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บทคัดยอ พาราควอต (paraquat) เปนสารกําจัดวัชพืชที่ใชกันอยางแพรหลายและมีฤทธิ์อันตรายรายแรงตอคนและสัตว

ตั้งแตปงบประมาณ พ.ศ. 2541 ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12/1 ตรัง ไดจัดทําชุดนํ้ายาทดสอบพาราควอตแบบ 2 ขั้นตอน

และสนับสนุนใหโรงพยาบาลใชตรวจตัวอยางผูปวยท่ีสงสัยวาจะไดรับสารพิษพาราควอต หลังจากน้ันปงบประมาณ พ.ศ. 2562 

ไดพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตแบบข้ันตอนเดียวในรูปแบบแคปซูล โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือเพ่ิมความสะดวกในการใชงาน

โดยลดข้ันตอนการทดสอบจาก 2 ข้ันตอน ใหเหลือเพียงข้ันตอนเดียว และนํามาใชตรวจพิสูจนหาพาราควอตเชิงคุณภาพใน

ตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบท่ีพัฒนาข้ึนน้ีมีความจําเพาะกับสารพาราควอต 

โดยมีคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอตในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ เทากับ 0.7, 1.0 และ

2.0 ug/ml ตามลําดับ ผลการประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบ พบวามีคาความไว ความจําเพาะ และความถูกตอง รอยละ 

100 เม่ือทดสอบอายุการใชงานพบวาชุดทดสอบน้ีสามารถเก็บไวท่ีสภาวะอุณหภูมิหองไดนาน 1 เดือน และเก็บไวในโถดูดความช้ืน

ไดนาน 5 เดือน ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีสรุปไดวาชุดทดสอบพาราควอตแบบข้ันตอนเดียวท่ีพัฒนาข้ึนน้ีสามารถใชงานไดงายและ

สะดวก ทราบผลรวดเร็วเหมาะท่ีจะนําไปใชตรวจพิสูจนพาราควอตในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะได

คําสําคัญ: พาราควอต, ชุดทดสอบ, สารกําจัดวัชพืช
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บทนํา

พาราควอต (paraquat) หรือยาฆาหญาเปนสารเคมีกําจัดวัชพืชในกลุม dipyridilium มีช่ือทางเคมีวา 

1,1’ dimethyl 4,4’ bipyridinium หรือเรียกอีกช่ือหน่ึงวาเมทิลไวโอโลเจน (methyl viologen) ผลิตภัณฑ

ท่ีวางจําหนายในทองตลาดใชช่ือทางการคา เชน กรัมมอกโซน(1, 2)  มีฤทธ์ิอันตรายรายแรงและมีพิษเฉียบพลันสูง

ตอมนุษย ไมมียาถอนพิษ ถากินเขาไปเพียงปริมาณเล็กนอยก็ทําใหเสียชีวิตได(3)  ในภาคเกษตรกรรมมีการใชพาราควอต

อยางแพรหลายกับพืชไรหลายชนิด ซ่ึงในแตละปมีผูปวยหลายรายท่ีไดรับพิษจากพาราควอตและเขารับการรักษาใน

โรงพยาบาลสาเหตุสวนใหญเน่ืองมาจากผูปวยเจตนากินและนิยมใชเพ่ือฆาตัวตาย(4) หรือกรณีประทุษรายหรือเกิดจาก

รูเทาไมถึงการณโดยนึกวาเปนเครื่องดื่มที่มีสี ผู ปวยที่ไดรับสารพิษชนิดนี้โดยตรงและไมไดรับการตรวจพิสูจน

แพทยอาจจะไมสามารถชวยเหลือผูปวยไดทันทวงที อาการพิษรายแรงมักพบในผูปวยที่จงใจกินเพื่อฆาตัวตาย

ถาไดรับสัมผัสสารท่ีมีความเขมขนสูงจะเกิดอาการระคายเคืองผิวหนัง ทางเดินหายใจ เนื้อเยื่อภายในปากและตา

สวนอาการพิษแบบเฉียบพลันอาจรุนแรงถึงเสียชีวิตภายใน 2-3 วัน เนื่องจากเกิดพังผืดที่ปอดและเกิดอาการพิษ

ตอไต(5)  ขนาดที่เปนพิษหรือปริมาณที่ทําใหตายในผูใหญเทากับ 4 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของนํ้าหนักตัว(6) ขอมูล

ทางพิษวิทยามีรายงานการศึกษาในมนุษย มีคา Oral LD
50
 human เทากับ 40-60 มิลลิกรัม/กิโลกรัม(2) หรือระดับ

ท่ีเปนพิษ ถากินเขาไปขนาดมากกวา 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม จะทําใหเกิดพิษ เชน อาเจียนทันที ทองเสีย ปวดทอง

มีแผลในทางเดินอาหาร ไตวาย ตับวาย ตับออนอักเสบ กลามเน้ือหัวใจอักเสบ ความดันโลหิตต่ํา หมดสติ

และชัก ผูปวยจะตายภายใน 1-4 วัน จากภาวะช็อกเน่ืองจากหัวใจลมเหลว หรือถากินพาราควอตท่ีเปนสารละลายความ

เขมขนประมาณ 20% เพียง 10-20 มิลลิลิตร ในผูใหญ หรือ 4-5 มิลลิลิตร ในเด็ก(5) หรือไดรับเพียง 1-2 ชอนชา

ก็สามารถทําใหตายได(7) สําหรับผลกระทบเร้ือรังตอสุขภาพ ทําใหกอโรคพารกินสันและโรคสมองเส่ือม(5) จาก

การทบทวนวรรณกรรมมีรายงานการตายอันเน่ืองจากสารเคมีกําจัดศัตรูพืช ซ่ึงมีพาราควอตเปนสาเหตุสําคัญ

จากอุบัติเหตุหรือจงใจฆาตัวตายในภูมิภาคเอเชียแปซิฟคประมาณ 300,000 คนตอป และมีรายงานพบ

ผูปวยหญิงอายุ 18 ป จํานวน 1 ราย ไดรับพาราควอตสาเหตุมาจากผูปวยจงใจกินพาราควอตเพื่อฆาตัวตาย(8)

อวัยวะภายในถูกทําลายจนหมดและเสียชีวิตในเวลาตอมา(9) ซึ่งจากขอมูลที่กลาวขางตนจึงพอสรุปไดวาความเปน

พิษและอันตรายจากพาราควอตมีความรุนแรงมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อมีการนําไปใชในทางที่ผิดหรือใชอยาง

ไมระมัดระวัง ดังน้ันจะเห็นวาพาราควอตยังคงสงผลกระทบตอคนหรือผู บริโภคโดยตรง หองปฏิบัติการ

พิษวิทยา ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 12/1 ตรัง ไดเปดใหบริการทดสอบหาพาราควอตหรือเมทิลไวโอโลเจน ดวยใช

หลักการทางเคมีและทําปฏิกิริยารีดอกซตอกันของสารเคมี 2 ชนิด ท่ีมีความจําเพาะ เกิดปฏิกิริยาของสารไดไธโอไนท 

ในสภาพดางเพือ่เปลีย่นใหอยูในรปู reduced form หรอื free radical เกิดสารละลายสนีํา้เงนิหรือสฟีาของ paraquat 

radical ion หรือ 4,4 viologen โดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังแสดงในภาพที่ 1(1, 3) 

ภาพที่ 1  ปฏิกิริยาทางเคมีที่ใชในการทดสอบสารพาราควอต
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ในปงบประมาณ พ.ศ. 2541 หองปฏิบัติการพิษวิทยา ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12/1 ตรัง ไดพัฒนา

ชุดน้ํายาทดสอบเอกลักษณของพาราควอตโดยใชหลักการเดิม ท้ังน้ีเพ่ือเตรียมความพรอมของหองปฏิบัติการฯ

ใหสามารถใชงานไดทันทีโดยไมตองหาสารเคมี และเพ่ือสนับสนุนใหหองปฏิบัติการชันสูตรของโรงพยาบาล

ในเขตรับผิดชอบ สามารถนําไปใชตรวจตัวอยางหรือส่ิงสงตรวจจากผูปวยท่ีสงสัยวาไดรับพาราควอตโดยจงใจและ

ไมจงใจฆาตัวตาย โดยไมตองสงตัวอยาง ส่ิงสงตรวจท่ีใชตรวจ เชน น้ําลางกระเพาะเศษอาหาร ปสสาวะ และตัวอยาง

ของกลางท่ีสงสัยวาปนเปอนสารพาราควอต มีความไวต้ังแต 1.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (µg/ml) ข้ึนไป จากน้ัน

ไดถายทอดเทคโนโลยี เร่ืองการใชชุดน้ํายาทดสอบพาราควอตโดยเตรียมตัวอยางทดสอบพรอมชุดทดสอบ

สงใหกับหองปฏิบัติการชันสูตรของโรงพยาบาลในเขตจังหวัดตรัง พบวาเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการชันสูตรของโรงพยาบาล

มีศักยภาพสามารถรายงานผลไดถูกตองและไมแตกตางจากผลทดสอบของเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการพิษวิทยา

ของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 12/1 ตรัง(9) แตเน่ืองจากชุดน้ํายาทดสอบดังกลาวเปนแบบ 2 ข้ันตอน

การใชงานคอนขางยุงยาก ไมสะดวก และทําใหเสียเวลา ตอมาในปงบประมาณ พ.ศ. 2562 จึงไดศึกษาคนควาขอมูล

เพ่ือใหการทดสอบพาราควอตมีข้ันตอนท่ีงายข้ึนพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตแบบข้ันตอนเดียวในรูปแบบแคปซูล(10)

โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือลดข้ันตอนการทดสอบจาก 2 ข้ันตอน เปนข้ันตอน 1 และใชงานงาย สะดวก และรวดเร็ว สามารถ

นําไปใชตรวจพิสูจนพาราควอตในตัวอยางน้ําด่ืมน้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะได

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ 

เครื่องชั่งไฟฟาชนิด 4 ตําแหนง, ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 และ 1,000 มิลลิลิตร, ปเปตอัตโนมัติ ขนาด 

20-200 ไมโครลิตร, ขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร และขนาด 10 มิลลิลิตร, แคปซูลยา เบอร 0, กระดาษกรองชนิด

แผน ยี่หอ Whatman Cat No. 3001-917 เพื่อใชเตรียมกระดาษเทียบผลบวก, ถุงพลาสติกสําหรับบรรจุชุดทดสอบ

และเครื่องซีลชนิดสุญญากาศ, โถดูดความชื้น (Desicator)

สารมาตรฐาน 

พาราควอต Paraquat dichloride hydrate, (CHEM SERVICE) ความบริสุทธิ์ 99.5%, ไกลโฟเสท 

(Glyphosate), (Dr. Ehrenstorfer) ความบรสุิทธิ ์98.7%, 2,4-ด ี(2,4-D Sodium salt), (Dr. Ehrenstorfer) 

ความบริสุทธิ์ 98.5%

สารเคมี 

สารเคมีท่ีใชในการทดลองครัง้นีทุ้กชนดิเปน AR grade ไดแก Sodium dithionite (Merck), Disodium 

tetraborate (Merck), Sodium bicarbonate (Merck), Sodium chloride (Merck), Hydrochloric acid 

(conc., 37%), Methanol (Merck), Sodium azide (Merck), Pepsin from hog (Fluka), Silica blue 

วิธีการ

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

สารละลายมาตรฐานพาราควอต (paraquat) 1,000 µg/ml (Stock standard): ช่ังสารมาตรฐาน Paraquat

dichloride hydrate 0.0107 กรัม ละลายดวย 5% เมทานอล ปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร 

สารละลายมาตรฐานพาราควอต (paraquat) 500 µg/ml: ปเปตสารมาตรฐานพาราควอต 1,000 µg/ml 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
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สารละลายมาตรฐานไกลโฟเสท ความเขมขน 1,000 µg/ml (Stock standard): ช่ังสารมาตรฐาน

ไกลโฟเสท 0.0102 กรัม ละลายดวเมทานอล และปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร 

สารละลายมาตรฐาน 2,4-ดี-โซเดียม 1,000 µg/ml (Stock standard): ช่ังสารมาตรฐาน 2,4-ดี-โซเดียม 

0.0112 กรัม ละลายดวยเมทานอล และปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร

การเตรียมชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล 

เตรียมแคปซูลชุดทดสอบ: ผสมสาร Disodium tetraborate, Sodium bicarbonate และ Sodium 

dithionite ใหเขากันและบรรจุในแคปซูล(10)

เตรียมกระดาษเทียบผลบวก 1.0 µg/ml: ปเปตสารมาตรฐานพาราควอต 500 µg/ml  ปริมาตร 10 ไมโครลิตร

หยดบนกระดาษกรองขนาดประมาณ 3 × 1 เซนติเมตร ใชเปนตัวเทียบผลบวก (การนําไปใชงาน ใสกระดาษเทียบผล

บวกลงในหลอด เติมน้ํากล่ัน 5 มิลลิลิตร จะทําใหมีความเขมขนของพาราควอตเทากับ 1 µg/ml)

นําแคปซูลชุดทดสอบจํานวน 3 แคปซูล และกระดาษเทียบผลบวกจํานวน 1 ชิ้น บรรจุในถุงพลาสติกพรอม

สารดูดความชื้น (Silica blue) และปดสนิทดวยเครื่องซีลชนิดสุญญากาศ ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2  ชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล สําหรับทดสอบ 1 ตัวอยาง

การเตรียมตัวอยาง

ตวัอยางนํา้ดืม่ ไดแก ตวัอยางนํา้ดืม่ทีบ่รรจสุนทิและจาํหนายในทองตลาด (ไดรบัหมายเลขทะเบยีนการผลติ

จากคณะกรรมการอาหารและยา)

ตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียม เตรียมโดยละลาย Sodium chloride 2.0 กรัม และ Pepsin (Pepsin from hog)

3.2 กรัม ในน้ํากล่ันเติม Hydrochloric acid (conc.) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร 

ดวยน้ํากล่ัน(11)

ตัวอยางปสสาวะ ไดแก ตัวอยางปสสาวะของผูท่ีไมไดรับประทานยาชนิดใดเลยในระยะ 1 สัปดาห เติม 0.1%

Sodium azide เพ่ือเปนสารกันบูด 
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การทดสอบ 

ปเปตตัวอยาง ไดแก ตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะใสหลอดทดสอบ 5 มิลลิลิตร ปเปต

น้ํากล่ันใสหลอดทดสอบ 2 หลอด หลอดละ 5 มิลลิลิตร คีบกระดาษเทียบผลบวกลงในหลอดเทียบผลบวกหลอดท่ี 1 

และหลอดท่ี 2 เปนหลอดเทียบผลลบ เติมชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล หลอดละ 1 แคปซูล ต้ังท้ิงไวประมาณ

5 นาที หรือตั้งทิ้งไวจนแคปซูลละลายและเขยา สังเกตปฏิกิริยาสีที่เกิดขึ้น

การอานผล/แปลผล 

ผลลบ (-) คือ สารละลายไมเปลีย่นเปนสนีํา้เงนิหรอืสฟีาออน ผลบวก (+) คอื สารละลายเปลีย่นเปนสนีํา้เงนิ 

หรือสีฟาออน ดังแสดงในภาพที่ 3

การทดสอบความใชไดของชุดทดสอบ(12, 13, 14) 

การหาความจําเพาะ (Specificity) 

เตรียมตัวอยางน้ําด่ืม ท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2,4-ดี 2 µg/ml

เตรียมตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียม ท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2,4-ดี 2 µg/ml

และเตรียมตัวอยางปสสาวะท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2,4-ดี 2 µg/ml จากน้ัน

เติมสารมาตรฐานพาราควอต ไกลโฟเสท และ 2, 4-ดี ท่ีความเขมขน 100 µg/ml ปริมาตรขวดละ 200 ไมโครลิตร 

ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ 

ตามลําดับ จะไดตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2, 4-ดี 2 µg/ml เตรียม

ชนิดละ 3 ซ้ํา รวม 9 ขวด ตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียมท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml

และ 2, 4-ดี 2 µg/ml เตรียมชนิดละ 3 ซ้ํา รวม 9 ขวด และตัวอยางปสสาวะท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml 

ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2, 4-ดี 2 µg/ml เตรียมชนิดละ 3 ซ้ํา รวม 9 ขวด ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิด

แคปซูล ตัวอยางละ 3 ซ้ํา

ภาพที่ 3  การแปลผลการทดสอบพาราควอต

สารละลายไมเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินหรือฟา ไดสารละลายสีนํ้าเงินหรือสีฟาออน
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การหาคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต (Limit of detection: LOD) 

วิเคราะห blank matrix จํานวน 10 ซ้ํา เตรียมตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ ท่ีระดับ

ความเขมขนตาง ๆ ไดแก 0.3, 0.5, 0.7, 1.0 , 2.0 , 3.0 และ 5.0 µg/ml ตามลําดับ ปเปตสารมาตรฐานพาราควอต

ความเขมขน 100 µg/ml ปริมาตร 30, 50, 70, 100, 200, 300 และ 500 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร

และปรับปริมาตรจนถึงขีดดวยนํ้าดื่ม นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ ตามลําดับ รวมตัวอยางนํ้าดื่ม 70 ขวด นํ้าลาง

กระเพาะเทียม 70 ขวด และปสสาวะ 70 ขวด ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล ความเขมขนละ 10 ซํ้า(13)

การทดสอบหาคาขดีจาํกดัของการตรวจพบพาราควอต ในตวัอยางนํา้ดืม่ นํา้ลางกระเพาะเทยีม และปสสาวะ 

ดาํเนนิการโดยทดสอบความเขมขนละ 10 ซํา้ นาํผลทีไ่ดจากการทดสอบทีใ่หผลบวกทัง้ 10 ซํา้ ของคาความเขมขนตํา่สดุ

ท่ีตรวจพบพาราควอตของแตละตัวอยาง มาคํานวณหาคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต (LOD) ในตัวอยาง

ไดดังน้ี(13) คาความถูกตองหรือจํานวนซ้ําของตัวอยางทดสอบท่ีใหผลบวก/ผลลบ (No. of positive/negative) 

ตองไดผลบวกท้ัง 10 ซ้ํา และคํานวณหาคาอัตราการตอบสนองเชิงบวก หรือ Positive response rate (%) โดย

การนําจํานวนซ้ําของตัวอยางทดสอบคูณจํานวนซ้ําของตัวอยางท่ีใหผลบวก ตองไดเทากับ 100% จากน้ันนําคาขีดจํากัด

ของการตรวจพบพาราควอตท่ีไดในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ ทําการพิสูจน 10 ซ้ํา

เพื่อดูความแมนยํา

การทดสอบความแมนยํา (Precision) 

เตรียมตัวอยางนํ้าดื่ม นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ (sample blank) จํานวนตัวอยางละ 10 ซํ้า

ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล 

เตรยีมตวัอยางนํา้ดืม่ นํา้ลางกระเพาะเทยีม และปสสาวะ ทีค่วามเขมขนเทากบัคา LOD ของตวัอยาง จาํนวน

ตัวอยางละ 10 ขวด เตรียมตัวอยางที่ความเขมขนสูงกวาคา LOD จํานวนตัวอยางละ 10 ขวด และความเขมขนตํ่ากวา

คา LOD จํานวนตัวอยางละ 10 ขวด ดังนี้

เตรียมตัวอยางน้ําด่ืม ท่ีความเขมขน 0.3, 0.7 และ 1.0 µg/ml ปเปตสารมาตรฐานพาราควอตความเขมขน

100 µg/ml ปริมาตร 30, 70 และ 100 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตร

จนถึงขีดดวยนํ้าดื่ม เตรียมความเขมขนละ 10 ซํ้า รวม 30 ขวด ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

เตรียมตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียมท่ีความเขมขน 0.7, 1.0 และ 1.5 µg/ml โดยปเปตสารมาตรฐานพาราควอต

ความเขมขน 100 µg/ml ปริมาตร 70, 100 และ 150 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร

และปรบัปรมิาตรจนถงึขดีดวยนํา้ลางกระเพาะเทยีม เตรยีมความเขมขนละ 10 ซํา้ รวม 30 ขวด ทดสอบดวยชดุทดสอบ

พาราควอตชนิดแคปซูล

เตรียมตัวอยางปสสาวะท่ีความเขมขน 1.5, 2.0 และ 3.0 µg/ml โดยปเปตสารมาตรฐานพาราควอตความเขมขน

100 µg/ml ปริมาตร 150, 200 และ 300 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตร

จนถึงขีดดวยปสสาวะ เตรียมความเขมขนละ 10 ซํ้า รวม 30 ขวด ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

ผลการศึกษานํามาคํานวณหาคาความไว ความจําเพาะ และความถูกตอง จากสูตร(13, 14) ดังนี้

คาความไว  (Sensitivity, %)  =  (Ture positive sample/all positive samples) × 100

คาความจําเพาะ (Specificity, %) =  (Ture negative sample/all negative samples) × 100

คาความถูกตอง (Accuracy, %) = [(Ture positive sample + Ture negative sample)/Total 

     samples] × 100
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การทดสอบความคงตัวของชุดทดสอบ (Stability) 

การเตรียมชุดทดสอบ 

เตรียมชุดทดสอบจํานวน 8 รุน ไดแก รุนท่ี 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 โดยแตละรุนหางกัน 1 สัปดาห

จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิหอง และในโถดูดความชื้น เปรียบเทียบเปนรายสัปดาห รวม 2 เดือน จากนั้นทดสอบจนกวา

ชุดทดสอบเร่ิมเส่ือม โดยเปรียบเทียบเปนรายเดือน (เดือนท่ี 3-6 ) รวม 6 เดือน นําไปทดสอบเทียบกับกระดาษเทียบ

ผลบวกท่ีความเขมขน 1 µg/ml

ผล

การหาความจําเพาะของชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล ในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม

และปสสาวะ พบวาวิธีดังกลาวมีความจําเพาะสูงโดยใหผลบวกกับพาราควอตเพียงชนิดเดียว และไมพบปฏิกิริยาผลบวก

ที่เกิดจาก Dithionite กับไกลโฟเสท และ 2, 4-ดี ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ผลการศึกษาคาความจําเพาะของชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

ชนิดตัวอยาง
สารมาตรฐาน

พาราควอต
(positive/negative)

ไกลโฟเสท
(positive/negative)

2, 4-ดี
(positive/negative)

น้ําด่ืม 2.0 µg/ml 3/0 0/3 0/3
น้ําลางกระเพาะเทียม 2.0 µg/ml 3/0 0/3 0/3
ปสสาวะ 2.0 µg/ml 3/0 0/3 0/3
หลอดเทียบผลบวก 1/0 - -
หลอดเทียบผลลบ 0/1 - -

การศึกษาคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต (LOD) โดยทดสอบตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม

และปสสาวะ ท่ีความเขมขน 0, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 2.0, 3.0 และ 5.0 µg/ml และทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอต

ชนิดแคปซูล พบวา คา LOD ในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะเทากับ 0.7, 1.0 และ 2.0 µg/ml 

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 2

ตารางที่ 2  ผลการศึกษาคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต (LOD) ในตัวอยางนํ้าดื่ม นํ้าลางกระเพาะเทียม

  และปสสาวะ

ความเขมขน
พาราควอต

(µg/ml)

No. of positive/negative Positive response rate (%)

นํ้าดื่ม
นํ้าลาง

กระเพาะเทียม
ปสสาวะ นํ้าดื่ม

นํ้าลาง
กระเพาะเทียม

ปสสาวะ

0.0 0/10 0/10 0/10 0 0 0
0.3 0/10 0/10 0/10 0 0 0
0.5 0/10 0/10 0/10 0 0 0
0.7 10/0 0/10 0/10 100 0 0
1.0 10/0 10/0 0/10 100 100 100
2.0 10/0 10/0 10/0 100 100 100
3.0 10/0 10/0 10/0 100 100 100
5.0 10/0 10/0 10/0 100 100 100

LOD (µg/ml)   0.7 1.0 2.0
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จํานวนตัวอยาง
ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

ตรวจพบ ตรวจไมพบ รวม

ผลบวก 20 ตัวอยาง 20 (TP) 0 (FP) 20

ผลลบ 20 ตัวอยาง 0 (FN) 20 (TN) 20

รวม 20 20 40

คาความไว (Sensitivity) = TP×100/(TP+FN)  = 100%   

คาความจําเพาะ (Specificity) = TN×100/(FP+TN) = 100%

คาความถูกตอง (Accuracy) = (TP+TN) × 100/Total sample = 100%

การศึกษาความแมนยํา 

การทดสอบตัวอยาง 3 ชนิด คือ น้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะท่ีใหผลบวกจริงชนิดละ 20 ตัวอยาง 

และผลลบจริงชนิดละ 20 ตัวอยาง ผลการศึกษาไมพบผลบวกลวง (False positive) และผลลบลวง (False negative) 

ในตัวอยางท้ัง 3 ชนิด โดยมีคาความไว คาความจําเพาะ และคาความถูกตอง เทากับรอยละ 100 ดังแสดงในตารางท่ี 3

ชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

รุนที่

เก็บที่อุณหภูมิหอง เก็บในโถดูดความชื้น

เดือนที่ 1
(สัปดาห 1-4)

เดือนที่ 2
(สัปดาห 1-4)

เดือนที่ 1
(สัปดาห 1-4)

เดือนที่ 2
(สัปดาห 1-4)

เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 เดือนที่ 5 เดือนที่ 6

1 + - + + + + + -

2 + - + + + + + -

3 + - + + + + + -

4 + - + + + + + -

5 + - + + + + + -

6 + - + + + + + -

7 + - + + + + + -

8 + - + + + + + -

ตารางท่ี 3  ผลการศึกษาความแมนยํา (Precision) ของชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล ในตัวอยางน้ําด่ืม

  นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ

การศึกษาความคงตัวของชุดทดสอบ

โดยเก็บชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูลรุนท่ี 1 ถึงรุนท่ี 8 แบงเก็บท่ี 2 สภาวะ ไดแก เก็บท่ีอุณหภูมิหอง

และเก็บในโถดูดความช้ืน ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบสามารถเก็บท่ีอุณหภูมิหองไดนาน 1 เดือน สวนชุดทดสอบเก็บ

ในโถดูดความช้ืนไดนาน 5 เดือน โดยท่ียังใหผลการทดสอบถูกตอง ดังแสดงในตารางท่ี 4

ตารางที่ 4 ผลการศึกษาความคงตัวของชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล ในสภาวะเก็บที่อุณหภูมิหองและเก็บใน

 โถดูดความชื้นนาน 6 เดือน
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วิจารณ

การพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตในรูปแบบแคปซูลมีวัตถุประสงคเพื่อลดขั้นตอนการทดสอบใหเหลือเพียง

ขั้นตอนเดียว และเพื่อใชตรวจพิสูจนหาพาราควอตเชิงคุณภาพในตัวอยางนํ้าด่ืม นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ

พบวาวิธีมีความจําเพาะพบปฏิกิริยาท่ีเกิดจากสารไดไธโอไนทใหผลบวกกับพาราควอตเพียงชนิดเดียวและไมพบปฏิกิริยา

ท่ีเกิดจากสารไดไธโอไนท กับไกลโฟเสท และ 2,4-ดี ซ่ึงสารท้ัง 2 ชนิด เปนสารกําจัดวัชพืชเหมือนกัน แตมีโครงสราง

โมเลกุลและน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกัน จึงสามารถใชแทนไดควอตได ท้ังน้ีเน่ืองจากหนวยงานไมมีสารมาตรฐาน

ดังกลาว เม่ือนําคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอตท่ีระดับ LOD ในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ

ท่ีความเขมขนเทากับ 0.7, 1.0 และ 2.0 µg/ml ตามลําดับ โดยทดสอบตัวอยางละ 10 ซ้ํา พบวาไดสารละลายสีฟา

ทุกหลอด ตรวจพบรอยละ 100 จากนั้นไดประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบโดยการศึกษาความแมนยําในตัวอยาง

น้ําดืม่ นํา้ลางกระเพาะเทยีม และปสสาวะ ท่ีใหผลบวกจรงิตวัอยางละ 20 ตวัอยาง และผลลบจรงิตวัอยางละ 20 ตวัอยาง 

พบวาไมพบผลบวกลวงและผลลบลวง ไดคาความไว ความจําเพาะ และความถูกตองรอยละ 100 ทั้ง 3 ตัวอยาง

จากการศึกษาดังกลาวพบวาวิธีมีความถูกตองและเช่ือถือได เนื่องจากสารมาตรฐานพาราควอตที่ใชเตรียมตัวอยางมี

ใบรับรอง เครื่องมือที่ใช เชน ปเปตอัตโนมัติ ขวดวัดปริมาตร ผานการสอบเทียบ ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางไมยุงยาก 

และ Blank matrix ไมมีสิ่งรบกวนอื่นใด จึงทําใหคาที่ไดมีความถูกตองสูง และในปงบประมาณ พ.ศ. 2566 ผูวิจัยมี

แผนพัฒนาตรวจหาปรมิาณพาราควอตในตวัอยางนํา้ดืม่ นํา้ลางกระเพาะเทยีม และปสสาวะ ดวยเครือ่งมอืพเิศษ High 

performance liquid chromatography สําหรับผลการศึกษาความคงตัวของชุดทดสอบ (Stability) ไดเตรียมชุด

ทดสอบและเปรียบเทียบโดยแบงชุดทดสอบแตละรุนการผลิตเก็บที่อุณหภูมิหอง และเก็บในโถดูดความช้ืน พบวาชุด

ทดสอบเกบ็ทีอ่ณุหภมิูหองเกบ็ไดไมนาน อาจเนือ่งจากสารเคมทีีใ่ชเตรยีมชุดทดสอบ เชน Sodium dithionite มคีวาม

เสถยีรปานกลางเปนสารดูดความชืน้ไดงาย(15)  เพ่ือปองกนัความชืน้โดยเกบ็ชดุทดสอบในโถดดูความชืน้ทัง้นีเ้พือ่ใหมอีายุ

การใชงานนาน จะเห็นวาชุดทดสอบเก็บท่ีอุณหภูมิหองไดนาน 1 เดือน สวนชุดทดสอบท่ีเก็บในโถดูดความช้ืนสามารถ

เก็บไดนาน 5 เดือน จากการวิจัยคร้ังน้ีผูวิจัยตองการเปรียบเทียบสารเคมีท่ีใชเตรียมในแตละรุนมีความแตกตางกัน

หรือไม เน่ืองจากสารเคมีบางชนิดช้ืนไดงาย แตจากการเปรียบเทียบการเตรียมชุดทดสอบ จํานวน 8 รุน พบวาไมแตกตาง

เพราะฉะน้ันการศึกษา Stability ควรศึกษาหรือเตรียมชุดทดสอบพรอมกันในคร้ังเดียว 

การพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตแบบข้ันตอนเดียวในรูปแบบแคปซูล ใชหลักการทางเคมี (Dithionite 

test) ทําปฏิกิริยาระหวางพาราควอตกับ Sodium azide ในสภาพดาง ซ่ึงจากการเตรียมชุดทดสอบไดผสมสารท่ีทําให

เปนดาง รวมในแคปซูลดังกลาว(10) ไดแก Sodium dithionite, Disodium tetraborate และ Sodium bicarbon-

ate  ซ่ึงสารแตละชนิดมีคุณสมบัติทางเคมีเปนดาง คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 8.5, 9.2 และ 8.6 ตามลําดับ(15, 16, 17)  

จากการทดสอบความใชไดของวิธี พบวา วิธีมีคาความถูกตองเทากับ 100% แตดวยขอจํากัดของชุดทดสอบสามารถใช

ตรวจตวัอยางทีม่ลีกัษณะใสและไมขุน สาํหรบัตวัอยางทีม่สีเีขมใหตรวจดวยเครือ่งมอืพเิศษ เชน Ion exchange, High 

performance liquid chromatography เปนตน สวนตัวอยางปสสาวะของคนปกติสามารถตรวจหาพาราควอตดวย

วิธีนี้ได สีไมรบกวนผลทดสอบ ไดคาความถูกตองเทากับ 100% สําหรับตัวอยางที่มีตะกอนใหปนแยกตะกอนนําสวน

ใสไปทดสอบทําใหการสังเกตสีของปฏิกิริยาชัดเจนขึ้น อยางไรก็ตามปฏิกิริยาการเกิดสีฟาหรือสีนํ้าเงินของพาราควอต

หรือ เมทิลไวโอโลเจนกับสารไดไธโอไนท ในสภาวะดางจะไมคงตัวและจะจางหายไปในเวลาไมนานเมื่อถูกแสง

พาราควอตก็จะถูก reoxidized กลับมาสู oxidized form ท่ีไมมีสีไดโดยงาย(3)  ดังน้ันจึงตองสังเกตปฏิกิริยาการเกิดสี

ภายใน 5 นาที หลังจากทดสอบ สําหรับตัวเทียบผลบวกผูวิจัยไดเลือกใชกระดาษเทียบผลบวกท่ีมีความเขมขน 1  µg/ml 

เน่ืองจากเปนคาความไว หรือคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต ในตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียม กรณีท่ีสนับสนุน

ชุดทดสอบพาราควอตใหกับโรงพยาบาลเพ่ือใชตรวจตัวอยางผูปวยซ่ึงสวนใหญเปนตัวอยางน้ําจากกระเพาะอาหาร

จึงเปนท่ีมาของการเลือกใชกระดาษเทียบผลบวกท่ีความเขมขน 1  µg/ml หลังจากพัฒนาชุดทดสอบดังกลาวแลวเสร็จ
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ยังไมมีตัวอยางจริง มีเพียงแตไดเตรียมตัวอยางทดสอบ (unknown) และเตรียมชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล 

สงใหกับโรงพยาบาลท่ีเขารวมโครงการรวม 20 แหง ท้ังน้ีเพ่ือใหเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการชันสูตรของโรงพยาบาล

มีทักษะ และเตรียมความพรอมทางหองปฏิบัติการจึงมีความสําคัญย่ิง แมวาจะมีประกาศแบนพาราควอต จากประกาศ

ในพระราชกิจจานุเบกษา ซ่ึงมีผลบังคับใชต้ังแต 1 มิถุนายน 2563 เปนตนไป(18) แตเม่ือวันท่ี 25 กันยายน 2563

มรีายงานจากศูนยฉลาดซ้ือมูลนิธเิพ่ือผูบรโิภค มกีารตรวจพบพาราควอตในตวัอยางปรูอยละ 33 จากตวัอยาง 24 ตวัอยาง

ใน 6 จังหวัดภาคเหนือ(19)  แสดงวาประเทศไทยยังคงมีการนําพาราควอตมาใชงานหรืออาจจะมีการลักลอบเขามาและ

นํามาใชในทางท่ีผิด การเตรียมความพรอมทางหองปฏิบัติการและมีชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล พรอมใชงาน 

ซ่ึงเปนวิธีท่ีพัฒนาข้ึนใหม การใชงานงาย สะดวก เหลือเพียงข้ันตอนเดียว ทราบผลเร็วภายใน 5 นาที อีกท้ังสามารถ

นําไปทดสอบตัวอยางน้ําในภาคสนามกรณีเรงดวนหรือเฝาระวัง ปองกันการปนเปอนของสารพาราควอตได รวมท้ัง

พกพาสะดวก ซ่ึงแตกตางกับชุดน้ํายาทดสอบพาราควอตแบบเดิมชนิด 2 ข้ันตอน วิธีการทดสอบตองเติมน้ํายา ชนิด A 

และผงเคมี B การใชงานคอนขางยุงยาก ไมสะดวก และทําใหเสียเวลา การตรวจพิสูจนพาราควอตใหรวดเร็วจึงมีความ

สําคญัเปนอยางยิง่โดยเฉพาะผูปวยท่ีไดรบัโดยการกนิ หากตรวจพบวาไดรบัสารพษิพาราควอตแพทยสามารถชวยเหลอื

ผูปวยและใหยาแกพิษไดทันทวงที

                                                          

สรุป

การพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตแบบขั้นตอนเดียวในรูปแบบแคปซูล พบวาวิธีนี้มีความถูกตอง ใชงานงาย 

ลดข้ันตอนการทดสอบเหลือเพียงขั้นตอนเดียว สะดวก รวดเร็ว และเหมาะสมที่จะนําไปใชตรวจพิสูจนพาราควอต

ในตัวอยางนํ้าดื่ม นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะได

กิตติกรรมประกาศ

ผูวจัิยขอขอบคณุ นายวิชยั ปราสาททอง ผูอํานวยการศนูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่7 ขอนแกน ทีใ่หคําปรกึษา 

ขอเสนอแนะรวมทั้งขอคิดเห็นตางๆ ขอขอบคุณนายวรศักดิ์ อินทรชัย ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 9 นครราชสีมา, 

นายวัชรชัย รุจิโรจนกุล ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 6 ชลบุรี และนายราเมศ กรณีย ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3

นครสวรรค ทีส่นับสนุนสารมาตรฐานสําหรับงานวิจยัครัง้นี ้และขอขอบคุณนางลกัษกิา ทองเรอืงศร ีโรงพยาบาลปะเหลียน 

ที่ชวยตรวจทานตนฉบับ
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ABSTRACT Paraquat is a herbicide that is widely used and has serious harmful effects on humans and 

animals. Science 1998, The Regional Medical Sciences Center 12/1 Trang set up a 2-step paraquat test 

kit and supported to hospitals used for testing specimens derived from the patients that were suspected 

to be exposed to paraquat. In 2019, the one-step paraquat test kit was developed in capsule form in 

order to reduce process and time for testing in drinking water, simulated gastric content and urine 

samples. The results showed that the test kit could be used for testing paraquat with highly specific 

reaction. The limit of detection of paraquat in drinking water, simulated gastric content and urine 

samples were 0.7, 1.0 and 2.0 µg/ml, respectively. The test kit showed the perfect performance of 

sensitivity, specificity, and accuracy at 100 percent. The test kit could be stored at room temperature for 

1 month and in a desiccator for 5 months. In conclusion, the one-step paraquat test kit developed in this 

study is easy to use with quick result and suitable for testing in drinking water, simulated gastric content 

and urine samples.

Keywords: Paraquat, Test kit, Herbicide


