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ABStRAct Streptokinase is currently used for the treatment of thromboembolic blockages such as 
stroke. Due to its high price, illegal streptokinase has been found in pharmaceutical market. According to 
Drug Act of B.E. 2510 (1967), the punishment can be done if the object belonging to the culprit is proved 
as real medicine. Thus, the identification test of the drug is especially important for the investigation 
process.  The identification method for streptokinase in pharmacopoeia requires the use of animal plasma; 
however, the reduction of animal usage in drug test by using alternative method is widely accepted 
in every corner of the world.  Therefore, our study aimed to develop the identification test for streptokinase 
using sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot as  
an alternative for pharmacopoeia method. Various factors including concentrations of primary and  
secondary antibodies, incubation period, and limit of detection (LOD) for streptokinase standard and  
streptokinase pharmaceutical formulation were validated. The optimal concentrations of primary and  
secondary antibodies were at 7.5 × 10-3 and 2 × 10-3 mg/ml, respectively. The incubation periods for 
both primary and secondary antibodies at 1 h provided the strongest signal.  LOD values of streptokinase 
standard and streptokinase pharmaceutical formulation were at the concentrations of 0.5 and 20 IU/
ml, respectively. The human albumin, which is used as stabilizer in the streptokinase pharmaceutical 
formulation, was not interfered with the test. The results of the study confirmed that the method is 
reliable and applicable for the identification of streptokinase in pharmaceutical formulation. 
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Introduction

Streptokinase (SK) consists of 415 amino acids in a polypeptide chain(1).  SK is an extracellular 

protein and originally extracted from certain strains of beta hemolytic streptococcus(1, 2). SK is a 

potent activator of plasminogen, an inactive precursor of plasmin, which degrades fibrin clot(3-6) 

and currently used for the treatment of thromboembolic blockages including coronary thrombosis 

such as stroke and myocardial infarction(7, 8). More than ten brands of SK products have been 

launched in the global pharmaceutical market(9), while information from the Thai FDA website 

informs that there are two trademarks of SK products available in Thailand(10). Due to its high 

price, illegal SK drug product has been reported in the pharmaceutical market and leads to prolong 

illness or possibly death. According to Drug Act of B.E. 2510 (1967), the punishment can be done 

if the illegally-imported object belonging to the culprit is proved as real medicine. Therefore, the 

identification test is a key milestone to prove the fictitious SK. However, the identification method 

for SK drug product by studying clot-lysis method in pharmacopoeia requires the animal plasma.

The reduction of animal usage in drug test by using alternative method is widely accepted in every 

corner of the world.  There were studies reporting the SK identification test using SDS-PAGE and 

gel clot methods(11, 12). However, the SDS-PAGE is not specific for only SK as it detects all proteins 

in sample. The gel clot method needs the human plasma and thrombin and therefore the study 

requires the ethics approval, which usually takes time for consideration. Thus, our study aimed to 

develop an alternative identification test for SK, which reduces the use of animal in the experiment 

and also specific to SK in pharmaceutical formulation.  Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot (WB) has benefits as it requires small quantity 

of sample and does not need animal plasma. In addition, the use of specific antibody for reacting 

with SK by WB brings advantage for the identification test in term of specificity. 

Materials and methods

1. Materials

Ultrapure water (Type I) was used throughout the study. Methanol, hydrochloric acid, 

orthophosphoric acid and acetic acid were from Carlo Erba Reagents (Rodano, Italy). Normal  

saline solution was from Thai Nakorn Patana Co., Ltd. (Nonthaburi, Thailand). Sodium chloride 

and human serum albumin was from Sigma (Buchs, Switzerland). Potassium chloride and glycerol 

were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Sodium dodecyl sulfate (SDS), bromophenol 

blue, glycine, 30% acrylamide/bis solution (37.5:1), ammonium persulfate, Tetramethylenediamine 

(TEMED), Tris (hydroxymethyl)-aminomethane (Tris), Tween-20 and nonfat dry milk 

(blotting-grade blocker) and Horseradish peroxidase (HRP) substrate kit were obtained from BioRad 

Laboratories (California, USA.). The silver staining kit was obtained from GE HealthcareBio 

Sciences AB (Uppsala, Sweden). Trichloroacetic acid was from Fluka (Steinheim, Germany). 

Sheep antiSKpolyclonal antibody (primary antibody) and rabbit anti sheep IgG-H&L-HRP  
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antibody (secondary antibody) was from Abcam (Cambridge, UK). Protein marker (Molecular 

weight (MW) ranging from 12 to 225 kDa) was from GE Healthcare (Buckinghamshire, UK).  

The SK pharmaceutical formulation (Streptase®) was a generous gift from Sanofi-aventis  

(Thailand) Co., Ltd. SK standard was purchased from NIBSC (Heartfordshire, UK).

2. SDS-PAGE/Western blot

SDS-PAGE/WB is composed of two techniques, which base on the separation of proteins 

according to their sizes by SDS-PAGE and the use of antibody to react with a specific protein in 

sample by WB.  SDS-PAGE/WB for SK was performed as follows: 

2.1 SDS-PAGE

Resolving and stacking gels were prepared at the concentrations of 12.5 and 4% (w/v), 

respectively. The resolving gel mixture (1 gel) consisted of 4.125 ml of 30% acrylamide/bis solu-

tion (37.5:1), 2.5 ml of 2M Tris buffer at pH8.8, 3.375 ml of water, 50 µl of 10% (w/v) ammonium 

persulfate and 5 µl of TEMED. The stacking gel (1 gel) was composed of 1.32 ml of 30% acrylamide/bis 

solution (37.5:1), 2.5 ml of 2 M Tris buffer at pH 6.8, 6.1 ml of water, 50 µl of 10% (w/v) ammonium 

persulfate and 10 µl of TEMED. Loading buffer (10 ml) was composed of 3.1ml of Tris-HCl pH 

6.8, 5 ml of glycerol, 0.5 ml of 1% (w/v) bromophenol blue and 1.4 ml of water.Running buffer was 

composed of 14.40 g of glycine and 3 g of Tris dissolving to the volume of water at 1000 ml. SK 

standard, SK pharmaceutical formulation and human albumin were dissolved and diluted with 

normal saline solution to obtain the required concentrations. The sample and loading buffer were 

then mixed at ratio of 4:1 before loading into gel. The gel was run in a chamber containing running 

buffer at 200 V until the dye front was about 5 mm from the bottom and the machine was stopped. 

2.2 Western blot

The protein on the polyacrylamide gel was then transferred onto nitrocellulose membrane 

by using the Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell at 100 V for 1 h. The blotted nitrocellulose 

membrane containing SK was firstly incubated with primary and then secondary antibody. 

The immunoreactivity of antibody and specific protein was detected using the HRP substrate 

colorimetric detection kit. 

3. Optimization of SDS-PAGE/Western Blot

The study of optimum concentration of antibody was performed using a cross-table 

method.The concentrations of primary antibody were investigated at 2.5 × 10-3, 7.5 × 10-3 and 

12.5 × 10-3 mg/ml, while concentrations of secondary antibody were evaluated at 5 × 10-4, 

2 × 10-3 and 3.5 × 10-3 mg/ml. Both primary and secondary antibodies were diluted with blocking 

buffer containing 5% (w/v) nonfat dry milk in Tris buffer saline to obtain the required concentrations.  

The incubation periods for primary and secondary antibodies were also examined at 30, 60 and 

90 min. 
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4. Validation of SDS-PAGE/Western Blot

The limit of detection (LOD) of SK standard and SK pharmaceutical formulation (Streptase®) 

was carried out at concentrations of 0.2-50 and 1-100 IU/ml, respectively. The specificity of  

the method was also performed by running SDS-PAGE/WB of SK standard (2 IU/ml), SK 

pharmaceutical formulation (100 IU/ml) and human albumin (negative control, 5 mg/ml) at the 

same time. 

The precision of the SDS-PAGE/WB for the identification test of SK was investigated for 

three days consecutively. The concentrations of primary and secondary antibodies were used in 

the study at 7.5 × 10-3 and 2 × 10-3 mg/ml, respectively. The incubation periods of both primary 

and secondary antibodies were at 1 h. The concentrations of SK standard, SK pharmaceutical 

formulation and human albumin were performed at concentrations of 2 IU/ml, 100 IU/ml and 5 

mg/ml, respectively. The study was detected by both WB and silver staining.

Results

The conditions for the identification of SK in pharmaceutical formulation using  

SDS-PAGE/WB were developed. The important factors affecting the method including the  

concentrations and incubation period of primary and secondary antibodies, and the interference 

of albumin in SK formulation were validated. The influences of primary and secondary antibody 

concentrations were shown in figure 1 and 2.
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Figure 1  Determination of optimum concentration of primary antibody: (A) 2.5 × 10-3 mg/ml 

(B) 7.5 × 10-3 mg/ml and (C) 12.5 × 10-3 mg/ml. The incubation periods for both primary and  

secondary antibodies were 1 h. The concentration of secondary antibody was fixed at 2 × 10-3 mg/ml.
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Figure 2 Determination of optimum concentration of secondary antibody: (A) 5 × 10-4 mg/ml 

(B) 2 × 10-3 mg/ml and (C) 3.5 × 10-3 mg/ml. The incubation periods for both primary and 

secondary antibodies were 1 h. The concentration of primary antibody was fixed at 7.5 × 10-3mg/ml. 
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The effect of incubation periods for primary and secondary antibodies was demonstrated 

in figure 3 and 4, respectively.  

Figure 3  Determination of incubation period for primary antibody (A) 30 min, (B) 60 min 

and (C) 90 min. The concentrations of primary and secondary antibody were at 7.5 × 10-3 and 

2 × 10-3 mg/ml, respectively.
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Figure 4 Determination of incubation period for secondary antibody:(A) 30 min, (B) 60 min 

and (C) 90 min. The concentrations of primary and secondary antibody were at 7.5 × 10-3 and 

2 × 10-3 mg/ml, respectively.
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The determination of LOD for SK standard (SD) and SK pharmaceutical formulation 

(Streptase®, SP) was performed and the result was indicated in figure 5.

Figure 5 The study of  LOD for SK standards (SD) and SK pharmaceutical formulation 

(Streptase®,  SP) was performed at concentrations of 0.2-50 IU/ml (A.1-A.3) and 1-100   IU/ml (B.1-B.2), 

respectively. The concentrations of primary and secondary antibodies were at 7.5 × 10-3 and 

2 × 10-3 mg/ml, repectively. The 1 h incubation of both primary and secondary antibodies was used. 
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The SK standard, Streptase® and human albumin were run using SDS-PAGE/WB with 

the validated conditions and the result was determined in figure 6.

Figure 6 Determination of specificity: The SK standard, Streptase® and human albumin were 

performed at concentrations of 2 IU/ml, 100 IU/ml and 5 mg/ml, respectively. The result was 

determined by (A) WB and (B) silver staining.

The precision study of all three consecutive days showed the same result as that in figure 

6. It was found that there was no band of albumin detected by the WB, while the silver staining 

detected both human albumin and SK.

Discussion

The SK band was found at 47 kDa,which was in line with the study of Dubey and 

co-workers(13). The study for the optimum concentration of primary antibody showed that the 

SK band was not clearly observed at concentration of 2.5 × 10-3 mg/ml, (Figure 1). On the other 

hand, the SK at the concentrations from 0.5 to 5 IU/ml was detected at primary antibody 

concentrations of 7.5 × 10-3 and 12.5 × 10-3 mg/ml; however, at these concentrations, SK standard 

at concentration of 0.2 IU/ml was not detected (Figure 1). The similar results were recognized 

using secondary antibody at concentrations of 5 × 10-4, 2 × 10-3 and 3.5 × 10-3 mg/ml.The SK bands 

at concentrations from 0.5 to 5 IU/ml were obviously seen at the concentrations of 2 × 10-3 and 

3.5 × 10-3 mg/ml but the concentration of SK at 0.2 IU/ml was not determined (Figure 2). 

Therefore, the optimal concentrations of primary and secondary antibodies for the identification 

of SK were at 7.5 × 10-3 and 2 × 10-3 mg/ml, respectively. It has been notified that the incubation 

period may affect the presence of protein on membrane(14). This study proved that there was 

not much different in the appearance of SK bands using the incubation periods at 30, 60 and 

90 min. However, the SK bands at the concentration of 0.5 IU/ml were clearer monitored using  
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incubation at 60 and 90 min for both primary and secondary antibodies (Figure 3 and 4). 

The incubation times of both primary and secondary antibodies for this study were chosen at 60 min. 

The study also demonstrated that the concentrations at 0.5 and 20 IU/ml were the LOD values of 

SK standard and SK in pharmaceutical formulation (Streptase®, SP), respectively (Figure 5). The 

requirement of higher concentration of SP for the test was not surprised as the pharmaceutical 

formulation usually contains more ingredients than the standard and this might lead to lower 

sensitivity for the detection of SP than that of SK standard. It has been notified that two brands 

of SK products are available in Thailand. It was regret that we could obtain only one brand of SK 

product (Streptase®). As this drug is strictly used, it has to be prescribed only by physician and 

we cannot directly buy from the drug company. However, the searchable information found that 

the major protein components in both two brands are SK and human albumin. Therefore, it is 

important to ensure that human albumin used as stabilizer in the SK pharmaceutical formulation 

had no effect on the method. We performed the test using human albumin as negative control 

and the outcome showed that there was no band of albumin detected by the WB (Figure 6).  

Nevertheless, the albumin was observed by silverstaining (Figure 6). The study indicated that WB 

was more specific than silver staining, which detected every protein. The precision test showed 

the consistent results of all three consecutive days. This proved that the method is appropriate 

for the identification test of SK.

conclusion

The SDS-PAGE/WB for identification of streptokinase has an advantage as it can 

reduce the use of animal plasma. In addition, the validated result proved that albumin in SK  

pharmaceutical formulation was not interfered with the test. The study concluded that the  

SDS-PAGE/WB for the identification test of SK in pharmaceutical formulation can be used as an 

alternative method for pharmacopeia, since the technique is specific and reliable.
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การพัฒนาวิธีการตรวจเอกลักษณ์ส�าหรับเภสัชภัณฑ์ 

streptokinase โดยวิธี SDS-PAGE/Western 

Blot เพื่อทดแทนวิธีวิเคราะห์ตามเภสัชต�ารับ

บุณฑริกา บุญญาภิวัฒน์ และญานิกา รัตนสุวรรณ

ส�ำนักยำและวัตถุเสพติด กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000

บทคัดย่อ Streptokinase ใช้ในการรักษาโรคหลอดเลือดอุดตัน เช่น โรคหลอดเลือดสมองตีบตัน (Stroke) เนื่องจาก
ในปัจจุบันยา streptokinase มีราคาสูง จึงมีการลักลอบน�าเข้ามาใช้ในประเทศแบบผิดกฎหมายตามพระราชบัญญัติยา 
พ.ศ. 2510 บทลงโทษผู้กระท�าผิดจะท�าได้เมื่อมีการพิสูจน์ได้ว่าของกลางคือยา ดังนั้นการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ยา 
streptokinase จึงมีความส�าคัญในกระบวนการพิสูจน์หลักฐานวิธีการตรวจเอกลักษณ์ยา streptokinase ในเภสัช
ต�ารับสากลจ�าเป็นต้องใช้พลาสม่าจากสัตว์ทดลอง ซึ่งขัดแย้งกับการพยายามลดการใช้สัตว์ทดลองในการตรวจวิเคราะห์ยา 
ซึง่ปัจจบุนัเป็นทีย่อมรบัและถอืปฏบิตัทิัว่โลก การศกึษานีจ้งึมเีป้าหมายในการพฒันาวธิกีารตรวจเอกลกัษณ์ยา streptokinase 
โดยวิธี sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ร่วมกับวิธี Western Blot 
เพื่อทดแทนวิธีตามเภสัชต�ารับสากลการศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์มีการศึกษาปัจจัยที่เก่ียวข้องที่มีผลต่อวิธีวิเคราะห์ 
เช่น ความเข้มข้นของแอนติบอดีทั้งชนิดปฐมภูมิและทุติยภูมิระยะเวลาการบ่ม และปริมาณต�่าสุดของ streptokinase 
ที่สามารถตรวจพบในสารมาตรฐานและในเภสัชภัณฑ์ จากการศึกษาพบว่าความเข้มข้นที่เหมาะสมส�าหรับแอนติบอดี 
ชนิดปฐมภูมิและทุติยภูมิคือ 7.5 × 10-3 และ 2 × 10-3 mg/ml ตามล�าดับ โดยมีระยะเวลาที่เหมาะสม ในการบ่ม
ส�าหรับแอนติบอดีทั้งสองชนิดที่ 1 ชั่วโมง ปริมาณ streptokinase ต�่าสุดที่ตรวจพบในสารมาตรฐานและในเภสัชภัณฑ์ 
คือที่ความเข้มข้น 0.5 and 20 IU/ml ตามล�าดับ นอกจากนี้ในการศึกษาพบว่าอัลบูมินที่ใส่ในเภสัชภัณฑ์ยา streptokinase 
เพื่อเป็นสารท�าให้ต�ารับคงตัวไม่รบกวนวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว ผลจากการศึกษาน้ีชี้ให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นเป็นวิธ ี
ที่เชื่อถือได้สามารถน�าไปใช้ในการตรวจเอกลักษณ์ยา streptokinase ในเภสัชภัณฑ์ได้
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AbStRACt Introduction: HPV is a causative agent of cervical cancer, and is the second leading cancer 
for Thai women after breast cancer. HPV-16 is the most common subtype associated cancer. Since cytology 
screening has become a problem that has a large number of borderline results, our purpose is to clinically validate 
the sensitivity and specificity of the in-house HPV-16 DNA quantitative real-time PCR assay test compared 
to a reference method, and validate its reliability in order to use it as a combined test for managing abnormal  
Pap smear samples and to determine if viral load is associated with the virulence of disease. Sixty five 
out-patients with borderline Pap smear results, from the ‘Gynecological Ward’ at Bhumipol Adulyadej hospital, 
Bangkok, Thailand, and 119 normal women presenting annual Pap smear screening were recruited for the study, 
between 2010 and 2012. All were determined by a colposcopy-directed biopsy as a reference method. The cervical 
scrape samples were taken to test for HPV DNA using a quantitative real-time PCR primer and specific probe 
for the L1 region of HPV DNA. The test was validated for clinical sensitivity and specificity, for the detection  
of HPV2 DNA in precancerous lesions (≥CIN2), and for its reliability. Out of 65 samples with borderline results, 
45 cases were HPV-16 DNA positive (69.2%). Only 14/65 cases had precancerous lesions (≥CIN2). For clinical 
sensitivity, out of 14 of those cases, 12 patients were HPV-16 DNA detected (86%).  For the clinical specificity 
of the test, in normal women; out of 96 normal women who were negative for colposcopy (without CIN2), 76 cases 
tested negative for HPV-16 DNA (80%). The viral load did not correlate to the virulence of disease. This test 
might be useful for health care practices as an adjunct to cytology follow–ups for women with borderline results. 

Keywords:	 clinical	 sensitivity	 and	 specificity,	 HPV-16	 DNA,	 in-house	 quantitative	 real-time 
	 PCR,	Thai	women,	validation
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Introduction

Cervical cancer is the second most common cancer amongst women worldwide(1). It is 
considered to be the second most common cancer amongst Thai women after breast cancer, with 
an aged standardized rate of 16.7 per 100,000 women per year(2). HPV has been involved in 99.7% 
of cervical squamous cell cancers worldwide(3). About 40 HPV types have been identified and are 
known to infect the mucosal epithelium. Only 10-15 types are associated with lesions (precancerous 
and cancerous lesions) that can progress to cancer, and of these HPV-16 is the most common 
subtype (60%). It was found that HPV-16 and/or - 18 increases the risk of development of  
precancerous lesions also called cervical intraepithelial neoplasia (CIN), when clearly compared 
with the non-HPV-16/18 types(4-5). If a high amount of HPV DNA is present in a cervical scrape 
then the viral load might be of value in predicting incidents of high-grade cervical intraepithelial 
neoplasia (CIN3)(6-7).

At present, a standard screening program for cervical cancer has been implemented  
effectively across the country, using the cytology method or Pap smear. However, its methods 
show large false positives of up to 40% and false negatives at 5-14%(8-10). Furthermore, an  
additional problem is that there are a large number of unclear Pap smear results with borderline 
results(11-12), causing difficulty in patient management. Such Pap smear results are cytological in 
findings, thus distinguishing between the classes of: normal, abnormal (low grade or high grade 
squamous intraepithelial lesion, LSIL or HSIL) and inconclusive or borderline (atypical squamous 
cells of undetermined significance, ASC-US). They will be tested for histology classification for 
a conclusion, which usually consist of precancerous lesions (CIN) based upon their severity; this 
is graded from CIN1 (mild dysplasia), CIN2 (moderate dysplasia) and CIN3 (severe dysplasia). 
LSIL generally corresponds to CIN1 and HSIL indicates CIN2 or CIN3. 

A need to implement new technology is required more and more, as several studies have 
established testing for the presence of HPV DNA in cervical scrapes to be used for an adjunct 
or combined Pap smear test for triaging equivocal Pap smears, for the reason that positive HPV 
test results help distinguish patients who have unclear Pap tests to be closely followed-up(13-15). 
Usually HPV testing is established to detect HPV infections that are associated with or develop 

into ≥CIN2, or have sensitivity against CIN2 or worse (≥CIN2)(13). Therefore, our purpose is 
to clinically validate the sensitivity and specificity of the in-house HPV-16 DNA quantitative 
real-time PCR assay test, compared to a colposcopy-directed biopsy as a reference method, and 
to validate the reliability of the test and evaluate if viral load can be associated with the virulence 
of precancerous lesions. 

Materials and Methods

Materials
Cervical scrape samples were collected from 65 out-patients aged 35-60 years with  

borderline Pap test results, from the Gynecological Ward at Bhumibol Adulyadej hospital,  
Bangkok, Thailand, and also collected from 119 normal women aged 35-60 years who presented 
an annual Pap smear screening between 2010 and 2012. The study’s proposal was approved by 
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the Institute Ethic Committee at the Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health, 

Thailand. All women were informed, and a written consent form was taken from all participants 

before participating in the study.

Methods

Study Design

 All cervical samples were taken using quantitative HPV-16 DNA real-time PCR.  

Patients who had borderline Pap smear results has cervical scrapes collected for HPV- 16 DNA 

testing, and were examined at that time for colposcopy-directed biopsy. Normal women had cervical 

samples collected for Pap smear and HPV testing, and were examined at that time for colposcopy.

Preparation of Clinical Specimens for hPV Detection and Colposcopy Performance

Before applying acetic acid into the grey zone area for colposcopy examination, the cervical 

scrape samples were collected from patients using cotton swabs. The specimens were kept in 

a tube containing 1 ml of transport medium with swab sticks, and stored at -70 ํC until use. 

The patients were then examined via a colposcopy-directed biopsy as the reference method, and 

a biopsy was conducted in cases where the colposcopy results were positive. The clinical results 

were separated into three grades of precancerous lesion: CIN1, CIN2 and CIN3. The specimens 

were then extracted (Invisorb, Hoffmann, USA) to obtain their viral DNA.

hPV DNA Quantitative Real-time PCR testing 

The HPV DNA quantitative real-time PCR amplification reaction was developed by 

Mark van Duin et al.7, using a primer set designed for the L1 region of HPV DNA, and this was 

performed along with specific TaqMan probing. A real-time PCR reaction was set up by adding 

5 ml of a sample DNA template in a 25 ml of reaction mix of: Primers, Probe, TaqMan Universal 

PCR Master mix, with UNG and distilled water. The amplification was then carried out (Applied 

Biosystem, Foster city, CA, USA).   

A standard curve was set up for quantitating the viral load, by plotting the serial diluting 

known amounts of HPV-16 pBR 322 Plasmid DNA (NIBSC, WHO), which were 5, 50, 500, 5,000 

and 50,000 duplicate copies (Fig.1); and this was performed in every run of detecting HPV DNA 

in the specimen, showing a slope = -3.189 Y = 40.621, R2 =0.992.
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To control the DNA sample adequacy, the human β-globin gene was also amplified in a 

separate HPV reaction, by adding 5 µl of a sample DNA template into a 25 µl of reaction mix of  

β-globin primer7 and probe and Master mix, in the same fashion as the HPV DNA reaction mix 

was. A standard curve for quantitating the globin gene was also set up using human placental 

DNA ranging from 2, 20 and 200 fg.

For internal control, a positive control was set up using the known value of SiHA cell 

line containing 1-2 copies per cell, integrated with HPV-16 DNA dilution of 1:100 (approximately 

7,500 copies), which served for accurate quantification of the HPV load, and which was included 

in every run of amplification.

 

Validation of the hPV DNA Quantitative Real-time PCR testing 

The clinical sensitivity and specificity of the test were determined for the detection of  

the confirmed pathological sign (≥CIN2), as the disease assessment by reference method 

for validity of the test(16).

The HPV DNA test was verified using HPV-16 pBR322 plasmid DNA as a DNA template 

to measure the detection limit, the linearity, cross reactivity, reproducibility and repeatability. 

The detection limit was performed by making ten times dilution of the known amount of plasmid 

DNA from 50,000 - 5 copies. The reproducibility was performed by testing the plasmid DNA 1000 

fg and 10 fg 5 times between runs, while the repeatability was completed intra-run by repeating 

those concentrations 5 samples at a time. The linearity of the test was determined by its regression 

oefficient of the standard curve included in every test run. For other microorganisms that colonize 

the genital tract, such as Chlamydia trachomatis, Herpes simplex virus 1-2 were tested for 

cross-reaction or analytical specifications. 

Figure 1  Standard curve plotting by the serial dilution of HPV 16 - plasmid DNA in every run 

for the quantitative viral load. 
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Statistical Analysis

The clinical sensitivity and specificity were calculated using the ‘Table 2 by 2 Method’, 

and the ‘Mann-Whitney’ test was used to test the differences in viral load. 

Results

Out of 65 cases of borderline results, 45 cases were HPV-16 DNA positive (69.2%). Only 

14/65 cases had precancerous lesions (≥CIN2), or were positive for a colposcopy-directed biopsy 

(Table 1), whereas CIN1 had 11 cases whose symptoms were usually mild and disappeared 

without treatment. 

table 1  The amount of precancerous lesion and no lesion with HPV infection

 HPV testing No  precancerous lesion Precancerous lesion

   CIN1 ≥CIN2

 In-house HPV DNA testing Total

 Neg 15 3 2

 Pos 25 8 12

 total 40 11 14

For clinical sensitivity, out of the 14 ≥CIN2 using the reference method, HPV-16 DNA 

was detected in 12 cases (86%) using in-house quantitative real-time PCR.  For the specificity, out 

of 96 normal women with CIN2 negative by the reference method, 76 cases were negative (80%) 

for HPV-16 DNA (Table 2). 

table 2  Clinical sensitivity and specificity of the in-house real-time PCR for detecting HPV DNA 16 

 Reference test *

	 ≥CIN 2 Normal

positive 12 20 32

negative   2 76 78

total   14 96          110

*Reference test: colposcopy - directed biopsy

The verification of tests was examined. The detection limit was tested by calculating  

the genome equivalent to original viral load of 50,000 copies, and making a serial ten times 

dilution; the final dilution was detected at 5 copies/reaction. For reproducibility, the testing of  

five replicates of 10  and 1000 fg of HPV-16 pBR322 during the day (in 5-day testing)  showed   

5.21% CV and 11.89% CV, respectively. Repeatability of HPV-16 pBR322 detection of five  

replicates with 10 and 1000 fg  intra-run (in a same day) showed 13.40% CV and 7.20% CV, respectively. 

Linearity was determined by the regression coefficient = 0.991-0.999. There was no cross-reactivity 

of Chlamydia trachomatis and Herpes simplex 1-2 in this method. 
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The specimens in this study were detected in ranges from 5 copies to more than 

50,000 copies. There was no statistical significant difference (p = .433) in viral load between 

CIN 1 and ≥CIN2 using the Mann-Whitney test (data not shown).

Discussion

This study showed clinical validation of the HPV-16 DNA real-time PCR testing in  

cervical scrapes in women aged 35-60, in order to help diagnose borderline Pap smear results. 

The sensitivity and specificity of this in-house testing was the first study in Thailand that was 

set up with patients with abnormal Pap smears and normal women who were confirmed with 

precancerous lesions using a colposcopy-directed biopsy as the reference method. According to 

the validation guidelines13, the HPV-16 PCR test results were compared to the end stage of  

disease (≥CIN2) by reference method, and showed a sensitivity of 86% in detecting disease, which 

correlates with a study of Tsiodras et al.(17), whose sensitivity showed 80% detection of CIN2 and 

100% of CIN3, which would imply 86% detection of ≥CIN2.  Furthermore, in seven other studies 

which conducted meta-analyses, their pooled sensitivity of the PCR system for CIN2+ was 80.9(15)   

which was lower than our study. Additionally, another system of detection using ‘Hybrid Capture 

II’ showed a sensitivity of ~ 90%. 

However, for specificity our 80% result was quite low, considering others showed  

more than 90%. This could be a result of the different primers and the test performance used in 

the detection system. We also found that the HPV positive rate of normal colposcopy-confirmed 

women was 21% while another study(18) showed 20% in normal cytology samples. This showed that 

the prevalence of HPV infection of the normal population was quite the same in different areas. 

In our samples with borderline results, the HPV-16 positive rate was 69%, while the other 

showed 50%; hence, this was quite different from ours even though the detection included 11 types 

of HPV probe. This may be associated with the differences of abnormal smear samples studied.    

The reproducibility and repeatability showed the data with no more than 15% CV  

considering the reliability of the assay. The viral load of the in-house real-time PCR test did not 

differentiate CIN1 from CIN2/3, which was quite similar to the results from the study of Schmitt 

et al.(19) and Zerbini’s study 20, which showed that mean viral loads in LSIL and HSIL were not 

significantly different.  

Conclusion

 HPV infection was found in the majority of precancerous lesions population, and was 

associated with CIN2/3 and invasive cervical cancer. The clinical sensitivity and specificity of  

the tests against the disease displayed at 86% and 80%, respectively. This HPV-16 DNA  

real-time PCR test might be useful for health care practices as an adjunct to cytology follow-ups 

for women with borderline results. 
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ประเมินวิธีการตรวจหา		HPV-16	DNA 
ด้วยวิธี	Quantitative Real-time PCR

สขุใจ	 ผลอ�าไพสถิตย์*	 พิไลลักษณ์	 อคัคไพบลูย์	 โอกาดะ*	 ถนอมศริ	ิ สนุทรธรรม**	 วรวรรณ	 ศริชิยั**	

วีระ	 สุรเศรณีวงศ์**	 สมรัตน์	 เลิศมหาฤทธิ์***	 และสมชาย	 แสงกิจพร*		

*กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000  

** โรงพยาบาลภูมิพลอดุลยเดช ถนนพหลโยธิน กรุงเทพฯ 10220

***จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย พญาไท ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330

บทคัดย่อ	 ไวรัส HPV เป็นสาเหตุการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูก จัดเป็นอันดับสองของโรคมะเร็งในหญิงไทย  HPV-16 เป็นชนิดที่มี 
ความเสีย่งต่อการเกดิมะเรง็ ตรวจพบมากในคนไข้มะเรง็ปากมดลกู การตรวจคดักรองมะเรง็ปากมดลกู มกัพบการรายงานผล Pap smear 
ผิดปกติ ผลก้ํากึ่ง เป็นจํานวนมาก การศึกษานี้เป็นการประเมินวิธีหาความไว ความจําเพาะของวิธี เปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิงมาตรฐาน 
เพื่อใช้เป็นวิธีตรวจเพิ่มเติมในคนไข้ที่มีรายงานผลไม่ชัดเจน และปริมาณของไวรัสบอกความรุนแรงของโรคหรือไม่ ทําการเก็บตัวอย่าง
จากคนไข้ที่มีผลกํ้ากึ่งด้วยวิธี Pap smear 65 ราย จากหน่วยนรีเวชกรรม โรงพยาบาลภูมิพลอดุลยเดช และหญิงปกติที่มารับการตรวจ  
Pap smear ประจาํปี จาํนวน 119 คน เข้าร่วมในการศกึษาระหว่างปี 2553 - 2555 ทกุคนจะได้รบัการตรวจยนืยนัด้วยวธิอ้ีางองิมาตรฐาน 
เก็บตัวอย่างเยื่อบุปากมดลูก ตรวจหา HPV-16 DNA ด้วยวิธี real-time PCR ใช้ primer ขยายปริมาณ DNA ใน L1 region 
และตรวจจบัด้วย specific probe ประเมนิหาความไว ความจําเพาะของวธิ ีในการตรวจหา HPV-16 DNA ในรอยโรคก่อนมะเรง็ระยะที ่2 
(≥CIN2) จากผลการศกึษาคนไข้ทีม่ผีลแบบก้ํากึง่ 65 ราย มผีลบวกต่อ HPV-16 จํานวน 45 ราย (69.2%) พบ 14 ราย เป็นรอยโรคก่อน
มะเรง็ระยะที ่2 (≥CIN2) แต่มเีพยีง 12 ราย ทีม่ผีลบวกต่อ HPV-16 DNA ความไวของวธิ ีเป็น 86% (12/14) ในจาํนวน 96/119 ราย 
ไม่พบเป็น CIN2 ด้วยวิธีอ้างอิงมาตรฐานและไม่พบการติดเชื้อ HPV ใน 76/96 ราย ความจําเพาะของวิธีเป็น 80% พบว่าปริมาณของ

ไวรัสไม่สัมพันธ์กับความรุนแรงโรค วิธีนี้มีประโยชน์ใช้ตรวจเพิ่มเติมเมื่อพบผล Pap smear ผิดปกติ เพื่อติดตามคนไข้ 
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ในท้องตลำดมำกขึ้นทั้งที่ผลิตในประเทศและที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศแสดงว่ำมีผู้นิยมดื่มกันมำกขึ้นในประเทศไทย  ปกติบรรจุ
ที่แหล่งก�ำเนิดแต่อำจปนเปื้อนจำกธรรมชำติหรือจำกโรงงำนอุตสำหกรรม  ในปีงบประมำณ พ.ศ.  2556  ส�ำนักคุณภำพและ 
ควำมปลอดภัยอำหำรได้ท�ำกำรศึกษำคุณภำพและควำมปลอดภัยของน�้ำแร่ที่จ�ำหน่ำยภำยในประเทศไทย  จ�ำนวน  54 ตัวอย่ำง 
เป็นน�ำ้แร่ท่ีผลติในประเทศ 21 ตวัอย่ำง และทีน่�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ 33 ตัวอย่ำง  ได้วเิครำะห์แร่ธำตุและแร่ธำตุทีร่่ำงกำยต้องกำร 
ในปริมำณน้อย 13 รำยกำร ได้แก่ ตะกั่ว แคดเมียม โครเมียม ทองแดง แมงกำนีส นิกเกิล สำรหนู  ไนเตรต และฟลูออไรด์ 
ซึ่งเป็นแร่ธำตุที่ก�ำหนดค่ำมำตรฐำนเพรำะเป็นอันตรำยต่อสุขภำพและแร่ธำตุแคลเซียม แมกนีเซียม โซเดียม และโพแทสเซียม 
ซึ่งไม่ก�ำหนดค่ำมำตรฐำนแต่จ�ำเป็นส�ำหรับร่ำงกำย กำรตรวจวิเครำะห์ใช้เทคนิค atomic absorption spectrophotometry 
และ ion chromatography ผลกำรวเิครำะห์พบว่ำร้อยละ 90.7 ของตวัอย่ำง เป็นไปตำมมำตรฐำน และร้อยละ 9.3 (5 ตวัอย่ำง 
เป็นน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำ)  ไม่เป็นไปตำมมำตรฐำน  เน่ืองจำกปริมำณแคดเมียมสูงเกินค่ำมำตรฐำน  0.003  มิลลิกรัมต่อลิตร  เมื่อ
ทดสอบด้วยสถิติ Pearson Chi-Square และ Fisher Exact Test ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 พบว่ำจ�ำนวนตัวอย่ำงที่พบตะกั่ว 
แคดเมียม  ทองแดง  แมงกำนีส  นิกเกิล  และสำรหนู  ในน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศและที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศไม่แตกต่ำงกัน 
ส�ำหรบัโครเมยีม และไนเตรต พบในตวัอย่ำงน�ำ้แร่ทีน่�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศมำกกว่ำน�ำ้แร่ทีผ่ลติในประเทศ เมือ่ทดสอบด้วยสถติิ 
Mann-Whitney U ทีร่ะดบันยัส�ำคญั 0.05 พบว่ำน�ำ้แร่ทีผ่ลติในประเทศมแีคลเซียมและแมกนีเซียมต�ำ่กว่ำ แต่มโีซเดียมสงูกว่ำ 
ส�ำหรับโพแทสเซียมไม่แตกต่ำงกัน  สรุปว่ำคุณภำพและควำมปลอดภัยของน�้ำแร่ธรรมชำติที่ผลิตในประเทศและที่น�ำเข้ำ 
จำกต่ำงประเทศเป็นไปตำมมำตรฐำน  ส�ำหรับแคดเมียมยังคงต้องเฝ้ำระวังโดยเฉพำะน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ  เพื่อเป็น 
กำรคุ้มครองผู้บริโภคและสนับสนุนกำรบังคับใช้ให้เป็นไปตำมกฎหมำย
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บทน�า

ปัจจุบันนอกจำกน�้ำดื่มบรรจุขวดแล้ว  น�้ำแร่ธรรมชำติก็ได้รับควำมนิยมสูงขึ้นอย่ำงเห็นได้ชัดเช่นกัน  ดังจะ

เหน็ได้จำกน�ำ้แร่บรรจขุวดท้ังท่ีผลติในประเทศและน�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ  มวีำงจ�ำหน่ำยมำกขึน้ น�ำ้แร่ธรรมชำตมิคีวำม 

แตกต่ำงจำกน�้ำดื่มบรรจุขวดทั่วไปคือ  น�้ำแร่ธรรมชำติต้องผลิตจำกแหล่งน�้ำใต้ดินที่เกิดขึ้นเองโดยธรรมชำติมีแร่ธำตุ 

ต่ำงๆ  อยู่ตำมคุณสมบัติของแหล่งน�้ำนั้น  มีควำมปลอดภัยทำงด้ำนจุลชีววิทยำโดยไม่ต้องผ่ำนกรรมวิธีฆ่ำเชื้อโรคแต่ 

อำจผ่ำนกรรมวธิบีำงอย่ำงก่อนกำรบรรจ ุเช่น ปรบัปรมิำณก๊ำซหรอืก�ำจดัสำรประกอบทีไ่ม่คงตวั เช่น สำรประกอบเหลก็ 

แมงกำนสี สำรหน ูเป็นต้น ทัง้นีต้้องไม่ท�ำให้สำรประกอบทีส่�ำคญัในน�ำ้แร่ธรรมชำตเิปลีย่นแปลงไป นอกจำกนีก้ำรผลติและ 

กำรบรรจตุ้องท�ำภำยในบรเิวณแหล่งน�ำ้เท่ำนัน้ น�ำ้แร่ธรรมชำตใินภำชนะบรรจทุีปิ่ดสนทิจดัเป็นอำหำรทีก่�ำหนดคณุภำพ

หรือมำตรฐำนตำมประกำศกระทรวงสำธำรณสุข  โดยมีเกณฑ์ก�ำหนดส�ำหรับแร่ธำตุหลำยชนิดเพื่อมิให้เป็นอันตรำย 

ต่อร่ำงกำย เช่น ทองแดง แมงกำนีส สำรหนู แคดเมียม โครเมียม ตะกั่ว ไนเตรต และนิกเกิล เป็นต้น ส�ำหรับฟลูออไรด์

ซึง่มอียูต่ำมธรรมชำตนิัน้ มกีำรก�ำหนดให้แสดงค�ำเตอืนบนฉลำก ถ้ำมฟีลอูอไรด์มำกกว่ำ 1 มลิลกิรมัต่อน�ำ้แร่ธรรมชำต ิ

1 ลิตร(1, 2)  

น�้ำแร่ธรรมชำติ  ประกอบด้วยแร่ธำตุต่ำงๆ  มำกมำย  นอกจำกแร่ธำตุแล้วอำจมีกำรปนเปื้อนของโลหะ

หนัก  โลหะเป็นพิษ  เช่น  ตะกั่ว  แคดเมียม  สำรหนู  และไนเตรต  เป็นแร่ธำตุที่มีอันตรำยต่อร่ำงกำย  พบได้ในน�้ำ 

โดยมตีำมธรรมชำตหิรอืจำกกำรปนเป้ือนทำงสิง่แวดล้อม อตุสำหกรรม และกำรเกษตร สำมำรถเข้ำสูร่่ำงกำยทำงอำหำร  

น�้ำ ลมหำยใจ และผิวหนัง พิษของตะกั่วเมื่อเข้ำสู่ร่ำงกำยในปริมำณสูงท�ำให้คลื่นไส้ อำเจียน มีอำกำรทำงประสำทและ

กล้ำมเนือ้ ร่ำงกำยสำมำรถขับตะกัว่ได้เพยีงเล็กน้อยส่วนทีเ่หลอืจะถูกสะสมไว้ทีก่ระดกู ตบั และไต เดก็สำมำรถดดูซมึพษิ

ของตะกัว่ได้มำกกว่ำผูใ้หญ่ และหำกได้รบัพษิเป็นเวลำนำนจะมผีลท�ำให้พฒันำกำรทำงสมองช้ำกว่ำเดก็ในวยัเดยีวกนั(3) 

แคดเมียมและสำรหนูจัดเป็นสำรพิษร้ำยแรงมีรำยงำนว่ำเป็นสำเหตุของโรคมะเร็ง(3)  แคดเมียมเมื่อเข้ำสู่ร่ำงกำยจะถูก

ดูดซึมในกระเพำะอำหำร แล้วแพร่กระจำยไปที่ตับ ม้ำม และล�ำไส้   ถ้ำได้รับปริมำณต�่ำๆ  เป็นระยะเวลำนำนสำมำรถ

เข้ำไปสะสมและท�ำลำยไต  ถ้ำสะสมเพิ่มขึ้นในปริมำณสูงจะท�ำให้เกิดมะเร็ง  ไตท�ำงำนผิดปกติ  และรบกวนกำรท�ำงำน

ของแคลเซียมในกระดูกท�ำให้กระดูกอ่อนแอและแตกง่ำย(4) สำรหนูปริมำณมำกจะท�ำลำยระบบสมอง ท�ำลำยตับ และ

เซลล์ต่ำงๆ ในร่ำงกำยท�ำให้ตำยได้(5) ถ้ำร่ำงกำยได้รบัสำรหนใูนวยัเดก็เป็นระยะเวลำนำนมผีลต่อพฒันำกำรสมองท�ำให้ 

IQ  ต�่ำ(6)  ไนเตรตมีผลกระทบต่อร่ำงกำยเมื่อมีกำรเปลี่ยนรูปไปเป็นไนไตรท์  ไนไตรท์จะเข้ำไปในเม็ดเลือดแดงและ 

ไปจับตัวกับ hemoglobin  ได้ methemoglobin ซึ่งปล่อยออกซิเจนสู่เซลล์ได้ไม่ดีเท่ำ hemoglobin โดยเฉพำะใน

วัยทำรก enzyme ที่จะเปลี่ยน methemoglobin ไปเป็น hemoglobin มีน้อยมำก ถ้ำร่ำงกำยขำดออกซิเจนเป็นเวลำ

นำนท�ำให้ตัวเขียว หำยใจล�ำบำกอัตรำกำรเต้นของหัวใจจะเร็วขึ้น ร่ำงกำยอ่อนเพลียและถึงตำยได้(3)  โครเมียม นิกเกิล 

แมงกำนสี ทองแดง และฟลูออไรด์ เป็นแร่ธำตท่ีุจ�ำเป็นต่อร่ำงกำยแต่ต้องกำรในปรมิำณน้อยกว่ำวนัละ 100 มลิลกิรมัต่อวนั 

หรือน้อยกว่ำ  0.01%  ของน�้ำหนักตัว(6) ถ้ำมีมำกเกินไปจะสะสมอยู่ในร่ำงกำยและบำงส่วนจะถูกขับออก  โครเมียม 

ช่วยรักษำปริมำณน�ำ้ตำลในร่ำงกำยให้คงท่ี กระตุน้กำรท�ำงำนของเอนไซม์ทีเ่กีย่วข้องกบักำรเปลีย่นน�ำ้ตำลกลโูคสให้เป็น

พลังงำน ถ้ำได้รับมำกเกินไปเป็นเวลำนำนจะท�ำให้เซลล์ DNA ถูกท�ำลำย(7) นิกเกิลช่วยกระตุ้นกำรท�ำงำนของเอนไซม์

บำงชนิดถ้ำมำกเกินไปจะท�ำให้กล้ำมเนื้อหัวใจตำย หน้ำมืดเป็นลม  เสี่ยงต่อกำรเป็นมะเร็งปำกมดลูก  เป็นพิษกับหญิง

มีครรภ์(8)พิษของทองแดงท�ำให้คลื่นเหียนอำเจียน  เกิดกำรอักเสบในช่องท้องและกล้ำมเนื้อ  กดระบบภูมิคุ้มกันของ

ร่ำงกำยและอำจส่งผลให้เกิดควำมผิดปกติทำงจิต  ทองแดงปริมำณสูงจะท�ำให้แมกนีเซียมที่สะสมในร่ำงกำยลดลงเกิด

ภำวะกระดูกพรุนและแตก(9) แมงกำนีสเป็นแร่ธำตุที่มีควำมเป็นพิษน้อยกว่ำแร่ธำตุอื่นๆ เช่น นิกเกิล ทองแดง เป็นต้น 

แต่กำรได้รบัแมงกำนสีมำกเกนิไปจะไปขดัขวำงกำรดดูซมึแร่ธำต ุเช่นเหลก็(10) ฟลอูอไรด์ถกูดดูซมึได้ทนัทใีนระบบทำง

เดินอำหำรและจะถูกดูดซึมที่กระเพำะอำหำรเข้ำสู่กระแสเลือดกระจำยไปกระดูกและฟัน  ถ้ำได้รับเป็นเวลำนำนจะเกิด

ควำมเป็นพิษเรื้อรังเรียกว่ำ “fluorosis” ซึ่งเกิดขึ้นได้ในเด็กและผู้ใหญ่(11) 
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ส�ำหรบัแร่ธำตอุืน่ท่ีมักพบในน�ำ้แร่ธรรมชำต ิแต่มไิด้มกีำรก�ำหนดค่ำมำตรฐำนไว้ ได้แก่ แคลเซยีม แมกนเีซียม 

โซเดียมและโพแทสเซียม ซึ่งจัดเป็นแร่ธำตุที่มีควำมจ�ำเป็นต่อร่ำงกำย(6) 

กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณของแร่ธำตุเหล่ำนี้ส่วนใหญ่สำมำรถวิเครำะห์ได้ด้วยเทคนิค atomic absorption 

spectrophotometer  (AAS) หรือ  induced  coupled plasma  (ICP) ยกเว้นไนเตรต และฟลูออไรด์ซึ่งต้องใช้

เทคนิคอื่น เช่น ion chromatography (IC), ion selective electrode (ISE) เป็นต้น(12)

งำนวิจัยนี้เป็นกำรศึกษำคุณภำพและควำมปลอดภัยของน�้ำแร่ธรรมชำติที่ผลิตในประเทศและที่น�ำเข้ำจำก 

ต่ำงประเทศ เพ่ือให้ได้ข้อมูลท่ีสำมำรถน�ำเสนอแก่สำธำรณะ เพือ่ประกอบกำรพจิำรณำเลอืกซือ้ เป็นกำรคุ้มครองผูบ้รโิภค

และสำมำรถใช้ข้อมูลน้ีเป็นแนวทำงในกำรปรบัปรงุน�ำ้แร่ทีผ่ลติในประเทศ ตัง้แต่กำรเลอืกแหล่งน�ำ้แร่ กระบวนกำรผลติ

ให้มีควำมเหมำะสม และเป็นข้อมูลในกำรปรับปรุงมำตรฐำนน�้ำแร่ธรรมชำติของประเทศต่อไป

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างน�้าแร่ธรรมชาติ

น�้ำแร่ธรรมชำติ  ซ่ึงมีเครื่องหมำยกำรค้ำแตกต่ำงกัน  จ�ำนวน  54  ตัวอย่ำง  เป็นน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศ 

21  ตัวอย่ำง  และน�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ  33  ตัวอย่ำง  ส�ำหรับน�้ำแร่ในประเทศผลิตจำกแหล่งน�้ำแร่ในจังหวัดต่ำงๆ 

10 จงัหวดั ได้แก่ พระนครศรอียธุยำ ปทุมธำนี กำญจนบรุ ีสงิห์บรุ ีเชยีงใหม่ เชยีงรำย สรุำษฎร์ธำน ีระนอง บรุรีมัย์ และตำก

น�ำ้แร่ทีน่�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศผลติจำกประเทศต่ำงๆ 14 ประเทศ ได้แก่ ฝรัง่เศส เยอรมน ีอิตำล ีญีปุ่น่ ไต้หวนั ไอซ์แลนด์ 

สโลวีเนีย อังกฤษ นอร์เวย์ ออสเตรเลีย อินโดนีเซีย เกำหลี แคนำดำ และสเปน ท�ำกำรวิเครำะห์ในปีงบประมำณ 2556

เครื่องมือและอุปกรณ์

Atomic Absorption Spectrophotometer (AAS): Analytik Jena รุ่น 650 s (Graphite Furnace 

และ Hydride Generation) พร้อมด้วย hollow cathode lamp ของตะกั่วและสำรหนู

Atomic  Absorption  Spectrophotometer  (AAS):  Varian  รุ ่น  240  (Flame)  พร้อมด้วย 

hollow cathode lamp หรอื multi element lamps ของแคดเมยีม โครเมยีม ทองแดง แมงกำนสี นกิเกลิ แคลเซยีม  

แมกนีเซียม โซเดียม โพแทสเซียม 

Ion Chromatography  (IC): Dionex รุ่น DX 500 พร้อมด้วย conductivity detector

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สำรเคมี  (AR):  nitric  acid,  hydrochloric  acid,  sodium  hydroxide,  sodium  borohydride,  

potassium iodide, ascorbic acid, น�้ำปรำศจำกไอออน

สำรมำตรฐำน  :  สำรละลำยมำตรฐำนตะกั่ว  แคดเมียม  โครเมียม  ทองแดง  แมงกำนีส  นิกเกิล  สำรหน ู  

แคลเซียม  แมกนีเซียม  โซเดียม  โพแทสเซียม  ไนเตรต  และฟลูออไรด์ควำมเข้มข้นชนิดละ  1,000  มิลลิกรัมต่อลิตร  

มีคุณสมบัติสำมำรถสอบกลับได้ (traceable to CRM)

วิธีวิเคราะห์

วิเครำะห์ตำม  Standard Methods  for  the  Examination  of Water  and Wastewater.  22nd  

Edition.  American  Public  Health  Association, Washington DC(12)(APHA)  ได้แก่  กำรวิเครำะห์

ปริมำณแร่ธำตุตะกั่ว ปฏิบัติตำม APHA (3113 B), สำรหนู ปฏิบัติตำม APHA (3114 C), แคดเมียม โครเมียม 

ทองแดง  แมงกำนีส  นิกเกิล  แคลเซียม  แมกนีเซียม  โซเดียม  และโพแทสเซียมปฏิบัติตำม  APHA  (3111  B), 
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ไนเตรตและฟลูออไรด์ปฏิบัติตำม  APHA  (4110  B)  วิธีวิเครำะห์เหล่ำนี้ผ่ำนกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีโดยมี

คุณลักษณะเฉพำะที่ส�ำคัญ (ตำรำงที่ 1)

  แร่ธำตุ  %Recovery*  %RSD*  LOD  LOQ

ตะกั่ว   99  11.7  2 µg/L  5 µg/L

แคดเมียม  81  1.7  0.0001 mg/L  0.002 mg/L

โครเมียม  83  2.1  0.001 mg/L  0.01  mg/L

ทองแดง  86  4.2  0.001 mg/L  0.005  mg/L

แมงกำนีส  91  3.9  0.0002  mg/L  0.002  mg/L

นิกเกิล  102  4.8  0.001  mg/L  0.004  mg/L

สำรหนู  100  12.1  0.1  µg/L  0.5  µg/L

ไนเตรต  107  3.1  0.22  mg/L  1.1  mg/L

ฟลูออไรด์  91  3.5  0.02  mg/L  0.20  mg/L

แคลเซียม  94   2.7  0.02  mg/L  0.5  mg/L

แมกนีเซียม  101   3.9  0.07  mg/L  0.1  mg/L

โซเดียม  95   5.8  0.02  mg/L  0.1  mg/L

โพแทสเซียม  97   6.3  0.01  mg/L  0.1  mg/L

*วิเครำะห์ที่ระดับ LOQ จ�ำนวน 7 ซ�้ำ

ตารางที่ 1  คุณลักษณะเฉพำะที่ส�ำคัญของวิธีวิเครำะห์ของแต่ละแร่ธำตุ

กำรวิเครำะห์  :  ตะกั่ว  แคดเมียม  โครเมียม  ทองแดง  แมงกำนีส  นิกเกิล  ปิเปตตัวอย่ำงเติมกรดไนตริก 

ให้ควำมร้อนปรับปริมำตร  วัดปริมำณแร่ธำตุด้วยเครื่อง  AAS  สำรหนู  :  ปิเปตตัวอย่ำงให้ควำมร้อนเติมส่วนผสม

ของ  potassium  iodide,  ascorbic  acid  และกรดไฮโดรคลอริก  ปรับปริมำตรน�ำมำท�ำปฏิกิริยำกับสำรละลำย 

sodium  borohydride  ใน  sodium  hydroxide  แล้ววัดด้วยเครื่อง  AAS  แคลเซียม  แมกนีเซียม  โซเดียม 

โพแทสเซียม  :  วัดปริมำณแร่ธำตุโดยตรงด้วยเครื่อง  AAS  ไนเตรต ฟลูออไรด์  :  กรองผ่ำน membrane  filter 

ขนำด 0.45 ไมครอนก่อนฉีดเข้ำเครื่อง IC 

การควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห์

ยืนยันควำมถูกต้องของผลวิเครำะห์โดยวิเครำะห์  spiked  sample,  duplicate  sample  และ  control 

sample  และผลเข้ำร่วมกำรทดสอบควำมสำมำรถห้องปฏิบัติกำรกับกรมวิทยำศำสตร์บริกำร อยู่ในเกณฑ์ที่น่ำพอใจ 

(ค่ำ |Z| scores<2)            

คุณภาพและความปลอดภัยของน�้าแร่ธรรมชาติที่ผลิตในประเทศและที่น�าเข้าจากต่างประเทศ

1.  ทดสอบควำมแตกต่ำงกำรตรวจพบตะก่ัว  แคดเมียม  โครเมียม  ทองแดง  แมงกำนีส  นิกเกิล  สำรหนู 

ไนเตรต และ ฟลูออไรด์ โดยน�ำชนิดน�ำ้แร่ธรรมชำตทิีผ่ลติในประเทศและทีน่�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศมำนบัควำมถีข่องจ�ำนวน

ตัวอย่ำงที่พบและไม่พบแร่ธำตุจัดให้อยู่ในรูปตำรำงแจกแจงควำมถี่ด้วยตำรำงไขว้ (cross table) แบบ 2 × 2 ใช้สถิติ 

Pearson Chi-Square และ Fisher’s Exact Test ทดสอบควำมแตกต่ำงที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05(13, 14)



    

	 	 กรรณิกา		จิตติยศราคุณภาพและความปลอดภัยของน�้าแร่ธรรมชาติที่ผลิตในประเทศและที่น�าเข้าจากต่างประเทศ		 	 และกัญญา		พุกสุ่น
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2. ทดสอบควำมแตกต่ำงของปริมำณแคลเซียม แมกนีเซียม โซเดียม โพแทสเซียม โดยน�ำผลกำรวิเครำะห์

ปริมำณแร่ธำตุในน�้ำแร่ทั้งสองชนิดมำเรียงล�ำดับจำกค่ำต�่ำสุดถึงสูงสุดให้ล�ำดับที่ของแต่ละตัวอย่ำงโดยแปลงปริมำณ 

แร่ธำตใุห้เป็นระดบักำรวัดแบบอนัดบั (ordinal scale) หำล�ำดบัทีเ่ฉลีย่ (mean rank) ใช้สถติ ิMann-Whitney U 

ทดสอบควำมแตกต่ำงที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05(13, 14)

ผล

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณแร่ธาตุ

กำรศึกษำคุณภำพและควำมปลอดภัยของน�้ำแร่ธรรมชำติ  54  ตัวอย่ำง  แบ่งเป็น  น�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศ 

21 ตัวอย่ำง และน�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ 33 ตัวอย่ำง วิเครำะห์แร่ธำตุตัวอย่ำงละ 13 รำยกำร เป็นแร่ธำตุที่มีค่ำมำตรฐำน

ก�ำหนดในประกำศกระทรวงสำธำรณสุข ฉบับที่ 199 (พ.ศ. 2543) จ�ำนวน 9 รำยกำร ได้แก่ ตะกั่ว แคดเมียม โครเมียม 

ทองแดง  แมงกำนีส  นิกเกิล  สำรหนู  ไนเตรต ฟลูออไรด์  และไม่มีค่ำมำตรฐำนก�ำหนด  4  รำยกำร  ได้แก่  แคลเซียม 

แมกนีเซียม  โซเดียม  และโพแทสเซียม  ผลวิเครำะห์พบว่ำ  ปริมำณสูงสุดของแร่ธำตุที่มีค่ำมำตรฐำน  ได้แก่  ตะก่ัว 

แคดเมยีม ทองแดง โครเมียม แมงกำนสี นกิเกลิ สำรหน ูไนเตรต ฟลอูอไรด์ เท่ำกบั 0.009, 0.005, 0.1, น้อยกว่ำ 0.01, 

0.072, 0.02, 0.006, 18.0 และ 0.91 มิลลิกรัมต่อลิตร ตำมล�ำดับ มีน�้ำแร่จ�ำนวน 5 ตัวอย่ำง (ร้อยละ 9.3) ซึ่งเป็นน�้ำแร่

น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ (เยอรมนี ฝรัง่เศส และอิตำล)ี ทีม่คุีณภำพผิดมำตรฐำน คือ พบแคดเมยีมสงูกว่ำ 0.003 มลิลกิรมั

ต่อลิตร (พบเฉลีย่ 0.005 มิลลกิรมัต่อลติร)  น�ำ้แร่ทีพ่บตะกัว่ปรมิำณสงูใกล้กบัค่ำมำตรฐำน คอื 0.009 มลิลกิรมัต่อลติร 

เป็นน�้ำแร่น�ำเข้ำจำกไต้หวัน    และที่พบนิกเกิลปริมำณสูงเท่ำกับค่ำมำตรฐำน  คือ  0.02  มิลลิกรัมต่อลิตร  เป็นน�้ำแร่ท่ี 

น�ำเข้ำจำกเยอรมน ี2 ตวัอย่ำง ส่วนปรมิำณ แคลเซยีม แมกนเีซยีม โซเดยีม และโพแทสเซยีม ทีพ่บสงูสดุ คอื 242, 116, 

324 และ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ตำมล�ำดับ ผลกำรตรวจวิเครำะห์น�้ำแร่และค่ำมำตรฐำน (ตำรำงที่ 2)

ตารางที่ 2  ปริมำณสูงสุดของแร่ธำตุที่ตรวจพบจำกตัวอย่ำงทั้งหมด 54 ตัวอย่ำง

    ปริมำณสูงสุด (mg/L)
  แร่ธำตุ    ค่ำมำตรฐำน*(mg/L)
    ในประเทศ  ต่ำงประเทศ

ตะกั่ว   0.006  0.009  ไม่เกิน 0.01

แคดเมียม   <0.002  0.005  ไม่เกิน 0.003

ทองแดง   0.01  0.10  ไม่เกิน 1

โครเมียม   <0.01  <0.01  ไม่เกิน 0.05

แมงกำนีส   0.003  0.072  ไม่เกิน 2

นิกเกิล  0.01  0.02  ไม่เกิน 0.02

สำรหนู   0.003  0.006  ไม่เกิน 0.05

ไนเตรต  18.0  16.0  ไม่เกิน 50

ฟลูออไรด์   0.63  0.91  มำกกว่ำ 1 (มีค�ำเตือน)

แคลเซียม   65  242  -

แมกนีเซียม   26  116  -

โซเดียม   151  324  -

โพแทสเซียม   7.7  25  -

*ประกำศกระทรวงสำธำรณสุข ฉบับที่ 199 (พ.ศ. 2543)
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จ�ำนวนตัวอย่ำงที่พบแร่ธำตุต่ำงๆ  ในน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศและที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ  (ตำรำงที่  3  และ

ตำรำงที่ 4)

ตารางที่ 3  จ�ำนวนตัวอย่ำงที่พบแร่ธำตุต่ำงๆ ในน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศ 21 ตัวอย่ำง

    แหล่งผลิต  ตะกั่ว   แคดเมียม   โครเมียม  ทองแดง  แมงกำนีส  นิกเกิล  สำรหนู  ไนเตรต
(จ�ำนวนตัวอย่ำง) 

อยุธยำ (1)  1  -  -  -  1  1  1  1
ปทุมธำนี (7)  4  2  -  1  5  -  7  1
ตำก (2)  1  2  -  2  2  1  2  2
สิงห์บุรี (2)  1  1  1  1  1  -  -  2
เชียงใหม่ (1)  1  1  1  1  1  1  1  1
เชียงรำย (1)  -  -  -  1  1  -  -  1
บุรีรัมย์ (2)  1  -  1  2  2  2  -  2
กำญจนบุรี (2)  1  -  -  2  2  -  2  1
สุรำษฎร์ธำนี (2)  -  -  -  1  1  -  2  1
ระนอง (1)  -  -  1  1  1  -  1  1

รวม (21)  10  6  4  12  17  5  16  13

ตารางที่ 4 จ�ำนวนตัวอย่ำงที่พบแร่ธำตุต่ำงๆ ในน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ 33 ตัวอย่ำง

    แหล่งผลิต  ตะกั่ว   แคดเมียม   โครเมียม  ทองแดง  แมงกำนีส  นิกเกิล  สำรหนู  ไนเตรต
(จ�ำนวนตัวอย่ำง) 

ฝรั่งเศส (6)  5  5  3  5  6  3  6  5 
เยอรมนี (5)  2  3  4  4  5  4  2  4
อิตำลี (6)  3  5  5  4  5  2  4  6
ญี่ปุ่น (1)  -  -  -  -  1  -  1  1
อินโดนีเซีย (1)  1  -  1  -  1  -  1  1
ไต้หวัน (1)  1  -  -  -  1  -  -  1
นอร์เวย์ (1)  1  -  -  -  1  -  1  1
โซวำเนีย (1)  -  1  1  1  1  -  1  1
ออสเตรเลีย (2)  1  -  1  -  1  1  1  2
แคนำดำ (1)  -  -  -  1  1  -  1  -
เกำหลี (4)  1  -  1  1  4  1  4  4
อังกฤษ (1)  -  1  -  -  -  -  -  1
ไอซ์แลนด์ (1)  1  -  -  -  -  -  -  - 
สเปน (2)  -  -  1  -  -  -  1  2

รวม (33)  16  15  17  16  27  11  23  29

ตะกั่ว แคดเมียม โครเมียม ทองแดง แมงกำนีส นิกเกิล สำรหนู และไนเตรต ส่วนใหญ่ตรวจไม่พบ หรือพบ 

น้อยกว่ำ LOQ โดยพบแร่ธำตเุหล่ำน้ีในน�ำ้แร่ท่ีผลติในประเทศคดิเป็นร้อยละ 38.5, 28.6, 20.0, 42.9, 38.6, 31.2, 41.0 

และ 31.0 ตำมล�ำดับ และพบในน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศคิดเป็นร้อยละ 61.5, 71.4, 80.0, 57.1, 61.4, 68.8, 

59.0 และ 69.0 ตำมล�ำดับ
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ส�ำหรบัแคลเซียม แมกนีเซียม โซเดียม และโพแทสเซยีม น�ำ้แร่ทีผ่ลติในประเทศ บำงตวัอย่ำงไม่พบแคลเซยีม

และแมกนีเซียม แต่พบโซเดียมและโพแทสเซียมทุกตัวอย่ำง น�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศพบแคลเซียม แมกนีเซียม 

โซเดียม และโพแทสเซียมทุกตัวอย่ำง โดยเฉพำะน�้ำแร่ที่มำจำกฝรั่งเศส เยอรมนี และอิตำลี จะมีแร่ธำตุเหล่ำนี้สูงมำก 

(ตำรำงที่ 5)

ตารางที่ 5  ผลกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณแร่ธำตุ 4 รำยกำร จ�ำแนกตำมแหล่งผลิต

    แหล่งผลิต  ปริมำณแร่ธำตุ (มิลลิกรัมต่อลิตร)

(จ�ำนวนตัวอย่ำง)  แคลเซียม  แมกนีเซียม  โซเดียม  โพแทสเซียม

ในประเทศ (21)

อยุธยำ (1)

ปทุมธำนี (7)

ตำก (2)

สิงห์บุรี (2)    

เชียงใหม่ (1)

เชียงรำย (1)

บุรีรัมย์ (2)

กำญจนบุรี (2)

สุรำษฎร์ธำนี (2)

ระนอง (1)

ต่างประเทศ (33)

ฝรั่งเศส (6)

เยอรมนี (5)

อิตำลี (6)

ญี่ปุ่น (1)

อินโดนีเซีย (1)

ไต้หวัน (1)

นอร์เวย์ (1)

โซวำเนีย (1)

ออสเตรเลีย (2)

แคนำดำ (1)

เกำหลี (4)

อังกฤษ (1)

ไอซ์แลนด์ (1)

สเปน (2)

30

<0.5-19

48-50

0.5-36

65

ไม่พบ

2.1-3.5

ไม่พบ-<0.5

ไม่พบ-<0.5

16

13-166

46-242

33-163

27

3.9

1.7

4.0

63

8.5

11

0.9-28

17

2.9

8.4-60

9.2

0.1-7.7

25-26

0.1-7.0

8.3

ไม่พบ

14-15

0.1-0.1

ไม่พบ-0.5

0.3

5.2-84

4.5-116

6.5-54

9.8

2.8

0.5

1.0

20

6.2

1.5

0.4-3.6

4.4

0.9

2.0-27

134

104-178

47-57

110-151

13

4.6

13-32

0.9-1.6

55-67

65

4.9-151

4.0-324

0.9-33

31

6.3

2.7

6.8

8.1

11

3.6

4.6-15

11

11

4.5-5.4

1.9

0.8-3.9

1.6-2.2

1.8-3.4

1.8

0.8

2.5-3.6

0.7-1.4

1.2-7.7

4.9

1.4-11

1.8-25

0.6-3.8

5.8

1.6

0.3

1.0

1.5

1.7

1.3

0.8-2.6

1.3

0.9

0.1-2.6
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คุณภาพและความปลอดภัยของน�้าแร่ที่ผลิตในประเทศและที่น�าเข้าจากต่างประเทศ
เมือ่ทดสอบควำมถีข่องจ�ำนวนตวัอย่ำงทีพ่บและไม่พบตะกัว่ แคดเมยีม โครเมยีม ทองแดง นกิเกลิ แมงกำนสี 

สำรหนู  ไนเตรต  ในน�้ำแร่ท่ีผลิตในประเทศและน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศด้วยสถิติ  Pearson  Chi-Square 
ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 (ส�ำหรับฟลูออไรด์ไม่ทดสอบเนื่องจำกผลกำรตรวจวิเครำะห์พบน้อยกว่ำ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร)
กรณีแมงกำนีส และไนเตรต หลังจำกกำรทดสอบด้วย Pearson Chi-Square พบมีค่ำคำดหวังน้อยกว่ำ 5 จึงใช้สถิติ 
Fisher’s Exact Test ผลกำรทดสอบควำมถี่ของจ�ำนวนตัวอย่ำงที่พบตะกั่ว แคดเมียม ทองแดง แมงกำนีส นิกเกิล 
และสำรหนไูม่แตกต่ำงกนั (p–value>0.05) แสดงว่ำโอกำสพบแร่ธำตเุหล่ำนีใ้นน�ำ้แร่ทีผ่ลติในประเทศและทีน่�ำเข้ำจำก 
ต่ำงประเทศมีเท่ำๆ กัน กรณีโครเมียมและไนเตรต พบว่ำแตกต่ำงกัน (p–value<0.05) แสดงว่ำมีโอกำสพบโครเมียม
และไนเตรตในน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศมำกกว่ำน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศ (ตำรำงที่ 6)

ตารางที่ 6 ผลกำรทดสอบควำมถี่ของจ�ำนวนตัวอย่ำงที่พบแร่ธำตุต่ำงๆ จ�ำแนกตำมแหล่งผลิต

    แหล่งผลิต  ตะกั่ว  แคดเมียม  โครเมียม  ทองแดง  แมงกำนีส  นิกเกิล  สำรหนู  ไนเตรต
(จ�ำนวนตัวอย่ำง)  พบ  พบ  พบ  พบ  พบ  พบ  พบ  พบ

ในประเทศ (21)  10  6  4  12  17  5  16  13
ต่ำงประเทศ (33)  16  15  17  16  27  11  23  29
รวม (54)  26  21  21  28  44  16  39  42

p–value  0.951  0.215  0.029  0.535  1.0  0.455  0.604  0.042

เมื่อทดสอบปริมำณแคลเซียม แมกนีเซียม โซเดียม และโพแทสเซียม ในน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศและที่น�ำเข้ำ
จำกต่ำงประเทศด้วยสถติ ิMann-Whitney U ทีร่ะดบันยัส�ำคัญ 0.05  ผลกำรทดสอบพบปรมิำณแคลเซยีม แมกนเีซยีม 
และโซเดียม  ในน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศและที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศแตกต่ำงกัน  (p–value<0.05)  โดยน�้ำแร่ที่ผลิต 
ในประเทศมปีรมิำณแคลเซยีมและแมกนเีซยีมต�ำ่กว่ำน�ำ้แร่ทีน่�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศแต่มโีซเดยีมสงูกว่ำ ส�ำหรบัปรมิำณ
โพแทสเซียมในน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศและที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศไม่แตกต่ำงกัน (p–value>0.05) (ตำรำงที่ 7)

ตารางที่  7  ล�ำดับที่เฉลี่ย  (mean  rank) และผลกำรทดสอบปริมำณแคลเซียม แมกนีเซียม  โซเดียม  โพแทสเซียม 
จ�ำแนกตำมแหล่งผลิต

  แหล่งผลิต  แคลเซียม  แมกนีเซียม  โซเดียม  โพแทสเซียม

ในประเทศ  16.1    18.8   36.4  29.4
ต่ำงประเทศ  31.3  31.0  21.8  26.3
p-value   0.001  0.005  0.001  0.478

วิจารณ์

จำกผลกำรส�ำรวจคณุภำพน�ำ้แร่ท่ีผลิตในประเทศและทีน่�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ ไม่พบแร่ธำตใุดเกนิค่ำมำตรฐำน 
ยกเว้นแคดเมยีม จ�ำนวน 5 ตวัอย่ำง ทุกตวัอย่ำงมีค่ำควำมเป็นกรด (pH 5-6) แคดเมยีมเป็นแร่ธำตหุรอืโลหะทีม่กัปะปน
กับแร่ธำตุสังกะสี ตะกั่ว และทองแดง แคดเมียมที่บริสุทธิ์จะอ่อน มีสีเงิน-ขำว แคดเมียมใช้ในอุตสำหกรรมแบตเตอรี่ 
เม็ดสี  หรือใช้ในกำรเคลือบ  และกำรทำสี  และใช้ในกำรคงตัวของพลำสติก(4)  กำรปนเปื้อนในน�้ำดื่มอำจมีสำเหตุจำก 
ควำมไม่บริสุทธิ์ของสังกะสีท่ีใช้เคลือบ  หรือมีแคดเมียมในสีเคลือบฝำโลหะหรือเป็นส่วนผสมของเม็ดสีที่ใช้ผลิต
ขวดและฝำพลำสติก  หรือปนเปื้อนจำกกำรบัดกรีของโลหะที่ใช้เชื่อมต่อ  มีรำยงำนจำก  The New York Times(15) 
ฉบับวันที่  5  มิถุนำยน  2010  ว่ำได้มีกำรเรียกเก็บแก้วที่มีรูปพื้นกำร์ตูนของ McDonald  ในกิจกรรมส่งเสริมกำรขำย 
หลังพบว่ำมกีำรปนเป้ือนของแคดเมียมท่ีใช้เป็นส่วนผสมของเมด็ส ีจำกข้อมลูนีผู้้ผลติควรศกึษำว่ำกระบวนกำรผลติ เช่น 
กำรเตมิก๊ำซซึง่ท�ำให้น�ำ้แร่มคีวำมเป็นกรด วสัดภุณัฑ์ทีใ่ช้ในกำรบรรจ ุสิง่เหล่ำนีอ้ำจมผีลต่อคุณภำพของน�ำ้แร่ อย่ำงไรกต็ำม 
ผู้วิจัยได้เก็บตัวอย่ำงผลิตภัณฑ์เดิมวิเครำะห์ซ�้ำอีก  3  ครั้ง  แต่ละครั้งเก็บห่ำงกัน  3-4  เดือน  ผลวิเครำะห์ซ�้ำตรวจ 
ไม่พบแคดเมียมในตัวอย่ำงทั้งหมด 

คุณภำพน�้ำแร่ธรรมชำติที่ใช้ส�ำหรับกำรบริโภคมีกำรควบคุมที่แตกต่ำงกัน  กล่ำวคือ  สหภำพยุโรป(16) 
ก�ำหนดว่ำน�้ำแร่ธรรมชำติที่ฉลำกระบุว่ำมีแคลเซียม  แมกนีเซียม  หรือโซเดียม  ต้องมีปริมำณแร่ธำตุเหล่ำนี้
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มำกกว่ำ    150,  50  และ  200  มิลลิกรัมต่อลิตร  ตำมล�ำดับ  แต่มำตรฐำนของประเทศไทย(1) และมำตรฐำนอำหำร

ระหว่ำงประเทศ  (Codex)(17)  ไม่ได้ก�ำหนดไว้  ดังนั้นหำกมีกำรทบทวนให้ก�ำหนดปริมำณขั้นต�่ำของแร่ธำตุที่จ�ำเป็น 

ต่อร่ำงกำยและควบคุมฉลำกให้ระบุข้อควำมเกี่ยวกับแร่ธำตุเหล่ำนี้ให้ถูกต้อง  จะท�ำให้ผู้บริโภคได้ซื้อน�้ำแร่ท่ีมีคุณค่ำ 

สมรำคำ ส�ำหรบัแร่ธำตทุีเ่ป็นอนัตรำยและแร่ธำตทุีร่่ำงกำยต้องกำรน้อย มเีกณฑ์ก�ำหนดทีค่ล้ำยคลงึกนัต่ำงกนัทีป่รมิำณ

สำรหน ูและแมงกำนสี ซึง่มำตรฐำนของ (Codex) และของสหภำพยโุรปจะก�ำหนดให้พบปรมิำณสำรหนไูด้ไม่เกนิ 0.01 

มลิลิกรัมต่อลติร เท่ำกนั แมงกำนสี ไม่เกนิ 0.4 และ 0.5 มลิลกิรมัต่อลติร ตำมล�ำดบั  ซึง่แตกต่ำงจำกมำตรฐำนของประเทศไทย

ที่ก�ำหนดไว้ที่ 0.05 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตรตำมล�ำดับ ดังนั้นจะเห็นได้ว่ำในแง่ของกำรคุ้มครองผู้บริโภคมำตรฐำนของ 

ต่ำงประเทศให้ควำมส�ำคัญและมีควำมชัดเจนมำกกว่ำ

กำรแสดงฉลำกเป็นเรื่องส�ำคัญ  เมื่อพิจำรณำและเปรียบเทียบข้อก�ำหนดมำตรฐำนน�้ำแร่ธรรมชำติ 

ของประเทศไทยกับบำงประเทศ  เช่น  ประเทศอังกฤษ(18)  ที่ระบุว่ำน�้ำแร่ธรรมชำติจำกแหล่งน�้ำแร่แหล่งใดแหล่งหนึ่ง 

ที่เป็นแหล่งเดียวกัน  ไม่ได้รับอนุญำตให้ใช้ชื่อทำงกำรค้ำมำกกว่ำหนึ่งชื่อ  แต่มำตรฐำนของประเทศไทย  ไม่ได้

มีข้อก�ำหนดที่ชัดเจน  ท�ำให้น�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศมีหลำยยี่ห้อทั้งที่มำจำกแหล่งก�ำเนิดเดียวกัน  เช่น  จังหวัด

ปทุมธำนี  7  ยี่ห ้อ  ตำก  2  ยี่ห ้อ  สุรำษฎร์ธำนี  2  ยี่ห ้อ  กำรที่ผู ้ผลิตรำยเดียวแต่มีหลำยยี่ห ้อก็เพื่อหวังผล 

ทำงกำรตลำด  บำงยี่ห้อก็จ�ำกัดอยู่เฉพำะพื้นที่กำรขำย  หรือมีกำรแจกฟรีตำมสถำนีบริกำรน�้ำมัน  ท�ำให้ผู้บริโภคเกิด

ควำมสบัสนไม่เหน็คณุค่ำของน�ำ้แร่ และไม่รูว่้ำน�ำ้แร่ทีแ่ท้จรงิควรมำจำกแหล่งก�ำเนดิตำมธรรมชำต ิถ้ำก�ำหนดน�ำ้แร่ให้มี

แหล่งทีม่ำชดัเจน แต่ละแหล่งก�ำเนดิมีเพยีงยีห้่อเดยีว ให้ผูบ้รโิภคได้ตดัสนิใจซือ้น�ำ้แร่ทีค่งลกัษณะตำมธรรมชำต ิดงันัน้ 

จะเห็นได้ว่ำมำตรฐำนของประเทศอังกฤษให้ควำมส�ำคัญของแหล่งก�ำเนิดมำก  เพรำะแหล่งก�ำเนิดเป็นลักษณะเฉพำะ 

ทีบ่่งบอกถงึปรมิำณแร่ธำต ุคณุลักษณะทำงกำยภำพ  และควำมปลอดภยัทำงจลุชีววทิยำของแหล่งน�ำ้แร่นัน้ๆ ซึง่คณุสมบตัิ 

เหล่ำนี้ท�ำให้น�้ำแร่แตกต่ำงจำกน�้ำบริโภคในภำชนะบรรจุที่ปิดสนิททั่วไป

นอกจำกน้ียังพบว่ำน�้ำแร่ในประเทศส่วนใหญ่ผ่ำนกระบวนกำรฆ่ำเช้ือโรค  มีรำยงำนประเมินควำมเสี่ยง 

ต่อสุขภำพจำกโบรเมตในน�้ำดื่มบรรจุขวดและน�้ำแร่ธรรมชำติ(19) ได้ศึกษำและส�ำรวจโบรเมตในน�้ำแร่ธรรมชำติ จ�ำนวน 

54  ตัวอย่ำง  พบโบรเมตในน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศสูงเกินเกณฑ์ WHO  12  ตัวอย่ำง  (<3-116  ไมโครกรัมต่อลิตร)  

ส่วนน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำสูงเกินเกณฑ์ WHO  เล็กน้อย  2  ตัวอย่ำง  ซึ่งบ่งช้ีถึงกำรใช้โอโซนในกำรฆ่ำเช้ือโรคในน�้ำแร่ท่ีผลิต 

ในประเทศ

เม่ือเปรยีบเทียบกบักำรศกึษำคณุภำพน�ำ้แร่ในปี พ.ศ. 2535(20) ซึง่มกีำรตรวจคณุภำพน�ำ้แร่จ�ำนวน 82 ตวัอย่ำง 

เป็นน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศและน�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ  พบแคดเมียมเกินมำตรฐำน  คิดเป็นร้อยละ  3.84  ในตัวอย่ำง

น�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศและพบแคดเมียม โครเมียม ตะกั่ว ฟลูออไรด์ ไนเตรตเกินมำตรฐำน คิดเป็นร้อยละ 8.9, 1.8, 

3.6, 1.8 และ 3.6 ตำมล�ำดับ ในตัวอย่ำงน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ ในครั้งนี้พบว่ำคุณภำพน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศ

และที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศดีขึ้นและเป็นไปตำมมำตรฐำน  ยกเว้นแคดเมียมที่ยังคงต้องเฝ้ำระวังโดยเฉพำะในน�้ำแร ่

ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ ส�ำหรับปริมำณแร่ธำตุที่จ�ำเป็นต่อร่ำงกำย ได้แก่ แคลเซียม แมกนีเซียม โซเดียม โพแทสเซียม

ในน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศสูงกว่ำน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศ  แต่กำรศึกษำครั้งนี้เมื่อวิเครำะห์ด้วยหลักสถิติพบว่ำ 

ปริมำณโซเดียมในน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศสูงกว่ำน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ 

โซเดียมเป็นแร่ธำตุที่มีควำมส�ำคัญเป็นตัวแลกเปลี่ยนอิออนของเซลล์ในร่ำงกำย  เป็นส่วนส�ำคัญของระบบ 

กำรท�ำงำนของกล้ำมเนื้อ(21)  เมื่อรวมกับคลอไรด์จะอยู่ในรูปของเกลือ  ร่ำงกำยได้รับเกลือจำกอำหำรหลำยชนิด  เช่น  

เครื่องปรุงรส อำหำรส�ำเร็จรูป อำหำรปรุงรส อำหำรทะเล เป็นต้น ร่ำงกำยควรได้รับโซเดียมน้อยกว่ำ 2,300 มิลลิกรัม

ต่อวัน  แต่ผู้ที่มีอำยุมำกกว่ำ  51  ปี  ควรได้รับ  1,500  มิลลิกรัมต่อวัน(22) อย่ำงไรก็ตำมปริมำณที่พบโซเดียมในน�้ำ 

น้อยมำกเมื่อเทียบกับโซเดียมที่มีอยู่ในอำหำร
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น�้ำมีประโยชน์ต่อร่ำงกำย  แร่ธำตุหรือเกลือแร่ที่อยู่ในน�้ำร่ำงกำยสำมำรถดูดซึมและน�ำไปใช้ได้อย่ำงรวดเร็ว 

รำคำของน�้ำแร่ท่ีผลิตในประเทศไม่แตกต่ำงจำกน�้ำบริโภคปิดสนิท  ท�ำให้น�้ำแร่เป็นที่นิยม  แต่น�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำก 

ต่ำงประเทศมีรำคำสูง  ถ้ำเปรียบเทียบด้ำนรำคำในปริมำณที่เท่ำกันน�้ำแร่ในประเทศจะมีรำคำ  8-15  บำทต่อขวด 

น�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศจะมีรำคำตั้งแต่  25-140  บำทต่อขวด  แพงกว่ำน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศ  3-10  เท่ำ 

รำคำน�้ำแร่ซึ่งแตกต่ำงกันมำก  ข้ึนกับแหล่งผลิตและต้นทุนในกำรขนส่ง  โดยเฉพำะน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ 

แต่น�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศมีค่ำใช้จ่ำยน้อยกว่ำ  เช่น  มีค่ำขวด  กำรขนส่งแต่ไม่ต้องเสียภำษีน�ำเข้ำ  เป็นต้น  อย่ำงไร

ก็ตำมปริมำณแร่ธำตุที่จ�ำเป็นหรือแร่ธำตุที่เป็นอันตรำยที่ร่ำงกำยได้รับไม่ได้มำจำกน�้ำเพียงอย่ำงเดียว  อำจได้รับจำก 

สิ่งแวดล้อมในชีวิตประจ�ำวัน โดยเฉพำะจำกอำหำร น�้ำแร่ยังคงมีประโยชน์แต่กำรดื่มน�้ำแร่เป็นประจ�ำหรือดื่มเพื่อแทน 

น�้ำบริโภคฯ ควรพิจำรณำปริมำณเกลือแร่ที่มีในน�้ำด้วย

สรุป

คุณภำพน�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศและที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศยังอยู่ในเกณฑ์ที่มีควำมปลอดภัย กำรบริโภค

น�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศเป็นประจ�ำมีโอกำสได้รับแร่ธำตุโครเมียมและไนเตรตมำกกว่ำกำรบริโภคน�้ำแร่ที่ผลิต 

ในประเทศ แต่น�้ำแร่ที่ผลิตในประเทศมีปริมำณแคลเซียมและแมกนีเซียมต�่ำกว่ำน�้ำแร่ที่น�ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ

ข้อมลูท่ีได้จำกกำรศกึษำครัง้น้ีสำมำรถน�ำไปใช้ในกำรเฝ้ำระวงัอนัตรำยทีเ่กดิจำกกำรบรโิภคน�ำ้แร่ เพือ่เป็นแนว

ในกำรปรับปรุงคุณภำพน�้ำแร่ ตั้งแต่กำรเลือกแหล่งของน�้ำแร่ ปรับกระบวนกำรผลิต กำรเลือกใช้วัสดุภัณฑ์ที่มีคุณภำพ 

เพื่อป้องกันกำรปนเปื้อน ตลอดจนเป็นข้อมูลเพื่อน�ำไปปรับปรุงมำตรฐำนน�้ำแร่ของประเทศต่อไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณนำงลัดดำวัลย์  โรจนพรรณทิพย์ ผู้อ�ำนวยกำรส�ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร ที่ให้กำร

สนับสนุนงำนวิจัยนี้  นำงสำวทิพวรรณ    นิ่งน้อย    ผู้เช่ียวชำญด้ำนควำมปลอดภัยของอำหำร  ที่ให้ค�ำปรึกษำ  แนะน�ำ  

ท�ำให้กำรศึกษำวิจัยครั้งนี้ส�ำเร็จลุล่วงไปด้วยดี
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ABSTRACT  Natural mineral water  is water obtained directly from natural or drilled sources from 
underground water.  It  is  normally  rich  in  some  kinds  of mineral  known  to  be  beneficial  to  health. 
The  concentration  of minerals  depends  on  the  location  of  the  sources.  It  is  categorized  as  food  and  
regulated by the Ministry of Public Health. Increasing brands of both  locally produced and imported 
products in markets indicate the increasing acceptance by consumer in Thailand. Although it is normally 
bottled at source, it may be contaminated naturally or by industrial activities. Therefore in the fiscal 
year B.E. 2556, the Bureau of Quality and Safety of Food conducted a study on the quality and safety of 
mineral water distributed in Thailand. The total of 54 samples (21 locally produced and 33 imported) was 
analyzed for 13 minerals and trace elements. These were Pb, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, As, No3 and F which 
are regulated because they can be harmful to health and Ca, Mg, Na and K which are not regulated but 
essential to health. The analytical techniques used for analysis were AAS and IC. The results showed 
that 90.7% of the samples complied with the regulations and 9.3% (5 imported samples) did not comply 
due to the levels of cadmium which exceeded the standard limit of 0.003 mg/L. The data were analyzed 
statistically. With Pearson Chi-Square and Fisher Exact Test, the results showed that at α =0.05 there 
was no significant difference between the numbers of local and imported samples containing Pb, Cd, Cu, 
Mn, Ni, and As. For Cr and No3, the number of imported samples were significantly higher than the 
local products. With Mann-Whitney U test at α =0.05, it was found that the local products contained 
lower levels of Ca and Mg but higher Na. For K, no significant difference was observed. In conclusion, 
the quality and safety of both local and imported natural mineral water complied with the regulation. 
For Cd, monitoring should be carried out, especially in imported products, to protect the consumers and 
to facilitate the enforcement of the regulation. 
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บทคัดย่อ  ผักเป็นอาหารที่อุดมไปด้วยโภชนาการ และดีต่อสุขภาพโดยเฉพาะผู ้ที่ต้องการลดน�้าหนัก เป็นกระแส 
ของโลกที่สนับสนุนให้ประชาชนบริโภคผักมากขึ้น องค์การอนามัยโลกได้บ่งช้ีว่าผักสดหากบริโภคดิบอาจเป็นแหล่งที่ท�าให้ 
ติดเชื้อพยาธิได้ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จึงท�าการส�ารวจความเสี่ยงการปนเปื ้อนของพยาธิในผักสดที่บริโภคดิบ 
ได้แก่ สะระแหน่ (peppermint), ผักกาดหอม (lettuce), ผักชี (coriander), ต้นหอม (leek), ผักชีฝรั่ง (parsley), 
ใบบัวบก (cantella asiatica urban), ใบกุยช่าย (garlic-like vegetable), ใบขึ้นฉ่าย (celery), ผักกาดขาว 
(white lettuce), และผักคะน้า (kale) ชนิดละ 10 ตัวอย่าง และเสนอวิธีการแช่ผัก 3 วิธี คือ แช่ในน�้าเปล่า ในส่วนผสม 
น�้าส้มสายชู 15 มิลลิลิตรต่อน�้า 4 ลิตร และในน�้าเกลือความเข้มข้น 15 กรัมต่อน�้า 4 ลิตร แล้วล้างออกด้วยน�้าเปล่า 
เพื่อลดจ�านวนพยาธิ โดยด�าเนินการระหว่างปี พ.ศ. 2556-2557 พบว่าผัก 100 ตัวอย่าง พบพยาธิ 91 ตัวอย่าง แบ่งเป็น 
พยาธิตัวกลมอิสระ 72 ตัวอย่าง ไรและไข่ 80 ตัวอย่าง ไข่ Ascaris spp. 33 ตัวอย่าง ตัวอ่อน Trichostrongylus spp. 
1 ตัวอย่าง ไข่พยาธิปากขอ 1 ตัวอย่าง ไข่ Taenia spp. 2 ตัวอย่าง และไข่พยาธิเข็มหมุด (Enterobius vermicularis) 
2 ตัวอย่าง ส่วนการล้างผักด้วยน�้าเปล่า สารละลายน�้าส้มสายชู และน�้าเกลือสามารถลดจ�านวนพยาธิลงได้ 3-14, 6-14 และ 
3-13 เท่าตามล�าดับ การล้างผักให้สะอาดก่อนบริโภคและการปฏิบัติทางการเกษตรที่ดี เป็นมาตรการจัดการความเสี่ยง 
เพื่อลดจ�านวนพยาธิที่ตกค้างในผักให้เหลือน้อยที่สุดจนไม่ก่ออันตรายต่อผู้บริโภค
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บทน�า

ผกัเป็นอาหารทีม่ปีระโยชน์ต่อสขุภาพ ให้สารอาหารทีม่คีณุค่าทางโภชนาการ อดุมไปด้วยวติามนิและแร่ธาตุ 

ที่จ�าเป็น ช่วยรักษาสมดุลของร่างกาย ท�าให้ระบบย่อยอาหารและระบบขับถ่ายดีขึ้น ซึ่งอาจกล่าวได้ว่าเป็นกระแส

ของโลกที่ส่งเสริมให้ประชาชนหันมาบริโภคผักมากข้ึน เช่นเดียวกันกับที่กระทรวงสาธารณสุขได้เล็งเห็นถึงประโยชน ์

ดงักล่าว จงึมนีโยบายส่งเสรมิให้ประชาชนหนัมาบรโิภคผกัเพือ่สขุภาพทีด่ ีอนึง่โดยทีผู่บ้รโิภคจะนยิมรบัประทานผกัสด 

คูก่บัอาหารจานหลกั หรอืในกรณผีูท้ีต้่องการควบคมุน�้าหนกัจะรบัประทานผกัสดในรปูของสลดัผกัเป็นอาหารจานหลกั 

การรับประทานผักสดจึงเป็นอาหารสุขภาพที่ประชาชนนิยมบริโภคกันอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตามองค์การอนามัย

โลกได้มีรายงานเตือนผู้บริโภคผักสดว่าอาจมีการปนเปื้อนของพยาธิและก่อให้เกิดโรคได้(1, 2) ผู้รับประทานผัก

ที่มีการปนเปื้อนของพยาธิดังกล่าวอาจเกิดการเจ็บป่วยและมีโอกาสที่คนจะน�าเชื้อไปแพร่กระจาย (Transport 

host) ดังนั้นส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึ่งเป็นหน่วยงานที่ด�าเนินงานทาง

ห้องปฏิบัติการในการดูแลคุ้มครองสุขภาพอนามัยของผู้บริโภค จึงได้ท�าการวิจัยเพื่อส�ารวจความเสี่ยงของพยาธิจาก

ผักสดที่ผู้บริโภคนิยมรับประทานดิบ และเสนอวิธีการล้างผักเพื่อจัดการความเสี่ยง ตามวิธีการล้างที่ทางกรมวิชาการ

เกษตรได้น�าเสนอ(3) 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างผักสด 10 ชนิด ได้แก่ สะระแหน่ (peppermint) ผักกาดหอม (lettuce) ผักชี (coriander) 

ต้นหอม (leek) ผักชีฝรั่ง (parsley) ใบบัวบก (cantella asiatica urban) ใบกุยช่าย (garlic-like vegetable) 

ใบขึ้นฉ่าย (celery) ผักกาดขาว (white lettuce) และผักคะน้า (kale) จากตลาดสดในกรุงเทพฯ และปริมณฑล

เครื่องมือและอุปกรณ์

1. เครื่องชั่งไฟฟ้าชนิด 2 ต�าแหน่ง

2. เครื่องเขย่า (shaker) 

3. เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ชนิดปรับตั้งความเร็วรอบ ได้

4. กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound microscope

5. Beaker ขนาด 1,000 มิลลิลิตร

6. Sedimentation cylinder ขนาด 1,000 มิลลิลิตร

7. กระชอนใช้กรองผัก ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 15 เซนติเมตร ที่วางบน Sedimentation cylinder 

ได้พอดี

8. หลอด centrifuge

9. Capillary pipet

สารเคมี

1. ส่วนผสมของน�า้ยาท�าความสะอาดไลปอนเอฟ กบัน�า้เกลอื 0.85 เปอร์เซน็ต์ ปรบัความถ่วงจ�าเพาะเท่ากบั 

1.010 

2. ส่วนผสมน�้าส้มสายชู 15 มิลลิลิตร ต่อน�้า 4 ลิตร

3. เกลือป่น 15 กรัม ผสมน�้า 4 ลิตร
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วิธีวิเคราะห์ใช้ sedimentation technique(4) ปฏิบัติตามขั้นตอนดังต่อไปนี้

1. สุ่มตัวอย่างผัก 200 กรัม โดยไม่ต้องล้างน�้าก่อน ถ้าผักชนิดใดมีรากให้ตัดรากทิ้ง

2. ตัดผักเป็นชิ้นเล็ก ๆ ใส่ลงใน beaker ขนาด 1,000 มิลลิลิตร

3. เติมสารละลายไลปอนเอฟ ที่ผสมกับน�้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้น�้าท่วมผักเพื่อลดแรงตึงผิวให้พยาธิ 

หลุดจากผัก

4. น�าไปเขย่าบน shaker 240 ครั้งต่อนาที นาน 1 ชั่วโมง

5. น�าไปกรองลงใน sedimentation cylinder ตั้งทิ้งไว้ข้ามคืนเพื่อให้พยาธิและไข่พยาธิตกตะกอน

6. วันรุ่งขึ้นเทน�้าเหนือตะกอนทิ้งให้เหลือประมาณ 5-10 มิลลิลิตร

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

10 นาที

8. ดูดน�้าใสส่วนบนทิ้งไป ให้น�้าในหลอดเหลือ 0.5-1.0 มิลลิลิตร

9. ใช้ capillary pipet ผสมตะกอนให้เข้ากันดีแล้วดูดน�้ามาหยดบนสไลด์

 10. น�าไปตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยใช้วิธี simple direct smear แล้วบันทึกผลการตรวจ

นอกจากนั้นท�าการทดลองการล้างผักเพื่อลดจ�านวนพยาธิโดยน�าตัวอย่างผักชนิดละ 5 ตัวอย่าง จาก 

การเก็บตัวอย่างในคราวเดียวกัน แล้วเปรียบเทียบจ�านวนพยาธิที่พบจากผักที่ไม่ได้ล้างก่อนวิเคราะห์กับการล้างผัก 

3 วิธี(3) คือ

1. แช่น�้าเปล่านาน 10 นาที แล้วล้างด้วยน�้าสะอาดอีกครั้ง

2. แช่น�้าส้มสายชู (น�้าส้มสายชู 15 มิลลิลิตร ต่อน�้า 4 ลิตร) นาน 10 นาที แล้วล้างด้วยน�้าสะอาด 1 ครั้ง

3. แช่ในเกลือป่น 15 กรัมผสมน�้า 4 ลิตร นาน 10 นาที แล้วล้างด้วยน�้าสะอาด 1 ครั้ง

หลังจากนั้นท�าการวิเคราะห์ตามข้อ 1-7 จากนั้นดูดน�้าใสส่วนบนทิ้งไป ให้น�้าในหลอดเหลือ 1.0 มิลลิลิตร 

น�าน�้าและตะกอนที่เหลือทั้งหมดแยกหยดบนสไลด์แล้วนับรวมจ�านวนพยาธิที่พบและหาค่าเฉลี่ย

ผล

ผลการตรวจผกัจ�านวน 100 ตวัอย่าง พบพยาธ ิ91 ตวัอย่าง แบ่งเป็นพยาธ ิตวักลมอสิระ 72 ตวัอย่าง ไรและไข่  

80 ตัวอย่าง ไข่ Ascaris spp. 33 ตัวอย่าง ตัวอ่อน Trichostrongylus spp. 1 ตัวอย่าง ไข่พยาธิปากขอ 1 ตัวอย่าง 

ไข่ Taenia spp. 2 ตัวอย่าง และไข่พยาธิเข็มหมุด (Enterobius vermicularis) 2 ตัวอย่าง แยกการตรวจพบพยาธิ

ตามผักแต่ละชนิดได้ดังนี้

ใบสะระแหน่จ�านวน 10 ตัวอย่าง พบพยาธิตัวกลม 9 ตัวอย่าง ไรและไข่ 10 ตัวอย่าง ไข่ Ascaris spp. 

4 ตัวอย่าง ผักกาดหอม จ�านวน 10 ตัวอย่าง พบพยาธิตัวกลม 8 ตัวอย่าง ไรและไข่ 9 ตัวอย่าง ไข่ Ascaris spp. 

3 ตัวอย่าง ผักชี จ�านวน 10 ตัวอย่าง พบพยาธิตัวกลม 7 ตัวอย่าง ไรและไข่ 8 ตัวอย่าง ไข่ Ascaris spp. 1 ตัวอย่าง 

ไข่พยาธิเข็มหมุด 1 ตัวอย่าง ต้นหอม จ�านวน 10 ตัวอย่าง พบพยาธิตัวกลม 7 ตัวอย่าง ไรและไข่ 7 ตัวอย่าง 

ไข่ Ascaris spp. 3 ตัวอย่าง ไข่พยาธิปากขอ 1 ตัวอย่าง ผักชีฝรั่ง จ�านวน 10 ตัวอย่าง พบพยาธิตัวกลม 10 ตัวอย่าง 

ไรและไข่ 5 ตวัอย่าง ไข่ Ascaris spp. 3 ตวัอย่าง ไข่พยาธปิากขอ 1 ตวัอย่าง ไข่ Taenia spp. 1 ตวัอย่าง ไข่พยาธเิขม็หมดุ 

1 ตัวอย่าง ใบบัวบก จ�านวน 10 ตัวอย่าง พบพยาธิตัวกลม 7 ตัวอย่าง ไรและไข่ 10 ตัวอย่าง ไข่ Ascaris spp. 

5 ตัวอย่าง ตัวอ่อน Trichostrongylus 1 ตัวอย่าง ไข่ Taenia spp. 1 ตัวอย่าง ใบกุยช่าย จ�านวน 10 ตัวอย่าง 

พบพยาธิตัวกลม 10 ตัวอย่าง ไรและไข่ 7 ตัวอย่าง ไข่ Ascaris spp. 3 ตัวอย่าง ไข่พยาธิปากขอ 1 ตัวอย่าง 

ใบขึ้นฉ่าย จ�านวน 10 ตัวอย่าง พบพยาธิตัวกลม 7 ตัวอย่าง ไรและไข่ 7 ตัวอย่าง ไข่ Ascaris spp. 3 ตัวอย่าง 
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ผักกาดขาว จ�านวน 10 ตัวอย่าง พบพยาธิตัวกลม 2 ตัวอย่าง ไรและไข่ 10 ตัวอย่าง ไข่ Ascaris spp. 5 ตัวอย่าง 

ไข่พยาธิปากขอ 1 ตัวอย่างคะน้า จ�านวน 10 ตัวอย่าง พบพยาธิตัวกลม 5 ตัวอย่าง ไรและไข่ 7 ตัวอย่าง ไข่ 

Ascaris spp. 3 ตัวอย่าง (ตารางที่ 1) 

ตารางที่ 1  การตรวจพบพยาธิ จากผัก 10 ชนิด

เมื่อน�าผักชนิดเดียวกันที่ไม่ได้ล้าง ล้างด้วยน�้าเปล่า น�้าเกลือ และน�้าส้มสายชู มาเปรียบเทียบกัน ผลการ

ตรวจใบสะระแหน่พบพยาธิ 20 ตัว เมื่อล้างแล้วจะพบพยาธิ 6, 3 และ 7 ตัว ตามล�าดับ ผักกาดหอมพบพยาธิ 9 ตัว 

เมื่อล้างแล้วทุกวิธีจะพบพยาธิ 1 ตัว ผักชีพบพยาธิ 12 ตัว เมื่อล้างแล้วจะพบพยาธิ 2, 2 และ 1 ตัว ตามล�าดับ ต้นหอม

พบพยาธิ 13 ตัว เมื่อล้างแล้วจะพบพยาธิ 4, 3 และ 4 ตัว ตามล�าดับ (ภาพที่ 1) 

ภาพที่ 1 ผลจ�านวนพยาธิที่พบจากผักที่ไม่ได้ล้างและที่ผ่านการล้าง 3 วิธี 
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 สะระแหน่ ผักกาดหอม ผักชีไทย ต้นหอม
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จ�านวนพยาธิที่พบ

 1 ใบสะระแหน่ 10 10 (100.00)  9 (90.00)  10 (100.00)  4 (40.00)  - - - -
 2 ผักกาดหอม 10 10 (100.00)  8 (80.00)  9 (90.00)  3 (30.00)  - - - -
 3 ผักชี 10 8 (80.00)  7 (70.00)  8 (80.00)  1 (10.00)  - - - 1 (10.00) 
 4 ต้นหอม 10 8 (80.00)  7 (70.00)  7 (70.00)  3 (30.00)  - 1 (10.00)  - -
 5 ผักชีฝรั่ง 10 10 (100.00)  10 (100.00)  5 (50.00)  3 (30.00)  - 1 (10.00)  1 (10.00)  1 (10.00) 
 6 ใบบัวบก 10 10 (100.00)  7 (70.00)  10 (100.00)  5 (50.00)  1 (10.00)  - 1 (10.00)  -
 7 ใบกุยช่าย 10 9 (90.00)  10 (100.00)  7 (70.00)  3 (30.00)  - 1 (10.00)  - -
 8 ใบขึ้นฉ่าย 10 8 (80.00)  7 (70.00)  7 (70.00)  3 (30.00)  - - - -
 9 ผักกาดขาว 10 10 (100.00)  2 (20.00)  10 (100.00)  5 (50.00)  - 1 (10.00)  - -
 10 คะน้า 10 8 (80.00)  5 (50.00)  7 (70.00)  3 (30.00)  - - - -

  รวม 100 91 (91.00)  72 (72.00)  80 (80.00)  33 (33.00)  1 (1.00)  4 (4.00)  2 (2.00)  2 (2.00) 

 ล�าดับ  จ�านวน ตรวจพบ ตัวอ่อน ไร ไข่ ตัวอ่อน ไข่ ไข่ ไข่
 ที่ ชนิดผัก ที่ตรวจ พยาธิ พยาธิตัวกลม และไข่ Ascaris Trichostrongylus พยาธิ Taenia พยาธิ 
      อิสระ (%) spp. (%)   ปากขอ  spp. เข็มหมุด

การตรวจพบ (ร้อยละ)
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ตรวจนับจ�านวนพยาธิจากผักที่ไม่ล้างเปรียบเทียบกับผักที่ผ่านการล้าง 3 วิธี ในผักชีฝรั่ง ใบบัวบกและ

ใบกุยช่าย ผลการตรวจผักชีฝรั่งพบพยาธิ 14 ตัว เมื่อล้างแล้วจะพบพยาธิ 1, 1 และ 2 ตัว ตามล�าดับ ใบบัวบกพบ

พยาธิ 23 ตัว เมื่อล้างแล้วจะพบพยาธิ 3, 4 และ 2 ตัว ตามล�าดับ ใบกุยช่ายพบพยาธิ 8 ตัว เมื่อล้างแล้วจะพบพยาธิ  

1, 1 และ 1 ตัวตามล�าดับ (ภาพที่ 2) 

 ผักชีฝรั่ง บัวบก กุยช่าย
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ภาพที่ 2 ผลจ�านวนพยาธิที่พบจากผักที่ไม่ได้ล้างและที่ผ่านการล้าง 3 วิธี 

ตรวจนับจ�านวนพยาธิจากผักท่ีไม่ล้างเปรียบเทียบกับผักที่ผ่านการล้าง 3 วิธี ในใบขึ้นฉ่าย ผักกาดขาว 

และคะน้า ผลการตรวจใบขึ้นฉ่ายพบพยาธิ 26 ตัว เมื่อล้างแล้วจะพบพยาธิ 2, 1 และ 4 ตัว ตามล�าดับ ผักกาดขาว 

พบพยาธิ 13 ตัว เมื่อล้างแล้วจะพบพยาธิ 2, 1 และ 1 ตัว ตามล�าดับ คะน้าพบพยาธิ 8 ตัว เมื่อล้างแล้วจะพบ 

พยาธิ 1, 1 และ 1 ตัว ตามล�าดับ (ภาพที่ 3) 

ภาพที่ 3 ผลจ�านวนพยาธิที่พบจากผักที่ไม่ได้ล้างและที่ผ่านการล้าง 3 วิธี 

 ขึ้นฉ่าย ผักกาดขาว คะน้า
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วิจารณ์

ผักทุกชนิดท่ีวิเคราะห์เป็นผักท่ีมีส่วนที่บริโภคอยู่ติดดิน ซึ่งทางปฏิบัติจากสวนผักเมื่อเก็บและตัดแต่ง 

เพือ่ส่งขายจนถงึมือผูบ้รโิภคจะไม่มีการล้างผกัก่อน จงึท�าให้ตรวจพบตวัอ่อนของพยาธติวักลมอิสระและตวัไรถึงร้อยละ 91 

ซึ่งเป็นสิ่งที่ติดมากับดินที่ใช้ในการปลูกผัก ไม่ท�าให้เกิดโรคในคน ไม่มีความส�าคัญทางการแพทย์(3) แต่จาก 

(ตารางที่ 1) ผักที่ตรวจทุกชนิดพบไข่ของพยาธิไส้เดือน (Ascaris spp.) รวมร้อยละ 33 ซึ่งเป็นไข่พยาธิที่ท�าให้เกิด

โรคในคนที่ส�าคัญ(5, 6) ต้นหอม ผักชีฝรั่ง และผักคะน้า ตรวจพบไข่พยาธิปากขอ (Necatoramericanus) ชนิดละ 

1 ตัวอย่าง ซึ่งระยะติดต่อของพยาธิปากขอคือ ระยะตัวอ่อน และผักชี ใบบัวบกตรวจพบไข่พยาธิเข็มหมุด ชนิดละ 

1 ตัวอย่าง (Enterobius vermicularis) การบริโภคผักที่ปนเปื้อนไข่ของพยาธิชนิดนี้อาจก่อให้เกิดโรคได้  

แหล่งของพยาธทิีเ่ป็นอนัตรายมาจากดนิท่ีท�าการเพาะปลกู ถ้าหากผกัสดทีบ่รโิภคเหล่านีม้าจากสวนผกัทีใ่ช้น�า้ทีไ่ม่สะอาด 

ใช้อุจจาระคน สัตว์ ปุ๋ยหมักหรือปุ๋ยคอกรดผัก(4, 7) เพื่อเพิ่มผลผลิต ดังนั้นพยาธิที่อยู่ในปุ๋ยอาจจะปนเปื้อนมากับผักสด 

ที่ส่งออกขายตามท้องตลาดได้ การจัดการความเสี่ยงที่แปลงผักประเทศไทยมีการปฏิบัติทางการเกษตรที่ดีส�าหรับพืช

อาหาร(8) ทีส่อดคล้องกบัมาตรฐาน Codex: Code of  Practice for Fresh Fruits and Vegetables(9) ก�าหนดให้แปลงปลกู 

และน�้าที่ใช้ในแปลงปลูก ต้องมาจากแหล่งที่ไม่มีสภาพแวดล้อมซึ่งก่อให้เกิดการปนเปื้อนวัตถุหรือสิ่งที่เป็นอันตราย 

ส่วนปุ๋ยมาตรฐานของไทยห้ามใช้สิ่งขับถ่ายของคนมาเป็นปุ๋ย ส่วน Codex ก�าหนดในภาพกว้างว่าจะต้องบริหารจัดการ

เพื่อจ�ากัดความเสี่ยงจาก microbial ประเด็นนี้เป็นความรับผิดชอบของชาวสวนผักซึ่งมีหน่วยงานรับผิดชอบของรัฐ

ก�ากับดูแล 

ส่วนทางด้านผูบ้รโิภคการล้างผกัให้สะอาดทีส่ดุจะเป็นการจดัการความเสีย่งทีส่ะดวก ประหยดั สามารถท�าได้

ด้วยตัวเอง (ภาพที่ 1, 2 และ 3) พิจารณาเปรียบเทียบผลการล้างผัก พบว่า วิธีแช่น�้าเปล่าสามารถลดจ�านวนพยาธิได้

มากที่สุดในผัก 4 ชนิด คือ ผักกาดหอม ผักชีฝรั่ง กุยช่าย และคะน้า วิธีแช่น�้าเกลือสามารถลดจ�านวนพยาธิได้มากที่สุด

ในผัก 7 ชนิด คือ สะระแหน่ ผักกาดหอม ต้นหอม ผักชีฝรั่ง กุยช่าย ขึ้นฉ่าย และคะน้า ส่วนวิธีแช่น�้าส้มสายชูสามารถ

ลดจ�านวนพยาธิได้มากที่สุดในผัก 6 ชนิด คือ ผักกาดหอม ผักชีไทย ใบบัวบก กุยช่าย ผักกาดขาว และคะน้า ซ่ึง 

จะเหน็ว่าวธิกีารล้างผกัวิธเีดยีวกนั สามารถลดจ�านวนพยาธอิอกจากผกัต่างชนดิกนัได้ไม่เหมอืนกนั เมือ่พจิารณาวธิกีาร

ล้างผัก 3 วิธี ในผักชนิดเดียวกันจะพบว่าสามารถลดจ�านวนพยาธิได้แตกต่างกันยกเว้น ผักกาดหอม กุยช่าย และคะน้า 

ทีส่ามารถลดจ�านวนพยาธไิด้สงูสดุเหมือนกนัเม่ือเปรยีบเทยีบกบัผกัทีไ่ม่ได้ล้าง การล้างผกัทัง้ 10 ชนดิ ได้แก่ สะระแหน่ 

ผักกาดหอม ผักชี ต้นหอม ผักชีฝรั่ง ใบบัวบก ใบกุยช่าย ใบขึ้นฉ่าย ผักกาดขาว และผักคะน้า สามารถลดจ�านวน 

พยาธิด้วยวิธีแช่น�้าเปล่า แช่สารละลายน�้าส้มสายชู และน�้าเกลือลงได้ 3-14, 6-14 และ 3-13 เท่าตามล�าดับ โดยสาร

ละลายที่มีสารช่วยลดแรงตึงผิว (surfactant) เช่น น�้าส้มสายชู จะช่วยในการท�าความสะอาดโดยไปจับกับสิ่งสกปรก 

และท�าให้สิ่งสกปรกหลุดออกมา(10) เพื่อความสะดวกในการเตรียมการล้างผักให้ใช้เกลือ 15 กรัม (1 ช้อนโต๊ะ) หรือ

น�้าส้มสายชู 15 มิลลิลิตร (1 ช้อนโต๊ะ) ผสมน�้า 4 ลิตร

สรุป

จากผลการวิจัยท่ีพบพยาธแิละไข่พยาธใินผกัสดนัน้ ผูว้จิยัมไิด้มวีตัถปุระสงค์ทีจ่ะท�าให้ผูบ้รโิภคเกดิความวติก 

กังวลจนเกิดการลดหรือถึงกับเลิกบริโภคผักสดเนื่องจากหว่ันเกรงอันตรายที่จะเกิดข้ึน หากแต่ต้องการให้ผู้บริโภคมี

ความตืน่ตวั และให้ความส�าคญักบัการล้างผกัให้สะอาดทีส่ดุ เพือ่ลดปรมิาณพยาธใิห้เหลอืน้อยจนไม่อาจก่ออนัตรายได้ 

ดังนั้นเพื่อสุขภาพอนามัยที่ดี นอกจากการกินร้อน ช้อนกลาง ล้างมือแล้ว ควรเพิ่มการล้างผักให้สะอาดด้วยซึ่งจากผล

การทดลองล้างผกัดงักล่าวมาแล้วข้างต้น ยงัไม่อาจสรปุได้ว่าวธิล้ีางผกัวธิใีดสามารถลดปรมิาณพยาธไิด้ดทีีส่ดุ หากไม่ได้ 

ใช้สารละลายน�้าส้มสายชู หรือน�้าเกลือ อย่างน้อยที่สุดควรใช้น�้าเปล่าในการล้างผักก่อนน�าไปบริโภคก็จะสามารถ 

ลดจ�านวนพยาธิลงได้ 3-14 เท่า
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contamination and reducing  
of parasite in fresh  

vegetables by washing

Tanongpan Satjapala    Kanogwan Toonsakool and Kuntong pednog

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

11000, Thailand

ABSTrAcT It is generally known that vegetables are nutritious and health foods, in particular,  
for the people who want to diet.  Moreover, the people by global approach are encouraged to consume 
more of  these produces. However, World Health Organization indicated  that  vegetable consumed raw 
may serve as vehicles for transmission of infectious parasites.Therefore, in 2556-2557 B.E., Department 
of Medical Sciences undertook the risk of parasitic contamination in 10 kinds and 10 samples each of fresh 
vegetable consumed raw which were coriander, centella asiatica urban, leek, parsley, celery, peppermint, 
lettuce, garlic-like vegetable, white lettuce and kale. The experiment included 3 wash-methods, soaking 
in water; saline solution (15 grams NaCl in 4 liters of water); vinegar solution (15 milliliters of vinegar in 
4 liters of water) for 10 minutes which were compared to unwashed vegetable. The results shown that 100 
fresh vegetables were parasitic contamination 91 samples. The contamination could be sorted as free-living 
nematodes 72 samples, mites/eggs 80 samples, Ascaris spp. eggs 33 samples, larva of Trichostrongylus spp. 
1 sample, hook worm eggs 4 samples, Taenia spp. eggs 2 samples, and Enterobius vermiculaaris eggs 2 
samples. The three wash-methods soaking in water, vinegar solution and saline solution could reduce 
the parasite numbers 3-14, 6-14 and 3-13 times when compared to unwashed vegetable respectively. 
Risk management to this matter would be The Good Agricultural Practices at growing areas and washing 
vegetable thoroughly before consuming which would leave too few parasites to cause illness.

Key words: contamination, parasites, fresh vegetables
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บทน�า 

ภารกิจหนึ่งของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์คือ  เป็นห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุข 

มีบทบาทในการพัฒนาการตรวจวิเคราะห์  และให้บริการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ  เพื่อเฝ้าระวังและแก้ไข 

ปัญหาสาธารณสุขในพื้นท่ีรับผิดชอบ(1)  ประกอบกับกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์มีนโยบายการด�าเนินงาน 

ด้านการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการให้ครอบคลุมทุกรายการ ในปี พ.ศ. 2555 ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 

7 ขอนแก่น เป็นหน่วยงานสังกัดกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้ด�าเนินการพัฒนาคุณภาพการตรวจวิเคราะห์เพื่อให้ได้

รบัรองความสามารถครอบคลุมทุกห้องปฏบิตักิาร จ�าแนกเป็นด�าเนนิการตามมาตรฐาน ISO/IEC17025:2005(2) ได้แก่ 

ห้องปฏิบัติการรังสีและเครื่องมือแพทย์  พิษวิทยา  ยาและเครื่องส�าอาง  อาหาร  และด�าเนินการตามมาตรฐาน  ISO 

15189:2007(3)  ได้แก่ห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยาคลินิก  เริ่มจากการวางแผนรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการ  โดย

หัวหน้าห้องปฏิบัติการเป็นผู้พิจารณารายการทดสอบที่ด�าเนินการของห้องปฏิบัติการที่รับผิดชอบ  แล้วรวบรวมเป็น

แผนการรบัรองความสามารถรวมทุกห้องปฏิบตักิาร เพือ่ก�าหนดเป้าหมายในการพฒันาให้ได้รบัการรบัรองความสามารถ

ทุกรายการทดสอบระหว่างปี พ.ศ. 2549  ถึง พ.ศ. 2555 

อย่างไรก็ตามการขอการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามข้อก�าหนดในมาตรฐาน  ISO/IEC 

17025:2005 ห้องปฏิบัติการต้องมีผลการประเมินคุณภาพจากภายนอก (External Quality Control) โดยเข้าร่วม

ทดสอบความช�านาญของห้องปฏบิตักิาร นอกเหนอืจากการเลอืกใช้วธิวีเิคราะห์ทีม่กีารทดสอบความถูกต้อง (Validated 

Method) การเลือกใช้เครื่องมือวัดที่ผ่านการสอบเทียบ (Calibrated Equipment) และการควบคุมคุณภาพภายใน 

(Internal Quality  Control)(4) และ  ในข้อก�าหนด  ISO15189  :  2007  ห้องปฏิบัติการต้องเข้าร่วมโปรแกรม

ประเมินคุณภาพภายนอกหรือโปรแกรมทดสอบความช�านาญในทุกรายการทดสอบ การเข้าร่วมทดสอบความช�านาญ 

ของห้องปฏิบัติการ  มีความส�าคัญเป็นอย่างยิ่งต่อการพัฒนาคุณภาพการตรวจวิเคราะห์  เพื่อเพิ่มขีดความสามารถ 

และความพร้อมที่สอดคล้องตามมาตรฐานท่ีจะส่งผลให้ได้รับรองความสามารถของห้องปฏิบัติการเพื่อสร้าง 

ความเชื่อมั่นแก่ลูกค้า

วิธีการศึกษา

ศึกษาวิจัยเชิงพรรณนาโดยใช้วิธีวิเคราะห์ข้อมูลทุติยภูมิ  (Secondary  data)  จากผลการเข้าร่วมทดสอบ 

ความช�านาญ  และผลด�าเนินงานตามแผนรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่  7 

ขอนแก่น ระหว่างปี พ.ศ. 2549-2555(5) จากเอกสารรายงานผลด�าเนินงาน ปี พ.ศ. 2549(6) 2550(7) 2551(8) 2552(9) 

2553(10) 2554(11) 2555(12) วิเคราะห์ผลด�าเนินงานเป็นร้อยละ (percentage) เพื่อประเมินความสามารถในการตรวจ

วเิคราะห์ของห้องปฏบิตักิาร ส�าหรบัใช้เป็นข้อมลูในการพฒันางานทดสอบความช�านาญของห้องปฏบิตักิาร และวางแผนการ

ด�าเนินงานรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการ 

ผล

1. การวเิคราะห์เอกสารรายงานผลด�าเนนิงานการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญของห้องปฏบิตักิารปี  พ.ศ. 2549 

 ถึง  พ.ศ. 2555 

การเข้าร่วมทดสอบความช�านาญของห้องปฏบิตักิารของศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ที่ 7 ขอนแก่น ระหว่างปี 

พ.ศ. 2549 ถึง  พ.ศ. 2555 พบรายงานผลด�าเนินงานทั้งสิ้น 262 รายงาน จาก 80 รายการทดสอบ ด�าเนินการมากที่สุด

ปี  พ.ศ. 2555 จ�านวน 58 รายงาน รองลงมาปี  พ.ศ. 2553 จ�านวน 48 รายงาน พบผลด�าเนินงานผ่านเกณฑ์ประเมิน

ทั้งสิ้นจ�านวน 227 รายงาน จาก 58 รายการทดสอบ (แผนภาพที่ 1) 
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2. รวบรวมและวิเคราะห์ปัญหาจากการทดสอบความช�านาญของห้องปฏิบัติการ

ข้อมูลผลเข้าร่วมทดสอบความช�านาญของห้องปฏิบัติการระหว่างปี  พ.ศ. 2549 ถึง  พ.ศ. 2555 จากเอกสาร 

รายงานผล  262  รายงาน  พบไม่ผ่านเกณฑ์ประเมิน  35  รายงาน  พบมากในปี  พ.ศ.  2555  จ�านวน  10  รายงาน 

รองลงมาคือ ปี พ.ศ. 2550 จ�านวน 9 รายงาน น�าข้อมูลมาวิเคราะห์พบ ปัญหาในขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ 17 รายงาน 

ปัญหาจากเครื่องมือ  7  รายงาน  และปัญหาการเตรียมตัวอย่าง  5  รายงาน  ตามล�าดับ  (ภาพที่  2)  การด�าเนินงาน 

หลงัจากทีพ่บผลไม่ผ่านเกณฑ์ประเมินได้ด�าเนนิการแก้ไขอย่างเป็นระบบ โดยเริม่จากวเิคราะห์ปัญหา น�าไปแก้ไขปรบัปรงุ 

และป้องกันการเกิดซ�้า  แล้วรายงานผลการด�าเนินการแก้ไขให้ผู้บริหารทราบ หลังจากนั้นได้น�าเข้าประชุมการทบทวน 

การบริหารจัดการ (Management review) ประจ�าปี แล้วติดตามผลด�าเนินงาน พบว่ารายการทดสอบที่ด�าเนินการ

แก้ไขแล้ว พบผลผ่านเกณฑ์ประเมินเพิ่มขึ้นจาก 58 รายการทดสอบเป็น 69 รายการทดสอบ คิดเป็นร้อยละ 86 

3. ผลด�าเนินงานตามแผนรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการปี พ.ศ. 2549 ถึง  พ.ศ. 2555

ตามแผนรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการปี  พ.ศ.  2549  ถึง  พ.ศ.  2555  จ�านวน  90  รายการทดสอบ 

ด�าเนินการมากที่สุดปี พ.ศ. 2552 จ�านวน 35 รายการ ปี พ.ศ. 2553 จ�านวน 21 รายการ และปี พ.ศ. 2554 จ�านวน 

13 รายการ ตามล�าดับ พบได้รับการรับรองทุกรายการปี พ.ศ. 2549 ถึง 2553 (ภาพที่ 3) และพบด�าเนินงานมากที่สุด 

ด้านอาหาร จ�านวน 37 รายการ รองลงมาด้านพยาธิวิทยาคลินิกจ�านวน 17 รายการ และน้อยที่สุดด้านพิษวิทยาจ�านวน 

10 รายการ พบได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการ รวม 87 รายการคิดเป็นร้อยละ 97 โดยได้รับการรับรอง

ทุกรายการด้านรังสีเครื่องมือแพทย์ พิษวิทยา ยาและเครื่องส�าอาง และพยาธิวิทยาคลินิก (ภาพที่ 4) 

ภาพที่ 1 แสดงจ�านวนรายงานผลทดสอบความช�านาญของห้องปฏิบัติการ  และผลด�าเนินงานผ่านเกณฑ์ประเมิน 

ปี พ.ศ. 2549 ถึง พ.ศ. 2555 

ภาพที่ 2 วิเคราะห์ปัญหาที่พบจากรายงานผลทดสอบความช�านาญของห้องปฏิบัติการ ปี พ.ศ. 2549 ถึง พ.ศ. 2555

ขั้นตอนการตรวจ

การค�านวณผล

วิธีตรวจ

ผู้ตรวจ

เครื่องมือ

การเต
รียมต

ัวอย่า
ง

จ�านวนรายงาน

จ�านวนรายงาน
ผ่านเกณฑ์
ประเมิน
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ภาพที่ 3 แสดงจ�านวนแผนและผลการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการจ�าแนกรายปีระหว่างปี  พ.ศ.  2549 

ถึง พ.ศ. 2555

ภาพที่ 4 แสดงจ�านวนแผนและผลการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการจ�าแนกตามห้องปฏิบัติการ ปี พ.ศ. 2549  

ถึง พ.ศ. 2555

การเข้าร่วมทดสอบความช�านาญของห้องปฏิบัติการเพื่อควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ส่งผลให ้

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่  7  ขอนแก่น  ได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการ  และพัฒนาการให้บริการ 

โดยสามารถตรวจวิเคราะห์ได้ทันตามก�าหนดเวลาสูงสุดในปี  พ.ศ.  2555  ร้อยละ  95  รองลงมาปี  พ.ศ.  2550 

ร้อยละ  92  มีข้อร้องเรียนปี  พ.ศ.  2549  จ�านวน  4  ครั้ง  ปี  พ.ศ.  2550  จ�านวน  3  ครั้ง  และไม่พบข้อร้องเรียนในปี  

พ.ศ.  2511,  2554  และ  2555  ลูกค้ามีความพึงพอใจสูงสุดปี  พ.ศ.  2553  ร้อยละ  87  รองลงมาคือ ปี  พ.ศ.  2552 

และ 2555 ร้อยละ 86 (ตารางที่ 1)

              
 รายการ

                     ปีงบประมาณ (พ.ศ.)

  2549  2550  2551  2552  2553  2554  2555

จ�านวนตัวอย่างส่งทดสอบ  21,631  25,486  25,634  29,974  22,664  20,930  21,092

รายงานผลทันตามก�าหนดเวลา (ร้อยละ)   89  92  91  91  91  87  95

ข้อร้องเรียน (ข้อ)  4  3  0  1  2  0  0

ความพึงพอใจ (ร้อยละ)   ไม่ได้  77  85  86  87  85  86

  ด�าเนินการ 

แผนรับรอง

ผลรับรอง

แผนรับรอง

ผลรับรอง

ตารางที่ 1  แสดงข้อมูลสะท้อนผลการด�าเนินงานรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการปี พ.ศ. 2549   ถึง พ.ศ. 2555
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วิจารณ์

การด�าเนินงานตามแผนรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่  7  ขอนแก่น  

ระหว่างปี  พ.ศ. 2549 ถึง  พ.ศ. 2555 จ�านวน 90 รายการทดสอบ ได้รับการรับรองความสามารถ 87 รายการทดสอบ 

คิดเป็นร้อยละ  97  ซึ่งเป็นผลจากการพัฒนาคุณภาพการตรวจวิเคราะห์สอดคล้องตามระบบคุณภาพอย่างต่อเนื่อง 

มีกระบวนการประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห์  หรือการทดสอบความช�านาญของห้องปฏิบัติการ  (Proficiency 

testing,  PT)  หลังพบปัญหาจากการด�าเนินงานมีการแก้ไขอย่างเป็นระบบโดยการค้นหาสาเหตุ  ด�าเนินการ 

แก้ไข และป้องกันการเกิดซ�้า แล้วรายงานผลการปรับปรุงแก้ไขให้ผู้บริหารทราบ และน�าเข้าประชุมการทบทวนบริหาร

จัดการ (Management review) ประจ�าปี ท�าให้ปัญหาไม่พบซ�้าในรายการตรวจวิเคราะห์เดิม และพบผลด�าเนินงาน

ผ่านเกณฑ์ประเมินเพิ่มขึ้น จาก 58 รายการทดสอบ เป็น 69 รายการทดสอบ คิดเป็น ร้อยละ 86

การด�าเนินงานที่ไม่ได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามแผน ได้แก่ การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ

ตะกั่วในน�้าดื่มและน�้าแข็ง ซึ่งใช้เทคนิคการตรวจด้วยเครื่อง AAS (Atomic Absorption Spectroscopy) การตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหาร  และการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสีสังเคราะห์ในอาหาร  ใช้เทคนิคการตรวจ

ด้วยเครื่อง HPLC  (High Performance Liquid Chromatography) ปัญหาที่พบเกี่ยวข้องกับเครื่องมือท่ีใช ้

ตรวจวิเคราะห์  ถึงแม้ว่าจะด�าเนินการบ�ารุงรักษาและสอบเทียบตามก�าหนดเวลา  แต่เนื่องจากเครื่องมือมีสภาพ 

เก่ามีอายุการใช้งานมากกว่า 15 ปี ท�าให้ไม่สามารถด�าเนินการในขั้นตอนการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดได้ 

ส่งผลให้การทดสอบความช�านาญของห้องปฏิบัติการไม่ผ่านเกณฑ์ประเมินและเป็นผลให้ไม่ได้รับรองความสามารถ 

ทางห้องปฏิบัติการในปี  พ.ศ.  2554  และ  พ.ศ.  2555  จึงได้น�าเสนอผู้บริหารเพื่อแก้ไข  และศูนย์วิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ที่ 7 ขอนแก่น ได้รับการจัดสรรงบประมาณจัดซื้อเครื่อง HPLC ใหม่ในปี พ.ศ. 2557 

การพฒันางานโดยการเข้าร่วมทดสอบความช�านาญของห้องปฏบิตักิาร ส่งผลให้ ศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์

ที่ 7 ขอนแก่น ได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการ และพัฒนาการให้บริการโดยสามารถตรวจวิเคราะห์ได้ทัน

ตามก�าหนดเวลาร้อยละ 87 ถึง 95 มีข้อร้องเรียนลดลงและไม่พบลูกค้ามีความพึงพอใจหลังด�าเนินงานปี พ.ศ. 2550 

มากกว่าร้อยละ 85 

ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ใช้เป็นข้อมูลในการเฝ้าระวังการด�าเนินงานทดสอบความช�านาญ  และ 

การวางแผนรับรองความสามารถห้องปฏิบัติให้ครอบคลุมโดยเฉพาะเครื่องมือที่เกี่ยวข้องต้องสอบเทียบตามก�าหนด

เวลาและตรวจเช็กสภาพก่อนการใช้งานทุกครั้ง  นอกจากนี้ยังใช้วางแผนในเชิงบริหารเพื่อขยายขอบข่ายการรับรอง

ความสามารถของห้องปฏิบัติการ  เพื่อเตรียมความพร้อมในการเปิดเสรีทางการค้าของประชาคมอาเซียนในปี 

พ.ศ. 2558 ต่อไป 

สรุป

การด�าเนินงานตามแผนรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่  7  ขอนแก่น 

ระหว่างปี  พ.ศ. 2549 ถึง  พ.ศ. 2555 จ�านวน 90 รายการทดสอบ ได้รับการรับรองความสามารถ 87 รายการทดสอบ 

คิดเป็นร้อยละ  97  ซึ่งเป็นผลจากการพัฒนาคุณภาพการตรวจวิเคราะห์สอดคล้องตามระบบคุณภาพอย่างต่อเนื่อง 

มีการควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห์โดยด�าเนินเข้าร่วมทดสอบความช�านาญของห้องปฏิบัติการ  เป็นปัจจัยส�าคัญ 

ที่ส่งผลต่อการได้รับรองสามารถห้องปฏิบัติการ  และพัฒนาการให้บริการสามารถตรวจวิเคราะห์ได้ทันตามก�าหนด

เวลาปี  พ.ศ. 2549 ถึง  พ.ศ. 2555 ร้อยละ 89, 92, 91, 91, 91, 87 และ 95 ตามล�าดับ มีข้อร้องเรียนลดลงจ�านวน 

4, 3, 0, 1, 2, 0 และ 0 ข้อ ตามล�าดับ ลูกค้ามีความพึงพอใจจากปี พ.ศ. 2550 ถึง 2555 ร้อยละ 77, 85, 86, 87, 85 

และ  86  ตามล�าดับ  ดังนั้นผลที่ได้จากการด�าเนินการเป็นข้อมูลส�าหรับการพัฒนางานด้านการเข้าร่วมทดสอบ 
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ความช�านาญ  และวางแผนในการพัฒนาขยายขอบข่ายการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการในรายการทดสอบ 

ใหม่ ๆ เพื่อเตรียมความพร้อมในการเปิดเสรีทางการค้าของประชาคมอาเซียนในปี  พ.ศ. 2558 ต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
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 of the Regional Medical Sciences 
Center 7th Khonkaen
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Regional Medical Sciences Center 7th Khonkaen,  Amphoe Muang Khonkaen 40000. Thailand

AbTRAcT  The Regional Medical  Sciences  Center  7th  Khon-kaen  is  a medical  and  public  health 
laboratory which play an important role in developing a variety of laboratory analyses as well as provide 
laboratory analysis service required for public health surveillance and solving the public health relating 
problems within the area of responsibility.  This study was conducted by collecting the PT test reports 
and laboratory competency approval document. From a total number of 262 reports resulting from 80 test 
items from year 2006-2012, there were 227 reports (87%) from 58 test items passing the criteria. Thirty-five 
reports (13 %) from 22 test items did not pass the criteria. A total number of 90 test items assessed for  
accreditation from year 2006-2012 were studied. The results showed that 87 test items (97%) were accredited. 
The three test items (3%) were non-compliance owing to malfunctioning of old equipment, more than 
15 years old, making it unable to determine the measurement uncertainty.  Due to the achievement of 
laboratory accreditation, the quality of service was improved. The result were increasing  from 58 test 
items to 69 test items (86%) and the proportion of results reported back to the customers within time 
form 2006 to 2012 were 89, 92, 91, 91, 87, and 95 respectively. The numbers of complaints from customer 
were 4, 3, 0, 1, 2, 0, and 0, respectively. The percentages of satisfied customer from year 2007 to 2012 
were 77, 85, 86, 87, 85, and 86 respectively.  The results of this study are useful for PT surveillance and 
preparing for expanding accredited laboratory's scope for the upcoming of AEC in 2015.

Key word: Laboratory Accreditation, proficiency testing
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