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บทบรรณาธิการ

สวัสดีท่านผู้อ่านวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ปีที่ 57 ฉบับที่ 2 เมษายน – มิถุนายน 2558 ทุกท่าน ฉบับ
นี้เล่มวารสารเล่มหนาขึ้นกว่าเดิม สืบเนื่องจากการประชุมวิชาการครั้งที่  23  เรื่อง National Labolatory System for 
Global Health Security ระหว่างวันที ่25-25 มนีาคม 2558 ณ อิมแพค็ฟอรมั เมอืงทองธานี จะเหน็ได้ว่ากรมวิทยาศาสตร์ 
การแพทย์ มีนักวิจัยที่จะคิดค้นสิ่งต่างๆ ที่ให้ความรู้และเป็นประโยชน์มากมายซึ่งก็เป็นนโยบายของกรมฯ ที่จะส่งเสริมให้ 
นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้มีผลงานตีพิมพ์เผยแพร่แกผู้สนใจได้น�าไปใช้ประโยชน์

ในวารสารเล่มน้ียงัคงมบีทความวิชาการทีเ่ตม็ไปด้วยข้อมลูทีน่่าสนใจรวม 9 เรือ่ง แยกเป็น นิพนธ์ต้นฉบับ 8 เรือ่ง 
และรายงานจากห้องปฏิบัติการ 1 เรื่อง ซึ่งทั้ง 9 เรื่องนี้เป็นผลงานวิชาการที่น่าสนใจต่อการติดตาม

ขอขอบพระคุณผู้ทบทวนบทความ  (reviewer)  ที่กรุณาเสียสละเวลาอันมีค่าตรวจแก้บทความเพื่อให้ได้ผลงาน 
ที่ดีลงตีพิมพ์ในวารสาร  ขอขอบคุณผู้นิพนธ์ทุกท่านที่ส่งบทความลงเผยแพร่  และขอบคุณผู้ติดตามอ่านวารสารฯ 
ซ่ึงวารสารฯ  ยินดีที่จะได้รับข้อเสนอแนะจากทุกท่านเพื่อเป็นแนวทางในการปรับปรุงวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
ต่อไป

 

  ปราณี  ชวลิตธ�ารง





คําแนะนําในการเตรียมตนฉบับเพื่อตีพมิพ 
ในวารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย 

 

ประเภทของบทความ 

 วารสารกรมวทิยาศาสตรการแพทย รับตพีิมพบทความ ประเภทนพินธตนฉบับ รายงานจาก
หองปฏิบัตกิาร กรณีศึกษา บทความปริทัศน บทความทั่วไป จดหมายถึงบรรณาธิการ บทบรรณาธิการ
และสารติดตอส้ัน บทความที่สงตีพิมพจะตองไมเคยตพีิมพ หรือกาํลังตีพิมพในวารสารฉบับอื่นมา
กอน ท้ังนี้บทความทุกเรือ่งจะไดรับการพิจารณาตรวจแกจากผูทรงคุณวุฒใินสาขาที่เกี่ยวของ และ
กองบรรณาธิการขอสงวนสิทธ์ิในการตรวจแกไขตนฉบบัและพิจารณาตีพิมพตามลําดับกอนหลัง 

 

ความรับผดิชอบ 

 บทความที่ตีพมิพในวารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย  ถือเปนผลงานทางวิชาการ และเปน
ความเหน็สวนตัวของผูเขยีน  ไมใชความเหน็ของกรมวิทยาศาสตรการแพทย   หรือกองบรรณาธิการ  

ผูเขียนตองรับผิดชอบตอบทความของตน 

 

การเตรียมตนฉบับ 

 ภาษาทีใ่ชคือ ภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ตนฉบับภาษาไทย ควรใชภาษาไทยใหมากที่สุด
เทาท่ีจะทาํได คําศัพทเฉพาะหรือคําศัพทภาษาอังกฤษทีบั่ญญัติเปนภาษาไทยแลว แตยังไมเปนที่ทราบ
กันอยางแพรหลาย หรือแปลแลวเขาใจยาก ใหใสภาษาอังกฤษกํากับไวในวงเล็บ หรืออนุโลมใหใช
ภาษาองักฤษได 

ตนฉบับควรพมิพบนกระดาษขาวขนาด A4 ใชตัวอักษร (font) ชนิด Angsana New ขนาดตัว 

อักษร 16 พมิพบรรทัดคู (หรือแตละบรรทัดใหหางอยางนอย 6 มม.) พิมพหนาเดียวและใสเลขกํากับ
ทุกหนา โดยเวนขอบดานซายและดานบน 3.5 ซม. ดานขวาและดานลาง 2.5 ซม. 

 หนาแรกของตนฉบับประกอบดวยช่ือเร่ือง ชื่อผูเขยีน ชื่อผูเขียนที่ทําหนาท่ีประสานงานกับ 

คณะบรรณาธกิาร และสถานที่ทํางานที่สามารถติดตอไดทางไปรษณยี และชื่อเรื่องโดยยอ (running  

title) ท้ังภาษาไทยและภาษาอังกฤษ 

 หนาท่ีสองเปนบทคัดยอ ตองเขียนทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ความยาวไมเกิน 250 คํา 
โดยครอบคลุมท่ีมาของหัวขอวิจัย วัตถุประสงค ขอบเขตการวิจยั วิธีทําหรอืวิธีการรวบรวมขอมูล ผล
ใชเฉพาะขอมูลหลักที่สําคัญและสถิติท่ีใช และสรุปโดยเนนหลักการสาํคัญที่พบใหม ทายบทคัดยอ
ภาษาองักฤษใหมีคําสําคัญของบทความ (key word) ไมเกิน 5 คํา เปนภาษาอังกฤษ สําหรบัผูที่ไม
สันทัดภาษาองักฤษควรหาผูท่ีชํานาญภาษาอังกฤษชวยตรวจสอบ 
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บทคัดย่อ  การทดสอบความช�านาญการวเิคราะห์อาหารและน�า้เป็นองค์ประกอบส�าคัญของการประกันคุณภาพห้องปฏิบัติการ
ทดสอบอาหาร เนื่องจากเป็นการประเมินความสามารถของห้องปฏิบัติการจากหน่วยงานภายนอก แสดงถึงความถูกต้องเชื่อถือ
ได้ของผลการทดสอบ เพือ่ให้ผู้ใช้บริการของห้องปฏิบัติการสามารถน�าผลการทดสอบไปใช้ในการควบคุมคุณภาพอาหารในการ
ผลิต  น�าเข้า  ส่งออก  หรือประกอบการขึ้นทะเบียนต�ารับอาหาร  ซ่ึงในปัจจุบันประเทศไทยมีหน่วยงานให้บริการทดสอบความ
ช�านาญ (proficiency testing provider) จ�านวนไม่มาก และโปรแกรมทีใ่ห้บริการยังไม่ครอบคลมุรายการทดสอบ ท�าให้ห้อง
ปฏิบัติการจ�าเป็นต้องใช้บริการจากหน่วยงานต่างประเทศทีม่รีาคาสงู ส�านักคุณภาพและความปลอดภยัอาหาร กรมวทิยาศาสตร์
การแพทย์ จึงได้พฒันาและจัดการระบบงานการทดสอบความช�านาญให้สอดคล้องตามข้อก�าหนดของ ISO/IEC 17043: 2010 
จนได้รับการรับรองจาก ส�านักบริหารและรับรองระบบงาน กรมวทิยาศาสตร์บริการต้ังแต่เดือนกันยายน 2555 การพฒันาระบบ
คุณภาพประกอบด้วย การวางแผนและก�าหนดเป้าหมายความส�าเร็จ การด�าเนินการขอรับรอง การรักษาสถานภาพการได้รับการ
รับรอง และการปรับปรุงอย่างต่อเน่ือง การได้รับการรับรองแสดงถึงความสามารถในการเป็นผู้จัดโปรแกรมทดสอบความช�านาญ
ทีใ่ห้บริการตามมาตรฐานสากล  ห้องปฏิบัติการสมาชกิได้รับประโยชน์ คือ ได้รับบริการทดสอบความช�านาญทีถู่กต้องเชือ่ถือได้ 
มคุีณภาพ โปร่งใส และประหยัดค่าใช้จ่าย สามารถน�าผลการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญไปแสดงถึงความสามารถของการด�าเนิน
การของห้องปฏิบัติการในการขอรับรองมาตรฐาน  ISO/IEC  17025:  2005  ได้อย่างมั่นใจ  ความส�าเร็จในการพัฒนาระบบ
คุณภาพการทดสอบความช�านาญ ในช่วง พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2556 นี้  สามารถใช้เป็นแนวทางให้หน่วยงานให้บริการทดสอบ
ความช�านาญน�าไปใช้ในการพัฒนาได้
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Development of Proficiency Testing Quality System   Kanokporn Atisook et al.

บทนำา
กฎกระทรวงแบ่งส่วนราชการกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2552(1) ก�าหนดให้มี

ภารกิจเกี่ยวกับการวิจัยและตรวจชันสูตรด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์  โดยมีการศึกษา  วิเคราะห์  วิจัย  และพัฒนา 
องค์ความรู้และเทคโนโลยีด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์  เพื่อผลการสร้างเสริมสุขภาพที่ดีแก่ประชาชนและสนับสนุน 

การแก้ไขปัญหาสาธารณสุขของประเทศ  รวมทั้งเพื่อการสนับสนุนกระบวนการคุ้มครองผู้บริโภคของประชาชน  โดยม ี
อ�านาจหน้าที่ที่ส�าคัญ  คือ  เป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงด้านการทดสอบคุณภาพและมาตรฐานของผลิตภัณฑ์สุขภาพ  
สนับสนุนและพัฒนาระบบประกันคุณภาพห้องปฏิบัติการ  ซึ่งในปัจจุบันระบบคุณภาพ (quality system) ที่ใช้กันใน
ห้องปฏิบัติการทดสอบ  (testing  laboratory)  และห้องปฏิบัติการสอบเทียบ  (calibration  laboratory)  ที่เป็น
มาตรฐานสากลและยอมรับกันทั่วโลก คือ ISO/IEC 17025: 2005  General requirements for the competence 
of testing and calibration laboratories ซึ่งมีข้อก�าหนดด้านการบริหารและวิชาการที่ยืนยันได้ว่าห้องปฏิบัติการ
ที่ใช้ระบบคณุภาพน้ีสามารถแสดงความสามารถด้านวิชาการ (technical competent) สามารถสร้างผลการทดสอบทีน่่า
เชือ่ถอืได้ (technically valid results)(2) และถ้าห้องปฏิบัติการที่ใช้ระบบคุณภาพได้รับการรับรองจากหน่วยรับรอง 
(accreditation body) จะส่งผลไปถึงการยอมรับผลการทดสอบในการค้าระหว่างประเทศด้วย  โดยมาตรฐานนี้มีข้อ
ก�าหนดที่ส�าคัญด้านบริหารจ�านวน  15  ข้อ  และด้านวิชาการจ�านวน  10  ข้อ  ข้อก�าหนดวิชาการที่ส�าคัญข้อหน่ึงคือ  
ข้อที่  5.9  ระบุเรื่อง  การประกันคุณภาพผลการทดสอบและสอบเทียบ  (assuring  the  quality  of  test  and  
calibration  results)  โดยก�าหนดให้ห้องปฏบัิตกิารต้องมวิีธกีารหรอืขัน้ตอนการปฏบัิตใินการเฝ้าระวังความน่าเช่ือถอื 

ของผลทดสอบและสอบเทียบ  โดยใช้เครื่องมือ  ได้แก่  วัสดุอ้างอิงรับรอง  (certified  reference materials) 
วัสดุรับรอง (secondary reference materials) การเข้าร่วมเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการ (interlabora-

tory  comparison)  หรือทดสอบความช�านาญ  (proficiency  testing;  PT)  การทดสอบซ�้าด้วยวิธีเดิมหรือวิธีอื่น 

การทดสอบตัวอย่างที่เก็บไว้  (retained  items) หรือการหาความสัมพันธ์ของผลทดสอบส�าหรับคุณลักษณะเฉพาะ 
ของตัวอย่างทดสอบ ในบรรดาเครื่องมือที่ใช้ในการประกันคุณภาพ การเข้าร่วมเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการ
และการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญ เป็นกจิกรรมทีต้่องมห้ีองปฏบัิตกิารอืน่มาเกีย่วข้องอีกอย่างน้อย 1 ห้องปฏบิตักิาร
หรือต้องมีผู้จัดโปรแกรม  (PT  provider;  PTP)  กิจกรรมทั้งสองถือได้ว่าเป็นการควบคุมคุณภาพจากภายนอก 

(external  quality  control)  เน่ืองจากห้องปฏิบัติการต้องทดสอบหรือวิเคราะห์ตัวอย่างที่ไม่รู้ค่า  (unknown 
sample) เช่นเดียวกับการให้บริการทดสอบแก่ลูกค้า โดยในต่างประเทศมี PTP ที่มีโปรแกรมด้านอาหาร ให้บริการ
ในราคาสูง  ซ่ึงอาจเป็นเพราะมีคู่แข่งไม่มาก หรือเพราะค่าใช้จ่ายในการขนส่งตัวอย่างที่มักเป็นตัวอย่างที่เน่าเสียง่าย 
ต้องได้รับการดูแลควบคุมอุณหภูมิ  แช่เย็น  หรือแช่แข็ง  ห้องปฏิบัติการไม่มีทางเลือกมากนักจ�าเป็นต้องใช้บริการ 
ด้วยการเล็งเห็นความส�าคัญของการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญของห้องปฏิบัติการภายในประเทศ  และความจ�าเป็น
ในการพึ่งพาตนเอง ในปี พ.ศ. 2541 กองอาหาร ปัจจุบัน คือ ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร (ใช้ชื่อย่อว่า 
สคอ.)  ได้จัดแผนทดสอบความช�านาญ  “การสอบเทียบผลวิเคราะห์อะฟลาทอกซิน  ในตัวอย่างข้าวโพด  ถ่ัวลิสง 
และนม”(3)  ซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงของโครงการแก้ปัญหาอะฟลาทอกซินในอาหารและอาหารสัตว์ครบวงจร ด�าเนินการ 
ในช่วง  พ.ศ.  2539  ถึง  พ.ศ.  2543  โดยส�านักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมในฐานะผู้ประสานงานโคเด็กซ ์
ในขณะนั้นเป็นเจ้าของโครงการ ได้มอบให้กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เป็น PTP  เตรียมตัวอย่าง (PT items) 3 ชนิด 
คอื ข้าวโพด ถัว่ลสิง และนม โดยได้รบัความรูแ้ละฝึกปฏบัิตใินเรือ่งการเตรยีมตวัอย่าง การทดสอบความเป็นเน้ือเดยีวกัน 
และการทดสอบความคงตัว จาก U.S. Food and Drug Administration สหรัฐอเมริกา เพื่อด�าเนินการในส่วนการ
ประกันคุณภาพผลการวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการที่เข้าร่วมโครงการ  จ�านวน  26  แห่ง  และได้มีการจัดโปรแกรม 

อย่างต่อเน่ืองในช่ือ  “การทดสอบความช�านาญการตรวจวิเคราะห์อะฟลาทอกซินในข้าวโพดและถั่วลิสง”  จนถึง 
พ.ศ.  2556  รวม  15  รอบ  (rounds)  จากต้นแบบการจัดโปรแกรมทดสอบความช�านาญอะฟลาทอกซิน  ต่อมาในป ี
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การพฒันาระบบคุณภาพการทดสอบความช�านาญ กนกพร อธสิขุ และคณะ

พ.ศ.  2549  ได้มีการขยายขอบข่ายการให้บริการทดสอบความช�านาญด้านเคมีอ่ืนๆ  เรื่อยมา  ได้แก่  น�้าทางเคมี  
โลหะหนักในอาหาร  วัตถุเจือปนในอาหารและเครื่องดื่ม  สารกาเฟอีนในเครื่องดื่ม  สารอาหารในนมโค    สารเคม ี

ก�าจัดศัตรูพืชในไขมัน และในปี พ.ศ. 2556 เพิ่มขอบข่ายการทดสอบความช�านาญด้านจุลชีววิทยา 
ในช่วงเริ่มต้นการด�าเนินการจัดการตัวอย่าง  ติดต่อสมาชิก พร้อมทั้งประเมินผลสมาชิก  ตามวิธีที่ก�าหนด 

ใน ISO/IUPAC/AOAC INTERNATIONAL Harmonized Protocol 1993 และ ISO/IEC Guide 43-1 
ซ่ึงเป็นแนวทางการพัฒนาและการด�าเนินงานทดสอบความช�านาญ  และเพื่อให้ลูกค้าสมาชิกมีความมั่นใจในการ 
ด�าเนินงาน และเป็นทีย่อมรบัของหน่วยงานรบัรองความสามารถห้องปฏบัิตกิารทดสอบตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 
ซ่ึงใช้ผลการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญในการประเมิน  ในปี  พ.ศ.  2554  ได้ปรับปรุงพัฒนาระบบการด�าเนินงาน 

ให้สอดคล้องกับ  ISO/IEC  17043:  2010  Conformity  assessment-General  requirements  for 
proficiency testing ซึ่งประกาศใช้แทน ISO/IEC Guide 43-1 ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2553 เพื่อเป็นข้อก�าหนดให้ PTP 
ใช้เป็นแนวปฏิบัติและให้หน่วยรับรอง PTP  ใช้ในการให้การรับรอง    จึงได้วางแผนและก�าหนดเป้าหมายความส�าเร็จ 
ในการขอรับรอง    และด�าเนินการจนได้รับการรับรองจากหน่วยรับรองในที่สุดเมื่อเดือนกันยายน  2555  การได้รับ 

การรับรองแสดงถึงความสามารถในการเป็นผู้จัดโปรแกรมทดสอบความช�านาญที่ให้บริการตามมาตรฐานสากล 
เพ่ือให้ห้องปฏบัิตกิารสมาชิกได้รบัประโยชน์ คอื ได้รบับรกิารทดสอบความช�านาญทีถู่กต้องเช่ือถือได้ มคุีณภาพ โปร่งใส  
เป็นกลาง  ประหยัดค่าใช้จ่าย  มุ่งมั่นที่จะด�ารงไว้ซ่ึงระบบคุณภาพ  และพัฒนาปรับปรุงบริการอย่างต่อเน่ืองเพื่อ 

ความยั่งยืน ความส�าเร็จในการพัฒนาระบบคุณภาพการทดสอบความช�านาญของ ในช่วง พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2556 นี้  
จะเป็นประโยชน์ต่อหน่วยงานให้บรกิารทดสอบความช�านาญในด้านอ่ืนๆ โดยสามารถน�าไปใช้เป็นแนวทางในการพฒันา
ระบบคุณภาพ รวมทั้งเป็นการเสริมสร้างความเข้มแข็งของห้องปฏิบัติการภายในประเทศได้ในขณะเดียวกัน

วิธีดำาเนินการ
1. การวางแผนและกำาหนดเป้าหมาย/ตัวชี้วัด

มีการวางแผนอย่างต่อเนื่อง 3 ปี คือ พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2556 เพื่อให้การด�าเนินการทดสอบความช�านาญ
ของ  สคอ.  มีการใช้ระบบคุณภาพและได้รับการรับรองตามมาตรฐาน  ISO/IEC  17043:  2010  ภายในปี  2555 
จ�านวนอย่างน้อย 1 แผน และขยายการขอรับรองในปีต่อมา 2556 เพิ่มอย่างน้อย 1 แผน 

2. การบริหารจัดการเพื่อขอรับรอง
2.1  เตรียมความพร้อมของบุคลากรในระบบคุณภาพ 
จดัอบรมให้บุคลากรทกุระดบั ตัง้แต่ผู้บรหิารสงูสดุของระบบจนถึงผู้ปฏบัิตงิาน ได้รบัความรูเ้ก่ียวกับมาตรฐาน 

ISO/IEC 17043: 2010 และเข้าใจบทบาทหน้าที่ในระบบคุณภาพ  โดยผู้ปฏิบัติงานที่เกี่ยวข้องกับการเตรียมตัวอย่าง 
และประเมินผล จะต้องได้รับการอบรมความรู้เกี่ยวกับสถิติที่ใช้ในการทดสอบความช�านาญ 

2.2  การจัดท�าเอกสารคุณภาพ 
ศึกษามาตรฐาน  ISO/IEC  17043:  2010  และจัดท�าคู่มือคุณภาพ  ขั้นตอนการปฏิบัติ  แบบฟอร์มบันทึก 

ทั้งด้านการบริหารระบบคุณภาพและด้านวิชาการ ครอบคลุมทุกกิจกรรมที่เกี่ยวข้องกับการด�าเนินงาน

3. การดำาเนินการตามระบบคุณภาพ 
  ได้แก่  การแต่งตั้งคณะกรรมการที่ปรึกษาวิชาการ  (technical  advisory  committee)  การวางแผนงาน 
(scheme design and planning) การด�าเนินการแผนทดสอบความช�านาญ (scheme operation) การควบคุม
บันทึกและข้อมูลสมาชิก (control of records) การตรวจติดตามคุณภาพภายใน (internal audit) และการประชุม
ทบทวนการบริหารงาน (management review)
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4. การขอรับรองความสามารถเป็นผูจั้ดโปรแกรมทดสอบความชำานาญจากสำานกับริหารและรับรองห้องปฏบัิติการ 
กรมวิทยาศาสตร์บริการ โดยมีขั้นตอนดังนี้

4.1  ติดต่อกับหน่วยรับรอง เพื่อขอทราบเงื่อนไขข้อก�าหนดของการรับรอง
4.2  ส่งเอกสารขอการรับรอง 
4.3  รับการตรวจเบื้องต้น (pre-visit)  โดยหัวหน้าผู้ตรวจประเมินและผู้ประสานงาน  เพื่อประเมินสภาพ

ความพร้อมและความสอดคล้องกับมาตรฐาน ISO/IEC 17043: 2010 
4.4  รับตรวจประเมินจริง (on-site assessment) โดยคณะผู้ตรวจประเมินและผู้ประสานงาน พิจารณา

เอกสาร ซักถาม และเฝ้าดูการปฏิบัติ  ใช้เวลา 2 วันท�าการ คณะผู้ตรวจประเมินประชุมพิจารณาผลการตรวจประเมิน 
และแจ้งข้อบกพร่องและ/หรือข้อสังเกตที่พบในการประชุมปิดการตรวจประเมิน  โดยให้โอกาสผู้จัดโปรแกรมซักถาม
หรือช้ีแจงเหตุผลเพิ่มเติมกรณีมีข้อสงสัยหรือมีความเห็นที่แตกต่างจนได้ข้อยุติร่วมกัน  ผู ้ตรวจประเมินและ 
ผู้จัดโปรแกรมลงนามรับทราบ  โดยก�าหนดระยะเวลาให้ส่งหลักฐานแก้ไขข้อบกพร่องและ/หรือข้อสังเกตที่พบให้ 
แล้วเสร็จภายใน 3 เดือน นับจากวันที่ตรวจประเมิน  

4.5  ประสานงานผู้รับผิดชอบส่งหลักฐานแก้ไขข้อบกพร่องหรือข้อสังเกต ภายในเวลาที่ก�าหนด 

5. การรักษาสถานภาพและการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง
5.1  รับตรวจประเมินเฝ้าระวัง  (surveillance)  โดยคณะผู้ตรวจประเมินและผู้ประสานงาน  ตามเวลาที่

ก�าหนด คือ 1 ปีหลังจากการตรวจประเมินจริงครั้งแรก
5.2  พัฒนาและสนับสนุนผลักดันหน่วยงานภายใน สคอ. เพื่อขยายขอบข่ายขอรับรองเพิ่มขึ้น

ผล
จากการด�าเนินการตามแผนเพื่อให้บรรลุเป้าหมายที่ได้วางไว้ต่อเน่ือง  ในช่วง พ.ศ.  2554  ถึง  2556  มีผล 

การด�าเนินการแยกเป็นรายปี ดังนี้
1.  ผลการด�าเนินการ ในช่วงตุลาคม 2553 ถึงกันยายน 2554: 
  1.1  จากการส�ารวจความพร้อม  ประกอบด้วย  บุคลากรที่มีความรู้ความสามารถและมีความมุ่งมั่น 

ความพร้อมของเครื่องมืออุปกรณ์ในการเตรียมตัวอย่าง  ห้องปฏิบัติการที่มีความสามารถในการทดสอบความเป็น 

เน้ือเดียวกัน  ความคงตัว  และให้ค่าก�าหนด  (assigned  value)  มีหลักฐานการได้รับการรับรองตามมาตรฐาน 

ISO/IEC 17025: 2005 จากส�านักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ จึงก�าหนดเป้าหมายและเลือกแผนทดสอบความช�านาญ
ที่มีความพร้อมจ�านวน  2  แผน  ได้แก่  แผนการวิเคราะห์อะฟลาทอกซินในข้าวโพดและถั่วลิสง  และแผนการวิเคราะห์ 
สารเคมีก�าจัดศัตรูพืชในอาหาร 

  1.2  ส�ารวจจ�านวนบุคลากรที่เกี่ยวข้องกับกิจกรรมทดสอบความช�านาญเป้าหมาย  และส่งเข้ารับ 

การอบรมข้อก�าหนดตามมาตรฐาน  และความรู้สถิติที่ใช้ในการด�าเนินงาน  ซ่ึงจัดโดย  คณะอนุกรรมการสอบเทียบผล
ระหว่างห้องปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จ�านวน 7 คน

  1.3  แต่งตั้งบุคลากรที่เหมาะสมเพื่อท�าหน้าที่ส�าคัญในระบบ  ได้แก่  ผู้จัดการคุณภาพ  (PT-QM) 
ผู้จัดการวิชาการ  (PT-TM)  ผู้ประสานแผนฯ  (scheme  coordinator)  ผู้ควบคุมเอกสาร  (document  control  
officer;  DCO)  รวมทั้งแต่งตั้งผู ้ปฏิบัติหน้าที่แทนหรือผู้ช่วยในทุกต�าแหน่ง  ตาม  ISO/IEC  17043:  2010  
ข้อ 5.1.5 
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การพฒันาระบบคุณภาพการทดสอบความช�านาญ กนกพร อธสิขุ และคณะ

 1.4  แต่งตั้งคณะกรรมการที่ปรึกษาวิชาการ (technical advisory committee) ประกอบด้วยบุคคล
ที่มีความรู้เช่ียวชาญด้านเทคนิคในการเตรียมตัวอย่างและสถิติที่ใช้  มีหน้าที่ในการก�าหนดรูปแบบและวางแผนการ
ทดสอบความช�านาญ  ช้ีบ่งและแก้ปัญหาที่อาจเกิดขึ้นจากการเตรียมตัวอย่าง  ให้ความคิดเห็นและเสนอแนะเก่ียวกับ 

ผลของสมาชิก และตอบสนองต่อผลสะท้อนกลับ (feedback) จากสมาชิก ตาม ISO/IEC 17043: 2010 ข้อ 4.4.1.5  
  1.5  จัดท�าเอกสารคุณภาพและอนุมัติใช้ ดังนี้ 
    -  คู่มือคุณภาพ รหัส QM PT 20 Revision No. 00 อนุมัติใช้เมื่อ 4 กรกฎาคม 2554
    -  ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ข้อก�าหนดด้านบริหาร จ�านวน 11 เรื่อง ได้แก่ การรักษาความเป็นกลาง

และป้องกนัผลประโยชน์ทบัซ้อน การควบคมุเอกสาร การทบทวนค�าร้อง ข้อเสนอและข้อสญัญา การจดัการข้อร้องเรียน
และข้ออทุธรณ์ การควบคมุงานทีไ่ม่เป็นไปตามข้อก�าหนด การปฏบัิตกิารแก้ไข การปฏบัิตกิารป้องกัน การจดัการข้อมลู
การทดสอบความช�านาญโดยระบบอเิลก็ทรอนิกส์ การควบคมุบันทกึ การตรวจตดิตามคณุภาพภายใน และการทบทวน
การบริหาร 

    -  ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ข้อก�าหนดด้านวิชาการ จ�านวน 12 เรื่อง ได้แก่ การวางแผน การทดสอบ
ความเป็นเน้ือเดียวกันและความคงตัว  สถิติที่ใช้ในการทดสอบความช�านาญ  การแบ่งบรรจุและการแจกจ่ายตัวอย่าง 
การรายงานผลการทดสอบความช�านาญ และการรักษาความลับสมาชิก 

    -  แบบบันทึกกิจกรรมตามข้อก�าหนดด้านบริหาร ได้แก่ Master list เอกสารคุณภาพในระบบ 
การแจกจ่ายเอกสาร บันทึกทบทวนเอกสารคุณภาพประจ�าปี บันทึกการทบทวนค�าร้อง ข้อเสนอและข้อสัญญา  บันทึก
การจัดการข้อร้องเรียน  บันทึก  Compliant  log  บันทึกการควบคุมงานที่ไม่เป็นไปตามข้อก�าหนด  บันทึก  
Nonconforming work  log  บันทึกการแก้ไขข้อบกพร่อง  บันทึก  Corrective  action  request  log  บันทึก 

การปฏิบัติการป้องกัน  บันทึก  Preventive  action  request  log  บันทึกการส�ารองข้อมูลหรือไฟล์ที่จัดเก็บด้วย
คอมพิวเตอร์  บันทกึแผนการตรวจตดิตามคณุภาพภายใน บันทกึ Audit checklist  และบันทกึข้อบกพร่อง/ข้อสงัเกต
จาก internal audit  

    -  แบบบันทึกกิจกรรมตามข้อก�าหนดด้านวิชาการ  ได้แก่  บันทึกการเตรียมตัวอย่าง  บันทึก 

การทดสอบความเป็นเน้ือเดียวกันและความคงตัว  บันทึกการทวนสอบโปรแกรมส�าเร็จรูปในการทดสอบความเป็น 

เน้ือเดียวกัน  แบบใบสมัครเข้าร่วมทดสอบความช�านาญ  แบบตอบรับตัวอย่าง  บันทึกข้อมูลผลวิเคราะห์ของสมาชิก 

แบบเสนอความคิดเห็นของคณะกรรมการที่ปรึกษาวิชาการ และแบบรายงานผลการทดสอบความช�านาญ
  1.6  สัมมนาสมาชิก  จ�านวน  100  คน  ในวันที่  26  กรกฎาคม  2554  โดยมีวิทยากรบรรยายความรู ้ 

เรือ่ง การประกนัคณุภาพผลการทดสอบของห้องปฏบัิตกิาร และการรบัฟังความคดิเหน็และผลสะท้อนกลบัจากสมาชิก 
เพื่อน�าข้อมูลเข้าประชุมทบทวนบริหารต่อไป

  1.7  ได้รับการตรวจติดตามคุณภาพภายใน  ด�าเนินการโดยคณะอนุกรรมการสอบเทียบผลระหว่าง 
ห้องปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  เมื่อวันที่  8  กันยายน  2554  คณะผู้ตรวจติดตาม  พบข้อบกพร่อง 
ด้านบรหิาร 3 ข้อ ด้านวิชาการ พบข้อบกพร่อง 3 ข้อ และข้อสงัเกต 1 ข้อ ด�าเนินการแก้ไขแล้วเสรจ็เมือ่ 10 ตลุาคม 2554

  1.8  ประชุมทบทวนบริหารระบบคุณภาพ  ในวันที่  16  กันยายน  2554  โดยผู้จัดการคุณภาพเป็น 

ผู้รับผิดชอบการจัดการประชุม ผู้บริหารสูงสุดของระบบคุณภาพเป็นประธานการประชุม มีวาระการประชุมครอบคลุม 
การพิจารณาความเหมาะสมของนโยบายและขั้นตอนการปฏิบัติงาน  การทบทวนรายงานจากการบริหาร  ผลของ 
การตรวจติดตามคุณภาพภายในที่ผ่านมา  การปฏิบัติการแก้ไขและป้องกัน  ผลการตรวจประเมินจากหน่วยรับรอง 
(เนื่องจากยังไม่ได้รับการตรวจประเมิน จึงไม่มีการพิจารณาวาระนี้) การเปลี่ยนแปลงปริมาณงาน ผลสะท้อนกลับจาก
สมาชิก ข้อร้องเรียน หรืออุทธรณ์ ข้อเสนอแนะในการปรับปรุง และปัจจัยที่เกี่ยวข้องอื่นๆ
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2.  ผลการด�าเนินการ ในช่วงตุลาคม 2554 ถึงกันยายน 2555: 
  2.1  วางแผนการขอรบัรองความสามารถผูจ้ดัโปรแกรมทดสอบความช�านาญ จากกรมวิทยาศาสตร์บริการ 

โดยก�าหนดตัวช้ีวัด  คือ  จ�านวนแผนที่ได้รับการรับรองอย่างน้อย  1  แผน ภายในเดือนกันยายน  2555  ก�าหนดผู้รับ 

ผิดชอบและผู้ก�ากับติดตาม ด�าเนินการตามแผนที่วางไว้และแก้ปัญหาที่อาจเกิดขึ้น โดยมีกิจกรรมส�าคัญ ดังนี้
    2.1.1  ประชุมวางแผนโดยคณะกรรมการที่ปรึกษาวิชาการ  ตาม  ISO/IEC  17043:  2010 

ข้อ 4.4.1.3 และจัดท�าเอกสารรายละเอียดแผนจากมติที่ประชุม ในวันที่ 11 ตุลาคม 2554    
    2.1.2  ฝึกอบรมบุคลากรที่เกี่ยวข้อง  หลักสูตร  ข้อก�าหนด  ISO/IEC  17043:  2010  และสถิต ิ

ที่ใช้ ตามมาตรฐาน ISO 13528: 2005  ได้แก่ อบรมภายนอก จัดโดยกรมวิทยาศาสตร์บริการ 1  ครั้ง 2 วัน มีผู้เข้า
อบรม จ�านวน 2 คน และอบรมภายใน 1 ครั้ง 2 วัน มีผู้เข้าอบรม จ�านวน 20 คน 

  2.2  ตรวจติดตามคุณภาพภายใน  ข้อก�าหนดด้านวิชาการ  รวมทั้งการเฝ้าดูการเตรียม  แบ่งบรรจุและ
แจกจ่ายตัวอย่าง เมื่อวันที่ 12 เมษายน 2555 พบข้อบกพร่อง 4 ข้อ แก้ไขแล้วเสร็จเมื่อ 24 พฤษภาคม 2555 ข้อก�าหนด
ด้านบริหาร ตรวจติดตามเมื่อวันที่ 30 กรกฎาคม 2555 พบข้อบกพร่อง  2 ข้อ แก้ไขแล้วเสร็จเมื่อ 11 กันยายน 2555

  2.3  ประชุมทบทวนบริหาร เมื่อวันที่ 20 มีนาคม 2555 
  2.4  ยื่นขอรับรอง  มีกระบวนการ  ดังน้ี  ศึกษากฎระเบียบและเงื่อนไขการขอการรับรองผู้จัดโปรแกรม

ทดสอบความช�านาญห้องปฏิบัติการ (LA-R-06)(4)  กรอกเอกสารประกอบค�าขอรับรองฯ (LA-F-202) และยื่นให้
หน่วยรับรอง  พร้อมทั้งจัดส่งเอกสาร  ได้แก่  คู่มือคุณภาพ  ขั้นตอนการด�าเนินงาน  และรายงานฉบับสมบูรณ์ฉบับ 

ล่าสุด ในเดือนมกราคม 2555  โดยหน่วยรับรองได้เข้ามาตรวจประเมินเบื้องต้น (pre-visit) ในวันที่ 20 กุมภาพันธ์ 
2555 โดยพบระบบบริหารและเอกสารที่ยังไม่เป็นไปตามข้อก�าหนดจ�านวน 8 ข้อ  และรายงานผลการตรวจเบื้องต้นว่า 
หน่วยงานมีความพร้อมที่จะได้รับการตรวจประเมิน หากปรับปรุงและแก้ไขข้อบกพร่องแล้วเสร็จภายในเวลา  30  วัน 

ซ่ึงผูจ้ดัการคณุภาพและผูป้ระสานแผนฯ ได้แก้ไขปรบัปรงุตามทีไ่ด้รบัแจ้งและส่งเอกสารหลกัฐานภายในเวลาทีก่�าหนด 
หลังจากนั้น วันที่ 13-14 และ 18 มิถุนายน 2555 หน่วยรับรองได้เข้าตรวจประเมินจริง (on-site) พบข้อบกพร่อง
จ�านวน 7 ข้อ  เป็นด้านบริหาร 1 ข้อ และด้านวิชาการ 6 ข้อ คือ ข้อบกพร่องที่ไม่เป็นไปตามมาตรฐาน    ISO/IEC 
17043:  2010  ข้อ  5.1  องค์กร  ข้อ  4.4  การออกแบบ  ข้อ  4.7  การวิเคราะห์ข้อมูลและการประเมินผล และข้อ  4.8 
รายงาน    และพบข้อสังเกตจ�านวน  5  ข้อ  ผู้จัดการคุณภาพและผู้ประสานแผนฯ  แก้ไขข้อบกพร่องและส่งเอกสาร 
หลกัฐานเมือ่วันที ่7 สงิหาคม 2555  และหน่วยรบัรองพจิารณาให้การรบัรอง ตามใบรบัรองความสามารถผูจ้ดัโปรแกรม
การทดสอบความช�านาญห้องปฏิบัติการ หมายเลขรับรองระบบงานที่ ทดสอบความช�านาญ-0004 วันที่ 18 กันยายน 
2555 จ�านวน 2 แผน  คือ แผนฯ อะฟลาทอกซินในข้าวโพดและถั่วลิสง ด�าเนินการ 1 รอบต่อปี และแผนฯ สารเคมี
ก�าจัดศัตรูพืชในไขมันสัตว์ ด�าเนินการ 1 รอบต่อ 18 เดือน

3.  ผลการด�าเนินการ ในช่วงตุลาคม 2555 ถึงกันยายน 2556:    
  3.1  วางแผนการขอขยายการรับรองความสามารถผู้จัดโปรแกรมทดสอบความช�านาญเพิ่มเติม 

โดยก�าหนดตัวช้ีวัด  คือ  จ�านวนแผนที่ได้รับการรับรองเพิ่มขึ้นอย่างน้อย  5  แผน  ภายในเดือนกันยายน  2556 
จากประสบการณ์การได้รับการรับรองในปี  2555  จึงก�าหนดเป้าหมาย  และเลือกแผนทดสอบความช�านาญที่มีความ
พร้อม ได้แก่ แผนฯ การวิเคราะห์น�้าทางเคมี แผนฯ การวิเคราะห์โลหะในน�้า แผนฯ การวิเคราะห์วัตถุกันเสียในอาหาร 
แผนฯ การวิเคราะห์สสีงัเคราะห์ในอาหาร และแผนฯ การวิเคราะห์กาเฟอีนในเครือ่งดืม่ พร้อมน้ีต้องด�ารงรกัษาสถานภาพ
การได้รับรองการรับรองเดิม โดยมีกิจกรรมส�าคัญ ดังนี้

    3.1.1  ประชุมวางแผนโดยคณะกรรมการที่ปรึกษาวิชาการ  ในวันที่  9  ตุลาคม  2555  และจัดท�า
เอกสารรายละเอียดแผนจากมติที่ประชุม 
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การพฒันาระบบคุณภาพการทดสอบความช�านาญ กนกพร อธสิขุ และคณะ

    3.1.2  ฝึกอบรมบุคลากรที่เกี่ยวข้อง หลักสูตร ข้อก�าหนด ISO/IEC 17043: 2010 และสถิติที่ใช้ 
ตามมาตรฐาน ISO 13528: 2005 โดยอบรมภายใน 2 ครั้ง 4 วัน มีผู้เข้าอบรม จ�านวน 25 คน 

  3.2  ส�ารวจความพงึพอใจผูใ้ช้บรกิาร โดยการส่งแบบส�ารวจความพงึพอใจ จ�านวน 90 ชุด ทางไปรษณย์ี 
ในช่วงเดือนธันวาคม 2555 ได้รับการตอบกลับมา 49 ชุดคิดเป็นร้อยละ 54 น�าผลการส�ารวจเข้าประชุมทบทวนบริหาร

  3.3  ตรวจตดิตามคณุภาพภายในข้อก�าหนดด้านวิชาการ รวมทัง้การเฝ้าดกูารเตรยีมแบ่งบรรจแุละแจก
จ่ายตัวอย่าง จ�านวน 6 แผน ยกเว้น แผนฯ สารเคมีก�าจัดศัตรูพืชในไขมันสัตว์ ซึ่งไม่มีการเตรียมตัวอย่างในปีนี้ คือ 

    -  แผนฯ วัตถุเจือปน (กรดเบนโซอิกและกรมซอร์บิก) ในอาหาร ตรวจวันที่ 28 มกราคม 2556
    -  แผนฯ กาเฟอีนในเครื่องดื่ม ตรวจวันที่ 26 กุมภาพันธ์ 2556   
    -  แผนฯ อะฟลาทอกซินในข้าวโพดและถั่วลิสง ตรวจวันที่ 24 เมษายน 2556
    -  แผนฯ สีสังเคราะห์ในอาหาร ตรวจวันที่ 21 พฤษภาคม 2556 
    -  แผนฯ น�้าเคมี ตรวจวันที่ 6 มิถุนายน 2556
    -  แผนฯ โลหะในน�้า ตรวจวันที่ 26 กรกฎาคม 2556 
    พบข้อบกพร่อง 2 ข้อ แก้ไขแล้วเสร็จภายในเวลาที่ก�าหนด (30 วัน) 
    ส่วนข้อก�าหนดด้านบริหาร  ตรวจติดตามเมื่อวันที่  21  มิถุนายน  2556  พบข้อบกพร่อง  3  ข้อ 

แก้ไขแล้วเสร็จภายในเวลาที่ก�าหนด
  3.4  ประชุมทบทวนบริหาร เมื่อวันที่ 18 มีนาคม 2556  
  3.5  ยืน่ขอรบัรอง กรอกเอกสารประกอบค�าขอรบัรองฯ และจดัส่งเอกสารทีก่�าหนด ในช่วงเดอืนมนีาคม 

2556    ทั้งน้ีเพื่อเฝ้าระวังขอบข่ายที่ได้รับการรับรองแล้วจ�านวน  2  แผน  และเพื่อขยายขอบข่าย  จ�านวน  5 
แผนหน่วยรับรอง ตรวจประเมินวันที่ 2-3 กรกฎาคม 2556 พบข้อบกพร่องด้านบริหาร 4 ข้อ และด้านวิชาการ 5 ข้อ  
คือ ข้อบกพร่องที่ไม่เป็นไปตามมาตรฐาน ISO/IEC 17043: 2010 คือ ข้อ 5.1 องค์กร (2 ข้อ)  ข้อ 5.3 การควบคุม
เอกสาร  ข้อ  5.14  การตรวจติดตามคุณภาพภายใน  ข้อ    4.4  การออกแบบ    ข้อ  4.6  การด�าเนินการ  (2  ข้อ)  และ 
ข้อ  4.8  รายงาน  พบข้อสังเกต  4  ข้อ  ผู้จัดการคุณภาพและผู้ประสานแผนฯ  แก้ไขข้อบกพร่องและส่งเอกสาร 
หลักฐานวันที่ 5 สิงหาคม 2556 และหน่วยรับรองพิจารณาให้การรับรองวันที่ 19 กันยายน 2556 เพิ่มขึ้นอีก 5 แผน 
รวมได้รับรอง  7  แผน  ในการให้บริการ  รวมมีห้องปฏิบัติการสมาชิกทั้งภาครัฐและเอกชน  รวมมากกว่า  100  แห่ง 
โดยจ�านวนสมาชิกของแต่ละแผนฯ แตกต่างกัน (ตารางที่ 1) 

18 กันยายน 2555  1.  การวิเคราะห์สารเคมีก�าจัดศัตรูพืชออร์กาโนคลอรีนในไขมันสัตว์   16  17  -*
  2.  การวิเคราะห์อะฟลาทอกซินในข้าวโพดและถั่วลิสง  41  43  40

19 กันยายน 2556  3.  การวิเคราะห์น�้าทางเคมี (สารทั้งหมด ความกระด้างทั้งหมด คลอไรด์   78  80  83
    ฟลูออไรด์ไนเตรท และซัลเฟต)
  4.  การวิเคราะห์โลหะในน�้า (สารหนู แคดเมียม เหล็ก แมงกานีส ตะกั่ว  44  49  45
    และทองแดง)
  5.  การวิเคราะห์กาเฟอีนในเครื่องดื่ม  19  21  28
  6.  การวิเคราะห์วัตถุเจือปนในเครื่องดื่ม (สีอินทรีย์สังเคราะห์)  25  24  25
  7.  การวิเคราะห์วัตถุเจือปนในอาหารเหลวและกึ่งเหลว (กรดเบนโซอิก   28  33  33
    และกรดซอร์บิก)

* ไม่มีการด�าเนินการในปี 2556

ตารางที่ 1 ชื่อแผนทดสอบความช�านาญ วันที่ได้รับการรับรอง และจ�านวนห้องปฏิบัติการสมาชิก

  วันที่ได้รับรอง  แผนทดสอบความช�านาญ
  จ�านวนสมาชิก (ห้องปฏิบัติการ)

      2554  2555  2556
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วิจารณ์
บทบาทหน้าทีข่องส�านักคณุภาพและความปลอดภยัอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ในฐานะห้องปฏบัิตกิาร 

วิเคราะห์วิจัยเพื่อใช้ข้อมูลในการควบคุมคุณภาพอาหารตามพระราชบัญญัติอาหาร  พ.ศ.  2522  มีบุคลากรที่มีความรู้
ความสามารถ มีการสั่งสมประสบการณ์ในการวิเคราะห์อาหาร ได้รับการยอมรับจากต่างประเทศ เช่น ได้รับมอบหมาย
จากสถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติให้ท�าหน้าที่การวัดแทนหรือที่เรียกว่า Designated Institute ด้านการตรวจวิเคราะห์
สารพิษตกค้างในอาหาร ในปี พ.ศ. 2553 และได้รับแต่งตั้งเป็น ASEAN Food Reference Laboratory (AFRL) 
ด้านโลหะหนักในอาหาร  และได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามมาตรฐาน  ISO/IEC  17025:  2005 
มาตั้งแต่ปี  2550  จนถึงปี  2556  ได้รับการรับรองแล้วถึงจ�านวน  224  รายการ(8)   ซึ่งความสามารถที่ได้มีการน�ามาใช้ 
ในการให้บริการทดสอบความช�านาญฯ อาหารและน�้าทั้งด้านเคมีและด้านจุลชีววิทยา  โดยในปี  พ.ศ.  2556  มีการให้
บริการจ�านวน 10 แผน มีห้องปฏิบัติการที่เป็นสมาชิกจ�านวนมากกว่า 200 แห่งทั้งในประเทศและประเทศเพื่อนบ้าน 

ในภูมิภาคอาเซียน  ห้องปฏิบัติการสมาชิกจะได้ประโยชน์จากการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญอย่างสม�่าเสมอ  คือ  มี 
หลักฐานการควบคุมคุณภาพจากภายนอก (independent evidence) แสดงความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติ
การใช้เป็นประจ�า  และเป็นเครื่องมือ  (tool)  ในการพัฒนาความสามารถห้องปฏิบัติการหากพบว่าผลการประเมิน 

ไม่น่าพอใจ และในบางโปรแกรมที่ค่า assigned value เป็นค่าอ้างอิงรับรอง ยังสามารถใช้เป็นเครื่องมือในการพัฒนา
ความถูกต้อง  (accuracy)  และความสอบกลับได้ของการวัด  (traceability  of measurement)  อีกด้วย  ในด้าน
เศรษฐกิจ  การเข้าร่วมทดสอบความช�านาญกับกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  เอ้ือประโยชน์ในการลดค่าใช้จ่ายจาก  
การเข้าร่วมทดสอบความช�านาญกับต่างประเทศ  ดังจะเห็นได้จากการเข้าร่วมแผนฯ  อะฟลาทอกซินกับโปรแกรม 
FAPAS®  ราคามากกว่า  20,000  บาท  ในขณะที่ค่าใช้จ่ายในการเข้าร่วมทดสอบกับกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ 
ราคา 2,000 บาท สามารถประหยัดได้ถึง 1 ใน 10 โดยได้รับบริการที่เท่าเทียมกันในด้านคุณภาพของการด�าเนินการ
และค�าแนะน�าทางวิชาการ ดังน้ัน  สมาชิกที่มีมากกว่า  200 ห้องปฏิบัติการจึงสามารถประหยัดเงินตราที่เป็นค่าใช้จ่าย 
ในการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญกับต่างประเทศได้อย่างมาก 

มาตรฐาน  ISO/IEC  17043:  2010  เป็นมาตรฐานนานาชาติที่มีข้อก�าหนดทั่วไปเพื่อแสดงความสามารถ 

ของผู้ด�าเนินการทดสอบความช�านาญและส�าหรับการรับรอง เนื่องจากข้อก�าหนดด้านบริหารสอดคล้องกับ ISO/IEC 
17025: 2005 เมื่อ สคอ. ซึ่งเป็นห้องปฏิบัติการที่มีการให้บริการทดสอบที่ใช้ระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025 และ 
ได้รบัการรบัรอง ตัง้แต่ พ.ศ. 2550 มคีวามมุง่หมายในการขอการรบัรองระบบคณุภาพทดสอบความช�านาญ จงึมปัีจจยั
สนับสนุนให้สามารถวางแผนและก�าหนดเป้าหมายการพัฒนาได้  โดย  สคอ.  มี  เอกสารคุณภาพและขั้นตอน 

การปฏิบัติงานของระบบ  ISO/IEC  17025  เมื่อน�ามาศึกษา  พบว่า  ในบางข้อก�าหนดสามารถใช้เอกสารขั้นตอน 

การปฏบัิตงิานร่วมกนัได้ เช่น การพฒันาบุคลากร การจดัซ้ือวัสดแุละบรกิาร ส่วนข้อก�าหนดอ่ืนทีไ่ม่ครอบคลมุการด�าเนิน
การทดสอบความช�านาญ  ต้องจัดท�าเพิ่มเติมให้สอดคล้องกับมาตรฐานและเงื่อนไขของหน่วยรับรอง  เน่ืองจาก  สคอ. 
เป็นหน่วยงานขนาดใหญ่ มีข้าราชการและพนักงานรวมประมาณ 200 คน มีห้องปฏิบัติการถึง 11 ห้อง เพื่อให้บรรลุ
เป้าหมายการบริหารและน�าระบบคุณภาพ ISO/IEC 17043 มาใช้ จึงจ�าเป็นต้องแต่งตั้งผู้จัดการคุณภาพ และทีมงาน
ผู้จัดการวิชาการ  ของกิจกรรมทดสอบความช�านาญขึ้นแยกจากระบบคุณภาพ  ISO/IEC  17025  ผู้จัดการคุณภาพมี 
หน้าที่ในการผลักดันให้มีการใช้ระบบคุณภาพและติดตามเฝ้าระวัง  ตรวจสอบตลอดเวลาและรับผิดชอบในการจัดท�า 
ทบทวน แก้ไข เอกสารคณุภาพ ด�าเนินการตรวจตดิตามคณุภาพภายในอย่างมปีระสทิธภิาพ จดัให้มกีารประชุมทบทวน
บรหิาร และประสานงานกบัหน่วยรบัรอง รวมทัง้การแก้ไขข้อบกพร่องทีไ่ด้รบั ในส่วนการให้บรกิารผูจ้ดัการคณุภาพรบั
ผิดชอบในการรับข้อร้องเรียนเพื่อปรับปรุงบริการ    ด�าเนินการส�ารวจความพึงพอใจหรือประชุมร่วมกับสมาชิก  
นอกจากน้ัน  ยังเป็นผู้ทบทวนและอนุมัติรายงานการประเมินผลสมาชิก  ผู้จัดการคุณภาพและทีมงานวิชาการจึงจ�าเป็น
ต้องเป็นผู้มีความรู้ในข้อก�าหนดสามารถตีความข้อก�าหนดมาสู่การปฏิบัติและประยุกต์ใช้ให้เหมาะสมกับหน่วยงาน 

และมีความรู้และประสบการณ์ด้านเทคนิคการวิเคราะห์และสถิติ  
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การพฒันาระบบคุณภาพการทดสอบความช�านาญ กนกพร อธสิขุ และคณะ

นอกเหนือจากการด�าเนินงานด้านบริหารจัดการตามข้อก�าหนดแล้ว  ข้อก�าหนดด้านวิชาการ ข้อ 4.1 ได้ให้
ความส�าคัญกับความสามารถ  (competence)  ของ  PTP  และมี Note  ว่า  ISO/IEC  17025  สามารถใช้แสดงถึง  
ความสามารถของห้องปฏิบัติการที่ท�าหน้าที่ทดสอบ PT  items  ได้  เน่ืองจากหน่วยงานมีนโยบายไม่จ้างเหมาช่วงแก่ 
Sub-contractor ในกจิกรรมใดๆ ซ่ึงใน ISO/IEC 17043: 2010 ข้อ 5.5.1 ก�าหนดว่าต้องไม่จ้างเหมาช่วง 3 กิจกรรม 
คือ  การวางแผน  การประเมินผล  และการอนุมัติรายงาน  จึงด�าเนินการทุกกิจกรรม  ในการก�าหนดเป้าหมายการ 
ขอรับรองในแต่ละปี  จึงเลือก  scheme ที่รายการทดสอบที่ใช้ในการประเมินความเป็นเนื้อเดียวกันและความคงตัวได้
รับการรับรอง ISO/IEC 17025 แล้ว 

ข้อก�าหนดด้านวิชาการ ข้อ 4.4 การออกแบบ PT scheme ระบุถึงการจัดท�าเอกสารการวางแผนด�าเนินงาน 
PT scheme (ข้อ 4.4.1) โดยใช้หลักฐานรายงานการประชุมคณะกรรมการที่ปรึกษาวิชาการ ซึ่งระบุรายละเอียดหัวข้อ
การประชุมครบถ้วนตามที่ก�าหนดไว้ภายใต้ข้อ 4.4.1.3 a) ถึง u) ในส่วนข้อก�าหนดที่ระบุถึงการเตรียม PT items ใน
แต่ละ PT scheme ได้จัดท�าเอกสารขั้นตอนการเตรียม การทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันและความคงตัว และวิธีทาง
สถิติที่เหมาะสมมาประเมิน โดยใช้วิธีและเกณฑ์ที่ก�าหนดใน ISO 13528: 2005 หรือ IUPAC 2006(11) ความเป็นเนื้อ
เดยีวกนัจะถูกทดสอบและประเมนิผลหลงัจากแบ่งบรรจแุละก่อนส่งให้สมาชิกทกุโปรแกรม ซ่ึงผลต้องผ่านเกณฑ์ยอมรบั
จึงจะจัดส่งให้สมาชิก  และความคงตัวจะถูกทดสอบในสภาวะต่างๆ  ตามความเหมาะสม  เช่น  ทดสอบสภาวะส่ง 
โดยทดสอบหลังน�ามาตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิภายนอกห้องปฏิบัติการ 3 วัน หรือทดสอบตัวอย่าง หลังจากเก็บในอุณหภูมิ
ต�่ากว่า  -15  �C  จนถึงสัปดาห์สุดท้ายของเวลาที่ก�าหนด  เป็นต้น  ดังน้ันจึงยืนยันความมั่นใจกับสมาชิกว่า  PT  items 
ที่ได้รับมีคุณสมบัติเหมาะสมมีความเป็นเนื้อเดียวกันและคงตัวเพียงพอในช่วงเวลาที่ก�าหนดให้สมาชิกส่งผล หากมีผล
ของการประเมินไม่เป็นไปตามเกณฑ์ที่ก�าหนด  ก็จะมีขั้นตอนการปฏิบัติโดยต้องให้ข้อมูลแก่สมาชิกในรายงานฉบับ
สมบูรณ์ และต้องน�าความไม่คงตัวมาประมาณค่า Measurement uncertainty ของค่า assigned value 

ค่า  assigned  value  เป็นค่าที่ถูกน�ามาใช้ในการเปรียบเทียบกับผลของสมาชิก  เพื่อประเมินสมาชิกน้ัน 

ในโปรแกรมที่ได้รับการรับรอง ส่วนใหญ่ใช้ค่า Robust average โดยใช้สถิติ Algorithm A ตาม ISO 13528: 2005 
ซึ่งมีความเหมาะสมเนื่องจากจ�านวนสมาชิกค่อนข้างมาก คือ มากกว่า 30 แห่ง ยกเว้นโปรแกรมทดสอบความช�านาญ
การตรวจวิเคราะห์สารเคมีก�าจัดศัตรูพืชออร์กาโนคลอรีนในไขมัน(12) ใช้ค่าอ้างอิงรับรอง  (Certified  reference 
value)  จากการวิเคราะห์โดยวิธี  Isotope Dilution Mass  Spectrometry  (IDMS)  ซ่ึงเป็นวิธีวิเคราะห์ขั้นสูง 
ทางมาตรวิทยา    ค่า  assigned  value  ถือเป็นค่าจริง  (true  value)  มีค่าความไม่แน่นอนน้อยซึ่งหมายถึงมีสายโซ่ 
ของการสอบกลับได้ที่สั้นเข้าใกล้ SI Unit  และในโปรแกรมนี้ยังร้องขอให้สมาชิกรายงานค่าความไม่แน่นอนของค่าที่
รายงานมาด้วย  เพื่อเปรียบเทียบกับค่าอ้างอิงโดยใช้  En-score  ซ่ึงสามารถช้ีบ่งความสมเหตุสมผลของแหล่ง 
ความไม่แน่นอนที่สมาชิกน�ามาประเมินได้

การเฝ้าระวัง  (monitor)  ระบบคุณภาพที่ใช้  โดยการตรวจติดตามภายในอย่างมีประสิทธิภาพ ด�าเนินการ
โดยบุคลากรทีเ่ป็นอสิระจากกจิกรรมน้ันๆ และได้รบัการฝึกอบรม ในข้อก�าหนดข้อ 5.14.1 ก�าหนดว่าต้องตรวจตดิตาม
ครอบคลมุทกุข้อก�าหนด รวมทัง้การเตรยีม การจดัเกบ็และการแจกจ่ายตวัอย่าง PT items รวมทัง้กระบวนการรายงาน 
ดังน้ันการวางแผนตรวจติดตามจึงต้องสอดคล้องกับช่วงเวลาการเตรียมตัวอย่างของแต่ละแผน  จากการตรวจติดตาม
ภายในช่วงปี  2554  ถึง  2556  ผลพบข้อบกพร่องด้านบริหารรวม  9  ข้อ  และด้านวิชาการรวม  9  ข้อ  สิ่งที่พบคือ  
ความไม่เป็นปัจจบัุนของค�าสัง่ต่างๆ โครงสร้างองค์กร ขัน้ตอนการปฏบัิตงิาน หรอื Standard Operation Procedure 
(SOP) ไม่ครบถ้วนไม่เป็นปัจจุบัน จึงหาสาเหตุที่แท้จริงและป้องกันการเกิดซ�้า โดยก�าหนดแผนการทบทวนปรับปรุง
ค�าสั่งต่างๆ  ในเดือนตุลาคม  เพื่อให้สอดคล้องกับวาระการปรับเปลี่ยนบุคลากรของราชการ  และก�าหนดแผนทบทวน
เอกสารคู่มือ/ขั้นตอนในเดือนกรกฎาคมของทุกปี  การตรวจติดตามคุณภาพภายในก�าหนดให้ด�าเนินการอย่างน้อย 

1 ครั้งต่อปี แต่หากมีปัญหาหรือข้อร้องเรียน จ�าเป็นต้องมีการตรวจติดตามเพิ่มเติม
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Development of Proficiency Testing Quality System   Kanokporn Atisook et al.

การรบัรองความสามารถ (accredit) การทดสอบความช�านาญ ด�าเนินการโดยหน่วยรบัรอง (accreditation 
body)  ในประเทศไทยหน่วยรับรองผู้จัดโปรแกรมทดสอบความช�านาญคือ  กรมวิทยาศาสตร์บริการ  ซ่ึงได้ลงนาม 

ข้อตกลงว่าด้วยการยอมรับร่วม (Mutual Recognition Arrangement, MRA) กับ Asia Pacific Laboratory 
Accreditation Cooperation,  (APLAC)  และ  International  Laboratory Accreditation Cooperation  
(ILAC) เมื่อ พ.ศ. 2549(12)  มีข้อก�าหนดเพิ่มเติมจากมาตรฐาน ISO/IEC 17043 คือ ก�าหนดให้มีการตรวจติดตาม
คุณภาพภายในทุกกิจกรรมให้ครบถ้วนภายใน 1 ปี มีการทบทวนระบบบริหารงานคุณภาพอย่างน้อยปีละ 1 ครั้ง และ
มีการเก็บรักษาบันทึกระบบคุณภาพไม่น้อยกว่า    3  ปี    6  เดือน(7)  ในการรับรองคณะผู้ตรวจประเมิน  ประกอบด้วย 

ผู้ตรวจประเมินระบบ และผู้ตรวจประเมินวิชาการที่มีความรู้ด้านสถิติ ตรวจประเมินห้องปฏิบัติการ ในปี พ.ศ. 2555 
และ  2556  โดยได้พบข้อบกพร่อง  และข้อสังเกต  ท�าให้มีโอกาสในการปรับปรุงระบบการด�าเนินการที่ส�าคัญ  คือ 

สถติใิช้ในการทดสอบความเป็นเน้ือเดยีวกนัและความคงตวัของตวัอย่าง PT items ท�าให้บุคลากรได้น�ามาตรฐาน ISO 
13528:  2005  และ  IUPAC  2006  มาศึกษาและปรับใช้ให้เหมาะสมกับสภาพตัวอย่างอาหารที่มีสารปนเปื้อน 

ปริมาณน้อย  เช่น  อะฟลาทอกซินในข้าวโพดและถ่ัวลิสงที่ใช้ตัวอย่างที่ปนเปื้อนตามธรรมชาติน�ามาผสมกับตัวอย่างที่
ไม่มกีารปนเป้ือนให้ได้ปรมิาณระดบัทีต้่องการ และได้จดัท�าเอกสาร SOP สถติทิีใ่ช้ในการทดสอบความช�านาญ ระบวิุธี
การทางสถติอิย่างละเอยีดพร้อมตวัอย่างการค�านวณในทกุขัน้ตอน ได้แก่ การทดสอบความเป็นเน้ือเดยีวกัน โดยทดสอบ
ความแตกต่างภายในตัวอย่าง  (within  sample  variation)  ทดสอบความแตกต่างระหว่างตัวอย่าง  (between 
sample variation) การทดสอบความคงตวั การหาค่าก�าหนด การค�านวณค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดสอบความ
ช�านาญ (σPT) และการค�านวณ performance statistics และได้จัดการฝึกอบรมภายในให้ผู้ประสานแผนฯ ได้เข้าใจ
และสามารถปฏิบัติได้อย่างถูกต้อง

ปัจจัยที่เอื้อต่อการพัฒนาระบบคุณภาพการทดสอบความช�านาญจนประสบผลส�าเร็จ  คือ  วิสัยทัศน์ของ 
ผู้บริหารและนักวิชาการระดับสูงของกรมฯ  ในการน�าระบบคุณภาพมาใช้ตั้งแต่ก่อน  พ.ศ.  2540  พร้อมทั้งส่งเสริม
สนับสนุนการพัฒนาบุคลากร ในส่วนของส�านักฯ บุคลากรที่เกี่ยวข้องทุกระดับ มีส่วนส�าคัญต่อความส�าเร็จ โดยเฉพาะ
ผู้อ�านวยการ ทั้งในอดีตและปัจจุบัน ซึ่งเป็นผู้บริหารสูงสุดของระบบ ทุกคนล้วนได้ให้ความส�าคัญ ตระหนักถึงบทบาท
หน้าที่ของตนในระบบคุณภาพ มีการวางเป้าหมายอย่างชัดเจน  และมุ่งมั่นในการด�าเนินการสู่เป้าหมายที่ตั้งไว้  การใช้
กระบวนการสือ่สารอย่างเหมาะสมภายในทมีงาน การพดูคยุปรกึษาหารอือย่างไม่เป็นทางการ และการประชมุตามวาระ
ทีก่�าหนด ความสามคัคร่ีวมแรงร่วมใจ เป็นส่วนส�าคัญอีกส่วนหน่ึงทีท่�าให้เกิดการพฒันาปรบัปรงุอย่างต่อเน่ืองและยัง่ยนื 
ในปีงบประมาณ  2557  จึงวางเป้าหมายขยายขอบข่ายการให้บริการการทดสอบความช�านาญการวิเคราะห์อาหาร 
ทางจุลชีววิทยาและขอรับรองเพิ่มขึ้น  อย่างไรก็ตามพบว่ายังมีปัญหาและอุปสรรคบ้าง  ได้แก่  ภาระและปริมาณงาน 

ที่เพิ่มขึ้นจากแผนงานที่วางไว้  ในกรณีการเกิดเหตุภัยพิบัติธรรมชาติ  น�้าท่วม  การเกิดปัญหาสารพิษสารปนเปื้อน 

ในอาหารฉับพลนัซ่ึงมผีลกระทบต่อผูบ้รโิภคในประเทศ ซ่ึง สคอ.ต้องมส่ีวนในการแก้ไขและบรรเทาปัญหาอย่างเร่งด่วน 
นอกจากนั้นงบประมาณของหน่วยงานที่มีจ�ากัดเป็นอุปสรรคส�าคัญในการพัฒนาระบบสารสนเทศที่ทันสมัย  

สรุป
ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร  ได้ด�าเนินการพัฒนาระบบคุณภาพการทดสอบความช�านาญการ

ตรวจวิเคราะห์อาหารเพื่อให้สอดคล้องกับมาตรฐานสากล  ISO/IEC  17034:  2010  ในช่วง พ.ศ.  2554  ถึง  2556 
โดยการวางแผน ก�าหนดเป้าหมาย ด�าเนินการใช้ระบบคุณภาพ ตรวจติดตามคุณภาพภายใน ขอรับรองความสามารถ 

ผู้จัดโปรแกรมกับกรมวิทยาศาสตร์บริการ  และได้รับการรับรองใน  พ.ศ.  2555  จ�านวน  2  แผน  และมีการพัฒนา 
อย่างต่อเนื่องจนได้รับการรับรองใน พ.ศ. 2556 เพิ่มขึ้นจ�านวน 5 แผน รวม 7 แผน ท�าให้มีหลักประกันได้ว่าสมาชิก 
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การพฒันาระบบคุณภาพการทดสอบความช�านาญ กนกพร อธสิขุ และคณะ

จะได้รับบริการที่มีคุณภาพจากผู้จัดที่มีความรู้และประสบการณ์ในการวิเคราะห์อาหารและน�้า  ได้รับตัวอย่างที่มีความ
เป็นเน้ือเดียวกันและความคงตัวที่ยอมรับได้  มีการรักษาความลับสมาชิก  ได้รับรายงานที่ประเมินผลโดยวิธีทางสถิติ 
ที่เหมาะสมและมีค�าแนะน�าทางวิชาการที่ดี  ซ่ึงเป็นการเสริมสร้างคุณภาพของห้องปฏิบัติการด้านอาหารและแสดงถึง 
การพึ่งพาตนเองได้อย่างยั่งยืน
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Development of Proficiency Testing Quality System   Kanokporn Atisook et al.

 Development of Proficiency Testing
Quality System on Food and Water Analysis

(2011-2013)

Kanokporn Atisook Jitpaka Suntudrob and Wischada Jongmevasana
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of  Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 
11000, Thailand.

ABSTRACT  Proficiency  testing  (PT)  on  food  and water  analysis  is  a major  component  in  quality 
assurance  of  food  testing  laboratories.  It  provides  external  independent  evidence  of  the  validity  and 
comparability of measurement result based on the interlaboratory comparison approach. It can ensure 
that laboratory’s customer can use the analysis results for control, improvement, importing or export-
ing their food products. There is not many domestic proficiency testing providers in Thailand at present 
and their services are in limited test. Testing laboratories are necessary to participate in PT programs 
from foreign countries and their costs are high. Bureau of Quality and Safety of Food, Department of 
Medical Sciences has developed and managed its quality system to comply with ISO/IEC 17043: 2010  
requirements  and  has  been  accredited  by Department  of  Sciences  Services  since  September  2012.  
The  process  of  quality  system  development  concludes  planning  and  setup  target  achievement,  
preparing and request for accreditation, maintaining accreditation status and continuous improvement. 
ISO/IEC 17043 accreditation can show that accredited PT provider is competence to operate PT schemes 
on a consistent basis. The advantages of PT provider accreditation also include confidentiality of laboratory  
participants to get accurate and qualified services and reduction of cost compare to foreign PT. Result of PT  
participation from accredited PT provider therefore can be objective evidence of competent laboratory for 
ISO/IEC 17025: 2005 accreditation. The achievement of quality system development from 2011 to 2013 
can be used as guidance for other PT providers. 

Key words: Proficiency testing, Food and water analysis, ISO/IEC 17043: 2010, accreditation 
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การพัฒนาและทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์

ไนโตรฟูแรนส์ เมตาโบไลท์ในอาหาร
โดย LC-MS/MS

ทองสุข ปายะนันทน์ และลัดดา แก้วกล้าปัญญาเจริญ 
ส�ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000

Accepted for publication, 10 February 2015

บทคัดย่อ  ได้พัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ไนโตรฟูแรนส์ เมตาโบไลท์ ในอาหาร จ�านวน 4 ชนิด ซึ่งเป็น 

อนุพันธ์ของยาฆ่าเชื้อแบคทีเรียที่มีการใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อในสัตว์ คือ furazolidone, furaltadone, nitrofurantoin 

และ  nitrofurazone  โดยสารกลุ่มน้ีจะถูกย่อยสลายอย่างรวดเร็ว  และตกค้างในเน้ือสัตว์ในรูปอนุพันธ์  (metabolites) 
ได้แก่    3-amino-2-oxazolidinone  (AOZ),  3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolodinone  (AMOZ), 
1-aminohydantoin (AHD) และ semicarbazide (SEM) ซ่ึงกลุม่สหภาพยุโรป (EU) ประกาศห้ามใช้สารกลุม่น้ี เน่ืองจาก 

แนวโน้มเป็นสารก่อมะเร็ง การตรวจวเิคราะห์ปริมาณสารตกค้างได้ถูกพฒันาโดยวธีิ LC-MS/MS โดยการย่อยตัวอย่างด้วยกรด  
hydrochloric เจือจาง เพือ่ให้สารตกค้างหลดุออกจากส่วนทีจั่บอยู่กับโปรตีนในตัวอย่าง พร้อมทัง้ท�าปฏิกิริยา derivatization  แล้ว
ท�าการสกัดด้วย ethyl acetate หลงัจากน้ันดึงไขมนัออกด้วย hexane ตรวจวเิคราะห์ชนิดและปริมาณด้วยเคร่ือง LC-MS/MS วธีิ
ดังกล่าวมขีดีจ�ากัดของการตรวจพบ  (limit of detection, LOD) ของ AOZ และ AMOZ เท่ากับ 0.1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม AHD 
และ SEM เท่ากับ 0.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่าขดีจ�ากัดของการวดัเชงิปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) ของ AOZ และ 
AMOZ เท่ากับ 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม AHD และ SEM เท่ากับ 1.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ช่วงการวเิคราะห์ทีใ่ห้ความสมัพนัธ์ 
เป็นเส้นตรง  (linear  working  range)  เท่ากับ  0.3-5.0  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  โดยมีค่า  correlation  coefficient 
ในช่วง 0.9978-0.9999 โดยมีความแม่น (accuracy) แสดงด้วยค่าเฉลี่ย % recovery อยู่ในช่วง 65-120% และความเที่ยง 
(precision)  แสดงด้วย  %RSD  อยู่ในช่วง  0.1-15.2  จากการพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีพบว่าเป็นไปตามหลักเกณฑ์ 
และเง่ือนไขที่ส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยาก�าหนด และเกณฑ์การควบคุมคุณภาพผลการวิเคราะห์ที่  European 

Communities  ก�าหนด    ได้ด�าเนินการส�ารวจปริมาณการตกค้างของสารไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์  ในเน้ือสัตว์  เคร่ืองใน 

สัตว์น�้า น�้าผึ้ง นมผง ไข่ผง และแป้ง ในช่วงปี พ.ศ. 2554-2556 รวมทั้งสิ้น 579 ตัวอย่าง ตรวจพบ 13 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 
2.2 ตรวจพบ AOZ และ SEM ในสัตว์น�้า 8 ตัวอย่าง ปริมาณที่ตรวจพบ น้อยกว่า 1.0 - 2.4 และ  2.2 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
ตามล�าดับ และพบ SEM ในนมผง ไข่ผง และแป้ง 5 ตัวอย่าง ปริมาณที่ตรวจพบ น้อยกว่า 1.0 - 3.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม
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Determination of nitrofuran metabolites in food Thongsuk  Payanan  and Ladda  Kaewklapanyacharoen

บทนำา
สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  ประกอบด้วย  ฟูราโซลิโดน  (furazolidone)  ฟูรัลทาโดน  (furaltadone) 

ไนโตรฟรูาโซน  (nitrofurazone) และไนโตรฟรูานโทอิน  (nitrofurantoin)  ซ่ึงเป็นยาเชือ้แบคทเีรีย  (Antibacterial 
agent) ทีส่งัเคราะห์ขึน้นิยมใช้กนัอย่างกว้างขวางในการรกัษาโรคตดิเช้ือภายในล�าไส้ โรคตดิเช้ือในระบบทางเดนิปัสสาวะ
และโรคผิวหนังติดเช้ือในสัตว์  เช่น  วัว  ควาย  สุกร  เป็ด  ไก่  ปลา  และกุ้ง(1)  ตลอดจนใช้เป็นยาฆ่าเช้ือแบคทีเรีย 

ในการเลี้ยงผึ้ง  สูตรโครงสร้างของสารกลุ่มน้ีประกอบไปด้วยวงแหวนฟูแรนส์เกาะด้วยไนโตรกรุ๊ป  เรียกว่า  5-nitro-
furaldehyde  มีลักษณะเป็นผงสีเหลือง  ไม่มีกลิ่น  ไม่มีรส  ละลายน�้าได้เล็กน้อย  และจะถูกย่อยสลายอย่างรวดเร็ว 
ในสัตว์  กลายเป็น metabolites  ซ่ึงจะจับตัวตามเน้ือเยื่อต่างๆ  เรียกว่า  tissue-bound metabolites  หรือ  
protein-bound metabolites  ซ่ึงจะมีความคงตัวกว่า  parent  drugs  และจะตกค้างในเน้ือเยื่อของสัตว์  ซ่ึง 
metabolites ของฟูราโซลิโดน ฟูรัลทาโดน ไนโตรฟูรานโทอิน และไนโตรฟูราโซน คือ 3-amino-2-oxazolididone 
(AOZ), 3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone (AMOZ), 1-aminohydantoin (AHD) และ 
semicarbazide  (SEM)  ตามล�าดับ  ซ่ึงสารกลุ่มน้ีมีแนวโน้มเป็นสารก่อมะเร็ง  (carcinogenic)  และท�าให้เกิด 

การกลายพันธุ์ในสัตว์ (genotoxic) ถ้าได้รับการบริโภคในระยะเวลานาน เป็นผลท�าให้ในหลายประเทศ เช่น อเมริกา 
ออสเตรีย แคนาดา ญี่ปุ่น สิงคโปร์ และประเทศในกลุ่มสหภาพยุโรป (EU) ประกาศห้ามใช้สารกลุ่มนี้กับสัตว์ที่ใช้เป็น
อาหาร(2)   ประเทศไทยได้มกีารประกาศห้ามใช้สารกลุม่น้ีผสมในอาหารเพือ่การเลีย้งสตัว์เช่นกนั ปี พ.ศ. 2541 กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์ได้ออกประกาศห้ามใช้สารเคมีภัณฑ์ชนิดฟูราโซลิโดนและไนโตรฟูราโซนผสมในอาหารและห้าม 

น�าเข้าอาหารสัตว์ที่มีส่วนผสมของสารนี้ ต่อมาในปี พ.ศ. 2542 ประกาศดังกล่าวได้รับการปรับให้ครอบคลุมสารกลุ่ม 

ไนโตรฟูแรนส์ทั้งหมด(3)  ปี พ.ศ. 2536 กระทรวงสาธารณสุขได้ออกประกาศฉบับที่ 151 เรื่อง ก�าหนดวัตถุที่ห้ามใช้ 
ในอาหาร โดยก�าหนดให้อาหารทกุชนิดต้องตรวจไม่พบการปนเป้ือนของสารกลุม่ไนโตรฟแูรนส์(4) พร้อมกนัน้ีส�านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา ได้ออกประกาศ เรื่อง หลักเกณฑ์ เงื่อนไข และวิธีการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนสารเคมี
บางชนิดในอาหาร ก�าหนดว่าจะต้องใช้วิธตีรวจ และห้องปฏบัิตกิารทีม่คีวามสามารถในการตรวจพบปรมิาณสารปนเป้ือน
สาร AOZ และ AMOZ ได้อย่างน้อยต�่ากว่า 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม AHD และ SEM ได้อย่างน้อยต�่ากว่า 1.0 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม(5) 

ในช่วงปี พ.ศ. 2545-2546 สหภาพยุโรปได้แจ้งผ่านระบบการเตือนภัยส�าหรับอาหารและผลิตภัณฑ์อาหาร 
(Rapid Alert  System  for  Food  and Food  Product,  RASFF)  ว่าตรวจพบยาปฏิชีวนะกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  
เมตาโบไลท์ ตกค้างในกุ้งกุลาด�าแช่แข็งและเนื้อไก่แช่แข็งจากประเทศไทย จีน  ไต้หวัน อินเดีย  เวียดนาม  เอกวาดอร์ 
และบราซิล และในปี พ.ศ. 2547 ถงึ 2550 ยงัคงตรวจพบการตกค้างของสารกลุม่ไนโตรฟแูรนส์ เมตาโบไลท์ โดยเฉพาะ 
AOZ และ SEM ในอาหารประเภท กุ้ง น�้าผึ้ง  ไข่ไก่ แป้ง  เนื้อสัตว์บรรจุกระป๋อง และอาหารส�าหรับทารก จากกลุ่ม
ประเทศแถบเอเชีย เช่น ไทย มาเลเซีย อินโดนีเซีย เวียดนาม จีน อินเดีย บังคลาเทศ ดังนั้นทางกลุ่มสหภาพยุโรปจึงได้
ออกมาตรการควบคุมสินค้าจากประเทศดังกล่าวอย่างเข้มงวดตาม  Commission Decision  2002  และ Council 
Directive  96/23/EC(6),  (7),  (8),  (9)  โดยให้มีการตรวจสอบสารตกค้างในสินค้าดังกล่าวทุก  shipment  จากปัญหา 
ดังกล่าวสะท้อนให้เห็นว่าคุณภาพของอาหารที่ประชาชนบริโภคภายในประเทศอาจมีการตกค้างของสารกลุ่มน้ี 

อยู่เช่นกัน 
การวิเคราะห์สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ตกค้างในอาหาร โดยทั่วไปจะตรวจวัดในรูปของสารอนุพันธ์ที่จับอยู่กับ

เนื้อเยื่อต่าง ๆ  ดังนั้นจึงต้องท�าการแยกสารเหล่านี้ออก โดยการย่อยสลายพันธะด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl)  ได้สาร 
metabolites  ซ่ึงมีขนาดโมเลกุลเล็กมากยากต่อการตรวจสอบ ดังน้ันจึงต้องท�าให้สารเหล่าน้ีอยู่ในรูปสารอนุพันธ์ที่มี
ขนาดของโมเลกุลใหญ่ขึ้นโดยผ่านขบวนการ derivatization โดยสารที่นิยมใช้เป็นตัวท�าให้เกิดอนุพันธ์คือ 2-NBA 
(2-nitrobenzaldehyde)  แล้วท�าให้สารบริสุทธิ์  (clean  up)  ซ่ึงมีเทคนิคหลายรูปแบบแล้วแต่ความซับซ้อน 
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ของ matrix นั้นๆ  เช่น การใช้ SPE cartridge,  liquid-liquid partition  เป็นต้น ท�าให้เสียเวลาในการเตรียม
ตัวอย่าง  และค่าใช้จ่ายสูง  แล้วท�าการตรวจวัดชนิดและปริมาณโดยเครื่อง  UV  photodiode  array,  ELISA, 
LC-MS หรือ LC-MS/MS(10), (11), (12), (13) ส�าหรับงานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีการเตรียมตัวอย่างจาก McCracken RJ 
และ Kennedy DG(1) โดยท�าการสกดัด้วยวิธ ีtotal residue และปรบัปรมิาณสารเคมทีีใ่ช้ในขัน้ตอน derivatization 
ให้เหมาะสม เพียงพอกับสารเป้าหมายที่ต้องการเปลี่ยนเป็นสารอนุพันธ์ (derivative) เท่านั้น และท�าให้สารบริสุทธิ์
ด้วย  hexane  ซึ่งวิธีดังกล่าวนี้สามารถวิเคราะห์ชนิดตัวอย่างได้หลากหลาย  เช่น  เนื้อสัตว์  เครื่องในสัตว์  แป้ง  นมผง 
ไข่ผง น�้าผึ้ง   เตรียมตัวอย่างได้รวดเร็ว ใช้ปริมาณสารเคมีน้อย ประหยัดค่าใช้จ่าย ตรวจวัดด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
ซึ่งเป็นเครื่องมือที่มีความไวและความจ�าเพาะสูง สามารถตรวจสอบสารที่มีปริมาณน้อยได้อย่างแม่นย�า 

ได้ท�าการทดสอบความถูกต้องของวิธี  (method  validation)  โดยใช้เน้ือกุ้ง  เน้ือไก่  น�้าผ้ึง  นมผง  และ 
ไข่ผง  เป็นตัวแทน  (representative matrix)  ท�าการวิเคราะห์ method  blank, matrix  blank,  limit  of  
detection,  limit  of  quantitation,  linearity  and  working  range,  accuracy  และ  precision  ตาม  
EURACHEM Guide 1998(14)  และได้เข้าร่วมการเปรยีบเทยีบผลการวิเคราะห์ระหว่างห้องปฏบัิตกิารในการทดสอบ
ความช�านาญ  (Proficiency  testing)  กับหน่วยงานที่เช่ือถือได้  เพื่อยืนยันว่าวิธีที่ได้มีความถูกต้อง  เหมาะสม 

สามารถน�าไปใช้ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเพื่อควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมาย และเพื่อทราบสถานการณ์การตกค้าง
เป็นการเฝ้าระวังความปลอดภัยให้กับผู้บริโภค  นอกจากน้ียังใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการวางแผนให้กับหน่วยงาน 

ที่เกี่ยวข้อง เพื่อป้องกันและเฝ้าระวังการใช้สารเหล่านี้ต่อไป

วัสดุและวิธีการ
สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน  :  3-amino-2-oxazolidinone  (AOZ),  3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxa-
zolodinone (AMOZ), 1-aminohydantoin (AHD) (ผลิตภัณฑ์ของ Witega Laboratorien Berlin, purity 
> 99%), semicarbazide (SEM) (ผลิตภัณฑ์ของ CHEM SERVICE, purity 99%)  และ internal standard 
AOZ-d4  (purity  >  98%), AMOZ-d5 และ SEM-13c  (purity  >  99%) ทั้งหมดเป็นผลิตภัณฑ์ของ Witega 
Laboratorien Berlin

สารเคมี : methanol (MeOH), ethylacetate (C4H8O2) และ hexane (C6H14) เป็น HPLC grade, 
2-nitrobenzaldehyde  (C7H5NO3),  trisodium  phosphate  dodecahydrate  (Na3PO4.12H2O),  
hydrochloric acid (HCl), sodium hydroxide pellets (NaOH) และ ammonium acetate (CH3COONH4) 
เป็น AR grade (ภาพที่ 1)

เครื่องมือและอุปกรณ์
เครื่องชั่ง  3 ต�าแหน่ง และ 5 ต�าแหน่ง,  refrigerated  centrifuge, vortex mixer,  turbo nitrogen 

evaporator temperature controlled, เครื่องบดเนื้อ, micro pipette ขนาด 10-200, 20-200 และ 100-1000 
ไมโครลิตร, screw cap centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร, test tube ขนาด 10 มิลลิลิตร, micro-spin filter 
tube 0.45 µm PVDF,  เครื่อง LC-MS/MS ประกอบด้วย binary pump, autosampler, micro  vacuum 
degasser, thermostated column compartment: Agilent 1100 series, detector ชนิด triple quadrupole   
mass  spectrometer: API  4000  และคอลัมน์ที่ใช้ในการแยกสารคือ  zorbax SB C-18  150 mm x  3 mm, 
5 µm ส�าหรับ mobile phase ที่ใช้เป็นระบบตัวท�าละลาย 2 ชนิด ซึ่งตัวท�าละลาย A คือ 0.5 mM CH3COONH4 
และตัวท�าละลาย B  คือ methanol  โปรแกรมที่ใช้ในการแยกสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์  คือ  gradient 
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Determination of nitrofuran metabolites in food Thongsuk  Payanan  and Ladda  Kaewklapanyacharoen

โดยใช้ flow rate 0.6 ml/min เวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ทั้งหมด 15 นาที โดยมีสภาวะของ mass spectrometer 
ดังนี้

-  ion spray voltage: 5200 Volts
-  temperature (TEM): 450 องศาเซลเซียส
-  collision gas (CAD): nitrogen: 5 psig
-  curtain gas (CUR): 13 psig
-  ion spray nebulizer gas (GAS-1): 52  psig
-  TIS heater gas (GAS-2): 58 psig
-  entrance potential (EP): 10 Volts

ภาพที่ 1 โครงสร้างของสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ และอนุพันธ์ของสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์
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ส�าหรบัการวิเคราะห์โดย MS/MS น้ันสารจะถูกท�าให้เป็นไอออนบวกโดย electrospray ionization (ESI) 
ไอออนที่ได้จะถูกวิเคราะห์ด้วย  Selective  Reaction Monitoring  (SRM) mode  โดยศึกษา mass  ที่  m/z 
(ตารางที่ 1) 

ตารางที่ 1  MS/MS fragmentation condition

component  precursor ion      product ion            Dwell time  DP  CE  CXP
    (m/z)  (m/z)  (ms)         (volts)    (volts)    (volts)  

NP-AOZ
NP-AMOZ
NP-AHD
NP-SEM
NP-AOZ-d4
NP-AMOZ-d5
NP-SEM-13c

236.3 ± 0.5
335.2 ± 0.5
249.3 ± 0.5
209.3 ± 0.5      
240.3 ± 0.5
340.2 ± 0.5
212.2 ± 0.5

104.0 ± 0.5 (secondary)   
134.1 ± 0.5 (primary)      
262.0 ± 0.5 (secondary)
291.3 ± 0.5 (primary)     
104.0 ± 0.5 (secondary)   
134.1 ± 0.5 (primary)       
166.2 ± 0.5 (secondary)  
192.2 ± 0.5 (primary)      
134.1 ± 0.5        
296.3 ± 0.5        
168.0 ± 0.5        

150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150

40
40
46
46
58
58
32
32
32
32
32

39
24
45
23
40
26
15
26
26
26
26

20
20
5
8
11

7
24
24
24
24
24

ตัวอย่าง
1.  การทดสอบความใช้ได้ของวิธี  ใช้เนื้อกุ้ง  เนื้อไก่ น�้าผึ้ง นมผง และไข่ผง  เป็นตัวแทนของกลุ่มเนื้อสัตว์

และเครื่องใน เนื้อสัตว์น�้า น�้าผึ้ง นม ไข่ และแป้งในการทดสอบวิธี
2.  การส�ารวจปริมาณตกค้างในอาหาร พ.ศ. 2554  - 2556 โดยวิเคราะห์ตัวอย่างอาหารรวม 579 ตัวอย่าง 

ได้แก่  เน้ือสัตว์และเครื่องใน  190  ตัวอย่าง  เน้ือสัตว์น�้า  201  ตัวอย่าง  น�้าผึ้ง  9  ตัวอย่าง  นมผง  83  ตัวอย่าง  ไข่ผง 
36 ตัวอย่าง และแป้ง 60 ตัวอย่าง (ตารางที่ 2)

2554  16  7  5  38  8  4
2555  92  129  2  30  21  26
2556  82  65  2  15  7  30
รวม  190  201  9  83  36  60

ตารางที่ 2  จ�านวนตัวอย่างอาหารตรวจวิเคราะห์ในปี 2554 - 2556

 ปี พ.ศ.  ชนิดตัวอย่าง/จ�านวนตัวอย่าง
    เนื้อสัตว์และเครื่องใน  เนื้อสัตว์น�้า  น�้าผึ้ง  นมผง  ไข่ผง  แป้ง

วิธีวิเคราะห์
การสกัด (extraction)

ตัวอย่างเนื้อสัตว์ เครื่องในที่บดละเอียด น�้าผึ้ง ชั่งตัวอย่าง 1 กรัม ตัวอย่างนมผง แป้ง และไข่ผง ชั่งตัวอย่าง 
0.5 กรัม ใส่ในหลอด screw cap centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร  เติม  internal standard, AOZ- d4, 
AMOZ-d5 และ SEM-13c ที่ระดับ  2.0  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  เติม  0.2 M HCl  5 มิลลิลิตร  เขย่าให้พอเข้ากัน 
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Determination of nitrofuran metabolites in food Thongsuk  Payanan  and Ladda  Kaewklapanyacharoen

เติม 100 mM 2-NBA 50 ไมโครลิตร ปั่นด้วย vortex mixer ประมาณ 1 นาที และ incubate ที่อุณหภูมิ 37 ± 2 
องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง น�าตัวอย่างตั้งทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติม 0.3 M Na3PO4.12H2O ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ปรับ pH เป็น 7.0 ± 0.5 ด้วย 2 M NaOH ปั่นด้วย vortex mixer  ประมาณ 1 นาที สกัดด้วย ethyl 
acetate 10 มิลลิลิตร และ 5 มิลลิลิตร ตามล�าดับ โดยเขย่าด้วย shaker เบาๆ centrifuge ที่ 3,000 รอบต่อนาที 
นาน 10 นาที ดูดชั้น organic solvent รวมใส่ในหลอด centrifuge tube ระเหยชั้น organic solvent จนแห้ง

การทำาให้สารบริสุทธิ์ (clean - up)
ละลาย residue ด้วย hexane 2 มิลลิลิตร และสารละลายผสมของ MeOH: 0.5 mM CH3COONH4 

(1:1) 1 มิลลิลิตร ส�าหรับตัวอย่างเนื้อสัตว์ น�้าผึ้ง และ 500 ไมโครลิตร ส�าหรับตัวอย่างนมผง แป้ง ไข่ผง จากนั้นน�าไป
ปั่นด้วย  vortex mixer  วางทิ้งให้แยกชั้น  ดูดชั้น  hexane ทิ้ง  เติม  hexane  2 มิลลิลิตร  สกัดซ�้า  เพื่อก�าจัดไขมัน 

อีกครั้ง  ถ่ายสารละลายตัวอย่างใส่ micro-spin  filters  น�าไป  centrifuge  ที่ความเร็ว  5,500  รอบต่อนาที  นาน 

10 นาที เทสารละลายที่กรองได้ใส่ใน HPLC vials สีชา น�าไปวิเคราะห์ชนิดและปริมาณโดยเครื่อง LC-MS/MS

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation)
การสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve)

เตรียม matrix – matched calibration curve โดยชั่ง matrix blank จ�านวน 6 หลอด แล้วเติมสาร
มาตรฐาน AOZ, AMOZ, AHD และ SEM 6 ระดับความเข้มข้น 0.3, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 5.0 ไมโครกรัม 

ต่อกิโลกรัม เติม internal standard ความเข้มข้น 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในทุกหลอด จากนั้นท�าการสกัด และ
ท�าให้บริสุทธิ์เหมือนการสกัดตัวอย่าง สร้างกราฟมาตรฐาน ระหว่าง (แกน x) อัตราส่วนความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
และความเข้มข้นของ internal standard (concentration ratio) กับ (แกน y) อัตราส่วนของ peak area ของ
สารมาตรฐาน และ peak area ของ internal standard (peak area ratio) ค�านวณหาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของ
เปียร์สัน (Pearson correlation coefficient, r)

วิเคราะห์ method blank และ matrix blank 
method  blank:  สกัดตามวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาโดยใช้สารเคมีทั้งหมด แต่ไม่มีตัวอย่าง  เติม  internal 

standard ที่ระดับความเข้มข้น 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
matrix blank:  สกัดเนื้อกุ้ง เนื้อไก่ น�้าผึ้ง นมผง และไข่ผง ตามวิธีวิเคราะห์ เติม internal standard 

ที่ระดับความเข้มข้น 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
ฉีดสารสกัด method blank และ matrix blank เข้าเครื่อง LC-MS/MS เพื่อดูว่ามี mass หรือ peak 

รบกวนตรงสารมาตรฐานหรือไม่ 

การหาขีดจำากัดของการตรวจพบ (limit of detection, LOD)
ทดสอบค่า  LOD  โดยเติมสารมาตรฐานลงใน matrix  blank  ปริมาณใกล้เคียงกับระดับที่ต�่าสุดของ 

matrix matching calibration curve เติม internal standard ที่ระดับความเข้มข้น 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
จากน้ันยืนยันค่า  LOD  โดยท�าการทดสอบ  10  ซ�้า  ผลต้องไม่พบ  false  negative  และต้องให้สัญญาณค่า 
signal/noise >3
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วเิคราะห์ไนโตรฟแูรนส์ เมตาโบไลท์ในอาหาร ทองสขุ ปายะนันทน์  และลดัดา แก้วกล้าปัญญาเจริญ

การหาขีดจำากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)
ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐาน  ประมาณ  2  เท่าของ  LOD และเติม  internal  standard  ที่ระดับความ 

เข้มข้น  2.0  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  ลงใน matrix  blank  วิเคราะห์  10  ซ�้า  ค�านวณปริมาณเทียบกับสารมาตรฐาน 

แล้วค�านวณ % recovery, % RSD และ HORRAT

การทดสอบความเป็นเส้นตรง และช่วงการวิเคราะห์ (linearity and working range)
ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานลงใน matrix blank ที่ระดับความเข้มข้น 0.3, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 5.0 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  และเติม  internal  standard  ที่ระดับความเข้มข้น  2.0  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  วิเคราะห์ 
ระดับละ 3 ซ�้า สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง concentration ratio กับ peak area ratio ของสารมาตรฐานทั้ง 
4 ชนิด ค�านวณหาค่า r

 

การทดสอบความแม่น และความเที่ยง (accuracy and precision)
ทดสอบความแม่นและความเที่ยงของการวิเคราะห์ในช่วงการวิเคราะห์ที่เป็นเส้นตรงโดยเติมสารมาตรฐาน 

3 ระดับความเข้มข้น ได้แก่  0.3, 2.0 และ 5.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมส�าหรับ AOZ และ AMOZ ที่ระดับความเข้มข้น 
1.0, 2.0 และ 5.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมส�าหรับ AHD และ SEM ในช่วง linear working rang และเติม internal 
standard ที่ระดับความเข้มข้น 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ลงใน matrix blank วิเคราะห์ระดับละ 10 ซ�้า ค�านวณ
ปริมาณเทยีบกบัสารมาตรฐาน แล้วค�านวณค่าเฉลีย่ % recovery, % RSD และ HORRAT โดยประเมนิผลการทดสอบ
ความถูกต้องของวิธีตามเกณฑ์ก�าหนดดังนี้

ความแม่น (accuracy) ก�าหนดเกณฑ์ยอมรับโดยค่าเฉลี่ย % recovery อยู่ในช่วง 60 -120(15) ความเที่ยง 
(precision)    เกณฑ์ยอมรับโดยใช้ HORRAT  (Horwitz  ratio)  ที่  Codex  และ EU  ก�าหนดไว้ที่  ≤  2  โดย 

HORRAT (Horwitz ratio) ค�านวณจาก

HORRAT  =  Experimental RSDr 
           Predicted RSDr
      

การเข้าร่วมการทดสอบความชำานาญ (proficiency testing)
เข้าร่วมการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ระหว่างห้องปฏิบัติการในการทดสอบความช�านาญ  (proficiency 

testing) เกณฑ์ยอมรับ  |Z| ≤ 2

การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ (uncertainty)
การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด(16)   โดยค�านึงถึงแหล่งของความไม่แน่นอนทุกแหล่ง  รวมค่า 

ความไม่แน่นอนทั้งหมด แล้วค�านวณค่าความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (k = 2)  ในการประเมินค่า
ความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ตามวิธีที่ได้ทดสอบ

ปริมาณสารที่พบ  หน่วยเป็นไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  (µg/kg)  โดยค�านวณความเข้มข้นของสารที่ตรวจพบ
จาก standard curve

โดยใช้สมการเส้นตรง                     Y  =  aX+ b  
ปริมาณของสารที่ตรวจพบ, CA (µg/kg)  =  (Y - b)  × CIS(µg/kg)/a                                                                                                                 
โดย   X  =  concentration ratio,  CA (µg/kg)/CIS (µg/kg)
       Y  =  peak area  ratio   
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Determination of nitrofuran metabolites in food Thongsuk  Payanan  and Ladda  Kaewklapanyacharoen

          CA  =  conc. of analyte (µg/kg)
          CIS  =  conc. of internal standard (µg/kg)
          a  =  slope ของ calibration curve         
     b  =  intercept ของ calibration curve

ผล
จากการศึกษาการวิเคราะห์สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์ ทั้ง 4 ชนิด  ได้แก่ AOZ, AMOZ, AHD 

และ SEM ภายใต้สภาวะที่ก�าหนด พบว่าสามารถสร้างกราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่าง  concentration  ratio 
กับ peak area ratio ของสารมาตรฐานดังกล่าวได้ในช่วงความเข้มข้น 0.3-5.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ได้กราฟที่เป็น
เส้นตรงมีค่า  r  ในช่วง  0.9978-0.9999 และเมื่อวิเคราะห์ method  blank  ของสารเคมีที่ใช้ทั้งหมด และ matrix 
blank ของตัวอย่างเนื้อกุ้ง เนื้อไก่ น�้าผึ้ง นมผง และไข่ผง ไม่พบ peak รบกวนในช่วงของการตรวจวัดสารเป้าหมาย 

ผลการทดสอบขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (LOD)  เท่ากับ 0.1  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส�าหรับ AOZ และ 
AMOZ และ 0.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส�าหรับ AHD และ SEM โดยให้สัญญาณพีคมีค่าสูงกว่า 3 เท่าของ signal 
to noise ในทุกตัวอย่าง ส่วนค่าขีดจ�ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส�าหรับ 
AOZ และ AMOZ และ 1.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส�าหรับ AHD และ SEM ผลการพิสูจน์ค่า LOQ โดยการเติมสาร
มาตรฐาน วิเคราะห์ 10 ซ�้า โดยมีค่าความแม่นจาก % recovery เฉลี่ยในช่วง  65-117 %,  % RSD ในช่วง 0.3-10.9  
และความเที่ยงจาก HORRAT ในช่วง 0.01-0.4 (ตารางที่ 3) 

เนื้อกุ้ง  81.2  5.4  0.2  99.2  2.7  0.1  101.1  4.1  0.1  100.3  1.1  0.04
เนื้อไก่  96.7  4.4  0.1  100.3  0.3  0.01  99.9  4.8  0.1  80.6  5.8  0.2
น�้าผึ้ง  101.7  7.4  0.2  109.4  3.7  0.1  117.3  3.7  0.1  85.5  6.7  0.2
นมผง  93.4  3.7  0.1  99.1  3.8  0.1  65.1  4.7  0.2  86.0  4.5  0.2
ไข่ผง  87.8  9.8  0.1  91.3  10.7  0.2  112.4  3.8  0.1  88.3  10.9  0.4

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบความแม่นและความเที่ยงที่ระดับ LOQ ของ AOZ, AMOZ, AHD และ SEM

  ชนิด  Nitrofuran metabolites
                AOZ (0.3 µg/kg)                       AMOZ (0.3 µg/kg)                     AHD (1.0 µg/kg)        SEM (1.0 µg/kg)
  %Rec.  %RSD  HORRAT  %Rec.  %RSD  HORRAT  %Rec.  %RSD  HORRAT  %Rec.  %RSD  HORRAT 

ตัวอย่าง

ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์  (linearity  and working  range)  ที่ช่วงความ 

เข้มข้น 0.3-5.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ได้กราฟเส้นตรง มีค่า r ในช่วง 0.9825-0.9999 (ตารางที่ 4) การทดสอบค่า
ความแม่นและความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ที่ระดับความเข้มข้น 0.3, 2.0 และ 5.0  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส�าหรับ AOZ 
และ AMOZ ที่ระดับความเข้มข้น 1.0, 2.0 และ 5.0  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส�าหรับ AHD และ SEM วิเคราะห์ระดับ
ละ  10  ซ�้า  พบว่าความแม่นที่ประเมินจาก %  recovery  เฉลี่ยทั้ง  4  ระดับอยู่ในช่วง  61-120%    และความเที่ยง 
(precision) ที่ประเมินด้วย %RSD และ HORRAT อยู่ในช่วง 0.1-15.2 และ 0.0-0.7 (ตารางที่ 5) 
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วเิคราะห์ไนโตรฟแูรนส์ เมตาโบไลท์ในอาหาร ทองสขุ ปายะนันทน์  และลดัดา แก้วกล้าปัญญาเจริญ

ตารางที่ 4  แสดงความเป็นเส้นตรง ที่ช่วงความเข้มข้น 0.3-5.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม

กุ้ง  0.9999  0.9976  0.9998  0.9978
ไก่  0.9957  0.9956  0.9985  0.9841
น�้าผึ้ง  0.9978  0.9996  0.9951  0.9998
นมผง  0.9950  0.9973  0.9930  0.9848
ไข่ผง  0.9965  0.9995  0.9957  0.9825

ชนิดตัวอย่าง  r
  AOZ  AMOZ  AHD  SEM

ตารางที่ 5 แสดงผลการทดสอบความแม่น และความเที่ยง ในการวิเคราะห์ AOZ, AMOZ, AHD และ SEM

ชนิดตัวอย่าง  สารมาตรฐาน
  Spiked level  % Recovery (n=10) 

Min ± SD  %RSD  HORRAT      (µg/kg)  Min-Max  

เนื้อกุ้ง  AOZ  0.3  72.3 - 87.0  81.2 ± 4.4  5.4  0.2
      2.0  88.5 - 100.5  97.0 ± 5.4  5.6  0.2
      5.0  84.0 - 95.6  90.4 ± 3.9  4.3  0.2
    AMOZ  0.3  95.0 - 120.0  99.2 ± 2.7  2.7  0.1
      2.0  99.0 - 120.0  102.6 ± 6.2  6.1  0.2
      5.0  84.4 - 112.6  94.7 ± 8.7  9.2  0.4
    AHD  1.0  100.0 - 106.0  101.1 ± 4.1  1.8  0.1
      2.0  119.5 - 120.0  120.0 ± 0.2  0.1  0.01
      5.0  119.6 - 120.0  120.0 ± 0.1  0.1  0.0
    SEM  1.0  97.5 - 101.0  100.3 ± 1.1  1.1  0.04
      2.0  73.0 - 115.0  96.1 ± 12.7  13.2  0.5
      5.0  70.4 - 74.6  72.8 ± 1.5  2.1  0.1
เนื้อไก่  AOZ  0.3  86.7 - 100.3  96.7 ± 4.4  4.5  0.1
      2.0  71.0 - 100.0  91.3 ± 8.4  9.2  0.5
      5.0  92.8 - 112.0  100.2 ± 5.9  5.9  0.3
    AMOZ  0.3  100.0 - 101.0  100.3 ± 0.3  0.3  0.01
      2.0  82.0 - 97.5  89.9 ± 5.1  5.7  0.2
      5.0  88.4 - 98.4  93.5 ± 3.2  3.4  0.10
    AHD  1.0  89.6 - 110.1  99.9 ± 4.8  4.8  0.1
      2.0  90.0 - 100.5  98.5 ± 3.7  3.7  0.1
      5.0  98.2 - 100.2  99.4 ± 0.7  0.7  0.03
    SEM  1.0  72.2 - 86.1  80.6 ± 4.7  5.8  0.2
      2.0  85.0 - 100.0  95.5 ± 6.3  6.6  0.3
      5.0  97.8 - 118.4  100.9 ± 6.2  6.2  0.04
น�้าผึ้ง   AOZ  0.3  88.3 - 109.7  101.7 ± 7.5  7.4  0.2
      2.0  88.0 - 109.0  99.8 ± 7.7  7.7  0.3
      5.0  94.6 - 108.2  101.0 ± 4.0  3.9  0.2
    AMOZ  0.3  98.3 - 111.7  109.4 ± 4.1  3.7  0.1
      2.0  100.0 - 101.5  100.5 ± 0.5  0.5  0.02
      5.0  99.8 - 101.5  100.3 ± 0.5  0.3  0.02
    AHD  1.0  110.0 - 120.0  117.3 ± 4.4  3.7  0.1
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Determination of nitrofuran metabolites in food Thongsuk  Payanan  and Ladda  Kaewklapanyacharoen

ผลการทดสอบความแม่นของวิธีจากการเข้าร่วมการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ระหว่างห้องปฏิบัติการ 
ในการทดสอบความช�านาญ ในตัวอย่างไข่ไก่ และเนื้อกุ้ง (FAPAS proficiency test No. 02198 และ No. 02201) 
พบว่าผลการประเมินอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  โดยในตัวอย่างไข่ไก่พบสาร AMOZ ค่า  assigned  value  เท่ากับ  2.39 
ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั ผลการทดสอบ เท่ากบั 2.36 ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั ค่าการประเมนิ Z-Score เท่ากบั -0.1 และ
ตัวอย่างเน้ือกุ้งพบสาร  SEM ค่า  assigned  value  เท่ากับ  1.72  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  ผลการทดสอบ  เท่ากับ 

1.01 ไมโครกรัมต่อกโิลกรมั ค่าการประเมนิ Z-Score เท่ากบั -1.9 นอกจากน้ียงัได้เข้าร่วมทดสอบความช�านาญระหว่าง
ห้องปฏิบัติการกับหน่วยงานภายในประเทศ  ผลการประเมินอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  โดยได้ท�าการทดสอบในตัวอย่าง 
เนื้อกุ้ง พบสาร AOZ, AHD และ SEM ค่า assigned value  เท่ากับ 2.44, 2.19, 1.81 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

ผลการทดสอบ เท่ากับ 2.86, 2.66, 2.09 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่าการประเมิน Z-Score เท่ากับ 0.78, 0.98 และ 
0.70 ตามล�าดับ 

ตารางที่ 5 แสดงผลการทดสอบความแม่น และความเที่ยง ในการวิเคราะห์ AOZ, AMOZ, AHD และ SEM (ต่อ)

ชนิดตัวอย่าง  สารมาตรฐาน
  Spiked level  % Recovery (n=10) 

Min ± SD  %RSD  HORRAT      (µg/kg)  Min-Max  

      2.0  100.0 - 101.0  100.5 ± 0.4  0.4  0.02
      5.0  89.9 - 98.8  93.9 ± 3.2  3.4  0.1
    SEM  1.0  80.9 – 88.3  85.5 ± 5.7  6.7  0.2
      2.0  89.9 – 101.0  98.3 ± 4.4  4.4  0.2
      5.0  94.6 – 101.0  99.6 ± 2.2  2.2  0.1
นมผง  AOZ  0.3  85.7 – 98.3  93.4 ± 3.5  3.7  0.1
      2.0  77.5 – 100.0  91.0 ± 7.0  7.7  0.3
      5.0  85.4 – 100.4  95.6 ± 4.6  4.8  0.2
    AMOZ  0.3  96.7 – 104.7  99.1 ± 3.9  3.8  0.1
      2.0  97.5 – 110.0  102.0 ± 4.3  4.2  0.2
      5.0  80.0 – 97.4  89.1 ± 5.7    6.4  0.3
    AHD  1.0  60.8 – 69.6  65.1 ± 3.0  4.7  0.2
      2.0  89.0 – 100.5  96.8 ± 4.1  4.2  0.2
      5.0  100.0 – 120.0  112.0 ± 7.7  6.9  0.3
    SEM  1.0  81.8 – 93.6  86.0 ± 3.8   4.5  0.2
      2.0  89.0 – 101.0  97.5 ± 4.0  4.1  0.2
      5.0  88.6 – 99.2  96.1 ± 3.6  3.7  0.2
ไข่ผง   AOZ  0.3  80.0 – 103.3  87.8 ± 8.6   9.8  0.1
      2.0  100.0 – 101.0  100.3 ± 0.4  0.4  0.02
      5.0  79.0 – 100.4  95.4 ± 7.1  7.5  0.3
    AMOZ  0.3  75.3 – 111.3  91.3 ± 9.8  10.7  0.2
      2.0  98.1 – 120.0  107.2 ± 7.1  6.6  0.3
      5.0  75.8 – 102.8  94.5 ± 8.1    8.6  0.4
    AHD  1.0  103.6 – 118.6  112.4 ± 4.3  3.8  0.1
      2.0  88.5 – 99.5  94.9 ± 3.9   4.2  0.2
      5.0  76.8 – 99.4  91.0 ± 7.7  8.5  0.4
    SEM  1.0  72.7 – 108.0  88.3 ± 9.6  10.9  0.4
      2.0  70.5 – 120.0  104.4 ± 15.8  15.2  0.7
      5.0  70.4 – 90.6  77.4 ± 6.8    8.8  0.4
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การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ตามวิธีที่ได้ทดสอบ  โดยน�าการวิเคราะห์สารฟูราโซลิโดน 
(AOZ) ในเน้ือกุง้เป็นตวัอย่าง พบแหล่งทีม่าของความไม่แน่นอน ได้แก่ การช่ังน�า้หนักของตวัอย่าง ค่า concentration 
ratio, C ที่อ่านได้จาก calibration curve สารมาตรฐาน เครื่องแก้ววัดปริมาตรที่ใช้ bias และ precision เมื่อได้
ค�านวณค่าความไม่แน่นอนขยาย มีค่าเท่ากับ ± 17.8% ที่ระดับความเช่ือมั่น  95%  (ตารางที่  6  และภาพที่  2)  และ 
เมื่อเปรียบเทียบสัดส่วนค่าความไม่แน่นอนจากแหล่งความไม่แน่นอนที่ส่งผลต่อปริมาณสารจากมากไปหาน้อย  ได้แก่ 
ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ (method precision, 63.3%) สารมาตรฐาน (15.5%), ความเบี่ยงเบนจากค่าจริง (bias, 
13.2%) calibration curve (5.5%) final volume (1.7%) การชั่งน�้าหนักของตัวอย่าง (sample weight, 0.8%)

1. sample weight  1 g  0.00113 g  0.00113
2. final volume
  - calibration  1 ml  0.00028 ml  0.00028
  - temperature  1 ml  0.00231 ml  0.00231
3. calibration curve  1.0 µg/kg  0.00737 µg/kg  0.00737
4. standard dilution
  purity  99%  0.25%  0.00252
  stock std
  - calibration (balance)  0.01001 g  0.00019 g  0.01898
  - calibration (vol. flask)  10 ml  0.00095 ml  0.00010
   - temperature (vol. flask)  10 ml  0.02309 ml  0.00231
  working std
  - calibration (micro pipette)  0.1 ml  0.00052 ml  0.0052
  - calibration (vol. flask)  10 ml  0.001640 ml  0.00016 
  - temperature (micropipette)  0.1 ml  0.00040 ml  0.0040
  - temperature (vol. flask)  10 ml  0.03999 ml  0.0040
5. precision (repeatability)          1.89 µg/kg  0.16 µg/kg  0.08466
6. bias (recovery)  96.9%  1.7%  0.01754
  Combine standard uncertainty       0.08927
  Standard uncertainty (uc)         =  0.08927 × 1 µg/kg    0.089 µg/kg  
  Expanded uncertainty (U), k  =  2, 2 × 0.08927   0.178 µg/kg  

ตารางที่ 6 แหล่งที่มาและการค�านวณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ ไนโตรฟูแรนส์ เมทตาโบไลท์

component  value, x  standard  relative standard
     uncertainty, u  uncertainty u(x)/x
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Determination of nitrofuran metabolites in food Thongsuk  Payanan  and Ladda  Kaewklapanyacharoen

ภาพที่ 2  สัดส่วนขององค์ประกอบแหล่งความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์ 
ในเนื้อกุ้ง

CalibrationCalibration
curve
5.5%

Bias
13.2%

standard
concentration

15.5%

Precision
63.3%

Final volume Sample weight
1.7%

เนื้อสัตว์และเครื่องใน  190  0  –  –  –  –
เนื้อสัตว์น�้า  201  8  0.4 – 2.4  –  –  2.2
น�้าผึ้ง  9  0  –  –  –  –
นมผง  83  1  –  –  –  น้อยกว่า 1.0
ไข่ผง  36  1  –  –  –  1.5
แป้ง  60  3  –  –  –  น้อยกว่า 1.0 – 3.5

รวม  579  13  0.4 – 2.4  –  –  น้อยกว่า 1.0 – 3.5

ตารางที่ 7  การส�ารวจการปนเปื้อนของสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ เมตาโบไลท์ ในอาหาร

ชนิดตัวอย่าง
  จ�านวนตัวอย่าง  ชนิดและปริมาณที่พบ (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

  วิเคราะห์  ตรวจพบ  AOZ  AMOZ  AHD  SEM
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ได้น�าวิธกีารตรวจวิเคราะห์ทีไ่ด้ทดสอบความถกูต้องของวิธน้ีี มาตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างในการส�ารวจปริมาณ
การปนเปื้อนของสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์  ในช่วงปี พ.ศ. 2554-2556  โดยวิเคราะห์ตัวอย่างเนื้อสัตว์และ
เครื่องใน และสัตว์น�้าที่จ�าหน่ายในเขตจังหวัดต่างๆ ทั่วทุกภาคในประเทศไทย  รวม 96 ตัวอย่าง  และตัวอย่างอาหาร 
ที่ส่งตรวจที่ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร  โดยส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา  และภาคเอกชน  
รวม 483 ตัวอย่าง ซึ่งในจ�านวนนี้มีตัวอย่างอาหารสินค้าถูกอายัดที่ด่านอาหารและยาเนื่องจากคุณภาพไม่ได้มาตรฐาน 
หรือเป็นสินค้าส่งออกที่ถูกส่งกลับ จ�านวน 70 ตัวอย่าง

ผลการตรวจวิเคราะห์ ตรวจพบไนโตรฟูแรนส์ เมตาโบไลท์ ในกุ้งสด 8 ตัวอย่าง แป้ง 3 ตัวอย่าง และนมผง 
ไข่ผง อย่างละ 1 ตัวอย่าง ชนิดสารที่พบคือ  AOZ และ SEM  โดยในตัวอย่างกุ้งสดตรวจพบการตกค้างทั้ง AOZ  และ 
SEM ปริมาณที่ตรวจพบ 0.4-2.4 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ 2.2 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  ตามล�าดับ ส่วนแป้ง นมผง 
และไข่ผง ตรวจพบเฉพาะ SEM  ปริมาณที่ตรวจพบน้อยกว่า 1.0-3.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ตารางที่ 7)

วิจารณ์
การหาปริมาณสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ตกค้างในอาหารสามารถแสดงได้ใน  2  ลักษณะ  คือ  การตกค้างแบบ 

bound residue และ total residue  โดย bound residue นั้น จะมีเทคนิคในการวิเคราะห์โดยตัวอย่างจะถูกน�ามา
ล้างไขมันและสิ่งรบกวนออกก่อน ด้วย methanol, ethanol และ diethyl ether ตามล�าดับ จากนั้น hydrolysed 
ด้วยกรด hydrochloric เจือจาง เพื่อท�าให้ส่วนของ metabolite หลุดออกจากส่วนที่ bound อยู่กับโปรตีนในตัวอย่าง 
แล้วท�าการ derivatized ให้เกิดเป็นสารอนุพันธ์ของ nitrophenyl (NP) derivative ด้วย 2-nitrobenzaldehyde 
(2-NBA) และแยกออกด้วย ethyl acetate จากนั้นท�าให้สารบริสุทธิ์ด้วย hexane ซึ่งการสกัดด้วยวิธีนี้จะมีขั้นตอน
ในการสกัดที่ค่อนข้างยุ่งยากและซับซ้อน  ใช้ชนิดและปริมาณสารเคมีจ�านวนมาก  จ�ากัดเฉพาะตัวอย่างที่เป็นเน้ือสัตว์
เท่านั้น

ส�าหรับวิธี  total  residue นั้น  ตัวอย่างจะไม่มีการล้างไขมันและสิ่งรบกวนออกจากตัวอย่างก่อน  แต่จะน�า
ตวัอย่างน้ันมา hydrolysed ด้วยกรด hydrochloric เจอืจาง แล้วจงึท�าการ derivatized ด้วย 2-nitrobenzaldehyde 
(2-NBA) ซึ่งวิธีนี้เหมาะส�าหรับตัวอย่างอาหารที่มีไขมันต�่า

วิธีที่พัฒนาน้ีใช้เทคนิคการวิเคราะห์แบบ  total  residue  โดยตัวอย่างจะถูก  hydrolysed  ด้วยกรด  
hydrochloric  เจือจาง จากนั้นท�าการ derivatized ด้วย 2-nitrobenzaldehyde (2-NBA) ซึ่งในขั้นตอนนี้ได้มี
การปรับปริมาณของ  2-NBA  ที่ใช้ให้เหมาะสม  เพียงพอกับสารเป้าหมายที่ต้องการเปลี่ยนเป็นสารอนุพันธ์ 
(derivative)  เท่านั้น  เพื่อลดสิ่งรบกวนอื่น  ท�าให้ง่ายต่อการท�าให้สารบริสุทธิ์  และท�าการสกัดด้วย  ethyl  acetate 
หลังจากนั้นท�าให้สารบริสุทธิ์ยิ่งขึ้นด้วย hexane ซึ่งขั้นตอนการสกัดด้วยวิธีนี้ใช้ระยะเวลาน้อย ไม่ยุ่งยาก สามารถตรวจ
วัดสารได้อย่างจ�าเพาะ  วิเคราะห์หาสารตกค้างได้ครั้งละหลายตัวอย่างในเวลาเดียวกัน  และครอบคลุมชนิดตัวอย่างได้
หลากหลาย  เช่น  เนื้อสัตว์    เครื่องในสัตว์ แป้ง  ไข่ผง น�้าผึ้ง นมผง  เป็นต้น นอกจากนี้ยังได้ท�าการศึกษาวิธีวิเคราะห์
เปรียบเทียบระหว่าง bound และ total residue จะพบว่าวิธี  bound residue จะมีการลดการรบกวนจาก matrix 
ก่อนการสกัดได้เล็กน้อย และเพื่อให้แน่ใจว่าเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี  total residue พบสารไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์ 
มาจากตัวอย่างจริงหรือมาจากการรบกวนของ matrix ศึกษาพบว่าเมื่อน�าไปใช้การสกัดแบบ bound residue ผลการ
ทดสอบไม่มีความแตกต่าง 

วิธีที่ศึกษาน้ีสามารถทดสอบสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์  ได้ทั้งหมด  4  ชนิด  ได้แก่  3-amino-
2-oxazolidinone  (AOZ),  3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolodinone  (AMOZ), 
1-aminohydantoin (AHD) และ semicarbazide (SEM) สารทั้ง 4 ชนิดนี้มีค่า molecular masses อยู่ระหว่าง 
209.3 และ 335.2 g mol-1  โดยใช้เครื่อง  liquid chromatograph (LC) ซึ่งมี  tandem mass spectrometer 
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(MS/MS) เป็นตัวตรวจวัด และมีการน�าสาร stable isotope, AOZ-d4, AMOZ-d5, SEM-13c เป็น internal 
standard  ในการตรวจวิเคราะห์  สามารถชดเชยการสูญหายหรือสลายตัวของสารที่สนใจที่อาจเกิดขึ้นในขั้นตอน 

การเตรียมตัวอย่าง  และหลักการค�านวณผลจะใช้สัดส่วน  (ratio)  ระหว่างปริมาณสารที่สนใจกับสาร  internal 
standard ท�าให้ไม่ต้องค�านึงถงึ total recovery ของวิธ ีซ่ึงเป็นข้อดเีหนือกว่าการค�านวณโดยใช้ external standard 

จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ  LC-MS/MS  ซ่ึงเป็นเทคนิคที่มีความไว  (sensitivity)  และ 
ความจ�าเพาะ (selectivity) สงู ใช้หลกัการ mass spectrometry ตรวจวัด ion ของสารทีแ่ยกกนัด้วยค่ามวลต่อประจ ุ
(mass-to-charge ratio, m/z) ที่แตกต่างกันจึงมีความจ�าเพาะสูง และเลือกใช้เทคนิค electrospray ionization 
(ESI)  เพื่อให้เกิดการไอออไนเซชันดียิ่งขึ้นโดยการเติมสาร  ammonium acetate  buffer  ซึ่งเป็นสาร  additives 
ท�าให้การแยกของสารที่ต้องการออกจาก matrix  ได้ดียิ่งขึ้น  ป้องกันการเกิด  co-elute  และด้วย  detector  ชนิด  
tandem mass spectrometer ตรวจวัดโดยเลือก mass ถึง 2 ครั้ง ครั้งแรกเลือก precursor ion หรือ parent ion 
จากนั้นใช้ก๊าซเฉื่อย วิ่งชนท�าให้เกิดการ fragmentation ได้ product ion หรือ daughter ion เลือก product ion 
2 ion ที่มีค่า response สูง และไม่มีสารอื่นรบกวน การตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ เมตาโลท์นั้น สาร AOZ 
เลือก m/z 236.3 เป็น precursor ion และเลือก product ion ที่ m/z 104.0 กับ 134.1 AMOZ เลือก m/z 335.2 
เป็น precursor ion และเลือก product ion ที่ m/z 262.0 กับ 291.3 AHD เลือก m/z 249.3 เป็น precursor 
ion และเลือก product ion ที่ m/z 104.0 กับ 134.1 ส่วน SEM ใช้ m/z 209.3 เป็น precursor ion และเลือก 
product ion ที่ m/z 166.2 กับ 192.2 ในการค�านวณปริมาณสารทั้ง 4 ชนิดตามล�าดับ 

เน่ืองจากสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์  ถูกก�าหนดให้เป็นสารที่ห้ามใช้ในกลุ่มสหภาพยุโรปกับสัตว ์
ที่น�ามาบริโภคโดยเด็ดขาด  และประกาศของส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยาได้  ก�าหนดให้ใช้วิธีตรวจวิเคราะห์
สารตกค้างกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์โดย AOZ และ AMOZ ต�่ากว่า  0.3  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม AHD และ 
SEM ต�่ากว่า 1.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งวิธีที่ได้ทดสอบนี้สามารถใช้ในการวิเคราะห์ตามข้อก�าหนดของส�านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยาได้ ในการวิเคราะห์ยงัได้ก�าหนดการควบคมุคณุภาพเพือ่ให้ได้ผลทีถู่กต้อง ได้แก่ การเลอืก 
identification  point  ซ่ึงเป็นระบบการคิดคะแนนเพื่อการยืนยันชนิดสารในการแปลผลข้อมูลโดยการใช้จ�านวน  
parent  ion  เริ่มต้น  และdaughter  ion  และก�าหนดความแตกต่างสูงสุดที่ยอมรับได้  (maximum  permitted  
tolerance)  ของ  relative  ion  intensities  ตามที่  European Communities,  EC  ก�าหนด(6)  นอกจากน้ีค่า 
precision ที่ได้มีค่า HORRAT น้อยกว่า 2 ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์ของที่ Codex และ EU ก�าหนดไว้ นอกจากนี้ยังได้มี
การวางแผนการควบคุมคุณภาพภายใน (internal quality control) เพื่อความมั่นใจในผลการวิเคราะห์ตัวอย่างทุก 
batch  โดยก�าหนดไว้ไม่เกิน  10  ตัวอย่าง  โดยจะท�าการทดสอบ method  blank, matrix  blank,  duplicate  
analysis และspiked sample ที่ระดับ 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่า% recovery ควรอยู่ในช่วง 60-120% และ 
ในปี  2556  วิธีตรวจวิเคราะห์นี้ได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามมาตรฐาน  ISO/IEC  17025:2005 
จากส�านักมาตรฐานห้องปฏิบัติการแสดงให้เห็นว่าวิธีที่ได้ทดสอบน้ีจึงมีความเหมาะสมในการใช้วิเคราะห์สารกลุ่ม 

ไนโตรฟูแรนส์ เมตาโบไลท์
เมื่อพิจารณาความสมเหตุสมผลของค่าความไม่แน่นอน  โดยใช้เกณฑ์การค�านวณจากค่า  standard  

deviation ค่าความไม่แน่นอนที่ควรจะเป็นควรน้อยกว่า  2  เท่าของ  predicted Horwitz’s RSDr
(17)  เมื่อค�านวณ 

ค่าความไม่แน่นอนที่ควรจะเป็น เท่ากับ 59.7% แต่จากวิธีนี้ค่าความไม่แน่นอนที่พิจารณาจากแหล่งความไม่แน่นอนที่
มีผลกระทบต่อปริมาณสารมีค่า 17.8% ซึ่งมีค่าน้อยกว่าค่าที่ควรจะเป็นประมาณ 3.4 เท่า หรือมีค่าเป็น 30% ของค่าที่
ควรจะเป็น  ทั้งน้ีเน่ืองมาจากเป็นเทคนิคการวิเคราะห์แบบ  internal  standard  calibration  โดยใช้  internal 
standard  ใส่ลงในตัวอย่างและในสารมาตรฐานค�านวณโดยใช้สัดส่วน  (ratio)  ระหว่างปริมาณสารที่สนใจกับ  
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วเิคราะห์ไนโตรฟแูรนส์ เมตาโบไลท์ในอาหาร ทองสขุ ปายะนันทน์  และลดัดา แก้วกล้าปัญญาเจริญ

internal  standard สามารถชดเชยการสูญหายของสารที่สนใจที่อาจเกิดขึ้นในขั้นตอนการสกัด ท�าให้สามารถลดค่า
ความไม่แน่นอนจากแหล่งความไม่แน่นอนที่เกิดจาก  total  recovery  ลงได้  เช่น  ค่าความไม่แน่นอนจากความ 

เบี่ยงเบนจากค่าจริง (bias) เป็นต้น นอกจากนี้การเลือกใช้สารมาตรฐานที่มีค่าความไม่แน่นอนของความบริสุทธิ์น้อย 

มีผลท�าให้ค่าความไม่แน่นอนของวิธีลดลงได้เช่นกัน 
ได้น�าวิธีการตรวจวิเคราะห์ที่ได้น้ี  วิเคราะห์ตัวอย่าง  proficiency  test  เพื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์

ระหว่างห้องปฏบัิตกิาร ในการทดสอบความช�านาญกับหน่วยงานทัง้ภายในและภายนอกประเทศ ซ่ึงพบว่าผลการประเมนิ
อยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ (|Z| < 2) ซึ่งการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญหรือเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการเป็น 

การบ่งชี้ประสิทธิภาพวิธีว่าเป็นวิธีที่ยอมรับได้เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอื่นๆ ที่เข้าร่วมการทดสอบในรอบเดียวกัน  ท�าให้
ยอมรับได้ว่าวิธีที่ได้พัฒนานี้มีความแม่นเพียงพอส�าหรับการวิเคราะห์สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ เมตาโบไลท์ 

ส�าหรับผลการตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์  เมตาโบไลท์ในตัวอย่าง  จ�านวนทั้งหมด  579 ตัวอย่าง 
พบการตกค้าง  13  ตัวอย่าง  โดยพบในกุ้ง  นมผง  ไข่ผง  และแป้ง  คิดเป็นร้อยละ  2.2  โดยพบปริมาณมากกว่า 
1.0  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  จ�านวน  9  ตัวอย่าง  เกินค่ามาตรฐาน  ส�าหรับผลการตรวจพบสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส ์ 
เมตาโบไลท์ในกุ้ง จากการศึกษาวิธีการเลี้ยงกุ้งพบว่า จะใช้ระบบการเลี้ยงแบบพัฒนาหนาแน่น (intensive culture) 
มกีารใช้ยาฟรูาโซลโิดน และสารเคมใีนระหว่างขบวนการเลีย้ง ทัง้วัตถปุระสงค์เพือ่ป้องกนัโรค รกัษาโรค และการจดัการ
คณุภาพดนิและน�า้ปัญหาทีเ่กดิขึน้กบัการเพาะเลีย้งกุง้ทะเลแบบพฒันาหนาแน่น คอื การเกดิโรคระบาด ท�าให้เกษตรกร
ใช้ยาและ/หรือสารเคมีเพื่อการป้องกันและรักษาโรค(19),  (20),  (21)  ส่วนตัวอย่าง  นมผง  ไข่ผง  และแป้ง พบสาร  SEM 

ที่ไม่ได้เกิดจากการใช้สารนี้โดยตรง แต่อาจเป็นไปได้ว่าความร้อนจากกระบวนการผลิตเป็นสาเหตุท�าให้เกิดสาร SEM 
ซึ่งเป็นผลพลอยได้  (by-product)  จากสาร  azodicarbonamide  ซึ่งเป็นสารที่มีความเสถียรที่อุณหภูมิห้อง  แต่จะ
สลายตัวที่อุณหภูมิสูง และสารนี้ยังใช้เป็นสารที่ใส่ในขบวนการผลิตแป้ง (food additive)(22)  อีกด้วย

สรุป
วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นสามารถใช้ในการตรวจสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ เมตาโบไลท์ ทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ AOZ, 

AMOZ, AHD และ SEM มีคุณลักษณะเฉพาะ แสดงสมรรถนะที่ผ่านเกณฑ์การยอมรับและเหมาะสม มีความถูกต้อง 
แม่นย�า  มีความไว  และความจ�าเพาะต่อสารที่ต้องการทดสอบ  เหมาะกับการใช้งาน  (fitness  for  intended  use)  
และให้ผลทกุพารามเิตอร์ผ่านเกณฑ์ยอมรบัของสากล ท�าให้ผลการทดสอบถกูต้อง เช่ือถอืได้ โดยการพสิจูน์ความใช้ได้
ของวิธีทดสอบ (method validation) ซึ่งใช้เนื้อไก่ เนื้อกุ้ง น�้าผึ้ง นมผง และไข่ผง เป็นตัวแทนของกลุ่มเนื้อสัตว์และ
เครื่องใน เนื้อสัตว์น�้า น�้าผึ้ง นม ไข่ และแป้ง ซึ่งเป็นตามระบบคุณภาพของ ISO/IEC 17025: 2005 และเป็นไปตาม
หลักเกณฑ์และเงื่อนไขของส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา  สามารถน�าวิธีน้ีไปใช้ในการตรวจวิเคราะห ์

เพื่อด�าเนินคดีความ หรือเพื่อเป็นการควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมาย เพื่อความยุติธรรมทั้งแก่ผู้ประกอบการและ
คุ้มครองผู้บริโภคต่อไปได้

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณนางกนกพร อธิสุข นักวิทยาศาสตร์การแพทย์เชี่ยวชาญด้านมาตรฐานของอาหาร ที่ให้ค�าแนะน�า 

ข้อเสนอแนะ  และตรวจทานต้นฉบับ  ตลอดจนสนับสนุนการศึกษาวิจัยจนบรรลุผลส�าเร็จในครั้งน้ี  ขอขอบคุณ 
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Method Development and validation for 
Determination of Nitrofuran Metabolites 

in Food by LC-MS/MS

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

ABSTRACT Method  for  analysis  of metabolites  from nitrofuran  drugs  (furazolidone,  furaltadone,  
nitrofurantoin and nitrofurazone) in food which are mainly employed for the treatment  of  bacterial  
diseases  in  livestock  was    studied  and  developed.  Nitrofuran  drugs  are  rapidly metabolized  to 
form  3-amino-2-oxazolidinone  (AOZ),  3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolodinone  (AMOZ),  
1-aminohydantoin  (AHD)  and  semicarbazide  (SEM)  and  also  strongly  bound  to  proteins  in  target 
animals.   Due  to  their  carcinogenicity,  nitrofuran  drugs were  prohibited  to  use  as  veterinary  drugs 
in  the  EU.  The  development  of  an  analytical method  for  the  simultaneous  determination  of  four  
nitrofuran metabolites was developed by LC-MS/MS. Sample was digested  by diluted hydrochloric acid to  
release the metabolites from the protein in sample  and then a derivatization step was performed. Next, 
the  nitrofuran  derivatives  have  been  extracted with  ethyl  acetate  and  then  defatted with  hexane.  
Afterwards, LC-MS/MS was employed for qualitative and quantitative analysis of these compounds. 
Limits of detection (LOD) were  0.1 µg/kg for AOZ and AMOZ and 0.5 µg/kg for AHD and SEM. Limit 
of quantitation (LOQ) were 0.3 µg/kg for AOZ and AMOZ and 1.0 µg/kg for AHD and SEM.  Method 
linear working  range was  0.3-5.0    µg/kg with  the  correlation  coefficient  ranged  from 0.9978-0.9999.  
The accuracy of method was presented in form of % mean recovery which equals to 65-120% while method 
precision (0.1-15.2%) was represented with % RSD value. From the validation results, this method was 
fit for intended use with for the regulations legislated by the Thai Food and Drug Administration and the 
EU commission. In 2011-2013, the proposed method was performed in meat, offal, aquatic animals, honey, 
milk powder, egg powder, and flour to inspect the nitrofuran metabolites residue. From 579 samples,  
the residues were found in 13 samples (2.2%).  In 8 aquatic animal samples, AOZ was found in range 
of less than 1.0 to 2.4 and SEM was found at 2.2 µg/kg. Moreover, SEM was also found in range of less 
than 1.0 to 3.5 µg/kg in 5 samples of milk powder, egg powder, and flour. 

Key words:  Nitrofuran metabolites, LC-MS/MS, food



นิพนธ์ต้นฉบับ    ว กรมวิทย พ 2558; 57 (2) : 109-126

109
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 57 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2558

การสร้างศักยภาพการเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงสากล
ผ่านการพัฒนาและการตรวจรับรองระบบคุณภาพ 

ISO guide 34: 2009

ธีระพล คชาชีวะ และสุภาพร ภูมิอมร 
สถำบันชีววัตถุ กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000
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บทคัดย่อ  การประกันคุณภาพห้องปฏิบัติการอ้างอิงในระดับสากล จ�าเป็นต้องมีระบบคุณภาพ สถาบันชีววัตถุ เป็นหน่วยงาน
ควบคุมก�ากับของรัฐในการประกันคุณภาพวัคซีนและชีววัตถุในห้องปฏิบัติการ  เร่ิมจากการตรวจวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ 
มีระบบคุณภาพว่าด้วยการทดสอบและการสอบเทียบเครื่องมือ ISO/IEC 17025: 2005 ซึ่งได้พัฒนาระบบคุณภาพนี้มาอย่าง
ต่อเน่ือง  แต่ในการควบคุมคุณภาพวัคซีนน้ัน  จ�าเป็นต้องใช้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานเพื่อควบคุมคุณภาพผลการทดสอบควบคู ่

ไปกับตัวอย่างวัคซีน  จึงได้สร้างศักยภาพการเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงระดับสากลผ่านการพัฒนาระบบคุณภาพว่าด้วยการ
ผลิตวัสดุอ้างอิงตามมาตรฐาน ISO guide 34: 2009 โดยมีการจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานหลายชนิดในรูปผงแห้ง เพื่อ 

ง่ายต่อการจัดเก็บ  ได้นานเน่ืองจากความคงตัวสูงและที่ส�าคัญง่ายต่อการขนส่ง  มีระบบการบริหารจัดการวัคซีนโดยการสร้าง
คลังเก็บวัคซีนมาตรฐานของภูมิภาค มีกระบวนการพัฒนาห้องปฏิบัติการอ้างอิงด้านวัคซีนโดยการพัฒนาบุคลากร  เพื่อให้ม ี

ความรู้ ความเข้าใจในระบบคุณภาพใหม่ จัดท�าเอกสารเพิ่มเติมรวมถึงคู่มือคุณภาพ ก่อนขอรับการตรวจรับรองระบบคุณภาพ 
ISO guide 34: 2009 เป็นหน่วยงานแรกของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ในปี 2557
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บทนำา
สถาบันชีววัตถุ  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  เป็นหน่วยงานเดียวในประเทศที่ท�าหน้าที่ควบคุมคุณภาพ

ผลิตภัณฑ์วัคซีนและชีววัตถุอื่นๆ  โดยเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงด้านยาชีววัตถุของประเทศ(1) มีบทบาทที่ส�าคัญคือ 

การควบคุมรุ ่นการผลิตโดยเฉพาะวัคซีนและการตรวจสอบคุณภาพทางห้องปฏิบัติการ  เพื่อยืนยันว่าวัคซีนม ี

ความปลอดภัยและมีประสิทธิภาพ  สามารถกระตุ้นให้ร่างกายสร้างภูมิคุ้มกันได้ดีในคนปกติ  และเน่ืองจากวัคซีนมี
ลกัษณะโครงสร้างของโมเลกลุทีซั่บซ้อน มคีวามเบ่ียงเบนในตวัสงู และวิธใีนการผลติหรอืการควบคมุคณุภาพต้องอาศัย 

วิธีทางชีววิธี(2-  4)  ที่มีความเบ่ียงเบนสูงเช่นกัน  แม้จะปฏิบัติด้วยนักวิเคราะห์  ห้องปฏิบัติการและเครื่องมือเดียวกัน 

ผลการวิเคราะห์ก็ยังมีความเบ่ียงเบนค่อนข้างมาก  ต้องมีการควบคุมก�ากับที่ค่อนข้างเข้มงวด  จึงจ�าเป็นต้องมีการ
ควบคุมรุ่นการผลิตก่อนจ�าหน่าย(5)  เพื่อตรวจสอบว่าทุกรุ่นการผลิตมีความปลอดภัยและมีประสิทธิภาพเหมือนกับ
ที่ได้รับอนุมัติเมื่อขึ้นทะเบียน  โดยเฉพาะการทดสอบทางชีววิธีเพื่อตรวจสอบค่าความแรง  (potency) พบว่าวัคซีน
แต่ละชนิดมีวิธีที่จ�าเพาะในการทดสอบแตกต่างกัน แต่ทุกการทดสอบต้องอาศัยวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานในการทดสอบ
ควบคูไ่ปกบัตวัอย่างวัคซีนทกุครัง้ เพือ่ควบคมุคณุภาพชีววัตถทุัง้ในขัน้ตอนของการขึน้ทะเบียน การควบคมุรุน่การผลติ 

ตลอดจนการเฝ้าระวังชีววัตถุหลังจ�าหน่าย  ซ่ึงเกี่ยวข้องกับกระบวนการประกันและควบคุมคุณภาพชีววัตถุให้เป็นไป
ตามข้อก�าหนดขององค์การอนามัยโลก  จะเห็นได้ว่าวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานมีความส�าคัญเพื่อยืนยันว่าผลการทดสอบ 

ทางห้องปฏบัิตกิารมคีวามน่าเช่ือถอืและสามารถสอบกลบัได้ในระดบัสากล(6)  ซ่ึงเดมิสถาบันชีววัตถุ ได้จดัหา จดัเตรียม
และสอบเทยีบค่าวัคซีนอ้างองิมาตรฐานเพ่ือใช้ในประเทศ น่ันหมายถงึผูผ้ลติในประเทศใช้วัคซีนอ้างองิมาตรฐานเดยีวกนั 

ในการควบคุมคุณภาพวัคซีนตัวอย่างที่ผลิตในประเทศ  แต่เน่ืองจากผู้ผลิตวัคซีนในประเทศมีน้อย  และผลิตภัณฑ์ 
มีจ�านวนไม่มาก  สถาบันชีววัตถุจึงมีแนวคิดในการจัดเตรยีมชีววัตถุมาตรฐานในระดับภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 
ขึ้นตั้งแต่ปี  2547  โดยได้รับเงินสนับสนุนจากองค์การอนามัยโลกประจ�าประเทศไทย  โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อสร้าง
ศักยภาพในการช่วยเหลือตนเองในระดับภูมิภาคของห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพวัคซีน  (National  Control 
Laboratory, NCL) ปัจจุบันชีววัตถุมาตรฐานที่เป็นวัคซีนมาตรฐานสากล ต้องมีการสั่งซื้อทุกปี  เพื่อน�ามาใช้ในการ
สอบเทยีบค่ามาตรฐานสากล ซ่ึงมรีาคาแพงและบางชนิดไม่มกีารจดัเตรยีมขึน้โดยห้องปฏบัิตกิารขององค์การอนามยัโลก 
เน่ืองจากเป็นวัคซีนป้องกันโรคเฉพาะภูมิภาค  เช่น  วัคซีนป้องกันโรคไข้สมองอักเสบ  เจอี  (JE  vaccine)  เป็นต้น
สถาบันชีววัตถุ  จึงได้พัฒนาการจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานขึ้นและพยายามผลักดันให้สามารถน�าไปใช้ได้ใน
ระดับภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้เนื่องจากการจัดเตรียมวัคซีนมาตรฐานในระดับภูมิภาค จะเป็นแนวทางหนึ่งของ 
การขยายขีดความสามารถของการเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงในระดับสากลรวมถึงการพัฒนาระบบคุณภาพที่เกี่ยวข้อง
กับการผลิตวัสดุอ้างอิง(7)    ซ่ึงจะเป็นการเพิ่มศักยภาพของการเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงเช่นเดียวกัน    ดังน้ันสถาบัน 

ชีววัตถ ุจงึพฒันาศักยภาพการเป็นห้องปฏบัิตกิารอ้างองิ โดยการพฒันาการจดัเตรยีมวัคซีนอ้างองิมาตรฐาน กระบวนการ
พัฒนาห้องปฏบัิตกิารด้านวัคซีนโดยการพฒันาบุคลากร จดัท�าเอกสารคณุภาพและอืน่ๆ เพือ่เตรยีมพร้อมขอการรบัรอง
ระบบคุณภาพว่าด้วยการผลิตวัสดุอ้างอิงตามข้อก�าหนด ISO guide 34: 2009 

การดำาเนินการ
1. พัฒนาการจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน

ได้พัฒนาการจดัเตรยีมวัคซีนอ้างองิมาตรฐานหลายชนิด โดยการพฒันาการจดัเตรยีมจากเดมิในรปูของเหลว
เป็นรูปผงแห้ง เช่น วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานส�าหรับวัคซีนคางทูม(9) บีซีจ(ี10) หัด หัดเยอรมัน และไวรัสโรตาโดยปรับส่วน
ประกอบให้ได้องค์ประกอบทีเ่หมาะสมต่อการจดัเกบ็ในระยะยาว โดยการควบคมุคณุภาพก่อนและหลงัการท�าแห้งได้แก่ 
การศึกษาคณุลกัษณะทางกายภาพของผงแห้งทีไ่ด้ การช่ังหาน�า้หนักก่อนและหลงัการบรรจ ุการตรวจหาปรมิาณความช้ืน
ทีห่ลงเหลอืหลงัการท�าแห้ง การตรวจสอบความสามารถในการละลาย การวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ก่อนและหลงั
การบรรจุ รวมถึงการศึกษาค่าความแรง และความคงตัวของวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน
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การสร้างศกัยภาพการเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงสากลผ่านการพฒันา ธีระพล  คชาชวีะ และสภุาพร  ภมูอิมร 

2. กระบวนการพัฒนาห้องปฏิบัติการอ้างอิงด้านวัคซีนและการพัฒนาเพ่ือรองรับระบบคุณภาพว่าด้วยการเป็น 
ผู้ผลิตวัสดุอ้างอิง

ด�าเนินการพัฒนาห้องปฏิบัติการอ้างอิงด้านวัคซีนหลายด้านพร้อมด้วยการพัฒนาศักยภาพของหน่วยงาน 
โดยมจีดุประสงค์เพือ่รองรบัระบบคณุภาพใหม่ทีว่่าด้วยการผลติวัสดอุา้งองิตามข้อก�าหนด ISO guide 34: 2009 ดงันี้

2.1  การพัฒนาบุคลากร  โดยส่งเสริมให้บุคลากรได้ศึกษาทบทวนระบบคุณภาพในหลายด้าน  เช่น 

ระบบคณุภาพ ISO/IEC 17025: 2005(8)ระบบคุณภาพว่าด้วยการบรหิารจดัการ ISO 9001: 2008/2015 หลกัปฏบัิตทิีด่ ี

ในการผลิตยาชีววัตถุ  (Good Manufacturer  Practice)  และการศึกษาระบบคุณภาพว่าด้วยการผลิตวัสดุอ้างอิง 
ตามข้อก�าหนด  ISO  guide  34:  2009  ได้เชิญผู้เช่ียวชาญภายนอกที่มีประสบการณ์มาบรรยาย  เพื่อให้บุคลากรได้ 
เรยีนรูร้ะบบคณุภาพจากผูม้ปีระสบการณ์จรงิ รวมถงึได้เข้าร่วมการสมัมนาทัง้ภาคบรรยายและการอบรมเชิงปฏบัิตกิาร 
นอกจากน้ีบุคลากรทีเ่กีย่วข้องยงัได้เรยีนรูต้ามข้อก�าหนดมาตรฐาน ISO guide 35: 2006 และผ่านการอบรมเชิงปฏบิตักิาร 
“เรื่องมาตรฐาน  ISO guide  34,  ISO guide  35 และ  ISO 13528” ความรู้ที่ได้จากระบบคุณภาพ  ISO guide 
34: 2009 ได้น�ามาศึกษาเปรียบเทียบข้อก�าหนด ISO/IEC 17025: 2005 กับ ISO guide 34: 2009 เพื่อดูความ 

แตกต่างของข้อก�าหนดก่อนด�าเนินการจดัท�าเอกสารคณุภาพเพิม่เตมิเพือ่ให้สอดคล้องกับระบบ ISO guide 34: 2009
2.2  ด�าเนินการสร้างอาคารคลงัเกบ็วัคซีนของภมูภิาค ได้เสนอโครงการจดัเตรยีมคลงัเกบ็วัคซีนของภมูภิาค 

ต่อสถาบันวัคซีนแห่งชาติ  (มหาชน)  โดยได้รับเงินสนับสนุนงบประมาณจ�านวน  7.8  ล้านบาท  ในปี  2556  ซ่ึง
โครงการน้ีได้ถูกบรรจุไว้ในวาระแห่งชาติด้านวัคซีนโดยได้รับความเห็นชอบจากคณะรัฐมนตรี  เมื่อวันที่  18  มกราคม 

2554  ซ่ึงมีสถาบันวัคซีนแห่งชาติท�าหน้าที่ประสานและติดตามความก้าวหน้าของโครงการอย่างต่อเน่ือง  การก่อสร้าง 
ได้ด�าเนินการแล้วเสร็จในเดือนกรกฎาคมปี  2557  เป็นอาคาร  2  ช้ัน  ประกอบด้วยพื้นที่ส�าหรับก่อสร้าง 
(วัดตามแนวหลังคา) วัดตามส่วนที่ยาวที่สุด 26.88 เมตร × ส่วนที่กว้างที่สุด 9.35 เมตร รวม  251.328 ตารางเมตร 
พื้นที่ใช้สอย (วัดพื้นที่ภายในรวมห้องแช่แข็ง) กว้าง 5  เมตร × ยาว 20  เมตร อาคาร 2 ชั้น รวม 200 ตารางเมตร 
ส่วนปริมาตรห้องแช่แข็ง  (วัดปริมาตรภายใน) กว้าง  5  เมตร × ยาว  10  เมตรสูง  2.5  เมตร  รวมพื้นที่ใช้สอย  125 
ตารางเมตร (ภาพที่ 1)

ภาพที่ 1 อาคารคลังวัคซีนมาตรฐานของภูมิภาค
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2.3  จัดท�าคู่มือควบคุมคุณภาพการผลิตชีววัตถุอ้างอิงมาตรฐาน  ฉบับภาษาไทยครั้งแรกเมื่อวันที่  23 
กรกฎาคม  2555  และมีการปรับ  ทบทวนและเพิ่มเติมหลังจากได้รับการตรวจติดตามทั้งภายในและภายนอก 

โดยแก้ไขเพิ่มเติม ครั้งที่ 1 เมื่อวันที่  20 พฤศจิกายน 2555 แก้ไขครั้งที่ 2 เมื่อวันที่ 20 สิงหาคม 2556 แก้ไขครั้งที่ 3 
เมื่อวันที่  15  ตุลาคม  2556  และแก้ไขครั้งล่าสุด  เมื่อวันที่  8  กันยายน  2557  หลังได้รับการตรวจประเมินจริง 
เพื่อให้เนื้อหามีความสอดคล้องกับระบบข้อก�าหนด ISO guide 34 มากยิ่งขึ้น

2.4  จดัท�าเอกสารคณุภาพว่าด้วยวิธมีาตรฐานการปฏบัิตงิาน (Standard Operating Procedure, SOP) 
และแบบฟอร์มการบันทกึผลการปฏบัิตงิาน (Worksheet, WS) เพิม่เตมิในหลายฉบับให้สอดคล้องกบัข้อก�าหนดของ 
ISO guide 34: 2009 มากยิ่งขึ้นรวมทั้งสิ้น 13 ฉบับ

2.5  การจัดท�าฐานข้อมูลระบบคุณภาพในห้องปฏิบัติการ
ด�าเนินการจัดท�าฐานข้อมูลการสอบเทียบเครื่องมือวิทยาศาสตร์  ฐานข้อมูลการประชุมฝึกอบรม 

สัมมนาดูงานและฐานข้อมูลเอกสารมาตรฐานการปฏิบัติงาน เพื่อให้สามารถตรวจสอบและติดตามข้อมูลที่เป็นปัจจุบัน 

ในระบบคุณภาพ

3. การขอการรับรองระบบคุณภาพว่าด้วยการผลิตวัสดุอ้างอิงตามข้อกำาหนด ISO guide 34: 2009
ได้ด�าเนินการขอรับรองระบบคุณภาพตามมาตรฐาน  ISO  guide  34:  2009  ในปี  2557  โดยขอ 

การรับรองวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานส�าหรับตรวจสอบคุณภาพวัคซีนคางทูม  ต่อส�านักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ซ่ึงเป็นองค์กรที่ท�าหน้าที่ให้การรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการด้านการแพทย ์

และสาธารณสุข  และลงนามในข้อตกลงว่าด้วยการยอมรับร่วมด้านการรับรองกับองค์กรภูมิภาคเอเชียแปซิฟิก  ว่าด้วย
การรบัรองห้องปฏบัิตกิาร (Asia Pacific Laboratory Accreditation Cooperation, APLAC) และในระดบัสากล 

กับองค์กรระหว่างประเทศว่าด้วยการรับรองห้องปฏิบัติการ  (International  Laboratory  Accreditation 

Cooperation,  ILAC)  สถาบันชีววัตถุ  ถือเป็นห้องปฏิบัติการแรกของกรมฯ  ที่ยื่นขอการรับรองตามมาตรฐาน 
ISO  guide  34:  2009  โดยได้รับการตรวจประเมินในวันที่  10  และ  12  มิถุนายน  2557  รวม  2  วัน  โดยผู้ตรวจ 
ประเมินเป็นบุคลากรภายนอกกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ซ่ึงข้อบกพร่องและข้อสังเกตที่ได้รับจะน�ามาปรับปรุงแก้ไข 

เพื่อให้ระบบมีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น

ผลการดำาเนินการ
1. พัฒนาการจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน

การจดัเตรยีมวัคซีนอ้างองิมาตรฐานในรปูผงแห้ง เป็นการท�าแห้งแบบเยอืกแขง็ เพือ่ให้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน
น้ันสามารถเก็บได้นาน  มีปริมาณมากเพียงพอต่อการใช้งานในระยะยาว  โดยวัคซีนที่จัดเตรียมขึ้นน้ันมาจากวัคซีน 

อ้างองิมาตรฐานสากลจากห้องปฏบัิตกิารขององค์การอนามยัโลก ซ่ึงน�ามาพฒันาการผลติและจดัเตรยีมวัคซีนมาตรฐาน
ในรูปผงแห้งตั้งแต่ปี  2553  (ตารางที่  2)  โดยจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานส�าหรับวัคซีนป้องกันโรคคางทูมและ
ตีพิมพ์ในวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ในปี  2554(9) จากน้ันในปี  2555-2557  ได้พัฒนาการจัดเตรียมวัคซีน
อ้างอิงมาตรฐานส�าหรับตรวจคุณภาพวัคซีนบีซีจี  หัด  หัดเยอรมันและไวรัสโรตา  ตามล�าดับ  ซ่ึงส่วนใหญ่อยู่ระหว่าง 
การศึกษาความคงตัวในระยะยาว  เช่น  วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานส�าหรับตรวจสอบคุณภาพวัคซีนป้องกันโรคหัด  และ 
ระยะสัน้ เช่น วัคซีนอ้างองิมาตรฐานส�าหรบัตรวจสอบคณุภาพวัคซีนป้องกนัโรคหดัเยอรมนัและไวรสัโรตา ยกเว้นวัคซีน
อ้างอิงมาตรฐานส�าหรับตรวจสอบคุณภาพวัคซีนป้องกันโรคคางทูมและบีซีจีได้ผ่านการศึกษาความคงตัวระยะยาวแล้ว
และตีพิมพ์ในวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์และวารสารวิชาการสาธารณสุข(9, 10) ซึ่งส�าหรับวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน
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ปีที่ 57 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2558

การสร้างศกัยภาพการเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงสากลผ่านการพฒันา ธีระพล  คชาชวีะ และสภุาพร  ภมูอิมร 

ส�าหรบัตรวจสอบคณุภาพวัคซีนป้องกนัโรคบีซีจไีด้รบัรางวัลผลงานดเีด่นจากการประชุมวิชาการประจ�าปีของส�านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยาในปี 2556 (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 2 การพัฒนาศักยภาพของการจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน

ป้องกันโรคคางทูม  2553  ตรวจติดตามเป็นระยะๆ  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ปี 2554
ป้องกันโรควัณโรค  2554  ตรวจติดตามเป็นระยะๆ  วิชาการสาธารณสุขปี 2557*
ป้องกันโรคหัด  2556  ความคงตัว ระยะยาว  อยู่ระหว่างการพิจารณาตีพิมพ์
ป้องกันโรคหัดเยอรมัน  2557  ความคงตัว ระยะสั้น    -
ป้องกันโรคอุจจาระร่วงใน  2557  ความคงตัว ระยะสั้น    -
เด็กแรกเกิดจากไวรัสโรตา 

วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานใช้
ส�าหรับการควบคุมคุณภาพ

ของวัคซีน
อยู่ระหว่างการศึกษา ตีพิมพ์ในวารสารปีที่ผลิต

* ได้น�าเสนอผลงานวิชาการที่ส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยาในปี 2556 และได้รับรางวัลผลงานดีเด่น

2. กระบวนการพัฒนาห้องปฏิบัติการอ้างอิงด้านวัคซีนและการพัฒนาเพ่ือรองรับระบบคุณภาพว่าด้วยการเป็น 
ผู้ผลิตวัสดุอ้างอิง

จากการพัฒนาบุคลากรให้มีความรู้ระบบคุณภาพ  ISO  guide  34:  2009  เพื่อรองรับการตรวจประเมิน 

ในปี 2557 น้ัน ได้มกีารจดัเตรยีมเอกสารเพิม่เตมิให้สอดคล้องกบัระบบคณุภาพ ISO guide 34: 2009 โดยการทบทวน 

เปรียบเทียบกับระบบ  ISO/IEC  17025:  2005  ที่ด�าเนินการอยู่ในห้องปฏิบัติการ  (ตารางที่  3)  พบว่ามีเอกสาร 
ที่ต้องด�าเนินการเพิ่มเติมที่แตกต่างจากระบบ ISO/IEC 17025: 2005 อยู่  3 ข้อหลักคือ 1)  เรื่องของค�าศัพท์และ 
ค�าจ�ากดัความทีเ่ป็นไปตามระบบคณุภาพทีเ่กีย่วข้องกบั ISO guide 34: 2009 (ISO/IEC 17000, ISO/IEC 17025, 
ISO guide 30, ISO guide 9000 และ ISO/IEC guide 99)  ได้แก่ผู้ผลิตวัสดุอ้างอิง ผู้รับเหมาช่วง การผลิตวัสดุ
อ้างอิงวัสดุอ้างอิงรับรอง ความสัมพันธ์ของวัสดุอ้างอิง การสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาและความไม่แน่นอนของการวัด 

2)  การควบคุมงานและหรือวัสดุอ้างอิงที่ไม่เป็นไปตามข้อก�าหนด  3)  ข้อก�าหนดด้านการผลิตและวิชาการ  ได้แก่  
ข้อก�าหนดทั่วไปที่ครอบคลุมถึงการผลิตวัสดุอ้างอิงที่ได้รับการรับรองและที่ไม่ได้รับการรับรอง  ผู ้รับเหมาช่วง 
การวางแผนการผลิต  การจัดการวัสดุและการจัดเก็บ  กระบวนการผลิตวัสดุ  การประเมินผลข้อมูล  การประเมินความ
เป็นเน้ือเดียวกัน  การประเมินความคงตัว  คุณลักษณะ  การก�าหนดค่าคุณสมบัติและความไม่แน่นอน  เอกสารและ 
ใบรับรองส�าหรับผู้ใช้ และการบริการจัดส่ง 

3. การขอการรับรองระบบคุณภาพว่าด้วยการผลิตวัสดุอ้างอิงตามข้อกำาหนด ISO guide 34: 2009
สถาบันชีววัตถุ  ได้รับการตรวจประเมินระบบคุณภาพตามมาตรฐาน  ISO  guide  34:  2009  ในปี  

พ.ศ.  2557  โดยมีผู้เช่ียวชาญจากภายนอกกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  มาเป็นผู้ตรวจประเมิน  ในระยะเวลา  2  วัน 

พบว่ามข้ีอบกพร่องจ�านวน 6 ข้อ (ตารางที ่4) และข้อสงัเกตจ�านวน 6 ข้อ (ตารางที ่5) ข้อบกพร่องและข้อสงัเกตทีไ่ด้รบั 

มกีารแก้ไขและส่งให้กบัส�านักมาตรฐานห้องปฏบัิตกิาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เรยีบร้อยแล้วในเดอืนกันยายน 2557 
รายละเอียดการแก้ไขตามตารางที่ 6  ส�าหรับการแก้ไขข้อบกพร่องและตารางที่ 7 ส�าหรับการแก้ไขข้อสังเกต
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Capacity Building of International Reference Laboratory     Teerapon  Kachacheewa and Supaporn  Phumiamorn

 1.  ขอบข่าย : ข้อก�าหนดครอบคลุมการทดสอบและ  1.  ขอบข่าย : ข้อก�าหนดครอบคลุมถึงการผลิตวัสดุอ้างอิง
    การสอบเทียบเครื่องมือ 

  2.  เอกสารอ้างอิง : ISO/IEC  17000 และ VIM  2.  เอกสารอ้างอิง :
        ครอบคลุมข้อก�าหนด ISO/IEC 17025, ISO guide  
        30,  31  และ  35  รวมถึง  ISO  guide  98-3,  99, 
        ISO 9000, 10012, 15189 และ 17000

  3.  ค�าศัพท์และค�าจ�ากัดความ : ISO/IEC    3.  ค�าศพัท์และค�าจ�ากดัความ: เป็นไปตาม ISO/IEC 17000,  
    17000 และ VIM    ISO/ IEC 17025, ISO guide 30 และ 35, ISO 9000 
        และ ISO/IEC guide 99
      3.1  ผู้ผลิตวัสดุอ้างอิง (Reference material producer)
      3.2  ผู้รับเหมาช่วง (Subcontractors)
      3.3  การผลิตวัสดุอ้างอิง  (Production  of  a  reference 
        material)
      3.4  วัสดุอ้างอิง (Reference material)
      3.5  วัสดุอ้างอิงรับรอง (Certified Reference material)
      3.6  ความสัมพันธ์ของวัสดุอ้างอิง  (Commutability  of  
        a reference material)
      3.7  การสอบย้อนกลับทางมาตรวิทยา(Metrological  
        traceability)
      3.8  ความไม่แน่นอนของการวดั (Measurement 
        uncertainty)

  4.9  การควบคุมงานทดสอบและหรือสอบเทียบที่ไม่เป็น  4.9  การควบคุมงานและหรือวัสดุอ้างอิงที่ไม่เป็นไปตามข้อ 
    ไปตามข้อก�าหนด    ก�าหนด

  5.  ข้อก�าหนดด้านวิชาการ  5.  ข้อก�าหนดด้านการผลิตและวิชาการ

  5.1  ทั่วไป: ข้อก�าหนดว่าด้วยการวัดความถูกต้องและ  5.1  ทั่วไป: ข้อก�าหนดจะครอบคลุมถึงการผลิตวัสดุอ้างอิงที่
    ความน่าเชื่อถือของการวิเคราะห์และหรือการสอบเทียบ    ได้รับการรับรองและที่ไม่ได้รับการรับรอง
    เครื่องมือ รวมถึงการฝึกอบรมบุคลากรและการก�าหนด
    คุณลักษณะบุคลากร     
      5.3  ผู้รับเหมาช่วง

      5.4  การวางแผนการผลิต

      5.7  การจัดการวัสดุและการจัดเก็บ

      5.8  กระบวนการผลิตวัสดุ

      5.11  การประเมินผลข้อมูล

      5.13  การประเมินความเป็นเนื้อเดียวกัน

      5.14  การประเมินความคงตัว

      5.15  คุณลักษณะ

      5.16  การก�าหนดค่าคุณสมบัติและความไม่แน่นอน

      5.17  เอกสารและใบรับรองส�าหรับผู้ใช้

      5.18  การบริการจัดส่ง

ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบข้อก�าหนดระหว่างระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025: 2005 กับ ISO guide 34: 2009

หัวข้อ  ข้อก�าหนด ISO/IEC 17025: 2005  หัวข้อ  ข้อก�าหนด ISO guide 34: 2009
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การสร้างศกัยภาพการเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงสากลผ่านการพฒันา ธีระพล  คชาชวีะ และสภุาพร  ภมูอิมร 

  1.  ข้อมูลผลการฝึกอบรมบุคลากรใหม่ ส�าหรับการผลิตสารชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิง   1
    ตามหนังสือที่ สธ 0603/- ลงวันที่ 1 สิงหาคม 2554 มีเกณฑ์การประเมินผล 
    และการอบรม เรื่องความรู้ ความเข้าใจทางสถิติไม่เหมาะสม 

  2.  เอกสาร SOP 03 04 017 มีรายละเอียดไม่ครอบคลุมตามข้อก�าหนด ISO/IEC  1
    17025: 2005 ดังนี้
    1.  หน้า 1/7 ไม่ได้ระบุวิธีการตรวจว่าเป็น Membrane filtration หรือ 
      Direct inoculation อย่างชัดเจนในหัวข้อใหญ่
    2.  หน้า 2/7 ข้อ 5. หลักการ บรรทัดที่ 3 “…ชีววัตถุอ้างอิงมาตรฐานนั้น ปลอดเชื้อ 
      จะไม่พบตะกอนขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อ” ค�าว่า “ตะกอน” ไม่สื่อถึงการเจริญเติบโต
      ของเชื้อทั่วไป ซึ่งอาจจะขุ่นแต่ไม่มีตะกอน
    3.  หน้า 4/7 ข้อ 10.6 Negative control มีรายละเอียดไม่เหมาะสม ได้แก่
      3.1  ตารางที่ 1 ไม่พบการระบุจ�านวนตัวอย่างที่ทดสอบและ
      3.2  ไม่พบการทดสอบ Presence of antimicrobial activity 
  3.  การควบคุมเอกสารและข้อมูล ไม่ถูกต้อง ดังนี้  1
    1.  เอกสาร SOP 03 04 014 เรื่อง Preparation and calibration of working 
      reference standard preparation for mumps vaccine มีรายละเอียดที่จ�าเป็น
      และส�าคัญไม่ครบถ้วนตามการปฏิบัติงานจริง
    2.  WS 03 04 029 เรื่อง Stability study of working reference standard 
      preparation มีเนื้อหาในแต่ละช่วงไม่สอดคล้องกัน เช่น การก�าหนดช่วงเวลากับ
      การศึกษา Stability เป็นต้น
    3.  ไม่พบวิธี/ขั้นตอนการวัด pH ของ working reference standard preparation 
      ที่ผลิตขึ้น 

  4.  ไม่พบ Technical record ทีเ่ป็นข้อมลูดบิ (First primary data) ในการตรวจวัดค่า pH  1

  5.  การท�า Homogeneity ในขั้นตอนการสุ่มตัวอย่าง ไม่เป็นไปตามเอกสาร   1
    SOP 03 04 031 และไม่พบ Technical record ในการสุ่มตัวอย่าง 

  6.  ไม่พบเกณฑ์การก�าหนดค่า pH (Assignment of property value)  1

ตารางที่ 4  ข้อบกพร่องที่ได้รับจากการตรวจประเมิน ISO guide 34: 2009

ล�าดับที่  รายละเอียดข้อบกพร่องที่พบ  จ�านวน (เรือ่ง)
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Capacity Building of International Reference Laboratory     Teerapon  Kachacheewa and Supaporn  Phumiamorn

ตารางที่ 5  ข้อสังเกตที่พบจากการตรวจประเมิน ISO guide 34: 2009

ล�าดับที่  รายละเอียดข้อข้อสังเกตที่พบ  จ�านวน (เรือ่ง)

  1.  ไม่พบ Validation data ที่สนับสนุนการด�าเนินการ การขนส่งชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิง   1
    ตามเอกสาร SOP 03 04 032 

  2.  การทบทวนค�าขอ ข้อเสนอ และข้อสญัญา ในเอกสาร QCM บทที ่5 และ SOP 03 00 027   1
    ไม่มีการระบุ 

  3.  การประชุม Management review ตามข้อก�าหนด ISO guide 34: 2009   1
    ไม่ครอบคลุมวาระ Management system และ Production process
    มีแต่การพิจารณาเฉพาะที่เกี่ยวกับข้อบกพร่องจากการท�า Internal audit 

  4.  สถานที่และสภาวะแวดล้อมควรปรับปรุง พบห้องปลอดเชื้อ (Cleanroom) หมายเลข   1
    214/1 และ 214/2 ที่ใช้ส�าหรับการเตรียมวัสดุอ้างอิง WRP (Working reference 
    preparation) ส�าหรับ Mumps vaccine เป็นห้องที่ใช้ในการวิเคราะห์หาความแรง  
    พิสูจน์เอกลักษณ์ ความเป็นเนื้อเดียวกัน ความคงตัว การสอบเทียบ งานวิจัยและ
    พัฒนาวัคซีนชนิดอื่น และผู้ปฏิบัติงานคนหนึ่ง ท�างานกับไวรัสหลายชนิด หลายผลิตภัณฑ์ 
    จึงควรต้องแสดงให้เห็นระบบประกันคุณภาพ ที่มีมาตรการควบคุมไม่ให้เกิดข้อผิดพลาด
    จากบุคลากรจากการปนเปื้อน และจากการใช้ห้อง Cleanroom ที่มากเกินไป 
  5.  Material processing (การด�าเนินงานการผลิตวัสดุอ้างอิง) ควรแก้ไขดังนี้  1
    1.  คู่มือคุณภาพ QCM บทที่ 23 เรื่อง กระบวนการตรวจรับวัสดุ หัวข้อและเนื้อหา 
      ไม่ครอบคลุมตามข้อก�าหนด
    2.  SOP 03 04 014 เรื่อง การเตรียมและการสอบเทียบ WRP ฉบับแก้ไขครั้งที่ 7
      2.1  หน้า 1/9 ข้อ 4 นิยามและค�าย่อ ข้อ 4.4 CCID50 (Cell culture infective
        dose) ไม่มีค�าว่า “50%” ในค�าอธิบาย
      2.2  หน้า 2/9 บรรทดัแรก “และค�านวณหาค่าเฉลีย่ (Geometric mean; G.M.)…” 
        ไม่มีค�าว่า “เรขาคณิต” หลังค�าว่าค่าเฉลี่ย
      2.3  หน้า 4/9 ข้อ 10 วิธีด�าเนินการ ไม่พบ
        -  ข้อ 10.1 การประมาณจ�านวนเซลล์และการระบุขนาดของ Tissue culture 
          flasks ที่ใช้กับการผลิต WRP และใช้กับ  Control ซึ่งแตกต่างกัน
        -  ข้อ 10.4 Multiplicity of infection (MOI) (จ�านวนไวรัส/ จ�านวนเซลล์) 
          โดยประมาณ
      2.4  หน้า 5/9 ข้อ 10.9.3 ถึง 10.9.4 ไม่พบขั้นตอนการท�าให้เกิด Homogeneity 
      2.5  หน้า 6/9 ข้อ 10.10.1 “เติม Maintenance medium… ทุกหลุม” ไม่ได้ระบุว่า 
        ให้เติมในภาชนะอะไร 

  6.  เอกสาร SOP 03 04 018 หน้า 3/6 ข้อ 10.1.1 กล่าวว่า Homogeneity ของงานด้าน   1
    Cell culture ต้องมีค่า %CV < 25% แต่ในทางปฏิบัติการตรวจ Homogeneity 
    ตามเอกสาร SOP 03 04 031 ใช้การเปรียบเทียบตามตาราง One-way ANOVA 
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ปีที่ 57 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2558

การสร้างศกัยภาพการเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงสากลผ่านการพฒันา ธีระพล  คชาชวีะ และสภุาพร  ภมูอิมร 

  1.  ข้อมูลผลการฝึกอบรมบุคลากรใหม่ ส�าหรับ  1.  การขยายผล : ไม่มี
    การผลิตสารชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิง ตาม  2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ : ไม่มี
    หนังสือที่ สธ 0603/- ลงวันที่ 1 สิงหาคม   3. การแก้ไข : ทางกลุ่มชีววัตถุมาตรฐานได้ท�าการ 
    2554 มีเกณฑ์การประเมินผล และการอบรม    แก้ไข  SOP  การฝึกอบรมบุคลากรใหม่ส�าหรับ 

    เรื่องความรู้ ความเข้าใจทางสถิติไม่เหมาะสม    การผลิตสารชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิง โดยได้เพิ่ม  
            รายละเอยีดในการฝึกอบรมการตรวจวิเคราะห์ทาง 
            ห้องปฏบัิตกิารเฉพาะด้าน โดยมกีารก�าหนดจ�านวน 

            ครั้งการทดสอบให้ชัดเจนขึ้น
     4. การป้องกัน  :   ให้ความรูค้วามเข้าใจกบัเจ้าหน้าทีใ่นการ 
            ใช้สถิตเิพือ่วิเคราะห์ข้อมลูหาค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

            ต้องมผีลการทดสอบอย่างน้อย 3 ค่าและให้ปฏบิตัิ 
            ตาม SOP 
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี

  2.  Sterility test for mumps vaccine   1. การขยายผล : ไม่มี
    ตามเอกสาร SOP 03 04 017 มีรายละเอียด  2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ : ไม่มี
    ไม่ครอบคลมุตามข้อก�าหนด ISO/ IEC   3. การแก้ไข : ท�าการทบทวน แก้ไข SOP 03 04 017
    17025: 2005 ดังนี้    ฉบับแก้ไขครั้งที่ 5 โดยได้แก้ไขดังนี้
    1.  หน้า 1/7 ไม่ได้ระบุวิธีการตรวจว่าเป็น   1.  เปลี่ยนชื่อเอกสารโดยได้ระบุวิธีการตรวจสอบ
      Membrane filtration หรือ Direct     ความปราศจากเชื้อว่าใช้วิธี direct inoculation
      inoculation อย่างชัดเจนในหัวข้อใหญ่    หน้า 1 of 7
    2.  หน้า 2/7 ข้อ 5. หลักการ บรรทัดที่ 3   2.  แก้ไขตัดค�าว่า “ตะกอน” ออก ใช้เป็น “ความขุ่น 
      “…ชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิงนั้น ปลอดเชื้อ    ของอาหารเลี้ยงเชื้อ” ข้อ 5.0 หลักการ และข้อ 14
      จะไม่พบตะกอนขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อ”     การรายงานผล
      ค�าว่า “ตะกอน” ไม่สื่อถึงการเจริญเติบโต  3.  negative control ได้เพิ่มรายละเอียดเพิ่มเติม
      ของเชื้อทั่วไป ซึ่งอาจจะขุ่นแต่ไม่มีตะกอน    เกี่ยวกับตัวอย่างที่จะตรวจสอบเป็น negative  
    3.  หน้า 4/7 ข้อ 10.6 Negative control    control คือใช้ diluents หรืออาหารเลี้ยงเซลล์
      มีรายละเอียดไม่เหมาะสม ได้แก่    และ cell fluid ที่ได้จาก flask cell control
      3.1  ตารางที่ 1 ไม่พบการระบุจ�านวน    ในขั้นตอนการจัดเตรียมชีววัตถุมาตรฐานมาเป็น 
        ตัวอย่างที่ทดสอบและ    ตัวอย่าง negative control ข้อ 10.7
      3.2  ไม่พบการทดสอบ Presence of    -  ได้เพิ่มตารางแสดงจ�านวนตัวอย่างที่สุ่มมาเพื่อ
        antimicrobial activity      ตรวจสอบความปราศจากเชื้อตารางที่ 1
            -  ได้ท�าการทดสอบ Growth inhibitory effect  
              ของ WRP. Of Mumps vaccine ที่ปริมาตร 
              ส่งตรวจ 0.5 ml/cryotube ว่าเมือ่ทดสอบด้วย 

ล�าดับที่  รายละเอียดข้อบกพร่อง  การด�าเนินการแก้ไข

ตารางที่ 6 การแก้ไขข้อบกพร่องจากการตรวจประเมิน ISO guide 34: 2009
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Capacity Building of International Reference Laboratory     Teerapon  Kachacheewa and Supaporn  Phumiamorn

              อาหารเลีย้งเช้ือส�าหรบัทดสอบความปราศจากเช้ือ 

              ปริมาตร 25 ml พบว่าปริมาณของ antibiotic 
              ในตัวอย่างมีน้อยจนไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง 
              การเจริญเติบโตของเชื้อได้ (เอกสารแนบ 6)
     4. การป้องกัน : ไม่มี
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี

  3.  การควบคุมเอกสารและข้อมูล ไม่ถูกต้อง ดังนี้  1. การขยายผล : ไม่มี
    1.  เอกสาร SOP 03 04 014  2.  ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ : มีการใช้เอกสารเป็น 

      เรื่อง Preparation and calibration of    คู่มือหลายฉบับ
      working reference standard 
      preparation for mumps vaccine   3. การแก้ไข : รวบรวมเนื้อหาในคู่มือฉบับต่างๆ ไว้ 
      มีรายละเอียดที่จ�าเป็นและส�าคัญไม่ครบถ้วน    ใน SOP ฉบับเดียวและทบทวนแก้ไข ดังนี้ 
      ตามการปฏิบัติงานจริง    1.  ได้มีการทบทวนและแก้ไข SOP 03 04 014
    2.  WS 03 04 029 เรื่อง Stability study      ฉบับแก้ไขครั้งที่  8  โดยมีการเพิ่มรายละเอียด 

      of working reference standard      วิธีด�าเนินการดังนี้
      preparation มีเนื้อหาในแต่ละช่วง      -  เพิ่มรายละเอียดการวางแผนการผลิต 

      ไม่สอดคล้องกัน เช่น การก�าหนดช่วงเวลากับ        ชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิงข้อ 10.1
      การศึกษา Stability เป็นต้น      -   เพิ่มรายละเอียดเกี่ยวกับขนาด  flask, 
    3.  ไม่พบวิธี/ขั้นตอนการวัด pH ของ working        ปริมาณเซลล์/ขนาด  flask  ให้ชัดเจน 

      reference standard preparation ทีผ่ลติขึน้        ข้อ 10.2
              -  เพิ่มรายละเอียดเกี่ยวกับจ�านวนไวรัสและ  
                establish titer ของสารมาตรฐานข้อ 10.3
              -  ก�าหนดค่า MOI ของไวรัสคางทูม
              -  เพิ่มขั้นตอนการท�าให้เกิดความเป็นเน้ือ 

                เดียวกันข้อ 10.5
              -  เพิ่มรายละเอียดการตรวจสอบปนเปื้อน 

                จากส่วนใสทีไ่ด้จาก flask ของ cell control  
                ข้อ 10.10.6
              -  เพิ่มขั้นตอนการตรวจสอบเอกลักษณ  ์

                ข้อ 10.10.7
              -  เพิ่มขั้นตอนการตรวจสอบความเป็นเน้ือ 

                เดียวกัน 10.10.9
              -  เพิ่มขั้นตอนการจัดท�าเอกสารรับรอง 
                คณุสมบัตแิละวิธกีารใช้งานชีววัตถมุาตรฐาน
                อ้างอิงข้อ 10.11.8

ล�าดับที่  รายละเอียดข้อบกพร่อง  การด�าเนินการแก้ไข

ตารางที่ 6 การแก้ไขข้อบกพร่องจากการตรวจประเมิน ISO guide 34: 2009 (ต่อ)
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การสร้างศกัยภาพการเป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงสากลผ่านการพฒันา ธีระพล  คชาชวีะ และสภุาพร  ภมูอิมร 

ล�าดับที่  รายละเอียดข้อบกพร่อง  การด�าเนินการแก้ไข

ตารางที่ 6 การแก้ไขข้อบกพร่องจากการตรวจประเมิน ISO guide 34: 2009 (ต่อ)

              -  เพิ่มขั้นตอนการตรวจสอบความคงตัวของ 
                ชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิงข้อ 10.11.9
              -  เพิม่แผนภมูกิารผลติชีววัตถมุาตรฐานส�าหรบั 

                วัคซีนป้องกันโรคคางทูมหน้า 8 of 13 – 9 
                of 13
            2.  ได้มกีารปรบัแก้ WS ให้สะดวกในการปฏบัิตงิาน 

              (เอกสารแนบ 13)
            3.  ได้เพิ่มรายละเอียดขั้นตอนการวัด  pH  โดย 

              ให้ปฏบัิตติาม SOP 03 04 031 การศึกษาความ 

              เป็นเน้ือเดียวกันของชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิง 
              ทั้งเรื่อง  จ�านวนตัวอย่างที่สุ่ม  การสุ่มตัวอย่าง 
              ข้อ 10.10.5
     4. การป้องกัน : ไม่มี
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี

  4.  ไม่พบ Technical record ที่เป็นข้อมูลดิบ   1. การขยายผล : ไม่มี
    (First primary data) ในการตรวจวัดค่า pH  2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ : ไม่มีการบันทึกผล 

            การตรวจวัดค่า pH ใน WS 03 02 009
     3. การแก้ไข : ก�าหนดให้การตรวจ  pH  ไว้ในคู่มือ 

            การปฏบัิตงิานการเตรยีมและการสอบเทยีบวัคซีน 

            อ้างอิงมาตรฐานส�าหรับวัคซีนป้องกันโรคคางทูม 

            (SOP 03 04 014) ฉบับแก้ไขครั้งที่ 9 และเน้นย�้า 
            ในผู้ปฏบัิตงิานบันทกึผลการทดสอบในแบบบันทกึ 

            ผลการทดสอบ WS 03 02 009 
     4. การป้องกัน : ไม่มี
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี

  5.  การท�า Homogeneity ในขั้นตอนการสุ่ม  1. การขยายผล : ไม่มี
    ตัวอย่าง ไม่เป็นไปตามเอกสาร SOP 03 04 031   2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ :
    และไม่พบ Technical record ในการสุ่มตัวอย่าง  3. การแก้ไข : ปรับแก้ WS 03 04 031 ให้เพิ่มเติม 

            รายละเอียดในการสุ่มตัวอย่าง
     4. การป้องกัน : ให้ปฏิบัติตาม SOP  03  04  031 
            อย่างเคร่งครัด
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี
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Capacity Building of International Reference Laboratory     Teerapon  Kachacheewa and Supaporn  Phumiamorn

  1.  ไม่พบ Validation data ที่สนับสนุนการ  1. การขยายผล : ท�าการศึกษาการใช้น�้าแข็งแห้ง
    ด�าเนินการ การขนส่งชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิง     เพื่อใช้ในการขนส่งชีววัตถุ
    ตามเอกสาร SOP 03 04 032  2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ :
     3. การแก้ไข : ศึกษาและรายงานผลการศึกษาการใช้ 
            น�้าแข็งแห้งเพื่อใช้ในการขนส่งชีววัตถุ  โดยใช้เป็น 

            ตวัแทนของชีววัตถชุนิดต่างๆ ทีต้่องขนส่งทีอ่ณุหภมูน้ีิ
     4. การป้องกัน : ไม่มี
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี

  2.  การทบทวนค�าขอ ข้อเสนอ และข้อสัญญา   1.  การขยายผล : ทบทวนเอกสารคู่มือคุณภาพ
    ในเอกสาร QCM บทที่ 5 และ SOP 03 00 027  2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ : ไม่มี
    ไม่มีการระบุ  3. การแก้ไข : เพิ่มเนื้อหาบทที่ 5 การทบทวนค�าขอ 
            ข้อเสนอ และข้อสัญญาให้ชัดเจน
     4. การป้องกัน : ไม่มี
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี

  3.  การประชุม Management review ตามข้อ  1.  การขยายผล : ไม่มี
    ก�าหนด ISO guide 34: 2009 ไม่ครอบคลมุวาระ  2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ : ไม่มี
    Management system และ Production   3.  การแก้ไข : ทบทวนคู่มอืการปฏบัิตงิานการทบทวน
    process มีแต่การพิจารณาเฉพาะที่เกี่ยวกับ    การบริหาร (Management Review) 

ตารางที่ 7  การแก้ไขข้อสังเกตจากการตรวจประเมิน ISO guide 34: 2009

ล�าดับที่  รายละเอียดข้อสังเกตที่พบ  จ�านวน (เรื่อง)

ล�าดับที่  รายละเอียดข้อบกพร่อง  การด�าเนินการแก้ไข

ตารางที่ 6 การแก้ไขข้อบกพร่องจากการตรวจประเมิน ISO guide 34: 2009 (ต่อ)

  6.  ไม่พบเกณฑ์การก�าหนดค่า pH (Assignment   1. การขยายผล : ไม่มี
    of property value)  2. ผลการวเิคราะห์หาสาเหตุ : ทดสอบ pH เพือ่เกบ็ 

            เป็นข้อมูลประกอบเท่าน้ัน  จึงไม่ได้ก�าหนดไว ้
            ในเกณฑ์
     3. การแก้ไข : ก�าหนดช่วงค่า  pH ที่เหมาะส�าหรับ 

            วัคซีนคางทูมเป็น 6.0 - 8.0 ในข้อ 10.10.4 SOP  
            03 04 014 ฉบับแก้ไขครั้งที่ 9 และมีการก�าหนด 

            ใน production plan
     4. การป้องกัน : ไม่มี
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี
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ตารางที่ 7  การแก้ไขข้อสังเกตจากการตรวจประเมิน ISO guide 34: 2009 (ต่อ)

ล�าดับที่  รายละเอียดข้อสังเกตที่พบ  จ�านวน (เรื่อง)

    ข้อบกพร่องจากการท�า Internal audit    (SOP 03 00 009) โดยเพิ่มการพิจารณาในส่วน 

            ของ  ISO  Guide  34:  2009  ด้วย  ส่วนของ  
            Production process จะให้พจิารณาในหวัข้อ 2.1
     4. การป้องกัน : ไม่มี
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี

  4  สถานที่และสภาวะแวดล้อมควรปรับปรุง พบ  1. การขยายผล : ไม่มี
    ห้องปลอดเชื้อ (Cleanroom) หมายเลข 214/1  2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ : ไม่มี 
    และ 214/2 ที่ใช้ส�าหรับการเตรียมวัสดุอ้างอิง   3. การแก้ไข : ปัญหาปรมิาณห้องปฏบัิตทิีม่ต้ีองใช้งาน 

    WRP (Working reference preparation)    ตรวจสอบผลิตภัณฑ์หลายชนิดนั้น  ทางสถาบันฯ  
    ส�าหรับ Mumps vaccine เป็นห้องที่ใช้ในการ    มาตรการจัดการดังนี้
    วิเคราะห์หาความแรง พิสูจน์เอกลักษณ์  ความเป็น    -  ได้จดัท�าตารางจองห้องปฏบิตั ิและขณะปฏบิตักิาร
    เนื้อเดียวกัน ความคงตัว การสอบเทียบ งานวิจัย      จะไม่มีการปฏิบัติงานร่วมกับของผลิตภัณฑ์ 
    และพัฒนาวัคซีนชนิดอื่น และผู้ปฏิบัติงานคนหนึ่ง      หลายๆ ชนดิในเวลาเดยีวกนั จงึไม่มปัีญหาเรือ่ง 
    ท�างานกับไวรัสหลายชนิด หลายผลิตภัณฑ์ จึงควร      cross contamination
    ต้องแสดงให้เหน็ระบบประกนัคณุภาพ ทีม่มีาตรการ    -  มกีารตรวจสอบประสทิธภิาพปลอดเช้ือว่ายงัคง
    ควบคุมไม่ให้เกิดข้อผิดพลาดจากบุคลากร       ท�างานได้อย่างเป็นปกต ิและก่อนเริม่ปฏบิตังิาน
    จากการปนเปื้อน และจากการใช้ห้อง       ผู้ปฏิบัติงานต้องมีการเปิด UV ตู้ปลอดเชื้อ 
    Cleanroom ที่มากเกินไป      และท�าความสะอาดด้วย 70% alcohol
            -  มีการจัดเตรียม  SOP  ไว้ในพื้นที่ปฏิบัติงาน 

              เพื่อให้ผู้ปฏิบัติงานได้ดูขณะปฏิบัติงาน  ท�าให้ 
              ไม่เกิดความสับสนถึงแม้ผู ้ปฏิบัติงานจะมี 
              หน้าที่รับผิดชอบผลิตภัณฑ์หลายชนิด
     4. การป้องกัน : ไม่มี
     5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี

  5.  Material processing (การด�าเนินงานการผลิต  1. การขยายผล : ไม่มี
    วัสดุอ้างอิง) ควรแก้ไขดังนี้  2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ : ไม่มี
    1.  เอกสารคู่มือคุณภาพ QCM บทที่ 23   3. การแก้ไข : 1.  มกีารทบทวนและแก้ไข คูม่อืคุณภาพ 

      เรื่อง กระบวนการตรวจรับวัสดุ หัวข้อและ    การผลิตชีววัตถุมาตรฐานอ้างอิง  ฉบับแก้ไข 
      เนื้อหา ไม่ครอบคลุมตามข้อก�าหนด    ครั้งที่ 3 บทที่ 23 กระบวนการผลิต
    2.  SOP 03 04 014 เรื่อง การเตรียมและ  2.  มีการทบทวน และแก้ไข SOP 03 04 014 ฉบับ 
      การสอบเทียบ WRP ฉบับแก้ไขครั้งที่ 7    แก้ไขครั้งที่ 8 โดยมีการแก้ไขเพิ่มเติมดังนี้
      2.1  หน้า 1/9 ข้อ 4 นิยามและค�าย่อ     -  เพิ่มเติมรายละเอียด  “50%”  ในนิยามและ 
      ข้อ 4.4 CCID50 (Cell culture infective      ค�าย่อข้อ 4.4
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Capacity Building of International Reference Laboratory     Teerapon  Kachacheewa and Supaporn  Phumiamorn

ตารางที่ 7  การแก้ไขข้อสังเกตจากการตรวจประเมิน ISO guide 34: 2009 (ต่อ)

ล�าดับที่  รายละเอียดข้อสังเกตที่พบ  จ�านวน (เรื่อง)

      dose) ไม่มีค�าว่า “50%” ในค�าอธิบาย    -  การใช้ค่าเฉลี่ย  ปัจจุบันใช้ค่าเฉลี่ย  (mean) 
      2.2  หน้า 2/9 บรรทัดแรก “และค�านวณหา      ไม่ได้ใช้ค่าเฉลีย่เรขาคณติ (geometric mean)   
      ค่าเฉลี่ย (Geometric mean; G.M.)…”      ซึ่งแก้ไขตามค�าแนะน�าของนักสถิติ  ซึ่งได้แก้ไข 
      ไม่มีค�าว่า “เรขาคณิต” หลังค�าว่าค่าเฉลี่ย      รายละเอียดใน SOP  03  04  014  ฉบับแก้ไข 
      2.3  หน้า 4/9 ข้อ 10 วิธีด�าเนินการ ไม่พบ      ครั้งที่ 8 ไปแล้ว  ข้อ 5.0
        -  ข้อ 10.1 การประมาณจ�านวนเซลล์    -  มีการเพิ่มรายละเอียดเกี่ยวกับขนาด  flask,  
          และการระบุขนาดของ Tissue      ปรมิาณเซลล์/ ขนาด flask และก�าหนดค่า MOI  
          culture flasks ที่ใช้กับการผลิต      ให้ชัดเจน  ในวิธีด�าเนินการ  (Procedures) 
          WRP และใช้กับ Control      ข้อ 10.0
          ซึ่งแตกต่างกัน    -  เพิ่มขั้นตอนการท�าให้มีความเป็นเนื้อเดียวกัน 
        -  ข้อ 10.4 Multiplicity of infection       โดยการกวนด้วย magnetic stirrer 
          (MOI) (จ�านวนไวรัส/ จ�านวนเซลล์)      ในข้อ 10.10.4
          โดยประมาณ    -  มีการระบุชนิดของ  plate  ให้ชัดเจนว่าเป็น 

      2.4  หน้า 5/9 ข้อ 10.9.3 ถึง 10.9.4 ไม่พบ      96-well flat  tissue  culture plate  ในวิธ ี
        ขั้นตอนการท�าให้เกิด Homogeneity      ด�าเนินการ
      2.5  หน้า 6/9 ข้อ 10.10.1 “เติม   4. การป้องกัน : ไม่มี
        Maintenance medium… ทุกหลุม”  5. การประเมินผลกระทบ : ไม่มี
        ไม่ได้ระบุว่าให้เติมในภาชนะอะไร 

  6.  Homogeneity ตามเอกสาร SOP 03 04 018   1. การขยายผล : ไม่มี
    หน้า 3/6 ข้อ 10.1.1 กล่าวว่า Homogeneity   2. ผลการวิเคราะห์หาสาเหตุ : ไม่มี
    ของงานด้าน Cell culture ต้องมค่ีา %CV < 25%   3. การแก้ไข : ได้มกีารปรบัแก้ SOP 03 04 018 ฉบับ 

    แต่ในทางปฏิบัติการตรวจ Homogeneity    แก้ไขครั้งที่ 5 โดยอ้างถึง SOP 03 04 031 ฉบับ 
    ตามเอกสาร SOP 03 04 031 ใช้การเปรียบเทียบ    แก้ไขครั้งที่ 3
    ตามตาราง One-way ANOVA  4. การป้องกัน : มีการระบุการใช้สถิติในขั้นตอน 

            การวางแผนการผลิตชีววัตถุมาตรฐาน
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วิจารณ์
การพัฒนาศักยภาพของการจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน

เดิมสถาบันฯ  ได้จัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานในรูปของเหลว  ต่อมาเมื่อได้รับการจัดสรรงบประมาณ 

จัดซ้ือเครื่องท�าแห้งในปี  2552  จึงได้พัฒนาการจัดเตรียมจากของเหลวมาเป็นผงแห้ง  เน่ืองจากมีข้อดีหลายประการ 
เช่น  มีความสะดวกในการจัดเก็บ  ให้ค่าความคงตัวที่สูงสามารถเก็บไว้ใช้ได้นานหลายปีและง่ายต่อการขนส่ง 
จึงได้เร่งพัฒนาการจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานหลายชนิดโดยเฉพาะวัคซีนที่ใช้ในแผนสร้างเสริมภูมิคุ้มกันใน
ประเทศตั้งแต่ปี  2553  เช่น  วัคซีนป้องกันโรคคางทูม  วัณโรค หัด  หัดเยอรมัน  และวัคซีนที่ในอนาคตจะน�ามาใช้ใน 

เด็กไทย เช่น วัคซีนป้องกันโรคอุจจาระร่วงในเด็กแรกเกิดไวรัสโรตา วัคซีนทุกชนิดที่พัฒนาขึ้นจะถูกน�ามาใช้เป็นวัคซีน
อ้างองิมาตรฐานของประเทศในอนาคต ซ่ึงจะต้องถูกก�าหนดค่าความแรงร่วมกับผู้ผลติวัคซีนในประเทศ เช่น วัคซีนป้องกนั 

โรควัณโรค คางทูม และหัด เป็นต้น นอกจากนี้เพื่อรองรับการจัดเก็บวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน สถาบันฯ ด�าเนินการจัด
สร้างคลังวัคซีนมาตรฐานของภูมิภาคสืบเน่ืองจากการเสนอให้ประเทศไทยเป็นแหล่งเก็บวัคซีนมาตรฐานในภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ในปี พ.ศ. 2553 จากการประชุม Regional National Control Laboratory Network  
Meeting  ซ่ึงในอนาคตอาคารคลงัวัคซีนมาตรฐานจะถกูจดัเกบ็ไม่เพยีงแต่วัคซีนอ้างองิมาตรฐานในประเทศเท่าน้ัน ยงัเป็น 

สถานที่จัดเก็บวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานของภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ด้วย 

กระบวนการพัฒนาห้องปฏบัิติการอ้างองิด้านวคัซีนและการพัฒนาเพ่ือรองรับระบบคุณภาพว่าด้วยการเป็นผูผ้ลิต
วัสดุอ้างอิง

เอกสารคุณภาพได้ถูกจัดท�าขึ้นใหม่  จ�านวน  13  ฉบับ  เพื่อรองรับระบบคุณภาพว่าด้วยการผลิตวัสดุอ้างอิง 
ISO  guide  34:  2009  และรองรับการตรวจประเมินระบบในปี  2557  ซ่ึงสถาบันชีววัตถุ  ถือเป็นหน่วยงานแรกของ 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ที่ยื่นขอการรับรองจากส�านักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
โดยใช้ระยะเวลา  2  ปี  ในการพัฒนาระบบและบุคลากร  รวมถึงการจัดท�าฐานข้อมูลระบบคุณภาพ  เช ่น 

ฐานข้อมูลการสอบเทียบเครื่องมือวิทยาศาสตร์  ฐานข้อมูลการประชุมฝึกอบรม  สัมมนาดูงานและฐานข้อมูลเอกสาร
มาตรฐานการปฏิบัติงาน  เป็นต้น  เพื่อให้สามารถตรวจสอบและติดตามข้อมูลที่เป็นปัจจุบันในระบบคุณภาพ  รวมทั้ง
ง่ายต่อการค้นหาและการจัดเก็บที่ปลอดภัย  ซ่ึงการจัดท�าระบบคุณภาพใหม่ขึ้นในห้องปฏิบัติการถือเป็นเรื่องที่ท้าทาย
ความสามารถ  เพราะต้องใช้เวลาศึกษาท�าความเข้าใจพร้อมเปรียบเทียบกับระบบคุณภาพที่ด�าเนินการอยู่คือ  ISO/
IEC  17025:  2005  เพื่อศึกษาความแตกต่างของข้อก�าหนด  (ตารางที่  3)  ก่อนด�าเนินการจัดท�าเอกสารเพิ่มเติม 

ซ่ึงส่วนใหญ่เอกสารที่จัดเตรียมขึ้นใหม่  จ�านวน  13  ฉบับ  (ตารางที่  1)  เป็นเรื่องที่เกี่ยวข้องกับการผลิตวัสดุอ้างอิง 
ทัง้สิน้ ซ่ึงอาจมกีารจดัเตรยีมเอกสารเพิม่เตมิหรอืแก้ไขให้สอดคล้องกบัระบบคณุภาพ ISO guide 34: 2009 มากยิง่ขึน้ 

หลังการตรวจประเมิน

การขอการรับรองระบบคุณภาพว่าด้วยการผลิตวัสดุอ้างอิงตามข้อกำาหนด ISO guide 34:2009
ได้ด�าเนินการขอรบัรองระบบคณุภาพ ISO guide 34: 2009  ในปี 2557 จากส�านักมาตรฐานห้องปฏบัิตกิาร 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  เป็นการตรวจประเมินการขอรับรองการผลิตวัคซีคางทูมอ้างอิงมาตรฐาน  เน่ืองจาก 

ระบบคุณภาพ  ISO  guide  34:  2009  จะเน้นในเรื่องข้อก�าหนดว่าด้วยการจัดเตรียมสารมาตรฐานทางเคมีเป็นหลัก 

ซ่ึงมีความแตกต่างจากการจัดเตรียมสารมาตรฐานทางชีวภาพ  ที่ต้องใช้สิ่งมีชีวิตในการจัดเตรียม  ดังน้ันข้อก�าหนด 

บางข้อใน  ISO guide 34: 2009 อาจจะไม่เหมาะสมต่อการน�ามาใช้กับสารมาตรฐานทางชีวภาพ  เช่น ข้อก�าหนดว่า
ด้วยการทดสอบความไม่แน่นอนของการวัด และการทดสอบทางสถิติ  เป็นต้น  ท�าให้ต้องมีการช้ีแจงรายละเอียดและ
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ท�าความเข้าใจร่วมกันระหว่างผู้ตรวจประเมินและผู้รับการตรวจประเมิน  อย่างไรก็ตาม  สถาบันชีววัตถุ  ได้พยายาม
แก้ไขปรับปรุงสิ่งที่เป็นข้อบกพร่อง จ�านวน 6 ข้อ และข้อสังเกต จ�านวน 6 ข้อ ให้สอดคล้องกับ ISO guide 34: 2009 
เพื่อการพัฒนาระบบคุณภาพดังกล่าว

สรุป
  การพฒันาระบบคณุภาพเพ่ือให้ได้มาตรฐานเป็นการประกันคุณภาพของห้องปฏบัิตกิารให้เป็นทีย่อมรบั

ในระดบัสากล สถาบันชีววัตถ ุเป็นหน่วยงานควบคมุก�ากับของรฐัในการควบคุมคุณภาพวัคซีนและชีววัตถุในห้องปฏบัิตกิาร 
ได้พัฒนาระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการตามมาตรฐาน  ISO/IEC  17025:  2005  ซ่ึงเป็นมาตรฐานที่ยอมรับทั่วไป 

แต่ในการควบคมุคณุภาพวัคซีนน้ัน จ�าเป็นต้องใช้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานเพือ่ควบคุมคุณภาพผลการทดสอบควบคู่ไปกบั
ตัวอย่างวัคซีน สถาบันฯ จึงพัฒนาการจัดเตรียมวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานในรูปผงแห้ง เพื่อง่ายต่อการเก็บ จัดเก็บได้นาน
เน่ืองจากความคงตวัสงูและทีส่�าคญัง่ายต่อการขนส่ง และเพือ่สร้างศักยภาพการเป็นห้องปฏบัิตกิารอ้างองิในระดบัสากล 
กระบวนการพัฒนาห้องปฏบัิตกิารด้านวัคซีนโดยการพฒันาบุคลากร การจดัระบบบรหิารจดัการวัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน
ตลอดจนการจัดเตรียมเอกสารคุณภาพที่เกี่ยวข้องกับการผลิตวัสดุอ้างอิง  เพื่อขอรับการตรวจรับรองระบบคุณภาพว่า
ด้วยการผลิตวัสดุอ้างอิงตามมาตรฐาน ISO guide 34: 2009 ของประเทศคาดว่าจะได้รับการรับรองในปี พ.ศ. 2558 
ซึ่งจะท�าให้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐานที่ผลิตโดยสถาบันชีววัตถุ เป็นที่ยอมรับในระดับภูมิภาคและสากล

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณ  บุคลากรทุกท่านของสถาบันชีววัตถุ  ที่ได้ให้ความร่วมมือในการพัฒนาระบบคุณภาพว่าด้วย 

การผลิตวัสดุอ้างอิงของสถาบันฯ และขอขอบคุณผู้อ�านวยการสถาบันฯ นางธีระนารถ จิวะไพศาลพงศ์ ที่สนับสนุนให้มี
การพัฒนาศักยภาพการผลิตวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานและการขอรับการตรวจประเมินตามระบบ ISO guide 34: 2009
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126
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2558

Capacity Building of International Reference Laboratory     Teerapon  Kachacheewa and Supaporn  Phumiamorn

Capacity Building of International  
Reference Laboratory through        

Development and ISO guide 34: 2009  
Assessments

Teerapon Kachacheewa and Supaporn Phumiamorn 
Institute of Boilogical Products, Department of  Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 11000

ABSTRACT Quality  system,  a major  infrastructure  of  a  reference  laboratory,  the  Institute  of  
Biological Products (IBP), as the National Control and Reference Laboratory for biological products, was 
primarily implemented with the ISO/IEC 17025:2005 for assuring its testing competency. In addition to  
vaccine quality testing, reference vaccines are significantly required for perceptible analysis. Consequently,  
the  laboratory  competency was  extended  through  another  quality  system,  the  ISO Guide  34:2009, 
the  requirements  for  reference materials  producer.  Several  lyophilized  reference  vaccines  have  been  
produced for simple and long storage; and uncomplicated transportation purpose as well due to their 
good stability. The regional reference vaccines bank was established for well management of the quality 
system. Staff development for better understanding of knowledge concerned as well as quality manual  
preparation  and  documentation  have  been  processed.  The  IBP was  the  first  organization  under  the  
Department of Medical Sciences which requested for ISO Guide 34: 2009 assessment in B.E. 2557.

Key words: reference material producer, ISO Guide 34: 2009
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ความชำานาญการตรวจวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยา

ลดาวลัย์ จึงสมานกูุล กมลวรรณ กันแต่ง และอจัฉรา อยู่คง
ส�ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000
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บทคัดย่อ  การทดสอบความช�านาญทางจุลชวีวทิยาเป็นการประเมนิความสามารถในการตรวจวเิคราะห์และพฒันาระบบคุณภาพ
ของห้องปฏิบัติการตรวจวเิคราะห์อาหารทางจุลชวีวทิยา  ห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่ใช้บริการทดสอบความช�านาญจากต่างประเทศ
ซ่ึงมรีาคาแพง ปัจจุบันประเทศไทยมผู้ีด�าเนินการเพยีง 1-2 ราย และไม่ครอบคลมุรายการตรวจวเิคราะห์ทางจุลชวีวทิยาทีจ่�าเป็น
ดังน้ันเพือ่เป็นทางเลอืกหรือทดแทนการใช้บริการจากต่างประเทศและเพิม่ศกัยภาพของกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ในการพฒันา
ห้องปฏิบัติการ  ในปี  พ.ศ.  2554  ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร  (สคอ.)  จึงได้เร่ิมโครงการการให้บริการทดสอบ 

ความช�านาญทางจุลชีววิทยา  โดยในข้ันแรกได้จัดท�าโครงการน�าร่องเพื่อศึกษาทดลองเตรียมตัวอย่างทดสอบความช�านาญและ
ส่งตัวอย่างทดสอบรายการ Salmonella spp.  และ Staphylococcus aureus  ให้แก่หน่วยงานตรวจวิเคราะห์อาหาร 
ทางจุลชีววิทยาของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  16  แห่ง  และให้ทุกหน่วยงานรายงานผลการตรวจภายในเวลาที่ก�าหนด  ซ่ึง 
จากผลที่ได้รับเป็นการยืนยันว่าตัวอย่างที่เตรียมสามารถใช้ทดสอบความช�านาญทางจุลชีววิทยาได้  จึงขยายการให้บริการแก่ 
ห้องปฏิบัติการทัง้ภาครัฐและเอกชนอย่างต่อเน่ืองคือปีงบประมาณ 2555 ให้บริการ 2 รายการทดสอบได้แก่ Salmonella spp. 
และ S.aureus แต่ละรายการทดสอบให้บริการรายการละ 2 รอบ รวม 4 รอบ มีสมาชิกรวม 109 ราย ปีงบประมาณ 2556 
เพิ่มขอบข่ายการให้บริการอีก 2 รายการทดสอบ ได้แก่ Listeria monocytogenes และจ�านวนจุลินทรีย์รายการละ 1 รอบ 

รวม 4 รอบ มสีมาชกิรวม 177 ราย  และปีงบประมาณ 2557 ขยายขอบข่ายการให้บริการเป็น 7 รายการทดสอบ โดยเพิม่รายการ
ทดสอบจ�านวนจุลินทรีย์, จ�านวน Bacillus cereus, จ�านวน coliforms และจ�านวน Escherichia coli รวม 7 รอบ มีสมาชิก
รวม  356  ราย    เฉลี่ยมีห้องปฏิบัติการที่เข้าร่วมทดสอบฯ ต่อรอบเพิ่มขึ้นตามล�าดับคือ  ปีงบประมาณ  2555-2557  เท่ากับ 

27, 44 และ 51 รายตามล�าดับ ซึ่งห้องปฏิบัติการสมาชิกสามารถน�าผลที่ได้ไปประเมินความสามารถในการตรวจวิเคราะห์และ
ปรับปรุงระบบคุณภาพของห้องปฏิบัติการ  รายการทดสอบทั้ง  7  รายการน้ีได้รับการรับรองความสามารถตามมาตรฐาน 

ISO/IEC  17043:  2010  เมื่อต้นปี  พ.ศ.  2558  การเป็นผู้ด�าเนินการแผนทดสอบความช�านาญการตรวจวิเคราะห์อาหาร 
ทางจุลชวีวทิยาของ สคอ. เป็นการพฒันาและปรับปรุงคุณภาพห้องปฏิบัติการของประเทศไทยและลดค่าใช้จ่ายของห้องปฏิบัติการ 
ต่างๆ ในการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญกับหน่วยงานต่างประเทศ
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บทนำา
การทดสอบความช�านาญ  (Proficiency  Testing,  PT)  หมายถึงการประเมินความสามารถของ 

ห้องปฏิบัติการในการวิเคราะห์  เป็นการเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการต่างๆ  ที่เข้าร่วมในแผนการทดสอบ 

ความช�านาญ (Inter-laboratory comparison)(1)  โดยผู้ด�าเนินการแผนทดสอบความช�านาญ (PT provider, PTP) 
จดัส่งตวัอย่างทีแ่บ่งมาจากตวัอย่างเดยีวกนัไปยงัห้องปฏบัิตกิารสมาชิกในช่วงเวลาเดยีวกัน เพือ่ให้สมาชิกตรวจวิเคราะห์
และส่งผลภายในระยะเวลาที่ก�าหนด  การเข้าร่วมแผนทดสอบความช�านาญสามารถน�ามาใช้ช้ีบ่งคุณภาพผลการตรวจ
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการและช้ีบ่งปัญหาของการปฏิบัติงานที่เป็นต้นเหตุท�าให้ผลไม่สอดคล้องกับค่าก�าหนด 

(assigned value) รวมทั้งส่วนอื่นๆ ที่เกี่ยวข้อง เช่น การรายงานผลที่ชัดเจน การใช้หน่วยที่ถูกต้อง และการส่งผลใน
ระยะเวลาที่ก�าหนด เป็นต้น

การทดสอบความช�านาญ  จัดเป็นเครื่องมือส�าคัญอย่างหน่ึงในการประกันคุณภาพผลการทดสอบตาม 

มาตรฐานสากล  ISO/IEC  17025:2005  ข้อ  5.9.1  (b)(2)  โดยเป็นการประเมินความสามารถของห้องปฏิบัติการ 
โดยองค์กรภายนอก (external quality assessment) และองค์กรรับรองความสามารถของห้องปฏิบัติการก�าหนด
เป็นหลกัเกณฑ์หรอืเงือ่นไขให้ห้องปฏบัิตกิารทีป่ระสงค์จะขอการรบัรองต้องมผีลการทดสอบน้ี(1)  แต่เน่ืองจากในปัจจบัุน
ประเทศไทยมี PTP ทางจุลชีววทิยาไมม่าก ห้องปฏบิัตติรวจวิเคราะหอ์าหารส่วนใหญ่ต้องเขา้ร่วมทดสอบความช�านาญ
กับหน่วยงานในต่างประเทศซึ่งมีค่าใช้จ่ายสูงมาก ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร  (สคอ.)  กรมวิทยาศาสตร์ 
การแพทย์  ซ่ึงเป็นหน่วยงานที่ได้รับการยอมรับในความสามารถด้านการตรวจวิเคราะห์อาหาร และมีอ�านาจหน้าที ่
ในการให้การสนับสนุนและพัฒนาระบบคุณภาพของห้องปฏิบัติการด้านสาธารณสุขทั้งหน่วยงานภาครัฐและเอกชน(3)

ได้รับการร้องขอจากห้องปฏิบัติการต่างๆ  ให้เตรียมตัวอย่างส�าหรับเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการและน�าผล 

ที่ได้ไปประกอบการยื่นขอรับการรับรอง  ดังน้ัน  เพื่อให้ห้องปฏิบัติการทั่วไปสามารถน�าผลเปรียบเทียบระหว่าง 
ห้องปฏิบัติการไปปรับปรุงคุณภาพการตรวจวิเคราะห์และยื่นขอการรับรอง  จึงได ้พัฒนาการให ้บริการ 
ด้านการทดสอบความช�านาญทางจุลชีววิทยาอย่างเป็นระบบ  โดยในขั้นแรกได้จัดท�าโครงการน�าร่องเพื่อทดลองระบบ
และด�าเนินกิจกรรมทดสอบความช�านาญการตรวจวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยาในเดือนกันยายน  2554  สมาชิก 

เร่ิมต้นได้แก่ห้องปฏิบัติการของกรมฯ  ที่มีภารกิจด้านการตรวจวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยา  ซ่ึงประกอบด้วย 

ห้องปฏิบัติการในส่วนกลาง 2 แห่ง และศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ 14 แห่ง รายการทดสอบได้แก่ Salmonella spp. 
และ Staphylococcus aureus จากนั้นเดือนพฤศจิกายน 2554 สคอ. จึงได้ด�าเนินการแผนทดสอบความช�านาญการ
ตรวจวิเคราะห์อาหารทางจลุชีววิทยา โดยให้บรกิารเตม็รปูแบบแก่สมาชิกทัง้จากภาครฐัและเอกชนและน�าระบบมาตรฐาน 
ISO/IEC 17043: 2010 มาใช้ ซึ่งมีวัตถุประสงค์ คือ 1) เพิ่มศักยภาพด้านการเป็นผู้ด�าเนินการทดสอบความช�านาญ
ห้องปฏบัิตกิารด้านจลุชีววิทยาของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์และของประเทศ ให้สามารถพึง่พาตนเองได้ และทดแทน
การน�าเข้าจากต่างประเทศ  ท�าให้ประหยัดเงินตราของประเทศ    2) พัฒนาศักยภาพและเสริมสร้างความเข้มแข็งของ 
ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์อาหารด้านจุลชีววิทยาของประเทศไทยให้เป็นที่ยอมรับในระดับสากล

วิธีการ
การพัฒนาการเป็น  PTP ทางจุลชีววิทยาเพื่อให้บริการแก่สมาชิกทั้งภาครัฐและเอกชน  แบ่งเป็น  4  ระยะ 

ได้แก่ การวางแผนขั้นต้น การวางแผนด้านการจัดการ การด�าเนินการเป็น PTP และการด�าเนินการขอรับรองคุณภาพ 

ตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17043: 2010
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การทดสอบความช�านาญทางจุลชวีวทิยา ลดาวลัย์  จึงสมานุกูล และคณะ

ระยะที่ 1: การวางแผนขั้นต้น (Initial planning) 
เป็นการศึกษาความพร้อมด้านเทคนิคทางห้องปฏบัิตกิาร เช่น รายการทดสอบและความถ่ีหรอืรอบการทดสอบ

ที่จะให้บริการ  ชนิดของตัวอย่างทดสอบ  ระดับหรือปริมาณของจุลินทรีย์  รวมทั้งการจัดเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีการ 
ที่เหมาะสม เป็นต้น  มีขั้นตอนต่างๆ ดังนี้

1.1  จดัตัง้ทมีงาน ได้แก่ นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ส่วนหน่ึง ซ่ึงมปีระสบการณ์ด้านการตรวจวิเคราะห์อาหาร
ทางจลุชีววิทยาเป็นอย่างด ีได้รบัการรบัรองความสามารถตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005(2) จากส�านักมาตรฐาน
ห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

1.2  ส�ารวจและเตรียมความพร้อมของสถานที่  โดยใช้พื้นที่ของห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์อาหาร 
ทางจุลชีววิทยา 

1.3  ส�ารวจความพร้อมของเครือ่งมอื ได้แก่ เครือ่งท�าให้แห้งแบบเยอืกแขง็ (lyophilizer) และวัสดอุปุกรณ์
ที่จ�าเป็นต้องใช้ส�าหรับการท�าแห้งเยือกแข็ง ได้แก่ ขวดแก้วพร้อมฝาชนิดฆ่าเชื้อได้ (สามารถเข้าเครื่อง autoclave ได้) 
และทนต่อความเย็นที่อุณหภูมิต�่าๆ (ต�่ากว่า -40 องศาเซลเซียส) ส�าหรับเครื่องมือพื้นฐานอื่นๆ ใช้เครื่องมือที่มีอยู่ใน
ห้องปฏิบัติการ  ได้แก่  autoclave,  balance  (sensitivity  0.1  กรัม),  glass  bottle with  screw  cap,  glass 
spreading rod, glass slide, incubator, loop, needle, pH-meter, petri dishes, pipette, safety cabinet, 
stomacher, stomacher bag, test tube, vortex mixer, water bath 

1.4  ศึกษาเอกสารเกี่ยวกับข้อก�าหนดทั่วไปของการทดสอบความช�านาญ เช่น ISO/IEC 17043: 2010(4), 
ISO/TS 22117: 2010(5), ISO 13528: 2005(6) เป็นต้น  เพื่อให้เกิดความเข้าใจและสามารถจัดท�าเอกสารคุณภาพ 

ให้สอดคล้องกับระบบได้ 
1.5  ศึกษาคู่มือการปฏิบัติงาน เรื่อง สถิติที่ใช้ในการทดสอบความช�านาญ(7) (SOP PT 20 T4 401) และ

เลือกใช้สถิติเฉพาะส่วนที่เกี่ยวข้องกับการทดสอบความช�านาญทางจุลชีววิทยา เช่น
 	 การทดสอบความเบ่ียงเบนภายในตวัอย่าง (within sample variation) เพือ่ศึกษาความแปรปรวน 

(variation) หรือความแตกต่างของการตรวจวิเคราะห์ซ�้าโดยใช้สถิติ Cochran’s test 
 	 การทดสอบความเป็นเน้ือเดียวกันและความคงตัวของตัวอย่างทดสอบ  โดยทดสอบความเบี่ยงเบน

ระหว่างตัวอย่าง  (between sample variation) และวิเคราะห์ความแปรปรวน (One-way ANOVA) 
 	 การหาค่าก�าหนด (assigned value) และ z-score หรือ z′-score เป็นต้น
1.6  ศึกษาวิธีเตรียมตัวอย่างทดสอบทางจุลชีววิทยาจาก ISO 16140: 2003 / Amd.2011(8)

1.7  ศึกษาการสุ่มตัวอย่างโดยใช้โปรแกรมจาก http://www.randomizer.org/form.htm(9)

1.8  จัดหาจุลินทรีย์มาตรฐานต่างๆ  เช่น  Salmonella  Typhimurium  (DMST  562), E. coli 
(DMST 4212), S. aureus (DMST 8840), S. epidermidis (DMST 15505), Listeria monocytogenes 
(DMST 17303), L. innocua (DMST 9011), B. cereus (DMST 6228) เป็นต้น แหล่งของจุลินทรีย์มาตรฐาน
คือ ศูนย์เก็บรักษาและรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ทางการแพทย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์
การแพทย์  โดยจุลินทรีย์ที่รับมาจะต้องทดสอบก่อนน�ามาใช้งานเพื่อให้แน่ใจว่าเป็นจุลินทรีย์ที่บริสุทธิ์  (pure)  มีชีวิต  
(survive) และมีคุณสมบัติตรงตามต้องการ (characteristic) หรือที่ก�าหนดในวิธีวิเคราะห์

1.9 ทดลองเตรียมตัวอย่างทดสอบทางจุลชีววิทยา  ซ่ึงตัวอย่างทดสอบที่เตรียมรอบแรกเป็นการตรวจ 
แบบคุณภาพ (Qualitative) คือ รายการ Salmonella  spp. และ S. aureus ตรวจแบบพบ/ไม่พบ โดยเตรียม
ตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์เติมจุลินทรีย์เป้าหมาย  (target  microorganisms)  เช่น Salmonella spp., 
S. aureus และจุลินทรีย์แข่งขัน (non target หรือ competitive microorganisms) และท�าให้แห้งแบบเยือกแข็ง
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1.10  ทดสอบความเป็นเน้ือเดียวกัน  (homogeneity  test)  และความคงตัว  (stability)  ของ 
ตัวอย่างทดสอบ  (test material)  โดยใช้วิธีมาตรฐานที่ได้รับการรับรองความสามารถตามมาตรฐาน  ISO/IEC 

17025:2005(2)  จากส�านักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หมายเลขทะเบียน 4043/50
1.11  ส่งตัวอย่างทางไปรษณีย์ด่วนพิเศษให้ห้องปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่มีกิจกรรม 

ตรวจวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยา  รวม  16  แห่ง  ประกอบด้วย  ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์  14  แห่ง  และ  สคอ. 
2 แห่งเพื่อวิเคราะห์และส่งผลกลับภายในเวลาที่ก�าหนด

ระยะที่ 2: การวางแผนด้านการจัดการ (Management planning)
เป็นการศึกษาความเหมาะสมของขัน้ตอนการด�าเนินงานในแต่ละขัน้ตอน รวมทัง้ระยะเวลาและเอกสารต่างๆ

ที่จ�าเป็น เพื่อให้สอดคล้องกับระบบคุณภาพ ISO/IEC 17043: 2010(4) มีขั้นตอนต่างๆ ดังนี้
2.1  ทบทวน/จัดท�ามาตรฐานการปฏิบัติงาน  (standard  operating  procedure:  SOP)  เพื่อก�าหนด

ระเบียบปฏิบัติงานให้เป็นไปตามขั้นตอนและสามารถน�าไปปฏิบัติได้
2.2  ทบทวน/จัดท�าแบบฟอร์ม  (forms)  ที่ใช้บันทึกผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการและอื่นๆ 

เพื่อใช้เก็บไว้เป็นหลักฐานและการทวนสอบ
2.3  เข้ารับการอบรมเพิ่มเติมเรื่อง ISO/IEC 17043: 2010, ISO 13528: 2005
2.4  จัดระบบฐานข้อมูลในส่วนของการจัดเก็บข้อมูลสมาชิก  ผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

การประเมินผล ฯลฯ
2.5  ก�าหนดระยะเวลาด�าเนินการต่างๆ เช่น วันเตรยีมตวัอย่างทดสอบ (ก่อนวันส่งตวัอย่างประมาณ 1 เดอืน 

กรณทีีเ่ป็นรายการทดสอบใหม่ๆ จะเริม่เตรยีมตวัอย่างทดสอบก่อนวันส่งตวัอย่าง 2-3 เดอืน) วันทีส่่งตวัอย่าง ช่วงเวลา
ตรวจวิเคราะห์ของสมาชิก  วันสุดท้ายของการส่งรายงานผล  วันส่งรายงานฉบับสมบูรณ์  การก�าหนดระยะเวลาต่างๆ 

ต้องมีการวางแผนล่วงหน้าอย่างน้อย  3  เดือน  ซ่ึงต้องพิจารณาให้เหมาะสมกับวันท�าการของห้องปฏิบัติการด้วย 

เช่น ไม่ตรงกับวันหยุดยาว หรือช่วงเทศกาลประจ�าปี
2.6  ศึกษาและคัดเลือกบรรจุภัณฑ์ บรรจุหีบห่อที่เหมาะสมส�าหรับตัวอย่างทดสอบที่เป็นจุลินทรีย์

ระยะที่ 3: การดำาเนินการเป็น PTP (PTP operation) มีขั้นตอนต่างๆ ดังนี้
3.1  เปิดรับสมัครสมาชิกโดยท�าหนังสือเชิญส่งไปยังห้องปฏิบัติตรวจวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยา 

ทั้งภาครัฐและเอกชน และประชาสัมพันธ์โครงการผ่านแผ่นพับและ website ของ สคอ. กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
3.2  เตรียมตัวอย่างทดสอบ  (test material)  โดยเติมจุลินทรีย์ในตัวอย่างและท�าให้เป็นเน้ือเดียวกัน 

แบ่งบรรจใุนขวดแก้ว (vial) น�าเข้าเครือ่งท�าแห้งแบบเยอืกแขง็ (lyophilizer) ปิดฝาขวดด้วยจกุยางและฝาอะลมูเินียม 
ระบุหมายเลขก�ากับแต่ละขวด  เก็บตัวอย่างทดสอบไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเพื่อให้ตัวอย่างทดสอบมีความคงตัว(5,  10) 

การเติมจุลินทรีย์ต้องพิจารณาปริมาณให้เหมาะสมต่อรายการทดสอบแต่ละรายการและเป็นไปตามหลักวิชาการ(5,  8) 

โดยทัว่ไปการตรวจวิเคราะห์อาหารทางจลุชีววิทยาสามารถแบ่งเป็นสองกลุม่ใหญ่ๆ คอื  การตรวจวิเคราะห์แบบคณุภาพ 
(qualitative  test)  คือ  การตรวจหาแบบพบหรือไม่พบ  (detection)  เช่น L. monocytogenes (พบ/ไม่พบ 

ต่อ 25 กรัม), Salmonella spp. (พบ/ไม่พบ ต่อ 25 กรัม), S. aureus (พบ/ไม่พบ ต่อ 0.1 กรัม) และการตรวจ
วิเคราะห์แบบปริมาณ (quantitative  test) คือ การตรวจแบบนับจ�านวน (enumeration)  เช่น จ�านวนจุลินทรีย์ 
(cfu/กรัม), จ�านวน B. cereus (cfu/กรัม), จ�านวน coliforms (MPN/กรัม) และจ�านวน  E. coli (MPN/กรัม) 
เป็นต้น
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การทดสอบความช�านาญทางจุลชวีวทิยา ลดาวลัย์  จึงสมานุกูล และคณะ

  การเติมจุลินทรีย์ในการตรวจวิเคราะห์แบบคุณภาพและแบบปริมาณจะแตกต่างกัน ดังนี้
 การตรวจวิเคราะห์แบบคุณภาพ
  เติมจุลินทรีย์เป้าหมาย (target microorganism) ให้เหลือรอดปริมาณต�่าๆ คือ ประมาณ 10-100 

cfu ต่อหน่วยทดสอบ และเติมจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายหรือจุลินทรีย์แข่งขัน (non-target microorganisms หรือ 
competitive microorganisms)  ให้เหลือรอดในปริมาณมากกว่าจุลินทรีย์เป้าหมายอย่างน้อย  100  เท่า(8,  11) 

จุลินทรีย์เป้าหมายเช่น
	 	 S. aureus เติมปริมาณ 10-100 cfu ต่อ 0.1 กรัม
	 	 L. monocytogenes เติมปริมาณ 10-100 cfu ต่อ 25 กรัม
	 	 Salmonella spp. เติมปริมาณ 10-100 cfu ต่อ 25 กรัม
 การตรวจวิเคราะห์แบบปริมาณ
  เติมจุลินทรีย์เป้าหมาย (target microorganism) ให้เหลือรอดในปริมาณที่อยู่ในช่วงของการนับของ 

แต่ละวิธ ีและเตมิจลุนิทรย์ีทีไ่ม่ใช่เป้าหมายหรอืจลุนิทรย์ีแข่งขนั (non-target microorganisms หรอื competitive 
microorganisms) ให้เหลือรอดใกล้เคียงตัวอย่างอาหารในธรรมชาติมากที่สุด(7) เช่น จ�านวนจุลินทรีย์เป้าหมายเป็น

	 	 จ�านวนจุลินทรีย์ เติมจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ (ครอบคลุมบักเตรีแกรมบวกและแกรมลบ) ปริมาณ 102 

ถึง 106 cfu ต่อกรัม
	 	 B. cereus เติม B. cereus ปริมาณ 102 ถึง 106 cfu ต่อกรัม และจุลินทรีย์แข่งขันปริมาณมากกว่า 

B. cereus อย่างน้อย 100 เท่า
	 	 coliforms, E. coli, S. aureus เติมจุลินทรีย์ดังกล่าวปริมาณ 3-110,000 MPN ต่อกรัมและ

จุลินทรีย์แข่งขันปริมาณมากกว่าจุลินทรีย์เป้าหมายอย่างน้อย 100 เท่า
3.3 สุ่มตัวอย่างเพื่อทดสอบความเป็นเน้ือเดียวกันและความคงตัว  โดยใช้โปรแกรมจาก  http://www.

randomizer.org/form.htm(9)

3.4 ทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน (homogeneity test) ของตัวอย่างทดสอบ
 การตรวจวิเคราะห์แบบคุณภาพ
  สุม่ตวัอย่างทดสอบทีม่จีลุนิทรย์ีเป้าหมายและตวัอย่างทดสอบทีไ่ม่มจีลุนิทรย์ีเป้าหมาย (มจีลุนิทรย์ีอ่ืนๆ) 

ที่แบ่งบรรจุแล้วอย่างละ 10 ขวด ตรวจวิเคราะห์หาจุลินทรีย์เป้าหมายโดยใช้วิธีวิเคราะห์ที่เป็นมาตรฐาน (standard 
method)  โดยได้รับการรับรองความสามารถตามมาตรฐาน  ISO/IEC  17025:  2005(2)  จากส�านักมาตรฐาน 

ห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หมายเลขทะเบียน 4043/50 ได้แก่ 
	 	 L. monocytogenes (พบ/ไม่พบ ต่อ 25 กรัม) ใช้วิธี ISO 11290-1: 1996/Amd.1: 2004(12)

	 	 Salmonella spp. (พบ/ไม่พบ ต่อ 25 กรัม) ใช้วิธี ISO 6579: 2002/ Cor.1: 2004(13)

	 	 S. aureus (พบ/ไม่พบ ต่อ 0.1 กรัม) ใช้วิธี BAM 2001, Chapter 12(14)

  ตัวอย่างทดสอบที่เติมจุลินทรีย์เป้าหมายทุกขวดต้องตรวจพบจุลินทรีย์เป้าหมายและตัวอย่างทดสอบ 

ที่เติมจุลินทรีย์อื่นทุกขวดต้องตรวจไม่พบจุลินทรีย์เป้าหมาย
 การตรวจวิเคราะห์แบบปริมาณ
  สุ่มตัวอย่างทดสอบที่แบ่งบรรจุแล้วจ�านวน  10  ขวด  ตรวจตัวอย่างละ  2  ซ�้า  (duplicate)  โดยใช้วิธี

วิเคราะห์ที่เป็นมาตรฐานฯ ได้แก่ 
 	 coliforms (MPN/กรัม) ใช้วิธี BAM 2002, updated 2013 Chapter 4(15)

	 	 E. coli (MPN/กรัม) ใช้วิธี BAM 2002, updated 2013 Chapter 4(15)
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microbiological Proficiency Testing Ladawan Chungsamanukool et al.

 	 จ�านวนจุลินทรีย์ (cfu/กรัม) ใช้วิธี APHA, Compendium 2001, Chapter 6&7(16)

 	 B. cereus (cfu/กรัม) ใช้วิธี BAM 2001, updated 2013 Chapter 4(17)

น�าผลวิเคราะห์ที่ได้มาเปลี่ยนค่าจากหน่วย  cfu  หรือ MPN  เป็น  log10 cfu  หรือ  log10 MPN ทดสอบ 

ความแตกต่างภายในตัวอย่าง (within sample variation) โดยใช้สถิติ Cochran’s test  เพื่อศึกษาความแตกต่าง
ของการวิเคราะห์ซ�้า (precision) 

    ค�านวณค่า   C = Dmax 
2/∑Di

2

    เมื่อ  Di  คือ ค่าแตกต่างของค่าซ�้า คู่ที่ i
      Dmax  คือ ค่าแตกต่างของค่าซ�้า คู่ที่มากที่สุด

เปรียบเทียบค่า C ที่ค�านวณได้กับค่าวิกฤติในตาราง Cochran’s test ที่ระดับนัยส�าคัญ 0.05 (5%) โดย
จ�านวนซ�้าคือค่า  n  จ�านวนตัวอย่างคือค่า  k  ในตาราง    ซ่ึงในที่น้ีค่า  n  =  2,  k  =  10  ถ้าค่าที่ค�านวณได้น้อยกว่า 
ค่าวิกฤติ แสดงว่าไม่มีความแตกต่างของการวิเคราะห์ซ�้า ให้ทดสอบขั้นต่อไป ถ้าค่า C ที่ค�านวณได้มากกว่าค่าวิกฤติที่
ระดับนัยส�าคัญ  0.05  ให้เปรียบเทียบค่า  C  ที่ค�านวณได้กับค่าวิกฤติในตาราง  Cochran’s  test  ที่ระดับนัยส�าคัญ 

0.01  (1%) ถ้าค่าที่ค�านวณได้น้อยกว่าค่าวิกฤติให้ใช้ข้อมูลทั้งหมดในการทดสอบขั้นต่อไป ถ้าค่าที่ค�านวณได้มากกว่า
ค่าวิกฤติ ถือว่าค่าคู่นั้นเป็น outlier และให้ตัดค่าทิ้งไปก่อนจึงทดสอบขั้นต่อไป นั่นคือทดสอบความแตกต่างระหว่าง
ตัวอย่าง  (between  sample  variation)  โดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวน  one-way  ANOVA  ค�านวณ 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานระหว่างตัวอย่าง (sampling standard deviation; SS) ถ้าค่า F ที่ค�านวณได้ น้อยกว่า F crit. 
(ค่าจากตารางทีร่ะดบัความเช่ือมัน่ 95%) แสดงว่าตวัอย่างทดสอบมคีวามเป็นเน้ือเดยีวกนั ถ้าค่า F ทีค่�านวณได้มากกว่า 
F crit. ให้ค�านวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานระหว่างตัวอย่าง (sampling standard deviation; SS) เปรียบเทียบกับ 

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดสอบความช�านาญ  (standard  deviation  for  proficiency  assessment; σp)     
ถ้า SS ไม่เกิน 0.3 เท่าของ σp แสดงว่าตัวอย่างทดสอบมีความเป็นเนื้อเดียวกัน

3.5 บรรจุตัวอย่างทดสอบในภาชนะและหีบห่อที่เหมาะสมพร้อมเอกสารที่เกี่ยวข้องให้สมาชิกทางไปรษณีย์
ลงทะเบียน

3.6 ทดสอบความคงตัวของ  (stability)  ของตัวอย่างทดสอบภายหลังวันสุดท้ายที่ก�าหนดให้สมาชิก 

ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างทดสอบ และตรวจวิเคราะห์โดยใช้วิธีเดียวกับการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน
 การตรวจวิเคราะห์แบบคุณภาพ
  สุม่ตวัอย่างทดสอบทีม่จีลุนิทรย์ีเป้าหมายและตวัอย่างทดสอบทีไ่ม่มจีลุนิทรย์ีเป้าหมาย (มจีลุนิทรย์ีอืน่ๆ) 

ที่แบ่งบรรจุแล้วอย่างละ  5  ขวดเพื่อตรวจวิเคราะห์  ตัวอย่างทดสอบที่เติมจุลินทรีย์เป้าหมายทุกขวดต้องตรวจ 
พบจุลินทรีย์เป้าหมายและตัวอย่างทดสอบที่เติมจุลินทรีย์อื่นทุกขวดต้องตรวจไม่พบจุลินทรีย์เป้าหมาย

 การตรวจวิเคราะห์แบบปริมาณ
  สุ่มตัวอย่างทดสอบที่แบ่งบรรจุแล้วจ�านวน 5 ขวดตรวจตัวอย่างละ 2 ซ�้า (duplicate) น�าผลวิเคราะห์

ที่ได้มาเปลี่ยนค่าจากหน่วย  cfu  หรือ MPN  เป็น  log10 cfu  หรือ  log10 MPN หาค่าเฉลี่ยของข้อมูลที่ทดสอบ 

ความเป็นเน้ือเดียวกัน  (A)  และค่าเฉลี่ยของข้อมูลที่ทดสอบความคงตัว  (B)  เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยน�าค่าเฉลี่ย 

ของข้อมูลที่ทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน (A) ลบด้วยค่าเฉลี่ยของข้อมูลที่ทดสอบความคงตัว (B) ตัวอย่างทดสอบ
มีความคงตัวต่อเมื่อ A-Bต้องไม่เกิน 0.3 เท่าของ σp (A-B≤ 0.3 σp)
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3.7 หาค่าก�าหนด (assigned value) ของตัวอย่างทดสอบ
 การตรวจวิเคราะห์แบบคุณภาพ
  ค่าก�าหนดส�าหรบัตวัอย่างทีเ่ตมิจลุนิทรย์ีเป้าหมายคอืพบต่อหน่วยทดสอบ (เช่น 0.1 กรมั หรอื 25 กรมั)

ค่าก�าหนดส�าหรับตัวอย่างที่ไม่เติมจุลินทรีย์เป้าหมายคือไม่พบต่อหน่วยทดสอบ
 การตรวจวิเคราะห์แบบปริมาณ
 ค่าก�าหนดส�าหรับการทดสอบความช�านาญฯ นี้ ใช้ค่าเฉลี่ยโรบัสต์ (robust average) ของผลวิเคราะห์

จากห้องปฏบัิตกิารสมาชิกทีไ่ด้รบัการประเมนิทัง้หมด (participants’consensus) ค�านวณโดยใช้ robust analysis: 
Algorithm A(6)

3.8 หาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดสอบความช�านาญ (PT standard deviation: p)
  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดสอบความช�านาญเป็นค่าทีบ่อกการกระจายของข้อมลูในกลุม่ ใช้ตดัสนิ

ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างทดสอบของห้องปฏิบัติการ  ซึ่ง PTP เลือกใช้ p เท่ากับ 0.50 log10 MPN/g. หรือ 0.25 
log10 cfu/g. มาใช้ในการประเมินค่า z-score ของห้องปฏิบัติการทั้งหมดที่ได้รับการประเมิน

3.9 หาค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของค่าก�าหนด (Standard uncertainty of the assigned value)
เน่ืองจากการหาค่าก�าหนดของตัวอย่างทดสอบ  (X*)  ค�านวณโดยใช้  robust  analysis:  Algorithm A  ดังน้ัน 

ค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของค่าก�าหนด (ux) ซึ่งติดมากับค่าก�าหนดเสมอ จึงค�านวณได้จาก
      ux  =    1.25 × S*/√n
      ux  =    ค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของค่าก�าหนด
   S*  =    ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานโรบัสต์ (robust standard deviation)
      n  =    จ�านวนผลการทดสอบที่น�ามาประเมิน
  เพื่อป้องกันข้อผิดพลาดในการประเมินผลซึ่งมาจากความไม่ถูกต้อง  (inaccuracy)  ในการค�านวณค่า

ก�าหนด ค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของค่าก�าหนด (ux) ควรจะน้อยกว่าหรอืเท่ากบั 0.3 เท่าของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน
ของการทดสอบความช�านาญ ( p) ในกรณีที่ ux มากกว่า 0.3 เท่าของ  p ต้องน�าค่า ux มาใช้ในการประเมินผลด้วย 

โดยน�าค่า ux ไปรวม  p

3.10 รวบรวมผลการตรวจวิเคราะห์ของสมาชิก  ประเมินผลโดยหาค่า  z-score  ของห้องปฏิบัติการ 
(Individual z-score)

3.11 จัดท�ารายงานผลเบ้ืองต้น  (interim  report)  สมาชิกจะได้รับรายงานเบ้ืองต้น  ที่ประกอบด้วยค่า 
assigned value และผลของสมาชิก

3.12 จัดท�ารายงานผลฉบับสมบูรณ์ (final report) ส่งให้สมาชิก

ระยะที ่4: การขอรับรองตามระบบมาตรฐานสากล (Implementation for international accreditation) 
มีขั้นตอนต่างๆ ดังนี้

4.1 ตรวจติดตามภายใน (internal audit) วันที่ 10 กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2557
4.2 ยื่นขอการรับรองและจัดส่งเอกสารให้หน่วยรับรอง  (กรมวิทยาศาสตร์บริการ)  วันที่  11  มีนาคม 

พ.ศ. 2557
4.3 ประชุมทบทวนการบริหารงาน (management review) วันที่ 20 มีนาคม พ.ศ. 2557
4.4 รับการตรวจประเมินจากหน่วยรับรองกรมวิทยาศาสตร์บริการ วันที่ 24-25 กรกฎาคม พ.ศ. 2557
4.5 แก้ไขข้อบกพร่องและข้อสังเกตภายในระยะเวลาที่หน่วยรับรองก�าหนด (1 เดือน)
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ผล
1. การวางแผนขั้นต้น 

สมาชิกทุกรายส่งผลภายในเวลาที่ก�าหนด  และทุกรายมีผลการตรวจวิเคราะห์ Salmonella  spp.  และ 
S. aureus อยูใ่นเกณฑ์ทีน่่าพอใจ (ผลตรงกบัค่าก�าหนด) คดิเป็นร้อยละ 100  จากผลทีไ่ด้รบัสรปุได้ว่าตวัอย่างทดสอบ
ที่เตรียมน้ีสามารถใช้เป็นตัวอย่างทดสอบความช�านาญทางจุลชีววิทยาได้  เป็นการยืนยันว่าวิธีการที่ใช้ในการเตรียม
ตัวอย่างนี้มีความเหมาะสมที่จะใช้เป็นวิธีการในการพัฒนาการด�าเนินการต่อไป

 

2. การวางแผนด้านการจัดการ 
เพื่อให้การด�าเนินการเป็นไปตามมาตรฐานสากล  ISO/IEC  17043:  2010  และเพื่อให้บริการ 

ห้องปฏิบัติการสมาชิกเป็นการทั่วไป (ห้องปฏิบัติการภายในและภายนอก) PTP ทางจุลชีววิทยาจึงเตรียมความพร้อม
ด้านการจัดการ  โดยจัดเตรียมเอกสารคุณภาพที่จ�าเป็นต้องใช้จ�านวน  3  ฉบับ  ได้แก่  การสุ ่มตัวอย่างทดสอบ 

ทางจุลชีววิทยา การจัดการตัวอย่างทดสอบทางจุลชีววิทยา การบรรจุหีบห่อพัสดุภัณฑ์ และแบบฟอร์มจ�านวน 26 ฉบับ 

(ตารางที่  1)  จัดท�าแผนการทดสอบความช�านาญการตรวจวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยา  (protocol)  โดยระบุ 

หัวข้อให้ครอบคลุมข้อก�าหนด ISO/IEC 17043: 2010 เช่น ชนิดตัวอย่างทดสอบ (PT items) การบริหารจัดการ
ตัวอย่าง  (handling  of  PT  items)  การติดต่อสื่อสารกับสมาชิก  (communication  participant)  เป็นต้น 

จัดท�าแผ่นพับประชาสัมพันธ์  ส�าหรับบรรจุภัณฑ์และหีบห่อที่ใช้บรรจุและส่งตัวอย่างทดสอบที่เป็นจุลินทรีย์พบว่าต้อง
บรรจุด้วยพัสดุสามชั้น (triple packaging system) เช่น กรณีตัวอย่างทดสอบเป็น lyophilized cultures จะน�า
ตัวอย่างทดสอบที่บรรจุในขวดแก้ว (vial) ปราศจากเชื้อ ปิดฝาขวดด้วยจุกยางและฝาอะลูมิเนียม บรรจุในถุงพลาสติก
พร้อมวัสดุกันกระแทก ซ้อนอีกชั้นใส่ในกล่องพลาสติกชนิดทนแตกไม่รั่ว และบรรจุในกล่องพัสดุอีกชั้น การบรรจุด้วย
พัสดุสามชั้น เพื่อให้เป็นไปตามข้อก�าหนดของกฎหมาย(18) และองค์การอนามัยโลกเรื่องการขนส่งเชื้อโรคติดต่อ(11, 12)  
ทั้งน้ีจะติดฉลากบนขวดแก้วและกล่องพลาสติก  ซ่ึงระบุรหัสตัวอย่าง  เดือน/ปี  ที่ด�าเนินงาน  ช่ือรายการทดสอบ 

ตราสัญลักษณ์กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์และเครื่องหมายระวังอันตรายจากเช้ือโรค  (danger  biological 
hazard)(18, 19, 20)

 

3. การดำาเนินการเป็น PTP ทางจุลชีววิทยา
ปีงบประมาณ  2555-2557  มีการรับสมาชิกภายนอกรวมทั้งเพิ่มจ�านวนรอบและหรือเพิ่มรายการทดสอบ

อย่างต่อเนื่องดังนี้ 
ปีงบประมาณ  2555  ด�าเนินการเป็น  PTP ทางจุลชีววิทยา  2  รายการทดสอบได้แก่ Salmonella  spp. 

และ S. aureus  เป็นการตรวจหาแบบพบหรือไม่พบโดยแต่ละรายการด�าเนินการปีละ  2  รอบ  มีสมาชิกเข้าร่วม 

รายการละ  61 และ  48  ราย  รวม 109  ราย ปีงบประมาณ 2556  เพิ่มขอบข่ายการให้บริการเป็น  4  รายการทดสอบ 

ได้แก่ Salmonella  spp., S. aureus, L.monocytogenes และจ�านวนจุลินทรีย์รายการทดสอบละ  1  รอบ  รวม 

4  รอบ  โดย  3  รายการแรกเป็นการตรวจหาแบบพบหรือไม่พบ  ส่วนจ�านวนจุลินทรีย์เป็นการตรวจแบบปริมาณ 

(enumeration) มีหน่วยเป็น  colony  forming unit  (cfu) ต่อกรัม มีสมาชิกจ�านวน 58,  44,  26 และ 59  ราย  
ตามล�าดับ  รวม  187  ราย  ส�าหรับปีงบประมาณ  2557  ด�าเนินการ  7  รายการทดสอบ  ได้แก่ Salmonella  spp., 
S.aureus, L.monocytogenes, จ�านวนจุลินทรีย์, B. cereus (cfu ต่อกรัม), จ�านวน coliforms (Most Probable 
Number: MPN ต่อกรัม) และจ�านวน E. coli (MPN ต่อกรัม) โดยมีสมาชิกเข้าร่วมจ�านวน 70, 66, 27, 69, 40, 
38 และ 46 ราย ตามล�าดับ รวม 356 ราย รวม 4 ปี (ปีงบประมาณ 2554-2557) มีสมาชิกสะสมเข้าร่วมการทดสอบ
จ�านวน 668  ราย  เฉลี่ยมีห้องปฏิบัติการที่เข้าร่วมทดสอบฯ ต่อรอบเพิ่มขึ้นตามล�าดับคือ ปีงบประมาณ 2555-2557 
เท่ากับ 27, 44 และ 51 ราย ตามล�าดับ (ตารางที่ 2 และภาพที่ 1, 2) 
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  1.  บันทึกการตรวจสอบปริมาตร  F PT 20 T3 001
  2.  บันทึกการทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน  F PT 20 T4 002
  3.  บันทึกการตรวจนับจ�านวนจุลินทรีย์  F PT 20 T4 014
  4.  บันทึกการตรวจวิเคราะห์ L. monocytogenes (MPN/g)  F PT 20 T4 015
  5.  บันทึกการตรวจวิเคราะห์ L. monocytogenes/25 กรัม (พบ/ไม่พบ)  F PT 20 T4 016
  6.  บันทึกการตรวจวิเคราะห์ Salmonella spp. (MPN/g)  F PT 20 T4 017
  7.  บันทึกการตรวจวิเคราะห์ Salmonella spp. /25 กรัม (พบ/ไม่พบ)  F PT 20 T4 018
  8.  บันทึกการตรวจวิเคราะห์ S. aureus  F PT 20 T4 019
  9.  บันทึกการตรวจวิเคราะห์ Coliforms และ Escherichia coli  F PT 20 T4 020
  10.  บันทึกการเตรียมตัวอย่าง  F PT 20 T4 021
  11.  บันทึกการทดสอบจุลินทรีย์มาตรฐาน  F PT 20 T4 022
  12.  Sterility Test  F PT 20 T4 023
  13.  บันทึกการตรวจวิเคราะห์ B. cereus  F PT 20 T4 024
  14.  ใบสมัครเข้าร่วมแผนฯ ทางจุลชีววิทยา  F PT 20 T6 012
  15.  แบบตอบรับตัวอย่าง  F PT 20 T6 014
  16.  ค�าแนะน�าส�าหรับห้องปฏิบัติการ  F PT 20 T6 015
  17.  แบบรายงานผลทางห้องปฏิบัติการ  F PT 20 T6 016
  18.  บันทึกรอบการทดสอบ ประจ�าปี  F PT 20 T6 031
  19.  สรุปผลการตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการสมาชิก (Detection)  F PT 20 T6 032
  20.  บันทึกการท�าลายตัวอย่างทดสอบความช�านาญ  F PT 20 T6 033
  21.  รายชื่อสมาชิกประจ�าปี  F PT 20 T6 034 
  22.  สรุปผลการตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการสมาชิก (Enumeration)  F PT 20 T6 035
  23.  บันทึกการตอบรับตัวอย่างของสมาชิก  F PT 20 T6 037
  24.  การประเมินผลห้องปฏิบัติการสมาชิก (Enumeration)  F PT 20 T7 001 
  25.  รายงานเบื้องต้น (Detection)  F PT 20 T7 002
  26.  รายงานเบื้องต้น (Enumeration)  F PT 20 T7 003

ตารางที่ 1 รายชื่อเอกสารคุณภาพ (แบบฟอร์ม)
  ล�าดับ  ชื่อเอกสาร  เลข SOP

รายการทดสอบ  2  2  4  7
รอบการทดสอบ  1  4  4  7
จ�านวนสมาชิก  16  109  177  356
จ�านวนสมาชิกเฉลี่ยต่อรอบ  16  27  44  51

ตารางที่ 2 ผลการเป็นผู้ด�าเนินการแผนทดสอบความช�านาญทางจุลชีววิทยา

รายการ     2554  2555  2556  2557
ปีงบประมาณ
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ภาพที่ 1   แผนภูมิแสดงจ�านวนสมาชิกระหว่างปีงบประมาณ 2554-2557

จ�านวนสมาชิก
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ภาพที่ 2  แผนภมูแิสดงรายการทดสอบและจ�านวนสมาชิกการทดสอบความช�านาญทางจลุชีววิทยาระหว่างปีงบประมาณ 
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4. การขอรับรองตามระบบมาตรฐานสากล
ได้รับการตรวจประเมินเมื่อวันที่  24-25 กรกฎาคม พ.ศ.  2557 พบข้อบกพร่องทางวิชาการจ�านวน 4 ข้อ 

ข้อสังเกต  1  ข้อ  ซ่ึงข้อบกพร่องได้แก่  1)  ไม่พบบันทึกการประเมินผลฝึกอบรมความสามารถในการปฏิบัติงาน 

2)  ไม่พบข้อมูลของสมาชิก  1  รายในกราฟแท่ง  (histogram) 3) มีการเลือกใช้วิธีการหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ 
การทดสอบความช�านาญ  (PT  standard  deviation:  p)  ไม่เหมาะสม  คือเลือกใช้ค่า  0.50  log10 MPN/g 
หรือ  0.30  log10 MPN/g มาประเมินค่า  Z-score  4)  การหาค่าก�าหนดในโปรแกรม  excel  ไม่ได้น�าค่าคงที่มาใช้ 
ในการค�านวณ ท�าให้ค่า  robust SD  เปลี่ยนจากค่า 0.157  เป็น 0.154 ส�าหรับข้อสังเกตได้แก่ บันทึกหลายฉบับลง
ข้อมูลไม่ครบถ้วน  เช่น  บันทึกการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ  บันทึกการท�าลายตัวอย่าง  ซ่ึงผู้ด�าเนินการฯ  แก้ไขส่งให้ 
หน่วยงานรับรองตามระยะเวลาที่ก�าหนดและได้รับการรับรองเรียบร้อยแล้วเมื่อวันที่ 26 มกราคม พ.ศ. 2558
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การทดสอบความช�านาญทางจุลชวีวทิยา ลดาวลัย์  จึงสมานุกูล และคณะ

วิจารณ์
การพัฒนาการเป็น  PTP ทางจุลชีววิทยาให้เป็นไปตามมาตรฐานสากลน้ัน  โดยปกติผู้ด�าเนินการฯ  จะต้อง 

จัดท�าเอกสารคุณภาพจ�านวนมากเพื่อให้สอดคล้องกับทุกกิจกรรมตามข้อก�าหนดที่จ�าเป็นต้องด�าเนินการคือ 

ISO/IEC 17043: 2010(4)  ซึ่งเป็นข้อก�าหนดทั่วไปเกี่ยวกับความสามารถในการจัดการแผนการทดสอบความช�านาญ 

(ด้านวิชาการ 10 ข้อ ด้านบรหิาร 15 ข้อ) และ ISO/TS 22117: 2010(5) ซ่ึงเป็นข้อก�าหนดเฉพาะของการทดสอบความ
ช�านาญของการตรวจวิเคราะห์อาหารและอาหารสัตว์ทางจุลชีววิทยา มีข้อก�าหนดทางวิชาการ 18 ข้อ บางกิจกรรมหรือ
บางข้อก�าหนดอาจต้องเตรียมหรือจัดท�าเอกสารคุณภาพหลายฉบับและบางฉบับอาจมีการบันทึกหลายลักษณะ 
เช่น  การควบคุมสภาวะแวดล้อม  (อากาศภายในห้องปฏิบัติการ  โต๊ะท�างาน)  ในระหว่างปฏิบัติงาน  (เตรียมตัวอย่าง 
ทดสอบตวัอย่าง) ต้องสะอาด มจีลุนิทรย์ีปนเป้ือนน้อยหรอืไม่ม ีเครือ่งมอืและอปุกรณ์ต่างๆ ทีใ่ช้ รวมถงึวิธตีรวจวิเคราะห์
และวิธทีางสถติ ิต้องควบคมุให้เป็นไปตามข้อก�าหนด  แต่เน่ืองจากห้องปฏบัิตกิารตรวจวิเคราะห์อาหารทางจลุชีววิทยา
ของ สคอ. ได้รบัการรบัรองความสามารถของห้องปฏบัิตกิารตาม ISO/IEC 17025: 2005(2) ตัง้แต่ปีงบประมาณ 2551 
และการให้บริการทดสอบความช�านาญทางเคมีบางรายการได้รับการรับรองตาม  ISO/IEC  17043:  2010(4) ตั้งแต่
ปีงบประมาณ  2555  PTP  ทางจุลชีววิทยาจึงได้ศึกษา  ทบทวน  และน�าเอกสารคุณภาพในระบบดังกล่าวมาใช้ 
ท�าให้ลดภาระด้านการจัดท�าเอกสารคุณภาพลงได้จ�านวนมาก

การเตรียมตัวอย่างทดสอบน้ันนับเป็นหัวใจส�าคัญ  เน่ืองจากตัวอย่างทดสอบต้องมีความเป็นเน้ือเดียวกัน 

และมีความคงตัวตลอดระยะเวลาของการตรวจวิเคราะห์(4,  5)    ซ่ึงการเตรียมตัวอย่างทดสอบทางจุลชีววิทยาส่วนใหญ่ 
ต้องเติมจุลินทรีย์เป้าหมาย  (target  microorganism)  และจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายหรือจุลินทรีย์แข่งขัน 

(non-target microorganisms หรือ competitive microorganisms) และมีขั้นตอนหรือกระบวนการต่างๆ เช่น 
การท�าให้แห้ง  (dry)  หรือการท�าแห้งแบบเยือกแข็ง  (lyophilized)  เพื่อเก็บรักษาจุลินทรีย์เหล่าน้ีไม่ให้เจริญ 

เพิ่มจ�านวนและต้องให้เหลือรอดชีวิตในปริมาณที่เหมาะสมต่อการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ    เช่นในกรณีการ
ตรวจหา  (detection)  คือตรวจแบบพบหรือไม่พบ  ควรมีจุลินทรีย์เป้าหมายให้เหลือเท่ากับหรือน้อยกว่า  100  เซล 

ต่อหน่วยน�า้หนักของตวัอย่างทีต่รวจวิเคราะห์ (เช่น ต่อตวัอย่าง 0.1 กรมั หรอื 1 กรมั หรือ 25 กรัม) และควรมจีลุนิทรีย์
ทีไ่ม่ใช่เป้าหมายมากกว่าจลุนิทรย์ีเป้าหมายอย่างน้อย 100 เท่า เพือ่ให้เกดิการเจรญิแข่งขนัระหว่างจลุนิทรย์ีทัง้สองชนิด 
ส่วนกรณีการตรวจแบบปริมาณ  (enumeration)  คือ  ตรวจแบบนับจ�านวนเป็น  cfu  ต่อกรัมหรือ MPN ต่อกรัม 

ต้องเติมจุลินทรีย์เป้าหมายให้เหลือปริมาณที่เหมาะสมต่อการนับ  เช่น  จ�านวนแบคทีเรีย  ควรมีค่าในการนับ 

จ�านวนระหว่าง 25 ถึง 250(16) หรือ 10 ถึง 300(22) ส่วนจ�านวน S. aureus หรือ B. cereus ควรมีค่าระหว่าง 20 ถึง 
200(14,  17)  หรือ  10  ถึง  150(22)  และต้องมีจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายในตัวอย่างทดสอบ  104  ถึง  106  เซล  เป็นต้น 

ซ่ึงปัญหาการเตรียมตัวอย่างทดสอบให้มีจุลินทรีย์เป้าหมาย  และจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายให้เหลือในปริมาณ 

ที่เหมาะสมต่อการน�าไปเป็นตัวอย่างทดสอบส�าหรับแต่ละรายการจึงอาจต้องเติมในปริมาณที่แตกต่างกัน  เน่ืองจาก
จุลินทรีย์แต่ละชนิดเมื่อน�ามาผ่านกระบวนการเก็บรักษาจะมีอัตราการตายไม่เท่ากัน ดังนั้นการเติมจุลินทรีย์ในปริมาณ 

ที่เท่ากันจึงอาจเหลือรอดชีวิตไม่เท่ากัน ซึ่งโดยปกติแบคทีเรียแกรมบวก (เช่น S. aureus และ B. cereus เป็นต้น) 
จะทนต่อสภาพแวดล้อมดีกว่าแบคทีเรียแกรมลบ (เช่น  coliforms, E. coli, Salmonella  spp.) ขณะที่แบคทีเรีย 

ที่สร้างสปอร์จะทนกว่าแบคทีเรียที่ไม่สร้างสปอร์  ส่วนยีสต์หรือราจะทนความแห้งแล้งได้ดีกว่าแบคทีเรีย  ดังน้ัน 

การเตรียมตัวอย่างอาหารแต่ละประเภทโดยการเติมจุลินทรีย์เป้าหมายและจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่เป้าหมายแต่ละชนิดเพื่อใช้
เป็นตัวอย่างทดสอบความช�านาญทางจุลชีววิทยา  จึงต้องท�าการศึกษาการตายหรือการบาดเจ็บของจุลินทรีย์น้ันๆ 

เพื่อที่จะได้เติมปริมาณจุลินทรีย์ได้อย่างถูกต้อง  โดยปกติจุลินทรีย์ที่ผ่านกระบวนการท�าให้แห้งจะมีปริมาณลดลง 
อย่างน้อย 0.5 log10 cfu หรือ MPN(10) เช่น ต้องการให้มีจุลินทรีย์เป้าหมาย 100 เซลต่อ 25 กรัม (2.0 log10 cfu 
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ต่อ 25 กรัม) จากการทดลองพบว่า เมื่อผ่านกระบวนการท�าให้แห้งแบบเยือกแข็ง ปริมาณจุลินทรีย์จะลดลง 1.0 log10 
cfu ดังนั้นจึงต้องเติมจุลินทรีย์ 3.0 log10 cfu เป็นต้น

การได้รับข้อบกพร่องจากการตรวจประเมินในเรื่องไม่พบบันทึกการประเมินผลการอบรมความสามารถ 

และข้อมลูของสมาชิกทีแ่สดงในกราฟแท่ง (histogram) ผู้ด�าเนินการได้จดัท�าบันทกึและข้อมลูพร้อมทัง้แจ้งผู้เก่ียวข้อง
ทราบ  ส�าหรับเรื่องของการหาค่าก�าหนดและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดสอบความช�านาญ  โดยใช้  robust  
analysis algorithym A ซึ่งผู้ด�าเนินการและเจ้าหน้าที่เข้าใจคลาดเคลื่อน ไม่ได้น�าค่าคงที่ในรอบที่ 1 (iteration 1) 
แต่น�าค่าเริ่มต้น  (iteration  0)  มาใช้ในการค�านวณรอบที่  2  (iteration  2)  จึงเพิ่มการอบรมในเรื่องดังกล่าว 
ส่วนการที่ผู้ด�าเนินการเลือกค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดสอบความช�านาญแบบคงที่  0.3  log10 MPN  หรือ 

0.5  log10 MPN  โดยไม่ใช่ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดสอบที่ค�านวณได้  robust  analysis  algorithym A 

เพราะผูด้�าเนินการต้องการพฒันาห้องปฏบัิตกิารสมาชิกให้สามารถตรวจได้ค่าทีใ่กล้เคยีงกนั (precision) และแม่นย�า 
(accuracy) มากขึ้นแบบคงที่  โดยไม่ขึ้นกับผลการตรวจวิเคราะห์ของสมาชิกในแต่ละรอบ ปัจจุบันผู้ด�าเนินการใช้ค่า 
0.25 log10 ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์ที่มีหน่วยเป็น cfu และ 0.5 log10 ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์ที่มีหน่วยเป็น MPN

ส�าหรับปัญหาอื่นที่  PTP  ทางจุลชีววิทยาประสบเช่น  ผู้ด�าเนินงานตรวจสอบการช�าระเงินได้ยากเน่ืองจาก
สมาชิกบางรายช�าระเงินแล้วแต่ไม่ได้แจ้งให้ผู ้ด�าเนินงานทราบ  ทั้งที่ก�าหนดให้สมาชิกส่งส�าเนาการช�าระเงินให ้

ผู้ด�าเนินการด้วย  ท�าให้ต้องตรวจสอบทุกรอบก่อนที่จะส่งผลให้สมาชิก  แต่ในขณะน้ีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้
พัฒนาการจ่ายเงินเป็นระบบ electronic payment ท�าให้การช�าระเงินของสมาชิกและการตรวจสอบของผู้ด�าเนินการ
ง่ายขึ้น นอกจากนี้การรายงานผลของสมาชิก ส่วนใหญ่จะรายงานผลทาง e-mail ซึ่งในระยะแรกใช้  e-mail  เฉพาะ
ของผู้ด�าเนินการ ท�าให้ทีมงานไม่สามารถตอบหรือรับ e-mail ได้อย่างรวดเร็ว และมี mail อื่นๆ ที่ไม่เกี่ยวข้องกับการ
ทดสอบความช�านาญ ผู้ด�าเนินการจึงขอ e-mail address ใหม่กับกรมฯ เป็นกรณีพิเศษ (ปกติข้าราชการ 1 คนจะได้
รับเพียง 1 e-mail address) และได้รับอนุมัติแล้วเมื่อต้นปี พ.ศ. 2558 ซึ่งจะท�าให้การตอบหรือรับการติดต่อจาก
สมาชิกสะดวกรวดเร็วขึ้น เนื่องจากทีมงานที่ก�าหนดไว้ทุกคนสามารถโต้ตอบทาง e-mail ใหม่นี้ได้  นอกจากนี้บางครั้ง
ผู้ด�าเนินการไม่ได้รับผลหรือได้รับผลล่าช้า (โดยเฉพาะการส่ง Fax) เนื่องจากเครื่องแฟกซ์ที่เป็นสายตรงจะมีประจ�าที่
ฝ่ายบริหารงานทั่วไปของ สคอ. ดังนั้น ผู้ด�าเนินงานต้องสอบถามจากสมาชิกเป็นรายๆ 

สรุป
การพัฒนาการเป็นผู้ด�าเนินการทดสอบความช�านาญห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยา 

มีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง  จาก  2  รายการทดสอบ  จ�านวนสมาชิก  109  ราย  เป็น  7  รายการทดสอบ  จ�านวนสมาชิก 

356 รายภายใน 3 ปี และได้รับการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 17043: 2010 แสดงถึงความส�าเร็จและการบรรลุ
วัตถุประสงค์  ท�าให้ลดค่าใช้จ่ายของสมาชิกและของประเทศ  นอกจากน้ียังท�าให้สามารถน�าข้อมูลที่ได้ไปประเมินผล 

ความสามารถรวมทั้งพัฒนาระบบคุณภาพของห้องปฏิบัติการ 

กิตติกรรมประกาศ
คณะผูเ้ขยีนขอขอบคณุนายปรชีา จงึสมานุกลู ทีก่รณุาให้ค�าแนะน�าด้านเทคนิคและวิชาการ นางสาวทพิวรรณ 

น่ิงน้อย  ให้ค�าแนะน�าด้านสถิติ  และนางกนกพร  อธิสุข  ผู้จัดการคุณภาพตามมาตรฐาน  ISO/IEC  17043:  2010 
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Development of Proficiency Testing 
Providing for Food Microbiological 

Testing Laboratory

Ladawan Chungsamanukool Kamonwan Kantaeng and Atchara Ukong
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of  Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 
11000, Thailand.

ABSTRACT  Microbiological Proficiency  testing (PT)  is an external assessment of  the performance 
of microbiological laboratories. It is also a tool for the quality system development. Many laboratories 
participated in the expensive PT schemes organized from abroad due to the lack of local PT provider.  
The few local providers existing in Thailand do not cover all necessary test items in food microbiological 
testing.  In  order  to  increase  the  capability  of  the Department  of Medical  Sciences  in  strengthening 
the performance of food testing laboratories in Thailand as well as to help laboratories improve their  
quality and reduce the cost of using the PT provider from abroad, in 2011, the Bureau of Quality and 
Safety of food (BQSF) launched the project on food microbiological PT. At the initial phase, test materials 
for Salmonella spp. and Staphylococcus aureus were prepared and sent to 16 food analysis laboratories 
of DMSc  to  analyze  and  submit  the  result within  the  established  timeframe.  The  results  confirmed 
that  the prepared  test materials were appropriate and could be used as PT microbiological  samples. 
Therefore, the PT schemes were operated to service other government and private laboratories. In 2012, 
two PT schemes were provided for 2 rounds with two test items on Salmonella spp.  and S. aureus, and 
with 109 laboratories participating. In 2013, the scope of service extended to include the 2 new tests of  
L. monocytogenes, and total plate count, and each test was for one round. The total of participants were 
177. In 2014, the PT schemes for B. cereus, coliforms and E. coli were introduced and the total schemes 
become 7 with 356 participants. The number of participating laboratories increased continuously from 
2012 to 2014, (27, 44 and 51 laboratories per round, respectively). In early 2015, all PT schemes were 
ISO/IEC 17043: 2010 accredited. In conclusion, the development of the PT schemes in microbiological 
testing of food at the BQSF has facilitated the improvement and development of testing laboratory quality 
in many laboratories in Thailand and reduced the cost from participation with PTP in foreign countries. 

Key words: Proficiency Testing, Microbiology, Laboratory evaluation
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การวิเคราะห์สารเร่งเนื้อแดงเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมู 
โดยใช้เทคนิค Exact-matching double IDMS:

ผลการเข้าร่วมเปรียบเทียบผลการวัด APMP.QM-S6 
Clenbuterol in Porcine Meat

กิตติยา เชียร์แมน พรหทัย กันแก้ว ปรียาภรณ์ พุกรอด ศรกฤษณ์ มาบำารุง และปนัดดา  ซิลวา  
ฝ่ำยมำตรวิทยำเคมีและชีวภำพ สถำบันมำตรวิทยำแห่งชำติ คลองห้ำ คลองหลวง ปทุมธำนี 12120
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บทคัดย่อ  สารเคลนบิวเตอรอล (clenbuterol) เป็นสารในกลุม่เบต้าอะโกนิสท์ (β-agonists) มกีารแอบใช้เป็นตัวเร่งเน้ือแดง 
และเร่งการเจริญเติบโตของสตัว์เลีย้งเพือ่เป็นอาหาร มกีารออกกฎหมายห้ามใช้สารเคลนบิวเตอรอลในหลายๆ ประเทศ เน่ืองจาก
ส่งผลกระทบต่อสขุภาพ ดังน้ันฝ่ายมาตรวทิยาเคมแีละชวีภาพของสถาบันมาตรวทิยาแห่งชาติ (มว.) จึงได้เข้าร่วมเปรียบเทยีบผล
การวดัระดับนานาชาติ APMP.QM-S6: Clenbuterol in porcine meat ซ่ึงเป็นการวดัสารเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหมบูดแห้ง 
เทคนิคการวัดที่ใช้ คือ เทคนิค exact-matching double IDMS โดยมีขั้นตอนดังนี้ คือ การท�าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในสภาวะ
ด่าง (alkaline hydrolysis) การตกตะกอนโปรตีนด้วยกรด (acid precipitation) การก�าจัดไขมนั (defattening) การสกดั
ตัวอย่างแบบของเหลว-ของเหลว (liquid-liquid extraction) การสกัดตัวอย่างแบบของแข็ง (solid phase extraction, 
SPE) แล้วท�าการวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ high performance liquid chromatography tandem mass spectrometer 
(HPLC-MS/MS) ผลการวัดมีสมบัติการสอบกลับได้ (metrological traceability) เนื่องจากมีการประเมินความบริสุทธิ์
ของสารมาตรฐานที่ใช้ ผลการวัดในตัวอย่าง APMP.QM-S6 พบที่ระดับความเข้มข้น 5.0 µg/kg มีค่าความไม่แน่นอนของ
การวัดที่ 5.0% และผลการเข้าร่วมเปรียบเทียบผลการวัด APMP.QM-S6 ของประเทศไทย สอดคล้องกับสถาบันมาตรวิทยา
ประเทศอื่นๆ เป็นอย่างดี โดยค่าอ้างอิงของการเปรียบเทียบผลการวัด (Supplementary Comparison Reference Value, 
SCRV) มีค่าเท่ากับ 5.216 µg/kg และค่าความไม่แน่นอน 0.131 µg/kg
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บทนำา
สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอล  (clenbuterol)  โครงสร้างดังภาพที่  1  เป็นสารในกลุ่มเบต้าอะโกนิสท ์

(β-agonists) ซ่ึงในทางการแพทย์ใช้ผลติยารกัษาคน สารเคลนบิวเตอรอลมสีรรพคณุในการขยายหลอดลม รกัษาโรค
หอบหืด  ช่วยให้กล้ามเนื้อมดลูกคลายตัว  ช่วยให้กล้ามเนื้อขยายตัว  และเพิ่มการสลายตัวของไขมันที่สะสมในร่างกาย 
แต่อาจมผีลข้างเคยีง เช่น ท�าให้มอีาการกล้ามเน้ือสัน่ หวัใจเต้นเรว็กว่าปกต ิกระวนกระวาย วิงเวียน ปวดศีรษะ เป็นต้น(1) 

อย่างไรก็ตาม มีการลักลอบน�าสารเคลนบิวเตอรอลมาใช้ผิดวัตถุประสงค์ คือ ใช้เป็นสารเร่งเนื้อแดงโดยผสมในอาหาร 
และน�้าส�าหรับเลี้ยงหมู เพื่อให้หมูมีเนื้อแดงมาก มีไขมันน้อยซึ่งท�าให้ได้ราคาด(ี2)

การบรโิภคเน้ือสตัว์ทีม่สีารเร่งเน้ือแดงตกค้างอยู ่จะส่งผลต่อการท�างานของระบบประสาททีค่วบคมุการท�างาน
ของกล้ามเนื้อหัวใจ กล้ามเนื้อเรียบของหลอดเลือด หลอดลม กระเพาะปัสสาวะ เป็นต้น อาจมีอาการมือสั่น กล้ามเนื้อ
กระตุก ปวดศีรษะ หัวใจเต้นเร็วผิดปกติ กระวนกระวาย วิงเวียนศีรษะ บางรายมีอาการเป็นลม นอนไม่หลับ คลื่นไส้ 
อาเจยีน มอีาการทางจติประสาท และเป็นอนัตรายมากส�าหรบัหญิงมคีรรภ์ ผูท้ีเ่ป็นโรคหวัใจ ความดนัโลหติสงู เบาหวาน 
และโรคไฮเปอร์ไทรอยด์(1) การตรวจวัดการตกค้างของสารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอล สามารถตรวจได้จากการตกค้าง
ที่ส่วนต่างๆ  ของสุกร  ได้แก่  เครื่องใน  ตับ  ไต  เน้ือ  และไขมัน  นอกจากน้ียังพบในปัสสาวะด้วยเช่นกัน  ซ่ึงสามารถ 

ตรวจวัดการตกค้างได้โดยใช้เครื่องมือ LC-MS/MS หรือ GC-MS(3)

 

ภาพที่ 1 สูตรโครงสรางทางเคมีของสารเรงเน้ือแดงเคลนบวิเตอรอล (Clenbuterol) 

 

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของสารเร่งเนื้อแดงเคลนบิวเตอรอล (Clenbuterol)

คณะกรรมาธกิารโครงการมาตรฐานอาหาร FAO/WHO (Codex Alimentarius Commission - CAC) 
ได้ก�าหนดมาตรฐานอาหารให้มีระดับปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลที่ยอมให้ตกค้างสูงสุด  (Maximum Residue 
Limit, MRL)  ในเน้ือสัตว์  (muscle)  ที่ระดับ  0.2  µg/kg  (Codex  Alimentarius, Maximum Residue  
Limits for Clenbuterol, year of adoption 2003)(4)

กจิกรรมการเข้าร่วมเปรยีบเทยีบผลการวัด (International laboratory comparison) เป็นภารกจิส�าคญั
ของสถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติในการเป็นตัวแทนของประเทศไทย  เพื่อแสดงความสามารถในการวัดในรายการน้ันๆ 
ดงัน้ันในกลางปี 2556 สถาบันมาตรวิทยาแห่งชาต ิ(มว.) ได้เข้าร่วมเปรยีบเทยีบผลการวัดนานาชาตริะดบัภมูภิาคเอเชีย
และแปซิฟิก (Asia-Pacific Metrology Programme, APMP) ในรายการ APMP.QM-S6: clenbuterol in 
porcine meat โดยมีสถาบันมาตรวิทยาแห่งเขตปกครองพิเศษฮ่องกง (Government Laboratory, Hong Kong, 
China  (GLHK))  เป็นเจ้าภาพ ห้องปฏิบัติการของสถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติ หรือห้องปฏิบัติการที่ท�าหน้าที่แทน
สถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติ (designated institute) จากประเทศต่างๆ เข้าร่วมเปรียบเทียบผลการวัดรวมทั้งหมด 
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7  ห้องปฏิบัติการ  ได้แก่  บราซิล  ไทย  จีน  ฮ่องกง  กรีซ  เม็กซิโก  และนิวซีแลนด์  นอกจากน้ียังมี  2  ห้องปฏิบัติการ 
จากประเทศไทยที่มีความเช่ียวชาญ  และมีประสบการณ์ในการวัดเข้าร่วมเปรียบเทียบผลการวัดแบบ  pilot  study 
(APMP.QM-P22) ซ่ึงถกูจดัควบคูไ่ปด้วย โดยผูจ้ดัได้ก�าหนดให้แต่ละห้องปฏบัิตกิารทีเ่ข้าร่วมโครงการจะต้องท�าการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง(5)  

เทคนิคการวิเคราะห์สารเร่งเนื้อแดงเคลนบิวเตอรอลที่ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์อินทรีย์เคมีของ มว. น�ามาใช้
ในการเข้าร่วมเปรียบเทียบผลการวัดนานาชาติครั้งนี้  คือ  เทคนิค exact-matching double  IDMS ซึ่งมีศักยภาพ
เป็นวิธีมาตรฐานปฐมภูมิ (primary method) และสามารถสอบกลับไปยัง SI units ได(้6, 7) โดยอาศัยหลักการเติม
ไอโซโทป (isotopic analogue) ของสารทีต้่องการวัด (D9-clenbuterol) ทีท่ราบปรมิาณแน่นอนลงในทัง้สารมาตรฐาน 
(calibration standard) และตัวอย่าง (sample) ในปริมาณเท่ากัน ซึ่งจะเรียกว่า calibration blend solution 
และ sample blend solution ปรมิาณของสารเคลนบิวเตอรอลใน calibration blend solution จะถูกเตมิให้เทา่กับ
ในตวัอย่างทีไ่ด้ค่ามาคร่าวๆ ก่อนหน้าน้ี จากน้ันท�าการวัดความเข้มของพคี (peak intensity) ของไอออนสารมาตรฐาน 
(clenbuterol)  เอง  และตัว  isotopic  analogue  (D9-clenbuterol)  โดยใช้ mass  spectrometer  และวัดการ
เปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของจ�านวนไอโซโทป และค�านวณความเข้มข้นของสารที่สนใจจากสมการที่ (1)(8)

   
     

wzc, my, mz.c, RB  (1)
            mx, my, c RB, C

       

โดยที่ wx, mz, c คือ ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ในตัวอย่าง และใน calibration standard ตามล�าดับ 
wx, mz, c  คือ มวลของตัวอย่าง และมวลของ calibration standard ตามล�าดับ wy, my, c คือ มวลของ isotopic 
analogue ที่เติมลงในตัวอย่าง และใน calibration standard ตามล�าดับ และ RB, RB, C คือ อัตราส่วนของจ�านวน 
isotope ที่เติมลงในตัวอย่าง และใน calibration blend ตามล�าดับ

รายงานฉบับน้ีได้น�าเสนอวิธกีารวิเคราะห์สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอล โดยใช้เทคนิค exact-matching 
double  IDMS  การประมาณค่าความไม่แน่นอนและการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาของผลการวัด  รวมถึงผลของ 
การเข้าร่วมเปรยีบเทยีบผลการวัด APMP.QM-S6 เพือ่เป็นการเผยแพร่ความรูใ้ห้แก่ห้องปฏบัิตกิารทดสอบในประเทศ
ได้น�าไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการตนเอง  และสามารถปรับปรุงเพื่อให้ได้ผลการวัด 

ที่มีความถูกต้องมากขึ้น 

วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่าง

ตัวอย่าง APMP.QM-S6  เป็นตัวอย่างเนื้อหมู ที่ผ่านการท�าให้แห้งด้วยกระบวนการ  freeze dried และ 
มีการบดให้ละเอียด  ลักษณะตัวอย่างเป็นผงสีน�้าตาลอ่อน  บรรจุอยู่ในขวดสีชา  ปริมาณ  2  g  โดยตัวอย่างได้ผ่าน 

การฉายรังสีแกมมา  (12  kGy,  18  hours)  ผู้จัดได้ระบุว่าตัวอย่างมีความเข้มข้นอยู่ในช่วง  1  g/kg  -  50  µg/kg 
และก�าหนดให้มีการวิเคราะห์ความช้ืนในตัวอย่างหมูบดแห้ง  เพื่อใช้ในการรายงานผลออกมาเป็น mass  fraction 

ของสารเคลนบิวเตอรอลต่อน�้าหนักแห้ง 

สารมาตรฐานและสารเคมี
สารมาตรฐาน : clenbuterol.HCl ผลิตภัณฑ์ Dr. Ehrenstorfer, D9-clenbuterol.HCl ผลิตภัณฑ์ 

Dr. Ehrenstorfer

wx = wz, c
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สารเคมี : acetonitrile (HPLC grade LAB-SCAN), dichloromethane (AR grade LAB-SCAN), 
hexane (HPLC grade LAB-SCAN), methanol (HPLC grade LAB-SCAN), sodium hydroxide AR 
grade,    conc. HCl (SIGMA-ALDRICH), ethyl acetate (HPLC grade LAB-SCAN), 2-propanol, 
acetic acid (AR grade MERCK), phosphate buffer (pH 6.0), Tris buffer (pH 8.0), Protease Type 
XIV of Streptomyces griseus, (SIGMA), formic acid, KH2PO4 AR grade, KOH (LOBA CHEMIE)

เครื่องมือและอุปกรณ์
เครื่องชั่ง มีความละเอียด 5 ต�าแหน่ง, 2 ต�าแหน่ง, shaking incubator, centrifuge (Eppendorf 5810 

centrifuge, Fronine Laboratory), evaporator (Caliper TurboVap, Life Scinece, Inc.) และ LC-MS/MS 

(Shimadzu  LC  system  equipped  with  API  4000  QTRAP MS/MS,  AB  Sciex)  คอลัมน์ที่ใช้คือ  
Phenomenex Gemini, 5 µ, C18,  110 Å (150 × 4.6 mm) และ Guard column คือ Phenomenex C18 

(4.0 × 2.0 mm), Injection volume: 5 µL, Column temperature: 40 �C, Sample temperature: 15 �C 
โดยใช้สภาวะของเครื่อง  LC-MS/MS  (ตารางที่  1  และตารางที่  2)  ท�าการวิเคราะห์ด้วย Multiple  Reaction 
Monitoring (MRM) ESI positive mode 

  0.10  System Controller  Start 
  1.00  Pumps  Pump B conc.  5
  3.00  Pumps  Pump B conc.  15
  3.01  Pumps  Pump B conc.  40
  10.00  Pumps  Pump B conc.  50
  12.00  Pumps  Pump B conc.  95
  13.00  Pumps  Pump B conc.  5
  15.00  System Controller  Stop 

ตารางที่ 1 สภาวะของเครื่อง HPLC ส�าหรับใช้ในการหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง

  Time (min)  Module  Event  Parameter

Clenbuterol*  277.1 > 203.0  0.1  50  10.0  24  15
Clenbuterol**  277.1 > 168.1  0.1  50  10.0  42  15
D9-clenbuterol*  286.2 > 204.1  0.1  48  10.0  24  15
D9-clenbuterol**  286.2 > 169.1  0.1  48  10.0  42  15

ตารางที่ 2 สภาวะของเครื่อง MS/MS ส�าหรับใช้ในการหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง

 Analyte  Reaction  Dwell  Declustering  Entrance   Collision  Collision Cell 
      Time (s)  Potential,   Potential,   Energy,  Exit Potential, 
        EP (eV)  DP(eV)   CE (eV)  CXP (eV)

หมายเหตุ :  ส�าหรับ  *คือไอออนหลัก  (primary  ion)  ที่ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ  (quantification)  และ  
    **คือ ไอออนรอง (secondary ion) ที่ใช้ในการยืนยัน (confirmation)
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การเตรียมสารละลายและสารมาตรฐาน
สารมาตรฐานเคลนบิวเตอรอลเป็นสารมาตรฐานทีห่าซ้ือมาจากตวัแทนจ�าหน่ายในประเทศไทย ทัง้น้ีทางห้อง

ปฏบัิตกิารได้ท�าการประเมนิความบรสิทุธิข์องสารโดยใช้ mass balance approach ด้วยเทคนิค high performance 
liquid  chromatography UV-detector  (HPLC-UV)  ในการหาปริมาณ  organic  impurities/related  
structure  impurities,  ใช้เทคนิค  Thermogravimetric  analysis  (TGA)  ในการหาปริมาณ  volatile  and  
non-volatile residues และใช้เทคนิค Karl Fischer titration (KFT) ในการหาปรมิาณน�า้ ในการเตรยีมสารละลาย
มาตรฐานจะใช้เครื่องชั่งที่มีความละเอียดเลขหลังจุดทศนิยม 5 ต�าแหน่ง และได้รับการสอบเทียบ โดยชั่งสารมาตรฐาน
ของแข็งมาอย่างต�่า 10 mg ลงในขวดแก้วสีชาขนาด 40 mL จากนั้นเติม methanol ประมาณ 25 g แล้วท�าการชั่ง 
น�้าหนักของสารละลายอย่างถูกต้องอีกครั้ง  จะได้สารละลายมาตรฐานตั้งต้น  (stock  standard  solution) 
ทีม่คีวามเข้มข้นเป็นหน่วย mass fraction, mg/g โดยความเข้มข้นค�านวณจากน�า้หนักของสารมาตรฐานในหน่วย mg 
ต่อน�้าหนักรวมของสารมาตรฐานและตัวท�าละลายในหน่วย  g  การเตรียมสารละลาย  intermediate  standard  
solution เตรียมโดยการเจือจางสารละลาย stock standard solution ด้วย methanol โดยการชั่งเช่นเดียวกัน แล้ว
ค�านวณความเข้มข้นของสารละลายที่เตรียมได้ในหน่วย mg/g ส�าหรับ working solution หรือที่เรียกว่าสารละลาย
มาตรฐานที่น�าไปใช้งานจริง สามารถเตรียมได้ในท�านองเดียวกัน สารละลายทั้งหมดที่ได้จากการเตรียมจะเก็บรักษาไว้
ที่อุณหภูมิ  4  �C  และจะต้องท�าการเตรียม  working  solution  ใหม่เสมอส�าหรับแต่ละ  batch  ของการทดลอง 
นอกจากน้ีสารละลาย stock solution, intermediate solution และ working solution ของ Isotopically-labelled 
analogue (D9-clenbuterol) สามารถเตรยีมได้ในท�านองเดยีวกนักบัสารละลายมาตรฐานเคลนบิวเตอรอลดงัทีก่ล่าว
มาข้างต้น

การหาความชื้นในตัวอย่าง
ช่ังน�้าหนักตัวอย่างหมูบด  0.5  g  ด้วยเครื่องช่ังมีความละเอียด  5  ต�าแหน่ง  แล้วน�าไปเก็บใน  dessicator 

ซึ่งมีสาร anhydrous calcium sulphate (DRIERITE®)  เป็นสารดูดความชื้น หลังจากเก็บที่อุณหภูมิห้องเป็น
ระยะเวลาอย่างต�่า 20 วัน น�าออกมาชั่งน�้าหนักที่เหลือ ค�านวณน�้าหนักที่หายไปเป็นค่าความชื้น จากนั้นน�าไปเก็บต่อใน 
dessicator  เป็นระยะเวลา  10  วัน  แล้วน�ามาช่ังอีกครั้ง  ท�าซ�้าไปเรื่อยๆ  จนกว่าน�้าหนักที่ได้คงที่  ซ่ึงการหาความช้ืน 

ในตัวอย่างจะต้องท�าไปพร้อมๆ กันกับการวิเคราะห์ตัวอย่าง

วิธีวิเคราะห์
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างประกอบด้วย  6  ขั้นตอนที่ส�าคัญ  คือ  การเตรียม  blends  การท�าปฏิกิริยา 

ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ต่อด้วยการตกตะกอนด้วยโปรตีน (protein precipitation) การก�าจัดไขมันในเนื้อสัตว์ 
(defattening) การสกัดตัวอย่างแบบของเหลว-ของเหลว (liquid-liquid extraction) และการสกัดตัวอย่างแบบ
ของแข็ง (solid phase extraction, SPE) สุดท้ายน�าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ LC-MS/MS

1.  การเตรียม blends สองชนิด คือ  calibration blend  (CB, สารมาตรฐาน) และ  sample blend 

(SB, ตวัอย่าง) ส�าหรบั calibration blend เตรยีมจากตวัอย่างหมบูดแห้งทีไ่ม่มกีารปนเป้ือนของสารเคลนบิวเตอรอล 
0.5  g  (sample  blank)  และท�าการเติมสารละลายมาตรฐานเคลนบิวเตอรอลให้มีปริมาณใกล้เคียงกับปริมาณ 

เคลนบิวเตอรอลในตัวอย่างที่หาค่าได้คร่าวๆ  จากเทคนิค  external  calibration  curve  ส�าหรับ  sample  blend 
เตรียมโดยการชั่งตัวอย่างหมูบดแห้ง APMP.QM-S6 ปริมาณ 0.5 g แล้วท�าการเติมสารละลาย D9-clenbuterol  
ลงในทั้ง  sample  blend  และ  calibration  blend  ในปริมาณที่มีค่าจ�านวนโมลเท่ากับจ�านวนโมลของสารละลาย 

มาตรฐานเคลนบิวเตอรอล  (ที่ถูกเติมลงไปใน  calibration  blend  ก่อนหน้าน้ี)  จากน้ันเติมสารละลาย  เติม 

Tris buffer pH 8.0 ปริมาณ 10 mL
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2.  การท�าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  (hydrolysis)  โดยการเติมเอนไซม์  protease  type  XIV  of  
Streptomyces griseus ปริมาณ 100 µL (50 g/1 mL ของ tris buffer, pH 8) และปั่นผสม จากนั้น incubate 
ไว้ที่ 55 �C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง (ข้ามคืน) ปั่นผสมให้เข้ากัน ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง

3.  วิธกีารตกตะกอนโปรตนี (protein precipitation) โดยการปรบัสารละลายให้เป็นกรด (pH = 1) ด้วย
กรดไฮโดรคลอรกิเข้มข้น (ประมาณ 350 µL) และป่ันสารละลายผสม ปล่อยทิง้ไว้ 10 นาท ีให้โปรตนีตกตะกอน ท�าการ
แยกเก็บเฉพาะส่วนที่เป็นสารละลายโดยน�าตัวอย่างเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอนที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที่ 4 �C 
เป็นเวลา  10  นาที  เก็บสารละลายสีเหลืองใส่หลอดพลาสติกใหม่  โดยกรองผ่านตัวกรองใยแก้วขนาด  1  µm  จะได้
สารละลายสีเหลืองอ่อนประมาณ 10 mL

4.  วิธีการก�าจัดไขมันในเน้ือสัตว์  (defattening)  โดยการเติม  hexane  10 mL  ปั่นผสม  แล้วน�าเข้า 
เครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอนที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที่ 4 �C เป็นเวลา 5 นาที แยกส่วนสารละลาย hexane ออก
แล้วปรับสารละลายของเหลวให้เป็นด่าง (pH = 9.5 – 10) ด้วย 10 M NaOH (ประมาณ 500 µL)

5.  วิธีการสกัดตัวอย่างแบบของเหลว-ของเหลว  (liquid-liquid  extraction)  สกัดตัวอย่างด้วยตัวท�า
ละลายผสม ethyl acetate: isopropanol (99:1, v/v) จ�านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 mL น�าเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอน
ที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที่ 4 �C เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนสารละลายอินทรีย์ (ชั้นบน) แล้วระเหยส่วนที่สกัดได้
ให้แห้งด้วยเครือ่งระเหยตวัท�าละลายภายใต้ก๊าซไนโตรเจนทีอ่ณุหภมู ิ45 �C เตมิ methanol 100 mL และเตมิสารละลาย 
phosphate buffer (pH = 6.0) 5 mL แล้วท�าการ sonicate 1 นาที

6.  วิธีการสกัดตัวอย่างแบบของแข็ง  (solid  phase  extraction,  SPE)  โดย  clean-up ตัวอย่างด้วย 
VertiPak™ C8/SCX SPE Tubes  6 mL  ใช้สภาวะดังน้ี  คือ  condition: methanol  2 mL,  equilibrate: 
Milli-Q water 2 mL และ phosphate buffer (pH =6.0) 2 mL,  loading: บรรจุตัวอย่างประมาณ 5 mL, 
wash 1: ล้างด้วย 1 M acetic acid 1 mL ท�าให้แห้งภายใต้สญุญากาศ, wash 2: ล้างด้วย methanol 2 mL ท�าให้แห้ง 
ภายใต้สุญญากาศ และ elute: ชะด้วยตัวท�าละลายผสม ethyl acetate : ammonia (32%), 97:3 (v/v) 12 mL 
(6 mL × 2 ครั้ง)

ระเหยส่วนทีส่กดัได้ให้แห้งด้วยเครือ่งระเหยตวัท�าลายภายใต้ก๊าซไนโตรเจนทีอุ่ณหภมู ิ45  �C เตมิสารละลาย
ผสม 0.1% formic acid ในตัวท�าละลาย Milli-Q water: acetonitrile (9:1, v/v) ปริมาณ 750 µL ผสมโดย 
sonicate กรองด้วย PTFE filter 0.2 µm ใส่ขวดเพื่อฉีดเข้าเครื่อง LC-MS/MS 

การคำานวณหาปริมาณโดย Exact-Matching Calibration
ส�าหรับการค�านวณหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลเกิดจากการน�าอัตราส่วนพื้นที่พีคที่วัดได้ทั้ง  primary 

และ secondary ions ใน sample blend และ calibration blend มาค�านวณโดยใช้สมการที่ (2)

    
(2)

wx คือ  mass fraction ของ clenbuterol ในตัวอย่างเนื้อหมูบดแห้งที่ต้องการหา มีหน่วย µg/kg
wZ, C คือ  mass fraction ของ clenbuterol ใน calibration standard มีหน่วย µg/kg
mx คือ   มวลของตัวอย่างเนื้อหมูบดแห้งที่ชั่งมาเพื่อใช้ในการเตรียม sample blend มีหน่วย g
my คือ   มวลของสารละลาย  internal standard (D9-clenbuterol) ที่เติมลงไปในตัวอย่างเนื้อหมู 

    บดเพื่อเตรียม sample blend มีหน่วย g



148
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2558

Analysis of Clenbuterol in Porcine Meat Utilizing an Exact-Matching Kittiya  Shearmanacharoen el al.

mZ, C คือ   มวลของสารละลายมาตรฐาน  clenbuterol  ที่เติมลงไปเพื่อใช้เตรียม  calibration  blend 

    มีหน่วย g
my, C คือ  มวลของสารละลาย  internal  standards  (D9-clenbuterol)  ที่เติมลงไปเพ่ือเตรียม  

    calibration blend มีหน่วย g
R,

B  และ R
,
B, C  คือ  อัตราส่วนพื้นที่พีคที่วัดได้ใน sample blend และใน calibration blend ตามล�าดับ

โดยค�านวณจากไอออนของ clenbuterol หารด้วยไอออนของ D9-clenbuterol
FP  และ FE   คือ  method  precision  effect,  interference  effect  และ  extraction  effect 

ตามล�าดับ  ซ่ึงจะก�าหนดให้มีค่าเท่ากับ  1  แต่จะน�าค่าความไม่แน่นอนจากผลกระทบเหล่าน้ีมารวมอยู่ในการประมาณ 

ค่าความไม่แน่นอนของการวัดรวม (combined standard uncertainty)
FP  คือ dry mass correction factor ซึ่งได้มาจากการหาความชื้นในตัวอย่างหมูบดแห้ง

การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด
การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด ยดึหลกัการตาม Eurachem Guide(9) และ JCGM 100:2008 

(Guide  to  the Expression  of Uncertainty  in Measurement)(10) ส�าหรับการประมาณค่าความไม่แน่นอน 

ของการวัดจากการใช้เทคนิค  exact-matching  double  IDMS  น้ัน  จะขึ้นอยู่กับสมการหลักที่ใช้ในการค�านวณ 

(สมการที่ 2) และการรวมค่าความไม่แน่นอนของการวัดจากแหล่งต่างๆ สามารถรวมกันได้ดังสมการที่ (3)
                                                                                                                                                                                              

    

                                                                                                                                                   (3)

โดยที่    u(wz,  c) เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของ mass  fraction  ของสารละลายมาตรฐาน  clenbuterol 
ที่ใช้ในการเตรียม  calibration blend ค�านวณจากค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของความบริสุทธิ์ของ  clenbuterol 
น�้าหนักของสารที่ใช้ในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน  และการเปรียบเทียบสารละลายมาตรฐาน  (standard  
comparison) u(my), u(my,c), u(mx), u(mz,c) เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของน�้าหนักต่างๆ ค�านวณจาก 
bias และ precision ของเครื่องชั่ง

FP  เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของปัจจัย precision ของวิธี ซึ่งค�านวณจาก standard deviation 
of the mean (sdm) ของการท�าซ�้า

FE    เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของปัจจัยจากการสกัด  ซ่ึงค�านวณมาจาก  bias  ของการสกัด  
liquid-liquid extraction และ solid phase extraction

FI    เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของปัจจัยจากตัวรบกวนใน mass  spectrometer  (interference 
effect) ซึ่งค�านวณมาจาก bias ระหว่าง primary ion pair และ secondary ion pair

Fdrymass  เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของปัจจยั dry mass correction ซ่ึงค�านวณมาจากการวิเคราะห์
หาค่าความชื้นในตัวอย่าง

ส�าหรับค่าความไม่แน่นอนจาก R'B  และ R'B, C  ซ่ึงเป็นค่าความไม่แน่นอนที่เกิดจากการวัด  isotope 
amount ratios ใน sample blend และ calibration blend ตามล�าดับ จะถือว่าถูกคิดรวมอยู่ในปัจจัย precision 
ของวิธีอยู่แล้ว  ซึ่งถ้าหากมีปัจจัยอะไรก็ตามที่ส่งผลกระทบต่อการวัด  ratio R'B และ R'B, C  ก็จะถือว่ามีผลน้อยมาก 
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และสามารถหักล้างกันได้ในที่สุด  เน่ืองจากทั้ง  sample  blend  และ  calibration  blend  ถูกเตรียมให้เหมือนกัน 
(exact-matched) ทั้งในเรื่องความเข้มข้น, ตัวกลาง และ isotope ratio 

การควบคุมคุณภาพของการวิเคราะห์
เน่ืองจากไม่มีวัสดุอ้างอิงรับรองของสารเคลนบิวเตอรอลที่อยู ่ในตัวกลางที่เหมือนกับตัวอย่างจริง 

(ในเนื้อหมู) ที่วิเคราะห์ ดังนั้นการควบคุมคุณภาพ (quality control, QC) จึงด�าเนินการจากการวิเคราะห์ spiked 
sample  จ�านวน  2  ซ�้า  ทุกครั้งควบคู่ไปกับการวิเคราะห์ตัวอย่างจริง  โดยให้ค่า  accuracy  (%  recovery)  และ  
precision (% RSD) อยู่ในช่วงเกณฑ์ก�าหนด

ผล
ผลจากการวัดค่าความช้ืนในตัวอย่างหมูบด APMP.QM-S6  ได้ค่าความช้ืนเท่ากับ  1.07%  ±  0.04%  

(k  =  2.0  ที่ระดับความเชื่อมั่น  95%,  n  =  4)  ซึ่งค่าความชื้นที่ได้น�าไปใช้ในการค�านวณ mass  fraction  ของสาร 
เคลนบิวเตอรอลต่อน�้าหนักตัวอย่างแห้งต่อไป  ผลจากการประเมินความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐานเคลนบิวเตอรอล 
โดยใช้เทคนิค HPLC-UV, TGA และ KFT ได้ค่าความบริสุทธิ์ 99.32 % ± 0.13% (k = 2.0 ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95%)  นอกจากน้ีผลจากการควบคมุคณุภาพของการวิเคราะห์โดยการใช้ spiked sample ท�าการสร้าง control chart 
ตลอดช่วงระยะเวลาของการวิเคราะห์ ได้ผลอยูใ่นช่วงเกณฑ์ทีย่อมรบั ทัง้ accuracy (% recovery, ในช่วง 95% - 105%) 
และ precision (% RSD < 3%)

ผลการตรวจวิเคราะห์สารเร่งเนื้อแดงในตัวอย่าง APMP.QM-S6 ด้วยเทคนิค exact-matching double 
IDMS  โดยค่าที่ห้องปฏิบัติการรายงาน  เกิดจากค่าเฉลี่ยจากการวิเคราะห์  3  การทดลอง  (iterations)  โดยแต่ละ 
การทดลองท�าการวิเคราะห์ 4 ซ�้า และมีการปรับแก้ค่าด้วยค่าความชื้นที่วัดได้ มีค่าเฉลี่ย และค่าความไม่แน่นอนเท่ากับ 
5.00 µg/kg ± 0.25 µg/kg (k = 2.03 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%) ซึ่งค่าอ้างอิงของโปรแกรมเปรียบเทียบผลการวัด 
(Supplementary Comparison Reference Value, SCRV) เท่ากับ 5.216 µg/kg ± 0.131 µg/kg (k = 2.78 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%)(11) แหล่งของความไม่แน่นอนของการวัดหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง
แสดงรายละเอียด  (ตารางที่  3)  และเมื่อเทียบเป็นสัดส่วนแหล่งของความไม่แน่นอนจากแหล่งต่างๆ  (ภาพที่  2) 
พบว่าแหล่งความไม่แน่นอนที่ใหญ่ที่สุดมาจาก precision ของวิธี  (49%) รองลงมาจากตัวรบกวน (interference) 
ในระบบ mass spectrometer (20%) จากการสกัด (extraction, 17%) และแหล่งความไม่แน่นอนจากการเตรียม
สารมาตรฐาน (my , 14%) ส�าหรับแหล่งความไม่แน่นอนจากแหล่งอื่นๆ เช่น จากการชั่ง (my , mz,c , mx ,  my, c) 
และจากปัจจัย dry mass correction (Fdrymass) มีขนาดเล็กมากเมื่อเทียบกับจาก 4 แหล่งที่กล่าวมา

ตารางที่ 3 Uncertainty budget ของการวัดหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง 

wz,c (µg/kg)    8.3414  0.076265  0.9143%
my (g)    0.28809  0.000049  0.0172%
mz,c (g)    0.28933  0.000049  0.0171%
mx (g)    0.51371  0.000049  0.0096%
my, c (g)    0.29174  0.000049  0.0170%

 Parameter (unit)  Typical value  Standard  Relative standard  
      uncertainty   uncertainty (%)
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 Parameter (unit)  Typical value  Standard  Relative standard  
      uncertainty   uncertainty (%)

ตารางที่ 3 Uncertainty budget ของการวัดหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง (ต่อ)

Fdrymass  (1)    0.98928  0.000061  0.0062%
FP  (1)    1.000  0.01697  1.697%
FE (1)    1.000  0.0100  1.000%
FI      1.000  0.0110  1.097%
Combined relative standard uncertainty        2.43%

 

ภาพที่ 2 สัดสวนขององคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวัดปริมาณสารเคลนบวิเตอรอลในเนื้อ
หมูบดแหง 

 

 

ภาพที่ 2  สัดส่วนขององค์ประกอบแหล่งความไม่แน่นอนของการวัดปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง

เมือ่เปรยีบเทยีบค่าที ่มว. (NIMT) รายงานกับค่าทีร่ายงานโดยประเทศอ่ืนๆ ทีเ่ข้าร่วม พบว่าห้องปฏบัิตกิาร 
ส่วนใหญ่ได้ผลการวัดอยู่ในช่วงของค่าอ้างอิง  และค่าความไม่แน่นอนของ  SCRV  ของโปรแกรมการเปรียบเทียบ 

ผลการวัดที่เสนอโดยเจ้าภาพผู้จัด ยกเว้นห้องปฏิบัติการ A และ F (ตารางที่ 4)
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ตารางที่ 4 ค่าปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง และ expanded uncertainty (ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95%) รายงานโดยประเทศต่างๆ ที่เข้าร่วม APMP.QM-S6(11)

  A  4.43  0.82
 มว. (NIMT)  5.00  0.25
  B  5.18  0.50
  C  5.30  0.40
  D  5.30  0.68
  E  5.30  0.29
  F  9.97  0.89
ค่าอ้างอิง (SCRV)  5.216  0.131

 NMIs/DIs  Mass fraction (µg/kg) on dry  Expanded uncertainty  
    mass basis  (µg/kg)

หมายเหตุ :  เน่ืองจากเป็นการเผยแพร่ผลการวัดของประเทศอ่ืนด้วย  จึงใช้สัญลักษณ์  A,  B,  C,  D,  E  และ  F 

แทนชื่อของประเทศอื่นๆ ที่เข้าร่วม

การสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาของผลการวัด
ผลการวัดสารเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหมูบดแห้งที่ได้สามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาโดยการเช่ือมโยง 

ไปสู่หน่วยการวัดที่ได้มาจาก SI คือ หน่วย mass fraction ซึ่งรายงานในหน่วย µg/kg สามารถแปลงหน่วยได้เป็น 
g/g เท่ากับ 1 (SI coherent derived unit “one”(1)) ในการอธิบายความสามารถในการสอบกลับได้ของผลการ
วัดครั้งนี้ สามารถแสดงผ่าน 3 กระบวนการด้วยกัน กล่าวคือ กระบวนการแรกสารมาตรฐานเคลนบิวเตอรอลที่น�ามาใช้
ในการเตรียมเป็น  calibrator  ได้รับการประเมินค่าความบริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค HPLC-UV, TGA และ KFT ซึ่ง 
ค่าความบริสุทธิ์ที่ได้มีสมบัติในการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา กระบวนการที่สอง ทุกขั้นตอนในการเตรียมสารละลาย
มาตรฐานหรือการเตรียมตัวอย่าง  จะเตรียมโดยการใช้เครื่องช่ังที่ได้รับการสอบเทียบ  ซ่ึงจะท�าให้ผลการวัดที่ได้จาก
เครื่องชั่ง คือ มวล (mass) สามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา ผ่านกิโลกรัมของ มว. ไปยังกิโลกรัมมาตรฐานของโลก 
(prototype of the kilogram) ซึ่งมีอยู่หนึ่งเดียวในโลกที่ BIPM ณ กรุงปารีส กระบวนการที่สาม คือ วิธีการวัดที่น�า
มาใช้คือ เทคนิค exact-matching double IDMS ซึ่งเป็นที่ยอมรับกันว่าเป็น primary ratio method โดยอาศัย
หลักการวัด isotope number ratio ท�าให้ผลการวัดมีความถูกต้องสูง และได้มีการประมาณค่าความไม่แน่นอนของ
การวัดอย่างละเอียดรอบคอบ  โดยได้มีการน�าปัจจัยอื่นๆ ที่นอกเหนือจากสมการการค�านวณหลัก  ที่อาจจะมีผลต่อ 

การวัด มาคิดรวมอยู่ในการประมาณค่าความไม่แน่นอนสุดท้ายอีกด้วย เมื่อ 3 กระบวนการดังกล่าวได้เกิดขึ้น จึงท�าผล
การวัดสารเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหมูบดแห้งมีสมบัติการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา  และสามารถเขียนเป็น 

metrological traceability chain (ภาพที่ 3)
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โดยจดุสงูสดุของโซ่การสอบกลบัได้ทางมาตรวิทยาเป็น หน่วย SI (SI coherent derived unit “one” (1)) 
สัญลักษณ์สี่เหลี่ยมจัตุรัส (แทนหน่วยเอสไอ kg) สี่เหลี่ยมคางหมู (แทนหน่วยเอสไอ mol/mol) และสี่เหลี่ยมขนม
เปียกปูน  (แทนการวัด  isotope  number  ratio)  จะติดอยู่กับกล่อง  “measurement  procedure”  แสดงหน่วย 

การวัดทีเ่กีย่วข้อง ซ่ึงจะทาบเช่ือมโยงไปยงัส่วนบนสดุของโซ่ ตวัเลข 1 และ 2 ทีร่ะบุไว้ในกล่องสีเ่หลีย่มทัง้สามชนิดแทน 
primary measurement procedure 1 และ measurement procedure 2 ตามล�าดับ มีกิจกรรมเกิดขึ้น 2 กิจกรรม
ที่ท�าให้เกิดเป็นโซ่ คือ ถ่ายค่า (assign) และสอบเทียบ (calibrate) โดย measuring system จะท�าหน้าที่ในการ
ถ่ายค่า  (assign)  และตัว  calibrator  จะท�าหน้าที่ในการสอบเทียบ  (calibrate)  ซ่ึงผลที่ได้คือ  ผลการวัด 

(measurement  results)  จะประกอบด้วยค่าปริมาณ  (quantity  value  =  value  + measurement  unit) 
และล่างสุดของโซ่กระบวนการ  calibration  hierarchy  จะท�าให้มีค่าความไม่แน่นอนของการวัด  (relative 
measurement uncertainty, RMU) เพิ่มขึ้น

วิจารณ์
วิธกีารวัดสารเร่งเน้ือแดงในหมบูดแห้งโดยเทคนิค exact-matching double IDMS เป็นวิธทีีใ่ช้ในการวัด

เพื่อความถูกต้องสูง สามารถน�าไปใช้ในการวัดต่างๆ เช่น เพื่อให้ค่าอ้างอิง (certified value) แก่วัสดุอ้างอิงรับรอง 
(Certified Reference Material, CRM) ให้ค่าอ้างอิงแก่โปรแกรมทดสอบความช�านาญ (proficiency testing 
scheme, PT) หรือให้ค่าอ้างอิงกรณีที่มีข้อโต้แย้งของผลการวัด

เทคนิค  exact-matching double  IDMS นอกจากจะต้องท�าให้  peak area หรือสัญญาณที่ได้ mole 
ratio ทัง้ใน calibration blend และ sample blend มคีวามใกล้เคยีงกนัให้มากทีส่ดุแล้ว ชนิดของตวักลาง (matrix) 

ภาพที่ 3 โซ่การสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา  (metrological  traceability  chain)  ของผลการวัดปริมาณสาร 
เคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง
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การวเิคราะห์สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหม ูโดยใช้เทคนิค Exact-matching double กิตติยา  เชยีร์แมน และคณะ

จะต้องใกล้เคียงกันด้วย  เน่ืองจากผลกระทบจากตัวกลางน้ีเป็นปัญหาหลักในการวิเคราะห์ทางด้านเคมีที่จะท�าให้เกิด
ความผิดพลาดในการวิเคราะห์ได้ ซึ่งอาจจะเนื่องมาจากผลของ matrix suppression หรือ matrix enhancement 
ดังนั้นในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค exact-matching double IDMS จึงต้องเตรียม calibration blend ใน matrix 
blank  ชนิดเดียวกันหรือใกล้เคียงกับตัวอย่างจริงให้มากที่สุด  เพื่อให้ผลกระทบจากปัจจัยน้ีทั้งในตัวอย่าง  และ 
ใน calibration blend มีปริมาณเท่ากัน และถือว่าสามารถหักล้างกันได้ในที่สุด

การประเมินความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐานที่น�ามาใช้มีความจ�าเป็น  เน่ืองจากเป็นส่วนส�าคัญที่ท�าให้ผล 

การวัดนั้นมีสมบัติการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา (metrological traceability) ทั้งนี้ข้อตกลงของการเปรียบเทียบ
ผลการวัดด้านเคมีในระดับนานาชาติ (ทั้งระดับโลก, CCQM และระดับภูมิภาคเอเชียแปซิฟิก, APMP) ได้ก�าหนดว่า
ผลการวัดของประเทศผู้เข้าร่วมแบบ  key  comparison/supplementary  comparison  จะสามารถน�าค่ามาคิด 

รวมเป็นค่าอ้างอิง KCRV/SCRV  ได้ก็ต่อเมื่อผลการวัดน้ันมี metrological  traceability  กล่าวคือ  การวัดน้ัน 

จะต้องมกีารใช้สารมาตรฐานทีเ่ป็น CRM หรอืถ้าไม่สามารถจดัหาสารมาตรฐานทีเ่ป็น CRM ได้ ก็จะต้องมกีารประเมนิ
ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐานที่น�ามาใช้

การวิเคราะห์สารในกลุ่มเบต้าอะโกนิสท์  (β-agonists)  จัดว่าเป็นการวัดที่มีความท้าทายสูง  เนื่องจากสาร
เหล่านี้จะจับกับไขมัน หรือโปรตีน ซึ่งจะต้องมีวิธีการเตรียมตัวอย่างที่ดี ต้องมั่นใจได้ว่าสารเหล่านี้จะหลุดออกมาหมด
เวลาท�าการสกดั นอกจากน้ีสภาวะทีใ่ช้ในการไฮโดรไลซิสเพือ่ให้สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอลหลดุออกมาจากเน้ือเยือ่
สัตว์มีความส�าคัญมาก  การเติมเอนไซม์ลงไปในสภาวะความเป็นกรด-เบส  ที่เหมาะสมจะช่วยให้ประสิทธิภาพ 

การไฮโดรไลซิสมีความสมบูรณ์มากขึ้น  ซ่ึงจากการทดลองได้ลองใช้วิธีการไฮโดรไลซิสทั้งในสภาวะกรด(12) และ 
สภาวะเบส(13) โดยการไฮโดรไลซิสในสภาวะกรด (pH 5.2) จะใช้เอนไซม์ β-Glucuronidase (incubate at 37 �C, 
16 hours) พบว่าผลการวัดในตัวอย่าง APMP.QM-S6 ที่ได้จากการท�าซ�้าไม่สอดคล้องกัน  ได้ค่าที่กระจายกันมาก 
แต่เมื่อเปลี่ยนเป็นการไฮโดรไลซิสในสภาวะเบส (pH 8.0) โดยใช้เอนไซม์ protease type XIV of Streptomyces 
griseus (incubate at 55  �C, 16 hours) พบว่าให้ผลการวัดในตัวอย่าง APMP.QM-S6 จากการท�าซ�้าที่สอดคล้อง
กันเป็นอย่างดี  ดังน้ันจึงเลือกใช้วิธีการไฮโดรไลซิสในสภาวะเบส  ส�าหรับการก�าจัดตัวรบกวนโปรตีนสามารถ 

ท�าได้ง่ายโดยการเติมกรดลงไปท�าให้โปรตีนเสียสภาพ  (degradation)  จากน้ันจะเกิดการแยกช้ันโปรตีนออกมา 
ซ่ึงง่ายต่อการก�าจัดทิ้ง  ไขมันเป็นตัวรบกวนที่มีขั้วต�่าซ่ึงจะพบมากในตัวอย่างที่เป็นเน้ือสัตว์สามารถก�าจัดออกได ้

โดยการเติม hexane ซึ่งเป็นตัวท�าละลายที่ไม่มีขั้ว นอกจากนี้การใช้เทคนิค liquid-liquid extraction และ solid 
phase  extraction  (SPE)  เป็นการก�าจัดสารอินทรีย์ตัวอื่นๆ ที่ไม่สนใจ  โดยอาศัยสภาพความเป็นขั้วที่ต่างกันและ 
การเลือกใช้ตัวท�าละลายที่เหมาะสมเป็นการลดตัวรบกวนใน mass  spectrometer  ซ่ึงส่งผลให้ผลการวัดที่ได้ม ี

ความถูกต้องมากยิ่งขึ้น 
ค่าความไม่แน่นอนของการวัดทีไ่ด้จากเทคนิค exact-matching double IDMS มขีนาดเลก็มากเมือ่เทยีบ

กับเทคนิคอื่นๆ เช่น external calibration curve หรือ standard addition เนื่องจากในสมการการค�านวณหลัก 

มีพารามิเตอร์ที่เกี่ยวข้อง  คือ mass  (uncertainty  จากการช่ังจะมีขนาดเล็กมาก)  ความเข้มข้นของ  working 
standard ซึ่งถูกเตรียมโดยการชั่ง (gravimetric preparation) ท�าให้ uncertainty มีขนาดเล็กเช่นกัน ปัจจัยหลัก
ของแหล่งความไม่แน่นอนจึงมาจากการวิเคราะห์ซ�้า  (method  precision)  ล�าดับการฉีดตัวอย่างโดยใช้เทคนิค 

bracketing(14) (การฉีดคั่นระหว่าง  calibration  blend  และ  sample  blend)  นอกจากจะช่วยในเร่ือง 
instrumental drift แล้ว ยังช่วยให้ precision ของผลการวัดดียิ่งขึ้นด้วย

จากการเข้าร่วมเปรียบเทียบการวัด APMP.QM-S6 ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์อินทรีย์เคมี ฝ่ายมาตรวิทยา
เคมีและชีวภาพของ มว.  ได้แสดงศักยภาพในการวัดทั้งได้ผลการวัดที่สอดคล้องกับผลจากห้องปฏิบัติการของสถาบัน
มาตรวิทยาแห่งชาติของประเทศอื่นๆ และมีค่าความไม่แน่นอนของการวัดที่มีขนาดเล็ก นอกจากนี้ผลจากการเข้าร่วม
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Analysis of Clenbuterol in Porcine Meat Utilizing an Exact-Matching Kittiya  Shearmanacharoen el al.

เปรียบเทียบผลการวัดในระดับนานาชาติ  APMP.QM-S6  ยังเป็นการทดสอบความใช้ได้ของวิธีที่ได้ท�าการพัฒนา 
(method  validation)  อีกด้วย  ห้องปฏิบัติการวิเคราะหอิ์นทรีย์เคมี  ได้ผ่านการประเมินระบบคุณภาพ  ISO/IEC 
17025: 2005 (ผ่าน peer review, pathway C) เมื่อเดือนเมษายน 2557 ในรายการวัดอื่นๆ รวมถึงรายการนี้ด้วย 
นับเป็นก้าวส�าคญัทีน่�าไปสูก่ารประกาศความสามารถของการวัดโดยการ claim CMC (Calibration Measurement 
Capability)  บนเว็บไซต์ของ  BIPM  ซ่ึงเป็นแผนที่จะด�าเนินการต่อไปในปี  2558  และปัจจุบันรายการวัด 

สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอลได้เปิดให้บริการอย่างเป็นทางการแก่ผู้จัดโปรแกรมทดสอบความช�านาญ  หรือ 

ผู้ผลิต CRM ที่ต้องการค่าอ้างอิงรับรอง

สรุป
จากการที่ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์อินทรีย์เคมีได้พัฒนาวิธีการวัดสารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหมู

บดแห้ง โดยใช้เทคนิค exact-matching double IDMS และได้ใช้วิธน้ีีเข้าร่วมเปรยีบเทยีบผลการวัดระหว่างประเทศ 
และได้ผลการเปรยีบเทยีบทีม่คีวามถกูต้องสงู มค่ีาความไม่แน่นอนของการวัดขนาดเลก็และผลการวัดมคีวามสอบกลบั
ได้ทางมาตรวิทยาน้ัน ถอืว่าเป็นการประกาศความสามารถในการวัดครัง้น้ีให้ประเทศอ่ืนๆ ได้รบัรู ้ให้ต่างประเทศยอมรบั
ในมาตรฐานการวัดทางด้านเคมี  ว่ามีความเท่าเทียมกับนานาชาติ  และสถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติสามารถกระจาย 
เผยแพร่ความสามารถในการวัดด้านน้ี  ให้แก่ห้องปฏิบัติการในประเทศไทยที่ท�าการตรวจวัดสารเคลนบิวเตอรอล 

เพื่อสามารถวัดได้อย่างถูกต้อง มีความน่าเชื่อถือ และสอบกลับได้  โดยผ่านการผลิตวัสดุอ้างอิงรับรอง (CRM) หรือ
การก�าหนดค่าอ้างอิงให้กับโปรแกรมทดสอบความช�านาญ (PT) ต่อไป
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Analysis of Clenbuterol in Porcine Meat Utilizing an Exact-Matching Kittiya  Shearmanacharoen el al.

Analysis of Clenbuterol in Porcine Meat 
Utilizing an Exact-Matching Double IDMS:

Interlaboratory Comparison Result: 
APMP.QM-S6 Clenbuterol in Porcine Meat

Kittiya Shearman Pornhatai Kankaew Preeyaporn Pookrod 
Sornkrit Marbumrung Panadda Silva
Chemical Metrology and Biometry Department, The National Institute of Metrology, Thailand (NIMT), 
Klong 5, Klong Luang, Pathumthani, 12120

ABSTRACT  Clenbuterol is a type of β-agonist which has been used as an illegal growth promoter 
in meat production. The presence of clenbuterol  in meat  for human consumption  is a health risk  for  
consumers  and  is  therefore  forbidden  in many  countries.  The  Organic  Analysis  Laboratory  of 
the National Institute of Metrology, Thailand (NIMT) participated in the interlaboratory comparison, 
APMP.QM-S6: Clenbuterol in porcine meat. The measurement method used was the exact-matching 
double  isotope dilution mass  spectrometry  (IDMS)  technique. This measurement procedure  involved 

alkaline hydrolysis, acid precipitation, defattening, liquid-liquid extraction, solid phase extraction (SPE) 
clean-up  and  analysis  of  sample  extracts  by  high  performance  liquid  chromatography  tandem mass  
spectrometry  (HPLC-MS/MS)  operating  in  positive  ion multiple  reaction monitoring  (MRM) mode. 
The purity of clenbuterol standard obtained from the in-house purity assessment utilized metrological 
traceability of measurement results. The mass fraction of clenbuterol in APMP.QM-S6 sample reported 
by NIMT was  5.0  µg/kg with  5.0%  relative  expanded  uncertainty  (at  the  95 %  confidence  interval) 
which was in agreement with results from other metrology institutes. The Supplementary Comparison 

Reference Value (SCRV) was 5.216 µg/kg ± 0.131 µg/kg.

Key words: Clenbuterol, exact-matching double IDMS, interlaboratory comparison
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บทคัดย่อ    วิธีวิเคราะห์หาปริมาณเดกซาเมทาโซน (dexamethasone) และเพรดนิโซโลน (prednisolone) ที่ปนปลอม 

ในยาแผนโบราณถูกพัฒนาขึ้นโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง  (High  Performance  Liquid 
Chromatography, HPLC) ใช้คอลัมน์ Hypersil BDS RP-8 มีส่วนผสมของ acetonitrile และน�้าเป็นสารละลายตัวพา 
และเตรียมตัวอย่างโดยเทคนิคการสกัดแยกสารด้วยตัวดูดซับของแข็ง  (Solid Phase Extraction, SPE) จากการทดสอบ
ความถูกต้องของวิธี  พบว่ามีช่วงการวิเคราะห์ที่ให้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงที่  250-12,500  ไมโครกรัมต่อลิตร  โดยมีค่า
สมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน เท่ากับ 0.9987 และ 0.9988 ตามล�าดับ ความแม่นและความเทีย่ง
ของวิธีโดยการเติมสารละลายเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในตัวอย่างที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน 3 ระดับ คือ 500, 6,000 
และ 12,000 ไมโครกรัมต่อลติร พบว่าค่าร้อยละการคืนกลบัของสารมาตรฐาน อยู่ในช่วง 100.30-104.53 และ 100.02-102.18 
ตามล�าดับ  และร้อยละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของความเที่ยง  อยู่ในช่วง  0.04-2.01  และ  0.15-2.47  ตามล�าดับ   
ปริมาณต�่าสุดที่วิเคราะห์ปริมาณได้ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน มีค่าเท่ากับ 250.14 และ 249.30 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ตามล�าดับ  จึงกล่าวได้ว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นน้ีมีความเหมาะสมในการน�าไปใช้ในการเฝ้าระวังการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณได้อย่างมีประสิทธิภาพ
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method Development for Determination of Dexamethasone and Prednisolone Jiranuch  Jamtaweekul et al.

บทนำา 
เดกซาเมทาโซน  (Dexamethasone)  มีช่ือทางเคมีว่า  9-Fluoro-11β,  17,  21-trihydroxy-16α-

methylpregna-1, 4-diene-3, 20-dione สูตรโมเลกุล C22H29FO5 น�้าหนักโมเลกุล 392.47 มีลักษณะเป็นผลึก 

สีขาว ไม่มีกลิ่น ไม่ละลายน�้า และเพรดนิโซโลน (Prednisolone) มีชื่อทางเคมีว่า 11β, 17, 21-Trihydroxypreg-
na-1, 4-diene-3, 20-dione สูตรโมเลกุล C21H28O5 น�้าหนักโมเลกุล 360.45 มีลักษณะเป็นผลึกสีขาว ละลายน�้าได้ 
เล็กน้อย (รูปที่ 1)(1, 2, 3)   

เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนจัดเป็นยาในกลุ่มคอร์ติโคสเตียรอยด์  (corticosteroid)(4)  ซ่ึงเป็นยา
ควบคุมพิเศษ  ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข  เรื่อง  ยาควบคุมพิเศษ  ฉบับลงวันที่  26  พฤษภาคม  2521(5)  ใน
ทางการแพทย์ใช้เป็นยาต้านอักเสบและแก้แพ้ ใช้รักษาอาการแพ้ชนิดรุนแรงหรือเรื้อรัง เช่น หอบหืด แพ้ยา โรคภูมิแพ้ 
ทางผิวหนัง หรือกลุ่มโรคออโตอิมมูน เช่น อัณฑะอักเสบจากคางทูม โรคไตรั่ว (nephrotic)  เอสแอลอี (Systemic 
Lupus Erythematosus, SLE) เป็นต้น ผูท้ีใ่ช้ยาชนิดน้ีต้องอยูใ่นความดแูลของแพทย์อย่างใกล้ชิด เพราะหากได้รบั
ตดิต่อกนัเป็นระยะเวลานานอาจท�าให้เกดิอาการบวมน�า้ กระเพาะอาหารทะล ุกระดกูพรนุ ภมูคิุม้กนัร่างกายต�า่ท�าให้ตดิ
เช้ือได้ง่าย อาจเกดิโรคแทรกซ้อนทีเ่ป็นอนัตรายถงึแก่ชีวิตได้ ยากลุม่คอร์ตโิคสเตยีรอยด์มผีลต่อร่างกายเกือบทกุระบบ 
ต้องระมัดระวังในการใช้ยาชนิดนี้ในผู้ป่วยโรคความดันโลหิต โรคหัวใจ และโรคเบาหวาน(6) (ภาพที่ 1)

ภาพท่ี่ 1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน

ในปีงบประมาณ  2553  ส�านักยาและวัตถุเสพติดได้ท�าการตรวจวิเคราะห์การปนปลอมเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลนในผลิตภัณฑ์ยาแผนโบราณ  ด้วยเทคนิครงคเลขผิวบาง  (Thin-layer Chromatography)  จ�านวน 
302  ตัวอย่าง  ตัวอย่างส่วนใหญ่ส่งตรวจโดยผู้บริโภคและส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา  ผลการตรวจพบว่าม ี

การปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  จ�านวน  53  ตัวอย่าง  คิดเป็นร้อยละ  17.5(7)  โดยพบการปนปลอม 

ในตัวอย่างทั้งในรูปแบบยาลูกกลอน  ยาเม็ดรูปทรงกระบอก  ยาผง  และยาแคปซูล  ตัวอย่างที่พบการปนปลอมของ 
เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนมักมีข้อความแสดงสรรพคุณแก้ปวดเมื่อย ปวดตามข้อ แก้อัมพฤกษ์ อัมพาต ฯลฯ 
ไม่มีเลขทะเบียนต�ารับยา ไม่ทราบแหล่งผลิตที่แน่ชัด และพบว่าผู้บริโภคส่วนใหญ่มักเป็นกลุ่มผู้สูงอายุ ผู้มีโรคประจ�า
ตัว  เช่น หอบหืด หรือผู้ที่ท�างานหนัก ท�าให้มีอาการปวดเมื่อย จึงเป็นผู้ที่มีความเสี่ยงสูงที่จะได้รับยาแผนโบราณที่ไม่
ปลอดภัย  แม้หน่วยงานคุ้มครองผู้บริโภคด้านสาธารณสุขจะได้ด�าเนินการรณรงค์เพื่อป้องกันและแก้ไขปัญหาดังกล่าว
อย่างต่อเน่ือง  แต่ยังคงตรวจพบการปนปลอมในจ�านวนใกล้เคียงกับที่เคยตรวจพบในปีที่ผ่านมา  ซ่ึงอาจเป็นผลมา
จากกระแสความนิยมการใช้สมุนไพรเพื่อรักษาโรค โดยมีความเชื่อมั่นในสรรพคุณและมั่นใจว่าไม่มีอันตรายหรือมีพิษ 

น้อยกว่ายาแผนปัจจุบัน  แต่กลับมีผู้ฉวยโอกาสปนปลอมตัวยาดังกล่าวในผลิตภัณฑ์ยาแผนโบราณเพื่อหวังผลทาง 
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การพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จิรานุช แจ่มทวกุีล และคณะ

การค้า  และยังพบการปนปลอมสารดังกล่าวในยาแผนโบราณและยาที่มาจากสมุนไพรในต่างประเทศ  เช่น  สิงคโปร์ 
มาเลเซีย สหรฐัอเมรกิา(8, 9) การทีจ่ะท�าให้ประชาชนตระหนักถงึพษิภยัและมคีวามรูค้วามเข้าใจในการเลอืกซ้ือผลติภณัฑ์
ยาแผนโบราณให้มากขึ้น  จึงจะต้องรู้ถึงปริมาณการปนปลอมยาแผนปัจจุบันดังกล่าวในผลิตภัณฑ์ยาแผนโบราณ 

เพื่อประโยชน์ต่อตัวผู้บริโภคและแพทย์ผู้รักษาผู้ป่วยที่ได้รับยาแผนโบราณที่มีการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลน  โดยก่อนหน้าน้ีมีการศึกษาเกี่ยวกับการตรวจเอกลักษณ์และหาปริมาณสารสเตียรอยด์ที่ปนปลอมในยา
ที่มาจากสมุนไพร(10,  11,  12)  อาหารสัตว์(13)  ปัสสาวะ(14)  ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูงที่ใช ้
ตัวตรวจวัดเป็นยูว(ี10, 11, 12) หรือแมสสเปกโทรมิเตอร(์14) นอกจากนี้ยังมีวิธีมาตรฐานในการหาปริมาณเดกซาเมทาโซนที่
ระบุในต�าราฟาร์มาโคเปียของสหรฐัอเมรกิาทีใ่ช้เทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสทิธภิาพสงู และใช้สารละลาย
ตัวพาแบบ  isocratic ที่มีส่วนผสมระหว่าง  acetonitrile  และน�้า(1)  แต่เนื่องจากในปัจจุบันส�านักยาและวัตถุเสพติด 

มีวิธีมาตรฐานส�าหรับการตรวจเอกลักษณ์เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณหรือยาที่มาจากสมุนไพร
ด้วยเทคนิครงคเลขผวิบางเท่าน้ัน อกีทัง้วิธกีารดงักล่าวมขีัน้ตอนการสกัดทียุ่ง่ยาก ต้องใช้คลอโรฟอร์มซ่ึงเป็นตวัท�าละลาย
อนิทรย์ีทีม่คีวามเป็นพษิ(15)  และยงัไม่มวิีธมีาตรฐานส�าหรบัการตรวจวิเคราะห์หาปรมิาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน 

ในยาแผนโบราณหรือยาที่มาจากสมุนไพรซ่ึงมีความหลากหลายขององค์ประกอบทางเคมี  จ�าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องแยก 
สิ่งรบกวนการตรวจวัดปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนออก  ลดขั้นตอนการสกัด  เพิ่มประสิทธิภาพการแยก 
และใช้วิธทีีไ่ม่ยุง่ยากซับซ้อน ดงัน้ันจงึได้ศึกษาและพฒันาวิธวิีเคราะห์หาปรมิาณการปนปลอมสเตยีรอยด์ดงักล่าวในยา
แผนโบราณด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูงที่มีตัวตรวจวัดเป็นยูวี ซึ่งวิธีนี้นิยมใช้ในการตรวจ
เชิงปริมาณ เนื่องจากให้ผลรวดเร็ว ไม่ยุ่งยาก ถูกต้องและแม่นย�า 

วัสดุและวิธีการ
สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐานเดกซาเมทาโซนของส�านักยาและวัตถุเสพติด  ความบริสุทธิ์ร้อยละ  99.20  รุ่นผลิต  652008, 
สารมาตรฐานเพรดนิโซโลนของต�าราฟาร์มาโคเปียสหรฐัอเมรกิา ความบรสิทุธิร้์อยละ 99.40 รุน่ผลติ N1J277,  Methanol 
HPLC  grade  ผลิตภัณฑ์ของ Mallinckrodt  ประเทศสหรัฐอเมริกา,  Acetonitrile HPLC  grade  ผลิตภัณฑ ์

ของ Mallinckrodt ประเทศสหรัฐอเมริกา,  น�้าความบริสุทธิ์สูง  (Type  I water) ผลิตจากเครื่องของ Millipore 
ประเทศสหรัฐอเมริกา

เครื่องมือและอุปกรณ์  
เครื่องโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง  ผลิตภัณฑ์ของ Waters Millipore  Corporation 

ประเทศสหรัฐอเมริกา รุ่น 2695-2996, คอลัมน์ Hypersil BDS C8 ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร บรรจุอนุภาค
ขนาด 5 ไมโครเมตร ผลิตภัณฑ์ของ Thermo Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา, การ์ดคอลัมน์ Phenomenex C8 
ขนาด 3.0 × 4.0 มิลลิเมตร ผลิตภัณฑ์ของ Phenomenex Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา, ตัวดูดซับ Chromobond® 

Cartridge รุ่น HRX เป็น hydrophobic polystyrene-divinylbenzene ขนาดความจุ 200 มิลลิกรัม ผลิตภัณฑ์
ของ MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี,  เครื่องผสมสารละลาย 
ผลิตภัณฑ์ของ  Fisher  Scientific  ประเทศสหรัฐอเมริกา  รุ่น  232,  เครื่องหมุนเหว่ียง  ผลิตภัณฑ์ของ  Precision  
Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา,  เครื่องเขย่าความถี่สูง ผลิตภัณฑ์ของ Elma ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
รุ่น Elmasonic  S100H, เครือ่งช่ัง ผลติภณัฑ์ของ Mettler Toledo ประเทศสหรฐัอเมรกิา รุน่ AT261, แผ่นเมมเบรน 

ส�าหรับกรองชนิดไนลอน ผลิตภัณฑ์ของ Vertical Chromatography Co., Ltd. ประเทศไทย ขนาด 0.45 ไมครอน 
เส้นผ่าศูนย์กลาง 13 มิลลิเมตร
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ตัวอย่าง   
ตัวอย่าง  เป็นตัวอย่างที่ได้จากผลิตภัณฑ์ยาแผนโบราณรูปแบบลูกกลอนและรูปแบบผงที่ได้จากการส่ง 

ตัวอย่างมาทดสอบกับทางส�านักยาและวัตถุเสพติด  ซ่ึงได้ตรวจสอบด้วยเทคนิครงคเลขผิวบางแล้วว่าไม่พบ 

การปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  โดยบดรวมให้เป็นเน้ือเดียวกัน  น�ามาอบที่  55-60  องศาเซลเซียส 
จนแห้งและบดซ�้าอีกครั้ง บรรจุในภาชนะปิดสนิทป้องกันแสงและความชื้น

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง
ช่ังผงตัวอย่าง  14  กรัม  ละลายใน  25%  v/v methanol  จ�านวน  200  มิลลิลิตร  ปั่นแยกตะกอนด้วย 

เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
สารละลายมาตรฐาน dexamethasone Stock Solution (DSS) และ prednisolone Stock Solution 

(PSS)  แยกเตรียมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนใน 25% v/v methanol ให้แต่ละชนิดมี
ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารละลายมาตรฐานผสม (Mixed Standard Solution, MSS) ปิเปตสารละลายมาตรฐาน DSS และ 
PSS อย่างละ 20.0 มลิลลิติร ลงในขวดปรบัปรมิาตร ขนาด 50.0 มลิลลิติร และปรบัปรมิาตรด้วย 25% v/v methanol

สารละลายมาตรฐานส�าหรับกราฟมาตรฐาน  เตรียมสารละลายมาตรฐาน MSS  ในสารละลายตัวอย่าง 
โดยปรับปริมาตรด้วย  25%  v/v methanol  น�ามาสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็งให้มีระดับความเข้มข้นสุดท้าย  เท่ากับ 
250, 1,250, 2,500, 5,000, 7,500, 10,000 และ 12,500 ไมโครกรัมต่อลิตร 

การเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิคการสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็ง (Solid Phase Extraction, SPE)
ชั่งผงตัวอย่างน�้าหนัก  0.35  กรัม  ใส่ในหลอดทดลองที่มีฝาปิด  เติม  25%  v/v methanol  จ�านวน  10.0 

มิลลิลิตร  น�าไปผสมด้วยเครื่องผสมสารละลายอย่างน้อย  1  นาที  น�าไปเขย่าสารด้วยความถ่ีสูงต่อเป็นเวลา  5  นาท ี

จากนั้นปั่นแยกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงประมาณ 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที
เตรียมความพร้อมของตัวดูดซับที่บรรจุใน cartridge ด้วย methanol และน�้า อย่างละ 3 มิลลิลิตร 
ปิเปตสารละลายใสที่ได้หลังจากการปั่นแยกตะกอนแล้ว  จ�านวน  3  มิลลิลิตร  ใส่ลงใน  cartridge  จากน้ัน 

ใส่  5%  v/v methanol  จ�านวน  3  มิลลิลิตร  ลงใน  cartridge  เพื่อขจัดสารที่ไม่จับกับตัวดูดซับออก  และชะสาร 
เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนออกมาด้วย methanol จ�านวน 6 มิลลิลิตร

การพัฒนาวิธี
การศึกษาการแยกเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง 

ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมระหว่างเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  สารละลายตัวอย่างที่เติมสารละลาย
มาตรฐานโดยใช้สารละลายตวัพาทีม่ส่ีวนผสมของ acetonitrile และน�า้ ในอตัราส่วน 40:60,  30:70 และใช้สารละลาย
ตัวพาแบบ gradient program (ตารางที่ 1)
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การศึกษาการดูดซับของตัวกรอง
ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมผ่านและไม่ผ่านแผ่นเมมเบรนส�าหรับกรองชนิดไนลอน  ขนาด  0.45  ไมครอน 

เส้นผ่าศูนย์กลาง 13 มิลลิเมตร และค�านวณร้อยละของการดูดซับสารของตัวกรอง โดยต้องไม่มากกว่าร้อยละ 5(16)

การตรวจวิเคราะห์โดยเครื่อง HPLC
ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่เตรียมได้จาก SPE จ�านวน 2.0 มิลลิลิตร และน�้า  จ�านวน 2.0 มิลลิลิตร ผสม 

ให้เข้ากัน  น�าไปกรองผ่านเมมเบรนชนิดไนลอน  ขนาด  0.45  ไมโครเมตร  ใส่ขวดส�าหรับวิเคราะห์ปริมาณด้วยเครื่อง 
HPLC โดยมีสภาวะของเครื่องดังต่อไปนี้

คอลัมน์     :  Hypersil BDS C 8, 5 ไมโครเมตร ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร 
การ์ดคอลัมน์    :  C8 ขนาด 4.0 × 3.0 มิลลิเมตร 
อุณหภูมิคอลัมน์  :  30 �C
สารละลายตัวพา  :  Gradient program (ตารางที่ 1)
อัตราการไหล     :  0.8-1.5 มิลลิลิตรต่อนาที
เครื่องตรวจวัด  :  Diode array detector, ความยาวคลื่นที่ 190-400 นาโนเมตร
ปริมาตรที่ฉีด    :  80 ไมโครลิตร 
ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง อย่างละ 80 ไมโครลิตร จ�านวน 3 ซ�้า สร้างกราฟมาตรฐาน

แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่ใต้พีคและหาปริมาณของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในหน่วย
ไมโครกรัมต่อลิตร จากสมการเส้นตรง 

                 Y  =  AX + B                                       ……………………………(1)

Y   คือ  พื้นที่ใต้พีค
A   คือ   ความชันของเส้นกราฟ
X   คือ   ความเข้มข้นของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน (ไมโครกรัมต่อลิตร)
B   คือ   จุดตัดแกน Y 
จากสมการ (1) จะได้ความเข้มข้นของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน (ไมโครกรัมต่อลิตร)  ซึ่งเมื่อน�าไป

แทนค่าในสมการ (2) จะได้ปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่อยู่ในตัวอย่างทั้งหมด (m)
       m  =  X × Dilution factor × 10-3          ………………………………...(2)

               M  = m/W                                  ………………………………..(3)

  0.0  1.0  28  72
  3.0  1.2  22  78
  5.0  0.8  25  75
  12.0  0.8  30  70
  14.0  1.5  28  72
  15.0  1.5  28  72
  16.0  1.0  28  72

ตารางที่ 1 สารละลายตัวพาแบบ Gradient program

  เวลา (นาที)  อัตราการไหล (มิลลิลิตร/นาที)  Acetonitrile (%)  น�้า (%)
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  Dilution factor  เท่ากับ 10 × 6/3 × 4/2 = 40          
  m   คือ  ไมโครกรัมของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน ในตัวอย่าง 
  M   คือ   ปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน ในหน่วยไมโครกรัมต่อกรัม 
  W   คือ   ปริมาณตัวอย่างที่น�ามาวิเคราะห์ (กรัม)

การทดสอบความถูกต้องของวิธี (Method Validation)(17, 18, 19)

การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (Chromatographic system suitability)
ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมที่ระดับความเข้มข้น 6,000  ไมโครกรัมต่อลิตร ซ�้า  5 ครั้ง  เข้าเครื่อง HPLC 

ค�านวณร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ต้องไม่มากกว่า 2.0, tailing factor ของพีคเดกซาเมทาโซน
และเพรดนิโซโลนต้องไม่มากกว่า 2.0 และ resolution ระหว่างพคีเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนต้องไม่น้อยกว่า 2

การทดสอบความจำาเพาะเจาะจง (Specificity)
โดยการฉีดตัวท�าละลาย  สารละลายมาตรฐานผสม  สารละลายตัวอย่างที่ไม ่มีการปนปลอมของ 

เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จ�านวน 5 ตวัอย่าง เข้าเครือ่ง HPLC จากโครมาโทแกรมต้องไม่มกีารรบกวนของสารอ่ืนๆ 

ต่อพีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity)
ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่เติมในสารละลายตัวอย่างและผ่านการสกัด

ด้วย SPE ที่ระดับความเข้มข้น 250, 1,250, 2,500, 5,000, 7,500, 10,000 และ 12,500 ไมโครกรัมต่อลิตร แต่ละ
ระดบัความเข้มข้นฉีดซ�า้ 3 ครัง้ เข้าเครือ่ง HPLC น�าค่าเฉลีย่แต่ละความเข้มข้นมาสร้างกราฟมาตรฐานหาความสมัพนัธ์
ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่ใต้พีค ค�านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) ซึ่งค่าที่ได้ควร
มีค่าใกล้เคียง 1 

การทดสอบความแม่น (Accuracy)  
ช่ังผงตัวอย่างน�้าหนัก  0.35  กรัม  เติมสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับ

ความเข้มข้น  500,  6,000  และ  12,000  ไมโครกรัมต่อลิตร  ระดับความเข้มข้นละ  3  ซ�้า  น�าไปตรวจวิเคราะห์ด้วย
เครื่อง HPLC ค�านวณร้อยละการคืนกลับ (% Recovery) ที่ระดับความเข้มข้น 500 และ 6,000 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ต้องมีร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง  80-110  และที่ระดับความเข้มข้น  12,000  ไมโครกรัมต่อลิตร  ต้องมีร้อยละ 
การคืนกลับอยู่ในช่วง  90-107(18, 19)

การทดสอบความเที่ยง (Precision)
ความทำาซำ้าได้ (Repeatability) 

เตรียมตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับความเข้มข้น 
500, 6,000 และ 12,000 ไมโครกรัมต่อลิตร ความเข้มข้นละ 3 ซ�้า น�าไปตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC โดยค�านวณ
ค่าร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ซึ่งจะคิดเป็นช่วงที่ระดับความเข้มข้น 500, 6,000 และ 12,000 ไมโครกรัม
ต่อลิตร ต้องมีร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ไม่มากกว่า 10.5, 7.4 และ 5.2 ตามล�าดับ(18, 19)
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Intermediate precision
ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับความ

เข้มข้น  500,  6,000 และ 12,000  ไมโครกรัมต่อลิตร ความเข้มข้นละ 3 ซ�้า  วิเคราะห์  3  วัน น�าไปค�านวณทางสถิติ 
โดยวิธี Analysis of variance (ANOVA) เพื่อพิจารณาความแตกต่างของผลวิเคราะห์ระหว่างวัน 

การทดสอบความทน (Ruggedness)
ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  จ�านวน  8  ซ�้า  โดยนักวิเคราะห ์ 

2 คน แล้วน�าไปค�านวณทางสถิติโดยวิธี t-test เพื่อพิจารณาความแตกต่างของผลวิเคราะห์ของนักวิเคราะห์ 2 คน
การตัดสินความแตกต่างของผลวิเคราะห์ให้พิจารณาจากค่า  p-value  ถ้าค่า  p-value  มากกว่า  0.05 

ถือว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ
ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานที่ระดับ  6,000  ไมโครกรัมต่อลิตร  ด้วยคอลัมน์  2 

รุ่นการผลิต แล้วน�าไปค�านวณร้อยละความแตกต่างสัมพัทธ์ (Relative Percent Difference, RPD) เพื่อพิจารณา 
ความแตกต่างของผลวิเคราะห์ของคอลัมน์ทั้งสองรุ่นการผลิต

การตดัสนิความแตกต่างของผลวิเคราะห์ให้พจิารณาจากร้อยละความแตกต่างสมัพทัธ์ ต้องมค่ีาไม่มากกว่า 3.0

การทดสอบหาขีดจำากัดของการตรวจพบ (Limit Of Detection, LOD)
ฉีดสารละลายตัวอย่างผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับความเข้มข้นที่ให้ขนาดสัญญาณเป็น 

3 เท่าของขนาดสัญญาณรบกวน ซึ่งเป็นความเข้มข้นต�่าสุดที่ตรวจพบได้

การทดสอบหาขีดจำากัดของการวัดปริมาณ (Limit Of quantitation, LOQ)
ฉีดสารละลายตัวอย่างผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับความเข้มข้นที่ให้ขนาดสัญญาณ 

เป็น 10 เท่าของขนาดสญัญาณรบกวน และน�าค่าประมาณการของปรมิาณต�า่สดุทีต่รวจวิเคราะห์เชิงปรมิาณได้มาเตรยีม
สารละลายที่ความเข้มข้นดังกล่าว  และฉีดเข้าเครื่อง HPLC  โดยค�านวณร้อยละของค่าการคืนกลับ  (% Recovery) 
ต้องอยู่ในช่วงยอมรับได้คือร้อยละ 80-110 และค่าร้อยละการเบี่ยงเบนสัมพัทธ์ต้องไม่เกินร้อยละ 10.5(18, 19)

การตรวจปริมาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น
น�าตวัอย่างยาแผนโบราณชนิดยาเมด็ ยาผง และยาน�า้ ทีส่่งตรวจทีส่�านักยาและวัตถเุสพตดิ จ�านวน 15 ตวัอย่าง 

เพื่อหาวิเคราะห์หาปริมาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในตัวยาดังกล่าวด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น

ผล
การศึกษาการแยกเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง 

ผลการแยกเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง  
โดยการใช้สารละลายตัวพาแบบ  gradient  program  ตาม  (ตารางที่  1)  สามารถแยกพีคเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลนออกจากพีครบกวนอื่นๆ ได้ (ภาพที่ 2)
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การศึกษาการดูดซับของตัวกรอง
จากการฉีดสารละลายมาตรฐานที่ผ่านเมมเบรน พบว่าพื้นที่ใต้พีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน 

ลดลงคิดเป็นร้อยละ 0.39 และ 0.30 ตามล�าดับ

การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ
จากการฉีดสารละลายมาตรฐานผสมพบพคีของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนทีเ่วลาประมาณ 13.8 นาท ี

และ 7.8 นาที ตามล�าดับ โดยมีค่า tailing factor ของยาทั้งสองตัวเท่ากับ 1.0 และค่าร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ์ของการฉีดสารละลายมาตรฐานผสมทีร่ะดบัความเข้มข้น 6,000 ไมโครกรมัต่อลติร ซ�า้ 5 ครัง้ เท่ากบั 0.1 และ 0.3 
ตามล�าดบั และมค่ีา resolution ระหว่างพคีเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน เท่ากบั 13.2 ซ่ึงแสดงถงึความเหมาะสม 

ของระบบโครมาโทกราฟในการตรวจวิเคราะห์ต่อไปได้ 

การทดสอบความจำาเพาะเจาะจง
จากการฉีดสารละลายตวัอย่างทีไ่ม่มกีารปนปลอมของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน สารละลายมาตรฐาน

ผสม สารละลายตวัอย่างทีม่กีารเตมิสารละลายมาตรฐานทีร่ะดบัความเข้มข้น 500, 6,000 และ 12,000 ไมโครกรมัต่อลติร 
เข้าเครื่อง HPLC ซึ่งไม่พบพีคของสารอื่นมารบกวนพีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน (ภาพที่ 3)

ภาพที่ 2   โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างที่ไม่พบการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลน 
    (A), (B) และ (C) สารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในสารละลายตัวพาผสม 

ระหว่าง acetonitrile และน�้า อัตราส่วน 40:60, 30:70 และแบบ gradient program ตามล�าดับ 
    (D) และ (E) สารละลายตวัอย่างทีไ่ม่พบการปนปลอมของสารสเตยีรอยด์ในสารละลายตวัพาผสมระหว่าง 
acetonitrile และน�้า อัตราส่วน 40:60 และ 30:70 ตามล�าดับ 
    (F) สารละลายตวัอย่างทีเ่ตมิสารมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในสารละลายตวัพาแบบ gradient



165
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 57 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2558

การพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จิรานุช แจ่มทวกุีล และคณะ

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity)
จากการฉีดสารละลายมาตรฐานผสม  เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่เติมลงในสารละลายตัวอย่าง 

ในช่วงความเข้มข้น 250.14-12,507.18 และ 249.30-12,464.76 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล�าดับ ได้กราฟเป็นเส้นตรง
ตลอดช่วงความเข้มข้น โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) เท่ากับ 0.9987 และ 0.9988 
ตามล�าดับ (ภาพที่ 4 และ 5)

ภาพที่ 3   โครมาโตแกรมการทดสอบความจ�าเพาะเจาะจงของสารละลาย
    (A)  สารละลายตัวอย่างที่ไม่พบการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน 5 แหล่ง
    (B)  สารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน
    (C)  สารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 
500 ไมโครกรัมต่อลิตร หลังผ่าน SPE
    (D)  สารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น   
6,000 ไมโครกรัมต่อลิตร หลังผ่าน SPE
    (E)  สารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 

12,000 ไมโครกรัมต่อลิตร หลังผ่าน SPE
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ภาพที่ 4  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเดกซาเมทาโซนและพื้นที่ใต้พีค

ภาพที่ 5  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเพรดนิโซโลนและพื้นที่ใต้พีค
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การทดสอบความแม่น (Accuracy) 
โดยการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่  3  ระดับความเข้มข้น  ได้ร้อยละ 

ของการคืนกลับ  (%  recovery)  ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยู่ในช่วงร้อยละ  100.30-104.53  และ 
100.02-102.18 ตามล�าดับ (ตารางที่ 2) 

    500.29  512.54  522.97  104.53  2.01
    500.29  533.59
    500.29  522.79     
    6,003.45  6,193.98  6,187.99  103.07  0.12
เดกซาเมทาโซน  6,003.45  6,179.54
    6,003.45  6,190.45   
    12,006.90  12,044.35  12,042.60  100.30  0.04 
    12,006.90  12,037.76 
    12,006.90   12,045.69 

    498.59  511.52  498.70  100.02  2.47 
    498.59  497.68 
    498.59  486.90
    5,983.08  6,105.15  6,113.58  102.18  0.25
เพรดนิโซโลน  5,983.08  6,104.71 
    5,983.08  6,130.88
    11966.17  11,993.03  11,993.29  100.23  0.15
    11966.17  11,975.14
    11966.17  12,011.71

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision)

  ชนิดของ  ปริมาณที่เติม  ปริมาณที่พบ  ค่าเฉลี่ยของปริมาณที่พบ  ค่าเฉลี่ยของ  ร้อยละ
สารละลายมาตรฐาน  (ไมโครกรัมต่อลิตร)  (ไมโครกรัมต่อลิตร)  (ไมโครกรัมต่อลิตร)  ร้อยละ  การเบี่ยงเบน
  ที่เติม        การคืนกลับ  มาตรฐานสมัพทัธ์ 
            (%RSD)

การทดสอบความเที่ยง (Precision)
จากการฉีดสารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ 3 ระดับ

ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 3 ซ�้า พบว่าวิธีนี้มีความสามารถท�าซ�้าได้ โดยมีค่าร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(%RSD) อยู่ในช่วง 0.04-2.01 และ 0.15-2.47 ตามล�าดับ (ตารางที่ 2)

จากการทดสอบ Intermediate precision โดยการวิเคราะห์ซ�้า 3 วัน วันละ 3 ซ�้า ที่ 3 ระดับความเข้มข้น 
และน�าไปทดสอบสถิติ  Analysis  of  variance  (ANOVA)(20) พบว่าผลการวิเคราะห์ทั้ง  3  วัน  ไม่มีความแตกต่าง 
อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ โดยมีค่า p-value ของการวิเคราะห์เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยู่ที่ 0.50 และ 0.10 
ตามล�าดับ (ตารางที่ 3) 
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การทดสอบความทน (Ruggedness)
นักวิเคราะห์  2  คน  วิเคราะห์  8  ซ�้า  น�าไปทดสอบสถิติ  t-test  พบว่าผลการวิเคราะห์ไม่มีความแตกต่าง 

อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ โดยมีค่า p-value ของการวิเคราะห์เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยู่ที่ 0.48 และ 0.94 
ตามล�าดับ (ตารางที่ 4)

จากการเปลี่ยนคอลัมน์รุ่นผลิตที่    8447  และ  12341 พบว่าผลการวิเคราะห์ไม่แตกต่างกัน  โดยค่าร้อยละ
ความแตกต่างสัมพัทธ์  (Relative Percent Difference, RPD) ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยู่ที่  0.32 
และ 0.95 ตามล�าดับ

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบความเที่ยงในการวิเคราะห์ซ�้าในแต่ละวัน 

  1  500  522.97 ± 2.01  498.70 ± 2.47
    6,000  6187.99 ± 0.12  6113.58 ± 0.25
    12,000  12042.60 ± 0.04  11,993.29 ± 0.15
  2  500  483.62 ± 1.77  538.52 ± 0.48
    6,000  6149.25 ± 0.04  6145.09 ± 0.08
    12,000  12007.12 ± 0.04  11983.14 ± 0.14
  3  500  508.96 ± 0.43  532.29 ± 0.39
    6,000  6155.33 ± 0.26  6101.75 ± 0.23
    12,000  12099.32 ± 0.97  12016.24  ± 0.94
          p-value (between day)  0.50 0.10

วันที่  ระดับความเข้มข้นที่ศึกษา  ปริมาณเฉลี่ยที่ตรวจพบ  (ไมโครกรัมต่อลิตร ± %RSD)
    (ไมโครกรัมต่อลิตร)  เดกซาเมทาโซน  เพรดนิโซโลน

  1  1847.72 ± 1.25  1,472.71 ± 4.92
  2  1814.19 ± 7.05  1,475.48 ± 5.45

p-value (between analyst)  0.48  0.94

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบความเที่ยงในการวิเคราะห์ซ�้าโดยการเปลี่ยนนักวิเคราะห์ 

 นักวิเคราะห์ที่  ค่าเฉลี่ยของปริมาณเดกซาเมทาโซน  ค่าเฉลี่ยของปริมาณเพรดนิโซโลน
    (ไมโครกรัมต่อลิตร ± %RSD)  (ไมโครกรัมต่อลิตร ± %RSD)

การทดสอบหาขีดจำากัดของการตรวจพบ (Limit Of Detection, LOD) และขีดจำากัดของการวัดปริมาณ 
(Limit Of quantitation, LOQ)

ปรมิาณต�า่สดุทีต่รวจพบเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน มค่ีาเท่ากบั 128.34 และ 124.95 ไมโครกรมัต่อลติร 
ตามล�าดับ  และปริมาณต�่าสุดที่วิเคราะห์ปริมาณได้ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  มีค่าเท่ากับ  250.14  และ 
249.30  ไมโครกรัมต่อลิตร  ตามล�าดับ  โดยปริมาณต�่าสุดที่วิเคราะห์ปริมาณได้ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน 
มีค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 90.66-95.60 และ 89.44-96.86 ตามล�าดับ และค่าร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ เท่ากับ 2.21 และ 2.63 ตามล�าดับ



169
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 57 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2558

การพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จิรานุช แจ่มทวกุีล และคณะ

การตรวจปริมาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น
ผลการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในตัวอย่าง  จ�านวน  15 

ตัวอย่าง พบการปนปลอมทั้งเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จ�านวน 2 ตัวอย่าง พบการปนปลอมเดกซาเมทาโซน
อย่างเดยีว จ�านวน 7 ตวัอย่าง และไม่พบการปนปลอมสารดงักล่าว จ�านวน 6 ตวัอย่าง โดยตรวจพบปรมิาณการปนปลอม 

เดกซาเมทาโซนในช่วง 57.67-246.65 ส่วนในล้านส่วน และพบปริมาณการปนปลอมเพรดนิโซโลน 1967.78 ส่วนใน 

ล้านส่วน  ส่วนอีก  1  ตัวอย่างตรวจพบเพรดนิโซโลน  22.04  ส่วนในล้านส่วน  แต่มีปริมาณต�่ากว่าขีดจ�ากัดของ 
การวัดปริมาณ

วิจารณ์
วิธีการตรวจเอกลักษณ์การปนปลอมของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณด้วยเทคนิค

รงคเลขผิวบาง  ซ่ึงพัฒนาโดยส�านักยาและวัตถุเสพติด  ไม่สามารถหาปริมาณการปนปลอมของตัวยาดังกล่าวได้  จึง
ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณการปนปลอมของตัวยาดังกล่าวในยาแผนโบราณ  ซ่ึงดัดแปลงมาจากการหาปริมาณ 

เดกซาเมทาโซนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูงในต�าราฟาร์มาโคเปียของสหรัฐอเมริกา(1)  

โดยใช้สารละลายตัวพาแบบ  isocratic  ที่มีส่วนผสมของ  acetonitrile  และน�้า  โดยมีอัตราส่วน  1:2  และพบว่าม ี

การศึกษาวิเคราะห์หาปริมาณของสเตียรอยด์ในยาแผนโบราณ(10, 11) โดยใช้สารละลายตัวพาแบบ isocratic เช่นเดียว
กับต�าราฟาร์มาโคเปียของสหรัฐอเมริกา แต่มีส่วนผสมของ acetonitrile และน�้า ในอัตราส่วน 30:70 โดยในวิธีการ 
ดังกล่าวสามารถแยกพีคสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนออกจากกันได้ แต่ไม่สามารถแยก
สารรบกวนในสารละลายตัวอย่างออกจากพีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนได้อย่างสมบูรณ์  ซ่ึงจะมีผลต่อ 

ความถูกต้องของการวิเคราะห์หาปริมาณสารดังกล่าว  (ภาพที่  2)  เน่ืองจากยาแผนโบราณและยาที่มาจากสมุนไพร
มีความหลากหลายขององค์ประกอบทางเคมี  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงต้องใช้สารละลายตัวพาที่มีส่วนผสม
ของ  acetonitrile  และน�้า  แบบมีการเปลี่ยนองค์ประกอบของสารละลายตัวพาแบบ  gradient  program  ตาม 

ตารางที่  1  สามารถแยกพีคเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนได้อย่างมีประสิทธิภาพและไม่พบการรบกวนจาก 

องค์ประกอบที่หลากหลายของสมุนไพรต่างๆ ในสูตรต�ารับ 
การเตรียมตัวอย่างโดยใช้เทคนิคการสกัดแยกด้วยตัวดูดซับของแข็งสามารถก�าจัดสารรบกวนการตรวจ

วิเคราะห์บางส่วนออกไปได้  โดยตัวดูดซับของแข็งที่เลือกใช้เป็น  hydrophobic  polystyrene-divinylbenzene 
adsorbent  resin  มีคุณสมบัติเหมาะสมในการสกัดแยกตัวยาส�าคัญในตัวอย่างได้หลายรูปแบบ  ทั้งจากยาเม็ด 

ยาครมี จากปัสสาวะ หรอืเลอืดได้(21, 22)  โดยในการสกดัแยกต้องเตรยีมความพร้อมของตวัดดูซบัทีบ่รรจใุน cartridge 
ด้วย methanol และน�้าก่อนเสมอ เพื่อให้ตัวดูดซับมีความเหมาะสมกับสารละลายที่น�ามาสกัด และช่วยให้อนุภาคของ
สารที่สนใจสัมผัสกับตัวดูดซับให้ได้มากที่สุด  โดยหลังจากผ่านสารละลายตัวอย่างลงในตัวดูดซับของแข็งและชะสาร 
ที่ไม่ต้องการออกด้วย 5%v/v methanol เนื่องจากเป็นการวิเคราะห์เชิงปริมาณ ต้องรอให้ตัวดูดซับแห้งก่อนแล้วจึง
ชะเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนออกด้วย methanol  จ�านวน  6  มิลลิลิตร  ในส่วนของคอลัมน์  เลือกใช้คอลัมน์
ชนิด reverse phase C8 พร้อมการ์ดคอลัมน์ reverse phase C8 เนื่องจากหาง่าย ราคาไม่แพง และมีสภาพไม่มีขั้ว 
เช่นเดียวกับ C18  แต่จ�านวนคาร์บอนน้อยกว่า  จึงท�าให้พีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลกถูกซะออกมาได้เร็ว
กว่าคอลัมน์ชนิด reverse phase C18

ในการศึกษาน้ีได้เลอืกตวัอย่างยาแผนโบราณสองรปูแบบ คอื ยาลกูกลอน และยาผง เป็นตวัแทนของยาแผน
โบราณทีน่�ามาศึกษา เน่ืองจากเป็นรปูแบบของยาแผนโบราณทีม่อีงค์ประกอบของสมนุไพรหลายชนิด อกีทัง้ในขัน้ตอน
การท�าให้เป็นเม็ดยาลูกกลอนต้องมีสารยึดเกาะ เช่น น�้าผึ้ง น�้าแป้ง ส�าหรับยาผงซึ่งส่วนใหญ่ คือยาหอม เป็นยาผงที่มี
องค์ประกอบของสมนุไพรมากกว่า 40 ชนิด จงึครอบคลมุองค์ประกอบของสมนุไพรทีอ่าจมผีลต่อการตรวจวิเคราะห์ได้ 
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ดังน้ันวิธีที่พัฒนาขึ้นจึงมีความเป็นไปได้ในการที่จะน�าไปประยุกต์ใช้ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณการปนปลอมของ 
เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณรูปแบบอื่นๆ ได้ เช่น ยาแคปซูล ยาเม็ด ยาน�้า และยากวน

วิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถหาปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ปนปลอมในยาแผนโบราณได้  อ้างอิง 
หลกัการประเมนิความถกูต้องตาม ICH Guideline(17) โดยไม่พบว่ามกีารรบกวนจากสารอ่ืนซ่ึงแสดงถึงความจ�าเพาะของ
วิธี เมื่อทดสอบความเป็นเส้นตรงด้วย standard addition ในช่วง 250-12,500 ไมโครกรัมต่อลิตร ได้ค่าสัมประสิทธิ์
ความสมัพนัธ์ ใกล้เคยีง 1 แสดงว่าวิธน้ีีมคีวามเป็นเส้นตรงตลอดช่วงทีท่�าการศึกษา ผลการทดสอบความถกูต้องของวิธี
วิเคราะห์หาปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณ พบว่าที่ระดับความเข้มข้น  500,  6,000  และ 
12,000 ไมโครกรมัต่อลติร ค่าเฉลีย่ร้อยละการคนืกลบัของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยูใ่นช่วง 100.30-104.53 
และ 100.02-102.18  ตามล�าดับ และวิธีนี้มีความทนต่อการเปลี่ยนแปลงทั้งนักวิเคราะห์ และรุ่นของคอลัมน์ได้ 

ทั้งนี้ เมื่อน�าวิธีวิเคราะห์หาปริมาณที่พัฒนาขึ้นไปใช้ตรวจหาการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน
ในตัวอย่างยาแผนโบราณที่ส่งตรวจกับส�านักยาและวัตถุเสพติด  จ�านวน  15 ตัวอย่าง  ให้ผลสอดคล้องกับวิธีการตรวจ
เอกลักษณ์ด้วยเทคนิครงคเลขผิวบางที่ทางส�านักยาและวัตถุเสพติดใช้อยู่ โดยพบการปนปลอมทั้งเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลน จ�านวน 2 ตวัอย่าง ปนปลอมเดกซาเมทาโซนเพยีงอย่างเดยีว จ�านวน 7 ตวัอย่าง และเมือ่วิเคราะห์หาปรมิาณ
การปนปลอมสารดงักล่าวด้วยวิธทีีพ่ฒันาขึน้ พบว่าปรมิาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนอยูใ่นช่วง 57.67-246.65 ส่วน
ในล้านส่วน และพบตัวอย่างยาแผนโบราณ 1 ตัวอย่าง ที่มีการปนปลอมเพรดนิโซโลนในปริมาณ 1967.78 ส่วนในล้าน
ส่วน  ส่วนอีกหน่ึงตัวอย่างพบการปนปลอมเพรดนิโซโลนแต่มีปริมาณต�่ากว่าขีดจ�ากัดของการวัดปริมาณ ดังน้ันวิธีการ
ดงักล่าวทีพั่ฒนาขึน้น้ีสามารถตรวจเอกลกัษณ์และหาปรมิาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนได้ในคราว
เดียวกัน  จึงน่าจะเป็นอีกทางเลือกหน่ึงส�าหรับการตรวจวิเคราะห์การปนปลอมสารดังกล่าวในยาแผนโบราณ  และการ
ศึกษาน้ีจะเป็นประโยชน์มากยิ่งขึ้นเมื่อศึกษาร่วมกับการส�ารวจพฤติกรรมการบริโภคยาแผนโบราณของประชาชนเพื่อ
สือ่สารความเสีย่งและแจ้งเตอืนภยัในการบรโิภคยาแผนโบราณทีม่กีารปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนต่อไป

สรุป
วิธกีารตรวจวิเคราะห์ปรมิาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณทีพ่ฒันาขึน้น้ีเป็นวิธทีีม่คีวาม

จ�าเพาะ ความเทีย่ง และความแม่นย�าสงู สามารถทีจ่ะน�าไปใช้วิเคราะห์หาปรมิาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยา
แผนโบราณในห้องปฏบัิตกิารได้ ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ในการสือ่สารความเสีย่งและแจ้งเตอืนภยัจากการใช้ยาแผนโบราณ
ที่มีการปนปลอมตัวยาแผนปัจจุบันดังกล่าวเพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคต่อไป
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Method Development for Determination  
of Dexamethasone and Prednisolone in 
Traditional Drug by High-Performance 

Liquid Chromatography

Jiranuch Jamtaweekul Sumate Thiangthum Waliluk Matapatara 
and Chitra Chaiyawat
Bureau of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, Thiwanond Road, Nonthaburi 11000

ABSTRACT   The quantitative determination of the adulterated dexamethasone and prednisolone in 
traditional drug was developed by using high performance liquid chromatography (HPLC) with reversed 
phase C8 column (Hypersil BDS) and a mixture of acetonitrile and purified water as a mobile phase. 
The sample solution was cleaned up by solid phase extraction (SPE). The method validation data showed 
good linearity at the concentration range of 250-12,500 µg/L with the correlation coefficient of 0.9987 and 
0.9988  for dexamethasone and prednisolone,  respectively. Accuracy and precision were performed by 
adding 500, 6,000 and 12,000 µg/L of each of  dexamethasone and prednisolone to sample matrix. The 
percentages  of  recovery were  100.30-104.53  and  100.02-102.18  for  dexamethasone  and  prednisolone, 
respectively. The relative standard deviations of dexamethasone and prednisolone were 0.04-2.01 and 
0.15-2.47,  respectively. The  limit  of  quantitation of dexamethasone and prednisolone are 250.14 and 

249.30 µg/L,  respectively. Therefore,  the  developed HPLC method  is  suitable  for  surveillance  of  the 
dexamethasone and prednisolone adulterants in traditional herbal medicines.

Key words: dexamethasone, prednisolone, traditional drug, solid phase extraction, high 
performance liquid chromatography
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บทคัดย่อ  บัวบก เป็นสมนุไพรทีม่กีารน�ามาใช้เป็นยา เคร่ืองส�าอาง อาหารเสริม และผลติภณัฑ์สขุภาพ สารสกัดบัวบกมฤีทธิ์
ทางเภสัชวิทยา ได้แก่ ฤทธิ์สมานแผล ลดการเกิดคีลอยด์  และฤทธิ์ต้านจุลชีพ การน�าส่งยาสู่ผิวหนังเป็นการพัฒนาเภสัชภัณฑ ์

ในรูปแผ่นแปะที่ออกฤทธ์ิได้นาน  เพื่อลดความถ่ีในการใช้  สะดวกในการบริบาลทางเภสัชกรรม  โดยแผ่นแปะผิวหนังที่เตรียม
เพื่อศึกษาในคร้ังน้ีประกอบด้วยชั้น  backing  และชั้น  adhesive  ที่มีการเติมสารสกัดสมุนไพร  ศึกษาความแตกต่างของ 
พอลิเมอร์  เช่น  ethyl  cellulose  (EC),  eudragit  E  100,  eudragit  NE  30  D  และ  hydroxypropyl methyl  
cellulose  ในความเข้มข้นต่างๆ  กัน  (1.0%,  2.0%  และ  3.0% w/v)  ส�าหรับชั้น  backing  และชั้น  adhesive  รวมทั้ง  
plasticizer 2 ชนิด คือ triacetin  และ dibutyl phathalate (DBP) จากการศึกษาพบว่า EC 2.0% และ triacetin 30% 

เป็นพอลิเมอร์ที่เหมาะสมในการเตรียมแผ่นแปะในชั้น  backing  ซ่ึงแผ่นแปะผิวหนังที่ได้มีความใส  ยืดหยุ่น  และแข็งแรง 
โดยเครื่องทดสอบแรงดึง (Tensile Tester) และมีความพรุนน้อย  เมื่อส่องด้วยกล้อง Scanning Electron Microscope 
(SEM)  แผ่นแปะชั้น  adhesive  พอลิเมอร์ที่เหมาะสมคือ  eudragit NE  30 D  6.0%  และ DBP  0.5%  เมื่อทดสอบ 

การซึมผ่านของแผ่นแปะสมุนไพรด้วย Franz’s Diffusion Cell การวิเคราะห์ปริมาณสารส�าคัญที่ซึมผ่านแผ่นแปะสมุนไพร
ด้วยวิธี HPLC พบว่ามีปริมาณ madecassoside และ asiaticoside ซึมผ่าน คิดเป็น 41.2% และ 94.7% ตามล�าดับ ผลจาก 

การศึกษานี้สามารถใช้เป็นข้อมูลในการน�าสมุนไพรมาพัฒนาในรูปแบบน�าส่งยาผ่านผิวหนังใหม่ ๆ  ส�าหรับในผู้ป่วยแผลกดทับ
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บทนำา
ปัจจุบันรูปแบบยาที่ได้รับความนิยมมากที่สุดคือ  รูปแบบยารับประทาน  ซ่ึงง่ายต่อการบริหารยา  สะดวก 

ปลอดภัย  และไม่ก่อให้เกิดความเจ็บปวด แต่พบว่ามีข้อเสียหลายประการ  เช่น  ยาอาจถูกท�าลายได้ในทางเดินอาหาร 
การเกิดเมตาบอลิซึมของยาที่ตับ  (Hepatic  first  pass metabolism)  ยาอาจถูกท�าลายในกระเพาะอาหาร  และ 
ความไม่สม�่าเสมอของยาในระดับเลือด ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ใช้ทางผิวหนังมีหลายรูปแบบ เช่น ครีม ขี้ผึ้ง โลชัน สารสะลาย 
และแผ่นแปะ  (Transdermal  patch)  โดยผลิตภัณฑ์แต่ละชนิดมีวัตถุประสงค์ในการดูดซึมผ่านเข้าสู่ผิวหนังที่ 
แตกต่างกนั ถ้าตวัยาส�าคญัมกีารซึมผ่านไม่มากนัก อาจให้ผลการรกัษาแบบเฉพาะที ่(Local effect)  แต่ถ้าตวัยาส�าคญั
สามารถซึมผ่านช้ันผิวหนังได้ลึกจนถึงเน้ือเยื่อด้านในเข้าสู่กระแสเลือดได้  และสามารถออกฤทธิ์แบบทั่วร่างกาย  
(systemic  effect)(1)  ดังน้ันจึงเป็นที่มาของการพัฒนาแผ่นแปะผิวหนังจากสมุนไพรบัวบก  เพื่อให้ตัวยาปลดปล่อย 

เข้าสู่ร่างกายได้สม�่าเสมอ  เพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา  ลดจ�านวนครั้งในการใช้ยา  หลีกเลี่ยงความเจ็บปวดจากการ 
ใช้ยาฉีด เพิ่มความสะดวกในการบริหารยา และสามารถแก้ไขข้อบกพร่องของรูปแบบยารับประทานได้ 

บัวบก มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Centella asiatica (L.) Urban วงศ์ Apiaceae (Umbelliferae)  สมุนไพร
ชนิดนี้มีการน�ามาใช้เป็นยาและผลิตภัณฑ์สุขภาพ มีรายงานว่าสารสกัดของบัวบกมีสารกลุ่ม triterpene เช่น asiatic 
acid  และ madecassic  acid  และอนุพันธ์ของ  triterpene  ester  เช่น  asiaticoside  และ madecassoside(2) 
ซ่ึงแสดงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลายด้านคือ  ฤทธิ์สมานแผล(3,  4) ลดการเกิดคีลอยด์(5)   ลดการอักเสบ  ลดการเกิดแผล 

ในกระเพาะอาหารเนื่องจากภาวะความเครียด(6) ฤทธิ์ต้านจุลชีพ(7) และฤทธิ์ในการห้ามเลือด เป็นต้น 
โครงสร้างของผิวหนัง 

ผิวหนังคนจัดเป็นอวัยวะที่มีขนาดใหญ่มากที่สุด  คิดเป็นสัดส่วนร้อยละ  12-16  ของน�้าหนักตัว  ท�าหน้าที่
ควบคุมความร้อน  การสูญเสียน�้าออกจากร่างกาย  และป้องกันไม่ให้สารแปลกปลอมจากภายนอกเข้าสู่ร่างกาย 

ผิวหนังเป็นเยื่อเลือกผ่านที่สามารถให้สารที่ชอบน�้าและไม่ชอบน�้าผ่านได้  แบ่งตามโครงสร้างได้เป็น  3  ช้ัน  คือ 

หนังก�าพร้า (Epidermal), หนังแท้ (Dermis) และชั้นไขมันใต้ผิวหนัง (Subcutaneous fat layer) หนังก�าพร้า 
เป็นช้ันของผิวหนังที่ส�าคัญที่สุดในการน�าส่งยาทางผิวหนัง  ประกอบด้วยช้ัน  stratum  corneum  ซ่ึงเป็นอุปสรรค 

ที่ส�าคัญต่อการน�าส่งยาสู่ผิวหนัง ถัดเข้ามาคือ ชั้นหนังแท้ ประกอบด้วย หลอดเลือด ท่อน�้าเหลือง ระบบประสาท และ
ต่อมเหงื่อ  มีหน้าที่ล�าเลียงออกซิเจนและสารอาหารให้กับเน้ือเยื่อ  โดยระบบไหลเวียนน้ีมีความส�าคัญในกระบวนการ
ซ่อมแซมบาดแผล(8)  ช้ันในสุดคือ  ช้ันไขมันใต้ผิวหนัง  เป็นช้ันที่มีความส�าคัญในการเป็นฉนวนป้องกันความร้อนและ
ควบคุมอุณหภูมิร่างกายให้ปกติ ตลอดจนป้องกันอันตรายจากภายนอก(9) 

ระบบน�าส่งยาทางผิวหนังแบ่งได้ 5 ชนิด(1) 

1.  ระบบควบคุมการแพร่โดยแผ่นกาว (Pressure adhesive matrix devices) 
2.   ระบบควบคุมการปลดปล่อยด้วยเมมเบรน (Membrane moderated devices) 
3.   ระบบควบคุมด้วยพอลิเมอร์แผ่นกาวเมมเบรน (Adhesive membrane system)
4.   ระบบแหล่งเก็บตัวยาขนาดจิ๋ว (Microreservoir system) 
5.   ระบบควบคุมด้วยพอลิเมอร์เมทริกซ์ชนิดไม่ยึดติด (Non - adhesive polymeric matrix devices)
การเตรียมแผ่นแปะสมุนไพรบัวบกเพื่อควบคุมอัตราการปลดปล่อยตัวยาในอัตราคงที่   เป็นการเพ่ิม

ประสทิธภิาพของยา(1) ประกอบด้วย Backing layer เป็นช้ันทีป้่องกันตวัยาซึมผ่าน และป้องกนัสิง่แวดล้อมจากภายนอก
เข้าสู่ผลิตภัณฑ์  และช้ัน  Adhesive  layer  เป็นช้ันที่เติมสารสกัดสมุนไพรบัวบก    โดยสารส�าคัญกระจายอยู่บน 

พอลิเมอร์ช้ันน้ี  และมีคุณสมบัติในการยึดเกาะผิวหนัง    ซ่ึงผลิตภัณฑ์แผ่นแปะผิวหนังจากสมุนไพรบัวบกที่มีฤทธิ ์
ฆ่าเช้ือจุลชีพ  รวมทั้งซ่อมแซมเน้ือเยื่อที่เสียไป  สามารถน�าไปใช้รักษาในผู้ป่วยที่มีบาดแผลได้  และเพื่อเป็นข้อมูล 

ในการน�าสารสกัดสมุนไพรมาพัฒนาในรูปแบบเภสัชภัณฑ์ใหม่ ๆ ต่อไป
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Development of Transdermal Patch from Centella asiatica (L.) Urban Pornsri  Prasertwaree et al.

วัสดุและวิธีการ
สารเคมี

Hydroxypropyl Methyl  Cellulose  (HPMC),  Ethyl  Cellulose  (EC),  Eudragit  E100,  
Triacetin, Dibutyl Phthalate (DBP), Polyethylene Glycol 400 (PEG 400), Polyvinyl Pyrrolidone 
K 30 (PVP K30), Sodium Hydroxide Pellets GR ISO, Monobasic Potassium Phosphate (KH2PO4)

เครื่องมือและอุปกรณ์
Scanning  Electron Microscope (SEM) (Hitachi รุ่น S510), Cutting Machine (DUMBBELL 

รุ่น SDAP 100N), Tensile Tester (Tinius Olsen รุ่น H25KS), Franz Diffusion Cell (Logan Model 
SFDC-6)

1. การเตรียมสารสกัดสมุนไพรบัวบก 
น�าตวัอย่างสมนุไพรบัวบกจากจงัหวัดนนทบุรมีาตรวจสอบสมนุไพรดงักล่าวว่าเป็น Centella asiatica (L.) 

Urban จรงิ โดยน�ามาศึกษาเปรยีบเทยีบกบัตวัอย่างธรรมชาตจิากจงัหวัดพทัลงุ ซ่ึงเป็นตวัอย่างทีนั่กพฤกษศาสตร์ ของ
สถาบันวิจัยสมุนไพร  เก็บมาจากธรรมชาติ  และน�ามาตรวจระบุชนิดตามหลักพฤกษอนุกรมวิธานพืช พบว่าเป็นพืชใน
วงศ์ Apiaceae  ชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Centella asiatica (L.) Urban(10) จัดท�าตัวอย่างพรรณไม้แห้งไว้ในพิพิธภัณฑ์
พืช กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หมายเลขตัวอย่างคือ DMSC 5185 และน�ามาตรวจคุณภาพทางเคมีโดยวิธีที่ระบุไว้ 
ในต�ารายาสมุนไพรไทย (THP, 2004) น�าสมุนไพรบัวบกมาล้างและท�าความสะอาด ผึ่งให้แห้ง จากนั้นอบที่อุณหภูมิ 
45  �C  24  ช่ัวโมง  จนแห้ง  น�าสมุนไพรที่อบแห้งมาท�าการบดสกัดด้วย  95%  ethanol  ด้วย  Soxhlet  apparatus  
น�าสารละลายที่ได้จากการสกัดมาระเหยแห้งด้วยเครื่อง  Rotary  evaporator  สกัดแยกส่วนด้วยตัวท�าละลาย 

ethyl acetate ท�าให้สารสกัดที่ได้แห้งด้วยเครื่อง Freeze dryer และวิเคราะห์ปริมาณสารส�าคัญด้วย HPLC

2. การเตรียมชั้น Backing ของแผ่นแปะ
เตรียมสารละลายช้ัน  backing  โดยเปรียบเทียบพอลิเมอร์  2  ชนิด  คือ  Ethyl  Cellulose  (EC)  และ 

Eudragit E 100 และเปรียบเทียบ plasticizer  2 ชนิด คือ Triacetin เปรียบเทียบกับ  Dibutyl Phathalate 
(DBP) อบที่อุณหภูมิ 50  �C เป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดยเตรียม 2% สารละลายพอลิเมอร์ และ 30%, 40% และ 50% 
plasticizer โดยค�านวณจากปริมาณของพอลิเมอร์ ตามล�าดับ (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1  การพัฒนาสูตรต�ารับในชั้น backing 

EC  2 g  2 g  2 g  -  -  -
Eudragit E 100  -  -  -  2 g  2 g  2 g
Triacetin   0.6 g  0.8 g  1.0 g  -  -  -
DBP   -  -  -  0.6 g  0.8 g  1.0 g
Ethanol qs to  100 ml  100 ml  100 ml  100 ml  100 ml  100 ml

Rx.  1  2  3  4  5  6
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3. การเตรียมชั้น Adhesive ที่เติมสารสกัดสมุนไพรบัวบก 
เตรียมชั้น adhesive ด้วย Eudragit NE 30 D เปรียบเทียบกับ Hydroxypropyl Methyl Cellulose 

(HPMC) ปริมาณ 4%, 5% และ 6% ลงใน DI water ตามล�าดับ และ 0.5% DBP เติมสารสกัดสมุนไพรบัวบก 

1% และ 2% ตามล�าดับ พร้อมทั้งคนตลอดเวลา จากนั้นเทลง petri dish และน�าไปอบที่อุณหภูมิ 70  �C  เป็นเวลา 
12 ชั่วโมง

4. การประเมินคุณสมบัติของแผ่นฟิล์มในชั้น backing
4.1 การศึกษาทางกายภาพ ลักษณะความใส ความเรียบ
4.2 การวัดความพรุนของแผ่นฟิล์ม โดยเครื่อง Scanning  Electron Microscope (SEM)

(Hitachi รุ่น S510)                                                                                                                           
4.3 การทดสอบเชิงกลของแผ่นฟิล์มโดยเครื่อง Tensile Tester (Tinius Olsen รุ่น H25KS)

5. การทดสอบการปลดปล่อยสารสำาคัญจากแผ่นแปะสมุนไพร โดย Franz’s Diffusion Cell (Logan 
Model SFDC-6)

1.  เตรียม Phosphate Buffer pH 5.8 
2.  เตรียมแผ่น nylon membrane filters 
3.  อุน่ medium ให้มอีณุหภมู ิ37 �C แล้วใส่ลงในตวั cell โดยระวังไม่ให้มฟีองอากาศเกิดขึน้ ภายในตวั cell
4.  เตรียมแผ่นแปะสมุนไพรที่ใช้ทดสอบ โดยตัดให้มีขนาดเท่าเส้นผ่าศูนย์กลางของ cell แล้วน�าไปวางบน

ตัว cell ที่มีแผ่น membrane รองอยู่
  4.1  เริ่มจับเวลาตั้งแต่แผ่นแปะสมุนไพรสัมผัสกับ medium 
  4.2  สุ่มตัวอย่างปริมาตร 500 µl ตามเวลาที่ก�าหนด (15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 

240, 270, 300, 330, 360, 390 และ 420 นาที ตามล�าดับ) โดยเก็บตัวอย่างสารละลายที่ซึมผ่านจากแผ่นแปะสมุนไพร 
จากนั้นน�ามาวิเคราะห์ปริมาณสารส�าคัญจากสารละลายที่ซึมผ่านจากแผ่นแปะสมุนไพรด้วย HPLC

ผล
1. การเตรียมสารสกัดสมุนไพรบัวบก 

การควบคุมคุณภาพทางเคมี  โดยการวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนและปริมาณสารส�าคัญด้วย  High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC)  พบว่าสารสกัดบัวบกมีปริมาณความชื้น  6.3%  (w/w) และ 
มีปริมาณสาร madecassoside และ asiaticoside เป็น 0.9% (w/w) และ 0.47% (w/w) ตามล�าดับ

2. การเตรียมชั้น Backing ของแผ่นแปะ
พบว่า  Ethyl Cellulose (EC) ต�ารับที่ 1-3 และ Eudragit E 100 ต�ารับที่ 4-6 ให้แผ่นฟิล์มมีลักษณะ

ใกล้เคียงกัน  (ภาพที่  1)  ซ่ึงเหมาะในการน�าไปพัฒนาเป็นแผ่นแปะสมุนไพรได้  แต่ในการศึกษาต�ารับที่ประกอบด้วย 
Eudragit E 100 ไม่สามารถลอกออกจาก petri dish ได้ 
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3. การเตรียมชั้น Adhesive ที่เติมสารสกัดสมุนไพรบัวบก 
พบว่าพอลิเมอร์ทั้ง  2  ชนิด  คือ  Eudragit NE  30 D  และ HPMC  ให้แผ่นแปะที่มีลักษณะภายนอก 

เหมอืนกนัคอื ความใส แต่ HPMC ไม่มคีณุสมบัตใินการยดึเกาะผวิหนังเหมอืน Eudragit NE 30 D จงึน�า Eudragit 
NE 30 D ที่เติมสารสกัดสมุนไพรบัวบก 1% และ 2% (ภาพที่ 2) มาท�าการศึกษาในขั้นตอนต่อไป

  ต�ารับที่ 1  ต�ารับที่ 2  ต�ารับที่ 3

  ต�ารับที่ 4  ต�ารับที่ 5  ต�ารับที่ 6

  A  B

ภาพที่ 1 แสดงแผ่นฟิล์มที่เตรียมจาก Ethyl Cellulose ต�ารับที่ 1-3 และ Eudragit E 100 ต�ารับที่ 4-6 ตามล�าดับ

ภาพที่ 2 แผ่นฟิล์ม เติมสารสกัดสมุนไพรบัวบก (A) 1% และ (B) 2% ตามล�าดับ
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4. การประเมินคุณสมบัติของแผ่นฟิล์มในชั้น backing  
4.1  การศึกษาทางกายภาพ ลักษณะความใส ความเรียบ
ผลจากการเปรียบเทียบชนิดของพอลิเมอร์  พบว่า  Ethyl  Cellulose  เมื่อเปรียบเทียบกับ  Eudragit   

E 100 แสดงลักษณะทางกายภาพที่เหมือนกันคือ ฟิล์มมีความใสใกล้เคียงกัน (ภาพที่ 3)  

ภาพที่ 3  แสดงแผ่นฟิล์มที่เตรียมจาก (A) Ethyl Cellulose และ (B) Eudragit E 100 ตามล�าดับ
  A  B

  A  B

ผลจากการเปรียบเทียบชนิดของ plasticizer   พบว่า Triacetin และ DBP  ได้แผ่นฟิล์มที่มีความเรียบ 

ต่างกันเล็กน้อย โดย Triacetin ได้แผ่นฟิล์มที่มีความเรียบกว่า DBP (ภาพที่ 4)  

ภาพที่ 4 แสดงแผ่นฟิล์มชั้น backing ที่เตรียมจาก plasticizer 2 ชนิด คือ (A) Triacetin และ (B) Dibutyl 
Phathalate ตามล�าดับ
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4.3  การทดสอบเชิงกลของแผ่นฟิล์มโดยเครื่อง Tensile Tester
พบว่าพอลิเมอร์  ที่เหมาะสมส�าหรับแผ่นฟิล์มช้ัน  backing  คือ  EC  และ  plasticizer  ที่เหมาะสม  คือ 

Triacetin โดยแผ่นฟิล์มที่ได้มีความใส เรียบ ทุกต�ารับ (ภาพที่ 6)  

4.2  การวัดความพรุนของแผ่นฟิล์มโดยเครื่อง Scanning  Electron Microscope (SEM)
ในการศึกษา plasticizer  เพื่อเตรียมชั้น  backing พบว่าต�ารับที่ใช้ Triacetin แสดงลักษณะความพรุน 

ของแผ่นฟิล์มน้อยกว่า คือ ฟิล์มมีลักษณะเรียบมากกว่าต�ารับที่ใช้ DBP (ภาพที่ 5)  

ภาพที่ 5  แสดงลักษณะความพรุนของแผ่นฟิล์ม เปรียบเทียบ plasticizer 2 ชนิด คือ (A) Triacetin  และ (B)  
Dibutyl Phathalate ตามล�าดับ

  A  B  C

ภาพที ่6  แสดงแผ่นฟิล์มช้ัน backing ทีม่คีวามเข้มข้นของ Triacetin เท่ากับ (A) 30%, (B) 40% และ (C) 50% 
ตามล�าดับ

จากการทดสอบเชิงกล พบว่าปริมาณ plasticizer ที่เหมาะสมในต�ารับคือ  30%  เมื่อเทียบกับ  40% และ 
50%  ตามล�าดับ ต�ารับที่มี 30% Triacetin ให้แผ่นฟิล์มที่มีความแข็งแรงมากที่สุด (ตารางที่ 2)
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5. การทดสอบการปลดปล่อยสารสำาคัญจากแผ่นแปะสมุนไพร โดย Franz’s Diffusion Cell 
ส�าหรับแผ่นฟิล์มชั้น adhesive พบว่า 6% Eudragit NE 30 D และ 0.5% DBP ให้แผ่นฟิล์มที่มีลักษณะ

ดีที่สุดคือ มีความใส และยืดหยุ่นดี 
ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารส�าคัญจากแผ่นแปะสมุนไพรที่เติมสารสกัดสมุนไพรบัวบก  1%  และ  2% 

โดยเก็บตัวอย่างตามเวลาที่ก�าหนด พบว่ามีการปลดปล่อยสารส�าคัญ madecassoside และ asiaticoside หมดที่เวลา 
135 นาที และ 180 นาที ตามล�าดับ มีปริมาณ madecassoside และ asiaticoside ที่ถูกปลดปล่อยออกมา คิดเป็น 
41.2% (w/w) และ 94.7% (w/w) (ภาพที่ 7) 

1.  EC  30% Triacetin   0.1140    38.16 
      0.1370  0.1340  38.82  38.92
      0.1510    39.40 

2.  EC  40% Triacetin   0.1420    31.72 
      0.1490  0.1487  33.12  32.23
      0.1550    31.84 

3.  EC  50% Triacetin   0.1380    30.40 
      0.1420  0.1507  29.12  28.59 
      0.1720    26.24 

4.  EC  30% DBP   0.1640    13.36
      0.1530   0.1583  16.98  15.02
      0.1580    14.72 

5.  EC  40% DBP   0.1380    11.88 
      0.1240  0.1347  10.85   10.94
      0.1420    10.10 

*6.   EC  50% DBP   -    -
      -    - 
      -  -  - 
      -    - 

* เนื่องจากฟิล์มที่ได้มีลักษณะนิ่มมาก ไม่สามารถน�ามาทดสอบได้

ตารางที่ 2  แสดงค่าความแข็งแรงของแผ่นฟิล์มที่ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยเครื่อง Tensile Tester

  พอลิเมอร์  Plasticizer   ความหนา  ค่าเฉลี่ย  Braek   (N)  ค่าเฉลี่ย (N)
      (มิลลิเมตร)  (มิลลิเมตร) 
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ภาพที ่7  แสดงปรมิาณการซึมผ่านของ madecassoside (MS) และ asiaticoside (AS) ในแผ่นแปะสมนุไพรบัวบก 
1% และ 2% ณ เวลาทีก่�าหนด

วิจารณ์
ในการศึกษาพบว่าพอลิเมอร์ที่ใช้ในการเตรียมช้ัน  backing  สามารถเตรียมเป็นแผ่นฟิล์มได้มีลักษณะ 

ใกล้เคยีงกนั โดยความพรนุของแผ่นฟิล์มจะบ่งช้ีถงึความเรยีบของแผ่นฟิล์มช้ัน backing ได้ด ีโดยพบว่าสามารถท�าให้
เกิดแผ่นฟิล์มใสได้ไม่แตกต่างกัน ทั้ง EC และ Eudragit E 100 แต่ Eudragit E 100 ไม่สามารถลอกแผ่นฟิล์ม
ออกจากภาชนะ  ท�าให้ไม่สามารถน�าแผ่นฟิล์มไปศึกษาต่อได้  โดยพอลิเมอร์มีความเฉพาะเจาะจงกับชนิดของ 
plasticizer  ที่ใช้ร่วมกัน  พบว่าพอลิเมอร์ที่เตรียมโดย  EC  และ  plasticizer  ที่ใช้  DBP  ให้แผ่นฟิล์มที่มีความ 

เปราะบางมากและไม่มีความยืดหยุ่น  ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานที่มีผู ้วิจัยมาแล้ว(11)  เมื่อน�ามาทดสอบเชิงกลของ 
แผ่นฟิล์ม พบว่า EC ให้ความแข็งแรงของฟิล์มที่แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับปริมาณของ Triacetin  ในแต่ละต�ารับ ส่วน 

พอลิเมอร์ ที่ใช้ในการเตรียมชั้น  adhesive คือ Eudragit NE 30 D โดยปริมาณ DBP มีผลต่อแผ่นแปะ โดยปริมาณ 
DBP  ที่เหมาะสมจะช่วยให้แผ่นแปะมีความยืดหยุ่นพอเหมาะ  หากปริมาณ DBP  ไม่เหมาะสมจะท�าให้แผ่นแปะมี 
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ความมันมากเกินไป  ไม่ยืดหยุ่น(12)  ซ่ึงแผ่นแปะที่ได้มีคุณสมบัติที่ดีกว่า  HPMC  เพราะแผ่นแปะที่ได้มีคุณสมบัติ  
ในการยึดเกาะผิวหนังได้ดีกว่า มีความยืดหยุ่นดีกว่า  โดยสามารถน�ามาตัดสินในการเลือกพอลิเมอร์ที่เหมาะสมในการ
พัฒนาต�ารับแผ่นแปะสมุนไพร 

เมื่อทดสอบการปลดปล่อยสารส�าคัญจากแผ่นแปะสมุนไพรบัวบก  โดย Franz’s Diffusion Cell  พบว่า
แผ่นแปะสมุนไพรบัวบก 1% และ 2% มีการปลดปล่อยสารส�าคัญ madecassoside และ asiaticoside หมดที่เวลา 
135  นาที  และ  180  นาที  ตามล�าดับ  ซ่ึงทั้งสองสูตรต�ารับมีแนวโน้มที่ปลดปล่อยสารส�าคัญ madecassoside  และ 
asiaticoside  ในทิศทางเดียวกัน  ซ่ึงหากมีการเติมสารสกัดสมุนไพรเพิ่มขึ้น  ผลิตภัณฑ์แผ่นแปะสมุนไพรจะมีการ 
ปลดปล่อยที่นานขึ้น  เพื่อยืดระยะเวลาในการบริหารยาและลดความถ่ีในการใช้ยา  จึงเป็นประโยชน์ต่อการน�าไปใช้ใน 

ผู้ป่วยที่มีบาดแผล ด้วยสรรพคุณของบัวบกที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพ และฤทธิ์สมานแผล

สรุป
EC  2%  และ  Triacetin  30%  เป็นพอลิเมอร์ที่เหมาะสมในการเตรียมแผ่นแปะช้ัน  backing  ที่ดีที่สุด 

ซึ่งแผ่นแปะที่ได้มีความใส ยืดหยุ่น และแข็งแรง ส่วนแผ่นแปะชั้น adhesive พอลิเมอร์ที่เหมาะสมคือ Eudragit NE 
30 D 6% และ DBP 0.5% ให้ลักษณะแผ่นแปะสมุนไพรที่มีลักษณะที่ดี สามารถยึดติดบนผิวหนัง มีการปลดปล่อย
สารส�าคัญ madecassoside และ asiaticoside คิดเป็น 41.2%  และ 94.7% ตามล�าดับ เมื่อทดสอบการซึมผ่านด้วย 
Franz’s Diffusion  Cell  และวิเคราะห์ปริมาณสารส�าคัญด้วย HPLC  แผ่นแปะสมุนไพรบัวบก  1%  และ  2% 

มีการปลดปล่อยสารส�าคัญ madecassoside และ asiaticoside หมดที่เวลา 135 นาที และ 180 นาที ตามล�าดับ 
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The Development of Transdermal Patch 
From Centella asiatica (L.) Urban

Pornsri  Prasertwaree Jiranuch Mingmuang Saowanee Thongdee 
Sakwichai Onthong and Nuchattra Chansuwanich
Medicinal Plant Research Institute Department of  Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 
Thailand.

ABSTRACT  Asiatic pennywort or Centella asiatica (L.) Urban is a Herbal medicine, which is used 
for medicines,  cosmetics,  food  supplement  and  health  products.  The  pharmacological  activities  of  
pennywort  are  for  wound  healing,  keloid  treatment  and  antimicrobial  activity.  Transdermal  drug  
patch  for  pennywort  developed  to  reduce  frequency  for  product  usage  per  day.  This  helps  for  the   
pharmacy  administration.  The  developed  transdermal  delivery  system,  was  comprised  of  backing  
layer and adhesive layer which loaded herbal extraction.  Different polymers such as ethyl cellulose (EC), 
eudragit E 100, eudragit NE 30 D, hydroxypropyl methyl cellulose with various concentrations (1.0%, 
2.0% and 3.0% w/v)  for backing  layer and adhesive  layer were studied.  In addition,  two plasticizers 
triacetin    and    dibutyl  Phathalate  (DBP) were  also  studied  for  the  transdermal  delivery  system.  
The result demonstrated that 2.0% EC and 30% triacetin was suitable for backing layer in transdermal 
patch    because  transdermal  patch was  clear,  flexible  durable  for  tensile  tester  and  contained  few  
porosity detected by Scanning  Electron Microscope (SEM). The preparation  adhesive layer from polymer 
6.0% eudragit NE 30 D and 0.5% DBP is the most  appropriate for the system. The cell diffusion study 
by Franz’s method using high performance liquid chromatograph (HPLC) demonstrated that both active 
ingredients in pennywort, madecassoside and asiaticoside are found at 41.2%  and 94.7%, respectively. 
The results of this study are use for new transdermal device for bedsore’s patient.

Key word: Transdermal Patch, Centella asiatica (L.) Urban, Franz’s Diffusion Cell
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บทคัดย่อ  คณะผู้วจัิยได้ออกส�ารวจและเก็บตัวอย่างยุงลายบ้าน (Aedes aegypti) และยุงลายสวน (Ae. albopictus) จากภาค
ต่างๆ ของประเทศไทย เพือ่น�ามาตรวจวเิคราะห์การติดเชือ้ไวรัสเดงกีซีโรทยัป์ต่างๆ รวมถึงศกึษาข้อมลูด้านชวีวทิยาทีเ่ก่ียวข้องกบั 

การเกิดโรคไข้เลือดออกของยุงพาหะทั้งสองชนิดดังกล่าว  ผลการส�ารวจในพื้นที่  25  จังหวัดของประเทศไทยพบยุงพาหะ 
ทั้งสองชนิดได้ในทุกจังหวัด  โดยพบยุงลายบ้านได้จนถึงระดับความสูง  1,509  เมตรเหนือระดับน�้าทะเล  ในขณะที ่
ยุงลายสวนพบได้จนถึงระดับความสูง  1,928  เมตร  ทั้งน้ีพบว่ายุงทั้งสองชนิดมีนิสัยชอบกัดดูดเลือดคนต่างไปจากเดิมโดย
เร่ิมกัดต้ังแต่เช้ามืดจนถึงพลบค�่า  นอกจากน้ียังพบอีกว่ายุงทั้งสองชนิดออกหากินในเวลากลางคืนอีกด้วย  ผลการศึกษาอัตรา 
การกัดของยุงทั้งสองชนิดพบว่ายุงลายบ้านมีอัตราการกัดสูงสุดในฤดูร้อน  ในขณะที่ยุงลายสวนมีอัตราการกัดสูงสุด
ในฤดูหนาว  และจากการศึกษาอัตราการติดเชื้อของยุงพาหะในธรรมชาติ  โดยตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกีในยุงทั้งสองชนิด 

ที่ จับได้ในพื้นที่วิ จัยทั้ง  25  จังหวัดด้วยเทคนิค  semi-nested  RT-PCR  ผลพบเชื้อไวรัสเดงกีทั้ง  4  ซีโรทัยป์ 
ในยุงทั้งสองชนิดที่จับได้ในพื้นที่วิจัย  ได้แก่  DEN-1, DEN-2, DEN-3  และ DEN-4  โดยที่อัตราการพบเชื้อไวรัสเดงกี 

แต่ละซีโรทัยป์ในยุงลายบ้านและยุงลายสวนแตกต่างกันในแต่ละจังหวัด  ทั้งน่้ียุงลายบ้านมีอัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกี 

สงูกว่ายุงลายสวน  ค่าสงูทีส่ดุพบในภาคใต้เท่ากับร้อยละ 37.75  ในยุงลายบ้าน ขณะทีค่่าสงูสดุในยุงลายสวนพบในภาคใต้เช่นกัน
เท่ากับร้อยละ  24.2  นอกจากน้ียังตรวจพบเชื้อไวรัสเดงกีในลูกน�้ายุงและยุงเพศผู้แสดงว่ามีการถ่ายทอดเชื้อจากยุงรุ่นแม่ 
ไปสู่รุ่นลูก ท�าให้เกิดวัฏจักรการติดเชื้อของยุงในธรรมชาติ และพบว่ามีเชื้อไวรัสเดงกีสองซีโรทัยป์ ภายในยุงตัวเดียวกันอีกด้วย 
ซ่ึงพบทัง้ในยุงลายบ้านและยุงลายสวน ปรากฏการณ์น้ีบ่งบอกว่าพืน้ทีท่ีพ่บน้ันๆ มคีวามเสีย่งต่อการระบาดของโรคไข้เลอืดออก
เนื่องจากยังคงมีเชื้ออยู่ในยุงพาหะ จ�าเป็นต้องแนะน�าให้ประชาชนป้องกันตนเองจากการถูกยุงกัดและก�าจัดแหล่งเพาะพันธุ์ยุง
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บทนำา
โรคไข้เดงกีและไข้เลือดออกเกิดจากการติดเชื้อไวรัสเดงกีประกอบด้วย 4 ซีโรทัยป์ คือ ไวรัสเดงกีซีโรทัยป์ 1 

(DEN-1), ไวรัสเดงกีซีโรทัยป์ 2 (DEN-2), ไวรัสเดงกีซีโรทัยป์ 3 (DEN-3) และ ไวรัสเดงกีซีโรทัยป์ 4 (DEN-4)
ติดต่อโดยผ่านการกัดของยุงพาหะ(1) ในประเทศไทยมีรายงานพบยุงพาหะโรคไข้เลือดออกที่ส�าคัญ  2  ชนิด  ได้แก ่

ยุงลายบ้าน (Ae. aegypti) และยุงลายสวน (Ae. albopictus) โดยมียุงลายบ้านเป็นพาหะหลัก(2) ปัจจุบันถึงแม้จะมี
การผลิตวัคซีนส�าหรับโรคดังกล่าว  แต่พบว่ายังคงเป็นแค่วัคซีนที่อยู่ในระหว่างการทดลองและผลที่ได้ยังไม่ครอบคลุม
ทุกซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีและทุกช่วงอายุของกลุ่มประชากร(3, 4) จึงนับได้ว่าโรคไข้เลือดออกเป็นโรคที่ยังคงเป็นปัญหา
สาธารณสุขที่ส�าคัญมากโรคหนึ่งของประเทศ

การเฝ้าระวังเกีย่วกบัผูป่้วยและเช้ือไวรสัไข้เลอืดออก เป็นหน่ึงในแนวทางการควบคุมโรคไข้เลอืดออกทีส่�าคญั 
แต่ถงึแม้จะมกีารเฝ้าระวังผูป่้วยและสุม่ตวัอย่างเลอืดน�ามาตรวจ  แต่การพบผูป่้วยและเช้ือไวรสัไข้เลอืดออกในผู้ป่วยน้ี  
มกัเริม่เข้าสูช่่วงต้นของการระบาดแล้ว ซ่ึงหากมาตรการในการควบคมุโรคไม่มปีระสทิธภิาพและรวดเร็วพอ โรคจะแพร่
กระจายออกไปอย่างกว้างขวางจนเกินก�าลังที่จะควบคุม(5)  เหตุน้ีจึงจ�าเป็นต้องหามาตรการที่มีประสิทธิภาพในเชิงรุก 

และมีการประชาสัมพันธ์แจ้งเตือนภัยก่อนเกิดการระบาดแทนการเฝ้าระวังโดยใช้ข้อมูลผู้ป่วยดังกล่าวข้างต้น
ปัจจุบันข้อมูลพื้นฐานด้านชีววิทยา  นิเวศวิทยาและการติดเช้ือไวรัสเดงกีในยุงที่เป็นปัจจุบัน  ส�าหรับ 

น�าไปใช้แจ้งเตือนภัยและควบคุมยุงพาหะให้มีประสิทธิภาพยังไม่มี  ประกอบกับในบางพื้นที่ของประเทศไทยยังคงมี
รายงานจ�านวนผู้ป่วยไข้เลือดออกสูงขึ้น ทั้งที่เจ้าหน้าที่สาธารณสุขจังหวัดได้ด�าเนินการควบคุมยุงลายบ้านซึ่งเป็นพาหะ
หลักอย่างสม�่าเสมอ ท�าให้เกิดสมมติฐานว่าสาเหตุการป่วยด้วยโรคไข้เลือดออกอาจเกิดจากยุงลายสวนที่เป็นพาหะรอง
ซ่ึงมีแหล่งเพาะพันธุ์แตกต่างกันด้วย  โดยที่ยุงลายบ้านมีแหล่งเพาะพันธุ์ที่ส�าคัญอยู่ในภาชนะบริเวณชายคาบ้าน  เช่น 

ตุ่มใส่น�้าดื่มน�้าใช้  บ่อคอนกรีตในห้องน�้า  จานรองขาตู้กันมด  ยางรถยนต์  จานรองกระถางต้นไม้  เป็นต้น  ในขณะที ่
ยุงลายสวนมีแหล่งเพาะพันธุ์ที่ส�าคัญอยู่นอกชายคาบ้าน  และส่วนใหญ่เป็นสิ่งที่มีในธรรมชาติและวัสดุเหลือทิ้ง  เช่น 
กระบอกไม้ไผ่ กะลามะพร้าว โพรงต้นไม้ ขวดพลาสติกและขวดแก้ว เป็นต้น(6)  ปัจจุบันการรณรงค์ก�าจัดลูกน�้ายุงพาหะ
ส่วนใหญ่พุ่งเป้าไปที่แหล่งเพาะพันธุ์ของยุงลายบ้าน ท�าให้ไม่ครอบคลุมไปถึงแหล่งเพาะพันธุ์ของยุงลายสวน จึงท�าให้
ความชุกชุมของยุงลายสวนเพิ่มมากขึ้นและวัฏจักรของโรคไข้เลือดออกยังคงมีอยู่  ซ่ึงต้องปรับกลยุทธ์ในการควบคุม 

ยุงพาหะ  การศึกษาศักยภาพในการเป็นพาหะโรคไข้เลือดออกของยุงลายบ้านเปรียบเทียบกับยุงลายสวนในแต่ละภาค
ของประเทศไทย ตลอดจนศึกษาข้อมลูด้านชีววิทยาและนิเวศวิทยาทีเ่กีย่วกบัการเปลีย่นแปลงพฤตกิรรมของยงุลายบ้าน
และยุงลายสวน จะได้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ต่อการแจ้งเตือนภัยโรคไข้เลือดออก และช่วยกระตุ้นให้ประชาชนตื่นตัวใน
การร่วมมือจัดการแหล่งเพาะพันธุ์ยุง  อีกทั้งสามารถน�าข้อมูลไปปรับใช้ประกอบการวางแผนควบคุมโรคไข้เลือดออก 
ลักษณะการน�าเสนอจะใช้ภาษาและวิธีการที่สามารถเข้าใจได้ง่าย  เพื่อให้เจ้าหน้าที่ที่เก่ียวข้อง  น�าข้อมูลไปเผยแพร ่
สูป่ระชาชนเพือ่ก่อให้เกดิความกระตอืรอืร้นทีจ่ะร่วมมอืควบคมุพาหะน�าโรค ผลการวิจยัจะได้เกดิประโยชน์ต่อสาธารณะ

วัสดุและวิธีการ
การคัดเลือกพื้นที่วิจัย

พื้นที่วิจัยเป็นพื้นที่ที่เสี่ยงต่อโรคไข้เลือดออก  ซ่ึงเกิดโรคไข้เลือดออกซ�้าซากในรอบ  5  ปี  และอยู่ในเขต
อตุสาหกรรมหรอืแหล่งท่องเทีย่ว โดยคดัเลอืกจ�านวน 25 จงัหวัดทัว่ทกุภาคของประเทศ ประกอบด้วยพืน้ทีใ่นภาคกลาง 
6 จังหวัด ได้แก่ นนทบุรี นครปฐม สุพรรณบุรี นครสวรรค์ เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ ภาคเหนือ 5 จังหวัด ได้แก่ 
เพชรบูรณ์ ตาก พิษณุโลก เชียงราย และเชียงใหม่ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 6 จังหวัด ได้แก่ นครราชสีมา ขอนแก่น 
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หนองคาย บุรีรัมย์ ร้อยเอ็ด และอุบลราชธานี ภาคตะวันออก 2 จังหวัด ได้แก่ ระยอง และจันทบุรี ภาคใต้ 6 จังหวัด
ได้แก่  สุราษฎร์ธานี  นครศรีธรรมราช  กระบ่ี  ตรัง  สงขลา  และพัทลุง  โดยด�าเนินการเก็บข้อมูลระหว่างปี  
พ.ศ. 2549-2553

การหาอัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกีของยุงลายบ้านและยุงลายสวน 
เกบ็ตวัอย่างยงุลายบ้าน (Ae. aegypti) และยงุลายสวน (Ae. albopictus) ด้วยการใช้สวิงโฉบในพืน้ทีวิ่จยั 

25  จังหวัด  โดยเก็บตัวอย่างจังหวัดละ  2  อ�าเภอๆ  ละ  2  ต�าบล  โดยแบ่งเก็บตัวอย่างยุงแต่ละบ้านเป็น  pool  ของ 
ระยะลูกน�้า ตัวเต็มวัยเพศผู้ และตัวเต็มวัยเพศเมีย pool ละ 5 ตัว รวมอย่างน้อย 160 pools ต่อจังหวัด 

ส�าหรับการเก็บตัวอย่างเพื่อหาอัตราการติดเชื้อ 2 ซีโรทัยป์ในยุงตัวเดียวกัน ตัวอย่างยุงลายบ้านและยุงลาย
สวนเพศเมีย  จะถูกตรวจแยกเป็นตัวเดียว  ชนิดละ  50  ตัวต่อจังหวัด    ทั้งน้ีการจ�าแนกชนิดของยุงลายใช้หลัก 

อนุกรมวิธานของแมลง(7) จากน้ันตวัอย่างลกูน�า้และยงุตวัเตม็วัยทีเ่ก็บได้จะถูกแช่ในไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
เพื่อน�ากลับมาตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกีทั้ง  4  ซีโรทัยป์ด้วยวิธี  semi-nested  reverse  transcription-polymerase 
chain  reaction  (semi-nested  RT-PCR)  เพื่อหาซีโรทัยป์ของเช้ือเดงกีในยุง  แล้วน�าผลการศึกษาที่ได้มา 
เปรียบเทียบกับข้อมูลซีโรทัยป์ในคนในพื้นที่เดียวกัน  (ที่มาของข้อมูลซีโรทัยป์ในผู้ป่วย  :  จากห้องปฏิบัติการ 
ฝ่ายอาโบไวรัส สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข) โดยแสดงผลในรูปของกราฟ

วิธี semi-nested RT-PCR
สกัดอาร์เอนเอของไวรัสเดงกีจากยุงระยะตัวเต็มวัยและลูกน�้า โดยใช้ชุดส�าเร็จรูป Invisorb® Spin Virus  

RNA MiniKit  ตามวิธีที่ระบุในคู่มือการใช้งาน  จากน้ันน�าอาร์เอนเอที่ได้มาเพิ่มจ�านวนสารพันธุกรรมด้วยวิธี  
semi-nested  RT-PCR  โดยใช้ไพร์เมอร์  D1  (5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3'), 
TS1  (5'-CGTCTCAGTGATCGGGGG-3'),  TS2  (5'-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3'), 
TS3 (5'-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3')  และ TS4  (5'-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3')(8) 

ปฏิกิริยา RT-PCR ประกอบด้วย 2X Reaction Mix (0.4 mM dNTP,3.2mM MgSO4)  ปริมาตร 12.5 µl,  
ไพรเมอร์ D1, TS1, TS2, TS3 และ TS4 ชนิดละ 1.0 µl, อาร์เอนเอตัวอย่างปริมาตร 5.0 µl, Super Script 
III TM Taq (ผลิตภัณฑ์ของ Invitrogen®) จ�านวน 1.0 µl แล้วเติม ddH2O จนครบปริมาตร 25.0 µl โดยใช้ขั้นตอน 
ดังนี้คือ ขั้นตอนการสังเคราะห์ cDNA โดยใช้อุณหภูมิ 55 �C เป็นเวลา 30 นาที ตามด้วยขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอ
ที่ได้ให้เป็นเส้นเดี่ยวโดยใช้อุณหภูมิ 94 �C เป็นเวลา 2 นาที และขั้นตอนการเพิ่มปริมาณสายดีเอ็นเอจ�านวน 40 รอบซึ่ง
ประกอบด้วยการใช้อุณหภูมิ 94 �C, 50 �C และ 72 �C ช่วงอุณหภูมิละ 30 วินาที และสุดท้ายจึงท�าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
สายใหม่ที่อุณหภูมิ 72 �C โดยใช้เวลา 7 นาที หลังจากปฏิกิริยา RT-PCR เสร็จสิ้น ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาจะถูก
น�าไปตรวจสอบขนาดดีเอ็นดี โดยใช้วิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบน agarose gel ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยที่ขนาด
ของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากไวรัสเดงกีซีโรทัยป์  DEN-1,  DEN-2,  DEN-3  และ  DEN-4  มีขนาด  482  bp, 
119  bp,  290  bp  และ  392  bp  ตามล�าดับ  สุดท้ายจึงท�าการบันทึกข้อมูลจากการถ่ายภาพเปรียบเทียบกับขนาด 

ดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อวิเคราะห์ผลต่อไป

การศึกษาชีววิทยาและนิเวศวิทยาของยุงลายบ้านและยุงลายสวน
ศึกษาพฤติกรรมการกัดของยุงลายบ้านและยุงลายสวนในพื้นที่อ�าเภอบางบัวทอง จ.นนทบุรี โดยอาสาสมัคร 

6 คนนั่งจับยุงในภาคสนามทุกชั่วโมงๆ ละ 20 นาที  โดยเริ่มจับตั้งแต่เวลา 06.00 น. จนถึง 06.00 น. ของวันถัดไป 
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จากน้ันน�ายงุทีจ่บัได้มาจ�าแนกชนิด เพศ ตามหลกัอนุกรมวิธานของแมลง(7) แล้วค�านวณหาอตัราการกดัเป็นจ�านวนยงุ/
คน/ช่ัวโมงและศึกษาข้อมูลด้านการแพร่กระจายของยุงลายบ้านและยุงลายสวนบนพื้นที่สูงในจังหวัดเชียงใหม่  ได้แก่ 
อทุยานแห่งชาตดิอยสเุทพ-ปยุ สถานีเกษตรหลวงอ่างขาง และอทุยานแห่งชาตดิอยอนิทนนท์ พืน้ทีส่งูในจงัหวัดเชียงราย 
ได้แก่ ดอยตงุ โดยเกบ็ตวัอย่างยงุ ทัง้ระยะลกูน�า้และตวัเตม็วัยในพืน้ทีด่งักล่าวและน�ากลบัมาจ�าแนกชนิดในห้องปฏบิตักิาร

ผล
อัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกีของยุงลายบ้านและยุงลายสวน

ผลการศึกษาพบว่าอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกีของยุงลายบ้านและยุงลายสวนในภาคใต้ของประเทศไทย 

มีอัตราการติดเชื้อสูงสุดคือร้อยละ 37.75 และ 24.24 (ภาพที่ 1)
จากเชื้อไวรัสเดงกีที่ตรวจพบในยุงลายบ้านและยุงลายสวน  เมื่อวิเคราะห์ซีโรทัยป์พบว่า  พบทั้ง  4  ซีโรทัยป์ 

โดยพบซีโรทัยป์  DEN-1  และ DEN-2  มากที่สุด  นอกจากน้ีพบว่าซีโรทัยป์ของเช้ือไวรัสเดงกีที่ตรวจพบในผู้ป่วย 

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2549-2553 มากที่สุดคือ ซีโรทัยป์ DEN-1 (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2  ซีโรทัยป์ของเชื้อไวรัสเดงกีในยุงลายบ้าน (Ae. aegypti) ยุงลายสวน (Ae. albopictus) และในผู้ป่วย
ระหว่าง ปี พ.ศ. 2549– 2553

ภาพที่ 1 อัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกีของยุงลายบ้าน (Ae. aegypyi) และยุงลายสวน (Ae. albopictus) ในภาคต่างๆ 
ของประเทศไทย ระหว่างปี พ.ศ. 2549 - 2553
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เมื่อวิเคราะห์ซีโรทัยป์ของเช้ือไวรัสเดงกีในยุงลายบ้าน  ยุงลายสวน  และผู้ป่วย  ในปี  พ.ศ.  2549-2553 
โดยแยกตามภาคต่างๆ พบว่าเช้ือไวรสัเดงกซีีโรทยัป์ DEN-1 ถกูตรวจพบมากทีส่ดุในยงุลายสวนและผูป่้วยในทกุภาค
ของประเทศไทย (ภาพที่ 3)

ภาพที่ 3 อัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกีแต่ละซีโรทัยป์ของยุงลายบ้าน (Ae. aegypti) ยุงลายสวน (Ae. albopictus) 
และจากข้อมูลผู้ป่วย ในปี พ.ศ. 2549–2553 แยกตามภาคต่างๆ ของประเทศไทย

นอกจากน้ี  ผลการศึกษายังพบอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกีในยุงลายเพศผู้ยุงลายบ้านและยุงลายสวน 

ทัง้สองชนิด ร้อยละ 19.5 (780/4,000 pools) และพบอตัราการตดิเช้ือไวรสัเดงกใีนลกูน�า้ร้อยละ 18.7 (748/4,000 pools) 
ทั้งนี้ยังพบการติดเชื้อไวรัสเดงกี 2 ซีโรทัยป์ในยุงตัวเดียวกัน  ทั้งในยุงลายบ้านและยุงลายสวนเพศเมียอีกด้วย โดยที่ใน 

ยงุลายบ้านซีโรทยัป์ทีพ่บในยงุตวัเดยีวกนั คอื DEN-1 กบั DEN-4, DEN-1 กบั DEN-2 และ DEN-2 กบั DEN-4  
โดยพบอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกีร้อยละ  1.6  (4/250  pools),  1.2  (3/250  pools)  และ  0.4  (1/250  pools) 
ตามล�าดับ  ส่วนในยุงลายสวนซีโรทัยป์ที่พบในยุงตัวเดียวกันคือ DEN-2  กับ DEN-3  ซ่ึงพบอัตราการติดเช้ือไวรัส 

เดงกีร้อยละ 6.8 (17/250 pools)

ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของยุงลายบ้านและยุงลายสวน
ผลการศึกษาพฤติกรรมการกัดของยุงลายบ้านและยุงลายสวน  พบว่ายุงลายบ้านมีอัตราการกัดสูงสุด 

ในฤดูร้อนคอื  ช่วงเวลา  06.00-10.00 น.  และ18.00-19.00 น.  รองลงมาในฤดฝูน  คือ  ช่วงเวลา  09.00 -10.00 น.,  
15.00-16.00  น.  และ  18.00-19.00  น.  และอัตราการกัดต�่าสุดในฤดูหนาว  คือ  ช่วงเวลา  07.00-08.00  น.,  
10.00-11.00 น. และ 17.00-18.00 น. (ภาพที่ 4)

 ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคใต้
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ส่วนยุงลายสวนมีอัตราการกัดสูงสุดในฤดูหนาว  คือ  ช่วงเวลา  16.00-17.00  น.  และ  18.00-19.00  น.  
รองลงมาคอืฤดูร้อนในช่วงเวลา  06.00-10.00  น.,  12.00-13.00  น.  และ  18.00-19.00 น.  และอัตราการกดัต�า่สดุ 

ในฤดฝูนในช่วงเวลา 16.00-17.00 น. (ภาพที่ 5)
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ช่วงเวลานั่งจับยุง

ภาพที่ 5  อัตราการกัดของยุงลายสวน (Ae. albopictus) ในช่วงฤดูร้อน ฤดูฝน และฤดูหนาว

จ�านวนยุงฤดูร้อน
จ�านวนยุงฤดูฝน
จ�านวนยุงฤดูหนาว
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ช่วงเวลานั่งจับยุง
ภาพที่ 4  อัตราการกัดของยุงลายบ้าน (Ae. aegypti) ในช่วงฤดูร้อน ฤดูฝน และฤดูหนาว

จ�านวนยุงฤดูร้อน
จ�านวนยุงฤดูฝน
จ�านวนยุงฤดูหนาว
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จากการส�ารวจยุงลายบ้านและยุงลายสวนบนพื้นที่สูงในจังหวัดเชียงใหม่ ณ อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ-ปุย 
สถานีเกษตรหลวงอ่างขาง  อุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท์  และพื้นที่ดอยตุง  จังหวัดเชียงราย  พบว่าพบยุงลายบ้าน 

จนถึงระดับความสูง  1,509  เมตร  เหนือระดับน�้าทะเล  (ดอยตุง)  แต่ที่ระดับความสูง  1,928  เมตร  (ดอยอ่างขาง) 
พบเฉพาะยุงลายสวน ในขณะที่ที่ระดับความสูง 2,565 เมตร (ดอยอินทนนท์) ส�ารวจไม่พบยุงลายทั้งสองชนิด

วิจารณ์
งานวิจัยน้ีศึกษาเกี่ยวกับอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกี  ในยุงพาหะไข้เลือดออกได้แก่  ยุงลายบ้าน 

(Ae. aegypti) และยุงลายสวน (Ae. albopictus) ในภาคต่างๆ ของประเทศไทย พบว่าอัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกี
ทัง้ในยงุลายบ้านและยงุลายสวน พบสงูสดุในภาคใต้ โดยเมือ่พจิารณาถงึสภาพภมูศิาสตร์และภมูอิากาศของภาคใต้ของ
ประเทศไทยแล้วพบว่ามีอากาศร้อนช้ืนและฝนตกเกือบตลอดทั้งปี  ซ่ึงเป็นลักษณะที่เหมาะต่อการเจริญเติบโตของ 
ยงุพาหะ ประกอบกบัเป็นพืน้ทีท่ีอ่ดุมไปด้วยแหล่งเพาะพนัธุ ์เน่ืองจากมกีารท�าสวนยางพาราและปาล์มน�า้มนัเป็นจ�านวน
มาก  ทั้งน้ียังอุดมไปด้วยแหล่งท่องเที่ยวทางธรรมชาติอย่างอุทยาน น�้าตกและสวนสาธารณะ  จึงท�าให้จ�านวนยุงพาหะ 
ทีพ่บมจี�านวนมากกว่าภาคอืน่ๆ(9) และพบรายงานผูป่้วยไข้เลอืดออกสงูในทกุปี โดยเฉพาะอย่างยิง่ในปี 2550 และ 2553 
ซ่ึงพบอตัราป่วยสงูสดุในภาคใต้ เมือ่เทยีบกบัภาคอ่ืนๆ (137.96 ต่อประชากรแสนคน และภาคเหนือ 73.25 ต่อประชากร
แสนคน และส�าหรับใน พ.ศ. 2553 ซึ่งเป็นปีที่พบผู้ป่วยไข้เลือดออกสูงมาก (116,947 ราย, ส�านักโรคติดต่อน�าโดย
แมลงปี 2553) โดยพบอัตราป่วยสูงสุดในภาคใต้ (332.21 ต่อประชากรแสนคน) รองลงมา คือ ภาคเหนือ (179.61 
ต่อประชากรแสนคน) ภาคกลาง  (166.04  ต่อประชากรแสนคน)  และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  (138  ต่อประชากร 
แสนคน)  เน่ืองจากภาคใต้มีจ�านวนผู้ป่วยสูงสุด  และมีจ�านวนยุงพาหะสูง  จึงท�าให้พบอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกี 
ในยุงสูงตามไปด้วย  จะเห็นได้ว่าหากอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกีในยุงสูงจะพบอัตราป่วยไข้เลือดออกสูงด้วยเช่นกัน 

อนึ่งยังพบว่าอัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกีในยุงลายบ้านสูงกว่าในยุงลายสวนในทุกภาคของประเทศไทย ซึ่งอาจเนื่องจาก
ลักษณะนิสัยการหาเหยื่อของยุงลายบ้านซ่ึงหาแหล่งเลือดภายในบ้านท�าให้มีโอกาสเจอแหล่งเลือดมากกว่ายุงลายสวน 
ประกอบกับลักษณะแหล่งเพาะพันธุ์ของยุงลายบ้านที่เกิดจากวัสดุที่มนุษย์สร้างขึ้น  เช่น  ตุ่มน�้า  บ่อคอนกรีต  เป็นต้น 

ซึ่งจะมีน�้าเต็มตลอดเวลาแม้แต่ในฤดูแล้ง    ท�าให้ยุงลายบ้านสามารถเพาะพันธุ์ได้ตลอดทั้งปี(10)  ตรงกันข้ามกับยุงลาย
สวนทีห่ากนิในสวนท�าให้มโีอกาสเจอแหล่งเลอืดน้อยกว่า และแหล่งเพาะพนัธุข์องยงุลายสวนยงัอยูก่ลางแจ้งจงึอาจแห้ง
ในฤดูร้อน  และถูกชะท�าลายโดยน�้าฝนได้ง่ายกว่าอีกด้วย(11) พบอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกีในยุงลายสวนร้อยละ 
2.8-24.2  โดยพบสูงสุดในภาคใต้เช่นกันซ่ึงจากการค้นพบดังกล่าวเป็นข้อบ่งช้ีว่ายังคงมียุงลายสวนที่เป็นพาหะ 
อยู่ในพื้นที่ ซึ่งหากต้องการตัดวงจรโรคไข้เลือดออก จ�าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องควบคุมยุงลายสวนเหล่านี้ด้วย

เมื่อพิจารณาถึงซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีที่ตรวจพบในยุงลายบ้านตามภาคต่างๆ  พบว่าภาคเหนือ 

ภาคตะวันออก และภาคกลาง ตรวจพบซีโรทัยป์ DEN-2 มากที่สุด ภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบซีโรทัยป์ DEN-1 
มากที่สุดและภาคใต้พบซีโรทัยป์  DEN-3  มากที่สุด  ในขณะที่ในยุงลายสวนตรวจพบซีโรทัยป์  DEN-1  มากกว่า 
ซีโรทัยป์อื่นๆ  ในทุกภาค  ยกเว้นภาคใต้พบซีโรทัยป์  DEN-1,  DEN-2  และ  DEN-4  มีจ�านวนใกล้เคียงกัน  
อน่ึงในภาพรวมทั้งประเทศในยุงลายบ้านตรวจพบเช้ือไวรัสเดงกีซีโรทัยป์  DEN-2  สูงสุด  ส่วนในยุงลายสวนพบ 

ซีโรทัยป์ DEN-1 สูงสุด ในขณะที่ในผู้ป่วยพบซีโรทัยป์ DEN-1 สูงสุด ทั้งนี้ในพื้นที่ที่มีซีโรทัยป์ไม่ครบทั้ง 4 ซีโรทัยป์ 
ประชากรในพื้นที่นั้นจะเสี่ยงต่อการเป็นโรคไข้เลือดออก

นอกจากน้ียังตรวจพบเช้ือไวรัสเดงกี  2  ซีโรทัยป์ภายในยุงตัวเดียวกันอีกด้วยซ่ึงตรงกับรายงานผล 

การวิจัยที่พบได้ทั้งในผู ้ป่วย(12)  และในตัวยุง(13) ปรากฏการณ์น้ีบ่งบอกว่าพื้นที่น้ัน  มีความเสี่ยงในการระบาด 

ของโรคไข้เลือดออกและพบการติดเช้ือไวรัสเดงกีในยุงลายเพศผู้ทั้งยุงลายบ้านและยุงลายสวนสูงถึงร้อยละ  19.5 
และในลูกน�้ายุงร้อยละ 18.7 อีกด้วย สอดคล้องกับรายงานของ Thavara et al(13) และ Chompoosri(14) ซึ่งพบได้จาก 
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การตรวจเช้ือไวรสัชิคนุกนุยาในยงุลายบ้านและยงุลายสวนด้วยเช่นกนั(8) แสดงให้เหน็ว่ามกีารถ่ายทอดเช้ือจากยงุรุ่นแม่
ไปสูรุ่น่ลกู (transovarial transmission) ท�าให้เกดิเป็นวัฏจกัรการตดิเช้ือของยงุในธรรมชาต ิซ่ึงยากต่อการตดัวงจร
การระบาดของโรคไข้เลือดออก

จากผลการศึกษานิเวศวิทยาของยุงลายบ้านและยุงลายสวน  พบยุงทั้งสองชนิดได้ในทุกจังหวัดที่วิจัย  
โดยสามารถพบยุงลายบ้านได้จนถึงระดับความสูง  1,509  เมตรเหนือระดับน�้าทะเล  ในขณะที่ยุงลายสวนพบได้จนถึง
ระดับความสูง 1,928 เมตร ข้อมูลดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าการระบาดของโรคไข้เลือดออกในพื้นที่ภูเขาสูงของประเทศไทย 
(สูงกว่า  1,500  เมตรเหนือระดับน�้าทะเล)  มีโอกาสสูงที่พาหะจะเป็นยุงลายสวน  ดังน้ันการควบคุมโรคไข้เลือดออก 

ในหมู่บ้านชาวเขาจึงควรให้ความส�าคัญกับแหล่งเพาะพันธุ์ของยุงลายสวนให้มากขึ้นด้วย
สภาพภูมิอากาศและอุณหภูมิเป็นตัวแปรที่ส�าคัญอย่างมากต่อยุงพาหะน�าโรคไข้เลือดออก  เน่ืองจากมีผล 

ต่อระยะเวลาพฒันาในวงชีวิตของยงุพาหะ ซ่ึงอาจช่วยยดืชีวิตของยงุพาหะออกไปท�าให้มเีวลาในการส่งผ่านเช้ือนานขึน้ 
หรือท�าให้ระยะเวลาที่ใช้ในการเจริญเติบโตลดลงท�าให้ปริมาณของยุงพาหะเพิ่มมากขึ้นและมีอัตราการกัดสูงขึ้น 
เป็นต้น(15-18) ทั้งนี้ประเทศไทยตั้งอยู่ในภูมิศาสตร์เขตร้อนชื้นที่อุณหภูมิของทั้ง 3 ฤดู (ฤดูร้อน ฤดูฝน และฤดูหนาว) 
แตกต่างกนัไม่มาก แต่มปีรมิาณความช้ืนและน�า้ฝนทีเ่ป็นปัจจยัส�าคญัต่อการระบาดของโรคไข้เลอืดออก(18) แตกต่างกนั
ชัดเจน  ซ่ึงจากการศึกษาพฤติกรรมการกัดของยุงลายทั้งสองชนิดในแต่ละฤดูพบว่า  ยุงลายบ้านมีพฤติกรรมการกัด
เปลีย่นแปลงไปจากรายงานของ Yasuno และ Tonn(19) ที่พบว่ายุงลายมีอัตราการกัดสูงที่สุด 3 ชั่วโมงก่อนพระอาทิตย์
ตกดินคือ เวลาประมาณ 14.00 – 17.00 น. โดยการทดลองนี้พบว่าในฤดูร้อนและฤดูฝนยุงลายบ้านมีช่วงเวลากัดสูง
หลายช่วงในแต่ละวัน โดยที่ช่วงเวลาการกัดสูงสุดในฤดูร้อนพบในช่วงเช้าระหว่างเวลา 06.00-10.00 น. และช่วงเย็น
เวลา  18.00-19.00  น.  ฤดูฝนช่วงเวลาการกัดสูงสุดมี  3  ช่วง  คือเวลา    09.00-10.00  น.,  15.00-16.00  น.  และ 
18.00-19.00  น.  ในขณะที่ฤดูหนาวช่วงเวลาการกัดสูงสุดมี  3  ช่วงคือเวลา    07.00-08.00  น.,  10.00-11.00  น. 
และ 17.00-18.00 น. นอกจากนี้ยังพบอีกว่ายุงทั้งสองชนิดมีพฤติกรรมกัดในช่วงกลางคืนด้วย 

ผลการศึกษาพฤตกิรรมการของยงุลายสวนพบว่า ฤดรู้อนช่วงเวลาการกัดสงูสดุม ี3 ช่วงคือ เวลา 06.00-10.00 น., 
12.00-13.00 น. และ 18.00-19.00น. ฤดูฝนช่วงเวลากัดสูงสุดคือ เวลา 16.00-17.00 น. และฤดูหนาวช่วงเวลากัด
สูงสุดมี  2  ช่วงคือ  15.00-16.00  น.  และ  18.00-19.00  น.  พบว่ายุงลายสวนมีอัตราการกัดสูงสุดในฤดูหนาว 
ซ่ึงอาจเป็นเพราะในปีทีท่�าการวิจยัมปีระมาณน�า้ฝนมากท�าให้แหล่งเพาะพนัธุข์องยงุลายสวนทีอ่ยูก่ลางแจ้งถูกชะท�าลาย 
จนท�าให้เวลาในการเพิม่จ�านวนของยงุในช่วงฤดฝูนชะลอตวัและเริม่เพิม่มากขึน้ในช่วงต้นของฤดหูนาว ซ่ึงปรากฏการณ์
ดงักล่าว ท�าให้เกดิการเลือ่นเวลาการระบาดได้(11) ผลจากการศึกษาพฤตกิรรมการการกดัของยงุในแต่ละฤดน้ีูจงึสามารถ
สรุปได้ว่าสภาพภูมิอากาศมีผลอย่างมากต่อพฤติกรรมการกัดของยุงลาย 

สรุป
จากการศึกษาข้อมูลด้านชีววิทยาที่เก่ียวข้องกับการเกิดโรคไข้เลือดออกของยุงลายบ้านและยุงลายสวน 

พบว่าช่วงเวลาทีย่งุทัง้สองชนิดชอบกดัดดูเลอืดคนเปลีย่นแปลงไปจากเดมิโดยเริม่กดัตัง้แต่เช้ามดืจนถึงพลบค�า่รวมทัง้
ในเวลากลางคนืด้วย ทัง้น้ียงุลายบ้านมอีตัราการกัดสงูสดุในฤดรู้อน ในขณะทีย่งุลายสวนมอัีตราการกัดสงูสดุในฤดหูนาว 
จากการศึกษาอัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกีของยุงทั้งสองชนิดในธรรมชาติ พบว่ายุงลายบ้านมีอัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกี
มากกว่ายุงลายสวน  และตรวจพบเช้ือไวรัสเดงกีได้ในลูกน�้ายุงและยุงเพศผู้  นอกจากน้ียังตรวจพบเช้ือไวรัสเดงกี 

สองซีโรทัยป์ภายในยุงตัวเดียวกัน ทั้งในยุงลายบ้านและยุงลายสวนอีกด้วย
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ABSTRACT  Biological studies on dengue vectors, Aedes aegypti and Ae. albopictus and prevalence 
of dengue viruses found in both species were carried out in 25 provinces of Thailand. Both vectors were 
usually  found  in  all  provinces;  however, Ae. aegypti and Ae. albopictus  could  be  found  up  to  1,509 
and  1,928 meters  above  sea  level,  respectively.  It  was  found  that  the  biting  rhythm  of  dengue 
vectors was  different  from  previous  studies.  Both  species  frequently  fed  on  humans  during  daytime 
from dawn to dusk, but they sometimes also seek for blood meal at night. Biting rates of Ae. aegypti 
were high in summer while those of Ae. albopictus were in winter. The semi-nested RT-PCR technique 
was used to detect dengue virus in both species to demonstrate prevalence  of  the virus in mosquito  
vectors. It was found that 4 serotypes of dengue viruses were detected in both vector collected from 25 
provinces. The prevalence of each serotype of dengue viruses found in each vector varied from province to 
province,  while  the  infection  rates  in Ae. aegypti were  higher  than  those  of Ae. albopictus. 
Occurrence  of  dengue  viruses  found  in  larvae  and  adult  male  mosquitoes  reveals  the  role  of 
transovarial  transmission  of  dengue  viruses  in  field  populations  of  the  vectors  and  elucidates 
circulation  of  dengue  viruses  in  vectors  in  endemic  areas.  Double  infections  of  two  serotypes  of 
dengue  viruses were  also  detected  in  individual Ae. aegypti and Ae. albopictus.  The  incidence  of  
multi-serotypes of dengue viruses found in field populations of both vectors in the same areas is suspected 
to initiate epidemic of dengue fever. Therefore, it needs to get rid of larval breeding places and personal 
protection from mosquito bites.

Key words: Aedes aegypti, Aedes albopictus, Biology, Dengue infection rate
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บทคัดย่อ  ได้ทบทวนค่าสถิติของผลงานวิจัยการตรวจปริมาณไวรัส ซัยโตเมกาโลไวรัส (Cytomegalo virus, CMV) ที่น�า
เสนอในวารสารระดับนานาชาติ (J Mol Diagn. Mar 2009; 11(2): 87-92.) พบความผิดพลาดจากการค�านวณที่ละเลยกฎ
การค�านวณตัวเลขลอการิทึม  ท�าให้ค่าเฉลี่ยคณิตศาสตร์ต�่ากว่าค่าที่ถูกต้อง  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานที่ค�านวณจากค่าลอการิทึม
โดยตรงมีค่าผิดพลาดในทางต�่ากว่าค่าที่ถูกต้อง  ท�าให้ได้ข้อสรุปที่ผิดพลาดว่า  ผลเฉลี่ยจากการวิเคราะห์จากห้องปฏิบัติการ 
23 แห่ง  ได้ผลไม่แตกต่างจากค่าอ้างองิ  และส่งผลให้สถติทิัง้หมดทีใ่ช้ค่าเบีย่งเบนมาตรฐานผดิพลาดทัง้หมดคอื  Pair t-test, 
95% Confidence Intervals, Coefficient of Variance, Correlation Coefficient และส่งผลต่อข้อสรุปของผู้ประพันธ์ 
ที่ว่าผลตรวจวิเคราะห์ปริมาณ CMV ระหว่างห้องปฏิบัติการทั้ง 4 ระดับนั้น มีค่าไม่แตกต่างกัน ท�าให้ผู้ประพันธ์ลดความส�าคัญ
เรื่องความผันแปรของค่า  CMV  load  ในการเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการ  แต่ไปให้ความส�าคัญกับเชื้อมาตรฐานที่ใช ้
ในการเปรียบเทียบ
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บทนำา
ลอการทิมึเป็นวิธกีารน�าเสนอและค�านวณข้อมลูตวัเลขยกก�าลงัให้สะดวกขึน้ ส่วนประกอบของตวัเลขลอการทิมึ 

มี 2 ส่วน คือ ตัวเลขหน้าจุดทศนิยม (Characteristic) ระบุระดับเลขยกก�าลัง ตัวเลขหลังจุดทศนิยม (Mantissa) 
แสดงตัวเลขนัยส�าคัญของการวัด ในบทความนี้จะใช้ลอการิทึมฐาน 10 โดยละค่าฐานไว้ในที่เข้าใจ ลอการิทึม ประดิษฐ์
ขึ้นโดย John Napier of  Merchiston นักคณิตศาสตร์ นักฟิสิกส์ นักดาราศาสตร์ และ นักเทวศาสตร์ ชาวสกอต 

ผู้มีชีวิตอยู่    ค.ศ.  1550-1617  ได้ตีพิมพ์ลอการิทึมครั้งแรกเมื่อ ค.ศ.  1614 ที่เมืองเอดินเบิร์ก  เป็นภาษาละติน ชื่อ                           
Merifici Logarithmorum Descriptio และแปลเป็นภาษาอังกฤษใน ค.ศ. 1616

กฎพื้นฐานในการค�านวณลอการิทึมที่เกี่ยวข้องใช้แค่  การบวกและการลบเลขลอการิทึมให้เป็นการคูณและ
การหาร ตามล�าดับ ดังตัวอย่างข้างล่าง

การบวก  log M + log N = log (M*N)
ตัวอย่างการค�านวณ     log 5+log 2 = log (5*2) = log 10 = 1
ขณะที่     log 5 = 0.699, log 2 = 0.301
      หากบวกค่าลอการิทึมโดยตรงจะได้ log 7 ซึ่งมีค่า antilog 7 = 0.845
การลบ    log M- log N = log (M/N)
      ตัวอย่างการค�านวณ    log 5-log 2 = log (5/2) = log 2.5 = 0.398  
      หากน�าค่าลอการิทึมมาลบโดยตรงจะได้ log 3 ซึ่งมีค่า antilog 3 = 0.477
จะเหน็ว่าการค�านวณทีใ่ช้ค่าลอการทิมึจ�าเป็นต้องใช้กฎการค�านวณของลอการทิมึ ไม่ใช่การบวกหรอืลบตวัเลข

ลอการิทึมโดยตรง  ทางเลือกส�าหรับผู้ไม่สันทัด  อาจแปลงค่าลอการิทึมกลับเป็นตัวเลขยกก�าลัง  ซ่ึงเป็นค่าสัมบูรณ ์

ที่ใช้ค�านวณโดยตรงได้  

วิธีการ 
ในบทความน่ีจะใช้ข้อมูลระดับไวรัส  CMV  จากการเปรียบเทียบระหว่าง  23  ห้องปฏิบัติการ  ที่รายงาน 

ในวารสาร  J Mol  Diagn. Mar  2009;  11(2):  87–92  เรื่อง Multi-Site PCR-Based CMV Viral  
Load Assessment-Assays Demonstrate Linearity and Precision, but Lack Numeric 
Standardization. A Report of the Association for Molecular Pathology ซึ่งได้รับอนุญาตให้ใช้ข้อมูลจาก
เจ้าของลิขสิทธิ์  บริษัท Elsevier  Inc.,  ใช้โปรแกรมสถิติของเอกเซล แต่เปลี่ยนข้อมูลลอการิทึมเป็นค่าสัมบูรณ์ก่อน
ค�านวณตัวสถิติทั้งหมด แล้วแปลงค่าที่ค�านวณได้เป็นลอการิทึม (ตารางที่ 1 และ 2)
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กรณีศกึษา: ความผิดพลาดในการค�านวณสถิติจากค่าลอการิทมึ สธุน วงษ์ชรีี และคณะ

  1  4.12  4.37  5.08  5.97
  2  * *  4  4.78
  3  3.27  4.04  5.18  5.74
  4  2.92  3.89  5.01  5.75
  5  2.54  3.17  4.47  5.02
  6  3.02  3.64  4.79  5.94
  7  3.53  4.72  5.77  6.58
  8  3.06  3.98  4.97  6.02
  9  2.79  3.59  4.76  5.7
  10  3.36  4.31  5.27  6.25
  11  2.77  3.84  4.92  5.93
  12  2.98  3.76  4.63  5.68
  13  2.59  3.8  4.71  5.66
  14  4.08  5.2  6.1  7.25
  15  2.04  3.2  4.26  5.56
  16  2.71  3.68  4.73  5.67
  17  *  3.45  4.14  4.75
  18  2.51  3.5  4.62  5.63
  19  *  3.29  4.3  4.97
  20  2.6  3.68  4.72  5.68
  21  2.53  3.54  4.46  5.47
  22  2.3  2.95  3.74  4.83
  23  3.41  4.3  5.04  5.45
  Mean    2.96  3.81  4.77  5.66

(ที่มา: ประยุกต์จากตารางที่ 2 ของเอกสารอ้างอิง 2 ได้รับอนุญาตให้ใช้ได้ จากเจ้าของลิขสิทธิ์ บริษัท Elsevier Inc.,)

ค่าเฉลี่ยระดับ CMV load จากสมาชิก 23 ห้องปฏิบัติการ

Laboratory  CMV Viral  DNA  Panels
    2.70 copies/ml  3.70 copies/ml  4.70 copies/ml  5.70 copies/ml

ตารางที่ 1 ข้อมูลระดับ CMV load, copies/ml  จาก 23 ห้องปฏิบัติการ ในค่าลอการิทึม
  * ค่าที่ไม่แสดงในตารางเป็นค่าที่ต�่ากว่า 50 copies/ml 
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ผล
ค่าของตัวสถิติจากวารสารที่ศึกษาที่ค�านวณจากค่าลอการิทึมโดยตรง  และไม่ท�าตามกฎการค�านวณบวก 

หรือลบค่าลอการิทึมเปรียบเทียบกับค่าตัวสถิติที่ค�านวณจากค่าสัมบูรณ์ได้แสดงรายละเอียดในตารางที่ 2 ดังนี้
1.  ค่าเฉลี่ยทางคณิตศาสตร์ที่แสดงในวารสารเป็นค่าที่ค�านวณผิดอย่างชัดเจน เนื่องจาก
  1.1  ค�านวณค่าเฉลี่ยทางคณิตศาสตร์จากค่าลอการิทึมโดยไม่ท�าตามกฎการบวกค่าลอการิทึม
  1.2  ค่าที่ต�่ากว่าขีดจ�ากัดในการตรวจที่  50  copies/ml  พบ  3  ค่า  เมื่อตรวจตัวอย่างอ้างอิงที่  500  

copies/ml และค่าที่ต�่ากว่าขีดจ�ากัดในการตรวจที่ 50 copies/ml พบ 1 ค่า เมื่อตรวจตัวอย่างอ้างอิงที่ 5000 copies/
ml  ถูกละเลยไม่น�ามาค�านวณด้วย ทั้งๆ  ที่อาจจะมีค่า  ตั้งแต่  0  -  50  copies/ml    ท�าให้ค่าเฉลี่ยทางคณิตศาสตร ์
สูงกว่าค่าที่ควรจะเป็น

จากตารางที่ 2 ค่าอ้างอิงของเชื้อมาตรฐานที่ใช้มีค่าลอการิทึมเป็น 2.7, 3.7, 4.7 และ 5.7 หรือ 500, 5000, 
50000, 500000 copies/ml ขณะที่ค่าเฉลี่ยทางคณิตศาสตร์ในวารสารเป็น 2.96, 3.81, 4.77, 5.66 หรือ 912, 6457, 
58884  และ  4570888  copies/ml  ตามล�าดับ  เมื่อทดสอบทางสถิติด้วย  Paired  t-test,  two  tail,  t  =  0.345, 
p = 0.376  สรุปว่าค่าที่ได้จาก 23 ห้องปฏิบัติการ ไม่แตกต่างจากค่าอ้างอิง   

หากค�านวณค่าเฉลีย่ทางคณติศาสตร์โดยใช้กฎการบวกของลอการทิมึจะได้ค่าเฉลีย่ลอการทิมึเป็น 3.33, 3.81, 
4.77, 5.66 หรือ 2156, 16147, 138298 และ 1404755 copies/ml ตามล�าดับ เมื่อทดสอบทางสถิติด้วย Paired 
t-test, two tail, t = 25.8855,  p = 0.0008  สรุปว่าค่าที่ได้จาก 23 ห้องปฏิบัติการ แตกต่างจากค่าอ้างอิงอย่างมี
นัยส�าคัญทางสถิติ

2.  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานและสถิติอื่นๆ ที่ใช้ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานร่วมในการค�านวณที่แสดงในวารสาร 
เป็นค่าที่ค�านวณผิดอย่างชัดเจนเพราะไม่ท�าตามกฎการลบค่าลอการิทึมรวมถึงความผิดพลาดในข้อ 1.1 และ 1.2

  2.1  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานในวารสารเป็น 0.54, 0.53, 0.53, 0.58 คิดเป็น 3.5, 3.4, 3.4, 3.8 copies/ml 
ตามล�าดับ ซึ่งเป็นไปไม่ได้ หากการขีดจ�ากัดในการตรวจหาอยู่ที่ 50 copies/ml  

  หากค�านวณค่าเบีย่งเบนมาตรฐานโดยใชก้ฎการลบของลอการทิึมจะได้คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานลอการทิึม 
เป็น 3.57, 4.53, 5.43 และ 6.56 หรือ 3684, 33816, 271659, 3656718 copies/ml ตามล�าดับ

  2.2  ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (Coefficient of Variance). ในวารสารเป็น 18.40%, 13.86%, 
11.17% และ 10.20%  ขณะที่ค�านวณจากค่าสัมบูรณ์เป็น 171%, 209%, 196%, 256% ตามล�าดับ  ท�าให้ข้อสรุปของ
ผู้ประพันธ์ผิดพลาด ที่ว่า ค่าที่เปลี่ยนแปลงในระดับ  3-5 เท่า มีนัยส�าคัญต่อการรักษา

  2.3  ค่าระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 จากวารสารที่ค�านวณเป็นค่าลอการิทึม 0.24, 0.22, 0.22,  0.24 
หรือประมาณ 1.7  copies/ml ตามล�าดับ ซึ่งเป็นไปไม่ได้หากการขีดจ�ากัดในการตรวจหาอยู่ที่ 50 copies/ml  

    หากค�านวณค่าระดับความเช่ือมั่นร้อยละ  95  โดยใช้กฎการลบของลอการิทึมจะได้ค่าระดับ 

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ลอการิทึม  เป็น 1.56, 1.89, 2.22, 2.68 หรือ 1615, 14130, 119058, 1602598 copies/
ml ตามล�าดับ
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วิจารณ์
สรุปความผิดพลาดจากการละเลยกฎการค�านวณค่าลอการิทึมและผลกระทบในการค�านวณค่าสถิติต่างๆ 

ที่น�าเสนอในวารสาร    J Mol  Diagn. Mar  2009;  11(2):  87–92  เรื่อง Multi-Site  PCR-Based  CMV  
Viral  Load  Assessment-Assays  Demonstrate  Linearity  and  Precision,  but  Lack  Numeric  
Standardization. A Report of the Association for Molecular Pathology.  ดังนี้

1.  ค่าเฉลี่ยทางคณิตศาสตร์ที่แสดงในวารสารเป็นค่าที่ค�านวณผิด ได้ค่าต�่ากว่าค่าที่เป็นจริงตามการทดลอง 
ส่งผลให้ผู้รายงานสรุปว่า ค่า CMV load ที่ได้จากห้องปฏิบัติการ 23 แห่ง ไม่แตกต่างจากค่าอ้างอิง ทั้งๆ ที่ ค่าดังกล่าว 
แตกต่างจากค่าอ้างอิงอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ หากผู้วิจัยได้ค�านวณอย่างถูกต้อง จะต้องยุติการศึกษาในขั้นต่อไป แล้ว
เริ่มต้นวิเคราะห์หาสาเหตุแห่งความผิดพลาดนี้

2.  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานและสถติอิืน่ๆ ทีใ่ช้ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานร่วมในการค�านวณทีแ่สดงในวารสารเป็น
ค่าทีต่�า่กว่าค่าทีเ่ป็นจรงิ ท�าให้สรปุว่าความแม่นย�าระหว่างห้องปฏบัิตกิาร อยูใ่นระดบัทีเ่ปรยีบเทยีบกนัได้ และได้แสดง
ค่าความแม่นย�าที่ต�่ากว่าจะเป็นจริงได้ อาทิ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานในวารสารเป็นค่าลอการิทึมเป็น  0.54, 0.53, 0.53, 

  2.70 (500)  3.70 (5000)  4.70 (50000)  5.70 (500000)
  copies/ml  copies/ml  copies/ml  copies/ml

ตารางที่ 2   เปรียบเทียบค่าตัวสถิติที่ค�านวณจากข้อมูลลอการิทึมโดยตรง  กับค่าตัวสถิติที่ค�านวณจากค่าสัมบูรณ ์ 
โดย CMV load ของตัวอย่างอ้างอิงเป็น copies/ml อยู่ในค่าลอการิทึมและค่าสัมบูรณ์ แสดงในวงเล็บ

1.  ค่าที่ค�านวณจากลอการิทึม
  โดยตรง       
  1.1  ค่าเฉลี่ยคณิตศาสตร์  2.96 (912)  3.81 (6457)  4.77 (58884)  5.66 (457088)
  1.2  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  0.54 (3.5)  0.53 (3.4)  0.53 (3.4)  0.58 (3.8)
  1.3  ค่าสัมประสิทธิ์ความ 
        แปรปรวน (%)  18.40  13.86  11.17  10.20
  1.4  ค่าระดับความเชื่อมั่น       0.24 (1.7)  0.22 (1.7)  0.22 (1.7)  0.24 (1.7)
        ร้อยละ 95 (+/-)
2.  ค่าที่ค�านวณจากค่าสัมบูรณ์   
     หรือใช้กฎการบวก หรือ 
     ลบค่าลอการิทึมแล้วแปลง
     กลับเป็นค่าลอการิทึม       
  2.1  ค่าเฉลี่ยคณิตศาสตร์  3.33 (2156)  4.21 (16147)  5.14 (138298)  6.15 (1404755)
  2.2  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  3.57 (3680)  4.53 (33800)  5.43 (272000)  6.56 (3660000)
  2.3  ค่าสัมประสิทธิ์ความ
       แปรปรวน (%)  171  209  196  256
  2.4  ค่าระดับความเชื่อมั่น     
        ร้อยละ 95 (+/-)  3.57 (1610)  4.53 (14100)  5.53 (111000)  6.56 (1602598)
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0.58  คิดเป็น  3.5,  3.4,  3.4,  3.8  copies/ml  ตามล�าดับ  ซ่ึงเป็นไปไม่ได้  หากขีดจ�ากัดในการตรวจหาอยู่ที่  50  
copies/ml  

3.   ค่าสถิติที่ใช้ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานในการค�านวณผิดพลาดทั้งหมด  เช่น  ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน 
และค่าระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ได้ค่าต�่าเกินจะเป็นจริงในทางปฏิบัติได้ โดยแสดงค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน 
เพียง  10-20%  ส่วนค่าระดับความเช่ือมั่นร้อยละ  95  บวกลบเพียง  2  copies/ml  ท�าให้ผู้วิจัยสรุปผิดว่าผลตรวจ 
ที่เปลี่ยนแปลงในระดับ 3-5 เท่า มีนัยส�าคัญต่อการรักษา

สรุป
การค�านวณชุดข้อมูลที่เป็นลอการิทึมต้องท�าตามกฎของลอการิทึม  หากค�านวณโดยเพิกเฉยต่อกฎท�าแบบ

ตัวเลขปกติจะได้ผลลัพธ์ทางคณิตศาสตร์ที่ผิดพลาด ผลการวิเคราะห์ทางสถิติผิดพลาด ได้ผลสรุปที่ผิดพลาด และอาจ
น�าไปสู่การใช้งานทางคลินิกที่ผิดพลาด  หากเป็นผลงานวิจัยวิทยาศาสตร์การแพทย์  ในบทความที่ใช้เป็นกรณีศึกษา 
ครั้งนี้ สรุปว่าผลตรวจ CMV load ระหว่าง 23 ห้องปฏิบัติการ มีค่าไม่แตกต่างกันหรือ  เปรียบเทียบกันได้นั้น  เป็น 

การสรุปที่ผิดพลาดเนื่องจาก ได้ละเลยการใช้กฎการค�านวณลอการิทึม  ซึ่งแท้ที่จริงแล้ว ผลตรวจ CMV load ระหว่าง 
23 ห้องปฏิบัติการ มีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ และผู้วิจัยต้องค้นหาสาเหตุของความแตกต่างกัน ก่อนที่
จะเปรียบเทียบค่า CMV load ระหว่างห้องปฏิบัติการต่อไป ผู้เขียนบทความได้แสดงวิธีการและข้อควรระวังไว้ในกลุ่ม
เฟสบุ๊ก  อี  เลินน่ิง  https://www.facebook.com/groups/labqualitycenter  เรื่อง  ค�านวณลอการิทึม 

ระวังพลิกล็อก  ตั้งแต่  พ.ศ.  2555  แต่ไม่มีประจักษ์พยานที่เป็นวารสารตีพิมพ์  ข้อมูลจากวารสารฉบับน้ีจึงเป็นเพียง
ตัวอย่างการค�านวณที่ละเลยความหมายและกฎของลอการิทึม
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Failure in Calculating The Statistics from 
Logarithm Values: Case Study

Suthon Vongsheree* Kittipoong Keardrit** Surasak Muenphon*  
Maliwan Homchan* and Prompussorn Dissara*
*Bureau of  Laboratory  Quality Standards, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nontaburi 
11000. Thailand.  **Bureau of the Vector-Borne Diseases, Department of Diseases Control, Tiwanond 
Road, Nontaburi 11000. Thailand.  

ABSTRACT  The statistics of an article on multi-center evaluation of the viral loads (Cytomegalo 
virus, CMV) presented in international journals (J Mol Diagn. Mar 2009;  11 (2): 87-92., were  reviewed 
to check the validity of statistical calculation by using logarithmic rules. There were gross errors in log 
calculation  of  the means CMV  loads which  lead  to missed  conclusion  that  CMV  loads  amongst  23  
laboratories were not different from the reference values, statistically. The Standard deviations (SD) was  
missed calculated from the log values directly, resulting in lower SD, compared to those calculated by 
using  the  absolute  values. All  statistics  those using SD were miss-calculated  :  the  pair  t-test,  95%  
confidence  intervals,  Coefficient  of Variance,  Correlation Coefficient    and  affected  the  conclusions  of  
the  author  that  there was  no  difference  in CMV  load  determination  amongst  these  23  laboratories.  
Hence,  the  significant CMV  load variation amongst  23  laboratories were neglected and  the need  for  
reference materials were over-emphasized.

Key words: miss calculation, Logarithmic data, error means and SD
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