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เครือ่งสาํอางเป็นผลติภณัฑไ์มป่ราศจากเชือ้ ซึง่สามารถพบจลุนิทรยีไ์ดใ้นขดีจาํกดัทัง้ปรมิาณและชนิด หากปรมิาณจลุนิทรยีเ์กนิ

ขดีจํากดั จุลนิทรยี์อาจเจรญิโดยใชส้ารในเครื่องสําอางเป็นอาหารแลว้ทําใหผ้ลติภณัฑเ์กดิการเปลีย่นแปลงทางกายภาพและเคม ีส่งผล
กระทบต่อความคงตวัและการออกฤทธิ ์การปนเป้ือนจุลนิทรยี์เกินขดีจํากดัจงึเป็นหน่ึงในปัญหาที่สําคญัในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง 
ขอ้กาํหนดมาตรฐานผลติภณัฑไ์มป่ราศจากเชือ้ทางจลุชวีวทิยาในเภสชัตาํรบัหรอืองคก์รสากล จะคอ่นขา้งคลา้ยกนั คอืกาํหนดขดีจาํกดัทัง้
เชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพ แต่ชื่อวธิตีรวจและจุดเน้นต่างกนั United States Pharmacopeia (USP, edition 42) ใชค้าํว่า “ผลติภณัฑ์ไม่
ปราศจากเชือ้ทีใ่ชก้บัผวิหนงั” และเรยีกวธิตีรวจหาปรมิาณเชือ้ว่า “Microbial Enumeration Tests” ในขณะที ่International Organization 
for Standardization (ISO) 17516: 2014[E] เรียกวิธีตรวจว่า “Microbiological Limits” และใช้คําว่า “เครื่องสําอาง” ส่วน Thai Herbal 
Pharmacopoeia (THP) 2019 เรยีกว่า“Microbial Limit Tests” และใชค้าํว่า “ผลติภณัฑย์าไมป่ราศจากเชื้อทีใ่ชก้บัผวิหนงัเตม็ทัง้ที่มแีละ
ไมม่สีมนุไพร” ในขดีจาํกดัเชงิปรมิาณ USP กาํหนดเชือ้ทัง้หมดทีเ่จรญิโดยใชอ้ากาศ และยสีตแ์ละราทัง้หมด 1 x 102 และ 1 x 101 colony 
forming unit (CFU)/g หรือ ml ของผลิตภัณฑ์ ตามลําดบั ซึ่งปริมาณขีดจํากัดนัน้ยอมรบัได้มากที่สุด 2 เท่า ทําให้ปริมาณเท่ากับ
ขอ้กาํหนดของ THP คอืเชือ้ทัง้หมดทีเ่จรญิโดยใชอ้ากาศ และยสีตแ์ละราทัง้หมด 2 x 102 CFU/g หรอื ml และยสีตแ์ละราทัง้หมด 2 x 101 
CFU/g หรอื ml ของผลติภณัฑ ์ตามลาํดบั ขอ้กําหนดของ USP และ THP จงึเขม้งวดกว่าของ ISO ซึง่กําหนดปรมิาณเชือ้ทัง้หมดทีเ่จรญิ
โดยใชอ้ากาศ รวมกนักบัยสีตแ์ละรา 1 x 103 CFU/g หรอื ml ของผลติภณัฑ ์สว่นขดีจาํกดัเชงิคณุภาพใน ISO 18415:2017[E], USP และ 
THP คอืเชือ้เฉพาะทีห่า้มพบในเครื่องสาํอาง ไดแ้ก่ Pseudomonas aeruginosa และ Staphylococus aureus นอกจากน้ี ISO ยงักําหนด
ห้ามพบ Candida albicans  และ Escherichia coli ในขณะที่กระทรวงสาธารณสุขมีประกาศ (พ.ศ. 2559) ข้อกําหนดลักษณะของ
เครื่องสาํอางเกีย่วกบัเชือ้จุลนิทรยี ์สอดคลอ้งกบัขอ้กําหนดทีก่ล่าวมา แต่เพิม่เชือ้หา้มพบในเครื่องสาํอางทีผ่สมสมุนไพรคอื Clostridium 
spp. วธิตีรวจปรมิาณเชือ้และเชือ้เฉพาะในผลติภณัฑจ์ะแตกต่างกนัในแต่ละมาตรฐาน บทความน้ีจะกลา่วถงึขอ้กาํหนดของ ISO เป็นหลกั 
การประเมนิความคงตวัและความเสีย่งของเครื่องสาํอางทางจุลชวีวทิยาเป็นหน่ึงในการประกนัคุณภาพผลติภณัฑเ์ครื่องสาํอาง โดยเฉพาะ
ผลติภณัฑ์ทีม่คีวามเสีย่งตํ่าในการปนเป้ือนจุลนิทรยี์และปลอดภยัต่อผูบ้รโิภคจะช่วยเพิ่มคุณภาพผลติภณัฑ์และลดความจําเป็นในการ
ตรวจหาปรมิาณจลุนิทรยีใ์นเครือ่งสาํอาง 
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Cosmetics are non-sterile products which can be contaminated with microorganisms in limit numbers and types.  If the 

numbers of microorganisms are excess, the microbes may grow by using ingredients in the products causing physicochemical 
changes and finally loss in product stability and activity.  Excessive microbial contamination is a major problem in cosmetic 
industry. Standard requirements of United States Pharmacopeia (USP) edition 42, International Organization for Standardization 
(ISO) 17516: 2014[E] and Thai Herbal Pharmacopoeia (THP) 2019 for microbiological investigations in non-sterile products are 
quite similar in quantitative and qualitative aspects.  However, the names of the test method and test focus are different.  The 
requirement of USP concentrates on “non-sterile products for skin” and “Microbial Enumeration Tests” are the method names, 
while ISO 17516: 2014[E] uses the method name “Microbiological Limits” and focuses on “cosmetics”.  The requirement of THP 
emphasizes on “non-sterile pharmaceutical products with and without herbs for intact skin”  and “Microbial Limit Tests”  are the 
test names. In quantitative aspect, USP requirements for total aerobic microbial count (TAMC) and total combined yeasts and 
molds count (TYMC) are ≤  1 x 102 and ≤  1 x 101 colony forming unit (CFU) /g or ml of product, respectively.  The maximum 
acceptable count is 2-fold which make the numbers are equal to those of the THP (TAMC and TYMC ≤ 2 x 102 and ≤ 2 x 101 
CFU/g or ml of product, respectively). Consequently, the requirements of USP and THP are more strict than that of ISO 17516: 
2014[E] which combines TAMC and TYMC into ≤ 1 x 103 CFU/g or ml of product. In qualitative aspect, ISO 18415: 2017[E], 
USP and THP requirements for undesirable specific microorganisms are Pseudomonas aeruginosa and Staphylococus aureus. 
Additionally, ISO requires more undesirable microorganisms which are Candida albicans  and Escherichia coli.  The cosmetic 
requirement for microbiology in an announcement B.E. 2559 of the Ministry of Public Health harmonizes with the aforementioned 
Pharmacopoeias and ISO except Clostridium spp. is an undesirably added microorganism in products with herb. The methods 
of microbial enumerations and specific microorganism determinations are different in each standard. This article will focus on the 
methods of ISO requirement. The evaluations of cosmetic products in microbiological stability and risk are the quality assurances, 
especially products with low microbiological risk and safe for users would increase the product quality and decrease the necessity 
in microbial investigation in cosmetics. 
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บทนํำ 
เค รื่ อ งสํ า อา ง เ ป็นผลิตภัณฑ์ ไม่ปร าศจาก เชื้ อ         

( non- sterile product)  ต ามข้อกํ า หนดของ  United States 
Pharmacopeia (USP) edition 42 (USP, 2019) ผลิตภัณฑ์ไม่
ปราศจากเชื้อสามารถพบการปนเป้ือนจุลนิทรยี์ได้ในขดีจํากดั
และผลิตภณัฑ์เครื่องสําอางมกัอยู่ในภาชนะที่ใช้ได้หลายครัง้ 
( multi- dose container)  จึ ง จํ า เ ป็ น ต้ อ ง ใ ส่ ส า ร กั น เ สี ย 
(preservative) ในผลติภณัฑ์ ดงันัน้หากการปนเป้ือนจุลนิทรีย์
เกนิขดีจาํกดั และสารกนัเสยีไมม่ปีระสทิธภิาพ จลุนิทรยีเ์หลา่นัน้
อาจมชีวีติรอดและใช้สารในเครื่องสําอางเป็นอาหารเพื่อเจริญ
และเพิม่จาํนวน ทาํใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงลกัษณะทางกายภาพ
และคุณสมบัติทางเคมีของผลิตภัณฑ์ได้ เช่น กลิ่นและสี
เปลี่ยนไป การตกตะกอนและการแยกชัน้ pH เปลี่ยนไป เกิด
กรดและแก๊ส สารถูกใชแ้ละแปรสภาพไป ส่งผลกระทบต่อความ
คงตัวและการออกฤทธิข์องสารสําคัญในเครื่องสําอาง การ
ปนเป้ือนจุลินทรีย์ในเครื่องสําอางเกิดขึ้นได้ทัง้ในวัตถุดิบ     
ก่อนผลติ สารระหว่างการผลติ และผลติภณัฑ ์รวมทัง้เมือ่ถงึมอื
ผูบ้รโิภค กม็โีอกาสทีจ่ะเกดิการปนเป้ือนจุลนิทรยีใ์นระหวา่งการ
เปิดใชแ้ต่ละครัง้ แมว้่าจะมสีารกนัเสยีในผลติภณัฑ ์หากผูใ้ชไ้ม่
มสีุขอนามยั ใชม้อืทีไ่ม่สะอาดสมัผสัส่วนของเครื่องสําอางที่ยงั
ไมใ่ช ้กม็โีอกาสสงูทีจ่ะทาํใหผ้ลติภณัฑน์ัน้ปนเป้ือนจุลนิทรยี์เกนิ
ขดีจาํกดั                                                                            

รายงานจาก database ชื่อ European Union Rapid 
Information System for dangerous non- food products 
(Rapex) ปี ค. ศ. 2005 - 2018 (Michalek et al., 2019) เกีย่วกบั
การปนเป้ือนจุลินทรีย์ในเครื่องสําอางที่เกิดจากการผลติ โดย
เป็นผลติภณัฑ์ทีจ่ําหน่ายในยุโรป 31 ประเทศ พบรายงานการ
ปนเป้ือนจลุนิทรยี ์104 ผลติภณัฑ ์เป็นผลติภณัฑส์าํหรบัเดก็ 20 
ผลติภณัฑ์ การปนเป้ือนจุลนิทรยี์ 118 ชนิด ส่วนใหญ่ (รอ้ยละ 
59.62) เป็นแบคทีเรียแกรมลบชนิดแท่งสัน้ (Gram-negative 
rod-shaped bacteria) ซึ่งเป็น Pseudomonas spp. มากที่สุด 
(ร้อยละ 35.58) และ Enterobacter spp. (ร้อยละ 11.54) และ
ส่วนใหญ่เป็นผลิตภัณฑ์ที่ผลิตในยุโรป ในการปนเป้ือนพบ    
เชื้อก่อโรคทางผิวหนังซึ่งเป็นเชื้อห้ามพบในเครื่องสําอาง     
ตามมาตรฐาน International Organization for Standardization 
( ISO)  18415:  2017[ E]  ( ISO 18415, 2017)  ไ ด้ แ ก่  P. 
aeruginosa (ร้อยละ 28.84), Staphylococus aureus (ร้อยละ 
3.85) และ Candida albicans (รอ้ยละ 1.92)  

Bashir แ ล ะ  Lambert ( Bashir and Lambert, 2019) 
รายงานการปนเป้ือนจุลนิทรยีใ์นเครื่องสาํอาง 5 ประเภท ไดแ้ก่ 
ลปิสติก ลปิกลอส อายไลเนอร์ มาสคาร่า และบวิตี้เบลนเดอร์ 
(beauty blender) จํานวน 467 ผลติภณัฑ์ ที่เกิดขึ้นจากการใช้
ของผูบ้รโิภคในประเทศองักฤษ ส่วนใหญ่ (รอ้ยละ 79-90) เป็น
แบคทเีรยีในปรมิาณ 102 - 103 colony forming unit (CFU)/ml 
เครื่องสําอางประเภทบิวตี้เบลนเดอร์ พบเชื้อมากกว่า 106 
CFU/ml ซึ่งเกินขีดจํากัดเชิงปริมาณ (ขีดจํากัดเชิงปริมาณ     
คือ ปริมาณเชื้อมากกว่า 103 CFU/ml) และพบเกินขีดจํากัด   
เชิงคุณภาพ คือ เชื้อห้ามพบในเครื่องสําอางทัง้ 5 ประเภท   
ตามมาตรฐาน ISO 18415: 2017[E] (ISO 18415, 2017) ไดแ้ก่    
P. aeruginosa, S. aureus และ Escherichia coli  

การปนเป้ือนจุลนิทรยีเ์กนิขดีจาํกดัเป็นหน่ึงในปัญหาที่
สําคัญในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง การกําหนดมาตรฐาน
เครื่องสําอางทางจุลชวีวทิยา เช่น การตรวจหาปรมิาณเชื้อรวม
และเชื้อเฉพาะทีไ่ม่ควรพบในเครื่องสําอาง รวมทัง้การประเมนิ
ความคงตัวและความเสี่ยงของเครื่องสําอางทางจุลชีววิทยา     
จึงเป็นการควบคุมคุณภาพเครื่องสําอางทางจุลชีววิทยาและ
คุ้มครองผู้บริโภคให้ปลอดภัยจากการใช้ เครื่องสําอาง              
ในบทความน้ีจะกล่าวถึงข้อกําหนดมาตรฐานเครื่องสําอาง    
ทางจุลชวีวทิยา การตรวจหาปรมิาณเชื้อในเครื่องสําอาง การ
ตรวจหาเชือ้เฉพาะในเครื่องสาํอาง การประเมนิความคงตวัและ
ความเสีย่งของเครือ่งสาํอางทางจลุชวีวทิยา  

 

ข้อกำํหนดมำตรฐำนเครื่องสำํอำงทำงจลุชีววิทยำ 
เภสชัตํารบัต่างๆ มขีอ้กําหนดมาตรฐานเครื่องสําอาง

ทางจุลชวีวทิยาทีค่่อนขา้งคลา้ยกนั คอื กําหนดขดีจํากดัทัง้เชงิ
ปรมิาณและเชงิคุณภาพ แต่อาจมชีื่อวธิตีรวจหาปรมิาณเชื้อใน
เครื่องสาํอางและจุดเน้นต่างกนั (ตารางที ่1) เช่น USP ใชค้าํว่า 
“ผลติภณัฑไ์มป่ราศจากเชือ้ทีใ่ชก้บัผวิหนงั” ไมเ่น้นเครือ่งสาํอาง 
และเรียกวิธีตรวจหาปริมาณเชื้อว่า “Microbial Enumeration 
Tests”  ในขณะที่  ISO 17516:  2014[E]  ( ISO 17516, 2014) 
เ รี ย ก วิ ธี ต ร ว จว่ า  “ Microbiological Limits”  แ ล ะ ใ ช้คํ า ว่ า 
“ เ ค รื่ อ ง สํ า อ า ง ”  ชัด เ จ น ก ว่ า  USP ส่ ว น  Thai Herbal 
Pharmacopoeia (THP) 2019 (THP, 2019) เรยีกวา่ “Microbial 
Limit Tests” และใชค้าํวา่ “ผลติภณัฑย์าไมป่ราศจากเชือ้ทีใ่ชก้บั
ผิวหนังเต็มทัง้ที่มแีละไม่มสีมุนไพร” ในการกําหนดขดีจํากัด
ปรมิาณเชื้อในเครื่องสาํอาง ISO กําหนดเป็นเชื้อรวมแบคทเีรยี 
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ยสีต์และรา ในขณะที่ USP และTHP จะแยกนบัแบคทเีรยี ออก
จากยีสต์และรา ในขีดจํากัดเชิงปริมาณ USP กําหนดเชื้อ
ทัง้หมดทีเ่จรญิโดยใชอ้ากาศ และยสีต์และราทัง้หมด ≤ 1 x 102 
และ ≤ 1 x 101 CFU/g หรอื ml ของผลติภณัฑ์ ตามลําดบั ซึ่ง
ปริมาณขดีจํากดันัน้ยอมรบัได้มากที่สุด 2 เท่า ทําให้ปริมาณ
เทา่กบัขอ้กาํหนดของ THP คอื เชือ้ทัง้หมดทีเ่จรญิโดยใชอ้ากาศ 
และยสีตแ์ละราทัง้หมด ≤ 2 x 102 CFU/g หรอื ml และยสีตแ์ละ
ราทัง้หมด  ≤ 2 x 101 CFU/g หรอื ml ของผลติภณัฑ ์ตามลาํดบั 

ข้อกําหนดของ USP และ THP จึงเข้มงวดกว่าของ ISO ซึ่ง
กาํหนดปรมิาณเชือ้ทัง้หมดทีเ่จรญิโดยใชอ้ากาศ รวมกนักบัยสีต์
และรา ≤ 1 x 103 CFU/g หรือ ml ของผลิตภณัฑ์ อย่างไรก็ดี
กรณีเป็นเครือ่งสาํอางทีใ่ชร้อบดวงตา เยื่อบุอ่อนและทีใ่ชส้าํหรบั
เดก็อายุตํ่ากว่า 3 ปี ISO มขีอ้กําหนดทีเ่ขม้งวดมากขึน้ คอืตอ้ง
มจีํานวนรวมของแบคทีเรีย ยีสต์และราที่เจริญโดยใช้อากาศ    
≤ 1 x 102 CFU/g หรอื ml  

 
 

ตำรำงท่ี 1 เปรยีบเทยีบขอ้กาํหนดมาตรฐานเครือ่งสาํอางทางจลุชวีวทิยา ในเภสชัตาํรบัต่างๆ 
 

 International 
Organization for 

Standardization (ISO) 
17516: 2014 [E] 

United State 
Pharmacopeia(USP) 42, 

2019 

Thai Herbal Pharmacopoeia 
(THP) 2019 

ช่ือวิธีตรวจหำปริมำณเชื้อ Microbiological Limits Microbial Enumeration Tests Microbial Limit Tests 

จดุเน้น เครือ่งสาํอาง ผลติภณัฑไ์มป่ราศจากเชือ้ 
ทีใ่ชก้บัผวิหนงั 

 

ผลติภณัฑย์าไมป่ราศจากเชือ้ทีใ่ช้
กบัผวิหนงัเตม็ 
ทัง้ทีม่แีละไมม่สีมนุไพร 

ขีดจำํกดัปริมำณ 
-เชือ้เจรญิโดยใชอ้ากาศ 
-ยสีตแ์ละรา 

(CFU***/g, ml) 

 
≤1* x 103  

 
นบัรวมกบั* 

 
≤1 x 102 

 

≤1 x 101 

 

 
≤ 2, 5** x 102 

 
≤ 2, 5** x 101 

 
เชื้อท่ีห้ำมพบ 
ใน 1 g หรอื ml 

Pseudomonas aeruginosa 
Staphylococus aureus 
Candida albicans 
Escherichia coli 
 

Pseudomonas aeruginosa 
Staphylococus aureus 

Pseudomonas aeruginosa 
Staphylococus aureus,  
 

ควำมทนัสมยัของข้อมลู ไมแ่น่นอน ปรบัปรงุขอ้มลูทกุปี ปรบัปรงุขอ้มลูทกุปี 
 
* จาํนวนรวมเชือ้เจรญิโดยใชอ้ากาศรวมกบัยสีตแ์ละรา ถา้เป็นเครือ่งสาํอางทีใ่ชร้อบดวงตา เยือ่บอุ่อนและทีใ่ชส้าํหรบัเดก็อายตุํ่ากวา่  
  3 ปี ตอ้งมจีาํนวนรวมของแบคทเีรยี ยสีตและราทีเ่จรญิโดยใชอ้ากาศ ≤ 1 x 102 CFU/g, ml 
** ผลติภณัฑย์าไมป่ราศจากเชือ้ทีใ่ชก้บัผวิหนงัเตม็ เชือ้เจรญิโดยใชอ้ากาศ ≤ 2 x 102 CFU/g, ml ยสีตแ์ละรา ≤ 2 x 101 CFU/g, ml 
   ผลติภณัฑย์าไมป่ราศจากเชือ้ทีใ่ชก้บัผวิหนงัเตม็ทีม่สีมนุไพร เชือ้เจรญิโดยใชอ้ากาศ ≤ 5 x 102   CFU/g หรอื ml ยสีตแ์ละรา ≤ 5 x  
   101 CFU/g, ml 
*** CFU = colony forming unit 
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ส่วนการระบุชนิดของเชื้อห้ามพบใน ISO, USP และ 
THP จะเหมอืนกนัตรงทีห่า้มพบ P. aeruginosa และ S. aureus 
แต่ต่างกนัที ่ISO เพิม่ C. albicans และ E. coli 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2559 เรื่อง
กําหนดลกัษณะของเครื่องสาํอางทีห่า้มผลติ นําเขา้ หรอืขาย มี
ขอ้กําหนดเกีย่วกบัเชือ้จุลนิทรยี ์ทีผ่สมผสานหลายเภสชัตาํรบัที่
กลา่วมาเขา้ดว้ยกนั ไดแ้ก่ 

1. เครื่องสําอางต้องไม่ตรวจพบเชื้อก่อโรค ได้แก่  P. 
aeruginosa, S.  aureus, C.  albicans แ ล ะ  Clostridium spp. 
(เฉพาะเครื่องสาํอางทีผ่สมสมุนไพร) ในขอ้กําหนด ISO จะตอ้ง
ตรวจ E. coli ดว้ย 

2. เครื่องสําอางทีใ่ชร้อบดวงตา เครื่องสําอางทีส่มัผสั
กบัเยือ่บอุ่อนและเครื่องสาํอางสาํหรบัเดก็อายุตํ่ากวา่ 3 ปี ตอ้งมี
จาํนวนรวมของแบคทเีรยี ยสีตแ์ละราทีเ่จรญิโดยใชอ้ากาศ (total 
aerobic plate count) ไมเ่กนิ 500 โคโลนีต่อกรมั (CFU/g) หรอื
มลิลลิติร ส่วนเครื่องสําอางอื่นๆ นอกเหนือจากน้ีต้องมจีํานวน
รวมของแบคทีเรีย ยีสตและราที่เจริญโดยใช้อากาศ ไม่เกิน 
1,000 โคโลนีต่อกรมั (CFU/g) หรอืมลิลลิติร 

3. วธิกีารตรวจเชื้อจุลนิทรีย์ที่กล่าวถึงในข้อ 1 กบั 2 
เป็นวิธีที่ใช้โดยมีที่มาจาก ISO หรือ USP หรือวิธีอื่นที่เป็น
มาตรฐานสากลทีเ่ป็นทีย่อมรบั 

ที่ น่ าสนใจคือวิธี “Microbiological Limits”  ใน ISO 
17516: 2014[E] (ISO 17516, 2014) กล่าวว่าเครื่องสําอางทีม่ ี
ความเสี่ยงตํ่าในการปนเป้ือนจุลนิทรยี์ ไม่จําเป็นต้องตรวจหา
ปรมิาณและชนิดของเชื้อ ส่วนเครื่องสําอางที่มคีวามเสี่ยงตํ่ามี
อะไรบา้ง จะขอกลา่วในทา้ยบทน้ี 
 
กำรตรวจหำปริมำณเชื้อในเครื่องสำํอำง 

การควบคุมคุณภาพของเครื่องสําอางเชิงปรมิาณคอื
การตรวจหาปริมาณเชื้อในเครื่องสําอางและการประเมิน
ประสิทธิภาพของสารกันเสียในเครื่องสําอางในที่น้ีขอกล่าว
เฉพาะการตรวจหาปรมิาณเชือ้ในเครือ่งสาํอาง ตาม ISO 21149: 
2017[E] ( ISO 21149, 2017) เ ป็นการตรวจและนับจํานวน
แบคทเีรยีทีเ่จรญิในทีม่อีากาศและในอุณหภูมปิานกลาง คอื 30°
ซ - 45°ซ (aerobic mesophilic bacteria) ในเครื่องสําอางและ 
ISO 16212: 2017[E](ISO 16212, 2017) เป็นการตรวจและนบั
จาํนวนยสีตแ์ละราในเครือ่งสาํอาง 

วธิตีรวจหาจํานวนแบคทเีรยีที่เจรญิในที่มอีากาศและ
ในอุณหภมูปิานกลาง (ISO 21149, 2017) ไดแ้ก่ 

1. Plate count method 
2. Membrane filtration method  
3. Detection of bacteria by enrichment 

           การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียโดยวิธี plate count 
method และ  membrane filtration method เ ป็นการหา เชิง
ปริมาณ ในขณะที่ detection of bacteria by enrichment เป็น
การหาเชงิคณุภาพ คอืบอกไดว้า่พบแบคทเีรยีหรอืไมพ่บเท่านัน้ 
ซึ่งวิธี detection of bacteria by enrichment น้ีมีแต่ เฉพาะใน 
ISO เทา่นัน้ ไมม่ใีน USP (USP, 2019) และ THP (THP, 2019) 
ขอ้แตกต่างอกีขอ้คอืปรมิาณตวัอยา่งทีใ่ชใ้นการตรวจใน ISO ใช้
เพียง 1 กรัมหรือมิลลิลิตร ในขณะที่ใน USP และ THP ใช้
ปริมาณตัวอย่าง 10 กรมัหรือมิลลิลิตร ทัง้น้ีอาจเน่ืองมาจาก
เครื่องสําอางส่วนใหญ่มรีาคาแพงและปรมิาณต่อภาชนะน้อย 
และใน USP และ THP ไมไ่ดร้ะบุการตรวจเครือ่งสาํอาง แต่การ
ตรวจเครื่องสาํอางสามารถอา้งองิมาตรฐาน USP และ THP ได้
ในฐานะผลิตภัณฑ์ไม่ปราศจากเชื้อที่ใช้กับผิวหนังเต็ม การ
ตรวจหาปรมิาณแบคทเีรยีโดยวธิ ีplate count method เป็นวธิทีี่
นิยมมากทีสุ่ดเน่ืองจากค่าใชจ้่ายถูก ทําไดง้่าย และหาปรมิาณ
ได ้โดยการเจอืจางครัง้ละ 10 เท่าอย่างต่อเน่ือง (serial 10-fold 
dilution) ในสารเจือจาง (diluent) ที่เหมาะสม แล้วนําแต่ละ
สารละลายเจอืจาง (dilution) มาตรวจหาปรมิาณแบคทเีรยีโดย
วิธี pour plate หรือ spread plate ซึ่งวิธี pour plate จะเป็นที่
ยอมรบัมากกว่า เน่ืองจากใช้ปริมาตรตวัอย่างมากกว่าและมี
ระดบัทีส่ามารถตรวจพบได ้(limit detection) ตํ่ากว่าวธิ ีspread 
plate การตรวจหาปรมิาณแบคทเีรยีตาม ISO 21149: 2017[E] 
(ISO 21149, 2017) ใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ soybean-casein digest 
agar (SCDA) หรอื tryptic soy agar (TSA) หรอือาหารเลีย้งเชือ้
อื่นที่เหมาะสม สามารถหาได้จาก Annex C ใน ISO 21149: 
2017[E] ส่วนระยะเวลาและอุณหภูมิที่ใช้บ่ม คือ 32.5°ซ ±    
2.5°ซ และ 72 ชม. ± 6 ชม. เกณฑใ์นการนบัจาํนวนโคโลนีของ
แบคทเีรยี ISO ใหน้บัเฉพาะ plates ทีม่เีชือ้ 30-300 CFU/plate 
สว่น USP ใหน้บัเฉพาะ plates ทีม่เีชือ้ ≤ 250 CFU/plate  
           วธิตีรวจและนับจํานวนยสีต์และราในเครื่องสาํอางตาม 
ISO 16212: 2017[E] ( ISO 16212, 2017) ใช้วิธี plate count 
method ห รือ  membrane filtration method ค ล้ า ย กับก า ร
ตรวจหาปริมาณแบคทีเรียใน ISO 21149: 2017[E] ต่างกนัที่
ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ ระยะเวลาและอุณหภูมทิี่ใช้บ่ม และ
วธิกีารกค็ลา้ยกบัการตรวจหาปรมิาณยสีตแ์ละราใน USP (USP, 
2019) และ THP (THP, 2019) ต่างกนัทีป่รมิาณตวัอย่างเช่นกนั 
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การตรวจหาปรมิาณยสีตแ์ละราตาม ISO 16212: 2017[E] (ISO 
16212, 2017) ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud dextrose agar 
( SDA)  ห รื อ  Sabouraud dextrose chloramphenicol agar 
(SDCA) หรอื อาหารเลีย้งเชือ้อื่นทีเ่หมาะสม สามารถหาไดจ้าก 
Annex C ใน ISO 16212: 2017[E] ส่วนระยะเวลาและอุณหภูมิ
ทีใ่ชบ้่ม คอื 25°ซ ± 2.5°ซ, 3-5 วนั สําหรบั SDCA หรอือาหาร
เลี้ยงเชื้ออื่นที่มียาปฏิชีวนะ และ 22.5°ซ ± 2.5°ซ, 5-7 วัน 
สําหรบั SDA หรอือาหารเลี้ยงเชื้ออื่นทีไ่ม่มยีาปฏชิวีนะ เกณฑ์
ในการนับจํานวนโคโลนีของ ISO ใหน้ับเฉพาะ plates ทีม่ยีสีต์ 
30-300 CFU/plate และรา 15-150 CFU/plate  
            เกณฑ์ในการยอมรบัสําหรบัคุณภาพทางจุลชวีวทิยา
ตามวิธี Microbiological Limits ใน ISO 17516: 2014[E] (ISO 
17516, 2014) การแปลผลยดึตาม USP (USP, 2019) คอื 

ปริมาณเชื้อ 101 CFU หมายถึงจํานวนนับอยู่ในช่วง 
10 - 20 CFU 

ปริมาณเชื้อ 102 CFU หมายถึงจํานวนนับอยู่ในช่วง 
100 - 200 CFU 

ปรมิาณเชื้อ 103 CFU หมาย ถึงจํานวนนับอยู่ในช่วง 
1,000 – 2,000 CFU                                        

ดงันัน้การตรวจนับเชื้อในผลิตภณัฑ์ตาม USP 2019 
และ ISO 17516, 2014 ในตารางที ่1 จะแปลผลตามทีก่ล่าวมา
ขา้งตน้ คอืมเีพดานสงูสดุใหไ้ดไ้มเ่กนิ 2 เทา่ของคา่ทีก่าํหนด  

ก่อนการทดสอบจะต้องตรวจสอบความเหมาะสมของ
วธิ ีเรยีกว่า “suitability test” เพื่อพสิูจน์ว่าผลติภณัฑ์ไม่มฤีทธิ ์
ยบัยัง้เชื้อและสภาวะทดสอบเหมาะสมที่เชื้อจะเจรญิ โดยการ
เพาะเชื้อมาตรฐานชนิดต่างๆ  (ปริมาณเชื้อสุดท้ายใน plate 
ชนิดละประมาณ 100 CFU/plate) ลงในผลิตภัณฑ์ที่มีอาหาร
เลี้ยงเชื้อ เปรียบเทียบกับตัวควบคุมที่ไม่มีผลิตภัณฑ์ โดย
จาํนวนเชือ้ทีข่ ึน้ใน plate ทดสอบและ plate ควบคมุ ตอ้งต่างกนั
ไมเ่กนิ 2 เท่า จงึจะถอืว่าผ่านการทดสอบ หากพบว่าผลติภณัฑ์
มีฤทธิย์ ับยัง้ เชื้อจะต้องทําการสะเทินฤทธิย์ ับยัง้ เชื้อของ
ผลิตภัณฑ์ (neutralization of the antimicrobial properties of 
the product)  ตาม ISO 21149:  2017[E] ( ISO 21149, 2017) 
และ USP 2019 (USP, 2019) ก่อน จงึจะทดสอบหาปรมิาณเชือ้
ได ้ผลทดสอบจงึน่าเชือ่ถอืและยอมรบัได ้การทีผ่ลติภณัฑม์ฤีทธิ ์
ยบัยัง้เชื้อมกัมาจากสารกนัเสยีในเครื่องสําอาง suitability test 
ไม่จําเป็นต้องทําทุกครัง้ที่ทดสอบตัวอย่าง แต่ต้องทําเมื่อมี
ตวัอยา่งชนิดใหมห่รอืสภาวะทดสอบเปลีย่นไป 

นอกจาก suitability test แล้วจะต้องทดสอบ “growth 
promotion test” ด้วย ซึ่งเป็นวิธีทดสอบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ
สามารถสนบัสนุนการเจรญิของเชือ้ไดห้รอืไม ่โดยการเพาะเชื้อ
มาตรฐานชนิดต่างๆ ปรมิาณน้อยๆ ลงในอาหารเลีย้งเชื้อแต่ละ
ชนิดที่ใช้ทดสอบ (< 100 CFU/container) growth promotion 
test ไมจ่าํเป็นตอ้งทาํทกุครัง้ทีท่ดสอบตวัอยา่งเช่นกนั แต่ทาํเมือ่
อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนรุ่นการผลิต ( lot, batch) ใหม่ ( ISO 
16212: 2017; USP, 2019) 

 
กำรตรวจหำเชื้อเฉพำะในเครื่องสำํอำง  
 การควบคุมคุณภาพของเครื่องสําอางเชงิคุณภาพคอื
การตรวจหาเชือ้เฉพาะทีเ่จรญิในทีม่อีากาศและในอุณหภูมปิาน
กลางและเป็นเชื้อห้ามพบในเครื่องสําอาง (ตารางที่ 1) ซึ่ง
สามารถก่อโรคบริเวณผิวหนังเยื่อเมือกและตาได้ ได้แก่            
P. aeruginosa, S. aureus และ C. albicans ส่วน E. coli ไม่ได้
ก่อโรคผิวหนังแต่การพบเชื้อน้ีเป็นการบ่งบอกถึงการไม่มี
สุขอนามยัของฝ่ายผลิต การตรวจหาเชื้อเฉพาะและเชื้อไม่
เฉพาะในเครือ่งสาํอาง อา้งองิ ISO 18415:2017[E] (ISO 18415, 
2017) ซึ่งมแีนวทางในการพสิูจน์เชื้ออยู่ใน Annex A โดยเชื้อ
เฉพาะหมายถึง P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans และ   
E. coli และเชือ้ไมเ่ฉพาะหมายถงึเชือ้อื่นๆ ทีไ่มใ่ช่เชือ้เฉพาะทัง้
สีช่นิดดงักล่าว ซึง่การพบเชือ้ไม่เฉพาะไมจ่าํเป็นตอ้งพสิจูน์เชื้อ
และหากปรมิาณเชือ้รวมไม่เกนิกําหนดกส็ามารถยอมรบัไดแ้ละ
ถอืวา่ผา่นเกณฑม์าตรฐาน 

ก่อนการทดสอบจะต้องตรวจสอบความเหมาะสมของ
วิธี (suitability test) เช่นเดียวกัน แต่ใช้เชื้อเฉพาะที่ต้องการ
ตรวจหา เพื่อพสิูจน์ว่าผลติภณัฑ์ไม่มฤีทธิย์บัยัง้เชื้อเฉพาะและ
สภาวะทดสอบเหมาะสมทีเ่ชือ้เฉพาะจะเจรญิ โดยการเพาะเชือ้
มาตรฐานชนิดนั ้น  (ปริมาณเชื้อสุดท้ายใน plate ชนิดละ
ประมาณ 100 CFU/plate) ลงในผลติภณัฑแ์ละอาหารเลีย้งเชือ้ที่
ใช้ทดสอบเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม หากพบว่าผลิตภณัฑ์มี
ฤทธิย์บัยัง้เชือ้เฉพาะ จะตอ้งทาํการสะเทนิฤทธิย์บัยัง้เชือ้เฉพาะ
ของผลติภณัฑ ์

P. aeruginosa เป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่งสัน้ 
(Gram-negative rod) โคโลนีเรยีบ พบไดใ้นสิง่แวดลอ้ม เชน่ ดนิ
และน้ํา มกัพบในสปาหรอืสระวา่ยน้ํา นอกจากนี้ยงัพบในผวิหนงั
คนสุขภาพดี โดยเฉพาะบุคคลากรทางการแพทย์ที่ไม่แสดง
อาการแต่ ส ามารถถ่ ายทอดเชื้ อ ให้บุคคลอื่ น ได้  คํ า ว่ า 
“Pseudomonas” มาจากภาษากรกีกบัลาตนิ แปลวา่หน่วยปลอม 
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(false unit) ส่วน “aeruginosa” มาจากภาษาลาติน แปลว่า  
สร้างสีเขยีวแกมน้ําเงนิ เน่ืองจากเชื้อสามารถสร้างสีฟีนาซีน    
ที่ละลายน้ํา (soluble phenazine pigment) หรอืไพโอไซยานิน 
(pyocyanin) ซึ่งเป็นสเีขยีวแกมน้ําเงนิในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชื้อน้ี
ทนต่อสารชะลา้ง (detergent) บางชนิดและสามารถสรา้งไบโอ
ฟิลม์ (biofilm) ได ้จงึทาํลายยาก หากเขา้ร่างกายสามารถทาํให้
เกิดการติดเชื้อในผิวหนัง ตา ทางเดินหายใจและทางเดิน
ปัสสาวะ และทําให้คุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของ
ผลติภณัฑเ์ครือ่งสาํอางเปลีย่นแปลงไป (ISO 22717, 2015) (Ho 
Sui et al., 2012) รายงานจาก database ของ Rapex (Michalek 
et al., 2019) พบการปนเป้ือนจลุนิทรยีใ์นเครือ่งสาํอางทีเ่กดิจาก
การผลิต เป็น Pseudomonas spp. มากที่สุด (ร้อยละ 35.58) 
และ  P. aeruginosa ( ร้อยละ  28.84)  ดังนั ้นผู้ผลิตควรให้
ความสาํคญํกบัเชือ้น้ีและหาแนวทางป้องกนั 

กา รตรวจหา  P.  aeruginosa อ้ า งอิ ง  ISO 22717: 
2015[E](ISO 22717, 2015) โดยการบ่มตวัอย่าง 1 g ใน 9 ml 
enrichment broth ชื่อ “Eugon LT 100 broth” ซึ่งมีสารยับยัง้
หรอืสะเทนิฤทธิต์า้นเชือ้ (neutralizer or inhibitory substances) 
ไดแ้ก่ lecithin และ polysorbate 80 รวมทัง้สารช่วยการกระจาย
ตวั (dispersing agent) คอื octoxynol 9 (สว่น enrichment broth 
อื่น สามารถหาไดจ้าก Annex A ใน ISO 22717: 2015[E] การ
เลอืกชนิดของ enrichment broth ใหค้าํนึงถงึสารอาหารและสาร
ยบัยัง้ฤทธิต์้านเชือ้ทีเ่หมาะสมกบัองค์ประกอบในเครื่องสาํอาง) 
บ่มตวัอย่างในอาหารที ่32.5°ซ ± 2.5°ซ, ≥ 20 ชม. แลว้นํามา 
streak บน cetrimide medium ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อคดัเลอืก 
(selective medium) เพราะเชื้อทนต่อสารชะล้าง บางชนิดได้
และสรา้งไพโอไซยานิน ทาํใหเ้มือ่ P. aeruginosa เจรญิ อาหาร
เลีย้งเชือ้รอบโคโลนีมสีเีขยีวแกมน้ําเงนิหรอืเขยีวแกมเหลอืงและ
โคโลนีของเชือ้เรอืงแสงไดภ้ายใตแ้สง UV เน่ืองจากเชือ้สามารถ
สร้างสีเรืองแสงที่แพร่ได้ ( diffusible fluorescent pigments)    
ในอาหาร เลี้ ย ง เชื้ อมี  cetrimide ( cetyltrimethylammonium 
bromide) เป็นสารชะลา้งชนิด quaternary ammonium cationic 
และมคีุณสมบตัใินการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีหลายชนิด 
แต่ไม่สามารถยบัยัง้ P. aeruginosa ได้ โคโลนีของเชื้อมกีลิ่น
เฉพาะตวัคล้ายกลิน่องุ่น เมื่อพบผลบวกจะต้องยนืยนัดว้ยการ
ย้อมแกรมและการทดสอบทางชีวเคมี ได้แก่ oxidase test      
ซึง่ใหผ้ลบวกและอาจยนืยนัดว้ยการนําใชโ้คโลนีของเชือ้ทีส่งสยั
ไ ป  steak บ น  Pseudomonas agar medium for detection of 
pyocyanin (Pseudomonas agar P) แลว้บม่ที ่32.5°ซ ± 2.5°ซ, 

นาน 24, 48 และ 72 ชม. ผลบวก คอื อาหารเลีย้งเชือ้รอบโคโลนี
มสีเีขยีวแกมน้ําเงนิจากการสรา้งไพโอไซยานิน และรอบโคโลนี
มสีแีดงถงึน้ําตาลเขม้จากการสรา้งไพโอรบูนิ (pyorubin) 

S. aureus เป็นแบคทเีรยีแกรมบวกรูปร่างกลม ส่วน
ใหญ่อยู่ เ ป็นกลุ่ม (Gram-positive cocci)  ลักษณะพวงองุ่น       
โคโลนีกลมเรยีบสเีหลอืงทอง คําว่า “Staphylococcus” แปลว่า
องุ่น ส่วน “aureus” แปลว่าทอง ชื่อเชื้อจงึหมายถึงองุ่นสีทอง 
สามารถพบ S. aureus ไดใ้นผวิหนงัคนสขุภาพด ีเพราะเป็นเชือ้
ประจําถิ่นบนผิวหนังและโพรงจมูก (normal flora in human) 
จัดเป็นเชื้อก่อโรคฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) ถ้า
ผวิหนังฉีกขาดหรอืมภีาวะภูมคิุม้กนัตํ่า สามารถก่อโรคผวิหนงั
เฉพาะที่ เช่น ตากุ้งยิง ฝีบนผิวหนัง หรืออาจแพร่ไปผิวหนัง
บรเิวณอื่น เช่น ทําให้เกิดเซลล์เน้ือเยื่ออกัเสบ (cellulitis) หรอื
เป็นโรคพพุอง (impetigo)(CDC, 2011) (Tong et al., 2015) 

ก า ร ต ร ว จ ห า  S.  aureus อ้ า ง อิ ง  ISO 22718: 
2015[E](ISO 22718, 2015) โดยการบม่ตวัอยา่งใน enrichment 
broth คล้ายกับที่ทําการตรวจหา P. aeruginosa แล้วนํามา 
streak บน Baird Parker agar medium ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยงเชือ้
คัดเลือกของเชื้อน้ี ในอาหารมี sodium pyruvate กระตุ้นให้ 
coagulase-positive staphylococcus เจริญ  แต่ยับยัง้ เชื้ออื่น  
เมื่อ S. aureus เจรญิ โคโลนีจะเป็นสดีํามนัวาวและรอบโคโลนี
ใส 2 - 5 มม. เมื่อพบผลบวกจะต้องยืนยนัด้วยการย้อมแกรม 
และการทดสอบทางชวีเคม ีไดแ้ก่ catalase test และ coagulase 
test ซึง่ S. aureus ใหผ้ลบวก 

C. albicans เป็นเชื้อที่สามารถเจรญิได้ทัง้แบบยสีต์ 
(yeast) (เป็นสิง่มชีวีติเซลล์เดยีว ลกัษณะโคโลนี กลมๆ คลา้ย
แบคทเีรยีแต่ขนาดใหญ่กว่า มกัเกดิในสภาวะอากาศเยน็) และ
แบบรา (mold) (สิง่มชีวีติที่มหีลายเซลล์และมกีารสร้างเส้นใย 
(hyphae) มกัพบในสภาวะอากาศร้อน) เน่ืองจากเชื้อแปลง
สภาพได้ ทําให้พบได้ทัง้อากาศร้อนและเย็น พบได้ตาม
สิง่แวดลอ้ม เป็นเชือ้ประจาํถิน่ในผวิหนงัทางเดนิหายใจ ทางเดนิ
อาหาร ทางเดนิปัสสาวะในเพศหญิงเป็นเชื้อก่อโรคฉวยโอกาส 
(opportunistic pathogen) เมือ่มภีาวะภูมคิุม้กนับกพร่อง คงทน
เมือ่อยูภ่ายนอกรา่งกายและสามารถสรา้งไบโอฟิลม์ ไดเ้น่ืองจาก
หลัง่ไฮโดรเลส (hydrolase) เช่น โพรติเอส (protease) ฟอส
โฟไลเพส (phospholipase) มาป้องกนัตวัเอง จึงกําจดัได้ยาก 
ในช่ อ งคลอดจะมีเ ชื้ อ  Lactobacilli ซึ่ ง จ ะช่ วยยับยั ้ง ก า ร
เจริญเติบโตของ C. albicans ได้ แต่หากมกีารใช้ยาปฏิชวีนะ
เป็นเวลานาน ภาวะเบาหวานตัง้ครรภ์การใช้ยากดภูมคิุ้มกนั
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นาน อาจทําให้ Lactobacilli ลดลงและสร้างไบโอฟิล์มได้ เพื่อ
ป้องกนัการทําลายจากระบบภูมคิุ้มกนั ทําให้เชื้อแพร่ไปตาม    
ที่ต่างๆ ได้ ทําให้เกิดโรคติดเชื้อราในช่องคลอด ( vaginal 
candidiasis) การติดเชื้อทางผวิหนัง และฝ้าขาวในช่องปากได ้
(CDC, 2019) 

การตรวจหา C. albicans อา้งองิ ISO 18416: 2015[E] 
(ISO 18416, 2015) โดยการบ่มตวัอย่างใน enrichment broth 
คลา้ยกบัทีท่าํการตรวจหา P. aeruginosa แลว้นํามา streak บน 
Sabouraud dextrose chloramphenicol agar (SDCA) medium 
แล้วบ่มที่ 32.5°ซ ± 2.5°ซ, 24-48 ชม. เมื่อ C. albicans เจรญิ 
โคโลนีจะมสีขีาวถงึน้ําตาลอ่อน มลีกัษณะมนันูน เมื่อพบผลบวก
จะตอ้งยนืยนัดว้ยการยอ้มแกรม (ซึง่จะตดิสมีว่งคลา้ยแกรมบวก
แต่เซลล์มขีนาดใหญ่กว่าเซลล์แบคทเีรยี รูปร่างคล้ายไข่ หรอื
เป็นเซลลย์าว บางครัง้อาจเหน็ budding cells) และการทดสอบ
การสรา้ง germ tube ถ้าไม่พบจะต้องนําโคโลนีมาตรวจหาการ
สรา้ง hyphae, pseudohyphae และ chlamydospore ดว้ย 

E. coli เป็นแบคทเีรยีแกรมลบรูปแท่งสัน้ๆ มกัเจรญิ
ในสิง่แวดลอ้มที่ชื้น เช่น อากาศ น้ํา ดนิ บางสายพนัธุ์อาจเป็น
เชือ้ประจาํถิน่ในลาํไสข้องมนุษยแ์ละสตัวเ์ลอืดอุ่น ซึง่อาจมกัพบ
ออกมากบัอุจจาระ ดงันัน้ การตรวจพบ E. coli ในเครื่องสําอาง
เป็นการบ่งบอกถงึการปนเป้ือนอุจจาระหรอืการขาดสุขอนามยั 
(CDC, 2020) 

การตรวจหา E. coli ในเครื่องสําอางอ้างอิง ISO 
21150: 2015[E](ISO 21150, 2015) โดยการบ่มตัวอย่างใน 
enrichment broth คลา้ยกบัทีท่าํการตรวจหา P. aeruginosa แต ่
selective medium จะใช ้MacConkey agar medium (โคโลนีจะ
มีสีแดงอิฐ หรือ brick-red) และยืนยันผลด้วยการใช้ Levine 
eosin-methylene blue (EMB) agar medium (โคโลนีจะมสีีดํา
น้ําเงนิและสะทอ้นแสงเป็นสเีขยีวเงาโลหะหรอื metallic sheen) 
ซึ่งม ีbile salts เน่ืองจากเชื้อทนต่อน้ําดไีดด้ ีรวมทัง้ยอ้มแกรม
และทดสอบชีวเคมี ได้แก่ catalase test ให้ผลบวก, oxidase 
test ให้ผลลบ , fermentation of lactose ( เชื้ อพวก  coliform 
bacteria ซึ่งเป็น Gram-negative จะสามารถหมกัน้ําตาลแลค
โตสได ้จงึไมจ่าํเพาะกบั E. coli ชนิดเดยีว) และ indole test ให้
ผลบวก 

Clostridium species เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูป
แท่ง สร้างเอนโดสปอร์อยู่ภายในเซลล์ (endospore) ทําให้ทน
ต่อการทําลายด้วยความร้อนมาก เจริญแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
(anaerobe) มกัพบในดิน พชื บางครัง้พบในลําไส้ของคนและ

สตัว์ และในทางเดนิของอวยัวะสบืพนัธุ์เพศหญิงที่มสีุขภาพดี  
C. perfringens และ C. difficile สามารถสรา้งแคปซูล (capsule) 
มาห่อหุ้มตัวเองเพื่อป้องกันการทําลายของคอมพลีเมนต์ 
(complement) ในระบบภูมคิุ้มกนั Clostridium species  หลาย
ชนิดสามารถสร้าง exotoxin ทํา ให้เกิดโรคร้ายแรง เช่น              
C.  perfringens, C.  novyi  และ  C.  septicum ทํา ให้ เกิด  gas 
gangrene ส่วน C. tetani ทําให้เกิดโรคบาดทะยัก ( tetanus) 
ส่วน C. botulinum ทําให้เกิดพิษต่อระบบประสาทที่เรียกว่า 
botulism (CDC, 2020) 

การตรวจหา Clostridium species  ในเครื่องสําอางไม่
มใีน ISO จงึตอ้งอา้งองิ USP หรอื THP ในทีน้ี่ขอกล่าวใน THP 
2019 (THP, 2019) โดยการบ่มตวัอย่างใน reinforced medium 
for clostridia (2 ชุดๆ ที่หน่ึงต้องอุ่นอาหาร ที่ 80°ซ นาน 10 
นาท ีแลว้รบีทําใหเ้ยน็ก่อนจะเพาะตวัอย่างลงไป ส่วนชุดทีส่อง
ไม่ต้องอุ่น ทดสอบปกติ) สภาวะที่แบบไร้อากาศ (anaerobic 
condition)  ที่  30- 35°ซ , 48 ชม .  จ ากนั ้น นํ ามา  streak บน 
Columbia agar ทีม่เีจนตามยัซนิ (gentamicin) สภาวะทีบ่ม่แบบ
ไรอ้ากาศ 30-35°ซ, 48-72 ชม. หากไม่พบเชื้อ ถอืว่าผ่าน หาก
พบเชื้อขึ้นต้องยนืยนัด้วยการย้อมแกรม การสร้าง endospore 
และการทดสอบ catalase test ให้ผลลบ hemolysis test ให้
ผลบวกบน defibrinated sheep blood agar 

 
กำรประเมินควำมคงตวัและควำมเส่ียงของเครื่องสํำอำง
ทำงจลุชีววิทยำ 

ก า ร ป ร ะ เ มิน คว ามค ง ตัว แ ล ะคว า ม เ สี่ ย ง ของ
เครื่องสําอางทางจุลชีววทิยา เป็นหน่ึงในการประกนัคุณภาพ
ผลิตภัณฑ์เครื่องสําอาง มีจุดประสงค์ เพื่อให้ผลิตภัณฑ์
เครือ่งสาํอางมคีณุภาพและปลอดภยัต่อผูบ้รโิภค  

การประเมินความคงตวัของเครือ่งส าอางทางจุล
ชีววิทยา อา้งองิจาก ISO/TR 18811: 2018[E](ISO/TR 18811, 
2018) 

1) Microbiological aspects เป็นการตรวจความคงตวั
ของเครื่องสําอางระหว่างที่เก็บเพื่อดูการเปลี่ยนแปลง ความ
ปลอดภยั และคณุภาพของเครือ่งสาํอาง คอืการตรวจหาปรมิาณ
จุลินทรีย์และการประเมินประสิทธิภาพของสารกันเสียใน
เครือ่งสาํอาง 

2) Testing conditions สภาวะทีใ่ชท้ดสอบการตรวจหา
ปรมิาณจลุนิทรยีแ์ละการประเมนิประสทิธภิาพของสารกนัเสยีใน
เครื่องสําอาง จะทดสอบได้กับผลิตภัณฑ์ที่ต้องมีน้ําเป็น
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องค์ประกอบเท่านัน้ ควรทําตัง้แต่ก่อนการทดสอบ (T0) และ
เวลาสิน้สุดของการทดสอบความคงตวัอาจทดสอบในสภาวะเร่ง
รว่มดว้ย ควรทาํการวเิคราะหห์าปรมิาณของสารกนัเสยีควบคูไ่ป
ด้วย เพื่อดูว่าสารกนัเสียมปีริมาณลดลงหรือไม่ และหากเป็น
ผลิตภัณฑ์ของแข็งหรือมี organic solvent อาจไม่ต้องทําการ
ตรวจ เน่ืองจากเชื้อไม่เจรญิเตบิโตในสภาวะเหล่าน้ี โดยควรทํา
การวเิคราะหห์าความเสีย่งทางจลุชวีวทิยา (microbiological risk 
analysis) ซึ่งจะขึ้นกบับรเิวณที่นําเครื่องสําอางไปใช้ ประเภท
ของผู้ใช้ โอกาสที่เครื่องสําอางจะเกิดการเปลี่ยนแปลงได้ และ
เชือ้ก่อโรคทีอ่าจเกดิขึน้ได ้

3) Microbiological specificationsเป็นข้อกําหนดทาง
จลุชวีวทิยาทีเ่กีย่วขอ้ง ไดแ้ก่ 

- ISO17516:  2014[ E]  Microbiological limits ( ก า ร
ตรวจหาปรมิาณจลุนิทรยีใ์นเครือ่งสาํอาง) 

-ISO11930: 2019[E] Evaluation of the antimicrobial 
protection of a cosmetic product 

(การประ เมินประสิทธิภาพของสารกัน เสีย ใน
เครือ่งสาํอาง) (ISO 11930, 2019) 

การประเมินความเสีย่งของเครือ่งส าอางทางจุล
ชีววิทยา อ้างองิจาก ISO29621: 2017[E] (ISO 29621, 2017) 

เป็นแนวทางในการช่วยผู้ผลิตและผู้มีอํานาจควบคุมทาง
กฎหมายทีจ่ะใชพ้จิารณาผลติภณัฑ ์โดยการประเมนิความเสีย่ง
เพือ่ใหผ้ลติภณัฑน์ัน้มคีวามเสีย่งตํ่าในการปนเป้ือนจุลนิทรยี์ไม่
ว่าจะเกดิในระหว่างการผลติหรอืในระหว่างการใชข้องผูบ้รโิภค 
การประเมนิความเสีย่งกระทาํโดยผูเ้ชีย่วชาญ 

การวเิคราะหห์าความเสีย่งทางจุลชวีวทิยา ความเสีย่ง
จะขึน้กบั 

- Potential alteration of cosmetic product: โอกาสที่
จะเกดิการเปลีย่นแปลงและการเปลีย่นแปลงทีส่ามารถเกดิขึน้ได้
ของผลติภณัฑ ์ถา้มโีอกาสมากกเ็สีย่งมาก 

- Pathogenicity of microorganisms: การก่อโรคของ
เชือ้ทีม่ใีนผลติภณัฑ ์ถา้ก่อโรครนุแรงกเ็สีย่งมาก 

- Site of application: บริเวณที่จะนําผลิตภณัฑ์ไปใช้ 
เช่น หากนําไปใช้ในบริเวณที่บอบบางและไวต่อปัจจยักระตุ้น
จากสิ่งแวดล้อม เช่น บริเวณรอบดวงตาหรือเยื่อบุ (mucous 
membrane) กจ็ะมคีวามเสีย่งสงู 

- Type of user : ประเภทของผู้ใช้ เช่น หากผู้ใช้เป็น
เดก็อายตุํ่ากวา่ 3 ปี จะมคีวามเสีย่งทีส่งูกวา่บคุคลทัว่ไป  

 

ตำรำงท่ี 2 ปัจจยัทางเคมกีายภาพของผลติภณัฑเ์ครือ่งสาํอางทีม่คีวามเสีย่งตํ่าในการปนเป้ือนจลุนิทรยี ์(low microbiological risk) 
               (ISO 29621, 2017; Varvaresou et al., 2009) 
 

ปัจจยัทำงเคมีกำยภำพ ระดบั ตวัอย่ำงผลิตภณัฑ ์
pH ≤ 3 

≥ 10 
น้ํายาลอกผวิ (glycolic acid)  
น้ํายายดืผม สบูก่อ้น 

ไมม่น้ํีา (anhydrous) - น้ํามนัทาตวั ดนิสอ 
Water activity (aw) ≤ 0.75 ลปิสตกิ ลปิบาลม์ บลชัออนเน้ือครมี สบูก่อ้น 
อุณหภมูทิีใ่ชบ้รรจุ ≥ 65°C ลปิสตกิ ลปิบาลม์ บลชัออนเน้ือครมี 
แอลกอฮอล ≥ 20% สเปรยใ์สผ่ม tonic น้ําหอม 
สารทาํละลายอนิทรยี ์
(organic solvent): ethyl acetate 
                       butyl acetate 

 
> 10% 
> 10% 

 
ผลติภณัฑท์ีเ่ป็นสารทาํละลาย (solvent-based product):  
น้ํายาเคลอืบเลบ็ 

สารประกอบทีเ่ป็นดา่ง 
- แอมโมเนีย 
- โมโนเอททานอลลามนี 

 
≥ 0.5% 
≥ 1% 

 
Oxidizing product: สยีอ้มผม  
น้ํายาดดัผม 

Aluminium chlorohydrate และเกลอื ≥ 25% ผลติภณัฑร์ะงบัเหงือ่ 
Hygrogen peroxide ≥ 3% น้ํายาดดัผมน้ํายาเปลีย่นสผีม 



ขดีจาํกดัจุลนิทรยีใ์นเครือ่งสาํอาง  
มะล ิวโิรจน์แสงทอง 
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นอกจากน้ี ผลติภณัฑท์ีม่คีวามเสีย่งตํ่าในการปนเป้ือน
จุลนิทรยี ์(low  microbiological risk) จะช่วยลดความเสีย่งลงได ้
ผลติภณัฑท์ีม่คีวามเสีย่งตํ่า (ตารางที ่2) ไดแ้ก่ 
 - Low water activity: ผลติภณัฑน์ัน้มคีา่ water activity 
[aW]  ≤  0.75 หรือมีปริมาณน้ําตํ่ า สารพวก water binding 
substances เชน่ sorbitol, glycerol จะชว่ยลดคา่ [aW] แบคทเีรยี
ต้องการน้ําในการเจรญิมากกว่ายสีต์และยสีต์ตอ้งการน้ําในการ
เจรญิมากกวา่รา (ISO 29621, 2017; Varvaresou et al., 2009)  
 -  Osmotic pressure:  hypertonic solution จะยับยั ้ง
การเจรญิของแบคทเีรยีส่วนใหญ่ ส่วน hypotonic solution ไม่
สามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียเน่ืองจากแบคทีเรียมี
องค์ประกอบในโครงสร้างผนังเซลล์ (cell wall) ที่แขง็แรง คือ 
peptidoglycan โ ดย เฉพา ะแบคที เ รีย แก รมบวกจะมีชั ้น 
peptidoglycan ที่หนามากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ (Brannan, 
2006) 
 - Hydro-alcoholic products: ผลติภณัฑ์ม ีalcohol  ≥ 
20% จะทําลายจุลินทรีย์หลายชนิดได้ ( ISO 29621, 2017; 
Varvaresou et al., 2009) 
 - Extreme pH values: ผลติภณัฑท์ีม่คี่าpH สูงหรอืตํ่า
มาก( ≤ 3, ≥ 10) เชือ้เจรญิที ่pH กลางๆ คอืประมาณ 7 ยิง่หา่ง
จาก pH 7 จะยิง่เจรญิชา้ลง ยิง่ pH สงูหรอืตํ่ามากทาํใหจ้ลุนิทรยี์
เครยีดและตายได ้อย่างไรกด็ ีเชือ้ราจะทนกรด อ่อนๆ ได ้(ISO 
29621, 2017; Varvaresou et al., 2009) 

ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติดังกล่าวจึงไม่จําเป็นต้อง
ตรวจหาปรมิาณจลุนิทรยีใ์นเครือ่งสาํอาง เชน่ แป้ง ยาทาเลบ็สบู่ 
น้ํ ายาล้างชนิดแท่ง  อีม ัลชัน่ชนิด water in oil นอกจากน้ี
ผลติภณัฑท์ีบ่รรจใุนภาชนะทีม่ปีากหรอืคอขวดแคบ มหีวัสเปรย์
และมแีก๊สพ่น ขวดที่มวีาล์วปิดแบบไม่ย้อนกลบั (non-return 
valve) ภาชนะแบบใชค้รัง้เดยีวทิง้ กม็คีวามเสีย่งตํ่าดว้ยเช่นกนั 
รวมทัง้การปฏิบัติการผลิตเครื่องสําอางที่ดี (Cosmetics — 
Good Manufacturing Practices, GMP) ตามแนวทางของ ISO 
22716:  2007 ( ISO 22716, 2007; Varvaresou et al. , 2009) 
เชน่  

-  ปฏิบัติ เทค นิคและสภาวะปลอดเชื้ อ  ( aseptic 
techniques and conditions)  

- ใช้ระบบน้ําที่กรองปราศจากเชื้อและรงัสทีําลายเชื้อ 
(water filtration and radiation systems)  

- ใช้ห้องผลติที่มรีะบบความดนัอากาศบวก (positive 
pressure)  

 - การตรวจหาเชือ้ในวตัถุดบิ (microbial testing of raw 
materials) 
 - การฆา่เชือ้เครือ่งมอื (disinfection of the equipments) 
 -  บุคลากรได้ร ับการอบรมและสวมชุดทํางานที่
เหมาะสม (properly trained and dressed personnel) 

 
บทสรปุ 

เครื่องสําอางเป็นผลิตภณัฑ์ไม่ปราศจากเชื้อ ซึ่งพบ
จุลินทรีย์ได้ในขดีจํากดั หากจุลินทรีย์เกินขดีจํากดั อาจส่งผล
กระทบต่อความคงตวัและการออกฤทธิ ์การปนเป้ือนจุลนิทรยี์
เกินขีดจํากัด จึงเป็นหน่ึงในปัญหาที่สําคัญในอุตสาหกรรม
เครื่องสําอาง ขอ้กําหนดมาตรฐานผลติภณัฑ์ไม่ปราศจากเชื้อ
ทางจุลชวีวทิยา ใน USP, ISO และ THP จะค่อนขา้งคล้ายกนั 
คือกําหนดขดีจํากัดทัง้เชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ แต่ชื่อวิธี 
จุดเน้น และรายละเอยีดต่างกนั  ขอ้กําหนดของ ISO สอดคลอ้ง
กับเครื่องสําอางมากที่สุด ซึ่งจะต้องประเมินความคงตวัและ
ความเสีย่งของเครื่องสาํอางทางจุลชวีวทิยาเพือ่ประกนัคุณภาพ
ผลติภณัฑเ์ครือ่งสาํอางและเพือ่ความปลอดภยัต่อผูบ้รโิภค  
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