISO 17043 และISO 22117)



การควบคมุผลการทดสอบเชงิคณุภาพ (Qualitative Control)
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เป็นการทดสอบเพื่อดูว่า "พบ (Detected)" หรือ "ไม่พบ (Not 

Detected)"

 Positive Control (ตัวควบคมุผลบวก):

 Negative Control (ตัวควบคมุผลลบ):

 เกณฑก์ารตดัสนิ: ผลต้องออกมา "ตรงตามคาดหมาย 

100%" หาก Positive ให้ผลลบ หรือ Negative ให้ผลบวก 

จะต้องปฏิเสธผลการทดสอบในชุดนั้นทันที



การควบคมุผลการทดสอบเชงิปรมิาณ (Quantitative Control)

SUPANNEE  THEPAROONRAT             24

เป็นการทดสอบเพื่อหา "จ านวน" ของจุลินทรยี์ (เช่น CFU/g หรือ CFU/ml)

 Duplicate/Replicate Testing:

วิธีท า: น าตัวอย่างเดียวกันมาแยกท าเปน็ 2 ส่วน (Duplicate) แล้วทดสอบ

ขนานกันไป เพื่อดู Repeatability (ความแมน่ย าภายในตวับคุคล) ผลต่าง

ระหว่างสองคา่ต้องไม่เกินเกณฑ์ที่ก าหนด (เช่น ไม่เกิน 0.3 log unit)

 Duplicates of plates:

ประเมินความแตกต่างของจ านวนโคโลนทีี่มาจากตัวอย่างเดียวกัน ความเจือ

จางเดียวกัน (เกณฑ์ดูจาก ISO 14461-2)

• Dilution factor:

ประเมินความแตกต่างของจ านวนโคโลนรีะหว่าง 2 tenfold dilutions จาก

ตัวอย่างเดียวกัน (เกณฑ์ดูจาก ISO 14461-2)

ISO 7218 แนะน าให้ใช ้the colony count techniques (CCT) calculator 

หาได้จาก https://standards.iso.org/iso/7218/ed-4/en/ ในการค านวณ

รวมถึงผลการทวนสอบการค านวณ

https://standards.iso.org/iso/7218/ed-4/en/


การควบคมุผลการทดสอบเชงิปรมิาณ (Quantitative Control)
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 Spiked Sample:

วิธีท า: ใส่เชื้อมาตรฐานในจ านวนที่ทราบค่าแน่นอน ลงในตัวอย่างควบคุม แล้ว

น าไปทดสอบตามกระบวนการปกติ เพ่ือค านวณ % Recovery (ค่าท่ีตรวจได้

เทียบกับค่าท่ีใส่จริง) เพ่ือดูความแม่นย าของกระบวนการ

 Control Charts (Levey-Jennings Chart):

วิธีท า: น าค่าที่ได้จากตัวอย่างควบคมุในแต่ละวนัมาพล็อตลงกราฟ เพ่ือดู

แนวโน้ม (Trend) และค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD)

เกณฑก์ารตดัสนิ: มักใช้กฎ Westgard Rules เช่น หากค่าหลุดเกิน 

±3SD หรือมีค่าเรียงกันเกิน 7 วันในทิศทางเดียวกัน แสดงว่าระบบเริม่มี

ความผิดปกติ (Systematic Error)



การตัง้เกณฑก์ารยอมรบั (Acceptance Criteria)
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ส าหรับการทดสอบเชงิปรมิาณ (เชน่ การนับจ านวน CFU) เราจะใชค้า่สถติจิาก
ผล QC ยอ้นหลงั (อยา่งนอ้ย 20-30 คา่) มาค านวณหา:

 Mean : คา่เฉลีย่ของจ านวนเชือ้ทีนั่บได ้(แนะน าใหแ้ปลงเป็นคา่ Log10 
กอ่นค านวณ)

 Standard Deviation (SD): คา่เบีย่งเบนมาตรฐาน เพือ่ดกูารกระจายตวั
ของขอ้มลู

เกณฑก์ารยอมรบัสากล:

 Warning Limit (ขดีจ ากดัเตอืน): คอืชว่ง ±2SD (ขอ้มลู 95% ควรอยู่
ในชว่งนี)้

 Control/Action Limit (ขดีจ ากดัควบคมุ): คอืชว่ง ± 3SD (ขอ้มลู 
99.7% ควรอยูใ่นชว่งนี)้

 ในเชงิจลุชวีวทิยาอาหาร: มักก าหนดวา่ผลตา่งของ Duplicate 
ตอ้ง ≤0.3 log UNIT



การอา่นกราฟควบคมุ (Control Chart / Levey-Jennings)
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จากกราฟ ใหส้งัเกตลกัษณะความผดิปกตติามกฎ Westgard Rules ดงันี:้

ความผดิพลาดแบบสุม่ (Random Error)

 13S Rule: มจีดุใดจดุหนึง่กระโดดออกนอกเสน้ 3SD

 การตดัสนิใจ: Reject ทันท ีเพราะถอืวา่มคีวามผดิปกตทิีร่นุแรงในรอบนัน้

ความผดิพลาดเชงิระบบ (Systematic Error)

แสดงถงึความเสือ่มของน ้ายา, เครือ่งมอืเริม่รวน หรอืเทคนคิของเจา้หนา้ทีเ่ปลีย่นไป:

 Shift (การเปลีย่นระดบั): มจีดุตดิตอ่กนั 7-10 จดุ อยูฝ่ั่งเดยีวกบัคา่ Mean (เชน่ 
สงูกวา่คา่เฉลีย่ตลอด)

สาเหต:ุ อาจเปลีย่น Lot อาหารเลีย้งเชือ้ใหม ่หรอืตูบ้ม่เปลีย่นอณุหภมูิ

 Trend (แนวโนม้): มจีดุตดิตอ่กนั 6-7 จดุ วิง่ข ึน้หรอืลงในทศิทางเดยีวอยา่ง
ตอ่เนือ่ง

สาเหต:ุ น ้ายา/เชือ้มาตรฐานคอ่ยๆ เสือ่มสภาพ หรอืเครือ่งมอืคอ่ยๆ คลาดเคลือ่น

 22S Rule: มจีดุ 2 จดุตดิตอ่กนั ออกนอกเสน้ 2SD (แตอ่ยูใ่น 3SD) ในทศิทาง
เดยีวกนั

 การตดัสนิใจ: Reject และตอ้งหาสาเหตเุชงิระบบ



ตัวอยา่งการอา่นและแปลผลในทางปฏบิตัิ
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สถานการณ์บนกราฟ การแปลผล 
(Interpretation)

สิง่ทีต่อ้งท า (Action)

จดุพล็อตอยูร่ะหวา่ง 2SD In Control (ปกต)ิ รายงานผลตัวอยา่งจรงิได ้
ตามปกติ

ม ี1 จดุอยูร่ะหวา่ง 2SD
ถงึ 3SD

Warning (เฝ้าระวงั) รายงานผลได ้แตต่อ้งสงัเกต
จดุถัดไป

ม ี1 จดุหลดุ 3SD ออกไป Out of Control (ผดิปกต)ิ หา้มรายงานผล หาสาเหต ุ
และท าการทดสอบใหม ่
(Retest)

จดุ 7 วนัหลงั ต า่กวา่ 
Mean ท ัง้หมด

Shift (ผดิปกตเิชงิระบบ) ตรวจสอบการ Calibrate 
เครือ่งมอื หรอืประสทิธภิาพ
อาหารเลีย้งเชือ้



Selection and characterization of 

control microorganisms
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 จลุนิทรยีถ์กูเลอืกใชต้าม end use 

 positive control จะมลีักษณะเดยีวกนักบัเป้าหมายในการทดสอบ

 negative จะไมม่ลีักษณะดังกลา่ว 

 การท ารว่มกนัในการทดสอบใชเ้พือ่ยนืยันความถกูตอ้งของผลการ
ทดสอบ



Characterization of microorganisms
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Phenotypic characterization

 ลักษณะเฉพาะที่ปรากฎบนอาหารเลี้ยงเชื้อ, 

 รูปร่างและการย้อมติดสี Gram ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

 motility test 

 biochemical and serological tests

 ใช้ในการแยกและจ าแนกจุลินทรีย์เป้าหมายในวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ

Molecular characterization

 ก าหนดลักษณะด้วย molecular properties (e.g. DNA, RNA, 

protein, carbohydrate patterns) 

 ใช้ในการจ าแนก และ/หรือ ก าหนดลักษณะจุลินทรีย์เป้าหมาย



Selecting of control microorganisms
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การเลอืก test controls ส าคญั เนือ่งจากเชือ้ species เดยีวกนัสามารถมี
พันธกุรรมและกายภาพตา่งกนั

test controls ตอ้ง fit for intended purpose การทดสอบทีใ่ช ้ biochemical 
reactions ตอ้งการ Phenotypic characterization ขณะทีก่าร
ทดสอบเชงิโมเลกลุตอ้งการ  Molecular characterization

ควรใช ้reference strains จาก 
 biological resource centres (BRCs) ทีน่่าเชือ่ถอื มกีารจ าแนกลกัษณะ
และไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่มคีณุสมบตัทิีจ่ าเป็นส าหรับ end-use 

 characterized laboratory strains จากแหลง่อืน่ (food, feed, 
environment, clinical samples, from outbreak, etc,) 

 “wild strain” laboratory strains 
 ควรมกีารเก็บรักษาเพือ่ใหม้ ีgenetic drift นอ้ย
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Method validation and verification : 

• ใช้เช้ือ target and non-target หลายตัวเพ่ือแสดงว่าสามารถตรวจหรือนับ
จ านวนเช้ือเป้าหมายในตัวอย่างได้ 

• the method performance characteristics ยังแสดงให้เหน็ว่าเป็นไปตาม
ข้อก าหนดส าหรับการใช้งานที่ตั้งใจไว้

• อาจใช้ laboratory strains ที่ได้จากตัวอย่างทดสอบมีประโยชนืในแง่ความท้า
ทายด้วยความหลากหลายทางชีวภาพ เชื้อต้องมีก าหนดลักษณะเป็นอย่างดีโดยการ

จ าแนกเช้ือที่เพียงพอ และให้ผลตามที่ระบุไว้นวิธทีดสอบ (เช่น เจริญได้ในสภาวะ

ทดสอบ เคล่ือนที่ได้หรือไม่ ลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือทดสอบ)

• ต้องมีการเกบ็รักษาเพ่ือใช้งานในอนาคต เช้ือที่ใช้ในการทวนสอบวิธต้ีองมีการ

ก าหนดลักษณะชัดเจนตามที่ระบุในวิธทีดสอบ และควรได้จาก culture 
collections 
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Challenge testing : 

• วัตถุประสงค์ของ Challenge testing เพ่ือตรวจสอบจุลินทรีย์ที่สนใจว่ามีการ

เจริญเติบโตหรือ inactivation ในอาหารบางชนิด 

• การเลือกเช้ือควรพิจารณาความหลากหลายของ growth or inactivation 
kinetics ระหว่างสายพันธุ ์ หรือใช้ laboratory strains ที่ได้จากตัวอย่าง
ทดสอบ

• เช้ือต้องมีก าหนดลักษณะเป็นอย่างดีด้วยค่าหลัก (เช่น อณุหภมูิ, pH, aw,
minimal inhibitory concentration for preservatives) เพ่ือให้แน่ใจ
ว่าเหมาะกบัการใช้งาน ลักษณะเหล่าอาจได้จากการทดสอบหรือจากเอกสาร, 
peer-reviewed data 

• ต้องมีการเกบ็รักษาเชื้อเพ่ือใช้งานทดสอบในอนาคต
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Proficiency testing (PT) 

• วัตถปุระสงคห์ลัก คอื การประเมนิประสทิธภิาพของหอ้งปฎบิตักิาร 

• ตัวอยา่งทีม่เีป้าหมายจะสง่ไปใหผู้เ้ขา้รว่มกจิกรรมเพือ่ทดสอบ ผลจะ
เปรยีบเทยีบกบั assigned value มักจะเป็น consensus value จาก
หอ้งปฎบิตักิารทีเ่ขา้รว่ม (ด ูISO 22117) เพือ่ตรวจสอบ
trueness/bias

• ตัวอยา่ง PT schemes เตรยีมโดยการเตมิเชือ้เป้าหมายลงในอาหาร 
เชือ้อาจเป็น typical or atypical target strains หรอื microbial 
(sub)types และในบางกรณีรวมถงึ non-target strains

• ดคูวามสามารถในการตรวจหรอืนับเชือ้เป้าหายในตัวอยา่งทีม่เีชือ้ 
background

• ควรใชเ้ชือ้/สารอนุพันธ์ จาก BRCs อาจใช ้wild หรอื laboratory 
strains เพือ่ใหผ้ลทีน่่าเชือ่ถอืมากขึน้ เชือ้ตอ้งมลีักษณะตามมาตรฐาน 
ดขูอ้ก าหนดของ PT ใน ISO/IEC 17043 และ ISO 22117



แหล่งท่ีมาของจุลินทรีย์อ้างอิง
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 ศูนย์เก็บเชื้อจุลินทรีย์ (Culture Collection Center) ที่เป็นที่

ยอมรับของ World Federation for Culture Collections 

(WFCC)

 PT providers ที่น่าเชื่อถือ

 บริษัทจัดจ าหน่าย เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง (ตัวแทนจ าหน่ายเชื้อ 

ATCC)

 คัดแยกเอง จาก wild type/mutant และได้รับการยืนยันสาย

พันธ์ุที่ถูกต้อง น่าเชื่อถือ



In-House Prepared Cultures or Commercial Preparations
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 In-House Prepared Cultures :

– Cheap, wide availability of many strains/cultures

– Broth cultures containing high numbers handled 

increased risk of cross contamination 

 Commercial Preparations :

– Stable; easy to use; ? less risk of cross contamination.

– Expensive for day to day use.

– May not be available at required levels

– May not be acceptable to local Accreditation Body as 

either reference stock culture or working culture 

(depends on number of growth passages from NC)



Storage and Handling of Cultures 
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• Potential risk of cross contamination to samples 

• Minimise by:

– เก็บเชื้อ (reference/working stocks) แยกจาก media/
samples 

– Set up controls/spikes and sub หลังจากทดสอบตัวอย่าง, 
incubate แยกจาก samples

– ใช้ automatic pipettes และ/หรือ filtered tips 

– Handle/process ใน designated areas of lab

– ฆ่าเชื้อ hands/disinfect surfaces หลังท างาน

• ใช้ uncommon salmonella เป็น control strain และเช็คเชื้อ
positives จากตัวอย่างด้วย antisera เฉพาะส าหรับ lab control 
strain
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