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methods against a reference method 

ISO 16140-3:Protocol for the verification of reference and validated                                               
alternative  methods implemented in a single laboratory 

ISO 16140-4:Protocol for method validation in a single laboratory 

ISO 16140-5:Protocol for factorial interlaboratory validation for non-
proprietary methods

ISO 16140-6 :Protocol for the validation of alternative (proprietary) 
methods for microbiological confirmation and typing procedures 
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ISO 16140-2

ISO 16140-5

ISO 16140-6

interlaboratory study 

ISO 16140-4

1.Validation of the method

single laboratory study (non interlaboratory study) 

2. Method verification

Lab แสดงความสามารถด าเนนิการทดสอบตามวธิี validated 
method ไดอ้ยา่งเหมาะสมISO 16140-3



• การจดัหาหลกัฐานแสดงคณุสมบตัิที่เหมาะสมเฉพาะของวิธีทดสอบ
เพ่ือใหเ้หมาะสมต่อการใชง้าน

validation

• การแสดงความสามารถของ Lab ในการใชว้ิธีทดสอบสอดคลอ้งกบัวิธี
ท่ีผ่านการตรวจสอบความถกูตอ้ง และมีความเหมาะสมในการน าไปใช้
งาน

verification
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การศึกษา Validation study

ไมส่ามารถทดสอบอาหารที่มีอยูท่ัง้หมดได้

ถำ้ศึกษำ food categories อยำ่งนอ้ย จ ำนวน 
5 กลุ่ม (ISO 16140-2:2016, Annex A )

เรียก Broad range of foods

อำหำรหลำกหลำยกลุ่ม 

ถำ้ศึกษำ food categories นอ้ยกวำ่ 

จ ำนวน 5 กลุ่ม 

เรียก Limited range of foods

อำหำรจ ำกดักลุ่ม 

8



การศึกษา Validation study

ถำ้ศึกษำ food 
categories ≤ 5 กลุ่ม Broad range of foods

สอดคลอ้ง 15 food 
categories

(ส ำหรับอำหำรทั้งหมด)

บำงคร้ัง validation มีกำรเพ่ิมเติมใหส้มบูรณ์ดว้ยกำรเติม  (non-food) categories

- Pet  food and animal feed

- Environmental samples(foods or feed production)

- Primary production samples

9



10

การทวนสอบวธิ(ีVerification) ม ี2 แบบ

เป็นการแสดงว่าหอ้งปฏบัิตกิารสามารถปฏบัิตกิารทดสอบด้วยวิธีทดสอบน้ันได้อย่างถูกต้อง 

1.Implementation verification

1.1 Qualitative Food item เดียวกนั ท่ีไดถู้ก validation study

1.2 Quantitative Food item ใดกไ็ด้ ท่ีอยูใ่นขอบข่ำยของอำหำรท่ีผำ่น
validation study

2.(food) Item verification

การแสดงความสามารถของหอ้งปฏบัิตกิารทีจ่ะน าวิธีทดสอบไปใช้ใน scope ทีอ้่างถงึ
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แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งขอบขา่ย

• categories/types/items  วธีิทดสอบอำ้งวำ่
สำมำรถน ำไปประยกุตใ์ชไ้ด้

Scope of the method

• categories/types/items วธีิทดสอบอำ้งวำ่ถูก
validated

Scope of validation

• categories/types/items หอ้ง lab ใชอ้ยู ่และอยู่
ในขอบข่ำยท่ีผำ่นกำร validated แลว้

Scope of laboratory application
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Overlab between the difference scopes
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ขอบขา่ย (Scope)

เอกสารนีร้ะบุแนวทางส าหรับการทวนสอบวธีิทดสอบอ้างองิ (reference methods) และวธีิทางเลือกทีผ่่านการตรวจสอบความถูกต้อง
ของวธิีแล้ว (validated alternative methods) ส าหรับให้ห้องปฏบิัติการน าไปใช้

• การตรวจแบบ detection 
• การตรวจแบบ quantification
• การตรวจยนืยนั (confirmation)
• การจ าแนก (typing)

ครอบคลุมวิธี

• อาหารคน
• อาหารสตัว์
• ตวัอยา่งส่ิงแวดลอ้มจากพ้ืนท่ีผลิต 

และการจดัการ

ประเภทตวัอยา่ง
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ขอบขา่ย (Scope)

ใช้กบัการทดสอบหาแบคทเีรีย ยสีต์ และรา  บางคร้ังน าไปประยกุต์ใช้กบัส่ิงมชีีวติขนาดเลก็ หรือ สารทีเ่ช้ือสร้างขึน้
สามารถน าไปใช้ได้แล้วแต่กรณี

ขอ้ 5 & 6

รปูแบบการ
ทวนสอบวธิ ี
qualitative & 
quantitative

ขอ้ 7

การทวนสอบ 
confirmation & 

typing

Annex F

การทวนสอบ 
reference 

method ทีย่งัไม่
ผา่นการ 
validated
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หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ใหด้ ำเนินกำรใน 2 ส่วน 

1. ทวนสอบกำรน ำไปใชง้ำน 
(implementation verification)

การทวนสอบวธีิฯ

ISO 16140-3:2021 

4.1 เร่ืองทัว่ไป

2. ทวนสอบตำมรำยกำร (อำหำร) 
{(food) item verification)}

มุ่งเนน้รำยกำร (อำหำร) {food (item)} ท่ีอยูใ่นขอบข่ำยกำร validated 
และอยูใ่นขอบข่ำยท่ีหอ้งปฏิบติักำรน ำไปใช ้
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หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ISO 16140-3:2021 

4.1 เร่ืองทัว่ไป (ต่อ)

เพื่อกำรทวนสอบวิธีฯ

เพ่ือตรวจสอบขอบข่ำยกำร validated และ เลือกรำยกำร (อำหำร) ท่ีเหมำะสม

ตอ้งศึกษำรำยงำนกำร validated ท่ีตีพิมพ ์โดยองคก์รท่ีไดรั้บกำรยอมรับ หรือ
หน่วยงำนท่ีใหก้ำรรับรองวธีิ

ก่อนกำรทวนสอบวธีิฯ

หอ้งปฏิบติักำรผูใ้ชว้ธีิ

19



หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ISO 16140-3:2021 

4.1 เร่ืองทัว่ไป (ต่อ)

รำยละเอียดกำรทวนสอบแบบ
- พบ/ไม่พบ หำ eLOD50 (ดูขอ้ 5)

- ปริมำณ หำ SIR และ eBias (ดูขอ้ 6)

ตอ้งท ำ implementation verification ก่อนท ำ (food) item verification

กำรทวนสอบวธีิฯ

หอ้งปฏิบติักำรฯ

ส่วน reference method ทีย่งัไม่ผ่านการ validated ดูรายละเอยีดใน Annex F 20



หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

เลือก 1 รำยกำร (อำหำร) food item 
• ตรงกบัขอบขำ่ยท่ีถูก validation และอยูใ่น Scope ของ Lab. application 

กรณ ีQualitative (พบ/ไม่พบ)

เลือก 1 รำยกำร (อำหำร) food item
• อยูใ่นขอบข่ำยกำร validated (แต่รำยกำรอำหำรไม่จ ำเป็นตอ้งตรงกบัขอบข่ำยฯท่ีศึกษำ)
• อยูใ่น Scope ของ Lab. application 

กรณ ีQuantitative (ปริมาณ)

มีจุดมุ่งหมำยเพ่ือแสดงควำมสำมำรถของห้องปฏิบติักำร วำ่สำมำรถใชวิ้ธีทดสอบไดถู้กตอ้ง สอดคลอ้งกบัผลกำร validated ห้องปฏิบติักำร ตอ้ง
ทบทวนขอ้มูล validation (โดยเฉพำะ LOD50 หรือ  SIR ในรำยกำร (อำหำร) ท่ีศึกษำ)

1

2

ISO 16140-3:2021 

4.2 การทวนสอบการน าไปใช้งาน implementation verification

❖ ถำ้รำยกำร (อำหำร) ตรงกบัขอบข่ำย validation แต่ไม่อยูใ่นขอบข่ำยท่ีหอ้งปฏิบติักำรตรวจ 
หอ้งปฏิบติักำรตอ้งจดัหำ (ซ้ือ) ตวัอยำ่งรำยกำร (อำหำร) น้ี

❖ รำยกำรอำหำรท่ีเลือกมำทวนสอบ ตอ้งมี sample size ขนำดเดียวกนักบักำรศึกษำ validation
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หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ISO 16140-3:2021 

4.3 การทวนสอบตามรายการ (อาหาร) ((food) item verification))

ใชก้บั Validated methods (reference และ alternative) ท่ีมีขอ้มูล validation ท่ีตีพิมพแ์ลว้

เพื่อแสดงควำมสำมำรถของหอ้งปฏิบติักำรในกำรใช ้validated method ในรำยกำร (อำหำร) นั้น

หอ้งปฏิบติักำรตอ้ง

เลือก 1 รำยกำรอำหำรทำ้ทำ้ย (challenging food item) จำกแต่ละกลุ่มอำหำร (categories) ท่ีอยูใ่นขอบข่ำย
กำร validated และอยูใ่นขอบข่ำยท่ีหอ้งปฏิบติักำรมีกำรทดสอบ (ดูรำยละเอียดขอ้ 4.4)

รำยกำรอำหำรท่ีทำ้ทำย ใหใ้ช ้sample size เท่ำกบัตวัอยำ่งท่ี validated หรืออำจใชข้นำดเล็กกวำ่ตำมท่ี lab ใช้
ในงำนประจ ำ
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หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ISO 16140-3:2021 

4.4 ขอ้ก ำหนดส ำหรับกำรทวนสอบฯ (requirements for implementation verification and (food) item verification)

รูปแสดงรำยกำรอำหำร (food item) ท่ีตอ้งทวนสอบในอำหำรหลำกหลำยกลุ่ม (broad range of foods) 23

**เชิงคณุภาพ
- ตรงกลุ่ม
- ตรงรายการ
- ตรง test portion
**เชิงปริมาณ
- ตรงกลุ่ม
- รายการไม่ต้องตรง



หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ISO 16140-3:2021 

4.4 ขอ้ก ำหนดส ำหรับกำรทวนสอบฯ (requirements for implementation verification and (food) item verification) ต่อ

รูปแสดงรำยกำรอำหำร (food item) ท่ีตอ้งทวนสอบในอำหำรจ ำกดักลุ่ม (limited range of foods) 24



หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ISO 16140-3:2021 

4.4 ขอ้ก ำหนดส ำหรับกำรทวนสอบฯ (requirements for implementation verification and (food) item verification) ต่อ

รูปแสดงรำยกำรอำหำร (food item) และรำยกำรอ่ืนท่ีตอ้งทวนสอบในอำหำรหลำกหลำยกลุ่มและในกลุ่มอ่ืนๆ
25
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หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

4.4 ขอ้ก ำหนดส ำหรับกำรทวนสอบฯ (requirements for implementation verification and (food) item verification) ต่อ

ISO 16140-3:2021 



หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ISO 16140-3:2021 

4.4 ขอ้ก ำหนดส ำหรับกำรทวนสอบฯ (requirements for implementation verification and (food) item verification) ต่อ

แนวทางในการเลือกรายการอาหารท้าทาย (challenging food items) Annex B

ส ำหรับ “Broad range of foods” scope ท่ีตอ้งท ำอยำ่งนอ้ย 5 รำยกำรอำหำร

ตำรำง B1 แสดงตวัอยำ่งรำยกำรอำหำร (food item) และคุณสมบติัท่ีตอ้งกำรเพื่อใชท้วนสอบ

Category Item Challenging characteristic

1 1 pH

2 2 Viscosity

3 3 Fat content

4 4 High background microbiota and pH

5 5 Polyphenol
27



หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ISO 16140-3:2021 

4.4 ขอ้ก ำหนดส ำหรับกำรทวนสอบฯ (requirements for implementation verification and (food) item verification) ต่อ
แนวทางในการเลือกรายการอาหารท้าทาย (challenging food items) Annex B

Matrix ของอาหารทีอ่าจมผีลกระทบต่อการทดสอบ

มีกำรปนเป้ือนของเช้ือสูง เช่น raw meat, raw milk, fermented milk spoilage microorganism ฯลฯ

องคป์ระกอบของตวัอยำ่งอำหำร เช่น high fat content, lecithin, thickener, nutrient content ฯลฯ

pH เช่น กรดสูง (<4.5) – เคร่ืองด่ืม ซอส 

มีสำรยบัย ั้งกำรเจริญในตวัอยำ่ง

โครงสร้ำงทำงฟิสิกส์ของอำหำร เช่น ควำมเหน่ียว กำรละลำย

28



หลกัการทัว่ไปของการทวนสอบวธีิแบบพบ/ไม่พบ และแบบปริมาณ
(General principles of verification of qualitative (detection) methods and quantification methods)

ISO 16140-3:2021 

4.5 คุณลกัษณะของสมรรถนะทีต้่องทวนสอบ (Performance characteristics)

ตำรำงท่ี 2 แสดงคุณลกัษณะของสมรรถนะท่ีตอ้งทวนสอบ

29



การทวนสอบวธีิเชิงคุณภาพ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

5.1 กำรประมำณค่ำ LOD50 (estimated LOD50 (eLOD50) determination)

1) กำรท ำ implementation verification
ทวนสอบกำรใชง้ำน : เพื่อแสดงควำมสำมำรถในกำรใชว้ธีิvalidated แลว้ ไดอ้ยำ่งถูกตอ้ง

2) กำรทวนสอบรำยกำรอำหำร ((food) items verification)

ระหวำ่งกำรทวนสอบ : ตอ้งปฏิบติัตำมขั้นตอนของวธีิทดสอบ รวมถึงกำรตรวจยนืยนัดว้ย

กำรตรวจยนืยนั : ในแต่ละ test portion ใหใ้ชอ้ยำ่งนอ้ย 1 colony

ใหค่้ำประมำณ eLOD50

กำรทวนสอบแบบ implementation และ (food) item

30



ISO 16140-3:2021 

5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design)

31

การทวนสอบวธีิเชิงคุณภาพ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)



การเลือกรูปแบบ
ขึน้กบัความสามารถของ Lab
ทีจ่ะท าให้ได้ระดับปนเป้ือนที่

ต้องการ

การทวนสอบวธีิเชิงคุณภาพ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ

รูปแบบที ่1
ใชเ้ม่ือมีควำมไม่แน่นอน ในกำรท ำใหไ้ดร้ะดบักำร
ปนเป้ือนท่ีตอ้งกำร เน่ืองจำกปริมำณเช้ือท่ีเติมขณะนั้นใน 
test portion ไม่ทรำบปริมำณท่ีแทจ้ริง

รูปแบบที ่2

ใชเ้ม่ือ รูปแบบท่ีใชค้ร้ังแรก ผลใชไ้ม่ได ้และกำรทดลองตอ้งท ำซ ้ ำ

รูปแบบที ่3

ใชเ้ม่ือเช้ือท่ีเติมทรำบปริมำณท่ีแน่นอน เช่น 
กำรใช ้reference material

ไม่ว่า Lab จะใช้รูปแบบการทดลองใด ถ้าผลการทดสอบ (eLOD50 ) ไม่สอดคล้องกบัการ
ปนเป้ือนของเช้ือทีต้่องการ เพ่ือลดการท าซ ้า ให้ท า dilution เพิม่ขึน้ 32



การทวนสอบวธีิเชิงคุณภาพ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ

เตรียมเช้ือเป้าหมายเพ่ือเติมใน (food) items

เตรียม test portions (จาก (food) item เดียวกนั) ตามจ านวนทีต้่องการใช้ (ดูตารางที่ 3) โดย 
(food) item ต้องไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือเป้าหมาย 

หาระดับของเช้ือทีต้่องการ โดยการแจงนับด้วย non-selective medium 
หรือวธีิ MPN ตามระบุ ISO 7218

หมำยเหตุ : ถำ้ระดบักำรปนเป้ือนของเช้ือท่ีใชเ้ติมไม่ทรำบปริมำณ ให้เจือจำงมำกข้ึน เพ่ือให้แน่ใจวำ่ระดบัของเช้ือเป้ำ
หมำยถึงระดบัท่ีตอ้งกำรทวนสอบ

เติมเช้ือเป้าหมายใน test portion ตามรูปแบบทีเ่ลือก (จากตารางที ่3)

ทดสอบ test portion ตามวธีิทดสอบ

ค านวณeLOD50 โดยอาศัยผล + หรือ – (ดูรายละเอยีดข้อ 5.5) 

รูปแบบการทดลอง
ตอ้งปฏิบติั ดงัน้ี

1

2

3

4

5

6
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5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ
ตวัอยำ่งกำรเตรียมเช้ือเป้ำหมำยเพื่อใชใ้นกำรทวนสอบ : Annex C

รูปท่ี C.1 : ตวัอยำ่งกำรหำปริมำณเช้ือเบ้ืองตน้
34
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5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ
ตวัอยำ่งกำรเตรียมเช้ือเป้ำหมำยเพื่อใชใ้นกำรทวนสอบ : Annex C

รูปท่ี C.2 : ตวัอยำ่งกำรเตรียมเช้ือเพื่อใชเ้ติม (inoculum) 35
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5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ

รูปท่ี C.3 : ตวัอยำ่งกำรเตรียมเช้ือใน test portions ตำมรูปแบบท่ี 1
36
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5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ

รูปท่ี C.4 : ตวัอยำ่งกำรเตรียมเช้ือใน test portions ตำมรูปแบบท่ี 2
37
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ISO 16140-3:2021 

5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ

รูปท่ี C.5 : ตวัอยำ่งกำรเตรียมเช้ือใน test portions ตำมรูปแบบท่ี 3
38
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5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ

รูปท่ี C.6 : ตวัอยำ่งกำรหำปริมำณเช้ือจริงท่ีเติม 39
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5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ

รูปท่ี C.7 : กำรหำปริมำณเช้ือโดยวธีิ MPN เพื่อใชเ้ติมตำมรูปแบบท่ี 1 และ 2
40
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5.2 กำรออกแบบกำรทดลอง (Experimental design) ต่อ

รูปท่ี C.8 : กำรหำปริมำณเช้ือโดยวธีิ MPN เพื่อใชเ้ติมตำมรูปแบบท่ี 3
41
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5.3 กำรเลือก (food items) (Selection of (food) items)

ใหเ้ลือก 1 (food) item ท่ีอยูใ่นของกำร validated 
อยูใ่น scope ท่ี lab น ำไปใชท้ ำ implementation

เลือก (food)item (เสนอใหเ้ลือกรำยกำรทำ้ทำย) |
จำกแต่ละ categories ท่ีอยูใ่น scope ท่ี lab 
น ำไปใช ้(food) items verification

หมำยเหตุ : 1) รำยละเอียดจ ำนวน categories ท่ีใชใ้นกำรทวนสอบ ดูขอ้ 4.4
2) ขอ้แนะน ำในกำรเลือกรำยกำรอำหำรท่ีทำ้ทำย (challenging food item) ดู Annex B

1

2
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5.4 กำรท ำใหป้นเป้ือน (Artificial contamination)

Culture collections

User laboratory collection

Reference material 
(รวม commercial ref. material)

5.4 .1 กำรเลือกสำยพนัธ์ุ ใชส้ำยพนัธ์ุท่ีไดจ้ำก

Strain ทีใ่ช้ควรมาจากแหล่งทีเ่กีย่วข้อง
กบั (food) item ทีถู่กท าการ verified  

44
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5.4.2 กำรเติมเช้ือลงใน test portion (Inoculation of the test portion)
หำก  (food )categories) ท่ีเลือกท ำ

ไม่มีขอ้มูลกำร validated 

LOD50≤ 1 cfu/test portion

1

เติมเช้ือใน test portion

ส ำหรับรูปแบบท่ี 3 
ใหใ้ชเ้ช้ือ 3-5 cfu/test portion ดูตำรำงท่ี 32

3

4

ใหอ้ยูใ่นระดบั 9, 3 และ 1 เท่ำ ของ LOD50

ท่ีไดจ้ำกกำรศึกษำ method validation

หมำยเหตุ : กำรเจือจำงหลำยระดบั จะลดกำรท ำซ ้ ำ
เพื่อใหไ้ด ้LOD50 ในระดบัท่ีตอ้งกำร 45
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5.4.2 กำรเติมเช้ือลงใน test portion (Inoculation of the test portion)

ตำรำงท่ี 4 ระดบัของเช้ือท่ีเติมใน test portion

46
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5.4.2 กำรเติมเช้ือลงใน test portion (Inoculation of the test portion)

แนวทาง
การเลีย้งเช้ือ

เลือกเช้ือที่ต้องการเลีย้งใน
อาหารเลีย้งเช้ือตามเง่ือนไขที่

เหมาะสม

เช่น 16-24 ชม. (ISO 
11133:2014/

Amd.1 2018 ข้อ 5.4

นับจ านวนเช้ือด้วย non-
selective medium

1) ถำ้หอ้งปฏิบติักำรใชเ้ช้ือท่ีทรำบปริมำณ เช่น reference material หรือทรำบ stability เช้ือท่ีมีชีวติหลงักำรเก็บ เช่น 4°C 
ขำ้มคืน ใหเ้จือจำงและน ำไปใช้

2) แนะน ำใหใ้ช ้stressed culture (ไม่เป็นขอ้บงัคบั) เติมลงใน test portion (ดู 16140-2:2016; ANNEX C)
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5.4.2 กำรเติมเช้ือลงใน test portion (Inoculation of the test portion)

ตวัอยำ่ง   lab ตอ้งกำร verify Salmonellamethod (ดู ISO 6579-1)

ใชต้ำมรูปแบบท่ี 1

จำกขอ้มูล validation study, LOD50   ได ้2.5 cfu/test portion

ส ำหรับ(Food) item A ตำมทฤษฎีคือ 22.5 cfu / test portion, 7.5 cfu / test portion และ 2.5 cfu /test portion

48



การทวนสอบวธีิเชิงคุณภาพ
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5.4.2 กำรเติมเช้ือลงใน test portion (Inoculation of the test portion) ต่อ
สมมติ น ำ overnight culture (ท่ีก่อนเก็บหำปริมำณ 6 x 108 cfu/ml)  เจือจำงท่ี

dilution A (10-7) ได ้60 cfu/ml
dilution B (1:3 ของ dilution A) ได ้20 cfu/ml
dilution C (1:3 ของ dilution B) ได้ 6.67 cfu/ml
dilution D (1:3 ของ dilution C) ได้ 2.22 cfu/ml
dilution E (1:3 ของ dilution D) ได้ 0.74 cfu/ml
dilution F (1:3 ของ dilution E) ได้ 0.25 cfu/ml

เติม 1 ml ลงในแต่ละ test portion 

Protocol dilution A
(10-7) 

dilution B
(1:3 of A)

dilution C
(1:3 of B)

dilution D
(1:3 of C)

dilution E
(1:3 of D)

dilution F
(1:3 of E)

1 1 4 4 4 4 4

2 - 3 5 5 5 5

3 - - 7 7 7 7
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5.4.2 กำรเติมเช้ือลงใน test portion (Inoculation of the test portion)

น ำ dilution A หำจ ำนวนเช้ือจริงท่ีเติมแบบ duplicated ได ้42,66 น ำมำเฉล่ีย = 54 cfu/ml

ดงันั้น dilution ท่ีถูกเลือก B,C,D
มีเช้ือ 18 ,6 ,2 cfu/test portion

ตรวจหำเช้ือในแต่ละ test portion  และ blank test portion 1 ตวัอยำ่ง

อ่ำนผลและน ำไปประเมิน eLOD50ตำมตำรำงท่ี 6-9 ข้ึนอยูก่บัรูปแบบกำรเติมเช้ือ

50
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Expect 

count

Actual 

count

A 60 1000µl 54

B 20 333µl 18

C 6.7 111µl 6

D 2.2 37µl 2

E 0.7 12µl 0.7

F 0.2 4µl 0.2
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5.5 กำรประเมินผล (Evaluation of result)

บนัทึกจ ำนวนผลบวกในแต่ละ test portion

หำ eLOD50

รูปแบบท่ี 1 ใชต้ำรำงท่ี 6 และ 7
รูปแบบท่ี 2 ใชต้ำรำงท่ี 8 และ 9

โดยมีเง่ือนไข
1) blank level ตอ้งใหผ้ลลบ

2) รูปแบบท่ี 1 ท่ี high level ( 9xLOD50 ) ตอ้งบวกทุกหลอด

หมำยเหตุ : 1) ถำ้ไม่เป็นไปตำมเง่ือนไข ตอ้งท ำซ ้ ำทุกระดบั 2) ถำ้ผลท่ีอ่ำนไดจ้ำกตำรำง 6-9 เป็น “Unreliable MPN result” ตอ้งท ำซ ้ ำ
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5.5 กำรประเมินผล (Evaluation of result)

ตำรำงท่ี 6 กำรประเมินค่ำ eLOD50 จำกผลบวกของเช้ือแต่ละระดบัโดยใช้ รูปแบบท่ี 1
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การทวนสอบวธีิเชิงคุณภาพ
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5.5 กำรประเมินผล (Evaluation of result)

ตำรำงท่ี 7 ตวัอยำ่งกำรค ำนวณ eLOD50 จำกผลบวกของเช้ือแต่ละระดบัโดยใช้ รูปแบบท่ี 1
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5.5 กำรประเมินผล (Evaluation of result)

รูปแบบท่ี 2 

เติมเช้ือใหป้นเป้ือนปำนกลำงและระดบัต ่ำ intermediate and less level 
สำมำรถใหผ้ลบวกและลบได้

น ำผลบวกท่ีไดอ่้ำนค่ำ eLOD50 โดยใชต้ำรำงท่ี 8 และ 9 แต่ถำ้ไดผ้ลลบหมดตอ้งท ำซ ้ ำ
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5.5 กำรประเมินผล (Evaluation of result)
ตำรำงท่ี 8 กำรประมำณค่ำ eLOD50 จำกผลบวกของเช้ือแต่ละระดบัโดยใช้ รูปแบบท่ี 2
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5.5 กำรประเมินผล (Evaluation of result)
ตำรำงท่ี 9 ตวัอยำ่งกำรค ำนวณ eLOD50 จำกผลบวกของเช้ือแต่ละระดบัโดยใช้ รูปแบบท่ี 2
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5.5 กำรประเมินผล (Evaluation of result)

ถำ้ปนเป้ือนนอ้ยกวำ่ 3 : ยอมรับได ้ถำ้ผำ่นเกณฑก์ำรยอมรับ คือมีผลบวกอยำ่งนอ้ย 6 ใน 7

ถำ้เช้ือท่ีเติมปนเป้ือนมำกกวำ่ 5 cfu/test portion : ผลไม่สำมำรถใชไ้ด ้ใหท้ ำซ ้ ำ

ใหเ้ติมเช้ือระหวำ่ง 3-5 cfu/test portion

รูปแบบท่ี 3 
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eLOD50 ท่ีหำไดจ้ำกรูปแบบท่ี 1 และ 2 (ตำมตำรำงท่ี 6 ถึง 9)

เกณฑ์การยอมรับ
(Acceptability limits)

การทวนสอบวธีิเชิงคุณภาพ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

5.6 เกณฑก์ำรยอมรับ (Acceptability limits)

ตอ้งไม่เกิน 4 เท่ำของ eLOD50 (≤ 4 x LOD50 ) ท่ีไดจ้ำกกำรศึกษำ validated

ส่วนรูปแบบท่ี 3 ตอ้งใหผ้ลบวกอยำ่งนอ้ย 6 ใน 7 ซ ้ ำ
ถำ้ eLOD50 มำกกวำ่ 5 cfu/test portion ตอ้งท ำซ ้ ำ

หมำยเหตุ : 1) สรุปเกณฑก์ำรยอมรับใหดู้ขอ้ 8
2) LOD50 จำก validation study และ eLOD50 ของกำรทวนสอบจะเปรียบเทียบกนัได ้ตอ้งอยู่

ในหน่วยเดียวกนั เช่น ต่อ 25 กรัม, 100 ml หรือ 375 กรัม เป็นตน้
ถำ้ LOD50 จำก validation study แสดงในรูป cfu/g, cfu/ml ใหคู้ณดว้ยน ้ำหนกัหรือปริมำณของ test 

portion เช่น

LOD50  = 0.1cfu/g             ∴ LOD50  = 2.5 cfu/25g เป็นตน้
ในกรณีท่ี LOD50ของ validation study = 2.5 cfu/test portion 
เกณฑก์ำรยอมรับมำกสุดของ eLOD50 = 10 cfu/test portion (maximum of 4 x eLOD50 ) 59
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5.7 กำรวเิครำะห์หำสำเหตุ (Root cause analysis)

ผลท่ีไดไ้ม่ผำ่น
เกณฑก์ำร
ยอมรับ

ใหว้เิครำะห์
สำเหตุ แกไ้ข ท ำซ ้ ำ

- ขำด GLP
- ใชรู้ปแบบไม่ถูกตอ้ง (เช่นเติมเช้ือไม่ถูกตอ้ง)
- ควำมจ ำเพำะของ (food) item เช่น มีสำรยบัย ั้ง

1

2 กำรทวนสอบ (food) item 
ไม่สอดคลอ้งกบัเกณฑ์

กำรยอมรับ

แนะน ำใหแ้จง้หน่วยงำน
ท่ีเก่ียวขอ้งกบั method

นั้น
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6.1 กำรหำค่ำเบ่ียงเบนมำตรฐำนภำยในหอ้งปฏิบติักำร (intralaboratory reproducility standard deviation (SIR))

ในแต่ละ test portion : ตอ้งปฏิบติัตำมทุกขั้นตอนของวธีิรวมถึงกำรตรวจยนืยนั

กำรหำ SIR : ให ้lab เลือก 1 (food) item
อยูใ่นกลุ่ม (category) ท่ีผำ่นกำร validated

lab มีกำรทดสอบใน (food) item น้ี

หำ เฉพำะ SIR (ดู ISO 19036/2019 ขอ้ 5.2.2)

Implement verification

6.1.1 เร่ืองทัว่ไป (general)
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เปล่ียนแปลงสภำวะกำรทดสอบใหม้ำกท่ีสุด  เช่น ผูท้ดสอบคนละคน, อำหำรเล้ียงเช้ือต่ำงรุ่น, 
เคร่ืองมือต่ำงกนั

ระดบักำรปนเป้ือนท่ีใช ้ตอ้งอยูใ่นช่วงท่ี lab พบในตวัอยำ่งธรรมชำติ

แต่ละตวัอยำ่ง ตอ้งท ำใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั (ดู ISO 6887) ก่อนท ำเป็น 2 test portion

ตอ้งใชอ้ยำ่งนอ้ย 10 ตวัอยำ่ง

กำรหำ SIR ในอำหำร 1 (food) item

6.1.2 การออกแบบการทดลอง (experimental design)

ดูทีรู่ป 7, D1, D2 62



การหา SIR 

ISO 16140-3:2021 

รูปท่ี 7 ตวัอยำ่งรูปแบบกำรทดลอง (Experimental design) เพื่อประมำณค่ำ SIR 63



การหา SIR 

ISO 16140-3:2021 

รูปท่ี D2 ขอ้แนะน ำกำรเปล่ียนแปลงควำมแปรปรวนเพื่อหำ SIR
64



การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

กำรเลือก (food) item เพื่อ
หำ SIR 

แนะน ำใหเ้ลือก
(food )item ท่ีท ำให้
ตวัอยำ่งใหเ้ป็นเน้ือ

เดียวกนัง่ำย

เพื่อลดกำรเกิด matrix 
uncertainty

6.1.3 การเลือก (food) item

6.1.4 ถ้าเป็นไปได้ ให้เลือกตัวอย่าง (food ) item ทีม่กีารปนเป้ือนของเช้ือตามธรรมชาติ

ถำ้พบปริมำณเช้ือนอ้ย (< 10 cfu) ใหเ้ติมเช้ือ (ดูขอ้ 6.1.5)
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การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

เช้ือท่ีเติมควรเป็น stress cultures (แต่ไม่ไดเ้ป็นขอ้ก ำหนด) (ดู ISO 16140-2:2016)

ใหเ้ติมเช้ือ 30 x 10 cfu ลงใน initial suspension 100 ml (=test portion 10 g)
จะไดเ้ช้ือ ~ 30 cfu/g เป็นตน้

ตอ้งทรำบระดบัของเช้ือท่ีเติม

เช่น Lab พบ food item น้ี มีเช้ือปนเป้ือนระหวำ่ง 30-30,000 cfu/g

ถำ้ตอ้งกำรท ำใหป้นเป้ือน (Artificial contaminated) ใน initial suspension

6.1.5 การท าให้ปนเป้ือน (Artificial contaminated)
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การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

6.1.6 การประเมนิผล (Evaluation of results)

SIR = 
𝟏

𝟐𝒏
σ(𝒚𝒊𝑨 − 𝒚𝒊𝑩 )

𝟐

ใช้สูตร

SIR = intralaboratory reproducility standard deviation 
I    = ล ำดบัของตวัอยำ่ง
n = จ ำนวนตวัอยำ่ง
𝑦𝑖𝐴, 𝑦𝑖𝐵 = log10 (cfu/ml) หรือ log10 (cfu/ml) ของเง่ือนไข A และ B ตำมล ำดบั

ดูตารางที ่10,11
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การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

6.1.7 เกณฑ์การยอมรับ (Acceptability limits)

SIR (intralaboratory
reproducility

standard deviation) 

ต้องไม่เกนิ SIRของ
ค่าเฉลีย่น้อยสุดของ 

food item

หมำยเหตุ : สรุปเกณฑก์ำรยอมรับอยูข่อ้ 8

ตวัอยำ่ง : จำกทวนสอบ tiramisu (เคก้อิตำเลียน) 12 ตวัอยำ่ง เพื่อหำเช้ือ 
Enterobacteriaceae โดยใช ้ISO 21528-2 
ไดผ้ลตำมตำรำงท่ี 12
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การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

6.1.7 เกณฑ์การยอมรับ (Acceptability limits)

ตำรำงท่ี 10 ตวัอยำ่งผลทดสอบ tiramisu (เคก้อิตำเลียน) 12 ตวัอยำ่ง 
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การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

6.1.7 เกณฑ์การยอมรับ (Acceptability limits)

ตำรำงท่ี 11 กำรค ำนวณ SIR 

จำกผลกำรทดสอบ : ตวัอยำ่งท่ี 1 และ 11 น ำมำใชค้  ำนวณไม่ได ้ตอ้งค ำนวณ SIRจำก 10 Laboratory samples
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การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

ISO 16140-3:2021 

6.1.7 เกณฑ์การยอมรับ (Acceptability limits)

ตำรำงท่ี 12 สรุปค่ำ SIR จำก validation study

จำกกำรค ำนวณ : SIR = 0.18 𝑙𝑜𝑔10 cfu/g
น ำผลกำรทวนสอบน้ีไปเปรียบเทียบกบั SIR ท่ีไดจ้ำกกำรศึกษำ 
validated กบั ISO 21528-2 ตำมตำรำงท่ี 12

พบ SIR ทีม่ีค่าเฉลีย่ต ่าสุด = 0.18   ดังน้ัน SIR (0.18) น้อยกว่า 2 SR (2x0.18) 

สรุป : ยอมรับ 71



ISO 16140-3:2021 

ผลท่ีไดไ้ม่ผำ่นเกณฑก์ำร
ยอมรับ (SIR >2SR)

ใหว้เิครำะห์
สำเหตุ แกไ้ข ท ำซ ้ ำ

- ขำด GLP
- ใชรู้ปแบบไม่ถูกตอ้ง (เช่นเติมเช้ือไม่ถูกตอ้ง)

1

2 กำรทวนสอบ food item 
นั้น

ไม่สอดคลอ้งกบัเกณฑ์
กำรยอมรับ

แนะน ำใหแ้จง้หน่วยงำน
ท่ีเก่ียวขอ้งกบั method

นั้น

การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.1.8 การวเิคราะห์หาสาเหตุ (Root cause analysis)
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การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protoco for verification)

6.2 การประมาณค่า Bias (Estimation of bias)

6.2.1 เร่ืองทัว่ไป (general)

ISO 16140-3:2021 

1 กำรประมำณค่ำ Bias

2 ใหป้ฏิบติัตำมทุกขั้นตอนของวธีิ รวมถึงกำร
ตรวจยนืยนั

ตอ้งตรวจยนืยนัทุก test portion
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ISO 16140-3:2021 การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.2.2 การวางแผนการทดลอง (experimental design)

หำปริมำณเช้ือ background contamination เพื่อเป็น negative control และเป็นขอ้มูลในกำรหำ
สำเหตุ กรณีเกิดขอ้ผดิพลำด

หำปริมำณเช้ือใน (food) item และหำปริมำณเช้ือ (pure culture) ท่ีเติม

ท ำใหป้นเป้ือนใน initial suspension ดว้ยเช้ือท่ีตอ้งกำร
- อยำ่งนอ้ย 3 ระดบั (low, medium, high)

- ครอบคลุมปริมำณท่ีพบใน lab (ดูรูป D3-D5 )
- ในแต่ละระดบั ใหท้  ำ 2 ซ ้ ำ (duplicated)

เลือก (food) item เพื่อใชใ้นกำรทดสอบ (ดู 6.2.3)
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ISO 16140-3:2021 การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.2.3 การเลือก food item

เสนอใหเ้ลือก (food) item ท่ีทำ้ทำย ดู Annex B) ท่ี lab มีกำรทดสอบ (ดู 4.4)

Lab ตอ้งทดสอบอยำ่งนอ้ย 1 (food) item/category

เพื่อกำรทวนสอบ (food) item
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ISO 16140-3:2021 การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.2.4 การท าให้ปนเป้ือนเช้ือ (Artificial contamination)

6.2.4.1 กำรเลือกสำบพนัธ์ุ (เหมือนขอ้ 6.1.5.1)

Culture collections

User laboratory collection

Reference material 
(รวม commercial ref. material)6.2.4.2 กำรเติมเช้ือใน test portion 

กำรเตรียมเช้ือเพื่อใชใ้นกำรทวนสอบ (Annex D ขอ้ D.2)

หำปริมำณเช้ือท่ีตอ้งกำรเบ้ืองตน้

น ำเช้ือบริสุทธ์ิท่ีตอ้งกำร เล้ียงใน non-selective media ใน
สภำวะท่ีเหมำะสม (ISO 11133:2014)

หำปริมำณ (รูป D3)

รูปท่ี D.3 : ตวัอยำ่งกำรหำปริมำณเช้ือเบ้ืองตน้ 76



ISO 16140-3:2021 การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.2.4 การท าให้ปนเป้ือนเช้ือ (Artificial contamination)

6.2.4.2 กำรเติมเช้ือใน test portion  (ต่อ)

กำรเตรียมเช้ือเพื่อใชใ้นกำรเติมเช้ือใน test portion ตอ้งปรับระดบัของเช้ือให้
เหมำะสมตำมท่ี lab พบในงำนประจ ำ (routine analysis) : ตอ้งเติมอยำ่งนอ้ย 3 
ระดบั (low, medium, high) ระดบัละ 2 ซ ้ ำ

ตวัอยำ่งกำรเตรียม test portion

เช่น งำนประจ ำของ lab พบเช้ือในตวัอยำ่ง 102-106 cfu/g ใหน้ ำเช้ือมำเล้ียงอีกรอบในสภำวะเดิม (ท่ีก่อนหนำ้เคยนบัได ้5x107 cfu/ml)

เจือจำง 10 เท่ำ 6 คร้ัง ได ้dilution ท่ีเช้ือประมำณ 101-106 cfu/ml  (รูป D.4) น ำเช้ือ 5x107, 5x105,  5x103 cfu/ml of test portion)

เติมใน duplication initial suspensions (A และ B) {ตวัอยำ่ง 10g + diluent 90 ml} 
จะไดเ้ช้ือ 5x106, 5x104,  5x102 cfu/ml of test portion = เช้ือ 5x105, 5x103 5x102 cfu/ml of the initial suspension (รูป D.5)

รูปท่ี D.4 : ตวัอยำ่งกำรเตรียมเช้ือ

1 ml
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ISO 16140-3:2021 การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.2.4 การท าให้ปนเป้ือนเช้ือ (Artificial contamination)

รูปท่ี D.5 : ตวัอยำ่งกำรเตรียมเช้ือใน test portions 78



ISO 16140-3:2021 การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.2.4 การท าให้ปนเป้ือนเช้ือ (Artificial contamination) หำปริมำณเช้ือใน test portion ท่ีไม่ไดเ้ติมเช้ือ

หำปริมำณเช้ือใน test portion ท่ีเติมเช้ือ (A และ 
B)

หำปริมำณเช้ือในสำรละลำยท่ีเติมเช้ือ
(inoculum suspension)

6.2.4.2 กำรเติมเช้ือใน test portion (ต่อ) 

กำรหำปริมำณเช้ือโดยใชว้ธีิท่ีตอ้งกำรทวนสอบ

รูปท่ี D.6 : ตวัอยำ่งกำรทวนสอบหำปริมำณเช้ือ (eBias) โดยกำรท ำใหป้นเป้ือน 79



ISO 16140-3:2021 การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.2.5 การประเมนิผล (Evalution of results)

6.2.6 เกณฑ์การยอมรับ (Aceptability limits)

เปรียบเทียบกบัปริมำณเช้ือจริงท่ีเติม (inoculum suspension) ตอ้งต่ำงกนัไม่เกิน 0.5 log10 cfu/g 
หรือ log10 cfu/ml (ดูตำรำงท่ี 13)

น ำปริมำณเช้ือท่ีหำได ้ในรูป log10 cfu/g หรือ log10 cfu/ml 
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ISO 16140-3:2021 การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.2.6 เกณฑ์การยอมรับ (Aceptability limits)
ตำรำงท่ี 13 ผลกำรทดสอบท่ีไดจ้ำกวธีิทวนสอบ
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ISO 16140-3:2021 

ผลท่ีไดไ้ม่ผำ่นเกณฑก์ำร
ยอมรับ (SIR >  2SR)

ใหว้เิครำะห์
สำเหตุ แกไ้ข ท ำซ ้ ำ

- ขำด GLP
- ใชรู้ปแบบไม่ถูกตอ้ง (เช่นเติมเช้ือไม่ถูกตอ้ง)

1

2 กำรทวนสอบ food item 
นั้น

ไม่สอดคลอ้งตำมเกณฑ์
แนะน ำใหแ้จง้หน่วยงำน
ท่ีเก่ียวขอ้งกบั method

นั้น

การทวนสอบวธีิเชิงปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification)

6.2.7 การวเิคราะห์หาสาเหตุ (Root cause analysis)
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ISO 16140-3:2021 7 การทวนสอบวธีิการตรวจยืนยนัและจ าแนกของวธีิทางเลือกที ่validated แล้ว
(Validated alternative confirmation and typing methods- Technical protocol for verification)

7.1 เร่ืองทัว่ไป (General)

กำรทวนสอบวธีิกำรตรวจยนืยนัและจ ำแนกของวธีิทำงเลือกท่ี validated แลว้

ทวนสอบเฉพำะกำรใชง้ำน (implementation verifications)

น ำ colony ของเช้ือท่ีแยกจำก selective หรือ non selective agar

ทวนสอบกำรใชง้ำน เพื่อแสดงวำ่ lab สำมำรถใชว้ธีิกำรตรวจยนืยนัและกำรจ ำแนกของวธีิผำ่นกำร validated แลว้ได้

โดย colony ของเช้ือท่ีแยกไดจ้ำก specified selective หรือ non selective agar plate

ตอ้งใหผ้ลตรงกบัผลคำดหวงั (expected results)
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ISO 16140-3:2021 7 การทวนสอบวธีิการตรวจยืนยนัและจ าแนกของวธีิทางเลือกที ่validated แล้ว
(Validated alternative confirmation and typing methods- Technical protocol for verification)

7.2 การทวนสอบการใช้งาน (expected results)

ทบทวนขอ้มูลท่ีไดจ้ำกกำร 
validated (ขอ้มูลกำร 

validated ของวธีิทำงเลือก)

เลือก selective agar plate 1
ชนิดท่ีใชใ้นกำร validated

(ถำ้เป็นไปได ้ใหอ้ยูใ่น
ขอบข่ำยของ lab)

ใช ้selective agar plate ชนิด
น้ีในกำรทวนสอบรำยกำร 

(implementation 
verification) ถำ้ไม่มี 

selective agar plate ชนิดน้ี 
ใหใ้ช ้non selective agar ท่ี

ใชใ้นกำร validated

หมำยเหตุ : รำยละเอียดและตวัอยำ่งกำรทวนสอบ ดู Annex E
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ISO 16140-3:2021 

ผลตอ้งสอดคลอ้งกนั 100% ตำม Annex E

เลือก typical colonies ไปทดสอบ

ท่ีแยกไดบ้น selective agar 1 ชนิด ท่ีใชใ้นกำรศึกษำ validated (ถำ้เป็นไปได ้selective agar อยูใ่น
ขอบข่ำยท่ี lab ใช)้ ถำ้ไม่มี selective agar ใหใ้ช ้non selective agar

ตำมท่ีกำรศึกษำ validated ใช้

น ำเช้ือท่ีตอ้งกำร และ เช้ือท่ีไม่ตอ้งกำร (อยำ่งละ 5 สำยพนัธ์ุ)

7 การทวนสอบวธีิการตรวจยืนยนัและจ าแนกของวธีิทางเลือกที ่validated แล้ว
(Validated alternative confirmation and typing methods- Technical protocol for verification)

สรุป 
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ISO 16140-3:2021 7 การทวนสอบวธีิการตรวจยืนยนัและจ าแนกของวธีิทางเลือกที ่validated แล้ว
(Validated alternative confirmation and typing methods- Technical protocol for verification)
ตำรำงท่ี E1 ภำพรวมผลกำรทวนสอบกำรตรวจยนืยนั
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ISO 16140-3:2021 7 การทวนสอบวธีิการตรวจยืนยนัและจ าแนกของวธีิทางเลือกที ่validated แล้ว
(Validated alternative confirmation and typing methods- Technical protocol for verification)

88

ตำรำงท่ี E1 ภำพรวมผลกำรทวนสอบกำรตรวจยนืยนั



ISO 16140-3:2021 7 การทวนสอบวธีิการตรวจยืนยนัและจ าแนกของวธีิทางเลือกที ่validated แล้ว
(Validated alternative confirmation and typing methods- Technical protocol for verification)

7.3 กำรออกแบบกำรทดลอง (experimental design)

7.3.1 เร่ืองทัว่ไป (general)

7.3.2 การเลือกสายพนัธ์ุ (strain selection)

ตำรำงท่ี 14 จ ำนวนสำบพนัธ์ุท่ีใชใ้นกำรทวนสอบ

1) Culture collections
2) User laboratory collection 
3) Reference material (รวม commercial ref. material)
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ISO 16140-3:2021 7 การทวนสอบวธีิการตรวจยืนยนัและจ าแนกของวธีิทางเลือกที ่validated แล้ว
(Validated alternative confirmation and typing methods- Technical protocol for verification)

7.4 กำรประเมินผล (Evalution of results)

ตำรำงท่ี 15 ภำพรวมผลกำรทวนสอบกำรตรวจยนืยนั

7.5 เกณฑก์ำรยอมรับ (Aceptability limits)

ควรใหผ้ลตรงกนั 100%
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ISO 16140-3:2021 7 การทวนสอบวธีิการตรวจยืนยนัและจ าแนกของวธีิทางเลือกที ่validated แล้ว
(Validated alternative confirmation and typing methods- Technical protocol for verification)

7.6 กำรวเิครำะห์หำสำเหตุ (Root cause analysis)
เม่ือผลทีไ่ด้ไม่สอดคล้องกนั 100%

ขอ้ผดิพลำดในกำรตรวจวเิครำะห์ 
เน่ืองจำก poor laboratory practice

ขอ้ผดิพลำดในกำรใชว้ธีิ เช่น ใชเ้วลำและอุณหภูมิ
ไม่ถูกตอ้ง

สูตรอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีใช้

เช้ือท่ีใช ้(ถูกตอ้งหรือไม่)



ISO 16140-3:2021 
8 สรุปเกณฑ์การยอมรับ (Summary of acceptance criteria)

ตำรำงท่ี 16 สรุปเกณฑก์ำรยอมรับของกำรทวนสอบวธีิ



ISO 16140-3:2021 

Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.1 เร่ืองทัว่ไป (general)

ไม่ตอ้งทวนสอบกำรใชง้ำน (implementation verification)
เพรำะไม่มีขอ้มูลผลกำร validated

เฉพำะรำยกำรอำหำร (food item verification) เท่ำนั้น

วธีิอำ้งอิงท่ีไม่ได ้validated       

ใหท้วนสอบวธีิ
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.2 การทวนสอบรายการอาหาร {(food) item verification}

มีจุดมุ่งหมำย : แสดงควำมสำมำรถของ lab ท่ีจะใชว้ธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated ในกำรตรวจ item นั้นไดอ้ยำ่งถูกตอ้ง

เลือกรำยกำรอำหำรท่ีไม่ทำ้ทำย (non-challenging food item) จำกกลุ่มอำหำร (category)
ท่ีอยูใ่นขอบข่ำยของวธีิอำ้งอิง และอยูใ่นขอบข่ำยของ lab ท่ีอำ้งวำ่น ำไปใช้

เลือกรำยกำรอำหำรทำ้ทำยจำกแต่ละกลุ่มอำหำร (category) ท่ีอยูใ่นขอบข่ำยของวธีิอำ้งอิง 
และอยูใ่นขอบข่ำยของ lab ท่ีอำ้งวำ่น ำไปใช้

แต่ละรำยกำรอำหำร ใชข้นำดตวัอยำ่งตำมวธีิอำ้งอิงใช ้(หรืออำจใชข้นำดเล็กกวำ่ตำมท่ี lab ใชใ้นงำน routine    
ทวนสอบ )

โดย lab ต้อง
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.3 รายการอาหารต้องทวนสอบ {(Requirements for (food) item verification}

รูปท่ี F.1 จ ำนวนรำยกำรอำหำร (food items) ท่ีใชใ้นกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated ในอำหำรหลำกหลำยกลุ่ม (broad range of foods)
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.3 รายการอาหารต้องทวนสอบ {(Requirements for (food) item verification}

รูปท่ี F.2 จ ำนวนรำยกำรอำหำร (food items) ท่ีใชใ้นกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated ในอำหำรจ ำกดักลุ่ม (limited range of foods)
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

รูปท่ี F.3 จ ำนวนรำยกำรอำหำร (food items) ท่ีใชใ้นกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated  ในอำหำรหลำกหลำยกลุ่มและกลุ่มอ่ืนๆ 
(broad range of foods and other categories)
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

ตำรำงท่ี F.1 สรุปจ ำนวนนอ้ยท่ีสุดของรำยกำร (อำหำร) ท่ีตอ้งทวนสอบส ำหรับวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได้ validated
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

ตำรำงท่ี F.2 แสดงคุณลกัษณะเหมำะสมท่ีตอ้งกำรเพื่อใชต้ดัสินกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated

F.4 คุณลกัษณะทีเ่หมาะสม (Performance characteristics)
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.5 รูปแบบการทวนสอบวธีิอ้างองิไม่ได้ validated 
(Qualitative methods-Technical protocol for verification of a non-validated reference method)

F.5.1 การประมาณค่า LOD50 (e LOD50) (Estimated LOD50 (e LOD50) determination) 

หำ e LOD50
เฉพำะกำรทวนสอบรำยกำรอำหำร 

(food item verification)

กำรตรวจยนืยนั ตอ้งท ำทุก test portion ในแต่ละ
ระดบัของกำรเติมเช้ือ 

โดยแต่ละ test portion อำจเลือก 1 colony 
มำใชใ้นกำรตรวจยนืยนั

ตอ้งท ำตำมวธีิอำ้งอิง 
รวมถึงกำรตรวจยนืยนั (ถำ้มี)
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.5 รูปแบบการทวนสอบวธีิอ้างองิไม่ได้ validated 
(Qualitative methods-Technical protocol for verification of a non-validated reference method)

F.5.2 การวางแผนการทดลอง (experimental design)

Lab ตอ้งเลือก 1 ใน 3 
รูปแบบ

มำใชใ้นกำรทวนสอบ(ตำรำง 
F3)

ใหถื้อวำ่ e LOD50 ของวธีิ
อำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated มี

ค่ำ = 1 cfu/testportion

ตำรำงท่ี F.3 รูปแบบกำรหำ e LOD50 และจ ำนวนซ ้ ำของเช้ือท่ีเติมในแต่ละระดบัของวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.5 รูปแบบการทวนสอบวธีิอ้างองิไม่ได้ validated 
(Qualitative methods-Technical protocol for verification of a non-validated reference method)

F.5.3 การเลือกรายการ (อาหาร) {Selection of (food) item }

ท่ีอยูใ่นขอบข่ำยของวธีิอำ้งอิงฯ และ
อยูใ่นขอบข่ำยท่ี lab อำ้งวำ่น ำไปใช ้(ดูรูป F1-F3)

Lab ตอ้งเลือก
1 รำยกำรอำหำรท่ีไม่ทำ้ทำยจำกกลุ่มอำหำร
1 รำยกำรอำหำรทำ้ทำยจำกแต่ละกลุ่มอำหำร

กำรทวนสอบรำยกำรอำหำร {(food) item verification}



ISO 16140-3:2021 
Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.5 รูปแบบการทวนสอบวธีิอ้างองิไม่ได้ validated 
(Qualitative methods-Technical protocol for verification of a non-validated reference method)

F.5.1 การท าให้ปนเป้ือนเช้ือ (Artificial contamination)

F.5.4.1 กำรเลือกสำบพนัธ์ุ (เหมือนขอ้ 5.4.1)

F.5.4.2 กำรเติมเช้ือใน test portion 

กำรเตรียมเช้ือเพื่อใชใ้นกำรทวนสอบ (Annex D ขอ้ D.2)

หำปริมำณเช้ือท่ีตอ้งกำรเบ้ืองตน้

น ำเช้ือบริสุทธ์ิท่ีตอ้งกำร เล้ียงใน non-selective media ใน
สภำวะท่ีเหมำะสม (ISO 11133:2014)

หำปริมำณวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated ใหถื้อวำ่ LOD50 = 1 
cfu/test portion

Culture collections

User laboratory collection

Reference material 
(รวม commercial ref. material)

รูปท่ี D.3 : ตวัอยำ่งกำรหำปริมำณเช้ือเบ้ืองตน้



ISO 16140-3:2021 
Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.5 รูปแบบการทวนสอบวธีิอ้างองิไม่ได้ validated 
(Qualitative methods-Technical protocol for verification of a non-validated reference method)

F.5.4 การท าให้ปนเป้ือนเช้ือ (Artificial contamination) (ต่อ)

ตำรำงท่ี F.4 ระดบัของเช้ือท่ีเติมในแต่ละรูปแบบ (protocol) ส ำหรับวธีิอำ้งอิงท่ียงัไมไ่ด ้validated
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.5 รูปแบบการทวนสอบวธีิอ้างองิไม่ได้ validated 
(Qualitative methods-Technical protocol for verification of a non-validated reference method)

F.5.5 การประเมนิผล (Evaluation of results)

น ำผลบวกท่ีไดอ่้ำนค่ำ e LOD50 โดยใชต้ำรำงท่ี 8 และ 9 แต่ถำ้
ไดผ้ลลบหมดตอ้งท ำซ ้ ำ 

เติมเช้ือใหป้นเป้ือนระดบัปำนกลำงและระดบัต ่ำ (intermediate 
and less level) สำมำรถใหผ้ลบวกและลบได้

รูปแบบท่ี 2

กำรประมำณค่ำ  eLOD50
ใหป้ระมำณตำมตำรำงท่ี 6 และ 8

วธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated ใหถื้อวำ่ LOD50 = 1 
cfu/test portion
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Annex F

รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.5 รูปแบบการทวนสอบวธีิอ้างองิไม่ได้ validated 
(Qualitative methods-Technical protocol for verification of a non-validated reference method)

F.5.6 เกณฑ์การยอมรับ (Acceptability limits)

ตอ้งไม่เกิน 4 x LOD50ตำมวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated
LOD50 ของวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ได ้validated = 1 cfu/ test portion

ดงันั้น e LOD50ตอ้งไม่เกิน 4 cfu/ test portion

กำรประมำณค่ำ  e LOD50ตำมรูปแบบท่ี 1 (ดู 5.5.1 หรือ 5.5.2) 

ตอ้งมีผลบวกไม่นอ้ยกวำ่ 6 ใน 7 ซ ้ ำ

ส ำหรับรูปแบบท่ี 3
(3-5 cfu/ test portion หรือนอ้ยกวำ่)
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รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.5 รูปแบบการทวนสอบวธีิอ้างองิไม่ได้ validated 
(Qualitative methods-Technical protocol for verification of a non-validated reference method)

F.5.7 การวเิคราะห์หาสาเหตุ (Root cause analysis)

กรณค่ีา eLOD50 ไม่เป็นไปตามเกณฑ์
(eLOD50 > 4 cfu/ test portion) ให้หาสาเหตุและวธีิแก้ไข (ดู 5.7)
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รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ
(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.6 รูปแบบการทวนสอบวธีิแบบปริมาณ
(Qualitative methods-Technical protocol for verification of a non-validated reference method)

F.6.1 การหา SIR (intralaboratory reproducibility standard deviation)

F.6.2 การประมาณค่า eBias (Estimation bias (eBias) determination)

วธีิอ้างองิทีย่งัไม่ได้
validated

ให้หาเฉพาะ
eBias

ไม่ต้องหา
SIR

การทวนสอบรายการ
Lab ต้อง

เลือก 1 รายการอาหารไม่ท้าทายจากกลุ่มอาหารทีอ่ยู่
ในขอบข่ายของวธีิอ้างองิฯ และอยู่ในขอบข่ายที ่lab 

น าไปใช้

เลือกอย่างน้อย 1 รายการอาหารท้าทายจากกลุ่ม
อาหารทีอ่ยู่ในขอบข่ายของวธีิอ้างองิฯ และอยู่ใน

ขอบข่ายที ่lab น าไปใช้

ดูข้อ 6.2 รูปที ่F1 ถึง F3
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Annex F รูปแบบกำรทวนสอบวธีิอำ้งอิงท่ียงัไม่ไดต้รวจสอบควำมถูกตอ้งของวธีิ

(Protocol for the verification of non-validated reference methods in single laboratory)

F.7 สรุปเกณฑ์การยอมรับ (Summary of acceptability limits)
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