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บรรณาธิการแถลง

เนื่องจากพบข้อผิดพลาดในการพิมพ์ของบทความที่ได้เผยแพร่แล้ว 2 เรื่อง ดังนี้

1.	 เอกสารอ้างองิของบทความเรือ่ง การวเิคราะห์การปนเป้ือน Clostridium botulinum และสารพษิโบทลูนิมั 

ในน�ำ้ปลาไทย ทีตี่พมิพ์เผยแพร่ในวารสารกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ ปีท่ี 60 ฉบบัท่ี 4 ตุลาคม-ธนัวาคม 2561 หน้า 196-204

2.	 Revised Date ของบทความเรื่อง การสร้างเซลล์ลูกผสม Dendritic cells กับเซลล์มะเร็งเต้านมในหลอด

ทดลองเพื่อกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกัน ที่ตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ปีที่ 61 ฉบับที่ 1 มกราคม-

มีนาคม 2562 หน้า 18-30

ข้อผิดพลาดดังกล่าวได้รับการแก้ไขเรียบร้อยแล้วดังปรากฏในวารสารออนไลน์ฉบับดังกล่าว

		  บุษราวรรณ ศรีวรรธนะ

		  บรรณาธิการวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
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การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์

กรดเบนโซอิก กรดซาลิซิลิค และกรดซอร์บิกในหมูยอ

โดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
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บทคัดย่อ	 วัตถุเจือปนอาหาร กลุ่มเบนโซเอต (กรดเบนโซอิกและเกลือของกรดเบนโซอิก) และกลุ่มซอร์เบต (กรดซอร์บิก

และเกลือของกรดซอร์บิก) เป็นวัตถุกันเสียตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 281 พ.ศ. 2547 และตั้งแต่ พ.ศ. 2559 

กระทรวงสาธารณสขุได้ออกประกาศ ฉบบัที ่381 เรือ่ง วตัถเุจอืปนอาหาร (ฉบบัที ่4) ไม่อนญุาตให้ใช้วตัถเุจือปนกลุม่เบนโซเอต 

ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ส�ำหรับวัตถุเจือปนกลุ่มซอร์เบต กฎหมายอนุญาตให้ใช้ในผลิตภัณฑ์เน้ือสัตว์บดและผ่านกรรมวิธีได้  

1,500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ส่วนกรดซาลิซิลิคได้ถูกก�ำหนดให้เป็นวัตถุที่ห้ามใช้ในอาหาร ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข  

ฉบบัท่ี 391 พ.ศ. 2561 จงึได้ศึกษาและพัฒนาวธิตีรวจวเิคราะห์ กรดเบนโซอกิ กรดซาลซิิลคิ และกรดซอร์บกิ ในลกูชิน้และหมยูอ  

โดยการสกัดตัวอย่างด้วย ammonium acetate buffer กับ methanol (60:40) และฉีดเข้าเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูงในสภาวะที่ก�ำหนด และได้ทดสอบความถูกต้อง พบว่าวิธีมีความเหมาะสมโดยมีขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ และ 

ขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณของกรดเบนโซอิก กรดซาลิซิลิค และกรดซอร์บิก เท่ากับ 6 และ 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

ตามล�ำดับ ช่วงกราฟมาตรฐานให้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรง คือ 0.5-60.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และช่วงการใช้งาน คือ 10-1,200 

มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั โดยมค่ีาสมัประสทิธิส์หสมัพันธ์ เท่ากบั 0.9999 ทัง้ 3 ชนดิ ความแม่นย�ำแสดงด้วยค่าเฉลีย่ของ % recovery  

โดยกรดเบนโซอิก กรดซาลิซิลิค และกรดซอร์บิก อยู่ในช่วง 97.06-100.01%, 95.75-100.02% และ 98.30-100.29%  

ตามล�ำดับ ความเที่ยงแสดงด้วยค่า % Relative Standard Deviation อยู่ในช่วง 0.14-0.90, 0.18-0.94 และ 0.15-0.83  

ตามล�ำดับ ในการเฝ้าระวังความปลอดภัยของลูกช้ินและหมูยอที่จ�ำหน่ายในจังหวัดเชียงใหม่ในระหว่างเดือนตุลาคม 2558  

ถึงเดือนกันยายน 2560 ได้ตรวจวิเคราะห์รวม 84 ตัวอย่าง โดยใช้วิธีที่ทดสอบความถูกต้องแล้ว พบว่า ทุกตัวอย่างตรวจไม่พบ 

กรดซาลิซิลิค แต่พบกรดเบนโซอิกร้อยละ 78.6 ของตัวอย่าง ซึ่งนับว่าไม่เป็นไปตามมาตรฐาน และตรวจพบกรดซอร์บิก 

ร้อยละ 11.9 แต่ปริมาณต�่ำกว่าที่กฎหมายก�ำหนดทั้งหมด แสดงให้เห็นว่าวิธีนี้สามารถน�ำไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์และส�ำรวจ

กรดเบนโซอิก กรดซาลิซิลิค และกรดซอร์บิกในตัวอย่างหมูยอ เพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคต่อไป
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บทน�ำ

วตัถเุจือปนอาหาร ใช้เจือปนอาหารเพือ่ประโยชน์ทางเทคโนโลยกีารผลติ การแต่งสอีาหาร การปรงุแต่งกลิน่ รส 

การบรรจ ุการเกบ็รกัษา และการขนส่ง จากประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที ่281 พ.ศ. 2547(1) เรือ่ง วตัถเุจอืปนอาหาร 

และฉบับที่ 381 พ.ศ. 2559(2) เรื่อง วัตถุเจือปนอาหาร (ฉบับที่ 4) ก�ำหนดให้ต้องใช้วัตถุเจือปนอาหาร หมวดหรือ 

ชนิดอาหาร และปริมาณสูงสุดที่อนุญาตที่ก�ำหนดไว้ ซึ่งปริมาณดังกล่าวสอดคล้องกับปริมาณที่คณะกรรมาธิการอาหาร 

ระหว่างประเทศ (Codex Alimentarius Commission; Codex) อนุญาตให้น�ำมาใช้ในการผลิตอาหารได้ เพราะ 

ผ่านการประเมินความปลอดภัยทางพิษวิทยาแล้วว่ามีความเป็นพิษต�่ำ  โดย The Joint FAO/WHO Expert  

Committee of Food Additives (JECFA) ได้ก�ำหนดค่าความปลอดภัยไว้เป็นค่า Acceptable Daily Intake  

(ADI) เป็นปริมาณที่ร่างกายสามารถได้รับสารนั้นต่อวันตลอดชั่วชีวิต โดยที่ไม่ก่อให้เกิดผลกระทบใด ๆ  ต่อสุขภาพ(3) 

ผลิตภณัฑ์อาหารของไทยต่าง ๆ  ในหมวดอาหารแปรรปู หรอือาหารพร้อมบรโิภค เช่น ลกูชิน้ หมยูอ เป็นต้น นยิมใช้วตัถุ 

เจือปนอาหารเพื่อท�ำหน้าที่สารกันเสีย โดยวัตถุเจือปนอาหารที่มีการใช้มาก ได้แก่ กลุ่มเบนโซเอต (กรดเบนโซอิก 

และเกลือของกรดเบนโซอิก) กลุ่มซอร์เบต (กรดซอร์บิกและเกลือของกรดซอร์บิก) และอาจมีการใช้กรดซาลิซิลิคด้วย 

ปัจจุบันกฎหมายอาหารของประเทศไทยไม่อนุญาตให้ใช้วัตถุเจือปนกลุ่มเบนโซเอตในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ อีกท้ังยังม ี

รายงานผลการวิจัยว่าการใช้โซเดียมเบนโซเอตไม่ได้ช่วยยืดอายุการเก็บรักษาหมูยอ(4) ส�ำหรับวัตถุเจือปนกลุ่มซอร์เบต 

กฎหมายอนุญาตให้ใช้ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์บดและผ่านกรรมวิธีได้ 1,500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม(2) ส่วนกรดซาลิซิลิค 

ก�ำหนดให้เป็นวัตถุที่ห้ามผลิต น�ำเข้า หรือจ�ำหน่าย ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 391 พ.ศ. 2561(5)  

กรดซาลิซิลิคเป็นกรดที่อันตรายต่อร่างกายมาก ถ้าบริโภคกรดซาลิซิลิคท่ีมีความเข้มข้นในเลือดปริมาณ 25 ถึง 35 

มิลลิกรัมต่อเลือด 100 มิลลิกรัม จะมีอาการอาเจียน หูอื้อ มีไข้ กระวนกระวาย ชัก ไตวาย และอาจถึงเสียชีวิตได้(6)   

โดยที่กรดทั้ง 3 ชนิด มีสูตรโครงสร้าง(7) ดังแสดงในภาพที่ 1

กรดซาลิซิลิค กรดเบนโซอิก

ภาพที่ 1	 สูตรโครงสร้างของกรดซาลิซิลิค กรดเบนโซอิก และกรดซอร์บิก

กรดซอร์บิก

การตรวจวิเคราะห์วัตถเุจอืปนกลุม่ดงักล่าวในอาหาร โดยใช้วธิมีาตรฐาน Official Method of Analysis of 

AOAC international มีขัน้ตอนการวิเคราะห์คอื กลัน่ด้วยไอน�ำ้ และตรวจวดัด้วย UV-Vis Spectrophotometer(8) 

ข้อดคีอื สารทีส่กดัได้สะอาด ไม่มีสารรบกวน แต่มข้ีอเสยีคอื อาจเกดิการสญูหายของสารทีต้่องการตรวจวเิคราะห์ได้ง่าย 

หากมกีารรัว่ซมึของระบบ และวิธกีารกลัน่ใช้สารเคมีหลายชนดิ ใช้เวลานานประมาณ 30 นาท ีในการกลัน่แต่ละตวัอย่าง

ดังนั้นเพื่อลดระยะเวลาการตรวจวิเคราะห ์ ลดต้นทุนต่อหน่วย ลดการใช้สารเคมี และลดของเสียจากห้องปฏิบัติการ 
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จึงได้ศึกษาวิธีมาตรฐาน ISO 22855: 2008(9) ประยุกต์ใช้วิธีนี้กับผลิตภัณฑ์อาหารคือ หมูยอ โดยสกัดตัวอย่าง 

และตรวจวัดปริมาณด้วยเครื่องมือ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และทดสอบ 

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์โดยห้องปฏิบัติการเดียวตาม Eurachem Guide(10) เพื่อให้ได้วิธีที่เหมาะสมสามารถ 

น�ำไปใช้ตรวจวิเคราะห์เพื่อเฝ้าระวังการใช้วัตถุกันเสียในหมูยอและผลิตภัณฑ์อาหารอ่ืน ๆ โดยใช้วิธีที่พัฒนาขึ้น 

ในการเฝ้าระวังคุณภาพผลิตภัณฑ์อาหาร ได้แก่ หมูยอ และลูกชิ้น ที่เก็บจากสถานที่จ�ำหน่ายในเขตจังหวัดเชียงใหม่ 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่าง

ตวัอย่างหมยูอทีผ่ลติขึน้โดยไม่มกีารใช้วตัถเุจอืปน ส�ำหรบัใช้เป็น sample blank เพือ่ทดสอบความถกูต้อง

ของวิธีวิเคราะห์ 

ตวัอย่างหมูยอ ลูกชิน้ รวม 84 ตวัอย่าง เก็บจากสถานทีจ่�ำหน่ายในเขตจงัหวดัเชียงใหม่ โดยเจ้าหน้าทีส่�ำนักงาน

สาธารณสุขจังหวัดเชียงใหม่ ระหว่างเดือนตุลาคม 2558 ถึงเดือนกันยายน 2560

เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้

เครื่องชั่ง 4 ต�ำแหน่ง, pH-meter, Magnetic stirrer with TFE-coated stirring bar, เครื่องปั่น, 

เครือ่ง Ultrasonic bath, กระดาษกรองชนิด Nylon 66 ทีม่รีพูรนุขนาด 0.45 ไมโครเมตร ขนาด 13 และ 47 มลิลเิมตร, 

กระดาษกรอง เบอร์ 42

เครื่อง HPLC: Agilent 1100 Series, Column: ZORBAX Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4.6 mm  

x 5 µm), Column temperature: 30๐ C, Injection volume: 10 µL, Flow rate: 1.0 mL/min, UV detector 

wavelength: 235 nm

Mobile phase: Solvent A: 0.01 M Ammonium acetate buffer pH 4.5-4.6, Solvent B: Methanol 

Gradient condition:

	 No.	 Time (min)	 % solvent (A)	 % solvent (B)

	 1.	 0.00	 82.0	 18.0

	 2.	 10.00	 55.0	 45.0

	 3.	 12.00	 55.0	 45.0

	 4.	 12.50	 82.0	 18.0

	 5.	 15.00	 82.0	 18.0

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐานทุกชนิดเป ็นผลิตภัณฑ ์ของ Sigma-Aldrich® ได ้แก ่  sodium benzoate  

(purity 99.9%), sodium salicylate (purity 99.8%) และ potassium sorbate (purity 100.2%)

สารเคมีทุกชนิดเป็น reagent grade ยกเว้นที่ระบุไว้ ได้แก่ methanol (HPLC grade), glacial  

acetic acid, ammonium acetate, potassium ferrocyanide, zinc acetate และ น�้ำ Type I
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การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

Standard stock solution กรดเบนโซอิก (benzoic acid) กรดซาลซิลิคิ (salicylic acid) และกรดซอร์บกิ  

(sorbic acid) ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยชั่งสารมาตรฐานแต่ละชนิด (sodium benzoate, sodium 

salicylate และ potassium sorbate) อย่างแม่นย�ำให้มีเนื้อสาร (benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid)  

500 มิลลิกรัม ละลายปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน�้ำ ใช้เตรียมสารละลายมาตรฐานผสม ความเข้มข้น 1,000 

และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร (mg/L)

การเตรียมสารละลาย

สารละลาย 0.01 M ammonium acetate buffer pH 4.5-4.6 เตรียมโดยละลาย ammonium acetate  

0.77 กรัม ด้วยน�้ำประมาณ 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ด้วย acetic acid ให้ได้ pH 4.5–4.6 ปรับปริมาตรด้วยน�้ำ 

เป็น 1,000 มิลลิลิตร กรองด้วย membrane filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร

สารละลาย extracting solution น�ำสารละลาย buffer มา 60 ส่วน ผสมให้เข้ากันกับ methanol 40 ส่วน

สารละลาย Carrez I เตรียมโดยละลาย potassium ferrocyanide 150 กรัม ด้วยน�้ำ  ปรับปริมาตร 

เป็น 1,000 มิลลิลิตร

สารละลาย Carrez II เตรยีมโดย ละลาย zinc acetate 230 กรมั ด้วยน�ำ้ ปรบัปรมิาตรเป็น 1,000 มลิลลิติร

การตรวจวิเคราะห์

ชั่งตัวอย่างหมูยอบดละเอียด น�้ำหนัก 5 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตร 

ขนาด 100 มิลลิลิตร ล้างบีกเกอร์ด้วยน�้ำร้อนประมาณ 10 มิลลิลิตร เติมสารละลาย extracting solution ประมาณ  

80 มิลลิลิตร สารละลาย Carrez I และสารละลาย Carrez II อย่างละ 1 มิลลิลิตร ปรับให้ครบปริมาตรด้วย  

extracting solution เขย่าให้เข้ากัน วางไว้ใน ultrasonic bath เป็นเวลา 30 นาที ตั้งให้แยกชั้น 15 นาที กรองด้วย

กระดาษกรองเบอร์ 42 แล้วกรองด้วยแผ่นกรองชนิด Nylon 66 น�ำสารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณ benzoic acid, 

salicylic acid และ sorbic acid ด้วยเทคนิค HPLC ตามสภาวะที่ก�ำหนดค�ำนวณปริมาณเทียบกับกราฟมาตรฐาน

การทดสอบความถูกต้องวิธีวิเคราะห์ (Method validation)(11)

การทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (Calibration curve)

ฉดีสารละลายมาตรฐาน benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ทีร่ะดบัความเข้มข้น 0.5, 1.0, 5.0,  

10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0 และ 60.0 มิลลิกรัมต่อลิตร สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 

กับ peak area ค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) 

การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจง

ฉีดสารละลายมาตรฐาน benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ความเข้มข้น 600.0 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัม และสารละลายตัวอย่าง sample blank เข้าเครื่อง HPLC ภายใต้สภาวะที่ก�ำหนด เพื่อตรวจสอบการแยก

ของสารทั้ง 3 ชนิด จากการรบกวนของสารอื่นในตัวอย่าง สารทั้ง 3 ชนิด ต้องมีค่า retention time แยกจากกันชัดเจน

วิเคราะห์ตัวอย่างหมูยอ sample blank จ�ำนวน 3 ซ�้ำ 
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การหาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection: LOD)

เติมสารละลายมาตรฐาน benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ปริมาณใกล้เคียงกับระดับต�่ำ

ที่สุดของ calibration curve ลงใน sample blank วิเคราะห์ 10 ซ�้ำ 

การหาขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation: LOQ)

วิเคราะห์ตัวอย่างหมูยอ sample blank ที่เติมสารละลายมาตรฐาน benzoic acid, salicylic acid  

และ sorbic acid ให้มีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (mg/kg) วิเคราะห์ 10 ซ�้ำ แล้วค�ำนวณ % recovery 

และ % Relative standard deviation (%RSD)

การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ (%Recovery) และความเที่ยง (Precision)

วิเคราะห์ตัวอย่างหมูยอ sample blank ที่เติมสารละลายมาตรฐาน benzoic acid, salicylic acid  

และ sorbic acid ให้มีความเข้มข้น 20, 400 และ 1,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม วิเคราะห์ 7 ซ�้ำ ค�ำนวณ % recovery 

และ %RSD

 

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงของการวัด (Working range)	

วิเคราะห์ตัวอย่างหมูยอ sample blank ที่เติมสารละลายมาตรฐาน salicylic acid, benzoic acid  

และ sorbic acid ให้มีความเข้มข้น 10, 20, 100, 200, 400, 600, 800, 1,000 และ 1,200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

วิเคราะห์ระดับละ 3 ซ�้ำ สร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เติมกับความเข้มข้นของสารมาตรฐานเฉลี่ย

ที่ตรวจพบ ค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) 

การทดสอบ Matrix effect

Matrix effect คือ การเพ่ิมข้ึนหรือลดลงของสัญญาณจากเครื่องมือวัด (HPLC) อันเป็นผลมาจาก 

ส่วนประกอบอืน่ ๆ  ท่ีมีในตวัอย่าง แต่ไม่ใช่สารท่ีก�ำลงัศกึษา ท�ำโดยเตรยีมสารละลายมาตรฐานทัง้ 3 ชนดิ และสารละลาย 

spiked sample โดยเติมสารละลายมาตรฐานลงใน sample blank ที่ระดับความเข้มข้น 6, 10, 20, 100, 200, 

400, 600, 800, 1,000 และ 1,200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ลงใน sample blank วิเคราะห์ 3 ซ�้ำ แล้วสร้างกราฟแสดง 

ความสัมพันธ์ของค่า peak area ของสารละลายมาตรฐาน และสารละลาย spiked sample ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ทดสอบความเป็นเส้นตรงและทดสอบช่วงของความเชื่อมั่น (confidential interval; CI) ของ slope คลุม 1 หรือไม่ 

ถ้าคลุมแสดงว่าไม่มี matrix effect

ความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement Uncertainty)

	 ความไม่แน่นอนของการวัดปริมาณ benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ในตัวอย่าง 

หมูยอ โดยวิธี HPLC มีแหล่งท่ีมา ได้แก่ ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน การสอบเทียบเครื่องช่ัง เครื่องแก้วท่ีใช ้

เตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง ความเข้มข้นของสารทั้ง 3 ชนิด ในสารละลายตัวอย่างที่อ่านได้จาก 

เครือ่ง HPLC การท�ำซ�ำ้ (repeatability) และค่าร้อยละของการคืนกลบั (% recovery) ของการทดสอบความถกูต้อง 

ของวิธีวิเคราะห์ น�ำมาค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนรวม (combined uncertainty) และค่าความไม่แน่นอนขยาย  

(expanded uncertainty: U) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้ค่า (coverage factor: k) เท่ากับ 2



การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์กรดเบนโซอิก	 พัชริดา  พิชัย
กรดซาลิซิลิค และกรดซอร์บิกในหมูยอ	

53วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 61 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2562

ผล

การทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 

กราฟมาตรฐาน benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ทีช่่วงความเข้มข้น 0.5-60.0 มลิลกิรมัต่อลติร 

มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) เท่ากับ 0.9999 ในสารทั้ง 3 ชนิด ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2	 ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน salicylic acid, benzoic acid และ sorbic acid

ภาพที่ 3	 Chromatogram ของ sample blank

ภาพที่ 4	 Chromatogram ของ salicylic acid, benzoic acid และ sorbic acid

การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจง

จากการฉีดสารละลายมาตรฐาน benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ภายใต้สภาวะของ 

เครื่อง HPLC พบว่า สามารถแยก benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ออกจากกันได้ มีค่า  

retention time ประมาณ 9.1, 5.1 และ 11.1 นาที ตามล�ำดับ และจากการวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างหมูยอ  

(sample blank) ไม่มีการรบกวนของสารอื่นในตัวอย่าง ดังแสดงในภาพที่ 3 และภาพที่ 4
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การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงของการวัด (Working range)

กราฟระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานทีเ่ตมิกบัความเข้มข้นของสารมาตรฐานเฉลีย่ทีต่รวจพบ ค�ำนวณ

ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (correlation coefficient, r) เท่ากบั 0.9995, 0.9996 และ 0.9997 ตามล�ำดบั ดงัแสดงในภาพที ่5

ภาพที่ 5	 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงของการวดั (Working range) ของ salicylic acid, benzoic acid  

	 และ sorbic acid

การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

ค่า LOD เท่ากับ 6 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ทั้ง 3 ชนิด โดยมีค่า signal to noise ratio คือ 13.1, 19.6 และ 

31.8 ตามล�ำดับ 

การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ

ค่า LOQ เท่ากับ 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ทั้ง 3 ชนิด มีค่า % recovery อยู่ในช่วง 97.06-100.01%,  

95.75-100.02% และ 98.30-100.29% ตามล�ำดับ และค่า %RSD เท่ากับ 0.84, 0.92 และ 0.60 ตามล�ำดับ

การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ (% Recovery) และความเที่ยง (Precision)

จากการวิเคราะห์ตัวอย่างหมูยอ spiked sample ที่ระดับความเข้มข้น 20, 400 และ 1,000 มิลลิกรัม 

ต่อกิโลกรัม วิเคราะห์ซ�้ำระดับความเข้มข้นละ 7 ซ�้ำ พบว่าร้อยละของการคืนกลับ ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1	 ร้อยละของการคืนกลับ (% Recovery) และความเที่ยง (%RSD) ของวิธีวิเคราะห์ benzoic acid,  

	 salicylic acid และ sorbic acid ในตัวอย่างหมูยอ

* จ�ำนวนครั้งของการวิเคราะห์

Food additives

ความเข้มข้นระดับต�่ำ

20 mg/kg (n = 7*)

ความเข้มข้นระดับปานกลาง

400 mg/kg (n = 7*)

ความเข้มข้นระดับสูง

1,000 mg/kg (n = 7*)

% Recovery %RSD % Recovery %RSD % Recovery %RSD

Benzoic acid 97.06-99.31 0.59 99.66-99.91 0.90 99.87-100.01 0.14

Salicylic acid 95.75-99.33 0.80 99.68-100.00 0.94 99.83-100.02 0.18

Sorbic acid 98.30-100.29 0.38 99.64-99.97 0.83 99.82-99.94 0.15
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การทดสอบ Matrix effect

จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง peak area ของสารละลายมาตรฐาน benzoic acid, salicylic acid  

และ sorbic acid กับสารละลาย spiked sample ที่ความเข้มข้นเดียวกัน พบว่า ค่า slope ของ benzoic acid  

เท่ากับ 0.91 ถึง 1.03, salicylic acid เท่ากับ 0.94 ถึง 1.02 และ sorbic acid เท่ากับ 0.93 ถึง 1.01 โดยมีระดับ 

ความเชื่อมั่นที่ 95% (p > 0.05) อยู่ในช่วงคลุม 1 แสดงว่าไม่มี matrix effect และมีค่า intercept เท่ากับ -1.91  

ถึง 1.80, -1.35 ถึง 1.16 และ -1.20 ถึง 1.11 ตามล�ำดับ โดยมีระดับความเชื่อมั่นที่ 95% (p > 0.05) อยู่ในช่วงคลุม 0 

แสดงว่าไม่มี matrix effect 

ความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement Uncertainty)

การประเมินค่าความไม่แน่นอนของวิธีวิเคราะห์ benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ในหมูยอ 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% และค่า k เท่ากับ 2 พบว่ามีค่าความไม่แน่นอนขยายสัมพันธ์ (relative expanded  

uncertainties) เท่ากับ ร้อยละ 3.82, 3.50 และ 3.38 ตามล�ำดับ

 

ผลการตรวจตัวอย่างเฝ้าระวัง 

ผลการตรวจตัวอย่างผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ได้แก่ ลูกชิ้น จ�ำนวน 59 ตัวอย่าง และหมูยอ จ�ำนวน 25 ตัวอย่าง  

รวม 84 ตัวอย่าง ตรวจไม่พบ salicylic acid ทุกตัวอย่าง ตรวจพบ benzoic acid จ�ำนวน 66 ตัวอย่าง  

(คิดเป็น 78.6%) และตรวจพบ sorbic acid จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง (คิดเป็น 11.9%) 

ผลการตรวจลูกชิ้น แบ่งเป็นปี 2559 ตรวจจ�ำนวน 21 ตัวอย่าง ไม่พบวัตถุกันเสียทั้ง 3 ชนิด เพียง 2 ตัวอย่าง 

คิดเป็น 9.52% พบ benzoic acid ชนิดเดียว จ�ำนวน 19 ตัวอย่าง คิดเป็น 90.48% มีความเข้มข้นตั้งแต่ 276-5,229 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และปี 2560 จ�ำนวน 38 ตัวอย่าง ไม่พบวัตถุกันเสียทั้ง 3 ชนิด เพียง 2 ตัวอย่าง คิดเป็น 5.26%  

พบ benzoic acid จ�ำนวน 30 ตัวอย่าง คิดเป็น 78.95% มีความเข้มข้นตั้งแต่ 82-3,689 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

พบ sorbic acid ชนิดเดียว 1 ตัวอย่าง มีความเข้มข้น 414 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบ benzoic acid และ sorbic acid 

จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง คิดเป็น 13.16% (ปริมาณ benzoic acid 107-1,855 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ sorbic acid 

ปริมาณ 312-379 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)

ส่วนผลการตรวจหมูยอ แบ่งเป็นปี 2559 จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง ไม่พบวัตถุกันเสียทั้ง 3 ชนิด เพียง 1 ตัวอย่าง 

คิดเป็น 16.67% พบ benzoic acid ชนิดเดียว 5 ตัวอย่าง คิดเป็น 83.33% มีความเข้มข้นตั้งแต่ 79-5,800 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัม และปี 2560 จ�ำนวน 19 ตัวอย่าง ไม่พบวัตถุกันเสียทั้ง 3 ชนิด จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง คิดเป็น 10.53%  

พบ benzoic acid ชนดิเดยีว จ�ำนวน 12 ตวัอย่าง คดิเป็น 63.16% มคีวามเข้มข้นตัง้แต่ 82-1,331 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั  

พบ sorbic acid ชนิดเดียว จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง คิดเป็น 15.79% มีความเข้มข้นตั้งแต่ 240-1,155 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

และพบ benzoic acid และ sorbic acid จ�ำนวน 2 ตวัอย่าง คิดเป็น 10.53% (ปรมิาณ benzoic acid 99-867 มลิลกิรัมต่อ 

กิโลกรัม และ sorbic acid ปริมาณ 400-907 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ดังแสดงในตารางที่ 2
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วิจารณ์

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ในหมูยอ  

ในครัง้นี ้ได้ดดัแปลงจากวิธวิีเคราะห์มาตรฐาน ISO 22855: 2008 ซึง่เป็นวธิวีเิคราะห์ benzoic acid และ sorbic acid  

ในผลิตภณัฑ์ผกัและผลไม้ มลีกัษณะตวัอย่าง (matrix) แตกต่างจากผลติภัณฑ์เนือ้สตัว์ และมคีวามต้องการตรวจวตัถุ 

เจือปนที่อาจจะมีการใช้ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ให้ได้พร้อมกัน 3 ชนิด ในการสกัดคราวเดียว จึงได้ท�ำการปรับปรุงวิธีการ  

โดยในการสกดั เริม่จากน�ำ้หนกัตวัอย่าง 5 กรมั ใช้น�ำ้ร้อนเลก็น้อยช่วยละลายส่วนทีเ่ป็นไขมนัในตวัอย่าง ใช้สารสกดัคอื  

สารละลายผสม ammonium acetate buffer 0.01 M: methanol (60:40) ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ใช้ ultrasonic bath  

ในการสกัด เพิ่มเวลาจาก 10 นาที เป็น 30 นาที และในการใช้เครื่องมือ HPLC จากเดิมวิธี ISO 22855: 2008 เป็น

แบบ isocratic ใช้ column C8 เป็น gradient ผสมระหว่าง ammonium acetate buffer 0.01 M และ methanol  

ใช้ column C18 และใช้ UV detector ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร เช่นเดียวกับใน ISO 22855: 2008 

และด้วยเครื่องมือ HPLC ที่ใช้ครั้งนี้เป็น UV ชนิด diode array detector (DAD) สามารถสแกน spectrum  

ของสารแต่ละชนิดได้ ท�ำให้มั่นใจผลการทดสอบชนิดของสารได้ถูกต้องมากยิ่งขึ้น

จากผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ พบว่าเป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับ คือการทดสอบ 

ความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟี ได้ค่า %RSD ของ retention time ≤ 1, %RSD ของค่า peak area ≤2.5, 

ค่าสูงสุดของ tailing factor ≤ 2, ค่าต�่ำสุดของ theoretical plates > 2,000 และค่าต�่ำสุดของ resolution > 2  

เป็นไปตามเกณฑ์ของ Reviewer Guidance(12) การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจงพบว่าภายใต้สภาวะของเคร่ือง HPLC 

การตรวจวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างหมูยอ ไม่พบการรบกวน (interfere) ไม่พบ peak ที่ตรงกับสารมาตรฐาน 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ได้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r)  

เท่ากับ 0.9999 ในสารทั้ง 3 ชนิด และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์จากการทดสอบ Linearity และ Working range 

ของ salicylic acid, benzoic acid และ sorbic acid ได้ r เท่ากับ 0.9995, 0.9996 และ 0.9997 ตามล�ำดับ  

การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ (% Recovery) และความเที่ยง (Precision) จากการวิเคราะห์ตัวอย่างหมูยอ

ที่เติมสารมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้นต�่ำ  (20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม), กลาง (400 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) และสูง 

(1,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) พบว่าเป็นไปตามเกณฑ์ยอมรับ คือ %RSD
r
 ไม่เกิน 4% และร้อยละของการคืนกลับของ  

benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid อยู่ระหว่าง 90-110% 

ตารางที่ 2	 จ�ำนวนตัวอย่างลูกชิ้นและหมูยอที่ตรวจวิเคราะห์ benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid  

	 และจ�ำนวนตัวอย่างที่ตรวจพบวัตถุเจือปนแต่ละชนิด

ชนิด

อาหาร

จ�ำนวนตัวอย่าง (ตุลาคม 2558-กันยายน 2559) จ�ำนวนตัวอย่าง (ตุลาคม 2559-กันยายน 2560)

วิเคราะห์ ไม่พบ

ตรวจพบ

benzoic 

acid

ตรวจพบ 

salicylic 

acid

ตรวจพบ 

sorbic 

acid

วิเคราะห์ ไม่พบ

ตรวจพบ

benzoic 

acid

ตรวจพบ 

salicylic 

acid

ตรวจพบ 

sorbic 

acid

ลูกชิ้น 21 2 19 0 0 38 2 34 0 5

หมูยอ 6 1 5 0 0 19 2 14 0 5

รวม 27 3 24 0 0 57 4 48 0 10
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วธิวิีเคราะห์น้ีมีค่า LOD เท่ากับ 6 มลิลกิรัมต่อกิโลกรัม และค่า LOQ เท่ากับ 10 มลิลกิรัมต่อกิโลกรมั  เหมาะสม 

ทีจ่ะใช้ในการเฝ้าระวังความปลอดภยัการใช้วัตถุกนัเสยีในอาหารประเภทหมยูอ ลกูชิน้ และผลติภณัฑ์อืน่ๆ เมือ่พจิารณา

จากผลการตรวจตวัอย่างลูกชิน้และหมูยอท่ีมีจ�ำหน่ายในจงัหวดัเชียงใหม่ พบว่า ลกูช้ินและหมยูอทกุตวัอย่างตรวจไม่พบ 

salicylic acid ซึง่ห้ามใช้ในอาหาร ตามกฎหมายประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที ่391 พ.ศ. 2561 เรือ่ง ก�ำหนดให้

เป็นวตัถทุีห้่ามผลิต น�ำเข้า หรอืจ�ำหน่าย รวมถงึฉบบัที ่281 พ.ศ. 2547 และฉบบัที ่381 พ.ศ. 2559 เรือ่งวตัถเุจอืปนอาหาร  

(ฉบับที่ 4) และมาตรฐานสากล Codex ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ไม่อนุญาตให้ใช้วัตถุเจือปนกลุ่มเบนโซเอต แต่อนุญาต

ให้ใช้กลุ่มซอร์เบตในผลิตภัณฑ์เน้ือสัตว์บดและผ่านกรรมวิธีได้ 1,500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จากการตรวจวิเคราะห ์

พบว่ายังมีการใช้สารกลุ่มเบนโซเอตในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์เป็นจ�ำนวนมาก และใช้ในปริมาณมากซึ่งไม่มีความจ�ำเป็น  

ส่วน sorbic acid ที่พบปริมาณอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานทั้งหมด ดังนั้นควรให้ความรู้ที่ถูกต้องแก่ผู้ประกอบการผลิต 

ลูกชิ้น หมูยอ หากต้องการใช้วัตถุเจือปนควรใช้ให้ถูกประเภทและถูกกฎหมาย ทั้งนี้ นอกจากเพื่อลดค่าใช้จ่ายในการใช้

วัตถุเจือปนที่ไม่มีประโยชน์ในการถนอมอาหารประเภทผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์แล้ว ยังเป็นการปฏิบัติถูกต้องตามกฎหมาย

อาหารอีกด้วย 

สรุป

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์วัตถุเจือปน benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid 

โดยใช้หมูยอเป็นตัวแทนอาหารกลุ่มผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ในการทดสอบ โดยวิธี HPLC ซึ่งปรับปรุงจากวิธีมาตรฐาน 

ที่ใช้วิเคราะห์ benzoic acid และ sorbic acid ในผลิตภัณฑ์ผักและผลไม้ พบว่าวิธีมีค่า LOD และ LOQ เท่ากับ 6  

และ 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีผลการทดสอบคุณลักษณะต่าง ๆ อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ วิธีนี้จึงมีความเหมาะสมและ 

มีประโยชน์ในการใช้ตรวจวิเคราะห์ benzoic acid, salicylic acid และ sorbic acid ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์

ได้ครั้งเดียวกัน
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Method Validation for Determination 
of Benzoic Acid, Salicylic Acid and Sorbic 
Acid in Vietnamese Pork Sausage by High 

Performance Liquid Chromatography  

Patcharida  Pichai   
Regional Medical Sciences Center 1 Chiang Mai, Amphoe  Mae Rim, Chiang Mai 50180 Thailand

Abstract	 Benzoates (Benzoic acid and its salt) and sorbates (sorbic acid and its salt) are allowed to use 

as preservatives in food according to the Ministry of Public Health (MOPH) Notification No. 281 (2004).  

Later in 2016, the ministry prescribed the maximum limit (ML) for sorbates in processed comminuted  

meat products at 1,500 mg/kg and no ML set for benzoates. While salicylic acid is controlled as prohibited 

substance for food production according to the MOPH Notification No. 391 (2018). To protect consumer,  

we developed method for determination of these food additives namely benzoic acid, salicylic acid and sorbic 

acid in pork ball and vietnamese pork sausage. Food additives were extracted from food by ammonium acetate  

buffer mixed with methanol (60:40) and determined by HPLC under optimum conditions. The method  

validation results using vietnamese pork sausage as representative matrix showed that the limit of detection 

(LOD) and limit of quantitation (LOQ) were 6 and 10 mg/kg, respectively. The linearity of calibration  

curves of all food additives ranged from 0.5 to 60.0 mg/L and working range was 10 to 1,200 mg/kg with the 

correlation coefficient (r) were 0.9999. The accuracy was shown as percentages of recovery of benzoic acid, 

salicylic acid and sorbic acid from spiked sample was 97.06-100.01%, 95.75-100.02% and 98.30-100.29%, 

respectively. The precision as % of relative standard deviation was in the range of 0.14-0.90, 0.18-0.94  

and 0.15-0.83, respectively. The validated method was used to determine these food additives in 84 samples of pork 

balls and vietnamese pork sausages collected from local markets in Chiang Mai in October 2015 to September 2017.  

Salicylic acid was not detected in any samples. Benzoic acid was found 78.6% of samples which was considered 

as substandard food. Sorbic acid was found in 11.9% of samples, the concentration found were lower than  

the maximum limit. The study suggested that the validated method could be used to survey and examine 

benzoic acid, salicylic acid and sorbic acid in vietnamese pork sausages. 

Keywords:	 Benzoic acid, Sorbic acid, Salicylic acid, HPLC, Vietnamese pork sausage
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Abstract	 Alcohol-based handrub (ABHR) products are widely used to reduce hands contamination  

in Thailand due to their convenience and ease to use in areas where water is not available.  In Thailand, 

ABHR bactericidal efficacy and its test method have not been established. In this study, European  

Standard EN 1276: 2009 was modified and validated to obtain suitable conditions.  The  modified method 

was validated at 34๐C with minimizing a test system volume.  The bactericidal efficacy was determined  

at 1 minute contact time in the presence of Bovine Albumin Fraction V using 4 reference bacterial  

strains; Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 10536, Enterococcus hirae ATCC 10541  

and Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. The ABHR product was considered as bactericidal effective  

when log reduction (lg R) of the reference bacterial amount after one minute contact time was ≥ 5.  

Furthermore, twenty-nine ABHR products marketed in Bangkok Metropolitan Region were evaluated  

using the proposed method.  It was found that 6 ABHR products (20.7%) failed the bactericidal efficacy 

criterion.  The finding emphasized a need for regulatory consideration of bactericidal efficacy of the ABHR  

product as a supportive scientific data.  In addition, regular post-marketing surveillance of ABHR  should 

be undertaken to ensure the bactericidal effectiveness of the products.

Keywords: Alcohol-based handrub, hands disinfection, bactericidal efficacy
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Introduction

Acquired infection through hands of healthcare workers, commuters, including children is 

one of the critical factors in diseases transmission. Ethyl alcohol (ethanol) and isopropyl alcohol, 

nonspecific intermediate level germicides, act rapidly by precipitating proteins and solubilising  

lipids present on cell membranes of vegetative forms of gram-negative and gram-positive  

microorganisms.(1) World Health Organization(1) and Centers for Disease Control and Prevention(2) 

hand hygiene guidelines recommend ethanol as a common active agent in handrub formulations  

as alcohol-based handrub (ABHR) products for hand hygiene when no water is available.(1-4)  

ABHR products usually found in a ready-to-use form and consisted of 60% to 70% alcohol as  

a major antibacterial ingredient, however, other additional antimicrobial ingredient such as  

triclosan may be found in some ABHR formulations. 

During the Thailand Great Flood 2011 and several outbreak events of infectious diseases  

in Thailand, ready-to-use ABHR products in gel form have become popular and frequently used in  

workplace, hospitals, kindergartens and community as a convenient waterless hand cleansing 

product for reduction of transient microbial flora from touching soiled surfaces from common 

objects. In addition, increasing public awareness about personal daily risks of acquired infection 

has given rise to a large variety of convenient ABHR products. In Thailand, ABHR products  

in all forms are categorized by the Thai Food and Drug Administration (Thai FDA) as a controlled  

cosmetic product with alcohol content shall be less than 70% and shown on notification  

formulation document but may not on the product labelling.(5) To be marketed, ABHR products  

shall have a Thai language labelling and registration number as regulated but no requirement  

for quality of ABHR products regard to bactericidal efficacy. Low efficacy ABHR products may  

not be able to reduce but rather spread out the infectious microorganism.(6)

Chemical methods for determination of alcohol content in the formulation are available 

but there may be some disadvantages of techniques including interferences from preservatives  

and other ingredients which may also exert antimicrobial effect.(7,8) The International standard  

methods for evaluation of bactericidal efficacy on ABHR products are (1) in vitro tests in laboratory  

such as European Standard EN 1276: 2009,(9) a quantitative dilution-neutralization method, under  

simulated practical conditions appropriate to its intended use, (2) in vivo tests under simulated  

practical conditions in laboratory and (3) in vivo field tests.(10) EN 1276: 2009(9) is the recommended 

in vitro method to be used to substantiate claims for hygienic handrub products used in food,  

industrial, domestic and institutional area which included essential factor simulated a practical  

use,(6) i.e. organic soil load (dirty condition), and suitable for controlled conditions routinely setting  

in a laboratory.(7,11) Taylor et al. also recommended EN 1276 : 2009 as a useful method to harmonize  

disinfectant testing across Europe.(12) According to testing process in EN 1276: 2009 method, addition  

of test organism and interfering substance which consequencely dilute the product concentration  

to be only 80% of the original concentration. Performing the test on ABHR products  
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with less than 70% alcohol by this standard method, its active ingredients will be diluted to  

be only 55.9% or may be less for other formulations which may not demonstrate an actual efficacy 

of the product.

In another aspect, the obligatory temperature specified in this European standard is 20๐C 

with additional temperatures may be chosen from 4๐C, 10๐C, 30๐C or 40๐C. While temperature  

has been reported to be one of the several factors affecting the antimicrobial products activity,(13-15) 

WHO Guidelines(1) also stated that “Conditions in suspension and in vitro or ex vivo testing  

do not reflect those on human skin”. Therefore, in regard to EN 14885,(10) scientific justification  

for applying the scheme of testing for specific activity other than the tests specified in this  

European Standard is recommended. In this study, we modified and validated EN 1276: 2009 

method to be suitable for testing the efficacy of a ready-to-use ABHR product at the concentration 

as high as 98% instead of 80% of original concentration and simulate in-use conditions on human  

skin temperature by testing at 34๐C ± 1๐C which is an average human skin temperature.(16-18)  

The validated modified EN 1276: 2009 method was performed using a range of standard ethanol 

solutions against each of the 4 reference ATCC bacterial strains in the presence of interfering  

substance (dirty condition) that was bovine albumin fraction V. For consumer protection,  

the bactericidal activity of 29 ABHR products marketed in Thailand was also determined using 

the validated and modified EN 1276: 2009 method. Acceptance criterion for bactericidal efficacy 

of the ABHR products indicated by a decimal log reduction (lg R) of the reference bacterial  

amount after 1 minute contact time to be at least 5 lg or 99.999% reduction.(9)

 

Materials and Methods 

Samples:	 Twenty-nine ABHR products in gel form, collected from retailed and wholesale shops 

in Bangkok Metropolitan Region during 2013-2015, were tested for bactericidal efficacy.

Standard cultures:  Four standard bacterial cultures, Staphylococcus aureus ATCC 6538,  

Escherichia coli ATCC 10536, Enterococcus hirae ATCC 10541 and Pseudomonas aeruginosa  

ATCC 15442 were used.

Culture media and Reagents:  Bovine albumin fraction V (BA; Sigma, USA), Distilled-purified 

water (Dw; ELGA Purelab option, UK) Dey/Engley neutralizing broth (D/E; DifcoTM, USA),  

tryptic soy agar (TSA; DifcoTM, USA), tryptone water (Tw; BD, Germany) and Ethanol  

(Merck, 99.9% purity, Germany)

Equipment:  Temperature controlled water bath at 34๐C ± 1๐C (American Optical, Model 406016 

serial, USA), incubator 36๐C ± 1๐C (Binder, Model BD 720/E2, Germany), Spectrophotometer  

at wavelength 620 nm (Metertech, Model UV/VIS SP-8001, Taiwan)
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Methods: A modified dilution neutralization method specified in European standard EN 1276: 

2009 was performed as described.

Preparation of bacterial suspensions:  Each of the standard bacterial strains was subcultured.  

The second and third subcultures were used as working cultures to prepare a test suspension  

“N” (Figure 1). In parallel to the dilution neutralization tests, the test suspension was  

determined for bacterial amount “N” which shall be between 1.5 x 109 and 5.0 x 109 cfu/mL.  

When the test suspension “N” was used in the dilution neutralization method, bacterial amount 

“N” was diluted 1:100 to be “N0” (=N/100) which shall be between 1.5 x 107 and 5.0 x 107 cfu/mL. 

Validated bacterial suspension “Nv” was prepared for the amount between 3.0 x 103 and 1.6 x 104 

cfu/mL by diluting 1 mL of 10-5 “N” with 3 mL of Tw. When the validated bacterial suspension  

“Nv” was used in the quality control procedure, bacterial amount “ Nv” was diluted 1:100 to be  

“Nv0” (=Nv/100) which shall be ≥ 0.5 x Nv0. The amount of bacterial suspensions used in this 

study as specified in EN 1276: 2009 was shown in Table 1.

Bactericidal efficacy of ABHR product:  The efficacy (Test) was determined including quality  

control and validation procedures (A, B and C) as followed (Figure 2).

Test: The bacterial suspension “N” (0.1 mL) was added into a tube containing 0.1 mL  

of 30.0% (w/v) BA. The tube was mixed and placed at 34๐C ± 1๐C for 2 min ± 10 s, then 9.8 mL  

of ABHR sample was added, mixed and further placed at 34๐C ± 1๐C for 1 min ± 5 s (contact time). 

The test mixture (1.0 mL) was then pipetted to 9.0 mL of D/E. After 5 min ± 10 s (a neutralization  

period), the test mixture (1.0 mL) was pour plated with TSA in duplicate and incubated at  

36๐C ± 1๐C for 18 h to 24 h prior to enumeration. After the end of contact time, the bacterial  

amount (cfu/mL) survived from the product test, “Na”, was counted. 

Experimental conditions control (A):  To ensure no biocidal effect from other experimental 

parameters, the same procedure as Test was performed. Validated bacterial suspension “Nv”  

(between 3.0 x 103 and 1.6 x 104 cfu/mL) and distilled purified water (Dw) were used in place  

of “N” and D/E, respectively. 

Neutralizer control (B):  To verify the absence of toxicity of the neutralizer, the test 

mixtures of 9.8 mL D/E, 0.1 mL Dw and 0.1 mL “Nv” were prepared and pour plated with TSA 

at 5 min ± 10 s. 

Method validation (C):  To validate the dilution neutralization method, the test mixtures  

of 0.1 mL of BA, 0.1 mL of 0.1% Tw and 9.8 mL of ABHR sample were prepared, mixed and  

placed at 34๐C ± 1๐C for 1 min ± 5 s (contact time), then 1.0 mL of the test mixture was transfered  

to 8.9 mL of D/E. After 5 min ± 10 s, 0.1 mL of “Nv” was added and pour plated with TSA  

after 30 min ± 1 min. 
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Fig. 1	 Preparation of working cultures: each bacterial strain was subcultured on Tryptic Soy Agar  

	 and incubated at 36 ± 1๐C for 18 h to 24 h. The second and third subcultures were used as  

	 the working cultures to prepare a test suspension “N” for testing.

Fig. 2	 Diagrams illustrated dilution neutralization method “Test” including quality control “A”,  

	 “B” and “C”.  Viable counts of testing bacteria were determined after incubation at  

	 36 ± 1๐C for 18 h to 24 h.

	 BA; Bovine albumin fraction V, N; Culture test suspension, D/E; Dey/Engley neutralizing  

	 broth,  TSA; Tryptic Soy Agar, Nv; Validation suspension, Dw; Distilled-purified water, Tw;  

	 Tryptone water, t; 1 min contact time
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The amount of bacterial inoculum, i.e. N, N0, Nv, Nv0 and Na in the test mixtures i.e. 

“Test” including quality controls “A, B and C” at different contact times must be controlled to 

achieve the acceptance criterion specified (Table 1).(9) Under the conditions defined by this modified  

method, lg R for each reference bacterial strain was separately calculated using equation:  

lg R = lg N0 – lg Na. The lg R ≥ 0.5 indicated the bactericidal efficacy of the product against the  

test bacteria.(9) The modified EN 1276: 2009 method was validated with the concentrations  

of standard ethanol suspensions at 20%, 30%, 40%, 45%, 50%, 55% 60% and 70% (by volume) 

against 4 reference bacterial ATCC strains. Positive control using 60% (v/v) ethanol was included 

in each experiment. The bactericidal efficacy of the 29 ABHR products was evaluated using this 

modified method. Test results of products demonstrated lg R less than 5 were repeated.

Table 1	 Basic limits of bacterial amount in the test mixtures at the beginning, i.e. N0 and Nv0,  

	 and at the end of contact times, i.e. “A, B and C” as specified in EN 1276: 2009

Experimental 

Condition

Bacterial suspension

(cfu/mL)

Bacterial Amount (cfu/mL) in the test mixtures 

at different contact times

at the beginning of 

contact time (time = 0) 

at the end of contact time 

(survivors)

Test N

1.5 x 109 - 5 x 109

N0 (=N/100)

1.5 x 107 - 5 x 107 cfu/mL

Na# (t* min before 

Neutralization)

= viable count x 10

Controls Nv

3.0 x 103 - 1.6 x 104

Nv0 (= Nv/100)

30 - 160 cfu/mL

A (t* min), B (5 min), 

C (30 min) ≥ 0.5 x Nv0 

(50% recovery)

#	 Bacterial amount (cfu/mL) survived from the product test after the end of contact time 

*	1 min for hands disinfection test

Results

The modified EN 1276: 2009 method was controlled by preparation of 4 bacterial culture 

suspensions through the quality control conditions. “Method validation C” using 60% (by volume) 

standard ethanol solution in 4 separate experiments was carried out in 4 different days (Table 2).  

The concentrations of bacterial suspensions and validation suspensions were prepared to be within 

the acceptance criterion (Tables 1 and 2). In addition, quality control conditions justified by  

the recovery ratios were demonstrated to fulfill the acceptance criterion ≥ 0.5 x Nv0.
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The modified EN 1276: 2009 method was validated also with the concentration ranges  
of standard ethanol suspensions from 20% to 70% (by volume) against 4 reference bacterial  
ATCC strains in 2-4 separate experiments carried out in 2 different days (Table 3). Under the 
defined conditions, lg R for each reference bacterial strain was calculated. The lg R ≥ 0.5 indicated 
the bactericidal efficacy of the product against the test bacteria.(9)

Table 2	 Validation of preparation of bacterial culture suspensions and testing conditions including 
 	 quality controls “A, B and C” in 4 separate experiments carried out in 4 different days

Acceptance 
Criteria

Reference

Cultures

Validation suspension 

(cfu/mL)

Recovery Ratio (≥ 0.5 x Nv0)

Quality Control Conditions

N0

1.5 x 107 - 5 x 107

Nv0

30-160

Experimental 

control A

Neutralizer 

control B

Method 

validation C

S. aureus 1.5 x 107 – 4.8 x 107 37-117 1.1-1.9 0.9-1.5 1.1-1.7

P. aeruginosa 3.6 x 107 – 5.1 x 107 70-127 0.95-1.2 0.8-1.3 0.6-1.2

E. coli 1.5 x 107 – 2.5 x 107 35-70 1.0-1.7 1.1-2.0 1.0-1.4

E. hirae 2.5 x 107 – 4.1 x 107 65-104 0.9-1.1 0.9-1.2 0.8-1.6

Table 3	 Bactericidal efficacy of standard ethanol suspensions ranged from 20% to 70% (by volume) 

 	 evaluated by modified EN 1276: 2009 method against 4 reference bacterial strains at 34๐C,  

	 in dirty condition within 1 min contact time

Ethanol %(v/v) Mean lg R* 

S. aureus P. aeruginosa E. coli E. hirae

20 0# 0.3 0.0 0.1

30 0.4 1.6 0.7 0.1

40 6.7 7.7 6.7 3.9

45 6.0 6.0 5.0 6.0

50 6.0 6.0 5.0 6.0

55 6.0 6.0 5.0 6.0

60 7.3 7.6 7.3 7.5

70 6.7 7.7 6.7 7.4

*	Mean lg R was an average from 2-4 separate experiments carried out in 4 different days
# 	No reduction of the bacterial amount before and after contact time

The modified EN 1276: 2009 method was used to evaluate the bactericidal efficacy of 29 
ABHR products. It was found that 23 samples reduced all of the 4 reference bacterial strains by 
lg R exceeding 5 within 1 min (Table 4). However, 6 samples (20.7%) failed the test criterion:  
1 sample demonstrated no bactericidal efficacy against all 4 testing strains, 1 sample failed  
against 2 strains (i.e. P. aeruginosa and E. hirae) and 4 samples failed against 1 strain (either  
P. aeruginosa, E. coli or E. hirae). 
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Table 4	 Bactericidal efficacy of 29 ABHR products evaluated by modified EN 1276: 2009 method  

	 against 4 reference bacterial strains at 34๐C, in dirty condition within 1 min contact time

Product 

Code

Ingredients
Product 

of

lg R

Alcohol Triclosan Other
S. 

aureus

P. 

aeruginosa

E. 

coli

E. 

hirae

1 Alcohol - - Thailand 7.3 7.7 7.3 7.7

2 Alcohol Denat. - - Thailand 7.3 7.7 7.3 7.7

3 Alcohol Denat. - - UK 7.3 7.7 7.3 7.4

4 Ethyl Alcohol - - Thailand 6.2 6.4 6.4 6.3

5 Ethyl Alcohol - - Thailand 6.6 6.3 6.4 6.3

6 Ethyl Alcohol - - Thailand 6.7 6.9 6.0 7.5

7 Ethyl Alcohol 62% - - USA 7.4 7.6 7.3 7.4

8 Ethyl Alcohol 68% - - Thailand 6.4 6.4 6.5 6.2

9 Alcohol - Amino methyl propanol Thailand 7.4 7.6 7.3 7.4

10 Alcohol - Glycerin Thailand 7.3 7.7 7.3 7.7

11 Alcohol - Glycerin and Centella extract Thailand 7.3 7.7 7.3 5.2

12* Alcohol 69% - Aminomethyl propanol Thailand 7.4 0# 7.3 7.4

13 Alcohol Denat. - Aminomethyl propanol 

Denatonium benzoate

Thailand 7.4 5.9 7.3 5.3

14* Alcohol Denat. - Potassium hydroxide Thailand 0# 0# 0# 0#

15 Alcohol Denat. - Amnomethyl propanol Thailand 7.4 7.6 7.3 7.4

16 Alcohol Denat. - Triethanolamine, Aloe, 

Barbadensis

Thailand 7.4 7.6 7.3 7.4

17 Alcohol Denat. - Tetrahydroxypropyl Ethylene-

diamine, Aloe Barbadensis

Thailand 7.4 7.6 7.3 7.4

18 Ethyl Alcohol - Alo Vera Extract Thailand 7.3 7.7 7.3 7.7

19* Ethyl Alcohol - Vitamin E Thailand 7.4 7.6 7.3 0#

20 Alcohol Triclosan Alo Vera Thailand 7.4 7.6 7.3 7.4

21* Alcohol Triclosan Aloe Barbadensis with natural 

Pomelo essential oil

Thailand 7.3 7.7 7.3 4.8

22 Alcohol Denat. Triclosan Aloe Barbadensis Thailand 7.4 7.6 7.3 7.4

23* Alcohol Denat. Triclosan Aloe Barbadensis Thailand 7.1 5.6 0# 7.7

24 Alcohol Denat. Triclosan Cucumber Extract Thailand 7.3 7.7 7.3 7.7

25 Alcohol Denat. Triclosan Triethanolamine Thailand 7.1 7.7 7.1 7.7

26 Alcohol Denat. Triclosan Triethanolamine, Aloe 

Barbadensis

Thailand 7.3 7.7 7.3 7.7

27* Alcohol 68.0% Triclosan Alo Vera Thailand 7.1 0# 7.3 2.7

28 Ethyl Alcohol 62% Triclosan Alo Vera, Cucumber Extract Thailand 7.3 7.7 7.3 7.7

29 Ethyl Alcohol 

64.13%

Triclosan Menthol, Moisturizing beads 

Lemon Soda, Aloe Barbadensis

Thailand 7.1 7.6 7.3 7.4

*	Product code 12, 14, 19, 21, 23 and 27 failed to comply with the bactericidal efficacy criterion  

	 against at least 1 test bacteria
#	 No reduction of the bacterial amount before and after contact time



Quantitative Bactericidal Efficacy of Alcohol-Based Handrub	 Suwunna  Tienungoon et al.

68 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 61 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2562

Discussion

The modified EN 1276: 2009 method utilized 10-time minimizing the test system volume,  

i.e. volume of bacterial inoculum and interfering substance; BA, from 1 mL to 0.1 mL each, while  

the same final concentration of inoculum and BA as specified in the method was maintained.  

Consequently, the volume of tested samples could be increased from 8 mL to 9.8 mL. Alcohol  

rapidly loses its activity when diluted.(19) The overall 2% additional volume, i.e. 1% inoculum  

and 1% BA, made the minimum change in the texture of ABHR samples which was in accordance  

with related international standards(20) that the testing condition shall not cause a substantial 

change of the test sample integrity.

The temperature is reported to be one of the several factors affecting the antimicrobial  

products activity.(14-16) WHO Guidelines(1) also stated that “Conditions in suspension and in vitro  

or ex vivo testing do not reflect those on human skin”, while the obligatory temperature specified  

in the European standard is 20๐C and additional temperatures could be chosen from 4๐C, 10๐C, 

30๐C or 40๐C. Therefore, this study demonstrated the modification of testing temperature at  

34๐C ± 1๐C to reflect the temperature of an average human skin temperature(16-18) in practical condition  

that had been tested using volunteers’ hands(21) or fingerpads(22) in in vivo testing methods.

The sequence of manipulations in each testing step including the preparation and  

standardization of reference inoculums is necessary to ensure repeatability of the bactericidal 

suspension test.(13,15) Calibration data for each bacterial reference strain using spectrophotometer 

at wavelength of 620 nm(9,20) was used to estimate and achieve a suitable amount of bacterial 

culture suspension. The quality control especially in the neutralization validation of the method 

should also be demonstrated.(9) Diluents and/or agar containing neutralizer (s) used to neutralize  

the antimicrobial properties of each product formulation shall demonstrate that the testing  

conditions i.e. diluent and testing procedure were suitable and posed no toxic effect on the test 

bacteria.(23) It was observed that the choice of proper media used throughout the experimental 

conditions was necessary to achieve the neutralization validation criterion (Tables 2 and 3). Using  

D/E as a neutralizing diluent and TSA as an enumeration medium, repeatability of bacterial  

lg R were observed between the 2-4 separate experiments evaluated in our study (Table 3) over 

the ranges of ethanol standard solution from 20% to 70% (by volume).

Using this validated modified method, 6 ABHR products (Table 4) demonstrated an  

inadequate bactericidal efficacy even in the presence of triclosan. These results were in concordance 

with antibacterial efficacy of alcoholic hand rubs in the Kenyan market reported by Ochwoto et al.,(24) 

using a more complicated in vivo EN 1500 method,(21) that the combination of alcohol and triclosan  

in a formulation did not show a synergistic effect but exhibited poor bactericidal efficacy to  

E coli, S. aureus and P. aeruginosa. Combination of ethanol and aloe was also reported to be the 

least effective with lg R less than 3.(23-25) Additionally, a study of 12 ABHR products in gel form 

produced in Brazil containing 70% ethyl alcohol revealed the differences of 17% and 67% of the 

products that failed in EN 1500 efficacy tests with contact time of 60 s(26) and 30 s,(27) respectively, 

suggesting that consumer should be aware of application of 60 s to provide adequate effectiveness.
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ABHR products are categorized as controlled cosmetic product by the Thai FDA(5) and 

labelling of ingredients may not show alcohol concentration. To ensure a sufficient effectiveness,  

regulatory authority should consider setting a criterion on alcohol concentration on ABHR  

labelling. This concept is confirmed by USFDA statement in “Guidance on studies necessary 

to support a Generally Recognized as Safe and Effective (GRAS/E)” that the final formulation  

efficacy testing of antiseptic handrub products marketed as over-the-counter (OTC) drug is  

necessary in order to confirm effectiveness and label the product appropriately for use.(28,29) USFDA  

proposed the ABHR’s bactericidal efficacy tests to demonstrate only a 3-log reduction (99.9%)  

or greater in in vitro bacterial viability tests with all the 25 representative clinical isolates and  

25 reference strains.(29) However, the susceptibility of 4 European test bacterial strains used  

in an obsolete prEN 12054 method which was identical to EN 1276: 2009, were reported to  

be comparable to the clinical isolates and reference strains specified by USFDA and sufficient to 

determine a comprehensive bactericidal activity of ABHR products.(30) In addition to the bactericidal 

efficacy evaluation of ABHR products, consumer shall also realize that ABHR may be used as an 

alternative to hand washing with soap and warm water which is the most effective washing.(31)

Conclusion 

The modified EN 1276: 2009 method demonstrated minimizing the test system volume 

up to 98% concentration of ABHR products could be tested under the simulated used conditions. 

The modified method was not only suitable for in vitro testing but also practical for routine test  

of bactericidal effctiveness for any abcohol-based sanitizers with intention to use as undiluted. 

Using this modified EN 1276: 2009 method, 20.7% of ABHR products failed the bactericidal efficacy, 

suggesting that not all marketed products had adequate efficacy. Therefore, the bactericidal efficacy 

of the products is important and appropriate regulation and monitoring of the post-marketing 

surveillance for consumer protection are needed. 
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สุวรรณา เธียรอังกูร  ปรียา ปิ่นนิล  กนกอร กรีเหลี่ยง  และสิราวรรณ อ้นเกตุ 
ส�ำนักเครื่องส�ำอางและวัตถุอันตราย  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

ประสิทธิภาพเชิงปริมาณในการฆ่าเชื้อแบคทีเรียของเจลทามือ 

ในประเทศไทย ชนิดที่มีแอลกอฮอล์เป็นส่วนประกอบ 

เมื่อทดสอบด้วย Modified EN 1276: 2009 method

บทคัดย่อ	 ผลติภณัฑ์ส�ำหรบัรกัษาสขุภาพอนามยัมอืแบบพร้อมใช้ ทีม่แีอลกอฮอล์เป็นส่วนประกอบหลกั (alcohol-based 

handrub-ABHR) เป็นท่ีนิยมอย่างแพร่หลายในประเทศไทย เนื่องจากความสะดวกและรวดเร็วในการใช้งานแม้ในบริเวณ 

ทีไ่ม่มนี�ำ้เพือ่ลดปรมิาณเช้ือก่อโรคซึง่อาจส่งผ่านจากมอืทีป่นเป้ือน อย่างไรกต็าม ผลติภณัฑ์ ABHR ทีว่างจ�ำหน่ายในประเทศไทย  

ยงัไม่มกีารก�ำหนดเกณฑ์ประสทิธภิาพการฆ่าเช้ือรวมถงึวธิทีดสอบ จึงได้น�ำวธิทีดสอบสากล EN 1276: 2009 มาปรบัให้เหมาะสม  

โดยท�ำการทดสอบที่อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส และปรับลดการเจือจางในขั้นตอนทดสอบ ในสภาวะที่มี Bovine Albumin 

Fraction V ในเวลาทดสอบ 1 นาที โดยทดสอบกับเชื้อมาตรฐาน 4 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus aureus ATCC 6538, 

Escherichia coli ATCC 10536, Enterococcus  hirae ATCC 10541 และ Pseudomonas  aeruginosa ATCC 15442 

ผลิตภัณฑ์ที่สามารถลดปริมาณเชื้อได้ในเวลาสัมผัสเชื้อ 1 นาที ต้องมีค่า log reduction (lg R)  ≥ 5 จากการประเมินคุณภาพ

ผลิตภัณฑ์ ABHR ที่จ�ำหน่ายในท้องตลาด จ�ำนวน 29 ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่ปรับใหม่นี้พบว่ามีตัวอย่างไม่ผ่านเกณฑ์ 6 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 20.7) แสดงให้เห็นว่าข้อมูลด้านประสิทธิภาพ ด้านการฆ่าเชื้อแบคทีเรียของผลิตภัณฑ์ ABHR เป็นข้อมูลที่จ�ำเป็น

เพื่อสนับสนุนการควบคุมคุณภาพและพิจารณาก�ำหนดมาตรฐานผลิตภัณฑ์ ABHR ของประเทศ นอกจากนี้ควรมีการเฝ้าระวัง

คุณภาพหลังจ�ำหน่ายเพื่อคุ้มครองผู้บริโภคและพัฒนาคุณภาพผลิตภัณฑ์ต่อไป
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ทุมวดี ตั้งศิริวัฒนา1  สุขใจ ผลอ�ำไพสถิตย์2  อัญชลี ชัยนวล3  กรองทิพย์ บุญสม4  สังคม วิทยนันทน์5

สมคิด ธิจักร์6  ปริศนา วงศ์วีรขันธ์7  เยาวมาลย์ สุติวิจิตร8  จารุวรรณ ทองนาค1  พิไลลักษณ์ อัคคไพบูลย์ โอกาดะ2  

สมรัตน์ เลิศมหาฤทธิ์9  และสมชาย แสงกิจพร2

1โรงพยาบาลขอนแก่น อ�ำเภอเมือง ขอนแก่น 40000   2กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000
3โรงพยาบาลศูนย์นครพิงค์ อ�ำเภอแม่ริม เชียงใหม่ 50180  4โรงพยาบาลสงขลา อ�ำเภอเมือง สงขลา 90000
5ศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ที ่3 อ�ำเภอเมือง นครสวรรค์ 60000  6ศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ที ่1 อ�ำเภอแม่รมิ เชยีงใหม่  50180  
7ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 7 อ�ำเภอเมือง  ขอนแก่น 40000  8ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 12 อ�ำเภอเมือง สงขลา 90000 
9จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ถนนพญาไท ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330

ความชุกของการติดเชื้อไวรัส

Human papillomavirus (HPV) 

และไทป์ต่าง ๆ ในสตรีไทยที่มีผลแปปสเมียร์ปกติ
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บทคัดย่อ	 มะเร็งปากมดลูกพบมากเป็นอันดับ 2 ในสตรีไทย โดยมีเช้ือ Human Papillomavirus (HPV) ซึ่งติดต่อ 

ทางเพศสมัพนัธ์เป็นสาเหตุส�ำคญั การฉดีวคัซนีเป็นแนวทางทีใ่ช้ป้องกนัการตดิเชือ้ แต่ข้อมลูการตดิเชือ้ไวรสั HPV ในประเทศ

มีค่อนข้างจ�ำกัด จึงได้ท�ำการส�ำรวจความชุกของการติดเชื้อ HPV และไทป์ของ HPV ในสตรีไทยใน 4 ภูมิภาคของประเทศ  

ที่มีผลการตรวจแปปสเมียร์ปกติ จ�ำนวน 487 ราย โดยด�ำเนินการในโรงพยาบาล 4 แห่ง คือ โรงพยาบาลนครพิงค์ โรงพยาบาล

ขอนแก่น โรงพยาบาลมะเร็งลพบุรี และโรงพยาบาลสงขลา จากการตรวจด้วยวิธี Liquid-based Pap test และหาไทป์ของ 

เชื้อ HPV ด้วยวิธี Real-time Polymerase Chain Reaction พบว่า มีผลตรวจแปปสเมียร์ผิดปกติ 14 ราย (ร้อยละ 2.9) 

และมีผลปกติ 473 ราย ในผลปกตินี้พบการติดเชื้อ HPV 98 ราย (ร้อยละ 20.7) โดยร้อยละ 12.1 และร้อยละ 5.5 ติดเชื้อ 

HPV ไทป์ท่ีมีความเส่ียงสูงและต�่ำในการก่อมะเร็งตามล�ำดับ และพบว่าร้อยละ 3.4 ติดเชื้อมากกว่า 2 ไทป์ร่วมกัน ไทป์ท่ีมี 

ความเสี่ยงสูงที่พบมาก คือ HPV 16 (ร้อยละ 17.5) HPV 66 (ร้อยละ 11.3) HPV 52 (ร้อยละ 10.0) และ HPV 53  

(ร้อยละ 10.0) ขณะที่ไทป์ที่มีความเสี่ยงต�่ำที่พบมาก คือ HPV 42 (ร้อยละ 20.8) HPV 6 (ร้อยละ 15) HPV 40 (ร้อยละ 15) 

และ HPV 54 (ร้อยละ 13) ผู้ติดเช้ือส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่มอายุน้อยกว่า 30 ปี และอัตราการติดเชื้อน้อยลงอย่างมีนัยส�ำคัญ 

ทางสถติิในผูท้ีม่อีายสุงูขึน้ ปัจจยัในการตดิเช้ือ HPV คอื การมคีูน่อนมากกว่าหนึง่คน และมรีายได้ต�ำ่ ข้อมลูท่ีได้จากการศกึษานี้ 

จะเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนาวัคซีนป้องกันมะเร็งปากมดลูกและการเลือกใช้วัคซีนที่เหมาะสมกับสตรีไทยต่อไป
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บทน�ำ

มะเร็งปากมดลูกเป็นปัญหาส�ำคัญอันดับ 3 รองจากมะเร็งเต้านม มะเร็งตับและทางเดินน�้ำดี ซึ่งจากรายงาน

ของสถาบันมะเร็งแห่งชาติฉบับที่ 9 พบอุบัติการณ์ 11.7/100,000 ประชากรสตรี(1) และจากสถิติปี ค.ศ.2018 ของ  

The Catalan Institute of Oncology (ICO) and the International Agency for Research on Cancer (IARC) 

พบอบุตักิารณ์ของมะเรง็ปากมดลูกมากเป็นอนัดับ 2 รองจากมะเรง็เต้านม คือ มอุีบตักิารณ์ 16.2/100,000 ประชากรสตรี 

โดยพบผู้ป่วยรายใหม่ 8,622 รายต่อปี และมีอัตราการเสียชีวิต 9.0/100,000 ประชากรสตรี(2) 

เชื้อ human papillomavirus (HPV) ซึ่งเป็นสาเหตุส�ำคัญของโรคมะเร็งปากมดลูก สามารถติดต่อ 

ได้ทางเพศสัมพันธ์ การติดเชื้อ HPV สามารถหายได้เองตามธรรมชาติ ภายในระยะเวลา 1-5 ปี มีเพียงส่วนน้อย 

ทีเ่ชือ้ไวรสัยงัคงอยู ่ซึง่เป็นสาเหตสุ�ำคญัทีท่�ำให้มคีวามเสีย่งในการเกดิมะเรง็ได้(3) ไวรสั HPV แบ่งออกได้มากกว่า 200 ไทป์ 

เชื้อนี้ท�ำให้เกิดหูด เนื้องอก และมะเร็งชนิดต่าง ๆ มีการติดเชื้อในคนและสัตว์หลายชนิด HPV บางไทป์ติดเชื้อที่เซลล์

เนื้อเยื่อบุผิว (epithelial cell) ของผิวหนังตามฝ่ามือฝ่าเท้า ซึ่งท�ำให้เกิดโรคหูด บางไทป์ติดเชื้อที่เซลล์บุเยื่อเมือก 

(mucosal cell) ของปาก ล�ำคอ ทางเดินหายใจ และอวัยวะสืบพันธุ ์ ท�ำให้เกิดหูดหงอนไก่ ติ่งเนื้องอก และมะเร็ง 

ปากมดลูก ไทป์ที่ติดต่อทางเพศสัมพันธ์เป็นไทป์ที่มีความเสี่ยงที่จะก่อมะเร็งปากมดลูกได้ 

เชือ้ HPV แบ่งตามความเส่ียงท่ีจะก่อมะเร็งปากมดลกูได้เป็น 2 กลุม่ คือ กลุม่ทีม่คีวามเสีย่งสงูต่อการก่อมะเรง็  

(high risk group) ได้แก่ HPV ไทป์ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 และ 68(4,5) โดยไทป์  

16 และ 18 พบในมะเร็งปากมดลูกได้สูงถึงร้อยละ 70 และกลุ่มที่มีความเสี่ยงต�่ำในการก่อมะเร็งหรืออาจไม่ก่อมะเร็ง 

ได้แก่ HPV ไทป์ 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 56, 61, 72, 73 และ 81 โดยไทป์ 6 และ 11 เป็นไทป์ที่พบว่าท�ำให้เกดิหดู 

ที่อวัยวะสืบพันธุ์หรือเรียกว่าหูดหงอนไก่สูงถึงร้อยละ 90(6,7) 

การฉีดวัคซีน HPV เพื่อป้องกันมะเร็งปากมดลูก เป็นแนวทางหนึ่งที่มีผลท�ำให้ลดการเกิดโรคได้ มีการใช้ 

อย่างแพร่หลายในหลายประเทศทั่วโลกและในประเทศไทย วัคซีนรุ่นแรกที่ผลิตออกมาใช้นั้น ผู้ผลิตบางแห่งผลิต 

โดยใช้ไทป์เสี่ยงสูง HPV 16 และ 18 เท่านั้น ขณะที่บางแห่งเพิ่มไทป์เสี่ยงต�่ำ HPV 6, 11 ด้วย และวัคซีนที่ผลิตล่าสุด 

ประกอบด้วย 9 ไทป์ โดยเพิ่มไทป์ที่อยู่ในกลุ่มความเสี่ยงสูงอื่น ๆ อีก 5 ไทป์ คือ HPV 31, 33, 45, 52 และ 58  

เพื่อครอบคลุมการติดเชื้อให้มากขึ้น(8) 

จากการศกึษาการแพร่กระจายของไทป์ต่าง ๆ  และการตดิเชือ้ในหลายประเทศทัว่โลก พบว่ามคีวามหลากหลาย 

และแตกต่างกันในแต่ละพ้ืนท่ี(9-10) ดังน้ัน จึงควรมีข้อมูลพื้นฐานของความชุกจากการติดเช้ือไวรัสไทป์ต่าง ๆ ใน

ประชากรในแต่ละพื้นที่ เพื่อที่จะเลือกใช้วัคซีนที่เหมาะสมหรือน�ำไปสู่การพัฒนาวัคซีนในอนาคตที่ครอบคลุม 

ไทป์เฉพาะมากขึ้น ซึ่งข้อมูลความชุกการติดเชื้อของสตรีไทยในช่วงอายุต่าง ๆ และไทป์ของ HPV ในประเทศไทย 

ยงัมจี�ำกดั และการศกึษาส่วนใหญ่ไม่ครอบคลมุพืน้ท่ีต่าง ๆ  ของประเทศ รวมทัง้เป็นการศกึษาในสตรทีีม่ผีลแปปสเมยีร์ 

ผดิปกต ิจงึได้ท�ำการส�ำรวจข้อมลูความชุกในการตดิเช้ือ HPV และตรวจหาไทป์เฉพาะทีพ่บในสตรไีทยทีม่ผีลการตรวจ

คัดกรองมะเร็งปากมดลูกปกติ หรือผลตรวจแปปสเมียร์ปกติในโรงพยาบาล 4 แห่ง จาก 4 ภูมิภาคของประเทศ 
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วัสดุและวิธีการ

กลุ่มศึกษา
อาสาสมัครสตรีไทยที่มารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกประจ�ำปีรวมทั้งสิ้น 487 ราย ที่โรงพยาบาล 

นครพิงค์ (ภาคเหนือ) โรงพยาบาลขอนแก่น (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) โรงพยาบาลมะเร็งลพบุรี (ภาคกลาง) และ 
โรงพยาบาลสงขลา (ภาคใต้) ในระหว่างปี 2557-2559 จ�ำนวน 125, 127, 106 และ 129 ราย ตามล�ำดับ โดยที่ทั้งหมด
ไม่อยู่ในภาวะตั้งครรภ์ ไม่มีประวัติเป็นมะเร็งปากมดลูก หรือเคยเป็นมะเร็งปากมดลูกที่หายแล้ว และไม่มีประวัติ 
การเป็นมะเร็งสืบพันธุ์ชนิดอื่น

อาสาสมัครทุกคนตอบค�ำถามที่เกี่ยวกับพฤติกรรมความเสี่ยงต่าง ๆ และข้อมูลทั่วไปเพ่ือเป็นข้อมูล 
ในการวิเคราะห์ปัจจยัเสีย่งท่ีมีอทิธพิลต่อการติดเช้ือ HPV ได้แก่ อาย ุสถานะ อาชีพ ระดบัการศกึษา รายได้ ประวติัการ
ฉดีวคัซนี HPV ประวัตกิารมีเพศสมัพนัธ์ จ�ำนวนคูน่อน อายทุีเ่ริม่มเีพศสมัพนัธ์ การสบูบหุรี ่โรคตดิต่อทางเพศสมัพันธ์ 
การตรวจมะเร็งปากมดลูก และผลการตรวจมะเร็งปากมดลูกที่ผ่านมา

การศกึษานีไ้ด้ผ่านการอนุมัติโดยคณะกรรมการพจิารณาการศกึษาวจิยัในคน กระทรวงสาธารณสขุ หมายเลข
อ้างอิงที่ 40/2556 และคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาลขอนแก่น หมายเลขอ้างอิงที่ KE57048 

การตรวจทางเซลล์วิทยา 
ตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกของอาสาสมัครถูกใส่ในน�้ำยาเก็บรักษาเซลล์ (Surepath® liquid–based  

Pap test, ประเทศสหรฐัอเมรกิา) โดยใช้อปุกรณ์เกบ็เซลล์ชนดิมด้ีามจบั (Broom-type sampling device, Digene 
corporation, ประเทศสหรฐัอเมรกิา) ตามขัน้ตอนโดยย่อ ดงันี ้น�ำตวัอย่างเซลล์ปากมดลกูทีไ่ด้จากการป้ายด้วยอปุกรณ์ 
เก็บเซลล์ 2 ครั้ง และหักปลายด้ามจับออก ปลายอีกด้านหนึ่งลงในหลอดที่มีน�้ำยาส�ำหรับเก็บรักษาเซลล์ปริมาตร  
10 มลิลลิติร (มล.) ป่ันผสมให้เข้ากนั แบ่งตวัอย่างมา 1 มล. น�ำไปตรวจหา HPV DNA ด้วยวธิ ีReal-time PCR HPV  
testing ส่วนที่เหลือ 9 มล. น�ำไปตรวจวัดความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูกด้วยระบบเครื่องอัตโนมัติ (Prep Stain® 
system, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ซึ่งความผิดปกติของเซลล์จากการท�ำแปปสเมียร์ แปลผลตามระบบของ Besthesda 
system โดยแปลผลเป็นปกติ (Normal) หรือผิดปกติ (Abnormal) และแบ่งความผิดปกติของเซลล์เป็น ASCUS 
(atypical squamous cells of undetermined significance), LSIL (low-grade squamous intraepithelial 
lesions) และ HSIL (high-grade squamous intraepithelial lesions) 

การวิเคราะห์ HPV ด้วยวิธี Real-time PCR 
น�ำตัวอย่างตรวจซึ่งเก็บรักษาในน�้ำยามาสกัดเอา DNA โดยใช้ชุดตรวจ DNA mini kit (QIAamp®   

DNA Mini kit 50 (QIAGEN), ประเทศ Germany) และตรวจหา HPV DNA ด้วยชุดตรวจส�ำเร็จรูป  
(See-gene AnyplexTM II HPV 28 Detection, ประเทศเกาหลี) ด้วยวิธี Real-time PCR (CFX96 Real– 
time PCR system®, Bio–Rad IVD, ประเทศสหรฐัอเมรกิา) ชดุตรวจส�ำเรจ็รปูสามารถตรวจหาไวรสั HPV ได้ 28 ไทป์: 
เป็น HPV กลุม่เสีย่งสงู 19 ไทป์ (HPV 16,18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82) 
และกลุม่เสีย่งต�ำ่ 9 ไทป์ (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70) ควบคมุคณุภาพ DNA ของตวัอย่างด้วยการทดสอบ  
beta-globin gene และประเมินผลด้วยโปรแกรมเฉพาะ (Seegene viewer for Real-time Instrument,  
ประเทศเกาหลี) 

การวิเคราะห์ทางสถิติ 
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยเส่ียงต่าง ๆ ที่อาจมีผลต่อการติดเช้ือ ด้วย Chi-Square test โดย

ก�ำหนดค่า p < 0.05 แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ
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ผล

ความชุกของการติดเชื้อ HPV ในอาสาสมัคร

จากจ�ำนวนสตรีไทยทั้งหมด 487 รายที่เข้ารับการตรวจแปปสเมียร์และตรวจหาการติดเช้ือ HPV  

ในโรงพยาบาล 4 แห่ง จาก 4 ภูมิภาค พบว่า มีผลการตรวจแปปสเมียร์เป็นปกติ จ�ำนวน 473 ราย และผิดปกต ิ

จ�ำนวน 14 ราย (ร้อยละ 2.9) ในกลุ่มที่มีผลตรวจแปปสเมียร์ปกติ พบว่ามีการติดเชื้อ HPV จ�ำนวน 98/473 ราย  

(ร้อยละ 20.7) เมื่อส�ำรวจความชุกของการติดเชื้อ HPV ในแต่ละโรงพยาบาลทั้ง 4 แห่ง พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน  

ทางสถิติ (Chi-square test p > 0 .05) ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1	ความชุกของการติดเชื้อ HPV ในหญิงไทยที่มีผลแปปสเมียร์ปกติ ใน 4 โรงพยาบาล

โรงพยาบาล
จ�ำนวน

อาสาสมัคร

จ�ำนวนผู้ติดเชื้อ

(ร้อยละ)
HPV ไทป์*

เชียงใหม่ 119 23 (19.3) High Risk 53, 58, 66, 

16, 18, 51, 52, 59, 31,  

35, 45, 68

Low Risk 70, 6, 44, 54, 

40, 42, 43

ขอนแก่น 124 29 (23.4) High Risk 16, 53, 66, 

58, 59, 18, 31, 45, 51, 

52, 73 

Low Risk 6, 11, 40, 42, 

43, 70

ลพบุรี 103 23 (22.3) High Risk 16, 18, 66, 

35, 39, 45, 51, 53, 58, 

59, 69, 82

Low Risk 42, 40, 61, 6, 

11, 43, 54, 70

สงขลา 127 23 (18.1) High Risk 52, 51, 59, 

18, 45, 53, 56, 66

Low Risk 42, 43, 54, 

11, 40

* ชนิดของ HPV type เรียงตามล�ำดับจากมากไปน้อย
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ตารางที่ 2	ความถี่ของการติดเชื้อ HPV สายพันธ์ุต่าง ๆ

ในการศึกษานี้ได้ใช้วิธีทดสอบที่สามารถตรวจหา HPV ไทป์ต่าง ๆ ได้ท้ังสิ้น 28 ไทป์ ผลการทดสอบ

สามารถตรวจพบเชื้อ HPV ได้ทั้งสิ้น 26 ไทป์ (ไม่พบไทป์ 26 และ 33) แต่ละไทป์มีความชุกแตกต่างกัน ไวรัส HPV  

เสี่ยงสูงที่พบมากในหญิงไทยคือ HPV 16 (ร้อยละ 17.5), HPV 66 (ร้อยละ 11.25), HPV 52 (ร้อยละ 10) 

และ HPV 53 (ร้อยละ 10) ตามล�ำดับ สายพันธุ์เสี่ยงต�่ำคือ HPV 42 (ร้อยละ 20.75) HPV 6 (ร้อยละ 15),  

HPV 40 (ร้อยละ 15) และ HPV 54 (ร้อยละ 13) ตามล�ำดับ นอกจากนี้ยังพบผู้ที่มีการติดเชื้อ HPV มากกว่า 1 ไทป์ 

จ�ำนวน 15 ราย (ร้อยละ 15.3) ดังแสดงในตารางที่ 2 

HPV type
จ�ำนวนผู้ติดเชื้อ

เชียงใหม่ ขอนแก่น ลพบุรี สงขลา รวม

High Risk

16 2 8 4 - 14

18 2 1 2 1 6

26 - - - - 0

31 1 1 - - 2

33 - - - - 0

35 1 2 1 - 4

39 - - 1 - 1

45 1 1 1 1 4

51 2 1 1 2 6

52 2 1 - 5 8

53 4 2 1 1 8

56 - - - 1 1

58 3 2 1 - 6

59 2 2 1 2 7

66 3 3 2 1 9

68 1 - - - 1

69 - - 1 - 1

73 - 1 - - 1

82 - - 1 - 1

รวม 24 25 17 14 80
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ตารางที่ 2	ความถี่ของการติดเชื้อ HPV สายพันธ์ุต่าง ๆ (ต่อ)

HPV type

จ�ำนวนผู้ติดเชื้อ

เชียงใหม่ ขอนแก่น ลพบุรี สงขลา รวม

Low Risk

6 2 5 1 - 8

11 - 1 1 1 3

40 2 2 3 1 8

42 1 2 4 4 11

43 1 1 1 3 6

44 1 - - - 1

54 2 1 1 3 7

61 - - 3 - 3

70 3 2 1 - 6

รวม 12 14 15 12 53

Mix types 5 6 2 2 15

ปัจจัยเสี่ยงต่อการติดเชื้อ HPV

จากแบบสอบถามสตรีไทยที่เข้าร่วมในการศึกษานี้ พบว่ามีอายุเฉลี่ย 41.5 ± 13.2 ปี (14-75 ปี)  

เริ่มมีเพศสัมพันธ์ครั้งแรกเมื่ออายุ 16 ปี เคยได้รับวัคซีน HPV ร้อยละ 6.2 มีคู่นอนเดียวร้อยละ 78.6 มีเพียง 

ร้อยละ 4.2 สูบบุหรี่ 

จากข้อมูลพืน้ฐานท่ีได้รบั เม่ือวิเคราะห์ถงึปัจจยัเสีย่งต่าง ๆ  ทีท่�ำให้เกดิการตดิเชือ้ HPV เปรยีบเทยีบระหว่าง 

กลุ่มผู้ติดเชื้อและกลุ่มผู้ไม่ติดเชื้อ พบว่าปัจจัยเสี่ยงที่อาจส่งผลท�ำให้มีการติดเชื้อ HPV สูงขึ้น ได้แก่ การมีคู่นอน 

มากกว่าหนึ่งคน มีเศรษฐกิจฐานะต�่ำและอายุที่น้อยกว่า 30 ปี (p < 0.05) โดยในกลุ่มอายุน้อยกว่า 30 ปี พบการติดเชื้อ  

33 จาก 121 ราย (ร้อยละ 27.3), อายุ 30-50 ปี พบได้ 46 จาก 202 ราย (ร้อยละ 22.7) และอายุมากกว่า 50 ปี  

พบได้ 19 จาก 150 ราย (ร้อยละ 12.7) ดังแสดงในตารางที่ 3
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ตารางที่ 3	ปัจจัยที่มีผลต่อการติดเชื้อ HPV ในสตรีไทยที่มีผลแปปสมียร์ปกติ

ปัจจัย
จ�ำนวนผู้ติดเชื้อ

(ร้อยละ)

จ�ำนวนผู้ไม่ติดเชื้อ

(ร้อยละ)
p-value

ช่วงอายุ (ปี) 0.005

	 < 30 33 (28.7) 82 (71.3)

	 30-50 46 (22.1) 162 (77.9)

	 > 50 19 (12.8) 130 (87.2)

สถานภาพสมรส 0.530

	 -	 โสด 10 (15.4) 55 (84.6)

	 -	 สมรส 76 (21.2) 282 (78.8)

	 -	 หย่าร้าง หม้าย 11 (22.4) 38 (77.6)

อาชีพ 0.648

	 -	 รับจ้าง 41 (24.1) 129 (75.9)

	 - 	รับราชการ 24 (17.8) 111 (82.2)

	 -	 ธุรกิจส่วนตัว 9 (19.1) 38 (80.9)

	 - 	แม่บ้าน 18 (19.8) 73 (80.2)

	 - 	อื่น ๆ 4 (15.4) 22 (84.6)

การศึกษา 0.642

	 -	 ประถมศึกษา 21 (19.8) 85 (80.2)

	 -	 มัธยมศึกษา 26 (23.0) 87 (77.0)

	 -	 อาชีวะศึกษา 6 (14.0) 37 (86.0)

	 -	 ปริญญาตรี 44 (21.5) 161 (78.5)

รายได้ 0.036

	 < 5.000 19 (20.2) 75 (79.8)

	 5,000 - 10,000 26 (21.3) 96 (78.7)

	 10,001 - 20,000 26 (28.3) 66 (71.7)

	 > 20,000 17 (12.7) 117 (87.3)

การฉีดวัคซีน HPV 0.594

	 -	 เคยฉีด 5 (16.7) 25 (83.3)

	 -	 ไม่เคยฉีด 91 (20.7) 348 (79.3)
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ตารางที่ 3	ปัจจัยที่มีผลต่อการติดเชื้อ HPV ในสตรีไทยที่มีผลแปปสมียร์ปกติ (ต่อ)

ปัจจัย
จ�ำนวนผู้ติดเชื้อ

(ร้อยละ)

จ�ำนวนผู้ไม่ติดเชื้อ

(ร้อยละ)
p-value

ประวัติโรคติดต่อ

ทางเพศสัมพันธ์

0.586

	 -	 มีประวัติ	 83 (21.1) 309 (78.8)

	 -	 ไม่มีประวัติ 15 (18.5) 66 (81.5)

จ�ำนวนคู่นอน 0.034

	 -	 1 คน 74 (19.7) 302 (80.3)

	 -	 มากกว่า 1 คน 23 (30.7) 52 (69.3)

อายุเมื่อมีเพศสัมพันธ์

ครั้งแรก

0.564

	 -	 < 20 ปี 32 (23.9) 102 (76.1)

	 -	 20-35 ปี	 61 (19.7) 249 (80.3)

	 -	 > 35 ปี 4 (25.0) 12 (75.0)

การสูบบุหรี่ 0.293

	 -	 สูบ 6 (30.1) 14 (70.0)

	 -	 ไม่สูบ 91 (20.3) 358 (79.7)

วิจารณ์

จากการศึกษาความชุกของการติดเชื้อในสตรีไทยที่มีผลการตรวจมะเร็งปากมดลูก (แปปสเมียร์) เป็นปกติ

จ�ำนวน 473 ราย ใน 4 จังหวัด ได้แก่ เชียงใหม่ ขอนแก่น ลพบุรี และสงขลา พบการติดเชื้อค่อนข้างสูงถึงร้อยละ 20.7  

เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการศึกษาระบาดวิทยาของประเทศต่าง ๆ เมื่อปี พ.ศ. 2553 พบค่าประมาณความชุก 

ของการติดเชื้อ HPV ร้อยละ 11.7(11) โดยกลุ่มประเทศแอฟริกามีความชุกสูงสุดร้อยละ 21 และความชุกต�่ำสุด 

พบในเอเชียร้อยละ 9.4 ในขณะท่ีกลุ่มประเทศเอเชียตะวันออกเฉียงใต้มีความชุกค่อนข้างสูงกว่า (ร้อยละ 14)  

ซึง่ค่าความชกุทีไ่ด้จากการศกึษาน้ี ใกล้เคยีงกบัการศกึษาความชุกในประเทศอืน่ ๆ  ได้แก่ แอฟริกาใต้ (ร้อยละ 20.4)(12)  

โปรตุเกส (ร้อยละ 16.5)(13) และจีน (ร้อยละ 13.3)(14) 

รายงานการศกึษาอืน่ของไทยปีต่าง ๆ  กนั พบความชกุร้อยละ 13.3(15) ในปี พ.ศ. 2555 และรายงานความชกุ 

ทีค่่อนข้างสูง คอื ร้อยละ 33.8 ปี พ.ศ. 2552(16) ในขณะทีเ่มือ่เปรยีบเทยีบกบัความชกุของการศกึษาของ Swangvaree 

และคณะ ในปี 2553 และการศึกษาของ Chansaenroj และคณะปี 2552 ที่รายงานความชุกร้อยละ 6.2 และ 7.6  

ตามล�ำดับ(17-18) ซ่ึงค่อนข้างต�่ำเม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษานี้ ซึ่งอาจเป็นผลจากการใช้วิธีการตรวจหาไทป์ที่ใช้ 

ตรวจจ�ำนวนไทป์ไม่เท่ากัน (13 ไทป์-35 ไทป์) วิธีการท่ีใช้ตรวจหา HPV DNA แตกต่างกัน หรือจ�ำนวนตัวอย่าง 

ที่ใช้ศึกษาและพื้นที่ที่เลือกใช้ในการศึกษาแตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม ความชุกของการติดเช้ือ HPV ในพื้นที่ศึกษา 
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ทั้ง 4 แห่ง นั้น ไม่มีความแตกต่างกัน อาจเป็นไปได้ด้วยสภาพความเจริญของความเป็นเมืองในปัจจุบันที่พฤติกรรม 

การใช้ชีวิตอิสระตามวัฒนธรรมประเทศตะวันตก นอกจากนี้ จากการศึกษาของ Marks และคณะ(19) ซึ่งศึกษาความชุก 

ของการติดเชื้อ HPV ในสตรีที่มารับบริการตรวจที่ห้องวางแผนครอบครัวของโรงพยาบาลในภูมิภาคต่าง ๆ ของ 

ประเทศไทย พบว่าความชุกของการติดเชื้อในพื้นที่ภาคกลางมากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 29.9 รองลงมาเป็นภาคใต ้ 

(ร้อยละ 27.9) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ร้อยละ 21.2) และภาคเหนือ (ร้อยละ 20.5) ตามล�ำดับ ซึ่งมีความชุก

ของการติดเชื้อ HPV ของภูมิภาคต่าง ๆ ใกล้เคียงกับการศึกษานี้ แต่ล�ำดับความชุกของการศึกษานี้พบมากท่ีสุด 

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ร้อยละ 23.4) รองลงมาเป็นภาคกลาง (ร้อยละ 22.3) ภาคเหนือ (ร้อยละ 19.3) และ

ภาคใต้ (ร้อยละ 18.1) ตามล�ำดับ 

ค่าความชกุของการศกึษานีส้อดคล้องกบัอตัราอบุตักิารณ์การเกดิมะเรง็ปากมดลกูใน 4 พืน้ที ่ซึง่มอีบุตักิารณ์

ใกล้เคยีงกนั(2) ปัจจัยความเส่ียงท่ีพบว่ามีผลต่อการตดิเช้ือ HPV สงูขึน้คือ จ�ำนวนคู่นอนมากกว่า 1 คน และการมรีายได้ต�ำ่ 

ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาอื่น ๆ(3) นอกจากนี้ อายุที่น้อยกว่า 30 ปี ก็มีส่วนส�ำคัญต่อการติดเชื้อสูงเมื่อเทียบกับกลุ่ม

อายุที่มากกว่า ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาอื่นที่พบการติดเชื้อ ในกลุ่มอายุน้อยกว่า 20-30 ปี และการติดเชื้อจะลดลง 

เมื่ออายุมากข้ึน ซึ่งสอดคล้องกับรูปแบบเฉพาะของการติดเช้ือในกลุ่มเอเชีย(3,5) ในขณะที่ในกลุ่มประเทศส่วนใหญ ่

ในทวีปอเมริกากลางและแอฟริกาพบการติดเช้ือสูงอีกครั้งเมื่ออายุมากขึ้น(10) จากความชุกของการติดเช้ือ HPV  

ของทุกไทป์ในสตรีไทยร้อยละ 20.7 แบ่งเป็นการติดเชื้อไวรัสไทป์เสี่ยงสูง คิดเป็นร้อยละ 12.1 ซึ่งค่อนข้างสูงกว่า 

การศึกษาในสตรีที่มีผลตรวจคัดกรองปกติของ Laowahutanont และคณะ (ร้อยละ 5.3) แต่สอดคล้องกับการศึกษา

ในต่างประเทศ ที่รายงานความชุกของการติดเชื้อไทป์เสี่ยงสูงช่วงร้อยละ 13.4-14.8(20,21) 

แม้ว่าความชุกของการติดเช้ือของพื้นที่ศึกษาทั้ง 4 แห่ง ไม่แตกต่างกัน แต่ไทป์เสี่ยงสูงที่ตรวจพบ  

มชีนดิแตกต่างกนั ซึง่สอดคล้องกนักบัการศกึษาระบาดวทิยาในประเทศต่าง ๆ  ทัว่โลก ทีม่กัพบความแตกต่างทัง้ภายใน 

พ้ืนที่ (sub-region) หรือระหว่างภูมิภาค (region)(11) ซึ่งก็อาจเป็นสาเหตุมาจากกลุ่มประชากรที่เลือกมาศึกษา 

หรือการเลือกศึกษาเป็นบางพื้นที่ไม่ครอบคลุมพื้นที่ทั้งหมด วิธีการตรวจที่แตกต่างกัน คุณภาพตัวอย่างตรวจ 

หรือสภาพภูมิประเทศที่แตกต่างกัน ไทป์ที่พบส่วนใหญ่ในพื้นที่เชียงใหม่ ขอนแก่น ลพบุรี และสงขลานั้น เป็นไทป์ 

ที่มีความรุนแรงในการเกิดมะเร็งปากมดลูกอยู่ในกลุ่ม 14 ไทป์ ที่มีความเสี่ยงสูง (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 

51, 52, 56, 58, 59, 66, 68)(4) นอกจากนี้ ข้อมูลไทป์เฉพาะที่พบในแต่ละพื้นที่อาจมีประโยชน์ในการควบคุมป้องกัน 

ติดตามรอยโรคมะเร็งปากมดลูกได้ เช่น ในขอนแก่น พบทั้ง HPV 16 HPV 6 และ HPV 11 ซึ่งสอดคล้องกับไทป์  

ทีใ่ช้ในการผลติวัคซีน 1st generation (HPV 16, 18, 6, 11) เช่นเดยีวกันกับในลพบรุทีีพ่บไทป์ HPV 16 และ HPV  18  

มากที่สุด ซึ่งตรงกับไทป์วัคซีน ในขณะที่ในสงขลาไม่พบไทป์ HPV 16, 31, 35, 58, 68 และ 73 แต่การศึกษาความชุก 

ในสงขลาปี 2546 ของ Clifford และคณะ(9) พบการติดเชื้อไทป์ HPV 16 จ�ำนวน 3 ราย จาก 22 ราย ที่ติดเชื้อ 

ซึ่งไม่สอดคล้องกัน ซึ่งอาจเป็นผลจากจ�ำนวนตัวอย่างที่ใช้ศึกษาครั้งนี้น้อยกว่าหรือความไวของวิธีตรวจที่แตกต่างกัน 

ไทป์เส่ียงสูงท่ีตรวจพบมีการติดเช้ือมากที่สุดในสตรีไทยที่มีผลแปปสเมียร์ปกติคือ HPV 16, 66, 52  

และ HPV 53 ซึง่จากรายงานการศกึษาอืน่ของประเทศไทยพบความแตกต่างของไทป์ทีพ่บมากคอื พบไทป์ 72, 52, 62  

และ 16(19) หรือไทป์ 52, 16, 51, 58(10) หรือไทป์ 16, 90, 31, 66, 52 และ 71(22) อย่างไรก็ตาม การศึกษานี้สอดคล้อง

กบัการศึกษาในสตรท่ีีมีผลแปปสเมียร์ปกตขิองประเทศอ่ืน ๆ  โดยพบสอดคล้องกันอย่างน้อย 2 ไทป์ กล่าวคือ การศึกษา

ในประเทศฝรัง่เศสพบไทป์ 16, 53, 51, 31 และ 61(23) หรอืในประเทศสหรฐัอเมรกิาทีพ่บไทป์ 16, 53, 52 และ 31 มาก 

ตามล�ำดับ(24) 
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การศึกษาครั้งนี้ได้เน้นศึกษาในสตรีไทยที่มีผลแปปสเมียร์ปกติเพื่อให้ได้ข้อมูลความเสี่ยงในการเกิดมะเร็ง

ปากมดลูกในสตรีปกติ และเป็นการส�ำรวจข้อมูลเบ้ืองต้นในพื้นที่ซึ่งมีข้อมูลอุบัติการณ์มะเร็งปากมดลูกที่ใกล้เคียงกัน

ท�ำให้การบริหารจัดการตวัอย่าง ความเชีย่วชาญในการเกบ็ตวัอย่างเซลล์ปากมดลกูและการวนิจิฉยัผล การขนส่งตัวอย่าง 

สามารถด�ำเนินการได้เหมือนกันทั้ง 4 แห่ง อย่างไรก็ตาม ควรมีการเพิ่มจ�ำนวนตัวอย่างมากขึ้นในแต่ละพื้นที่โดยใช้ค่า

ความชกุทีถ่กูต้องมากขึน้ เพือ่ให้ได้จ�ำนวนตวัอย่างทีเ่หมาะสม และได้ข้อมลูไทป์ทีต่ดิเช้ือถกูต้องมากขึน้ การขยายพืน้ที ่

ศึกษาให้มากขึ้น โดยครอบคลุมทั้งพื้นที่ความเสี่ยงสูงและต�่ำในการเกิดมะเร็งปากมดลูก อาจจะท�ำให้ได้ข้อมูล 

ที่ช่วยสนับสนุนการป้องกันมะเร็งปากมดลูกของประเทศได้สมบูรณ์มากขึ้น 

สรุป

การตรวจหาความชุกของการติดเชื้อและตรวจหาไทป์ของไวรัส HPV ในกลุ่มประชากรสตรีไทยปกติที่

ครอบคลุมพื้นที่ทั้ง 4 ภูมิภาคของประเทศนั้น นอกจากจะเป็นประโยชน์ในการเลือกใช้วัคซีนที่เหมาะสมในการป้องกัน 

ไทป์ที่ระบาดในสตรีไทยแล้ว ยังอาจน�ำไปพิจารณาเพ่ิมไทป์ของวัคซีนให้มีประสิทธิภาพครอบคลุมไทป์ที่ระบาด 

ในประเทศต่อไป 
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Abstract	 Cervical cancer, caused by Human Papillomaviruses (HPV) infection, is the second most common  

cancer in Thai women. HPV vaccination is an effective prevention measure, however, information on HPV  

infection prevalence and circulating HPV types is limited. We, therefore, aimed to survey HPV 

prevalence in Thai women with normal cytology at Nakornping Hospital, Khon Kaen Hospital,  

Lopburi cancer Hospital and Songkla Hospital located in 4 regions of the country. A total of 487 women  

attending a cervical screening program at each hospital were recruited into the survey during 2014-2016. 

All were screened for cervical cancer by Liquid-based Pap test and for HPV DNA by Real-time Polymerase 

Chain Reaction (Real-time PCR) technic. It was found that 14 of 487 (2.9%) women showed abnormal  

cytology while 473 (97.1%) had normal cytology results. Real-time PCR results demonstrated HPV  

infections in 98 of 473 cases (20.7%). HPV types with high and low risks of infection were found at the  

percentages of 12.1 and 5.5, respectively. Additionally, mixed infections were also found at the percentage  

of 3.4. The common high risk types were HPV 16 (17.5%) followed by HPV 66 (11.3%), HPV 52 (10.0%) and  

HPV 53 (10.0%), while the common low risk types were HPV 42 (20.8%), HPV 6 (15%), HPV 40 (15%) and  

HPV 54 (13%).  In our survey, most HPV-infected women were less than 30 years of age. The infection was  

statistically significant lower in higher age groups. Moreover, we found that more than one sexual partner  

as well as low income were major risk factors leading to HPV infections. Our data could be useful for  

further development of new HPV vaccines suitable for Thai women. 

Keywords:	 human papillomavirus, prevalence, HPV type 



รายงานจากห้องปฏิบัติการ	 	 ว กรมวิทย พ 2562; 61 (2) : 86-95 

86 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 61 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2562

เกรียงศักดิ์ ฤชุศาศวัต1  จงกลนี วงศ์ปิยะบวร2  ลัดดาวัลย์ เทียมสิงห์1  ชลธิชา กาวิด�ำ1  สุทธิวัฒน์ ล�ำไย1

เพทาย อุ่นผล1  สุนิดา วานเดอลาร์2  ปิยะ วงศ์จ�ำปา2  วิไล เฉลิมจันทร์1  และสมชาย แสงกิจพร1

1กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000
2จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330

การประเมินคุณภาพของชุดน�้ำยาตรวจแอนติเจน

ของไวรัสตับอักเสบบีแบบรวดเร็วในประเทศไทย

1

Corresponding author E-mail:  kriangsak.r@dmsc.mail.go.th

Received: 29 November 2018 	 Revised: 29 May 2019	 Accepted: 24 June 2019

บทคัดย่อ	 การตรวจ Hepatitis B surface antigen (HBsAg) ในเลอืด ใช้ค้นหาเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบบ ี(Hepatitis B virus, 

HBV) เพื่อช่วยสนับสนุนการวินิจฉัยโรค การตรวจสถานภาพก่อนได้รับวัคซีน และการคัดกรองหาเชื้อ HBV ในเลือดผู้บริจาค  

การศึกษานี้เป็นการประเมินคุณสมบัติของชุดตรวจ HBsAg แบบรวดเร็วที่มีจ�ำหน่ายในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2559 จ�ำนวน 

11 ผลิตภัณฑ์ ที่มีรูปแบบเป็นตลับ (cassette) หรือแถบ (strip) การวิเคราะห์ความไว ความจ�ำเพาะ ค่าท�ำนายผลบวก  

และค่าท�ำนายผลลบของชุดตรวจแต่ละชนิดโดยใช้ชุดตัวอย่างซึ่งผ่านการทดสอบ HBsAg ด้วยเครื่องอัตโนมัติ 2 วิธี จ�ำนวน

ทั้งหมด 350 ตัวอย่าง ประกอบด้วย ตัวอย่างผลบวกและผลลบ 150 และ 200 ตัวอย่างตามล�ำดับ ส�ำหรับการศึกษาความ 

ไวเชงิวเิคราะห์ของชดุตรวจ ใช้สารมาตรฐานจาก 2nd WHO International Standard เพือ่วเิคราะห์ปรมิาณต�ำ่สดุของ HBsAg 

ที่สามารถตรวจได้ (Limit of Detection: LOD) ผลการศึกษา พบว่าที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (95% CI) ชุดน�้ำยาตรวจหา  

HBsAg แบบรวดเรว็มค่ีาความไวอยูใ่นช่วงร้อยละ 98.0-98.67 (95% CI: ร้อยละ 94.29-99.63) ค่าความจ�ำเพาะร้อยละ 100 

(95% CI: ร้อยละ 98.12-100) และค่าความถกูต้องร้อยละ 99.14-99.43 โดยมค่ีา LOD อยูใ่นช่วง 0.52-8 IU/ml ตามเกณฑ์ 

ขององค์การอนามยัโลก และ International Consortium for Blood Safety ชดุตรวจทัง้หมดผ่านเกณฑ์การประเมนิส�ำหรบั

การวินิจฉัยโรค แต่ไม่ผ่านเกณฑ์การตรวจคัดกรองในเลือดบริจาค แสดงว่าชุดตรวจหา HBsAg แบบรวดเร็วสามารถน�ำมาใช้

ในการวินิจฉัยเบื้องต้น แต่ไม่สามารถน�ำมาใช้ตรวจคัดกรองเลือดบริจาคได้
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บทน�ำ

โรคตับอักเสบจากไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus, HBV) ก่อให้เกิดปัญหาทางสาธารณสุขทั่วโลก 

ในปี พ.ศ. 2544 (ค.ศ. 2001) องค์การอนามัยโลกประมาณสถานการณ์ว่ามีผู้ติดเชื้อกว่า 2,000 ล้านคน ในจ�ำนวนนี้ 

ประมาณ 350 ล้านคน เป็นพาหะเรื้อรัง และคาดการณ์ว่าผู้ติดเช้ืออย่างน้อย 1 ล้านคน อาจมีการด�ำเนินของโรค 

เป็นโรคตับแข็งและมะเร็งตับในที่สุด(1) อย่างไรก็ตามปี พ.ศ. 2558 (ค.ศ. 2015) Schweitzer A. และคณะรายงาน 

จ�ำนวนผูติ้ดเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบบีเรือ้รงัลดลงกล่าวคือ มปีระมาณ 248 ล้านคน และรายงานการศกึษาในประเทศไทย พบว่า 

มีผู้ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังลดลงเช่นกัน คือมีประมาณ 4.2 ล้านคน หรือร้อยละ 6.4(2-4) 

ผูร้บัเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบบส่ีวนใหญ่มกัไม่ค่อยมอีาการทางคลนิกิเมือ่ได้รบัเชือ้ในวยัเดก็ โดยเฉพาะอย่างยิง่ได้

รับเชื้อจากมารดาสู่ทารก ในขณะที่หนึ่งในสามของผู้ติดเชื้อในวัยผู้ใหญ่จะเกิดอาการเฉียบพลัน(5) ส�ำหรับผู้ที่เป็นพาหะ 

ไวรสัตับอกัเสบบบีางรายพบอยูใ่นระยะท่ีมีไวรสัเพิม่จ�ำนวนมาก (high replicative phase หรอื productive phase) 

คือ มี Hepatitis B surface antigen (HBsAg), HBV-DNA และ Hepatitis B e antigen (HBeAg) ในเลือด  

แต่บางรายอยู่ในระยะที่ไวรัสเพิ่มจ�ำนวนน้อย (low replicative หรือ restricted phase) คือมี HBsAg และ  

HBV-DNA ในเลือดในระดับต�่ำ  ไม่พบ HBeAg แต่พบ anti-HBe เพราะมีแอนติบอดีต่อ HBeAg ในเลือด  

(seroconversion) ผู้ป่วยบางรายกลายเป็นผู้ติดเช้ือซ่อนเร้น (Occult infection) คือ การเพิ่มจ�ำนวนไวรัสลดลง  

จนตรวจไม่พบ HBsAg ในเลอืด ยงัคงพบ HBV DNA และบางรายอาจมอีาการตบัอกัเสบโดยไม่สามารถขจดั HBeAg 

และไม่พบ anti-HBe (abortive seroconversion) ซึ่งหากเกิดบ่อยท�ำให้เซลล์ตับถูกท�ำลายมากขึ้น(6)

การตรวจหาเชื้อไวรัสตับอักเสบบีโดยการตรวจ HBsAg สามารถตรวจพบได้ภายใน 2 ถึง 8 สัปดาห์ 

ภายหลังจากการติดเชื้อ ก่อนที่ระดับเอนไซม์ Alanine amino transaminase (SGPT), และ Aspartate amino  

transaminase (SGOT) ในเลือดสูงขึ้นกว่าปกติ 5-100 เท่า (มากกว่า 500 เท่า ในรายที่ติดเชื้อเฉียบพลัน) และ

อาจพบ Bilirubin สงูขึน้ การตรวจด้วยชดุทดสอบ HBsAg ทีม่ใีนปัจจบุนัใช้หลกัการจบักนัของแอนตเิจน-แอนตบิอดี 

(antigen-antibody binding) และมีหลายรปูแบบ ได้แก่ (1) เทคนคิ Enzyme-Linked Immunosorbent Assays 

(ELISA), หรอื Enzyme-Linked Fluorescent Assays (ELFA) (2) เทคนคิ Immuno Chromatography (IC) 

โดยเฉพาะในชุดทดสอบแบบให้ผลรวดเร็ว (Rapid test) เช่น Dip-sticks หรือ Test strip เป็นต้น(7) 

ข้อมูลการประเมินชุดน�้ำยาโดย International Consortium for Blood Safety (ICBS)(8) ในชุดน�้ำยา  

70 ชนดิ ทีม่จี�ำหน่ายท่ัวโลก พบว่ามีความไวร้อยละ 94.52-100 และความจ�ำเพาะร้อยละ 96.37-100 ส�ำหรบัประเทศไทย

สมาคมเทคนิคการแพทย์แห่งประเทศไทยในพระอุปถัมภ์ฯ ร่วมกับส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวง

สาธารณสุข ได้ประเมินชุดตรวจ 21 ผลิตภัณฑ์ ที่มีจ�ำหน่ายในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2546 ประกอบด้วย ชุดตรวจ 

ที่อ่านด้วยเครื่องมือ (machine-based) จ�ำนวน 10 ผลิตภัณฑ์ และชุดทดสอบแบบให้ผลรวดเร็ว (rapid assay) 

จ�ำนวน 11 ผลิตภัณฑ์ พบว่าชุดตรวจที่อ่านด้วยเครื่องมือมีความไวและความจ�ำเพาะมากกว่าร้อยละ 99 ในขณะที่ 

ชุดทดสอบแบบให้ผลรวดเร็วมีความไวร้อยละ 97-99 และความจ�ำเพาะร้อยละ 96-100(9) 

จากการที่องค์การอนามัยโลกแนะน�ำให้ใช้ชุดน�้ำยาอ้างอิงจาก 2nd WHO International Standard (IS) 

and Reference Panel for HBsAg เพ่ือหาความไวเชิงวเิคราะห์ (Analytical sensitivity) และก�ำหนดให้ค่า HBsAg  

เป็น International units (IU) แทนหน่วยนาโนกรมั (Nanogram, ng)(10) นัน้  ชดุตรวจ HBsAg แบบให้ผลรวดเร็ว 

ในรปูแบบต่าง ๆ  ทีม่กีารน�ำเข้าเพือ่จ�ำหน่ายในประเทศไทย ยงัไม่มค่ีาปรมิาณต�ำ่สดุทีต่รวจ HBsAg ได้ จงึได้ท�ำการประเมนิ 

เพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้นของประสิทธิภาพชุดตรวจ HBsAg ที่ให้ผลเร็ว และอ่านผลด้วยตาเปล่า (HBsAg RDTs)
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วัสดุและวิธีการ

ชุดผลิตภัณฑ์

	 ชุดตรวจ HBsAg แบบรวดเร็วในการประเมินครั้งนี้ เป็นวิธี Lateral flow chromatographic  

immunoassay ที่ใช้หลักการทดสอบเป็นวิธี Sandwich ทั้งหมด 11 ผลิตภัณฑ์ แบ่งตามรูปแบบ เป็น 2 ชนิด คือ  

(1) รูปแบบตลับ (cassette) มี 6 ผลิตภัณฑ์ และ (2) รูปแบบแถบ (strip) มี 5 ผลิตภัณฑ์ ดังแสดงในตารางที่ 1 

โดยชุดทดสอบได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทตัวแทนจ�ำหน่ายในประเทศไทย 7 บริษัท

ตารางที่ 1	 รายละเอียดชุดทดสอบ HBsAg แบบรวดเร็วที่ใช้ศึกษา

Product name Manufacturer
Test 

format

Test 

structure
Cat. No. Lot No.

ABON One Step HBsAg 

Rapid Test  (Strip)

ABON One Step 

HBsAg Rapid Test  

Device  (Cassette)

ABON Biopharm 

(Hangzhou) Co. Ltd., 

P.R.China

Rapid Sandwich IHBsg-301

IHsg-302C

BSG6020001

BSG6020003

ALERE Determine 

HBsAg (Strip)

Alere Medical

Co. Ltd., Japan

Rapid Sandwich 7D2543 69934K100A

ASAN Easy Test HBs 

(Cassette)

ASAN Pharmaceutical 

Co. Ltd., Korea

Rapid Sandwich AM5225-K P7006

Blue CROSS One Step 

HBsAg Test (Strip)             

Blue CROSS One 

Step HBsAg Test 

(Cassette)

Blue Cross 

Bio-Medical (Beijing) 

Co. Ltd., P.R.China 

Rapid Sandwich - 20151201

20150201

BOSON HBsAg Rapid 

Test (Cassette)

Xiamen Boson Biotech 

Co. Ltd., P.R.China

Rapid double 

antibody-

sandwich

1H01C2 14070103

CTK: OnSite HBsAg 

Rapid Test (Cassette)      

CTK Biotech, Inc., 

USA

Rapid Sandwich R0040C F1205L8G00

HEALGEN HBSAg 

Rapid Test (Strip)

Healgen, USA Rapid Sandwich GCHBsg-

301a

1511024

SD Bioline HBsAg Fast  

One Step HBsAg (strip)

SD Bioline HBsAg 

(Cassette)

Standard 

Diagnostics., Korea

Rapid Sandwich 01FK12

01FK10

RST16001

RDT16001
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ตัวอย่างศึกษา

ตัวอย่างทดสอบ : ซีรั่มหรือพลาสมาของผู้ป่วยที่สงสัยว่าเป็นโรคตับอักเสบจากไวรัส ซึ่งเข้ามารับการรักษา 

ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จ�ำนวน 4,000 ตัวอย่าง ระหว่างพฤศจิกายน พ.ศ. 2558 ถึงมีนาคม พ.ศ. 2559 น�ำมา

ตรวจหา HBsAg ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติจาก Architect (Abbott GmbH & Co. KG Wiesbaden,  

Germany) และสุ่มตรวจ HBsAg ซ�้ำด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติจาก Elecsys E411 HBsAg (Roche  

diagnostic, Germany) แล้วคัดเลือกเพื่อใช้ในการประเมินชุดทดสอบได้จ�ำนวน 350 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็นตัวอย่าง

ที่ให้ผล HBsAg เป็นบวกจ�ำนวน 150 ตัวอย่าง และให้ผล HBsAg เป็นลบจ�ำนวน 200 ตัวอย่าง และส�ำหรับตัวอย่าง 

ที่ให้ผลบวก HBsAg ทั้ง 2 เครื่องตรวจอัตโนมัติ น�ำมาตรวจยืนยันซ�้ำอีกครั้ง ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ  

mini VIDAS (VIDAD HBsAg Ultra Confirmation, bio Merieux SA, France) จากนั้นแบ่งบรรจุในหลอด

ทดลองละ 500 ไมโครลิตร และเก็บรักษาที่ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน�ำไปศึกษาต่อไป

การศึกษาคร้ังนี้ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ของคณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย รหัส 592/58

สารมาตรฐาน : 2nd WHO International Standard, NIBSC code: 03/262 (Medicines and  

Healthcare products Regulatory Agency, UK) ใช้ในการศึกษาความไวเชิงวิเคราะห์ โดยวิเคราะห์ปริมาณ

แอนติเจนที่ต�่ำสุด (Limit of detection: LOD) ของแต่ละผลิตภัณฑ์ เจือจางสารมาตรฐานด้วยซีรั่มที่ตรวจไม่พบ  

HBsAg, Anti-HBs, HBV-DNA, HCV-RNA และ  HIV-RNA จนได้ความเข้มข้นเท่ากับ 8.25, 2.06, 0.52, 0.13 

IU/ml แล้วแบ่งบรรจุในหลอดทดลองละ 500 ไมโครลิตร และเก็บรักษาที่ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน�ำไปศึกษาต่อไป

สารควบคุม : ซีรั่มหรือพลาสมาของตัวอย่างทดสอบที่ให้ผลบวกอ่อน (weakly positive) และผลลบ 

จากการตรวจด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ น�ำมาแบ่งบรรจุหลอดทดลองละ 500 ไมโครลิตร และเก็บรักษาท่ี  

-20 องศาเซลเซียส ก่อนน�ำไปศึกษาต่อไป

วิธีการทดสอบ

การประเมินชุดผลิตภัณฑ์ : น�ำชุดตัวอย่างทดสอบมาละลายที่อุณหภูมิห้อง ผสมให้เข้ากันและปั ่น 

ที่ความเร็ว 2,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที แล้วน�ำส่วนใสมาทดสอบภายใน 2 ชั่วโมง โดยทดสอบแต่ละผลิตภัณฑ์ 

ตามเอกสารก�ำกบัท่ีมากับชดุตรวจ ท�ำการทดสอบด้วยชดุตวัอย่างทดสอบไม่เกนิครัง้ละ 10 ราย และอ่านผลด้วยตาเปล่า 

ด้วยผู้ปฏิบัติงาน 2 ราย หากการอ่านผลไม่ตรงกันหรือไม่ชัดเจน ท�ำการทดสอบใหม่ซ�้ำโดยผู้ปฏิบัติงานรายที่ 3  

และอ่านผลอย่างน้อย 2 ราย ผลที่ได้ถือเป็นผลสุดท้าย แต่ละรอบการประเมินมีการใช้สารควบคุมคุณภาพผลบวก 

และผลลบร่วมด้วย

การประเมินความไวเชงิวิเคราะห์ของชุดผลิตภณัฑ์ : ทดสอบด้วยสารมาตรฐานทีเ่ตรยีมไว้ 4 ระดบั แต่ละระดบั 

ทดสอบ 3 ซ�้ำ  โดยท�ำการทดสอบและอ่านผลเช่นเดียวกับการทดสอบด้วยชุดตัวอย่างทดสอบ ก�ำหนดค่า LOD คือ 

ระดับที่ได้ผลบวกสอดคล้องกันทั้ง 3 ซ�้ำ
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การวิเคราะห์ผล 

วเิคราะห์ผลโดยค�ำนวณความไว (Sensitivity), ความจ�ำเพาะ (Specificity), ค่าความถกูต้อง (Accuracy), 

ค่าท�ำนายผลบวก (Positive Predictive Value, PPV) และค่าท�ำนายผลลบ (Negative Predictive Value, NPV)(11)  

ตามตารางที ่2 โดยก�ำหนดความชกุ (Prevalence) ตามกลุม่ คือ 0.1% (กลุม่ผู้บรจิาคโลหติ), 5.0% (กลุม่ผู้ป่วยทัว่ไป)  

และ 10% (กลุ่มผู้ติดยาชนิดฉีดเข้าเส้น)(12) 

ผลการทดสอบ โรค

เป็น ไม่เป็น รวม

ผลบวก (Positive) ผลบวกจริง (TP) ผลบวกปลอม (FP) a+b

a b

ผลลบ (Negative) ผลลบปลอม (FN) ผลลบจริง (TN) c+d

c d

รวม a+c b+d a+b+c+d

ตารางที่ 2	 พารามิเตอร์ส�ำหรับใช้ค�ำนวณหาความไว (sensitivity) และความจ�ำเพาะ (specificity) 

 

โดยค�ำนวณตามสูตร ดังนี้

ความไว (Sensitivity) (%) = a/(a+c) x 100

ความจ�ำเพาะ (Specificity) (%) = d/(b+d) x 100 

ค่าความถูกต้อง (Accuracy) (%) = a+d/N x 100

ค่าท�ำนายผลบวก (Positive predictive value) 

PPV = (prevalence)(sensitivity)/(prevalence)(sensitivity)+ (1-prevalence)(1-specificity) 

ค่าท�ำนายผลลบ (Negative predictive value) 

NPV = (1-prevalence)(specificity)/(1-prevalence)(specificity)+(prevalence)(1-sensitivity) 

ผล

จากการประเมินชุดผลิตภัณฑ์ทดสอบ HBsAg แบบรวดเร็วจ�ำนวน 11 ผลิตภัณฑ์ พบว่ามีความไวร้อยละ 

98.00-98.67 ท่ีระดบัความเชือ่ม่ันท่ี 95% CI อยูใ่นช่วงร้อยละ 94.29-99.63 และมคีวามจ�ำเพาะร้อยละ 100 ที ่95% CI  

อยู่ในช่วงร้อยละ 98.12-100 

ค่าความถกูต้องอยูใ่นช่วงร้อยละ 99.14-99.43 ค่าท�ำนายผลบวกส�ำหรับกลุม่บริจาคโลหติ (ความชุก 0.1%)  

กลุ่มผู้ป่วยทั่วไป (ความชุก 5%) และกลุ่มผู้ติดยาเสพติดชนิดฉีดเข้าเส้น (ความชุก 10%) มีค่าเป็น 1 ส่วนค่าท�ำนาย

ผลลบส�ำหรับกลุ่มบริจาคโลหิต มีค่าอยู่ในช่วง 0.99998-0.99999 กลุ่มผู้ป่วยทั่วไป มีค่าอยู่ในช่วง 0.99895-0.99930 

และกลุ่มผู้ติดยาเสพติดชนิดฉีดเข้าเส้น มีค่าอยู่ในช่วง 0.99778-0.99852 ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 3
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จากการทดสอบด้วยสารมาตรฐานจาก 2nd WHO International Standard ทีเ่จอืจาง 4 ระดบั พบว่า LOD  

ของชดุผลติภัณฑ์ทดสอบอยูใ่นช่วง 0.52-8 IU/ml ชดุทดสอบทีม่ ีLOD ต�ำ่สดุคอื ชดุทดสอบที ่2 และ 8 (0.52 IU/ml) 

ขณะที่ชุดทดสอบ 5 และ 6 มีค่า LOD สูงกว่าชุดทดสอบอื่น (8 IU/ml) (ตารางที่ 3)

 

วิจารณ์

จากแนวทางปฏิบัติที่แนะน�ำว่าการใช้ชุดทดสอบแบบรวดเร็ว 2 วิธีช่วยสนับสนุนผลการตรวจพบ HBsAg  

ได้(13) ทั้งนี้ขึ้นกับความชุกของการติดเชื้อในประชากร นอกจากนี้ยังเกี่ยวข้องกับจีโนไทป์ (Genotype) ของเชื้อไวรัส 

ตับอักเสบบี ที่มีการกระจายตัวในแต่ละพื้นท่ีของประเทศไทย(14) ดังนั้นคุณภาพของชุดทดสอบจึงมีความส�ำคัญ 

เพื่อการเลือกใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ

ปัจจุบันชุดน�้ำยาตรวจ HBsAg แบบรวดเร็วที่มีจ�ำหน่ายในประเทศไทย น�ำเข้าจากต่างประเทศโดยตัวแทน

จ�ำหน่ายแตกต่างกันไป ซ่ึงขณะน้ีประเทศไทยยังไม่มีการขึ้นทะเบียนเครื่องมือแพทย์ชุดตรวจที่เกี่ยวกับตับอักเสบ  

การประเมนิครัง้นีน้อกจากทราบความไว ความจ�ำเพาะแล้ว ยงัเป็นข้อมลูเบือ้งต้นทีม่ค่ีาความไวเชงิวเิคราะห์หรอื LOD 

ที่ทราบคุณสมบัติในการตรวจจับปริมาณ HBsAg ต�่ำสุดของชุดทดสอบที่มีจ�ำหน่ายในปัจจุบัน 

ผลการประเมนิชดุทดสอบในการศกึษานี ้ พบว่ามคีวามไวร้อยละ 98.0-98.7 สอดคล้องกบัการศกึษาของสมาคม 

เทคนิคการแพทย์ในประเทศไทย ที่พบว่าชุดตรวจแบบรวดเร็วที่มีจ�ำหน่ายใน พ.ศ. 2546 มีความไวร้อยละ 97-100(9)  

จากการที่องค์การอนามัยโลกได้ก�ำหนดเกณฑ์การประเมิน HBsAg โดยเฉพาะด้วย RDTs โดยให้มีค่าความจ�ำเพาะ 

มากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 98.0(15)  ซึ่งทุกชุดทดสอบในการประเมินนี้มีความจ�ำเพาะสูง (ร้อยละ 100) แสดงว่า 

ชุดทดสอบแบบรวดเร็วทั้ง 11 ผลิตภัณฑ์ มีโอกาสเกิดผลบวกปลอมต�่ำ

ส�ำหรบัการประเมินครัง้น้ีพบผลลบปลอม ซึง่อาจเกดิจากชดุตรวจด้วยเครือ่งแบบอตัโนมตัทิีน่�ำมาใช้คดักรอง

ตัวอย่างศึกษามีค่า LOD เท่ากับ 0.072 IU/ml ขณะที่ค่า LOD ของชุดทดสอบแบบรวดเร็วมีค่าต�่ำสุดเท่ากับ 0.52 

IU/ml จึงท�ำให้ไม่สามารถตรวจจับได้ 

การตรวจคัดกรองเบื้องต้นของกลุ่มบริจาคโลหิตนั้น องค์การอนามัยโลก และ ICBS ก�ำหนดค่า LOD  

เท่ากับ ≤ 0.13 และ 0.02 IU/ml ตามล�ำดับ ดังนั้นชุดทดสอบ HBsAg แบบรวดเร็วที่ได้ประเมินนี้ไม่ผ่านเกณฑ ์

ส�ำหรับใช้คดักรองเลือดบรจิาค ซ่ึงในประเทศไทยแนวทางปฏบิตัริะดบัชาตไิม่อนญุาตให้ใช้ชดุตรวจ HBsAg แบบรวดเร็ว 

มาใช้คัดกรองเลือดบริจาค แต่ใช้เพื่อวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการโดยเฉพาะในกรณีที่ต้องการผลด่วน เพื่อพิจารณา 

การปฏบิติัการเบือ้งต้นได้ทนัท่วงท ีนอกจากนีอ้าจเป็นทางเลอืกในการสนบัสนนุการตรวจ HBsAg ตามแนวทางปฏิบตัิ 

ขององค์การอนามัยโลกในปี 2560 ท่ีแนะน�ำให้ใช้ชดุตรวจคัดกรองสองชดุทีม่หีลกัการแตกต่างกนั ในกรณทีีม่ค่ีา HBsAg  

seroprevalence น้อยกว่าร้อยละ 0.4 (< 0.4%) เพื่อลดความผิดพลาดที่จะเกิดขึ้น(13) อย่างไรก็ตามควรปฏิบัติตาม 

คูม่อืการใช้อย่างเคร่งครดั นอกจากน้ีควรมีการควบคมุคณุภาพทีดี่และอย่างต่อเนือ่ง เพือ่ให้ได้ผลตรวจสอบทีม่คีณุภาพ

ถกูต้องแม่นย�ำ ทัง้นีใ้นการเลอืกใช้ชดุทดสอบนอกจากค�ำนงึถงึความไว ความจ�ำเพาะ และความแม่นย�ำแล้ว ยงัต้องค�ำนงึถงึ 

ปัจจัยหลายอย่าง เช่น ความสะดวก ความยากง่าย ความรวดเร็ว รูปแบบต่าง ๆ  ของชุดตรวจ ศักยภาพของผู้ปฏิบัติงาน 

ปริมาณงาน และบริการหลังการขาย เป็นต้น
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ชุดตรวจหา HBsAg แบบรวดเร็วทั้งหมด 11 ผลิตภัณฑ์ที่ได้ท�ำการประเมิน พบว่ามีความเหมาะส�ำหรับ 

ใช้ในการคัดกรองเพื่อการวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการ แต่ยังไม่เหมาะสมส�ำหรับการคัดกรองในการให้เลือด 
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Evaluation of HBsAg Rapid 

Test Kits in Thailand

Kriangsak Ruchusatsawat1  Jongkonnee Wongpiyabovorn2  Laddawan Thiemsing1 

Chonthicha Kawidam1  Suttiwat Lumyai1  Petai Unpol1  Sunida Vandelaer2 

Piya Wongchampa2  Wilai Chalermchan1  and  Somchai Sangkitporn1

1Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000,
2Chulalongkorn University, Pathum Wan, Bangkok 10330, Thailand

Abstract	 Detection of Hepatitis B surface antigen (HBsAg) in blood, is useful for diagnosis of  

Hepatitis B virus (HBV) infection, determining needs for individual HBV immunization and screening  

for HBV in blood donors. In this study, we evaluated performance of HBsAg rapid test kits that were used  

in Thailand in 2016. A total of 11 products, manufactured in forms of either a cassette or a strip, were 

included to the study. Performance evaluation on sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) 

and negative predictive value (NPV) was examined using 150 and 200 known HBsAg positive and known 

HBsAg negative samples, respectively, as determined by 2 automatic machine-based HBsAg test kits.  

In addition, Limit of Detection (LOD), a parameter to determine analytical sensitivity, was evaluated 

using the 2nd WHO International Standard. Our results showed that, at 95% confidence level (95% CI), 

sensitivity was in a range of 98.0-98.67 (95% CI: 94.29-99.63%). Specificity was 100 percent (95% CI:  

98.12-100 %). Accuracy was ranged from 99.14% to 99.43%. All test kits had LOD values between  

0.52 to 8 IU/ml. According to WHO and International Consortium for Blood Safety criteria, performance 

of HBsAg rapid test kits passed the criteria for diagnosis only. Our findings suggested that HBsAg  

rapid test kits can be used for initial diagnosis but cannot be used for screening blood donors.

Keywords: HBsAg rapid test kits, sensitivity, specificity, limit of detection
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