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บทบรรณาธิการ

วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ฉบับนี้เป็นฉบับแรกของปี พ.ศ. 2560 ซึ่งบรรณาธิการได้ปรับปรุงค�าแนะน�า

ส�าหรับผู้นิพนธ์เพ่ือให้ผู้นิพนธ์มีความเข้าใจท่ีชัดเจนเกี่ยวกับแนวทางการพิจารณาบทความของกองบรรณาธิการและ 

การเตรียมต้นฉบับมากย่ิงขึ้น การเปล่ียนแปลงที่ส�าคัญนอกจากมีค�าอธิบายเพิ่มเติมเก่ียวกับบทความประเภทต่างๆ และ

การเขียนหัวข้อทีก่�าหนดส�าหรบัการเขียนบทความแล้ว ยงัได้เพิม่หวัข้อจรยิธรรมในการวิจยั โดยบทความทีจ่ะมาตพีมิพ์นัน้ 

หากมีการทดลองในมนุษย์หรือใช้ตัวอย่างท่ีได้จากมนุษย์จะต้องได้รับการพิจารณาอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการ

วจิยัในมนษุย์ และกรณท่ีีเป็นบทความท่ีรายงานผลการศกึษาวจิยัทีใ่ช้สตัว์ทดลอง การวจิยันัน้ๆ ต้องผ่านการพจิารณาอนมุตัิ

จากคณะกรรมการจรยิธรรมการใช้สัตว์ทดลอง ขอให้ผู้นพินธ์ท�าการศกึษารายละเอียดในค�าแนะน�าส�าหรบัผู้นพินธ์ในฉบับนี้ 

ก่อนที่จะเตรียมต้นฉบับส่งบรรณาธิการ

ในเดือนมีนาคม พ.ศ. 2560 น้ี เช่นเดยีวกบัทกุปีทีผ่่านมา กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ร่วมกับมลูนธิกิรมวทิยาศาสตร์

การแพทย์ ได้ก�าหนดการประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์การแพทย์ ครั้งที่ 25 ระหว่างวันที่ 22-24 มีนาคม พ.ศ. 2560 

ที่อิมแพค เมืองทองธานี ภายใต้หัวข้อ “ตามรอยเบ้ืองพระยุคลบาท ด้วยวิทยาศาสตร์การแพทย์” การประชุมวิชาการนี้ 

เป็นเวทีทางวิชาการท่ีส�าคัญของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่ผู้เข้าร่วมประชุมจะได้รับทราบข้อมูล องค์ความรู้ และ

เทคโนโลยีใหม่ๆ ด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่เก่ียวกับนวัตกรรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โรคติดเช้ือและไม่ติดเชื้อ 

การคุ้มครองผู้บริโภคด้านผลิตภัณฑ์สุขภาพ และการศึกษาวิจัยด้านสมุนไพร จากการบรรยายของวิทยากรผู้ทรงคุณวุฒิ 

ทั้งในและต่างประเทศ  รวมทั้งจากการน�าเสนอผลงานของนักวิจัย และในการประชุมดังกล่าว ทางมูลนิธิกรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ได้ท�าการคัดเลือกนักวิทยาศาสตร์การแพทย์ ผู้มผีลงานดเีด่นก่อให้เกิดประโยชน์อย่างกว้างขวางทัง้ภายในประเทศ

และในระดับสากล เพื่อให้รางวัล “นักวิทยาศาสตร์การแพทย์เกียรติยศ ประจ�าปี พ.ศ. 2560” ซึ่งได้แก่ ศาสตราจารย์  

ดร. นายแพทย์พลรัตน์  วิไลรัตน์ 

เพื่อเป็นการเผยแพร่ชื่อเสียงและเกียรติคุณของ “นักวิทยาศาสตร์การแพทย์เกียรติยศ ประจ�าปี พ.ศ. 2560” 

บรรณาธิการจึงขอน�าบทความพิเศษเกี่ยวกับประวัติและผลงานเด่นของศาสตราจารย์ ดร. นายแพทย์พลรัตน์  วิไลรัตน์  

ตีพิมพ์ในวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ฉบับนี้ 

 นางธีรนารถ  จิวะไพศาลพงศ์

 บรรณาธิการ



ค�ำแนะน�ำส�ำหรับผู้นิพนธ์

	 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	 รับตีพิมพ์เผยแพร่บทความด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 

เก่ียวกับ	 ชีววัตถุ	 เคร่ืองมือแพทย์	 เคร่ืองส�าอาง	 ยาที่เป็นเภสัชเคมีภัณฑ์	 อาหารและเครื่องดื่ม	 สมุนไพร 

ยาเสพติด	 วัตถุอันตราย	 รังสี	 โรคติดต่อ	 โรคไม่ติดต่อ	 พาหะน�าโรค	 การประเมินความเสี่ยง	 การพัฒนา

เทคโนโลยีวิจัยทางคลินิก	 ระบบบริหารจัดการคุณภาพ	 และอื่นๆ	 โดยตีพิมพ์ทุกสามเดือน	 ปีละสี่ฉบับ 

ได้แก่	 1)	ฉบับเดือนมกราคม-มีนาคม	2)	 เดือนเมษายน-มิถุนายน	 	3)	 เดือนกรกฎาคม-กันยายน	และ 

4)	เดือนตุลาคม-ธันวาคม

ประเภทของบทควำม 
	 บทความสามารถเขียนได้ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษโดยแบ่งบทความออกเป็นประเภทต่าง	ๆ 	

ดังนี้

1. นิพนธ์ต้นฉบับ 
	 เป็นรายงานผลการศึกษาวิจัย	พัฒนาเทคโนโลยี	 หรือพัฒนาระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการท่ีมีการ

วางรูปแบบและด�าเนินการศึกษาวิจัยพัฒนา	ตลอดจนวิเคราะห์ข้อมูลอย่างถูกต้องตามหลักวิชาการ

2. รำยงำนจำกห้องปฏิบัติกำร 
	 เป็นรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการที่มีผู้น�าตัวอย่างมาส่งตรวจ	 หรือรายงาน 

ผลการด�าเนินงานที่เป็นงานประจ�า	

3. กรณีศึกษำ 
	 เป็นรายงานผลการศึกษาโดยใช้กลุม่ตวัอย่างไม่มากนัก	ท้ังนีอ้าจอยูภ่ายใต้ตวัแปรท่ีควบคมุได้	หรอื

สภาพแวดล้อมที่ไม่สามารถควบคุมได้	เพื่อทดสอบทฤษฎีหรือท�าความเข้าใจถึงปรากฏการณ์บางอย่าง

4. บทควำมปริทัศน์ 
	 เป็นบทความที่ได้จากการทบทวนหรือรวบรวมความรู้วิชาการเรื่องใดเรื่องหนึ่งจากต�ารา	 วารสาร

วิชาการหรือหนังสือต่างๆ	 มาวิเคราะห์และเรียบเรียง	 และควรมีความเห็นของผู้รวบรวมเพ่ิมเติมด้วย 

เพื่อให้ได้บทความใหม่ที่มีความชัดเจนในประเด็นต่างๆ	

5. บทควำมทั่วไป 
	 เป็นบทความทางวิทยาศาสตร์ที่ไม่ลงลึกในรายละเอียดมากนัก	หรือเป็นบทความเกี่ยวกับระบบท่ี

สนับสนุนการด�าเนินงานเพื่อให้น่าเชื่อถือ	หรือสามารถด�าเนินการได้อย่างเป็นระบบ	เช่นรายงานการพัฒนา



ระบบสนับสนุนการท�างาน	 การพัฒนาระบบเทคโนโลยีสารสนเทศ	 การพัฒนาระบบบริหารจัดการคุณภาพ

ตามมาตรฐานสากล	หรืออาจเป็นการเขียนถึงเรื่องราวที่อยู่ในความสนใจของประชาชน	เป็นต้น

6. จดหมำยถึงบรรณำธิกำร 
	 เป็นบทความที่ผู้อ่านวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เขียนถึงบรรณาธิการหรือเจ้าของบทความ
ที่ตีพิมพ์ในวารสารฯ	แล้ว	ทั้งนี้เพื่อเสนอแนะหรือแสดงข้อคิดเห็นเกี่ยวกับวารสารฯ	หรือบทความนั้นๆ

7. สำรติดต่อสั้น 
	 เป็นรายงานวิจัยที่ด�าเนินการแล้วเสร็จซึ่งมีประเด็นการศึกษาไม่มากนักแต่มีรายละเอียดครบถ้วน
ตามหลักเกณฑ์ของงานวิจัย	 หรือเป็นรายงานการศึกษาวิจัยอย่างย่อโดยอาจเป็นข้อมูลที่ศึกษาเพิ่มเติมจาก
รายงานการศึกษาวิจัยที่ได้เคยตีพิมพ์แล้ว	หรืออาจเป็นการรายงานผลการศึกษาบางส่วนที่อยู่ในความสนใจ
ของสาธารณะหรือตอบปัญหาที่เกิดขึ้นในขณะนั้น

 ทั้งนี้บทควำมที่ส่งตีพิมพ์จะต้องไม่เคยตีพิมพ์ หรือก�ำลังตีพิมพ์ในวำรสำรฉบับอื่นมำก่อน 

กำรพิจำรณำบทควำม
	 บทความทุกเร่ืองจะต้องผ่านการพิจารณาตรวจแก้จากผู้เชี่ยวชาญในสาขาท่ีเกี่ยวข้องอย่างน้อย	 2	
คน	โดยบรรณาธิการจะเป็นผู้พิจารณาคัดเลือกผู้เชี่ยวชาญทบทวนบทความพิจารณาเบื้องต้น	2	คนแรก	และ 
หากจ�าเป็นอาจคดัเลอืกผู้เช่ียวชาญคนที	่3	พจิารณาทบทวนบทความเพิม่เติม	บรรณาธกิารจะเป็นผู้พจิารณา
ค�าแนะน�าของผูเ้ชีย่วชาญทัง้หมดและแจ้งแก่ผูนิ้พนธ์เพ่ือแก้ไข	(ถ้ามี)	การแก้ไขอาจส่งให้ผูเ้ชีย่วชาญพจิารณา
ตรวจสอบ	 โดยบรรณาธิการเป็นผู ้ตรวจสอบบทความข้ันสุดท้ายก่อนส่งตีพิมพ์	 ซึ่งกองบรรณาธิการ 
ขอสงวนสิทธิ์ในการตรวจแก้ไขต้นฉบับและพิจารณาตีพิมพ์ตามล�าดับก่อนหลัง

ควำมรับผิดชอบ
	 บทความที่ตีพิมพ์ในวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	ถือเป็นผลงานทางวิชาการ	และเป็นความ
เห็นส่วนตัวของผู้นิพนธ์	 ไม่ใช่ความเห็นของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	 หรือกองบรรณาธิการ	 ผู้นิพนธ์ 
ต้องรับผิดชอบต่อบทความของตน

จริยธรรมในกำรวิจัย
	 กรณีที่เป็นบทความรายงานผลการวิจัยที่ท�าการศึกษาวิจัยในมนุษย์หรือใช้ตัวอย่างใดๆ	จากมนุษย์	
การวิจัยนั้นๆ	 ต้องผ่านการพิจารณาอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์	 และกรณีที่เป็น
บทความที่รายงานผลการศึกษาวิจัยที่ใช้สัตว์ทดลอง	 การวิจัยน้ันๆ	 ต้องผ่านการพิจารณาอนุมัติจาก 
คณะกรรมการจริยธรรมการใช้สัตว์ทดลอง



กำรเตรียมต้นฉบับ
 ภาษาที่ใช้คือ	 ภาษาไทยและภาษาอังกฤษ	 ต้นฉบับภาษาไทย	 ควรใช้ภาษาไทยให้มากที่สุดเท่าที่ 
จะท�าได้	 ค�าศัพท์เฉพาะหรือค�าศัพท์ภาษาอังกฤษที่บัญญัติเป็นภาษาไทยแล้ว	 แต่ยังไม่เป็นที่ทราบกัน 
อย่างแพร่หลาย	หรือแปลแล้วเข้าใจยาก	ให้ใส่ภาษาองักฤษก�ากบัไว้ในวงเลบ็	หรอือนโุลมให้ใช้ภาษาองักฤษได้
	 ต้นฉบับควรพิมพ์บนกระดาษขาวขนาด	A4	ใช้ตัวอักษร	(font)	ชนิด	Angsana	New	ขนาดตัว
อักษร	 16	 พิมพ์บรรทัดคู่	 (หรือแต่ละบรรทัดให้ห่างอย่างน้อย	 6	 มม.)	 พิมพ์หน้าเดียวและใส่เลขก�ากับ 
ทุกหน้า	โดยเว้นขอบด้านซ้ายและด้านบน	3.5	ซม.	ด้านขวาและด้านล่าง	2.5	ซม.	
	 หน้าแรกของต้นฉบับประกอบด้วยชื่อเร่ือง	 ชื่อผู้นิพนธ์และผู้ร่วมนิพนธ์	 ชื่อผู้นิพนธ์ท่ีท�าหน้าที่
ประสานงานกับคณะบรรณาธิการ	 และสถานที่ท�างานที่สามารถติดต่อได้ทางไปรษณีย์	 และชื่อเร่ืองโดยย่อ	
(running	title)	ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ
	 หน้าที่สองเป็นบทคัดย่อ	 ต้องเขียนทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ	ความยาวไม่เกิน	 250	 ค�า	 โดย
บทคัดย่อควรครอบคลุมที่มาของหัวข้อวิจัย	วัตถุประสงค์	ขอบเขตการวิจัย	วิธีท�าหรือวิธีการรวบรวมข้อมูล 
ทีส่�าคญัโดยย่อ	ผลใช้เฉพาะข้อมลูหลกัทีส่�าคัญและสถติท่ีิใช้	(ถ้าจ�าเป็น)	และหลกัการหรอืองค์ความรูส้�าคญั
ทีพ่บใหม่	ท้ายบทคัดย่อภาษาองักฤษให้มคี�าส�าคญัของบทความ	(key	word)	ไม่เกนิ	5	ค�า	เป็นภาษาองักฤษ	
									 ต้นฉบับหน้าที่สามเป็นต้นไปเป็นส่วนของเนื้อเรื่อง	ควรใช้ภาษาที่ง่าย	สั้น	กะทัดรัด	และชัดเจน
									 หากเป็นบทความประเภทนิพนธ์ต้นฉบับ	และรายงานจากห้องปฏิบัติการให้เรียงล�าดับดังนี้	:	

 บทน�ำ ในบทน�านี้ควรกล่าวถึงสมมุติฐานหรือหลักการเหตุผลท่ีศึกษา	 รวมท้ังวัตถุประสงค์ของ 
การศึกษาเมื่ออ้างอิงควรเลือกใช้เฉพาะเอกสารอ้างอิงที่ส�าคัญและเป็นปัจจุบัน	

 วัสดุและวิธีกำร ในส่วนนี้ให้ข้อมูลทางวิชาการที่มากพอที่ผู้สนใจสามารถท�างานนี้ซ�้าได้	 เช่น	 
กลุ่มตัวอย่างหรือข้อมูลที่ศึกษาวิธีสุ่มเก็บตัวอย่างหรือข้อมูล	 วิธีวิเคราะห์ตัวอย่างหรือข้อมูล	 วิธีการค�านวณ
หรือวิเคราะห์ข้อมูล	และสถิติที่ใช้	เป็นต้น	ทั้งนี้หากมีการใช้น�้ายา	สารเคมี	อุปกรณ์	เครื่องมือ	หรือจุลชีพที่
เป็นปัจจยัส�าคญัทีอ่าจมผีลกระทบต่อผลของการศกึษาวจัิย	ให้ระบแุหล่งท่ีมาของน�า้ยา	หรือเกรดของสารเคมี	
หรือโมเดลของเครื่องมือ	หรือสายพันธุ์ของจุลชีพในส่วนที่เกี่ยวข้องให้ละเอียด

	 กรณีเป็นบทความของการศึกษาในมนุษย์หรือใช้ตัวอย่างจากมนุษย์หรือการศึกษาที่ใช้สัตว์ทดลอง
ให้ใส่ชือ่คณะกรรมการจริยธรรมหรือคณะกรรมการพจิารณาการวจัิยประจ�าสถาบนั	และหมายเลขอ้างองิทีไ่ด้
รับอนุมัติ

 ผล ให้น�าเสนอผลงานตามล�าดบั	หลกีเลีย่งการใช้กราฟหรอืภาพท่ีไม่จ�าเป็น	ถ้ามีตารางข้อมูลกราฟ	
หรือภาพให้เสนอพร้อมกับค�าอธิบายที่มีเนื้อหาชัดเจนครบถ้วน

 วจิำรณ์ วจิารณ์สิง่ทีค้่นพบและอาจเปรียบเทียบกับงานท่ีผูอ่ื้นท�าและเผยแพร่ไว้ก่อนหน้าน้ีแล้ว	ทัง้นี้
ควรระวังไม่น�าส่วนของผลมากล่าวซ�้าในส่วนน้ี	 หากจ�าเป็นต้องกล่าวถึงควรเขียนผลในภาพรวมที่ส�าคัญ	 
และอาจเขียนถึงผลกระทบตามหลักวิชาการที่อาจเกิดขึ้นหรือการน�าไปใช้ประโยชน์จากผลการศึกษาวิจัยนี้

 สรุป	เน้นสิ่งที่พบใหม่ที่ส�าคัญจากการศึกษานี้	และเชื่อมโยงการสรุปกับวัตถุประสงค์



 ตำรำงและภำพ	ให้แยกออกจากเนื้อเรื่อง	หน้าละ	1	รายการ	ภาพถ่ายควรเป็นภาพขาวด�าที่มีความ
ชัดเจน	 ขนาดไม่เล็กกว่าโปสการ์ด	 ส่วนภาพวาดควรวาดบนกระดาษขาวอย่างดีด้วยหมึกด�าลายเส้นคมและ

ชัดเจน	ในส่วนของเนื้อเรื่องที่ต้องการแสดงตารางหรือภาพ	ให้เว้นที่ว่างพอสมควรและให้เขียนในกรอบว่า

																																							ใส่ตารางที่	1					หรือ							ภาพที่	1

 กิตติกรรมประกำศ	(ถ้ามี)

 เอกสำรอ้ำงอิง การอ้างเอกสารในเนื้อเรื่องให้ใช้ระบบของ	the	Uniform	Requirements	style	

(the	Vancouver	Citation	 style)	 ส่วนเอกสารอ้างอิงท้ายเรื่องให้อ้างเฉพาะบทความที่ตีพิมพ์แล้วใน 

สิ่งตีพิมพ์ปฐมภูมิเท่านั้น	การเรียงล�าดับเอกสารอ้างอิงให้เรียงตามล�าดับการอ้างอิง	ผู้นิพนธ์ต้องรับผิดชอบ

ในความถูกต้องของเอกสารอ้างอิง	สามารถดูรายละเอียดเพิ่มเติมได้ที่

 URL:	http//www2.dmsc.go.th/Web/DMSC.LIB/page5.html

 URL:	http//www2.dmsc.go.th/Web/DMSC.LIB/VANCOUV.PDF

	 ผู้นิพนธ์ตั้งแต่	1	ถึง	6	คน	ให้ใส่ชื่อทุกคน	ถ้ามีมากกว่า	6	คนให้ใส่ชื่อ	6	คนแรกตามด้วย	และคณะ	

หรือ	et	al	กรณีบทความไม่มีชื่อผู้นิพนธ์ให้ใช้ชื่อเอกสารแทนชื่อผู้นิพนธ์

กำรเขียนเอกสำรอ้ำงอิงให้ใช้รูปแบบดังตัวอย่ำง

1. กำรอ้ำงบทควำมวำรสำร (Article in Journal)
ตัวอย่ำง :	สุภาวรรณ		จงธรรมวัฒน์,	บ�ารุง		คงดี,	วิชัย		ประสาททอง,	มณี		เขม้นเขตรการ,	จิราภรณ์		อ�่า

พันธุ์,	กมล		ฝอยหิรัญ	และคณะ.	การส�ารวจคุณภาพถุงยางอนามัยทั่วประเทศ.	ว	กรมวิทย	2540;39(2):	

67-74.

2. กำรอ้ำงหนังสือหรือต�ำรำ (Text/Guideline)
ตัวอย่ำง :	ธีระพร		วุฒยวนิช.	บรรณาธิการ.	เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์.	เชียงใหม่	:	คณะแพทยศาสตร์	

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่;	2546.

3. กำรอ้ำงเฉพำะบทในต�ำรำ (Chapter in the text)
ตวัอย่ำง : ทวีศักด์ิ		แทนวันดี.	การวินจิฉัยโรคตบัจากไวรสัทางคลนิิก.	ใน	:	สริฤิกษ์		ทรงศวิไิล.	บรรณาธกิาร.	

ตับอักเสบจากไวรัส.	กรุงเทพฯ	:	บางกอกบล๊อก;	2543.	เล่ม	1.	หน้า	281-309.

4. กำรอ้ำงกฎหมำย (Legal material)
ตัวอย่ำง :	 พระราชบัญญัติอาหาร	 พ.ศ.	 2522	 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข	 ฉบับที่	 61	 (พ.ศ.	 2524)	 

ราชกิจจานุเบกษา	เล่ม	98	ตอนที่	157	(วันที่	7	กันยายน	2524)

5. กำรอ้ำงสิง่พมิพ์ขององค์กรหรอืหน่วยงำน (Organization as author and publisher)
ตัวอย่ำง :	 กรมสนับสนุนบริการสุขภาพ	 กระทรวงสาธารณสุข.	 แผนยุทธศาสตร์การด�าเนินงานสุขภาพ 

ภาคประชาชน.	พิมพ์ครั้งที่	2.	กรุงเทพมหานคร	:	ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย;	2546.



6. กำรอ้ำงรำยงำนกำรสัมมนำ/ประชุมวิชำกำร (Conference paper)
ตัวอย่ำง :	วิยะดา		เจริญศิริวัฒน์.	เอกสารการประชุมสัมมนาเฉลิมพระเกียรติเรื่อง	การคัดกรองภาวะพร่อง
ไทรอยด์ฮอร์โมนในทารกแรกเกิดเพื่อป้องกันปัญญาอ่อน.	 วันที่	 25	พฤศจิกายน	 2542.	 นนทบุรี	 :	 กรม
วิทยาศาสตร์การแพทย์	กระทรวงสาธารณสุข;	2542.

7. กำรอ้ำงวิทยำนิพนธ์ (Dissertation)
ตัวอย่ำง : มณี	 เขม้นเขตรการ.	 ผลของ	N-acetylcysteine	 ต่อการป้องกันพิษของพาราควอทในหนูขาว	
[วิทยานิพนธ์].	ภาควิชาพิษวิทยา,	คณะวิทยาศาสตร์.	เชียงใหม่	:	มหาวิทยาลัยเชียงใหม่;	2547.

8. กำรอ้ำงสื่ออิเล็กทรอนิกส์ (Electronic material)
	 8.1	 วารสารออนไลน์	(Journal	on	Internet)
 ตวัอย่ำง :	ชวนพศิ	ยิม้สมบตั.ิ	การประเมินคณุภาพการตรวจหาเชือ้มาลาเรยีบนฟิล์มโลหติบางด้วย
กล้องจุลทรรศน์.	 ว	 กรมวิทย	พ	 [วารสารออนไลน์].	 2548;	 [สืบค้น	 29	 ก.ย.	 2548];	 47(2):[8	 หน้า].	 
เข้าถึงได้จาก	:	URL: http://www.dmsc.moph.go.th/net/jms/
	 8.2	 เว็บไซต์	(WWW	site)
 ตัวอย่ำง :	กรมควบคุมโรค.	การป้องกันควบคุมโรคไข้หวัดนก	Avian	Influenza	(Bird	Flu).
[ออนไลน์].	2548;	[สืบค้น	28	ก.ย.	2548];[1	หน้า].	เข้าถึงได้ที่	:	URL: http://www-ddc.moph.go.
th/Bird_Flu_main.html.

 นพินธ์ต้นฉบับ รำยงำนจำกห้องปฏบิตักิำรและบทควำมปรทิศัน์ จะต้องมเีนือ้หำ รวมทัง้ตำรำง 
กรำฟ และรูปภำพ รวมทั้งหมดไม่เกิน 25 หน้ำ ส�ำหรับเนื้อหำของบทควำมประเภทอื่นๆ ต้องไม่เกิน  
15 หน้ำ

กำรส่งต้นฉบับ 
	 การส่งต้นฉบับอาจท�าได้	2	ช่องทางดังนี้
	 1.	 แนบจดหมายน�าส่งทีผู่น้พินธ์และผูร่้วมนิพนธ์ลงชือ่ไว้ทุกคน	พร้อมระบไุว้ด้วยว่าทุกคนอ่าน	และ
ยอมรับในบทความนั้น	ให้ส่งต้นฉบับจริง	1	ชุด	ส�าเนา	2	ชุด	พร้อมแผ่นบันทึกข้อมูล	ถึงบรรณาธิการวารสาร
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	 ส�านักวิชาการวิทยาศาสตร์การแพทย์	 ถนนติวานนท์	 นนทบุรี	 11000		 
โทร.	0-2589-0022	ต่อ	99662,	บรรณาธิการ	ต่อ	98306
	 2.	 ส่งบทความผ่านทางระบบออนไลน์	 ได้ทาง	http://www.presston.net/journals/index.
php	 หรือผ่านทางเว็บไซตข์องวารสาร	 http://thailand.digitaljournals.org/index.php/BDMS  
โดยผูน้พินธ์จะต้องสมคัรเข้าเป็นสมาชกิในระบบก่อน	และ	scan	จดหมายน�าส่งตามข้อ	1	upload	แนบมาด้วย

กำรรับบทควำม
	 บทความที่กองบรรณาธิการได้รับ	 จะแจ้งให้ผู้นิพนธ์ทราบทุกเร่ืองและจะไม่คืนต้นฉบับยกเว้น
บทความที่ไม่ได้รับการตีพิมพ์	 จะแจ้งให้ทราบพร้อมส่งต้นฉบับส่งคืน	 บทความท่ีได้รับการตีพิมพ	์ 
กองบรรณาธิการจะมอบส�าเนาพิมพ์	(reprint)	10	ชุด	แก่ผู้นิพนธ์ชื่อแรก
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of	the	ethics	committee(s)	or	institutional	review	board(s)	as	well	as	the	number/ID	of	
the	approval(s)	must	be	stated.

Results: Present	the	results	as	concisely	as	possible	in	logical	sequence.		Avoid	
unnecessary	graphs	and	figures.		The	tabular	data,	graphs,	or	figures,	if	needed,	should	
be	provided	with	clear	description.
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บทความพิเศษ  ว กรมวิทย พ 2560; 59 (1) : 1-6

1วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 58 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2559

นักวิทยาศาสตรการแพทยเกียรติยศ ประจําป 2560 

ศาสตราจารย ดร. นายแพทยพลรัตน วิไลรัตน เปนผูอุทิศตนดานวิทยาศาสตรการแพทย ในงานวิจัย

โรคมาลาเรีย โดยเฉพาะผลการวิจัยโรคแทรกชอนในมาลาเรียชนิดรุนแรง และการพัฒนายาสูตรผสมที่มีผลตอ

การรักษาและการปองกัน อันเปนประโยชนอยางกวางขวางในประเทศไทยและทั่วโลก

ประวัติสวนตัว
 เกิดวันที่    24 กุมภาพันธ  พ.ศ. 2503

ประวัติการศึกษา
 พ.ศ. 2527 แพทยศาสตรบัณฑิต มหาวิทยาลัยมหิดล

 พ.ศ. 2533 วว. (อายุรศาสตร) แพทยสภา

 พ.ศ. 2543 ปรัชญาดุษฎีบัณฑิต (อายุรศาสตรเขตรอน) มหาวิทยาลัยมหิดล

ประวัติรับราชการ
 พ.ศ. 2534-2536 อาจารย ภาควิชาอายุรศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน

 พ.ศ. 2536-2539 ผูชวยศาสตราจารย ภาควิชาอายุรศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน

 พ.ศ. 2539-2541 รองศาสตราจารย ภาควิชาอายุรศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน

 พ.ศ. 2541-2547 ศาสตราจารย ภาควิชาอายุรศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน
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2 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 59 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2560

 พ.ศ. 2547-2555 ศาสตราจารย ระดับ 11 ภาควิชาอายุรศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน

 พ.ศ. 2555-ปจจุบนั ศาสตราจารยไดรับเงินเดือนขั้นสูง (พนักงานมหาวิทยาลัย) ภาควิชาอายุรศาสตร

เขตรอนคณะเวชศาสตร เขตรอน

ตําแหนงอื่นๆ 
 พ.ศ. 2550-ปจจุบัน หัวหนาหนวยโรคเขตรอนภาวะวิกฤต ภาควิชาอายุรศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตร

เขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล

 พ.ศ. 2559-ปจจุบัน ผูอํานวยการโรงพยาบาลเวชศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัย

มหิดล

ตําแหนงในอดีต
 พ.ศ. 2539-2547  ผูอาํนวยการโรงพยาบาลเวชศาสตรเขตรอน และรองคณบดฝีายบรกิาร คณะเวชศาสตร

เขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 

 พ.ศ. 2539-2558 WHO short-term consultant/Temporary Adviser ชวยปฏิบัติงานวิชาการ

ดานตาง ๆ   ใหองคการอนามยัโลก ทีป่ระเทศซดูาน  สวติเซอรแลนด  อนิเดยี  เนปาล  

บังกลาเทศ  ศรีลังกา  ไทย กัมพูชา  อินโดนีเซีย  และฟลิปปนส 

 พ.ศ. 2550-2558  Director, WHO Collaborations Centre for Clinical Management of Malaria 

คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล

 พ.ศ. 2555-2559 รองคณบดีฝายสรางสรรคคุณคา คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล 

 พ.ศ. 2558-2559 ประธานคณะกรรมการกํากับการดําเนินงานโครงการ (Oversight Committee) 

ในคณะกรรมการกลไกความรวมมือในประเทศไทย (Thailand Country

Coordinating Mechanism (CCM)) สําหรับโครงการที่ไดรับการสนับสนุนจาก

กองทุนโลกเพื่อตอสูโรคเอดส วัณโรค และมาลาเรีย, ประเทศไทย 

สิ่งที่ภาคภูมิใจ ภูมิใจท่ีไดมีสวนในการศึกษาวิจัยโรคมาลาเรีย  ทําใหการรักษาผูปวยมาลาเรีย

ทั่วโลกและในประเทศไทยดีขึ้น  จํานวนผูปวยที่เปนมาลาเรียและผูปวยที่เสียชีวิต

จากมาลาเรียทั่วโลกและในประเทศไทยลงมาก เมื่อเทียบกับ 20 ปที่ผานมา

คติในการทํางาน ทํางานใหดีที่สุด

เครื่องราชอิสริยาภรณ
 พ.ศ. 2551 มหาวชิรมงกุฎ 

 พ.ศ. 2554 มหาปรมาภรณชางเผือก

รางวัลและเกียรติบัตรที่เคยไดรับ
 พ.ศ. 2539 รางวัลมหาวิทยาลัยมหิดล ประเภทดีเดน  สาขาการวิจัย  

 พ.ศ. 2542 รางวัลผลงานวิจัยดีเยี่ยม  สภาวิจัยแหงชาติ (รวมรับรางวัล)



นักวทิยาศาสตรการแพทยเกยีรตยิศ ประจาํป 2560     พลรตัน  วไิลรัตน

3วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 59 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2560

 พ.ศ. 2548 Award of Medicines for Malaria Venture (MMV) Project of the Year 2005 

สาํหรบั Outstanding Contribution to  Pyronaridine Artesunate Combination 

Development Program, Switzerland

 พ.ศ. 2555 รางวัลอายุรแพทยดีเดนดานวิชาการ ราชวิทยาลัยอายุรแพทยแหงประเทศไทย  

ผลงานเดน
 1. ผลงานวิจัยโรคมาลาเรีย

  ศาสตราจารย ดร. นายแพทยพลรัตน วิไลรัตน เปนศาสตราจารยรุนใหมที่มีความรูและความเชี่ยวชาญ

เปนอยางสูงดานโรคมาลาเรียที่เปนปญหาทางสาธารณสุขของประเทศไทย 

  มาลาเรียเปนโรคเขตรอนที่เกิดจากปรสิตที่มีความสําคัญมากที่สุดในโลก เนื่องจากในแตละปมีผูปวย

มาลาเรียปละประมาณ 200 ลานคน และเสียชีวิตปละเกือบ 1 ลานคน จะเห็นไดวาไมมีโรคจากปรสิตตัวใดที่ทําใหคน

เจ็บปวยและเสียชีวิตไดมากเทามาลาเรีย มาลาเรียยังคงเปน 1 ใน 5 โรคที่ทําใหประชากรเจ็บปวยมากเปนอันดับตนๆ 

ของโลก (อันไดแก ปอดบวม ทองรวง HIV วัณโรค  และมาลาเรีย)  

  ในประเทศไทยมาลาเรียยังคงเปนปญหาท่ีสําคัญของประเทศ ในแตละปมีผู ปวยนับหม่ืนคน

นอกจากนี้บริเวณชายแดนไทย-กัมพูชา ก็ถือวาเปนบริเวณที่มีเช้ือมาลาเรียดื้อยามากที่สุดในโลก ในประวัติศาสตร

ของเชื้อมาลาเรียที่ดื้อยาก็มักจะเริ่มบริเวณนี้และกระจายไปบริเวณอื่นๆ ของโลก ดังนั้น การควบคุมการรักษาของ

มาลาเรยีในประเทศไทยโดยเฉพาะอยางยิง่บรเิวณชายแดนไทย-กมัพชูา จงึมคีวามสาํคญัมากทีอ่งคการอนามยัโลกและ

กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทยใหความเอาใจใสมาโดยตลอด

  ศาสตราจารย ดร. นายแพทยพลรัตน  วิไลรัตน หัวหนาหนวยโรคเขตรอนในภาวะวิกฤต ภาควิชา

อายุรศาสตรเขตรอน  คณะเวชศาสตรเขตรอนมหาวิทยาลัยมหิดล ไดทุมเทตลอดระยะเวลานานกวา 20 ป ในการศึกษา

วจิยัโรคมาลาเรยี ท้ังทางดานพยาธิกาํเนิด พยาธสิภาพ พยาธสิรรีวทิยาของโรคมาลาเรยี ตลอดจนการรกัษาผูปวยมาลาเรีย

ที่ดื้อยา 

  ในผูปวยมาลาเรียรนุแรงบางรายจะม ีgram-negative septicemia รวมดวย เชือ่วาเชือ้บางสวนมาจาก

ลาํไส (bacterial translocation) ศาสตราจารย ดร. นายแพทยพลรัตน วิไลรตัน และคณะ ไดวจิยัพบวาในผูปวยมาลาเรีย

รุนแรงมีการเพิ่มขึ้นของการซึมผานของลําไสมากขึ้น (increased intestinal permeability)(1) ซึ่งนาจะเปนสาเหตุ

ทาํใหเกดิ gram-negative bacteremia ในผูปวยมาลาเรยีรนุแรงได ตอมาองคการอนามยัโลกไดแนะนาํ guidelines

(WHO, 2010)2 การรักษามาลาเรียใหมโดยแนะนําให antibacterial drugs รวมดวยในผูปวยมาลาเรียรุนแรง

ที่มีอาการช็อกหรืออาการทรุดลง  เพื่อปองกัน/รักษา bacterial sepsis ที่อาจเกิดรวมได 

  ศาสตราจารย ดร. นายแพทยพลรัตน วิไลรัตน และคณะ ศึกษาพบวาในผูปวยมาลาเรียท่ีมีดีซาน

(jaundice) มักพบรวมกบัภาวะแทรกซอนของมาลาเรยีอืน่ๆ(3) เชน ไตวาย นํา้ทวมปอด ชอ็ก ดงันัน้ ถาพบผูปวยมาลาเรีย

ที่มีดีซานจะตองหาวามีภาวะแทรกซอนของมาลาเรียอยางอ่ืนรวมดวยเสมอ ในปจจุบันองคการอนามัยโลกถือวาการ

พบดีซาน (รวมกับภาวะแทรกซอนมาลาเรียอื่นๆ)  เปน criteria อันหนึ่งของมาลาเรียรุนแรง (WHO 2000, 2006, 

2010, 2012, 2014)(2, 4-7)

  ศาสตราจารย ดร. นายแพทยพลรตัน  วิไลรตัน และคณะ พบวาในผูปวยมาลาเรยีรนุแรงจะม ี microsomal 

metabolism ของตับลดลง(8) ดังนั้น การใหยาที่ผาน hepatic microsomal metabolism ในผูปวยมาลาเรียรุนแรง

ควรตองปรับยา
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 ในการศึกษาวิจัยดานการรักษา ศาสตราจารย ดร. นายแพทยพลรัตน วิไลรัตน ไดรวมกับคณะผูวิจัย

จากหนวยโรคเขตรอนในภาวะวิกฤตศึกษาคนควาสูตรยารักษามาลาเรียหลายสูตรเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา

และลดการดือ้ยา โดยเฉพาะอยางย่ิงยาในกลุมท่ีผสมกับ artemisinin (artemisinin combination therapy; ACT)

โดยคณะผูวิจัยที่มีศาสตราจารย นายแพทยพลรัตน  วิไลรัตน เปนผูรวมวิจัยรวมกับ ศาสตราจารย นายแพทย

ศรชยั  หลอูารยีสวุรรณ อดตีหวัหนาคณะวิจยั (เสยีชวีติแลว) ไดรายงานประสทิธภิาพทีด่ยีิง่ของยา artesunate รวมกบั

mefloquine ในการรักษาผูปวยฟลซิปารัมมาลาเรียอันเปนรายงานแรกของโลกตั้งแตป พ.ศ. 2535 (Lancet

1992;339:821-4)(9) ซึ่งตอมาองคการอนามัยโลกและกระทรวงสาธารณสุขของประเทศไทยไดนําไปใชเปน 

guidelines (WHO 2006, 2010)(2, 5) ในการรักษาผูปวยมาลาเรียอยางกวางขวางทําใหผู ปวยมาลาเรียและ

ผูปวยมาลาเรียที่เสียชีวิตทั่วโลกและในประเทศไทยลดลงมากอยางเห็นไดชัด  และสามารถปองกันการดื้อยาไดดี(10, 11)*

 นอกจากนี้ในป พ.ศ. 2551 (Korean J Parasitol 2008;46:65-70)(12) ศาสตราจารย ดร. นายแพทย 

พลรัตน  วไิลรัตน และคณะผูวิจัยจากคณะเวชศาสตรเขตรอน ไดวจิยัพบวาการให ACT ในการรกัษาฟลซปิารมัมาลาเรยี

โดยไมให single dose of primaquine เมื่อรักษาดวย ACT ดังที่องคการอนามัยโลกแนะนําใน guidelines ในการ

รักษาผูปวยมาลาเรียป พ.ศ. 2549 (ค.ศ. 2006)(5) อาจไมสามารถปองกันการแพรกระจายของโรคโดย gametocytes 

ไดดีพอเนื่องจาก หลังให ACT ครบแลว 3 วันโดยไมให single dose of primaquine พบวายังมี gametocytes อยู

ในกระแสเลือดหลายวันบางรายพบ gametocytes ในเลือดนานถึง 1 เดือนหลังให ACT ซึ่งผูปวยอาจแพรกระจาย

เชื้อโรคตอไปไดจากถูกยุงกนปลองกัดถาผูปวยอยูในพื้นที่ที่มีมาลาเรียระบาด ตอมาในป พ.ศ. 2553 (ค.ศ. 2010)(2) 

องคการอนามัยโลกไดเปลี่ยน guidelines ในการรักษาผูปวยมาลาเรียใหม โดยให single dose of primaquine 

พรอมกับให ACT และแนะนําใหใชทั่วโลก(2, 13)

 เปนที่ประจักษวา ผลการศึกษาวิจัยของศาสตราจารย นายแพทยพลรัตน วิไลรัตน และคณะ มีผลตอความ

เขาใจโรคมาลาเรียรุนแรงและไมรุนแรงมากขึ้น ตลอดจนมีผลตอการรักษาและการควบคุมการระบาดของมาลาเรีย

ทั่วโลกและประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิ่งสามารถลดอัตราปวยและเสียชีวิตจากมาลาเรียลงไดมาก เปนคุณูปการ

แกวงการวิทยาศาสตรการแพทยและสาธารณสุขของโลกและของประเทศไทยอยางยิ่ง

Confirmed malaria cases and deaths (FY 2010-July 2015)

*ขอมลูจากองคการอนามยัโลกระบวุา  ในป พ.ศ. 2533 (ค.ศ. 1992) กอนทีจ่ะมกีารศกึษา ACT ครัง้แรกของโลกในป 
พ.ศ. 2535 (Lancet 1992;339:821-4) พบผูปวยมาลาเรยีทัว่โลกประมาณ 285 ลานคน และเสยีชีวติประมาณ 1-2 ลาน
คน 10; จากนัน้ในป พ.ศ. 2549 (ค.ศ. 2006) องคการอนามยัแนะนาํใหใช ACT ทัว่โลก; ในป พ.ศ. 2555 (ค.ศ. 2012)
พบผูปวยมาลาเรียทั่วโลกลดลงเหลือประมาณ 198 ลานคน และเสียชีวิตประมาณ 584,000 คน(1)
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 2 . หนังสือวิชาการ การรักษาผูปวยมาลาเรียในประเทศไทย

  ศาสตราจารย นายแพทยพลรัตน วิไลรัตน ไดรับเชิญจากราชวิทยาลัยอายุรแพทยแหงประเทศไทย

ใหรวมนิพนธแนวทางเวชปฏิบัติในการรักษาผูปวยมาลาเรีย ในประเทศไทย พ.ศ. 2557 โดยนิพนธรวมกับสํานักโรค

ติดตอนําโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ซึ่งหนังสือเลมนี้สําหรับแพทยและอายุรแพทยใชในการดูแล

รักษาผูปวยมาลาเรียทั่วประเทศไทย

 จํานวนผู ปวยมาลาเรียและผู ปวยมาลาเรียที่เสียชีวิตในประเทศไทยลดลงมากนับตั้งแตมีการนํา

artemisinin combination therapy (ACT) มาใชในการรกัษาผูปวยมาลาเรยีในประเทศไทย (M1 = ผูปวยมาลาเรยี

และเปนตางชาติที่อยูในประเทศไทยตั้งแต 6 เดือนขึ้นไป; M2 = ผูปวยมาลาเรียและเปนตางชาติที่อยูในประเทศไทย

นอยกวา 6 เดือน)
 ขอมูลจาก :  สํานักควบคุมโรคติดตอนําโดยแมลง กระทรวงสาธารณสุข (BVBD)  

 3. รวมพัฒนายารักษามาลาเรียรุนแรง

  ศาสตราจารย ดร. นายแพทยพลรตัน  วไิลรตัน  และนกัวจัิยอืน่ๆ จากคณะเวชศาสตรเขตรอน ไดรบัการ

ขอบคุณจาก WHO ในการวิจัยพัฒนายา rectal artesunate จนกระทั่ง United States Food and Drug Agency 

(USFDA) ยอมรับจดทะเบียนเปนยาที่ใชรักษาผูปวยมาลาเรียที่ฉุกเฉินได

 4. ผลงานวิจัยและตีพิมพ

  มีผลงานวิจัยและบทความวิชาการตีพิมพในวารสารวิชาการและหนังสือวิชาการนานาชาติระหวาง 

ป ค.ศ. 1991-2017 ในชื่อ Polrat  Wilairatana จากฐานขอมูล Scopus จํานวน 187 เรื่อง มี h-index = 34;

มีการอางอิง (Time cited) ตั้งแต ค.ศ. 1991-2017 = 3,947 ครั้ง (ณ วันที่ 15 กุมภาพันธ พ.ศ. 2560) 
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การพัฒนาและทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
ยาเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในรูปแบบยาฉีด 

ด้วยโครมาโทกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง 

Accepted for publication, 16 September 2016

ภณิดา รัตนานุกูล และประชาพร ผลสิน 
ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 10 อุบลราชธานี กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ อำาเภอเมือง อุบลราชธานี 34000

บทคัดย่อ  วิธีวิเคราะห์เซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในรูปแบบยาฉีดพัฒนาขึ้นโดยวิธีรีเวอร์สเฟส  โครมาโทกราฟีแบบ
ของเหลวสมรรถนะสูง โดยใชค้อลมัน ์BDS Hypersil C18 สารละลายตัวพา คอื 0.005 M Tetrabutylammonium hydroxide 
pH 4.0 และ acetonitrile อัตราส่วน 72 : 28 อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร 
การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีแสดงถึงความจำาเพาะเจาะจง  โดยสามารถแยกเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมออกจาก 
สารสลายตัว กราฟมีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นของเซโฟเพอราโซน 0.0720 ถึง 0.2160  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 
ซัลแบคแทม  0.0750 ถึง 0.2250  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ได้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9999 และ 1.0000  การทดสอบ 
ความแม่นของวธิมีคีา่รอ้ยละของการกลบัคนืเฉลีย่เทา่กับ 99.4 และ 100.4 คา่เบีย่งเบนมาตรฐานเทา่กับ 0.9 และ 0.4 การทดสอบ 
ความทวนซ้ำาไดแ้ละความเทีย่งของการวเิคราะหม์คีา่รอ้ยละของคา่เบีย่งเบนมาตรฐานสมัพนัธอ์ยูใ่นชว่ง 0.0 ถงึ 1.0 วธีิวเิคราะห์
มีความทนต่อการเปลี่ยนแปลงสภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟที่ทดสอบ ได้แก่ retention time, tailing factor และ  
theoretical plates ขีดจำากัดของการตรวจพบและขีดจำากัดของการหาเชิงปริมาณของเซโฟเพอราโซนมีค่า 0.005 และ 0.014 
มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร และซลัแบคแทม 0.0025 และ 0.0075 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร จากผลการตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธิแีสดงวา่ 
วิธีที่พัฒนาขึ้นมีความเหมาะสม ในการนำาไปใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในรูปแบบยาฉีด
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บทนำา

ยาสูตรผสมเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในรูปแบบยาฉีด  (Cefoperazone  and  Sulbactam  for 

injection)  เป็นยาสูตรผสมระหว่าง  เซโฟเพอราโซน  ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มเซฟาโรสปอริน  (cephalosporins) 

รุน่ทีส่าม (third-generation) ออกฤทธิฆ่์าเชือ้แบคทเีรยีโดยมกีลไกการออกฤทธิค์ล้ายยา กลุม่เพนซิลิลนิ (penicillins) 

คือสามารถยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรียในขั้นตอน  traspeptidation  ซึ่งเป็นขั้นตอนสุดท้ายในการสร้าง

ผนังเซลล์  ทำาให้เชื้อแบคทีเรียมีผนังเซลล์ที่ผิดปกติ  ซึ่งไม่สามารถทนต่อแรงดันออสโมซิส  เซลล์จะแตกสลายและ

แบคทีเรียตายในที่สุด เซโฟเพอราโซนใช้สำาหรับรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Staphylococci sp. และ 

Streptococci sp.  และแกรมลบหลายชนิด  เช่น Pseudomonas aeruginosa(1) ส่วนซัลแบคแทม  เป็นตัวยับยั้ง 

เอนไซม์บีต้า-แลคแทมเมส  (β-lactamase)  ซึ่งเป็นเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถทำาลายยาปฏิชีวนะ  ซึ่งเป็น

สาเหตุให้แบคทีเรียดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด

เซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทมท่ีนำามาเตรยีมเป็นยาฉดีในรปูแบบผงยาผสมนำา้ก่อนใช้นัน้เป็นเกลอืโซเดยีม

ที่ละลายนำ้าได้ดี มีสูตรโครงสร้างทางเคมีดังภาพที่ 1 และ 2(2)

จากคณุสมบตัสิามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทเีรยีหลายชนดิทำาให้เซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทม

เป็นยาที่มีข้อบ่งใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อของทางเดินหายใจทั้งส่วนบนและส่วนล่าง  โรคติดเช้ือของทางเดินปัสสาวะ 

ทั้งส่วนบนและส่วนล่าง อาการเยื่อบุช่องท้องอักเสบ ถุงนำ้าดีอักเสบ ท่อทางเดินนำ้าดีอักเสบ และโรคติดเชื้ออื่นๆ ภายใน

ช่องท้อง  อาการติดเชื้อในกระแสโลหิต  โรคติดเชื้อของผิวหนังและเนื้อเยื้ออ่อน  โรคติดเชื้อของกระดูกและข้อ  อาการ

อักเสบภายในอุ้งเชิงกราน  เยื้อบุมดลูกอักเสบ โรคหนองใน และโรคติดเชื้ออื่นๆ ของระบบสืบพันธุ์(1) จากคุณสมบัติ

ในการรักษาการติดเชื้อที่ครอบคลุมหลายระบบในร่างกาย ทำาให้มีการใช้ยาดังกล่าวอย่างกว้างขวาง  เป็นทางเลือกของ 

ผู้ที่แพ้ยาปฏิชีวนะกลุ่มอื่นๆ และยังจัดเป็นยาในบัญชียาหลักแห่งชาติ พ.ศ. 2556 บัญชี ง ซึ่งใช้สำาหรับการติดเชื้อใน

โรงพยาบาล (nosocomial infection) จากแบคทีเรียแกรมลบ โดยเฉพาะการติดเชื้อ Acinetobacter sp.(3)

ปัจจุบันมี เซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในรูปแบบยาฉีด ที่ขึ้นทะเบียนตำารับยาในประเทศไทย 24 ตำารับ 

จำาแนกเป็นผลิตในประเทศ 9 ตำารับ และนำาเข้าจากต่างประเทศ 15 ตำารับ เซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในรูปแบบ 

ยาฉีด 1 กรมั ประกอบด้วย เซโฟเพอราโซน 500 มลิลกิรมั และซลัแบคแทม 500 มลิลกิรมั และขนาดเซโฟเพอราโซนและ

ซลัแบคแทมในรปูแบบยาฉีด 1.5 กรมั ประกอบด้วย เซโฟเพอราโซน 1,000 มลิลกิรมั และซลัแบคแทม 500 มลิลกิรมั(4)

การวเิคราะห์หาปรมิาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในรปูแบบยาฉดียงัไม่มวีธิมีาตรฐานทีใ่ช้ในการตรวจ

วิเคราะห์ทั้งในตำารายาของสหรัฐอเมริกา  (USP)  ตำารายาของยุโรป  (Ph.  Eur.)  และตำารายาของสหราชอาณาจักร 

(BP)  ซึ่งในตำารายาของสหรัฐอเมริกาและตำารายาของสหราชอาณาจักรพบเพียงการตรวจวิเคราะห์วัตถุดิบของ 

เซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม ในการตรวจวิเคราะห์ยาเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทมในรปูแบบยาฉดีตามโครงการ

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างทางเคมีเซโฟเพอราโซน โซเดียม      ภาพที่ 2 สูตรโครงสร้างทางเคมีซัลแบคแทม โซเดียม
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สร้างหลักประกนัคณุภาพและมาตรฐานบรกิารด้านยาปีงบประมาณ 2557 ศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 10 อุบลราชธานี

ทำาการตรวจวเิคราะห์ตามทะเบยีนตำารบัยา ซึง่ใช้สารเคม ีและวธิกีารตรวจวเิคราะห์ทีต่่างกนั ทำาให้ใช้เวลาและสิน้เปลอืง

สารเคมีมาก  ผู้วิจัยจึงทำาการพัฒนาวิธีวิเคราะห์โดยใช้เทคนิครีเวอร์สเฟสโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 

(reversed  phase  high  performance  liquid  chromatography,  RP-HPLC)  โดยพัฒนาจากงานวิจัย

ของ Sreenivasulu และ Rani(5)  เรื่อง Validated RP-HPLC method  for  simultaneous estimation of  

sulbactam and  cefoperazone  in bulk and pharmaceutical dosage  form งานวิจัยดังกล่าวใช้สภาวะของ 

โครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู ดงันี ้คอลมัน์ phenomenex C18 ขนาด 4.6 × 150 มลิลเิมตร บรรจอุนุภาค
ขนาด 5 ไมโครเมตร สารละลายตัวพาคือบัฟเฟอร์ pH 6.6 กับ acetonitrile ในอัตราส่วน 70 : 30 อัตราการไหล 0.8 

มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร  พบพีคของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมที่ retention 

time เท่ากบั 9.32 และ 5.33 ตามลำาดบั run time เท่ากับ 20 นาท ีซึง่สภาวะดงักล่าวใช้เวลานาน และตรวจสอบความถกูต้อง 

ของวิธีที่พัฒนาขึ้นตามหลักเกณฑ์ของตำารายา USP(6) และ  ICH Guideline(7)  โดยศึกษาความเหมาะสมของระบบ

โครมาโทกราฟ  ความจำาเพาะเจาะจงของวิธีความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์  ความแม่น  ความเที่ยง  ความ

คงสภาพของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง  ความทนของวิธี  ขีดจำากัดของการตรวจพบและขีดจำากัดเชิง

ปริมาณ  เพื่อลดเวลาในการตรวจวิเคราะห์  และใช้เป็นวิธีมาตรฐานของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 10 อุบลราชธานี 

ทำาการพฒันาวิธวิีเคราะห์โดยใช้เทคนคิรเีวอร์สเฟสโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (reversed phase high 

performance  liquid  chromatography,  RP-HPLC)  เลือกใช้คอลัมน์ชนิด  BDS Hypersil  C18  ขนาด 

4.6 × 100 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 3 ไมโครเมตร สารละลายตัวพาประกอบด้วยส่วนผสมของสารละลาย 0.005 M 
Tetrabutylammonium hydroxide pH 4.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 72 : 28 โดยปรมิาตร อัตราการไหลของ 

ตัวพา 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร ในการตรวจวิเคราะห์คุณภาพยาเซโฟเพอราโซน 

และซัลแบคแทมในรูปแบบยาฉีด  เพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภค  ให้ผู้บริโภคได้ใช้ยาที่มีประสิทธิภาพในการบำาบัด 

รักษาโรค

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์
1.  High  Performance  Liquid  Chromatography  (HPLC)  ผลิตภัณฑ์ของ  Agilent  สหพันธ์

สาธารณรัฐเยอรมนี
2.  เครื่องชั่ง :  Sartorius ED224S ผลิตภัณฑ์ของ Sartorius สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี
3.  Ultrasonic bath : 175DAE ผลิตภัณฑ์ของ Crest Ultrasonics สหรัฐอเมริกา
4.  คอลัมน์ :  Hypersil BDS C18  ขนาด    4.6 × 100 มิลลิเมตร บรรจุอนุภาคขนาด  3  ไมโครเมตร

ผลิตภัณฑ์ของ Thermo Scientific 
5.  pH meter : Metrohm 702 SM Titrino ผลิตภัณฑ์ของ Metrohm Herisae สวิตเซอร์แลนด์

สารเคมี 
Acetonitrile, HPLC  grade    ผลิตภัณฑ์ของ Merck;  Tetrabutylammonium hydroxide  40%, 

HPLC grade ผลิตภัณฑ์ของ Fluka; Phosphoric acid, AR grade ผลิตภัณฑ์ของ Merck; นำ้า HPLC quality

สารมาตรฐาน
1.  USP Cefoperazone Dihydrate Reference Standard CAT. No. 1623670 Lot No. IOK056

2.  USP Sulbactam Reference Standard CAT. No. 1097705 Lot No. JOJ117  
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ตัวอย่าง

ตวัอย่างยาเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในรปูแบบยาฉดี ประกอบด้วยผงยาเซโฟเพอราโซน 500 มลิลกิรมั 

และซัลแบคแทม 500 มิลลิกรัมต่อ 1 ขวดยาฉีด

การเตรียมสารละลายตัวพา (Mobile phase)

เตรียมสารละลาย  0.005 M  tetrabutylammonium hydroxide  โดยเจือจางสารละลาย  tetrabuty 

lammonium hydroxide (40%) 3.3 ml ด้วยนำ้า 900 ml ปรับ pH เท่ากับ 4.0 ± 0.1 ด้วย phosphoric acid  

ปรับปริมาตรด้วยนำ้าให้ครบ 1,000 ml จากนั้นผสม 0.005 M tetrabutylammonium hydroxide pH 4.0 กับ  

acetonitrile ในอัตราส่วน 72 : 28 โดยปริมาตรและกรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

ชัง่สารมาตรฐานเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทม 15 มลิลกิรมั ลงใน volumetric flask ขนาด 100 มลิลลิติร 

ละลายและปรับปริมาตรด้วยสารละลายตัวพา กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ละลายผงตัวอย่างยาในขวดบรรจุยาฉีดด้วยสารละลายตัวพา ใส่ใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร  

ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร ด้วยสารละลายตัวพา จากนั้นปิเปตสารละลายนี้มา 3 มิลลิลิตร ใส่ใน volumetric 

flask  ขนาด  100  มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรจนครบ  100  มิลลิลิตร  ด้วยสารละลายตัวพา  จะมีความเข้มข้นของ 

เซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม  เท่ากับ  0.15  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  กรองผ่านแผ่นกรองขนาด  0.22  ไมโครเมตร 

(ใช้ทันที)

สภาวะของระบบโครมาโทกราฟ (HPLC)

HPLC column  :  Hypersil BDS C18 ขนาด 4.6 × 100 บรรจุอนุภาคขนาด  3 ไมโครเมตร
Mobile phase  :   0.005 M Tetrabutylammonium hydroxide pH 4.0 : acetonitrile  

        = 72:28

Flow rate  :   1.0 ml/minute

Detector  :   UV 230 nm

Injection volume  :  10 µl

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method validation)

1.  การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (Chromatographic system suitability)

  เตรียมสารละลายมาตรฐานเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในสารละลายตัวพาให้มีความเข้มข้น 1.0 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปตสารละลายมาตรฐานนี้ 1.5 มิลลิลิตร ลงใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม 3 

M hydrochloric acid 0.2 มลิลลิติร ต้มในนำา้ 80 องศาเซลเซยีส 3 ชัว่โมง ตัง้ทิง้ไว้ให้เยน็ ปรบัปรมิาตรด้วยสารละลาย

ตัวพาแล้วกรองผ่านแผ่นกรอง 0.22 ไมโครเมตร นำาไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ตรวจสอบพารามิเตอร์ต่างๆ เช่น 

%RSD, retention time,  theoretical plate,  tailing  factor และ resolution ซึ่งคำานวณตามวิธีของ USP(6)  

จากโปรแกรมอัตโนมัติของเครื่อง HPLC ฉีดซำ้า 3 ครั้ง เพื่อแสดงความเหมาะสมของระบบที่ใช้

2.  การทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)

  เตรียมสารละลายตัวอย่างเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในสารละลายตัวพาให้มีความเข้มข้น  1.0 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปตสารละลายตัวอย่างนี้ 1.5 มิลลิลิตร ลงใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร นำามา
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ทำาให้สลายตัวในสภาวะต่างๆ ปรับปริมาตรด้วยสารละลายตัวพาแล้วกรองผ่านแผ่นกรอง  0.22  ไมโครเมตร  สภาวะ

ต่างๆ ที่ทำาให้เกิดการสลายตัว

  1.  ทำาให้ร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง

  2.  เติมสารละลาย 35% hydrogen peroxide จำานวน 1 หยด แล้วนำาไปทำาให้ร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส 

นาน 3 ชั่วโมง

  3.  เติมสารละลาย 3M hydrochloric acid จำานวน 1 หยด แล้วนำาไปทำาให้ร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส 

นาน 3 ชั่วโมง

  4.  เติมสารละลาย 3M sodium hydroxide จำานวน 1 หยด แล้วนำาไปทำาให้ร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส 

นาน 3 ชั่วโมง

  5.  นำาไปผึ่งแดด นาน 6 ชั่วโมง

วเิคราะห์สารละลายตวัอย่างทีท่ำาให้เกดิการสลายตวัทีส่ภาวะต่างๆ ด้วยเครือ่ง HPLC เพือ่ศกึษาการรบกวน

จากสารสลายตัว คำานวณร้อยละของสารสลายตัวโดยเปรียบเทียบค่าพื้นที่ใต้พีคของสารละลายตัวอย่างเซโฟเพอราโซน

และซัลแบคแทมที่สภาวะปกติ

3.  การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and Range)

  ชั่งสารมาตรฐานเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม  25.5  และ  25.1  มิลลิกรัม  (%purity  ของสาร 

มาตรฐานเซโฟเพอราโซนเท่ากับ  94.7  และของสารมาตรฐานซัลแบคแทมเท่ากับ  99.7)  ลงใน  volumetric  flask 

ขนาด 50 มลิลลิติร ละลายและปรบัปริมาตรด้วยสารละลายตวัพา จะมคีวามเข้มข้นของเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทม

เท่ากับ 0.48 และ 0.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำาดับ จากนั้นเจือจางสารละลายดังกล่าวให้มีความเข้มข้นเป็นร้อยละ 

50, 75, 100, 125 และ 150 ของระดับความเข้มข้นที่ใช้ตรวจวิเคราะห์ จะมีความเข้มข้นของเซโฟเพอราโซนเท่ากับ 

0.0720, 0.1075, 0.1449, 0.1787 และ 0.2160 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และจะมีความเข้มข้นของซัลแบคแทมเท่ากับ 

0.0750, 0.1120, 0.1500, 0.1850 และ 0.2250 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร กรองสารละลายผ่านแผ่นกรอง 0.22 ไมโครเมตร  

นำาไปวเิคราะห์ด้วยเครือ่ง HPLC โดยฉดีความเข้มข้นละ 6 ซำา้ ศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นและพืน้ทีใ่ต้พคีสร้าง

กราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นและพืน้ทีใ่ต้พคี คำานวณค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (Correlation coefficient, r) 

ซึ่งต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995(7)

4.  การทดสอบความแม่น (Accuracy)

  ทดสอบความแม่นของวิธโีดยการวเิคราะห์สารละลายตวัอย่างทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐานเซโฟเพอราโซน 

และซัลแบคแทม (spiked sample solution) ที่ 5 ระดับความเข้มข้น คือ 0.075, 0.1125, 0.150, 0.1875 และ 

0.2250    มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  คิดเป็นร้อยละ  50,  75,  100,  125  และ  150  ของระดับความเข้มข้นที่ใช้วิเคราะห์ 

หาปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในตัวอย่างตามลำาดับ  โดยทดสอบความเข้มข้นละ  3 ซำ้า  วิเคราะห์ปริมาณ 

เซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมทั้งหมดที่มีในสารละลายเพื่อคำานวณค่าร้อยละของการกลับคืน  (%recovery)  ที่

แต่ละระดับความเข้มข้น  และค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  (%Relative  standard  deviation, 

%RSD)  ของการกลับคืนทุกความเข้มข้น  โดยที่ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับต้องอยู่ในช่วง  98.0  -  102.0  และ 

ค่า %RSD ไม่เกิน 2.0(7)

สร้างกราฟหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมที่เติม  และปริมาณท่ีตรวจพบ 

คำานวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) กำาหนดให้ค่า r ไม่ตำ่ากว่า 0.995(7)

5.  การทดสอบความเที่ยง (Precision)

  5.1  ความทวนซำ้าได้ (Repeatability)

    5.1.1  ความเที่ยงของระบบ (System precision)
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      ฉีดสารละลายมาตรฐานเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม  ความเข้มข้น  0.15  มิลลิกรัมต่อ

มลิลลิติร จำานวน 3 ตวัอย่าง แต่ละตวัอย่างฉีดซำา้ 6 ครัง้ คำานวณ %RSD ของพืน้ทีใ่ต้พคีเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม 

ค่า %RSD ไม่เกิน 2.0(7)

    5.1.2  ความเที่ยงของวิธี (Method precision)

      ฉีด Spiked sample solution ทีค่วามเข้มข้น 0.15 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร จำานวน 3 ตวัอย่าง 

แต่ละตัวอย่างฉีดซำ้า 6 ครั้ง คำานวณ %RSD ของพื้นที่ใต้พีคเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม ค่า %RSD ไม่เกิน 2.0(7)

  5.2  ความเที่ยงของการเปลี่ยนสภาวะ  (Intermediate Precision)

    วิเคราะห์ปรมิาณตวัยาสำาคญัในตวัอย่างยาเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทมในรปูแบบยาฉดี จำานวน 

6 ซำ้า โดยทดสอบต่างวัน เป็นเวลา 2 วัน เปลี่ยนนักวิเคราะห์ จำานวน 2 คน และเปลี่ยนเครื่อง HPLC จำานวน 2 เครื่อง 

คำานวณปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม ค่าเฉลี่ย และ %RSD โดยค่า %RSD ไม่เกิน 2.0(7)

6.  ความคงสภาพของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง

  ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมท่ีความเข้มข้น  0.15 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ทุกๆ 1 ชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมงติดต่อกัน คำานวณปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม 

เปรียบเทียบกับปริมาณที่ 0 ชั่วโมง โดยให้ปริมาณที่ 0 ชั่วโมง เป็น 100% ปริมาณที่พบในเวลาต่างๆ ควรไม่น้อยกว่า 

95% เพื่อดูความคงสภาพของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างในระหว่างทำาการทดสอบ

7.   การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

  7.1  ความคงสภาพของคอลัมน์

    ในระหว่างการศึกษาทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ให้ตรวจสอบประสิทธิภาพของคอลัมน ์ 

โดยทำาการบันทึกค่า theoretical plates ในวันที่เริ่มต้น และในระหว่างการทดสอบจนจบการทดลอง นับจำานวนครั้ง

ที่ฉีดสารละลายมาตรฐาน  และสารละลายตัวอย่างในการทดสอบทั้งหมด  ค่า  theoretical  plates  ควรมีค่ามากกว่า 

2,000 (ต่อความยาวคอลัมน์)(8)

  7.2  ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงสภาวะของระบบ HPLC

    ศึกษาผลกระทบต่อการวิเคราะห์ยาจากการเปลี่ยนแปลงสภาวะต่างๆ  ของระบบโครมาโทกราฟ 

คือ  คอลัมน์  สัดส่วนของสารละลายตัวพา  ค่าความเป็นกรด-เบส  (pH)  ของสารละลายบัฟเฟอร์ในสารละลายตัวพา 

และอัตราการไหลของสารละลายตัวพา  (Flow  rate)  โดยวิเคราะห์ปริมาณตัวยาสำาคัญในตัวอย่างยาเซโฟเพอราโซน 

และซัลแบคแทม จำานวน 3 ซำ้า ศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ที่อาจมีผลกระทบต่อความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ 

เช่น ลักษณะรูปร่างพีค (ค่า tailing factor ไม่เกิน 2.0) retention time และ theoretical plates พร้อมทั้งคำานวณ

ปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม เปรียบเทียบผลวิเคราะห์ที่ได้โดยคำานวณค่า %RSD ต้องไม่เกิน 2.0

8.  ขีดจำากัดของการตรวจพบ (Detection Limit) และขีดจำากัดของการหาเชิงปริมาณ (Quantitation 

Limit) ของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม

  คำานวณขีดจำากดัของการตรวจพบและขดีจำากัดของการหาเชิงปรมิาณของเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทม 

โดยคำานวณจาก slope และ intercept ของกราฟมาตรฐาน(7) 

ผล

1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์

  จากการพัฒนาวิธีวิเคราะห์โดยใช้เทคนิครีเวอร์สเฟสโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง 

(reversed phase high performance liquid chromatography, RP-HPLC) โดยเลือกใช้คอลัมน์ชนิด BDS 

Hypersil  C18  ขนาด  4.6 × 100  มิลลิเมตร  ขนาดอนุภาค  3  ไมโครเมตร  สารละลายตัวพาประกอบด้วยส่วนผสม
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ของสารละลาย 0.005 M Tetrabutylammonium hydroxide pH 4.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 72 : 28 

โดยปริมาตร  อัตราการไหลของตัวพา  1.0  มิลลิลิตรต่อนาที  ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น  230  นาโนเมตร พบพีคของ 

เซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมที่ retention time เท่ากับ 5.0 และ 2.9 ตามลำาดับ  run time เท่ากับ 10 นาที

2. การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (Chromatographic  system  suitability)

  จากการฉดีสารละลายสำาหรบัตรวจสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ ได้ค่า retention time 

ของสารทีอ่อกมาเรยีงตามลำาดบัดงัน้ี เซโฟเพอราโซน เท่ากับ 5.0 ซลัแบคแทม เท่ากับ 2.9 สารสลายตวัพคีที ่1 เท่ากบั 1.0 

สารสลายตัวพีคที่ 2 เท่ากับ 1.2 สารสลายตัวพีคที่ 3 เท่ากับ 1.9 สารสลายตัวพีคที่ 4 เท่ากับ 2.1 สารสลายตัวพีคที่ 5 

เท่ากับ 2.6 สารสลายตัวพีคที่ 6 เท่ากับ 3.5 และสารสลายตัวพีคที่ 7 เท่ากับ 3.7 (ภาพที่ 3 และตารางที่ 1)

ภาพที ่3  โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทมในสภาวะกรด Tailing factor ของ

ทุกพีคประมาณ 0.9 ถึง 1.4 Theoretical plate ของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมเท่ากับ 10723 และ 9108 ตาม

ลำาดับ %RSD ของการฉีดซำ้า 3 ครั้ง ของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมเท่ากับ 0.2 และ 0.1 ตามลำาดับ สารสลายตัว

ที่ Relative retention time เท่ากับ 0.51 และ 0.75 มีค่า resolution เท่ากับ 1.8 และ 7.1 ตามลำาดับ

ตารางที่ 1 ค่า  tailing  factor,  theoretical plate,  resolution ของสารละลายสำาหรับตรวจสอบความเหมาะสม 

ของระบบโครมาโทกราฟ

Retention time  1.0  1.2  1.9  2.1  2.6  2.9  3.5  3.7  5.0

Tailing factor  1.3  1.1  1.0  1.1  0.9  1.1  1.0  1.1  1.2

Theoretical plate  1,500  2,442  6,058  9,899  4,230  9,108  11,142  9,418  10,723

Resolution           1.8    7.1

  พีค 1  พีค 2  พีค 3  พีค 4  พีค 5
  ซัลแบค 

พีค 6  พีค 7
  เซโฟ

            แทม      เพอราโซน

3. การทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)

  จากการฉีดสารละลายตัวอย่างเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมที่ทำาให้เกิดการสลายตัวท่ีสภาวะต่างๆ 

เปรียบเทียบกับสารละลายตัวอย่างเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมท่ีสภาวะปกติ  พบว่าสามารถแยกสารสลายตัว 

จากสภาวะต่างๆ ออกจากพีคของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม (ภาพที่ 4)
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ภาพที่ 4  โครมาโตแกรมของสารละลายตัวอย่างเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม  (A)  และสารละลายตัวอย่าง 
เซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมที่ทำาให้เกิดการสลายตัวที่สภาวะต่างๆ คือ ที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง (B), 
สภาวะออกซิเดชันที่  80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง (C), สภาวะกรดที่  80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง (D),  
สภาวะเบสที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง (E) และสภาวะที่ถูกแสงแดดนาน 6 ชั่วโมง (F)

(A)

(B)

(C)

(D)

(E)

(F)
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เซโฟเพอราโซนเกิดการสลายตัวจากความร้อนที่  80  องศาเซลเซียส  ในสภาวะออกซิเดชัน  ในสภาวะกรด 

ในสภาวะด่างที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง และเร่งด้วยแสงแดด โดยมีการสลายตัวคิดเป็นร้อยละเท่ากับ 51.1, 

86.7,  40.7,  97.2  และ  39.7    ตามลำาดับ  และตรวจพบสารสลายตัวที่เวลาต่างๆ  ส่วนซัลแบคแทมมีความทนต่อ 

ความร้อนที่  80  องศาเซลเซียส  โดยไม่พบการสลายตัว  แต่พบการสลายตัวจากสภาวะออกซิเดชัน  ในสภาวะกรด 

ในสภาวะเบสที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง และเร่งด้วยแสงแดด โดยมีการสลายตัวคิดเป็นร้อยละเท่ากับ 57.5, 

9.1, 100.0, และ 8.3 ตามลำาดับ (ตารางที่ 2)

80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง  51.1  0.0  1.2, 1.9, 2.1, 2.2, 2.7, 3.2, 3.5

ออกซิเดชันที่ 80 องศาเซลเซียส  86.7  57.5  1.0, 1.2, 1.9, 2.1, 2.4, 2.7, 3.2, 3.3, 3.6, 3.9

กรดที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง  40.7  9.1  1.0, 1.2, 1.9, 2.1, 2.6, 3.5, 3.7

เบสที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง  97.2  100.0  1.0, 1.9, 2.7

แสงแดด นาน 6 ชั่วโมง  39.7  8.3  2.6, 3.2, 3.5, 4.1

ตารางที่ 2 สภาวะที่ศึกษาการสลายตัวของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมและสารสลายตัวที่พบ

  %การสลายตัว 
สภาวะที่ทำาให้เกิดการสลายตัว       Retention time ของสารสลายตัว (นาที)
  เซโฟเพอราโซน  ซัลแบคแทม

4.  การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and Range)

  จากการฉีดสารละลายมาตรฐานเซโฟเพอราโซนที่ความเข้มข้นต่างๆ  กัน  5  ระดับ  ตั้งแต่  0.0720 

ถึง  0.2160  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และซัลแบคแทมที่ความเข้มข้นต่างๆ  กัน  5  ระดับ  ตั้งแต่  0.0750  ถึง  0.2250  

พบว่าความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม  กับพื้นที่ใต้พีคมีลักษณะเป็นเส้นตรง 

ตลอดช่วงความเข้มข้นทีท่ดสอบ โดยมีค่าสัมประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (r) เท่ากับ 0.9999 และ 1.0000 ตามลำาดบั ภาพที ่5, 6 

ภาพที่ 5  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเซโฟเพอราโซนกับพื้นที่ใต้พีค

กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสาร

มาตรฐาน Cefoperazone กับพื้นที่ใต้พีค

พ
ื้นท

ี่ใต
้พ
ีค

ความเข้มข้น (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)
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จากการฉีด  Spiked  sample  solution  ที่ความเข้มข้น  0.075,  0.1125,  0.150,  0.1875  และ  0.2250 

มลิลิกรมัต่อมลิลลิติร พบว่าความสมัพนัธ์ระหว่างปริมาณเซโฟเพอราโซนทีเ่ตมิกบัปรมิาณทีต่รวจพบมลีกัษณะเป็นเส้น

ตรงตลอดช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ  1.0000 และความสัมพันธ์ระหว่าง

ซัลแบคแทมที่เติมกับปริมาณท่ีตรวจพบ  มีลักษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ  โดยมีค่าสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ  1.0000  ภาพที่ 7, 8 

ภาพที่ 6  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานซัลแบคแทมกับพื้นที่ใต้พีค

ภาพที่ 7  ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเซโฟเพอราโซนที่เติมกับปริมาณที่ตรวจพบ

กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสาร

มาตรฐาน Sulbactam กับพื้นที่ใต้พีค
พ
ื้นท

ี่ใต
้พ
ีค

ความเข้มข้น (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)

กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ Cefoperazone ที่เติม

กับปริมาณ Cefoperazone ที่ตรวจพบ

ปร
ิมา

ณ
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e 

ที่พ
บ 

(m
g)

 

ปริมาณ Cefoperazone ที่เติม (mg)
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ภาพที่ 8 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณซัลแบคแทมที่เติมกับปริมาณที่ตรวจพบ 

5. การทดสอบความแม่น (Accuracy)

  จากการฉีด Spiked sample solution ที่ความเข้มข้น 5 ระดับ พบว่าค่าเฉลี่ยร้อยละของการกลับคืน 

(percent recovery) ของเซโฟเพอราโซนเท่ากับ 98.2, 99.3, 100.7, 100.2 และ 99.7 ตามลำาดับและซัลแบคแทม 

เท่ากับ  99.8,  100.3,  101.4,  100.9  และ  100.4  ตามลำาดับ  ค่าร้อยละของการกลับคืนในทุกระดับความเข้มข้นอยู่ 

ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ ในช่วงร้อยละ 98.0 – 102.0 และ %RSD ไม่เกิน 2.0 (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบความแม่น (Accuracy) 

  ปริมาณสาร  ปริมาณสาร  ร้อยละของ
  สารที่เติม  ที่เติม (มก)  ที่ตรวจพบ (มก)  การกลับคืน  %RSD
  (n = 3) (n = 3)  (n = 3) 

  0.2390  0.2347  98.2  0.9
  0.5975  0.5934  99.3  0.9

เซโฟเพอราโซน  0.9461  0.9627  100.7*  0.5
  1.3146  1.3172  100.2  0.3
  1.6731  1.6681  99.7  0.4

  0.2500  0.2495  99.8  0.7
ซัลแบคแทม  0.6250  0.6269  100.3  1.1

  1.0000  1.0140  101.4*  0.6
  1.3750  1.3874  100.9  0.3
  1.7500  1.7570  100.4  0.5

*ระดับความเข้มข้นที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์

กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Sulbactam ที่เติม
กับปริมาณ Sulbactam ที่ตรวจพบ

ความเข้มข้น (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)
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6.  การทดสอบความเที่ยง (Precision)

  6.1  ความทวนซำ้าได้ (Repeatability)

    6.1.1  ความเที่ยงของระบบ (System precision)

      จากการฉีดสารละลายมาตรฐานเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม  ซึ่งมีความเข้นข้น  0.15 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จำานวน 3 ตัวอย่าง แต่ละตัวอย่างฉีดซำ้า 6 ครั้ง คำานวณค่าเฉลี่ยของพื้นที่ใต้พีค และค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ได้  %RSD (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบความเที่ยงของระบบ (System precision) 

  1  3669233  3672520  3684478  419434  419446  421709
  2  3673481  3667040  3693652  419656  418725  423134
  3  3668017  3672994  3687643  419342  420459  421989
  4  3662478  3666379  3681380  418401  417921  421948
  5  3662794  3668423  3682648  418571  419291  421178
  6  3664838  3664734  3679548  418829  418939  421283

  Mean  3666807  3668682  3684892  419039  419130  421874

 %RSD  0.1  0.1  0.1  0.1  0.2  0.2

 

ครั้งที่

  พื้นที่ใต้พีค

    เซโฟเพอราโซน  ซัลแบคแทม

    ตัวอย่างที่ 1  ตัวอย่างที่ 2  ตัวอย่างที่ 3  ตัวอย่างที่ 1  ตัวอย่างที่ 2  ตัวอย่างที่ 3

  1  3560145  3572567  3552636  405334  409373  407873
  2  3560379  3573202  3554431  406854  408824  407820
  3  3555056  3572290  3551340  406510  408936  406359
  4  3554835  3571747  3549946  406250  409221  407431
  5  3551937  3572791  3550651  406777  409310  407714
  6  3546660  3571554  3547075  405933  409097  407336

  Mean  3554835  3572359  3551013  406276  409127  407422

%RSD  0.1  0.02  0.1  0.1  0.1  0.1

 

ครั้งที่

  พื้นที่ใต้พีค

    เซโฟเพอราโซน  ซัลแบคแทม

    ตัวอย่างที่ 1  ตัวอย่างที่ 2  ตัวอย่างที่ 3  ตัวอย่างที่ 1  ตัวอย่างที่ 2  ตัวอย่างที่ 3

    6.1.2  ความเที่ยงของวิธี (Method precision)

      จากการฉีดสารละลาย Spiked sample solution ที่ระดับความเข้มข้น 0.15 มิลลิกรัมต่อ

มลิลิลติร ใน 3 ตวัอย่าง แต่ละตวัอย่างฉีดซำา้ 6 ครัง้ คำานวณค่าเฉลีย่ของพืน้ทีใ่ต้พคี และค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ได้ 

%RSD (ตารางที่ 5)

ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความเที่ยงของวิธี (Method precision) 
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6.2 ความเที่ยงของการเปลี่ยนสภาวะ  (Intermediate Precision)

  จากการวิเคราะห์สารละลายตัวอย่าง วันละ 6 ตัวอย่าง ทำาการทดสอบ 2 วัน โดยใช้นักวิเคราะห์ 2 คน 

และเครื่องมือ  2  เคร่ือง  คำานวณร้อยละของปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมเทียบกับสารมาตรฐาน  และ

%RSD ของแต่ละวนั พบว่า %RSD ของการทดสอบภายในวันเท่ากบั 0.4 และ 0.2  และ %RSD ของการทดสอบระหว่างวนั 

เท่ากับ 0.3 ซึ่งไม่เกิน 2.0  (ตารางที่ 6 และ 7)

รายการที่ทดสอบ       ปริมาณของ Cefoperazone (% labeled amount) 
    Intermediate

           Precision

      1  2  3  4  5  6  เฉลี่ย  %RSD  เฉลี่ย  %RSD

ระหว่างวัน  วันที่ 1  95.6  94.8  95.4  95.2  94.6  94.7  95.1  0.4  94.7  0.5

  วันที่ 2  94.3  94.1  94.4  94.6    94.3  94.0  94.3  0.2   

ระหว่างนักวิเคราะห์  คนที่ 1  95.6  94.8  95.4  95.2  94.6  94.7  95.1  0.4  95.9  1.0

  คนที่ 2  96.7  96.8  97.3  96.9  96.4  96.4  96.8  0.4   

ระหว่างเครื่องมือ  HPLC1  95.6  94.8  95.4  95.2  94.6  94.7  95.1  0.4  94.9  0.4

  HPLC2  94.3  94.6  94.8  94.9  94.8  94.7  94.7  0.2   

รายการที่ทดสอบ       ปริมาณของ Cefoperazone (% labeled amount) 
    Intermediate

           Precision

      1  2  3  4  5  6  เฉลี่ย  %RSD  เฉลี่ย  %RSD

ตารางที่ 6 ผลการทดสอบความเที่ยงของการเปลี่ยนสภาวะ Intermediate Precision ของเซโฟเพอราโซน

ตารางที่ 7  ผลการทดสอบความเที่ยงของการเปลี่ยนสภาวะ Intermediate Precision ของซัลแบคแทม

ระหว่างวัน  วันที่ 1  101.9  101.4  102.1  101.9  100.9  101.6  101.6  0.4  101.1  0.7

  วันที่ 2  100.5  100.2  100.6  101.0  100.6  100.3  100.5  0.3   

ระหว่างนักวิเคราะห์  คนที่ 1  101.9  101.4  102.1  101.9  100.9  101.6  101.6  0.4  101.7  0.4

  คนที่ 2  101.6  101.8  102.4  102.0  101.4  101.3  101.8  0.4   

ระหว่างเครื่องมือ  HPLC1  101.9  101.4  102.1  101.9  100.9  101.6  101.6  0.4  101.5  0.5

  HPLC2  100.4  101.0  101.8  101.8  101.4  101.3  101.3  0.5   

7.  การทดสอบความคงสภาพของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง

  จากการฉดีสารละลายมาตรฐานสารละลายตวัอย่างเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทมทีค่วามเข้มข้น 0.15 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ทุกๆ 1 ชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมงติดต่อกัน พบว่าสารละลายมีความคงสภาพในระหว่างทดสอบ

ได้ 24 ชั่วโมง โดยสารละลายมาตรฐานมีปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม ร้อยละ 97.5 และ 99.7 ตามลำาดับ   

และสารละลายตัวอย่างมีปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม ร้อยละ 96.8 และ 100.0 ตามลำาดับ  เมื่อเทียบกับ

ปริมาณที่จุดเริ่มต้น

8.  การทดสอบความทนของวิธีวิเคราะห์ (Robustness)

  8.1  ความคงสภาพของคอลัมน์

    จากการตรวจสอบประสิทธิภาพของคอลัมน์ Hypersil  BDS C18  ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้โดย

บันทึกค่า  theoretical  plates  ของพีคเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม  เมื่อเริ่มต้นใช้เท่ากับ  11644  และ  9936 

ตามลำาดับ  หลังจากจบการทดสอบ พบว่าฉีดสารละลายต่างๆ  ประมาณ  500  ครั้ง  ค่า  theoretical  plates  เท่ากับ 

10810 และ 9138 ตามลำาดับ 
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  8.2  ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงสภาวะของระบบ HPLC
    จากการทดลองเปลี่ยนสภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟ เพื่อศึกษาค่าพารามิเตอร์ต่างๆ เช่น 

retention time, tailing factor และ theoretical plates รวมทัง้วเิคราะห์หาปรมิาณเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทม 
ในตัวอย่างยาฉีด  เพื่อเปรียบเทียบผลวิเคราะห์  จากผลการทดสอบพบว่า  สภาวะต่างๆ  ของระบบโครมาโทกราฟที่
มีการเบ่ียงเบนไป  ยังคงให้ผลการวิเคราะห์ปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมที่มีค่า %RSD  ไม่เกิน  2.0  และ 

ค่า theoretical plates มีค่ามากกว่า 2,000  tailing factor ไม่เกิน 1.3  (ตารางที่ 8 และ 9)

ตารางที่ 8 ผลการทดสอบความทนของวิธีวิเคราะห์ (Robustness) ของเซโฟเพอราโซน

HPLC  No. 1  5.1  8869  0.9  96.3  96.8  97.1  96.7  0.4
column  No. 2*  5.0  11181  1.2  96.2  96.7  96.9  96.6  0.4
  No. 3  4.9  11735  1.2  96.1  96.8  97.0  96.6  0.5

สัดส่วน  70/30  4.0  10774  1.2  97.7  97.2  97.0  97.3  0.4
ของตัวพา  72/28*  5.0  11233  1.2  97.6  96.9  96.5  97.0  0.6
  75/25  8.1  11886  1.2  97.7  97.2  97  97.3  0.4

pH ของ  3.9  5.0  11382  1.1  97.4  97.1  96.9  97.1  0.3
buffer  4.0*  5.0  11233  1.2  97.6  96.9  96.5  97.0  0.6
  4.1  5  11288  1.2  97.4  96.9  96.7  97.0  0.4

Flow rate  0.9  5.6  11908  1.2  97.8  97.0  97.1  97.3  0.4
  1.0*  5.0  11233  1.2  97.6  96.9  96.5  97.0  0.6
  1.1  4.6  10815  1.2  97.6  97.3  97.1  97.3  0.3

สภาวะของระบบ  Retention  Theoretical  Tailing  ปริมาณของ Cefoperazone  (% labeled amount)

โครมาโทกราฟ  time  plates  factor  1  2  3  เฉลี่ย  %RSD

*สภาวะของระบบโครมาโทกราฟที่ทำาการตรวจสอบความถูกต้อง

ตารางที่ 9 ผลการทดสอบความทนของวิธีวิเคราะห์ (Robustness) ของซัลแบคแทม

สภาวะของระบบ  Retention  Theoretical  Tailing  ปริมาณของ Cefoperazone  (% labeled amount)

โครมาโทกราฟ  time  plates  factor  1  2  3  เฉลี่ย  %RSD

HPLC  No. 1  2.9  7292  0.9  101.1  101.3  101.3  101.2  0.1
column  No. 2*  2.9  9918  1.1  100.6  101.3  101.5  101.1  0.5
  No. 3  2.8  9682  1.2  101.1  102.1  102.2  101.8  0.6

สัดส่วน  70/30  2.6  9579  1.1  98.1  97.8  97.7  97.9  0.2
ของตัวพา  72/28*  2.9  9921  1.1  99.3  99.4  99.3  99.3  0.1
  75/25  3.6  10724  1.3  99.5  99.2  99.1  99.3  0.2

pH ของ  3.9  2.9  9893  1.1  99.1  99.0  99.0  99.0  0.1
buffer  4.0*  2.9  9921  1.1  99.3  99.4  99.3  99.3  0.1
  4.1  2.9  9963  1.2  99.8  99.3  99.1  99.4  0.4

Flow rate  0.9  3.2  10620  1.2  100.0  99.1  99.4  99.5  0.5
  1.0*  2.9  9921  1.1  99.3  99.4  99.3  99.3  0.1
  1.1  2.6  9200  1.2  99.9  99.7  99.8  99.8  0.1

*สภาวะของระบบโครมาโทกราฟที่ทำาการตรวจสอบความถูกต้อง
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9.  ขีดจำากัดของการตรวจพบ (Detection Limit) และขีดจำากัดของการหาเชิงปริมาณ (Quantitation 

Limit) ของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม

  เม่ือคำานวณขีดจำากัดของการตรวจพบและขีดจำากัดของการหาเชิงปริมาณของเซโฟเพอราโซน 

พบว่ามีค่า 0.005 และ 0.014 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำาดับ และขีดจำากัดของการตรวจพบและขีดจำากัดของการหา 

เชิงปริมาณของซัลแบคแทม พบว่ามีค่า 0.0025 และ 0.0075 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำาดับ คำานวณได้จากค่า slope 

และ Y-intercept ของสมการเส้นตรงจากผลในข้อ 3

วิจารณ์

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมในรูปแบบยาฉีด  (Cefoperazone  and  

Sulbactam for injection) เป็นยาทีย่งัไม่มวีธิมีาตรฐานในตำารายาเล่มใด ในการตรวจวเิคราะห์คณุภาพยาต้องทำาการ

ตรวจวิเคราะห์ตามทะเบียนตำารับยา ซึ่งแต่ละทะเบียนมีการใช้คอลัมน์ สารเคมี และวิธีในการตรวจวิเคราะห์ที่แตกต่าง

กันทำาให้ต้องเตรียมอุปกรณ์และสารเคมีหลากหลายชนิด และต้องใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์นาน  จากงานวิจัยของ 

Sreenivasulu E and Rani GT เรื่อง Validated RP-HPLC method for simultaneous estimation of 

sulbactam and cefoperazone in bulk and pharmaceutical  dosage  form งานวิจัยดังกล่าวใช้สภาวะของ

โครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง ดังนี้ คอลัมน์ phenomenex C18 ขนาด 4.6 × 150 mm บรรจุอนุภาค
ขนาด  5 ไมโครเมตร สารละลายตัวพาคือบัฟเฟอร์ pH 6.6 กับ acetonitrile ในอัตราส่วน 70 : 30 อัตราการไหล 0.8 

มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร  พบพีคของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทมที่ retention 

time เท่ากบั 9.32 และ 5.33 ตามลำาดบั  run time  เท่ากบั 20 นาท ี(10) ซึง่สภาวะดงักล่าวใช้เวลานาน วธิทีีพ่ฒันาขึน้

โดยใช้วิธีรีเวอร์สเฟสไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี ใช้คอลัมน์ชนิด BDS Hypersil C18 ขนาด 4.6 × 100 
มิลลิเมตร  ขนาดอนุภาค  3  ไมโครเมตร  สารละลายตัวพาประกอบด้วยส่วนผสมของสารละลาย  0.005  M  

Tetrabutylammonium hydroxide pH 4.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 72 : 28 โดยปริมาตร อัตราการไหล

ของตัวพา 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร พบพีคของเซโฟเพอราโซนและซัลแบคแทม

ที่ retention time เท่ากับ 5.0 และ 2.9 ตามลำาดับ  run time เท่ากับ 10 นาที ซึ่งใช้เวลาน้อยกว่า

ผลการตรวจสอบความถกูต้องของวธิ ีพบว่าวิธวิีเคราะห์มคีวามจำาเพาะเจาะจงต่อเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทม 

ไม่พบการรบกวนของสารสลายตัวที่เกิดขึ้นจากสภาวะต่างๆ ที่ทำาให้เกิดการสลายตัว

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการทดสอบ โดยศกึษาสารละลายมาตรฐานที ่5 ระดบัความเข้มข้น 

พบว่าช่วงของความเป็นเส้นตรงของเซโฟเพอราโซนอยู่ระหว่างความเข้มข้นในช่วง  0.0720  ถึง  0.2160  และช่วง 

ของความเป็นเส้นตรงของซัลแบคแทมอยู่ระหว่างความเข้มข้นในช่วง 0.0750 ถึง 0.2250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมี

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9999 และ 1.0000 ตามลำาดับ

การทดสอบความแม่นของวิธี ทำาการทดสอบที่ 5 ระดับความเข้มข้น คือ 0.075, 0.1125, 0.150, 0.1875 

และ 0.2250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าค่าร้อยละของการกลับคืนของเซโฟเพอราโซนอยู่ในช่วง 98.2 - 100.7 และ

ค่าร้อยละของการกลับคืนของซัลแบคแทมอยู่ในช่วง 99.8 – 101.4 ซึ่งอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้คือ ร้อยละ 98.0 – 102.0 

และค่า %RSD ไม่มากกว่า 2.0 แสดงถึงวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้มีความแม่น

การทดสอบความเที่ยง  พบว่ามีการทวนซำ้าได้  มีความเที่ยงจากการเปลี่ยนวันวิเคราะห์  เครื่องมือและนัก

วิเคราะห์  ผลการทดสอบได้ค่า %RSD  อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้คือไม่มากกว่า  2.0  แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถ 

ทวนซำ้าได้และมีความเที่ยง

การทดสอบความคงสภาพของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง  พบว่ามีความคงสภาพนาน 

24 ชั่วโมง การทดสอบความคงทนของวิธีพบว่าการเปลี่ยนคอลัมน์ สัดส่วน ความเป็นกรด-ด่างและอัตราการไหลของ

สารละลายตวัพา ไม่มีผลกระทบต่อระบบ ซึง่พิจารณาจากประสทิธภิาพของการแยก (theoretical plates) และรปูร่าง
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ของพคี (tailing factor มค่ีาไม่เกนิ 2.0) และจากผลการวเิคราะห์ปรมิาณเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทมในรปูแบบ

ยาฉีดในสภาวะที่มีการเปลี่ยนแปลงดังกล่าว ได้ผลการทดสอบที่มีค่า %RSD ไม่เกิน 2.0 เป็นการยืนยันว่าเมื่อสภาวะ

ของระบบโครมาโทกราฟมีการเปล่ียนแปลงไปเล็กน้อยจะไม่กระทบต่อผลวิเคราะห์  แสดงว่าวิธีที่พัฒนาข้ึนมีความทน

ต่อสภาวะที่เปลี่ยนแปลง 

การตรวจสอบขีดจำากัดของการตรวจพบและขีดจำากัดของการหาเชิงปริมาณของเซโฟเพอราโซน มีค่าเท่ากับ 

0.005 และ 0.014 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำาดับ และซัลแบคแทม พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.0025 และ 0.0075 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ตามลำาดับ

สรุป

วธิวีเิคราะห์เซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทมในรปูแบบยาฉดี ด้วย HPLC ทีพ่ฒันาขึน้นี ้สามารถใช้วเิคราะห์

ปรมิาณเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทมในรูปแบบยาฉดีได้อย่างถกูต้อง แม่นยำา มคีวามจำาเพาะเจาะจงต่อตวัยาสำาคญั 

และใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์น้อย สามารถนำาไปใช้เป็นวธิมีาตรฐานของศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ที ่10 อบุลราชธาน ี

ในการตรวจวเิคราะห์คณุภาพยาเพ่ือเป็นการคุม้ครองผู้บริโภคให้ได้บริโภคยาทีม่ปีระสทิธภิาพในการรกัษาและปลอดภยั

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณนางศุภวรรณ  เกตุอินทร์  และนางสาวจริยา  สุขผล  ที่กรุณาให้คำาปรึกษา  และเจ้าหน้าที่ศูนย์

วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 10 อุบลราชธานี ทุกท่าน ที่ให้การดำาเนินงานสำาเร็จได้ด้วยดี

เอกสารอ้างอิง

 1.  ยุพิน สังวรินทะ, สุภีนันท์ อัญเชิญ, พยงค์ วณิเกียรติ, นพมาศ วงศ์วิทย์เดชา, บรรณาธิการ. เภสัชวิทยา. พิมพ์ครั้งที่ 5. 
กรุงเทพฯ : คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล; 2543. หน้า 459-469.

  2.  Trivedi HK, Kshtri N,  Patel MC. A Rapid,  validated RP-HPLC method  for  the  simultaneous  
determination  of  cleaning  validation  and  cross-contamination  of  12  beta-lactam  compounds. 
Sci Pharm 2013; 81: 151-65.

  3.  ประกาศคณะกรรมการพัฒนาระบบยาแหง่ชาต ิเรือ่ง บญัชยีาหลกัแหง่ชาติ พ.ศ. 2556. ราชกจิจานเุบกษา เลม่ที ่130 ตอน
พิเศษ 126 ง (ลงวันที่ 30 กันยายน 2556).

  4.  งานบริการข้อมูลผลิตภัณฑ์สุขภาพผ่านอินเทอร์เน็ต. ผลิตภัณฑ์ยา. [ออนไลน์]. 2557 [สืบค้น 29 ธ.ค. 2557]; [5 หน้า]. 
เข้าถึงได้จาก : URL: http://fdaolap.fda.moph.go.th/logistics/drgdrug/Dserch.asp.

  5.  Sreenivasulu E, Rani GT. Validated RP-HPLC method for simultaneous estimation of sulbactam 
and cefoperazone in bulk and pharmaceutical dosage form. Int J Curr Res Chem Pharma Sci 2014; 
1(10): 60-7.

  6.  United  States  Pharmacopeia National  Formulary  (USP/NF).  36th ed.  Validation  of  compendial 
procedures <1225>. Rockville, MD: The United States Pharmacopeia Convention; 2013. p. 983.

  7.  International  Conference  on  Harmonisation  of  Technical  Requirements  for  Registration  of  
Pharmaceuticals for Human Use. Validation of analytical procedures: text and methodology Q2(R1). 
ICH Steering Committee; Nov 2005.

  8.  Center for Drug Evaluation and Research (CDER). Reviewer guidance: validation of chromatographic 
methods. Rockville, MD: FDA; Nov 1994.



วธิวีเิคราะห์ยาเซโฟเพอราโซนและซลัแบคแทม ด้วยโครมาโทกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสงู  ภณดิา  รตันานกุลู และประชาพร  ผลสิน

23วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 59 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2560

Development and Validation of Analytical 
Medthod for the Assay of Cefoperazone  

and Sulbactam for Injection by High 
Performance Liquid Chromatography

Panida rattananukul and Prachaporn Polsin
Regional Medical Science Center 10th, Department of Medical Sciences, Amphoe Mueang, Ubon Ratchathani 

34000, Thailand

AbStrACt The  analytical method  for  Cefoperazone  and  Sulbactam  for  injection was  developed  
using a reversed-phase high performance liquid chromatography. The stationary phase was Hypersil BDS 
C18 Column while the optimum mobile phase was 0.005 M Tetrabutylammonium hydroxide pH4.0 and  
acetonitrile (72:28), with a flow rate of 1.0 ml/min. and the detector wavelength at 230 nm. Method  
validation data showed a good specificity by separation of Cefoperazone and Sulbactam from the unknown 
degradation products. The linearity was found at the range of  Cefoperazone concentrations between 0.0720 
to 0.2160 mg/ml and 0.0750 to 0.2250 mg/ml of Sulbactam concentrations, with the correlation coefficient 
of 0.9999 and 1.0000 respectively.  Mean percentage recoveries of Cefoperazone and Sulbactam were 99.4 
(%RSD = 0.9) and 100.4 (%RSD = 0.4) respectively. The repeatability and  precision varied from 0.0 to 1.0 
%RSD. The method was rugged and robust to the variations of HPLC system tested including retention 
time, tailing factor and theoretical plates. The detection limit and the quantitation limit for Cefoperazone 
were 0.005 and 0.014 mg/ml and for Sulbactam were 0.0025 and 0.0075 mg/ml. The developed method is 
therefore suitable for assay of Cefoperazone and Sulbactam for injection.

Keywords: Cefoperazone and sulbactam for injection, method validation, reversed-phase 
 high performance liquid chromatography
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บทคดัยอ่ :  เมทแอมเฟตามนี เปน็ยาเสพตดิทีเ่ป็นปญัหาสำาคญัของประเทศ ซึง่แพร่ระบาดและมคีวามรนุแรงของปัญหาอยา่ง
ตอ่เน่ือง  มาตรการหนึง่ในการควบคมุดแูลปญัหายาเสพตดิ คอื การตรวจจับ และตรวจพิสูจนย์าเสพตดิของกลาง เพือ่การดำาเนนิ
การตามกฎหมาย  การตรวจพิสูจน์จำาเป็นต้องใช้สารมาตรฐานซึ่งจัดหายาก และมีราคาแพง ดังนั้น เพื่อให้สามารถระบุถึงระยะ
เวลาการใช้งานของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนที่เตรียมขึ้นใช้ในห้องปฏิบัติการ  จึงศึกษาความคงตัวของสารละลาย
มาตรฐานเมทแอมเฟตามนีทีใ่ชใ้นการตรวจวเิคราะหป์รมิาณเมทแอมเฟตามนีในตัวอยา่งของกลางยาเสพติด โดยการเปรยีบเทยีบ 
ผลการตรวจวเิคราะหป์รมิาณเมทแอมเฟตามนีในของกลางยาบา้ดว้ยเทคนคิแกส๊โครมาโทกราฟ ี ในระยะเวลา 128 วนั ระหวา่ง
การใช้สารละลายมาตรฐานของเมทแอมเฟตามีนท่ีความเข้มข้น  ประมาณ  0.4  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในคลอโรฟอร์ม  และเก็บ
ไว้ที่  2-8  องศาเซลเซียส  กับการใช้สารละลายมาตรฐานที่เตรียมใหม่ทุกครั้งในการวิเคราะห์    จากการตรวจวิเคราะห์พบว่า 
ความแตกต่างของร้อยละโดยน้ำาหนักของปริมาณเมทแอมเฟตามีนในตัวอย่างของกลางจากการใช้สารละลายมาตรฐาน 2 แบบ 
อยู่ในช่วง  0.11 - 1.96  ดังนั้น  จึงสามารถระบุได้ว่าสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนที่เตรียมในคลอโรฟอร์มสามารถใช้ 
ในการตรวจวเิคราะห์ปรมิาณเมทแอมเฟตามนีได ้128 วนั  ทัง้น้ีการศกึษาถงึความคงตัวของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามนี 
และสารเสพติดชนิดอื่นๆ  ที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์  ถือว่าเป็นการสนับสนุนแนวทางการแก้ไขปัญหายาเสพติด  และ 
การดำาเนินการทางอรรถคดีให้ได้ประโยชน์อย่างคุ้มค่า และมีประสิทธิภาพสูงสุด
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บทนำา

ประเทศไทยประสบกับปัญหายาเสพติดทั้งในด้านการเป็นพื้นที่ผลิต  พื้นที่การค้า  พื้นที่เเพร่ระบาด  เเละ 

การเป็นเส้นทางผ่านของยาเสพติด โดยมียาเสพติดหลัก คือ ยาบ้า ไอซ์ กัญชา เฮโรอีน สารระเหย โคเคน เอ็คซ์ตาซี 

เเละวัตถุออกฤทธิ์ต่อจิตและประสาทบางชนิด ดังนั้น ยาเสพติดจึงเป็นปัญหาสำาคัญของประเทศ มีการแพร่ระบาดและ 

มคีวามรนุแรงของปัญหาอย่างต่อเน่ือง  มาตรการหนึง่ในการควบคมุดแูลปัญหายาเสพตดิของประเทศ คอื การตรวจจบั 

และตรวจพิสจูน์ยาเสพตดิของกลางดงักล่าวเพือ่การดำาเนนิการตามกฎหมาย สำานกัยาและวตัถเุสพตดิ เป็นหนึง่ในสถาน

ตรวจพสิจูน์ตามคำาส่ังคณะกรรมการป้องกนัและปราบปรามยาเสพตดิที ่3/2533 เรือ่งกำาหนดสถานตรวจพสิจูน์  ระเบยีบ

สำานักนายกรัฐมนตรีว่าด้วยการจัดยึดและตรวจพิสูจน์ยาเสพติด พ.ศ.  2537(1)   ซึ่งมีหน้าที่ในการตรวจพิสูจน์ตัวอย่าง

ของกลางที่จับยึดได้ ทั้งในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ  โดยเฉพาะยาเสพติดให้โทษประเภท 1 เช่น เมทแอมเฟตามีน 

(ภาพที ่1) เฮโรอนี ส่วนวตัถอุอกฤทธิต่์อจิตและประสาทประเภท 1 เช่น คีตามนี ซึง่บทกำาหนดโทษของการมไีว้ครอบครอง 

ของสิ่งผิดกฎหมายเหล่านี้จะแตกต่างกันไป  ขึ้นกับชนิด  และปริมาณยาเสพติดที่ตรวจพบในของกลางยาเสพติด 

ที่จับยึดได้(2-3)

ยาเสพติดที่มีสถิติของการจับกุม จับยึดของกลาง และส่งมาตรวจหาปริมาณสูงสุด ได้แก่ เมทแอมเฟตามีน 

รองลงมา  คือ  เฮโรอีน  และ  3,  4-เมทิลลีนไดออกซีเมทแอมเฟตามีน  ส่วนวัตถุออกฤทธิ์ฯ  คือ  คีตามีน  ดังนั้น 

สารมาตรฐานของยาเสพติดเหล่าน้ีจะมีปรมิาณการใช้สงู โดยเฉพาะอย่างยิง่สารมาตรฐานเมทแอมเฟตามีน ซึง่มปีรมิาณ

การใช้มากกว่าสารมาตรฐานยาเสพตดิชนิดอ่ืนๆ  เนือ่งจากในช่วงปี 2550 - 2554  สำานกัยาและวัตถุเสพตดิได้รบัตวัอย่าง

ยาบ้า และไอซ์ ซึง่ต้องตรวจหาปรมิาณของเมทแอมเฟตามนี ในของกลางทีจ่บัยดึได้ และส่งมาตรวจวเิคราะห์ทีส่ำานกัยา

และวัตถุเสพติด รวมประมาณ 8,000 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 30 ของจำานวนตัวอย่างทั้งหมดที่ได้รับ(4) ในการตรวจ 

วิเคราะห์ยาเสพติด  หรือวัตถุออกฤทธิ์ต่อจิตและประสาท ทั้งการตรวจเชิงคุณภาพ  และเชิงปริมาณต้องทำาการตรวจ

สอบเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานของสารชนิดน้ันๆ  โดยเฉพาะการตรวจสอบปริมาณยาเสพติด หรือวัตถุออกฤทธิ์ฯ 

ต้องมีการใช้สารมาตรฐานท่ีทราบค่าและมีการคำานวณเปรียบเทียบเป็นปริมาณในของกลางที่ส่งตรวจ  หรือจับยึดได้  

ซึ่งสารมาตรฐานยาเสพติด  หรือวัตถุออกฤทธิ์ฯ  ที่จะนำามาใช้ต้องเป็นสารมาตรฐานที่มีใบรับรองตามระบบคุณภาพ 

ซึ่งจะมีความยุ่งยากซับซ้อนในขั้นตอนของการจัดซื้อ  หรือการมีไว้ในครอบครองซ่ึงสารมาตรฐานดังกล่าว  เนื่องจาก

ต้องมีการขออนุญาตกับสำานักงานคณะกรรมการอาหารและยา และสารมาตรฐานดังกล่าวมีราคาแพง ดังนั้น การใช้สาร

มาตรฐานยาเสพติด และวัตถุออกฤทธิ์ฯ จึงต้องดำาเนินการอย่างคุ้มค่า มีประสิทธิผล และมีประสิทธิภาพสูงสุด 

ในการตรวจวิเคราะห์ซึ่งจำาเป็นต้องใช้สารมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนปริมาณมาก  การเตรียมสารมาตรฐาน

ให้อยู่ในรูปแบบของสารละลาย  เก็บไว้ในสภาวะ  และภาชนะที่เหมาะสม  โดยเก็บไว้ในตู้เย็นที่  2-8  องศาเซลเซียส 

ในภาชนะแก้วปิดสนิท เพ่ือให้สารละลายมาตรฐานมคีวามคงทน สลายตวัน้อยทีส่ดุ นบัเป็นวธิกีารหนึง่ทีห้่องปฏบิตักิารใช้ 

ภาพที่ 1 โครงสร้างของเมทแอมเฟตามีน 
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ซึ่งช่วยให้สามารถลดปริมาณการใช้สารมาตรฐานได้อย่างมีประสิทธิภาพ  เนื่องจากสามารถเก็บสารละลายมาตรฐานไว้

ใช้ได้ในช่วงระยะเวลาหนึ่ง  แทนการเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง 

สำาหรับสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนที่มีจำาหน่ายจะเตรียมในตัวทำาละลายเมทานอลท่ีความเข้มข้น 

1.0  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และกำาหนดอายุการใช้งานไว้ท่ี  42  เดือน  ถ้าเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส(5)  

นอกจากนี้จากการศึกษาส่วนใหญ่พบว่าสารละลายมาตรฐานสารเสพติดชนิดต่างๆ  ในตัวทำาละลายอินทรีย์(6-9)  เช่น 

เมทานอล คลอโรฟอร์ม หรือในตัวอย่างชีววัตถุ(10-16) เช่น เลือด ซีรัม ปัสสาวะ มีความคงตัวค่อนข้างสูง และสามารถ

เก็บไว้ที่อุณหภูมิต่างๆ เช่น ที่ 4 หรือ 20 องศาเซลเซียสได้นานเป็นระยะเวลา ต่างๆ กันไป ตั้งแต่กว่า 1 สัปดาห์ จนถึง

หลายเดือน  

ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณเมทแอมเฟตามีนด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟีของห้องปฏิบัติการของกลุ่ม

วัตถุเสพติด สำานักยาและวัตถุเสพติด จะเตรียมสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนในคลอโรฟอร์ม เก็บไว้ในตู้เย็น

ที่  2-8 องศาเซลเซียส และใช้งานภายในเวลา 2  เดือน ดังนั้น  เพื่อให้มั่นใจว่าสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีน 

ในสภาวะที่เตรียมขึ้นใช้ในห้องปฏิบัติการมีความเหมาะสมในช่วงระยะเวลาการใช้งานตามที่กำาหนดไว้  ในปี  2556 

จึงได้ศึกษาถึงอายุการใช้งานที่ถูกต้อง เหมาะสมของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีน เพื่อให้การใช้สารมาตรฐาน

เมทแอมเฟตามีนเป็นไปอย่างคุ้มค่า และมีประสิทธิภาพสูงสุดในการดำาเนินการทางอรรถคดีต่อไป

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์

-  เครื่องชั่ง Mettler Toledo XP5003SDR

-    เครื่องชั่ง Mettler Toledo XP205DR 

-   Gas Chromatograph Shimadzu model 2010 plus, FID detector

สารมาตรฐานและสารเคมี

เมทแอมเฟตามนี ไฮโดรคลอไรด์ (DMSc Reference Standard) Control No. 04A54164  (100.08% as is)

แคฟเฟอีน (DMSc Reference Standard) Control No. 04A54043  (99.58% as is)

คลอโรฟอร์ม AR grade 

Anhydrous sodium sulfate AR grade

10% โซเดียมไฮดรอกไซด์

ตารางที่ 1 สภาวะของเครื่อง Gas Chromatograph ในการตรวจวิเคราะห์ 

Column  Capillary; DB-5, length 30 m., ID 0.25 mm., film thickness 0.25 mm.
Detector temperature   250 ำC
Injector temperature   200 ำC
Flow rate  2.44 ml/min
Carrier gas  Helium
Oven temperature program  100 ำC  for 2 min,100-240 ำC  at 20 ำC/min, 240 ำC  for 2 min
Detector   Flame Ionization Detector

  Instrument  GC Shimadzu 2010
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ตัวอย่าง

ของกลางยาบ้า เลขท่ีตวัอย่าง 2255-206190  จำานวน 1 ตวัอย่าง ลกัษณะเป็นเมด็กลมแบนสส้ีม ด้านหนึง่เรยีบ 

อกีด้านมอีกัษร  “ M ”  (ซึง่ทราบข้อมูลเบือ้งต้นของปรมิาณเมทแอมเฟตามนี และแคฟเฟอนีในตวัอย่างของกลางแล้ว)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน ชั่งสารมาตรฐานเมทแอมเฟตามีน ไฮโดรคลอไรด์ 20.116 มิลลิกรัม และ

แคฟเฟอนี 49.880 มิลลกิรมั ใส่ในกรวยแยกขนาด 60 มลิลลิติร เตมินำา้ 10 มลิลลิติร เขย่าให้ละลาย และปรบัให้เป็นด่าง 

(pH 8 - 9) ด้วย 10% โซเดียมไฮดรอกไซด์ สกัดด้วยคลอโรฟอร์ม 4 ครั้ง ครั้่งละ 12 มิลลิลิตร เก็บชั้นคลอโรฟอร์ม

โดยกรองผ่าน anhydrous sodium sulfate ลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบด้วย

คลอโรฟอร์ม เก็บสารละลายมาตรฐานในตู้เย็นที่ 2-8 องศาเซลเซียส  

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง บดตัวอย่างของกลางยาบ้า เลขที่ตัวอย่าง 2255-206190 จำานวน 10 เม็ดให้

ละเอียด ชั่งนำ้าหนักผงยา (n=2) ประมาณ 80 มิลลิกรัม  ใส่ในกรวยแยกขนาด 60 มิลลิลิตร เติมนำ้า 10 มิลลิลิตร เขย่า

ผงยาให้กระจายตัว และปรับให้เป็นด่าง (pH 8 - 9) ด้วย  10% โซเดียมไฮดรอกไซด์ สกัดด้วยคลอโรฟอร์ม 4 ครั้ง 

ครั้งละ 12 มิลลิลิตร เก็บชั้นคลอโรฟอร์มโดยกรองผ่าน anhydrous sodium sulfate ลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด 

50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบด้วยคลอโรฟอร์ม เก็บในขวดปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ปิดให้สนิทในตู้เย็นที่ 

2-8 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการศึกษาความคงสภาพของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีน

การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง  ตามมาตรฐานวิธีการตรวจหาปริมาณเมทแอมเฟตามีน  ด้วยเทคนิค 

Gas chromatography ซึ่งเป็นวิธีที่ผ่านการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีแล้วตาม SOP No. 2202010 ใช้สภาวะ

ของการฉดีดังตารางท่ี 1 ทำาการตรวจวิเคราะห์สารละลายตวัอย่าง 2255-206190 เทยีบกบัสารละลายมาตรฐานทีเ่ตรียม 

และเก็บไว้ในตู้เย็นที่ 2-8 องศาเซลเซียส ที่เวลา 0, 4, 21, 37, 51, 67, 93 และ 128 วัน เทียบกับสารละลายมาตรฐาน

ที่เตรียมใหม่ ณ วันที่ทำาการตรวจวิเคราะห์  

การประเมนิผล โดยการเปรยีบเทียบปรมิาณเมทแอมเฟตามนีทีต่รวจวเิคราะห์ได้ ซึง่คำานวณอยูใ่นหน่วยของ 

ร้อยละโดยนำ้าหนัก  (%w/w)  ระหว่างการใช้สารละลายของสารมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนที่เตรียมเก็บไว้กับการใช้

สารละลายของสารมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนที่เตรียมใหม่ทุกครั้งที่ตรวจวิเคราะห์  ระยะเวลาที่สารละลายมาตรฐาน 

ทั้งสองตรวจวิเคราะห์ปริมาณเมทแอมเฟตามีนในตัวอย่างของกลางแล้วได้ร้อยละโดยนำ้าหนักแตกต่างกันไม่เกิน  3 

ถือว่าเป็นอายุการใช้งานของสารละลายมาตรฐานที่เตรียมขึ้น  และสามารถเก็บไว้ใช้ตรวจวิเคราะห์ปริมาณเมทแอม 

เฟตามีนในตัวอย่างได้(18)

ข้อมูลการใช้สารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณเมทแอมเฟตามีน

ข้อมูลจากการใช้สารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนที่เตรียมไว้สำาหรับงานตรวจวิเคราะห์ปริมาณ 

เมทแอมเฟตามีนในของกลางยาบ้า  และไอซ์ที่จับยึดได้โดยหน่วยงานในสังกัดสำานักงานตำารวจแห่งชาติ  และส่งตรวจ 

ทีห้่องปฏบิติัการวัตถเุสพติด สำานักยาและวัตถเุสพติด  ด้วยเทคนคิ gas chromatography ตามมาตรฐานวธิกีารตรวจหา

ปรมิาณเมทแอมเฟตามีน ไฮโดรคลอไรด์ (SOP No. 2202010) แล้วเกบ็ไว้ใช้ในช่วงเวลาประมาณ 60 - 75 วนั จำานวน 

25  รุ่นการเตรียม  ซึ่งเตรียมโดยนักวิเคราะห์ของกลุ่มวัตถุเสพติด  สำานักยาและวัตถุเสพติด  จำานวน  5  คน  ในช่วง

ปีงบประมาณ  2554  ถึง  2555  โดยการบันทึกค่าพื้นที่ใต้กราฟของเมทแอมเฟตามีน  และแคฟเฟอีนของสารละลาย

มาตรฐานที่เตรียมขึ้น และเก็บไว้ที่ 2-8 องศาเซลเซียส โดยคำานวณอัตราส่วนของพื้นที่ใต้พีคของเมทแอมเฟตามีนกับ

พื้นที่ใต้พีคของแคฟเฟอีน และ %RSD ของการเตรียมสารละลายมาตรฐานแต่ละครั้งของนักวิเคราะห์แต่ละคน 

การประเมินผล  อัตราส่วนของพื้นที่ใต้กราฟของเมทแอมเฟตามีน และแคฟเฟอีนในสารละลายมาตรฐาน 

ที่เตรียม และเก็บไว้ใช้ในระยะเวลา 60 –75 วัน ต้องมีค่า %RSD ไม่เกิน 3 จึงจะถือว่าเมทแอมเฟตามีนในสารละลาย

มาตรฐานนั้นให้ค่าสัญญาณที่ไม่แตกต่างกัน
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ผล

จากการตรวจวิเคราะห์ปริมาณเมทแอมเฟตามีนในตัวอย่างยาบ้า  1  ตัวอย่าง  จำานวน  8  ครั้ง  ในช่วงระยะ

เวลา  0 - 128 วัน เพื่อศึกษาความคงตัวของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีน พบว่าลักษณะโครมาโทแกรมของ 

เมทแอมเฟตามีนในวันที่ 128 ของการเตรียมไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับวันแรกของการเตรียม (ภาพที่ 2) และ 

ปรมิาณเมทแอมเฟตามีนทีต่รวจโดยใช้สารมาตรฐานในวนัแรกทีเ่ตรยีม แล้วเกบ็ไว้ในตูเ้ยน็ และนำามาใช้ตรวจวเิคราะห์

ตัวอย่างเป็นระยะๆ  จนถึงวันที่  128  อยู่ในช่วง  19.11  ถึง  19.34 %w/w  โดยมีปริมาณเมทแอมเฟตามีนที่ต่างจาก 

วันแรกที่เตรียมอยู่ในช่วง 0 - 0.016 %w/w และในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกันนี้โดยใช้สารละลายมาตรฐาน

เมทแอมเฟตามีนที่เตรียมใหม่ทุกครั้งที่วิเคราะห์  ในระยะเวลา 128 วัน พบว่าปริมาณเมทแอมเฟตามีน จะอยู่ในช่วง 

18.66 ถึง 21.30 %w/w ซึ่งพบว่ามีปริมาณเมทแอมเฟตามีนที่ต่างจากวันแรกที่เตรียมอยู่ในช่วง 0.04 – 2.03 %w/w 

(ตารางที่ 2) 

ตารางที่ 2  ผลการตรวจปริมาณเมทแอมเฟตามีนในตัวอย่างของกลาง

  0  19.27  -  19.27  -
  4  19.34  0.07  21.30  2.03
  21  19.25  -0.02  21.01  1.74
  37  19.15  -0.12  20.26  0.99
  51  19.27  0.00  20.35  1.08
  67  19.30  0.03  20.37  1.10
  93  19.11  -0.16  18.66  -0.61
  128  19.34  0.07  19.23  -0.04

ปริมาณของเมทแอมเฟตามีน 

  วันที่  เทียบกับสารละลายมาตรฐานที่เตรียมเก็บไว้  เทียบกับสารละลายมาตรฐานที่เตรียมใหม่

  ตรวจพบ  ปริมาณที่ต่างจากวันแรก  ตรวจพบ  ปริมาณที่ต่างจากวันแรก
  (%w/w)  (%w/w)  (%w/w)  (%w/w)

ภาพที่ 2    แสดงโครมาโทแกรมของเมทแอมเฟตามีน และแคฟเฟอีนในสารละลายมาตรฐาน
ณ วันที่ 0 (A) และวันที่ 128 (B) 

(A) (B)
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จากการเปรียบเทียบปริมาณเมทแอมเฟตามีนที่วิเคราะห์ได้  ระหว่างการใช้สารละลายของสารมาตรฐาน 

เมทแอมเฟตามีนที่เตรียมเก็บไว้  กับการใช้สารละลายของสารมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนที่เตรียมใหม่ทุกครั้งท่ีตรวจ

วิเคราะห์ ในช่วง 0 - 128 วัน ให้ผลแตกต่างกันอยู่ในช่วง 0.11 - 1.96 %w/w  (ตารางที่ 3 และภาพที่ 3)  ซึ่งแสดง

ถึงความคงตัวของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนในช่วง  128  วัน  ที่ทำาการทดสอบ  จึงสามารถกำาหนดอายุการ 

ใช้งานของสารมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนในคลอโรฟอร์มได้เป็น 128 วัน

ตารางที่  3    ปริมาณเมทแอมเฟตามีนในตัวอย่างของกลางเมื่อเทียบกับสารละลายมาตรฐานที่เตรียมเก็บไว้  และสารละลาย
มาตรฐานที่เตรียมใหม่

 
วันที่

    ปริมาณของเมทแอมเฟตามีน (%w/w)
    A  B  A-B

  0  19.27  19.27  0
  4  19.34  21.30  1.96
  21  19.25  21.01  1.76
  37  19.15  20.26  1.11
  51  19.27  20.35  1.08
  67  19.30  20.37  1.07
  93  19.11  18.66  0.45
  128  19.34  19.23  0.11

หมายเหตุ :  A =  เทียบกับสารละลายมาตรฐานที่เตรียมเก็บไว้
              B =  เทียบกับสารละลายมาตรฐานที่เตรียมใหม่

ภาพที่ 3  เปรียบเทียบปริมาณเมทแอมเฟตามีนในตัวอย่างของกลางในช่วงระยะเวลา 128 วัน
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ตารางท่ี 4  อตัราส่วนพืน้ท่ีใต้กราฟของเมทแอมเฟตามนี และแคฟเฟอนีของสารละลายมาตรฐานทีเ่ตรยีม และ %RSD  

  1  0.8223   0.8064   0.7785  0.7993  0.8253
    (1.00)  (0.91)  (2.36)  (2.07)   (0.18)

  2  0.7986   0.7763  0.8402  0.7482  0.8300
    (2.90)  (0.75)  (2.75)  (1.61)   (0.21)

  3  0.8010   0.7735  0.8314  0.8050  0.7909
    (1.62)  (0.02)  (2.02)  (2.32)   (2.25)

  4  0.7599   0.7686  0.8213  0.7627  0.7624
    (2.38)  (1.29)  (2.75)  (2.19)   (2.50)

  5  0.7881   0.7796  0.7504  0.8027  0.8090
    (1.77)  (0.12)  (2.28)  (2.52)  (0.14)

อัตราส่วนของพื้นที่ใต้กราฟของเมทแอมเฟตามีน และแคฟเฟอีน (%RSD)
ครั้งที่ของ
การเตรียม   นักวิเคราะห์  นักวิเคราะห์  นักวิเคราะห์  นักวิเคราะห์  นักวิเคราะห์

  คนที่ 1  คนที่ 2  คนที่ 3  คนที่ 4  คนที่ 5

วิจารณ์

ในปี พ.ศ. 2550 กลุม่วตัถเุสพตดิ สำานกัยาและวตัถเุสพติด ได้เคยทำาการศกึษาอายกุารใช้งานของสารละลาย

มาตรฐานเมทแอมเฟตามีนในคลอโรฟอร์มท่ีใช้สำาหรบัการตรวจหาปรมิาณเมทแอมเฟตามนีในของกลาง และได้กำาหนด

อายุการใช้งานไว้ที่ 2 เดือน เนื่องจากหลังจากเก็บสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนไว้มากกว่า 60 วัน ทำาให้ร้อยละ 

โดยนำ้าหนักของปริมาณเมทแอมเฟตามีนที่วิเคราะห์ได้เปลี่ยนแปลงไปมากกว่า  3%  โดยเป็นการเปลี่ยนแปลงในทาง

เพิ่มขึ้น  อาจเป็นเพราะการเปิดและปิดภาชนะของตัวอย่างท่ีทดสอบไม่เป็นระบบปิดที่ดีพอ  ในการศึกษาครั้งนี้จึงเพิ่ม

ความระมัดระวังในประเด็นการเปิด-ปิดภาชนะมากขึ้น  และพบว่าสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนที่เตรียม

ในคลอโรฟอร์มสามารถใช้เป็นสารละลายมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณเมทแอมเฟตามีนได้  128  วัน  ซึ่ง

สอดคล้องกับสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนในเมทานอลที่มีจำาหน่ายอยู่(4) และสนับสนุนการศึกษาต่างๆ  

ทีพ่บว่าสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามนีในตวัทำาละลายอนิทรย์ี หรอืในนำา้มคีวามคงตวัสงู ไม่พบการสลายตวัช่วง

เวลา 128 วนั เช่นเดยีวกบัผลท่ีได้จากการศกึษาน้ี แต่เนือ่งจากคลอโรฟอร์มระเหยได้ดเีมือ่เทียบกบัตวัทำาละลายอืน่ๆ เช่น 

นำ้า  หรือเมทานอล มีผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในทางเพ่ิมข้ึนของความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานได้มากกว่าตัว

ทำาละลายชนิดอื่นๆ    การศึกษาเพื่อกำาหนดอายุการใช้งานของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนนี้เป็นการศึกษา 

คร้ังที่  2  และเป็นการศึกษาสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนในคลอโรฟอร์ม  ไม่ได้เตรียมในเมทานอลซึ่งเป็น

ตัวทำาละลายที่ระเหยยากกว่า  เนื่องจากวิธีที่ห้องปฏิบัติการใช้ในการตรวจวิเคราะห์เมทแอมเฟตามีนเป็นเทคนิคแก๊ส 

โครมาโทกราฟี จะให้สัญญาณของเมทานอลมีขนาดใหญ่มาก และรบกวนผลการตรวจวิเคราะห์ที่ได้  ดังนั้น หากทำาการ

ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอื่นๆ อาจสามารถปรับตัวทำาละลายที่ใช้ได้

จากการใช้งานในห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์พบว่า  สารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนในขวดปรับ

ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร จะสามารถแบ่งใส่ขวดสำาหรับฉีดเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี เพื่อการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ

เมทแอมเฟตามีนได้ไม่มากกว่า  8  ครั้ง  สารละลายมาตรฐานก็จะหมด  เนื่องจากต้องมีการล้างขวดสำาหรับฉีดที่บรรจุ

สารละลายมาตรฐานด้วยสารละลายมาตรฐานดังกล่าวก่อนบรรจุจริงประมาณ 4-5 มิลลิลิตร ดังนั้น ในทางปฏิบัติจริง
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สารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนปริมาตร 50 มิลลิลิตร สามารถใช้ในการตรวจวิเคราะห์ได้ประมาณ 2 - 3 เดือน

เท่านัน้ เนือ่งจากนกัวิเคราะห์จะตรวจหาปรมิาณเมทแอมเฟตามนีในตวัอย่างยาบ้า หรอืไอซ์  จำานวน 3 - 4 ครัง้ต่อเดอืน  

จึงเป็นเหตุผลให้มีการกำาหนดอายุการใช้งานของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนของห้องปฏิบัติการวัตถุเสพติด 

2 กลุ่มวัตถุเสพติด ไว้ที่ 2 เดือน ซึ่งจะสอดคล้องกับการปฏิบัติงานจริงมากที่สุด  ทั้งนี้หากต้องการวางแผนการเตรียม

สารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนให้มีปริมาตรมากขึ้นเพื่อให้สามารถเก็บไว้ใช้ได้นานขึ้น  ก็ต้องพิจารณาในเรื่อง

ของข้อจำากัดของการระเหยได้ง่ายของตัวทำาละลายด้วย

ค่าร้อยละโดยนำ้าหนักของเมทแอมเฟตามีนจากการตรวจสอบตัวอย่างยาบ้าเมื่อใช้สารละลายมาตรฐานที่

เตรียมแล้วเก็บไว้  (19.11 ถึง  19.34  เปอร์เซ็นต์) มีการเปลี่ยนแปลงน้อยกว่าการใช้สารละลายมาตรฐานที่เตรียมขึ้น

ใหม่ทุกครั้ง  (18.66  ถึง  21.30  เปอร์เซ็นต์)  แสดงให้เห็นว่าอาจมีปัจจัยจากข้ันตอนการเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

ซึ่งจะต้องมีขั้นตอนของการสกัด แต่อย่างไรก็ตามผลการตรวจวิเคราะห์ที่ได้ก็ยังอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้  

จากการเก็บข้อมูลการใช้สารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีน  ในการตรวจวิเคราะห์จริงในห้องปฏิบัติการ 

ซึ่งจะช่วยให้เห็นถึงความผิดปกติของสารละลายที่เตรียมขึ้นได้  และเป็นเพียงข้อมูลการติดตามดูความสอดคล้องกับ

ผลที่ทำาการศึกษาความคงตัวของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนเท่านั้น ไม่สามารถใช้เป็นข้อมูลทางสถิติในการ

กำาหนดหรือตัดสินความคงตัวของสารละลายได้ โดยพิจารณาจากความคงที่ของค่าอัตราส่วนระหว่างพื้นที่ใต้กราฟของ

เมทแอมเฟตามีน และแคฟเฟอีน ในแต่ละครั้งที่ใช้งานของนักวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติงาน จำานวน 5 คน และเก็บข้อมูล

จากการเตรยีมสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามนี จำานวน 5 ครัง้ของการเตรยีม และในการเตรยีมแต่ละครัง้จะมกีาร

ใช้สารละลายมาตรฐานนีป้ระมาณ 5-8 ครัง้ ทีม่กีารนำาเข้า-ออกจากตูเ้ยน็เพือ่ใช้เป็นสารมาตรฐานในการตรวจวเิคราะห์ 

จะพบว่าอัตราส่วนของพ้ืนท่ีมีค่า %RSD ไม่เกนิ 3.0 ซึง่แสดงให้เหน็ถึงความคงท่ีของพืน้ทีใ่ต้กราฟของเมทแอมเฟตามนี 

และแคฟเฟอีนที่ได้ของสารละลายมาตรฐาน 

ทั้งนี้หากต้องการเตรียมสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีนในปริมาตรที่มากกว่า  50  มิลลิลิตร  เพื่อใช้ 

ในระยะเวลานานขึ้น ก็จำาเป็นต้องทำาการเก็บข้อมูลการใช้งานจริงเพิ่มเติมเพื่อศึกษาความคงตัว และความเหมาะสมใน

การใช้ใหม่ เนือ่งจากจะมีจำานวนครัง้ของการนำาเข้า-ออกจากทีเ่กบ็ทีอ่ณุหภูม ิ2-8 องศาเซลเซยีส ซึง่มผีลต่อความคงตวั

ของสารละลายเข้ามาเกีย่วข้องด้วย รวมถงึหากมกีารเปลีย่นชนดิของตวัทำาละลายจากคลอโรฟอร์มไปเป็นตวัทำาละลายอ่ืน 

เช่น นำา้ บัฟเฟอร์ เมทานอล เอทานอล อะซิโตไนไตรล์ หรอืไดคลอโรมเีทน ข้อมลูจากการศกึษานีจ้ะเป็นแนวทางเบือ้งต้น 

ที่สามารถนำาไปวางแผนการศึกษาความคงตัวของสารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีน และสารละลายมาตรฐานชนิด

อื่นๆ ในการใช้ตัวทำาละลายชนิดต่างๆ ได้ต่อไป

สรุป

ในการตรวจวิเคราะห์ปรมิาณเมทแอมเฟตามนีในตวัอย่างของกลางยาเสพตดิ สารละลายมาตรฐานเมทแอมเฟตามีน 

ความเข้มข้นประมาณ 0.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในคลอโรฟอร์ม ในภาชนะบรรจุขนาด 50 มิลลิลิตร และเก็บไว้ที่ 2-8 

องศาเซลเซียส มีจำานวนครั้งของการเอาเข้า-ออกจากตู้เย็นไม่มากกว่า 8 ครั้ง สามารถใช้ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ

เมทแอมเฟตามีนได้ระยะเวลา 128 วัน  ทั้งนี้หากมีการเปลี่ยนแปลงปัจจัยเหล่านี้ต้องทำาการศึกษาความคงตัวใหม่  

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณห้องปฏิบัติการวัตถุเสพติด 2 กลุ่มวัตถุเสพติด สำานักยาและวัตถุเสพติด ที่ให้การสนับสนุนข้อมูล 

และให้ความร่วมมือในการศึกษาครั้งนี้ด้วยดี
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ABSTRACT  Methamphetamine is a major drugs problem in the country. The spread of this drug and 
severity of the problem is continuing. One approach to control and reduce the spread of the drug is arrest 
and analysis of drug for further legal action. The analysis of drugs  requires standard substance which is 
expensive and difficult supply. The aim of this study is to establish the shelf life of the methamphetamine 
standard solution prepared  in BDN  laboratory. The stability of methamphetamine standard solution  
was  investigated    by  using  a  routine  gas  chromatographic  technique,  The  quantitative  detection  of 
methamphetamine for illicit sample was performed in the duration of 128 days.  Both methamphetamine 
standard solutions with the concentration about 0.4 milligrams per milliliter chloroform prepared and stored  
at 2-8 degree centigrade and the freshly prepared methamphetamine standard solution, were used for 
determination of methamphetamine content of illicit sample. At the end of the study periods, the percentage 
by weight different of two methamphetamine standard solution used was in the range of 0.11 – 1.96.  This result 
showed that the expiry date of the methamphetamine standard solution was 128 days without any remarkable 
degradation. Therefore, all of illicit standard solutions should be studied for their expiry date to support 
the analysis of drug for the illicit drug control and legal action. 

Key words:  Stability study, Methamphetamine standard solution, Shelf-life.
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บทคัดย่อ  การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม PDE-5  inhibitors  ในของกลางยาคดีด้วยวิธี TLC และ HPLC  ได้ถูกพัฒนา
ข้ึนโดย  วิธี TLC ใช้  silica gel 60 F254  เป็นวัฏภาคน่ิง และวัฏภาคเคล่ือนท่ีระบบท่ี 1  ใช้ส่วนผสมระหว่าง ethyl acetate,  
acetonitrile และ ammonia solution ระบบท่ี 2 ใช้ส่วนผสมระหว่าง ethyl acetate, ethanol และ ammonia solution 
ตรวจวัดด้วย UV254, การสแกนสเปกตรัมและน้ำายา ethanolic-sulfuric acid กับน้ำายา acidified iodoplatinate ตามลำาดับ  
พบว่า  sildenafil,  tadalafil, vardenafil, aminotadalafil และ methisosildenafil  มีค่า Rf  ในระบบท่ี 1  เท่ากับ 0.49, 
0.71, 0.50, 0.57 และ 0.56 ตามลำาดับ ในขณะท่ีระบบท่ี 2 มีค่า Rf เท่ากับ 0.31, 0.78, 0.45, 0.72 และ 0.43 ตามลำาดับ เม่ือพ่น
ด้วยน้ำายา ethanolic-sulfuric acid tadalafil และ aminotadalafil จะปรากฏเป็นสีม่วง และเม่ือพ่นทับด้วยน้ำายา acidified  
iodoplatinate แล้ว sildenafil, tadalafil, vardenafil และ aminotadalafil จะเกิดปฏิกิริยาปรากฏเป็นสีน้ำาตาลหรือสีม่วง 
ข้ึนกับความเข้มข้นของสาร ขีดจำากัดของการตรวจพบของ sildenafil, tadalafil และ vardenafil ด้วยวิธีน้ี มีค่าเท่ากับ 100, 1,000 
และ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำาดับ วิธี HPLC ใช้คอลัมน์ชนิด C18 เป็นวัฏภาคน่ิง ส่วนผสมระหว่าง 0.01 M ammonium 
acetate และ methanol เป็นวัฏภาคเคล่ือนท่ี ตรวจวัดด้วย PDA detector ท่ีความยาวคล่ืน 210-350 นาโนเมตร พบ peak ของ 
sildenafil, tadalafil, vardenafil, aminotadalafil และ methisosildenafil แยกออกจากกันอย่างสมบูรณ์ด้วยค่า resolution 
มากกว่า 1.8 และไม่พบการรบกวนจากองค์ประกอบอ่ืนในตำารับ  ขีดจำากัดของการตรวจพบของ sildenafil, tadalafil, vardenafil, 
aminotadalafil  และ methisosildenafil  มีค่าเท่ากับ  3.8,  1.0,  2.5,  0.8  และ  2.3  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามลำาดับ 
ในปีงบประมาณ พ.ศ.  2558  ได้นำาวิธีท่ีพัฒนาข้ึนมาใช้ในการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม PDE-5    inhibitors  ในของกลาง 
ยาคดีกลุ่มท่ีแจ้งสรรพคุณการเพ่ิมสมรรถภาพทางเพศจำานวน 230 ตัวอย่าง ตรวจพบ sildenafil 213 ตัวอย่าง ตรวจพบ sildenafil, 
vardenafil, aminotadalafil ผสม tadalafil จำานวน 11 ตัวอย่าง และตรวจพบ sildenafil ผสม vardenafil จำานวน 1 ตัวอย่าง
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บทนำา

ยาในกลุ่ม  Phosphodiesterase-5  inhibitors  (PDE-5  inhibitors)  เป็นยารับประทานกลุ่มแรก 

ที่ถูกนำามาใช้ในการรักษาโรคหย่อนสมรรถภาพทางเพศในเพศชาย  ปัจจุบันขึ้นทะเบียนเป็นยาในประเทศไทย  3 

ชนิด คือ  sildenafil  ยาต้นแบบมีชื่อการค้า Viagra® tadalafil  ยาต้นแบบมีชื่อการค้า Cialis® และ  vardenafil 

ยาต้นแบบมีชื่อการค้า Levitra® โดยยาดังกล่าวออกสู่ท้องตลาดในปี พ.ศ. 2541, 2545 และ 2548 ตามลำาดับ ยา

ทั้งหมดมี N-heterocyclic เป็นส่วนประกอบในโครงสร้างและมีโครงสร้างคล้ายกับ purine base ในโครงสร้างของ 

cyclic guanosine monophosphate (cGMP)(1)  (ภาพที่  1) ทำาให้ยากลุ่มนี้ยับยั้งเอนไซม์ PDE-5 ในตำาแหน่ง

เดียวกับ cGMP แบบแขง่ขัน (reversible competitive antagonist) ซึง่การยบัยั้ง PDE-5 จะทำาให้ไมม่กีารทำาลาย 

cGMP นำาไปสู่การขยายของหลอดเลือดแดงและเลือดไหลเข้าไปใน corpora carvernosum มากขึ้น เกิดการแข็งตัว

ขององคชาตตามมา 

  Sildenafil  Methisosildenafil  Vardenafil

  Tadalafil  Aminotadalafil

ภาพที่ 1  โครงสร้างของยากลุ่ม PDE-5 inhibitors(2)

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง ยาควบคุมพิเศษ ฉบับที่ 35 ข้อ 1 จัดยาในกลุ่ม PDE-5 inhibitors 

เป็นยาควบคุมพิเศษ(3) ต้องใช้ภายใต้การดูแลของแพทย์หรือสั่งจ่ายโดยแพทย์เท่านั้นเนื่องจากเป็นยาที่ไม่สามารถ 

ซือ้ขายได้ทัว่ไป แต่เป็นท่ีต้องการของผูมี้ปัญหาการหย่อนสมรรถภาพทางเพศจงึเป็นช่องทางให้มกีารผลติ นำาเข้า ลกัลอบ

ขายยาที่ไม่ถูกต้องตามกฎหมาย    จากข้อมูลเกี่ยวกับสถานการณ์ยาปลอมที่ส่งตรวจมายังสำานักยาและวัตถุเสพติดท่ี 

ผ่านมา ตรวจพบยาท่ีใช้รกัษาโรคหย่อนสมรรถภาพทางเพศ และยาเสรมิความงาม เช่น ยาลดความอ้วน รกัษาสวิ ฝ้า และ 

ยาทำาให้ผวิขาวมากท่ีสุด ปัจจุบนัสถานการณ์ยาปลอมของยากลุม่ทีใ่ช้รกัษาโรคหย่อนสมรรถภาพทางเพศยงัคงมแีนวโน้ม

สูงข้ึน ประกอบกบัยงัไม่มีวิธมีาตรฐานสำาหรบัการตรวจพสิจูน์เอกลกัษณ์ยากลุม่ดงักล่าว การตรวจพสิจูน์เอกลกัษณ์ยาใน

กลุ่ม PDE-5 inhibitors ที่ผ่านมาใช้วิธีเฉพาะสำาหรับตัวยาเดี่ยวเพียงชนิดใดชนิดหนึ่งเท่านั้นทำาให้เกิดความล่าช้าส่ง

ผลกระทบต่อการดำาเนินคด ีดงัน้ัน การศกึษานีจ้ดัทำาขึน้เพือ่พฒันาวธิตีรวจพสิจูน์เอกลกัษณ์ยากลุม่ PDE-5 inhibitors 

ให้สามารถครอบคลุมตัวยาได้หลายชนิดซึ่งจะช่วยลดระยะเวลาในการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยาคดีในกลุ่มดังกล่าว 
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สำาหรับวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นนี้ดัดแปลงมาจากวิธีของ Hakan Goker และคณะ(4)  และวิธีของ Khaled Al –Tahami(5) 

เป็นหลัก  และทดสอบความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ตามแนวทาง ICH-Q2 (R1)(6) เพื่อใช้เป็นวิธีมาตรฐานของ

สำานักยาและวัตถุเสพติดในการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยาคดีในกลุ่ม  PDE-5  inhibitors  ซึ่งจะเป็นประโยชน์สำาหรับ

การเฝ้าระวังติดตามสถานการณ์ตลอดจนเป็นข้อมูลสนับสนุนผลการวิเคราะห์ที่ใช้เป็นพยานหลักฐานในการดำาเนินคดี 

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์  

1.  High Performance Liquid Chromatograph (HPLC)  with UV/PDA Detector:  Model  

  Waters 2695-1996-Empower ผลิตภัณฑ์ของ Waters, Millipore Corporation, USA 

2.  Analytical Balance: Model AT 261 Deltarange, Mettler Toledo, Switzerland 

      Model MX5, Mettler Toledo, Switzerland 

        Model MS3002S, Mettler Toledo, Switzerland 

3.  Column: Hypersil Gold C18, 5 mm, 4.6 × 150 mm, Lot No. 12963

4.  Capillaries ปริมาตร 10 µl

5.  TLC Silica gel 60 F254, 20 × 20 cm  plates, USA

6.  TLC Automatic plate spotter, Japan

7.  Densitometer, TLC Scanner, Switzerland

8.  เครื่องแก้ว class A

สารมาตรฐาน 

1.  Aminotadalafil, lot no. 1188-024A1, purity 99.9%, TLC Pharmachem., Inc. 

2.  Methisosildenafil, lot no. 1-YKZ-5-1, purity 98%, Toronto Research Chemimicals Inc.

3.  Sildenafil Citrate, lot no. F0K412, purity 98.8%, USP

4.  Tadalafil, lot no. F0L003, purity 99.9%,   USP

5.  Vardenafil HCl.3H2O, lot no. R-1013-03A, purity 99.7%, Bayer Co., Ltd

สารเคมี 

1.  Ammonium Acetate: AR grade

2.  Methanol: HPLC grade

3.  Ethyl acetate: AR grade

4.  Ammonia Solution: AR grade

5.  Acetonitrile: AR grade

6.  Ethanol: AR grade

7.  Potassium Iodide: AR grade

8.  Sulfuric acid 96% : AR grade

9.  Hydrochloric acid 37% : AR grade

10. Water: High Purity
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ตัวอย่าง 

ยาหลอก (placebo) มีส่วนประกอบของยาที่ไม่มีตัวยาสำาคัญได้รับจากบริษัทผู้ผลิตยาแผนปัจจุบัน

การทดสอบสภาวะของ Thin-Layer Chromatography (TLC)

โดยกำาหนดสภาวะของระบบ TLC ดังนี้

วัฏภาคเคลื่อนที่

ระบบที่ 1  - Ethyl acetate: Acetonitrile: Ammonia Solution (90 : 10 : 5)

ระบบที่ 2  - Ethyl acetate: Ethanol: Ammonia Solution (100 : 10 : 2)

วัฏภาคนิ่ง  -  TLC Siliga gel 60 F
254
 20 × 20 cm plates

ปริมาตรที่หยด  - Volume 10 µl

เครื่องตรวจวัด  - Densitometer, TLC Scanner 254 nm

      -  TLC Automatic plate spotter

นำ้ายาพ่น  - Ethanolic-sulfuric acid solution 

      - Acidified iodoplatinate solution(7)

 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

สารละลายมาตรฐาน sildenafil citrate: ช่ังสารมาตรฐาน  sildenafil  citrate  5  มิลลิกรัม  ลงใน 

volumetric flask ขนาด 5 มิลลิลิตร ละลายด้วย methanol จนครบปริมาตร

สารละลายมาตรฐาน tadalafil:  ชั่งสารมาตรฐาน  tadalafil  5  มิลลิกรัม  ลงใน  volumetric  flask 

ขนาด 5 มิลลิลิตร ละลายด้วย methanol จนครบปริมาตร

สารละลายมาตรฐาน vardenafil HCl: ช่ังสารมาตรฐาน  vardenafil HCl.3H2O  6  มิลลิกรัม 

ลงใน volumetric flask ขนาด 5 มิลลิลิตร ละลายด้วย methanol จนครบปริมาตร

สารละลายมาตรฐาน aminotadalafil: ช่ังสารมาตรฐาน  aminotadalafil  2  มิลลิกรัม  ลงใน 

volumetric flask ขนาด 5 มิลลิลิตร ละลายด้วย methanol จนครบปริมาตร

สารละลายมาตรฐาน methisosildenafil:  ชั่งสารมาตรฐาน methisosildenafil  1 มิลลิกรัม ลงใน 

volumetric flask ขนาด 5 มิลลิลิตร ละลายด้วย methanol จนครบปริมาตร

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ชัง่ตวัอย่างยาหลอก ประมาณ 50 ถงึ 100 มลิลกิรมั ลงใน volumetric flask ขนาด 5 มลิลลิติร เติม methanol 

ประมาณ 3 มิลลิลิตร นำาไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าประมาณ 10 นาที เจือจางด้วย methanol จนครบปริมาตร กรองผ่าน

แผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

การเตรียมนำ้ายาพ่น

Iodoplatinate solution

ชั่ง platinic  chloride 4.5 กรัม และ potassium iodide  90 กรัม ละลายในนำ้าปริมาตร 1,800 มิลลิลิตร

Acidified iodoplatinate solution
เตมิกรด hydrochloric ปรมิาตร 5 มลิลลิติรในสารละลาย  Iodoplatinate solution ปรมิาตร 100 มิลลลิติร 
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Ethanolic-sulfuric acid solution

เติมกรด sulfuric ปริมาตร 10 มิลลิลิตรใน ethanol ปริมาตร 90 มิลลิลิตร 

การวิเคราะห์

นำาสารละลายมาตรฐานแต่ละชนิด สารละลายตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วยวิธี TLC ตรวจวัดโดยส่อง UV ที่ 254 

นาโนเมตร และนำาไป scan spectrum ด้วยแสงอัลตราไวโอเลตในช่วงความยาวคลื่น 200 ถึง 400 นาโนเมตร แล้ว

พ่นด้วยนำ้ายา ethanolic-sulfuric acid solution และนำาไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จาก

นั้นพ่นทับด้วยนำ้ายา acidified iodoplatinate solution

การอ่านและแปลผล  

พจิารณาจากค่า Retardation Factor (Rf) ซึง่หมายถงึ อตัราส่วนของระยะทางทีส่ารเคลือ่นทีต่่อระยะทาง 

ที่วัฏภาคเคลื่อนที่  เคลื่อนที่  Spectrum  และการทำาปฏิกิริยาให้เกิดสีกับนำ้ายาพ่น  (Spraying  agent)  ของสาร 

มาตรฐานแต่ละชนิด

การทดสอบความถูกต้องของวิธีตรวจเอกลักษณ์  โดยวิธี TLC

1. การทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)

 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

เตรียมเหมือนกันกับการเตรียมสารละลายมาตรฐานดังกล่าวมาแล้วข้างต้น 

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ชั่งตัวอย่างยาหลอก  ประมาณ  50  ถึง  100  มิลลิกรัม  ลงใน  volumetric  flask  ขนาด  5  มิลลิลิตร  เติม 

methanol ประมาณ 3 มิลลิลิตร นำาไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าประมาณ 10 นาที เจือจางด้วย methanol จนครบปริมาตร 

กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร

การวิเคราะห์

นำาสารละลายมาตรฐานแต่ละชนิด  สารละลายตัวอย่าง ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี TLC 

การอ่านและแปลผล  

พจิารณาจากค่า Retardation Factor (Rf) ซึง่หมายถงึ อตัราส่วนของระยะทางทีส่ารเคลือ่นทีต่่อระยะทาง 

ที่วัฏภาคเคล่ือนที่  เคลื่อนที่  Spectrum  และการทำาปฏิกิริยาการเกิดสีกับนำ้ายาพ่น  (Spraying  agent)  ของสาร

มาตรฐานแต่ละชนิด

2. การทดสอบขีดจำากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

นำาสารละลายมาตรฐานจากการทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวิธีมาเจือจางด้วย methanol  จนได้ความ

เข้มข้นของสารมาตรฐานแต่ละชนิดตำ่าที่สุดที่ยังสามารถตรวจพบและให้  spectrum ที่ชัดเจน  (พิจารณาจากลักษณะ

ของ spectrum จากเส้นเรียบจะเริ่มเปลี่ยนเป็นเส้นหยัก)
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การทดสอบสภาวะของ High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

กำาหนดสภาวะของระบบโครมาโทกราฟ ดังนี้

คอลัมน์  -  Hypersil Gold C18, 5 mm, 4.6 × 150 mm 

อุณหภูมิคอลัมน์   -   30 ำC

อัตราการไหล  -   1.0 ml/min

วัฏภาคเคลื่อนที่  -   Methanol: 0.01 M Ammonium acetate  65 : 35 (v/v)

เครื่องตรวจวัด  -   Photodiode array detector (PDA) 210 - 350 nm

ปริมาตรที่ฉีด  -   40 µl

Diluent เตรียมจากเมทานอล ปริมาตร 250 มิลลิลิตรผสมกับนำ้าปริมาตร 250 มิลลิลิตร

 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

เตรยีมสารละลายมาตรฐาน sildenafil citrate, tadalafil และ vardenafil HCl ให้มคีวามเข้มข้นประมาณ  

20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้ diluent เป็นตัวปรับปริมาตร

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ชั่งตัวอย่าง ประมาณ 50 ถึง 100 มิลลิกรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติม diluent 

ประมาณ 15 มิลลิลิตร นำาไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าประมาณ 15 นาที เจือจางด้วย diluent จนครบปริมาตร กรองผ่าน

แผ่นกรองขนาด  0.45  ไมโครเมตร  อาจปรับความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่างเพ่ือให้ได้ค่า  peak  area  ใกล้เคียง 

peak area ของสารละลายมาตรฐาน

 

การวิเคราะห์

นำาสารละลายมาตรฐาน  สารละลายตัวอย่าง และ diluent ไปฉีดวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตรวจเอกลักษณ์ โดยวิธี HPLC

1. การทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)

การเตรียมสารละลาย standard stock solution

สารละลายมาตรฐาน sildenafil citrate: ช่ังสารมาตรฐาน  sildenafil  citrate  5  มิลลิกรัม  ลงใน 

volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม diluent ประมาณ 7 มิลลิลิตร  เขย่าจนละลายหมด เจือจางด้วย diluent 

จนครบปริมาตร

สารละลายมาตรฐาน tadalafil:  ชั่งสารมาตรฐาน  tadalafil  5  มิลลิกรัม  ลงใน  volumetric  flask  

ขนาด 10 มิลลิลิตร  เติม diluent ประมาณ 7 มิลลิลิตร   นำาไป sonicate  เป็นเวลา 15 นาที    เขย่าจนละลายหมด 

เจือจางด้วย diluent จนครบปริมาตร

สารละลายมาตรฐาน vardenafil HCl:  ชั่งสารมาตรฐาน vardenafil HCl.3H2O 6 มิลลิกรัม ลงใน 

volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม diluent ประมาณ 7 มิลลิลิตร เขย่าจนละลายหมด เจือจางด้วย diluent 

จนครบปริมาตร
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สารละลายมาตรฐาน aminotadalafil: ชัง่สารมาตรฐาน aminotadalafil 2 มลิลกิรมั ลงใน volumetric 

flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม diluent ประมาณ 7 มิลลิลิตร  นำาไป sonicate เป็นเวลา 15 นาที  เขย่าจนละลายหมด 

เจือจางด้วย diluent จนครบปริมาตร

สารละลายมาตรฐาน methisosildenafil:  ช่ังสารมาตรฐาน methisosildenafil  1  มิลลิกรัม  ลงใน 

volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม diluent ประมาณ 7 มิลลิลิตร เขย่าจนละลายหมด เจือจางด้วย diluent 

จนครบปริมาตร

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

ปิเปตสารละลาย Standard  stock  solution  ชนิดละ  1.0  มิลลิลิตร  ลงใน  volumetric  flask  ขนาด 

25 มิลลิลิตร  เจือจางด้วย diluent จนครบปริมาตร กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

  ชนิดที่ 1  ชั่งตัวอย่างยาหลอก ประมาณ 50 ถึง 100 มิลลิกรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร 

เติม diluent ประมาณ 15 มิลลิลิตร นำาไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าประมาณ 15 นาที  เจือจางด้วย 

diluent จนครบปริมาตร กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

  ชนิดที่ 2  ชั่งตัวอย่างยาหลอก ประมาณ 50 ถึง 100 มิลลิกรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร  

เตมิ (ปิเปต) สารละลาย standard stock solution ชนดิละ 1.0 มลิลลิติร เตมิ diluent ประมาณ 

15 มิลลิลิตร นำาไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าประมาณ 15 นาที เจือจางด้วย diluent จนครบปริมาตร 

กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

การวิเคราะห์

นำาสารละลายมาตรฐาน  สารละลายตัวอย่างชนิดที่ 1 ชนิดที่ 2 และ diluent ไปฉีดวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 

เกณฑ์การตัดสินผล

1.  Peak  ของ  sildenafil,  tadalafil,  vardenafil,  aminotadalafil  และ methisosildenafil 

  ในสารละลายมาตรฐานแยกออกจากกันอย่างสมบูรณ์และแต่ละ  Peak  ไม่ถูกรบกวนโดยประเมินจาก 

  ค่า peak purity 

2.  Retention time ของ peak ใดๆ จากสารละลายตัวอย่างยาหลอก ไม่ตรงกบัสารมาตรฐาน sildenafil,  

  tadalafil, vardenafil, aminotadalafil และ methisosildenafil  ในสารละลายมาตรฐาน  

3.  Retention time ของ peak ของสารมาตรฐานที่เติมลงในยาหลอก ตรงกับสารมาตรฐาน sildenafil,   

  tadalafil,  vardenafil,  aminotadalafil  และ methisosildenafil  ในสารละลายมาตรฐานและ 

  ไม่ถูกรบกวนจากองค์ประกอบอื่นในตำารับ โดยประเมินจากค่า peak purity  

4.  Spectrum ของ peak ของสารมาตรฐานทีเ่ตมิลงในยาหลอกเข้ากนัได้กบั spectrum ของสารมาตรฐาน 

  ในสารละลายมาตรฐาน 
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2. การทดสอบขีดจำากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

นำาสารละลายมาตรฐานจากการทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวธิมีาเจอืจางด้วย diluent จนได้ความเข้มข้น 

ของสารมาตรฐานแต่ละชนิดตำ่าที่สุดที่ยังสามารถให้  peak  ที่ชัดเจนโดยค่าอัตราส่วน  signal  to  noise  ไม่ตำ่ากว่า 

3:1 และยังคงให้ spectrum ที่ชัดเจน 

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

นำาสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างชนิดที่  2  มาเจือจางด้วย  diluent  จนได้ความเข้มข้นของ 

สารมาตรฐานแต่ละชนิดตำ่าที่สุดที่ยังสามารถให้ peak ที่ชัดเจนโดยค่าอัตราส่วน signal to noise ไม่ตำ่ากว่า 3:1 และ

ให้ spectrum ชัดเจน สามารถเข้ากันกับ spectrum ของสารมาตรฐานในสารละลายมาตรฐานได้อย่างถูกต้อง

การวิเคราะห์

นำาสารละลายมาตรฐาน  สารละลายตัวอย่าง ไปฉีดวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 

เกณฑ์การตัดสินผล

ความเข้มข้นตำ่าที่สุดของสารมาตรฐานแต่ละชนิดที่เติมลงในยาหลอกให้  peak  ที่ชัดเจนโดยค่าอัตราส่วน 

signal  to  noise  ไม่ตำ่ากว่า  3:1  และให้  spectrum  ชัดเจนเม่ือทดสอบความเข้ากันของสารมาตรฐานที่เติมลงใน 

ยาหลอกกับ spectrum ของสารมาตรฐานในสารละลายมาตรฐานสามารถเข้ากันได้

3. การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

นำาสารละลายมาตรฐานทีเ่ตรยีมจากการทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวธิมีาตรวจวเิคราะห์ โดยเปลีย่นแปลง

สภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟ เพือ่ศกึษาค่าพารามเิตอร์ต่างๆ เช่น การแยกของสาร (resolution),  retention 

time และ tailing factor 

การวิเคราะห์

นำาสารละลายมาตรฐาน ไปฉีดวิเคราะห์ด้วยวธิ ีHPLC โดยเปลีย่นแปลงสภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟ 

ดังนี้ คอลัมน์จากผู้ผลิตต่างกัน อุณหภูมิของคอลัมน์  อัตราการไหล  และอัตราส่วนของวัฏภาคเคลื่อนที่ 

เกณฑ์การตัดสินผล

ศึกษาค่าพารามิเตอร์ต่างๆ เช่น การแยกของสาร (resolution),  retention time และ tailing factor 

การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม PDE-5 inhibitors ในของกลางยาคดี  ปีงบประมาณ 2558

ของกลางยาคดเีกีย่วกบัการเพิม่สมรรถภาพทางเพศได้รบัจาก สถานตีำารวจ  กองกำากับการ 3 และ 4 กรมสอบสวน

คดพิีเศษ  และกองบังคบัการตำารวจปราบปรามยาเสพติด 1 กองบญัชาการตำารวจปราบปรามยาเสพตดิ จำานวน 230 ตวัอย่าง 

โดยแบ่งเป็นรูปแบบเม็ด 182 ตัวอย่าง แคปซูล 30 ตัวอย่าง เจลชนิดรับประทาน 16 ตัวอย่าง และรูปแบบอื่นๆ จำานวน 

2 ตัวอย่าง
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ผล

1. วิธี Thin-Layer Chromatography (TLC)

1.1 การทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)  

     ภายใต้สภาวะ  TLC  ท่ีพัฒนาขึ้น  พบว่าเมื่อใช้วัฏภาคเคลื่อนที่  ethyl  acetate:  acetonitrile:  

ammonia solution (90 : 10 : 5) ตรวจวัดโดยส่องด้วย UV 254 นาโนเมตรจะปรากฏจุดมืด (dark spots) ของ 

sildenafil,  tadalafil,  vardenafil,  aminotadalafil  และ methisosildenafil  ที่อัตราส่วนของระยะทาง

ที่สารเคลื่อนที่ต่อระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่  (Rf)  เท่ากับ  0.49,  0.71,  0.50,  0.57  และ  0.56  ตามลำาดับ  

(ภาพที ่2) (A) และตารางที ่1 เม่ือใช้วัฏภาคเคลือ่นที ่ethyl acetate: ethanol: ammonia solution (100 : 10 : 2) 

ตรวจวัดโดยส่องด้วย UV 254 นาโนเมตรจะปรากฏจุดมืด (dark spots) ของ sildenafil, tadalafil, vardenafil, 

aminotadalafil  และ methisosildenafil  ท่ีอัตราส่วนของระยะทางที่สารเคลื่อนที่ต่อระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่

เคลื่อนที่ (Rf) เท่ากับ 0.31, 0.78, 0.45, 0.72 และ 0.43 ตามลำาดับ (ภาพที่ 3) (A) และตารางที่ 1 เมื่อนำาไป scan 

spectrum ด้วยแสงอัลตราไวโอเลตในช่วงความยาวคลื่น 200 ถึง 400 นาโนเมตรจะปรากฏลักษณะของ spectrum 

ของสารแต่ละชนิด  (ภาพที่  4)  หลังจากนั้นเมื่อนำาไปพ่นด้วยนำ้ายา  ethanolic-sulfuric  acid  solution  แล้วอบท่ี 

105  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1  นาที  พบว่าเฉพาะ  tadalafil  และ  aminotadalafil  เท่านั้นที่ทำาปฏิกิริยากับนำ้ายา 

ดงักล่าวปรากฏสม่ีวง (ภาพที ่2) (B) และ (ภาพที ่3) (B) และ (ตารางที ่1) เมือ่พ่นทบัด้วยนำา้ยา acidified iodoplatinate 

solution พบว่า  sildenafil,  tadalafil,  vardenafil  และ  aminotadalafil  ทำาปฏิกิริยากับนำ้ายาดังกล่าวปรากฏ 

สีนำ้าตาลหรือสีม่วงขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสาร (ภาพที่ 2) (C) และ (ภาพที่ 3) (C) และ (ตารางที่ 1)  

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)  

  Rf   0.49  0.31  0.71  0.78  0.50  0.45  0.57  0.72  0.56  0.43

Specificity (UV 254 nm)

        1#    -  -  ม่วง  ม่วง  -  -  ม่วง  ม่วง   -  -
                

Color
      2##  นำ้าตาล  ม่วง  นำ้าตาล  ม่วง  ม่วง  ม่วง  นำ้าตาล  ม่วง  -  -

* TLC System 1, ethyl acetate: acetonitrile: ammonia solution  (90 : 10 : 5)

** TLC System 2, ethyl acetate: ethanol: ammonia solution (100 : 10 : 2)

#  Spraying agent, ethanolic-sulfuric acid solution

## Spraying agent, acidified iodoplatinate solution  

Validation parameter  Sildenafil  Tadalafil  Vardenafil  Aminotadalafil  Methisosildenafil
     1*  2**  1  2  1  2  1  2  1  2

Standard
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  (A) UV 254 nm  (B) ethanolic-sulfuric acid  (C) acidified iodoplatinate

ภาพท่ี 2  โครมาโทแกรมของสารท่ีวัฏภาคเคล่ือนที ่ethyl acetate: acetonitrile: ammonia solution (90 : 10 : 5) 

(Sd = sildenafil, Td = tadalafil, Vd = vardenafil, Am = aminotadalafil, Met = methisosildenafil)

  (A) UV 254 nm  (B) ethanolic-sulfuric acid  (C) acidified iodoplatinate 

ภาพที่ 3  โครมาโทแกรมของสารที่วัฏภาคเคลื่อนที่ ethyl acetate: ethanol: ammonia solution (100 : 10 : 2) 

(Sd = sildenafil, Td = tadalafil, Vd = vardenafil, Am = aminotadalafil, Met = methisosildenafil)
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ภาพที่ 4  ลักษณะ spectrum ของสารในกลุ่ม PDE-5 inhibitors
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1.2 การทดสอบขีดจำากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)

       ค่าความเข้มข้นตำ่าสุด (LOD) สำาหรับ sildenafil,  tadalafil และ vardenafil ที่สามารถตรวจพบได้  

และให้ spectrum ชัดเจน เท่ากับ 100, 1,000  และ 250 µg/ml ตามลำาดับ

2. วิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

2.1 การทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)

  ภายใต้สภาวะของ  HPLC  ที่พัฒนาขึ้นพบว่า  peak  ของ  sildenafil,  tadalafil,  vardenafil, 

aminotadalafil และ methisosildenafil แยกออกจากกันอย่างสมบูรณ์ด้วยค่า  resolution มากกว่า  1.8  ไม่พบ 

การรบกวนจาก diluent  (ภาพท่ี  5)  retention  time  ของ  peak  ของสารมาตรฐานทัง้  5  ชนดิทีเ่ตมิลงในยาหลอก 

ตรงกับ  sildenafil,  tadalafil,  vardenafil,  aminotadalafil หรือ methisosildenafil  ในสารละลายมาตรฐาน 

(ภาพที่  6)  และไม่ถูกรบกวนจากองค์ประกอบอ่ืนในตำารับ  โดยประเมินจากค่า  peak  purity  นอกจากน้ียังพบว่า  

spectrum  ของสารมาตรฐานที่เติมลงในยาหลอกเข้ากันกับ  spectrum  ของสารมาตรฐานในสารละลายมาตรฐาน 

(ภาพที่ 7) และ (ตารางที่ 2) 

ภาพที่ 5  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเทียบกับ diluent
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ภาพที่ 6   โครมาโทแกรมของสารละลายตัวอย่างยาหลอกและสารมาตรฐานในสารละลายตัวอย่างยาหลอกเทียบกับ 

สารมาตรฐานในสารละลายมาตรฐาน

               A :  โครมาโทแกรมของสารละลายตัวอย่างยาหลอกเทียบกับสารมาตรฐานในสารละลายมาตรฐาน

     B :  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานในสารละลายตัวอย่างยาหลอกเทียบกับสารมาตรฐานในสารละลาย

มาตรฐาน
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ภาพท่ี 7    สเปกตรัมของสารมาตรฐานในสารละลายตัวอย่างยาหลอกเทียบกับสารมาตรฐานในสารละลายมาตรฐาน 

(B-1  =  สเปกตรัมของ  sildenafil,    B-2  =  สเปกตรัมของ  tadalafil,  B-3  =  สเปกตรัมของ  vardenafil, 

B-4 = สเปกตรัมของ aminotadalafil,  B-5 = สเปกตรัมของ methisosildenafil)

ตารางที่ 2  ผลการทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)  

Standard    RT  RES  TF  Purity  Purity  Purity  PDA  PDA  PDA
in placebo  (min)      Angle  Threshold  Flag  match  match   match 
              Angle   Threshold   Flag

  Peak purity  Match plot

Sildenafil  4.831  1.8  1.2  0.099  0.270  No  0.046  1.045  No
Tadalafil  3.479  3.2  1.2  0.082  0.275  No  0.034  1.017  No
Vardenafil  5.808  4.1  1.2  0.064  0.262  No  0.036  1.028  No
Aminotadalafil  3.023  -  1.3  0.177  0.278  No  0.043  1.039  No
Methisosildenafil  4.495  5.5  1.2  0.339  0.499  No  0.221  1.288  No

RT = retention time,  RES = resolution,  TF = tailing factor 



Identification of PDE-5 inhibitors In Seized Materials Prasit Opas and Supanee  Duangteraprecha

48 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 59 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2560

2.2 การทดสอบขีดจำากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)

  ค่าความเข้มข้นตำา่สดุ (LOD) ของสารมาตรฐาน sildenafil,  tadalafil, vardenafil, aminotadalafil  และ 

methisosildenafil ในสารละลายตัวอย่างยาหลอกที่ให้ peak ชัดเจนโดยค่าอัตราส่วน signal to noise ไม่ตำ่ากว่า 

3:1 และให้ spectrum ชัดเจนสามารถเข้ากันกับ spectrum ของสารมาตรฐานในสารละลายมาตรฐานได้อย่างถูกต้อง 

เท่ากับ 3.8, 1.0, 2.5, 0.8 และ 2.3 µg/ml ตามลำาดับ

2.3 การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

       จากการทดสอบความทนของวิธ ีโดยเปลีย่นคอลัมน์จากผู้ผลติต่างกัน อุณหภมูขิองคอลมัน์ อัตราการไหล 

และอัตราส่วนของวัฏภาคเคลื่อนที่  ประเมินผลโดยพิจารณาการแยกของสาร  (resolution)  retention  time  และ 

tailing factor ได้ผลการทดสอบ (ภาพที่ 8) และ (ตารางที่ 3)

ภาพที่ 8  โครมาโทแกรมแสดงการแยกและ retention time ของสารในสภาวะของระบบโครมาโทกราฟที่ดำาเนินการ

ทดสอบความถูกต้องของวิธี

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความทนของวิธี

Chromatographic  ผลการทดสอบความทนของวิธี

condition  Aminotadalafil  Tadalafil  Methisosildenafil  Sildenafil  Vardenafil

  RT  RES  TF  RT  RES  TF  RT  RES  TF  RT  RES  TF  RT  RES  TF

HPLC  No.1#  3.1  -  1.3  3.6  3.2  1.2  4.8  5.5  1.2  5.2  1.8  1.2  6.3  4.1  1.2
column  No.2  4.0  -  1.2  5.1  4.8  1.1  7.3  7.0  1.1  8.1  2.2  1.1  10.7  5.7  1.1
  No.3  4.3  -  1.1  5.4  5.0  1.1  8.3  8.7  1.0  9.2  2.1  1.0  12.1  5.7  1.0

Column
Temp ( ำC)  25  3.3  -  1.1  3.8  3.0  1.0  5.0  4.9  1.1  5.5  1.8  1.1  6.9  4.0  1.1
  30#  3.1  -  1.3  3.6  3.2  1.2  4.8  5.5  1.2  5.2  1.8  1.2  6.3  4.1  1.2
  40  2.9  -  1.1  3.3  2.4  1.1  4.4  5.2  -  4.7  1.3  1.0  5.5  3.1  1.0

Flow rate  0.7  4.5  -  1.3  5.2  3.2  1.2  6.8  5.8  1.2  7.5  1.9  1.2  9.1  4.4  1.2
(ml/minute)  1.0#  3.1  -  1.3  3.6  3.2  1.2  4.8  5.5  1.2  5.2  1.8  1.2  6.3  4.1  1.2
  1.5  2.1  -  1.2  2.4  2.5  1.1  3.1  4.9  -  3.4  1.6  1.2  4.2  3.7  1.1
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  No. of detected samples

  MixedDosage Form  Samples  No. of

    samples Sd  Td   Sd/Td  Sd/Vd  Sd/Td/Am  Td/Am/Vd

    Sd  100  100  0

Tablets  Known  Td  56  51  5 

    Vd  12  12  0 

  Unknown    14  14  0 

Capsules  Unknown    30  20  0  4  1  1  1

Gels  Known  Sd  16  16  0 

Others  Unknown    2  0  0  0  0  0  0

  Total    230  213  5  4  1  1  1

Sd = sildenafil,  Td = tadalafil,  Vd = vardenafil,   Am = aminotadalafil 

MeOH:   55:45  5.1  -  1.2  6.8  6.1  1.1  10.6  9.4  1.1  12.6  3.5  1.1  17.9  7.7  1.2
Buffer  60:40  3.8  -  1.2  4.7  4.4  1.1  6.8  7.3  1.1  7.7  2.5  1.2  10.1  5.8  1.2
  65:35#  3.1  -  1.3  3.6  3.2  1.2  4.8  5.5  1.2  5.2  1.8  1.2  6.3  4.1  1.2
  70:30  2.7  -  1.2  3.0  2.1  1.2  3.6  3.9  -  3.9  1.2  1.2  4.4  2.6  1.2
  75:25  2.5  -  -  2.6  1.4  -  3.1  0  -  3.1  0  -  3.4  1.6  1.2

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความทนของวิธี (ต่อ)

3. การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม PDE-5 inhibitors ในของกลางยาคดี  ปีงบประมาณ พ.ศ. 2558

ผลการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม PDE-5  inhibitors  ในของกลางยาคดีที่อวดอ้างสรรพคุณเกี่ยวกับ

การเพิ่มสมรรถภาพทางเพศ ประจำาปีงบประมาณ พ.ศ. 2558 (ตารางที่ 4)

Chromatographic  ผลการทดสอบความทนของวิธี

condition  Aminotadalafil  Tadalafil  Methisosildenafil  Sildenafil  Vardenafil

  RT  RES  TF  RT  RES  TF  RT  RES  TF  RT  RES  TF  RT  RES  TF

# สภาวะของระบบโครมาโทกราฟที่ดำาเนินการทดสอบความถูกต้องของวิธี
RT = retention time, RES = resolution, TF = tailing factor 

ตารางที่ 4  ผลการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม PDE-5 inhibitors ในของกลางยาคดี
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วิจารณ์

การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม  PDE-5  inhibitors  ได้พัฒนาขึ้นสองวิธีคือ  วิธี  TLC  และ HPLC 

สำาหรับวัตถุประสงค์การพัฒนาวิธี  TLC  เพื่อใช้เป็นวิธีรองสำาหรับตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลางยาคดีกลุ ่ม 

PDE-5  inhibitors  ที่มีการแจ้งตัวยาสำาคัญ  (known  samples)  ทั้งสองวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ได้ทดสอบความถูกต้อง

ของวิธีตามหลักเกณฑ์ของ  ICH-Q2  (R1)  สำาหรับวิธี  TLC  ที่วัฏภาคเคลื่อนที่  ethyl  acetate:  acetonitrile: 

ammonia solution (90 : 10 : 5) เม่ือตรวจวัดโดยส่องด้วยแสงอลัตราไวโอเลตทีค่วามยาวคลืน่ 254 นาโนเมตร ปรากฏ 

จุดมืด (dark spots) ของ sildenafil, tadalafil, vardenafil, aminotadalafil และ methisosildenafil  ที่ค่า Rf 

เท่ากับ 0.49, 0.71, 0.50, 0.57 และ 0.56 ตามลำาดับ (ภาพที่ 2) (A) และตารางที่ 1 จากค่า Rf ของสารแต่ละชนิด

พบว่าไม่สามารถแยก sildenafil ออกจาก vardenafil  แต่เมื่อพิจารณาจากลักษณะของ spectrum ของสารทั้งสอง

ชนิดพบว่า spectrum มีลักษณะแตกต่างกันอย่างชัดเจน (ภาพที่ 4)  จึงสามารถจำาแนก sildenafil กับ vardenafil 

โดยอาศัยลกัษณะของ spectrum ท่ีแตกต่างดงักล่าวออกจากกนัได้ นอกจากนีย้งัพบว่าทีส่ภาวะดงักล่าว ยงัสามารถแยก 

methisosildenafil ออกจาก sildenafil และ aminotadalafil ออกจาก tadalafil ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความสามารถ

ของวิธีในการแยกสารที่มีโครงสร้างคล้ายกันและลักษณะของ  spectrum  ใกล้เคียงกัน  เมื่อใช้วัฏภาคเคลื่อนที่  ethyl 

acetate:  ethanol:  ammonia  solution  (100 : 10 : 2) ตรวจวัดโดยส่องด้วยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 

254 นาโนเมตร จะปรากฏจุดมืด (dark spots) ของ sildenafil, tadalafil, vardenafil, aminotadalafil และ 

methisosildenafil ที่ค่า Rf เท่ากับ 0.31, 0.78, 0.45, 0.72 และ 0.43 ตามลำาดับ จากค่า Rf ของสารแต่ละชนิด

พบว่าสามารถแยก  sildenafil,  tadalafil,  vardenafil  และ  aminotadalafil  ออกจากกันได้  แต่ไม่สามารถแยก 

vardenafil ออกจาก methisosildenafil (ภาพที่ 3) (A) แต่จากลักษณะของ spectrum  ของ vardenafil และ 

methisosildenafil  ที่แตกต่างกันอย่างชัดเจนจึงอาศัยลักษณะดังกล่าวจำาแนกสารทั้งสองชนิดได้เช่นเดียวกัน    การ

เกิดจุดมืด (dark spots) ของสารทั้ง 5 ชนิดนี้ เนื่องจากโครงสร้างทางเคมีของสารดังกล่าวมี conjugated double 

bond ซึ่งสามารถดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตได้ เกิดการบดบัง (quench) การเรืองแสงของสารที่เคลือบ silica ในวัฏ

ภาคนิ่งเมื่อส่องด้วยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร จากค่า topological polar surface area(2) 

ของ sildenafil, tadalafil, vardenafil, aminotadalafil และ methisosildenafil เท่ากับ 250, 74, 118, 101 

และ 126 Aˆ2 ตามลำาดบั แสดงให้เหน็ถงึความแตกต่างของความมขีัว้ของสารทัง้ 5 ชนดิ และเมือ่พจิารณาส่วนประกอบ

ของวัฏภาคเคลื่อนที่ทั้ง 2 ระบบ ที่มีความแตกต่างกันชัดเจนคือวัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 1 มี acetonitrile เป็นส่วน

ประกอบ ส่วนวฏัภาคเคลือ่นท่ีระบบท่ี 2 มี ethanol เป็นส่วนประกอบและจากค่าคงทีไ่ดอเิลก็ตรกิ(8) ของ acetonitrile  

และ  ethanol เท่ากับ 38.8 และ 25.0 ตามลำาดับ แสดงว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ ระบบที่ 1 มีขั้วสูงกว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ระบบ

ที่ 2 ซึ่งสอดคล้องกับค่า Rf  (ระบบที่ 1 = 0.49, ระบบที่ 2 = 0.31) ของ sildenafil ซึ่งเป็นสารที่มีขั้วสูงที่สุดจาก 

สารทั้ง  5  ชนิด  ประสิทธิภาพการแยกสารของวัฏภาคเคล่ือนที่ระบบที่  1  ด้อยกว่าระบบที่  2  อาจเนื่องมาจากวัฏภาค

เคลื่อนที่ระบบที่  1 มีขั้วมากเกินไปจึงไม่เหมาะสมเท่ากับวัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่  2  ในการแยกสารกลุ่มดังกล่าว  เมื่อ

นำาไป scan spectrum ด้วยแสงอัลตราไวโอเลตในช่วงความยาวคลื่น 200 ถึง 400 นาโนเมตร จะปรากฏลักษณะของ 

spectrum ของสารแต่ละชนิด (ภาพที่ 4)  หลังจากนั้นเมื่อนำาไปพ่นด้วยนำ้ายา ethanolic-sulfuric acid solution 

แล้วอบที่ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที พบว่าเฉพาะ tadalafil และ aminotadalafil เท่านั้นที่ทำาปฏิกิริยา

กับนำ้ายาดังกล่าวปรากฏสีม่วง (ภาพที่ 2) (B) และ (ภาพที่ 3) (B) เมื่อพ่นทับด้วยนำ้ายา acidified iodoplatinate  

solution พบว่า  sildenafil,  tadalafil,  vardenafil  และ  aminotadalafil  ทำาปฏิกิริยากับนำ้ายาดังกล่าวปรากฏ 

สีนำ้าตาลหรือสีม่วงข้ึนอยู่กับความเข้มข้นของสาร  (ภาพที่ 2)  (C)  และ  (ภาพที่  3)  (C)  แต่ไม่พบการเกิดสีกับ  

methisosildenafil อาจเน่ืองมาจากความเข้มข้นของ methisosildenafil ตำา่เกนิไป  การเลอืก sulfuric acid เป็นนำา้ยา

พ่นสำาหรบัตรวจวดัยาในกลุ่ม PDE-5 inhibitors เนือ่งจากเป็นนำา้ยาทีใ่ช้กนัแพร่หลาย (universal detection reagent) 
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เหมาะสำาหรบัตรวจวัดสารท่ีมีขัว้แม้ว่าจะไม่มีความจำาเพาะเจาะจงแต่เนือ่งจากวธิตีรวจพสิจูน์เอกลกัษณ์ทีไ่ด้พฒันาขึน้นี้

นอกจากจะพจิารณาจากการเกดิสยีงัพจิารณาจากค่า Rf และลกัษณะของ spectrum เทยีบกบัสารมาตรฐานประกอบกนั 

ในส่วนของนำ้ายา acidified iodoplatinate solution เป็นนำ้ายาชนิดหนึ่งที่ถูกนำามาใช้อย่างแพร่หลายสำาหรับตรวจวัด

สารประเภท organic nitrogen compounds(9)  เมื่อทดลองทางห้องปฏิบัติการกับยาในกลุ่ม PDE-5 inhibitors 

ปรากฏว่าสามารถทำาปฏิกิริยาให้เกิดสีกับยากลุ่มดังกล่าวได้  จึงเลือกนำ้ายาดังกล่าวมาเป็นส่วนหน่ึงของวิธีที่พัฒนาขึ้น

ในการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลางยาคดีกลุ่ม PDE-5 inhibitors 

วิธี  HPLC  ท่ีได้พัฒนาขึ้นน้ีดัดแปลงมาจากวิธีของ Hakan  Goker  และคณะ  และวิธีของ  Khaled 

Al-Tahami โดยวิธีของ Hakan Goker และคณะ ใช้วิธี HPLC-DAD-MS ใช้คอลัมน์ชนิด C18 (5 µm) และ

วัฏภาคเคลื่อนที่มีส่วนผสมระหว่าง acetonitrile, methanol และ 0.05 M ammonium acetate ในส่วนวิธีของ 

Khaled Al-Tahami ใช้วิธี HPLC-DAD ใช้คอลัมน์ชนิด C18  (3.5 µm) และวัฏภาคเคลื่อนที่มีส่วนผสมระหว่าง 

acetonitrile,  0.3 M ammonium acetate  และ  0.2%  formic  acid  แต่เนื่องจากสำานักยาและวัตถุเสพติดไม่มี

เครื่องมือตามวิธีของ Hakan Goker และคณะ และคอลัมน์ที่ใช้ตามวิธีของ Khaled Al-Tahami มีจำากัด ดังนั้น 

เพ่ือความสะดวกและเหมาะสมสำาหรับการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลางยาคดีในกลุ่ม  PDE-5  inhibitors  ของ

สำานักยาและวัตถุเสพติดจึงได้พัฒนาวิธีขึ้น  สำาหรับวิธีตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยาในกลุ่ม PDE-5 inhibitors  ที่พัฒนา

ขึ้นพบว่า peak ของ sildenafil,  tadalafil, vardenafil, aminotadalafil และ methisosildenafil แยกออกจาก

กันอย่างสมบูรณ์ด้วยค่า resolution มากกว่า 1.8 แต่ละ peak ไม่ถูกรบกวนจากยาหลอกโดยประเมินจากค่า peak 

purity (ตารางท่ี 2) retention time ของ peak ของสารมาตรฐานทัง้ห้าชนดิทีเ่ตมิลงในยาหลอก ตรงกบั sildenafil,  

tadalafil, vardenafil, aminotadalafil หรือ methisosildenafil ในสารละลายมาตรฐาน (ภาพที่ 6) นอกจากนี้ 

ยังพบว่า    spectrum  ของสารมาตรฐานที่เติมลงในยาหลอกเข้ากันกับ  spectrum  ของสารมาตรฐานในสารละลาย

มาตรฐาน (ภาพที่ 7) 

จากข้อมูลของสำานักยาและวัตถเุสพตดิในปี พ.ศ. 2554 และในปี พ.ศ. 2557 พบว่าเคยตรวจพบการปลอมปน 

aminosildenafil  ซ่ึงเป็นสารอะนาล็อกของยา  tadalafil  และ methisosildenafil  (Aildenafil)  ซึ่งเป็นสาร 

อะนาล็อกของยา sildenafil ในยาแผนโบราณ ตามลำาดับ ดังนั้น การพัฒนาวิธีตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ครั้งนี้นอกจาก

จะมุ่งเน้นแยก  sildenafil,  tadalafil  และ  vardenafil  แล้ว  ยังมุ่งเน้นการแยก methisosildenafil  ออกจาก  

sildenafil และ aminosildenafil ออกจาก tadalafil ด้วยเช่นเดยีวกนั เนือ่งจาก sildenafil และ methisosildenafil 

หรือ tadalafil และ aminosildenafil มีลักษณะโครงสร้างทางเคมีและ spectrum ที่ใกล้เคียงกันมากอาจก่อให้เกิด

ผลบวกลวง (false positive) ได้จากทั้งวิธี TLC และ HPLC ที่ได้พัฒนาขึ้นนี้สามารถแยกสารดังกล่าวออกจากกันได้ 

แสดงให้เหน็ถงึความสามารถของวิธใีนการแยกสารในกลุม่ดงักล่าวซึง่เป็นตวับ่งชีท้ีส่ำาคญัทีแ่สดงถงึความจำาเพาะเจาะจง

ของวิธีที่ได้พัฒนาขึ้น  

ขดีจำากดัของการตรวจพบของวธิ ีTLC แสดงค่าความเข้มข้นตำา่สดุของ sildenafil,  tadalafil และ vardenafil 

ทีส่ามารถตรวจพบได้ และให้ spectrum ชดัเจน เท่ากบั 100, 1,000  และ 250 µg/ml ตามลำาดบั สำาหรบัขดีจำากดัของ

การตรวจพบของวิธ ีHPLC แสดงค่าความเข้มข้นตำา่สุดของ sildenafil,  tadalafil, vardenafil, aminotadalafil และ 

methisosildenafil ที่เติมลงในยาหลอก ที่ให้ peak ชัดเจนโดยค่าอัตราส่วน signal to noise ไม่ตำ่ากว่า 3:1 และ

ให้ spectrum ชัดเจนสามารถเข้ากันกับ spectrum ของสารมาตรฐานในสารละลายมาตรฐานได้อย่างถูกต้อง เท่ากับ 

3.8, 1.0, 2.5, 0.8 และ 2.3 µg/ml  ตามลำาดับ

สำาหรับวิธี  HPLC  ได้มีการทดสอบความทนของวิธี  โดยเปล่ียนคอลัมน์จากผู้ผลิตต่างกัน  โดยใช้คอลัมน ์ 

hypersil gold C18, 5 mm, 4.6 × 150 mm เป็นสภาวะเปรยีบเทยีบ พบว่าคอลมัน์จากผูผ้ลติสองแห่งต่างกนัสามารถ

แยกสาร  (resolution)  ทั้ง  5  ชนิดออกจากกันได้อย่างสมบูรณ์  รูปร่างของแต่ละ  peak  (tailing  factor)  ไม่ต่าง



Identification of PDE-5 inhibitors In Seized Materials Prasit Opas and Supanee  Duangteraprecha

52 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 59 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2560

จากสภาวะเปรียบเทียบ  แต่  retention  time  เพิ่มขึ้น  ซึ่งทั้งหมดนี้แสดงให้เห็นว่าการเปลี่ยนคอลัมน์จากผู้ผลิตสาม 

แห่งต่างกันไม่มีผลกระทบต่อผลการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ดังกล่าว  เมื่อเปลี่ยนอุณหภูมิของคอลัมน์  โดยใช้อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะเปรียบเทียบ พบว่าการแยกสารทั้ง 5 ชนิดออกจากกันและรูปร่างของแต่ละ peak ไม่ต่าง

จากสภาวะเปรียบเทียบแต่ retention time ต่างกันโดยที่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิพบว่า retention time ลดลง เมื่อเปลี่ยน

อัตราการไหล (flow rate)  โดยใช้อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที  เป็นสภาวะเปรียบเทียบ ผลการแยกสารและ 

รูปร่างของ peak ไม่ต่างจากสภาวะเปรียบเทียบ แต่การเพิ่มอัตราการไหลมีผลให้ retention time ลดลง เมื่อเปลี่ยน

อัตราส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่โดยใช้อัตราส่วน methanol: 0.01 M ammonium acetate (65:35, v/v) เป็นสภาวะ

เปรียบเทียบ  พบว่าการลดอัตราส่วน methanol  มีแนวโน้มที่จะแยกสารได้ดีข้ึน  แต่ในขณะเดียวกันก็ส่งผลให้ค่า 

retention time เพิม่ขึน้เช่นเดียวกนั เม่ือเพิม่อตัราส่วน methanol พบว่าแนวโน้มในการแยกสารลดลงและทีอ่ตัราส่วน 

methanol: 0.01 M ammonium acetate (75:25, v/v) ไม่สามารถแยก methisosildenafil ออกจาก sildenafil 

(ตารางที่  3)  จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นนี้มีความทนต่อการเปลี่ยนแปลงสภาวะต่างๆ  ส่งผล 

ให้เกิดความสะดวกในการนำาวิธีไปใช้ตรวจพิสูจน์ยาในกลุ่ม PDE-5 inhibitor ในของกลางยาคดีต่อไป 

การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม PDE-5 inhibitors ในของกลางยาคดเีกีย่วกบัการเพิม่สมรรถภาพทางเพศ 

ทีไ่ด้รบัจากสถานีตำารวจ  กองกำากบัการ 3 และ 4  กรมสอบสวนคดพีเิศษ และกองบงัคบัการตำารวจปราบปรามยาเสพตดิ 

1 กองบัญชาการตำารวจปราบปรามยาเสพติด ประจำาปีงบประมาณ พ.ศ. 2558  พบว่าตัวอย่างรูปแบบเม็ดที่ระบุตัวยา

สำาคญัเป็น sildenafil จำานวน 100 ตวัอย่าง ตรวจพบตวัยาสำาคญัตามทีร่ะบไุว้ทัง้หมด  ทีร่ะบตุวัยาสำาคญัเป็น tadalafil 

จำานวน 56 ตัวอย่าง  แต่ตรวจพบ sildenafil ซึ่งไม่ตรงกับที่ระบุไว้ จำานวน 51 ตัวอย่าง และตรวจพบ tadalafil ตาม

ที่ระบุไว้ จำานวน 5 ตัวอย่าง ที่ระบุตัวยาสำาคัญเป็น vardenafil มีจำานวน 12 ตัวอย่าง แต่ตรวจพบ sildenafil ทั้งหมด 

ส่วนตัวอย่างรูปแบบเม็ดที่ไม่ระบุตัวยาสำาคัญแต่อวดอ้างสรรพคุณเก่ียวกับการเพิ่มสมรรถภาพทางเพศ  มีจำานวน  14 

ตัวอย่าง ตรวจพบ sildenafil ทั้งหมด  ตัวอย่างรูปแบบแคปซูล จำานวน 30 ตัวอย่างทั้งหมดนี้ไม่ระบุตัวยาสำาคัญและ

ส่วนใหญ่เป็นยาแผนโบราณและอวดอ้างสรรพคุณที่ทำาให้เข้าใจได้ว่าเก่ียวข้องกับการเพิ่มสมรรถภาพทางเพศ หรือ 

บำารุงร่างกาย ซึ่งจาก 30 ตัวอย่าง ตรวจพบ sildenafil จำานวน 20 ตัวอย่าง ตรวจพบ sildenafil ผสม tadalafil 

จำานวน 4 ตัวอย่าง ตรวจพบ sildenafil ผสม vardenafil จำานวน 1 ตัวอย่าง ตรวจพบ sildenafil ผสม tadalafil 

และ  aminotadalafil  จำานวน  1  ตัวอย่าง  ตรวจพบ  vardenafil  ผสม  tadalafil  และ  aminotadalafil  จำานวน 

1 ตวัอย่าง ตรวจไม่พบตวัยาท้ัง 5 ชนิด จำานวน 3 ตัวอย่าง ในส่วนตวัอย่างรปูแบบเจลซึง่เป็นชนดิรบัประทาน (oral jelly) 

จำานวน 16 ตัวอย่าง ทั้งหมดระบุตัวยาสำาคัญเป็น sildenafil และตรวจพบ sildenafil ทั้งหมดตามที่ระบุ ส่วนตัวอย่าง 

รูปแบบอื่นๆ เช่น รูปแบบสารละลาย ครีม เป็นต้น ไม่ระบุตัวยาสำาคัญแต่อวดอ้างสรรพคุณที่ทำาให้เข้าใจได้ว่าเกี่ยวข้อง

กับการเพิ่มสมรรถภาพทางเพศ จำานวน 2 ตัวอย่าง ตรวจไม่พบตัวยาทั้ง 5 ชนิดทั้ง 2 ตัวอย่าง 

สรุป

การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม  PDE-5  inhibitors  ในของกลางยาคดีโดยวิธี  TLC  และ HPLC 

ที่ได้พัฒนาขึ้นนี้  มีความจำาเพาะเจาะจง ขีดจำากัดของการตรวจพบของวิธี TLC สำาหรับ  sildenafil,  tadalafil และ 

vardenafil เท่ากับ 100, 1,000 และ 250 µg/ml ตามลำาดับ วิธี HPLC สำาหรับ sildenafil, tadalafil, vardenafil, 

aminotadalafil  และ methisosildenafil  เท่ากับ  3.8,  1.0,  2.5,  0.8  และ  2.3  µg/ml  ตามลำาดับ  วิธี HPLC 

มีความทนต่อการเปลี่ยนแปลงสภาวะระบบโครมาโทกราฟ  ง่าย  และสะดวกในการนำาไปใช้เพื่อตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ 

ยากลุ่ม  PDE-5  inhibitors  ในของกลางยาคดีต่อไป  การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยากลุ่ม  PDE-5  inhibitors 

ในของกลางยาคดเีกีย่วกบัการเพิม่สมรรถภาพทางเพศ ประจำาปีงบประมาณ พ.ศ. 2558 จำานวน 230 ตวัอย่าง ตรวจพบ  

sildenafil จำานวน 213 ตวัอย่าง tadalafil จำานวน 5 ตวัอย่าง  sildenafil ผสม tadalafil จำานวน 4 ตวัอย่าง sildenafil 
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ผสม vardenafil จำานวน 1 ตัวอย่าง  sildenafil ผสม  tadalafil และ aminotadalafil จำานวน 1 ตัวอย่าง และ 

vardenafil ผสม tadalafil และ aminotadalafil จำานวน 1 ตัวอย่าง ตรวจไม่พบตัวยาทั้ง 5 ชนิด จำานวน 5 ตัวอย่าง
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ABSTRACT  Identification of  PDE-5 inhibitors in Seized Materials using TLC and HPLC methods 
was developed and validated. TLC method, the stationary phase was siliga gel 60 F 254, the mobile phase 
comprised two systems. System 1 was the mixture of ethyl acetate, acetonitrile and ammonia solution and 
system 2 was the mixture of ethyl acetate, ethanol and ammonia solution. TLC of isolated sample was 
firstly detected by UV radiation at 254 nm, spectrum scanning and then confirmed by color reaction with 
ethanolic-sulfuric acid and acidified iodoplatinate reagent. In system 1, Rf were found to be 0.49, 0.71, 
0.50, 0.57, and 0.56 for sildenafil, tadalafil, vardenafil, aminotadalafil, methisosildenafil, respectively. 
In system 2, the Rf were found to be 0.31, 0.78, 0.45, 0.72, and 0.43 for sildenafil, tadalafil, vardenafil,  
aminotadalafil, methisosildenafil, respectively. A purple color after spraying with ethanolic-sulfuric acid 
reagent  indicated  the  presence  of  tadalafil  and  aminotadalafil. When  acidified  iodoplatinate  solution  
was used, a brown to purple color developed indicated the presence of sildenafil, tadalafil, vardenafil 
and aminotadalafil. With TLC techniques, limit of detections of  sildenafil,  tadalafil and vardenafil were 
100, 1000 and 250 µg/ml respectively. HPLC method, the separation was performed on a C18 column by  
isocratic  elution with  a mobile  phase  of  0.01 M  ammonium  acetate  buffer  and methanol  and  PDA  
detection at 210-350 nm. All sildenafil,  tadalafil,  vardenafil,  aminotadalafil and methisosildenafil peaks 
were completely resolved as shown by resolution values greater than 1.8, with no interference from matrix 
components. With HPLC techniques, limit of detections of sildenafil,  tadalafil, vardenafil, aminotadalafil 
and methisosildenafil were 3.8, 1.0, 2.5, 0.8 and 2.3µg/ml  respectively. The validated method was applied 
to the identification of illicit drugs containing PDE-5 inhibitors in seized materials in fiscal year 2015. 
It was found that among 230 samples tested, 213 samples contained sildenafil, 11 samples contained a 
mixture of sildenafil, vardenafil, aminotadalafil, tadalafil and one sample contained a mixture of sildenafil 
and vardenafil.
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บทคดัยอ่  ประเทศไทยมผีูผ้ลติผลติภณัฑเ์ซรุม่แก้พษิงจูำ�นวนสองร�ย คอื องคก์�รเภสชักรรม และสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย  
ซึ่งต่�งก็ใช้พิษงูม�ตรฐ�นที่ผลิตขึ้นเองในก�รควบคุมคุณภ�พ เนื่องจ�กยังไม่มีพิษงูม�ตรฐ�นที่จะใช้ในระดับประเทศ ทำ�ให้ 
ไม่ส�ม�รถเปรียบเทียบผลค่�คว�มแรงระหว่�งกันได้ สถ�บันชีววัตถุในฐ�นะหน่วยง�นที่ทำ�หน้�ที่ควบคุมคุณภ�พผลิตภัณฑ์ 
ชีววัตถุที่ผลิตและจำ�หน่�ยในประเทศ จึงได้ประส�นคว�มร่วมมือกับผู้ผลิตทั้งสองร�ยในก�รจัดทำ�พิษงูเห่�ม�ตรฐ�นในระดับ
ประเทศ ผลที่ได้พบว่�พิษงูเห่�ที่จะนำ�ม�ใช้นั้นเป็นส�รม�ตรฐ�นนั้นมีค่� LD50 เฉลี่ยอยู่ระหว่�ง 10.57-15.67 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร มีปริม�ณโปรตีนเท่�กับร้อยละ 70.8 เมื่อตรวจสอบเอกลักษณ์ด้วยวิธี Immunodiffusion พบว่�ทำ�ปฏิกิริย�เฉพ�ะ
กับเซรุ่มแก้พิษงูเห่� ก�รแยกส่วนประกอบของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่�ไม่มีคว�มแตกต่�งจ�กพิษงูเห่�รุ่นก�รผลิต
ก่อนหน้�ที่สถ�บันชีววัตถุใช้ในก�รควบคุมคุณภ�พ พิษงูเห่�รุ่นก�รผลิตที่ CV 0142-S ที่จัดเตรียมขึ้นน้ีได้รับก�รประก�ศ 
ให้เป็นส�รม�ตรฐ�นในระดับประเทศ ผลจ�กคว�มร่วมมือในครั้งนี้จะช่วยให้ก�รควบคุมคุณภ�พเซรุ่มแก้พิษงูของประเทศไทย
ได้รับคว�มน่�เชื่อถือในระดับส�กล
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บทนำา

ประเทศไทยมีที่ตั้งอยู่ในภูมิศ�สตร์ประเภทเขตร้อน ดังนั้น จึงมีงูอ�ศัยอยู่เป็นจำ�นวนม�ก งูหล�ยชนิดมีพิษ

ที่รุนแรงทำ�ให้เสียชีวิตได้ โดยพบอัตร�ก�รถูกงูพิษกัด 12-14 คนต่อประช�กรแสนคน และมีอัตร�ต�ยร้อยละ 0.02(1)  

ก�รให้เซรุม่แก้พิษงูยงัคงเป็นวิธกี�รรกัษ�ผู้ป่วยท่ีตรงวตัถุประสงค์ม�กทีส่ดุ เซรุม่แก้พษิงผูลติจ�กก�รฉดีพษิงจูำ�นวนน้อย 

แก่ม้�เพ่ือกระตุน้ให้สร้�งภมิูคุม้กนั จ�กน้ันจึงเจ�ะเก็บพล�สม�แล้วนำ�ม�ผ่�นกระบวนก�รทำ�ให้บรสิทุธิไ์ด้เป็นผลติภณัฑ์

สำ�เร็จรูป 

ประเทศไทยมีผู้ผลิตเซรุ่มแก้พิษงูจำ�นวนสองร�ยคือ สถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย และองค์ก�รเภสัชกรรม 

โดยสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย ผลติเซรุม่แก้พษิงชูนดิผงแห้งจำ�นวน 9 ชนดิ ได้แก่ เซรุม่แก้พษิงเูห่� เซรุม่แก้พษิงแูมวเซ� 

เซรุ่มแก้พิษงูกะปะ เซรุ่มแก้พิษงูจงอ�ง เซรุ่มแก้พิษงูเขียวห�งไหม้ เซรุ่มแก้พิษงูส�มเหลี่ยม เซรุ่มแก้พิษงูทับสมิงคล� 

เซรุม่แก้พษิงรูะบบประส�ท และเซรุม่แก้พิษงรูะบบโลหติ ส่วนองค์ก�รเภสชักรรมผลติเซรุม่แก้พษิงชูนดินำ�้จำ�นวน 3 ชนดิ 

ได้แก่ เซรุ่มแก้พษิงเูห่� เซรุม่แก้พษิงแูมวเซ� และเซรุม่แก้พษิงกูะปะ โดยผูผ้ลติทัง้สองร�ยต่�งใช้พษิงมู�ตรฐ�นทีเ่ตรยีม

ขึ้นเองในก�รวิเคร�ะห์ห�ค่�คว�มแรงของผลิตภัณฑ์ ทำ�ให้ผลก�รวิเคร�ะห์คว�มแรงของผลิตภัณฑ์เซรุ่มแก้พิษงูชนิด

เดียวกันไม่ส�ม�รถนำ�ม�เปรียบเทียบกันได้ นอกจ�กน้ีงูพิษในแต่ละประเทศนั้นมีชนิดและส�ยพันธุ์ที่แตกต่�งกันต�ม

ก�รกระจ�ยตวัเขตภมิูศ�สตร์ จงึไม่ส�ม�รถท่ีจะจดัห�พษิงมู�ตรฐ�นในระดบัส�กลเพือ่นำ�ม�ใช้เป็นส�รม�ตรฐ�นอ้�งองิ

ระหว่�งหน่วยง�นได้ องค์ก�รอน�มัยโลก จึงมีข้อแนะนำ�ให้แต่ละประเทศหรือแต่ละภูมิภ�คจัดเตรียมพิษงูม�ตรฐ�น 

เพื่อใช้ตรวจสอบคุณภ�พเซรุ่มแก้พิษงูในประเทศหรือระดับภูมิภ�ค(2) 

ในก�รเตรียมพิษงูม�ตรฐ�นจะต้องทดสอบห�ค่� Lethal Dose 50 (LD50) ของพิษงู(3) โดยใช้สัตว์ทดลอง

ชนิดหนูถีบจักร (mice) ซึ่งเป็นก�รทดสอบห�ประสิทธิภ�พของพิษงูโดยตรง แสดงในหน่วยนำ้�หนักของพิษงูที่ทำ�ให้

สัตว์ทดลองที่นำ�ม�ทดสอบต�ยครึ่งหนึ่งของจำ�นวนทั้งหมด ซึ่งทุกหน่วยง�นจะทำ�ก�รทดสอบทุกครั้ง เมื่อมีก�รนำ�พิษงู

รุน่ก�รผลติใหม่ม�ใช้ทดแทนของเดมิท่ีหมดลง หรอืทำ�ก�รทดสอบค่�เป็นระยะเมือ่เวล�ผ่�นไปต�มระยะเวล�ทีก่ำ�หนด 

ซึ่งเกณฑ์ก�รยอมรับนั้นแต่ละหน่วยง�นกำ�หนดขึ้นเอง เพื่อใช้สำ�หรับก�รเฝ้�ระวัง (monitoring) ว่�พิษงูที่เก็บรักษ�

ไว้นั้นยังไม่เสื่อมประสิทธิภ�พลง

ดงันัน้ เพือ่ให้ประเทศไทยมีพิษงมู�ตรฐ�นของประเทศ สถ�บนัชีววตัถุในฐ�นะห้องปฏบัิติก�รเพือ่ก�รควบคมุ

คณุภ�พชวีวตัถท่ีุผลติและนำ�เข้�ม�ใช้ในประเทศไทย จงึได้จดัทำ�โครงก�รกำ�หนดค่�พษิงเูห่�ม�ตรฐ�นในระดบัประเทศ 

โดยคว�มร่วมมอืจ�กผูผ้ลิตท้ังสองแห่งสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย ทำ�หน้�ทีร่วบรวมพษิงเูห่�ชนดิผงแห้งเพ่ือจดัทำ�เป็น

ส�รม�ตรฐ�น และร่วมทดสอบห�ค่� LD50 ร่วมกับสถ�บันชีววัตถุและองค์ก�รเภสัชกรรม เพื่อเปรียบเทียบค่�ระหว่�ง

หน่วยง�น และมีก�รตกลงร่วมกนัเพือ่จะประก�ศใช้พษิงเูห่�รุน่ก�รผลติดงักล่�วในก�รตรวจวเิคร�ะห์คว�มแรงของเซรุ่ม

แก้พิษงูเห่�ที่ผลิตขึ้นภ�ยในประเทศร่วมกันต่อไป

วัสดุและวิธีการ

พิษงูเห่า 

พิษงูเห่�ตัวอย่�ง รุ่นก�รผลิต CV 0142-S ผลิตโดยสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย จัดเตรียมขึ้นสำ�หรับใช้

เป็นส�รม�ตรฐ�นในระดับประเทศ

พิษงูเห่�ม�ตรฐ�น รุ่นก�รผลิต TC 01 ผลิตโดยสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย เป็นพิษงูเห่�ที่สถ�บันชีววัตถุ

ใช้ในก�รควบคุมคุณภ�พเซรุ่มแก้พิษงูเห่�ที่สถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทยผลิตขึ้น

พิษงูเห่�ม�ตรฐ�น รุ่นก�รผลิต GC 01 ผลิตโดยองค์ก�รเภสัชกรรม เป็นพิษงูเห่�ที่สถ�บันชีววัตถุใช้ในก�ร

ควบคุมคุณภ�พเซรุ่มแก้พิษงูเห่�ที่องค์ก�รเภสัชกรรมผลิตขึ้น
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พษิงูเห่ามาตรฐานในระดับประเทศ	 ไพศาล		พงัจนุนัท์	และคณะ

สัตว์ทดลอง  

หนูถีบจักรส�ยพันธุ์ ICR ขน�ด 18-20 กรัม สถ�บันชีววัตถุ กรมวิทย�ศ�สตร์ก�รแพทย์ และกองม�ตรฐ�น

ชีววัตถุ องค์ก�รเภสัชกรรม ได้รับจ�กศูนย์สัตว์ทดลองแห่งช�ติ มห�วิทย�ลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม สถ�นเส�วภ� 

สภ�ก�ช�ดไทย ได้รับจ�กสถ�นีเพ�ะพันธุ์ม้�และสัตว์ทดลอง จังหวัดประจวบคีรีขันธ์

การทดสอบค่า LD50

ชั่งนำ้�หนักพิษงูเห่�ตัวอย่�ง 5-10 มิลลิกรัม ละล�ยด้วย normal saline ให้มีคว�มเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร จ�กนั้นเจือจ�งต่อให้มีคว�มเข้มข้น 0.08, 0.012, 0.016, 0.20 และ 0.24 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต�มลำ�ดับ 

นำ�ส�รละล�ยแต่ละหลอดไปฉีดเข้�เส้นเลือดดำ�ที่ห�งของหนูถีบจักรตัวละ 0.5 มิลลิลิตร จำ�นวน 4 ตัวต่อกลุ่ม นับ

จำ�นวนหนูที่มีชีวิตรอดในเวล� 2 วัน คำ�นวณค่� LD50 จ�กจำ�นวนหนูที่รอดชีวิตโดยใช้โปรแกรม Probit Analysis 

(F.R. Marsman, RIVM, Bilthoven, The Netherlands, version 97-1)(4)  ทำ�ซำ้�ไม่น้อยกว่� 6 ครั้ง ห�ค่�เฉลี่ย 

การทดสอบปริมาณโปรตีน

ดำ�เนนิก�รต�มวิธขีอง Bradford(5) เตรยีมโปรตนีม�ตรฐ�น bovine serum albumin (Quick Start TM 

Bradford, BIO-RAD) ให้มีคว�มเข้มข้น 10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร แล้วเจอืจ�งต่อให้มคีว�มเข้มข้น 5, 2.5 และ 1.25 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คว�มเข้มข้นละ 1 หลอดต�มลำ�ดับ  ชั่งนำ้�หนักพิษงูเห่�ตัวอย่�ง 5-10 มิลลิกรัม ละล�ยด้วย

นำ้�กลั่นให้มีคว�มเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร แล้วเจือจ�งต่อด้วยนำ้�กลั่นจนมีคว�มเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

จำ�นวน 1 หลอด นำ�ส�รละล�ยโปรตนีม�ตรฐ�นแต่ละคว�มเข้มข้นและส�รละล�ยพษิงเูห่�ตวัอย่�งทีเ่ตรยีมไว้ ม�เตมิลง

ในหลอดทดลองที่เตรียมไว้ปริม�ตรหลอดละ 800 ไมโครลิตร เติม dye reagent ปริม�ตร 200 ไมโครลิตร ให้ครบ

ทกุหลอด เขย่�ให้เข้�กนั ตัง้ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวล� 15 น�ท ีนำ�ไปวดัค่�ก�รดดูกลนืแสงด้วยเครือ่งสเปกโทรโฟโต 

มเิตอร์ทีค่ว�มย�วคลืน่ 595 nm นำ�ค่�ทีไ่ด้ม�คำ�นวณห�ปรมิ�ณโปรตนีในส�รละล�ยพษิงเูห่�ตวัอย่�ง โดยเปรยีบเทยีบ

กับค่�ที่สร้�งจ�กกร�ฟของส�รละล�ยโปรตีนม�ตรฐ�น 

การทดสอบเอกลักษณ์

ดำ�เนินก�รโดยวิธ ีsodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)(6)

เตรียม acrylamide gel คว�มเข้มข้น 12% โดยใช้ Vertical electrophoresis system, VE (BIO-RAD) 

ชั่งนำ้�หนักพิษงูเห่�ตัวอย่�ง และพิษงูเห่�ม�ตรฐ�น 5-10 มิลลิกรัม ละล�ยด้วยนำ้�กลั่นให้มีคว�มเข้มข้น 10 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร จ�กนั้นเจือจ�งด้วย sample buffer solution ให้มีคว�มเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นำ�ไปหยอดลง

ในเจลหลุมละ 10 ไมโครลิตร หยอดโปรตีนม�ตรฐ�น molecular weight marker (Amersham) เพื่อใช้เป็นแถบ

นำ้�หนักม�ตรฐ�นปริม�ตร 5 ไมโครลิตรที่หลุมด้�นข้�ง แยกโปรตีนโดยใช้กระแสไฟฟ้� 160 โวลต์ น�น 90 น�ที ด้วย 

EPS 601 Power supply ย้อมสีเจลด้วย colloidal coomasie blue G-250 และล้�งสีด้วยนำ้�กลั่น อ่�นแถบโปรตีน

ที่ปร�กฏด้วย gel documentation system (SYNGENE) 

การทดสอบเอกลักษณ์

ดำ�เนินก�รโดยวิธี Immunodiffusion(6) เตรียมส�รละล�ย agarose คว�มเข้มข้น 1% ที่อุ่นจนร้อนละล�ย

เป็นเนื้อเดียวกันลงบนแผ่น GelBond®  ที่ตัดพอดีกับกระจกสไลด์ ทิ้งไว้ในตู้เย็นที่มีอุณหภูมิ 2-8 ำC เป็นเวล�ข้�มคืน 

เจ�ะบริเวณตรงกล�ง 1 หลุม และบริเวณรอบๆ อีก 6 หลุม ชั่งนำ้�หนักพิษงูเห่�ตัวอย่�ง 5-10 มิลลิกรัม ละล�ยด้วย 

นำ้�กลั่นให้มีคว�มเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เติมลงในหลุมกล�งปริม�ตร 20 ไมโครลิตร ส่วนหลุมโดยรอบเติม
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เซรุ่มแก้พิษงูเห่� เซรุ่มแก้พิษงูกะปะ เซรุ่มแก้พิษงูแมวเซ� เซรุ่มแก้พิษงูจงอ�ง เซรุ่มแก้พิษงูเขียวห�งไหม้ และเซรุ่ม 

แก้พิษงูส�มเหลี่ยม ปริม�ตรหลุมละ 20 ไมโครลิตร ว�งแผ่นกระจกในแนวร�บให้เกิดก�รทำ�ปฏิกิริย�กัน ปล่อยทิ้งไว้

เป็นเวล�ข้�มคืนที่อุณหภูมิห้อง สังเกตก�รเกิดปฏิกิริย�จ�กเส้นตะกอนที่เกิดขึ้น

ผล

ก�รทดสอบห�ค่� LD50 ของพิษงูเห่�ตัวอย่�ง โดยสถ�บันชีววัตถุ กรมวิทย�ศ�สตร์ก�รแพทย์ มีค่�เท่�กับ 

15.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กองม�ตรฐ�นชีววัตถุ องค์ก�รเภสัชกรรมมีค่�เท่�กับ 10.57 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทยมีค่�เท่�กับ 12.47 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่�เฉลี่ยทั้งส�มหน่วยง�นเท่�กับ 12.90 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งผลก�รทดสอบมีคว�มแตกต่�งท�งสถิติเมื่อทดสอบด้วย ANOVA ที่ p < 0.05 (ต�ร�งที่ 1) 

ตารางที่ 1 ค่� LD50 ที่สอบเทียบได้ในแต่ละห้องปฏิบัติก�ร

สถ�บันชีววัตถุ
กรมวิทย�ศ�สตร์ก�รแพทย์  6 15.66-15.69 15.67
กองม�ตรฐ�นชีววัตถุ
องค์ก�รเภสัชกรรม  7 10.54-10.59 10.57
สถ�นเส�วภ�
สภ�ก�ช�ดไทย  6 12.44-12.50 12.47
ค่�เฉลี่ย    12.90
    * Sig. (ANNOVA) p < 0.05

 
หน่วยงาน  N

  95% CI   LD50
      (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

ก�รห�ปรมิ�ณโปรตนีด้วยวิธ ีBradford นัน้ โปรตนีจะทำ�ปฏกิริยิ�กบั Coomassie Brilliant Blue G-250 

เกดิเป็นส�รประกอบเชงิซ้อน เม่ือนำ�ไปวัดค่�ก�รดดูกลนืแสงเปรยีบเทยีบกบัส�รละล�ย โปรตนีม�ตรฐ�น ปรมิ�ณโปรตนี

ของพิษงูเห่�มีค่�เท่�กับ 708.71 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งได้จ�กก�รเตรียมส�รละล�ยพิษงูเห่�เริ่มต้น 1 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร ดังนั้น พิษงูเห่�ที่ใช้จัดเตรียมเป็นส�รม�ตรฐ�นจึงมีปริม�ณโปรตีนคิดเป็นร้อยละ 70.8 ของนำ้�หนัก

ก�รทดสอบเอกลักษณ์ เมื่อนำ�ส�รละล�ยพิษงูเห่�ตัวอย่�งไปแยกส่วนประกอบโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

โดยอ�ศัยคว�มแตกต่�งของนำ�้หนักโมเลกลุ ซ่ึงโปรตนีทีม่นีำ�้หนกัม�กก็จะเคลือ่นตวัได้ช้� ในขณะทีโ่ปรตนีขน�ดโมเลกลุ

เล็กจะเคล่ือนที่ไปได้ไกลกว่� พบว่�ส่วนประกอบโปรตีนของพิษงูเห่�ที่จัดเตรียมขึ้นเพื่อใช้เป็นส�รม�ตรฐ�นมีแถบ

องค์ประกอบของโปรตีนไม่แตกต่�งจ�กพิษงูเห่�ม�ตรฐ�นที่สถ�บันชีววัตถุใช้ในก�รตรวจสอบคุณภ�พผลิตภัณฑ์ของ

สถ�นเส�วภ� และองค์ก�รเภสัชกรรมในปัจจุบัน โดยมีขน�ดโมเลกุลแบ่งออกได้เป็นส�มกลุ่ม คือ กลุ่มแรกมีนำ้�หนัก

โมเลกุลตำ่�กว่� 14 kDa (a) กลุ่มที่สองมีนำ้�หนักโมเลกุลประม�ณ 28 kDa (b) และกลุ่มสุดท้�ยมีนำ้�หนักโมเลกุล

ม�กกว่� 50 kDa ขึ้นไป (c) (ภ�พที่ 1)
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พษิงูเห่ามาตรฐานในระดับประเทศ	 ไพศาล		พงัจนุนัท์	และคณะ

ส่วนก�รทดสอบเอกลักษณ์โดยวิธี Immunodiffusion เมื่อนำ�พิษงูเห่�ตัวอย่�งม�ทำ�ปฏิกิริย�ระหว่�งเซรุ่ม

แก้พิษงชูนดิต่�งๆ คอื เซรุม่แก้พษิงเูห่� เซรุม่แก้พษิงแูมวเซ� เซรุม่แก้พษิงกูะปะ เซรุ่มแก้พษิงจูงอ�ง เซรุม่แก้พิษงเูขยีว

ห�งไหม้ และเซรุม่แก้พิษงสู�มเหลีย่ม ในหลมุทีอ่ยูโ่ดยรอบ พบว่�มกี�รทำ�ปฏกิริยิ�เกดิเป็นเส้นตะกอนสขี�วระหว่�งพษิ

งูเห่�กับเซรุ่มแก้พิษงูเห่�เพียงเส้นเดียว โดยไม่พบก�รทำ�ปฏิกิริย�กับเซรุ่มแก้พิษงูชนิดอื่นๆ (ภ�พที่ 2)

ภาพที่ 2 ก�รทดสอบก�รเกิดปฏิกิริย�เฉพ�ะของพิษงูเห่�ม�ตรฐ�น CV 0142-S

ภาพที่  1  แถบโปรตีนของพิษงูเห่�ตัวอย่�ง (หม�ยเลข 2) พิษงูเห่�ม�ตรฐ�นจ�กองค์ก�รเภสัชกรรม (หม�ยเลข 3) และ 
พษิงูเห�่ม�ตรฐ�นจ�กสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย (หม�ยเลข 4) เปรยีบเทยีบกบัแถบโปรตนีน้ำ�หนกัม�ตรฐ�น (หม�ยเลข 1)

วิจารณ์

ก�รทดสอบค่� LD50
(3), ก�รทดสอบปรมิ�ณโปรตนี(5), และก�รทดสอบเอกลกัษณ์(6) ทัง้หมดได้รบัก�รตรวจสอบ 

คว�มถูกต้องของวิธีวิเคร�ะห์แล้ว ก�รทดสอบที่สำ�คัญคือ ก�รยืนยันเอกลักษณ์ว่�พิษงูที่สถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย

ส่งมอบม�เพื่อนำ�ม�จัดทำ�เป็นพิษงูเห่�ม�ตรฐ�นในครั้งน้ีว่�เป็นชนิดที่ถูกต้อง โดยพิจ�รณ�จ�กก�รเกิดปฏิกิริย� 

immunodiffusion ที่มีคว�มจำ�เพ�ะกับเซรุ่มแก้พิษงูเห่�เท่�นั้น และจ�กก�รวิเคร�ะห์ส่วนประกอบโปรตีนด้วยวิธี 

SDS-PAGE พบว่�แถบโปรตนีท่ีแยกได้ไม่มคีว�มแตกต่�งจ�กพษิงเูห่�ของสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย และพษิงเูห่� 
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ขององค์ก�รเภสัชกรรมท่ีสถ�บันชีววัตถุใช้ในก�รควบคุมคุณภ�พก่อนหน้� ส่วนปริม�ณโปรตีนจะถูกใช้เป็นข้อมูล

พิจ�รณ�ในเรื่องคว�มสมำ่�เสมอ (consistency) ของพิษงูเห่�ม�ตรฐ�นที่จะจัดทำ�ในครั้งถัดไป

เมื่อนำ�ค่� LD50  ของพิษงูเห่�ทั้งส�มห้องปฏิบัติก�รไปห�ค่�คว�มแตกต่�งท�งสถิติ พบว่�มีคว�มแตกต่�ง

กันอย่�งมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) เนื่องจ�กเป็นก�รทดสอบในสัตว์ทดลองจึงมีคว�มผันแปรสูง แม้ว่�จะมีก�รควบคุม

ชนดิ ส�ยพันธุแ์ละช่วงนำ�้หนกัของหนไูมซ์ทีน่ำ�ม�ใช้ในก�รทดสอบแล้ว อย่�งไรกต็�มคว�มแตกต่�งของค่� LD50 นีไ้ม่มี

ผลต่อก�รนำ�ไปใช้ในก�รทดสอบห�ค่�คว�มแรงของผลิตภัณฑ์แต่อย่�งใด เนื่องจ�กปัจจุบันก�รทดสอบคว�มแรงของ

เซรุ่มแก้พิษงูเห่�ร�ยง�นผลเป็นนำ้�หนักของพิษงูเห่�ที่เซรุ่มแก้พิษงูเห่�ส�ม�รถทำ�ล�ย (neutralize) ได้ต่อปริม�ตร 1 

มลิลิลติร โดยมข้ีอกำ�หนดว่�ต้องมีค่�ม�กกว่�หรือเท่�กบั 0.6 มลิลกิรมั ทีผ่่�นม�ผลก�รทดสอบทีไ่ด้จ�กผูผ้ลติแต่ละร�ย

อ�จมคีว�มแตกต่�งกนั เน่ืองจ�กใช้พษิงเูห่�ม�ตรฐ�นทีจ่ดัทำ�ขึน้เองภ�ยในเพือ่ก�รทดสอบ ซึง่ข้อมลูเรือ่งคว�มแตกต่�ง

ของค่� LD50 ทีไ่ด้จ�กโครงก�รน้ีจะเป็นข้อมูลสำ�คญัในก�รพฒัน�วธิกี�รควบคมุคณุภ�พด้�นคว�มแรงของเซรุม่แก้พษิงู 

ในอน�คต โดยอ�จเป็นก�รจัดทำ�เซรุ่มแก้พิษงูม�ตรฐ�นที่ส�ม�รถลดคว�มแตกต่�งระหว่�งห้องปฏิบัติก�รลงได้(7) 

 แต่ต้องอ�ศัยงบประม�ณที่ม�กกว่�ในก�รจัดเตรียมผลิตภัณฑ์ 

ผลจ�กก�รดำ�เนินของโครงก�ร ท้ังสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย องค์ก�รเภสัชกรรม และสถ�บันชีววัตถุ  

ได้ยอมรับพิษงูเห่�รุ่นก�รผลิต CV 0142-S ให้เป็นส�รม�ตรฐ�นในระดับประเทศ ทำ�ให้เซรุ่มแก้พิษงูเห่�ที่จะผลิต

เพื่อจำ�หน่�ยต่อไปในอน�คต ส�ม�รถลดปัจจัยคว�มผันแปรของผลทดสอบที่อ�จเกิดจ�กคว�มแตกต่�งของก�รใช้พิษ

งูม�ตรฐ�นจ�กผู้ผลิตทั้งสองร�ยลงไปได้ และเป็นจุดเริ่มต้นของคว�มร่วมมือระหว่�งหน่วยง�น ในก�รทดสอบคว�ม

ชำ�น�ญระหว่�งห้องปฏิบัติก�ร (proficiency test) ต่อไปในอน�คต นอกจ�กนี้ยังให้ประสบก�รณ์และข้อมูลสำ�คัญ

ต่อก�รจัดทำ�ส�รม�ตรฐ�นพิษงูชนิดอื่นๆ และก�รพัฒน�วิธีก�รทดสอบต่อไป

สรุป

จ�กก�รศึกษ�พิษงูเห่�ที่จัดเตรียมขึ้นทั้งหมด 3 รุ่นก�รผลิต พบว่�พิษงูเห่�รุ่นก�รผลิตที่ CV 0142-S ผลิต

โดยสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย มีคุณสมบัติที่เหม�ะสม  และได้ตกลงร่วมกันระหว่�งสถ�บันชีววัตถุ สถ�นเส�วภ� 

สภ�ก�ช�ดไทย และองค์ก�รเภสัชกรรมประก�ศให้เป็นส�รม�ตรฐ�น  ในระดับประเทศสำ�หรับใช้ในก�รตรวจสอบค่�

คว�มแรงของเซรุ่มแก้พิษงูเห่�

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทย กองม�ตรฐ�นชวีวตัถ ุองค์ก�รเภสชักรรม สำ�หรบัคว�มร่วมมอืในก�ร

ทดสอบค่� LD50 และขอขอบคณุสถ�นเส�วภ� สภ�ก�ช�ดไทยทีส่นบัสนนุพษิงูเห่�ทีใ่ช้ในก�รจดัทำ�ส�รม�ตรฐ�นในครัง้นี้
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National Standard for Cobra Venom  Paisan Pangjunan et al.

AbstrACt  The Thai Red Cross Society (TRCs) and the Government Pharmaceutical Organization 
(GPO) are snake antivenom manufacturers in Thailand.  Both of them have used their own snake venoms 
for quality control of their products because there was no national standard venoms. Therefore, 
their potency results have been incomparable the Institute of Biological Produtcs (IBP), which acting 
as the national control laboratory for the biologics in Thailand, has cooperated with these two 
manufacturers in preparation of a national cobra venom standard. The results showed that the average 
LD50 values of cobra venom were between 10.57-15.67 micrograms per milliliter and protein content was 
70.8 percent. Identity test by immunodiffusion showed the venom was specific to the cobra antivenom. 
From the protein profile by SDS-PAGE method, the venom did not differ from previous lot used 
for potency test in IBP’s laboratory. Cobra venom lot number CV 0142-S used in this study was  
decared as the national reference material. The outcome of this cooperation is the quality control of snake 
antivenom in Thailand being internationally recognized.

Key word:  Cobra venom, Malayan pit viper venom, russell’s viper venom, standardization, 
  thailand
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บทคัดย่อ  การพัฒนาระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการด้านน้ำายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือด ตามแผนขยายขอบข่ายความสามารถ 
ห้องปฏิบัติการของสถาบันชีววัตถุให้ครอบคลุมการควบคุมคุณภาพชุดน้ำายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือด  เพ่ือการประกันคุณภาพ
ผลิตภัณฑ์ ลดความเส่ียงในการตรวจคัดกรองผู้บริจาคโลหิตผิดพลาดซ่ึงจะส่งผลกระทบต่อคุณภาพและความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์
เลือด โดยใช้กระบวนการตามเกณฑ์คุณภาพการบริหารจัดการภาครัฐ ประกอบด้วย การนำาองค์กร การวางแผนยุทธศาสตร์ การให้
ความสำาคัญกับผู้รับบริการและผู้มีส่วนได้ส่วนเสีย การวิเคราะห์และจัดการข้อมูล การมุ่งเน้นบุคลากร และการจัดการกระบวนงาน
ร่วมกับการปฏิบัติตามข้อกำาหนดตามมาตรฐาน  ISO/IEC 17025:2005  ซ่ึงจากผลการพัฒนาห้องปฏิบัติการด้านน้ำายาวินิจฉัย
โรคติดต่อทางเลือด ทำาให้ได้รับการรับรองความสามารถตามระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025:2005 ในปี พ.ศ. 2556 โดยมีปัจจัย
สำาคัญของความสำาเร็จ ได้แก่ นโยบายของผู้บริหาร การพัฒนาบุคลากรให้มีสมรรถนะท่ีจำาเป็นในการปฏิบัติงาน และการดำาเนินงาน 
ตามข้อกำาหนดของระบบคุณภาพอย่างถูกต้องเหมาะสม
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บทนำา

ในปัจจุบันโลกได้เปลี่ยนแปลงไปอย่างรวดเร็ว เกิดการแข่งขันทั้งด้านแรงงาน สังคม เศรษฐกิจ การค้าที่นับ

วนัจะยิง่ทวคีวามรนุแรงขึน้จากการขยายตวัทางเศรษฐกจิในกลุม่ประเทศต่างๆ  ความเจรญิก้าวหน้าทางด้านเทคโนโลยี

ที่มีการเปลี่ยนแปลงไปอย่างรวดเร็ว  ทำาให้การแข่งขันในอุตสาหกรรมยา และเวชภัณฑ์ต่างๆ ทางการแพทย์ยังคงมีการ

แข่งขันอย่างต่อเนื่องตลอดเวลา เพื่อผลิตยาที่ใช้รักษาโรค ซึ่งปัจจุบันเชื้อโรคต่างๆ  เกิดการดื้อยาเพิ่มมากขึ้น และยังมี

โรคที่ยังไม่สามารถรักษาให้หายขาดได้อีกหลายโรค การแข่งขันทางการค้าของบริษัทผู้ผลิตยา เวชภัณฑ์ต่างๆ  จึงยังคง

เพิ่มมากขึ้น  เพื่อความเป็นผู้นำาในการแข่งขันและค้นหาวิธีต่อสู้กับโรคร้ายที่ยังต้องหาทางรักษาต่อไปอย่างไม่หยุดยั้ง 

เช่น โรคมะเรง็ โรคหวัใจ โรคเอดส์ เป็นต้น จึงเป็นบทบาทหน้าทีข่องสถาบนัชีววตัถุ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง

สาธารณสุขในการคุ้มครองผู้บริโภคให้ได้รับผลิตภัณฑ์ชีววัตถุที่มีคุณภาพ มีความปลอดภัย และมีประสิทธิภาพ

สถาบันชีววัตถุเป็นห้องปฏิบัติการกลางเพียงแห่งเดียวของประเทศ  (National  Control  Laboratory) 

มหีน้าทีรั่บผดิชอบตรวจรบัรองคุณภาพวัคซนี ชวีวตัถเุพือ่การรกัษา และนำา้ยาวนิจิฉยัโรคตดิต่อทางเลอืดทีใ่ช้ในประเทศ

ให้มีคุณภาพ มีความปลอดภัย และมีประสิทธิภาพ ดังนั้น จึงต้องแสดงข้อมูลให้ผู้ใช้ผลการทดสอบทางห้องปฏิบัติการ 

อาท ิผูผ้ลิต ผูน้ำาเข้าชีววัตถ ุกรมควบคมุโรค สาธารณสุขจงัหวดั โรงพยาบาลส่งเสริมสขุภาพตำาบล สำานกังานหลกัประกนั

สุขภาพแห่งชาติ โรงพยาบาล คลนิกิ ตลอดจนองค์การระหว่างประเทศ เช่น องค์การทนุเพือ่เดก็แห่งสหประชาชาต ิหรอื 

UNICEF เป็นต้น มีความมั่นใจได้ว่าผลการทดสอบทางห้องปฏิบัติการมีความถูกต้องสมบูรณ์โดยปราศจากข้อสงสัย

ใดๆ  และประชาชนมีความม่ันใจในผลิตภัณฑ์ว่ามคีณุภาพ ความปลอดภัย ประสทิธภิาพและส่งเสรมิการควบคมุ ป้องกัน

โรคของประเทศให้เป็นไปอย่างมปีระสทิธภิาพ ตลอดจนส่งเสรมิผูป้ระกอบการในประเทศให้สามารถแข่งขนัทางการค้า

ได้ในตลาดภูมิภาค และตลาดโลก

มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม  มาตรฐานเลขที่  มอก.17025-2548  (ISO/IEC  17025:2005)(1, 2) 

เป็นข้อกำาหนดทัว่ไปว่าด้วยความสามารถของห้องปฏบิตักิารในการดำาเนนิการทดสอบและ/หรอืสอบเทยีบ ซึง่ประกอบ

ด้วยข้อกำาหนดด้านวิชาการและด้านบริหาร  โดยมาตรฐานนี้สามารถนำามาใช้ได้กับทุกองค์การที่มีการดำาเนินกิจกรรม

การทดสอบและ/หรือสอบเทียบ เป็นมาตรฐานสากลที่เสริมสร้างความเชื่อมั่นในความสามารถในการทดสอบหรือสอบ

เทยีบของห้องปฏบัิตกิาร ข้อกำาหนดน้ีมีความสำาคญัอย่างยิง่กบัภาคธรุกจิอตุสาหกรรมทีต้่องใช้ผลการทดสอบและ/หรอื 

สอบเทยีบ ทีม่คีวามเทีย่งตรง แม่นยำา  เชือ่ถอืได้ ใช้เป็นบรรทดัฐานการวดัและการทดสอบผลติภณัฑ์ให้มคีณุภาพ  และ

ยังช่วยขจัดอุปสรรคในการกีดกันทางการค้า  อันเนื่องมาจากการทดสอบและลดการตรวจซำ้าจากประเทศคู่ค้า  สถาบัน 

ชวีวตัถจุงึต้องพัฒนาศักยภาพห้องปฏบิตักิารในฐานะการเป็นห้องปฏิบตักิารกลางของภาครฐัเพยีงแห่งเดยีวในประเทศ

ในการตรวจรับรองคุณภาพผลิตภัณฑ์ชีววัตถุชนิดต่างๆ   เพื่อคุ้มครองผู้บริโภคให้ได้รับผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพ มีความ

ปลอดภยั และสร้างความเชือ่มัน่ในผลการทดสอบทางห้องปฏบิตักิารว่ามคีวามถกูต้องตามหลกัวชิาการ และสอดคล้อง

กับความต้องการของผู้ใช้ข้อมูลโดยได้นำาระบบคุณภาพตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025:2005 มาใช้ และได้รับ

การรับรองความสามารถของห้องปฏิบัติการตั้งแต่ปี พ.ศ. 2550 จนถึงปัจจุบัน

สถาบันชีววัตถุได้รับการยกฐานะข้ึนเป็นสถาบันตามกฎกระทรวงการแบ่งส่วนราชการกรมวิทยาศาสตร ์

การแพทย์ พ.ศ. 2552(3) (ประกาศในราชกิจจานุเบกษา เล่ม 126 ตอนที่ 98 ก วันที่ 28 ธันวาคม 2552)  เป็นการ

ปรบัปรงุโครงสร้างส่วนราชการใหม่  โดยได้เพิม่เตมิบทบาทหน้าทีใ่นการเป็นห้องปฏบิตักิารกลางของรฐัในการสนับสนนุ

สำานักงานคณะกรรมการอาหารและยา  เพ่ือควบคุมคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือดให้มีประสิทธิภาพ 

ครบถ้วนตามมาตรฐานสากล(4)  เพื่อลดความเสี่ยงในการตรวจคัดกรองผู้บริจาคโลหิตผิดพลาด ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อ

คุณภาพและความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์เลือด ดังนั้น จึงมีความจำาเป็นต้องพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการด้านนำ้ายา

วนิจิฉยัโรคตดิต่อทางเลอืดของสถาบนัชีววัตถใุห้สอดคล้องตามระบบคณุภาพ ISO/IEC 17025:2005 โดยมเีป้าหมาย



การพัฒนาศกัยภาพห้องปฏบัิตกิารด้านน�า้ยาวนิิจฉยัโรคตดิต่อทางเลอืด	 อบุลวรรณ	 ชยัอารยะเลศิ	และคณะ
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เพือ่ขอการรบัรองความสามารถในการทดสอบคณุภาพชดุตรวจวนิจิฉยัไวรสัเอชไอวแีบบรวดเรว็ (Rapid test)(5) ซึง่เป็น 

ชุดตรวจที่สำานักงานคณะกรรมการอาหารและยากำาหนดให้มีการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์(6)

บทความนี้เป็นการนำาเสนอการพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการด้านนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือด 

เพ่ือขอรับการรับรองความสามารถของห้องปฏิบัติการจนได้รับการขึ้นทะเบียนเป็นห้องปฏิบัติการที่ผ่านการรับรอง 

ความสามารถตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 จากสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

เพือ่เป็นแนวทางให้ห้องปฏิบตักิารอืน่ๆ  พัฒนามาตรฐานห้องปฏบิตักิารให้ได้มาตรฐานตามข้อกำาหนดของระบบคณุภาพ 

ISO/IEC 17025:2005 หรือระบบคุณภาพอื่นๆ 

การดำาเนินการ

1. เตรียมความพร้อมการประเมินคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัยเชื้อเอชไอวี

-  ได้ทำาการเตรียมความพร้อมของห้องปฏิบัติการเพื่อตรวจติดตามคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัยไวรัส 

เอชไอวีหลังจำาหน่าย โดยศึกษาแนวทาง ข้อกำาหนด มาตรฐานในระดับอาเซียนและสากล ในการตรวจประเมินคุณภาพ 

ขอคำาแนะนำาจากผู้เชี่ยวชาญ  เยี่ยมชมห้องปฏิบัติการที่ปฏิบัติงานกับเชื้อไวรัสเอชไอวี  และโรงงานผู้ผลิตชุดทดสอบ 

ในประเทศ เตรยีมสถานท่ีเพือ่ใช้เป็นห้องปฏบิตักิารด้านนำา้ยาวนิจิฉยัโรคตดิต่อทางเลอืด ซึง่เป็นไปตามมาตรฐานสากล

และมาตรการด้านความปลอดภัยในการทำางานต่อโรคติดเชื้อ

-  ได้จัดหาพลาสมาท่ีผ่านการตรวจสอบคุณลักษณะ  (well  characterized)  จากศูนย์บริการโลหิต 

สภากาชาดไทย  ได้แก่  พลาสมาของผู้ติดเชื้อไวรัสเอชไอวี  พลาสมาของผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี  และพลาสมาของ 

ผู้ที่ไม่ติดเชื้อ  (คนปกติ)  และชุดตรวจวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือด  ได้แก่  ชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี  และชุดตรวจ

วินิจฉัยไวรัสตับอักเสบชนิดบี ที่มีจำาหน่ายในประเทศไทย

-  จัดหาวัสดุวิทยาศาสตร์ที่ใช้งานทดสอบ  ได้แก่  แผ่นรองซับ  หลอดสำาหรับหมุนเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมุน

เหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge tube) กรรไกร ปากหนีบปลายตรง และปากหนีบปลายโค้ง เป็นต้น  

จัดหาเครื่องมือวิทยาศาสตร์ จำานวน 8 รายการ ได้แก่ ตู้ปราศจากเชื้อแบบคลาส II เครื่องผสมสำาหรับหลอดทดลอง 

เครื่องดูดปล่อยสารละลาย ตะเกียงบุนเสน ตู้เย็นควบคุมอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส ตู้แช่แข็งแบบพิเศษ-70 องศา

เซลเซียส  เครื่องบันทึกอุณหภูมิและเครื่องปรับอากาศ  เพื่อใช้ในห้องปฏิบัติการ  พร้อมจัดหาคู่มือการใช้งานของ 

เครือ่งมอืต่างๆ  ไว้บรเิวณการใช้งานเครือ่งมอืนัน้ๆ  และจดัทำาวธิกีารปฏบิติังานอย่างง่าย (work instruction) เพือ่ใช้งาน 

เครื่องมือในห้องปฏิบัติการ

2. ดำาเนินการตามระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025:2005 

บุคลากรกลุ่มนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือดและผู้จัดการคุณภาพร่วมกันศึกษาทำาความเข้าใจข้อกำาหนด 

ISO/IEC 17025:2005 เพือ่ดำาเนนิการให้สอดคล้อง และประยกุต์ใช้ข้อกำาหนด และปฏบิตั ิเพือ่พฒันาห้องปฏิบตักิาร 

ด้านนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือด ได้แก่

2.1  ให้ความรูด้้านข้อกำาหนด ISO/IEC 17025:2005 และความรูด้้านการควบคมุคณุภาพชดุตรวจวนิจิฉยั

โรคติดต่อทางเลือด

2.2  ศกึษาและดำาเนินการตามข้อกำาหนด ได้แก่ จดัเตรยีมและทบทวนเอกสารระบบคุณภาพต่างๆ  เพือ่ขอรบั

การรับรองการทดสอบทางห้องปฏิบัติการของชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี เช่น คู่มือคุณภาพ มาตรฐานการปฏิบัติงาน 

แบบบันทึกการปฏิบัติงาน  การใช้งานเครื่องมือต่างๆ   จัดทำาแผนสอบเทียบและบำารุงรักษาเครื่องมือ  ประเมินความ 

พึงพอใจของผู้รับบริการ การประเมินผู้ขาย ความรู้ ความสามารถของบุคลากร เป็นต้น
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  -  จัดทำาแผนบำารุงรักษาและสอบเทียบเครื่องมือ เพื่อให้เครื่องมือพร้อมใช้งาน และให้ผลการทดสอบ

ที่ถูกต้อง แม่นยำา ซึ่งห้องปฏิบัติการจะคัดเลือกเครื่องมือที่มีผลต่อการทดสอบ โดยจ้างหน่วยงานภายนอกที่ได้รับการ

รับรองด้านการสอบเทียบตามข้อกำาหนด ISO/IEC 17025:2005 โดยเครื่องมือที่ต้องสอบเทียบ ได้แก่ ตู้เย็นควบคุม

อุณหภูมิ  2-8  องศาเซลเซียส  ซึ่งใช้เก็บตัวอย่างชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี  และชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสตับอักเสบ 

ชนิดบี  ตู้แช่แข็งแบบพิเศษ  -70  องศาเซลเซียส  ซึ่งใช้เก็บพลาสมาที่ได้ผ่านการตรวจสอบคุณลักษณะของพลาสมา 

(well characterized) และพลาสมาควบคมุ (control panel) สำาหรบัทดสอบคณุภาพของชุดตรวจฯ ปิเปตอตัโนมัติ 

ซึ่งเป็นเครื่องมือที่สำาคัญในการทดสอบคุณภาพของชุดตรวจฯ และตู้ปราศจากเช้ือแบบคลาส  II  เพื่อความปลอดภัย 

ในการปฏิบัติงานของผู้ปฏิบัติงาน และสร้างความเชื่อมั่นในผลการทดสอบว่ามีความถูกต้อง แม่นยำา

  -  ขึ้นทะเบียนผู ้ขายใหม่และประเมินผู้ขาย  (Supplier  list)  ในการจัดซื้อวัสดุวิทยาศาสตร์ 

จากผู้ขายรายใหม่โดยต้องขึ้นทะเบียนรายชื่อผู้ขายรายใหม่  และประเมินผู้ขายตามเกณฑ์ที่สถาบันฯ  ได้กำาหนดไว้ใน

มาตรฐานการดำาเนินงานเรื่องการคัดเลือกผู้ให้บริการและการตรวจรับพัสดุ  ซึ่งสอดคล้องตามข้อกำาหนด  ISO/IEC 

17025:2005 

  -  จัดให้มีช่องทางรับข้อร้องเรียนจากลูกค้า  ได้แก่  กล่องรับข้อร้องเรียน  ทางจดหมายอิเล็กทรอนิกส ์

ทางเว็บไซต์

  -  แต่งตัง้ผูท้ำาหน้าท่ีผูร้บัตวัอย่างในระดบักลุม่ (sample custodian) เพือ่ทำาหน้าทีร่บัตวัอย่าง เบกิจ่าย 

ควบคุมดูแล เก็บรักษา และทำาลายตัวอย่าง ตามคู่มือควบคุมคุณภาพ (Quality Control Manual)(4) และมาตรฐาน

การปฏิบัติงานเรื่องการรับและการทำาลายตัวอย่าง  โดยเป็นตัวอย่างที่ส่งตรวจเพื่อเฝ้าระวังคุณภาพของผลิตภัณฑ ์

หลังจำาหน่าย และควบคุมคุณภาพของชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี

  -  เข้าร่วมทดสอบความชำานาญทางห้องปฏิบัติการในการประเมินคุณภาพห้องปฏิบัติการ  การตรวจ

เอชไอวีซีโรโลยีแห่งชาติร่วมกับสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  เพื่อเปรียบเทียบผล

และคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการร่วมกับห้องปฏิบัติการอ่ืน  และเพื่อประโยชน์ในการวางแผนพัฒนา

ประสิทธภิาพของห้องปฏบิตักิารและได้ดำาเนินการเปรยีบเทยีบผลการทดสอบระหว่างบคุลากรภายในกลุม่ เพือ่ประเมนิ

สมรรถนะของบุคลากร

  -  สำารวจความพึงพอใจของผู้รับบริการ  ปีละ  1  ครั้ง  โดยใช้แบบสอบถามที่มีทั้งคำาถามแบบปลาย

ปิดและคำาถามปลายเปิดเพื่อสำารวจความพึงพอใจ  ความไม่พึงพอใจ  และความเชื่อมั่นในการให้บริการพร้อมให้ระบุ 

ข้อเสนอแนะ ข้อคิดเห็นเพื่อปรับปรุงการให้บริการ

  -  ตรวจตดิตามภายใน (internal audit) เพือ่ทวนสอบระบบคณุภาพของห้องปฏบิตักิารว่าได้ดำาเนนิ

การสอดคล้องตามข้อกำาหนด ISO/IEC 17025:2005 หรือไม่ และสร้างความเช่ือมัน่ในผลการทดสอบทางห้องปฏบิติัการ 

ว่ามีความถูกต้อง แม่นยำา โดยบุคลากรของสถาบันชีววัตถุทำาหน้าที่เป็นผู้ตรวจติดตามภายใน

  -  ประชุมทบทวนระบบบริหารคุณภาพ  โดยผู้จัดการคุณภาพ ปีละ  1  ครั้ง  ในช่วงเดือนกันยายนของ 

ทุกปี เพื่อสรุปและทบทวนผลการดำาเนินงานตามระบบคุณภาพ และวางแผนงานในปีต่อไป

3. ขอการรับรองความสามารถทางการประเมินชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี

การตรวจติดตามจากสำานกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร (external audit) เป็นการขอรบัการรบัรองความสามารถ 

ทางห้องปฏิบัติการจากสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการว่าห้องปฏิบัติการที่ขอการรับรองมีการบริหารคุณภาพตามข้อ

กำาหนดมาตรฐานที่เกี่ยวข้อง  มีนโยบายข้อกำาหนดตามเงื่อนไขการรับรองฯ  ของสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ  และ 

มีความสามารถในรายการทดสอบที่ขอการรับรองโดยบุคลากรกลุ่มนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือดดำาเนินการร่วมกับ 
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ผู้จัดการคุณภาพในการติดต่อประสานงานกับสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการในการยื่นขอรับการตรวจติดตาม  พร้อม

หลักฐานและเอกสารท่ีเกี่ยวข้อง  โดยผู้จัดการคุณภาพจะจัดเตรียมเอกสารตามระบบคุณภาพฉบับปัจจุบัน  ท้ังใน 

รูปแบบของเอกสารและอิเล็กทรอนิกส์ไฟล์ส่งให้แก่สำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ พร้อมยื่นแบบฟอร์ม  กว.1  กว.2 

และ กว.3 เพือ่ให้สำานักมาตรฐานห้องปฏิบตักิารตรวจประเมนิรายการทดสอบทีข่อการรบัรอง หลงัจากนัน้สำานกัมาตรฐาน 

ห้องปฏิบัติการจะส่งทีมผู้ตรวจติดตาม(Auditor)  เพื่อพิจารณาความสอดคล้องของระบบคุณภาพ  ISO/IEC 

17025:2005 และห้องปฏิบัติการ

ผลการดำาเนินงาน

1. เตรียมความพร้อมการประเมินคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี

1.1  สถาบันชีววัตถุได้จัดหาวิธีตามที่กำาหนดในประกาศกระทรวงสาธารณสุขเรื่องชุดตรวจที่เกี่ยวข้องกับ

การติดเชื้อเอชไอวี พ.ศ. 2552(6) และต้องตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) เพื่อตรวจ

ประเมนิชดุตรวจวินิจฉัยไวรสัเอชไอวี และมีพืน้ทีป่ฏิบติังานแยกจากงานทดสอบด้านอ่ืนๆ  อย่างชัดเจน โดยแบ่งพืน้ทีใ่ห้

มีขนาด กว้าง × ยาว × สูง เท่ากับ  2.50 × 3.50 × 2.55 เมตร และควบคุมการเข้า-ออกของบุคลากร เนื่องด้วยปฏิบัติ

งานต่อเชื้อไวรัสเอชไอวีและไวรัสตับอักเสบชนิด บี โดยมีสัญลักษณ์ Biosafety Level 2 หน้าห้องปฏิบัติการ กำาหนด 

การแต่งกายเพื่อปฏิบัติงานทดสอบในห้องปฏิบัติการ  พร้อมทั้งได้จัดหาวัสดุและเครื่องมือวิทยาศาสตร์ได้เพียงพอ 

ต่อการใช้งานและสอดคล้องตามการใช้งาน และจัดเตรยีมเอกสารระบบคุณภาพต่างๆ ได้ครบถ้วนตามข้อกำาหนด ISO/IEC 

17025:2005 และได้จัดให้มีมาตรการด้านความปลอดภัยแก่ผู้ปฏบิตังิานและเจ้าหน้าทีง่านสนบัสนนุทางห้องปฏบิติัการ 

กำาหนดในมาตรฐานการปฏิบัติงาน ดังนี้

  -  ผู้ปฏิบัติงานต้องสวมเสื้อกาวน์  สวมหมวกที่ปราศจากเช้ือ  ปิด mask  และสวมถุงมือทุกคร้ังขณะ

ปฏิบัติงาน และให้ปฏิบัติงานภายใต้ตู้ปราศจากเชื้อ

  -  ต้องระมัดระวังไม่ให้ตัวอย่างพลาสมาสัมผัสบาดแผลหรือร่างกาย

  -  พยายามให้ใช้อุปกรณ์ที่สัมผัสกับตัวอย่างประเภทใช้แล้วทิ้งให้มากที่สุด  และหลังการปฏิบัติงาน 

ต้องทำาให้ปราศจากเชื้อโดยนำาไปนึ่งฆ่าเชื้อ  ที่อุณหภูมิ  121  °C ความดัน  15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  เป็นเวลา  15 นาที  

ก่อนนำาไปกำาจัดเช่นเดียวกับขยะทั่วไป

  -  เครื่องแก้วหรืออุปกรณ์ที่ต้องนำากลับมาใช้ใหม่ ที่สัมผัสกับตัวอย่าง ให้แช่ในสารละลาย 5% (v/v) 

Sodium Hypochlorite เป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที และนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์

ต่อตารางนิ้ว  เป็นเวลา  15  นาที  ก่อนนำาไปสู่กระบวนการล้างและเตรียมใช้ครั้งต่อไป  หรือให้ใช้อุปกรณ์ที่ใช้แล้วท้ิง 

เพื่อความปลอดภัยของผู้ปฏิบัติงาน

1.2  ได้แนวทางการควบคุมคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวีรวมทั้งการจัดเตรียมพลาสมาและ 

การปฏิบัติงานต่อเชื้อไวรัสเอชไอวีจากข้อมูลเว็บไซต์ขององค์การอนามัยโลก ข้อมูลบนเว็บไซต์ของประเทศต่างๆ ใน

ภูมิภาคอาเซียนเว็บไซต์วิชาการทั่วไป รวมทั้งจากการปรึกษาหารือร่วมกับผู้เชี่ยวชาญขององค์การอนามัยโลก 

1.3  ได้แผนสอบเทียบเครื่องมือ 5 ชนิด ได้แก่ 1. ตู้เย็นควบคุมอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 2. ตู้แช่แข็ง 

แบบพิเศษ -70 องศาเซลเซียส    3. ตู้ปราศจากเชื้อแบบคลาส  II    4. ปิเปตอัตโนมัติ  และปิเปตอัตโนมัติหลายช่อง 

(ตารางที่ 1)
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2. ดำาเนินการตามระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025:2005 

2.1 ได้พัฒนาความรู้  ความสามารถแก่ผู้ปฏิบัติงานเพื่อให้มีความรู้เพื่อใช้ในการปฏิบัติงาน  ความรู้ในงาน 

ที่เกี่ยวข้อง และทักษะสมรรถนะที่จำาเป็นสำาหรับการปฏิบัติงาน โดยวิธีการพัฒนาต่างๆ  ดังนี้ 

  -  การฝึกอบรม/สมัมนา ตามหลกัสตูรทัง้ทีห่น่วยงานจัดเองและส่งบคุลากรเข้าร่วมอบรมจากหน่วยงาน 

ภายนอก ดังนี้

  ได้จัดอบรมภายใน  ได้แก่  ข้อกำาหนด  ISO/IEC  17025:2005  การควบคุมคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัย 

ไวรัสเอชไอวีและการอ่านผลใบสอบเทียบเครื่องมือวิทยาศาสตร์

  เข้าร่วมอบรมจากหน่วยงานภายนอก ได้แก่ การพัฒนาชุดทดสอบโดยหลักการ Immunochromato-

graphy การสุม่ตัวอย่างในงานวิจัย การสุ่มตวัอย่างเพือ่การยอมรบั การจัดการความเสีย่งสำาหรบัเคร่ืองมอืแพทย์ การทำาให้

ปราศจากเชื้อ การพัฒนาปรับปรุงคุณภาพอย่างต่อเนื่อง การประเมินคุณภาพห้องปฏิบัติการการตรวจเชื้อไวรัสเอชไอวี 

และภูมิคุ้มกันไวรัสตับอักเสบซี  ความไม่แน่นอนสำาหรับงานสอบเทียบและทดสอบ  การอบรมข้อกำาหนดมาตรฐาน 

ISO/IEC  17025:2005  เพื่อเตรียมความพร้อมในการเป็นผู้ตรวจประเมิน  กฎหมายเกี่ยวกับเครื่องมือแพทย์  และ 

การจัดประเภทเครื่องมือแพทย์ตามความเสี่ยง

  -  ได้ความรู้จากการเรียนรู้จากการทำางาน  ได้แก่  เรียนรู้จากการสอนงานเรื่องการปฏิบัติงานเกี่ยวกับ

พลาสมาที่ติดเชื้อและไม่ติดเชื้อ การฝึกอบรมในขณะปฏิบัติงาน (on the job training) ได้แก่ การใช้เครื่องแก้วและ

วัสดุวิทยาศาสตร์ในห้องปฏิบัติการ  การใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ในห้องปฏิบัติการ  ความปลอดภัยในห้องปฏิบัติการ  

การประเมินคุณภาพชุดทดสอบการติดเชื้อเอชไอวีที่มีปัญหาหลังจำาหน่าย  การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์

และการพฒันาชุดทดสอบโดยหลักการ Immunochromatography การมอบหมายให้ปฏิบตังิานในการเตรยีมพลาสมา

เพื่อใช้ในการทดสอบคุณภาพทางห้องปฏิบัติการ  สามารถเข้าใจแนวทางการผลิตและควบคุมคุณภาพชุดทดสอบจาก

ตารางที่ 1 แผนสอบเทียบเครื่องมือ

Equipment  Senac code  Room  Serial No.  Model  Manu  Respon-  Calibra   Calibra 
            facturer  sible   point  Range

1.  ตู้แช่แข็งแบบพิเศษ  4110-010-  ทางเดิน  04089251001S003  WUF  Daihan  อุบลวรรณ  -80 ำC  ≥80 ำC
  (-70 ำC)  02-03-0008      -300 

2. Larminar Flow  6636-003-  219  2011-60396  LA2-4A1  ESCO  อุบลวรรณ  -  -
      02-03-0002

3.  ตู้เย็นควบคุมอุณหภูมิ  4110-001-  219  11080097  MPR-1014  SANYO  อุบลวรรณ  5 ำC  2-8 ำC
      40-03-0011

4.  Pipette
  -  2 เครื่อง  -  219  -  -  -  -  -  ปริมาตร
  -  2 เครื่อง                -1-10 µl
  -  6 เครื่อง                -10-100 µl
  -  4 เครื่อง                -20-200 µl
                    -100-1000µl

5. Multichannel 
  pipette 
  -  1 เครื่อง
  - 2 เครื่อง  -  219  -  -  -  -  -  ปริมาตร
                    - 10-100 µl
                    - 30-300 µl
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การศึกษาดูงานโรงงานผลิตชุดทดสอบ  ได้ทำาความเข้าใจร่วมแลกเปลี่ยนความคิดเห็น  และปรับแก้ไขกฎหมายและ 
กฎระเบียบในการควบคุมเครื่องมือแพทย์ที่มีความสอดคล้องกับแนวทางในการกำากับดูแลเครื่องมือแพทย์ของสากล
จากการเข้าร่วมประชุมระดับอาเซียนด้านมาตรฐาน และคุณภาพของความร่วมมือด้านเครื่องมือแพทย์ และได้ทำาความ
เข้าใจร่วมกันในการกำาหนดแนวทางการทำาหน้าที่เป็นผู้ควบคุมคุณภาพ  และผู้ประเมินคุณภาพของเคร่ืองมือแพทย ์
จากการเข้าร่วมประชุมระดับอาเซียน ตั้งแต่ปีงบประมาณ พ.ศ. 2555 จนถึงปัจจุบัน

  -  ได้พฒันาตนเอง บคุลากรในกลุม่งานได้ศกึษาค้นคว้าหาความรูจ้ากเวบ็ไซต์ และนำาความรูแ้ลกเปลีย่น
เรียนรู้ร่วมกัน ในหัวข้อเรื่องข้อตกลงด้านกฎระเบียบ หลักเกณฑ์ และมาตรการควบคุมเครื่องมือแพทย์ตาม ASEAN 
Medical  Device Directive  (AMDD)  ข้อกำาหนดขององค์การอนามัยโลกที่เก่ียวข้องกับชุดตรวจวินิจฉัยไวรัส 
เอชไอวี  และชุดตรวจไวรัสตับอักเสบบี  งานวิจัยทางด้านชุดทดสอบ  การเลือกใช้ชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี  และ 
การจัดเตรียมพลาสมาควบคุมสำาหรับชุดตรวจวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือด

2.2 ผลการจัดทำาและทบทวนเอกสารในระบบคุณภาพ  ได้แก่  ปรับปรุงคู่มือควบคุมคุณภาพ  (Quality 
Control  Manual) จดัทำามาตรฐานการปฏบิติังาน (SOP) และแบบบนัทกึการปฏบิตังิาน (WS) จำานวน 9 เรือ่ง นอกจากนี้ 
ได้ทบทวนเอกสารคณุภาพ (SOP & WI) ท่ีเกีย่วข้องกับระบบบรหิารคุณภาพ จำานวน 4 เรือ่ง ได้แก่ คู่มอืควบคุมคณุภาพ 
การเข้าเยีย่มชมการปฏบัิตงิานภายในห้องปฏิบติัการสถาบนัชีววัตถ ุการรบัและการจดัการตวัอย่างและวธิล้ีางเคร่ืองแก้ว 
และพลาสติกสำาหรับห้องปฏิบัติการ  และศึกษาเอกสารคุณภาพ  (SOP  & WI)  ที่เก่ียวข้องในการปฏิบัติงานของ 
สถาบนัชวีวตัถ ุจำานวน 32 เรือ่ง ได้แก่ การควบคมุเอกสารคณุภาพในระบบคุณภาพ  การสำารองข้อมลู การจดัซือ้/จดัจ้าง
โดยวิธตีกลงราคา การคัดเลือกผูใ้ห้บรกิารการตรวจรบัพสัด ุผลสะท้อนกลบัจากลกูค้า การให้บรกิารลกูค้า ข้อมลูความลบั 
การละเว้นผลประโยชน์ การควบคมุงานทดสอบทีไ่ม่เป็นไปตามขัน้ตอนการดำาเนนิงาน การปฏบิตักิารแก้ไข การปฏิบตักิาร
ป้องกนั ระเบยีบปฏบิตัใินการใช้ห้องปฏบิตักิาร การบรหิารจดัการวสัดทุีใ่ช้ในห้องปฏบิตักิาร การควบคมุบนัทกึคณุภาพ 
การควบคุมการเข้าถึงข้อมูลคอมพิวเตอร์  การสอบเทียบเคร่ืองมือ  การจัดทำาคำาของบประมาณประจำาปีของหน่วยงาน 
การดำาเนินการประกันคุณภาพผลการทดสอบ  การป้องกันและการถ่ายโอนข้อมูลคอมพิวเตอร์  การบำารุงรักษาเครื่อง
คอมพวิเตอร์ การจดัหาสนิค้าและบรกิาร วธิปีฏบิตังิานเมือ่เครือ่งมอืเสยีหรอืใช้งานไม่ได้ ขัน้ตอนการรบัการขอรายงาน
ผลวิเคราะห์ชีววัตถุ    การดำาเนินการเมื่อผลการวิเคราะห์ไม่เป็นไปตามเกณฑ์ที่กำาหนด  การขอเบี่ยงเบนวิธีปฏิบัติกรณี
เกิดเหตุฉุกเฉิน วิธีการใช้เครื่องล้างไมโครเพลท การรับและการจัดการตัวอย่าง วิธีล้างเครื่องแก้วและพลาสติกสำาหรับ 
ห้องปฏิบัติการ  การตรวจติดตามภายในสถาบันชีววัตถุ  การตรวจสอบความถูกต้องของชีววิธี  แนวทางการทดสอบ 
ความถกูต้องของวิธวิีเคราะห์และได้จดัทำาเอกสารระบบคณุภาพขึน้ใหม่ (SOP & WS) เพ่ือขอการรบัรองความสามารถ

ทางห้องปฏิบัติการของการทดสอบชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวีจำานวน 6 เรื่อง (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 2  รายการ SOP และ WS ที่ได้จัดทำาขึ้นใหม่

  1.  การประเมินชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี ชนิด Rapid test หลังการจำาหน่าย  

  2.  การเตรียมชุดตัวอย่างควบคุมสำาหรับการประเมินชุดตรวจวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือดชนิด  
    Rapid test หลังการจำาหน่าย  

  3.  การเตรียมตัวอย่างจากพลาสมายูนิต    

  4.  การตรวจสอบคุณลักษณะพลาสมาโดยชุดตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสเอชไอวียี่ห้อ HIV BLOT 2.2   

  5.  การตรวจสอบคุณลักษณะของพลาสมาด้วยชุดตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี    
    โดยเทคนิค Gel Particle Agglutination   

  6.  การตรวจสอบคุณลักษณะของพลาสมาด้วยชุดตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเอชไอวี   
    โดยเทคนิค ELISA 

  ที่  รายชื่อ  SOP  WS
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2.3 จากการประเมินผู้ขายพบว่าผู้ขายรายใหม่ทุกรายที่ได้ข้ึนทะเบียนเป็นผู้ขายวัสดุวิทยาศาสตร์ผ่านเกณฑ์
การประเมินผู้ขาย 

2.4 ไม่พบข้อร้องเรียนใดๆ ของผู้รับบริการ จากการให้บริการของสถาบันชีววัตถุ
2.5 ผลการเข้าร่วมทดสอบความชำานาญทางห้องปฏิบัติการ  ในการตรวจไวรัสเอชไอวีต้ังแต่ปีงบประมาณ  

พ.ศ. 2557  จนถึงปีงบประมาณ พ.ศ. 2559  จำานวน  3  ครั้ง/ปี  พบว่าผลการทดสอบของห้องปฏิบัติการสอดคล้อง
กับผู้จัดแผนทดสอบความชำานาญทางห้องปฏิบัติการ  คิดเป็นร้อยละ  100  และผลการทดสอบเพื่อประเมินสมรรถนะ
ของบุคลากรภายในกลุ่ม พบว่าผลการทดสอบทางห้องปฏิบัติการให้ผลถูกต้อง สอดคล้องกัน ดังนั้น จึงเป็นการสร้าง 
ความเชื่อมั่นแก่ผู้รับบริการให้ม่ันใจในระบบคุณภาพของห้องปฏิบัติการว่ามีความถูกต้อง  แม่นยำา  มีคุณภาพและ
ประสิทธิภาพ 

2.6 ผลการสำารวจความพึงพอใจของผู้รับบริการ  ตั้งแต่ปีงบประมาณ  พ.ศ. 2555  จนถึงปีงบประมาณ 
พ.ศ. 2558 ได้คะแนน ดังนี้ ร้อยละ 90.21 ร้อยละ 88.37 ร้อยละ 93.50 และร้อยละ 92.47 ตามลำาดับและผู้รับบริการ
เสนอข้อเสนอแนะและข้อควรปรับปรุง  ซึ่งสถาบันชีววัตถุได้นำาความต้องการ  ความคาดหวังนั้นจัดทำาแผนปรับปรุง 
การให้บริการของสถาบันชีววัตถุ เพื่อพัฒนางานบริการให้เป็นที่พึงพอใจแก่ผู้รับบริการ

2.7 ผลการตรวจติดตามภายในตั้งแต่ปีงบประมาณ พ.ศ. 2555 จนถึง 2558 พบข้อบกพร่องและข้อสังเกต
ที่ต้องปรับปรุง เพื่อปรับปรุงการดำาเนินงานให้สอดคล้องตามข้อกำาหนด ISO/IEC 17025:2005 (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3  รายการข้อบกพร่อง และข้อสังเกตที่พบจากการตรวจติดตามภายใน (Internal audit) และการแก้ไข

 2555 ข้อบกพร่อง
  1.  ไม่ปฏิบัติตามมาตรฐานการปฏิบัติงาน  จดัเกบ็พลาสมาในอณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส หรอื 
      ต่ำากว่า และแก้ไขใน SOP ให้ตรงกับการปฏิบัติจริง

  2.  ไม่สอบเทียบ Autopiptte  ส่ง Autopiptte สอบเทียบ และติดป้าย Calibrate 
      Sticker ที่เครื่องมือ

  3.  ไม่มีระบบสำารองข้อมูล  จัดเก็บข้อมูลสำารองสำาหรับข้อมูลการทดสอบ

  4.  ข้อมูลในมาตรฐานคู่มือปฏิบัติงานไม่ครบถ้วน  ทบทวน  SOP  03  02  030  โดยเพิ่มเอกสารให้ 
      ครบถ้วน

  5.  ซื้อสินค้าจากผู้ที่ยังไม่ได้รับการขึ้นทะเบียน  รวบรวมรายชือ่ผูแ้ทนจำาหนา่ยวสัดอุปุกรณ ์เครือ่งมอื
    ผู้ขายสินค้าและบริการ  วิทยาศาสตร์  เพื่อเป็นรายชื่อ  supplier  list 
      ของสถาบันฯ

  6.  เก็บรักษาตัวอย่างไม่เหมาะสม  แยกตัวอย่าง HIV Test  kit  ที่ต้องเก็บที่อุณหภูมิ  
      4-30 องศาเซลเซยีส เกบ็ในชว่งอณุหภมูติามทีร่ะบไุว ้
      ข้างกล่อง

  7.  ไม่สามารถสอบกลับสารมาตรฐานได้  ขอขอ้มลูเพิม่เตมิทีแ่สดงรายละเอยีด/วธิกีารทดสอบ  
      Positive/Negative Plasma ของ HIV

 ข้อสังเกต
  1.  มาตรฐานการปฏิบัติงานมีข้อมูลไม่ครบถ้วน  เพิ่มข้อมูลให้ครบถ้วน โดยแก้ไข ทบทวน SOP

  2.  การตรวจติดตาม เฝ้าระวัง สภาวะของตู้เก็บ  ใช้วิธีการบันทึกอุณหภูมิของตู้เย็นควบคุมอุณหภูมิ
    ตัวอย่างและพลาสมาไม่เป็นปัจจุบันและ  2-8 องศาเซลเซียส และตู้แช่แข็งแบบพิเศษ -70
    เพียงพอที่จะทำาให้แน่ใจถึงการเฝ้าระวัง องศาเซลเซียส ในแบบบันทึกอุณหภูมิประจำาวัน
    อุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงได้ทันท่วงที  เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ

ปีงบประมาณ พ.ศ.   รายละเอียดข้อบกพร่อง/ข้อสังเกตที่พบ  การแก้ไข
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  3.  ไม่สามารถแสดงเอกสารหลักฐาน  บันทึกการฝึกอบรมในแบบบันทึกการฝึกอบรม 
  การประเมินผลการฝึกอบรมของบุคลากรได้  ปฏบิตังิานของสถาบนัฯ ทกุครัง้ ทีไ่ดร้บัการอบรมทาง 
      ห้องปฏิบัติการ ซึ่งเป็นความรู้ใหม่

 2556 ข้อบกพร่อง
  1.  ผู้ปฏิบัติงานไม่ปฏิบัติตามมาตรฐาน  ให้นักวิเคราะห์ทำา Flow Chart การทำาความสะอาด
    การปฏิบัติงานในหัวข้อด้านความปลอดภัย  อุปกรณ์จากห้อง Lab 

  2.  ไม่มีวิธีปฏิบัติที่ชัดเจนในการควบคุมเก็บ  เพิ่มเติมข้อความรายละเอียด วิธีการดำาเนินการใน
    รักษาดูแลความปลอดภัยระหว่างการขนย้าย  SOP ให้ครบถ้วน
    พลาสมา 

  3.  มาตรฐานการปฏิบัติงานมีข้อมูลไม่ครบถ้วน  ทบทวนแก้ไข  SOP  ให้มีรายละเอียดวิธีดำาเนินการ 
      อย่างละเอียด  และให้ผู้ที่ไม่ได้ปฏิบัติงานทางด้านงาน 
      ของกลุ่ม IVD ตรวจสอบเพื่อให้สามารถเข้าใจวิธี
      ดำาเนินการได้

  4.  มาตรฐานการปฏิบัติงานไม่ชัดเจน ทำาให้เกิด  ยกเลกิการใช้งาน SOP เน่ืองจากเป็นการจดัทำาเอกสาร
    ความสับสนในการใช้งานหรือปฏิบัติตามได้  ล่วงหน้าก่อนการปฏิบัติจริง

  5.  ผู้ปฏิบัติงานไม่ปฏิบัติตามมาตรฐาน  แก้ไขบันทึกบุคลากรให้ถูกต้องตาม  SOP  และให้ 
    การปฏิบัติงาน  บุคลากรทำาความเข้าใจวิธีปฏิบัติงานให้ถูกต้อง

 ข้อสังเกต
  1.  ไม่ระบุหมายเลขครุภัณฑ์ของตู้เย็น 2-8   เพิ่มเติมรายละเอียดหมายเลขครุภัณฑ์ของตู้เย็น
    องศาเซลเซียส ที่ใช้ในมาตรฐานการปฏิบัติงาน  ที่ใช้ในห้อง Lab ใน SOP

  2.  พบความไม่ถูกต้องในมาตรฐานการปฏิบัติงาน  ทบทวนแก้ไข SOP ให้ถูกต้อง

  3.  ไม่มีระบบติดตามคุณภาพของพลาสมาใน   ทบทวน SOP การปฏิบัติงานเพื่อตรวจสอบคุณภาพ
    ระหว่างการเก็บรักษาเพื่อยืนยันว่ายังใช้งานได้  ของพลาสมาที่เก็บไว้ใช้งาน
    เป็นปกติ  

  4.  ไม่พบเอกสารอ้างอิงในขณะดำาเนินการตรวจ  แนบเอกสารอ้างอิงเพิ่มเติมในทุก SOP ถึงแม้จะเป็น
    ติดตาม (audit)  เอกสารอ้างอิงเดียวกัน

 2557 ข้อสังเกต
  1.  ไม่พบการควบคุมคุณภาพของพลาสมา  จัดให้มีการทดสอบคุณภาพของพลาสมาที่นำามาใช้
    (control panel) ที่ใช้ในการทดสอบว่ายัง  ทดสอบเป็น control panel ชุดตรวจวินิจฉัยไวรัส
    คงสภาพ positive อยู่  HIV  ว่ายังมีคุณภาพสามารถนำามาใช้เป็น  control   
      panel ได้

  2.  ไม่พบโปรแกรมการทดสอบความชำานาญของ  เปรยีบเทยีบผลการทดสอบทางหอ้งปฏบิตักิารระหวา่ง
    บุคลากร  บคุลากรในกลุม่ ในการทดสอบ HIV test kit ดว้ย  
      Control panel 

 2558 ข้อบกพร่อง
  1.  ไม่ปฏิบัติตามมาตรฐานการปฏิบัติงาน  ทบทวนและแก้ไข SOP ตามที่ปฏิบัติงานจริง

ตารางที ่3  รายการข้อบกพรอ่ง และข้อสังเกตทีพ่บจากการตรวจตดิตามภายใน (Internal audit) และการแกไ้ข (ตอ่)

ปีงบประมาณ พ.ศ.   รายละเอียดข้อบกพร่อง/ข้อสังเกตที่พบ  การแก้ไข
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ตารางที ่3  รายการข้อบกพรอ่ง และข้อสังเกตท่ีพบจากการตรวจตดิตามภายใน (Internal audit) และการแกไ้ข (ตอ่)

ปีงบประมาณ พ.ศ.   รายละเอียดข้อบกพร่อง/ข้อสังเกตที่พบ  การแก้ไข

 ข้อสังเกต
  1.  มาตรฐานการปฏิบัติงานไม่ถูกต้อง พบ  ทบทวนและแก้ไข SOP ให้ถูกต้อง
    พิมพ์ผิด 

  2.  ไม่มีการลงบันทึกอุณหภูมิตู้แช่แข็งแบบ  มอบหมายผู้รับผิดชอบเพิ่มเติม เพื่อบันทึกอุณหภูมิ
    พิเศษ -70 องศาเซลเซียส กรณีผู้รับผิดชอบ  กรณีผู้ทำาหน้าที่หลักไม่สามารถปฏิบัติหน้าที่ได้
    ลางาน และไม่มีคนทำาหน้าที่แทน 

  3.  การตัดสินผลไม่เป็นไปตามมาตรฐาน  ทบทวนมาตรฐานการปฏิบัติงาน
    การปฏิบัติงาน 

  4.  แบบบันทึกการปฏิบัติงานไม่เหมาะแก่  ทบทวนและแก้ไข WS ตามการปฏิบัติงานจริง
    การปฏิบัติงาน 

  5.  คำาสั่งแต่งตั้งผู้ทำาหน้าที่รับตัวอย่างของกลุ่ม  ทบทวนคำาสั่งแต่งตั้งผู้ทำาหน้าที่รับตัวอย่างของกลุ่ม
    ไม่เป็นปัจจุบัน  ให้เป็นปัจจุบัน

เมือ่สิน้สดุการตรวจตดิตามภายใน ห้องปฏิบตักิารต้องรบีดำาเนนิการแก้ไขข้อบกพร่อง ข้อสงัเกตทีพ่บภายใน

ระยะเวลาที่กำาหนด เพื่อให้การดำาเนินงานของห้องปฏิบัติการสอดคล้องตามข้อกำาหนด และเตรียมความพร้อมในการ

ขอรับการตรวจติดตามจากสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการต่อไป

3. ขอการรับรองความสามารถทางการประเมินชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี

ในการตรวจติดตามเพ่ือขอรบัการรบัรองความสามารถทางห้องปฏบิตักิารนัน้ ห้องปฏิบัติการได้สาธติขัน้ตอน

การทดสอบชดุตรวจวนิจิฉยัไวรสัเอชไอว ีเพ่ือแสดงความรู ้ความสามารถให้แก่ผูต้รวจตดิตาม และเข้ารบัการสมัภาษณ์

ความรู้  ความเข้าใจในมาตรฐานข้อกำาหนด  ISO/IEC  17025:2005  โดยผลการตรวจติดตามเพื่อขอรับการรับรอง 

ในปีงบประมาณ พ.ศ.  2555  และเฝ้าระวังความสามารถทางห้องปฏิบัติการในการควบคุมคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัย 

ไวรัสเอชไอวี ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2558 (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4 รายการข้อบกพร่องที่พบจากการตรวจติดตาม จากสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการและการแก้ไข

 2555 ข้อบกพร่อง

  1.  ไม่มีการบันทึกขณะทำาการทดสอบ  บันทึกการเตรียมตัวอย่างจากพลาสมายูนิต  และชุด 
      ตวัอยา่งควบคมุสำาหรบัการประเมนิชดุตรวจวนิจิฉัยโรค 
      ที่ติดต่อทางเลือด ลงใน WS

  2.  การบ่งชี้องค์ประกอบในการควบคุมคุณภาพ   ทบทวน SOP โดยเพิ่มเติมรายละเอียดหัวข้อ
    และความไม่แน่นอนของการประเมินชุดตรวจ  การควบคุมคุณภาพ
    วินิจฉัยเชื้อไวรัสเอชไอวีในมาตรฐาน
    การปฏิบัติงานไม่ครบถ้วน 

ปีงบประมาณ พ.ศ.   รายละเอียดข้อบกพร่อง/ข้อสังเกตที่พบ  การแก้ไข
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ตารางที่ 4 รายการข้อบกพร่องที่พบจากการตรวจติดตาม จากสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการและการแก้ไข

ปีงบประมาณ พ.ศ.   รายละเอียดข้อบกพร่อง/ข้อสังเกตที่พบ  การแก้ไข

 ข้อสังเกต 

  1.  มาตรฐานการปฏิบัติงานเขียนไม่ชัดเจน  ทบทวน SOP ใหม้รีายละเอยีดชดัเจน เพือ่ใหส้ามารถ 
      ปฏิบัติงานได้ถูกต้อง

  2.  ไม่พบโซ่คล้องถังก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ของ  จดัหาโซค่ลอ้งถงักา๊ซคารบ์อนไดออกไซดข์องตูแ้ชแ่ขง็
    ตู้แช่แข็งแบบพิเศษ -70 องศาเซลเซียสที่ใช้  แบบพิเศษ -70 องศาเซลเซียส
    เก็บตัวอย่างพลาสมาสำาหรับการทดสอบ 

  3.  ไม่มีหลักฐานการมอบหมายงาน การฝึก  จดัทำาหนงัสอืมอบหมายใหบ้คุลากรมาชว่ยปฏบิตังิาน
    อบรมการอ่านแถบสีของการทดสอบชุด   ในการทดสอบ HIV rapid test จัดทำาแบบประเมิน
    HIV rapid test   ผลการอบรม  และบันทึกการอบรมในแบบบันทึก 
      การอบรม (Training record)

 2558  ไม่พบข้อบกพร่องหรือข้อสังเกตใดๆ จาก  -
    การตรวจติดตามเพื่อเฝ้าระวังในปีงบประมาณ 
    พ.ศ. 2559 จากสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ

ห้องปฏิบัติการด้านนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือด  สถาบันชีววัตถุกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้รับการ

รับรองความสามารถในการประเมินคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี  ตามข้อกำาหนด  ISO/IEC  17025:2005 

ตั้งแต่ปีงบประมาณ พ.ศ. 2556 จนถึงปัจจุบัน

และได้ดำาเนินการปรับปรุงคุณภาพอย่างต่อเนื่อง  (Continuous  improvement)  เพื่อรักษาคุณภาพและ

ความสามารถทางวิชาการของห้องปฏิบัติการให้เป็นไปตามมาตรฐานของข้อกำาหนดตลอดระยะเวลาที่ได้รับการรับรอง

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 อยู่เสมอ โดยสิ่งที่ได้ดำาเนินการปรับปรุง มีดังนี้

1.  บันทึกอุณหภูมิแบบอัตโนมัติของตู้เย็นควบคุมอุณหภูมิและตู้แช่แข็งแบบพิเศษทุกวันเพื่อตรวจสอบ

อุณหภูมิประจำาวัน แทนการบันทึกมือ ซึ่งสามารถเก็บข้อมูลอุณหภูมิของตู้เพื่อนำาไปใช้ประโยชน์ในการสอบเทียบ หรือ

กรณีเกิดเหตุไม่พึงประสงค์ของตู้ เช่น ประตูตู้ปิดไม่สนิท ไฟฟ้าดับหรือไฟตก เป็นต้น

2.  การตรวจสอบคณุภาพของพลาสมาทีใ่ช้เป็นพลาสมาควบคมุ (control panel) เพือ่ให้มัน่ใจว่าพลาสมา

ยังคงมีคุณภาพดี สามารถใช้ทดสอบทางห้องปฏิบัติการได้

การปฏิบัติราชการตามเกณฑ์คุณภาพการบริหารจัดการภาครัฐ(7)  ของสถาบันชีววัตถุที่สอดคล้องกับ 

การพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการด้านนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือดตามมาตรฐาน  ISO/IEC  17025:2005 

สามารถอธิบายการดำาเนินงานที่สอดคล้องแต่ละหมวดของเกณฑ์คุณภาพการบริหารจัดการภาครัฐ ได้ดังนี้

1. การนำาองค์การ

  ผู ้บริหารหน่วยงานได้ประกาศนโยบายอย่างชัดเจนในการพัฒนาห้องปฏิบัติการด้านนำ้ายาวินิจฉัย 

โรคตดิต่อทางเลอืดให้ได้มาตรฐานตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 และสือ่สารในการประชมุของหน่วยงาน และ 

เวทีประชุมของคณะทำางานพัฒนาระบบคุณภาพ  เพื่อให้บุคลากรในหน่วยงานรับทราบโดยทั่วกัน  และทุกคนได้มี 

ส่วนร่วมในการผลักดันให้งานบรรลุผลสำาเร็จ  อีกทั้งผู้บริหารผลักดันและสนับสนุนการดำาเนินงานในส่วนต่างๆ   เช่น 

งบประมาณ พืน้ท่ีสำาหรบัห้องปฏิบัตกิาร เครือ่งมอืวทิยาศาสตร์ เป็นต้น พร้อมให้ข้อแนะนำาทางด้านวชิาการทีเ่ป็นประโยชน์ 

แก่การพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการ  และมอบนโยบายแก่ผู้จัดการคุณภาพเพื่อขอรับการรับรองตามมาตรฐาน  

ISO/IEC 17025:2005
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2. การวางแผนยุทธศาสตร์

  บคุลากรกลุม่นำา้ยาวินจิฉยัโรคตดิต่อทางเลอืดดำาเนนิงานร่วมกบัผูจ้ดัการคณุภาพ และบคุลากรของกลุม่

พัฒนาคณุภาพและวิชาการในการดำาเนินการตามแผนปฏบัิตกิารเพือ่ขอรบัการรับรอง ได้แก่ ให้ความรู ้ความเข้าใจเรือ่ง

ระบบคุณภาพ  จัดทำาเอกสารระบบคุณภาพ  ติดตามความก้าวหน้าผลการดำาเนินงานในการประชุมระบบคุณภาพของ

สถาบัน และประชุมเพื่อทบทวนระบบบริหารคุณภาพ ปีละ 1 ครั้ง 

3. การให้ความสำาคัญกับผู้รับบริการ และผู้มีส่วนได้ส่วนเสีย

  ให้ความร่วมมือกับสำานักงานคณะกรรมการอาหารและยา  (อย.)  เพื่อเฝ้าระวังคุณภาพของผลิตภัณฑ์

หลังจำาหน่าย  ได้แก่  ชุดตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสเอชไอวี ที่สุ่มเก็บในสถานที่ของผู้ประกอบการหรือสุ่มเก็บจากด่าน และ

นำาส่งโดยผู้ประกอบการ ได้ประชุมร่วมกันเพื่อจัดทำามาตรฐานการควบคุมคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือด

ของภูมิภาคอาเซียนในฐานะของหน่วยงานควบคุมกำากับของประเทศไทย  รวมทั้งสำารวจความพึงพอใจ  และความไม ่

พึงพอใจของผู้รับบริการ

4. การวัด การวิเคราะห์และการจัดการความรู้

  คอมพิวเตอร์ได้ถูกใช้เป็นเครื่องมือที่สำาคัญในการจัดการความรู้(8)  และเข้าถึงข้อมูลความรู้ต้องสำารอง

ข้อมูลตามมาตรฐานการปฏิบัติงานเรื่องการสำารองข้อมูล  และค้นคว้าหาความรู้ใหม่  เพื่อแลกเปลี่ยนเรียนรู้ร่วมกัน  

ร่วมกันอภิปรายข่าวสารเพื่อการพัฒนา และปรับปรุงงานอย่างต่อเน่ือง  ได้เผยแพร่ความรู้ด้านนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อ

ทางเลือด แนวทางการควบคุมคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวีในเว็บไซต์ของสถาบัน

 5. การมุ่งเน้นบุคลากร

    ได้พัฒนาความรู้  ความสามารถให้แก่บุคลากรโดยพิจารณาถึงความเหมาะสม  และความต้องการ 

การฝึกอบรมของบุคลากร เพื่อให้แผนพัฒนาบุคลากรรายบุคคลมีประสิทธิภาพสูงสุด

 6. การจัดการกระบวนงาน

    ได้พัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการด้านนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือด  และได้รับการรับรองความ

สามารถตามข้อกำาหนด  ISO/IEC  17025:2005  ในการประเมินคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี  ตามบทบาท

หน้าท่ีของสถาบันชีววัตถุในการประกันคุณภาพและประเมินความเสี่ยงของผลิตภัณฑ์  รวมถึงการพัฒนาระบบและ

กำาหนดมาตรฐานการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏบิตักิารของชุดตรวจวนิจิฉยัโรคตดิต่อทางเลอืดในการเฝ้าระวงัคณุภาพ 

ของผลิตภัณฑ์หลังจำาหน่าย

 7.  ผลลัพธ์การดำาเนินงาน

    ผลสำาเร็จของการดำาเนินการ  คือ  การประเมินชุดตรวจวินิจฉัยไวรัสเอชไอวี  ของห้องปฏิบัติการ 

ด้านนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือดได้รับการรับรองตามมาตรฐาน  ISO/IEC  17025:2005  จากสำานักมาตรฐาน 

ห้องปฏิบัติการ สำาเร็จตามเป้าหมาย

    ดังนั้น  ปัจจัยแห่งความสำาเร็จในการพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการ  คือ  การปฏิบัติราชการตาม

เกณฑ์คุณภาพการบริหารจัดการภาครัฐ  ซ่ึงจำาเป็นต้องได้รับความร่วมมือจากบุคลากรทุกระดับในหน่วยงานและ 

การเตรียมความพร้อมเพื่อขอรับการตรวจติดตาม  โดยเฉพาะอย่างยิ่งนโยบายของผู้บริหารการพัฒนาบุคลากร 

ให้มีสมรรถนะที่จำาเป็นในการปฏิบัติงานและการปฏิบัติงานให้สอดคล้องตามมาตรฐานข้อกำาหนด
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สรุป

สถาบันชีววัตถุสามารถก่อตั้งห้องปฏิบัติการด้านนำ้ายาวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือดที่มีความสามารถตาม 

ข้อกำาหนด  ISO/IEC  17025:2005  จำานวน  1  ห้องปฏิบัติการ  คือ  ห้องปฏิบัติการทดสอบคุณภาพชุดตรวจวินิจฉัย 

เชื้อไวรัสเอชไอวี  จากการตรวจติดตามโดยสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ  ในปีงบประมาณ พ.ศ.  2555  และได้รับ 

การตรวจตดิตามเพือ่เฝ้าระวังความสามารถของห้องปฏบิตักิารเป็นประจำาทกุปี นอกจากนีส้ถาบนัชวีวตัถไุด้เตรยีมความ

พร้อมเพ่ือขอขยายขอบข่ายการรับรองในรายการทดสอบชุดตรวจวินิจฉัยโรคติดต่อทางเลือดอ่ืนอีก  ได้แก่  ชุดตรวจ

วินิจฉัยไวรัสตับอักเสบชนิดบี และซี

ห้องปฏบิตักิารอืน่สามารถใช้แนวทางการดำาเนนิงานทีส่อดคล้องตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 และ

แนวทางการปฏบิตัริาชการตามเกณฑ์คณุภาพการบรหิารจดัการภาครฐัเป็นต้นแบบเพือ่พฒันามาตรฐานห้องปฏบิติัการ

ให้ได้รับการรับรองความสามารถตามมาตรฐาน ISO/IEC17025:2005 หรือระบบคุณภาพอื่นๆ ได้
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AbStrACt    Development  of  quality management  system  of  in vitro diagnostics  (IVD)  for  blood 
transmitted  diseases  laboratory,  Institute  of  Biological  Products,  Department  of Medical  Sciences, 
has  been  conducted under  the  capacity  building  plan  of  the  Institute  in  order  to  assure  the  quality 
of  IVD  for  blood  transmitted  diseases  and  reducing  the  risk  of  fault  in  screening  of  blood  donors 
which  will  affect  the  quality  and  safety  of  blood  products.  The  laboratory  system  has  been 
developed  through  Public  Sector  Management  Quality  Award  (PMQA)  processes,  including 
executive’s  policy;  planning;  customer  and  stakeholder  focus;  information  and  analysis;  human 
resource  focus;  and  operations  focus  in  conjunction  with  ISO/IEC  17025:2005  requirements. 
As a result of this development, the laboratory has been certified for ISO/IEC 17025:2005 with the key 
success factors including executive’s policy; human competency development and appropriate operations 
in accordance with the quality system’s requirements.  

Key words: Public Sector Management Quality Award, Audit, In vitro diagnostic test kit, 
 Quality, ISO/IEC 17025:2005
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