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บทบรรณาธิการ

เมื่อวันที่ 28-29 สิงหาคม พ.ศ. 2559 น้ี บรรณาธิการมีโอกาสได้เข้าร่วมประชุมวิชาการของ Asia Pacific 
Association of Medical Journal Editors (APAME) Convention 2016: Quality, Collaboration and  
Public Access ทีโ่รงแรมเซ็นทาราแกรนด์ เซ็นทรลั พลาซา ลาดพร้าว โดยม ีThai Society of Medical Journal Editors 
(ThaMJE) เป็นเจ้าภาพจัดประชุมร่วมกับห้องสมุดของ WHO South East Asia and Western Pacific Regional 
Offices โดยมีวัตถปุระสงค์เพือ่ใช้เป็นเวทใีนการสร้างความร่วมมอืและแลกเปลีย่นความรู ้ประสบการณ์ระหว่างบรรณาธกิาร 
ผู้นิพนธ์ นักวิจัย บรรณารักษ์ และผู้จัดพิมพ์วารสารวิชาการด้านการแพทย์ รวมทั้งยกระดับคุณภาพของบทความ 
ด้านการแพทย์และวิทยาศาสตร์สาธารณสุขที่ตีพิมพ์ในวารสารในเขตภูมิภาคเอเชียแปซิฟิกด้วย ในการประชุมน้ีมีการ
บรรยายที่น่าสนใจหลายเรื่องโดยผู้เช่ียวชาญจากประเทศต่างๆ ซ่ึงนอกจากได้รับความรู้เก่ียวกับการยกระดับคุณภาพของ
วารสาร และระบบต่างๆ ทีใ่ช้ในการประเมนิคณุภาพวารสารแล้ว หวัข้อหน่ึงท่ีวารสารระดบันานาชาติทัง้หลายให้ความส�าคญั 
ได้แก่ เรือ่งระบบการดแูลด้านจรยิธรรมทีว่ารสารทัง้หลายควรม ีโดยครอบคลมุทัง้ในส่วนของกระบวนการทีไ่ด้มาซ่ึงบทความ
ของผูนิ้พนธ์ เช่น ถ้าเป็นผลงานจากการวิจยัทางคลนิิก กต้็องมหีลกัฐานว่างานวิจยัน้ันได้ผ่านการอนุญาตจากคณะกรรมการ
จริยธรรมการวิจัยในคนแล้ว หรือหากเป็นผลงานที่ต้องมีการทดสอบในสัตว์ทดลอง ก็ต้องมีหลักฐานว่าได้รับอนุญาตจาก
คณะกรรมการจริยธรรมการใช้สัตว์ทดลอง เป็นต้น ตลอดจนการวางระบบเพื่อให้ผู้เช่ียวชาญทบทวนบทความ แจ้งเรื่อง 
ข้อขัดแย้งทางผลประโยชน์ หรือลงนามในข้อตกลงกับทางวารสารเรื่องการรักษาความลับ ก็มีการด�าเนินการในบาง
วารสารเช่นกัน นอกจากน้ียังมีการแลกเปลี่ยนประสบการณ์เรื่องจรรยาบรรณของบรรณาธิการวารสาร ผู้ทบทวนเอกสาร 
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ระบบบริหารจัดการของวารสารฯ ต่อไป

                            
 นางธีรนารถ  จิวะไพศาลพงศ์
 บรรณาธิการ
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คุณลักษณะของอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล 
ชนิดนาโนดอทสำาหรับงานรังสีวินิจฉัย

จินดา  ทองเรือง  สิริชัย  เธียรรัตนกุล  และวีรชัย  ดิสวัฒน์  
ส�ำนักรังสีและเครื่องมือแพทย์ กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000

Accepted for publication, 10 June 2016

บทคัดย่อ  ได้ด�าเนินการศึกษาเพื่อประเมินคุณสมบัติของอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิดนาโนดอท  (nanoDot)  เพื่อใช้
ในงานรังสีวินิจฉัยจากเคร่ืองเอกซเรย์วินิจฉัยทั่วไป  โดยท�าการทดสอบความเป็นเน้ือเดียวกันของอุปกรณ์วัดรังสี  ความเป็น 

เชิงเส้น การสนองตอบต่อพลังงานด้วยเครื่องเอกซเรย์มาตรฐาน ความเป็นเชิงเส้นทดสอบที่พลังงาน 2 ค่า โดยตั้งค่า mAs อยู่
ในช่วง 30-400 และวัดค่าปริมาณรังสีที่ผู้ป่วยได้รับด้วยเครื่องเอกซเรย์วินิจฉัยทั่วไป พบว่าความเป็นเนื้อเดียวกันของอุปกรณ ์

วัดรังสีมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยกว่าร้อยละ 5 ความเป็นเชิงเส้นทั้ง 2 พลังงานอยู่ในเกณฑ์ที่ดี (R2 >0.99) การสนอง
ตอบต่อพลังงานที่พลังงาน 60-120 kV มีค่าอยู่ระหว่าง 1.07-0.86  เมื่อเทียบกับที่พลังงาน 80 kV ค่าปริมาณรังสีที่ผิวผู้ป่วย
จากการวัดโดยใช้อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล ชนิด nanoDot เปรียบเทียบกับปริมาณรังสีจากการวัดและค�านวณตามวิธีการของ 
ทบวงการพลังงานปรมาณูระหว่างประเทศ  พบว่ามีค่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ  ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ  95 
ดังนั้น อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด nanoDot สามารถน�ามาใช้ในงานรังสีวินิจฉัยได้
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บทนำา
ในแต่ละปีการน�าเคร่ืองรังสีวินิจฉัยและเครื่องรังสีรักษามาใช้ทางการแพทย์มีปริมาณเพิ่มขึ้น  ปริมาณรังสีที่

ให้แก่ผู้ป่วยบางครั้งอาจจะเกินค่าที่ก�าหนด  ปริมาณรังสีที่เกินความจ�าเป็นอาจเป็นอันตรายต่อทั้งบุคลากรผู้ปฏิบัติ 
ทางด้านรังสี  ผู้ป่วย  ประชาชนทั่วไป  อาจมีผลท�าให้ผมร่วง  ผิวหนังเป็นผื่นแดง หรืออาจจะมีผลต่อระบบสืบพันธุ์ได ้ 
ดังน้ัน  การวัดปริมาณรังสีที่ให้แก่ผู้ป่วยจึงมีความจ�าเป็น  ซ่ึงอาจจะเป็นการวัดปริมาณรังสีโดยการวัดโดยตรงและ 
ทางอ้อม(1)  

ปัจจุบันเครื่องวัดรังสีมีมากมายหลายชนิด  เครื่องอ่านและหัววัดรังสีชนิดต่าง ๆ   อาทิ  หัววัดรังสีชนิดอากาศ
แตกตัว  (ionization  chamber)  ไดโอด  เซมิคอนดักเตอร์  ทีแอลดี  และอุปกรณ์วัดรังสี  Optically  stimulated 
luminescence detector (OSLD) ซึ่งอุปกรณ์วัดรังสี Optically stimulated luminescence detector (OSLD) 
ถกูน�ามาใช้อย่างแพร่หลายในการป้องกนัรงัสบุีคคลมานานหลายปี และปัจจบัุนน�ามาใช้อย่างแพร่หลายในทางการแพทย์ 
และทางด้านสิ่งแวดล้อม  เช่น การใช้ทางด้านรังสีรักษา(2, 3, 4) และรังสีในสิ่งแวดล้อม(5)   แต่มีจ�านวนน้อยที่น�ามาใช้ใน
งานรังสีวินิจฉัย(6)  ข้อดีของอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด nanoDot คือ มีขนาดเล็ก สะดวกในการใช้งาน มีความไว
ต่อรังสีสูง  สามารถวิเคราะห์ค่าปริมาณรังสีซ�้าได(้7, 8)  และราคาถูก  การวัดปริมาณรังสีจากเครื่องรังสีวินิจฉัยเพื่อเป็น 

การป้องกนัไม่ให้ผูป่้วยได้รบัปรมิาณรงัสเีกนิความจ�าเป็น ในการฉายรงัสแีต่ละครัง้ผูป่้วยต้องได้รบัปรมิาณรังสน้ีอยทีส่ดุ 
แต่คุณภาพของภาพถ่ายทางรังสีต้องดีเพื่อที่แพทย์จะวินิจฉัยได้ถูกต้อง(1, 9) 

การศึกษาคุณลักษณะของอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด nanoDot  ในงานรังสีวินิจฉัยน้ันมีวัตถุประสงค ์

เพื่อจะน�าอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด  nanoDot  มาวัดปริมาณรังสีที่ผู้ป่วยได้รับจากเครื่องเอกซเรย์วินิจฉัยทั่วไป 

โดยใช้อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด  nanoDot  และเครื่องอ่านปริมาณรังสีโอเอสแอล micro  Star  ซ่ึงจะพิจารณา 
ความเป็นเน้ือเดียวกันของอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด  nanoDot  (homogeneity  study)  ความเป็นเชิงเส้น 

(linearity) การสนองตอบต่อพลังงาน (energy response)  เป็นส�าคัญ

วัสดุและวิธีการ
เครื่องมือ

1.  ระบบโอเอสแอล  เป็นของบริษัท Landauer ประกอบด้วย อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด nanoDot 
ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร หนา 0.3 มิลลิเมตร (ภาพที่ 1) มีปลอกหุ้มกันแสง เครื่องอ่าน micro Star 
ซึ่งได้รับการควบคุมคุณภาพ และได้รับการสอบเทียบ โดยใช้อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด nanoDot ที่ได้รับการฉาย
ปริมาณรังสีที่ทราบค่า ที่พลังงาน 80 kV อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล เป็นผลึกของสารประกอบ Al2O3:C (aluminium 
oxide doped with carbon) ซ่ึงมคีณุสมบัตทิีเ่มือ่
ได้รับพลังงานจากรังสีแล้วจะสะสมพลังงานเอาไว้ 
เมื่อมีการกระตุ้น  ด้วยแสงในความเข้มที่เหมาะสม
จากเครื่องอ่าน ผลึกจะคายพลังงานที่ได้รับออกมา
ในรูปของแสง  ปริมาณของแสงที่ปล่อยออกมาจะ
แปรตามปริมาณรังสี ท่ีได ้รับ  อุปกรณ์วัดรังสี 
โอเอสแอลชนิด nanoDot หลงัการฉายรงัสแีล้ว 24 
ช่ัวโมงจะอ่านค่าปริมาณรังสีแต่ละแผ่นจ�านวน  3 
ครั้ง แล้วน�ามาหาค่าเฉลี่ย (ภาพที่ 1)

ภาพที่ 1 อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด nanoDot
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2.  เครือ่งเอกซเรย์วินิจฉัยมาตรฐาน G E Model: Isovolt Titan ซ่ึงมคุีณสมบัติของรงัส ีที ่RQR2-RQR10 
ตาม IAEA TRS no 457 (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1  คุณสมบัติของรังสีเอกซ์จากเครื่องเอกซเรย์ GE: Isovolt Titan GE ซึ่งสอดคล้องตาม IAEA TRS no 457

  Radiation Quality  X ray tube voltage (kV)  First HVL  (mm Al)  Homogeneity coefficient (h)
  RQR2  40  1.42  0.80
  RQR3  50  1.78  0.76
  RQR4  60  2.20  0.73
  RQR5  70  2.58  0.69
  RQR6  80  3.00  0.68
  RQR7  90  3.48  0.67
  RQR8  100  3.95  0.67
  RQR9  120  5.00  0.68
  RQR10  150  6.57  0.69

3.  เครื่องเอกซเรย์วินิจฉัย Toshiba  Model: KXO-15 พลังงาน 70-120 kV
4.  ชุดตรวจสอบคณุภาพเครือ่งเอกซเรย์วินิจฉัย Unfors Xi External Detector Model: R/F & Mammo
5.  solid water phantom ขนาด 30 × 30 เซนติเมตร

วิธีการศึกษา
การทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน 

น�าอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล  ชนิด  nanoDot  ที่จะใช้ในการทดสอบจ�านวน  40  แผ่น  ไปฉายรังสีด้วย 

เครื่องเอกซเรย์มาตรฐาน G E  Model: Isovolt Titan วางบน solid water phantom โดยตั้งที่ 80 kV 50 mAs  
ที่ระยะ  100  เซนติเมตร  จากหลอดเอกซเรย์  แล้วน�าไปอ่านค่าปริมาณรังสีด้วยเครื่องอ่านรังสี  micro  Star  และ 
หาค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน

การทดสอบความเป็นเชิงเส้น 
น�าอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด  nanoDot ที่จะใช้ในการทดสอบไปฉายรังสีด้วยเครื่องเอกซเรย์มาตรฐาน 

G E  Model: Isovolt Titan ที่ระยะ 100 เซนติเมตร จากหลอดเอกซเรย์ วางบน solid water phantom โดยตั้ง
ที่พลังงาน 80 kV และ 100 kV และตั้งที่ 30, 60, 100, 150, 200, 300 และ 400 mAs แล้วน�าไปอ่านค่าปริมาณรังสี
ด้วยเครื่องอ่านรังสี  micro Star แต่ละ kV ใช้น�าอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล ชนิด nanoDot จ�านวน 3 แผ่น

การทดสอบการสนองตอบต่อพลังงาน 
น�าอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด nanoDot ที่จะใช้ในการทดสอบไปฉายรังสีด้วยเครื่องเอกซเรย์มาตรฐาน 

GE Model:  Isovolt  Titan  ที่ระยะ  100  เซนติเมตร  จากหลอดเอกซเรย์  โดยปริมาณรังสีที่ให้แก่อุปกรณ์วัด 

รังสีโอเอสแอล ชนิด nanoDot คือ 5 mGy และตั้งที่พลังงาน 60, 70, 80, 90, 100 และ 120 kV แล้วน�าอุปกรณ์ 
วัดรังสโีอเอสแอลทีฉ่ายรงัสแีต่ละพลังงานไปอ่านค่าปรมิาณรงัสด้ีวยเครือ่งอ่านรงัส ีmicro Star แต่ละ kV ใช้น�าอปุกรณ์
วัดรังสีโอเอสแอลชนิด  nanoDot จ�านวน 3 แผ่น
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การวัดและเปรียบเทียบปริมาณรังสีที่ผิวผู้ป่วย
น�าอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล  ชนิด  nanoDot  ที่จะใช้ในการทดสอบไปฉายรังสีด้วยเครื่องเอกซเรย์วินิจฉัย 

Toshiba Model:  KXO-15  ซ่ึงผ่านการตรวจสอบคุณภาพตามข้อปฏิบัติการควบคุมคุณภาพเครื่องเอกซเรย์ 
วินิจฉัย(10)  โดยใช้  solid water  phantom  ขนาด  30 ×  30  เซนติเมตร  เพื่อให้ได้ค่าปริมาณรังสีที่เทคนิคต่าง ๆ  

5 เทคนิค คือ 70 kV 50 mAs, 76 kV 24 mAs, 80 kV 28 mAs, 82 kV 6 mAs  และ 90 kV 10 mAs โดยแต่ละ
เทคนิคจะใช้อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล  ชนิด  nanoDot  จ�านวน  3  แผ่น  แล้วน�าไปอ่านค่าปริมาณรังสีด้วย 
เคร่ืองอ่านรังสี  microStar  แล้วหาค่าเฉลี่ย  และเทคนิคเดียวกันก็ใช้ชุดตรวจสอบคุณภาพเครื่องเอกซเรย์วินิจฉัย 

Unfors  วัดและค�านวณปริมาณรังสีที่ผิวผู ้ป่วยตามวิธีการของ  IAEA(1) น�าค่าปริมาณรังสีที่ได้จากทั้ง  2  วิธี 
มาเปรียบเทียบกัน โดยใช้ paired t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95

ผล
ผลจากการทดสอบความเป็นเน้ือเดียวกัน  โดยทดสอบที่  พลังงาน  80  kV  จากการทดสอบอุปกรณ์วัดรังส ี

โอเอสแอล ชนิด nanoDot จ�านวน 40 แผ่น ได้ค่าเฉลี่ย 39,388 counts ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 618.89 และได้ค่า
สัมประสิทธิ์ความความแปรปรวนร้อยละ 1.57 

ในการการทดสอบความเป็นเชิงเส้น  อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล  ชนิด  nanoDot ที่พลังงาน  80  kV    และ 
100 kV  พบว่า อยู่ในเกณฑ์ที่ดี ได้ค่า R2 >0.99  (ภาพที่ 2)
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ภาพที่ 2  ความเป็นเชิงเส้นของอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล ชนิด nanoDot ที่พลังงาน  80 และ 100 kV

การทดสอบการสนองตอบต่อพลงังานด้วยการทดสอบอปุกรณ์วัดรงัสโีอเอสแอล ชนิด  nanoDot ทีพ่ลงังาน 
60,  70,  80,  90,  100  และ  120  kV  ได้ค่า  relative  response  ต่าง ๆ   คืออยู่ระหว่าง  1.07-0.86  เมื่อเทียบกับ 

ที่พลังงาน 80 kV แสดงไว้ใน (ภาพที่ 3)
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ส�าหรับการวัดและเปรียบเทียบปริมาณรังสีที่ผิวผู้ป่วย  จากการวัดปริมาณรังสีที่ผิวผู้ป่วยตามเทคนิคต่าง ๆ  
ด้วยอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล  ชนิด  nanoDot  เมื่อน�าค่าปริมาณรังสีมาเปรียบเทียบค่าที่ได้จากการวัดโดยใช้ชุด 

ตรวจสอบคณุภาพเครือ่งเอกซเรย์วินิจฉัย Unfors และค�านวณค่าปรมิาณรังสตีามวธิกีารของ IAEA(1) จะได้ค่าปรมิาณ
รังสีแตกต่างกันไม่เกินร้อยละ  6  (ตารางที่  2)  และไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 

ร้อยละ 95
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    ภาพที่ 3  แสดงการตอบสนองต่อพลังงานของอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล ชนิด nanoDot 

ตารางที่ 2 ค่าปริมาณรังสีที่ผิวผู้ป่วยตามแต่ละเทคนิค

  kV  mAs  ESDOSL (mGy) ESAKIAEA (mGy) ESDOSL/ESAKIAEA

   

 

  70  50  3.635  3.47  1.048
  76  24  1.976  1.96  1.007
  80  28  2.702  2.52  1.058
  82  6  0.574  0.55  1.044
  90  10  1.151  1.10  1.046

วิจารณ์
การศึกษาคุณลักษณะของอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอลชนิด  nanoDot  เพื่อที่จะน�ามาใช้ในงานรังสีวินิจฉัย 

โดยการศึกษาความเป็นเน้ือเดียวกันของอุปกรณ์วัดรังสี  ความเป็นเชิงเส้น  การตอบสนองต่อพลังงานและปริมาณรังส ี

ที่ผิวผู้ป่วยนั้น  ความเป็นเนื้อเดียวกันของอุปกรณ์มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนน้อยกว่าร้อยละ  5  ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Al Senan RM, Hatab MR(11)  ความเป็นเชิงเส้นที่พลังงานทั้ง 2 ระดับ คือ พลังงาน 80 และ 100 
kV พบว่าอยู่ในเกณฑ์ที่ดีมีค่า R2 > 0.99  สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Muhammad Yusuf et al.(6) Al Senan 
RM, Hatab MR(11) และ Denzer et al(12)  ซ่ึงได้ศึกษาในงานรงัสรีกัษา ส�าหรบัการตอบสนองต่อพลงังานของอปุกรณ์ 

วัดรังสีเมื่อท�าการทดสอบที่พลังงาน  60-120  kV  แล้วเทียบกับพลังงาน  80  kV  จะได้ค่า  relative  response 
(ภาพที่ 3) ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Christopher A Perks et al.(8)
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เมื่อน�าอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล  ชนิด  nanoDot  มาวัดปริมาณรังสีจากเครื่องเอกซเรย์วินิจฉัยทั่วไปยี่ห้อ 

โตชิบา  ซ่ึงผ่านการตรวจสอบคุณภาพตามข้อปฏิบัติการควบคุมคุณภาพเครื่องเอกซเรย์วินิจฉัย  แล้วเปรียบเทียบค่า
ปริมาณรังสีที่ได้จากการค�านวณตามวิธีการ IAEA นั้น จะพบว่าค่าปริมาณรังสีที่ได้มีความแตกต่างกันไม่เกินร้อยละ 6  
(ตารางที่ 2) และเมื่อน�าค่าปริมาณรังสีทั้ง 2 วิธีมาวิเคราะห์ทางสถิติ โดยใช้ paired t-test แล้วพบว่าไม่แตกต่างอย่าง
มีนัยส�าคัญที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ  95  ซ่ึงปริมาณรังสีที่แตกต่างกันน้ันอาจเน่ืองมาจากวิธีการของ  IAEA  น้ัน 

มค่ีา back scatter factor (BSF) ทีไ่ด้มาจากการศึกษาทีร่ะยะโฟกสัถงึผิวผูป่้วยที ่100 เซนติเมตร(1) แต่การใช้อปุกรณ์
วัดรังสีโอเอสแอล  ชนิด  nanoDot  จะเป็นการวัดโดยตรงซ่ึงค่าปริมาณรังสีที่วัดได้เป็นค่าที่รวมค่า  back  scatter 
factor (BSF) แล้ว  และยงัพบว่าปรมิาณรงัสทีีไ่ด้จากการวัดโดยตรงจะมค่ีามากกว่าทีไ่ด้จากการค�านวณ อย่างไรกต็าม
เมื่อพิจารณาคุณลักษณะของอุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล ชนิด  nanoDot  แล้ว  สามารถน�ามาใช้ในการวัดปริมาณรังส ี

ในงานรังสีวินิจฉัยจากเครื่องเอกซเรย์ทั่วไปได้ 
ในอนาคตอาจจะใช้อุปกรณ์วัดรังสีชนิดน้ี  ในการประกันคุณภาพหรือยืนยันปริมาณรังสีที่ให้แก่ผู้ป่วยจาก

เครือ่งเอกซเรย์วินจิฉัยทัว่ไป เพือ่เป็นการยนืยันว่าประชาชนทีม่ารับบรกิารจากเครือ่งเอกซเรย์เหล่าน้ันได้รบัปรมิาณรงัสี
ที่เหมาะสม  ไม่มากเกินความจ�าเป็น  ซ่ึงก็จะเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคอีกด้วย  นอกจากน้ีอาจจะใช้อุปกรณ์วัดรังสี 
โอเอสแอล ชนิด nanoDot น้ี เพือ่ด�าเนินการการทดสอบความช�านาญในการวัดปรมิาณรงัสจีากเครือ่งเอกซเรย์วินิจฉัย
ได้เช่นกัน

สรุป
อุปกรณ์วัดรังสีโอเอสแอล  ชนิด  nanoDot  มีคุณสมบัติความเป็นเน้ือเดียวกัน  ความเป็นเชิงเส้น  ในช่วง

พลงังานงานรังสวิีนิจฉัยทีด่ ีและเมือ่น�ามาวัดปรมิาณรงัสทีีผ่วิผูป่้วยโดยเทยีบกบัวิธกีารวัดและค�านวณตามวิธขีอง IAEA  
พบว่าปริมาณรังสีที่ได้จากทั้ง  2  วิธีมีค่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ ดังน้ัน  อุปกรณ์ชนิดน้ีสามารถน�ามาใช้ในงานรังสี
วินิจฉัยเพื่อวัดปริมาณรังสีที่ผิวผู้ป่วยจากเครื่องเอกซเรย์วินิจฉัยโรคทั่วไปได้ 

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณนักฟิสิกส์รังสีกลุ่มรังสี  กลุ่มมาตรวิทยาทางรังสี    และเจ้าหน้าที่ส�านักรังสีและเคร่ืองมือแพทย ์

ทุกท่านที่ท�าให้การด�าเนินการครั้งนี้ส�าเร็จลุล่วงด้วยดี

เอกสารอ้างอิง
  1.  International Atomic Energy Agency. Dosimetry in diagnostic radiology: an international code of 

practice. Technical reports series no. 457. Vienna: IAEA; 2007.
  2.  Jursinic PA. Characterization of optically stimulated luminescent dosimeters, OSLDs, for clinical 

dosimetric measurements. Med Phys 2007; 34(12): 4594-604.
  3.  Lehmann J, Dunn L, Lye JE, Kenny JW, Alves AD, Cole A, et al. Angular dependence of the response 

of the nanoDot OSLD system for measurements at depth in clinical megavoltage beams. Med Phys 
2014; 41(6): 061712 [1-9].

  4.  Viamonte A, da Rosa LA, Buckley LA, Cherpak A, Cygler JE. Radiotherapy dosimetry using a com-
mercial OSL system. Med Phys 2008; 35(4):1261-6.

  5.  Kobayashi I, Okazaki T, Yajima K, Yasuda H. Environmental radiation dosimetry by the small OSL 
reader. Progress Nucl Sci Technol 2012; 3: 79-81.



147
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 58 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2559

คุณลกัษณะของอุปกรณ์วดัรังสโีอเอสแอลชนิดนาโนดอท	 จินดา		ทองเรือง	และคณะ

  6.  Yusuf M,  Saoudi A, Alothmany N, Alothmany D, Natto H, Natto  S,  et  al.  Characterization  of 
the optically stimulated luminescence nanoDot for CT dosimetry. Life Sci J 2014; 11(2): 445-50.

  7.  Endo A, Katoh T, Vasudeva SB, Kobayashi  I, Okano T. A  preliminary  study  to  determine  the 
diagnostic reference level using dose-area product for limited-area cone beam CT. Dentomaxillofac 
Radiol 2013; 42(4): 20120097 [1-6].

  8.  Perks CA, Yahnke C, Million M. Medical dosimetry using optically stimulated luminescence dots and 
micro Star reader. [online]. [10 screens]. Available from: URL: http://www.iaea.org/inis/collection/
NCLCollectionStore/_Public/40/108/40108739.pdf

  9.  International  Commission  on  Radiological  Protection.  Recommendations  of  the  international 
commission on radiological protection, ICRP publication 103. UK: ICRP; 2007.

 10.  กองรงัสีและเครือ่งมอืแพทย์. กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์. ประกาศกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ เรือ่ง ข้อปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ
เครือ่งเอกซเรย์วนิิจฉัย. [ออนไลน์]. 2550 [22 หน้า]. เข้าถึงได้ท่ี : URL: http://www.dmsc.moph.go.th/dmsc/userfiles/ 
files/QAXray.pdf

 11.  Al-Senan RM, Hatab MR. Characteristics of an OSLD in the diagnostic energy range. Med Phys 
2011; 38(7): 4396-405.

 12.  Danzer J, Dudney C, Seibert R, Robinson B, Harris C, Ramsey C. Optically stimulated luminescence 
of aluminum oxide detectors for radiation therapy quality assurance. 49th Annual Meeting of the 
AAPM; 2007 Jul 22-26. Minneapolis, Minnesota: AAPM; 2007.



148
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 58 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2559

Characteristics of nanoDot Dosimeters   Chinda  Tongruang et al.

Characterization of an optically 

stimulated luminescence nanoDot

Dosimeters for Diagnostic Radiology
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11000, Thailand.

AbsTRACT  Characterization of an optically stimulated luminescence, nanoDot dosimeters, using in 
conventional diagnostic radiology was evaluated. The homogeneity, linearity and energy response of the 
nanoDot dosimeters were tested by using GE standard x-ray generator. For the linearity, two energies 
were tested with a range of mAs from 30 to 400. The entrance skin dose was measured and compared 
with the data obtained with detector, IAEA protocol, using diagnostic conventional x-ray generator. Batch 
homogeneity showed a coefficient of variation of < 5%. Linearity results at both energies showed good 
linearity (R2 > 0.99). Energy response study showed a range of ratios between 1.07 and 0.86, at the ener-
gies investigated 60-120 kV. Dose difference between the dose measurements using nanoDot dosimeters 
and the dose calculated by using IAEA protocol showed no significant variation at a confidence level of 
95%. The optically stimulated luminescence nanoDot dosimeters can be used in diagnostic radiography.
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บทคัดย่อ เซลล์เพาะเลี้ยง Vero เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดต่อเน่ืองท่ีน�ามาใช้ในการผลิตวัคซีนไวรัสหลายชนิดเน่ืองจาก 
มคีวามปลอดภยั ไม่ก่อให้เกิดมะเร็งและการติดเชือ้ไวรัสแอบแฝง ทัง้น้ีขึน้กับกระบวนการผลิต การท�าให้บริสุทธิ ์และการตรวจสอบ 
ควบคุมคุณภาพที่ดี โดยปัจจุบันองค์การอนามัยโลกให้การยอมรับปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยงไม่เกิน 
10 นาโนกรัมต่อโด๊สในผลติภณัฑ์วคัซีน สถาบันชวีวตัถุจึงได้พฒันาวธีิการวเิคราะห์หา DNA ตกค้างในวคัซีนด้วยวธิ ีReal-time 
PCR โดยตรวจหาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในตัวอย่างวัคซีนไวรัสส�าเร็จรูปจ�านวน 16 ตัวอย่าง 
และตรวจสอบความถูกต้องของวิธีในพารามิเตอร์ต่างๆ ผลการศึกษาพบว่าทุกตัวอย่างมีปริมาณ DNA ตกค้างอยู่ระหว่าง 
0.49-4.48 นาโนกรัมต่อโด๊ส ซึ่งต�่ากว่าเกณฑ์ก�าหนด เมื่อตรวจสอบความถูกต้องของวิธีพบว่า การทดสอบความเป็นเส้นตรง
และช่วงการวิเคราะห์มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มากกว่า 0.990 ในทุกชุดการทดสอบ โดยช่วงวิเคราะห์ที่เหมาะสมอยู่ระหว่าง 
0.03-3,000  พิโคกรัมต่อปฏิกิริยา วิธีมีความแม่นที่ดี สามารถตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ที่เติมลงไปใน
ตัวท�าละลายวัคซีนได้ โดยมีค่าการคืนกลับที่ร้อยละ 87 มีความเที่ยงของวิธีดีเมื่อท�าการทดสอบในวันและเวลาเดียวกัน 
มีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนไม่เกินร้อยละ 25 และในการทดสอบความคงทนของวิธี ซึ่งใช้ผู้วิเคราะห์ 2 คน พบว่าผลใน 
การวิเคราะห์หาปริมาณสารพันธุกรรมตกค้างมีค่าใกล้เคียงกัน โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนรวมไม่เกินร้อยละ 25 
แสดงว่าวธิมีคีวามคงทนดี สรุปได้ว่าวธีิ Real-time PCR ทีพ่ฒันาขึน้น้ี เมือ่น�ามาใช้ตรวจวเิคราะห์หา DNA ตกค้างในผลติภัณฑ์
วัคซีนเป็นวิธีที่มีความเป็นเส้นตรง ความแม่น ความเที่ยง และความคงทนของวิธีดี
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Determination of Residual Vero Cell DNA in Viral Vaccines  Sukanlayanee Chaimee et al.

บทน�า
เซลล์เพาะเลีย้ง Vero เป็นเซลล์เพาะเลีย้งชนิดต่อเน่ือง (Continuous cell lineage) ท่ีเตรยีมมาจากเซลล์ไต 

(kidney epithelial cell) ลิง African green monkey(1) สามารถเพาะเลี้ยงได้ง่ายในห้องปฏิบัติการ เซลล ์
เพาะเลี้ยงชนิดนี้ได้ถูกน�ามาใช้ในการผลิตวัคซีนไวรัสเป็นครั้งแรกในปี ค.ศ. 1980 และองค์การอนามัยโลกได้รับรองว่า
เป็นเซลล์ที่สามารถน�ามาใช้เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงในการผลิตวัคซีนส�าหรับมนุษย์ได้(2) ปัจจุบันเซลล์เพาะเลี้ยง Vero 
ได้ถกูน�ามาใช้ในการผลติวัคซีนไวรสัอย่างแพร่หลาย ได้แก่ วัคซีนป้องกนัโรคโปลโิอ วัคซีนป้องกนัโรคพษิสนัุขบ้า วัคซีน
ป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอี วัคซีนไวรัสโรตา และวัคซีนป้องกันโรคไวรัสตับอักเสบชนิดเอ เป็นต้น วัคซีนไวรัสต่างๆ 
เหล่าน้ีบางชนิดมีการน�ามาจ�าหน่ายภายในประเทศไทยและใช้ในแผนสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคในปัจจุบัน เช่น วัคซีน
ป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีทั้งชนิดเช้ือตาย บางชนิดก�าลังพัฒนาเพื่อการผลิตและจ�าหน่ายในอนาคต เช่น วัคซีน
ป้องกันไข้สมองอักเสบเจอีชนิดเช้ือเป็น อย่างไรก็ตาม ถือว่าประเทศไทยยังไม่มีประสบการณ์ในการผลิตวัคซีนโดย 
ใช้เซลล์เพาะเล้ียงเพื่อจ�าหน่ายต้ังแต่ต้นน�้าจนถึงปลายน�้า และเน่ืองจากเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดน้ีเป็นเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด 
ต่อเนื่อง ในดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid, DNA) ของเซลล์จึงมียีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งอยู่ ซึ่งหากใน
กระบวนการผลิตมีการก�าจัดออกได้ไม่หมด และมีปริมาณ DNA ของเซลล์ตกค้าง (Residual DNA) ในผลิตภัณฑ์
วัคซีนมากเกินไปอาจท�าให้ผู้รับวัคซีนมีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งได(้3) นอกจากน้ียังมีความเสี่ยงจากการติดเช้ือ
ไวรัสแอบแฝง ซ่ึงเป็นไวรัสประเภทที่มีการเพิ่มจ�านวนโดยการแทรกสารพันธุกรรมเข้ากับเซลล์เจ้าบ้าน เช่น ไวรัสก่อ 
โรคเอดส์  ไวรัสก่อโรคเริม ซึ่งอาจแฝงมากับ DNA ตกค้าง จากเซลล์เพาะเลี้ยงได้ ดังนั้น ในการผลิตวัคซีนไวรัสผู้ผลิต
จึงมีความจ�าเป็นต้องตรวจสอบการปนเปื้อน DNA ตกค้างทั้งในขั้นตอนการผลิตจนถึงผลิตภัณฑ์วัคซีนส�าเร็จรูป 
เพื่อให้มั่นใจว่าในผลิตภัณฑ์วัคซีนมีปริมาณ DNA ตกค้างจากเซลล์เพาะเลี้ยงไม่มากเกินเกณฑ์ก�าหนด โดยองค์การ
อนามัยโลกได้ก�าหนดมาตรฐานของปริมาณ DNA ตกค้างไว้ที่ไม่เกิน 10 นาโนกรัมต่อโด๊ส(4) ส�าหรับวิธีที่ใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารพันธุกรรมตกค้างในกระบวนการผลิต และในผลิตภัณฑ์ส�าเร็จรูปมีหลายวิธี เช่น วิธี Pico 
Green method(5)  วิธี hybridization(6) วิธี Threshold(7) และวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสในสภาพจริง 
(Real-time Polymerase Chain Reaction, Real-time PCR)(8) ซึ่งวิธีการเหล่านี้เป็นวิธีการที่มีการใช้กันอย่าง
แพร่หลายในผู้ผลิตวัคซีนที่มีการใช้เซลล์เพาะเลี้ยงในการผลิต (cell-based vaccine) โดยผู้ผลิตจะเลือกใช้วิธีที่มี
ความไว (sensitivity) และเหมาะสมกับขั้นตอนการผลิต จนได้เป็นผลิตภัณฑ์วัคซีนส�าเร็จรูป(8) อย่างไรก็ตาม วิธีการ
เหล่าน้ียังไม่ได้ถูกก�าหนดเป็นวิธีมาตรฐานของประเทศ และยังไม่ได้มีการน�ามาใช้ในการควบคุมคุณภาพวัคซีนใน 
หน่วยงานควบคมุก�ากบัภาครฐั ส�าหรบัการวิเคราะห์หาปรมิาณ DNA ตกค้างโดยวิธ ีReal-time PCR มผีูท้�าการศึกษา
ไว้ โดยมกีารศึกษาความถกูต้องของวิธใีนพารามเิตอร์ต่างๆ ได้แก่ การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ 
(linearity and range) การทดสอบความแม่น (accuracy) การทดสอบความเที่ยง (precision) การหาขีดจ�ากัด
ของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) และขีดจ�ากัดของการวิเคราะห์เชิงปรมิาณ (limit of quantitation, LOQ)
ในการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง CHO (Chainese Hamster Ovary cells) และเชื้อแบคทีเรีย 
E. coli ในผลิตภัณฑ์ชีววัตถุเพื่อการรักษา (biopharmaceutical products)(9, 10) พบว่าเป็นวิธีที่มีความถูกต้อง 
สามารถใช้ได้ดี มีความไว มีความจ�าเพาะ และใช้ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์สั้น และสามารถตรวจวิเคราะห์ได ้
หลายตัวอย่างในเวลาเดียวกัน การศึกษาวิจัยน้ีจึงมุ่งเน้นที่จะพัฒนาวิธีการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง 
Vero ในผลติภณัฑ์วัคซีนไวรสั และศึกษาความถกูต้องของวิธ ีReal-time PCR เพือ่น�าวิธดีงักล่าวมาใช้เป็นวิธีมาตรฐาน
ของประเทศต่อไป
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วัสดุและวิธีการ
วัคซีนตัวอย่าง

ตัวอย่างวัคซีนที่น�ามาทดสอบเป็นวัคซีนไวรัสส�าเร็จรูปซ่ึงมีการใช้เซลล์ Vero เป็นวัตถุดิบในการผลิต และ 
น�ามาส่งตรวจเพื่อขอรับรองรุ่นการผลิตในประเทศกับสถาบันชีววัตถุทั้งหมดจ�านวน 16 ตัวอย่าง ได้แก่ วัคซีนป้องกัน
โรคพิษสุนัขบ้าจ�านวน 11 ตัวอย่าง ในจ�านวนนี้เป็นวัคซีนที่ผลิตในประเทศ 10 ตัวอย่าง และน�าเข้า 1 ตัวอย่าง วัคซีน
ป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีชนิดเช้ือเป็นซ่ึงเป็นวัคซีนน�าเข้าจ�านวน 4 ตัวอย่าง และวัคซีนรวม คอตีบ บาดทะยัก 
ไอกรนชนิดไม่มีเซลล์ โปลิโอชนิดฉีด ฮิบ และตับอักเสบบี (DTaP+IPV+HIB+HBV) ซ่ึงเป็นวัคซีนน�าเข้าจ�านวน 
1 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นวัคซีนที่มีการใช้เซลล์ Vero ในการผลิต และน�ามาส่งตรวจเพื่อขอรับรองรุ่นการผลิตในประเทศกับ
สถาบันชีววัตถุ

การสกัด DNA ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero จากตัวอย่างวัคซีน
ละลายตัวอย่างวัคซีนด้วยตัวท�าละลายส�าหรับวัคซีนชนิดนั้นๆ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้ว

สกัด DNA ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero โดยใช้ชุดน�้ายาสกัด DNA ส�าเร็จรูป PrepSEQ® Residual DNA sample 
preparation kit (Life Technologies, Applied biosystems®, USA) โดยน�าตัวอย่างปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมกับ proteinase K buffer/proteinase K mix ปริมาตร 70 ไมโครลิตร จากนั้นน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที ปล่อยให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง เติม lysis buffer ปริมาตร 360 ไมโครลิตร เติม magnetic 
particle ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และ binding solution ปริมาตร 400 ไมโครลิตร  แล้วผสมให้เข้ากัน จากนั้น 
ปั่นผสม นาน 5 นาที น�าไปปั่นตกอย่างรวดเร็ว เป็นเวลา 15 วินาที น�าหลอดตัวอย่างไปตั้งบน magnetic stand นาน 
5 นาที ดูดส่วนใส (supernatant) ทิ้ง หลังจากน้ันล้าง DNA ด้วย wash solution ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
จ�านวน 2 ครั้ง และใส่ elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที 
จากนั้นปั่นที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที ดูดส่วนใส (eluted DNA) ซึ่งเป็นสารสกัด DNA  น�าไป 
เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน�าไปใช้ในการทดสอบต่อไป

การตรวจหาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์ Vero โดยวิธี Real-time PCR
ท�าการวิเคราะห์หาปริมาณสารพันธุกรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero โดยใช้ resDNASEQ®

Quantitative DNA kits (Life Technologies, Applied biosystems®, USA) ซ่ึงการเตรียมปฏิกิริยา 
ท�าโดยผสม DNA ตัวอย่างท่ีได้จากการสกัด ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงใน reaction mix (ประกอบด้วย 10x 
primer/probe mix, 2x enviromental master mix และน�้ากลั่น) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน MicroAmp® 

Fast optical 96-well reaction plates โดย 1 ตัวอย่างจะท�า 3 ซ�้า (หยอดตัวอย่างจ�านวน 3 หลุมต่อ 1 ตัวอย่าง) 
จากน้ันน�าไปเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม Applied Biosystems 7500 Fast instrument (Applied 
Biosystems, Foster city, CA, USA) และวิเคราะห์ผลการทดสอบโดยใช้ Applied Biosystems® 7500 System 
SDS Software ค่าจากการค�านวณโดยโปรแกรมที่ได้จะเป็นค่าเฉลี่ยจากจ�านวน 3 ซ�้าของตัวอย่าง

การสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) เพื่อใช้หาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์ Vero ในผลิตภัณฑ์
วัคซีนไวรัสส�าเร็จรูป    

การสร้างกราฟมาตรฐานท�าโดยเจือจาง DNA ควบคุมของเซลล์ Vero (Vero cell DNA control) ที่มีอยู่
ในชุดน�้ายาทดสอบ resDNASEQ® Quantitative DNA Kits Part No. 4458444, Applied Biosystems ตั้งแต่ 
3 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา - 30 เฟมโตกรัมต่อปฏิกิริยา โดยท�าปฏิกิริยาของ DNA ควบคุมทุกครั้งที่มีการทดสอบ และ
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จะต้องมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient; R2) มากกว่า 0.98 ส�าหรับผลลบควบคุมจาก 
Negative Extraction Control (NEG) ใช้เป็น blank sample ซ่ึงในการทดสอบน้ีใช้ตวัท�าละลายวัคซีน (vaccine 
diluent) โดยการสกัดด้วย PrepSEQ® Residual DNA sample preparation kit (Life Technologies, 
Applied biosystems®, USA)ไปพร้อมกับตัวอย่าง เพื่อยืนยันว่าในน�้ายาที่ใช้สกัด DNA ไม่มี DNA ปนเปื้อนมา 
ส่วน Extraction/Recovery Control (ERC) ท�าโดยเติม DNA ควบคุม ปริมาตร 10 พิโคกรัม ลงในตัวท�าละลาย
วัคซีน จากนั้นท�าการสกัดและท�าปฏิกิริยาไปพร้อมกับตัวอย่าง เพื่อดูประสิทธิภาพของการสกัด DNA และการคืนกลับ 
(recovery) ของ DNA  นอกจากน้ีในชุดทดสอบ resDNASEQ® Quantitative DNA kits ยังมี Internal 
Positive Control (IPC) ซ่ึงเป็น DNA ที่มีล�าดับเบสไม่ซ�้ากับ DNA ของเซลล์ Vero ผสมรวมอยู่ใน 2x 
enviromental master mix ซึ่งจะควบคุมการท�าปฏิกิริยาทุกครั้งของการทดสอบว่ามีประสิทธิภาพหรือไม่

การทดสอบความถูกต้องของวิธี
การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (Linearity and Range)
การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ที่เหมาะสมส�าหรับการทดสอบของวิธี ท�าการทดสอบ

ใน MicroAmp®Fast Optical 96-well Reaction Plates โดยเริ่มจากเตรียม DNA ควบคุม ที่มีความเข้มข้น 
3,000, 300, 30, 3, 0.3  และ 0.03 พิโคกรมัต่อหลมุ ตามล�าดบั จากน้ันน�าไปวิเคราะห์หาปรมิาณสารพนัธกุรรมตกค้าง
ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ด้วยวิธี Real-time PCR โดยแต่ละความเข้มข้นท�าซ�้า 3 ครั้ง เครื่องจะท�าการสร้างกราฟ
มาตรฐานระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับความเข้มข้นของ DNA ควบคุม และวิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิ์ 
สหสัมพันธ์ออกมา ซึ่งต้องมีค่ามากกว่า 0.990  

 
การตรวจสอบความแม่นของวิธี (Accuracy)
เพ่ือตรวจสอบความแม่นของวิธี โดยตรวจสอบค่าการคืนกลับ (% recovery) ซ่ึงด�าเนินการทดสอบ 

โดยวิธีเติม Vero cell DNA control จ�านวน 10 พิโคกรัม ลงในตัวท�าละลายวัคซีน โดยท�าการทดสอบ 3 ซ�้า ที่เป็น
อิสระต่อกัน ผสมให้เข้ากัน จากนั้นท�าการสกัด DNA และตรวจหาปริมาณ Vero cell DNA ผลที่ได้น�ามาวิเคราะห์ 
หาค่าการคืนกลับ ซึ่งควรมีค่าอยู่ในช่วง 80-120% โดยค�านวนค่าการคืนกลับ ดังนี้

% Recovery = (ปริมาณ Vero cell DNA ที่วัดได้ - ปริมาณ Vero cell DNA จากตัวท�าละลายวัคซีน) × 100
ค่าจริงของปริมาณ Vero DNA control

การตรวจสอบความเที่ยงของวิธี (Precision)
การตรวจสอบความเที่ยงของวิธี โดยท�าการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์

วัคซีนป้องกนัโรคพษิสนัุขบ้าจ�านวน 3 รุน่การผลติ ในวันและเวลาเดยีวกนั 3 คร้ัง แล้วน�าผลการทดสอบทีไ่ด้มาวิเคราะห์
หาค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (% geometric coefficient of variation, GCV) ซึ่งควรมีค่าไม่เกิน 25%

การทดสอบความคงทนของวิธี (Robustness)
การทดสอบความคงทนของวิธที�าโดยท�าการทดสอบหาปรมิาณ Vero cell DNA ในผลติภณัฑ์วัคซีนป้องกนั

โรคพษิสนัุขบ้าจ�านวน 1 รุน่การผลติ โดยผูวิ้เคราะห์ 2 คน คนละ 3 ซ�า้ แล้วน�าผลการทดสอบมาวิเคราะห์หาค่าสมัประสทิธิ์
ความแปรปรวน ซึ่งควรมีค่าไม่เกิน 25%
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ผล
จากการตรวจหาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนไวรัสส�าเร็จรูป จ�านวน 

16 ตัวอย่าง ได้แก่ วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้า วัคซีนป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีเชื้อเป็น และวัคซีนรวม คอตีบ 
บาดทะยัก ไอกรน ชนิดไม่มีเซลล์ โปลิโอชนิดฉีด ฮิบ ตับอักเสบบี (DTaP+IPV+HIB+HBV) ด้วยวิธี Real-time 
PCR ซึ่งเป็นการวิเคราะห์ปริมาณ DNA ตกค้างจากกราฟมาตรฐาน (ภาพที่ 1) จากผลการทดลองพบว่าปริมาณสาร
พันธกุรรมทีต่รวจพบในทกุตวัอย่างมปีรมิาณทีต่�า่มากอยูร่ะหว่าง 0.49 - 4.48 นาโนกรมั/โด๊ส (ตารางที ่1) และปรมิาณ
ของ DNA ที่ตรวจพบในแต่ละรุ่นการผลิตของวัคซีนชนิดเดียวกัน หรือต่างชนิดกันให้ปริมาณสารพันธุกรรมตกค้าง 
ที่แตกต่างกันไป แต่ค่าที่ได้ต�่ากว่าเกณฑ์มาตรฐานที่ก�าหนดโดยองค์การอนามัยโลก
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Slope: -3.113  Y-intercept: 25.194  R2: 0.998
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Standard ตัวอย่างวัคซีนส�าเร็จรูป

ภาพท่ี 1  กราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ตรวจวัดได้ (∆Rn) กับจ�านวนรอบของปฏิกิริยา (บน)  
และผลการวิเคราะห์ปริมาณ DNA ตกค้าง ของวัคซีนไวรัสส�าเร็จรูป จ�านวน 16 ตัวอย่าง จากกราฟมาตรฐานซึ่งแสดงความ
สัมพันธ์ระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับปริมาณของ Vero cell DNA control ที่ระดับความเข้มข้น 3,000, 300, 30, 
3, 0.3 และ 0.03 พิโคกรัมต่อปฏิกิริยา ด้วยวิธี Real-time PCR (ล่าง)

CT
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ผลการตรวจสอบความถูกต้องวิธี
การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์
จากการตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ของกราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค�านวณหาปริมาณ 

DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero โดยใช้ DNA ควบคมุ ทีค่วามเข้มข้นต่างๆ โปรแกรมจะค�านวณและสร้างกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหว่างปรมิาณแสงฟลอูอเรสเซนต์ทีต่รวจวัดได้ (∆Rn) กับจ�านวนรอบของปฏกิิริยา (amplification plot) 
และสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับความเข้มข้นของ DNA ควบคุม (ภาพที่ 2)  พบว่า
ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของวิธีอยู่ที่ 0.998, 0.999 และ 0.999 ตามล�าดับ  (ตารางที่ 2)  เครื่องจะท�าการสร้างกราฟ
มาตรฐานระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับความเข้มข้นของ DNA ควบคุม และวิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิ์ 
สหสัมพันธ์ออกมา ซึ่งต้องมีค่ามากกว่า 0.990  

ตารางที่ 1 การตรวจหาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์ Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนไวรัสส�าเร็จรูปโดยวิธี Real-time PCR

ล�าดับที่ ตัวอย่าง แหล่งผลิต** ปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์
    เพาะเลี้ยง Vero (นาโนกรัมต่อโด๊ส)

 1 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 1 L 1.15
 2 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 2 L 0.68
 3 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 3 L 1.85
 4 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 4 L 1.73
 5 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 5 L 0.49
 6 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 6 L 1.76
 7 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 7 L 3.36
 8 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 8 L 0.24
 9 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 9 L 0.67
 10 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 10 L 1.84
 11 วัคซีนพิษสุนัขบ้า 11 I <0.0015*
 12 วัคซีนไข้สมองอักเสบเจอี 1 I < 0.00075
 13 วัคซีนไข้สมองอักเสบเจอี 2 I < 0.00075
 14 วัคซีนไข้สมองอักเสบเจอี 3 I 0.0015
 15 วัคซีนไข้สมองอักเสบเจอี 4 I 0.0042
 16 วัคซีนรวมคอตีบ บาดทะยัก ไอกรนชนิดไม่มีเซลล์  I <0.00075
   โปลิโอชนิดฉีด ฮิบ และตับอักเสบบี 
  (DTaP+IPV+HIB+HBV) 

 * ตัวอย่างวัคซีนทุกตัวอย่างมีปริมาตรบรรจุ 500 ไมโครลิตรต่อโด๊ส ยกเว้นตัวอย่างที่ 15 มีปริมาตรบรรจุ 1 มิลลิลิตรต่อโด๊ส และ 
  ขีดจ�ากัดของการวิเคราะห์ (limit of detection: LOD) ของชุดทดสอบ resDNASEQ® Quantitative Vero DNA เท่ากับ  
  0.0015 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร
 ** L: หมายถึงวัคซีนที่ผลิตในประเทศ (Local vaccine) และ I: หมายถึงวัคซีนที่น�าเข้าจากต่างประเทศ (Imported vaccine)
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ภาพท่ี 2  กราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ตรวจวัดได้ (∆Rn) กับจ�านวนรอบของปฏิกิริยา (บน) 
และกราฟมาตรฐานซ่ึงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า cycle threshold (Ct) กับปริมาณของ Vero cell DNA control 
ที่ระดับความเข้มข้น 3,000, 300, 30, 3, 0.3 และ 0.03 พิโคกรัมต่อปฏิกิริยา ด้วยวิธี Real-time PCR (ล่าง)

 ครั้งที่ท�าการทดสอบ ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

ตารางท่ี 2  ผลการศกึษาการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวเิคราะห์ โดยวธิ ีReal-time PCR ในการหาค่าสมัประสทิธ์ิ
สหสัมพันธ์จากการสร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้ DNA ควบคุมที่ความเข้มข้น 3,000, 300, 30, 3, 0.3  และ 0.03 พิโคกรัม 
ต่อหลุม ตามล�าดับ

 1 0.998
 2 0.999
 3 0.999
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การตรวจสอบความแม่นของวิธี
เมื่อท�าการเติม DNA ควบคุมของเซลล์ Vero ปริมาณ 10 พิโคกรัม ลงในตัวท�าละลายวัคซีน แล้วน�ามา

วิเคราะห์หาปริมาณ DNA ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero จ�านวน 3 ซ�้า พบว่าวิธีสามารถตรวจพบปริมาณของ DNA ได้
โดยมค่ีาเฉลีย่เรขาคณิต (Geometric Mean, GM) ที ่8.76 พิโคกรมั มค่ีาเบ่ียงเบนมาตรฐานเรขาคณติ (Geometric 
Standard Deviation, GSD) ที่ 1.24 และค่าการคืนกลับที่ 87.6% (ตารางที่ 3) 

ตารางท่ี 3 ผลการตรวจความแม่นของวิธี Real-time PCR ในการวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ควบคุมของเซลล์ Vero 
ปริมาณ 10 พิโคกรัม ที่เติมลงในตัวท�าละลายวัคซีน 

 
ตัวอย่างที่

 ปริมาณสารพันธุกรรมตกค้าง
  (นาโนกรัมต่อโด๊ส) GM GSD % Recovery

 1 10.94
 2 7.06   
 3 8.70   

การตรวจสอบความเที่ยงของวิธี
เมือ่ท�าการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในผลติภณัฑ์วัคซีนป้องกนัโรคพษิสนัุขบ้าจ�านวน 

3 รุ่นการผลิต ในวันและเวลาเดียวกัน 3 ครั้งต่อรุ่นการผลิต พบว่าในวัคซีนตัวอย่างที่ 1 ตรวจพบปริมาณของ DNA 
จากเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ตกค้างอยู่ในผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าเฉลี่ยเรขาคณิตอยู่ที่ 2.56 นาโนกรัมต่อโด๊ส มีค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานเรขาคณิตที่ 1.31 นาโนกรัมต่อโด๊ส และมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนที่ 27.14% ในวัคซีนตัวอย่างที่ 2 
ตรวจพบปรมิาณของ DNA จากเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ตกค้างอยูใ่นผลติภณัฑ์ โดยมค่ีาเฉลีย่เรขาคณติอยูท่ี ่3.59 นาโนกรัม
ต่อโด๊ส มีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานเรขาคณิตที่ 1.19 นาโนกรัมต่อโด๊ส และมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนที่ 17.16% 
และในวัคซีนตัวอย่างที่ 3 ตรวจพบปริมาณของ DNA จากเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ตกค้างอยู่ในผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าเฉลี่ย
เรขาคณิตอยู่ที่ 4.58 นาโนกรัมต่อโด๊ส มีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเรขาคณิตที่ 1.12 นาโนกรัมต่อโด๊ส และมีค่าสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวนที่ 11.40%  (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4  ผลการตรวจสอบความเที่ยงของวิธี Real-time PCR ในการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero 
ในผลิตภัณฑ์วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าจ�านวน 3 รุ่นการผลิต
 

ตัวอย่าง ขวดที่
 ปริมาณ DNA ตกค้าง

   (นาโนกรัมต่อโด๊ส) GM GSD %GCV

วัคซีนพิษสุนัขบ้า 1 1.91 
รุ่นการผลิตที่ 1 2 3.21 2.56 1.31 27.14
 3 2.75 

วัคซีนพิษสุนัขบ้า   1 3.37
รุ่นการผลิตที่ 2 2 4.36 3.59 1.19 17.16 
 3 3.16   

วัคซีนพิษสุนัขบ้า 3 1 5.18 
รุ่นการผลิตที่ 3 2 4.48 4.58 1.12 11.40 
 3 4.14

 8.76 1.24 87.6 %
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การทดสอบความคงทนของวิธี
จากการท�าการวเิคราะห์หาปรมิาณสารพนัธกุรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในผลติภณัฑ์วัคซีนป้องกนั

โรคพิษสุนัขบ้า จ�านวน 1 รุ่นการผลิต โดยผู้ตรวจวิเคราะห์ 2 คน คนละ 3 ซ�้า ในวันและเวลาเดียวกัน พบว่ามีผลการ
วิเคราะห์ทีใ่กล้เคยีงกนั  คอื มค่ีาเฉลีย่เรขาคณติอยูท่ี ่3.99 และ 4.85 นาโนกรมัต่อโด๊ส มค่ีาเบ่ียงเบนมาตรฐานเรขาคณติ
ที่ 1.12 และ 1.11 และมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนที่ 11.25 และ 10.54 ในผู้วิเคราะห์คนที่ 1 และคนที่ 2  
ตามล�าดับ และเมื่อน�ามาค�านวณหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเรขาคณิตรวมของการทดสอบ จะมีค่าเท่ากับ 1.11 และมีค่า
สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเท่ากับ 10.42% (ตารางที่ 5)

ตารางท่ี 5  ผลการทดสอบความคงทนของวธีิ Real-time PCR โดยท�าการวเิคราะห์หาปริมาณสารพนัธุกรรมตกค้างของเซลล์
เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้ารุ่นการผลิตเดียวกัน 

 ครั้งที่
 ปริมาณสารพันธุกรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero

  (นาโนกรัมต่อโด๊ส)
  ผู้วิเคราะห์คนที่ 1 ผู้วิเคราะห์คนที่ 2

1 4.03 4.96
2 4.44 5.31
3 3.55 4.32

G.M. 3.99 4.85
Geo S.D. 1.12 1.11
Geo C.V. 11.25  10.54

G.M. (รวม)  4.40
Geo S.D. (รวม)  1.11
% Geo C.V. (รวม)  10.42

วิจารณ์
ปัจจบัุนวัคซีนไวรสัหลายชนิดมกีารผลติโดยใช้เซลล์เพาะเลีย้งชนิดต่อเน่ือง ซ่ึงคณุสมบัตขิองเซลล์เพาะเลีย้ง

เหล่าน้ีได้มีการศึกษาแล้วว่าสามารถน�ามาใช้ในการผลิตวัคซีนได้ มีความปลอดภัย ไม่ก่อให้เกิดมะเร็งและการติดเช้ือ
ไวรัสโดยไม่พึงประสงค์ โดยเฉพาะถ้าในการผลิตนั้นมีกระบวนการท�าให้บริสุทธิ์ (purification) มีกระบวนการตรวจ
สอบควบคมุคณุภาพทีดี่ และม ีDNA ของเซลล์เพาะเลีย้งท่ีใช้ผลติในผลติภณัฑ์วัคซีนเป็นไปตามเกณฑ์ทีก่�าหนดไว้โดย
องค์การอนามัยโลก(11)  

เซลล์เพาะเลีย้ง Vero เป็นเซลล์เพาะเลีย้งชนิดต่อเน่ืองทีผู้่ผลติน�ามาใช้ในการผลติวัคซีนไวรสัอย่างแพร่หลาย 
มากกว่า 80% ของวัคซีนไวรัสที่มีการจ�าหน่าย และใช้ในการสร้างเสริมภูมิคุ้มกันของประชากรทั่วโลกผลิตจากเซลล์ 
ชนิดนี้(3) ซึ่งถือเป็นเซลล์ที่ทั่วโลกรู้จักกันดี และมีการศึกษาถึงความปลอดภัย สามารถน�ามาใช้ในการผลิตวัคซีนได้ 

เพือ่เป็นการตรวจสอบผลติภณัฑ์วัคซีนไวรสัทีผ่ลติจากเซลล์เพาะเลีย้งชนิดน้ีและมกีารขอรบัรองรุน่การผลติ
ในประเทศ รวมถึงได้พัฒนาวิธีการตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนไวรัสส�าเร็จรูป
ด้วยวิธี Real-time PCR การศึกษาน้ีจึงได้ท�าการตรวจหาปริมาณ DNA ของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ที่ตกค้างอยู ่
ในตัวอย่างวัคซีนไวรัสส�าเร็จรูปจ�านวน 16 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นวัคซีนที่มีการใช้เซลล์ Vero ในการผลิต และน�ามาส่งตรวจ
เพ่ือขอรับรองรุ่นการผลิตในประเทศกับสถาบันชีววัตถุโดยวิธีดังกล่าว ผลการทดลองพบ DNA ตกค้างในปริมาณ 
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ต�่ากว่าเกณฑ์ที่ก�าหนดไว้โดยองค์การอนามัยโลกในทุกตัวอย่างท่ีน�ามาทดสอบ แม้ว่าค่าปริมาณ DNA จะมีความ 
แตกต่างกันในแต่ละผลิตภัณฑ์และต่างกันในแต่ละรุ่นการผลิต ซ่ึงอาจเป็นไปได้ว่าการสกัดเอาสารพันธุกรรมออกจาก
ผลิตภัณฑ์ในแต่ละรุ่น หรือแม้แต่รุ่นเดียวกันในกระบวนการผลิตวัคซีนนั้นไม่สามารถก�าหนดค่าที่แน่นอนได้  จึงท�าให้
ปริมาณที่ตรวจพบมีความแตกต่างกัน 

เพ่ือเป็นการยนืยันว่าวิธทีีใ่ช้ในการวิเคราะห์เป็นวิธทีีเ่หมาะสม ให้ผลการวิเคราะห์ทีถ่กูต้อง จงึได้ท�าการตรวจ
สอบความถูกต้องของวิธีในพารามิเตอร์ที่ส�าคัญ ได้แก่ 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวเิคราะห์พบว่า มค่ีาสมัประสทิธิ์สหสมัพนัธ์ มากกว่า 0.990 ในทกุ
ชุดการทดสอบ ซ่ึงแสดงให้เหน็ว่าค่า cycle threshold (Ct) กบัปรมิาณของ Vero cell DNA control มคีวามสมัพนัธ์
กัน และสามารถน�ามาใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ได้ โดยช่วงวิเคราะห์ที่
เหมาะสมอยู่ระหว่าง 0.03-3,000 พิโคกรัมต่อปฏิกิริยา 

ในการตรวจสอบความแม่นของวิธี โดยการวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ควบคุมของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero 
จ�านวน 10 พิโคกรัม ที่เติมลงในตัวท�าละลายวัคซีนนั้น คณะผู้ศึกษาวิจัยเลือกใช้ปริมาณ DNA นี้ เนื่องจากเป็นปริมาณ
ที่ต�่า ใกล้เคียงกับค่าที่ตรวจพบจริงในตัวอย่างวัคซีน และอยู่ในช่วงวิเคราะห์ที่เหมาะสม คือ อยู่ในระหว่าง 0.03-3,000 
พิโคกรมั จากการศึกษาพบว่า วิธน้ีีสามารถตรวจหา DNA ควบคมุของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ทีเ่ตมิลงไปในตวัท�าละลาย
วัคซีนได้ โดยมีค่าการคืนกลับที่ 87% ซึ่งอยู่ในช่วง 80-120% จึงถือว่าวิธีมีความแม่นที่ดี

ส่วนการตรวจสอบความเทีย่งของวิธน้ัีน ใช้ตวัอย่างวัคซีนในการทดสอบเพือ่ให้มสีภาวะใกล้เคียงกับเมือ่ต้อง
ท�าการทดสอบในตัวอย่างวัคซีนจริงๆ โดยคัดเลือกจากวัคซีนตัวอย่างจ�านวน 16  ตัวอย่าง ที่ท�าการศึกษามาแล้ว 
ในขัน้ต้น และมปีรมิาณของ DNA ตกค้างในระดบัทีส่ามารถตรวจวิเคราะห์ได้จ�านวน 3 รุน่การผลติ เมือ่ท�าการทดสอบ
ในวันและเวลาเดยีวกนั (within-day variation) มค่ีาสมัประสทิธิค์วามแปรปรวนที ่27.14%, 17.16% และ 11.40% 
ตามล�าดับ ซึ่งตามที่ก�าหนดไว้ควรมีค่าไม่เกิน 25% แต่จะเห็นว่าในตัวอย่างที่ 1 ของวัคซีนพิษสุนัขบ้าที่น�ามาใช้ในการ
ศึกษาความเที่ยงนั้นมีค่าเกินกว่าเกณฑ์ที่ก�าหนดไว้ ในขณะที่อีกสองตัวอย่างมีค่าไม่เกินเกณฑ์ก�าหนด อย่างไรก็ตาม 
ในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์วัคซีนนี้ เป็นการวิเคราะห์หาสาร
ซ่ึงมปีริมาณน้อยมากในผลติภณัฑ์วัคซีน มหีน่วยเป็นพโิคกรมั และนาโนกรมั ท�าให้มผีลต่อการค�านวณหาค่าสมัประสทิธิ์
ความแปรปรวนได้ แต่จากผลการทดสอบมีค่าไม่ต่างจากเกณฑ์ก�าหนดมากนัก และ 2 ใน 3 ตัวอย่างที่ท�าการวิเคราะห์
มีค่าผ่านเกณฑ์ จึงถือว่าเป็นวิธีมีความแปรปรวนของผลการทดสอบน้อย แสดงว่าวิธีมีความเที่ยงดี 

ในการทดสอบความคงทนของวิธี ซึ่งใช้ผู้วิเคราะห์ 2 คนในการทดสอบ พบว่าผลในการวิเคราะห์หาปริมาณ 
DNA ตกค้างมีค่าใกล้เคียงกัน แสดงว่าวิธีมีความคงทนดี 

การศึกษาความถูกต้องของวิธี Real-time PCR ในการตรวจหา DNA ตกค้างน้ีเป็นไปตามเกณฑ์ที่ 
ก�าหนดไว้(12) และเป็นไปในแนวทางเดยีวกนักบัการศึกษาทีผ่่านมา ซ่ึงท�าการตรวจสอบความถกูต้องของวิธใีนการตรวจหา 
DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง CHO (Chainese Hamster Ovary cells) และเช้ือแบคทีเรีย E. coli 
ในผลิตภัณฑ์ชีววัตถุเพื่อการรักษา (biopharmaceutical products)(9, 10) แต่ยังขาดการตรวจสอบความถูกต้องใน
บางพารามิเตอร์ ได้แก่ การหาขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) และขีดจ�ากัดของการวิเคราะห์
เชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) แต่เนื่องจากชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูปที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ได้มีการ
ก�าหนดขดีจ�ากดัของการตรวจพบไว้ท่ี 0.0015 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร ซ่ึงต�า่กว่าเกณฑ์ทีก่�าหนดไว้โดยองค์การอนามัยโลก 
มาก ทางคณะผู้ท�าการศึกษาวิจัยจึงไม่ได้ท�าการศึกษาในสองพารามิเตอร์น้ี อย่างไรก็ตามในการศึกษาต่อไป หากมี 
การศึกษาเพิ่มเติมในสองพารามิเตอร์นี้ ก็จะช่วยให้การศึกษาความถูกต้องของวิธีมีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น
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การตรวจหาสารพนัธุกรรมตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในผลิตภณัฑ์วคัซีนไวรัส  สกัุลยาณี  ไชยม ีและคณะ

สรุป
จากการศึกษาการตรวจวิเคราะห์หา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลีย้ง Vero ในตัวอย่างผลิตภณัฑ์วัคซีนไวรสั

ส�าเร็จรูป และการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีในพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงและ 
ช่วงการวิเคราะห์ ความแม่น ความเที่ยง และความคงทนของวิธีแสดงให้เห็นว่าวิธี Real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นน้ี 
เป็นวิธีที่ดี มีความเหมาะสม สามารถน�ามาใช้ส�าหรับตรวจหา DNA ตกค้างของเซลล์เพาะเลี้ยง Vero ในผลิตภัณฑ์
วัคซีนไวรัสได้ หากในอนาคตมีการศึกษาในสองพารามิเตอร์ ได้แก่ การหาขีดจ�ากัดของการตรวจพบ และขีดจ�ากัดของ
การวิเคราะห์เชิงปรมิาณเพิม่เตมิอาจน�ามาก�าหนดเป็นวิธมีาตรฐานภายในห้องปฏบัิตกิารเพือ่เป็นการคุม้ครองผูบ้รโิภค
ได้ และการศึกษานี้สามารถใช้เป็นแนวทางในการขยายขอบข่ายการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์หา DNA ตกค้างของ
เซลล์เพาะเลี้ยงชนิดอื่นๆ ในผลิตภัณฑ์ชีววัตถุต่อไปได้
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Determination of Residual Vero Cell DNA 
in viral vaccine products 

by Real-time PCR

Sukanlayanee Chaimee Sompong Sapsutthipas Jiradej Patchim
and Supaporn Phumiamorn 
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi  
11000, Thailand.

ABSTRACT Vero cells are continuous cell lines which are used as a substrate for producing many 
viral vaccines because of their safety, non-tumorigenicity and non-latent viruses. However, the safety 
of the vaccines using the Vero cell also depends on the production, purification, and quality control 
processes. The World Health Organization currently recommends 10 ng/dose as an upper limit of DNA 
residue for any vaccines produced from continuous cell lines. Institute of Biological Products had 
validated the Real-time PCR method to determine residual DNA of Vero cells in viral vaccine. Sixteen 
Vero cell-based vaccine samples were employed. The testing results showed that small amounts 
of residual DNA were present in all samples from 0.49 to 4.48 ng/dose, which is lower than WHO’s 
specification. From the analysis of linearity and range, it was found that the appropriate working range 
was 0.03-3,000 pg/reaction and the correlation coefficient was more than 0.990. For the accuracy, 
the recovery rate was 87% which was within the acceptance limit (80-120%). This method showed good 
repeatability when the test was conducted in the same day and at the same time and the coefficient of 
variance was less than 25%. For the analysis of robustness using two different analysts, it was found that 
the results were very close to each other and the coefficient of variance was less than 25%. Therefore, this 
method also showed good robustness. In conclusion, this developed real-time PCR when had been used 
for determination of residual Vero cell DNA in viral vaccines showed good results in linearity, accuracy, 
precision and robustness. 

Key words: Vero cell, residual DNA, Real-time PCR



นิพนธ์ต้นฉบับ	 	 ว	กรมวิทย	พ	2559;	58	(3)	:	161-168

161
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 58 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2559

การศึกษาฤทธิ์คงทนของทรายอะเบทในการควบคุม
ลูกน้ำายุงลายบ้าน Aedes aegypti ในสภาพธรรมชาติ

และกึ่งจำาลองธรรมชาติ

ธำารงค์ ผลชีวิน สุนัยนา สท้านไตรภพ อำานาจ บุญเครือพันธุ์ และสมชาย แสงกิจพร 
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

Accepted for publication, 16 June 2016

บทคัดย่อ  การศึกษาฤทธ์ิคงทนของทรายอะเบท 1% SG ในการควบคุมลูกน�้ายุงลายบ้านในสภาพธรรมชาติและก่ึงจ�าลอง
ธรรมชาติ โดยทดสอบกับลูกน�้ายุงลายบ้าน สายพันธุ์มาตรฐานที่เลี้ยงในห้องปฏิบัติการ โดยใช้ผลิตภัณฑ์ทรายอะเบทในอัตรา 
1 กรัมต่อน�้า 10 ลิตร หรือ 1 ppm ลงในตุ่มน�้าขนาด 200 ลิตร ใส่ลูกน�้ายุงลาย ระยะ 4 จ�านวน 20 ตัว และเช็กผลการตายที่ 
24 ชั่วโมง ทดสอบต่อเนื่องทุกสัปดาห์ จนกระทั่งอัตราการตายของลูกน�้ายุงลายน้อยกว่าร้อยละ 50 ผลการศึกษาพบว่าในสภาพ
ธรรมชาติระยะเวลาที่ท�าให้ลูกน�้ายุงลายบ้านตายร้อยละ 50 และ 90 มีค่าเท่ากับ 18.20 และ 16.81 สัปดาห์ ตามล�าดับ และ
การทดสอบแบบกึ่งจ�าลองธรรมชาติ ระยะเวลาที่ท�าให้ลูกน�้ายุงลายบ้านตายร้อยละ 50 และ 90 มีค่าเท่ากับ 25.93 และ 24.13 
สัปดาห์ ตามล�าดับ
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บทนำา
ปัจจบัุนปัญหาโรคไข้เลือดออกมคีวามรนุแรงเพิม่ขึน้เร่ือยๆ โดยในปี 2558 มผู้ีป่วยไข้เลอืดออก 123,169 ราย 

และตาย 116 ราย(1) สาเหตุหน่ึงอาจเน่ืองจากการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ โลกมีอุณหภูมิสูงขึ้น ส่งผลให ้

ยุงลายเกิดการปรับตัว และมีวงจรชีวิตที่สั้นลง ส่งผลให้ยุงสามารถเพิ่มประชากรได้มากยิ่งขึ้น(2) และมีรายงานว่ายุงลาย 

มีการพัฒนาสร้างความต้านทานต่อสารเคมีที่ใช้ควบคุม เช่น deltamethrin permethrin alphacypermethrin 
เป็นต้น ในหลายพื้นที่ของประเทศไทย(3, 4) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่ายุงที่มียีนดื้อต่อสารเคมีก�าจัดแมลง สามารถ
ถ่ายทอดยีนดื้อยาไปสู ่ รุ ่นลูกได ้ ยุงพาหะที่ส�าคัญของโรคไข ้เลือดออกในประเทศไทย คือ ยุงลายบ้าน 

(Aedes aegypti L.) และพาหะรอง คือ ยุงลายสวน (Aedes albopictus L.) ยุงลายบ้านมีนิสัยชอบออกหากินใน
เวลากลางวัน ชอบกัดกินเลือดคน และมักอาศัยอยู่ตามบ้านเรือน หรือบริเวณรอบๆ บ้าน แหล่งเพาะพันธุ์ของยุงลาย
บ้าน ได้แก่ ตุ่มน�้า แจกัน จานรองขาตู้ และภาชนะที่มีน�้าขัง(5) การควบคุมยุงลายสามารถท�าได้หลายวิธี แต่วิธีที่ง่ายและ
ได้ผลดี คือการควบคุมยุงลายในระยะที่เป็นตัวอ่อน (larvae) เน่ืองจากการอยู่อาศัยของลูกน�้ายุงลายจะอยู่ในแหล่ง
เพาะพันธุ์ที่มีบริเวณจ�ากัด จึงง่ายต่อการควบคุม การใส่ผลิตภัณฑ์ก�าจัดลูกน�้าลงในภาชนะที่มีน�้าขัง เช่น ทรายอะเบท 
(Abate) สารยับยั้งการเจริญเติบโต สารป้องกันการลอกคราบของลูกน�้า แบคทีเรียก�าจัดลูกน�้า (Bacillus thuring-

iensis israelensis หรือ Bti) เป็นต้น อย่างไรก็ตาม ทรายก�าจัดลูกน�้ายุงลาย หรือทรายเทมีฟอส มีชื่อทางการค้า 
คือ อะเบท มีความนิยม และใช้กันอย่างแพร่หลาย เนื่องจากมีประสิทธิภาพดีในการก�าจัดลูกน�้ายุงลายและราคาไม่แพง 
โดยหน่วยงานของรัฐจะเป็นผู้แจกจ่ายให้กับประชาชน เพื่อน�าไปควบคุมยุงลายในบ้านของตนเอง และมีรายงานว่าสาร
เคมีเทมีฟอสยังมีประสิทธิภาพดีในการควบคุมลูกน�้ายุงลาย(6)

ทรายอะเบท หรือทรายที่เคลือบด้วยสารเทมีฟอส (temephos) ซ่ึงเป็นสารเคมีสังเคราะห์ในกลุ ่ม 

ออกาโนฟอสเฟส (organophosphate) มีฤทธิ์ต่อระบบประสาทของแมลง โดยจะไปยับยั้งการท�างานของเอนไซม ์
cholinesterase ท�าให้เอนไซม์ไม่สามารถไปย่อยสลายสารสื่อประสาท acetycholine ท�าให้เกิดการสะสมของ 
acetycholine และมีผลท�าให้แมลงตายในที่สุด(7) อย่างไรก็ตาม สารเคมีเทมีฟอสถือว่าปลอดภัยต่อคนและสัตว์  
ถ้าใช้ในปริมาณที่ก�าหนด คือ 1 กรัมต่อน�้า 10 ลิตร หรือมีสารเคมีเทมีฟอส 1 ส่วนในล้านส่วน (part per million, 
ppm) คือ มีสารเคมีเทมีฟอส 1 ส่วนต่อน�้า 1 ล้านส่วน ซึ่งมีสารเคมีในปริมาณที่น้อยมาก ดังนั้น จึงสามารถใส่ทราย
อะเบทได้ทั้งในน�้าดื่ม และน�้าใช้ องค์การอนามัยโลกได้แนะน�าให้ใช้ทรายอะเบทใส่ในแหล่งน�้า เพื่อก�าจัดลูกน�้ายุงลาย 
เพ่ือเป็นการป้องกันการแพร่ระบาดของโรคไข้เลือดออก(8) ผลิตภัณฑ์อะเบทมีการผลิตอยู่ในรูปแบบต่างๆ เช่น 

สูตร Emulsifiable concentrate (EC) ซึ่งต้องผสมน�้าก่อนน�าไปฉีดพ่นตามแหล่งน�้า มีการศึกษาการใช้ผลิตภัณฑ์ 
Abate 500E ซึ่งเป็นสูตร EC ฉีดพ่นลงแหล่งน�้า ผลทดสอบพบว่าผลิตภัณฑ์นี้สามารถก�าจัดลูกน�้ายุงลาย 100% ได้
นาน 6-7 สปัดาห์(9) และปัจจบัุนได้มนีวัตกรรมใหม่ในการเคลอืบสารเคมเีทมีฟอสกับทรายภเูขาไฟ เรยีกว่า ลาวาซีโอไลท์ 

ซ่ึงช่วยลดปัญหาเรื่องกลิ่นเหม็นของสารเทมีฟอส และปัญหาน�้าขุ่น โดยมีการวิจัยถึงประสิทธิภาพของทรายซีโอไลท์ 
ในภาคสนามพบว่าสามารถก�าจัดลูกน�้ายุงลายบ้านในตุ่มน�้าได้อย่างน้อย 3 เดือน(10) ผลิตภัณฑ์อะเบทมีหลากหลาย 

รูปแบบให้เลือกใช้ตามความเหมาะสมของการใช้งานและให้ตรงตามความต้องการของผู้ใช้ในการควบคุมลูกน�า้ยุงลาย 
ส�าหรับการศึกษาในครั้งนี้ คณะผู้วิจัยต้องการศึกษาถึงประสิทธิภาพและฤทธิ์คงทนของผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท (Abate 
1% SG) ในการก�าจดัลกูน�า้ยงุลายบ้าน โดยท�าการศกึษาทัง้ในสภาพธรรมชาตจิรงิ และกึง่จ�าลองธรรมชาติเปรยีบเทยีบกัน 
เพื่อให้ทราบระยะเวลานานที่แท้จริงของผลิตภัณฑ์ Abate 1% SG ที่สามารถออกฤทธิ์ในการก�าจัดลูกน�้ายุงลายบ้าน 

ในสภาพธรรมชาติอย่างได้ผลดี และเพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานในการเลือกใช้ผลิตภัณฑ์ทรายอะเบทในการควบคุม 

ลูกน�้ายุงลายบ้านต่อไป
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ฤทธ์ิคงทนของทรายอะเบทในการควบคุมลูกน�า้ยุงลายบ้าน Aedes aegypti ธ�ารงค์  ผลชวีนิ และคณะ

วัสดุและวิธีการ

ทรายอะเบท
ผลติภณัฑ์ทรายอะเบท 1% เอสจ ี(Abate 1% SG) เป็นทรายเคลอืบสารเทมฟีอส (temephos) 1% (ทราย

หนัก 99 กรัม มีสารออกฤทธิ์อยู่ 1 กรัม) สารออกฤทธิ์ คือ temephos 1% W/W SG ผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นทราย
เม็ดละเอียดสีน�้าตาลเทา (วันที่ผลิต 8 ส.ค. 57)

ลูกนำ้ายุงลาย
ลูกน�้ายุงลายบ้าน สายพันธุ์มาตรฐาน ระยะ 4 ที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการจากฝ่ายพิพิธภัณฑ์แมลงและ

อนุกรมวิธานและสนับสนุนงานกีฏวิทยา

สถานที่ทดสอบ
1. ทดสอบแบบสภาพธรรมชาติ 
 พื้นที่ใส่ทรายอะเบท (Treatment) : ชุมชนใต้ทางด่วนทิมแลนด์ หมู่ 9 ฝั่งตะวันตก ต�าบลตลาดขวัญ 

อ�าเภอเมืองนนทบุรี จังหวัดนนทบุรี
 พื้นที่เปรียบเทียบ (Control) : ชุมชนใต้ทางด่วนทิมแลนด์ หมู่ 9 ฝั่งตะวันออก ต�าบลตลาดขวัญ 

อ�าเภอเมืองนนทบุรี จังหวัดนนทบุรี
2. ทดสอบแบบกึ่งจ�าลองธรรมชาติ
 สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข นนทบุรี

วิธีทดสอบแบบสภาพธรรมชาติ
- คัดเลือกบ้านในชุมชนที่ท�าการทดสอบ เลือกบ้านที่มีตุ่มน�้า ขนาด 200 ลิตร บ้านละ 1 ตุ่ม จ�านวน 10 

หลังคาเรือน ทั้งชุมชนที่ใส่ทรายอะเบท และชุมชนเปรียบเทียบ
- ก่อนท�าการทดสอบ ต้องตรวจสอบการปนเปื้อนสารเคมีของตุ่มน�้าก่อน โดยน�าลูกน�้ายุงลายบ้าน ระยะ 4 

จ�านวน 20 ตัว ใส่ในกรงส�าหรับลอยลูกน�้า หย่อนกรงพร้อมลูกน�้า จ�านวน 1 กรง ลงในตุ่มน�้า และบันทึกผลการตายของ
ลูกน�้ายุงลาย เมื่อครบ 24 ชั่วโมง

- หลังการตรวจสอบตุ่มน�้าเรียบร้อยแล้ว ใส่ผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท 1% SG จ�านวน 20 กรัม ลงในตุ่มน�้า
ที่มีปริมาณน�้า 200 ลิตร ตามอัตราการใช้ที่แนะน�า คือ 1 กรัมต่อน�้า 10 ลิตร หรือ 1 ส่วนในล้านส่วน และให้ชาวบ้าน 

มีการใช้น�้าในตุ่มน�้าตามปกติ
- ประเมนิประสทิธภิาพและความคงฤทธิข์องผลติภัณฑ์ทรายอะเบท สปัดาห์ละ 1 ครัง้ โดยใส่ลกูน�า้ยงุลาย 

ระยะ 4 จ�านวน 20 ตัว ลงในกรงลอยลูกน�้าลงในตุ่มทดสอบ และบันทึกผลการตายของลูกน�้ายุงลาย เมื่อครบ 24 ชั่วโมง 
การทดสอบจะด�าเนินการอย่างต่อเน่ืองทุกสัปดาห์ ทั้งในชุมชนที่ใส่ทรายอะเบท และชุมชนเปรียบเทียบ จนอัตรา 
การตายของลูกน�้ายุงลายในตุ่มน�้าที่ใส่ทรายอะเบทน้อยกว่าร้อยละ 50

วิธีทดสอบแบบกึ่งจำาลองธรรมชาติ
- คัดเลือกพื้นที่ที่ใส่ทรายอะเบท (treatment) และพื้นที่เปรียบเทียบที่ไม่ใส่ทรายอะเบท (control) 

โดยทั้งสองพื้นที่อยู่ในบริเวณสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข  
- เตรียมตุ่มน�้า ขนาด 200 ลิตร โดยน�าไปวางไว้ในพื้นที่ทดสอบ และพื้นที่เปรียบเทียบ พื้นที่ละ 3 ตุ่ม 
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- ก่อนท�าการทดสอบ ต้องตรวจสอบการปนเปื ้อนสารเคมีของตุ ่มน�้าที่น�ามาทดสอบก่อน โดยน�า 
ลูกน�้ายุงลายบ้าน ระยะ 4 จ�านวน 20 ตัว ใส่ในกรงส�าหรับลอยลูกน�้า หย่อนกรงลงในตุ่มน�้า และบันทึกผลการตายของ 
ลูกน�้ายุงลาย เมื่อครบ 24 ชั่วโมง ถ้าไม่พบสิ่งผิดปกติ จึงเริ่มต้นการทดสอบ

- ใส่ผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท 1% SG จ�านวน 20 กรัม ลงในตุ่มน�้าที่มีปริมาณน�้า 200 ลิตร ตามอัตรา 
การใช้ที่แนะน�า คือ 1 กรัมต่อน�้า 10 ลิตร หรือ 1 ppm และมีการตักน�้าออก และเติมน�้าสะอาดกลับเข้าไปในปริมาณ
ร้อยละ 20 ของความจุน�้าในตุ่ม ท�าสัปดาห์ละ 2 ครั้ง

- ประเมินประสิทธิภาพความคงฤทธิ์ของผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท สัปดาห์ละ 1 ครั้ง โดยใส่ลูกน�้ายุงลาย 
ระยะ 4 จ�านวน 20 ตัว ลงในกรงลอยลูกน�้าลงในตุ่มทดสอบ และบันทึกผลการตายของลูกน�้ายุงลาย เมื่อครบ 24 ชั่วโมง 
การทดสอบจะด�าเนินการอย่างต่อเน่ืองทุกสัปดาห์ ทั้งในชุมชนที่ใส่ทรายอะเบท และชุมชนเปรียบเทียบ จนอัตรา 
การตายของลูกน�้ายุงลายในตุ่มน�้าที่ใส่ทรายอะเบทน้อยกว่าร้อยละ 50

วิเคราะห์ผล
ค�านวณหาอัตราการตายของลูกน�้ายุงลาย กรณีที่ลูกน�้ายุงลายในตุ่มเปรียบเทียบมีอัตราการตายมากกว่า 

ร้อยละ 5 ถึงร้อยละ 20 ให้ปรับอัตราการตายด้วย Abbott’s formula(11) เพื่อค�านวณหาอัตราการตายที่แท้จริงของ
ลูกน�้ายุงลาย แต่ถ้าอัตราการตายมากกว่าร้อยละ 20 ต้องท�าการทดสอบใหม่ และวิเคราะห์ค่า probit analysis 

เพื่อหาค่า LT50 (Lethal time 50) และ LT90 (Lethal time 90) หรือเวลาที่ท�าให้ลูกน�้ายุงลายตายร้อยละ 50 

และ 90 ของลูกน�้ายุงลายทดสอบ ตามล�าดับ และเปรียบเทียบหาความแตกต่างของค่าเฉลี่ยอัตราการตายของ 
ลูกน�้ายุงลายบ้านในแต่ละสัปดาห์ โดยใช้วิธีของดันแคน (Duncan's multiple range test)(12)

ผล
ผลการศึกษาฤทธิ์คงทนของผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท 1% SG ในสภาพธรรมชาติ ที่มีการใช้น�้าอุปโภคบริโภค

ตามปกติ พบว่าลูกน�้ายุงลายมีอัตราการตายร้อยละ 100 นาน 15 สัปดาห์ และมีอัตราการตายลดลงอย่างต่อเน่ือง 
ทุกสัปดาห์ คือ สัปดาห์ที่ 16, 17, 18 และ 19 มีอัตราการตายอยู่ที่ร้อยละ 98.50 ± 4.74, 87.37 ± 15.32, 
51.02 ± 31.99 และ 26.77 ± 21.63 ตามล�าดับ (ตารางที่ 1) และในการทดลองในสภาพธรรมชาติพบว่ามี LT50 

เท่ากับ 18.20 สัปดาห์ (95% CL: 18.08 – 18.34 สัปดาห์) และ LT90 เท่ากับ 16.81 สัปดาห์ (95% CL: 16.62 – 
16.97 สปัดาห์) และผลการศึกษาในสภาพกึง่ธรรมชาต ิซ่ึงมกีารถ่ายน�า้เข้าและออกจากตุม่น�า้ทดสอบ สปัดาห์ละ 2 คร้ัง 
พบว่าลูกน�้ายุงลายมีอัตราการตายร้อยละ 100 หลังใส่ทรายอะเบทนานถึง 23 สัปดาห์ และอัตราการตายของ 
ลูกน�้ายุงลายลดลงในสัปดาห์ต่อๆ มา คือ สัปดาห์ที่ 24, 25, 26 และ 27 มีอัตราการตายอยู่ที่ร้อยละ 90.00 ± 5.00, 
73.33 ± 22.55, 45.00 ± 18.03 และ 26.67 ± 4.51 ตามล�าดับ (ตารางที่ 3) และมีค่า LT50 เท่ากับ 25.93 สัปดาห์ 
(95% CL: 25.68 – 26.22 สปัดาห์) และ LT90 เท่ากับ 24.13 สปัดาห์ (95% CL: 23.67 – 24.46 สปัดาห์) อุณหภมูแิละ
ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของน�้าในตุ่มทดสอบทั้งสองวิธีพบว่าอุณหภูมิของน�้าเฉลี่ยอยู่ที่ 25 ถึง 29 องศาเซลเซียส 
และค่า pH อยู่ในช่วง 6-7
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 15 200 100.00 ± 0.00 A
 16 200 98.50 ± 4.74 A
 17 200 87.50 ± 15.32 A
 18 200 52.00 ± 24.97 B
 19 200 27.50 ± 21.64 C

 * อัตราการตายของลูกน�้ายุงลายมีการปรับค่าด้วย Abbott’s formula
 ** ตัวอักษรที่เหมือนกัน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% (Duncan's multiple 

  range test)(12)

ตารางที่  1 แสดงอัตราการตายเฉลี่ยของลูกน�้ายุงลายหลังใส่ผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท 1% SG ในสภาพธรรมชาติ

 ระยะเวลาหลังการใส่ จ�านวนลูกน�้าทดสอบ (ตัว) อัตราการตายเฉลี่ยของ 
ความแตกต่าง** ผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท (10 ตุ่ม × 20 ตัว) ลูกน�้ายุงลาย (%) ± SD*  

 (สัปดาห์)

 23 60 100.00 ± 0.00 A
 24 60 90.00 ± 5.00 A
 25 60 73.33 ± 22.55 AB
 26 60 45.00 ± 18.03 BC
 27 60 28.33 ± 20.21 C

 * อัตราการตายของลูกน�้ายุงลายมีการปรับค่าด้วย Abbott’s formula
 ** ตัวอักษรที่เหมือนกัน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% (Duncan's multiple 

  range test)(12)

ตารางที ่ 2  แสดงอตัราการตายเฉลีย่ของลกูน�า้ยงุลายหลงัใส่ผลติภัณฑ์ทรายอะเบท 1% SG ในสภาพก่ึงจ�าลองธรรมชาติ

 ระยะเวลาหลังการใส่ จ�านวนลูกน�้าทดสอบ (ตัว) อัตราการตายเฉลี่ยของ 
ความแตกต่าง** ผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท (10 ตุ่ม × 20 ตัว) ลูกน�้ายุงลาย (%) ± SD*  

 (สัปดาห์)

วิจารณ์
การศึกษาฤทธิ์คงทนของผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท 1% SG มีสารออกฤทธิ์ temephos 1% W/W SG ในการ

ควบคุมลูกน�้ายุงลายบ้านในตุ่มน�้า พบว่าในสภาพธรรมชาติมีระยะเวลาในการก�าจัดลูกน�้ายุงลายสั้นกว่าในสภาพแบบ
กึง่จ�าลองธรรมชาติ โดยในการทดสอบในสภาพธรรมชาตผิลติภณัฑ์ทรายอะเบทสามารถก�าจดัลกูน�า้ยงุลายบ้านได้ 100% 
นาน 15 สปัดาห์ ในขณะทีก่ารทดสอบในแบบกึง่จ�าลองธรรมชาตผิลติภณัฑ์ทรายอะเบทสามารถก�าจดัลกูน�า้ยงุลายบ้าน
ได้ 100% นานถึง 23 สัปดาห์ ซ่ึงการทดสอบแบบกึ่งจ�าลองธรรมชาติให้ผลทดสอบใกล้เคียงกับงานวิจัยหนึ่งที่ได ้

ทดสอบทรายอะเบท 1% SG ในตุ่มน�้าขนาด 200 ลิตร พบว่าสามารถควบคุมลูกน�้ายุงลายได้นานถึง 6 เดือน หรือ 

24 สัปดาห์(13) สาเหตุที่ท�าให้ระยะเวลาในการควบคุมลูกน�้ายุงลายในตุ่มน�้าในสภาพธรรมชาติสั้นกว่าการทดสอบแบบ
กึ่งจ�าลองธรรมชาติ เน่ืองจากมีการใช้น�้าในตุ่มน�้าเป็นประจ�าทุกวัน จึงท�าให้ประสิทธิภาพของทรายอะเบทลดลง 
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ในขณะทีแ่บบกึง่จ�าลองธรรมชาตมิกีารถ่ายน�า้เข้าออกจากตุ่มน�า้เพยีงสปัดาห์ละ 2 ครัง้ ดงัน้ัน การใช้น�า้ในตุม่น�า้ทีม่กีาร
ใส่ทรายอะเบท จึงมีผลต่อประสิทธิภาพของทรายอะเบทในการควบคุมลูกน�้ายุงลายในตุ่มน�้า อย่างไรก็ตาม นอกจาก
ปัจจัยการใช้น�้าที่ท�าให้ประสิทธิภาพความคงฤทธิ์ของทรายอะเบทลดลง ยังมีปัจจัยอื่นๆ อีก เช่น ชนิดของน�้าในภาชนะ 
สารอินทรีย์ที่อยู่ในน�้า อุณหภูมิของน�้า และตุ่มน�้า/ภาชนะที่ใส่ทรายอะเบทมีการโดนแสงแดดซ�้าๆ(14)

อย่างไรก็ตาม การควบคุมและก�าจัดลูกน�้ายุงลายให้ได้ผลดีนั้นต้องอาศัยวิธีการหลายๆ วิธีร่วมกัน เรียกว่า 
การจัดการพาหะน�าโรคแบบผสมผสาน (Integrated Vector Management หรือ IVM) เช่น การก�าจัดแหล่ง 
เพาะพันธุ์ลูกน�้ายุง ปิดฝาตุ่มน�้า หรือภาชนะที่ใช้เก็บกักน�้า ใส่ทรายอะเบทตามภาชนะใส่น�้า หรือมีน�้าขัง จานรองขาตู้ 
แจกัน หรือใช้ทรายอะเบทสลับกับผลิตภัณฑ์แบคทีเรียก�าจัดลูกน�้า Bti เพื่อป้องกันการสร้างความต้านทานของ 

ลูกน�้ายุงลาย และหมั่นท�าความสะอาดบ้านเรือน เพื่อไม่ให้เป็นแหล่งเกาะพัก หรือเพาะพันธุ์ของยุงลาย และส�ารวจ 

ลูกน�้ายุงลายตามตุ่มน�้า/ภาชนะใส่น�้าเป็นประจ�า
การใช้ผลิตภัณฑ์ทรายอะเบทต้องใช้ตามอัตราที่ก�าหนด และใส่ทรายอะเบทซ�้าทุกๆ 3 เดือน ส�าหรับตุ่มน�้าที่

ไม่ค่อยมีการใช้น�้า แต่ตุ่มน�้าที่มีการใช้อยู่เป็นประจ�า ถ้าตรวจพบลูกน�้ายุงก่อนครบเวลา 3 เดือน ให้ใส่ทรายอะเบทเพิ่ม
ลงในตุ่มน�้า

สรุป
ผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท 1% SG (temephos 1% W/W SG) พบว่ามีประสิทธิภาพในการควบคุมลูกน�้า 

ยุงลายบ้านในสภาพธรรมชาติที่มีการใช้น�้าจริงได้ 100% นานถึง 15 สัปดาห์ และผลการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์คงทน
ของผลิตภัณฑ์ทรายอะเบท 1%SG ที่ได้ สามารถน�าไปใช้เป็นข้อมูลประกอบในการตัดสินใจเลือกใช้ผลิตภัณฑ ์

ทรายอะเบทในการควบคุมลูกน�้ายุงลายบ้าน
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The Persistence of Temephos (Abate) on 
Aedes aegypti L. Larvae Under Field and 

Simulated Conditions

Thumrong Phonchevin Sunaiyana Sathantriphop Amnaj Bunkruaphan
and Somchai Sangkitporn
National Institute of Health, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, Thailand.

ABSTRACT The persistence of larvicide product (Abate 1% SG) were evaluated for controlling  
Aedes aegypti L. larvae under field and simulated conditions. Laboratory strain of Ae. aegypti larvae 
were used in this study. Abate 1% SG was applied 1g per 10 liters of contained water or 1 ppm in a 
200-litre jar. Twenty fourth-instar larvae of Ae. aegypti were added into the jar. Mortality of the larvae 
was recorded after 24 hours. Tests were performed continue weekly until the mortality rate of the larvae 
with less than 50% was observed. Results showed that under field conditions, the lethal times to kill 50% 
(LT50) and 90% (LT90) of the tested mosquitoes were 18.20 and 16.81 weeks, respectively while those 
LT50 and LT90 in simulated conditions were 25.93 and 24.13 weeks, respectively. 

Key words:  Aedes aegypti L. larvae, Abate, persistence, LT50 and LT90
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บทคัดย่อ  โรคบาดทะยักเป็นโรคติดเชื้อในกลุ่มโรคทางประสาทและกล้ามเน้ือ เกิดจากสารพิษของ Clostridium tetani 
ซ่ึงป้องกันได้ด้วยการฉีดวัคซีน หากผู้ติดเช้ือไม่มีภูมิคุ ้มกันจะรักษาโดยใช้ยาปฏิชีวนะและเซรุ่มแก้โรคบาดทะยักหรือ 
อิมมูโนโกลบูลินที่ท�าจากมนุษย์ส�าหรับป้องกันโรคบาดทะยัก ดังน้ัน คุณภาพของผลิตภัณฑ์ดังกล่าวจึงเป็นปัจจัยส�าคัญในการ
รักษา วิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ความแรงของอิมมูโนโกลบูลินที่ท�าจากมนุษย์ส�าหรับป้องกันโรคบาดทะยัก เป็นชีววิธีที่
ใช้สตัว์ทดลองท�าให้มต้ีนทนุและความแปรปรวนสงู ต�ารายายุโรปฉบับปัจจุบันได้ก�าหนดวธีิ enzyme-linked immunosorbent 
assay เป็นวิธีมาตรฐานทางเลือกในการตรวจวิเคราะห์ การทดสอบความถูกต้องของวิธีดังกล่าวน้ีใช้น�้ายาทดสอบส�าเร็จรูป 
ส�าหรับการตรวจหาแอนติบอดีต่อสารพิษซ่ึงเป็นแอนติเจนของเชื้อบาดทะยักในเลือด ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธี 
พบว่าวิธีที่ใช้ผ่านเกณฑ์การทดสอบในหัวข้อความเที่ยง ความแม่น ความเหมาะสมของระบบและความสัมพันธ์เชิงเส้น และ 
มีขีดจ�ากัดในการวัดเชิงปริมาณเท่ากับ 0.00208 IU/ml รวมทั้งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงหลังการหยุดปฏิกิริยาได้นานถึง 
2.30 ชัว่โมง แสดงให้เห็นว่าวธีิการตรวจวเิคราะห์ความแรงของอิมมโูนโกลบูลนิทีท่�าจากมนุษย์ส�าหรับป้องกันโรคบาดทะยักด้วย
ชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูปโดยวิธี ELISA มีความถูกต้องและเหมาะสมที่จะน�ามาใช้เป็นวิธีมาตรฐานของประเทศ
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บทนำา
โรคบาดทะยกัเป็นโรคตดิเช้ือทีจ่ดัอยูใ่นกลุม่ของโรคทางประสาทและกล้ามเน้ือเกดิจากการได้รบัสารพษิของ

เช้ือแบคทีเรยี Clostridium tetani  ซ่ึงป้องกนัได้ด้วยวัคซีนป้องกนัโรคบาดทะยกั หากไม่มภีมูคิุม้กนัสารพษิจะท�าลาย
เส้นประสาทที่ควบคุมการท�างานของกล้ามเนื้อ ท�าให้มีอาการปวดกล้ามเนื้อทั่วร่างกาย อาจท�าให้กล้ามเนื้อช่วยหายใจ
ไม่ท�างานเกดิภาวะหายใจล�าบาก และอาจจะเสยีชีวิตได้  ในการรกัษาโรคบาดทะยกั นอกจากจะรักษาโดยให้ยาปฏชีิวนะ
เพ่ือฆ่าเช้ือโรค แพทย์จะพจิารณาให้วัคซีนป้องกนัโรคบาดทะยกั และให้เซรุม่หรอือมิมโูนโกลบูลนิทีท่�าจากมนุษย์ส�าหรบั
ป้องกันโรคบาดทะยัก ซ่ึงเป็นแอนติบอดีต่อสารพิษหรือแอนติเจนของเช้ือบาดทะยัก โดยเซรุ่มหรืออิมมูโนโกลบูลิน 
จะจบักบัสารพษิทีอ่ยูใ่นกระแสเลอืดท�าให้ผูป่้วยรอดชีวิตได้  ดงัน้ัน ประสทิธภิาพของเซรุม่หรอือมิมโูนโกลบูลนิ จงึเป็น
ปัจจัยส�าคัญ(1, 2, 3)  เนื่องจากความสามารถในการท�าลายจะขึ้นอยู่กับความแรงของเซรุ่มหรืออิมมูโนโกลบูลินในการจับ
กบัสารพิษทีเ่ป็นแอนติเจน ดงัน้ัน จงึต้องมกีารตรวจสอบความแรงหรอืแอนตบิอดขีองเซรุม่หรอือมิมโูนโกลบูลนิว่าเป็น
ไปตามทีร่ะบุในฉลากยาทีไ่ด้รับอนุมติัขึน้ทะเบียนเพือ่ให้การบริหารยาเป็นไปอย่างมปีระสทิธภิาพในการรักษาผู้ป่วยได้

วิธีมาตรฐานส�าหรับการตรวจวิเคราะห์ความแรงของอิมมูโนโกลบูลินที่ท�าจากมนุษย์ส�าหรับป้องกัน 
โรคบาดทะยักตามต�ารายาของยุโรปเป็นการตรวจสอบโดยใช้สัตว์ทดลอง (หนูถีบจักร) ซึ่งเป็นวิธีที่มีความยุ่งยากต้อง
จดัหาสตัว์ทดลองท่ีเหมาะสมและใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์นานถงึ 4 วัน รวมทัง้ต้นทุนจากการใช้สถานทีแ่ละการดแูล
สัตว์ทดลองที่ต้องควบคุมสภาวะมีค่าใช้จ่ายสูง   ซึ่งการตรวจวิเคราะห์โดยใช้สัตว์ทดลองจะมีความแปรปรวนเนื่องจาก
เป็นการทดสอบในสิ่งมีชีวิตจึงควบคุมได้ยากโอกาสที่จะมีความเบ่ียงเบนสูง และบางคร้ังขาดแคลนสัตว์ทดลอง 
ผูผ้ลติอมิมโูนโกลบูลนิและหน่วยงานภาครฐัทัว่โลกจงึมคีวามพยายามทีจ่ะพฒันาวิธทีดแทนการใช้สตัว์ทดลองโดยเฉพาะ
อย่างยิ่งการทดสอบในหลอดทดลอง (in vitro assay) เพื่อให้สอดคล้องกับจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลองที่เป็นพื้น
ฐานสากลและมกีารใช้กนัทัว่โลกตามหลกัการของ 3 Rs(4) คอื การหลกีเลีย่งการใช้สตัว์ โดยใช้วิธอีืน่ทดแทน (replace-
ment) การใช้จ�านวนสัตว์ทดลองให้น้อยที่สุด  โดยยังคงความแม่นย�า (reduction) เมื่อจ�าเป็นต้องใช้ต้องมีวิธีปฏิบัติ
ต่อสัตว์ให้ทรมานน้อยที่สุด (refinement)(4)  ต�ารายาสากลของยุโรปฉบับที่ 8 (European Pharmacopoeia  
edition 8.0) ได้ยอมรับ immunoassay เป็นวิธีมาตรฐานทั้งเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay  
(ELISA) และ Toxoid inhibitory assay (TIA)(2, 5)  ซึ่งเป็นที่ยอมรับว่าเป็นเทคนิคที่มีความไว เหมาะสมในการ
ตรวจสอบปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งได้มีการศึกษาโดยการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 
โดยเตรียมสารต่างๆ ขึ้นใช้เองในห้องปฏิบัติการและให้ผลน่าเช่ือถือ อย่างไรก็ตาม การเตรียมน�้ายาส�าหรับ ELISA 
ให้มีคุณภาพสม�่าเสมอนั้นต้องการความรู้ความช�านาญ ซึ่งห้องปฏิบัติการนั้นๆ ต้องมีประสบการณ์ด้านเทคนิคนี้อย่าง
เพียงพอเพื่อให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้องเชื่อถือได้

ปัจจบัุนมชุีดน�า้ยาทดสอบส�าเรจ็รปูด้วยวิธ ีELISA ส�าหรบัตรวจหาแอนตบิอดต่ีอแอนตเิจนของเช้ือบาดทะยกั
เมือ่ได้รับวัคซีนในเลอืดคนหลายยีห้่อจากหลายประเทศ เช่น ชุดน�า้ยาทดสอบส�าเรจ็รปูของบรษิทั Genzyme Virotech 
GmbH บริษัท Euroimmun และบริษัท Serion-Verion ประเทศเยอรมนี ชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูปของบริษัท 
Scimedx ของประเทศอเมริกา ชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูปของบริษัท The Binding Site ประเทศสหราชอาณาจักร 
เป็นต้น(3, 6, 7)  ซ่ึงเกณฑ์ในการเลอืกใช้น้ันมาจากการทบทวนวรรณกรรมโดยเลอืกชุดน�า้ยาทดสอบส�าเรจ็รปูทีม่หีลกัฐาน
เช่ือถือได้ที่มีความเหมาะสมทั้งคุณภาพ ราคา และมีตัวแทนจ�าหน่ายในประเทศไทย การศึกษาน้ีจึงด�าเนินการ 
โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบเปรียบเทียบเบ้ืองต้นเพื่อเลือกชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูปที่มีความเหมาะสมกับตัวอย่าง
ที่ใช้วัด จากน้ันจึงน�าชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูปน้ันมาทดสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจวิเคราะห์ความแรง 
ของอิมมูโนโกลบูลินที่ท�าจากมนุษย์ส�าหรับป้องกันโรคบาดทะยักเพื่อลดการใช้งานสัตว์ทดลองและเป็นไปตาม 
หลักการ 3Rs
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การทดสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจวิเคราะห์ความแรงของอิมมูโนโกลบูลิน	 กนษิฐา		ภวูนาถนรานบุาล	และคณะ
ที่ท�าจากมนุษย์ส�าหรับป้องกันโรคบาดทะยัก

วัสดุและวิธีการ
เครื่องมือและอุปกรณ์

1. เคร่ืองอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (microplate reader) รุ่น ELx 808 ของบริษัท BioTek 
ส�าหรับใช้ในการวัดค่าการดูดกลืนแสง

2. เครื่องบ่มเพาะเชื้อ (incubator) แบบควบคุมอุณหภูมิที่ 37 ± 1 องศาเซลเซียส

ชุดนำ้ายาทดสอบสำาเร็จรูป สารมาตรฐาน และตัวอย่าง
ชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูป tetanus IgG ELISA (Genzyme Virotech GmbH, Germany) เป็นชุด

น�้ายาทดสอบที่มีความไวเหมาะสมต่อตัวอย่างที่วิเคราะห(์6, 7) เมื่อเทียบกับชุดน�้ายาทดสอบจากแหล่งผลิตอ่ืน โดยชุด
น�้ายาทดสอบนี้ประกอบด้วย 96-well plate ที่เคลือบด้วยแอนติเจน น�้ายาส�าหรับเจือจาง (sample diluents) น�้ายา
ส�าหรับล้างเพลท (washing solution) tetanus IgG low positive รวมทั้งแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ 
(anti-immunoglobulin conjugate) สารตั้งต้น (substrate) เพื่อท�าปฏิกิริยากับเอนไซม์ (3, 3’, 5, 5’ 
tetramethylbenzidine; TMB) และน�้ายาหยุดปฏิกิริยา (stop solution)(8) 

สารมาตรฐานสากลที่ใช้เป็น 1st International standard for human tetanus immunoglobulin 
(code: TE-3) ได้จากหน่วยงาน National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) 
ประเทศสหราชอาณาจักรที่มีค่าความแรงเท่ากับ 120 IU/มิลลิลิตร(9)

ตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบเป็น Human tetanus immunoglobulin จ�านวน 2 ยี่ห้อ (A และ B) ที่น�า
เข้ามาจ�าหน่ายในประเทศไทย โดยท�าการทดสอบ 3 รุ่นการผลิตในแต่ละยี่ห้อ ซ่ึงระบุเป็น 1A, 2A, 3A และ 1B, 
2B, 3B

การเตรียมสารมาตรฐานและตัวอย่าง
เตรียมสารมาตรฐานและตัวอย่างโดยการเจือจางด้วย normal saline เข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้มี 

ความเข้มข้น 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 IU/มิลลิลิตร จากนั้นน�ามาเจือจางในอัตราส่วน 1:50 ด้วย sample diluent 
ของชุดน�้ายาทดสอบ

การคำานวณ
ในการค�านวณค่าความแรงใช้โปรแกรม parallel line assay โดยก�าหนดเกณฑ์มาตรฐานดังน้ี ค่าความ

สัมพันธ์ของการเตรียมสารมาตรฐานและตัวอย่าง (preparation) ต้องไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ ค่าความ
สัมพันธ์ระหว่างสารมาตรฐานและตัวอย่างในลักษณะของ dose-response (regression) ต้องอยู่ในเกณฑ์ของ 
ความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ และกราฟที่ได้ต้องมีความสัมพันธ์ระหว่างสารมาตรฐานและตัวอย่างในลักษณะคู่ขนาน 
(parallelism) และเชิงเส้นตรง (linearity) น�าผลของค่าความแรงจากโปรแกรมมาหาค่าเฉลีย่ทางชีววิธเีพือ่มาค�านวณ
ค่าร้อยละสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (coefficient of variation, CV) ต่อไป(10, 11)

วิธีวิเคราะห์
น�าสารมาตรฐานสากลและตัวอย่างที่เตรียมไว้ในแต่ละความเข้มข้นใส่ลงในหลุมของ 96-well plate 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร และใส่น�้ายาส�าหรับเจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม ส�าหรับใช้เป็น negative control 
(blank) น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นล้างเพลทด้วยน�้ายาส�าหรับล้างเพลทปริมาตร 
350 ไมโครลิตรต่อหลุม จ�านวน 4 ครั้ง โดยแต่ละครั้งล้างเพลทด้วยเครื่องล้างเพลทแบบอัตโนมัติ  แล้วท�าให้เพลทแห้ง
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โดยการซับด้วยกระดาษรองซับน�้า  จากนั้นเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละ
หลุม แล้วน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ล้างเพลทจ�านวน 4 ครั้ง และเติมสารตั้งต้น TMB  
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม ลงในแต่ละหลุม แล้วน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จะเห็น
สารละลายเปลีย่นเป็นสนี�า้เงนิ จากนัน้เตมิน�า้ยาหยดุปฏกิริยิาปริมาตร 50 ไมโครลติร/หลมุ ในทกุหลมุ สขีองสารละลาย
จะเปลี่ยนจากสีน�้าเงินเป็นสีเหลือง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร และความยาวคลื่นอ้างอิง 
(reference wavelength) 630 นาโนเมตร ด้วยเครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท(9) ค�านวณผลโดยใช้โปรแกรม 
parallel line ระหว่างความเข้มข้นของ log anti-tetanus antibodies (log dose) และค่าการดูดกลืนแสง 
(response) เปรียบเทียบผลระหว่างค่าของสารมาตรฐานสากลและตัวอย่าง โดยก�าหนดให้ค่ามาตรฐานมีค่าเท่ากับ 
1 IU/มิลลิลิตร

การทดสอบความถูกต้องของวิธี (Method of Validation)
1.  การทดสอบความเที่ยง  (Precision)

1.1 การวิเคราะห์ซำ้าในวันเดียวกัน (Repeatability)
 ทดสอบหาค่าความแรงของตัวอย่างจ�านวน 2 ยี่ห้อ ยี่ห้อละ 1 รุ่นการผลิต จ�านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ�้า 

ในวันเดียวกัน และน�าค่าที่ได้มาค�านวณ %CV ซึ่งจะต้องมีค่า ≤ 10(12) 

1.2 การวิเคราะห์ซำ้าต่างวัน (Intermediate precision: between-day variation)
 ทดสอบหาค่าความแรงของตัวอย่างจ�านวน 2 ยี่ห้อ ยี่ห้อละ 3 รุ่นการผลิต จ�านวน  3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ�้า 

ต่างวันกัน น�าค่าที่ได้มาค�านวณค่า %CV ซึ่งจะต้องมีค่า ≤ 10(12)

1.3 การทดสอบโดยนักวิเคราะห์  2  คน  (Intermediate  precision:  between-analyst 
variation) 

 ทดสอบหาค่าความแรงของตัวอย่างจ�านวน 1 ย่ีห้อ 1 รุ่นการผลิต จ�านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ�้า 
โดยนักวิเคราะห์ 2 คน และเปรียบเทียบค่าความแรงที่วัดได้โดยใช้ Student’s t-test ที่ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์

2.  การทดสอบความแม่น (Accuracy) 
ทดสอบโดยน�าตัวอย่างที่ได้จากการหาค่าเฉลี่ยของตัวอย่างในการทดสอบหัวข้อความเท่ียง จ�านวน 

0.5 มลิลลิติร เตมิด้วยสารมาตรฐานสากล  1st International standard  ทีท่ราบค่าความเข้มข้น ลงในตวัอย่างจ�านวน 
0.5 มิลลิลิตร และท�าการทดสอบหาค่าความแรงของตัวอย่างจ�านวน 2 ยี่ห้อ ยี่ห้อละ 1 รุ่นการผลิต จ�านวน 3 ครั้ง 
ครัง้ละ 3 ซ�า้ โดยแต่ละครั้งเป็นอิสระต่อกัน แล้วน�าค่าที่ได้มาค�านวณหาค่า % recovery ที่ต้องอยู่ในช่วง 80-120 และ
ค่า %CV  ต้องมีค่าเท่ากับหรือน้อยกว่า 20 

3.  การทดสอบความคงทนของวิธี (Robustness) 
ทดสอบหาค่าความแรงของตัวอย่างจ�านวน 2 ยี่ห้อ ยี่ห้อละ  1 รุ่นการผลิต จ�านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ�้าวัดค่า 

การดูดกลืนแสง ณ เวลา 0, 20, 60, 105 และ 150 นาที หลังใส่น�้ายาหยุดปฏิกิริยา เพื่อตรวจสอบว่ามีความเบี่ยงเบน 
ไปจากเกณฑ์ก�าหนดหรือไม่

4.  การทดสอบความเหมาะสมของระบบและความสัมพันธ์เชิงเส้น (System suitability and linearity) 
ตรวจสอบผลการทดสอบในแต่ละพารามิเตอร์ของการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีว่าค่าความสัมพันธ์ 

ของการเตรียมสารมาตรฐานและตัวอย่าง (preparation) ต้องไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ ค่าความสัมพันธ์
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ระหว่างสารมาตรฐานและตัวอย่างในลักษณะของ dose-response (regression) ต้องอยู่ในเกณฑ์ของความเชื่อมั่นที่ 
95 เปอร์เซ็นต์ และกราฟที่ได้ต้องมีความสัมพันธ์ระหว่างสารมาตรฐานและตัวอย่างในลักษณะคู่ขนาน (parallelism) 
และเชิงเส้นตรง (linearity)

5.  ขีดจำากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation; LOQ) 
ทดสอบโดยน�า tetanus IgG low positive ของชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูปมาท�าการทดสอบหาค่าความแรง

จ�านวน 11 ครัง้ ครัง้ละ 3 ซ�า้ แล้วน�ามาค�านวณหาค่าเฉลีย่และค่าความเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) 

ผล
1.  การทดสอบความเที่ยง  (Precision)

1.1 การวิเคราะห์ซำ้าในวันเดียวกัน (Repeatability)
 การทดสอบหาค่าความแรงของตวัอย่าง 2 ย่ีห้อ (A และ B) ยีห้่อละ 1 รุน่ การผลติ จ�านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 

3 ซ�า้ ในวนัเดยีวกนั โดยนักวิเคราะห์คนเดยีว ผลการตรวจวิเคราะห์ในตัวอย่าง A เท่ากบั 273.64, 264.13 และ 271.59 
IU/มิลลิลิตร ตามล�าดับ และผลการวิเคราะห์ตัวอย่าง B เท่ากับ 239.74, 226.46 และ 239.90 IU/มิลลิลิตร ตาม
ล�าดับ โดยพบว่ามีค่า %CV จากการทดสอบในตัวอย่าง 2 ยี่ห้อ เท่ากับ 1.50 และ 1.77 ตามล�าดับ (ตารางที่ 1) ซึ่งมี
ค่า %CV น้อยกว่า 10 เป็นไปตามเกณฑ์การทดสอบ

 1 273.64 239.74
 2 264.13 226.46
 3 271.59 239.90
 Weighted geometric mean (WGM) 271.28 236.93
Geometric standard deviation (GSD) 1.02 1.02
 %CV 1.50 1.77

ตารางที่ 1 การทดสอบความเที่ยงโดยการวิเคราะห์ซ�้าภายในวันเดียวกัน (Repeatability)

 ครั้งที่ ตัวอย่าง A (IU/มิลลิลิตร) ตัวอย่าง B (IU/มิลลิลิตร)

1.2 การวิเคราะห์ซำ้าต่างวัน (Intermediate precision: between-day variation) 
 การทดสอบหาค่าความแรงของตวัอย่าง 2 ยีห้่อ ยีห้่อละ 3 รุน่การผลติ จ�านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 3 ซ�า้ 

ต่างวนักนั โดยนักวิเคราะห์คนเดียว พบว่าตัวอย่าง A รุ่นการผลิตที่ 1A, 2A และ 3A มีค่า %CV ในแต่ละรุ่นการผลิต
เท่ากับ 2.16, 1.18 และ 1.65 ตามล�าดับ ในขณะที่ตัวอย่าง B รุ่นการผลิตที่ 1B, 2B และ 3B มีค่า %CV ในแต่ละรุ่น 
การผลิตเท่ากับ 2.06, 1.85 และ 1.46 ตามล�าดับ จะเห็นได้ว่าผลการทดสอบดังกล่าวมีค่า %CV น้อยกว่า 10 
เป็นไปตามเกณฑ์การทดสอบ (ตารางที่ 2) 
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1.3 การทดสอบโดยนักวิเคราะห์  2  คน  (Intermediate  precision:  between-analyst 
variation)

 การทดสอบหาค่าความแรงของตัวอย่างจ�านวน 1 ยี่ห้อ 1 รุ่นการผลิต จ�านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ�้า โดย
นักวิเคราะห์ 2 คน พบว่านักวิเคราะห์คนที่ 1 เป็นผลวิเคราะห์ที่ได้จากการท�าการวิเคราะห์ซ�้าในวันเดียวกัน (ข้อ 1.1)  
และการวิเคราะห์ซ�้าต่างวัน (ข้อ 1.2) ซึ่งได้ผลการวิเคราะห์เท่ากับ 273.64, 264.13, 271.59, 282.38, 273.54  และ 
272.22  IU/มิลลิลิตร มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 272.91 IU/มิลลิลิตร  ส�าหรับนักวิเคราะห์คนที่ 2 ท�าการวิเคราะห์ 3 ครั้ง 
ครั้งละ 3 ซ�้า โดยแต่ละครั้งเป็นอิสระต่อกันได้ผลการวิเคราะห์เท่ากับ 222.24, 253.19 และ 209.57 IU/มิลลิลิตร 
มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 228.33 IU/มิลลิลิตร และเมื่อน�ามาเปรียบเทียบค่าความแรงที่วัดได้โดยใช้ Student’s t-test 
ที่ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (P = 0.071) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าผลการวิเคราะห์ของนักวิเคราะห์ทั้ง 2 คน ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติ (ตารางที่ 3)

ตารางที ่2 การทดสอบความเทีย่งโดยการวิเคราะห์ซ�า้ต่างวัน (Intermediate precision: between-day variation)

 ครั้งที่ รุ่นการผลิตของตัวอย่าง A (IU/มิลลิลิตร) รุ่นการผลิตของตัวอย่าง B (IU/มิลลิลิตร) 
  1A 2A 3A 1B 2B 3B
 1 282.38 245.48 309.44 246.91 160.80 176.91
 2 273.54 270.21 300.98 234.19 184.29 204.02
 3 272.22 278.57 302.50 217.07 187.33 190.37
 WGM 275.53 271.15 303.11 232.37 179.55 197.60
 GSD 1.02 1.01 1.02 1.02 1.02 1.01
 %CV  2.16 1.18 1.65 2.06 1.85 1.46

ตารางที ่3 การทดสอบความเทีย่งโดยนักวิเคราะห์ 2 คน (Intermediate precision: between-analyst variation)

  ผลการทดสอบ (IU/ml) ค่าเฉลี่ย Sig. (2-tailed)
 นักวิเคราะห์ 1 271.59 272.91 0.071*
  264.13  
  273.64  
  282.38  
  273.54  
  272.22  
 นักวิเคราะห์ 2 222.24 228.33 
  253.19  
  209.57
*อักษรแสดงความแตกต่างทางสถิติโดยใช้ Student’s t-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์

2.  การทดสอบความแม่น (Accuracy) 
ทดสอบโดยน�าตัวอย่าง 2 ยี่ห้อ มาเติมสารมาตรฐาน  1st International standard ที่ความเข้มข้น 1 IU/

มิลลิลิตร ลงในตัวอย่างจ�านวน 0.5 มิลลิลิตร แล้วน�ามาผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน และท�าการทดสอบหาค่าความแรงของ
ตัวอย่างจ�านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ�้า โดยแต่ละครั้งเป็นอิสระต่อกัน ผลการตรวจวิเคราะห์  ผลการทดสอบของตัวอย่าง 
A และ B มีค่า %recovery เท่ากับ 85.71 และ 85.57 และมีค่า %CV เท่ากับ 2.02 และ 2.28 ตามล�าดับ 
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ซึ่งแสดงให้เห็นว่าผลการทดสอบดังกล่าวเป็นไปตามเกณฑ์การทดสอบโดยมีค่า % recovery อยู่ในช่วง 80-120 และ 
%CV มีค่าน้อยกว่า 20 (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4  การทดสอบความแม่น (Accuracy)
 ครั้งที่ ค่าความแรง  ค่าความแรงที่ ค่าความแรง  ผลการ WGM  GSD %CV %  
  เฉลี่ยของ ทราบค่าของ ของสารมาตรฐาน วิเคราะห์    recovery
  ตัวอย่าง สารมาตรฐาน และตัวอย่าง (IU/ 
  (IU/ (IU/ (IU/ มิลลิลิตร) 
  มิลลิลิตร) มิลลิลิตร) มิลลิลิตร)
 ตัวอย่าง A
 1 0.55 0.50 1.05 0.93 0.90 1.02 2.02 85.71
 2 0.55 0.50 1.05 0.94    
 3 0.55 0.50 1.05 0.86    
ตัวอย่าง B
 1 0.47 0.50 0.97 0.84 0.83 1.02 2.28 85.57
 2 0.47 0.50 0.97 0.90    
 3 0.47 0.50 0.97 0.79

3.  การทดสอบความคงทนของวิธี (Robustness) 
จากการวิเคราะห์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีระยะเวลาต่างๆ หลังใส่น�า้ยาหยุดปฏิกิริยาเพื่อหยุดปฏิกิริยา 

ณ เวลา 0, 20, 60, 105 และ 150 นาท ีโดยทดสอบในตวัอย่าง 2 ยีห้่อ จ�านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 3 ซ�า้ ผลการทดสอบแสดง
ดังภาพที่ 1  พบว่าตัวอย่าง A ได้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีค่า %CV เท่ากับ 0.73, 1.78 และ 1.08 ตามล�าดับ ในขณะ
ที่ตัวอย่าง B ได้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีค่า %CV เท่ากับ 1.04, 1.84 และ 1.37 ตามล�าดับ จะเห็นได้ว่าผลการทดสอบ
ดังกล่าวมีค่า %CV น้อยกว่า 10  ตามเกณฑ์การทดสอบ (ภาพที่ 1)

ภาพที่  1   แนวโน้มของค่าความแรงของ Human tetanus immunoglobulin 2 ยี่ห้อ (A และ B) เมื่อท�าการวัดค่า 
การดูดกลืนแสงหลังใส่น�้ายาหยุดปฏิกิริยาที่เวลา 0, 20, 60, 105 และ 150 นาที
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4.  การทดสอบความเหมาะสมของระบบและความสัมพันธ์เชิงเส้น (System suitability and linearity) 
จากการทดสอบทุกหัวข้อของการทดสอบความถูกต้องของวิธี พบว่ามีค่าที่ยอมรับได้อยู่ในเกณฑ์ทั้งหมด 

5.  ขีดจำากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation; LOQ) 
เป็นการหาความเข้มข้นต�่าสุดที่สามารถตรวจพบและสามารถรายงานค่าได้ โดยเป็นระดับความเข้มข้น 

ของสารที่ให้สัญญาณเป็น 10 เท่าของ SD  ซึ่งจากการตรวจวิเคราะห์โดยใช้ low positive ของชุดทดสอบเปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐานจ�านวน 11 ครั้ง และน�าผลที่ได้มาหาค่า SD และน�ามาหาค่า LOQ ได้เท่ากับ 0.00208 IU/มิลลิลิตร 
(ตารางที่ 5)

ตารางที่ 5  การทดสอบขีดจ�ากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation)

 No. 1 2 3 4 5 6
 Result 0.00249 0.00233 0.00245 0.00280 0.00237 0.00238
 No. 7 8 9 10 11 
 Result 0.00233 0.00261 0.00299 0.00262 0.00254 
 Mean 0.00254
 SD 0.000208
 10SD 0.00208

วิจารณ์
จากการตรวจวิเคราะห์หาค่าความแรงของ Human tetanus immunoglobulin โดยใช้ชุดน�้ายาทดสอบ

ส�าเร็จรูปด้วยวิธี ELISA พบว่าผลการทดสอบความเที่ยงจากการวิเคราะห์ซ�้าภายในวันเดียวและต่างวัน มีค่า %CV 
น้อยกว่า 3  จากเกณฑ์ก�าหนด 10  แสดงให้เห็นว่าวิธีการทดสอบมีความเที่ยงในการตรวจวัดแม้จะตรวจวิเคราะห์คนละ
ครั้งหรือต่างวันกันค่าที่ได้มีความแปรปรวนน้อยมาก  และเมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์เทียบระหว่าง 
นักวิเคราะห์ 2 คน  ด้วยสถิติ Student’s t-test ที่ความเชื่อมั่น 95 % พบว่า  P-value มีค่าเท่ากับ 0.071 แสดงให้
เห็นว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญระหว่างนักวิเคราะห์ รวมทั้งวิธีดังกล่าวมีความแม่นย�าเหมาะสมต่อการ
ทดสอบ เนื่องจากค่า % recovery จากการใส่สารมาตรฐานลงในตัวอย่าง และ %CV มีค่าอยู่ในเกณฑ์ก�าหนด สามารถ
ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงหลังใส่น�้ายาหยุดปฏิกิริยาได้นานถึง 150 นาที หรือ 2.30 ชั่วโมง และสามารถวัดปริมาณ
ความแรงได้น้อยท่ีสดุถงึ 0.00208 IU/มิลลลิติร ในขณะทีค่่าความเข้มข้นของสารมาตรฐานของชุดน�า้ยาทดสอบส�าเรจ็รปู
ที่น้อยที่สุดที่สามารถวัดได้ตามเอกสารก�ากับชุดน�้ายาทดสอบคือ 0.001 IU/มิลลิลิตร(8) ซึ่งพบว่ามีความใกล้เคียงกัน 
ถึงแม้จะใช้ชนิดของตัวอย่างและสารมาตรฐานต่างกัน โดยชุดน�้ายาทดสอบน้ีใช้ส�าหรับตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ
แอนติบอดีในซีรั่มผู้ป่วยที่มีปริมาณน้อยมาก ซ่ึงผู้วิเคราะห์ได้น�ามาประยุกต์ใช้ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
แอนติบอดีในตัวอย่างที่มีปริมาณแอนติบอดีสูง และใช้สารมาตรฐานสากลของ NIBSC แทนการใช้สารมาตรฐานที่มา
กับชุดน�้ายาทดสอบ

นอกจากน้ี วิธีดังกล่าวยังแสดงให้เห็นถึงความเหมาะสมต่อการตรวจวิเคราะห์และความเช่ือถือได้ตามหลัก
วิชาการ  เนื่องจากค่าที่ได้จากการค�านวณด้วยโปรแกรม parallel  line จะต้องมีค่าที่ยอมรับได้ทางสถิติจึงจะสามารถ
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การทดสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจวิเคราะห์ความแรงของอิมมูโนโกลบูลิน	 กนษิฐา		ภวูนาถนรานบุาล	และคณะ
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น�าไปรายงานผลวิเคราะห์ โดยพิจารณาจากลกัษณะความสมัพนัธ์ของเส้นกราฟระหว่าง log dose และค่าการดูดกลนืแสง 
ของสารมาตรฐานและตัวอย่างที่มีความสัมพันธ์ในลักษณะที่เป็นเส้นตรงและคู่ขนาน และตรวจสอบผลการค�านวณทาง
สถิติของแต่ละแฟคเตอร์ ได้แก่ preparation, regression,  parallelism, linearity และ homogeneity of  
variance พบว่าค่า F-value ของแฟคเตอร์ในการค�านวณจากโปรแกรมในทกุหวัข้อของการทดสอบความถูกต้องของ
วิธีมีค่าที่ยอมรับได้อยู่ในเกณฑ์ทั้งหมด 

การใช้ชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูปด้วยวิธี ELISA ส�าหรับตรวจหาแอนติบอดีต่อแอนติเจนของเชื้อบาดทะยัก
เมื่อได้รับวัคซีนในเลือดคนมาตรวจวิเคราะห์ความแรงของ Human tetanus immunoglobulin ให้ผลที่น่าเชื่อถือ
เป็นวิธีที่มีต้นทุนต�่ากว่าการใช้สัตว์ทดลอง ใช้เวลาในการวิเคราะห์เพียง 1 วัน เมื่อเทียบกับการใช้สัตว์ทดลองที่ต้องใช้
เวลานานถึง 4 วัน  และมีความแปรปรวนของการทดสอบน้อยกว่าเนื่องจากไม่ต้องใช้สิ่งมีชีวิตที่ควบคุมการทดสอบได้
ยากกว่า ที่ส�าคัญท�าให้ไม่ต้องฆ่าสัตว์ และวิธีนี้ยังคงให้ผลการตรวจประสิทธิภาพที่เชื่อถือได้ จึงเหมาะสมที่จะน�ามาใช้
เป็นวิธทีางเลอืก และหากห้องปฏบัิตกิารต่างๆ เลอืกใช้วิธนีีจ้ะท�าให้ลดการใช้สตัว์ทดลองเป็นจ�านวนมาก ดงัน้ันชุดน�า้ยา
ทดสอบส�าเร็จรูปที่ผ่านการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีนี้ จะสามารถลดความแปรปรวนของผลการตรวจสอบได้โดย
ไม่ต้องเตรียมน�้ายาส�าหรับ ELISA เอง 

สรุป
วิธีการตรวจวิเคราะห์ความแรงของเซรุ่มแก้โรคบาดทะยักด้วยวิธี ELISA โดยใช้ชุดน�้ายาทดสอบส�าเร็จรูป

มีความเที่ยง ความแม่น ความทนทาน และมีความเหมาะสมให้ผลการตรวจวิเคราะห์ได้ถูกต้อง เช่ือถือได้ สามารถ 
ลดขั้นตอน ระยะเวลา ต้นทุน และยกเลิกการใช้สัตว์ทดลองได้ จึงเป็นวิธีที่เหมาะสมส�าหรับน�ามาใช้ในการตรวจหา
ประสิทธิภาพ Human tetanus immunoglobulin ที่ใช้ในประเทศในการควบคุมก�ากับประสิทธิภาพของ 
อิมมูโนโกลบูลินที่ท�าจากมนุษย์ส�าหรับป้องกันโรคบาดทะยัก
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Method Validation for Potency test of  
human tetanus Immunoglobulin by 

commercial test kit 

Kanitta  Phuwanartnaranubarn  Wichuda  Jariyapan  and  Saywarul  Jadoonkittinan
Institute of Biological Products, Department of Medical Science, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 
Thailand. 

ABSTRACT  Tetanus is an infectious disease in neuromuscular diseases group caused by Clostridium 
tetani. Tetanus can be prevented by vaccination. If any patient has no immunity against tetanus,  
antibiotics and tetanus antiserum or human tetanus immunoglobulin are required for treatment. Therefore, 
the quality of the product is an important factor for effective treatment. The standard method for potency 
testing of human tetanus immunoglobulin is in vivo method which is high variation and costly. For this 
reason, the current European Pharmacopoeia has adopted Enzyme-linked Immunosorbent Assay as an 
alternative standard method. In this study, the commercial ELISA test kit for tetanus immunoglobulin 
in specimen was used. The results showed that the precision, accuracy, linearity and system suitability 
meet the validation criteria. The LOQ was 0.00208 IU/ml; and the absorbance after the reaction stopped 
could be measured up to 2.30 hours. In conclusion, the potency testing of human tetanus immunoglobulin 
by the commercial ELISA test kit is suitable to adopt as a national standard method.

Key words: tetanus immunoglobulin, ELISA test kit, potency
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บทคัดย่อ  ภาพถ่ายทางรังสีเป็นกุญแจส�าคัญที่ช่วยในการวินิจฉัยโรค  แต่การถ่ายภาพเอกซเรย์ต้องเป็นไปอย่างมีคุณภาพ
มาตรฐาน  เพื่อป้องกันไม่ให้ผู้รับบริการได้รับปริมาณรังสีเกินความจ�าเป็น  ดังน้ัน  จึงต้องน�าระบบคุณภาพมาควบคุมก�ากับ 

การปฏิบัติงาน กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้จัดท�าเกณฑ์และแนวทางการพัฒนางานรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาลสังกัดกระทรวง
สาธารณสุขขึ้นตั้งแต่ปี  พ.ศ.  2555  เพื่อตรวจประเมินคุณภาพงานรังสีวินิจฉัยของโรงพยาบาล  โดยมีการประเมิน  3  ส่วน  คือ 
ความปลอดภัย บริการรังสีวินิจฉัย และคุณภาพบริการ ได้ด�าเนินการต่อเนื่อง ส�าหรับปีงบประมาณ 2558  ศูนย์วิทยาศาสตร์
การแพทย์ที่  9 นครราชสีมา ได้ตรวจประเมินโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุขในเขตสุขภาพที่ 9 (นครราชสีมา, ชัยภูมิ, 
บุรีรัมย์  และสุรินทร์)  จ�านวน  56  แห่ง  พบว่า  ผ่านเกณฑ์การประเมิน  25  แห่ง  (ร้อยละ  44.64)  โดยผ่านเกณฑ์ขั้นพ้ืนฐาน 

1 แห่ง (ร้อยละ 1.79) ผ่านเกณฑ์ขั้นดี 16 แห่ง (ร้อยละ 28.57) และผ่านเกณฑ์ขั้นดีเด่น 8 แห่ง (ร้อยละ 14.29) โดยส่วนที่มี
การพัฒนามากที่สุดคือ ส่วนที่ 3 คุณภาพบริการ คะแนนเฉลี่ยร้อยละ 87.21 รองลงมาคือ ส่วนที่ 1 ความปลอดภัย คะแนน 

เฉลี่ยร้อยละ 72.92 ต�่าสุดคือ ส่วนที่ 2 บริการรังสีวินิจฉัย คะแนนเฉลี่ยร้อยละ 70.53 ข้อบกพร่องที่พบมากที่สุดคือ ไม่มีการ
ควบคุมคุณภาพตู้ส่องดูฟิล์มหรือจอภาพ  ไม่มีแผนการควบคุมคุณภาพเคร่ืองมือทางรังสี  ขาดการประเมินค่าปริมาณรังสีที ่
ผู้ป่วยได้รับจากการถ่ายภาพรังสีวินิจฉัยและบุคลากรทางด้านรังสีไม่เพียงพอตามภาระงาน ทั้งน้ี  ได้น�าปัญหาท่ีพบน�าเสนอให ้

โรงพยาบาลเพื่อวางแผนในการพัฒนาต่อไป
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ผลการพฒันาห้องปฏิบัติการรังสวีนิิจฉัยในเขตสขุภาพท่ี 9  สภุาคี  สยมุภูรุจินันท์ และคณะ

บทน�า
เครือ่งเอกซเรย์เป็นเครือ่งมอืพืน้ฐานทีแ่พทย์ใช้ในการวินิจฉัยโรค แต่การถ่ายภาพเอกซเรย์ต้องเป็นไปอย่าง

มีคุณภาพมาตรฐาน  ผู้ป่วยที่จ�าเป็นต้องได้รับการถ่ายภาพรังสี  ต้องได้รับปริมาณรังสีที่เหมาะสม  การใช้รังสีต้องเกิด
ประโยชน์สงูสดุและใช้ในปรมิาณน้อยทีส่ดุเท่าทีจ่ะท�าได้ตามหลกัสากลทีเ่รยีกว่า ALARA (As Low As Reasonably 
Achievable)  ตามค�าแนะน�าของคณะกรรมาธิการว่าด้วยการป้องกันรังสีระหว่างประเทศ  (International  
Commission on Radiological Protection)(1)  ทัง้น้ี ประเทศไทยมกีารจดัท�ามาตรฐานงานบรกิารรงัสไีว้ในมาตรฐาน
บริการสาธารณสุขของกรมสนับสนุนบริการสุขภาพ  กระทรวงสาธารณสุข  พ.ศ.  2550(2) การจัดท�าแนวทางการตรวจ
ประเมินบริการรังสีวิทยาในสถานพยาบาลประเภทที่รับผู้ป่วยไว้ค้างคืนของกองการประกอบโรคศิลปะ  กรมสนับสนุน
บริการสุขภาพ  กระทรวงสาธารณสุข  พ.ศ.  2551(3)  ที่เน้นการตรวจประเมินโรงพยาบาลเอกชน  แต่ยังไม่ครอบคลุม 

ในทุกด้าน
ส�าหรับกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ได้ด�าเนินโครงการพัฒนางานรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาลตั้งแต่ป ี 

2550-2554  โดยจัดการฝึกอบรมถ่ายทอดความรู้เร่ืองงานประกันคุณภาพงานรังสีวินิจฉัยให้กับเจ้าหน้าที่รังสีของ 
โรงพยาบาลทั่วประเทศ  ต่อมาในป ี2555 กรมวทิยาศาสตร์การแพทยไ์ด้ผลกัดนัการพฒันาคุณภาพห้องปฏบิัตกิารรังสี
วินิจฉัยอย่างเป็นรปูธรรมและได้จดัท�าหนังสอืเกณฑ์และแนวทางการพฒันาคณุภาพงานรงัสวิีนิจฉัย โรงพยาบาลในสงักัด
กระทรวงสาธารณสุข(4)   ขึ้น  โดยน�าเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลกมาใช้เป็นต้นแบบ(5) และในปีงบประมาณ  2557 
คุณภาพและมาตรฐานในการบริการของห้องปฏิบัติการทางรังสีวินิจฉัยได้ถูกน�าไปเป็นตัวช้ีวัดในระดับกระทรวง
สาธารณสุข  และได้มีการน�าเกณฑ์ดังกล่าวไปใช้ในการประเมินห้องปฏิบัติการทางรังสีวินิจฉัย  แต่เน่ืองจากเกณฑ ์

การประเมินบางข้อไม่สอดคล้องกับบริบทของพื้นที่  ดังน้ัน  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้ท�าการปรับปรุงขึ้นใหม่ใน 

ปี 2558(6) เพื่อใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยร่วมกัน ประกอบด้วยสาระส�าคัญ 3 ส่วน
คือ  ด้านความปลอดภัย  บริการรังสีวินิจฉัย  และคุณภาพการบริการ  ดังน้ัน  กิจกรรมที่ส�าคัญที่โรงพยาบาลจะต้อง 
ด�าเนินการคืองานประกันคุณภาพรังสีวินิจฉัย ซึ่งไม่เพียงแต่การควบคุมคุณภาพเครื่องมือ ยังรวมถึงการบริหารจัดการ 
การพัฒนาความรู้บุคลากร และการพัฒนาระบบบริการ  ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 9 นครราชสีมา มีโรงพยาบาล 

ที่ให้บริการด้านรังสีวินิจฉัยทั้งสิ้น 82 แห่ง และได้รับการรับรองทางห้องปฏิบัติการไปในปี 2557 แล้วจ�านวน  26  แห่ง 
คงเหลือที่จะต้องพัฒนาจ�านวน 56 แห่ง 

การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินผลการพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาล
สังกัดกระทรวงสาธารณสุขในเขตสุขภาพที่  9  ประจ�าปี  2558  หลังจากมีการน�าเกณฑ์และแนวทางในการพัฒนางาน 

รังสีฯ  ที่มีการปรับปรุงใหม่ไปใช้งาน  เพื่อเป็นข้อมูลในการวางแผนพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการของงานรังสีวินิจฉัย 
ต่อไป

วัสดุและวิธีการ
เครื่องมือและอุปกรณ์ 

1.  แบบประเมินคุณภาพงานรังสีวินิจฉัยโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุขประกอบด้วย 3 ส่วน คือ 
   ส่วนที่ 1  ความปลอดภัย  เป็นการประเมินเกี่ยวกับคุณภาพเครื่องมืออุปกรณ์  ความปลอดภัยของ 

ผู้ปฏิบัติงานและผู้รับบริการ (โรงพยาบาลศูนย์ และโรงพยาบาลทั่วไป 35 ข้อ โรงพยาบาลชุมชน 31 ข้อ) 
  ส่วนที่ 2  บริการรังสีวินิจฉัย  เป็นการประเมินเก่ียวกับบุคลากร  สถานที่  สิ่งแวดล้อม  และการประกัน

คณุภาพ จดัการตามมาตรฐานการบรกิารรงัสวิีนิจฉัย (โรงพยาบาลศูนย์และโรงพยาบาลทัว่ไป 50 ข้อ โรงพยาบาลชุมชน 
50 ข้อ) 
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  ส่วนที่ 3  คุณภาพบริการ  เป็นการประเมินเกี่ยวกับเรื่องที่ให้บริการผู้ป่วย  ได้แก่  ห้องเปลี่ยนเสื้อผ้า 
ที่พักรอ วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้กับผู้ป่วย สิ่งของที่มอบให้กับผู้ป่วย คุณภาพการให้บริการ การประเมินความเสี่ยงที่เกี่ยวกับ
ผูป่้วย และการส�ารวจความพงึพอใจในการให้บรกิาร (โรงพยาบาลศูนย์และโรงพยาบาลทัว่ไป 28 ข้อ โรงพยาบาลชุมชน 
26 ข้อ) โดยแต่ละข้อจะแบ่งคะแนนตามเกณฑ์เป็นเป็น 2 ระดับ คือ

  เกณฑ์ระดับพ้ืนฐาน  (The Must)  หมายถึง  ข้อปฏิบัติที่งานรังสีวินิจฉัยจ�าเป็นต้องมี  ต้องด�าเนินการ 
ข้อละ 1-2 คะแนน 

  เกณฑ์ระดับดีเด่น  (The Best)    หมายถึง  ข้อปฏิบัติที่งานรังสีวินิจฉัยด�าเนินการเพิ่มเติมจากเกณฑ ์

ระดับพื้นฐาน ข้อละ 2 คะแนน
2.  คณะท�างานห้องปฏบัิตกิารรงัสวิีนิจฉัยในระดบัจงัหวัด ประกอบด้วยเจ้าหน้าทีร่งัสจีากโรงพยาบาลภายใน

จังหวัด
3.  คณะท�างานห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยในระดับเขต ประกอบด้วยเจ้าหน้าที่รังสีจากโรงพยาบาลศูนย ์ 

โรงพยาบาลทั่วไปและโรงพยาบาลชุมชนในแต่ละจังหวัด  ผู้แทนจากส�านักงานสาธารณสุขจังหวัด  และเจ้าหน้าที่จาก 

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 9 นครราชสีมา
4.  ผู้ตรวจประเมินระดับเขต  คือคณะท�างานในระดับเขตที่ผ่านการอบรมหลักสูตรการเป็นผู้ตรวจประเมิน

จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์แล้ว 

ขั้นตอนการด�าเนินงาน
1.  ช้ีแจงขัน้ตอนในการด�าเนินการและเกณฑ์การประเมนิคณุภาพห้องปฏบัิตกิารรงัสวิีนิจฉัยให้กบัเจ้าหน้าที่

รงัสขีองโรงพยาบาลทกุจงัหวัดเพ่ือให้มคีวามเข้าใจในแนวทางการตรวจประเมนิทีต่รงกัน โดยศนูย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ 
ที่ 9 นครราชสีมา และส�านักงานสาธารณสุขจังหวัดในทุกจังหวัดในเขตสุขภาพที่ 9 ด�าเนินการร่วมกัน

2.  ห้องปฏบิตักิารรงัสวีนิจิฉยัประเมนิตนเองตามเกณฑ์ด้วยแบบประเมนิทีศู่นย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ที ่9 
นครราชสีมา จัดส่งให้

3.  การจัดอบรมเพื่อเพิ่มองค์ความรู้ให้กับเจ้าหน้าที่รังสีของโรงพยาบาล  โดยศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย ์

ที ่9 นครราชสมีา จดัให้มกีารอบรมเกีย่วกบัการควบคมุคณุภาพและการบ�ารงุรกัษาเครือ่งมอืทีส่�าคญัและอปุกรณ์ต่างๆ 
ในห้องปฏบัิตกิารทางรงัสวิีนิจฉัยทัง้ระบบฟิล์มและระบบดจิติอลให้กบัเจ้าหน้าทีร่งัสขีองโรงพยาบาลในเขตสุขภาพที ่9 
จ�านวน 1 ครั้ง ในวันที่ 25-27 กุมภาพันธ์  2558 โดยมีผู้เข้าอบรมทั้งสิ้น จ�านวน 55 คน

4.  ด�าเนินการตรวจประเมินแบ่งเป็น 2 ระดับ ดังนี้
  4.1  ตรวจประเมินในระดับจังหวัด (Internal audit)
  4.2  ตรวจประเมินในระดับเขต (External audit) ในลักษณะไขว้จังหวัดและนักฟิสิกส์รังสีจากศูนย์ฯ 

เป็นผูน้�าทมีลงตรวจประเมนิทกุโรงพยาบาล เพือ่ป้องกนัการโน้มเอยีงของผลการประเมนิและปรับแนวทางการประเมนิ
ให้ไปในทิศทางเดียวกัน

5.  การประมวลผล โดยน�าผลการประเมินตามเกณฑ์แต่ละข้อมาพิจารณาเพื่อสรุปผลการประเมิน ดังนี้
  5.1  ไม่ผ่านเกณฑ์การประเมิน หมายถึง ไม่ผ่านเกณฑ์ the must ทุกข้อ
  5.2  ผ่านเกณฑ์การประเมิน หมายถึง ผ่านเกณฑ์ the must ทุกข้อ โดยแบ่งเป็น 3 ระดับ คือ 
    - ผ่านเกณฑ์ขั้นพื้นฐาน คือ ผ่านเกณฑ์ the must ทุกข้อ และได้คะแนนน้อยกว่าร้อยละ 75
    - ผ่านเกณฑ์ขั้นดี คือ ผ่านเกณฑ์ the must ทุกข้อ และได้คะแนนไม่น้อยกว่าร้อยละ 75
    - ผ่านเกณฑ์ระดับดีเด่น คือ ผ่านเกณฑ์ the must ทุกข้อ และได้คะแนนไม่น้อยกว่าร้อยละ 85
6.  รวบรวมข้อมูลปัญหาต่างๆ ที่พบจากการประเมินเพื่อน�าไปวางแผนพัฒนาในปีต่อไป
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ผลการพฒันาห้องปฏิบัติการรังสวีนิิจฉัยในเขตสขุภาพท่ี 9  สภุาคี  สยมุภูรุจินันท์ และคณะ

ผล
ผลการตรวจประเมินคุณภาพห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข 

ในเขตสขุภาพที ่9  จ�านวน  56 แห่ง ประกอบด้วย โรงพยาบาลศูนย์ 1 แห่ง โรงพยาบาลทัว่ไป 3 แห่ง โรงพยาบาลชุมชน 
50 แห่ง และโรงพยาบาลสังกัดกรมอื่น 2 แห่ง ผ่านเกณฑ์การประเมินจ�านวน 25 แห่ง (ร้อยละ 44.64) โรงพยาบาล 

ในจังหวัดนครราชสีมา  จ�านวน  21  แห่ง  ผ่าน  8  แห่ง  จังหวัดชัยภูมิ  จ�านวน  14  แห่ง  ผ่าน  7  แห่ง  จังหวัดบุรีรัมย์  
จ�านวน 13 แห่ง ผ่าน 7 แห่ง และจังหวัดสุรินทร์ จ�านวน 8 แห่ง ผ่าน 3 แห่ง โดยผลการประเมินแบ่งเป็น 3 ระดับ 

คือ ผ่านเกณฑ์ขั้นพื้นฐาน จ�านวน 1 แห่ง ผ่านเกณฑ์ขั้นดี  จ�านวน 15 แห่ง และผ่านเกณฑ์ขั้นดีเด่น  จ�านวน 9 แห่ง  
(ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1    สรุปผลการตรวจประเมินห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข 
ในเขตสุขภาพที่ 9

  จังหวัด  ประเภท รพ.    จ�านวน รพ. 
ผลการประเมิน

  ไม่ผ่านเกณฑ์    ผ่านเกณฑ์
    ระดับพื้นฐาน  ระดับดี  ระดับดีเด่น

นครราชสีมา  รพ.ศูนย์  1  1   -  -  -
   รพ.ทั่วไป  2  1   -  -  1
   รพ.ชุมชน  16  9   -  5  2
   กรมอื่น  2  2   -  -  -

ชัยภูมิ  รพ.ศูนย์  -  -   -  -  -
   รพ.ทั่วไป  1  1   -  -  -
   รพ.ชุมชน  13  6   1  3  3

บุรีรัมย์  รพ.ศูนย์  -  -   -  -  -
   รพ.ทั่วไป  -  -   -  -  -
   รพ.ชุมชน  13  6   -  5  2

สุรินทร์  รพ.ศูนย์  -  -   -  -  -
   รพ.ทั่วไป  -  -   -  -  -
   รพ.ชุมชน  8  5   -  2  1

  รวม  56  31  1  15  9

    56  31    25

  ร้อยละ    55.36    44.64

ประเมินคะแนนตามแบบประเมินคุณภาพงานรังสีวินิจฉัยโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุขแยก 

ตามประเภทโรงพยาบาล พบว่าโรงพยาบาลศูนย์และโรงพยาบาลทั่วไป มีคะแนนประเมินเฉลี่ยร้อยละ 76.87 ส�าหรับ
โรงพยาบาลชุมชนมีค่าคะแนนประเมินเฉลี่ยร้อยละ  75.69  และโรงพยาบาลสังกัดกรมอื่นในกระทรวงสาธารณสุข 
มีคะแนนประเมินเฉลี่ยร้อยละ 66.40  (ตารางที่ 2)
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หากวิเคราะห์ผลการประเมนิตามแบบประเมนิคุณภาพงานรงัสวิีนิจฉัยโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสขุ 
ในแต่ละส่วน พบว่าส่วนที่มีการพัฒนามากที่สุดคือ ส่วนที่  3 คุณภาพบริการได้คะแนนเฉลี่ยร้อยละ 87.21 รองลงมา 
คือ ส่วนที่ 1 ความปลอดภัย  และส่วนที่ 2 บริการรังสีวินิจฉัย ได้คะแนนเฉลี่ยร้อยละ 72.92 และ 70.53 ตามล�าดับ 
(ภาพที่ 1)

ตารางที่ 2  คะแนนผลการตรวจประเมินห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข 
ในเขตสุขภาพที่ 9 แยกตามประเภทของโรงพยาบาล

 ขนาดโรงพยาบาล  จ�านวนโรงพยาบาล   คะแนนผลการประเมิน (ร้อยละ)
          min  max  mean ± SD
  โรงพยาบาลศูนย์/โรงพยาบาลทั่วไป  4  60.47  88.61  76.87 ± 12.15 
  โรงพยาบาลชุมชน  50  58.52  92.13  75.69 ± 9.36 
  กรมอื่น  2  63.44  66.35  66.40 ± 4.18 
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  ความปลอดภัย  บริการรังสีวินิจฉัย  คุณภาพบริการ

ส่วนการตรวจประเมิน

ภาพที่ 1 คะแนนผลการตรวจประเมินห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข 

ในเขตสุขภาพที่ 9 แบ่งตามส่วนที่ประเมิน

วิเคราะห์ข้อบกพร่องที่ไม่เป็นไปตามแบบประเมินในส่วนที่  1  เรื่องความปลอดภัย  ที่พบมากที่สุดคือ 

ไม่มีมาตรการ/แผนงาน  เพื่อลดความเสี่ยงจากการได้รับอันตรายจากรังสี และอื่นๆ (ตารางที่  3) ส่วนที่  2  เรื่องการ
บริการรังสีวินิจฉัยที่พบมากที่สุดคือ  ไม่มีการควบคุมคุณภาพตู้ส่องดูฟิล์มและ/หรือจอภาพ (Displayed monitor) 
(ตารางที่  4)  และข้อบกพร่องในส่วนท่ี  3  เรื่องคุณภาพบริการ  ที่พบมากที่สุดคือ  ไม่มีการส�ารวจความพึงพอใจและ 
ความคาดหวังของผู้รับบริการทั้งภายในและภายนอก (ตารางที่ 5)
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ตารางที่ 3 วิเคราะห์ข้อที่บกพร่องในส่วนที่ 1 ด้านความปลอดภัย

ล�าดับ  รายการ  จ�านวน (แห่ง)  ร้อยละของ รพ.
        ทั้งหมด
  1  ไม่มีมาตรการ/แผนงานเพื่อลดความเสี่ยงจากการได้รับอันตราย  17  30.36
    จากรังสี และอื่นๆ
  2  หน่วยงานไม่มีการบริหารความเสี่ยง (Risk Management)   14  25.00
    ที่ผู้ป่วยจะได้รับ
  3  เครื่องเอกซเรย์ไม่ได้มาตรฐาน  13  23.21
  4  ไม่มีคู่มือการใช้งานประจ�าเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ส�าคัญ  12  21.43
  5  ไม่มีเอกสารบันทึกการบ�ารุงรักษา (Preventive maintenance)   11  19.64
    เครื่องมือที่ส�าคัญ

ตารางที่ 4 วิเคราะห์ข้อบกพร่องในส่วนที่ 2 การบริการรังสีวินิจฉัย

ล�าดับ  รายการ  จ�านวน (แห่ง)  ร้อยละของ รพ.
        ทั้งหมด
  1  ไม่มีการควบคุมคุณภาพตู้ส่องดูฟิล์มและ/หรือจอภาพ   23  41.07
    (Displayed monitor)
  2  ไม่มีแผนการควบคุมคุณภาพเครื่องมือทางรังสีวิทยา  22  39.29
    ทั้งโดยนักรังสีเทคนิค และผู้เชี่ยวชาญจากหน่วยงานภายนอก 
  3  ไม่มีการประเมินค่าปริมาณรังสีที่ผู้ป่วยได้รับจากการถ่ายภาพ  21  37.50
    รังสีวินิจฉัยทั่วไป
  4  ไม่มีบัญชีรายการเครื่องมือที่ต้องด�าเนินการควบคุมคุณภาพ  18  32.14
    รายการทดสอบ (QC Testing)
  5  บุคลากรทางด้านรังสีไม่เพียงพอตามภาระงาน/ไม่มีการแนะน�า/  14  25.00
    อบรมเจ้าหน้าที่ใหม่ ไม่มีการวิเคราะห์ฟิล์มเสีย ไม่มีการตรวจสอบ
    คุณภาพอุปกรณ์ป้องกันรังสี 

ตารางที่ 5 วิเคราะห์ข้อบกพร่องในส่วนที่  3 คุณภาพบริการ

ล�าดับ  รายการ  จ�านวน (แห่ง)  ร้อยละของ รพ.
        ทั้งหมด
  1  ไม่มีการส�ารวจความพึงพอใจและความคาดหวังของผู้รับบริการ   20  35.71
    ทั้งภายในและภายนอก
  2  ไม่มีการศึกษาข้อมูลและสถิติซึ่งเป็นเครื่องชี้วัดผลการปฏิบัติงาน  17  30.36
    ที่ส�าคัญและน�าสู่การพัฒนาคุณภาพอย่างต่อเนื่อง
  3  กริด กริดคาสเซท ไม่พร้อมใช้งาน   5  8.93
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วิจารณ์
ผลการประเมินการพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข 

ในเขตสขุภาพที ่9 พบว่าผ่านเกณฑ์เพียง 25 แห่ง เท่าน้ัน คะแนนส่วนใหญ่อยูใ่นระดับด ี(ไม่ต�า่กว่าร้อยละ 75 แต่ไม่ถงึ
ร้อยละ  85)  เมื่อวิเคราะห์เชิงลึกพบว่ามีโรงพยาบาล  จ�านวน  12  แห่ง  (ร้อยละ  21.43)  ที่ไม่มีเจ้าหน้าที่ด้านวิชาชีพ 

เป็นผู้ปฏิบัติงาน ซึ่งไม่สอดคล้องตามเกณฑ์การประเมินในส่วนที่ 2 ด้านบริการรังสีวินิจฉัย ที่ก�าหนดว่าต้องมีบุคลากร
ทางด้านรงัสเีพยีงพอต่อการให้บริการ และเป็นเกณฑ์ขัน้พืน้ฐานทีจ่�าเป็นต้องม ีการทีผู่ป้ฏบัิตงิานในห้องปฏบัิตกิารรงัสี
วินิจฉัยไม่เป็นผู้ที่มีวิชาชีพโดยตรงจะส่งผลให้ขาดการก�าหนดมาตรฐานแผนงานด้านความเสี่ยงต่างๆ  ตลอดจนการ
ควบคุมคุณภาพและการบ�ารุงรักษาเครื่องมือที่ส�าคัญและอุปกรณ์ต่างๆ  และการด�าเนินการเกี่ยวกับการศึกษาข้อมูล 

และสถิติ  ซึ่งเป็นเครื่องชี้วัดผลการปฏิบัติงานที่ส�าคัญ  และน�าสู่การพัฒนาคุณภาพอย่างต่อเนื่อง  เนื่องจากไม่มีความรู้
ความเข้าใจที่เฉพาะทางแม้ว่าจะได้มีการจัดอบรมให้ความรู้ไปแล้วก็ตาม  ส�าหรับโรงพยาบาลศูนย์ที่พบว่าไม่ผ่าน 

การตรวจประเมิน  สาเหตุหลักมาจากขาดการควบคุมคุณภาพในเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ส�าคัญต่างๆ  ทั้งน้ี  เน่ืองจาก 

เป็นโรงพยาบาลขนาดใหญ่จึงมีเครื่องมือและอุปกรณ์จ�านวนมาก ส่งผลให้ไม่สามารถด�าเนินการได้อย่างครอบคลุม
หากวิเคราะห์แยกตามประเภทโรงพยาบาล พบว่าโรงพยาบาลศูนย์และโรงพยาบาลทัว่ไปมคีะแนนเฉลีย่สงูสดุ

แต่มค่ีาส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานค่อนข้างสงูและคะแนนส่วนใหญ่มกีารกระจายตวัไปในทางต�า่ ทัง้น้ี เน่ืองจากโรงพยาบาล
ที่สถานะเดิมเป็นระดับชุมชนขนาดใหญ่ได้ถูกปรับเป็นโรงพยาบาลระดับทั่วไป  ท�าให้บางแห่งขาดความพร้อม 

ในบางเร่ือง เช่น บุคลากร และเครือ่งมอือปุกรณ์ เป็นต้น ส�าหรับโรงพยาบาลชุมชนคะแนนเฉลีย่ใกล้เคียงกับโรงพยาบาล
ศูนย์โรงพยาบาลทั่วไป  แต่ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานน้อยกว่าและค่าคะแนนมีการกระจายตัวแบบสม�่าเสมอ  และ 
โรงพยาบาลสงักดักรมอืน่ม ี2 แห่ง คะแนนค่อนข้างต�า่ทัง้หมด ทัง้น้ีเน่ืองจากไม่มเีจ้าหน้าทีท่ี่มวิีชาชีพด้านรังสทีัง้ 2 แห่ง 
ซึ่งปัญหาด้านบุคลากรจะส่งผลกระทบต่อการพัฒนาตามเกณฑ์ในข้ออื่นๆ เช่นเดียวกัน

เมื่อวิเคราะห์แยกตามส่วนที่ประเมินพบว่า  ส่วนที่  3  คุณภาพบริการได้รับการพัฒนามากที่สุด  อาจเน่ือง 
มาจากเป็นกิจกรรมที่ด�าเนินการสอดคล้องกับมาตรฐานที่โรงพยาบาลน�ามาพัฒนาหน่วยงานเป็นส่วนใหญ่  เช่น  ระบบ
มาตรฐาน HA (Hospital Accreditation)  เป็นต้น และเน่ืองจากเป็นการด�าเนินงานร่วมกนัทัง้องค์กรอย่างเป็นระบบ
จึงท�าให้มีการพัฒนาครอบคลุมไปถึงห้องปฏิบัติการทางรังสีด้วยเช่นเดียวกัน ส�าหรับส่วนที่  1  ความปลอดภัย  และ 
ส่วนที่  2  บริการรังสีวินิจฉัย  มีคะแนนใกล้เคียงกันทั้งคะแนนเฉลี่ยและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  ซ่ึงทั้งสองส่วนม ี

ความสอดคล้องกัน  ไม่ว่าจะเป็นเร่ืองการประกันคุณภาพที่เป็นข้อบกพร่องที่พบมากในส่วนที่  2  และมาตรการหรือ 

แผนงานความเสี่ยงต่างๆ  ในส่วนท่ี  1  จะต้องด�าเนินการควบคู่กันไป  สิ่งเหล่าน้ีจ�าเป็นต้องมีบุคลากรทางรังสีท่ีมี 
ความรู้ความเข้าใจ ด�าเนินงานด้านวิชาการเชิงลึก รวมถึงการพัฒนางานโดยศึกษาข้อมูลและสถิติ ซึ่งเป็นเครื่องชี้วัดผล
การปฏิบัติงานที่ส�าคัญทั้งด้านความพึงพอใจของผู้รับบริการทั้งภายในและภายนอกและน�าสู่การพัฒนาคุณภาพอย่าง 
ต่อเน่ือง  ซ่ึงเป็นข้อบกพร่องในส่วนที่  3  ที่ต้องพัฒนาเพิ่มเติม  ตลอดจนการพัฒนาองค์ความรู้ต่างๆ  ให้ทันต่อ 

ความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีรังสีวินิจฉัย 
อย่างไรก็ตาม  การพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข 

จะสามารถพัฒนาได้อย่างต่อเน่ืองและยั่งยืน  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ควรผลักดันมาตรฐานห้องปฏิบัติการ 
ทางรังสีวินิจฉัยให้เป็นกรอบในการพิจารณารับรองโรงพยาบาลตามมาตรฐาน  HA  โดยโรงพยาบาลจะสามารถ 

ผ่านมาตรฐาน HA  ได้  ในส่วนของห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยจะต้องผ่านการประเมินจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์
ซ่ึงจะสามารถน�าเงื่อนไขดังกล่าวมาเป็นกลไกในการขับเคลื่อนการพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัย 
ในโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุขต่อไปในอนาคต

 



187
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 58 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2559

ผลการพฒันาห้องปฏิบัติการรังสวีนิิจฉัยในเขตสขุภาพท่ี 9  สภุาคี  สยมุภูรุจินันท์ และคณะ

สรุป
  การพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยในโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข  ในเขตสุขภาพ

ที ่9  ส่วนใหญ่มกีารพฒันาด้านคณุภาพบรกิาร แต่ยงัต้องปรบัปรงุด้านความปลอดภยั เกีย่วกบัมาตรการแผนงานความ
เสีย่งต่างๆ และด้านบรกิารรงัสวิีนิจฉัย เรือ่งการควบคมุคณุภาพตูส่้องดฟิูล์ม รวมถงึการดแูลควบคมุคณุภาพเครือ่งมือ
ทางรังสีวิทยาให้มีความถูกต้องเป็นไปตามหลักวิชาชีพ ทั้งนี้ ปัญหาด้านบุคลากรก็มีความส�าคัญอย่างยิ่งที่ส่งผลกระทบ
ต่อการพัฒนาในหลายด้าน  ปัจจัยที่จะน�าไปสู่การพัฒนาอย่างจริงจังน้ัน  ต้องอาศัยความร่วมมือจากหลายส่วนที่จะ 
ผลักดันให้ประสบผลส�าเร็จ เช่น นโยบายระดับกระทรวง ระดับเขต ระดับจังหวัด และระดับโรงพยาบาลหรือแม้กระทั่ง
เจ้าหน้าที่ผู้ปฏิบัติงาน  จะต้องให้ความร่วมมือและให้ความส�าคัญในการพัฒนาเพื่อให้สามารถให้บริการถ่ายภาพรังสี
วินิจฉัยให้กับประชาชนผู้รับบริการได้อย่างถูกต้อง มีคุณภาพมาตรฐาน

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคณุ เจ้าหน้าทีร่งัสขีองโรงพยาบาลเขตสขุภาพที ่9 ทกุแห่ง และผูป้ระสานงานจากส�านักงานสาธารณสขุ

จงัหวัดนครราชสีมา ชัยภมู ิบุรรีมัย์ และสรุนิทร์ ทีใ่ห้ความร่วมมอืในการด�าเนินโครงการในคร้ังน้ี ตลอดจนผู้อ�านวยการ
ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 9 นครราชสีมา และเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการรังสีและเครื่องมือแพทย์ ที่ให้การสนับสนุน
การด�าเนินจนส�าเร็จลุล่วงไปด้วยดี
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Development for Radiation Diagnostic Laboratory  in Health Region 9 Supakee Sayumpoorujinan et al.

Development for radiation Diagnostic 
Laboratory in the Hospitals under  

the Ministry of  Public Health 
in Health Region 9

Supakee Sayumpoorujinan Aumawadee Sangtong and Arunrat Patthartum
Reginal Medical Science Center 9 Nakhon Rachasima, Department of Medical Sciences, Amphoe Muang, 
Nakhan Rachasima 30000, Thailand.

AbStRAct  Radiography  is  one  of  key  factors  in  disease  diagnosis. However,  quality  standard 
has to be met to prevent patients from receiving excessive radiation. Therefore, it is vital to set up a  
quality  control  system  for  operation.  In  2012,  Department  of Medical  Sciences  had  launched  the 
criteria and guidelines for the development of the diagnostic radiology in all hospital laboratories under  
the Ministry of Public Health. The evaluation consists of three parts: Safety, Diagnostic Radiology and  
Service  Quality. In fiscal year of 2015, 56 hospitals in Health Region 9 were evaluated, 25 of them (44.64%) 
met  the  criteria. One  hospital  (1.79%)  reached  the  basic  criteria,  16  (28.57%)  received  outstanding 
performance. After the evaluation, the area of most improvement was in the Service Quality (87.21%), 
followed  by  Safety  (72.92%)  and  the  lowest was Diagnostic  Radiology  (70.53%). No  quality  control 
of  display monitor  or  view box as well  as  radiation  equipment were  the most  common defect  found. 
Besides, there was no assessment of the radiation dose that patients received from Diagnostic Radiography. 
Moreover,  the  radiation  specialists were  insufficient  to  cope with  the workload. These findings were 
presented to the hospitals to plan for further development.

key words: development of the diagnostic radiology
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การประเมินความสามารถการทดสอบ 
Salmonella spp. ของห้องปฏิบัติการ

ตรวจวิเคราะห์อาหารโดยใช้ผลการทดสอบความชำานาญ

ลดาวัลย์ จึงสมานุกูล อัจฉรา อยู่คง กมลวรรณ กันแต่ง และกนกชน สุภาพรหม
ส�ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ กระทรวงสำธำรณสุข ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000
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บทคัดย่อ ส�ำนักคุณภำพและควำมปลอดภยัอำหำร กรมวทิยำศำสตร์กำรแพทย์ ด�ำเนินกำรประเมนิควำมสำมำรถกำรทดสอบ 
Salmonella spp. ของห้องปฏิบัติกำรตรวจวิเครำะห์อำหำรโดยใช้ผลทดสอบควำมช�ำนำญระหว่ำงปีงบประมำณ 2554-2558 
จ�ำนวน 6 รอบ แต่ละรอบมีห้องปฏิบัติกำรเข้ำร่วมทดสอบควำมช�ำนำญ จ�ำนวน 16, 36, 25, 58, 70 และ 77 รำย รวมสะสม 
282 รำย พบรำยงำนผลกำรทดสอบถูกต้องสอดคล้องกับค่ำก�ำหนด จ�ำนวน 16, 34, 21, 48, 52 และ 70 รำย รวมสะสม 
241 รำย  คิดเป็นร้อยละ 100.0, 94.5, 84.0, 82.8, 74.3 และ 90.9 รวมสะสม 85.5 ตำมล�ำดับ ห้องปฏิบัติกำรทีเ่ข้ำร่วมทดสอบ
ควำมช�ำนำญฯ แบ่งเป็น 4 กลุ่ม คือ ห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองตำมมำตรฐำนสำกล ISO/IEC 17025: 2005 ภำครัฐ 
91 รำย ห้องปฏิบัติกำรฯ ภำคเอกชน 102 รำย ห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐ 12 รำย และห้องปฏิบัติกำร 
ที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำคเอกชน 77 รำย  พบรำยงำนผลกำรทดสอบถูกต้อง 86, 94, 10  และ 51 รำย คิดเป็นร้อยละ 94.5, 
92.2, 83.3 และ 66.2 ตำมล�ำดับ ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.01 (p < 0.01) ห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ รำยงำนผลกำรทดสอบ 
ถูกต้องมำกกว่ำห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ขณะท่ีห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐและเอกชนรำยงำนผล 
กำรทดสอบใกล้เคียงกันและไม่แตกต่ำงกันทีร่ะดับนัยส�ำคัญ 0.01  ทัง้น้ี ผลกำรทดสอบควำมช�ำนำญรอบที ่6 พบห้องปฏิบัติกำร 
ที่เข้ำร่วมทดสอบฯ ทุกกลุ่มรำยงำนผลกำรทดสอบได้ถูกต้องมำกขึ้นเมื่อเทียบกับรอบที่ผ่ำนมำ
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Assessment of the Competence of Food Laboratories in Testing of Salmonella spp.   Ladawan Chungsamanukool et al.

บทนำา
Salmonella spp. เป็นแบคทีเรียรูปท่อนสั้น แกรมลบ ไม่สร้ำงสปอร์ จัดอยู ่ในตระกูล family 

Enterobacteriaceae(1) พบกำรแพร่กระจำยทั่วไปตำมธรรมชำติ โดยเฉพำะระบบทำงเดินอำหำรของคนหรือสัตว์  
เช่น นก สัตว์เลื้อยคลำน สัตว์ในฟำร์ม ซ่ึงเป็นแหล่งที่อยู่อำศัยแรก (primary habitat) เมื่อสัตว์เหล่ำน้ีขับถ่ำย
อำจมีกำรปนเปื้อนลงในแหล่งน�้ำ หรือแมลงอำจน�ำพำ Salmonella spp. สู่แหล่งอื่น ๆ  ได้ เช้ือน้ีสำมำรถอยู่ใน 
สภำวะแวดล้อมที่แห้งแล้งได้หลำยสัปดำห์ และอยู่ในแหล่งน�้ำต่ำง ๆ  ได้หลำยเดือน ท�ำให้สำมำรถแพร่กระจำยอย่ำง 
กว้ำงขวำง(2) มีรำยงำนกำรตรวจพบ Salmonella spp. ในอำหำรหลำยชนิด เช่น เนื้อสัตว์ ไข่ นม ผัก ผลไม้ เครื่องเทศ 
อำหำรสตัว์ และส่ิงแวดล้อมต่ำง ๆ   เช้ือน้ีทกุสปีชีส์ (species) ทกุสำยพนัธุ ์(strain) สำมำรถก่อให้เกิดโรคทำงเดนิอำหำร 
ซ่ึงจะปรำกฏอำกำรภำยหลังกำรรับประทำนอำหำรที่มีเช้ือน้ีปนเปื้อน 6-72 ช่ัวโมง แต่ส่วนใหญ่ปรำกฏอำกำรภำยใน 
12-36 ช่ัวโมง โดยอำกำรจะค่อย ๆ  ดขีึน้ภำยใน 7-14 วัน แต่จะเป็นพำหะ (carrier) ร้อยละ 3-5(3) ทัง้น้ี องค์กำรอนำมยัโลก 
(World Health Organization: WHO) ประมำณกำรว่ำในแต่ละปีจะมีประชำกรทั่วโลกป่วยเพรำะโรคจำกเช้ือน้ี 
หลำยสิบล้ำนคนและตำยมำกกว่ำ 100,000 คน(4) ในประเทศสหรัฐอเมริกำ ศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคแห่งชำติ  
(Centers for Disease Control and Prevention: CDC) ประมำณกำรว่ำทุกปีจะมีประชำกรชำวอเมริกัน 
เจ็บป่วยเพรำะเชื้อนี้ประมำณ 1-2 ล้ำนคน และตำยประมำณ 450 คน(5) ส่วนกรมกำรเกษตร ประเทศสหรัฐอเมริกำ 
(U.S. Department of Agriculture: USDA) ระบุว่ำในแต่ละปีจะมีคนป่วยประมำณ 700,000 ถึง 3.8 ล้ำนคน 
และตำยประมำณ 870-2,000 คน ก่อให้เกิดควำมสูญเสียประมำณ  0.9-12.2  พันล้ำนเหรียญ(1) ส�ำหรับประเทศไทย 
มีรำยงำนเมื่อปี พ.ศ. 2557(6) เรื่องกำรเจ็บป่วยเนื่องจำกโรคอำหำรเป็นพิษผ่ำนทำงระบบรำยงำน 506 จ�ำนวนทั้งสิ้น 
128,082 รำย คิดเป็นอัตรำป่วย 199 ต่อประชำกรแสนคน โดยผลกำรตรวจทำงห้องปฏิบัติกำรในอุจจำระผู้ป่วย
พบ Salmonella spp. ร้อยละ 14 ซึ่งเท่ำกับประชำกรป่วยเนื่องจำก Salmonella spp. 17,931 รำย คิดเป็น 27.9 
ต่อประชำกรแสนคน

ดังน้ัน เพื่อควำมปลอดภัยจึงมีกำรตรวจ Salmonella spp. ในอำหำรทุกชนิด(7, 8) กรณีท่ีตรวจพบ 
Salmonella spp. ในอำหำร อำหำรเหล่ำน้ันจะถกูท�ำลำย ส่งกลบัหรอืน�ำไปผ่ำนกระบวนกำรก�ำจดัเชือ้ใหม่ ส่วนอำหำร
ที่ตรวจไม่พบ Salmonella spp. จะมีกำรจ�ำหน่ำยและบริโภคต่อไป(9) หำกผลกำรตรวจวิเครำะห์เกิดข้อผิดพลำด 
เช่น มี Salmonella spp. แต่ตรวจไม่พบ (false negative) อำหำรเหล่ำน้ันจะถูกน�ำไปจ�ำหน่ำย ซ่ึงถ้ำตรวจพบ  
Salmonella spp. ภำยหลังหรือก่อให้เกิดโรค อำหำรจะถูกท�ำลำย ส่งกลับ และหรือด�ำเนินกำรตำมกฎหมำยกับ 
ผูผ้ลติ ท�ำให้ผูป้ระกอบกำรและประเทศเสยีช่ือเสยีงและเกดิควำมเสยีหำยทำงเศรษฐกิจได้  ในทำงกลบักนัถ้ำอำหำรไม่ม ี
Salmonella spp. แต่ห้องปฏบัิตกิำรตรวจพบ (false positive) และอำหำรน้ันยงัอยูก่บัผูผ้ลติ ผูผ้ลติจะต้องน�ำอำหำรน้ัน 
ไปผ่ำนกระบวนกำรก�ำจัดเช้ือใหม่ ซ่ึงท�ำให้เสียเวลำหรือท�ำให้มูลค่ำของอำหำรลดลงและเสียค่ำใช้จ่ำยเพิ่มขึ้น 
แต่ถ้ำอำหำรน้ันอยู่ในท้องตลำด ผู้ผลิตอำจจะถูกด�ำเนินกำรตำมกฎหมำยโดยไม่เป็นธรรมได้ ดังน้ัน ผลกำรตรวจ
วิเครำะห์ทำงห้องปฏบัิตกิำรทีถ่กูต้องจงึเป็นส่วนส�ำคัญในกำรตดัสนิใจของผู้ผลติและเจ้ำหน้ำทีท่ีเ่กีย่วข้องทีจ่ะให้จ�ำหน่ำย 
กักกัน ท�ำลำย หรือผ่ำนกระบวนกำรก�ำจัดเชื้อใหม่กับอำหำรเหล่ำนั้น

ส่วนกำรทดสอบควำมช�ำนำญ (Proficiency Testing) เป็นกำรวัดควำมแม่นหรือผลควำมถูกต้องของ 
ผลกำรทดสอบของห้องปฏิบัติกำรซ่ึงเป็นกำรประเมินคุณภำพกำรตรวจวิเครำะห์โดยองค์กรภำยนอก ผลกำรประเมิน
แสดงถึงควำมสำมำรถของห้องปฏิบัติกำรซึ่งเป็นที่ยอมรับตำมมำตรฐำนสำกล(10) และองค์กรรับรองควำมสำมำรถของ
ห้องปฏบัิตกิำรก�ำหนดเป็นหลกัเกณฑ์หรือเงือ่นไขให้ห้องปฏบัิตกิำรทีต้่องกำรขอรับกำรรับรองห้องปฏบัิตกิำรต้องมผีล
กำรทดสอบควำมช�ำนำญ(11) ส�ำนักคณุภำพและควำมปลอดภยัอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ เหน็ถึงประโยชน์และ
ควำมจ�ำเป็นในกำรประกันคุณภำพผลกำรตรวจวิเครำะห์ Salmonella spp. จึงพัฒนำงำนเพื่อเป็นผู้ด�ำเนินกำรแผน
ทดสอบควำมช�ำนำญ (PT provider: PTP) ของ Salmonella spp. ตั้งแต่ปีงบประมำณ 2554 และได้รับกำรรับรอง
ควำมสำมำรถตำมมำตรฐำน ISO/IEC 17043: 2010 เมื่อวันที่ 26 มกรำคม 2558(12) โดยเตรียมตัวอย่ำงทดสอบ 
จัดส่งตัวอย่ำงให้ห้องปฏิบัติกำรสมำชิก ประเมินผลที่สมำชิกรำยงำน และจัดท�ำรำยงำนส่งให้สมำชิก กำรศึกษำครั้งนี้ได้
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รวบรวมผลกำรทดสอบควำมช�ำนำญกำรตรวจวิเครำะห์ Salmonella spp. ในอำหำรของห้องปฏิบัติกำรที่เป็นสมำชิก
ของส�ำนักคณุภำพและควำมปลอดภยัอำหำรตัง้แต่ปีงบประมำณ 2554 จนถงึปัจจบัุน เพือ่ประเมนิคณุภำพห้องปฏบัิตกิำร 
ศึกษำควำมสมัพันธ์ระหว่ำงห้องปฏิบัตกิำรภำครฐัและเอกชน ห้องปฏบัิตกิำรทีไ่ด้รบักำรรบัรองฯ และไม่ได้รบักำรรับรองฯ 
เพือ่เป็นข้อมลูประกอบกำรพจิำรณำเลอืกใช้ห้องปฏิบัตกิำรท่ีให้ผลกำรตรวจทีถ่กูต้อง ซ่ึงจะส่งผลให้มกีำรพฒันำระบบ
คุณภำพห้องปฏิบัติกำรเป็นไปอย่ำงสมบูรณ์ยิ่งขึ้น และเป็นประโยชน์ต่อประเทศต่อไป

วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่างทดสอบ

ตัวอย่ำงทดสอบ (test material) ควำมช�ำนำญกำรตรวจวิเครำะห์ Salmonella spp. ในอำหำร เตรียม 
โดยห้องปฏบัิตกิำรทดสอบควำมช�ำนำญกำรตรวจวิเครำะห์อำหำรทำงจลุชีววิทยำ ส�ำนักคณุภำพและควำมปลอดภยัอำหำร 
กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ซ่ึงได้รับกำรรับรองควำมสำมำรถผู้จัดโปรแกรมกำรทดสอบควำมช�ำนำญห้องปฏิบัติกำร 
ตำมมำตรฐำน ISO/IEC 17043: 2010 จำกกรมวิทยำศำสตร์บริกำร หมำยเลขกำรรับรองระบบงำนที่ทดสอบ 
ควำมช�ำนำญ 0004(12) ตัวอย่ำงทดสอบใช้นมพำสเจอร์ไรส์หรือ skim milk และเตรียมตำมขั้นตอนกำรด�ำเนินกำรเป็น 
ผูด้�ำเนินกำรแผนทดสอบควำมช�ำนำญ (PTP operation)(13) ผ่ำนกำรทดสอบควำมเป็นเน้ือเดยีวกัน (homogeneity test) 
และควำมคงตวั (stability test)(14, 15)  โดยห้องปฏบัิตกิำรจะได้รบัตวัอย่ำงทดสอบแห่งละ 2 ขวด ประกอบด้วยตวัอย่ำง
ที่มี Salmonella spp. และไม่มี Salmonella spp. จัดส่งตัวอย่ำงให้ห้องปฏิบัติกำรทำงไปรษณีย์ด่วนพิเศษ

วิธีการประเมินความสามารถ
กำรประเมนิควำมสำมำรถของห้องปฏบัิตกิำรทีส่มคัรเข้ำร่วมโครงกำร รวม  6 รอบ ระหว่ำงปีงบประมำณ 2554 

ถึง 2558 รวมสะสม 282 รำย (ผลกำรทดสอบของห้องปฏิบัติกำรแต่ละแห่งในแต่ละรอบนับเป็น 1 รำย) ก�ำหนด
เกณฑ์ให้ห้องปฏิบัติกำรแต่ละแห่งต้องรำยงำนผลภำยในระยะเวลำที่ก�ำหนดและผลกำรตรวจ Salmonella spp. ใน
ตัวอย่ำงของห้องปฏิบัติกำรถูกต้อง คือ ให้ผลตรงกับค่ำก�ำหนด (assigned value) ทั้ง 2 ตัวอย่ำง โดยตัวอย่ำงที่เติม 
Salmonella spp. ต้องตรวจพบ (detected) และตัวอย่ำงที่ไม่เติม Salmonella spp. ต้องตรวจไม่พบ 
(not detected) จำกนั้นรวบรวมผลกำรทดสอบที่ถูกต้อง (มีผลกำรตรวจเป็นที่น่ำพอใจหรือผลผ่ำน) และไม่ถูกต้อง 
(มีผลกำรตรวจที่ไม่น่ำพอใจหรือผลไม่ผ่ำน) จ�ำนวน 6 รอบ ของห้องปฏิบัติกำรทั้งหมดซ่ึงแบ่งเป็น 4 กลุ่ม ได้แก ่
ห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับรองควำมสำมำรถกำรทดสอบ Salmonella spp. ตำมมำตรฐำน ISO/IEC 17025: 2005 
ภำครัฐและภำคเอกชน ห้องปฏบัิตกิำรทีไ่ม่ได้รบัรองฯ ภำครฐัและภำคเอกชน หำควำมสมัพนัธ์ (ควำมแตกต่ำง) ระหว่ำง
ผลกำรทดสอบและกลุ่มของห้องปฏิบัติกำร โดยใช้ไคสแควร์ (χ2 - test) ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.01 (p<0.01)(16, 17)

ผล 
ส�ำนักคณุภำพและควำมปลอดภยัอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ได้ด�ำเนินกจิกรรมทดสอบควำมช�ำนำญ

กำรตรวจวิเครำะห์ Salmonella spp. ในอำหำรตั้งแต่ปีงบประมำณ 2554 จนถึงปีงบประมำณ 2558 รวม 6 รอบ 
มห้ีองปฏบัิตกิำรจลุชีววิทยำเข้ำร่วมกจิกรรมจ�ำนวน 16, 36, 25, 58, 70  และ 77 รำย รวมสะสม 282 รำย ห้องปฏบิตักิำร 
รำยงำนผลกำรทดสอบได้ถูกต้อง สอดคล้องกับค่ำก�ำหนด จ�ำนวน 16, 34, 21, 48, 52 และ 70 รำย รวม 241 รำย 
คิดเป็นร้อยละ 100.0, 94.5, 84.0, 82.8, 74.3 และ 90.9 รวม 85.5 ตำมล�ำดับ ห้องปฏิบัติกำรสะสมทั้งหมด 282 รำย 
จ�ำแนกเป็นผลกำรทดสอบของห้องปฏิบัติกำรภำครัฐที่ได้รับกำรรับรองควำมสำมำรถกำรทดสอบ Salmonella spp. 
ตำมมำตรฐำนสำกล ISO/IEC 17025: 2005(10) จ�ำนวน 91 รำย ไม่ได้รับกำรรับรองฯ 12 รำย เป็นห้องปฏิบัติกำร
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ภำคเอกชนที่ได้รับกำรรับรองฯ 102 รำย ไม่ได้รับกำรรับรองฯ 77 รำย ซึ่งห้องปฏิบัติกำรเหล่ำนี้ รำยงำนผลกำรทดสอบ
ที่ถูกต้องจ�ำนวน 86, 10, 94, 51 รำย คิดเป็นร้อยละ 94.5, 83.3, 92.2 และ 66.2 ตำมล�ำดับ (ตำรำงที่ 1) โดยผล 
กำรทดสอบที่ไม่ถูกต้องส่วนใหญ่จะเกิดจำกห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำคเอกชน ซึ่งพบ 26 จำก 41 รำย 
คิดเป็นร้อยละ 63.4 และจำกผลกำรทดสอบควำมช�ำนำญรอบที่ 6 พบห้องปฏิบัติกำรทุกกลุ่มรำยงำนผลกำรทดสอบได้
ถูกต้องมำกขึ้นโดยเฉพำะห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำคเอกชน (ตำรำงที่ 1)

เมื่อน�ำข้อมูลระหว่ำงผลกำรทดสอบที่ได้ (ถูกต้องหรือไม่ถูกต้อง) กับกลุ่มของห้องปฏิบัติกำรต่ำง ๆ  
มำหำควำมสัมพันธ์ต่อกันโดยใช้ไคสแควร์ (χ2 test) ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.01 (p value < 0.01) ซึ่งมีค่ำเท่ำกับ 6.34 
พบควำมสัมพันธ์ระหว่ำงผลกำรทดสอบถูกต้องและไม่ถูกต้องกับกลุ่มของห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ และไม่
ได้รับกำรรับรองฯ มีค่ำไคสแควร์ที่ได้จำกกำรค�ำนวณ (χ2

cal) เท่ำกับ 29.97 ซึ่งมำกกว่ำ 6.34 และพบควำมสัมพันธ์
ระหว่ำงผลกำรทดสอบกบัห้องปฏบัิติกำรทีไ่ด้รบักำรรบัรองฯ ภำครฐัและภำคเอกชนมค่ีำ χ2

cal  เท่ำกับ 0.42 ส�ำหรบัควำม
สมัพนัธ์ระหว่ำงผลกำรทดสอบกบัห้องปฏบัิตกิำรทีไ่ม่ได้รบักำรรบัรองฯ ภำครฐัและภำคเอกชนพบ χ2

cal  มค่ีำเท่ำกบั 1.41 
(ตำรำงที่ 2) แต่อย่ำงไรก็ตำมพบห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐให้ผลกำรทดสอบที่ถูกต้องมำกกว่ำ 
ห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯภำคเอกชนร้อยละ 83.3-66.2 เท่ำกับ 17.1 (ตำรำงที่ 1) 

ผลกำรทดสอบของห้องปฏบัิตกิำรทีร่ำยงำนผลไม่ตรงกบัค่ำก�ำหนดทัง้ 41 รำย (ตำรำงที ่1) พบว่ำห้องปฏบัิติ
กำรรำยงำนผลเป็น พบ Salmonella spp. ทั้ง 2 ตัวอย่ำง ไม่พบ Salmonella spp. ทั้ง 2 ตัวอย่ำง และรำยงำนผล
สลับกับค่ำก�ำหนด จ�ำนวน 16, 17 และ 8 รำย ตำมล�ำดับ (ตำรำงที่ 3)

ตารางที ่1 ผลกำรประเมนิกำรทดสอบควำมช�ำนำญกำรตรวจวิเครำะห์ Salmonella spp. ในอำหำรของห้องปฏบัิตกิำร 
ภำครัฐและเอกชนที่ได้รับกำรรับรองฯ และไม่ได้รับกำรรับรองฯ จ�ำนวน 6 รอบ ระหว่ำงปีงบประมำณ 2554-2558

ถูกต้อง ไม่ถูกต้อง ถูกต้อง ไม่ถูกต้อง ถูกต้อง ไม่ถูกต้อง ถูกต้อง ไม่ถูกต้อง ถูกต้อง ไม่ถูกต้อง ถูกต้อง ไม่ถูกต้อง ถูกต้อง ไม่ถูกต้อง

กลุ่มของ
ห้องปฏิบัติกำร

รอบที่ (รำย) รวม (รำย) 1 2 3 4 5 6

ภาครัฐ              
♦ ได้รับ
 กำรรับรอง 15 0 15 0 11 1 13 2 15 2 17 0 86 5
              (94.5%)
♦ ไม่ได้รับ
 กำรรับรอง 1 0 2 0 2 1 1 0 2 1 2 0 10 2
              (83.3%)
        รวม 16 0 17 0 13 2 14 2 17 3 19 0 96 7
เอกชน              
♦ ได้รับ
 กำรรับรอง - - 14 0 6 0 27 3 23 4 24 1 94 8
              (92.2%)
♦ ไม่ได้รับ
 กำรรับรอง - - 3 2 2 2 7 5 12 11 27 6 51 26
              (66.2%)
        รวม - - 17 2 8 2 34 8 35 15 51 7 145 34

รวมทั้งหมด

 16 0 34 2 21 4 48 10 52 18 70 7 241 41
  (100%)   (94.5%)   (84.0%)  (82.8%)  (74.3%)  (90.9%)  (85.5%) (14.5%)

 16 36 25 58 70 77 282
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วิจารณ์
กำรที่ห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐและเอกชนสำมำรถให้ผลกำรทดสอบที่ถูกต้องร้อยละ 94.5 

และ 92.2 ส่วนห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ของทั้งสองภำคให้ผลกำรทดสอบที่ถูกต้องเพียงร้อยละ 83.3 และ 
66.2 (ตำรำงที่ 1) แสดงว่ำห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐและภำคเอกชนในภำพรวมสำมำรถรำยงำนผล
กำรทดสอบที่ถูกต้องใกล้เคียงกันและมำกกว่ำห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐและภำคเอกชน และพบว่ำ
ห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ ให้ผลกำรทดสอบที่ถูกต้องมำกกว่ำห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ที่ระดับ
นัยส�ำคัญ 0.01 หรือที่ระดับควำมมั่นใจ 99% (ตำรำงที่ 2) แสดงว่ำห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ รำยงำนผลกำร
ทดสอบที่ถูกต้องมำกกว่ำห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.01 เนื่องจำกห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับ
กำรรับรองฯ มีระบบกำรควบคุมคุณภำพและกำรประกันคุณภำพ ซึ่งถ้ำผลกำรทดสอบผิดพลำด ห้องปฏิบัติกำรต้องหำ
สำเหตเุพ่ือใช้ในกำรแก้ไข ป้องกนั และพฒันำให้ดข้ึีน(10) ส่วนห้องปฏบัิตกิำรทีไ่ม่ได้รบักำรรบัรองฯ อำจไม่มหีรอืมรีะบบ 
คุณภำพและกำรประกันคุณภำพที่ไม่เป็นระบบ ซ่ึงเมื่อเกิดข้อผิดพลำดอำจไม่ใส่ใจหำสำเหตุหรือหำสำเหตุไม่พบ 
จงึท�ำให้ห้องปฏบัิตกิำรทีไ่ด้รับกำรรบัรองฯ ให้ผลกำรทดสอบทีถ่กูต้องมำกกว่ำ ขณะทีห้่องปฏบัิตกิำรทีไ่ด้รบักำรรับรองฯ 
ทั้งภำครัฐและเอกชนให้ผลกำรทดสอบที่ถูกต้องไม่แตกต่ำงกันที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.01 ดังนั้นผู้ใช้บริกำรห้องปฏิบัติกำร
ทดสอบ Salmonella spp. ควรเลือกใช้ห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐหรือเอกชนที่ให้ผลกำรทดสอบที่ 
ถูกต้องใกล้เคียงกัน (ตำรำงที่ 1) และไม่แตกต่ำงกันที่ระดับควำมมั่นใจ 99%(ตำรำงที่ 2)

ตารางที่ 2 ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงผลกำรทดสอบที่ถูกต้องหรือไม่ถูกต้องกับกลุ่มของห้องปฏิบัติกำร

กลุ่มของห้องปฏิบัติกำร
จ�ำนวนห้องปฏิบัติกำรที่ให้ผลกำรทดสอบ (รำย)

χ2
cal ถูกต้อง ไม่ถูกต้อง

ได้รับกำรรับรองฯ 180 13 29.97
ไม่ได้รับกำรรับรองฯ 61 28 

ภำครัฐที่ได้รับกำรรับรองฯ 86 5 0.42
เอกชนที่ได้รับกำรรับรองฯ 94 8 

ภำครัฐที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ 10 2 1.41
เอกชนที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ 51 26

ตารางที่ 3 สำเหตุของผลกำรทดสอบที่ไม่ถูกต้อง (ไม่ตรงกับค่ำก�ำหนด)

ผลกำรทดสอบ พบ พบ ผลบวกปลอม 16

ของห้องปฏิบัติกำร
 ไม่พบ ไม่พบ ผลลบปลอม 17

 ไม่พบ พบ ผลลบปลอม 8
   และบวกปลอม

   รวม   41

รำยกำร
สรุป

ตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรทดสอบ 1 ชุด จ�ำนวนห้องปฏิบัติกำร
ที่ให้ผลไม่ตรงกับ
ค่ำก�ำหนด (แห่ง)

 เติม Salmonella spp. ไม่เติม Salmonella spp. 
ค่ำก�ำหนด พบ ไม่พบ  
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ส่วนห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐและเอกชน พบว่ำให้ผลกำรทดสอบที่ถูกต้องไม่แตกต่ำง
กันที่ระดับควำมมั่นใจ 99% (ตำรำงที่ 2) อย่ำงไรก็ตำมพบห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐให้ผลกำร
ทดสอบที่ถูกต้องมำกกว่ำห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำคเอกชนร้อยละ 17.1 (ตำรำงที่ 1) สำเหตุน่ำจะเกิด
จำกห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐมีบุคลำกรประจ�ำที่มีควำมรู้และประสบกำรณ์สะสมมำกกว่ำบุคลำกร
ภำคเอกชนซ่ึงมกีำรเปลีย่นแปลงง่ำย ดงัน้ันในกรณท่ีีไม่มีห้องปฏบัิติกำรท่ีได้รับกำรรบัรองฯ ควรเลือกใช้ห้องปฏบัิตกิำร 
ที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ ภำครัฐ

กำรทีห้่องปฏบัิติกำรทัง้ 4 กลุม่ ให้ผลกำรทดสอบทีไ่ม่ถกูต้องรวม 41 รำย (ตำรำงที ่3) โดยรำยงำนผลว่ำพบ 
Salmonella spp. ทัง้ 2 ตวัอย่ำง แสดงว่ำตวัอย่ำงทีไ่ม่เตมิ Salmonella spp. แต่ห้องปฏบัิตกิำรตรวจพบคอืให้ผลบวก
ปลอม (false positive) จ�ำนวน 16 รำย  สำเหตุน่ำจะเกิดจำกไม่มีขั้นตอนกำรตรวจยืนยัน หรือมีขั้นตอนตรวจยืนยัน 
แต่ปฏบัิตไิม่ถกูต้อง และกำรทีห้่องปฏบัิตกิำรรำยงำนผลว่ำไม่พบทัง้ 2 ตวัอย่ำง แสดงว่ำตวัอย่ำงทีเ่ตมิ Salmonella spp. 
แต่ห้องปฏิบัติกำรตรวจไม่พบคือให้ผลลบปลอม (false negative) จ�ำนวน 17 รำย สำเหตุน่ำจะเกิดจำกกำรเลี้ยงเชื้อ
หรือแยกเช้ือไม่ถกูต้องท�ำให้ไม่มโีคโลนีลกัษณะเฉพำะทีจ่ะน�ำมำตรวจยนืยนั ส�ำหรบัห้องปฏบัิตกิำรทีร่ำยงำนผลสลบักบั
ค่ำก�ำหนดคือให้ผลลบปลอมและผลบวกปลอม จ�ำนวน 8 รำย น่ำจะเกิดจำกกำรสลับตัวอย่ำงท�ำให้รำยงำนผลสลับกัน

กำรรำยงำนผลกำรทดสอบที่ไม่ถูกต้องส่วนใหญ่เกิดจำกห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองฯ และส่วน
น้อยพบจำกห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ (ตำรำงที่ 1) แสดงว่ำถึงจะเป็นห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯ 
ทีม่รีะบบควบคมุคุณภำพและกำรประกนัคณุภำพผลกำรทดสอบเป็นอย่ำงดตีำมมำตรฐำนสำกล ก็อำจให้ผลกำรทดสอบที ่
ไม่ถกูต้องได้ ดงัน้ันจึงควรมหีน่วยงำนตำมกฎหมำยเข้ำมำดูแล ก�ำกับ ส่งตวัอย่ำงทดสอบควำมช�ำนำญให้ห้องปฏบัิติกำร 
เหล่ำน้ีทดสอบอย่ำงสม�่ำเสมอ เพื่อน�ำผลกำรทดสอบไปใช้ในกำรแก้ไข ป้องกัน ปรับปรุง และพัฒนำห้องปฏิบัติกำร 
ในประเทศให้ดีขึ้น เพรำะถ้ำผลกำรทดสอบไม่ถูกต้องจะส่งผลกระทบต่อผู้บริโภค ผู้ผลิต และประเทศเป็นอย่ำงสูง 
นั่นคือกรณีผลกำรทดสอบเป็นลบปลอม ผู้ผลิตจะน�ำสินค้ำนั้นออกจ�ำหน่ำยในตลำด (ในประเทศหรือต่ำงประเทศ) ซึ่ง
ถ้ำตรวจพบว่ำอำหำรน้ันม ีSalmonella spp. ในระหว่ำงจ�ำหน่ำยหรอืก่อให้เกดิโรคต่อผูบ้ริโภค สนิค้ำจะถกูท�ำลำยทนัที 
ผูผ้ลติจะถกูฟ้องร้องด�ำเนินคดตีำมกฎหมำย ท�ำให้เสยีช่ือเสยีงและทรพัย์สนิ ส่งผลกระทบต่อช่ือเสยีงและเศรษฐกจิของ
ประเทศได้ กรณีผลกำรทดสอบเป็นผลบวกปลอม ผู้ผลิตจะน�ำสินค้ำน้ันไปผ่ำนกระบวนกำรเพื่อก�ำจัดเช้ือใหม่ ท�ำให ้
เสยีเวลำ เสยีค่ำใช้จ่ำยและมลูค่ำของสนิค้ำจะลดลง แต่ถ้ำสนิค้ำน้ันวำงจ�ำหน่ำยในท้องตลำด ผูผ้ลติอำจถกูฟ้องร้องด�ำเนิน
คดีตำมกฎหมำยจำกหน่วยงำนรัฐที่น�ำผลกำรทดสอบนั้นมำใช้ ท�ำให้เกิดควำมไม่เป็นธรรมต่อผู้ผลิต

ส่วนผลกำรทดสอบควำมช�ำนำญรอบที่ 6 พบห้องปฏิบัติกำรทุกกลุ่มรำยงำนผลกำรทดสอบถูกต้องมำกขึ้น 
โดยเฉพำะห้องปฏิบัติกำรที่ไม่ได้รับกำรรับรองภำคเอกชน (ตำรำงที่ 1) สำเหตุเพรำะห้องปฏิบัติกำรเหล่ำนี้น�ำผลกำร
ทดสอบทีไ่ม่ถกูต้องในรอบก่อนหน้ำน้ีไปหำสำเหตแุก้ไขและจดัท�ำระบบคณุภำพตำมมำตรฐำนสำกล(10)  จงึท�ำให้ผลกำร
ทดสอบถกูต้องมำกขึน้ ห้องปฏบัิตกิำรจงึควรเข้ำร่วมทดสอบควำมช�ำนำญตำมระบบมำตรฐำนสำกลอย่ำงสม�ำ่เสมอ เพือ่
จะได้น�ำผลกำรทดสอบไปใช้ประโยชน์ในกำรปรับปรุงและพัฒนำห้องปฏิบัติกำรให้ดีขึ้น

ผู้ใช้บริกำรผลกำรทดสอบ Salmonella spp. ในอำหำร ควรเลือกใช้ห้องปฏิบัติกำรภำครัฐหรือเอกชน
ที่ได้รับกำรรับรองตำมมำตรฐำนสำกล ISO/IEC 17025: 2005 เพรำะสำมำรถให้ผลกำรทดสอบที่ถูกต้องมำกกว่ำ 
ห้องปฏบัิตกิำรทีไ่ม่ได้รับกำรรบัรองฯ ทีร่ะดบันัยส�ำคญั 0.01 ในส่วนของห้องปฏบัิตกิำรควรเข้ำร่วมทดสอบควำมช�ำนำญ 
เพื่อจะได้ทรำบว่ำผลกำรทดสอบที่ได้รับมีควำมถูกต้องหรือไม่ หำกถูกต้องจะเป็นกำรยืนยันควำมสำมำรถของ 
ห้องปฏิบัติกำร แต่ถ้ำไม่ถูกต้องจะได้เป็นข้อมูลในกำรหำสำเหตุเพื่อแก้ไข ป้องกัน ปรับปรุงห้องปฏิบัติกำรให้ดีขึ้น 
และในส่วนของภำครัฐควรมีหน่วยงำนก�ำกับดูแลหรือส่งเสริมให้ทุกห้องปฏิบัติกำรได้รับกำรรับรองตำมมำตรฐำน
สำกล และเข้ำร่วมกจิกรรมทดสอบควำมช�ำนำญ เพือ่ใช้ในกำรประเมนิควำมสำมำรถของห้องปฏบัิตกิำรในภำพรวมของ
ประเทศท�ำให้เกิดควำมน่ำเชื่อถือ อันจะส่งผลต่อกำรคุ้มครองผู้บริโภค กำรเฝ้ำระวัง ป้องกัน และควบคุมโรค ตลอดจน 
กำรค้ำ เศรษฐกิจ และชื่อเสียงของประเทศ
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การประเมนิความสามารถการทดสอบ Salmonella spp. ของห้องปฏิบัติการตรวจวเิคราะห์อาหาร     ลดาวลัย์  จึงสมานุกูล และคณะ

สรุป
กำรประเมนิควำมสำมำรถกำรทดสอบ Salmonella spp. ของห้องปฏบัิตกิำรตรวจวิเครำะห์อำหำรทีไ่ด้รบักำร

รบัรองและไม่ได้รบักำรรบัรองตำมมำตรฐำน ISO/IEC 17025: 2005 รำยงำนผลกำรทดสอบถกูต้อง 180 และ 61 รำย  
ตำมล�ำดับ คิดเป็นร้อยละ 93.3 และ 63.3 ตำมล�ำดับและห้องปฏิบัติกำรที่ได้รับกำรรับรองฯทั้งภำครัฐและเอกชน 
รำยงำนผลกำรทดสอบใกล้เคียงกันและไม่แตกต่ำงกันที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.01
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Assessment of the Competence of Food Laboratories in Testing of Salmonella spp.   Ladawan Chungsamanukool et al.

Laboratory performance assessment of 
Salmonella spp. in a food microbiology 

proficiency testing scheme

Ladawan Chungsamanukool Atchara Ukong Kamonwan kantaeng 
and Kanokchon Supaprom

Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences,Tiwanond Road, Nonthaburi 
11000, Thailand.

AbStrACt Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, had conducted 
the assessment of the competence of food laboratories in testing of Salmonella spp. by using the results 
from proficiency testing scheme during the fiscal year 2011-2015. The 6 rounds of data were obtained 
and there were 16, 36, 25, 58, 70 and 77 laboratories participating in each round, respectively. The total 
number of participating laboratories was 282 labs. It was found that, from 241 labs (85.5% of total labs), 
the labs that reported the correct results according to the assigned value were 16, 34, 21, 48, 52 and 70 
labs which were 100.0, 94.5, 84.0, 82.8, 74.3 and 90.9 percent of the participating labs in the 1st round  
to the 6th round , respectively. The labs were also divided into 4 groups which were 91 government labs 
and 102 private labs accredited according to ISO/IEC 17025: 2005, 12 government labs and 77 private 
labs which had not been accredited. The labs in each group that reported the correct results were 86 
out of 91 labs (94.5%), 94 out of 102 labs (92.2), 10 out of 12 labs (84.0%) and 51 out of 77 labs (66.2%), 
respectively. Accredited labs reported the correct results more than non- accredited labs. The statistical 
evaluation showed that the competence of accredited labs was significantly different from those of the 
non-accredited labs (p < 0.01). The competence of both government and private accredited labs was no 
significantly different. However, the results of the 6th round showed that every groups of the labs reported 
more correct results when compared with the other rounds.
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บทคัดย่อ ช่วงธันวาคม 2555 ถึง กุมภาพันธ์ 2557 ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์
ได้ส�ารวจการปนเป้ือนเชือ้โรคอาหารเป็นพษิ Listeria monocytogenes, Salmonellae และ E. coli O157:H7 ในเน้ือสตัว์ดิบ 
90, 24 และ 108 ตัวอย่าง ตามล�าดับ จากตลาดสด 28 แห่ง ในเขตกรุงเทพฯ และปริมณฑล คือ ตรวจหา L. monocytogenes 
ในเนื้อไก่ หมู และวัว ชนิดละ 30 ตัวอย่าง ตรวจหา Salmonellae ในเนื้อชนิดละ 8 ตัวอย่าง และตรวจหา E. coli O157:H7 
ในเนื้อไก่ หมู และวัว 26, 24 และ 58 ตัวอย่าง ตามล�าดับ ผลพบ L. monocytogenes ในเนื้อไก่ หมู และวัว ร้อยละ 26.7, 
6.7 และ 6.7 และ Salmonellae ร้อยละ 100, 87.5 และ 75 ตามล�าดับ E. coli O157:H7 พบเฉพาะในเนื้อวัว ร้อยละ 15.5 
สรุปเน้ือดิบเสี่ยงต่อโรคอาหารเป็นพิษ ควรบริโภคเน้ือปรุงสุกที่เตรียมอย่างถูกสุขลักษณะ และระวังการปนเปื้อนข้ามจาก 
ของดิบมาของสุก
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Survey of Listeria monocytogenes,  Salmonellae and     
Ratchadaporn  Suwannarat et al.E. coli O157:H7 Contamination in Raw Meats

บทนำา
เน้ือสตัว์เป็นอาหารโปรตีนทีม่ปีระโยชน์ ประกอบด้วยกรดไขมนัทีจ่�าเป็นต่อคนทกุเพศ ทกุวัย แต่การบรโิภค

เน้ือสตัว์ต้องมคีวามระมัดระวังในการเตรียมอย่างถูกสขุลักษณะ เพราะเน้ือสตัว์ดบิหรอืเน้ือสตัว์ทีป่รงุไม่สกุดมีโีอกาสปน
เป้ือนจุลนิทรย์ีต่าง ๆ  มากมาย รวมทัง้จลุนิทรย์ีก่อโรคทีต่ดิต่อผ่านอาหารและน�า้ ซ่ึงจะท�าให้ผูบ้รโิภคเกิดโรคอาหารเป็น
พิษได้ โดยผู้ป่วยอาจมีอาการ เช่น ปวดท้อง คลื่นไส้ อาเจียน หรือท้องเสีย เป็นต้น(1) อย่างไรก็ตามเชื้อโรคบางชนิด
อาจก่ออาการผิดปกติในระบบอื่นของร่างกายได้ด้วย เชื้อโรคอาหารเป็นพิษที่อาจปนเปื้อนในเนื้อสัตว์มีหลายชนิด แต่
เช้ือแบคทเีรยีทีม่คีวามส�าคญัในด้านความปลอดภยัอาหารและด้านการแพทย์และสาธารณสขุ มอีย่างน้อย 3 ชนิด ได้แก่ 
Listeria monocytogenes, Salmonellae และ E. coli O157:H7(2)    

Listeria monocytogenes เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปท่อนสั้น เรียงต่อเป็นเซลล์เดี่ยว สายสั้น ๆ  รูปตัววี
และตวัวาย ถ้าเช้ือมอีายมุากขึน้จะมรีปูร่างกลมหรือเป็นสายยาว 6-20 ไมโครเมตร ไม่สร้างสปอร์ สร้างแฟลกเจลลารอบ
ตวัจ�านวนเลก็น้อย  เจรญิได้ทัง้ในสภาวะทีม่แีละไม่มอีอกซิเจน แต่ชอบสภาพทีมี่ออกซิเจนเลก็น้อย (microaerophyle) 
เจริญได้ที่อุณหภูมิตั้งแต่ 0 ถึง 50 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature) ตั้งแต่ 30 
ถึง 37 องศาเซลเซียส แต่สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยใช้ระยะเวลาบ่มภายใน 2-3 วัน(3, 4) เป็นเชื้อที่ 
ทนทานต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดี เช่น สภาวะอาหารที่เป็นกรดและอาหารที่มี water activity ต�่า 
พบได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม ดิน แหล่งน�้า น�้าเสีย มูลสัตว์ ปุ๋ยจากพืชและหญ้าหมัก แม้แต่ในอุจจาระคน รวมทั้งมีโอกาส 
ปนเปื้อนในอาหารที่มาจากสัตว์ เช่น เน้ือสัตว์ นมโค และผลิตภัณฑ์จากนม โดยเฉพาะเนยแข็ง นอกจากน้ียังพบได้ 
ในอาหารทะเลและผักที่รับประทานดิบหรือผักที่ไม่ได้ผ่านความร้อนสูง(5) เช้ือน้ีก่อโรคลิสเทริโอซิส (Listeriosis) 
ในคนและสัตว์ ผู้ป่วยมักเป็นบุคคลในกลุ่มเสี่ยง ซ่ึงประกอบด้วย เด็ก ผู้สูงอายุ (เฉลี่ย 65 ปีขึ้นไป) หญิงมีครรภ์  
และผู้มีภูมิต้านทานต�่าหรือบกพร่อง ระยะฟักตัว 2-3 วัน  ถึง 3 เดือน  อาการในผู้ที่ติดเชื้อ มักมีไข้ ปวดกล้ามเนื้อ 
(คล้ายอาการหวัด) บางรายมีอาการทางระบบทางเดนิอาหาร เช่น คลืน่ไส้ อาเจยีน ท้องเสยี แต่รายทีเ่ป็นแบบ  invasive 
form จะเกิดโรครุนแรงและมีอาการทางระบบประสาทเนื่องจากเยื่อหุ้มสมองอักเสบและโลหิตเป็นพิษ (septicemia) 
ในสตรีมีครรภ์มักแท้ง หรือทารกตายขณะคลอด หรือทารกติดโรคลิสเทริโอซิส  อัตราการป่วยตาย ร้อยละ 15-30(6)      

โดยในทวีปอเมริกาและยุโรปมีรายงานการตายและเจ็บป่วยเนื่องจากเชื้อนี้เป็นระยะ ๆ (7)  
Salmonellae เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน ไม่สร้างสปอร์ เจริญได้ในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน 

อุณหภูมิที่เหมาะสม อยู่ที่ 37 องศาเซลเซียส ส่วนใหญ่เคลื่อนที่ได้ด้วยแฟลกเจลลารอบตัว (peritrichous flagella) 
ยกเว้น S. Pullorum และ S. Gallinarum โดยที่จริง Salmonellae แบ่งเป็น 2 species คือ S. enterica 
และ S. bongori แต่ subspecies ที่ส�าคัญที่สุดในการก่อโรคระบบทางเดินอาหาร (food-borne diseases) คือ 
S. enterica subspecies enterica ในปัจจุบัน Salmonellae ยังจัดแบ่งต่อไป เป็น serotype หรือ serovar 
มากกว่า 2,500 serovar แต่ส่วนใหญ่หรือมากกว่า 1,500 serovar อยู่ภายใต้ S. enterica subspecies enterica 
ซึ่งรวมถึงเชื้อ Non-typhoidal Salmonellae ที่พบก่อโรคบ่อยๆ เช่น  S. Enteritidis และ S. Typhimurium(8) 

เชื้อ Salmonellae แยกได้จากอาหารและน�้าที่ปนเปื้อนมูลสัตว์ โดยสัตว์ได้รับเชื้อน้ีจากอาหารสัตว์และสิ่งแวดล้อม 
ดังนั้นอาหารที่มาจากสัตว์ เช่น เนื้อสัตว์ ไข่ นมดิบ จึงมีโอกาสพบเชื้อนี้ได้บ่อย เช่น เนื้อสัตว์ ไข่ นมดิบ นอกจากนี้ 
ในพืชผักสดอาจพบการปนเปื้อนเชื้อ Salmonellae ได้เน่ืองจากการสัมผัสมูลสัตว์หรือสิ่งแวดล้อมอื่น ระยะฟักตัว 
ภายใน 12-14 ชั่วโมง หลังได้รับเชื้อ อาการของโรคอาหารเป็นพิษจากเชื้อ Salmonellae มีอาการปวดท้อง ท้องเสีย 
เป็นไข(้9) จากข้อมูลขององค์การอนามัยโลก (World Health Organization: WHO) ในแต่ละปีมีประชากรทั่วโลก
ป่วยเพราะเช้ือน้ีหลายสบิล้านคนและตายมากกว่า 100,000 คน(10) ส่วนข้อมลูในประเทศสหรฐัอเมรกิา โดยศูนย์ควบคุม
และป้องกันโรคแห่งชาติ (Centers for Disease Control and Prevention: CDC) ระบุว่าทุกปีจะมีประชากร 
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การส�ารวจการปนเปื้อนเชื้อโรคอาหารเป็นพิษในเนื้อสัตว์ดิบ  รัชฎาพร  สวุรรณรัตน์ และคณะ

ชาวอเมริกันเจ็บป่วยเพราะเช้ือน้ีประมาณ 1-2 ล้านคน และตายประมาณ 450 คน โดยในปี ค.ศ. 2009 ประมาณ 
การว่ามีการป่วยเพราะเชื้อนี้ประมาณ 1.2 ล้านคน เสียค่ารักษาประมาณ 2.6 พันล้านเหรียญสหรัฐ(11, 12)

E. coli O157:H7 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ สามารถสร้างแคปซูลและสารพิษ เคลื่อนที่โดยใช้แฟลกเจลลา 
รอบตัว (peritrichous flagella) เจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน ที่อุณหภูมิตั้งแต่ 7 ถึง 45 
องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum temperature) อยู่ที่ 37 องศาเซลเซียส เช้ือน้ีมักพบในสัตว์ 
เคี้ยวเอื้อง เช่น วัว ควาย แพะ แกะ และพบทั่วไปในสิ่งแวดล้อม พบการระบาดของเชื้อ E. coli O157:H7  เนื่องจาก
การบริโภคเน้ือวัวบด รวมทั้งอาหารประเภทผัก ผลไม้ ระยะฟักตัว 3-8 วัน  เช้ือกลุ่มน้ีสามารถสร้างสารพิษ 
“Shiga toxin” หรือ “Verocytotoxin” ได้ ซ่ึงแบ่งย่อยออกเป็น 2 กลุ่ม คือ Shiga toxin 1 (STX1) และ 
Shiga toxin 2 (STX2) ปัจจุบันจึงเรียกเช้ือในกลุ่มน้ีว่า “Shiga toxin-producing E. coli (STEC)” หรือ 
Verocytotoxin producing E. coli (VTEC) หรือ “Enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC)” 
ซึ่ง E. coli O157:H7 เป็นเชื้อในกลุ่ม STEC ที่พบก่อโรคบ่อยที่สุด เชื้อนี้สร้างโปรตีนอินติมิน (Intimin) ที่เป็น
สาเหตขุองล�าไส้อกัเสบรนุแรง (hemorrhagic colitis) ท�าให้อจุจาระร่วงเป็นเลอืด  และไตวาย [Hemolytic uremic 
syndrome (HUS)] โดยเฉพาะในผู้ป่วยเด็กและคนชรา(13)  

ภายใต้โครงการอาหารปลอดภัย ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์
กระทรวงสาธารณสุข ซ่ึงเป็นหน่วยงานที่ให้บริการตรวจวิเคราะห์อาหารเพื่อคุ้มครองผู้บริโภคและสนับสนุน 
การยกระดับการผลิตอาหาร ต้องการส�ารวจการปนเปื้อนเช้ือแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษที่ส�าคัญ 3 ชนิด ได้แก่ 
Listeria  monocytogenes, Salmonellae และ E. coli O157:H7  ท่ีปนเปื้อนในเน้ือสัตว์ดิบประเภทเน้ือไก่  
เน้ือหมู และเน้ือวัว ที่จ�าหน่ายในตลาดสดเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล โดยด�าเนินการในช่วงระหว่างเดือน 
ธันวาคม 2555 ถึง กุมภาพันธ์ 2557 เชือ้ Listeria  monocytogenes และ E. coli O157: H7  เป็นเชื้อที่ก่อโรค
รุนแรง ท�าให้เจ็บป่วยถึงแก่ชีวิตได้ ส่วน Salmonellae เป็นเชื้อที่พบก่อโรคอาหารเป็นพิษได้บ่อย ดังที่กล่าวมาข้างต้น  
การส�ารวจครัง้น้ีจงึมีวัตถปุระสงค์เพือ่ทราบแนวโน้มการปนเป้ือนของเช้ือก่อโรคดงักล่าว เพือ่เป็นข้อมลูส�าหรบัแจ้งเตอืน
ภัยสุขภาพผู้บริโภค และเป็นแนวทางประเมินความเสี่ยงในการบริโภคสินค้าปศุสัตว์เหล่านี้

วัสดุและวิธีการ
เชื้อมาตรฐาน

เช้ือมาตรฐานที่ใช้ส�าหรับควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ในงานวิจัยน้ี เป็นเช้ือจุลินทรีย์จากศูนย ์
เกบ็รกัษาและรวบรวมสายพนัธุจ์ลิุนทรย์ีทางการแพทย์ สถาบันวิจยัวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  
จ�านวน 7 สายพันธุ์ ได้แก่  Listeria monocytogenes DMST 17303, Listeria ivanovii DMST 9012, Listeria 
innocua DMST 9011, Rhodococcus equi DMST 17256, Staphylococcus aureus DMST 8840, E. coli 
O157:H7 DMST 12743 และ Salmonella Typhimurium DMST 562

อาหารเลี้ยงเชื้อ
อาหารเลี้ยงเชื้อส�าหรับเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ดังนี้
1.  Listeria monocytogenes: Half Fraser broth, Fraser broth, Agar Listeria according to 

Ottavani and Agosti (ALOA) medium, oxford agar, tryptone soya yeast extract agar (TSYEA), 
tryptone soya yeast extract broth (TSYEB), sheep blood agar, carbohydrate utilization broth 
(rhamnose, xylose และ mannitol) และ motility medium 
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2. Salmonellae: Buffered peptone water (BPW),  Muller-Kauffmann tetrathionate novobiocin 
(MKTTn) broth, Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone (RVS) Broth, xylose lysine desoxycholate 
(XLD) agar, hektoen enteric (HE) agar, Triple Sugar Iron (TSI) agar,  Motility Indole Lysine 
(MIL) medium, Urea agar, Voges Proskauer (VP) broth, ONPG discs

3. E. coli O157:H7: BioControl modified EHEC (mEHEC), Brain Heart Infusion  broth, 
CHROMagar STEC (CHROMagar STEC), Cefixime Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC) 
agar, Tryptone medium, 0.1% peptone water, Tryptone Soy Tryptose Broth (TSTB), Nutrient agar 
(NA), Motility agar

นำ้ายาและสารเคมี 
Gram’s stain reagent, 3% hydrogen peroxide solution, iodine-iodide solution, Kovacs’ reagent, 

VP test reagent, saline peptone water, 37% formaldehyde, sodium chloride 0.85% solution, 
Salmonella polyvalent O antisera and monovalent O antisera groups,  E. coli O157 และ H7 antisera 
และชุดน�้ายา Real–time PCR ส�าหรับ E. coli O157:H7 (Assurance GDS for E. coli O157:H7 test kit, 
BioControl Systems, USA)

เครื่องมือและวัสดุอุปกรณ์
autoclave (121 ± 3 �ซ), centrifuge, incubator (25 ± 1 �ซ, 30 ± 1 �ซ, 35 ± 1 �ซ, 37 ± 1 �ซ, 41.5 ± 1 �ซ 

และ 42 ± 0.5 �ซ), light microscope, water bath (41.5 ± 1 �ซ), pH-meter, Real-time PCR machine 
(Assurance GDS Rotor-GeneTM RG-3000 (Corbette Life Science) พร้อมชุดอุปกรณ์คอมพิวเตอร ์
และซอฟต์แวร์, stomacher, vortex mixer, glass slide, loop, needle, petri dishes (90  ×  150 มิลลิเมตร), 
pipettes (1, 5 และ 10 มิลลิลิตร), stomacher bag, test tube 

ตัวอย่างทดสอบ
ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้สุ่มเก็บตัวอย่าง เนื้อไก่ หมู และวัว 

ที่ช�าแหละจ�านวนรวม 108 ตัวอย่าง จากแผงลอยในตลาดสดเขตกรุงเทพฯ นนทบุรี ปทุมธานี และสมุทรปราการ 
รวม 28 แห่ง ในช่วงเดือนธันวาคม 2555 ถึง กรกฎาคม 2556 ส�าหรับ เนื้อไก่และหมู และช่วงเดือนธันวาคม 2555 
ถงึ กมุภาพนัธ์ 2557 ส�าหรบัเน้ือวัว ท�าการตรวจวิเคราะห์ทางจลุชีววิทยา เพือ่ส�ารวจการปนเป้ือนเช้ือโรคอาหารเป็นพษิ 
3 ชนดิ คอื L. monocytogenes ในเนือ้สตัว์ 90 ตวัอย่าง (ชนดิละ 30 ตวัอย่าง) Salmonellae ในเนื้อสตัว ์24 ตวัอย่าง 
(ชนิดละ 8 ตัวอย่าง) และ E. coli O157:H7 ในเนื้อสัตว์ 108 ตัวอย่าง (เนื้อไก่ หมู และวัว 26, 24 และ 58 ตัวอย่าง
ตามล�าดับ) 

 
การทดสอบ

1. การเตรียมตัวอย่าง น�าตัวอย่างตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ  ผสมให้เข้ากัน ตักช่ัง 25 ± 0.1 กรัม ใส่ในภาชนะ 
ปราศจากเช้ือโดยใช้เทคนิคปราศจากเช้ือเพื่อป้องกันการปนเปื้อนสู่ตัวอย่างและควบคุมคุณภาพภายใน เช่น ควบคุม 
สิ่งแวดล้อมให้มีเชื้อปริมาณน้อย ๆ  เพื่อป้องกันการปนเปื้อน เคร่ืองมือเครื่องใช้ที่สัมผัสตัวอย่างต้องปราศจากเชื้อ 
เป็นต้น(14)  
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2. L. monocytogenes ใช้วิธมีาตรฐาน ISO 11290-1: 1996/Amd.1: 2004(15) เตมิ half fraser broth 
บ่มตามระยะเวลา แล้ว selective enrichment ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ   fraser broth แยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
จ�าเพาะชนิดแข็ง 2 ชนิด ได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อ ALOA และ OXA ส่วน fraser broth เมื่อบ่มตามที่ก�าหนดแล้วก็
แยกบนอาหารเลี้ยงเชื้อจ�าเพาะชนิดแข็ง 2 ชนิด เช่นกัน เลือกลักษณะโคโลนีเฉพาะของ Listeria spp. ทดสอบยืนยัน 
5 โคโลนี streak บน TSYEA plate  (เป็นการแยกเช้ือให้บรสิทุธิอี์กครัง้) ทดสอบทางชีวเคมโีดยท�า catalase reaction  
จะให้ผลบวก ฟองก๊าซ  motility test โดย stab เชื้อลงใน motility agar เป็นแบบร่มกาง (umbrella-like) 
การทดสอบยืนยัน Listeria monocytogenes ผลบวก เกิดโซนใสรอบโคโลนี (β-haemolysis) carbohydrate  
utilization ทดสอบการใช้น�า้ตาล rhamnose, mannitol และ xylose โดยจะให้ผลบวก  rhamnose อาหารเลีย้งเช้ือขุน่ 
และเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองและทดสอบ CAMP test  อ่านผลโดยดูการเสริมฤทธิ์การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
(β-haemolysis) ในกรณีเสริมฤทธิ์กับเชื้อ S. aureus

3. Salmonellae ใช้วิธีมาตรฐาน ISO 6579: 2002/Cor.1:2004(16) pre-enrichment โดย เติม BPW 
บ่มตามระยะเวลาที่ก�าหนด แล้ว selective enrichment ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ RVS broth และ  MKTTn broth 
น�าไปบ่มตามระยะเวลาน�าแยกเช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือจ�าเพาะชนิดแข็ง 2 ชนิด ได้แก่ XLD agar และ HE agar 
น�าโคโลนีลักษณะเฉพาะไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีทั้งหมด ถ้ามีน้อยกว่า 5 โคโลนีในแต่ละจานอาหารเลี้ยงเชื้อมา 
streak ลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ NA น�าไปบ่ม แล้วน�าไปทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี โดยใช้อาหาร TSI agar,  
LIM medium, Urea agar, VP medium ในกรณีที่อ่านผลแล้วตรงตามผลทางชีวเคมีของเชื้อ Salmonellae 
กน็�าไปทดสอบทางน�า้เหลอืงวิทยาโดยใช้ Salmonella polyvalent O antiserum ทดสอบกับ polyvalent A-I และ 
OMA-OMG ถ้าตกตะกอนให้ทดสอบต่อกบั monovalent O antiserum group ต่างๆ ทีส่อดคล้องกบั polyvalent 
O antiserum นั้นๆ 

4. E. coli O157: H7 ตรวจสอบเบื้องต้นด้วยวิธี Real–time PCR (Assurance GDS®) ตาม AOAC 
(Association of Official Analytical Chemists) Official Method 2005.04(17) ส�าหรับตัวอย่างที่ให้ผลบวก 
ตรวจยืนยัน E. coli O157 ต่อ ตามวิธีมาตรฐาน ISO 16654: 2001(18) โดยน�าเช้ือที่เพิ่มจ�านวน (enrichment) 
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ mEHEC และท�าให้เช้ือเข้มข้นโดยหลักการ immunomagnetic separation มาแยกเช้ือบน
อาหารเลี้ยงเชื้อจ�าเพาะชนิดแข็ง 2 ชนิด ได้แก่ CT-SMAC และ CHROMagar-STEC น�าโคโลนีลักษณะเฉพาะไป
ทดสอบการสร้าง indole  แล้วน�าโคโลนีทีส่ร้าง indole (ให้ผลบวก) ทดสอบทางน�า้เหลอืงวิทยากับ O157 antiserum  
ด้วยวิธี slide agglutination กรณีพบเชื้อที่ให้ผลบวก แสดงว่าเป็น E. coli O157 ตรวจยืนยัน H7 ต่อโดยทดสอบ 
ทางน�้าเหลืองวิทยากับ H7 antiserum ด้วยวิธี tube agglutination ตาม AOAC Official Method 997.11(19)  
ซึ่งถ้าให้ผลบวกแสดงว่าเป็น E. coli O157: H7

ผล
จากการส�ารวจการปนเปื้อนเช้ือโรคอาหารเป็นพิษ 3 ชนิดในเน้ือไก่ หมู และวัว ที่จ�าหน่ายในตลาดสด 

เขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล จ�านวน 15 แห่ง พบการปนเปื้อนเช้ือ L. monocytogenes 12 ตัวอย่าง จาก 
90 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 13.3 แบ่งเป็นพบในเนื้อไก่ 8 ตัวอย่าง เนื้อหมู 2 ตัวอย่าง และเนื้อวัว 2 ตัวอย่าง คิดเป็น 
ร้อยละ 26.7, 6.7 และ 6.7 ตามล�าดับ ซ่ึงจากเน้ือไก่ที่พบ L. monocytogenes 8 ตัวอย่าง (จาก 30 ตัวอย่าง) 
แยกเป็นพบในเขตกรุงเทพฯ ร้อยละ 12.5 (2 ตัวอย่าง จาก 16 ตัวอย่าง) พบในเขตปริมณฑลร้อยละ 42.9 (6 ตัวอย่าง 
จาก 14 ตัวอย่าง) โดยพบการแพร่กระจาย (distribution) ของเชื้อนี้จากเนื้อไก่ในตลาด 4 แห่ง (กรุงเทพฯ 1 แห่ง
และปริมณฑล 3 แห่ง) เนื้อหมูในตลาด 2 แห่ง (กรุงเทพฯ 1 แห่ง และปริมณฑล 1แห่ง) และเนื้อวัวในตลาด 1 แห่ง 
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(กรุงเทพฯ) รวมพบในตลาด 6 แห่ง จาก 15 แห่ง (มี 1 แห่ง พบทั้งในเนื้อไก่และเนื้อหมู) เชื้อนี้มีการแพร่กระจาย
เท่ากับร้อยละ 26.7, 13.3 และ 6.7 รวม 40 (ตารางที่ 1)

ส่วน Salmonellae ตรวจ 24 ตัวอย่าง (ในเนื้อไก่ เนื้อหมู และเนื้อวัว ชนิดละ 8 ตัวอย่าง) จากตลาด 4 
แห่ง (กรุงเทพฯ 2 แห่ง และปริมณฑล 2 แห่ง) พบ 21 ตัวอย่าง เท่ากับร้อยละ 87.5 แยกเป็นพบในเนื้อไก่ หมู และ
วัว  8, 7 และ 6 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 100, 87.5 และ 75.0 ตามล�าดับ และพบการแพร่กระจายของเชื้อนี้ ใน 
เนื้อไก่จากตลาด 4 แห่ง หมู 4 แห่ง และเนื้อวัว 3 แห่ง แสดงว่าเชื้อนี้มีการแพร่กระจายร้อยละ 100, 100 และ 75.0 
ตามล�าดับ (ตารางที่ 2)

ส่วน E. coli O157:H7 ตรวจในเนื้อไก่ หมู และวัว 26, 24 และ 58 ตัวอย่าง รวม 108 ตัวอย่าง จากตลาด 
13, 12 และ 28 แห่ง ตามล�าดับ พบเชื้อนี้เฉพาะในเนื้อวัว 9 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 15.5 โดยพบการแพร่กระจาย 
ในตลาด 6 จาก 28 แห่ง คิดเป็นร้อยละ 21.4 (ตารางที่ 3)  

 ไก่ 30     8* (26.7) 4** (26.7)
 หมู 30 2 (6.7) 2** (13.3)
 วัว 30 2 (6.7) 1 (6.7)

 รวม 90   12 (13.3) 6** (40.0)

 ไก่ 8 8 (100) 4 (100)
 หมู 8 7 (87.5) 4 (100)
 วัว 8 6 (75.0)  3 (75.0)
 รวม  24    21 (87.5 ) 4 (100)

ตารางที่ 1 ผลการตรวจ L. monocytogenes ในตัวอย่างเนื้อไก่ หมู และวัว จากตลาด 15 แห่ง (กรุงเทพมหานคร 
8 แห่ง และปริมณฑล 7 แห่ง)

 
ชนิดตัวอย่าง

 จ�านวนตัวอย่างที่ตรวจ จ�านวนตัวอย่างที่ตรวจพบ จ�านวนตลาดที่ตรวจพบ
   (ร้อยละ) (ร้อยละ)

 
ชนิดตัวอย่าง

 จ�านวนตัวอย่างที่ตรวจ จ�านวนตัวอย่างที่ตรวจพบ จ�านวนตลาดที่ตรวจพบ
   (ร้อยละ) (ร้อยละ)

 * ในเขตกรุงเทพฯ พบ 2 ตัวอย่าง  จาก 16 ตัวอย่าง  เท่ากับ ร้อยละ 12.5 
    ในเขตปริมณฑล พบ  6 ตัวอย่าง จาก 14 ตัวอย่าง เท่ากับ ร้อยละ 42.9  
 ** รวมพบในตลาด 6 แห่ง เพราะมี 1 แห่ง ตรวจพบ L. monocytogenes ทั้งในเนื้อไก่และหมู

ตารางที่ 2 ผลการตรวจ Salmonellae ในตัวอย่างเนื้อไก่ หมู และวัว จากตลาด 4 แห่ง (กรุงเทพมหานคร 2 แห่ง 
และปริมณฑล 2 แห่ง)
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วิจารณ์
L. monocytogenes ปนเปื้อนสู่เน้ือสัตว์ได้ เน่ืองจากเช้ือน้ีแพร่กระจายทั่วไปในสิ่งแวดล้อม อาจติดปน 

มากับตัวสัตว์ เช่น บริเวณผิวหนัง กีบเท้า โดยเฉพาะอย่างยิ่งขนและปีกของสัตว์ปีก ตั้งแต่การเลี้ยงในฟาร์ม ขณะขนส่ง  
(รวมถงึการใช้กรง รถขนสตัว์ ทีไ่ม่สะอาด จะเป็นแหล่งสะสมของเช้ือโรค) จากโรงเชือดหรอืโรงงานช�าแหละทีม่มีลูสตัว์
ตกค้างสะสมอยู่ภายใน รวมทั้งขั้นตอนการก�าจัดขนและการช�าแหละที่มีการจัดการไม่เหมาะสม ท�าให้เชื้อปนเปื้อนข้าม
ระหว่างซากได้ นอกจากน้ีมีการศึกษาที่ระบุว่าการล้างท�าความสะอาดพื้นและท่อระบายของเสีย ท�าให้พื้นผิวที่สัมผัส
เน้ือสัตว์และอากาศที่หมุนเวียนภายในเกิดการปนเปื้อนเช้ือน้ีได้เช่นกัน(20) ซ่ึงจากผลการส�ารวจเช้ือโรคอาหารเป็นพิษ 
L. monocytogenes  ครัง้น้ี พบปนเป้ือนสงูสดุในเน้ือไก่ ร้อยละ 26.7 ขณะทีเ่น้ือหมแูละเน้ือวัว พบร้อยละ 6.7 โดยพบ
เนื้อไก่ในเขตกรุงเทพมหานคร  มีการปนเปื้อนของ  L. monocytogenes สูงกว่าการส�ารวจของกรมปศุสัตว์ในระหว่าง
ปี 2549 - 2550 ที่พบร้อยละ 5.85 (10 ตัวอย่าง จาก 171 ตัวอย่าง) และ 3.65 (11 ตัวอย่าง จาก 301 ตัวอย่าง) 
ตามล�าดบั(21) และในเขตปรมิณฑลสงูกว่าการส�ารวจในเน้ือไก่ดบิจงัหวัดนนทบุร ีปี 2548 ทีพ่บเช้ือน้ีร้อยละ 29(22) แสดง
ให้เหน็ว่าในเน้ือไก่มกีารพบเช้ือน้ีเพิม่ขึน้ ส่วนเน้ือหมแูละเน้ือวัว ยงัพบเช้ือน้ีน้อยอยู่และนอกจากน้ันพบการแพร่กระจาย
ของเชื้อนี้รวมร้อยละ 40 (ในตลาด 6 แห่ง จาก 15 แห่ง) แต่อย่างไรก็ตามพบร้อยละของการปนเปื้อนและการแพร่
กระจาย L. monocytogenes อยู่ในระดับต�่าถึงปานกลาง จึงมีโอกาสเกิดโรค Listeriosis แบบ sporadic หรือเป็น 
ครั้งคราว ดังเห็นได้จากการระบาดของโรค Listeriosis ในต่างประเทศที่พบบ้าง แต่ไม่บ่อยอย่าง Salmonellosis 
อีกทั้งไม่เคยพบการระบาดในบ้านเราหรืออาจมีผู้ป่วยบ้างแต่ไม่มีการรายงาน 

ส่วนการปนเปื้อนเช้ือ Salmonellae สู่อาหารส่วนใหญ่มาจากมูลสัตว์หรือสิ่งแวดล้อม จุดที่ปนเปื้อนเป็น
ไปได้ตั้งแต่โรงเชือด กระบวนการช�าแหละ การขนส่ง และแหล่งจ�าหน่ายในตลาดสดที่ไม่ถูกสุขลักษณะ แต่เน่ืองจาก 
Salmonellae มกีารแพร่ระบาดอย่างกว้างขวางเป็นประจ�าทัว่โลก(11) ซ่ึงจากการส�ารวจครัง้น้ี ตรวจหา Salmonellae 
ในตัวอย่างจ�านวนไม่มากนัก (24 ตัวอย่าง จากตลาด 4 แห่ง) เพื่อดูแนวโน้มการปนเปื้อน ทั้งนี้พบการปนเปื้อนของ
เชื้อนี้จากทุกตลาด (ยกเว้นในเนื้อวัว พบในตลาด 3 แห่ง จาก 4 แห่ง) และพบการปนเปื้อนในเนื้อไก่ หมู และวัว 
สูงมากคือพบถึงร้อยละ 100, 87.5 และ 75  ตามล�าดับ โดยร้อยละของการปนเปื้อนในเน้ือสัตว์ทั้ง 3 ชนิด พบ 
สูงกว่างานวิจัยหลายฉบับ เช่น งานวิจัยในเนื้อไก่ดิบตามตลาดสดในเขตกรุงเทพมหานครปี 2540 ที่พบ Salmonellae 
ร้อยละ 72(23) งานวิจยัในเน้ือวัวดบิ ปี 2552 ส�ารวจในเขตเทศบาลนครขอนแก่น ซ่ึงพบ Salmonellae ร้อยละ 66.67(24) 

 ไก่ 26 0 (0) 0 (0)
 หมู 24 0 (0) 0 (0)
 วัว 58       9* (15.5)     6 (21.4)

 รวม 108   9 (8.4)     6 (21.4)

 
ชนิดตัวอย่าง

 จ�านวนตัวอย่างที่ตรวจ จ�านวนตัวอย่างที่ตรวจพบ จ�านวนตลาดที่ตรวจพบ
   (ร้อยละ) (ร้อยละ)

ตารางที่ 3 ผลการตรวจ E. coli O157: H7 ในตัวอย่างเน้ือไก่ หมู และวัว จากตลาด 13, 12 และ 28 แห่ง 
(เนื้อวัว เก็บจากตลาดในเขตกรุงเทพฯ 17 แห่ง และปริมณฑล 11 แห่ง)

 * พบในเขตกรุงเทพฯ 8 ตัวอย่าง จาก 35 ตัวอย่าง เท่ากับ ร้อยละ 22.8  จากตลาด 5 แห่ง และปริมณฑล 1 ตัวอย่าง 
  จาก 23 ตัวอย่าง เท่ากับ ร้อยละ 4.3 จากตลาด 1 แห่ง



204
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 58 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2559

Survey of Listeria monocytogenes,  Salmonellae and     
Ratchadaporn  Suwannarat et al.E. coli O157:H7 Contamination in Raw Meats

และงานวิจัยของส�านักงานปศุสัตว์ราชบุรีและประจวบคีรีขันธ์ในปี 2554  ที่พบการปนเปื้อน ร้อยละ 80.95, 61.26 และ 
56.25 ตามล�าดับ และในปี 2555 ของหน่วยงานเดียวกัน ที่พบร้อยละ 75.75, 65.85 และ 83.33 ตามล�าดับ(25) แสดงว่า
ในเน้ือสตัว์ดบิมแีนวโน้มการแพร่กระจายของเช้ือน้ีมากขึน้ ซ่ึงหากมกีารปนเป้ือนของเช้ือน้ีจากเน้ือสตัว์ดบิลงในอาหาร
ปรุงสุกจะท�าให้เกิดโรคต่อผู้บริโภคได้ 

ส่วน E. coli O157:H7 ที่พบในเนื้อวัวเพราะสัตว์เคี้ยวเอื้องเป็นแหล่งรังโรค (reservoir host) ของเชื้อ 
E. coli กลุ่มที่ก่อโรค(26) โดยเชื้อจากอุจจาระของวัวอาจปนเปื้อนทั้งทางตรงและทางอ้อมลงในเนื้อขณะฆ่าหรือช�าแหละ
ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการระบาดของ E. coli O157  STEC จากการบริโภคเนื้อวัวบดมากกว่าอาหารอื่น(27) และ 
งานวิจยัเกีย่วข้องกบั E. coli O157:H7 ของประเทศไทยทีพ่บเช้ือน้ีในเน้ือวัวทีว่างขายปลกีร้อยละ 9 เน้ือวัวจากโรงฆ่าสัตว์ 
ร้อยละ 8-28 และจากอุจจาระวัว ร้อยละ 11-84(28) 

สรุป
จากการส�ารวจตัวอย่าง เน้ือไก่ หมู และวัว ท่ีวางจ�าหน่ายในตลาดสดเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล

เพื่อหาการปนเปื้อนของเชื้อโรคอาหารเป็นพิษ 3 ชนิด ผลพบ L. monocytogenes ร้อยละ 26.7, 6.7 และ 6.7 และ 
Salmonellae ร้อยละ 100, 87.5 และ 75 ตามล�าดับ ส่วน E. coli O157:H7 พบเฉพาะในเนื้อวัว ร้อยละ 15.5 
ดงัน้ันเน้ือไก่ หม ูและวัวดบิ มโีอกาสพบการปนเป้ือนเช้ือโรคอาหารเป็นพษิแตกต่างกันไป หากผู้บรโิภคได้รบัเช้ือท่ีก่อโรค 
รุนแรงอาจเกิดความเจ็บป่วยถึงขั้นเสียชีวิตได้ ดังน้ันไม่ควรบริโภคเน้ือสัตว์ดิบ หรืออาหารปรุงสุกไม่ทั่วถึง และ 
ขณะเตรยีมหรอืประกอบอาหารระวังการปนเป้ือนข้ามของเช้ือโรคจากของดบิมาของสกุ โดยล้างมอืและอปุกรณ์ทีส่มัผสั
ของดิบ เช่น เขียง มีด ภาชนะ ให้สะอาดก่อนน�าไปใส่ของสุก และถ้าท�าได้ควรแยกเขียงที่หั่นเน้ือสัตว์และผักผลไม้  
ก่อนบริโภคต้องปรุงเนื้อสัตว์ให้สุกอย่างทั่วถึง
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การส�ารวจการปนเปื้อนเชื้อโรคอาหารเป็นพิษในเนื้อสัตว์ดิบ  รัชฎาพร  สวุรรณรัตน์ และคณะ

Survey of Listeria monocytogenes, 
Salmonellae and E. coli O157:H7 

Contamination in Raw Meats from Fresh 
Markets in Bangkok and Circumferences

Ratchadaporn Suwannarat and Duangdao Wongsommart
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences,Tiwanon Road, Nonthaburi  
11000, Thailand.

ABSTRACT Between December 2012 and February 2014, Bureau of Quality and Safety of Food, 
Department of Medical Sciences had surveyed food poisoning bacteria, Listeria monocytogenes, 
Salmonellae and E.coli O157:H7 contaminations in total of 90, 24 and 108 raw meat samples, 
respectively, from 28 fresh markets in Bangkok and circumferences. Thirty samples from each of  
chicken, pork, and beef were examined for L. monocytogenes and 8 samples from each of those meat were 
examined for Salmonellae, while 26, 24 and 58 samples, respectively were analysed for E. coli O157:H7.  
The results showed that L. monocytogenes was detected in 26.7%, 6.7% and 6.7% of chicken, pork and beef, 
respectively and 100%, 87.5% and 75%, of those meat, respectively, were Salmonellae positive. For the survey of 
E. coli O157:H7, it was detected only in beef samples with the percentage of 15.5. Raw meats consumption 
might be a cause of food poisoning. Therefore, fully-cooked meat with good hygienic preparation including 
the avoidance of cross contamination from raw to cooked meat is recommended for safety of consumers. 

Key words: Food poisoning bacteria, Listeria monocytogenes, Salmonellae, E. coli O157:H7, 
                 raw meats
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บทคัดย่อ   กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ มีหน้าที่ในการวิเคราะห์ยาและยาเสพติดเพื่อการควบคุมทางกฎหมาย และเฝ้าระวัง
การน�าไปใช้ในทางที่ผิด  พบยาที่น�ามาใช้ในทางที่ผิดมากที่สุด คือ ยากลุ่มเบนโซไดอะซีปีนส์  ในปี พ.ศ. 2556 กรมวิทยาศาสตร์
การแพทย์ ได้รับของกลางเป็นยาเม็ดกลมแบนสีส้มอ่อน บรรจุแผงแจ้ง “Erimin 5” ปกติประกอบด้วยไนเมตาซีแพม จากผล
การตรวจในห้องปฏิบัติการไม่พบไนเมตาซีแพม  แต่ตรวจพบฟีนาซีแพม ซ่ึงคาดว่าเป็นการตรวจพบคร้ังแรกในประเทศไทย  
เป็นยากลุ่มเบนโซไดอะซีปีนส์เช่นกัน แต่เป็นชนิดที่ออกฤทธิ์แรงและนาน  สามารถหาซื้อทางอินเทอร์เน็ตและมีการน�าไปใช้ใน
ทางที่ผิดในยุโรปและสหรัฐอเมริกา พบรายงานการเสียชีวิตหลายราย  ส�าหรับไนเมตาซีแพมเป็นสารควบคุม ขณะที่ฟีนาซีแพม
ยังไม่ได้เป็นสารควบคุมทั้งในอนุสัญญาสหประชาชาติ ประเทศไทย และอีกหลายประเทศ จึงคาดว่าเพื่อหลีกเลี่ยงข้อกฎหมาย  
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อแสดงขั้นตอนและเทคนิคการตรวจพิสูจน์ต่างๆ ที่น�าไปสู่การยืนยันเอกลักษณ์ฟีนาซีแพม
ในของกลาง ซ่ึงจากการตรวจยืนยันของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ในคร้ังน้ีเป็นผลให้คณะกรรมการวัตถุออกฤทธิ์ต่อจิตและ
ประสาทได้ออกประกาศกระทรวงสาธารณสุข เพ่ือควบคุมฟีนาซีแพมเป็นวัตถุออกฤทธิ์ประเภท 1 ตามพระราชบัญญัติวัตถุที่
ออกฤทธิ์ต่อจิตและประสาท พ.ศ. 2518
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การตรวจพสิจูน์และยืนยันเอกลกัษณ์ยานอนหลบัชนิดใหม่ ฟีนาซีแพม ณปภา  สริิศภุกฤตกุล และคณะ

บทน�า
ฟีนาซีแพม (Phenazepam) เป็นยากลุ ่มเบนโซไดอะซีปีนส์ชนิดออกฤทธิ์นาน (long acting 

benzodiazepines) ที่มีสูตรโครงสร้างหลักทางเคมีคือ 5-Aryl-1, 4-benzodiazepine เช่นเดียวกับยาส่วนใหญ่ 
ในกลุ่มน้ี (ภาพที่ 1) ออกฤทธิ์กดระบบประสาทส่วนกลาง มีช่ือเรียกอื่นๆ เช่น Fenazepam, Bonsai, Bonsai 
Supersleep, Fenaz, Solviet Benzo เป็นต้น ผงยามีลักษณะเป็นผลึกสีขาวหม่นจนถึงเหลือง ไม่มีกลิ่น ไม่มีรส 
ละลายได้ดีในคลอโรฟอร์ม (20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ละลายได้เล็กน้อยในเอทานอล (0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  
แต่ไม่ละลายในน�้า(1)

Phenazepam
สูตรโมเลกุล : C15H10BrClN2O มวลโมเลกุล : 349.61 g/mol
ชื่อทางเคมี : 7-Bromo-5-(2-chlorophenyl)-1, 3-dihydro-2H-
1, 4-benzodiazepin-2-one
Melting point : 225-230 �C

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของฟีนาซีแพม

กลไกการออกฤทธิ์ของยาคือ  เป็น benzodiazepine receptor agonist ท�าให้ GABA receptor ท�างาน
ได้มากขึ้น และ chloride channel เปิดท�าให้ chloride ions เข้าไปในเซลล์มากขึ้น เกิด hyperpolarization และ
ยับยั้งการท�าหน้าที่ของเซลล์ประสาทต่าง ๆ (2)  เมื่อยาเข้าสู่ร่างกายจะพบระดับฟีนาซีแพมในเลือดสูงสุด ที่เวลา 1.5 - 4 
ชั่วโมง จะมีค่าครึ่งชีวิตของยาประมาณ 60 ชั่วโมง 

ฟีนาซีแพมจัดเป็นยาที่ออกฤทธิ์แรง (potent drug) โดยมีความแรงมากกว่า diazepam 5-10 เท่า 
เมื่อเข้าสู่ร่างกายจะเปลี่ยนแปลงเป็นสารที่ออกฤทธิ์ที่ส�าคัญคือ 3-hydroxyphenazepam ปัจจุบันมีใช้ทางการแพทย์
เฉพาะในสหพันธรัฐรัสเซีย ในการบ�าบัดอาการวิตกกังวล นอนไม่หลับ อาการชัก รูปแบบเภสัชภัณฑ์ที่ใช้ในทาง 
การแพทย์คอื ยาเมด็ขนาด 0.5 และ 1 มลิลกิรมั และยาฉีดขนาด 0.1% และ 0.3% และแผ่นแปะผวิหนัง โดยรบัประทาน
ยาเม็ดครั้งละ  0.5 มิลลิกรัม วันละ 2-3 ครั้ง ปริมาณยาสูงสุดไม่ควรเกิน 10  มิลลิกรัมต่อวัน  แต่ยังไม่ได้รับการยอมรับ
ให้ใช้ทางการแพทย์ในสหรัฐอเมริกา สหราชอาณาจักร และหลาย ๆ  ประเทศ รวมทั้งประเทศไทย(1, 2)

เนื่องจากผลของยาฟีนาซีแพมท�าให้เกิดการผ่อนคลายอารมณ์ เคลิบเคลิ้มเป็นสุข  จึงมีการน�าไปใช้ในทางที่
ผดิ พบมากในประเทศแถบยโุรปตะวันตก จากน้ันได้แพร่หลายไปยงัสหรัฐอเมรกิา  ส่วนมากพบการขายทางอินเทอร์เน็ต
ทั้งในยุโรป สหรัฐอเมริกา เกาหลี หรือนิวซีแลนด์  ซ่ึงมีแหล่งผลิตจากจีนเป็นส่วนใหญ่(3) ลักษณะของยาที่น�ามาใช้ 
ได้แก่ ผง เม็ด หรือสารละลาย พบมีการน�ามาใช้ในทางที่ผิดได้หลายรูปแบบ เช่น  รับประทาน ฉีด สูดดม พ่นในปาก 

แปะผวิหนัง หรือสวนทวารหนัก(2) นอกจากน้ีฟีนาซีแพมยงัเป็นยาทีม่รีายงานการใช้ยาเกินขนาดมาก เน่ืองจากยามขีนาด
ความแรงสูง  ผู้เสพมักคะเนปริมาณยาด้วยสายตา  และเน่ืองจากยาออกฤทธิ์ช้า ท�าให้ผู้เสพคิดว่าเสพยาน้อยเกินไป 

จึงเพิ่มปริมาณยาเกินขนาดจนเกิดพิษ โดยเฉพาะถ้าเสพกับยาหลายชนิดร่วมกันเพื่อเสริมฤทธิ์กัน จะท�าให้เกิดปัญหา
การใช้ยาเกินขนาดได้ง่าย(4, 5) อาการไม่พึงประสงค์ของฟีนาซีแพม เช่น สูญเสียความทรงจ�าชั่วขณะ กล้ามเนื้อท�างาน 

ไม่ประสานกัน ง่วงซึม สับสนในความคิดและค�าพูด พูดไม่รู ้เรื่อง หวาดระแวง เพ้อ มีปัญหาในการทรงตัว 
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Identification of a Newfound Sedative Drug of Abuse: Phenazepam Napapha  Sirisupakritkul et al.

กดการหายใจ การได้รับยาในขนาดสูงหรือใช้ร่วมกับยาที่ออกฤทธิ์กดระบบประสาทส่วนกลางอื่น ๆ  เช่น ยาในกลุ่ม 

โอปิเอตส์ (opiates), ยาในกลุ่มบาร์บิทูเรต (barbiturates) หรือแอลกอฮอล์ (alcohol)  อาจกดระบบหายใจและ
ท�าให้เสียชีวิตได้ ท้ังน้ีขนาดยาที่ใช้เสพ คือ 2 -10 มิลลิกรัมหรือมากกว่า และอาจพบพิษของยาหลังได้รับยาไปแล้ว 
5 วัน และอาจนานถึง 3 สัปดาห(์1, 2, 6)

มีรายงานการใช้ฟีนาซีแพมในทางที่ผิดในหลายประเทศ เช่น ประเทศฟินแลนด์พบการใช้ครั้งแรกในปี ค.ศ. 
2003 ในกลุ่มคนขับรถที่ถูกจับในข้อหาขับรถโดยใช้ตัวยาออกฤทธิ์ (Driving Under the Influence of Drugs; 
DUID) และพบการใช้ร่วมกับยาที่ออกฤทธิ์กระตุ้นระบบประสาทจนเกิดอาการชักหลายคน(7) ส่วนประเทศสวีเดน 

ในปี ค.ศ. 2009 พบการใช้ฟีนาซีแพมจนเกินขนาด คือ 400-600 มิลลิกรัมต่อวัน ซึ่งสูงกว่าขนาดยาปกติถึง 500 เท่า
จนเกิดพิษจากยา(2) สหราชอาณาจักรพบรายงานการใช้ครั้งแรกในปี ค.ศ. 2009 จนเกิดอาการชัก และเพิ่มมากขึ้น 

อย่างรวดเร็วในปี ค.ศ. 2010 โดยพบผู้ป่วยเข้ารับการรักษาจากการใช้ยาเกินขนาดหลายราย(8) และในปี ค.ศ. 2011  
เร่ิมมีรายงานการเสยีชีวิตจากการใช้ฟีนาซีแพมเกนิขนาด และจากรายงานของ The National Forensic Laboratory 

Information  System (NFLIS) พบการใช้ฟีนาซีแพมในสหรัฐอเมริกามาตั้งแต่ปี ค.ศ. 2008 จ�านวน 3 ราย และ
เพิ่มสูงขึ้นเป็น 97 ราย ในปี ค.ศ. 2011 และ 64 ราย ในปี ค.ศ. 2013 และมีรายงานการใช้ยาดังกล่าว จากจ�านวน 31 
มลรัฐ ตั้งแต่ปี ค.ศ. 2008-2013 จ�านวน 284 ราย(9)

การแพร่ระบาดของการใช้ฟีนาซีแพมในทางทีผ่ดิในหลายประเทศ พบว่าของกลางส่วนใหญ่ในรปูแบบยาเมด็
หรือผง ทั้งในรูปแบบยาเด่ียวที่พบในสหราชอาณาจักร เยอรมนี ตุรกี หรือผสมร่วมกับยาเสพติดอื่น ๆ  เช่น 

Synthetic cannabinoids  ที่พบในฟินแลนด์ นิวซีแลนด์ และเกาหลีใต้(10) จากรายงานของ Advisory Council on 
the Misuse of Drugs (ACMD) ในปี ค.ศ. 2009-2011 พบของกลางฟีนาซีแพมในประเทศอังกฤษและเวลส์  
118 คดี จ�านวนรวม 23,090 เม็ด และมีแนวโน้มจ�านวนคดีเพิ่มมากขึ้นทุกปี และจากรายงานของ Scottish Crime 
and Drug Enforcement Agency (SCDEA)  พบของกลางฟีนาซีแพมในประเทศสกอตแลนด์ 103 คดี จ�านวน
รวม 260,000 เม็ด นอกจากนี้ยังพบว่าคดีที่เกี่ยวข้องกับฟีนาซีแพมมีแนวโน้มจะแพร่ระบาดไปในหลายประเทศ และ 
มีจ�านวนคดีเพิ่มสูงขึ้นทุกป(ี3)

ส�าหรับไนเมตาซีแพม (Nimetazepam)  มีชื่อเรียกในหมู่ผู้ใช้คือ Happy 5 Five-five และ Erimin 5 
จัดเป็นยากลุ่มเบนโซไดอะซีปีนส์ชนิดออกฤทธิ์ปานกลาง (Intermediate-acting Benzodiazepines) สังเคราะห์
ขึ้นครั้งแรกในประเทศญ่ีปุ่น ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1964 ใช้ในทางการแพทย์เพื่อบ�าบัดอาการนอนไม่หลับ ลักษณะที่พบ 

ส่วนใหญ่เป็นยาเม็ดกลมแบนสีส้มอ่อน ด้านหนึ่งมีสัญลักษณ์เฉพาะ และตัวเลข 028 อีกด้านหนึ่งมีเลข 5 บรรจุแผง
พลาสติกใสสีแดง-อะลูมิเนียม แผงละ 10 เม็ด บนแผงแจ้ง Erimin 5® ขนาดเม็ดละ 5 มิลลิกรัม น�้าหนักเฉลี่ยต่อเม็ด
ประมาณ 180 มิลลิกรัม การใช้ในทางที่ผิดมักใช้ร่วมกับแอลกอฮอล์ท�าให้เกิดอาการเคลิ้มฝัน และเป็นยาที่ท�าให้หลับ
หลงัจากการใช้ยาบ้าหรอืยาอ ีซ่ึงเป็นยากระตุน้ประสาท  ในประเทศไทยไนเมตาซีแพมจดัเป็นวัตถุออกฤทธิใ์นประเภท 2 
ตามพระราชบัญญัติวัตถุออกฤทธิ์ต่อจิตและประสาท พ.ศ. 2518(11) และจากข้อมูลการตรวจพิสูจน์ Erimin 5® 

ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2550-2558 นอกจากตรวจพบเป็นไนเมตาซีแพมแล้ว ยังพบสารกลุ่ม
เบนโซไดอะซีปีนส์ตัวอื่น ๆ  ที่ใช้เพื่อทดแทน ได้แก่ ไดอาซีแพม (Diazepam) และไนตราซีแพม (Nitrazepam)  
อีกด้วย

ข้อมูลการตรวจพิสูจน์ของกลางในคดียาเสพติด ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ประจ�าปี พ.ศ. 2556-2558 
จ�านวนรวม 85,192 ตัวอย่าง พบเป็นวัตถุออกฤทธิ์ 1,140 ตัวอย่าง โดยวัตถุออกฤทธิ์ที่ตรวจพบมากที่สุดคือ สาร 

ในกลุ่มเบนโซไดอะซีปีนส์ จ�านวน 981 ตัวอย่าง หรือคิดเป็นร้อยละ 86.0 ของวัตถุออกฤทธิ์ที่ตรวจพบ โดยสารในกลุ่ม
เบนโซไดอะซีปีนส์ที่พบการน�ามาใช้ในทางที่ผิดมากที่สุดคือ อัลปราโซแลม (Alprazolam) รองลงมาคือ 

ไนเมตาซีแพม (Nimetazepam) ไดอาซีแพม (Diazepam) ลอราซีแพม (Lorazepam) โคลนาซีแพม 
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(Clonazepam) ฟีนาซีแพม (Phenazepam) และอื่น ๆ  คิดเป็นร้อยละของตัวอย่างที่ตรวจพบเบนโซไดอะซีปีนส์ 
80.6, 6.8, 6.5, 2.3, 1.4, 0.9 และ 1.5 ตามล�าดับ โดยตัวอย่างของกลาง Erimin-5® ที่ตรวจวิเคราะห์ตั้งแต่ปี พ.ศ. 
2556 – 2558 ตรวจพบเป็นไนเมตาซีแพม 66 ตัวอย่าง จ�านวน 7,985 เม็ด น�้าหนักรวม 1.517 กิโลกรัม และตรวจพบ
เป็นฟีนาซีแพม 9 ตัวอย่าง จ�านวน 3,295 เม็ด น�้าหนักรวม 0.659 กิโลกรัม 

แนวทางการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลางยาเสพติดตาม Scientific Working Group for the 

Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG) Recommendations ได้ก�าหนดไว้ดังน้ีคือ การตรวจพิสูจน์โดย 

ใช้เทคนิคประเภท A ได้แก่ อินฟราเรดสเปกโตรเมทรี หรือแมสสเปกโตรเมทรี จะต้องใช้เทคนิคประเภท B เช่น  
แก๊สโครมาโทกราฟี  โครมาโตแกรมชนิดผิวบาง  หรือเทคนิคประเภท C เช่น  ปฏิกิริยาการเกิดสี อัลตราไวโอเลตสเปก
โทรโฟโตเมทรี ร่วมด้วยอย่างน้อย 1 เทคนิค หรือกรณีไม่ได้ใช้เทคนิคประเภท A จะต้องใช้อย่างน้อย 3 เทคนิค 

โดยจะต้องเป็นเทคนิคประเภท B ไม่น้อยกว่า 2 เทคนิค(12) และตาม Recommended Methods for the 

Identification and Analysis of Barbiturates and Benzodiazepines under International Control ของ 
United Nations Office on Drugs and Crime  มีวิธีการและข้อมูลผลการตรวจพิสูจน์ของสารในกลุ่มเบนโซไดอะ
ซีปีนส์จ�านวน 33 ชนิด ด้วยเทคนิคต่าง ๆ  เช่น ปฏิกิริยาการเกิดสี หรือโครมาโตกราฟี หรือสเปกโทรโฟโตเมทรี 
แต่ทั้งน้ียังไม่ครอบคลุมฟีนาซีแพม ซ่ึงเทคนิคที่นิยมใช้ในการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลางยาเสพติดมากที่สุดคือ 
การทดสอบด้วยแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโตรเมทรี เพราะเป็นวิธทีีม่คีวามเฉพาะเจาะจงสงู(13) โดยข้อมลูการตรวจ
พิสูจน์ฟีนาซีแพมในต่างประเทศมักเป็นการตรวจพบยาฟีนาซีแพมในเลือดหรือปัสสาวะของผู้ที่เสพยาเกินขนาด 

จนเสียชีวิต หรือกลุ่มคนขับรถ และมักพบการเสพยาฟีนาซีแพมร่วมกับยาอื่น ๆ     
อย่างไรก็ตามยังไม่พบข้อมูลการแพร่ระบาดของยาฟีนาซีแพมมาก่อนในประเทศไทย จึงท�าให้สถานตรวจ

พิสูจน์ต่าง ๆ  ขาดข้อมูลการตรวจวิเคราะห์และสารมาตรฐานเพื่อยืนยัน ประกอบกับสถานตรวจพิสูจน์ต่าง ๆ  มี 
เครื่องมือและอุปกรณ์ที่แตกต่างกัน การวิเคราะห์จ�าเป็นต้องใช้ข้อมูลการวิเคราะห์จากหลายเทคนิค  เพื่อความถูกต้อง 
และให้เป็นไปตามแนวทางที่ก�าหนด ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงจัดท�าขึ้น โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือแสดงขั้นตอนและเทคนิควิธี
ตรวจพิสูจน์ต่างๆ ที่น�าไปสู่การยืนยันเอกลักษณ์ของฟีนาซีแพมในของกลางท่ีได้รับและมีแนวโน้มการแพร่ระบาด 

มากขึ้น เพื่อเป็นข้อมูลให้กับสถานตรวจพิสูจน์อื่นๆ ให้สามารถตรวจพิสูจน์และรายงานผลได้อย่างถูกต้องและรวดเร็ว

วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่าง

ฟีนาซีแพมรูปแบบเม็ดกลมแบนสีส้มอ่อน ด้านหนึ่งมีสัญลักษณ์เฉพาะ และตัวเลข 028 อีกด้านหนึ่งมีเลข 5  
แบ่งบรรจุแผงพลาสติกใสสีแดง-อะลูมิเนียม แผงละ 10 เม็ด บนแผงแจ้ง  Erimin 5®  รุ่นการผลิตที่ AAA5000AAA 
วันที่หมดอายุ 2015.08.28 ผลิตจากประเทศญี่ปุ่น ซึ่งได้รับจากสถานีต�ารวจภูธรหาดใหญ่ จ�านวน 2,940 เม็ด

เครื่องมือและอุปกรณ์
- Electronic analytical balance ทศนิยม 6 ต�าแหน่ง
- Thin-Layer Chromatography Apparatus : TLC tank  ขนาด  27.5 × 27.5 × 7.5 เซนติเมตร,  

silica gel GF254 precoated plate ขนาด 20 × 20 เซนติเมตร, microcapillary tube ขนาด 10 ไมโครลิตร
- Spectrophotometer
- Gas Chromatography - Mass Spectrometer โดยมีสภาวะการทดสอบดังนี้คือ   
 Column: Agilent HP-5MS capillary column 30 m × 0.25 mm, Film thickness 0.25-µm 
 Carrier gas: Helium at 1 ml/min, constant flow 
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 Oven: Initial 50 �C for 2 min then 20 �C/min to 320 �C for 10 min, Run time 25.5 min 

Injection: volume 1 µl, Split ratio 50:1
 Detector: MS scan in EI mode, range 40-550 m/z  
- Fourier Transform Infrared Spectrometer

สารมาตรฐาน  
Phenazepam (Composynth/Canada) รุน่ทีผ่ลติ 200906118 ความบรสิทุธิ ์99.42%,  Nimetazepam 

(TRC/Canada) รุ่นที่ผลิต 21-AZC-7-1 ความบริสุทธิ์ 98%, Nitrazepam (BDN Working Standard for 
identification) เลขทีค่วบคมุคณุภาพ WS N39-1/55, Diazepam (DMSc Reference Standard) เลขทีค่วบคมุ
คุณภาพ 02B54103 ความบริสุทธิ์  989.6 mcg/mg  

สารเคมี
สารเคมีที่เป็น AR grade ประกอบด้วย Platinic chloride, Potassium iodide, Hydrochloric acid 

(35-38% w/w), Formaldehyde solution (37-40% w/v), Concentrated sulfuric acid, n-Hexane, 
2-Propanol, Ammonia solution (25-30% w/w), n-Heptane, Chloroform, Ethanol 

สารเคมีที่เป็น IR grade ได้แก่ Potassium Bromide 
Purified water
  

วิธีการเตรียมน�้ายาทดสอบ 
Acidified iodoplatinate solution(14) 

ละลาย platinic chloride 0.25 กรัม และ potassium iodide 5.0 กรัม ในน�้า 100 มิลลิลิตรและเติม 
hydrochloric acid 5 มิลลิลิตร

Formaldehyde-sulfuric acid(14)

ปิเปต formaldehyde solution 6 มิลลิลิตร ลงใน concentrated sulfuric acid 4 มิลลิลิตร ช้า ๆ  

โดยให้ปลายปิเปตจุ่มในช้ันกรด เขย่าให้เข้ากันและวางให้เย็น สารละลายที่เตรียมได้จะใส แต่ถ้าวางท้ิงไว้นานเกิน 1 
ชั่วโมง สารละลายจะเริ่มขุ่นให้ไปอังความร้อนใน water bath จนสารละลายใส ก่อนการใช้งาน

วิธีทดสอบ
1.  การทดสอบปฏิกิริยาการเกิดสี ด้วยน�้ายา Formaldehyde-sulfuric acid(14)

น�าตัวอย่าง 20 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดทดลอง เติม formaldehyde-sulfuric acid 1 มิลลิลิตร เขย่า และ
น�าไปอังความร้อนใน  water bath  ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1  นาที สังเกตสีที่เกิดขึ้นด้วยตาเปล่า   

2.  การทดสอบด้วยโครมาโตแกรมชนิดผิวบาง (Thin-Layer Chromatography, TLC)(13)
การเตรียมตัวอย่าง น�าตัวอย่าง 300 มิลลิกรัม ละลายน�้า 5 มิลลิลิตร สกัดด้วย chloroform ครั้งละ 10 

มิลลิลิตร จ�านวน 2 ครั้ง กรองและแยกชั้น chloroform ไประเหยแห้งในตู้ดูดควัน 
น�าสารสกดัตวัอย่างทีไ่ด้ละลายด้วย ethanol 1 มลิลลิติร และสารละลายมาตรฐานฟีนาซีแพม ไนเมตาซีแพม 

ไนตราซีแพม และไดอาซีแพมใน ethanol ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แยกแต้มสารละลายตัวอย่างและ 

สารมาตรฐานแต่ละชนิด  บนแผ่น TLC ปริมาตร 10 ไมโครลิตร โดยใส่ในแท้งค์ที่มีวัฏภาคเคลื่อนที่ 2 ระบบ ประกอบ
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ด้วย n-heptane : chloroform : ethanol  (50 : 50 : 10) และ n-hexane : 2-propanol : ammonia solution 
(60 : 40 : 5)  แล้วน�าไปตรวจสอบด้วยแสงอัลตราไวโอเลต  ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร และใช้น�้ายาพ่น acidified 
iodoplatinate solution  สังเกตต�าแหน่งและการติดสีของสารมาตรฐานและตัวอย่าง บันทึกค่า retardation factor 
(Rf) และภาพโครมาโตแกรมที่เกิดขึ้น

3.  การทดสอบด้วยอัลตราไวโอเลตสเปกโทรโฟโตเมทรี (UV Spectrophotometry)(12)
เตรียมตัวอย่างเช่นเดยีวกบัการทดสอบด้วย TLC  น�าสารสกดัทีไ่ด้ละลายด้วย ethanol ประมาณ 1 มลิลลิติร 

และสารละลายมาตรฐานฟีนาซีแพม ใน ethanol ความเข้มข้น 5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร อย่างละประมาณ 10 ไมโครลติร 
แยกเจือจางในสารละลาย 0.1 M HCl และ ethanol 10 มิลลิลิตร กรองสารละลายแล้วน�าไปวัดการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 200-400  นาโนเมตร ให้ได้สเปกตรัมที่ชัดเจน และควรมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด 

ในช่วง 0.2-1.0 เปรียบเทียบลักษณะสเปกตรัมและความยาวคลื่นสูงสุด ที่ได้จากตัวอย่างและสารมาตรฐาน ในตัวท�า
ละลายแต่ละชนิด  

4.  การทดสอบด้วยแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโตรเมทรี (GC-MS)(12, 13)
เตรยีมตวัอย่างเช่นเดยีวกบัการทดสอบด้วย TLC  น�าสารสกัดทีไ่ด้ละลายด้วย ethanol ประมาณ  5 มลิลลิติร  

และสารละลายมาตรฐานฟีนาซีแพมใน ethanol ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กรองด้วยแผ่นกรองขนาด 

0.45 ไมครอน น�าไปฉีดตามสภาวะทีก่�าหนด  เปรยีบเทยีบค่า retention time และรปูแบบ แมสสเปกตรมัของตัวอย่าง
กับสารมาตรฐานฟีนาซีแพม  

5.  การทดสอบด้วยอินฟราเรดสเปกโตรเมทรี (IR Spectrometry)(12, 13)  
เตรียมตัวอย่างเช่นเดียวกับการทดสอบด้วย TLC น�าสารสกัดที่ได้ซ่ึงอยู่ในสภาพแห้ง และสารมาตรฐาน 

ฟีนาซีแพมประมาณ 5 มิลลิกรัม แยกบดผสมกับ Potassium Bromide อัตราส่วน 1:10 วิเคราะห์ด้วย Fourier 
Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) ซึ่งเป็นเครื่องมือที่วัดความเข้มของแสงที่ผ่านสาร (transmit-
tance) ในช่วงเลขคลื่น 400-4000 cm-1  เปรียบเทียบลักษณะของสเปกตรัมของตัวอย่างกับสารมาตรฐานฟีนาซีแพม

ผล
1.   ลักษณะตัวอย่าง   

เม็ดกลมแบนสีส้มอ่อน ด้านหน่ึงมีสัญลักษณ์เฉพาะ และตัวเลข 028 อีกด้านหน่ึงมีเลข 5 แบ่งบรรจุแผง
พลาสติกใสสีแดง-อะลูมิเนียม แผงละ 10 เม็ด บนแผงแจ้ง Erimin 5® (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2  ลักษณะตัวอย่างของกลางฟีนาซีแพม
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ภาพที่ 3 สีของตัวอย่างและสารมาตรฐานฟีนาซีแพม เมื่อทดสอบด้วย formaldehyde-sulfuric acid

2.  การทดสอบปฏิกิริยาการเกิดสี ด้วยน�้ายา  formaldehyde-sulfuric acid   
ตัวอย่างยาฟีนาซีแพมให้สารละลายใส สีส้ม เมื่อทดสอบด้วยน�้ายา formaldehyde-sulfuric acid 

เช่นเดียวกับสารมาตรฐานฟีนาซีแพม (ภาพที่ 3)

ภาพที ่ 4  โครโมโตแกรมของตัวอย่างเปรียบเทยีบกับสารมาตรฐานฟีนาซีแพมในน�า้ยาอ่ิมตัวของ (A) n-heptane : chloroform 

: ethanol (50 : 50 : 10) (B) n-hexane : 2-propanol : ammonia solution (60 : 40 : 5) ตรวจสอบด้วยน�า้ยาพ่น acidified 

iodoplatinate solution

 A B

3.  การทดสอบด้วยเทคนิคโครมาโตแกรมชนิดผิวบาง (TLC)  
ตวัอย่างยาฟีนาซีแพมให้ต�าแหน่งและตดิสม่ีวงน�า้ตาลเมือ่ตรวจสอบด้วยน�า้ยาพ่น Acidified iodoplatinate 

solution เช่นเดียวกับสารมาตรฐานฟีนาซีแพม (ภาพที่ 4) โดยมี Rf  เท่ากับ 0.44 และ 0.71 ในวัฏภาคเคลื่อนที่ (A) 
n-heptane : chloroform : ethanol (50 : 50 : 10) และ (B) n-hexane : 2-propanol : ammonia solution 

(60 : 40 : 5) ตามล�าดับ
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ภาพที่ 5  สเปกตรัมของตัวอย่างเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานฟีนาซีแพมใน Ethanol และ 0.1 M HCl

4.  การทดสอบด้วยอัลตราไวโอเลตสเปกโทรโฟโตเมทรี (UV Spectrophotometry)
ตวัอย่างยาฟีนาซีแพมให้สเปกตรมัทีม่คีวามยาวคลืน่สงูสดุ 323 นาโนเมตรใน ethanol  และมคีวามยาวคลืน่

สูงสุด 243, 287 และ 370 นาโนเมตร ใน 0.1 M HCl เช่นเดียวกับสารมาตรฐาน (ภาพที่ 5)

5.  การทดสอบด้วยแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโตรเมทรี (GC-MS)
ตัวอย่างยาฟีนาซีแพมให้พีคที่มีค่า retention time ที่ 15.6 นาที และแมสสเปกตรัมที่ 321, 350, 177, 75, 

103 m/z เช่นเดียวกับสารมาตรฐาน (ภาพที่ 6)

ภาพที่ 6  GC chromatogram และ Mass spectrum ของตัวอย่างเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานฟีนาซีแพม

IN ETHANOL IN 0.1 M HCI
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6.  การทดสอบด้วยอินฟราเรดสเปกโตรเมทรี (IR Spectrometry)
ตัวอย่างยาฟีนาซีแพมให้สเปกตรัมที่เลขคลื่น 3208, 3109, 2954, 1680, 1479, 748 cm-1 เช่นเดียว 

กับสารมาตรฐาน (ภาพที่ 7)      

ภาพที่ 7  IR-spectrum ของตัวอย่างและสารมาตรฐานฟีนาซีแพม

วิจารณ์
Erimin 5® เป็นช่ือการค้า ซ่ึงมักมีตัวยาส�าคัญคือ ไนเมตาซีแพม (Nimetazepam) เป็นสารในกลุ่ม 

เบนโซไดอะซีปีนส์ และเป็นยาที่ใช้ทางการแพทย์เฉพาะในประเทศญ่ีปุ่นใช้ลดอาการวิตกกังวล ในประเทศไทยจัด 

ไนเมตาซีแพมเป็นวัตถอุอกฤทธิใ์นประเภท 2(15)  และยงัไม่มกีารใช้ยาน้ีในทางการแพทย์  พบการน�าไปใช้ในทางทีผิ่ดมาก 

ในประเทศมาเลเซียและภาคใต้ของประเทศไทย   
จากการวิเคราะห์ตัวอย่างของกลางที่ได้รับตรวจไม่พบไนเมตาซีแพม แต่พบฟีนาซีแพมซึ่งคาดว่าเป็น 

การตรวจพบฟีนาซีแพมครัง้แรกในประเทศไทย และเป็นการน�าฟีนาซีแพมมาผลติเป็นยา Erimin 5® อาจเพือ่หลกีเลีย่ง 
ข้อกฎหมาย เนื่องจากไนเมตาซีแพมมีการควบคุมที่เข้มงวดกว่า    

จากการทดสอบตัวอย่างพบลักษณะภายนอกและสัญลักษณ์เม็ดยาเหมือนยา Erimin 5® ที่มีไนเมตาซีแพม
เป็นส่วนประกอบ  ผลการทดสอบปฏิกิริยาการเกิดสีด้วยน�้ายาทดสอบ formaldehyde-sulfuric acid ได้สีส้ม จึง 
คาดว่าน่าจะเป็นสารในกลุม่เบนโซไดอะซีปีนส์ เน่ืองจากสารกลุม่เบนโซไดอะซีปีนส์จะให้สส้ีมกบัน�า้ยาทดสอบนีร้วมทัง้
ฟีนาซีแพมและไนเมตาซีแพม เมื่อทดสอบตัวอย่างด้วยโครมาโตแกรมชนิดผิวบาง ที่มีวัฏภาคเคลื่อนที่ 2 ระบบ 

พบว่าตัวอย่างมีค่า Rf ไม่ตรงกับสารมาตรฐานไนเมตาซีแพม โดยค่า Rf คือ อัตราส่วนของระยะทางที่สารเคลื่อนที่  
ต่อระยะทางที่ตัวท�าละลายเคลื่อนที่ เป็นค่าคงที่ส�าหรับสารแต่ละชนิดในสภาวะการทดสอบเดียวกัน การสรุปว่าสาร
มาตรฐานและตัวอย่างเป็นสารชนิดเดียวกัน จะต้องมีต�าแหน่งและการติดสีเช่นเดียวกันในวัฏภาคเคลื่อนที่ทั้ง 2 ระบบ 
การทดสอบด้วยเทคนิคอัลตราไวโอเลตสเปกโทรโฟโตเมทรี ตัวอย่างให้สเปกตรัมที่มีลักษณะและความยาวคลื่นสูงสุด
ไม่ตรงกับสารมาตรฐานไนเมตาซีแพม ซ่ึงให้สเปกตรัมที่มีความยาวคลื่นสูงสุดใน 0.1 M HCl ที่ 282 nm และใน 
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ethanol ที่ 220, 259 และ 309 nm(16) ลักษณะสเปกตรัมและค่าความยาวคลื่นสูงสุดเป็นคุณสมบัติเฉพาะของสาร
แต่ละชนิด การสรุปว่าตัวอย่างและสารมาตรฐานเป็นสารชนิดเดียวกัน จะต้องมีสเปกตรัมลักษณะเดียวกัน และมีค่า
ความยาวคลื่นสูงสุดในตัวท�าละลายชนิดเดียวกันต่างกันไม่เกิน 3 นาโนเมตร และเมื่อวิเคราะห์ต่อไปด้วยเทคนิคแก๊ส
โครมาโทกราฟีแมสสเปกโตรเมทรี เพื่อตรวจสอบว่าเป็นสารชนิดใด อาศัยหลักการของเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี  
เพือ่แยกองค์ประกอบของสารผสม โดยเปลีย่นให้เป็นไอท่ีอุณหภูมิหน่ึง แล้วผ่านเข้าไปในคอลมัน์ และอาศัยความแตกต่าง 
ของอตัราการเคลือ่นทีข่องแต่ละองค์ประกอบของสารในคอลมัน์ ภายใต้การพาของแก๊สเฉ่ือย ท�าให้แต่ละองค์ประกอบ
ของสารจะเคลื่อนที่ผ่านด้วยเวลาที่แตกต่างกัน จากนั้นโมเลกุลของสารในแต่ละองค์ประกอบเข้าสู่เครื่องแมสสเปกโตร 

มเิตอร์ และได้รบัพลงังานเพ่ือท�าให้เกดิการแตกตวัในรปูประจ ุ รูปแบบการแตกตวัของแต่ละโมเลกุล หรอืแมสสเปกตรมั 
เป็นลักษณะเฉพาะของสารแต่ละชนิด การสรุปว่าสารมาตรฐานและตัวอย่างเป็นสารชนิดเดียวกันจะต้องมี 
retention time ใกล้เคียงกัน และมีรูปแบบแมสสเปกตรัมเช่นเดียวกัน จากข้อมูลการตรวจวิเคราะห์เมื่อเปรยีบเทยีบ
รปูแบบแมสสเปกตรมักบัฐานข้อมลู NIST (The National Institute of Standards and Technology) แล้วพบว่า
รูปแบบแมสสเปกตรัมของตัวอย่างตรงกับฟีนาซีแพม และได้ท�าการยืนยันผลอีกครั้งโดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน
ฟีนาซีแพม พบว่าตวัอย่างให้ผลการทดสอบตรงกันสารมาตรฐานฟีนาซีแพมในทกุเทคนิคข้างต้น ทัง้น้ีได้วิเคราะห์ตัวอย่าง
ด้วยอินฟราเรดสเปกโตรเมทรีเพิ่มเติม โดยแสงอินฟาเรดท�าให้เกิดการสั่นสะเทือนของพันธะภายในโมเลกุล เกิดการ
ดูดกลืนแสงบางส่วน ส่วนแสงที่ไม่ถูกดูดกลืนจะผ่านเข้าสู่เครื่องวัด แปลงสัญญาณเป็นสเปกตรัม ที่เป็นค่าเฉพาะของ
โมเลกุล ซ่ึงน�ามาใช้ประกอบการพิจารณาโครงสร้างของโมเลกุลได้ พบรูปแบบสเปกตรัมของตัวอย่างตรงกับสาร 

มาตรฐานฟีนาซีแพมเช่นเดียวกัน จากข้อมูลทั้งหมดจึงสามารถสรุปได้ว่าตรวจพบฟีนาซีแพมในตัวอย่างของกลาง
การตรวจพิสูจน์และยืนยันตัวอย่างของกลางฟีนาซีแพมในครั้งนี้  มีข้อจ�ากัดหลายประการเนื่องจากเป็นสาร

ที่ไม่เคยพบการแพร่ระบาดในประเทศไทย เอกสารที่เก่ียวข้องบางส่วนเป็นภาษารัสเซีย เป็นยามีการใช้ในวงจ�ากัด 

การจดัหาสารมาตรฐานเพือ่เปรยีบเทยีบ  ไม่สามารถจดัหาได้ทนัท ีเน่ืองจากการควบคุมทางกฎหมายเข้มงวดท้ังในและ
นอกประเทศ นอกจากน้ียังมีราคาแพง รวมท้ังมีสารในกลุม่เบนโซไดอะซีปีนส์จ�านวนมากและมีสตูรโครงสร้างใกล้เคยีงกนั 
ดังน้ันการวิเคราะห์โดยใช้หลายเทคนิคร่วมกัน เช่น การทดสอบปฏิกิริยาการเกิดสีเพื่อให้ทราบว่าเป็นยาในกลุ่ม 

เบนโซไดอะซีปีนส์ ร่วมกับการทดสอบด้วยโครมาโตแกรมชนิดผิวบาง และแก๊สโครมาโตกราฟีเปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐาน หรือการทดสอบด้วยแก๊สโครมาโตกราฟี-แมสสเปกโตรเมทรี เปรียบเทียบ retention time และรูปแบบ
แมสสเปกตรมักบัสารมาตรฐาน   เพือ่ยนืยนัผลจงึมคีวามส�าคญั  และน�ามาประกอบกบัข้อมลูอืน่ ๆ  เช่น ลกัษณะตวัอย่าง 
รูปแบบการเสพ รายงานการน�ามาใช้ในทางที่ผิดในต่างประเทศ จึงท�าให้สามารถสรุปได้ว่าตัวอย่างของกลางเป็น 

ฟีนาซีแพม 
ฟีนาซีแพมมีการใช้ทางที่ผิดสูงและพบรายงานการเสียชีวิตจากการใช้ยาเกินขนาดในประเทศต่าง ๆ  เพิ่มขึ้น

อย่างรวดเรว็  แต่ถงึอย่างไรกต็ามกย็งัไม่มกีารควบคมุฟีนาซีแพมตามอนุสญัญาว่าด้วยวัตถทุีอ่อกฤทธิท์ีอ่อกฤทธิต่์อจติ
และประสาท ค.ศ. 1971 (Convention on Psychotropic Substances, 1971) และอนุสัญญาเดี่ยวว่าด้วย 

ยาเสพติดให้โทษ ค.ศ. 1961 (Single Convention on Narcotic Drugs, 1961) การควบคุมฟีนาซีแพมมีความ
แตกต่างกันในแต่ละประเทศ เช่น  สหพันธรัฐรัสเซียจัดเป็นยาที่ต้องจ่ายโดยมีใบสั่งแพทย์ สหรัฐอเมริกายังไม่มีการ
ควบคุมตาม  Controlled Substances Act ซึ่งเป็นกฎหมายของรัฐบาลกลาง (Federal Law) แต่มีเพียง 2 รัฐ คือ 
ลุยเซียนา (Louisiana) และอาร์คันซอ (Arkansas) ประกาศควบคุมเป็น Schedule I เนื่องจากมีการน�าไปใช้ใน
ทางทีผ่ดิสงูและไม่มกีารใช้ประโยชน์ทางการแพทย์  สหราชอาณาจกัรควบคมุเป็น Class C ใน The Misuse of Drugs 
Act 1971 (Amendment) order 2012 เมือ่วันที ่13 มถุินายน พ.ศ. 2555  กลุม่ประเทศในสหภาพยโุรป (EU) ได้มี 

การควบคมุในบางประเทศ เช่น เอสโตเนีย ลตัเวีย ลทิวัเนีย  มอลโดวา นอร์เวย์  สวีเดน ไอร์แลนด์ รวมทัง้หลายประเทศ
ในแถบยุโรป(2)  ในประเทศไทยยังไม่มีการควบคุมทางกฎหมายและยังไม่รับรองให้ใช้ในทางการแพทย์  
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ทั้งนี้กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ซึ่งมีบทบาทในการเฝ้าระวังการแพร่ระบาดของยาเสพติดชนิดใหม่ และแจ้ง
หน่วยงานทีเ่กีย่วข้อง  ได้น�าเสนอข้อมลูการตรวจพสิจูน์พบฟีนาซีแพมท่ีตรวจพบน้ี เพือ่เป็นข้อมลูประกอบการพจิารณา
ก�าหนดมาตรการทางกฎหมายควบคุมการแพร่ระบาด สุดท้ายคณะกรรมการวัตถุออกฤทธิ์ต่อจิตและประสาทได้มีมติ
ให้ประกาศควบคุมฟีนาซีแพมเป็นวัตถุออกฤทธิ์ในประเภท 1 ล�าดับที่ 21 ตามพระราชบัญญัติวัตถุที่ออกฤทธิ์ต่อ 

จิตและประสาท พ.ศ. 2518 ประกาศ ณ วันที่ 29 มีนาคม พ.ศ. 2556 เนื่องจากมีแนวโน้มการน�าไปใช้ในทางที่ผิดสูง
และไม่มกีารใช้ในทางการแพทย์ ทัง้น้ีได้มกีารพจิารณาฟีนาซีแพมในการประชุม WHO Expert Committee on Drug 
Dependence (ECDD) ครั้งที่ 37 วาระที่ 5.8 ที่เจนีวา สวิตเซอร์แลนด์ ในระหว่างวันที่ 16-20 พฤศจิกายน 

พ.ศ. 2558 เพื่อพิจารณาให้ความเห็นต่อปัญหาการใช้ฟีนาซีแพมในทางที่ผิดในหลายประเทศ และได้น�าเสนอข้อสรุป
ในที่ประชุมต่อสหประชาชาติ  เพื่อพิจารณาประกาศควบคุมทางกฎหมายระหว่างประเทศต่อไป

สรุป
ข้อมูลการตรวจพิสูจน์แสดงขั้นตอนและเทคนิควิธีตรวจพิสูจน์ต่างๆ ในหลายเทคนิคที่น�าไปสู่การยืนยัน

เอกลักษณ์ของสารฟีนาซีแพมในของกลาง  สถานตรวจพิสูจน์ยาเสพติดสามารถน�าไปใช้เป็นข้อมูลประกอบในการ 

ตรวจพิสูจน์  เพื่อให้สามารถตรวจพิสูจน์และรายงานผลได้อย่างถูกต้องและรวดเร็วทันต่อเวลา  
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Identification of a Newfound Sedative 
Drug of Abuse in Thailand:

Phenazepam in Seized Material

Napapha  Sirisupakritkul  Chompoonut  Nutsathapana
and  Bongkot  Phanburananont
Bureau of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 
11000, Thailand.

ABSTRACT   Department of Medical Sciences (DMSc) provides analytical testing to support law  
enforcement and conducts surveillance for drug abuse in Thailand. According to our analytical database, 
majority of drugs of abuse are benzodiazepines. In 2013, DMSc received seized material of light-orange, 
flat and round tablets, imprinted with “Erimin 5”.  Erimin 5 is a brand name of benzodiazepine drug 
generally containing nimetazepam. The analytical testing of the seized tablets found no nimetazepam 
but further laboratory investigations revealed that the tablets contained phenazepam.  The detection of 
phenazepam this time could be considered as a newfound drug of abuse in Thailand.  Phenazepam is a 
potent and long acting benzodiazepine.  It can be purchased on the internet and became drug misuse in 
Europe and USA. Many deaths caused by phenazepam have been reported.  Phenazepam has not been 
scheduled as a controlled substance in the United Nation Convention Psychotropic Substances, nor 
in several countries including Thailand.  It was suspected that phenazepam was used to replace  
nimetazepam in Erimin 5 tablets in order to avoid law enforcement.  The purpose of this research is to 
present stepwise analytical techniques that lead to the identification of phenazepam in seized material.  
DMSc informed about this newfound sedative drug of abuse to the relevant authorities for further 
appropriate action.  Consequently, the National Psychotropic Substance Control Committee had declared 
phenazepam as a Category I Controlled Psychotropic Substance according to the Thailand Psychotropic 
Substances Act B.E. 2518.

Key words: Phenazepam, Erimin 5, Drug of Abuse, Thailand, Psychotropic substances 
 



วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

	 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	จัดท�าโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	กระทรวงสาธารณสุข	เพื่อเผยแพร่
ผลงานวิจัยและแลกเปลี่ยนความรู้ด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ทุกสาขา

เจ้าของ	 	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	กระทรวงสาธารณสุข	
ที่ปรึกษาด้านบริหาร	 นพ.อภิชัย		มงคล	 นางจุรีภรณ์		บุณยวงศ์วิโรจน์
	 	 พญ.วารุณี		จินารัตน์	 นพ.พิเชษฐ		บัญญัติ	

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

บรรณาธิการ	 นางธีรนารถ		จิวะไพศาลพงศ์

ผู้ช่วยบรรณาธิการ	 ดร.เลาจนา		เชาวนาดิศัย

คณะบรรณาธิการ	 ศ.	ดร.	นพ.ประเสริฐ		เอื้อวรากุล	 ศ.	ดร.อรษา		สุตเธียรกุล	 	
	 	 ศ.	ดร.พิไลพันธ์		พุธวัฒนะ	 ศ.	พญ.พรรณี		ปิติสุทธิธรรม
	 	 รศ.	ดร.	ภญ.พิณทิพย์		พงษ์เพ็ชร		 ผศ.สุชาดา		ไชยสวัสดิ์
	 	 ดร.ดนัย		ทิวาเวช	 นางสุวรรณา		จารุนุช
	 	 นางหรรษา		ไชยวานิช	 ดร.	นพ.ปฐม		สวรรค์ปัญญาเลิศ
	 	 ดร.เดือนถนอม		พรหมขัติแก้ว	 นางสาวพรรณทิพย์		ตียพันธ์ุ
	 		 ดร.สลักจิต		ชุติพงษ์วิเวท	 ดร.อุษาวดี		ถาวระ
	 	 ดร.บุษราวรรณ		ศรีวรรธนะ	 นายศิริ		ศรีมโนรถ	
	 	 นางกนกพร		อธิสุข	 นางวิชชุดา		จริยะพันธ์
	 	 ภญ.	ดร.สุภาณี		ดวงธีรปรีชา

ฝ่ายจัดการ	 นางสาวน�้าฝน		น้อยประเสริฐ
	 	 นางสาวประสาน		จุลวงษ์

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

THE BULLETIN OF THE DEPARTMENT OF MEDICAL SCIENCES

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

Owner   Department of Medical sciences, Ministry of Public Health 
Administrative Advisor	 Apichai		Mongkol	 Jureporn		Boonyawongvirot	
  Varunee  Jinaratana Phichet  Banyati 

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

Assistant Editor Laojana Chowanadisai

Editorial Board Prasert  Auewarakul Orasa  suthienkul
  Pilaipan  Puthavathana	 Punnee		Pitisuttithum
  Pintip  Pongpech suchada  Chaisawadi
  Danai  Tiwawech suwanna  Charunut 
	 	 Hansa		Chaivanit	 Pathom		Sawanpanyalert
  Duanthanorm  Promkhatkaew Punthip Teeyapant
	 	 Salakchit		Chutipongvivate	 Usavadee		Thavara	
  Busarawan  sriwanthana siri  srimanoroth 
  Kanokporn  Atisook  Wichuda  Jariyapan
  supanee  Duangteraprecha
 
   
Administration Namfon  Noiprasert
  Prasan  Julwong

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

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

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



ปีที่ 58 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2559  Vol. 58 No. 3 July - September 2016

ว กรมวิทย พ
 58 (3) ก.ค. - ก.ย. 2559    B

ull D
ept M

ed Sci 5
8
 (3

) July - Septem
ber 2

0
1
6


