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บทคัดย่อ

ในการพัฒนาความสามารถของห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025: 2005 

การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด เป็นข้อก�ำหนดหนึ่งในข้อก�ำหนดทั่วไปว่าด้วยความสามารถ

ของห้องปฏิบัติการทดสอบและห้องปฏิบัติการสอบเทียบ ท่ีก�ำหนดให้ห้องปฏิบัติการต้องด�ำเนินการจัดท�ำ

ข้อมูล ขั้นตอนหรือวิธีปฏิบัติในการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด วิธีการแจงนับจุลินทรีย์เป็น 

empirical method ไม่สามารถ หาค่าจรงิ รวมถงึความเบีย่งเบนได้ จงึต้องใช้การประมาณค่าความไม่แน่นอน

ของการวดัในแนวคิดแบบ “top–down” หรอื “global” approach ท่ีประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวดั

จากผลลัพธ์ของความเบี่ยงเบนมาตรฐานของความท�ำซ�้ำได้ (Standard deviation of reproducibility, S
R
) 

ซึง่ภายในห้องปฏบิตักิารเดยีวกนั ส่วนใหญ่จะใช้ Intralaboratory standard deviation of reproducibility 

เน่ืองจากสามารถรายงานร่วมกับรายงานผลตรวจวิเคราะห์ได้ ในปีงบประมาณ 2554 ศูนย์วิทยาศาสตร์

การแพทย์ที ่3 นครสวรรค์ จงึได้จัดท�ำข้อมลูการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการตรวจนบัปรมิาณจลุนิทรย์ี

ทั้งหมด โดยด�ำเนินการตรวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ท้ังหมดในผลิตภัณฑ์น�้ำพริกพร้อมบริโภค และขนม 

จ�ำนวน 33 และ 50 ตัวอย่างตามล�ำดับ เพื่อน�ำข้อมูลผลการตรวจวิเคราะห์ของแต่ละผลิตภัณฑ์ ไปค�ำนวณค่า 

S
R
 และเมื่อได้ค่า S

R
 ของผลิตภัณฑ์ทั้ง 2 ซึ่งเท่ากับ ± 0.1462 และ ± 0.1970 ตามล�ำดับ จึงน�ำค่า S

R
 

ที่ได้ไปค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยาย (Expanded uncertainty, U) ที่จะสามารถน�ำไปรายงานผลปริมาณ

จุลินทรีย์ทั้งหมดพร้อมค่าความไม่แน่นอนของการวัดได้ในรูปแบบต่างๆ ต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด การตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด

การศึกษาเพื่อพัฒนาความสามารถของห้องปฏิบัติการ

ส�ำหรับการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการนับปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด

ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น�้ำพริกพร้อมบริโภค และขนม

Development of laboratory, competence, the study in microbiological 

measurement uncertainty of  total plate count in ready to eat numprik product and kanom

พรทิพย์ ศรีศร1  มุทิตา คณฑา1  จำ�รัส พูลเกื้อ2 
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Abstract

The development of laboratory, competence accordding to ISO/IEC 17025: 2005, 

measurement uncertainty is one of the general requirement that testing and calibration 

laboratories should have procedures for estimate uncertainty of measurement. Microorganism, 

count is the empirical method that can not show true and bias value, microbiological 

measurement uncertainty by “top–down” or “global” approach concept can be used for 

calculate from standard deviation of reproducibility (S
R
). All most in the same laboratory 

always used Intralaboratory standard deviation of reproducibility that further used to report 

with the analytical report. In 2011, the Regeional Medical Science Center 3 Nakhon Sawan 

laboratory had analysed total plate count in food product ready to eat numprik and kanom 

33 and 50 samples respectively, and calculated SR of each product , the results show that S
R
 

is ± 0.1462 and± 0.1970 respectively and calculated expanded uncertainty (U) further, 

that can be used to report in many patterns of total plate count with the uncertainty of 

measurement.

Keywords: Measurement uncertainty, Total plate count 

บทน�ำ

ารประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวดั 

เป็นข้อก�ำหนดหน่ึงในข้อก�ำหนดท่ัวไป

ว่าด้วยความสามารถของห้องปฏิบัติการทดสอบและ

ห้องปฏบิตักิารสอบเทยีบ ISO/IEC 17025 : 2005 ท่ีก�ำหนด

ให้ห้องปฏิบัติการทดสอบต้องด�ำเนินการจัดท�ำข้อมูล 

ขัน้ตอนหรือวธีิปฏิบติัในการประมาณค่าความไม่แน่นอน

ของการวดั ในการตรวจวิเคราะห์ทางจุลชวีวทิยา วิธกีาร

แจงนับปริมาณจุลินทรีย์เป็น empirical method 

จึงไม่สามารถหาค่าจริง รวมถึงความเบี่ยงเบน (bias) ได้ 

ผลที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ อาจมี

ความคลาดเคลือ่นของการวดัท่ีควบคมุได้หรอืไม่ได้เกดิขึน้

เสมอ จึงไม่มีการวัดครั้งใดที่ให้ผลถูกต้องที่สุดจ�ำเป็น 

ต้องด�ำเนินประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด ซึ่งมี 

2 แนวทางดังนี้

1.	 แนวคิดแบบ “bottom–up” approach 

เป็นการประมาณค่าจากทุกๆ ข้ันตอนของกระบวนการ

ตรวจวเิคราะห์ (step–by–step) โดยน�ำค่าความไม่แน่นอน

จากทุกแหล่งที่มีผลกระทบต่อการทดสอบมาพิจารณา 

ตามข้ันตอนของการทดสอบ ซ่ึงห้องปฏิบัติการทางเคมี 

ส่วนใหญ่จะใช้แนวทางนี้ 

2.	 แนวคิดแบบ “top–down” approach 

เป็นการประมาณค่าจากผลลัพธ์ของค่าความเบ่ียงเบน

มาตรฐานของความท�ำซ�้ำได้ (standard deviation of 

reproducibility, S
R
) ซึ่งห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา

ส่วนใหญ่จะใช้แนวทางนี้ 

ดังนั้น ในการประมาณค่าความไม่แน่นอน

ของการวัดทางจุลชวีวทิยา จงึใช้แนวคดิแบบ “top–down” 

หรือ “global” approach ทีป่ระมาณค่าความไม่แน่นอน

ก
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ของการวดัจากผลลพัธ์ของความเบีย่งเบนมาตรฐานของ

ความท�ำซ�ำ้ได้ (S
R
) ซึง่ขึน้อยูก่บัความหลากหลายทัง้หมด 

(overall variability) ของกระบวนการตรวจวิเคราะห์

ที่ท�ำให้ได้ผลลัพธ์ ความหลากหลายนี้รวมถึงความเท่ียง

ของการทดสอบ (observable precision) ซึ่งเป็น

องค์ประกอบแบบสุม่และความเบีย่งเบน ซึง่เป็นองค์ประกอบ

จากระบบ ทีเ่กดิจากความแตกต่างระหว่างค่าทีวิ่เคราะห์

ได้กับค่าจริงหรือค่าอ้างอิงที่ยอมรับ ในการประมาณค่า

ความไม่แน่นอนของการวัดจากผลลัพธ์ของความเบ่ียง

เบนมาตรฐานของความท�ำซ�้ำได้ มี 3 ทางเลือก ได้แก่

ทางเลือกที่ 1:	 Intralaboratory standard 

deviation of reproducibility 

เป็นการประมาณค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

จากผลของความท�ำซ�ำ้ได้ ภายในห้องปฏบิตักิารเดยีวกนั 

ซึ่งเป็นทางเลือกที่ห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่ใช้ด�ำเนินการ 

เนื่องจากสามารถรายงานร่วมกับรายงานผลได้

ทางเลือกที่ 2:	 Standard deviation of 

reproducibility of the method derived from an 

interlaboratory study

เป็นการประมาณค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

จากผลของความท�ำซ�้ำได้ในการศึกษาความถูกต้องของ

วิธีทดสอบโดยห้องปฏิบติัการต่างๆ ทีเ่ข้าร่วมการทดสอบ

ทางเลือกที่ 3:	 Standard deviation of 

reproducibility of the method derived from an 

interlaboratory proficiency trial

เป็นการประมาณค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

จากผลของความท�ำซ�ำ้ได้ของห้องปฏบิตักิารต่างๆ ที ่เข้า

ร่วมโปรแกรมการทดสอบความช�ำนาญ1

เน่ืองจากเป็นห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา

ด้านอาหาร แต่ละปีจ�ำนวนตัวอย่างของผลิตภัณฑ์ชุมชน 

ประเภทน�้ำพริกพร้อมบริโภค และขนม ซึ่งน�ำส่งตรวจ

ในรายการปรมิาณจลุนิทรย์ีทัง้หมด จากส�ำนกังานสาธารณสขุ

ในบรษัิทรบัผดิชอบมปีรมิาณมาก ดงันัน้ เพือ่เป็นการพฒันา

ความสามารถห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานสากล ISO/

IEC 17025: 2005 ห้องปฏบิตักิารจงึจ�ำเป็นต้องด�ำเนนิการ

จัดท�ำการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวดัในรายการ

ปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมดในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ ดังกล่าว 

ซึ่งจะสามารถบ่งชี้คุณภาพของผลการตรวจวิเคราะห์

ที่ถูกต้อง แม่นย�ำและน่าเชื่อถือได้

วัตถุประสงค์ 

พฒันาความสามารถห้องปฏิบตักิารตามมาตรฐาน

สากล ISO/IEC 17025: 2005 ในการประมาณค่าความ

ไม่แน่นอนของการวัดในรายการปรมิาณจลุนิทรย์ีท้ังหมด 

ในตวัอย่างผลติภณัฑ์ชุมชน ประเภทน�ำ้พรกิ พร้อมบรโิภค 

และขนม

วิธีศึกษา

1.	 ตัวอย่าง : สุ่มเก็บจากร้านจ�ำหน่ายของฝาก 

และการน�ำส่งตรวจจากส�ำนักงานสาธารณสุขในพ้ืนที่ 

รับผิดชอบ ดังรายละเอียด 

1.1	 ผลิตภัณฑ์น�้ำพริกพร้อมบริโภค ได้แก่ 

น�ำ้พรกิตาแดง น�ำ้พรกิแมงดา เป็นต้น จ�ำนวน 33 ตวัอย่าง

1.2	 ผลติภัณฑ์ขนม ได้แก่ ข้าวแต๋น ขนมกง 

กล้วยฉาบ เป็นต้น จ�ำนวน 50 ตัวอย่าง 	

2.	 การตรวจวิเคราะห์2, 3, 4, 6, 7 :

2.1	 ด�ำเนินการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ

จลุนิทรย์ีทัง้หมดในแต่ละตวัอย่าง โดยนกัวเิคราะห์ 2 คน 

และใช้อุปกรณ์ที่เกี่ยวข้อง เช่น ปิเปต เครื่องมือ อุปกรณ์

จับเวลา อาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นต้น ให้มีความแตกต่างกัน

มากที่สุด ตามวิธีมาตรฐาน BAM (Online) 2001 โดย

ใช้วิธี pour plate ดังนี้ สุ่มตัวอย่างแต่ละตัวอย่างจาก

หลายๆ ต�ำแหน่งของภาชนะบรรจุตัวอย่าง ใส่ภาชนะ

ปราศจากเชือ้ปรมิาณ 50 ± 0.1 กรมั ท�ำให้เจอืจาง จนได้

ระดับความเจือจางที่เหมาะสม ปิเปตตัวอย่างที่ระดับ

ความเจือจางต่างๆ 1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อ โดย

แต่ละระดับความเจือจางให้ท�ำอย่างน้อย 2 จาน 

เทอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ที่มีอุณหภูมิประมาณ 45 ± 1°C 

ลงในจานเพาะเชื้อ จานละประมาณ 12–15 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากัน ตัง้ทิง้ไว้ให้แขง็ น�ำไปบ่มเพาะเชือ้ทีอ่ณุหภมิู 
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	U	 =	 2  S 3
R+ 0.18861

∑C
	 	 (2)

เมื่อ	U	 =	 ความไม่แน่นอนขยาย

	 2	 =	 ตัวประกอบครอบคลุม (k) 

	 S
R
	 =	 ความเบีย่งเบนมาตรฐานของความ 

				    ท�ำซ�้ำได้

	 ∑C	 =	 ผลรวมของจ�ำนวนโคโลนีจาก

			   ทุกจานเลี้ยงเชื้อ

	 0.18861
∑C

	 =	 variance component

					     ซึ่งมาจาก Poisson 

					     distribution

4.2	 กรณีทางเลือก 

เมือ่มกีารพจิารณาผลการแจงนบัจ�ำนวน

มีปริมาณการปนเปื้อนมาก (high counts) หรือปริมาณ

การปนเปื้อนน้อย (low counts)

ผลการแจงนับจ�ำ นวนมีปริ มาณ

การปนเปื้อน (∑C) มาก จะไม่น�ำเทอม 0.18861/ ∑C 
ของสมการ 2 มาใช้ในการค�ำนวณ ให้ใช้สมการ 3

U	 =	 2 S
R
	 	 (3)

ทั้งนี้ การจะใช้สมการ 2 หรือ 3 ในการ

ค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยาย ให้พจิารณาจากค่า C
lim 

ดังสมการ

C
lim

	=	
(log

10
e)2

S
R
2 x ((1–0.05)2 – 1)

 ∼ 
1.75

S
R
2

	 	(4)

 

โดยแบ่งการพจิารณาได้เป็น 2 กรณ ีคอื

4.2.1	 ∑C > Clim
 เป็นกรณี high counts  

ให้ใช้สมการ 3 ในการประมาณค่า U

4.2.2	 ∑C ≤ Clim
 เป็นกรณี low counts  

ให้ใช้สมการ 2 ในการประมาณค่า U

35°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยวางในลักษณะกลับ

จานเพาะเชื้อด้านล่างขึ้น นับปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด 

โดยเลือกจากจานเพาะเชื้อที่มีจ�ำนวนระหว่าง 25–250 

โคโลนี 

2.2	 บันทึกข้อมูลผลการตรวจวิเคราะห์ 

3.	 การค�ำนวณค่าความเบีย่งเบนมาตรฐานของ

ความท�ำซ�ำ้ได้ (standard deviation of reproducibility, 

S
R
)

ค�ำนวณค่าความเบีย่งเบนมาตรฐานของความ

ท�ำซ�้ำได้ (S
R
) โดยรวบรวมข้อมูลผลการตรวจวิเคราะห์

ปรมิาณจลุนิทรย์ีทัง้หมด ของแต่ละผลิตภณัฑ์ มาค�ำนวณ

ค่า S
R
 ดงัสมการ (หากจ�ำนวนโคโลนทีีแ่จงนบัได้น้อยกว่า 

10 โคโลนี จะไม่น�ำผลดังกล่าวมาใช้ในการค�ำนวณ) และ

หากกรณีตัวอย่างมีความหลากหลายไม่เป็นเนื้อเดียวกัน

ใช้ n = n–1

SR	 =	 1
n ∑

(y
1
 – y

2
)2

2i=1

n 	 	 (1)

	  

4.	 การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวดั 

ประมาณค่าความไม่แน่นอนของการนับ

ปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด โดยน�ำค่า S
R
 ที่ค�ำนวณได้

ของแต่ละผลิตภัณฑ์ (จากข้อ 3) มาเข้าสมการเพื่อ

ค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยาย (Expanded uncertainty, U) 

โดยที่ ค่าความไม่แน่นอนขยาย เป็นปริมาณที่ก�ำหนด

ช่วงที่ผลของการวัดกระจายอยู่ภายใน ซึ่งค่าเหล่านี้

สามารถแสดงลักษณะของสิ่งท่ีถูกวัดที่คาดว่าจะเป็น

อย่างสมเหตุสมผล ซึ่งมี 2 กรณี

4.1	 กรณีทั่วไป

เมือ่ผลการแจงนบัจ�ำนวน Y = log 10 X 

และมีค่า coverage factor เป็น 2 (95% confidence 

limit) สามารถค�ำนวณค่า U ได้จากสมการ 2 ในทกุกรณี

โดยไม่ต้องพิจารณาว่าผลการแจงนับจ�ำนวนมีปริมาณ

การปนเป้ือนมาก (high counts) หรอืปรมิาณการปนเป้ือน

น้อย (low counts)
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5.	 การรายงานผล

สามารถรายงานผลการตรวจวเิคราะห์พร้อม

ค่าความไม่แน่นอนของการวัด ได้ 4 รูปแบบ ดังนี้ 

5.1	 รายงานผลเป็นช่วงในรูปของ log (interval 

for log result) 

y±U [log
10
 (cfu/g)] หรือ

y±U [log
10
 (cfu/ml)]

5.2	 รายงานผลเป็นค่าสูงสุดและต�่ำสุดใน

รูปของ log (decimal logarithmic result estimate 

with limits)

 y [log
10
 (cfu/g)] [y–U, y+U] หรือ

 y [log
10
 (cfu/ml)] [y–U, y+U]

5.3	 รายงานผลเป็นค่าสูงสุดและต�่ำสุดใน

รูปของ cfu (result estimate with absolute limits)

 x cfu/g [10y–U, 10y+U] หรือ

 x cfu/ml [10y–U, 10y+U]

5.4	 รายงานผลเป็นค่าสูงสุดและต�่ำสุด

สมัพทัธใ์นรปูของ cfu (result estimate with relative 

limits)

ตารางที่ 1	ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมดในผลิตภัณฑ์น�้ำพริกพร้อมบริโภค จ�ำนวน 32 ข้อมูล 

(โดยไม่น�ำผลจ�ำนวนโคโลนีที่แจงนับได้น้อยกว่า 10 โคโลนี มาใช้ในการค�ำนวณ)

x	 cfu/g [–(1–10–U) x 100%,

	 + (1–10U) x 100%] หรือ

x	 cfu/ml [–(1–10–U) x 100%,

	 + (1–10U)x100%]

หมายเหตุ ค่าสูงสุดและต�่ำสุดสัมพัทธ์นี้

จะแปรตามค่า U เท่านั้น

ผลการศึกษา

จากการตรวจวเิคราะห์ปรมิาณจลุนิทรย์ีท้ังหมด 

ในผลิตภัณฑ์น�้ำพริกพร้อมบริโภค 33 ตัวอย่าง และขนม 

50 ตัวอย่าง โดยไม่น�ำผลจ�ำนวนโคโลนีที่แจงนับได้น้อย

กว่า 10 โคโลน ีมาใช้ในการค�ำนวณ สามารถน�ำไปด�ำเนนิ

การ ค�ำนวณค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของความท�ำซ�้ำ

ได้ (S
R
) และประมาณค่าความไม่แน่นอนของการนับ

ปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด ดังนี้

1.	 การค�ำนวณค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ของความท�ำซ�้ำได้ (S
R
) ของผลิตภัณฑ์น�้ำพริกพร้อม

บรโิภค 33 ตวัอย่าง (ตารางที ่1) และขนม 50 ตวัอย่าง 

(ตารางที่ 2)

Sample Analyst 1 (y
1
) Analyst 2 (y

2
) Log (y

1
) Log (y

2
) Log (y

1
–y

2
) Log (y

1
–y

2
)2 Log (y

1
–y

2
)2/2

	 1 	 52,000 	 48,000 	 4.7160 4.6812 	 0.0348 	 0.0012 	 0.0006

	 2 	 5,300 	 5,200 	 3.7243 3.7160 	 0.0083 	 0.0001 	 0.0000

	 3 	 140,000 	 92,000 	 5.1461 4.9638 	 0.1823 	 0.0332 	 0.0166

	 4 	 4,800 	 7,100 	 3.6812 3.8513 	–0.1700 	 0.0289 	 0.0145

	 5 	 890 	 820 	 2.9494 2.9138 	 0.0356 	 0.0013 	 0.0006

	 6 	 140,000 	 130,000 	 5.1461 5.1139 	 0.0322 	 0.0010 	 0.0005

	 7 	 960,000 	 920,000 	 5.9823 5.9638 	 0.0185 	 0.0003 	 0.0002

	 8 	 110,000 	 96,000 	 5.0414 4.9823 	 0.0591 	 0.0035 	 0.0017

	 9 	 2,600 	 2,200 	 3.4150 3.3424 	 0.0726 	 0.0053 	 0.0026

	 10 	 1,500,000 	 1,100,000 	 6.1761 6.0414 	 0.1347 	 0.0181 	 0.0091
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Sample Analyst 1 (y
1
) Analyst 2 (y

2
) Log (y

1
) Log (y

2
) Log (y

1
–y

2
) Log (y

1
–y

2
)2 Log (y

1
–y

2
)2/2

	 11 	 11,000 	 7,200 	 4.0414 3.8573 	 0.1841 	 0.0339 	 0.0169

	 12 	 42,000 	 45,000 	 4.6232 4.6532 	–0.0300 	 0.0009 	 0.0004

	 13 	 580,000 	 520,000 	 5.7634 5.7160 	 0.0474 	 0.0022 	 0.0011

	 14 	 4,400 	 4,200 	 3.6435 3.6232 	 0.0202 	 0.0004 	 0.0002

	 15 	 260,000 	 120,000 	 5.4150 5.0792 	 0.3358 	 0.1128 	 0.0564

	 16 	 2,200,000 	 1,300,000 	 6.3424 6.1139 	 0.2285 	 0.0522 	 0.0261

	 17 	 20 	 20 	 1.3010 1.3010 	 0.0000 	 0.0000 	 0.0000

	 18 	 26,000 	 7,000 	 4.4150 3.8451 	 0.5699 	 0.3248 	 0.1624

	 19 	 43,000 	 38,000 	 4.6335 4.5798 	 0.0537 	 0.0029 	 0.0014

	 20 	 240 	 350 	 2.3802 2.5441 	–0.1639 	 0.0268 	 0.0134

	 21 	 34,000 	 27,000 	 4.5315 4.4314 	 0.1001 	 0.0100 	 0.0050

	 22 	 120,000 	 680,000 	 5.0792 5.8325 	–0.7533 	 0.5675 	 0.2838

	 23 	 64,000 	 50,000 	 4.8062 4.6990 	 0.1072 	 0.0115 	 0.0057

	 24 	 38,000 	 28,000 	 4.5798 4.4472 	 0.1326 	 0.0176 	 0.0088

	 25 	 400,000 	 400,000 	 5.6021 5.6021 	 0.0000 	 0.0000 	 0.0000

	 26 	 120,000 	 110,000 	 5.0792 5.0414 	 0.0378 	 0.0014 	 0.0007

	 27 	 26,000 	 32,000 	 4.4150 4.5051 	–0.0902 	 0.0081 	 0.0041

	 28 	 94,000 	 74,000 	 4.9731 4.8692 	 0.1039 	 0.0108 	 0.0054

	 29 	 6,000 	 6,400 	 3.7782 3.8062 	–0.0280 	 0.0008 	 0.0004

	 30 	 78,000 	 54,000 	 4.8921 4.7324 	 0.1597 	 0.0255 	 0.0128

	 31 	12,000,000 	11,000,000 	 7.0792 7.0414 	 0.0378 	 0.0014 	 0.0007

	 32 	11,000,000 	 7,900,000 	 7.0414 6.8976 	 0.1438 	 0.0207 	 0.0103

Sum Log (y
1
–y

2
)2/2 	 0.6626

ตารางที่ 1	ต่อ

จากสมการ S R = 1
n ∑

(y
1
 – y

2
)2

2i=1

n  

กรณีนี้ตัวอย่างมีความหลากหลายไม่เป็นเนื้อเดียวกันใช้ n = n–1 = 31

ดังนั้น ค่า S
R
 ผลิตภัณฑ์น�้ำพริกพร้อมบริโภค = =  ± 0.14621 (0.6626) 

31
 

FDA 1-2557 - by fon.indd   54 23/5/2557   16:10:14



รา
ยง
าน
กา
รว
ิจัย

55วารสารอาหารและยา ฉบับเดือนมกราคม-เมษายน 2557

Sample Analyst 1 (y
1
) Analyst 2 (y

2
) Log (y

1
) Log (y

2
) Log (y

1
–y

2
) Log (y

1
–y

2
)2 Log (y

1
–y

2
)2/2

	 1 	 160 	 160 2.2041 2.2041 	 0.0000 	 0.0000 	 0.0000

	 2 	 420 	 520 2.6232 2.7160 	 –0.0928 	 0.0086 	 0.0043

	 3 	 60 	 20 1.7782 1.3010 	 0.4771 	 0.2276 	 0.1138

	 4 	 100 	 140 2.0000 2.1461 	 –0.1461 	 0.0214 	 0.0107

	 5 	 60 	 80 1.7782 1.9031 	 –0.1249 	 0.0156 	 0.0078

	 6 	 290 	 240 2.4624 2.3802 	 0.0822 	 0.0068 	 0.0034

	 7 	 2,000 	 1,600 3.3010 3.2041 	 0.0969 	 0.0094 	 0.0047

	 8 	 320 	 300 2.5051 2.4771 	 0.0280 	 0.0008 	 0.0004

	 9 	 100 	 220 2.0000 2.3424 	 –0.3424 	 0.1173 	 0.0586

	 10 	 30 	 40 1.4771 1.6021 	 –0.1249 	 0.0156 	 0.0078

	 11 	 120 	 60 2.0792 1.7782 	 0.3010 	 0.0906 	 0.0453

	 12 	 120 	 140 2.0792 2.1461 	 –0.0669 	 0.0045 	 0.0022

	 13 	 8,600 	 1,200 3.9345 3.0792 	 0.8553 	 0.7316 	 0.3658

	 14 	 60 	 120 1.7782 2.0792 	 –0.3010 	 0.0906 	 0.0453

	 15 	 40 	 100 1.6021 2.0000 	 –0.3979 	 0.1584 	 0.0792

	 16 	 80 	 20 1.9031 1.3010 	 0.6021 	 0.3625 	 0.1812

	 17 	 20 	 20 1.3010 1.3010 	 0.0000 	 0.0000 	 0.0000

	 18 	 60 	 60 1.7782 1.7782 	 0.0000 	 0.0000 	 0.0000

	 19 	 60 	 60 1.7782 1.7782 	 0.0000 	 0.0000 	 0.0000

	 20 	 20 	 30 1.3010 1.4771 	 –0.1761 	 0.0310 	 0.0155

	 21 	 400 	 690 2.6021 2.8388 	 –0.2368 	 0.0561 	 0.0280

	 22 	 10 	 20 1.0000 1.3010 	 –0.3010 	 0.0906 	 0.0453

ตารางท่ี 2	 ผลการตรวจวเิคราะห์ปริมาณจุลนิทรีย์ท้ังหมดในผลติภณัฑ์ขนม จ�ำนวน 37 ข้อมลู (โดยไม่น�ำผลจ�ำนวน

โคโลนีทีแ่จงนับได้น้อยกว่า 10 โคโลนี มาใช้ในการค�ำนวณ)
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Sample Analyst 1 (y
1
) Analyst 2 (y

2
) Log (y

1
) Log (y

2
) Log (y

1
–y

2
) Log (y

1
–y

2
)2 Log (y

1
–y

2
)2/2

	 23 	 880 	 770 2.9445 2.8865 	 0.0580 	 0.0034 	 0.0017

	 24 	 10 	 30 1.0000 1.4771 	 –0.4771 	 0.2276 	 0.1138

	 25 	 1,800 	 1,400 3.2553 3.1461 	 0.1091 	 0.0119 	 0.0060

	 26 	 40 	 40 1.6021 1.6021 	 0.0000 	 0.0000 	 0.0000

	 27 	 6,700 	 11,000 3.8261 4.0414 	 –0.2153 	 0.0464 	 0.0232

	 28 	 590 	 660 2.7709 2.8195 	 –0.0487 	 0.0024 	 0.0012

	 29 	 60 	 200 1.7782 2.3010 	 –0.5229 	 0.2734 	 0.1367

	 30 	 15 	 30 1.1761 1.4771 	 –0.3010 	 0.0906 	 0.0453

	 31 	 40 	 40 1.6021 1.6021 	 0.0000 	 0.0000 	 0.0000

	 32 	 10 	 10 1.0000 1.0000 	 0.0000 	 0.0000 	 0.0000

	 33 	 110 	 100 2.0414 2.0000 	 0.0414 	 0.0017 	 0.0009

	 34 	 40 	 20 1.6021 1.3010 	 0.3010 	 0.0906 	 0.0453

	 35 	 80 	 70 1.9031 1.8451 	 0.0580 	 0.0034 	 0.0017

	 36 	 60 	 70 1.7782 1.8451 	 –0.0669 	 0.0045 	 0.0022

	 37 	 260 	 250 2.4150 2.3979 	 0.0170 	 0.0003 	 0.0001

	 Sum Log (y
1
–y

2
)2/2 	 1.3975

จากสมการ S R = 1
n ∑

(y
1
 – y

2
)2

2i=1

n

กรณีนี้ตัวอย่างมีความหลากหลายไม่เป็นเนื้อเดียวกันใช้ n = n–1 = 36

ดังนั้น ค่า S
R
 ผลิตภัณฑ์ขนม = =  ± 0.19701 (1.3975) 

36
 

ตารางท่ี 2	 ต่อ

2.	 การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการ

นับปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด

น�ำค่า S
R
 ทีไ่ด้จากข้อ 1 ของแต่ละผลติภณัฑ์ 

ไปค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยาย เพือ่ใช้ในการรายงาน

ผลการตรวจวเิคราะห์พร้อมค่าความไม่แน่นอนของการวัด 

ดังตัวอย่าง

2.1	 ผลิตภัณฑ์น�้ำพริกพร้อมบริโภค 

ผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติ

การนับปริมาณจุลินทรีย์ท้ังหมดในผลิตภัณฑ์น�้ำพริก

พร้อมบริโภค ได้ 200,000 cfu/g = 5.3 [log 10(cfu/g)] 

∑C = 220 (ทีร่ะดับความเจือจาง 10–3 นบัได้ 202 โคโลนี 

และที่ระดับความเจือจาง 10–4 นับได้ 18 โคโลนี)
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∴	 C
lim

	≈	 1.75/(0.1970)2 ≈ 45

เมื่อ	 ∑C	 <	 C
lim

 จัดเป็นกรณี low 

			   count

ดังน้ันการหาค่าความไม่แน่นอนขยาย 

(U) ต้องใช้สมการที่ 2 เท่านั้น

U	 =	 2  S 3
R +

0.18861
∑C

			 

	 =	 2    (0.1970)2 + 0.18861
∑C

	 =	 0.4729  ≈  0.5

ค่าต�่ำสุด	 =	 (2.0 – 0.5) log

ใส่ Antilog	=	 3.2 x 10 cfu/g

ค่าสูงสุด	 =	 (2.0 + 0.5) log

ใส่ Antilog	=	 3.2 x 102 cfu/g

เพราะฉะนั้น รายงานผล

1.0 x 102 cfu/g (3.2 x 10, 3.2 x 102)

สรุปผล

ห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาด้านอาหาร 

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ สามารถ

จัดท�ำข้อมูลการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด

รายการปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด ในผลิตภัณฑ์ชุมชน 

ประเภทน�้ำพริกพร้อมบริโภค และขนม โดยได้ค่า SR 

ของผลิตภัณฑ์ทั้ง 2 เท่ากับ ± 0.1462 และ ± 0.1970 

ตามล�ำดับ และค่า SR นี้สามารถน�ำไปค�ำนวณค่าความ

ไม่แน่นอนขยาย (U) เพื่อน�ำไปใช้ในการรายงาน พร้อม

ผลการตรวจวิเคราะห์ ตามเงื่อนไข/ข้อก�ำหนดของวิธี

ทดสอบหรือความต้องการของลูกค้า หรือระดับผล

การทดสอบที่วิกฤต โดยการพิจารณาผลการทดสอบ

กบัเกณฑ์ทีก่�ำหนด ซ่ึงเป็นไปตามข้อก�ำหนดหนึง่ทางด้าน

วชิาการ ว่าด้วยความสามารถของห้องปฏบิตักิารทดสอบ

และห้องปฏิบัติการสอบเทียบตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025 : 2005 

ค่า	 S
R
	 ทีไ่ด้จากข้อ 1 ของผลติภณัฑ์ 

				    น�้ำพริกพร้อมบริโภค

		  = ± 0.1462

 

หา	 C
lim

	จากสมการที่ 4

	 C
lim

	≈	 1.75/ SR2

 

∴	 C
lim

	≈	 1.75/(0.1462)2 ≈ 82

 

เมื่อ	 ∑C	 >	 C
lim

 จัดเป็นกรณี high 

			   counts 

 ดงันัน้การหาค่าความไม่แน่นอนขยาย 

(U) ต้องใช้สมการที่ 3 

           U	 =	 2 S
R 

	 =	 2 (0.1462)

	 =	 0.2924 ≈ 0.3

ค่าต�่ำสุด	 =	 (5.3 – 0.3) log

ใส่ Antilog	 =	 1.0 x 105 cfu/g

ค่าสูงสุด	 =	 (5.3 + 0.3) log

ใส่ Antilog	 =	 4.0 x 105 cfu/g

เพราะฉะนั้น รายงานผล

2.0 x 105 cfu/g (1.0 x 105, 4.0 x 105)

2.2	 ผลิตภัณฑ์ขนม 

ผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติ

การ นับปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมดในผลิตภัณฑ์ขนม ได้ 

100 cfu/g = 2.0 [log 10(cfu/g)] ∑C = 11 (ที่ระดับ

ความเจอืจาง 10–1 นบัได้ 8 โคโลน ีและทีร่ะดบัความเจอื

จาง 10–2 นับได้ 3 โคโลนี)

ค่า	 S
R
	 ทีไ่ด้จากข้อ 1 ของผลติภณัฑ์ 

				    ขนม = ± 0.1970

หา	 C
lim

	จากสมการที่ 4

	 C
lim

	≈	 1.75/ SR2
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ข้อเสนอแนะ

ในการตรวจวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา โดยวิธี

การแจงนบัจลุนิทรีย์ ผลการตรวจวเิคราะห์ทีไ่ด้ไม่สามารถ

หาค่าจริงได้ จึงไม่มีการวัดครั้งใดที่ให้ผลถูกต้องท่ีสุด

ห้องปฏบิตักิารจงึจ�ำเป็นต้องด�ำเนนิการจดัท�ำการประมาณค่า

ความไม่แน่นอนของการวัดในรายการนับปริมาณอื่นๆ 

และครอบคลุมในหลากหลายผลติภณัฑ์ทีต่รวจวเิคราะห์

เพือ่บ่งชีคุ้ณภาพของผลการตรวจวเิคราะห์ทีถ่กูต้อง แม่นย�ำ

และน่าเชื่อถือต่อไป
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