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Genetic Analysis of Hepatitis A Viruses

Detected in an Outbreak at a Military

Training Center, Chonburi Province :

Plausibility of Contaminated Drinking Water

Kriangsak  Ruchusatsawat* Chonthicha  Kawidam* Laddawan  Thiemsing* 

Somchai  Sangkitporn* Naokazu  Takeda**, *** Masashi  Tatsumi**, *** Koji  Ishii**** 

Li  Tiang  Chang**** and Jongkonnee  Wongpiyabovorn*****
 * National Institute of Health, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand
 ** Thailand-Japan Research Collaboration Center of Emerging and Re-emerging Infections  
  (RCC-ERI), Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand
 *** Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University, Suita, Osaka 565-0781, Japan
 **** Department of Virology II, National Institute of Infectious Diseases, Tokyo 208-0011, Japan
 ***** Department of Microbiology, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, Pathumwan, 
  Bangkok 10330, Thailand  

ABSTRACT  Hepatitis A virus (HAV) is a causative agent of food- and water - borne acute hepatitis 
that usually affects young adults. This study was to investigate possible agents of a viral hepatitis 
outbreak in 2008 at a military training center in Chonburi, Thailand. Of 388 serum samples of cases, 
188 (48.8%) were positive for anti - HAV IgM, whereas all were negative for anti - HCV antibodies, anti-
HBc IgM and anti HEV IgM. Furthermore, studies on randomly selected samples using RT - PCR at 
VP1/2A junction of HAV genome found that 30 anti - IgM - positive sera, 42 stool and 1 drinking water 
samples were positive for HAV RNA. Nucleotide sequence analysis of VP1/2A junction (234 base pairs) 
was further determined. We found that all 21 samples selected for phylogenetic analysis demonstrated 
identical sequences and were categorized into genotype IA. Our finding also suggested that the 2008 
hepatitis A virus outbreak was possibly occurred from contamination of drinking water. Continuation 
on control measures for clean drinking water is, therefore, essential.

Keywords: hepatitis A, HAV, molecular epidemiology, phylogenetic analysis deleted drinking  
 water 
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Genetic Analysis of Hepatitis A Viruses  Kriangsak  Ruchusatsawat et al.

Introduction

Transmission of hepatitis A virus (HAV) via fecal-oral route as well as person- 

to-person contact can cause acute viral hepatitis.(1) The symptoms of HAV infection are self-  

limiting within 1 - 2 months. HAV-infected individuals often require hospitalization and proper 

therapy.(2) Recent reports described a number of outbreaks of hepatitis A in both Asian and 

European countries.(3-6) HAV usually affects young adults, and their mortality rate is relatively 

high, that is 0.1% and 2.1% in age groups of <14 years and >40 years, respectively.(7) Improved 

hygienic and socioeconomic conditions may be resulted in a decrease in natural HAV immunity.(8)

HAV belongs to the genus Hepatovirus in the family Picornaviridae. Its genome is a 

7.6-kb single-stranded positive-sense RNA molecule. Owing to the fact that no practical cell 

culture systems for HAV isolation has been developed, nucleotide sequence analysis of VP1/2A 

region of HAV genome, followed by phylogenetic analyses, has then used to categorization of 

HAV isolates from various countries. Currently, there are seven HAV genotypes; genotype I 

(GI) to VII (GVII).(9-11) GI and GIII, are further divided into subgenotypes, IA and IB, and IIIA 

and IIIB, respectively.(11)

According to a nationwide surveillance system of viral hepatitis in Thailand, several 

HAV outbreaks were reported from many provinces including Suphanburi, Chantaburi, Chiangrai 

and Lampang in 2001, 2002, 2005 and 2005, respectively.(12,14) Wattanasri N et. al firstly reported 

that HAV isolates in Thailand were classified into two genetic groups, namely, GIA and GIB.(12) 

The hepatitis outbreak in 2008 was reported to occur at a military training center in 

Chonburi Province. The present study was to serologically and genetically determine causative 

agent(s), as well as to identify possible source(s) of infection.

Materials and Methods

Patient sera

A total of 388 serum specimens were collected from patients with clinically diagnosed 

as having acute viral hepatitis during June 19th to July 7th in 2008. All, attending a training 

course during April 2nd to June 3rd, 2008 at a military training center in Chonburi, were re-

cruits from Songkhla (n = 98), Chonburi (n = 228) and Chantaburi (n = 62) provinces. All sera 

were tested for Anti-HAV IgM antibody, anti-HAV total antibody, anti-hepatitis B core (HBc) 

IgM antibody, anti-hepatitis C virus (HCV), and anti-hepatitis E virus (HEV) IgM antibody 

using commercially available reagents; VIDAS HAV IgM (BioMerieux, Marcy-l'Étoile, France), 

VIDAS HAV total (BioMerieux), Mini VIDAS HBc IgM (BioMerieux), ETI-AB-HCVK-4 (DiaSorin, 

Saluggia, Italy), and HEV-IgM ELISA (MP Diagnostic, Singapore), respectively.
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Water samples

Eleven water samples suspected of contamination were collected from each of 11 

water tanks at the military training center. The water was generally used for both drinking and 

commercial purposes. Concentrations of HAV particles were measured as described.(13) Briefly, one 

liter of water was collected in a sterile bottle from each tank and stored in an icebox until analysis. 

The water was dechlorinated with sodium thiosulfate (Na2S2O3) (Merck, Darmstadt, Germany) 

to obtain a final concentration of 50 mg/l. Aluminum chloride hexahydrate (AlCl3.6H2O) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added at a final concentration of 120 mg/l, 

and pH was adjusted to 3.5 with 1.0 N HCl. Each sample was filtrated with a 0.22 - µm filter  

(Millipore, Bedford, MA), and the filter was washed with 0.14 N NaCl for 5 min to remove 

excess Al+. For the elution of the virus, the filter was soaked for 3 min in 300 µl of 3% Beef 

Extracts (BD, Beckon Dickinson, Lepontdeclaix, France) at pH 9.0. Antibiotic (Streptomycin 

and Penicillin) and 10 × MEM was added and the samples were kept at −70°C until further 

processing. A positive control, used for estimation of HAV recovery during concentration, was 1 

ml of HAV vaccine antigens derived from the HM - 175 strain (Havrix1440, GlaxoSmithKline 

Biological, Rixensart, Belgium). All samples were tested in triplicate.

Stool samples

A total of 48 stool specimens were collected from the patients who were clinically 

diagnosed acute viral hepatitis in Chonburi Province. One gram of stool was used to prepare 

a 10% suspension (w/v) with phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4. The suspension was 

clarified by centrifugation for 30 min at 10,000 g at 4°C, and the supernatant was kept at −70°C 

until use.

Viral RNA extraction

Viral RNA was extracted from 100 µl of 10% suspension (w/v) of serum and stool samples, 

and the eluent from each water sample using Trizol reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA) 

according to the manufacturer’s instructions. 

RT-PCR and sequencing

RNA was dissolved with 20 µl RNase-free distilled water containing 40 U ribonuclease  

inhibitor (RNasin, Promega, Madison, WI). For cDNA synthesis and the first polymerase 

chain reaction (PCR), 10 µl of the RNA was incubated for 45 min at 42°C with 15 pmol of reverse 

primer BR-9 (3310 - 3286 nt, 5′AGT CAC ACC TCT CAA GGA AAA CTT 3′). For the RNA  

sample, 40 µl of the reaction mixture containing 1 × AMV buffer (10 mM Tris - HCl [pH 8.3], 

.5 mM MgSO4, 50 mM KCl, and 0.001% gelatin), 5 U of AMV reverse transcriptase, 5 U Tfl, 

10 mM deoxynucleoside triphosphates (dNTPs) (Access RT-PCR system kit, Promega), and 

15 pmol of forward primer BR-5 (2950 - 2972 nt, 5′ TTG TCT GTC ACA GAA CAA TCA 
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G 3′) were added. After an initial denaturation at 94°C for 2 min, 35 cycles of amplification were 

performed using the GeneAmp PCR System 2400 (PE-Applied Biosystems, Foster City, CA). 

Each cycle consisted of denaturation for 1 min at 94°C, primer annealing for 1 min at 55°C, and 

an extension reaction for 1 min at 72°C followed by a final extension for 7 min at 72°C. The 

positions of the primers were numbered according to the complete nucleotide sequence of HAV 

HM175 strain.

A nested PCR was performed in 20 µl of reaction mixture containing 2 µl of the first 

PCR product, 15 pmol of forward primer RJ-3 (2984 - 3002 nt, 5′ TCC CAG AGC TCC ATT 

GAA 3′) 15 pmol of reverse primer BR-6 (3217 - 3193 nt. 5′AGG AGG TGG AAG CAC TTC 

ATT TGA 3′), 1 × Taq buffer (10 mM Tris-HCl [pH 8.3], 1.5 mM MgCL2, 50 mM KCl, and 

0.001% gelatin), 2.5 mM deoxynucleoside triphosphate (dNTPs), and 1U Taq DNA polymerase 

(Promega). The PCR was performed under the same conditions as the first PCR. The nested 

PCR products were purified with a QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Germany). 

A nucleotide sequence was determined with an ABI 3110 Genetic Analyzer (PE-Applied 

Biosystems) using a Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE-Applied 

Biosystems) as described.(12) RJ3 and BR6 primers were used for sequencing. The nucleotide 

sequences were then aligned with the corresponding HAV genomic region using MacVector 

software version 4.5.3 (Kodak Scientific Imaging System, Oxford, UK).

Genetic analysis

Phylogenetic analysis was performed with the Phylogenetic Inference Package 

(PHYLIP) 3.5.7.2 (University of Washington, Seattle, WA). An evolutionary distance was 

estimated using DNADIST (UPGMA), and unrooted phylogenetic trees were constructed using 

the neighbor-joining (NJ) method. A phylogenetic tree was visualized and edited with TREE 

VIEW ver. 1.5.

Results

Determination of HAV Infection

Serological examination

All sera were tested for Hepatitis A, B, C and E infection. None were detected positive 

for Hepatitis B, C and E. Among 388 serum specimens, 188 were positive for anti-HAV IgM 

antibody. Of these, 51, 114 and 23 were specimens obtained from those coming from Songkhla, 

Chonburi and Chantaburi, respectively (Table 1). The results indicated that HAV was the 

causative agent of the 2008 hepatitis outbreak. In addition, clinical symptoms were correlated 

with an incubation time of HAV infection (data not shown).
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Genetic analysis of HAV genotypes

 An outbreak investigation team was further collected stool samples of some HAV-positive 

cases as well as possible drinking water as source(s) of contamination. Using RT-PCR, 42 out of 

48 stool specimens and 1 out of 11 drinking tank water were positive for HAV RNA. Additionally, 

detection of HAV RNA was found in 30 out of 45 anti-HAV IgM positive sera (Table1). 

Due to a limitation in the amount of specimens collected, nucleotide sequencing at 

VP1/2A junction was performed in 15, 5 and 1 of serum, stool and water specimens, respectivel 

Sequencing and phylogenetic analysis was shown that each NT sequences of each samples 

were identical and classified into genotype 1A (Fig. 1). According to the genetic analysis, it could 

indicate that the 2008 HAV outbreak was due to genotype IA and suggested that the possible 

source of HAV contamination was one of the drinking tanks in Chonburi training center. 

Province of 

samples

collection

Songkhla 

Chonburi 

Chanthaburi

Total

Serum

Serum

Stool

(Drinking

tank water)

Serum

June 19-July 4

June 21-July 7

June 21-July 7

June 21-July 7

July 1

51/98  (52.0)

114/228 (50.0)

nd

nd

23/62 (37.0)

188/388 (48.8)

11/19 (57.9)*

12/19 (63.2)*

42/48 (87.5)

1/11 (9.1)

7/7 (100)

73/94 (77.7)

5/11**

5/11**

5/42**

1/1

5/7

21/73 (28.8)

IA

IA

IA

IA

IA

Type of 

sample

Duration of 

Samples 

collection

Positive for 

anti-HAV IgM 

antibody/Total 

(%)

HAV-RNA 

positive/

Anti HAV-IgM 

positive (%)

No. of

Sequencing/ 

HAV-RNA 

positive

Genotype

Table 1 Detection of Hepatitis A virus in various specimens during the 2008 HAV outbreak 

 at the military training center, Chonburi Province, Thailand

nd = not done

* = randomly selected sera depended on the limited amount of serum

** = randomly selected sequencing samples depended on PCR product concentration
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Fig. 1 Phylogenetic tree of HAV detected in outbreaks in Thailand in 2008. The nucleotide 

 sequences of the VP1/2A region of the genome (168 bp) from 21 isolates were analyzed 

 by the neighbor-joining (NJ) method along with 45 reference strains from GenBank. Two  

 strains isolated previously in Rayong and Chiangrai provinces (GQ891079 and GQ891080, 

 respectively) in Thailand are shown in italics. The HAV strains analyzed in this study 

 are one Chonburi strain from water (CW), five Chonburi strains from stools (CS), 

 five Chantaburi strains (B), five Chonburi strains (C), and five Songkhla strains (S). 

 The nucleotide sequences determined in this study were deposited in GenBank under 

 accession numbers GQ891058, GQ891059 - 63, GQ891064 - 68, GQ891069 - 73, and  

 GQ891074 - 78.
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Discussion

Acute hepatitis mainly occurs by eating and/or drinking of food and/or water 

contaminated with Hepatitis A virus. Anti-HAV and HAV RNA assays are used to determine 

HAV infection. Anti-HAV IgM, in particular, is used to detect acute or recent infection. A number 

of HAV outbreaks in Thailand were reported in the past 10 years.(12,14) 

In this study, almost 50% of suspected cases were found positive for anti-HAV IgM. 

In addition, duration of specimens collection was in accordance with an incubation time known 

for HAV infection. Our findings could indicate that the 2008 outbreak of acute hepatitis among 

recruits attending the training course during June 19th to July 7th was caused by Hepatitis 

A virus.

HAV genotyping studies illustrated that all 21 strains were classified into GIA, one 

of the two genotypes previously reported in acute hepatitis patients during 1998 - 2002.(12) 

Previous investigations suggested that the HAV outbreaks were due to indigenous HAV, 

where HAV strains identified in the central part of Thailand were different from those in the 

eastern part of the country.(14) The present study also showed a strain indigenous to Chonburi 

province where the occurrence and the possible source of the outbreak were found. Interestingly,  

comparison of 168 bases in the VP1/2A region of the genome (168 bp) among sequences 

previously reported, it was shown that the sequences of the outbreak strains are identical to 

that of a strain detected in Korea in 2006 (EU073735.1)(15), however, the relationship between 

these two strains is unknown. 

Using molecular technique, the possible source of the 2008 outbreak was subjected to be 

one of the drinking water tanks. Raising awareness on good hygiene to the public and continuation 

on control measures of food and drinking water are, therefore, important. Additionally, laboratory-

based surveillance should be regularly performed as a part of an alert system on occurrence of 

possible outbreaks.

Conclusion

 The 2008 hepatitis A outbreak at the military training center, Chonburi was potentially 

caused by a contaminated drinking water tank. We also found that nucleotide sequencing of 

HAV from all representative clinical specimens demonstrated identical sequences and were 

classified into genotype IA. Good practices on hygiene are recommended to prevent any outbreaks 

that might occur.
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บทคัดย่อ การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณทางจุลชีววิทยาตาม ISO 16140 - 2:2016 กำาหนดให้ 
ใช้ Accuracy profile ในการเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ของวิธีอ้างอิงกับวิธีทางเลือก งานวิจัยนี้ได้นำา Accuracy profile มาใช้
ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold (3M RYM) ในการตรวจนับปริมาณยีสต์ 
และราในเครื่องดื่มชนิดเหลวเปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง US FDA BAM โดยใช้ตัวอย่างเครื่องด่ืมที่ปนเป้ือนยีสต์และรา 
ตามธรรมชาติและตัวอย่างที่เติมเชื้อที่ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ ระดับต่ำา (1 - 100 CFU/มิลลิลิตร) ระดับกลาง 
(100 - 1,000 CFU/มิลลิลิตร) และระดับสูง (มากกว่า 1,000 CFU/มิลลิลิตร) ผลทดสอบพบว่าเมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 
25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ผลทดสอบของวิธี 3M และวิธีอ้างอิงสอดคล้องกันเป็นแนวเส้นตรง (Linearity) 
และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r) ที่ใช้หาความสัมพันธ์ของ 2 วิธีมีค่าใกล้ 1 เท่ากับ 0.9986, 0.9988, 0.9995 
และ 0.9992 ตามลำาดับ เมื่อสร้างกราฟ Accuracy profile เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M RYM โดย 
กำาหนดให้ช่วงครอบคลุมการกระจายของข้อมูล (β-expectation tolerance intervals, β-ETI) เท่ากับ 80% (β%) 
และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (Acceptability limits, AL หรือ λ) เท่ากับ ±0.3 และ ±0.5 log10CFU/มิลลิลิตร 
ผลการประเมินพบว่าเมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 log10 วิธี 3M ที่บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง 
มีช่วงค่าของ β-ETI อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อน แต่เมื่อ λ เท่ากับ ±0.3 log10 ช่วงค่า β - ETI  
อยู่ในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อนเมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 72 ชั่วโมงเท่าน้ัน  
สรุปได้ว่าช่วงความใช้ได้ของแผ่นทดสอบ 3M RYM ขึ้นกับการกำาหนด β% และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (λ) ของ 
ผู้ใช้งาน กล่าวได้ว่าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีด้วยกราฟ Accuracy profile เป็นเครื่องมือให้ผู้ใช้งานสามารถพิจารณา
ความเหมาะสมของการนำาวิธีไปใช้ 

153วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
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ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

บทนำา

ในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องดื่ม จุลินทรีย์ประเภทหนึ่งที่มีความสำาคัญมากต่อสุขลักษณะการผลิต คือ 

ยีสต์และรา การตรวจสอบยีสต์และราในอาหารและเครื่องดื่มเป็นปัจจัยสำาคัญต่อการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ 

ปัจจุบันวิธีอ้างอิงที่ใช้ตรวจนับยีสต์และราในอาหารมีมากมายหลายวิธี ตามเอกสารอ้างอิงที่เชื่อถือได้และโดยทั่วไป 

นิยมใช้เทคนิคการเพาะเชื้อ (Culturable technique) ตามเอกสาร ISO 21527:2008(1) หรือ U.S. Food 

and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (US FDA BAM)(2) ซึ่งใช้เวลานานถึง 

5 - 7 วัน อาจช้าเกินไปสำาหรับอุตสาหกรรมอาหารที่ต้องการทราบผลวิเคราะห์ภายในเวลารวดเร็วในการนำาผลไป

ใช้ในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ วัตถุดิบ หรืออ่ืนๆ ในกระบวนการผลิตไม่ให้เกิดความเสียหายทางธุรกิจ วิธี 

ทางเลอืกทีไ่ด้ผลวเิคราะห์รวดเรว็ขึน้จึงได้ถกูพฒันาด้วยเทคนิคต่างๆ เช่น Flow cytometry ชวีโมเลกลุ (Molecular) 

อิมมูโนวิทยา(3) แต่วิธีเหล่านี้ต้องใช้เครื่องมืออัตโนมัติและค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ค่อนข้างแพง วิธีการเพาะ 

เชื้อที่ให้ผลท่ีรวดเร็วกว่าจึงได้ถูกพัฒนาขึ้นเป็นวิธีทางเลือก การใช้แผ่นทดสอบ 3M PetrifilmTM Rapid Yeast 

and Mold Count Plate (3M RYM) ก็เป็นวิธีทางเลือกที่รวดเร็ว โดยอาศัยหลักการเจริญของเชื้อบนแผ่นทดสอบ

ท่ีมีสารอาหารผสมยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล และคลอเตตราซัยคลิน(4) รวมท้ังสารที่ละลายนำ้าแล้วทำาให้เกิดเจล 

และอนิดเิคเตอร์ทีม่คีวามไวต่อเอนไซม์ฟอสฟาเตสทีม่อียูใ่นยสีต์ รา และอาหารบางชนดิ(5) แต่การนำาวธิทีางเลอืกมาใช้ 

อย่างม่ันใจว่าได้ผลทดสอบท่ีเทียบเท่าวิธีอ้างอิงจำาเป็นจะต้องดำาเนินการตรวจสอบความถูกต้องหรือความใช้ได้ของ 

วิธีทางเลือก (Validation of alternative method) แผ่นทดสอบ 3M RYM ถูกพัฒนาให้อ่านผลได้เร็วข้ึน 

ภายใน 48 - 60 ชั่วโมง และบ่มเพาะเช้ือได้ 2 อุณหภูมิ คือ 25°C และ 28°C หน่วยงาน AOAC และ AFNOR 

ได้ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M RYM โดยผลการตรวจสอบของ AOAC(6) ที่ดำาเนินการภายในหนึ่ง

ห้องปฏิบัติการในอาหาร 10 ชนิด พบว่าเมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C นาน 48 และ 60 ชั่วโมง มีอาหาร 4 ชนิด 

ได้แก่ โยเกิร์ต แอปเปิ้ล เนื้อวัวบด และไส้กรอก ที่ผลของแผ่นทดสอบ 3M RYM และวิธีอ้างอิง US FDA BAM หรือ 

ISO 21527 ไม่แตกต่างกันที่ระดับนัยสำาคัญ 0.05 สำาหรับครีมเปรี้ยว แซนด์วิช พาย อัลมอนด์ และแป้งโดขนมปัง 

แช่แข็ง มีความแตกต่างกันที่ระดับนัยสำาคัญ 0.05 ส่วนซุปผงแผ่นทดสอบ 3M RYM ตรวจพบเชื้อที่เติมลงไป 

แต่วิธีอ้างอิงตรวจไม่พบเชื้อ สำาหรับหน่วยงาน AFNOR(7) ที่ดำาเนินการตรวจสอบภายในหนึ่งห้องปฏิบัติการ 

โดยเปรียบเทียบการบ่มแผ่นทดสอบ 3M RYM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 60 และ 72 ชั่วโมง กับวิธีอ้างอิง 

ISO 21527 และมีการประเมินผลตาม ISO 16140:2003 ได้แก่ การทดสอบความเป็นเส้นตรง การหาความสัมพันธ์

ของ 2 วิธีด้วยการวิเคราะห์การถดถอย (Regression analysis) ความแม่นสัมพัทธ์ (Relative accuracy) 

ความไวสัมพัทธ์ (Relative sensitivity) ขีดจำากัดของการตรวจพบ (LOD) และขีดจำากัดของการหาเชิงปริมาณ 

(LOQ) ซึ่งสรุปว่าแผ่นทดสอบ 3M RYM เชื่อถือได้ ในปี พ.ศ. 2559 ISO ได้ประกาศใช้ ISO 16140 - 2:2016(8) 

ซ่ึงมีการประเมินผลด้วย Accuracy profile ท่ีเพิ่มขึ้นจากปี ค.ศ 2003 โดย Boulanger และคณะ(9) ได้ริเริ่มนำา 

หลักการของ Accuracy profile มาใช้ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทางเลือกเพื่อลดข้อจำากัดของวิธีแบบเดิมท่ีใช้

การทดสอบสมมติฐานแบบ null hypothesis ในการตรวจสอบความแตกต่างของสองวิธีที่ความเชื่อมั่นระดับหนึ่ง 

และให้ข้อคิดเห็นว่าค่าความเที่ยง (Precision) ที่วัดด้วยค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) 

ของผลทดสอบวิธีทางเลือกท่ีมีค่าตำ่าหรือสูงไม่มีผลกระทบกับการทดสอบด้วย null hypothesis ซึ่งอาจทำาให ้

การยอมรับวิธีของผู้ท่ีจะนำาวิธีไปใช้งานไม่ได้คำานึงถึงความเท่ียงของวิธีทางเลือก นอกจากน้ีวิธีทดสอบด้วย null 

hypothesis ไม่สามารถแสดงค่าความถูกต้องได้อย่างสมบูรณ์ เพราะไม่แสดงขอบเขตของการยอมรับได้ของผล 

วิเคราะห์ แต่การใช้ Accuracy profile สามารถทำาได้โดยอาศัยค่าความแตกต่างสูงสุดที่ยอมรับได้ระหว่างผล

ทดสอบวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิง Accuracy profile จึงเป็นเครื่องมือทางสถิติที่เหมาะสมสำาหรับการแปลผลการ

ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ได้ดีกว่าการทดสอบ null hypothesis เพราะมีการรวม β-expectation 
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บทคัดย่อ การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณทางจุลชีววิทยาตาม ISO 16140 - 2:2016 กำาหนดให้ 
ใช้ Accuracy profile ในการเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ของวิธีอ้างอิงกับวิธีทางเลือก งานวิจัยนี้ได้นำา Accuracy profile มาใช้
ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold (3M RYM) ในการตรวจนับปริมาณยีสต์ 
และราในเครื่องดื่มชนิดเหลวเปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง US FDA BAM โดยใช้ตัวอย่างเคร่ืองด่ืมที่ปนเปื้อนยีสต์และรา 
ตามธรรมชาติและตัวอย่างที่เติมเช้ือที่ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ ระดับต่ำา (1 - 100 CFU/มิลลิลิตร) ระดับกลาง 
(100 - 1,000 CFU/มิลลิลิตร) และระดับสูง (มากกว่า 1,000 CFU/มิลลิลิตร) ผลทดสอบพบว่าเมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 
25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ผลทดสอบของวิธี 3M และวิธีอ้างอิงสอดคล้องกันเป็นแนวเส้นตรง (Linearity) 
และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r) ที่ใช้หาความสัมพันธ์ของ 2 วิธีมีค่าใกล้ 1 เท่ากับ 0.9986, 0.9988, 0.9995 
และ 0.9992 ตามลำาดับ เมื่อสร้างกราฟ Accuracy profile เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M RYM โดย 
กำาหนดให้ช่วงครอบคลุมการกระจายของข้อมูล (β-expectation tolerance intervals, β-ETI) เท่ากับ 80% (β%) 
และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (Acceptability limits, AL หรือ λ) เท่ากับ ±0.3 และ ±0.5 log10CFU/มิลลิลิตร 
ผลการประเมินพบว่าเมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 log10 วิธี 3M ที่บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง 
มีช่วงค่าของ β-ETI อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อน แต่เมื่อ λ เท่ากับ ±0.3 log10 ช่วงค่า β - ETI  
อยู่ในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อนเมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 72 ชั่วโมงเท่านั้น  
สรุปได้ว่าช่วงความใช้ได้ของแผ่นทดสอบ 3M RYM ขึ้นกับการกำาหนด β% และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (λ) ของ 
ผู้ใช้งาน กล่าวได้ว่าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีด้วยกราฟ Accuracy profile เป็นเครื่องมือให้ผู้ใช้งานสามารถพิจารณา
ความเหมาะสมของการนำาวิธีไปใช้ 
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ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
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บทนำา

ในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องดื่ม จุลินทรีย์ประเภทหนึ่งที่มีความสำาคัญมากต่อสุขลักษณะการผลิต คือ 

ยีสต์และรา การตรวจสอบยีสต์และราในอาหารและเครื่องดื่มเป็นปัจจัยสำาคัญต่อการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ 

ปัจจุบันวิธีอ้างอิงที่ใช้ตรวจนับยีสต์และราในอาหารมีมากมายหลายวิธี ตามเอกสารอ้างอิงที่เชื่อถือได้และโดยท่ัวไป 

นิยมใช้เทคนิคการเพาะเชื้อ (Culturable technique) ตามเอกสาร ISO 21527:2008(1) หรือ U.S. Food 

and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (US FDA BAM)(2) ซึ่งใช้เวลานานถึง 

5 - 7 วัน อาจช้าเกินไปสำาหรับอุตสาหกรรมอาหารที่ต้องการทราบผลวิเคราะห์ภายในเวลารวดเร็วในการนำาผลไป

ใช้ในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ วัตถุดิบ หรืออื่นๆ ในกระบวนการผลิตไม่ให้เกิดความเสียหายทางธุรกิจ วิธี 

ทางเลือกทีไ่ด้ผลวิเคราะห์รวดเรว็ขึน้จึงได้ถกูพฒันาด้วยเทคนิคต่างๆ เช่น Flow cytometry ชีวโมเลกลุ (Molecular) 

อิมมูโนวิทยา(3) แต่วิธีเหล่านี้ต้องใช้เครื่องมืออัตโนมัติและค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ค่อนข้างแพง วิธีการเพาะ 

เชื้อที่ให้ผลท่ีรวดเร็วกว่าจึงได้ถูกพัฒนาขึ้นเป็นวิธีทางเลือก การใช้แผ่นทดสอบ 3M PetrifilmTM Rapid Yeast 

and Mold Count Plate (3M RYM) ก็เป็นวิธีทางเลือกที่รวดเร็ว โดยอาศัยหลักการเจริญของเชื้อบนแผ่นทดสอบ

ที่มีสารอาหารผสมยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล และคลอเตตราซัยคลิน(4) รวมทั้งสารที่ละลายนำ้าแล้วทำาให้เกิดเจล 

และอนิดเิคเตอร์ทีม่คีวามไวต่อเอนไซม์ฟอสฟาเตสทีม่อียูใ่นยสีต์ รา และอาหารบางชนดิ(5) แต่การนำาวธิทีางเลอืกมาใช้ 

อย่างม่ันใจว่าได้ผลทดสอบที่เทียบเท่าวิธีอ้างอิงจำาเป็นจะต้องดำาเนินการตรวจสอบความถูกต้องหรือความใช้ได้ของ 

วิธีทางเลือก (Validation of alternative method) แผ่นทดสอบ 3M RYM ถูกพัฒนาให้อ่านผลได้เร็วข้ึน 

ภายใน 48 - 60 ชั่วโมง และบ่มเพาะเช้ือได้ 2 อุณหภูมิ คือ 25°C และ 28°C หน่วยงาน AOAC และ AFNOR 

ได้ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M RYM โดยผลการตรวจสอบของ AOAC(6) ที่ดำาเนินการภายในหนึ่ง

ห้องปฏิบัติการในอาหาร 10 ชนิด พบว่าเมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C นาน 48 และ 60 ชั่วโมง มีอาหาร 4 ชนิด 

ได้แก่ โยเกิร์ต แอปเปิ้ล เนื้อวัวบด และไส้กรอก ที่ผลของแผ่นทดสอบ 3M RYM และวิธีอ้างอิง US FDA BAM หรือ 

ISO 21527 ไม่แตกต่างกันที่ระดับนัยสำาคัญ 0.05 สำาหรับครีมเปรี้ยว แซนด์วิช พาย อัลมอนด์ และแป้งโดขนมปัง 

แช่แข็ง มีความแตกต่างกันท่ีระดับนัยสำาคัญ 0.05 ส่วนซุปผงแผ่นทดสอบ 3M RYM ตรวจพบเช้ือที่เติมลงไป 

แต่วิธีอ้างอิงตรวจไม่พบเชื้อ สำาหรับหน่วยงาน AFNOR(7) ที่ดำาเนินการตรวจสอบภายในหนึ่งห้องปฏิบัติการ 

โดยเปรียบเทียบการบ่มแผ่นทดสอบ 3M RYM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 60 และ 72 ชั่วโมง กับวิธีอ้างอิง 

ISO 21527 และมีการประเมินผลตาม ISO 16140:2003 ได้แก่ การทดสอบความเป็นเส้นตรง การหาความสัมพันธ์

ของ 2 วิธีด้วยการวิเคราะห์การถดถอย (Regression analysis) ความแม่นสัมพัทธ์ (Relative accuracy) 

ความไวสัมพัทธ์ (Relative sensitivity) ขีดจำากัดของการตรวจพบ (LOD) และขีดจำากัดของการหาเชิงปริมาณ 

(LOQ) ซึ่งสรุปว่าแผ่นทดสอบ 3M RYM เชื่อถือได้ ในปี พ.ศ. 2559 ISO ได้ประกาศใช้ ISO 16140 - 2:2016(8) 

ซึ่งมีการประเมินผลด้วย Accuracy profile ที่เพิ่มข้ึนจากปี ค.ศ 2003 โดย Boulanger และคณะ(9) ได้ริเร่ิมนำา 

หลักการของ Accuracy profile มาใช้ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทางเลือกเพื่อลดข้อจำากัดของวิธีแบบเดิมท่ีใช้

การทดสอบสมมติฐานแบบ null hypothesis ในการตรวจสอบความแตกต่างของสองวิธีที่ความเชื่อมั่นระดับหนึ่ง 

และให้ข้อคิดเห็นว่าค่าความเท่ียง (Precision) ที่วัดด้วยค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) 

ของผลทดสอบวิธีทางเลือกท่ีมีค่าตำ่าหรือสูงไม่มีผลกระทบกับการทดสอบด้วย null hypothesis ซึ่งอาจทำาให ้

การยอมรับวิธีของผู้ท่ีจะนำาวิธีไปใช้งานไม่ได้คำานึงถึงความเที่ยงของวิธีทางเลือก นอกจากน้ีวิธีทดสอบด้วย null 

hypothesis ไม่สามารถแสดงค่าความถูกต้องได้อย่างสมบูรณ์ เพราะไม่แสดงขอบเขตของการยอมรับได้ของผล 

วิเคราะห์ แต่การใช้ Accuracy profile สามารถทำาได้โดยอาศัยค่าความแตกต่างสูงสุดที่ยอมรับได้ระหว่างผล

ทดสอบวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิง Accuracy profile จึงเป็นเครื่องมือทางสถิติที่เหมาะสมสำาหรับการแปลผลการ

ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ได้ดีกว่าการทดสอบ null hypothesis เพราะมีการรวม β-expectation 
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tolerance intervals (β-ETI) และขอบเขตการยอมรับอยู่ภายในกราฟเดียวกัน ซึ่ง β-ETI เป็นช่วงที่คาดว่าผล

การทดสอบในอนาคตจำานวน β% จะตกอยู่ในช่วงนี้ การใช้ Accuracy profile ทำาให้ผู้นำาวิธีไปใช้สามารถพิจารณา 

ความเหมาะสมของวิธ ีในการนำาไปใช้ตามวัตถปุระสงค์ของงาน (Fitness-for-purpose) ได้(10) คณะผูว้จิยัจงึได้ศกึษา 

หลักการและทดลองนำามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบโดยศึกษากับแผ่นทดสอบ 3M 

RYM เปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง US FDA BAM ในการตรวจหายีสต์และราในเครื่องดื่มชนิดเหลว

วัสดุและวิธีการ

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี

1. Plate count agar (PCA) ผสมคลอแรมเฟนิคอล ความเข้มข้น 0.01% (PCA + chlo)

2. แผ่นทดสอบ 3M PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate (3M RYM)

3. Brain heart infusion broth (BHI broth)

4. สารละลาย 0.1% Peptone

5. สารละลาย Phosphate buffered saline + 0.1% Tween 20 (PBS + 0.1% Tween 20)

เครื่องมือและอุปกรณ์

อ่างนำ้าร้อนอุณหภูมิ 50 ± 1°C ตู้บ่มเพาะเชื้ออุณหภูมิ 25 ± 1°C และ 28 ± 1°C เครื่องชั่งทศนิยม 

2 และ 4 ตำาแหน่ง เครื่องน่ึงฆ่าเชื้อ ตู้อบร้อน เคร่ืองนับโคโลนี กล้องจุลทรรศน์ เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง 

เครื่องผสม (Vortex mixer) เทอร์โมคัปเปิล นาฬิกาจับเวลา ปิเปตอัตโนมัติขนาด 1,000 ไมโครลิตร ปิเปต 

ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร ขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร และ 500 มิลลิลิตร หลอดทดลองขนาด 18 × 150 

มิลลิเมตร จานเพาะเชื้อขนาด 10 × 90 มิลลิเมตร แผ่นกระจกสไลด์ หลอดฉีดยาพลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร สำาล ี

มีดปราศจากเชื้อ ห่วงเขี่ยเชื้อ หลอดหยด (Dropper) และไม้สวอป

จุลินทรีย์มาตรฐาน

ยีสต์มาตรฐาน Saccharomyces cerevisiae DMST 22805 และรามาตรฐาน Aspergillus niger  

DMST 15538 ได้จากศูนย์เก็บรักษาและรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ทางการแพทย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์ 

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข 

วิธีเตรียมจุลินทรีย์มาตรฐาน

Saccharomyces cerevisiae เพาะยีสต์บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PCA + chlo บ่มที่อุณหภูมิ 25°C 

นาน 3 วัน แล้วเขี่ยเชื้อ 1 โคโลนี ใส่ลงในหลอด BHI broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มเพาะเชื้อที่ 25°C นาน 3 วัน 

เจือจางเชื้อด้วยสารละลาย 0.1% Peptone จนได้เชื้อประมาณ 105 CFU/มิลลิลิตร แล้วนำาไปทำาให้เชื้อบาดเจ็บ

Aspergillus niger เพาะราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA + chlo บ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 5 วัน ใช้มีด 

ปราศจากเชื้อ ตัดวุ ้นบริเวณขอบโคโลนีของราที่เจริญบนจานเพาะเชื้อ PCA + chlo ให้ได้ขนาดประมาณ 0.5 

เซนติเมตร นำาไปวางตรงกลางจาน PCA + chlo บ่มเพาะเชื้อที่ 25°C นาน 7 วัน ทำาการเก็บสปอร์โดยเติมสารละลาย 

PBS + 0.1% Tween 20 ประมาณ 5 มิลลิลิตร ลงบนจานเพาะเชื้อ ใช้ไม้สวอปถูไปมาเบาๆ บนเส้นใยเพ่ือให้ 

สปอร์หลุดออก แล้วใช้หลอดหยดดูดสารละลายสปอร์ใส่ในหลอดทดลองปราศจากเชื้อ เก็บสปอร์ซำ้าอีกหนึ่งครั้ง 

จากนั้นเทสารละลายสปอร์ทั้งหมดลงในหลอดฉีดยาที่บรรจุสำาลีก้อนปราศจากเชื้อแบบหลวมๆ เพื่อกรองเส้นใยเชื้อรา 

ที่อาจติดมากับสปอร์ออก เก็บสารละลายสปอร์ที่ออกมาจากปลายหลอดฉีดยา เจือจางเชื้อด้วยสารละลาย 0.1% 

Peptone จนได้ระดับปริมาณเชื้อที่ต้องการแล้วนำาไปทำาให้เชื้อบาดเจ็บ
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การท�าให้จุลินทรีย์บาดเจ็บ (Injured) นำาสารละลายยีสต์และสปอร์ราที่เตรียมได้ ใส่ลงในอ่างนำ้าร้อน

อุณหภูมิ 50 ± 1°C พร้อมกับหลอดที่มีสารละลาย 0.1% Peptone และเทอร์โมคัปเปิลสำาหรับวัดอุณหภูมิ เมื่อแสดง

อุณหภูมิ 50 ± 1°C แล้วจึงเริ่มจับเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลานำาสารละลายเชื้อไปใช้ทดสอบต่อไป

ตัวอย่าง

เครื่องดื่มชนิดเหลวจำานวน 8 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างปนเปื้อนยีสต์และราตามธรรมชาติ (Natural 

contamination) ที่ทราบปริมาณปนเปื้อน ได้แก่ นำ้ากระเจี๊ยบ นำ้ามะขาม นำ้าแอปเปิลผสมว่านหางจระเข้ นำ้าลำาไย 

กาแฟเย็น และตัวอย่างที่เติมจุลินทรีย์มาตรฐานที่ทำาให้บาดเจ็บ (Artificial contamination) ได้แก่ นำ้าลิ้นจี่ 

นำ้าชาเขียว และนำ้าผักผลไม้รวม

เตรียมตัวอย่างให้มีการปนเปื้อนยีสต์และรา 3 ระดับ คือ ระดับตำ่า (1 - 100 CFU/มิลลิลิตร) ระดับกลาง 

(100 - 1,000 CFU/มิลลิลิตร) และระดับสูง (มากกว่า 1,000 CFU/มิลลิลิตร) การเจือจางตัวอย่างใช้ตัวอย่าง 

ตั้งต้น 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในสารละลาย 0.1% Peptone ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จะได้ตัวอย่างที่เจือจาง 

10 เท่า (Tenfold dilution) ทำาการเจือจางต่อจนได้ระดับเชื้อที่สามารถนับได้

การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง

แต่ละตัวอย่างทดสอบ 2 วิธี คือ วิธี 3M และวิธีอ้างอิง US FDA BAM 2001 โดยทดสอบ 5 ซำ้าสำาหรับ 

วิธี 3M และทดสอบ 3 ซำ้าสำาหรับวิธีอ้างอิง

วิธี 3M(11)

ทดสอบตัวอย่าง 2 ชุด สำาหรับแยกบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นำาแผ่นทดสอบ 3M RYM 

วางบนพื้นเรียบ แล้วใช้ปิเปตอัตโนมัติดูดตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ยกแผ่นฟิล์มด้านบนขึ้น แล้วปล่อยตัวอย่างลงตรงกลาง

แผ่นทดสอบ ค่อยๆ วางแผ่นฟิล์มด้านบนลง ใช้ตัวกดแผ่นทดสอบ 3M RYM กดเบาๆ ให้ตัวอย่างกระจายทั่วพื้นที่

วงกลม นำาตัวกดออก วางแผ่นทดสอบทิ้งไว้สักครู่ ก่อนนำาไปบ่มที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นับจำานวนยีสต์และรา 

เมื่อครบเวลา 48 ± 2 ชั่วโมง และ 72 ± 3 ชั่วโมง รายงานผลเป็น CFU/มิลลิลิตร ลักษณะโคโลนียีสต์ คือ 

ขนาดเล็ก นูน มีขอบเขตชัดเจน สีนำ้าตาลอมชมพู ถึงสีเขียวอมฟ้า ลักษณะโคโลนีรา คือ ขนาดใหญ่ แบน สีเขียวอมฟ้า

ตรงกลางโคโลนีมีจุดเข้ม ขอบแผ่กระจาย

วิธีอ้างอิง US FDA BAM(2)

ปิเปตตัวอย่างใส่จานเพาะเชื้อ 3 จาน จานละ 1 มิลลิลิตรต่อระดับการเจือจาง เทอาหารเลี้ยงเชื้อ  

PCA + chlo ลงไปผสมให้เข้ากัน นำาไปบ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 5 - 7 วัน นับจำานวนยีสต์และรา แล้วหาค่าเฉล่ีย 

จาก 3 จานเพาะเชื้อ รายงานผลเป็น CFU/มิลลิลิตร

การประเมินผล

นำาผลการนับจำานวนโคโลนียีสต์และราของท้ังสองวิธีมาแปลงเป็นค่า log10CFU/มิลลิลิตร แล้วดำาเนินการ 

ดังนี้

1. การทดสอบการเพิ่มขึ้นของจำานวนโคโลนีของวิธี 3M

 ใช้สถิติ Paired t-test ที่ระดับนัยสำาคัญ 0.05 ทดสอบการเพิ่มขึ้นของจำานวนโคโลนีในการทดสอบด้วย

วิธี 3M เมื่อใช้เวลาบ่มเพาะเชื้อนานขึ้นจาก 48 ชั่วโมงเป็น 72 ชั่วโมง ถ้าค่า p ที่คำานวณได้น้อยกว่าระดับนัยสำาคัญ 0.05 

แสดงว่าการบ่มเพาะเชื้อนาน 72 ชั่วโมง มีจำานวนโคโลนีมากกว่าการบ่มนาน 48 ชั่วโมง
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tolerance intervals (β-ETI) และขอบเขตการยอมรับอยู่ภายในกราฟเดียวกัน ซึ่ง β-ETI เป็นช่วงที่คาดว่าผล

การทดสอบในอนาคตจำานวน β% จะตกอยู่ในช่วงนี้ การใช้ Accuracy profile ทำาให้ผู้นำาวิธีไปใช้สามารถพิจารณา 

ความเหมาะสมของวธิ ีในการนำาไปใช้ตามวตัถปุระสงค์ของงาน (Fitness-for-purpose) ได้(10) คณะผูว้จิยัจงึได้ศึกษา 

หลักการและทดลองนำามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบโดยศึกษากับแผ่นทดสอบ 3M 

RYM เปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง US FDA BAM ในการตรวจหายีสต์และราในเครื่องดื่มชนิดเหลว

วัสดุและวิธีการ

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี

1. Plate count agar (PCA) ผสมคลอแรมเฟนิคอล ความเข้มข้น 0.01% (PCA + chlo)

2. แผ่นทดสอบ 3M PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate (3M RYM)

3. Brain heart infusion broth (BHI broth)

4. สารละลาย 0.1% Peptone

5. สารละลาย Phosphate buffered saline + 0.1% Tween 20 (PBS + 0.1% Tween 20)

เครื่องมือและอุปกรณ์

อ่างนำ้าร้อนอุณหภูมิ 50 ± 1°C ตู้บ่มเพาะเชื้ออุณหภูมิ 25 ± 1°C และ 28 ± 1°C เครื่องชั่งทศนิยม 

2 และ 4 ตำาแหน่ง เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ ตู้อบร้อน เคร่ืองนับโคโลนี กล้องจุลทรรศน์ เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง 

เครื่องผสม (Vortex mixer) เทอร์โมคัปเปิล นาฬิกาจับเวลา ปิเปตอัตโนมัติขนาด 1,000 ไมโครลิตร ปิเปต 

ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร ขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร และ 500 มิลลิลิตร หลอดทดลองขนาด 18 × 150 

มิลลิเมตร จานเพาะเชื้อขนาด 10 × 90 มิลลิเมตร แผ่นกระจกสไลด์ หลอดฉีดยาพลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร สำาล ี

มีดปราศจากเชื้อ ห่วงเขี่ยเชื้อ หลอดหยด (Dropper) และไม้สวอป

จุลินทรีย์มาตรฐาน

ยีสต์มาตรฐาน Saccharomyces cerevisiae DMST 22805 และรามาตรฐาน Aspergillus niger  

DMST 15538 ได้จากศูนย์เก็บรักษาและรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ทางการแพทย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์ 

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข 

วิธีเตรียมจุลินทรีย์มาตรฐาน

Saccharomyces cerevisiae เพาะยีสต์บนอาหารเล้ียงเชื้อ PCA + chlo บ่มที่อุณหภูมิ 25°C 

นาน 3 วัน แล้วเขี่ยเชื้อ 1 โคโลนี ใส่ลงในหลอด BHI broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มเพาะเชื้อที่ 25°C นาน 3 วัน 

เจือจางเชื้อด้วยสารละลาย 0.1% Peptone จนได้เชื้อประมาณ 105 CFU/มิลลิลิตร แล้วนำาไปทำาให้เชื้อบาดเจ็บ

Aspergillus niger เพาะราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA + chlo บ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 5 วัน ใช้มีด 

ปราศจากเชื้อ ตัดวุ ้นบริเวณขอบโคโลนีของราที่เจริญบนจานเพาะเชื้อ PCA + chlo ให้ได้ขนาดประมาณ 0.5 

เซนติเมตร นำาไปวางตรงกลางจาน PCA + chlo บ่มเพาะเชื้อที่ 25°C นาน 7 วัน ทำาการเก็บสปอร์โดยเติมสารละลาย 

PBS + 0.1% Tween 20 ประมาณ 5 มิลลิลิตร ลงบนจานเพาะเชื้อ ใช้ไม้สวอปถูไปมาเบาๆ บนเส้นใยเพื่อให้ 

สปอร์หลุดออก แล้วใช้หลอดหยดดูดสารละลายสปอร์ใส่ในหลอดทดลองปราศจากเชื้อ เก็บสปอร์ซำ้าอีกหนึ่งครั้ง 

จากนั้นเทสารละลายสปอร์ทั้งหมดลงในหลอดฉีดยาที่บรรจุสำาลีก้อนปราศจากเชื้อแบบหลวมๆ เพื่อกรองเส้นใยเชื้อรา 

ที่อาจติดมากับสปอร์ออก เก็บสารละลายสปอร์ที่ออกมาจากปลายหลอดฉีดยา เจือจางเชื้อด้วยสารละลาย 0.1% 

Peptone จนได้ระดับปริมาณเชื้อที่ต้องการแล้วนำาไปทำาให้เชื้อบาดเจ็บ
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ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

การท�าให้จุลินทรีย์บาดเจ็บ (Injured) นำาสารละลายยีสต์และสปอร์ราที่เตรียมได้ ใส่ลงในอ่างนำ้าร้อน

อุณหภูมิ 50 ± 1°C พร้อมกับหลอดที่มีสารละลาย 0.1% Peptone และเทอร์โมคัปเปิลสำาหรับวัดอุณหภูมิ เมื่อแสดง

อุณหภูมิ 50 ± 1°C แล้วจึงเริ่มจับเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลานำาสารละลายเชื้อไปใช้ทดสอบต่อไป

ตัวอย่าง

เครื่องดื่มชนิดเหลวจำานวน 8 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างปนเปื้อนยีสต์และราตามธรรมชาติ (Natural 

contamination) ที่ทราบปริมาณปนเปื้อน ได้แก่ นำ้ากระเจ๊ียบ นำ้ามะขาม นำ้าแอปเปิลผสมว่านหางจระเข้ นำ้าลำาไย 

กาแฟเย็น และตัวอย่างท่ีเติมจุลินทรีย์มาตรฐานที่ทำาให้บาดเจ็บ (Artificial contamination) ได้แก่ นำ้าลิ้นจี่ 

นำ้าชาเขียว และนำ้าผักผลไม้รวม

เตรียมตัวอย่างให้มีการปนเปื้อนยีสต์และรา 3 ระดับ คือ ระดับตำ่า (1 - 100 CFU/มิลลิลิตร) ระดับกลาง 

(100 - 1,000 CFU/มิลลิลิตร) และระดับสูง (มากกว่า 1,000 CFU/มิลลิลิตร) การเจือจางตัวอย่างใช้ตัวอย่าง 

ตั้งต้น 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในสารละลาย 0.1% Peptone ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จะได้ตัวอย่างที่เจือจาง 

10 เท่า (Tenfold dilution) ทำาการเจือจางต่อจนได้ระดับเชื้อที่สามารถนับได้

การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง

แต่ละตัวอย่างทดสอบ 2 วิธี คือ วิธี 3M และวิธีอ้างอิง US FDA BAM 2001 โดยทดสอบ 5 ซำ้าสำาหรับ 

วิธี 3M และทดสอบ 3 ซำ้าสำาหรับวิธีอ้างอิง

วิธี 3M(11)

ทดสอบตัวอย่าง 2 ชุด สำาหรับแยกบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นำาแผ่นทดสอบ 3M RYM 

วางบนพื้นเรียบ แล้วใช้ปิเปตอัตโนมัติดูดตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ยกแผ่นฟิล์มด้านบนขึ้น แล้วปล่อยตัวอย่างลงตรงกลาง

แผ่นทดสอบ ค่อยๆ วางแผ่นฟิล์มด้านบนลง ใช้ตัวกดแผ่นทดสอบ 3M RYM กดเบาๆ ให้ตัวอย่างกระจายทั่วพื้นที่

วงกลม นำาตัวกดออก วางแผ่นทดสอบทิ้งไว้สักครู่ ก่อนนำาไปบ่มที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นับจำานวนยีสต์และรา 

เมื่อครบเวลา 48 ± 2 ชั่วโมง และ 72 ± 3 ช่ัวโมง รายงานผลเป็น CFU/มิลลิลิตร ลักษณะโคโลนียีสต์ คือ 

ขนาดเล็ก นูน มีขอบเขตชัดเจน สีนำ้าตาลอมชมพู ถึงสีเขียวอมฟ้า ลักษณะโคโลนีรา คือ ขนาดใหญ่ แบน สีเขียวอมฟ้า

ตรงกลางโคโลนีมีจุดเข้ม ขอบแผ่กระจาย

วิธีอ้างอิง US FDA BAM(2)

ปิเปตตัวอย่างใส่จานเพาะเช้ือ 3 จาน จานละ 1 มิลลิลิตรต่อระดับการเจือจาง เทอาหารเลี้ยงเช้ือ  

PCA + chlo ลงไปผสมให้เข้ากัน นำาไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25°C นาน 5 - 7 วัน นับจำานวนยีสต์และรา แล้วหาค่าเฉลี่ย 

จาก 3 จานเพาะเชื้อ รายงานผลเป็น CFU/มิลลิลิตร

การประเมินผล

นำาผลการนับจำานวนโคโลนียีสต์และราของทั้งสองวิธีมาแปลงเป็นค่า log10CFU/มิลลิลิตร แล้วดำาเนินการ 

ดังนี้

1. การทดสอบการเพิ่มขึ้นของจำานวนโคโลนีของวิธี 3M

 ใช้สถิติ Paired t-test ที่ระดับนัยสำาคัญ 0.05 ทดสอบการเพิ่มขึ้นของจำานวนโคโลนีในการทดสอบด้วย

วิธี 3M เมื่อใช้เวลาบ่มเพาะเชื้อนานขึ้นจาก 48 ชั่วโมงเป็น 72 ชั่วโมง ถ้าค่า p ที่คำานวณได้น้อยกว่าระดับนัยสำาคัญ 0.05 

แสดงว่าการบ่มเพาะเชื้อนาน 72 ชั่วโมง มีจำานวนโคโลนีมากกว่าการบ่มนาน 48 ชั่วโมง
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2. การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และการหาความสัมพันธ์ของสองวิธี

 ใช้ซอฟต์แวร์โปรแกรม EXCEL สร้างกราฟดคูวามเป็นเส้นตรง (Linearity) พร้อมทัง้หาความสมัพนัธ์

ระหว่างวิธีอ้างอิงกับวิธี 3M ที่บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง โดยใช้สถิติการถดถอย

เชงิเสน้อย่างงา่ย (Simple linear regression) หาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียรส์ัน (Pearson’s correlation 

coefficient, r) และค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (Regression coefficient) หรือความชัน (Slope)

3. การตรวจสอบความแม่น (Accuracy) ของวิธี 3M ด้วยกราฟ Accuracy profile

 การสร้างกราฟ Accuracy profile(8)

 สัญลักษณ์ 

   i = ตัวอย่าง

   q  = จำานวนตัวอย่าง (1 ≤ i ≤ q) ในที่นี้ q = 8

   j = ตัวอย่างทดสอบทวนซำ้า (Repeatability) 

   n = จำานวนการทวนซำ้าของตัวอย่าง (1 ≤ j ≤ n)

     ในที่นี้ วิธี 3M, n = 5 และวิธีอ้างอิง n = 3

   alt  = วิธีทางเลือก (Alternative method) หมายถึง วิธี 3M

   ref  = วิธีอ้างอิง (Reference method) หมายถึง วิธีอ้างอิง US FDA BAM

 วิธีทำา

 1. กำาหนดขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (Acceptability limit, λ) เท่ากับ ±0.3 log10

และ ±0.5 log10

 2. แปลงข้อมูลผลวิเคราะห์เป็นค่า log10CFU

 3. หาค่ามัธยฐานของผลทดสอบของแต่ละตัวอย่าง i ที่ได้จากวิธีอ้างอิง เรียกค่านี้ว่า ค่าอ้างอิง (Xi)

       Xi = median (xij)

 4. หาค่ามัธยฐานของผลทดสอบของแต่ละตัวอย่าง i ที่ได้จากวิธี 3M 

   Yi = median (yij)

 5. คำานวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) ของแต่ละตัวอย่างที่ได้จากวิธี 3M (Salt,i)

 Salt,i   =   

 

 6. คำานวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานรวม (Combined standard deviation) ที่ได้จากวิธี 3M (Salt)

 Salt =
 

 7. คำานวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแต่ละตัวอย่าง (Sref,i) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานรวมที่ได้จากวิธี

อ้างอิง (Sref)

 Sref,i =

 และ

 Sref =
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2. การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และการหาความสัมพันธ์ของสองวิธี

 ใช้ซอฟต์แวร์โปรแกรม EXCEL สร้างกราฟดคูวามเป็นเส้นตรง (Linearity) พร้อมท้ังหาความสมัพันธ์

ระหว่างวิธีอ้างอิงกับวิธี 3M ที่บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง โดยใช้สถิติการถดถอย

เชงิเสน้อย่างงา่ย (Simple linear regression) หาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียรส์ัน (Pearson’s correlation 

coefficient, r) และค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (Regression coefficient) หรือความชัน (Slope)

3. การตรวจสอบความแม่น (Accuracy) ของวิธี 3M ด้วยกราฟ Accuracy profile

 การสร้างกราฟ Accuracy profile(8)

 สัญลักษณ์ 

   i = ตัวอย่าง

   q  = จำานวนตัวอย่าง (1 ≤ i ≤ q) ในที่นี้ q = 8

   j = ตัวอย่างทดสอบทวนซำ้า (Repeatability) 

   n = จำานวนการทวนซำ้าของตัวอย่าง (1 ≤ j ≤ n)

     ในที่นี้ วิธี 3M, n = 5 และวิธีอ้างอิง n = 3

   alt  = วิธีทางเลือก (Alternative method) หมายถึง วิธี 3M

   ref  = วิธีอ้างอิง (Reference method) หมายถึง วิธีอ้างอิง US FDA BAM

 วิธีทำา

 1. กำาหนดขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (Acceptability limit, λ) เท่ากับ ±0.3 log10

และ ±0.5 log10

 2. แปลงข้อมูลผลวิเคราะห์เป็นค่า log10CFU

 3. หาค่ามัธยฐานของผลทดสอบของแต่ละตัวอย่าง i ที่ได้จากวิธีอ้างอิง เรียกค่านี้ว่า ค่าอ้างอิง (Xi)

       Xi = median (xij)

 4. หาค่ามัธยฐานของผลทดสอบของแต่ละตัวอย่าง i ที่ได้จากวิธี 3M 

   Yi = median (yij)

 5. คำานวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) ของแต่ละตัวอย่างที่ได้จากวิธี 3M (Salt,i)

 Salt,i   =   

 

 6. คำานวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานรวม (Combined standard deviation) ที่ได้จากวิธี 3M (Salt)

 Salt =
 

 7. คำานวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแต่ละตัวอย่าง (Sref,i) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานรวมที่ได้จากวิธี

อ้างอิง (Sref)

 Sref,i =

 และ

 Sref =
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 ค่า Sref นำามาใช้เมื่อผลทดสอบอยู่นอกขอบเขตการยอมรับ โดยต้องพิจารณาว่าค่า Sref มากกว่า 0.125 

หรือไม่ ถ้ามากกว่า ต้องปรับค่าขอบเขตการยอมรับผลทดสอบใหม่ คือ ALS = 4.Sref

 8. คำานวณค่าความแตกต่างของค่ามัธยฐานระหว่างสองวิธีของแต่ละตัวอย่าง i เรียกว่า Bias (Bi) 

หรือเรียกว่า ค่าความเบี่ยงเบนของผลวิธี 3M

          Bi     = Yi - Xi

 9. คำานวณขีดจำากัด (Limits) ของช่วงความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (β-expectation tolerance 

interval, β-ETI) ซ่ึงเป็นช่วงท่ีคาดว่าผลทดสอบจำานวน β% ในอนาคตที่ได้จากวิธี 3M จะตกอยู่ในช่วงค่านี้ 

โดยกำาหนดสัดส่วนของผลทดสอบในอนาคตนี้เท่ากับ β

  ช่วงค่า β - ETI     =
     

  เมื่อ    เป็นค่า percentile ของการกระจายแบบ student-t สำาหรับความ 

  

  น่าจะเป็น β ซึ่ง ISO 16140 กำาหนด β ไว้เท่ากับ 80% และ q (n-1) =  degrees of freedom  

  นั่นคือ T เป็นค่า coverage factor ของช่วง β-ETI ของวิธี 3M 

  จะได้ขีดจำากัดบน (Upper limit, Ui) และขีดจำากัดล่าง (Lower limit, Li) ของช่วงค่า β-ETI  

  ดังนี้

      

      

 10. สร้างกราฟ Accuracy profile ให้แกน X เป็นค่าที่ได้จากวิธีอ้างอิงที่แปลงเป็นค่า log10 แล้ว 

  และแกน Y เป็นค่า bias, acceptability limit, upper limit และ lower limit ของช่วงค่า  

  β-ETI

ผล

เมื่อบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ผลทดสอบของวิธี 3M กับผลของ

วิธีอ้างอิงมีความแตกต่างกันไม่เกิน ±0.5 log10CFU/มิลลิลิตร (ตารางที่ 1) และพบว่าที่ทุกระดับการปนเปื้อน 

การทดสอบด้วยวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 72 ชั่วโมง มีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้นกว่าเวลาบ่ม 

48 ชั่วโมง (ตารางที่ 1) จำาแนกได้ดังนี้

- ที่การปนเปื้อนเชื้อระดับตำ่า (1 - 100 CFU/มิลลิลิตร) วิธี 3M ที่บ่มอุณหภูมิ 25°C นาน 72 ชั่วโมง 

มีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้น 0.125 ถึง 0.240 log10CFU/มิลลิลิตร และที่อุณหภูมิ 28°C มีจำานวนโคโลนี 

เพิ่มขึ้น 0.085 ถึง 0.176 log10CFU/มิลลิลิตร

- ที่การปนเปื้อนเชื้อระดับปานกลาง (100 - 1,000 CFU/มิลลิลิตร) วิธี 3M ที่บ่มอุณหภูมิ 25°C นาน 

72 ช่ัวโมง มีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้น 0.013 ถึง 0.065 log10CFU/มิลลิลิตร และ 28°C มีจำานวนโคโลน ี

เพิ่มขึ้น 0.000 ถึง 0.026 log10CFU/มิลลิลิตร

- ท่ีการปนเปื้อนเชื้อระดับสูง (มากกว่า 1,000 CFU/มิลลิลิตร) วิธี 3M ที่บ่มอุณหภูมิ 25°C นาน 

72 ช่ัวโมง มีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้น 0.000 ถึง 0.066 log10CFU/มิลลิลิตร และ 28°C มีจำานวนโคโลน ี

เพิ่มขึ้น 0.000 ถึง 0.006 log10CFU/มิลลิลิตร

T = T(         )1 - β
2 ;q(n - 1)

Ui  =   Bi + T.Salt     1 + Li  =   Bi - T.Salt      1 + 1
n

1
nและ

Bi ± T.Salt     1 + 1
n
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 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

ภาพที่ 1 ความสัมพันธ์ของวิธีอ้างอิง US FDA BAM กับวิธี 3M ที่อุณหภูมิบ่มเพาะเช้ือ 25°C และ 28°C 

 นาน 48 และ 72 ชั่วโมง

y = 1.0234x - 0.0596

       r = 0.9992

y = 1.0560x - 0.1940

       r = 0.9995

y = 1.0250x - 0.1100

       r = 0.9986

y = 0.9952x - 0.0459

       r = 0.9988

    log10CFU/มิลลิลิตร

วิธีอ้างอิง US FDA BAM 

    log10CFU/มิลลิลิตร

วิธีอ้างอิง US FDA BAM 

    log10CFU/มิลลิลิตร

วิธีอ้างอิง US FDA BAM 

    log10CFU/มิลลิลิตร

วิธีอ้างอิง US FDA BAM 
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การทดสอบการเพิ่มขึ้นของจำานวนโคโลนีของวิธี 3M

จากการทดสอบทางสถิติพบว่า วิธี 3M เมื่อใช้เวลาบ่มเพาะเช้ือนานข้ึนจาก 48 ช่ัวโมงเป็น 72 ช่ัวโมง ท่ี

อุณหภูมิ 25°C มีค่า p-value เท่ากับ 0.0267 ในขณะที่เมื่อบ่ม 28°C มีค่า p-value เท่ากับ 0.0733

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และการหาความสัมพันธ์ของสองวิธี

จากกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C 

(ภาพที่ 1) พบว่า 2 วิธีมีความสัมพันธ์กันเป็นเส้นตรง เมื่อใช้สถิติการถดถอยเชิงเส้นอย่างง่าย ได้ค่าสัมประสิทธิ์ 

สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r) ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง เท่ากับ 0.9986 และ 0.9988 ที่อุณหภูมิ 

28°C เวลา 48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง เท่ากับ 0.9995 และ 0.9992 ตามลำาดับ ส่วนค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย 

หรือความชัน ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง เท่ากับ 1.0250 และ 0.9952 ตามลำาดับ ที่อุณหภูมิ 

28°C เวลา 48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง เท่ากับ 1.0560 และ 1.0234 ตามลำาดับ

CFU/ml

ต่ำา

(1 - 100)

ปานกลาง

(100 - 1,000)

สูง

(มากกว่า 1,000)

log10CFU/ml

0.477

1.857

2.435

2.650

3.127

3.491

4.326

5.572

48

ชั่วโมง

0.477

1.663

2.410

2.491

3.134

3.491

4.407

5.580

48

ชั่วโมง

0.000

-0.194

-0.025

-0.159

+0.007

0.000

+0.081

+0.008

48 

ชั่วโมง

0.301

1.813

2.375

2.505

3.137

3.505

4.435

5.653

48 

ชั่วโมง

-0.176

-0.044

-0.060

-0.145

+0.010

+0.014

+0.109

+0.081

72 

ชั่วโมง

0.602

1.903

2.423

2.556

3.149

3.491

4.473

5.591

72 

ชั่วโมง

+0.125

+0.046

-0.012

-0.094

+0.022

0.000

+0.147

+0.019

72 

ชั่วโมง

0.477

1.898

2.375

2.531

3.143

3.505

4.435

5.653

72 

ชั่วโมง

0.000

+0.041

-0.060

-0.119

+0.016

+0.014

+0.109

+0.081

ระดับ
การปนเปื้อน

วิธีอ้างอิง US

FDA BAM

Median

ผลต่างของ Median log10CFU/ml 

ระหว่าง 3M กับวิธีอ้าง US FDA BAM วิธี 3M ที่ 25°C วิธี 3M ที่ 28°C

Median
log10CFU/ml

Median
log10CFU/ml ที่ 25°C ที่ 28°C

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบจำานวนโคโลนียีสต์และราโดยวิธี 3M ที่อุณหภูมิบ่มเพาะเชื้อ 25°C และ 28°C 

 กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM 
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ภาพที่ 1 ความสัมพันธ์ของวิธีอ้างอิง US FDA BAM กับวิธี 3M ที่อุณหภูมิบ่มเพาะเชื้อ 25°C และ 28°C 

 นาน 48 และ 72 ชั่วโมง

y = 1.0234x - 0.0596

       r = 0.9992

y = 1.0560x - 0.1940

       r = 0.9995

y = 1.0250x - 0.1100

       r = 0.9986

y = 0.9952x - 0.0459

       r = 0.9988

    log10CFU/มิลลิลิตร

วิธีอ้างอิง US FDA BAM 

    log10CFU/มิลลิลิตร

วิธีอ้างอิง US FDA BAM 

    log10CFU/มิลลิลิตร

วิธีอ้างอิง US FDA BAM 

    log10CFU/มิลลิลิตร
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ตารางที่ 2 - 5 ปรับแก้ไข

ตามแนบท้ายบทความ
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การสร้างกราฟ Accuracy profile
นำาผลการนับจำานวนโคโลนียีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 

28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ไปคำานวณหาค่าความเบี่ยงเบน (Bias) ของผลทดสอบวิธี 3M ขีดจำากัดบนและ 
ขีดจำากัดล่างของช่วงความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (Upper and Lower β-ETI limits) เพื่อสร้างกราฟ Accuracy 
profile โดยกำาหนดค่าเบต้า (β) เท่ากับ 80% และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (λ) เท่ากับ ±0.3 และ ±0.5 log10

ใน (ตารางที่ 2 - ตารางที่ 5) นำาผลคำานวณที่ได้นี้ไปสร้างกราฟ Accuracy profile (ภาพที่ 2)

US FDA 

BAM

3M

แปลงเป็นค่า Log10

US FDA

BAM

3M

1

2

3

1

2

3

4

5

1

2

3

Xi

1

2

3

4

5

Yi

Salt,i

n

Salt

Sref,i

n

Sref

Yi - Xi

Salt.√(1+1/n)

T(0.1,32)(12)

T.Salt.√(1+1/n)

Ui

Li

3

5

2

4

3

5

3

3

0.477

0.699

0.301

0.477

0.602

0.477

0.699

0.477

0.477

0.477

0.101

5

0.100

0.199

3

0.090

0.000

0.109

1.3086

0.143
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การสร้างกราฟ Accuracy profile
นำาผลการนับจำานวนโคโลนียีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 

28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ไปคำานวณหาค่าความเบี่ยงเบน (Bias) ของผลทดสอบวิธี 3M ขีดจำากัดบนและ 
ขีดจำากัดล่างของช่วงความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (Upper and Lower β-ETI limits) เพื่อสร้างกราฟ Accuracy 
profile โดยกำาหนดค่าเบต้า (β) เท่ากับ 80% และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (λ) เท่ากับ ±0.3 และ ±0.5 log10

ใน (ตารางที่ 2 - ตารางที่ 5) นำาผลคำานวณที่ได้นี้ไปสร้างกราฟ Accuracy profile (ภาพที่ 2)
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ตัวอย่าง
ที่ 1

ตัวอย่าง
ที่ 2

วิธีทดสอบ จำานวนซำ้า

ตารางที่ 4 จำานวนยีสต์และราของวิธีอ้าง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 48 ชั่วโมง 
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ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

US FDA 

BAM

3M

แปลงเป็นค่า Log10
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1
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0.040
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2.544

2.491

2.544

2.531

2.531

2.531

0.022

5
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ที่ 3
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ที่ 7

ตัวอย่าง
ที่ 8

ตัวอย่าง
ที่ 1

ตัวอย่าง
ที่ 2

วิธีทดสอบ จำานวนซำ้า

ตารางที่ 5 จำานวนยีสต์และราของวิธีอ้าง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 72 ชั่วโมง 
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จากกราฟ Accuracy profile (ภาพที่ 2) ถ้าส่วนใดของเส้นขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่างของ β-ETI 

(Upper and Lower β-ETI limits) ซึ่งครอบคลุมผลทดสอบในอนาคต β% ตกอยู่นอกขอบเขตของ λ 

แสดงว่าผลทดสอบที่ระดับการปนเปื้อนที่ส่วนนั้นจะไม่ถูกยอมรับ หรือไม่สอดคล้องกับผลของวิธีอ้างอิง อีกนัยหนึ่งคือ 

ผลทดสอบของวิธี 3M จะสอดคล้องหรือเทียบเท่าวิธีอ้างอิง เมื่อเส้นขีดจำากัดบนและล่างของ β-ETI ตกอยู่ในขอบเขต 

ของ λ จึงสรุปผลได้ดังนี้

1. การบ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.)

 เมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 log10 ที่ทุกระดับการปนเปื้อนพบว่า ผลทดสอบขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่างของ 

β-ETI ของวิธี 3M ตกอยู่ภายในขอบเขตการยอมรับ แต่ถ้า λ เท่ากับ ±0.3 log10 พบตัวอย่างที่ 2 (ระดับปริมาณ

เชื้อ 1.663 log10CFU/มิลลิลิตร) และตัวอย่างที่ 4 (ระดับปริมาณเชื้อ 2.491 log10CFU/มิลลิลิตร) มีผลทดสอบ 

ตกอยู่นอกขอบเขตการยอมรับ

2. การบ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 72 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.2)

 ผลทดสอบของวิธี 3M อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อน เมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 และ 

±0.3 log
10

3. การบ่มที่อุณหภูมิ 28°C นาน 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.3)

 เมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 log
10
 ที่ทุกระดับการปนเปื้อนพบว่า ผลทดสอบขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่างของ 

β-ETI ของวิธี 3M ตกอยู่ภายในขอบเขตการยอมรับ แต่ถ้า λ เท่ากับ ±0.3 log
10
 พบตัวอย่างที่ 1 (ระดับปริมาณเชื้อ 

0.301 log10CFU/มิลลิลิตร) และตัวอย่างที่ 4 (ระดับปริมาณเชื้อ 2.505 log10CFU/มิลลิลิตร) มีผลทดสอบอยู่นอก

ขอบเขตการยอมรับ

4. การบ่มที่อุณหภูมิ 28°C นาน 72 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.4)

 ผลทดสอบของวิธี 3M อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อน เมื่อ λ เท่ากับ  ±0.5 และ 

±0.3 log
10

ภาพที่ 2.1 ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง

165วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 59 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2560

ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

ภาพที่ 2.2 ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 72 ชั่วโมง

ภาพที่ 2.3 ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 48 ชั่วโมง

ภาพที่ 2.4 ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 72 ชั่วโมง

ภาพที่ 2 แสดง Accuracy profile ของแผ่นทดสอบ 3M RYM ที่อุณหภูมิและเวลาต่างๆ
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จากกราฟ Accuracy profile (ภาพที่ 2) ถ้าส่วนใดของเส้นขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่างของ β-ETI 

(Upper and Lower β-ETI limits) ซึ่งครอบคลุมผลทดสอบในอนาคต β% ตกอยู่นอกขอบเขตของ λ 

แสดงว่าผลทดสอบที่ระดับการปนเปื้อนที่ส่วนนั้นจะไม่ถูกยอมรับ หรือไม่สอดคล้องกับผลของวิธีอ้างอิง อีกนัยหนึ่งคือ 

ผลทดสอบของวิธี 3M จะสอดคล้องหรือเทียบเท่าวิธีอ้างอิง เมื่อเส้นขีดจำากัดบนและล่างของ β-ETI ตกอยู่ในขอบเขต 

ของ λ จึงสรุปผลได้ดังนี้

1. การบ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.)

 เมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 log10 ที่ทุกระดับการปนเปื้อนพบว่า ผลทดสอบขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่างของ 

β-ETI ของวิธี 3M ตกอยู่ภายในขอบเขตการยอมรับ แต่ถ้า λ เท่ากับ ±0.3 log10 พบตัวอย่างที่ 2 (ระดับปริมาณ

เชื้อ 1.663 log10CFU/มิลลิลิตร) และตัวอย่างที่ 4 (ระดับปริมาณเชื้อ 2.491 log10CFU/มิลลิลิตร) มีผลทดสอบ 

ตกอยู่นอกขอบเขตการยอมรับ

2. การบ่มที่อุณหภูมิ 25°C นาน 72 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.2)

 ผลทดสอบของวิธี 3M อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อน เมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 และ 

±0.3 log
10

3. การบ่มที่อุณหภูมิ 28°C นาน 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.3)

 เมื่อ λ เท่ากับ ±0.5 log
10
 ที่ทุกระดับการปนเปื้อนพบว่า ผลทดสอบขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่างของ 

β-ETI ของวิธี 3M ตกอยู่ภายในขอบเขตการยอมรับ แต่ถ้า λ เท่ากับ ±0.3 log
10
 พบตัวอย่างที่ 1 (ระดับปริมาณเชื้อ 

0.301 log10CFU/มิลลิลิตร) และตัวอย่างที่ 4 (ระดับปริมาณเชื้อ 2.505 log10CFU/มิลลิลิตร) มีผลทดสอบอยู่นอก

ขอบเขตการยอมรับ

4. การบ่มที่อุณหภูมิ 28°C นาน 72 ชั่วโมง (ภาพที่ 2.4)

 ผลทดสอบของวิธี 3M อยู่ภายในขอบเขตการยอมรับที่ทุกระดับการปนเปื้อน เมื่อ λ เท่ากับ  ±0.5 และ 

±0.3 log
10

ภาพที่ 2.1 ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง

165วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 59 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2560

ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

ภาพที่ 2.2 ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 72 ชั่วโมง

ภาพที่ 2.3 ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 48 ชั่วโมง

ภาพที่ 2.4 ที่อุณหภูมิ 28°C เวลา 72 ชั่วโมง

ภาพที่ 2 แสดง Accuracy profile ของแผ่นทดสอบ 3M RYM ที่อุณหภูมิและเวลาต่างๆ
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วิจารณ์

โดยท่ัวไปในงานทดสอบเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ซำ้าตัวอย่างเดียวกันแบบเชิงปริมาณทางจุลชีววิทยา ถ้า

ค่าความแตกต่างของผลซำ้าต่างกันไม่เกิน ±0.5 log10CFU ถือว่ายอมรับได้(13) จากตารางที่ 1 ผลทดสอบจำานวน 

โคโลนียีสต์และราในเครื่องดื่มชนิดเหลวระหว่างวิธี 3M กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C 

เวลา 48 และ 72 ชั่วโมง มีความแตกต่างกันไม่เกิน ±0.5 log10CFU/มิลลิลิตร จึงถือว่ายอมรับได้หากผู้นำาวิธี 

3M ไปใช้ยอมรับเกณฑ์ตัดสินนี้ ตามคู่มือการใช้งานของแผ่นทดสอบ 3M RYM(11) ระบุให้บ่มเพาะเชื้อนาน 48 ± 2  

ชัว่โมง แต่ถ้าเหน็โคโลนไีม่ชดัเจนให้บ่มเพิม่ 12 ชัว่โมง เป็น 60 ชัว่โมง และถ้าไม่สะดวกในการอ่านผลในห้องปฏบิตักิาร 

สามารถขยายเวลาบ่มเป็น 72 ชั่วโมงได้ งานวิจัยน้ีจึงบ่มนาน 72 ช่ัวโมง จากผลทดสอบพบว่าเมื่อบ่มแผ่นทดสอบ 

3M RYM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 72 ชั่วโมง พบมีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้นจากการบ่ม 48 ชั่วโมง 

(0.00 - 0.24 log10CFU/มิลลิลิตร) จากการทดสอบทางสถิติพบว่าการบ่มแผ่นทดสอบ 3M RYM นาน 72 ชั่วโมง

ที่อุณหภูมิ 25°C มีจำานวนโคโลนีมากกว่าการบ่มนาน 48 ชั่วโมงอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (p < 0.05) อาจเป็นเพราะ

โคโลนียีสต์และราที่เจริญช้ายังไม่สามารถสังเกตเห็นได้เมื่อครบ 48 ช่ัวโมง แต่สามารถตรวจพบได้ที่เวลา 72 ชั่วโมง 

ส่วนที่อุณหภูมิ 28°C การบ่มนาน 72 ชั่วโมงมีจำานวนโคโลนีมากกว่าการบ่มนาน 48 ช่ัวโมงอย่างไม่มีนัยสำาคัญทาง

สถิติ (p > 0.05) จึงอาจสรุปได้ว่าการบ่มที่อุณหภูมิ 28°C นาน 48 ชั่วโมง สามารถอ่านผลได้ โดยไม่ต้องบ่มนานขึ้นถึง 

72 ชั่วโมง สอดคล้องกับการศึกษาของ Hans และคณะ(14) ที่เติมเชื้อยีสต์และราในตัวอย่างแป้งและมอซซาเรลลาชีส 

แล้วพบว่าต้องบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C นาน 60 ชั่วโมง จึงจะเห็นการเจริญของยีสต์และราชัดเจน ในขณะที่งานวิจัยของ 

Bird และคณะ(15) พบว่าการใช้แผ่นทดสอบ 3M RYM ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเน้ือบดแช่แข็งบ่มที่อุณหภูมิ 25°C 

และ 28°C นาน 48 ชั่วโมง เมื่อบ่มต่ออีกจนครบ 60 ชั่วโมง จำานวนยีสต์และราไม่เพิ่มขึ้น และได้สรุปว่าจากการทดสอบ

ทางสถิติด้วย Paired t-test ผลทดสอบจำานวนยีสต์และราด้วยแผ่นทดสอบ 3M RYM กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM 

แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำาคัญทางสถิติ 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงทำาเพื่อหาความสัมพันธ์ของค่าที่ได้จากวิธีอ้างอิงกับวิธีทางเลือก เพราะมีผล 

กระทบกับความแม่น (Accuracy) โดยตรง(9) จากภาพที่ 1 แสดงให้เห็นว่าข้อมูลผลทดสอบของวิธี 3M กับวิธีอ้างอิง 

ที่บ่มทั้งสองอุณหภูมิมีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงมากและไปในทิศทางเดียวกัน เพราะค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของ 

เพียร์สัน (r) ใกล้เคียง 1 มาก (0.9986 - 0.9995) สอดคล้องกับข้อมูลการตรวจสอบความถูกต้องของ ADRIA 

Developpement, 2014(7) ที่เปรียบเทียบวิธี 3M กับวิธีมาตรฐาน ISO 21527 ในการตรวจนับยีสต์และราในอาหาร 

นำ้าผลไม้ และนำ้าผ่านกระบวนการบำาบัด นอกจากนี้ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (Slope) เท่ากับ 1 (0.995 - 1.056) 

แสดงว่าวิธี 3M ให้ผลการทดสอบที่เทียบเท่าวิธีอ้างอิง

ในงานวิจัยนี้กำาหนด β เท่ากับ 80% ตามข้อกำาหนดของ ISO 16140-2:2016 โดยปกติขอบเขต 

การยอมรับเป็นความแตกต่างสูงสุดท่ียอมรับได้ของผลการทดสอบระหว่างวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิงซึ่งการกำาหนด

ขอบเขตการยอมรับขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของวิธีอ้างอิง ระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ในอาหาร ประเภทจุลินทรีย์ หรือ 

ตามความต้องการของผู้ใช้งาน(10) ใน ISO 16140-2:2016 กำาหนดขอบเขตการยอมรับ (Acceptability limit, 

AL) ของวิธีทางเลือก เท่ากับ ±0.5 log10 การยอมรับผลทดสอบของวิธี 3M ดูจากขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่าง 

(Upper and lower limits) ของช่วงค่า β - ETI ทีไ่ม่ออกนอกขอบเขตการยอมรบัทีแ่ต่ละระดบัการปนเป้ือน ดงันัน้ใน 

ภาพที ่2 ถ้ากำาหนด AL (λ) เท่ากบั ±0.5 log10 จึงสามารถกล่าวได้ว่า วธิ ี3M ให้ผลเทียบเท่าวธิอ้ีางองิสำาหรบัการทดสอบ 

ตัวอย่างเครื่องดื่มชนิดเหลวที่ระดับการปนเปื้อนที่ทดสอบตั้งแต่ 0.477 log10CFU/มิลลิลิตร ถึง 5.572 log10CFU/

มิลลิลิตร (3 CFU/มิลลิลิตร ถึง 373,330 CFU/มิลลิลิตร) ถ้าช่วงค่า β-ETI อยู่ในขอบเขตการยอมรับ (λ) 

ที่แคบลง เช่น λ = ±0.3 หรือ ±0.4 log10 จะแสดงว่าผลทดสอบของวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิงมีความสอดคล้องหรือ 
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ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

ใกล้เคียงกันมากยิ่งขึ้น นั่นคือวิธีทางเลือกมีความแม่นมากขึ้น ซ่ึงเป็นประโยชน์กับผู้ใช้ในการตัดสินใจท่ีจะนำาวิธีทาง 

เลือกไปใช้โดยสามารถเลือกระดับความแม่นของวิธีได้ด้วยการกำาหนดช่วงการยอมรับ อีกประการหนึ่งถ้ามีบางระดับ 

การปนเป้ือนทีช่่วงค่า β-ETI อยูน่อกขอบเขตการยอมรบั ผูใ้ช้กย็งัสามารถเลอืกใช้วธิทีางเลอืกเฉพาะทีช่่วงค่า β-ETI 

อยู่ในขอบเขตการยอมรับได้ เช่น ในงานวิจัยนี้ เมื่อกำาหนด λ เท่ากับ ±0.3 log10 ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 

72 ชั่วโมง วิธี 3M จะให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิง (ภาพที่ 2.2 และ 2.4) แต่ที่อุณหภูมิ 28°C นาน 48 ชั่วโมง วิธี 3M 

ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิงยกเว้นท่ีระดับการปนเปื้อนของตัวอย่างท่ี 1 และ 4 (ภาพท่ี 2.3) ในขณะที่อุณหภูมิ 25°C 

นาน 48 ชั่วโมง วิธี 3M ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิงยกเว้นท่ีระดับการปนเปื้อนของตัวอย่างที่ 2 และ 4 (ภาพที่ 2.1) 

นอกจากความแม่นแล้วผู้ใช้ยังสามารถดูความเที่ยง (Precision) ของวิธีทางเลือกจากกราฟ Accuracy profile 

ด้วยการพจิารณาช่วงค่า β-ETI ทีค่ำานวณจาก  Bi ± T.Salt     1 + 1
n  ซ่ึงมกีารนำาค่าเบีย่งเบนมาตรฐานของวธิทีางเลอืก 

จากการทดลองตัวอย่างซำ้าหลายคร้ังมาใช้ โดยถ้าวิธีทางเลือกมีความเท่ียงน้อยช่วงค่า β-ETI จะกว้าง การแปลผล 

จากกราฟ Accuracy profile เช่นน้ี ทำาให้ผู้ใช้วิธีสามารถตัดสินใจเลือกใช้วิธีทางเลือกได้ตามขอบเขตการยอมรับ 

ที่กำาหนดและเหมาะสมกับวัตถุประสงค์ที่จะนำาไปใช้กับตัวอย่าง  

การทดสอบความเป็นเส้นตรงกับการใช้ Accuracy profile ให้ผลสอดคล้องกัน คือ วิธี 3M ให้ผล 

เทียบเท่าวิธีอ้างอิง ยกเว้นเมื่อกำาหนด λ เท่ากับ ±0.3 log10 ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 ชั่วโมง วิธี 3M ให้ผล 

ไม่เทียบเท่าวิธีอ้างอิงที่บางระดับการปนเปื้อนยีสต์และรา ซึ่งไม่สอดคล้องกับการทดสอบความเป็นเส้นตรงที่วิธี 3M 

ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิง เนื่องจาก Accuracy profile มีการคำานวณช่วงท่ีคาดว่าผลทดสอบจำานวน β% ในอนาคต 

ที่ได้จากวิธี 3M จะตกอยู่ในช่วงค่านี้ ซึ่งเป็นข้อดีของการใช้ Accuracy profile

สรุป

จากการตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M RYM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 

72 ชั่วโมง กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM สำาหรับการตรวจหาปริมาณยีสต์และราในเครื่องดื่มเหลว โดยใช้การสร้าง 

กราฟ Accuracy profile พบว่าวธิ ี3M ให้ผลเทยีบเท่าวธีิอ้างอิงท่ีทกุระดบัการปนเป้ือน เมือ่กำาหนดขอบเขตการยอมรบั

เท่ากับ ±0.5 log10 ตาม ISO 16140-2:2016 แต่เมื่อกำาหนดขอบเขตการยอมรับแคบลงเท่ากับ ±0.3 log10 วิธี 3M 

ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C เวลา 72 ชั่วโมง เท่านั้นที่ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิงที่ทุกระดับการปนเปื้อน ดังนั้นแผ่น 

ทดสอบ 3M RYM สามารถนำามาใช้นับจำานวนยีสต์และราโดยให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิง US FDA BAM ทั้งนี้ช่วง 

ความใช้ได้ของแผ่นทดสอบ 3M RYM ข้ึนกับการกำาหนด β% และขอบเขตการยอมรับของผู้ใช้งาน สำาหรับระยะ

เวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการนำาวิธีไปใช้สามารถพิจารณาจากกราฟ Accuracy profile ท่ีผู้ใช้พิจารณา 

ความเท่ียงและความแม่นได้ การศึกษานี้ช่วยให้ผู้พัฒนาวิธีวิเคราะห์หรือนำาวิธีทางเลือกมาใช้ด้านอาหาร สามารถนำา 

ขัน้ตอนท่ีผูว้จิยัดำาเนนิการไปใช้ในการตรวจสอบความถกูต้องของวธิ ีรวมท้ังวธิกีารแปลผลและการตัง้เกณฑ์การยอมรบั 

ตามวัตถุประสงค์ของงานได้ 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณบคุลากรในฝ่ายนำา้และเครือ่งดืม่กลุม่จลุชวีวทิยาทกุท่านท่ีให้ความร่วมมอืจนงานวจิยัสำาเรจ็ด้วยดี
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Validation of PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate  Karuna  Teerasamit et al.

วิจารณ์

โดยทั่วไปในงานทดสอบเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ซำ้าตัวอย่างเดียวกันแบบเชิงปริมาณทางจุลชีววิทยา ถ้า

ค่าความแตกต่างของผลซำ้าต่างกันไม่เกิน ±0.5 log10CFU ถือว่ายอมรับได้(13) จากตารางที่ 1 ผลทดสอบจำานวน 

โคโลนียีสต์และราในเครื่องดื่มชนิดเหลวระหว่างวิธี 3M กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C 

เวลา 48 และ 72 ชั่วโมง มีความแตกต่างกันไม่เกิน ±0.5 log10CFU/มิลลิลิตร จึงถือว่ายอมรับได้หากผู้นำาวิธี 

3M ไปใช้ยอมรับเกณฑ์ตัดสินนี้ ตามคู่มือการใช้งานของแผ่นทดสอบ 3M RYM(11) ระบุให้บ่มเพาะเชื้อนาน 48 ± 2  

ช่ัวโมง แต่ถ้าเหน็โคโลนไีม่ชดัเจนให้บ่มเพิม่ 12 ชัว่โมง เป็น 60 ชัว่โมง และถ้าไม่สะดวกในการอ่านผลในห้องปฏบิตักิาร 

สามารถขยายเวลาบ่มเป็น 72 ช่ัวโมงได้ งานวิจัยน้ีจึงบ่มนาน 72 ชั่วโมง จากผลทดสอบพบว่าเมื่อบ่มแผ่นทดสอบ 

3M RYM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 72 ชั่วโมง พบมีจำานวนโคโลนียีสต์และราเพิ่มขึ้นจากการบ่ม 48 ชั่วโมง 

(0.00 - 0.24 log10CFU/มิลลิลิตร) จากการทดสอบทางสถิติพบว่าการบ่มแผ่นทดสอบ 3M RYM นาน 72 ชั่วโมง

ที่อุณหภูมิ 25°C มีจำานวนโคโลนีมากกว่าการบ่มนาน 48 ชั่วโมงอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (p < 0.05) อาจเป็นเพราะ

โคโลนียีสต์และราที่เจริญช้ายังไม่สามารถสังเกตเห็นได้เมื่อครบ 48 ชั่วโมง แต่สามารถตรวจพบได้ที่เวลา 72 ชั่วโมง 

ส่วนที่อุณหภูมิ 28°C การบ่มนาน 72 ช่ัวโมงมีจำานวนโคโลนีมากกว่าการบ่มนาน 48 ชั่วโมงอย่างไม่มีนัยสำาคัญทาง

สถิติ (p > 0.05) จึงอาจสรุปได้ว่าการบ่มที่อุณหภูมิ 28°C นาน 48 ชั่วโมง สามารถอ่านผลได้ โดยไม่ต้องบ่มนานขึ้นถึง 

72 ชั่วโมง สอดคล้องกับการศึกษาของ Hans และคณะ(14) ที่เติมเชื้อยีสต์และราในตัวอย่างแป้งและมอซซาเรลลาชีส 

แล้วพบว่าต้องบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 25°C นาน 60 ชั่วโมง จึงจะเห็นการเจริญของยีสต์และราชัดเจน ในขณะที่งานวิจัยของ 

Bird และคณะ(15) พบว่าการใช้แผ่นทดสอบ 3M RYM ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเน้ือบดแช่แข็งบ่มที่อุณหภูมิ 25°C 

และ 28°C นาน 48 ชั่วโมง เมื่อบ่มต่ออีกจนครบ 60 ชั่วโมง จำานวนยีสต์และราไม่เพิ่มขึ้น และได้สรุปว่าจากการทดสอบ

ทางสถิติด้วย Paired t-test ผลทดสอบจำานวนยีสต์และราด้วยแผ่นทดสอบ 3M RYM กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM 

แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำาคัญทางสถิติ 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงทำาเพื่อหาความสัมพันธ์ของค่าที่ได้จากวิธีอ้างอิงกับวิธีทางเลือก เพราะมีผล 

กระทบกับความแม่น (Accuracy) โดยตรง(9) จากภาพที่ 1 แสดงให้เห็นว่าข้อมูลผลทดสอบของวิธี 3M กับวิธีอ้างอิง 

ท่ีบ่มทั้งสองอุณหภูมิมีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงมากและไปในทิศทางเดียวกัน เพราะค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของ 

เพียร์สัน (r) ใกล้เคียง 1 มาก (0.9986 - 0.9995) สอดคล้องกับข้อมูลการตรวจสอบความถูกต้องของ ADRIA 

Developpement, 2014(7) ที่เปรียบเทียบวิธี 3M กับวิธีมาตรฐาน ISO 21527 ในการตรวจนับยีสต์และราในอาหาร 

นำ้าผลไม้ และนำ้าผ่านกระบวนการบำาบัด นอกจากนี้ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (Slope) เท่ากับ 1 (0.995 - 1.056) 

แสดงว่าวิธี 3M ให้ผลการทดสอบที่เทียบเท่าวิธีอ้างอิง

ในงานวิจัยนี้กำาหนด β เท่ากับ 80% ตามข้อกำาหนดของ ISO 16140-2:2016 โดยปกติขอบเขต 

การยอมรับเป็นความแตกต่างสูงสุดที่ยอมรับได้ของผลการทดสอบระหว่างวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิงซึ่งการกำาหนด

ขอบเขตการยอมรับขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของวิธีอ้างอิง ระดับการปนเปื้อนจุลินทรีย์ในอาหาร ประเภทจุลินทรีย์ หรือ 

ตามความต้องการของผู้ใช้งาน(10) ใน ISO 16140-2:2016 กำาหนดขอบเขตการยอมรับ (Acceptability limit, 

AL) ของวิธีทางเลือก เท่ากับ ±0.5 log10 การยอมรับผลทดสอบของวิธี 3M ดูจากขีดจำากัดบนและขีดจำากัดล่าง 

(Upper and lower limits) ของช่วงค่า β - ETI ทีไ่ม่ออกนอกขอบเขตการยอมรบัท่ีแต่ละระดบัการปนเป้ือน ดงันัน้ใน 

ภาพที ่2 ถ้ากำาหนด AL (λ) เท่ากบั ±0.5 log10 จงึสามารถกล่าวได้ว่า วธิ ี3M ให้ผลเทียบเท่าวิธอ้ีางองิสำาหรบัการทดสอบ 

ตัวอย่างเครื่องดื่มชนิดเหลวที่ระดับการปนเปื้อนที่ทดสอบตั้งแต่ 0.477 log10CFU/มิลลิลิตร ถึง 5.572 log10CFU/

มิลลิลิตร (3 CFU/มิลลิลิตร ถึง 373,330 CFU/มิลลิลิตร) ถ้าช่วงค่า β-ETI อยู่ในขอบเขตการยอมรับ (λ) 

ที่แคบลง เช่น λ = ±0.3 หรือ ±0.4 log10 จะแสดงว่าผลทดสอบของวิธีทางเลือกกับวิธีอ้างอิงมีความสอดคล้องหรือ 
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 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   

ใกล้เคียงกันมากยิ่งขึ้น นั่นคือวิธีทางเลือกมีความแม่นมากข้ึน ซึ่งเป็นประโยชน์กับผู้ใช้ในการตัดสินใจท่ีจะนำาวิธีทาง 

เลือกไปใช้โดยสามารถเลือกระดับความแม่นของวิธีได้ด้วยการกำาหนดช่วงการยอมรับ อีกประการหนึ่งถ้ามีบางระดับ 

การปนเป้ือนทีช่่วงค่า β-ETI อยูน่อกขอบเขตการยอมรบั ผูใ้ช้กย็งัสามารถเลอืกใช้วธิทีางเลอืกเฉพาะทีช่่วงค่า β-ETI 

อยู่ในขอบเขตการยอมรับได้ เช่น ในงานวิจัยนี้ เมื่อกำาหนด λ เท่ากับ ±0.3 log10 ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 

72 ชั่วโมง วิธี 3M จะให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิง (ภาพที่ 2.2 และ 2.4) แต่ที่อุณหภูมิ 28°C นาน 48 ชั่วโมง วิธี 3M 

ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิงยกเว้นที่ระดับการปนเปื้อนของตัวอย่างท่ี 1 และ 4 (ภาพที่ 2.3) ในขณะที่อุณหภูมิ 25°C 

นาน 48 ชั่วโมง วิธี 3M ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิงยกเว้นท่ีระดับการปนเปื้อนของตัวอย่างที่ 2 และ 4 (ภาพท่ี 2.1) 

นอกจากความแม่นแล้วผู้ใช้ยังสามารถดูความเที่ยง (Precision) ของวิธีทางเลือกจากกราฟ Accuracy profile 

ด้วยการพิจารณาช่วงค่า β-ETI ท่ีคำานวณจาก  Bi ± T.Salt     1 + 1
n  ซ่ึงมกีารนำาค่าเบีย่งเบนมาตรฐานของวธิทีางเลอืก 

จากการทดลองตัวอย่างซำ้าหลายคร้ังมาใช้ โดยถ้าวิธีทางเลือกมีความเที่ยงน้อยช่วงค่า β-ETI จะกว้าง การแปลผล 

จากกราฟ Accuracy profile เช่นน้ี ทำาให้ผู้ใช้วิธีสามารถตัดสินใจเลือกใช้วิธีทางเลือกได้ตามขอบเขตการยอมรับ 

ที่กำาหนดและเหมาะสมกับวัตถุประสงค์ที่จะนำาไปใช้กับตัวอย่าง  

การทดสอบความเป็นเส้นตรงกับการใช้ Accuracy profile ให้ผลสอดคล้องกัน คือ วิธี 3M ให้ผล 

เทียบเท่าวิธีอ้างอิง ยกเว้นเมื่อกำาหนด λ เท่ากับ ±0.3 log10 ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 ชั่วโมง วิธี 3M ให้ผล 

ไม่เทียบเท่าวิธีอ้างอิงที่บางระดับการปนเปื้อนยีสต์และรา ซึ่งไม่สอดคล้องกับการทดสอบความเป็นเส้นตรงที่วิธี 3M 

ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิง เนื่องจาก Accuracy profile มีการคำานวณช่วงที่คาดว่าผลทดสอบจำานวน β% ในอนาคต 

ที่ได้จากวิธี 3M จะตกอยู่ในช่วงค่านี้ ซึ่งเป็นข้อดีของการใช้ Accuracy profile

สรุป

จากการตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ 3M RYM ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C นาน 48 และ 

72 ชั่วโมง กับวิธีอ้างอิง US FDA BAM สำาหรับการตรวจหาปริมาณยีสต์และราในเครื่องดื่มเหลว โดยใช้การสร้าง 

กราฟ Accuracy profile พบว่าวิธ ี3M ให้ผลเทยีบเท่าวธีิอ้างอิงทีท่กุระดบัการปนเป้ือน เมือ่กำาหนดขอบเขตการยอมรบั

เท่ากับ ±0.5 log10 ตาม ISO 16140-2:2016 แต่เมื่อกำาหนดขอบเขตการยอมรับแคบลงเท่ากับ ±0.3 log10 วิธี 3M 

ที่อุณหภูมิ 25°C และ 28°C เวลา 72 ชั่วโมง เท่านั้นที่ให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิงที่ทุกระดับการปนเปื้อน ดังนั้นแผ่น 

ทดสอบ 3M RYM สามารถนำามาใช้นับจำานวนยีสต์และราโดยให้ผลเทียบเท่าวิธีอ้างอิง US FDA BAM ท้ังนี้ช่วง 

ความใช้ได้ของแผ่นทดสอบ 3M RYM ข้ึนกับการกำาหนด β% และขอบเขตการยอมรับของผู้ใช้งาน สำาหรับระยะ

เวลาและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับการนำาวิธีไปใช้สามารถพิจารณาจากกราฟ Accuracy profile ท่ีผู้ใช้พิจารณา 

ความเที่ยงและความแม่นได้ การศึกษานี้ช่วยให้ผู้พัฒนาวิธีวิเคราะห์หรือนำาวิธีทางเลือกมาใช้ด้านอาหาร สามารถนำา 

ข้ันตอนทีผู่วิ้จยัดำาเนนิการไปใช้ในการตรวจสอบความถกูต้องของวธิ ีรวมทัง้วธิกีารแปลผลและการตัง้เกณฑ์การยอมรับ 

ตามวัตถุประสงค์ของงานได้ 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณบคุลากรในฝ่ายนำา้และเครือ่งดืม่กลุม่จลุชีววทิยาทกุท่านท่ีให้ความร่วมมอืจนงานวจิยัสำาเรจ็ด้วยดี
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Use of Accuracy Profile for Validation of 

PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold 

Count Plate for Enumeration of Yeast

and Mold in Beverage

Karuna  Teerasamit Ladapan  Saengklai and Nalinee Yoophet
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 

11000, Thailand

ABSTRACT Validation of quantitative method in microbiology according to ISO 16140 - 2:2016 specifies 
use of accuracy profile to compare the result of reference and alternative methods. The accuracy profile 
was used to validate the PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate (3M RYM) by comparing yeast 
and mold counts in liquid beverages with the US FDA BAM procedure recognized as reference method. 
The test samples were naturally and artificially contaminated at low level (1 - 100 CFU/ml), medium 
level (100 - 1,000 CFU/ml), and high level (>1,000 CFU/ml). When incubated at 25°C and 28°C for 
48 h and 72 h, the results of the two methods showed relationship as linear and the Petrifilm 3M RYM 
gave Pearson’s correlation coefficient scores close to 1, i.e. 0.9986, 0.9988, 0.9995 and 0.9992, respectively. 
The accuracy profile for validation of Petrifilm 3M RYM was accomplished by setting the β-expectation  
tolerance intervals (β-ETI) at 80% (β%) and the acceptability limits, AL (λ) at ±0.3 and ±0.5 log10 

CFU/ml. For a λ of ±0.5 log10, the 3M method incubated at 25°C and 28°C for 48 h and 72 h, the β-ETI 
limits were within the acceptability limits at all contamination levels. When λ was ±0.3 log10

, 

only at 25°C and 28°C, 72 h that the β-ETI limits fell inside the acceptability limits at all contamination 
levels. It can be concluded that the validity of Petrifilm 3M RYM depends on defined β% and acceptability 
limits (λ) specified by the users. Use of accuracy profile assists the users to choose an analytical method  
appropriately. 

Keywords: Accuracy profile, Validation, Petrifilm 3M RYM, Beverage
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Use of Accuracy Profile for Validation of 

PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold 

Count Plate for Enumeration of Yeast

and Mold in Beverage

Karuna  Teerasamit Ladapan  Saengklai and Nalinee Yoophet
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 

11000, Thailand

ABSTRACT Validation of quantitative method in microbiology according to ISO 16140 - 2:2016 specifies 
use of accuracy profile to compare the result of reference and alternative methods. The accuracy profile 
was used to validate the PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate (3M RYM) by comparing yeast 
and mold counts in liquid beverages with the US FDA BAM procedure recognized as reference method. 
The test samples were naturally and artificially contaminated at low level (1 - 100 CFU/ml), medium 
level (100 - 1,000 CFU/ml), and high level (>1,000 CFU/ml). When incubated at 25°C and 28°C for 
48 h and 72 h, the results of the two methods showed relationship as linear and the Petrifilm 3M RYM 
gave Pearson’s correlation coefficient scores close to 1, i.e. 0.9986, 0.9988, 0.9995 and 0.9992, respectively. 
The accuracy profile for validation of Petrifilm 3M RYM was accomplished by setting the β-expectation  
tolerance intervals (β-ETI) at 80% (β%) and the acceptability limits, AL (λ) at ±0.3 and ±0.5 log10 

CFU/ml. For a λ of ±0.5 log10, the 3M method incubated at 25°C and 28°C for 48 h and 72 h, the β-ETI 
limits were within the acceptability limits at all contamination levels. When λ was ±0.3 log10

, 

only at 25°C and 28°C, 72 h that the β-ETI limits fell inside the acceptability limits at all contamination 
levels. It can be concluded that the validity of Petrifilm 3M RYM depends on defined β% and acceptability 
limits (λ) specified by the users. Use of accuracy profile assists the users to choose an analytical method  
appropriately. 

Keywords: Accuracy profile, Validation, Petrifilm 3M RYM, Beverage

 
 

ตารางที่ 2 แสดงจ านวนยีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25oC เวลา  
48 ช่ัวโมง 
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การสร้างกราฟ Accuracy profile
นำาผลการนับจำานวนโคโลนียีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 

28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ไปคำานวณหาค่าความเบี่ยงเบน (Bias) ของผลทดสอบวิธี 3M ขีดจำากัดบนและ 
ขีดจำากัดล่างของช่วงความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (Upper and Lower β-ETI limits) เพื่อสร้างกราฟ Accuracy 
profile โดยกำาหนดค่าเบต้า (β) เท่ากับ 80% และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (λ) เท่ากับ ±0.3 และ ±0.5 log10

ใน (ตารางที่ 2 - ตารางที่ 5) นำาผลคำานวณที่ได้นี้ไปสร้างกราฟ Accuracy profile (ภาพที่ 2)
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ตารางที่ 3 แสดงจ านวนยีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25oC เวลา 
72 ช่ัวโมง 
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US FDA 
BAM 

1 
2 
3 

3 
5 
2 

89 
72 
58 

235 
337 
272 

447 
357 
497 

1340 
1293 
1373 

3000 
3333 
3100 

20100 
21167 
24667 

360000 
440000 
373330 

3M 1 
2 
3 
4 
5 

4 
3 
5 
3 
5 

69 
80 
99 
71 
90 

265 
237 
295 
309 
172 

390 
320 
360 
340 
450 

1180 
1510 
1320 
1510 
1410 

3200 
2000 
4000 
2230 
3100 

30900 
26300 
32700 
24200 
29700 

220000 
390000 
560000 
330000 
470000 

แปลงเป็นค่า log10 
US FDA 

BAM 
1 
2 
3 

0.477 
0.699 
0.301 

1.949 
1.857 
1.763 

2.371 
2.528 
2.435 

2.650 
2.553 
2.696 

3.127 
3.112 
3.138 

3.477 
3.523 
3.491 

4.303 
4.326 
4.392 

5.556 
5.643 
5.572 

 Xi 0.477 1.857 2.435 2.650 3.127 3.491 4.326 5.572 
3M 1 

2 
3 
4 
5 

0.602 
0.477 
0.699 
0.477 
0.699 

1.839 
1.903 
1.996 
1.851 
1.954 

2.423 
2.375 
2.470 
2.490 
2.236 

2.591 
2.505 
2.556 
2.531 
2.653 

3.072 
3.179 
3.121 
3.179 
3.149 

3.505 
3.301 
3.602 
3.348 
3.491 

4.490 
4.420 
4.515 
4.384 
4.473 

5.342 
5.591 
5.748 
5.519 
5.672 

 Yi 0.602 1.903 2.423 2.556 3.149 3.491 4.473 5.591 
 Salt,i 0.111 0.067 0.101 0.057 0.045 0.123 0.053 0.156 
 N 5 5 5 5 5 5 5 5 
 Salt 0.097        
 Sref,i 0.199 0.093 0.079 0.073 0.013 0.023 0.046 0.046 
 N 3 3 3 3 3 3 3 3 
 Sref 0.090        
 Yi-Xi 0.125 0.046 -0.011 -0.094 0.022 0.000 0.147 0.019 
 Salt.√      0.106        
 T(0.1,32) 1.3086        
 T.Salt.√      0.138        
 Ui 0.263 0.184 0.127 0.044 0.161 0.138 0.286 0.157 
 Li -0.014 -0.093 -0.150 -0.232 -0.116 -0.138 0.009 -0.120 

 
 
 

ตารางที่ 3	 จ�ำนวนยีสต์และรำของวิธีอ้ำงอิง	US	FDA	BAM	และวิธี	3M	ที่อุณหภูมิ	25oC	เวลำ	72	ชั่วโมง
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Validation of PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate  Karuna  Teerasamit et al.

การสร้างกราฟ Accuracy profile
นำาผลการนับจำานวนโคโลนียีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 

28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ไปคำานวณหาค่าความเบี่ยงเบน (Bias) ของผลทดสอบวิธี 3M ขีดจำากัดบนและ 
ขีดจำากัดล่างของช่วงความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (Upper and Lower β-ETI limits) เพื่อสร้างกราฟ Accuracy 
profile โดยกำาหนดค่าเบต้า (β) เท่ากับ 80% และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (λ) เท่ากับ ±0.3 และ ±0.5 log10

ใน (ตารางที่ 2 - ตารางที่ 5) นำาผลคำานวณที่ได้นี้ไปสร้างกราฟ Accuracy profile (ภาพที่ 2)
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วิธีทดสอบ จำานวนซำ้า

ตารางที่ 2 จำานวนยีสต์และราของวิธีอ้าง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง 
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ตรวจสอบความถูกต้องของแผ่นทดสอบ PetrifilmTM Rapid 
 กรุณา  ตีรสมิทธ์ และคณะ 
Yeast and Mold Count Plate   
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แปลงเป็นค่า Log10
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ที่ 3
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ที่ 6
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ที่ 7
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ที่ 8

ตัวอย่าง
ที่ 1

ตัวอย่าง
ที่ 2

วิธีทดสอบ จำานวนซำ้า

ตารางที่ 3 จำานวนยีสต์และราของวิธีอ้าง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 72 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4 แสดงจ านวนยีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 28oC เวลา  
48 ช่ัวโมง 

วิธี
ทดสอบ 

จ านวนซ  า ตัวอย่าง
ท่ี 1 

ตัวอย่าง
ท่ี 2 

ตัวอย่าง
ท่ี 3 

ตัวอย่าง
ท่ี 4 

ตัวอย่าง
ท่ี 5 

ตัวอย่าง
ท่ี 6 

ตัวอย่าง
ท่ี 7 

ตัวอย่าง
ท่ี 8 

US FDA 
BAM 

1 
2 
3 

3 
5 
2 

89 
72 
58 
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337 
272 

447 
357 
497 

1340 
1293 
1373 
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3100 

20100 
21167 
24667 

360000 
440000 
373330 

3M 1 
2 
3 
4 
5 
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2 
3 

50 
65 
71 
51 
84 
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283 
239 
237 
237 

340 
280 
340 
310 
320 

1250 
1210 
1370 
1430 
1530 

3700 
3600 
3200 
2730 
2600 

28000 
25600 
27200 
22100 
28700 

450000 
430000 
490000 
340000 
490000 

แปลงเป็นค่า log10 
US FDA 

BAM 
1 
2 
3 

0.477 
0.699 
0.301 

1.949 
1.857 
1.763 

2.371 
2.528 
2.435 

2.650 
2.553 
2.696 

3.127 
3.112 
3.138 

3.477 
3.523 
3.491 

4.303 
4.326 
4.392 

5.556 
5.643 
5.572 

 Xi 0.477 1.857 2.435 2.650 3.127 3.491 4.326 5.572 
3M 1 

2 
3 
4 
5 

0.301 
0.778 
0.000 
0.301 
0.477 

1.699 
1.813 
1.851 
1.708 
1.924 

2.290 
2.452 
2.378 
2.375 
2.375 

2.531 
2.447 
2.531 
2.491 
2.505 

3.097 
3.083 
3.137 
3.155 
3.185 

3.568 
3.556 
3.505 
3.436 
3.415 

4.447 
4.408 
4.435 
4.344 
4.458 

5.653 
5.633 
5.690 
5.531 
5.690 

 Yi 0.301 1.813 2.375 2.505 3.137 3.505 4.435 5.653 
 Salt,i 0.285 0.096 0.057 0.035 0.042 0.069 0.045 0.065 
 N 5 5 5 5 5 5 5 5 
 Salt 0.116        
 Sref,i 0.199 0.093 0.079 0.073 0.013 0.023 0.046 0.046 
 N 3 3 3 3 3 3 3 3 
 Sref 0.090        
 Yi-Xi -0.176 -0.044 -0.060 -0.145 0.010 0.014 0.109 0.081 
 Salt.√      0.127        
 T(0.1,32) 1.3086        
 T.Salt.√      0.166        
 Ui -0.010 0.122 0.107 0.021 0.176 0.180 0.275 0.247 
 Li -0.342 -0.211 -0.226 -0.312 -0.157 -0.153 -0.057 -0.085 

 
 
 

ตารางที่ 4	 จ�ำนวนยีสต์และรำของวิธีอ้ำงอิง	US	FDA	BAM	และวิธี	3M	ที่อุณหภูมิ	28oC	เวลำ	48	ชั่วโมง
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Validation of PetrifilmTM Rapid Yeast and Mold Count Plate  Karuna  Teerasamit et al.

การสร้างกราฟ Accuracy profile
นำาผลการนับจำานวนโคโลนียีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C และ 

28°C นาน 48 และ 72 ชั่วโมง ไปคำานวณหาค่าความเบี่ยงเบน (Bias) ของผลทดสอบวิธี 3M ขีดจำากัดบนและ 
ขีดจำากัดล่างของช่วงความคลาดเคลื่อนคาดหวัง (Upper and Lower β-ETI limits) เพื่อสร้างกราฟ Accuracy 
profile โดยกำาหนดค่าเบต้า (β) เท่ากับ 80% และขอบเขตการยอมรับผลทดสอบ (λ) เท่ากับ ±0.3 และ ±0.5 log10

ใน (ตารางที่ 2 - ตารางที่ 5) นำาผลคำานวณที่ได้นี้ไปสร้างกราฟ Accuracy profile (ภาพที่ 2)
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วิธีทดสอบ จำานวนซำ้า

ตารางที่ 2 จำานวนยีสต์และราของวิธีอ้าง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 25°C เวลา 48 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 5 แสดงจ านวนยีสต์และราของวิธีอ้างอิง US FDA BAM และวิธี 3M ที่อุณหภูมิ 28oC เวลา  
72 ช่ัวโมง 
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ทดสอบ 
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ท่ี 4 
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373330 

3M 1 
2 
3 
4 
5 

2 
6 
3 
2 
3 

80 
75 
79 
58 
95 

195 
283 
239 
237 
237 

350 
310 
350 
340 
340 

1250 
1210 
1390 
1430 
1540 

3800 
3600 
3200 
2740 
2700 

28100 
25600 
27200 
22100 
28800 

450000 
430000 
490000 
340000 
490000 

แปลงเป็นค่า log10 
US FDA 

BAM 
1 
2 
3 

0.477 
0.699 
0.301 

1.949 
1.857 
1.763 

2.371 
2.528 
2.435 

2.650 
2.553 
2.696 

3.127 
3.112 
3.138 

3.477 
3.523 
3.491 

4.303 
4.326 
4.392 

5.556 
5.643 
5.572 

 Xi 0.477 1.857 2.435 2.650 3.127 3.491 4.326 5.572 
3M 1 

2 
3 
4 
5 

0.301 
0.778 
0.477 
0.301 
0.477 

1.903 
1.875 
1.898 
1.763 
1.978 

2.290 
2.452 
2.378 
2.375 
2.375 

2.544 
2.491 
2.544 
2.531 
2.531 

3.097 
3.083 
3.143 
3.155 
3.188 

3.580 
3.556 
3.505 
3.438 
3.431 

4.449 
4.408 
4.435 
4.344 
4.459 

5.653 
5.633 
5.690 
5.531 
5.690 

 Yi 0.477 1.898 2.375 2.531 3.143 3.505 4.435 5.653 
 Salt,i 0.195 0.077 0.057 0.022 0.043 0.067 0.046 0.065 
 N 5 5 5 5 5 5 5 5 
 Salt 0.087        
 Sref,i 0.199 0.093 0.079 0.073 0.013 0.023 0.046 0.046 
 N 3 3 3 3 3 3 3 3 
 Sref 0.090        
 Yi-Xi 0.000 0.040 -0.060 -0.119 0.016 0.014 0.109 0.081 
 Salt.√      0.095        
 T(0.1,32) 1.3086        
 T.Salt.√      0.125        
 Ui 0.125 0.165 0.065 0.006 0.141 0.138 0.234 0.206 
 Li -0.125 -0.084 -0.184 -0.244 -0.109 -0.111 -0.016 -0.044 

 

 

 

ตารางที่ 5	 จ�ำนวนยีสต์และรำของวิธีอ้ำงอิง	US	FDA	BAM	และวิธี	3M	ที่อุณหภูมิ	28oC	เวลำ	72	ชั่วโมง
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บทคัดย่อ โมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในยาสำาเร็จรูปอาจมีหลายแบบเนื่องจากประจุที่แตกต่างกัน (charge 
heterogeneity) หากมีการเปลี่ยนแปลงอาจส่งผลต่อความคงสภาพของยา การออกฤทธิ์ และ/หรือกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
ที่ก่อให้เกิดอันตราย ดังนั้นคุณภาพของยาแต่ละรุ่นต้องมี charge variants ที่สม่ำาเสมอ จึงได้ทำาการศึกษาชนิดของ 
charge variants ของยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดสำาเร็จรูป 14 ชื่อการค้าที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทยด้วยเทคนิค 
Capillary Isoelectric Focusing ผลการศึกษาจากอิเล็กโทรฟิโรแกรมพบว่ายาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกชนิดมี 
isoforms ทั้ง 3 แบบและตรงตาม isoforms ของสารมาตรฐาน ค่า pI ของ isoforms อยู่ในช่วง 6 - 10 โดย pI ของพีคชนิด 
basic และ acidic พคี อยูใ่นชว่ง 9.48 – 6.70 และ 9.24 - 6.40 ตามลำาดบั นอกจากนีพ้บวา่ยาอา้งองิมคีวามคงตวัดกีวา่ยาคลา้ยคลงึ 
จากการเปรียบเทียบ isoforms เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 37°C นาน 5 วัน สรุปได้ว่าตัวอย่างยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ส่งตรวจ 
ประกอบการขึ้นทะเบียนมี charge variants ตรงตามสารมาตรฐานที่จดแจ้ง อย่างไรก็ตามภาครัฐควรพิจารณาแนวทาง 
การติดตามการเฝ้าระวังด้านคุณภาพของยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีรุ่นอื่นๆ รวมทั้งความคงสภาพของยาชีววัตถุคล้ายคลึง 
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บทนำา

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody: mAb) ที่ผลิตเป็นยารักษาโรคด้วยเทคโนโลยีชีวภาพ

เป็นยา Biotherapeutic products (BTP) ในการผลิตมีโอกาสได้โมเลกุลของยาที่แตกต่างกัน ความแตกต่างหนึ่งที่

จะพบได้คอืโมเลกลุ mAb ในยาสำาเรจ็รปูอาจมีประจทุีแ่ตกต่างกนั (charge variants)(1) ซึง่เป็นผลจากการทำางานของ

เอนไซม์หรือปฏิกิริยาอื่น (enzymatic และ nonenzymatic modifications) หลายปฏิกิริยา เช่น glycosylation,  

glycation, deamidation, oxidation, disulfide bond formation หรือการปรับแต่งชนิดของกรดอะมิโนท่ี 

ปลายสายโปรตีน (C-/N-terminal amino acids modification) และ peptide bond cleavage เป็นต้น 

ซึง่เป็นความแตกต่างเล็กน้อย (microheterogeneity) โดยอาจเกดิระหว่างขบวนการผลติในเซลล์หรอืเกดิในขบวนการ

ที่อยู่นอกเซลล์ขึ้นอยู่กับชนิดของปฏิกิริยาเหล่าน้ัน รวมถึงเกิดระหว่างการทำาให้บริสุทธิ์และขณะเก็บรักษาที่ทำาให้เกิด

การปรับแต่งโมเลกุลโปรตีน(2) 

variants บางชนิดอาจไม่ก่อให้เกิดผลด้านความปลอดภัย บางชนิดอาจกระทบต่อประสิทธิภาพของยา 

เมื่อนำาไปใช้มากหรือน้อยแล้วแต่ชนิดของโปรตีนนั้น อย่างไรก็ตาม charge variants ของยา mAb มีความสำาคัญ 

ในแง่ท่ีมีผลต่อความคงตัวและการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ การเปลี่ยนแปลงสัดส่วนของชนิดประจุบนโมเลกุลเพียง 

เลก็น้อยสะท้อนถงึโครงสร้างท่ีเปลีย่นแปลงและอาจส่งผลต่อความคงตวัของยาหรอืกระตุน้ภมูคิุม้กนัทีเ่ป็นอนัตราย(3,4) 

ขณะเดียวกันยา mAb มีกระบวนการผลิตที่ซับซ้อน มีโอกาสเบี่ยงเบนจากมาตรฐานหากควบคุมการผลิตไม่ดีก็อาจ 

ได้ยาที่มีคุณภาพไม่ตรงตามที่ออกแบบไว้ ปัจจุบันยา mAb ที่ใช้ในประเทศไทยเป็นยานำาเข้าทั้งหมดจากประเทศต่างๆ 

ทัง้จากโรงงานใหญ่ทีจ่ำาหน่ายยาไปท่ัวโลกและโรงงานขนาดเล็กทีผ่ลติยาชีววตัถคุล้ายคลงึ (biosimilars) ทีจ่ำาหน่ายยา 

ในเขตอื่นนอกเหนือจากยุโรปและเมริกา ดังนั้นในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์นี้จึงต้องมีการตรวจวิเคราะห์ด้าน 

charge variants ของยา mAb ร่วมกบัการวิเคราะห์หวัข้ออืน่ๆ หากมกีารเปลีย่นแปลงกระบวนการผลติหรอืเกบ็รกัษา

ยาเป็นเวลานานอาจทำาให้เกดิการเปลีย่นแปลงโมเลกลุ ซึง่อาจไม่มผีลต่อการเปลีย่นแปลงประจ ุแต่บางชนดิ เช่น การตดั 

กรดอะมโินไลซนีท่ี C - terminal ของ heavy chain ออกอย่างไม่สมบรูณ์จึงทำาให้มกีารเปลีย่นแปลงประจุ เกิดการจับเป็นวง 

(cyclization) ของ glutamine ที ่N-terminal หรอืมปีฏกิริยิา oxidation เปลีย่น methionine เป็น methionine  

sulfoxide ทำาให้ได้ basic variants ส่วน acidic variants เกิดจากการเติมนำ้าตาลกรดไซอะลิก (sialic acid) 

ในส่วน Fc และปฏิกิริยา deamidation เช่น จากกรดอะมิโนแอสพาราจีนเป็นกรดแอสปาร์ติก เป็นต้น(5,6) ปัจจุบัน 

ผู้ผลิตและภาครัฐให้ความสำาคัญกับความสัมพันธ์ของโครงสร้างโมเลกุลกับประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ของ mAb 

ซึ่งการเปลี่ยนแปลงประจุอาจไม่กระทบต่อการออกฤทธิ์ของยา แต่เนื่องจากปัจจุบันยังมีข้อมูลด้านนี้จำากัด จึงต้อง 

ติดตามตรวจสอบความสมำ่าเสมอของคุณลักษณะทางประจุ

เทคนคิทีม่ปีระสทิธภิาพในการตรวจวเิคราะห์ด้านประจ ุคอื อเิลก็โทรโฟรซีสีแบบแคปิลลารี(7-9) (capillary 

electrophoresis: CE) ชนิด isoelectric focusing (cIEF) โดยพจิารณาจากค่า isoelectric point (pI) ซึง่แสดงเป็น 

isoforms มทีัง้แบบ acidic variants และ basic variants นอกเหนอื จากโมเลกุลหลกั (main peak) ทีม่ค่ีาประจรุวมเป็น

ศนูย์ในสนามไฟฟ้าและเปรยีบเทียบ isoforms กบัสารมาตรฐานร่วมการวเิคราะห์คุณลกัษณะด้านอ่ืนๆ วตัถุประสงค์ของ 

งานวิจัยนี้เพ่ือศึกษาคุณลักษณะ charge variants ของยา mAb ชนิดต่างๆ ที่นำาเข้ามาจำาหน่ายในประเทศไทย 

ด้วยเทคนิค cIEF เพื่อตรวจสอบยืนยันคุณลักษณะของยาว่าเป็นไปตามที่จดแจ้งในการขึ้นทะเบียนยา และเพื่อศึกษา

เปรียบเทียบคุณลักษณะด้านประจุของยา mAb ชนิดคล้ายคลึงกับยาอ้างอิง เพื่อให้ได้ข้อมูลสำาหรับการเฝ้าระวัง 

หลังจำาหน่ายเพื่อให้ประชาชนได้รับยาที่ดีและปลอดภัย
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การศึกษา Charge Variants ในยาชีววัตถุเพื่อการรักษาชนิดโมโนโคลนอลแอนติบอด ี  วิชชุดา  จริยะพันธุ์ และคณะ 

วัสดุและวิธีการ

สารเคมี

สารเคมีและสารละลายที่ใช้เป็นชนิด analytical grade ทั้ง Anolyte (200 mM Phosphoric 

Acid), Catholyte (300 mM Sodium Hydroxide), Chemical Mobilizer (350 mM Acetic Acid), 

Cathodic Stabilizer (500 mM Arginine), Anodic Stabilizer (200 mM Iminodiacetic Acid), Urea 

Solution (4.3 M Urea), 3 M Urea-cIEF Gel, Pharmalyte 3 - 10 carrier ampholytes (GE 

Healthcare # 17 - 0456 - 01)

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบแคปิลลารี รุ่น PA 800 Plus Pharmaceutical Analysis System 

(Beckman Coulter, USA) โดยโปรแกรมประมวลผล 32 Karat Software version 9.1 patch และ PA 800 plus 

Software version 1.1 patch ใช้แคปิลลารีแบบ neutral-coated ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 50 μm 

ความยาวทั้งหมด (L) 30.2 cm และเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงชนิด UV 280 nm สารละลาย cIEF gel 

ตัวอย่างและสารมาตรฐาน

ยาชีววัตถุเพื่อการรักษาสำาเร็จรูปชนิดโมโนโคลนอลแอนติบอดีจำานวน 14 ช่ือการค้า (brands) คือ ชนิด 

A-N ที่ขึ้นทะเบียนเพื่อจำาหน่ายในประเทศไทยสำาหรับการรักษาโรคชนิดต่างๆ เช่น โรคติดเช้ือ มะเร็งเต้านม 

มะเร็งลำาไส้ใหญ่ มะเร็งเม็ดเลือดขาว โรคข้ออักเสบ โรคกระดูกพรุนและโรคปลอกประสาทอักเสบ เป็นต้น โดย 1 

ชนิดเป็นยาคล้ายคลึง (Biosimilars) และอีก 13 ชนิดเป็นยาต้นแบบ (originators) ซึ่งมี 1 ชนิดเป็นยาอ้างอิง 

(reference product) ของยาคล้ายคลึง ซึ่งได้รับจากผู้ผลิตรวมทั้งสารมาตรฐานของ mAb ทั้ง 14 ชนิด ตัวอย่าง 

ทั้งหมดเป็นทั้งชนิดผงแห้งและนำ้า เก็บที่ 2 - 8°C 

โปรตีนอ้างอิงมาตรฐาน (cIEF peptide markers: pI 10.0, 9.5, 7.0, 5.5, 4.1 # A58481) จาก 

Beckman Coulter; USA

การเตรียมตัวอย่างและสารมาตรฐาน 

ละลายตัวอย่างและสารมาตรฐานด้วยนำ้าสำาหรับยาฉีดให้มีความเข้มข้น 10 mg/mL เติม 10 μL ลงใน 

หลอด micro tube ที่มีสารเหล่านี้ในหลอด คือ 3 M urea-cIEF Gel ปริมาตร 200 μL carrier ampholytes 

ปริมาตร 12.0 μL cathodic stabilizer ปริมาตร 20.0 μL anodic stabilizer ปริมาตร 2.0 μL และ pI มาตรฐาน 

2 ชนิด ที่มีค่า pI ใกล้เคียงกับตัวอย่าง ชนิดละ 2.0 μL ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex mixer ประมาณ 15 วินาที แล้ว

นำาไปปั่นในเครื่องปั่นเหวี่ยง 6,600 rpm ประมาณ 20 วินาที เพื่อให้ฟองอากาศหายไปก่อนทำาการทดสอบ 

เตรียมโปรตีนอ้างอิงมาตรฐาน (cIEF peptide markers) โดยปิเปต 3 M urea-cIEF Gel ปริมาตร 

200 μL ใส่ใน micro tube แล้วเติม pharmalyte 3 - 10 carrier ampholytes ปริมาตร 12.0 μL cathodic 

stabilizer ปริมาตร 20.0 μL anodic stabilizer ปริมาตร 2.0 μL จากนั้นเติม pI markers 10.0, 9.5, 7.0, 

5.5 และ 4.1 ชนิดละ 2.0 μL ผสมให้เข้ากัน นำาไปปั่นในเคร่ืองปั่นเหว่ียงประมาณ 20 วินาที เพื่อให้ฟองอากาศ 

หายไปก่อนนำาไปทดสอบ
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วิธีการ

วิเคราะห์ตัวอย่างตามสภาวะที่กำาหนดดังนี้ ล้างท่อแคปิลลารีด้วย 4.3 M urea solution โดยใช้ความดัน  

50.0 psi นาน 3 นาที และล้างด้วยนำ้าที่ความดัน 50.0 psi นาน 2 นาที แล้วจึงฉีดตัวอย่างที่ความดัน 25.0 psi 

เป็นเวลา 99 วินาที จากนั้นเป็นการแยกสารโดยช่วง focusing step ใช้ความต่างศักย์ 25.0 kV นาน 15 นาที และ 

ขั้นตอน mobilization step ปรับความต่างศักย์เป็น 30.0 kV นาน 30 นาที จึงสิ้นสุดการแยก และล้างแคปิลลารี 

ด้วยนำ้าที่ความดัน 50.0 psi 2 นาที และให้ความต่างศักย์ลดลงเป็น 15.0 kV เพื่อเตรียมการฉีดตัวอย่างครั้งต่อไป

โปรตีนที่มีค่า pI สูงกว่าค่า pH จะมีประจุบวก โปรตีนที่มีค่า pI ตำ่ากว่า pH จะมีประจุลบ เมื่อเคลื่อนที่ 

ไปถึงตำาแหน่งใดที่ประจุรวมบนโมเลกุลเป็นศูนย์ โปรตีนจะหยุดการเคลื่อน ณ จุดน้ีคือค่า pI แสดงผลอิเล็กโทร- 

ฟีโรแกรมเป็นพคีซ่ึงมีความหมายท้ังตำาแหน่งซ่ึงบอกเวลาทีใ่ช้ในการเคลือ่นที ่(migration time: MT) ความสูง (peak 

height) และพื้นที่ใต้พีค (peak area) ที่บอกถึงปริมาณพีคที่ขนาดใหญ่หรือสูงที่สุดจะเป็นพีคหลัก (major peak/

main peak) ซึ่งจะเป็นโปรตีนที่มีปริมาณมากที่สุดและมักจะมีพีคอ่ืนประกอบตามชนิดขององค์ประกอบในตัวอย่าง 

ที่วิเคราะห์โดยพีคที่อยู่ด้านขวาของพีคหลักจะมีค่า pH ตำ่ากว่าพีคหลักเรียกเป็น acidic peak และในด้านตรงกันข้าม 

ค่า pH สูงกว่าพีคหลักคือ basic peak ในการตรวจเอกลักษณ์ของโปรตีนจะคำานวนหาค่า pI ของตัวอย่างจาก 

MT ซึ่งค่า pI และอิเล็กโทรฟีโรแกรมของตัวอย่างต้องตรงกับสารมาตรฐานชนิดนั้นๆ ซึ่งเป็นไปตามข้อกำาหนด 

ของยา (product specification) นอกจากนี้ได้ทำา forced degradation ของ mAb ของยาชนิดคล้ายคลึง 

โดยการอุ่นในตู้อบที่ 37°C นาน 1 - 5 วัน เพื่อศึกษาเปรียบเทียบกับยาอ้างอิง โดยทุกตัวอย่างทำาการวิเคราะห์ 2 ซำ้า

ผล

ผลการวิเคราะห์ mAb ท้ัง 14 ชนิดด้วย cIEF นาน 30 นาทีได้อิเล็กโทรฟีโรแกรมแสดง isoforms 

ของตัวอย่างแต่ละชนิด ในภาพรวม isoforms มีค่า pI ภาพ รวมอยู่ในช่วง 6 - 10 (ตารางที่ 1) เป็นกลุ่มของพีค

ที่มีความสูง จำานวนพีคและค่า MT แตกต่างกัน (ภาพที่ 1) โดยเริ่มปรากฏพีคแรกที่ประมาณ 20 นาทีเป็นต้นไป 

เช่น ตัวอย่าง mAb ชนิด A  โดยตัวอย่างทุกชนิดมี charge variants ทั้ง 3 รูปแบบ คือชนิด basic และ acidic  

นอกเหนือจากพีคหลักซึ่งเป็นพีคที่สูงที่สุด โดย pI ของพีคชนิด basic และ acidic พีค อยู่ในช่วง 9.48 - 6.70 และ 

9.24 - 6.40 ตามลำาดบั (ตารางที ่2) เมือ่วเิคราะห์เปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน พบว่า mAb ทกุตวัอย่างมอีเิลก็โทรฟีโรแกรม 

ตรงกับสารมาตรฐานของตัวเอง ทั้งลักษณะรูปแบบการกระจายตัว จำานวนพีค และความสูงของพีคที่สอดคล้องกัน 

ซึ่งได้แสดงผลการเปรียบเทียบของ mAb ชนิด I และ C เป็นตัวอย่าง (ภาพที่ 2) ส่วนการศึกษา forced degrada-

tion ของ mAb ชนิด H และ I พบว่าลักษณะของอิเล็กโทรฟีโรแกรมของชนิด I แตกต่างไปจากเดิมคือมีจำานวน 

พีคเพิ่มมากขึ้นจาก (ภาพที่ 3)

ตารางที่ 1 ค่า pI ของตัวอย่าง mAb 14 ชนิด

        products  pI main peak

M   6 - 7

C  G  H  I  K L  7 - 8

B  D  E  N J  8 - 9

A  F   9 - 10
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ภาพที่ 1  อิเล็กโทรฟีโรแกรมของตัวอย่าง mAb ทั้ง 14 ชนิด (ชนิด A-N)

ภาพที่ 2 ลักษณะของอิเล็กโทรฟีโรแกรมจาก cIEF (A) ของยา mAb ชนิด I และ (B) mAb ชนิด C เมื่อ 

 เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน

ตารางที่ 2 ช่วงค่า pI ของ isoforms จากเทคนิค cIEF ของตัวอย่าง ทั้ง 14 ชนิด

  products  pI basic peak  main peak  pI acidic peak

  A  9.41 - 9.34  9.24  9.13 - 8.93

  B  8.81 - 8.62  8.48  8.35 - 7.95

  C  7.94  7.85  7.63 - 7.4

  D  8.69 - 8.50  8.36 - 8.29  8.11 - 8.06

  E  8.37  8.18  8.01 - 7.65

  F  9.48 - 9.42  9.30  9.24 - 8.99

  G  7.76  7.67  7.56

  H  7.46 - 7.33  7.19  7.08 - 7.00

  I  7.46 - 7.33  7.20  7.14 - 7.01

  J  8.11  8.01 - 7.93  7.83 - 7.56

  K  7.43 - 7.36  7.30  7.11 - 6.99

  L  6.70  6.57-6.50  6.40

  M  8.85-8.66  8.38  8.23

  N  9.04  8.92  8.84-8.61

  range  9.48-6.70  9.30-6.50  9.13-6.40
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วิจารณ์

ตัวอย่างยา mAb จำานวน 14 ชนิด (A-N) ที่นำามาศึกษา 13 ชนิดเป็นยาอ้างอิงและหนึ่งชนิดเป็นยา 

คล้ายคลึงที่ขอข้ึนทะเบียนเพ่ือจำาหน่ายในประเทศไทยสำาหรับรักษาโรคชนิดต่างๆ เช่น โรคติดเช้ือ มะเร็งเต้านม 

มะเร็งลำาไส้ใหญ่ มะเร็งเม็ดเลือดขาว โรคข้ออักเสบ โรคกระดูกพรุน และโรคปลอกประสาทอักเสบ เป็นต้น 

การศึกษาน้ีวิเคราะห์ charge variants ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบแคปิลลารีชนิด cIEF ท่ีได ้

ตรวจสอบความถูกต้องแล้ว(10) และได้ใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb ทุกชนิดด้วยสภาวะเดียวกัน ผลการวิเคราะห์ 

mAb ทุกชนิดได้ charge variants ที่มี isoforms ทั้ง 3 แบบ คือชนิดพีคหลัก ชนิด basic และชนิด acidic 

variants แสดงถึงความหลากหลายของประจุบนโมเลกุลของยา ถือว่าเป็นความแตกต่างเพียงเล็กน้อย (microhet-

erogeneity) ซึ่งพบได้ในโมเลกุลของโปรตีน ในการวิเคราะห์ได้เติม pI markers 2 ชนิด ซึ่งอยู่ในช่วงค่า pI 10.0 

- 5.5 เพื่อการคำานวณค่า pI ของ isoforms จากโปรแกรมของเครื่องมือ cIEF ตามที่เหมาะสมกับชนิดตัวอย่าง iso-

forms ที่ได้แสดงให้เห็นว่า mAb เกือบทุกชนิดเป็น basic variants (ตารางที่ 1) คือ มีอิเล็กโทรฟีโรแกรมอยู่ระหว่าง 

pI markers 7.0 - 10.0 (ภาพที่ 1) มี 1 ชนิดที่ pI ของพีคหลักเป็นชนิด acidic variant คือ mAb ชนิด M 

จากการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานพบว่า mAb ทุกชนิดมีอิเล็กโทรฟีโรแกรมของ isoforms ตรงกับ 

สารมาตรฐานของตัวเอง ซึ่งได้แสดงผลจาก mAb ชนิด I และ C เป็นตัวอย่าง (ภาพที่ 2) แสดงว่าตัวอย่างและ 

สารมาตรฐานมีโครงสร้างท่ีมีเอกลักษณ์ตรงกัน เนื่องจากหากอิเล็กโทรฟีโรแกรมของตัวอย่างเปลี่ยนแปลงจากเดิม 

หรือของยาแต่ละรุ่นแตกต่างกัน หรือแตกต่างจากสารมาตรฐานจะทำาให้ทราบว่ามีความผิดปกติของโมเลกุล(1) ซึ่ง 

สาเหตุอาจเกิดจากโครงสร้างที่เปลี่ยนแปลงไป เช่น จากลำาดับกรดอะมิโนที่แตกต่างหรือเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง

เคมีของโมเลกุลหลังการผลิต หรือในระหว่างการเก็บรักษาเป็นเวลานาน ในขณะที่ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์อาจ 

เป็นไปตามเกณฑ์และการตรวจสอบการออกฤทธิ์ของยาอาจไม่พบการเปลี่ยนแปลงนี้

เมื่อเปรียบเทียบการวิเคราะห์ isoforms ของ mAb จากงานวิจัยอื่นด้วยเทคนิค cIEF(11-15) เช่น ตัวอย่าง 

E(12) ซึ่งมีสภาวะ cIEF แตกต่างกัน พบว่ารูปแบบของอิเล็กโทรฟีโรแกรม และความสูงของพีคหลักเหมือนกันและ 

อยู่ในช่วง pI marker 8.4 - 10.0 เช่นเดียวกัน แต่มีความแตกต่างของตำาแหน่งพีคเล็กน้อย เนื่องจากผลการศึกษา

นี้มีค่า MT ที่เริ่มในช่วงเวลาที่ช้ากว่า และมีจำานวนพีคชนิด acidic variants มากกว่า ซ่ึงเกิดได้จากหลายสาเหตุ 

เช่น จากปฏิกิริยา deamidation ของกรดอะมิโนไลซีนที่ปลายสายโปรตีน (C-terminal) หรือมีการเติมนำ้าตาล 

กรดไซอะลิก รวมทั้งอาจเกิดสลายตัวและการจับตัวกันของโปรตีน (aggregation)(3,15,16) ในโมเลกุลของยารุ่นที่ส่งมา

ตรวจนี้ 

ภาพที่ 3 ลักษณะอิเล็กโทรฟีโรแกรมของ mAb H ยาอ้างอิง (A) และชนิดคล้ายคลึง mAb I (B) เมื่อเก็บที่ 

 37 °C นาน 5 วัน
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เนื่องจากประเทศไทยมีประกาศของสำานักงานคณะกรรมการอาหารและยาว่าด้วยการข้ึนทะเบียนยา 

คล้ายคลึงในปี 2556(17) ดังนั้นยา mAb ชนิดใดที่ขึ้นทะเบียนก่อนปี 2556 แม้จะเป็นยาคล้ายคลึงก็จะขึ้นทะเบียนเป็น 

ยาใหม่  จงึไม่มข้ีอมูลการศกึษาเปรยีบเทียบความคล้ายคลงึระหว่างยาต้นแบบทีใ่ช้เป็นยาอ้างองิของยาคล้ายคลงึแสดงไว้

ในการขึน้ทะเบยีน ซ่ึงได้แก่ mAb ชนิด I จึงได้ทำาการศกึษาเปรียบเทยีบความคล้ายคลงึด้านประจุในการทดสอบเดยีวกัน 

(head-to-head comparison) ผลคอืได้อเิลก็โทรฟีโรแกรมตรงตามยาอ้างองิ คอื mAb ชนดิ H แสดงถงึโครงสร้างที่

คล้ายคลึงกนั (ภาพท่ี 1) แต่ท่ีน่าสนใจคอืผลจากการทดลอง forced degradation โดยการอุน่ตวัอย่างในตูอ้บที ่37 °C 

นาน 5 วัน พบว่าอิเล็กโทรฟีโรแกรมของยาอ้างอิงยังคงเดิมส่วนของยาคล้ายคลึงคือ mAb ชนิด I เปลี่ยนแปลง 

ไปจากเดิมอย่างชัดเจนจากจำานวนพีคที่เพิ่มมากขึ้นในส่วนของ acidic variants (ภาพที่ 3) เมื่อพิจารณาสูตรตำารับ

ของยาอ้างอิงและยาคล้ายคลึงพบว่าไม่แตกต่างกัน ดังนั้นความคงตัวที่แตกต่างกันนี้อาจเกิดจากกระบวนการผลิต 

ที่แตกต่างกัน เช่น จากปฏิกิริยาทางเคมี deamidation หรือการตัดกรดอะมิโนไลซีนบน C-terminal หรือการเติม

นำ้าตาลกรดไซอะลิกในส่วน Fc เป็นต้น 

สรุป

การรักษาโรคด้วยยาชีววัตถุ Biotherapeutic product ชนิด mAb ต้องการการวิเคราะห์คุณภาพของยา

เพื่อให้มั่นใจในคุณภาพ ประสิทธิภาพและความปลอดภัย แม้ว่าการศึกษานี้จะมีตัวอย่าง mAb แต่ละชื่อการค้าเพียง 

1 รุ่น แต่ผลการศึกษา charge variants ของยา mAb ทั้ง 14 ชื่อการค้าที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทยพบว่ายาทุกชื่อ 

การค้ามคีณุลกัษณะเป็นไปตามมาตรฐานท่ีจดแจ้ง และผลการเปรยีบเทยีบความคล้ายคลงึด้านประจุเป็นประโยชน์สำาหรบั

การเฝ้าระวังและตรวจสอบคุณภาพของยาเหล่านี้ในรุ่นต่อ ๆ  ไปที่นำามาจำาหน่ายในประเทศ ซึ่งภาครัฐจะต้องวางแผน 

การเฝ้าระวังความสมำ่าเสมอของคุณภาพและความคงตัวต่อไป 
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Charge Variants Analysis of Biotherapeutic Monoclonal Antibody  Wichuda  Jariyapan et al.

Charge Variants Analysis of Biotherapeutic

Monoclonal Antibody by Capillary

Isoelectric Focusing

Wichuda  Jariyapan Titaporn  Pootipinyowat and Saywarul  Jadoonkittinan
Institute of Biological Product, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand.

ABSTRACT Monoclonal antibody molecules of therapeutic finished products could have variations 
due to their charge variants. Changes of charge profile could alter drug stability, bioactivity and/or 
induce harmful immunogenicity. Therefore, each batch should contain a consistent charge variant profile. 
This study was conducted to analyse charge heterogeneity of 14 brands of therapeutic monoclonal 
antibodies registered in Thailand using cIEF technique. The electropherogram results of all products 
showed 3 isoforms and complied with their reference material isoforms. Their pI range was within 7 - 10, 
while pI ranges of basic and acidic variants were 9.48 - 6.70 and 9.24 - 6.40, respectively. In addition, reference  
product showed better stability than its biosimilars when compared to their isoforms after incubation 
at 37 °C for 5 days. In conclusion, the therapeutic monoclonal antibodies registered in Thailand contained 
charge variants according to their reference materials; however, quality monitoring of lots of those 
therapeutic monoclonal antibody drug products should be considered including stability of biosimilars 

Keywords: monoclonal antibodies, charge variants, biosimilars, capillary isoelectric focusing
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บทคัดย่อ  แคดเมียม (Cadmium, Cd) มักพบในอาหารเกือบทุกชนิด ซึ่งจะพบปริมาณที่ปนเปื้อนแตกต่างกันขึ้นกับชนิด
อาหารและระดับปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม การบริโภคอาหารเป็นแหล่งหลักของการได้รับ Cd สำาหรับคนทั่วไปที่ไม่สูบบุหร่ี 
หรือทำางานในแหล่งที่มีแคดเมียม Cd จัดเป็นสารที่ก่อมะเร็งในมนุษย์ ในปี พ.ศ. 2553 หน่วยงาน JECFA (the Joint 
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) กำาหนดค่าความปลอดภัยจากการได้รับ Cd ต่อเดือน 
(provisional tolerable monthly intake, PTMI) เท่ากับ 25 ไมโครกรัมต่อน้ำาหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อเดือน งานวิจัยนี้
ดำาเนินการในช่วงปี พ.ศ. 2554 - 2556 เพื่อประเมินความเสี่ยงของ Cd จากการบริโภคประจำาวันของคนไทย และมีข้อมูล 
ที่เป็นปัจจุบันสำาหรับใช้พิจารณาข้อกำาหนดมาตรฐานแคดเมียมของอาหารในประเทศ และพิจารณาปรับแก้ข้อกำาหนด 
มาตรฐานระหว่างประเทศให้เหมาะสม สำาหรับขั้นตอนประเมินการได้รับสัมผัส Cd ด้วยวิธี duplicate portion โดยเก็บ 
ข้อมูลการบริโภค ตัวอย่างอาหารและน้ำาที่บริโภคของคนไทยจาก 4 ภาค จำานวน 400 ครัวเรือน ระยะเวลาศึกษา 4 วัน รวม 
ประชากรที่ศึกษา 1,241 คน ตัวอย่างอาหาร 1,600 ตัวอย่าง และน้ำา 400 ตัวอย่าง วิเคราะห์ปริมาณ Cd ด้วยเครื่อง Graphite 
Furnace Atomic Absorption Spectrophotometer และ Inductively Coupled Plasma Optical Emission 
Spectrometer ผลการศึกษาปริมาณ Cd เฉลี่ยที่ middle bound ในอาหาร และน้ำาดื่ม เท่ากับ 0.009 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
และ 7 × 10-4 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำาดับ ปริมาณการบริโภคเฉลี่ยอาหารและน้ำาดื่ม เท่ากับ 1,506 กรัมต่อคนต่อวัน 
และ 1,832 มิลลิลิตรต่อคนต่อวัน ตามลำาดับ ปริมาณการได้รับสัมผัส Cd เฉลี่ยที่ middle bound จากการบริโภคประจำาวัน 
(อาหารและน้ำาดื่ม) ของคนไทย เท่ากับ 7.29 ไมโครกรัมต่อน้ำาหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อเดือน (น้ำาหนักตัวเฉลี่ย 58 กิโลกรัม) 
คิดเป็นร้อยละ 29 ของค่า PTMI จึงสรุปได้ว่าโดยภาพรวมคนไทยยังคงปลอดภัยต่อ Cd ที่ได้รับจากการบริโภคประจำาวัน 
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Risk Assessment of Dietary Exposure to Cadmium  Panawan  Kluengklangdon et al.

บทนำา

แคดเมียม (Cadmium, Cd) เป็นโลหะมีพิษที่เกิดขึ้นจากธรรมชาติในเปลือกโลกและมหาสมุทรในรูป 

อนินทรีย์ของ Cd เป็นธาตุท่ีไม่ละลายนำ้า แต่สารประกอบของ Cd บางชนิดสามารถละลายนำ้าได้ Cd ปนเปื้อน 

ในสิ่งแวดล้อมเน่ืองจากธรรมชาติและกิจกรรมของมนุษย์ เช่น การระเบิดของภูเขาไฟ อุตสาหกรรม และแหล่ง

เกษตรกรรมต่าง ๆ  สามารถนำามาใช้ประโยชน์หลากหลายด้าน เช่น ใช้ฉาบและเคลอืบเงาผิวโลหะต่างๆ เพือ่ความเงางาม 

ทนต่อการกัดกร่อน สารเพิ่มความคงตัวของพลาสติกจำาพวกพีวีซี ผลิตเม็ดสี ผลิตแบตเตอรี่ขนาดเล็ก (แคดเมียม - 

นกิเกลิ แบตเตอรี)่ ปุย๋ชนดิฟอสเฟต และยงัใช้ในเตาปฏกิรณ์ปรมาณ ูโดยใช้เป็นตวัดดูซบันวิตรอน(1-5) แหล่งปนเป้ือน 

Cd ในสิ่งแวดล้อม ได้แก่ อากาศ ดิน และนำ้า Cd ปนเปื้อนเข้าสู่ห่วงโซ่อาหารของมนุษย์มาจากดินและนำ้า โดยพืชจะดูด 

Cd ทางรากแล้วเก็บสะสมในส่วนต่างๆ ของพืช และสัตว์กินพืชนั้น แล้วมนุษย์ก็กินสัตว์และพืชนั้นเป็นอาหาร พืชจะ 

ดูดซึม Cd จากดินมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น ความเป็นกรด-ด่าง (pH) อินทรียวัตถุในดิน และชนิดพืช 

ซึ่งดินที่เป็นกรดจะทำาให้พืชดูดซึม Cd เพิ่มขึ้น(4-5) 

สำาหรับมนุษย์จะได้รับ Cd จากการหายใจ กิน ดื่ม หรือได้รับสัมผัสทางผิวหนัง สำาหรับคนทั่วไปจะได้รับ 

จากการบริโภคอาหารเป็นส่วนใหญ่ ส่วนผู้ท่ีสูบบุหร่ีก็จะได้รับ Cd เข้าสู่ร่างกายเพิ่มข้ึนอีก เนื่องจากใบยาสูบจะพบ

ปริมาณ Cd สูง และคนที่ทำางานในแหล่งที่มี Cd เช่น เหมืองแร่ โรงงานแบตเตอรี่ขนาดเล็ก และการบัดกรี ก็จะมี 

โอกาสได้รับ Cd สูง(4-6) สำาหรับปริมาณ Cd ท่ีพบในอาหารน้ันจะพบปริมาณที่แตกต่างกันค่อนข้างมากข้ึนกับชนิด 

อาหารและระดับปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม โดยทั่วไปอาหารจำาพวกพืชจะพบ Cd สูงกว่าอาหารจำาพวกเนื้อสัตว์ ไข่ นม 

ผลิตภัณฑ์จากนม และปลา พืชที่มักพบ Cd สูงเป็นพวกธัญพืช พืชนำ้ามัน พืชมีหัว นอกจากนั้นยังพบสูงในเห็ดป่า 

สำาหรับเนื้อสัตว์พบ Cd สูงในเครื่องในสัตว์ และจะพบสูงขึ้นในสัตว์ที่อายุมากๆ ส่วนในสัตว์นำ้าจืดและสัตว์ทะเลที่มัก 

พบสูง เช่น หอยนางรม หอยสองฝา กุ้ง ปลาหมึก และปู(7-8) นอกจากนี้ยังสามารถได้รับแคดเมียมจากภาชนะที่สัมผัส

อาหาร เช่น เซรามิก อัลลอย และพลาสติก(9) 

Cd ถูกดูดซึมเข้าร่างกายจากการบริโภคประมาณร้อยละ 5 ซ่ึงตำ่ากว่าการดูดซึมจากการหายใจที่ดูดซึม 

ร้อยละ 40 - 60(6) สำาหรับการดดูซึมทางผวิหนงันัน้น้อยมากประมาณร้อยละ 0.5 (10) การเกดิอนัตรายจากการได้รบั Cd 

เข้าสู่ร่างกายมีหลายปัจจัย เช่น ปริมาณ ระยะเวลา วิถีทางที่ได้รับ Cd อายุ เพศ อาหารที่บริโภค และสภาวะทาง 

โภชนาการ ซ่ึงพบว่าคนที่ขาดธาตุเหล็กจะได้รับ Cd มากกว่าคนปกติ Cd จะสะสมได้ในร่างกาย และจะมีปริมาณ 

เพิ่มมากขึ้นตามอายุท่ีมากข้ึน(11) Cd เม่ือดูดซึมเข้าร่างกายจะถูกจับกับโปรตีน เช่น อัลบูมิน (albumin) และ 

เมทัลโลไธโอนีน (metallothionein) ทำาให้ Cd มีความเป็นพิษน้อยลง(4) เนื่องจาก Cd มีค่าครึ่งชีวิตยาวประมาณ 

10 - 30 ปี Cd ที่ได้รับจะสะสมที่ไตหรือตับ และถูกขับจากร่างกายได้ช้ามากทางปัสสาวะและอุจจาระ(5) เมื่อปริมาณ 

Cd ในร่างกายมีมากจนถึงจุดวิกฤตก็จะก่อให้เกิดพิษของ Cd ข้ึน สัญญาณแรกที่บ่งบอกว่าได้รับผลกระทบจากพิษ 

Cd คือ ท่อไต (renal tubular) ถูกทำาลาย และถ้าได้รับ Cd เป็นเวลานานกระดูกจะมีความผิดปกติอย่างรุนแรง 

เรียกโรคน้ีว่า อิไต-อิไต(1-3) ปี ค.ศ. 2012 หน่วยงาน International Agency for Research on Cancer 

(IARC) จัดให้ Cd อยู่ใน Group 1 คือเป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์ (carcinogenic to human)(12) 

การศึกษาพิษวิทยาเลือกความผิดปกติของไต (renal dysfunction) เป็น end-point พิจารณา 

ความเป็นพิษ จากการศึกษาแบบ meta-analysis ขนาดใหญ่ ของ dose-response ระหว่างการขับออกของ 

β2-microglobulin (B2M) และปรมิาณ Cd ในปัสสาวะ โดยเลอืกศกึษากลุม่ประชากรในกลุม่อายุ 50 ปีหรอืมากกว่า 

ซึ่งพบความสัมพันธ์ระหว่างการเพิ่มขึ้นค่า B2M และปริมาณ Cd ในปัสสาวะ และเมื่อระดับ Cd ในไตมีสภาวะคงที่ 

จะขับ Cd ออกในปริมาณที่ตำ่ากว่า 5.24 ไมโครกรัมของ Cd ต่อกรัมครีเอตินิน (µg of Cd/gram creatinine) 
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การประเมนิความเสีย่งแคดเมยีมจากการบรโิภค   พนาวลัย์  กลงึกลางดอน และคณะ

และที่ 5 - 95 เปอร์เซ็นไทล์ เท่ากับ 4.94 - 5.57 µg of Cd/gram creatinine ซึ่งเป็นระดับที่ไม่มีความสัมพันธ์ 

ระหว่างการเพิ่มขึ้นของ B2M และปริมาณ Cd ในปัสสาวะ คณะกรรมการพิจารณาเลือกระดับตำ่า (lower bound) 

ที่ 5 เปอร์เซ็นไทล์ ของการได้รับสัมผัส Cd จากอาหารของประชากรทั้งหมดประมาณได้ค่า 0.8 µg/kg bw/day 

หรือ 25 µg/kg bw/month เป็นค่าท่ีเกิดผลกระทบน้อยจากการบริโภคประจำาวัน และค่านี้ได้ประเมินจากการ 

ได้รับ Cd จากการบริโภคอาหารของทุกกลุ่มอายุ รวมทั้งผู้ที่บริโภคอาหารในปริมาณสูงและผู้ที่มีพฤติกรรมการ 

บริโภคอาหารพิเศษ (เช่น ผู้บริโภคมังสวิรัติ) ดังนั้น ในปี ค.ศ. 2010 หน่วยงาน The Joint FAO/WHO Expert 

Committee on Food Additive (JECFA) จึงยกเลิกค่า PTWI (provisional tolerable weekly intake) 

แล้วกำาหนดค่าความปลอดภัยใหม่เป็น PTMI (provisional tolerable monthly intake) ที่ระดับ 25 ไมโครกรัม

ต่อนำ้าหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อเดือน (µg/kg bw/month)(13) 

สำาหรบัในประเทศไทยได้มีการศกึษาการได้รบัโลหะจากการบริโภคอาหารต่อวนั ระหว่าง พ.ศ. 2542 - 2544 

ด้วยวิธี Total diet Study พบว่าปริมาณ Cd ที่ได้รับจากการบริโภคอาหารเท่ากับ 17.24, 7.31 และ 4.82 ไมโครกรัม

ต่อคนต่อวัน(14) ซึ่งอยู่ในระดับที่ปลอดภัยเมื่อเทียบกับค่าความปลอดภัย ปัจจุบันประเทศไทยยังไม่มีกฎหมายควบคุม

ปริมาณ Cd ในอาหาร(15) ดังนั้นเพื่อคุ้มครองผู้บริโภคให้ปลอดภัย คณะผู้วิจัยจึงได้จัดทำาโครงการบูรณาการร่วมกับ

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ 7 แห่ง ขึ้นในปี พ.ศ. 2554 - 2556 โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินความเสี่ยงของ Cd 

ในอาหารและนำ้าดื่มท่ีบริโภคประจำาวันของคนไทย และมีข้อมูลที่เป็นปัจจุบันสำาหรับใช้พิจารณากำาหนดมาตรฐาน 

Cd ในอาหารในประเทศ และพิจารณาปรับแก้มาตรฐานระหว่างประเทศให้เหมาะสมและปลอดภัย'

 

วัสดุและวิธีการ

การศึกษานี้ดำาเนินการในปี พ.ศ.2554 - 2556 โดยใช้หลักวิธีประเมินความเสี่ยงที่เป็นที่ยอมรับในระดับ

สากล(16) ลักษณะโครงการเป็นแบบบูรณาการระหว่างสำานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร และศูนย์วิทยาศาสตร์

การแพทย์ใน 4 ภาค ได้แก่ ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์เชียงใหม่ นครสวรรค์ อุดรธานี นครราชสีมา สุราษฎร์ธาน ี

ตรัง และสมุทรสงคราม 

1. การประเมินการได้รับสัมผัส (exposure assessment) Cd จากอาหารและนำ้าดื่มซ่ึงประกอบด้วย 

3 ส่วนคือ ศึกษาข้อมูลปริมาณการบริโภค ศึกษาปริมาณ Cd ที่ปนเปื้อน และคำานวณปริมาณการได้รับสัมผัส ดังนี้

 ส่วนที่ 1 ศึกษาข้อมูลปริมาณการบริโภคอาหารและนำ้าดื่ม ดำาเนินในปี พ.ศ. 2554 การศึกษาวิจัยนี้ใช้วิธี

การเก็บข้อมูลการบริโภคอาหารและนำ้าดื่มด้วยวิธี duplicate portion(17) กลุ่มเป้าหมายที่จะศึกษาเลือกโดยการสุ่ม 

อย่างง่าย (simple random sampling) โดยเลือกระดับภาค จำานวน 4 ภาค ได้แก่ กลาง เหนือ ตะวันออกเฉียงเหนือ 

และใต้ ระดับจังหวัดเลือกภาคละ 2 จังหวัด โดยเลือกจังหวัดที่เป็นที่ตั้งของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์หรือจังหวัด 

ใกล้เคียง ได้แก่ นนทบุรี สมุทรสงคราม เชียงใหม่ อุทัยธานี นครราชสีมา อุดรธานี ตรัง และสุราษฎร์ธานี แต่ละจังหวัด

เลือกระดับอำาเภอ โดยสุ่มเลือกอำาเภอที่เป็นตัวแทนของเขตเมือง 1 อำาเภอ และเขตชนบท 1 อำาเภอ แล้วสุ่มเลือก 

ระดับตำาบลและหมู่บ้านด้วยวิธีเดียวกัน แต่ละหมู่บ้านสุ่มเลือกครัวเรือนจำานวน 25 ครัวเรือน (ตารางที่ 1) รวม 50 

ครัวเรือนต่อจังหวัด ภาคละ 100 ครัวเรือน รวมทั้งประเทศ 400 ครัวเรือน ระยะเวลาการศึกษา 4 วัน ซ่ึงสำานัก 

คุณภาพและความปลอดภัยอาหารและศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่เป็นตัวแทนของแต่ละภาคทำาหน้าที่เก็บข้อมูล 

การบริโภคและเก็บตัวอย่างอาหารและนำ้า



184 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 59 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2560

Risk Assessment of Dietary Exposure to Cadmium  Panawan  Kluengklangdon et al.

 วิธีสำารวจปริมาณการบริโภควิธี duplicate portion นั้นเป็นการสำารวจปริมาณการบริโภคจริงต่อวัน 

ของครัวเรือนที่ร่วมโครงการ ปริมาณการบริโภคอาหารคำานวณได้จากข้อมูลการบริโภคที่สมาชิกบันทึกในแบบบันทึก

ข้อมูลการบริโภคอาหาร สมาชิกในครัวเรือนที่ร่วมโครงการต้องกรอกรายละเอียดเกี่ยวกับรายการอาหารท่ีบริโภค 

นำ้าหนักอาหารก่อนและหลังบริโภค ปริมาณการบริโภคนำ้าดื่มที่บริโภคจริง และจำานวนสมาชิกในครัวเรือนที่ร่วม 

บริโภคอาหารและนำ้าดื่มในแต่ละมื้อ (ไม่รวมเด็กที่อายุน้อยกว่า 3 ปี) พร้อมทั้งเก็บตัวอย่างอาหารและนำ้าดื่มทุกอย่าง

ที่ครัวเรือนบริโภค (ใช้ดำาเนินการในส่วนที่ 2) โดยแต่ละครัวเรือนจะได้รับเครื่องชั่ง ถ้วยตวง และอุปกรณ์อื่นๆ เพื่อใช้

ในการบันทึกปริมาณการบริโภคอาหารและนำ้าดื่ม 

 วิธีการคำานวณปริมาณการบริโภคจากแบบบันทึกข้อมูลการบริโภคอาหาร

 - อาหาร โดยเปลี่ยนหน่วยของนำ้าหนักอาหารให้ เป็น “กรัม” เนื่องจากจะให้สมาชิกในครัวเรือนบันทึก 

นำ้าหนักอาหารที่บริโภคเป็น “ขีด” จากนั้นนำานำ้าหนักอาหารก่อนบริโภคลบด้วยนำ้าหนักอาหารหลังบริโภคจะได้นำ้าหนัก

อาหารทีบ่รโิภคของครวัเรอืนในแต่ละม้ืออาหารด้วยจำานวนสมาชิกทีบ่รโิภคอาหารในมือ้นัน้ (กรมัต่อคนต่อมือ้) รวม 3 มือ้ 

จะได้ปริมาณการบริโภคอาหารต่อคนต่อวัน (กรัมต่อคนต่อวัน) 

 - นำ้าดื่ม ปริมาณนำ้าด่ืมจะบันทึกปริมาณนำ้าด่ืมในแต่ละวันเป็นรายบุคคล ซึ่งจะบันทึกเป็น “ถ้วยตวง” 

โดย 1 ถ้วยตวงเท่ากับ 160 มิลลิลิตร จะได้ปริมาณการบริโภคนำ้าดื่มต่อคนต่อวัน (มิลลิลิตรต่อคนต่อวัน) 

 ส่วนที่ 2 ศึกษาข้อมูลการปนเปื้อนของ Cd ในอาหารและนำ้าดื่ม ดำาเนินการในปี พ.ศ. 2555 - 2556 

สมาชิกของครัวเรือนที่ร่วมโครงการต้องเก็บตัวอย่างอาหารทุกชนิดที่บริโภค ตามที่บันทึกในแบบบันทึกข้อมูล 

การบริโภคอาหาร และตัวอย่างท่ีเก็บได้ต้องดำาเนินการเตรียมตัวอย่างตามสัดส่วนการบริโภคจริง ตรวจวิเคราะห ์

ปริมาณ Cd และรายงานผล ดังนี้ 

ตารางที่ 1 รายละเอียดของพื้นที่ที่ดำาเนินการสำารวจ

ภาค

กลาง

เหนือ

ตะวันออกเฉียงเหนือ

ใต้

 เขต

เทศบาลบางบัวทอง ต.บางรักพัฒนา อ.บางบัวทอง จ.นนทบุรี

บ้านคลองสอง ต.ทวีวัฒนา อ.ไทรน้อย จ.นนทบุรี

ต.บางนาแขวก อ.บางคนที จ.สมุทรสงคราม

ต.บางช้าง อ.อัมพวา จ.สมุทรสงคราม

ต.ต้นเปา อ.สันกำาแพง จ.เชียงใหม่

ต.ขุนคง อ.หางดง จ.เชียงใหม่

ต.ในเมือง อ.เมือง จ.อุทัยธานี

บ้านดงยาง (หนองจิก) ต.หนองยาง อ.หนองฉาง จ.อุทัยธานี

ต.ในเมือง อ.เมือง จ.นครราชสีมา

บ้านโนนหมัน ต.โนนสูง อ.โนนสูง จ.นครราชสีมา

บ้านโนนพิบูลย์ ต.หมากเข่ง อ.เมือง จ.อุดรธานี

บ้านนาม่วง ต.นาม่วง อ.ประจักษ์ศิลปาคม จ.อุดรธานี

ต.ขุนทะเล อ.เมือง จ.สุราษฎร์ธานี

ต.นำ้าพุ อ.นาสาร จ.สุราษฎร์ธานี

หมู่ 4 ต.บ้านควน อ.เมือง จ.ตรัง

บ้านนำ้าพราย หมู่ 3 ต.ปากคม อ.ห้วยยอด จ.ตรัง

จังหวัด

นนทบุรี

สมุทรสงคราม

เชียงใหม่

อุทัยธานี

นครราชสีมา

อุดรธานี

สุราษฎร์ธานี

ตรัง

เมือง

ชนบท

เมือง

ชนบท

เมือง

ชนบท

เมือง

ชนบท

เมือง

ชนบท

เมือง

ชนบท

เมือง

ชนบท

เมือง

ชนบท
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การประเมนิความเสีย่งแคดเมยีมจากการบรโิภค   พนาวลัย์  กลงึกลางดอน และคณะ

 การเตรียมตัวอย่าง

 - อาหาร ดำาเนินการโดยรวมอาหารที่บริโภคใน 1 มื้อ ตามสัดส่วนการบริโภคจริงต่อคน (หน่วย กรัม

ต่อคนต่อมื้อ) แล้วบดให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นรวมอาหาร 3 มื้อ ตามสัดส่วนการบริโภคจริงต่อคน แล้วบดให้

เป็นเนื้อเดียวกันอีกครั้ง จะได้เป็น 1 ตัวอย่างของอาหารที่คนไทยบริโภคจริงต่อคนต่อวัน (หน่วย กรัมต่อคนต่อวัน) 

ระยะเวลาศึกษา 4 วัน จาก 400 ครัวเรือน รวมตัวอย่างอาหาร 1,600 ตัวอย่าง 

 - นำ้าดื่ม เก็บตัวอย่างนำ้าดื่มครัวเรือนละ 1 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 400 ตัวอย่าง จาก 400 ครัวเรือน 

เก็บรักษาตัวอย่างด้วยกรดไนตริก (เติมกรดไนตริกเข้มข้น 1 มิลลิลิตรต่อตัวอย่างนำ้าดื่ม 1 ลิตร)

 การตรวจวิเคราะห์ 

 หน่วยงานที่ร่วมตรวจวิเคราะห์ จำานวน 4 หน่วยงาน ได้แก่ สำานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร 

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์เชียงใหม่ สุราษฎร์ธานี และตรัง ซึ่งแต่ละหน่วยงานมีการเข้าร่วมทดสอบความชำานาญผล 

อยู่ในเกณฑ์น่าพอใจ และมีการควบคุมคุณภาพทุกชุดการทดสอบ (batch) ได้แก่ แบลงค์ (blank) การทำาซำ้า 

(duplicate) และการเติมสารละลายมาตรฐานในตัวอย่างเพื่อหา % recovery 

 - วิธีวิเคราะห์ Cd ในอาหารใช้วิธี AOAC 999.10(18) หรือ In-house method based on AOAC 

999.10 ซึ่งเป็นวิธีย่อยตัวอย่างด้วยเทคนิค microwave digestion วัดปริมาณ Cd ด้วย GF-AAS หรือ ICP-OES 

ประสิทธิภาพของวิธี ขีดจำากัดของการตรวจพบ (LOD) ต้ังแต่ 0.0002 - 0.012 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (mg/kg) 

และขีดจำากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) ตั้งแต่ 0.001 - 0.0625 mg/kg

 - วิธีวิเคราะห์ Cd ในนำ้าดื่มใช้วิธี APHA(19) หรือ In-house method based on APHA ตรวจวัด 

ปริมาณ Cd ด้วย GF-AAS หรือ ICP-OES ประสิทธิภาพของวิธี ขีดจำากัดของการตรวจพบ (LOD) ตั้งแต่  

0.0001 - 0.003 มิลลิกรัมต่อลิตร (mg/L) และขีดจำากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) ตั้งแต่ 0.0005 - 0.01 mg/L

 การรายงานผล

  - ค่าที่วิเคราะห์ได้ตำ่ากว่า LOD จะรายงานไม่พบ 

  - ค่าที่วิเคราะห์ได้ตำ่ากว่า LOQ จะรายงานค่า น้อยกว่า LOQ 

  - ค่าที่วิเคราะห์ได้เท่ากับและสูงกว่า LOQ จะรายงานค่าที่ตรวจพบ 

 เน่ืองจากการศกึษาครัง้น้ีมีห้องปฏบิตักิารทำาหน้าทีต่รวจวเิคราะห์หลายแห่งโดยใช้วธิทีีม่ค่ีา Performance 

Characteristic ที่สำาคัญต่างกัน คือ ค่า LOD และ LOQ จึงใช้แนวทางการคำานวณโดยใช้ข้อมูล 3 ค่า ได้แก่ 

 - ค่าตำ่า (lower bound) คือ ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีค่าตำ่ากว่า LOD และ ค่าตำ่ากว่า LOQ จะแทน

ค่าด้วย “0” 

 - ค่ากลาง (middle bound) คือ ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีค่าตำ่ากว่า LOD แทนค่าด้วย “1/2 LOD” 

หรือ ค่าตำ่ากว่า LOQ แทนค่าด้วย “1/2 LOQ”

 - ค่าสูงสุด (upper bound) คือ ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีค่าตำ่ากว่า LOD แทนค่าด้วย “ LOD” 

หรือ ค่าตำ่ากว่า LOQ แทนค่าด้วย “ LOQ” 

 ทั้งนี้เพื่อให้ได้ข้อมูลที่นำามาประเมินการได้รับสัมผัสที่ครอบคลุมค่า LOD และ LOQ ที่แตกต่างกัน

 ส่วนที่ 3 ศึกษาปริมาณการได้รับสัมผัส Cd จากอาหารและนำ้าดื่มที่บริโภคประจำาวัน  ปริมาณการได้รับ

สัมผัส (exposure) จากอาหารและนำ้าดื่มที่บริโภคประจำาวันของคนในแต่ละครัวเรือน คำานวณได้จากสูตร

   exposure = C x fc 

 exposure = ปริมาณการได้รับสัมผัส Cd จากการบริโภคอาหารหรือนำ้าดื่มของคนในแต่ละครัวเรือน 

หน่วย ไมโครกรัมต่อคนต่อวัน (µg/person/day)
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 C = ปริมาณการปนเปื้อน Cd ในอาหารเฉลี่ย 4 วันหรือนำ้าดื่มในแต่ละครัวเรือน หน่วย มิลลิกรัม 

ต่อกิโลกรัม (mg/kg) หรือมิลลิกรัมต่อลิตร (mg/L) โดยคำานวณทั้ง 3 แบบ (lower bound, middle bound 

และ upper bound)

 fc = ปริมาณการบริโภคอาหารหรือนำ้าดื่มเฉลี่ย 4 วัน ในแต่ละครัวเรือน หน่วย กรัมต่อคนต่อวัน 

(g/person/day) หรือมิลลิลิตรต่อคนต่อวัน (mL/person/day)

 คำานวณการได้รับสัมผัสเฉลี่ยที่ 3 ระดับ คือ ตำ่า กลาง และสูง ได้จากปริมาณ Cd เฉลี่ย ตามที่คำานวณ 

ทั้ง 3 แบบ (lower bound, middle bound และ upper bound) และการบริโภคเฉลี่ย ซึ่งมีแหล่งการได้รับสัมผัส 

2 แหล่ง คือ อาหารและนำ้าดื่ม แล้วรวมปริมาณการได้รับสัมผัส Cd ของทั้ง 2 แหล่ง หน่วย µg/person/day แล้ว

นำามาหารด้วยนำ้าหนักตัวเฉลี่ยของประชากรไทยซึ่งเท่ากับ 58 กิโลกรัม (นำ้าหนักตัวเฉลี่ยตั้งอายุ 3 ปีขึ้นไป)(20) จะได้ 

การได้รับสัมผัส Cd ในหน่วยไมโครกรัมต่อนำ้าหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน (µg/kg bw/day) จากนั้นคูณด้วย 30 วัน 

จะได้การได้รับสัมผัส Cd ในหน่วย µg/kg bw/month 

2. การอธิบายลักษณะความเสี่ยง (Risk Characterization) เป็นแบบเชิงกำาหนด (deterministic)  

นำาผลที่ได้จากการประเมินการได้รับสัมผัส (exposure) ของ Cd จากอาหารและนำ้าดื่มที่บริโภคประจำาวัน 

เปรียบเทียบกับค่าความปลอดภัยของสารเคมีต่อสุขภาพมนุษย์ (Heath-Based Guidance Value, HBGV) 

ซึ่ง JECFA ได้ประเมินความปลอดภัยของ Cd และกำาหนดค่าความปลอดภัยเป็นค่า Provisional tolerable 

monthly intake (PTMI) เท่ากับ 25 µg/kg bw/month ซึ่งคำานวณได้ดังนี้

   risk (% of PTMI) = (exposure/PTMI) × 100

 ถ้า risk น้อยกว่าหรือเท่ากับ 100%  ของ PTMI แสดงว่าปริมาณ Cd ที่ได้รับไม่สามารถทำาให้เกิด 

ผลเสียต่อร่างกายได้

 ถ้า risk มากกว่า 100% ของ PTMI แสดงว่าปริมาณ Cd ที่ได้รับสามารถทำาให้เกิดผลเสียต่อร่างกายได้

ผล

1. การประเมินการได้รับสัมผัส (Exposure assessment)

ส่วนที่ 1 ปริมาณการบริโภคอาหารและนำ้าดื่ม 

ปริมาณการบริโภคได้จากบันทึกปริมาณการบริโภคจริงตลอดวันของสมาชิกที่ร่วมโครงการ ทั้งหมด 4 ภาค 

คือ กลาง เหนือ ตะวันออกเฉียงเหนือ และใต้ ภาคละ 100 ครัวเรือน รวมทั้งหมด 400 ครัวเรือน รวมจำานวนประชากร

ที่ศึกษา 1,241 คน ระยะเวลาศึกษา 4 วัน มีผลการศึกษาดังนี้

ปริมาณการบริโภคอาหารและนำ้าดื่มของคนไทยทั้งประเทศ พบปริมาณการบริโภคอาหารเฉลี่ยเท่ากับ 

1,506 กรัมต่อคนต่อวัน และที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ เท่ากับ 2,534 กรัมต่อคนต่อวัน และปริมาณบริโภคนำ้าดื่มเฉลี่ย

เท่ากับ 1,832 มิลลิลิตรต่อคนต่อวัน และที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ เท่ากับ 3,601 มิลลิลิตรต่อคนต่อวัน (ตารางที่ 2)
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การประเมนิความเสีย่งแคดเมยีมจากการบรโิภค   พนาวลัย์  กลงึกลางดอน และคณะ

 เมื่อพิจารณาเป็นรายเขต พบปริมาณการบริโภคทั้งอาหารและนำ้าดื่มของเขตชนบทสูงกว่าเขตเมือง ปริมาณ

บริโภคอาหารเฉลี่ยเท่ากับ 1526 และ 1487 กรัมต่อคนต่อวัน ตามลำาดับ และที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ เท่ากับ 2547 

และ 2504 กรัมต่อคนต่อวัน ตามลำาดับ ปริมาณบริโภคนำ้าดื่มเฉลี่ยเท่ากับ 1852 และ 1812 มิลลิลิตรต่อคนต่อวัน 

ตามลำาดับ และที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ เท่ากับ 3622 และ 3434 มิลลิลิตรต่อคนต่อวัน ตามลำาดับ (ตารางที่ 2)

เมื่อพิจารณาการบริโภคอาหารเฉลี่ยเป็นรายภาค (เขตเมืองและเขตชนบท) พบว่าปริมาณการบริโภคเฉลี่ย

สูงสุดคือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รองลงมาคือ ภาคกลาง เหนือ และใต้ เท่ากับ 1658, 1499, 1474 และ 1395 กรัม

ต่อคนต่อวัน ตามลำาดับ และที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ สูงสุดคือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รองลงมาคือ ภาคใต้ เหนือ และ

กลาง เท่ากับ 2597, 2408, 2295 และ 2232 กรัมต่อคนต่อวัน ตามลำาดับ (ตารางที่ 2)

เม่ือพิจารณาการบริโภคนำ้าดื่มเฉลี่ยเป็นรายภาค (เขตเมืองและเขตชนบท) พบว่าปริมาณการบริโภค

เฉลี่ยสูงสุด คือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รองลงมาคือ ภาคกลาง เหนือ และใต้ เท่ากับ 2229, 2007, 1678 และ 

ตารางที่ 2 ปริมาณการบริโภคอาหารและนำ้าดื่มของคนไทยจากการสำารวจ

เขตเมือง       

       กลาง   50  1569  390  2381  2051  906  3546

       เหนือ   50  1419  330  1994  1656  575  2977

      ตะวันออกเฉียงเหนือ   50  1606  463  2661  2210  992  3753

       ใต้   50  1355  448  2474  1330  561  2894

ทั้งประเทศ (เขตเมือง)  200  1487  421  2504  1812  850  3434       

เขตชนบท       

       กลาง   50  1430  311  2021  1963  533  3257

       เหนือ   50  1529  541  2918  1701  495  2903

      ตะวันออกเฉียงเหนือ   50  1710  430  2578  2247  843  3953

       ใต้   50  1435  418  2082  1496  466  2611

ทั้งประเทศ (เขตชนบท)  200  1526  444  2547  1852  662  3622       

รวมเขตเมืองและชนบท       

       กลาง   100  1499  358  2232  2007  741  3507

       เหนือ   100  1474  449  2295  1678  534  2978

      ตะวันออกเฉียงเหนือ   100  1658  448  2597  2229  916  3936

       ใต้   100  1395  433  2408  1413  520  2766

ทั้งประเทศรวม   400  1506  433  2534  1832  761  3601

(เขตเมืองและชนบท)              

ปริมาณการบริโภคอาหาร*

(กรัมต่อคนต่อวัน)

จำานวน

ครัวเรือนภาค

ค่าเฉลี่ย ค่าเฉลี่ยSD SD97.5th 97.5th

ปริมาณการบริโภคนำ้าดื่ม*

(มิลลิลิตรต่อคนต่อวัน)

หมายเหตุ  *ปริมาณการบริโภคอาหารและนำ้าดื่มของแต่ละครัวเรือนได้มาจากค่าเฉลี่ยของปริมาณการบริโภค 4 วัน
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1413 มิลลิลิตรต่อคนต่อวัน ตามลำาดับ และที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ สูงสุด คือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รองลงมาคือ 

ภาคกลาง เหนือ และใต้ เท่ากับ 3936, 3507, 2978 และ 2766 มิลลิลิตรต่อคนต่อวัน ตามลำาดับ (ตารางที่ 2)

ส่วนที่ 2 ปริมาณการปนเปื้อนของ Cd ในอาหารและนำ้าดื่ม 

ปริมาณการปนเปื้อน Cd ได้จากตัวอย่างอาหารและนำ้าดื่มที่เก็บจากการบริโภคจริงของครัวเรือนที่ร่วม

โครงการ จำานวน 400 ครวัเรือน ระยะเวลาศกึษา 4 วนั รวมตัวอย่างอาหารทัง้สิน้ 1,600 ตวัอย่าง และนำา้ดืม่ 400 ตวัอย่าง 

ผลการตรวจวิเคราะห์ดังนี้

ผลวิเคราะห์ปริมาณ Cd ในอาหารเฉลี่ย 4 วันของแต่ละครัวเรือน จำานวน 400 ครัวเรือน พบว่าทั้งประเทศ

ไม่พบ Cd ในอาหาร จำานวน 72 ครัวเรือน คิดเป็นร้อยละ 18 ปริมาณ Cd เฉลี่ยที่ lower bound, middle bound 

และ upper bound เท่ากับ 0.005, 0.009 และ 0.012 mg/kg ตามลำาดับ (ตารางที่ 3) 

เมื่อพิจารณาปริมาณ Cd ในอาหารเป็นรายเขต พบว่าเขตเมืองไม่พบ Cd จำานวน 54 ครัวเรือน คิดเป็น 

ร้อยละ 27 และเขตชนบทไม่พบ Cd จำานวน 18 ครัวเรือน คิดเป็นร้อยละ 9 พบ Cd ในอาหารเขตชนบทสูงกว่า 

เขตเมือง ปริมาณ Cd เฉลี่ยที่ lower bound, middle bound และ upper bound เขตเมืองเท่ากับ 0.004, 0.008 

และ 0.011 mg/kg ตามลำาดับ และเขตชนบทเท่ากับ 0.006, 0.010 และ 0.013 mg/kg ตามลำาดับ (ตารางที่ 3) 

เมื่อพิจารณาปริมาณ Cd ในอาหารเป็นรายภาค (เขตเมืองและเขตชนบท) พบว่าภาคกลางและภาคเหนือ

ตรวจพบ Cd ในอาหารทุกครัวเรือน ภาคตะวันออกเฉียงเหนือไม่พบ Cd ในอาหาร จำานวน 44 ครัวเรือน คิดเป็น 

ร้อยละ 44 และภาคใต้ไม่พบ Cd ในอาหารจำานวน 28 ครัวเรือน คิดเป็นร้อยละ 28 ปริมาณ Cd เฉลี่ยที่ lower 

bound, middle bound และ upper bound ภาคกลางจะมีค่าเท่ากันทั้งหมดเท่ากับ 0.009 mg/kg ภาคเหนือ 

เท่ากับ 0.007, 0.010 และ 0.013 mg/kg ตามลำาดับ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเท่ากับ 0.003, 0.004 และ 0.005 

mg/kg ตามลำาดับ และภาคใต้เท่ากับ 0.003, 0.012 และ 0.021 mg/kg ตามลำาดับ พบปริมาณ Cd ในอาหาร 

เฉล่ียที่ middle bound สูงสุดคือ ภาคใต้ รองลงมาคือ ภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

ตามลำาดับ (ตารางที่ 3) 

ผลวิเคราะห์ปริมาณการปนเปื้อน Cd ในนำ้าดื่มของครัวเรือน จาก 400 ครัวเรือน (จำานวน 400 ตัวอย่าง) 

พบว่านำ้าดื่มส่วนใหญ่ไม่พบ Cd หรือพบปริมาณตำ่ามาก ทั้งประเทศตรวจไม่พบ Cd จำานวน 370 ครัวเรือน คิดเป็น 

ร้อยละ 92.5 ปริมาณ Cd เฉลี่ยที่ lower bound, middle bound และ upper bound เท่ากับ 4 × 10-5, 7 × 10-4 

และ 0.001 mg/L ตามลำาดับ (ตารางที่ 4) 

เมื่อพิจารณาปริมาณ Cd ในนำ้าดื่มเป็นรายเขต พบว่าเขตเมืองตรวจไม่พบ Cd จำานวน 194 ครัวเรือน 

คิดเป็นร้อยละ 97.0 และเขตชนบทตรวจไม่พบ Cd จำานวน 176 ครัวเรือน คิดเป็นร้อยละ 88.0 ปริมาณ Cd 

เฉลี่ยที่ lower bound, middle bound และ upper bound เขตเมืองเท่ากับ ไม่พบ, 6 × 10-4 และ 0.001 mg/L 

ตามลำาดับ และเขตชนบทเท่ากับ 7 × 10-5, 7 × 10-4  และ 0.001 mg/L ตามลำาดับ (ตารางที่ 4) 

เมื่อพิจารณาปริมาณ Cd ในนำ้าดื่มเป็นรายภาค (เขตเมืองและเขตชนบท) พบว่าภาคกลางและเหนือ 

ตรวจไม่พบ Cd ทุกครัวเรือน ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตรวจไม่พบ Cd จำานวน 81 ครัวเรือน คิดเป็นร้อยละ 81.0 

และภาคใต้ตรวจไม่พบ Cd จำานวน 89 ครัวเรือน คิดเป็นร้อยละ 89.0 ปริมาณ Cd เฉลี่ยที่ lower bound, middle 

bound และ upper bound ภาคกลางเท่ากับ ไม่พบ, 5 × 10-4 และ 0.001 mg/L ตามลำาดับ ภาคเหนือเท่ากับ 

ไม่พบ, 0.002 และ 0.003 mg/L ตามลำาดับ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเท่ากับ 8 × 10-5, 6 × 10-4 และ 0.001 mg/L 

ตามลำาดับ และภาคใต้เท่ากับ 6 × 10-5, 1 × 10-4 และ 2 × 10-4 mg/L ตามลำาดับ (ตารางที่ 4) 
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การประเมนิความเสีย่งแคดเมยีมจากการบรโิภค   พนาวลัย์  กลงึกลางดอน และคณะ

ส่วนที่ 3 ปริมาณการได้รับสัมผัส Cd จากอาหารและนำ้าดื่มที่บริโภคประจำาวัน

ผลการศึกษาปริมาณการได้รับสัมผัส Cd จากอาหารของคนไทย มีค่าเฉล่ียที่ lower bound, middle 

bound และ upper bound ทั้งประเทศเท่ากับ 7.8, 12.8 และ 17.9 µg/person/day ตามลำาดับ เขตเมืองเท่ากับ 

5.7, 10.7 และ 15.8 µg/person/day ตามลำาดับ และเขตชนบทเท่ากับ 9.9, 15.0 และ 20.0 µg/person/day 

ตามลำาดับ การได้รับสัมผัส Cd จากอาหารเฉลี่ยเขตชนบทสูงกว่าเขตเมือง (ตารางที่ 5)

เมื่อพิจารณาการได้รับสัมผัส Cd จากอาหารเป็นรายภาค (เขตเมืองและเขตชนบท) มีค่าเฉล่ียท่ี lower  

bound, middle bound และ upper bound ภาคกลางมีค่าเท่ากันทั้งหมดเท่ากับ 11.9 µg/person/day 

ภาคเหนือเท่ากับ 9.9, 14.9 และ 19.9 µg/person/day ตามลำาดับ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเท่ากับ 5.5, 7.4 และ 

9.4 µg/person/day ตามลำาดับ และภาคใต้เท่ากับ 3.8, 17.2 และ 30.5 µg/person/day ตามลำาดับ การได้รับ 

สัมผัส Cd จากการบริโภคอาหารเฉลี่ยที่ middle bound พบสูงสุด คือ ภาคใต้ รองลงมาคือ ภาคเหนือ ภาคกลาง 

และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ตามลำาดับ (ตารางที่ 5)

ผลการศึกษาปริมาณการได้รับสัมผัส Cd จากนำ้าดื่มของคนไทย มีค่าเฉลี่ยที่ lower bound, middle 

bound และ upper bound ทั้งประเทศเท่ากับ 0.1, 1.3 และ 2.5 µg/person/day ตามลำาดับ เขตเมืองเท่ากับ 

ไม่พบ, 1.2 และ 2.4 µg/person/day ตามลำาดับ และเขตชนบทเท่ากับ 0.2, 1.4 และ 2.6 µg/person/day 

ตามลำาดับ การได้รับสัมผัส Cd เฉลี่ยจากนำ้าดื่มเขตชนบทสูงกว่าเขตเมืองเล็กน้อย (ตารางที่ 5)

เม่ือพิจารณาได้รับสัมผัส Cd จากนำ้าดื่มเป็นรายภาค (เขตเมืองและเขตชนบท) มีค่าเฉลี่ยท่ี lower 

bound, middle bound และ upper bound ภาคกลางเท่ากับ ไม่พบ, 1.0 และ 2.0 µg/person/day 

ภาคเหนือเท่ากับ ไม่พบ, 2.5 และ 5.0 µg/person/day ตามลำาดับ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเท่ากับ 0.2, 1.4 

และ 2.7 µg/person/day ตามลำาดับ และภาคใต้เท่ากับ 0.1, 0.2 และ 0.3 µg/person/day ตามลำาดับ 

การได้รบัสัมผัส Cd เฉลีย่จากนำา้ดืม่ที ่middle bound พบสงูสดุ คือ ภาคเหนอื รองลงมาคอื ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื 

ภาคกลาง และภาคใต้ ตามลำาดับ (ตารางที่ 5) 

การได้รับสัมผัส Cd จากการบริโภคประจำาวันโดยรวมปริมาณการได้รับสัมผัส Cd 2 แหล่ง คือจากการ 

บริโภคอาหารและนำ้าด่ืม พบว่าคนไทยได้รับสัมผัสเฉลี่ยที่ lower bound, middle bound และ upper bound 

ทั้งประเทศเท่ากับ 7.9, 14.1 และ 20.4 µg/person/day ตามลำาดับ เขตเมืองเท่ากับ 5.7, 11.9 และ 18.2 µg/ 

person/day ตามลำาดับ และเขตชนบทเท่ากับ 10.1, 16.4 และ 22.6 µg/person/day ตามลำาดับ การได้รับ 

สัมผัส Cd เฉลี่ยจากอาหารและนำ้าดื่มเขตชนบทสูงกว่าเขตเมือง (ตารางที่ 5) 

เม่ือพิจารณาการได้รับสัมผัส Cd จากอาหารและนำ้าดื่มที่บริโภคประจำาวันเป็นรายภาค (เขตเมืองและ

ชนบท) พบว่าคนไทยได้รับสัมผัสเฉลี่ยที่ lower bound, middle bound และ upper bound ภาคกลางเท่ากับ 11.9, 

12.9 และ 13.9 µg/person/day ตามลำาดับ ภาคเหนือเท่ากับ 9.9, 17.4 และ 24.9 µg/person/day 

ตามลำาดับ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเท่ากับ 5.7, 8.8 และ 12.1 µg/person/day ตามลำาดับ และภาคใต้เท่ากับ 

3.9, 17.4 และ 30.8 µg/person/day ตามลำาดับ การได้รับสัมผัส Cd เฉลี่ยจากอาหารและนำ้าดื่มที่ middle 

bound พบสงูสุด คอื ภาคเหนือและภาคใต้ รองลงมาคอื ภาคกลาง และภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื ตามลำาดบั (ตารางที ่5)
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การประเมนิความเสีย่งแคดเมยีมจากการบรโิภค   พนาวลัย์  กลงึกลางดอน และคณะ
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2. การอธิบายลักษณะความเสี่ยง (Risk Characterization) แบบเชิงกำาหนด (deterministic)

คนไทยได้รับสัมผัส Cd จากการท่ีบริโภคประจำาวัน (อาหารและนำ้าด่ืม) ค่าเฉลี่ยท่ี lower bound, 

middle bound และ upper bound ทั้งประเทศเท่ากับ 0.14, 0.24 และ 0.35 µg/kg bw/day ตามลำาดับ 

หรือ 4.09, 7.29 และ 10.55 µg/kg bw/month ตามลำาดับ และคิดเป็นร้อยละของ PTMI เท่ากับ 16, 29 และ 

42 ตามลำาดับ (ตารางที่ 6)

การได้รับสัมผัส Cd จากการบริโภคประจำาวันของคนไทยเป็นรายเขต พบค่าเฉลี่ยที่ lower bound, 

middle bound และ upper bound เขตเมืองเท่ากับ 0.10, 0.21 และ 0.31 µg/kg bw/day ตามลำาดับ หรือ 

2.95, 6.16 และ 9.41 µg/kg bw/month ตามลำาดับ และคิดเป็นร้อยละของ PTMI เท่ากับ 12, 25 และ 38 

ตามลำาดับ เขตชนบทเท่ากับ 0.17, 0.28 และ 0.39 µg/kg bw/day ตามลำาดับ หรือ 5.22, 8.48 และ 11.69 µg/kg 

bw/month ตามลำาดับ และคิดเป็นร้อยละของ PTMI เท่ากับ 21, 34 และ 47 ตามลำาดับ (ตารางที่ 6)

การได้รับสัมผัส Cd จากการบริโภคประจำาวันของคนไทยเป็นรายภาค (เขตเมืองและชนบท) พบค่าเฉลี่ย

ที่ lower bound, middle bound และ upper bound ภาคกลางเท่ากับ 0.21, 0.22 และ 0.24 µg/kg bw/day  

ตามลำาดับ หรือ 6.16, 6.67 และ 7.19 µg/kg bw/month ตามลำาดับ และคิดเป็นร้อยละของ PTMI เท่ากับ 

25, 27 และ 29 ตามลำาดับ ภาคเหนือเท่ากับ 0.17, 0.30 และ 0.43 µg/kg bw/day ตามลำาดับ หรือ 5.12, 9.00 

และ 12.88 µg/kg bw/month ตามลำาดับ และคิดเป็นร้อยละของ PTMI เท่ากับ 20, 36 และ 52 ตามลำาดับ 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเท่ากับ 0.10, 0.15 และ 0.21 µg/kg bw/day ตามลำาดับ หรือ 2.95, 4.55 และ 6.26 

µg/kg bw/month ตามลำาดับ และคิดเป็นร้อยละของ PTMI เท่ากับ 12, 18 และ 25 ตามลำาดับ และภาคใต ้

เท่ากับ 0.07, 0.30 และ 0.53 µg/kg bw/day ตามลำาดับ หรือ 2.02, 9.00 และ 15.93 µg/kg bw/month 

ตามลำาดับ และคิดเป็นร้อยละของ PTMI เท่ากับ 8, 36 และ 64 ตามลำาดับ (ตารางที่ 6)

 ซึ่งอธิบายลักษณะความเสี่ยงได้ว่า โดยภาพรวมแล้วคนไทยยังคงปลอดภัยจาก Cd ที่ได้รับจากการบริโภค

ประจำาวัน เนื่องจากปริมาณการได้รับสัมผัส Cd ตำ่ากว่าค่า PTMI ที่ JECFA กำาหนดไว้ 

วิจารณ์

การสำารวจปริมาณการบริโภคด้วยวิธี duplicate portion นั้นนำ้าหนักอาหารท่ีสมาชิกบริโภคคำานวณจาก 

นำ้าหนักอาหารก่อนและหลังการบริโภค จึงทำาให้ได้ข้อมูลปริมาณการบริโภคที่จริง และปริมาณ Cd ในอาหารก็ได ้

จากการวิเคราะห์อาหารที่สมาชิกบริโภคจริงในแต่ละวัน ทำาให้ปริมาณการได้รับสัมผัสที่คำานวณนั้นเป็นค่าการได้รับ 

สัมผัสจริงของแต่ละครัวเรือน สำาหรับระยะเวลาในการสำารวจ 4 วัน ซ่ึงงานวิจัยน่้ีลดจำานวนวันลงจากที่องค์การ 

อนามัยโลก (WHO) แนะนำาระยะเวลาในการศึกษาแบบ duplicate portion นั้น ควรไม่น้อยกว่า 7 วัน(17) เนื่องจาก

โครงการนี้ต้องการศึกษาให้ครอบคลุมท้ัง 4 ภาคของประเทศ ด้วยงบประมาณที่จำากัด งานวิจัยนี้เป็นการบูรณาการ 

ร่วมกับศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ 7 แห่ง จึงได้มีการกำาหนดแนวทางปฏิบัติงาน อบรม และฝึกปฏิบัติให้แก่ 

เจ้าหน้าที่ก่อนปฏิบัติจริง โดยดำาเนินการนำาร่อง (pilot study) ที่จังหวัดนนทบุรี ในการเก็บข้อมูลการบริโภค การเก็บ 

ตัวอย่างอาหารและนำ้าดื่ม เพื่อให้ทราบปัญหาและอุปสรรค และทำาการแก้ไขให้ได้วิธีการท่ีเหมาะสมสอดคล้องและ 

ถกูต้องสำาหรับนำาไปปฏบิตัใินแนวทางเดยีวกนั  นอกจากนีก่้อนจะดำาเนนิการสำารวจทกุครัง้เจ้าหน้าทีจ่ะต้องจดัการอบรม 

ให้แก่สมาชิกครัวเรือนที่ร่วมโครงการ เพื่อให้บันทึกนำ้าหนักบริโภคและเก็บตัวอย่างได้ถูกต้อง สำาหรับวิธีวิเคราะห์ที่ใช้ 

ในการหาปริมาณ Cd น้ันต้องสามารถตรวจวิเคราะห์ Cd ในระดับตำ่าๆ เนื่องจากอาหารและนำ้าด่ืมส่วนใหญ่จะพบ

ปริมาณตำ่า ยกเว้นแหล่งที่มีการปนเปื้อน Cd การศึกษานี้มีหลายหน่วยงานที่ร่วมตรวจวิเคราะห์ปริมาณ Cd ดังน้ัน 

การประเมินปริมาณการได้รับสัมผัสอาจเกิดความคลาดเคลื่อนได้เนื่องจาก LOD และ LOQ ที่แตกต่างกัน ทั้งนี้ได้

คำานวณค่าปริมาณแคดเมียม 3 ระดับคือ ตำ่า (lower bound) กลาง (middle bound) และสูง (upper bound) 

ซึ่งสามารถครอบคลุมปริมาณการได้รับสัมผัสที่จะเกิดความคลาดเคลื่อนขึ้นเนื่องจาก LOD และ LOQ ที่แตกต่างกัน
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จากการศึกษาได้รับสัมผัส Cd จากการบริโภคอาหารของประเทศต่างๆ เช่น ประเทศจีนที่ศึกษาการได้รับ

สัมผัสจากการบริโภคอาหารโดยใช้ 2 วิธีคือ dietary recall และ food duplicate diet ในผู้ใหญ่มีค่าเฉลี่ย เท่ากับ 

0.21 และ 0.26 µg/kg bw/day ตามลำาดับ(21) ประเทศเกาหลี ศึกษาการได้รับสัมผัสด้วยวิธี Total diet Study 

เท่ากับ 0.26 µg/kg bw/day(22) ประเทศฝรั่งเศส ศึกษาการได้รับสัมผัสด้วยวิธี Total diet Study ในผู้ใหญ ่

มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.16 µg/kg bw/day(23) และประเทศสวีเดน การได้รับสัมผัส Cd ในผู้ใหญ่มีค่ามัธยฐาน เท่ากับ 

0.93 µg/kg bw/week หรอื 0.13 µg/kg bw/day(24) เมื่อเปรียบเทยีบการได้รบัสมัผัส Cd จากการบริโภคประจำาวัน

ของคนไทยในงานวิจัยนี ้ซึง่ปรมิาณได้รบัสมัผสั Cd จากการบรโิภคประจำาวนัของคนไทยเฉลีย่ที ่middle bound เท่ากบั 

0.24 µg/kg bw/day พบว่าประเทศในแถบเอเชียจะได้รับสัมผัส Cd ไม่แตกต่างกัน แต่จะได้รับสัมผัส Cd สูงกว่า 

เมื่อเทียบกับประเทศแถบยุโรป และสำาหรับข้อมูลในประเทศไทยที่ศึกษาการได้รับสัมผัสด้วยวิธี Total diet Study 

เมื่อ พ.ศ. 2542 - 2544 พบว่าปริมาณ Cd ที่ได้รับจากการบริโภคอาหารเท่ากับ 0.29, 0.13 และ 0.08 µg/kg 

bw/day(14) (คิดท่ีนำ้าหนักตัวเฉลี่ย 58 กิโลกรัม) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบปริมาณการได้สัมผัส Cd ที่ศึกษาด้วยวิธ ี

duplicate portion ในครั้งนี้กับวิธี Total diet Study พบว่าปี พ.ศ. 2542 มีค่าใกล้เคียงกัน แต่เนื่องด้วยเป็น 

การศึกษาในช่วงเวลาที่แตกต่างกันจึงเปรียบเทียบทั้งสองวิธีการศึกษาไม่ได้ชัดเจน

จากการสำารวจปริมาณบริโภคเฉลี่ยแต่ละภาคของอาหารและนำ้าดื่มมีค่าสูงสุดและตำ่าสุดต่างกัน เท่ากับ 1.2 

และ 1.6 เท่า ตามลำาดับ และพบว่าปริมาณ Cd ที่พบในนำ้าดื่มตำ่าเมื่อเทียบกับอาหาร ที่ middle bound ค่าเฉลี่ย 

จะแตกต่างกันประมาณ 13 เท่า และท่ีค่าสูงสุดจะแตกต่างกันประมาณ 78 เท่า ดังนั้นปริมาณการได้รับสัมผัส Cd 

จากการบริโภคประจำาวันของคนไทยนั้นจึงขึ้นอยู่กับปริมาณ Cd ที่ปนเปื้อนในอาหารเป็นหลัก เนื่องจากปริมาณ Cd 

ที่พบในนำ้าดื่มตำ่ามากและปริมาณการบริโภคก็ไม่แตกต่างกันมาก

ภาพรวมคนไทยส่วนใหญ่ยังคงปลอดภัยจาก Cd ที่ได้รับจากการบริโภคประจำาวัน (อาหารและนำ้าดื่ม) 

เนื่องจากปริมาณ Cd ที่ได้รับตำ่ากว่าค่า PTMI ที่ JECFA กำาหนดไว้ 25 µg/kg bw/month จากการสำารวจ 400 

ครัวเรือน พบว่าปริมาณ Cd ในอาหารจะพบสูงเพียงบางครัวเรือนและบางวันเท่านั้น ซึ่งเป็นสาเหตุที่ทำาให้การได้รับ

สัมผัส Cd ของครัวเรือนนั้นสูง และรายการอาหารที่ครัวเรือนบริโภคในวันนั้นจะคล้ายกัน คือ มีอาหารทะเลในรายการ 

อาหารท่ีบริโภค เช่น ปลาหมึก หอยแครง ปูทะเล และปลาทู นอกจากน้ันยังมีปลาดุกและเห็ด ซึ่งอาหารเหล่านี้ 

เป็นแหล่งที่พบ Cd สูง(7-8) นอกจากนี้กลุ่มคนงานที่ต้องสัมผัสกับ Cd และคนที่สูบบุหรี่มีโอกาสได้รับ Cd เพิ่มขึ้นอีก 

จากการหายใจและสัมผัสทางผิวหนัง ท้ังน้ีถ้าผู้บริโภคมีภาวะทางโภชนาการที่ดีไม่ขาดสารอาหารจำาพวกวิตามินดี 

แคลเซียม สังกะสี ทองแดง และเหล็ก จะช่วยลดการดูดซึมและการสะสม Cd ในร่างกายได้ 

สรุป

จากการประเมินความเส่ียงของ Cd จากการบริโภคประจำาวันของคนไทยใช้วิธีการสำารวจปริมาณ 

การบริโภคและเก็บตัวอย่างอาหารและนำ้าดื่มจากครัวเรือนแบบ duplicate portion ประชากรที่ศึกษาสุ่มจาก 4 ภาค 

ของประเทศไทย รวม 400 ครัวเรือน จำานวน 1,241 คน พบว่าคนไทยได้รับสัมผัส Cd เฉล่ียที่ middle bound 

เท่ากับ 14.1 µg/person/day หรือ 0.24 µg/kg bw/day หรือ 7.29 µg/kg bw/month (นำ้าหนักประชากร 

เฉลี่ย 58 กิโลกรัม) เมื่อเปรียบเทียบกับค่าความปลอดภัยที่ JECFA กำาหนด (PTMI 25 µg/kg bw/month) 

สรุปได้ว่าโดยภาพรวมแล้วคนไทยได้รับสัมผัส Cd จากการบริโภคประจำาวันในระดับที่ปลอดภัย ปริมาณ Cd 

ที่คนไทยได้รับคิดเป็นร้อยละ 29 ของค่าความปลอดภัยที่ JECFA กำาหนด และข้อมูลการประเมินความเสี่ยงนี ้

สามารถนำาไปใช้ประกอบการพิจารณากำาหนดมาตรฐานแคดเมียมในอาหารในประเทศ และพิจารณาปรับแก้มาตรฐาน

ระหว่างประเทศให้เหมาะสมและปลอดภัย
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ขอขอบคณุ ห้องปฏบิตักิารอาหารของศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ที ่1 เชยีงใหม่ ศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ 

ที่ 3 นครสวรรค์ ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 5 สมุทรสงคราม ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 8 อุดรธาน ี

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 9 นครราชสีมา ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 11 สุราษฎร์ธานี และศูนย์วิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ที่ 12/1 ตรัง เจ้าหน้าท่ีของเทศบาล องค์การบริหารส่วนตำาบล และโรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพตำาบล 

ในพื้นที่ที่ดำาเนินการสำารวจทั้ง 8 จังหวัด นางสาวพรรณทิพย์ ตียพันธ์ นายพิพัฒน์ นพคุณ นางสาวมยุรี อุรารุ่งโรจน์ 

นางกาญจนา พันธุเวช นายสมพร ทัญชีวะ และเจ้าหน้าที่ฝ่ายสารพิษสารปนเปื้อนและไดออกซินทุกท่าน ที่ให้ความ 

ร่วมมือในการดำาเนินการศึกษาวิจัยครั้งนี้จนบรรลุผลสำาเร็จด้วยดี
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Risk Assessment of Dietary Exposure to Cadmium  Panawan  Kluengklangdon et al.

Risk Assessment of Dietary Exposure to 

Cadmium in the Thai Population

Panawan  Kluengklangdon* Laddawan  Rojanapantip* Kannika  Jittiyossara*
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ABSTRACT Cadmium (Cd) is often found in almost foods and its contamination level depends on the 
type of food and the contamination in environment. Food consumption is the main source of cadmium 
intake for people who do not smoke or work in contaminated areas. The cadmium has been classified as 
a human carcinogen. In 2010, the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) established  
a provisional tolerable monthly intake (PTMI) on cadmium exposure of 25 µg/kg body weight/month. 
This research had been carried out during 2011 - 2013 and aimed at assessing the risk of cadmium exposure 
via food consumption among Thai population. The current results obtained can be served as a supportive 
data for establishing Thai regulations as well as supporting improvement of the international standards. 
In the step of exposure assessment of Cd by duplicate portion method, the food consumption data, sample  
of food and water were collected from 400 households in four regions of Thailand for a period of 
4 days. The total number of 1,241 people, 1,600 samples of food and 400 samples of water were  
analyzed in this study. The Cd concentration was quantified by Graphite Furnace Atomic Absorption 
Spectrophotometer and Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometer. The results showed 
that the middle bound mean levels of cadmium found in food and water samples were 0.009 mg/kg 
and 7 × 10-4 mg/L respectively and the mean intakes of food and water were 1,506 g/person/day and 
1,832 mL/person/day, respectively. The middle bound mean dietary exposure across Thai consumers 
was 7.29 µg/kg body weight/month (average body weight of 58 kg) which was equal to 29% of the 
PTMI value. In conclusion, Thai consumers are still safe from cadmium exposure through food 
consumption.   

Keywords: risk assessment of cadmium, dietary exposure
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บทคัดย่อ  โรคติดเชื้อไวรัสเดงกีเป็นปัญหาสาธารณสุขที่สำาคัญของประเทศไทย ที่จำาเป็นต้องเฝ้าระวังและควบคุม โดยมี 
ยุงลาย (Aedes spp.) เป็นพาหะนำาเชื้อมาสู่คน เชื้อไวรัสเดงกีทุกซีโรทัยป์ ได้แก่ DEN-1, DEN-2, DEN-3 และ 
DEN-4 สามารถก่อโรคและเป็นปัจจัยเส่ียงที่มีความสำาคัญต่อการระบาดในทุกพื้นที่ของประเทศ การศึกษานี้ใช้เทคนิค 
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) เพื่อวิเคราะห์ซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีที่แพร่กระจาย 
ในพื้นที่เขตสุขภาพที่ 2 ประกอบด้วย 5 จังหวัด คือ พิษณุโลก สุโขทัย เพชรบูรณ์ อุตรดิตถ์ และตาก โดยการเก็บตัวอย่าง 
พลาสมาของผู้ป่วยในระยะเฉียบพลัน ที่ได้รับการวินิจฉัยเบื้องต้นว่าติดเชื้อไวรัสเดงกี ตั้งแต่เดือนมกราคม 2555 ถึง 
เดือนธันวาคม 2559 จากการศึกษาท้ังหมด 1,284 ตัวอย่าง พบผลบวกต่อสารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี 696 ตัวอย่าง 
(ร้อยละ 54.2) โดยพบเป็น DEN-1, DEN-2, DEN-3 และ DEN-4 จำานวน 148, 177, 276 และ 95 ตัวอย่าง ตาม
ลำาดับ คิดเป็นร้อยละ 11.5, 13.8, 21.5 และ 7.4 ตามลำาดับ นอกจากนี้ตรวจพบทุกซีโรทัยป์ได้ตลอดปี และในอัตราที่สูง 
ตั้งแต่เดือนพฤษภาคมถึงเดือนกรกฎาคมของทุกปีที่ศึกษา โดยกลุ่มช่วงอายุ 15 – 24 ปี มีอัตราผลบวกสูงกว่ากลุ่มอายุอื่น 
ผลการศึกษานี้แสดงว่าเขตสุขภาพที่ 2 มีการแพร่กระจายของเชื้อไวรัสเดงกีทุกซีโรทัยป์ ซ่ึงอาจส่งผลให้เกิดความรุนแรงของ 
อาการทางคลินิกเพ่ิมขึ้นจากการติดเช้ือซ้ำา การเฝ้าระวังสายพันธุ์ทางห้องปฏิบัติการอย่างสม่ำาเสมอเป็นสิ่งที่ควรพิจารณา 
เพื่อจะได้ข้อมูลนำาไปสู่การวางแผนป้องกันและการเตรียมความพร้อมหากเกิดการระบาดในพื้นที่ 
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Dengue Virus Serotypes in Health Region 2  Chavalit  Kiatvitchukul et al.

บทนำา

โรคไข้เลือดออกเป็นโรคที่เกิดจากเช้ือไวรัสเดงกีซึ่งมียุงลาย (Aedes spp.) เป็นพาหะนำาโรค โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งยุงลายบ้าน (Aedes agypti) และยุงลายสวน (Aedes albopictus) เช้ือไวรัสเดงกีจัดอยู่ใน genus 

Flavivirus ของ Family Flaviviridae เป็นอนุภาครูปทรงกลม ส่วนเปลือกหุ้มประกอบไปด้วยเยื่อไขมันและ 

โปรตีน โดยมีสารพันธุกรรมเป็น Ribonucleic Acid (RNA) สายเดี่ยวขนาดประมาณ 11 kilobase (kb) ซึ่งจะสร้าง

โปรตีน 2 กลุ่ม คือ กลุ่มโปรตีนโครงสร้าง (structural protein) มี 3 ชนิด คือ Capsid (C), Pre-Membrane 

(PrM), และ Envelope (E) ส่วนอกีกลุม่หนึง่เป็นโปรตนีทีไ่ม่ได้ร่วมเป็นโครงสร้าง (nonstructural protein: NS) 

มี 7 ชนิด ได้แก่ NS1, NS2A NS2B, NS3, NS4A, NS4B และ NS5 โปรตีนในกลุ่มนี้ทำาหน้าที่ในการสังเคราะห์

สาย RNA และจำาเป็นต่อการรวมตัวเป็นอนภุาคภายในเซลล์ที่ติดเชื้อไวรัสเดงกีแบ่งออกเป็น 4 ซีโรทัยป์ (serotypes) 

คือ DEN-1, DEN-2, DEN-3 และ DEN-4(1-3)

อาการทางคลินิกที่สำาคัญของผู้ติดเชื้อไวรัสเดงกี คือไข้สูง ปวดศีรษะ คลื่นไส้ อาเจียน มีภาวะเลือดออก 

(Dengue Hemorrhagic Fever: DHF) และในรายที่มีอาการรุนแรงอาจเกิดภาวะช็อก (Dengue Shock 

Syndrome: DSS)(2) ซึ่งภาวะทั้งสองอาจเป็นสาเหตุให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ จำาเป็นต้องได้รับการวินิจฉัยอย่างถูกต้อง 

และรวดเร็ว จากรายงานการศึกษาแสดงให้เห็นว่าปัจจัยสำาคัญที่ทำาให้ไวรัสเดงกีก่อโรครุนแรงแตกต่างกันน้ัน(4-6)  

ประกอบด้วย อายุ เพศ เชื้อชาติ การติดเชื้อซำ้าและสายพันธุ์ของไวรัส (viral strain) และยังมีรายงานว่าพื้นท่ีท่ีมี 

ไวรัสเดงกีหลายสายพันธุ์จะทำาให้มีโอกาสติดเชื้อซำ้าสูง โดยการติดเชื้อซำ้าด้วย DEN-2 หรือ DEN-3 มีอัตราเสี่ยง 

ที่จะเกิด DHF สูง นอกจากนี้ยังพบว่าการติดเชื้อซำ้าและต่างสายพันธุ์ คือ การติดเชื้อ DEN-2 หลังจากการติดเชื้อ 

DEN-1 มีอัตราเส่ียงท่ีจะเกิด DHF มากท่ีสุด เมื่อเทียบกับการติดเช้ือ DEN-2 หลังจากการติดเช้ือ DEN-3 

และ DEN-4(7)

การระบาดของเชื้อไวรัสเดงกีในประเทศไทยเริ่มตั้งแต่ปี พ.ศ. 2501 และเป็นปัญหาสาธารณสุขที่สำาคัญ 

ของประเทศจนถึงปัจจุบัน(8) โดยปัจจัยท่ีมีความสำาคัญต่อการแพร่กระจายของโรคแตกต่างกันในแต่ละพื้นท่ี คือ 

ภูมิต้านทานของประชาชน ชนิดของเชื้อไวรัสเดงกี ความหนาแน่นของประชากรและการเคลื่อนย้าย สภาพภูมิอากาศ 

ชนิดของยุงพาหะ นอกจากนี้ความรู้ ความเข้าใจ และความตระหนักของประชาชนในการกำาจัดแหล่งเพาะพันธุ์ 

ลูกนำ้ายุงลายอย่างต่อเนื่อง เป็นสิ่งจำาเป็นต่อการป้องกันและควบคุมการระบาดของโรคไข้เลือดออกได้(9)

การตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อเชื้อไวรัสเดงกีด้วยวิธี ELISA นั้นใช้สำาหรับเพื่อการตรวจวินิจฉัยและ 

การตรวจยืนยันการติดเชื้อ แต่เพื่อเป็นการเฝ้าระวังโรค การเปลี่ยนแปลงชนิดซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีซึ่งเป็นปัจจัย 

เสี่ยงที่สำาคัญมากประการหน่ึงต่อการเกิดและการระบาดของโรค รวมท้ังเพื่อใช้ประกอบการประเมินสถานการณ์ 

สำาหรับวางแผนการป้องกันและควบคุมโรคที่มีประสิทธิภาพ จึงได้ทำาการตรวจวิเคราะห์แยกชนิดสายพันธุ ์ของ 

เชื้อไวรัสเดงกีด้วยวิธี RT-PCR จากผู้ป่วยในพื้นที่เขตสุขภาพที่ 2 ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2555 ถึง 2559

 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างศึกษา 

ตวัอย่างพลาสมา (EDTA Plasma) ทีแ่ยกจากตวัอย่างเลอืดของผูป่้วยสงสยั ทีไ่ด้รบัการวนิจิฉยัเบือ้งต้นว่า 

ติดเชื้อไวรัสเดงกี ซึ่งมีผลการตรวจโปรตีนชนิด NS-1 เป็นบวก หรือมีปริมาณเม็ดเลือดขาว และเกล็ดเลือดน้อยกว่า 

5,000 และ 100,000 ตามลำาดับ รวมถึงตัวอย่างที่มีอาการทางคลินิกสงสัยไข้เลือดออกที่เข้าเกณฑ์การสอบสวนโรค 

ไข้เลือดออก(5) โดยเก็บตัวอย่างเลือดภายใน 5 วัน นับจากวันเริ่มป่วย ตัวอย่างดังกล่าวจัดเก็บจากสถานพยาบาลในเขต
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สายพนัธุข์องไวรัสเดงกใีนเขตสขุภาพที ่2   ชวลติ  เกยีรติวชิชกุลุ และคณะ

สุขภาพที่ 2 ตั้งแต่เดือนมกราคม 2555 ถึงเดือนธันวาคม 2559 จำานวนทั้งหมด 1,284 ตัวอย่าง จาก 5 จังหวัดได้แก่ 

พิษณุโลก สุโขทัย ตาก อุตรดิตถ์ และเพชรบูรณ์ แห่งละ 272, 148, 265, 414 และ 185 ตัวอย่าง ตามลำาดับ 

การตรวจซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีด้วยเทคนิค Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR) 

การสกัด RNA จากพลาสมา

สกัด RNA ด้วยชุดนำ้ายา PureLink Viral RNA/DNA Kit (In vitrogen, USA) ตามขั้นตอนของ

เอกสารกำากับนำ้ายา กล่าวโดยย่อ คือ เติม proteinase K (37 µl) และ lysis buffer (250 µl) ลงไปในพลาสมา 

(100 µl) แล้วนำาไปอุ่นใน heating block ที่อุณหภูมิ 56°C นาน 15 นาที เมื่อครบเวลา เติม 96 - 100% ethanol 

(300 µl) ผสมให้เข้ากัน ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที จากนั้นนำาใส่ใน column ปั่นที่ 6,800 × g นาน 1 นาที 

จึงล้างด้วย wash buffer (500 µl) 2 ครั้ง หลังจากเติม RNase-free water (40 µl) นำาไปปั่นที่ 11,000 × g 

นาน 1 นาที เก็บสารละลาย RNA ที่ 4°C และนำาไปตรวจหาซีโรทัยป์ หรือเก็บที่ -70°C เพื่อวิเคราะห์ต่อไป

การวิเคราะห์ซีโรทัยป์

นำา RNA ที่สกัดได้ (5 µl) มาทำาการเพิ่มจำานวนรอบที่ 1 โดยใช้ Universal outer primers: DUR 

และ DUL (ตารางที่ 1)(10) โดยในหนึ่งปฏิกิริยาประกอบด้วยสารละลาย 5x OneStep RT-PCR buffer 

ปริมาตร 5 µl สารละลาย 10 mM dNTP ปริมาตร 1 µl สารละลาย 10 µM DUR primer 0.5 µl สารละลาย 

10 µM DUL primer ปริมาตร 0.5 µl สารละลาย RNase inhibitor ปริมาตร 1 µl (25 - 40 Units) 

สารละลาย QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme mix ปริมาตร 1 µl จากนั้นนำาเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณ 

สารพันธุกรรม (Px2 Thermal CyCler, Thermoelectron Corporation, USA) ที่ตั้งอุณหภูมิ 50°C 

นาน 30 นาที จำานวน 1 รอบ เพ่ือเปล่ียน RNA เป็น cDNA และข้ันตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C  

นาน 1 นาที ขั้นตอน annealing ที่อุณหภูมิ 45°C นาน 1 นาที ขั้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 1 นาที  

ทำาซำ้าจำานวน 40 รอบ โดยในรอบแรกเพิ่มเวลาขั้นตอน denaturation เป็น 5 นาที และรอบสุดท้ายเพิ่มเวลาขั้นตอน 

extension เป็น 5 นาที จากนั้นนำาผลผลิต PCR รอบที่ 1 (1 µl) มาเพิ่มจำานวนรอบที่ 2 ด้วย primers ที่จำาเพาะ 

ต่อซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกี (ตารางท่ี 1)(10) โดยที่ในหนึ่งปฏิกิริยาประกอบด้วยสารละลาย 10 × PCR buffer 

ปริมาตร 2.5 µl สารละลาย 5 µM Mixed inner primers 2.0 µl สารละลาย 10 mM dNTP ปริมาตร 0.5 µl 

สารละลาย 25 MgCl2 ปริมาตร 1 µl (25 - 40 Units) สารละลาย QIAGEN Hot Star Taq DNA 

polymerase ปริมาตร 0.125 µl และ DEPC-DW ปริมาตร 17.88 µl แล้วนำาเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

(Px2 Thermal CyCler, Thermoelectron corporation, USA) ที่ตั้งอุณหภูมิ 95°C นาน 15 นาที จำานวน 

1 รอบ เพ่ือกระตุ้นการทำางานของเอนไซม์ และขั้นตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 1 นาที ข้ันตอน 

annealing ที่อุณหภูมิ 62°C นาน 1 นาที ขั้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 1 นาที ทำาซำ้าจำานวน 40 รอบ 

โดยในรอบแรกเพ่ิมเวลาขั้นตอน denaturation เป็น 5 นาที และรอบสุดท้ายเพิ่มเวลาขั้นตอน extension เป็น 

5 นาที แล้วนำาผลผลิต PCR รอบที่ 2 วิเคราะห์ชนิดของซีโรทัยป์ด้วยวิธี Gel Electrophoresis โดยใช้ 2% Agarose 

ที่ผสมด้วย 0.5 µg/ml Ethidium bromide แล้วตรวจดูผลภายใต้ UV transilluminator, Spectroline, 

Spectronic corporation USA ) ซึ่งขนาดผลผลิต PCR ของ DEN-1, DEN-2, DEN-3 และ DEN-4 เท่ากับ  

504, 346, 196 และ 143 base pairs (bp) ตามลำาดับ (ภาพที่ 1) ทั้งนี้ตัวอย่างควบคุมชนิดลบ (negative 

control) คือตวัอย่างท่ีมีผลตรวจยนืยนัการติดเช้ือไวรสัเดงกีเป็นลบ ส่วนตวัอย่างควบคุมชนดิบวก (positive control) 

คือ DEN-1 (Hawaii strain), DEN-2 (Tr 1751 strain), DEN-3 (H 87 strain) และ DEN-4 (H 241 

strain) ที่ได้รับการสนับสนุนจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
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ผล

ข้อมูลทั่วไปของตัวอย่าง

ตัวอย่างผู้ป่วยสงสัยไข้เลือดออกในพื้นที่เขตสุขภาพที่ 2 ทั้งหมด 5 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดพิษณุโลก สุโขทัย 

เพชรบูรณ์ อุตรดิตถ์ และตาก ระหว่างเดือนมกราคม 2555 ถึงเดือนธันวาคม 2559 จำานวนทั้งหมด 1,284 ตัวอย่าง 

เป็นเพศชาย 680 ตัวอย่าง และเพศหญิง 604 ตัวอย่าง ซึ่งมีอายุตั้งแต่ 1 เดือนถึง 83 ปี เมื่อแยกตามจำานวนปี 

ที่ศึกษาพบว่ามีผู้ป่วยสงสัยไข้เลือดออกในปี 2555, 2556, 2557, 2558 และ 2559 จำานวน 149, 488, 121, 337 

และ 189 ราย ตามลำาดับ

ซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกี

วิเคราะห์ซีโรทัยป์ของตัวอย่างผู้ป่วยตามขนาดของผลผลิต PCR รอบที่ 2 ซึ่งจัดเป็น DEN-1, DEN-2, 

DEN-3 หรือ DEN-4 เมื่อมีขนาดผลผลิตเท่ากับ 504, 346, 196 หรือ 143 bp ตามลำาดับ (ภาพที่ 1) 

ตารางที่ 1 ลำาดับเบสของชุด primer ที่ใช้ตรวจวิเคราะห์หาสารพันธุกรรมของไวรัสเดงกีที่จำาเพาะเจาะจงต่อชนิด 

 ซีโรทัยป์ด้วยเทคนิค RT-PCR

Outer primers

Primer Sequence ( 5′ to 3′) Position

E region 

DUR GCT GTG TCA CCC AGA ATG GCC AT 2169-2192

DUL TGG CTG GTG CAC AGA CAA TGG TT  1552-1574

                          Mixed inner primers

Type specific primers (E region) 

D1L GGG GCT TCA ACA TCC CAA GAG 1574-1694

D1R GCT TAG TTT CAA AGC TTT TTC AC 2055-2077

D2L ATC CAG ATG TCA TCA GGA AAC 1744-1764

D2R CCG GCT CTA CTC CTA TGA TG 2070-2089

D3L CAA TGT GCT TGA ATA CCT TTG T 1829-1848

D3R GGA CAG GCT CCT CCT TCT TG 2005-2024

D4L GGA CAA CAG TGG TGA AAG TCA 1892-1911

D4R CGT TAC ACT GTT GGT ATT CTC A 2012-2034
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จากการตรวจวิเคราะห์สายพันธุ์ด้วยเทคนิค RT-PCR ของตัวอย่าง 1,284 ราย พบว่าให้ผลบวก 696 ราย 

คิดเป็นร้อยละ 54.2 เมื่อวิเคราะห์สายพันธุ์จากตัวอย่างที่ให้ผลบวก แสดงให้เห็นว่าอัตราการแพร่กระจายของเชื้อ 

ทัง้ 4 สายพันธุแ์ตกต่างกนัไปในแต่ละปีท่ีดำาเนนิการศึกษา (ภาพที ่2) ซ่ึงสายพนัธุท์ีพ่บมาก คอื DEN-2 และ DEN-3

ภาพที่ 1 การตรวจสอบผลการตรวจวิเคราะห์โดยวิธี Gel Electrophoresis: นำาผลผลิตรอบที่ 2 มาแยกขนาด 

 ด้วย 2% Agarose ที่ผสมด้วย 0.5 µg/ml Ethidium bromide แล้วตรวจดูผลภายใต้  UV 

 transilluminator; L1:100 bp DNA  L2: Dengue marker ผลผลิตรอบท่ี 2 ที่ให้ผลบวกต่อ 

 DEN-1, DEN-2, DEN-3 และ DEN-4 มาผสมรวมกัน L3: Negative control L4: DEN-1 

 (Hawaii strain) L5: DEN-2 (Tr 1751 strain) L6: DEN-3 (H 87 strain) L7: DEN-4 

 (H 241 strain)

ภาพที่ 2 ซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีในเขตสุขภาพที่ 2 จำาแนกตามปีที่ศึกษา
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นอกจากน้ี พบการกระจายของทุกสายพันธุ์ในแต่ละช่วงอายุ โดยอัตราติดเช้ือสูงสุดของแต่ละซีโรทัยป ์

พบในกลุ่มอายุระหว่าง 15 - 24 ปี (ภาพที่ 3) และยังพบผู้ติดเชื้อในอัตราที่สูงระหว่างเดือนพฤษภาคม ถึง 

เดือนสิงหาคมของปี (ภาพท่ี 4) อย่างไรก็ตาม เพศสภาพของตัวอย่างไม่ได้แสดงให้เห็นว่าเป็นปัจจัยเสี่ยงต่อ 

การติดเชื้อหรือพยาธิสภาพของโรค (ภาพที่ 5)

ภาพที่ 3 การกระจายของสายพันธุ์ไวรัสเดงกีในเขตสุขภาพที่ 2 จำาแนกตามช่วงอายุ ระหว่างปี พ.ศ. 2555 - 2559

ภาพที่ 4 ซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีที่ตรวจพบในเขตสุขภาพที่ 2 ในแต่ละเดือน ของแต่ละปีที่ศึกษา
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วิจารณ์

การวิเคราะห์สายพันธุ์เชื้อไวรัสเดงกีในเขตสุขภาพที่ 2 ของการศึกษานี้เป็นการตรวจด้วยเทคนิค RT-PCR 

จากพลาสมาของผู้ป่วยสงสัยติดเชื้อในระยะเวลา 5 วัน นับจากเริ่มป่วยพบว่า สามารถตรวจแยกสายพันธุ์ได้เพียง 

ร้อยละ 54.2 ทั้งนี้อาจขึ้นอยู่กับระยะเวลาของการเก็บตัวอย่างและปริมาณของเช้ือไวรัสในตัวอย่างทดสอบ ดังเช่น

รายงานการศึกษาพบว่าตัวอย่างที่เก็บภายใน 1 - 2 วันก่อนและหลังมีอาการไข้ ให้ผลบวกในอัตราที่สูง(11) นอกจากนี้

ยังมีรายงานว่าปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสเลือดขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของเชื้อด้วย(12-14) 

การศึกษาน้ีตรวจพบไวรัสเดงกีตลอดทั้งปี และยังพบสายพันธุ์ไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป์ ในทุกจังหวัด 

ของเขตสุขภาพที่ 2 อีกด้วย แสดงว่าเขตสุขภาพที่ 2 เป็นพื้นที่มีความเสี่ยงสูงในการติดเชื้อซำ้า(15-16) และจากการ 

ตรวจพบสายพันธุ์ที่ 2 และ 3 ในสัดส่วนที่สูงของการศึกษานี้ มีความสอดคล้องกับรายงานการเปลี่ยนแปลงสายพันธุ์

ที่ระบาดในประเทศไทยและอาการทางคลินิกที่เพิ่มขึ้น(17-18) แสดงให้เห็นว่าโอกาสเกิดการติดเชื้อซำ้าต่างสายพันธุ์อาจ 

เกิดขึ้นได้และอาจส่งผลให้ผู้ป่วยมีอาการรุนแรงกว่าปกติ

ผลของการศึกษานี้ยืนยันว่าอายุของผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกี มีแนวโน้มสูงข้ึนจากช่วงอายุ 5 - 14 ปี เป็น

ช่วงอายุมากกว่า 15 ปี เช่นเดียวกับการศึกษาที่ผ่านมาทั้งในประเทศไทยและประเทศสิงคโปร์(19-20) และการตรวจพบ 

เชื้อไวรัสเดงกีทางห้องปฏิบัติการที่เริ่มพบสูงขึ้นในช่วงเดือนพฤษภาคมจนถึงเดือนกรกฎาคม สอดคล้องกับข้อมูล 

จากระบบเฝ้าระวังของสำานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค(21) แสดงว่าการเตรียมการควบคุมกำาจัดลูกนำ้ายุงลาย 

รวมทั้งการให้ความรู้แก่ประชาชน ควรเริ่มดำาเนินการก่อนเดือนเมษายน เพื่อลดปัญหาการแพร่กระจายและการเกิด 

โรคไข้เลือดออกในพื้นที่เขตสุขภาพที่ 2 ต่อไป

ภาพที ่5 ซโีรทยัป์ของไวรสัเดงกทีัง้ 4 ชนดิทีต่รวจพบในเขตสขุภาพที ่2 ช่วงปี พ.ศ. 2555-2559 จำาแนกตามเพศสภาพ
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สรุป

การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าโรคไข้เลือดออกในพื้นที่เขตสุขภาพที่ 2 มีโอกาสเกิดได้ตลอดทั้งปี จากเชื้อ 

ไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป์ ดังที่ตรวจพบจากตัวอย่างผู้ป่วยในจังหวัดพิษณุโลก สุโขทัย ตาก อุตรดิตถ์ และเพชรบูรณ์ 

ข้อมูลการแพร่กระจายของสายพันธุ์เป็นประโยชน์ต่อการประเมินความเสี่ยง การกำาหนดแนวทางเพื่อการควบคุม 

ป้องกันโรค รวมถึงพาหะของโรคด้วย
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Dengue Virus Serotypes in Health Region 2  Chavalit  Kiatvitchukul et al.

Dengue Virus Serotypes in Health Region 2 

in BE 2555-2559

Chavalit  Kiatvitchukul Vatcharin  Srisakul and Jiraporn  Srisakul
Regional Medical Sciences Center 2 Phitsanolok, Department of Medical Sciences, Amphoe Muang, 

Phitsanolok 65000, Thailand

ABSTRACT Dengue infection still remains one of the major public health problems in Thailand. 
Dengue virus, a causative pathogen, is classified into 4 serotypes: DEN-1, DEN-2, DEN-3 and DEN-4. 
All serotypes, transmitted by Aedes mosquitoes, can cause disease in humans. This study was to 
investigate serotypes of dengue virus circulating in Health Region 2. A total of 1,284 plasma samples 
were collected from suspected cases with initial diagnosis as dengue infection during January 2012 
until December 2016. Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to 
determine serotypes of all specimens. Six hundred and ninety-six samples were found positive for 
DEN-1, DEN-2, DEN-3 and DEN-4 at percentages of 11.5 (148 cases), 13.8 (177 cases), 21.5 (276 
cases) and 7.4 (95 cases), respectively. All 4 serotypes could be demonstrated throughout each year with 
higher rates ranging from May to July. Our findings also indicated that a group with a high percentage 
of dengue infection was in the age group from 15 to 24 years. Our study suggested that all serotypes 
of dengue virus could be transmitted within Health Region 2 with possibilities of severe symptoms 
resulting from re-infection. Laboratory surveillance for dengue virus serotypes should be considered 
to obtain important data for planning and preparedness of possible outbreaks that might occur in 
Health Region 2.   

Keywords: Dengue virus serotypes, RT-PCR technique



✄

„∫ ¡—§√‡ªìπ ¡“™‘°
«“√ “√°√¡«‘∑¬“»“ μ√å°“√·æ∑¬å

™◊ËÕ.................................................................................................................................................

∑’ËÕ¬Ÿà.............................................................................................................................

Õ“™’æ......................................................................................................................................

‚∑√»—æ∑å..................................................................................

μâÕß°“√√—∫ «“√ “√°√¡«‘∑¬“»“ μ√å°“√·æ∑¬å ‡«≈“ 1 ªï (4 ©∫—∫) ‡ªìπ‡ß‘π 200.- ∫“∑

μ—Èß·μàªï....................................................................................

æ√âÕ¡π’È‰¥â àß  ∏π“≥—μ‘  μ—Î«·≈°‡ß‘π‰ª√…≥’¬å

 ‡ß‘π ¥

 —Ëß®à“¬ π“ß “«πÈ”Ωπ  πâÕ¬ª√–‡ √‘∞

ÀâÕß ¡ÿ¥°√¡«‘∑¬“»“ μ√å°“√·æ∑¬å

´Õ¬‚√ßæ¬“∫“≈∫”√“»π√“¥Ÿ√ ∂ππμ‘«“ππ∑å

ππ∑∫ÿ√’ 11000 ‚∑√. 0-2589-9850-8 μàÕ 99339

 —Ëß®à“¬ ª≥Ω. °√–∑√«ß “∏“√≥ ÿ¢ √À— ‰ª√…≥’¬å 11000

สั่งจ่าย นางสาวน้ำาฝน  น้อยประเสริฐ

 ห้องสมุดกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

  ซอยโรงพยาบาลบำาราศนราดูร ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

 โทร. 0-2589-9850-8 ต่อ 99339

 e-mail..................................................................................

สั่งจ่าย ปณฝ. กระทรวงสาธารณสุข รหัสไปรษณีย์ 11000



วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

	 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	จัดท�าโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	กระทรวงสาธารณสุข	เพื่อเผยแพร่ผลงาน
วิชาการด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ทุกสาขา

เจ้าของ	 	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	กระทรวงสาธารณสุข	

ที่ปรึกษาด้านบริหาร	 นพ.สุขุม		กาญจนพิมาย	 นพ.พิเชฐ		บัญญัติ
	 	 ภก.	ดร.วรวิทย์		กิตติวงศ์สุนทร	 นพ.สมฤกษ์		จึงสมาน

ที่ปรึกษาด้านวิชาการ	 ศ.เกียรติคุณ	นพ.ประเสริฐ		ทองเจริญ	 ดร.ปนัดดา		ซิลวา
	 	 ภญ.อมรา		วงศ์พุทธพิทักษ์	 พญ.มยุรา		กุสุมภ์
	 	 ภญ.	ดร.จงดี		ว่องพินัยรัตน์	 นางพิมพ์ใจ		นัยโกวิท
	 	 ภญ.สุภัทรา		อิ่มเอิบ		 ภญ.	ดร.สุมล		ปวิตรานนท์

บรรณาธิการ	 นางธีรนารถ		จิวะไพศาลพงศ์	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ผู้ช่วยบรรณาธิการ	 ดร.เลาจนา		เชาวนาดิศัย			 นักวิชาการอิสระ

คณะบรรณาธิการ	 ศ.	ดร.	นพ.ประเสริฐ		เอื้อวรากุล	 ศิริราชพยาบาล	มหาวิทยาลัยมหิดล
	 	 ศ.	ดร.อรษา		สุตเธียรกุล	 มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
	 	 ศ.	ดร.พิไลพันธ์		พุธวัฒนะ	 ศิริราชพยาบาล	มหาวิทยาลัยมหิดล
	 	 ศ.	พญ.พรรณี		ปิติสุทธิธรรม	 มหาวิทยาลัยมหิดล
	 	 รศ.	ดร.	ภญ.พิณทิพย์		พงษ์เพ็ชร	 จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย	
	 	 ผศ.สุชาดา		ไชยสวัสดิ์	 สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี
	 	 ดร.ดนัย		ทิวาเวช	 มหาวิทยาลัยนเรศวร
	 	 ภญ.สุวรรณา		จารุนุช	 มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ
	 	 นางหรรษา		ไชยวานิช	 นักวิชาการอิสระ
	 	 ดร.	นพ.ปฐม		สวรรค์ปัญญาเลิศ	 ส�านักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข
	 	 ดร.อุษาวดี		ถาวระ	 นักวิชาการอิสระ
	 	 ดร.สลักจิต		ชุติพงษ์วิเวท	 ส�านักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข
	 	 ดร.เดือนถนอม		พรหมขัติแก้ว	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
	 	 นางสาวพรรณทิพย์		ตียพันธ์	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
	 	 ดร.บุษราวรรณ		ศรีวรรธนะ	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
	 	 นางกนกพร		อธิสุข	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
	 	 นายศิริ		ศรีมโนรถ	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
	 	 นางวิชชุดา		จริยะพันธ์ุ	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
	 	 ภญ.	ดร.สุภาณี		ดวงธีรปรีชา	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ฝ่ายจัดการ	 นางสาวน�้าฝน		น้อยประเสริฐ	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
	 	 นางสาวประสาน		จุลวงษ์	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ก�าหนดออก 	 ราย	3	เดือน
อัตราสมาชิก 	 ในประเทศปีละ	200.-	บาท
	 	 ต่างประเทศปีละ	50.00	เหรียญสหรัฐอเมริกา
ส�านักงานวารสาร 	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
	 	 88/7	ซอยติวานนท์	14		ถนนติวานนท์	นนทบุรี	11000
	 	 โทร.	0-2951-0000	 โทรสาร	0-2951-1297
พิมพ์ที่		 	 หจก.	อรุณการพิมพ์	
	 	 457/6-7	ถนนพระสุเมรุ	แขวงบวรนิเวศ	เขตพระนคร	กรุงเทพฯ	10200	
	 	 โทร.	0-2282-6033-4

THE BULLETIN OF THE DEPARTMENT OF MEDICAL SCIENCES

 The bulletin of the Department of Medical Sciences is an official publication of the Department 
of	Medical	Sciences,	Ministry	of	Public	Health.	 It	 is	 devoted	 to	 the	dissemination	of	knowledge 
concerning	medical	sciences	and	the	facilitation	of	co-operation	among	scientists.

Owner  Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health 
Administrative Advisor	 Sukhum		Karnchanapimai			 Phichet		Banyati
	 		 Worawit		Kittiwongsunthorn	 Somlerk		Jeungsamarn

Technical Advisor Prasert		Thongcharoen	 Panadda		Silva
	 	 Amara		Vongbuddhapitak	 Mayura		Kusum
	 	 Jongdee		Wongpinairat	 Pimjai		Naigowit
	 	 Supatra		Im-Erb	 Sumol		Pavittranon

Editor 	 Teeranart		Jivapaisarnpong	 Department	of	Medical	Sciences

Assistant  Editor	 Laojana		Chowanadisai	 Independent	scholar

Editorial Board	 Prasert		Auewarakul	 Siriraj	Hospital,	Mahidol	University
	 	 Orasa		Suthienkul	 Thammasart	University
	 	 Pilaipan		Puthavathana	 Siriraj	Hospital,	Mahidol	University
	 	 Punnee		Pitisuttithum	 Mahidol	University
	 	 Pintip		Pongpech			 Chulalongkorn	University
	 	 Suchada		Chaisawadi	 King	Mongkut’s	Institute	of			
	 	 	 Technology	Thonburi
	 	 Danai		Tiwawech	 Naresuan	University
	 	 Suwanna		Charunut	 Huachiew	Chalermprakiet	University
	 	 Hansa		Chaivanit	 Independent	scholar
	 	 Pathom		Sawanpanyalert	 Office	of	the	Permanent	Secretary,		
   Ministry of Public Health
	 	 Usavadee		Thavara	 Independent	scholar
	 	 Salakchit		Chutipongvivate	 Office	of	the	Permanent	Secretary,		
   Ministry of Public Health
	 	 Duanthanorm		Promkhatkaew	 Department	of	Medical	Sciences
  Punthip  Teeyapant Department of Medical Sciences
	 	 Busarawan		Sriwanthana	 Department	of	Medical	Sciences
	 	 Kanokporn		Atisook	 Department	of	Medical	Sciences
  Siri  Srimanoroth Department of Medical Sciences
	 	 Wichuda		Jariyapan	 Department	of	Medical	Sciences
	 	 Supanee		Duangteraprecha	 Department	of	Medical	Sciences

Administration	 Namfon		Noiprasert	 Department	of	Medical	Sciences
	 	 Prasan		Julwong	 Department	of	Medical	Sciences

Subscription  Rate 	 The	Bulletin	of	the	Department	of	Medical Sciences	is	published	quarterly. 
Annual	subscription	rate	is	฿	200.00	for	domestic	and	US.$	50.00	for	
all	other	countries.

Office  Department of Medical Sciences
	 88/7	Soi	Tiwanond	14,	Tiwanond	 Rd.,	Nonthaburi	11000,	Thailand.	

Tel.	0-2951-0000	 Fax:	0-2951-1297
Printed by	 Aroonkarnpim	Ltd.,	Part.
	 457/6-7	Phra	Sumen	Road,	Bangkok	10200	
	 Tel.	0-2282-6033-4



ปีที่ 59 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2560  Vol. 59 No. 3 July - September 2017

ว
 ก

รม
ว
ิท
ย
 พ

 5
9
 (3

) ก
.ค

. - ก
.ย

. 2
5
6
0
    B

ull D
ept M

ed Sci 5
9
 (3

) July -
 Septem

ber 2
0
1
7
 


