
การควบคมุคณุภาพภายใน 
ทางจลุชีววิทยา 



Quality Control : เป็นโปรแกรมของกิจกรรมต่าง ๆ         
ท่ีห้องปฏิบติัการจดัท าขึ้นเพ่ือให้แน่ใจว่ามีการปฏิบติัท่ีดี    
กิจกรรมต่างๆ น้ี ได้แก่ การควบคมุคณุภาพภายในอย่าง
สม า่เสมอ , การประเมินภายนอกและมาตรการทัง้หลาย
อนัจะท าให้เพ่ิมความช านาญและท าให้ผลการวิเคราะหมี์
ความมัน่ใจมากขึน้ 



ผลการตรวจวิเคราะหจ์ะถกูต้องและ 

ได้รบัความเช่ือถือขึน้กบัปัจจยั 
 วิธีตรวจวิเคราะหท่ี์แม่นย า 

 อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีคณุภาพ 

 บคุลากรมีความสามารถและความช านาญ 

 เคร่ืองมือเคร่ืองใช้ชนิดต่าง ๆมีความน่าเช่ือถือ 

 เครื่องมือต้องได้รบัการควบคมุจากบุคลากรท่ีได้รบัการอบรม    
           และได้รบัการ มอบหมายงานแล้ว 

 



การควบคมุคณุภาพภายในห้องปฏิบติัการ 

ทางจลุชีววิทยา 

I      การควบคมุคณุภาพสถานท่ีและสภาพแวดล้อม 
II     การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 
III   การควบคมุคณุภาพบุคลากร 
IV   การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรีย ์อ้างอิงและการควบคมุ   
      คณุภาพ 
V     การควบคมุคณุภาพอาหารเลี้ยงเช้ือ 
VI         การควบคมุคณุภาพวิธีทดสอบ 
VII  การควบคมุคณุภาพตวัอย่างทดสอบ 



I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 

ผนังและพืน้ 

 - ผิวเรียบ ง่ายต่อการท าความสะอาด (ไม่ใช้มู่ล่ี เพราะ          

   ท าความสะอาดยาก ท าการติดฟิลม์แทนเพ่ือกนัแสงแดด) 

   - ควรมีพืน้ท่ีใช้สอยเพียงพอต่อการท างาน 

 

สถานท่ี 



 

 แยกจากกิจกรรมอ่ืนๆ  จ ากดัผูเ้ข้าออก 

 การจดัการท่ีจะท าให้ลดการปนเป้ือน 

  บริเวณ  pre-enrichment ควรแยก      

      จากบริเวณท่ีใช้ทดสอบ 

I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 



  บริเวณท่ีใช้เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือและฆ่าเช้ือ  
  ควรแยกจากบริเวณทดสอบ 

  reference cultures และ certified reference 
 cultures ต้องแยกเกบ็รกัษาแยกจากบริเวณ     
 รบัเกบ็ตวัอย่าง 

  บริเวณรบัตวัอย่างต้องแยกจากบริเวณท่ีใช้       
 ในการทดสอบ  

I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 



การควบคมุการเข้าออก 



ห้องเปล่ียนเสื้อผา้ 



ห้องเตรียมตวัอย่าง 



ช่องส่งตวัอย่างจากห้องเตรียม 



ห้องทดสอบ 



ห้องทดสอบ 



ห้องทดสอบ 



ห้องบม่ตวัอย่าง 



ห้องบม่ตวัอย่าง 



ห้องเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 



ผนังผิวเรียบ 



พืน้ผิวเรียบ ไม่มีรอ่ง สีอ่อน 



ตู้เยน็เกบ็สารเคมี 



  มีการรกัษาความสะอาดบริเวณรบัตวัอย่างเพ่ือ 
  ป้องกนัการปนเป้ือน 
 
  เครือ่งมือและอปุกรณ์ต้องวางในต าแหน่ง ให้มี 
  พืน้ท่ีการท างานมากท่ีสดุ 

I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 



การรกัษาความสะอาด 
 จดัให้มีการท าความสะอาดห้องปฏิบติัการอย่าง

สม า่เสมอ  ซ่ึงต้องจดัท าเป็นเอกสาร 
 
 โตะ๊ปฏิบติัการต้องมีการฆ่าเช้ือก่อนและหลงัการใช้งาน 
 

 

I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 



การรกัษาความสะอาด (ต่อ) 
 การท าความสะอาดพืน้ควรถดู้วยผา้หมาดๆ และฆ่าเช้ือ

ด้วยสารท าความสะอาด (ห้ามใช้ไม้กวาด) 
 
 ไม่ควรมีฝุ่ นละอองในห้องปฏิบติัการและควรให้ความ            

สนใจในบริเวณท่ีท าความสะอาดยากๆ มากท่ีสดุ 
 
 มีการตรวจสอบ อยู่เป็นประจ า 

 

I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 



คณุภาพอากาศ 
ทางกายภาพ 

 มีระบบระบายอากาศเพื่อลดความเส่ียงในการ               
ปนเป้ือน   

 เป็นห้องท่ีมีเครือ่งปรบัอากาศเพ่ือควบคมุความช้ืน  
และอณุหภมิู (อณุหภมิูควรอยู่ระหว่าง 18-27 องศา
เซลเซียส )  

 ความช้ืนสมัพทัธค์วรอยู่ระหว่าง 45-50 % 

สภาพแวดล้อม 
I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 



คณุภาพอากาศ 
ทางกายภาพ 

  แสงสว่าง 
- ความเข้มของแสง เพียงพอต่อการ
ท างาน( 100 แรงเทียน) 

- แสงจากดวงอาทิตยโ์ดยตรงมีผลต่อ 
media/reagent/ตวัอย่าง 

I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 



คณุภาพอากาศ 
ทางชีวภาพ 

 ตรวจสอบปริมาณจลิุนทรียใ์นอากาศภายใน   
ห้องทดสอบ อย่างน้อยเดือนละ 1 ครัง้ 

 ปริมาณจลิุนทรียไ์ม่ควรเกิน 15 โคโลนี              
ต่อ 15 นาที ต่อ พืน้ท่ี 160 ตร.ซม. 

    

I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 



Timer ตวัควบคมุการเปิด-ปิด UV 



คณุภาพอากาศ 
ทางชีวภาพ 

   อากาศหมนุเวียนในตู้ปราศจากเช้ือต้องไม่พบ 
       แบคทีเรีย / 1 ชม. 

ห้ามสูบบุหร่ี ห้ามทานอาหาร และห้ามด่ืมน ้าใน 

    ห้องปฏิบติัการ 

   

I การควบคมุคณุภาพ สถานท่ีและสภาพแวดล้อม 



 บนัทึกการใช้งานประจ าวนั 

 บนัทึกการบ ารงุรกัษา / ซ่อมเครือ่งมือ 

 ประวติัการสอบเทียบ / ทวนสอบเครือ่งมือ 

 คู่มือการใช้เครือ่งมือ   

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 



   ควรจดัให้มีช่องว่างระหว่างผนังตู้ และ plate,rack ,   
         ตะกร้า 2.5 ซม. 

   วาง plate ซ้อนกนัไม่เกิน 6 คู่ 

   ท า Intermediate check ทุกเดือน 

   ท าการสอบเทียบปีละครัง้ 

   กรณีใช้อณุหภมิูแบบแท่งแก้ว ควรแช่ลงใน glycerin 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

ตู้บม่ (Incubator) 



ตู้บม่ (Incubator) 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

บนัทึกอณุหภมิูวนัละ 2 ครัง้ (เช้า ,บา่ย) 



Water bath 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

 

 ควรมีฝาปิดเพ่ือลดการสญูเสีย
น ้าและความรอ้น  เพื่อรกัษา
ระดบัอณุหภมิู  

 รกัษาระดบัของน ้าใน Water 
bath ให้อยู่ ไม่ต า่กว่าระดบัสงูสดุ
ของอาหารเล้ียงเช้ือในหลอด 



II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

 ต้องมีการบนัทึกอณุหภมิูทุกวนัท่ีใช้งานและบนัทึก    
อณุหภมิู ช่วงเช้า – บา่ย 

 ท า Intermediate check ทุกเดือน 

 ท าการสอบเทียบปีละ 2 ครัง้ 
 

Water bath 



Hot air oven 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

 ใช้ heat-indicating tape       
ทุกครัง้ 

 สอบเทียบปีละครัง้  

 ใช้ความรอ้นแห้งท่ี ≥ 170± 
100C อย่างน้อย 2 ชม. 

 มีการบนัทึกเวลาและอณุหภมิู
ท่ีใช้ 



II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

Hot air oven 
ทวนสอบ 

ทางกายภาพ 

ทวนสอบอณุหภมิูอย่าง
น้อยเดือนละครัง้ 

ทางชีวภาพ 

ใช้ biological indicator 
spore strips (B. subtilis)
อย่างน้อยเดือนละครัง้ B. atrophaeus 



 ใช้ heat-indicating tape ทุก
ครัง้ 

 ควรวางภาชนะให้มีท่ีว่างห่าง
จากกนัอย่างน้อย 1/2 น้ิว 

 มีบนัทึก ความดนั อณุหภมิู 
และเวลา ท่ีใช้ทุกครัง้       

    ทวนสอบเวลา ทุก 3 เดือน          

Autoclave 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 



II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

Autoclave 
ทวนสอบ 

ทางกายภาพ 
maximum thermometer 
ตรวจสอบสปัดาหล์ะครัง้ 

ทางชีวภาพ                        
Geobacillus stearothermophilus     

spore  ampoule, อย่างน้อย         
ทุกเดือน 



 มีการสอบเทียบปีละครัง้ 

 สอบเทียบด้วย buffer 2 ชนิด ก่อนใช้งาน               
( pH 4.0,  7.0 หรือ 10.0 )  

 ควรมีความแม่นอย่างน้อย 0.01 

 สารละลาย buffer ท่ีใช้ควรใช้ครัง้เดียว 

 ดแูลรกัษา electrode ไม่ให้สญูเสียสภาพ
การใช้งาน 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

pH meter 



 สอบเทียบทุกปี ควรมีความละเอียด 1 ถึง 2  ต าแหน่ง 

 ท าความสะอาดก่อนและหลงัใช้งาน 

 ท า daily cheek เพ่ือตรวจสอบความถกูต้องก่อนใช้
งานด้วยตุ้มหรอืก้อนน ้าหนักท่ีไม่เปล่ียนแปลง
(precision) 

 ตรวจเชค็ความแม่น(accuracy)ทุกเดือนด้วย          
ตุ้มน ้าหนักมาตรฐานซ่ึงสอบกลบัได้ถึง NIST 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

เครื่องชัง่ 



II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

เครื่องชัง่ 

วางเครื่องชัง่บนโตะ๊ 
ท่ีแขง็แรง 



  การแบง่กลุ่มความเส่ียงในการก่อโรค 
    risk categoty 1 : ไม่มีความเส่ียงหรอืมีน้อยมากต่อผูป้ฏิบติั 
และชมุชน เป็นเช้ือจลิุนทรียท่ี์ไม่ท าให้เกิดความเจบ็ป่วยใน
คนและสตัว ์เช่น       

          Lactobacillus  acidophilus  
  

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 
ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



  การแบง่กลุ่มความเส่ียงในการก่อโรค 
 risk categoty 2 : มีความเส่ียงปานกลางต่อผูป้ฏิบติัและมีความเส่ียง

ต า่ส าหรบัชมุชน เป็นเช้ือโรคท่ีสามารถท าให้คนและสตัวเ์กิดการ
เจบ็ป่วย ไม่เป็นอนัตรายท่ีร้ายแรงส าหรบัผูป้ฏิบติั  ชมุชน และ
ส่ิงแวดล้อม กรณีเกิดการติดเช้ือในคนท่ีรนุแรงมีวิธีการรกัษาท่ีมี
ประสิทธิภาพ และมีวิธีการป้องกนัท่ีดี สามารถควบคมุการ
แพร่กระจายของความเส่ียงได้ เช่น  B.  cereus , E.  coli 

     
  

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 
ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



   การแบง่กลุ่มความเส่ียงในการก่อโรค  
 risk categoty 3 : มีความเส่ียงสงูต่อผูป้ฏิบติั และมีความ
เส่ียงต า่ส าหรบัชมุชน เป็นเช้ือโรคท่ีท าให้เกิดความเจบ็ป่วยใน
คนและสตัวร์นุแรงเป็นประจ า ไม่สามารถแพรเ่ช้ือจากคนหน่ึง
ไปอีกคนหน่ึงได้ มีวิธีการรกัษาท่ีมีประสิทธิภาพ มีวิธีการ
ป้องกนั เช่น  Mycobacterium  bovis 

     

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 
ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



  
  การแบง่กลุ่มความเส่ียงในการก่อโรค 
     risk categoty 4 : มีความเส่ียงสงูต่อผูป้ฏิบติั และส าหรบั
ชมุชน เป็นเช้ือโรคท่ีท าให้เกิดความเจบ็ป่วยในคนและสตัว์
รนุแรงเป็นประจ า สามารถแพรเ่ช้ือจากคนหน่ึงไปอีกคนหน่ึง
ได้ ทัง้โดยทางตรง และทางอ้อม ยงัไม่มีวิธีการรกัษาท่ีมี
ประสิทธิภาพ ไม่มีวิธีการป้องกนัท่ีดี เช่น  Ebora  virus     

  

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 
ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



  Horizontal laminar out blow cabinet 
 
    ป้องกนังานจากการปนเป้ือน แต่เป่าละอองอากาศท่ีเกิดขึน้
เข้าหาผูป้ฏิบติั ไม่เหมาะส าหรบังานเตรียมเพ่ือเพาะเช้ือ หรอื
การเตรียม tissue culture 

 
 
  

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 
ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



  Vertical laminar airflow cabinet 
 
    ป้องกนัผลิตภณัฑด้์วยการใช้ vertical laminar flow ของเครือ่ง
กรอง HEPA filter  ป้องกนัผูป้ฏิบติั เหมาะส าหรบังานท่ี
ต้องการส่ิงแวดล้อมท่ีปราศจากเช้ือ ไม่แนะน าให้ใช้ gas 
burner (กระทบต่อการไหลของอากาศ) 

 
 
  

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 
ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



  ท าความสะอาดก่อนและหลงัใช้งานทุกครัง้ 
       ตรวจ Air flow ทุกครัง้ก่อนใช้ 
   ถอดท าความสะอาดหลอด UV ทุกเดือน 
 สอบเทียบประสิทธิภาพ 1 ครัง้ต่อปี 
  ท า Air test โดยวาง plate 30 นาที หรอื 1 ชม. 
   

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



 ทดสอบประสิทธิภาพของหลอด UV ทุก 3 เดือน 
  - UV light meter หรือ 
   ใช้เช้ือบน plate 200-300(spread plate technique)   

  รบัแสงUV นาน 2 นาที ต้องท าลายเช้ือไม่น้อยกว่า   
               99% 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



  UV-C : 100-280 nm (Short wave) 

                   มีความเข้มของแสงมากกว่า UV-B ท าให้เกิดมะเรง็ผิวหนัง  พบได้   

                    น้อย บรรยากาศสามารถกรองไว้ได้ 

UV-B : 280-315 nm (medium wave) 

                 มีความเข้มของแสงมากกว่า UV-A ท าให้เกิดมะเรง็ผิวหนัง เป็นต้อ   

                 กระจกได้ ตามวัมองไม่เหน็ ชัน้โอโซนสามารถกรองได้ แต่ปัจจบุนั   

                 ชัน้โอโซนถกูท าลาย จึงท าให้แสงผา่นมายงัโลกได้ 

  

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



  UV-A : 315-400 nm (long wave)(black light) 

        พลงังานอ่อนท่ีสดุ ท าให้ผิวหนังแก่เรว็ เห่ียวย่น  

        ประโยช ์ใช้ตรวจเอกสารส าคญั เช่น ธนบตัร บตัรเครดิต    

        หนังสือเดินทาง 

 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

ตู้ปราศจากเช้ือ(Laminar Air Flow) 



Ultraviolet    light 
 



ทดสอบประสิทธิภาพของหลอด UV 

Spike เช้ือ Gram negative Rod จ านวน 200-300 โคโลนี 

Spread plate technique 

นับจ านวนโคโลนี 

รบัแสง UV 
นาน 2 นาที บม่ 35 องศา /48 ชัว่โมง 

ประเมินผล ต้องท าลายเช้ือไม่น้อยกว่า 99 % 



 ตวัอย่าง และสารมาตรฐาน เช้ืออ้างอิง ควรแยกตู้
เกบ็ 

 ต้องมี Thermometer ท่ีสอบเทียบแล้ว จุ่มอยู่ใน 
glycerol  วางในตู้ 

 มีการบนัทึกอณุหภมิูวนัละครัง้ 

ตู้เยน็ 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 



 เกบ็ตวัอย่าง  อณุหภมิู 3 ± 2 OC 

 เช้ือจลิุนทรีย ์อาหารเล้ียงเช้ือ อณุหภมิู 5 ± 3 OC 

 แช่แขง็ อณุหภมิู   <   -  15 OC   

                                      <  -   18 OC 

ตู้เยน็ 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 



 
 -  ต้องได้รบัการสอบเทียบก่อน 
  น าไปใช้งาน 
 -    ควรมีความละเอียดท่ี 
  เหมาะสมกบัช่วงท่ีใช้งาน 
  
   

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

Thermometer/thermocouples 



 -  การสอบเทียบจะเลือกจากหน่วยงานภายนอกหรือ  
   in-house  
 - Reference standard  ห้ามใช้งานหนัก 
 -   ขณะวดัเทอรโ์มมิเตอรแ์บบแท่งแก้ว ต้องจุ่มอยู่ใน    
         glycerol , liquid paraffin       

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

Thermometer/thermocouples 



 -  Reference thermometer สอบเทียบทกุ 5 ปี 
 -   Working thermometer สอบเทียบทกุ 1 ปี 
 -    Ice point ( 0OC ) ทกุ 6 เดือน        

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

Thermometer/thermocouples 



  ประเภทปรอทแก้ว แบง่การใช้งาน 3 แบบ 
  1. Total immersion (จุ่มถึงปลายอ่าน)  ต้องท าการจุ่มปรอทแก้ว
       ให้ของเหลวอยู่ในอณุหภมิูท่ีท าการวดั  
  2. Partial immersion (จุ่มบางส่วน) ต้องท าการจุ่มปรอทแก้ว 
           ลงไปถึงต าแหน่งท่ี mark เอาไว้ 
  3. Complete immersion (จุ่มทัง้หมด) ต้องท าการจุ่มปรอทแก้ว   
               ลงไปในของท่ีจะท าการวดัทัง้หมด (ไม่ค่อยพบการใช้ทัว่ไปใน    
                ปัจจบุนั) 
   
 
 
     
  

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

Thermometer/thermocouples 



http://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=total+immersion+thermometer&source=images&cd=&cad=rja&docid=SmqawsaeQ1dUYM&tbnid=VGItpSpYEXlD5M:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.amrl.net%2Famrlsitefinity%2Fdefault%2Faboutus%2Fnewsletter%2FNewsletter_Spring2011%2F8.aspx&ei=iE0kUcHBJq6UiQf5l4H4CA&bvm=bv.42661473,d.bmk&psig=AFQjCNH7vVctHvOq0eBJ7GCqcbdqypHaEg&ust=1361419952438593


   นาฬิกาจบัเวลา 

- เทียบเวลากบักรมอทุกศาสตร ์โทร 1811  

- ท าทวนสอบ ทุก 1 ปี 

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 



II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

เครื่องแก้ว 
 เครือ่งแก้วควรท าจากวสัดคุณุภาพสงู 

• ชนิด  borosilicate glass และheat-resistant plastic 
materials  



 ควรตรวจสอบความเป็นกรด-ด่าง หลงัการล้าง          
 เครือ่งแก้วทุกครัง้ด้วย 0.04% BTB (bromthymol blue) 

  โดยผลของ BTB ต้องเป็นสีเขียวอมน ้าเงิน  

  (อยู่ในสภาวะเป็น กลาง) 

 ควรตรวจสอบสารตกค้างในเครือ่งแก้วท่ีมีผลยบัยัง้           
 การเจริญของเช้ือจลิุนทรีย ์

II การควบคมุคณุภาพเครื่องมือ/อปุกรณ์ 

เครื่องแก้ว 



       การทดสอบสารตกค้างใน petri dish 

  group A, B , C และ D(ท าอย่างละ 6 plate) 
   group A ล้างแบบปกติ 

   group B ล้างแบบปกติและ rinse น ้ากลัน่   

     12 ครัง้ 

   group C ล้างแบบปกติ rinse ด้วยน ้ายา 

     ท่ีล้างในห้องปฏิบติัการแล้วปล่อย 

     ให้แห้ง 

   group D plate พลาสติก 



การทดสอบสารตกค้างใน petri dish (ต่อ) 

น า petri dish  group A, B, C ไปท าให้ปราศจากเช้ือตาม    
ขัน้ตอนของห้องปฏิบติัการ 

ใส่ Enterobacter aerogenes 50-150 cfu/ml 

A, B, C, D A, B, C, D 

0.1 ml/3 plate 1.0 ml/3 plate 

บม่ท่ี 35 องศา /48 ชัว่โมง 



การทดสอบสารตกค้างใน petri dish 

  การอ่านและแปรผล 
  -     ถ้า group A กบั group B นับแล้วเฉล่ียได้ต่างกนั 

        น้อยกว่า 15% (B >A < 15%) และ group A กบั group C 

        นับแล้วเฉล่ียได้ต่างกนัมากกว่า 15% (A > C > 15%) 

  สรปุ : สารท่ีใช้ล้าง(detergent) มีคณุสมบติัยบัยัง้การเจริญ 
                            ของเช้ือ 

            แต่การล้างตามปกติสามารถก าจดัสารยับ้ยัง้ได้หมด 
 



การทดสอบสารตกค้างใน petri dish 

  การอ่านและแปรผล (ต่อ) 

  -    ถ้า group B และ group D ต่างกนัมากกว่า 15%  

  สรปุ : แสดงว่า plate plastic มีสารตกค้างท่ีมีคณุสมบติั  

                      ในการยบัยัง้การเจริญของเช้ือ 

  -   ถ้า group A-D นับแล้วเฉล่ียได้ต่างกนัน้อยกว่า 15 % 

  สรปุ: ไม่มีผลกระทบจากสารพิษหรือสารยบัยัง้ 
 



Loops 

• Nickel  alloy หรือ platinum-iridium สามารถเผาไฟได้ 

• ขนาดอย่างน้อย 3 mm  



  ถงุพลาสติกใส่ตวัอย่าง 

  กรรไกร  

   ช้อน  

    ปิเปต  

    โถปัน่  

การทดสอบ Sterility อปุกรณ์ต่าง ๆ 



ต้องมีความรูค้วามสามารถ มีประสบการณ์ 

ได้รบัการฝึกอบรมให้รูห้น้าท่ี เพื่อคณุภาพของผลการ     

    วิเคราะหท์ดสอบ 

ต้องเลือกบุคลากรจาก 

 - ประวติัการศึกษา 

 - ประสบการณ์ 

III  การควบคมุคณุภาพบคุลากร 



บคุลากรใหม่ 
ฝึกอบรมขัน้ตอนการด าเนินงานและวิธีการทดสอบท่ี

เก่ียวข้องตามลกัษณะงาน 

ให้ผูร้บัการฝึกเฝ้าดกูารท างานของผูท้ดสอบท่ีได้รบัการ
ฝึกอบรมผา่นแล้ว 

III  การควบคมุคณุภาพบคุลากร 



บคุลากรใหม่ 

ผูค้วบคมุงานเฝ้าดกูารปฏิบติังานทดสอบของผูร้บัการ
ฝึกอบรม 

ผา่นและ
มอบหมายงาน 

ไม่ผา่นและมี
ขัน้ตอนการ
ด าเนินงานต่อ 

III  การควบคมุคณุภาพบคุลากร 



  เพราะวิธีการตรวจวิเคราะหมี์การพฒันาอย่างรวดเรว็ 
 ต้องหาความรูใ้หม่ ๆ เพ่ิมเติม และฝึกฝนให้เกิด
 ประสบการณ์อย่างต่อเน่ือง 

   - การดงูานท่ีอ่ืน 

   - ฝึกงานท่ีอ่ืน 

   - การเข้าฟังสมัมนาทางวิชาการ 

บคุลากรเก่า 
III  การควบคมุคณุภาพบคุลากร 



III  การควบคมุคณุภาพบคุลากร 
บคุลากรเก่า 
 วิธีการทดสอบประสิทธิภาพเจ้าหน้าท่ี 
     -  การใช้ certified reference material 

   -  การใช้ spiked sample 

     -  การวิเคราะหแ์บบ replicate พรอ้มๆ   
                กบัเจ้าหน้าท่ีท่ีผา่นการอบรมแล้ว 

       -   การเข้ารว่มท า PT 



 ตัง้ข้อก าหนดว่าเจ้าหน้าท่ีท าการทดสอบตวัอย่างจ านวน
เท่าใดจึงจะบอกได้ว่า ผา่น  

 ก าหนดว่าต้องได้ค่าท่ีถกูต้องใกล้เคียงกบัเจ้าหน้าท่ี         
ท่ีผา่นการอบรมแล้วแค่ไหนจึงยอมรบั    

 

III  การควบคมุคณุภาพบคุลากร 
การประเมินผล 



 สวมเส้ือกราวน์สีอ่อน สะอาด สภาพดี  
 ไม่สวมเส้ือกราวน์ออกนอกบริเวณปฏิบติังาน 
 สวมหมวกปกคลมุผม หากจ าเป็น 
 การล้างมือ : ก่อนและหลงัการปฏิบติังาน และทนัทีท่ีออก 
          จากห้องน ้า 
 หลีกเล่ียงการพดูคยุ ไอ ขณะปฏิบติังาน 
 ห้ามสบูบหุร่ี กินอาหาร ด่ืมน ้า บริเวณทดสอบ 

III  การควบคมุคณุภาพบคุลากร 
สขุลกัษณะของบคุลากร 



 
 ความส าคญัของเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิง 
 
  - ใช้เป็นเช้ือมาตรฐานส าหรบัการทดสอบ 
  - ใช้ในการควบคมุคณุภาพอาหารเล้ียงเช้ือ 
  - ใช้ในการท า method validation 
  - ใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพภายใน 

IV  การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงและ
 การควบคมุคณุภาพ 



  รกัษาสมบติัทางพนัธกุรรม 
 
 
 
 
 

 รกัษา viability ของเช้ือ 

IV  การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงและ
 การควบคมุคณุภาพ 



 -  เลือกใช้วิธีการเกบ็วิธีใดกไ็ด้ตามความเหมาะสม 
 -  ต้องใช้เช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงจากหน่วยงานระดบั   
      ชาติท่ีเป็นท่ียอมรบัหรอืองคก์รท่ีเป็นท่ียอมรบั 
     จากหน่วยรบัรอง 

IV  การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงและ
 การควบคมุคณุภาพ 

 การเกบ็เช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงให้เป็นไปตามข้อก าหนด 



 ♣  ขอครอบครองเช้ือจลิุนทรีย ์
  ♣ บนัทึกการรบัเช้ือ  
  -ช่ือเช้ือ 
  - lot number 
  - code ของเช้ือ เช่น E.  coli :ATCC 25922 
  - วนัท่ีรบั  
  - วนัท่ีเตรียม 
  - ผลการทดสอบ ความบริสทุธ์ิ รปูร่าง ชีวเคมี 

IV  การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงและ
 การควบคมุคณุภาพ 

 ขัน้ตอนการเกบ็เช้ือจลิุนทรียอ้์างอิง 



IV  การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงและ
 การควบคมุคณุภาพ 

 ขัน้ตอนในการเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรีย ์

เลี้ยงให้เจริญ 

ทดสอบความบริสทุธ์ิและคณุสมบติัเฉพาะ 

เกบ็เป็น stock เช้ือ ติดป้าย 

จดัเกบ็ stock ในสภาวะท่ีเหมาะสม 



- Master Culture 

• เช้ือท่ีเป็น freeze dried ampoule  หรือ frozen 
glycerol bead 

• ใช้ในการเตรียม stock culture 

• จะใช้ต่อเม่ือ stock culture หมด หรือ stock  
culture สญูเสีย  viability หรือแยก contamination 

IV  การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงและ
 การควบคมุคณุภาพ 

ระดบัของเช้ือมาตรฐาน 



- Stock Culture 

• เกบ็ในรปูของ frozen glycerol beads  มีอายุ
ประมาณ 2 - 5 ปี 

• ใช้ในการเตรียม working culture ส าหรบัใช้
ในงาน routine 

IV  การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงและ
 การควบคมุคณุภาพ 



  -  Working Culture 

• จะต้องไม่น า subculture มาเป็น ref. Culture อีก 

• ไม่มีการสญูเสีย viability 

• ไม่มีการเปล่ียนแปลงรปูรา่งลกัษณะของเซลล ์

• ไม่มีการเปล่ียนแปลงคณุสมบติัทางชีวเคมี 

• มีการบนัทึกการน าไปใช้ 

IV  การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงและ
 การควบคมุคณุภาพ 



- Working Culture (ต่อ) 

• มีอายปุระมาณ 1 - 4 สปัดาห ์ขึน้อยู่กบัความถ่ีในการ
ใช้งาน  ชนิดของเช้ือ 

• เลี้ยงเช้ือใน agar plate or agar slant 

• เกบ็ในตู้เยน็ 

• น ามาใช้ส าหรบั QC test method,                             
QC media, Validation 

IV  การเกบ็รกัษาเช้ือจลิุนทรียอ้์างอิงและ
 การควบคมุคณุภาพ 



 ตามข้อก าหนด ISO/IEC 17025 ถือว่า media เป็น 
critical material ต้องมีการทวนสอบก่อนน าไปใช้ใน
การทดสอบ 

 ห้อง lab จะต้องจดัให้มีวิธีการปฏิบติัเก่ียวกบัการ 
จดัซ้ือ การยอมรบั การเกบ็รกัษาอาหารเล้ียงเช้ือ 

 ต้องมีการทดสอบประสิทธิภาพและมีการบนัทึกผล 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 



ประเภทของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 ♣ Simple media /Non-selective media          
              เช่น Peptone water , TSB, PCA, NA, PDA 
 Selective enrichment media 
          เช่น TT broth, RVS broth, Alkaline peptone water , 
      TSB 10%NaCl 
  ♣ Differential selective media 
          เช่น XLD, EMB, MSEY, TCBS 
  

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

http://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=salmonella&source=images&cd=&cad=rja&docid=k7LaZcm5IzmiVM&tbnid=5vNGStqjMZJKiM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FFile%3ASalmonella_growing_on_XLD_agar.JPG&ei=m1kkUYSDEJCeiQfKm4D4Cw&bvm=bv.42661473,d.bmk&psig=AFQjCNFq_M3FgwbShKfUObJKEB6UdpNfHw&ust=1361423017243092


ประเภทของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 -  Biochemical media 
             เช่น TSI, LIM, น ้าตาลต่างๆ  

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 



   
 - มีระบบการประเมิน supplier     
   และขัน้ตอนการจดัซ้ือ 
 - ขอใบ certificate  ส าหรบั  lot no. ท่ีสัง่ซ้ือ 
 - เม่ือได้รบัมาแล้วควรตรวจดวู่ายงัอยู่ในช่วงท่ี         
    ไม่เกินวนัหมดอาย ุ
 - ขวดไม่ช ารดุ ฝายงัอยู่ในสภาพท่ีปิดผนึก 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

การซ้ือและการตรวจรบัอาหารเลี้ยงเช้ือ 



 รุน่ วนัเดือนปีท่ีผลิต วนัเดือนปีท่ีหมดอายุ 
 จ านวนและขนาดท่ีได้รบั 
 วนั  เดือน ปี ท่ีได้รบั 
 สถานท่ีเกบ็ 
 ช่ือผูร้บั 
 วนั เดือน ปี ท่ีเปิดใช้ 
 ผลการทดสอบ(Productivity และ/ หรือ Selectivity)  

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

การซ้ือและการตรวจรบัอาหารเลี้ยงเช้ือ 



 การปราศจากเช้ือ(Sterility) 

 การเจริญของเช้ือ(Growth) 

 การยบัยัง้และสนับสนุนการเจริญของเช้ือ 
       (Positive & Negative) 

  

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

การทดสอบคณุภาพอาหารเล้ียงเช้ือ 



   ตรวจสอบการปราศจากเช้ือ(Sterility check) 

 - ท าการสุ่ม 1 หลอด/plate /ขวด ต่อ Lot 

 -  หรอื ท าการสุ่ม 1 -4 % จากจ านวนท่ีเตรียม 

 -  น าไปบม่ตามวิธี 

 

   

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 



  การยบัยัง้และสนับสนุนการเจริญของเช้ือ 

        (Positive & Negative) 
- ไม่ได้ก าหนด ความถ่ี  

- แต่ละ media ต้องทดสอบกบัเช้ือ Positive & Negative 

 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

Negative 
control 

: S. aureus 

Positive 
control 
: E. coli  



  - วดัค่าความเป็นกรดด่าง ท่ี 250C 

  - ตรวจพินิจอาหารเล้ียงเช้ือ 

   ความหนาของอาหารเล้ียงเช้ือ 

   สี 

   ความใส/ส่ิงปลอมปน 

   ความข้น/ความคงตวั/ความช้ืน 
 - ทวนสอบปริมาตร dilution buffer 2 % 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

ทางกายภาพ 



 -  Ready-to-use media 

           มีใบ Certificate  จากผูผ้ลิตท่ีได้รบัการรบัรอง 

           มาตรฐาน ISO 

                       * อาจไม่จ าเป็นต้องตรวจสอบซ า้ 

                      * ต้องมีการเกบ็รกัษาอย่างเหมาะสม 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 



V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

ตวัอย่างใบ Certificate 



V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

 

 -  กรณีท่ีเตรียมจากอาหารเล้ียงเช้ือ Dehydrated media     
 หรือ Basic individual components ควรตรวจสอบ     
 โดยวิธี Qualitative เป็นอย่างน้อยแต่วิธี quantitative    
 จะประกนัคณุภาพได้ดีกว่า โดยปฏิบติัตามวิธีการ
 ตรวจสอบใน ISO 11133-2:2003,2011 



10-1     10-2   10-3      10-4     10-5    10-6     10-7 เช้ือท่ีต้องการ 

(stationary phase) เช้ือท่ีเราต้องการ 

Test medium Ref. medium 

Spread plate 0.1 ml 

Quantitative plating method 
Solid Media 1. for non-selective medium 
การทดสอบ Productivity ของอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแขง็ 



10-1     10-2      10-3      10-4     10-5       10-6       10-7 

Test medium Ref. medium 

Spread plate 0.1 ml 

Working culture of control 
strain  (stationary phase) 

Target culture 

Test medium Ref. medium 

Quantitative plating method (ต่อ) 
Solid Media 2.  for selective medium 
การทดสอบ Productivity และ Selectivity ของอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแขง็ 

Working culture of control 
strain  (stationary phase) 

Target culture 

Non Target 
culture 

Non Target culture 



การค านวณค่า Productivity ratio(PR) 

   PR = Ns / No 

 Ns = จ านวนเช้ือจลิุนทรียท์ัง้หมดบน Test medium 

 No = จ านวนเช้ือจลิุนทรียท์ัง้หมดบน Reference medium 

  (จ านวนเช้ือบน plate ท่ีน ามาใช้ควร  100 cfu/plate) 
 

Quantitative plating method (ต่อ) 



Calculation of selectivity ratio(SF) 

    SF = Do –Ds 

 Do = dilution สงูสดุท่ีเช้ือเจริญได้ ไม่น้อยกว่า 10 cfu          
     บน Reference medium 

 Ds = dilution สงูสดุท่ีเช้ือเจริญได้ บน Test medium 

Quantitative plating method (ต่อ) 



 Criteria for interpretation 
  a non – selective medium   PR   0.7 
  a selective medium 
   - target microorganism  PR   0.1 
   - non-target microorganism SF   2 
 
   Colony appearance and size       Typical 
   of wanted (target) microorganism 

Quantitative plating method (ต่อ) 



ลกัษณะโคโลนีท่ีต้องการ 



Semi-quantitative streaking method based on ecometry 
Solid Media 3. for selective medium and non- selective medium 

เลี้ยงเช้ือ target organism และ non-target organism 

streak บน plate โดยแบง่ plate เป็น 4 ส่วน (sector A-D) 
A 

B 

C 

D 

1 
2 
3 
4 

5 6 7 8 

10 

12 

13 

14 
15 

16 

9 

11 

• Streak 1 µl  loop ไม่ต้องเผา loop 
• แต่ละแนว streak ห่างกนัประมาณ 
   0.5 Cm  
• loop ควรเอียงท ามุม 20-30 องศากบั 
  agar 
  

Test medium 



Semi-quantitative streaking method based on ecometry (ต่อ) 
Solid Media 3. for selective medium and non- selective medium 

 บม่ตามความเหมาะสม 
น ามานับคะแนนเพ่ือหาค่า growth index GI 

  ถ้าเช้ือเจริญขึน้เตม็เส้นได้ 1 คะแนน 
  ถ้าเช้ือเจริญขึน้คร่ึงเส้นได้ 0.5 คะแนน 
  ถ้าเช้ือเจริญน้อยกว่าคร่ึงเส้น หรือไม่เจริญ ได้ 0   
            คะแนน 
 น าผลรวมคะแนนของ sector A ถึง D รวมกนัจะได้เป็นค่า GI 



Semi-quantitative streaking method based on ecometry (ต่อ) 
Solid Media 3. for selective medium and non- selective medium 

Interpretation of results 
  Selective medium 
   target microorganism ขึน้อย่างน้อย 6 คะแนน 
   non-target microorganism ไม่มีการเจริญ 
  Non-selective medium  
   Growth index GI  มากกว่า 6 คะแนน 

 



 -เลี้ยงเช้ือ target และ non-target(อาจใช้เช้ือเดียวหรือหลายเช้ือ) 

   Streak 1 µl  loop บน plate  
 -บม่ตามความเหมาะสม 

 

 
1 

2 

3 

4 

5 

Qualitative streaking method 
Solid Media 4. for selective medium and non- selective medium 



Interpretation 

 เช้ือขึน้เตม็เส้นให้นับ 2 คะแนน 

 เช้ือขึน้  ครึ่งเส้นให้นับ 1 คะแนน 

 เช้ือไม่ขึน้หรือขึน้น้อยกว่าคร่ึงเส้นให้นับ 0 คะแนน 
 

Solid Media 4. for selective medium and non- selective medium 
Qualitative streaking method (ต่อ) 



Criteria for interpretation 

  non-selective agar : ควรได้ 2 คะแนนในแต่ละเช้ือท่ีทดสอบ 

  selective agar: 
   เช้ือ target : ควรได้ 2 คะแนน 

   เช้ือ non-target :  ควรได้ 0 หรือ 1 คะแนน 

Colony appearance and size     Typical 

of wanted (target) microorganism 

Solid Media 4. for selective medium and non- selective medium 
Qualitative streaking method (ต่อ) 



 

1.Prepare liquid medium 

 

2.Prepare stationary phase cultures of the test strains 

 

10 ml 10 ml 

Test  broth Reference  broth 

dilute 

10-100 cfu/0.1 ml for target microorganism 

> 1,000 cfu/0.1 ml for non-target microorganism 

Quantitative dilution method for target  and non target microorganism 
Liquid Media 5. for selective medium and non- selective medium 
การทดสอบ Productivity และ Selectivity ของอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว 



 

 

 

 

เช้ือ target 

10-100 cfu/หลอด 

เช้ือ non-target 

> 1000 cfu/หลอด 

Test b              Ref. b  Test b               Ref. b  
บ่มตามความเหมาะสม 

Dilute ตามความเหมาะสม 

Spread plate 0.1 ml 

non-selective medium non-selective medium 
บ่มตามความเหมาะสม 

Liquid Media 5. for selective medium and non- selective medium 
การทดสอบ Productivity และ Selectivity ของอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว 

Quantitative dilution method for target  and non target microorganism (ต่อ) 



  Calculation and Interpretation 

 Productivity ratio: 

   Non-selective broth : PR   0.7 

   Selective broth         :   0.1 

 Selectivity Factor    : SF   2 

Quantitative dilution method for target  and non target microorganism (ต่อ) 



 

 

เช้ือ target เช้ือ non-target 

100-1000 cfu/หลอด  

 บ่มตามความเหมาะสม(transport media) 

 บ่มท่ีอณุหภมิูห้อง 45 นาที( diluents) 

Spread plate 0.1 ml 

non-selective 
medium 

non-selective 
medium 

บ่มตามความ
เหมาะสม 

เช้ือ non-target เช้ือ target 

ชุดท่ี 1 ชุดท่ี 2 

Spread plate 0.1 ml 

Liquid Media 6. for diluents and transport media 
Quantitative dilution method for target  and non target microorganism (ต่อ) 



Calculation 

 -นับปริมาณของเช้ือ target และ เช้ือ non-target ภายหลงั spread 
บนnon-selective medium 

 -เปรียบเทียบปริมาณเช้ือ ในชดุท่ี 1 (ไม่บม่) และชดุท่ี 2(บม่ก่อน
น าไป  spread บน non-selective medium) 

Interpretation 

 ทัง้เช้ือ target และ non-target ของชดุท่ี 2 ควรมีปริมาณอยู่ในช่วง 
 50%ของปริมาณเช้ือท่ีนับได้ในชดุท่ี 1 

Quantitative dilution method for target  and non target microorganism (ต่อ) 



 

 1.เติมเช้ือ non-target  

> 1,000 cfu/หลอด 

2.เติมเช้ือ target  10-100 cfu +  

non-target > 1,000 cfu/หลอด 

10 ml 
10 ml 

  Test b   Test b 
บ่มตามความเหมาะสม 

Streak 10 µl 

non-selective medium     Specific selective medium 
บ่มตามความเหมาะสม 

Semi-quantitative single tube method for target, non target and 
mixed culture 

Liquid Media 6. for selective medium 
การทดสอบ Productivity และ Selectivity ของอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว 



Interpretation 

   Productivity ของเช้ือ target : ต้องขึน้อย่างน้อย 10 
 โคโลนีบน selective medium 

   Selectivity ของเช้ือ non-target : ต้องไม่ขึน้ (Total 
 inhibition) หรือ ขึน้น้อยกว่า 10 โคโลนีบน                    
 non-selective medium 

Semi-quantitative single tube method for target, non target and 
mixed culture (ต่อ) 



LST : ดกูารเจริญ การสรา้งกส๊ 
 



 

 

 

Working culture of target and 
non-target control strain 
(stationary phase) 

เช้ือ target             เช้ือ non-target 

10 ml 

Test broth 

บม่ตามความเหมาะสม 

Qualitative single tube method 
Liquid Media 7. for selective medium and non- selective medium 



TSB : ดกูารเจริญ 

ไม่ขุ่น 

ขุ่น +2 



Calculation 

 หลอดขุ่นถึงขุ่นมาก แสดงว่าเช้ือเจริญ = 2 คะแนน 

 หลอดขุ่นน้อย แสดงว่าเช้ือเจริญไม่ดี = 1 คะแนน 

 หลอดไม่ขุ่น แสดงว่าเช้ือไม่เจริญ = 0 คะแนน 
 

Qualitative single tube method (ต่อ) 

Interpretation 

  non-selective broth : ต้องได้ 2 คะแนนในแต่ละเช้ือท่ี
ทดสอบ 

  selective broth :  
   เช้ือ target  - ต้องได้ 2 คะแนน 

   เช้ือ non-target - ต้องได้ 0 หรือ 1 คะแนน 



สรปุ : การควบคมุคณุภาพอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1.Quantitative  : ใช้กบัอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 ชนิดใหม่ 

 ผูผ้ลิตรายใหม่ 

 ท่ีใช้นับจ านวน (lot หรือ batch ท่ีรบัใหม่) 
2.Semi- Quantitative ใช้กบัอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 Selective medium (lot หรือ batch ท่ีรบัใหม่) 
3.Qualitative ใช้กบัอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีห้องปฏิบติัการเตรียม 

 



ข้อ1  จากข้อมลู จงประเมินอาหารเลี้ยงเช้ือ Baird parker Lot. No. ใหม่ว่าสามารถ  

                 น ามาใช้ในห้องปฏิบติัการได้หรือไม่ 
 

 อาหาร Baird parker :     อาหาร TSA 

       S.  aureus (โคโลนี)         S.  aureus (โคโลนี) 

  Dilution 10 (-5) = 40  Dilution 10 (-5) = 45 

 Dilution 10 (-6) = 5     Dilution 10 (-6) = 3 

  

       E. coli ไม่เจริญ    E. coli  

      Dilution 10 (-6) = 60 

      Dilution 10 (-7) = 7 



ขัน้ตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
 
   -  สตูร 
 
      -  ย่ีห้อของส่วนประกอบ 
 
        -  วิธีการเตรียม 
 
         -  pH เร่ิมต้น / สดุท้าย 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 



-  เวลา , อณุหภมิูท่ีใช้ในการฆ่าเช้ือ 
 
-  ฉลาก (label) 
 
-  การเกบ็รกัษา, ระบุวนัหมดอาย ุ
 
-  การควบคมุคณุภาพ  

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 



 - dehydrated media เกบ็ในขวดปิดฝาให้แน่นในท่ีท่ีเยน็  
              และแห้ง ไม่มีแสง ถ้าก าหนดว่าต้องแช่ในตู้เยน็และมืดกต้็อง  
              ปฏิบติัตาม 
 - หลงัจากเปิดขวด media ใช้งานแล้วควรใช้ให้หมดภายใน 6 เดือน 
 -  media ท่ีมีสีเป็นองคป์ระกอบ ควรเกบ็ในท่ีท่ีป้องกนัแสงโดย 
               เกบ็ในท่ีมืด ขวดสีเข้ม ห่อด้วยฟอยล ์
 -  สภาพของอาหารเลี้ยงเช้ือจะต้องไม่เปล่ียนแปลง 
 -  มีระบบบนัทึก stock และบนัทึกการน าไปใช้ 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

การเกบ็รกัษา media ก่อนเปิดใช้งาน 



 -  ห้องปฏิบติัการควรจดัให้มีข้อมูลสภาวะการเกบ็อาหาร 
  เล้ียงเช้ือชนิดต่าง ๆ 
 -  องคป์ระกอบและ packaging  ของอาหารเล้ียงเช้ือจะ   
  มีผลต่ออายขุอง media 
 -    ปริมาณของเหลวท่ีหายไปต้องไม่เกิน 10 % 
  

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

การเกบ็รกัษา media ท่ีเตรียมแล้ว 



V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

การเกบ็รกัษา media ท่ีเตรียมแล้ว (ต่อ) 
 
 -  Optimum temperature ส่วนใหญ่ 4 - 6 0C เกบ็ได้   
  เป็นระยะเวลาหลายเดือน 
 
 -  liquid media ส่วนใหญ่เกบ็ไว้ท่ีอณุหภมิู 40 C ได้      
  เป็นระยะเวลาหลายเดือน  แต่กมี็ liquid media   
  บางชนิดท่ีมีอายสุัน้ ได้แก่ tetrathionate  broth  



 -   ป้องกนัอาหารเลี้ยงเช้ือจากการถกูแสงแดด เน่ืองจาก 
   อาจท าให้ประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือลดลง  
   เน่ืองจากเกิด การสรา้ง peroxides หรือท าให้ stability  
   ของสี (dye) ลดลง 

 -  Solid media ส่วนใหญ่จะเกบ็ไว้ได้หลายเดือน ถ้าเกบ็ใน
  airlight container เช่น เกบ็ใน tube ท่ีเป็นฝาเกลียว 

 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

การเกบ็รกัษา media ท่ีเตรียมแล้ว (ต่อ) 



V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

การเกบ็รกัษา media ท่ีเตรียมแล้ว (ต่อ) 

-   Agar plate จะมีปัญหาในการเกบ็รกัษาคือ   
  Contamination และ dehydration อาจป้องกนั ได้ด้วย 
  การหุ้มห่อหรอื seal plate ด้วยถงุพลาสติก เกบ็รกัษาท่ี 
  อณุหภมิู 4 0C   

          (ต้องคว า่ plate) 



•     Membrane fill broth (MF)  เกบ็ใน SCREW  CAP          
 ท่ี 4 0C เกบ็ได้ 96 ชัว่โมง 

•   agar หรือ broth   เกบ็ใน loose-cap tubes ท่ี 4 0C    
 เกบ็ได้ 2 สปัดาห ์

•   agar หรือ broth เกบ็ใน tightly screw-cap tubes   
 ท่ี  4 0C เกบ็ได้  3 เดือน 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

เวลาในการเกบ็รกัษาอาหารเล้ียงเช้ือ 



•   อาหารแบบวุ้นท่ีเทลงใน plate และเกบ็ใน                   
 ถงุพลาสติกท่ีปิดสนิท ท่ี 4 0C เกบ็ได้  2 สปัดาห ์ 

    (ก่อนใช้ท าการ dry plate โดยเปิดฝา คว า่หน้า plate 

      ท าใน oven 25-50 0C หรือ Laminar  flow  cabinet) 

•   อาหารแบบวุ้นท่ีเกบ็ใน flask ขนาดใหญ่มี screw-cap                         
 ท่ี 4 0C เกบ็ได้  3 เดือน 

 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

เวลาในการเกบ็รกัษาอาหารเล้ียงเช้ือ 



V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 

การละลาย Agar medium 

ถ้าหลงัจากฆ่าเช้ือแล้ว ยงัไม่ได้ท าการ pour plate ให้สามารถ  
      ท้ิงไว้ให้แขง็ แล้วสามารถน ากลบัมาใช้ได้โดยอนุญาตให้ท า 
      การละลายได้อีกหน่ึงครัง้ ถ้าเหลือให้ท้ิงได้เลย 
อณุหภมิูท่ีใช้เท plate 47-50 OC 
อณุหภมิูท่ีใช้เทลงใน ตวัอย่าง plate 44-47 OC 
     เมื่อท าการละลาย media แล้ว ต้องใช้ภายในไม่เกิน 4 ชม. 
 



ตัวอย่างแบบบันทึกการเตรียม 
อาหารเลีย้งเช้ือ 

ว/ด/ป Bath No. Media น ้ำหนกั(g) ปริมำตร(ml) pHเร่ิม pHสุดทำ้ย ผูเ้ตรียม 
QC media Sterility ผูรั้บผดิชอบ 

Positive Negative     

                        

                        

                        

                        

                        

                        

                        



 

 ใช้น ้ากลัน่หรือ deionized water 

 มีการบนัทึกผลการตรวจ 
คณุภาพน ้า    

 ควรเลือกซ้ือจากบริษทัท่ีมี 
certificate 

คณุภาพน ้าท่ีใช้ในห้องปฏิบติัการ 

V  การควบคมุคณุภาพอาหารเลีย้งเช้ือ 



คณุภาพของน ้าท่ีใช้ในห้องปฏิบติัการจลุชีววิทยา 

 <0.1 mg/ l Annually Heavy metals total 

< 500 CFU/ml Monthly Becteriological tests :  
Heterotrophic plate count 

< 0.1 mg/l Monthly or with each use Total chlorine residual 

< 1.0 mg/l Monthly Total organic carbon 

5.5 – 7.5 With each use pH 

 < 2 
µmhos/cm at 25 C 

Monthly  or each new batch Chemical 
tests : Conductivity 

Limit Monitoring Frequency Test 



 
 - ท า duplicate อย่างน้อยเดอืนละคร้ัง  
              หรือ 10 %  ของตัวอย่าง  
              หรือ หน่ึงตัวอย่างต่อการทดสอบ (test run)  
              หรือ หน่ึงตัวอย่างต่อสัปดาห์ ถ้าตัวอย่างต่อสัปดาห์   
                       น้อยกว่า 10  

  

V I การควบคมุคณุภาพวิธีทดสอบ 



No. Duplicate Analyses Logarithms of Counts Range of Logarithms 

D1 D2 L1 L2  ( Rlog) (L1-L2) 

1 89 71 1.9494 1.8513 0.0981 

2 38 34 1.5798 1.5315 0.0483 

3 58 67 1.7634 1.8261 0.0627 

. . . . . . 

. . . . . . 

14 7 6 0.8451 0.7782 0.0669 

15 110 121 2.0414 2.0828 0.0414 

Precision criterion 



Precision criterion 

  Rlog = 0.0981+0.0483+0.0627+…….+0.0669+0.0414 
             = 0.71889 
         R = Rlog /n  
             = 0.71889/15 = 0.0479 
Precision criterion = 3.27 R 
                                 = 3.27(0.0479) 
                                 = 0.1566 



 
 - Spike ตวัอย่างด้วย positive และ negative control 
 culture ส าหรบั test method นัน้ ๆ ด้วยปริมาณเช้ือท่ี
 ทราบค่า 
 - sterility check ของ media ท าทุก 1-4% และ    
             glassware 
                 โดยใช้น ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแล้วแทนตวัอย่าง โดย  
                ท าการทดลองไปพร้อม ๆ กบัการทดสอบ   
                ตวัอย่าง 

No. 

Duplicate 
Analyses 

Logarithms of 
Counts 

R
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n
g
e
 
o
f
 
L
o
g
a
r
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t
h
m
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D1 D2 L1 L2 
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1
 

-

 

L
2
 
)
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9
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1 

2 38 34 1.5798 1.5315 

0
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3 

3 58 67 1.7634 1.8261 

0
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7 

. . . . . . 

. . . . . . 

14 7 6 0.8451 0.7782 

0
.
0
6
6
9 

15 110 121 2.0414 2.0828 
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VI  การควบคมุคณุภาพวิธีทดสอบ 



 - ควรทดสอบทนัทีท่ีตวัอย่างเข้ามาถึงห้องปฎิบติัการ 
 - ในกรณีท่ีต้องมีการเกบ็รกัษาตวัอย่างต้องเกบ็รกัษาท่ี 
   อณุหภมิูและภาวะท่ีเหมาะสม              
      โดย 

 อาหารแช่แขง็ เกบ็ท่ีอณุหภมิู < -180C 
 อาหารแช่เยน็ เกบ็ท่ีอณุหภมิู 1-50C  แต่ต้อง     
      ทดสอบภายใน 36 ชัว่โมง 

VII  การควบคมุคณุภาพตวัอย่างทดสอบ 



 ตวัอย่างน ้า เกบ็ท่ีอณุหภมิู 0-40C แต่ต้อง
ทดสอบภายใน 24 ชัว่โมง 

 อาหารกระป๋องและอาหารแห้งเกบ็ท่ี
อณุหภมิูห้อง 

VII  การควบคมุคณุภาพตวัอย่างทดสอบ 
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