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บทคัดย่อ  การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับ 
เตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนด้วยวิธีรีเวอร์สเฟสไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี   โดยใช้คอลัมน์ชนิด XTerra C18   
ขนาด 4.6- × 150-มิลลิเมตร  ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สารละลายตัวพาประกอบด้วย 
ส่วนผสมของ acetronitrile, methanol  และสารละลายของ  dibasic potassium phosphate กบั sodium 1-octanesul-
fonate pH 8.20 ในอตัราส่วน 21:40:39  โดยปรมิาตร  อตัราการไหลของตวัพา 1.5 มลิลลิติรต่อนาท ี ตรวจวดัทีค่วามยาวคลืน่ 
210 นาโนเมตร การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี พบว่าพีคของอะซิโทรมัยซินสามารถแยกจากสารสลายตัวของ 
อะซโิทรมัยซนิทีเ่กดิจากการเร่งให้สลายตวัด้วยสภาวะต่างๆ  เช่น ความร้อน แสง กรด เบส และออกซิเดชัน  การตรวจสอบความ
ถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้นได้กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.1 ถึง 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ค่าสัมประสิทธิ์ 
สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9979 การทดสอบความแม่นของวิธี  พบว่าร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล
และยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 99.48, 99.20 ตามล�ำดับ และมีค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 0.28, 0.61 ตามล�ำดับ การทดสอบความท�ำซ�้ำได้ให้ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของ 
อะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซลูและยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอนเท่ากบั 1.3 และ 1.1 ตามล�ำดบั  ความเทีย่งของ
การวเิคราะห์ต่างวนั ต่างนกัวเิคราะห์และใช้เครือ่งมอืต่างกัน พบว่าค่าร้อยละของค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของอะซิโทรมยัซนิ
ในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนเท่ากับ 1.4 และ 1.1 ตามล�ำดับ  วิธีวิเคราะห์มีความทนต่อ
การเปลีย่นแปลงสภาวะต่างๆ ทีท่ดสอบ คอื คอลมัน์ ความเป็นกรด-เบสของสารละลายตวัพา อณุหภมู ิอตัราส่วนของสารละลาย
ตวัพาและอตัราการไหลของสารละลายตวัพา จากผลการตรวจสอบความถูกตอ้งของวธิี แสดงวา่วธิีที่พัฒนาขึน้มคีวามเหมาะสม 
ในการน�ำไปใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน ซึ่ง 
จากการน�ำวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวไปตรวจวิเคราะห์คุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลจ�ำนวน 15 ตัวอย่าง และ 
ยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนจ�ำนวน 8 ตัวอย่าง โดยใช้เกณฑ์มาตรฐานที่ก�ำหนด 
ตามต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกา (USP 35) พบว่าตัวอย่างทั้งหมดมีคุณภาพเข้ามาตรฐานตามเกณฑ์ที่ก�ำหนด
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บทน�ำ

อะซิโทรมัยซิน (Azithromycin) เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่มของ macrolide ซึ่งมีโครงสร้างหลักทางเคมี 

แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มหลักตามจ�ำนวนคาร์บอนอะตอมในวงแหวน macrolides ได้แก่ 14, 15 และ 16 อะตอม 

อะซิโทรมัยซินเป็น macrolide ที่มีวงแหวน 15 อะตอม หรือ azalide เป็นยาที่เติมอะตอมของไนโตรเจน  ท�ำให้ยามี

คุณสมบัติเป็นด่างเพิ่มขึ้น ยานี้มีฤทธิ์ต้านเชื้อ H.influenza มากกว่าอิริโทรมัยซินซึ่งเป็นยาตัวแรกในกลุ่ม macrolide 

ที่ออกจ�ำหน่าย 2-8 เท่า ทนกรดได้ดีกว่า มีคุณสมบัติละลายในไขมันได้ดีและแตกตัวน้อยจึงกระจายเข้าสู่เนื้อเยื่อได้ดี 

ท�ำให้ระดบัยาในเนือ้เยือ่สงูขึน้ สามารถรบัประทานเพยีงครัง้เดยีวต่อวนั(1) อะซโิทรมยัซนิออกฤทธิไ์ด้ดกีบัเชือ้แบคทีเรีย 

ทั้งกรัมบวก กรัมลบ และ Anaerobes สามารถใช้รักษาการติดเชื้อในทางเดินหายใจส่วนบนและส่วนล่าง รวมท้ัง 

atypical pneumonia โรคติดเชื้อทางเพศสัมพันธ์และใช้รักษาและป้องกัน Mycobacterium Avium Complex 

(MAC) ในผู้ป่วยเอดส์(2) อะซิโทรมัยซินมีลักษณะเป็นผงสีขาว(3) ละลายน�้ำได้น้อย แต่ละลายได้ดีในเมธานอล 

(Methanol) อะเซโตไนไตร (Acetonitrile)(4)  มชีือ่ทางเคมว่ีา (2R, 3S, 4R, 5R, 8R, 10R, 11R, 12S, 13S, 14R) 

-13-[(2,6-dideoxy-3-C-methyl-3-O-methyl-α-L-ribo-hexo pyranosyl) oxy]-2-ethyl-3,4,  
10-trihydroxy-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-11-[[3,4,6-trideoxy-3-(dimethylamino)-β-D-xyl

o-hexopyranosyl]oxy]-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-one มีสูตรโมเลกุล คือ C38H72N2O12  น�้ำหนัก

โมเลกุล 749.0 และมีสูตรโครงสร้างทางเคมีดังนี้ (ภาพที่ 1)(5)

ภาพที่ 1  สูตรโครงสร้างทางเคมีของอะซิโทรมัยซิน

จากคุณสมบัติในการรักษาการติดเชื้อที่ครอบคลุมหลายระบบในร่างกายและสามารถรับประทานวันละครั้ง 

เป็นเวลา 3 วนั มคีวามปลอดภยัและมีประสทิธภิาพในการรกัษา ท�ำให้มกีารใช้ยาดงักล่าวอย่างกว้างขวาง และยงัจดัเป็น

ยาในบัญชียาหลักแห่งชาติ  ปัจจุบันมีอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลที่ขึ้นทะเบียนต�ำรับในประเทศไทย 11 ต�ำรับ  

จ�ำแนกเป็นผลิตในประเทศ 9 ต�ำรับ และน�ำเข้าจากต่างประเทศ 2 ต�ำรับ รูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวน

ตะกอนที่ขึ้นทะเบียนต�ำรับในประเทศไทย 6 ต�ำรับ  จ�ำแนกเป็นผลิตในประเทศ 5 ต�ำรับ และน�ำเข้าจากต่างประเทศ 

1 ต�ำรบั(6)  วธิตีรวจวิเคราะห์อะซโิทรมัยซนิในรปูแบบยาแคปซลูและรปูแบบยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอน 

มีวิธีมาตรฐานในต�ำรายาของสหรัฐอเมริกา (USP)(7) แต่ต้องใช้อุปกรณ์ในการตรวจวัดสัญญาณที่ไม่มีใช้ทั่วไป 

ในห้องปฏิบัติการ (Amperometric electrochemical detector) ดังนั้นจึงได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ยาอะซิโทรมัยซิน 

ในรูปแบบยาแคปซูลและรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  โดยใช้เทคนิค RP-HPLC  ที่ใช้อุปกรณ์

ในการตรวจวดัสญัญาณท่ีมีใช้กนัทัว่ไปในห้องปฏบิตักิารและมวีธิกีารวเิคราะห์ทีเ่หมอืนกนั และตรวจสอบความถกูต้อง 

ตามหลักเกณฑ์ของต�ำรายา USP(7) และ ICH Guideline(8) โดยศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี ความเป็น 
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เส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ ความแม่น และความคงทนของวธิ ีเพือ่ใช้เป็นวธิมีาตรฐานของส�ำนกัยาและวตัถุเสพตดิ 

ในการวิเคราะห์คุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน

ในโครงการส�ำรวจคณุภาพยาดงักล่าวทีม่ีจ�ำหน่ายในประเทศไทย  เพื่อเปน็การคุม้ครองผู้บริโภคให้ไดใ้ช้ยาทีม่ีคณุภาพ

และประสิทธิภาพในการรักษาโรค

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์

1.	 High Performance Liquid Chromatograph (HPLC) with UV/PDA Detector : ผลิตภัณฑ์ 
	 ของ Waters, Millipore Corporation, USA, Model Waters 2695-1996-Empower 

2.	 High Performance Liquid Chromatograph (HPLC)  with UV/PDA Detector : ผลิตภัณฑ์ 
	 ของ Agilent, Germany, Model  Agilent 1100 Series

3.	 HPLC Column XTerra C18, 5 µm, 4.6 × 150 mm, Lot No. 0211311851
4.	 HPLC Column XBridge C18, 5 µm, 4.6 × 150 mm, Lot No. 0111381701
5.	 Analytical Balance : Model AT261 Deltarange, Mettler Toledo, Switzerland
6.	 Analytical Balance : Model MX5,  Mettler Toledo, Switzerland
7.	 เครื่องกรองน�้ำ : Model Milli-Q Adventage A10, Millipore, USA
8.	 Syringe filter: Nylon 0.45 µm

9.	 เครื่องแก้ว class A    

สารมาตรฐานและสารเคมี	

1.	 Azithromycin: USP RS

2.	 Azaerythromycin A: USP RS

3.	 Water: High Purity

4.	 Acetonitrile: HPLC 

5.	 Methanol: HPLC

6.	 Dibasic  potassium  phosphate

7.	 Sodium 1-octanesulfonate

8.	 Monobasic  ammonium  phosphate

9.	 Ammonium hydroxide

	 10.	 Phosphoric acid

ตัวอย่าง
ตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลประกอบด้วยปริมาณตัวยาอะซิโทรมัยซิน 250 มิลลิกรัมต่อ

แคปซูล
ตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนประกอบด้วยปริมาณตัวยา 

อะซิโทรมัยซิน 200 มิลลิกรัมต่อ 5 มิลลิลิตร	
Placebo (ส่วนประกอบของยาท่ีไม่มตีวัยาส�ำคญั) ของยาอะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซลูและในรปูแบบ

ยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนได้จากผู้ผลิต
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วิธีการทดสอบ

สภาวะของระบบโครมาโทกราฟ (HPLC)

คอลัมน์ :                  	HPLC Column XTerra C18, 5 µm, 4.6 × 150 mm, Lot No. 0211311851
อุณหภูมิของคอลัมน์ :	 50 องศาเซลเซียส

อัตราการไหล :	 1.5 ml/min

สารละลายตัวพา :	 Acetonitrile, Methanol, Solution A (21:40:39) 

			   (Solution A = A solution containing 4.4 mg/ml of dibasic potassium 

phosphate and 0.5 mg/ml of sodium 1-octanesulfonate, and adjust 

with phosphoric acid to a pH of  8.20 ± 0.05)

เครื่องตรวจวัด :	 PDA  210 nm

ปริมาตรที่ฉีด :	 50 µl

System suitability

The resolution between azaerythromycin A and azithromycin is  not less than 2.5.

The column efficiency is not less than 1000 theoretical plates. 

The tailing factor for the analyte peak is 0.9-1.5.

The relative standard deviation for replicate injections is not more than 2.0%.

การเตรียมตัวท�ำละลาย (Diluent A)

Diluent  A :	 Acetronitrile, Methanol, Solution B (30:35:35) 

			   (Solution B = A solution containing 1.7 mg/ml of monobasic 

ammonium phosphate, and adjust with ammonium hydroxide to a 

pH of 10.00 ± 0.05)

การเตรียมสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน

ชัง่สารมาตรฐานอะซโิทรมยัซนิ  ประมาณ 4 มลิลกิรมั (ให้ทราบน�ำ้หนกัทีแ่น่นอน) ลงใน volumetric flask  

ขนาด 10 มลิลิลติร เตมิตวัท�ำละลายประมาณ 7 มลิลลิติร  เขย่าจนละลายหมด เจอืจางด้วยตวัท�ำละลายจนครบปรมิาตร  

กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร

การเตรียมสารละลาย Resolution

1.	 ชั่งสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน ประมาณ 4 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) ลงใน volumetric 

flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมตัวท�ำละลายประมาณ 7 มิลลิลิตร เขย่าจนละลายหมด เจือจางด้วยตัวท�ำละลาย 

จนครบปริมาตร     

2.	 ชั่งสารมาตรฐาน Azaerythromycin A ประมาณ 2 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) ลงใน 

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

Acetronitrile จนครบปริมาตร     

3.	 ปิเปตสารละลายข้อ 1 จ�ำนวน 1.0 มลิลลิติร และสารละลายข้อ 2 จ�ำนวน 2.0 มลิลลิติร  ลงใน volumetric 

flask ขนาด 20 มิลลิลิตร เจือจางด้วยตัวท�ำละลายจนครบปริมาตร กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร
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การเตรียมสารละลายตัวอย่างในการหาปริมาณตัวยาส�ำคัญ (Content of active ingredient)
ชั่งตัวอย่างยาให้มีปริมาณตัวยาอะซิโทรมัยซิน 100 มิลลิกรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 250 มิลลิลิตร

เติมตัวท�ำละลายประมาณ 200 มิลลิลิตร น�ำไปเขย่า 30 นาที ปรับปริมาตรด้วยตัวท�ำละลาย กรองผ่านแผ่นกรอง 
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร

การเตรียมสารละลายตัวอย่างในการหาการละลายของตัวยา (Dissolution)
ท�ำการตรวจหาการละลายของตัวยาจากแคปซูล โดยใช้วิธีและมาตรฐานตาม USP 35 ดังนี้  apparatus 2 

ความเร็ว 100 รอบต่อนาที มีตัวกลางในการละลายเป็น sodium phosphate buffer pH 6.0 ปริมาตร 900 มิลลิลิตร 
ควบคมุอณุหภมิูท่ี 37 ± 0.5 องศาเซลเซยีส ในเวลา 45 นาท ีกรองสารละลายทีไ่ด้ผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร
และน�ำไปวิเคราะห์หาปริมาณตัวยาส�ำคัญ

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method validation)
1.	 การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี  (Selectivity/Specificity)

ชั่งสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน ประมาณ 4 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) ลงใน volumetric flask  
ขนาด 10 มิลลิลิตร  น�ำมาท�ำให้สลายตัวในสภาวะต่าง ๆ หลังจากนั้นเติมตัวท�ำละลายประมาณ 7 มิลลิลิตร เขย่าจน
ละลายหมด ปรบั pH ของสารละลายเฉพาะสภาวะที ่1 และ 2  เจอืจางด้วยตวัท�ำละลายจนครบปรมิาตร กรองสารละลาย
ผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร

สภาวะต่าง ๆ ที่ท�ำให้เกิดการสลายตัว

1)	 เติม 10 N Sodium hydroxide	 จ�ำนวน 1 หยด แล้วน�ำไปต้มที่  80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง
2) 	เติม 0.5 N Hydrochloric acid 	 จ�ำนวน 1 หยด
3) 	เติม 0.1% Hydrogen peroxide 	จ�ำนวน 1 หยด

4) 	เติมน�้ำจ�ำนวน 1 หยดแล้วน�ำไปต้มที่  80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง
5) 	น�ำไปผึ่งแดดนาน 6 ชั่วโมง(9, 10)

วเิคราะห์สารละลายมาตรฐานท่ีท�ำให้เกิดการสลายตวัทีส่ภาวะต่าง ๆ  ด้วยเครือ่ง HPLC เพือ่ศกึษาการรบกวน
จากสารสลายตวั ค�ำนวณร้อยละของการสลายตวัโดยเปรยีบเทยีบกบัค่าพืน้ทีใ่ต้พคีของสารละลายมาตรฐานทีส่ภาวะปกติ

ซึ่งสภาวะต่างๆ ท่ีท�ำให้เกิดการสลายตัวได้จากการทดลองท�ำการศึกษาเอง ส�ำหรับสภาวะที่ 2 และ 3 
ไม่ต้องน�ำไปต้มต่อ เนื่องจากเมื่อเติมสารที่เร่งให้เกิดการสลายตัวแล้วพบว่าสารที่ท�ำการศึกษาเกิดการสลายตัวแล้ว

2.	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity  and  Range)
เตรียมสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน ในตัวท�ำละลายให้มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากนั้นเจือจางสารละลายดังกล่าวให้มีความเข้มข้น  0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเตรียม
ความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ  กรองสารละลายผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร น�ำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่ใต้พีค สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นกับพื้นที่ใต้พีค ค�ำนวณค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r)  ซึ่งต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995

3.	 การทดสอบความแม่น (Accuracy)
ทดสอบความแม่นของวิธีโดยวิเคราะห์ Placebo ที่เติมสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน (Spiked placebo)  

ที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ   0.12, 0.4 และ 0.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 30, 100 และ 140 ของ
ระดับความเข้มข้นที่ใช้วิเคราะห์หาปริมาณอะซิโทรมัยซินในตัวอย่าง ตามล�ำดับ ส�ำหรับยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยา
แคปซูล เตรียมโดยการชั่งสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซินประมาณ 3, 10 และ 14 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) 
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ลงใน volumetric flask  ขนาด 25 มิลลิลิตร และชั่ง placebo ประมาณ 8 มิลลิกรัม ลงในแต่ละ volumetric flask  
ส�ำหรบัยาอะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอนเตรยีมโดยการช่ังสารมาตรฐานอะซโิทรมัยซนิ 
ประมาณ 3,10 และ 14 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร และ 
ชั่ง placebo ประมาณ 270 มิลลิกรัม ลงในแต่ละ volumetric flask ท�ำการทดสอบความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ วิเคราะห์ 
ปริมาณอะซิโทรมัยซินทั้งหมดที่มีในสารละลายเพื่อค�ำนวณค่าร้อยละของการคืนกลับ (% recovery) ของแต่ละระดับ
ความเข้มข้น หาค่าเฉลีย่ร้อยละของการคนืกลบั (% mean recovery) และค่าร้อยละของค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 
(%Relative Standard Deviation, %RSD) โดยที่ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบ 
ยาแคปซูล ต้องอยู่ในช่วง 98.0-102.0 และค่า %RSD ไม่เกิน 2.0 ส่วนค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับของ 
อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน ต้องอยู่ในช่วง 97.0-103.0 และค่า %RSD 
ไม่เกิน 2.0

4.	 การทดสอบความเที่ยง (Precision)

4.1	ความท�ำซ�้ำได้ (Repeatability)

วิเคราะห์ปริมาณตัวยาส�ำคัญในตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและอะซิโทรมัยซินใน 

รูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยทดสอบในวันและสภาวะเดียวกัน ค�ำนวณปริมาณ 

อะซิโทรมัยซินต่อหน่วย  ค่าเฉลี่ย และ %RSD โดย %RSD ต้องไม่เกิน 2.0

4.2	Intermediate Precision

วเิคราะห์ปรมิาณตวัยาส�ำคญัในตวัอย่างยาอะซโิทรมยัซนิชนดิแคปซลูและอะซโิทรมยัซนิชนดิผงส�ำหรบัเตรยีม

เป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยเปลี่ยนนักวิเคราะห์ เปลี่ยนวัน และเปลี่ยนเครื่อง HPLC ค�ำนวณปริมาณ 

อะซิโทรมัยซินต่อหน่วย  ค่าเฉลี่ย และ %RSD  โดย %RSD ต้องไม่เกิน 2.0

5.	 การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

ศกึษาผลกระทบต่อการวิเคราะห์ยาจากการเปลีย่นแปลงสภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟ  คอื คอลมัน์  

อัตราส่วนของสารละลายตัวพา ค่าความเป็นกรด-เบส (pH) ของสารละลายบัฟเฟอร์ในสารละลายตัวพา อุณหภูมิของ

คอลัมน์และอัตราการไหลของสารละลายตัวพา โดยวิเคราะห์ปริมาณตัวยาส�ำคัญในตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซิน จ�ำนวน 

3 ซ�้ำ  ศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีอาจมีผลกระทบต่อความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ เช่น resolution 

ระหว่าง  azithromycin และ azaerythromycin A ต้องไม่น้อยกว่า 2.5  ลักษณะรูปร่างของพีค (tailing factor) 

retention time และ theoretical plates เปรียบเทียบผลวิเคราะห์ที่ได้โดยค�ำนวณค่า %RSD ต้องไม่เกิน 2.0

6.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)

เพื่อให้เป็นไปตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 ที่ก�ำหนดให้มีการประเมินค่าความไม่แน่นอนของ 
การวัด ดังนั้นในการศึกษานี้จึงท�ำการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวิเคราะห์ยา โดยค�ำนึงถึงแหล่ง 

ของความไม่แน่นอนทุกแหล่ง และเป็นไปตามแนวทางการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวิเคราะห์ด้าน

ยาและวัตถุเสพติด(11, 12) ซึ่งความไม่แน่นอนของการวัดเป็นค่ารวมของผลกระทบทั้งหมดที่มีต่อผลทดสอบที่เป็นเชิง

ปริมาณ  ดังนั้น แหล่งที่มาของความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผง 

ส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนพิจารณาได้จากสูตรค�ำนวณ  คือ

		  Peak areasample	 ×
	Wstd	 ×

	 P	
×
	Dsam	

×
	Av.Wt/unit

    ปริมาณอะซิโทรมัยซิน  (มิลลิกรัมต่อหน่วย)  =
    	    	 Peak areastd      	 Dstd	     100		                  Wsample
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peak areasample	 = 	 พื้นที่ใต้พีคอะซิโทรมัยซินในสารละลายตัวอย่าง
peak areastd       	 = 	 พื้นที่ใต้พีคอะซิโทรมัยซินในสารละลายมาตรฐาน
Wstd                   	 = 	 น�้ำหนักของสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัม)
Dstd                    	 = 	 Dilution  factor ของสารมาตรฐาน
P                        	 = 	 ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน (% purity)
Dsample                	 = 	 Dilution  factor ของตัวอย่าง
Av.Wt/unit        	 = 	 น�้ำหนักผงยาเฉลี่ยต่อแคปซูลหรือน�้ำหนักยาเฉลี่ยต่อช้อนชา (กรัม)
Wsample                	 = 	 น�้ำหนักยาที่ใช้ในการวิเคราะห์ (กรัม)

7.	 การศึกษาคุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน	
		  วิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนในหัวข้อปริมาณ 
ตวัยาส�ำคญั (Assay) ความแตกต่างจากน�ำ้หนกัเฉลีย่ (weight variation) การละลายของตวัยา (Dissolution) ความ
เป็นกรด-เบส (pH) และปริมาณน�้ำ (water) โดยใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นและผ่านการตรวจสอบความถูกต้อง ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณตัวยาส�ำคัญและการละลายของตัวยา

ผล

1.	 การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (Chromatographic system suitability)

จากการฉีดสารละลาย Resolution เพ่ือตรวจสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ พบว่าระบบ 

โครมาโทกราฟสามารถแยก azaerythromycin A และ azithromycin จากกัน (ภาพที่ 2) โดยมี retention time  

ประมาณ 6.8 และ 10.2 นาที ตามล�ำดับ และมีค่า resolution เท่ากับ 7.6 โดยไม่มีผลรบกวนจากตัวท�ำละลาย 

(Diluent A) (ภาพที่ 3)
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2.	 การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี  (Selectivity/Specificity)

ภายใต้สภาวะของระบบโครมาโทกราฟที่พัฒนาขึ้น ได้พีคของอะซิโทรมัยซินที่เวลาประมาณ 10.1 นาที  

(ภาพที่ 4)
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ภาพที่ 4  โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน  

จากการศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธีที่พัฒนาขึ้นโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซินที่ท�ำให้

เกิดการสลายตัวท่ีสภาวะต่างๆ เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน โดยสามารถแยกสารสลายตัว 

ของอะซิโทรมัยซิน ที่เกิดการสลายตัวจากสภาวะต่าง ๆ ออกจากพีคของอะซิโทรมัยซิน (ภาพที่ 5)  
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ภาพที่ 5	 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน  (A) 

   	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะเบสที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง (B)

      	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะกรด (C)

      	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะออกซิเดชัน (D) 

     	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะท�ำให้ร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส นาน  3 ชั่วโมง (E) 

    	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะที่ถูกแสงแดดนาน  6 ชั่วโมง (F)
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พบว่าอะซโิทรมยัซนิ มคีวามคงทนจากความร้อนที ่80 องศาเซลเซยีส นาน 3 ชัว่โมง และในสภาวะเร่งด้วยแสง คือ 

พบการสลายตัวเพียงร้อยละ 1.1 และ 1.3 ตามล�ำดับ ไม่คงตัวในสภาวะเบสที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง สภาวะ

กรดและสภาวะออกซิเดชัน โดยมีการสลายตัวและตรวจพบสารสลายตัว โดยแสดงผลการศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจง 

ของวิธีจากสภาวะที่ท�ำให้เกิดการสลายตัว (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 แสดงสภาวะที่ศึกษาการสลายตัวของอะซิโทรมัยซิน และสารสลายตัวที่ตรวจพบ

	สภาวะที่ท�ำให้เกิดการสลายตัว	 ร้อยละของการสลายตัว	 Retention time

			   ของสารสลายตัว (นาที)

เบสที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง	 68.35	 4.5

กรด		  32.00	 4.5

ออกซิเดชั่น		  13.27	 3.5

ท�ำให้ร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง	 1.06	 ไม่พบสารสลายตัว

แสงแดดนาน 6 ชั่วโมง	 1.34	 ไม่พบสารสลายตัว

3.	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์  (Linearity and Range)

เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐาน 6 ความเข้มข้น ได้แก่  0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

พบความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นกับพื้นที่ใต้พีคมีลักษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ โดยมีค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient)  เท่ากับ  0.9979 (ภาพที่ 6)
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4.	 การทดสอบความแม่น (Accuracy)

ผลจากการฉีดสารละลาย placebo ที่เติมสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซินที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ ร้อยละ 

30, 100 และ 140 ของความเข้มข้นที่ใช้วิเคราะห์อะซิโทรมัยซิน   เพื่อศึกษาร้อยละของการคืนกลับ พบว่าค่าเฉลี่ย 

ของร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล มีค่าเท่ากับ 99.48 และ %RSD เท่ากับ 0.28 

(ตารางที่ 2) ส่วนร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน 

มีค่าเท่ากับ 99.20 และ %RSD เท่ากับ 0.61 (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความแม่นของวิธีของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล

	 ระดับความเข้มข้น	 ปริมาณสารมาตรฐาน	 ปริมาณสารมาตรฐาน	 ร้อยละ
	(ร้อยละของความเข้มข้น	 ที่ตรวจพบ (มิลลิกรัม)	 ที่เติม (มิลลิกรัม)	 ของการคืนกลับ	 ค่าเฉลี่ย	 %RSD	
	 ที่ทดสอบ)	

		  2.8008	 2.8218	 99.26		
	 30	 2.8223	 2.8387	 99.42	 99.25	 0.18
		  2.7733	 2.7994	 99.07		

		  9.4026	 9.4248	 99.76
	 100	 9.3559	 9.3921	 99.62	 99.79	 0.19
		  9.3691	 9.3696	 99.99	

		  13.1196	 13.2490	 99.02
	 140	 13.1246	 13.1816	 99.57	 99.41	 0.35
		  13.1114	 13.1573	 99.65	

	 ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับ	 99.48	 0.28

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความแม่นของวิธีของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  

		  2.7360	 2.7583	 99.19		
	 30	 2.7997	 2.8639	 97.76	 98.63	 0.78
		  2.7452	 2.7741	 98.95		

		  9.3179	 9.3154	 100.03
	 100	 9.2385	 9.4772	 97.48	 99.13	 1.44	
		  9.4294	 9.4407	 99.88	

		  13.2607	 13.2620	 99.99
	 140	 13.1771	 13.2097	 99.75	 99.84	 0.13	
		  13.2068	 13.2340	 99.79	

	 ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับ	 99.20	 0.61

	 ระดับความเข้มข้น	 ปริมาณสารมาตรฐาน	 ปริมาณสารมาตรฐาน	 ร้อยละ
	(ร้อยละของความเข้มข้น	 ที่ตรวจพบ (มิลลิกรัม)	 ที่เติม (มิลลิกรัม)	 ของการคืนกลับ	 ค่าเฉลี่ย	 %RSD	
	 ที่ทดสอบ)	
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5.	 การทดสอบความเที่ยง (Precision)  
5.1	ความท�ำซ�้ำได้ (Repeatability)  
จากการวิเคราะห์หาปริมาณตัวยาส�ำคัญในตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลโดยวิเคราะห์ 6 ซ�้ำ 

ได้ปริมาณตัวยาส�ำคัญเฉลี่ยเท่ากับ 242.2219 มิลลิกรัมต่อแคปซูล และ %RSD เท่ากับ 1.3 (ตารางที่ 4) 
ส่วนอะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอน ได้ปรมิาณตวัยาส�ำคญัเฉลีย่เท่ากบั 195.7848  
มิลลิกรัมต่อ 5 มิลลิลิตร และ %RSD เท่ากับ 1.1 (ตารางที่ 5) 

5.2	 Intermediate precision

การศึกษา Intermediate  precision  ของวิธีที่พัฒนาขึ้นได้ผลการทดสอบ (ตารางที่ 6 และ 7)

ตารางที่ 6 ผลการทดสอบ Intermediate  precision ของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล

นักวิเคราะห์ที่ 1* 239.9909 243.1560 240.6924 239.6765 248.3456 241.4700 242.2219 1.3 
          244.8319 1.4

นักวิเคราะห์ที่ 2 248.0496 247.8729 247.8406 247.1409 247.2343 246.5128 247.4418 0.2

เปลี่ยนวันและเครื่องมือ** 

นักวิเคราะห์ที่ 1* 194.8427 197.9665 197.8479 192.4077 195.4342 196.2096 195.7848 1.1 
          196.6561 1.1

นักวิเคราะห์ที่ 2 199.4756 197.9835 196.3507 195.1510 196.2579 199.9452 197.5273 1.0  

เปลี่ยนวันและเครื่องมือ**

 รายการที่ ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

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

 รายการที่ ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

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

	*	นกัวเิคราะห์ที ่1 ตรวจวเิคราะห์วนัที ่20 ม.ิย. 56 โดยเครือ่ง HPLC ผลติภณัฑ์ของ Waters Model Waters 2695-1996-Empower

	**	นักวิเคราะห์ที่ 2 ตรวจวิเคราะห์วันที่ 27 มิ.ย. 56 โดยเครื่อง HPLC ผลิตภัณฑ์ของ Agilent Model Agilent 1100 Series

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้ของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล

	 1	 239.9909
	 2	 243.1560
	 3	 240.6924
	 4	 239.6765
	 5	 248.3456
	 6	 241.4700

	 เฉลี่ย	 242.2219

	 %RSD	 1.3

	 ตัวอย่างที่	 ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้ของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน 

	 1	 194.8427
	 2	 197.9665
	 3	 197.8479
	 4	 192.4077
	 5	 195.4342
	 6	 196.2096

	 เฉลี่ย	 195.7848

	 %RSD	 1.1

	 ตัวอย่างที่	 ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)
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นักวิเคราะห์ที่ 1* 239.9909 243.1560 240.6924 239.6765 248.3456 241.4700 242.2219 1.3 
          244.8319 1.4

นักวิเคราะห์ที่ 2 248.0496 247.8729 247.8406 247.1409 247.2343 246.5128 247.4418 0.2

เปลี่ยนวันและเครื่องมือ** 

นักวิเคราะห์ที่ 1* 194.8427 197.9665 197.8479 192.4077 195.4342 196.2096 195.7848 1.1 
          196.6561 1.1

นักวิเคราะห์ที่ 2 199.4756 197.9835 196.3507 195.1510 196.2579 199.9452 197.5273 1.0  

เปลี่ยนวันและเครื่องมือ**

 รายการที่ ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

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

 รายการที่ ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

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

*	นักวิเคราะห์ที่ 1 ตรวจวิเคราะห์วันที่ 20 มิ.ย. 56 โดยเครื่อง HPLC ผลิตภัณฑ์ของ Waters Model Waters 2695-1996-Empower

**	นักวิเคราะห์ที่ 2 ตรวจวิเคราะห์วันที่ 27 มิ.ย. 56 โดยเครื่อง HPLC ผลิตภัณฑ์ของ Agilent: Model Agilent 1100 Series

ตารางที่ 7	 ผลการทดสอบ Intermediate   precision ของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำ 

		  แขวนตะกอน  

6.	 การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

จากการทดลองเปลี่ยนแปลงสภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟ เพื่อศึกษาค่าพารามิเตอร์ต่างๆ เช่น 

resolution, retention time, theoretical plates และ tailing factor  รวมทั้งวิเคราะห์หาปริมาณอะซิโทรมัยซิน 

ในตัวอย่าง   เพื่อเปรียบเทียบผลวิเคราะห์   จากผลการทดสอบพบว่า สภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟท่ีมีการ 

เบี่ยงเบนไปให้ผลการวิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในตัวอย่าง  มีค่า %RSD ไม่เกิน 1.16 (ตารางที่  8)

ตารางที่ 8  ผลการทดสอบความทนของวิธี

สภาวะของระบบ
โครมาโทกราฟ

ผลการทดสอบความทนของวิธี

	                  Retention	    Theoretical	     Tailing	             ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัม/หน่วย)
	Resolution
		      time	   plates	      factor	          ค่าเฉลี่ย	       %RSD	      ค่าเฉลี่ย	        %RSD
					        	              (n=3)	

HPLC column	 No.1*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 247.2346	 1.16
	 No.2	 7.8	 13.7	 3587.9	 0.92	 249.2540	 1.9		

	 8.15	 8.4	 12.5	 7397.8	 1.02	 246.0023	 1.6
pH ของ buffer	 8.20*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 247.0882	 1.05
	 8.25	 8.2	 11.8	 5825.1	 1.17	 250.0471	 0.6

อุณหภูมิของ	 45	 10.6	 12.7	 7981.7	 1.05	 246.2101	 1.5	 -	 -
column	 50*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 246.3080	 0.46
	 55	 8.1	 11.2	 6695.5	 1.05	 247.4988	 0.6	 -	 -	

Flow rate 	 1.4	 9.8	 12.8	 10267.9	 1.05	 249.4342	 0.0	 -	 -
(ml/minute)	 1.5*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 247.8088	 0.92	
	 1.6	 9.9	 11.3	 7556.0	 0.99	 248.7771	 0.2	 -	 -

ACN/MeOH/	 19:40:41	 10.2	 15.6	 8590.0	 0.94	 247.1461	 0.7	 -	 -
Sol.A	 21:40:39*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 246.3427	 0.41
	 23:40:37	 8.0	 10.0	 6284.1	 1.05	 246.6668	 0.6	 -	 -

* หมายถึง สภาวะของระบบโครมาโทกราฟที่ท�ำการตรวจสอบความถูกต้อง
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7.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)

เมือ่ทราบแหล่งท่ีมาของความไม่แน่นอนแล้ว  จงึพจิารณาความไม่แน่นอนทีเ่กิดจากแต่ละแหล่งแล้วค�ำนวณหา

ค่าความไม่แน่นอนรวม (combined relative standard uncertainty) และค่าความไม่แน่นอนขยาย (Expanded  

uncertainty) เพื่อรายงานเป็นผลการทดสอบ ดังตัวอย่างการค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนของการวัดในการวิเคราะห์ 

อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลที่ได้ผลการวิเคราะห์เท่ากับ 96.9% ของปริมาณที่แจ้ง ผลการค�ำนวณค่าความ 

ไม่แน่นอน พบว่าได้ค่าความไม่แน่นอนขยายเท่ากับ 1.56% ของปริมาณที่แจ้ง จึงรายงานผลการทดสอบเป็น 

96.9 ± 1.6% ของปริมาณที่แจ้ง รายละเอียดของการค�ำนวณค่าความไม่แน่นอน (ตารางที่ 9) ส่วนอะซิโทรมัยซินในรูป

แบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  ได้ผลการวิเคราะห์เท่ากับ 97.9% ของปริมาณที่แจ้ง  ผลการค�ำนวณ

ค่าความไม่แน่นอน พบว่าได้ค่าความไม่แน่นอนขยายเท่ากับ 1.48% ของปริมาณที่แจ้ง จึงรายงานผลการทดสอบ 

เป็น 97.9 ± 1.5% ของปริมาณที่แจ้ง  รายละเอียดของการค�ำนวณค่าความไม่แน่นอน  (ตารางที่ 10)

Standard				  

Wstd		  51.98	 mg	 0.0207	 0.000398

Volumetric flaskstd	 25	 ml	 0.0466	 0.001865

Pipetstd		  5	 ml	 0.0122	 0.002450

Volumetric flaskstd	 25	 ml	 0.0466	 0.001865

Peak areastd	 	 1084543.7	 -	 7050.5548	 0.006501

Purity		  -	 -	 -	 -

Sample				  

Av.Wt/unit		  451.8	 mg	 0.0207	 0.000046

Wsample		  181.08	 mg	 0.0207	 0.000114

Volumetric flaskstd	 250	 ml	 0.4385	 0.001754

Peak areasample	 1080656.7	 -	 2730.5388	 0.002527

Repeatability		 242.2219	 -	 0.0053	 0.000022

Total relative standard uncertainty: 0.00006486

Combined relative standard uncertainty: 0.00805

Test result is 96.9% la.: Combined standard uncertainty: 0.00805 × 96.9 = 0.78

Expanded uncertainty: k = 2, 2 × 0.78 = 1.56% la.

Reported value: 96.9 ± 1.6% la.

	 Components	 Value, xi	 Unit	 u(xi)	 u(xi)/xi

ตารางที่ 9  การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล
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ตารางที่ 10  การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผง ส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำ

แขวนตะกอน  

Standard				  

Wstd			   50.01	 mg	 0.0207	 0.000414

Volumetric flaskstd	 25	 ml	 0.0466	 0.001865

Pipetstd			   5	 ml	 0.0122	 0.002450

Volumetric flaskstd	 25	 ml	 0.0466	 0.001865

Peak areastd		  848359.3	 -	 2471.9540	 0.002914

Purity			   -	 -	 -	 -

Sample				  

Av.Wt/unit			  6327.8	 mg	 0.0207	 0.0000033

Wsample			   2794.7	 mg	 0.0207	 0.0000074

Volumetric flaskstd	 250	 ml	 0.4385	 0.001754

Peak areasample	 867873.3	 -	 4980.8690	 0.005739

Repeatability		 195.7848	 -	 0.0045	 0.000023

Total relative standard uncertainty: 0.00005764

Combined relative standard uncertainty: 0.00759

Test result is 97.9% la.: Combined standard uncertainty: 0.00759 × 97.9 = 0.74

Expanded uncertainty: k = 2, 2 × 0.74 = 1.48% la.

Reported value: 97.9 ± 1.5% la.

	 Components	 Value, xi	 Unit	 u(xi)	 u(xi)/xi

8.	 ผลการศึกษาคุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน

ในการเฝ้าระวังคณุภาพยาอะซิโทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซลูและยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยา น�ำ้แขวนตะกอน  

ซึง่เป็นโครงการร่วมระหว่างส�ำนักยาและวัตถเุสพตดิ  กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ กบัส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและ

ยา ได้วิเคราะห์ตัวอย่างจ�ำนวน 23 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลทั้งหมด 15 ตัวอย่าง จาก

ทะเบียนยา 8 ต�ำรับ จากผู้ผลิต 7 ราย เป็นผู้ผลิตในประเทศ 5  ราย และผู้น�ำเข้า 2 ราย ตรวจวิเคราะห์ในหัวข้อปริมาณ

ตัวยาส�ำคัญ (Assay) ความแตกต่างจากน�้ำหนักเฉลี่ย (Weight variation) การละลายของตัวยา (Dissolution) 

และปริมาณน�้ำ (Water) และยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน 8 ตัวอย่าง จาก 

ทะเบียนยา 4 ต�ำรับ  จากผู้ผลิต 3 ราย  เป็นผู้ผลิตในประเทศ 2 ราย  และผู้น�ำเข้า 1 ราย ตรวจวิเคราะห์ในหัวข้อปริมาณ

ตวัยาส�ำคญั (Assay) ความเป็นกรด-เบส (pH) และปรมิาณน�ำ้ (Water) โดยการตรวจวเิคราะห์ในหวัข้อปรมิาณตวัยา

ส�ำคญัและการละลายของตวัยาใช้วิธท่ีีได้พฒันาขึน้และตรวจสอบความถกูต้องของวธิแีล้ว  ส่วนหวัข้อความแตกต่างจาก

น�ำ้หนกัเฉลีย่ ความเป็นกรด-เบส และปรมิาณน�ำ้  ใช้วธิแีละมาตรฐานตามต�ำรายาของประเทศสหรฐัอเมรกิา (USP 35)  

ซึง่จากการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างจ�ำนวน 23 ตวัอย่าง พบว่าตวัอย่างทัง้หมดมคีณุภาพเข้ามาตรฐานตามเกณฑ์ทีก่�ำหนด 
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วิจารณ์

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำ 

แขวนตะกอนในครั้งนี้มีปัญหาเนื่องจากคุณสมบัติของอะซิโทรมัยซิน คือ อะซิโทรมัยซินมีโครงสร้างขนาดใหญ่  

(ดงัภาพที ่1) มวลโมเลกลุมาก ประกอบกบัมค่ีาการดดูกลนืแสงทีไ่ม่เด่นชัด(13) (very weak ultravioletchromophore) 

ท�ำให้การตรวจวิเคราะห์ที่ใช้การตรวจวัดโดยการดูดกลืนแสงกระท�ำได้ในช่วงความยาวคลื่นที่จ�ำกัด แต่วิธีที่พัฒนาขึ้น

มีข้ันตอนการเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างที่ไม่ยุ่งยาก โดยมีเพียงขั้นตอนเดียว ท�ำให้สามารถ

ลดค่าความผิดพลาด (Error) อันเนื่องมาจากการเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง และวิธีที่พัฒนา

ขึ้นสามารถตรวจวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินท้ังในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนได้ 

ในคราวเดียวกัน ใช้อุปกรณ์ในการตรวจวัดสัญญาณที่มีใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการ คือ UV detector แทนการใช ้ 

Amperometric electrochemical detector ซึ่งเป็นอุปกรณ์ในการตรวจวัดสัญญาณที่เฉพาะเจาะจง ไม่มีใช้ทั่วไปใน

ห้องปฏิบัติการ นอกจากนี้วิธีการวิเคราะห์ก็ยังเหมือนกับวิธีการวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาเม็ดตามต�ำรายา 

ของประเทศสหรัฐอเมริกา (USP 35)  แตกต่างกันเฉพาะสัดส่วนของสารละลายตัวพาเท่านั้น
ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีพบว่า วิธีวิเคราะห์มีความจ�ำเพาะเจาะจงต่ออะซิโทรมัยซิน ไม่พบ 

การรบกวนจากสารสลายตัวที่เกิดขึ้นจากสภาวะต่างๆ ที่ท�ำให้เกิดการสลายตัว  

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการทดสอบ  โดยศกึษาสารละลายมาตรฐานที ่6 ระดบัความเข้มข้น 

คิดเป็นช่วงของความเป็นเส้นตรงอยู่ระหว่าง 0.1-0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ได้ความสัมพันธ์ที่เป็นเส้นตรงตลอดช่วง  

โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) เท่ากับ 0.9979

การทดสอบความแม่นของวิธี ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น คือ 30, 100 และ 140% ของค่าความเข้มข้นท่ี

ทดสอบ  พบว่าร้อยละของการคนืกลบัของอะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซลูของทกุความเข้มข้นทีท่ดสอบอยูร่ะหว่าง 

99.02 ถึง 99.99 โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 99.48 และ %RSD เท่ากับ 0.28 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ ร้อยละ 98.0-

102.0 และค่า %RSD ไม่มากกว่า 2.0 ส�ำหรับร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียม

เป็นยาน�้ำแขวนตะกอนของทุกความเข้มข้นที่ทดสอบอยู่ระหว่าง 97.48 ถึง 100.03 โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 99.20 และ  

%RSD เท่ากับ 0.61 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ ร้อยละ 97.0-103.0 และค่า %RSD ไม่มากกว่า 2.0  แสดงถึง

วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้มีความแม่น

การทดสอบความเที่ยงของวิธี  ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้  ได้ค่า %RSD เท่ากับ 1.3 และ 1.1 ส�ำหรับ 

อะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอน  ตามล�ำดบั เมือ่ทดสอบโดยเปลีย่นนกั

วิเคราะห์ เปลี่ยนวันวิเคราะห์ และเปลี่ยนเครื่องมือ ท�ำการวิเคราะห์ตัวอย่าง 6 ซ�้ำ ได้ %RSD รวมของผลการวิเคราะห์

เท่ากับ 1.4 และ 1.1  ส�ำหรับอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  ตาม

ล�ำดับ  ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ คือ ไม่มากกว่า 2.0 แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถท�ำซ�้ำได้และมีความเที่ยง

การทดสอบความทนของวิธีทดสอบโดยเปลี่ยนแปลง HPLC column อัตราส่วนของสารละลายตัวพา 

ความเป็นกรด-เบส (pH) ของสารละลายบัฟเฟอร์ในสารละลายตัวพา อุณหภูมิของคอลัมน์และอัตราการไหลของ

สารละลายตวัพา พบว่าการเปล่ียนแปลงท่ีได้ท�ำการทดสอบดงักล่าวไม่มผีลกระทบต่อระบบ ซึง่พจิารณาจากประสทิธภิาพ

ของการแยก (theoretical plates) Resolution ระหว่าง azithromycin และ azaerythromycin A และรูปร่าง

ของพีค (tailing factor) และจากผลการวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในตัวอย่างในสภาวะที่มีการเปลี่ยนแปลงดังกล่าว

ได้ผลการทดสอบที่มีค่า %RSD ไม่เกิน 2.0 เป็นการยืนยันว่าเมื่อสภาวะของระบบโครมาโทกราฟมีการเปลี่ยนแปลง 

เล็กน้อยจะไม่กระทบต่อผลวิเคราะห์ แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความทนต่อสภาวะที่เปลี่ยนแปลง 
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การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวดัเป็นเครือ่งวดัระดบัคณุภาพของผลการทดสอบ  การแสดงค่าความ

ไม่แน่นอนท�ำให้ค่าที่รายงานนั้นมีความครบถ้วนสมบูรณ์และน่าเชื่อถือ นอกจากนี้ยังเป็นการแสดงถึงความสามารถ 

ในการสอบกลับได้ของระบบการวัด  ส�ำนักยาและวตัถเุสพตดิเป็นห้องปฏบิตักิารทีใ่ห้การบรกิารการทดสอบ ต้องสามารถ

รายงานค่าความไม่แน่นอนของผลการทดสอบได้หากเป็นความต้องการของลูกค้า จากตัวอย่างการประเมินค่าความ 

ไม่แน่นอนของผลการทดสอบหาปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวน

ตะกอน พบว่าได้ค่าความไม่แน่นอนขยาย 1.6% และ 1.5% ตามล�ำดับ  ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ปกติของการตรวจวิเคราะห์ยา

สรุป

วิธีวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน ที่พัฒนา

ข้ึนนี้สามารถใช้วิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน 

ได้อย่างถูกต้องแม่นย�ำและมีความจ�ำเพาะเจาะจงต่อตัวยาส�ำคัญ เป็นวิธีที่ง่าย สะดวก และสามารถวิเคราะห์ยาทั้งสอง

รูปแบบได้ในเวลาเดียวกัน วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานของส�ำนักยาและวัตถุเสพติดในการตรวจ

วิเคราะห์คุณภาพยาดังกล่าวในโครงการส�ำรวจคุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียม

เป็นยาน�้ำแขวนตะกอนที่มีจ�ำหน่ายในประเทศไทย โดยการตรวจวิเคราะห์ในหัวข้อปริมาณตัวยาส�ำคัญและการละลาย

ของตัวยาใช้วิธีที่ได้พัฒนาขึ้นและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีแล้ว  ส่วนหัวข้อความแตกต่างจากน�้ำหนักเฉลี่ย  ความ

เป็นกรด-เบส และปรมิาณน�ำ้  ใช้วิธแีละมาตรฐานตามต�ำรายาของประเทศสหรฐัอเมรกิา (USP 35)  ซึง่จากการตรวจ
วิเคราะห์ตัวอย่างจ�ำนวน 23 ตัวอย่าง  พบว่าตัวอย่างทั้งหมดมีคุณภาพเข้ามาตรฐานตามเกณฑ์ที่ก�ำหนด  
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Development and Validation Method for 

Determination of Azithromycin Capsules 

and Azithromycin for Oral Suspension

Wipapan  Saiyasombat  Supanee  Duangteraprecha  Supawadee  Surangkul

and  Prasit  Opas
Bureau of  Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi, 11000, 

Thailand.

Abstract  The development and validation of reversed phase high performance liquid chromatography 
(RP-HPLC) method for the determination of azithromycin capsules and azithromycin  for oral  suspension 
was  established.  The separation was achieved on a XTerra C18, 5-µm, 4.6- × 150-mm  column, at  50 degree 
Celsius. The mobile phase was the mixture of acetronitrile, methanol and dibasic potassium phosphate 
with sodium 1-octanesulfonate pH 8.20 (21:40:39, v/v) at the flow rate of 1.5 ml per minute, setting the 
detection at 210 nm. Specificity test indicated that azithromycin peak was not interfered by its degradation 
product peaks from any stress conditions : heat, light, acid/base hydrolysis and oxidation. The described 
method was linear over the range of  0.1-0.6 mg per ml for azithromycin with correlation coefficient, r, 
0.9979. The percentage mean recovery of  azithromycin capsules and azithromycin for oral suspension 
were 99.48 (%RSD = 0.28) and 99.20 (%RSD = 0.61), respectively. The repeatability of  azithromycin 
capsules and azithromycin for oral suspension were performed  with %RSD 1.3 and 1.1, respectively.  
The intermediate precision data (%RSD) obtained among different days, analysts and HPLC 
instruments of azithromycin capsules and azithromycin for oral suspension were 1.4 and 1.1 
respectively. The results showed that this method was robust when HPLC conditions such as the HPLC 
column, the pH of  buffer solution, the ratio of mobile phase, the column temperature and even the flow rate, 
were changed. The proposed analytical method presented here revealed that it was suitable for the 
determination of azithromycin capsules and azithromycin for oral suspension. This validated method  
was further used to analyze azithromycin capsules and azithromycin for oral suspension; it was found 
that all of  the samples complied with the specifications.

Key words : azithromycin capsules, azithromycin for oral suspension, HPLC, method validation
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การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
สารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในยาจากสมุนไพร 

โดยวิธี Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrophotometry

สุภาณี  ดวงธีรปรีชา  จิรานุช  แจ่มทวีกุล  ประภาพรรณ  สุขพรรณ์  และปรัชญาพร  อินทองแก้ว
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บทคัดย่อ  การวิเคราะห์ปริมาณสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในยาจากสมุนไพร โดยวิธี Graphite Furnace Atomic 
Absorption Spectrophotometry (GFAAS) ได้ถกูพฒันาขึน้และตรวจสอบความถกูต้อง เพือ่ใช้ตรวจการปนเป้ือนของโลหะหนกั
ดังกล่าวในยาจากสมุนไพร  เพื่อประเมินความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์ เตรียมตัวอย่างโดยวิธีย่อยสลายด้วยกรด แล้วตรวจหา
ปริมาณโดยวิธี GFAAS ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตามแนวทางของ ICH-Q2(R1) พบว่าสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม 
มีความเป็นเส้นตรงในช่วง 5-80, 10-80 และ 0.25-4.0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรตามล�ำดับ โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์
มากกว่า 0.999 ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ เท่ากับ 2.5, 2.5 และ 0.16   นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยที่ขีดจ�ำกัดของการวัด 
เชิงปริมาณ เท่ากับ 1, 2 และ 0.1 ไมโครกรัมต่อกรัม ส�ำหรับสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ตามล�ำดับ การทดสอบความแม่นของ 
วธิ ีได้ค่าเฉลีย่ร้อยละของการคนืกลบัเท่ากบั 105.6, 98.8 และ 101.0 ส�ำหรบัสารหน ูตะกัว่ และแคดเมยีมตามล�ำดบั วธิวีเิคราะห์
มีความเที่ยง ได้ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ น้อยกว่า 2.9, 2.0 และ 4.7 ส�ำหรับสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม 
ตามล�ำดับ ทั้งหมดอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์นี้ไปตรวจหาการปนเปื้อนของสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในยาจาก
สมุนไพร 86 ตัวอย่างที่มีจ�ำหน่ายในประเทศไทย พบว่าการปนเปื้อนของโลหะหนักทั้งสามชนิดไม่เกินมาตรฐานที่ก�ำหนดไว้ใน
ต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย 
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บทน�ำ

ปัจจุบันกระแสของการแพทย์ทางเลือก ไม่ว่าจะเป็นการแพทย์แผนไทย การแพทย์แผนจีน การแพทย์ 

แบบองค์รวมหรือการแพทย์ทางเลือกอื่นๆ กลับมาได้รับความนิยมอย่างกว้างขวาง ประกอบกับการแพทย์ 

แผนตะวนัตกไม่สามารถตอบสนองต่อความต้องการของผูป่้วยโรคเรือ้รงัได้ จงึท�ำให้ประชาชนให้ความสนใจการแพทย์

ทางเลือกมากขึ้น โดยใช้สมุนไพรและผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรเพื่อรักษาและดูแลสุขภาพ โดยมีความเช่ือว่าผลิตภัณฑ ์

จากธรรมชาตินั้นจะมีความปลอดภัยหรือเกิดผลข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์น้อยกว่ายาแผนปัจจุบัน และจากการ 

ที่ประเทศไทยมีนโยบายส่งเสริมการใช้ยาสมุนไพรมาอย่างต่อเนื่อง เพื่อเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการบ�ำบัดรักษา ดูแล

สุขภาพของประชาชนและทดแทนการน�ำเข้ายาจากต่างประเทศ ตลอดจนเพื่อส่งเสริมองค์ความรู้ดั้งเดิมของหลัก 

การแพทย์และเภสัชกรรมแผนไทย ท�ำให้มีการตื่นตัวในการใช้สมุนไพรและการแพทย์แผนไทยเพิ่มมากข้ึน ปัจจุบัน 

มีการบรรจุยาแผนโบราณจ�ำนวน 50 รายการ และยาพัฒนาจากสมุนไพร 21 รายการ ไว้ในบัญชียาหลักแห่งชาติ  

ฉบับที่ 4(1) และกระทรวงสาธารณสุขได้ให้การสนับสนุนโดยมีนโยบายส่งเสริมให้สถานพยาบาลในสังกัดทั่วประเทศ 

ใช้ยาจากสมุนไพรบ�ำบัดรักษาควบคู่กับยาแผนปัจจุบัน อย่างไรก็ตามการใช้ยาสมุนไพรยังมีสัดส่วนที่น้อยอยู่เมื่อเทียบ

กบัเงนิงบประมาณสาธารณสขุของประเทศ ทัง้นีอ้าจเนือ่งมาจากบคุลากรทางสาธารณสขุตลอดจนผูบ้รโิภคยงัขาดความ

เชื่อมั่นในคุณภาพและความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์เหล่านี้ 

จากการขยายตัวของภาคอุตสาหกรรม ท�ำให้มีการน�ำโลหะหนักมาใช้ในกระบวนการผลิตของอุตสาหกรรม

ต่างๆ มากขึ้น ภาคการเกษตรมีการใช้ปุ๋ยและยาฆ่าแมลงมากขึ้น ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีโลหะหนักเป็นส่วนผสม ท�ำให ้

มสีารเคมแีละโลหะหนกัตกค้างสะสมในดนิและน�ำ้ ส่งผลให้พชืสมนุไพรต่างๆ ทีป่ลกูในสิง่แวดล้อมเหล่านัน้ดดูซมึและ

สะสมโลหะหนักมากขึ้น เมื่อผู้บริโภคได้รับสมุนไพรที่ปนเปื้อนดังกล่าวจะสามารถก่อให้เกิดพิษต่อผู้บริโภคได้ ทั้งพิษ

เฉียบพลันและพิษเรื้อรัง พิษจากโลหะหนักที่มีรายงานการพบมากในประเทศไทยคือ พิษสารหนู พิษตะกั่ว 

พษิแคดเมยีม(2) เป็นต้น พษิเนือ่งจากสารหนสู่วนใหญ่เป็นพษิแบบเรือ้รงั จะท�ำให้ผวิหนงัมลีกัษณะกระด�ำกระด่าง เกดิ

ตุ่มแข็ง มีอาการชาปลายนิ้วมือ นิ้วเท้า กล้ามเนื้ออ่อนแรง โลหิตจาง เกิดมะเร็งผิวหนังหรืออวัยวะภายในได้ อันตราย

โดยทั่วไปจากตะกั่ว จะท�ำให้เม็ดเลือดแดงอายุสั้นลง เกิดเป็นโรคโลหิตจาง และเป็นอันตรายต่อระบบประสาท ไต 

ทางเดินอาหาร ตับ และหัวใจ ส�ำหรับแคดเมียมเมื่อเข้าสู่ร่างกาย จะแพร่กระจายไปที่ตับ ม้าม และล�ำไส้ และเมื่อสะสม 

มากขึน้จะท�ำให้เกดิมะเรง็ ไตท�ำงานผดิปกต ิท�ำให้เกดิโรคความดนัโลหติสงู ปวดกระดกูสนัหลงั ปวดแขนขา ซึง่จะท�ำให้ 

ไตพิการได้(2, 3, 4)

ดังนั้นจึงมีความจ�ำเป็นที่ต้องมีการควบคุมคุณภาพยาจากสมุนไพร เพื่อให้ประชาชนได้รับความปลอดภัย 

ในการบริโภคยา และได้รับยาที่มีประสิทธิภาพในการรักษาอาการเจ็บป่วย ส�ำหรับด้านความปลอดภัยจะค�ำนึงถึงการ

ปนเป้ือนของโลหะหนักและเชือ้จุลนิทรย์ีเป็นหลกั โดยส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยา ได้ประกาศเรือ่งหลกัเกณฑ์

การพิจารณาการขึ้นทะเบียนต�ำรับยาแผนโบราณ เกี่ยวกับมาตรฐานการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์และโลหะหนัก(5) 

ซึ่งจะต้องไม่พบการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์และโลหะหนักเกินเกณฑ์มาตรฐานที่ก�ำหนด เพื่อแสดงความปลอดภัย 

ของยา ประกอบการขอขึ้นทะเบียนยาแผนโบราณหรือยาสมุนไพร โดยใช้ค่ามาตรฐานตามที่ก�ำหนดในต�ำรามาตรฐาน

ยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia 2009) โดยเกณฑ์การปนเปื้อนของโลหะหนักในยาจากสมุนไพร 

ต้องมีปริมาณสารหนูไม่เกิน 4 ส่วนในล้านส่วน (ppm) ตะกั่วไม่เกิน 10 ส่วนในล้านส่วน (ppm) และแคดเมียมไม่เกิน 

0.3 ส่วนในล้านส่วน (ppm)(6)

เนื่องจากไม่มีวิธีวิเคราะห์โลหะหนักแต่ละชนิดก�ำหนดไว้ในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทยดังกล่าว ผู้วิจัย 

จึงพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณโลหะหนัก 3 ชนิดนี้คือ สารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม เพื่อให้ได้วิธีที่สามารถตรวจปริมาณ

โลหะหนักแต่ละชนิดที่ระดับค่ามาตรฐานได้ โดยเลือกวิธีการเตรียมตัวอย่างแบบ wet digestion ย่อยสลายด้วย 

กรดไนตริก ซึ่งเป็นวิธีที่ง่ายและไม่ต้องใช้เครื่องมือพิเศษ หาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอย่างยาจากสมุนไพร 

จากนั้นจึงตรวจหาปริมาณโลหะหนักแต่ละชนิดโดยวิธี Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophoto- 
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metry (GFAAS) ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีมีความไว สามารถตรวจวิเคราะห์ที่ปริมาณต�่ำๆ ได้ดี หาสภาวะของเคร่ืองที่ 

เหมาะสมกับการวิเคราะห์แต่ละธาตุ โดยใช้สภาวะการทดสอบของบริษัทผู้ผลิตเครื่องมือเป็นแนวทาง แล้วท�ำการ 

ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่ได้ตามแนวทางของ ICH-Q2(R1)(7) เพื่อน�ำวิธีวิเคราะห์นี้ไปใช้ในการตรวจ

ปริมาณสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในยาจากสมุนไพร เพื่อประกันความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์ โดยใช้เกณฑ์ตาม

ต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย เป็นการสร้างความเชื่อมั่นให้กับผู้บริโภค และยังเป็นการส่งเสริมนโยบายการใช้ยาจาก

สมุนไพรของประเทศด้วย

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์

-	 เครื่อง Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometry (GFAAS), บริษัท  

PerkinElmer รุ่น Analyst 800

-	 Analytical balance ความละเอียด 0.0001 กรัม บริษัท Mettler รุ่น AT200

-	 หลอดก�ำเนิดแสงส�ำหรับวิเคราะห์ธาตุสารหนู (Arsenic lamp)

-	 หลอดก�ำเนิดแสงส�ำหรับวิเคราะห์ธาตุตะกั่ว (Lead lamp)

-	 หลอดก�ำเนิดแสงส�ำหรับวิเคราะห์ธาตุแคดเมียม (Cadmium lamp)

-	 หลอดกราไฟต์ (Graphite tubes)

-	 Water bath บริษัท Neslab รุ่น GP-400 

-	 เครื่องแก้ว class A

-	 ขวดพลาสติกส�ำหรับบรรจุสารละลายตัวอย่าง ชนิด high density polyethylene (HDPE)

(เครื่องแก้วและขวดพลาสติก ต้องแช่ในสารละลายกรดไนตริก 10% v/v ทิ้งค้างคืน แล้วล้างกรดออกด้วย

น�้ำกลั่นหลายๆ ครั้ง ผึ่งให้แห้งก่อนน�ำมาใช้งาน)

-	 กระดาษกรอง Whatman No.1 

-	 ก๊าซอาร์กอนความบริสุทธิ์ 99.995%

สารมาตรฐานและสารเคมี

-	 สารละลายมาตรฐานผสม (Mixed standard solution: As 100 ppm, Pb 100 ppm, Cd 5 ppm), 

AA grade  บริษัท PerkinElmer 

-	 สารละลายมาตรฐานสารหน ู(As 1000 ppm), สารละลายมาตรฐานตะกัว่ (Pb 1000 ppm), สารละลาย

มาตรฐานแคดเมียม (Cd 1000 ppm),  AA grade  บริษัท PerkinElmer 

-	 สารละลาย Palladium nitrate (Pd 10,000 ppm), AA grade บริษัท PerkinElmer 

-	 สารละลาย Magnesium nitrate (Mg (NO3)2 10,000 ppm), AA grade บริษัท PerkinElmer 

-	 กรดไนตริกเข้มข้น (65%), AR grade บริษัท Merck 

-	 น�้ำความบริสุทธิ์สูง ความต้านทานไฟฟ้าไม่น้อยกว่า 18.2 เมกะโอห์ม จากเครื่อง Elix 20 บริษัท 

Millipore

ตัวอย่าง 

1.	 ใช้ยาจากสมุนไพรชนิดผง ที่มีสารหนู ตะก่ัว และแคดเมียม ปนเปื้อนปริมาณน้อย เป็นตัวแทนของ 

matrix 
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2.	 เมื่อได้วิธีเหมาะสมที่ตรวจสอบความถูกต้องแล้ว จึงน�ำมาใช้ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารหนู ตะกั่ว และ

แคดเมียม  ในตัวอย่างสมุนไพรชนิดอื่นๆ จ�ำนวน 86 ตัวอย่าง แบ่งเป็นวัตถุดิบสมุนไพร 26 ตัวอย่าง เป็นผลิตภัณฑ์

สมุนไพรเดี่ยว 41 ตัวอย่าง และเป็นผลิตภัณฑ์สมุนไพรต�ำรับซึ่งประกอบด้วยสมุนไพรหลายชนิด 19 ตัวอย่าง

การเตรียมสารละลายมาตรฐานส�ำหรับกราฟมาตรฐาน

เตรียม Standard stock solution ให้มีความเข้มข้นของสารหนู (As) และตะกั่ว (Pb) 100 นาโนกรัม 

ต่อมิลลิลิตร (ppb) และแคดเมียม 5 ppb

โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานผสม (As 100 ppm, Pb 100 ppm, Cd 5 ppm) 2 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับ

ปริมาตร ขนาด 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน�้ำ แล้วปิเปตสารละลายมาตรฐานที่ได้ 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับ

ปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน�้ำ จากนั้นเจือจางสารละลายมาตรฐาน โดยตั้งระบบการท�ำงานของ

เครื่อง GFAAS ให้เจือจางอัตโนมัติ (automix) ให้ได้สารหนูที่ความเข้มข้น  5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 80  

ppb ตะกั่วที่ความเข้มข้น 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 80 ppb และแคดเมียมที่ความเข้มข้น 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 

2.0, 2.5, 3.0 และ 4.0 ppb  

การเตรียมตัวอย่าง

ชั่งตัวอย่างสมุนไพรที่บดเป็นเนื้อเดียวกัน ประมาณ 0.25 กรัม โดยทราบน�้ำหนักที่แน่นอน ใส่ในบีกเกอร ์

ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมกรดไนตริก 50% v/v จ�ำนวน 2.5 มิลลิลิตร ปิดด้วยกระจกนาฬิกา ท�ำการย่อยสลายบน 

อ่างอังไอน�้ำนาน 15 นาที ยกลง ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นใกล้เคียงกับอุณหภูมิห้อง แล้วเติมกรดไนตริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร 

ปิดบีกเกอร์ด้วยกระจกนาฬิกา ท�ำการย่อยสลายบนอ่างไอน�้ำต่อนาน 1 ช่ัวโมง หรือจนผงสมุนไพรถูกย่อยสลายหมด 

ยกลงตัง้ทิง้ไว้ให้เยน็ท่ีอณุหภมิูห้อง และถ่ายสารละลายตวัอย่างใส่ในขวดปรบัปรมิาตร ขนาด 50 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตร

ด้วยน�้ำ  น�ำตัวอย่างมากรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No. 1 และถ่ายลงหลอดพลาสติก จากนั้นน�ำสารละลาย 

ที่ได้ไปหาปริมาณ สารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ด้วยเครื่อง GFAAS

การเตรียมสารละลาย Blank

วิธีเตรียมเช่นเดียวกับการเตรียมตัวอย่าง แต่ไม่มีส่วนผสมของตัวอย่าง

สภาวะการทดสอบ 

Wavelength (nm)		  193.7	 283.3	 228.8
Slit (nm)		  0.7	 0.7	 0.7
Mode		  AA-BG	 AA-BG	 AA-BG
Lamp		  EDL	 EDL	 EDL
Current (mA)		  380	 440	 230
Sample volume (µl)	 20	 20	 20
Standards (ppb)		  5, 10, 20, 30,  	 10, 20, 30, 40,	 0.25, 0.5, 1.0, 1.5,
		  40, 50, 60, 80 	 50, 60, 80	 2.0, 2.5, 3.0, 4.0
Matrix modifier		  Palladium 1:10, 5 µl	 Magnesium 1:100, 2 µl	 Magnesium 1:10, 1 µl
			   Palladium 1: 50, 1 µl	 Palladium 1:10, 1 µl
Pyrolysis temp (°C)	 1200	 500	 600
Atomization  temp (°C)	 2150	 1500	 1450

วัดค่า absorbance โดยใช้ค่า peak area

	 Element	 As	 Pb	 Cd
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การทดสอบความเหมาะสมของเครื่อง AAS 

ก่อนท�ำการวิเคราะห์จะต้องปรับเครื่องมือ โดยการท�ำ sensitivity check ให้ได้สัญญาณพีคที่สมมาตร มี

พื้นที่ใต้พีคสูงสุดและได้ค่า absorbance อยู่ในช่วง ± 20% ของค่าที่ผู้ผลิตเครื่องมือก�ำหนดไว้  เครื่องจึงเหมาะสมที่

จะใช้ท�ำการตรวจวิเคราะห์ต่อได้ 

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  (Method Validation)(7)

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and Range)

ฉีดสารละลายมาตรฐานสารหนูความเข้มข้น 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 ppb สารละลายมาตรฐานตะกั่ว

ความเข้มข้น 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 ppb และสารละลายมาตรฐานแคดเมียมความเข้มข้น 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 

2.0, 2.5, 3.0, 4.0 ppb ตามสภาวะการทดสอบท่ีก�ำหนดไว้ของแต่ละธาต ุโดยฉดีซ�ำ้ 2 ครัง้ แล้วน�ำค่าเฉลีย่ absorbance 

ของแต่ละความเข้มข้นมาสร้างกราฟมาตรฐานของแต่ละธาต ุแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นกับค่า absorbance 

ค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) เพื่อศึกษาความเป็นเส้นตรง ซึ่งควรมีค่าไม่ต�่ำกว่า 

0.995 

การทดสอบความแม่น (Accuracy)  

ทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ โดยเติมสารละลายมาตรฐาน ลงในตัวอย่าง (standard addition 

method)  ผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่างตามขั้นตอนดังกล่าวข้างต้น ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 3 ระดับ คือสารหนู

ที่ความเข้มข้น 10, 30 และ 50 ppb ตะกั่วที่ความเข้มข้น 10, 30 และ 60 ppb และแคดเมียมที่ความเข้มข้นที่ 1.0, 

1.5 และ 2.5 ppb ระดับละ 3 ซ�้ำ วิเคราะห์หาปริมาณ ค�ำนวณค่าร้อยละของการคืนกลับ (% recovery) ของแต่ละ

ระดับความเข้มข้น หาค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับ (% mean recovery) และค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (% Relative Standard Deviation, %RSD) โดยที่ % mean recovery ควรอยู่ในช่วง 80-110 และ 

ค่า %RSD ของสารหนูและตะกั่วไม่มากกว่า 7  และ %RSD ของแคดเมียมไม่มากกว่า 11(8)

การทดสอบความเที่ยง (Precision)

ความทวนซ�้ำได้ (Repeatability) 

เติมสารละลายมาตรฐานลงในตัวอย่าง (standard addition method)   ผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่าง

ตามขั้นตอนดังกล่าวข้างต้น ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย คือสารหนูที่ความเข้มข้น 20 ppb ตะกั่วที่ความเข้มข้น 50 ppb 

และแคดเมียมที่ความเข้มข้น 1.5 ppb เตรียมความเข้มข้นละ 6 ซ�้ำ วิเคราะห์หาปริมาณ ค�ำนวณค่าเฉลี่ย และ %RSD 

โดย %RSD ส�ำหรับสารหนูและตะกั่ว ไม่มากกว่า 7  และส�ำหรับแคดเมียม ไม่มากกว่า 11(8)

Intermediate precision

เตรียมตัวอย่างเช่นเดียวกับการทดสอบ Repeatability โดยนักวิเคราะห์ 2 คน ทดสอบต่างวัน ด้วย 

เครื่องมือเดิม ท�ำคนละ 6   ซ�้ำ  รวมเป็น 12 ซ�้ำ  ค�ำนวณ %RSD และใช้เกณฑ์พิจารณาเช่นเดียวกับของการทดสอบ 

Repeatability

การทดสอบหาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)

ประมาณค่า LOD โดยค�ำนวณจากสูตร LOD = 3.3σ/S โดย σ คือค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของสัญญาณ 
และ S คือ slope ของกราฟมาตรฐาน
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แล้วท�ำการทดสอบยืนยันโดยเตรียมสารละลายตัวอย่าง จาก blank ที่เติมสารมาตรฐานชนิดเดี่ยวให้มีความ

เข้มข้นที่ระดับ LOD จ�ำนวน 7 ซ�้ำ วิเคราะห์ด้วย GFAAS ทุกตัวอย่างต้องอ่านสัญญาณได้มากกว่า blank

การทดสอบหาขีดจ�ำกัดของการวัดปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)

ประมาณค่า LOQ (estimated LOQ) โดยค�ำนวณจากสูตร LOQ = 10σ/S โดย σ คือค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานของสัญญาณ และ S คือ slope ของกราฟมาตรฐาน

แล้วท�ำการทดสอบยืนยันโดยเตรียมตัวอย่างด้วยวิธี standard addition โดยเติมสารมาตรฐานชนิดเดี่ยว

ลงในตัวอย่างที่ระดับ estimated LOQ จ�ำนวน 7 ซ�้ำ วิเคราะห์ปริมาณ ค�ำนวณ % recovery และ %RSD เพื่อหาค่า 

LOQ ที่มีความแม่นและความเที่ยงที่ยอมรับได้

การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)(9)

เพื่อให้เป็นไปตามมาตรฐานของ ISO/IEC 17025:2005 ที่ก�ำหนดให้มีการประมาณค่าความไม่แน่นอน 

ของการวัด ในการศึกษานี้จึงท�ำการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวิเคราะห์สารหนู ตะก่ัว และแคดเมียม 

โดยค�ำนึงถึงแหล่งของความไม่แน่นอนทุกแหล่ง เมื่อรวมค่าความไม่แน่นอนทั้งหมดแล้ว ค�ำนวณค่าความไม่แน่นอน

ขยาย โดยใช้ k เท่ากับ 2 ในการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด ปริมาณสารที่พบ ค�ำนวณได้จาก

				    ความเข้มข้นที่อ่านได้จากกราฟมาตรฐาน (ng/ml) × ปริมาตรที่ปรับ (ml)
  
ปริมาณสารที่พบ 

 =   
    (µg/g, ppm)                               น�้ำหนักตัวอย่าง (g) × 1000

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารหนู (As) ตะกั่ว (Pb) และแคดเมียม (Cd) ในยาจากสมุนไพรโดยวิธี 

Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometry (GFAAS) 

วิเคราะห์ปริมาณสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในตัวอย่างยาจากสมุนไพร โดยใช้วิธี GFAAS ที่ตรวจสอบ

ความถูกต้องแล้ว จ�ำนวน 86 ตัวอย่าง แบ่งเป็นวัตถุดิบสมุนไพร 26 ตัวอย่าง เป็นผลิตภัณฑ์สมุนไพรเดี่ยว 41 ตัวอย่าง 

และเป็นผลิตภัณฑ์สมุนไพรต�ำรับซึ่งประกอบด้วยสมุนไพรหลายชนิด 19 ตัวอย่าง ใช้เกณฑ์การประเมินสารหนูและ 

โลหะหนักท่ียอมให้ตกค้างในผลิตภัณฑ์ยาสมุนไพร ที่ก�ำหนดในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal  

Pharmacopoeia 2009) คือ สารหนูไม่เกิน 4 ส่วนในล้านส่วน (ppm) ตะกั่วไม่เกิน 10 ppm และแคดเมียมไม่เกิน 

0.3 ppm

ผล

ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and Range)

ผลจากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานสารหนู ในช่วง 5 ถึง 80 ppb สารละลายมาตรฐานตะกั่ว ในช่วง 

10 ถึง 80 ppb และสารละลายมาตรฐานแคดเมียม ในช่วง 0.25 ถึง 4.0 ppb พบความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นกับ

ค่า absorbance เป็นเส้นตรงตลอดช่วงที่ทดสอบ โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) 

เท่ากับ 0.9989, 0.9997 และ 0.9989 ตามล�ำดับ (ภาพที่ 1)	
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ภาพที่ 1  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า absorbance กับความเข้มข้นของสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม

	 0.0	 1.0	 2.0	 3.0	 4.0	 5.0
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การทดสอบความแม่น (Accuracy)
การทดสอบความแม่น โดยการเติมสารละลายมาตรฐานในตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 3 ระดับ ระดับละ 3 ซ�้ำ 

คือ สารหนูที่ความเข้มข้น 10, 30 และ 50 ppb ได้ค่าร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 100.0 – 110.3 โดยมีค่าเฉลี่ย
เท่ากับ 105.6 และ %RSD เท่ากับ 2.9 ตะกั่วที่ความเข้มข้นคือ 10, 30 และ 60 ppb ได้ค่าร้อยละของการคืนกลับอยู่
ในช่วง 95.3-104.0 โดยมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 98.8 และ %RSD เท่ากับ 3.4 แคดเมยีมทีค่วามเข้มข้น 1.0, 1.5 และ 2.5 ppb 

ได้ค่าร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 97.9-104.8 โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 101.0 และ %RSD เท่ากับ 2.3 (ตารางที่ 1)

สารหนู	 10	 103.0	 104.5	 107.8	 105.1	 2.3	 105.6	 2.9
	 30	 110.3	 105.2	 107.8	 107.8	 2.3		
	 50	 107.3	 104.0	 100.0	 103.8	 3.5		

ตะกั่ว	 10	 95.8	 98.5	 104.0	 99.5	 4.2	 98.8	 3.4
	 30	 103.0	 101.5	 99.3	 101.3	 1.8		
	 60	 96.7	 95.3	 95.4	 95.8	 0.8		

แคดเมียม	 1.0	 98.8	 104.8	 100.8	 101.5	 3.0	 101.0	 2.3
	 1.5	 99.9	 97.9	 101.9	 99.9	 2.0		
	 2.5	 99.9	 100.3	 104.3	 101.5	 2.4		

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์สารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในยาจากสมุนไพร

	 ชนิด	 ปริมาณสารมาตรฐาน	 ร้อยละของการคืนกลับ	 ค่าเฉลี่ย	 %RSD
	 โลหะหนัก	 ที่เติม (ppb)	 1	 2	 3	 ค่าเฉลี่ย	 %RSD

การทดสอบความเที่ยง (Precision)

ผลการศึกษา repeatability ของการวิเคราะห์สารหนูที่ความเข้มข้น 20 ppb ได้ %RSD น้อยกว่า 1.5 

การวิเคราะห์ตะกั่วที่ความเข้มข้น 50 ppb ได้ %RSD น้อยกว่า 1.2 และการวิเคราะห์แคดเมียมที่ความเข้มข้น 1.5 ppb 

ได้ %RSD น้อยกว่า 5.7 (ตารางที่ 2) และผลการศึกษา intermediate precision ได้ %RSD เท่ากับ 2.9, 2.0 

และ 4.7 ส�ำหรับสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2)

	 1	 19.42	 20.45	 48.14	 50.98	 1.66	 1.63
	 2	 18.90	 20.77	 47.97	 49.87	 1.49	 1.52
	 3	 19.65	 20.21	 48.45	 49.42	 1.58	 1.56
	 4	 19.27	 20.58	 48.59	 49.71	 1.51	 1.52
	 5	 19.50	 20.23	 47.71	 49.59	 1.53	 1.56
	 6	 19.69	 20.00	 48.00	 49.50	 1.56	 1.37

ค่าเฉลี่ย (6 ค่า)	 19.41	 20.38	 48.14	 49.84	 1.56	 1.53
	 %RSD*	 1.5	 1.4	 0.7	 1.2	 3.9	 5.7

ค่าเฉลี่ย (12 ค่า)	 19.89	 48.99	 1.54
%RSD**	 2.9	 2.0	 4.7

A = วิเคราะห์โดยนักวิเคราะห์คนที่ 1 วันที่ 1 เครื่องมือเดิม		 *  %RSD ของการทดสอบ Repeatability
	B = วิเคราะห์โดยนักวิเคราะห์คนที่ 2 วันที่ 2 เครื่องมือเดิม		 ** %RSD ของการทดสอบ Intermediate precision

ตารางที่ 2  ผลการทดสอบความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์สารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในยาจากสมุนไพร

	 สารหนู (20 ppb)	 ตะกั่ว (50 ppb)	 แคดเมียม (1.5 ppb)
	 ตัวอย่างที่	
		  A	 B	 A	 B	 A	 B
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การทดสอบหาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)

ได้ค่า LOD ส�ำหรับสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม เท่ากับ 2.5, 2.5 และ 0.16 ppb ตามล�ำดับ

การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ)

ได้ค่า LOQ ของสารหนู เท่ากบั 5 ppb คดิเป็น 1 ppm ในตวัอย่าง ม ี% recovery เท่ากบั 89.2 และ %RSD 

เท่ากับ 6.2 ค่า LOQ ของตะกั่ว เท่ากับ 10 ppb คิดเป็น 2 ppm ในตัวอย่าง มี % recovery เท่ากับ 98.0 และ %RSD 

เท่ากับ 4.5 และค่า LOQ ของแคดเมียม เท่ากับ 0.5 ppb คิดเป็น 0.1 ppm ในตัวอย่าง มี % recovery เท่ากับ 94.2 

และ %RSD เท่ากับ 4.8 (ตารางที่ 3)

	 1	 4.22	 9.58	 0.46
	 2	 4.26	 9.85	 0.50
	 3	 4.20	 10.40	 0.49
	 4	 4.53	 9.38	 0.44
	 5	 4.68	 9.38	 0.45
	 6	 4.38	 9.64	 0.50
	 7	 4.94	 10.40	 0.47

	 ค่าเฉลี่ย	 4.46	 9.80	 0.47

	 % recovery	 89.2	 98.0	 94.2

	 %RSD	 6.2	 4.5	 4.8

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบความแม่นและความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์สารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในยาจากสมุนไพร 

ที่ระดับ LOQ

	 ตัวอย่างที่	 สารหนู (5 ppb)	 ตะกั่ว (10 ppb)	 แคดเมียม (0.5 ppb)

การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)

การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัดของวิธีวิเคราะห์ ได้แหล่งที่มาของความไม่แน่นอนจาก 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน เครื่องแก้ววัดปริมาตรที่ใช้ การชั่งน�้ำหนักของตัวอย่าง ความแม่น (% recovery) และ

ความเที่ยง (Repeatability) เมื่อประเมินค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวิเคราะห์สารหนูที่ระดับ 4 ppm ตะก่ัว 

ที่ระดับ 10 ppm และแคดเมียมที่ระดับ 0.3 ppm ซึ่งเป็นค่ามาตรฐานที่ก�ำหนดของการปนเปื้อนของสารแต่ละตัว 

ในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย ค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยายของการตรวจสารหนูได้เท่ากับ 0.34 ppm 

(ตารางที่ 4) ของการตรวจตะกั่วได้เท่ากับ 0.29 ppm (ตารางที่ 5)  และของการตรวจแคดเมียมได้เท่ากับ 0.02 ppm 

(ตารางที่ 6)
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1.	 Standard				  
  	 Purity	 99.3	 µg/ml	 0.35000	 0.0035247
   	 Pipet (Px1)	 2	 ml	 0.00354	 0.0017698
   	 Volumetric flask (Vx1)	 200	 ml	 0.11310	 0.0005655
   	 Pipet (Px2)	 10	 ml	 0.02707	 0.0027070
   	 Volumetric flask (Vx2)	 100	 ml	 0.06824	 0.0006824

2. 	Sample				  
   	 Weight (ms)	 0.25	 g	 0.00006	 0.0002366
   	 Volumetric flask (Vs)	 50	 ml	 0.03912	 0.0007825

3. 	C0	 19.41	 ng/ml	 0.81410	 0.0419423

4. 	Recovery	 105.56	 %	 0.97653	 0.0092510

5. 	Precision	 100	 %	 0.61237	 0.0061237

Sumsquare relative standard uncertainty 			   0.0019066
Combined standard uncertainty 				    0.0436643
Standard uncertainty (Uc): 0.0436643 × 3.88 ppm			  0.1694176
Expanded uncertainty (U): k = 2, 2 × 0.1694176			   0.3388352

Report value: 3.88 ± 0.34 ppm

ตารางที่ 4  แสดงการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์สารหนูในยาจากสมุนไพร

1.	 Standard				  
   	 Purity	 99.7	 µg/ml	 0.15000	 0.0015045
   	 Pipet (Px1)	 2	 ml	 0.00354	 0.0017698
   	 Volumetric flask (Vx1)	 200	 ml	 0.11310	 0.0005655
   	 Pipet (Px2)	 10	 ml	 0.02707	 0.0027070
   	 Volumetric flask (Vx2)	 100	 ml	 0.06824	 0.0006824

2. 	Sample				  
   	Weight (ms)	 0.25	 g	 0.00006	 0.0002366
   	 Volumetric flask (Vs)	 50	 ml	 0.03912	 0.0007825

3.	 C0	 48.14	 ng/ml	 0.3631	 0.0075426

4.	 Recovery	 98.85	 %	 1.12947	 0.0114261

5. 	Precision	 100	 %	 0.47357	 0.0047357

Sumsquare relative standard uncertainty			   0.0002240
Combined standard uncertainty				    0.0149683
Standard uncertainty (Uc): 0.0149683 × 9.63 ppm		  0.1441444
Expanded uncertainty (U): k = 2, 2 × 0.1441444			   0.2882889

Report value: 9.63  ±  0.29 ppm

ตารางที่ 5  แสดงการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ตะกั่วในยาจากสมุนไพร

				    Standard	 Relative standard
	Components	 Value, xi	 Unit
				    uncertainty, u (xi)	 uncertainty, u (xi)/xi

				    Standard	 Relative standard
	Components	 Value, xi	 Unit
				    uncertainty, u (xi)	 uncertainty, u (xi)/xi
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การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารหนู (As) ตะกั่ว (Pb) และแคดเมียม (Cd) ในยาจากสมุนไพรโดยวิธี GFAAS 

วิเคราะห์ปริมาณสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในตัวอย่างยาจากสมุนไพร โดยวิธีวิเคราะห์ที่ตรวจสอบความ

ถูกต้องแล้ว จ�ำนวน 86 ตัวอย่าง เป็นวัตถุดิบสมุนไพร 26 ตัวอย่าง ผลิตภัณฑ์สมุนไพรเดี่ยว 41 ตัวอย่าง และผลิตภัณฑ์

สมุนไพรต�ำรับ 19 ตัวอย่าง ตรวจพบสารหนู 13 ตัวอย่าง (ร้อยละ 15) ตะกั่ว 56 ตัวอย่าง (ร้อยละ 65) และแคดเมียม 

70 ตวัอย่าง (ร้อยละ 81) แต่ปรมิาณท่ีตรวจพบไม่เกินมาตรฐานทีก่�ำหนดในต�ำรามาตรฐานยาสมนุไพรไทย (ตารางที ่7)

1.	 Standard				  
   	 Purity	 5.00	 µg/ml	 0.00500	 0.0010000
   	 Pipet (Px1)	 2	 ml	 0.00354	 0.0017698
   	 Volumetric flask (Vx1)	 200	 ml	 0.11310	 0.0005655
   	 Pipet (Px2)	 10	 ml	 0.02707	 0.0027070
   	 Volumetric flask (Vx2)	 100	 ml	 0.06824	 0.0006824

2.	 Sample				  
  	  Weight (ms)	 0.25	 g	 0.00006	 0.0002366
   	 Volumetric flask (Vs)	 50	 ml	 0.03912	 0.0007825

3.	 C0	 1.56	 ng/ml	 0.03230	 0.0207051

4. 	Recovery	 100.97	 %	 0.77227	 0.0076485

5. 	Precision	 100	 %	 2.31476	 0.0231476

Sumsquare relative standard uncertainty			   0.0010359
Combined standard uncertainty				    0.0321858
Standard uncertainty (Uc): 0.0321858 × 0.31 ppm		  0.0099776
Expanded uncertainty (U): k = 2, 2 × 0.0099776			   0.0199552

Report value: 0.31 ± 0.02 ppm

ตารางที่ 6  แสดงการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์แคดเมียมในยาจากสมุนไพร

				    Standard	 Relative standard
	Components	 Value, xi	 Unit
				    uncertainty, u (xi)	 uncertainty, u (xi)/xi

วัตถุดิบสมุนไพร	 26	 4	 < 1	 14	 < 2 – 4.01	 25	 < 0.1 – 0.15
ผลิตภัณฑ์สมุนไพรเดี่ยว	 41	 8	 < 1	 32	 < 2 – 3.10	 32	 < 0.1 – 0.18
ผลิตภัณฑ์สมุนไพรต�ำรับ	 19	 1	 1.61	 10	 < 2 – 2.19	 13	 < 0.1 – 0.26

รวม	 86	 13	 < 1 – 1.61	 56	 < 2 – 4.01	 70	 < 0.1 – 0.26

		 * เกณฑ์มาตรฐานตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia 2009)

ตารางที่ 7  ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในยาจากสมุนไพร

	 สารหนู	 ตะกั่ว	 แคดเมียม
	 (≤ 4 ppm)*	 (≤ 10 ppm)*	 (≤ 0.3 ppm)*

ประเภทตัวอย่าง	 ตัวอย่าง	 ตรวจพบ	 ปริมาณที่พบ	 ตรวจพบ	 ปริมาณที่พบ	 ตรวจพบ	 ปริมาณที่พบ
	 (จ�ำนวน)	 (จ�ำนวน)	 (ppm)	 (จ�ำนวน)	 (ppm)	 (จ�ำนวน)	 (ppm)
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วิจารณ์

จากการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์นี้ พบว่ามีความเป็นเส้นตรงตลอดช่วงของการวิเคราะห์ 

ที่ความเข้มข้นของสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม คือ 5-80, 10-80 และ 0.25-4.0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ppb) 

โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9989, 0.9997 และ 0.9989 ตามล�ำดับ อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ 

มากกว่า 0.995 

การทดสอบความแม่นของวิธี ส�ำหรับสารหนูที่ความเข้มข้น 10 ppb, 30 ppb และ 50 ppb ซึ่งครอบคลุม

ค่ามาตรฐานที่ก�ำหนดของสารหนูที่ 4 ppm (µg/g) ซึ่งความเข้มข้นสุดท้ายของสารละลายตัวอย่างจะเท่ากับ 20 ppb 

พบว่าค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับ (mean percent recovery) ของสารหนู 3 ระดับ อยู่ในช่วง 103.8-107.8 

มีค่าเฉลี่ยรวมเท่ากับ 105.6 และ %RSD เท่ากับ 2.9 ส�ำหรับตะกั่วที่ความเข้มข้น 10 ppb, 30 ppb และ 60 ppb 

ซึ่งครอบคลุมค่ามาตรฐานท่ีก�ำหนดของตะก่ัวที่ 10 ppm (µg/g) ซึ่งความเข้มข้นสุดท้ายของสารละลายตัวอย่าง 

จะเท่ากับ 50 ppb ได้ค่าเฉลี่ย % recovery ของตะกั่ว 3 ระดับอยู่ในช่วง 95.8-101.3 มีค่าเฉลี่ยรวมเท่ากับ 98.8 และ 

%RSD เท่ากับ 3.4 และส�ำหรับแคดเมียม ที่ความเข้มข้น 1.0 ppb, 1.5 ppb และ 2.5 ppb ซึ่งครอบคลุมค่ามาตรฐาน

ที่ก�ำหนดของแคดเมียมที่ 0.3 ppm (µg/g) ซึ่งความเข้มข้นสุดท้ายของสารละลายตัวอย่างจะเท่ากับ 1.5 ppb ได้ค่า

เฉลี่ย % recovery ของแคดเมียม 3 ระดับ อยู่ในช่วง 99.9-101.5 มีค่าเฉลี่ยรวมเท่ากับ 101.0 และ %RSD เท่ากับ 

2.3 ผลทั้งหมดอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ คือ ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 80-110 และ %RSD ของสารหนู

และตะกั่ว ไม่มากกว่า 7 และของแคดเมียมไม่มากกว่า  11(8)

การทดสอบความเที่ยงของวิธี ได้ท�ำการทดสอบที่ความเข้มข้นที่ค่ามาตรฐานที่ก�ำหนดของแต่ละธาตุ คือ

สารหนูที่ 20 ppb ตะกั่วที่ 50 ppb และแคดเมียมที่ 1.5 ppb ผลการทดสอบความทวนซ�้ำได้ของสารหนู ตะกั่วและ

แคดเมียม ได้ค่า %RSD น้อยกว่า 1.5, น้อยกว่า 1.2 และน้อยกว่า 5.7 ตามล�ำดับ และเมื่อเปลี่ยนนักวิเคราะห์และ

เปลี่ยนวันวิเคราะห์ (intermediate precision) ได้ %RSD รวมของผลวิเคราะห์ของสารหนู เท่ากับ 2.9 ของตะกั่ว 

เท่ากับ 2.0 และของแคดเมียม เท่ากับ 4.7 ซึ่งทั้งหมดอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ คือ %RSD ของสารหนูและของตะก่ัว 

ไม่มากกว่า 7 และ %RSD ของแคดเมียม ไม่มากกว่า 11(8) 

จากการทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ เมื่อได้ค่า estimated LOQ แล้วทดสอบความแม่นและ

ความเที่ยงที่ระดับความเข้มข้นนี้ 7 ซ�้ำ คือ สารหนูที่ 1 ppm ตะกั่วที่ 2 ppm และแคดเมียมที่ 0.1 ppm ได้ค่าเฉลี่ย 

ร้อยละของการคืนกลับ เท่ากับ 89.2,  98.0 และ 94.2 ตามล�ำดับ ซึ่งทั้งหมดอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ คือร้อยละ 80-110 

ส�ำหรับ %RSD ที่ระดับ LOQ ของสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียมเท่ากับ 6.2, 4.5 และ 4.8 ตามล�ำดับ ซึ่งอยู่ในเกณฑ์

ที่ยอมรับ คือ %RSD ของสารหนูไม่มากกว่า 11 ของตะกั่วไม่มากกว่า 7 และของแคดเมียมไม่มากกว่า 15(8) ค่า LOQ 

ของทั้งโลหะหนักทั้ง 3 ชนิด ต�่ำกว่าค่ามาตรฐานของการปนเปื้อนที่มีก�ำหนดไว้ในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย ดังนั้น

วิธีวิเคราะห์นี้จึงใช้ตรวจปริมาณการปนเปื้อนของโลหะหนักเหล่านี้ในยาจากสมุนไพรได้อย่างถูกต้อง

จากการส�ำรวจการปนเปื้อนของโลหะหนักในยาจากสมุนไพรที่มีจ�ำหน่ายในประเทศไทย โดยใช้วิธีวิเคราะห์

ดังกล่าวที่ตรวจสอบความถูกต้องแล้ว จ�ำนวน 86 ตัวอย่าง ส่วนประกอบของสมุนไพรในตัวอย่างเหล่านี้ มีทั้งที่เป็นส่วน

จากใบ จากต้น จากล�ำต้นใต้ดิน ซ่ึงการปนเปื้อนโลหะหนักจะแตกต่างกันไป โดยส่วนที่อยู่ใต้ดินจะมีโอกาสพบ 

การปนเปื้อนมากกว่า เกณฑ์การปนเปื้อนสารหนูและโลหะหนักในผลิตภัณฑ์ยาสมุนไพร ที่ก�ำหนดในต�ำรามาตรฐานยา

สมุนไพรไทย คือ สารหนูไม่เกิน 4 ppm ตะกั่วไม่เกิน 10 ppm และแคดเมียมไม่เกิน 0.3 ppm  จากตัวอย่างดังกล่าว 

พบสารหนูปนเปื้อน 13 ตัวอย่าง (ร้อยละ 15) พบตะกั่ว 56 ตัวอย่าง (ร้อยละ 65) และพบแคดเมียม 70 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 81) แต่ปริมาณที่ตรวจพบต�่ำกว่าเกณฑ์ที่ก�ำหนดทั้งหมด แสดงว่าผลิตภัณฑ์เหล่านี้มีความปลอดภัย 

จากการปนเปื้อนของโลหะหนัก ซึ่งเป็นข้อก�ำหนดหนึ่งที่ต้องทดสอบเพื่อแสดงความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์ยาจาก

สมุนไพร การตรวจปริมาณโลหะหนักนี้ควรตรวจตั้งแต่ขั้นตอนวัตถุดิบ  เพื่อให้เกิดความมั่นใจว่าใช้วัตถุดิบที่ปลอดภัย 

และในผลิตภัณฑ์ส�ำเร็จรูปด้วย เพ่ือให้เกิดความมั่นใจว่าใช้หลักเกณฑ์วิธีการที่ดีในการผลิตยาจากสมุนไพร ซึ่งจะ 
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ไม่ท�ำให้เกิดการปนเปื้อนของโลหะหนักในขั้นตอนการผลิต แต่อย่างไรก็ตามนอกจากเรื่องการปนเปื้อนของโลหะหนัก

แล้ว ยังต้องค�ำนึงถึงความปลอดภัยด้านอื่นๆ อีกด้วย เช่น การปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ การตกค้างของสารเคมีก�ำจัด

แมลง ซึ่งเป็นข้อก�ำหนดด้านความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์ยาจากสมุนไพรเช่นกัน จึงจะสามารถประกันความปลอดภัย

ของผลิตภัณฑ์ได้ 

สรุป

วิธีวิเคราะห์สารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ในยาจากสมุนไพรโดยวิธี Graphite Furnace Atomic  

Absorption Spectrophotometry ที่พัฒนาขึ้นนี้ มีความจ�ำเพาะเจาะจงต่อโลหะหนักแต่ละชนิด มีความเป็นเส้นตรง

ในช่วง 5-80, 10-80 และ 0.25-4.0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ โดยที่ขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ เท่ากับ 

1, 2 และ 0.1   ไมโครกรัมต่อกรัม ส�ำหรับสารหนู ตะก่ัว และแคดเมียมตามล�ำดับ การทดสอบความแม่นของวิธี 

ได้ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับเท่ากับ 105.6, 98.8 และ 101.0 ส�ำหรับสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียมตามล�ำดับ 

วิธีวิเคราะห์มีความเที่ยง ได้ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ น้อยกว่า 2.9, 2.0 และ 4.7 ส�ำหรับสารหนู 

ตะกั่ว และแคดเมียม ตามล�ำดับ สามารถน�ำไปใช้วิเคราะห์ปริมาณสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ได้อย่างถูกต้อง และ

น�ำมาใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจการปนเปื้อนของโลหะหนักทั้งสามชนิดในยาจากสมุนไพรตามข้อก�ำหนดในต�ำรา

มาตรฐานยาสมนุไพรไทย เพือ่ประเมินความปลอดภยัของผลติภณัฑ์ และจากการตรวจตวัอย่างยาจากสมนุไพรทีจ่�ำหน่าย

ในประเทศ จ�ำนวน 86 ตัวอย่าง ไม่พบการปนเปื้อนโลหะหนักเกินเกณฑ์มาตรฐานก�ำหนด
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Method Development and Validation for  
Determination of Arsenic, Lead and Cadmium
in Herbal Medicines by Graphite Furnace 

Atomic Absorption Spectrophotometry

Supanee  Duangteraprecha  Jiranuch  Jamtaweekul  Prapapan  Sukphan 

and  Prachyaporn  Inthongkaew

Bureau of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand.

Abstract 	 Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometry (GFAAS) method was developed 
and validated for the determination of arsenic (As), lead (Pb) and cadmium (Cd) in herbal medicines. 
Samples were prepared by wet digestion. Validation was performed according to the International 
Committee on Harmonization (ICH) Guidelines. The proposed method permitted the determination of As, 
Pb and Cd in the ranges of 5-80 ng/ml, 10-80 ng/ml and 0.25-4.0 ng/ml, respectively, with correlation 
coefficients greater than 0.999. Limit of detection (LOD) were found to be 2.5 ng/ml, 2.5 ng/ml and 0.16 
ng/ml for As, Pb and Cd, respectively, while limit of quantitation (LOQ) were found to be 1 µg/g, 2  µg/g 
and 0.1  µg/g for As, Pb and Cd, respectively. Mean percentage recoveries were in the range of 98.8-105.6 
while intra- and inter-day precisions were less than 4.7% for all three heavy metals. The method 
was successfully applied to the study of heavy metal contamination in herbal medicines available in 
Thailand.  A total of 86 samples were investigated and the results showed that all test samples contained 
As, Pb and Cd lower than the limit specified in the Thai Herbal Pharmacopoeia.  

Key words: arsenic, lead, cadmium, herbal medicines, GFAAS, method validation
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บทคัดย่อ  ในการประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของภาชนะพลาสติกส�ำหรับบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจาก
เชื้อ ตามวิธีที่ก�ำหนดไว้ใน มอก. 531 จะใช้เทคนิค Direct Contact แต่วิธีนี้พบปัญหาบ้างเมื่อทดสอบตัวอย่างที่อยู่ในรูปแบบ
ของถุงและขวด ดังนั้น เพื่อให้ได้วิธีการทดสอบใหม่ที่เหมาะสม จึงได้ทดสอบตัวอย่างภาชนะพลาสติกจ�ำนวน 34 ตัวอย่าง 
เปรียบเทียบวิธีตาม มอก. 531 กับวิธีใหม่ คือ เทคนิค Agar Diffusion โดยการเพาะเลี้ยงเซลล์เนื้อเยื่อ L-929 ด้วยอาหาร 
เลี้ยงเซลล์ Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM) ที่มี fetal bovine serum (FBS) ร้อยละ 5 จนเซลล์โตเป็น
ชั้นเดี่ยว จากนั้นเติมอาหาร MEM ที่มีวุ ้นร้อยละ 1.5 และสีย้อม neutral red ก่อนวางช้ินตัวอย่างบนช้ันวุ้น สังเกต 
การตายของเซลล์ในบริเวณด้านใต้และรอบๆ ชิ้นตัวอย่าง การเปลี่ยนแปลงรูปร่าง และจ�ำนวนของเซลล์ที่มีชีวิต ภายหลัง 
การสัมผัสกับชิ้นตัวอย่าง 24 ชั่วโมง โดยใช้แผ่นพลาสติก USP Positive Bioreaction RS เป็นตัวควบคุมเพื่อยืนยันผลบวก 
จากการทดสอบพบว่า ทัง้ 2 วธิใีห้ผลไม่แตกต่างกนัอย่างมนัียส�ำคญัทางสถิติ (P>0.05) เทคนิค Agar Diffusion เหมาะส�ำหรบั
พลาสติกทั้งชนิด โพลิเอทิลีน โพลิโพรพิลีน โพลิไวนิลคลอไรด์ และพลาสติกชั้น ดังนั้นเทคนิค Agar Diffusion จึงเป็น 
วิธีที่เหมาะสมที่จะน�ำมาใช้แทนที่เทคนิค Direct Contact
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บทน�ำ

ภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเชื้อ เช่น หลอดบรรจุยาฉีด (ampoule) ขวดบรรจุยาฉีด 

(vial) ถงุพลาสตกิส�ำหรบับรรจนุ�ำ้เกลอื ถงุพลาสตกิส�ำหรบับรรจโุลหติ เป็นต้น มทีัง้ทีท่�ำจากแก้วและพลาสตกิ ภาชนะ

บรรจุเภสัชภัณฑ์ที่ท�ำจากแก้วแม้ว่าจะป้องกันการซึมผ่านของก๊าซและไอน�้ำได้ดี และสามารถท�ำให้ปราศจากเช้ือและ

ก�ำจัดสารก่อไข้ โดยใช้อุณหภูมิสูงได้ แต่มีข้อเสียคือ แตกง่าย และอาจมีออกไซด์ของโลหะบางชนิดที่เป็นส่วนผสมของ

แก้วหลุดออกมาปนเปื้อนกับเภสัชภัณฑ์ที่บรรจุอยู่ ท�ำให้เภสัชภัณฑ์มีความเป็นกรด-ด่างสูงขึ้น ดังนั้นจึงมีการพัฒนา

ภาชนะบรรจผุลติภณัฑ์เภสชัท่ีท�ำจากพลาสตกิขึน้มา ซึง่มนี�ำ้หนกัเบา ไม่แตกร้าว มคีวามยดืหยุน่ ผลติเป็นรปูแบบต่างๆ

ได้ง่าย วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตภาชนะพลาสติกส�ำหรับบรรจุเภสัชภัณฑ์ ได้แก่ โพลิเอทิลีน (PE) โพลิโพรพิลีน (PP) 

โพลิไวนิลคลอไรด์ (PVC) และพลาสติกชั้น (laminar) อย่างไรก็ตาม พลาสติกที่น�ำมาผลิตเป็นภาชนะบรรจุต้อง 

ไม่ท�ำปฏิกิริยากับเภสัชภัณฑ์ที่บรรจุจนท�ำให้คุณภาพเปล่ียนแปลงไป และเกิดผลข้างเคียงของตัวยา กล่าวคือภาชนะ

พลาสตกินัน้ต้องไม่ปล่อยสารปนเป้ือนกบัเภสชัภณัฑ์ในปรมิาณทีท่�ำให้เกิดพษิเป็นอันตรายต่อสขุภาพ และต้องไม่ดดูซมึ

โมเลกุลหรือไอออนของสารต่างๆ ในเภสัชภัณฑ์ ดังนั้นจึงจ�ำเป็นต้องทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ของภาชนะบรรจุว่า 

เหมาะกับเภสัชภัณฑ์ที่จะบรรจุ(1-2)

ภาชนะพลาสตกิบรรจุผลิตภัณฑ์เภสชัปราศจากเชือ้ (มอก. 531)(3) เป็นผลติภณัฑ์ทีม่พีระราชกฤษฎกีาก�ำหนด

ให้ต้องเป็นไปตามมาตรฐานทีก่�ำหนด หรอืเป็นมาตรฐานทีใ่ช้บงัคบั กล่าวคอื ภาชนะพลาสตกิทีบ่รรจเุภสชัภณัฑ์ส�ำหรบั

ฉีด ทั้งปริมาตรมากและปริมาตรน้อย ทั้งที่ผลิตในประเทศ และน�ำเข้าเพื่อจ�ำหน่ายในประเทศ ต้องได้รับการควบคุม

คุณภาพตามข้อก�ำหนดของส�ำนักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม  คือ ต้องมีการตรวจคุณภาพทั้งทางฟิสิกส์ เคมี 

และชวีภาพก่อน จึงจะสามารถน�ำมาบรรจุเภสชัภณัฑ์เพือ่จ�ำหน่ายได้ การทดสอบคุณลกัษณะทางชีวภาพม ี4 หวัข้อ ได้แก่ 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง การทดสอบหาสารไพโรเจน การทดสอบการท�ำลายเม็ดเลือด และ

การทดสอบการซึมผ่านเข้าออกของเชื้อจุลินทรีย์ 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง (Cytotoxicity Test) ตาม มอก. 531 น้ัน เป็น 

การทดสอบโดยใช้เทคนิค Direct Contact คือ วางช้ินตัวอย่างลงในหลุมที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์โดยตรง วิธีนี้ยังม ี

ข้อจ�ำกัดส�ำหรับพลาสติกชนิด high density และ low density เนื่องจากพลาสติกนี้อาจจะไปกดทับให้เซลล์ตายได้ 

หรืออาจจะลอยไปมาในหลุมทดสอบ จนอาจท�ำให้ผลการทดสอบผิดพลาดได้ อีกทั้งภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์

เภสัชปราศจากเชื้อในประเทศไทยมีทั้งในรูปแบบของขวด และในรูปแบบของถุง การทดสอบตามวิธีใน มอก. 531 

จงึอาจไม่เหมาะสมกบัรปูแบบของตวัอย่างในปัจจบุนั ซึง่มกีารพฒันารปูร่างลกัษณะและขนาดไปเป็นอนัมาก จงึมคีวาม

จ�ำเป็นต้องพัฒนาวิธีการทดสอบโดยใช้เทคนิคใหม่ เพื่อให้ได้ผลการทดสอบที่ถูกต้อง น่าเชื่อถือ และเหมาะสมกับ 

สภาพตัวอย่างในปัจจุบัน

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงในเภสัชต�ำรับและมาตรฐานต่างๆ เช่น United States 

Pharmacopeia (USP)(4) American Society for Testing and Materials (ASTM)(5) และ ISO 10993, ISO 

7405(6-7) สามารถแบ่งได้เป็น 3 เทคนิค ได้แก่ Elution, Direct Contact และ Agar Diffusion วิธีการทดสอบโดย

เทคนิค Elution จ�ำเป็นต้องมีขั้นตอนการสกัดตัวอย่างก่อนน�ำมาทดสอบกับเซลล์ที่เลี้ยงเป็น monolayer วิธีการ

ทดสอบโดยเทคนิค Agar Diffusion เป็นวิธีที่นิยมใช้ทดสอบตัวอย่างที่มีน�้ำหนักมาก เช่น เครื่องมือแพทย์ วัสดุทาง

ทันตกรรม จุกยาง เป็นต้น(8-12) และสามารถทดสอบกับตัวอย่างที่มีรูปร่างต่างๆ ได้ วิธีการทดสอบโดยใช้เทคนิค  

Direct Contact และ Agar Diffusion มีวิธีการทดสอบที่คล้ายกันและมีวิธีการประเมินผลที่เหมือนกัน คือ วิธี 

Direct Contact เป็นการทดสอบโดยวางชิ้นตัวอย่างบนเซลล์ที่เลี้ยงเป็น monolayer โดยตรง ส่วนวิธี Agar  

Diffusion เป็นการทดสอบโดยมีการเทชั้นวุ้นบนเซลล์ที่เลี้ยงเป็น monolayer ก่อนที่จะวางช้ินตัวอย่าง ดังนั้น 

ในการวิจัยครั้งนี้ จึงศึกษาถึงความเป็นไปได้ในการน�ำวิธีการทดสอบแบบ Agar Diffusion มาใช้แทนที่วิธีการทดสอบ

แบบเดิม คือ วิธี Direct Contact ของมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม
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วัสดุและวิธีการ

1.	 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี

1.1	 ภาชนะพลาสตกิส�ำหรบับรรจุเภสัชภณัฑ์ปราศจากเช้ือ ซึง่ถูกส่งมาตรวจคุณลกัษณะทางชีวภาพ ในระหว่าง

ปีงบประมาณ 2553- 2555 จ�ำนวนรวมทั้งสิ้น 34 ตัวอย่าง

1.2	 เซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง L-929 mammalian fibroblast cell (ATCC cell line CCL1, NCTC 

clone 929)

1.3	 เครื่องมือ ได้แก่ กล้องจุลทรรศน์ชนิดอินเวอร์ท (inverted microscope) ตู้อบเพาะเช้ือ แบบใช้

คาร์บอนไดออกไซด์ ไมโครมิเตอร์ haemocytometer และ laminar flow cabinet 

1.4	 อุปกรณ์ ได้แก่ ขวดส�ำหรับเพาะเล้ียงเซลล์ (tissue culture flask) ถาดเล้ียงเซลล์ขนาด 6 หลุม 

(6-well tissue culture petridish) ไมโครปิเปต ปิเปต เครื่องแก้วต่างๆ

1.5	 สารเคมี ได้แก่ Phosphate Buffer Solution, Trypsin Solution (0.25 g/100 ml), สีย้อม  

Trypan Blue, สารละลาย Neutral Red 50 µg/ml, 1% Sodium Bicarbonate Solution, Glutamine  

Solution (29.2 g/100 ml)

1.6	 อาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับการเจริญเติบโต Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM) ที่มี 

Fetal Bovine Serum 5%

1.7	 อาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับการเจริญเติบโตที่มีวุ้น 1.5% โดยการเตรียม MEM ให้มีความเข้มข้นเป็น 

2 เท่า (2X) และมี Fetal Bovine Serum 10% และสารละลาย neutral red 2% น�ำไปอุ่นที่ 47 องศาเซลเซียส 

ผสมกับวุ้น 3% ที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส 

1.8	 วัสดุมาตรฐาน

	 -	 วัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลบวก (Positive Material Control) คือแผ่น USP Positive  

Bioreaction RS 

	 -	 วัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลลบ (Negative Material Control) คือแผ่น USP High-density 

Polyethylene RS 

2.	 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง

2.1	 การเตรียมตัวอย่าง

ตัดภาชนะพลาสติกตรงบริเวณที่โค้งน้อยที่สุดและมีเนื้อสม�่ำเสมอ ตัดชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลลบ และ

ชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลบวกให้มีพื้นที่ผิวไม่น้อยกว่า 100 ตารางมิลลิเมตร ท�ำการฆ่าเชื้อโดยแช่ในแอลกอฮอล์ 

70% เป็นเวลาประมาณ 1 นาที

2.2	 การเตรียมเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง

น�ำเซลล์เน้ือเยื่อ L-929 ท่ีเพาะเล้ียงไว้ในขวดส�ำหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ ล้างด้วย Phosphate Buffer  

Solution เติม Trypsin Solution เพื่อให้เซลล์หลุดล่อนจากพื้นผิวขวด แล้วจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับการเจริญ

เติบโต (อาหารเลี้ยงเซลล์ MEM ที่มี Fetal Bovine Serum 5%) ให้ได้สารแขวนตะกอนของเซลล์ที่เป็นเนื้อเดียวกัน 

น�ำสารแขวนตะกอนท่ีได้ไปวัดความเข้มข้นของเซลล์ โดยนบัจ�ำนวนเซลล์ทีม่ชีีวติพร้อมทัง้ค�ำนวณความเข้มข้นของเซลล์

ในสารแขวนตะกอน โดยใช้เครื่องมือนับเม็ดเลือด (Heamocytometer) จากนั้นเจือจางสารแขวนตะกอนของเซลล์นี้

ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับการเจริญเติบโต ให้ได้ความเข้มข้น 2 × 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น�ำสารแขวนตะกอนของ
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เซลล์ที่เจือจางแล้วเติมลงในถาดเล้ียงเซลล์ขนาด 6 หลุม หลุมละ 3 มิลลิลิตร น�ำไปบ่มในตู้อบเพาะเช้ือชนิดที่มี

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาไม่น้อยกว่า 1 วัน จนเซลล์โตเป็นชั้นเดี่ยว 

(monolayer) อย่างน้อย 80% ของพื้นที่เลี้ยงเซลล์

2.3	 วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง โดยเทคนิค Direct Contact

เมื่อเซลล์โตเป็นชั้นเดี่ยว ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในถาดเลี้ยงเซลล์แต่ละหลุมออก เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ส�ำหรับ

การเจริญเติบโต หลุมละ 0.8 มิลลิลิตร วางชิ้นตัวอย่างทดสอบ 2 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น วางชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผล

บวก 2 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น วางชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลลบ 1 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น และอีกหลุมเป็น blank จากนั้น 

น�ำถาดเลี้ยงเซลล์ไปบ่มในตู้อบเพาะเชื้อชนิดที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 

24 ชั่วโมง ดูความเป็นพิษที่เกิดกับเซลล์ โดยดูลักษณะของเซลล์และวงใส (zone) ด้วยกล้องจุลทรรศน์ บันทึกการตาย

ของเซลล์ การเปลีย่นแปลงรปูร่าง (morphological change) และความหนาแน่นของเซลล์ทีม่ชีีวิต (cell density) แล้ว 

ประเมนิผล (ตารางที่ 1) หลังจากนั้นท�ำการยึด (fix) และย้อมสีเซลล์ให้ติดบนถาดเลี้ยงเซลล์ด้วยสารละลาย 

ฟอร์มาลินคริสทัลไวโอเลต การทดสอบจะถือว่า ตัวอย่างไม่เป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง เมื่อชิ้นตัวอย่างมีความ

เป็นพิษต่อเซลล์เนือ้เยือ่เพาะเลีย้งไม่มากกว่าระดบั 2 และการทดสอบจะมผีลเช่ือถอืได้ เมือ่ blank และช้ินวสัดคุวบคมุ

เพ่ือยนืยนัผลลบไม่เป็นพษิต่อเซลล์เนือ้เยือ่เพาะเลีย้ง (ระดบั 0) และชิน้วสัดคุวบคมุเพือ่ยนืยนัผลบวกเป็นพษิต่อเซลล์

เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงในระดับ 3 ขึ้นไป

2.4	 วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง โดยเทคนิค Agar Diffusion

เมื่อเซลล์โตเป็นชั้นเดี่ยว ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในถาดเลี้ยงเซลล์แต่ละหลุมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล์

ส�ำหรับการเจริญเติบโต ที่มีวุ้น 1.5% หลุมละ 3 มิลลิลิตร รอให้แข็งในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที วางชิ้นตัวอย่างทดสอบ 

2 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น วางชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลบวก 2 หลุม หลุมละ 1 ชิ้น วางชิ้นวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลลบ 

1 หลมุ หลมุละ 1 ชิน้ และอกีหลุมเป็น  blank จากนัน้น�ำถาดเลีย้งเซลล์ไปบ่มในตูอ้บเพาะเชือ้ชนดิทีม่คีาร์บอนไดออกไซด์ 

5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง ดูความเป็นพิษที่เกิดกับเซลล์ โดยดูลักษณะของเซลล์และ

วงใส ด้วยกล้องจุลทรรศน์ บันทึกการตายของเซลล์ การเปลี่ยนแปลงรูปร่าง และความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิต แล้ว

ประเมินผลตาม (ตารางที่ 1) 

	 0	 ไม่เป็นพิษ (none)	 ไม่พบวงใสรอบๆ หรือภายใต้ชิ้นทดสอบ

	 1	 เป็นพิษน้อยมาก (slightly)	 พบเซลล์มีรูปร่างผิดปกติภายใต้ชิ้นทดสอบ

	 2	 เป็นพิษน้อย (mild)	 มีเซลล์ตายเป็นวงจ�ำกัดอยู่ในพื้นที่ใต้ชิ้นทดสอบ

	 3	 เป็นพิษปานกลาง (moderate)	 มีเซลล์ตายเป็นวงใสแผ่ขยายออกจากชิ้นทดสอบ 	

			   0.5 – 1.0 ซม.

	 4	 เป็นพิษรุนแรง (severe)	 มีเซลล์ตายเป็นวงใสแผ่ขยายออกจากชิ้นทดสอบ	

			   มากกว่า 1.0 ซม.

ตารางที่ 1 การประเมินระดับความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง

	 ระดับ	 ปฏิกิริยา	 สภาพของเซลล์เนื้อเยื่อ

	 (grade)	 (reactivity)	 (Description of Reactivity Zone)
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ผล

จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจาก

เชื้อที่ผลิตและน�ำเข้ามาในประเทศ ซึ่งถูกส่งมาตรวจคุณลักษณะทางชีวภาพ ในระหว่างปี 2553 - 2555 จ�ำนวน 34 

ตัวอย่าง โดยวิธีตาม มอก. 531 คือ เทคนิค Direct Contact และวิธีใหม่ คือ เทคนิค Agar Diffusion พบว่า 

ทั้ง 2 วิธีให้ผลการทดสอบที่ไม่แตกต่างกัน (ตารางที่ 2)

BOE-1, BOE-2, BOE-3, 	 PE	 ขวด	 0	 0

BOE-4, BOE-6, BOE-7, 

BOE-10, BOE-11, 

BOE-12, BOE-13,  

BOE-14	

BOE-8, BOE-9	 PE	 ขวด	 1	 0

BOE-5		  PE	 ขวด	 1	 1

BOP-1, BOP-2, 	 PP	 ขวด	 0	 0

BOP-3, BOP-4, 

BOP-6, BOP-7, 

BOP-9, BOP-10, 

BOP-11, BOP-12, 

BOP-13		

BOP-5, BOP-8	 PP	 ขวด	 1	 1

BAP-1, BAP-2, 	 PP	 ถุง	 0	 0

BAP-3, BAP-4,	

BAV-1		  PVC	 ถุง	 0	 0

BAL-1, BAL-2	 ชั้น	 ถุง	 0	 0

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของภาชนะพลาสติกส�ำหรับบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัช

ปราศจากเชื้อเปรียบเทียบระหว่าง เทคนิค Direct Contact และเทคนิค Agar Diffusion

	
ตัวอย่าง	 ชนิดพลาสติก

	 รูปแบบ	 Direct Contact	 Agar Diffusion

			   Grade	 Grade

วิจารณ์

เมื่อทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของตัวอย่างภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัช

ปราศจากเชื้อ จ�ำนวน 34 ตัวอย่าง ตามวิธีที่ก�ำหนดใน มอก. หรือเทคนิค Direct Contact เปรียบเทียบกับเทคนิค 

Agar Diffusion พบว่า ทั้ง 2 วิธีให้ผลไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P>0.05) แม้ว่าจะมีภาชนะพลาสติก
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ชนิดขวดจ�ำนวน 2 ตัวอย่าง ที่ให้ผลการทดสอบทั้ง 2 วิธี ที่ต่างกันบ้าง ซึ่ง 2 ตัวอย่างเป็นภาชนะพลาสติกที่ท�ำจาก PE 

โดยพบว่า เทคนิค Direct Contact มีความเป็นพิษมากกว่าเทคนิค Agar Diffusion ทั้ง 2 ตัวอย่าง ทั้งนี้อาจเนื่อง

มาจาก ภาชนะพลาสติกอาจเป็นชนิด high density มีน�้ำหนักมาก เมื่อท�ำการทดสอบโดยเทคนิค Direct Contact 

ชิ้นพลาสติกนี้จะไปกดทับท�ำให้เซลล์ใต้ชิ้นทดสอบตายได้ หรือภาชนะพลาสติกอาจเป็นชนิด low density มีน�้ำหนัก

เบา เมื่อท�ำการทดสอบโดยเทคนิค Direct Contact ชิ้นพลาสติกนี้จะเคลื่อนที่ไปมาในหลุมทดสอบท�ำให้เซลล์ใต้ชิ้น

ทดสอบตายได้ หรืออาจเกิดจากสารพิษที่มีอยู่ในช้ินพลาสติกอาจไม่ละลายหรือถูกดูดซับไว้ในช้ันวุ้น มีผลท�ำให้ความ

เข้มข้นของสารพิษลดลงเมื่อซึมผ่านชั้นวุ้นมาสัมผัสกับเซลล์ จึงพบความเป็นพิษโดยเทคนิค Direct Contact มากกว่า

เทคนิค Agar Diffusion(8) อย่างไรก็ตามเมื่อท�ำการเปรียบเทียบขนาดวงใสของช้ินวัสดุควบคุมเพื่อยืนยันผลบวก 

พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลไม่แตกต่างกัน คือ มีขนาดวงใส 0.5 – 0.7 เซนติเมตร แสดงให้เห็นว่า สารพิษที่หลุดรอดออกมา

สามารถละลายและซึมผ่านชั้นวุ้นลงมาสัมผัสกับเซลล์ได้ 

จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงของตัวอย่างภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัช

ปราศจากเชื้อที่อยู่ในรูปถุง จ�ำนวน 7 ตัวอย่าง แม้พบว่า ทุกตัวอย่างให้ผลไม่ต่างกัน แต่เนื่องจากถุงมีความบางมากกว่า

ขวด จึงมีโอกาสเกิดการเคลื่อนที่ของตัวอย่างภายในหลุมทดสอบ เมื่อท�ำการทดสอบด้วยเทคนิค Direct Contact 

จ�ำเป็นต้องระวังในเรื่องดังกล่าวเป็นอย่างมาก ซึ่งจะมีผลท�ำให้เกิดการแปลผลที่ผิดได้ การน�ำเทคนิค Agar Diffusion 

มาใช้แทนที่จึงช่วยแก้ปัญหาดังกล่าวได้

เมื่อประเมินผลตามเกณฑ์ท่ี มอก. ก�ำหนด พบว่า ทุกตัวอย่างเข้ามาตรฐานทั้ง 2 วิธี ซึ่งสอดคล้องกับ 

การศึกษาของทวีทรัพย์และคณะซึ่งรายงานถึงคุณภาพของภาชนะพลาสติกส�ำหรับบรรจุเภสัชภัณฑ์ปราศจากเชื้อ 

ในประเทศไทย(13) ทัง้นีเ้นือ่งจาก ต�ำรายา USP ได้ก�ำหนดให้เมด็พลาสตกิทีน่�ำมาใช้ในการผลติภาชนะพลาสตกิส�ำหรบั

บรรจเุภสชัภณัฑ์ต้องผ่านการทดสอบคณุภาพและความปลอดภยัก่อน ถ้าไม่ผ่านกไ็ม่สามารถน�ำมาใช้ในการผลติภาชนะ

พลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเชื้อได้(3)

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงที่ก�ำหนดใน มอก. 531 เป็นเทคนิค Direct Contact 

วิธีนี้แม้จะสามารถสกัดและทดสอบตัวอย่างได้ในเวลาเดียวกัน ท�ำให้สามารถประหยัดเวลาในการทดสอบ คือ เมื่อวาง

ชิ้นทดสอบลงในหลุมที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ อาหารเลี้ยงเซลล์จะสกัดเอาสารพิษจากชิ้นตัวอย่างออกมา และลงสัมผัสกับ

เซลล์โดยตรง ท�ำให้ช่วยลดข้ันตอนในการสกดั สามารถใช้ตวัอย่างทีม่ด้ีานเรยีบเพยีงแค่ 1 ด้าน ก็สามารถน�ำมาใช้ประเมนิ

ความเป็นพิษได้ อย่างไรก็ตาม วิธีนี้ไม่เหมาะกับตัวอย่างที่เป็นโลหะหรือตัวอย่างที่มีพื้นผิวไม่เรียบ รวมทั้งตัวอย่างท่ี

เป็นพลาสติกชนิด high density หรือ low density เนื่องจาก ตัวอย่างพลาสติกชนิด high density อาจท�ำให้เกิด

การกดทับบนเซลล์เนื้อเยื่อท�ำให้เซลล์ตาย ส่วนตัวอย่างพลาสติกชนิด low density อาจท�ำให้ชิ้นตัวอย่างเกิดการ

เคล่ือนที่ท�ำให้เซลล์ตายได้ ทั้งนี้การตายเกิดจากลักษณะทางกายภาพของตัวอย่าง ไม่ได้เกิดจากสารพิษที่หลุดรอด 

ออกมา ท�ำให้เกิดการแปลผลที่ผิดพลาดได้(4, 8)

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงที่น�ำมาแทนที่วิธีเดิมเป็นเทคนิค Agar Diffusion วิธีนี้

สามารถสกดัและทดสอบตวัอย่างได้ในเวลาเดยีวกนั ท�ำให้สามารถประหยดัเวลาในการทดสอบ เช่นเดยีวกนักบัเทคนคิ 

Direct Contact วิธีนี้ยังสามารถทดสอบกับตัวอย่างที่มีลักษณะทางกายภาพแตกต่างกันได้และไม่ข้ึนกับ material 

density เนื่องจากมีชั้นวุ้นรองรับน�้ำหนักไว้ หรือถ้าตัวอย่างมีพื้นที่ผิวไม่เรียบหรือมีขนาดเล็ก ก็สามารถน�ำตัวอย่าง 

มาสกัดและน�ำสารสกัดหยดลงบนกระดาษกรองก่อนที่จะน�ำมาทดสอบได้(6-8) ดังนั้นมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม 

จึงน่าจะมีการปรับเปลี่ยนวิธีการทดสอบจากเทคนิคเดิม คือ Direct Contact เป็นเทคนิคใหม่ คือ Agar Diffusion  

ซึ่งเป็นเทคนิคที่เหมาะที่จะน�ำมาใช้ทดสอบกับภาชนะพลาสติกบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเช้ือในประเทศไทยที่ม ี

ทั้งในรูปแบบของขวด และในรูปแบบของถุง ซึ่งมีการผลิตมาจากวัตถุดิบทั้ง PE PP PVC และพลาสติกชั้นได้
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สรุป

วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงแบบ Agar Diffusion  เป็นวิธีที่มีความไว ให้ผลการ

ทดสอบที่มีความน่าเชื่อถือ สามารถทดสอบกับตัวอย่างที่มีลักษณะทางกายภาพแตกต่างกันซึ่งมีทั้งในรูปแบบของขวด 

และในรูปแบบของถงุ นอกจากนี้ยังสามารถน�ำไปประยกุตใ์ช้กับมาตรฐานผลิตภณัฑ์อุตสาหกรรมอื่นๆ ทีเ่กี่ยวข้อง เช่น 

มอก. 1298 ภาชนะพลาสติกปราศจากเชื้อส�ำหรับบรรจุโลหิตและส่วนประกอบของโลหิตได้อีกด้วย 
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Cytotoxicity Testing of Plastic Parenteral 
Container by Agar Diffusion Technique
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ABSTRACT  Even though direct contact technique was used to screen the cytotoxicity of plastic  
parenteral containers according to TIS 531, some difficulties were encountered when samples having 
bag and bottle forms were found moving in the wells during testing. In order to be able to test all types 
of containers, agar diffusion technique was applied to evaluate 34 plastic parenteral containers parallel 
with direct contact technique. The L-929 cultures were grown to monolayer in Eagle’s Minimum  
Essential Medium (MEM) supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS). After incubation, the agar 
layer (1.5%) supplemented with MEM in 5% FBS and neutral-red stain was added to replace the medium. 
The samples were cut and placed on the agar layer. After 24–hour exposure, the cell monolayers 
were observed for cell deaths beneath and surrounding the samples as well as changes in morphology 
and cell densities. In this study, USP Positive Bioreaction RS were used as positive material control.  
There were no statistical differences between both techniques (P>0.05). However, the agar diffusion  
technique was a useful method for screening plastic parenteral containers made from polyethylene,  
polypropylene, polyvinyl chloride and laminar. Therefore, it could be another useful method to be  
implemented for the cytotoxicity testing scheme in order to replace the direct contact technique.

Key words: Cytotoxicity testing, Plastic parenteral container, Agar diffusion technique
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บทคัดย่อ  ปริมาณโปรตีนเป็นหนึ่งในข้อก�ำหนดด้านคุณภาพของผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถ่ัวเหลือง 
ซึง่เป็นอาหารควบคมุคณุภาพหรอืมาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสขุ แต่ในประเทศไทยยงัไม่มกีารก�ำหนดวธิวีเิคราะห์
ให้เป็นมาตรฐานเดียวกัน ซึ่งอาจท�ำให้เกิดข้อโต้แย้งถึงผลการวิเคราะห์ที่แตกต่างกันเมื่อใช้วิธีทดสอบที่ต่างกัน จึงได้ศึกษาและ
คดัเลอืกวธิวีเิคราะห์น�ำมาทดสอบความถกูต้องของวธิโีดยห้องปฏบิตักิารเดยีว และศกึษาคณุลกัษณะเฉพาะของวธิโีดยการส่งตวั
อย่างให้ห้องปฏิบตักิารหลายแห่งทีม่คีวามเชีย่วชาญท�ำการตรวจวเิคราะห์และน�ำผลมาประเมนิทางสถิติ (collaborative study)  
วิธีวิเคราะห์โปรตนีที่ศึกษาใช้วิธีคเจดาห์ล (Kjeldahl method) ใช้เตาหลุม (block digestor) ในการย่อยตวัอย่าง มีทองแดง
เป็นตวัเร่งปฏกิริยิา กลัน่แอมโมเนยีลงในกรดบอรคิ และไตเตรทกบัสารมาตรฐานกรดไฮโดรคลอรคิ เพือ่เสนอวธินีีใ้ห้ส�ำนกังาน
คณะกรรมการอาหารและยา พิจารณารับและก�ำหนดเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ดังกล่าว การศึกษาครั้งนี้
ได้คัดเลือกห้องปฏิบัติการทั้งภาครัฐและเอกชน ที่ได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2005 เข้าเป็นสมาชิก จ�ำนวน 
14 แห่ง จัดส่งวิธีวิเคราะห์ที่ได้ผ่านการทดสอบความถูกต้องของวิธีโดยห้องปฏิบัติการเดียว และผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการ
ย่อยโปรตนีของถัว่เหลอืง 3 ชนดิคอื ผลติภณัฑ์ปรงุรสทีไ่ด้จากการไฮโดรไลซ์โปรตนีของถัว่เหลอืง ผลติภณัฑ์ปรงุรสทีไ่ด้จากการ
หมักที่มิได้ปรุงแต่งรสและที่ปรุงแต่งรสหวาน ที่มีปริมาณโปรตีนในช่วง 1.8 ถึง 12  กรัม ต่อ 100 กรัม  รวม 5 ตัวอย่าง ตัวอย่าง
ละ 2 ขวดที่มีรหัสต่างกันโดยที่สมาชิกไม่ทราบว่าเป็นตัวอย่างเดียวกัน (blind duplicate samples) จากการศึกษาและ 
ประเมินผลโดยวิธีการทางสถิติคือ Cochran’s test, Grubbs’ test และ ANOVA พบว่าคุณลักษณะเฉพาะต่างๆ ที่ศึกษา 
อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือค่า repeatability standard deviation(Sr), repeatability relative standard deviation 
(RSDr,%) และ repeatability limit (r) อยูร่ะหว่าง 0.03-0.16, 0.57-1.72 และ 0.09-0.46 ตามล�ำดบั ค่า reproducibility  
standard deviation (SR), reproducibility relative standard deviation (RSDR, %) and reproducibility 
limit (R) อยู่ระหว่าง 0.07-0.21, 1.39-3.78  และ 0.19-0.59 ตามล�ำดับ โดยสรุปวิธีนี้เหมาะสมที่จะใช้เป็นวิธีวิเคราะห์
ปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถ่ัวเหลือง ซ่ึงจะได้น�ำเสนอต่อส�ำนักงานคณะกรรมการอาหาร 
และยาพิจารณารับรอง และประกาศใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์ดังกล่าว
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บทน�ำ

ประกาศกระทรวงสาธารณสุข(1) ได้นิยามผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองว่า หมายถึง

ผลิตภัณฑ์ที่เป็นของเหลวได้จากการย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองด้วยการหมักหรือกรรมวิธีอื่นที่เหมาะสม และจะแต่งรส

หรือสีหรือไม่กไ็ด้ เช่น ซีอิว๊ ซอสปรงุรส ท้ังน้ีให้หมายความรวมถึงผลติภณัฑ์ปรงุรสทีไ่ด้จากการย่อยโปรตนีของถัว่เหลอืง

ที่ได้ระเหยน�้ำออกแล้ว ให้เป็นอาหารที่ก�ำหนดคุณภาพหรือมาตรฐาน ผลิตภัณฑ์นี้แบ่งออกเป็น 3 ชนิด ตามลักษณะ 

การผลติ คอื ผลิตภัณฑ์ปรงุรสท่ีได้จากการย่อยโปรตนีของถ่ัวเหลอืงด้วยการหมกัทีม่ไิด้มกีารปรงุแต่งรสหรอืส ีผลติภณัฑ์

ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองด้วยการหมักที่ได้มีการปรุงแต่งรสหรือสี และผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้ 

จากการไฮโดรไลซ์โปรตีนของถั่วเหลือง นอกจากนี้ยังได้ก�ำหนดคุณภาพของผลิตภัณฑ์ในสภาพที่เป็นของเหลว ให้ต้อง

มีโปรตีนไม่น้อยกว่า 4, 1.5 และ 10 กรัม ต่อ 100 กรัม ตามล�ำดับ แต่ยังไม่มีการก�ำหนดวิธีการตรวจวิเคราะห์โปรตีน 

ในผลิตภัณฑ์ดังกล่าวให้เป็นมาตรฐานเดียวกัน ซึ่งอาจท�ำให้เกิดข้อโต้แย้งถึงผลการวิเคราะห์ที่แตกต่างกันเมื่อใช้วิธี

ทดสอบที่ต่างกัน

วิธีวิเคราะห์โปรตีน เป็น empirical method นั่นคือ ผลทดสอบที่ได้จะขึ้นกับวิธีวิเคราะห์ที่ใช้และสอบกลับ

ไปทีว่ธิกีารทดสอบนัน้ๆ การใช้วิธท่ีีต่างกนัจะให้ผลทดสอบทีต่่างกนั ไม่สามารถน�ำผลการทดสอบมาเปรยีบเทยีบกนัได้ 

ดังนั้นการก�ำหนดวิธีวิเคราะห์ให้เป็นวิธีมาตรฐานเดียวกันนั้นมีความส�ำคัญมาก วิธีวิเคราะห์โปรตีนมีหลายวิธีโดยใช้ 

หลักการต่างๆ(2) เช่น Kjeldahl method, Dumas principle (combustion principle), Formal titration, 

Colorimetric methods และ spectroscopic method วิธี Kjeldahl method เป็นวิธีที่องค์กรระหว่างประเทศ เช่น 

CODEX, international association for cereal science and technology (ICC) ใช้เป็นวธิมีาตรฐานในหลายๆ

ผลิตภัณฑ์ เช่น ในนม (AOAC 991.20, ISO 8968-1/IDF 20-1:2014)(3, 4) ในธัญพืชและผลิตภัณฑ์ (ICC 

NO.105/2(5) ในน�้ำผักและผลไม้ (DIN EN 12135 (1997-12))(6) และยังเป็นวิธีที่ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์อาหาร

ในประเทศไทยส่วนใหญ่เลือกใช้และได้รบัการรบัรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2005 จงึได้เลอืกเทคนคินีม้าก�ำหนด

เป็นวิธีทดสอบและทดสอบความถูกต้องของวิธีโดยห้องปฏิบัติการเดียวที่ห้องปฏิบัติการของส�ำนักคุณภาพและ 

ความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ น�ำค่าที่ได้มาประเมินผลทางสถิติ พบว่าเป็นวิธีที่เหมาะสม  จึงได้น�ำ

วิธีนี้มาทดสอบความถูกต้องของวิธีโดยห้องปฏิบัติการหลายแห่งที่มีความเชี่ยวชาญ (collaborative study) โดย 

คัดเลือกห้องปฏิบัติการทั้งภาครัฐและเอกชนที่ได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2005 เข้าร่วมโครงการ

รวม 14 แห่ง เตรียมตัวอย่างที่มีปริมาณโปรตีนในช่วง 1.8 ถึง 12 กรัมต่อ 100 กรัม รวม 5 ตัวอย่างส่งให้ห้องปฏิบัติ

การพร้อมวิธีวิเคราะห์ท่ีจัดท�ำข้ึน ผลท่ีได้จากห้องปฏิบัติการน�ำมาประเมินผลโดยใช้สถิติที่เหมาะสมตามแนวทาง  

Guidelines for Collaborative Study Procedures To Validate Characteristics of a Method of  

Analysis(7) ผลการประเมินจะได้คุณลักษณะเฉพาะของวิธี (method performance characteristic) ที่ส�ำคัญ คือ 

repeatability และ reproducibility ซึ่งใช้เป็นเกณฑ์การยอมรับส�ำหรับการทวนสอบ (method verification) 

ส�ำหรับผู้ที่จะน�ำวิธีนี้ไปใช้ต่อไป

การท�ำ collaborative study  จัดเป็น multi-laboratory method validation เป็นการทดสอบความ

ถกูต้องของวิธวิีเคราะห์ท่ีสมบรูณ์และน่าเชือ่ถอืทีส่ดุซึง่ต้องมกีารด�ำเนนิการตามขัน้ตอน (protocol) ทีน่านาชาตยิอมรบั

ส่งผลให้วิธีวิเคราะห์ที่ผ่านการท�ำ collaborative study มีความน่าเชื่อถือและเป็นที่ยอมรับในระดับนานาชาติ(8)

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อให้ได้วิธีวิเคราะห์ที่เหมาะสมและเป็นที่ยอมรับของผู้มีส่วนได้เสีย 

ทุกภาคส่วน น�ำเสนอต่อส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาพิจารณารับรองและประกาศใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการ

ตรวจวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองตามมาตรฐานที่ก�ำหนด
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วัสดุและวิธีการ

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์โดยห้องปฏิบัติการเดียว

ทดสอบความถูกต้องของวิธีโดยห้องปฏิบัติการเดียวที่ห้องปฏิบัติการของส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัย

อาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ตัวอย่างทดสอบ

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ปรุงรส 

ที่ได้จากการไฮโดรไลซ์โปรตีนของถั่วเหลือง ผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองด้วยการหมัก และ

ผลิตภัณฑ์ปรุงรสชนิดหวานรวม 5 ตัวอย่าง ที่มีปริมาณโปรตีนในช่วง 1.8 ถึง 12 กรัมต่อ 100 กรัม 

วิธีวิเคราะห์

วิธี Kjeldahl method ใช้ block digestion/steam distillation ตัวอย่างถูกย่อยด้วยกรดซัลฟูริค 

ที่อุณหภูมิสูง มี K2SO4 ช่วยเพิ่มจุดเดือดของกรดซัลฟูริค ทองแดงเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ใช้กรดบอริคเข้มข้นร้อยละ 4  

เปน็ตวัดักจับแอมโมเนยีทีก่ลั่นได้ และไตเตรทกบัสารมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริค โดยมีรายละเอียดตามวธิีวเิคราะหท์ี่

ส่งให้ห้องปฏิบัติการในการท�ำ collaborative study

การทดสอบความเที่ยง (precision)

	 ทดสอบความเที่ยงของวิธี (repeatability) โดยวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ปรุงรสฯ

ทั้ง 5 ตัวอย่างโดยวิธีที่ก�ำหนดตัวอย่างละ 7 ซ�้ำ ค�ำนวณค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์

การทดสอบความแม่น (accuracy)

ทดสอบร้อยละการคนืกลับของไนโตรเจน โดยการทดสอบประสทิธภิาพการย่อย ทดสอบการสญูเสยีไนโตรเจน 

และทดสอบประสิทธิภาพการกลั่นและการไตเตรต โดยการวิเคราะห์สารมาตรฐานอย่างละ 7 ซ�้ำ ค�ำนวณค่าเฉลี่ย 

และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของวิธีโดยห้องปฏิบัติการที่มีความเชี่ยวชาญ (collaborative study)

การศกึษาครัง้นีไ้ด้คดัเลอืกห้องปฏบิตักิารทัง้ภาครฐัและเอกชนเข้าร่วมโครงการรวม 14 แห่ง ทกุห้องปฏบิตักิาร 

ได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2005 ในรายการตรวจวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี Kjeldahl 

ตัวอย่างทดสอบ

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ ผลิตภัณฑ์ปรุงรสท่ีได้ 

จากการไฮโดรไลซ์โปรตีนของถั่วเหลือง ผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองด้วยการหมัก และ

ผลิตภณัฑ์ปรงุรสชนดิหวานโดยคดัเลอืกตวัอย่างทีม่ปีรมิาณโปรตนีต่างกนั 5 ระดบั ในช่วง 1.8 ถงึ 12 กรมัต่อ 100 กรมั

รวม 5 ตัวอย่าง ตัวอย่างละประมาณ 3 ลิตร ผสมให้เข้ากัน เทใส่ขวดพลาสติก ขวดละประมาณ 30 มิลลิลิตร ติดฉลาก

ระบุหมายเลขตัวอย่าง และรหัสที่ต่างกันตัวอย่างละ 2 รหัส ดังนี้ ตัวอย่างที่ 1: sample A และ N, ตัวอย่างที่ 2: 

sample B และ Q, ตัวอย่างที่ 3: sample C และ S, ตัวอย่างที่ 4: sample F และ X, ตัวอย่างที่ 5: sample M และ 

Z (ตารางที่ 1)
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การทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน (homogeneity test)
ทดสอบความเป็นเนือ้เดยีวกนัของตวัอย่าง โดยสุม่ตวัอย่างแบบ random ตวัอย่างละ 10 ขวด ตรวจวเิคราะห์

ปริมาณโปรตีนโดยทดสอบแบบสุ่มขวดละ 2 ซ�้ำ ผลที่ได้น�ำมาทดสอบความแตกต่างระหว่างตัวอย่าง (between 
sample variation) โดยใช้สถิติ One-way ANOVA (Analysis of Variance) ค่า F ที่ค�ำนวณได้จะต้อง 
น้อยกว่า F critical ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

การทดสอบความคงตัว (Stability test)
คัดเลือกตัวอย่างท่ีผ่านการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันแล้วที่มีปริมาณโปรตีนประมาณ 5-7 กรัมต่อ 

100 กรัม และประมาณ 11-12 กรัม ต่อ 100 กรัม เป็นตัวแทนในการทดสอบความคงตัวของตัวอย่าง โดยสุ่มตัวอย่าง
ละ 5 ขวด ท�ำการวิเคราะห์หลังจากวันท่ีครบก�ำหนดการส่งผลโดยวิเคราะห์ขวดละ 2 ซ�้ำ น�ำผลวิเคราะห์ที่ได้มา 
เปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห์จากการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันโดยใช้สถิติ t-test ค่า t ที่ได้จะต้องน้อยกว่า t 
critical ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

การส่งตัวอย่างทดสอบและเอกสารให้ห้องปฏิบัติการ (Distribution of samples and documents)
ส่งตัวอย่างและสารเร่งปฏิกิริยา (copper catalyst (Kjeltab Cu/3.5)) 50 เม็ด วิธีวิเคราะห์ แบบตอบรับ

ตัวอย่าง ค�ำแนะน�ำ แบบรายงานผล และแบบสอบถามรายละเอียดเกี่ยวกับการตรวจวิเคราะห์ พร้อมทั้งแจ้งรหัสให้
แต่ละห้องปฏิบัติการทราบ เพื่อใช้ในการติดต่อกับผู้ด�ำเนินการ ส่งให้ทางไปรษณีย์ลงทะเบียน แต่ละห้องปฏิบัติการ 
จะได้รับตัวอย่าง 5 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 2 ขวดที่มีรหัสต่างกัน โดยไม่ทราบว่าทั้ง 2 ขวด เป็นตัวอย่างเดียวกัน 
(blind duplicates)

ในค�ำแนะน�ำระบใุห้ห้องปฏบิตักิารเกบ็รกัษาตวัอย่างทีอ่ณุหภมูห้ิอง แต่เมือ่เปิดขวดแล้วให้เกบ็รกัษาในตูเ้ยน็
ที่อุณหภูมิ 2-8°C ให้ตรวจวิเคราะห์ตามวิธีที่ก�ำหนด ตรวจวิเคราะห์และส่งผลกลับภายใน 3 สัปดาห์ โดยรายงานผล
ทุกรหัสตัวอย่างในแบบฟอร์มที่ก�ำหนดด้วยทศนิยม 2 ต�ำแหน่ง 

วิธีวิเคราะห์จะประกอบด้วยรายละเอียดของวิธีวิเคราะห์ การทดสอบร้อยละ การคืนกลับของไนโตรเจน และ
ข้อแนะน�ำในการตรวจวิเคราะห์ต่างๆ ดังนี้

1		  A	 Blind duplicates	 ซอสปรุงรส	 10-11
		  N		  (ชนิดไฮโดรไลซ์โปรตีนของถั่วเหลือง)		

2		  B	 Blind duplicates	 ซอสปรุงรส 	 มากกว่า 11
		  Q		  (ชนิดไฮโดรไลซ์โปรตีนของถั่วเหลือง)		

3		  C	 Blind duplicates	 ซอสปรุงรส	 5-7
		  S	

4		  F	 Blind duplicates	 ซอสปรุงรส (ชนิดหมัก)	 8-10
		  X	

5		  M	 Blind duplicates	 ซอสปรุงรสชนิดหวาน	 1-2
		  Z

ตารางที่ 1 ตัวอย่างซอสปรุงรสที่ใช้ในการท�ำ collaborative study

Sample No.	 Sample code	 Sample type	 Sample description	 Protein content
					     (g/100g)



Collaborative study for protein in seasoning sauce 	 Niphaporn  Lakshanasomya and  Jintana  Kitcharoenwong
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วิธีวิเคราะห์
1.	 วิธีด�ำเนินการ  (Procedures) 

1.1	ชั่งตัวอย่างซอสปรุงรส 1-2 กรัม (ทศนิยม 4 ต�ำแหน่ง) ลงในหลอดย่อย	
1.2	เติม copper catalyst จ�ำนวน 2 เม็ด และกรดซัลฟูริคเข้มข้น 10 มิลลิลิตร แกว่งเบาๆ เพื่อผสมให้ 

เข้ากันอย่างทั่วถึง หยด antifoam 2-3  หยด 
1.3	น�ำหลอดย่อยวางลงใน tube rack วาง heat shields แล้วสวม exhaust manifold ลงบนปากของ

หลอดย่อยให้ปิดพอดีจึงยก rack ไปวางบนเครื่องย่อย (digestor) ซึ่งได้ปรับตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 420 ± 10 ํC ปรับระดับ
การดดูของ exhaust manifold ในส่วนของ scrubber unit  หรอือปุกรณ์อืน่ให้เหมาะสมทีส่ามารถดดูควนัทีเ่กดิจาก
การย่อย ย่อยจนกระทั่งเกิดควันสีขาว (ประมาณ 5 นาที)

1.4	ปรับลดระดับการดูดของ exhaust manifold ในส่วนของ scrubber unit หรืออุปกรณ์อื่น (ให้ควัน
สีขาววนเวียนอยู่ในหลอดย่อย)  ย่อยต่อจนกระทั่งได้ของเหลวใส  (ประมาณ 50 นาที)                                                                          

1.5	ยก tube rack ออกจากเครื่องย่อย โดยยังมี exhaust manifold สวมอยู่ ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น (ประมาณ 
25 นาที) (ไม่ควรทิ้งไว้ข้ามคืนเพราะอาจท�ำให้เกิดตะกอนในหลอดย่อย) เมื่อหมดควันยก manifold ออกพร้อมปิด 
scrubber unit           

1.6	 น�ำหลอดย่อยที่เย็นแล้วต่อเข้ากับเครื่องกลั่น

1.7	 เติมกรดบอริค 30 มิลลิลิตร ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ต่อเข้ากับเครื่องกลั่น 

โดยให้ปลายของหลอดแก้วที่ต่อจาก condenser ของเครื่องกลั่นอยู่ใต้กรดบอริค 

1.8	 เติมน�้ำกลั่นลงในหลอดย่อยที่เย็นแล้ว 60 มิลลิลิตร เติม 40% NaOH ในหลอดย่อย 50 มิลลิลิตร 

กลั่นจนได้ distillate ประมาณ 180 มิลลิลิตร

1.9	 ไตเตรต distillate ที่ได้ด้วย 0.1 M  HCl  ถึงจุดยุติ บันทึกปริมาตรของ 0.1 M  HCl  

1.10	ท�ำ blank โดยใช้น�้ำตาลซูโครส 0.25 กรัม แทนตัวอย่าง 

1.11	ค�ำนวณปริมาณไนโตรเจนและโปรตีน

ข้อแนะน�ำในการตรวจวิเคราะห์

1.	 หลังจากทิ้งให้เย็นแล้วของเหลวที่ได้ควรใสไม่มีตะกอน หรือมีตะกอนเพียงเล็กน้อยที่ก้นของหลอดย่อย 

การเกิดตะกอนแสดงว่าปริมาณกรดซัลฟูริคท่ีเหลืออยู่ในหลอดย่อยน้อยเกินไป ซึ่งอาจมีผลท�ำให้ปริมาณโปรตีน 

ที่วิเคราะห์ได้น้อยกว่าความเป็นจริง

2.	 การเกดิตะกอนอาจเป็นผลมาจากการใช้เวลาในการย่อยนานเกนิไปหรอืการดดูของ exhaust manifold 

ในส่วนของ scrubber unit แรงเกินไป

3. 	 ถ้าเกิดตะกอนในหลอดย่อยให้อุ่นหลอดย่อยใน block digestor จนกระทั่งตะกอนละลาย 

4.ในกรณีท่ีมีความจ�ำเป็นต้องตั้งหลอดย่อยที่ยังไม่วิเคราะห์ค้างคืน ให้เติมน�้ำลงในหลอดย่อยประมาณ 

20  มิลลิลิตร เพื่อป้องกันการตกตะกอนของสารในหลอด

การค�ำนวณ (calculation)

				    1.4007 (VA-VB) M
ไนโตรเจน (ร้อยละของน�้ำหนัก)	 =	
						      W

โปรตีน (ร้อยละของน�้ำหนัก) 	 = 	 ไนโตรเจน (ร้อยละของน�้ำหนัก) × CF

เมื่อ VA	 =	 ปริมาตรของ 0.1 M HCl 	 ที่ใช้ในการไตเตรตตัวอย่าง (มิลลิลิตร)
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	 VB 	 = 	 ปริมาตรของ 0.1 M HCl 	 ที่ใช้ในการไตเตรต blank (มิลลิลิตร)

	 M  	 = 	 ความเข้มข้นของ 0.1 M HCl (โมลาร์)

	 W	 =	 น�้ำหนักของตัวอย่าง (กรัม)

	 CF 	 = 	 แฟกเตอร์ในการเปลี่ยนปริมาณไนโตรเจนเป็นปริมาณโปรตีน มีค่า 6.25 

2.	 การทดสอบร้อยละการคืนกลับของไนโตรเจน (nitrogen recovery verification)

2.1	 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อย (digestion efficiency)

	 ชั่ง tryptophan 0.14-0.15 กรัม (หรือ lysine hydrochloride 0.12-0.13 กรัม) และน�้ำตาลซูโครส 

	 0.25 กรัม พร้อมสารต่างๆ ท�ำการย่อย กลั่น และไตเตรต เช่นเดียวกับตัวอย่าง

2.2	 ทดสอบการสูญเสียไนโตรเจน (nitrogen loss)

	 ชั่ง ammonium sulfate (อบที่ 102°C นาน 3 ชั่วโมง เก็บใน desiccator) 0.09-0.1 กรัม น�้ำตาล 

	 ซูโครส 0.25 กรัม พร้อมสารต่างๆ ท�ำการย่อย กลั่น และไตเตรต เช่นเดียวกับตัวอย่าง

2.3	 ทดสอบประสิทธิภาพการกลั่นและการไตเตรต (distillation/titration efficiency)

	 ชั่ง ammonium sulfate (อบที่ 102°C นาน 3 ชั่วโมง เก็บใน desiccator) 0.09-0.1 กรัม ลงใน 

	 หลอดย่อย น�ำไปต่อเข้ากับเครื่องกลั่น ท�ำการกลั่นและไตเตรต

การค�ำนวณ

				        % ไนโตรเจนที่วิเคราะห์ได้ × 100
	 % recovery	 = 	 
				     % ไนโตรเจนของสารมาตรฐานที่ใช้ × P

การประเมินผลด้วยวิธีทางสถิติ (Statistic evaluation of results)

การตรวจสอบข้อมูลเบื้องต้น

ทวนสอบข้อมูลผลการวิเคราะห์และข้อมูลต่างๆ จากห้องปฏิบัติการในเบื้องต้น โดยศึกษาจากข้อมูลในแบบ

รายงานผลและจากแบบสอบถามรายละเอยีดเกีย่วกบัการตรวจวเิคราะห์ของแต่ละห้องปฏบิตักิารเพือ่ก�ำจดัผลวเิคราะห์

ที่ไม่ถูกต้องหรือผลวิเคราะห์ท่ีเห็นได้ชัดเจนว่าไม่น่าเช่ือถือ (invalid data) ออกก่อนการประมวลผลทางสถิติ  

ผลวิเคราะห์ดังกล่าวได้แก่ผลวิเคราะห์ที่ค�ำนวณผิด ผลวิเคราะห์ที่ต�่ำหรือสูงกว่าผลจากห้องปฏิบัติการอ่ืนอย่างชัดเจน 

ผลวิเคราะห์ที่รายงานหน่วยผิด รวมทั้งผลวิเคราะห์ที่ไม่ได้ท�ำตามวิธีที่ก�ำหนด เพื่อให้มั่นใจว่าได้ข้อมูลที่ถูกต้องและ 

น่าเชื่อถือมาใช้ในการประเมินผล

การทดสอบค่าสุดต่าง (Outliers test)

ข้อมูลท่ีมีค่าแตกต่างท้ังมากกว่าและน้อยกว่าจากข้อมูลในชุดเดียวกันที่ท�ำให้สงสัยว่าเป็นข้อมูลที่ไม่อยู ่

ในกลุ่มเดียวกัน จะถูกน�ำมาทดสอบค่าสุดต่าง (outliers) โดยใช้สถิติ Cochran’s test และ Grubbs’ test โดย

ด�ำเนินการตามแนวทางของ Guidelines for Collaborative Study Procedures To Validate Characteristics 

of a Method of Analysis(7) โดยมีขั้นตอนดังนี้

น�ำข้อมูลท่ีผ่านการตรวจสอบในเบื้องต้นแล้วมาทดสอบค่าสุดต่างในห้องปฏิบัติการเดียวกัน (within-

laboratory outliers) โดยสถิติ Cochran’s test จากนั้นน�ำมาทดสอบค่าสุดต่างระหว่างห้องปฏิบัติการ 

(inter-laboratory outliers) ด้วยสถิติ Grubbs’ test โดยเริ่มต้นจาก single Grubbs’test ทดสอบทั้งค่าที่สูงสุด

ของกลุ่ม 1 ค่า และค่าที่ต�่ำสุดของกลุ่ม 1 ค่า ต่อมาจึงทดสอบ double Grubbs’test โดยทดสอบค่าที่ต�่ำสุดของกลุ่ม 
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2 ค่า ทดสอบค่าที่สูงสุดของกลุ่ม 2 ค่า และทดสอบค่าที่สูงสุดและต�่ำสุดของกลุ่ม ในขณะที่ทดสอบ Grubbs’s test  

ถ้ามี outliers เกิดขึ้นให้ตัด outlier นั้นออก แล้วน�ำข้อมูลที่เหลือย้อนกลับไปท�ำ Cochran’s test และ Grubbs’s 

test ตามล�ำดับอีกครั้ง (ภาพที่ 1) ให้ท�ำจนกระทั่งไม่มีข้อมูลที่เป็น outliers หรือมีข้อมูลมากกว่า 2/9 ของข้อมูล

ทั้งหมดเป็น outlier น�ำข้อมูลที่เหลือมาค�ำนวณค่า precision ของวิธี 

ทดสอบค่าสุดต่างของห้องปฏิบัติการเดียวกัน (within-laboratory outliers test)

ผลวเิคราะห์ของห้องปฏบิตักิารท่ีมีความแตกต่างของค่าทีไ่ด้จากการวเิคราะห์ของคูต่วัอย่างเดยีวกนัมากทีส่ดุ

เมือ่เทยีบกบัผลวิเคราะห์ของคูต่วัอย่างเดยีวกนัจากห้องปฏบิตักิารอืน่ๆ จะถกูน�ำมาทดสอบว่าเป็นค่าสดุต่าง (outlier)

หรือไม่โดยใช้สถิติ Cochran’s test

			           (D2
max)			   C =                  × 100

			          (∑Di
2 )

เมื่อ 	 Di	 = 	 ค่าแตกต่างของคู่ตัวอย่างคู่ที่ i      	 เมื่อ i = 1, 2, 3……….n

	 Dmax	 = 	 ค่าแตกต่างของคู่ตัวอย่างที่มีค่าสูงสุด

เปรียบเทียบค่า C ที่ค�ำนวณได้กับค่าวิกฤตในตาราง ที่ระดับ P = 2.5% (1-tail) เมื่อ L คือ จ�ำนวน 

ห้องปฏิบัติการ หรือจ�ำนวนคู่ของตัวอย่างเดียวกัน ถ้าค่าที่ค�ำนวณได้มากกว่าค่าวิกฤติแสดงว่ามีความแตกต่างของผล

การวิเคราะห์คู่ตัวอย่างนั้นถือว่าค่าที่สงสัยนั้นเป็น outlier ให้ตัดค่าผลการวิเคราะห์คู่ตัวอย่างนี้ออกก่อนด�ำเนินการ 

ทดสอบในขั้นต่อไป

ทดสอบค่าสุดต่างระหว่างห้องปฏิบัติการ (inter-laboratory outliers test)

กรณีค่าสงสัยมีค่าเดียว (single Grubbs’ test) 

ค�ำนวณค่าเฉลี่ยผลวิเคราะห์ของแต่ละห้องปฏิบัติการ ค�ำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของข้อมูลทั้งหมด (S)  

ค�ำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของข้อมูลเมื่อไม่มีค่าต�่ำสุดของข้อมูล (SL) และค�ำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของข้อมูล

เมื่อไม่มีค่าสูงสุดของข้อมูล (SH) ค�ำนวณค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ลดลงดังนี้

	 GL	 = 100 × [1 - (SL/S)] และ GH = 100 × [1-(SH/S)]  

	 GL	 ร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ลดลงเมื่อไม่มีค่าต�่ำสุดของข้อมูล

	 GH	 ร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ลดลงเมื่อไม่มีค่าสูงสุดของข้อมูล

เปรียบเทียบค่า GL, GH ที่ค�ำนวณได้กับค่าวิกฤติในตาราง Grubbs’ test ที่จ�ำนวน L ข้อมูล ถ้าค่า G 

สูงกว่าค่าวิกฤติที่ P = 2.5% (2-tail) แสดงว่าค่าที่สงสัยนั้นเป็น outlier

กรณีค่าสงสัยมี 2 ค่า (double Grubbs’ test)

ด�ำเนินการท�ำนองเดียวกับกรณีค่าสงสัยมีค่าเดียว โดยค�ำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเมื่อไม่มีค่าต�่ำสุด 2 

ค่าของข้อมูล (S2L) เม่ือไม่มีค่าสูงสุด 2 ค่าของข้อมูล (S2H) และเมื่อไม่มีค่าต�่ำสุดและสูงสุดของข้อมูล (SHL) 

ค�ำนวณค่า G2L G2H GHL ตามสูตร G2L = 100 × [1-(S2L/S)]; G2H = 100 × [1-(S2H/S)] และ GHL = 100 × 

[1-(SHL /S)] เปรียบเทียบค่า G ที่ค�ำนวณได้กับค่า  G จากตารางเช่นเดียวกับกรณีที่ค่าสงสัยมีค่าเดียว
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27 

รูปท่ี 2แผนภาพแสดงลําดับข้ันตอนการประเมินผลทางสถิติ(7) 
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ค�ำนวณความเที่ยงของวิธี (precision)

ข้อมูลท่ีเหลือจากการตัดค่าสุดต่างออกแล้วจะน�ำไปค�ำนวณค่าทางสถิติอ่ืนๆ เพื่อแสดงถึง precision 

ของวิธี ได้แก่ ค่าเฉลี่ย (X), repeatability standard deviation (Sr), repeatability relative standard 

deviation (RSDr), repeatability limit (r), reproducibility standard deviation (SR), reproducibility 

relative standard deviation (RSDR) และ reproducibility limit (R) โดยการค�ำนวณ

Repeatability standard deviation; Sr = (∑d2/2L)(1/2)
						                       

i

เมื่อ	 di	 =	 ความต่างของผลวิเคราะห์ของคู่ตัวอย่างเดียวกัน

	 L	 =	 จ�ำนวนห้องปฏิบัติการ (หรือจ�ำนวนคู่ของตัวอย่างเดียวกัน)

									                (SR × 100)
	 Repeatability relative standard deviation ; %RSDr   = 
										          mean

	 Repeatability limit; R  =  2.8 Sr

	 Reproducibility standard deviation; SR  =  {(S2 + S2)/2}1/2				   				     				     d        r

			    ∑(Ti - T)2 

เมื่อ	 S2    =
	   d	        2(L - 1)	    

	 Ti	 = 	 ผลรวมค่าของคู่ของตัวอย่าง i ของแต่ละห้องปฏิบัติการ

	 T	 = 	 ค่าเฉลี่ยของค่า Ti ของทุกห้องปฏิบัติการ

	 L	 =	 จ�ำนวนห้องปฏิบัติการ (หรือจ�ำนวนคู่ของตัวอย่างเดียวกัน)	

										             (SR× 100)
	 Reproducibility relative standard deviation;  %RSDR   =   
									                mean

	 Reproducibility limit, R  =  2.8 SR

การทดสอบความแม่นของวิธี (Accuracy)

ค�ำนวณค่าร้อยละการคืนกลับของไนโตรเจน (% recovery) จากการวิเคราะห์สารมาตรฐานในการทดสอบ

ประสิทธิภาพการย่อย (digestion efficiency)ทดสอบการสูญเสียไนโตรเจน (nitrogen loss) และทดสอบ

ประสิทธิภาพการกลั่นและการไตเตรต (distillation/titration efficiency) 

ผล

การทดสอบความถูกต้องของวิธีโดยห้องปฏิบัติการของส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร

การทดสอบความเที่ยง	

จากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถ่ัวเหลือง จ�ำนวน  

5  ตัวอย่าง ได้ค่าเฉลี่ยปริมาณโปรตีน 10.44, 11.70, 5.98, 8.28 และ 1.86 กรัม ต่อ 100 กรัม  %RSD 1.34, 0.26, 

0.50, 0.85 และ 2.15 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2)
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	 1	 10.27	 11.65	 5.94	 8.18	 1.80
	 2	 10.27	 11.66	 5.94	 8.20	 1.80
	 3	 10.38	 11.70	 5.95	 8.26	 1.88
	 4	 10.46	 11.71	 5.99	 8.29	 1.89
	 5	 10.53	 11.71	 6.00	 8.30	 1.89
	 6	 10.54	 11.72	 6.01	 8.32	 1.89
	 7	 10.62	 11.73	 6.02	 8.39	 1.89

	mean	 10.44	 11.70	 5.98	 8.28	 1.86
	 SD	 0.14	 0.03	 0.03	 0.07	 0.04
	RSD (%)	 1.34	 0.26	 0.50	 0.85	 2.15

ตารางที่ 2 การทดสอบวิธีวิเคราะห์โดยห้องปฏิบัติการเดียว : ความเที่ยงของวิธีโดยการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

ในตัวอย่างซอสปรุงรส

				    ปริมาณโปรตีน (กรัม/100 กรัม)	
ล�ำดับที่ 			 
		  ตัวอย่างที่ 1	 ตัวอย่างที่ 2	 ตัวอย่างที่ 3	 ตัวอย่างที่ 4	 ตัวอย่างที่ 5

	 1	 98.32	 99.57	 99.82
	 2	 98.32	 99.79	 99.82
	 3	 98.32	 99.82	 99.82
	 4	 98.32	 99.82	 99.82
	 5	 98.89	 100.04	 99.96
	 6	 98.89	 100.12	 100.12
	 7	 99.46	 100.21	 100.37

	Mean	 98.65	 99.91	 99.96
SD		 0.45	 0.22	 0.21
RSD (%)	 0.45	 0.22	 0.21

ตารางที่ 3 การทดสอบวิธีวิเคราะห์โดยห้องปฏิบัติการเดียว : ความแม่นของวิธีโดยการทดสอบร้อยละการคืนกลับของ

ไนโตรเจน

		  ร้อยละการคืนกลับของไนโตรเจน

ล�ำดับที่		  ประสิทธิภาพการย่อย	 การสูญเสียไนโตรเจน	 ประสิทธิภาพการกลั่น
				    และการไตเตรต

การทดสอบความแม่น (Accuracy)

ผลการทดสอบความแม่นของวิธีโดยการทดสอบประสิทธิภาพการย่อย ทดสอบการสูญเสียไนโตรเจน และ

ทดสอบประสทิธภิาพการกลัน่และการไตเตรต พบว่าค่าเฉลีย่ร้อยละการคนืกลบัของไนโตรเจน (% mean  recovery)

มีค่า 98.65, 99.91 และ 99.96 ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 0.45, 0.22 และ 0.21ตามล�ำดับ 

(ตารางที่ 3)
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การทดสอบความถูกต้องของวิธีโดยห้องปฏิบัติการที่มีความเชี่ยวชาญ (collaborative study)

ทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน (homogeneity testing)

จากการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันของทั้ง 5 ตัวอย่าง โดยใช้ one-way ANOVA  ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% (P=0.05) พบว่าทุกตัวอย่าง มีค่า F น้อยกว่าค่าของ F-critical แสดงให้เห็นว่าตัวอย่างมีความเป็นเนื้อเดียวกัน

เพียงพอที่จะใช้ประเมินผลทดสอบวิธีวิเคราะห์ในครั้งนี้  

การทดสอบความคงตัว (Stability test)

ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ปรุงรสฯ ที่ระดับความเข้มข้นของโปรตีน 5-7 และ 

11-12 กรัม ต่อ 100 กรัม ตัวอย่างละ 5 ขวด ขวดละ 2 ซ�้ำ เมื่อน�ำไปเปรียบเทียบกับผลวิเคราะห์จากการทดสอบความ

เป็นเนื้อเดียวกันของตัวอย่าง ด้วยสถิติ t-test พบว่า ค่า t น้อยกว่า t-critical แสดงว่าตัวอย่างมีความคงตัวตลอด

ช่วงเวลาที่ด�ำเนินโครงการ

การตรวจสอบเบื้องต้น

จากการตรวจสอบข้อมูลผลวิเคราะห์และรายละเอียดของวิธีการตรวจวิเคราะห์ในเบื้องต้นจากข้อมูลในแบบ

รายงานผลและแบบสอบถามรายละเอียดเกี่ยวกับการตรวจวิเคราะห์ของแต่ละห้องปฏิบัติการ ไม่พบข้อมูลที่คิดว่า

เป็นการรายงานผิด ค�ำนวณผิด หรือรายงานหน่วยผิด แต่พบว่าห้องปฏิบัติการบางแห่งไม่ปฏิบัติตามวิธีวิเคราะห์ 

ที่ก�ำหนด เช่น ในขั้นตอนการดักจับแอมโมเนียที่ได้จากการกล่ัน ห้องปฏิบัติการที่ 3 ใช้กรดซัลฟูริค ห้องปฏิบัติการ 

ที่ 12 และ 14 ใช้กรดบอริคเข้มข้นร้อยละ 2 และ 1.5 ตามล�ำดับ แทนการใช้กรดบอริคเข้มข้นร้อยละ 4 ตามที่ก�ำหนด

ในวิธีวิเคราะห์ ดังนั้นผลวิเคราะห์จากห้องปฏิบัติการทั้ง 3 แห่ง จึงไม่ถูกน�ำมาประมวลผลทางสถิติ ผลการวิเคราะห์ 

ของทุกห้องปฏิบัติการ (ตารางที่ 4)

	 1	 10.23	 10.25	 11.57	 11.79	 5.81	 5.95	 8.70	 8.82	 1.81	 1.76
	 2	 10.38	 10.44	 11.56	 11.83	 5.97	 6.02	 8.94	 8.96	 1.92	 1.89
	 3*	 10.12	 10.18	 11.40	 11.52	 5.85	 5.87	 8.54	 8.88	 1.67	 1.64
	 4	 10.45	 10.38	 11.89	 11.86	 6.06	 6.04	 9.12	 8.98	 1.96	 1.88
	 5	 10.32	 10.26	 11.78	 11.80	 5.99	 5.94	 8.96	 8.90	 1.86	 1.85
	 6	 9.97	 10.31	 11.82© 	 10.82©	 5.94	 5.86	 8.86	 8.92	 1.74	 1.79
	 7	 9.98	 10.00	 11.48	 11.40	 5.92	 5.95	 8.59	 8.58	 1.76	 1.73
	 8	 10.28	 10.77	 11.78	 11.83	 5.95	 5.95	 8.90	 8.92	 NR	 NR
	 9	 10.20	 10.25	 11.76	 11.69	 5.74	 5.86	 8.82	 8.89	 1.71	 1.76
	 10	 10.53	 10.06	 11.91	 11.92	 6.01©	 5.42©	 8.77	 8.80	 1.85	 1.82
	 11	 9.95	 9.94	 11.69	 11.72	 5.89	 5.78	 8.74	 8.81	 1.88	 1.86
	 12*	 10.47	 10.30	 11.68	 11.44	 6.04	 5.89	 9.12	 8.81	 1.71	 1.92
	 13	 10.32	 10.35	 11.97	 12.00	 5.87	 5.81	 8.85	 8.90	 1.84	 1.79
	 14*	 10.50	 10.33	 11.98	 11.75	 5.93	 5.89	 9.03	 8.83	 1.64	 2.04

© = outlier-within lab variation using Cochran’s test (P= 2.5%; 1- tail)
NR ห้องปฏิบัติการไม่ได้ส่งผล
*lab No 3, 12 และ 14  ข้อมูลไม่ถูกน�ำมาค�ำนวณทางสถิติ

ตารางที่ 4  ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนของถ่ัวเหลืองของแต่ละห้อง

ปฏิบัติการ (กรัมต่อ 100 กรัม)

		  Sample 1	 Sample 2	 Sample 3	 Sample 4	 Sample 5lab code
	 A	 N	 B	 Q	 C	 S	 F	 X	 M	 Z
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ทดสอบค่าสุดต่าง (outliers test)

จากการทดสอบพบว่า มี 2 ตวัอย่าง คือ ตวัอย่างที ่2 และ 3 มค่ีาสดุต่างเมือ่ใช้สถิต ิCochran’s ตวัอย่างละ 

1 ห้องปฏิบัติการ เมื่อตัดค่าสุดต่างออกแล้ว น�ำข้อมูลที่เหลือไปหาค่าสุดต่างระหว่างห้องปฏิบัติการ โดยใช้ Grubbs’ 

test ไม่พบค่าสุดต่างระหว่างห้องปฏิบัติการในทุกตัวอย่าง คิดเป็นจ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่เป็น outliers ร้อยละ 9 

ในตัวอย่างที่ 2 และ 3 (ตารางที่ 4 และตารางที่ 5)

sample 1  (A, N)	 11	 0		  0
sample 2  (B, Q)	 11	 1 (9%)		  0
sample 3  (C, S)	 11	 1 (9%)		  0
sample 4  (F, X)	 11	 0		  0
sample 5  (M, Z)	  10	 0	  	 0

ตารางที่ 5 จ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่มีค่าสุดต่าง

		  จ�ำนวนห้องปฏิบัติการ	  	  

 	  ทั้งหมด	 Cochran's test outlier	 Grubbs' test outlier

ความเที่ยงของวิธี (precision testing)

จากการค�ำนวณค่าความเที่ยงของวิธีพบว่า repeatability standard deviation (Sr), repeatability 

relative standard deviation (%RSDr)  และ repeatability limit (r) เฉล่ีย 0.08 (0.03-0.16), 1.11 

(0.57-1.72) และ 0.22 (0.09-0.46) ตามล�ำดับ  ค่า reproducibility standard deviation (SR), 

reproducibility relative standard deviation (RSDR, %) และ reproducibility limit (R) เฉลี่ย 0.13  

(0.07-0.21), 2.03 (1.39-3.78) และ 0.37 (0.19-0.59) ตามล�ำดับ (ตารางที่ 6) ค่า precision ของวิธีที่แสดงด้วย 

%RSDr และ %RSDR ทุกตัวอย่างมีค่า RSDr น้อยกว่า RSDR คิดเป็นอัตราส่วนของ RSDr/RSDR เฉลี่ย 0.55 

(0.40-0.78) 

Laboratories remaining after 	 11(0)	 10(1)	 10(1)	 11(0)	 10(0)
eliminating outliers (outlier)	
Mean value, g/100g	 10.26	 11.76	 5.93	 8.85	 1.82
Repeatability standard deviation, 	 0.16	 0.08	 0.06	 0.05	 0.03
Sr, g/100g	
Repeatability relative standard 	 1.60	 0.71	 0.94	 0.57	 1.72
deviation, RSDr, %	
Repeatability limit, r (= 2.8 Sr), g/100g	 0.46	 0.23	 0.16	 0.14	 0.09
Reproducibility standard deviation,	 0.21	 0.16	 0.09	 0.13	 0.07
SR, g/100g	
Reproducibility relative standard 	 2.06	 1.39	 1.49	 1.44	 3.78
deviation, RSDR, %	

Reproducibility limit, R (= 2.8 SR), 	 0.59	 0.46	 0.25	 0.36	 0.19
g/100g

ตารางที่ 6 คุณลักษณะเฉพาะของวิธีวิเคราะห์โปรตีนในซอสปรุงรส

	 Sample 1	 Sample 2	 Sample 3	 Sample 4	 Sample 5
	 A, N	 B, Q	 C, S	 F, X	 M, Z
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ความสัมพันธ์ระหว่างค่า repeatability limit (r) และ reproducibility limit (R) กับความเข้มข้น 

ของปริมาณโปรตีนในตัวอย่างได้กราฟแสดงความสัมพันธ์ r = 0.0231Wp + 0.0376; R = 0.0356Wp + 0.0931 

เมื่อ Wp คือปริมาณโปรตีน (กรัม ต่อ 100 กรัม) (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง r, R และปริมาณโปรตีน
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r,
 R

R  = 0.0356 Wp + 0.0931

r  = 0.0231 Wp + 0.0376

โปรตีน (กรัม/100 กรัม)

ร้อยละการคืนกลับของไนโตรเจน (Nitrogen recovery verification)

การประเมินผลการทดสอบร้อยละการคืนกลบัของไนโตรเจนจะใช้เฉพาะข้อมลูของห้องปฏบิตักิารทีใ่ช้ค�ำนวณ

ทางสถิติเพื่อศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของวิธี ดังนั้นข้อมูลของห้องปฏิบัติการ 3, 12 และ 14 จะไม่ถูกน�ำมาประมวลผล 

นอกจากนี้ห้องปฏิบัติการ 10 รายงานผลเป็นค่าต�่ำสุดและสูงสุดในทุกรายการทดสอบ ห้องปฏิบัติการ 8 ใช้ lysine 

hydrochloride ในการทดสอบประสิทธิภาพของการย่อยในขณะที่ห้องปฏิบัติการอื่นใช้ tryptophan ดังนั้นข้อมูล 

ในทุกรายการทดสอบจากห้องปฏิบัติการ 10 และข้อมูลการทดสอบประสิทธิภาพของการย่อยของห้องปฏิบัติการท่ี 8 

ไม่ถูกน�ำมาประมวลผลเช่นกัน ผลการทดสอบร้อยละการคืนกลับของไนโตรเจนจากการทดสอบประสิทธิภาพการย่อย 

การทดสอบการสญูเสยีไนโตรเจนและการทดสอบประสทิธภิาพการกลัน่และการไตเตรตเฉลีย่ 99.38, 99.57 และ 99.53 

ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% relative standard deviation) 1.04, 0.54 และ 0.87 ตามล�ำดับ 

(ตารางที่ 7)
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	 1	 99.83	 99.28	 99.93

	 2	 97.80	 99.70	 99.70

	 3*	 NR	 NR	 99.06

	 4	 100.04	 100.41	 100.15

	 5	 100.81	 99.71	 98.72

	 6	 98.80	 99.10	 97.50

	 7	 98.60	 99.20	 99.48

	 8	 88.03*	 99.70	 100.07

	 9	 99.04	 99.06	 99.29

	 10*	 99.08-100.99	 99.28-100.76	 99.97-101.88

	 11	 98.50	 99.02	 99.94

	 12*	 99.29	 100.11	 100.08

	 13	 101.01	 100.50	 100.50

	 14*	 101.37	 NR	 99.47

	Mean	 99.38	 99.57	 99.53

	RSD (%)	 1.04	 0.54	 0.87

* ข้อมูลไม่ถูกน�ำมาค�ำนวณ

ตารางที่ 7 ผลการทดสอบร้อยละการคืนกลับของไนโตรเจน	

 	  	  	 ร้อยละการคืนกลับของไนโตรเจน
lab code

	 ประสิทธิภาพการย่อย	 การสูญเสียไนโตรเจน	 ประสิทธิภาพการกลั่นและการไตเตรต

วิจารณ์

การท�ำ collaborative study  จัดเป็น multi-laboratory method validation เป็นการทดสอบความ

ถกูต้องของวิธวิีเคราะห์ท่ีสมบรูณ์และน่าเชือ่ถอืทีส่ดุซึง่ต้องมกีารด�ำเนนิการตามขัน้ตอน (protocol) ทีน่านาชาตยิอมรบั

ท�ำให้วิธีวิเคราะห์ท่ีผ่านการท�ำ collaborative study มีความน่าเชื่อถือและเป็นที่ยอมรับในระดับนานาชาติ(8) 

ดังจะเห็นได้จากในปี พ.ศ. 2550 ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้ก�ำหนด 

วธิวีเิคราะห์ปรมิาณของแข็งท้ังหมดและไขมันในกะทสิ�ำเรจ็รปู เพือ่สนบัสนนุการก�ำหนดมาตรฐานอาหารระหว่างประเทศ

ของ Codex (Codex Stan 240, 2003) และได้ทดสอบความถกูต้องของวธิทีีก่�ำหนดโดยห้องปฏบิตักิารเดยีวทีห้่องปฏบิตักิาร 

ของส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร และท�ำ collaborative study จนได้คุณลักษณะเฉพาะของวิธีเสนอ 

ต่อคณะกรรมาธิการอาหารระหว่างประเทศ สาขาวิธีวิเคราะห์และชักตัวอย่างในการประชุม Codex Committee 

on Methods of Analysis and Sampling ที่ประเทศฮังการี ระหว่างวันที่ 9-13 มีนาคม 2552 ที่ประชุมได้รับรอง 

ให้ทัง้สองวธิเีป็นวิธมีาตรฐาน type I (empirical method) ในการวเิคราะห์กะทสิ�ำเรจ็รปูและผลติภณัฑ์ตามมาตรฐาน

ดังกล่าว นับเป็นความส�ำเร็จและความภาคภูมิใจของประเทศไทยในการเสนอวิธีวิเคราะห์สู่เวทีโลก

วิธีวิเคราะห์โปรตีนโดย Kjeldahl method ได้มีการพัฒนามาเป็นล�ำดับ ตั้งแต่การใช้ Kjeldahl flask และ

เตาย่อยแบบดั้งเดิม (traditional digestion) มาเป็นการใช้หลอดย่อย และย่อยในเตาหลุม (block digestion)  
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ซึ่งเป็นที่นิยมมากในปัจจุบัน เนื่องจากง่ายและสะดวกในการปฏิบัติงาน อีกทั้งเป็นวิธีที่ห้องปฏิบัติการหลายแห่งใน

ประเทศเลือกใช้และได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 จึงได้คัดเลือกให้เป็นวิธีที่ใช้ในการศึกษา 

ครั้งนี้

ห้องปฏิบัติการที่ 1,8 และ 10 พบว่า ตัวอย่างแห้งหลังการย่อย แสดงว่ามีการสูญเสียกรดในระหว่างการย่อย

ซึ่งอาจจะมีสาเหตุมาจากอัตราการดูดควันแรงเกินไป แต่อย่างไรก็ตามห้องปฏิบัติการที่ 1 แก้ไขโดยเพิ่มปริมาณกรด 

ที่ใช้ย่อย และปรับลดอุณหภูมิที่ใช้ในการย่อย ห้องปฏิบัติการที่ 10 แก้ไขโดยเติมน�้ำลงในหลอดย่อย ผลการวิเคราะห์

ทั้งสองห้องปฏิบัติการอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ จึงเห็นได้ว่าขั้นตอนการย่อยนั้นปริมาณกรดที่ใช้ อุณหภูมิและเวลาที่ใช้

ในการย่อย และอัตราการดูดควันกรดต้องสัมพันธ์กันที่จะท�ำให้ได้ของเหลวที่ใส ไม่แห้งแข็ง และเมื่อหลอดย่อยเย็นลง

แล้วให้เติมน�้ำลงไปและท�ำการกลั่นทันที ถ้าไม่สามารถกลั่นได้ทันทีหรือต้องทิ้งไว้ค้างคืนให้เติมน�้ำลงในหลอดย่อย 

เมื่อหลอดย่อยเย็นลงแล้วเช่นกัน

ตัวอย่างท่ีเตรียมได้น้ันเม่ือน�ำมาทดสอบโดยสถิติ one-way ANOVA พบว่าทุกตัวอย่างมีความเป็น 

เนื้อเดียวกันและมีความคงตัวตลอดระยะเวลาที่ท�ำกิจกรรม จึงเหมาะสมที่จะใช้ในกิจกรรมนี้

การศึกษาครั้งนี้ไม่พบห้องปฏิบัติการที่มีผลการทดสอบเป็น outlier เมื่อใช้สถิติ Grubbs’ test แต่พบว่า

มีผลการทดสอบเป็น outlier เมื่อใช้สถิติ Cochran’s test คิดเป็นร้อยละ 9 ในตัวอย่างที่ 2 และ 3  ซึ่งไม่เกินเกณฑ์

ที่ก�ำหนดคือ ร้อยละ 22 แสดงว่าห้องปฏิบัติการสามารถน�ำวิธีนี้ไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์ปรุงรสฯ ได้ 

โดยไม่จ�ำกัดทั้งเวลาและสถานที่ ห้องปฏิบัติการที่มีผลการวิเคราะห์เป็น outlier อาจจะเกิดข้อผิดพลาดในขั้นตอน 

การย่อย เช่น อณุหภมูขิองแต่ละหลมุย่อยไม่สม�ำ่เสมอท�ำให้การย่อยในหลอดย่อยบางหลอดไม่สมบรูณ์ หรอืเกดิการรัว่

ในขั้นตอนการกลั่น ความเที่ยงของวิธีเมื่อแสดงด้วยอัตราส่วนของ RSDr/RSDR มีค่าเฉลี่ย 0.55 (0.40-0.78) เป็น

ค่าที่สอดคล้องกับวิธีมาตรฐานอื่นๆ เช่น การวิเคราะห์โปรตีนในนมโคมีค่า 0.76(3)

จากสมการแสดงความสัมพันธ์ r = 0.0231Wp + 0.0376 เมื่อ Wp คือปริมาณโปรตีน (กรัม ต่อ 100 กรัม) 

ห้องปฏิบัติการควรน�ำค่า r ไปก�ำหนดเป็นเกณฑ์ในการควบคุมคุณภาพผลวิเคราะห์ของการท�ำ 2 ซ�้ำ ให้ต่างกันได้ 

ไม่เกินค่า r ที่ระดับปริมาณโปรตีน Wp ซึ่งเกณฑ์ดังกล่าวเป็นเกณฑ์ยอมรับที่เหมาะสมกับวิธีเนื่องจากได้มาจากผลการ

วิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการหลายแห่งที่มีความเชี่ยวชาญ 

การทดสอบร้อยละการคืนกลับของไนโตรเจนในการศึกษาครั้งนี้ทดสอบทั้ง 3 รายการ คือ การทดสอบ

ประสิทธิภาพการย่อย โดยการใช้สารมาตรฐาน tryptophan ส่วนการทดสอบการสูญเสียไนโตรเจน และการทดสอบ

ประสิทธิภาพการกลั่นและการไตเตรต ใช้สารมาตรฐานแอมโมเนียมซัลเฟต ส�ำหรับน�้ำตาลซูโครสที่เติมลงไปในการ

ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยและการทดสอบการสูญเสียไนโตรเจนนั้นเพื่อเป็นตัวแทนของสารอินทรีย์ที่มีธาตุ 

คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน เป็นองค์ประกอบ ผลการทดสอบทุกรายการมีค่าเฉลี่ยอยู่ในเกณฑ์ที่ก�ำหนด 

ในมาตรฐานต่างๆ เช่น ร้อยละ 98-101(9), 99-101(9) ของการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยและการทดสอบ

ประสทิธภิาพการกล่ันและการไตเตรตตามล�ำดบั และไม่น้อยกว่าร้อยละ 98(3, 4) และ 99 (3, 4)  ของการทดสอบประสทิธภิาพ

การย่อยและการสูญเสียไนโตรเจนตามล�ำดับเมื่อห้องปฏิบัติการน�ำวิธีนี้ไปใช้อาจจะก�ำหนดให้มีการทดสอบร้อยละ 

การคืนกลับของไนโตรเจนเพียง 2 อย่าง คือ การทดสอบประสิทธิภาพการย่อย และทดสอบการสูญเสียไนโตรเจน(3, 4) 

โดยค่าที่ได้ควรอยู่ระหว่างร้อยละ 98-101 และ 99-101 ตามล�ำดับ ถ้าค่าที่ได้ต�่ำกว่าเกณฑ์ให้เพิ่มการทดสอบ

ประสิทธิภาพการกลั่นและการไตเตรต ถ้าการทดสอบนี้ได้ค่าตามเกณฑ์คือร้อยละ 99-101(9) แสดงว่ามีการสูญเสีย

ไนโตรเจนระหว่างการย่อย ซึง่อาจจะมสีาเหตมุาจากอณุหภมู ิหรอืเวลาทีใ่ช้ย่อยไม่เหมาะสม หรอืการย่อยยงัไม่สมบรูณ์ 

แต่อย่างไรก็ตามการทดสอบที่ได้ค่าร้อยละการคืนกลับต�่ำหรือสูงกว่าเกณฑ์ อาจมีสาเหตุมาจากค่าความเข้มข้นของ 

กรดที่ใช้ในการไตเตรตไม่ถูกต้อง 
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การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อให้ได้วิธีที่จะใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่

ได้จากการย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข แต่ห้องปฏิบัติการสามารถน�ำวิธีนี้ไปใช้ในการ

ตรวจวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จากการย่อยโปรตีนจากพืชตามมาตรฐานอุตสาหกรรม 

(มอก.) ของกระทรวงอุตสาหกรรมได้ โดย มอก.ก�ำหนดปริมาณโปรตีนไม่ต�่ำกว่า 12 กรัมต่อ 100 กรัม(10)

สรุป

การประเมินความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์โดยการท�ำ collaborative study ในครั้งนี้ ท�ำให้ได้วิธีวิเคราะห์

โปรตีนโดย Kjeldahl method ใช้ block digestion/ steam distillation มี K2SO4 ช่วยเพิ่มจุดเดือดของ 

กรดซัลฟูริค ทองแดงเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ใช้กรดบอริคเข้มข้นร้อยละ 4 เป็นตัวจับแอมโมเนียที่กลั่นได้ และไตเตรต 

กับสารมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริค เป็นวิธีที่เหมาะสมส�ำหรับวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้จาก 

การย่อยโปรตีนของถั่วเหลืองตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ซึ่งจะได้เสนอให้ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา 

กระทรวงสาธารณสุข พิจารณารบัและประกาศใช้เป็นวธิมีาตรฐานในการตรวจวเิคราะห์ผลติภณัฑ์ชนดินี ้ ถอืเป็นมาตรการ

หนึง่ในการลดข้อโต้แย้งถงึผลการวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกันเมือ่ใช้วธิทีดสอบทีต่่างกัน และเป็นแนวทางหนึง่ในการคุม้ครอง 

ผู้บริโภค 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณห้องปฏิบัติการทั้งภาครัฐและเอกชนที่ให้ความร่วมมือในการเข้าร่วมการประเมินความถูกต้อง 

ของวิธีวิเคราะห์โปรตีนในผลิตภัณฑ์ปรุงรสฯ ดังรายชื่อต่อไปนี้ บริษัท ห้องปฏิบัติการกลาง (ประเทศไทย) จ�ำกัด 

และสาขาสงขลา บริษัท เอสจีเอส (ประเทศไทย) จ�ำกัด บริษัท เอแอลเอส แลบอราทอรี กรุ๊ป (ประเทศไทย) จ�ำกัด

บริษทั แอนาไลตคิอล ลาบอราทอรส์ี เซอร์วิส จ�ำกดั ศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ เชยีงใหม่ สรุาษฎร์ธาน ีสงขลา ขอนแก่น

นครราชสีมา บริษัท ศูนย์ห้องปฏิบัติการและวิจัยทางการแพทย์และการเกษตรแห่งเอเชีย จ�ำกัด สถาบันอาหาร และ 

สถาบันโภชนาการ มหาวิทยาลัยมหิดล
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Collaborative study for determination of 
protein in seasoning soy sauce 

Niphaporn  Lakshanasomya   and  Jintana  Kitcharoenwong

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

11000, Thailand.

Abstract  Protein content is a key requirement for the quality of seasoning soy sauce according to 
the notification of the Ministry of Public Health. There are various methods available for protein  
determination in food but no specific method for seasoning soy sauce exists. Since method for protein 
determination is an empirical method which gives the result that is method-dependent, different  
method may give different result. This can lead to the disputes among users of the analytical data. It is 
obvious that a standardized method is needed especially when the result is to be used in law enforcement. 
The aims of this study is to validate the selected method for protein in seasoning soy sauces using  
collaborative trial in order to ensure inter-laboratory reproducibility and to characterize the performance 
of the method that can be used as acceptance criteria when laboratories apply this method in routine 
work. In this study, Kjeldahl method using block digestion with a copper catalyst followed by  
steam distillation and titration was validated by single laboratory prior to the collaborative study.  
The collaborative study involved a series of experiments in 14 selected competent laboratories. Five blind 
duplicate samples of seasoning soy sauces and sweetening seasoning soy sauces with protein content 
varied from 1.8 g/100g to 12 g/100g were used. The analytical data were statistical analyzed using  
Cochran’s test, Grubbs’ test and ANOVA.  The results showed as follows: repeatability standard deviation 
(Sr), repeatability relative standard deviation (RSDr,%) and repeatability limit (r) ranged from 0.03-0.16, 
0.57-1.72 and 0.09-0.46 respectively. Reproducibility standard deviation (SR), reproducibility relative 
standard deviation (RSDR, %) and reproducibility limit (R) ranged from 0.07-0.21, 1.39-3.78 and 
0.19-0.59 respectively. It can be concluded that this method is reproducible and appropriate for the 
determination of protein in seasoning soy sauces. This method will be proposed for adoption as the  
standard method attached to the related food standards in the Notification of the Ministryof Public Health.   

Key words: collaborative study, Protein determination, Kjeldahl method, seasoning soy 
sauce			 
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บทคัดย่อ  ผักสดเป็นอาหารสุขภาพที่อุดมไปด้วยโภชนาการ เป็นแหล่งส�ำคัญของวิตามิน เส้นใยลดน�้ำหนัก และแร่ธาตุ 
ต่าง ๆ  ผูท้ีต้่องการลดน�ำ้หนกัมกับรโิภคผกัเป็นอาหารหลกั อย่างไรก็ตามผกัสดหากบรโิภคดิบอาจเสีย่งต่อการติดเชือ้พยาธิและ
เกิดปัญหาต่อสุขภาพเช่นท้องผูก ท้องร่วง ปวดเมื่อยกล้ามเน้ือและข้อ โลหิตจางได้ ในระหว่างปี พ.ศ. 2556-2557 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ได้ท�ำการศึกษาจ�ำนวนพยาธิที่ปนเปื้อนมากับผักสดที่
ไม่ได้ล้าง เพื่อเปรียบเทียบกับจ�ำนวนพยาธิในผักที่เก็บตัวอย่างในครั้งเดียวกันที่ผ่านการล้าง 3 วิธี วิธีการล้างที่ศึกษาเป็นวิธีที่
แนะน�ำให้ใช้ในการล้างผกัเพือ่ลดอนัตรายจากสารตกค้าง ได้แก่ การแช่ในน�ำ้เปล่า การแช่ในส่วนผสมน�ำ้ส้มสายชเูข้มข้นร้อยละ 
5 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ต่อ น�้ำ 4 ลิตร และการแช่ในน�้ำเกลือความเข้มข้น 15 กรัม ต่อ น�้ำ 4 ลิตร แล้วล้างออกด้วยน�้ำเปล่า 
อีกครั้ง การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ที่จะแสดงให้เห็นว่าวิธีการล้างผักสดข้างต้นนอกจากจะลดปริมาณสารตกค้างแล้ว 
จะสามารถลดปริมาณพยาธิปนเปื้อนได้ด้วยหรือไม่ โดยได้ท�ำการศึกษาทดลองในผักสดที่นิยมบริโภคดิบที่ซ้ือตัวอย่าง 
จากตลาดสดในกรุงเทพฯ และปริมณฑล จ�ำนวน 8 ชนิดๆ ละ 10 ตัวอย่าง ได้แก่ สะระแหน่ (peppermint), ผักกาดหอม 
(lettuce), ต้นหอม (spring onion), ใบบัวบก (Centellaasiatica (L.) Urb.) ใบกุยช่าย (garlic-like vegetable), 
ใบคื่นฉ่าย (celery), ผักชี (coriander) และผักชีฝรั่ง (parsley) การศึกษาจ�ำนวนพยาธิใช้ sedimental technique ผล
การศึกษาพบว่าผักที่ไม่ได้ล้างทั้ง 8 ชนิด ตรวจพบพยาธิตัวกลมอิสระ และ 1  จาก 8 ชนิด คือ ใบกุยช่ายที่ตรวจไม่พบไข่พยาธิ
ไส้เดือน (Ascaris spp.) ส่วนผักอีก 7 ชนิดที่ท�ำการศึกษา พบไข่พยาธิไส้เดือน ผักชีพบไข่พยาธิเข็มหมุด (Enterobius 
vermicularis) และผักชีฝรั่งพบไข่พยาธิตัวตืด (Taenia spp.) เมื่อน�ำผลการตรวจหาจ�ำนวนพยาธิในผักสดที่ไม่ได้ล้างกับ
หลังการล้างทั้ง 3 วิธี มาทดสอบด้วยสถิติ The Mann Whitney U ที่ระดับนัยส�ำคัญทางสถิติ 0.05 ได้ค่า P<0.05 และเมื่อ
ทดสอบด้วยสถิติ One – Way ANOVA เพื่อเปรียบเทียบวิธีการล้างผัก 3 วิธี ในผัก 8 ชนิด ที่ศึกษา พบว่า ไม่มีความแตก
ต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ จึงเป็นการพิสูจน์ด้วยวิธีการทางวิทยาศาสตร์ว่าการล้างผักเพื่อลดปริมาณสารตกค้างทั้ง 3 วิธี สามารถลด
จ�ำนวนพยาธิที่ปนเปื้อนในผักได้จริงและไม่ว่าจะใช้วิธีล้างวิธีใดก็ให้ผลที่ไม่แตกต่างกัน
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บทน�ำ

ผู้รักษาสุขภาพที่ต้องการจะควบคุมน�้ำหนัก มักบริโภคผักเป็นแหล่งอาหารที่ส�ำคัญ เนื่องจากผักเป็นอาหาร

ที่มีคุณค่าทางโภชนาการประกอบไปด้วยวิตามิน เส้นใยที่ช่วยลดน�้ำหนัก (dietary fiber) และแร่ธาตุต่างๆ ที่เป็น

ประโยชน์ ผู้บริโภคบางส่วนนิยมบริโภคผักดิบ เพื่อคงคุณค่าทางโภชนาการ รักษาสารอาหารที่เป็นประโยชน์ท่ีอาจ 

ถูกท�ำลายเม่ือถูกความร้อน การบริโภคผักดิบจะมีความเสี่ยงต่อการได้รับสารตกค้างประเภทยาฆ่าแมลง ที่สะสม 

ในร่างกายได้ จึงมีการแนะน�ำให้ล้างผักดิบด้วยวิธีต่าง ๆ ก่อนบริโภคเพื่อลดปริมาณสารเคมีตกค้างที่ผู้บริโภคจะได้รับ 

อย่างไรก็ตามอันตรายท่ีมากับผักดิบนอกจากสารตกค้างจากยาฆ่าแมลงแล้ว ผู้บริโภคยังเสี่ยงต่อการได้รับเชื้อโรค 

และพยาธิที่ท�ำให้เกิดปัญหาต่อสุขภาพด้วย แหล่งที่มาของการปนเปื้อนของพยาธิในผัก คือ จากมูลสัตว์ที่ปนเปื้อน 

อยู่ในดิน น�้ำที่ใช้ปลูกผัก และการใช้ปุ๋ยคอกเพื่อเพิ่มผลผลิต(1) วิธีปฏิบัติของชาวสวนผักเมื่อเก็บผักแล้วจะท�ำการ 

ตัดแต่งเพื่อส่งขายจนถึงมือผู้บริโภคโดยจะไม่มีการล้างผัก ก่อนดังนั้นจึงอาจมีพยาธิปนเปื้อนมากับผักสดที่จ�ำหน่าย 

ตามท้องตลาด ซ่ึงมีรายงานว่าผู้บริโภคผักดิบที่ไม่ผ่านการล้างอย่างเหมาะสมจะเป็นสาเหตุส�ำคัญที่ท�ำให้ผู้บริโภค 

รับประทานผักท่ีมีการปนเป้ือนของพยาธิ(2)  อาจเกิดการเจบ็ป่วยเนือ่งจากพยาธเิข้าไปเจรญิในร่างกายโดยเฉพาะในล�ำไส้

เกิดอาการท้องผูก เกิดการสะสมของพิษในร่างกาย อาจท�ำให้เกิดอาการโรคโลหิตจางและ parasites อื่นๆ ที่ติดมากับ

ผักอาจท�ำให้เกิดอาการท้องเสีย ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อและข้อ รวมทั้งมีโอกาสที่จะท�ำให้พยาธิแพร่กระจายไปในกลุ่ม

ประชากรอย่างกว้างขวางได้ ดังนั้นส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ซึ่งเป็นหน่วย

งานที่ดูแลคุ้มครองสุขภาพอนามัยของผู้บริโภคจึงได้ท�ำการศึกษาวิจัยเพื่อหาวิธีจัดการความเสี่ยงในเรื่องดังกล่าว 

โดยใช้ผักที่ไม่ผ่านการล้างเปรียบเทียบจ�ำนวนพยาธิกับผักที่ผ่านการล้าง ด้วยน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู ซ่ึง 

เป็นวธิทีีไ่ด้ผ่านการวิจยัมาแล้วว่าสามารถลดสารตกค้างประเภทยาฆ่าแมลงได้อย่างมปีระสทิธภิาพ(3, 4, 5)  มาท�ำการศกึษา

ทดลองเพื่อพิสูจน์ว่าจะสามารถลดจ�ำนวนพยาธิได้ด้วยหรือไม่

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างผักสดจ�ำนวน 8 ชนิด ได้แก่ สะระแหน่ (peppermint) ผักกาดหอม (lettuce) ผักชี (coriander) 

ต้นหอม (spring onion) ผักชีฝรั่ง (parsley) ใบบัวบก (Cantellaasiatica (L) urb.) ใบกุยช่าย (garlic-like 

vegetable) ใบคื่นฉ่าย (celery) จากตลาดสดในกรุงเทพฯ และปริมณฑลชนิดละ 10 ตัวอย่าง

เครื่องมือและอุปกรณ์

1.	 เครื่องชั่งไฟฟ้าชนิด 2 ต�ำแหน่ง

2.	 เครื่องเขย่า (shaker)

3.	 เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ชนิดปรับตั้งความเร็วรอบ ได้

4.	 กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound microscope พร้อม glass slide

5.	 Beaker ขนาด 1,000 มิลลิลิตร

6.	 Sedimentation cylinder ขนาด 1,000 มิลลิลิตร

7.	 กระชอนใช้กรองผัก ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 15 เซนติเมตร ที่วางบน Sedimentation cylinder 

ได้พอดี

8.	 หลอด centrifuge

9.	 Capillary pipet
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สารละลายที่ใช้ในการล้างผัก 3 สูตร ได้แก่

1.	 น�้ำเปล่า หรือน�้ำประปา

2.	 น�้ำเกลือ เตรียมโดยใช้เกลือป่น 15 กรัมผสมน�้ำประปา 4 ลิตร ใช้แช่ผักก่อนวิเคราะห์

3.	 น�ำ้ส้มสายชเูตรยีมโดยใช้น�ำ้ส้มสายช ู5% ทีจ่�ำหน่ายตามท้องตลาดปรมิาตร  15  มลิลลิติร ผสมน�ำ้ประปา 

4  ลิตร ใช้แช่ผักก่อนวิเคราะห์

วิธีวิเคราะห์หาจ�ำนวนพยาธิปนเปื้อนใช้ sedimentation technique(6) ปฏิบัติตามขั้นตอนดังต่อไปนี้

1.	 สุ่มตัวอย่างผักจากการเก็บตัวอย่างในคราวเดียวกันแบบ random sampling จ�ำนวน 200 กรัม 

ถ้าผักชนิดใดมีรากให้ตัดรากทิ้ง ท�ำเป็น 4 กลุ่ม แล้วด�ำเนินการต่อ ดังนี้

กลุ่มที่ 1	 ไม่ต้องล้างน�้ำ

กลุ่มที่ 2 	แช่น�้ำเปล่านาน 10 นาที แล้วล้างด้วยน�้ำสะอาดอีกครั้ง

กลุ่มที่ 3 	แช่น�้ำส้มสายชู (น�้ำส้มสายชู 5% 15 มิลลิลิตร ต่อ น�้ำ 4 ลิตร) นาน 10 นาที แล้วล้างด้วยน�้ำสะอาด

อีกครั้ง

กลุ่มที่ 4	 แช่ในเกลือป่น 15 กรัม ผสม น�้ำ 4 ลิตร นาน 10 นาที แล้วล้างด้วยน�้ำสะอาดอีกครั้ง

น�ำผักแต่ละกลุ่มด�ำเนินการวิเคราะห์หาจ�ำนวนพยาธิตามขั้นตอน ต่อไปนี้

2.	 ตัดผักเป็นชิ้นเล็ก ๆ ใส่ลงใน beaker ขนาด 1,000 มิลลิลิตร

3.	 เติมสารละลายไลปอนเอฟ ที่ผสมกับน�้ำเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ (น�้ำยาไลปอนเอฟ 1 ส่วน ในน�้ำเกลือ 

0.85 เปอร์เซ็นต์ 9 ส่วน) ให้ท่วมผักเพื่อลดแรงตึงผิวซึ่งจะช่วยให้พยาธิปนเปื้อนหลุดออกจากผัก

4.	 น�ำไปเขย่าบน shaker 240 ครั้งต่อนาที นาน 1 ชั่วโมง

5.	 น�ำไปกรองโดยใช้กระชอนลงใน sedimentation cylinder ตั้งทิ้งไว้ข้ามคืนเพื่อให้พยาธิและไข่พยาธิ

ตกตะกอน

6.	 วันรุ่งขึ้นเทน�้ำเหนือตะกอนทิ้งให้เหลือประมาณ 5-10 มิลลิลิตร

7.	 เขย่าให้เข้ากันดี แล้วถ่ายของเหลวลงหลอด centrifuge แล้วน�ำไปปั่นที่ 2,000 รอบต่อนาที นาน 

10 นาที

8.	 ดูดน�้ำใสส่วนบนทิ้งไป ให้น�้ำในหลอดเหลือ 1.0 มิลลิลิตร

9.	 ใช้ capillary pipet ผสมตะกอนให้เข้ากันดีแล้วดูดน�้ำมาหยดบนแผ่นสไลด์จนหมด

	 10.	 น�ำไปตรวจภายในกล้องจุลทรรศน์โดยใช้วิธี simple direct smear

	 11.	 นับจ�ำนวนตัวพยาธิและไข่พยาธิที่พบแล้วบันทึกผลการตรวจ

การทดสอบทางสถิติเพื่อเปรียบเทียบจ�ำนวนพยาธิ

ใช้การทดสอบ The Mann-Whitney U Test  เพื่อทดสอบความแตกต่างระหว่างจ�ำนวนพยาธิจากผัก 

ที่ไม่ได้ล้าง กับผักท่ีผ่านการล้างน�้ำเปล่า  น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู และใช้การทดสอบ One-Way ANOVA 

เพื่อทดสอบความแตกต่างของจ�ำนวนพยาธิ ในผักชนิดเดียวกันที่ผ่านการล้าง 3 วิธี  การทดสอบทั้ง 2 กรณี ทดสอบ 

ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 ถ้า P< 0.05 แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

ผล

ผลการตรวจพยาธหิลงัการล้างผกัสะระแหน่จ�ำนวน 10 ตวัอย่าง ด้วยน�ำ้ล้าง 3 ชนดิเทยีบกบัทีไ่ม่ได้ล้างได้ผล

ตามตารางที่ 1  ดังนี้
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ตัวอย่างที่ 1	 ผักที่ไม่ล้างพบ พยาธิตัวกลม (nematode) จ�ำนวน 7 ตัว ส่วนผักที่ล้างโดยแช่ในน�้ำเปล่า 

น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 1 ตัว และ 0 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 2	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 4 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 1 ฟอง ส่วนผักที่ล้าง 

โดยแช่ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว และ 0 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 3	 ผักที่ไม่ล้างพบ  nematode จ�ำนวน 6 ตัว ส่วนผักที่ล้างโดยแช่ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

น�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 4 	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว ส่วนผักที่ล้างโดยแช่ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

น�้ำส้มสายชู ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 5	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 5 ตัว ส่วนผักที่ล้างโดยแช่ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

น�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว, 2 ตัว และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 6	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว ส่วนผักที่ล้างโดยแช่ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

น�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 1 ตัว และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 7	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว ส่วนผักที่ล้างโดยแช่ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

น�้ำส้มสายชู ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 8	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 37 ตัว ส่วนผักที่ล้างโดยแช่ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

น�้ำส้มสายชู พบ nematode วิธีละ 3 ตัว

ตัวอย่างที่ 9	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 51 ตัว ส่วนผักที่ล้างโดยแช่ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

น�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 20 ตัว, 19 ตัว และ 11 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 10 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 114 ตัว ส่วนผักที่ล้างโดยแช่ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

น�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 13 ตัว, 20 ตัว และ 10 ตัว ตามล�ำดับ

ตารางที่ 1	 จ�ำนวนพยาธิท่ีตรวจพบในใบสะระแหน่ที่ไม่ผ่านการล้างและผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

	 น�้ำส้มสายชู

 ไม่ล้าง	 ล้างน�้าเปล่า	 ล้างน�้าเกลือ	 ล้างน�้าส้มสายชู
	 ตัวอย่างที่	
	 	 nematode	 ไข่		 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่
   Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.

 1 7 0 1 0 1 0 0 0

 2 4 1 1 0 0 0 0 0

 3 6 0 1 0 0 0 1 0

 4 1 0 0 0 0 0 0 0

 5 5 0 3 0 2 0 1 0

 6 3 0 0 0 1 0 1 0

 7 1 0 0 0 0 0 0 0

 8 37 0 3 0 3 0 3 0

 9 51 0 20 0 19 0 11 0

 10 114 0 13 0 20 0 10 0

ส่วนผลการตรวจพยาธหิลังการล้างผักกาดหอม จ�ำนวน 10 ตวัอย่าง ด้วยน�ำ้ล้าง 3 ชนดิ เทยีบกับผักทีไ่ม่ได้ล้าง 

ได้ผลตามตารางที่ 2  ดังนี้

ตัวอย่างที่ 1	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 16 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 1 ฟอง ส่วนผักที่ล้าง 

ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 5 ตัว, 3 ตัว และ 3 ตัว ตามล�ำดับ
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ตัวอย่างที่ 2	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 6 ฟอง ส่วนผักที่ล้างใน 

น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 3 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 8 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 1 ฟอง ส่วนผักที่ล้างใน 

น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 3 ตัว และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 4	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 7 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 4 ฟอง ส่วนผักที่ล้างใน 

น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 1 ตัว และ 0 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 5	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 6	 ไม่พบพยาธิในผักที่ไม่ล้างและผักที่ล้าง

ตัวอย่างที่ 7	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 8 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 1 ฟอง ส่วนผักที่ล้างใน 

น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 5 ตัว, 0 ตัว และ 0 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 8	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 9	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 10	ไม่พบพยาธิในผักที่ไม่ล้างและผักที่ล้าง

ตารางที่ 2	 จ�ำนวนพยาธิท่ีตรวจพบในผักกาดหอมที่ไม่ผ่านการล้างและผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

	 น�้ำส้มสายชู

 ไม่ล้าง	 ล้างน�้าเปล่า	 ล้างน�้าเกลือ	 ล้างน�้าส้มสายชู
	 ตัวอย่างที่	
	 	 nematode	 ไข่		 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่
   Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.

 1 16 1 5 1 3 0 3 0

 2 1 6 0 0 0 0 0 0

 3 8 1 0 0 3 0 1 0

 4 7 4 0 0 1 0 0 0

 5 1 0 0 0 0 0 0 0

 6 0 0 0 0 0 0 0 0

 7 8 1 5 0 0 0 0 0

 8 1 0 0 0 0 0 0 0

 9 3 0 0 0 0 0 0 0

 10 0 0 0 0 0 0 0 0

เมื่อน�ำตัวอย่างต้นหอมมาตรวจพยาธิหลังการล้าง จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง ด้วยน�้ำล้าง 3 ชนิด เทียบกับผักที่ 

ไม่ได้ล้าง ได้ผลตามตารางที่ 3  ดังนี้

ตัวอย่างที่ 1	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 32 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 1 ฟอง ส่วนผักที่ล้าง 

ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 1 ตัว  และ 3 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 2	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 4 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 1 ตัว และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 3	 ไม่พบพยาธิในผักที่ไม่ล้างและผักที่ล้าง
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ตัวอย่างที่ 4	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 5 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 8 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 0 ตัว และ 2 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 6	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 5 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว และ 0 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 7 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 4 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 8	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 9	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 8 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 10	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 15 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู

ไม่พบพยาธิ

ตารางที่ 3	 จ�ำนวนพยาธิที่ตรวจพบในต้นหอมที่ไม่ผ่านการล้างและผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

	 น�้ำส้มสายชู

 ไม่ล้าง	 ล้างน�้าเปล่า	 ล้างน�้าเกลือ	 ล้างน�้าส้มสายชู
	 ตัวอย่างที่	
	 	 nematode	 ไข่		 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่
   Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.

 1 32 1 1 0 1 0 3 1

 2 4 0 0 0 1 0 1 0

 3 0 0 0 0 0 0 0 0

 4 2 0 0 0 0 0 0 0

 5 8 0 0 0 0 0 2 0

 6 5 0 1 0 0 0 0 0

 7 4 0 0 0 0 0 0 0

 8 3 0 0 0 0 0 0 0

 9 8 0 0 0 0 0 0 0

 10 15 0 0 0 0 0 0 0

เมื่อน�ำตัวอย่างใบบัวบกมาตรวจพยาธิหลังการล้างจ�ำนวน 10 ตัวอย่าง ด้วยน�้ำล้าง 3 ชนิด เทียบกับผักท่ี 

ไม่ได้ล้าง ได้ผลตามตารางที่ 4  ดังนี้

ตัวอย่างที่ 1	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 50 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 17 ตัว, 21 ตัว  และ 7 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 2	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 30 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 4 ตัว, 10 ตัว และ 0 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 3 	ผักที่ไม่ล้าง พบ nematode จ�ำนวน 19 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 2 ฟอง ส่วนผักที่ล้าง

ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชูพบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 1 ตัว และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 4 	ผักที่ไม่ล้าง พบไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 1 ฟอง ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ 

และน�้ำส้มสายชู ไม่พบพยาธิ
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ตัวอย่างที่ 5 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 6	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 6 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 7 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 8	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 18 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 3 ตัว และ 5 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 9	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 45 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 1 ฟอง ส่วนผักที่ล้าง 

ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว, 2 ตัว และ 3 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 10	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 11 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 2 ตัว และ 1 ตัวตามล�ำดับ

ตารางที่ 4	 จ�ำนวนพยาธิที่ตรวจพบในใบบัวบกที่ไม่ผ่านการล้างและผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และ 

	 น�้ำส้มสายชู

4

 ไม่ล้าง	 ล้างน�้าเปล่า	 ล้างน�้าเกลือ	 ล้างน�้าส้มสายชู
	 ตัวอย่างที่	
	 	 nematode	 ไข่		 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่
   Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.

 1 50 0 17 0 21 0 7 0

 2 30 0 4 0 10 0 0 0

 3 19 2 1 0 1 0 1 0

 4 0 1 0 0 0 0 0 0

 5 2 0 0 0 0 0 0 0

 6 6 0 0 0 0 0 0 0

 7 2 0 0 0 0 0 0 0

 8 18 0 0 0 3 0 5 0

 9 45 1 3 0 2 0 3 0

 10 11 0 0 0 2 0 1 0

เมื่อน�ำตัวอย่างใบกุยช่ายมาตรวจพยาธิหลังการล้างจ�ำนวน 10 ตัวอย่าง ด้วยน�้ำล้าง 3 ชนิด เทียบกับผัก 

ที่ไม่ได้ล้าง ได้ผลตามตารางที่ 5  ดังนี้

ตัวอย่างที่ 1	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 15 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 4 ตัว  และ 6 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 2	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 3 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 14 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 4	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 5	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 11 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว  และ 0 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 6 	ผักที่ไม่ล้างและล้างไม่พบพยาธิ
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ตัวอย่างที่ 7	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 8	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 9	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 9 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว  และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 10	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตารางที ่5  จ�ำนวนพยาธท่ีิตรวจพบในใบกยุช่ายทีไ่ม่ผ่านการล้างและผ่านการล้างด้วย น�ำ้เปล่า น�ำ้เกลอื และน�ำ้ส้มสายชู

5

 ไม่ล้าง	 ล้างน�้าเปล่า	 ล้างน�้าเกลือ	 ล้างน�้าส้มสายชู
	 ตัวอย่างที่	
	 	 nematode	 ไข่		 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่
   Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.

 1 15 0 0 0 4 0 6 0

 2 3 0 0 0 0 0 0 0

 3 14 0 0 0 0 0 0 0

 4 3 0 0 0 0 0 0 0

 5 11 0 1 0 0 0 0 0

 6 0 0 0 0 0 0 0 0

 7 1 0 0 0 0 0 0 0

 8 1 0 0 0 0 0 0 0

 9 9 0 1 0 0 0 1 0

 10 2 0 0 0 0 0 0 0

เมื่อน�ำตัวอย่างใบคื่นฉ่ายมาตรวจพยาธิหลังการล้าง จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง ด้วยน�้ำล้าง 3 ชนิด เทียบกับผัก 

ที่ไม่ได้ล้าง ได้ผลตามตารางที่ 6  ดังนี้

ตัวอย่างที่ 1	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 54 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว, 1 ตัว  และ 5 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 2	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 38 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 3 ฟอง ส่วนผักที่ล้าง 

ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 8 ตัว, 0 ตัว  และ 5 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 3 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 5 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 4	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 5 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 5 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 32 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 1 ตัว  และ 2 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 6 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 7 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 22 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว  และ 0 ตัว ตามล�ำดับ
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ตัวอย่างที่ 8 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 9	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 30 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว  และ 0 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 10	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 34 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู

พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 0 ตัว  และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตารางที ่6  จ�ำนวนพยาธท่ีิตรวจพบในใบคืน่ฉ่ายทีไ่ม่ผ่านการล้างและผ่านการล้างด้วย น�ำ้เปล่า น�ำ้เกลอืและน�ำ้ส้มสายชู

6

 ไม่ล้าง	 ล้างน�้าเปล่า	 ล้างน�้าเกลือ	 ล้างน�้าส้มสายชู
	 ตัวอย่างที่	
	 	 nematode	 ไข่		 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่
   Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.

 1 54 0 3 0 1 0 5 0

 2 38 3 8 0 0 0 5 0

 3 5 0 0 0 0 0 0 0

 4 5 0 0 0 0 0 0 0

 5 32 0 1 0 1 0 2 0

 6 1 0 0 0 0 0 0 0

 7 22 0 1 0 0 0 0 0

 8 2 0 0 0 0 0 0 0

 9 30 0 1 0 0 0 0 0

 10 34 0 0 0 0 0 1 0

เมือ่น�ำตวัอย่างผกัชมีาตรวจพยาธหิลงัการล้างจ�ำนวน 10 ตวัอย่าง ด้วยน�ำ้ล้าง 3 ชนดิ เทยีบกบัผกัทีไ่ม่ได้ล้าง 

ได้ผลตามตารางที่ 7  ดังนี้

ตัวอย่างที่ 1	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 20 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 2	 ผักที่ไม่ล้างพบ ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 1 ฟอง ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ 

และน�้ำส้มสายชู ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 3 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 41 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 8 ตัว, 4 ตัว  และ 2 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 4 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 4 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 5	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 12 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว, 0 ตัว  และ 2 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 6	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 7 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 5 ตัว ไข่พยาธิเข็มหมุด จ�ำนวน 3 ฟอง ส่วนผักที่ล้างใน 

น�้ำเปล่าน�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว, 2 ตัว  และ 2 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 8	 ไม่พบพยาธิในผักที่ไม่ล้างและผักที่ล้าง
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ตัวอย่างที่ 9	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 6 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 10 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตารางที่ 7  จ�ำนวนพยาธิที่ตรวจพบในผักชีที่ไม่ผ่านการล้างและผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู

7

 ไม่ล้าง	 ล้างน�้าเปล่า	 ล้างน�้าเกลือ	 ล้างน�้าส้มสายชู
	 ตัวอย่างที่	
	 	 nematode	 ไข่		 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่
   Ascaris spp. Enterobius  Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.
    vermicularis  

 1 20 0 0 0 0 0 0 0 0

 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0

 3 41 0 0 8 0 4 0 2 0

 4 4 0 0 0 0 0 0 0 0

 5 12 0 0 2 0 0 0 2 0

 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0

 7 25 0 3 2 0 2 0 2 0

 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 9 6 0 0 0 0 0 0 0 0

 10 3 0 0 0 0 0 0 0 0

ส�ำหรับการล้างผักชีฝรั่งจ�ำนวน 10 ตัวอย่าง ด้วยน�้ำล้าง 3 ชนิด มาตรวจพยาธิ เทียบกับผักที่ไม่ได้ล้าง 

ได้ผลตามตารางที่ 8  ดังนี้

ตัวอย่างที่ 1 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 24 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 1 ฟอง ส่วนผักที่ล้าง 

ในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว, 0 ตัว  และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 2	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 6 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 2 ฟอง ส่วนผักที่ล้างใน 

น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 0 ตัว  และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 3	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 4 ตัว ไข่ Ascaris spp. จ�ำนวน 2 ฟอง ส่วนล้างด้วย 

น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 4 	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 2 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

ไม่พบพยาธิ

ตัวอย่างที่ 5	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 3 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู  

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว  และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 6	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 5 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว  และ 0 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 7	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 19 ตัว ไข่ Taenia spp. จ�ำนวน 3 ฟอง ส่วนผักที่ล้างใน 

น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู พบ nematode จ�ำนวน 0 ตัว, 0 ตัว  และ 1 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 8	 ไม่พบพยาธิในผักที่ไม่ล้างและผักที่ล้าง

ตัวอย่างที่ 9	 ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 27 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู 

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว  และ 3 ตัว ตามล�ำดับ

ตัวอย่างที่ 10	ผักที่ไม่ล้างพบ nematode จ�ำนวน 5 ตัว ส่วนผักที่ล้างในน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู

พบ nematode จ�ำนวน 1 ตัว, 0 ตัว  และ 0 ตัว ตามล�ำดับ
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ตารางที ่8  จ�ำนวนพยาธทิีต่รวจพบในผกัชฝีรัง่ทีไ่ม่ผ่านการล้างและผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลอื และน�้ำส้มสายชู

 ไม่ล้าง	 ล้างน�้าเปล่า	 ล้างน�้าเกลือ	 ล้างน�้าส้มสายชู
	 ตัวอย่างที่	
	 	 nematode	 ไข่		 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่	 nematode	 ไข่
   Ascaris spp. Taenia spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.  Ascaris spp.

 1 24 1 0 2 0 0 0 1 0

 2 6 2 0 0 0 0 0 1 0

 3 4 2 0 0 0 0 0 0 0

 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0

 5 3 0 0 1 0 0 0 1 0

 6 5 0 0 1 0 0 0 0 0

 7 19 0 3 0 0 0 0 1 0

 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 9 27 0 0 1 0 0 0 3 0

 10 5 0 0 1 0 0 0 0 0

8

เมื่อน�ำจ�ำนวนพยาธิที่ตรวจพบในผักแต่ละชนิดที่ศึกษา มาทดสอบทางสถิติโดยใช้ The Mann-Whitney 

U Test  เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างจ�ำนวนพยาธิจากผักที่ไม่ได้ล้าง กับผักที่ผ่านการล้างน�้ำเปล่า  น�้ำเกลือ และ

น�้ำส้มสายชู ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 พบว่า การล้างผักทุกวิธีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  

(P<0.05) กับผักที่ไม่ได้ล้าง ดังนี้ สะระแหน่ ค่า P = 0.035, 0.035, 0.023 ตามล�ำดับ ผักกาดหอมค่า P = 0.015, 

0.019, 0.007 ตามล�ำดับ ต้นหอมค่า P = 0.000, 0.000, 0.001 ตามล�ำดับ ใบบัวบก ค่า P = 0.002, 0.015, 0.002 

ตามล�ำดับ ใบกุยช่าย ค่า P = 0.001, 0.002, 0.003 ตามล�ำดับ ใบคื่นฉ่ายค่า P = 0.000, 0.000, 0.001 ตามล�ำดับ 

ผักชี ค่า P = 0.005, 0.002, 0.002 ตามล�ำดับ และผักชีฝรั่ง ค่า P = 0.001, 0.000, 0.001 ตามล�ำดับ

ตารางที่ 9	 ผลการทดสอบ The Mann - Whitney U Test ในผัก 8 ชนิด ระหว่างผักที่ไม่ล้างเปรียบเทียบกับ 

	 ผักที่ล้าง 3 วิธี

	 ชนิดผัก	 ล้างน�้ำเปล่า	 ล้างน�้ำเกลือ	 ล้างน�้ำส้มสายชู

	 1.	 สะระแหน่	 0.035	 0.035	 0.023

	 2. 	ผักกาดหอม	 0.015	 0.019	 0.007

	 3. 	ต้นหอม	 0.000	 0.000	 0.001

	 4. 	ใบบัวบก	 0.002	 0.015	 0.002

	 5. 	ใบกุยช่าย	 0.001	 0.002	 0.003

	 6.	 ใบคื่นฉ่าย	 0.000	 0.000	 0.001

	 7. 	ผักชี	 0.005	 0.002	 0.002

	 8. 	ผักชีฝรั่ง	 0.001	 0.000	 0.001

น�ำจ�ำนวนพยาธทิีต่รวจพบ มาทดสอบทางสถติโิดยใช้ One-Way ANOVA เพือ่เปรยีบเทยีบความแตกต่าง

ระหว่างจ�ำนวนพยาธิจากผักที่ผ่านการล้างน�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 พบว่าผัก

ทั้ง 8 ชนิด ที่ผ่านการล้างทั้ง 3 วิธี มีจ�ำนวนพยาธิที่ลดลงอย่างไม่มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (ค่า P> 0.05) ดังนี้ สะระแหน่ 

ค่า P = 0.777 ผักกาดหอมค่า P = 0.682 ต้นหอมค่า P = 0.361 ใบบัวบก ค่า P = 0.631 ใบกุยช่าย ค่า P = 0.704 

ใบคื่นฉ่าย ค่า P = 0.304   ผักชี ค่า P = 0.679 ผักชีฝรั่ง ค่า P = 0.098
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ตารางที่ 10  ผลการทดสอบ One-Way ANOVA ในผัก 8 ชนิด เปรียบเทียบวิธีการล้าง 3 วิธี ในผักชนิดเดียวกัน

	 1.	สะระแหน่	 0.777

	 2.	ผักกาดหอม	 0.682

	 3.	ต้นหอม	 0.361

	 4.	 ใบบัวบก	 0.631

	 5.	 ใบกุยช่าย	 0.704

	 6.	 ใบคื่นฉ่าย	 0.304

	 7.	ผักชี	 0.679

	 8.	ผักชีฝรั่ง	 0.098

	 ชนิดผัก	 ค่า P ของจ�ำนวนพยาธิจากการล้างผัก 3 วิธี

ภาพที่ 1	ไข่พยาธิไส้เดือน (Ascaris spp.) ก�ำลังขยาย  

	 100 เท่า

ภาพที่ 2	ไข่พยาธิเข็มหมุด (Enterobius

	 vermicularis) ก�ำลังขยาย 100 เท่า

ภาพที่ 3	ไข่พยาธิตัวตืด (Taenia spp.) ก�ำลังขยาย 

	 100 เท่า

ภาพที่ 4	พยาธิตัวกลม (nematode) ก�ำลังขยาย 

	 100 เท่า
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วิจารณ์

ผักที่ไม่ได้ล้างจ�ำนวน 1 จาก 8 ชนิด คือใบกุยช่ายที่ตรวจไม่พบไข่พยาธิไส้เดือน (Ascaris spp.) ส่วนผัก

อีก 7 ชนิดที่ท�ำการศึกษา พบไข่พยาธิไส้เดือน (ภาพที่ 1) ไข่พยาธิชนิดนี้พบได้มากในดินในเขตร้อนและอบอุ่น 

เป็นพยาธิที่เป็น parasite ท�ำให้เกิดโรคในคน เมื่อคนกลืนไข่พยาธิชนิดนี้ลงไปในระบบทางเดินอาหาร น�้ำย่อยจาก

กระเพาะอาหารและล�ำไส้จะย่อยเปลือกไข่ท�ำให้ตัวอ่อนฟักออกจากไข่บริเวณล�ำไส้เล็กตอนต้น พยาธิจะไชผ่านผนัง

ล�ำไส้เล็กเข้าสู่กระแสเลือด เดินทางเข้าสู่ตับเพื่อไปยังหัวใจซีกขวาและปอดในที่สุด(7, 8) ซึ่งผักหลังจากผ่านการล้างด้วย 

น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชูแล้ว ตรวจไม่พบไข่พยาธิชนิดนี้ทุกตัวอย่าง ส่วนผักชี ตรวจพบไข่พยาธิเข็มหมุด 

(Enterobius vermicularis) (ภาพที่ 2) จ�ำนวน 3 ฟองใน 1 ตัวอย่าง พยาธิชนิดนี้มีคนเป็นพาหะ (host) จ�ำเพาะ 

ตัวเต็มวัยจะอาศัยอยู่ในล�ำไส้ใหญ่ แล้วออกมาวางไข่บริเวณทวารหนักในตอนกลางคืน(7) ผักชีฝรั่ง ตรวจพบไข่พยาธิ

ตัวตืด (Taenia spp.) (ภาพที่ 3) จ�ำนวน 3 ฟองใน 1 ตัวอย่าง พยาธิตัวเต็มวัยชนิดนี้อาศัยอยู่ในล�ำไส้เล็กส่วนกลาง 

(jejunum) ของคน ซึ่งจะท�ำให้เกิดล�ำไส้หรือไส้ติ่งอุดตัน(7) อย่างไรก็ตามหลังจากผ่านการล้างทั้ง 3 วิธี แล้ว ตรวจ 

ไม่พบไข่พยาธิที่ปนเปื้อน

ผกัทัง้ 8 ชนิด ท่ีไม่ได้ล้างตรวจพบพยาธติวักลมอิสระ (free-living nematode) (ภาพที ่4) ในปรมิาณมาก  

เนื่องจากเป็นผักที่มีส่วนที่บริโภคได้อยู่ติดพื้นดิน พยาธิตัวกลมอิสระเป็นสิ่งที่ติดมากับดินที่ใช้ในการปลูกผัก แม้มี

รายงานว่าพยาธิตัวกลมอิสระไม่เป็น parasite ในคน แต่ในล�ำไส้ของพยาธิดังกล่าวอาจมีแบคทีเรียที่เป็นเช้ือโรค 

เป็นอันตรายต่อสุขภาพของมนุษย์(9) การศึกษาครั้งนี้พบว่าใบสะระแหน่ที่ไม่ผ่านการล้างพบพยาธิตัวกลมสูงสุดจ�ำนวน 

114 ตัว ซึ่งหลังจากผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชูแล้ว ยังคงพบพยาธิตัวกลมอิสระหลงเหลืออยู่

จ�ำนวน 13, 20, 11 ตัว ตามล�ำดับ ผักกาดหอมที่ไม่ผ่านการล้างพบพยาธิตัวกลมสูงสุดจ�ำนวน 18 ตัว ซึ่งหลังจากผ่าน

การล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชูแล้ว ยังคงพบพยาธิตัวกลมสูงสุดจ�ำนวน 5, 3, 3 ตัว ตามล�ำดับ  ต้นหอม

ที่ไม่ผ่านการล้างพบพยาธิตัวกลมสูงสุด จ�ำนวน 32 ตัว ซึ่งหลังจากผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชู

แล้ว ยังคงพบพยาธิตัวกลมสูงสุด จ�ำนวน 1, 1, 3 ตัว ตามล�ำดับ ใบบัวบกที่ไม่ผ่านการล้างพบพยาธิตัวกลมสูงสุด 

จ�ำนวน 50 ตวั ซึง่หลงัจากผ่านการล้างด้วย น�ำ้เปล่า น�ำ้เกลอื และน�ำ้ส้มสายชูแล้ว ยงัคงพบพยาธติวักลมอสิระหลงเหลอื

อยู่ จ�ำนวน 17, 21, 7 ตัว ตามล�ำดับ ใบกุยช่ายที่ไม่ผ่านการล้างพบพยาธิตัวกลมสูงสุด จ�ำนวน 14 ตัว ซึ่งหลังจาก 

ผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชูแล้ว ยังคงพบพยาธิตัวกลมอิสระหลงเหลืออยู่จ�ำนวน 1, 4, 6 ตัว

ตามล�ำดับ ใบคื่นฉ่ายที่ไม่ผ่านการล้างพบพยาธิตัวกลมสูงสุดจ�ำนวน 54 ตัว ซึ่งหลังจากผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า 

น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชูแล้ว ยังคงพบพยาธิตัวกลมอิสระหลงเหลืออยู่จ�ำนวน 8, 1, 5 ตัว ตามล�ำดับ ผักชีที่ไม่ผ่าน 

การล้างพบพยาธิตัวกลมสูงสุด จ�ำนวน 41 ตัว ซึ่งหลังจากผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า น�้ำเกลือ และน�้ำส้มสายชูแล้ว ยังคง

พบพยาธิตัวกลมอิสระหลงเหลืออยู่จ�ำนวน 8, 4, 2 ตัว ตามล�ำดับ ผักชีฝรั่งที่ไม่ผ่านการล้างพบพยาธิตัวกลมสูงสุด 

จ�ำนวน 27 ตวั ซึง่หลงัจากผ่านการล้างด้วย น�้ำเปล่า และน�ำ้ส้มสายชแูล้ว ยงัคงพบพยาธติวักลมอสิระหลงเหลอือยูจ่�ำนวน 

2, 1 ตัว ตามล�ำดับ ส่วนการล้างด้วยน�้ำเกลือตรวจไม่พบพยาธิตัวกลม 

อนึ่งการเปรียบเทียบระหว่างวิธีการล้างผัก 3 วิธี ในผักชนิดเดียวกันโดยใช้ one-way ANOVA พบว่าใน

ผักทั้ง 8 ชนิด การล้างผักทั้ง 3 วิธี ที่ศึกษา ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P> 0.05) และเมื่อพิจารณา

ผลการล้างผักในส่วนของจ�ำนวนพยาธิตัวกลมในภาพรวม แสดงให้เห็นว่าการล้างผักไม่สามารถล้างพยาธิตัวกลมออก

ได้ทัง้หมด ดงันัน้การจดัการความเสีย่งเรือ่งพยาธใินผกัเพือ่ลดจ�ำนวนการปนเป้ือน จงึควรด�ำเนนิการตัง้แต่ทีต้่นทางคอื

ทีแ่ปลงผกั ซึง่ประเทศไทยมีการปฏบิตัทิางการเกษตรทีด่สี�ำหรบัพชือาหาร(10)  ทีส่อดคล้องกบัมาตรฐาน Codex: Code 

of Practice for Fresh Fruits and Vegetables(11) ก�ำหนดให้แปลงปลูก  น�้ำที่ใช้ในแปลงปลูกต้องมาจากแหล่งที่

ไม่มสีภาพแวดล้อม ซึง่ก่อให้เกดิการปนเป้ือนวัตถหุรอืสิง่ทีเ่ป็นอนัตราย ส�ำหรบัปุย๋ มาตรฐานของไทยห้ามใช้สิง่ขบัถ่าย
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ของคนมาเป็นปุ๋ย ส่วน Codex ก�ำหนดในภาพกว้างว่าจะต้องบริหารจัดการเพื่อจ�ำกัดความเสี่ยงจากจุลินทรีย์ ประเด็น

นี้เป็นความรับผิดชอบของชาวสวนผักซึ่งมีหน่วยงานรับผิดชอบของรัฐก�ำกับดูแล 

การล้างผักเพื่อใช้บริโภคดิบซึ่งพิสูจน์แล้วว่าลดความเส่ียงจากสารเคมีการเกษตรตกค้างได้ในระดับหนึ่งนั้น 

มีหลายวิธี  แต่ในการศึกษาครั้งนี้ได้เลือกวิธีการล้างผักที่ผู้บริโภคจะท�ำได้สะดวก ประหยัด สิ่งที่ใช้เป็นสิ่งที่หาง่าย มีใช้

ในครัวเรือนทั่วไป คือเกลือและน�้ำส้มสายชู วิธีการล้างไม่ยุ่งยากสามารถท�ำได้ด้วยตัวเองการศึกษาเพื่อลดอันตราย 

ด้านชวีภาพจากการบรโิภคผกัดบิ นอกจากการตดิเชือ้จากพยาธ ิยงัมอีกีหลายสาเหต ุเช่น เชือ้แบคทเีรยี protozoa และ

วิธีการล้างก็มีอีกหลายวิธี ที่ควรได้รับความสนใจในการศึกษาต่อไป

สรุป

ผลจากการศึกษาวิจัยครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการล้างผักทั้ง 3 วิธี ที่เลือกมาศึกษาคือการแช่ในน�้ำเปล่า แช่ใน 

น�ำ้เกลอื และแช่ในน�ำ้ส้มสายช ูซึง่เป็นสิง่ทีห่าได้ง่ายตามครวัเรอืน นอกจากจะลดสารตกค้างประเภทยาฆ่าแมลงได้อย่าง

มีประสิทธิภาพแล้วยังสามารถลดจ�ำนวนพยาธิที่ปนเปื้อนมากับผักได้อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติโดยในระหว่าง 3 วิธีนี้  

จะใช้วธิใีดในการล้างผกักใ็ห้ผลท่ีไม่แตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคัญทางสถิต ิเพยีงแต่ประเดน็ส�ำคัญ คือการล้างผักให้สะอาด

นัน้ จะต้องด�ำเนินการไม่ว่าจะเป็นท่ีร้านอาหาร แผงลอยรมิถนน หรอืการประกอบอาหารเพือ่รบัประทานเองในครวัเรอืน 

หน่วยงานรับผิดชอบที่มีอ�ำนาจหน้าที่ตามกฎหมาย จึงควรมีการรณรงค์ และเข้มงวดในส่วนสุขลักษณะการประกอบ

อาหารของร้านค้า แผงลอย หรือภายในครัวเรือน ที่ใช้ผักดิบประกอบอาหารหรือบริโภคเป็นเครื่องเคียงส�ำหรับ 

อาหารไทยหลายชนิด เพื่อเป็นการประกันความปลอดภัยของผู้บริโภค
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ขอขอบคณุนางสาวจารวุรรณ ลิม้สจัจะสกลุ  ผูอ้�ำนวยการส�ำนกัคณุภาพและความปลอดภยัอาหาร ทีส่นบัสนนุ

ให้มกีารเผยแพร่ผลการศกึษาในครัง้น้ี และนางกญัญา พกุสุน่ นกัวทิยาศาสตร์การแพทย์ช�ำนาญการพเิศษ ส�ำนกัคุณภาพ

และความปลอดภัยอาหารที่ให้ค�ำปรึกษา แนะน�ำในการประเมินผลทางสถิติ
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ABSTRACT  Raw vegetables are nutritious and healthy food owing to great source of vitamins, dietary 
fiber and minerals.  However, the consumption of raw vegetable without proper washing is an important 
route in the transmission of parasitic diseases such as constipation, diarrhea, joint and muscle aches and 
pains, anemia. Therefore, during 2556-2557 B.E., Department of Medical Sciences undertook a study on 
the impact of washing procedures for reduction of pesticide residues in vegetables consumed raw on 
the numbers of contaminated parasitic worms. Eight kinds of  vegetables consumed raw and 10 samples 
of each kind were collected to study for the changes of numbers of contaminated parasitic worms in  
unwashed and washed samples. The samples of  peppermint, lettuce, spring onion, garlic-like vegetable 
Centellaasiatica (L.) Urb., celery, coriander and parsley were bought from the markets in Bangkok 
Metropolitan region. Among washing procedures recommended to reduce pesticide residures in raw  
vegetables, 3 washing procedures were selected. The selected procedures consisted of soaking for 10 
minutes in water; in saline solution (15 grams NaCl in 4 liters of water) and in vinegar solution 
(15 milliliters of 5% vinegar in 4 liters of water) and followed by rinsing with water. Sedimentation 
Technique was used to determine the numbers of contaminated parasitic worms in the samples. 
The results showed that all kinds of unwashed vegetables studied were contaminated with free-living 
nematodes. One out of eight kinds of vegetables, the garlic-like vegetable, was not contaminated with 
Ascaris spp. egg, while the rest were contaminated. Coriander was contaminated with Enterobius  
vermicularis egg and parsley was contaminated with Taenia spp. egg. Mann-Whitney U test at significant 
level 0.05 was used to analyzed the results of study. It was found that all 3 washing procedures  
selected could significantly reduce the numbers of worm-type parasites contaminated in all kinds of 
vegetables used in this study. One-Way ANOVA test at significant level 0.05 proved that there was no 
significant difference in the numbers of worms after using 3 washing  procedures in the same kind of 
vegetable. The study revealed scientific proof that the 3 washing procedures selected could reduce the 
numbers of worm-type parasites in raw vegetables with the same efficacy.

Key words: Washing procedures, worm-type parasites, raw vegetables
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การพัฒนาการตรวจหาเชื้อมาลาเรียในระดับสปีชีส์  

โดยวิธี Multiplex PCR
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Accepted for publication, 17 June 2015

บทคัดย่อ  ผู้ติดเชื้อมาลาเรียมีกว่า 300-500 ล้านคนต่อปี และมีผู้เสียชีวิตกว่า 1 ล้านคนทั่วโลก ประเทศไทยพบผู้ติดเชื้อใน
ปี พ.ศ. 2556 ประมาณ 29,317 คน  การตรวจการติดเชื้อในระดับสปีชีส์มีความส�ำคัญต่อการรักษาโรค  การศึกษานี้ได้พัฒนา
เทคนิค multiplex PCR ที่ดัดแปลงจากวิธีของ Snounou และคณะ โดยท�ำการหาสภาวะที่เหมาะสมและค่าต�่ำสุดในการตรวจ 
และน�ำมาประยกุต์ใช้ในการตรวจหาเช้ือ  การตรวจประกอบด้วย 2 ปฏกิริยิา  ปฏกิริยิาแรกตรวจการตดิเชือ้ genus Plasmodium 
โดยใช้ human GAPDH เป็น internal control  ปฏิกิริยาที่ 2 ใช้จ�ำแนกเชื้อมาลาเรียในคนทั้ง 4 สปีชีส์คือ P. falciparum, 
P. vivax, P. malariae และ P. ovale พบว่าปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่ตรวจพบ genus Plasmodium และ 
human GAPDH คือ 103 และ 10 copies ตามล�ำดับ สามารถตรวจการติดเชื้อร่วมในแต่ละสปีชีส์ได้ที่ 103 copies  และ
สามารถตรวจการติดเชื้อร่วม P. falciparum และ P. vivax  ที่มีสัดส่วนแตกต่างกันมากที่ 100 copies ต่อ 10,000 copies ได้  
ใช้ได้กับตัวอย่างบนกระดาษเก็บตัวอย่างเลือด การศึกษานี้พบว่าเทคนิค multiplex PCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจการ 
ติดเชื้อมาลาเรียได้อย่างแม่นย�ำถึงระดับสปีชีส์ ท�ำให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาอย่างถูกต้อง ทั้งยังเป็นเทคนิคที่ง่ายต่อการน�ำไปใช้
ตรวจคัดกรองในกลุ่มประชากรขนาดใหญ่หรือใช้ในภาคสนามที่มีการระบาดของโรค 



การพฒันาการตรวจหาเชือ้มาลาเรยีในระดบัสปีชส์ี  โดยวธิ ีMultiplex PCR	 ปนดัดา  เทพอคัศร และคณะ

89วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 1  กรกฎาคม - กันยายน 2558

บทน�ำ

โรคมาลาเรียเกิดจากการติดเชื้อ Plasmodium ซึ่งเป็นปรสิตเซลล์เดียว  มียุงก้นปล่องเป็นพาหะ  ประชากร

ร้อยละ 36 ของประชากรจาก 90 ประเทศทั่วโลกอาศัยอยู่ในบริเวณที่มีการแพร่กระจายของโรคมาลาเรีย ส�ำหรับ

ประเทศไทยพบอัตราการป่วยและตายที่มีแนวโน้มสูงขึ้นตั้งแต่ปี พ.ศ.2539 เป็นต้นมา  โดยแหล่งของเชื้อมาลาเรียอยู่

บรเิวณป่าชายแดนของประเทศ จังหวัดท่ีพบผู้ป่วยจ�ำนวนมาก ได้แก่  แม่ฮ่องสอน ตาก กาญจนบรุ ีราชบรุ ีประจวบครีขีนัธ์ 

ระนอง สระแก้ว ตราด และจันทบุรี (1)   โดยทั่วไปเชื้อ Plasmodium ที่ก่อโรคในคนมี 4 สปีชีส์  ได้แก่ P. falciparum, 

P. vivax, P. malariae และ P. ovale ในประเทศไทยเช้ือที่พบมักเป็นชนิด P. falciparum และ P. vivax 

การรักษาโรคท่ีมีประสิทธิภาพต้องอาศัยผลการตรวจจ�ำแนกสปีชีส์จากห้องปฏิบัติการ เช่น การใช้ primaquine 

ในการรักษา P. vivax และ P. ovale นอกจากนี้หากติดเชื้อ P. falciparum ซึ่งมีความรุนแรงของโรค การตรวจ

จ�ำแนกสปีชีส์ท่ีฉับไวมีความส�ำคัญมาก(2)   การวินิจฉัยโดยทั่วไปใช้วิธีส่องกล้องจุลทรรศน์จ�ำแนก Plasmodium 

ทั้ง 4 สปีชีส์  แต่เป็นวิธีที่สิ้นเปลืองแรงงานและต้องการผู้ที่มีทักษะสูง นอกจากนี้อาจเกิดความผิดพลาดในการจ�ำแนก

สปีชีส์กรณีที่ปรสิตมีจ�ำนวนน้อยหรือเกิดการติดเชื้อร่วมมากกว่า 1 สปีชีส์(3) จากปัญหาดังกล่าวจึงมีการพัฒนาเทคนิค 

polymerase chain reaction มาใช้ตรวจวิเคราะห์(4-7) ซึ่งพบว่ามีความไวและความจ�ำเพาะสูง แต่บางเทคนิค เช่น 

nested PCR และ hybridization มีความซับซ้อนและต้องใช้ระยะเวลา ในการศึกษานี้จึงได้พัฒนาเทคนิค 

multiplex PCR ขึ้นเพื่อตรวจการติดเชื้อและจ�ำแนกสปีชีส์ทั้ง 4 ได้อย่างสะดวกรวดเร็วและมีความถูกต้องแม่นย�ำ 

สามารถน�ำมาประยุกต์ใช้ทางห้องปฏิบัติการได้ต่อไป 

 

วัสดุและวิธีการ

1.	 การเตรียม DNA ของ parasites

Panel parasites ซึ่งประกอบด้วยตัวอย่างเชื้อที่มีความหนาแน่นสูงและต�่ำ คือ 200 parasites/μl, 5,000 

parasites/μl และ 500 parasites/μl, 5,000 parasites/μl ของเชื้อ P. falciparum และ P. vivax ตามล�ำดับ  

จากผู้ติดเชื้อในประเทศไทยซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากส�ำนักโรคติดต่อน�ำโดยแมลง  กรมควบคุมโรค  โดยการหาค่า

ความหนาแน่นของเชื้อท�ำโดยการนับจ�ำนวนเช้ือจากการท�ำสเมียร์เลือดฟิล์มหนาซึ่งย้อมด้วยสียิมซ่า โดยดูด้วย

กล้องจุลทรรศน์ที่ก�ำลังขยาย × 100 ใน field ต่างๆ ซึ่งมีเม็ดเลือดขาว (White Blood Cell: WBC) รวมกัน 

ไม่ต�่ำกว่า 200 ตัว  แล้วน�ำผลที่ได้มาค�ำนวณดังนี้

ท�ำการเตรียม DNA จาก panel parasites ของเชื้อ P. falciparum และ P. vivax ที่ความหนาแน่น 

สูงที่ 5,000 parasites/μl  ส่วน P. malariae และ P. ovale  เป็นกรณีที่พบการติดเชื้อน้อยมาก  จึงท�ำการสังเคราะห์

ยีนบริเวณ 18S small subunit ribosomal RNA genes และสร้าง recombinant plasmid DNA ทดแทน DNA 

ที่สกัดจากเลือดเพื่อเป็นตัวแทนในการศึกษา ส่วน negative control ได้จากเลือดของผู้บริจาคโลหิตที่มีสุขภาพด ี

ไม่มีประวัติติดเชื้อมาลาเรีย 

1.1	การสกัด DNA จากเลือดด้วยชุดสกัด 

	 สกัด DNA ของปรสิตจากตัวอย่างเลือด 200 μl โดยใช้ QIAamp blood kit (QIAGEN, CA) 

ขั้นตอนตามคู่มือของบริษัท จากนั้นละลาย DNA ที่สกัดได้ ด้วย AE buffer 200 μl เก็บตัวอย่าง DNA ที่ -20 ํ C 

จนกว่าจะน�ำไปใช้งาน

จ�ำนวน parasites ในระยะไม่มีเพศที่นับได้ × จ�ำนวน WBC/μl*

จ�ำนวนเม็ดเลือดขาวที่นับได้
=  parasites/μl

*จ�ำนวน WBC/μl ประมาณค่าเป็น 8,000 cells/ μl(8)
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1.2	การสกัด DNA จากกระดาษเก็บตัวอย่างเลือดชนิด FTA Elute Micro card (Whatman, 

GE Healthcare Bio-Sciences Corp., USA)

	 วิธีการเก็บตัวอย่างเลือดบนกระดาษท�ำโดยดูดตัวอย่างเลือดปริมาตร 20 μl ด้วยปิเปตแล้วหยดบน

กระดาษเก็บตัวอย่างเลือด ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งแล้วเก็บใส่ซองกันน�้ำที่สามารถเก็บรักษาตัวอย่างได้ที่อุณหภูมิห้อง 

เมื่อต้องการสกัด DNA จากกระดาษใช้หัวเจาะขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 3 mm เจาะกระดาษตัวอย่างละ 5 วงใส่ลงใน

หลอด microcentrifuge tube  ล้างด้วยน�้ำกลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 500 μl โดยใช้เครื่อง vortex ครั้งละ 5 วินาที

จ�ำนวน 3 ครั้ง แล้วดูดน�้ำกลั่นทิ้ง ใส่น�้ำกลั่นปราศจากเชื้อ 50 μl น�ำไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95 ํ C นาน 30 นาที  

DNA จะอยู่ในส่วนของน�้ำ ดูดตัวอย่าง DNA เก็บที่ -20 ํC

 

2.	 การทดสอบความจ�ำเพาะของ primer ในการตรวจ genus Plasmodium และสปีชส์ีโดยวธิ ีsingle PCR

2.1	primer ที่ใช้ตรวจ genus Plasmodium และสปีชีส์ 

          ได้ใช้ primer จากการศึกษาของ Snounou G และคณะ(2, 9) มาใช้ในการศึกษา โดยน�ำ primers  

มาทดสอบความจ�ำเพาะต่อจีนัสและสปีชีส์ทั้ง 4 ของเชื้อ Plasmodium บนบริเวณ 18S small subunit ribosomal 

RNA genes โดยใช้ DNA template ที่ได้จาก panel parasites ที่ทราบสปีชีส์ที่ติดเชื้อส�ำหรับเชื้อ P. falciparum 

และ P. vivax  ส่วน P. malariae และ P. ovale  ใช้ recombinant plasmid DNA โดยข้อมูลของ  primers 

ที่ใช้แสดงดังตารางที่ 1

Genus for	 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG	 1100 bp	 18S rRNA gene/

Genus rev	 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC		  Plasmodium sp.

Pf for	 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT	 206 bp	 18S rRNA gene/

Pf rev	 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC		  P. falciparum

Pv for	 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC	 120 bp	 18S rRNA gene/

Pv rev	 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA		  P. vivax

Pm for	 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC	 145 bp	 18S rRNA gene/

Pm rev	 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA		  P. malariae

Po for	 ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA	 787 bp	 18S rRNA gene/

Po rev	 GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG		  P. ovale

GAPDH for	 GAAGGTGAAGGTCGGAGTC	 226 bp	 Human GAPDH

GAPDH rev	 GAAGATGGTGATGGGATTTC		

ตารางที่ 1 PCR primers ในการตรวจการติดเชื้อมาลาเรีย  จาก Snounou และคณะ(2, 9)

	 Primer	 Sequence (5'  3')	 Amplicon size	 Target gene/species
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2.2	การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

         ส่วนประกอบของปฏิกิริยาปริมาตร 25 μl ประกอบด้วย 10X PCR buffer 2.5 μl, dNTP mix 

0.2 mM each, forward primer 0.25 μM, reverse primer 0.25 μM, MgCl2 2 mM, template DNA 5 μl 

และ High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas) 1.25 units น�ำเข้าเครือ่งเพิม่จ�ำนวนสารพนัธกุรรม (PTC-

200, MJ Research) โดยใช้สภาวะของปฏิกิริยา ดังนี้ 95 ํ C 10 นาที 1 รอบ เข้าสู่ 35 รอบของ 95 ํ C 

30 วินาที, 58 ํ C 1 นาที และ 72 ํ C 1 นาที ตามด้วย 72 ํ C 10 นาที วิเคราะห์ผลด้วย 2.5% agarose gel 

electrophoresis  และย้อมด้วย ethidium bromide

3.	 การพัฒนาเทคนิค multiplex PCR 

3.1	การเตรียมรีคอมบิแนนท์พลาสมิด

	 ท�ำการเตรยีม PCR product จากการใช้คู ่primer ทีจ่�ำเพาะต่อ genus Plasmodium, P. falciparum, 

P. vivax และ human GAPDH (ตารางที่ 1) น�ำมาเชื่อมกับ pGEM-T easy vector (Promega; 

Medison, WI) และถ่ายเข้าสู่ E. coli  คัดเลือกโคลนโดยวิธี Ampicillin positive selection system และวิธี 

colony PCR สกัด recombinant plasmid DNA จากโคลนที่คัดเลือกได้ด้วย QIAprep Spin Miniprep kit 

(Qiagen, Germany) ขั้นตอนตามคู่มือของบริษัท ในกรณีของ P. malariae และ P. ovale ได้จากการสั่งสังเคราะห์ 

DNAในส่วนของ 18S rRNA gene ที่จ�ำเพาะต่อสปีชีส์โดยเชื่อมอยู่ใน pBSK vector  

3.2	การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจการติดเชื้อ Plasmodium sp. 

	 ท�ำการทดลองเพื่อหา annealing temperature ที่เหมาะสมโดยใช้   genus Plasmodium- 

recombinant plasmid และ human GAPDH- recombinant plasmid ที ่104 copies เป็น templateในปฏิกริิยา  

25 μl  ส่วนประกอบและสภาวะปฏิกิริยาดังวิธีการข้อ 2.2  ทดสอบอุณหภูมิช่วง annealing temperature ระหว่าง 

49.4-66.1 ํ C โดยรวม genus-specific primer และ human GAPDH specific primer ไว้ในหลอดปฏิกิริยา

เดียวกัน

3.3	การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาสปีชีส์ที่ติดเชื้อ

	 ท�ำการหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพือ่การตรวจหาสปีชีส์  โดยการใช้ recombinant plasmid DNA ทีม่ส่ีวน

เฉพาะของสปีชส์ีทัง้ 4 (P. falciparum, P. vivax, P. malariae และ P. ovale) อย่างละ 104 copies เป็น template 

ในปฏิกิริยา 25 μl โดยรวม species-specific primer ทั้ง 4 สปีชีส์ ไว้ในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน และหาสภาวะ 

ที่เหมาะสมโดยการทดลองปรับส่วนประกอบและสภาวะของปฏิกิริยาจากเทคนิค PCR ที่แสดงดังข้อ 2.2  โดยปรับใช้

ปริมาณ MgCl2  ที่ 0- 4 mM  ปรับใช้อุณหภูมิช่วง annealing temperature ที่ 49.4 - 66.1 ํC  และปรับปริมาณ 

primer ที่ 0.25 - 0.6 μM   แล้วคัดเลือกส่วนประกอบและสภาวะที่เหมาะสมจากผลการทดลอง 

4.	 การหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่วิธี multiplex PCR ตรวจพบ (Limit of detection)

ท�ำการเตรียม recombinant plasmid DNA เพื่อใช้ในการทดสอบโดยการน�ำ recombinant plasmid  

DNA แต่ละชนิดมาเจือจางให้มีความเข้มข้นระหว่าง 101-107 copies/μl เพื่อใช้เป็น template ในการหาปริมาณสาร

พันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบ ในการตรวจ genus Plasmodium และ human GAPDH   การตรวจหา

เชื้อทั้ง 4 สปีชีส์  และการติดเชื้อร่วมระหว่าง P. falciparum และ P. vivax  ในสัดส่วนที่แตกต่างกัน โดยใช้ปฏิกิริยา 

multiplex PCR  ในสภาวะที่เหมาะสมจากผลการทดลองในข้อ 3.2 และ 3.3 
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5.	 การตรวจการติดเชื้อ Plasmodium และจ�ำแนกสปีชีส์ในตัวอย่างเลือด

น�ำ panel parasites ของ P. falciparum  และ P. vivax ที่ได้รับความอนุเคราะห์จากส�ำนักโรคติดต่อ

น�ำโดยแมลง  ที่มีความหนาแน่นของเชื้อค่าต�่ำคือ 200 parasites/μl และ 500 parasites/μl ตามล�ำดับ มาทดลอง

เก็บบนกระดาษ FTA Elute Micro card ทั้งในแบบแยกกัน และผสมกันเพื่อทดสอบการติดเชื้อร่วมระหว่าง  

P. falciparum และ P. vivax  และท�ำการสกัด DNA จากกระดาษซับดังข้อ 1.2 ตัวอย่างละ 3 ซ�้ำ  แล้วน�ำ DNA 

ที่สกัดได้มาตรวจหาเชื้อโดยวิธี multiplex PCR ที่พัฒนาขึ้น

ผล

1.	 ทดสอบความจ�ำเพาะของ primer ในการตรวจ genus Plasmodium และสปีชีส์โดยวิธี single PCR

จากการตรวจการติดเชื้อมาลาเรียโดย single PCR โดยใช้ primer ตามตารางที่ 1 พบว่า  PCR product 

จากการใช้ Plasmodium genus-specific primer ซึ่งแสดงถึงการติดเชื้อ Plasmodium sp. มีขนาด 1100 bp และ

สามารถจ�ำแนกสปีชีส์ทั้ง 4 ได้โดยใช้ species-specific primer ซึ่งแสดงขนาด PCR product ที่แตกต่างกันคือ 

P. falciparum ขนาด 206 bp, P. vivax ขนาด 120 bp, P. malariae ขนาด 145 bp และ P. ovale ขนาด 787 bp 

(ภาพที่ 1)

ภาพที ่1  PCR product ทีเ่พิม่จ�ำนวนจาก DNA สกดัจากตวัอย่างเลอืดทีท่ราบสปีชส์ีทีต่ดิเชือ้ในการตรวจหา  genus 

Plasmodium (genus), P. falciparum (Pf) และ P. vivax (Pv) และ recombinant plasmid DNA ของ 

P. malariae (Pm)  และ P. ovale (Po)  โดยช่องที ่1 คือ 100 bp DNA marker  ช่องที ่2-6 คือ PCR product 

ของ genus Plasmodium (genus), P. falciparum (Pf), P. vivax (Pv), P. malariae (Pm) และ 

P. ovale (Po)  ตามล�ำดับ



การพฒันาการตรวจหาเชือ้มาลาเรยีในระดบัสปีชส์ี  โดยวธิ ีMultiplex PCR	 ปนดัดา  เทพอคัศร และคณะ

93วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 1  กรกฎาคม - กันยายน 2558

2.	 การพัฒนาเทคนิค multiplex PCR

2.1	 การเตรียมรีคอมบิแนนท์พลาสมิด

	 จากการโคลน PCR product ส่วนของ 18S rRNA gene ที่จ�ำเพาะต่อ genus Plasmodium, 

P. falciparum, P. vivax  และ human GAPDH โดยการเชื่อมกับ pGEM-T easy vector มีขนาด 

recombinant plasmid DNA เท่ากับ 4115 bp, 3221 bp, 3135 bp และ 3241 bp ตามล�ำดับ ส่วน P. malariae 

และ P. ovale เชื่อมอยู่ใน pBSK vector มีขนาด 3008 bp และ 3647 bp ตามล�ำดับ ซึ่งท�ำให้ได้ recombinant 

plasmid  DNA เพื่อใช้เป็น template ในการพัฒนา multiplex PCR  (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2 recombinant plasmid DNA ที่ใช้เป็นตัวแทนในการศึกษา   เมื่อช่องที่ 1 คือ 1 kb DNA marker 

ช่องที่ 2-7 คือ genus Plasmodium-recombinant plasmid (pGEMT::genus), P. falciparum- recom-

binant plasmid (pGEMT::Pf), P. vivax- recombinant plasmid (pGEMT::Pv), P. malariae- recom-

binant plasmid (pBSK::Pm), P. ovale- recombinant plasmid (pBSK::Po) และ human GAPDH- 

recombinant plasmid (pGEMT::GAPDH) ตามล�ำดับ

2.2	 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจการติดเชื้อ Plasmodium sp. 

	 จากการหาสภาวะทีเ่หมาะสมโดยทดสอบอุณหภูมช่ิวง annealing temperature ระหว่าง 49.4-66.1 ํ C 

ผลพบว่าอุณหภูมิที่เพิ่มจาก 49.4 ํC  ถึง 58.8 ํC ท�ำให้ตรวจพบ PCR product ที่ระบุทั้ง genus Plasmodium และ 

human GAPDH ที่เข้มชัดเจนขึ้นและชัดเจนที่สุดที่อุณหภูมิ 56.1-58.8 ํ C แต่เมื่ออุณหภูมิสูงถึง 64 ํ C เป็นต้นไป 

จะตรวจไม่พบ PCR product ของ Plasmodium genus-specific primer หรือตรวจไม่พบการติดเช้ือ ขณะท่ี

อุณหภูมิ 66.1 ํ C จะตรวจไม่พบ PCR product ของ human GAPDH- specific primer (ภาพที่ 3 A) ดังนั้น 

การทดลองจึงเลือกอุณหภูมิช่วง annealing temperature ที่ 58 ํ C มาใช้ส�ำหรับตรวจการติดเชื้อมาลาเรีย โดยมี 

human GAPDH เป็น internal control 
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2.3	 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาสปีชีส์ที่ติดเชื้อ

	 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาสปีชีส์ที่ติดเช้ือได้ทดสอบความเข้มข้นของ MgCl2 ระหว่าง 

0-4 mM ผลการทดลองพบว่าปฏิกิริยาท่ีใช้ MgCl2 ความเข้มข้น 3 mM สามารถเพิ่มจ�ำนวน PCR product 

ทั้ง 4 สปีชีส์ได้ในหลอดเดียว (ภาพที่ 3 B) และเมื่อทดลองปรับ annealing temperature ระหว่าง 49.4-66.1 ํC 

เมื่อใช้ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 3 mM พบว่าที่อุณหภูมิ 61 ํC ให้ species- specific band ทั้ง 4 ที่ชัดเจนขึ้น  ขณะที่

การทดลองปรับปริมาณ primer ที่ความเข้มข้นระหว่าง 0.25-0.6 μM เมื่อใช้ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 3 mM และ 

annealing temperature ที่ 61 ํC นั้น ไม่เห็นผลการทดลองที่แตกต่าง (ไม่แสดงผลการทดลอง)

ภาพที่ 3  การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา multiplex PCR   เมื่อ A คือการทดสอบอุณหภูมิช่วง  

annealing temperature ในปฏิกิริยาตรวจการติดเชื้อ genus Plasmodium ที่มี human GAPDH เป็น  

internal control โดยช่องที่ 1 คือ 100 bp DNA marker  ช่องที่ 2-9 คือ annealing temperature ที่ 49.4 ํC, 

51.2 ํC, 53.5 ํC, 56.1 ํC, 58.8 ํC, 61.5 ํC, 64 ํC และ 66.1 ํC ตามล�ำดับ  และ B คือการทดสอบปริมาณ MgCl2 
ในปฏิกิริยาการตรวจสปีชีส์  โดยช่องที่ 1 คือ 100 bp DNA marker  ช่องที่ 2-9 คือ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 0 mM, 

1 mM, 1.5 mM, 1.75 mM, 2 mM, 2.5 mM, 3 mM และ 4 mM ตามล�ำดับ
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3.	 การหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่วิธี multiplex PCR ตรวจพบ

เมื่อท�ำการหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่วิธี multiplex PCR ตรวจพบได้ โดยการเจือจาง genus 

Plasmodium-recombinant plasmid และ human GAPDH- recombinant plasmid พบว่าเมื่อใช้อุณหภูมิ 

annealing temperature ท่ีเหมาะสมที่ 58 ํ C ปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบ genus 

Plasmodium และ human GAPDH คือ 103 copies และ 10 copies ตามล�ำดับ  (ภาพที่ 4 A) และ multiplex 

PCR ในการตรวจสปีชีส์ โดยการใช้สภาวะที่เหมาะสม คือ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 3 mM และ annealing 

temperature ท่ี 61 ํ C พบว่าปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่ตรวจสอบทั้ง 4 สปีชีส์ได้คือที่ 103 copies 

ในแต่ละสปีชีส์ (ภาพที่ 4 B)  

ภาพที่ 4  การหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่วิธี multiplex PCR สามารถตรวจได้  เมื่อ A คือปฏิกิริยาตรวจ

หา genus Plasmodium และ human GAPDH  โดยช่องที่ 1 คือ 100 bp DNA marker  ช่องที่ 2-7 คือ genus 

Plasmodium-recombinant plasmid และ human GAPDH- recombinant plasmid ปริมาณ 1, 10, 50, 

102, 103 และ 104 copies ตามล�ำดับ   และ B คือปฏิกิริยาการตรวจสปีชีส์ทั้ง 4 ของเช้ือ Plasmodium คือ 

P. falciparum (Pf), P. vivax (Pv), P. malariae (Pm) และ P. ovale (Po)  โดยช่องที่ 1 คือ 100 bp DNA 

marker  ช่องที่ 2-6 คือ recombinant plasmid DNA ทั้ง 4 สปีชีส์ ที่มีปริมาณสปีชีส์ละ 1, 10, 102, 103 และ 104 

copies ตามล�ำดับ
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นอกจากนี้ได้ทดสอบในกรณีเกิดการติดเช้ือร่วมระหว่าง P. falciparum และ P. vivax ซึ่งเป็นสปีชีส์ 

ที่ระบาดในประเทศไทย การทดลองใช้ P. falciparum-recombinant plasmid ที่ 104 copies โดยเพิ่มจ�ำนวน 

P. vivax- recombinant plasmid ตั้งแต่ 1-104 copies และใช้ P. vivax- recombinant plasmid ที่ 104 

copies โดยเพิ่มจ�ำนวน P. falciparum- recombinant plasmid ตั้งแต่ 1-104 copies   ผลการทดลองแสดง 

ให้เห็นว่าเทคนิค multiplex PCR สามารถตรวจพบทั้ง 2 สปีชีส์ แม้มีปริมาณการติดเชื้อแตกต่างกัน  ดังการทดลอง

ตรวจพบสปีชีส์ที่เป็นส่วนน้อยตั้งแต่ 102 copies เมื่อใช้สปีชีส์ที่มีสัดส่วนมากที่ 104 copies (ภาพที่ 5) 

4.	 การตรวจการติดเชื้อ Plasmodium และจ�ำแนกสปีชีส์ในตัวอย่างเลือด

จากการน�ำเทคนิค multiplex PCR ทั้ง 2 ปฏิกิริยามาใช้กับตัวอย่างเลือดที่ทดลองเก็บบนกระดาษ  FTA 

Elute Micro card ทั้งในแบบแยกสปีชีส์ และผสมกันระหว่าง P. falciparum และ P. vivax ผลการตรวจพบ 

การติดเชื้อ genus Plasmodium ในหลอดปฏิกิริยาแรกทั้ง 3 ตัวอย่างและจ�ำแนกสปีชีส์ได้อย่างถูกต้องด้วยหลอด

ปฏิกิริยาที่ 2 ซึ่งตรวจพบ PCR product ขนาด 206 bp แสดงถึงการติดเช้ือ P. falciparum, PCR product 

ขนาด 120 bp แสดงถึงการติดเชื้อ P. vivax  และตัวอย่างที่ตรวจพบ PCR product ทั้งขนาด 206 bp และ 120 bp 

บ่งบอกถึงการติดเชื้อร่วมระหว่าง P. falciparum และ P. vivax  (ภาพที่ 6)  ซึ่งได้ท�ำการทดลองจ�ำนวน 3 ซ�้ำโดย

ผลการทดลองที่ได้ไม่แตกต่างกัน

ภาพที่ 5  การทดสอบความไวของเทคนิค multiplex PCR ในการตรวจการติดเชื้อร่วมระหว่าง P. falciparum และ 

P. vivax  เมื่อ ช่องที่ 1, 7  คือ 100 bp DNA marker  ช่องที่ 2-6 คือ P. vivax-recombinant plasmid (Pv) 

ที่ 1, 10, 102, 103 และ 104 copies ตามล�ำดับ เมื่อ P. falciparum-recombinant plasmid (Pf) เท่ากับ 

104 copies และช่องท่ี 8-12 คอื P. falciparum-recombinant plasmid (Pf) ที ่1, 10, 102, 103 และ 104 copies 

ตามล�ำดับ  เมื่อ P. vivax- recombinant plasmid (Pv) เท่ากับ 104 copies  
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วิจารณ์

ในอดีตการใช้เทคนิค polymerase chain reaction ตรวจการติดเช้ือ Plasmodium ถูกน�ำมาใช้เม่ือ 

การตรวจด้วยวิธีส่องกล้องให้ผลลบ เนื่องจากเทคนิค PCR เป็นวิธีที่มีความแม่นย�ำสูง แต่มีข้อจ�ำกัดหลายอย่างคือ  

เทคนคิมคีวามซับซ้อน  อปุกรณ์และน�ำ้ยามีราคาสงู  รวมทัง้ความไม่สะดวกในการขนส่งตวัอย่างเลอืดไปยงัห้องปฏบิตักิาร 

แต่ปัจจุบันอุปกรณ์และน�้ำยามีราคาถูกลง  บุคลากรมีความรู้ด้านชีวโมเลกุลมากขึ้นท�ำให้ PCR ไม่ใช่เทคนิคที่ซับซ้อน

อีกต่อไป  โดยการวิจัยนี้ได้พัฒนาการตรวจที่สามารถตรวจตัวอย่างเลือดที่เก็บบนกระดาษเก็บเลือดชนิด FTA Elute 

Micro card ได้  จึงสะดวกต่อการเก็บรักษาและขนส่งตัวอย่าง  

จากเทคนิคทาง PCR ที่หลากหลายนั้น   real-time PCR เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการตรวจมาลาเรียที่ 

ให้ผลรวดเรว็ สามารถทราบถงึระดบั DNA copy number ได้ และไม่ต้องตรวจผลด้วย gel electrophoresis แต่เทคนคินี้

อุปกรณ์เครื่องมือมีราคาสูงมากและน�้ำยาราคาแพงเมื่อเทียบกับเทคนิค PCR อื่น นอกจากนี้ Lee PC และคณะ(10) 

พบว่าเทคนิค multiplex PCR ที่ได้พัฒนาขึ้นมีความแม่นย�ำกว่า real-time PCR ในการตรวจจ�ำแนกสปีชีส์ทั้งกรณี

ภาพที่ 6	  ผลตรวจการติดเชื้อ Plasmodium และจ�ำแนกสปีชีส์ด้วยเทคนิค multiplex PCR ในตัวอย่างเลือดที่เก็บ 

	 บนกระดาษ FTA Elute Micro card  โดย

ช่องที่ 1	 คือ	 100 bp DNA marker

ช่องที่ 2	 คือ	 panel parasites ของ P. falciparum (Pf) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหา genus  

		  Plasmodium

ช่องที่ 3	 คือ	 panel parasites ของ P. falciparum (Pf) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหาสปีชีส์

ช่องที่ 4	 คือ	 panel parasites ของ P. vivax (Pv) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหา genus Plasmodium

ช่องที่ 5	 คือ	 panel parasites ของ P. vivax (Pv) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหาสปีชีส์

ช่องที่ 6	 คือ	 panel parasites ของ P. falciparum (Pf), P. vivax (Pv) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหา 

		  genus Plasmodium

ช่องที ่7	 คอื	 panel parasites ของ P. falciparum (Pf), P. vivax (Pv) ทีต่รวจโดยหลอดปฏกิิรยิาตรวจหาสปีชส์ี

ช่องที่ 8	 คือ	 เลือดของผู้บริจาคโลหิตที่มีสุขภาพดีที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหา genus Plasmodium

ช่องที่ 9	 คือ	 เลือดของผู้บริจาคโลหิตที่มีสุขภาพดีที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหาสปีชีส์
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ติดเชื้อสปีชีส์เดียวหรือมากกว่า 1 สปีชีส์  อีกทั้งยังมีรายงานการเกิด false negative ในปฏิกิริยา real-time PCR 

ที่ใช้ตรวจมาลาเรียเนื่องจาก sequence variation และ competitive inhibition(11)  ส่วนเทคนิค nested PCR นั้น

มีขั้นตอนที่ต้องใช้ระยะเวลามากกว่า multiplex PCR

การศึกษานี้ได้ดัดแปลงจากเทคนิค nested PCR ในการตรวจมาลาเรียของ Snounou G และคณะ(9) 

ซึ่งได้ถูกอ้างอิงและน�ำมาใช้อย่างกว้างขวางทั้งในการศึกษาวิจัย   การตรวจทางคลินิกและใช้เป็นวิธีตรวจอ้างอิงทาง 

ห้องปฏิบัติการของสหรัฐอเมริกา(2, 12, 13, 14, 15) โดยคณะผู้วิจัยน�ำมาพัฒนาเป็นเทคนิค multiplex PCR ที่ง่าย รวดเร็ว 

แปลผลตรวจจากขนาด PCR product ที่มีความจ�ำเพาะ  ตรวจการติดเชื้อ Plasmodium ในหลอดปฏิกิริยาแรกและ

สามารถจ�ำแนกสปีชีส์ทั้ง 4 รวมทั้งตรวจการติดเชื้อร่วมได้ด้วยหลอดปฏิกิริยาที่ 2 ซึ่งกรณีการติดเชื้อร่วมมากกว่า 

1 สปีชีส์นั้น การใช้วิธีส่องกล้องอาจเกิดความผิดพลาดได้เนื่องจากจ�ำนวนเชื้อของสปีชีส์หนึ่งมีจ�ำนวนมากกว่า 

จึงตรวจไม่พบสปีชีส์อื่น(5, 16) และหากสปีชีส์ที่มีจ�ำนวนน้อยกว่าคือ P. falciparum  การตรวจที่ผิดพลาดเป็นอันตราย

ต่อผู้ป่วยมากเพราะ falciparum หลายสายพันธุ์ดื้อต่อยาที่ใช้รักษาการติดเชื้อสปีชีส์อื่น(17)

ในการศกึษาได้น�ำเทคนิค multiplex PCR ทีพ่ฒันาขึน้มาทดสอบปรมิาณสารพนัธกุรรมทีน้่อยทีส่ดุทีส่ามารถ

ตรวจพบได้ในระดบัของ DNA copy number  ทีช่ดัเจน  ต่างจากรายงานอืน่ทีส่่วนใหญ่มกัตรวจสอบในรปูของจ�ำนวน 

parasites โดยเทคนิคนี้มีปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบ genus Plasmodium และ human 

GAPDH เท่ากับ 103 copies และ 10 copies ตามล�ำดับ และเมื่อทดสอบการติดเชื้อร่วมทั้ง 4 สปีชีส์ พบว่าสามารถ

ตรวจพบทุกสปีชีส์ที่ 103 copies  ซึ่งอาจเกิดจาก competition ในปฏิกิริยา  ขณะที่ Kho WG และคณะ(17) รายงาน

การใช้เทคนิค multiplex PCR ตรวจจ�ำแนกมาลาเรีย 2 สปีชีส์ คือ P. falciparum และ P. vivax โดยปริมาณ 

สารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่ตรวจพบเมื่อมีเชื้อเพียงสปีชีส์เดียวเท่ากับ 4 copies แต่ไม่ได้ทดสอบกรณีการติดเชื้อร่วม

ทั้ง 2 สปีชีส์ในรูปแบบของ DNA copy number  และได้รายงาน sensitivity เท่ากับ 0.1 parasites/μl ในแต่ละ

สปีชส์ี  ส่วน Padley D และคณะ(18) พัฒนาเทคนคิ multiplex PCR ทีร่ะบวุ่าตรวจได้ทัง้ 4 สปีชีส์  โดยม ีsensitivity 

ในการตรวจ P. falciparum และ P. ovale เท่ากับ 0.02 และ 0.004 parasites/μl ตามล�ำดับ แต่ไม่ได้ทดสอบ 

sensitivity ของ P. vivax และ P. malariae ทั้งยังแสดงผลตรวจการติดเชื้อร่วมเพียงแค่ P. falciparum และ 

P. vivax เท่านัน้(12) นอกจากนี ้Chew CH และคณะ(19)  ได้พฒันาชุดตรวจมาลาเรยีทางการค้าทีช่ื่อ PlasmoNexTM(10) 

จากเทคนิค multiplex PCR โดยมี detection  limit ของแต่ละสปีชีส์ระหว่าง 0.025-0.27 parasites/μl  

ในประเทศไทยพบการระบาดสูงของ P. falciparum และ P. vivax ซึ่งเทคนิค multiplex PCR ที่พัฒนา

ข้ึนสามารถตรวจการติดเชื้อร่วมทั้ง 2 สปีชีส์ แม้กรณีที่เชื้อมีสัดส่วนแตกต่างกัน   โดยตรวจพบการติดเชื้อร่วมเมื่อ 

สปีชีส์ที่สัดส่วนน้อยกว่ามีจ�ำนวนตั้งแต่ 100 copies ขณะที่การทดลองใช้สปีชีส์ที่มีสัดส่วนมากที่ 10,000 copies ใน

ระดับห้องปฏิบัติการ โดยการศึกษาขั้นต่อไปจะได้ด�ำเนินการศึกษากับตัวอย่างจริงในภาคสนาม เพื่อให้ได้ค่าความไว

และความจ�ำเพาะในการน�ำมาใช้งานต่อไป 

จากการน�ำตัวอย่างเลือดที่เก็บบนกระดาษ FTA Elute Micro card ซึ่งเก็บแบบที่ติดเชื้อเฉพาะ  

P. falciparum, P. vivax และแบบติดเชื้อร่วมทั้ง 2 สปีชีส์ มาตรวจด้วยเทคนิคนี้ พบว่าให้ผลการตรวจที่ถูกต้องและ

แม่นย�ำ    แสดงให้เห็นถึงความจ�ำเพาะและเชื่อถือได้ของวิธี multiplex PCR ที่สามารถตรวจการติดเชื้อมาลาเรีย 

โดยเฉพาะการติดเชื้อร่วมได้อย่างมีประสิทธิภาพ

สรุป

การตรวจเชือ้มาลาเรยีด้วยเทคนิค multiplex PCR  ถูกพฒันาขึน้เพือ่ความสะดวกรวดเรว็ในการวเิคราะห์ผล  

โดยสามารถตรวจตัวอย่างเลือดที่สกัดสารพันธุกรรมด้วยชุดสกัดส�ำเร็จรูปหรือสกัดสารพันธุกรรมจากกระดาษ 

เก็บตัวอย่างเลือดได้  ซึ่งเทคนิคนี้แบ่งเป็น 2 หลอดปฏิกิริยา  คือ ตรวจการติดเชื้อ genus Plasmodium ในหลอด
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ปฏิกิริยาแรกโดยใช้ human GAPDH เป็น internal control และตรวจสปีชีส์ในหลอดปฏิกิริยาที่ 2 โดยให้ผล 

การตรวจทีถ่กูต้องแม้ตดิเชือ้ร่วมมากกว่า 1 สปีชส์ี และจ�ำนวนเชือ้มสีดัส่วนทีแ่ตกต่างกนั  ซึง่หากตรวจด้วยวธิส่ีองกล้อง

อาจให้ผลที่ผิดพลาดได้  เทคนิค multiplex PCR ที่พัฒนาขึ้นจึงมีความแม่นย�ำสูงกว่าในกรณีการติดเชื้อร่วม  และ

เป็นเทคนิคที่เหมาะกับพื้นที่ระบาดของโรคที่มีข้อจ�ำกัดด้านจ�ำนวนและประสบการณ์ของผู้ส่องกล้อง
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Development of multiplex PCR for

Plasmodium species detection
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ABSTRACT  Malaria affects 300 to 500 million people annually worldwide and causes over 1 million 
deaths. In 2013, approximately 29,317 cases of malaria were reported in Thailand. Identification of the 
human malaria parasite species is important for early treatment of disease. In this study, multiplex 
PCR was developed by modification of technique described by Snounou et. al. The PCR reactions were 
optimized and  determined for limit of detection. Then the developed method was applied for detection of 
parasites in sample with mix infection and  eluted  sample from collection card. The optimized condition 
had the first reaction for detection of genus Plasmodium using GAPDH as an internal control, 
the second reaction for identification of Plasmodium species, P. falciparum, P. vivax, P. malariae and P. ovale. 
The results showed  the limit of detection for genus Plasmodium and human GAPDH at 103 copies and 
10 copies, respectively. And the limit of detection for all four species  was 103 copies per Plasmodium 
species. Furthermore, the multiplex PCR has shown ability to detect mixed infection of  P. falciparum and 
P. vivax at detection threshold of 100 per 10,000 copies for the minority species of infection. In addition, 
this technique can be applied to blood sample on collection card. The results indicated that the developed 
multiplex PCR was a useful tool for species identification resulted in correct  treatment. Furthermore, 
the method could easily be developed for mass screening and field surveillance.

Key words: multiplex PCR, Plasmodium sp., malaria detection, recombinant plasmid DNA
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Establishment of RT-PCR and Real Time 
RT-PCR assays for diagnosis of 

Nipah virus encephalitis
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Sirima  Pattamadilok  and  Pathom  Sawanpanyalert

 National Institute of Health, Department of Medical Sciences, Tivanond Road, Nonthaburi 11000, Thailand

Abstract:  Nipah virus (NiV) still remains a public health problem in Asia after its first outbreak in 
Malaysia during 1998-1999. NiV-associated encephalitis is known to cause a high mortality rate 
because of no specific treatment. Laboratory investigation for NiV infection, therefore, plays an important 
role on care, prevention and control. To strengthen laboratory capacity and capability on NiV diagnosis, 
we have established detection methods for NiV-associated encephalitis diagnosis which are Reverse 
transcription–polymerase chain reaction (RT-PCR) and Real time RT-PCR. The techniques aim to  
detect N gene of Nipah virus. Our study demonstrated that the limit of detection of RT-PCR and Real 
time RT-PCR assays was 104 copies/reaction and 102 copies/reaction, respectively. The assays were shown 
to be specific for NiV only. Determination of NiV in cerebrospinal fluid (CSF) from 30 patients with 
encephalitic symptoms found negative for N gene, suggesting that at present there is no Nipah infection 
in Thailand. 

Key words: Nipah virus, RT-PCR, Real Time RT-PCR
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Introduction 

Nipah Virus (NiV) has been recognized as a zoonotic paramyxovirus that is a causative 

agent of highly fatal and febrile human encephalitis.(1) It was firstly emerged in Malaysia  

during September 1998-April 1999. The virus was identified and further named after the village 

that the outbreak occurred.(1, 2, 3)  The natural reservoir of NiV is presumed to be fruit bats of the 

genus Pteropus.  Pigs are the primary animal species affected by NiV infection of which direct 

contact or ingestion of objects or materials contaminated with urine, feces or saliva of infected fruit 

bats are major routes.(4, 5, 6,) Moreover, the virus can spread among pigs by direct contact and by  

aerosol. Human and other animal species become infected by having close contact with sick pigs or 

objects contaminated with the virus.(6, 7) Human illness can vary from no signs to death. Flu-like 

symptoms, such as fever, headache and muscle pain, vomiting and sore throat are initially seen, 

and may possibly follow by neurological signs such as disorientation, dizziness that indicate acute 

encephalitis. A case-fatality rate of 40% was reported during the outbreak in Malaysia.(7, 8, 10) 

Subsequent outbreaks were widely reported in Southeast Asia such as Singapore, India and  

Bangladesh.(4)

Human-to-human transmission of NiV was also documented during the outbreak in 

Faridpur, Bangladesh. The transmission was occurred through close contact with people’s secretions 

and excretions.(8-11) Additionally, transmission of the virus was also reported within a health-care 

setting, where 75% of cases occurred among hospital staff or visitors in Siliguri, India.(8) 

Furthermore, recent cases of NiV in Bangladesh, have revealed person-to-person transmissions.  

It was thought that the outbreak initially started when children ate fruit contaminated by saliva 

and urine of fruit bats.(6) Moreover, there were reports of positive detection of NiV antibodies among 

bats in Cambodia and Thailand(12, 13), suggesting a possibility of human infection in Thailand and 

its  neighboring countries. 

It has been known that no effective treatment and vaccine are currently developed. 

Intensively supportive care with treatment of symptoms is the only approach to managing the 

infection in people.(6,7)  Laboratory investigation is, therefore, highly important for NiV detection 

in responses to public health concerns. Several technics can be used to diagnosis of NiV infection 

such as virus isolation, immunohistochemistry, electron microscopy, serum neutralization, ELISA, 

polymerase chain reaction (PCR) and sequencing. Each method has limitation and requirement 

on performance. 

Nipah virus is classified as a hazard group 4 or Biosafety level 4 (BSL-4) pathogen, 

therefore, virus isolation and serum neutralization test(10) require biosafety level 4 laboratory. 

In addition, there are no commercially viral antigens available for ELISA method. It is then 

suggested that samples preparation and RNA extraction can be performed in BSL-3 laboratory 

with the highest level of personnel protective equipment (PPE) according to biosafety and 

biosecurity rules and regulations.(10, 20, 21) PCR and real time PCR methods can be conducted 

in a molecular laboratory. Owing to the fact that National Institute of Health (Thai NIH) of  
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Department of Medical Sciences plays major roles on detection of emerging and re-emerging 

pathogens affected Thailand public health and security concerns. Hence, laboratory preparedness 

for NiV infection is essential at Thai NIH, the national reference laboratory, according to 

International Health Regulation 2005 (IHR 2005).  The present study was aimed to establish 

diagnostic methods for NiV encephalitis in humans.  

Materials and Methods

Preparation of standard Nipah RNA (N gene)

Plasmid DNA, containing Nipah N gene region, was purified using the Invitrogen 

Endo-free Plasmid Maxi Kit (Cat. no. 12362). One ug of template DNA was required for one  

reaction (20 ul) of transcription reaction (using MEGAscript kit; Ambion, Cat. no. 1334). One 

reaction mixture was consisted of 1 ug of DNA template, 2 ul of ATP, CTP, GTP, UTP, 10x buffer, 

enzyme mix and nuclease free water. An amplification cycle was 37 ํC for 4 hrs, followed by 

4 ํC forever. DNAse (1 ul) was added into a reaction tube after completion of amplification cycles  

and further incubated at 37 ํC for 20 min. followed by 4 ํC forever. Removal of unincorporated 

nucleotides and buffer from transcription products with the MEGA clear kit (Ambion, Cat. no. 1908) 

was done according to the manufacturer’s recommendations.(14) RNA transcripts were further used 

to establish RT-PCR and real time RT-PCR assays for NiV infection.

Estimation of RNA concentration and copy number

RNA concentration was measured by Nanodrop. The RNA preparation was considered as 

protein-free where the OD260/280 ratio was higher than 1.8. In this study, concentration of RNA 

is 1,356 ng/ul. Calculation of copy number was based on the formulas: Molecular Weight (MW) of 

1 mole of RNA = number of base pairs × 340 Daltons/base pair = X g. (340 Dalton is the average 

MW of ribonucleotide monophosphate). The number of molecules of the template per gram 

was calculated using Avogadro’s number (6.022 × 1023 copies or molecules/mole). Avogadro’s 

number/MW = copies/g

Copies/g can be converted to copies/ag by dividing with 1018

One ag contains approximately 1 copy of transcript.(14) 

Determination of detection limit of NiV by RT-PCR assay

Serial (ten-fold) dilution of standard RNA stock (1012 copies) with nuclease free water 

was done to obtain working concentrations of 106 to 100 copies/ul. Reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR) was performed with the One Step RT-PCR kit (QIAGEN, Germany). 

Forward and reverse primers, provided by US-CDC, were NVNBF4 (5’-GGAGTTATCAATCTA-

AGTTTAG-3’) and NVNBR4 (5’-CATAGAGATGAGTGTAAAAGC-3’), respectively. RT-PCR 

was performed in a 50 ul reaction mixture containing 5 ul of RNA sample, 1x reaction buffer, 0.4 

mM dNTP mix, 0.2 uM of primers, 0.2U RNase inhibitor and 2 ul of Enzyme Mix. Thermal cycling 
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conditions were 50 ํC for 30 min., 95 ํC for 15 min. and 40 cycles of 95 ํC for 30 sec, 55 ํC for 30 sec, 

72 ํC for 1 min and 72 ํC for 10 min. Reaction products of 203 bp were analyzed by 2% of agarose 

gel electrophoresis and ethidium bromide straining(15). 

Determination of detection limit of NiV by Real time RT-PCR assay

The real time RT-PCR was performed with the SuperScript® III Platinum® One-Step 

Quantitative RT-PCR System Kit (Invitrogen, USA). The real time RT-PCR reaction, performed 

for 25 ul, was tested in duplicate using  

NVBNF2B (5’-CTGGTCTCTGCAGTTATCACCATCGA-3’) and 

NVBN593R (5’-ACGTACTTAGCCCATCTTCTAGTTTCA-3’) as forward and reverse 

primers, respectively. NVBN542P (5’-CAGCTCCCGACACTGCCGAGGAT-3’) was used as a probe, 

labelling with a fluorescent reporter dye, 6-carboxy-fluorescein (FAM), and a non-fluorescent 

quencher, black hole 1 (BHQ1), at the 5’ end and the 3’, respectively.  One reaction contained 

1x of 2x SS buffer, 0.4U RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, CA), 0.9 uM of forward 

and reverse primers, 0.4 uM of probe, 0.05U/ul of ROX and 0.1U/ul of SS III/Taq mix. The assay 

was run on ABI 7500 FAST (Applied Biosystems, Foster City, CA). The thermal cycling conditions 

were: (a) 1 cycle of  48 ํC  for 30 min and  95 ํC for 10 min and (b) 45 cycles of 95 ํC for 15 sec 

and 60 ํC 1 minute. To determine efficiency of the assay, the threshold was set by choosing the 

values closest to the idealized slope (-3.33) and correlation coefficient (r2) was equal 1, while the 

non-template control (NTC) signal remains below the threshold setting (undetermined). 

Results were interpreted as positive, equivocal and negative (undetermined) when Ct 

values were below 38, between 38 and 39, and equal or more than 40, respectively.(16)

Analytical specificity

To evaluate the analytical specificity of RT-PCR and real time RT-PCR assays, RNA 

samples derived from West Nile virus, Japanese Encephalitis virus and Dengue virus, obtained 

from Arbovirus section, Thai NIH, were used. Each of RNA transcripts was prepared and tested 

as described in aforementioned methods. 

Investigation of NiV in clinical specimens  

Thirty cerebrospinal fluids (CSF) were collected from patients with encephalitic symptoms 

and were suspected for Japanese Encephalitis (JE) infections. All were diagnosed as non-JEV 

infection and non-dengue virus infection by ELISA method at Arbovirus section of Thai NIH. 

RNA was extracted from CSF samples using a NucleoSpin RNA extraction kit (Macherey-Nalgal,  

Duren, Germany). Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and real time 

RT-PCR were performed according to the established methods. RNA transcripts at concentration 

of 105 copies/ul and 103 copies/ul were used as positive controls for RT-PCR and real time 

RT-PCR, respectively.
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Results

Determination of detection limit of NiV by RT-PCR 

The number of Nipah RNA copies obtained from plasmid DNA containing N gene, 

NiV RNA, ranging from 106 to 100 copies/ul, was diluted and used to determine detection limit 

of  RT-PCR assay. The detection limit of the established assay was 104 copies per reaction, as  

demonstrated in Fig. 1.

Fig. 1:  Agarose gel electrophoresis of detection limit of NiV by RT-PCR assay was 104 copies per 
reaction. Lane 1= 100 bp DNA marker, Lane 2 = Distilled water, Lane 3 = Negative control, Lane 
4 = Standard RNA 100 copies, Lane 5 = Standard RNA 101 copies, Lane 6 = Standard RNA 102 copies, 
Lane 7 = Standard RNA 103 copies, Lane 8 = Standard RNA 104 copies, Lane 9 = Standard RNA 
105 copies, Lane 10 = Standard RNA 106 copies.

Determination of detection limit of NiV by Real time RT-PCR 

NiV RNA, ranging from 106 to 100 copies/ul, was used to determine detection limit of  

real time RT-PCR assay. Amplification plots of each RNA concentration were shown in Fig. 2. 

Our method also showed that the idealized slope was -3.362 and a correlation coefficient (r2) was 

0.999 (Fig. 3), indicating good efficiency of the established method.

Our study revealed that Ct values of 10 copies per reaction were 38.47 and 38.79, while 

those of 102 copies per reaction were 35.68 and 35.54. According to the interpretation criteria, 

the detection limit of real time RT-PCR assay of our performance was 102 copies per reaction.

400 bp

500 bp

300 bp

100 bp

200 bp 203 bp
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Fig. 2:  Amplification plots of detection limit of Real time RT-PCR assay. Amplification plots were     
realized on 10-fold dilutions of NiV RNA standard. Tests were performed in duplicate from  
100 to 106 copies/reaction

Fig. 3: Standard curve obtained form 10 fold dilutions of NiV RNA. Standard Ct values  
calculated from results obtained in Fig. 2.

Analytical specificity

The specificity of our established assays was verified using a series of 10-fold dilutions of  

RNA of West Nile, Japanese Encephalitis and Dengue viruses. Each RNA was diluted in a 10-fold 

dilution and PCR assays were performed, accordingly. Our results indicated that all samples were 

negative for Nipah virus by RT-PCR (Fig. 4) and real time RT-PCR (Fig. 5). 
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Fig. 4: RT-PCR detection of NiV infection using RNA samples of West Nile (A), Japanese 
Encephalitis (B) and Dengue virus (C) and electrophoresed on 2% agarose gel. Lane 1 = 100 bp 
DNA marker, Lane 2 = Distilled water, Lane 3 = Negative control,  Lane 4 = Positive control, Lane 
5 to Lane 11 = Sample concentration from 10-6 to undiluted, respectively. All samples shown 
negative results.
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Fig. 5: Real time RT-PCR detection of NiV using RNA samples of West Nile virus  (A), Japanese 
Encephalitis virus (B) and Dengue virus (C). Each sample was tested at concentration of  10-6 
to undiluted. 
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Testing on encephalitis samples

Our established assays were further performed to investigate for NiV in CSF specimens 

of patients suspected of JEV infection. The specimens were previously determined for JEV and 

dengue virus using ELISA methods. We received the specimens after diagnosis as non-JEV and 

non-dengue virus infections. Our findings showed that all samples were negative for Nipah virus 

as determined by RT-PCR (Fig. 6). The real time RT-PCR was additionally tested in duplicated, 

with NiV RNA concentration of  103 copies/ul as a positive control. All samples were also shown 

for Nipah virus (Fig. 7)

Fig. 6: RT-PCR detection of  NiV infection   in CSF collected from encephalitic patients with  
encephalitic symptoms. Lane 1, 15, 29 = 100 bp DNA marker, Lane 2, 16, 30 = Distilled water, 
Lane 3, 17, 31 = Negative control, Lane 4, 18, 32 = Positive control, Lane 5 to Lane 14 = Sample 
No. 1 to 10 (Gel A), Lane 19 to Lane 28 = Sample No. 11 to 20 (Gel B), Lane 33 to Lane 42 = 
Sample No. 21 to 30 (Gel C).
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Discussion

It has been noted that recent emerging infection in humans are often transmitted from 

infected animals, including Nipah virus (NiV). Detection of those zoonotic pathogens that cause 

diseases in human is considered as importance for reference laboratories of the country, according 

to International Health Regulations 2005 (IHR 2005).(22)

RT-PCR and real time RT-PCR assays have been developed to diagnosis several kinds 

of viruses such as dengue, hepatitis C, human papilloma and influenza viruses. In this regards, 

we studied to established methods that are useful for NiV determination under current and  

acceptable laboratory facilities of NiV detection i.e., BSL-2 and BSL-3 laboratories, within Thai 

NIH. Our study demonstrated that the limit of detection of RT-PCR and real time RT-PCR 

assays was shown as low as 104 copies/reaction and 102 copies/reaction, respectively, which were 

in paralleled with the report of Guillaume V et al.(21) 

We examined specificity of our assays and found that our established assays are definitely 

specific for NiV. Furthermore, NiV-associated encephalitis symptoms are similar to JEV-associated 

one and causative viral agents are also found in CSF.(19) We, then, tested 30 CSF samples of 

encephalitic patients that were reported as negative for  JEV and dengue virus infection. Using our 

established methods, we did not found any positive NiV-infected CSF. Our finding is supported 

current information that no Nipah virus infection is reported although anti-NiV antibodies were 

found in fruit bats in Thailand and Combodia.(12)

Conclusion

In this study, we reported the development of RT-PCR and real time RT-PCR assays 

for Nipah virus. The limit of detection of RT-PCR and real rime RT-PCR assays was 104 copies/ 

reaction and 102 copies/reaction respectively. RT-PCR and real time RT-PCR are essential tools 

Fig. 7: Real time RT-PCR detection of NiV infection in CSF collected from patients with  

Encephalitic symptoms.  
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for diagnosis of NiV infections in laboratory facilities of Thailand. Our study is also well-associated 

with global agenda on health security. 
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พัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัยโรคสมองอักเสบนิปาห์ 
โดยเทคนิค RT-PCR และ Real Time RT-PCR

อัจฉริยา  ลูกบัว  อธิวัฒน์  ปริมสิริคุณาวุฒิ  พัชชา  อินค�ำสืบ  ศิริมา  ปัทมดิลก 

และปฐม  สวรรค์ปัญญาเลิศ

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

บทคัดย่อ  ไวรัสนิปาห์เป็นสาเหตุของการระบาดของโรคไข้สมองอักเสบนิปาห์ และเป็นโรคติดต่อจากสัตว์สู่คนที่ยังคงเป็น
ปัญหาสาธารณสุขในภูมิภาคเอเชีย หลังจากที่มีรายงานการระบาดคร้ังแรกในประเทศมาเลเซีย ในปี พ.ศ. 2541-2542 
ไวรสันปิาห์จดัเป็นเชือ้ไวรสัทีม่อีตัราการป่วยตายสงู ปัจจบุนัยงัไม่มยีาทีร่กัษาการตดิเชือ้ไวรสันปิาห์โดยตรง อกีทัง้ยงัไม่มวัีคซีน 
ในการป้องกันโรค ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสนิปาห์ในห้องปฏิบัติการจึงมีความส�ำคัญในการป้องกันและ 
ควบคุมโรค และเพื่อเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพและศักยภาพห้องปฏิบัติการในการตรวจวินิจฉัยไวรัสนิปาห์ สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้พัฒนาวิธีตรวจหาเช้ือไวรัสนิปาห์ทางห้องปฏิบัติการโดยเทคนิค 
RT-PCR และ Real Time RT-PCR เพื่อตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสนิปาห์โดยเลือก N gene เป็นยีนเป้าหมาย ผลการ
ศึกษาพบว่าวิธี RT-PCR และ Real Time RT-PCR สามารถตรวจจับสารพันธุกรรมไวรัสนิปาห์ได้ที่ปริมาณน้อยที่สุดที่ 104 

copies/reaction และ 102 copies/reaction ตามล�ำดับ เมื่อน�ำวิธีที่พัฒนาขึ้นมาทดสอบตัวอย่างน�้ำไขสันหลังของผู้สงสัย 
ป่วยโรคไข้สมองอักเสบ จ�ำนวน 30 ตัวอย่าง พบว่าให้ผลเป็นลบทุกตัวอย่างทั้งสองวิธี จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าวิธี 
ที่พัฒนาขึ้นมีความจ�ำเพาะต่อไวรัสนิปาห์เท่านั้น  และอาจกล่าวได้ว่ายังไม่มีการติดเชื้อไวรัสนิปาห์ในประเทศไทย
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บทคัดย่อ  การศีกษานี้เพ่ือส�ำรวจปริมาณสารหล่อลื่นในถุงยางอนามัย ว่าเป็นไปตามเกณฑ์ก�ำหนดขององค์การอนามัยโลก 
หรือไม่ ทั้งนี้มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม มอก. 625-2554 เรื่อง ถุงยางอนามัย ไม่มีข้อก�ำหนดคุณภาพเกี่ยวกับปริมาณ
สารหล่อลื่น ส�ำนักรังสีและเครื่องมือแพทย์ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้สุ่มซื้อตัวอย่างถุงยางอนามัยจากร้านสะดวกซื้อและ
ร้านขายยาทุกภาคทั่วประเทศ เพ่ือหาปริมาณสารหล่อลื่นจ�ำนวนทั้งหมด 66 ตัวอย่าง ๆ  ละ 13 ซอง ครอบคลุมของผู้ผลิต 
6 ราย และน�ำเข้า 1 ราย ใช้เกณฑ์ก�ำหนดขององค์การอนามัยโลกที่ก�ำหนดปริมาณสารหล่อลื่น (550 ± 150) มิลลิกรัม ทดสอบ
โดยวิธีชั่งตาม มอก. 625-2554 ปริมาณสารหล่อลื่นเป็นค่าแตกต่างระหว่างน�้ำหนักซองถุงยางอนามัย (รวมถุงยางอนามัยและ
สารหล่อลืน่ภายในซอง) กบัน�ำ้หนกัซองถงุยางอนามยัและถงุยางอนามยัทีล้่างสารหล่อลืน่ออกแล้วด้วยไอโซโพรพานอล ผลการ
ส�ำรวจพบว่าปริมาณสารหล่อลื่นอยู่ในเกณฑ์ มีจ�ำนวน 57 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 86 ปริมาณสารหล่อลื่นต�่ำกว่าเกณฑ์ มีจ�ำนวน 
6 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 9 ปริมาณสารหล่อลื่นที่สูงกว่าเกณฑ์ มีจ�ำนวน 3 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 5
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บทน�ำ

ถุงยางอนามัย (Condom) ผลิตจากน�้ำยางพารา เป็นอุปกรณ์คุมก�ำเนิดช่วยป้องกันการตั้งครรภ์และป้องกัน

โรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ เช่น ซิฟิลิส หนองใน เอดส์ ถุงยางอนามัยเป็นเครื่องมือแพทย์ตามพระราชบัญญัติเครื่องมือ

แพทย์ พ.ศ. 2551(1)  (เดิม พ.ศ. 2531) ผู้ผลิตและผู้น�ำเข้าต้องขอรับใบอนุญาตจากส�ำนักงานคณะกรรมการอาหาร

และยา กระทรวงสาธารณสุข อ้างอิงตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม มอก. 625-2554 เรื่อง ถุงยางอนามัย 

จากน�้ำยางธรรมชาติ-คุณลักษณะที่ต้องการและวิธีทดสอบ(2) มาตรฐานเทียบเท่า ISO 4074: 2002/Cor.1: 2003/ 

Cor.2: 2008(3) เพื่อเป็นการควบคุมคุณภาพถุงยางอนามัยให้มีคุณภาพมาตรฐาน และมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค

สารหล่อลื่นที่นิยมเติมในซองถุงยางอนามัย คือ ซิลิโคน ออยส์ เป็นสารหล่อลื่นที่ละลายในน�้ำมัน แต่ไม่ท�ำ

ปฏิกริิยากบัสารอื่น ๆ  จงึไมท่�ำลายคุณภาพของเนือ้ยาง โดยจะมีการเตมิสารหลอ่ลื่นในขัน้ตอนสุดทา้ยของกระบวนการ

ผลิตถุงยางอนามัยก่อนที่จะปิดผนึกซอง 

มาตรฐาน มอก. 625-2554 ก�ำหนดคุณสมบัติทางกายภาพในเรื่องของขนาด ความกว้าง ความยาว 

ความปลอดรูรั่ว ความดันและปริมาตรขณะแตก ความสมบูรณ์ของการปิดผนึกซองย่อย โดยไม่มีข้อก�ำหนดเก่ียวกับ

ปริมาณสารหล่อลื่นในซอง แต่มีวิธีทดสอบปริมาณสารหล่อลื่น ทั้งนี้มาตรฐานขององค์การอนามัยโลก (WHO)(4) 

มีข้อก�ำหนดเรื่องปริมาณสารหล่อลื่น ตอ้งมสีารหลอ่ลื่น (550 ± 150) มิลลิกรมัต่อถุงยางอนามยั 1 ซอง บนฉลากบรรจุ

ถงุยางอนามยัจะไม่มีระบปุรมิาณสารหล่อลืน่ อาจมบีางรุน่ระบวุ่ามสีารหล่อลืน่มากเป็นพเิศษ จงึได้ท�ำการส�ำรวจปรมิาณ

สารหล่อล่ืนในซองถุงยางอนามัย ครอบคลุมของแต่ละผู ้ผลิตที่วางจ�ำหน่ายในประเทศไทยโดยใช้ข้อก�ำหนด 

ขององค์การอนามัยโลก

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่าง

ตัวอย่างถุงยางอนามัยจากร้านสะดวกซื้อและร้านขายยาทั่วทุกภาคของประเทศ จ�ำนวน 66 ยี่ห้อ ๆ ละ 

13 ซอง จ�ำแนกตามผู้ผลิต 7 ราย แบ่งเป็น 17 ตัวอย่าง, 13 ตัวอย่าง, 11 ตัวอย่าง, 10 ตัวอย่าง, 8 ตัวอย่าง, 6 ตัวอย่าง

และ 1 ตัวอย่าง

การชักตัวอย่าง

ชักตัวอย่างถุงยางอนามัยตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม มอก. 465 เล่ม 1-2554(5) ที่ระดับการตรวจ

สอบพิเศษ S-2 ใช้ตัวอย่างละ 13 ซอง

เกณฑ์ยอมรับและวิธีทดสอบ

องค์การอนามัยโลกก�ำหนดให้มีปริมาณสารหล่อลื่น (550 ± 150) มิลลิกรัม หรือ 400 มิลลิกรัม 

ถึง 700 มิลลิกรัมต่อถุงยางอนามัย 1 ซอง วิธีทดสอบตามมาตรฐาน มอก. 625-2554 

เครื่องมือทดสอบ

1.	 เครื่องชั่งไฟฟ้า ยี่ห้อ Mettler Toledo ความละเอียด 0.1 มิลลิกรัม

2.	 อ่างน�้ำความถี่สูง (Ultrasonic bath) ยี่ห้อ Ultrasonic cleaner

3.	 ไอโซโพรพานอล (Iso propanol)

4.	 บีกเกอร์ ขนาด 250 มิลลิลิตร 3 ใบ
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5.	 กระดาษซับ

6.	 มีดคัทเตอร์

7.	 ตู้ดูดควัน (Laboratory chemical fume hood)

วิธีการ

1.	 ชัง่น�ำ้หนักซองถงุยางอนามัยแต่ละซอง (เป็นน�ำ้หนกัซอง น�ำ้หนกัถงุยางอนามยั และน�ำ้หนกัสารหล่อลืน่) 

จนครบ 13 ซอง บันทึกน�้ำหนักเป็น M1 หน่วยกรัม จากนั้นน�ำแต่ละซองใส่ในบีกเกอร์เปล่าที่เขียนหมายเลข 1 ถึง 13 

ตามล�ำดับ

2.	 เปิดแต่ละซองทั้ง 3 ด้าน ด้วยมีดคัทเตอร์ น�ำถุงยางอนามัยออกมาแล้วคลี่ให้สุด เช็ดสารหล่อลื่นออก

จากถุงยางอนามัยและซองด้วยกระดาษซับ ตามล�ำดับหมายเลข 1 ถึง 13 แล้วใส่กลับในบีกเกอร์หมายเลขเดิม

3.  เติมน�้ำในอ่างน�้ำความถี่สูง ประมาณครึ่งอ่าง เติมไอโซโพรพานอลประมาณ 200 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ 

3 ใบ แล้ววางในอ่างน�้ำความถี่สูง

4.   จุ่มถุงยางอนามัยและซองย่อยหมายเลข 1 ลงในบีกเกอร์ใบที่ 1 เปิดเครื่องให้ท�ำงานประมาณ 5 นาที  

ใช้แท่งแก้วช่วยกวนบ้าง เปลี่ยนล้างถุงยางอนามัยชิ้นเดิมในบีกเกอร์ใบที่ 2 และใบที่ 3 ตามล�ำดับ

5.  	น�ำถงุยางอนามัยและซองข้ึนมา วางซองในบกีเกอร์เปล่าหมายเลขเดมิ น�ำถงุยางอนามยัแขวนกบัชุดแขวน

ตามภาพที่ 1 โดยแขวนตามล�ำดับหมายเลข

6.	 ล้างถุงยางอนามัยและซองหมายเลข 2 ถึงหมายเลข 13 ต่อตามข้อ 4 และข้อ 5

7.  	ผึ่งถุงยางอนามัยให้ไอโซโพรพานอลระเหยเป็นเวลา 12-16 ชม. จนถุงยางอนามัยและซองแห้ง ทั้งนี้ 

ให้กลับด้านในของถุงยางอนามัยด้วย

8.  น�ำถุงยางอนามัยชิ้นที่ 1 ถึงชิ้นที่ 13 ที่แห้งแล้ว ใส่ลงในบีกเกอร์ที่มีซองอยู่ให้ตรงตามหมายเลข

9.  ชั่งถุงยางอนามัยและซองแต่ละชิ้น บันทึกน�้ำหนักเป็น M2 หน่วยกรัม

	 10.	 ค�ำนวณปริมาณสารหล่อลื่นทั้งหมด โดยมีค่าเท่ากับ (M1 - M2) × 1000 เป็นมิลลิกรัม ปัดละเอียด 

50 มิลลิกรัม

ภาพที่ 1  การแขวนถุงยางอนามัยผึ่งแห้งหลังล้างไอโซโพรพานอล
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ผล

ผลการส�ำรวจปริมาณสารหล่อลื่นในซองที่บรรจุถุงยางอนามัย จากทั้งหมด 66 ตัวอย่าง ยี่ห้อ (ตารางที่ 1) 

พบว่า ถุงยางอนามัยของบริษัทท่ี 1 มีปริมาณสารหล่อลื่นต�่ำสุด สูงสุดเท่ากับ 477, 923 มิลลิกรัม ตามล�ำดับ 

อยู่ในเกณฑ์ 15 ตัวอย่าง และสูงกว่าเกณฑ์ 2 ตัวอย่าง บริษัทที่ 2 มีปริมาณสารหล่อลื่นต�่ำสุด สูงสุดเท่ากับ 250, 569 

มลิลิกรมั ตามล�ำดบั อยูใ่นเกณฑ์ท้ัง 13 ตวัอย่าง บรษิทัที ่3 มปีรมิาณสารหล่อลืน่ต�ำ่สดุ สงูสดุเท่ากบั 427, 558 มลิลกิรัม 

ตามล�ำดับ อยู่ในเกณฑ์ 10 ตัวอย่าง และสูงกว่าเกณฑ์ 1 ตัวอย่าง บริษัทที่ 4 มีปริมาณสารหล่อลื่นต�่ำสุด สูงสุดเท่ากับ 

485, 835 มิลลิกรัม ตามล�ำดับ อยู่ในเกณฑ์ 4 ตัวอย่าง และต�่ำกว่าเกณฑ์ จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง บริษัทที่ 5 มีปริมาณ 

สารหล่อลื่นต�่ำสุด สูงสุดเท่ากับ 415, 619 มิลลิกรัม ตามล�ำดับ อยู่ในเกณฑ์ทั้ง 8 ตัวอย่าง บริษัทที่ 6 มีปริมาณสาร 

หล่อลื่นต�่ำสุด สูงสุดเท่ากับ 431, 542 มิลลิกรัม ตามล�ำดับ อยู่ในเกณฑ์ทั้ง 6 ตัวอย่าง และถุงยางอนามัยของบริษัท 

ที่ 7 มีปริมาณสารหล่อลื่นเท่ากับ 496 มิลลิกรัม อยู่ในเกณฑ์ 1 ตัวอย่าง จากผลการทดสอบปริมาณสารหล่อลื่นทั้งหมด 

66 ตวัอย่าง จะเหน็ได้ว่า ถงุยางอนามยัมปีรมิาณสารหล่อลืน่อยูใ่นเกณฑ์ จ�ำนวน 57 ตวัอย่าง คดิเป็นร้อยละ 86 ปรมิาณ

สารหล่อลื่นต�่ำกว่าเกณฑ์ จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 9 และปริมาณสารหล่อลื่นสูงกว่าเกณฑ์ จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง 

คิดเป็นร้อยละ 5 และได้เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยปริมาณสารหล่อลื่นของแต่ละตัวอย่างของแต่ละบริษัทผู้ผลิต (ภาพที่ 2)

	 1	 17	 15	 0	 2	 477	 923	 583
	 2	 13	 13	 0	 0	 250	 569	 528
	 3	 11	 10	 0	 1	 427	 558	 570
	 4	 10	 4	 6	 0	 485	 835	 409
	 5	 8	 8	 0	 0	 415	 619	 490
	 6	 6	 6	 0	 0	 431	 542	 492
	 7	 1	 1	 0	 0	 -	 -	 496

	 รวม	 66	 57	 6	 3

	 ร้อยละ	 100	 86	 9	 5

ตารางที่ 1 จ�ำนวนตัวอย่างเมื่อเทียบปริมาณสารหล่อล่ืนกับเกณฑ์ก�ำหนดขององค์การอนามัยโลก และแสดงปริมาณ

สารหล่อลื่นเฉลี่ยที่ตรวจพบจากแต่ละผู้ผลิต

		  จ�ำนวนตัวอย่างที่ตรวจ	 ปริมาณสารหล่อลื่น	 ค่าเฉลี่ย
	 บริษัทที่
		  ทั้งหมด	 อยู่ในเกณฑ์	 ต�่ำกว่าเกณฑ์	 สูงกว่าเกณฑ์	 ต�่ำสุด	 สูงสุด	 (มิลลิกรัม)

1000 บริษัทที่ 1
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ภาพที่ 2 ค่าเฉลี่ยปริมาณสารหล่อลื่นของแต่ละตัวอย่างของแต่ละบริษัทผู้ผลิต

จ�ำนวนตัวอย่าง (ยี่ห้อ)
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วิจารณ์

ถุงยางอนามัยที่วางจ�ำหน่ายในท้องตลาดมีหลากหลายยี่ห้อ หลายรุ่น แต่ละรุ่นจะมีปริมาณสารหล่อลื่นมาก

น้อยแตกต่างกันไปตามผลการส�ำรวจปริมาณสารหล่อลื่นข้างต้น จากผลการศึกษาปริมาณสารหล่อลื่นเมื่อเปรียบเทียบ

ยี่ห้อของแต่ละบริษัทผู้ผลิต พบว่า ปริมาณสารหล่อลื่นส่วนใหญ่อยู่ในเกณฑ์คิดเป็นร้อยละ 86 และมีเพียงร้อยละ 9 

ที่ต�่ำกว่าเกณฑ์ โดยมี 1 ตัวอย่างใน 6 ตัวอย่างมีปริมาณสารหล่อลื่นเพียง 250 มิลลิกรัม ถุงยางอนามัยที่มีสารหล่อลื่น

ปริมาณน้อยไปเมื่อน�ำใปใช้งานอาจท�ำให้เกิดการระคายเคืองได้ เนื่องจากไม่มีข้อก�ำหนดให้ระบุปริมาณสารหล่อลื่น 

บนฉลาก หากผูบ้ริโภครู้สึกว่าถุงยางอนามยัมีการหล่อลืน่ไม่เพียงพอ จ�ำเป็นต้องหาสารหล่อลื่นมาทาเพิ่มเอง การเลือก

ใช้สารหล่อลื่นควรเลือกให้ถูกประเภทต้องใช้สารหล่อล่ืนประเภทละลายได้ในน�้ำ(6, 7) อย่างไรก็ตามผู้บริโภคควรเลือก

ซื้อถุงยางอนามัยที่ได้มาตรฐาน มีเลขใบอนุญาต อย. และยังไม่หมดอายุ 

สรุป

จากผลการส�ำรวจปริมาณสารหล่อลื่นในซองที่บรรจุถุงยางอนามัย จ�ำนวน 66 ตัวอย่าง โดยใช้ข้อก�ำหนดของ

องค์การอนามัยโลกเป็นเกณฑ์ 400 มิลลิกรัม ถึง 700 มิลลิกรัม พบว่า ถุงยางอนามัยที่มีปริมาณสารหล่อลื่นที่อยู ่

ในเกณฑ์ มีจ�ำนวน 57 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 86 ปริมาณสารหล่อลื่นต�่ำกว่าเกณฑ์ จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง คิดเป็น 

ร้อยละ 9 และปริมาณสารหล่อลื่นที่สูงกว่าเกณฑ์ มีจ�ำนวน 3 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 5
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Determination of Lubricant for Condoms 
in Markets in Thailand

Sataporn  Klomkaew  and  Supawan  Chongthamawat

Bureau of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 

11000 Thailand.

Abstract  This study determines total lubricant for condoms in individual containers. According 
to TIS 625-2554, there is no requirement on label of the amount of lubricant on the package. Bureau 
of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences tested 66 condoms purcharged from 
convenience stores and pharmacies. These samples came from 6 manufactures in Thailand and 1 from 
importor. The requirements of World Health Organization (WHO) for the total lubricant is (550 ± 150) mg 
for each container. The test using mass method as follows Thai Industrial Standard, TIS 625 B.E. 
2554 is applied to determine the lubricant. The total lubricant is the difference between the weight of 
condoms before washing lubricant with isopopanol and the weight of condom after washing lubricant with 
isopopanol. The results found that 57 samples (86%), are conformed to the WHO requirement, with 6 
samples (9%) are less and 3 samples (5%) are over.

Key words: condom, lubricant
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Preparation for Laboratory Accreditation of Public Health	 Supaporn  Niyomkaew and Thanchanok  Pitak

บทน�ำ

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 12/1 ตรัง เป็นห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุข มีบทบาท 

ในการพฒันาการตรวจวิเคราะห์ และให้บรกิารตรวจวเิคราะห์ทางห้องปฏบิตักิาร เพือ่เฝ้าระวงัและแก้ไขปัญหาสาธารณสขุ

ในพ้ืนที่รับผิดชอบ(1) การให้บริการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์อย่างมีคุณภาพ ตามมาตรฐาน 

ห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ ISO 15189: 2012(2) แก่ผูร้บับรกิารในพืน้ทีท่ีร่บัผดิชอบ ให้ได้รบัการบรกิารทีม่คีณุภาพ 

ถูกต้อง แม่นย�ำ  รวดเร็ว  เชื่อถือได้ และการพัฒนารักษาระบบคุณภาพด้านความปลอดภัยในการปฏิบัติงานทางห้อง

ปฏิบัติการให้เป็นไปตามกฎหมายและกฎระเบียบที่เกี่ยวข้องและสอดคล้องกับมาตรฐานสากล ISO 15190: 2003(3)   

เป็นกระบวนการหนึง่ทีใ่ช้ในการพฒันาห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ ในการด�ำเนนิการทดสอบความจ�ำเป็นในการดแูล

ผู้ป่วย การสอบสวนโรค การควบคุมและป้องกัน รวมถึงความมั่งคงในด้านสุขภาพ การด�ำเนินตามมาตรฐาน ISO 

15189: 2012  ด้านการบรหิารจดัการ ด้านวิชาการ และด้านความปลอดภยัห้องปฏบิตักิาร มคีณุภาพและความสามารถ

ในการทดสอบที่น่าเชื่อถือและมีคุณภาพอย่างต่อเนื่องตามหลักการของ ISO 9001: 2008 Quailty management 

systems-Requirements ตามที่ระบุไว้ใน Joint  IAF-APLAC-ISO  Communigue 2008 และมีคุณภาพตาม

มาตรฐานสากลด้านความปลอดภัย ISO 15190: 2003 ด�ำเนินการได้ครบถ้วนตามข้อก�ำหนด(4) มีความส�ำคัญอย่างยิ่ง

ต่อการยื่นขอรับรองมาตรฐาน ISO 15189: 2012  

ศูนย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 12/1 ตรงั ได้ผ่านการรบัรองตามมาตรฐาน ISO 15189: 2007(5) ตัง้แต่ปี 

พ.ศ. 2550  ต่อมา International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) มมีาตรฐานฉบบัแก้ไขล่าสดุ 

คือ ISO 15189: 2012(2) ห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยาคลินิก กลุ่มชันสูตรสาธารณสุขจึงได้ด�ำเนินการให้สอดคล้องกับ

ฉบับปัจจุบัน โดยการศึกษาข้อก�ำหนดที่เพิ่มจาก ISO 15189: 2007(5) ด�ำเนินการตามข้อก�ำหนดที่เพิ่มขึ้นด้านบริหาร

จัดการและด้านวิชาการ รวมทั้งข้อก�ำหนดด้านความปลอดภัยทางห้องปฏิบัติการ ISO 15190: 2003(6) เพื่อเพิ่ม 

ขีดความสามารถและความพร้อมของห้องปฏิบัติการและสร้างความเชื่อมั่นแก่ลูกค้า 

วิธีการศึกษา

ศึกษาวิจัยเชิงพรรณนาโดยใช้วิธีวิเคราะห์ข้อมูลทุติยภูมิ (Secondary data) ผลจากการธ�ำรงรักษาความ

สามารถของห้องปฏบิตักิารของศนูย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที ่12/1 ตรงั ตามข้อก�ำหนดมาตรฐาน ISO 15189: 2007(5)   

เปรยีบเทยีบกบัข้อก�ำหนดมาตรฐาน ISO 15189: 2012(2) วเิคราะห์ข้อมลูตามข้อก�ำหนดทีต้่องท�ำเพิม่ โดยการประเมิน

ตนเองจาก Gap Analysis of ISO 15189: 2012 and ISO 15189: 2007(7) และข้อก�ำหนดด้านความปลอดภัย 

ทางห้องปฏิบัติการ ISO 15190: 2003(6) ด�ำเนินการประเมินตนเองตามข้อก�ำหนดที่เพิ่มขึ้น และเตรียมความพร้อม

ข้อก�ำหนดที่ยังไม่มี  เพื่อรับการตรวจประเมินตามข้อก�ำหนดมาตรฐาน ISO 15189: 2012  

ผล

ผลการศึกษาตามข้อก�ำหนดมาตรฐาน ISO 15189: 2012 วิเคราะห์ข้อมูลตามข้อก�ำหนดที่ต้องด�ำเนินการ

เพิ่มเติม โดยการประเมินตนเองจากเอกสาร Gap Analysis of ISO 15189: 2012 and ISO 15189: 2007 และ 

ข้อก�ำหนดด้านความปลอดภัยทางห้องปฏิบัติการ ISO 15190: 2003 พบว่าตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012 

ข้อก�ำหนดด้านบริหารจัดการ จ�ำนวน 13 ข้อ ห้องปฏิบัติการฯ ยังไม่ได้ด�ำเนินการจ�ำนวน 3 ข้อ ข้อก�ำหนดด้านวิชาการ 

จ�ำนวน 28 ข้อ ห้องปฏิบัติการฯ ยังไม่ได้ด�ำเนินการจ�ำนวน 2 ข้อ และข้อก�ำหนดด้านความปลอดภัยทางห้องปฏิบัติการ 
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การเตรยีมความพร้อมเพ่ือขอรบัรองความสามารถห้องปฏบิตักิาร	 สภุาภรณ์  นยิมแก้ว และธรรญชนก  พทิกัษ์

ISO 15190: 2003 จ�ำนวน 65 ข้อ ห้องปฏิบัติการฯ ยังไม่ได้ด�ำเนินการ จ�ำนวน 6 ข้อ (ภาพที่ 1) ห้องปฏิบัติการพยาธิ

วทิยาคลินกิจงึได้ร่วมมือกบัผูจั้ดการคณุภาพของศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ที ่12/1 ตรงั เพือ่ด�ำเนนิการจดัท�ำเอกสาร/

จัดหาวัสดุอุปกรณ์เพื่อให้เป็นไปตามมาตรฐานดังกล่าวข้างต้น ดังนี้ 

ข้อก�ำหนดด้านระบบบริหารจัดการตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012 ได้ด�ำเนินการเพิ่มเติม ดังนี้ 

1) ข้อก�ำหนดที่ 4.14.7 โดยเพิ่มการก�ำหนดตัวช้ีวัดคุณภาพ ได้แก่ ระดับความพึงพอใจของผู้รับบริการ มากกว่า 

ร้อยละ 85 การส่งมอบรายงานผลการทดสอบมีความถูกต้อง ร้อยละ 100 และระยะเวลาแล้วเสร็จของงานตามเวลา 

ทีก่�ำหนด ไม่น้อยกว่าร้อยละ 96 ซ่ึงผลการทบทวนระบบบรหิารของศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ที ่12/1 ตรงั ปีงบประมาณ 

2557 ห้องปฏบิตักิารพยาธวิิทยาคลนิกิสามารถด�ำเนนิงานได้ตามตวัชีว้ดัทีก่�ำหนด ได้แก่  ระดบัความพงึพอใจของผูร้บั

บริการ ร้อยละ 89.25 รายงานผลการทดสอบมีความถูกต้อง ร้อยละ 100 และระยะเวลาแล้วเสร็จของงาน ร้อยละ 

99.20  2) ข้อก�ำหนดที่ 4.14.6 ห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยาคลินิกได้จัดท�ำแผนบริหารความเสี่ยงกระบวนงานตรวจ

วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ และสามารถด�ำเนินการตามแนวทางจัดการความเสี่ยงดังกล่าวได้ตามแผนทุกกิจกรรม 

3) ข้อก�ำหนดที่ 4.2.1 ได้ท�ำการปรับปรุงแบบประเมินความพึงพอใจของผู้รับบริการทั้งภายในและภายนอกให้เป็น 

รูปแบบเดียวกัน โดยรายละเอียดแบบประเมินฯ ประกอบด้วย ความไม่พึงพอใจ ข้อเสนอแนะ และสิ่งที่ประทับใจ 

ท�ำให้แต่ละห้องปฏิบัติการมีรูปแบบการประเมินแบบเดียวกัน และมีการน�ำข้อเสนอแนะของลูกค้ามาท�ำแผนปรับปรุง

ในปีงบประมาณต่อไป

ข้อก�ำหนดด้านวิชาการตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012 ได้ด�ำเนินการเพิ่มเติม ดังนี้  1) ข้อก�ำหนดที่ 

5.5.1.2 ได้ด�ำเนินการเก็บข้อมูลผู้ป่วยเพื่อเป็นข้อมูลทางวิชาการในการสื่อสารความเสี่ยง  ให้นักวิเคราะห์ทบทวนวิธีที่

ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ รวมถงึพจิารณาข้อมลูและอาการของผูป่้วยว่าสอดคล้องกบัผลการวเิคราะห์หรอืไม่ และบนัทกึ

ตวัอย่างทีไ่ม่สอดคล้องลงในข้อมลูแต่ละรายการวเิคราะห์ ผลการด�ำเนนิการท�ำให้นกัวเิคราะห์มคีวามเชือ่มัน่ผลการทดสอบ

มากขึ้น  2) ข้อก�ำหนดท่ี 5.5.1.4 เพ่ิมการตรวจสอบองค์ประกอบการวัด ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ที่ใช้รายงาน 

ค่าปริมาณที่วัดได้ (ความไม่แน่นอนในการวัด) ส�ำหรับการวิเคราะห์ Legionella spp. มีการใช้สถิติในการค�ำนวณ

ข้อมูลที่ได้จากการวัด ท�ำให้ผลมีความน่าเชื่อถือมากขึ้น (ตารางที่ 1) 

ข้อก�ำหนดด้านความปลอดภัยในห้องปฏิบัติการ ISO 15190: 2003 ได้ด�ำเนินการเพิ่มเติม ดังนี้  

1) ข้อก�ำหนดที่ 7.2(h) ได้จัดท�ำเอกสารข้อมูลความปลอดภัยของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย และสารเคมี (Material 

Safety Data Sheets: MSDS) 2) ข้อก�ำหนดที่ 8 ได้จัดหาเครื่องหมายแสดงสัญลักษณ์เตือนอันตราย (Biological 

Hazard)  มีการควบคุมการเข้า-ออก และการเข้าถึงตัวอย่างเช้ือโรค รวมถึงการจัดหาวัสดุอุปกรณ์ที่จ�ำเป็น เช่น 

ถังขยะติดเชื้อส�ำหรับใส่ถุงแดง ตู้เย็นเก็บเชื้อ และกล่องส�ำหรับขนส่งตัวอย่าง เป็นต้น 3) ข้อก�ำหนดที่ 12.5 จัดหา

รองเท้าชนิดปลายปิดส�ำหรับใส่ในห้องปฏิบัติการครอบคลุมทุกห้องปฏิบัติการ 4) ข้อก�ำหนดที่ 12.10 ติดตั้งอุปกรณ์

ชุดล้างตัว และล้างตาฉุกเฉิน พร้อมทั้งได้ชี้แจงให้เจ้าหน้าที่ของศูนย์ฯ รับทราบวิธีการใช้ 5) ข้อก�ำหนดที่ 19.3 ติดตั้ง

สัญญาณเตอืนอคัคภียั (Smoke detector) ครอบคลมุทกุห้องปฏบิตักิาร และ 6) ข้อก�ำหนดที ่22 นอกจากมกีารตรวจ

สอบประสิทธิภาพการท�ำให้ปลอดเชื้อในหม้อนึ่งท�ำลายเชื้อแล้ว ห้องปฏิบัติการฯ ได้เพิ่มการทดสอบประสิทธิภาพ 

การท�ำให้ปลอดเชือ้ในขยะตดิเชือ้ (ถงุแดง) เพือ่ให้มคีวามมัน่ใจในการท�ำลายขยะตดิเชือ้ ผลการด�ำเนนิงานการเตรยีม

ความพร้อมตามข้อก�ำหนดด้านความปลอดภัยในห้องปฏบิตักิาร ISO 15190: 2003 (ตารางที ่2) ท�ำให้ศนูย์วทิยาศาสตร์

การแพทย์ที่ 12/1 ตรัง มีคู่มือความปลอดภัยขององค์กร มีเอกสารข้อมูลความปลอดภัยของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

และสารเคมีครอบคลุมทั้งองค์กร มีอุปกรณ์ป้องกันความปลอดภัยครอบคลุมทุกห้องปฏิบัติการ นอกจากนั้นมีการ

แผนการอบรมด้านความปลอดภัยรวมถึงการซ้อมแผนภัยพิบัติต่าง ๆ 
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ตารางที่ 1 การประเมินตนเองจาก Gap Analysis of ISO 15189: 2012 and  ISO 15189: 2007 ข้อก�ำหนด 

ด้านการบริหารจัดการ และข้อก�ำหนดด้านวิชาการ 

ภาพที่ 1 จ�ำนวนข้อก�ำหนดใหม่ตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012 และจ�ำนวนข้อก�ำหนดที่ห้องปฏิบัติการได้เตรียม

ความพร้อม      

ISO 15189 ข้อก�ำหนดด้านบริหารจัดการ  ISO 15189 ข้อก�ำหนดด้านวิชาการ  ISO 15190-2003 ข้อก�ำหนดด้านความปลอดภัย

4.1.1.4	 มีหนังสือแต่งตั้งมอบอ�ำนาจหน้าที่ และผู้รับมอบมีคุณสมบัติ	 Y
	 และความสามารถตรง		

4.1.2.2	 มีหลักฐานความพึงพอใจของผู้รับบริการ ด�ำเนินการ	 N  	 มีแบบประเมินความพึงพอใจของผู้รับ	
	 เพื่อตอบสนองความต้องการ 		  บริการ 2 แบบ ปรับปรุงให้เป็นรูปแบบ	
			   เดียวกัน

4.1.2.4	 ก�ำหนดวัตถุประสงค์คุณภาพที่วัดได้  และสอดรับกับ	 Y
	 นโยบายคุณภาพ		

4.1.2.5	 มีหลักฐานการมอบหมายความรับผิดชอบ อ�ำนาจหน้าที่ 	 Y
	 และความสัมพันธ์ของบุคลากรทุกคนในห้องปฏิบัติการ		

4.1.2.6	 มีระบบการสื่อสารในห้องปฏิบัติการและผู้รับบริการ	 Y	

4.12	 มีการทบทวนปรับปรุงอย่างต่อเนื่องในกิจกรรมบนพื้นฐาน	 Y 	
	 ของความเสี่ยง 

4.13	 มีระบบควบคุมการบันทึกคุณภาพและวิชาการครบถ้วน 	 Y
	 ตั้งแต่การบ่งชี้จนถึงการก�ำจัด	  	

ข้อก�ำหนดในการบริหารจัดการ (ข้อ 4) เพิ่มจาก ISO 15189: 2007  

	 ข้อ	 หลักฐานเชิงประจักษ์	 ประเมินตนเอง	 วีธีด�ำเนินการของห้องปฏิบัติการ
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การเตรยีมความพร้อมเพ่ือขอรบัรองความสามารถห้องปฏบิตักิาร	 สภุาภรณ์  นยิมแก้ว และธรรญชนก  พทิกัษ์

ตารางที่ 1  การประเมินตนเองจาก Gap Analysis of ISO 15189: 2012 and  ISO 15189: 2007 ข้อก�ำหนด 

ด้านการบริหารจัดการ และข้อก�ำหนดด้านวิชาการ (ต่อ)

ข้อก�ำหนดในการบริหารจัดการ (ข้อ 4) เพิ่มจาก ISO 15189: 2007  

	 ข้อ	 หลักฐานเชิงประจักษ์	 ประเมินตนเอง	 วีธีด�ำเนินการของห้องปฏิบัติการ

4.14.3	 มีแผนและผลการประเมินความพึงพอใจของผู้รับบริการ	 Y
	 และมีมาตรการรักษาความลับ บันทึกข้อเสนอแนะที่ได้จาก
	 ผู้รับบริการ		

4.14.4	 มีช่องทางรับความคิดเห็นจากพนักงาน  เก็บและรักษาบันทึก	 Y
	 ความเห็น มีมาตรการด�ำเนินการ		

4.14.5	 ผู้ตรวจติดตามเป็นอิสระ ไม่ตรวจงานตนเอง  มีกระบวนการ	 Y
	 เที่ยงธรรมและยุติธรรม 

4.14.6	 มีแผนบริหารความเสี่ยงกระบวนงานตรวจวิเคราะห์ทาง	 N 	 จดัท�ำแผนบรหิารความเสีย่งกระบวนงาน
	 ห้องปฏิบัติการ		  ตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

4.14.7	 มีตัวชี้วัดคุณภาพ ตามข้อก�ำหนด 4.14.7 	 N 	 ก�ำหนดตัวชี้วัดคุณภาพตามมาตรฐาน
 	 ISO 15189: 2012

4.14.8	 มีการตรวจติดตามจากองค์กรภายนอก และมีมาตรการ	 Y
	 แก้ไขทันที ป้องกัน สิ่งที่ไม่เป็นไปตามข้อก�ำหนด		

ข้อก�ำหนดด้านวิชาการ (ข้อ 5) เพิ่มจาก ISO 15189: 2007  

	 ข้อ	 หลักฐานเชิงประจักษ์	 ประเมินตนเอง	 วีธีด�ำเนินการของห้องปฏิบัติการ

5.1.2 	 มีเอกสารระบุคุณสมบัติส�ำหรับบุคลากรแต่ละต�ำแหน่ง 	 Y	

5.1.4	 มีบันทึกการแนะน�ำพนักงานใหม่ ข้อก�ำหนดต่าง ๆ เงื่อนไข	 Y
	 การจ้าง  ความปลอดภัยในห้องปฏิบัติการ บันทึกการสอนงาน 		

5.1.5	 มีการทบทวนโปรแกรมการฝึกอบรมเป็นระยะ ๆ 	 Y	

5.1.7 	 มีการทบทวนการปฏิบัติงานนอกเหนือจากความสามารถ	 Y
	 ทางเทคนิค มีการทบทวนความต้องการของบุคลากร		

5.1.8	 มีแผนการศึกษาอย่างต่อเนื่อง และการพัฒนาวิชาชีพ 	 Y
	 และได้รับการทบทวนเป็นระยะ ๆ 		

5.2.4	 มีสิ่งอ�ำนวยความสะดวกส�ำหรับพนักงาน เช่น น�้ำดื่ม ที่ล้างตัว  	 Y
	 ที่เก็บอุปกรณ์ป้องกัน 		

5.2.5	 มีพื้นที่แยกจากกันในการรับ/รอคอย และแยกเก็บตัวอย่าง 	 Y	

5.3.1.4	 มีการสอบเทียบเครื่องมือและตรวจสอบย้อนกลับทางมาตรวิทยา   	 Y	

5.3.2.2	 มีการรับ เบิกจ่าย น�้ำยาและวัสดุสิ้นเปลือง  มีตู้เก็บน�้ำยา	 Y
	 ตามข้อก�ำหนดของผู้ผลิต 

5.3.2.4	 มีโปรแกรมจัดการวัสดุ  น�้ำยา อาหารเลี้ยงเชื้อ   คงเหลือ 	 Y
	 และบันทึกการตรวจสอบก่อนใช้งาน		

5.3.2.5	 มีเอกสารการใช้น�้ำยาและวัสดุสิ้นเปลือง พร้อมใช้	 Y
	 ณ จุดใช้งาน	
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Preparation for Laboratory Accreditation of Public Health	 Supaporn  Niyomkaew and Thanchanok  Pitak

ตารางที่ 1 การประเมินตนเองจาก Gap Analysis of ISO 15189: 2012 and  ISO 15189: 2007 ข้อก�ำหนด 

ด้านการบริหารจัดการ และข้อก�ำหนดด้านวิชาการ (ต่อ)

ข้อก�ำหนดในการบริหารจัดการ (ข้อ 4) เพิ่มจาก ISO 15189: 2007  

	 ข้อ	 หลักฐานเชิงประจักษ์	 ประเมินตนเอง	 วีธีด�ำเนินการของห้องปฏิบัติการ

5.3.2.6	 มีการบันทึกรีเอเจนต์และอุปกรณ์สิ้นเปลืองที่ก่อให้เกิด	 Y
	 ประสิทธิภาพการทดสอบ	

5.3.2.7	 มีการบันทึกยี่ห้อ วันที่ผลิต วันหมดอายุ  สภาพเมื่อได้รับ  	 Y
	 การทดสอบคุณภาพก่อนใช้งาน		

5.4.4.1	 การเก็บตัวอย่างปฐมภูมิและการจัดการ	 NA	

5.4.4.3 (d)	 มีค�ำแนะน�ำส�ำหรับการเก็บตัวอย่าง และเงื่อนไขการส่งตัวอย่าง	 Y	

5.5.1.2	 มีการทวนสอบขั้นตอนการทดสอบ	 N 	 การทบทวนวิธีที่ใช้ตรวจวิเคราะห์ 
			   ว่ายงัเหมาะสม, ตอบสนองความต้องการ 
			   ผู้รับบริการหรือไม่ 

5.5.1.4	 การตรวจสอบองค์ประกอบการวัด ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์	 N	 เพิ่มความไม่แน่นอนในการวัด 
	 ที่ใช้รายงานค่าปริมาณที่วัดได้  (ความไม่แน่นอนในการวัด)		  จากค่าเชิงปริมาณ รายการวิเคราะห์ 
			   Legionella spp.

5.5.3	 มีหลักฐานแสดงการเปลี่ยนขั้นตอนการทดสอบ และอธิบาย	 Y
	 ให้ผู้รับบริการทราบหลังจากขั้นตอนนั้นได้ตรวจสอบ
	 ความถูกต้องแล้ว		

5.6.1	 มีการปฏิบัติตามคู่มือการตรวจวิเคราะห์ทุกรายการ 	 Y
	 ไม่มีการตกแต่งข้อมูล  		

5.6.2.2	 มีบันทึกการการตรวจสอบสภาพของวัสดุคุณภาพ  	 Y
	 จากผู้ผลิตเครื่องมือ และผู้ผลิตอื่น		

5.6.2.3	 มีข้อมูลการบันทึกควบคุมคุณภาพทุกครั้งในการทดสอบ	 Y

5.6.3.1	 มีการเข้าร่วมโปรแกรมทดสอบความช�ำนาญทุกรายการทดสอบ	 Y	

5.6.3.2	 มีการวิเคราะห์ตัวอย่างเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการ	 Y	

5.6.3.3	 มีการประเมิน วิเคราะห์ผล การทดสอบความช�ำนาญ 	 Y
	 และวิเคราะห์หาสาเหตุโดยผู้ปฏิบัติงาน		

5.7.1	 มีการทบทวนผลหลังการทดสอบ ประเมินผลกับการควบคุม	 Y	
	 คุณภาพภายใน

5.7.2	 มีการบันทึกการเก็บรักษาตัวอย่าง  ระบุสภาวะ และระยะเวลาที่เก็บ 	 Y	

5.8.3	 มีการระบุอัตลักษณ์ผู้ป่วย สถานที่ผู้ป่วยในแต่ละหน้า การระบุ	 Y
	 อตัลกัษณ์ของการทดสอบด�ำเนนิการโดยห้องปฏบิตักิารตรวจเพิม่เตมิ		

5.9.2	 มีการเลือกผลและรายงานโดยอัตโนมัติจากเครื่องมือ	 NA	

หมายเหตุ
	 ในช่อง Y/N โปรดระบุค�ำตอบที่ห้องปฏิบัติการปฏิบัติจริง		         	 Y	 =	 มี หรือ ใช่
				    N	 =	 ไม่มี หรือ ไม่ใช่
				    NA	 = 	 ไม่เกี่ยวข้อง
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การเตรยีมความพร้อมเพ่ือขอรบัรองความสามารถห้องปฏบิตักิาร	 สภุาภรณ์  นยิมแก้ว และธรรญชนก  พทิกัษ์

	 ข้อ	 หลักฐานเชิงประจักษ์	 ประเมินตนเอง	 วีธีด�ำเนินการของห้องปฏิบัติการ

4	 การจ�ำแนกกลุ่มเสี่ยงของเชื้อออกเป็น 4 กลุ่ม	 Y	

5. ข้อก�ำหนดด้านการจัดการ	

5.1	 ผู้บริหารต้องมีความรับผิดชอบต่อความปลอดภัยของ	 Y
	 พนักงานทั้งหมด และผู้เข้าชมห้องปฏิบัติการ		

5.2	 พนักงานทุกคนมีการอบรมด้านความเสี่ยงที่เกี่ยวข้องกับ	 Y
	 การปฏิบัติงาน และมีประวัติการฉีดวัคซีน		

6. การออกแบบเพื่อความปลอดภัย 	

6.1, 6.2	 ข้อก�ำหนดด้านการออกแบบโครงสร้างอาคาร	 Y	

6.3 เงื่อนไขทางกายภาพ 	

6.3.1,	 มีแสงสว่าง อุณหภูมิ การระบายอากาศ  เสียง อยู่ในระดับ 	 Y
6.3.2, 	 ที่เหมาะสมส�ำหรับการท�ำงานที่ปลอดภัย
6.3.3, 
6.3.4

6.3.5, 	 มีปัจจัยที่เอื้อกับการท�ำงาน การออกแบบส�ำหรับการท�ำงาน	 Y
6.3.6, 	 กับเชื้อโรคที่ยังเป็นอยู่  ป้ายสัญญาณประตู การรักษาความมั่นคง
6.3.7 	 ในห้องปฏิบัติการ
และ 6.3.8			 

7. ขั้นตอนการจัดท�ำเอกสาร การตรวจสอบ และการบันทึก	

7.1,	 ขั้นตอนและการตรวจสอบโปรแกรมความปลอดภัย	 Y
7.2,
7.3, 
7.3.2		

7.2 h 	 มีเอกสารข้อมูลความปลอดภัย (MSDS) ส�ำหรับวัสดุที่ใช้	 N 	 จัดท�ำเอกสารข้อมูลความปลอดภัย
			   (MSDS) สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ

7.4	 คู่มือความปลอดภัย	 Y	

7.5 การบันทึก

7.5.1,	 การบันทึกการการได้รับบาดเจ็บ ประเมินความเสี่ยง  	 Y
7.5.2, 	 ของเสียอันตราย
7.5.3
และ 7.5.4		

8. 	 มีสัญลักษณ์เตือนการระบุพื้นที่อันตราย และของอันตราย	 N 	 มีเครื่องหมายแสดงถึงสัญลักษณ์เตือน	
			   อันตราย  Biological Hazard การ	
			   ควบคุมการเข้า-ออก และการเข้าถึง	
			   ตัวอย่างเชื้อโรค  

ตารางที ่2  ผลจากการประเมนิตนเอง วิเคราะห์ความพร้อมของห้องปฏบิตักิารตามข้อก�ำหนดมาตรฐาน ISO 15190: 

2003
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ตารางที ่2  ผลจากการประเมนิตนเอง วเิคราะห์ความพร้อมของห้องปฏบิตักิารตามข้อก�ำหนดมาตรฐาน ISO 15190: 

2003 (ต่อ)

	 ข้อ	 หลักฐานเชิงประจักษ์	 ประเมินตนเอง	 วีธีด�ำเนินการของห้องปฏิบัติการ

9. 	 มีแบบฟอร์มการบันทึกการรายงานเหตุการณ์จากการ 	 Y
	 บาดเจ็บ อุบัติเหตุ และความเจ็บป่วย	

10.	 เจ้าหน้าที่ผ่านการอบรมมาตรฐาน ISO 15190: 2003 	 Y
	 และการอบรมเชิงปฏิบัติการเรื่องความปลอดภัยในห้องปฏิบัติการ
	 รวมถึงการป้องกันไฟไหม้		

11. ความรับผิดชอบของบุคลากร	

11.1 และ	 มีสถานที่ส�ำหรับเก็บอาหาร เครื่องดื่ม นอกห้องปฏิบัติการ	 Y
11.2	 ไม่สวมใส่เครื่องประดับในห้องปฏิบัติการ		

11.3	 เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการทุกคนผ่านการฉีดวัคซีนไข้หวัดใหญ่	 Y
	 ตามฤดูกาล  คอตีบ  หัดเยอรมัน และไวรัสตับอักเสบ บี		

11.4	 สมบัติส่วนบุคคลไม่ถูกน�ำไว้ในที่ทีมีการปนเปื้อน	 Y	

11.5	 การตกแต่งในงานประเพณีต่าง ๆ ต้องไม่ถูกน�ำมาใช้ 	 Y
	 ในพื้นที่ท�ำงาน	

12. อุปกรณ์ป้องกันส่วนบุคคล (PPE)	

12.1 	 มีเสื้อผ้าป้องกันที่เหมาะสมกับความเสี่ยงส�ำหรับผู้ปฏิบัติงาน	 Y
และ 12.2 	 และผู้เยี่ยมชมต้องถอดออกก่อนออกจากพื้นที่ท�ำงาน 
	 นอกห้องปฏิบัติการต้องสวมเสื้อคลุมที่สะอาดขณะที่ท�ำงานกับผู้ป่วย		

12.3 	 มีอุปกรณ์ป้องกัน แว่นตา และถุงมือ	 Y
และ 12.4	

12.5	 มีรองเท้าปลายปิด	 N 	 จัดหารองเท้าชนิดปลายปิด

12.6	 มีการป้องกันระบบหายใจ (เครื่องช่วยหายใจ)	 NA	

12.7	 มีการล้างมือเมื่อสัมผัสเชื้อ และหลังจากถอดถุงมือ	 Y
	 มีน�้ำยาล้างมือแบบไร้น�้ำ ไว้ ณ จุดล้างมือ		

12.8 	 มีการฝึกอบรมการปฐมพยาบาล และมีกล่องปฐมพยาบาล 	 Y	
และ 12.9	 อุปกรณ์ ยาสามัญประจ�ำบ้าน ค�ำแนะน�ำส�ำหรับการใช้งาน		

12.10 	 มีชุดล้างตัวและล้างตาฉุกเฉิน	 N	 จัดหาชุดล้างตัวและล้างตาฉุกเฉิน
และ 12.11	  	

13 และ 14	 มีแนวปฏิบัติการรักษาความสะอาดด้านการท�ำงานที่ปลอดภัย	 Y
	 ข้อก�ำหนดต่าง ๆ ส�ำหรับงานทางจุลชีววิทยา	

15 และ16	 มีตู้ความปลอดภัยทางจุลชีววิทยา และสารเคมี  ใช้ภาชนะปิดฝา	 Y
	 เมื่อมีการปั่นแยกตัวอย่าง		

17.1, 17.2	 มีมาตรการก�ำจัดสารเคมีถูกต้องตามกฎหมาย มีขั้นตอนการเก็บ	 Y
และ 17.3 	 และดูแลสารเคมี มีชุดล้างตัวและล้างตาในพื้นที่เสี่ยง 		

18.1, 18.2 	 การป้องกันอันตรายจากรังสี	 Y
และ 18.3		
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การเตรยีมความพร้อมเพ่ือขอรบัรองความสามารถห้องปฏบิตักิาร	 สภุาภรณ์  นยิมแก้ว และธรรญชนก  พทิกัษ์

ตารางที่ 2 ผลจากการประเมินตนเอง วิเคราะห์ความพร้อมของห้องปฏิบัติการตามข้อก�ำหนด มาตรฐาน ISO 15190: 

2003 (ต่อ)

	 ข้อ	 หลักฐานเชิงประจักษ์	 ประเมินตนเอง	 วีธีด�ำเนินการของห้องปฏิบัติการ

18.4	 มีการตรวจสอบอุปกรณ์ไมโคเวฟ และมีการป้องกัน 	 Y
และ 18.5	 ที่เหมาะสมในการเปิดหลอดยูวีฆ่าเชื้อ 		

19 	 มีการซ้อมแผนอัคคีภัยทุกปี มีทางหนีไฟ มีอุปกรณ์ดับไฟ 	 Y
	 มีการเก็บสารไวไฟ ปฏิบัติตามมาตรฐานแห่งชาติ 		

19.3 	 มีระบบเตือนภัยอัตโนมัติในการตรวจจับควัน ความร้อน	 N                                                                                                                                         	
	 ติดตั้งสัญญาณเตือนอัคคีภัย (Smoke detector)     

20 	 มีการซ้อมแผนอพยพฉุกเฉิน	 Y	

21.	 มีการให้ความรู้วงจรไฟฟ้าในอาคาร และฝึกอบรม	 Y
	 การใช้อุปกรณ์ไฟฟ้า 

22.	 มีภาชนะนิรภัยในการขนส่งตัวอย่าง การก�ำจัดขยะติดเชื้อ	 N 	 เพิม่สญัลกัษณ์เตอืนอนัตราย  Biological 
			   Hazard ภาชนะขนส่งตวัอย่าง และมกีาร 
			   ทดสอบประสทิธภิาพการท�ำให้ปลอดเชือ้ 
			   ในขยะติดเชื้อ ถุงแดง      

หมายเหตุ

	 ในช่อง Y/N โปรดระบุค�ำตอบที่ห้องปฏิบัติการปฏิบัติจริง	 Y	 =	 มี หรือ ใช่
		  N	 = 	 ไม่มี หรือ ไม่ใช่
		  NA	 =	 ไม่เกี่ยวข้อง

วิจารณ์                                                                                                                                      

การเตรียมความพร้อมในการขอรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ตามมาตรฐาน ISO 
15189: 2012 ห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยาคลินิกร่วมกับกลุ่มพัฒนาคุณภาพและวิชาการ ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 
12/1 ตรงั ได้ศกึษาจากข้อก�ำหนดทีเ่พิม่ขึน้จากมาตรฐาน ISO 15189: 2007  ด�ำเนนิการเตรยีมความพร้อมข้อก�ำหนด
ที่ยังไม่ได้ด�ำเนินการ ด้านระบบบริหารจัดการ การจัดท�ำแผนบริหารความเสี่ยง กระบวนงานตรวจวิเคราะห์ทางห้อง
ปฏิบัติการพยาธิวิทยาคลินิก โดยการน�ำปัจจัยการวิเคราะห์ ดังนี้คือ 4 M วัตถุประสงค์คุณภาพ ISO 9001: 2008      
ความเชื่อมโยง เกณฑ์คุณภาพการบริหารจัดการภาครัฐ (PMQA) หมวด 2 และหมวด 6 ตัวช้ีวัดคุณภาพ ISO 
15189: 2012  มาระบุความเสี่ยง ตามมิติธรรมาภิบาล 10 องค์ประกอบ ตามมาตรฐาน COSO (The Committee  
of  Sponsoring  Organizations of the Treadway Commission)  ผลการจัดท�ำแผนบริหารความเสี่ยงสามารถ 
เชื่อมโยง ISO 9001: 2015 และ PMQA หมวด 2 (SP7) นอกจากนั้นยังน�ำข้อมูลไปจัดท�ำแผนปฏิบัติการป้องกันและ
แผนปรับปรุงระบบคุณภาพ ปี 2558 ปรับปรุงและออกแบบกระบวนงานสร้างคุณค่า  PMQA หมวด 6 ในปี 2559 
ต่อไป  และได้ประชุมทบทวนบริหารจัดการ (Management review) ก�ำหนดตัวชี้วัดคุณภาพ ISO 15189: 2012 
ข้อก�ำหนดทางด้านวิชาการ รายการวิเคราะห์ การตรวจวินิจฉัยเชื้อ Legionella spp. จากแหล่งน�้ำ ซึ่งไม่มีการท�ำ 
องค์ประกอบความไม่แน่นอนในกระบวนการวดั ตามมาตรฐาน ISO 15189: 2007 ไม่มข้ีอก�ำหนดนี ้แต่ใน ISO 15189: 
2012 มกีารกล่าวถงึองค์ประกอบความไม่แน่นอนในกระบวนการวดั ห้องปฏบิตักิารพยาธฯิ จงึได้ค�ำนวณความไม่แน่นอน
ในการวัดจากค่าเชิงปริมาณ การปิเปตตัวอย่าง  การทดสอบโคโลนีของเชื้อ การนับโคโลนี และการค�ำนวณค่า dilution 
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factor เพิ่มเติมหลังจากวิเคราะห์ การเตรียมความพร้อมการขอรับรองตามมาตรฐาน ISO 15190: 2003 ด้านความ
ปลอดภัยในห้องปฏิบัติการ การจัดหาอุปกรณ์ด้านความปลอดภัยทางห้องปฏิบัติการ ISO 15190: 2003 เป็นปัจจัย
ส�ำคัญที่ส่งผลต่อการได้รับรองความสามารถทางห้องปฏิบัติการ ซึ่งมีอยู่ในแผนพัฒนาองค์การ PMQA หมวด 6  
ประจ�ำปีงบประมาณ 2557 ห้องปฏิบัติการจึงได้ติดตามผลการด�ำเนินงานตามแผน             

ผลจากการเตรียมความพร้อมเมื่อได้รับการตรวจประเมินจากหน่วยรับรองแล้ว ทางห้องปฏิบัติการก็ยังพบ 
ข้อบกพร่องนอกเหนือจากการเตรียมความพร้อม ส่วนใหญ่จะเป็นข้อบกพร่องด้านวิชาการตามมาตรฐาน ISO 15189 
จงึได้แก้ไขข้อพกพร่องภายในระยะเวลาท่ีก�ำหนด จนได้รบัการรบัรองมาตรฐาน ISO 15189: 2012 ส�ำนกัจากมาตรฐาน

ห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

สรุป

การเตรยีมความพร้อมเพือ่ขอรบัรองความสามารถห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ตามมาตรฐาน ISO 15189: 

2012 ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 12/1 ตรัง ใน ปี พ.ศ. 2557 ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ใช้เป็นแนวทางใน 

การเตรยีมความพร้อมในการขอรบัรองความสามารถห้องปฏบิตักิารพยาธวิทิยาคลนิกิ กลุม่ชนัสตูรสาธารณสขุ ครอบคลมุ

ตามข้อก�ำหนดด้านบรหิารจัดการ และด้านวิชาการ รวมถึงข้อก�ำหนดด้านความปลอดภยัทางห้องปฏบิตักิาร ISO 15190: 

2003 และความสามารถในการทดสอบที่น่าเชื่อถือและมีคุณภาพอย่างต่อเนื่อง ตามหลักการของ ISO 9001: 2008 

การจดัท�ำแผนบรหิารความเส่ียงเตรยีมความพร้อมในการขอรบัรองมาตรฐาน ISO 15189: 2012 และระบบบรหิารงาน 

คุณภาพ ISO 9001:2015

กิตติกรรมประกาศ

ขอบขอบพระคุณ ดร.กัลยา อณุลักขณาปกรณ์ ผู้อ�ำนวยการศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 12/1 ตรัง 

ทีใ่ห้ความส�ำคญัในเรือ่งการเตรยีมความพร้อมเพือ่ขอรบัรองตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012 สนบัสนนุทัง้ทรพัยากร 

และแนวคิด ตลอดจนเป็นที่ปรึกษาในการด�ำเนินงาน  และบุคลากรของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 12/1 ตรัง ที่ได้

ให้ความร่วมมือในการด�ำเนินงานตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012
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การเตรยีมความพร้อมเพ่ือขอรบัรองความสามารถห้องปฏบิตักิาร	 สภุาภรณ์  นยิมแก้ว และธรรญชนก  พทิกัษ์

Preparation for Laboratory Accreditation 
of Public Health Laboratory According to   
ISO 15189: 2012 of the Regional Medical 

Sciences Center 12/1 Trang

Supaporn  Niyomkaew  and  Thanchanok  Pitak

Regional Medical Sciences Center 12/1 Trang, Amphoe Muang, Trang 92000, Thailand.

Abstract: Preparation for medical laboratory accreditation according to ISO 15189: 2012 to  
increase the capacity and availability of laboratories for build the confidence to customers by studying 
specifications and proceed new requirements for quality management and technical management.  
Including laboratory safety requirements ISO 15190: 2003 provides a comprehensive ISO 15189: 2012 by 
studying the requirements increased from year 2007, as follows: quality management number of 13 items, 
technical management number of 28 items, and study the laboratory safety requirements ISO 15190:2003 
number of 65 items. The regional medical sciences center 12/1 Trang has analyzed the requirements to 
improve of the clinical pathology laboratory. Firstly, the maximum of quality management consisted of 
3 items representing 23.07 per cent, by increasing the quality indicators ISO 15189: 2012 in the quality 
manual for work processes of risk management procedures, and has improved the assessment of  
satisfaction as the same pattern. Secondly, it is the laboratory safety, mainly to supply security  
equipment in the laboratory number of 6 items representing 9.23 per cent. Finally, it is technical  
management number of 2 items representing 7.14 per cent by reviewing the test methods in accordance 
with the patient's condition, and increase the measurement uncertainty of analysis with statistical data. 
The data from this study were used to prepare the ability certifies medical laboratory standard ISO 15189: 
2012 of the regional medical sciences center 12/1 Trang and cover according to requirements of quality 
management, and technical management includes the requirements of ISO 15190: 2003. Therefore, the 
regional medical sciences center 12/1 Trang certified ISO 15189: 2012 has a laboratory safety manual, 
and a risk management plan that complies with the quality management system ISO 9001: 2015.

Key words: laboratory accreditation, ISO 15189: 2007, ISO 15189: 2012, ISO 15190: 2003, 
ISO 9001: 2015
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