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ภาคผนวก ก. 

วิธีวิเคราะหแ์ละการค านวณทางสถิติ 

ก.1 การตรวจสอบจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ของ Biological indicator ก่อนน ามาใช้งาน  
1. กรณีใช้ spore strip เป็น biological indicator 

1.1 สุ่มตัวอย่าง spore strip ของแต่ละ lot 

 Number of sampling = Number of all samples + 1      …….......สมการที่ 1 

1.2 แกะภาชนะบรรจุของ spore strip ออก แล้วใช้ forceps คีบแผ่น strip ใส่ลงใน sterile 
water ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้ ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ 

1.3 วางตัวอย่างที่เตรียมใน water bath ที่ อุณหภูมิ 80±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
ส าหรับสปอร์ของเชื้อ Bacillus atrophaeus หรือที่อุณหภูมิ 95±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
ส าหรับสปอร์ของเชื้อ Geobacillus stearothermophilus จากนั้นท าให้เย็นทันทีโดยแช่ในน้ าแข็ง 
เป็นเวลา 5 นาท ี

1.4 เจือจางตัวอย่าง spore strip ด้วยวิธี serial dilution ดังแสดงในตารางที ่14 

ตารางท่ี 14  การเจือจางตัวอย่างด้วยวิธี serial dilution ของ spore strip 

 

1.5 ปิเปต positive control, negative control และตัวอย่างที่อัตราส่วนความเจือจาง 1:10,000, 
1:100,000 และ 1:1,000,000 มาอย่างละ 1,000 ไมโครลิตรใส่ลงในจานเพาะเชื้อ โดยใช้ adjustable 
autopipette (100-1000 µL) ท าอย่างละ 2 ซ้ า 

1.6 เท Sterile TSA ที่เตรียมไว้ลงในจานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 90 มิลลิเมตร จานละ 17 
มิลลิลิตร ด้วยเครื่อง media dispenser ปิดฝาจานเพาะเชื้อทันที จากนั้นผสมให้เข้ากันโดยการหมุน
จานเพาะเชื้อแบบทวนเข็มนาฬิกา 5 รอบ และหมุนแบบตามเข็มนาฬิกา 5 รอบ แล้วรอให้อาหารเลี้ยง
เชื้อแข็งตัว 

1.7 น าไปบ่มแบบคว่ าจานเพาะเชื้อใน incubator/incubator with humidity control ที่อุณหภูมิ 
33±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60±12 ชั่วโมง ส าหรับสปอร์ของเชื้อ Bacillus atrophaeus  หรือใน 

อัตราส่วนความเจือจาง
เริ่มต้น 

ปริมาตรของอัตราส่วน 
ความเจือจางเริ่มต้น  

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรของ   
sterile water 

(มิลลิลิตร) 

อัตราส่วนความเจือจาง 
ที่ต้องการ 

(dilution ratio) 
spore strip ใน  sterile 
water 10 มิลลิลิตร 

1 9 1:10 

1:10 1 9 1:100 
1:100 1 9 1:1,000 
1:1,000 1 9 1:10,000 
1:10,000 1 9 1:100,000 
1:100,000 1 9 1:1,000,000 
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incubator ที่ อุณหภูมิ  57±2  องศาเซลเซียส เป็น เวลา 36±12 ชั่ วโมง ส าหรับสปอร์ของเชื้ อ 
Geobacillus stearothermophilus   

1.8 หลังการบ่ม สังเกตการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ถ้าพบการ
ปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ให้รายงานเป็น Contaminated (C) ถ้าไม่พบการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์
ให้รายงานเป็น Not Contaminated (NC)  

1.9 นับจ านวนโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์ที่เจริญอยู่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ กรณีที่ตรวจไม่พบเชื้อจุลินทรีย์
ให้รายงานผลเป็น  < 1 CFU แล้วบันทึกผลการทดลอง  

1.10 ค านวณหาปริมาณ Total spore count ดังแสดงในสมการที่ 2 

Total spore count, (CFU/mL)     =     จ านวนโคโลนีที่นับได้    ……….สมการที่ 2 
                     Dilution ratio 

 

2. กรณีที่ใช้ spore suspension เป็น biological indicator 
2.1 สุ่มตัวอย่าง spore strip ของแต่ละ lot โดยจ านวนตัวอย่างที่ต้องสุ่มมาทดสอบสามารถ

ค านวณได้ ดังแสดงในสมการที่ 1 
2.2 หักก้าน glass ampoule  ของ Geobacillus stearothermophilus  spore suspension  
2.3 เตรียมตัวอย่างอัตราส่วนความเจือจาง 1:10 โดยปิเปต spore suspension 1,000 ไมโครลิตร

ลงใน sterile water ปริมาตร 9 มิลลิลิตร โดยใช้ adjustable autopipette (100-1000µL) 
2.4 วางตัวอย่างใน water bath ที่อุณหภูมิ 95±2  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าให้

เย็นทันทีโดยใส่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที 
2.5 เจือจางตัวอย่าง spore suspension ด้วยวิธี serial dilution ดังแสดงในตารางท่ี 15 

ตารางท่ี 15 แสดงการเจือจางตัวอย่างด้วยวิธี serial dilution ของ spore suspension 

อัตราส่วนความ
เจือจางเริ่มต้น 

ปริมาตรของอัตราส่วน 
ความเจือจางเริ่มต้น  

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรของ  
sterile water 

(มิลลิลิตร) 

อัตราส่วนความเจือจาง 
ที่ต้องการ 

(dilution ratio) 
1:10 1 9 1:100 
1:100 1 9 1:1,000 
1:1,000 1 9 1:10,000 
1:10,000 1 9 1:100,000 
1:100,000 1 9 1:1,000,000 

 
2.6 ปิเปต positive control, negative control และตัวอย่างท่ีอัตราส่วนความเจือจางเป็น 

1:10,000, 1:100,000 และ 1:1,000,000 มาอย่างละ 1,000 ไมโครลิตรใส่ลงในจานเพาะเชื้อ โดยใช้ 
adjustable autopipette (100-1000 µL) ท าอย่างละ 2 ซ้ า 

2.7 เท Sterile TSA ในจานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 90 มิลลิเมตร จานละ 17 มิลลิลิตร 
โดยใช้เครื่อง media dispenser ปิดฝาจานเพาะเชื้อทันที  จากนั้นผสมให้เข้ากันโดยการหมุนจานเพาะ
เชื้อแบบทวนเข็มนาฬิกา 5 รอบ และหมุนแบบตามเข็มนาฬิกา 5 รอบ รอให้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว 
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2.8 น าไปบ่มแบบคว่ าจานเพาะเชื้อ ใน incubator ที่อุณหภูมิ  57±2  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง 

2.9 หลังการบ่ม สังเกตการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ถ้ าพบการ
ปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ให้รายงานเป็น Contaminated (C) ถ้าไม่พบการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์
ให้รายงานเป็น Not Contaminated (NC)  

2.10 นับจ านวนโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์ที่เจริญอยู่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ กรณีที่ตรวจไม่พบเชื้อจุลินทรีย์
ให้รายงานผลเป็น  < 1 CFU แล้วบันทึกผลการทดลอง  

2.11 ค านวณหาปริมาณ Total spore count ดังแสดงในสมการที่ 2  

3. การประเมินผลและเกณฑ์การยอมรับ 
3.1 negative control ต้องไม่พบการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ (<1 CFU) 
3.2 positive control ต้องพบการเจริญ เติบโตของเชื้อจุลินทรีย์และไม่มีการปนเปื้อนของ

เชื้อจุลินทรีย์อื่น (NC) 
3.3 ตัวอย่างทดสอบต้องไม่มีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอื่น (NC) 
3.4 ตัวอย่างทดสอบต้องมีจ านวนโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์ ไม่น้อยกว่า 1 x 106 CFU/mL  

ก.2  การทดสอบการมีชีวิตรอดของสปอร์  
1. กรณีที่ใช้ spore strip เป็น biological indicator 

1.1 ปล่อยตัวอย่าง spore strip  ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลาอย่างน้อย 
10 นาท ี

1.2 แกะภาชนะบรรจุของ spore strip ออก โดยปฏิบัติตามค าแนะน าของผู้ผลิต 
1.3 ใช้ Forceps คีบแผ่น strip ใส่ใน Sterile TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
1.4 บ่มหลอดตัวอย่าง, positive control และ negative control ใน incubator/ incubator 

with humidity control ที่อุณหภูมิ 33±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60±12 ชั่วโมงส าหรับสปอร์ของ
เชื้อ Bacillus atrophaeus  หรือใน incubator ที่อุณหภูมิ 57±2  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36±12 
ชั่วโมง ส าหรับสปอร์ของเชื้อ Geobacillus stearothermophilus   

1.5 หลังการบ่ม ให้สังเกตความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อ ถ้าพบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อมีความขุ่นเกิดข้ึน
หรือมีเปลี่ยนสีจากสีม่วงเป็นสีเหลืองให้รายงานผลเป็น (+) ถ้าไม่พบว่ามีความขุ่นเกิดข้ึนหรือมีการ
เปลี่ยนสี (ยังคงเป็นสีม่วง) ให้รายงานผลเป็น (–) จากนั้นบันทึกผลการทดลอง 

2. กรณีที่ใช้ spore suspension เป็น biological indicator 
2.1 ปล่อยตัวอย่าง spore suspension  ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา

อย่างน้อย 10 นาท ี
2.2 บ่มตัวอย่าง spore suspension และ positive control ใน incubator ที่ อุณหภูมิ  57±2 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36±12 ชั่วโมง 
2.3 หลังการบ่ม ให้สังเกตสีของอาหารเลี้ยงเชื้อของ spore suspension ถ้าพบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อมี

เปลี่ยนสีจากสีม่วงเป็นสีเหลืองให้รายงานผลเป็น (+) ถ้าไม่พบว่ามีการเปลี่ยนสี (ยังคงเป็นสีม่วง) ให้
รายงานผลเป็น (–) จากนั้นบันทึกผลการทดลอง  
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3. การประเมินผลและเกณฑ์การยอมรับ 
3.1 negative control และตัวอย่างทดสอบที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้วต้องไม่พบการ

เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อต้องไม่มีความขุ่นหรือมีการเปลี่ยนสีเกิดขึ้น (ยังคงเป็น
สีม่วง) (-) หลังการบ่ม  

3.2 positive control ต้องพบการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อต้องมีความขุ่น
เกิดข้ึนหรือมีการเปลี่ยนสีจากสีม่วงเป็นสีเหลือง (+) หลังการบ่ม  
 

ก.3  ค่าเฉลี่ย (Average) 

 เป็นผลที่ได้จากการน าเอาผลรวมทั้งหมดของคะแนนแต่ละตัวที่เกิดจากการวัด  แล้วหารด้วย
จ านวนข้อมูลทั้งหมดในข้อมูลชุดนั้น 

 

              เมื่อ           แทน  ค่าเฉลี่ย 
          Σ X  แทน  ผลรวมทั้งหมดของข้อมูล 
          N      แทน  จ านวนคะแนนในข้อมูลนั้นๆ 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมเครือ่งมอื เครื่องแก้ว วัสดอุุปกรณ์ วัสดุสิ้นเปลือง สารละลาย
มาตรฐาน สารละลายที่ใช้ทดสอบและอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ข.1 การเตรียมน้ ายาท าความสะอาด / น้ ายาฆ่าเชื้อ 

1. 70 % v/v alcohol solution ส าหรับท าความสะอาด BSC class II และพื้นที่ปฏิบัติงาน 

  เติม 95% ethanol 737 มิลลิลิตร  โดยใช้กระบอกตวงพลาสติกขนาด 1 ลิตร ใส่ใน plastic 
beaker ขนาด 5 ลิตรแล้วเติม DI water type II จนครบ 1000 มิลลิลิตร เทใส่กระบอกฉีดแอลกอฮอล์ 

2. 70% v/v alcohol solution + 0.1 % sodium hypochlorite ส าหรับท าความสะอาด  
autopipette tip   

  เติม 95% ethanol 737 มิลลิลิตรโดยใช้กระบอกตวงพลาสติกขนาด 1 ลิตร และปิเปต 12.5 
% w/v sodium hypochlorite 8 มิลลิลิตร ใส่ใน plastic beaker ขนาด 5 ลิตร แล้วเติม DI water 
type II จนครบ 1000 มิลลิลิตร คนให้เข้ากันเทใส่กระบอกฉีดแอลกอฮอล์ 

3. 70% isopropyl alcohol ส าหรับท าความสะอาดมือ  

  เติม 95% isopropyl alcohol 737 มิลลิลิตร  โดยใช้กระบอกตวงพลาสติกขนาด 1 ลิตร ใส่ใน 
plastic beaker ขนาด 5 ลิตร แล้วเติม DI water Type II จนครบ 1000 มิลลิลิตร เทใส่กระบอกฉีด
แอลกอฮอล์ 

ข.2 การเตรียมเครื่องมือ 

1. เครื่องมือทุกเครื่องที่ใช้ในการวิเคราะห์ ให้ปฏิบัติตามคู่มือการใช้งานแต่ละเครื่องมือ 

2. เมื่อท าการวิเคราะห์ภายใต้ BSC class II ให้ท าความสะอาดพ้ืนภายในตู้และบริเวณพ้ืนโต๊ะที่
ปฏิบัติงานโดยเช็ดด้วยผ้าสะอาดชุบ 70 % v/v  alcohol solution   

ข.3 การเตรียมเครื่องแก้ว / วัสดุอุปกรณ์ / วัสดุสิ้นเปลือง 

1. การเตรียมและท าความสะอาดเครื่องแก้ว วัสดุอุปกรณ์และวัสดุสิ้นเปลืองก่อนใช้งาน 

1.1 เครื่องแก้วและอุปกรณ์สแตนเลส: ให้ติด sterile tape หรือใส่ในถุงฟิล์มก่อนน าไปฆ่าเชื้อด้วย
เครื่อง hot air  oven ที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 3 ชั่วโมง หรือน าไปฆ่าเชื้อ
ด้วยเครื่อง sterilization autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 15 นาที โดย 
flask, bottle, tube หรือภาชนะที่เปิดควรปิดฝาอย่างหลวมๆ หรือห่อด้วยกระดาษฟอล์ยหรือส าลีก่อน
น าไปฆ่าเชื้อ 

1.2 พลาสติกและสายยาง: ให้ใส่ในถุงฟิล์มหรือติด sterile tape ก่อนน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง 
sterilization autoclave ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 15 นาท ี
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2. การเตรียมและท าความสะอาดเครื่องแก้ว วัสดุอุปกรณ์และวัสดุสิ้นเปลืองหลังใช้งาน 

2.1 เครื่องแก้ว, สแตนเลส และอุปกรณ์ที่มีการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ให้ใส่ในถุงฟิล์ม ก่อนน าไปฆ่า
เชื้อด้วยเครื่อง decontamination autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 30 
นาที หลังจากนั้นให้แยกเศษอาหารเลี้ยงเชื้อไปทิ้งในถังขยะน ากลับมาใช้ใหม่ไม่ได้  ส่วน autopipette 
tip ให้แช่ด้วย  70% v/v alcohol solution + 0.1 % sodium hypochlorite เป็นเวลา 30 นาที 
ก่อนน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง decontamination autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
อย่างน้อย 30 นาท ี

2.2 เครื่องแก้ว สแตนเลส และอุปกรณ์ทุกชิ้นที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง decontamination 
autoclave ให้น ามาท าความสะอาดด้วยน้ ายาท าความสะอาด (cleaning solution) จากนั้นล้างด้วย
น้ าประปาเพ่ือก าจัดคราบน้ ายาท าความสะอาดออกให้หมด และในขั้นตอนสุดท้ายให้กลั้วด้วย DI water 
type II เป็นเวลา 10 นาท ี

ข.4 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

เตรียมเชื้อจุลินทรีย์มาตรฐาน Staphylococcus aureus subsp. aureus  ATCC 6538 โดย
ปฏิบัติตามค าแนะน าของผู้ผลิต 

ข.5 การเตรียมสารละลายท่ีใช้ทดสอบ 

1. การเตรียมสารละลายและอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการตรวจสอบจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ของ 
biological indicator 

1.1 Sterile Trypticase Soy Agar (Sterile TSA)   

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA 20 กรัม ใส่ใน Duran bottle ขนาด 500 มิลลิลิตร แล้วเติม DI water 
type II ปริมาตร 500 มิลลิลิตร โดยใช้ Plastic cylinder ขนาด 1 ลิตร พร้อมทั้งปิดฝาหลวมๆ ติด 
sterile tape บนขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ ก่อนน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง sterilization autoclave ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นวางอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ใน water bath ที่ 45±1 
องศาเซลเซียสด้วยเครื่อง water bath  

1.2 Sterile Trypticase Soy Broth (Sterile TSB)    

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB 7.5 กรัม ใส่ใน glass beaker ขนาด 500 มิลลิลิตร แล้วเติม DI water 
type II ปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยใช้ plastic cylinder ขนาด 1 ลิตร แล้วใช้  stirring rod คน
อาหารเลี้ยงเชื้อให้ละลายจนหมด จากนั้นปิเปตอาหารเลี้ยงเชื้อมาปริมาตร 9 และ10 มิลลิลิตร ด้วย 
glass measuring pipette ขนาด 10 มิลลิลิตรหรือ media dispenserใส่ใน glass tube ขนาด 10 
และ 15 มิลลิลิตร พร้อมทั้งปิดฝาแบบหลวมๆ และติด sterile tape บน test tube rack น าไปฆ่าเชื้อ
ด้วยเครื่อง sterilization autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

1.3 Sterile Water  

ปิเปต DI water type II ปริมาตร 9 มิลลิลิตร และ 10 มิลลิลิตร ลงใน glass tube โดยใช้ 
glass measuring pipette ขนาด 10 มิลลิลิตร  พร้อมทั้งปิดฝาขวดแบบหลวมๆ และติด sterile tape 
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บน test tube rack  น าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง sterilization autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที  

1.4 Positive Control 
1.4.1 เต รียม เชื้ อม าตรฐาน  Staphylococcus aureus subsp. aureus  ATCC 6538 

ส าหรับใช้เป็น positive control  
1.4.2 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Sterile TSA และ  Sterile TSB  
1.4.3 เทอาหารเลี้ยงเชื้อ Sterile TSA ในจานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 90 มิลลิเมตร 

จานละ 17 มิลลิลิตร โดยใช้เครื่อง media dispenser ปิดฝาจานเพาะเชื้อทันทีรอให้อาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็งตัว 

1.4.4 เตรียม microbiological stock suspension โดยปิเปตเชื้อมาตรฐานที่เตรียมมา 1 
มิลลิ ลิตร  ลงใน  TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิ ตร  โดยใช้  adjustable autopipette (100-1000 µL) 
หลังจากนั้นน าไปบ่มใน incubator ที่อุณหภูมิ 33±2  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60±12  ชั่วโมง 

1.4.5 ท าก าร เจื อ จ าง  microbiological stock suspension ที่ เต รี ย มด้ ว ย วิ ธี  serial 
dilution โดยใช้ vortex mixer เพ่ือผสมให้เข้ากันก่อนจะท าความเจือจางต่อไป ดังแสดงในตารางท่ี 16  

ตารางท่ี 16 การเจือจาง microbiological stock suspension ด้วยวิธี serial dilution 

 
1.4.1 ปิเปต microbiological suspension ทุกความเจือจางมา 100 ไมโครลิตรใส่ลงใน

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ sterile TSA โดยใช้ adjustable auto pipette (20-200 µL)  จากนั้นท าการ
เกลี่ยตัวอย่างให้กระจายทั่วผิวหน้าอาหารด้วย spread rod โดยใช้เทคนิคปลอดเชื้อ แต่ละความเจือจาง
ให้ท า 2 จาน จากนั้นน า microbiological suspension ที่เหลือไปแช่เย็นใน refrigerator 4 and -20 
degree C ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (สามารถเก็บรักษาได้นาน  2  สัปดาห์) 

1.4.1 บ่มจานเพาะเชื้อแต่ละความเจือจางแบบคว่ า plate ใน incubator with humidity 
control ที่อุณหภูมิ 33±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60±12 ชั่วโมง  

1.4.1 หลังการบ่มให้นับจ านวนโคโลนีของจุลินทรีย์ที่เจริญอยู่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  
1.4.1 ท าการเลือก  microbiological suspension ที่มีจ านวนโคโลนีไม่เกิน 300 CFU/mL 

มาใช้เป็น positive control 

 

 

ความเจือจางเร่ิมต้น ความเจือจางเร่ิมต้น (มิลลิลิตร) 
TSB  

(มิลลิลิตร)  
ความเจือจางที่ต้องการ 

microbiological stock 
suspension 

1 9 1:10 

1:10 1 9 1:100 
1:100 1 9 1:1,000 
1:1,000 1 9 1:10,000 
1:10,000 1 9 1:100,000 
1:100,000 1 9 1:1,000,000 
1:1,000,000 1 9 1:10,000,000 
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1.5 Negative Control  

ปิเปต DI water type II ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน glass tube โดยใช้ glass measuring 
pipette ขนาด 10 มิลลิลิตร พร้อมทั้งปิดฝาหลวมๆ และติด sterile tape บน test tube rack  น าไป
ฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง sterilization autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

2. การเตรียมสารละลายและอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการทดสอบการมีชีวิตรอดของสปอร์ของ 
biological indicator 

2.1 กรณีที่ใช้ spore strip เป็น biological indicator 
2.1.1 Sterile Trypticase Soy Broth (Sterile TSB)   

 ให้เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเช่นเดียวกับข้อ 1.2  
2.1.2 การเตรียม negative control  

 ให้ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ sterile TSB เป็น negative control โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ
เช่นเดียวกับข้อ 1.2 

2.1.3 การเตรียม positive control 
ให้ใช้ spore strip ที่ยังไม่ผ่านการฆ่าเชื้อ ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Sterile TSB เป็น 

positive control โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเช่นเดียวกับข้อ 1.2 จากนั้นฉีกซอง spore strip แล้วใช้ 
forceps คีบแผ่น strip ใส่ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้  

2.2 กรณีที่ใช้ spore suspension เป็น biological indicator 
2.2.1 การเตรียม negative control 

ส าหรับการทดสอบโดยใช้ spore suspension จะไม่มี negative control เนื่องจาก
เป็นหลอดของเหลวส าเร็จรูป ซึ่งหลังผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อ สามารถน าไปบ่มได้ทันทีโดยไม่ต้องผ่าน
การเตรียมตัวอย่าง 

2.2.2 การเตรียม positive control 
ให้ใช้ spore suspension ที่ยังไม่ผ่านการฆ่าเชื้อเป็น positive control 
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ภาคผนวก ค 

ข้อมูลดิบ 

ค1. ข้อมูลดิบการการตรวจสอบประสิทธิภาพของเครื่อง Autoclave 
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ค2. ข้อมูลดิบการการตรวจสอบประสิทธิภาพของเครื่อง Hot air oven 
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ภาคผนวค ง.  

ใบ Certificate ของเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจสอบประสิทธิภาพ 
ของระบบ Decontamination system (Autoclave & Hot air oven) 

ง.1 ใบ Certificate ของเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจสอบประสิทธิภาพของเครื่อง Autoclave 
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ง.2 ใบ Certificate ของเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจสอบประสิทธิภาพ 
ของเครื่อง Hot air oven 
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ภาคผนวค จ.  

ใบ Certificate ของห้องปฏิบัติการที่ท าการทดสอบ 
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ภาคผนวก ฉ.  

ใบ Certificate ของ Biological indicator 
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ภาคผนวค ช.  

โปรโตคอลการตรวจสอบประสิทธิภาพการท าให้ปราศจากเชื้อด้วย                    
ความร้อนช้ืนโดยใช้เครื่อง Autoclave 
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ภาคผนวค ซ.  

โปรโตคอลการตรวจสอบประสิทธิภาพการท าให้ปราศจากเชื้อด้วย               
ความร้อนแห้งโดยใช้เครื่อง Hot air oven 
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