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*Results as lab reported (cfu/g) หมายถึง ค่าที่ห้องปฏิบัติการที่เข้าร่วมกิจกรรมรายงานมา 

การศึกษาผลกระทบของเนื้อสารตัวอย่างและประเภทของแบคทีเรียที่มี
ผลต่อค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบทางจุลชีววิทยา

The effect of matrices and bacterial type on uncertainty of
microbiological testing
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บทคัดย่อ 
	 การรายงานผลการทดสอบที่สมบูรณ์ต้องประกอบด้วยการแสดงค่าผลการทดสอบพร้อมด้วยค่าความไม่

แน่นอนของการทดสอบ ค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบแสดงถึงความแม่นของผลการทดสอบ การประมาณค่าความ

ไม่แน่นอนของการทดสอบทางจุลชีววิทยาอาศัยวิธีการแบบ “Top-down approach” โดยใช้ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของ

การทำ�ซํ้าได้ (Standard deviation of reproducibility, SR) ตามมาตรฐาน ISO/TS 19036:2006/Amd.1:2009(E) จาก

ข้อมูลของห้องปฏิบัติการทดสอบที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 พบว่าเนื้อสารของตัวอย่างมีผลต่อ

ค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบ หากเป็นตัวอย่างท่ีมีความเป็นเน้ือเดียวกันค่าความไม่แน่นอนจะมีค่าน้อยกว่าตัวอย่าง

ที่มีความเป็นเนื้อเดียวกันน้อยกว่า และพบว่าชนิดของแบคทีเรียไม่มีผลต่อค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบทาง

จุลชีววิทยา  

Abstract
	 A complete test report shall include the results of the test, along with the uncertainty of the test 

result. The uncertainty of the test shows the quality of the test results. The estimation of the uncertainty of 

the microbiological testing are “Top-down approach” that using the standard deviation of reproducibility. 

The standard ISO/TS 19036:2006/Amd.1:2009(E) mentions various factors that affect  the uncertainty of 

microbiological testing. The data from accredited laboratory according to ISO/IEC 17025 shows that the 

matrices of the sample affect the uncertainty of the microbiological testing. The uncertainty of microbiological 

testing from homogeneous sample is smaller than the inhomogeneous sample. In addition, the types of 

bacteria do not affect on the uncertainty of microbiological testing.
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1. บทนำ� (Introduction) 
 	 การรายงานผลการทดสอบที่สมบูรณ์ต้อง

ประกอบด้วยการแสดงค่าผลการทดสอบ พร้อมด้วยค่า

ความไม่แน่นอนของการทดสอบ ค่าความไม่แน่นอน

ของการทดสอบ (Uncertainty of measurement) เป็น

พารามิเตอร์ค่าความคลาดเคลื่อนของผลการทดสอบ 

ที่กระจายครอบคลุมปริมาณที่ทดสอบ ซึ่งเป็นส่วนหนึ่ง

ของมาตรวิทยา[1] ในปัจจุบันผู้ทดสอบต่างตระหนักว่า

แม้ได้มีการปรับแก้ค่าผลการทดสอบ (correction) ให้

เหมาะสมแล้ว แต่ยังคงมีค่าความไม่แน่นอนผลของการ

ทดสอบอยู่ ซึ่งเป็นการแสดงถึงความแม่นของผลการ

ทดสอบ ปัจจุบันมีแนวทางการประมาณค่าความไม่แน่นอน

ของการทดสอบหลายวิธีซึ่งข้อกำ�หนด ISO/IEC 17025 

ไม่ได้ระบุว่าต้องใช้แนวทางใด แต่ห้องปฏิบัติการควรใช้

แนวทางที่ให้การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการ

ทดสอบอย่างสมเหตุสมผลและถูกต้องตามหลักวิชาการ 

	 จุลินทรีย์เป็นสิ่งมีชีวิตและมีสภาวะที่หลาก

หลาย แตกต่างกัน อาจจำ�แนกออกเป็น genera, species

และ strain การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการ

ทดสอบทางจุลชีววิทยาแบบ “bottom-up approach” 

จะมีโอกาสสูงท่ีแหล่งความไม่แน่นอนย่อยซึ่งมีนัยสำ�คัญ

ในการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบทาง

จุลชีววิทยาอาจไม่ถูกนำ�มาประเมิน ทำ�ให้การประมาณ

ค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบต่ํากว่าความเป็นจริง 

ขณะที่แนวทางการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการ

ทดสอบแบบ “Top-down approach” หรือ “Global 

Approach” เป็นการใช้หลักการที่เข้าใจได้ง่าย โดยใช้

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทำ�ซ้ํา (Standard deviation

of reproducibility, SR) ที่ได้จากการทดสอบมาพิจารณา

หาค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบ ส่วนแหล่งความ

ไม่แน่นอนย่อย ๆ ไม่ได้นำ�มาคิด เน่ืองจากถูกรวมไว้แล้ว

ในการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบ[2] 

แนวทางนี้เป็นไปตามมาตรฐาน ISO/TS 19036:2006/

Amd.1:2009(E) ซึ่งห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยานิยม

ใช้แนวทางนี้ในการขอรับการรับรองความสามารถห้อง

ปฏิบัติการทดสอบตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 

	 มาตรฐาน ISO/TS 19036 : 2006 ได้บ่งชี้ถึงแหล่ง

ที่มาของค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบทางจุล

ชีววิทยา ภายในห้องปฏิบัติการเดี่ยว (single laboratory)

ปัจจัยต่างๆ ได้แก่การสุ่มตัวอย่าง (sampling) สารละลาย

เริ่มต้น (initial solution) ปริมาตรของสารละลายที่ใช้

เจือจาง การควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยงเชื ้อ เครื่อง

แก้วที่ใช้ในการทดสอบ เครื่องมือ ภาวะแวดล้อม และ

บุคลากรท่ีทดสอบ ถูกรวมไว้แล้วในการประมาณค่าความ

ไม่แน่นอนของการทดสอบโดยใช้ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ของการทำ�ซํ้า[2] ผู้วิจัยจึงมุ่งเน้นที่จะศึกษาปัจจัยที่มา

จากลักษณะเนื้อสารของตัวอย่างทดสอบ และประเภท

ของจุลินทรีย์ ที่มีผลกระทบกับค่าความไม่แน่นอน

ของการทดสอบทางจุลชีววิทยาผ่านทางค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานของการทำ�ซํ้าได้ โดยศึกษาข้อมูลที่ได้จาก

ห้องปฏิบัติการทดสอบทางจุลชีววิทยาที่ได้รับการรับรอง

ความสามารถห้องปฏิบัติการทดสอบ 

2. วิธีการวิจัย (Experimental) 
	 นำ�ข้อมูลจากห้องปฏิบัติการทดสอบทาง

จุลชีววิทยาซึ่งได้กำ�หนดแผนการทดสอบที่เหมาะสมมา

คำ�นวณหาค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบ เปรียบเทียบ

ค่าความไม่แน่นอนที่ได้จากตัวอย่างทดสอบประเภท

อาหารชนิดต่างๆ และตัวอย่างทดสอบประเภทนํ้า

ชนิดต่างๆ ตลอดจนค่าความไม่แน่นอนที่ได้จากการ

ทดสอบแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ 

รายละเอียดของการคำ�นวณดังนี้ 

	 2.1 คำ�นวณค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบ 

	 2.1.1 นำ�ผลการแจงนับ (cfu/g หรือ cfu/ml) 

ทั้งหมดของผู้วิเคราะห์ทั้ง 2 คน มาแปลงเป็นค่า log
10 

(cfu/g หรือ cfu/ml) เพ่ือให้ข้อมูลเป็น normal distribution

	 2.1.2 คำ�นวณค่าแตกต่างระหว่างค่า log
10
 

ของผลการทดสอบของผู้ทดสอบ 1 และ 2

	 2.1.3  นำ�ผลที่ได้จากข้อ 2.1.2 ยกกำ�ลัง 2 

แล้วหารด้วย 2
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ตวัอย่างน า้ 
 

การทดสอบซ า้ท่ีหนึง่ การทดสอบซ า้ท่ีสอง 
ผลตา่งคา่ 
logarithm 

(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2 

(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

จ านวน             
ท่ีนบัได้ 
(cfu/ml) 

Log10cfu/ml 
จ านวน             
ท่ีนบัได้ 
(cfu/ml) 

Log10cfu/ml  

1 4.8 x 101 1.681241 4.5 x 101 1.653213 0.0280 0.000786 0.000393 
2 5.3 x 102 2.724276 5.7 x 102 2.755875 -0.0316 0.000998 0.000499 
3 5.6 x 103 3.748188 6.2 x 103 3.792392 -0.0442 0.001954 0.000977 
4 3.9 x 104 4.591065 4.3 x 104 4.633468 -0.0424 0.001798 0.000899 
5 2.8 x 102 2.447158 3.2 x 102 2.50515 -0.05799 0.003363 0.001682 
6 3.3 x 103 3.518514 3.9 x 103 3.591065 -0.07255 0.005264 0.002632 
7 2.6 x 101 1.414973 2.7 x 101 1.431364 -0.01639 0.000269 0.000134 
8 1.1 x 104 4.041393 1.3 x 104 4.113943 -0.07255 0.005264 0.002632 
9 4.0 x 101 1.60206 3.9 x 101 1.591065 0.010995 0.000121 0.0000605 
10 1.8 x 102 2.255273 1.7 x 102 2.230449 0.024824 0.000616 0.000308 
11 5.1 x 103 3.70757 5.3 x 103 3.724276 -0.01671 0.000279 0.00014 
12 4.4 x 101 1.643453 4.9 x 101 1.690196 -0.04674 0.002185 0.001092 
13 5.8 x 104 4.763428 5.3 x 104 4.724276 0.039152 0.001533 0.000766 
14 6.1 x 103 3.78533 6.3 x 103 3.799341 -0.01401 0.000196 0.000098 
15 2.3 x 102 2.361728 2.5 x 102 2.39794 -0.03621 0.001311 0.000656 

 
∑{(ผลตา่งค่า 

logarithm)2/2} 

 
0.012968 

 
{∑(ผลตา่งค่า 

logarithm)2/2}/15 
0.000865 

SR 0.0294 
Clim 2024.62 
U 0.089 

 

โดยแบ่งการพิจารณาได้เป็น 2 กรณีคือ

	 1.∑C > C
lim
	 เป็นกรณี high counts 

ใช้สมการที่ 2 สำ�หรับการประมาณค่า U

	 2. ∑C ≤ C
lim
	 เป็นกรณี low counts ใช้

สมการที่ 1 สำ�หรับการประมาณค่า U ในกรณี high 

counts ถ้าใช้สมการที่ 1 หรือสมการที่ 2 ในการหาค่า

ความไม่แน่นอนจะได้ผลแตกต่างกันไม่เกิน 5%

…….(3)     
         

                   
          

 

ตารางที่ 1 ผลการคำ�นวณค่าความไม่แน่นอนของการหาปริมาณ aerobic plate count ในตัวอย่างนํ้าจากแหล่งต่างๆ 

ของห้องปฏิบัติการทดสอบ B ได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการทดสอบตามข้อกำ�หนด ISO/IEC 17025 
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จากตารางท่ี 1 พบว่ามีค่า S
R
 เท่ากับ 0.0294 ค่า C

lim
 เท่ากับ 2024.62 โดยท่ี ∑C เท่ากับ 156.55 log

10
cfu/ml ดังนั้นใช้

สมการที่ 1 ในการคำ�นวณค่า U ได้เท่ากับ 0.089

ประเมินข้อมูลค่า U ที่ได้จากห้องปฏิบัติการทดสอบจุลชีววิทยาทั้ง 2 แห่ง ตามตารางที่ 2

ตารางท่ี 2 แสดงค่าของ ผลต่างค่า(logarithm)2/2 ของการทดสอบ aerobic plate count โดยแยกประเภทตาม matrices 
ห้องปฏิบตัิการ A ห้องปฏิบตัิการ B ห้องปฏิบตัิการ B 

ล าดบัท่ี Matrices  (ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

ล าดบัท่ี Matrices  (ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

ล าดบัท่ี Matrices  (ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

1 ข้าวกะเพราไก่ 0.0053 1 ไส้กรอกหม ู 0.0053 1 น า้ด่ืมบรรจขุวด-1 0.00039 
2 ข้าวผดัป ู 0.0015 2 Chilli Paste 0.0059 2 น า้ด่ืมบรรจขุวด-2 0.00049 
3 แป้งข้าวโพด 0.0027 3 เมลด็กาแฟ 0.0042 3 น า้ด่ืมบรรจขุวด-3 0.00097 
4 ทอดมนัปลา 0.0073 4 น า้องุ่น 0.0023 4 น า้อดัลม-1 0.00089 
5 ไก่บด 0.0024 5 ไส้กรอกหม ู 0.0068 5 น า้อดัลม-2 0.00168 
6 ถัว่ลิสง 0.0062 6 แป้งมนั 0.0057 6 น า้แม่น า้-1 0.00263 
7 พริกป่น 0.0036 7 ข้าวโพดคัว่ 0.0035 7 น า้แม่น า้-2 0.00013 
8 ถัว่เขียว 0.0053 8 แครอทต้มสกุ 0.0052 8 น า้ผลไม้ไม่มีตะกอน 0.00263 
9 ถัว่งอก 0.0047 9 โอวลัติน 0.0029 9 น า้เสียในบอ่-1 0.000061 

10 ทอดมนัหม ู 0.0068 10 ข้าวผดัไก่ 0.0057 10 น า้เสียในบอ่-2 0.00031 
11 ปลากรอบ 0.0063 11 - - 11 น า้เสียในบอ่-3 0.00014 
12 Corn flake 0.0023 12 - - 12 น า้ก่อนผ่าน 

การบ าบดั 0.00109 
13 กุ้งแช่แข็ง 0.0036 13 - - 13 น า้หลงัผ่าน 

การบ าบดั 0.00076 
14 กาแฟผง 0.0024 14 - - 14 น า้สระน า้-1 0.000098 
15 น า้ปลา 0.0022 15 - - 15 น า้สระน า้-2 0.00065 

 ∑(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

0.0626  ∑(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

0.0475  ∑(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

0.012968 

{∑(ผลตา่งค่า 
logarithm)2/2}/14 

0.0045 {∑(ผลตา่งค่า 
logarithm)2/2}/10 

0.00475 {∑(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2}/15 

0.000865  

SR 0.0671 SR 0.0689 SR 0.0294 
U 0.17 U 0.15 U 0.09 

 

 
ห้องปฏิบตัิการ A ห้องปฏิบตัิการ B ห้องปฏิบตัิการ B 

ล าดบัท่ี Matrices  (ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

ล าดบัท่ี Matrices  (ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

ล าดบัท่ี Matrices  (ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

1 ข้าวกะเพราไก่ 0.0053 1 ไส้กรอกหม ู 0.0053 1 น า้ด่ืมบรรจขุวด-1 0.00039 
2 ข้าวผดัป ู 0.0015 2 Chilli Paste 0.0059 2 น า้ด่ืมบรรจขุวด-2 0.00049 
3 แป้งข้าวโพด 0.0027 3 เมลด็กาแฟ 0.0042 3 น า้ด่ืมบรรจขุวด-3 0.00097 
4 ทอดมนัปลา 0.0073 4 น า้องุ่น 0.0023 4 น า้อดัลม-1 0.00089 
5 ไก่บด 0.0024 5 ไส้กรอกหม ู 0.0068 5 น า้อดัลม-2 0.00168 
6 ถัว่ลิสง 0.0062 6 แป้งมนั 0.0057 6 น า้แม่น า้-1 0.00263 
7 พริกป่น 0.0036 7 ข้าวโพดคัว่ 0.0035 7 น า้แม่น า้-2 0.00013 
8 ถัว่เขียว 0.0053 8 แครอทต้มสกุ 0.0052 8 น า้ผลไม้ไม่มีตะกอน 0.00263 
9 ถัว่งอก 0.0047 9 โอวลัติน 0.0029 9 น า้เสียในบอ่-1 0.000061 

10 ทอดมนัหม ู 0.0068 10 ข้าวผดัไก่ 0.0057 10 น า้เสียในบอ่-2 0.00031 
11 ปลากรอบ 0.0063 11 - - 11 น า้เสียในบอ่-3 0.00014 
12 Corn flake 0.0023 12 - - 12 น า้ก่อนผ่าน 

การบ าบดั 0.00109 
13 กุ้งแช่แข็ง 0.0036 13 - - 13 น า้หลงัผ่าน 

การบ าบดั 0.00076 
14 กาแฟผง 0.0024 14 - - 14 น า้สระน า้-1 0.000098 
15 น า้ปลา 0.0022 15 - - 15 น า้สระน า้-2 0.00065 

 ∑(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

0.0626  ∑(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

0.0475  ∑(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2 

0.012968 

{∑(ผลตา่งค่า 
logarithm)2/2}/14 

0.0045 {∑(ผลตา่งค่า 
logarithm)2/2}/10 

0.00475 {∑(ผลตา่งคา่ 
logarithm)2/2}/15 

0.000865  

SR 0.0671 SR 0.0689 SR 0.0294 
U 0.17 U 0.15 U 0.09 

 

หมายเหตุ : ห้องปฏิบัติการ A ไม่ได้ทำ�การทดสอบตัวอย่างประเภทนํ้าและนํ้าเสีย 

	 เน่ืองจากห้องปฏิบัติการทดสอบทางจุลชีววิทยามี

การทดสอบจุลินทรีย์หลายชนิด จึงได้ศึกษาประเภท

ของจุลินทรีย์โดยแบ่งออกเป็นแบคทีเรียแกรมลบ (E. coli)

และแบคทีเรียแกรมบวก (Staphylococcus aureus) ซึ่ง

มีผลกระทบต่อค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบ โดย

ห้องปฏิบัติการทดสอบภาวะเดียวกัน เจ้าหน้าที่ทดสอบ

คนเดียวกัน เทคนิคที่ใช้แบบเดียวกันคือ spread plate 

เครื่องมือต่างๆ ที่ใช้ในการทดสอบเช่น ตู้อบเพาะเชื้อ 

(incubator) เครื่องเดียวกัน โดยห้องปฏิบัติการทำ�การ

เตรียมตัวอย่างทดสอบให้มีความเป็นเนื้อเดียวกัน 

ทำ�การเติมจุลินทรีย์สายพันธุ์เป้าหมายคือ E. coli และ 

Staphylococcus aureus ให้มีระดับการปนเปื้อน 3 

ระดับครอบคลุมปริมาณการปนเปื้อนที่ 20 cfu 200 cfu 

และ 2000 cfu
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4. สรุป (Conclusion) 
	 เนื้อสารตัวอย่างมีผลต่อค่าความไม่แน่นอน

ของการทดสอบทางจุลชีววิทยา หากเป็นตัวอย่างที่

มีความเป็นเนื้อเดียวกันค่าความไม่แน่นอนจะมีค่าน้อย

กว่าตัวอย่างที่มีความเป็นเนื้อเดียวกันน้อยกว่า และ

เมื่อควบคุมปัจจัยต่างๆ เช่นภาวะของห้องปฏิบัติการ

ทดสอบ เจ้าหน้าที่ทดสอบ เครื่องมือ ฯลฯ แบบเดียวกัน 

สามารถบ่งชี้เป็นนัยได้ว่าชนิดของแบคทีเรียไม่มีผล

ต่อค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบทางจุลชีววิทยา

ผลการวิจัยนี้สามารถนำ�มาใช้ เป็นข้อมูลเบื้องต้น

สำ�หรับห้องปฏิบัติการทดสอบทางจุลชีววิทยาในการ

ประเมินค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบของตัวอย่าง

ประเภทต่างๆ 
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